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Thalidomide Analogues, V. Investigations el the metabolism 
o/the Thalidomide-like Compound K-2004 

The test  compound K-2004, a non-teratogenic congener 
of thalidomide, is quickly absorbed in the ra t  after oral ap- 
plication and, like thalidomide, degraded hydrolytically.  
Three metaboli tes appearing in the  urine have been identified. 
The absence of teratogenici ty of K-2004 is not  due to a different 
metabolism but  probably to an altered react ivi ty  towards a 
recently proposed specific receptor. 

2- (Bicycle[2.2.1 ]heptam2-endo-3-endo-dicarboximido)-glut~rimi4 ( 1 a), 
des  in der  L i t e r a t u r  1-3 auch un te r  der  Pr i i fbezeiehnung K-2004 auL 
scheint,  is t  eine dem Tha l idomid  (~-Ph tha l imido-g lu ta r imid ,  2 a )  
s t ruk tu re l l  1, ~, 5 und  pha rmako log i seh  a, ~ ve rwand te  Substanz ,  zeigt  
jedoeh n ich t  dessen embryo tox i sche  und t e ra togene  Eigensehaf ten  8, ~ 

Uber  des  Schicksal  von 1 a i m  S~ugerorganismus liegen bis j e t z t  
keine Un te r suchungen  vor. Hingegen  sind fiber die P h a r m a k o k i n e t i k  
und  den  Metabo] ismus von 2 a und  dessea  H y d r o l y s e p r o d u k t e n  meh- 
rere e ingehende Un te r suchungen  durchgef i ihr t  und  publ iz ie r t  wor- 
den6, 7 

Durch  Vergleieh der  im Ur in  ausgesehiedenen Metabo l i t en  der  
be iden  Subst~nzen sollte nach Unte rsch ieden  im Stoffwechselver-  
ha l t en  von 1 a und  2 a gesucht  werden,  um dadurch  weitere  AnhMts-  
p u n k t e  ffir eine Erk l~rung  tier feh]enden Tera togen i t~ t  bei  1 a zu 

* Die Testsubstanz K-2004 (1 a) wie such die Vergleiehssubstanzen 
wurden yon der Fa.  F.  J .  Kwizda,  Wien, freundlicherweise zur Verffigung 
gestellt. 

** Teil der Dissertation yon G. Pischelc, Universit/~t Wien, 1973. 



Gertrude Pisehek u. a. : ThMidomid-Analoga 75 

finden. In der vorliegenden Mitteilung wird tiber die Ergebnisse dieses 
Vergleiehs beriehtet. 

Die hinsiehtlieh des Thalidomid-Metabolismus am besten unter- 
suehte Tierspeeies ist die l~atte. B e c k m a n n  ~ hatte aul3erdem festge- 
stellt, dal3 der biologische Abbau von 2 a beim Mellschen und bei der 
Ratte  in Ilahezu gleicher Weise erfolgt. Aus diesem Grunde w/~hlten 
wir far unsere Untersuehung ebenfalls dieses Versuchstier. Da Schlaf- 
mittel ferner stets auf peroralem Wege verabreieht werden, wendeten 
wit aueh im Tierversueh diese Applikationsart an. 
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Die Tiere, die unter den tiblichen Bedingungen in Stoffwechsel- 
kgligen gehMten wurden, erhieltert jeweils eirte einmalige Dosis der 
Testsubstanzen 1 a bzw. 2 a appliziert. Der innerhalb eines bestimm- 
ten Zeitraumes nach der Behandlung abgegebene Harn wurde aufge- 
arbeitet und diinnsehichgchrom~tographisch untersucht. 

Die DC der Rattenharnextrakte nach Thalidomid-Behandlung 
ergab das aus der Literatur 6, ~ bekanltte Bild. Die vier wichtigsten 
Metaboliten erseheinen neben unver&ndertem 2 a als deutlieh abge- 
grenzte Fleeken und sind eindeutig identifizierb~r. Ein typisches 
Chromatogramm ist in Abb. 1 wiedergegeben. 

Im Urin der in gleieher Weise mit, der Testsubstanz K-2004  be- 
handelten Tiere tassen sieh nur drei 3~[etaboliten neben (viel) unver- 
&ndertem Wirkstoff eindeutig n~chweisert (Abb. 2). Zwei davon ent- 
spreehen den erwarteten Hy(trolyseprodukten mit ge5ffnetem Glutar- 
imidring (1 c, 1 d). Das dritte, das Glutamillcierivat 1 b, fehlt aber 
eigenartigerweise. 

Ein weiterer Fleck im Chromatogramm liegt zwischen jenem yon 
1 c und 1 d. Auf Grund des R/-Wertes und des Trenrtverhaltens der 
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anMogen ThMidomid-lV[etaboliten ist anzunehmen, dab sich in die- 
sere Fleck die Tricarbons/~ure 3 d anreichert. 

