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1 Einleitung

1.1 Prodrugs

Ein Prodrug beschreibt eine Verbindung, die erst im Korper in das aktive Prinzip
umgewandelt wird. Es erfolgt also eine Biotransformation, bevor der gewiinschte
pharmakologische Effekt eintritt. Der Ausdruck Prodrug wurde 1958 von Adrien Albert
erstmalig verwendet.!

Griunde fiir die Entwicklung von Prodrugs sind meist die Verbesserung pharmakokinetischer
Parameter. So kann durch ein Prodrug-Konzept ein Arzneimittel oral bioverfligbar gemacht
werden. Dies erfolgt oft Gber die Erhohung der Lipophile und einer daraus resultierenden
Membrangangigkeit, die fir die entsprechend hydrophilere Wirkform nicht gegeben ware.
Die Blut-Hirn-Schranke kann durch ein Prodrug Uberwunden werden. Auch das gezielte
Ansprechen eines Transporters durch Einflihren eines Restes, der ein Substrat flr diesen
Transporter darstellt, kann zu einer oralen Bioverfligbarkeit flihren. Hier waren zum Beispiel
Aminosauren und Carbonsduren zu nennen, die Uber Transporter aktiv aufgenommen
werden kénnen.?? Durch die Gabe eines Prodrugs mit einer langen Halbwertszeit kann bei
Wirkstoffen mit kurzer Halbwertszeit eine Art Retardeffekt erzielt werden, der das
Dosisintervall fur den Patienten verlangert. In in vitro und in vivo Experimenten mit
Liguzinediol und dessen Esterprodrugs konnte durch Liu eine entsprechende Verbesserung
der pharmakokinetischen Parameter erzielt werden.® Durch ein Erhéhen der
Wasserloslichkeit kann die Mdoglichkeit einer intravendsen (i.v.) Applikation geschaffen
werden. So gelang in dieser Arbeit, genauer im Dabigatran-Teilprojekt, durch das Entwickeln
eines neuen Prodrug-Konzeptes fir den Wirkstoff Dabigatran (6) die Erhéhung der
Wasserloslichkeit um ein Vielfaches, so dass eine i.v. Applikation moglich ware (siehe
Abschnitt 4.1). Weiterhin besteht die Moglichkeit die chemische Stabilitdat zu erhéhen oder
schlechte organoleptische Eigenschaften des Wirkstoffes zu maskieren.’

Die Einteilung von Prodrugs kann lber die chemische Stoffklasse erfolgen — zum Beispiel
Ester-Prodrugs oder Carbamat-Prodrugs — oder liber den Mechanismus ihrer Aktivierung.
Hierbei wiirde man enzymatisch und nicht-enzymatisch aktivierbare Prodrugs
unterscheiden. Natirlich kénnen bei einem Wirkstoff auch mehrere Prodrug-Strategien zur
Anwendung kommen. In Abbildung 1.1 sind einige Beispiele fir Prodrugs mit ihrem
jeweiligen Metabolisierungsweg und den zugehdorigen aktiven Metaboliten dargestellt.
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Prodrugs finden Anwendung liber einen weiten Indikationsbereich. Bekannte Beispiele sind:

e Losartan (2) (Antihypertensivum), enzymatische Aktivierung,

e Omeprazol (3) (Protonenpumpeninhibitor), nicht-enzymatische Aktivierung,

e Dabigatranetexilat (5) (Thrombininhibitor), Carbamat-Prodrug und
Ester-Prodrug.
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Abbildung 1.1: Ubersicht tber die aufgefiihrten Prodrug-Beispiele, deren Metabolisierung und die
jeweiligen aktiven Metabolite. Losartan (1) wird Gber CytochromP450 Enzyme in zwei Stufen zum
aktiven Metaboliten Exp-3174 (2) oxidiert. Omeprazol (3) wird zunachst protoniert und lagert sich
dann Uber eine spiranartige Dihydrobenzimidazol Zwischenstufe zum aktiven Metaboliten 4 um.
Dabigatranetexilat (5) wird Uber zwei Esterspaltungen und nachfolgende Eliminierung von CO, aus
der instabilen Carbaminsaure zu Dabigatran (6) aktiviert.

1.2 Prodrugs fiir Amidine

Amidine sind nach den Guanidinen die zweit starkste organische Base (pKs = 11,6 - 12,5). Die
hohe Basizitat ist auf die Mesomeristabilisierung und die damit einhergehende
Delokalisation der positiven Ladung zurtickzufithren.® Als starke Base liegen Amidine unter
physiologischen Bedingungen geladen vor. Die positive Ladung vermindert eine Absorption
aus dem Gastrointestinaltrakt (GIT) durch passive Diffusion und stellt somit ein Problem fir
eine orale Bioverfugbarkeit von Verbindungen, die eine Amidin-Struktur enthalten, dar.”?
Fir Arzneistoffe und Arzneistoffkandidaten, die ein Amidin beinhalten, wurden in der
2
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Literatur nachfolgende Prodrug-Konzepte beschrieben. In Abbildung 1.2 ist eine Ubersicht
Uber die Strukturformeln gegeben.

1.2.1. Amidoxime

Amidoxime stellen ein Prodrug-Konzept fir Amidine dar und sind chemisch gesehen die N-
hydroxylierte Form der korrespondierenden Amidine. Synthetisch sind sie durch das direkte
Umsetzen eines Nitrils mit Hydroxylamin oder im Sinne einer Pinner-Reaktion mit
Hydroxylamin als Nukleophil einfach und in guten bis sehr guten Ausbeuten darstellbar.
Dieses Prodrug-Prinzip wurde von CLEMENT am Beispiel des Pentamidins (15) entwickelt und
auf zahlreiche andere Arzneistoffe und Arzneistoffkandidaten tbertragen.’

Durch die Verringerung der Elektronendichte am Stickstoff wird im Amidoxim die Basizitat im
Vergleich zu dem korrespondierenden Amidin herabgesetzt. Fiir Benzamidoxim (56) wurde
in der Literatur ein pK,-Wert von 4,82 bestimmt, wahrend Benzamidin einen pKs-Wert von
11,6 hat und somit wesentlich basischer ist.® Die Lipophilie von Amidoximen verglichen mit
Amidinen ist erhdht, so dass Amidoxime (iber einen weiten physiologischen pH-Bereich
ungeladen vorliegen und durch passive Diffusion aus dem GIT aufgenommen werden
konnen. Besonders hervorzuheben ist die Bioaktivierung der Amidoxime. Die N-Reduktion
erfolgt unabhangig vom PA450-Enzymsystem durch die mitochondriale
amidoximreduzierende Komponente (mARC), ein Dreikomponenten-System bestehend aus
dem molybdanhaltigen Enzym, Cytochrom B5 und der B5-Reduktase. Das mARC Enzym
kommt beim Menschen in zwei Isoformen (mARC1 und mARC2) vor und ist in zahlreichen
Geweben zu finden. Der Hauptort der Bioaktivierung ist die Leber, allerdings konnte in vitro
auch fir zahlreiche andere Gewebe eine mMARC-Aktivitit gezeigt werden.'® Die
Substratspezifitat ist fir mARC anscheinend sehr gering, so dass flr alle bislang im
Arbeitskreis getesteten Amidoxime eine N-Reduktion zum entsprechenden Amidin gezeigt
werden konnte. Ein weiterer Vorteil neben der geringen Spezifitat ist die im Vergleich zu
P450-Enzymen hohe Umsetzungsrate des mARC-Enzymsystems. Es sind bislang keine
Interaktionen zwischen Substraten flir das mARC-Enzymsystem bekannt. Dies stellt einen
immensen Vorteil gegeniiber dem P450-Enzymsystem dar.'! Die Cytochrom-P450-Enzyme
sind durch Xenobiotika sowohl induzierbar als auch inhibierbar. Daraus ergeben sich
Interaktionen, zwischen Arzneistoffen und anderen Xenobiotika, die Uber dieses
Enzymsystem verstoffwechselt oder bioaktiviert werden. Es sind auch pharmakokinetische
Interaktionen zwischen Substraten desselben Cytochrom P450-Enzyms bekannt, die auf eine
Konkurrenz um das Enzym zuriickzufiihren sind. Neben den Arzneimittelinteraktionen ist
eine hohe interindividuelle Varianz in der Pharmakokinetik von P450 Substraten
beschrieben. Diese Varianz ist auf Unterschiede in der Enzymausstattung zurlickzufiihren,
die mesitens genetisch zu erkldren sind.*?

Amidoxime konnen mit weiteren funktionellen Gruppen modifiziert werden, um die

physikochemischen Eigenschaften der Prodrugs zu beeinflussen. So sind O-Acyl-, O-

13,14

Acylamino- und O-Alkyl-Amidoxime in der Literatur beschrieben. Die Konjugation mit

3
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einer Aminosaure oder einer Dicarbonsdure kann zu hydrophileren Verbindungen fiihren,
die eine erhéhte Wasserloslichkeit aufweisen, wahrend eine Alkylierung, zum Beispiel zum
O-Methyl-Derivat, zu lipophileren Verbindungen fihrt. Ein weiterer Grund fiir das
Modifizieren von Amidoximen kann das gezielte Ansprechen eines Transporters sein. Die
Ladungsumkehr von einer positiven Ladung zu einer negativen Ladung — durch das
Umwandeln eines Amidins in ein mit einer Dicarbonsdure verestertes Amidoxim — kann in
manchen Fallen zu einem groReren Effekt auf die Bioverfligbarkeit fihren, weil die negativ
geladene Verbindung durch einen Anionentransporter aktiv aus dem Darm aufgenommen
werden kann. Dieser Effekt konnte im Rahmen dieser Arbeit im Dabigatran-Teilprojekt
beobachtet werden und wird im Rahmen ihrer Dissertation von GABEL untersucht. *°

Die Aktivierung dieser O-modifizierten Amidoxim-Prodrugs erfolgt in zwei Schritten.
Zunachst wird der Rest abgespalten und nachfolgend das Amidoxim zum Amidin reduziert. Je
nach verwendetem Rest kann die Abspaltung chemisch oder enzymatisch erfolgen, wobei
verschiedene Enzymsyteme beteiligt sein kdnnen. Fir die O-Acyl-Derivate sind besonders
Esterasen von Bedeutung, wahrend die O-Akyl-Derivate zunachst Gber das Cytochrom-P450-
Enzymsystem durch oxidative Desalkylierung aktiviert werden. Die Arbeitsgruppe um
TIDWELL, die einige O-Alkyl-Prodrugs im Bereich der Chemotherapeutika entwickelt hat, hat
zudem postuliert, dass O-Alkyl-Derivate direkt (iber das mMARC-Enzymsystem unter
Abspaltung von Alkoholen, zum Beispiel Methanol, aktiviert werden kénnen.’ Die
Uberpriifung dieser Ergebnisse und das Untersuchen weiterer Verbindungen sind von
grolBRem Interesse fir den Arbeitskreis und eine zentrale Fragestellung in der Doktorarbeit
von GIESCHE."

Ximelagatran gehort zur Gruppe der oralen Antikoagulanzien und war ein von AstraZeneca
unter dem Namen Exanta® vermarkteter Arzneistoff. Die in der Wirkform Melagatran
enthaltene Amidin-Struktur wurde zu einem Amidoxim-Prodrug im Ximelagatran modifiziert.
Ximelagatran stellt ein doppeltes Prodrug dar, weil es weiterhin einen Ethylester beinhaltet,
der das Esterprodrug einer Carbonsaure ist. Es weist eine orale Bioverfiigbarkeit von etwa
20% (im Vergleich: Melagatran etwa 3-7%) auf.'® Ximelagatran wurde im Jahr 2006 vom
Markt genommen, nachdem der Verdacht einer Hepatotoxizitdit (Erhéhung der
Transaminasen) bestand.™
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1.2.2 Dihydroxyamidine

Trotz der guten und breit anwendbaren Strategie, Amidine in Amidoxime umzuwandeln,
kann es zu unbefriedigenden Bioverfligbarkeiten der Prodrugs kommen. Dies kann daran
liegen, dass die Amidoxime prasystemisch reduziert, also in das Amidin Uberfiihrt werden.
Um diesem Effekt vorzubeugen, wurde im Arbeitskreis Clement die Strategie der Dihydroxy-
Amidine als Prodrug-Konzept entwickelt. Die Strategie wurde durch eine doppelte
Hydroxylierung am Amidin (N,N‘) angewendet. Vorteile der Dihydroxyamidine sind die
weitere Erhohung der Lipophile gegenliber den Amidoximen und die zweistufige Aktivierung.
Analog zu dem Amidoximen werden die Dihydroxyamidine reduktiv iber das mARC-
Enzymsystem aktiviert. Als Intermediat, nach einem Reduktionsschritt, entsteht das
Amidoxim. Wird ein Teil der Prodrugs bereits im Darm durch Bakterien reduziert, so weist
das korrespondierende Amidoxim ebenfalls eine Bioverfligbarkeit auf. Im Falle des
Amidoxims wirde eine vorzeitige Reduktion zum Amidin fliihren, dessen Bioverfligbarkeit
dann sehr niedrig wire.?° Nachteile der Dihydroxyamidine sind die aufwindigere Synthese
und die teilweise unzureichende chemische Stabilitdt, vor allem bei nicht weiter
modifizierten Verbindungen.

1.2.3 Carbamate

Carbamate sind Ester der Carbaminsdure und wurden fiir unterschiedliche funktionelle
Gruppen als Prodrug beschrieben. Je nach Kettenlange des verwendeten Esters variiert die
Lipophilie der resultierenden Prodrugs. Auf diesem Weg kénnen sehr lipophile Verbindungen
dargestellt werden. Sie werden durch eine Abspaltung des Esters und nachfolgende
Eliminierung von Kohlenstoffdioxid aktiviert. Der Ester kann durch Esterasen oder chemische
Hydrolyse gespalten werden. Die entstehende Carbaminsaure ist instabil und setzt spontan
CO, frei. Darstellen lassen sich Carbamat-Prodrugs von Amidinen aus Nitrilen und
Chlorameisenséiureestern.”

Ein bekanntes Beispiel ist Dabigatranetexilat (5) (siehe Abschnitt 1.2.2.1), dass aus
Dabigatran Nitril 27 und Hexylchlorformiat (37) hergestellt (siehe Abbildung 3.5) wird.?

1.2.4 1,2,4-Oxadiazol-5-one

Bei den 1,2,4-Oxadiazol-5-onen handelt es sich um einen Heterozyklus, dessen metabolische
Aktivierung von KITAMURA untersucht wurde. In in vitro Versuchen konnte dabei mit
reduktiven Leberenzymen eine Ringdffnung erzielt werden, jedoch nicht mit Esterasen. Es
wurde postuliert, dass eine Aufspaltung der Bindung zwischen dem Sauerstoff in eins
Position und dem Stickstoff in zwei Position erfolgt und das entstehende
Carbaminsdurederivat dann nachfolgend Kohlenstoffdioxid eliminiert. In einer oralen
Bioverfligbarkeitsstudie mit Meerschweinchen konnte (ber einen Thrombocyten-
Aggregations-Assay eine Wirksamkeit und somit auch eine Bioverfligbarkeit gezeigt
werden.”
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Abbildung 1.2: Ubersicht Giber die Strukturen und die jeweilige Bioaktivierung der verschiedenen
Amidin-Prodrug-Konzepte. Abgesehen von dem Amidoxim (Gleichung 1) benétigen alle Prodrug-
Konzepte zwei Aktivierungsschritte. Die Esterhydolyse bei O-Acyl-Amidoximen (Gleichung 2) und bei
Carbamaten (Gleichung 5) kann sowohl chemisch als auch enzymatisch ablaufen. Die oxidative
Desalkylierung der O-Alkyl-Amidoxime (Gleichung 3) erfolgt enzymatisch durch Cytochrom P450
Enzyme. Dihydroxyamidine (Gleichung 4) werden durch zwei Reduktionsschritte aktiviert. Bei den
1,2,4-Oxadiazol-5-onen (Gleichung 6) erfolgt zunachst eine N-Reduktion und dann eine Eliminierung
von CO, aus dem Carbaminsaurederivat analog zum zweiten Schritt bei den Carbamaten.
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1.3. Hamostase und Antikoagulantien

Dabigatran (6) ist ein niedermolekularer direkter Thrombininhibitor, und im Folgenden ist
daher eine kurze Einfliihrung in das Gerinnungssystem und die pharmakologischen Optionen
zur Antikoagulation gegeben.

Die Blutstillung stellt ein essentielles System des Korpers zur Regulierung der
Blutungsneigung dar. Bei Verletzungen muss eine ausreichende Blutgerinnung gewahrleistet
sein, um einen Wundverschluss zu erméglichen und somit ein Verbluten zu verhindern. Eine
zu starke Gerinnung erhoht allerdings das Risiko fiir thrombo-embolische Ereignisse. Daher
handelt es sich bei der Hamostase um ein komplexes System mit zahlreichen
Regulierungsmechanismen. Die Blutstillung wird als Hamostase bezeichnet und ist, nach
ihrem Ablauf, in die primare Hamostase und die sekundare Hamostase unterteilt.?

1.3.1 Primare Hamostase

Die primare Hamostase tritt sofort nach dem Auftreten einer Verletzung ein und beginnt mit
einer Anlagerung von Thrombozyten an Bindegewebsfasern des Wundrandes. Es kommt zu
einem Thrombozyten-Pfropf, der in der Lage ist, kleinerer Wunden zu verschlieSen. Dieser
Pfropf ist zunachst reversibel und man spricht daher auch von reversibler
Thrombozytenaggregation. Nachfolgend kann es dann - unter Einfluss von Thrombin nach
Aktivierung des Gerinnungssystems- zu einer irreversiblen Verschmelzung der Thrombozyten
kommen, bei der auch eine vollstandige Entleerung der Thrombozyten stattfindet. Der
freigesetzte Inhalt der Thrombozyten umfasst Botenstoffe, die zu einer Vasokonstriktion im
Areal der Verletzung fiihren. Durch ein Einrollen der Wundrdander kommt es zu einem
weiteren Stabilisieren der Verletzung.24

1.3.2 Sekunddre Hamostase

Die primare Hamostase ist fiir den Verschluss einer Wunde alleine nicht ausreichend. Ein
ausreichender Verschluss wird durch einen Gerinnungsthrombus und zusatzliche
Fibrinvernetzung erreicht, welche im Zuge der sekundaren Hamostase ausgebildet werden.
Hierzu werden zahlreiche Gerinnungsfaktoren Uber zwei verschiedene Wege aktiviert. Das
extrinsische System wird durch die Freisetzung von Gewebethromboplasmin sofort nach
Eintreten der Verletzung aktiviert. Das intrinsische System spricht etwas langsamer an und
wird durch die Aktivierung des Hageman-Faktors in Anwesenheit von Calcium-lonen und
Phospholipoproteinen aus den Thrombocyten (Entleerung im Rahmen der primaren
Hamostase)
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initiert (siehe Abbildung 1.3 und Tabelle 1.1). Beide Systeme laufen in der Aktivierung von
Faktor-X zu Faktor-Xa zusammen.**

Intrinsisches Aktivierungssystem Extrinsisches Aktivierungssystem
Kontakat mit Wundoberflache Gewebekontakt
Xl
\\/ Xlla
ca2+
PI Gewebekontakt
Xl
Xla
\/ <—|Xlla
caZ+
IX Pl -«—| llla
\/{ IXa ]|
VIl \l
Villa Vila
A P
Ca® pi
X
Ila Xa X
N\
~—_ 7
ca?* p
Thrombinbildung | V _ =
Va
7\/ I
lla
lla \V/
Fibrinbildung |
la
Q/
Xl
\/{ Xllla|——>
lla Fibrin

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung des Ablaufes der Blutgerinnung. Aktivierte Faktoren
werden mit dem Buchstabeben a markiert. Ca** = Calcium-lonen, Pl = Phospholipide. Modifiziert nach
STEINHILBER
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Tabelle 1.1: Gerinnungsfaktoren, deren Synonym, Bildungsort und, falls zutreffend, Target fir
zugelassenen Arzneistoffe. Nach MUTSCHLER 2, modifiziert.

Faktor Synonym Bildungsort Target fir Pharmaka
I Fibrinogen Leber
Il Prothrombin Leber Direkt: Thrombininhibitoren;
Indrirekt: Vitamin-K-Antagonisten,
Heparine
11 Gewebethromboplastin | Gewebezellen
v Calciumionen
V (V1) Proaccerlerin Vorwiegend
Leber
Vil Proconvertin Leber Indirekt: Vitamin-K-Antagonisten
VIII Antihamophiles Leber, Milz,
Globulin A (Faktor-VIlI- RES
Komplex)
IX Antihamophiles Leber Indrirekt: Vitamin-K-Antagonisten
Globulin B(Christmas-
Faktor)
X Stuart-Prower-Faktor Leber Direkt: Faktor-Xa-Antagonisten
Indrirekt: Vitamin-K-Antagonisten,
Heparine, Fondaparinux
Xl Plasma- ?
Thromboplastin-
Antecedent-Faktor
Xl Hageman-Faktor ?
Xl Fibrinstabilisierender Leber
Faktor
XV Hochmolekulares Verschiedene
Kiniogen (Fitzgerald- Organe
Faktor)
XV Prakallikrein (Fletcher- | Verschiedene
Faktor) Organe
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1.3.3 Antikoagulantien

Eine zu stark ausgepragte Gerinnung geht mit einem erhohten Risiko filir eine
Thrombenbildung einher und bedarf daher einer pharmakologischen Intervention. Die
Ursachen dafiir konnen mannigfaltig sein, zum Beispiel postoperativer Stress, Ruhigstellung
einer Extremitat (z.B. nach Verletzung oder auf Flugreisen) oder verlangsamter Blutfluss, um
nur einige Beispiele zu nennen. Auf Grund dieser immensen Bedeutung wurden vielfaltige
therapeutische Moglichkeiten entwickelt. Neben alteren Arzneistoffen wie der
Acetylsalicylsaure  und den  Coumarinderivaten stehen  mittlerweile  direkte
Thrombininhibitoren und Faktor-Xa-Inhibitoren fir die Therapie zur Verfligung. Viele
Probleme der alten Verbindungen, wie eine maRige Steuerbarkeit und eine lange Wirkdauer
Uber das Absetzen der Therapie hinaus, konnten mit den neuen Verbindungen behoben
werden. Dennoch klaffen die Verordnungszahlen weit auseinander. Sicherlich sind die
hoheren Therapiekosten mit auschlaggebend fiir diesen Unterschied. Im Jahr 2012 wurden
in der Bundesrepublik Deutschland (BRD) mehr als 1400 Millionen Tagesdosen (DDD)
Antikoagulantien verordnet; das entspricht einem Zuwachs von 5,5% im Vergleich zum
Vorjahr. Die durchschnittlichen Nettokosten pro DDD lagen bei 0,64 €; das entspricht einem
Finanzvolumen von knapp 900 Millionen Euro, die 2012 in der BRD fiir Antikoagulantien
ausgegeben wurden. Der Anteil der Antikoagulantien an den gesamten Arzneimittelkosten
der BRD 2012 betrug etwa 3%. In Tabelle 1.2 sind die Anteile der Substanzklassen an den
Verordnungen und Kosten dargestellt.26

Tabelle 1.2: Uberblick tiber die Arzneimittel-Verordnungen in den wichtigsten Praparategruppen der
Antikoagulantien in Deutschland 2012. Modifiziert, in Anlehnung an den
Arzneimittelverordnungsreport 2013.%°

Substanzklasse DDD Anderung zu Netto Kosten GesamtKosten
[Millionen] 2011 [%] pro DDD [€] [Millionen €]

Vitamin-K- 389,1 +2,3 0,17 66,2

Antagonisten

Heparine 142,9 +4,5 2,83 404,6

Thrombocyten- 843,9 +3,2 0,30 254,1

aggregations-
hemmer (TAH)

Faktor-Xa- 29,7 + > 1000 3,66 108,7

Inhibitoren

Thrombin- 15,0 +526 3,25 48,8

inhibitoren

Summe 1420 Bei den TAHSs: 882,4
3%

Sonst 10%

10
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1.3.3.1 Heparine

Heparin ist ein korpereigenes direktes Antikoagulanz, das Uber eine Aktivierung von
Antithrombin und die nachfolgende Inaktivierung von Faktor Xa und Thrombin wirkt. Es
handelt sich um ein Polysaccharid, das Carboxyl- und Sulfatreste aufweist und daher stark
sauer ist. Als Polysaccharid ist Heparin nicht oral bioverfiigbar. Fiir die Applikation ohne die
Notwendigkeit von medizinisch geschultem Personal stehen allerdings zahlreiche
Fertigarzneimittel mit einfach zu benutzenden Injektionssystemen wie Fertigspritzen
(Clexane®) zur subkutanen Injektion zur Verfliigung.

Offizinell sind Heparin Calcium, Heparin Natrium sowie die niedermolekulen Heparine, ,die
durch partiellen Abbau aus Ausgangsmaterialien hergestellt werden, die der Monographie
Heparin Calcium oder Heparin Natrium entsprechen” (auer in begriindeten Ausnahmen).
Heparine werden aus tierischem Material gewonnen, vor allem aus Schweine-Darm-Mucosa.
Vor dem Auftreten der bovinen sprongiformen Enzephalopathie (BSE) wurde auch
Rinderlunge als Ausgangsmaterial fiir die Herstellung von Heparinen genutzt. Im
sogenannten Heparinskandal (2007-2008) wurden kontaminierte Heparin-Chargen weltweit
vertrieben; sie wurden mit 81 Todesfdllen und zahllosen schweren allergischen Reaktionen
in Verbindung gebracht. Die minderwertigen Produkte enthielten (bersulfatiertes
Chondroitinsulfat als Verunreinigung, das nur mit modernen Analyseverfahren wie 'H-NMR-
spektrokopisch, mittels Kapillarelektrophorese, oder durch Anionenaustausch-High-
Performance-Liquide-Chromatographie (HPLC) Verfahren u.a. nachgewiesen werden
konnte.?” In der Klinik kdnnte auch eine Qualititsbeurteilung mit Hilfe der Phrothrombinzeit
erfolgen.30

Pharmakologisch bieten die Heparine einige Vorteile gegeniliber anderen Therapieoptionen.
Sie stellen physiologische Verbindungen dar und sind daher Mittel der Wahl bei Stillzeit und
Schwangerschaft. Der Wirkeintritt der Heparine ist sofort ohne Latenzzeit. Die Wirkdauer ist
beschrankt, meist auf nur wenige Stunden. Weiterhin kénnen die Heparine mit kationischen
Verbindungen wie Protaminsulfat schnell antagonisiert werden.

Standard Heparin (UFH) weist generell keine anderen Indikationsgebiete auf als die
niedermolekularen Heparine (LMWH). Die LMWH haben allerdings den entscheidenden
Vorteil einer langeren Plasmahalbwertszeit. Daher kdnnen Patienten bei der Verwendung
von LMWH mit einer Applikation taglich versorgt werden.?* Weiterhin ist das Risiko einer
Heparin-induzierten Thrombozytopenie unter der Therapie mit LMWH geringer.31

1.3.3.2 Vitamin-K-Antagonisten

Vitamin-K ist fir die Bildung einiger Gerinnungsfaktoren in der Leber essentiell. Das Vitamin
K wird dabei zum Vitamin-K-epoxid oxidiert. Die enzymatische Regeneration des Epoxides
durch zwei Reduktionen Uber das Intermediat des Chinons wird durch die Vitamin-K-
Antagonisten gehemmt. Vitamin-K-Antagonisten leiten sich von Coumarin-Derivaten ab, die

11
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als sekundare Pflanzeninhaltstoffe in vielen Gattungen vorkommen. So konnte bereits in den
1940er Jahren auf einen Zusammenhang zwischen einer in Nordamerika haufig auftretenden
Viehkrankheit mit erhéhter Blutungsneigung bei den betroffenen Tieren und dem Verzehr
coumarinhaltiger Nahrung (Klee) geschlossen werden. Die therapeutisch angewendeten
Vitamin-K-Antagonisten leiten sich strukturell von Dicoumarol ab. Phenprocoumon wird
hauptsachlich in Europa verwendet, wahrend Warfarin in Nordamerika zum Einsatz kommt.
Pharmakologisch unterscheiden sich die Derivate kaum. Phenprocoumon weist eine langere
Halbwertszeit auf, ist daher ein langwirksames Derivat. Der Metabolismus beider
Verbindungen ist Cytochrom-P450 vermittelt. Vor allem CYP2C9 und CYP3A4 sind fiir den
Metabolismus verantwortlich.

Der Wirkmechanismus beruht auf der indirekten Hemmung der hepatischen Synthese der
Faktoren VII, IX und X sowie von Prothrombin. Der Wirkungseintritt und auch der
vollstandige Verlust der Wirksamkeit gehen daher mit einer Latenzzeit einher. Bei Gabe der
Vitamin-K-Antagonisten sind noch Gerinnungsfaktoren vorhanden, die nach Absetzten erst
wieder vollstandig erneuert werden missen. Die Dosierung ist individuell einzustellen und
Uber den Quick-Wert zu Giberpriifen. Vitamin-K-Antagonisten kénnen durch hohe Dosen von
Vitamin-K antagonisiert werden, daher kommen auch Nahrungsmittelinteraktionen mit
Vitamin-K reichen Lebensmitteln vor. Patienten missen wahrend der Therapie eine
moglichst konstante Didt zu sich nehmen. Ist eine sofortige Beendigung der
blutgerinnungshemmenden Wirkung notig, kann diese nur durch Gabe von
Gerinnungsfaktoren erfolgen.*

1.3.3.3 Thrombocyten-Aggregationhemmer

Die Thrombocyten-Aggregationshemmung ist vor allem bei der Therapie beziehungsweise
der Prophylaxe von thrombo-embolischen Ereignissen indiziert. Es gibt verschiedene
Wirkungsstoffklassen:

e Cyclooxygenase 1(COX-1) Antagonisten,

e Adenosindiphosphat-Rezeptor Antagonisten,
e Glykoprotein llb/llla Antagonisten,

e Phosphordiesterase Antagonisten.

Acetylsalicylsdure (ASS) hemmt die COX-1 der Thrombocyten irreversibel, da das aktive
Zentrum acetyliert wird. Durch die COX-1 Hemmung wird die fir die Plattchenaggregation
notige Thromboxan-A2 Synthese verhindert bzw. verringert. Im Gegensatz zum
Endothelgewebe, in dem ebenfalls die COX-1 gehemmt wird, kann der kernlose Thrombozyt
die COX-1 nicht regenerieren. Daher halt der Effekt von ASS etwa eine Woche an,
entsprechend der Lebensdauer der Thrombocyten.

Clopidogrel und Ticlopidin gehdéren zu den  Adenosindiphosphat  (ADP)-

Rezeptorantagonisten. Durch die Blockade des Purinrezeptors unterbleibt die ADP

vermittelte Vernetzung tber den Glykoprotein lib/llla Rezeptorkomplex. Sie sind allerdings —
12
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vermutlich vor allem auf Grund der hohen Therapiekosten im Vergleich zu ASS (0,79 €/ DDD
statt 0,04 €/DDD) — nicht die erste Wahl in der thrombocyten-aggregationshemmenden
Therapie.

Den Glykoprotein Ilb/llla Rezeptorkomplex als Target haben der Antikérper Abciximab, das
Heptapeptid Eptifibatid und das niedermolekulare Trofiban. Alle drei Substanzen haben
keine orale Bioverfligbarkeit und miissen daher parenteral appliziert werden.?*

1.3.3.4 Faktor-Xa-Inhibitoren

Fondaparinux ist der erste Vertreter der Substanzklasse der Faktor-Xa-Inhibitoren. Es
handelt sich um ein synthetisches Pentasaccharid, das eine Strukturanalogie zur
Bindungsregion des Heparins an Antithrombin aufweist. Die Faktor-Xa-Hemmung ist also
indirekt und Uber eine Bindung an Antithrombin vermittelt.’® Die Applikation erfolgt
subkutan. Fondaparinux wird hauptsachlich renal eliminiert. Bei Patienten mit
eingeschrankter Nierenfunktion sollte daher eine Dosisanpassung vorgenommen werden.*!

Rivaroxaban wurde im Jahr 2008 von der Firma Bayer als XARELTO® auf den Markt gebracht
und gehort zur neuen Substanzklasse der direkten Faktor-Xa-Inhibitoren. Der
Wirkmechanismus beruht auf einer Blockade des Faktors-Xa, sowohl des freien als auch des
im Prothrombinase-Komplex gebundenen.*” Nachfolgend kann keine Aktivierung von
Prothrombin zu Thrombin erfolgen. Rivaroxaban besitzt einen K—Wert von 0,4 nM und
verglichen mit anderen Serinproteasen eine 10000fach erhéhte Affinitit zu Faktor-Xa.*?

Nach oraler Gabe wird Rivaroxaban sehr gut und schnell aufgenommen. Die Bioverfligbarkeit
liegt bei 80%. Die maximale Plasmakonzentration wird nach zwei Stunden erreicht.
Rivaroxaban unterliegt einem ausgepragten First-Pass-Metabolismus, vor allem CYP3A4 und
CYP2J2 sind die metabolisierenden Enzyme. Dabei hat Rivaroxaban allerdings keinen
induzierenden oder inhibierenden Effekt auf die P450 Enzyme. Auch P450-unabhangige
Metabolisierungsschritte kommen vor.

Die Indikationsstellung ist aktuell die Prophylaxe von vendsen Thrombembolien, die
Pravention von Schlaganfallen bei Patienten mit Vorhofflimmern und die Behandlung tiefer
Venenthrombosen.*

Neben Rivaroxaban ist mit Apixaban (Bristol-Myers Squibb) ein weiterer oral bioverfiigbarer
Faktor-Xa-Inhibitor am Markt.

13
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1.3.3.5 Thrombininhibitoren

Direkte Thrombininhibitoren hemmen den Faktor-lla, das Thrombin. Thrombin wir durch
Faktor-Xa aus Prothrombin gebildet und aktiviert nachfolgend Fibrinogen zu Fibrin.
Thrombin wird sowohl durch das extrinsische als auch durch das intrinsische System
angesprochen, da beide Systeme in der Aktivierung von Faktor-X zusammenlaufen. Es ist
daher ein zentraler Baustein der Gerinnungskaskade.

Die hochste Wirksamkeit erzielen Thrombininhibitoren, wenn sie eine ionische Interaktion
zwischen Asparaginsaure (Asp) 189, der Substratbindetasche des Thrombins, und einer stark
basischen funktionellen Gruppe, beispielsweise einem Amidin, im Molekil ausbilden
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Abbildung 1.3: Das aktive Zentrum des Thrombins in einer Co-Kristallisation mit Melagatran
(Kristallstruktur 1K22). Gut zu erkennen ist die ionische Wechselwirkung zwischen dem Amidin des
Melagatrans und der Asparaginsdure 189. Das Modeling wurde mit der Software Schrédinger®

durchgefiihrt (siehe Kapitel 6.2.3).
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Abbildung 1.4 A&B: Dabigatran (6) gedockt in das aktive Zentrum des Thrombins. Es wurde aus der
Kristallstruktur (1K22) mit Melagatran (als gebundenes Substrat) ein Grid berechnet, das heiRt es
wurde das Protein ohne Liganden berechnet. In diese Struktur wurde dann 6 gedockt. In Teil A der
Abbildung ist wieder deutlich die entscheidende Interaktion zwischen dem phenylogen Guanidin von
6 und dem ASP189 zu erkennen. Allerdings weist 6 einen anderen Bindemodus auf als Melagatran.
Die Carbonsaure von 6 ist nicht in der Lage, mit GLY219 zu interagieren, da die Benzimidazolstruktur
und das Amid in 6 planar vorliegen. Sie sind in der Bindetasche so angeordnet, dass die Carbonsaure
aus der Tasche ragt. Die Carbonsdure konnte in diesem Bindemodus als ,L&sungsmittel-Anker”
interpretiert werden. In Teil B der Abbildung ist die dreidimensionale Anordnung von 6 in der
Bindetasche dargestellt. Die gelb gestrichelten Linien rechts zeigen die Interaktion zwischen dem
Amidin und ASP189. Fir diese Abbildung wurde, aus Griinder der Darstellung, ein Grid einer anderen
Kristallstruktur (4BAH, Thrombin ebenfalls mit Melagatran Co-kristallisiert) verwendet. Das Modeling
wurde mit der Software Schrodinger® durchgefiihrt (siehe Kapitel 6.2.3).
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Es gibt aktuell drei niedermolekulare direkte Thrombininhibitoren, die die Marktreife
erreicht haben:

e Dabigatran oral bioverfligbar als Prodrug Dabigatranetexilat
e Melagatran oral bioverfligbar als Prodrug Ximelagatran
e Agartroban nicht oral bioverfiigbar

Als basische Funktion beinhaltet Agartroban ein nicht weiter modifiziertes Guanidin und ist
daher oral nicht bioverfiigbar. Im Melagatran wird die Basizitat, die fiir die Wechselwirkung
mit Aspl189 notig ist, durch ein Amidin erreicht, das im Falle des Ximelagatrans in ein
Amidoxim umgewandelt wurde. Dabigtran (6) beinhaltet ein phenyloges Guanidin, bei dem
das Prinzip Carbamat im Dabigatranetexilat (5) Anwendung findet.

Neben den niedermolekularen Thrombininhibitoren gibt es noch Hirudin und die Hirudin-
Analoga Lepirudin, Desirudin und Bivalirudin. Hirudin stammt urspriinglich aus Blutegeln und
ist ein 69 Aminosauren umfassendes Polypeptid. Die Analoge sind gentechnologisch
hergestellt, zum Beispiel in Hefen.*

Der pharmakodynamische Effekt dieser Verbindungsklasse beruht, wie man bereits aus dem
Namen schliefRen kann, auf einer direkten Hemmung von Thrombin. Im Falle des Dabigatrans
(6) liegt eine kompetitive Hemmung des Thrombins vor. Thrombin ist eine Serinprotease mit
295 Aminosauren. Es wird auch als Faktor lla bezeichnet und stellt das wichtigste Enzym der
Blutgerinnung dar. Es aktiviert unter physiologischen Bedingungen Fibrinogen zu Fibrin und
die Faktoren V, VII, VIII und Xlll. Durch einen Thrombininhibitor kann somit die Fibrinbildung
und die Aktivierung oben genannter Faktoren reduziert und ein gerinnungshemmender
Effekt vermittelt werden. Auch die thrombininduzierte Thrombocytenaggregation wird
inhibiert. Thrombin ist daher ein attraktives Ziel flir moderne Antikoagulantien.

1.3.3.5.1 Dabigatranetexilat

Dabigtatranetexilat (5) stellt ein doppeltes Prodrug des direkten Thrombininhibitors
Dabigatran (6) dar. 6 hat gegenliber Thrombin einen Ki-Wert von 4,5 nM und kann als hoch
selektiv bezeichnet werden, da es anderen Serinproteasen gegeniber einen K;-Wert von <
3.500 nM aufweist.** Es ist ein Peptidomimetikum und beinhaltet eine Carbonsiure
(Propansaurederivat), ein Benzol-, ein Pyridin- und ein Benzimidazol-Ringsystem und eine
Amidinfunktion, die allerdings auch als phenyloges Guanidin bezeichnet werden kann. Zur
Maskierung der Amidinfunktion von 6 wird bei 5 ein Carbamatprodrug mit einem Hexylrest
verwendet, und die Carbonsaure ist mit Ethanol verestert. Durch den Hexylrest weist 5 eine
hohe Lipophilie auf, der logD betragt 3,7 und 5 ist daher (iber einen weiten pH-Bereich nur
sehr schlecht wasserloslich. Die beste Loslichkeit von 5 wird im Sauren erreicht (siehe 4.1.2).
Daher wurde fir die Applikation eine aufwendige galenische Formulierung entwickelt, bei
der der Wirkstoff auf Weinsaurepellets aufgezogen wird. Die Pellets werden in einer
Hartkapsel verabreicht und sollen im Darm ein saures Mikroklima erzeugen, in dem 5 dann
eine verbesserte Loslichkeit aufweist.
16
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1.3.3.5.2 Pharmakokinetische Parameter von
Dabigatranetexilat und Dabigatran

In  pharmakokinetischen Studien von Boehringer Ingelheim mit YC-markiertem
Dabigatranetexilat (5) und YC-markiertem Dabigatran (6) wurde eine Bioverfligbarkeit von
etwa sechs Prozent gefunden. Rechnet man die pharmakologisch wirksamen Glucoronide
hinzu, so erhdlt man eine Bioverfligbarkeit von 7,2%.%° Es folgt eine rasche Bioaktivierung
durch Esterasen. Nach oraler Applikation von 5 wird nahezu kein unmetabolisiertes Prodrug
im Plasma gefunden. Auch die halbaktivierte Zwischenstufe 9 (siehe Abbildung 1.3), bei der
nur der Ethylester gespalten wurde, wird nur in sehr geringen Mengen im Plasma gefunden.
Dies deutet auf einen ausgepragten first-pass Metabolismus des Prodrugs hin.
Dementsprechend niedrig ist der Zeitpunkt der maximalen Plasmakonzentration (Tax) mit
1,5 Stunden. Die terminale Halbwertszeit von 6 nach oraler Gabe betrug 8,3 Stunden. Die
Plasmaproteinbindung von 6 ist mit etwa 35% gering.

Der Metabolismus von 5 und 6 wurde mittels LC/MS Analyse von Plasma-, Urin- und
Stuhlproben untersucht. Dabei wurde gezeigt, dass 6 Hauptkomponente im Plasma ist,
sowohl nach oraler Gabe von 5 als auch nach i.v. Applikation von 6. Unmetabolisierte Anteile
der Verbindung 5 wurden weder in Stuhl und Harn noch im Plasma in nennenswerten
Konzentrationen gefunden. In Abbildung 1.5 sind einige der gefundenen Metabolite mit der
postulierten Strukturformel dargestellt.
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Abbildung 1.5: Der Metabolismus von Dabigatranetexilat (5) und Dabigatran (6). Verdndert in
Anlehnung an 36 Dargestellt sind die Hauptmetabolite von 5 und 6, die mit > 0,5% in Harn, Stuhl oder
Plasma gefunden wurden. Gestrichelte Pfeile reprdsentieren einen weiteren Metabolismusschritt,
ausgehend von der jeweiligen Struktur. Die eckige Klammer um Verbindung 8 deutet an, dass dieser
Metabolit nicht in Plasma, Urin oder Fazes gefunden wurde.

Die Ausscheidung von 6 verlauft vorwiegend renal. Etwa 80% des systemisch verfligbaren 6
wird renal eliminiert. Nach oraler Applikation von 5 wird ein sehr groRer Anteil von 6 in den
Fazes gefunden. Dies ist auf eine unzureichende Absorption von 5 aus dem
Gastrointestinaltrakt zuriickzufihren. Die orale Bioverfligbarkeit von 5 liegt bei lediglich
sieben Prozent. Der nicht aufgenommene Anteil von 5 wird dann prasystemisch aktiviert und
als 6 Uber die Fazes ausgeschieden. Verbindung 13 ist der mit sechs Prozent am haufigsten
vorkommende Metabolit. 13 wird hauptsachlich in den Fazes (5,8%) gefunden, nur wenig im
Urin. 13 wird durch oxidative Desalkylierung von 6 erhalten. Insgesamt konnten innerhalb
von 48 Stunden 86,5% der applizierten YC-markierten Ausgangsverbindung 5 in Form von 6
und verschiedenen Metaboliten in den Fazes und Urin wiedergefunden werden.*®

Die Ubliche Dosierung von 5 fiir einen Erwachsenen betragt 300 mg taglich, verteilt auf eine
zweimalige Einnahme von 150 mg. Flr Patienten, die dlter als 80 Jahre sind oder gleichzeitig
Verapamil erhalten, wird eine Dosierung von zweimal 110 mg, also 220 mg Tagesdosis
empfohlen.>” Wie im Abschnitt zuvor berichtet, wird systemisch zirkulierendes 6 zu etwa
80% renal eliminiert. Die im Alter nachlassende Nierenfunktion ist sicherlich der Grund fiir
die Dosisreduktion auf 220 mg bei iber 80-Jahrigen. In der Literatur finden sich Arbeiten
zum Einfluss der Nierenfunktion auf die Pharmakokinetik von 6. Als Mal} der Nierenfunktion
wurde die Kreatinin-Clearance (CL¢) herangezogen. Patienten mit einer leicht reduzierter
Nierenfunktion (CLc, 50-80 ml min™), mit maRiger Nierenfunktion (CL¢, 30-50 ml min™) und
stark eingeschrankter Nierenfunktion (CLc, 15-30 ml min'l) wurden untersucht. Die mittlere
AUC nach Gabe von 5 stieg in den Gruppen um das 1,5-, 3,2- und 6,4-fache an.>® Daher ist fiir
Patienten mit schwer beeintrachtigter Nierenfunktion die Gabe von 5 kontraindiziert (Clc, <
30 ml min™).*’

Fir 5 und 6 wurden einige Interaktionen beschrieben. Es kommen sowohl
pharmakodynamische als auch pharmakokinetische Interaktionen vor. Pharmakodynamische
Interaktionen treten bei der zusatzlichen Gabe von anderen Antikoagulantien auf, die den
pharmakodynamischen Effekt von 6 verstarken. Fir viele Praparate gibt es allerdings keine
oder nur eingeschrankte Erfahrungen. Die gleichzeitige Anwendung von ASS, das auch haufig
als nicht steroidales Antirheumatikum, Analgetikum oder Antipyretikum eingenommen wird,
wurde in einer Phase-lI-Studie untersucht. Dabei wurde gezeigt, dass sich das Blutungsrisiko
von 12% (nur 300 mg 5) auf 18% (zusatzlich 81 mg ASS) beziehungsweise 24 % (zusatzlich
325 mg ASS) erhdéhen kann. Die pharmakokinetischen Interaktionen beruhen nicht auf dem
Metabolismus von 5 und 6, da dieser nur in geringem AusmaR stattfindet und das
menschliche P450-Enzymsystem nicht durch 5 oder 6 beeinflusst wird. 5 ist allerdings ein
Substrat fir den Effluxtransporter P-Glycoprotein (P-gp). Wirkstoffe, die P-gp hemmen,

19



1 Einleitung | Dabigatran-Teilprojekt

fiihren demnach zu erhohten Plasmaspiegeln von 6. Einige Beispiele fiir Pharmaka sind
Amiodaron, Chinidin, Clarithromycin, Dronedaron, Ketoconazol und Verapamil. In der
Fachinformation von Pradaxa® wird zwischen leichten bis maRigen (Amiodaron, Chinidin,
Posaconazol, Ticagrelor und Verapamil) und starken (Cyclosporin, Dronedaron, Itraconazol
und Ketokonazol) P-Glycoproteinhemmern unterschieden. Fir Letztere besteht bei
systemischer Anwendung eine Kontraindikation fiir 5, bei Ersteren wird eine Dosisreduktion
auf 220 mg taglich und erhohte Vorsicht (gegebenenfalls Blutgerinnungstest) empfohlen. P-
gp kann ebenfalls induziert werden. Induktoren flihren dementsprechend zu erniedrigten
Dabigatran-Plasmaspiegeln. Bekannte Induktoren sind Rifampicin, Johanneskraut
(beziehungsweise Zubereitungen aus Johanneskraut, vermutlich durch Hypericin
vermittelt®), Carbamazepin und Phenytoin. Die gleichzeitige Anwendung von 5 und einem P-
Glykoproteininduktor sollte vermieden werden.?’

Eine weitere pharmakokinetische Interaktion konnte durch die Reduktion der oralen
Bioverfligbarkeit von 5 bei gleichzeitiger Gabe von Pantoprazol oder anderen
Protonenpumpeninhibitoren aufgedeckt werden. Vermutlich ist dies auf einen gesteigerten
pH-Wert im Magen und die schlechte Loslichkeit von 6 bei pH-Werten oberhalb von pH 4
zuriickzufiihren. Allerdings konnte fiir diese Interaktion bislang keine klinische Relevanz
gezeigt werden.*

1.3.3.6 Neuentwicklungen

Das Gerinnungssytem ist, wie bereits in Abschnitt 1.2.3 beschrieben, ein breites und
attraktives Feld fiir die Pharmakotherapie. Daher gibt es zahlreiche Neuentwicklungen, die
teilweise bereits in der klinischen Testung sind. Die Verbindungen adressieren zum Teil
bekannte Targets, teilweise haben sie aber auch neue Angriffspunkte. Es wird unter
anderem an Verbindungen geforscht, die an Faktor-Xla, -IXa, -Vllla, -Vlla oder -Va angreifen.
Allerdings sind die meisten dieser Verbindungen nicht Uber die Praklinik beziehungsweise
Phase | oder Il hinausgekommen. Im Folgenden sind beispielhaft einige Verbindungen fir die
Targets IIA und Xa zusammengestellt.

1.3.3.6.1 Thrombin (Faktor-lla)

e Pegmusirudin: Direkter Thrombin-Inhibitor, Hirudin-Abkdmmling, nach Phase Il
Entwicklung gestoppt.

e Flovagatran Natrium: Direkter, niedermolekularer Thrombin-Inhibitor (Paion), nur
i.v. applizierbar, in Phase lla. Aktueller Entwicklungsstand unklar, keine neueren
Publikationen erschienen.
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1.3.3.6.2 Faktor-Xa

e Idraparinux Natrium: Ein indirekter Faktor-Xa-Inhibitor (Sanofi Aventis) mit langer
Halbwertszeit, nur zur subkutanen Injektion, bereits in Phase Il der klinischen
Studien. Entwicklung gestoppt, da nicht antagonisierbar.

e Idrabiotaparinux: Weiterentwicklung des Idraparinux, antagonisierbar. Entwicklung
gestoppt, da kein signifikanter Vorteil in einer Studie (n = 9600) gegenliber Warfarin.

e Otamixaban: Ein direkter Faktor-Xa-Inhibitor, ebenfalls von Sanofi Aventis, nur i.v.
applizierbar, Entwicklung 2013 eingestellt, nach Phase Il Studie.

1.3.3.6.3 Duale lla/Xa-Inhibitoren

e Tanogitran (62): Niedermolekulerer Inhibitor fir beide Proteasen (Boehringer
Ingelheim), doppeltes Prodrug (Propylester und Benzoesdureamid), allerdings nicht
ausreichend bioverfligbar im Menschen, aktuell nur Daten aus Phase |.

e SAR107375: Ebenfalls niedermolekularer dualer Inhibitor (Sanofi-Aventis), oral

bioverfliigbar (Ratte), allerdings bisher nur in der praklinischen Entwicklung.“, 42
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Pentamidin-Teilprojekt

1.4 Erkrankungen, bei denen Pentamidin zur Behandlung
indiziert ist

Im zweiten Teilprojekt dieser Arbeit, dem Pentamidin-Teilprojekt, wurden Prodrugs des
Wirkstoffes Pentamidin (15) synthetisiert und in vitro und in vivo charakterisiert. 15 ist ein
Antiinfectivum, das zwei Amidine beinhaltet und daher stark basisch ist. Die Struktur von 15
und dem Diisethionatsalz von 15, aus dem Handelspraparat Pentacarinat® sind in Abbildung
1.6 dargestellt. 15 wird unter anderem bei Protozoeninfektionen angewendet. Uber den
Hintergrund dieser Erkrankungen und die Indikationsgebiete des Pentamidins wird in den
folgenden Abschnitten informiert.

NH NH
Pentamidin
H,N NH,
o NN
15
NH,* NH,*
Pentamidindiisetionat
H,N NH,
07 TN
16
SOs SOy
Ho” N o N0

Abbildung 1.6: Strukturformeln von Pentamidin (15) und Pentamidindiiesetionat (16).

Malaria, Leishmaniose und die Afrikanische Schlafkrankheit sind Protozoeninfektionen und
stellen eines der groBten Gesundheitsprobleme der Menschheit dar. Vor allem die
subtropischen und tropischen Gebiete sind betroffen.*® Bei Protozoeninfektionen handelt es
sich um parasitische Infektionen durch tierische Einzeller, die zusammen mit den Algen und
einigen Pilzen zu den Protisten zahlen. Im Gegensatz zu Bakterien haben Protozoen einen
Zellkern.

Weltweit sind etwa 280 Millionen Menschen an Protozoeninfektionen erkrankt. Allerdings
ist die Pravalenz unter den verschiedenen Protozoeninfektionen sehr heterogen. Malaria ist
die haufigste Erkrankung mit etwa 270 Millionen Fallen weltweit. Fortschritte sind
erkennbar, da 52 der 59 beteiligten Staaten, die sich im Jahr 2000 beim ,Millenium
Development Goal“ das Ziel gesetzt haben, binnen 15 Jahren die Todesfille und
Neuerkrankungen durch Malaria um 75% zu
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reduzieren, auf dem richtigen Weg sind.** An Leishmaniose sind aktuell etwa 12 Millionen
Menschen erkrankt.*. Die Fallzahlen der Afrikanischen Schlafkrankheit konnten in den
letzten Jahren massiv gesenkt werden. Im Jahr 1995 wurden etwa 30.000 Falle gemeldet und
behandelt, man ging allerdings von geschatzten 300.000 Fallen aus. 2010 wurden noch 7.139
Falle gemeldet und behandelt.*®

Tabelle 1.3: Parasitische Protozoeninfektionen, deren Erreger und Ubertragungsvektoren.

Krankheit Erreger Anthropoden-Vektor
Afrikanische Schlafkrankheit Trypanosomen Tsetsefliege
Chagas-Krankheit

(Amerikanische Trypanosomen Raubwanze
Schlafkrankheit)

Nagana Trypanosomen Tsetsefliege
Leishmaniose Leishmanien Sandmiicke

Malaria Plasmodien Anopheles-Miicke
Bebesiose Bebesien Schildzecke

Im Rahmen des Pentamidin-Teilprojektes sind die Infektionen durch Trypanosomen und
Leishmanien von besonderer Bedeutung, da hier fiir Pentamidin (15) eine Indikation vorliegt.
Sie werden daher im Nachfolgenden naher beleuchtet.

1.4.1 Afrikanische Schlafkrankheit

Human african trypanosomiasis (HAT) ist eine durch die Erreger Trypanosoma brucei (T.b.)
gambiense, T. b. rhodesiense ausgeldste Infektionskrankheit. Sie ist in drei Phasen
untergliedert. In der Infektionsphase wurde der Erreger durch den Biss einer Tsetsefliege
Ubertragen und befindet sich noch in einem lokalen Herd um die Bissstelle. In Phase |
zirkulieren die Protozoen in der Blutbahn, wahrend die Erreger in Phase Il das zentrale
Nervensystem (ZNS) befallen. Unbehandelt verlduft die HAT in der Regel todlich.?’

