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Der pH-abhangige Einfluli von Lysin auf die Hydrolyse von Acetylsalicylsaure zu Salicylsaure und auf 
die Bildung von Lysinderivaten der Acetylsalicylsaure wurde durch HPLC-Untersuchungen geklart. 
Die Bildung von E-N-Acetyl-lysin, a-N-Acetyl-lysin und wenig Diacetyl-lysin erfolgt rasch bei 
pH-Werten der Losung von 6 und hoher, sehr langsam jedoch bei dem fur gebrauchliche 
Injektionslosungen eingestellten pH-Wert 5 .  Das Auftreten des postulierten Salicyloyllysins in 
Acetylsalicylsaure-Lysin-Losungen wurde durch Vergleich mit der unabhangig synthetisierten 
Verbindung ausgeschlossen. 

Interactions of Acetylsalicyclic Acid and Lysine in Solution 

The influence of lysine on the hydrolysis, and on the formation of lysine derivatives, of acetylsalicylic 
acid is pH dependent and was elucidated by HPLC. There is rapid formation of e-N-acetyllysine, 
a-N-acetyllysine and of traces of diacetyllysine at pH values of 6 and higher, but very slow formation at 
pH 5 which is used for injectable solutions. The formation of salicyloyllysine was excluded by 
comparison with an authentic sample. 

Die Wasserloslichkeit einzelner Salze der Acetylsalicylsaure ist wesentlich besser als die der freien 
Saure. Nachdem das Lithium-, Natrium-, Magnesium-, Calcium- und Aluminium-Salz schon linger 
Verwendung in Arzneimitteln gefunden hatten, wurde in jungerer Zeit das Lysin-Salz der 
Acetylsalicylsaure als losliche Verbindung, geeignet zur Injektion, in die Therapie eingefuhrt"; es ist 
Gegenstand mehrerer Patente*"). 

Fur die vorliegende Arbeit erfolgte die Gewinnung des Lysinsalzes der Acetylsalicyl- 
saure durch Gefriertrocknung waRriger aquimolarer Losungen beider Komponenten. 
Man erhalt ein schnell Iodiches stabiles Produkt, das in Form und GroBe der urspriinglich 
fiir die Lyophilisation gefrorenen Masse entspricht. 

Die Abnahme des Gehaltes an Acetylsalicylsaure durch Hydrolyse ist Gegenstand 
zahlreicher Arbeiten gewesen und auch in Abhangigkeit vom pH-Wert in waRriger Losung 
untersucht worden7.'). Die Substanz ist danach am bestandigsten im Bereich des 
pH-Wertes 2, von pH 4 bis pH 8 bleibt die Geschwindigkeitskonstante der Hydrolysere- 
aktion weitgehend konstant, urn dann wieder steil anzusteigen. Es wurde belegt, daR die 
Abnahme des Gehaltes an Acetylsalicylsaure einer Reaktionskinetik erster Ordnung 
folgt7). Die Anwesenheit von Magnesium- oder Calciumstearat in Acetylsalicylsauresus- 
pensionen kann die Geschwindigkeitskonstante der Hydrolysereaktion um den Faktor 
zehn vergroRern9). 
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In der hier untersuchten Losung des Lysinsalzes der Acetylsalicylsaure liegt mit der 
Aminosaure Lysin ein basische Reaktion erzeugendes Molekul voc, dessen Arninogrup- 
pen in nichtprotoniertem Zustand ein starkeres Nucleophil als Wasser darstellen. Eine 
Losung mit diesen Komponenten stellt ein gutes Modell fiir Wechselwirkungen in Losung 
dar. 

Zur Untersuchung des Einflusses von Lysin auf die Zersetzung von Acetylsalicylsaure 
wurden aquimolare Mengen der beiden Substanzen in Pufferlosungen mit unterschiedli- 
chen pH-Werten gelagert. Unter gleichen Bedingungen und ebenfalls bei Raumtempe- 
ratur wurde eine Vergleichsreihe Proben aufbewahrt, die nur Acetylsalicylsaure enthielt. 
Sofort und im Abstand von 24 h wurden die Proben auf ihren Gehalt an Acetylsalicylsaure 
untersucht . 

