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1 Zusammenfassung

Es ist bis heute nicht gelungen, eine lokalan&sthetisch wirksame Substanz zu
finden, die bei ausreichender Wirkstarke nur geringe bzw. keine toxischen
Nebenwirkungen aufweist. Die Wirkung der Lokalan&sthetika beruht auf der
reversiblen Blockierung von Na*-Kandlen in den Membranen sensibler
Nerven. Trotz der guten Eigenschaften der bisher auf dem Arzneimittelmarkt
etablierten Lokalanasthetika ist es, besonders im Hinblick auf die
Minimierung unerwinschter Wirkungen, sinnvoll, an der Entwicklung neuer
Wirkstoffe weiter zu forschen.

In der vorliegenden Arbeit wurden 17 neue Derivate des Lokalandsthetikums
Fomocain auf ihre Eignung zur Oberflachen und Leitungsanésthesie sowie
auf ihre toxischen Wirkungen an weiblichen Wistar-Ratten getestet. Weiterhin
wurde der Einfluss der galenischen Zubereitung der Muttersubstanz
Fomocain auf die Wirkung und die Toxizitat bestimmt. Auch sollte geklart
werden, wie die Wirksamkeit und Toxizitat einiger Fomocainderivate durch
die Losungsvermittler 0,5% Tylose und 50 % Propylenglycol (PG)
beeinflusst werden.

Die gute Eignung des Fomocain als Oberflachenanéasthetikum, ebenso die
geringe Toxizitdt sowie die gute Gewebevertraglichkeit, konnten durch
unsere Untersuchungen bestatigt werden. Die gunstigste Relation zwischen
Wirkung und Toxizitdt bei Betrachtung von vier verschiedenen Fomocain-
zubereitungen besal} das Fomocain-Hydrochlorid (Fomo-HCI). Im Vergleich
1%-iger L6sungen zeigte es die starksten lokalanasthetischen Effekte an der
Cornea und am N. ischiadicus der Ratte. Die LDsg nach i.p. Applikation des
Fomo-HCI lag zwar im mittleren Bereich (0,35 g/kg KM), es traten jedoch im
Gegensatz zur Fomocain-Base (pH 5) keine Paresen des N. ischiadicus auf.
Die Fomocain-Base (pH 7) war nur sehr schwach wirksam und ist damit, trotz
ihrer geringen Toxizitat (0,92 g/kg KM), als Lokalanasthetikum ungeeignet.
Eine mit Fomo-HCI vergleichbare Wirkstarke und Toxizitat wurde fur
Fomocain in einer CyclodextrinEinschlussverbindung ermittelt.

Von den C-Alkylmorpholinderivaten des Fomocain mit unverzweigten
Seitenketten zeigten die Substanzen mit den langsten Substituenten, OW 7
(C4 in 2-Position) und OW 13 (Cs in 3-Position), signifikant starkere

oberflachenanasthetische Wirkungen als die Referenzsubstanz Fomo-HCI.
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OW 7 zeichnete sich au3erdem durch eine geringere Toxizitat als Fomo-HCI
aus. Im Hinblick auf einen Kklinischen Einsatz konnten weiterfihrende
Untersuchungen dieser beiden Substanzen interessant sein. Die Ubrigen
Derivate OW 1, OW 3, OW 5, OW9 und OW 11 waren im Vergleich zu
Fomo-HCI ahnlich stark an der Cornea wirksam und ebenso toxisch.

Vom Morpholinderivat Oe 100 (Cs-Zwischenkette) bendtigte man geringere
Konzentrationen als von Fomo-HCI, um eine gleiche Anasthesiedauer an der
Cornea hervorzurufen. Die anderen Morpholinderivate OW 15 und OZ9
waren nicht starker  oberflachenanasthetisch  wirksam als die
Referenzsubstanz. Die Substanz OZ9 ist weniger toxisch, die beiden
anderen Substanzen OW 15 und Oe 100 besitzen eine mit Fomo-HCI
vergleichbare Toxizitdt. Ein Klinischer Einsatz der Substanz Oe 100 kénnte
nach weiterer Testung infrage kommen.

Die Thiofomocainderivate Oe 2000 und Oe 4000 (beides Morpholine), sowie
Oe 2500 und Oe 4500 (beides Diethanolamine) waren als Oberflachen
anasthetika starker wirksam als Fomo-HCI. Die ubrigen Thiofomocaine
Oe 5555, Oe 3000 und Oe 3500 sind hinsichtlich ihrer oberflachen
anasthetischen Wirkung mit Fomo-HCI vergleichbar oder wirken schwécher.
Die Substanz Oz5555 ist geringfigig schwacher toxisch, wéahrend die
anderen Thiofomocaine mit Morpholinstruktur ahnliche LDso-Werte aufweisen
wie Fomo-HCI. Die Thiofomocaine mit Diethanolaminstruktur zeigten
hingegen starkere toxische Effekte.

Als Leitungsanasthetikum am N. ischiadicus der Ratte war keines der
Morpholinderivate bzw. der Thiofomocaine besser geeignet als Fomo-HCI.
Der Einfluss der Loésungsvermittler 0,5 % Tylose und 50 % PG wurde
bestimmt. Es konnte nicht endgultig geklart werden, welches der beiden
Losungsvermittler als pharmazeutischer Hilfsstoff zur Herstellung von
Lokalané&sthetika-Zubereitungen besser geeignet ist. Mehrheitlich, vor allem
in den Versuchen zur Oberflachenanasthesie, konnte Tylose die Wirkung
einiger Fomocainderivate beglnstigen. In einzelnen Fallen waren aber auch
in PG geloste Derivate starker wirksam. Der Uberwiegende Teil der
Substanzen zeigte, unabhéangig davon, ob Tylose oder PG als
Losungsvermittler verwendet wurde, ahnliche Wirkungen an der Cornea bzw.

am N. ischiadicus der Ratte sowie ahnlich starke toxische Effekte.
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2 Einleitung

2.1 Schmerz

Schmerz wird laut WHO definiert als ein unangenehmes Sinnes- und
Geflhlserlebnis, das mit einer aktuellen oder  potentiellen
Gewebeschadigung verknlpft ist oder mit dem Begriff einer solchen
Schadigung beschrieben wird. Schmerz ist demnach nicht nur eine reine
Sinnesempfindung, sondern  meist zugleich ein  unlustbetontes
Gefuhlserlebnis, dass wunter Umstanden auch ohne tatsachliche
Gewebeschadigung auftreten kann. Der Schmerz kann in zwei Qualitaten
unterteilt werden, welche entsprechend ihrem Entstehungsort unterschieden
werden. So lasst sich der somatische Schmerz, bestehend aus dem
Oberflachenschmerz der Haut und dem Tiefenschmerz der Muskeln,
Gelenke, Knochen sowie des Bindegewebes, vom viszeralen Schmerz der
Eingeweide abgrenzen. Nach der Dauer des Schmerzes unterscheidet man
akute und chronische Schmerzen. Chronische Schmerzen kbnnen auch
psychische Ursachen haben und zu einem eigenen Krankheitsbild werden
(Schaible und Schmidt 2000).

Nach der Spezifitdtstheorie des Schmerzes ist dieser eine eigenstandige
Sinnesmodalitdt, deren neuronaler Apparat nozizeptives System genannt
wird. Die fir Schmerz spezifischen Sinnesrezeptoren (Nozizeptoren) haben
eine so hohe Erregungsschwelle, dass sie nur durch gewebsschadigende
oder -bedrohende Reize (Noxen) aktiviert werden. Sie sind im ganzen Korper
in unterschiedlicher Dichte verteilt, es gibt aber auch Organe ohne
Schmerzrezeptoren, z.B. das Gehirn. Die Nozizeptoren besitzen
nichtkorpuskulare Nervenendigungen und sind polymodal, d. h., sie
reagieren auf verschiedene Reizqualititen, z.B. auf mechanische,
thermische und chemische Reize (Schaible und Schmidt 2000).

Nach Generation eines Aktionspotentials im Nozizeptor wird die Erregung
zum ZNS weitergeleitet. Dies geschieht Uber afferente Ad- und C-Fasern
(Strichartz 1993). Im Rahmen der Schmerzverarbeitung kommt es bereits auf
Ruckenmarksebene zu Flucht- und Schutzreflexen (z. B. Wegziehreflex des
Beines bei Reizung der Pfote; siehe Kap. 4.4.3 - Versuch zur

Leitungsanasthesie). Im Hinterhorn des Rickenmarks erfolgt eine
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synaptische Erregungsibertragung auf Projektionsneurone, deren Axone
nach einer weiteren Umschaltung im Thalamus zum somatosensorischen
Kortex aufsteigen. Der Thalamus und die GroRhirnrinde sind fur die
bewusste Schmerzempfindung und Lokalisation zustandig. Eine emotionale
Schmerzverarbeitung findet tber Verbindungen mit dem limbischen System
und dem Frontalhirn statt, die eine Bewertung des Schmerzes als negativ
empfundenes Erlebnis ermoglichen (llles und Allgaier 2005). Das vegetative
Nervensystem reagiert auf einen Schmerzreiz mit Anstieg des Blutdruckes,
der Herz- und Atemfrequenz sowie einer Mydriasis (Dudel 1997, Schaible
und Schmidt 2000).

Die Analgesie ist definiert als die Aufhebung der Schmerzempfindung durch
eine Lasion des Nerven oder dessen medikamentdse Blockierung (Thiele
1982). Die Moglichkeiten einer Schmerztherapie sind vielfaltig. Als Pharmaka
werden héaufig Opioidanalgetika und Nicht-Opioidanalgetika eingesetzt (llles
und Allgaier 2005). Narkotika versetzen den Patienten in eine
Bewusstlosigkeit. Dadurch wird die zentrale Schmerzverarbeitung im Gehirn
verhindert, der Patient nimmt den Schmerzreiz nicht wahr (Ensinger 2005).
Eine weitere Moglichkeit der Therapie von Schmerzen ist die Gabe von
Psychopharmaka (Antidepressiva), da Schmerzempfindungen haufig
psychisch bedingt sind. Die Anwendung psychotherapeutischer MaRnahmen
dient meist dazu, chronische Schmerzen besser zu ertragen. Physikalische
Verfahren, z.B. die Applikation von Warme oder Kalte, Ruhigstellen,
Bewegungstherapie, Massage, Akupunktur etc. sind ebenfalls in der Lage,
Schmerzen zu lindern. Ein chirurgischer Eingriff zur Beseitigung von
Schmerzen, im Sinne der Durchtrennung eines Nerven oder Nervenstranges,
bleibt solchen Fallen vorbehalten, bei denen samtliche andere
Therapiestrategien erfolglos waren (Schaible und Schmidt 2000).

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich ausschlielich mit der
Lokalan&sthesie als Moglichkeit der Beseitigung von Schmerzen. Sie bewirkt
den Verlust der Wahrnehmung einer Kérperregion ohne Bewussteinsverlust

und ohne den Verlust von Vitalfunktionen (Catterall und Mackie 1998).
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2.2 Geschichte der Lokalanasthesie

Die Menschheit sucht seit jeher nach Mdglichkeiten zur Linderung von
Schmerzen. Anfanglich versuchte man durch Kompression, d. h.
Abschnirung der Gefal3- und Nervenstrange, Schmerzen zu reduzieren. Der
franzdsische Chirurg Ambroise Paré (1510 - 1590) nutzte diese Methode zur
Amputation von Gliedmal3en nach Kriegsverletzungen. Eine
Weiterentwicklung der GefalRabschnirung erfolgte ausgangs des 18.
Jahrhunderts mittels der von James Moore (1762 - 1860) konstruierten
Druckpelotte, womit er vor einer Unterschenkelabtrennung Huft- und
Oberschenkelnerv zusammengepresst hatte. Als Erklarung fir die
Schmerzausschaltung wurde spater die Unterbindung der Blutzufuhr
herausgefunden. Andere Wundéarzte konnten jedoch mit Moores
Druckvorrichtung nur eine mangelhafte Schmerzlinderung erreichen, was zur
allgemeinen Ablehnung aller Kompressionsmethoden fuhrte (Karger-Decker
1984).

Mitte des 17. Jahrhunderts schrieb der danische Anatom Thomas Bartholinus
(1661 - 1680) uber die ,Medizinische Verwendung des Schnees"”. Inspiriert
wurde Bartholinus von seinem italienischen Lehrer Marco Aurelio Severino
(1580 - 1656), der bei seinen wundarztlichen Eingriffen mit einer Mischung
aus Schnee und Eisstickchen die Schmerzempfindung reduzierte. Der
englische Operateur John Hunter (1728 - 1793) griff diese Anregung um
1785 auf und konnte im Tierexperiment eine lokale Betaubung durch Kalte
erzeugen. Des Weiteren nutzten franzosische Armeedérzte im russischen
Winterfeldzug Napoleons den dort reichlich vorhandenen Schnee zur
Schmerzlinderung bei der Wundversorgung. 1866 fuhrte der Londoner
Chirurg Benjamin Ward Richardson (1828-1896) das Prinzip der
Verdunstungskalte zur ortlichen Betdubung in seiner Klinik ein. Er
konstruierte hierzu einen Athersprudler, mit dessen Hilfe sich die Haut auf bis
zu -15 °C abkuhlen lie3. Fur kurz andauernde Eingriffe stellte dieses
Verfahren einen echten Fortschritt dar. Heute wird die Kalteanasthesie im
Rahmen der Kryochirurgie genutzt (Karger-Decker 1984).

Ein weit groBerer Fortschritt gelang dem Wiener Augenarzt Carl Koller
(1857 - 1944) mit der Anwendung von Cocain zur Lokalanasthesie. Koller

war aus uberlieferten Schriftquellen bekannt, dass bereits Medizinmanner
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der Inka den Saft gekauter Cocablatter ihren Patienten zur
Schmerzbetdubung auf Operationswunden traufelten und damit sogar
Schadeltrepanationen unter lokaler Schmerzstillung vornahmen. Ungehort
blieb zunachst die Vermutung des italienischen Physiologen Paolo
Montegazza (1831 -1910), nachdem er 1859 durch Cocasaft eine
Krampfstillung des Magens beobachtete und das auf eine verminderte
Schleimhautempfindlichkeit aufgrund der Cocainwirkung zurlckfuhrte. Erst
als im Jahre 1860 von Albert Niemann (1834 -1921) in Gottingen der
Wirkstoff Cocain aus Blattern der Cocapflanze isoliert werden konnte, war die
Voraussetzung zur weiteren Untersuchung geschaffen. 1880 beschrieb
Basili von Anrep (1852-1927) Agitation, Exzitation, Erhéhung von
Atemfrequenz und Puls, Mydriasis, Hyperperistaltik, Blutdruckanstieg und
verminderte Sekretion als Nebenwirkungen von Cocain. Carl Koller wurde
durch diese Erkenntnisse aufmerksam und begann mit Cocain zu
experimentieren. Er wies zunachst im Tierversuch und im Selbstversuch die
lokalanasthetische Wirkung des Cocains nach. Schliel3lich fiihrte er 1884
eine Kataraktoperation an einem Patienten, dessen Hornhaut er zuvor mit
funfprozentiger Cocainlésung benetzte, schmerzfrei durch. Noch im selben
Jahr wurde durch Koller die Lokalanasthesie mit Cocain in die
Ophthalmologie eingefuhrt (Liljestrand 1967, Karger-Decker 1984, Vandam
1987).

William Steward Halsted (1852 - 1922) gelang als erstem die Blockade eines
ganzen Nervenstranges. 1885 spritzte er zu diesem Zweck eine
Cocainlésung an den Mandibularnerv eines von Zahnschmerzen geplagten
Patienten und ermoglichte mit dieser ersten Leitungsanésthesie eine vollig
schmerzfreie Zahnextraktion. Maximilian Oberst (1849 - 1925) erkannte 1889
bei der Leitungsanasthesie an Fingern und Zehen, das sich mit einer durch
Gliedabbindung geschaffenen kinstlichen Blutleere die betdubende Wirkung
des Cocains verlangern lie3. Bei seiner Arbeit als Chirurg in Leipzig
entdeckte Heinrich Braun (1862 - 1934) 1895 die gefaliverengende Wirkung
einer aus Schafsnebennieren gewonnenen Substanz, genannt Adrenalin.
Durch das vasokonstriktorische Hormon Adrenalin bewirkte Braun eine
Abnahme der systemischen Toxizitat des Cocains, die auf dem Abtransport
in den Kreislauf beruhte. Die betrachtliche Toxizitat des Cocains, verbunden

mit einer ausgepragten Suchtgefahr und unerwinschten Nebenwirkungen im
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ZNS, veranlassten die Suche nach neuen, besseren Lokalanasthetika. Mit
der Herstellung von Procain (Novocain®) durch Alfred Einhorn (1856 - 1917),
patentiert am 16. April 1905, stand nun das erste synthetische und
wesentlich ungiftigere Lokalan&sthetikum zur Verfugung (Karger-Decker
1984).

Das 1928 von Otto Eisleb synthetisierte Tetracain, fur viele Jahre die
fuhrende  Substanz fur  Spinalanasthesien, hatte eine  hohere
lokalanasthetische Potenz aber auch eine hdhere Toxizitat als Procain. 1943
gelang dem Schweden Nils Loefgren die Synthese des ersten Amid-
Lokalanasthetikums, dem Lidocain. Loefgren erkannte auch ein
gemeinsames  Strukturprinzip (Kap. 2.3), das fur die meisten
lokalanasthetisch wirksamen Substanzen gilt (Biscoping und Bachmann-
Mennenga 2000).

Oelschlager synthetisierte 1957 den basischen Ether Fomocain, welcher seit
1967 als Oberflachenanasthetikum eingesetzt wird (Oelschlager 1959, 1982).

2. 3 Struktureigenschaften und Wirkmechanismus der
Lokalan&sthetika

Die verschiedenen Pharmaka, die lokalanasthetische Wirkungen hervorrufen,
konnen anhand ihres Wirkmechanismus in vier Gruppen unterteilt werden:

1. Die Nervengifte Tetrodotoxin und Saxitoxin blockieren von der
ZellauRenseite die Offnung von Na*-Kanalen und verhindern somit die
Ausbildung von Aktionspotentialen. Als Folge dessen treten schwere
Lahmungserscheinungen auf (Catterall und Mackie 1998).

2. Bestimmte apolare Pharmaka unterschiedlicher Struktur, z.B.
Benzocain, lagern sich reversibel in die Lipidphase von
Nervenzellmembranen ein. Dadurch kommt es zu einer
Membranexpansion, die eine Offnung der Na*-Kanale verhindert
(Strichartz 1976).

3. Die lipophilen Alkaloide Veratridin, Batrachotoxin oder Akonitidin
bewirken nach Eindringen in den Na*-Kanal und Bindung an einen
hydrophoben Rezeptor im Inneren eine Konformationsanderung des
Kanals. Dadurch kommt es zur permanenten Offnung (Kohlhardt
1989, Catterall 1992).
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4. Die therapeutisch angewendeten basisch-dissoziierbaren
Lokalanasthetika blockieren vom Zellinneren her
spannungsgesteuerte  Na*-Kanale und verhindern somit die
Ausbildung von Aktionspotentialen (Biel 2005).

Im Folgenden werden ausschlie3lich Lokalandsthetika der letztgenannten
Gruppe beschrieben.

Lofgren (1946) erkannte, dass sich die meisten lokalandsthetisch wirksamen
Substanzen dieser Gruppe auf ein gemeinsames Bauprinzip zurlckfthren
lassen (Abb. 1). Sie bestehen aus einem lipophilen, meist aromatischen
Rest, der Uber eine Zwischenkette mit einem hydrophilen Rest, meist eine

sekundare oder tertiare Aminogruppe, verbunden ist.

i lipophiler Zwischen- hydrophiler
Leitsubstanz:  Typ: Rest kette Rest
; Q0 |
Procain Ester Co | CoHs
_ O— L\
H2N4®7C O (CH2)2 : N\C2H5
CHjs
| O |
! [l ! CoHs

Lidocain Amid NH—C—CHpt—NC
|

' CoHs

CH

3
[} [} / \
Fomocain Ether QO_CHZOC H—C Hz—CHz—i-N 0
! R —

Abbildung 1:  Grundstruktur der Lokalanésthetika nach Léfgren am Beispiel des Esters
Procain, des Amids Lidocain und des Ethers Fomocain.

Schaumann (1938) erkannte bereits die wesentlichen Eigenschaften, die ein
optimales Lokalanasthetikum aufweisen muss:
1. Die Substanz muss im Verhaltnis zu ihrer ortlich anéasthesierenden
Wirkung weniger toxisch als Cocain sein.
2. Die Substanz darf keine oder nur geringfigige Gewebeschadigungen
verursachen.
3. Die Substanz muss wasserldslich sein. lhre Losungen sollten dem
physiologischen pH-Wert nahe kommen.
4. Die Substanz soll sich auf einfache Weise sterilisieren lassen.

5. Die Substanz muss sich mit Adrenalin kombinieren lassen.



2 Einleitung 9

Lokalanasthetika hemmen reversibel und ortlich  begrenzt die
Erregungsfortleitung am peripheren Nerv, welcher sich aus myelinisierten
und nicht-myelinisierten Fasern zusammensetzt. Die Wirkung der
Lokalanasthetika ist am ausgepragtesten an den dinnen, schmerzleitenden
C- und Ad-Fasern (Abb. 2). Mit VergroRerung des Faserdurchmessers nimmt
die Empfindlichkeit gegentber Lokalanasthetika ab. Somit wird zuerst die
Fortleitung von Schmerzreizen blockiert. Spater, in héheren Dosen, kommt
es nacheinander zu Ausfallen der Temperaturempfindung, der Berihrungs-
empfindung, der Druckwahrnehmung und der Willkirmotorik, infolge der
Blockade von Aa- AR und A?-Fasern (Mutschler 2001, Biel 2005). Koelzer
und Wehr (1958a) beobachteten, dass diese Reihenfolge bei der Leitungs-
anasthesie des Nervus ischiadicus der Ratte nicht in jedem Fall zutreffend
ist. Auch Catterall und Mackie (1998) berichten Uber eine primér auftretende
Parese. Sie fuhren dies darauf zuriick, dass die dickeren motorischen Fasern
zwar langsamer inhibiert werden, aber auf Grund ihrer peripheren Lage in
gemischten Nerven eher mit dem applizierten Lokalanasthetikum in Kontakt

kommen als die weiter zentral gelegenen sensiblen Nerven.

Faser-Typ A B c
i@ By g}

Durchmasser (Um) 15 10 § 2 F =1

Myzlinisisrung Ja Ja Main

Erripoi el b il + [AS ) B b

geganibar Lokalanasthetika

Abbildung 2:  Charakteristika von Nervenfasern (Mutschler 2001).

Der eigentliche Wirkort der Lokalanasthetika ist der spannungsabhéngige
Na‘-Kanal. An den nicht-myelinisierten C-Fasern sind die Na'-Kanale
gleichmalRig Uber die Membran verteilt. An den myelinisierten Fasern
befinden sich die Na*-Kanale nur an den Ranvier'schen Schniirringen

(Zimmermann 2003).
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Der Na*-Kanal ist ein heterotrimeres Protein und besteht aus einer a-, einer
3;- und einer ¥»-Untereinheit (Abb. 3 und 4). Die a-Einheiten beinhalten vier
homologe Domanen (I - IV), die jeweils sechs transmembranare Segmente
aufweisen. Die spezifische Bindungsstelle fir die Lokalan&sthetika befindet
sich am S6-Segment der Domane 1V. S4 ist protoniert. Durch ihre geladene
Struktur reagiert diese Doméane auf Potentialschwankungen der Membran
und bewirkt durch Anderungen der raumlichen Struktur innerhalb des
Kanalproteins ein Offnen des Kanals. S5 und S6 sind durch eine Schleife
verbunden und begrenzen die Pore nach aul3en. Die Schleife zwischen S3
und S4 inaktiviert den Na'*-Kanal. Eine Phosphorylierung dieser
Strukturelemente bewirkt eine Verlangsamung der Inaktivierung (Catterall
1992, Catterall 2000, Catterall und Mackie 1998, Catterall et al. 2005).

ﬂ Top view
] il i
2 o : €
" =% i : Y I__'i . - ﬁl |
3 1 i 5

Dutside call

Insiga Cad

Vallsge wmns g

Abbildung 3 (oben):

Der spannungsgesteuerte Na'-Kanal.

Zweidimensionale Darstellung der aUntereinheit mit ihren vier
homologen Doméanen | - 1V, die jeweils sechs trans-
membranare Segmente aufweisen. Der Spannungssensor S4
ist rot, die Domanen S5 und S6 sind grin hervorgehoben. Die
Schleife zwischen S3 und S4 (mit einem gelben h
gekennzeichnet) bildet das Inaktivierungstor (aus Catterall
2001).

(Cross-section

Abbildung 4 (rechts):

Dreidimensionale Darstellung des spannungsgesteuerten
Na'-Kanals. Grin eingefarbt ist der zentrale, ionenleitende
Kanal. Rot hervorgehoben ist die Pore, die das Segment S4
enthalt. Die Nummern 1 - 4 sollen die Orientierung zwischen
der Aufsicht und dem Querschnitt erleichtern. Die gestrichelten

! =
!
! '
””“‘L = csin ) ..

.. Bottom view

Linien zeigen die Position des im Querschnitt dargestellten
unteren Bildes (aus Catterall 2001).
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Lokalanasthetika kbnnen auch mit anderen Membranproteinen interagieren.
Insbesondere kénnen sie K'-Kanéle blockieren, jedoch sind hierfir hohere
Konzentrationen erforderlich (Strichartz und Ritchie 1987, Butterworth und
Strichartz 1990).

Basisch-dissoziierbare Lokalanadsthetika gelangen an ihren Wirkort nur von
der Innenseite der Zellmembran (Narahashi und Frazier 1971, Strichartz und
Ritchie 1987). Daher muss das Lokalanasthetikum zunachst undissoziiert die
Plasmamembran der Nervenzelle passieren. Mit dem Rezeptor kann nur die
protonierte Form interagieren (Ritchie und Greengard, 1966). Das
Lokalanasthetikum bindet spezifisch an das Bindungsareal S6 der Domane
IV des Na*-Kanals. Damit wir der Kanal blockiert, er kann nicht mehr geéffnet
werden. Der schnelle Na*-Einstrom in die Zelle, der die Generation und die
Fortleitung eines Aktionspotentials auslost, wird verhindert (Strichartz und
Ritchie 1987).

Die Lokalanasthetika sind schwache Basen, deren pKs-Wert (Gleichung 1)
zwischen 7,8 und 9 liegt. Sie sind nur als saure Salze, z. B. als
Hydrochloride, wasserloslich. Die Injektionsldsung weist demnach einen pH-
Wert zwischen 4 und 6 auf. Nach Injektion in das Gewebe (pH-Wert 7,4)
andert sich der Dissoziationsgrad. In Abhangigkeit vom pKa-Wert betragt der
Anteil der freien Base 3 - 20 %. Im entzindeten Gewebe (pH < 6) liegen nur
noch minimale Anteile als Base vor, so dass wegen mangelnder Penetration
keine ausreichende Anasthesie mehr zustande kommt (Biel 2005).

Salz
SAure

Fur basische Pharmaka gilt: pK, = pH - log Q)

pKa pKa-Wert der Substanz
pH pH-Wert der Lésung

Neben dem pK,-Wert charakterisieren weitere Parameter die physiko-
chemischen Eigenschaften der Lokalanasthetika:

Der Trubungs-pH-Wert ist der pH-Wert, bei dessen Uberschreitung eine
geldste Substanz auszufallen beginnt (Koelzer und Wehr 1958 a, b).

