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Pyrrolizidinalkaloide
als Verunreinigungen

Die Chemie und Biosynthese von Pyrrolizidinalka-
loiden (PA) sind in Lit.!:2 detailliert beschrieben.
PA sind heterozyklische Esteralkaloide mit Pyrro-
lizidin (1; Hexahydro-1H-pyrrolizin) als Grund-
korper. An C-1 steht eine Hydroxymethylgruppe,
an C-7 eine Hydroxygruppe; man bezeichnet diese
Grundstruktur als ,,Necinbasen“. Aufgrund struk-
tureller Unterschiede am Pyrrolizidin unterschei-
det man PA vom Retronecin- (2), Heliotridin- (3),
Otonecin- (4) und vom Platynecin-Typ (5). Die
Necinbasen sind mit verzweigtkettigen aliphati-
schen Mono- oder Dicarbonsiduren — Necinsiduren
genannt — verestert. Als solche sind z.B. die aus
L-Isoleucin entstehenden Isomere Tiglinsdure/An-
gelicasdure zu finden; auch L-Threonin und Valin
sind biosynthetische Vorldufer fiir weitere Necin-
sduren. Dabei kann entweder nur die 7-Hydroxy-
methylgruppe verestert sein (Mono-Ester; Beispiel
Heliotrin 6) oder zusitzlich die 1-Hydroxygrup-
pe (offenkettiger Di-Ester; Beispiel Echimidin
7). Sind beide OH-Gruppen mit Necinsduren ver-
estert, konnen diese auch cyclisieren und bilden
dann einen 11- bis 14-gliedrigen Ring (zyklischer
Di-Ester; Beispiel Senecionin 8). Oft liegen die
Pyrrolizidinalkaloide auch als N-Oxide vor, wobei
sie als solche auch genuin in der Pflanze vorliegen.

PA schmecken sehr bitter und werden deshalb von
Raupen einiger Schmetterlingsarten zur Abwehr
von Fressfeinden gespeichert.

In der Natur sind Pyrrolizidinalkaloide weit ver-
breitet, in etwas 300 Pflanzenarten aus 13 Fami-
lien wurden bisher etwa 370 PA nachgewiesen
(einschlieBlich der N-Oxide etwa 660)!- 2. Thr Ver-
breitungsschwerpunkt liegt bei den Asteraceae,
und zwar in den Triben Senecioneae und Eupato-
riae; auch in Boraginaceae (in allen Gattungen)
und in der Gattung Crotolaria (Fabaceae) und in
Orchidaceae kommen sie vor?. Als Beispiele seien
hier einige Pflanzen genannt, die als Nahrungsmit-
tel oder als Arzneipflanzen genutzt werden bzw.
wurden?: Greiskraut (Senecio), Huflattich (Tussi-
lago), Pestwurz (Petasites), Alkanna (Alkanna),
Ochsenzunge (Anchusa), Beinwell (Symphytum),
Borretsch (Borago), Hundszunge (Cynoglossum)
und Steinsam (Lithospermum). Auch in zahlrei-
chen TCM-Drogen ist mit dem Vorkommen von
PA zu rechnen?. Eine Tabelle in Lit.* listet das
Vorkommen von PA in Salaten, Kiichenkriutern,
Gewiirzen, in Tees, pflanzlichen Zusatzstoffen, in
Pollen, Honig und Milch auf.