1.4.1.1 Trypanosoma brucei gambiense und Trypanosoma brucei
rhodesiense

Trypanosomen sind einzellige Parasiten, von denen einige Menschen und/oder Tiere
infizieren kdnnen. Sie werden in der Regel von einem Insekt Ubertragen. Im Falle von T. b.
gambiense und T. b. rhodesiense ist der Ubertragungsvektor die Tsetsefliege. Es ist auch eine
Ubertragung von der Mutter auf das Ungeborene moglich. Trypanosoma brucei durchliuft
mehrere Entwicklungszyklen. Beillt eine Tsetsefliege einen infizierten Wirt, findet im Darm
der Fliege zunachst eine Reihe von Vermehrungszyklen statt. Die Parasiten wandern vom
Darm der Fliege in die Speicheldriisen und werden beim Biss der Fliege auf den néachsten
Wirt Ubertragen. Die Trypanosomen gelangen in das Unterhautgewebe und befinden sich zu
dem Zeitpunkt der Ubertragung in der sogenannten metacyclischen Phase. Von dort

gelangen sie in die Lymphe und das Blut, wo sie in einen teilungsaktiven Zustand (ibergehen
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und sich etwa alle sechs Stunden teilen. Trypanosoma brucei ist in der Lage, die BlutgefdRe
zu durchdringen, und kann in umliegende Gewebe, zum Beispiel das ZNS, vordringen. Dieser

Zustand kennzeichnet die Phase Il der HAT.* 4% 4330
1.4.1.2 Verbreitung und Pravalenz

In 36 Landern in Subsahara-Afrika kommt die HAT vor. Unbehandelt verlauft sie tédlich. Sie
wird unterteilt in die gambische Schlafkrankheit, ausgelost durch T. b. gambiense, die in
West- und Zentralafrika vorkommt. Sie ist durch eine chronische Verlaufsform
gekennzeichnet und hat eine durchschnittliche Infektionsdauer von etwa drei Jahren. Etwa
98 % der HAT Falle sind mit T. b. gambiense infiziert. Die rhodesische Form, verursacht durch
T. b. rhodesiense, kommt vorwiegen in den sidostlichen Landern des afrikanischen
Kontinents vor. Sie ist durch einen akuten Verlauf gekennzeichnet, der unbehandelt in etwa
drei Wochen zum Tod fihrt.

Aktuell sind etwa 20.000 Menschen an HAT erkrankt. Im Jahr 2012 wurden 7.216 neue Falle
der HAT registriert. Diese niedrige Inzidenz setzt den Trend von 2010 fort, wo mit 9.878
neuen Fallen erstmalig die 10.000er Marke unterschritten wurde. Auf die drei Staaten
Angola, die Demokratische Republik Kongo und den Sudan (zur Zeit der Datenerhebung noch
ungeteilt) entfallen mit etwa 90 % die meisten Infektionen. In dieser zentralafrikanischen

Region treten Infektionen mit T. b. gambiense auf.>" > %

1.4.1.3 Ubertragungsvektor und Vektor-Kontrolle

Wie bereits in Tabelle 1.2 dargestellt, ist der Vektor fiir die Ubertragung der HAT die
Tsetsefliege. Tsetsefliegen gehdren zu Gattung Glossina, und es gibt etwa 31 Arten, von
denen sechs die HAT Ubertragen. Die Tsetsefliege ist etwa so groR wie eine gewdhnliche
Fliege, 8 mm bis 17 mm, ist aber unter anderem daran zu erkennen, dass sie in Ruhestellung
ihre Fligel auf dem Riicken Ubereinander legt. Ahnlich wie eine Bremse beilt die
Tsetsefliege ihr Opfer und erndhrt sich von austretender Lymphe und austretendem Blut. Die
Beschaffenheit der Haut des Wirtes ist dabei weniger limitierend als bei anderen
(stechenden) Insekten. Daher ist die Tsetsefliege in der Lage, sich neben dem Menschen von
vielen verschiedenen Tieren zu ernahren.>

Tsetsefliegen weisen einige, fiir Insekten auBergewohnliche Merkmale auf. Sie leben
beispielsweise in Symbiose mit dem Bakterienstamm Wigglesworthia. Die Fliege bendtigt die
Bakterien zur Verwertung der Nahrung.>® Die Weibchen produzieren lediglich ein Ei pro
Fortpflanzungszyklus. Die Larve wachst zunachst in einer Art Uterus heran, wo sie vom
Weibchen mit Muttermilch versorgt wird. Mit der Milch erhalt die Larve allerdings nicht nur
Nahrstoffe, sondern auch den lebenswichtigen Bakterienstamm Wigglesworthia. Die Larve
wird von der Fliege an einem geeigneten Ort, zum Beispiel im Schatten eines Baumes,
abgelegt, wo sie sich sofort verpuppt. Nach etwa 30 Tagen schlipft dann die Tsetsefliege. Ein
Weibchen bringt im Laufe ihres Lebens auf diese Weise etwa acht bis zehn Junge zur Welt.”*
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Wie bereits in 1.3.1.1 beschrieben, sind Haus- und Wildtiere ein riesiger Erregerpool, an dem
sich Tsetsefliegen infizieren kdnnen und so die Trypanosomen auf den Menschen (ibertragen
kénnen. Daher reicht die Diagnostik und Behandlung von erkrankten Menschen alleine nicht
aus, um die HAT zu Giberwinden. Die Bekampfung des Ubertridgervektors der HAT hat sich als
duBerst effektive Methode zur Bekampfung der Erkrankung erwiesen. Zur Einddmmung des
Vorkommens der Tsetsefliegen wird auf zwei generelle Strategien zuriickgegriffen:

e den Einsatz von Insektiziden (sequentielle Aerosol-Spriih-Technik, SAT und andere),
e die Steriles-Insekt-Technik (SIT).

Durch Insektizide, zum Beispiel in Fallen, deren Lockwirkung durch Geruch oder fir die
Tsetsefliege attraktive Form- und Farbgebung erreicht wird, wurde der Bestand an
Tsetsefliegen regional um 99 % gesenkt. Nach erfolgreicher Reduzierung des Bestandes kann
die SIT zusatzlich angewendet werden. Die SIT beruht auf der Eigenart der
Tsetsefliegenweibchen, sich nur ein einziges Mal in ihrem Leben zu paaren. Im Labor
sterilisierte Mannchen werden ausgesetzt und konkurrieren mit den Wildtyp-Mannchen um
die paarungsfahigen Weibchen. Kommt es zur Paarung mit einem sterilen Mannchen, kann
die weibliche Tsetsefliege demnach keine Nachkommen produzieren. Mit dieser sehr
aufwendigen und kostenintensiven Methode konnte die Tsetsefliege auf der Insel Unguja,
der Haupinsel des Sansibar-Archipels, ausgerottet werden. Dementsprechend gibt es dort
fir Mensch und Tier keine Gefahr mehr, an der Schlafkrankheit zu erkranken. Die
Bekampfung der Tsetsefliege mit der SIT Methode ist nur dann sinnvoll, wenn die Population
bereits durch andere MaRnahmen reduziert wurde und das Gebiet, zum Beispiel durch

Insellage, isoliert ist.”% >°

Natdrlich stellt sich immer die Frage, ob es aus ethischen und biologischen Standpunkten
vertretbar ist, ein Insekt bis zur Ausrottung zu bekampfen, um das Auftreten einer Krankheit
zu bekdampfen. Momentan fehlt es allerdings an realisierbaren Alternativen, der
Schlafkrankheit Herr zu werden. In diesem Zusammenhang erscheint die Entwicklung einer
zufriedenstellenden Pharmakotherapie zur Behandlung der Schlafkrankheit umso wichtiger,
da sie den Leidensdruck senken wiirde und man das Problem mit weniger drastischen
Methoden angehen kénnte.
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1.4.1.4 Pharmakotherapie der afrikanischen Schlafkrankheit

Eine friihe Diagnose liefert die besten Aussichten auf eine Heilung der Erkrankung. Die
Pharmakotherapie ist abhdngig von der Phase der Erkrankung, da Medikamente zur
Behandlung der Phase Il in der Lage sein missen, die Blut-Hirn-Schranke in ausreichendem
Mal} zu durchdringen.

Zur Behandlung der Phase | sind Pentamidin (15) (Pentacarinat®) fir die Infektion mit T. b.
gambiense und Surinam fir die Infektion mit T. b. rhodesiense Mittel der ersten Wahl.

In Phase Il werden Melarsoprol und Eflornithin (nur effektiv gegen T. b. gambiense)
eingesetzt. Seit 2009 wird Eflornithin als Kombination mit Nifurtimox verabreicht, allerdings
zeigt auch die Kombinatiostherapie keine Wirksamkeit gegen Infektionen mit T. b.
rhodesiense, so dass in diesen Fallen weiter auf Melarsoprol zurlickgegriffen werden muss.
Melarsoprol ist ein arsenhaltiger Arzneistoff, der schwere Nebenwirkungen aufweist. Durch
den hohen Arsengehalt kommt es bei bis zu zehn Prozent der Behandelten zu
Enzephalopathien, die schlimmsten Falls tédlich enden.?’

1.4.2 Nagana-Krankheit

Die Nagana-Krankheit wird auch als animal african trypanosomiasis (AAT) bezeichnet. Es
handelt sich um eine Trypanosomeninfektion, die bei Wild- und Haustieren in Afrika auftritt.
Die Erreger unterscheiden sich von der HAT, es handelt sich um Trypanosoma brucei brucei,
Trypanosoma congolense, Trypanosoma equiperdum, Trypanosoma simiae, Trypanosoma
suis und Trypanosoma vivax. Zwar sind die Erreger nicht direkt humanpathogen, dennoch
fligen sie den Menschen indirekt groBen Schaden zu, indem sie die Viehwirtschaft in vielen
Regionen nachhaltig schadigen.®

1.4.3 Chagas-Krankheit

Die Amerikanische Schlafkrankheit wird durch Trypanosoma cruzi verursacht. Die
Ubertragung erfolgt hauptsichlich durch Raubwanzen der Gattungen Triatoma, Rhodnius
und Panstrongylus. Die Infektion kann auch durch konterminierte Blutkonserven oder
Organspenden versucht werden oder von infizierten Mdittern auf das Kind Ubertragen
werden. Die Pravalenz liegt bei zirka 8 Millionen Fallen, vorwiegend in Lateinamerika. Analog
zur HAT untergliedert sich die Infektion bei der Amerikanischen Schlafkrankheit in zwei
Phasen. In der Akut-Phase zirkulieren die Erreger im Blut und wandern dann in der
chronischen Phase allerdings nicht ins Gehirn, sondern ins Muskelgewebe, wobei
hauptsachlich das Herz und die Darmmuskulatur betroffen sind. Die Therapie der Chagas-
Krankheit erfolgt mit Nifurtimox und Benznidazol. Pentamidin spielt keine Rolle in der
Therapie.”®
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1.4.4 Leishmaniose

Durch Leishmanien, die von infizierten Micken der Gattung Phlebotominae Uibertragen
werden, wird die Leishmaniose, eine Protozoeninfektion, ausgeldst. Das Krankheitsbild ist
heterogen, im Wesentlichen gibt es drei Verlaufsformen. Die kutane Leishmaniose
(Orientbeule) ist die haufigste Form. Um den Einstich, also an gut zugdnglichen Extremitaten,
bildet sich ein Ulcus, der nur schwer verheilt und schlimme Narben hinterlasst. Es treten
jahrlich weltweit etwa 700.00 bis 1.300.000 neue Falle auf. Die meisten dieser Falle verteilen
sich auf die sechs Staaten Afghanistan, Algerien, Brasilien, Iran, Kolumbien und Syrien. Daran
ist zu erkennen, dass die kutane Leishmaniose nicht kontinental begrenzt ist, wie
beispielsweise die HAT. Wahrend die Betroffenen bei der kutanen Leishmaniose durch die
sehr unansehnlichen Ulcera eher psychisch und gesellschaftlich geschadigt werden, verlauft
die viszerale Leishmaniose (Dum-Dum-Fieber, Kala-Aza) unbehandelt im Regelfall todlich. Die
Pravalenz der viszeralen Leishmaniose liegt mit 200.000 bis 400.000 neue Fallen pro Jahr
niedriger. Das Verbreitungsgebiet ist ebenfalls kleiner; sie kommt in Ost-Afrika und auf dem
Indischen-Subkontinent vor. Die dritte Form ist die Schleimhautleishmaniose, bei der die
Schleimhiute befallen sind. Sie kommt ausschlieBlich in Siidamerika vor.*® Die Beschrankung
des Verbreitungsgebietes der Leishmaniose auf die tropischen und subtropischen Regionen
liegt an der Verbreitung der Sandmiicken. Sie benétigen eine Jahresisotherme von 10°C zum
Uberleben. Galten die Alpen lange als natiirliche nérdliche Grenze des Verbreitungsgebietes
von Sandmicken, konnten mittlerweile zwei Gattungen der 23 im Mittelmeerraum
beheimateten Sandmiicken in Deutschland nachgewiesen werden. Phlebotomus mascittii
und Phlebotomus perniciosus wurden in Baden-Wirttemberg beziehungsweise Rheinland-
Pfalz gefunden. Der Annahme folgend, dass sie sich innerhalb eines Gebietes ausbreiten, das
eine Jahresisotherme von 10°C aufweist, ist eine Besiedlung des Rheintales bis zum Raum
Koln denkbar. Wahrend die Vektorkompetenz von Phlebotomus mascittii noch unklar ist, gilt
flir Phlebotomus perniciosus als gesichert, dass sie ein Vektor fiir die Ubertragung von
Leishmania infantum, einem Erreger der kutanen- und viszeralen Leishmaniose, ist. Generell
ist der Klimawandel (im Sinne einer Erhohung der Durchschnittstemperatur) ein Faktor, der
zu einer weiteren Verbreitung der Leishmaniose beitragen kann. Lokale Ausbriiche der
Leishmaniose werden oft verzeichnet, wenn sich die Umwelteinfllsse in einer Region durch
Eingriffe des Menschen verdandern. Landwirtschaftliche Nutzung von Fldachen (zum Beispiel
Reisanbau), Staudammprojekte und Umsiedelungen von Stadtern in landliche Regionen sind
nur einige Beispiele fiir Griinde eines regionalen Anstieges der Leishmaniose Préavalenz.”’

Welche Form der Leishmaniose ausbricht, hangt unter anderem davon ab, welcher Erreger
von der infizierten Sandmicke Ubertragen wird. Es gibt etwa 20 Unterarten der Gattung
Leishmania. In Tabelle 1.4 ist eine Ubersicht nach Verlauf der Erkrankung und regionalem
Vorkommen der Erreger gegeben.58
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Tabelle 1.4: Zusammenfassung der verschiedenen Verlaufsformen der Leishmaniose, ihrer Erreger
(regional sortiert) und der Erregerreservoire, der Inkubationszeit und der zu erwartenden Letalitat

sowie der Pharmakotherapie der Wahl. In Anlehnung an®, modifiziert

Viszerale Kutane Mukokutane
Leishmaniose Leishmaniose Leishmaniose
Synonyme Kala-Azar Orientbeule Chiclero-Ulkus
Aleppobeule Pian bois
Bagdadbeule Uta
Espundia
Erreger Asien | Hauptsachlich in L. tropica: Mittelmeerraum,
und Europa landlichen Regionen: Naher Osten, Indien,
L. donovani: Mittelasien, Afghanistan
Indien, China, Naher (Kabul)
Osten, Nord- und L. major:

Ostafrika
L. infantum:
Mittelmeerraum,

Naher Osten, Zentralasisen,
Indien,Sudan, Senegal,
Nordafghanistan

China, GUS L. aethiopica:
Athiopisches Hochland,
Kenia
L infantum:
Mittelmeerraum
Erreger Amerika | L. chagasi: L. mexicana-Komplex und L. brasiliensis-
Zentral- und L. brasiliensis-Komplex: Komplex:
Sidamerika Mittel- und Stidamerika Mittel- und
Sidamerika
Inkubationszeit 10 Tage bis 3 Jahre 1 Woche bis mehrere 2 Wochen bis
(meist 2-4 Monate) Monate mehrere
Monate
Letalitat Unbehandelt 80-90 %, gering gering
behandelt bis zu 3-20
%
Reservoir Menschen Menschen (L. tropica
Hunde obligat humanpathogen) Menschen
Wolfe Hunde Nagetiere
Flichse Nagetiere
Nagetiere

Pharmakotherapie

First-line: finfwertige
Antimonverbindungen

Natriumstibogluconat
& N-Methylglucamin-
antimonat
Second-line:
Pentamidin (15),
Amphotericin B

Nutzen-Risikobewertung!
Flinfwertige
Antimonverbindungen
Pentamidin (15) bei L.
brasiliensis-Komplex u.v.m.

finfwertige
Antimon-
verbindungen,
Amphotericin
B, Miltefosin
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1.4.5 Pneumocystis Pneumonie

Lungenentziindungen werden durch ein breites Spektrum von Erregern ausgeldst. Sie
konnen durch Viren, Bakterien oder Pilze verursacht werden und sind die weltweit haufigste
Todesursache bei Kleinkindern. Bei der Pneumocystis Pneumonie handelt es sich um eine
von einem Pilz ausgeldste Lungenentziindung. Ehemals Pneumocystis carinii Pneumonie
(PcP) genannt, spricht die Literatur heute von der Pneumocystis Pneumonie, die ebenfalls
mit PcP abgekirzt wird, da es sich bei dem Erreger nicht wie urspriinglich angenommen um
Pneumocystis carinii (der nicht humanpathogen ist), sondern um Pneumocystis jirovecii
handelt. Die PcP ist eine interstitielle Pneumonie, die haufig als opportunistische Infektion
auftritt, vor allem bei der Infektion mit dem HI Virus. Unter den Todesfillen an
Lungenentziindungen bei HIV-positiven Kindern macht die PCP etwa 25% der Falle aus. Die
Letalitat liegt in den Industriestaaten bei etwa zehn Prozent.®

Zur Therapie der PcP wird als Mittel der Wahl eine Kombination aus Thrimethoprim und
Sulfamethoxazol gegeben. Als Therapie der zweiten Wahl stehen neben Pentamidin (15)
noch Atovaquone und eine Kombination aus Clyndamycin und Primagquine zur Verfiigung.®*

1.5. Pentamidin im Handelspraparat Pentacarinat®

Das Prdparat Pentacarinat® von Sanofi-Aventis ist als solches seit 1989 zugelassen und
beinhaltet 300 mg Pentamidindiiesetionat (16). Es handelt sich um ein Lyophilisat zur
Herstellung einer Injektionslésung oder einer Loésung zur Anwendung in einem Vernebler.
Pentamidin (15) ist ein Chemotherapeutikum und die Wirksamkeit beruht auf
Wechselwirkungen mit der Desoxyribonukleinsaure (DNA), der Ribonukleinsdure (RNA), dem
Folsduremetabolismus, der Proteinbiossynthese. Die Indikationen von Pentacarinat® sind,
wie bereits im Abschnitt 1.3. beschrieben:

e Prophylaxe und Therapie der PcP,
e Viscerale und kutane Leishmaniosen,
e Phase | der HAT mit Trypanosoma brucei gambiense als Erreger.

Die Applikation erfolgt langsam i.v. oder intramuskulér (i.m.), auBer zur Prophylaxe der PcP,
wo Pentamidin inhalativ appliziert wird. Die Applikation sollte generell im Liegen erfolgen, da
es schon bei einmaliger Gabe zu einer hypotonen Kriese kommen kann. Pentamidin weist
eine Reihe teils schwerwiegender Nebenwirkungen auf. In Tabelle 1.5 sind einige der
Nebenwirkungen des Pentamidins nach Haufigkeit ihres Auftretens dargestellt.®?
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Tabelle 1.5: Auszug der in der Fachinformation aufgeflihrten unerwiinschten Wirkungen von
Pentacarinat®. Fett dargestellt sind potentiell fatal endende Nebenwirkungen.

Sehr haufig Haufig Selten
Azotamie, akutes Andmie, Leuko- und Anaphylaktischer Schock,
Nierenversagen, lokal: Thrombocytopenie, Hyper- Pankreatitis, QT-Intervall-
Schwellung, Entziindung, und Hypoglykdmien, Verlangerungen,
Abszessbildung, Hyperkaldmie, Arrhythmien, u.a.
Muskelnekrose u.a. Hypomagnesiamie,

Hypokalzamie, Synkopen,
Schwindelgefiihl, Hyper- und
Hypotonie, hepatische
Veranderungen, Ausschlag,
u.a.

Neben den Vorteilen, die ein oral bioverfligbares Prodrug des Pentamidins gerade in
Regionen mit unzureichender medizinischer Versorgung fiir die Pharmakotherapie hatte,
kann ein Prodrug in Hinblick auf die unerwiinschten Wirkungen ebenfalls vorteilhaft
gegeniber der iv. Applikation der Wirkform sein. So treten lokale Schwellungen,
Entziindungen, Abzessbildungen und Muskelnekrosen bei mehr als 10% der Patienten auf,
die Pentacarinat i.m. erhalten. Diese wadren bei einer oralen Gabe eines Prodrugs natdrlich
nicht zu erwarten. Aber auch auf die Nephrotoxizitdit kdonnte ein oral bioverfligbares
Pentamidin-Prodrug einen positiven Einfluss haben. CoHRrs flihrte im Rahmen seiner
Dissertation SPECT-Imaging Untersuchungen an Ratten durch, denen radiomarkierte (I*21)
Pentamidin-Derivate appliziert wurden. Die Auswertung der Areale und Aktivitaten zeigte:
,...die Konzentration in den Nieren waren insbesondere nach intravendser Gabe der
Prodrugs deutlich geringer als nach Applikation von 1b [der radiomarkierten Wirkform]“®®
Die Prodrugs wurden laut CoHRs vermehrt biliar eliminiert. Ein Anreichern in hepatischen
Geweben wurde nicht gefunden, was positiv in Hinblick auf eine mégliche Hepatotoxizitat zu
bewerten ist.*®
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2 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit bestand in der Synthese, der in vitro Charakterisierung und in vivo
Testung beziehungsweise Verifizierung von Amidin-Prodrugs ausgewadhlter Arzneistoffe. In
den folgenden zwei Abschnitten ist die Zielsetzung fir die jeweiligen Teilprojekte detailliert
aufgezeigt.

2.1 Zielsetzung fiir das Dabigatran-Teilprojekt

Im Dabigatran-Teilprojekt sollten zunachst die zu testenden Substanzen Succinyl-Dabigatran
31, Glutaryl-Dabigatran 33, Adipyl-Dabigatran 35, Dabigatran (6) und Dabigatranetexilat (5)
in ausreichendem MaRe und mit einer sehr hohen Reinheit hergestellt werden. Neben der
Herstellung der schon bekannten Derivate 31, 6 und 5 sollte eine Methode zur Synthese der
neuen Derivate 33 und 35 entwickelt werden, die diese Verbindungen in hoher Reinheit
zuganglich machen sollte. Alle erhaltenen Intermediate und Endverbindungen, im
Besonderen die neuen Prodrugs 33 und 35, sollten ausgiebig und mit modernen Methoden
der instrumentellen Analytik charakterisiert werden.

Die Dabigatran-Prodrugs sollten in vitro charakterisiert werden, um ihre Eignung als
Arzneistoff, also ihre druggability, zu untersuchen. Dabei sollte die Loslichkeit und die
Stabilitdat gegeniber Puffern mit verschiedenen pH-Werten untersucht werden. Fir das
Prodrug 31, das als besonders aussichtsreiches Dabigatran-Prodrug gilt, sollte eine
Lagerstabilitatsuntersuchung im Vergleich mit 5 durchgefiihrt werden. Da fir
Bioverfligbarkeitsstudien, die nicht im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt wurden, fir 31
und 5 eine galenische Entwicklung erfolgte, sollte ebenfalls untersucht werden, ob 31 und 5
unter den Herstellungsbedingungen stabil sind.

Fiir die Dabigatran-Prodrugs 31, 33, 35 und 5 sollte eine orale Bioverfiigbarkeitsstudie
durchgefiihrt werden, bei der parallel die Wirksamkeit, also der pharmakodynamische
Effekt, bestimmt werden sollte. Hierzu sollte eine Methode angewendet werden, die liber
die Messung des pharmkodynamischen Effekts, also der blutgerinnungshemmenden
Wirkung, in der Lage sein sollte, die in der Plasmaprobe enthaltene Menge an 6 zu
guantifizieren. In der Studie sollten die Prodrugs 31, 33, 35 und 5 oral appliziert und die
Wirkform 6 sollte intravends injiziert werden. Aus den erhaltenen Proben der Studie sollte
eine orale Bioverfiigbarkeit fur alle angewendeten Prodrugs errechnet werden.

AbschlieBend sollten die Ergebnisse der in vitro und in vivo Experimente herangezogen
werden, um die Prodrugs 31, 33, 35 hinsichtlich ihrer Eignung als Prodrug von 6 bewerten zu
kénnen. Dabei sollte vor allem ein Vergleich mit 5 gezogen werden, um mogliche Vorteile
der neuen Dabigatran-Prodrugs aufzudecken, mit dem Ziel, die antikoagulative Therapie mit
6 durch den Einsatz eines neuen Prodrugs-Prinzips von 6 zu verbessern
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2 Zielsetzung fiir das Pentamidin-Teilprojekt

2.2 Zielsetzung fiir das Pentamidin-Teilprojekt

Im Pentamidin-Teilprojekt sollten die Prodrugs N,N‘-Bis(succinyloxy)-Pentamidin 43, N,N*-
Bis(glutaryloxy)-Pentamidin 44 und N,N‘-Bis(Adipyloxy)-Pentamidin 48 in ausreichender
Menge und hoher Reinheit synthetisiert werden. Fiur die Derivate 43 und 44 war bereits ein

* Dieser musste allerdings umgestellt werden, da nach der

Syntheseweg beschrieben.
bislang bekannten Methode nur unzureichend saubere Produkte erhalten werden konnten.
Es sollte also eine Synthesevorschrift erarbeitet werden, nach der 43 und 44 in einer fiir in
vitro und in vivo Testungen ausreichend hohen Reinheit dargestellt werden k&nnten.
Weiterhin sollte durch eine Verlangerung der Seitenkette das neue Derivat 48 hergestellt
werden. Hierzu sollte eine Methode entwickelt werden, um auch 48 in ausreichender
Reinheit zu erhalten. Alle erhaltenen Intermediate und die Endverbindungen sollten

ausgiebig und mit modernen Methoden der instrumentellen Analytik charakterisiert werden.

Es sollte fur das Derivat 43 eine umfassende in vitro Charakterisierung erfolgen. Dabei
sollten die pH abhangige Loslichkeit, die Stabilitdt in Losung bei verschiedenen pH-
Bedingungen, die Stabilitat in verschiedenen Tierversuchsgaleniken beziehungsweise die
Stabilitat bei deren Herstellung, das Verhalten von 43 bei Lagerung und der Gehalt an
Bernsteinsdureanhydrid (30) im Endprodukt untersucht werden.

Die Prodrugs 43, 44 und 48 sollten in zwei Trypanosomeninfektionsmodellen auf ihre
Wirksamkeit in vivo getestet werden. Dazu sollten die Derivate zunachst im STIB90O
Mausmodell, das die erste Phase der HAT in Mausen simuliert, getestet werden. Die
Prodrugs 43, 44 und 48 sollten dazu oral in zwei Dosierungen appliziert werden. Die
erhaltenen Ergebnisse sollten ausgewertet werden. Verbindungen, die im STIB900
Mausmodell erfolgreich abschnitten, sollten weiterhin im GRV35 Mausmodell untersucht
werden. Das GRV35 Mausmodell ist ein Modell zur Simulation der zweiten Phase, mit dem
geprift werden sollte, ob die Prodrugs 43, 44 und 48, sofern sie eine ausreichende
Wirksamkeit im STIB900 gezeigt haben, in der Lage sind, die Bluthirnschranke in einem
ausreichenden Mal zu Gberwinden, um in der zweiten Phase der HAT angewendet werden
zu kénnen. Fir die Studien zur Wirksamkeit stand in Basel (Leitung Prof. Reto Brun) ein
kompetenter Partner zur Verfligung.

Die Ergebnisse aus allen Experimenten zu den Pentamidin-Prodrugs 43, 44 und 48 sollten
ausgewertet werden, um abschlieRend beurteilen zu kénnen, ob die Derivate 43, 44 und 48
eine Eignung als oral applizierbare Form von Pentamidin aufweisen.
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3.1. Einleitung

Bei dem Wirkstoff Dabigatran (6) handelt es sich um ein Peptidomimetikum, das einen
niedermolekularen direkten Inhibitor fir Thrombin darstellt. Als solcher greift er auf der
Ebene der Fibrinogen-Aktivierung in die Gerinnungskaskade ein. 6 beinhaltet sowohl eine
Carbonsaure (Propansdure-Derivat) als auch eine Amidin-Funktion und liegt somit unter
physiologischen Bedingungen geladen vor.? Fiir eine orale Bioverfiigbarkeit wurde von der
Firma Boehringer ein Prodrug von 6 entwickelt, das Dabigatranetexilat (5). Es wurde an der
Carbonsaure ein Ethylester eingefihrt, und das Amidin wurde in ein Carbamat mit Cs Rest
Uberfiihrt. 5 besitzt einige Schwachstellen (schlechte Loslichkeit, geringe Stabilitat, niedrige
orale Bioverfligbarkeit; siehe Abschnitt 1.2.3.5.2), so dass das im Arbeitskreis etablierte
Prodrug-Prinzip des Amidoxims mit nachfolgender Veresterung durch eine Dicarbonsaure
(siehe 1.1.2.2) auf die Amidinfunktion von 6 Gibertragen werden sollte.

3.2 Synthese-Strategie

Die Darstellung von 6 und Derivaten erfolgte weitestgehend (iber literaturbekannte
Reaktionen, die teilweise modifiziert worden sind. Die Syntheseroute wurde bereits 2010
von SCHADE in Kiel etabliert.”” Es wurde eine konvergente Strategie angewendet.
Hauptintermediate bei der Darstellung sind Synthon 1 24, Synthon 2 26 und das Dabigatran
Nitril 27, das in einer Reaktion aus 24 und 26 gewonnen wird. In Abbildung 3.1 ist eine
Ubersicht Giber die Darstellung des Dabigatran Amidoxims 28 zu sehen. Fiir die geplanten in
vitro und in vivo Experimente mit den neuen Dabigatran-Prodrugs wurden groRere Mengen
an 28 bendtigt. Diese Ausbeute in der achtstufigen Synthese zu erzielen, war die groRte
Herausforderung bei der Darstellung von 28.
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Abb. 3.1: Darstellung des Dabigatran Amidoxims 28 ausgehend von 4-Fluorbenzoesaure (17) und 4-

Amino-benzonitril (25). In Anlehnung an®® & 2
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3.3 Synthese des Synthons 1

Das Synthon 1 24 wird ausgehend von 4-Fluorbenzoesaure (17) hergestellt. Die Intermediate
sind teilweise kauflich zu erwerben, wurden aber aus Kostengriinden im Haus synthetisiert.

Zunachst konnte 4-Methylamino-3-nitrobenzoesaure (19) in vergleichbarer Ausbeute nach
Literaturvorschriften von KURAMOTO und KuzNiewskl ausgehend von 4-Fluorbenzoesdure (17)

% &7 Ein Upscale der Reaktionen auf AnsatzgroRen in den mittleren

dargestellt werden.
zweistelligen Gramm-Bereich war ohne Probleme moglich, so dass Verbindung 19 im

ausreichend grofen Malstab dargestellt werden konnte.

Fir die Synthese von 3-(Pyridin-2-ylamino)propionsaureethylester (22) lag keine konkrete
Arbeitsvorschrift vor. Auch in den fiir die Synthese des Dabigatranetexilat (6) relevanten
Publikationen wird nicht auf seine Darstellung oder kommerzielle Quellen eingegangen. **
Kommerziell wurde 22 zu Beginn des Projektes nur in Milligramm-Mengen (Ambinter Stock
Screening Collection, Frankreich) angeboten. Eine aktuelle SciFinder® Recherche hat
ergeben, dass sich das kommerzielle Angebot von 22 leicht verbessert hat (zahlreiche
Angebote im unteren und mittleren Grammbereich), die Angebote aber nach wie vor
hochpreisig sind und von kleineren, eher unbekannten Herstellern kommen.

Ausgehend von Ethylacrylat (20) und 2-Aminopyridin (21) konnte 22 jedoch durch eine
Michael-analoge Addition (siehe Abbildung 3.1) dargestellt werden. Die urspriinglich im Haus
entwickelte Methode zur Aufarbeitung von 22 war das Fallen und Abfritten eines zyklischen
Nebenproduktes und das anschlieBende fraktionierte Destillieren des Filtrates. Allerdings
musste fir diese Destillation sowohl eine hohe Temperatur als auch ein sehr starkes Vakuum
verwendet werden. Die Destillation gelang nur unter Verwendung einer
Drehschieberpumpe, die ein wesentlich starkeres Vakuum erreicht als eine laboribliche
Membranpumpe (4 x10™ mbar im Vergleich zu 1 mbar). Trotz Zwischenschaltens einer
Kihlfalle gelang es dabei nicht, eine Kontamination der Pumpe mit toxischem Ethylacrylat
(20) zu verhindern. Die anschlieende Reinigung der Pumpe erwies sich als schwierig; ein
einfacher Olwechsel geniigte nicht, um die Spuren von 20 vollstindig zu entfernen. Daher
wurde nach einer Alternative zur Aufarbeitung von 22 gesucht. Versuche zu einer
Umbkristallisation aus verschiedenen organischen Losungsmitteln scheiterten, so dass
schlussendlich eine Methode zur sdulenchromatographischen Aufreinigung entwickelt
wurde. Uberschiissige Anteile von 20 wiesen dabei fast keine Retention an Kieselgel auf,
wurden daher mit der Laufmittelfront eluiert und konnten entsorgt werden. Nebenprodukte
der Reaktion hatten ausreichend hohe Unterschiede in den Retentionszeiten, so dass 22 in
guter Reinheit erhalten werden konnte.

Fir den Aufbau des sekunddaren Amids 23 wurde zunachst nach der Vorschrift von HAUEL
vorgegangen.?? Hierbei wird die Carbonsiure 19 mit Thionylchlorid in Gegenwart kleinster
Mengen Dimethylformamid (DMF) fiir 30 Minuten unter Rickfluss erhitzt und anschlieRend

in Tetrahydrofuran (THF) mit 22 umgesetzt. Das Rohprodukt musste zweimal
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saulenchromatographisch aufgereinigt werden (Dichlormethan (DCM)/Methanol (MeOH);
98:2). Nach dieser Variante wurde 23 lediglich in einer Ausbeute von etwa 40 % und einer
Reinheit von ca. 90 % gewonnen. Vor allem nicht umgesetztes 3-(Pyridin-2-
ylamino)propionsaure-ethylester (22) war hierbei schwierig abzutrennen.

Daher wurde die Vorschrift modifiziert, um die Ausbeute zu erhéhen und die Aufarbeitung
zu erleichtern: Carbonsdure 19 wurde in 10%igem Uberschuss eingesetzt, die Reaktion mit
Thionylchlorid auf 90 Minuten verldangert, und es wurde mit trockenem Dichlormethan als
Losungsmittel gearbeitet. Versuche, die Substanz anschlieRend zu kristallisieren, waren nicht
erfolgreich, so dass weiterhin eine Chromatographie nétig war. Allerdings wurde hierbei auf
das FlieBmittelsystem Cyclohexan/Ethylacetat (1:1) gewechselt, wodurch eine bessere
Abtrennung der Nebenprodukte erzielt werden konnte. Versuche zur Aufarbeitung mittels
Flash-Chromatographie (FC) wurden ebenfalls unternommen. Es zeigte sich aber, dass die
Trennleistung der Schwerkraftsdule der der FC Uberlegen war. AuBerdem konnte die
Schwerkraftsaule fiir die Praparation groRerer Ansdtze verwendet werden, da
Schwerkraftsdulen mit einem Fassungsvermogen von etwa 1500 g Kieselgel im Haus zur
Verfiigung standen. Fir die FC konnte ein Lauf maximal mit einer 120 g Kartusche
durchgefiihrt werden (zwar sind groRere Kartuschen kommerziell erhéltlich, allerdings mit
dem im Arbeitskreis verwendeten Probenauftragssystem nicht sinnvoll zu beladen). Daher
brachte die Flash-Chromatographie keinen Zeitvorteil und 23 wurde weiterhin mit
Schwerkraftsdulen aufgereinigt. Die Ausbeute liegt mit dieser optimierten Variante bei 85 %,
und das Produkt lag in ausreichender Reinheit fir die weitere Umsetzung vor.

Zur Darstellung des Synthon 1 24 wurde die Nitrogruppe von Verbindung 23 mit
Wasserstoffgas unter Palladium auf Aktivkohle Katalyse reduziert. Hierzu wurde eine
Schittelapparatur verwendet.”? Die literaturbeschriebene Reaktion lief problemlos. Das
erhaltene Gemisch wurde sdulenchromatographisch aufgereinigt. Hierbei galt es zu
beachten, dass das Produkt empfindlich auf Kieselgel reagierte und sich bei zu langem
Kontakt mit der Saule zersetzte. Da bei der FC die Sdaulenkontaktzeit aufgrund der héheren
Flussrate der mobilen Phase geringer ist, wurde erwartet, dass die Ausbeute durch eine
Aufreinigung mittels FC optimiert werden kénnte. Dies konnte leider nicht bestatigt werden,
die Griinde waren dieselben wie bei Verbindung 23.

3.4 Synthese des Synthons 2

Nach einer Patentvorschrift konnte die Carboxymethylierung von 4-Aminobenzonitril (25)
mit Chloressigsdure problemlos durchgefihrt werden.®® Durch eine Erhéhung der
eingesetzten Menge an Chloressigsaure konnte die Ausbeute leicht verbessert werden. Die
Reinheit des auskristallisierten Produktes war fir die folgende Umsetzung ausreichend, da in
der Folgereaktion unvermeidliche Nebenprodukte anfielen und daher die nachste Stufe
chromatographisch gereinigt werden musste.
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3.5 Synthese des Dabigatran Nitrils

Fiir die Darstellung des Benzimidazol-Ringsystems aus 24 und 26 sind verschiedene

% Von HaueL wurde fir die Aktivierung der

Vorschriften beriicksichtigt worden.??,
Carbonsaure 26 Carbonyldiimidazol verwendet. Allerdings ist in dem Boehringer-Patent eine
optimierte Synthese zur Darstellung von Dabigatranetexilat (5) beschrieben, bei der zur
Aktivierung der Carbonsdure 26 verschiedene Reagenzien vorschlagen werden, von denen
Propanphosphonsdureanhydrid (PPA) die besten Ausbeuten liefert und kurze
Reaktionszeiten garantiert. Leider sind die Aufarbeitungen nach dieser Vorschrift auf einen
sehr groBen Malistab ausgelegt, so dass hier auf eine abgewandelte Methode von HAUEL
zuriickgegriffen wurde.

Erste Ergebnisse zeigten, dass das gewilinschte Produkt 27 zum GroRteil gebildet wird, sich
die abschlielende Aufreinigung Uber Kieselgel jedoch als schwierig herausstellte. Ein
Nebenprodukt, welches nicht eines der Edukte darstellt, lieB sich mit dem von HAUEL
beschriebenen FlieBmittelgemisch (DCM/MeOH, 40:1) nicht aufreinigen, so dass zur
Aufreinigung ein FlieBmittel aus Ethylacetat/ Methanol (19+1) verwendet wurde. Weiterhin
erwies sich die Substanz gegenlber Kieselgel als instabil. Daher musste eine
Chromatographie moglichst schnell erfolgen. Bei ldngeren ,Standzeiten” auf der Saule
zersetzte sich Zielverbindung 3 unter einer Lilafarbung. Versuche die Verbindung mittels FC
zu reinigen, um die Kieselgelkontaktzeit moglichst gering zu halten, waren nicht erfolgreich,
da keine ausreichende Trennung von den Nebenprodukten erzielt werden konnte.
Mittlerweile ist das Nitril 27 kommerziell verfiigbar. Uber die Firma Acorn PharmaTech aus
den Vereinigten Staaten von Amerika (USA) konnten 200 g der analysenreinen Verbindung
27 fir knapp 4000 € erworben werden. Dieser Preis ist sehr glinstig, da alleine das
verwendete Kupplungsreagenz PPA fiir einen Ansatz dieser GroRenordnung um ein
Vielfaches teurer gewesen ware.

3.6 Synthese des Dabigatran Amidoxims

Die Synthese des Dabigatran Amidoxims 28 konnte in Anlehnung an eine Patentvorschrift
von Boehringer Ingelheim durchgefiihrt werden.”® Die Autoren beschreiben die Synthese
ausgehend von Nitril 27, welches in das Ethylimidat 29 Uberflihrt und anschlieBend mit
Hydroxylamin Hydrochlorid zum Amidoxim 28 umgesetzt wird (siehe Abbildung 3.2).

Aus Erfahrungen im Arbeitskreis verldauft die Umsetzung eines Nitrils mit freiem
Hydroxylamin jedoch stets schneller und in besseren Ausbeuten, besonders unter
Verwendung von etherischen Losungsmitteln wie Dioxan. Da das Nitril 27 aufwandig
synthetisiert werden musste und daher entsprechend wertvoll erschien, war es sinnvoll,
diesen Schritt unter Verwendung von freiem Hydroxylamin zu optimieren und somit eine
héhere Ausbeute zu erzielen. Zunichst ist anzumerken, dass das Uberfiihren des Nitrils 27 in
das Imidat 29 sorgfaltig erfolgen musste. Insbesondere die Sattigung der ethanolischen
Losung mit Chlorwasserstoff-Gas muss sichergestellt werden. Weiterhin zeigte sich, dass die
Beimischung von etwa zehn Prozent (V/V) Chloroform (TCM) die Reaktion beglinstigte. Zwar
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3 Synthesen im Dabigatran-Teilprojekt

wurden durch den Einsatz des Losungsmittelgemisches keine besseren Ausbeuten erzielt,
dafir lief die Reaktion aber zuverldssiger ab und das erhaltene Rohprodukt war besonders
sauber. Nach erfolgreicher Darstellung des Imidats 29 in Ethanol/Chlorofom wurden fir die
anschlieBende Umsetzung diverse Bedingungen getestet. Laut
diinnschichtchromatographischer Untersuchung der Reaktionsansdtze erfolgte die
Umsetzung mit freiem Hydroxylamin stets besser (namlich meist quantitativ) als mit dem
entsprechenden Hydrochlorid. Weiterhin wurde gefunden, dass die Reaktion in Ethanol
insofern vorteilhaft war, als dass das Produkt schon wahrend der Reaktion ausfiel.
Problematisch erwies sich hierbei lediglich, dass die organischen Basen (letztendlich wurde
Triethylamin verwendet) die Ausbeuten dadurch minderten, dass sie das Umkristallisieren
storten. Nach der leicht modifizierten Vorschrift konnte das Amidoxim 28 in besseren
Ausbeuten von 70 bis 80 % (In der Patentschrift von Boehringer Ingelheim werden 61,5 %
Ausbeute erreicht) gewonnen werden, je nach Haufigkeit der Aufarbeitung der
Mutterlaugen nach der Umbkristallisation

/
N
) EtOH / TCM, HCI (g), 0°C

L Cf 1
27 29
N COOEt N COOEt

80 % | 2) EtOH,N(CH,CHs);, NH,0H, 0°C

Ty
1 28
CN( COOEt

Dabigatran Amidoxim

Abbildung 3.2: Darstellung des Dabigatran Amidoxims 28 lber das Intermediat des Ethylimidates 29
durch eine Umsetzung im Sinne einer Pinner-Reaktion.
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3 Synthesen im Dabigatran-Teilprojekt

3.7 Umsetzung von Dabigatran Amidoxim zu den
entsprechenden Bernsteinsaure- und Glutarsaureestern

Die Veresterung des Amidoxims 28 mit Bernsteinsdure und Glutarsdaure wurde in
getrocknetem Acetonitril unter Begasung mit Inertgas bei 70°C durchgefiihrt. Besonders
geeignet war das Arbeiten mit Schlenktechnik an einer Vakuum-Inertgas-Linie. Es wurden die
jeweiligen zyklischen Anhydride, also Bernsteinsaure- (30) und Glutarsaureanhydrid (32) als
weitere Ausgangsverbindung verwendet (siehe Abbildung 3.3) Die Anhydride 30 und 32
waren problemlos und preisglinstig kommerziell verfligbar. Das Amidoxim 28 |6ste sich in
Acetonitril (ACN) nicht vollstindig, so dass eine Suspension vorlag. Bei einem Uberschuss
von etwa zehn Prozent der Anhydridkomponente und einer Reaktionszeit von vier Stunden
reagierte 28 nahezu quantitativ. HPLC-Untersuchungen der gewonnenen Ansdtze wiesen
keine oder minimale Anteile an freiem 28 auf, die ggf. auch durch Hydrolyse beim Anlésen
der Probe fur die HPLC-Analytik entstanden sein kénnten. Uber das ‘H-NMR-Spektrum
konnte in den Rohprodukten verbliebenes Anhydrid 30 und 32 nachgewiesen werden. Zur
Aufreinigung wurden einige Versuche unternommen. Gute Ergebnisse konnte durch
Waschen mit Dichlormethan erzielt werden, da die cyclischen Anhydride 30 und 32
moderate Loslichkeiten in DCM aufwiesen, die entsprechenden Dabigatran-Prodrugs
Succinyl-Dabigatran 31 und Glutaryl-Dabigatran 33 jedoch so gut wie unléslich waren. Die
Verbindung wurde hierzu mehrfach in DCM aufgeschlammt, leicht erwarmt und wieder
abfiltriert. Das erhaltene Produkt wurde final mit Diethylether gewaschen und abschlieBend
im Vakuum getrocknet. Die erhaltene Ausbeute war fir 31 und 33 sehr gut. Da die
Aufarbeitung mit mehrfachem Abfritten und somit mit Verlusten verbunden war, kann man
davon ausgehen, dass sich die Ausbeute bei groReren Ansatzen noch etwas verbessern lieRRe,
weil Verluste durch Abfritten dort weniger ins Gewicht fallen.

/ (o]
N OH

Y©: ,)—\ N-OH ACN, Ar, T0°C, 4n Y©: >—\ ;1—0

N

N C 0 N|-|2

| > 11 ed O \L 31
N
& COOEt 80% 30 COOEt

/ »_/}
N
27\ N-OH ACN, Ar, 70°C, 4h N—O
N C o NHz
C e Y @
N
32 COOEt

COOEt 90%

Abbildung 3.2: Synthese des Bernsteinsaure- und Glutarsdureesters 31 und 33 ausgehend von
Dabigatran Amidoxim 28.

39



3 Synthesen im Dabigatran-Teilprojekt

3.8 Umsetzung von Dabigatran Amidoxim zu dem

Adipinsaureester

Zur Synthese des Adipinsdureesters 35 ausgehend von 28 (in Abbildung 3.3 dargestellt)
wurde ebenfalls das zyklische Anhydrid eingesetzt. Adipinsaureanhydrid (34) ist allerdings
kommerziell nur schwer zu erwerben. Eine Firma aus den USA (Accel Pharmtech) konnte
eine kleinere Menge des Anhydrids 34 liefern. Die Qualitdt von 34 war bereits von
Herstellerseite aus mit lediglich 90-95% Gehalt angegeben worden. Das gelieferte Produkt
wurde mittels *H- und *C-NMR-Spektroskopie untersucht. Dort fanden sich Signale, die auf
einen Anteil an freier Adipinsdaure hindeuteten. Schwerwiegender war jedoch, dass das
Produkt anscheinend noch einen Anteil an Essigsaureanhydrid enthielt, der dann mit 28 im
Sinne einer Acetylierung reagieren koénnte. In der Literatur ist der Einsatz von
Essigsaureanhydrid zur Herstellung von 34 gebrauchlich, daher war das Vorhandensein
dieser Verunreinigung nicht weiter verwunderlich.”* Da noch vollig unklar war, wie die
Veresterung mit 34 generell durchgefiihrt und das Rohprodukt aufgearbeitet werden sollte,
wurde 34 zundchst ohne weitere Aufreinigung verwendet.

35 konnte nicht analog zu dem Bernsteinsdure- und Glutarsaure-Derivat 31 und 33
dargestellt werden. Die erhohte Lipophilie flihrte dazu, dass sich 35 im Verlaufe der Reaktion
Ioste, selbst bei Verwendung von Diethylether als Losungsmittel, und somit nicht mehr als
Suspension vorlag, die man abfiltrieren konnte. Es wurden zunachst Versuche mit
verschiedenen Losungsmitteln und unterschiedlichen Temperaturen durchgefihrt. Auch
Bemihungen, das Produkt anschlieRend zu Fallen, gelangen nicht. Das einfache Entfernen
des Losungsmittels war ebenfalls nicht moglich, da neben (berschiissigem Anhydrid 34
zahlreiche  Nebenprodukte bei der Reaktion anfielen. Es konnte mittels
FlUssigkeitschromatographie und anschlieRender Massenspektrometrie (LC-MS) unter
anderem eine Verunreinigung mit einer Massendifferenz von -18 gefunden werden, die auf
eine Kondensation zu einem 3,5-substituierten 1,2,4-Oxadiazol-Derivat hindeutet. Die
Bildung dieses Heteroaromaten wurde bereits zuvor im Arbeitskreis fiir a-Carbonyl-
substituierte Amidoxime gefunden. Allerdings sind dafiir meistens hohe Temperaturen (>
80°C) notwendig. In Dinnschichtchromatographie (DC) -Experimenten zeigte sich jedoch,
dass die Zielkomponente 35 wesentlich stabiler gegeniliber Chromatographie an Kieselgel
war als 31 und 33, so dass eine chromatographische Aufreinigung moglich war. Die
Moglichkeit, das Rohprodukt anschlieBend chromatographisch aufzureinigen, relativierte
auch das Problem des mit Essigsdaureanhydrid verunreinigten Anhydrids 34. Mogliche
Nebenprodukte konnten saulenchromatographisch problemlos entfernt werden. Nach
dieser Erkenntnis wurde die Verbindung zunachst unter relativ dhnlichen Bedingungen wie
31 und 33 hergestellt. Es wurde ebenfalls getrocknetes Acetonitril als Losungsmittel
verwendet, und die Reaktion wurde an einer Vakuum-Ilnertgas-Linie mit Argonbegasung
durchgefiihrt. Allerdings wurde nur auf 50°C anstatt auf 70°C erhitzt, und die Kochzeit des
Ansatzes wurde reduziert. Die Reaktion wurde durchgefiihrt, bis nach etwa eine Stunde das
Produkt vollstandig gelost vorlag. AnschlieRend wurde mittels DC nach akzeptablen
Bedingungen fiir eine chromatographische Aufreinigung gesucht. Hierzu wurden
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3 Synthesen im Dabigatran-Teilprojekt

verschiedene mobile Phasen verwendet, um eine optimale Abtrennung der
Verunreinigungen zu erzielen. Es wurde schlieRlich mit Chloroform/Isopropanol/Aceton
(2+1+1) gearbeitet.

/o]
OM
Y©: —OH  ACN, Ar (g), 50°C, 1h. Y©: N—C
—< >—< 4
1,1 eq
_N I 28 /N \L 35
COOEt 26 % COOEt

Abbildung 3.3: Synthese des Adipinsaureesters 35 ausgehend von Dabigatran Amidoxim 28.
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3.9 Synthese von Dabigatran

Zur Durchfiihrung der in vivo Experimente, besonders zur Bestimmung der oralen
Bioverfligbarkeit der Prodrugs, wurde Dabigatran (6) bendtigt. Die kommerzielle
Verfligbarkeit war zu Beginn de vorliegenden Arbeit nicht gegeben, verbesserte sich aber
analog zu den anderen Dabigatran-Derivaten und Dabigatran—Vorstufen etwas. Mittlerweile
bieten zahlreiche kleinere Firmen Quantitaten von wenigen Milligramm bis in den
Kilogramm-MafRstab an. Das Vorhandensein des Nitril-Intermediates 27 legte aber nahe,
eine Methode zur Synthese von 6 im Haus zu etablieren. In Anlehnung an HAUEL wurde die
Amidinfunktion durch eine Umsetzung im Sinne einer Pinner-Reaktion dargestellt.22 Das
Nitril 27 wurde daflr in das Ethylimidat 29 Uberfiihrt und anschlieBend mit Ammoniak
umgesetzt. Das erhaltene Amidin-Carbonsadureester-Intermediat 36 wies noch den Ethylester
der Propansaure auf und dieser musste hydrolysiert werden, um 6 zu erhalten. Dazu wurde
Natronlauge in Ethanol verwendet (Abbildung 3.4). AnschlieRend wurde 6 mit einer FC an
einer Umkehrphase (C18) aufgereinigt. Die Ausbeute (iber zwei Stufen lag bei 72 %.

°Y©: : EtOH / TCM, HCI (g), 0°C ﬂ :
L @ O, =
Q"/ COOEt N COOEt

2) EtOH, NH,, 0°C

Dabigatran

N
, NH  EtOH/NaOH,RT,3h
N —< >—< -€ —< >—<
O T O I8
N N 36
Z COOH = COOEt

Abbildung 3.4: Darstellung von Dabigatran (6) Uber die Intermediate Ethylimidat 29 und Amidin-
Carbonsaureester 36.
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3.10 Isolierung von Dabigatranetexilat

Als Referenzsubstanz wurde fiir die Testungen auch Dabigatranetexilat (5) bendétigt. Die
Literatur beschreibt eine Synthese von 5 ausgehend von dem Amidin-Carbonsadureester-
Derivat 36 (siche Abbildung 3.5).%2 Da das Handelspriparat Pradaxa® kauflich zu erwerben
war und — in diesem Fall — dank der geringen oralen Bioverfiligbarkeit von 5 mit bis zu 150
mg Wirkstoff pro Kapsel hoch genug dosiert war, um den Wirkstoff effektiv aus den Kapseln
zu isolieren, wurde eine Methode zur Isolierung entwickelt, statt das aufwendig zu
synthetisierende Nitril 27 fir die Darstellung von 5 einzusetzen. In einem ersten Schritt
wurde der Inhalt der Kapseln, die zur Isolation von 5 verwendet wurden, verrieben und in
einer alkalischen wassrigen Losung suspendiert. Dies diente dazu, die grofle Menge an
Weinsdure, die in der Formulierung enthalten ist, moglichst in der Wasserphase zu losen.
Das in wassrigen Systemen nur sehr schwer |6sliche 5 wurde dann mit Ethylacetat extrahiert.
Die vereinigte organische Phase wurde noch mehreren Reinigungsschritten unterzogen, final
einer FC. Die gesamt isolierte Menge an 5 entsprach etwa 50 % des Wirkstoffgehaltes der
eingesetzten Kapseln.