Zur quantitativen Bestimmung von intakter Acetylsalicylsaure neben Salicylsaure 
existieren zahlreiche chromatographische Methoden, die langer bekannt sind") oder nach 
Durchfuhrung dieser Untersuchungen veroffentlicht wurden") sowie spektroskopische 
Verfahren1*.I3). In der vorliegenden Arbeit wurden die Substanzen durch HPLC im 
,,Reversed-phase"-Verfahren getrennt und uber die Flachen der Peaks mit Hilfe des 
internen Standards 3-Hydroxybenzoesaure der Gehalt ermittelt (Abb. 1). 
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Abb. 1: HPLC-Trennung von Acetylsalicylsaure und Salicylsaure. Bedingungen im Exp. Teil 

Tragt man bei der Auswertung den jeweils gefundenen Gehalt an Acetylsalicylsaure als 
Logarithmus gegen die Zeit auf, so resultiert eine Gerade fiir jeden pH-Wert. 

Aus der Steigung der Geraden laBt sich die Geschwindigkeitskonstante der Reaktion 
berechnen. Der Vergleich lysinfreier und lysinhaltiger Systeme zeigt, daB sich der EinfluB 
des Lysins erst im alkalischen pH-Bereich deutlich bemerkbar macht. Erst wenn die 
Aminogruppen (pK, 8,9 und 10,3 bei 38") des Lysins weitgehend deprotoniert vorliegen, 
konnen sie durch Angriff an der Esterbindung die Abbaugeschwindigkeit steigern. 
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Abb. 2: Zcitlicher Verlauf der Abnahme des Acetylsalicylsauregehalts in wabrigen Losungen des 
Ace tylsalicylsaure-Lysin-Salzes 

Es stellt sich damit die Frage, ob durch Wechselwirkungen zwischen Lysin und 
Acetylsalicylsaure auch die Entstehung neuer Reaktionsprodukte verursacht wird. In 
acetylsalicylsaurehaltigen Systemen wurden fur Kodein14), Homatropin") und Paraceta- 
moll6) Acetylierungsprodukte nachgewiesen. 

Bei der Aminolyse der Acetylsalicylsaure (1) durch Lysin (2) scheinen zunachst drei 
verschiedene Reaktionsprodukte moglich: E-N- Acetyl-lysin (3). a-N- Acetyl-lysin (4) und 
N,N'-Diacetyl-lysin (5). 

H 

H,<:-(cH,),-~:-cooH 
I 

I 
C=O 
I 

NII iYH, 

CH3 

3 

H 
/ FIOOC 

H2C-(C€I,)3-&-COOH 
- 1  I 

1 +  NH, XI1 
I 

c = o  

6"":H3 
I/ I 

CH3 

:T 

lI,C-(CH,),-c'-COOI I 
I 

NH2 NH, 

2 
112C-(CH,),-C-COOH 

I I 
VH NH 
I I 

I I 
c=o C = O  5 

CH, CII, 



318185 Wechselwirkrcngen zwkchen Acetylsalicylsiiure und Lysin 123 

Die Monoacetyl-lysine wurden nach Angaben von Neuberger und Sanger'') gewonnen: 
Zur Darstellung von E-N-Acetyl-lysin wird mit Kupfer die a-Aminogruppe und die 
Carboxylgruppe des Lysins komplexiert, die endstandige Aminogruppe acetyliert und mit 
Schwefelwasserstoff der Kupferkomplex zur gewunschten Verbindung zerlegt. - Zur 
Gewinnung von a-N-Acetyl-lysin wird zunachst ebenfalls der Kupferkomplex gebildet, 
mit Carbobenzoxychlorid die endstandige Aminogruppe geschutzt und der Kupferkom- 
plex mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Mit Acetanhydrid wird die a-Aminogruppe 
acetyliert und hydrogenolytisch die Carbobenzoxyschutzgruppe abgespalten. - N, N'- 
Diacetyl-lysin wurde nach Gordon, Martin und Synge'') erhalten: Lysin wird im 
alkalischen Milieu mit Acetanhydrid erschopfend acetyliert und nach Ansauern mit 
Ethylacetat extrahiert. 