Der Verteilungskoeffizient IgP (n-Octanol/Wasser) ist ein Mal3 fur die
Lipophilie eines Stoffes (Schatton 1977). Ein Mindestmalf an Lipophilie ist
notwendig, um die Nervmembran zu durchdringen und den Wirkort zu

erreichen. Eine zu hohe Lipophilie fihrt dagegen zu einer Anreicherung der
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Substanz in der Lipidmembran. Daraus resultiert, dass der Wirkort nicht
erreicht werden kann und die lokalandsthetische Wirksamkeit herabgesetzt
oder aufgehoben ist. Dieses Phanomen wird als Cut-off-Effekt bezeichnet
(Buchi et al. 1967).

Weiterhin hat das Ausmald der Plasmaproteinbindung Einfluss auf die
Wirksamkeit der Lokalanasthetika. Nur der freie, nicht proteingebundene
Anteil ist pharmakologisch aktiv und kann am Na*-Kanal wirken (Biel 2005).
Auch die MolekulgrofRe ist fir die Dauer der Wirkung relevant. Kleinere
Molekiile kénnen sich offenbar schneller vom Rezeptor am Na*-Kanal losen,
werden vom Blut in den grof3en Kreislauf abtransportiert und wirken damit
kiurzer (Butterworth und Strichartz 1990).

Das Diffusionsvermégen nimmt mit zunehmender MolekllgréRe ab. Ein
Zusammenhang zwischen der lokalanasthetischen Wirksamkeit und dem
Ausmal’ der Diffusion besteht nach Buichi und Perlia (1962 b, c) aber nicht.

2.4 Anwendungsmadglichkeiten der lokalen Anasthesie

Die Madglichkeiten der Anwendung von Lokalanésthetika zur lokalen
Schmerzausschaltung sind vielfaltig. Tab. 1 gibt einen Uberblick tiber die
gebrauchlichsten Arten der Lokalanasthesie und deren Indikationen sowie

haufig verwendete Wirkstoffe.

Tabelle 1: Anwendungsformen von Lokalanasthetika (Biel 2005)
Anwendung | Wirkort Indikationen Stoffe Applikations-
formen
Oberflachen- | Endigungen Beseitigung des | Tetracain, Lésungen,
anasthesie sensibler Schmerz- und Lidocin, Suspensionen,
Nerven in der Juckreizes, Benzocain, | Sprays,
Schleimhaut diagnostische Fomocain Salben, Puder,
bzw. Haut an Mafl3nahmen, Cremes
Nase, Auge, ophthalmo-
Mund, logische
Genitalien, etc. | Operationen
Infiltrations- Endigungen Zahnbehandlung, | Lidocain, Injektions-
anasthesie der sensiblen chirurgische Bupivacain, | lésungen mit
Nerven in der Eingriffe Articain oder ohne
Subcutis Vasokonstriktor
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Fortsetzung Tabelle 1:
Anwendung | Wirkort Indikationen Stoffe Applikations-
formen
Leitungs- Gemischte gezielte Unter- Lidocain, Injektions-
anasthesie Nerven brechung von Bupivacain, | lésungen mit
(nach OBERST) Nerven bei Articain oder ohne
Zahnbehand- Vasokonstriktor
lungen,
chirurgischen
Eingriffen
Spinal- Subarach- geburtshilfliche, Lidocain, Injektions-
anasthesie noidalraum, gynékologische, | Bupivacain | I6sungen mit
Spinalwurzel | urologische und oder ohne
chirurgische Vasokonstriktor
Eingriffe
Peridural- Periduralraum | geburtshilfliche, Lidocain, Injektions-
anasthesie gynakologische, | Bupivacain, | [dsungen mit
urologische und | Prilocain, oder ohne
chirurgische Etidocain Vasokonstriktor
Eingriffe
Intraventse Endigungen kurze Lidocain, Injektions-
Regional- der sensiblen | chirurgische Prilocain I6sungen ohne
anasthesie Nerven im Eingriffe an Vasokonstriktor,
(BIER scher Gewebe Extremitaten zuvor Anlegen
Block) einer Blutdruck-
manschette

2.5 Toxikologie und Nebenwirkungen der Lokalanasthetika

Seit der Entwicklung erster lokoregionarer Anasthesieverfahren hat man sich
mit der Toxizitat der jeweiligen Stoffe beschaftigt. Mit der friher vielfach
praktizierten Anwendung von Cocain hauften sich Berichte Uber letale
Zwischenfalle. Auch wenn heute, mehr als 100 Jahre nach diesen ersten
Erfahrungen, Lokalanésthetika weitaus sicherer geworden sind, darf man
deren toxisches Potential nicht verkennen (Zink und Graf 2003).

Wie in Tab. 2 dargestellt, kbnnen bei der Anwendung lokaler Anésthetika auf
Ebenen

verschiedenen unerwinschte Effekte hervorgerufen werden.

Lebensbedrohliche  Zwischenfalle ergeben sich vor allem durch

zentralnervose und kardiovaskulare Wirkungen. Ursachen hierfur sind die
versehentliche intravasale Injektion infolge fehlerhafter Technik, abnorme
mit

Resorptionsverhdltnisse (z. B. hyperamische Bronchialschleimhaut

erhohter Gefal3permeabilitdt) oder - in selteneren Fallen - eine relative
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Uberdosierung bei der Anwendung in gut durchbluteten Regionen. Infolge
der genannten Ursachen kommt es zum exzessiven Anstieg der freien
Plasmakonzentration des verabreichten Lokalanasthetikums, welche einen
substanzspezifischen Grenzwert Uberschreiten kann. Die ungebundenen
Lokalan&sthetikamolekile diffundieren in die Blutbahn und kdnnen toxische
Reaktionen auslésen (Buch und Rummel 2004, Zink und Graf 2003).
Besondere Vorsicht ist geboten bei der Anwendung von Lokalan&sthetika im
letzten  Schwangerschaftsdrittel. Hier kann es durch vermehrte
Flussigkeitseinlagerungen  und  einer haufig damit  verbundenen
Hypoproteinamie zur Abnahme der Bindungskapazitat der Plasmaproteine
kommen. Dies fuhrt zu einer erhohten Konzentration des freien
Lokalanasthetikums und somit zu einer verstarkten Toxizitdt (Moller und
Covino 1988).

Tabelle 2: Uberblick tiber die Toxizitat von Lokalan&sthetika (Zink und Graf 2003)

Formen der Toxizitat von Lokalanasthetika
Systemische Toxizitat Zentralnervose Effekte
(z. B. Krampfe, Bewusstlosigkeit,
Unruhe, nervise Angstlichkeit,
Bewegungs- und Sprechdrang,
Schwindel, Sehstérungen, Tinnitus,
Nausea)
Kardiovaskulare Effekte
(z. B. negative Chrono- und Inotropie,
Herzstillstand)
Lokale Toxizitat Neurotoxizitat
(z. B. Taubheitsgefuhl, persistierende
neuropathische Schmerzen)
Myotoxizitat
(z. B. lokale Schaden der
Skelettmuskulatur, Nekrosen)
Hamatologische Effekte Meth&amoglobinbildung
(z. B. durch den Prilocainmetaboliten
0-Toluidin)
Allergische Reaktionen Aminoester (-metabolite) >> Aminoamide

Es liegt also eine Parallelitat zwischen der in die systemische Zirkulation
gelangten Wirkstoffkonzentration und der Gefahr unerwinschter Effekte vor
(Catteral und Mackie 1998). Es muss mit konzentrationsabhangigen
Stérungen samtlicher erregbarer Zellsysteme gerechnet werden. Besonders

bei niedermolekularen Stoffen ist ein Ubertritt durch die Blut-Hirnschranke
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und somit eine zentrale Wirkung moglich. Anzeichen einer beginnenden
Storung des ZNS sind Nausea, Erbrechen, Rededrang, Euphorie, Angst,
Unruhe, Schwindel, starke Erregung und Verlust der Orientierung. Nach
vorausgehenden Muskelzuckungen treten klonische Krampfe auf, denen
Koma und zentrale Atemlahmung folgen kénnen. Erregung und Kréampfe sind
die Folgen einer Blockade der Natriumkandle inhibitorischer Neurone, die
zuerst blockiert werden (Covino 1987, Biel 2005). Kardiotoxische Effekte
betreffen das Myokard und das Reizleitungssystem. Als Folgen kdnnen
extreme Bradykardien, ventrikulare Arrhythmien oder sogar
therapierefraktare Herzstillstande auftreten (Zink und Graf 2003).

Die systemische Toxizitat kann durch die Zugabe von Vasokonstringentien
wie Noradrenalin, Adrenalin oder Analoga des Hypophysenhinterlappen
hormons  Adiuretin  verringert werden. Somit wird der zumeist
gefalRdilatierenden ~ Wirkung  von  synthetischen Lokalanasthetika
entgegengewirkt. Infolge dessen kommt es sowohl zur verlangsamten
Resorption in den grol3en Kreislauf mit verlangerter Wirkungsdauer als auch
zur lokalen Minderdurchblutung als gewlnschtem Begleiteffekt bei
operativen Eingriffen. Die Anwendung von Vasokonstriktoren ist jedoch nicht
in jedem Fall moéglich und auch nicht frei von Risiken. Zum einen besteht
durch den Adrenalinzusatz das Risiko, dass sich die Gefal3e der
Skelettmuskulatur ~ erweitern und damit die  Resorption des
Lokalanasthetikums nach intramuskularer Gabe beglnstigt und die
systemische Toxizitdt gesteigert wird (Catteral und Mackie 1998, Jacob
2005). Zum anderen konnen durch das in das Blut gelangte Adrenalin
kardiale Symptome ausgeldst werden (Biel 2005). Die Dosierung von
Vasokonstringentien sollte so gering wie mdglich erfolgen (Grenzdosis fur
Adrenalin/Noradrenalin bei einer Lokalanasthesie: 0,25 mg), um keine
Wundheilungsstérungen oder gar Nekrosen durch eine langer anhaltende
Ischdmie zu provozieren (Buch und Rummel 2004). Bei operativen Eingriffen
an Akren muss aufgrund der Gefahr einer ischamisch bedingten Nekrose im
Bereich der Endstrombahn auf vasokonstriktorische Zusatze verzichtet
werden (Mutschler 2001).

Teilweise werden systemische Nebenwirkungen als allergische Reaktionen

verkannt. Eine richtige Diagnose ist fir die Therapie entscheidend. Die
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allergische Symptomatik kann sich sowohl in harmlosen urtikariellen
Exanthemen als auch als Asthma-Anfall oder als anaphylaktischer Schock
aulBern. Allergien treten am haufigsten bei der Anwendung von
Lokalanasthetika vom Estertyp auf (Tab. 3). Bei S&ureamidpréaparaten
kommt es in der Regel nur aufgrund der enthaltenen Konservierungsstoffe
(z. B. Methylparaben) oder Antioxidantien (z. B. Sulfit) zu Allergien (Covino
1987, Catterall und Mackie 1998, Mutschler 2001, Bich und Rummel 2004).
Tabelle 3: Haufigkeit allergischer Hautreaktionen bei Patienten mit und ohne

Allergiepréadisposition, denen verschiedene Lokalanasthetika intradermal
injiziert wurden (Covino 1987); n. b. = nicht bestimmt

Stoff Keine Allergiepatienten Allergiepatienten
(n=60) Angabe in % (n=11) Angabe in %

NaCl 0 0 0 0

Aminoester

Procain 20 33 8 73

Chloroprocain 11 18 8 73

Tetracain 25 42 8 73

Aminoamide

Lidocain 0 0

Mepivacain

Prilocain

Konservierungsstoff
Methylparaben 8 13 n. b. n. b.

Von der systemischen Toxizitadt lassen sich lokale myo- und neurotoxische
Effekte abgrenzen, deren Pathomechanismus noch weitgehend ungeklart ist.
Die Inzidenz peripherer Nervlasionen ist relativ gering und schwankt je nach
Autor zwischen 0% wund 5% (Selander 1999). Symptome wie
Taubheitsgefiihl oder sogar persistierende neuropathische Schmerzen sind
konzentrations- und dosisabhangig. Eventuelle Schadigungen der
Skelettmuskulatur sind reversibel (Covino 1987).

Die Anwendung von Lokalan&sthetika am Auge kann ebenfalls toxische
Auswirkungen haben. Bisher hat man noch kein Oberflachenanasthetikum
gefunden, welches bei wiederholtem Gebrauch keine Hornhautlasion
verursacht. Diese Epithelschadigung entsteht durch eine 06dematbdse

Zellauflockerung und geht mit einer punktférmigen bis diffusen Tribung der
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Hornhautoberflache einher. Es kommt zu Erosionen, Quellungen und Ulzera
der Hornhaut, die eine schlechte Heilungstendenz aufweisen (Meyer 1965,
Dick und Schéafer 2003).

Bei Leitungsanasthesien besteht die Mdoglichkeit einer mechanischen
Nervenschadigung durch die Injektion selbst oder als Folge intraneuraler
Blutungen. Ebenso konnten Gefalispasmen mit Thrombenbildung innerhalb

der den Nerven versorgenden Gefalie beobachtet werden (Haas 1993).

2.6 Prufung von Lokalanasthetika
Um mehrere Lokalanésthetika miteinander vergleichen zu konnen ist es
erforderlich, die drei charakteristischen Grundeigenschaften (Oberflachen
anasthesie, Leitungsanasthesie und Toxizitat) tierexperimentell zu ermitteln.
Fur die Prifmethoden im Tierexperiment gelten bestimmte Anforderungen:
1. Sie sollen prazise, reproduzierbare Werte mit moglichst geringer
Streuung liefern,
2. funktionelle Beziehungen zwischen angewendeter Substanzmenge
und erzielter Wirkung erkennen lassen,
3. Ergebnisse liefern, die mathematisch ausgewertet und mit
Ergebnissen von anderen Autoren verglichen werden kénnen und
4. auf die klinische Praxis der Humanmedizin Gbertragbar sein.
Die unterschiedlichen Arten der Anwendung, also Leitungs- und
Oberflachenanasthesie, missen separat betrachtet werden. Rickschlisse
auf die Wirkstarke von der einen auf die andere Anwendungsform sind nicht
maoglich (Herr 1958, Koelzer und Wehr 1958 a).

2.7 Fomocain

2.7.1 Pharmakologische und toxikologische Eigenschaften

Aus medizinischer Sicht werden drei wesentliche Anforderungen an ein
Lokalanasthetikum gestellt: rasche, hinreichend starke und moéglichst lang
anhaltende Wirkung, geringe akute Toxizitdt und gute Gewebevertraglichkeit.
Unter diesem Aspekt wurde das Ziel verfolgt, neue Substanzen zu finden.
Oelschlager entwickelte das 1967 als Therapeutikum eingefiihrte 4-[3-(4-
Phenoxymethylphenyl)-propyl]-morpholin  (Fomocain). Das sowohl als
Hydrochlorid (seit 1979), als auch als Base (seit 1991) im Deutschen
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Arzneimitte;Codex (DAC) monographierte Lokalanasthetikum gehort zur
Gruppe der basischen Ether (Oelschlager et al. 1968, Oelschlager 2000).
Wie in Abb. 5 erkennbar besteht das Fomocainmolekil aus einem
hydrophoben Anteil, der Uber eine Propylkette mit einem dissoziierbaren
Morpholinring verbunden ist. Der hydrophobe Rest besteht aus einem
Phenylring, der Uber eine Etherbindung mit einem Methylphenylring

verbunden ist.

O—CHy CHy,—CH,—CH,—N O

Abbildung 5: Strukturformel von Fomocain

Mit einer Summenformel von CyHzs02N  weist die Substanz ein
Molekulargewicht von 311,41 auf. Die farblose kristalline Fomocainbase hat
ihren Schmelzpunkt bei 56 -57 °C und zeigt in Wasser ein schlechtes
Laslichkeitsverhalten, wogegen sie in lipophilem Milieu gut geldst werden
kann. Das Hydrochlorid I6st sich gut in Wasser und schmilzt bei 171 - 173 °C
(Arzneistoff-Profile, Oelschlager 1977).

Die Metabolisierung des Fomocain erfolgt in der Leber. Eine 95%-ige
EiweilR3bindung, die vorwiegend an Serumalbumin erfolgt, konnte
nachgewiesen werden. Die lokalan&sthetische Wirkung setzt sowohl die
protonierte hydrophile als auch die nicht-protonierte lipophile Form voraus. In
lipophiler Form diffundiert Fomocain durch die Nervenmembran und
vergroRert deren  Volumen, wodurch  Natriumkandle unspezifisch
verschlossen werden. Die spezifische Blockade durch Affinitat der
hydrophilen Anteile mit Bindungsstellen im Inneren der Natriumkanale stellt
jedoch die wesentliche Wirkung dar (Oelschlager 2000).

Schon 1958 erkannten  Nieschulz und Mitarbeiter die gute
oberflachenanésthetische Eigenschaft von Fomocain. Auch beim
tierexperimentellen Vergleich von dber 70 neu synthetisierten Substanzen
auf der Grundlage des Benzylethers durch Oelschlager et al. (1968) konnte
das Fomocain eindeutig Uberzeugen. Es zeichnete sich durch eine sehr gute
oberflachenanasthetische Wirkung sowie hervorragende Vertraglichkeit aus

(Oelschlager et al. 1968). Prifungen am Kaninchen und Mausauge ergaben
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eine nur gering schwachere Oberflachenwirkung des Fomocain im Vergleich
zu Tetracain (Reuter et al. 1975). Dagegen hat Fomocain bei der
Leitungsanasthesie eine zwei- bis vierfach starkere Wirkung als Procain
(Nieschulz et al. 1958). Im Ames-Test konnte man mit 90%-iger Sicherheit
nachweisen, dass Fomocain weder kanzerogen noch mutagen wirkt
(Oelschlager 2000). Die Verbindung zeigt aulRerdem spasmolytische, sowie
fungistatische und bakteriostatische Wirkungen gegeniber grampositiven
und gramnegativen Bakterien (Oelschlager et al. 1968, Oelschlager und
Rothley 1979, Knothe et al. 1980).

Fomocain ist relativ untoxisch. Tetracain ist nach intravendser Gabe
siebzehnmal und Lidocain viermal stéarker toxisch als Fomocain (Tab. 4). Die
niedrige Toxizitat lasst sich durch den Morpholinring erklaren, der in die
Struktur als hydrophiler Rest eingefuhrt wurde (Oelschlager 2000).

Tabelle 4: Toxizitat ausgewahlter Lokalanésthetika, welche intravenés (i.v.) oder
intraperitoneal (i.p.) injiziert wurden (Oelschlager 2000)

LDso Maus i.v. LDso Maus i.p.
[mg/kg KM] [mg/kg KM]
Procain 56 167
Tetracain 10,5 53
Lidocain 44 120
Fomocain 175 230

Durch die Entwicklung neuer Lokalanasthetika wollte man die
Nebenwirkungen der bisher gebréuchlichen Lokalan&sthetika vom Amid-
oder Estertyp ausschalten. Neben systemischen Begleitwirkungen werden
besonders allergische Reaktionen als Komplikationen beschrieben. Bei der
Anwendung von Fomocain wurden bisher keine Allergien beobachtet
(Oelschlager 1977). Bereits 1958 konnten Nieschulz et al. eine gute
antihistaminerge sowie eine leichte antiphlogistische Wirkung nachweisen.
Tests an Meerschweinchen und Probanden ergaben weder wahrend der
Behandlungszeit noch in der Abschlussuntersuchung entzindliche
Veranderungen der Haut (Oelschlager et al. 1968).

Reuter et al. (1975) konnten eine dem Chinidin qualitativ vergleichbare

antiarrhythmische Aktivitdit des Fomocain am Herzmuskel nachweisen, da
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sowohl eine verlangsamte Leitungsgeschwindigkeit am Ganztier als auch
eine verlangerte funktionelle Refraktarzeit am isolierten Organ hervorgerufen
wurde. Die zusatzlich positiv inotrope und damit blutdrucksteigernde Wirkung
spricht fur eine grélRere therapeutische Breite des Fomocain. Da jedoch
Warnzeichen einer toxischen Wirkung ausbleiben, ergibt sich eine
gleichzeitige Gefahr der Uberdosierung mit letalen Folgen.

Aufgrund seiner starken oberflachenanésthetischen Wirkung, seiner geringen
Toxizitat und dem Ausbleiben allergischer Reaktionen findet der Arzneistoff
vorrangig Verwendung in dermatologischen Praparaten (Erbocain-Salbe,
Erbocain-Creme). Mit Cremes, die Fomocain in Kombination mit Prednisolon
enthalten, kdonnen Verbrennungen und Strahlenreaktionen an Haut und
Schleimhaut effektiv therapiert werden. Des Weiteren benutzt man das in
Erboproct®-Praparaten  enthaltene Fomocain zur Behandlung von
Analekzemen, Fistelleiden, inneren und auf3eren Hamorrhoiden sowie nach
Operationen im Enddarmbereich (Harrison et al. 1982, Oelschlager 1977).
Auch das Brand- und Wundgel Herit® enthdlt Fomocain als
lokalanasthesierende Komponente (Oelschlager et al. 1982a). Fomocain
erzielt hierbei einen deutlichen antihistaminergen Effekt, welcher durch die
Blockierung intradermal lokalisierter Histamin-Rezeptoren hervorgerufen wird
(Oelschlager und Rothley 1979, Oelschlager et al. 1982a, b).
Zusammenfassend kann man feststellen, dass das Fomocain ein
hochwirksames Oberflachenanésthetikum ist, welches, ohne sensibilisierend
zu wirken, eine geringe Toxizitat aufweist. Es wird gegenwartig untersucht,
ob weitere Einsatzmoglichkeiten des Fomocain sinnvoll sind. Das Spektrum
koénnte sich auf die Verwendung von Fomocain als Migrane-Therapeutikum,
Antiarrhythmikum oder Neuraltherapeutikum erweitern lassen (Oelschlager
2000).

2.7.2 Ergebnisse bisheriger tierexperimenteller Prufungen von
Fomocainderivaten

Vom Fomocain ausgehend wurden in den letzten Jahren zahlreiche Derivate

synthetisiert und tierexperimentell erprobt. Das Ziel war es, Stoffe zu finden,

die im Hinblick auf Wirkung und Toxizitat den bisher angewandten

Lokalanasthetika tiberlegen sind.
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Tschritter und Kamena (2000) untersuchten die Racemate (+)O/G3 und
(x)O/G5 sowie deren Enantiomere. Hierbei handelt es sich um chirale
Fomocainderivate, die erstmals von Glassl (1995) synthetisiert wurden.
Aufgrund geringerer lokalanasthetischer Wirksamkeit und hoherer
Gewebeirritation im Vergleich zu Fomocain ergab sich jedoch keine klinische
Relevanz. Weiterhin untersuchte man im Rahmen dieser Arbeit die Toxizitat
einiger Fomocain-Metabolite und kam zu der Schlussfolgerung, dass
Fomocain durch seine Metabolisierung inaktiviert und entgiftet wird. Die
Kenntnisse Uber den Metabolismus bauen auf frihere Versuche mit
14C-markiertem Fomocain an Ratten und Beagle-Hunden auf (Oelschlager
und Ewald 1986).

Um Fomocainderivate mit noch besseren Eigenschaften zu finden,
untersuchte Loy (2003) sieben neue Fomocainabkdommlinge, davon vier
Diethanolamin-  und  drei Morpholinderivate. Die sehr gute
oberflachenanasthetische Eigenschaft von Fomocain, die wiederholt bestatigt
werden konnte, wurde nur von OE 1000, dem Morpholinderivat mit der
langsten Alkylkette, Ubertroffen. Irreversible Langzeitbeeintrachtigungen,
hervorgerufen durch diese Substanz, lassen jedoch eine Klinische
Anwendung nicht zu. Bis auf die Substanz OE 9000, dem
Diethanolaminderivat mit der langsten Alkylkette, konnten auch die anderen
Stoffe nicht Uberzeugen. OE 9000 zeigte eine gute leitungsanasthetische
Wirkung bei einer dem Fomocain vergleichbaren Oberflachenanasthesie und
Toxizitat. Diese Substanz ist méglicherweise fir die systemische Anwendung
und ggf. als Ersatz fir Fomocain als Oberflachenanasthetikum geeignet.
Ausgehend von diesen Untersuchungen, in denen man zeigte, dass
Fomocain und viele seiner Derivate noch weiterer pharmakologischer
Charakterisierung bedurfen, wurden funf neue C-Alkylmorpholinderivate und
funf 2-Hydroxypropyl-3-cyclodextrinEinschlussverbindungen synthetisiert.
Bei der Untersuchung dieser Substanzen durch Fleck et al. (2004) ergab sich
kein therapeutischer Vorteil gegentber der Ausgangssubstanz Fomocain.
Lediglich eine langere leitungsanasthetische Dauer von OW 11, einem
C-Alkylmorpholinderivat, kénnte Klinisch relevant sein. Durch die Synthese
der Fomocain-Einschlussverbindungen in Form von Cyclodextrinen wurde

eine geringfligig verbesserte lokalanasthetische Wirkung bei niedrigerer
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Toxizitat erreicht. Des Weiteren war es dadurch moglich, erstmals eine
hochkonzentrierte, stabile und parenteral applizierbare L6sung von Fomocain
herzustellen. Bisher erlaubten die physiko-chemischen Eigenschaften von
Fomocain nur eine auf3erliche Anwendung in Salben und Gelen (Wennek-
Klose 2003).

3 Ziele der Arbeit

Ausgehend vom sehr gut vertraglichen und stark wirksamen
Oberflachenanésthetikum Fomocain wurde seit vielen Jahren daran
gearbeitet, Derivate zu finden, die den Anforderungen an ein optimales
Lokalanasthetikum, insbesondere bei Risikopatienten, noch besser gerecht
werden. Wir untersuchten zwolf neue Fomocainabkémmlinge, die uns von
Herrn Prof. Dr. Dres. h.c. H. Oelschlager, Institut fir Pharmazie der FSU
Jena, zur Verfigung gestellt worden sind. Durch unsere Arbeit sollte an der
Ratte die lokalandsthetische Wirksamkeit und die Toxizitdt dieser
Substanzen charakterisiert und Struktur -Wirkungs-Beziehungen
herausgefunden werden. Es wurden folgende Fragestellungen bearbeitet:

1. Welcher Zusammenhang besteht zwischen galenischen
Zubereitungsformen  der  Muttersubstanz ~ Fomocain  (Base,
Hydrochlorid, Cyclodextrin- Einschlussverbindung) und Wirkung bzw.
Toxizitat?

2. Welchen Einfluss hat die Einfigung von Seitenketten am
Morpholinring des Fomocain?

3. Was bewirkt die Substitution des Sauerstoffatoms der Etherbindung
durch ein Schwefelatom (Thiofomocaine)?

4. Wie beeinflusst das Ldsungsmittel (Propylenglycol, Tylose) die

lokalanasthetische Wirkung und die Toxizitat von Fomocain?
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4 Material und Methoden

4.1 Testsubstanzen

Gegenstand unserer Arbeit war die tierexperimentelle Untersuchung neuer
Fomocain-Abkdommlinge. Hierfur standen uns zwolf Derivate zur Verfligung,
die im Institut fir Pharmazie der FSU Jena von der Arbeitsgruppe von Prof.
Dr. Dres. h.c. H. Oelschlager entwickelt und synthetisiert wurden. Es kann
eine Einteilung in chirale Morpolinderivate und Thiofomocaine vorgenommen
werden (siehe Tab. 5).