/ 1eq 37 \[(])/ /
N N o)
THF/H,0, RT, 1 h
— " — :
| I 36 Cl/ 5
N N
& COOEt = COOEt

Abbildung 3.5: Darstellung von Dabigatranetexilat (5) nach HAUEL. 2
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4 Charakterisierung der Dabigatran-
Prodrugs in vitro

Um die Funktionalitat eines Prodrugkonzeptes, das zuvor synthetisch umgesetzt wurde, zu
Uberprifen, sind zunachst in vitro Untersuchungen sinnvoll. Wird zum Beispiel ein hoher
Wert auf eine gute Loslichkeit gelegt, die unter anderem durch einen Dicarbonsadureester
erreicht werden kann, muss in vitro bestéatigt werden, dass das entwickelte Prodrug diese
gute Loslichkeit auch aufweist. Auch die Vorbereitung von in vivo Studien erfordert einige
Untersuchungen, zum Beispiel hinsichtlich der Eignung der ausgewahlten
Applikationsformen, um den Wirkstoff moglichst unbeschadet einsetzen zu kénnen. In den
nachfolgenden Kapiteln sind die Daten der in vitro Charakterisierung von Dabigatran-
Prodrugs, insbesondere des Succinyl-Dabigatrans 31, aufgefiihrt. Die Untersuchungen der
Derivate mit verlangerter Seitenkette wurde begonnen und soll im Rahmen der Dissertation
von GABEL vervollstindigt werden.”

4.1 Untersuchungen der Léslichkeit von Dabigatran und
Dabigatran-Prodrugs

Die Loslichkeit ist einer der zentralen Punkte unter den physikochemischen Eigenschaften
von Arzneistoffen. Die Aufnahme von festen, ungel6sten Bestandteilen aus dem Darm, also
die Insertion, wird kritisch diskutiert und scheint keine groRe Rolle zu spielen. Fiir das am
Markt befindliche Prodrug Dabigatranetexilat (5) ist eine hohe Lipophilie und somit eine
schlechte Wasserlslichkeit beschrieben.” Einer der zentralen Aspekte bei der Entwicklung
neuer Prodrugs des Dabigatrans (6) war es also, die Loslichkeit der erhaltenen Verbindungen
zu optimieren. Daher wurde statt einem lipophilen Carbamat ein Amidoxim mit einem
Dicarbonsdureester verwendet. Diese Verbindungen stellen Carbonsauren dar, die unter
physiologischen Bedingungen auf Grund der negativen Ladung eine verbesserte Loslichkeit
aufweisen.

Um den Erfolg des neuen Prodrugkonzeptes in Hinblick auf die Verbesserung der Loslichkeit
zu bestimmen, wurden die pH abhangigen Loslichkeiten der neuen Dabigatran-Prodrugs, von
5 und der Wirkform 6 bestimmt.

Die Loslichkeiten von 6 und der Dabigatran-Derivate wurden bestimmt, indem ein in 150 uL
unloslicher Anteil an Substanz in dem zu untersuchenden Medium, Phosphatpuffer, 50 mM
mit entsprechendem pH-Wert fir etwa 20 Minuten geschiittelt wurde. Die Probe wurde
filtriert und, wenn notwendig (bei Konzentrationen auBerhalb des kalibrierten Bereichs),
verdlinnt. Die so erhaltene Analysenlésung wurde anschlieBend
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sofort mittels HPLC vermessen. Die erhaltene Peakflaiche wurde mittels einer zuvor
erstellten Kalibrierung ausgewertet, und es konnte so die in der Probe enthaltene Menge
der zu untersuchenden Substanz berechnet werden. Die verwendete HPLC-Anlage und die
Beschreibung der Methode finden sich in Kapitel 6.2.

4.1.1 Ergebnisse und Diskussion der Untersuchung der
Loslichkeit von Dabigatran

Tabelle 4.1: Loslichkeit von Dabigatran (6) in Phosphatpuffer bei pH 2,0, pH 7,4 und pH 9,0.

Medium Konzentration [pug/ml] Konzentration [uM]
PBS, 50 mM, pH 9,0 13,2+1,2 28,1+2,6

PBS, 50 mM, pH 7,4 12,4+0,9 26,419

PBS, 50 mM, pH 2,0 5317,3 £81,6 11289,4 +£173,3

Die Loslichkeit von 6 wurde in alkalischen, neutralen und sauren Puffern untersucht. Dabei
wurde gefunden, dass 6 im stark Sauren bezogen auf die Potenz der Verbindung eine sehr
gute Loslichkeit von etwa funf Milligramm pro Milliliter aufweist. Im physiologischen pH-
Bereich ist 6 dagegen nach der Arzneibuchklassifikation praktisch unl6slich (> 10000 mi
Losungsmittel pro Gramm Substanz).

Die schlechte Loslichkeit von 6 in wassrigen Systemen erscheint zunachst verwunderlich, da
es sich um ein hoch geladenes Molekil handelt, das eine Carbonsdure und ein Amidin
beinhalten und daher hydrophil sein misste. Der berechnete ClogP Wert liegt bei 0,06 (siehe
Tabelle 4.3), was die Annahme einer groBen Hydrophilie in silico bestadtigt. 6 liegt aber
vermutlich als Zwitterion vor und weist daher, auRer im Sauren, wo es als reines Kation
vorliegt, eine sehr schlechte Loslichkeit auf.

Fiir eine intravendse Applikation ist 6 zu schlecht I6slich. Eine therapeutische Dosis von etwa
zehn Milligramm (entsprache 150 mg Dabigatranetexilat (5) nach oraler Gabe mit einer
Bioverfligbarkeit von sieben Prozent) wiirde bei pH 7,4 ein Volumen von knapp einem Liter
zum LOsen bendtigen.
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4.1.2 Ergebnisse und Diskussion der Untersuchungen der
Loslichkeit von Dabigatranetexilat

Tabelle 4.2: Loslichkeit von Dabigatranetexilat (5) in Phosphatpuffer bei pH 4,0, pH 6,3, pH 7,4 und
pH 9,0.

Medium Konzentration [pug/ml] Konzentration [uM]
PBS, 50 mM, pH 9,0 0,3+0,1 0,4+0,1
PBS, 50 mM, pH 7,4 0,440,3 0,6+0,4
PBS, 50 mM, pH 6,3 0,8+0,2 1,3+0,3
PBS, 50 mM, pH 4,0 15,8+2,8 25,145

Fir 5 wurde eine Loslichkeit gefunden, die im physiologischen Bereich in etwa der von 6
gleichkommt. Zwischen pH 6,3 und 9,0 wurden jeweils Loslichkeiten unterhalb von einem
Mikrogramm je Milliliter gefunden. Bei pH 4,0 ist die Loslichkeit etwas verbessert (16
Mikrogramm pro Milliliter bei pH 4,0), daher wird 5 auch als Kapsel mit Weinsaurepellets
(siehe auch 1.3.5.2.2) verabreicht, um eine ausreichende Loslichkeit im GIT zu erzielen. *°

Es kann festgehalten werden, dass das lipophile Prodrug 5 (logP 3,8, ClogP 4,1”) tiber einen
weiten pH-Bereich eine sehr geringe Wasserloslichkeit aufweist. Das Europaische Arzneibuch
wirde es als praktisch unléslich (> 10000 ml Lésungsmittel pro Gramm Substanz)
klassifizieren. Eine intravendse Applikation von 5 ist auf Grund der schlechten Loslichkeit
nicht moglich, zur Loésung einer tblichen Dosis mussten Gber 33 Liter einer Losung mit pH 7,4
verwendet werden.
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4.1.3 Ergebnisse und Diskussion der Untersuchungen der
Loslichkeit von Succinyl-Dabigatran und Glutaryl-
Dabigatran

Die Dicarbonsdureester des Dabigatran Amidoxims 28 stellen neue Prodrugs dar, die im

Vergleich zu 5 eine deutlich verminderte Lipophilie aufweisen. Die berechneten ClogP Werte
(ChemDraw Ultra Version 12.0.3) sind in Tabelle 4.3 aufgefihrt.

Tabelle 4.3: Berechnete ClogP Werte fiir Dabigatran (6) und die untersuchten Dabigatran-Prodrugs.

Substanz Succinyl- Glutaryl- Adipyl- Dabigatran- Dabigatran
Dabigatran 31 | Dabigatran 33 | Dabigatran 35 | etexilat (5) (6)
ClogP 1,56 1,96 2,05 4,10* 0,06

*Der mit ChemDraw errechnete Wert fiir Dabigatranetexilat (5) entspricht dem der Literatur.”?

Die Betrachtung der berechneten ClogP Werte Werte der

Dicarbonsdurederivate deutlich niedriger ausfallen als der Wert fiir 5 (1,56-2,05 statt 4,10).

zeigt, dass die

Da der logP ein Verteilungskoeffizient zwischen der Oktanol- und der Wasserphase ist, ist
davon auszugehen, dass die Wasserloslichkeit mit sinkendem logP-Wert steigt. Ein
Gegenbeispiel lieferte allerdings 6, dessen schlechte Wasserloslichkeit jedoch, wie bereits
zuvor diskutiert, darauf zuriickzufihren sein kénnte, dass es als Zwitterion vorliegt. Die
Bestatigung einer Losungsverbesserung durch das neue Prodrugkonzept konnte im
Experiment gefunden werden.

Tabelle 4.4: Loslichkeiten von Succinyl-Dabigatran 31 und Glutaryl-Dabigatran 33 bei verschiedenen

pH Werten.
Medium* Succinyl Dabigatran 31 Glutaryl Dabigatran 33
¢ [mg/ml] c[mM] ¢ [mg/ml] c [mM]
pH 9,0 5,30+0,27 8,61+0,44 5,42 £ 0,01 8,61+0,02
pH 7,4 2,84 +0,51 4,62 + 0,83 2,22+0,17 3,53+0,26
pH 6,3 0,39+0,30 0,63+0,49 0,30+0,02 0,48 £ 0,02

*Als Medium wurde 50 mM Phosphatpuffer verwendet. Eine Bestimmung der Loslichkeit unterhalb
von pH 6,3 wurde auf Grund der Saurelabilitat der Esterprodrugs nicht unternommen.

Die Dicarbonsadurederivate 31 und 33 konnten eine deutliche Verbesserung der Loslichkeit in
wassrigen Systemen zeigen. Das Derivat 31 zeigte bei pH 7,4, unter physiologischen
Bedingungen eine Loslichkeit von 2,58 Milligramm pro Milliliter und wiirde damit laut
Arzneibuch als schwer l6slich (100-1000 ml Lésungsmittel pro Gramm Substanz) eingestuft
werden. Dabei muss allerdings bericksichtigt werden, dass nach dem Biopharmazeutischen
Klassifizierungssystem (BCS) eine gute Loslichkeit vorliegt, weil hier die maximal verabreichte
Dosis eingerechnet wird, was die teilweise schlechte Loslichkeit von hoch potenten
Arzneistoffen relativiert.”* Die Loslichkeit konnte unter physiologischen Bedingungen im
Vergleich zu 5 um den Faktor 7100 erhoéht werden. Die intravendse Applikation fur
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Verbindung 31 ist theoretisch durchfiihrbar, da bei einem physiologischen pH-Wert von 7,4
eine an Pradaxa® orientierte Einzeldosis in nur knapp funf Millilitern gelést werden kdnnte.
Ein Lyophylisat in einem zehn Milliliter Durchstechvial, wie es fiir Parenteralia haufig
Verwendung findet, kdnnte also auch fiir 31 hergestellt werden. Mit 31 wurde im Rahmen
dieser Arbeit somit das erste potentiell intravends applizierbare Derivat von 6 hergestellt
worden.

Das Glutarsaurederivat 33 zeigte gegenliber 31 bei einem pH-Wert von 7,4 eine leicht
reduzierte Loslichkeit, wie sie nach Berechnung der ClogP-Werte auf Grund der leicht
gesteigerten Lipophilie auch zu erwarten gewesen war. Verglichen mit 5 weist 33 allerdings
immer noch eine etwa um den Faktor 5600 verbesserte Loslichkeit auf. In Phosphatpuffer
mit pH 7,4 sind 2,22 Milligramm pro Milliliter von 33 |6slich. Daraus wiirde sich fiir eine
freisetzbare Menge von zehn Milligramm 6, wie sie als Einmaldosis verwendet wird, ein
Volumen von sechs Millilitern zum vollstandigen Losen ergeben. Demnach kdnnte auch 33
gut als eine intravends applizierbare Form von 6 verwendet werden. Bei pH 9,0 weist 33 mit
5,45 Milligramm pro Milliliter eine - bezogen auf die Molaritat - gleichwertige Loslichkeit im
Vergleich zu 33 auf.

4.2 Untersuchung der Lagerstabilitat von Dabigatranetexilat
und Succinyl-Dabigatran

Die chemische Stabilitdat des Dabigatranetexilats (5) in seiner Formulierung Pradaxa® ist nicht

7>7% Die Kapseln mussen

besonders hoch und wird in der Fachpresse hinreichend diskutiert.
bis zur Einnahme verblistert bleiben und diirfen nicht aus ihrem Blister entfernt und
beispielsweise in Pillendosen, die die Organisation der Einnahme fir den Patienten
vereinfachen sollen, umgefillt werden. In den USA ist Pradaxa® auch in einer Kunststoffdose
verfligbar. Die Dose beinhaltet einen im Deckel integriertem Feuchtigkeitsschutz und muss
stets gut verschlossen aufbewahrt werden. Die enthaltenen Kapseln sind nach Anbruch

innerhalb von 30 Tagen zu verbrauchen.” 76

Da die Recherche in der Primarliteratur zur Stabilitdit von Pradaxa® oder von isoliertem
Wirkstoff 5 keine genaueren Daten lieferte, wurden Pradaxa®, der isolierte Wirkstoff 5 und
31 unter kontrollierten Klimabedingungen (in Klimakammern) eingelagert und HPLC-
analytisch auf ihren Gehalt Gberprift. Als Lagerbedingungen wurden in Anlehnung an die
Methode der International Conference On Harmonisation Of Technical Requirements For
Registration Of Pharmaceuticals For Human Use (ICH) ICH Q1A(R2) Guideline die ,long term
conditions” (25 °C / 60 % relative Feuchte), die ,intermediate conditions” (30 °C / 65 %
relative Feuchte) und die , accelerated conditions” (40 °C / 75 % relative Feuchte) verwendet.
Die Proben wurden zu den Zeitpunkten null, eins, zwei (nur accelerated conditions), drei und
sechs Monaten gezogen und analysiert.”” Ein Milligramm der zu untersuchenden Probe
wurde in einem Milliliter der verwendeten mobilen Phase vollstandig gelést und HPLC-
analytisch vermessen. Die zum Zeitpunkt Null ermittelten Werte wurden als 100 % Werte
gesetzt. Die HPLC Methode ist in Kapitel 6.2 zusammengefasst.
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Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 4.5: Ergebnisse der Stabilitdtsuntersuchung von Dabigatranetexilat (5) und Succinyl-
Dabigatran 31 in Klimakammern. n.b. = nicht bestimmt.

Zeit Dabigatranetexilat (5) [%] Succinyl-Dabigatran 31 [%]
[Monate] long term intermediate accelerated longterm intermediate accelerated
0 100,0£0,7 100,0 100,0+0,9 100,053 100,0%5,3 100,0+5,9
1 99,0 £0,6 97,8 92,3+2,1 101,7+4,1 101,7 +4,7 98,2 +£4,8
2 n.b. n.b. 80,8+0,1 n.b. n.b. 100,6 £ 3,8
3 99,6 £ 0,2 96,6 72,3+7,8 100,4+5,3 100,4+3,2 97,3+2,6
6 97,7+1,7 96,6 60,1+0,5 99,3+4,4 99,3+4,1 80,0+4,3

31 zeigte unter den moderateren Bedingungen (long term und intermediate conditions)
einen minimalen Abbau, es waren nach sechs Monaten noch 99,3 % der Substanz
vorhanden. 5 war unter den moderaten Bedingungen auch relativ stabil, die Abnahme der
Substanz fiel minimal groBer aus, so dass 97,7 beziehungsweise 96,6 % der
Ausgangsverbindung gefunden worden sind. Unter den accelerated conditions mit hoherer
Lagertemperatur und einer groBBen relativen Feuchte (rF), die die Klimabedingungen der
Subtropen und Tropen simulieren sollen, fiel der Unterschied zwischen den Derivaten
deutlicher aus. Wahrend bei 31 noch 80,0 % der Ausgangsverbindung verlieben sind, wurden
fur 5 lediglich 60,1 % gefunden.

Weiterhin von Interesse war die Untersuchung der Stabilitat von 5 in seiner aufwendigen,
Weinsaure enthaltenden Formulierung. Daher wurden in der Apotheke erhaltliche Pradaxa®
Kapseln in der Klimakammer mit den accelerated conditions eingelagert. Zu jedem zu
untersuchenden Zeitpunkt wurde eine Kapsel entnommen, mit Methanol extrahiert und auf
einen theoretischen Gehalt von 1 mg pro Milliliter an 5 eingestellt. Die so erhaltene
Analysenlosung wurde mittels HPLC-Analytik vermessen. Das Vorgehen erfolgte in
Anlehnung an BERNARDI, der eine Methode zur Quantifizierung und Stabilitatsuntersuchung
von 5 in dem Handelspraparat Pradaxa® entwickelte.”®

Die Untersuchungen der Kapseln unter accelerated condiotions zeigten, dass original
verblisterte Pradaxa® Kapseln tUber den Untersuchungszeitraum vollkommen unverdndert
verblieben, der Blister das Produkt also optimal schitzt, wahrend der Wirkstoff in den
unverblisterten Kapseln rasch zersetzt wurde. Die Untersuchungszeitpunkte waren zunachst
analog zu den isolierten Wirkstoffen geplant (in Anlehnung an die die ICH Q1A(R2) Guideline
7), wurden dann aber auf Grund der massiven Zersetzung binnen der ersten Monate auf
null, ein, zwei, drei, sieben, 14, 30 und 60 Tage angepasst. Spatere Zeitpunkte wurden nicht
mehr untersucht, da nach 60 Tagen 5 nicht mehr nachzuweisen war. In Tabelle 4.6 sind die
Ergebnisse der Untersuchung aufgefiihrt.
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Tabelle 4.6: Ergebnisse der Stabilitdtsuntersuchungen von unverblisterten und verblisterten
Pradaxa® Kapseln unter accelerated conditions.

Zeitpunkt Gehalt an Dabigatranetexilat [%]

[Tage] Pradaxa®, unverblistert Pradaxa®, verblistert

0 100+0,1 Stabil

1 92,6+1,4 Stabil

2 89,2+0,2 Stabil
83,8+0,8 Stabil

7 63,0+3,3 Stabil

14 33,4+0,3 Stabil

30 8,0x1,8 Stabil

60 0 Stabil

Die Untersuchungen zeigten, dass 31 eine Uberlegende Stabilitat aufweist. Unten den
accelerated conditions wird diese im Untersuchungszeitraum von sechs Monaten besonders
deutlich. Die Zersetzung in 5 war deutlich ausgepragter, sogar noch wesentlich starker,
untersuchte man das ungeschiitzte Fertigarzneimittel Pradaxa® untersucht. Die Ergebnisse
fir die isolierten Wirkstoffe 5 und 31 sowie fir 5 in seiner (unverblisterten)
Darreichungsform Pradaxa® sind in Abbildung 4.1 zusammengefasst. Es ist deutlich
erkennbar, dass die Zersetzung in den Kapseln am schnellsten erfolgt. Nach sieben Tagen
liegen noch knapp tber 80 % des Wirkstoffes vor, das entspricht etwa dem Ergebnis von 31
nach sechs Monaten. Nach weiteren sieben Tagen, also nach 14 Tagen, liegen noch etwa 60
% des Wirkstoffes in den Kapseln vor, was in etwa dem isolierten 5 nach einer Lagerzeit von
sechs Monaten entspricht. Zusammenfassend konnte in diesem Experiment bestatigt
werden, dass Pradaxa® nicht aus seinem originalen Blister entfernt werden darf. Der Einfluss
von Feuchtigkeit auf die Qualitat der Kapseln und letzten Endes vermutlich auch auf die
Qualitat des isolierten Wirkstoffes scheint entscheidend zu sein, da der im Blister geschiitzte
Arzneistoff keine Abnahme (ber den Untersuchungszeitraum von sechs Monaten zeigte. Fir
31 wurde ebenfalls eine Abnahme gefunden, die aber deutlich geringer ausfiel als bei 5. Die
Versuche zeigten, dass 31 eine verbesserte Lagerstabilitat gegen lGber 5 aufwies.
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"accelerated conditions"
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Abbildung 4.1: Graphische Darstellung der Lagerstabilitit von Succinyl-Dabigatran 31,
Dabigatranetexilat (5) und Pradaxa® Kapseln.

4.3 Untersuchung der Stabilitat von Dabigatranetexilat und
Succinyl-Dabigatran bei 70°C

Fiir die oralen Bioverfiigbarkeitsstudien sollte neben der Applikation als Suspension auch die
Gabe des Prodrugs in einer magensaftresistent (iberzogenen Kapsel untersucht werden.
GuDpD entwickelte einen Herstellungsprozess fiir magensaftresistente Kapseln, bei dem ein
Erhitzen auf 70°C nach dem Auftragen des Coatings notwendig war, um einen intakten Film
zu erhalten, der die Kapsel vor dem Magensaft schitzt.”” Um sicherzustellen, dass 31 und 5
diesen Herstellungsprozess unbeschadet Uberstehen, wurde der Einfluss von Hitze (70°C)
Uber eine Woche untersucht. Die fir die Kapselherstellung tatsachlich nétige Dauer des
Erhitzens war allerdings sehr viel kiirzer (wenige Stunden). Fir die Untersuchung wurden 31
und 5 in Portionen von etwa einem Milligramm in Schnappdeckelgefille abgefiillt und in
einem auf 70°C temperierten Trockenschrank ohne Vakuum oder einen anderen
Feuchtigkeitsauschluss eingelagert. Die Proben wurden zu festgelegten Zeitpunkten
entnommen und sofort in einem Milliliter der verwendeten mobilen Phase gelost. Die
erhaltene Losung wurde mittels HPLC (Methode siehe 6.2) vermessen. Die zum Zeitpunkt
Null erhaltene Peakfliche wurde auf 100 % gesetzt, die zu nachfolgenden Zeitpunkte
erhaltenen Peakflaichen entsprachen den Flachenprozenten der Integrierung. Die
verwendete HPLC-Methode ist in Kapitel 6.2 aufgefihrt.
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Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 4.7: Ergebnisse der Lagerstabilitat von Dabigatranetexilat (5) und Succinyl-Dabigatran 31 bei
70°C.

Zeit Dabigatranetexilat (5) Succinyl-Dabigatran 31
[Tage] [%] [%]

0 100,0+0,4 100,0 £ 6,0

1 95,2+3,9 99,5%

2 88,6 0,3 102,0+6,2

5 74,114 96,8+6,7

6 71,409 92,8+7,8

7 65,0%0,8 95,5+7,7

*Ein AusreiBer (der das Ergebnis verbessert hatte) wurde nicht bericksichtigt.

Die Ergebnisse der Stabilitatsuntersuchung bei 70°C decken sich mit denen aus den
Klimakammern. Der Unterschied in den Abnahmen des Gehaltes fallt allerdings noch
deutlicher aus (siehe Tabelle 4.6) und bestatigt, dass 31 gegenliber 5 eine lberlegene
Stabilitat aufweist. Nach sieben Tagen verblieben noch 95,5 % von 31, wahrend von 5 nur
noch 65,0 % gefunden wurden. Die Schwankungen innerhalb der Succinyl-Reihe lassen sich
vermutlich darauf zurlickfihren, dass der Ester bei der Probenvorbereitung der Analytik
gespalten werden kann. Fir die Fragestellung, ob fiir eine Kapselherstellung kurz auf 70°C
erhitzt werden kann, bleibt aber festzuhalten, dass die Derivate 31 und 5 diesen kurzen
Temperaturstress beide gut lGberstehen.

4.4 Untersuchung der Stabilitdt von Dabigatranetexilat und
Succinyl-Dabigatran in einer Suspension mit
Phosphatpuffer (pH 9,0) und Arabisch Gummi

Fir den Tierversuch (sieche 5.1, HPLC Auswertung’®) war neben der Applikation als
magensaftresistente Kapsel eine Gabe der Prodrugs in einer Suspension mit 100 mM
Phosphatpuffer pH 9,0, zehn Prozent (m/V) Arabisch Gummi zur Erh6hung der Viskositat und
dem zu untersuchenden Prodrug in der angestrebten Dosierung pro mL (sollten 30 mg pro
Kilogramm Korpergewicht appliziert werden, wurden dann 30 mg pro mL suspendiert)
geplant. Die Suspension wurde frisch hergestellt und den Ratten (iber eine Schlundsonde
direkt in den Magen appliziert.”” Um zu belegen, dass 5 und 31 in dieser Suspension stabil
sind und diese somit ein geeignetes System fiir eine Applikation darstellt, wurden 100 mg
Arabisch Gummi in einer Reibschale angerieben, 300 mg von 5 oder 31 hinzugegeben und
griindlich homogenisiert. AnschlieRend wurde portionsweise zehn mL Phosphatpuffer pH 9,0
zugegen(drei Portionen, zwei mal drei mL und ein mal vier mL) und jeweils griindlich
homogenisiert. Der Untersuchungszeitraum betrug zwei Stunden. Die Proben wurden zu
dem entsprechenden Zeitpunkt entnommen, nachdem zuvor griindlich homogenisiert
wurde, durch einen Sterilfilter filtriert, und das erhaltene Filtrat wurde schnell HPLC-
analytisch untersucht. Im Falle von 5 wurde vor der Filtration noch ein Milliliter Methanol zu
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der entnommenen Suspension pipettiert. Dabei wurde zur Auswertung der prozentuale
Anteil der Integralflache der Prodrugs 5 oder 31 herangezogen. Das Hauptabbauprodukt von
31, das Dabigatran Amidoxim 28, wurde ebenfalls ausgewertet. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 4.8 zusammengestellt.

Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 4.8: Ergebnisse der Stabilitat von Dabigatranetexilat (5) und Succinyl-Dabigatran 31 in einer
Suspension (PBS) mit Arabisch Gummi.

Zeitpunkt Succinyl-Dabigatran 31 Dabigatranetexilat (5)
[Minuten] Succinyl-Dabigatran 31 Dabigatran Amidoxim 28 [%]
[%] [%]

0 98,0+1,9 2,0+0,7 99,5%*

15 97,115 2,9+0,6 99,5*

30 96,3+0,50 3,7+0,3 99,5%*

60 96,30,7 3,7+0,3 99,5%*

120 95,3+0,9 4,7+0,1 99,5%

*Die gefundene Konzentration an Dabigatranetexilat (5) entsprach (ber den gesamten
Untersuchungszeitraum dem Ausgangsmaterial.

Die Untersuchung zeigte, dass 5 und 31 in Arabisch Gummi suspendiert appliziert werden
konnten, da eine ausreichenden Stabilitdt gegeben war. Bei beiden untersuchten Prodrugs
handelt es sich um Esterprodrugs, die hydrolytisch gespalten werden kdnnen. Flr das
Dicarbonsaureprodrug 31 wurde eine moderate Hydrolyse des gelosten Anteils gefunden. Er
nahm innerhalb von zwei Stunden um knapp drei Prozent ab. Da die Suspension innerhalb
von 15 bis maximal 30 Minuten (abhdngig vom Versuchsprotokoll, also der Taktung der
Tiere) verabreicht werden sollte und ungel6ste Anteile der Prodrugs vermutlich noch
langsamer hydrolysiert worden, kann festgehalten werden, dass 31 bedenkenlos als
Suspension im Tierversuch appliziert werden kann. 5 lag in der Suspension als reiner
Feststoff vor, da es in dem alkalischen pH-Bereich praktisch unléslich ist (siehe 4.1.2). Daher
wurde ein Milliliter Methanol zu der entnommenen Probe pipettiert, griindlich geschittelt
und dann filtriert. Die so erhaltene Analysenlosung enthielt ausreichende Mengen an 5, um
HPLC-analytisch vermessen werden zu konnen. Die Werte schwankten allerdings stark, auch
die Nullwerte, was vermutlich an der Probenaufarbeitung lag. Das Zugeben von Methanol,
das Schitteln und Filtrieren war fir 5 keine optimale Methode. Es wurde aber (iber den
gesamten Zeitraum keine Zunahme oder Erscheinen eines weiteren Peaks beobachtet. Die
Ergebnisse schwankten zwar in sich stark, waren aber insgesamt konstant, so dass davon
ausgegangen werden kann, dass 5 liber den Untersuchungszeitraum stabil war.
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4.5 Untersuchung der Stabilitat von Succinyl-Dabigatran,
Glutary-Dabigatran und Adipyl-Dabigatran gelost in
Phosphatpuffern verschiedener pH-Werte

Die verschiedenen Phosphatpuffer wurden verwendet, um die pH-Bedingungen im GIT und
im Plasma zu simulieren. Es wurden pH 2,0, 4,0, 5,0, 6,3, 7,4 und 9,0 verwendet. Die sauren
Puffer reprasentieren dabei den Magen. Die Bedingungen im Darm werden kontinuierlich
alkalischer. Die Prodrugs Succinyl-Dabigatran 31, Glutaryl-Dabigatran 33 und Adipyl-
Dabigatran 35 sind doppelte Esterprodrugs, eine pH abhadngige Hydrolyse ist daher
wahrscheinlich. In Abbildung 4.2 ist die Hydrolyse der neuen Dabigatran-Prodrugs am
Beispiel von 31 dargestellt. Die Untersuchung lber die generelle Neigung zur Hydrolyse und
die pH-Stabilitat eines Esterprodrugs sind entscheidend, um zum Beispiel einen geeigneten
Applikationsweg und eine geeignete Arzneiform zu entwickeln.

Succinyl-Dabigatran OH

/ (o)
N o)

P N-O

OY@N HN—@—(
NH
N 2
CrL :
Z COOEt

N
°Y©:N/>_+}N—®—</N —on
N COOH

Abbildung 4.2: Doppelte Hydrolyse von Succinyl-Dabigatran 31 zur Amidoxim-Sdure 38. Die
Hydrolyse kann enzymatisch oder chemisch ablaufen.

Um die pH-Stabilitat zu untersuchen, wurde eine etwa 200 uM L6sung der Prodrugs in 50
mM Phosphatpuffer des zu untersuchenden pH-Wertes gel6st. Die erhaltene Flache zum
Zeitpunkt null Minuten wurde als 100 % gesetzt. Die nachfolgenden Zeitpunkte (30, 60, 90,
120, 150, 180, 210, 240, 270, 300, 330 und 360 Minuten) wurden auf den Zeitpunkt null
Minuten bezogen und in Prozent angegeben. Die verwendete HPLC Methode ist in Kapitel
6.2 beschrieben.
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4.5.1 Ergebnisse und Diskussion der Untersuchung der
Stabilitat von Succinyl-Dabigatran gelost in
Phosphatpuffern verschiedener pH-Werte

Die Untersuchung der pH-Stabilitat zeigte, dass 31 im Alkalischen (pH 9,0) und im Neutralen
(pH 7,4) eine gute Stabilitait aufweist. Nach sechs Stunden waren noch 73,6 %
beziehungsweise 69,2 % der urspriinglichen Menge an 31 vorhanden (siehe Tabelle 4.9). Mit
sinkendem pH-Wert nahm auch die Hydrolyse zu: bei pH 6,3 konnte 31 noch Uber den
gesamten Untersuchungszeitraum gefunden werden (45,8 % nach 360 Minuten), wahrend
31 bei pH 5,0 und niedrigeren pH-Werten bereits frihzeitig vollstandig hydrolysierte. Die
HPLC Analyse ergab weiterhin, dass fast ausschlieRlich Dabigatran Amidoxim 28 gefunden
wurde und der Ethylester daher relativ pH stabil war. Es schien eine sauer katalysierte
Spaltung des Bernsteinsaureesters vorzuliegen, da die Hydrolyse mit sinkendem pH-Wert
deutlich zunahm. Fir eine lbersichtliche Darstellung sind in Abbildung 4.3 die Ergebnisse
aller untersuchten pH-Werte dargestellt.

Tabelle 4.9: Ergebnisse der Stabilitatsuntersuchung von Succinyl-Dabigatran 31, geldst in Puffern
verschiedener pH-Werte, um die Situation im GIT widerzuspiegeln.

Zeitpunkt Gehalt an Succinyl-Dabigatran 31 [%]

[min] pH 2,0 pH 4,0 pH 5,0 pH 6,3 pH 7,4 pH 9,0
0 100,0+11,4 100,0%8,3 100,0%5,6 100,0+1,6 100,0+4,5 100,0+2,1
30 0,2+0,2 12,4+4,7 15,5+1,7 89,3+0,0 87,7+3,0 97,2+2,3
60 0 3,3x1,0 2,8+0,5 82,5+0,2 83,8+2,0 94,7 £2,5
a0 1,3£1,4 0,6+0,1 76,8 £71,6 81,9+£2,2 92,3+£2,6
120 0,3+0,1 0,3+0,1 71,6+1,1 80,4+1,8 89,1+2,5
150 0,1+£0,0 0 66,7 £0,7 78,3+2,2 87,1+£2,6
180 0 62,6 +0,8 76,3+1,3 84,6 £2,6
210 59,3+0,8 749+1,5 82,6 2,7
240 56,0 +£0,7 74,0+1,1 80,5+2,5
270 53,2+0,6 72,5+1,2 78,4 £ 2,6
300 50,6 + 0,7 71,1+1,1 76,8 +2,5
330 48,1 £0,7 70,0+ 0,6 75,1+£2,5
360 45,8 £ 0,5 69,2+0,6 73,6125
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Abbildung 4.3: Graphische Darstellung der pH-Stabilitdit von Succinyl-Dabigatran 31. Unter
alkalischen pH-Bedingungen zeigt 31 eine gute Stabilitdt, wahrend es im Sauren rasch und quantitativ
zum Dabigatran Amidoxim 28 hydrolysiert wird.

Die Ergebnisse zeigten, dass Succinyl-Dabigatran 31 eine gute Stabilitdt in wassrigen
Systemen mit neutralem oder alkalischem  pH-Wert aufweist. Fir die
Bioverfligbarkeitsstudien bedeutete dies, dass das Prodrug vor dem sauren pH-Wert des
Magens geschiitzt werden musste, um einer frihzeitigen — prasystemischen — Degeneration
entgegenzuwirken. Daher wurde fiir die Applikation ein alkalischer Phosphatpuffer mit
hoher Pufferkapazitdt gewahlt (siehe auch Kapitel 5.2). Da 31 das erste Derivat des
Dabigatrans (6) war, das eine ausreichende Loslichkeit fiir eine intravenése Applikation
aufwies, ist die Stabilitat unter physiologischem pH-Wert von besonderem Interesse. Bei pH
7,4 wies 31 eine gute Stabilitdt auf. Die Arzneiform misste aber ein Pulver (z.B. ein
Lyophilisat) zur frischen Herstellung einer Injektionsldsung sein, da 31 sonst einer Hydrolyse
unterliegen wirde. Dies ist gangige Praxis fur hydrolyselabile Arzneistoffe, die intravends
appliziert werden sollen, wie beispielsweise Aspirin® i.v. (500 mg Pulver und Losungsmittel
zur Herstellung einer Injektions-/Infusionslésung).®
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4.5.2 Ergebnisse und Diskussion der Untersuchung der
Stabilitat von Glutaryl-Dabigatran gelost in
Phosphatpuffern verschiedener pH-Werte

Das Prodrug 33 wies verglichen mit 31 eine deutlich héhere Stabilitat Gber den gesamten
pH-Bereich auf. In Phosphatpuffern mit pH 9,0 waren nach sechs Stunden noch 92,7 % der
Ausgangsmenge von 33 vorhanden. Damit lag 33 gut 20 Prozent oberhalb des Ergebnisses
von 31. Bei pH 7,4 zeigte sich ein dhnliches Bild. Nach sechs Stunden waren noch 85,5
Prozent der Ausgangsmenge von 33 vorhanden. Im Sauren nimmt die Hydrolyse von 33 —
analog zu den Beobachtungen bei 31 — deutlich zu. Allerding ist auch hier 33 das stabilere
Derivat. So wird selbst bei pH 5,0 noch liber den gesamten Untersuchungszeitraum
unhydrolysiertes 33 gefunden. Bei pH 4,0 und 2,0 hydrolysiert der Glutarsaureester von 33
schnell, so dass nicht mehr Uber den ganzen Untersuchungszeitraum intaktes Prodrug
gefunden werden konnte. Eine mdgliche orale Applikation sollte also auch fiir 33 in einer
magensaftresistenten Arzneiform erfolgen.

Tabelle 4.9: Ergebnisse der Stabilitatsuntersuchung von Glutaryl-Dabigatran 33, gelost in Puffern
verschiedener pH-Werte, um die Situation im GIT widerzuspiegeln.

Zeitpunkt Gehalt an Glutaryl-Dabigatran 33 [%]

[min] pH 2,0 pH 4,0 pH 5,0 pH 6,3 pH7,4 pH 9,0

0 100,0+11,4 100,0t,3 100,0+0,0 100,0 £ 3,7 100,0 * 100,0+0,9
30 29,6 +4,4 66,5 £ 6,8 92,9+0,0 97,5+1,0 99,2+1,3 102,+1,9
60 0 48,8+ 1,3 87,8+2,3 95,2+1,4 97,7+1,2 101,0+0,3
90 32,6+1,4 81,3+1,5 86,2 +6,7 97,4 +0,8 100,9+3,3
120 19,3+0,6 67,0+£0,9 85,9+5,1 96,7 £ 0,2 99,2+0,3
150 2,6%+0,3 57,3+0,7 82,1+2,4 94,7 +0,1 100,4 2,3
180 1,5+0,6 57,3+1,7 74,3+1,9 92,4+2,0 98,6 +1,7
210 0,5%£0,3 46,4 +7,6 72,2+1,2 91,7+2,1 98,2+ 2,8
240 0 46,4 £4,3 69,2+5,0 90,7+1,0 97,0+£2,9
270 45,7 £3,8 68,1+3,2 89,5+0,6 93,9+0,4
300 38,1+5,8 65,4+0,3 87,3+0,6 94,5+0,8
330 36,3+£2,5 65,3+£0,2 87,7£0,8 94,4+0,4
360 31,9+1,9 63,4+2,1 85,5+2,2 92,7+0,1

*Ein MessausreiRer wurde nicht beriicksichtigt, da ansonsten der Kurvenverlauf verschoben worden
ware.
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pH Stabilitat von Glutaryl-Dabigatran
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Abbildung 4.4: Graphische Darstellung der pH-Stabilitdt von 33. Unter alkalischen pH-Werten zeigt
33 eine sehr hohe Stabilitdt, wahrend es im Sauren ausgepragter hydrolysiert wird.

In Anbetracht der ebenfalls sehr guten Loslichkeit von 33 unter physiologischen
Bedingungen (siehe 4.1.3) ist eine intravenése Applikation von 33 theoretische moglich.
Dabei wirde die im Vergleich zu 31 groflere chemische Stabilitdt einer intravendésen
Darreichungsform sicherlich entgegenkommen. Die Aktivierbarkeit von 33 in vitro wird von
GABEL im Rahmen ihrer Dissertation untersucht und muss sicherlich bei der Fragestellung, ob
33 zur perkutanen Anwendung geeignet ist, mit in Betracht gezogen werden.”

4.5.3 Ergebnisse und Diskussion der Untersuchung der
Stabilitat von Adipyl-Dabigatran gel6st in
Phosphatpuffern verschiedener pH-Werte

Verglichen mit den Prodrugs mit kirzerer Seitenkette weist das Adipyl-Dabigatran 35
ganzlich andere physikochemische Eigenschaften auf. Die wesentlich hohere Lipophilie von
35 zeigte sich wahrend der Synthese daran, dass sich die Verbindung in organischen
Losungsmitteln vollstandig 16ste (sogar in Diethylether), verglichen mit 31 und 33, die als
Suspension vorlagen. Das daraus resultierende Problem der Aufarbeitung konnte geldst
werden, indem die Verbindung sdulenchromatographisch gereinigt wurde (siehe Abschnitt
3.1.89. Auf Grund der Tatsache, dass viele Nebenprodukte anfielen, groRtenteils
unidentifiziert, wurde lediglich eine Ausbeute von etwa 26 Prozent, bezogen auf das
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4 Charakterisierung der Dabigatran-Prodrugs in vitro

eingesetzte Dabigatran Amidoxim 28, erzielt. Die generelle Stabilitdt von 35 ist wesentlich
geringer; bei Raumtemperatur gelagerte Chargen zersetzten sich innerhalb kurzer Zeit unter
Verfarbung zu einer dligen Masse.

Bei den sauren pH-Werten 2,0, 4,0 und 5,0 war eine Bestimmung der Stabilitdt in Losung
nicht moglich, da sich 35 nicht ausreichend unter diesen Bedingungen l6sen liel. Erst ab
einem pH-Wert von 6,3 konnte geniigend 35 gelést werden, um das Experiment
durchzufiihren. Die Daten zeigen, dass 35 in wassrigen Systemen wesentlich langsamer
hydrolysiert wird als die anderen Dicarbonsaure-Prodrugs. Im Untersuchungszeitraum von
sechs Stunden findet bei pH 6,3 so gut wie keine Hydrolyse statt, wahrend die Derivate mit
kiirzerer Seitenkette dort eine ausgepragte Hydrolyse zeigen und am Ende lediglich 45,8 %
beziehungsweise 63,4 % der jeweiligen Ausgangsverbindung gefunden werden konnte.

Tabelle 4.9: Ergebnisse der Stabilitdtsuntersuchung von Adipyl-Dabigatran 35, gel6st in Puffern
verschiedener pH-Werte, um die Situation im GIT widerzuspiegeln.

Zeitpunkt Gehalt an Adipyl-Dabigatran 35 [%]

[min] pH 2,0 pH 4,0 pH 5,0 pH 6,3 pH7,4 pH 9,0

0 * * * 100,0+0,0 100,0x0,0 100,0%0,9
30 104,7 £ 6,1 100,6 £ 0,8 99,3+£0,9
60 96,7 £ 13,2 100,324 97,5+£0,1
a0 100,7 £ 7,5 102,4£0,0 98,6 £2,7
120 101,6 7,9 10,6 +0,6 101,9%0,1
150 101,5+9,5 101,7 £1,7 96,7+0,4
180 101,0+7,1 102 £0,5 96,9+2,7
210 100,4+8,8 101,6+2,1 89,4+£6,4
240 95,4+0,6 101,8+1,0 95,2+2,9
270 101,7 = 102,2 £5,9 88,8 +5,8

10,4

300 93,6 £+ 13,9 103,0+0,0 91,3+1,6
330 96,7 £6,9 98,6 £1,2 88,7+7,3
360 91,8+13,0 101,4+£2,1 88,6+1,1

*Eine Untersuchung mittels HPLC-Analytik war nicht moglich, da 35 bei diesen pH-Werten nicht
ausreichend |6slich war:

Zwar weist 35 eine ausgezeichnete Stabilitat gegentliber der hydrolytischen Esterspaltung in
Losung auf, besitzt aber dennoch einige Nachteile, die die Moglichkeit, es als Arzneistoff zu
verwenden, stark limitieren. Der schwierigere synthetische Zugang mit sehr schlechter
Ausbeute, die geringe Lagerstabilitat (Zersetzung bei Raumtemperatur binnen kurzer Zeit)
und die schlechte orale Bioverfligbarkeit (siehe Kapitel 5.2) lassen weitere Arbeiten an
diesem Prodrug als wenig sinnvoll erscheinen, zumal mit den im Rahmen dieser Arbeit
synthetisierten und vollstandig charakterisierten Derivaten 31 und 33 zwei aussichtsreiche
Verbindungen zur Verfiigung stehen.
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4 Charakterisierung der Dabigatran-Prodrugs in vitro

4.6 Aktivierung von Succinyl-Dabigatran durch verschiedene
Enzympréaparationen

Das Prodrugkonzept der Amidoxime und der O-acylierten Amidoxime wurde bereits
erfolgreich auf zahlreiche Amidine Ubertragen. Die Untersuchungen der Aktivierung
verschiedenster Derivate im Arbeitskreis, die Modellverbindungen wie Benzamidoxim (56),
N-hydroxylierte DNA-Basen oder Arzneistoffe wie Ximelagatran beinhalteten, haben stets
eine rasche Umsetzung — also N-Reduktion — gezeigt. Fiir neue Prodrugs muss dennoch erst
gezeigt werden, dass eine Bioaktivierung stattfindet, da es sein kdnnte, dass einige
Verbindungen kein Substrat fiir das mARC Enzym darstellt. Succinyl-Dabigatran 31 ist ein
mehrfaches Prodrug, das zwei Ester, die hydrolytisch gespalten werden miissen, und ein
Amidoxim, das N-reduziert werden muss, beinhaltet. Die theoretische Aktivierung ist am
Beispiel von 31 in Abbildung 4.5 dargestellt.

CH, CH,

o
~ ° ®O :
Nt Weye s g
N HN—©—<NH OH N HN—@—(
| N l/CH3 2 ~-N
ZN 0 31 |\ \ky(OH 38
o] o)
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o

® = enzymatische Aktivierung @ = chemische Aktivierung

Abbildung 4.5: Theoretische Bioaktivierung von Succinyl-Dabigatran 31. Die Esterspaltungen kénnen
enzymatisch oder chemisch erfolgen, wahrend die Reduktion rein enzymatisch — vermittelt durch
mMARC — ablauft.

Ob in vivo erst beide Ester abgespalten werden und dann nachfolgend die Reduktion erfolgt,
ist noch nicht gesichert, allerdings hoch wahrscheinlich, da Esterasen im Plasma aktiv sind
und die N-Reduktion eher intrazelluldr ablauft. Aus dem Darm aufgenommen koénnten also
bereits im Pfortaderblut die Ester von 31 abgespalten werden. Das Intermediat 38 wiirde
dann in der Leber zur Wirkform aktiviert werden. Fir die weiteren O-acylierte Verbindungen
33 und 35 erfolgt der Metabolismus im Wesentlichen genauso. Allerdings muss bericksichtig
werden, dass die Aktivierung der Prodrugs durch die langeren Ester mit anderer
Geschwindigkeit ablaufen kann.
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4 Charakterisierung der Dabigatran-Prodrugs in vitro

Im folgenden Abschnitt sind Daten zur Aktivierung von 31 zusammengefasst, die von
KoTTHAUS erhoben worden sind.®

Ergebnisse und Diskussion

Zur Verifizierung der Abspaltung der Ester wurde 31 mit murinem und humanem Plasma
inkubiert. Dazu wurden 100 pL einer zwei millimolaren Lésung von 31 zu 900 uL des Plasmas
gegeben, vermischt und bei 37°C inkubiert. Nach 15, 30, 60, 90, 120 und 150 Minuten
wurden jeweils 100 pL der Probe entnommen, zu 100 pL Acetonitril pipettiert und fiir zehn
Minuten geschiittelt. AnschlieRend wurde bei 10000g zentrifugiert und der Uberstand
mittels HPLC-Analytik vermessen. Die HPLC Methode ist in Kapitel 6.2 aufgefiihrt.

Die Ergebnisse zeigten, dass 31 im Plasma beider Spezies aktiviert wird. In Tabelle 4.10 sind
die Daten zusammengefasst.

Tabelle 4.10: Ergebnisse der Inkubation von Succinyl-Dabigatran 31 mit Plasma.

Zeitpunkt Gehalt an Succinyl-Dabigatran 31 [%]
[Minuten] murines Plasma humanes Plasma
0 100 100
15 3,2 66,1
30 1,9 38,3
60 2,1 20,2
90 2,0 17,1
120 2,1 13,3
150 2,0 10,6

Die Inkubation von 31 zeigte klar, dass die Ester durch Esterasen im Plasma gespalten
werden. Vergleicht man die Ergebnisse mit denen der pH-Stabilitat (Abschnitt 4.5.1), so wird
deutlich, dass die Abnahme nicht auf eine reine Hydrolyse zurlickzufiihren sein kann, denn
bei pH 7,4 verlauft die Kurve wesentlich flacher (siehe Abbildung 4.3). In dem Experiment,
das die pH-Stabilitdt untersucht, wurden nach 150 Minuten noch etwa 78 Prozent der
(génzlich) unhydrolysierten Verbindung gefunden. Besonders schnell hydrolysierte die
Verbindung in murinem Plasma, schon nach 15 Minuten waren nur noch etwa drei Prozent
der Ausgangsverbindung vorhanden. Die Tatsache, dass danach so gut wie keine weitere
Hydrolyse ablief und ein konstanter Gehalt von etwa zwei Prozent der urspriinglichen Menge
an 31 gefunden wurde, kdonnte durch eine Plasmaproteinbindung erklart werden. Der
gebundene Anteil 31 steht einer Hydrolyse nicht zur Verfliigung und wird im Moment der
Proteinfallung durch Zugabe von Acetonitril aus der Proteinbindung gel6st. Auch in
humanem Plasma findet eine durch Esterasen katalysierte Aktivierung von 31 statt. Sie lauft
etwas langsamer ab, ist aber dennoch wesentlich schneller als die rein chemische Hydrolyse
unter pH 7,4. Es kann also festgehalten werden, dass die Ester des Prodrugs im Plasma
abgespalten werden und der erste Schritt der Aktivierung problemlos in vitro simuliert
werden konnte.
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Die Bestimmung der Aktivierung durch eine N-Reduktion erfolgte mit porcinen
Enzympradparationen, die mARC enthielten. Es wurde eine Mischung bestehend aus dem
Prodrug 31 (500 uM), Nicotinamidadenindinukleotid (NADH, 1 mM) und 0,3 g der
Enzympraparation in 250 pL eines 100 mM Phosphatpuffers (pH 6,3) bei 37 °C fir 30
Minuten inkubiert. Anschlieend wurde die Inkubation durch die Zugabe von 150 pL
Acetonitril gestoppt, flir zehn Minuten geschiittelt, bei 10000g zentrifugiert und der
Uberstand mittels HPLC analysiert. Es wurde durchgehend eine schnelle Aktivierung des
Prodrugs 13 zur Wirkform Dabigatran (6) gefunden. In der Praparation mit Mitochondrien
aus Schweineleber wurden 16 Nanomol 6 pro Minute und Milligramm Protein gebildet.
Damit erreicht die Umsetzungsrate zwar nicht die des Modellsubstrates Benzamidoxim (56)
(etwa 30 Nanomol pro Minute und Milligramm), ist aber dennoch sehr schnell, wie auch in
den in vivo Experimenten beobachtet werden konnte. Dort wurden die maximalen
Plasmaspiegel bereits 30 Minuten nach Applikation von 31 gemessen, was die schnelle
Aktivierung bestatigt (siehe Kapitel 5.2).

Analog zu allen bislang getesteten Derivaten wird auch das Dabigatran Amidoxim 28 (oder
Dabigatran Amidoxim Sdure 38) durch mARC aktiviert und kann daher als Prodrugkonzept
fiir eine orale oder intravendése Applikation von 6 in Betracht gezogen werden. Fir Prodrugs
mit einer alternativen O-Derivatisierung, wie beispielsweise Glutaryl-Dabigatran 33, kann
davon ausgegangen werden, dass, sofern 38 in vitro beziehungsweise in vivo freigesetzt
wird, die Aktivierung zu Wirkform 6 in gleicher Weise erfolgt.

62



5 Untersuchung der oralen
Bioverfiigbarkeit der Dabigatran-
Prodrugs

5.1 Einleitung

Die orale Bioverfligbarkeit stellt ein malgebliches Kriterium in der Entwicklung von
Arzneistoffen dar, da eine orale Applikation verglichen mit einer subkutanen einfacher und
kostengiinstiger durchfiihrbar ist und besser vom Patienten angenommen wird. Orale
Arzneiformen weisen die beste Compliance unter allen Applikationsformen auf. 54 der 100
meistverkauften Medikamente werden oral appliziert (Tabletten, Kapseln, Liquida).81 Ein
Hauptgrund fir die Entwicklung von Prodrugs ist eine Verbesserung beziehungsweise das
Erreichen einer oralen Bioverfiigbarkeit eines Wirkstoffes (siehe 1.1). Dabigatran (6) selbst
ist nicht in ausreichendem Malie bioverfligbar, um oral angewendet werden zu kdnnen.
Daher ist mit dem Dabigatranetexilat (5) ein Prodrug auf dem Markt. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden neue Dabigatran-Prodrugs synthetisiert, die auf einem anderen Prodrug-
Konzept fir die Amidinfunktion basieren, und sie wurden in in vivo Experimenten mit Ratten
auf ihre Bioverfiligbarkeit hin untersucht.

5.2 Genereller Studienaufbau

Die Versuche wurden mit Ratten durchgefiihrt. Die Ratte ist ein etabliertes Versuchstier, das
einen guten Kompromiss zwischen der Ubertragbarkeit auf den Menschen, dem Handling
und den Kosten fir die Versuchstiere bildet. Um eine orale Bioverfiigbarkeit bestimmen zu
kénnen, sind mindestens zwei Kohorten notwendig. Eine Gruppe, der die Wirkform i.v.
appliziert wird, als Vergleichsgruppe und eine Gruppe, die das Prodrug oral erhélt. Es wird
die erhaltene Plasmakonzentration der Wirkform bestimmt und die daraus resultierende
Area under the Curve (AUC). Die erhaltene AUC der Tiere, denen die Wirkform i.v. appliziert
wurde, wird dann einer Bioverfligbarkeit von 100 % gleichgesetzt. Die AUC der Tiere, denen
das Prodrug oral appliziert wurde, kann nun direkt verglichen werden, und es kann, unter
Berlicksichtigung der Dosierungen, eine orale Bioverfligbarkeit errechnet werden. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden drei neue Prodrugs von 6 im Vergleich zu 5 untersucht.
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5.3. Bioverfiigbarkeitsstudien mit Dabigatran-Prodrugs
5.3.1 Bioverfiigbarkeitsstudie mit Auswertung iber HPLC-
Analytik

Die analytischen Arbeiten in dieser Studie wurden von GuDpD im Rahmen ihrer Dissertation
durchgefiihrt. 7 Daher wird in diesem Abschnitt nur ein grober Uberblick gegeben, um den
Gesamtkontext der nachfolgenden Studie aufzuzeigen. Zunachst wurde von GuDD eine
Methode zur Aufarbeitung und HPLC-Analytik der Plasmaproben entwickelt. Es wurde eine
Studie mit insgesamt 50 Ratten durchgeflihrt. Zentraler Aspekt war die Untersuchung der
Bioverfligbarkeit des Succinyl-Dabigatrans 31. Dabei wurde 31 in verschiedenen Dosierungen
und mit verschiedenen galenischen Formulierungen gegeben. In Tabelle 5.1 sind die
Kohorten mit der jeweilig untersuchten Substanz, Dosierung, Formulierung und dem
Applikationsweg dargestellt. Es zeigte sich, dass eine Dosierung von 40 mg/kg optimal ist, da
bei einer geringeren Dosierung keine ausreichenden Plasmaspiegel erreicht wurden.
Verschiedene galenische Formulierungen wurden getestet, um das Esterprodrug optimal vor
einer frihzeitigen chemischen Hydrolyse im sauren Magen (ca. pH 4) der Ratte zu schiitzen.
Es wurde eine alkalisch gepufferte Suspension und eine magensaftresistent (msr)
Uberzogene Kapsel verwendet, deren Herstellung ebenfalls von Gubb im Rahmen ihrer
Dissertation entwickelt wurde.”