Mit Hilfe der so gewonnenen Vergleichssubstanzen konnte nun parallel zu der 
hochdruckflussigkeitschromatographischen Untersuchung auf Acetylsalicylsaure und 
Salicylsaure eine diinnschichtchromatographische Untersuchung auf die verschiedenen 
Acetylderivate des Lysins durchgefiihrt werden (Abb. 3). 
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Abb. 3: DC von Lysin, Acetylsalicylsaure und Acetylderivaten des Lysins. 

Es ergab sich, dal3 schon nach kurzer Lagerung des Lysinsalzes der Acetylsalicylsaure in 
Wasser die Acetylierungsprodukte a-N-Acetyl-lysin und E-N-Acetyl-lysin nachweisbar 
waren (Nachweisgrenze 0,Ol mg/ml). e-N-Acetyl-lysin trat erwartungsgernal.3 in deutlich 
grol3erer Menge auf. - Bei der Lagerung einer ungepufferten Losung von SO0 mg 
Acetylsalicylsaure und 405 mg Lysin bei Raumtemperatur entstanden im Verlauf von zehn 
Tagen 270 mg Salicylsaure; an Acetylsalicylsaure waren noch 150 mg vorhanden. Es 
bildeten sich 30 mg a-N-Acetyl-lysin, 20 mg E-N-Acetyl-lysin und 10 mg N,N-  
Diacetyl-lysin, wobei diese Werte dunnschichtchromatographisch halbquantitativ ermit- 
telt wurden. - Bei dem fur gebrauchliche Injektionslosungen eingetellten pH-Wert von 5,0 
erfolgten entsprechende Umsetzungen sehr langsam (vgl. Abb. 2). Sie konnen innerhalb 
der minutenlangen Verbrauchszeit einer vorschriftsgemaB frisch zubereiteten Injektions- 
losung vernachlassigt werden. 

Von insbesondere immunologischem Interesse war, ob zusatzlich zu den nachgewiese- 
nen Acetylverbindungen noch Salicyloylverbindungen auftraten. Zu den Nebenwirkun- 
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gen der Acetylsalicylsaure kann neben der Hemmung der Blutgerinnung, gastrointesti- 
nalen Reizungen mit Schleirnhautschaden, Ohrensausen, Schwindel, die Provokation 
eines Asthma bronchiale an fall^'^^'^) gehoren. Diese Nebenwirkungen werden teilweise 
auf allergische Reaktionen zuriickgefuhrt, die mit 0,2 bis 0,9 % Haufigkeit auftreten. 
Abgesehen von der direkten Wirkung der Acetylsalicylsaure durch Hernmung der 
Prostaglandinsynthase, besteht einmal die Moglichkeit einer Beteiligung acetylierten 
Humanalbumins, dessen Bildung durch Acetylsalicylsaure als acetylierendes Agens 
nachgewiesen wurde2’P2’) und das als Antigen wirkt. Zum anderen wurde postuliert*”’, dal3 
aus der Reaktion von Acetylsalicylsaure rnit Arninogruppen Salicyloylverbindungen 
entstehen; diese konnen als niedermolekulare Haptene zu einer Imrnunreaktion fuhren. 
Aus Acetylsalicylsaure (1) wiirde im vorliegenden Fall uber das gernischte Anhydrid 6 rnit 
Lysin (2) ein Salicyloyl-lysin (7) entstehen. 
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Spatere Untersuch~ngen’~*’~) legten dar, dal3 weniger die Acetylsalicylsaure selbst, als 
vielrnehr die Verunreinigungen Acetylsalicylsaureanhydrid und Acetylsalicyl-salicylsau- 
re, die herstellungsabhangig in Konzentrationen von 0,001 bis 0,3 % in handelsiiblicher 
Acetylsalicylsaure gefunden wurden, zu solchen allergischen Reaktionen fiihren kon- 
nen. 