Die chiralen Morpolinderivate OW 1, OW 3, OW 5, und OW 7 weisen an der
2-Position ihres Morpholinringes eine Seitenkette auf, die aus einer
unverzweigten Ci- bis Cs-Alkylkette besteht. Die Substanzen OW 9, OW 11
und OW 13 besitzen unverzweigte Seitenketten der Lange einer Methyl-,
Ethyl- und Propylgruppe in 3-Stellung am Morpholinring.

Die Substanz OW 15 tragt in 3Stellung einen Isopropyl-Rest. Die beiden
Substanzen Oe 100 und OZ 9 weisen keine Substituenten am Morpholinring
auf. Oe 100 unterscheidet sich von Fomocain durch eine langere
Zwischenkette (Cs). 0OZ9 ist ein in 4-Stellung des Exoringes
trifluormethyliertes Fomocain. Die Substanzen OW 15, Oe 100 und OZ9
werden im Folgenden als Gruppe zusammengefasst mit der Bezeichnung
»=andere Morpholinderivate*.

Bei den Thiofomocainen handelt es sich um Substanzen, deren Etherfunktion
durch eine Thioetherfunktion ersetzt worden ist. Der Thioether Oe 2000 ist,
mit Ausnahme dieser Veranderung, identisch mit Fomocain. Bei den
Substanzen Oe 5555 und Oe 3000 ist die Zwischenkette um eine bzw. zwei
Methylen-Gruppen verkurzt, bei Oe 4000 ist die Zwischenkette hingegen um
eine verlangert. Die vier Substanzen Oe 5555, Oe 3000, Oe 2000 und
Oe 4000, deren gemeinsames Strukturmerkmal ein Morpholinring ist, sind
entsprechend ihrer von G bis C, ansteigenden Lange der Zwischenkette
angeordnet.

Ersetzt man die Morpholinkomponente durch eine Diethanolamingruppe,
werden die Verbindungen Oe 3500, Oe 2500 und Oe 4500 erhalten, die sich
untereinander nur durch verschiedene Langen ihrer Zwischenketten

unterscheiden.
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Die folgenden Substanzen wurden von uns untersucht:

OW?7, OW 13, OW15, Oe 100, Oz9, Oe 5555 Oe 3000, Oe 2000,
Oe 4000, Oe 3500, Oe 2500, Oe 4500.

Die Ergebnisse der Substanzen OW 1, OW 3, OW 5, OW 9, OW 11 und
Fomocain-Cyclodextrin entnahmen wir aus Fleck et al. (2004). Die Resultate
fir die Fomocain-Base (pH 5) stammen aus den Untersuchungen von Loy
(2003). Wir verwendeten die Versuchsergebnisse zum Vergleich mit den von
uns untersuchten Substanzen und um Zusammenhange zwischen der
chemischen Struktur und der Wirksamkeit und Toxizitat herstellen zu kénnen.
Die Strukturformeln aller getesteter Substanzen und Vergleichssubstanzen,
sowie deren chemische Bezeichnungen, Summenformeln, n-Octanol
Wasser-Verteilungskoeffizienten (IgP) und Molekulargewichte (MG) sind in
Tab. 5 aufgefihrt.

4.2 Referenzsubstanz Fomocain

Fomocain diente als Vergleichssubstanz gegenuber den getesteten
Fomocainderivaten und wurde aus dem Institut fir Pharmazie der FSU Jena
von Prof. Dr. Dres. h.c. H. Oelschlager bezogen. Die Substanz wurde als
Fomocain-Base in kristalliner Form zur Verfiigung gestellt und vor den Tests
durch Zugabe von Salzsaure als Hydrochlorid geldst sowie anschlieRend auf
einen pH-Wert von 5,0 eingestellt. Um eine lokale Gewebeazidose zu
vermeiden, sollte dieser Wert nicht unterschritten werden (Seeling 1996).
Die Herstellung von Fomocain erfolgte tUber eine 3-Stufen-Synthese aus
1-Chlor-3-phenylpropan (Oelschlager 1959). Fomocain besitzt die folgenden
physikochemischen Parameter:
1. relatives Molekulargewicht: 311,4
2. pKg-Wert: 7,1 (v. Bruchhausen et al. 1994)
3. Trubungs-pH-Wert als Hydrochlorid bei 510 mmol/l: 6,88 (Seeling
1996)
4. Wasserloslichkeit der Fomocain-Base: 0,028 mmol/l (personliche
Angaben von Herrn Apotheker T. Dahse)
5. Eiweil3bindung an Humanserum: 98,5 % (Nachev 1982)



Tabelle 5: Chemische Bezeichnungen, Summenformeln, Molekulargewichte (MG), n-Octanol-Wasser-Verteilungskoeffizienten (IgP) und
Strukturformeln fur die Referenzsubstanz Fomocain sowie fir ausgewdahlte Morpholinderivate und fir verschiedene Thiofomocaine mit
Morpholinstruktur bzw. mit Diethanolaminstruktur. ((1) aus Wange (2006); @ Berechnung mit ACD/ChemSketch 5.11)

Substanz Chemische Bezeichnung | Summenformel MG IgP Strukturformel
(nach IUPAC)
1 Morpholinderivate
1.1 Referenzsubstanz
. @ /\
Fomocain 4-[3-(4-Phenoxymethylphenyl)- C2oH250,N 311,41 3,85 < > o—CHy < > CHy—CHy—CHy—.
propyllmorpholin /S
1.2 chirale Morpholinderivate
1.2.1 C-Alkylmorpholine mit unverzweigten Seitenketten in 2-Position
CHs
ow1l 2-Methyl-4-[3-(4-Phenoxymethyl)- Ca1H2702N ® ~
. 325,43 3,94 _ _
phenylpropyl]morpholin CH AN
/_<CH2—CH3
oW 3 2-Ethyl-4-[3-(4-Phenoxymethyl)- CooH290oN 339.46 4,12 @—O—CH@—CHZ—%—CHZ—N\_/O
phenylpropyl]morpholin
/_((:Hz—CHZ—CH3
OW5 2-Propyl-4-[3-(4-Phenoxymethyl)- Cy3H3,0,N 353,48 4,479 @—o—m2 CHCH=CH, O
phenylpropyllmorpholin
@ /_<CH2—CHZ—CH2—CH3
OW 7 2-Butyl-4-[3-(4-Phenoxymethyl)- Co4H3302N 367,51 4,80 - 3
phenylpropylmorpholin Q_O_CHZ_@_CHZ TN
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1.2.2 C-Alkylmorpholine mit unverzweigten Seitenketten in 3-Position

3,

CH
Oow9 3-Meth
- yl-4-[ 3-(4-Phenoxymethyl)- C,1H705N 1) . _
phenylpropyl]morpholin 325,43 3,81 O‘O CHZ—Q—CFE—CHz CHz—?_\‘,O
CH;—CH,
Ow1l 3-Ethyl-4-[3-(4-Phenoxymethyl)- CaoHpgOoN 339,46 4,00 ook ) ool
phenylpropyl]morpholin /
1) CH;CH;—CH,
OW 13 3-Propyl-4-[3-(4-Phenoxymethyl) - Cy3H3102N 353,48 4,28 Damt
phenylpropyl]Jmorpholin Q—O—CHZ-Q—CHZ—CHZ—CHZ—N\_/O
1.3 andere Morpholinderivate
CHa. CHs
(1) N,
OW 15 3-Isopropyl-4-[3-(4- Cy3H320,N 354,49 4,20 >_\
Phenoxymethyl)- O—o—cm—@—cw—cw—cm—w 0
phenylpropyllmorpholin /
@
Oe 100 4-[5—(4-Phenoxymethy_l)- Ca2H29N O, 339,46 4,76
phenylpentyllmorpholin Q—O‘CF&'@—CHZ—CHZ—CHZ—CHZ—CHZ—N\_/O
0Z9 4-[3-(4-Trifluormethyl)- Co1H24F3NO; 379,42 4,84%? —

phenoxymethyl)-
phenylpropyl]morpholin

F
F—'—@—O—CHZ—@—CHZ—CHZ—CHZ—N o
F

/
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2 Thiofomocaine
2.1 mit Morpholinstruktur

4-[(4-Phenylthiomethylphenyl)- Ci1sH21ONS 299,37 2,78
Oe 5555 : metﬁyl]morphgli% & e @—S—CHz—Q—CHz—NCO
Oe 3000 4-[2-(4-Phenylthiomethylphenyl)- C19H230 NS 313,34 3,20® @4_04 <:> CH_CHZ_,\/_\O
ethyllmorpholin ’ \_/
i )
Oe 2000 4-[3-(4-Phenylthiomethylphenyl)- C0H250 NS 327,42 3,87 . B
propyllmorpholin @—5 CHZ—O—CHZ CHZ—CHZ—CO
Oe 4000 4-[4-(4-Phenylthiomethylphenyl)- Ca1Ho7O NS 339,43 4,33? ~ 7\
butyl]morpholin O CHZ\<i>_CHZ_CHZ_CHZ_CHZ_N\_/O
2.2 mit Diethanolaminstruktur
Oe 3500 | 2,2-[2-(4-Phenylthiomethylphenyl)- C1oH250.NS 331,46 2,46 CH—CH,OH
ethylimino]diethanol C}—S—CHZ—@—%—CHF“(CH cnon
, . @ CHy—CH,OH
Oe 2500 2,2"-[3-(4-Phenylthiomethylphenyl)- CaoH270,NS 345,48 3,05 —CH— >—CH2—CH2—CH2—I\(
propylimino]diethanol ®_ CHz—CH,OH
Oe 4500 | 2,2'-[4-(4-Phenylthiomethylphenyl)- C21H290,NS 359,51 3,57%?

butylimino]diethanol

CH>—CH20H
O—S—CH;—@—CHZ—CHZ—CHz—CHZ—N:
CHz—CH,0H

USPOUISIN pUN [eLRTeN ¥
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4.3 Losungsvermittler

4.3.1 Tylose

Tylose® (Sigma-Aldrich, Munchen, Deutschland) ist ein Methylcellulose-
Praparat, das durch Einwirkung von Methylchlorid auf alkalysierte Cellulose
hergestellt wird. Es kann eine weitere Veretherung mit geringen Mengen
Ethylenoxid vorgenommen werden. Als Folge dessen enthalt Tylose keine
ionogenen, reaktionsfahigen Gruppen und kann keine Salze bilden. Tylose
ist physiologisch unbedenklich. Die LDsp nach oraler Gabe an der Ratte
betragt > 2000 mg/kg KM. Tylose wirkt nicht reizend am Kaninchenauge und
kann zur Herstellung von pharmazeutischen und kosmetischen Praparaten
verwendet werden. Tylose ist gut in kaltem Wasser I6slich. 1%-ige wassrige
Losungen weisen einen neutralen pHWert auf. Reine Tylose in Pulverform
ist geruch- und geschmacklos und wei3 bis schwach gelblich gefarbt.
Losungen sind oberhalb eines pH-Wertes von 2 stabil (Fiedler 1996,
Sicherheitsdatenblatt Tylose).

Fur unsere Versuche verwendeten wir als Losungsvermittler fir die

Fomocainderivate 0,5%-ige Tylose (Tylose-Wasser-Gemisch 0,5/99,5 (m/v)).

4.3.2 Propylenglycol

1,2-Propylenglycol (Fluka, Buchs, Schweiz) ist eine klare, etwas dickflissige,
fast geruchlose Flussigkeit. Es ist mit Wasser mischbar und wird flr
zahlreiche Wirkstoffe als Losungsvermittler verwendet (Fiedler 1996). Das
von uns eingesetzte 1,2-Propylenglycol entspricht den Anforderungen der
USP XIV. Die Toxikologie von Propylenglycol ist ausgiebig untersucht
worden (Tab. 6). Die Wirkungen auf das ZNS sind erheblich geringer als die
von Ethanol.

Tabelle 6: Angabe der LDsg des Propylenglycols nach Applikation
an der Ratte (Anschel 1965 ), Fiedler 1996®)

Applikationform LDso [g/kg KM]
intramuskular 14,7®:13@
intravenos 1,680 ;7@
oral 21@
intraperitoneal 13 @

subcutan 22 @
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Akut zeigt Propylenglycol bei Kaninchen keinen Einfluss auf die Zahl der
Leukozyten und Erythrozyten, das Erythrozytenvolumen und den
Hamoglobin-Wert. Die chronische Gabe von Propylenglycol fiihrt zu keinen
Veranderungen des Blutbildes, ebenso konnte keine Erh6hung der Mortalitat
und der Tumorhaufigkeit festgestellt werden (Gaunt et al. 1972). Hoenig und
Werner (1980) beobachteten nach chronischer Gabe von Propylenglycol
keine Veranderung der Plasmalipide. Der Gesamtcholesteringehalt der Leber
war jedoch zur Kontrollgruppe leicht, aber signifikant erhéht.

In der vorliegenden Arbeit verwendeten wir als Losungsvermittler fur die
Fomocainderivate  50%-iges  Propylenglycol  (Propylenglycol-Wasser-
Gemisch 50/50 (v/v)).

4.4 Tierexperimentelle Prifmethoden

4.4.1 Versuchstiere

Alle Untersuchungen wurden an 50 - 60 Tage alten weiblichen Wistar-Ratten
(Han:WIST) des Auszuchtstammes des Institutes fur Pharmakologie und
Toxikologie der FSU Jena durchgefiihrt. Das Koérpergewicht lag zwischen
160g und 230g. Die Zucht und Haltung der Ratten erfolgte unter
standardisierten Bedingungen. Die Raumtemperatur betrug 22 + 2 °C und die
relative Luftfeuchtigkeit 55+ 10 %. Ein Hell-DunkelFRhythmus (12/12
Stunden) wurde eingehalten und es fand ein konstanter Luftwechsel in den
Raumen statt (EG-Norm). Bei einem Muttertier wurden jeweils sechs
neugeborene Ratten belassen. Am 30. Tag wurden die Tiere von ihrer Mutter
getrennt und anschlielend je sechs Tiere in einem Makrolonkéafig
(38,5 x59,5x19cm, Typ IV, Ehret GmbH, Berlin, Deutschland) mit
Weichholzgranulat (Altromin GmbH, Lage, Deutschland) als Einstreu
gehalten. Als Nahrung wurden Futterpellets (Haltungsdiat 1326 Altromin,
Altromin GmbH, Lage, Deutschland) sowie Leitungswasser verabreicht. Am
Ende der Versuche wurden die Ratten in Ethernarkose durch Dekapitation
getotet. Die Genehmigung des Thiringer Landesverwaltungsamtes fur
Lebensmittelsicherheit und Verbraucherschutz Abt. 2, Gesundheitlicher
Verbraucherschutz und Veterinarwesen, fir dieses Versuchsvorhaben lag

Vor.
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4.4.2 Bestimmung der Oberflachenanasthesie

Die Cornea wird sensibel innerviert durch die Nn. ciliares longi des N.
ophthalmicus. Nach Eintritt in die Hornhaut verlieren die Nervenfasern ihre
Myelinscheide. Unter der Bowman-Membran bilden die Nerven einen Plexus.
Nach dem Durchtritt durch die Lamina limitans anterior im Epithel verlieren
sie ihre Schwann-Hulle (Drenckhahn und Rager 2004). Eine
Oberflachenanasthesie wird in der klinischen Praxis typischerweise durch
Auftropfen des Lokalanasthetikums erreicht (Schafer 2001).

Diese Art der Applikation wurde fur die vorliegenden Untersuchungen
Ubernommen. Es wurden ausschlieBlich Ratten verwendet, deren
Cornealreflex (reflektorischer Lidschluss des Auges nach vorsichtiger
Bertihrung der Cornea mittels einer Parodontalsonde, deren Durchmesser
0,5 mm betrug) vor Versuchsbeginn eindeutig auslosbar war. Die
Beleuchtung des Laborraumes wurde so gewaéhlt, dass Blendeffekte
ausgeschlossen werden konnten. Um die Substanzen am Tier gut
applizieren zu konnen und die Einwirkungsdauer von einer Minute bei allen
Tieren konstant zu halten, wurden die Versuchstiere in eine leichte
Ethernarkose versetzt. Die Narkose dauerte 1 bis 2 Minuten und wurde so
flach gehalten, dass eine Beatmung der Tiere nicht notwendig war. Dem
Versuchstier wurden 0,05 ml der LOosung auf die Cornea appliziert
(Microlance®-Kaniile: 0,3 x 13 mm, Becton-Dickinson, Heidelberg,
Deutschland) und fir genau eine Minute belassen (Abb. 6). Wahrend dieser
Zeit wurde das Auge des Tieres durch den Untersucher mit Daumen und
Zeigefinger offen gehalten. Danach wurde das Auge mit 1ml einer 30 °C
warmen, 0,9%-igen NaCl-Lésung gesplilt (Abb. 7).

Im Anschluss daran wurde der Cornealreflex, unter Vermeidung der
Berthrung der Wimpern, sofort an beiden Augen gepruft. Zur Testung des
Reflexes wurde die Cornea jeweils leicht mit der Parodontalsonde berihrt, so
dass eine gerade sichtbare Eindellung zu sehen war (Abb. 8). Anschlie3end
wurde der Lidschlussreflex alle 2 Minuten gepruft. Innerhalb von 4 Sekunden
wurde die Cornea zehnmal gereizt. Erfolgte dabei in =3 Fallen ein

Lidschluss, so wurde dies als Ende der Anéasthesie gewertet.
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Abbildung 6: Abbildung 7:

Die Wirkstoffzubereitung (0,05 ml) wird Nach einer Minute wird das Auge mit 1 ml
mit einer Spritze auf die Cornea des physiologischer Kochsalzlésung gespdult.
Versuchstieres aufgetropft.

Abbildung 8:
Zum Prifen der Ausldsbarkeit des Cornealreflexes
wird die Cornea mit einer Parodontalsonde berihrt.

Zusatzlich zur Untersuchung der Oberflachenanasthesie der Cornea wurde
darauf geachtet, ob infolge der Substanzapplikation Hornhauttribungen,

Tranenfluss oder Bindehautrétungen bzw. -entziindungen auftraten.

4.4.3 Bestimmung der Leitungsanasthesie

Die Bestimmung der Leitungsanasthesie erfolgte am Nervus ischiadicus der
Ratte (Abb. 9, 10). Eine Applikation am frei liegenden Nerv scheidet,
aufgrund fehlender klinischer Ubertragbarkeit, aus. Ratten eignen sich
besonders als Versuchstiere fur diesen Test, weil die Anasthesiedauer der
des Menschen relativ nahe kommt. Auf3erdem reagieren Ratten auf Reize an

der Pfote sehr lebhaft, so dass eine eventuelle Lokalanasthesie leicht und
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genau feststellbar ist. Es wurden Losungen der Fomocainderivate in
verschiedenen Konzentrationen hergestellt und jeweils an sechs Ratten

getestet.

Abbildung 9: Abbildung 10:

Ubersicht iber die Anatomie der Becken- Der N. ischiadicus der Ratte in situ
muskulatur der Ratte, Ansicht von lateral. Der N.  dargestellt.

ischiadicus ist mit einem Pfeil gekennzeichnet.

(Popesko et al. 1992)

Die Injektionstechnik wurde in Anlehnung an Lembeck (1953) sowie Koelzer
und Wehr (1958a) durchgefuhrt. Die Ratte wurde zunadchst von einer
Hilfsperson mit einer Hand am Riuckenfell in Seitenlage gehalten. Mit der
anderen Hand wurde das dem Untersucher zugewandte Bein in gestreckter,
abduzierter Haltung fixiert. Mit dem linken Zeigefinger tastete der
Untersucher den Trochanter major und straffte dabei das Gewebe. Mit der
rechten Hand erfolgte die Injektion (Abb. 11). Die Injektionsnadel
(Microlance®-Kaniile 0,4 x19 mm, Becton-Dickinson, Heidelberg,
Deutschland) wurde, dicht am Finger entlang, vorgeschoben, bis die
Nadelspitze den Knochen berihrte. AnschlieBend wurde die Nadel ca. 1 mm
zurickgezogen und dann 0,05 ml der zu testenden Substanz appliziert. Eine
Beschadigung des Nerven ist bei dieser Applikationstechnik nicht zu
beflirchten (Koelzer und Wehr 1958a).
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Um standardisierte Bedingungen zu erhalten wurde die Durchfihrung der
Injektionstechnik in Vorversuchen getbt. Hierzu injizierten wir einigen Tieren
statt der Wirkstofflosung eine 0,9%-ige NaCl-Lésung gemischt mit grinem
Farbstoff (Lissamingrin) im Verhéaltnis 1:50. Anschlie3end wurden die Tiere
in Ethernarkose dekapitiert und der N. ischiadicus freiprapariert. War die
Applikation erfolgreich, konnte man den Nerv von gruner Farbstofflosung
umspult sehen (Abb. 12).

Abbildung 11:

Ausfihrung der Leitungsanasthesie am linken N. ischiadicus. Das Tier wird von
einer Hilfsperson fixiert. Der Untersucher tastet mit dem linken Zeigefinger den
Trochanter major. Mit der rechten Hand erfolgt die Injektion der Testsubstanz.

Abbildung 12:

Nach Applikation einer Farbstofflésung wurde der N.
ischiadicus freiprapariert. Der Nerv ist von Lissamingrin
umspult, die Injektion wurde korrekt ausgefiihrt.
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Wenn die injizierte Testsubstanz eine Wirkung zeigte, kam es kurz darauf zur
Anasthesie. Wahrend des Versuches befanden sich die Versuchstiere
einzeln in einem durchsichtigen Makrolonkafig, der oben mit einem
Metallgitter abgedeckt war. Dieser Kafig wurde langsam um 180° gedreht, so
dass die Ratte schlie3lich auf dem Gitter sal3. Wenn nun die Pfote mit einer
stumpfen Sonde gereizt wurde (Abb. 13), kam es bei einem
nichtanasthesierten Tier sofort zum Wegziehreflex. Auf3erdem versuchte das
Tier, durch Flucht innerhalb des Kafigs, dem Reiz zu entkommen. War die
Pfote anasthesiert, blieb das Tier auch nach mehrmaliger Reizung
bewegungslos sitzen. Da die Anasthesie erst nach einer Latenzzeit von ca. 1
bis 5 Minuten einsetzte, wurde post injectionem alle 30 Sekunden geprift,
um den Zeitpunkt des Beginns der Anéasthesie festzustellen. Nach
eingetretener Anasthesie erfolgte die Prifung alle 2 Minuten, nach 20
Minuten nur noch alle 5 Minuten. Reagierte das Tier wieder auf die Reize,

galt die Anasthesie als beendet.

Abbildung 13:
Zum Prifen der Wirkung wird die Pfote mit einer stumpfen Sonde gereizt
(Blick von unten).

In einigen Fallen trat begleitend zur Lokalanasthesie eine Parese auf (Abb.
14, 15). Als Ausdruck der Parese zeigte das Tier einen hinkenden Gang,
zudem hing die Pfote durch die Gitterstdbe und die Zehen standen eng
zusammen. Wurde der Kafig um 90° gedreht, glitt die Pfote beim Versuch
des Tieres, sich an den Gitterstdben festzukrallen, hindurch. Die
entsprechenden Zeiten fur die Parese wurden notiert. Als Ende der Parese
wurde der Zustand gewertet, in dem die Pfote wieder sicheren Halt an den

Gitterstdben fand.
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Abbildung 14: (links)
Als Ausdruck einer Parese zeigt sich ein enger
Zehenstand.

Abbildung 15: (rechts)

Aufgrund der Parese gleitet die Pfote am Gitter des
Kéfigs, der um 90° gedreht wurde, ab und hangt
schlaff hindurch (Blick von vorn).

4.4.4 Bestimmung der LDsg

Um eine Minimierung der Tierzahl fir die Toxizitatsbestimmung, gemalf den
Vorgaben des Tierschutzgesetztes, zu gewahrleisten, wéahlten wir das
Verfahren nach Miller und Tainter (1944) zur Bestimmung der
approximativen LDsg. Die Applikation der zu testenden Substanz erfolgte an
Wistar-Ratten, deren Gewicht jeweils 160g bis 230g betrug, durch
intraperitoneale Injektion. Eine Testgruppe bestand aus sechs Tieren. Es
wurden pro Substanz mindestens drei Dosierungen untersucht, wobei als
Obergrenze 60 mg/ 100 g KM festgelegt worden sind.

Zunachst versuchten wir durch Tests an einzelnen Tieren, den Dosisbereich
zu finden, der fir die Bestimmung der approximativen LDsg relevant ist. Erst
dann sind drei Dosierungen gewahlt wurden, so dass die Letalitdt moglichst
im Bereich zwischen 20 % und 80 % lag.

Die Zeiten des Eintritts toxischer Wirkungen bzw. des Todes wurden
festgestellt. Die Reaktionen der Tiere wurden direkt nach Applikation sowie in
der ersten Stunde alle 10 Minuten, danach bis 6 Stunden jede volle Stunde
und anschlieend alle 6 Stunden beobachtet. Bei allen Tieren wurde auf

Veranderungen im Verhalten geachtet und diese entsprechend protokolliert.
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4.5 Versuchsablauf

Begonnen wurde mit den Versuchen zur Oberflachenr und
Leitungsanéasthesie:

Nach Empfehlung von Schwartz (1973) wurden pro Substanz und
Losungsvermittler mindestens drei Konzentrationen, die maoglichst im
therapeutisch relevanten Bereich bis zwei Stunden Wirkdauer lagen,
hergestellt und an jeweils sechs Ratten getestet. Es wurden ausschlief3lich
Tiere verwendet, deren Cornealreflex vor Versuchsbeginn auslosbar war
bzw. die auf Reize an der Pfote reagierten. Die fiur die jeweilige
Konzentration bendtigte Substanzmenge wurde mit einer Feinwaage
(Sartorius MC1, Sartorius AG, Gottingen, Deutschland) abgewogen und mit
1 ml Losungsvermittler (0,5 % Tylose oder 50 % Propylenglycol) im Morser
mit dem Pistill verriihrt, so dass eine homogene Wirkstoffzubereitung
entstand. Der pH-Wert jeder L6sung wurde mit einem pH-Meter
(Mikroprocessor pH537, WTW, Weilheim, Deutschland) gemessen; dieser
betrug fur alle Lésungen ca. 5 (mindestens 4,8 und hdchstens 5,4). Zur
Herstellung der Losung der Fomocain-Base in neutralem pH wurde durch
Zugabe von NaOH ein pH-Wert von 7 eingestellt. Die Anasthesiedauer
wurde konzentrationsabhéngig bestimmt. Lag die Anasthesiedauer tUber drei
Stunden, wurde dies als Maximaldauer gewertet.

Die Prufung der Anasthesie an der Cornea bzw. am N. ischiadicus erfolgte in
definierten Zeitintervallen (Kap. 4.4.2, 4.4.3). Wenn die Substanz eine
Wirkung zeigte, setzte bei der Testung der Oberflachenanasthesie die
Schmerzausschaltung ein, nachdem die Wirkstofflosung eine Minute auf der
Cornea belassen worden war. Dieser Zeitpunkt galt als Beginn der
Anasthesie. Die Leitungsanasthesie begann erst nach einer Latenzzeit. Die
Dauer der Anasthesie bzw. eventuell aufgetretener Paresen wurde ermittelt
und flr jedes Tier notiert.

Versuch zur Toxizitatsbestimmung:

Die Herstellung der Wirkstofflosungen erfolgte analog zu den Versuchen zur
Anasthesie. Es wurden ebenso drei Dosierungen pro Substanz, geldst in
Tylose bzw. Propylenglycol, hergestellt. Die Applikation erfolgte, bezogen auf

100 g KM, intraperitoneal jeweils an sechs Ratten. Die Zeiten des Eintritts
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toxischer Wirkungen und/oder des Todes wurden fiur jedes Tier protokolliert
(Kap. 4.4.4).
Die Losungsvermittler 0,5 % Tylose bzw. 50 % Propylenglycol allein, ohne

Zusatz von Lokalanéasthetika, waren wirkungslos.