Wie schon aus den vorangegangenen Abbauversuchen in vitro zu 
ersehen war 2, ist bei 1 a die BildUng einiger der theoretisch m6glichen 
13 t tydrolyseprodukte ersehwert. Dieses VerhMten steht in deutlichem 
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Gegensatz zu jenem yon 2 a, bei dem die anMogen Metaboliten ver- 
gleichsweise leicht entstehen. Demnach waren die Verbindungen 3 a - - d  
Mler Voraussicht nach bei tier KSrperpassage yon 1 a nicht zu er- 
warten, sofern der Abbau im Organismus aussehliel31ich dutch spontane, 
das heist  nicht enzymatisch katMysierte Hydrolyse erfolgt. 

Da die Verbindung 3 d unter den physiologischen Verh/~ltnissen 
entsprechenden pH-Bedingungen in vitro nicht gebildet wird ~, deutet 
ihr Auftreten im H a m  au~ die Beteiligung eines enzymatisch gesteuer- 
ten Vorganges beim Abbau yon 1 a i r n  Organismus hin. 
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In einer gesonderten Versuchsreihe wurde der am 1. und 2. Tag 
gesammelte Urin der mit 1 a behandelten Rat ten vor der Extraktion 
8 Stdn. mit HCt behandelt, um eventuell gebildete Schwefels~ure- 
und Glucuronsiiure-Konjugate aufzuspalten. Die danach erhaltenen 
Chromatogramme entsprachen in allen EinzelheiteI1 den oben beschrie- 
benen (Abb. 2), so dab eine Konjugationsreaktion ira Orgallismus 
ansgeschlossen erseheint. 

Fassen wir die Ergebnisse dieser Untersuchungen zusammen, so 
k6nnen wit feststellen: Die Testsubstanz K-2004 wird nach peroraler 
Applikution bei der l%atte, ebenso wie das nahe verwandte Thalido- 
mid6, 7, bei der K6rperpassage in ~hnlicher Weise und ausschliel~lich 
auf hydrolytischem ~Vege abgebaut. 

Gerillgfiigige qualitative und quantitative Untersehiede bei den 
im H a m  auftretenden Metaboliten yon 1 a und 2 a sind zwar erkenn- 
bar, doch sind diese nicht so gravierend, dab sie fiir die unter- 
schiedliche Toxiziti~t relevant erscheinen. 1 a scheint auch im Org~nis- 
mus wie in vitro 2 eine etwas gr613ere Besti~ndigkeit gegeniiber hydro- 
lytischen Spaltungsreaktionen aufzuweisen als 2 a. 

Die fehlende Teratogenit~t bei K-2004 ist somit nicht auf einen 
unterschiedlichen Metabolismus, sondern aller Wahrscheinlichkeit nach 
auf eine ge~nderte Reaktiviti~t gegeniiber einem spezifischen Rezeptor 
zuriickzufiihren. 

Der molekulare Mechanismus der teratogenen Wirkung yon 2 a 
war in den vergangenen Jahren Gegenstand zahlloser Spekulationen 
und experimenteller Untersuchungen. Hieriiber wurde bereits zusam- 
menfassend referiert 9. 

Eine bestechende Theorie der Thalidomid-Wirkung, die vor kurzem 
publiziert wurde ~~ besagt, daf3 2 a mit Nncleins~uren eine spezifische 
Bindung eingeht un4 dadurch deren regulatorisehe Furfi;tioa in der 
Zelle in charakteristischer Weise st6rt. Auf Grund der strukturellen 
~hnlichkeit des Phthalimid-Systems mit bestimmten Nucleobasen 
(Guanin) soll sieh 2 a mit diesem Molekiilteil zwischen die Basen- 
paare der Helix einlagern, w~hrend gleiehzeitig der Imidwasserstoff 
des Glutarimid-Ringes den Furanosid-Sauerstoff der (Desoxy-)Ribose 
protoniert. Anschlief~end reagier~ eines der beiden Phthalimid-Carbonyl- 
C-Atome yon 2 a mit dem 7-N-Atom des Guaninrestes, wobei die Gty- 
cosidbindung gesprengt wird und ein acyliertes Purin entsteht. 

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

a) ein ebenes (aromatisehes) Phthalimid-l%ingsystem, 
b) eine reaktive (acylierende) Carbonylgruppe in diesem System und 
c) eirt ionisierbarer Imidwasserstoff im richtigen Abstand vom 
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Ph tha l imidke rn .  Diese le tz te  Fo rde rung  di i rf te  im g-subs t i tu ie r t en  
G l u t a r i m i d - S y s t e m  op t ima l  erfi i l l t  sein. 