Tabelle 5.1: Ubersicht iber die Kohorten aus der Bioverfiigbarkeitsstudie mit Succinyl-Dabigatran 31,
die mittels HPLC ausgewertet wurde.

Gruppe Substanz Dosierung Formulierung und n
[mg/kg] Applikationsweg
1 Dabigatran (6) 10 Losung, i.v. 5
2 Succinyl-Dabigatran 31 25 Suspension, oral 10
3 Succinyl-Dabigatran 31 25 msr Kapsel, oral 10
4 Dabigatran (6) 10 Losung, i.v. 5
5 Succinyl-Dabigatran 31 40 Suspension, oral 10
6 Dabigatranetexilat (5) 40 Suspension, oral 10

Die Studie hat ergeben, dass eine Dosierung von 40 mg/kg nicht weiter reduziert werden
kann. Weiterhin wurde fiir 31 eine Bioverfligbarkeit gefunden, die zu der des Carbamat-
Prodrugs Dabigatranetexilat (5) dquivalent ist. Der exakte Versuchsablauf und die genauen
Ergebnisse werden in der Dissertation von GupD dargestellt. 7
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5.3.2 Bioverfiigbarkeitsstudie mit Auswertung liber den Ecarin
Chromogenic Assay for Direct Thrombin Inhibitors

In einer weiteren Bioverfligbarkeitsstudie sollte neben der oralen Bioverfligbarkeit auch die
Wirksamkeit der Prodrugs bestimmt werden. Durch die metabolische Aktivierung der
Prodrugs nach oraler Applikation und nachfolgender Aufnahme entsteht Dabigatran (6), das
als direkter Thrombininhibitor einen blutgerinnungshemmenden Effekt in der Ratte zeigt.
Uber die Verwendung eines Gerinnungsassays, in dem direkte Thrombininhibitoren einen
konzentrationsabhangigen (moglichst linearen) Effekt aufweisen, kdnnen somit die
Wirksamkeit und nachfolgend die Konzentration an 6 im Plasma bestimmt werden. Der
Ecarin Chromogenic Assay for Direct Thrombin Inhibitors (ECA-T) ist ein solcher Assay, der
fir Thrombininhibitoren entwickelt wurde. Der chromogene Assay bietet einige Vorteile
gegeniber einer Auswertung mittels HPLC. Zum Beispiel erfolgt die Bestimmung des Gehalt
an 6 Uber den resultierenden pharmakodynamischen Effekt und man erhdlt somit
pharmakokinetische und pharmakodynamische Daten. Die exakten Methoden, Gerate und
Reagenzien finden sich in Kapitel 6.3.

5.3.2.1 Funktionsweise des Ecarin Chromogenic Assay for Direct
Thrombin Inhibitors

Die Wahl des ECA-T beruht auf der breiten Anwendung dieses Assays flir orale direkte
Thrombininhibitoren. Die US Food and Drug Administration (FDA, Uberwachungsbehérde
der Vereinigten Staaten von Amerika) empfiehlt zur Uberpriifung des Plasmaspiegels von 6,
sollte dies notwendig erscheinen den Ecarin-Test (flir Dabigatran (6) ist kein therapeutisches
Drugmonitoring vorgesehen, das heilst der Plasmaspiegel muss nicht routinemaRig Giberprift
werden). Allerdings ist dieser momentan nur schwierig durchfiihrbar, da es noch kein von
der FDA zugelassenes Test Kit fir den Einsatz am Patienten gibt.82 Die Vorteile des ECA-T
liegen zundchst im unkomplizierten Handling. Die Probenvorbereitung ist sehr einfach und
schnell durchfiihrbar. Es miissen lediglich die Assaykomponenten nach einem festgelegten
Schema zu der Probe pipettiert werden (die Probe muss gegebenenfalls zuvor verdinnt
werden, in Abhangigkeit von der enthaltenen Konzentration des Thrombininhibitors). Die
Messung erfolgt an einem Photometer, es ist keine HPLC-Analytik nétig. Die Erfahrungen in
unseren vorhergegangenen in vivo Studien haben gezeigt, dass Plasma- oder Organproben
trotz sorgfaltiger Probenaufarbeitung eine Belastung fir die HPLC-Saule darstellen und auf
Grund von in der Probe verbleibenden Porteinen und anderen Verunreinigungen zu einem
grofRen Verbrauch an Vorsdulen und Saulen fiihren. Daher ist die Auswertung einer in vivo
Studie Uber einen chromogenen und letzten Endes photometrisch vermessenen Assay ein
bedeutender Vorteil. Die entscheidende Uberlegenheit des ECA-T liegt allerdings in seiner
hohen Sensitivitat. Fiir 6 wird in der Literatur eine sehr gute Linearitat des Assays Uiber einen
weiten Bereich bis hin zu einer Bestimmungsgrenze von einem Nanogramm pro Milliliter
beschrieben.® Im Vergleich erhielt Gubb mit einer HPLC-Methode lediglich eine

Bestimmungsgrenze im unteren millimolaren Bereich. Fir Hirudin wurde in der Literatur ein
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Vergleich zwischen verschiedenen gdngigen Assays (ecarin clotting time, ECT [Vorganger des
ECA-T] und thrombin-based chromegenic test) beschrieben, bei dem der ECA-T in allen
relevanten Parametern tiberlegen war %

Der ECA-T beruht auf der Wirkung eines Bestandteiles des Gifts der gemeinen
Sandrasselotter (Ecarinus carinatus), einer Vipernart, die in weiten Teilen Asiens bis in den
Orient beheimatet ist. Die Reaktion des Assays wird mit der Zugabe des Ecarins, einer im
Schlangengift enthaltene Protease, gestartet. Das im Assay enthaltene Prothrombin wird
durch Ecarin gespalten. Es entstehen die beiden aktiven Produkte Meizothrombin und
Meizothrombin-des-F1. Meizothrombin und Meizothrombin-des-F1 sind physiologische
Intermediate bei der Aktivierung von im Plasma vorkommendem Prothrombin zu Thrombin.
Sie entstehen durch Abspaltungen von Fragmenten aus dem Prothrombin durch den
Prothrombinasekomplex (Faktor X, Faktor V, Phospholipide und Calcium-lonen).®
Meizothrombin und Meizothrombin-des-F1 spalten nachfolgend ein chromogenes Substrat
unter Freisetzung von 4-Nitroanilin (39). Die Zunahme an 39 wird photometrisch bei 40 5nm
verfolgt. Dabei wird die Zeit (ECA-T Zeit) gemessen, die flir eine Absorptionszunahme um
einen definierten Wert benétigt wird. Je mehr Thrombininhibitor in der Probe vorhanden ist,
desto langsamer wird 39 freigestezt und desto langer fallt die ECA-T Zeit aus. In Abbildung
5.1 ist der Ablauf des Assays schematisch dargestellt.

NO,

Spaltung eines chromogenen
Substrats

Meizothrombin

Ecarin (Protease) .

—_—
Spaltung an Arg320

Prothrombin (Puffer)
579 Aminosduren

Meizothrombin-des-F1

39
* Autolytische Spaltung an Arg156 -|- NH,
fiihrt zu dem des-F1-Fragment Direkte 405 nm

Thrombininhibitoren

Abbildung 5.1: Funktionsprinzip des ECA-T Assays. Die Pfeile stellen Abspaltungen dar, die letzten
Endes in 4-Nitroanilin (39) miinden, das photometrisch vermessen werden kann. Bei der Umsetzung
des chromogenen Substrats durch Meizothrombin (-des-F1) greifen Thrombininhibitoren direkt und
linear ein, so dass die langere Zeit bis zum Erreichen eines festen Absorptionsunterschiedes mit der
in der Probe enthaltenen Konzentration des Thrombininhibitors korreliert.

Als ein weiterer Vorteil des Assays wird in der Literatur beschrieben, dass der Assay
unabhangig von einer parallelen Gabe von Heparin (oder Vitamin-K-Antagonisten)
funktioniert.®® Dies konnte in Vorversuchen mit heparinhaltigem Rattenplasma allerdings
nicht bestdtigt werden. Das Heparin storte den Assay. Dies musste folglich fir die
Tierversuche berticksichtigt wurde (siehe 5.3.2.2).
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5.3.2.2 Studiendesign

Ziel der Studie war es, fir die drei Dicarbonsaureesterprodrugs des Dabigantrans, Succinyl-
Dabigatran 31, Glutaryl-Dabigatran 33 und Adipyl-Dabigatran 35, in einem Versuch sowohl
die Wirksamkeit als auch die orale Bioverfligbarkeit mittels ECA-T Assay zu bestimmen.
Hierzu waren vier Kohorten notwendig, eine Kohorte, die die Wirkform Dabigatran (6) i.v.
erhielt, und jeweils eine Kohorte, die die entsprechenden Prodrugs oral erhielt. Um eine
Vergleichbarkeit mit dem Prodrug Dabigatranetexilat (5) der Firma Boehringer zu erhalten,
wurde eine weitere Kohorte mit 5 behandelt. Alle oral applizierten Prodrugs wurden in einer
Suspension mit Phosphatpuffer mit einem pH-Wert von 9,0 und Arabisch Gummi
verabreicht. Flr die intravenése Applikation von 6 wurde eine Losung verwendet, die aus
dem Wirkstoff, a-Cyclodextrin, Natriumphosphatpuffer und Salzsdure (0,5 M) hergestellt
wurde. Das genaue Herstellungsprotokoll ist in Kapitel 6.2 beschrieben. In Tabelle 5.2 sind
alle untersuchten Kohorten mit der jeweiligen Tieranzahl, dem zu untersuchenden
Arzneistoff, der verwendeten Dosierung und dem Applikationsweg zusammengefasst.

Tabelle 5.2: Ubersicht i(iber die Kohorten aus der Bioverfiighbarkeitsstudie mit den
Dicarbonsaureesterprodrugs und einer Auswertung liber ECA-T.

Gruppe Substanz Dosierung Formulierung und n
[mg/kg] Applikationsweg

1 Dabigatran (6) 10 Losung, i.v. 8

2 Succinyl-Dabigatran 31 40 Suspension, oral 8

3 Glutaryl-Dabigatran 33 40 Suspension, oral 8

4 Adipyl-Dabigatran 35 40 Suspension, oral 8

5 Dabigatranetexilat (5) 40 Suspension, oral 8

Wie bereits eingehend erwahnt konnte kein Heparin fiir den Tierversuch verwendet werden,
weil Vorversuche gezeigt hatten, dass Heparin den ECA-T beeinflussen kann. Die Tiere
werden gewdhnlich ein bis zwei Tage vor dem eigentlichen Versuch operiert, um einen
arteriellen Katheter zur Blutabnahme und einen vendsen Katheter zur i.v. Applikation (wenn
bendtigt) zu setzten. Nach der Operation erhalten die Ratten in regelmaBigen Abstdanden
Heparin (liber beide Katheter), um ein Dichtsetzen der Katheter durch einen
Koagualtionspfropf zu verhindern. Um auf Heparin verzichten zu kénnen, wurde daher
entschieden, die Versuche so schnell wie moglich im Anschluss an die Operation
durchzufihren und die Katheter der Tiere in diesem Zeitraum haufiger, aber nur mit
isotonischer Kochsalzlosung zu splilen. Daher wurden die Tiere fir diesen Versuch
vormittags operiert, liber den Tag erwachten sie aus der Narkose, abends begann der
Tierversuch und lief Gber die Nacht bis zum nachsten Vormittag.
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5.3.2.3 Probenvorbereitung, Durchfiihrung des Assays und
Auswertung

Den Ratten wurde zu festgelegten Zeitpunkten Blut entnommen, aus dem die Plasmaproben
durch Zentrifugation gewonnen wurden. Wichtig war dabei, dass es sich um Zitratplasma
handelt, da Zitrat den Assay nicht stort. Die Entnahmezeitpunkte wurden in Abhangigkeit der
Applikationsform gewahlt (da bei i.v. Applikation das Drug sofort zirkuliert) und sind in
Tabelle 5.3 zusammengefasst.

Tabelle 5.3: Entnahmezeitpunkte fir die Blutproben der Versuchskohorten. Der Zeitpunkt O Minuten
war eine Blutabnahme unmittelbar vor der Applikation der zu untersuchenden Substanz, um den
Basalwert zu ermitteln.

Entnahmezeitpunkt Prodrugs (oral) Dabigatran (6) (i.v.)
1 0 min 0 min

2 30 min 5 min

3 60 min 10 min

4 90 min 20 min

5 120 min 40 min

6 240 min 60 min

7 600 min 120 min

8 240 min

9 600 min

Die genaue Versuchsdurchfiihrung befindet sich in Kapitel 6.4 und ist auch in der Literatur
beschrieben.®
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5.3.24 Ergebnisse der Bioverfligbarkeitsstudie mit Auswertung
Uiber den Ecarin Chromogenic Assay for Direct Thrombin
Inhibitors

Alle untersuchten Dabigatran-Prodrugs konnten in dieser Studie die ECA-T Zeit gegeniiber
den Ausgangswerten zum Zeitpunkt null der jeweiligen Tiere erhdhen, so dass fiir alle
Prodrugs davon ausgegangen werden kann, dass sie nach oraler Applikation aus dem GIT
aufgenommen wuden und eine Biotransformation in das aktive Prinzip Dabigatran (6)
stattfand. Fiir 6 konnte ebenfalls eine Verlangerung der ECA-T Zeit nach i.v. Applikation
bestimmt werden. Die fir die Wirkform erhaltene Kurve ist in Abbildung 5.2 dargestellt. Die
Verlangerungen der ECA-T Zeit nach oraler Applikation der Prodrugs sind in der Abbildung
5.3 A-D aufgefiihrt. Die erhaltenen Fehler sind als Fehlerindikatoren an den Kurven
abgebildet. Um einen lbersichtlichen und schnellen Vergleich der Effektivitat der einzelnen
Prodrugs zu ermoglichen, sind in Abbildung 5.4 alle vier Kurven der oral applizierten
Prodrugs in einer Abbildung zusammengefasst.
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Abbildung 5.2: Mittelwerte der resultierenden ECA-T Zeit in Plasmaproben nach intravenéser Applikation von 10 mg pro Kilogramm Koérpergewicht
Dabigatran (6) bei Ratten. Wie fiir eine i.v. Applikation erwartet hat der Plasmaspiegel von 6 direkt nach der Bolusinjektion ein Maximum, das
durch Metabolismus, Verteilung und Eliminierung des Wirkstoffes kontinuierlich abgebaut wird. Aus den erhaltenen Daten konnten mit Hilfe
eines Pharmakologie-Computerprogrammes (pK-Solver 2.0) pharmakokinetische Parameter fir das 6 nach intravendser Gabe berechnete
werden. Die errechnete Halbwertszeit lag bei 98 Minuten.
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Abbildung 5.3 A-D: Erhaltene ECA-T Zeiten nach oraler Applikation der untersuchten Dabigatran-Prodrugs. In Abbildung A sind die Ergebnisse des effektivsten
der neuen Prodrugs, dem Succinyl-Dabigatran 31, dargestellt. Auffallig ist, dass mit einem Zunehmen der Kettenldange, also liber B nach C, die Bioverfiigbarkeit
abnimmt. Das Glutaryl-Dabigatran 33 (Teil B) erzielt einen geringen Effekt und der des Adipylderivates 35 (Teil C) war nur minimal. Dabigatranetexilat (5) (Teil

D) besitzt eine Bioverfligbarkeit in derselben GroRenordnung wie 31.
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Abbildung 5.4: Zusammenfassung der Ergebnisse aller untersuchten Dabigatran-Prodrugs nach Auswertung mittels ECA-T.
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Die Auswertung der ECA-T Zeiten nach der Applikation der Prodrugs zeigte, dass alle neuen
Derivate und das Dabigatranetexilat (5) einen pharmakodynamischen Effekt in der Ratte
aufweisen. Dabei fielen die Effekte allerdings unterschiedlich stark aus. Das Succinyl-
Dabigatran 31 konnte in dieser Studie einen gegeniliber 5 gleichwertigen Effekt erzielen.
Allerdings war die Standardabweichung innerhalb der Gruppe, die 31 erhielten, am grof3ten.
Die einfache Verlangerung der Seitenkette lieferte das Glutaryloxyderivat 33, das verglichen
mit 5 und 31 einen deutlich reduzierten Effekt aufwies. Der Kurvenverlauf entsprach
allerdings im Wesentlichen den Kurvenverlaufen von 5 und 31, sodass von einem dhnlichen
pharmakologischem Profil in Bezug auf die Aufnahme, Aktivierung, Verteilung und
Elimination des Prodrugs ausgegangen werden kann. Der maximale Plasmaspiegel wurde,
wie bei 5 und 31 auch, nach 30 Minuten erreicht. Die Verlangerung der Seitenkette um zwei
C-Einheiten fuhrt zum Adipyloxyderivat 35, das nur noch einen minimalen Effekt in der
Verlangerung der ECA-T Zeit im Tierversuch gezeigt hatte. Da von den Messwerten jeweils
der Wert der basalen Abnahme als Nullwert abgezogen wurde, ist es aber unwahrscheinlich,
dass es sich um eine reine Messschwankung handelt. Die erhaltenen ECA-T Zeiten wurden
mit Hilfe der Software PK Solver 2.0 in AUCs umgerechnet, aus denen dann eine
Bioverfiigbarkeit fiir die einzelnen Derivate errechnet werden konnte. In Tabelle 5.4 sind die
AUCs und die daraus errechneten Bioverfiigbarkeiten zusammengefasst. Die Formel zur
Berechnung der Bioverfligbarkeit ist in Kapitel 6.3 aufgefiihrt.

Tabelle 5.4: Erhaltene AUCs und daraus resultierende Bioverfligbarkeiten fir die untersuchten
Dabigatran-Prodrugs.

Substanz AUC [ECA-T Zeit*min] Bioverfiigbarkeit [%]
10 mg/kg Dabigatran (6), intravends 373319,5 +99262,3 -

40 mg/kg Dabigatranetexilat (5), oral 61829,1 + 22444,4 55+2,0

40 mg/kg Succinyl-Dabigatran 31, oral 62115,9 £ 58602,5 54+5,1

40 mg/kg Glutaryl-Dabigatran 33, oral. 15257,8 +7719,1 1,4+0,7

40 mg/kg Adipyl-Dabigatran 35, oral 12825,0 £ 3250,9 1,2+0,3

Wie bereits in Abbildung 5.4 zu erkennen war, zeigten 5 und 31 etwa gleichwertige
Bioverfligbarkeiten und sind den Derivaten 33 und 35 in dieser Hinsicht deutlich tberlegen.
Es wurde flir 5 eine orale Bioverfligbarkeit von 55 + 2,0 % und fiir 31 eine orale
Bioverfiigbarkeit von 5,4 + 5,1 % Bioverfiigbarkeit gefunden. Fiir 33 wurde eine orale
Bioverfiigbarkeit von 1,4 + 0,7 % gefunden, und das Derivat 35 zeigte eine orale
Bioverfligbarkeit von 1,2 + 0,3 %. Zur statistischen Betrachtung wurde ein T-Test (a=0.05)
(SigmaPlot 11.1) durchgefihrt. Auf Grund der hohen Standardabweichung innerhalb der
Kohorten und der damit einhergehenden geringen Power der Studie konnte kein
Signifikanter Unterschied zwischen den Versuchsgruppen ermittelt werden.
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5.3.2.5 Diskussion der Ergebnisse der Bioverfligbarkeitsstudie
mit Auswertung liber den Ecarin Chromogenic Assay for
Direct Thrombin Inhibitors

Auf Grund der hohen Standardabweichung innerhalb der Kohorten sind die Unterschiede in
den Ergebnissen nicht signifikant. Um mehr Aussagekraft in einer derartigen Studie zu
erreichen, ware es sinnvoll, die KohortengréRe zu erhdhen. In vivo Versuche beinhalten
groRe interindividuelle Schwankungen, die Uber eine entsprechende Anzahl an
Versuchstieren herausgemittelt werden kénnten. Hierbei miissen allerdings die Kosten des
Experimentes und der ethische Aspekt des Versuches an einem Tier mit berlicksichtigt
werden. Die Zielsetzung, abschdtzen zu koénnen, in welchem Rahmen die orale
Bioverfligbarkeit der Substanzen sich bewegt, ware mit der Versuchstieranzahl von acht
Tieren pro Kohorte sicherlich moglich. Die Standardabweichung innerhalb der Succinyl-
Kohorte fiel so hoch aus, weil eines der untersuchten Tiere einen besonders hohen
Plasmaspiegel an Dabigatran (6) aufwies. Pathologisch konnte bei diesem Tier keine
Verdanderung festgestellt werden (visuelle Beschauung nach dem Toten). Die Suspension
wurde vor jeder Applikation homogenisiert, so dass ein Dosedumping ausgeschlossen
werden konnte. 6 wird zu etwa 80 % renal eliminiert. Dass die Ratte eine Niereninsuffizienz
hatte und es daher zu einer verminderten Elimination von 6 kam, ist unwahrscheinlich, da
der Verlauf des Dabigatran-Plasmaspiegels dem der anderen Versuchstiere innerhalb der
Kohorte entsprach und bei dem Tier eine Plasmahalbwertszeit fir 6 errechnet wurde, die
unterhalb des Kohortenmittels lag. Die Beurteilung der in vivo Daten bleibt daher schwierig.
Dennoch ist abzusehen, dass mit der Verlangerung der Seitenkette eine deutliche Abnahme
der Bioverfligbarkeit eintritt. Die Griinde hierfir sind noch nicht geklart. In der Dissertation
von GABEL werden die Derivate in vitro untersucht, unter anderem in Caco-2 Experimenten.15
Ein Grund fir die Abnahme der Bioverfiigbarkeit konnte die schlechtere Aufnahme (iber
Anionentransporter sein, die einen aktiven Transport der Prodrugs aus dem Darmlumen in
das Blut vermitteln kénnten. In den Caco-2 Experimenten kann ermittelt werden, ob im Falle
der Dabigatran-Prodrugs 31, 33 und 35 Anionentransporter beteiligt sind und ob die
Unterschiede in den gefundenen Bioverfliigbarkeiten durch die Beteiligung eines
Anionentransporters erklaren werden kann.*

Eine wichtige Erkenntnis aus dem Versuchsablauf liegt darin, dass der erste Probenzug zu
spat, namlich 30 Minuten nach Applikation des zu untersuchenden Arzneistoffes erfolgte.
Nach oraler Applikation ist es stets schwierig, ein Entnahmeprotokoll zu entwickeln, da die
Anzahl der Blutabnahmen durch das geringe Blutvolumen der Ratte limitiert ist und je nach
Abnahmevolumen nur etwa sieben bis maximal neun Entnahmen pro Tier vorgenommen
werden kénnen. Der gewahlte erste Zeitpunkt von 30 Minuten lieferte fiir die Verbindungen
5, 31 und 33 jeweils bereits den maximalen Plasmaspiegel. Bei der zweiten Abnahme wurde
fiir alle drei Derivate bereits ein niedrigerer Plasmaspiegel gefunden. Es ist daher hochst
wahrscheinlich, dass das wahre Maximum nicht ganz getroffen wurde und sich bereits etwas

vor 30 Minuten eingestellt hat. Vergleicht man die in dieser Arbeit ermittelte orale
74



5 Untersuchung der oralen Bioverfiigbarkeit im Dabigatran-Teilprojekt

Bioverfligbarkeit von 5 mit Werten bei Ratten aus der Literatur, so liegen diese in derselben
GroRRenordnung. RupIN fand beispielsweise fiir 5 im Rattenmodell eine orale Bioverfligbarkeit
von lediglich 3,8 + 0,6 %.%° Fur die Auswertung spielt dies aber nur bedingt eine Rolle. Die
erhaltenen oralen Bioverfligbarkeiten sind vermutlich etwas zu niedrig, weil die AUCs groRer
ausgefallen waren, wenn man zu einem friheren Zeitpunkt Blut entnommen hatte. Die
neuen Prodrugs wurden aber im Vergleich zu 5 getestet, das unter den gleichen
Bedingungen analysiert wurde. Es kann festgehalten werden, dass 31 unter den getesteten
Bedingungen eine gleichwertige Bioverfligbarkeit zeigte.
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Experimenteller Teil des Dabigatran-
Teilprojektes

6.1

6.1.1

Synthesen

Gerate und Materialien

Elementaranalysen:

Die Elementaranalysen wurden am Institut fiir Anorganische Chemie der Christian-
Albrechts-Universitdt mit einem CHNS Analysator der Firma HEKAtech GmbH
gemessen.

IR-Spektroskopie:

Die Aufnahme von IR-Spektren wurde mit einem PerkinEImer Spectrum 100 FT-IR
spectrometer vorgenommen. Die Spektren wurden mit Hilfe der Software
PerkinElmer Spectrum Version 10.4.2 ausgewertet.

Massenspektrometrie:

Die Massenspektren wurden mit einem Bruker Esquire~LC,
Elektronensprayionisierung (ESI) im Positivmodus aufgenommen. Wurde eine
Messung im Negativmodus durchgefiihrt, ist dies gesondert angegeben. Fir die
vorgeschaltete Chromatographie wurden folgende Saule, FlieBRmittel und
FlieBmittelgradient verwendet:

Agilent Zorbax Eclipse XDB-C8, 125 x 4,6 mm, 5 um.

Eluent A: 10 % Acetonitril, 90 % 0,1 %-ige Essigsaure

Eluent B: 95 % Acetonitril, 5 % 0,1 %-ige Essigsaure

Gradient: 0-5 min (0-60 % Eluent B), 10-12 min (60-100 % Eluent B), 12-13 min (100-0
% Eluent B), 13-15 min (0 % Eluent B).

Flussrate: 1 mL min™

Direkteinlass von Proben erfolgte in einer Methanol-Wassermischung.

Als Software zur Auswertung der Spektren diente Bruker dataanalyses 4.0.

Hochauflosende Massenspektrometrie:

Die hochauflésende Massenspektrometrie wurde an einem Bruker Daltonics APEX QE
FT-ICR Massenspektrometer (ESI) im Institut fur Physikalische Chemie der Christian-
Albrechts-Universitat zu Kiel aufgenommen. Die Proben wurden in Wasser/Methanol
mit 0,1 % (V/V) Ameisensdaure (wenn notwendig) gelost und mittels Direkteinlass
injiziert. Die Auflésung betrug 100 Spektren mit einem Fehler von 0,1 bis 0,3 ppm
bezogen auf eine Kalibrierung mit Arginin.
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NMR-Spektroskopie:

NMR-Spektren wurden mit einem Bruker Avance lll, 300 Kernresonanzspektrometer
aufgenommen. Die Software Bruker Topspin 2.1 wurde fir die Auswertung der
Spektren verwendet.

'H-Messfrequenz = 300,13 MHz

B3C-Messfrequenz = 75,47 MHz

Als interner Standard wurde Tetramethylsilan (TMS) verwendet. Wurden NMR-
Losungsmittel ohne TMS verwendet, wurden die Spektren auf das Losemittelsignal
bezogen. Folgende Abkirzungen wurden beim Auswerten der Spektren verwendet:

s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, g = Quartett, quin= Quintett, dd = Dublett eines
Dubletts, dt = Dublett eines Tripletts, td = Triplett eines Dubletts, ddd = Dublett eines
Dubletts eines Dubletts, m = Multiplett, b = verbreitertes Signal und J =
Kopplungskonstante in Hz, Ar = Aromatisches Kohlenstoffatom, Ar,H = A und A’
beziehungsweise B und B’ C-Atome eines parasubstituierten Aromaten und deren
Protonen, Np, = Pyridin-Stickstoff.

Die Proben wurden zur Vorbereitung getrocknet, und wenn nétig durch einen
geeigneten Filter (KimVibs) filtriert. Zum Losen wurden 600 pL des deuterierten
Losungsmittels verwendet. Es wurde ein Milligramm Probensubstanz pro
enthaltenem C-Atom der zu analysierenden Verbindung verwendet, sofern die
resultierende Substanzmenge in 600 plL des verwendeten Losungsmittels gelost
werden konnte. Ansonsten wurde eine gesattigte Losung eingesetzt. Die Auswertung
der Signale erfolgte gemaR den Regeln fiir Spektren erster Ordnung.

Schmelzpunkte:
Die Messung der Schmelzpunkte erfolgte (iber die Schmelzpunktapparatur Stuart
Scientific SMP3. Die Angabe der Schmelzpunkte erfolgte unkorrigiert.

Diinnschichtchromatographie:
Die Dunnschichtchromatographie wurde mit DC-Fertigplatten SIL/UV254 0.2 mm
Kielselgel von Macherey-Nagel, Diren durchgefiihrt. Zur Detektion wurden die
Platten unter UV-Licht der Wellenldange 254 nm (Fluoreszenzléschung) oder 356 nm
(Eigenfluoreszenz) betrachtet.

Saulenchromatographie:

Die praparative Saulenchromatographie erfolgte an Kieselgel G60, 0,063-0,2 mm der
Firma Macherey-Nagel, Diiren.

Die Flash-Chromatographie erfolgte an der CombiFlash® Rf 200i der Firma Teledyne
Isco. Als Lésungsmittel wurde, sofern nicht anders angegeben, eine Mischung aus A
Dichlormethan und B Methanol in einem kontinuierlichen Gradienten von null % B (0
min) bis 60 % B (20 min) verwendet. Je nach GroRRe der verwendeten Sdule wurde die
Flussrate variiert. Es wurde mit 30 mL/min fur eine 12 g Saule und 40 mL/min fir eine
40 g Saule eluiert. Die Saulen waren fertig gepackte Kieselgelsdulen der Marke
Interchim PF-30SIHO-JP/12G oder PF-30SIHO-JP/40G, 0,03 mm. Feststoffe wurden fir
den Probenauftrag auf das im oberen Abschnitt beschriebene Kieselgel der Firma
Macherey-Nagel aufgezogen (Beladung etwa 10 %). Fliissige und olige Substanzen
wurden mit der FlieBmittelkomponente A verdinnt und per Flissiginjektion auf die
Saule gegeben. Fiir RP-Chromatographien wurde eine fertig gepackte Saule mit C18-
modifiziertem Kieselgel, 43 g, der Firma RediSep (Katalognummer 69-2203-43)
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verwendet. Als FlieBmittel wurden A Wasser (bidest.) und B Methanol im gleichen
Gradientenprofil wie fir die Normalphase verwendet. Die Flussrate betrug 40
mL/min, der Probenauftrag erfolgte als Flissiginjektion in FlieRmittel A (wenn notig
mit Zumischung von B).

e Chemikalien und Arbeitstechniken:
Die verwendeten Reagenzien wurden von den Firmen ABCR, Acros, Alfa-
Aesar/Lancaster, Fluka, Merck, Sigma-Aldrich und TCl bezogen. Fur gekaufte
Chemikalien, die nicht bei diesen Herstellern erworben werden konnten, sind in den
Kapiteln 3 (Synthesen im Dabigatran-Teilprojekt) und 7 (Synthesen im Pentamidin-
Teilprojekt) die jeweiligen Lieferanten aufgefiihrt.
Kommerziell erhiltliche Edukte wurden ohne vorherige Aufreinigung eingesetzt.
Losungsmittel, die zur Extraktion oder zur saulenchromatographischen Aufreinigung
verwendet wurden, wurden vor der Verwendung destilliert.
Reaktionen, bei denen luft- oder feuchtigkeitsempfindliche Reagenzien verwendet
wurden, wurden in ausgeheizten und mit Stickstoff oder Argon gespilten
Apparaturen durchgefiihrt.
Fiir die Pinner-Reaktion wurde gasformiges Hydrogenchlorid getrocknet, indem das
Gas durch eine Waschflasche mit frischem Calciumchlorid geleitet wurde.
Ammoniakgas wurde getrocknet, indem es durch eine Waschflasche mit
Kaliumhydroxidplatzchen geleitet wurde. Die Losungsmittel wurden nach den
Vorschriften der ,, Arbeitsmethoden in der organischen Chemie” getrocknet.87
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6.1.2 Synthesevorschriften

2-(4-Cyanphenylamino)essigsdure (26):

In Anlehnung an DoLLe®®

,Synthon 2“

H
Hooc.__N
: “CN

Eine Losung aus 4-Aminobenzonitril (25) (10,0 g, 84,67 mmol) und Chloressigsaure (17,0 g,
179,86 mmol) in 250 ml Wasser wurde unter Riickfluss erhitzt, bis das gewiinschte Produkt
auszufallen begann. Die Losung wurde auf Raumtemperatur heruntergekihlt, und der
Niederschlag wurde mittels Filtration separiert, mit Ether gewaschen und unter Vakuum
getrocknet. Es wurden 8,95 g der Zielverbindung 26 erhalten, die eine ausreichende Reinheit
(*H-NMR) fur die nachfolgende Umsetzung aufwiesen.

Ausbeute: 8,95 g (58 %)

a - Z, -Ug):
(a) "H-NMR (300 MHz, DMSO-dj)

&/ppm = 3,90 (d, >J= 5,3 Hz, 2H, HOOC-CH,-NH-), 6,64 (d, > = 8,9 Hz, 2H, 2 x ArH), 6,90 (t, *J=
5,3 Hz, 1H, HOOC-CH,-NH-), 7,46 (d, *J = 8,9 Hz, 2H, 2 x ArH), 12,71 (s, 1H, HOOC-CH,-NH-).

(b) MS (ESI):

m/z (%) = 177 [M+H]" (100), 131 (62), 199 [M+Na]" (3)
(c) Schmelzpunkt:

225 °C, Literatur: 234°C®

CgHgNzOz, MR = 176,17 g/mol
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4-Fluor-3-nitrobenzoesdure (18):

In Anlehnung an KuramoTo®®

jod
HOOC NO,

Zu einer Losung aus 4-Fluorbenzoesaure (17) (20,0 g, 142,85 mmol) in 250 ml konzentrierter
Schwefelsdure wurde unter Eiskiihlung portionsweise Kaliumnitrat (15,48 g, 157,14 mmol)
zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde anschlieBend 24 Stunden bei Raumtemperatur
gerlhrt. Die Losung wurde in zwei Liter Wasser gegossen und Uber Nacht stehengelassen.
Der entstandene Niederschlag wurde mittels Filtration abgetrennt, mit Wasser gewaschen
und am Hochvakuum (iber Phosphorpentoxid getrocknet.

Ausbeute: 23.27 g (88 %)

a - Z, -Ug):
( )lH NMR (300 MHz, DMSO-dg)

8/ppm = 7,71 (dd, *J = 11,1 Hz, >/ =8,7 Hz, 1H, ArH), 8,31 (ddd, °/ = 8,7 Hz, /= 4,3 Hz, ¥/ = 2,2
Hz 1H, ArH), 8,56 (dd, *J = 7,4 Hz, *J = 2,2 Hz 1H, ArH) 13,72 (b s, 1H, -COOH).

(b) MS (ESI, negative Modus):
m/z (%) = 184 [M-H]  (100), 140 [M-CO,-H] (35)

CsH4FNOQOy,, Mg = 185,01 g/mol
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6 Experimenteller Teil des Dabigatran-Teilprojekts

4-Methylamino-3-nitrobenzoesdure (19):

Nach Kuzniewski®’

H
N

JON
HOOC NO,

Methylamin (90 ml einer 33%igen LOosung in Ethanol, 900 mmol) wurde unter heftigem
Rihren zu einer Losung aus 4-Fluor-3-nitrobenzoesaure (18) (15,0 g, 81,0 mmol) in 350 ml
Methanol gegeben. Der Ansatz wurde zwei Stunden bei Raumtemperatur gerihrt, und
anschliefend wurde Wasser zugegeben. Die Losung wurde dann in einem Eisbad auf 5°C
abgekiihlt, und der pH-Wert wurde langsam mit 5 N HCI auf pH 5 eingestellt (die Farbe der
Losung verandert sich dabei von rotorange nach gelb). Der gebildete Niederschlag wurde
abfiltriert, mehrfach mit destilliertem Wasser gewaschen und anschlieBend unter Vakuum
getrocknet.

Ausbeute: 15,7 g (99 %)

(a) *H-NMR (300 MHz, DMSO-dj):

8/ppm = 3,00 (d, *J = 4,9 Hz, 3H, -NH-CH3), 7,04 (d, > = 9,1 Hz, 1H, ArH), 7,98 (dd, *)= 9,1 Hz,
%J= 1,7 Hz, 1H, ArH), 8,54 (bq, >J= 4,7 Hz, 1H, NH-CHs), 8,60 (d, */ = 2,0 Hz, 1H, ArH), 12,84 (bs,
1H, -COOH).

(b) MS (ESI):

m/z (%) = 197 [M+H]" (100), 179 [M-H,0+H]" (64), 395 [M+Na]" (6)
CgHgN,O,, Mg = 196,05 g/mol

(c) Schmelzpunkt:

300,1°C
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6 Experimenteller Teil des Dabigatran-Teilprojekts

3-(Pyridin-2-ylamino)propionsaureethylester (22):

N
Xy " COOEt

2-Aminopyridin (21) (28,2 g, 299 mmol) geldst in 33 g (329 mmol) Ethacrylat (20) wurden
unter Rickfluss 24 Stunden auf 110°C erhitzt. Die abgekiihlte Lésung wurde in 200 ml
Diethylether gegossen und fir eine Stunde bei 0°C gehalten. Der Ansatz wurde abfiltriert
und der Niederschlag verworfen. Das Filtrat wurde unter Vakuum eingeengt und der
Rickstand sdulenchromatographisch an Kieselgel (FlieRmittel-Gemisch Cyclohexan/
Ethylacetat 1+1) aufgereinigt.

Ausbeute: 12,0 g (21 %)

a - Z, -Ug):
( )lH NMR (300 MHz, DMSO-dg)

8/ppm = 1,16 (t, ) = 7,1 Hz, 3H, -O-CH,-CHs), 2,54 (t, >) = 6,8 Hz, 2H, -NH-CH,-CH,-CO-), 3,48
(g, %)= 6,3 Hz, 2H, -NH-CH,-CH,-CO-), 4,05 (g,>) = 7,1 Hz, 2H, -O-CH,-CHs), 6,43-6,48 (m, 2H,
2x ArH), 6,53 (t, >J = 5,8 Hz, 1H, -NH-CH,-CH,-), 7,30-7,36 (m, 1H, ArH), 7,94-7,97 (m, 1H,
ArH).

(b) MS (ESI):
m/z (%) = 195 [M+H]" (100), 107 (8), 149 [M-C,HsO+H]" (6)
(c) Schmelzpunkt: 54,6 °C

C10H14N202, MR = 194,11 g/mol
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6 Experimenteller Teil des Dabigatran-Teilprojekts

3-((4-Methylamino-3-nitro-benzoyl)pyridin-2-ylamino)propansaureethylester (23):

Nach HaueL? H
AN

(0]

NO,
N
C( 1
N
Z COOEt

Eine Losung aus 4-Methylamino-3-nitrobenzoesdure (19) (2,18 g, 11,1 mmol) in 20 ml
Thionylchlorid und 0,5 ml Dimethylformamid wurde unter Riickfluss eineinhalb Stunden
erhitzt und anschlieBend unter Vakuum einkonzentriert. Der Riickstand wurde in 30 ml
trockenem Dichlormethan aufgenommen, und es wurde unter kraftigem Rihren
tropfenweise eine Losung aus 3-(Pyridin-2-ylamino)propansaureethylester (22) (1,83 g, 10,1
mmol) in 30 ml trockenem Dichlormethan und 3 ml Triethylamin zugegeben. Die Losung
wurde bei Raumtemperatur tiber Nacht geriihrt und anschlieBend das Losungsmittel unter
Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde saulenchromatographisch an Kieselgel(FlieBmittel-
Gemisch Cyclohexan/ Ethylacetat 1+1) aufgereinigt. Das Produkt 23 wurde in Form eines
orangefarbigen Oles erhalten, das fiir 24 Stunden am Hochvakuum getrocknet wurde.

Ausbeute: 3,18 (85 %)

(a) *H-NMR (300 MHz, DMSO-dj):

8/ppm = 1,11 (t, *J = 7,1 Hz, 3H, -O-CH,-CHs), 2,65 (t, 3/ = 7,1 Hz, 2H, -N-CH,-CH,-CO-), 2,90
(d, 3= 5,0 Hz, 3H, -NH-CH3), 3,96 (9,>/ = 7,1 Hz, 2H, O-CH,-CH3), 4,18 (t, >J = 7,0 Hz, 2H, -N-
CH,-CH,-CO-), 6,83 (d, *J= 9,2 Hz, 1H, Ar-H), 7,05-7,08 (m, 1H, Ar-H), 7,21 (ddd, /= 7,4 Hz, “J=
4,9 Hz, °J= 1,0 Hz, 1H, Ar-H), 7,30-7,33 (m, 2H, Ar-H), 7,69 (dt, >/= 7,7 Hz, *J= 1,9 Hz, 1H, Ar-
H), 8,34 (q, /= 5,0 Hz, 1H, -NH-CH3), 8,42 (ddd, /= 4,9 Hz, *J= 2,0 Hz, °J= 0,8 Hz, 1H, Ar-H).

(b) MS (ESI):
m/z (%) = 373 [M+H]" (100), 179 (25), 395 [M+Na]" (2)

C18H20N405, Mg = 372,14 g/mol
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6 Experimenteller Teil des Dabigatran-Teilprojekts

3-((3-Amino-4-methylamino-benzoyl)pyridin-2-ylamino)propansaureethylester (24):

In Anlehnung an HAUEL?
N
Synthon 1 ~
(0]

NH,
N
C( 1
N
Z COOEt

3-((4-Methylamino-3-nitro-benzoyl)pyridin-2-ylamino)propansaureethylester (23) (5,00 g,
13,44 mmol) wurde zusammen mit 500 mg Palladium-Kohle in 150 ml Methanol unter
Wasserstoffatmosphare (2.5 bar) geschiittelt. Nach 24 Stunden bei Raumtemperatur wurde
der Ansatz beliftet, und die Palladium-Kohle wurde mittels Filtration entfernt. Das Filtrat
wurde unter Vakuum getrocknet und der Riickstand sdulenchromatographisch (Kieselgel,
Dichlormethan/Methanol 19+1) aufgereinigt. Das Produkt 24 wurde in Form eines
briunlichen Oles erhalten, das fiir 24 Stunden am Hochvakuum getrocknet wurde.

Ausbeute: 2,9 g (65 %)
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6 Experimenteller Teil des Dabigatran-Teilprojekts

(a) *H-NMR (300 MHz, DMSO-dj):

8/ppm = 1,12 (t, *J = 7,1 Hz, 3H, -O-CH,-CHs), 2,60 (t, *J = 7,2 Hz, 2H, -N-CH,-CH,-CO-), 2,65
(d, *J= 4,9 Hz, 3H, -NH-CHs), 3,95 (q,*/ = 7,1 Hz, 2H, O-CH,-CH3), 4,12 (t, *J = 7,2 Hz, 2H, -N-
CH,-CH,-CO-), 4,52 (s, 2H, Ar-NH,), 5,06 (q, = 4,9 Hz, 1H, -NH-CHs), 6,10 (d, /= 8,3 Hz, 1H ,
Ar-H), 6,33 (dd, *J= 8,1 Hz, *J= 2,0 Hz, 1H, Ar-H), 6,57 (d,*/= 9,0 Hz, 1H , Ar-H), 6,80 (td, /=
8,1 Hz, °J= 0,9 Hz , 1H, Ar-H), 7,10 (ddd, /= 7,4 Hz, *J= 4,9 Hz, °J= 1,0 Hz, 1H, Ar-H), 7,57 (dt,
3J=7,8 Hz, *J= 2,2 Hz, 1H, Ar-H), 8,39 (ddd, /= 4,8 Hz, *J= 2,0 Hz, >J= 0,9 Hz, 1H, Ar-H).

(b) MS (ESI):
m/z (%) = 343 [M+H]" (100), 150 (95), 365 [M+Na]" (1)

C18H22N403, MR = 342,17 g/mol
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6 Experimenteller Teil des Dabigatran-Teilprojekts

3-((2-((4-Cyanophenylamino)methyl)-1-methyl-1H-benzimidazol-5-carbonyl)pyridin-2-
ylamino)propansdureethylester (27):

In Anlehnung an HAUEL*?

/
Dabigatran Nitril N
/
0 N HN@—CN
N
T L
N
Z COOEt
Eine Losung aus 3-((3-Amino-4-methylamino-benzoyl)pyridin-2-

ylamino)propansaureethylester (24) (3,2 g, 9,4 mmol) und 2-(4-Cyanphenylamino)essigsaure
(26) (1,98 g, 11,3 mmol) in 31 ml Tetrahydrofuran und N, N-Diisopropylethylamin (2,6 g, 20,1
mmol) wurde auf 10°C abgekihlt. Es wurde Polyphosphorsdaureanhydrid (50%ige Losung in
Ethylacetat, 4,3 g, 6,7 mmol) portionsweise zugetropft. Die resultierende Losung wurde fir
etwa drei Stunden (DC-Kontrolle) geriihrt. Anschlieend wurde das Tetrahydrofuran unter
Vakuum entfernt, und es wurden 46 ml Eisessig zugegeben. Die resultierende Lésung wurde
fiir eine Stunde unter Riickfluss erhitzt. AnschlieBRend wurden 150 ml Wasser zugegeben, der
pH-Wert der Losung wurde mit konzentriertem (konz.) Ammoniak auf 7,0 eingestellt, und es
wurde dreimal mit je 75 ml Ethylacetat extrahiert. Das erhaltene Produkt wurde
saulenchromatographisch an Kieselgel (FlieBmittel-Gemisch Ethylacetat/Methanol 19+1)
aufgereinigt.

Ausbeute: 2,8 g(61 %)
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6 Experimenteller Teil des Dabigatran-Teilprojekts

(a) *H-NMR (300 MHz, DMSO-dj):

8/ppm = 1,12 (t, >J = 7,1 Hz, 3H, -O-CH,-CHs), 2,68 (t, >J = 7,1 Hz, 2H, -N-CH,-CH,-CO-), 3,75 (s,
3H, -Na-CH3), 3,97 (g,% = 7,1 Hz, 2H, O-CH,-CH3), 4,22 (t, > = 7,1 Hz, 2H, -N-CH,-CH,-CO-),
4,60 (b d, *J = 5,6 Hz, 2H, Ar-CH,-NH-), 6,81 (d, *J= 8,9 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 6,89 (td, *J= 8,1 Hz,
°J= 0,9 Hz 1H, Ar-H), 7,11 (ddd, *J= 7,4 Hz,*J= 4,9 Hz, *J= 1,0 Hz, 1H, Ar-H), 7,17 (dd, */= 8,4
Hz,*J= 1,6 Hz, 1H, Ar-H), 7,25 (t, *J = 5,6 Hz, 1H, -NH-CH3), 7,40 (dd, */= 8,5 Hz,>J= 0,6 Hz, 1H,
Ar-H), 7,46 (dd, *J= 1,6 Hz, °J= 0,6 Hz, 1H, Ar-H), 7,47 (d, 3/ = 8,9 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 7,54 (dt, *J=
7,4 Hz, *J= 2,0 Hz 1H, Ar-H), 8,38 (ddd, /= 4,9 Hz, *J= 2,0 Hz, >J= 0,8 Hz, 1H, Ar-H).

(b) MS (ESI):

m/z (%) = 483 [M+H]" (100), 289 (3)
Co7H26NgO3, Mg =482,21 g/mol
(c) IR:

v (cm™) = 3258, 2986, 2215, 1911, 1728, 1637, 1603, 1581, 1528, 1435, 1325, 1270, 1242,
1071, 1033, 991, 890, 868, 827, 817, 776, 745, 700.
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6 Experimenteller Teil des Dabigatran-Teilprojekts

3-((2-({4-(N'-Hydroxyamidino)phenylamino)methyl)-1-methyl-1H-benzimidazol-

5-carbonyl)pyridin-2-ylamino)propansadureethylester (28):

Modifiziert nach HAUEL?

/

Dabigatran Amidoxim N
SA
N COOEt

Uber Calciumchlorid getrocknetes Hydrogenchlorid wurde bei 0°C in eine Mischung aus 80
ml frisch getrocknetem Ethanol und 20 ml trockenem Chloroform eingeleitet, bis die Losung
gesattigt war (Kontrolle des Uberstehenden Gasraumes mit feuchtem pH-Papier). Es wurde
portionsweise Dabigatran Nitril 27 (2,0 g, 4,1 mmol) zugegeben und anschlieBend fir
weitere 15 Minuten mit Hydrogenchlorid begast. Das Eisbad wurde entfernt, und die Losung
wurde fiur finf Stunden bei Raumtemperatur geriihrt und dann iber Nacht im Kihlschrank
gelagert. Das Losungsmittelgemisch wurde unter Vakuum entfernt und der Riickstand an der
Olpumpe getrocknet. Zu dem trockenen Riickstand wurde unter heftigem Rihren und
Eiskiihlung eine Losung aus Hydroxylamin (freie Base, 0,41 g, 12,4 mmol) und Triethylamin
(1,26 g, 12,4 mmol) in 50 ml frisch getrocknetem Ethanol gegeben. Der Ansatz wurde vom
Eis genommen und fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur gerihrt, dann erneut auf 0°C
abgekiihlt, um das Produkt auszufallen. Es bildete sich im Verlauf eine leichte Trlibung, die in
einen weilRen Niederschlag lberging. Es erfolgte eine Reaktionskontrolle mittels FT-IR. Der
entstandene Niederschlag wurde mittels Filtration separiert und mit wenig eiskaltem
Ethanol gewaschen. Das Produkt wies, in Abhangigkeit von der Qualitdt des eingesetzten
Nitrils 27, eine ausreichende Reinheit flir weitere Umsetzungen auf (HPLC / 1H-NMR).

Ausbeute: 1,49 g (70 %)
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6 Experimenteller Teil des Dabigatran-Teilprojekts

(a) *H-NMR (300 MHz, DMSO-dj):

8/ppm = 1,13 (t, >J = 7,2 Hz, 3H, -O-CH,-CHs), 2,68 (t, *J = 7,2 Hz, 2H, -N-CH,-CH,-CO-), 3,76 (s,
3H, -Na-CH3), 3,97 (9,3 = 7,2 Hz, 2H, O-CH,-CH3), 4,22 (t, 3J = 7,2 Hz, 2H, -N-CH,-CH,-CO-),
4,52 (d, *J = 5,5 Hz, 2H, Ar-CH,-NH-), 5,53 (bs, 2H, -NH,), 6,41 (b t, *J = 5,4 Hz, 1H, -NH-CHs),
6,70 (d, /= 8,7 Hz, 2H, 2 x Ar-H), 6,89 (d, /= 8,1 Hz, 1H, Ar-H), 7,11 (m, 1H, Ar-H), 7,17 (dd,
3J= 8,4 Hz, “J= 1,2 Hz, 1H, Ar-H), 7,39 (d, ®/ = 8,4 Hz, 1H, Ar-H), 7,41 (d, ®J = 8,7 Hz, 2H, 2 x Ar-
H), 7,42 (dd, *J= 1,2 Hz, 1H, Ar-H), 7,54 (td, *J= 7,8 Hz, “J = 1,8 Hz, 1H, Ar-H), 8,39 (m, 1H, Ar-
H), 9,21 (s, 1H, -N-OH).

(b) MS (ESI):

m/z (%) = 162 (100), 516 [M+H]" (84), 322 (49), 195 (23), 538 [M+Na]" (6)
Cy7H20N70s, Mg = 515,23 g/mol

(c) IR:

v (cm™) = 3477, 3333, 3169, 2978, 2498, 1731, 1633, 1612, 1586, 1529, 1470, 1382, 1326,
1256, 1035, 908, 831, 765, 694.
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6 Experimenteller Teil des Dabigatran-Teilprojekts

3-((2-((4-(N'-(3-Carboxypropanoyloxy)amidino)phenylamino)methyl)-1-methyl-1H-
benzimidazol-5-carbonyl)pyridin-2-ylamino)propansdureethylester (31):

Succinyl-Dabigatran
y g OH

o)
N/ Mo
> N—O
o N HN~©—</
N N NH,
T L
Q/ COOEt

Eine Suspension aus Dabigatran Amidoxim 28 (100 mg, 0,2 mmol) in 8 ml trockenem
Acetonitril wurde unter Argon an der Vakuum-lnertgas-Linie geriihrt, und es wurde
Bernsteinsdureanhydrid (30) (20,4 mg, 0,202 mmol) zugegeben. Der Ansatz wurde vier
Stunden bei 70°C geriihrt und anschlieend, noch heil3, in etwa 15 ml Diethylether gegossen.
Die Zielverbindung fiel sofort als weiler bis gelber Niederschlag aus, der rasch durch
Filtration separiert wurde. Der Niederschlag wurde mit Dichlormethan und anschlieRend

Diethylether gewaschen und unter Olpumpen-Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 0,095 g (80 %)
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6 Experimenteller Teil des Dabigatran-Teilprojekts

(a) *H-NMR (300 MHz, DMSO-dj):

8/ppm = 1,12 (t, *J = 7,1 Hz, 3H, -O-CH,-CHs), 2,51 (m, 2H, CH,-CH,-COOH), 2,68 (m, 4H, -N-
CH,-CH,-CO- &-CH,-COOH), 3,76 (s, 3H, -Na-CHs), 3,97 (g, % = 7,2 Hz, 2H, O-CH,-CH3), 4,22 (t,
3J = 7,2 Hz, 2H, -N-CH,-CH,-CO-), 4,52 (d, 3J = 5,5 Hz, 2H, Ar-CH,-NH-), 6,46 (b s, 2H, -NH,),
6,65 (b t, *J = 5,4 Hz, 1H, -NH-CHs), 6,74 (d, *J= 8,7 Hz, 2H, 2x Ar-H), 6,89 (d, /= 8,1 Hz, 1H, Ar-
H), 7,11 (m, 1H, Ar-H), 7,17 (dd, /= 8,4 Hz, *J= 1,2 Hz, 1H, Ar-H), 7,39 (d, * = 8,4 Hz, 1H, Ar-
H), 7,41 (d, 3 = 8,7 Hz, 2H, 2x Ar-H), 7,42 (dd, “J= 1,2 Hz, 1H, Ar-H), 7,54 (td, *J= 7,8 Hz, 4) =
1,8 Hz, 1H, Ar-H), 8,39 (m, 1H, Ar-H), 12,25 (s, 1H, -COOH).