Viele Pyrrolizidinalkaloide sind hepatotoxisch,
wobei folgende Strukturvoraussetzungen gegeben
sein miissen-?: 1) eine Doppelbindung in der
1,2 -Position des Pyrrolizidinrings; 2) eine 1-Hy-
droxymethylgruppe am Pyrrolizidinring; 3) Ver-
esterung der C-1-Hydroxymethylgruppe mit einer
mindestens fiinf C-Atome besitzenden, verzweigt-
kettigen Mono- oder Dicarbonsdure. Die hochste
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Toxizitdt besitzen die zyklischen Di-Ester. Nach
peroraler Zufuhr werden die PA resorbiert und zur
Leber transportiert. Dort tritt eine Giftungsreaktion
ein, indem sie iiber Zwischenstufen in mono- und
bifunktionelle, hochaktive Alkylanzien mit Pyr-
rolidino-pyrrol-Grundkorper umgewandelt wer-
den'?. Als solche konnen sie mit nukleophilen
Gruppen (OH-, SH-, NH,-Gruppen) von Nuklein-
sduren oder Proteinen Substitutionsreaktionen ein-
gehen und dadurch u.a. DNA-Doppelstringe irre-
versibel vernetzen. Dies unterdriickt die Mitose
und fiihrt letztlich zum Untergang von Endothel
und Leberparenchymzellen, was starke Leberschi-
den zur Folge hat. Betroffen sind die zentralen
Lappchenzellen, die in groBer Zahl zugrunde ge-
hen, aber auch an den kleinen Asten der Leber-
innenvenen macht sich der toxische Effekt be-
merkbar. Neue Erkenntnisse zur Toxizitdt der
Pyrrolizidinalkaloide und deren Auswirkung auf
die Risikoeinschidtzung wird in einer Publikation
detailliert beleuchtet, in der die Ergebnisse eines
Pyrrolizidinalkaloid-Workshops zusammengefasst
sind®.

PA-haltige Drogen werden heute nicht mehr thera-
peutisch genutzt. Frither wurden die Schleimdro-
gen Huflattichblétter (Tussilago farfara L.; Astera-
ceae) und Pestwurzblitter (Petasites hybridus (L.)
G. Gaertn. B. Mey et Scherb.; Asteraceae) zur Be-
handlung akuter Katarrhe der Luftwege eingesetzt.
Auf dem Markt sind diese beiden Drogen noch zu
finden, wobei PA-freie Ziichtungen im Einsatz
sind. Beinwellwurzel (Symphytum officinale L.;
Boraginaceae) wird heute nur noch dufBerlich zur
Behandlung von Prellungen, Zerrungen und
Verstauchungen angewandt, allerdings werden
auch dafiir nur PA-arme Sorten verwendet oder zur
Herstellung der Zubereitungen spezielle Abreiche-
rungsverfahren eingesetzt.

Als Folge der heutigen Erkenntnislage zur Toxiko-
logie der Pyrrolizidinalkaloide® hat das Herbal
Medicinal Product Committee (HMPC) der Euro-
pean Medicinal Agency (EMA) im Juli 2021 ein
aktualisiertes Statement® veroffentlicht, das Vor-
gaben und Empfehlungen enthilt, was bei pflanz-
lichen Arzneizubereitungen mit toxischen Pyrroli-
zidinalkaloiden zu beachten ist; der Weg dorthin
und die Inhalte werden in Lit.”-® ausfiihrlich er-
kldrt und kommentiert. Im Statement® wird fiir
Erwachsene 1,0 ug PA pro Tag (p.o.) als Ober-
grenze festgelegt. Fiir die Anwendung bei Kindern
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muss das Korpergewicht berticksichtigt werden:
z.B. kann bei einem Korpergewicht von 20 kg eine
perorale Aufnahme von 0,5 pug toxischer ungesét-
tigter PA akzeptiert werden.

Obwohl Pyrrolizidinalkaloide eine niedrige Haut-
penetration aufweisen?, muss auch fiir die duflerli-
che Anwendung sichergestellt sein, dass die tédgli-
che Aufnahme an toxischen, ungesittigten PA fiir
Erwachsene unter 1,0 pg liegt. Hohere Gehalte in
den Produkten werden akzeptiert, wenn durch
Tierversuche oder durch Experimente an mensch-
lichen Haut-Préiparationen niedrige Absorptionsra-
ten nachgewiesen werden konnten; dies gilt auch
fiir die Anwendung bei Kindern (< 0,5 ug PA/Tag).
PA-haltige Zubereitungen diirfen nur auf intakte
Haut aufgetragen werden.