Bei der  Tes t subs tanz  K-2004 sind die un te r  a) und  b) genann ten  
Bedingungen  nicht gegeben.  Das volumin6se,  a rm~hern4 sph~risch 
gebau te  l~ ingsys tem in 1 a is t  viel  zu sperrig und  daher  zu einer  In t e r -  
ka l a t i on  ungeeignet .  DiG Reak t ions fah igke i t  der  aey l ie renden  Gruppe  
in  dem bicycl isehen Dica rbox imi4  ist,  wie wi t  zeigen konn t e n  e, gegen- 
fiber dem P h t h a l i m i d s y s t e m  yon 2 a deut l ieh  herabgese tz t  und  reicht  
zu einer Acyl ie rung  yon  Nucleobasen  un te r  physiologisehen Bedin-  
gungen n ich t  aus. 

Die Tes t subs tanz  K-2004 i s t  naeh  dieser Theorie  der  Tha l idomid-  
W i r k u n g  1~ im Gegensatz  zu 2 a, zu einer R e a k t i o n  mi t  dem spezifi- 
schen Rezep to r  n icht  befi~higt und  k a n n  daher  aueh n ieh t  den du tch  
2 a bewi rk ten  Ef fek t  ( te ra togene Migbi ldung)  induzieren.  Die pha rma-  
kologische A k t i v i t g t  ( seda t iv -hypnot i sche  Wirkung) ,  die naeh  unseren  
bisherigen Er fah rungen  1, 2,~ an  den  subs t i tu ie r t en  Glu ta r imid r ing  
gebunden  ist,  wird  yon  dieser ge/ in4erten Reakt ivi t /~t  n ieht  ber i ihr t .  

Experimenteller Teil 

Herstellung und Eigensehaften der Testsubstanz 1 a und der Metabo- 
liten 1 b--d und 3 a--d wurden bereits 2 besehrieben. 

Thalidomid (2a) und seine Hydrolysenprodukte (2b--d, 4a--d) 
sowie Glutamin, Isoglutamin und ~-Aminoglutarimid wurden naeh be- 
kannten Verfahren synthetisiert. L-Glutamins/iure wurde aus dem Handel 
bezogen. 

Die dtinnschiehtehromatographisehe Identifizierung yon I a, 2 a und 
ihren Metaboli ten ist ebenfalls bereits an anderen S~ellen publiziert  wor- 
den 1, ~, 8 

Als Versnehstiere beniitzte man Albinorat ten (Sprague-Dawley) bei- 
derlei Gesehleehts mit  einem durehsehnitt l iehen K6rpergewieht yon 150 g. 
Vor Versuehsbeginn wurden die Tiere 24 Stdn. niiehtern gehalten. Dabei  
wurde im Stoffweehselk~fig Harn  gesammelt;  dieser Kontrol lharn wurde 
dann parallel  mit  dem Probenharn aufgearbeitet  und diinnsehiehtehromato- 
graphiseh untersueht.  

Pro Tier wurde eine einmalige Dosis yon 2000 mg/kg 1 a bzw. 2 a, 
in 0,5~ suspendiert,  mittels Sehlund- 
sonde verabreieht.  Je  2 Ra t t en  wurden zusammen in einem Stoffweehsel- 
k/ifig gehalten und der innerhalb der ersten 24 Stdn. abgegebene H a m  
gesammelt.  In  einigen Fal len wurde aueh der am 2., 3. und 4. Tag naeh 
Verabreiehung der Testsubstanzen ausgesehiedene H a m  aufgefangen. 
Um eine naehtr/igliehe spontane Hydrolyse der Testsubstanzen und Meta- 
boliten wghrend der Sammelperiode zu unterbinden, wurden im I-Iarn- 
auffanggef/~13 2 ml ln-I-IC1 vorgelegt. Die yon 2 Ra t t en  ausgesehiedene 
I-Iarnmenge betrug im Mittel etwa 20 ml pro Tag. W~hrend des Versuehs 
s tand den Tieren getroeknetes Weil3brot und Wasser in unbegrenzter 
Menge zur Verf/igung. 
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Der filtrierte Harn  wurde zweimal mi t  dem doppelten Volumen -4ther 
und einmal mit  dem doppelten Volumen CHCls ausgesehfittelt. Die Aus- 
zfige wurden fiber Na2S04 siec. getrocknet,  filtricrt und unter  vermindertem 
Druck bei 30 ~ zusammen zur Trockene gebracht. Der Rfickstand wurde 
in Chloroform--Methanol  (2: 1) aufgenommen und diese L6sung direkt  
zur DC verweI~det. Die Trennung erfolgte eindirnensional rnit einer La.uf- 
h6he yon 15 em. 
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