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Die biogenetisch von den Phenylpropanen abgeleiteten Kawa-Laktone'-? sind
wegen ihrer wertvollen pharmakologischen Eigenschaften (sedativ, muskelrelaxie-
rend, antikonvolsiv, analgetisch!—3) Bestandteile einiger Arzneipriparate [Bilicura®,
(Miiller/Géppingen, Goppingen, B.R.D.); Xavosporal® (Miiller/G6ppingen); Tct.
Piperis methystici (Stacvfien-Pharma, G6ppingen, B.R.D.)]. Diese Praparate enthalten
die Kawa-Laktone in Form von Gesamtextrakten, nachdem nachgewiesen wurde,
dass die einzelnen Kawa-Laktone tcils synergetisch wirken, teils ihre Wirksamkeit
gegenseitig erganzen®-S. Uber die Bioverfiigbarkeit der Kawa-Laktone-haltigen Arz-
neistoffe stehen nur in vitro-Untersuchungsergebnisse zur Verfligung®-’. In vivo-Unter-
suchungen sind im Gange, wobel die Frage der analytischen Kontrolle, bedingt durch
eine exakte und empfindliche Bestimmungsmethode von entscheidender Bedeutung
ist.

Zur Bestimmung der Kawa-Laktone wurden zahlreiche Methoden ausgearbei-
tet. Einige der Methoden beschranken sich auf die Erfassung des Gesamt-Gehaltes
bzw. einiger Gruppen der Kawa-Laktone®-®. Nach anderen Methoden werden die
cinzelnen Wirkstofie vor der Bestimmung getrennt, sind aber kompliziert und zeit-
raubend, so die kombinierten diinaschichtchromatographisch-spektrophotome-
trischen Methoden'%-!* —die auch angesichts ihrer Genauigkeit weniger anspruchsvoil
sind— bzw. die pri3paraiiv-gaschromatographische Methode?, die in Richtung
quantitativer Bestimmung nicht weiterentwickelt wurde.

Nachstehend wird iiber eine Methode berichtet, die es erlaubt, Kawa-Laktone
aus Arzneisioffen, Arzneipraparaten und biologischen Flissigkeiten schaell und
exakt zu bestimmen.

EXFERIMENTELLER TEIL

Apparaturen

Verwendet wurden: Pumpe, Altex Modell 110 A, Injektor, Rheodyne Modell
7120; Sdule (200 X 4 mm 1.D.), M &N Nucleosil 100-5; Detektor, Kontron Mcdell
Uvikon 725; Schreiber und Integrator, Hewlett-Packard Modell 5840 A.

* 3. Mitteilung zur Biovergiigbarkeit Kawa-Laktone-haltiger Praparate (1. und 2. Mitteilung
Lit. 6 und 7).
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Mobiie Phase
Verwendet wurde das bindre System #-Hexan-Dioxan (85:15).

Reagenzien

Kawain (1) und Yangonin (5) wurden von Csupor aus Rhizoma Kawa-Kawa
isoliert!t, Dihydromethystizin (4), Dihydrokawain (2) und Methystizin (3) wurden
von Herm Prof. Hansel zur Verfiisung gestellt (Tabelle I).

TABELLE -
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Untersuchungsmaterialien
Rhizoma Kawa-Kawa vwnd Extractum Kawa-Kawa sicc. wurden von der
Firma Finzelbergs Nachfolger (Andernach, B.R.D.) bezogen.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Versuche mit Referenzsubstanzen