Zur Uberpriifung der Frage, ob bei der Aminolyse der Acetylsalicylsaure durch Lysin 
Salicyloyl-lysine entstehen, wurde E-N-Salicyloyl-lysin, das aufgrund der grol3eren 
Basizitat der endstandigen Arninogruppen des Lysins hauptsachlich zu erwarten ist, durch 
unabhangige Synthese gewonnen. 

Durch HPLC-Untersuchungen (Nachweisgrenze lC5 g/ml) und diinnschichtchromato- 
graphisch konnte das 3-N-Salicyloyl-lysin als Wechselwirkungsprodukt zwischen Acetyl- 
salicylsaure und Lysin bei den untersuchten Losungen ausgeschlossen werden. 

Expenmenteller Teil 
Geriire: Biichi SMP-20; IR-Spektrometer Beckman IR 33; W-Spektrometer Beckman Modell 25; 
NMR-Spektrometer Bruker WH 90; Varian 8500 HPLC-System rnit UV-Detektor LC 55 
Perkin-Elmer, DC: HPTLC-Fertigplatten Kieselgel 60, Fliehittel:  Chloroform/Methanolasser/ 
PyrididEisessig, 40 : 40 : 8 : 10 : 3, Detektion UV-Licht (254 nm) und Joddampf; Gefrierrrocknerdelta 
IL Christ. 

Acerylsalicylsaure- Lysinsak 

180,l mg ( 1  mmol) Acetylsalicylsaure und 146,4 mg (1 mmol) Lysin wurdenunter leichtem Envarmen 
mit klilfe eines Ultraschallbades (Bransonic 52) in 30ml Wasser geldst. Die wal3rige Losung wurde bei 
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einer Temp. des Kryostaten von -60' und einem Endvak. von 0,03 Torr (entsprechend 3,99 Pa) der 
Gefriertrocknung untenvorfen. Es resultierte ein weiBes, durch eine leichte Farbung des eingesetzten 
Lysins bisweilen schwach gelblich gefarbtes Produkt. Schmp.: 131-134"; C,,H220,N2 (326,35) Ber. C 
55,2 H 6,74 N 8,6; Gef. C 55,5 H 6,70 N 8,4; DC: Rf 0,06 (Lysin), Rf 0,W (Acetylsalicylsaure), UV 
(Wasser) Lmax 275 nm (sh), log E = 2,6; IR (KBr): 2960,1750,1580,1550cm-'; 'H-NMR DMSO-D,, 
TMS: 6 (ppm) = Lysin 7,69 (-NH2), 7,16 (-NH3@) 3,32 (-CH,), 1,W (-(CH& 2,23 (s), 
(-CH,). 

Srabilitat von Acetylsalicylsaure-Lysinsalz in wapriger Losung bei unrerschiedlichen pH-  Werren 

Die Lagerung der waBrigen Probenlosungen fur die Stabilitatsuntersuchung erfolgte in 50- 
ml-GlasmeBkolben in einem Thermostaten Haake FS 2 bei einer Badtemp. von 23" (2  0,OY). 

HPLC-Gehaltsbestimmung von Acetylsalicylsaure: Hibar Fertigsaule Merck 25 cm x 4 mm, gefullt 
mit Lichrosorb RP 18 TeilchengroSe 5 pm; Temp.: Raumtemp.; Druck: 125 bar; FlieBgeschwindig- 
keit: 50 mVh; Flieamittel: 30 % Methanol Uvasol MercW70 % 0,05 m Phosphatpufferlosung pH 6 3 ;  
Schreiber 1 cm/min;20 mV; Detektorwellenlange: 220 nm. 

