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Thalidomide Analogues, V. Investigations of the metabolism
of the Thalidomide-like Compound K-2004

The test compound K-2004, a non-teratogenic congener
of thalidomide, is quickly absorbed in the rat after oral ap-
plication and, like thalidomide, degraded hydrolytically.
Three metabolites appearing in the urine have been identified.
The absence of teratogenicity of K-20041s not due to a different
metabolism but probably to an altered reactivity towards a
recently proposed specific receptor.

2-(Bicyclo[2.2.1Theptan-2-endo-3-endo-dicarboximido)-glutarimid (1a),
das in der Literatur 1-3 auch unter der Priifbezeichnung K-2004 auf-
scheint, ist eine dem Thalidomid (x-Phthalimido-glutarimid, 2 a)
strukturelll. 2, 3 und pharmakologisch% 3 verwandte Substanz, zeigt
jedoch micht dessen embryotoxische und teratogene Eigenschaften3. 3,

Uber das Schicksal von 1a im Siugerorganismus liegen bis jetzt
keine Untersuchungen vor. Hingegen sind iiber die Pharmakokinetik
und den Metabolismus von 2 a und dessen Hydrolyseprodukten meh-
rere eingehende Untersuchungen durchgefiihrt und publiziert wor-
den$, 7.

Durch Vergleich der im Urin ausgeschiedenen Metaboliten der
beiden. Substanzen sollte nach Unterschieden im Stoffwechselver-
halten von 1a und 2 a gesucht werden, um dadurch weitere Anhalts-
punkte fiir eine Erklirung der fehlenden Teratogenitdt bei 1a zu

* Die Testsubstanz K-2004 (1 a) wie auch die Vergleichssubstanzen
wurden von der Fa. F.J. Kwizda, Wien, freundlicherweise zur Verfiigung
gestellt.

** Teil der Dissertation von G. Pischek, Universitdt Wien, 1973.
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finden. In der vorliegenden Mitteilung wird tiber die Ergebnisse dieses
Vergleichs berichtet.

Die hinsichtlich des Thalidomid-Metabolismus am besten unter-
suchte Tierspecies ist die Ratte. Beckmann® hatte auflerdem festge-
stellt, daB der biologische Abbau von 2 a beim Menschen und bei der
Ratte in nahezu gleicher Weise erfolgt. Aus diesem Grunde wahlten
wir fiir unsere Untersuchung ebenfalls dieses Versuchstier. Da Schlaf-
mittel ferner stets auf peroralem Wege verabreicht werden, wendeten
wir anch im Tierversuch diese Applikationsart an.
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Die Tiere, die unter den iiblichen Bedingungen in Stoffwechsel-
kéfigen gehalten wurden, erhielten jeweils eine einmalige Dosis der
Testsubstanzen 1a bzw. 2 a appliziert. Der innerhalb eines bestimm-
ten Zeitraumes nach der Behandlung abgegebene Harn wurde aufge-
arbeitet und diinnschichtchromatographisch untersucht.

Die DC der Rattenharnextrakte mnach Thalidomid-Behandlung
ergab das aus der Literatur S 7 bekannte Bild. Die vier wichtigsten
Metaboliten erscheinen neben unverindertem 2 a als deutlich abge-
grenzte Flecken und sind eindeutig identifizierbar. Ein typisches
Chromatogramm ist in Abb. 1 wiedergegeben.

Im Urin der in gleicher Weise mit der Testsubstanz K-2004 be-
handelten Tiere lassen sich nur drei Metaboliten neben {viel) unver-
andertem Wirkstoff eindeutig nachweisen (Abb.2). Zwei davon ent-
sprechen den erwarteten Hydrolyseprodukten mit gedffnetem Glutar-
imidring (1 ¢, 1d). Das dritte, das Glutaminderivat 1 b, fehlt aber
eigenartigerweise.

Ein weiterer Fleck im Chromatogramm liegt zwischen jenem von
1c und 1d. Auf Grund des Ry-Wertes und des Trennverhaltens der
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analogen Thalidomid-Metaboliten ist anzunebmen, daf sich in die-
sem Fleck die Tricarbonsgure 3 d anreichert.