Fig. 1 zeigt ein typisches Chromatogramm eines Gemisches der fiinf Refe-
renzsubstanzen (1-5). Eingegeben wurden 20 gl aus einer n-Hexan-Dioxan-Losung,
die pro m! je 100 zg von den Referenzsubstanzen enthielt. Wie ersichtlich, erlaubt die
gewihlte Saule und das Fliessmittel cine Basislinicntvennung. Um die Linearitat des
Trennsystems zu iberpriifen, wurden Eichgeraden von Reagenzien 1-5 aufgestellt
{Fig. 2). Die auf Grund der Gleichung ¥ = C-x 4+ N (wobei ¥ — Peakflache,
C = Steigung der Eichgerade, x — eingegebene Menge Referenzsubstanz in pg,
N = Achsenabschnitt) berechneten Regressionsgeraden verlaufen linear. Die Korre-
Iationskoeffizienten fur die Eichgeraden liegen nahe zum Wert 1:bei Kawain (1)
zB. x=08pg:1.038; x=12x2:1.009; x=16 u2:1.016; x = 2.0 ug : 1.004.
Die Reproduzierbarkeit der Bestimmungsmethode ist gut. Der Variationskoefiizient
betragt z.B. bei Kawain (1) : - 0.49%.
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JUULA A

1C 20 min

Fig. i. Trepnung von Kawa-Laktonen durch Hochleistungs-Flissigkeits-Chromatographie (Fluss:
1.5 ml/min; Verst.: 0.2 extinktion “full scale™; Detektion: 240 nm; Schreiber: 0.5 cn/min; Attenua-
tion: 5; Slopesens.: 0.04).
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Fig. 2. Eichgeraden der Referenzsubstanzen (Detektion bei 240 nm).

Versuche mit Arzneistoffen und Arzneipréparaten

Rnizoma und Extract:an Kawa-Kawa sicc. Rhizom (Lieferung 23.06.78) und
Trockenextrakt (Kenn.-Nr. 79/215-3) wurden homogenisiert, mit Dichlormethan
[:100 im heissen Wasserbad 30 min unter Riickflusskithlung extrahiert, abgekiihit und
filtriert. Filter und Riickstand wurden mit Dichlormethan nachgewaschen und das
Filtrat mit der Waschflissigkeit zur Trockene gebracht. Der Trockenriickstand
wurde mit 50.0 mi Fliessmittel (n-Hexan-Dioxan, 85:15) aufgenommen, 1:10 ver-
diinnt und mit 2.0 ml der Standardsubstapnz-Lésung (1.0 mg Zimtalkohol in 10.0 mi
Fliessmittel) versetzt. Aus der erbaltenen AnalysenlGsung wurden 20 gl auof die
S3ule gegeben und chromatographiert. Die Analysenergebnisse sind in der Tabelle
I zusammengestellt.

Bilicura und Kavoesporal. Je 10 Dragees von Bilicura (Charge-Nr. 73/32) uand
Kavosporal (Charge-Nr. 79/41) wurden verrieben, homogenisiert, mit 100 ml Dichlor-
methan im heissen Wasserbad 30 min lang uvater Rickilusskiiblung extrahiert, ab-
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KAWA-LAKTONEN-GEHALT VERSCHIEDENER ARZNEISTOFFE UND ARZNFEIPRA-
PARATE . )

Kawa- Rhiizom Extraks Finktur Bilicura Kavosporal
Laktone % % (%) (mg|Dragee} (mg/Dragee)
1 0.93 1.41 0.070 0.363 0.345

2 1.05 2.10 0.090 0.4%0 0.459

3 1.34 1.60 0.092 0.489 0.462 .

4 0.85 1.18 0.057 0.316 0.311

5 0.68 0.97 0.048 0.229 0.224

1-5 4.85 7.26 0.357 1.887 1.801

gekiihit und filtriert. Filter und Riickstand wurden mit Dichlormethan nachgewaschen
und das Filtrat mit der Waschiliissigkeit zur Trockene gebracht. Der Trockenriick-
stand wurde mit 2.0 ml der Standardsubstanz-L6sung versetzt und mit dem Fliess-
mittel auf 25.0 ml aufgefiillt. Von der erhaltenen Analysenldsung wurden 20 gl auf
die Saule gegeben und chromatographiert. Die Analysenergebnisse sind in der
Tabelle II zusammengestellt.