(b) *C-NMR (75 MHz, DMSO-db):

8/ppm = 13,9 (1C, O-CH,CHs), 27,9 (1C, -CH,-CH,-COOH), 28,8 (1C, CH,-COOH), 29,9 (1C, N-
CHs), 33,0 (1C, CH,-COOEt), 40,1 (1C, NH-CH,), 44,3 (1C, N-CH,), 60,0 (1C, O-CH,-CHs), 109,4
(1C, ArH-Ar-N-CHs), 111,6 (2C, NH-Ar-Ar,H-Ar,H-Ar), 118,8 (1C, NH-Ar-Ar,H-Ar,H-Ar), 119,5
(1C, -Ar-ArH-Ar-N), 121,2 (1C Np,-ArH-ArH), 122,1 (1C, Np,-Ar-ArH), 122,7 (1C, ArH-ArH-Ar-N-
CHs), 127,5 (2C, NH-Ar-Ar,H-Ar,H-Ar), 129,2 (1C, Ar-ArH-Ar-N), 137,2 (1C, Ar-N-CHs), 137,9
(1C, ArH-ArH-Ar-Np,), 140,8 (1C, ArH-Ar-N-Ar), 148,7 (1C, ArH-NPy-Ar), 150,0 (1C, NH-Ar-
Ar,H-ArH-Ar), 153,9 (1C, H3C-N-Ar-N), 156,0 (1C, Np,-Ar), 156,6 (1C, C=N-0), 170,3 (1C, N-
C0), 171,0 (2C, 2x COOR), 173,6 (1C, COOH).

(c) MS (ESI):

m/z (%) = 616 [M+H]" (100), 674 (44), 516 [M-C4H305]" (29)

C31H33N,07, Mg = 615,24 g/mol

(d) MS (ESI) hochaufgelost:

m/z berechnet fiir C3;H34N;07 [M+H]" = 616,251, m/z gefunden fiir [M+H]": 616,251
(e) Schmelzpunkt:

151,1°C

(f) IR:

v (cm™) = 3476, 3429, 3350, 2938, 2522, 1735, 1630, 1613, 1563, 1538, 1469, 1407, 1314,
1152, 1131, 882, 749, 696.

(g) HPLC:

99,0 %
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6 Experimenteller Teil des Dabigatran-Teilprojekts

3-((2-((4-(N'-(4-Carboxybutanoyloxy)amidino)phenylamino)methyl)-1-methyl-1H-
benzimidazol-5-carbonyl)pyridin-2-ylamino)propansdureethylester (33):

Glutaryl-Dabigatran (o}
OH

/>—\ N—O
O, N HN‘©—</
N N NH,
(T L
Q/ COOEt

Eine Suspension aus Dabigatran Amidoxim 28 (750 mg, 1,45 mmol) in 50 ml trockenem

Acetonitril wurde unter Argon an der Vakuum-lnertgas-Linie geriihrt, und es wurde

Glutarsdureanhydrid (32) (182 mg, 1,6 mmol) zugegeben. Der Ansatz wurde vier Stunden bei
70°C gerihrt und anschlieRend, noch heil}, in etwa 100 ml Diethylether gegossen. Die
Zielverbindung fiel sofort als weiRer Niederschlag aus, der rasch durch Filtration separiert

wurde. Der Niederschlag wurde mit Dichlormethan und anschlieend Diethylether

gewaschen und unter Olpumpen-Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 0,800 g (88 %)
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6 Experimenteller Teil des Dabigatran-Teilprojekts

(a) *H-NMR (300 MHz, DMSO-dj):

8/ppm = 1,12 (t, *J = 7,1 Hz, 3H, -O-CH,-CHs), 1,79 (quin, ) = 7,3 Hz, 2H, =N-O-CO-CH,-CH,-
CH,-COOH), 2,28 (t, *J = 7.3 Hz, 2H, -COO-CH,-CH,-CH,-COOH), 2,47 (t,>J = 7,3 Hz, 2H, =N-O-
CH,-CH,-CH,-COOH), 2,68 (t, >/ = 7,1 Hz, 2H, -N-CH,-CH,-CO-), 3,76 (s, 3H, -Na-CHs), 3,98 (q,
3J = 7,1 Hz, 2H, O-CH,-CH3), 4,23 (t, *J = 7,0 Hz, 2H, -N-CH,-CH,-CO-), 4,55 (d, *J = 5,2 Hz, 2H,
Ar-CH,-NH-Ar), 6,46 (bs, 2H, Ar-C-NH>), 6,64 (t, >J = 5,3 Hz, 1H, Ar-CH,-NH-Ar), 6,75 (d, *J= 8,7
Hz, 2H, 2x Ar-H), 6,89 (d,3J= 8,0 Hz, 1H, Ar-H), 7,14 (m, 2H, 2 x Ar-H), 7,42 (m, 4H, 4x Ar-H),
7,54 (td, *J= 7,7 Hz, “J= 1,8 Hz, 1H, Ar-H), 8,39 (dd, “J= 3,6 Hz, °J= 1,0 Hz, 1H, Ar-H), 12,23 (b
s, 1H, -COOH).

(b) *C-NMR (75 MHz, DMSO-db):

8/ppm = 13,9 (1C, O-CH,CHs), 20,0 (1C, -CH,-CH,-CH,-COOH), 31,7 (1C, -CH,-CH,-CH,-COOH),
32,9 (1C, CH,-COOH), 29,9 (1C, N-CHs), 33,0 (1C, CH,-COOEt), 40,1 (1C, NH-CH,), 44,3 (1C, N-
CH,), 60,0 (1C, O-CH,-CH3), 109,4 (1C, ArH-Ar-N-CHs), 111,6 (2C, NH-Ar-Ar,H-Ar,H-Ar), 118,9
(1C, NH-Ar-Ar,H-Ar,H-Ar), 119,5 (1C, -Ar-ArH-Ar-N), 121,2 (1C, Np,-ArH-ArH), 122,1 (1C, Np,-
Ar-ArH), 122,7 (1C, ArH-ArH-Ar-N-CHs), 127,5 (2C, NH-Ar-Ar,H-Ar,H-Ar), 129,2 (1C, Ar-ArH-
Ar-N), 137,2 (1C, Ar-N-CHs), 137,9 (1C, ArH-ArH-Ar-Np,), 140,8 (1C, ArH-Ar-N-Ar), 148,7 (1C,
ArH-NPy-Ar), 150,0 (1C, NH-Ar-Ar;H-Ar,H-Ar), 153,9 (1C, H3C-N-Ar-N), 156,0 (1C, Np,-Ar),
156,6 (1C, C=N-0), 170,3 (1C, N-CO), 170,8 (1C, COO-CH,-CH,-CH,-COOH),171,0 (1C,-CH,-
COO-CH,-CHs), 174,6 (1C, COOH).

(c) MS (ESI) (Direkteinlass):

m/z (%) = 652 [M+Na]" (100), 530 [M+H]" (29), 668 [M+K]*(28)

C3oH3sN,07, Mg =629,26g/mol

(d) MS (ESI) hochaufgelost:

m/z berechnet fiir C3;H3sN;0; [M+H]" = 630,268 ,m/z gefunden fiir [M+H]": 630,265
(e) Schmelzpunkt:

150,7 °C

(f) IR:

v (cm™) = 3496, 3361, 2963, 1728, 1628, 1613, 1564, 1538, 1467, 1331, 1247, 1134, 1025,
892, 828, 770, 751.

(g) HPLC:
99,8 %

3-((2-((4-(N'-(5-Carboxypentanoyloxy)amidino)phenylamino)methyl)-1-methyl-1H-

benzimidazol-5-carbonyl)pyridin-2-ylamino)propansaureethylester (35):
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Adipyl-Dabigatran OH

Q o)
/
N

/>—\ N—O
o N HN‘©—</
N N NH,
T L
C( COOEt

Eine Suspension aus Dabigatran Amidoxim 28 (1000 mg, 1,92 mmol) in 50 ml abs. Acetonitril
wurde unter Argon an der Vakuum-Inertgas-Linie geriihrt, und es wurde
Adipinsdaureanhydrid (34) (205 mg, 1,6 mmol) zugegeben. Der Ansatz wurde eine Stunde bei
50°C gerihrt. Das Losungsmittel wurde unter Vakuum entfernt und der Rickstand
sdulenchromatographisch (Kieselgel, Chloroform/Isopropanol/Aceton 2+1+1) aufgereinigt.
Der erhaltene graue bis gelblichgraue Feststoff am Olpumpen-Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 0,320 g (26 %)
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(a) *H-NMR (300 MHz, DMSO-dj):

& /ppm = 1,12 (t, *J = 7,1 Hz, 3H, -O-CH,-CHs), 1,56 (m, 4H, =N-O-CO-CH,-CH,-CH,- CH,-
COOH), 2,23 (m, 2H, =N-O-CO-CH,-CH,-CH,-CH,-COOH), 2,44 (m, 2H, =N-O-CO-CH,-CH,-CH,-
CH,-COOH), 2,68 (t, *J = 7,1 Hz, 2H, -N-CH,-CH,-CO-), 3,76 (s, 3H, -Na~CHs), 3,98 (g,% = 7.1
Hz, 2H, O-CH,-CHs), 4,23 (t, 3/ = 7,0 Hz, 2H, -N-CH,-CH,-CO-), 4,55 (d, 3/ = 5,2 Hz, 2H, Ar-CH,-
NH-Ar), 6,46 (b s, 2H, Ar-C-NH,), 6,64 (t, >J = 5,3 Hz, 1H, Ar-CH,-NH-Ar), 6,75 (d, >J= 8,7 Hz,
2H, 2x Ar-H), 6,89 (d, ®/= 8,0 Hz, 1H, Ar-H), 7,14 (m, 2H, 2 x Ar-H), 7,42 (m, 4H, 4x Ar-H), 7,54
(td, = 7,7 Hz, *J= 1,8 Hz, 1H, Ar-H), 8,39 (dd, “/= 3,6 Hz, *J= 1,0 Hz, 1H, Ar-H), 12,02 (b s, 1H,
-CH,-CH,-COOH).

(b) *C-NMR (75 MHz, DMSO-db):

8/ppm = 13,9 (1C, 0-CH,CHs), 24,0 (2C, COO-CH,-CH,-CH,-CH,-COOH), 29,9 (1C, N-CHs), 32,1
(1C, COO-CH,-CH,)*, 33,0 (1C, CH,-COOEt), 33,4 (1C, CH,-COOH)*, 40,1 (1C, NH-CH,), 44,3
(1C, N-CH,), 60,0 (1C, O-CH,-CHs), 109,4 (1C, ArH-Ar-N-CHs), 111,6 (2C, NH-Ar-Ar,H-Ar,H-Ar),
118,8 (1C, NH-Ar-Ar,H-Ar,H-Ar), 119,5 (1C, -Ar-ArH-Ar-N), 121,2 (1C, Np,-ArH-ArH), 122,1 (1C,
Npy-Ar-ArH), 122,7 (1C, ArH-ArH-Ar-N-CH3), 127,5 (2C, NH-Ar-Ar,H-Ar,H-Ar), 129,2 (1C, Ar-
ArH-Ar-N), 137,2 (1C, Ar-N-CHs), 137,9 (1C, ArH-ArH-Ar-Np,), 140,8 (1C, ArH-Ar-N-Ar), 148,7
(1C, ArH-NPy-Ar), 150,0 (1C, NH-Ar-Ar,H-Ar,H-Ar), 153,9 (1C, H3C-N-Ar-N), 156,0 (1C, Np,-Ar),
156,6 (1C, C=N-0), 170,3 (1C, N-CO), 171,0 (2C, 2x COOR), 173,6 (1C, COOH).

* Die Zuordnung dieser Kohlenstoffatome erfolgte (iber Inkrementrechnung.

(c) MS (ESI) (Direkteinlass):

m/z (%) = 249 (100), 303 (19), 644 [M+H]" (14), 666 [M+Na]* (6)

Ca3H37N,O7, Mg = 643,28 g/mol

(d) MS (ESI) hochaufgelost:

m/z berechnet fiir C33H3sN;O; [M+H]" = 644,283, m/z gefunden fir [M+H]": 644,281
(e) Schmelzpunkt:

118,7 °C (Zersetzung)

(F) IR:

v (cm™) = 3336, 2938, 1727, 1611, 1568, 1533, 1469, 1398, 1324, 1258, 1224, 1025,1182,
1129, 886, 831, 768, 746.

(g) HPLC:

99,3 %
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3-((2-((4-(amidino)phenylamino)methyl)-1-methyl-1H-benzimidazol-5-carbonyl)pyridin-2-

ylamino)propansaure (6):
N/
SRt
N COOH

Getrocknetes Hydrogenchlorid wurde bei 0°C in eine Mischung aus 80 ml frisch
getrocknetem Ethanol und 20 ml trocknem Chloroform eingeleitet, bis die Losung gesattigt
war (Kontrolle des uberstehenden Gasraumes mit feuchtem pH-Papier). Es wurde

Dabigatran

portionsweise Dabigatran Nitril 28 (2,0 g, 4,1 mmol) zugegeben und anschlieBend weitere 15
Minuten mit Hydrogenchlorid begast. Das Eisbad wurde entfernt, und die Losung wurde fiinf
Stunden bei Raumtemperatur geriihrt und dann Gber Nacht im Kiihlschrank gelagert. Das
Lésungsmittelgemisch wurde unter Vakuum entfernt und der Riickstand an der Olpumpe
getrocknet. Zu dem trockenen Riickstand wurden unter heftigem Rihren und Eiskiihlung 50
ml frisch getrocknetes Ethanol, das zuvor mit trockenem Ammoniak-Gas gesattigt wurde,
gegeben. Der Ansatz wurde Uber Nacht im Kiihlschrank aufbewahrt, und das Losungsmittel
wurde am Folgetag am Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde saulenchromatographisch an
Kieselgel (FlieRmittel-Gemisch Dichlormethan/Methanol 8+2) aufgereinigt. Das resultierende
gelbe Ol wurde in 15 ml eines Ethanol/Wasser-Gemisches (8+2) aufgenommen, und es
wurden drei mL 1M NaOH zugegeben. Die Reaktion wurde fir die Dauer von drei Stunden
bei Raumtemperatur gerihrt, und anschlieBend wurde der pH-Wert mit Eisessig auf 7,0
eingestellt. Der gebildete Niederschlag wurde anschlieBend abfiltriert und mit Wasser und
Diethylether gewaschen. Der Niederschlag wurde in Wasser (mit wenig 0,1 N HCI
angesauert) geloést und mit einer RP18-Flash-Chromatograpghie (RP18-Kieselgel,
Wasser/Methanol, Dabigatran eluiert etwa bei 10 % Methanol) aufgereinigt. Die erhaltenen
Fraktionen (UV-Loschung) wurden mit 0,1 N Natronlauge auf pH 7,0 eingestellt, die Lésung
wurde partiell unter Vakuum entfernt und die aufkonzentrierte Losung abgekihlt. Der
erhaltene weillliche bis blassgelbe Niederschlag wurde abfiltriert, mit Wasser und kaltem
Ethanol gewaschen und abschlieRend unter Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 0,331g(72%)
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(a) *H-NMR (300 MHz, DMSO-dg+ DCI/D,0 (590+10)):

8/ppm = 2,63 (t, *J= 7,2 Hz, 2H, N-CH,-CH,-COOH), 3,98 (s, 3H, N-CHs), 4.15 (t, *J= 7,2 Hz, 2H,
N-CH,-CH>-), 4,59 (b s, 2H, CH,-NH-), 6,92 (d, *J= 8,9 Hz, 2H, NH-Ar-ArH,-ArH,-), 7,27 (m, 2H,
2x -ArH), 7,41 (dd, *J= 8,7 Hz, */ = 1,5 Hz, 1H, ArH), 7,76 (m, 4H, 4x -ArH), 7,80 (d, *J= 8,7 Hz,
1H, -ArH), 8,38 (m, 1H, -ArH).

(b) *C-NMR (75 MHz, DMSO-ds + DCI/D,0):

8/ppm = 31,88 (1C, N-CHs), 32,71 (1C, N-CH,-CH,-COOH), 40,34 (1C, -CH,-NH) 45,12 (1C, N-
CH,-CH,-COOH), 112,50 (1C, Ar-ArH-ArH-Ar-NCHs), 112,73 (2C, NH-Ar-ArH,-ArH,), 114,74
(1C, Ar-ArH-Ar-N), 122,75 (2C, NH-Ar-Ar,H-Ar,H-Ar), 122,89 (1C, Np,-Ar-ArH), 125,87 (1C, Np,-
Ar-ArH-ArH), 129,13 (1C, ArH-ArH-Ar-NCHs), 129,97 (2C, NH-Ar-Ar,H-Ar,H), 133,92 (1C, Ar-
ArH-Ar-N), 133,97(1C, Ar-ArH-Ar-N), 140,29 (1C, ArH-ArH-Np,), 147,82 (1C, Ar-ArH-ArH-Ar-
NCH3), 152,40 (1C, ArH-ArH-Np,), 153,93 (1C, NH-Ar-ArH,-ArH,), 154,40 (1C,NCHs-Ar-CH,-
NH), 164,29 (1C,-CNH-NH,), 168,84 (1C,N-CO-Ar), 172,55 (1C, COOH).

(c) MS (ESI):

m/z (%) = 154 (100), 472 [M+H]" (70), 306 (28), 494 [M+Na]" (1), 510 [M+K]" (1)
CasHasN703, Mg =471,20 g/mol

(d) MS (ESI) hochaufgelost:

m/z berechnet fiir C,sH,6N;03 [M+H]" = 472,209, m/z gefunden fiir [M+H]": 472,209
(e) Schmelzpunkt:

277,2°C

(f) IR:

v (cm™) = 3475, 3411, 3249, 2957, 1682, 1610, 1564, 1491, 1468, 1385, 1322, 1274, 1186,
1070, 830, 770, 737,674.

(g) HPLC:

98,0 %
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3-((2-((4-(N'-(Hexyloxycarbonyl)amidino)phenylamino)methyl)-1-methyl-1H-benzimidazol-5-

carbonyl)pyridin-2-ylamino)propansaureethylester (5):

Dabigatranetexilat

N
C( \L
N
Z COOEt

Dabigatranetexilat wurde nicht synthetisiert, sondern aus dem Fertigarzneimittel Pradaxa®
isoliert. Nachfolgend ist die Isolierungsmethode beschrieben:

Zur Extraktion von 5 wurde der Inhalt von 20 Kapseln Pradaxa® (110 mg) in 100 ml
Acetonitril/Wasser (1+1) suspendiert. Der pH-Wert der flissigen Phase wurde durch Zugabe
von Kaliumbicarbonat auf 8,5 eingestellt, und die Suspension wurde flinfmal mit 20 ml
Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden (iber Kieselgel filtriert
und anschlieBend Uber Natriumsulfat getrocknet. Zu der organischen Phase wurden fir
einen Trockenauftrag bei der Flash-Chromatographie etwa 2 bis 3 g Kieselgel zugegeben,
und das Losungsmittel wurde unter Vakuum entfernt. Das auf Kieselgel aufgezogene
Rohprodukt wurde mittels Flash-Chromatographie an 40 g Kieselgel( FlieBRmittel
Dichlormethan/Methanol 19+1) aufgereinigt.

Ausbeute: 1,00 g (46 %)

(a) *H-NMR (300 MHz, DMSO-dj):

8/ppm = 0,87 (t, *J= 6,8 Hz, 3H, -CH,-CH,-CH3), 1,12 (t, *J= 7,1 Hz, 3H, O-CH,-CHs), 1,29 (m,
6H, CH,-CH,-CH,-CH3), 1,58 (m, 2H, O-CH,-CH,-CH,-), 2,68 (t, 3= 7,1 Hz, 2H, N-CH,-CH,-
COOEt), 3,76 (s, 3H, N-CHs), 3,97 (t, *J= 6.7 Hz, 2H, O-CH,-CH>-), 3,97 (g, /= 7,1 Hz, 2H, O-
CH,-CHs), 4,22 (t, *J= 7,1 Hz, 2H, N-CH,-CH>-), 4,59 (d, *J= 5,5 Hz, 2H, CH,-NH-), 6,76 (d, *J=
9,0 Hz, 2H, NH-Ar-ArH,-ArH,-), 6,88 (dt, *J= 8,1 Hz, *J = 0,9 Hz, 1H, Np,-Ar-ArH-ArH) 6,94 (t, >J=
5,5 Hz, 1H, CH,-NH-), 7,12 (ddd, *J= 7,4 Hz, *J = 4,9 Hz, °J = 1,0 Hz, 1H, Np,-Ar-ArH), 7,16 (dd,
3J=8,4 Hz, *J = 1,6 Hz, 1H, ArH-ArH-Ar-NCH3), 7,40 (dd, */= 8,5 Hz, >J = 0,6 Hz, 1H, Ar-ArH-ArH-
Ar-NCHs), 7,47 (dd, “J= 1,6 Hz, °J = 0,6 Hz, 1H, Ar-ArH-Ar-N), 7,54 (td, >/ = 5,2 Hz, J = 2,0 Hz,
1H, Np,-ArH-ArH), 7,80 (d, */= 9,0 Hz, 2H, NH-Ar-ArH,-ArH,-), 8,39 (ddd, */ = 7,7 Hz, ¥/ = 2,0
Hz,°J = 0,9 Hz, 1H, Np,-ArH-ArH), 8,5-9,3 (b s, 2H, CN-NH,).
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(b) *C-NMR (75 MHz, DMSO-dj):

8/ppm = 13,86 (1C, CH,-CH,-CHs), 13,92 (1C, O-CH,-CHs), 22,01 (1C, CH,-CH,-CHs), 25,19 (1C,
O-CH,-CH»-CH5-), 28,50 (1C, O-CH,-CH,-CH,-), 29,86 (1C, N-CHs), 30,97 (1C, CH,-CH,-CHs),
33,00 (1C, N-CH,-CH,-COOEt), 39,91 (1C, -CH,-NH), 44,30 (1C, N-CH,-CH,-COOEt), 59,96 (1C,
0-CH,-CHs), 64,05 (1C, O-CH,-CH,-), 109,42 (1C, Ar-ArH-ArH-Ar-NCHs), 111,33 (2C, NH-Ar-
ArHy-ArH,), 119,47 (1C, Ar-ArH-Ar-N), 121,00 (1C, NH-Ar-ArH,-ArHa-Ar), 121,19 (1C, Np,-Ar-
ArH), 122,06 (1C, Np,-Ar-ArH-ArH), 122,75 (1C, ArH-ArH-Ar-NCHs), 129,12 (2C, NH-Ar-ArH,-
ArH,), 129,26 (1C,Ar-ArH-Ar-N), 137,21 (1C, Ar-ArH-Ar-N), 137,83 (1C, ArH-ArH-Np,), 140,79
(1C, Ar-ArH-ArH-Ar-NCH;), 148,64 (1C, ArH-ArH-Np,), 151,53 (1C, NH-Ar-ArH,-ArH,), 153,67
(1C, NCH3-Ar-CH,-NH), 155,97 (1C, N-Ar-Np,), 164,18 (1C, N-COO-CH,), 166,34 (1C, -CN-NH,),
170,28 (1C, N-CO-Ar), 170,98 (1C, COOEY).

(c) MS (ESI):

m/z (%) = 306 (100), 175 (52), 628 [M+H]" (30), 195 (28), 434 (25), 218 (16), 500 [M-
C7H110,]"(10)

C34H41N7O0s, Mg =627,32g/mol

(d) MS (ESI) hochaufgelost:

m/z berechnet fiir C3aHoN;Os [M+H]" = 628,324, m/z gefunden fiir [M+H]": 628,324
(e) Schmelzpunkt:

128,9 °C

(F) IR:

v (cm™) = 3304, 3057, 2932, 2859, 1728, 1644, 1605, 1468, 1323, 1251, 1144, 1126, 993, 811,
746.

(g) HPLC:

99,5 %
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6.2 In vitro Charakterisierung

Die in vitro Charakterisierung der Dabigatran-Prodrugs wurde am Pharmazeutischen Institut
der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel durchgefiihrt. Die verwendeten Gerdte und
Materialien sind in den unten stehenden Kapiteln aufgefiihrt.

6.2.1 Reagenzien

Firr die in vitro Charakterisierungen wurden nur Losungsmittel in HPLC-Qualitat verwendet.
Fir die Herstellung der Puffer wurde zweifach destilliertes Wasser verwendet. Methanol in
HPLC-Qualitat wurde von der Firma Baker bezogen. Weitere Losungsmittel und Chemikalien
kamen von den Firmen Roth, AppliChem, Sigma-Aldrich und Merck.

Der pH-Wert des Puffers fiir die HPLC-Analytik wurde mit Hilfe eines CG840 pH-Meters der
Firma SCHOTT eingestellt.

6.2.2 HPLC-Analytik

Fir zahlreiche Testungen im Rahmen der in vitro Charakterisierung der Verbindungen
Succinyl-Dabigatran 31, Glutaryl-Dabigatran 33, Adipyl-Dabigatran 35, Dabigatranetexilat (5)
und Dabigatran (6)wurde eine HPLC-Analytik verwendet.

Alle durchgefiihrten Analysen wurden an einem Waters Alliance System bestehend aus
einem Waters e2695 XC separations module (XC: Probenraum und Saule sind beheiz- und
kiihlbar) in Kombination mit einem Waters 2995 Photodiodenzeilen-Detektor (photo diode
array detector, PDA) durchgefiihrt. Es handelt sich dabei um eine HPLC-Anlage mit einem
Niederdruckgradientenmischer und einem integrierten Entgaser.

Fir die Trennung wurde eine Merck LiChrospher® RP-Select B Saule (125 x 4 mm, 5 um) als
stationdre Phase verwendet. Die mobile Phase bestand aus Kaliumphosphatpuffer (20 mM,
pH 6,5 mit 0,1 % (V/V) Trifluoressigsaure (TFA)) und MeOH. Fiir die Verbindungen 31, 33 und
35 wurde ein Mischungsverhaltnis Puffer zu Methanol von 58:42 verwendet. Flr 5 wurde ein
Verhaltnis von 25:75 verwendet, und die Analysen von 6 wurden mit einem
Mischungsverhaltnis von 77:23 durchgefiihrt. Es wurde ein isokratisches Elutionsprofil
gewahlt. Die Flussrate wurde auf 1 mL/min festgesetzt, und fur die Detektion wurde 293 nm
als Detektionswellenlange gewahlt. Das Ubliche Injektionsvolumen betrug 10 bis 20 pL
Analysenloésung pro Injektion. Die Retentionszeiten wurden mit Hilfe eines
Analysenstandards und LC-MS-Untersuchungen bestatigt. Die Elutionszeiten (Tr) betrugen
abhangig von Puffer und Saule etwa Tz=2,3 + 0,2 min fiir 31, Tz=2,5 + 0,2 min fir 33, Tz=3,0 +
0,2 min fir 35, Tg=2,7 £ 0,2 min fir 5 und Tz=7,5 + 0,2 min fir 6.

Die Auswertung der Chromatogramme erfolgte mit der Software Empower 2. Die Integration
wurde automatisiert durchgefihrt.
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6.2.3 Molecular Modeling

Das Molecular Modeling (siehe Abschnitt 1.2.3.5) wurde an einem DELL 8 Prozessorkern-
System durchgefiihrt. Fiir die Vorbereitung, Visualisation und Darstellung der 3-D-Grafiken
wurde Maestro (version 9.7)vonder Firma Schrodinger (Schrodinger, LLC, New York, NY,
2014) verwendet.

6.3 Bestimmung der oralen Bioverfiigbarkeit in Ratten

Zur Untersuchung der oralen Bioverfligbarkeit und der Wirksamkeit der Dabigatran-Prodrugs
wurden die Verbindungen in Ratten getestet.

6.3.1 Laboratorien, Versuchstiere und Tierhandling

Die Versuche wurden am Institut fir Experimentelle und Klinische Pharmakologie und
Toxikologie der Universitat Libeck in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Walter Raasch
durchgefiihrt. Die Studie wurde nach den US National Institutes of Health Guidelines for the
Care and Use of Laboratory Animals durchgefiihrt und wurde von der ortlichen
Regulationsbehorde (Ministerium fir Landwirtschaft, Umwelt und landliche Raume des
Bundeslandes Schleswig-Holstein) genehmigt.

40 mannliche Sprague Dawley (SD) Ratten wurden auf fiinf Gruppen mit verschiedener
Behandlung randomisiert (siehe Tabelle 5.2). Die Tiere wurden fiir zwei Wochen vor dem
Versuch bei Raumtemperatur gehalten, erhielten Wasser und Futter ad libitum. Sie hatten
ein Gewicht von 400 + 50 g.

Am Versuchstag wurden den Tieren morgens unter Narkose mit Phenobarbital (60 mg/kg)
permanente Katheter aus Polyethylen in die rechte Femoralvene und -aterie eingesetzt und
unter der Nackenhaut ausgefiihrt, so dass arterielle Proben entnommen werden und
Arzneimittel venos appliziert werden konnten. Bei den Tieren, die Prodrugs oral bekommen
sollten, wurde auf die Installation des Venenkatheters verzichtet.

Den Tieren wurde Uber den arteriellen Katheter zu den Probezeitpunkten etwa 300 uL Blut
entnommen. Die Proben wurden mit 10 % Natriumcitrat behandelt und in Mikrovetten
(Sarstedt, Nirnberg) auf Eis gelagert. AnschlieBend wurden die Proben bei 10000g
zentrifugiert, und das Uberstehende Plasma wurde in beschriftetet Eppendorf-Gefalie
pipettiert und sofort bei -80°C eingefroren.

Am Versuchsende (600 Minuten nach Applikation des Arzneistoffes) wurden die Tiere mit
einer Guillotine durch Dekapitation getdtet, das Blut wurde aufgefangen, ebenfalls
zentrifugiert, und es wurde eine Plasmaprobe gewonnen.
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6.3.2 Herstellungsprotokolle der Tierversuchs-
Applikationsformen fiir Dabigatran und die Dabigatran-
Prodrugs

Herstellungsprotokoll fiir die Losung zur intravendsen Applikation von zehn Milligramm pro
Kilogramm Korpergewicht Dabigatran (6):

Die Injektionslosung wurde aus zwei Losungen, Losung A und Losung B, hergestellt. Fir ein
Endvolumen von funf Millilitern der Injektionslésung wurde wie folgt vorgegangen:

Herstellung Losung A: 500 mg a-Cyclodextrin wurden unter leichtem Erwdrmen in finf mL
eines 50 mM Natriumphosphatpuffer mit pH 6,0 gelost.

Herstellung der Losung B: 50 MG 6 wurden in 500 pL 0,1 N Salzsdurelosung gelost.

Zur Herstellung der Injektionslésung wurden 4500 pL der Losung A in etwa drei Portionen
(z.B. drei Portionen zu je 1500 uL) zu der Losung B pipettiert und gut vermischt.

Die Injektionslosung enthielt zehn Milligramm 6 pro Milliliter. Die Versuchstiere erhielten
dann ein Volumen in Mikrolitern, das ihrem Kérpergewicht in Gramm entsprach.

Herstellungsprotokoll fiir die Suspension zur intravendsen Applikation von 40 Milligramm
pro Kilogramm Korpergewicht Dabigatran-Prodrugs:

Pro zu behandelndem Versuchstier sollte ein Volumen von etwa 500 pL Suspension kalkuliert
werden. Dazu musste ein Totvolumen von etwa 500 pL einkalkuliert werden, dass im Morser
verblieb. Es musste also mindestens ein Volumen von (Versuchstieranzahl+1) * 500 puL
hergestellt werden. Fir den Versuch zur Bestimmung der oralen Bioverfligbarkeit und
Wirksamkeit der Dabigatran-Prodrugs waren acht Tiere in einer Kohorte, und es wurde pro
Prodrug funf Milliliter Suspension hergestellt.

Dazu wurden zundchst 500 mg Arabisch Gummi in einer kleinen Reibschale homogenisiert,
um die Poren der Reibschale zu verschlieBen. AnschlieBend wurden 200 mg des zu
untersuchenden Prodrugs abgewogen, in die Reibschale gegeben und griindlich
homogenisiert. Es wurden finf mL Kaliumphosphatpuffer (100 mM, pH 9,0) in etwa drei bis
vier Portionen zugegeben, und die entstehende Suspension wurde griindlich homogenisiert.
Vor jeder Applikation wurde die Suspension erneut griindlich homogenisiert. Die Suspension
hatte einen Wirkstoffgehalt von 40 mg/mL, so dass die Versuchstiere mit einem Volumen in
Mikrolitern behandelt wurden, das ihrem Kérpergewicht in Gramm entsprach.
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6 Experimenteller Teil des Dabigatran-Teilprojekts

6.4. Auswertung des Tierversuches mittels Ecarin
Chromogenic Assay for Direct Thrombin Inhibitors

Die Plasmaproben wurden zunachst bei -80°C eingefroren und erst unmittelbar vor dem
Vermessen aufgetaut. Die Proben der Gruppen zwei bis flinf, also der Tiere, die ein Prodrug
oral erhalten hatte, wurden nach dem Auftauen eins zu finf in Dulbecco’s PBS® verdiinnt.
Die Proben der Gruppe 1, die die Wirkform iv. erhalten hatte, enthielten eine hdhere
Konzentration an 6 und wurden daher ein zu 125 (Zeitpunkte 5-40 min), ein zu 25
(Zeitpunkte 60-240 min) und eins zu finf (600 min) verdinnt. Die auf diesem Wege
erhaltenen Proben wurden fiir etwa 15 Minuten bei 37 °C auf einen Schittelinkubator
vortemperiert. Danach wurde der Assay in einer Kavitat einer 96 Well-Platte vermessen.
Dabei wurde nach folgendem Schema pipettiert:

6.4.1 Reagenzien und Gerate

Der Assay kann als fertiges Testkit (ECA-T Kit) erworben werden und wurde von der Firma
Stago Deutschland GmbH bezogen. Alle Reagenzien und Puffer des Testkits wurden gemaf
der Anleitung hergestellt, temperiert und Nch folgendem Schema pipettiert:

e 100 pL des ECA prothrombin buffer
+ 25 plL der vorinkubierten Plasmaprobe
+ 25 L ECA Substrat (chromogenes Substrat)

e Inkubation flr eine Minute im Photometer

e Zugabe von 50 pL ECA ecarin reagent

e Starten der Messung > Messen der Zeit, die benotigt wird, um definierte
Absorptionssteigerung zu erreichen.

Zur Verdiinnen der Plasmaproben wurde Dulbecco’s PBS (Sigma Aldrich) verwendet.

Die Messung erfolgte an einem PolarStar Optima plate reader photometer bei 405nm und
37°C. Es wurde eine NUNC 96-Well Platte verwendet.

Es wurde die ECA-T Zeit bestimmt, die als die Zunahme der optischen Dichte um 100 mOD,
verglichen mit dem Startzeitpunkt der Messung, definiert ist.
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6 Experimenteller Teil des Dabigatran-Teilprojekts

6.4.1 Formel zur Berechnung der Bioverfiigbarkeit

Die orale Bioverfligbarkeit wurde mit folgender Formel berechnet:

_ Dy, - AUC g

— - 100%
Dorar - AUCy,

F: Bioverfiigabrkeit
D;y: intravenose Dosis

Dyrar: orale Dosis
AUC 5: Die Flache unter der ECA — T Zeit liber der Zeit Kurve nach oraler Administration

AUC;, :Die Flache unter der ECA — T Zeit tiber der Zeit Kurve nach intravenéser Administration
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7 Synthesen im Pentamidin-Teilprojekt

7 Synthesen im Pentamidin-Teilprojekt

7.1 Einleitung

Bei dem Wirkstoff Pentamidin (15) handelt es sich um ein Chemotherapeutikum, das als
Handelspraparat Pentacarinat® zugelassen ist. 15 beinhaltet zwei Amidin-Funktionen und
liegt somit unter physiologischen Bedingungen geladen vor.? 15 ist nicht oral bioverfiigbar
und kann nur intramuskuléir oder subkutan verabreicht werden. Eine oral applizierbare Form
von 15, realisiert durch ein Pentamidin-Prodrug, ware demgegeniber vorteilhaft. 15 wird
unter anderem zur Behandlung der afrikanischen Schlafkrankheit eingesetzt. Die
medizinische Versorgung in den entsprechenden Regionen (Sub-Sahara) ist vergleichsweise
schlecht, und eine einfachere, orale Applikation ware ein grofRer Fortschritt. Weiterhin weist
15 schwere Nebenwirkungen auf, die durch den Einsatz eines langsamer anflutenden
Prodrugs eventuell reduziert werden kdnnten (siehe 1.4). Es wird schon lange im Arbeitskreis
CLEMENT an dem Wirkstoff geforscht. So konnte durch CLEMENT bereits in den 80er Jahren das
Pentamidin Diamidoxim 42 dargestellt werden.® HUNGELING entwickelte in ihrer Dissertation
die Dicarbonsaureester der Bernstein- und Glutarsdure von 42.°* Im Rahmen dieser Arbeit
wurden die Verbindungen weitergehend untersucht, ein weiteres Dicarbonsaure-Prodrug
wurde synthetisiert und charakterisiert, die Synthese wurde in Hinblick auf die Reinheit der
erhaltenen Produkte optimiert, und es wurden in vivo Wirksamkeitsuntersuchungen an
Mausmodellen durchgefihrt.®*

7.2 Synthese Strategie

Fiir die geplanten in vitro und in vivo Experimente mit den Pentamidin-Prodrugs wurden
groRere Mengen der Derivate bendtigt. Vor allem von dem Pentamidin Diamidoxim 42, der
zentralen Vorstufe fiir die weiteren Veresterungen. 42 wird in einer lediglich zwei Stufen
umfassenden linearen Synthese dargestellt. Allerdings erwies es sich als schwierig, eine
zufriedenstellende Reinheit zu erzielen. MS Untersuchungen zeigten, dass vor allem das
entsprechende Amid (zu Amiden siehe auch Kapitel 7.2 und Abbildung 7.2) als
Nebenprodukt in der Synthese anfiel. Eine Reinigung von 42 erwies sich als schwierig,
musste aber auf dieser Stufe erfolgen, weil die nachfolgenden Derivate sich als weniger
stabil erwiesen hatten. In Abbildung 7.1 ist der Syntheseweg fiir das N,N‘-bis(succinyloxy)-
Pentamidin 43 und das N,N*bis(glutaryloxy)-Pentamidin 44 dargestellt.
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7 Synthesen im Pentamidin-Teilprojekt

a) EtOH, 75°C
b) DCM, 10 eq Glutarsdureanhydrid,
65°C, 4h

|
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Abbildung 7.1: Syntheseweg zur Darstellung von N,N‘-bis(succinyloxy)-Pentamidin 43und N,N‘-bis(glutaryloxy)-Pentamidin 44 ausgehend

4-Hydroxybenzonitril (40).
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7 Synthesen im Pentamidin-Teilprojekt

7.3 Synthese des Pentamidin Diamidoxims

Die Synthese des Pentamidin Diamidoxims 42 erfolgte weitestgehend in Anlehnung an die
89, 90

von ASHLEY und CLEMENT beschriebene Methode.
Im Sinne einer Williamson-Ethersynthese wurde aus zwei Aquivalenten 4-Hydroxybenzonitril
(40) und 1,5-Dibrompentan in DMF bei 80°C mit Natriumhydrid (NaH) als Hilfsbase das
Pentamidin Dinitril 41 dargestellt. Als Base kann auf Grund der relativ hohen Aciditat der
phenolischen Alkohlfunktion auch Kaliumcarbonat verwendet werden. In der Literatur
werden allerdings geringfligig bessere Ausbeuten bei der Verwendung von NaH
beschrieben.” Zur Aufreinigung wurde der noch heiRe Reaktionsansatz hydrolysiert, und das
Produkt 41 fiel aus. Uberschiissiges p-Hydroxybenzonitril verblieb in der wissrigen Ldsung,
da es im alkalischen deprotoniert vorliegt. Das Rohprodukt wurde mit Wasser gewaschen
und aus Ethanol umkristallisiert.

Zur Darstellung des Diamidoxims 42 wurde das Nitril 41 mit einem Uberschuss an
Hydroxylamin (freie Base) in Ethanol unter Rickfluss erhitzt, bis das gewiinschte Produkt
ausfiel. Das erhaltene Produkt wurde gewaschen und am Hochvakuum getrocknet.
Allerdings zeigte die 1H-NMR-AnaIytik, wie bereits erwahnt, dass 42 mit Amiden verunreinigt
war. Laut LC-MS Untersuchungen wurde sowohl das einfache Amid (Amid-Amidoxim) 45 mit
einer Massendifferenz von -15 als auch in sehr geringen Mengen das Pentamidin Diamid 46
(Massendifferenz -30) gebildet (siehe Abbildung 7.2). Die Aufreinigung gestaltete sich als
schwierig, weil die chemisch-physikalischen Eigenschaften der Verbindungen sehr ahnlich
waren. Daher wurde zunachst versucht, die Amidbildung zu reduzieren. Ansatze mit frisch
getrocknetem Losungsmittel lieferten dabei schlechtere Ergebnisse in Bezug auf den
Amidanteil, eine Beimischung von zehn Prozent Wasser verbesserte das Amidoxim/Amid-
Verhaltnis. Die Verwendung eines anderen Losungsmittels - zum Beispiel Dioxan - brachte
keinen weiteren Vorteil. Praparativ-chromatographisch lieen sich Amidriickstande nicht
entfernen, da der Unterschied in den Ri-Werten zu gering ausfiel (siehe Abschnitt 7.2). Durch
dreimaliges Umkristallisieren aus Ethanol, gefolgt von einer Umkristallisation aus Methanol
konnte schlieflich eine Reinheit von 98 % (HPLC, AUC) erreicht werden. Die Ausbeute
reduzierte sich durch das haufige Umkristallisieren auf 65 %; da die Ansatze aber problemlos
auf mehrere Gramm vergroflert werden konnten, stellte diese moderate Ausbeute der
Reaktion kein Problem dar und wurde fir die hohe Reinheit des erhaltenen Produktes in
Kauf genommen.

HO_

|N o (o} (o]
o/\/\/\o O/\/\/\o
45 46

Abbildung 7.2: Strukturformeln der im Pentamidin Diamidoxim gefundenen Amidverunreinigungen
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7 Synthesen im Pentamidin-Teilprojekt

7.4 Umsetzung von Pentamidin Diamidoxim zu den
korrespondierenden Bernsteinsaure- und
Glutarsdureestern

Die Darstellung der Verbindungen wurde von HUNGELING im Rahmen ihrer Dissertation
entwickelt.** Dazu wurde eine Methode in Anlehnung an TEUSCHNER verwendet, bei der das
42 in wasserfreiem Aceton mit zwei Aquivalenten Bernsteinsidureanhydrid (30) unter
Rickfluss erhitzt wird, um den zweifachen Bernsteinsaureester N,N‘-bis(succinyloxy)-
Pentamidin 43 zu erhalten.? Versuche, 43 unter diesen Bedingungen darzustellen, lieferten
kein zufriedenstellendes Ergebnis. Es wurden stets Chargen mit hohen Anteilen an
Monoester und 42 erhalten. Der maximale Anteil an 43 in einer Charge, der nach der oben
beschriebenen Methode erhalten wurde, lag bei knapp 85 % (HPLC, AUC). Eine Aufreinigung
von 43 aus den erhaltenen Chargen war nicht moéglich, da die Verbindung eine schlechte
Loslichkeit in organischen Losungsmitteln aufwies — daher nicht verniinftig umkristallisiert
werden konnte — und gegeniliber Chromatographien an Normal- und Umkehrphase instabil
war. Um annehmbare Reinheiten zu erzielen, mussten also die Reaktionsbedingungen
variiert werden. Hierzu wurden im Wesentlichen drei Parameter verandert:

e Losungsmittel (einhergehend mit dem Losungsmittel die Reaktionstemperatur),

e eingesetzter Uberschuss an Bernsteinsdureanhydrid (30),

e Reaktionszeit.
Es erschien sinnvoll, das Losungsmittel zu variieren, da 42 sich nicht oder nur unzureichend
in Aceton l6ste. Die Reaktion fand also in einer Suspension statt. Es ist naheliegend, dass die
Reaktion einfacher und schneller ablaufen kénnte, wenn 42 vollstiandig gelost vorlage.
In der urspriinglichen Methode wurden zwei Aquivalente Bernsteinsdureanhydrid (30)
eingesetzt, also kein Uberschuss, da das Molekiil spiter an zwei Stellen einen
Bernsteinsdureester aufweisen sollte.®* Da unvollstindig oder ginzlich unverestertes Edukt
ein grofRes Problem darstellte, wurde bei der Modifikation der urspriinglichen Methode mit
verschieden groRen Uberschiissen an 30 gearbeitet. Die Reaktionszeit wurde ebenfalls
variiert, um sicherzustellen, dass die Reaktion moglichst vollstandig erfolgen konnte.

In Tabelle 7.1 sind die getesteten Bedingungen dargestellt. Pro Reaktionsansatz wurde nur
ein Parameter verandert, das erhaltene Rohprodukt wurde abfiltriert, mit Diethylether
gewaschen und HPLC-analytisch auf seinen Gehalt an 43 hin untersucht.
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7 Synthesen im Pentamidin-Teilprojekt

Tabelle 7.1: Ubersicht {iber die getesteten Reaktionsbedingungen bei der Synthese des
Bernsteinsdureesters und die nachfolgenden Aufarbeitungen (Fett dargestellt sind die fiir optimal
befundenen Bedingungen).

Variation Losungsmittel Bernsteinsdure Reaktionszeit Aufarbeitung
Anhydrid (30)
Urspriingliche Aceton 2 Eq 4h umkrist. Toluol
Methode
a Ethanol 4 Eq 8h Waschen mit
DCM
b Acetonitril 10 Eq Waschen mit
Chloroform
c Ethanol / DCM 20 Eq Soxhlet-
(1+1) Extraktion
d Methanol / DCM Sublimation
(1+1)
e Aceton / DCM
(1+1)

Eine Methode, bei der eine Mischung aus Ethanol und DCM mit zehn Aquivalenten 30 und
einer Reaktionszeit von vier verwendet wurde stellte sich als besonders geeignet heraus. Auf
diesem Weg konnten Chargen mit einem Gehalt an 43 von 99 % (HPLC; AUC) dargestellt
werden. Hierzu wurde zunachst 42 in Ethanol unter Erwarmen geldst und daraufhin das in
DCM geltste Anhydrid 30 zugetropft. Das eingesetzte Ethanol stort die Reaktion dabei nicht,
auch wenn man erwarten wiirde, dass das Saureanhydrid mit Ethanol zum entsprechenden
Ethylester reagieren kénnte.

Durch den groRen Uberschuss an 30 verblieb diese Verbindung allerdings anteilig in den
erhalten Chargen von 43. In der UV-Detektion der HPLC war dies zwar nicht zu detektieren,
konnte jedoch tber *H-NMR-spektroskopische Untersuchungen nachgewiesen werden. Eine
Aufreinigungsmethode zum Entfernen des Uberschiissigen Anteils an 30 musste also
entwickelt werden. Hierzu wurden verschiedene Experimente durchgefiihrt. Auf Grund des
relativ hohen Dampfdruckes von 30 wurde versucht, eine Aufreinigung mittels Sublimation
durchzufiihren. Trotz Verwendens einer Olschieberpumpe und dem resultierenden starken
Vakuum konnte ohne Erwdarmen keine Abnahme des Gehaltes von 30 detektiert werden. Bei
zusatzlichem Erwdrmen zersetze sich 43 schlieBlich unter Verfarben. Gute Ergebnisse
beziiglich der Reinheit lieferte das Waschen mit Dichlormethan auf. 30 ist in DCM I&slich, 43
hingegen nicht. Die Chargen wurden mehrfach in DCM suspendiert, leicht erwarmt und
abfiltriert. Auch Versuche mit Soxhlet-Extraktion waren erfolgreich, lieferten aber kein
besseres Ergebnis als das einfache Waschen mit DCM, so dass die Aufreinigung dann auf
diesem Weg durchgefiihrt wurde. Abschlielend wurde 43 mit Diethylether gewaschen und
unter Vakuum getrocknet.

Die fur 43 optimierten Bedingungen konnten exakt auf die Synthese des Glutarsaure-
Prodrugs 44 angewendet werden. In Abbildung 7.1 ist die Syntheseroute ausgehend von 4-
Hydroxybenzonitril (39) dargestellt.
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7.5 Synthese des Bis-Adipylesters des Pentamidin-

Diamidoxims

Die entwickelte Methode zur Darstellung der Succinyl- und Glutaryl-Derivate 43 und 44
konnte fir die Synthese des N,N‘-bis(adipyloxy)-Pentamidins 48 (Strukturformel in Abbildung
7.4) nicht verwendet werden. Unten den in 7.1.4 beschriebenen Bedingungen entstand ein
Hauptprodukt 47, das mittels 1H—NMR—spekroskopischen und LC-MS-spektrometrischen
Untersuchungen als weitere Veresterung der freien Carbonsauren mit Ethanol identifiziert
werden konnte (Struktur sie Abbildung 7.3).

Abbildung 7.3: Diethylester-Derivat 47, als Hauptprodukt nach Synthese-Vorschrift zur Darstellung
von 43 oder 44.

Bei weiteren Untersuchungen zeigte sich, dass der Bis-Adipylester in Gegenwart von
Alkoholen zur Veresterung neigt, ohne dass ein Katalysator oder besondere
Reaktionsbedingungen noétig sind. So bildete sich rasch der Di- und Mono-Methylester aus
einer Charge, die fiir LC-MS-Untersuchungen in Methanol gelést wurden. Auf Grund dieser
hohen Reaktivitdit gegenlber einfachen, niedermolekularen Alkoholen musste in der
Synthese das Losungsmittel gewechselt werden. Es zeigte sich, dass absolutiertes Aceton in
diesem Fall vorteilhaft war. 42 wurde in getrocknetem Aceton suspendiert und mit Zehn
Equivalente Adipinsdaureanhydrid (34) (siehe auch Kapitel 3.1.7) umgesetzt. Die Aufreinigung
erfolgte wie bei 43 und 44 durch Waschen mit DCM.

Abbildung 7.4: Strukturformel von N,N*bis(adipyloxy)-Pentamidin 48
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7.6 Quantitatives Abtrennen von Amidverunreinigungen auf
der Stufe des Amidoxims

Fir die Darstellung von Amidoximen wurde die im Arbeitskreis etablierte Methode der
Umsetzung von Nitril-Ausgangsverbindungen mit der freien Base des Hydroxylamins
verwendet. Hierzu wurde das Nitril mit einem groRen Uberschuss an Hydroxylamin — etwa
flinf bis zehn eq — in Ethanol unter Rickfluss erhitzt und das erhaltene Amidoxim-Derivat
mittels Fallung und Filtration separiert.

Ein bei dieser Synthese entstehendes Nebenprodukt ist das entsprechende Amid-Derivat.
Der zugrunde liegende Mechanismus der Amidbildung ist vermutlich auf einen nukleophilen
Angriff des Hydroxylamin-Sauerstoffes am Nitril-Kohlenstoff und eine nachfolgende
Eliminierung von Ammoniak zuriickzufiihren.

Die Darstellung hoch reiner Amidoxim-Derivate war ein zentraler Aspekt im Pentamidin-
Teilprojekt. Eine Aufreinigung auf der Stufe des Amidoxims war zwingend erforderlich, da die
Dicarbonsaure-Ester-Derivate 43, 44 und 48 saurelabil waren und somit nicht
chromatographisch gereinigt werden konnten. Um eine hohe Reinheit bei den
Testverbindungen zu erzielen, war die Qualitat der Ausgangsverbindung 42 daher
entscheidend.

Das Synthese-Protokoll wurde dahingehend optimiert, moglichst geringe Anteile an Amid-
Verunreinigungen zu erhalten. Es zeigte sich, dass die Verwendung der freien Base des
Hydroxylamins in Ethanol mit einer minimalen Zumischung von Wasser (etwa zehn Prozent
V/V) die besten Ergebnisse liefert. Mittels mehrfacher Umkristallisation aus Ethanol und
Methanol konnte der Anteil an Amid auf zwei Prozent gesenkt werden.

Flr die quantitative Entfernung der Amidverunreinigung war das Umkristallisieren allerdings
nicht geeignet. Versuche mit mehreren Umkristallisierungsschritten brachten keine
durchschlagende Verbesserung. Chromatographisch kann das Amid vom Amidoxim nur sehr
schwer getrennt werden, da der Unterschied des Retentionsfaktors (R¢) in gdngigen
FlieBmittelgemischen minimal war. Fir kleinere Substanzmengen kénnte vermutlich eine
Separation mittels praparativer HPLC erfolgen. Daflir wurde im Rahmen dieser Arbeit
allerdings kein Protokoll entwickelt, da fiir die geplanten in vivo Versuche stets grofere
Mengen an Substanz bendtigt wurden.

Am Beispiel des Amidinamidoxim Derivates 51 des Pentamidins (15) gelang die quantitative
Entfernung der Amidverunreinigung durch Einfihren einer Butyloxycarbonyl (Boc)-
Schutzgruppe und anschlieBender sdulenchromatographischer Aufreinigung an Kieselgel. Die
Auswahl der Boc-Schutzgruppe erfolgte, weil Boc ein gangiges Schutzgruppenkonzept fir
Alkohole darstellt und sauer entschitzt wird. Dies ist in diesem Fall sehr elegant, weil als
nachste Umsetzung eine Pinner-Reaktion (begasen mit HCI) geplant war, bei der das Nitril in
ein Ethylimidat Uberfiihrt und parallel die Boc-Schutzgruppe entfernt wurde und somit auf
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ein Entschitzen der Endverbindung verzichtet werden konnte. Zur Darstellung wurde
zunachst nach der Vorschrift von CLEMENT das Uber das Dinitril 41 das Amidoximnitril 49
synthetisiert.?® Diese Verbindung wurde dann in Chloroform mit Boc-Anhydrid umgesetzt. Es
zeigte sich, dass die Boc-Schutzgruppe bei Raumtemperatur bevorzugt mit der
Alkoholfunktion des Amidoxims reagierte. Die NH,-Gruppe des Molekiils verbleibt
ungeschiitzt, obwohl Boc ein etabliertes Konzept zum Schiitzen von Aminen ist. In der
Literatur sind sowohl O-Boc-derivatisierte Amidoxime beschrieben als auch N-Boc-
derivatisierte Amidoxime.”> °* Die in einem Patent von THIRUMALAI beschriebene N-
Derivatisierung erfolgt unter Verwendung von Boc-Anhydrid, Triethylamin in Dichlormethan
bei 25 bis 30°C. Das Amidderivat 49a reagiert unter den beschriebenen Bedingungen nicht
mit Boc-Anhydrid. Der Syntheseweg ist in Abbildung 7.5 dargestellt.

NC CN
Voo

41

EtOH, 75°C, 1 eq
Hydroxylamin
7h

NC
\J NH,
1,1 eq Boc,0
Isochinolin (katalytisch) | 90% O/\/\/\O

TCM, RT, 7 Tage

35%

R=N-OH 49

. _o o
| \n/ R=0 49a
NC 0
o’%\)o a) EtOH/TCM, HCl (g), 0°C 1 Tag | 759
5
50

b) EtOH, NH;, RT,4 h

OH
NH N~
o@o
5
51

Abbildung 7.5: Darstellung des Amidinamidoxims 51 Uber das Boc-geschiitzte Amidoximnitril 50
ausgehend von Pentamidin Dinitril 41.