In seinem Statement® fordert das HMPC, dass das
Arzneibuch eine Vorschrift publiziert, die eine an-
gemessene Validierung von analytischen Metho-
den zur Quantifizierung von PA in pflanzlichen
Arzneizubereitungen beinhaltet, was mit der vor-
liegenden Monographie in der Ph. Eur. 10.6 umge-
setzt wurde. Dieses Allgemeine Kapitel beschreibt
eine Spurenanalyse gezielter PA — 28 sind nament-
lich aufgefiihrt — in pflanzlichen Drogen, Drogen-
zubereitungen und pflanzlichen Arzneizubereitun-
gen. Dabei geht es — wie vom HMPC gefordert —
nicht um die Quantifizierung der PA in PA-halti-
gen Drogen, sondern um die Aufdeckung von PA-
Verunreinigungen in Drogen. Diese Forderung ba-
siert auf der Erkenntnis, dass es sich nicht vermei-
den ldsst, dass beim Erntevorgang der Arznei-
pflanzen PA-haltige Beikrduter wie das Gemeine
Kreuzkraut (Senecio vulgaris; Asteraceae), die
Sonnenwende (Heliotropium europaeum,; Boragi-
naceae) oder das Acker-Vergissmeinnicht (Myoso-
tis arvensis; Boraginaceae)® ins Erntegut gelan-
gen. Dies ist sowohl bei der maschinellen Ernte zu
beobachten als auch bei der Wildsammlung. Diese
PA-haltigen Beikrduter enthalten bis 2% oder
mehr PAY; sie verbleiben im Erntegut, sodass so-
wohl in der Droge als auch in den entsprechenden
Drogenzubereitungen und in den daraus hergestell-
ten pflanzlichen Arzneimitteln mit PA-Gehalten
gerechnet werden muss. Die PA-Konzentrationen
sind in diesen Produkten zwar sehr gering, stellt
jedoch gerade fiir die Analytik der quantitativen
Bestimmung eine groe Herausforderung dar.

In der Ph.-Eur.-Monographie wird fiir die Quanti-
fizierung der Pyrrolizidinalkaloide eine validierte
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HPLC-MS/MS Methode vorgegeben, wobei jeder
Anwender diese Methode fiir sein Labor erneut va-
lidieren muss. Andere entsprechend empfindliche
Analysenmethoden konnen eingesetzt werden,
Voraussetzung ist ihre Validierung. Bei der vorge-
gebenen Methode handelt es sich um eine HPLC,
gekoppelt mit einem Analysator aus drei hinterein-
ander geschalteten Quadrupolen (Triple-Quadru-
pol-Massenspektrometer). Im ersten Quadrupol
werden die Ionen nach ihrem m/z-Verhiltnis ge-
trennt, der zweite Quadrupol leitet die Ionen durch
eine mit Inertgas gefiillte Kollisionszelle, wo sie
durch Kollision mit den Gasmolekiilen fragmentie-

ren; die Tochter-lonen werden dann im dritten
Quadrupol analysiert. Die Signalerfassung erfolgt
durch SRM (selected reaction monitoring), womit
der fiir die Untersuchungssubstanz charakteristi-
sche Zerfall eines lons registriert wird; Details
dazu siehe Lit.!9, Im Statement des HMPC? sind
28 toxische, ungesittigte Pyrrolizidinalkaloide ta-
bellarisch aufgefiihrt, die auch in die Priifvor-
schrift der Ph. Eur. {ibernommen wurden und so-
mit mit der vorgegebenen oder anderen validierten
Methoden quantifiziert werden miissen.

E. Stahl-Biskup
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11.1/0761
Dexpanthenol

Dexpanthenolum

Allgemeine Angaben

Dexpanthenol (1; D-Panthenol) ist das Alkohol-
Analogon der Pantothensdure (2), die Bestandteil
von Coenzym A ist. Dexpanthenol wird auch zu
den B-Vitaminen gerechnet; es ist ein Prodrug
(Provitamin BS5), das in vivo rasch zur Pantothen-
sdure (Vitamin BS) oxidiert wird.

Dexpanthenol wird topisch u.a. zur Vorbeugung
und Behandlung von Hauterkrankungen und zur
Unterstiitzung der Wundheilung eingesetzt. Zur
Prophylaxe und Therapie einer postoperativen
Darmatonie wird die Substanz i.v. appliziert.

Die Substanz ist auch in der USP aufgefiihrt. Die
Ph. Eur. beschreibt weiterhin das Calciumsalz der
Pantothensiure, Calciumpantothenat.

In der Ph. Eur. 11.1 wurde die Herstellung der Re-
ferenzlosungen (b) und c) veridndert und eine wei-
tere Referenzlosung (d) zur Priifung der System-
eignung eingefiihrt.