4.6 Statistische Auswertung

Zur Auswertung der Versuchsergebnisse der Oberflachen- und
Leitungsanasthesie  wurden  zunachst  Dosis-Wirkungs-Beziehungen
betrachtet. Auf der Abszisse wurde die Konzentration logarithmisch und auf
der Ordinate die Wirkung (Dauer der Anasthesie) linear abgetragen. Bei allen
Versuchen wurde durch diese Darstellung ein annahernd linearer Verlauf der
Dosis-Wirkungs-Beziehung erhalten. Es gilt somit die allgemeine
Geradengleichung, in der x den Logarithmus der Konzentration darstellt. Es
wurde eine Regressionsanalyse durchgefihrt, wobei die Regressionsgerade
nach dem Prinzip der kleinsten Quadrate berechnet wurde (Kldcking et al.
1990). Mit den Gleichungen (2) und (3) wurde die Steigung (m) und der
Schnittpunkt mit der y-Achse (b) bestimmt.

b=y- m>X )

ax-X)Ny,-y) axxy-nxxy
— i=1 . — i=1 . (3)
a(x - X’ a(x - ®’

i=1

m

b Schnittpunkt der Geraden mit der y-Achse
y Mittelwert aus allen yWerten
X Mittelwert aus allen xWerten
m Anstieg der Geraden

n Tierzahl pro Versuch

Xi Einzelwerte x (Konzentration)

Vi Einzelwerte y (Dauer der Anasthesie)

Die Ordinatenwerte (Wirkungen) streuten in vertikaler Richtung zu den
Abszissenwerten (Konzentrationen). Im folgenden Schritt wurde nun das
Ausmal} der Streuung von b und m ermittelt. Dazu war vorauszusetzen, dass
die wahre Regressionsfunktion tatsachlich eine Gerade ist und dass die

Ordinatenwerte y an allen Stellen der Gerade in gleichem Mal3e um diese in
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vertikaler Richtung streuen, d.h. die gleiche Varianz s? besitzen. Die
zufélligen Abweichungen von der Geraden muissen normal verteilt und
voneinander unabh&ngig sein. Die Varianz s®* wurde mit Gleichung (4)
ermittelt.

2 (Y - b- mxx)?
a (y ) _(n-2)>s} - m* xn- 1)}

g2 = iz > 5
n- n-

] ] 4)

2 )2 2 8 Na Y

a(yi‘Y)'mxa(Xi'X)
— 2 i=1

n-2

s? Gesamtvarianz
sy2 Varianz von y
sx2 Varianz von X

Mit den Gleichungen (5) und (6) wurden die Varianzen von b und m

berechnet.
2 2 1 X?
§ =S =) 5)
a (x - X)
) s?
ST (6)
a(x-%°

sm2 Varianz des Anstiegs m
sb2 Varianz des Schnittpunktes (b) mit der y-Achse

Um letztendlich die Wirkungen der verschiedenen Substanzen untereinander
vergleichen zu konnen, wurden sog. effektive Konzentrationen (EC)
berechnet. Die effektive Konzentration einer Substanz ist die Konzentration,
die benétigt wird, um eine zuvor festgelegte Wirkung zu erzielen. Bei der
Oberflachenanasthesie und bei der Leitungsanéasthesie wurden jeweils die
EC fur eine Wirkdauer von 10, 20, 30 und 40 Minuten (= y) bestimmt. Je
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geringer die EC war, desto wirksamer war die Substanz. Nach Umstellung
der Geradengleichung (2) erhalt man folgende Gleichung (7):

Y- b
X() - (7)
m
Xo Konzentration, die bendtigt wird, um eine vorgegebene Anasthesiedauer zu
erreichen.
Yo festgelegte Wirkdauer, die erreicht werden soll

Unter Verwend ung des dekadischen Logarithmus ist dann:

EC=10% (8)

EC effektive Konzentration fur festgelegte Wirkdauer

Die Berechnung der EC durfte nur dann erfolgen, wenn die Steigung m
signifikant von Null verschieden war, d.h. der Wert Null nicht im

Konfidenzintervall von m lag: m*t_,, >S , wobei t_,, das aQuantil der

t-Verteilung zu n-2 Freiheitsgraden ist. Fur alle Berechnungen wurde ein
Konfidenzniveau von 95 % (p <0,05) gewahlt. Die ermittelten EC-Werte
unterschieden sich signifikant voneinander, wenn sich die Konfidenzintervalle

von X nicht Uberlagerten. Die Intervallgrenzen wurden nach Gleichung (9)

berechnet.
— - 2
— - S W -
X, =X-m Y yoitn—Z'ax_>< —+ fy yO) (9)
w W N o) 2
a (x - x)
i=1
SZ
2 2
= - X
w=m"- (t ,.) %5 (10)
) <\ 2
a(x-Xx
i=1
Xa jeweils obere bzw. untere Grenze des 95 % - Konfidenzintervalls der Konzentration

Xo (Gleichung 7) zur festgelegten Anasthesiedauer yp.

Die Auswertung der LDsq erfolgte nach der Methode von Miller und Tainter

(1944). Die Zahl der gestorbenen Tiere nimmt mit steigender Dosis zu. Im
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linearen Koordinatensystem erhalt man eine sigmoide Dosis-Letalitats-Kurve.
Werden die Dosierungen (Abszisse) logarithmisch und die Prozentwerte
gestorbener Tiere (Ordinate) in sog. Probit-Einheiten abgetragen, erhélt man
eine Gerade. Die zu bestimmten Prozentwerten gehérenden Probits sind
durch Miller und Tainter tabelliert worden. An der Stelle, an der die Gerade
auf der Ordinate den Probit-Wert 5 annimmt, kann auf der Abszisse die LDsg
in mg/kg KM abgelesen werden. In die Berechnung der Streuung (s) der LDsg
geht die Summe der verwendeten Tiere (n) ein. Die Streuung kann mit
Gleichung (11) berechnet werden. Je grol3er die Tieranzahl ist, umso

genauer kann die LDsp bestimmt werden.

_ Dosis(PROBIT 6) - Dosis(PROBIT 4)

SLD50 @ (11)
S - Streuung

LDso
n - Tieranzahl

Fur die Bestimmung der approximativen LDsp sind mindestens drei
Dosierungen notig, deren Letalitdt moglichst 20 %, 50 % und 80 % betragt.
Bei mangelnder Anndherung der Regressionsgeraden an diese drei Punkte
wurden weitere Dosierungen untersucht. Die Regressionsgerade zur
Bestimmung der LDsp wurde nach der Methode der kleinsten Quadrate

berechnet.
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5 Ergebnisse
5.1 Bestimmung der lokalanasthetischen Wirksamkeit und
Toxizitdt des Fomocain in Abhangigkeit von der

galenischen Zubereitung

Fomocain wurde in vier unterschiedlichen Darreichungsformen, als
Hydrochlorid (Fomo-HCI), als Base mit pH 5 (Fomo-Base pH 5) bzw. pH 7
(Fomo-Base pH 7) und als Cyclodextrin-Einschlussverbindung (Fomo-Cyc)
im Versuch zur Oberflachenanéasthesie an der Cornea der Ratte getestet. Als
Losungsvermittler wurde 0,5 % Tylose verwendet. Es wurden verschiedene
Konzentrationen appliziert und die Dauer der Wirkung bestimmt (Abb. 16,
Anhang Tab. 7).

In Konzentrationen <0,5 % liegt die Dosis-Wirkungs-Kurve fur die Fomo-
Base (pH 5) etwas nach links verschoben. In Konzentrationen >0,5 %
weisen Fomo-HCI, Fomo-Base (pH 5) und Fomo-Cyc einen annéhernd

gleichen Verlauf der Regressionsgeraden auf.

Oberflachenanéasthesie: Ratte cornea
200
180 &
160 ‘ A Fomo-HClI
< 140
E Fomo-Base
5 120 pH 7
8 100 /
8 r Fomo-Base
‘@ 80 > pH S5
= / A
2 60 /Hi / i Fomo-Cyc
< Va
< 40 /
y,
20 g
0
0,1 0,2 0,5 1 2 5 10
Konzentration [%]

Abbildung 16: Einfluss der galenischen Zubereitung des Fomocain auf die Dauer der
Oberflachenanéasthesie an der Cornea der Ratte (Regressionsgeraden).
Verglichen wurden das Fomocain-Hydrochlorid (Fomo-HCI) mit der
Fomocain-Base (pH 7), mit der Fomocain-Base (pH 5; Angaben aus Loy
(2003)) und mit dem Fomocain-Cyclodextrin (Fomo-Cyc; Angaben aus Fleck
et al. (2004)). Arithmetische Mittelwerte; n = 6 pro Gruppe.
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Vollig anders verlauft die Kurve der Fomo-Base (pH 7). Sie liegt weit nach
rechts verschoben und hat nur einen sehr flachen Anstieg.

Aus der Oberflachenanéasthesiedauer wurden effektive Konzentrationen zur
Herbeiftihrung einer Anasthesie von 10, 20, 30 und 40 Minuten berechnet
(Abb. 17, Anhang Tab. 9). Fur eine 10- und 20-minitige Anasthesie der
Cornea wurden von der Fomo-Base (pH 5) signifikant geringere
Konzentrationen bendtigt als von Fomo-HCIl. Fur langer anhaltende
Wirkungen (30 und 40 Minuten) sind von Fomo-HCI, Fomo-Base (pH 5) und
Fomo-Cyc ahnliche Dosierungen erforderlich. Die effektiven Konzentrationen
unterscheiden sich nicht signifikant. Bei der Fomo-Base (pH 7) liegt die
effektive Konzentration deutlich héher, um an der Cornea eine vergleichbare
Anésthesiedauer auszuldsen.

Oberflact . . :

2,5

H Fomo-HCI

—= 2,0
S
'g Eomo-H 7
T 15 ase p
GCJ EFomo-
& Base pH 5
o

1,0
ﬁ Fomo-Cyc
2
<
Q2
o 0,5 =

0,0 +

10 min 20 min 30 min 40 min
Anésthesiedauer [min]

Abbildung 17: Einfluss der galenischen Zubereitung des Fomocain auf die effektiven
Konzentrationen mit Angabe des 95%-Konfidenzintervalls fur eine
Anésthesiedauer von 10, 20, 30 und 40 min an der Cornea der Ratte.
Verglichen wurden das Fomocain-Hydrochlorid (Fomo-HCI) mit der
Fomocain-Base (pH 7), mit der Fomocain-Base (pH 5; Angaben aus Loy
(2003)) und mit dem Fomocain-Cyclodextrin (Fomo-Cyc; Angaben aus Fleck
et al. (2004)). n = 6 pro Gruppe.
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Analoge Untersuchungen des Zusammenhanges zwischen der
Zubereitungsform des Fomocain und der Leitungsanasthesie wurden
ebenfalls durchgefiihrt (Abb. 18, Anhang Tab. 11). Der Kurvenverlauf von
Fomo-HCI legt nahe, dass das Hydrochlorid die starkste Wirkung hervorruft.
Im Vergleich dazu benétigt man von den anderen Fomocainzubereitungen,
deren Kurven weiter rechts verlaufen, hohere Konzentrationen, um den

gleichen Effekt hervorzurufen.

Leitungsanasthesie: Ratte N. ischiadicus
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Abbildung 18: Einfluss der galenischen Zubereitung des Fomocain auf die Dauer der
Leitungsanasthesie am N. ischiadicus der Ratte (Regressionsgeraden).
Verglichen wurden das Fomocain-Hydrochlorid (Fomo-HCI) mit der
Fomocain-Base (pH 7), mit der Fomocain-Base (pH 5; Angaben aus Loy
(2003)) und mit dem Fomocain-Cyclodextrin (Fomo-Cyc; Angaben aus Fleck
et al. (2004)). Arithmetische Mittelwerte; n = 6 pro Gruppe.

In Abb. 19 sind fur die 4 unterschiedlichen Fomocainzubereitungen die
effektiven Konzentrationen zur Auslésung einer Leitungsanasthesie von 10,
20, 30 und 40 Minuten dargestellt (Anhang Tab. 13). Die optimale Eignung
des Hydrochlorids gegenuber den beiden Basen (pH 5 und pH 7) ist
augenfallig. Von den Basen benotigt man fur 20, 30 und 40 Minuten
Anasthesiedauer signifikant hohere effektive Konzentrationen. Fir eine
Anéasthesiedauer >10 Minuten ist die extrem hohe effektive Konzentration
der Fomo-Base (pH 5) eindrucksvoll. Dagegen liegen die erforderlichen
effektiven Konzentrationen des Fomo-Cyc in der gleichen GréRenordnung,

wie die des Fomo-HCI.
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Leitungsanéasthesie: Ratte N. ischiadicus
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Abbildung 19:

Einfluss der galenischen Zubereitung des Fomocain auf die effektiven
Konzentrationen (EC) mit Angabe des 95%-Konfidenzintervalls (OIG = obere
Intervallgrenze) fur eine Anasthesiedauer von 10, 20, 30 und 40 min am N.
ischiadicus der Ratte. Verglichen wurden das Fomocain-Hydrochlorid
(Fomo-HCI) mit der Fomocain-Base (pH 7), mit der Fomocain-Base (pH 5;
Angaben aus Loy (2003)) und mit dem Fomocain-Cyclodextrin (Fomo-Cyc;
Angaben aus Fleck et al. (2004)). n = 6 pro Gruppe.

Zur Bestimmung der Toxizitat der verschiedenen Fomocainzubereitungen

wurde die approximative LDsg fir Fomo-HCI, fir die Fomo-Base (pH 5 und

pH 7) und fur Fomo-Cyc miteinander verglichen (Abb. 20, Anhang Tab. 17).

Die hochste Letalitat tritt nach Gabe von Fomocain als Base (pH 5) auf,

deren LDsg erheblich geringer war, als bei den anderen Zubereitungsformen.

Als Base (pH 7) ist Fomocain deutlich weniger toxisch. Fur das Fomo-Cyc

wurde eine dhnliche LDsg ermittelt wie fir Fomo-HCI.
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Letalitat: Ratte intraperitoneal
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Abbildung 20: Vergleich der LDsg (+ Streuung) nach i.p. Injektion an der Ratte von Fomocain-
Hydrochlorid (Fomo-HCI) mit der Fomocain-Base (pH 7), mit der Fomocain-
Base (pH 5; Angaben aus Loy (2003)) und mit dem Fomocain-Cyclodextrin
(Fomo-Cyc; Angaben aus Fleck et al. (2004)). Berechnung nach Miller und
Tainter (1944). n = 6 pro Konzentration; 3 - 4 Konzentrationen pro Substanz.

5.2 Bestimmung der  Oberflachenandsthesie  neuer
Fomocainderivate

Die Morpholin- und Diethanolaminderivate des Fomocain wurden an der

Cornea der Ratte auf ihre Eignung zur Oberflachenanasthesie getestet.

Hierbei wurde die Anasthesiedauer konzentrationsabhéngig bestimmt (siehe

Abb. 21-26, Anhang Tab. 7). Als Referenzsubstanz wurde Fomocain-

Hydrochlorid (Fomo-HCI) verwendet.

5.2.1 C-Alkylmorpholine mit unverzweigten Seitenketten

In der Gruppe der Morpholinderivate mit Seitenketten in 2-Position (Abb. 21)
zeigt die Substanz mit der langsten Seitenkette, OW 7, bis zu einer
Konzentration von etwa 0,75 % den starksten oberflachenanéasthetischen
Effekt. OW 7 wirkt bereits in Konzentrationen unterhalb von 0,5 %
lokalan&sthetisch, wogegen die Uubrigen Substanzen dieser Gruppe
einschliellich der Referenzsubstanz Fomo-HCI| erst bei hoheren
Konzentrationen eine Schmerzausschaltung an der Cornea bewirken. Die
Substanzen OW 1 wund OWS3 verhalten sich bezlglich ihrer



5 Ergebnisse 46

oberflachenanasthetischen Wirksamkeit analog zu Fomo-HCIl. Fiur OW 5
wurde eine flachere Dosis-Wirkungs-Kurve ermittelt, die annéhernd parallel
zu der von OW 7 verlauft. Es sind jedoch deutlich héhere Konzentrationen

erforderlich, um eine mit OW 7 vergleichbare Anasthesiedauer

hervorzurufen.
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Abbildung 21: Konzentrationsabhangigkeit der Dauer der Oberflachenanasthesie an der
Cornea der Ratte (Regressionsgeraden) fiir die Morpholinderivate OW 1,
OW 3, OW 5 und OW 7 im Vergleich zur Referenzsubstanz Fomocain-
Hydrochlorid (Fomo-HCI). Arithmetische Mittelwerte; n=6 pro Gruppe;
Angaben zu OW 1, OW 3 und OW 5 aus Fleck et al. (2004).

In der Gruppe der Morpholinderivate mit Seitenketten in 3-Position (Abb. 22)
tritt ebenfalls bei der Substanz mit der langsten Seitenkette, OW 13, die
oberflachenanasthetische Wirkung bereits bei den niedrigsten getesteten
Konzentrationen (< 0,5 %) auf. Die lokalanasthetischen Wirkungen von OW 9
und OW 11 liegen im gleichen Konzentrationsbereich wie die von Fomo-HCI.
Der Vergleich der Kurvenverlaufe legt nahe, dass die maximal erreichbare
Wirkdauer der Lokalanasthesie bei OW 9 und OW 11 sowie bei Fomo-HCI
langer ist als bei OW 13.
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Abbildung 22: Konzentrationsabhangigkeit der Dauer der Oberflachenanasthesie an der
Cornea der Ratte (Regressionsgeraden) fur die Morpholinderivate OW 9,
OW 11 und OW 13 im Vergleich zur Referenzsubstanz Fomocain-
Hydrochlorid (Fomo-HCI). Arithmetische Mittelwerte; n=6 pro Gruppe;
Angaben zu OW 9 und OW 11 aus Fleck et al. (2004).

5.2.2 Andere Morpholinderivate

Bei den anderen Morpholinderivaten (Abb. 23) ist die Dosis-Wirkungs-Kurve
der Substanz Oe 100 in Bezug zur Referenzsubstanz nach links verschoben
und zeigt damit schon in niedrigen Konzentrationsbereichen starkere

oberflachenanasthetische Effekte als Fomo-HCI.
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Abbildung 23: Konzentrationsabhangigkeit der Dauer der Oberflachenanasthesie an der
Cornea der Ratte (Regressionsgeraden) fur die Morpholinderivate OW 15,
Oe 100 und 0OZ9 im Vergleich zur Referenzsubstanz Fomocain-
Hydrochlorid (Fomo-HCI). Arithmetische Mittelwerte; n = 6 pro Gruppe.
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Die Dosis-Wirkungs-Kurven von OW 15 und OZ 9 verlaufen ausgesprochen
flach, was fur eine sehr geringe lokalanasthetische Wirksamkeit spricht.
Hohere Dosen konnten aufgrund der schlechten Léslichkeit der Substanzen

nicht getestet werden.

5.2.3 Thiofomocaine mit Morpholin- und Diethanolaminstruktur

In der Gruppe der Thiofomocaine mit Morpholinstruktur (Abb. 24) sind die
Dosis-Wirkungs-Kurven der Derivate Oe 4000 und Oe 2000 zwar geringflgig
nach links verschoben, zeigen jedoch eine dem Fomo-HCI vergleichbare
Wirkstarke. Ein Zusammenhang zwischen der Lange der Zwischenkette und
der Wirkdauer ist nicht eindeutig. Oe 4000 besitzt von den Substanzen dieser
Gruppe die langste Zwischenkette und ist im getesteten Dosierungsbereich
geringfugig wirksamer. Mit Abnahme der Kettenlange sinkt die Wirksamkeit.
Von Oe 3000 wurden deutlich hohere Konzentrationen zur Erzielung gleicher

Wirkdauer bendétigt. Oe 5555 ist als Oberflachenanasthetikum praktisch nicht

geeignet.
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Abbildung 24: Konzentrationsabhangigkeit der Dauer der Oberflachenanasthesie an der
Cornea der Ratte (Regressionsgeraden) fur die Thiofomocaine Oe 5555,
Oe 3000, Oe 2000 und Oe 4000 im Vergleich zur Referenzsubstanz
Fomocain-Hydrochlorid (Fomo-HCI). Arithmetische Mittelwerte; n=6 pro
Gruppe.

Die Thiofomocaine mit Diethanolaminstruktur (Abb. 25) zeigen eine

eindeutige Korrelation der Dosis-Wirkungs-Beziehung zur Lange der
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Zwischenkette. Auch hier ist das Derivat mit der langsten Zwischenkette,
Oe 4500, schon in niedrigen Konzentrationen gut lokalanasthetisch wirksam.
Die Substanz Oe 2500 ist wirksamer als Fomo-HCI. Dagegen wirkt Oe 3500
jedoch  etwas schwacher als Fomo-HCI und die anderen
Diethanolthiofomocaine. Es ist bemerkenswert, dass in dieser Gruppe die
Anstiege der Dosis-Wirkungs-Kurven nahezu parallel sind und sich analog zu

dem von Fomo-HCI verhalten.
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Abbildung 25: Konzentrationsabhangigkeit der Dauer der Oberflachenanasthesie an der
Cornea der Ratte (Regressionsgeraden) fiur die Thiofomocaine Oe 3500,
Oe 2500 und Oe 4500 im Vergleich zur Referenzsubstanz Fomocain-
Hydrochlorid (Fomo-HCI). Arithmetische Mittelwerte; n = 6 pro Gruppe.

5.2.4 Effektive Konzentrationen

Um einen besseren Vergleich der Testsubstanzen vornehmen zu kénnen,
wurden effektive Konzentrationen fiir eine Wirkdauer von 10, 20, 30 und 40
Minuten extrapoliert (Anhang Tab. 9). Die Werte der fur die jeweilige
Anasthesiedauer erforderlichen effektiven Konzentrationen und die
Intervallgrenzen des 95%-Konfidenzintervalls sind fir alle Substanzen

synoptisch in Abb. 26 dargestellt.
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Abbildung 26:

Vergleich der effektiven Konzentrationen (EC) mit Angabe des 95 %-Konfidenz-

intervalls fur die Anasthesiedauer von 10, 20, 30 und 40 min an der Cornea der Ratte
fur die Referenzsubstanz Fomo-HCI und die Morpholinderivate des Fomocain sowie
die Thiofomocaine (gel6st in 0,5 % Tylose), n=6 pro Gruppe. (Angaben zu OW 1,
OW 3, OW 5 und OW 11 aus Fleck et al. (2004)); Im Vergleich zu Fomo-HCI signifikant
starkere Wirkungen sind rot hervorgehoben (p = 0,05).
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Morpholinderivate mit Seitenketten in 2Position: Um an der Cornea eine
Anasthesiedauer von 10 Minuten zu erzeugen, bendétigt man von OW 7 die
geringste Konzentration. Damit ist OW 7 signifikant besser wirksam als
Fomocain-HCI. Gleiches gilt fir OW 3 und OW 5. OW 1 unterscheidet sich
dagegen nicht signifikant von Fomo-HCI. Fir eine Dauer von 20 Minuten
zeigt abermals OW 7 die beste Wirkung und wirkt damit, ebenso wie OW 3,
signifikant besser als Fomo-HCI. OW 1 und OW 5 unterscheiden sich nicht
von der Referenzsubstanz. Bei einer Anasthesiedauer von 30 und 40
Minuten unterscheidet sich lediglich die Substanz OW 7 signifikant von
Fomo-HCIl. Die Substanzen OW 1, OW 3 und OW5 weisen somit zur
Herbeifihrung einer langer andauernden Oberflachenanéasthesie eine
ahnliche Wirkung auf wie Fomo-HCI.

Morpholinderivate mit Seitenketten in 3-Position: Zu allen vier Zeiten (10, 20,
30 und 40 Minuten) zeigt die Substanz OW 13 die starkste Wirksamkeit. Es
reichen signifikant geringere Konzentrationen als von Fomocain-HCIl aus, um
die jeweilige Anésthesiedauer zu erhalten. Die beiden anderen Substanzen,
OW 9 und OW 11, unterscheiden sich zu keinem Zeitpunkt signifikant von
der Referenzsubstanz.

Andere Morpholinderivate: Die Substanz Oe 100 zeigt die starksten
Wirkungen fur diese Gruppe. Fur eine Anasthesie von 10, 20, 30 und 40
Minuten werden jeweils signifikant geringere Konzentrationen als von der
Referenzsubstanz benttigt. Die Verbindungen OW 15 und OZ9 sind zu
keinem Zeitpunkt hinreichend stark lokalanasthetisch wirksam. Die
extrapolierten effektiven Konzentrationen liegen weit oberhalb von denen des
Fomo-HCI.

Thiofomocaine mit Morpholinstruktur: Bei den beiden Substanzen mit den
langeren Zwischenketten, Oe 4000 und Oe 2000, wurden signifikant
geringere Konzentrationen als von Fomo-HCl benétigt, um gleiche
lokalanasthetische Wirkungen hervorzurufen. Die kurzkettigen Verbindungen
sind in ihrer lokalandsthetischen Wirkung mit Fomo-HCI vergleichbar
(Oe 3000), oder praktisch nicht als Oberflachenanasthetikum geeignet
(Oe 5555).

Thiofomocaine mit Diethanolaminstruktur: Die effektiven Konzentrationen

korrelieren auch in dieser Gruppe mit der Lange der Zwischenketten der
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Testsubstanzen. Von den Fomocainderivaten mit den langeren
Zwischenketten, Oe 4500 und Oe 2500, werden fur alle vier Zeiten signifikant
geringere Konze ntrationen bendétigt als von Fomo-HCI. Es fallt auf, dass zu
allen Zeiten tendenziell die Verbindung Oe 4500 wirksamer ist im Vergleich
zu Oe 2500. Das Derivat mit einer kirzeren Zwischenkette, Oe 3500,
unterscheidet sich in seiner lokalanasthetischen Wirkung nicht von der
Referenzsubstanz.

Bei allen getesteten Substanzen kam es weder zu sichtbaren
morphologischen Verdnderungen am Auge, noch zu einem irreversiblen

Verlust des Cornealreflexes.

5.3 Bestimmung der Leitungsanasthesie neuer
Fomocainderivate

Alle Substanzen wurden in 0,5 % Tylose gelost und am N. ischiadicus der
Ratte auf ihre leitungsanésthetische Wirkung getestet. Hierbei wurde, analog
zur Oberflachenanésthesie (Kap. 5.2), die Anasthesiedauer
konzentrationsabhéngig bestimmt (Abb. 27 -32, Anhang Tab. 11). Als
Referenzsubstanz wurde Fomocain-Hydrochlorid verwendet. Anschliel3end
wurden die effektiven Konzentrationen fir eine Wirkdauer von 10, 20, 30 und

40 Minuten berechnet.

5.3.1 C-Alkylmorpholine mit unverzweigten Seitenketten

Die Morpholinderivate mit Seitenketten in 2-Position (Abb. 27) zeigen alle im
Vergleich zur Referenzsubstanz eine schwachere Wirkung. Die Dosis-
Wirkungs-Kurven der Substanzen OW 1, OW 3 und OW 7 verlaufen
zueinander und im Bezug zu Fomo-HCI anndhernd parallel. Zur Erzielung
der gleichen Wirkung wie die Referenzsubstanz sind aber erheblich héhere
Konzentrationen notwendig. Die Substanz OWJ5 zeigte keine

leitungsanasthetische Wirkung.
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Abbildung 27: Konzentrationsabhangigkeit der Dauer der Leitungsanasthesie am
N. ischiadicus der Ratte (Regressionsgeraden) fir die Morpholinderivate
OW1l, OW3, OW5 und OW 7 im Vergleich zur Referenzsubstanz
Fomocain-Hydrochlorid (Fomo-HCI). Arithmetische Mittelwerte; n=6 pro
Gruppe; Angaben zu OW 1, OW 3 und OW 5 aus Fleck et al. (2004).