Der urspriingliche Grund fir die Einfiihrung der Schutzgruppe war der Versuch, die R-Wert-
Differenz zwischen der Amid-Verunreinigung und der Zielkomponente soweit zu erhdhen,
dass eine chromatographische Aufreinigung moglich ist. Flir das System Kieselgel und
DCM/MeOH (95+5) wurden die in Tabelle 7.2 dargestellten Ri-Werte ermittelt.
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Tabelle 7.2: Mittels DC ermittelte R-Werte fiir Amidoximnitril 49, Amidnitril 49a und O-Boc-
Amidoximnitril 50 mit DCM / MeOH (95+5) als mobile Phase.

Verbindung Amidoximnitril Amidnitril O-Boc-Amidoximnitril
49 49a 50
Re-Wert 0,16 0,22 0,77

Auf Grund des nun hohen Unterschiedes in den Rf-Werten konnte die Verbindung saulen-
chromatographisch  aufgereinigt werden. Die  Ausgangsverbindung und das
chromatographisch  gereinigte O-Boc-Amidoxim-Nitril 50 wurden mittels H-NMR-
Spektroskopie untersucht. In Abbildung 7.6 sind die aromatischen Signale des 'H-NMR-
Spektrums der Verbindungen 49 und 50 dargestellt.

[rel]
\
|

T
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Abbildung 7.6: Aromatischer Bereich der "H-NMR Spektren von Amidoximnitril 49 (oben, rot) und O-
Boc-Amdidoximnitril 50 nach chromatographischer Aufreinigung(unten, blau).

In Abbildung 7.6 sind deutlich die Signale der zwei parasubstituierten Aromaten zu
erkennen. Da die Aromaten, im Gegensatz zu Pentamidin (15), assymetrisch substituiert
sind, weisen sie unterschiedliche chemische Verschiebungen auf, und ergeben vier Signale
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statt wie bei Verbindung 15 zwei. Im Spektrum vom Amidoximnitril sind weiterhin noch zwei
Signale fiir einen parasubstituierten Aromaten, der die Amidverunreinigung aufweist, zu
erkennen (6,96 und 7,83 ppm). Die Verunreinigung konnte sdulen-chromatographisch
abgetrennt werden, so dass die entsprechenden Signale im Spektrum des O-Boc-
Amidoximnitrils 50 nicht mehr zu finden sind. Uber die Technik des Boc-Derivatisierens und
anschlieende chromatographische Aufreinigung lassen sich Amide, die bei der Synthese von
Amidoximen als Nebenprodukt entstehen, also quantitativ entfernen.
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8 Invitro Charakterisierung von Pentamidin-
Prodrugs

Die in vitro Charakterisierung von neuen Prodrugs ist nach der Planung und Synthese der
Verbindungen der dritte Schritt in dem Entwicklungsablauf potentieller Prodrugs. Es werden
die Loslichkeit der Verbindungen und die Stabilitdit, das heit im Einzelnen die
Lagerstabilitdt, die Stabilitdt in wassrigen Systemen mit definiertem pH-Werten und die
Stabilitdt gegenliber organischen Medien - wie Plasma - bestimmt. Zentraler Aspekt der
Prodrugentwicklung ist die Bioaktivierung der Substanzen in die entsprechende
pharmakologisch aktive Form. Die Bioaktivierung wird in vitro mit Enzympraparationen der
an der Aktivierung beteiligten Enzyme bestimmt. In den nachfolgenden Abschnitten sind die
Daten der in vitro Charakterisierung der Pentamidin-Prodrugs, im Speziellen des
Bernsteinsdurederivats 43 aufgeflihrt. Die weitere Untersuchung der Derivate 44 und 48
wird von GABEL im Rahmen ihrer Dissertation durchgefihrt.™

8.1 Untersuchungen der Loslichkeit von N,N’-
Bis(succinyloxy)-Pentamidin

Die Loslichkeit eines Arzneistoffes kann einen entscheidenden Einfluss auf die
Bioverfliigbarkeit haben. So weisen schlecht I6sliche Arzneistoffe oftmals eine entsprechend
niedrige Bioverfligbarkeit auf. In der Literatur sind galenische Ansatze zur Lésung dieses
Problems beschrieben. Im Falle des Dabigatranetexilats (5) hat die Firma Boehringer eine
aufwendige galenische Formulierung entwickelt, die im Darm ein saures Mikroklima erzeugt,
um die Loslichkeit von 5 zu verbessern und auf diesem Weg eine ausreichende orale
Bioverfigbarkeit zu erreichen (siehe Kapitel 1.2.3.5.1).>®> SonG beschreibt fiir Lenalidomid,
einem Immunsuppressivum mit chemotherapeutischer Indikationsstellung, eine Co-
Kristallisation mit Harnstoff oder 3,5-Dihydroxybenzoesaure, um die Loslichkeit zu
erhohen.”

Auch die Anwendung eines Prodrug-Prinzips kann die Loslichkeit eines Arzneistoffes erhéhen
beziehungsweise dessen Verhalten unter verschiedenen pH-Bedingungen beeinflussen.’® Im
Pentamidin-Teilprojekt wurden die Amidinfunktionen des Pentamidins (15) hydroxyliert.
Dies fuhrte zunachst zu einem lipophileren Derivat, dem Diamidoxim 41, das bei allen
physiologischen pH-Werten eine sehr schlechte Wasserloslichkeit aufwies. Vor allem im
Vergleich zur Wirkform, die zwei kationische Amidinium-Funktionen beinhaltet, ist die
Loslichkeit stark herabgesetzt. Durch das anschlieBende Verestern mit einer Dicarbonsaure
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konnte ein Prodrug hergestellt werden, das wieder eine annehmbare Loslichkeit aufwies. Im
Alkalischen sind diese Verbindungen anndhernd so gut I6slich wie die Wirkform selbst. Die
Amidin-Funktionen der Wirkform sind stark basisch und liegen in weiten physiologischen pH-
Bereichen geladen vor; ihr Léslichkeitsmaximum weisen basische Verbindungen im Sauren
auf, da sie dort maximal ionisiert vorliegen. Die erhaltenen Dicarbonsaduren sind acide und
dementsprechend eher im Alkalischen l6slich.

Die Loslichkeit von 43 wurde bestimmt, indem ein in 100 pL unldslicher Anteil an Substanz in
dem zu untersuchenden Medium, organischem Losungsmittel oder Phosphatpuffer, 50 mM
mit entsprechendem pH-Wert fir etwa 20 Minuten geschiittelt wurde. Die Probe wurde
filtriert und, wenn notwendig, verdinnt. Die so erhaltene Analysenlésung wurde
anschlieBend sofort mittels HPLC vermessen. Die erhaltene AUC wurde mittels einer zuvor
erstellten Kalibrierung ausgewertet, und es konnte so die in der Probe enthaltene Menge an
43 berechnet werden. Die verwendete HPLC-Anlage und die Beschreibung der Methode
finden sich in Kapitel 10.2. Die Ergebnisse fiir die Loslichkeit von 43 sind in Tabelle 8.1
dargestellt.

Tabelle 8.1: Loslichkeit von N,N‘“-Bis(succinyloxy)-Pentamidin 43 in Phosphatpuffer bei pH 7,4 und
9,0. Puffer mit niedrigeren pH-Werten wurden nicht untersucht, da 43 sein Stabilitdtsoptimum im
Alkalischen aufweist und im Sauren rasch und vollstdndig hydrolysiert.

Medium Konzentration [mg / ml] Konzentration [mM]
PBS, 50 mM, pH 9,0 6,16 + 0,04 10,78 £ 0,07
PBS, 50 mM, pH 7,4 4,29 +0,19 7,50+0,34

Ergebnisse und Diskussion

Das Europadische Arzneibuch wiirde 43 als einen schwer |6slichen Arzneistoff klassifizieren
(100-1000 mL Losungsmittel pro Gramm Substanz).”” Allerdings wiirde die erhaltene
Loslichkeit dennoch ausreichen, um eine intravendse Applikation des Arzneistoffes zu
ermoglichen. Eine (ibliche Tagesdosis von 200 mg Pentamidindiiesetionat (16) mit einem
Aquivalent von 115 mg Pentamidin (15) wiirde etwa 193 mg des Prodrugs 43 entsprechen,
das dann, in einem isohydrischen Losungsmittel ein Volumen von 45 mL einnehmen wiirde.
Dieses Volumen konnte gut als Infusion verabreicht werden.

8.2 Untersuchung der Lagerstabilitat von N,N*-
Bis(succinyloxy)-Pentamidin

Die Stabilitdt eines Arzneistoffes wahrend der Lagerung ist von zentraler Bedeutung.

Genauere Ausflihrungen zu Lagerstabilitdt und zu den Priifungen nach ICH Guideline finden

sich in Kapitel 4.2. Fir das Esterprodrug 43 war die Untersuchung der Lagerstabilitat von

hoher Bedeutung, da Ester, im Gegensatz zu Amidoximen, chemisch aktiviert — also

hydrolytisch gespalten — werden kénnen. Eine Esterhydrolyse kann allein in Gegenwart von
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Wasser auftreten, wird aber durch das Vorhandensein von Basen oder Siduren in der Regel
katalytisch beschleunigt. Es wurde ermittelt, dass 43 sein Stabilitatsoptimum im Alkalischen
aufweist und im Sauren zu einer raschen und vollstandigen Hydrolyse neigt (siehe Abschnitt
8.4). Die Hydrolyse zu den Hauptabbauprodukten ist in Abbildung 8.1 dargestellt. Auf Grund
der Labilitdit gegenlber Sduren erschien eine langere Lagerung ohne speziellen
Feuchtigkeitsschutz kritisch. Bei 43 handelt es sich um eine freie Carbonsaure, deren Losung
in neutralem Wasser leicht sauer ausfallen miisste und somit die Hydrolyse in Gegenwart
von Feuchtigkeit autokatalytisch beschleunigen miusste.

o NH,
AT
o
o NN

N,N' Bls(succmyloxy) Pentamidin

+H*

+H,0 "\C
- H"‘
NH,
HO\ N/)\©\ v /@)\\ o\n/\)L
o " N"0

Mono(succinyloxy)-Pentamidin
+H,0 /‘\ HH
.
NH, NH,
HO. Nz)\©\ Y /©)\\N,0H
0N N"0

41 Pentamidin Diamidoxim

Abbildung 8.1: Sauer katalysierte Hydrolyse des Dibernsteinsdureesters 43. Nach einfacher Hydrolyse
bildet sich das Bersteinsdureesterderivat 52, das in einem weiteren Schritt zum Pentamidin
Diamidoxim 41 hydrolisiert wird.

Fiir die anstehenden in vivo Experimente sollte allerdings eine hervorrage Qualitat der
einzusetzenden Chargen sichergestellt sein. Daher wurde die Lagerung im Labor unter
normalen Bedingungen fiir die Substanz untersucht. Fiir die Untersuchung wurde 43 in
Portionen zu etwa einem Milligramm in SchnappdeckelgefiaBe abgefillt und ohne Licht-
beziehungsweise Feuchtigkeitsschutz im Labor gelagert. Die Proben wurden an den zu
untersuchenden Zeitpunkten vollstandig gelost und die erhaltene Losung wurde mittels
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HPLC vermessen. Zur Auswertung wurde dabei der prozentuale Anteil der AUC des Prodrugs
43 herangezogen. Die Hauptabbauprodukte, das Monoester-Derivat 52 und Pentamidin
Diamidoxim 41, wurden ebenfalls ausgewertet. Die genauen Angeben zu der verwendeten
HPLC-Anlage und -Methode finden sich in Kapitel 10.2. Die Ergebnisse der Lagerstabilitat
sind in Tabelle 8.2 zusammengestellt.

Tabelle 8.2: Ergebnisse der Lagerstabilitit von N,N‘“Bis(succinyloxy)-Pentamidin 43 unter
Laborbedingungen.

Zeitpunkt [Monate] Gehalt an N,N*- Gehalt an Gehalt an Pentamidin

Bis(succinyloxy)- Mono(succinyloxy)- Diamidoxim 41 [%]
Pentamidin 43 [%)] Pentamidin 52 [%]
0 98,45 + 0,01 1,03 £0,02 0,36 £ 0,01
o, 98,43 + 0,03 1,03+0,16 0,46 £ 0,01
1 98,65 + 0,13 1,20+ 0,16 0,16 £ 0,02
2 97,45 £ 0,02 1,77 £0,02 0,63+0,16
3 97,54 £ 0,03 1,75 +0,04 0,59+ 0,01
6 97,84 +0,19 1,53+0,19 0,51+0,01

Ergebnisse und Diskussion

Die Untersuchung der Lagerstabilitdt von 43 zeigte, dass das Produkt bei einer Lagerung
ohne besonderen Schutz vor Licht und Feuchtigkeit nur geringe Spuren einer Hydrolyse
aufwies. Nach sechs Monaten ist der Gehalt von etwa 98,5 % um lediglich ein Prozent auf
97,5 % gesunken. Der Gehalt an Mono-Ester 52 und Pentamidin Diamidoxim 41 nahm in dem
untersuchten Zeitraum leicht zu, was darauf schlieBen lasst, dass beim Abbau von GGG
tatsachlich eine Hydrolyse stattfand. Dies ist als positiv zu bewerten, da Amidoxime selbst
auch eine orale Bioverfligbarkeit aufweisen und ein Intermediat in der Bioaktivierung
darstellen. Dabei muss beriicksichtigt werden, dass die HPLC-Analytik ein nur bedingt
geeignetes System fir die Bestimmung des Gehaltes eines hydrolyselabilen Esters ist. Beim
Losen der Proben findet eine Hydrolyse statt, dem dadurch entgegen gewirkt wurde, dass 43
in einem alkalischen Puffer (pH 9,0) gelost wurde und alle Proben schnellstméglich nach dem
Losen vermessen wurden. Dennoch ist eine gewisse Schwankung, wie sie zum Beispiel in der
Zeitspanne zwischen null und einem Monat zu sehen ist, sicherlich auch mit auf die
Probenvorbereitung zurlickzufiihren. Der wahre Gehalt an 43 in den erhaltenen Chargen war
auf Grund der leichten Hydrolyse in der Probenvorbereitung vermutlich sogar minimal
besser als das mittels HPLC-Analytik gefundene Ergebnis. Die Daten lieBen den Schluss zu,
dass fiur die in vivo Experimente das Prodrug nicht ,in time” hergestellt werden musste,
sondern Chargen verwendet werden konnten, die eine moderate Lagerzeit bis zur
Verwendung aufwiesen.
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8.3 Untersuchung der Stabilitat von N,N“-Bis(succinyloxy)-
Pentamidin bei 70°C

Flr die oralen Bioverfligbarkeitsstudien sollte neben der Applikation als Suspension auch die
Gabe des Prodrugs in einer magensaftresistent (iberzogenen Kapsel untersucht werden. Der
von GuDD entwickelte Herstellungsprozess flir magensaftresistent iberzogene Kapseln zur
Applikation bei einer Ratte beinhaltete ein Tempern des Uberzuges, bei dem die Kapsel —
und somit auch der Kapselinhalt — fur kurze Zeit (wenige Stunden) auf 70°C erhitzt werden
musste.”” Um sicherzustellen, dass 43 diesen Herstellungsprozess unbeschadet Ubersteht,
wurde der Einfluss von Hitze (70°C) (iber die Zeitspanne von eine Woche untersucht. Fiir die
Untersuchung wurde 43 in Portionen zu etwa einem Milligramm in Schnappdeckelgefialle
abgefiillt und in einem auf 70°C temperierten Trockenschrank ohne Vakuum oder einen
anderen Feuchtigkeitsauschluss fir die zu untersuchende Zeit eingelagert. Die Proben
wurden an festgelegten Zeitpunkten entnommen und sofort vollstandig geldst. Die erhaltene
Losung wurde mittels HPLC-Analytik (Methode siehe 10.2) vermessen. Dabei wurde zur
Auswertung der prozentuale Anteil der Integralflache des Prodrugs 43 herangezogen. Die
Hauptabbauprodukte, das Monoester-Derivat 52 und Diamidoxim 41, wurden ebenfalls
ausgewertet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 8.3 zusammengestellt.

Tabelle 8.3: Ergebnisse der Lagerstabilitat von N,N“-Bis(succinyloxy)-Pentamidin 43 bei 70°C.

Gehalt an Pentamidin
Diamidoxim 41 [%]

Gehalt an N,N‘- Gehalt an
Bis(succinyloxy)- Mono(succinyloxy)-
Pentamidin 43 [%] Pentamidin 52 [%]

Zeitpunkt [Tage]

0 98,45 £ 0,01 1,03 £0,02 0,36 +0,01
1 97,98 £ 0,02 1,07 +£0,03 0,86 £0,01
2 97,61+0,19 1,26 £0,20 1,01 £0,01
4 97,87 +0,01 0,90+0,01 1,15+0,01
7 97,43 +£0,39 1,08 £0,26 1,49+0,13
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Ergebnisse und Diskussion

Uber den Untersuchungszeitraum von sieben Tagen war eine minimale Abnahme des
Gehaltes an 43 zu verzeichnen. Analog zu den Untersuchungen bei Raumtemperatur wurde
Uber die Zeit ein geringer Abbau von 43 beobachtet. Parallel konnte die Zunahme von 52
und 41 gezeigt werden, so dass wieder von einer Hydrolyse des Produktes ausgegangen
werden konnte. In einem Zeitraum von einer Woche nahm der Gehalt von 43 nur um etwa
ein Prozent ab. Da die Herstellung der Kapseln nur wenige Stunden in Anspruch nahm und
der Wirkstoff das kurze Erhitzen auf 70°C nahezu unbeschadet (iberstand, war ein groRRer
Einfluss der Herstellung auf die Gite des verkapselten Prodrugs auszuschlieRen. Die
Herstellung der Kapseln war daher ohne Bedenken moglich.

8.4 Untersuchung der Stabilitat von N,N“Bis(succinyloxy)-
Pentamidin in einer Suspension mit Phosphatpuffer (pH
9,0) und Arabisch Gummi

Eine weitere Applikation im Tierversuch war eine Suspension in 100 mM Phosphatpuffer pH
9,0, die zehn Prozent (m/V) Arabisch Gummi zur Erh6hung der Viskositat und das zu
untersuchende Prodrug in der angestrebten Dosierung pro mL (sollten 30 mg pro Kilogramm
Koérpergewicht appliziert werden, wurden dann 30 mg pro mL suspendiert) enthielt. Die
Suspension wurde frisch hergestellt und den Ratten Uber eine Schlundsonde direkt in den
Magen appliziert.79 Um zu belegen, dass 43 in der Suspension stabil war und die Suspension
somit ein geeignetes System fiir eine Applikation darstellt, wurden 100 mg Arabisch Gummi
in einer Reibschale angerieben, 300 mg 43 hinzugegeben und homogenisiert. AnschlieBend
wurden portionsweise (in drei Portionen, zwei mal drei mL und ein mal vier mL) zehn mL
Phosphatpuffer pH 9,0 zugegeben, und jeweils homogenisiert. Der Untersuchungszeitraum
betrug zwei Stunden. Die Proben wurden zu den entsprechenden Zeitpunkten nach einer
Homogenisierung entnommen, durch einen Sterilfilter filtriert, und das erhaltene Filtrat
wurde rasch HPLC-analytisch untersucht. Zur Auswertung wurde dabei der prozentuale
Anteil der AUC des Prodrugs 43 herangezogen. Die Hauptabbauprodukte, das Monoester-
Derivat 52 und Diamidoxim 41, wurden ebenfalls ausgewertet. Die Ergebnisse sind in Tabelle
8.4 zusammengestellt.
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Tabelle 8.4: Ergebnisse der Stabilitdit von N,N“Bis(succinyloxy)-Pentamidin 43 in einer Suspension
(PBS) mit Arabisch Gummi.

Zeitpunkt [Minuten] Gehalt an N,N*- Gehalt an Gehalt an Pentamidin
Bis(succinyloxy)- Mono(succinyloxy)- Diamidoxim 41 [%]
Pentamidin 43 [%] Pentamidin 52 [%]
0 97,07 £0,14 2,33+0,14 0,00
15 94,29 £ 0,32 5,71+0,33 0,00
30 93,04 £ 0,30 6,96 + 0,30 0,00
60 91,11 +0,29 0,90 +0,29 0,00
120 89,26 £ 0,13 1,08 £0,14 0,00

Ergebnisse und Diskussion

Die Untersuchung zeigte, dass 43 in Arabisch Gummi suspendiert appliziert werden kann. Fir
den Tierversuch wurde die Suspension unmittelbar hergestellt und nach Versuchsprotokoll
innerhalb von fiinf bis maximal 30 Minuten verabreicht. In diesem Zeitfenster finden sich
etwa 93 bis 97 % des unhydrolysierten Produktes. Allerdings muss bei der Bewertung der
Ergebnisse beachtet werden, dass die Proben nicht vollstandig gelost wurden. Der wahre
Gehalt liegt daher vermutlich héher, da man davon ausgehen kann, dass 43 in gel6ster Form
schneller hydrolysiert als die ebenfalls vorhandenen suspendierten Anteile des ungelosten
Feststoffes. Dieser suspendierte Anteil wurde aber bei der Filtration entfernt und somit
diskriminiert. Die Tatsache, dass wahrend der gesamten Untersuchung kein Diamidoxim
gefunden wurde, spricht dafiir, dass der Sterilfilter das Diamidoxim aus dem Ansatz
herausfiltrierte. Die héhere Lipophilie dieses Derivates kdnnte zu einer Adsorption oder gar
einer Absorption am Filtermaterial geflihrt haben. Ein Verzicht auf eine Filtration war aber
nicht moglich, da das Arabisch Gummi ansonsten die HPLC-analytische Untersuchung gestort
hatte. Geht man davon aus, dass sich 43 in Suspension mit partial gelésten Anteilen so
verhdlt wie in Losung, wiirde man stets einen geringeren Gehalt an 41 finden als Monoester-
Derivat 52. Der Einfluss auf die Konzentration von 43 sollte daher geringer ausfallen als die
Tatsache, dass noch feste Bestandteile an 43 diskriminiert wurden. Der wahre Gehalt liegt
also vermutlich zwischen 93 und 97 %, wobei man eher von 97 % ausgehen kann, betrachtet
man die Stabilitat in Losung, die im folgenden Abschnitt beschrieben ist.
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8.5 Untersuchung der Stabilitat von N,N“Bis(succinyloxy)-
Pentamidin geldst in Phosphatpuffer verschiedener pH-
Werte

Die Stabilitat in Losung wurde untersucht, indem 43 vollstandig in Phosphatpuffer mit dem
zu analysierenden pH-Wert gelost wurde und (ber sechs Stunden in regelmafigen
Abstanden per HPLC vermessen wurde. Die AUCs von 43 und den Hauptmetaboliten wurden
ausgewertet. Die Konzentration von 43 zum Startzeitpunkt wurde als 100 % gesetzt. Es
wurde eine etwa 200 uM Losung in 50 mM PBS als Analysenlosung verwendet. In Abbildung
8.3 sind typische Chromatogramme gezeigt, wie sie bei einer sauren Hydrolyse von 43
erhalten werden. Die Untersuchungen wurden fiur die pH-Werte 9,0, 6,3, 5,0, 4,0 und 2,0
durchgefiihrt, die das physiologische pH-Spektrum abdecken. Die sauren Puffer
reprasentieren die Situation im Magen (abhangig von Fillzustand, Art der verzehrten
Speisen und Medikamenten wie Antazida), der Diinndarm geht von leicht sauer auf alkalisch
Uber, und in weiter hinten liegenden Darmabschnitten werden alkalische pH-Werte erreicht.
Das Wissen Uber die chemische Stabilitdt innerhalb der pH-Werte ist entscheidend, da auf
Basis dieser Daten bewertet werden kann, welche Art von Arzneiform zur Applikation des
Wirkstoffes geeignet ist. Ein sdurelabiler Arzneistoff, wie ein Protonenpumpenhemmer oder
ein Esterprodrug, kann beispielsweise vor der chemischen Degeneration im Magen durch die
Anwendung einer magensaftresistenten Formulierung geschiitzt werden. In Tabelle 8.5 sind
die Ergebnisse fur die Stabilitdt von 43 geldst bei verschiedenen pH-Werten dargestellt.
Ebenfalls von Interesse und daher auch untersucht ist die Stabilitat bei pH 7,4, dem
physiologischen pH-Wert des Blutes. Die Daten sind in Tabelle 8.6 aufgefiihrt. In Abbildung
8.2 sind alle pH-Werte in einer Grafik mit interpolierten Linien dargestellt, um eine
Vergleichbarkeit zwischen den Kurven zu schaffen.
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Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 8.5: Ergebnisse der Stabilitatsuntersuchung von N,N’-Bis(succinyloxy)-Pentamidin 43, gelost
in Puffern verschiedener pH-Werte, um die Situation im GIT widerzuspiegeln. *Fir die pH Werte 2,0
und 4,0 wurden die Messungen nach null, finf, 15, 30, 45 und 60 Minuten, das heiRt. in besserer
Auflésung, durchgefiihrt, da initial eine schnelle Hydrolyse von 43 stattfindet.

Gehalt an N,N’-Bis(succinyloxy)-Pentamidin 43 [%]

Zeitpunkt

[min] pH 2,0* pH 4,0* pH 5,0 pH 6,3 pH 9,0
0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
5% /30 2,4+0,2 32,9+107 78,1+9,9 74,6 £ 17,2 97,614
15* /60 2,3+0,2 11,2+1,7 69,2+14,6 66,4 + 16,9 96,7+1,7
30* /90 2,1+0,1 43+1,7 59,7 £ 15,2 60,3 16,0 97,116
45* [ 120 0,0 2,7+3,2 50,3+17,2 54,2 +14,7 96,929
60* / 150 2,0+£1,7 40,9 + 14,8 49,7 +13,9 95,2+1,4
180 0,0 32,5+14,6 45,5+13,1 95,3+0,4
210 25,3 £13,2 41,5+12,1 96,0 + 3,2
240 17,3+10,8 38,3+11,8 93,1+3,9
270 12,1+47,3 35,4 +10,6 93,1+1,3
300 10,1 +5,81 32,5+10,1 92,7+2,4
330 7,8+4,2 30,3+9,7 91,1+2,6
360 6,7+3,6 28,0%9,5 90,729

Tabelle 8.6: Ergebnisse der Stabilitatsuntersuchung von N,N’-Bis(succinyloxy)-Pentamidin 43, gelost
in Puffer des pH-Wertes 7,4, um die Situation im Blut (rein auf den pH-Wert bezogen, ohne das
Vorhandensein von Proteinen, Enzymen ...) abzubilden.

Zeitpunkt [min] Gehalt an N,N’-Bis(succinyloxy)-Pentamidin 43 [%]

pH 7,4
0 100,0

60 90,5 +2,0
120 86,3+1,7
180 81,6 +1,7
240 79,3+0,7
300 77,1+1,9
360 74,5+1,9

Es konnte via HPLC-analytischen Verfahren gezeigt werden, dass 43 in Losung eine stark pH
abhangige Stabilitat aufweist. Die bereits zuvor diskutierte und in Abbildung 8.1 dargestellte
Hydrolyse lauft im Sauren deutlich schneller und vollstiandig ab, so dass man von einer
sauren Katalyse ausgehen kann. Im Untersuchungszeitraum von sechs Stunden war 43 bei
pH 9,0 weitestgehend stabil, so dass noch Uber 90 % der Ausgangsverbindung als
(Di)Esterprodrug vorlag. Mit abnehmendem pH-Wert sank der verbleibende Gehalt an 43
kontinuierlich. Bei pH 7,4 waren es 75 %, bei pH 6,3 knapp 30 % und bei pH 5,0 verblieben
nur noch sieben Prozent von 43. Bei den pH-Werten 2,0 und 4,0 hydrolysierte die

Verbindung so schnell, dass nach 60 beziehungsweise 90 Minuten bereits kein Prodrug mehr
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gefunden werden konnte. Bei pH 7,4, dem physiologischen pH-Wert im Plasma, weist 43
eine moderate Stabilitat auf. Dies entspricht allerdings nicht dem Bild, das sich ergeben
wirde, wenn 43 i.v. appliziert werden wiirde, weil es im Plasma durch dort vorkommende

13 Die Tatsache, dass der Ester im Plasma schnell

Esterasen gespalten werden wiirde.
abgespalten wird, spielt aber keine grofRe Rolle, denn die Esterspaltung ist essentieller
Bestandteil der Aktivierung (siehe Abbildung 1.2) und der Ester ist nur fir die orale
Aufnahme (Verbesserung der Loslichkeit gegeniiber dem Amidoxim, Ansprechen von
Anionentransportern) notwendig. Flr eine orale Applikation in einem Tierversuch ist die
Erkenntnis, dass der Ester in 43 sehr saurelabil ist, entscheidend und beeinflusst die Wahl
der Formulierung, in der 43 dem Tier appliziert wird. Es ist entscheidend, 43 vor dem sauren
pH-Wert des Magens zu schitzen, da sonst in kirzester Zeit der Grofteil des Esters
gespalten werden wirde. Fiur die orale Bioverfligbarkeitsstudie im Rahmen dieses Projektes
wurde daher von GUDD eine magensaftresistente Kapsel zur Anwendung an der Ratte
entwickelt.”® Weiterhin wurde 43 als alkalische Suspension mit Phosphatpuffer und Arabisch
Gummi appliziert. Diese Suspension wurde auch fir die Versuche zur Bestimmung der
Wirksamkeit in den Trypanosomeninfektionsmodellen verwendet, um sicherzustellen, dass
das Prodrug moglichst unbeschadet den Darm erreicht. Weiterhin konnte auch bei den
Experimenten zur Stabilitdt in Losung keine Bildung von anderen Metaboliten als den
Hydrolyseprodukten von 43 beobachtet werden. Es entstand — pH abhangig — hauptsachlich
der Mono-Ester 52, der ebenfalls weiter hydrolysiert wurde. Bei pH-Werten im sauren
Bereich wurde daher hauptsachlich Diamidoxim 41 gefunden.

pH-abhangige Stabiliat von N,N'-
Bis(succinyloxy)-Pentamidin in Losung
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Abbildung 8.2: Graphische Darstellung der pH-Stabilitdt von N,N’-Bis(succinyloxy)-Pentamidin 43.
Unter alkalischen pH-Werten zeigt 43 eine gute Stabilitdt, wahrend es im Sauren rasch und

guantitativ hydrolysiert wird.
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Abbildung 8.3: In Teil A der Abbildung ist ein typisches HPLC-Chromatogramm abgebildet, welches
nach Losen des N,N’-Bis(succinyloxy)-Pentamidins 43 (BSP) in Phosphatpuffer pH 9,0 erhalten wurde.
Ein minimaler Anteil an Mono(succinyloxy)-Pentamidin 52 (MSP) wurde gefunden. Er stammt
entweder aus der Probe (unvollstindige Veresterung und partielle Hydrolyse) oder ist beim Lésen
der Verbindung fir die HPLC-Analytik entstanden. Abbildungsteil B zeigt eine Probe von 43, die einer
ausgiebigen Hydrolyse im sauren Medium (PBS, pH 5,0) unterliegt. Die Retentionszeiten entsprechen
der Lipophilie der Verbindungen. Da es sich um Ester von Dicarbonsauren handelt, sind die
erhaltenen Ester hydrophiler als das Amidoxim 41 (DAO) und weisen daher auf der Umkehr (RP)-
Phase eine kiirzere Retentionszeit auf. Die Molekulargewichte der erhaltenen Peaks wurden mittels

LC-MS Untersuchung verifiziert.
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8 In vitro Charakterisierung von Pentamidin-Prodrugs

8.6 Aktivierung von N,N“Bis(succinyloxy)-Pentamidin durch
verschiedene Enzympraparationen

Die Aktivierung eines Prodrugs durch ausgewahlte Enzympraparationen ist in vitro der erste

Beweis fiir die Bioaktivierung und damit fiir die Funktionalitat eines Prodrugkonzeptes. Fir

43 ist zunachst eine (doppelte) Esterspaltung, entweder chemisch oder enzymatisch

katalysiert, und dann eine N-Reduktion zur Bildung der Wirkform notig. In Abbildung 8.4 ist
das Aktivierungsschema dargestellt.

o NH, NH, o)
SN v~ Aoy
o AN o
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43

N,N'-Bis(succinyloxy)-Pentamidin

®
©
NH, ' NH,

HO. N’)\Q Q)\\N OH
0/\/\/\0
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Pentamidin-Diamidoxim

®

NH, Y NH,
HN NH
0/\/\/\0

Pentamidin 15

® = enzymatische Aktivierung © = chemische Aktivierung

Abbildung 8.4: Die Aktivierung der Pentamidin-Prodrugs im Beispiel des N,N’-Bis(succinyloxy)-
Pentamidins 43. Bei den weiter modifizierten Amidoximen des Pentamidins (15) handelt es sich um
vierfache Prodrugs. Initial wird der Ester gespalten, dies kann sowohl chemisch als auch enzymatisch
(durch Esterasen) erfolgen. Das resultierende Amidoxim 41 wird durch das mARC-Enzymsystem
reduziert. Hierfur sind zwei Reduktionsschritte notwendig. Die Reduktion |duft rein enzymatisch ab.
Theoretisch sind auch Mischformen, bei denen zunachst hydrolysiert und anschliefend reduziert
wird, denkbar, allerdings lauft die Hydrolyse bereits im Plasma ab, wahrend der Hauptort der
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Reduktion die Leber ist. Daher wird vermutlich zunachst der Ester gespalten, und anschlieRend
erfolgt die Reduktion.

In vorhergegangenen Arbeiten von KoTTHAUS konnte bereits ausfiihrlich die metabolische
Bioaktivierung der Prodrugs in vitro gezeigt werden. Zur Vervollstandigung der Daten dieser
Arbeit sind die Ergebnisse in diesem Kapitel noch einmal zusammengefasst.13

Die Inkubation mit Plasma (human und murin) zeigte eine schnelle Spaltung des Esters. Nach
120 Minuten wurden noch etwa 50 % des Esters gefunden (humanes Plasma). In murinem
Plasma wurden sogar nur knappe 40 % des unhydrolysiertes Prodrug gefunden. Vergleicht
man die Ergebnisse mit der chemischen Stabilitdt bei pH 7,4 (85 %), ist deutlich zu erkennen,
dass das Prodrug im Plasma schneller hydrolysiert, also mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit
ein Substrat fir Esterasen darstellt.

Es wurde fir 43 eine Bindung an Albumin bestimmt, die mit 97,1 % wesentlich hoher ausfallt,
als die der Wirkform Pentamidin (15) (54,6 %)."3

Die N-Reduktion wurde mit verschiedenen Enzympraparationen, die alle mARC enthielten,
untersucht. In Schweinelebermitochondrien wurden hohe Umsetzungsraten von bis zu 23
nmol Produkt pro Milligramm Protein und Minute gefunden, die fir eine schnelle und
vollstandige Aktivierung des Prodrugs sprechen.13

8.7 Bestimmung des Gehaltes an Bernsteinsaureanhydrid in
Chargen von N,N‘“Bis(succinyloxy)-Pentamidin

Die Umstellung der Synthese brachte, wie in Kapitel 7.1.4 beschrieben, durch den Einsatz
eines groBeren Uberschusses an Bernsteinsdureanhydrid (30) mit sich, dass nicht reagiertes
Anhydrid 30 in den Produkten enthalten war. Es war notwendig, die enthaltene Menge an 30
guantifizieren zu kénnen, zum einen um eine geeignete Methode zur Aufarbeitung des
Rohproduktes entwickeln zu kénnen, zum anderen um die final verbleibende Menge an H
bestimmen und bewerten zu kénnen. Die Quantifizierung von 30 war diffizil, da die
Verbindung nicht chromatographisch mit den Ublichen, im Haus verfliigbaren Detektoren
bestimmt werden konnte. Zwar lieferte 30 ein UV-Signal bei einer Messwellenlange von
etwa 210 nm, mit dessen Hilfe eine Kalibriergerade bestimmt werden konnte, der
Linearitatskoeffizient fiel dabei sehr gut aus, obwohl es sich um eine zligig hydrolysierende
Verbindung handelte, allerdings lag der lineare Bereich oberhalb der auftretenden
Konzentrationen, so dass die Bestimmungsgrenze fiir die vorliegende Problemstellung zu
hoch lag.

Daher wurde eine Bestimmung mittels *H-NMR-Spektroskopie durchgefiihrt. Dabei wurden
die Signale des Pentamidins mit denen des Bernsteinsdureanhydrides verglichen. Das
Integral eines Signals im 'H-NMR Spektrum kann mit einem anderen Signal unter
Berlicksichtigung der Anzahl der Protonen, die das Signal erzeugen, ins Verhaltnis gesetzt
werden. Auf diesem Wege kann man die molaren Verhaltnisse der jeweiligen Komponenten
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errechnen. Optimalerweise verwendet man zwei Signale, die fir die gleiche Anzahl an
Protonen stehen, beispielsweise zwei Methylgruppen, die jeweils fiir drei Protonen stehen.
Weiterhin sollten keine sauren oder basischen Gruppen zum Vergleich herangezogen
werden, da deren integrierte Signale zu grof} (Protonierung) oder zu klein (Deprotonierung)
ausfallen kénnen. Abbildung 8.5 zeigt ein NMR Spektrum mit den relevanten, fir die
Auswertung herangezogenen Signalen. Die genaue Formel zur Berechnung des Gehaltes ist
in Kapitel 10.2 aufgefiihrt.
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Abbildung 8.5: 'H NMR-Spektren von Bernsteinsidureanhydrid (30) (oben, rot) und N,N“-
Bis(succinyloxy)-Pentamidin 43 (unten, blau). Die Kasten markieren die Protonen (jeweils vier), deren
Integrale fir die Auswertung herangezogen worden sind.

Ergebnisse und Diskussion

Durch die Optimierung der Aufarbeitung der Rohprodukte konnte der Gehalt an 30 in den
Chargen von 43, die fur die in vivo Versuche verwendet werden sollten, auf 1,9 + 0,1 %
(m/m) gesenkt werden. Ein Gehalt dieser GroRenordnung ist als unkritisch zu bewerten, da
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die Dosis, bei der 50 % der Versuchstiere versterben (LDso) bei oraler Einnahme von
Bernsteinsdaureanhydrid mit 1510 Milligramm pro Kilogramm Korpergewicht bei Ratten sehr
hoch liegt.”® Fur die angestrebten Dosierungen in den geplanten Versuchen wurde ein
Bereich erhalten von etwa 0,4 Promille der LDsg, was aus toxikologischer Sicht als unkritisch
betrachtet werden kann.

8.8 In vitro Charakterisierung von Pentamidin-Prodrugs mit
langerkettigen Dicarbonsaureestern

Im Rahmen dieser Arbeit wurden neben dem Bernsteinsdureester des Pentamidin
Diamidoxims 41 auch Ester langerer Carbonsauren synthetisiert und untersucht, genauer das
Glutarsaureesterderivat 44 und das Adipinsaureesterderivat 48. Die Ergebnisse der in vivo
Versuche mit diesen Verbindungen sind in Kapitel 9 zusammengestellt. Die in vitro Daten zu
diesen beiden Derivaten folgen in den nachfolgenden Abschnitten. Beide Verbindungen
wurden im Rahmen dieser Arbeit allerdings nicht so ausfuhrlich charakterisiert wie 43, da in
vitro Versuche wie unter anderem Caco-2 Zellexperimente mit diesen Verbindungen zur Zeit
von GABEL untersucht werden.™

8.8.1 Ergebnisse und Diskussion der in vitro Charakterisierung
von N,N“Bis(glutaryloxy)-Pentamidin

Flr das Glutarsaurederivat 44 wurde die Loslichkeit in Phosphatpuffern mit verschiedenen
pH-Werten bestimmt. Hierbei wurde analog zur Bestimmung der Lo6slichkeit von 43
vorgegangen. Es zeigte sich, dass die Loslichkeit von 44 zwar gut, jedoch leicht schlechter
ausfiel als bei dem hydrophileren Bernsteinsaurederivat 43. Die erhaltenen Loslichkeiten fur
44 in Phosphatpuffer pH 7,4 und 9,0 lagen bei 1,00 + 0,001 mg/mL respektive 5,59 + 0,001
mg/mL. Es war zu sehen, dass eine Verlangerung der Seitenkette und die damit
einhergehende Erhéhung der Lipophilie zu einer Reduktion der Wasserldslichkeit bei den
unterersuchten pH-Werten der Derivate fiihrt.

Weiterhin wurde die pH-Stabilitdit von 44 in Phosphatpuffern mit unterschiedlichen pH-
Werten untersucht. Das Vorgehen erfolgte wieder analog zu der Untersuchung bei 43. Hier
zeigte 44 eine deutlich hohere Stabilitdt, als das Bernsteinsdurederivat 43. Bei allen
untersuchten Bedingungen war das Derivat Uber den Untersuchungszeitraum von sechs
Stunden stabil. Am Ende der Untersuchungszeit wurden Gehalter von 85 bis 98 % gefunden.
Weiterhin als sehr interessant zu bewerten ist, dass 44 sein Stabilitdtsoptimum nicht im
Alkalischen, sondern im Sauren hat. So fand bei pH 9,0 die ausgepragteste Hydrolyse, mit 83
% 44 nach sechs Stunden, statt, wahrend bei pH 2,0 (ber den gesamten
Untersuchungszeitraum kein Abbau von 44 zu beobachten war. Glutarsdureester scheinen
daher keinen speziellen Schutz vor der Magensaure im Sinne einer msr Formulierung zu
bendtigen. In Abbildung 8.6 sind die Ergebnisse graphisch dargestellt.
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pH-abhangige Stabilitat von N,N'-
Bis(glutaryloxy)-Pentamidin in L6sung
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Abbildung 8.6: Die ermittelten Daten zur pH-Stabilitdt von N,N‘-Bis(glutaryloxy)-Pentamidin 44.

Zusammenfassend kann fir das Glutarsaurederivat 44 festgehalten werden, dass es zwar
eine verminderte Loslichkeit aufweist, im Vergleich zu dem Bernsteinsdurederivat 43 aber
deutlich stabiler in Losung (Phosphatpuffer, pH 2,0-9,0) ist. Sollte in einem nachfolgenden
Projekt ein stabilerer Ester notwendig sein, weil das Prodrug beispielsweise langsamer
aktiviert werden soll, ware ein Glutarsdureester sicherlich in Betracht zu ziehen.

8.8.2 Ergebnisse und Diskussion der in vitro Charakterisierung
von N,N‘“Bis(adipyloxy)-Pentamidin

Wahrend die physikochemischen Eigenschaften bei dem Bernsteinsdure- 43 und dem
Glutarsdurederivat 44 noch sehr dhnlich ausfielen, verhielt sich das Adipinsaurederivat 48
ganzlich anders. In der Synthese bildete sich zunachst ein Ethylester, weil Ethanol im
Reaktionsansatz vorhanden war. Das Produkt war weitestgehend l6slich in Alkoholen,
vermutlich auch auf Grund der Neigung zur Veresterung. Der Ester konnte NMR-
spektroskopisch nachgewiesen werden. Die Synthese wurde daraufhin in Aceton
durchgefiihrt, um ein Verestern der Verbindung mit Ethanol zu vermeiden. In einer daraus
resultierenden Charge fanden sich Methyl-Ester, nachdem die Probe fir die LC-MS
Untersuchung in Methanol gelést worden war. Die Reaktivitdt der Verbindung 48 ist also im
Gegensatz zu der von 43 und 44 sehr hoch. Weiterhin zeigte die Verbindung eine Neigung
zur Zyklisierung, wenn sie gelost vorlag. Die Oxadiazolbildung konnte mittel LC-MS
beobachtet werden. Auch bei der Lagerung einer hergestellten Charge trat eine deutliche
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Oxadiazolbildung auf. In Abbildung 8.7 ist das *H-NMR-Spektrum der Verbindung 48 nach
einer Lagerzeit von sechs Monaten dargestellt.

8.0 75 7.0 65 [ppm]

Abbildung 8.7: In rot (oben) dargestellt ist eine Probe aus einer Charge N,N‘-Bis(adipyloxy)-
Pentamidin 48 kurz nach der Herstellung. In blau (unten) eine Probe der selben Charge, allerding
nach sechs Monaten Lagerung bei Raumtemperatur, ohne weitere Behandlung (Licht- oder
Feuchtigkeitsausschluss). Deutlich zu erkennen ist die massive Zunahme der Signale des
Nebenproduktes, einem Ringschlussderivat, die bei etwa 7,1 und 7,9 ppm im Aromatenbereich zu
erkennen sind.

Fiir das Adipinsaurederivat 48 kann zusammengefasst werden, dass die chemische Stabilitat
der der anderen untersuchten Derivate unterlegen ist. Zwar wurden die Loslichkeit und die
pH-Stabilitdat im Rahmen dieser Arbeit nicht bestimmt, allerdings konnte gezeigt werden,
dass 48 den anderen beiden Derivaten 43 und 44 auch in vivo (unterlegen ist (siehe Kapitel
9).
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9 Untersuchungen der Pentamidin-
Prodrugs in vivo

9.1 Untersuchungen der oralen Bioverfiigbarkeit

Die Untersuchung der oralen Bioverfiigbarkeit von Pentamidin-Prodrugs in vivo ist ein
zentraler Aspekt zahlreicher Arbeiten im Arbeitskreis, da letzten Endes die exakte Situation
im Tier nicht in vitro simuliert werden kann und daher nur ein Tierversuch eine valide
Aussage Uber die Qualitat und den Erfolg eines Prodrugprinzipes liefern kann. Das etablierte
Prodrugkonzept des (Di)Amidoxims mit weiterer O-Acylierung hat sich bereits fir den
Wirkstoff Pentamidin (15) bewahrt. Es konnte eine Aktivierung in vitro und in vivo gezeigt
werden (siehe Abschnitte 1.1.2.2 und 1.4). Auch im Rahmen des Projektes, in dem diese
Arbeit entstand, wurden fir Pentamidin-Prodrugs orale Bioverfligbarkeitsstudien
durchgefiihrt. Gupp designte die Studien, bei denen erstmalig fiir diese Pentamidin-Prodrugs
eine magensaftresistente Formulierung verwendet wurde. Die Daten werden im Rahmen
ihrer Dissertation veroffentlicht.”

9.2 Untersuchungen der Wirksamkeit im Mausmodell

Fiir die neuen Pentamidin-Prodrugs 43, 44 und 48 war teilweise bereits im Tierversuch eine
orale Bioverfligbarkeit gezeigt worden.'® Das Derivat 43 wurde Ratten oral verabreicht, und
die Tiere wurden nach sechs Stunden getotet. Es wurden Organe (Gehirn, Herz, Leber,
Lunge, Milz und Nieren) entnommen, um den Pentamidingehalt in den jeweiligen Gewebe
zu bestimmen. 15 weist eine schnelle Verteilung aus dem Blut in die Gewebe auf, so dass bei
einer Bioverfligbarkeitsstudie nicht die Plasmakonzentration als Mall fir die
Bioverfligbarkeit herangezogen werden konnte.”* Es zeigte sich in der von KOTTHAUS
publizierten Studie, dass 43 eine moderate bis sehr gute orale Bioverfligbarkeit in den
untersuchten Geweben aufwies. Diese Daten sind aber keine oralen Bioverfligbarkeiten im
herkémmlichen Sinn, da die Verteilung des Wirkstoffes Pentamidin in den Organen nach
Applikation eines Prodrugs anders ausfallt als nach i.v. Gabe von 15 selbst. Die Prodrugs
werden in der Leber aktiviert, und daher finden sich dort beispielsweise hohere
Wirkstoffkonzentrationen als nach iv. Gabe von 15. Die so erhaltenen Organ-
Bioverfigbarkeiten fiir die Leber fielen dementsprechend hoch aus (98 %). ** Entscheidender
als die Bestimmung der exakten Bioverfligbarkeit der Prodrugs nach oraler Applikation ist
allerdings das therapeutische Potential, also die Frage, ob fiir eine Therapie ausreichend
hohe Wirkstoffspiegel in Plasma oder den Organen erreicht werden. Die erhaltenen
Konzentrationen in den Geweben wurden daher mit den literaturbekannten
halbinhibitorische Konzentrationen (ICsg) Werten fir Trypanosomen und Leishmanien
verglichen. Daraus ergaben
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sich theoretisch ausreichende Wirkspiegel fur alle Organe.™ Allerdings waren die im Gehirn
gefundenen Spiegel die niedrigsten. Eine ZNS-Gangigkeit ist fuir 15 nicht gegeben. Daher wird
15 auch nur in der ersten Phase der HAT gegeben. Eine Wirksamkeit im ZNS koénnte also
erreicht werden, wenn das Prodrug die Bioverfligbarkeit im Gehirn erhéht. Die Wirksamkeit
der Prodrugs sollte im Rahmen dieser Arbeit in Trypanosomeninfektions-Mausmodellen
untersucht werden. Dabei lag das besondere Interesse auf dem Modell fiir die zweite Phase
der HAT, weil in diesem Modell die Wirksamkeit der untersuchten Verbindungen im ZNS
gezeigt werden kann.

9.2.1 Untersuchungen der Wirksamkeit im Mausmodell zur
Simulation der Akutphase der Schlafkrankheit

Das STIB900 Modell diente der Simulation der akuten Phase der HAT. Mause wurden mit
einem in vitro kultivierbaren Stamm von T. b. rhodesiense infiziert und dann mit einem der
zu untersuchenden Prodrugs oder mit 15 behandelt. Es wurden die Dicarbonsdureprodrugs
N,N’-Bis(succinyloxy)-Pentamidin 43, N,N’-Bis(glutaryloxy)-Pentamidin 44 und N,N’-
Bis(adipyloxy)-Pentamidin 48 verwendet. Das Blut der behandelten Mause wurde taglich auf
Parasiten hin untersucht. Gab es einen Parasitenbefund (Relaps), wurde der Zeitpunkt
notiert und die Maus getotet. Mause, die binnen 60 Tagen keinen Befund aufwiesen, galten
als geheilt und wurden ebenfalls getotet. Die Untersuchungen wurden in vier Durchgangen,
also an vier verschiedenen Infektionstagen durchgefiihrt, und es gab jeweils eine
Kontrollgruppe ohne pharmakologische Intervention. Die Verumtiere erhielten an vier
aufeinander folgenden Tagen kurz nach der Infektion den zu testenden Arzneistoff. Die
Pentamidin-Prodrugs wurden in Dosierungen von 50 beziehungsweise 100 mg pro
Kilogramm Korpergewicht p.o. verabreicht, 15 als Kontrolle i.v. in einer Dosierung von 15 mg
pro Kilogramm Korpergewicht. 43 wurde aulRerdem ebenfalls i.v. in Dosierungen von finf,
zehn und 15 mg pro Kilogramm Koérpergewicht appliziert. 43 wurde bereits im Vergleich zu
anderen Prodrugkonzepten des Pentamidins auf seine orale Bioverfiigbarkeit hin untersucht
und hatte sich im Rattenmodell als besonders geeignet erwiesen. 43 hatte in vitro eine
Uberlegene Stabilitat im Vergleich zu 43 gezeigt (siehe Abschnitt 8.8.1), war aber noch nicht
in einer Bioverflgbarkeitsstudie getestet worden. Es bestand daher die Hoffnung, dass mehr
Substanz aufgenommen und nicht prasystemisch durch Esterasen oder chemische Hydrolyse
gespalten wiirde. Auch eine verlangerte Zirkulationszeit des Prodrugs im Blut kdnnte
vorteilhaft sein, da so mehr Prodrug ins ZNS gelangen kdnnte. Eine weitere Verlangerung der
Seitenkette filihrte zu Adipinsdurederivat 48, das ebenfalls noch nicht in einer
Bioverfligbarkeitsstudie untersucht wurde. Es zeigte in vitro allerding eine geringere
Stabilitdt (siehe Abschnitt 8.8.2). Dennoch bestand die Hoffnung, dass Uber einen
Transporter oder alleine durch die erhéhte Lipophilie der Verbindung eine Verbesserung der
oralen Bioverflugbarkeit erzielt werden konnte. Fir eine genaue Beschreibung des
Experimentes siehe auch Abschnitt 10.3.
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9.2.1.1 Ergebnisse des Modells zur Simulation der akuten Phase
der Schlafkrankheit

In Tabelle 9.1 sind die Ergebnisse der Testung im Akutmodell STIB90O der HAT dargestellt.

Tabelle 9.1: Ergebnisse des STIB900 Modells fiir die Behandlung von Mausen mit
Pentamidindiiestionat (16), N,N‘-Bis(succinyloxy)-Pentamidin 43, N,N‘-Bis(glutaryloxy)-Pentamidin 44
und N,N‘-Bis(adipyloxy)-Pentamidin 48.

Tiere Mittlerer Mittlere

Arzneistoff Dosis Applikationsweg  geheilt/Relaps Zeitpunkt Uberlebensdau

[mg/kg KG] des Relaps er [d]

[d]

Infektionsdatum 1: 04.01.2012
Kontrolle 1 - - 0/4 - 11
43 5 iv. 2/4 24.5 43
43 10 iv. 2/4 24.5 45
43 15 iv. 2/4 24.5 49,5
Infektionsdatum 2: 12.04.2012
Kontrolle 2 - - 0/4 - 10
16 15 iv. 4/4 - 60
43 50 p.o. 0/4 17 18
43 100 p.o. 4/4 - 60
Infektionsdatum 3:29.11.2013
Kontrolle 3 - - 0/4 - 10
44 50 p.o. 0/4 13 16,25
44 100 p.o. 2/3* 14 45,5
Infektionsdatum 4: 24.01.2014
Kontrolle 4 - - 0/4 - 10
48 50 p.o. 0/4 10,25 7
48 100 p.o. 0/4 11 13

*Ein Tier verstarb ohne erkennbaren Grund und wurde nicht weiter bericksichtigt.

Fiir das Bernsteinsdurederivat 43 konnte nach dem Beweis der oralen Bioverfligbarkeit in
der Ratte jetzt im Rahmen dieser Arbeit eine Wirksamkeit im Mausmodell gegen den T. b.
rhodesiense Stamm STIB900 gezeigt werden. Zuerst (Infektionsdatum 04.01.2012) wurde 43
i.v. appliziert, um zu testen, ob die Mause 43 tolerieren und es ein Ansprechen auf die
Therapie gibt. Die niedrig gewahlte Dosierung von flinf, zehn und 15 mg pro Kilogramm
Kérpergewicht wurde gut vertragen und verlingerte die mittlerer Uberlebenszeit von zehn
Tagen bei der Kontrollgruppe auf 43 bis 49,5 Tage bei den Kohorten, die 43 erhielten. Es
konnten jeweils zwei von vier Versuchstiere geheilt werden, die beiden Mause, die einen
Relaps erlitten, zeigten diesen relativ spat, verglichen mit den Kontrolltieren, nach etwa 25
Tagen.