Darstellung: Dexpanthenol (1) ldsst sich durch
Erhitzen von (R)-Pantolacton [3, C; (R)-a-Hydro-
Xy-[,[-dimethyl-y-butyrolacton]mit 3-Aminopro-
panol (4, A) in Methanol herstellen?. Zur Synthese
von 3 (C) siehe den Kommentar zu Calciumpan-
tothenat (Ph. Eur.).

Stereochemie: Dexpanthenol (1) ist (R)-konfigu-
riert, in der Fischer-Projektion wird die Substanz
der D-Reihe zugeordnet. Dexpanthenol dreht linear
polarisiertes Licht im Uhrzeigersinn (rechtsdre-
hend). Das (S)-Enantiomer ist inaktiv, nur Dex-
panthenol besitzt biologische Aktivitéit?.

Stabilitit/Lagerung: Im pH-Bereich von 3 bis 4
besitzen Dexpanthenol-Losungen eine fiir normale
Sterilisationszeiten und -temperaturen ausreichen-
de Stabilitdt. Generell gilt, dass im pH-Bereich
von 3 bis 5 Dexpanthenol-Losungen deutlich sta-
biler sind als die Losungen von Pantothensdure
und ihren Salzen?. Starke Siuren und Laugen fiih-
ren zur hydrolytischen Spaltung®. Die Substanz

CAS-Nr.: 81-13-0 zersetzt sich bei Destillation?.
PubChem-Nr.:  CID 131204 Synonyme: D-Panthenol, D-(+)-Panthenol, De-
xtro-Panthenylalcohol, Provitamin B5
DrugBank-Nr.: DB095357
Arzneibuchnamen: Dexpanthenol (USP)
HyC CHy O HyC CH; O
HO HO COOH
H/\/\OH H/\/
OH OH
1 2
H5C OH

Kommentar zur Ph. Eur. 11.1
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Abb. 1: IR-Spektrum von Dexpanthenol (Film)

Eigenschaften

In Abhiéngigkeit vom Herstellungsverfahren fillt
Dexpanthenol (1) als farblose bis schwach gelbli-
che, viskose Fliissigkeit oder als weilles, kristalli-
nes Pulver an¥. Der Schmelzbereich wird mit 34
bis 46 °C angegeben®. Die Dichte d3) betrigt etwa
1,29, der Brechungsindex n§y = 1,49359.

Dexpanthenol ist leicht 16slich in Wasser, Ethanol
und Methanol, schwer 16slich in Dichlormethan
und Diethylether?.

Prifung auf Identitat

A. Die Priifung dient zur Unterscheidung vom Ra-
cemat und dem linksdrehenden (S)-Enantiomer.
Aussagekriftiger wire eine stereoselektive
chromatographische Bestimmung, siehe auch
die Reinheitspriifung ,,Spezifische Drehung®.

B. Vgl. Abb. 1. Die Substanz kann entweder direkt
mittels ATR-Technik vermessen oder zur Mes-
sung im Transmissionsmodus als ethanolische
Losung auf einen KBr-Pressling aufgetragen
werden. Das IR-Spektrum zeigt nur relativ brei-
te Banden.

C. Die Detektion auf der DC-Platte erfolgt mit
Hilfe der fiir Aminosduren verwendeten Nin-
hydrin-Reaktion, die auch mit anderen priméi-
ren Aminen in analoger Weise positiv ausfalltd).

Andere Identititspriifungen: Durch saure Hyd-
rolyse entsteht Pantolacton (3, C), das in alkali-
scher Losung mit Hydroxylamin zur Hydroxam-
sdure kondensiert wird, die in saurer Losung mit
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Eisen(IIl)-Ionen die typische purpurrote Firbung
zeigt (USP). Dexpanthenol bildet wie Pantothen-
sdure in alkalischer Losung mit Kupfer(Il)-Ionen
einen blauen Komplex (USP). Zum !'H-NMR-
Spektrum siehe Lit.®.

Priifung auf Reinheit

pH-Wert: Der pH-Wert der wissrigen Losung der
Substanz ist stark vom Grad der Kontamination
mit 3-Aminopropanol (4, A) abhingig. Eine wiss-
rige Losung von reinem Dexpanthenol hat einen
pH-Wert von etwa 5.