Wie schon aus den vorangegangenen Abbauversuchen in vitro zu
ersechen war?, ist bei 1 a die Bildung einiger der theoretisch méglichen
13 Hydrolyseprodukte erschwert. Dieses Verhalten steht in deutlichem
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Gegensatz zu jenem von 2 a, bei dem die analogen Metaboliten ver-
gleichsweise leicht entstehen. Demnach wiren die Verbindungen 3 a—d
aller Voraussicht nach bei der Korperpassage von 1a nicht zu er-
warten, sofern der Abbau im Organismus ausschliefilich durch spontane,
das heiBt nicht enzymatisch katalysierte Hydrolyse erfolgt.

Da die Verbindung 3 d unter den physiologischen Verhaltnissen
entsprechenden pH-Bedingungen in vitro nicht gebildet wird?, deutet
jhr Auftreten im Harn auf die Beteiligung eines enzymatisch gesteuer-
ten Vorganges beim Abbau von 1 a im Organismus hin.
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In einer gesonderten Versuchsreihe wurde der am 1. und 2. Tag
gesammelte Urin der mit 1a behandelten Ratten vor der Extraktion
8 Stdn. mit HCl behandelt, wm eventuell gebildete Schwefelsiure-
und Glucuronsiure-Konjugate aufzuspalten. Die danach erhaltenen
Chromatogramme entsprachen in allen Einzelheiten den oben beschrie-
benen (Abb.2), so daB eine Konjugationsreaktion im Organismus
ausgeschlossen erscheint.

Fassen wir die Ergebnisse dieser Untersuchungen zusammen, so
konnen wir feststellen: Die Testsubstanz K-2004 wird nach peroraler
Applikation bei der Ratte, ebenso wie das nahe verwandte Thalido-
mid 8.7, bei der Korperpassage in dhnlicher Weise und ausschlieBlich
auf hydrolytischem Wege abgebaut.

Geringfiigige qualitative und quantitative Unterschiede bei den
im Harn auftretenden Metaboliten von 1a und 2 a sind zwar erkenn-
bar, doch sind diese nicht so gravierend, dall sie fiir die unter-
schiedliche Toxizitdt relevant erscheinen. 1 a scheint auch im Organis-
mus wie in vitro? eine etwas groBere Bestdndigkeit gegenitber hydro-
lytischen Spaltungsreaktionen aufzuweisen als 2 a.

Die fehlende Teratogenitit bei K-2004 ist somit nicht auf einen
unterschiedlichen Metabolismus, sondern aller Wahrscheinlichkeit nach
auf eine geénderte Reaktivitdt gegeniiber einem spezifischen Rezeptor
zuriickzufiihren.

Der molekulare Mechanismus der teratogenen Wirkung von 2a
war in den vergangenen Jahren Gegenstand zahlloser Spekulationen
und experimenteller Untersuchungen. Hieriiber wurde bereits zusam-
menfassend referiert®.

Eine bestechende Theorie der Thalidomid-Wirkung, die vor kurzem
publiziert wurdel®, besagt, daf 2 a mit Nucleinsiuren eine spezifische
Bindung eingeht und dadurch deren regulatorische Funktion in der
Zelle in charakteristischer Weise stért. Auf Grund der strukturellen
Ahnlichkeit des Phthalimid-Systems mit bestimmten Nucleobasen
(Guanin) soll sich 2a mit diesem Molekiilteil zwischen die Basen-
paare der Helix einlagern, wihrend gleichzeitigc der Imidwasserstoff
des Glutarimid-Ringes den Furanosid-Sauerstoff der (Desoxy-)Ribose
protoniert. AnschlieBend reagiert eines der beiden Phthalimid-Carbonyl-
C-Atome von 2a mit dem 7-N-Atom des Guaninrestes, wobei die Gly-
cosidbindung gesprengt wird und ein acyliertes Purin entsteht.

Fiir die teratogene Wirkung sind somit drei strukturelle Voraus-
setzungen erforderlich:

a) ein ebenes (aromatisches) Phthalimid-Ringsystem,
b) eine reaktive (acylierende) Carbonylgruppe in diesem System und
e) ein lonisierbarer Imidwasserstoff im richtigen Abstand vom
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Phthalimidkern. Diese letzte Forderung diirfte im o-substituierten
Glutarimid-System optimal erfiillt sein.