Tect. Piperis methystici. 1.0 ml Tinktur (Herst.-Datum 11. Dezember 1979)
wurde mit 9.0 ml Wasser versetzt und 5 mal mit je 10 ml! Diathylather extrahiert.
Die vereinigten Ather-Losungen wurden am Rotationsverdampfer auf etwa 5 ml
eingedampft, mit n-Hexan aufgenommen und auf 10.0 ml aufgefillt. Von der n-Hexan-
Ldsung wurden 5.0 ml mit 2.0 ml Standard-Ldsung versetzt und auf 10.0 ml auf-
gefiillt. Von der erhaltenen AnalysenlSsung wurden 20 z1 auf die Sauie gegeben und
chromatographiert. Die Analysenergebnisse sind in der Tabelle Il zusammengestelit.

Um unsere Analysenergebnisse zu kontrollieren, wurde Extractum Kawa-
Kawa sicc. (Kenn.-Nr. 79/252-1) mit anderen Methoden auf seinen Kawa-Laktone-
Gehalt gepriift. Die erhaltenen Werte sind aus der Tabelle III zu entnehmen.

TABELLE I
VERGLEICH VERSCHIEDENER BESTIMNUNGSMETHODEN
Methode Getkalt an Kawa-Laktonen (%,

I 2 3 4 5 1-5
Lit. 8 - —_ — — — 7.0
Lit. 9 — — — — — 9.87
Lit. 14 1.40 1.75 1.95 - 5.10

Hochleistungs-Flassigkeits-Chromatographie  1.20 1.74 1.66 1.06 095 6.61

Modellversuche mit Blutserum und Blutplasma

Blutserum. Frisches Schweineblut wurde in Zentrifugenglasern so lange stchen
gelassen, bis die Gerinnung eintrat. Dann wurde der Blutkuchen vom oberen Rand
geldst und 15 min lang bei 3500 rpm zentrifugiert und das Blutserum mit einer
Pipette vorsichtig ausgehoben. Je 2.0 mg Kawain (I) und Yangonin (5) bzw. 100 mg
Extr. Kawa-Kawa sicc. wurden in 20.0 ml Serum gelGst, 15 min lang bei Zimmer-
temperatur geriibrt vund filtriert. 10.0 m! Filtrat wurden mit 90 ml Wasser versetzt
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und 5 mal mit je 20 ml Diithylither ausgeschiittelt. Die vereinigten AtheriGsungen
werden auf etwa 3 ml eingeengt, mit 1.0 ml StandardsubstanzlSsung versetzt und auf
5.0 ml anfgefillt. Von der erhaltenen Analysenldsung wurden 20 gl auf die S3ule ge-
geben und chromatographiert. Die Analysenergebnisse sind in der Tabelie IV auf-
gefohrt.

TABELLE IV
LISSLICHKEIT YVON KAWA-LAKTONEN IN BIOLOGISCHEN FLUSSIGKEITEN
A = Reinsubstanz; B — Extrakt.

Rawa- Blutserum Blutplasma
Laktore -
A(% B (%) A(% B (%}

1 300 785 334 200

2 - 7.5 - 794

3 — 520 - 53.7

4 - 62.4 — 67.8

s 17.5 44.8 182 5¢.0
1-5 — 64.7 — 67.9

Blutplasma. Frisches Schweineblut wurde pro ml mit 10 mg Natriumcitrat ver-
setzt, S min lang bei 1000 rpm zentrifugiert und das iberstehende Blutplasma ab-
pipettiert. Das Auflésen der Kawastoffe und die Herstellung der AnalysenlSsung
erfolgte wie beim Blutserum. Die Analysenergebanisse sind in der Tabelle IV apf-
gefithrt. Es ist auffalend, dass sich die Kawa-Laktone in Extraktform sowohl in
Blutserum wie auch in Blutplasma wesentlich besser 1Gsen als in isolierter Form.
Dieser Befund bestitigt die Ergebnisse der Laslichkeitsversuche in anderen, ktinstlich
hergesteliten biologischen Flissigkeiten®.
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