Im nachfolgenden Versuch mit dem Infektionsdatum 12.04.2012 wurde 43 p.o. appliziert
und gegen Pentamidindiisetionat (16) getestet. 15 mg pro Kilogrammm Korpergewicht von
16 i.v. injiziert waren ausreichend, um alle vier Versuchstiere einer Kohorte zu heilen, und

erzeugten somit eine mittlere Uberlebensdauer von 60 Tagen. Die orale Applikation von 43
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war sehr erfolgreich. Es konnte mit 50 mg pro Kilogramm Kérpergewicht zwar noch kein Tier
geheilt werden, eine Steigerung der Dosis auf 100 mg pro Kilogramm Koérpergewicht reichte
aber aus, um alle Versuchstiere zu heilen.

Die Testung von 44, dem Glutarsaurederivat, erfolgte bei den Versuchen mit dem
Infektionsdatum 29.11.2013. 44 wurde p.o. appliziert. Eine Heilung der Mause konnten
ebenfalls erreicht, allerdings wieder nur bei der hoéheren Dosierung von 100 mg pro
Kilogramm Korpergewicht. Bei dieser Dosierung wurden zwei von drei Mause geheilt (das
vierte Tier war ohne erkennbaren Grund verstorben). Die mittlere Uberlebensdauer lag bei
45,5 Tagen, das dritte Tier wies nach 14 Tagen einen Relaps auf. Bei einer niedrigeren
Dosierung von 50 mg pro Kilogramm Korpergewicht wurde kein Tier geheilt; verglichen mit
der Kontrollgruppe wurde aber eine leichte Erhdhung der mittleren Uberlebensdauer auf
16,5 Tage erzielt. Damit lag die Uberlebensdauer der M&use nach Gabe von 44 bei der
niedrigeren Dosierung in etwa im Bereich von 43 (18 Tage).

Die p.o. Gabe von 48 wurde in den Gruppen mit dem Infektionsdatum 24.01.2014
untersucht. Es konnte kein Versuchstier geheilt werden. Auch eine héhere Dosierung von
100 mg pro Kilogramm Korpergewicht zeigte keinen Therapieerfolg. Die durchschnittliche
Uberlebensdauer lag bei sieben Tagen fiir die niedrigere Dosierung und zehn Tagen fiir die
hohere. Damit konnte gegenliber der Kontrollgruppe keine relevante Verbesserung erzielt
werden.

9.2.1.2 Diskussion der Ergebnisse des Modells zur Simulation der
akuten Phase der Schlafkrankheit

Die therapeutische Potenz des Bernsteinsdurederivats 43 konnte im STIB900 Modell gezeigt
werden. Mit einer ausreichend hohen Dosierung gelang es — analog zur Pentamidin-
Kontrollgruppe — alle Versuchstiere zu heilen. Auch die niedrigere Dosierung zeigte einen
deutlichen Einfluss auf die mittlere Uberlebensdauer. Diese konnte etwa verdoppelt werden.
Dennoch erlitten alle Tiere einen Relaps, da die applizierte Dosis des Prodrugs nicht
ausgereicht haben kénnte, um die Parasiten vollstandig abzutoten. Mit 43 steht ein oral
bioverfligbares Pentamidin-Prodrug zur Verfligung, dessen hervorragende Wirksamkeit im
Tiermodell gezeigt werden konnten. Eine oral applizierbare Arzneiform bietet in Landern, in
denen die HAT vorkommt, immense Vorteile. Die HAT tritt vorzugsweise in landlichen
Regionen auf, in denen die medizinische Versorgung teilweise sehr eingeschrankt ist. Eine
orale Arzneiform ist wiinschenswert, da die Behandlung der Betroffenen stark vereinfacht
wirde und schon friihzeitig erfolgen kdnnte.

Die Verlangerung der Seitenkette um eine C-Einheit brachte eine Erhohung der Stabilitat
(siehe Abschnitt 8.8.1), wie es urspriinglich erhofft wurde. Auch die Lipophilie der Derivate
wurde erhoht (Verlangerung der Retentionszeit, HPLC), was zu einer Verbesserung der
Permeabilitat fihren konnte. Der Ansatz, dass ein stabilerer und lipophilerer Ester zu einer
besseren Bioverfiigbarkeit fliihren konnte, weil ein geringerer Anteil der Verbindung
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9 Untersuchungen der Pentamidin-Prodrugs in vivo

prasystemisch gespalten wiirde, konnte in dieser Arbeit, also im Dabigatran- und
Pentamidin-Teilprojekt nicht bestatigt werden (siehe auch Abschnitt 5.3.2.5). Das um eine C-
Einheit verlangerte Glutarsdaurederivat 44 zeigte einen geringen Effekt im STIB900 Modell. In
der niedrigeren Dosierung konnte die Applikation von 44 die mittlere Uberlebenszeit auf
etwa das Eineinhalbfache der Kontrollgruppe verlangern. In der héheren Dosierung wurden
zwei von drei Tieren (ein Tier verstarb ohne erkennbaren Grund) geheilt. Die mittlere
Uberlebensdauer wurde, verglichen mit der Kontrollgruppe, um den Faktor viereinhalb
erhoht. Um das therapeutische Potential abschlieRend bewerten zu kénnen, misste noch
eine weitere Erhohung der Dosierung erfolgen, weil die erhaltenen Ergebnisse auf eine
Dosisabhangigkeit schlieen lassen. Der erhaltene Effekt konnte von der niedrigen Dosis zur
hohen Dosis deutlich gesteigert werden. Die Verdopplung der Dosis an 44 hatte eine
Verlangerung der mittleren Uberlebensdauer um den Faktor drei zur Folge und es wurden
zwei Tiere vollstandig kuriert, wahrend bei der niedrigen Dosierung alle Tiere einen Relaps
aufwiesen. Daher liegt es nahe, dass eine vollstandige Heilung der Tiere mit einer hoheren
Dosis erzielt werden kénnte.

Das um zwei C-Einheiten verlangerte Adipinsdaurederivat 48 erzielte keinen therapeutischen
Effekt im Mausmodell. Auch ein pharmakodynamischer Unterschied zwischen den
Dosierungen blieb aus, so dass festgehalten werden kann, dass ein mit Adipinsdure
verestertes Diamidoxim fiir 15 kein geeignetes Prodrugkonzept darstellt. Versuche mit
hoheren Dosierungen von 48 erschienen wenig sinnvoll, da in den beiden bereits getesteten
Dosierungen jeweils kein Effekt erzielt werden konnte. Daher scheint die Bioverfligbarkeit
generell das Problem zu sein und nicht eine zu niedrig gewahlte Dosierung.

9.2.2 Untersuchungen der Wirksamkeit im Mausmodell zur
Simulation der chronischen Phase der Schlafkrankheit

Im GRV35 Mausmodell kann die chronische Phase der HAT simuliert werden. Hierzu lasst
man im Gegensatz zum STIB900 Modell, bei dem die Therapie kurz nach der Infektion des
Versuchtieres beginnt, nach der Infektion drei Wochen verstreichen, damit der Erreger, ein
T. b. brucei Stamm, in das ZNS einwandern kann. Es wurden finf Tiere pro Kohorte
verwendet. Auch die Kontrollgruppe wurde behandelt, sie erhélt das Bisamidin-Derivat
Diminazen. Diminazen totet alle Parasiten im Blut der infizierten Versuchstiere ab, weist
aber keine Bioverfligbarkeit im ZNS auf, da es nicht in der Lage ist, die Bluthirnschranke zu
Uberwinden. Lasst der pharmakologische Effekt nach, kénnen im ZNS lokalisierte Erreger
zuriick ins Blut einwandern und sich dort erneut vermehren, so dass es bei den
Blutuntersuchungen zu einem Relaps kommt. Fiir die Testungen im GRV35 Modell sollten
nur Verbindungen verwendet werden, die ihr pharmakotherapeutisches Potential bereits im
STIB900 akut Modell bewiesen hatten. Eine Wirksamkeit im Akutmodell ist die
Voraussetzung, da die erreichten Gewebsspiegel der Therapeutika vor allem bei stark
hydrophilen Verbindungen wie den Bisamidin-Derivaten im ZNS in der Regel geringer
ausfallen als in der Peripherie. Das GRV35 Modell ist aufwendiger durchzufiihren als das
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9 Untersuchungen der Pentamidin-Prodrugs in vivo

STIB900 Modell, da die Infektionsphase langer andauert und die Beobachtungsphase nach
der Therapie auch langer ausfallt (180 Tage). Daher wurde fiir die im Rahmen dieser Arbeit
synthetisierten Verbindungen nur das Succinyl-Derivat 43 getestet, da es das einzige der
getesteten Derivate war, das im STIB900 Modell zu einer Heilung bei allen Versuchstieren
flhrte. Die genauen Versuchsbedingungen sind in Kapitel 10.3. zusammengefasst.

9.2.2.1 Ergebnisse des Modells zur Simulation der chronischen
Phase der Schlafkrankheit

Es wurden drei Kohorten mit je finf Tieren untersucht. Die Kontrollkohorte erhielt einmalig
40 mg pro Kilogramm Koépergewicht Diminazen intraperitoneal appliziert. Eine Gruppe
erhielt einmalig 40 mg pro Kilogramm Kopergewicht Diminazen intraperitoneal appliziert
und finf Dosen 43 zu je 15 mg je Kilogramm Korpergewicht i.v. appliziert. Eine weitere
Kohorte wurde ausschlielRlich mit 43 zu je 15 mg je Kilogramm Kdrpergewicht (i.v. appliziert)
behandelt. Die Ergebnisse dieses Experimentes sind in Tabelle 9.2 zusammengestellt.

Tabelle 9.2: Zusammenfassung der Ergebnisse des GVR35 Mausmodells mit N,N‘-Bis(succinyloxy)-
Pentamidin 43.

Mittlerer Mittlere

Arzneistoff Behandlungs- Dosis Applikations- Tiere Zeitpunkt  Uberlebensdauer

tage [mg/kg] weg geheilt/Relaps des [d]

Relaps[d]

Diminazen 1 40 i.p. 0/5 41 42,2

Diminazen 1 40 i.p. 0/5 55 44,6

und 43 5 15 iv.
43 5 15 i.v. 0/5 44,2 46,6

Bei allen untersuchten Tieren wurde ein Relaps gefunden. Die Therapie mit 15 mg 43 i.v.
ohne zusétzliche Verabreichung von Diminazen zeigte die lingste mittlere Uberlebensdauer.
Allerdings waren die Unterschiede in den mittleren Uberlebenszeiten sehr gering, 42-46
Tage, so dass sie auch durch Schwankungen verursacht worden sein konnten.
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9 Untersuchungen der Pentamidin-Prodrugs in vivo

9.2.1.2 Diskussion der Ergebnisse des Modells zur Simulation der
chronischen Phase der Schlafkrankheit

Es konnte im GRV35 Modell durch die Applikation von 43 keine Verbesserung gegeniiber der
Kontrollgruppe erzielt werden, das heiRft, unter den gegebenen Bedingungen wurde kein
ausreichender Gewebespiegel im ZNS erreicht, um die dorthin eingewanderten Parasiten
abzutoten. Allerdings wurde 43, dem Standardprotokoll folgend, i.v. und in einer relativ
niedrigen Dosierung verabreicht. Schon im STIBO900O Modell hatte diese Dosierung i.v. nur
einen maRigen Therapieerfolg (zwei von vier Mausen wurden geheilt) gezeigt. Die orale
Applikation einer hoheren Dosis fiihrte allerdings im STIB900 Modell zur vollstiandigen
Heilung der Versuchstiere. In vorhergegangenen Untersuchungen des Arbeitskreises konnte
bereits die orale Bioberfigbarkeit von 43 gezeigt werden.'® Auch die daraus resultierenden
Plasma- und Gewebespiegel das aktiven Prinzipes Pentamidin (15) wurden hinreichend
untersucht. Bei den Untersuchungen wurde stets auch im Gehirn 15 gefunden.13 Daher
erscheint es ratsam, die Versuche mit 43 im GRV35 Modell fortzufiihren. Es sollte eine
Kohorte untersucht werden, der 43 p.o. in einer hohen Dosis (100 mg pro Kilogramm
Korpergewicht oder mehr) appliziert wird. Die in Kapitel 8.6 beschriebene rasche Aktivierung
des Prodrugs zu 15 kdnnte in diesem Falle allerdings hinderlich sein, da 15 selbst nicht oder
nur in sehr geringem Ausmal’ in der Lage ist, die Bluthirnschranke zu passieren. Es konnte
sein, dass das Prodrug 43 zu schnell aktiviert wird und somit fiir die Behandlung der zweiten
Phase der HAT ungeeignet ist. Um diese Fragestellungen abschlieBend beantworten zu
konnen, missen aber sicherlich noch weitergehende Experimente durchgefiihrt werden.
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10 Experimenteller Teil des Pentamidin-

Teilprojektes
10.1 Synthesen
10.1.1 Gerdte und Materialien

Die verwendeten Gerate und Materialien entsprechen denen aus dem Dabigatran-
Teilprojekt und sind im Abschnitt 6.1.1 aufgefihrt.

10.1.2 Synthesevorschriften
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10 Experimenteller Teil des Pentamidin-Teilprojektes

4,4'-Pentamethylendioxy-di-benzonitril (41):

In Anlehnung an CLEMENT, AsHLEY und GRomyko®™ ** **

Pentamidin Dinitril

o/\/\/\o

4-Hydroxybenzonitril (40) (5 g, 41,98 mmol) wurde unter heftigem Riihren portionsweise zu
einer Losung aus Natriumhydrid (1,7 g, 1 eq) in 50 ml auf 0°C gekiihltem DMF gegeben. Die
Losung wurde auf 80°C erhitzt, es wurden eine Spatelspitze Kaliumiodid und anschlieRend
1,5-Dibrompentan (4,02 g, 17,49 mmol, 0,45 Eq) zugegeben. Die erhaltene Losung wurde
vier Stunden bei 80°C gerihrt. Der Reaktionsfortschritt wurde
diinnschichtchromatographisch verfolgt. AnschlieBend wurde der noch heille Ansatz auf 200
ml Wasser hydrolysiert, und das ausfallende Produkt wurde mittels Filtration separiert, mit
Wasser und eiskaltem Ethanol gewaschen und abschlieBend aus Ethanol umkristallisiert. 41
wurde in Form von farblosen Nadeln erhalten.

Ausbeute: 4,93 g, (92 %)

a - Z, -Ug):
(a) 'H-NMR (300 MHz, DMSO-d,)

8/ppm = 1,49-1,58 (m, 2H, -CH,-CH,-CH,-), 1,74-1,81 (m, 4H, -CH,-CH,-CH,-), 4,08 (t, >/ = 6,4
Hz, 4H, 2x -O-CH,-), 7,09 (d, 3/ = 9,00 Hz, 4H, ArH), 7,75 (d, 3/ = 9,00 Hz, 4H, ArH).

(b) MS (ESI):

m/z (%) = 329 [M+Na]" (100), 307 [M+H]" (29)
Ci9H1gN,0, Mg =306,14

(c) Elementaranalyse:

Berechnet: C74,49 H 5,92 N 9,14
Gefunden: C74,32 H 6,07 N 9,12
(d) Schmelzpunkt:

112,6 °C
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10 Experimenteller Teil des Pentamidin-Teilprojektes

N’-(Hydroxy)-4-((5-(4-cyanophenoxy)pentyl)oxy)benzamidin 49:

In Anlehnung an CLEMENT®®

Amidoximnitril Pentamidin

H,N

NC /©/\\N,0H

Pentamidin Dinitril (41) (4 g, 13,05 mmol) und Hydroxylamin (0,431 g, 1 eq, 13,05 mmol)
wurden in 75 ml Ethanol/Wasser (9+1) etwa sieben Stunden unter Rickfluss erhitzt, bis sich
ein weilRer Niederschlag gebildet hat. Nach vollstandigem der Reaktionslosung Erkalten
wurde der Niederschlag abfiltriert und sdulenchromatographisch (Kieselgel, DCM/MeOH
9+1) aufgereinigt. 41 wird als weiRer Feststoff erhalten.

Ausbeute: 1,55 g, (35 %)

(a) *H-NMR (300 MHz, DMSO-dj):

8/ppm = 1,51-1,61 (m, 2H, -CH,-CH,-CH,-), 1,73-1,82 (m, 4H, -CH,-CH,-CH,-), 4,00 (t, *J= 6,4
Hz, 2H, -O-CH5-), 4,08 (t, )= 6,4 Hz, 2H, -O-CH,-Ar-CN), 5,72 (b s, 2H, -NH,), 6,91 (d, 3/ = 8,9
Hz, 2H, Ar-Ar,H-Ar,H-Ar-C(NH,)NOH), 7,10 (d, %/ = 8,9 Hz, 2H, Ar-Ar,H-Ar,H-Ar-CN), 7,58 (d, J
= 8,9 Hz, 2H, Ar-Ar,H-Ar,H-Ar-C(NH,)NOH), 7,75 (d, >J = 8,9 Hz, 2H, Ar-Ar,H-Ar,H-Ar-CN), 9,42
(s, 1H, -OH).

(b) MS (ESI):
m/z (%) = 340 [M+H]" (100), 322 [M-H,0]" (9), 381 (3)

C19H21N303 Mg = 339,16 g/mol
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10 Experimenteller Teil des Pentamidin-Teilprojektes

N’-((tert-Butoxycarbonyl)oxy)-4-((5-(4-cyanophenoxy)pentyl)oxy)benzamidin (50):

OBoc-Amidoximnitril Pentamidin

NH,
NC X, O O
VK
TL !
o/\/\/\o

Amidoximnitril Pentamidin 49 (1,0 g, 2,95 mmol) und Di-tert-Butyldicarbonat (0,71 g, 1,1 eq,
3,25 mmol) wurden mit einer Spatelspitze Isoquinolin in 50 ml Chloroform bei
Raumtemperatur gertihrt. Es erfolgte eine DC Kontrolle (DCM/MeQOH 95+5), bei der die
Abnahme von 49 Uberprift wurde. Nach zirka drei Tagen war 49 nahezu vollstandig
umgesetzt. Das Losungsmittel wurde unter Vakuum entfernt, der Riickstand wurde in wenig
Dichlormethan aufgenommen und die erhaltene Losung sdulenchromatographisch
aufgereinigt (DCM/MeOH 95+5). Die Zielverbindung 50 wurde als weiRer Feststoff erhalten.
AbschlieBend wurde unter Hochvakuum getrocknet.

Ausbeute: 1,17 g, (90 %)
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10 Experimenteller Teil des Pentamidin-Teilprojektes

(a) *H-NMR (300 MHz, DMSO-dj):

8/ppm = 1,47 (s, 9H, 2x O-C(CHs)s), 1,51-1,61 (m, 2H, -CH,-CH,-CH,-), 1,73-1,82 (m, 4H, -CH,-
CH,-CH,-), 4,03 (t, 3J= 6,4 Hz, 2H, CH,-O-Ar-Ar,H-Ar,H-Ar-C(NH,)NOR), 4,09 (t, 3J= 6,4 Hz, 2H,
NC-Ar-Ar,H-Ar,H-Ar-O-CH,-) 6,59 (bs, 2H,-NH,), 6,96 (d, >/ = 8,9 Hz, 2H, O-Ar-Ar,H-Ar,H-Ar-
C(NH,)NOR), 7,10 (d, 3J = 9,0 Hz, 2H, NC-Ar-Ar,H-Ar,H-Ar-0-), 7,62 (d, °J = 8,9 Hz, 2H, O-Ar-
Ar,H-Ar,H-Ar-C(NH,)NOR), 7,75 (d, 3J = 9,0 Hz, 2H, NC-Ar-Ar,H-Ar,H-Ar-0-).

(b) *C-NMR (75 MHz, DMSO-dj):

8/ppm = 22,1 (1C, -CH,-CH,-CH,-), 27,5 (3C, C(CHs)3), 28,1 (1C, NC-Ar-O-CH,-CH,-), 28,2 (1C,
CH,-CH,-0-Ar- C(NH,)NOR), 67,5 (1C, CH,-CH,-O-Ar- C(NH,)NOR), 68,0 (1C, NC-Ar-O-CH,-CH,-
), 81,5 (1C, C(CHs)s), 102,6 (1C, NC-Ar-Ar,H-Ar,H-Ar-0-), 114,2 (2C, O-Ar-Ar,H-Ar,H-Ar-
C(NH,)NOR), 115,5 (2C, NC-Ar-Ar,H-Ar,H-Ar-0-), 119,0 (1C, NC-Ar-), 123,6 (1C, Ar,H-Ar-
C(NH,)NOR), 128,0 (2C, Ar,H-Ar-C(NH,)NOR), 134,2 (2C, NC-Ar-Ar,H-Ar,H-), 151,8 (1C, O-CO-
0), 155,6 (1C, -C(NH,)NOR), 160,3 (1C, -CH,-O-Ar- Ar,H-Ar,H-Ar-C(NH,)NOR), 162,2 (1C, NC-
Ar-Ar,H-Ar,H-Ar-).

(c) MS (ESI):

m/z (%) = 440 [M+H]" (100), 382 (27), 340 [M-CsHg0,]. (21), 322 [M-CsHgO,-H,0]" (18), 462
[M+Na]* (10) 478 [M+K]" (2)

CyaHy9N3Os Mg =439,21
(d) Schmelzpunkt:
144,1°C

(e) IR:

v (cm™) = 3497, 3344, 2940, 2868, 2226, 1742, 1619, 1606, 1508, 1252, 1155, 1022, 835, 782.
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10 Experimenteller Teil des Pentamidin-Teilprojektes

N’-(Hydroxy)-4-((5-(4-amidinophenoxy)pentyl)oxy)benzamidin 51:

Amidinamidoxim Pentamidin

NH, NH,
X, OH

0/\/\/\0

Ogoc-Amidoximnitril Pentamidin 50 (0,750 g, 1,71 mmol) wurde bei 0°C portionsweise in ein
zuvor mit getrocknetem Chlorwasserstoffgas gesattigtes Gemisch aus 35 mL absolutiertem
Ethanol und 15 mL vorgetrocknetem Chloroform gegeben. Das Begasen mit Chlorwasserstoff
wurde fir weitere 15 Minuten fortgesetzt, um sicherzustellen, dass 50 quantitativ in das
Ethylimidat Gberfiihrt wurde. Danach wurde das Eisbad entfernt, der Ansatz fiir die Dauer
von finf Stunden bei Raumtemperatur gerihrt und Gber Nacht im Kiihlschrank stehen
gelassen. Das Losungsmittel wurde vorsichtig entfernt, und der Rickstand, ein gelblich bis
grinlichgelbes Ol, wurde zwei Stunden am Olpumpenvakuum getrocknet. Wahrend der
Trocknung des Rickstandes wurden 50 mL abs. Ethanol mit trockenem Ammoniakgas
gesattigt. Die ethanolische Ammoniaklésung wurde unter Eiskiihlung und heftigem Rihren
zu dem Imidat gegeben und fiir etwa 30 Minuten geriihrt, bis schlieBlich das Eisbad entfernt
wurde und der Ansatz weitere zwei Stunden bei Raumtemperatur rithren gelassen wurde. Es
bildete sich ein weilRer Niederschlag, der abfiltriert, mit auf 0°C vorgekiihltem Ethanol
gewaschen und schlieBlich unter Vakuum getrocknet wurde.

Ausbeute: 0,457 g, (75 %)
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(a) *H-NMR (300 MHz, DMSO-dj):

8/ppm = 1,52-1,62 (m, 2H, -CH,-CH,-CH,-), 1,75-1,85 (m, 4H, -CH,-CH,-CH,-), 4,02 (t, 3J= 6,4
Hz, 2H, CH,-O-Ar-Ar,H-Ar,H-Ar-C(NH,)NOH), 4,12 (t, 3J= 6,4 Hz, 2H, H,N(H, N)C-Ar-Ar,H-
ArH-Ar-O-CH,) 5,90 (b s, 2H, C(NOH)-NH,), 6,92 (d, 3J = 8,9 Hz, 2H, O-Ar-Ar,H-Ar,H-Ar-
C(NH,)NOH), 7,15 (d, 3J = 9,0 Hz, 2H, H,N(H,"N)C-Ar-Ar,H-Ar,H-Ar-0-), 7,59 (d, 3J = 8,9 Hz,
2H, O-Ar-Ar,H-Ar,H-Ar-C(NH,)NOH), 7,84 (d, 3J = 9,0 Hz, 2H, H,N(H,"N)C-Ar-Ar,H-Ar,H-Ar-0-),
8,98 & 9,21 (2x b's, 4 H, H,N(H,*N)-C-Ar), 9,54 (bs, 1 H, -OH).

(c) MS (ESI):
m/z (%) = 357 [M+H]" (100), 379 [M+Na]" (37)

C19H24N4O3 MR = 356,19
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4,4'-Pentamethylendioxy-di-(N-hydroxy)benzamidin (42):

In Anlehnung an CLEMENT®®

Pentamidin Diamidoxim

NH, NH,
HO. —~ X .OH
N

0/\/\/\0

Pentamidin Dinitril 41 (4 g, 13,05 mmol) und Hydroxylamin (4,31 g, 10 Eq, 130,5 mmol)
wurden in 75 ml Ethanol/Wasser (9+1) flir acht Stunden unter Ruckfluss erhitzt. Die Reaktion
wurde erhitzt, bis sich ein weiller Niederschlag gebildet hat. Nach vollstandigem Erkalten der
Reaktionslésung wurde der Niederschlag abfiltriert und mit Wasser und kaltem Ethanol
gewaschen. AnschlieBend wurde das Rohprodukt dreimal aus Ethanol und final aus
Methanol umkristallisiert. Der erhaltene weille Feststoff wurde abschlieBend 24 Stunden am
Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 3,16 g, (65 %)
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(a) *H-NMR (DMSO-dp):

8/ppm = 1,51-1,61 (M, 2H, -CH,-CH,-CHy-), 1,73-1,82 (m, 4H, -CH-CH-CHy-), 4,01 (t, *J= 6,4
Hz, 4H, 2x -0-CHy-), 5,69 (b s, 4H, 2x -NH,), 6,91 (d, °J = 8,9 Hz, 4H, 2x Ar,H), 7,58 (d, °J = 8,9
Hz, 4H, 2x Ar,H), 9,42 (s, 2H, 2x -OH).

(b) MS (ESI):

m/z (%) = 373 [M+H]" (100), 395 [M+Na]" (23)
CioH2aN4O4  Mp=372,18

(c) Elementaranalyse:

Berechnet: C61,28 H 6,50 N 15,04
Gefunden:  C61,36 H 6,38 N 14,70
(d) Schmelzpunkt:

156,4 °C

(e) HPLC:

98,0%
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10 Experimenteller Teil des Pentamidin-Teilprojektes

4,4'-Pentamethylendioxy-di-(N-(3-carboxypropionyloxy))benzamidin (43):

In Anlehnung an HUNGELING®*

N,N’-Bis(succinyloxy)-Pentamidin

o) NH, NH, o)
(0] (o)

Pentamidin Diamidoxim 42 (1,0 g, 2,69 mmol) wurde unter Rickfluss in 50 ml Ethanol
erhitzt, bis es sich vollstandig gelost hatte. Eine Losung aus Bernsteinsaureanhydrid (30)
(2,69 g, 10 eq, 26,9 mmol) in 50 ml Dichlormethan wurde zugetropft. Es wurde fir weitere
vier Stunden unter Rickfluss erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurde der entstandene weilRe
Niederschlag abfiltriert, viermal in DCM suspendiert und jeweils abfiltriert. Abschliefend
wurde der weille Feststoff mit Diethylether gewaschen und 24 Stunden unter Hochvakuum
getrocknet.

Ausbeute: 1,51 g, (98 %)
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(a) *H-NMR (300 MHz, DMSO-dj):

8/ppm = 1,53-1,62 (m, 2H, -CH,-CH»-CH>-), 1,75-1,85 (m, 4H, -CH,-CH»-CH>-), 2,50-2,56 (m,
4H, 2x -0-CO-CH,-CH,-COOH), 2,65-2,70 (m, 4H, 2x -O-CO-CH,-CH,-COOH), 4,04 (t, *J = 6,4
Hz, 4H, 2x -O-CH>-), 6,66 (b s, 4H, 2x -NH,), 6,90 (d, *J = 8,9 Hz, 4H, 2x Ar,H), 7,65 (d, */ = 8,9
Hz, 4H, 2x Ar,H), 12,20 (b s, 2H, 2x -COOH).

(b) *C-NMR (75 MHz, DMSO-dj):

8/ppm = 22,1 (1C, -CH,-CH,-CH5-), 27,9 (2C, 2x COO-CH,-CH,), 28,3 (2C, -CH,-CH,-CH,-), 28,8
(2C, 2x COO-CH,-CH,-COOH), 67,5 (2C, 2x Ar-O-CH,), 113,9 (4C, 2x O-Ar-Ar,H-Ar,H-Ar-),
123,5 (2C, 2x Ar,H-Ar-C(NH,)NOR), 128,1 (4C, 2 x ArH-Ar-C(NH,)NOR), 156,2 (2C, 2x -
C(NH,)NOR), 160,3 (2C, 2x -CH,-O-Ar-), 170,2 (2C, 2x COOR), 173,5 (2C, 2x COOH).

(c) MS (ESI, neg. Modus,):

m/z (%) = 571 [M-H] (100), 553 [M-H,0- H] (16), 534 (3), 471 [M-C4H,03-H] (21), 453 [M-
C4H405-H,0-H]" (49), 438 (5), 371 [DAO-H] (9)

Cy7H3oN4010 Mg =572,21

(d) Elementaranalyse:

Berechnet: C56,64 H 5,63 N 9,79
Gefunden:  C56,82 H 5,87 N 9,80
(e) Schmelzpunkt:

160,3 °C

(F) IR:

v (cm™) = 3504, 3339, 2932, 2875, 1740, 1688, 1604, 1412, 1246, 1160, 1131, 1064, 882, 831.
(g) HPLC:

99,0 %
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4,4'-Pentamethylendioxy-di-(N-(4-carboxybutanoyloxy))benzamidin (44):

In Anlehnung an HUNGELING®*

N,N’-Bis(glutaryloxy)-Pentamidin

O~ 0°
o) o o) o
LA~ N N, A~ N
HO 0" Zz 0 OH
NH, NH,

Pentamidin Diamidoxim 42 (0,5 g, 1,34 mmol) wurde unter Rickfluss in 50 ml Ethanol
erhitzt, bis es sich vollstandig I6ste. Es wurde eine Losung aus Glutarsdureanhydrid (32) (1,53

g, 10 eq, 13,44 mmol) in 25 ml Dichlormethan zugetropft. Das Kochen unter Rickfluss wurde
flir weitere vier Stunden fortgesetzt. Nach dem Abkiihlen wurde der entstandene weille
Niederschlag abfiltriert, viermal in DCM suspendiert und erneut abfiltriert, abschlieRend mit
Diethylether gewaschen und unter Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 0,73 g, (91 %)
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a) 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg):

8/ppm = 1,53-1,63 (m, 2H, -CH,-CH»-CH,-), 1,80 (quin, >/ = 7,3 Hz, 8H, -CH,-CH,-CH,-CH,-CHo-
& 2 x-CH,-CH,-CH,-COOH), 2,29 (t, 3/ = 7,3 Hz, 4H, 2x -0-CO-CH,-CH,-CH,-COOH), 2,48 (t, 3/ =
7,3 Hz, 4H, 2x -O-CO-CH,- CH,-CH,-COOH), 4,04 (t, 3J = 6,4 Hz, 4H, 2x -O-CH,-), 6,66 (bs, 4H,
2x -NH,), 6,9 (d, 3/ = 8,9 Hz, 4H, 2x Ar,H), 7,65 (d, 3J = 8,9 Hz, 4H, 2x Ar,H), 12,10 (bs, 2H, 2x -
COOH).

(b) *C-NMR (75 MHz, DMSO-dj):

8/ppm = 20,0 (2C, 2x COO-CH,-CH,-CH,-COOH), 22,2 (1C, -CH,-CH,-CH5-), 28,3 (2C, CH,-CHo-
CH,-CH»-CH,-), 31,6 (2C, 2x COO-CH,-CH,), 32,8 (2C, 2x COO-CH,-CH,-CH,-COOH), 67,5 (2C,
2x Ar-O-CH,), 114,1 (4C, 2x O-Ar-Ar,H-Ar,H-Ar-), 123,6 (2C, 2x Ar,H-Ar-C(NH,)NOR), 128,1 (4
C, 2 x Ar,H-Ar-C(NH,)NOR), 156,2 (2C, 2x -C(NH,)NOR), 160,4 (2C, 2x -CH,-0-Ar-), 170,7 (2C,
2x COOR), 174,1 (2C, 2x COOH).

(c) MS (ESI, Direkteinlass):

m/z (%) = 169 (100), 601 [M+H]" (88), 623 [M+Na]" (33), 639 [M+K]"(3)
Cy9H36N4O10, Mg =600,24

(d) Elementaranalyse:

Berechnet: C57,99 H 6,04 N 9,33

Gefunden:  C57,69 H 6,01 N 9,15

(e) Schmelzpunkt:

170,1°C

(f) IR:

v (cm™) = 3483, 3335, 2940, 2869, 1746, 1698, 1610, 1418, 1250, 1148, 1014, 1064, 841, 683.

(g) HPLC:

99,6 %
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4,4'-Pentamethylendioxy-di-(N-(5-carboxypentanoyloxy))benzamidin (48):

N,N’-Bis(adipyloxy)-Pentamidin

(o) (o)
(o) NN\ (o)
HO /\/\)l\ N N J\/\/\ OH
NH, 2

| 1]
NH (0]

o

Pentamidin Diamidoxim 42 (1,0 g, 2,68 mmol) und Adipinsdureanhydrid (34) (3.39 g, 10 eq,
26,8 mmol) wurden in 100 ml abs. Aceton suspendiert und unter Riickfluss flir vier Stunden
erhitzt. Die Suspension wurde auf Raumtemperatur gekiihlt, und anschlieBRend wurde der
Niederschlag abfiltriert. Das weilRliche bis gelbliche Pulver wurde mehrfach mit
Dichlormethan gewaschen und unter Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 1,32 g, (80 %)
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a) 'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg):

8/ppm = 1,59 (m, 10 H, O-CH,-CH,-CH>-CH,-CH»-O & 2 x-CH,-CH,-CH,-CH,-COOH ), 1,80 (m,
4H, -CH,-CH,-CH,-), 2,44-2,55 (m, 8H, 2x -O-CO-CH,-CH,-CH,-COOH), 4,04 (t, *J = 6,4 Hz, 4H,
2x -0O-CH,-), 6,66 (bs, 4H, 2x -NH,), 6,9 (d, ®J = 8,9 Hz, 4H, 2x Ar,H), 7,65 (d, *J = 8,9 Hz, 4H, 2x
Ar,H), 12,03 (bs, 2H, 2x -COOH).

(b) *C-NMR (75 MHz, DMSO-dj):

8/ppm = 22,1 (5C, O-CH,-CH,-CH,-CH,-CH»-O & 2x -CH,-CH,-CH,-CH,-COOH), 28,3 (2C, CH, -
CH,-CH,-CH,-CH5-), 32,1 (2C, 2x -CH,-COOH), 33,3 (2C, 2x COO-CH,-), 67,5 (2C, 2x Ar-O-CH,),
114,1 (4C, 2x O-Ar-Ar,H-Ar,H-Ar-), 123,6 (2C, 2x AryH-Ar-C(NH,)NOR), 128,1 (4C, 2x Ar,H-Ar-
C(NH,)NOR), 156,1 (2C, 2x -C(NH,)NOR), 160,3 (2C, 2x -CH,-O-Ar-), 170,8 (2C, 2x COOR),
174,3 (2C, 2x COOH).

(c) MS (ESI, Direkteinlass):

m/z (%)= 641 [M+Na]" (100), 629 [M+H]" (68)

C31H40N4O010, Mg =628,27

(d) MS (ESI) hochaufgelost:

Berechnet fiir C31H41N4010 [M+H]" = 629,281, gefunden: 629,281
(e) Schmelzpunkt:

147,6 °C

(F) IR:

v (cm™) = 3481, 3339, 2944, 2871, 1736, 1697, 1610, 1418, 1251, 1152, 1031, 843, 684

(g) HPLC-Reinheit:

98,4 %
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10.2 In vitro Charakterisierung

Die in vitro Charakterisierung der Pentamidin-Prodrugs wurde am Pharmazeutischen Institut
der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel durchgefiihrt. Die verwendeten Gerdte und
Materialien sind in den unten stehenden Kapiteln aufgefiihrt.

10.2.1 Reagenzien

Firr die in vitro Charakterisierungen wurden nur Losungsmittel in HPLC-Qualitat verwendet.
Fir die Herstellung der Puffer wurde zweifach destilliertes Wasser verwendet. Methanol in
HPLC Qualitat wurde von der Firma Baker bezogen. Weitere Losungsmittel und Chemikalien
wurden von den Firmen Roth, AppliChem, Sigma-Aldrich und Merck bezogen.

Der pH-Wert des Puffers fiir die HPLC-Analytik wurde mit Hilfe eines CG840 pH-Meters der
Firma SCHOTT eingestellt.

10.2.2 HPLC-Analytik

Fiir zahlreiche Testungen im Rahmen der in vitro Charakterisierung der Verbindungen 43, 44
und 48 wurde eine HPLC Analytik verwendet.

Alle durchgefiihrten Analysen wurden an einem Waters Alliance System bestehend aus
einem Waters 2695 XC separations module (XC: Probenraum und Saule sind beheiz- und
kithlbar) in Kombination mit einem Waters 2995 Photodiodenzeilen-Detektor (photo diode
array detector, PDA) durchgefiihrt. Es handelt sich dabei um eine HPLC-Anlage mit einem
Niederdruckgradientenmischer und einem integrierten Entgaser.

Fiir die Trennung wurde eine Synergy MAX-RP Saule (250 x 4.6 mm, 4 um) als stationare
Phase verwendet. Die mobile Phase bestand aus Kaliumphosphatpuffer (20 mM, pH 6.5) und
MeOH (45:55). Es wurde ein isokratisches Elutionsprofil gewéahlt. Die Flussrate wurde auf 1
mL/min festgesetzt, und fir die Detektion wurde 260 nm als Detektionswellenlange gewahlt.
Das (bliche Injektionsvolumen betrug 10-20 uL Analysenlésung pro Injektion. Die
Retentionszeiten wurden mit Hilfe eines Analysenstandards und LC-MS-spektrometrischen
Untersuchungen bestatigt. N,N -Bis(succinyloxy)-Pentamidin 43 eluierte bei zirka 3,6 + 0,2
Minuten, N,N’-Bis(glutaryloxy)-Pentamidin 44 bei 3,9 + 0,2 Minuten und N,N’-Bis(adipyloxy)-
Pentamidin 48 bei 4,1 £ 0,2 Minuten.

Die Auswertung der erhaltenen Chromatogramme erfolgte Gber die Software Empower 2.
Die Integration wurde automatisiert durchgefiihrt, dabei wurden folgende flinf Parameter
festgesetzt: Wavelength 260 nm, peak width: 15.00, threshold: 300.00, minimum area: 1000
und minimum height: 200.
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10.2.3 Formeln zur Berechnung des Gehaltes an
Bernsteinsaureanhydrid in Chargen von N,N*-
Bis(succinyloxy)-Pentamidin

Die Berechnung des Gehaltes von Bernsteinsdure Anhydrid (30) basierte auf der Auswertung

von 1H-NMR—Spektren. Die Messung der Spektren erfolgte in DMSO-dg bei 292 Kelvin mit 300

MHz. Die Integration der Signale erfolgte manuell. Fiir 43 wurde das Integral bei 4,04 ppm (t,

) = 6,4 Hz, 4H, 2x -0-CH,-) herangezogen und nach Formel 10.1 ins Verhaltnis zu dem
Integral von Bernsteinsdureanhydrid (30) gesetzt.

Integral

c[mol%] = (

Bernsteinsaureanhydrid )*100%

Integral + Integral

Prodrug Bernsteinsaureanhydrid

WAES P .
c[%]=( c[mol%]* M Bernsteinsaureanhydrid

— — *100%
c|moil*o roarug + c{mol*o ernsteinsaureannyari
[MOI %] 5104 * M g PTOd [mol%]* M, Bernst hydrid )

Formel 10.1: Formeln zur Berechnung des Gehaltes (%; m/m) an Bernsteinsdureanhydrid (30)in N,N*
Bis(succinyloxy)-Pentamidin 43.

Zunachst wird im oberen Teil der Formel mit Hilfe der beiden Integrale, das des Prodrugs
und das des Anhydrids, der Anteil (c[mol%]) des Anhydrids in Prozent (mol/mol) errechnet.
Mit Hilfe von c[mol%] und den Molekulargewichten der zu untersuchenden Verbindungen
kann dann nachfolgend im zweiten Teil der Formel 10.1 der Gehalt beider Komponenten in
Massenprozent errechnet werden.

10.3 Pharmakodynamik-Mausmodelle

Zur Untersuchung der Wirksamkeit gegen Trypanosomeninfektionen wurden die
Pentamidin-Prodrugs in zwei verschiedenen Mausinfektionsmodellen getestet. Die
Versuchsbeschreibung ist in den folgenden Abschnitten aufgefiihrt.

10.3.1 Laboratorien, Versuchstiere und Tierhandling

Die Versuche zur Wirksamkeit der neuen Pentamidin-Prodrugs wurden im Schweizerischen
Tropen- und Public Health Institut (Swiss TPH), durchgefiihrt. Als Versuchstiere dienten fir
beide Modelle Naval Medical Research Institute (NMRI) Mause, weiblich, erwachsen und mit
einem Korpergewicht von etwa 20-25 g. Die Mause wurden von der Fima RCC, Ittingen
(Schweiz) bezogen. Sie wurden unter standardisierten Bedingungen gehalten und erhielten
Futter (Nager Pellets) und Wasser ad libitum. Die Pentamidin-Prodrugs wurden im Rahmen
dieser Arbeit am Pharmazeutischen Institut der Christian Albrechts Universitdt zu Kiel
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synthetisiert (siehe Kapitel 7 und 10.1) und charakterisiert. Pentamidin (15) wurde als
Handelspraparat Pentacarinat® erworben (Apotheke) wund ohne Modifikation
beziehungsweise Analytik verwendet.

10.3.2 Mausmodell zur Simulation der akuten Phase der
afrikanischen Schlafkrankheit

Das STIB90O ist ein etabliertes Modell, um die erste Phase der HAT zu simulieren. Bei dem
verwendeten T. b. rhodesiense Stamm STIB900 handelt es sich um einen Abkémmling von
STIB704, der 1982 aus einem Patienten in Ifakara (Tansania) isoliert wurde. Um einen
klonierten und in vitro handelbaren Stamm (STIB900) zu erhalten, wurden mit STIB704 nach
der Isolation aus dem Patienten mehrere Passagen in Mausen und eine zyklische Passage in
einer Tsetsefliege (Glossina morsitans morsitans) durchgefihrt.”® Die Experimente wurden
nach einem veroéffentlichten Standard-Protokoll vorgenommen.“' 4

Vier weibliche Mé&use pro Versuchskohorte wurden i.p. mit 1x10* STIB90O Erregern
(Blutform) infiziert. Jede Kohorte unterlag einem festgelegten Behandlungsschema, sie
erhielten an vier aufeinander folgenden Tagen im Zeitraum von drei bis sechs Tagen nach
der Infektion entweder Pentamidin (15) oder ein Pentamidin-Prodrug p.o. oder i.v. Eine
Kontrollgruppe, die ebenfalls vier Mause umfasste, wurde pro Infektionsdatum angelegt und
verblieb ohne Behandlung. Den Mausen wurde bis zum Tag 60 nach Infektion Blut aus dem
Schwanz entnommen und auf Parasiten hin untersucht. Mause, die bis zu diesem Zeitraum
Uberlebten und keine Parasiten im Blut aufwiesen, galten als geheilt und wurden im
Anschluss an das Experiment getétet. Wenn ein Relaps festgestellt wurde, wurde das Datum
festgehalten und die Maus ebenfalls get6tet. Es wurde aus den Mausen, die innerhalb einer
Kohorte einen Relaps aufwiesen, der mittlere Zeitpunkt des Relaps berechnet. Aus allen
Mausen einer Kohorte wurde die mittlere Uberlebenszeit ermittelt (fiir geheilte M&use
wurde mit 60 Tagen kalkuliert, so dass eine mittlere Uberlebensdauer von 60 Tagen
gleichbedeutend mit einer vollstandigen Heilung der Tiere war).
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10.3.3 Mausmodell zur Simulation der chronischen Phase der
afrikanischen Schlafkrankheit

Das GRV35 Maus-Modell ist ein ZNS-Modell, um die zweite Phase der HAT zu simulieren. Der
verwendetet Stamm GRV35 ist ein Abkdmmling eines 1966 aus einem Gnu (Serengeti)
isoliertem T. b. brucei Stamms, der bei Tieren das chronische Stadium der AAT hervorruft.
Die Experimente wurden nach einem veréffentlichten Standard-Protokoll durchgefihrt.*
Pro Kohorte wurden fiinf Mduse verwendet. Am Infektionstag wurden die Mause mit 2x10*
Blutformen des Erregers infiziert (i.p.). Die Kontrollgruppe wurde an Tag 21 mit Diminazen
(40 mg/kg i.p.) behandelt, um die Trypanosomen im Blut zu téten. Diminazen ist nicht im
ZNS wirksam, so dass die Erreger im ZNS verbleiben und nachfolgend wieder in die Blutbahn
zurlickwandern kénnen. Die Verumgruppen erhielten das Prodrug fiinf Tage lang ab Tag 21
in einer Dosierung von 15 mg/ kg p.o. Eine weitere Gruppe erfuhr beide Behandlungen. Die
Tiere wurden in den ersten drei Wochen nach der Infektion zweimal woéchentlich auf
Parasiten im Blut untersucht, danach einmal pro Woche. Die Maduse wurden 180 Tage lang
beobachtet, trat zuvor ein Parasitenbefund im Blut auf, wurden die Mause getotet. Mause,
die innerhalb der 180 Tage keinen Parasitenbefund aufwiesen, galten als geheilt und wurden
auch getotet. Es wurde aus den Mausen, die innerhalb einer Kohorte einen Relaps erlitten,
der mittlere Zeitpunkt des Relaps berechnet. Aus allen Mausen einer Kohorte wurde die
mittlere Uberlebenszeit berechnet (fiir geheilte M&use wurde mit 180 Tagen kalkuliert).
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11.1 Zusammenfassung der Ergebnisse im Dabigatran-Teilprojekt

Die bereits durch ScHADE etablierte Synthese das Succinyl-Dabigatran 31 konnte auf einigen
Stufen optimiert und erfolgreich angewendet werden.®* Es wurden zwei neue
Dicarbonsaureprodrugs des Dabigatrans (6) synthetisiert. Durch Verldngerung der
Seitenkette konnten das Glutaryl-Dabigatran 33 und das Adipyl-Dabigatran 35 erhalten
werden. Die Dabigatran-Prodrugs und Referenzverbindungen konnten in groBen Mengen
und hohen Reinheiten in jeweils neun Stufen umfassenden Synthesen hergestellt werden.
Um ausreichend Test- und Referenzverbindungen zu erhalten, musste eine grolRe Menge der
Intermediate hergestellt werden. Mit den verfligbaren Geratschaften, die eher auf
Synthesen im kleineren Mal3stab ausgerichtet sind, war ein Upscale der Reaktionen nur
teilweise moglich, so dass viele der Zwischenstufen mehrfach hergestellt werden mussten.
Alle erhaltenen Intermediate und Endverbindungen wurden mit einem weiten Spektrum
moderner instrumenteller Analysenmethoden untersucht und charakterisiert. Es gelang fur
alle notwendigen Testungen und in vivo Versuche, ausreichende Mengen der Verbindungen
in hoher Reinheit zur Verfligung zu stellen.

Die Dabigatran-Prodrugs 31, 33 und 35 wurden umfangreich in vitro charakterisiert. Die
Bestimmung der Loslichkeiten von 31, 33 und 35 zeigte, dass die Derivate vor allem unter
physiologischen Bedingungen eine sehr hohe Lo6slichkeit aufweisen, die dem
Dabigatranetexilat (5) und der Wirkform Dabigatran (6) weit iberlegen ist. Dabei standen
auf Grund der ebenfalls hohen chemischen Stabilitdt die Derivate 31 und 33 im Vordergrund
der weiteren Arbeiten. Es wurden also Derivate entwickelt, die erstmalig eine vertragliche
intravendse Applikation des Dabigatrans (6) zulassen kdnnten.

Die Stabilitatsuntersuchungen von 31 zeigten, dass gegeniiber 5 eine deutliche
Stabilitatsverbesserung erzielt werden konnte. Mit Verbindung 33 sind noch keine
Untersuchungen in Klimakammern zur Lagerstabilitdit unternommen worden, daher fehlt
dieser Aspekt der Stabilitatsbewertung fiir 33. Allerdings konnte fiir 33 eine sehr gute pH-
Stabilitat gezeigt werden. Beide Derivate 31 und 33 zeigten in den Untersuchungen zur pH-
Stabilitat, dass ihr Stabilitatsoptimum im Alkalischen liegt, unter den physiologischen pH-
Bedingungen wiesen aber beide Prodrugs noch sehr gute Stabilitdt auf. Insgesamt war 33
etwas stabiler. Im Sauren neigten beide Derivate zu einer raschen Hydrolyse. Dies hat aber
keine negativen Auswirkungen auf die druggability beider Verbindungen, da eine iv.
Applikation moglichst isohydrisch erfolgen sollte und im Falle einer oralen Applikation eine
magensaftresistente Arzneiform verwendet
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werden konnte. Das Reslimee der Stabilitatsuntersuchungen ist, dass die Verlangerung der
Seitenkette zundchst zu einer Erhéhung der chemischen Stabilitdt fiihrt. Eine weitere
Verlangerung ergab allerdings eine massive Abnahme der Stabilitat. Das Stabilitatsoptimum
der bisher bekannten Prodrugs wurde foglich mit dem Glutarsaureester 33 erreicht.

Fir die Durchfihrung der in vivo Studie wurde die Anwendung des ECA-T im Haus etabliert.
Es wurde eine Bioverfligbarkeitsstudie durchgefiihrt, bei der mit Hilfe des ECA-T der
pharmakodynamische Effekt der verabreichten Verbindungen bestimmt werden konnte.
Uber den erhaltenen Effekt konnte mit Hilfe des Assays ebenfalls ein Konzentrations-Zeit-
Verlauf der Wirkform bestimmt werden, der dann die Errechnung einer oralen
Bioverfligbarkeit der Derivate ermoglichte. Es wurde somit eine Pharmakodymik und -
kinetik-Studie in einem Versuch kombiniert. Es konnte mit Hilfe des Assays die orale
Bioverfligbarkeit der Prodrugs 31, 33 und 35 im Vergleich zu 5 bestimmt werden. Die
Ergebnisse lagen in dem fiir 5 zu erwartenden Bereich (5,5 %). Dabei zeigte sich, dass vor
allem das Bernsteinsdurederivat 31 fiir eine orale Applikation in Frage kommen konnte, da
es im Vergleich zu 5 denselben Effekt erzielen konnte. Der in vivo erzielte Effekt der Derivate
mit verlangerter Seitenkette nahm kontinuierlich ab, im Vergleich zu 31, so dass
zusammengefasst werden kann, dass eine Verlangerung der Seitenkette im Dabigatran-
Teilprojekt einen negativen Einfluss auf die Bioverfligbarkeit hat. Nichtsdestotrotz kann
festgehalten werden, dass beide Derivate in vivo aktiviert wurden und eine orale
Bioverfiigbarkeit aufwiesen. Fir 33 bleibt auf Grund seiner hohen Loslichkeit und sehr guten
Stabilitat die Frage nach einer moglichen Anwendbarkeit als intravendés zu applizierendes
Prodrug von 6 vorerst offen.

11.2 Ausblick fir das Dabigatran-Teilprojekt

In den folgenden Abschnitten sind die bereits geplanten und weitere sinnvoll erscheinende
Folgearbeiten fiir das Dabigatran-Teilprojekt aufgefiihrt. Sie umfassen sowohl synthetische
Ansatze mit jeweils kurzen Beschreibungen moglicher Synthese-Wege als auch mogliche
durchzufiihrende in vivo Experimente.

11.2.1 Bioverfiigbarkeitsstudie mit dem Succinyl-Dabigatran
nach intravendser Applikation

Die drastische Verbesserung der Loslichkeit unter physiologischen Bedingungen stellt ein
Alleinstellungsmerkmal fir die neuen Prodrugs Succinyl-Dabigatran 31 und Glutaryl-
Dabigatran 33 dar. Der schnelle ,On-Set” nach intravenéser Applikation eines Wirkstoffes ist
unter gewissen Umstdanden ein immenser Vorteil gegeniiber oral, pulmonal, dermal oder
rektal verabreichten Arzneiformen und ist neben der Ermangelung einer oralen
Bioverfligbarkeit einer der Hauptgriinde dafiir, dass Parenteralia die zweithaufigste
Arzneiform sind.?® Fiir 6 konnte bislang weder fiir den Wirkstoff selbst noch fir das Prodrug
eine intravends applizierbare Arzneiform gefunden werden, da beide Substanzen unter
physiologischen pH-Bedingungen praktisch unldslich sind (siehe auch Kapitel 4.1). Fir 31 und
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33 wurde eine Verbesserung der Loslichkeit in einem so hohem Ausmal} erreicht, dass eine
intravenése Applikation moglich erscheint. Die Einmalgabe von 150 Milligramm
Dabigatranetexilat (5) entsprache — bei einer Bioverfligbarkeit von zirka sieben Prozent unter
Berilicksichtigung der Molekulargewichte und einer vorausgesetzten vollstandigen
Aktivierung — einer intravends zu applizierenden Menge von etwa zehn Milligramm des
Prodrugs. Diese kleine Menge kdnnte in weniger als finf Millilitern eines Puffers mit pH 7,4
gelost werden. Unklar ist allerdings, wie 31 und 33 sich nach intravendser Applikation
verhalten. In den bisherigen in vivo Versuchen wurden 31 und 33 stets oral appliziert. Man
fand rasch und vollstandig aktiviertes 6, keine zirkulierenden Metabolite. Fiir 33 konnte
diese Fragestellung bislang auch nicht untersucht werden, da die in vivo Versuche mit 33
mittels ECA-T ausgewertet wurden und dieser Assay Uber den pharmakodynamischen Effekt
guantifiziert, also nur 6 und keine unwirksamen Prodrugs bestimmen kann. Um zu klaren, ob
die Prodrugs auch fiir die intravenése Applikation geeignet sind, soll ein weiterer Tierversuch
in Ratten durchgefiihrt werden. Dieser Versuch soll zundchst nur mit 31 durchgefiihrt
werden, da momentan noch in vitro Versuche zur Bioaktivierung von 33 durchgefiihrt
werden.”