Bei der Testsubstanz K-2004 sind die unter a) und b) genannten
Bedingungen wnicht gegeben. Das volumindse, anndhernd sphérisch
gebaute Ringsystem in 1 a ist viel zu sperrig und daher zu einer Inter-
kalation ungeeignet. Die Reaktionsfdhigkeit der acylierenden Gruppe
in dem bicyeclischen Dicarboximid ist, wie wir zeigen konnten?, gegen-
iiber dem Phthalimidsystem von 2 a deutlich herabgesetzt und reicht
zu einer Acylierung von Nucleobasen unter physiologischen Bedin-
gungen nicht aus.

Die Testsubstanz K-2004 ist nach dieser Theorie der Thalidomid-
Wirkung0, im Gegensatz zu 2 a, zu einer Reaktion mit dem spezifi-
schen Rezeptor nicht befshigt und kann daher auch nicht den durch
2 a bewirkten Effekt (teratogene MiBlbildung) induzieren. Die pharma-
kologische Aktivitat (sedativ-hypnotische Wirkung), die nach unseren
bisherigen Erfahrungen'. 2 ¢ an den substituierten Glutarimidring
gebunden ist, wird von dieser gednderten Reaktivitdt nicht bertihrt.

Experimenteller Teil

Herstellung und Eigenschaften der Testsubstanz 1 a und der Metabo-
liten 1 b—d und 3 a—d wurden bereits? beschrieben.

Thalidomid (2a) und seine Hydrolysenprodukte (2b—d, 4a—d)
sowie Glutamin, Isoglutamin und «-Aminoglutarimid wurden nach be-
kannten Verfahren synthetisiert. L-Glutaminsdure wurde aus dem Handel
bezogen.

Die diinnschichtchromatographische Identifizierung von 1a, 2a und
ihren Metaboliten ist ebenfalls bereits an anderen Stellen publiziert wor-
denl % 8,

Als Versuchstiere beniitzte man Albinoratten (Sprague-Dawley) bei-
derlei Geschlechts mit einem durchschnittlichen Korpergewicht von 150 g.
Vor Versuchsbeginn wurden die Tiere 24 Stdn. niichtern gehalten. Dabei
wurde im Stoffwechselkéifig Harn gesammelt; dieser Kontrollharn wurde
dann parallel mit dem Probenharn aufgearbeitet und diinnschichtehromato-
graphisch untersucht.

Pro Tier wurde eine einmalige Dosis von 2000 mg/kg 1a bzw. 2a,
in  0,5%-Carboxymethyleellulose-Schleim suspendiert, mittels Schlund-
sonde verabreicht. Je 2 Ratten wurden zusammen in einem Stoffwechsel-
kafig gehalten und der innerhalb der ersten 24 Stdn. abgegebene Harn
gesammelt. In einigen Fillen wurde auch der am 2., 3. und 4. Tag nach
Verabreichung der Testsubstanzen ausgeschiedene Harn aufgefangen.
Um eine nachtrégliche spontane Hydrolyse der Testsubstanzen und Meta-
boliten wihrend der Sammelperiode zu unterbinden, wurden im Harn-
auffanggefi 2ml 1n-HCl vorgelegt. Die von 2 Ratten ausgeschiedene
Harnmenge betrug im Mittel etwa 20 ml pro Tag. Wahrend des Versuchs
stand den Tieren getrocknetes WeiBbrot und Wasser in unbegrenzter
Menge zur Verfiigung.
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Der filtrierte Harn wurde zweimal mit dem doppelten Volumen Ather
und einmal mit dem doppelten Volumen CHCl; ausgeschiittelt. Die Aus-
zlige wurden Uber NasSOy sice. getrocknet, filtriert und unter vermindertem
Druck bei 30° zusammen zur Trockene gebracht. Der Rickstand wurde
in Chloroform-—Methanol (2: 1) aufgenommen und diese Lésung direkt
zur DC verwendet. Die Trennung erfolgte eindimensional mit einer Lauf-
héhe von 15 em.
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