Die Konz. an Acetylsalicylsaure wurden rnit der Methode des int. Stand. berechnet, int. Stand. 
3-Hydroxybenzoesaure. Unter der Annahme einer Reaktion 1. Ordnung fur die Abnahme des 
Acetylsalicylsauregehaltes bei dem jeweiligen pH-Wert wurden aus den Konz. die Geschwindig- 
keitskonstanten K berechnet nach K = 2,303 . t-' . log (c, ' 8 ) ;  t = Zeit, c, = Anfangskonz. zur Zeit 
to, c = Konz. zur Zeit t. 

Tab. 1: Geschwindigkeitskortsranren der A bnahme des Acetylsalicylsauregehab bei unterschiedlichen 
pH-Werten 

pH-Wert K(d-I)  K (d-l)  
Acetylsalicylsaure-Ansatz Acetylsalicylsaure-Lysinsah 

0,049 
0,089 
0,169 
0,210 
0,214 
0,231 
0,257 
0,451 
1,702 

0,050 
0,096 
0,180 
0,229 
0,237 
0,250 
0,264 
0,785 
2,890 

e- N-Acetyl-lysin 

1,46 g (0,Ol mol) Lysin wurden in heiBem Wasser gelost und rnit einem flberschuB (2.5 g) 
Kupfercarbonat versetzt. Nach Abkuhlen der Losung wurde filtriert. In kleinen Anteilen wurden 1,2 
g Acetanhydrid und 2,2 g Bariumhydroxid zugesetzt. Nach 30 min wurde mit Schwefelsaure 
angesauert und rnit H2S das Kupfer als Sulfid gefallt. Nach Abfiltrieren des Sulfids wurde 
neutralisiert, erneut filtriert und die Losung bis zur Trockne eingeengt. Der Ruckstand wurde in 
wenig heiBem Wasser aufgenommen und mit Ethanol das e-N-Acetyl-lysin ausgefallt. Schmp.: 
248-251"; C8H1603N2 (188,05) Ber. C 51,l H 8,50 N 14,9 Gef. C 50,7 H 8,40 N 14,6; DC: Rf 0,45; IR 
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(KBr): 3376, 1645, 1585, 1525 cm-'; 'H-NMR (DZO): 6 (ppm) = 1,96 (s), (-CH,); 3.72 (t), (-CH); 
3,17 (t), (-CH2); 1,47 (m), C-(CH&); ',C-NMR von B-N-Acetyl-lysin (D20):  6 (ppm) = 178.1 
(C-1); 57.3 (C-2); 30,6 (C-3); 24,4 (C-4); 32,8 (C-5); 41,7 (C-6); 179,O (C-7). 

a- N-Acetyl-lysin 

1,46 g (0,Ol mol) Lysin wurden in heiRem Wasser gelost und rnit einem UberschuR an Kupfercarbonat 
(2.5 g) versetzt. Dann wurden unter Kuhlung 2 ml Carbobenzoxychlorid un 10 ml 2 N-NaOH 
zugesetzt. Ausgefallener E-N-Carbobenzoxylysin-Kupferkomplex wurde abfiltriert und in Wasser 
neu suspendiert. Mit Schwefelwasserstoff wurde der Kupferkomplex zerlegt, die Losung erhitzt und 
heiU filtriert. Beim Abkuhlen fie1 E-N-Carbobenzoxylysin aus, das abfiltriert in 10 ml N-NaOH gelost 
und mit Acetanhydrid versetzt wurde. Nach 1 h wurde mit Salzsaure neutralisiert und rnit Ether 
extrahiert. AnschlieRend wurde rnit Salzsaure angesauert bis sich das E-N-Carbobenzoxy-a- 
N-acetyl-lysin abschied. Dieses 01 wurde mit Ethylacetat extrahiert und die Ethylacetatphase 
eingeengt. Der olige Ruckstand wurde in Ethanol aufgenommen rnit wenig Eisessig und Wasser 
versetzt und nach Zusatz von Pd Wasserstoff eingeleitet. AnschlieBend wurde filtriert, die Losung 
eingeengt, mit Wasser aufgenommen und rnit Ethanol das a-N-Acetyl-lysin ausgefallt. Schmp.: 
247-250"; C8Hl,0,N, (188,OS) Ber. C 51,l H 8.50 N 14,9; Gef. C 50,6 H 8,65 N 14,s; C: Rf 0,32; IR 
(KBr): 3285,1675. 1640, 1582 cm-'; 'H-NMR (D20): 6 (ppm) = 2,Ol (s), (-CH,); 2,99 (t), (-CH,); 
4,14(t).(-CH); 1.63(m),(-(CH2)3);13C-NMR(D20): &(ppm) = 177,2(C-l);S7,7(C-2);28,8 (C-3): 
24,4 (C-4); 33,7 (C-5); 42.1 (C-6); 41,2 (C-7). 