In der Gruppe der Morpholinderivate mit Seitenketten in 3-Position (Abb. 28)
weist die Substanz OW 11 einen sehr steilen Anstieg der Dosis-Wirkungs-
Kurve auf und erméglicht die Erzielung lang andauernder

Leitungsanasthesien.
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Abbildung 28: Konzentrationsabhéngigkeit der Dauer der Leitungsanasthesie am
N. ischiadicus der Ratte (Regressionsgeraden) fir die Morpholinderivate
OW 9, OW 11 und OW 13 im Vergleich zur Referenzsubstanz Fomocain-
Hydrochlorid (Fomo-HCI). Arithmetische Mittelwerte; n=6 pro Gruppe;
Angaben zu OW 9 und OW 11 aus Fleck et al. (2004).

Im therapeutisch relevanten Bereich von unter einer Stunde benétigt man

zum Erreichen des selben Effektes aber hohere Konzentrationen als von
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Fomo-HCI. OW 9 und OW 13 sind hinsichtlich ihrer Wirksamkeit dem Fomo-
HCI deutlich unterlegen. Zwar verlaufen die Dosis-Wirkungs-Kurven von
OW 9 und OW 13 naherungsweise parallel zur Kurve der Referenzsubstanz,
jedoch beginnen ihre Wirkungen erst bei hoheren Dosierungen.

Konzentrationen unter 1 % riefen keinen Effekt hervor.

5.3.2 Andere Morpholinderivate

Bei den anderen Morpholinderivaten zeigt sich ein uneinheitliches Bild (siehe
Abb. 29). Die Substanz Oe 100 ist hinsichtlich ihrer Wirkstarke geringfiigig
besser zu beurteilen als die Referenzsubstanz. Der Anstieg ihrer Dosis-
Wirkungs-Kurve verlauft etwas steiler. Die Kurve von OW 15 ist weit nach
rechts verschoben. Um eine Leitungsanasthesie zu erzeugen werden relativ
hohe Konzentrationen benétigt. Die Substanz OZ 9 ist ebenfalls nur schwach
wirksam. Ihr  Kurvenverlauf ist sehr flach, langandauernde

Leitungsanasthesien sind nicht moéglich.
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Abbildung 29: Konzentrationsabhangigkeit der Dauer der Leitungsanasthesie am
N. ischiadicus der Ratte (Regressionsgeraden) fir die Morpholinderivate
OW 15, Oe 100 und OZ 9 im Vergleich zur Referenzsubstanz Fomocain-
Hydrochlorid (Fomo-HCI). Arithmetische Mittelwerte; n = 6 pro Gruppe.

5.3.3 Thiofomocaine mit Morpholin- und Diethanolaminstruktur

In der Gruppe der Thiofomocaine mit Morpholinstruktur (Abb. 30) zeigt die
Substanz  Oe 4000 ein nahezu identisches Verhalten wie die
Referenzsubstanz. Oe 5555 kann nur in héheren Konzentrationen einen mit

Fomo-HCI vergleichbaren Effekt erzielen. Fur die Substanzen Oe 2000 und
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Oe 3000 lassen sich, bedingt durch ihre schlechte Ldslichkeit, keine Dosis-

Wirkungs-Kurven ermitteln. Oe 2000 ist in einer Konzentration von 1 % in der

Lage, eine ahnliche Anasthesiedauer wie Fomo-HCI zu erzielen. Oe 3000 ist

nur sehr kurz wirksam.
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Abbildung 30: Konzentrationsabhangigkeit der Dauer der Leitungsanasthesie am

N. ischiadicus der Ratte (Regressionsgeraden) fir die Thiofomocaine
Oe 5555, Oe 3000, ©Oe 2000 wund Oe 4000 im Vergleich zur
Referenzsubstanz  Fomocain-Hydrochlorid  (Fomo-HCI).  Arithmetische
Mittelwerte; n = 6 pro Gruppe.

Die Thiofomocaine mit Diethanolaminstruktur (Abb. 31) verhalten sich alle

ahnlich wie die Referenzsubstanz.
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Abbildung 31: Konzentrationsabhangigkeit der Dauer der Leitungsanasthesie am

N. ischiadicus der Ratte (Regressionsgeraden) fir die Thiofomocaine
Oe 3500, Oe 2500 und Oe 4500 im Vergleich zur Referenzsubstanz
Fomocain-Hydrochlorid (Fomo-HCI). Arithmetische Mittelwerte; n=6 pro
Gruppe.
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Die Dosis-Wirkungs-Kurven von Oe 3500 und Oe 4000 verlaufen annéhernd
parallel zu der von Fomo-HCI, die Kurve von Oe 3500 ist leicht nach links
verschoben. Oe 3500 bendtigt somit geringflgig niedrigere Konzentrationen
als Fomo-HCI, um eine Leitungsanasthesie von gleicher Dauer auszulésen.
Die Kurve von Oe 2500 zeigt einen steileren Anstieg als die Kurven der
beiden anderen Substanzen dieser Gruppe. Oe 2500 ist in niedrigen

Konzentrationen schwéacher wirksam als die Referenzsubstanz.

5.3.4 Effektive Konzentrationen

Um eine Vergleichbarkeit aller getesteten Substanzen zu erleichtern, wurden
fur die Leitungsanasthesie effektive Konzentrationen fir eine Wirkdauer von
10, 20, 30 und 40 Minuten extrapoliert (Anhang Tab. 13). Die Werte der fir
die jeweilige Anéasthesiedauer erforderlichen effektiven Konzentrationen und
die Intervallgrenzen des 95%-Konfidenzintervalls sind fur alle Substanzen in
Abb. 32 zusammengefasst.

Morpholinderivate mit  Seitenketten in  2-Position: Um  eine
Leitungsanasthesie von zehnminttiger Dauer zu erzeugen, bendtigt man von
allen Substanzen keine signifikant hoheren Konzentrationen als von der
Referenzsubstanz. Fir eine Anéasthesiedauer = 30 Minuten werden, aul3er
von OW 3, von allen Substanzen signifikant héhere Konzentrationen bendtigt
als von Fomo-HCI. Die Substanz OW 5 zeigte keine Wirkung.

In der Gruppe der Morpholinderivate mit Seitenketten in 3-Position ist fur die
Substanz OW 11 zu den berechneten Zeiten von 10, 20, 30 und 40 Minuten
kein signifikanter Unterschied der effektiven Konzentrationen zu Fomo-HCI
feststellbar. Von den beiden anderen Substanzen, OW9 und OW 13,
benétigt man zu allen vier Zeiten signifikant hohere Konzentrationen zur
Erzielung des gleichen Effekts.

Ein &hnliches Bild ist bei den anderen Morpholinderivaten zu verzeichnen.
Von den Substanzen OW 15 und OZ9 bendtigt man zu jeder berechneten
Zeit erheblich héhere Konzentrationen als von Fomo-HCI. OW 15 und OZ9
sind demnach als Leitungsanéasthetika ungeeignet. Die Substanz Oe 100

verhalt sich in ihrer Wirkstarke ahnlich wie Fomo-HCI.
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Abbildung 32: Vergleich der effektiven Konzentrationen (EC) mit Angabe des 95 %-Konfidenz-

intervalls fir die Anasthesiedauer von 10, 20, 30 und 40 min am N. ischiadicus der

Ratte fur die Referenzsubstanz Fomo-HCI und die Morpholinderivate des Fomocain

6 pro Gruppe. (Angaben zu

sowie die Thiofomocaine (gelést in 0,5 %Tylose), n

OW 1, OW 3, OW 5 und OW 11 aus Fleck et al. (2004)).
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Von der Substanz Oe 5555 aus der Gruppe der Thiofomocaine mit
Morpholinstruktur benétigt man fur eine Anéasthesiedauer =20 Minuten
signifikant hohere Konzentrationen als von Fomo-HCI. Oe 4000 zeigt zu allen
vier Zeiten eine ahnliche leitungsanasthetische Potenz wie Fomo-HCI. Fur
die Substanzen Oe 3000 und Oe 2000 konnten wegen der ungeniigenden
Loslichkeit keine effektiven Konzentrationen berechnet werden.

Bei den Thiofomocainen mit Diethanolaminstruktur besteht fir die effektiven
Konzentrationen der Substanzen Oe 3500 und Oe 4500 kein signifikanter
Unterschied zur Referenzsubstanz, sie wirken ahnlich stark wie Fomo-HCI.
Um einen mit Fomo-HCI vergleichbaren Effekt mit Oe 2500 hervorzurufen,
werden jedoch fur alle vier Zeiten signifikant hohere Konzentrationen
bendtigt.

5.4 Bestimmung der Parese nach Gabe verschiedener

Fomocainzubereitungen und neuer Fomocainderivate

In wenigen Féllen der vorliegenden Untersuchungen konnte eine Parese als
negativer Begleiteffekt zur Leitungsanasthesie beobachtet werden. Die
mittlere Paresedauer wurde fur die einzelnen verabreichten Konzentrationen
bestimmt (Anhang Tab. 15). Da diese LA&hmungserscheinungen jedoch nur
sporadisch auftraten, wurde auf die Berechnung von effektiven
Konzentrationen verzichtet.

Bei den verschiedenen Fomocainzubereitungen trat eine Parese nur bei der
Fomo-Base (pH 5) auf. Loy (2003) beobachtete hierbei, dass die
Paresedauer (Anhang Tab. 15) teilweise sogar erheblich tber der
Anasthesiedauer (Anhang Tab. 11) lag (bis zu ca. 4 Stunden).

Bei den in Tylose geldsten Morpholinderivaten mit einer Seitenkette in
2-Position I6sten nur die Substanzen OW 1 und OW 3 eine Parese aus,
welche jeweils die Leitungsanasthesie Uberdauerte. Mit steigender
Konzentration nahm auch die Paresedauer zu. Bei OW 3 waren hierbei in
allen drei Testkonzentrationen alle Versuchstiere betroffen. OW 1 dagegen
bewirkte erst in héheren Konzentrationen (= 2 %) eine Parese.

In der Gruppe der Morpholinderivate mit Seitenketten in 3-Position bewirkten
nur OW9 und OW 11 eine Parese, die in beiden Fallen erst in héheren

Konzentrationen auftrat. Bei OW 9 hielt die Parese nach Abklingen der
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Leitungsanasthesie an. Bei OW 11 bildete sich die Parese nach etwa einer
Stunde zuriick, wahrend die Leitungsanéasthesie mehr als doppelt so lang
wirkte.

Auch die anderen Morpholinderivate (OW 15, OZ 9, Oe 100) lieRen keinen
Zusammenhang zwischen leitungsanasthetischen Wirkungen und Auftreten
einer Parese erkennen. Lediglich OW 15 bewirkte mit zunehmender
Konzentration (= 4 %) motorische Ausfalle am anasthesierten Bein, wobei die
Lahmung konzentrationsunabhangig etwa eine halbe Stunde andauerte,
wahrend die Dauer der Leitungsandsthesie um mehr als das Dreifache
anstieg. OZ 9 und Oe 100 l6sten keine Parese aus.

Oe 3000 ist die einzige Testsubstanz aus der Gruppe der Thiofomocaine mit
Morpholinstruktur, welche vereinzelt eine Parese bewirkte. Diese trat ab
einer Konzentration von 2 % auf und war nach ca. 15 Minuten beendet. Das
entspricht in etwa der leitungsanéasthetischen Wirkdauer.

Auch bei den Thiofomocainen mit Diethanolaminstruktur zeigten sich
hinsichtlich der Parese keine einheitlichen Ergebnisse. Paretische Effekte
wurden bei Oe 3500 oberhalb 1% und bei Oe 2500 oberhalb 1,5 %
hervorgerufen. Die Paresedauer lag bei Oe 3500 zunachst in der Zeitspanne
der Leitungsanasthesie, Uberschritt diese aber in htheren Konzentrationen
(2 %). Oe 2500 zeigte eine kurze Parese von ca. 25 Minuten bei 1,5 %, die
bei 2 % nicht mehr nachweisbar war. Bei Oe 4500 zeigte sich keine Parese.
Langzeitbeeintrachtigungen im Sinne von bleibenden sensiblen oder
motorischen Ausfallen des N. ischiadicus traten bei keiner der

Testsubstanzen auf.

5.5 Bestimmung der Toxizitat der neuen Fomocainderivate

Die Bestimmung der Toxizitat erfolgte anhand der approximativen LDsy nach
der in Kap. 4.5 beschriebenen Methode von Miller und Tainter (1944). Die
berechneten Dosen und die jeweils dazugehdrigen Streuungen sind in
Abb. 33 sowie im Anhang (Tab. 17) ersichtlich. Je hoher eine Saule im
Diagramm ist, umso héhere Dosierungen wurden bendtigt, um letale Effekte
hervorzurufen. Demnach bedeutet ein niedriger Wert eine hohe Toxizitat der

entsprechenden Substanz.
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Abbildung 33: Vergleich der LDsg nach i.p. Injektion an der Ratte fiir die Morpholinderivate
des Fomocain (Angaben zu OW 1, OW 3, OW 5, OW 9 und OW 11 aus
Fleck et al. (2004)) sowie der Thiofomocaine mit der Referenzsubstanz
Fomocain-Hydrochlorid (Fomo-HCI).
Angabe der LDsp + Streuung; n = 6 pro Konzentration; 3 - 4 Konzentrationen
pro Substanz.

Die Morpholinderivate mit Seitenketten in 2-Position sind mit Ausnahme der
Substanz OW 7 ahnlich toxisch wie die Referenzsubtanz Fomo-HCI. OW 7
weist hingegen nur eine sehr schwache Toxizitdt auf. In den getesteten
Dosierungen bis 0,6 g/kg KM traten keine toxischen Effekte auf, keines der
Versuchtiere starb. Weitere Untersuchungen zur Bestimmung der LDsp
erfolgten aus Grinden des Tierschutzes nicht. Folglich ist die LDsg von OW 7
groRer als 0,6 g/kg KM. Damit ist die Substanz geringer toxisch als Fomo-
HCI.

Die LDso der Morpholinderivate mit Seitenketten in 3-Position liegen im
Bereich von Fomo-HCI.

Die Substanzen OW 15 und Oe 100 unterscheiden sich in ihrer Toxizitat
nicht von Fomo-HCI. Die LDsy von OZ9 liegt tUber 0,4 g/kg KM. Diese
Substanz ist weniger toxisch als die Referenzsubstanz.

Gleiches gilt fir die Substanz Oe 5555 aus der Gruppe der Thiofomocaine
mit Morpholinstruktur. Ihre LDso betragt ebenso mehr als 0,4 g/kg KM. Eine
genauere Untersuchung von Oeb5555 und OZ9 wurde aus

Tierschutzgrinden nicht unternommen. Die anderen Substanzen in dieser
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Gruppe, Oe 3000, Oe 2000 und Oe 4000, verhalten sich hinsichtlich ihrer
toxischen Wirkungen &hnlich wie Fomo-HCI.

In der Testgruppe der Thiofomocaine mit Diethanolaminstruktur (Oe 3500,
Oe 2500 und Oe 4500) traten bereits nach der Halfte der Dosis von Fomo-
HCI letale Effekte auf.

5.6 Einfluss der Losungsvermittler Tylose und
Propylenglycol auf die lokalandsthetische Wirksamkeit

und die Toxizitat einiger Fomocainderivate

Um Rickschlisse Uber den Einfluss der Losungsvermittler Tylose und
Propylenglycol (PG) auf die Wirksamkeit bestimmter Fomocainderivate als
Oberflachen- bzw. Leitungsanasthetikum ziehen zu kénnen, wurden effektive
Konzentrationen miteinander verglichen. Hierfur wurden die effektiven
Konzentrationen fur 10, 20, 30 und 40 Minuten jeder Substanz unter
Verwendung von 50 % PG berechnet und den effektiven Konzentrationen der
in 0,5 % Tylose gelosten Substanzen gegeniubergestellt. Der Wert fir 0,5 %
Tylose wurde als Referenzwert festgelegt.

Die effektiven Konzentrationen der getesteten Fomocainderivate zur
Herbeiflhrung einer Oberflachenanéasthesie an der Cornea der Ratte sind in
Abb. 34 sowie im Anhang (Tab. 9- 10) dargestellt.

Die Substanzen OW 7, Oe 100, Oe 2000 und Oe 4500 sind zu allen vier
berechneten Zeiten, gel6st in Tylose starker wirksam als in Propylenglycol
geldst. Von denen in Propylenglycol gelésten Substanzen werden signifikant
hohere  effektive  Konzentrationen  zur  Erzielung der gleichen
Anasthesiedauer bendtigt. Tylose begunstigt ebenfalls die Wirksamkeit der
Substanzen 0e 3000 und ©Oe 3500 (20, 30 wund 40 Minuten
Anasthesiedauer). Lediglich bei der Substanz OZ 9 werden bei Verwendung
von Propylenglycol als Losungsvermittler fir eine Anasthesiedauer von 20,
30 und 40 Minuten signifikant geringere effektive Konzentrationen bendtigt,
als in Tylose gel6st. Die anderen Substanzen (OW 13, OW 15, Oe 5555,
Oe 4000 und Oe 2500) weisen unabhangig vom Lésungsvermittler gleiche
effektive Konzentrationen zur Erzielung der extrapolierten Anasthesiedauer

auf.
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Abbildung 34: Einfluss des Losungsvermittlers Tylose (T) bzw. Propylenglycol (P) auf die effektiven
g g y pylengly

Konzentrationen (EC) verschiedener Fomocainderivate fir eine Andsthesiedauer von
10, 20, 30 und 40 Minuten bei der Oberflachenanasthesie der Cornea der Ratte.

Angabe der effektiven Konzentrationen mit 95%-Konfidenzintervall.

Gruppe. T bzw. P =

n=6 pro

signifikant geringere EC (p <0,05) der entsprechenden

Substanz bei Verwendung des Lésungsvermittlers Tylose bzw. Propylenglycol.
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Der Einfluss des Ldsungsvermittlers wurde auch bezlglich der
Leitungsanasthesie untersucht. In Abb. 35 sind die effektiven
Konzentrationen fur eine Anéasthesiedauer von 10, 20, 30 und 40 Minuten am
N. ischiadicus der Ratte fiir jedes der getesteten Fomocainderivate, gelost in
Tylose und PG, gegeniibergestellt (siehe auch Anhang Tab. 13 - 14).

Die Losung in Propylenglycol verstarkt die Lokalan&sthesie nach Gabe der
Substanz OW 13 (10-40 Minuten). Auch fur OW 15 erwies sich
Propylenglycol als besser geeigneter Losungsvermittler (30, 40 Minuten).
Gleiches qilt fur die Substanz Oe 100. Sie benétigt, geldst in Propylenglycol,
signifikant geringere effektive Konzentrationen zur Herbeiflhrung einer
Anasthesie von 10, 20 und 30 Minuten, als in Tylose gelést. Umgekehrt
verhalt es sich bei den Thiofomocainen Oe 4000 und Oe 3500, welche in
Tylose geldst zu allen vier Zeiten signifikant besser wirken. Fur die dbrigen
Substanzen (OW 7, OZ 9, Oe 5555, Oe 2500 und Oe 4500) ist kein Einfluss
des Ldsungsvermittlers auf die Dauer der Leitungsanasthesie feststellbar.
Fiar Oe 3000 und Oe 2000 konnten keine effektiven Konzentrationen fur
Propylenglycol berechnet werden. Daher war flur diese beiden Substanzen
auch kein Vergleich zwischen Tylose und Propylenglycol mdglich.

Auch unter dem Einfluss des Ldsungsvermittlers Propylenglycol aul3erten
sich im Versuch zur Leitungsanasthesie vereinzelt LAhmungserscheinungen
(Tab. 16). Diese traten jedoch noch seltener in Erscheinung als bei den in
Tylose gelésten Substanzen (Tab. 15). Weder OW 7 (C-Alkylmorpholin mit
Seitenkette in 2-Position) noch OW 13 (C-Alkylmorpholin mit Seitenkette in
3-Position) oder die anderen Morpholinderivate (OW 15, Oe 100, OZ9)
zeigten im Rahmen der Leitungsanasthesie Lahmungserscheinungen.

Von den Thiofomocainen mit Morpholinstruktur bewirkte Oe 3000 in 3%-iger
Konzentration und Oe 2000 in Konzentrationen = 2,5 % eine Parese, wobei
jeweils nur bei der Halfte der Tiere eine Parese auftrat. Wahrend bei
Oe 3000 der paretische Effekt nach Abklingen der Leitungsanasthesie noch
ca. eine halbe Stunde andauerte, war er dagegen bei Oe 2000 nur von
kurzer Dauer.

Bei den Thiofomocainen mit Diethanolaminstruktur trat einzig bei der

Substanz Oe 3500 eine Parese auf. Es waren zwei Tiere betroffen.
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Abbildung 35:

Einfluss des Losungsvermittlers Tylose (T) bzw. Propylenglycol (P) auf die effektiven
Konzentrationen (EC) verschiedener Fomocainderivate fir eine Andsthesiedauer von
10, 20, 30 und 40 Minuten bei der Leitungsanésthesie am N. ischiadicus der Ratte.
Angabe der effektiven Konzentrationen mit 95%-Konfidenzintervall.

Gruppe.

T bzw. P =

Substanz bei Verwendung des Losungsvermittlers Tylose bzw. Propylenglycol.

n=6 pro
signifikant geringere EC (p <0,05) der entsprechenden
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Zur Ermittlung des Einflusses der Losungsvermittler auf die Toxizitat der
Fomocainderivate wurde fur jede Substanz die LDsp unter Verwendung von
0,5 % Tylose bzw. 50 % Propylenglycol als Losungsvermittler miteinander
verglichen (Abb. 36).

Die Substanzen Oe 100, Oe 3000 und Oe 4000 sind in Tylose geldst weniger
toxisch als in Propylenglycol. Die LDsy dieser Substanzen in Tylose ist
signifikant hoher als in Propylenglycol, d.h. sie bendtigen im
Ldsungsvermittler Tylose eine héhere Dosis als in Propylenglycol geldst, um
bestimmte toxische Effekte hervorzurufen. Einzig fir die Substanz Oe 4500
ist Propylenglycol als Losungsvermittler besser geeignet als Tylose. Hier ist
die LDsg dieser Substanz in Tylose signifikant geringer als in Propylenglycol.
Die restlichen Substanzen (OW 7, OW 13, OW 15, OZ 9, Oe 5555, Oe 2000,
Oe 3500 und Oe 2500) zeigen fur beide Losungsvermittler anndhernd eine
gleich starke Toxizitat.
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Abbildung 36: Einfluss der Losungsvermittler Tylose und Propylenglycol auf die LDsy nach
i.p. Applikation an der Ratte fir verschiedene Fomocainderivate. Methode
nach Miller und Tainter (1944).
Angabe der LDsp + Streuung. n = 6 pro Konzentration. 3 - 4 Konzentrationen
pro Substanz.
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6 Diskussion

Die Weiterentwicklung von Lokalanasthetika, insbesondere auch des
Fomocain, wird schon seit vielen Jahren betrieben. Im Hinblick auf die
Verminderung von Nebenwirkungen ist es sinnvoll, nach besseren
Substanzen zu suchen. Besondere Beachtung gilt hierbei der Relation
zwischen Wirkung und Toxizitat. In der vorliegenden Arbeit wurden 12 neue
Fomocainderivate auf ihre oberflachen bzw. leitungsanéasthetische Wirkung
und ihre Toxizitdt untersucht. Zusatzlich wurde der Einfluss der
Losungsvermittler 0,5 % Tylose und 50 % Propylenglycol auf die Wirkung

der neuen Fomocainabkémmlinge ermittelt.

6.1 Fomocain

Erwartungsgemall wurde die sehr gute Eignung von Fomocain als
Oberflachenanasthetikum bestatigt (Nieschulz et al. 1958, Oelschlager et al.
1968, Fleck et al. 2001, Fleck et al. 2003, Lupp et al. 2006). Vom Fomocain-
Hydrochlorid bendtigte man, um eine Anésthesiedauer von 30 Minuten an
der Cornea der Ratte zu erzielen, eine Konzentration von nur ca. 0,5 %
(Anhang Tab. 9). Im Vergleich dazu wird unter Verwendung des
Oberflachenanasthetikums Tetracain, das héaufig als Referenzsubstanz
herangezogen wird, selbst in einer Konzentration von 1% nur eine
Wirkdauer von unter einer halben Stunde erzielt (Loy 2003). Die starke
oberflachenanasthetische Wirkung des Fomocain ist in erster Linie auf die
hohe Lipophilie der Substanz zurlckzufihren. Takacs-Novak et al. (1992)
untersuchten die Verteilung von Verbindungen vom Typ der Aminoalkylaryl-
Phenylether, also auch von Fomocain, im System n-Octanol/Wasser. Sie
berechneten fur Fomocain ein IgP von 3,8 und zeigten damit, dass Fomocain
eine hohe Lipophilie besitzt. Man nimmt an, dass dadurch Nervmembranen
leichter durchdrungen werden konnen und sich der Wirkstoff in diesen
anreichert (Koch 1970, Temple und Schesmer 1978).
Langzeitbeeintrachtigungen an der Cornea nach Applikation von Fomocain,
im Sinne eines irreversiblen Verlustes des Cornealreflexes, wie dies bei Loy
(2003) und Nieschulz et al. (1958) beschrieben wird, traten in unseren
Untersuchungen mit Fomocain-Hydrochlorid und Fomocain-Base (pH 7) nicht

auf. Die gute Gewebevertraglichkeit des Fomocain, die bereits in friiheren
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Arbeiten von Blume und Oelschlager (1981) beobachtet wurde, kann durch
die vorliegende Arbeit bestétigt werden. Es wurden keine Nekrosen an der
Cornea oder an der Einstichstelle nach Applikation am N. ischiadicus
beobachtet.