Spezifische Drehung: Die USP fordert eine spezi-
fische Drehung von + 29 bis + 31,5 (¢ = 50 mg/ml;
in Wasser). Zur Trennung der Panthenol-Enan-
tiomere sowie zur Bestimmung der Enantiomeren-
reinheit sind GC-%7, HPLC-%9 und SFC-Ver-
fahren'® beschrieben.

Verunreinigung A und andere Aminobestand-
teile: 3-Aminopropanol (4, A) und weitere Amine
werden durch Titration im nichtwissrigen Medium
mit 0,1 M-Perchlorsdure unter potentiometrischer
Endpunktanzeige erfasst. Bezogen auf 3-Amino-
propanol (4, A) diirfen maximal 1,0 % Amine vor-
handen sein. Die USP ldsst in wissriger Losung
mit 0,05 M-Schwefelsdure gegen Bomthymolblau
titrieren. Der Grenzwert betrigt ebenfalls 1,0 %.
Fiir ein spektralphotometrisches Verfahren zur Be-
stimmung von 3-Aminopropanol (4, A) in Dex-
panthenol nach Reaktion mit Ninhydrin siehe
Lit.!D

Kommentar zur Ph. Eur. 11.1
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0
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Verwandte Substanzen: Die Ph. Eur. priift mit
einem Gradienten-HPLC-Verfahren auf Pantolac-
ton (3, C) und Pantonsiure (5, B; Pantoinséure) als
spezifizierte Verunreinigungen und fiihrt in der
Transparenzliste das Oxazolidinon 6 (D) als weite-
re bestimmbare Verunreinigung auf. Die System-
eignung wird anhand der Auflosung zwischen den
Peaks der beiden Verunreinigungen 5 (B) und
3 (C) sowie der Auflosung zwischen den Peaks des
Pantolacton (3, C) und des Dexpanthenol (1) sowie
anhand des Signal-Rausch-Verhiltnisses einer ver-
diinnten Losung der Verunreinigungen 3 (C) und
5 (B) tiberpriift. Der Anteil an Pantolacton (3, C)
darf maximal 1,0% betragen, der Anteil der Pan-
tonsdure (5, B) maximal 0,5 %. Weitere Verunrei-
nigungen werden auf jeweils 0,10% begrenzt, in
der Summe sind maximal 2,0% Nebenprodukte
zulédssig. Die USP fiihrt keine Priifung auf ver-
wandte Substanzen auf.

Andere Reinheitspriifungen: Die USP fordert
einen Brechungsindex im Bereich von 1,495 bis
1,502 bei 20°C.

Gehaltsbestimmung

Die Bestimmung erfolgt durch Titration unter po-
tentiometrischer Endpunktanzeige. Dabei wird
Dexpanthenol (1) durch Erhitzen mit iiberschiissi-
ger 0,1 M-Perchlorsdure zu Pantolacton (3, B) und
3-Aminopropanol (4, A) hydrolysiert und Letzte-
res protoniert. Anschliefend wird eine ca. 0,11 M-
Natriumacetat-Losung in Essigsdure zugegeben.
Die verbleibende Perchlorsidure protoniert Acetat-
Anionen zu Essigsiure und der Uberschuss an
Acetat-Ionen wird abschlieBend mit 0,1 M-Per-
chlorsdure zuriicktitriert. Im Blindversuch dient
der Grofteil der initial verwendeten Perchlorsdure
zur Protonierung von Acetat zu Essigsdure, wo-
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durch nur ein kleiner Uberschuss an Acetat ver-
bleibt, der in der anschlieBenden Titration mit
Perchlorsiure erfasst wird. Der Mehrverbrauch bei
der Titration der Probeldsung ist dadurch verur-
sacht, dass ein Teil der anfangs zugesetzten Per-
chlorsdure durch 3-Aminopropanol (4, A) neutrali-
siert wird und somit nicht mehr zur Acetat-
Protonierung zur Verfiigung steht. Die Differenz
des Verbrauchs an 0,1 M-Perchlorsidure bei der
Titration der Probelosung und des Verbrauchs bei
der Titration des Blindversuchs (mlp;ope — Mlpjingver-
such) entspricht der Menge des durch saure Hydro-
lyse im ersten Schritt gebildeten 3-Aminopropanol
(4, A) und somit der Menge Dexpanthenol.