Es sollten zwei Kohorten untersucht werden. Die eine Kohorte sollte die Wirkform 6 als
Vergleich (10 Milligramm pro Kilogramm Koérpergewicht), die Ratten der anderen Kohorte
sollten 13 mg 31 (entsprechen 10 mg Dabigatran) pro Kilogramm Koérpergewicht erhalten.
Sofort nach der Applikation sollten den Tieren Plasmaproben entnommen werden und deren
Gehalt dann spater per HPLC-Analytik (UV oder MS Detektion) untersucht werden. Die Wahl
der Analytik fallt bei diesem Versuch auf HPLC-analytische Verfahren und nicht den ECA-T
Assay, da der Assay nur bioaktiviertes Prodrug, also 6, erfassen kann. In der HPLC ware eine
Auswertung von 31 und der Metabolite von 31 ebenfalls méglich. Da es sich bei 31 um ein
dreifaches Prodrug handelt, das durch zwei Esterspaltungen und eine N-Reduktion aktiviert
wird, konnten in den ersten Proben, die direkt nach der Applikation des Prodrugs
entnommen werden, vermutlich mehrere Intermediate zirkulieren. Eine Auswertung mittels
MS erscheint sinnvoll, da die erhaltenen Peaks dann einem Molekulargewicht zugeordnet
werden konnen. Alle moglichen Metabolite, die nach der intravenédsen Applikation von 31
gefunden werden kénnten, sind in Abbildung 11.1 dargestellt.

Nichtsdestotrotz konnte auch eine HPLC-Analytik mit UV-Detektion verwendet werden, da
die moglichen Metabolite synthetisch zugdnglich sind und teilweise bereits als Referenzen
oder Ausgangsmaterialien im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert wurden. Die Auswertung
der Aktivierung kénnte dann einen Uberblick der pharmakokinetischen Parameter von 31
nach intravendser Applikation liefern. Weiterhin kann Uiber die erhaltenen AUCs der
Dabigatran-Plasmaspiegel, nach Gabe der Wirkform und nach Gabe des Prodrugs, eine
Bioverfligbarkeit fir die intravenése Applikation von 31 errechnet werden.

Fiir den Tierversuch miisste zunachst noch eine geeignete Galenik entwickelt werden. Die
Loslichkeit von 31 ist zwar in Anbetracht der grolRen Potenz der Wirkform sehr gut, fiir einen
Tierversuch allerdings limitierend. Um eine gute Auswertbarkeit mittels HPLC-Analytik zu
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erreichen, missen fir den Tierversuch, wenn man nicht auf radiomarkierte Verbindungen
zurlickgreifen konnte, sehr hohe Dosen gegeben werden. Die Ratten wiirden gut ein Drittel
der Dosis, die ein erwachsener Mensch bei einer einmaligen Einnahme von 150 mg 5
aufnimmt erhalten. Diese Dosis misste in einem kleinen Volumen geldst werden, da die
Injektion als Bolus erfolgen soll, um sofort mit den Messungen beginnen zu kénnen. In der
Literatur ist beschrieben, dass man in einem relativ kurzen Zeitfenster (etwa eine Minute) bis

190 Theoretisch ist dies fiir

zu finf Milliliter pro Kilogramm Koérpergewicht ,infundieren” kann.
31 ein ausreichendes Volumen, so dass die zu applizierende Menge in einem isohydrischen

und isotonischem Puffer zu l6sen sein sollte.

Auf Grund der unterschiedlichen Molekulargewichte der beiden Ester koénnten alle
Intermediate mittels LC-MS-Analytik unterschieden werden (siehe Abbildung 11.1). In der
Untersuchung der pH-Stabilitdit wurde gefunden, dass der Bernsteinsdureester schneller
gespalten wird als der Ethylester. Weiterhin ist wahrscheinlich, dass die Ester gespalten
werden, bevor das Amidoxim reduziert wird, da die Esterspaltung schon durch Esterasen im
Plasma katalysiert wird. Daher scheint die Route Uber Dabigatran Amidoxim 29 und
Amidoxim Saure 38 wahrscheinlich
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Abbildung 11.1: Die moglichen Intermediate bei der Aktivierung von Succinyl-Dabigatran 31 zu Dabigatran 6 nach i.v. Applikation. Bei den Strukturformeln ist
die molare Masse aufgenommen worden.
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11.2.2 Entwicklung von Dabigatran-Prodrugs mit Malonsaure-
oder Oxalsdaureestern

Die Versuche, die Seitenkette, also die Dicarbonsdureester, um ein beziehungsweise zwei C-
Einheiten zu verlangern, gliickten synthetisch; die erhaltenen Derivate fiihrten allerdings in
vivo zu keiner Verbesserung der Bioverfligbarkeit. Im Gegenteil, je langer die Kette wurde,
desto geringer fiel die orale Bioverfligbarkeit aus. Die logische Schlussfolgerung daraus ist,
dass eine Verkiirzung der Seitenkette zu einer Verbesserung der oralen Bioverfiigbarkeit
fihren konnte. In Abschnitt 11.4.2 und Abbildung 11.2 ist derselbe Ansatz fir das
Pentamidin-Teilprojekt beschrieben. In der Abbildung sind zwei mdégliche Synthesestrategien
zur Darstellung von Malonsaureestern am Modellsubstrat Benzamidoxim (56) beschrieben.

Die moglichen Malonsaure- oder Oxalsaureester des Dabigatran Amidoxims 28 miissten
zunachst hinreichend auf ihre Stabilitdt untersucht werden. Der Schritt von der
Bernsteinsdure zur Glutarsdure als Seitenkette lieferte in beiden Teilprojekten stabilere
Verbindungen. Eine Verkirzung der Seitenkette kdnnte sich von daher zwar positiv auf die
orale Bioverfligbarkeit der Verbindungen auswirken, andererseits aber die druggability der
Derivate — auf Grund unzureichender chemischer Stabilitaten — reduzieren. Es miisste mit
den neuen Derivaten also zunachst eine ausfihriche in vitro Charakterisierung erfolgen. Fiele
diese positiv aus, sollten die Derivate im Rattenmodell auf ihre orale Bioverfligbarkeit
getestet werden. Hierflir wirde sich eine Auswertung des Versuches mit dem ECA-T
anbieten, da die Resultate dann gut mit den bislang erhobenen Daten vergleichbar waren.

11.2.3 Entwicklung von Dabigatran-Prodrugs mit alternativen
Estern an der Carbonsaure

Das Prodrugkonzept Amidoxim der Amidinfunktion des Dabigatrans (6) konnte im Rahmen
dieser Arbeit verdndert (von Carbamat zu Amidoxim-Ester) und ausfihrlich untersucht
werden. Auf Grund der erhaltenen Daten kann festgehalten werden, dass eine Optimierung
erreicht wurde. Bei gleicher oraler Bioverfliigbarkeit konnten zwei Derivate dargestellt
werden, die eine herausragende Lo6slichkeit und eine (iberlegene chemische Stabilitat
aufweisen. Dennoch konnten mit Dabigatran-Prodrugs lediglich orale Bioverfiigbarkeiten im
unteren Prozentbereich erreicht werden. Dies ist ein Nachteil im Hinblick auf die
Therapiekosten (Wirkstoffpreis), die Anwenderfreundlichkeit (groRe Kapsel, schwer zu
schlucken) und die Umweltbelastung (hoher Uberflissiger Wirkstoffeinsatz). Erstrebenswert
ware daher eine Verbesserung der oralen Bioverfiligbarkeit des Prodrugs.

Offensichtlich wird ein groRer Teil des Prodrugs Dabigatranetexilat (5)prasystemisch
aktiviert. Nach oraler Gabe wird der groBte Anteil an Dabigatran im Stuhl gefunden.
Systemisch verfligbares Dabigtran wird allerdings hauptséchlich Gber die Nieren eliminiert
(80 %). Unmetabolisiertes Prodrug findet sich nur noch in Spuren. Daraus lasst sich klar eine
unvollstdndige Absorption und prasystemische Aktivierung ableiten. Durch eine Variation
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des Carbonsdureesters hin zu einem stabileren Ester konnte eine Verbesserung der oralen
Bioverfiigbarkeit erreicht werden. Mogliche Ansdtze flr stabilere Ester kdnnten dabei
Isopropylester, Ester langketigerer und liophilerer Alkohole oder Kohlensdureester sein.
Synthetisch sollten diese Derivate grundsatzlich zuganglich sein. Der einfachste Zugang zu
alternativen Derivaten war eine Umesterung des Dabigatran Nitrils, wie sie in zuklinftigen
Arbeiten fiir den Isopropylester versucht werden sollte. In Abbildung 11.2 ist ein derartiger
Ansatz beschrieben.
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Abbildung 11.2: Mo6gliche Umesterung des Dabigatran Nitrils 27 zum Isopropylester 53.

Da Umesterungen mit einer sauren Katalyse ablaufen konnen, ist es denkbar, dass die
Umesterung parallel zur Synthese des Amidoxims durchgefiihrt werden kénnte. Die Pinner
Reaktion zur Darstellung des Amidoxims misste dann in Isopropylalkohol erfolgen, eine
Verlangerung der Reaktionszeit ware vermutlich notwendig, da neben der Darstellung des
Imdates auch noch die Umesterung quantitativ erfolgen misste. Da es sich bei einer
Umesterung um eine Gleichgewichtsreaktion handelt, miisste ein groRer Uberschuss der
Alkoholkomponente verwendet werden und das Produkt miisste gegebenenfalls aufgereinigt
(Umkristallisation, Chromatographie) werden.

Da das Prodrugkonzept des Succinyl-Dabigatrans 31 das Amidin so modifiziert, dass das
resultierende Derivat eine erheblich verbesserte Loslichkeit im Vergleich zu der Wirkform
selbst aufweist, konnte auch ein lipophilerer Ester verwendet werden. Das resultierende
Derivat wird vermutlich unter leicht alkalischen Bedingungen, wie sie im Darm vorgefunden
werden, eine noch ausreichende Hydrophilie aufweisen. Fiir das Dabigatranetexilat (5) war
die Verwendung eines lipophileren Esters sicherlich nicht sinnvoll, da das resultierende
Prodrug noch lipophilere Eigenschaften aufgezeigt hatte.

Fiir komplexere oder reaktionstrage Ester misste vermutlich ein alternativer Aufbau des
Dabigatran Nitrils 27 durchgefiihrt werden. Hierzu ware zunachst das Intermediat 22 (siehe
Abbildung 3.1) mit dem gewiinschten Ester aufzubauen. In Abbildung 11.3 ist ein
entsprechender Ansatz dazu dargestellt.
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21 54 55

Abbildung 11.3: Darstellung eines Kohlensaure Isopropylmethylesters 55 des Intermediates 22. Die

Verbindung 54 ist nicht literaturbeschrieben, ein Intermediat, das zu ihrer Herstellung verwendet

werden kdnnte, ist aber in einer Patentschrift von KLEE aufgefiihrt. 101

Alternativ konnte versucht werden, eine Methode fir die Veresterung des freien
Propansaurederivats von 2-Aminopyridin zu entwickeln. Allerdings zeigten Vorarbeiten zu
dieser Fragestellung bereits, dass selbst unter milden Bedingungen die Reaktion der freien
Carbonsaure mit dem Pyridinstickstoff bevorzugt unter Zyklisierung ablauft.

Derivate, die einen alternativen Ester an der Carbonsdure aufweisen, missten — analog zu
den Derivaten mit alternativen Dicarbonsdureestern am Amidoxim — zundchst in vitro
charakterisiert werden und nach erfolgreicher Stabilitatsuntersuchung und Aktivierbarkeit in
vitro im Tierversuch auf ihre orale Bioverfiligbarkeit getestet werden. Da bei den stabileren
Estern ein langeres Zirkulieren von Prodrugs im Plasma moglich sein kénnte, sollte die
Auswertung eines in vivo Experimentes mittels HPLC-Analytik erfolgen, um noch nicht
vollstandig aktivierte Metabolite nachweisen zu kénnen.

Die Erkenntnisse aus den Versuchen zur weiteren Verbesserung des Dicarbonsaureesters
und des Esters der Propansdure sollten abschlieRend ausgewertet und in einem
Prodrugkonzept fiir Dabigatran (6) vereint werden.
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11.3 Zusammenfassung der Ergebnisse im Pentamidin-
Teilprojekt

Flr die bereits beschriebenen Prodrugs des Pentamidins 43 und 44 konnte erfolgreich die
Synthese optimiert werden. Es wurden zahlreiche Variationen verschiedener Parameter
vorgenommen, um die optimalen Bedingungen fiir die Veresterung der Diamidoxim Vorstufe
41 zu erhalten. Nach einem in Rahmen dieser Arbeit entwickelten Synthese-Protokoll
konnten 43 und 44 in groBen Mengen und mit Reinheiten von liber 98 % dargestellt werden.
Es wurde eine 1H—NMR—spektroskopische Methode entwickelt, um den Gehalt an
verbleibendem Anhydrid 30 in den erhaltenen Chargen zu bestimmen. Auf der Basis dieser
Analytik wurde die Aufarbeitung des Rohproduktes optimiert. Der Gehalt an 30 konnte auf
knapp zwei Prozent gesenkt werden, was nach einer toxikologischen Bewertung als
unkritisch eingestuft werden konnte. Damit konnte die Reinheit der erhaltenen Chargen auf
ein sehr gutes Mals angehoben werden, so dass 43 und 44 fir aussagekraftige Tierstudien
zur Verfliigung standen.

Mit Verbindung 43 wurden ausgiebige in vitro Untersuchungen durchgefiihrt, die vor allem
die Stabilitat und die Aktivierbarkeit zeigen sollten. Die Daten zeigten, dass 43 eine sehr gute
Stabilitdt bei einer Lagerung unter Normalbedingungen aufweist und kein besonderer
Produktschutz im Sinne von Licht- oder Feuchtigkeitsausschluss notwendig ist. Die Stabilitat
von 43 in Losung zeigte, dass im Sauren mit einer vollstandigen und schnellen Hydrolyse des
Esters zu rechnen ist. Daher wurden erste galenische Entwicklungen fiir eine Applikation im
Tierversuch vorgenommen. Es wurde die Stabilitat in einer alkalischen Suspension mit
Beimischung von Arabisch Gummi, die oral mittels Sonde appliziert werden kann, gezeigt. 43
wies zwar eine Hydrolyse auf, aber in einer frisch hergestellten Suspension war diese gering
genug, um als Vehikel fiir eine orale Applikation im Tierversuch verwendet werden zu
konnen. Weiterhin wurde ermittelt, dass 43 stabil genug fir das Herstellen einer
magensaftresistenten Kapsel und das damit einhergehende Erhitzen auf 70°C ist. Die
Zersetzung unter diesem Temperatureinfluss war minimal, und es wurden ausschliefRlich
unkritische Hydrolyseprodukte gefunden. Eine mdgliche Kondensation zum Oxadiazol-
Ringsystem blieb auch unter diesen hohen Temperaturen aus.

Fiir die geplanten in vivo Versuche konnten 43 und 44 in ausreichender Menge und hochster
Reinheit dargestellt werden. In Wirksamkeitsstudien mit den Modellen STIB900 und GRV35
zur Simulation einer Trypanomsomeninfektion konnte das therapeutische Potential von 43
verifiziert werden. Im STIB900 Modell zur Simulation der akuten Phase der HAT konnte 43 in
einer Dosierung von 100 mg pro Kilogramm Kopergewicht alle Versuchstiere heilen, war also
sehr effektiv. Im Modell der chronischen Phase der HAT, dem GRV35 Modell, konnte 43 im
Rahmen dieser Arbeit noch nicht erfolgreich eingesetzt werden. 43 wurde allerdings bislang
lediglich in einer niedrigen, i.v. applizierten Dosierung getestet, so dass eine endgiiltige
Bewertung der Frage, ob das Prodrug 43 im Gegensatz zu Pentamidin (15) selbst eine
ausreichende Bioverfligbarkeit im Gehirn aufweist, um die HAT in der zweiten Phase zu
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behandeln, noch nicht getroffen werden kann. Im Abschnitt 11.4.1 sind daher noch weitere
Experimente beschrieben, die durchgefiihrt werden sollten, um das therapeutische Potential
der Verbindung in Bezug auf den Einsatz in der zweiten Phase der HAT endgliltig bewerten
zu kénnen.

Neben Derivat 43 wurden ebenfalls die Prodrugs mit verlangerter C-Kette synthetisiert und
untersucht. Das Glutarsaurederivat 44 wurde analog zu 43 hergestellt, die Synthese-
Methode konnte exakt Ubertragen werden. Die erhaltene Produktqualitat war aquivalent,
eher etwas besser. Der verbleibende Anteil an der Anhydridkomponente, dem
Glutarsdaureanhydrid (32), fiel geringer aus, da das Anhydrid lipophiler ist als
Bernsteinsdureanhydrid (30) und somit besser aus dem Rohprodukt heraus extrahiert
werden konnte. Fiir 44 konnte eine Verbesserung der Stabilitat in Losung gegeniber dem
Bernsteinsdurederivat 43 gezeigt werden, die allerdings etwas zu Lasten der Loslichkeit
ausfiel. In dem STIB900 Modell zeigte 44 eine dosisabhangige Wirksamkeit (bezogen auf die
mittlere Uberlebensdauer der Tiere im Vergleich zu der Kontrollgruppe). Eine vollstindige
Heilung aller Versuchstiere konnte allerdings nicht erzielt werden, vermutlich auf Grund
einer zu niedrig gewahlten Dosierung. Daher erscheinen weitere Untersuchungen mit
hoheren Dosierungen sinnvoll und sind in Abschnitt 11.4.1 beschrieben.

Durch Einflihren eines mit Adipinsaure veresterten Amidoxims konnte ein neues Prodrug
dargestellt werden. Fir das Adipinsaure-Derivat 48 konnte eine Synthese-Strategie
entwickelt werden, die das Produkt in hoher Reinheit zuganglich machte. Es musste in einer
anderen Methode in Anlehnung an HUNGELING dargestellt werden, da bei der Verwendung
der Herstellungsmethode fiir 43 und 44 ein unerwiinschtes Nebenprodukt, der Ethylester,
entstand.®® Die chemische Stabilitdt von 48 kann noch nicht abschlieRend beurteilt werden,
die Daten werden im Rahmen der Untersuchungen an Caco-2-Zellen von GABEL erhoben.””
Dennoch kann bereits abgesehen werden, dass die weitere Verlangerung der Seitenkette zu
keiner Verbesserung fihrt. Die deutlich gesteigerte Lipophilie — Vergleichen mit Derivat 43 -
flihrte zu einer starken Verbesserung der Loslichkeit des erhaltenen Esters in organischen
Losungsmitteln, was sich erschwerend auf die Aufarbeitung des Rohproduktes auswirkt. Fiir
das Pentamidin-Prodrug 48 wurde eine Neigung zur spontanen Veresterung mit
niedermolekularen Alkoholen wie Ethanol und Methanol beobachtet. Das einfache Lésen
einer Probe fir die LC-MS-Analytik in Methanol flihrte sofort zu einfach oder gar doppelt mit
Methanol veresterten Nebenprodukten. Weiterhin zeigte die Verbindung insbesondere in
Losung eine ausgeprdgte Neigung zur Zyklisierung. In 1H-NMR-spektrokopischen
Experimenten konnte in einer lagernden Charge ebenfalls eine Bildung von Oxadiazolen
gezeigt werden. Dies ist als kritisch zu bewerten, da fiir Oxadiazole bislang noch keine
Aktivierung zu dem aktiven Amidinen gezeigt werden konnte. Es handelt sich also um
Abbauprodukte, die im Organismus sehr wahrscheinlich nicht in die Wirkform
biotransformiert werden konnen, im Gegensatz zu den Hydrolyseprodukten, die zur
Wirkform reduziert werden kénnen.
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Im Trypanosomeninfektionsmodell zeigte 48 keine Wirksamkeit. In beiden getesteten Dosen
konnte weder ein Versuchstier geheilt werden, noch wurde die mittlere Uberlebensdauer
der Tiere beeinflusst. Daher scheinen weitergehende Untersuchungen des
Adipinsaurederivats 48, sowohl in vitro als auch in vivo, wenig sinnvoll. Allerdings lasst sich
aus der klaren Tendenz der Abnahme der Wirksamkeit mit Verlangerung der Seitenkette der
Schluss ziehen, dass eine Verkiirzung der Seitenkette bezliglich eines moglichen Effektes auf
die Wirksamkeit untersucht werden sollte. Auf diesen Ansatz wird in Abschnitt 11.4.2
eingegangen.

Neben der Synthese und den Untersuchungen der Prodrugs konnte in dieser Arbeit ein
langer bekanntes Problem der Amidoxime gelost werden. Wenn als Ausgangsverbindungen
ein Nitril und Hydroxylamin verwendet werden, enthalten die Amidoxime bedingt durch die
Synthese einen variablen Anteil an Amid-Verunreinigung. In LC-MS Experimenten konnte
dies auch fur das Pentamidin-Teilprojekt gezeigt werden. Amide lassen sich
saulenchromatographisch an Normalphase nicht von Amidoximen trennen, da der
Unterschied in den RiWerten zu gering ist. Sicherlich ware eine chromatographische
Aufreinigung mittels praparativer HPLC moglich, allerdings ist dies ein nur partiell sinnvoller
Ansatz. Die prdparative HPLC ist in der im Pharmazeutischen Institut in Kiel vorhandenen
Ausfiihrung nur fur die Trennung kleinster Mengen (wenige Milligramm) geeignet und
kommt daher nicht in Frage, um groflere Substanzmengen, wie sie beispielsweise fiir einen
Tierversuch bendtigt wirden, herzustellen. Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelte
Methode verwendet ein Schutzgruppenkonzept (0O-Boc), das in Abhédngigkeit der
Reaktionsbedingungen selektiv am Sauerstoff des Amidoxims eingefiihrt werden kann. Das
erhaltene O-geschitzte Amidoxim kann sdaulenchromatographisch an Normalphase von der
Amidverunreinigung abgetrennt werden. Die Unterschiede in den R+-Werten fielen in dem
Beispiel, das im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurde, so grof8 aus, dass die Verbindungen
einfach, schnell und guantitativ voneinander getrennt werden konnten. Eine Entschiitzung
des Amidoxims lief problemlos und nahezu quantitativ ab.

11.4 Ausblick fir das Pentamidin-Teilprojekt

In den folgenden Abschnitten sind die sinnvoll erscheinenden Moglichkeiten fir
Folgearbeiten im Pentamidin-Teilprojekt aufgefiihrt. Sie umfassen sowohl synthetische
Ansdtze mit jeweils kurzen Beschreibungen moglicher Synthese-Wege als auch noch
durchzufiihrende in vivo Experimente.

11.4.1 Weitere Testungen der Wirksamkeit des Bernsteinsaure-
und Glutarsaurederivats in Mausmodellen

Zwar ist es bereits gelungen, mit 43 ein gutes Pentamidin-Prodrug zu entwickeln, dessen
orale Bioverfligbarkeit und Wirksamkeit im Infektionsmodell gezeigt werden konnte,
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dennoch erreichte die Verbindung unter den Testbedingungen keine ausreichende ZNS-
Gangigkeit, so dass im Tiermodell die zweite Phase der HAT nicht therapiert werden konnte.
Um abschlieBend beurteilen zu konnen, ob 43 oder auch das Glutarsaurederivat 44 fir eine
entsprechende Therapie Uberhaupt eingesetzt werden koénnte, miussten weitere
Experimente im Mausmodell durchgefiihnrt werden. Die Prodrugs sollten in hoheren
Dosierungen (100 mg und 150 mg oder 200 mg pro Kilogramm Korpergewicht) eingesetzt
und oral appliziert werden. Dabei sollten die Eergebnisse von Glutarsdurederivat 44
besonders interessant sein, da es lipophiler und stabiler ist als 43 und daher eventuell eine
hohere Bioverflgbarkeit im ZNS aufweisen kdnnte. Zunachst misste aber mit einer héheren
Dosierung von 44 im STIB900 Infektionsmodell das therapeutische Potential endgultig
verifiziert werden, nachdem die Verbindung bei den bislang getesteten Dosierungen
zumindest eine Dosisabhangigkeit des erzielten Therapieerfolges aufwies. Die bislang
getesteten Dosen von 50 und 100 mg pro Kilogramm Korpergewicht sollten also auf 150 mg
und 200 mg pro Kilogramm Korpergewicht erhéht werden.

11.4.2 Synthese neuer Dicarbonsaureester mit Malonsaure oder
Oxalsaure

Sollten die Verbindungen 43 und 44 kein ausreichendes oder gar kein therapeutisches
Potential im GRV35 Modell zeigen, ware es sinnvoll, eine weitere Verbesserung des
Prodrugkonzepts anzustreben. Nachdem die Kettenlange des Bernsteinsaurederivates 43
zweimal verlangert wurde und die Wirksamkeit im STIBO9OO Mausmodell bei paralleler
Zunahme der Kettenlange kontinuierlich abnahm, liegt es nahe, zu testen, ob eine
Verklrzung der Kettenlange einen positiven Effekt aufweisen wiirde. Eine Verkiirzung um
eine C-Einheit wirde zu einem Malonsaureester fiihren, wiirde man um zwei C-Einheiten
verkiirzen, erhielte man einen Oxalsdureester. Flir beide Sauren ist kein zyklisches Anhydrid
mehr kommerziell verfligbar, daher miisste die Synthese umgestellt werden. Ein moglicher
Ansatz ware der Einsatz von Monoestern der Dicarbonsauren mit tert. Butanol. Diese Ester
sind kommerziell verfligbar. Mit Hilfe von Kopplungsreagenzien, wie sie auch in der
Peptidchemie verwendet werden, konnte auf diesem Weg das tert.-Butyl geschiitzte Derivat
erhalten werden, das dann in absolutiertem Ether mit getrocknetem Hydrogenchlorid
entschiitzt werden kdnnte. Ein weiterer Weg zur Darstellung von Malonsdureestern ist der
Einsatz von Meldrumsaure, die in der Literatur als Reagenz zur Darstellung von einfachen
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Malonsdureestern beschrieben ist. Abbildung 11.4 zeigt zwei theoretisch mogliche

Zugange zu Malonsdureestern am Beispiel des Benzamidoxims (56).
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Abbildung 11.4: Zwei mogliche Synthesewege zur Darstellung von Malonsaureestern beliebiger
Amidoximkomponenten. a: Veresterung z.B. mit 1 eq DCC und 0,1 eq 4-DMAP in Acetonitril; b:
Veresterung mit Meldrumsaure (60) in inertem Losungsmittel unter Riickfluss; c: Abspalten des tert-
Butylesters in absolutiertem Dieethylether oder DCM, HCI (g).

Allerdings miusste die Stabilitat der Verbindungen mit kirzeren Estern vor der Testung im
Infektionsmodell geprift werden, da das Glutarsaurederivat 44 eine deutlich hohere
chemische Stabilitat aufwies als der Bernsteinsdurederivat43 und daher erst gezeigt werden
musste, dass die chemische Stabilitat nicht parallel mit der Verkirzung der Kettenldange
abnimmt und den Einsatz dieser Prodrugs limitiert.

Ein anderer Ansatz zur Weiterfihrung des Pentamidin-Projektes bestiinde darin, weitere
Pentamidin-artige Verbindungen zu synthetisieren und auf ihre Wirksamkeit in den
Infektionsmodellen STIB900 und GVR35 zu untersuchen. Bioverfligbarkeitsstudien sind zwar
generell sehr wichtig fir die Prodrugentwicklung, im Falle des Pentamidins (15) allerdings
nur bedingt aussagekraftig, da 15 auf Grund der raschen Verteilung in tiefere
Kompartimenten nicht im Plasma bestimmt werden kann. Die Aussage der Tiermodelle ist
daher von grolRer Bedeutung. Ein interessanter Ansatz ist der Arbeitsgruppe um TIDWELL
gelungen. In einer Serie von Derivaten, den DB-Verbindungen, wurden aza-anloge
Pentamidin-Derivate synthetisiert und im Tiermodell getestet. Diese Derivate zeigten eine
moderate bis gute Wirksamkeit im Tiermodell des zweiten Stadiums der HAT.® TipweLL und
Kollegen verwendeten allerdings als Prodrugkonzept O-alkylierte Amidoxime, die eine hohe
Lipophile, eine schlechte Wasserloslichkeit und eine langsamere, Cytochrom-P450-
abhangige Aktivierung aufweisen. Unklar ist, ob das Prodrug ins Gehirn aufgenommen und
dort aktiviert wird, oder die aza-analoge Wirkform nach vorheriger Aktivierung (in der Leber)
die Blut-Hirn-Schranke tiberwinden kann. Die Tatsache, dass die Prodrugs durch oxidative O-
Desalkylierung, durch P450-Enzyme katalysiert, aktiviert werden missen, spricht aber dafiir,
dass die Wirkform selbst ins ZNS gelangen kann, da der Hauptort der Cytochrom-P450
Aktivitat die Leber ist. Kann die Wirkform das ZNS erreichen, ware es ein sehr guter Ansatz,
die Resultate aus beiden Arbeiten in einer Verbindung zu vereinen, also die erfolgreichen

aza-analogen Derivate mit dem Uberlegenen Prodrug-Prinzip zu kombinieren. Resultieren
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wirde ein Prodrug, das eine gute Bioverfligbarkeit mit rascher und schneller Aktivierung
aufweist, die Cytochrom-P450 unabhangig erfolgt, ein geringes Nebenwirkungspotential
(keine Akkumulation von unvollstandig aktiviertem, sehr lipophilem Prodrug in den
Geweben; kein Interaktionspotential, da P450 unabhangige Aktivierung) aufweist und zu
einem Wirkstoff biotransformiert wird, der dann optimalerweise ZNS gangig ist.

11.5 Moglichkeiten, das Prodrugprinzip auf andere
Arzneistoffe zu lGibertragen

Das Prodrugkonzept der Amidoxime mit oder ohne weitere Modifikation (beispielsweise
durch Veresterungen) kann auf eine Reihe weiterer Verbindungen Ubertragen werden. Das
MARC Enzym hat bislang alle untersuchten N-hydroxylierten Verbindungen reduktiv
aktiviert, so dass davon ausgegangen werden kann, dass auch neue Derivate zuverlassig und
schnell aktiviert werden wirden. In der Literatur finden sich zahlreiche Arzneistoffe und
Arzneistoffkandidaten Uber einen weiten Indikationsbereich, die eine Amidinfunktion
enthalten. In diesem Abschnitt sind beispielhaft zwei Verbindungen aufgefiihrt, auf die das
Prodrugkonzept Gbertragen werden kdnnte. Abbildung 11.5 zeigt die Strukturen der beiden
genannten Beispiele.

Abbildung 11.5: Strukturformeln der Sphingosin-Kinase-Inhibitoren 61 und von Tanogitran (62)

61

Methews et al. beschreiben Sphingnosin- Kinase-Inhibitoren vom Typ der Verbindung 61
(antiinflammatorische und zytostatische Wirksamkeit), die eine Amidinfunktion

aufweisen.%

Die Verbindungen sind relativ simpel zuganglich, und das im Arbeitskreis
etablierte Prodrugkonzept kdnnte in einer vierstufigen Synthese bei der Verbindungsklasse

angewendet werden.

Eine weitere interessante Verbindung ist Tanogitran (62) (siehe auch Kapitel 1.2.3.6.3). Es
handelt sich bei 62 um einen dualen Inhibitor von Faktor-Xa und Faktor-lla, der eine
Amidinfunktion aufweist. 62 ist eine neuere Entwicklung der Firma Boehringer. In einer
Patentschrift zu dieser Verbindung sind zahlreiche Prodrugs aufgefiihrt, allerdings kein O-
acyliertes Amidoxim. Die Verbindung wurde als iv. Prdparat getestet. Die weitere
Entwicklung von 62 scheint, da keine neuere Literatur zu ihr erschienen ist, gestoppt zu sein
(2012).
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Die Literaturrecherche alleine ist allerdings nicht ausreichend, um potentielle
Prodrugkandidaten aufzudecken. Oftmals werden Verbindungen erst dann publiziert, wenn
sie entweder gescheitert oder bereits einen Schritt weiter in den klinischen Untersuchungen
sind. Um Arzneistoffkandidaten aufzudecken, die sich noch im praklinischen
Entwicklungsstadium befinden, misste ein direkter Kontakt zu den entwickelnden Firmen
hergestellt werden.

11.6 Neues Konzept zur Derivatisierung fiir N-hydroxylierte
Amidine und Guanidine

Im Arbeitskreis wurden zahlreiche Prodrug-Prinzipien, deren Basis die N-Hydroxylierung
darstellt, entwickelt. Die einfachsten Verbindungen, die Amidoxime, zeigten ihre
Funktionalitat als Prodrugkonzept bereits am Markt durch Ximelagatran. Viele weitergehend
O-substituierte Verbindungen wurden untersucht. Ziele der Modifikationen waren eine
Verbesserung der Loslichkeit, das Ansprechen eines Transporters, die Erhéhung der
Permeabilitat und anderes. Im Dabigatran- und Pentamidin-Teilprojekt erwiesen sich die
Ester von Dicarbonsdauren als besonders geeignet. Dennoch gibt es sicherlich
Anwendungsmoglichkeiten fiir weitere Modifikationen. Ein guter Ansatz koénnte die
Darstellung von Peptid-Konjugaten sein. Di- oder Tripeptide werden aus dem Darmlumen
Uber Peptidtransporter aufgenommen und fiihren nach oraler Applikation (durch eine
Sonde, um sicherzustellen, dass sie im Magen nicht weiter degeneriert werden) zu einer
rascheren und héheren Aufnahme von Aminosauren als die Applikation der entsprechenden

Monomere.®

Dieser Effekt wurde fiir einige Dipeptide beschrieben, unter anderem fir
Glycin-L-Alanin (Gly-Ala). Daher erscheint es lohnend, die Kopplung der Amidoxime an
kleinere Peptide zu untersuchen. Die Aufnahme des Konjugates konnte Uber einen
Peptidtransporter schneller und in héherem MaRe erfolgen, was eine Verbesserung der
oralen Bioverfligbarkeit nach sich ziehen wiirde. Die Synthese dieser Verbindungen scheint
ohne Probleme durchfiihrbar zu sein. Die entsprechenden Edukte sind kommerziell
erhaltlich. Ein moglicher Synthese-Ansatz fiir das Gly-L-Ala Derivat des Benzamidoxims (68) —

als einfachste aromatische Modellverbindung — ist in Abbildung 11.6 aufgefiihrt.
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Abbildung 11.6: Moglicher Syntheseweg fiir mit dem Dipeptid Gly-Ala O-acylierte Amidoxime am Beispiel von Benzamidoxim (56). a bis d geben einen
Uberblick iiber méglichen Reaktionsbedingungen: a: Kopplung der Aminosidure Komponente zum Amidoxim-Ester: zum Beispiel mit 1 eq DCC und 0,1 eq 4-

DMAP in Acetonitril; b: Entschiitzen der Aminosaure: in absolutiertem Et,0 oder DCM, HCI (g); c: Einflihren einer Phthalimid-Schutzgruppe: z.B. mit
Phthalsdureanhydrid in DCM; d: Entschiitzen des Phthalimides: z.B. Hydranzinolyse in DCM
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Route c in Abbildung 11.6 beschreibt einen konvergenten Ansatz, bei dem das Amidoxim mit
dem entsprechenden (Di)Peptid direkt gekoppelt wird. Es miissten Peptide eingesetzt
werden, die am N-Terminus eine Schutzgruppe, vorzugsweise eine Boc-Schutzgruppe,
aufweisen wirden. Zahlreiche Peptide, die diese Bedingungen erfillen, sind kommerziell
verfligbar, allerdings in der Regel sehr kostspielig. Die Ansatze a und b verfolgen einen
linearen Aufbau der Zielkomponente. Es sind mehr Stufen nétig, und es muss ggf. eine
Schutzgruppe fir die aminartige Partialstruktur des Amidoxims eingefiihrt werden. Dies
hangt letzten Endes von der Reaktivitdt (also der Nukleophilie) dieses Stickstoffes ab. Im
Amidoxim ist diese durch den Elektronenzug des Sauerstoffes herabgesetzt, so dass die
Kopplung der zweiten Aminosdure durchaus ohne eine Schutzgruppe durchgefiihrt werden
kdnnte. Ware eine Schutzgruppe notwendig (dies konnte Ulber ein LC-MS-Experiment
ermittelt werden), wiirde sich eine Phthalimid-Schutzgruppe anbieten, die unter milden
Bedingungen entschiitzt werden kénnte. Der Vorteil der linearen Strategien ldage in dem
eleganten Zugang zu einer Reihe von Derivaten, da eine Variation der N-Boc-geschiitzten
Aminosaurekomponenten eine Vielzahl an Dipeptid-Derivaten ermdoglicht. Wenn man fir die
Synthese nur die proteinogenen Aminosadure in Betracht zieht, ergdbe dies alleine fir die
Dipeptide eine Moglichkeit von Uber 60 Derivaten. Sinnvoll erscheint es daher, zunachst
Derivate wie Gly-Ala darzustellen, deren vorteilhafte Aufnahme literaturbeschrieben ist.
Weiterhin ist festzuhalten, dass die N-Boc-geschiitzten L-Aminosduren sehr gut kommerziell
verfligbar sind und in der Regel dullerst kostenglinstig erworben werden kdnnen. Die
Mehrkosten, die durch den aufwendigeren Zugang der linearen Synthesestrategie (vor allem,
wenn noch eine Phathalimid-Schutzgruppe eingefiihrt und wieder entschiitzt werden
misste) entstehen wiirden, kénnten daher (iber die sehr gilinstigen Edukte kompensiert
werden.

Die neuen Derivate missten zunachst in vitro charakterisiert werden, um ihre druggability
sicherzustellen. Dabei sollte vor allem bewertet werden, ob Loslichkeit und Stabilitdt der
Verbindungen ausreichen, um oral appliziert zu werden. Fallen diese Untersuchungen positiv
aus, sollte anhand von Caco-2 Zelluntersuchungen und final in in vivo Experimenten eine
Bioverfligbarkeit, optimalerweise im Vergleich zu dem einfachen Amidoxim und ein bis zwei
weiteren O-acylierten Derivaten (einfache Aminosaure, Dicarbonsaure), untersucht werden.
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13 Anhang | Abkiirzungsverzeichnis

13 Anhang

13.1 Abkiirzungsverzeichnis

AAT Animal African Trypanosomiasis
Abb. Abbildung
abs. absolut
ACN Acetonitril
ADP Adenosinphosphat
Ar Aromat
Arg Arginin
Asp Asparaginsaure
ASS Acetylsalicylsdure
BCS Biopharmaceutical Classification System (Biopharmazeutisches Klassifizierungssystem)
Boc Butyloxycarbonyl
BRD Bundesrepublik Deutschland
BSE bovine spongiforme Enzephalopathie
BSP N,N*“Bis(succinyloxy)-Pentamidin
CDCl; deuteriertes Chloroform
CLcg Kreatinin Clearance
COX-1 Cyclooxygenase 1
d Dublett
DAO Pentamidin Diamidoxim
DC Diinnschichtchromatographie
DCM Dichlormethan
dd Dublett eines Dubletts
DDD daily drug doses (Tagesdosen eines Medikamentes)
DCl deuteriertes Salzsaure
DMF N,N-Dimethylformamid
DMSO Dimethylsulfoxid
DMSO-d6 deuteriertes Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsaure
ECA-T Ecarin Chromogenic Assay for Direct Thrombin Inhibitors
ESI Elektrosprayionisation
FC Flash-Chromatographie
GIT Gastrointestinaltrakt
Gly-Ala Glycin-L-Alanin (Dipeptid)
h Stunde
HAT Human African Trypanosomiasis (Afrikanische Schlafkrankheit)
HPLC High performance liquid chromatographie (Hochleistungsflissikeitschromatographie)
Hz Hertz
i.m. intramuskuldr
i.p. intraperitoneal
i.v. intravends
ICH International Conference On Harmonisation Of Technical Requirements For Registration
Of Pharmaceuticals For Human Use
IR Infrarot
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13 Anhang | Abkiirzungsverzeichnis

J Kopplungskonstante

K Kelvin

Konz. Konzentriert

LC Flussigkeitschromatographie

LWMH low molecular wight heparin (niedermolekulres Heparin)

m Multiplett

MARC mitochondriale amidoximreduzierende Komponente

MeOH Methanol

MHz Megahertz

M-Phase Mitose-Phase (Zellzyklus)

MS Massenspektrometrie

MSP Mono(succinyloxy)-Pentamidin

msr magensaftresistent

NADH Nicotinamidadenindinukleotid

NaH Natriumhydrid

NMRI Naval Medical Research Institute

P-gp P-Glykoprotein

p.o. peroral

PcP Pneumocystis Pneumonie (ehemals Pneumocystis carinii Pneumonie)

PDA Photo Diode Array Detector (Fotodiodenzeilen-Detektor)

pH potentia hydrogenii (mit minus eins multiplizierter dekadischer Logarithmus
der Wasserstoffionen-Konzentration)

pKs negativer dekadischer Logarithmus der Sduredissoziationskonstanten

PPA Propanphosphonsaureanhydrid

ppm parts per million

rF relative Feuchte

R¢ Retentionsfaktor

RNA Ribonukleinsaure

RP reversed phase (Umkehrphase)

RT Raumtemperatur

SAT Sequenzielle Aerosol-Sprih-Technik

SD Sprague Dawley

SIT Steriles-insekt-Technik

Swiss TPH Schweizerisches Tropen und Public Health Institut

t triplett

T.b. Trypanosoma brucei

TCM Chloroform

TFA Trifluressigsaure

THF Tetrahydrofuran

Tmax Zeitpunkt der maximalen Plasmakonzentration (eines Arzneistoffs)

TMS Tetramethylsilan

Tg Elutionszeit

UFH unfractionated heparin (Standard Heparin)

USA Vereinigte Staaten von Amerika

UV Ultraviolett

V Volumen

ZNS Zentrales Nervernsystem
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13 Anhang | Strukturformelverzeichnis Dabigatran-Teilprojekt

13.2 Strukturformelverzeichnis

Verbindung

Strukturformel

2-(4-Cyanophenylamino)essigsaure

Bezeichnung im Projekt:

Synthon 2

Nummer im der Arbeit:

26

4-Fluor-3-nitrobenzoesaure:

Nummer im der Arbeit:

18

4-Methylamino-3-nitrobenzoesdure:

Nummer im der Arbeit:

19

3-(Pyridin-2-ylamino)propansaureethylester:

Nummer im der Arbeit:

22

X " COOEt

N
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13 Anhang | Strukturformelverzeichnis Dabigatran-Teilprojekt

Verbindung Strukturformel
3((4-Methylamino-3-nitro-benzoyl)pyridin-2-ylamino)propansaureethylester: H
N\
(o)
NO,
N
X
Nummer im der Arbeit: | N
=
COOEt
23
3((3-Amino-4-methylamino-benzoyl)pyridin-2-ylamino)propansaureethylester:
H
N\

Bezeichnung im Projekt:
(0]

NH,
N
C( 1
N
Z COOEt

Synthon 1

Nummer im der Arbeit:

24

3-((2-((4-Cyanophenylamino)methyl)-1-methyl-1H-benzimidazol-5-carbonyl)pyridin-2-
ylamino)propansaureethylester:

/
N
. . . o) /> \
Bezeichnung im Projekt: N HN CN

N

Dabigatran Nitril | N
N

Nummer im der Arbeit:

COOEt

27
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13 Anhang | Strukturformelverzeichnis Dabigatran-Teilprojekt

Verbindung Strukturformel

3-((2-((4-(N'-Hydroxyamidino)phenylamino)methyl)-1-methyl-1H-benzimidazol-5-carbonyl)
pyridin-2-ylamino)propansdureethylester:

/
N
. . . . N_OH
Bezeichnung im Projekt: o N/>—\ )
HN—<: :>—<
Dabigatran Amidoxim N NH,
| X
N

Nummer im der Arbeit:

28

3-((2-((4-(N'-(3-Carboxypropanoyloxy)amidino)phenylamino)methyl)-1-methyl-1H-
benzimidazol-5-carbonyl)pyridin-2-ylamino)propansaureethylester:

OH
/ (o]
Bezeichnung im Projekt: N (0]
> N—0
Succinyl-Dabigatran 0 N HN4©—</
NH
N 2
UL
Nummer im der Arbeit: Z COOEt
31
3-((2-((4-(N'-(4-Carboxybutanoyloxy)amidino)phenylamino)methyl)-1-methyl-1H-
benzimidazol-5-carbonyl)pyridin-2-ylamino)propansaureethylester: o
OH

/ (0]
Bezeichnung im Projekt: N
Gluataryl-Dabigatran 0 N HN4®—</
NH
N 2
L
N

Nummer im der Arbeit: Z COOEt

33
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13 Anhang | Strukturformelverzeichnis Dabigatran-Teilprojekt

Verbindung Strukturformel

3-((2-((4-(N'-(5-Carboxypentanoyloxy)amidino)phenylamino)methyl)-1-methyl-1H-
benzimidazol-5-carbonyl)pyridin-2-ylamino)propansaureethylester:

OH
/ (o) (@)
Bezeichnung im Projekt: N
/>—\ N—O
: . o} 7
Adipyl-Dabigatran N HN
NH
N 2
| AN
N
Nummer im der Arbeit: COOEt
35
3-((2-({4-(amidino)phenylamino)methyl)-1-methyl-1H-benzimidazol-5-carbonyl)pyridin-2-
ylamino)propansdure
/
N
Bezeichnung im Projekt:
g j o N/>—\ NH
_ HN—<: :>—<
Dabigatran N NH,
T L
N
= COOH

Nummer im der Arbeit:

6
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13 Anhang | Strukturformelverzeichnis Pentamidin-Teilprojekt

Verbindung Strukturformel

4,4'-Pentamethylendioxy-di-benzonitril
Bezeichnung im Projekt:

NC CN
Pentamidin Dinitril \©\ /©/

Nummer im der Arbeit:

41

N’-(Hydroxy)-4-((5-(4-cyanophenoxy)pentyl)oxy)benzamidin

Bezeichnung im Projekt: H,N
NC \N,OH
Amidoximnitril Pentamidin \©\
0 "0

Nummer in der Arbeit:

49

N’-((tert-Butoxycarbonyl)oxy)-4-((5-(4-cyanophenoxy)pentyl)oxy)benzamidin

Bezeichnung im Projekt: NH,
OBoc-Amidoximnitril NC \N/O\“/O\'<
Pentamidin (o)

Nummer in der Arbeit:

50
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Verbindung Strukturformel

N’-(Hydroxy)-4-((5-(4-amidinophenoxy)pentyl)oxy)benzamidin

Bezeichnung im Projekt: NH, NH,

X, . OH
Amidinamidoxim Pentamidin HN N

Nummer in der Arbeit:

51

4,4'-Pentamethylendioxy-di-(N-hydroxy)benzamidin

Bezeichnung im Projekt: NH, NH,

e e HO_  ~ X,,.OH
Pentamidin Diamidoxim: N N

o/\/\/\o

Nummer in der Arbeit:

42

4,4'-Pentamethylendioxy-di-(N-(3-carboxypropionyloxy))benzamidin

NH, NH, o
o, - X O
HO)W N N NOH
(o) AN (o)
o o

Bezeichnung im Projekt:

N,N’-Bis(succinyloxy)-Pentamidin

Nummer in der Arbeit:

43
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Verbindung Strukturformel

4,4'-Pentamethylendioxy-di-(N-(4-carboxybutanoyloxy))benzamidin

O~ ~°
(o) (o) (o) (o)
J\/\/U\ -N AN J\/\/U\
HO o N Z 0 OH
NH, 2

NH

Bezeichnung im Projekt:

N,N’-Bis(glutaryloxy)-Pentamidin

Nummer in der Arbeit:

44

4,4'-Pentamethylendioxy-di-(N-(5-carboxypentanoyloxy))benzamidin

0\/\/\/0
(o] (0]
Ho_ _~~_J N N, L~ oH
C o X ~ "0 (I.I:
2 (0]

I
o] NH, NH
Bezeichnung im Projekt:

N,N’-Bis(adipyloxy)-Pentamidin

Nummer in der Arbeit:

48
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13 Anhang | Erkldrung zu § 8 Absatz 1 der Promotionsordnung

Der Inhalt dieser Abhandlung wurde — abgesehen von der Beratung durch meinen Betreuer —
selbstandig von mir erarbeitet und in dieser Form zusammengestellt. Die Arbeit hat an
keiner anderen Stelle im Rahmen eines Priifungsverfahrens vorgelegen.

Die Arbeit ist unter Einhaltung der Regeln guter wissenschaftlicher Praxis entstanden.

Kiel, im Juli 2014

Lukas Riebling
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13.5 Kurzfassung

Eine Vielzahl moderner Wirkstoffe weist unzureichende physikochemische Eigenschaften
auf, die zu einer Verminderung der druggability fihren. Die Entwicklung von Prodrugs ist
eine etablierte und wertvolle Strategie, um gezielt unerwiinschte Wirkstoffeigenschaften zu
verbessern und ein besseres oder vielseitigeres therapeutisches Wirkstoffprofil zu erzeugen.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Prodrugs, basierend auf Estern der Bernstein-, Glutar- und
Adipinsdaure mit Amidoximen, der Arzneistoffe Dabigatran und Pentamidin synthetisiert, in
vitro charakterisiert und im Tiermodell evaluiert.

Die in vitro-Untersuchen zeigten im Wesentlichen, dass alle Prodrugs hohe Loslichkeiten bei
physiologischem pH-Wert aufweisen, im alkalischen und neutralen pH-Bereich sehr gute
Stabilitat in Losung zeigen, liber eine hohe Lagerstabilitdt verfliigen sowie schnell und
vollstandig durch eine vom mARC-Enzymsystem katalysierte N-Reduktion zu den Amidinen —
dem aktiven Wirkprinzip — metabolisiert werden. Diese Ergebnisse galten fiir Dabigatran als
auch Pentamidin und unterstreichen damit die Allgemeingiiltigkeit des zugrunde liegenden
Prodrug-Konzepts. Besonders im Falle von Dabigatran- ist die hohe Loslichkeit
hervorzuheben, da Prodrugs synthetisiert wurden, die bei physiologischem pH bis zu 7.000-
fach besser |6slich sind als das Prodrug Dabigatranetexilat, welches als Pradaxa® im Handel
ist.  Vergleichende Stabilitatsuntersuchungen mit Dabigatranetexilat und dem
Bernsteinsdureprodrug haben gezeigt, dass die geringe chemische Stabilitdit von
Dabigatranetexilat mit der Carbamatfunktion des Prodrugs einhergeht, da mit dem
Bersteinsdurederivat ein Dabigatran-Prodrug hergestellt werden konnte, dass unter
kontrollierten Klimabedingungen eine verbesserte Stabilitat aufwies.

Die Dabigatran-Prodrugs wurden Ratten oral appliziert und es wurde mit Hilfe eines
chromogenen Assays der gerinnungshemmende Effekt bestimmt. Das
Bernsteinsdureprodrug erzielte dabei einen 4aquivalenten Effekt im Vergleich zu
Dabigatranetexilat. Die gerinnungshemmende Aktivitat der Prodrugs mit langerkettigen
Dicarbonsaureestern nahm kontinuierlich ab. Die in vivo-Evaluation der Pentamidin-Prodrugs
bestand hingegen aus einem Trypanosomeninfektionsmodell in der Maus. Das
Bernsteinsdaureprodrug konnte dabei nach oraler Gabe den gleichen Effekt erzielen, wie i.v.-
appliziertes Pentamidin. Die Glutarsaure- und Adipinsdurederivate verloren auch im
Pentamidin-Teilprojekt mit zunehmender Kettenlange an pharmalogischer Aktivitat.

Es kann festgehalten werden, dass die Bernsteinsdaureprodrugs sowohl fiir Dabigatran als
auch Pentamidin das beste Konzept hinsichtlich peroraler Bioverfiigbarkeit waren. Das
Glutarsdurederivat sollte allerdings fiir eine mogliche j.v.-Applikation in Betracht gezogen
werden, da es ausgepragteste chemische Stabilitat bei gleichwertiger Loslichkeit unter allen
getesten Prodrugs aufweist. Dieser Aspekt ist besonders fiir Dabigatran von Bedeutung, da
somit erstmalig eine i.v.-Applikation dieses Wirkstoffs moglich ware.
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13.6 Abstract

Many marketed and investigational drugs oftentimes suffer from poor physicochemical
properties. Prodrug concepts frequently represent a powerful and elegant solution to
overcome such unfavorable features, thereby allowing a more targeted or broader
pharmacological applicability. Here, an amidoxime prodrug strategy for dabigatran and
pentamidine was further extended by esterification with dicarboxylic acids. Succinic, glutaric
and adipic acid derivatives were synthesized and comprehensively characterized in vitro as
well as in vivo.

The in vitro studies have shown that these new prodrug candidates were highly soluble in
water at different pH values and (physico)chemically stable in solution at neutral and
alkaline pH as well as upon storage of the solid compounds. All prodrugs were rapidly and
guantitatively bioactivated in a step-wise fashion, including the final mARC enzyme system-
catalyzed reduction of the amidoximes to the biologically active amidines. The underlying
prodrug strategy appears to be of general applicability considering that these results were
obtained for both dabigatran and pentamidine. Notably, solubilities of the new dabigatran
prodrugs at physiological pH could be improved about 7000-fold compared to the marketed
analogue dabigatran etexilate (Pradaxa®). Moreover, in clear contrast to dabigatran
etexilate, the succinic acid prodrug exhibited superior storage stability under all investigated
climate conditions.

In order to address in vivo efficacy after oral application, the anticoagulant activity of the
novel dabigatran prodrugs was determined using a chromogenic assay. In these studies, the
succinic acid derivative revealed equal efficacy compared to dabigatran etexilate, whereas
anticoagulant activity decreased with an increasing chain length of the dicarboxylic esters.
For the new pentamidine prodrugs, in vivo efficacy was evaluated in a mice model of
trypanosomiasis. Results from these studies paralleled the trend observed for the dabigatran
prodrugs, i.e. with the succinic acid derivatives representing the most effective prodrug
candidates. In fact, after oral administration this prodrug was comparably active to i.v.-
administered pentamidine.

In summary, the succinic acid amidoxime ester double prodrugs of dabigatran and
pentamidine were the best prodrug candidates in terms of their oral bioavailabilities and
bioactivities. However, in the case of dabigatran, the glutaric acid prodrug exhibited an
excellent in vitro-pharmacokinetic profile. Due to its high chemical stability, which even
exceeded that of the succinic acid analogue, and high aqueous solubility, such a glutaric acid
prodrug could be the very first dabigatran derivative suitable for intravenous administration.
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