Als Leitungsanasthetikum ist Fomocain erst in hoéheren Dosierungen
wirksam, wobei die maximal erreichbaren Anasthesiezeiten meist unter einer
Stunde lagen (Anhang Tab. 11). Wahrend bei unserer Untersuchung des
Fomocain-Hydrochlorids keine Parese auftrat, verursachte die Fomocain-
Base (pH 5) bei allen Versuchstieren neben der Lokalanasthesie eine Parese
des N. ischiadicus (Anhang Tab. 15). Loy (2003) berichtet, dass die
Paresedauer des Fomocain die Anasthesiedauer teilweise erheblich
Uberschritten hat. Bei einer Konzentration von 4% beschreiben Tschritter
und Kamena (2000) fur Fomocain sogar eine Parese, die Uber 48 Stunden
anhielt. Auch Nieschulz et al. (1958) beobachteten schon in einer
Konzentration von 0,25 % lang andauernde Paresen unter Verwendung von
Fomocain als Leitungsanasthetikum. Eine Parese tritt auf, sobald das
Lokalané&sthetikum in die auf3eren Bereiche des N. ischiadicus vorgedrungen
ist und dort die myelinisierten, motorischen A-Fasern blockiert. Eine
Anasthesie tritt dann auf, wenn die weiter zentral liegenden, sensiblen, nicht-
myelinisierten C-Fasern blockiert werden (Catterall und Mackie 1998). Durch
die hohe Lipophilie kbnnten auch dickere, motorische Fasern penetriert und
blockiert worden sein, was die Ausbildung einer Parese hervorrufen wirde,
wie dies vor allem in hoheren Konzentrationen beobachtet wurde.
Mdoglicherweise kommt auch dem geringen Trubungs-pH-Wert des Fomocain
(pHTub = 6,88) eine Bedeutung zu. In hoheren Konzentrationen tritt eine 6lige
Ausfallung von Fomocain im Gewebe auf, die zu einem Depoteffekt fuhrt
(Seeling 1996). Ein schneller Abtransport des Fomocain ist aufgrund seiner
hohen Gewebeaffinitat nicht zu erwarten. Auch eine Inaktivierung am
Applikationsort durch enzymatische Spaltung tritt nicht auf (Oelschlager et al.
1971). Als mdgliche Nebenwirkungen nach subcutaner Injektion von
Fomocain werden von v. Bruchhausen (1999) Iokale Odeme und
Nekrosebildung mit meist starker leukozytarer Infiltration beschrieben,
weshalb er die Anwendung als Infiltrations- und Leitungsanasthetikum

ablehnt. In unseren Versuchen waren jedoch keine



6 Diskussion 68

Langzeitbeeintrachtigungen nach der Applikation von Fomocain-Hydrochlorid
am N. ischiadicus aufgetreten.

Die Beurteilung der Toxizitdt des Fomocain erfolgte anhand der
approximativen LDso (Miller und Tainter 1944) nach intraperitonealer
Applikation an der Ratte. Fomocain erwies sich als wenig toxisch. Fur das
Fomocain-Hydrochlorid wurde von uns eine verhaltnismaRiig hohe LDsg von
0,35 g/kg KM ermittelt. Im Vergleich dazu werden fir Procain 0,17 g/kg KM
und fur Lidocain sogar nur 0,12 g/kg KM als LDsy angegeben (Oelschlager
2000). Als Ursache fur die geringe Toxizitdt des Fomocain werden mehrere
Griunde diskutiert. Zum einen stellte man durch zahlreiche Untersuchungen
empirisch fest, dass Morpholinderivate im Vergleich zu anderen
lokalanésthetisch wirksamen Verbindungen weniger toxisch sind. Daher
vermutet man, dass der Morpholinring, den das Fomocainmolekul als
basische Komponente tragt, die hohe LDsy bedingen kdnnte (Oelschlager
2000). Zum anderen koénnte aber auch die hohe Plasmaeiweil3bindung des
Fomocain von 98 % (Nachev 1982) fur die gute Vertraglichkeit verantwortlich

sein.

6.2 Verschiedene Fomocainzubereitungen

Im Vorfeld sollte untersucht werden, welchen Einfluss unterschiedliche
galenische Zubereitungen von Fomocain auf die Dauer einer lokalen
Anasthesie der Cornea und des N. ischiadicus der Ratte, sowie auf die LDsg
haben. Fomocain-Hydrochlorid und die Fomocain-Base (pH 7) wurden in
dieser Arbeit untersucht und mit der Fomocain-Base (pH 5; Angaben aus Loy
(2003)) sowie mit dem Fomocain-Cyclodextrin (Angaben aus Fleck et al.
(2004)) verglichen.

Fur die Auslosung einer Oberflachenanasthesie an der Cornea der Ratte
erwies sich die Fomocain-Base (pH 5) als am starksten wirksam. Diese
Darreichungsform bendétigte fur eine Anasthesiedauer von 30 Minuten die
niedrigste Konzentration (Abb. 17, Anhang Tab. 9). Nach Gabe von hdher
konzentrierten Lésungen E 1 %) der Fomocain-Base (pH 5) wurden jedoch
Gewebeschadigungen am Auge beschrieben (Tschritter und Kamena 2000).
Das von uns untersuchte Fomocain-Hydrochlorid verursachte im getesteten

Konzentrationsbereich (0,5 % bis 2 %) keine Langzeitbeeintrachtigungen am
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Auge der Versuchstiere, war aber trotzdem in der Lage, in relativ geringen
Konzentrationen eine in der Praxis nutzbare Oberflachenanasthesie zu
erzeugen. Eine ahnliche oberflachenanasthetische Wirkstarke wie das
Hydrochlorid besitzt Fomocain als CyclodextrinEinschlussverbindung.
Auffallend fir diese Zubereitung sind jedoch die betrachtlich grofen
Konfidenzintervalle. Cyclodextrine verbessern die Ldslichkeit von in Wasser
schwer l6slichen Arzneistoffen und erhéhen damit die Bioverfugbarkeit. In
Abhéangigkeit der Komplexstabilitatt kommt es infolge der verlangsamten
Freigabe des Wirkstoffes, im Sinne eines veranderten pharmakokinetischen
Profils, zu einer Verlangerung der Wirkdauer (Wennek-Klose 2005). Wenn im
Versuch zur Oberflachenanéasthesie durch eine im Einzelfall unzureichende
Spulung der Cornea nach Aufbringen des Lokalanasthetikums Reste des
Fomocain-Cyclodextrins auf der Hornhaut verblieben sind, wirde dies
aufgrund der langsamen Freigabe des Wirkstoffes aus dem Cyclodextrin eine
lang dauernde Anéasthesie bzw. die relativ groRe Streuung der
Anasthesiedauer begrinden. Die Steuerbarkeit der Oberflachenanasthesie
nach Applikation von Fomocain als Cyclodextrin-Einschlussverbindung
konnte somit in praxi Nachteile mit sich bringen.

Soehring et al. (1959) berichten Uber einen Anstieg der Anasthesiedauer bei
Erhohung des pH-Wertes einer LOosung eines Lokalanasthetikums. Nach
Applikation einer 1%-igen Pantocainlésung in pH 6,9 (anstatt zuvor in pH 5,3)
stieg die Dauer der Corneaanasthesie am Kaninchen um den Faktor 1,6. In
unseren Untersuchungen zeigte jedoch die Fomocain-Base (pH 7) an der
Ratte schwachere Wirkungen als Oberflachen bzw. Leitungsanasthetikum.
Von der Fomocain-Base (pH 5) wurden signifikant geringere effektive
Konzentrationen bendtigt, als von der Fomocain-Base (pH 7), um eine gleich
lange Anéasthesiedauer an der Cornea bzw. am N. ischiadicus zu erzeugen
(Anhang Tab. 9, 13). Bedingt durch den pKa-Wert von 7,1 liegt in der
Zubereitungsform des Fomocain (pH 7) ein gréf3erer Anteil als ungeladene,
freie Base vor, als bei Fomo-Base (pH 5). Die freie Base ist zwar lipidldslich
und kann Biomembranen besser penetrieren, um aber am Rezeptor wirken
zu konnen, muss der Wirkstoff dissoziiert sein, denn nur als Kation kann der
Na*-Kanal blockiert werden (Biel 2005). Bei der Fomocain-Base, deren

Injektionslésung einen pH-Wert von 5 besal3, liegen hohere Anteile in der
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dissoziierten Wirkform vor. Offensichtlich ist das Verhéltnis von ungeladenen
zu geladenen Anteilen des Wirkstoffes Fomocain in dieser Darreichungsform
gunstiger, so dass eine starkere Wirkung erzielt werden konnte. Dies ging
jedoch auch mit einer Erhéhung der Toxizitat einher (Anhang Tab. 17). Auch
wurden nach Applikation der Fomocain-Base (pH 5) am N. ischiadicus
Paresen beschrieben (Kamena und Tschritter 2000, Loy 2003).
Problematisch bei der Zubereitung der Fomocain-Base in neutralem pH-
Bereich konnte die schlechte Loslichkeit in Wasser sein, die ebenso zu der
eingetretenen Wirkungsverminderung gefuihrt haben konnte. Aufgrund des
niedrigen TrUbungs-pH-Wertes kommt es durch die pH-Wert-Erhéhung zu
einem Auskristallisieren der Base am Applikationsort. Die Fomocain-Base
(pH 7) ist daher fur einen Kklinischen Einsatz als Lokalanasthetikum
ungeeignet.

Das Hydrochlorid ist das saure Salz der Base und gut wasserloslich
(Catterall und Mackie 1998). Die Bildung wasserloslicher Salze ist eine
bewahrte Methode, um schwer losliche Arzneistoffe als wassrige
Zubereitungen zur Verfigung zu stellen. Mit dem Fomocain-Hydrochlorid
konnten im getesteten Bereich (0,5% bis 1,5%) die langsten
Anasthesiezeiten am N. ischiadicus der Ratte erzeugt werden. Paresen
traten nach Verabreichung des Hydrochlorids nicht auf. Es zeigte sich also,
dass hier die dinneren, schmerzleitenden C-Fasern bevorzugt blockiert
wurden. Zwar mussten die motorischen Fasern wegen ihrer peripheren Lage
vor den sensiblen Faseranteilen blockiert werden, in der Praxis hat sich aber
gezeigt, dass die Schmerzwahrnehmung die erste Sinnesqualitat ist, die
durch die Einwirkung von Lokalanasthetika ausgeschaltet wird. Motorische
Funktionen werden erst spater blockiert (Catterall und Mackie 1998). Die
Autoren fuhren dies auch darauf zurtick, dass die sensiblen Fasern einen
kirzeren Internodalabstand aufweisen als die dickeren, myelinisierten
motorischen Fasern vom Typ A. In unseren Untersuchungen konnten mit
Fomocain-Hydrochlorid in relativ niedrigen Konzentrationen fur die Praxis
relevante Anasthesiezeiten am N. ischiadicus erzeugt werden. Gleiches gilt
fur das Fomocain-Cyclodextrin. Signifikant schlechtere Wirkungen zeigte

Fomocain als Base, sowohl mit pH 5, als auch mit pH 7. Die beiden
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letztgenannten  Zubereitungsformen  eignen  sich  nicht for die
Leitungsanéasthesie.

Bei Betrachtung der Toxizitat der vier verschiedenen Fomocainzubereitungen
fallt auf, dass die Fomocain-Base (pH 5) die hochste Toxizitat
(LDsp = 0,2 g/kg KM) besitzt. Dagegen ist die Fomocain-Base (pH 7) nur sehr
schwach toxisch (ca. 0,9 g/kg KM). Die LDsp, des Fomocain-Hydrochlorids
und des Fomocain-Cyclodextrins liegen im mittleren Bereich zwischen 0,35
und 0,55 g/kg KM.

Zusammenfassend lasst sich aus den Ergebnissen der anésthetischen
Wirkung an der Cornea bzw. am N. ischiadicus sowie der LDsg
schlussfolgern, dass bei Fomocain-Hydrochlorid das gunstigste Verhaltnis
zwischen Wirkung und Toxizitat vorliegt. Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde
die Verwendung dieser Zubereitung als Referenzsubstanz fir die

Untersuchungen der Fomocainderivate herangezogen.

6.3 Struktur-Wirkungs-Beziehungen

In die Suche nach besseren Lokalanésthetika wurden 12 neue Derivate der
Muttersubstanz Fomocain einbezogen und auf ihre lokalandsthetische
Wirkung untersucht. Weiterhin sollte herausgefunden werden, ob das
Verhaltnis zwischen lokalanasthetischer Wirkung und Toxizitat durch die
Derivatisierung verbessert und somit das Auftreten von Nebenwirkungen
verringert werden kann.

Alle Substanzen wurden zunachst in 0,5 % Tylose geldst (siehe Kap. 4.3.1).
In Vorversuchen stellte sich heraus, dass Tylose keine lokalanasthetische
Wirkung hervorruft. Somit kann davon ausgegangen werden, dass die
aufgetretenen Wirkungen durch die jeweilige Testsubstanz hervorgerufen

wurden.

6.3.1 C-Alkylmorpholine mit unverzweigten Seitenketten

Fomocain wurde unter anderem verandert durch Einfigung von
unverzweigten Alkyl-Ketten in 2- und 3-Position am Morpholinring. Die
Substanzen OW 1, OW 3, OW 5 und OW 7 tragen Seitenketten in 2-Position.
Die Substanzen OW 9, OW 11 und OW 13 besitzen Seitenketten in 3-

Position. Die Derivate bilden homologe Reihen, die sich durch die
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Kettenlange unterscheiden. Da sich in homologen Reihen eine Korrelation
von Wirkung und physikochemischen Konstanten herausstellen kann (Btichi
und Perlia 1960a, b), sollte untersucht werden, ob die Einfihrung von Alkyl-
Gruppen in Form von Seitenketten eine Wirkungsoptimierung hervorruft.

In den Versuchen zur Bestimmung der Oberflachenanasthesie zeigte sich,
dass mit steigender Anzahl der C-Atome der Seitenketten, sowohl in 2- als
auch in 3-Position, eine Verbesserung der Wirkung erzielt wurde. Das wird
deutlich aufgrund der geringer werdenden effektiven Konzentrationen (Abb.
26). Benotigt man fur eine 10-minitige Anésthesiedauer an der Cornea von
OW 1 (Ci-Substituent, 2-Position) eine ca. 0,4%-ige Zubereitung, braucht
man von OW 7 (Cy4-Substituent, 2-Position) nur ca. 0,1 %. Ahnliche
Veranderungen sieht man bei OW 9 und OW 13. Um die Cornea der Ratte
fur 10 Minuten zu andasthesieren, missen von OW 9 (C;-Substituent,
3-Position) ca. 0,5 %, von OW 13 (Cs-Substituent, 3-Position) dagegen nur
ca. 0,1 % angewendet werden. Die Position der Substituenten scheint
hingegen keinen Einfluss auf die Dosis-Wirkungsbeziehung zu haben. OW 7
und OW 13 wirken sogar signifikant besser oberflachenanasthetisch als
Fomocain, wéahrend die restlichen Derivate in gleichen
Konzentrationsbereichen wie Fomocain wirken und daher diesbeziglich
keinen Vorteil gegeniber Fomocain haben (Abb. 26). Der von Bichi und
Perlia (1960a) erkannte Zusammenhang zwischen der Einfuhrung langerer
Alkyl-Gruppen in Form von Seitenketten und einer Wirkungsverstarkung
konnte somit bestatigt werden. Wie in Tab. 5 ersichtlich, sind mit
wachsenden Kettenlangen der Alkyl-Substituenten hohere IgP-Werte zu
verzeichnen. Der IgP stellt die Verteilung einer Verbindung in einem
n-Octanol/Wasser-Gemisch dar und dient als Parameter fir die Lipophilie.
Ein grol3er IgP bedeutet eine hohe Lipophilie. Die durch die Seitenketten
gesteigerte Lipophilie kbnnte moéglicherweise eine starkere Rezeptoraffinitat
der Lokalanasthetikamolekile hervorrufen und damit die Verbesserung der
Wirkung begriinden (Catterall und Mackie 1998). Bei OW 7 (IgP = 4,80) wird
deutlich sichtbar, dass sich die Anasthesiedauer im Verhaltnis zur
applizierten Menge des Wirkstoffes verlangert, wobei ein Plateau, eine
maximale Anasthesiedauer von ca. 110 Minuten, erreicht wird. Bei weiterer

Erh6éhung der Konzentration am Wirkort wird keine Verbesserung der
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Wirksamkeit erzielt (Anhang Tab. 7). Dagegen ist jedoch mit einer weiter
steigenden lokalen Reizwirkung zu rechnen (Steinke 1990).

Bezuglich der Leitungsanasthesie konnten dagegen keine klaren Struktur-
Wirkungsbeziehungen festgestellt werden. Bei der Testung am N. ischiadicus
hat im Gegensatz zur Oberflachenanasthesie keines der Morpholinderivate
mit einer unverzweigten Seitenkette Uberzeugt. Keine der Testsubstanzen
war signifikant besser wirksam als Fomocain (Abb. 32). Eine Zunahme der
Wirksamkeit bei Kettenverlangerung und gleichzeitiger Steigerung der
Lipophilie, wie sie bei den Ergebnissen zur Oberflachenanasthesie gezeigt
werden konnte, trat bei der Leitungsanasthesie nicht auf. Die
Konfidenzintervalle der effektiven Konzentrationen von OW 3 und OW 11
Uberschneiden sich in allen Fallen (10, 20, 30 und 40 Minuten) mit denen von
Fomocain. Beide Substanzen erreichen somit eine vergleichbare
leitungsanasthetische Wirkung wie die Muttersubstanz. OW 1, OW 7, OW 9
und OW 13 zeigen eine signifikant schlechtere leitungsanéasthetische
Wirkung, wahrend sich bei OW 5 fiir keine der getesteten Konzentrationen
eine Wirkung ergab.

Bei den Versuchen zur Leitungsanéasthesie konnten vereinzelte Paresen
beobachtet werden. Es losten jedoch nur die Substanzen mit den kirzeren
Substituenten (OW 1, OW 3, OW 9, OW 11) eine Parese aus (Anhang Tab.
15). Ab einer Seitenkette von drei C-Atomen (OW 5, OW 7, OW 13) traten
keine motorischen Ausfalle auf. Bei Fomocain als Base (pH 5) wurde in den
Untersuchungen von Loy (2003) eine Parese in allen drei getesteten
Konzentrationen nachgewiesen, wobei die Dauer der Parese die
Anasthesiedauer teilweise erheblich Gberschritt. Da die Lokalan&sthesie und
nicht die Parese die fur den klinischen Gebrauch angestrebte Wirkung ist
(Koelzer und Wehr 1958a), ergibt sich fur die Derivate, die keine Parese
auslésen, eine grolRere therapeutische Breite und damit eine bessere
praktische Anwendbarkeit.

Im Rahmen der Toxizitatsbestimmung zeigte sich fur alle Morpholinderivate
mit einer unverzweigten Seitenkette eine &hnliche Toxizitat wie fur die
Referenzsubstanz ~ Fomocain-Hydrochlorid  (LDsp= 0,35 g/kg KM).  Ein
typisches Vergiftungsbild mit Hypokinesie, Erh6hung der Atemfrequenz und

erhohter Gerauschempfindlichkeit, wie es von Loy (2003) beobachtet wurde,
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trat in den vorliegenden Untersuchungen nicht auf. Schatton (1977)
beschrieb eine positive Korrelation zwischen Lipophilie und Toxizitat.
Fomocain selbst zeigte in dem von ihm aufgezeigten Vergleich von
Morpholinderivaten die geringste Lipophilie und gleichzeitig die niedrigste
Toxizitat bei starkster oberflichenanasthetischer Wirkung. Durch Einfigung
unverzweigter Seitenketten am Morpholinring wird dieser Zusammenhang
trotz steigender Lipophilie nicht sichtbar. Es kann lediglich vermutet werden,
da die LDso-Werte der Derivate tendenziell unter dem LDso-Wert fir
Fomocain-Hydrochlorid liegen (Abb. 33). Eine Ausnahme stellt die Substanz
OW 7 dar, bei der bis zu einer getesteten Konzentration von 0,6 g/kg KM
kein Tier gestorben ist. Die LDsg liegt folglich héher als 0,6 g/kg KM, was im
Vergleich zu Fomocain-Hydrochlorid einer geringeren Toxizitat entsprechen
wuirde. Da es sich bei OW 7 (C4-Substituent) um das Derivat mit der langsten
Seitenkette in 2-Position handelt, verhalten sich offensichtlich hierbei
Lipophilie und Toxizitat reziprok.

Zu beachten ist, dass anhand der approximativen LDsy die Toxizitat nur
naherungsweise angegeben werden kann. Weiterreichende Untersuchungen
der Toxizitat waren aber aus Tierschutzgriinden nicht zulassig. Beruhend auf
dem Tierschutzgesetz durfen nur so viele Tiere verwendet werden, wie fur
den verfolgten Zweck erforderlich sind. Dabei sind die Versuche auf das
unerlassliche MaR zu beschranken (TierSchG $ 9 Abs. 2). Die in der
vorliegenden Arbeit verwendete Methode nach Miller und Tainter (1944)
ermdglicht es, mit drei bis funf Dosierungen pro Substanz, bei n= 6 Tieren
pro Gruppe, die LDsy approximativ zu bestimmen. Die Berechnung von
95%-Vertrauensintervallen und Signifikanztests sind wegen der zu geringen
Anzahl der Beobachtungen nicht moglich.

Zusammenfassend koénnen die Aussagen von Schatton (1977) bestatigt
werden: eine notwendige Voraussetzung fur eine gute lokalanésthetische
Wirkung ist ein optimales Gleichgewicht zwischen hydrophiler und lipophiler
Komponente. Fomocain erfillt diese Voraussetzung am besten. Anderungen
der Molekulstruktur (z. B. durch Einfligung von Seitenketten) beeinflussen
dieses Gleichgewicht und somit die physikochemischen Eigenschaften des
Molekuls, worauf letztendlich wohl die graduellen Unterschiede in der

lokalanasthetischen Wirkung innerhalb einer homologen Reihe beruhen. Die
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Einfuhrung einer unverzweigten Seitenkette in die Grundstruktur des
Fomocainmolekiils bewirkt mit steigender Lipophilie (Tab. 5) eine
zunehmend bessere oberflachenanéasthetische Wirkung bei nur unbedeutend
hoherer Toxizitdt. Im Vergleich zu Fomocain ergibt sich fur OW 7 aufgrund
der signifikant besseren oberflachenanasthetischen Wirksamkeit, der
geringeren Toxizitdt und wegen des Ausbleibens einer Parese, eine grol3ere
therapeutische Breite. Als Leitungsanasthetikum besitzt OW 7 dagegen keine
Vorteile.  Auch die  Substanz OW 13 zeigte eine  starke
oberflachenanasthetische Wirkung und verursachte keine Parese. Diese
beiden Substanzen kénnten daher fir weiterfihrende Untersuchungen als
Voraussetzung fir die Ubernahme in die klinische Anwendung interessant
sein.

Die ubrigen Morpholinderivate mit unverzweigter Seitenkette haben keine
Vorteile gegeniber Fomocain. Trotz ahnlicher oberflachenanéasthetischer
Wirkung liegen die Werte fur die LDs als Zeichen hdherer Toxizitat unterhalb
der LDsy von Fomocain. Die Substanzen kommen somit nicht als

Lokalan&sthetika in Betracht.

6.3.2 Andere Morpholinderivate

Neben der Variation des Morpholinringes durch Einfligen unverzweigter
Seitenketten wurde das Fomocainmolekil noch auf andere Weise verandert.
Oe 100 entstand durch die Verlangerung der Zwischenkette von drei auf funf
C-Atome. Bei dem Derivat 0OZ9 erfolgte die Einflihrung einer
Trifluormethylgruppe am Phenylring und bei der Substanz OW 15 wurde ein
Isopropyl-Rest in 3-Position des Morpholinrings eingefiigt. Diese drei
Substanzen wurden als Gruppe “andere Morpholinderivate*
zusammengefasst und auf eine madgliche Wirkungsverbesserung bei
geringerer Toxizitat im Vergleich zu Fomocain-Hydrochlorid hin untersucht.
Koelzer und Wehr (1958a) beschrieben eine verbesserte Cornea-
Anasthesierung bei Verlangerung der Zwischenkette. Dieser Effekt wurde bei
dem Derivat Oe 100 nachgewiesen, welches als hervorragendes
Oberflachenanasthetikum Uberzeugte. Schon in niedrigen Konzentrationen
wurde im Vergleich zum Fomocain-Hydrochlorid eine  starkere

oberflachenanasthetische Wirkung hervorgerufen (Abb. 23). Zudem lagen die
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ermittelten effektiven Konzentrationen zu allen Zeiten (10, 20, 30 und 40
Minuten) unter denen flr Fomocain-Hydrochlorid (Abb. 26, Anhang Tab. 9).
Es kam zu keiner Uberschneidung der Konfidenzintervalle und somit zu einer
signifikant besseren oberflachenanasthetischen Wirkung als bei der
Referenzsubstanz. Des Weiteren besitzt Oe 100 (IgP =4,76) durch die
zusatzliche Ethylengruppe in der Zwischenkette eine héhere Lipophilie als
Fomocain (IgP = 3,85). Wahrend Buchi et al. (1975) von einer geringeren
Wirksamkeit bei zunehmender Lipophilie sprachen, kann ein solcher
Zusammenhang fur Oe 100 nicht bestatigt werden. Blichi et al. (1975)
erklarten dieses Verhalten mit einer mangelhaften Wasserloslichkeit. Folglich
muss davon ausgegangen werden, dass Oe 100 durch die Verlangerung der
Alkylenkette zwar lipophiler, die kritische Grenze der Wasserldslichkeit aber
noch nicht unterschritten wird. Analoge Erkenntnisse bezlglich der
Oberflachenanasthesie gewann auch Loy (2003) bei der Untersuchung von
OE 1000, wo in die Zwischenkette des Fomocainmolekils eine
Methylengruppe eingefugt wurde. Auch hier wurde durch die Verlangerung
der Zwischenkette eine signifikante Wirkungsverbesserung im Vergleich zur
Referenzsubstanz (Fomocain) erzielt. Bei Betrachtung der effektiven
Konzentrationen wird deutlich, dass die oberflachenanasthetische Wirkung
mit wachsender Zwischenkette zunimmt. W&hrend man vom Fomocain-
Hydrochlorid (Cz-Zwischenkette) ca. 0,5 % (Anhang Tab. 9) benétigt, um
eine 30-minutige Anasthesie der Cornea zu erzielen, werden von OE 1000
(C4-Zwischenkette) ca. 0,2 % (Loy 2003) und von Oe 100 (Cs-Zwische nkette)
sogar nur ca. 0,1 % bendtigt.

Die Anlagerung einer Isopropyl-Gruppe in 3-Position am Morpholinring
(OW 15) bewirkte eine Verschlechterung der Oberflachenanasthesie
gegenuber Fomocain. Wie die effektiven Konzentrationen zeigen (Abb. 26),
wirkte OW 15 zudem signifikant schlechter als OW 13 (Fomocainderivat mit
unverzweigter Seitenkette gleicher Lange und Position). Um beispielsweise
eine Anasthesiedauer von 40 Minuten an der Cornea zu erzielen, bendtigt
man von OW 13 eine Konzentration von ca. 0,3 %, von OW 15 dagegen
muss fast das Vierfache verwendet werden (ca. 1,1 %). Fur die verzweigte

Struktur lasst sich somit eine geringere Rezeptoraffinitat vermuten.
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Schon frih erkannte man, dass geeignete Substitutionen des aromatischen
Restes die lokalanasthetische Wirkung begtnstigen (Bichi und Perlia
1962a). Die Einfugung einer Trifluormethylgruppe am Phenylring, wie bei
0OZ 9, hat sich jedoch nicht als wirkungsverstéarkend erwiesen. Die effektiven
Konzentrationen belegen zu allen Zeiten (10, 20, 30, 40 Minuten) eine
signifikant schlechtere Wirkung im Vergleich zu Fomocain-Hydrochlorid (Abb.
26).