Andere Bestimmungsmethoden: Die USP hydro-
lysiert Dexpanthenol durch 5-stiindiges Erhitzen
am Riickfluss mit tiberschiissiger 0,1 M-Perchlor-
sdure und lidsst den Uberschuss mit 0,1 M-Kalium-
hydrogenphthalat-Mal}16sung gegen Kristallviolett
zuriicktitrieren. Die USP fordert die Gehaltsgren-
zen 98,0 bis 102,0 %.

Zur Bestimmung von Dexpanthenol in Reinsub-
stanz und pharmazeutischen oder kosmetischen
Produkten sind nach Derivatisierung photometri-
sche!>!¥ und fluorimetrische Methoden!'*-19 so-
wie Verfahren mittels GC!7-19, HPLC?%-2)) und
CE?® beschrieben. Ein HPLC-Verfahren zur Be-
stimmung der In-vitro-Freisetzung der Substanz
aus Wundverbénden findet sich in Lit.??.

Metabolisierung

Dexpanthenol (1) wird enzymatisch zu Pantothen-
sdure (2) oxidiert?, die weiter zu Coenzym A um-
gesetzt wird.

G. Scriba
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Pharmakologische
Eigenschaften

Pharmakodynamik: Dexpanthenol wird im Kor-
per zur Pantothenséure oxidiert. Diese ist Bestand-
teil des Coenzyms A, welches Essigsdure und Fett-
sduren aktiviert und dadurch eine zentrale Bedeu-
tung fiir den gesamten Stoffwechsel besitzt.
Coenzym A ist sowohl am Abbau von Fetten, Koh-
lenhydraten und einer Reihe von Aminoséuren be-
teiligt als auch in die Biosynthese von Fettsduren,
Phosphatiden und Steroiden durch Bereitstellung
aktivierter Essigsdurereste eingebunden. Der Ta-
gesbedarf an Pantothensdure wird auf 4 bis 7 mg
geschitzt, Mangelerscheinungen sind nicht be-
kannt.

Pharmakokinetik: Panthenol ist als Alkohol deut-
lich besser resorbierbar als Pantothensdure (siche
Formel 2), was besonders bei topischer Applika-
tion von Bedeutung ist. Der iiberwiegende Teil der
resobierten Menge wird unveridndert mit dem Urin
und ein kleiner Teil mit den Faezes ausgeschieden.

Indikationen: Lokal zur Forderung der Epitheli-
sierung und Beschleunigung der Wundheilung bei
Brand- und Schiirfwunden, Ulzera, bei Entziindun-
gen der Mund-, Nasen- und Rachenschleimhaut
und der Schleimhaut des Magen-Darm-Traktes;
zur symptomatischen Behandlung von Austrock-

nungserscheinungen der Horn- und Bindehaut des
Auges, der Nasenschleimhaut sowie bei Vaginalul-
zera

Parenteral zur Prophylaxe und Therapie der post-
operativen Darmatonie und zur Behandlung eines
paralytischen Ileus, wobei die Wirksamkeit jedoch
umstritten ist

Dosierung: Als Salbe oder Losung 5 %ig zur loka-
len, mehrmals tiglichen Anwendung auf Haut,
Schleimhaut und zur Wundspiilung; an Auge und
Nasenschleimhaut als 5%ige Salbe, Nasenspray
oder Augentropfen; Inhalation 2,5%ig; vaginal
150 mg; oral 2- bis 4-mal 100 mg/Tag; bei Darma-
tonie 1000 mg i.v. oder i.m.

Intoxikation: Untoxisch, gute Vertriglichkeit
auch in hohen Dosen; fiir Pantothensiure ist keine
Hypervitaminose bekannt.

Nebenwirkungen: Sehr selten sind allergische
Reaktionen moglich.

Schwangerschaft und Stillzeit: Hinsichtlich einer
lokalen oder systemischen Anwendung von Dex-
panthenol bei schwangeren oder stillenden Frauen
bestehen keine Bedenken.

M. Neubeck/Mu
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