N, N'- Diacervl-lysin 

1,46 g (0,Ol mol) Lysin wurdcn in Wasser rnit Natronlauge und uberschuss. Acetanhydrid versetzt. 
Die Losung wurde einige h bei Raumtemp. belassen, mit Schwefelsaure angesauert und mit 
Ethylacetat extrahiert. Die Ethylacetatphase wurde uber Natriumsulfat getrocknet und eingeengt; 
Schmp.: 138-140";Cl0Hl,O4N2(230,18)Ber. C52,2H7,80N 12,l Gef. C51,8H8,02N 12,O;DC: Rf 
0,64 IR (KBr): 33,05, 1715, 1612, 1538 cm-'; 'H-NMR (DMSO-D6 + DzO) 6 (ppm) = 1.78 (s), 
(-CH,); 1.84 (s), (-CH,); 4,09 (-CH); 2 9  (t), (-CHz); 1,35 (m), (-(CHz)3). 

E-N-Salicyloyl-lysin 

2,14 g (0,Ol mol) Salicylsaurephenylester wurden mit einem UberschuR an Lysin in Natronlauge 
gelost und 1 h erhitzt. Beim Ansauern mit SchwefelsCure fie1 E-N-Salicyloyl-lysin am; es wurde durch 
Waschen mit Ether von entstandenem Phenol befreit. Schmp.: 249-252"; CI3HlRO4N2 (266,24) Ber. 
C 58,7 H 6,76 N 10,s Gef. C 58,4 H6,58 N 10,3; DC: Rf 0.08; IR (KBr): 3415,1662,1605,1560,1512; 
'H-NMR von E-N-Salicyloyl-lysin (DMSO-D,): 6 (ppm) = 6,60 (m), (aromat. H); 7.13 (-NH); 7,77 
(-NH,); 8,28 (s), (-OH). 
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Reaktionen von antiphlogistisch wirkenden Indolderivaten mit Singulett- 
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Beteiligung von reaktiven Sauerstoffspezies am Mechanismus der 
Prostaglandinsynthese 

Hans-Jiirgen Duchstein 

Pharmazeutisches Institut Freie Universitat Berlin, Konigin-Luise-Str. 2 4 ,  lo00 Berlin 33 
Eingegangen am 4. Oktober 1983 

Die Reaktionen von Singulett-Sauerstoff mit antiphlogistisch wirkenden und die Prostaglandinsyn- 
these hemmenden Indolderivaten wie Indometacin (la) und Acemetacin (lb) werden beschrieben. 
Dabei zeigt sich eine relativ schnelle Reaktion und die Bildung von Produkten, die in ahnlichen 
Reaktionen von ‘0, in der Indolreihe bereits untersucht wurden’.”). Wie aus den Endprodukten 
abzulesen ist, wird in allen Fallen im ersten Schritt in einer (2+2)-Cycloaddition mit ‘0, als 
Elektrophil und dem Indol ein Dioxetan 2 gebildet. Ausgehend von diesem reaktiven Zwischenpro- 
dukt konnten 1. nach Ringoffnung verschiedene o-Acyl-anilide 4134 und der substituierte Ester&, 2. 
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