Auffallend ist, dass das relative Molekulargewicht der Substanz OZ 9 im
Vergleich zur Referenzsubstanz Fomocain-Hydrochlorid um ca. 10 % hoher
ist (siehe Tab. 5). Daher konnte eine Betrachtung der Dosis-Wirkungs-
Beziehung auf molarer Basis interessant sein. Zunachst wurde untersucht,
ob sich nach Umrechnung der effektiven Konzentrationen (EC) in mol andere
Aussagen ergeben. Bezogen auf das Applikationsvolumen von 0,05 ml
werden von der Substanz OZ 9, die von allen Derivaten das grof3te relative
Molekulargewicht besitzt, 1,92 mmol bendtigt, um eine Oberflachen
anasthesie von 30 Minuten zu erzeugen. Von der Referenzsubstanz
Fomocain-Hydrochlorid werden lediglich 0,75 mmol bendtigt. Das Verhaltnis
der EC in der prozentualen Darstellung liegt bei einem Faktor von 3 (0,52 %
fur Fomocain-Hydrochlorid zu 1,6 % bei OZ9; siehe Anhang Tab. 9).
Aufgrund des hoheren Molekulargewichts von OZ9 (416 als OZ9-
Hydrochlorid) ist das Verhaltnis zwischen der erforderlichen Stoffmenge von
der Referenzsubstanz Fomocain-Hydrochlorid (Molekulargewicht 348) und
der von OZ 9 bendtigten Stoffmenge auf den Faktor 2,6 verringert (0,75
mmol fir Fomocain-Hydrochlorid zu 1,92 mmol fur OZ 9). Trotzdem bleibt
Oz 9 auch bei molarer Dosierung signifikant schlechter wirksam als
Fomocain-Hydrochlorid. Bei weiteren Berechnungen der molaren
Wirksamkeit wurden analog zu diesem Beispiel bei der Darstellung effektiver
Konzentrationen in mol keine anderen Aussagen sichtbar. Signifikante
Unterschiede zwischen einer Testsubstanz und Fomocain-Hydrochlorid
bestehen, unabhéngig davon, ob man die Werte auf Gewichtsprozente oder
Molaritdten bezieht. Dies ist allerdings nicht Uberraschend, da sich die
Molekulargewichte der Testsubstanzen nur unwesentlich voneinander
unterscheiden. Direkte Zusammenhange zwischen dem Molekulargewicht

und der anasthetischen Wirksamkeit bestehen demnach nicht. Vielmehr sind
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die durch die unterschiedlichen Molekulstrukturen bedingten Veranderungen
der physikochemischen Eigenschaften fur eine gute bzw. schlechte Wirkung
verantwortlich. Fir die weiteren Betrachtungen beschréanken wir uns deshalb
auf die Darstellungen der EC-Werte als prozentuale Angaben.

Bezuglich der Leitungsanasthesie zeigte in der Gruppe ,andere
Morpholinderivate® keine der Testsubstanzen bessere Eigenschaften als
Fomocain-Hydrochlorid. Betrachtet man die effektiven Konzentrationen, zeigt
sich lediglich bei der Substanz Oe 100 eine &hnliche Wirkungstarke wie bei
der Referenzsubstanz (Abb. 32, Anhang Tab. 13). Das Resultat von Koelzer
und Wehr (1958a), die Untersuchungen zu Lokalanasthetika vom Typ
basischer Anilide durchfihrten und dabei eine starkere leitungsanasthetische
Wirkung bei Verlangerung der Zwischenkette festellten, hat sich bei Oe 100
nicht gezeigt. Auch bei Loy (2003) zeigte sich keine leitungsanasthetische
Wirkungsverbesserung bei Verlangerung der Zwischenkette um ein C-Atom
(OE 1000). Im Gegensatz zur Oberflachenanasthesie scheint die
Verlangerung der Zwischenkette bei den Morpholinderivaten und folglich die
Erhohung der Lipophilie nur einen geringen Einfluss auf die Wirksamkeit in
der Leitungsanasthesie zu haben. In unseren Untersuchungen dagegen
verschlechterten Substituenten in Form einer verzweigten Seitenkette oder
einer Trifluormethylgruppe die Wirkung erheblich (Tab. 13). Die effektiven
Konzentrationen belegen fir beide Substanzen eine zu allen vier Zeiten
signifikant schlechtere Wirkung als fiir Fomocain-Hydrochlorid (Abb. 32).

Wie bei den Morpholinderivaten mit unverzweigter Seitenkette in 2- bzw. 3-
Position bereits dargelegt wurde, traten bei den Versuchen zur
Leitungsanasthesie vereinzelte Paresen auf. Diese blieben jedoch ab einer
Kettenlange von drei C-Atomen aus. Dies gilt offenbar nicht bei
Vorhandensein einer verzweigten Seitenkette (OW 15). Bei dieser Substanz
zeigten die Versuchstiere trotz einer Seitenkette von drei C-Atomen in drei
von vier Konzentrationen eine paretische Wirkung, die sich
konzentrationsunabhéngig Uber einen Zeitraum von 30 bis 40 Minuten
erstreckte (Anhang Tab. 15). Nach Gabe von Oe 100 traten trotz der
langeren Zwischenkette keine Paresen auf. Das gleiche Ergebnis zeigte sich
bei OZ 9, wo die Substitution einer Trifluormethylgruppe am Phenylring des

Fomocain keine Beeintrachtigung der Motorik hervorrief.
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Da die klinische Brauchbarkeit eines Lokalandsthetikums nicht nur von seiner
schmerzausschaltenden Wirkung, sondern auch von seiner Toxizitat und
seiner Gewebevertraglichkeit abhangig ist, wurden fir diese Substanzen
Toxizitatsbestimmungen durchgefthrt. Hierbei lagen die LDso-Werte flr
Oe 100 (0,32 g/kg KM) und OW 15 (0,33 g/lkgKM) im Bereich der
LDso-Werte fir Fomocain-Hydrochlorid (0,35 g/kg KM) (Anhang Tab. 17). Die
nach Schatton (1977) getroffene Aussage Uber eine positive Korrelation von
Toxizitat und Lipophilie kann damit nicht eindeutig belegt werden. Auch die
Festellung von Koelzer und Wehr (1958a), dass die Verlangerung der
Zwischenkette sowohl die leitungs- und oberflachenanasthetischen Wirkung
als auch die Toxizitat verstarkt und damit die Brauchbarkeit der Derivate
durchweg verschlechtert, kann durch unsere Versuche nicht eindeutig
bestatigt werden.

0Oz 9 dagegen wirkte bis zu einer Konzentration von 0,4 g/kg KM bei keinem
der Versuchstiere letal, so dass offensichtlich der LDsg-Wert Uber
0,4 g/kg KM liegen muss. Ein Vergleich auf molarer Ebene (siehe Seite 77)
zeigte ebenso kein anderes Ergebnis. Das spricht flr eine geringe Toxizitat
bei Einfigen einer Trifluormethylgruppe in die Fomocain-Struktur.

Fasst man die Ergebnisse zusammen, wirde die mit Fomocain vergleichbare
Toxizitat die Anwendung der “anderen Morpholinderivate® (OW 15, Oe 100
und OZ9) in der Praxis erlauben. Allerdings wies nur Oe 100 eine
Uberzeugende oberflachenanasthetische Wirkung auf. OW 15 und OZ9
wirkten sowohl bei der Oberflachen als auch bei der Leitungsanasthesie
schlechter. Des Weiteren konnte Oe 100 durch einen ausreichenden
leitungsanasthetischen Effekt (&hnlich dem des Fomocain) Uberzeugen.
Zudem fuhrte die Substanz mit verlangerter Zwischenkette nicht zu Paresen
und besitzt somit eine grofRe therapeutische Breite, wodurch sie fur eine

weitere Testung zur klinischen Anwendung infrage kommt.

6.3.3 Thiofomocaine mit Morpholin- und Diethanolaminstruktur

Eine andere Moglichkeit der Strukturveranderung des Fomocainmolekils mit
dem Ziel einer Wirkungsverbesserung bei geringeren Nebenwirkungen stellt
die Synthese der Thiofomocaine dar. Hierbei erfolgte der Austausch des

Sauerstoffatoms durch ein Schwefelatom. Es wurden zum einen die
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Thiofomocaine mit Morpholinstruktur (Oe 5555, Oe 3000, Oe 2000 und
Oe 4000) betrachtet, welche sich durch die Lange der Zwischenkette
unterscheiden und somit eine homologe Reihe bilden. Zum anderen wurden
die Thiofomocaine mit Diethanolaminstruktur (Oe 3500, Oe 2500 und
Oe 4500) untersucht, bei denen eine Offnung des Morpholinrings und eine
zuséatzliche Einflgung von jeweils zwei weiteren Hydroxylgruppen erfolgte.
Auch diese Substanzen bilden eine homologe Reihe mit unterschiedlicher
Lange der Zwischenkette.

Die Substanz Oe 5555 rief nur eine geringe oberflachenanasthetische
Wirkung hervor. Da Oe 5555 (1 x-CHy-) eine Kkirzere Alkylkette als
Fomocain (3 x-CHy-) aufweist, konnte die mangelhafte Wirkung einerseits
durch die geringere Lipophilie bedingt sein. Andererseits konnte die geringe
Wirksamkeit durch die Thioetherfunktion hervorgerufen werden, denn auch
Bichi und Perlia (1962a) untersuchten den Ersatz der Carboxyl-Gruppe im
Procain u. a. durch Schwefel und stellten eine geringere Wirkung des
Thiocains fest. Um eine Wirkdauer von 10 bzw. 20 Minuten zu erreichen,
benédtigte man von den Substanzen Oe 3000 und Oe 3500 &hnliche
Konzentrationen wie von Fomocain-Hydrochlorid (Abb. 26). Bezogen auf die
Anasthesiedauer waren beide Substanzen (jeweils 2 x-CH,-) in allen
Versuchen schlechter wirksam. Auch hier kdonnte die Ursache daftr in der
geringeren Lipophilie liegen. Da aufgrund ausgepragter Barrierefunktion vor
allem lipophile Substanzen durch die Lipidmembranen des mehrschichtigen
Corneaepithels diffundieren kodnnen, ist die Penetration vergleichsweise
weniger lipophiler Substanzen eingeschrankt (Lippold und Steinke 1990).

In den Versuchen zur Bestimmung der Oberflachenanésthesie fallt weiterhin
auf, dass die Substanz Oe 2000, welche das Analogon zur Muttersubstanz
darstellt und sich lediglich durch die Thioetherfunktion unterscheidet,
signifikant bessere Wirkungen zeigte als Fomocain-Hydrochlorid. Eine im
Vergleich zur Referenzsubstanz  signifikant bessere oberflachen
anasthetische Wirkung trat auch nach Gabe der Substanz Oe 2500 auf,
deren Morpholinring im Gegensatz zu Oe 2000 geoffnet ist.

Innerhalb der homologen Reihen der Thiofomocaine mit Morpholin- bzw.
Diethanolaminstruktur l&sst sich zusammenfassend feststellen, dass jeweils

die Derivate mit langerer Zwischenkette (ab 3 x-CH»-) eine signifikant
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bessere Wirkung als Oberflachenanasthetika im Vergleich zu Fomocain-
Hydrochlorid erzielten (Abb. 26). Ahnliche Resultate wurden in friiheren
Untersuchungen zu  Struktur-Wirkungs-Beziehungen bei Fomocainen
beobachtet. Hierbei zeigte sich, dass Verbindungen ab einer Zwischenkette
von drei C-Atomen gute Ileitungs- und oberflachenanasthetische
Eigenschaften haben. Die Beobachtung, dass von vier C-Atomen an die
Wirkung schon wieder abnahm (Schatton 1977), wurde jedoch fir die
Thiofomocaine  nicht  bestéatigt. Bei den  Thiofomocainen  mit
Diethanolaminstruktur verstarkte sich der oberflachenanéasthetische Effekt
sogar bedeutend bei Verlangerung der Zwischenkette auf vier C-Atome.
Oe 4500 (4 x -CHy-) zeigt schon in Konzentrationen von etwa 0,2 % eine 10-
minutige Anasthesierung der Cornea, wahrend man von Oe 2500 (3 x -CHy-)
fur die gleiche Anasthesiedauer eine 0,35%-ige L6sung benotigt (Anhang
Tab. 9). Die Thiofomocaine mit Morpholinstruktur wirken dagegen ab einer
Kettenlange von drei C-Atomen (Oe 2000, Oe 4000) in gleichen
Konzentrationsbereichen (Anhang Tab. 9). Hier scheint sich mit
zunehmender Lipophilie ein Plateau des Dosis-Wirkungsverhéltnisses
einzustellen. Vergleicht man die Substanzen gleicher Kettenlange
untereinander, zeigt sich deutlich, dass die formale Offnung des
Morpholinringes keine signifikante Veranderung der
oberflachenanasthetischen Wirksamkeit der Thiofomocaine bewirkt.

Loy (2003) untersuchte ebenfalls Diethanolamine mit steigender Kettenlange,
die sich von unseren Substanzen durch eine Etherfunktion statt der
Thioetherfunktion unterscheiden. Wie folgendes Beispiel belegt, waren in
ihren Untersuchungen tendenziell héhere effektive Konzentrationen zur
Erzielung vergleichbarer Effekte erforderlich. Die von Loy (2003) untersuchte
Substanz OE 6000 und die von uns untersuchte Substanz Oe 3500 haben
beide eine Zwischenkettenlange von zwei C-Atomen. Wéahrend man von
OE 6000 etwa 1% bendétigt, um eine Anasthesiedauer von 40 Minuten an
der Cornea hervorzurufen, missen von Oe 3500 nur etwa 0,6 % verabreicht
werden. Bei den Diethanolaminen scheint die Thioetherfunktion folglich im
Vergleich zur Etherfunktion eine  Wirkungsverstarkung bei der

Oberflachenanasthesie hervorzurufen.
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Bei den Versuchen zur Leitungsanasthesie konnten keine klaren Struktur-
Wirkungs-Beziehungen herausgefunden werden. Die Substanzen Oe 5555,
Oe 4000, Oe 3500 und Oe 4500 wirkten leitungsanasthetisch, wobei keine
der Substanzen signifikant besser zu bewerten ist als Fomocain-
Hydrochlorid. Aus der Berechnung der effektiven Konzentrationen (Abb. 32,
Anhang Tab. 13) geht hervor, dass die Substanzen Oe 5555 und Oe 2500 zu
allen Zeiten sogar signifikant schlechter wirken. Von diesen beiden
Substanzen wurden deutlich héhere Konzentrationen bendtigt, um eine
gleiche Wirkung wie die Muttersubstanz zu erzielen. Die Konfidenzintervalle
von Oe 4000, Oe 3500 und Oe 4500 Uberschneiden sich mit denen von
Fomocain-Hydrochlorid, so dass sich fur diese Substanzen dem Fomocain
ahnliche leitungsanasthetische Wirkungen ergeben. Fur Oe 3000 und
Oe 2000 wurde mit steigenden Konzentrationen keine weitere Zunahme der
Anasthesiedauer ermittelt. Demzufolge lasst sich kein Anstieg der Dosis-
Wirkungs-Kurven (Abb. 30) bestimmen. Es konnten keine effektiven
Konzentrationen berechnet werden (Abb. 32, Anhang Tab. 13).
Mdoglicherweise war der maximal l6sliche Anteil der Wirkstoffe bereits in der
am niedrigsten getesteten Konzentration erreicht, so dass sich ein
Sattigungsphéanomen einstellte. Aus unseren Versuchen ergibt sich somit
keine Verbesserung der leitungsanasthetischen Wirkung durch Einfihrung
der Thioetherfunktion.

Paresen des N. ischiadicus traten nur vereinzelt auf, wobei dies bei den
Thiofomocainen mit Morpholinstruktur seltener der Fall war (Anhang
Tab. 15).

Die Toxizitatsbestimmungen fir die Thiofomocaine mit Diethanolaminstruktur
ergeben sowohl im Vergleich zu Fomocain-Hydrochlorid als auch bei
Gegentberstellung zu den von Loy (2003) untersuchten Diethanolaminen mit
Etherbindung im Wesentlichen niedrigere LDso-Werte. Somit konnte fiir die
Thioether keine Verringerung der Toxizitat nachgewiesen werden.
Zusammenfassend betrachtet kénnen die Erkenntnisse von Koelzer und
Wehr (1958a) bestatigt werden. Die Thiofomocaine fuihrten mit zunehmender
Kettenlange zu einer besseren Schmerzausschaltung an der Cornea bei
gleichzeitiger Erh6hung der Toxizitdt. Damit kommen diese Derivate zur

klinischen Anwendung nicht infrage.
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6.4 Einfluss der Losungsvermittler Tylose und
Propylenglycol auf die lokalanasthetische Wirkung und
Toxizitat einiger Fomocainderivate

AbschlieRend wurde der Einfluss der Lésungsvermittler 0,5 % Tylose bzw.
50 % Propylenglycol (PG) auf die Wirksamkeit einiger Fomocainderivate als
Oberflachen- bzw. Leitungsanadsthetikum sowie auf deren Toxizitat
untersucht. Wennek-Klose (2005) konnte fir Fomocain eine gute Loslichkeit
bei Verwendung einer 80%-igen PG-Lésung als Lésungsvermittler
feststellen. Ldsungsvermittler sind Hilfsstoffe, die die Ldslichkeit von
Arzneistoffen verbessern. Die pharmakologische Unbedenklichkeit des PG
ist seit langem bekannt (Anschel 1965, Fiedler 1996). In Anlehnung an die
Beobachtung von Wennek-Klose (2005) sollte geklart werden, ob fir die
Fomocainderivate, die Gegenstand unserer Untersuchungen waren, mit dem
Losungsvermittler 50 % PG bessere Ergebnisse als mit 0,5 % Tylose erzielt
werden konnen. Zum Vergleich der Wirkung wurden effektive
Konzentrationen der getesteten Fomocainderivate gegenubergestellt, die
unter Verwendung von Tylose bzw. PG ermittelt wurden. Der Wert flr Tylose
wurde von uns als Referenzwert festgelegt.

Im Versuch zur Oberflachenanasthesie an der Cornea der Ratte wurde
deutlich, dass PG nicht in der Lage war, die Wirkung der Fomocainderivate
zu begunstigen (Abb. 34, Anhang Tab. 9 - 10). Von den Substanzen OW 7,
Oe 100, Oe 2000 und Oe 4500 bendétigten wir zu allen Zeiten signifikant
hohere effektive Konzentrationen, wenn sie in PG gel6st waren. Gleiches galt
fur die Substanzen Oe 3000 und Oe 3500 fir Anasthesiezeiten = 20 Minuten.
Nur fur eine Substanz (0Z9) konnten fur 20 und 40 Minuten geringere
effektive Konzentrationen bei Verwendung von PG als Ldsungsvermittler
ermittelt werden.

Die Losungsvermittiung des PG berunt auf der Ausbildung von
Wasserstoffbrickenbindungen zwischen seiner Hydroxygruppe und dem
hydrophilen Rest des Fomocainderivates. Ethanol verbessert die Resorption
von Arzneimittelzubereitungen. Es ist jedoch bisher unklar, ob dies fur PG
auch gilt (Brand 1996). PG erhoht die Bestandigkeit und Stabilitdt von
Injektionszubereitungen (Anschel 1965). In unseren Untersuchungen zur

Oberflachenanéasthesie konnte, mit Ausnahme der Substanz OZ 9, mit PG
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keine Wirkungsverbesserung erzielt werden. PG ist als Losungsvermittler fur
die Fomocainderivate zum Einsatz als Oberflachenanasthetika nicht besser
geeignet als Tylose. Tylose ist ein Methylcellulosepraparat, das als
Stabilisator fur Suspensionen und Emulsionen dient. Es wirkt als Emulgator
und bildet mit den Fomocainderivaten eine O/W-Emulsion. Tylose reduziert
die Oberflachenspannung an der O/W-Phasengrenzflache und verbessert
dadurch die Mischbarkeit der schwer in Wasser Ioslichen, hydrophoben
Fomocaine in wassriger Losung. Es wirkt so einer Entmischung entgegen.
Die grenzflachenaktiven (tensidischen) Eigenschaften von Tylose beruhen
auf der chemischen Struktur von Celluloseether-Molekilen, insbesondere in
der gleichzeitigen Anwesenheit hydrophiler und hydrophober Gruppen
(www.setylose.de). Honnegger et al. (1979) beobachteten bei
Untersuchungen von Augentropfen, die Pilocarpin enthielten, dass
Methylcellulose als Vehikel die Wirkung verbesserte. Haas und Merrill (1962)
stellten anhand radioaktiv  markierter  Augentropfen fest, dass
methylcellulose-haltige  Zubereitungen weniger schnell durch die
Tranenflissigkeit verdinnt werden als wassrige Augentropfen. Durch eine
Solubilisierung oder Suspension des Wirkstoffes konnte es zu einem
Retardeffekt gekommen sein. Diese Beobachtungen und die zuvor
genannten Eigenschaften von Tylose kdnnten die teilweise bessere Eignung
als LoOsungsvermittler fir die Fomocainderivate im Einsatz als
Oberflachenanéasthetika begrunden.

Ein uneinheitliches Bild zeigte sich in den Versuchen zur Leitungsanasthesie
am N. ischiadicus der Ratte (Abb. 35, Tab. 13- 14). Hier wurden fur die
Substanzen OW 13 (10 - 40 Minuten Anéasthesiedauer), OW 15 (30 -40
Minuten) und Oe 100 (10-30 Minuten) signifikant geringere effektive
Konzentrationen unter Verwendung von PG als Lésungsvermittler ermittelt.
Demzufolge ware fiur diese Derivate PG zur Herstellung von
Wirkstoffzubereitungen besser geeignet als Tylose. Anders \erhielt es sich
bei Oe 4000 und Oe 3500. Fur diese Substanzen war Tylose der geeignetere
Losungsvermittler, da hiermit geringere effektive Konzentrationen notig
waren als bei Verwendung von PG. In den Versuchen zur
Leitungsanasthesie ist somit kein einheiticher Zusammenhang zwischen der

Wirkstarke und dem eingesetzten Ldsungsvermittler erkennbar. Eine
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endgultige  Klarung, welcher  Ldsungsvermittler sich  far  die
Leitungsanasthesie besser eignet, ist aus den Untersuchungen der
vorliegenden Arbeit nicht moglich, sollte aber Gegenstand weiterfihrender
gezielter pharmazeutischer Untersuchungen sein.

Bei der Betrachtung der Toxizitdt der Fomocainderivate (Abb. 36, Anhang
Tab. 17 - 18) fallt auf, dass die Substanzen Oe 100 und Oe 4000, in Tylose
solubilisiert, geringer toxisch waren. Die LDso fur diese beiden Derivate,
geldst in PG, betrug nur etwa die Hélfte des Wertes der Zubereitung, die
unter Verwendung von Tylose hergestellt wurde. Weniger ausgepragt war
dieses Phanomen auch fur die Substanz Oe 3000. Es ist zu vermuten, dass
unter Verwendung des Ldsungsvermittlers PG der Wirkstoff schneller
systemisch verfugbar und damit toxischer ist. Tylose ist demnach im Hinblick
auf die Toxizitat fir diese drei Substanzen als Losungsvermittler besser
geeignet. Moglicherweise  verbleibt  der  Wirkstoff  durch  die
viskositatssteigernde Eigenschaft der Tylose langer am Ort der Applikation
und wird durch eine langsamere Diffusion und Resorption erst verzogert in
den groRRen Kreislauf aufgenommen. Auch eine Ausféllung der Substanzen
an der Injektionsstelle kbénnte dazu gefuhrt haben, dass die systemische
Toxizitat der in Tylose geldsten Derivate geringer war als im Vergleich zur
PG-Zubereitung. Einzig die Substanz Oe 4500 zeigte bei Losung in PG
geringere toxische Wirkungen. Die LDs dieser Substanz betrug, gelést in
Tylose, nur etwa die Halfte als im Losungsvermittler PG gelost. Bei den
Ubrigen Substanzen wurde die Toxizitat, unabhangig davon, ob Tylose oder
PG als Losungsvermittler verwendet wurde, nicht verandert.

Insgesamt sprechen die Versuchsergebnisse daftir, dass Tylose mehrheitlich
als besser geeigneter Losungsvermittler anzusehen ist. Nur in einzelnen
Fallen konnte durch Losung eines Derivates in PG eine Verbesserung der
Wirkung bzw. eine Senkung der Toxizitdt beobachtet werden. Fur die
Klarung des Einflusses von Tylose bzw. PG auf die Wirkung und die Toxizitat
der Fomocainderivate sind weiterfihrende galenische Untersuchungen nétig.
Dadurch konnte die Loslichkeit und der damit fir die Wirkung zur Verfigung
stehende Anteil des Wirkstoffs umfassend charakterisiert und bewertet

werden.
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7  Schlussfolgerungen

Fomocain-Hydrochlorid  (Fomo-HCI) zeigte erwartungsgemald gute
Eigenschaften als Oberflachenanasthetikum und erwies sich als nur gering
toxisch.

Unverzweigte C-Alkylmorpholinderivate des Fomocain mit einem
C4-Substituenten in 2-Position (OW 7) und einem Cs-Substituenten in
3-Position (OW 13) waren signifikant stéarker oberflachenanéasthetisch
wirksam als Fomo-HCI. Eine Struktur-Wirkungs-Beziehung ist erkennbar.
OW?7 und OW 13 sind innerhalb ihrer homologen Reihen die beiden
Substanzen mit den langsten Seitenketten und demnach mit der héchsten
Lipophilie. Es besteht eine positive Korrelation zwischen der Kettenlange des
Substituenten und der oberflachenanasthetischen Wirkung. Eine verzweigte
Seitenkette (OW 15) erwies sich als nachteilig fur die Oberflachenanasthesie.
Das Morpholinderivat Oe 100 (Cs-Zwischenkette) wirkte an der Cornea
signifikant starker anasthesierend als Fomo-HCI.

OW 7 und Oe 100 zeichneten sich zusatzlich durch eine geringere Toxizitat
als Fomo-HCI| aus. Ein therapeutischer Einsatz dieser beiden Derivate
kénnte nach weiterer praklinischer Testung infrage kommen.

Die Thioetherfunktion beglnstigt die Wirkung der Derivate als
Oberflachenanasthetika. Das Thioetheranalogon des Fomocain, die
Substanz Oe 2000, wirkte signifikant starker als Fomo-HCI, zeigte jedoch
starkere toxische Effekte. Thiofomocaine mit lAngerer Zwischenkette, also
lipophilere Substanzen, waren als Oberflachenanasthetika starker wirksam.
Signifikante Unterschiede bezlglich der Wirkung von Substanzen mit
Morpholinstruktur im Vergleich zu Derivaten mit Diethanolaminstruktur traten
nicht auf.

Als Leitungsanasthetikum war kein Derivat signifikant starker wirksam als
Fomo-HCI. Struktur-Wirkungs-Relationen waren hierbei nicht erkennbar.
Ungeklart bleibt, welcher Ldsungsvermittler (Tylose oder Propylenglycol)
besser geeignet ist, um eine optimale Wirkung bzw. mdglichst geringe
Toxizitdt der Substanzen zu erzielen. Alle Derivate sind generell schwer
wasserldslich. Der fur die Wirkung zur Verfigung stehende freie Anteil des
Wirkstoffes kdnnte durch Ausféallung am Applikationsort reduziert sein.
Weiterfuhrende galenische Untersuchungen sind erforderlich, um diesen

Sachverhalt abschlieRend zu beurteilen.
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Tabelle 7: Abhangigkeit der Dauer der Oberflachenanasthesie an der Cornea der Ratte von der Konzentration des Fomocain und der
Fomocainderivate. Alle Substanzen wurden in 0,5 % Tylose geldst, n = 6 Tiere pro Gruppe. Angabe der getesteten Konzentrationen
und der zugehorigen mittleren Anasthesiedauer + Standardfehler [min]; - = Konzentration nicht getestet.

(Angaben zu Fomo-Base pH 5 aus Loy (2003), Angaben zu OW 1, OW 3, OW 5, OW 9, OW 11, Fomo-Cyc aus Fleck et al. (2004))
Substanz Konzentration [%)]
0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 2,00 3,00 4,00

Fomo-HCI - - - - - - 37+1 - 167+10 - - 17911 - -

Fomo-Base pH 5 - - - 1816 - - 52+17 - 117429 - - - - -

Fomo-Base pH 7 - - - - - - - - - 28+5 - 35+2 58+5 57+4

Fomo-Cyc - - - - - - 6215 | 141116 | 164+14 - - - - -

ow 1 - - - - - - 3312 46+4 | 11743 - - - - -

ow 3 - - - - - - 5312 97+7 | 12618 - - - - -

OW 5 - - - - - - 44+3 - 6416 - - 11545 - -

ow 7 12+1 - 43+3 - 88+12 - 10845 - 10316 - - 10748 - -

oW 9 - - - - - - 29+1 - 64+1 | >180 | > 180 - - -
ow 11 - - - - - - 29+2 - 63+1 - > 180 - - -

Oow 13 11+1 - - 3815 | 2745 - 69+4 - - - - - - -

OW 15 - - - 12+1 - - 17+4 - 17+4 - 4045 7415 - -

Oe 100 201 - - 59+2 - 84+7 | > 180 - > 180 - - - - -

0z9 - - - - - - - - 20+2 - - 30+1 51+4 -

Oe 5555 - - - - - - - - 12+1 - - 24+1 17+2 -

Oe 3000 - - - - - - 18+1 - 38+3 - - 92+9 - -

Oe 2000 - - - - - - 36416 | 150+1 | 17545 - - > 180 - -

Oe 4000 - - - 374 - - 88+8 | 155+8 - - - - - -

Oe 3500 - - - - - - 3611 - 7219 - - > 180 - -

Oe 2500 - - - 20+3 - - 43+5 | 133+11 | 140£15 - - - - -

Oe 4500 - 23+4 - 52+8 - - 112413 - - - - - - -

aISayiseueUaYIR|4IDA0 T'6

6

Bueyuy

Buequy 6

L6



9 Anhang

98

Tabelle 8: Abhéangigkeit der Dauer der Oberflachenanéasthesie an der Cornea der Ratte
von der Konzentration ausgewaéhlter Fomocainderivate. Alle Substanzen
wurden in 50 % Propylenglycol geldst, n = 6 Tiere pro Gruppe. Angabe der
getesteten Konzentrationen und der zugehdérigen mittleren Anasthesiedauer
+ Standardfehler [min]; - = Konzentration nicht getestet.

Substanz Konzentration [%)]

0,05 0,10 0,25 0,50 0,75 1,00 1,50 2,00 3,00
ow 7 - - - 4949 - 82+8 - 164+16 -
Ow 13 10+1 | 16%2 | 385 | 38%3 - 54+6 - 67+8 -
Ow 15 - - 11+2 - 21+1 | 4843 - -

Oe 100 - - 16x2 | 37+4 - 677 - - -

0z9 - - - - - 27+2 - 43+2 | 8212

Oe 5555 - - - - - 14x1 - 19+1 14x2

Oe 3000 - - - - - 14+2 - 272 28+2

Oe 2000 - - - 22x1 - 36x1 | 95%4 | 176%4 -

Oe 4000 - - 19+3 | 37+2 | 497 - - - -

Oe 3500 - - - - - 233 - 317 512

Oe 2500 - - 15+2 | 335 | 57#1 - - - -

Oe 4500 - - 14+2 | 33+3 | 46%3 - - - -




Tabelle 9: Uberblick der effektiven Konzentrationen (EC) mit Angabe der unteren (UIG) und oberen Intervallgrenze (OIG) des 95%-Konfidenzintervalles

fur eine Anasthesiedauer von 10, 20, 30 und 40 Minuten an der Cornea der Ratte fir Fomocain und verschiedene Fomocainderivate. Alle

Substanzen wurden in 0,5 % Tylose geldst.

(Angaben zu Fomo-Base pH 5 aus Loy (2003), Angaben zu OW 1, OW 3, OW 5, OW 9, OW 11 und Fomo-Cyc aus Fleck et al. (2004)).
Substanz 10 min 20 min 30 min 40 min

ulG EC oIG uIlG EC oIG ulG EC oIG uIlG EC oIG

Fomo-HCI 0,40 0,47 0,53 0,43 0,49 0,56 0,46 0,52 0,58 0,49 0,55 0,60
Fomo-Base pH 5 0,18 0,24 0,30 0,22 0,28 0,34 0,26 0,32 0,38 0,30 0,36 0,43
Fomo-Base pH 7 0,24 0,52 0,88 0,45 0,79 1,18 0,82 1,20 1,60 1,44 1,84 2,27
Fomo-Cyc 0,12 0,34 0,86 0,14 0,36 0,88 0,16 0,39 0,90 0,18 0,42 0,93
ow 1 0,37 0,45 0,52 0,42 0,49 0,56 0,46 0,53 0,60 0,52 0,58 0,64
Oow 3 0,26 0,33 0,40 0,30 0,36 0,43 0,34 0,40 0,46 0,38 0,44 0,50
OW 5 0,20 0,29 0,39 0,25 0,35 0,46 0,32 0,43 0,54 0,41 0,52 0,63
ow 7 0,04 0,07 0,11 0,06 0,09 0,14 0,09 0,12 0,17 0,12 0,17 0,22
ow 9 0,34 0,48 0,61 0,38 0,51 0,64 0,42 0,55 0,68 0,46 0,59 0,71
ow 11 0,39 0,51 0,62 0,43 0,54 0,65 0,46 0,57 0,69 0,50 0,61 0,72
Oow 13 0,08 0,11 0,14 0,12 0,15 0,19 0,17 0,20 0,24 0,23 0,28 0,33
oW 15 0,21 0,34 0,48 0,36 0,51 0,67 0,58 0,76 0,98 0,87 1,13 1,54
Oe 100 0,08 0,10 0,13 0,09 0,12 0,14 0,11 0,13 0,16 0,12 0,15 0,18
0z9 0,51 0,75 0,97 0,85 1,10 1,34 1,36 1,60 1,86 1,99 2,34 2,82
Oe 5555 0,67 0,92 1,16 1,37 1,61 1,96 2,06 2,83 4,49 10,93 4,96 2,93
Oe 3000 0,37 0,48 0,60 0,46 0,58 0,70 0,58 0,70 0,82 0,72 0,84 0,98
Oe 2000 0,14 0,20 0,27 0,17 0,23 0,30 0,19 0,26 0,33 0,22 0,29 0,37
Oe 4000 0,07 0,20 0,38 0,08 0,22 0,40 0,10 0,25 0,43 0,13 0,28 0,45
Oe 3500 0,36 0,44 0,52 0,40 0,48 0,57 0,45 0,53 0,62 0,50 0,59 0,67
Oe 2500 0,20 0,26 0,32 0,22 0,28 0,35 0,25 0,31 0,38 0,29 0,35 0,41
Oe 4500 0,10 0,13 0,17 0,12 0,15 0,19 0,14 0,17 0,21 0,16 0,20 0,23
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Tabelle 10: Uberblick der effektiven Konzentrationen (EC) mit Angabe der unteren (UIG) und oberen Intervallgrenze (OIG) des 95%-Konfidenzintervalles
fir eine Anasthesiedauer von 10, 20, 30 und 40 Minuten an der Cornea der Ratte fir Fomocain und verschiedene Fomocainderivate. Alle
Substanzen wurden in 50 % Propylenglycol gelost.
n. b. = nicht bestimmbar
Substanz 10 min 20 min 30 min 40 min
uIG EC OIG UIG EC OIG UIG EC OIG UIG EC OIG
Oow 7 0,22 0,35 0,49 0,26 0,39 0,54 0,30 0,44 0,59 0,36 0,50 0,65
Oow 13 0,03 0,06 0,11 0,07 0,12 0,18 0,15 0,22 0,31 0,30 0,41 0,55
Ow 15 0,41 0,53 0,65 0,62 0,73 0,85 0,88 1,01 1,18 1,17 1,40 1,75
Oe 100 0,16 0,22 0,29 0,22 0,29 0,36 0,31 0,38 0,46 0,42 0,50 0,59
0Z9 0,42 0,77 1,14 0,59 0,95 1,32 0,82 1,17 1,53 1,11 1,46 1,82
Oe 5555 0,13 0,57 1,16 2,45 2,25 6,76 2,23 10,50 n. b. 3,25 44,93 n. b.
Oe 3000 0,47 0,76 1,07 1,15 1,44 1,75 2,21 2,76 3,69 3,51 5,27 9,35
Oe 2000 0,44 0,55 0,67 0,49 0,61 0,72 0,55 0,67 0,79 0,62 0,74 0,85
Oe 4000 0,10 0,18 0,27 0,18 0,26 0,35 0,30 0,38 0,47 0,44 0,55 0,71
Oe 3500 0,29 0,65 1,09 0,58 0,99 1,41 1,09 1,49 1,91 1,74 2,24 3,07
Oe 2500 0,19 0,23 0,28 0,26 0,31 0,35 0,36 0,40 0,45 0,41 0,51 0,63
Oe 4500 0,17 0,22 0,27 0,26 0,31 0,36 0,39 0,44 0,49 0,55 0,62 0,73
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9.2 Leitungsanasthesie

Tabelle 11: Abhangigkeit der Dauer der Leitungsanasthesie am N. ischiadicus der Ratte von
der Konzentration des Fomocain und der Fomocainderivate. Alle Substanzen
wurden in 0,5% Tylose gel6st, n = 6 Tiere pro Gruppe. Angabe der getesteten
Konzentrationen und der zugehdrigen mittleren Anasthesiedauer =*
Standardfehler [min]; - = Konzentration nicht getestet.

(Angaben zu Fomo-Base pH 5 aus Loy (2003), Angaben zu OW 1, OW 3, OW 5,
OW 9, OW 11 und Fomo-Cyc aus Fleck et al. (2004))

Substanz Konzentration [%]
0,50 1,00 1,50 2,00 3,00 4,00 4,50 5,00

Fomo-HClI 31+6 | 3816 | 72+18 - - - - -
Fomo-Base pH 5 0 412 - 4+1 3015 - - -
Fomo-Base pH 7 - - - 0 3416 | 7415 - -
Fomo-Cyc - 30+3 - 354 6313 - - -
ow 1 - 102 - 24+4 | 41+10 - - -
ow 3 - - 2242 56+8 4614 - - -
oW 5 - 0 - 0 0 - - -
ow 7 - 18+3 - 18+2 3216 | 59+18 - -
ow 9 - 0 - 21+2 4148 | 69112 - -
ow 11 - 37+1 - 99+10 | 170£16 | 222+20 - -
oW 13 - 5+1 17+2 3146 - - - -
oW 15 - - - - 17+2 2819 3015 | 108+15
Oe 100 - 65+8 - 110+4 | 1401 - - -
0z9 - 0 0 22+3 | 21+15 - - -
Oe 5555 - 12+1 - 3418 93+9 - - -
Oe 3000 - 21+3 - 19+2 14+3 - - -
Oe 2000 - 65+11 - 57+8 5049 - - -
Oe 4000 30£3| 5245 - 8217 - - - -
Oe 3500 3945 | 7749 - 93+16 - - - -
Oe 2500 - 10+3 41+6 93+9 - - - -
Oe 4500 17+2 | 59+13 - 72+8 - - - -
Tabelle 12: Abhéangigkeit der Dauer der Leitungsanéasthesie am N. ischiadicus der Ratte

von der Konzentration ausgewahlter Fomocainderivate. Alle Substanzen
wurden in 50 % Propylenglycol geldst, n = 6 Tiere pro Gruppe. Angabe der
getesteten Konzentrationen und der zugehdrigen mittleren Anasthesiedauer

+ Standardfehler [min]; - = Konzentration nicht getestet.
Substanz Konzentration [%]

025 | 050 | 0,75 | 1,00 | 1,50 | 2,00 | 2,50 | 3,00 | 3,50 4,00
oW 7 - - - 24+5 - 6713 - 113+2 - 126+6
oW 13 - 0 29+4 | 9615 - - - - - -
OWw 15 - - - - - 0 - 45+7 | 4948 | 113+13
Oe 100 0 31+2 | 706 - - - - - - -
0z9 - - - 5+0 6+0 | 233 - - - -
Oe 5555 - - - 16+2 - 375 - 7414 - -
Oe 3000 - - - 16+3 - 2242 - 4242 - -
Oe 2000 - - - - - 8+1 | 5045 | 377 - -
Oe 4000 - - - 0 - 3244 - 45+3 - -
Oe 3500 - - - 13+2 - 4048 - 7316 - -
Oe 2500 - - - 11+3 | 10516 | 8318 - - - -
Oe 4500 - 28+3 - 41+10 - 87114 - - - -




Tabelle 13:

Uberblick der effektiven Konzentrationen (EC) mit Angabe der oberen (OIG) und unteren Intervallgrenze (UIG) des 95%-Konfidenzintervalles
fur eine Anasthesiedauer von 10, 20, 30 und 40 Minuten am N. ischiadicus der Ratte fir Fomocain und verschiedene Fomocainderivate. Alle
Substanzen wurden in 0,5 % Tylose geldst.

k. W. = keine Wirkung; n. b. = nicht bestimmbar

(Angaben zu Fomo-Base pH 5 aus Loy (2003), Angaben zu OW 1, OW 3, OW 5, OW 9, OW 11 und Fomo-Cyc aus Fleck et al. (2004))

Substanz 10 min 20 min 30 min 40 min

uIG EC oIG uIG EC oIG UIG EC oIG uIG EC OIG
Fomo-HCl 0,03 0,31 0,88 0,06 0,42 0,93 0,15 0,56 1,02 0,35 0,75 1,22
Fomo-Base pH 5 0,98 1,53 2,57 1,87 3,71 11,80 2,99 8,99 37,00 4,62 21,79 65,09
Fomo-Base pH 7 1,91 2,25 2,57 2,16 2,48 2,79 2,42 2,73 3,04 2,69 3,00 3,37
Fomo-Cyc 0,33 0,47 0,63 0,57 0,74 0,92 0,98 1,17 1,36 1,63 1,84 2,07
ow 1 0,65 1,06 1,47 1,13 1,52 1,95 1,69 2,18 3,01 2,21 3,13 5,30
OwW 3 0,004 0,67 3,27 0,03 0,96 2,95 0,18 1,37 2,72 0,97 1,95 3,00
OW 5 K. W. k. W. k. W. k. W. k. W. k. W. k. W. k. W. k. W. k. W. k. W. k. W.
ow 7 0,36 1,03 1,85 0,67 1,40 2,21 1,17 1,90 2,86 1,73 2,59 4,33
Oow 9 1,16 1,75 2,29 1,48 2,03 2,51 2,80 2,36 1,87 2,31 2,74 3,20
Oow 11 0,67 0,94 1,22 0,74 1,01 1,29 0,81 1,08 1,36 0,89 1,16 1,44
Oow 13 0,94 1,19 1,41 1,34 1,54 1,78 1,68 2,00 2,56 1,98 2,58 3,90
OW 15 3,72 3,17 2,46 2,79 3,41 3,90 3,15 3,67 4,12 3,50 3,96 4,42
Oe 100 0,33 0,45 0,59 0,39 0,52 0,67 0,47 0,61 0,75 0,56 0,70 0,85
0Z9 1,37 1,63 1,96 1,89 2,42 3,45 2,44 3,59 6,49 3,10 5,32 12,39
Oe 5555 0,81 1,10 1,39 0,98 1,27 1,55 1,18 1,46 1,75 1,40 1,68 1,99
Oe 3000 n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b.
Oe 2000 n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b. n. b.
Oe 4000 0,18 0,30 0,45 0,25 0,39 0,55 0,37 0,52 0,67 0,52 0,67 0,84
Oe 3500 0,05 0,22 0,50 0,09 0,29 0,58 0,14 0,37 0,67 0,22 0,47 0,77
Oe 2500 0,95 1,05 1,15 1,05 1,15 1,24 1,17 1,26 1,34 1,29 1,37 1,46
Oe 4500 0,15 0,36 0,64 0,23 0,47 0,75 0,35 0,61 0,89 0,52 0,79 1,08
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Tabelle 14: Uberblick der effektiven Konzentrationen (EC) mit Angabe der oberen (OIG) und unteren Intervallgrenze (UIG) des 95%-Konfidenzintervalles
fur eine Anasthesiedauer von 10, 20, 30 und 40 Minuten am N. ischiadicus der Ratte flir Fomocain und verschiedene Fomocainderivate. Alle
Substanzen wurden in 50 % Propylenglycol gel6st.
Substanz 10 min 20 min 30 min 40 min
uIG EC OIG UIG EC OIG UIG EC OIG UIG EC OIG
ow7 1,07 1,22 1,37 1,19 1,33 1,47 1,31 1,45 1,59 1,55 1,69 1,81
Oow 13 0,37 0,43 0,49 0,43 0,48 0,54 0,48 0,54 0,59 0,55 0,60 0,65
OW 15 1,86 2,33 2,72 2,06 2,49 2,84 2,28 2,66 2,99 2,51 2,85 3,15
Oe 100 0,18 0,24 0,30 0,24 0,31 0,37 0,33 0,40 0,47 0,44 0,52 0,60
0Z9 0,85 1,28 1,67 1,44 1,83 2,51 1,79 2,63 5,16 2,06 3,78 11,39
Oe 5555 0,77 0,96 1,15 0,98 1,16 1,35 1,23 1,42 1,60 1,53 1,72 1,93
Oe 3000 0,54 0,84 1,16 1,02 1,32 1,63 1,73 2,09 2,58 2,51 3,30 4,77
Oe 2000 1,09 1,81 2,33 1,51 2,08 2,48 2,01 2,39 2,74 2,38 2,74 3,05
Oe 4000 1,11 1,25 1,38 1,45 1,59 1,73 1,85 2,02 2,21 2,31 2,57 2,89
Oe 3500 0,75 0,99 1,23 0,96 1,20 1,43 1,22 1,45 1,69 1,51 1,76 2,04
Oe 2500 0,58 0,87 1,13 0,67 0,95 1,20 0,78 1,04 1,28 0,89 1,14 1,37
Oe 4500 0,15 0,37 0,67 0,22 0,47 0,77 0,32 0,59 0,89 0,47 0,75 1,06
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9.3 Parese

Tabelle 15: Abhangigkeit der Dauer der Parese am N. ischiadicus der Ratte von der
Konzentration des Fomocain und der Fomocainderivate. Alle Substanzen
wurden in 0,5 % Tylose geldst. Angabe der getesteten Konzentrationen und
der zugehorigen mittleren Paresedauer = Standardfehler [min]; Tiere, bei
denen keine Parese auftrat, wurden flir die Berechnung nicht bertcksichtigt;
In Klammern ist die Anzahl der betroffenen Tiere von n = 6 Tieren pro
Gruppe angegeben. - = Konzentration nicht getestet.

(Angaben zu Fomo-Base pH 5 aus Loy (2003), Angaben zu OW 1, OW 3,
oW 5, OW 9, OW 11 und Fomo-Cyc aus Fleck et al. (2004))

Substanz Konzentration [%]
0,50 1,00 1,50 2,00 3,00 4,00 4,50 5,00
Fomo-HClI 0 0 0 - - - - -
Fomo-Base pH 5 0 25+12 - 74+35 | 131471 - - -
(6) (6) (6)
Fomo-Base pH 7 - - - 0 0 0 - -
Fomo-Cyc - 0 - 0 - 0 - -
ow 1 - 0 - 44+8 | 91+16 - - -
(4) (6)
oW 3 - - 37+7 | 85+11 | 126+7 - - -
(6) (6) (6)
OW 5 - 0 - 0 0 - - -
ow 7 - 0 - 0 0 0 - -
ow 9 - 0 - 4244 48+5 | 83+15 - -
©) () (6)
ow 11 - 0 - 0 78+18 | 6317 - -
) (6)
oW 13 - 0 0 0 - - - -
oW 15 - - - - 0 35+14 | 38415 | 33+11
) (5) )
Oe 100 - 0 - 0 0 - - -
0z9 - - 0 0 0 - - -
Oe 5555 - 0 - 0 0 - - -
Oe 3000 - 0 - 17+1 13 - - -
) 1)
Oe 2000 - 0 - 0 0 - - -
Oe 4000 0 0 - 0 - - - -
Oe 3500 0 71+7 - 137+19 - - - -
©) (6)
Oe 2500 - 0 25+2 0 - - - -
©)
Oe 4500 0 0 - 0 - - - -
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Tabelle 16: Abhéangigkeit der Dauer der Parese am N. ischiadicus der Ratte von der
Konzentration ausgewahlter Fomocainderivate. Alle Substanzen wurden in
50 % Propylenglycol gel6st. Angabe der getesteten Konzentrationen und
der zugehdrigen mittleren Paresedauer + Standardfehler [min]; Tiere, bei
denen keine Parese auftrat, wurden fur die Berechnung nicht bertcksichtigt;
In Klammern ist die Anzahl der betroffenen Tiere von n = 6 Tieren pro
Gruppe angegeben. - = Konzentration nicht getestet.

Substanz Konzentration [%]
0,25 | 050 | 0,75 | 1,00 | 1,50 | 2,00 | 2,50 | 3,00 | 3,50 | 4,00
oW 7 - - - 0 - 0 - 0 - 0
Ow 13 - 0 0 0 - - - - - -
Ow 15 - - - - - 0 - 0 0 0
Oe 100 0 0 0 - - - - - - -
0z 9 - - - 0 0 0 - 0 - -
Oe 5555 - - - 0 - 0 - 0 - -
Oe 3000 - - - 0 - 0 - 465 - -
(©)
Oe 2000 - - - - - 0 28+6 | 12+3 - -
(©) 4)
Oe 4000 - - - 0 - 0 - 0 - B
Oe 3500 - - - 0 - 0 - 188+5 - -
(&)
Oe 2500 - - - 0 0 0 - - - B
Oe 4500 - 0 - 0 - 0 - - - -
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9.4 LDs,

Tabelle 17: Dosis-Abhéngigkeit der Letalitat fir verschiedene Fomocainzubereitungen
und Fomocainderivate. Alle Substanzen wurden in 0,5% Tylose gel6st.
Angabe der approximativen Letalitat nach Miller und Tainter (1944); LDsg *
Streuung nach intraperitonealer Applikation an der Ratte.
(Angabe zu Fomo-Base pH 5 aus Loy (2003), Angaben zu OW 1, OW 3,
OW 5, OW 9, OW 11 und Fomo-Cyc aus Fleck et al. (2004))

Substanz Dosis Anzahl Letalitat | Probit LDsg
[g/kg KM] | gestorbener [%0] [g/kg KM]
Tiere (n = 6)

Fomo-HCI 0,20 0 0 3,04
0,30 0 0 3,04
0,35 1 17 4,03
0,40 6 100 6,96

0,35+ 0,016
Fomo-Base 0,15 2 33 4,55
pH5 0,20 3 50 5,00
0,30 5 83 5,94

0,20 + 0,036
Fomo-Base 0,60 0 0 3,04
pH 7 0,90 2 33 4,55
1,20 6 100 6,96

0,92 + 0,051
Fomo-Cyc 0,32 0 0 3,04
0,47 1 17 4,03
0,55 4 67 5,43
0,64 5 83 5,94

0,54 +0,03
ow 1 0,10 0 0 3,04
0,20 1 17 4,03
0,30 3 50 5,00
0,40 6 100 6,96

0,27 £ 0,023
Oow 3 0,20 0 0 3,04
0,30 3 50 5,00
0,50 6 100 6,96

0,33+ 0,026
ow5 0,20 0 0 3,04
0,30 4 67 5,43
0,40 6 100 6,96

0,29 £ 0,017
ow7 0,20 0 0 3,04
0,40 0 0 3,04
0,60 0 0 3,04

>0,6

ow9 0,20 1 17 4,03
0,25 3 50 5,00
0,30 6 100 6,96

0,24 £ 0,011
ow 11 0,20 0 0 3,04
0,25 3 50 5,00
0,30 5 83 5,94
0,40 6 100 6,96

0,27 £ 0,016
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Fortsetzung Tab. 17:
Substanz Dosis Anzahl Letalitat | Probit LDso
[g/kg KM] | gestorbener [%] [g/kg KM]
Tiere (n = 6)
Oow 13 0,20 0 0 3,04
0,30 4 67 5,43
0,40 6 100 6,96
0,29 + 0,017
OW 15 0,20 0 0 3,04
0,30 1 17 4,03
0,35 3 50 5,00
0,40 6 100 6,96
0,33 +£0,016
Oe 100 0,20 0 0 3,04
0,30 3 50 5,00
0,40 5 83 5,94
0,32 + 0,028
0z9 0,20 0 0 3,04
0,30 0 0 3,04
0,40 0 0 3,04
>0,4
Oe 5555 0,20 0 0 3,04
0,30 0 0 3,04
0,40 0 0 3,04
>0,4
Oe 3000 0,10 0 0 3,04
0,20 0 0 3,04
0,30 0 0 3,04
0,40 5 83 5,94
0,39 £ 0,033
Oe 2000 0,10 0 0 3,04
0,20 2 33 4,55
0,40 6 100 6,96
0,24 + 0,026
Oe 4000 0,30 0 0 3,04
0,35 1 17 4,03
0,36 5 83 5,94
0,40 6 100 6,96
0,37 £ 0,077
Oe 3500 0,05 0 0 3,04
0,10 3 50 5,00
0,20 6 100 6,96
0,12 £ 0,013
Oe 2500 0,10 0 0 3,04
0,15 5 83 5,94
0,20 6 100 6,96
0,40 6 100 6,96
0,14 + 0,03
Oe 4500 0,05 0 0 3,04
0,10 6 100 6,96
0,20 6 100 6,96
0,30 6 100 6,96

0,08 + 0,024
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Tabelle 18: Dosis-Abhéangigkeit der Letalitat fur ausgewahlte Fomocainderivate, die in
50 % Propylenglycol gelést wurden. Angabe der approximativen Letalitat
nach Miller und Tainter (1944); LDsp + Streuung nach intraperitonealer
Applikation an der Ratte.

Substanz Dosis Anzahl Letalitat | Probit LDsg
[g/kg KM] | gestorbener [%] [g/kg KM]
Tiere (n =6)
OowW7 0,10 0 0 3,04
0,20 0 0 3,04
0,25 1 17 4,03
0,47 + 0,059
Ow 13 0,20 0 0 3,04
0,30 4 67 5,43
0,40 6 100 6,96
0,29 £ 0,017
OwW 15 0,20 0 0 3,04
0,30 1 17 4,03
0,40 4 67 5,43
0,37 £ 0,028
Oe 100 0,10 1 17 4,03
0,20 5 83 5,94
0,40 6 100 6,96
0,16 + 0,036
0z9 0,20 0 0 3,04
0,30 0 0 3,04
0,40 0 0 3,04
>0,4
Oe 5555 0,20 0 0 3,04
0,30 0 0 3,04
0,40 0 0 3,04
> 0,4
Oe 3000 0,10 0 0 3,04
0,30 4 67 5,43
0,40 5 83 5,94
0,29 + 0,033
Oe 2000 0,10 0 0 3,04
0,20 4 67 5,43
0,40 6 100 6,96
0,22 + 0,027
Oe 4000 0,10 0 0 3,04
0,15 0 0 3,04
0,30 6 100 6,96
0,21 +£0,016
Oe 3500 0,05 0 0 3,04
0,10 4 67 5,43
0,20 6 100 6,96
0,11 £0,014
Oe 2500 0,05 0 0 3,04
0,10 5 83 5,94
0,20 6 100 6,96
0,10 £ 0,014
Oe 4500 0,15 0 0 3,04
0,17 4 67 5,43
0,20 6 100 6,96
0,30 6 100 6,96
0,18 £ 0,014
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