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KOMPLEX AUS 7-DEACETYLFORSKOLIN UND PVP

GEBIET DER ERFINDUNG

Die vorliegende Erfindung betrifft einen Komplex aus 7-Deacetylforskolin (7-
DAFSK) und Polyvinylpyrrolidon (PVP) und ein Verfahren zur Herstellung eines

solchen Komplexes.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

Das Diterpen Forskolin ist ein nahezu wasserunléslicher Pflanzeninhaltsstoff aus
Plectranthus barbatus (Coleus forskohlii). Forskolin steht im Fokus fur vielseitige
medizinische Anwendungen, unter anderem bei Herz-Kreislauferkrankungen, Asthma
bronchiale, Fettleibigkeit, Behandlung des Glaukoms, Lungenerkrankungen,
Gelenksentziindung, und Arthrose/Arthritis. Forskolin férdert die Knorpelbildung in
Gelenken und verhindert gleichzeitig die Ossifikation und Mineralisation. Weiters wird
Forskolin in der Stammzellforschung im Hinblick auf Differenzierung und
Ruckentwicklung zur Pluripotenz untersucht.

Forskolin aktiviert die Adenylylcyclase, ein membrangebundenes Enzym.
Adenylylcyclase wandelt Adenosintriphosphat (ATP) zZu cyclischem
Adenosinmonophosphat (cCAMP) um und setzt cAMP in das Cytosol frei, wodurch die
intrazelluldre Konzentration an cAMP in den meisten Zellen und Gewebearten erhdht
wird (Metzger H. et al., 1981, Arzneimittelforschung, 1248-50). cAMP wirkt als Second
Messenger (sekundarer Botenstoff) bei der zellularen Signaltransduktion und dient zur
Aktivierung vieler Peptidhormone (Proteinkinasen).

Forskolin ist ein Diterpen mit zwei a-Hydroxygruppen an Position 1 und 9, einer
B-Hydroxygruppe an Position 6, und einer B-Acetoxygruppe an Position 7, wobei die
beiden a-Hydroxygruppen an Position 1 und 9 essentiell fir die Bindung an die
Adenylylcyclase sind. Forskolin braucht aufgrund seiner geringen Wasserldslichkeit
(0,01 mg/mL, WO2005025500A2) verschiedene Formulierungen, um als Diagnostikum
oder Therapeutikum eingesetzt werden zu kénnen. Solche Formulierungen enthalten
verschiedene L&sungsmittel wie z.B. Alkohole oder DMSO, die oft nicht gut vertraglich

sind und zu Nebenwirkungen fuhren.



10

15

20

25

30

WO 2021/148633 9 PCT/EP2021/051499

Das Dokument US6346273B1 behandelt eine Methode zur Erhdhung der
Wasserldslichkeit von schwer wasserléslichen pharmazeutisch aktiven Substanzen, wie
z.B. Forskolin, durch Komplexierung mit einem nichtionischen Polymer, wie z.B.
Polyvinylpyrrolidon (PVP). In diesem Dokument wird eine Erhdhung der
Wasserléslichkeit von Forskolin beschrieben.

Eine erhéhte Wasserléslichkeit von Forskolin wird durch Komplexierung von
Forskolin mit Cyclodextrinen erreicht. Die WO2005025500A2 beschreibt eine Methode
zur Komplexierung von Forskolin mit Cyclodextrin im wassrigen Medium.

WO02017103840A1 beschreibt wasserldsliche Forskolin-Zusammensetzungen
durch Komplexierung mit wasserléslichen Polymeren wie u.a. PVP. Nach Mischung
von Forskolin mit dem Polymer wird eine Starkeldsung zugegeben und die Mischung
erhitzt, dann abgekihlt und sprihgetrocknet.

Die WO2018127600A1 offenbart eine Methode zur Herstellung von Forskolin-
Cyclodextrin-Komplexen, welche auf einem Sinterprozess beruht und einen erhéhten
Gehalt von Forskolin im Komplex, sowie eine erhdhte Wasserldslichkeit ermaglicht.

Ein anderer Ansatz, um die Wasserl6slichkeit von Forskolin zu erhdhen, ist eine
chemische Derivatisierung. Ein Forskolinderivat mit héherer Wasserldslichkeit im
Vergleich zu Forskolin ist 7-Deacetyl Forskolin, welches eine ahnliche Wirkung auf die
Adenylylcyclase zeigt wie Forskolin (Laurenza A. et al, Molecular Pharmacology 1987,
32(1), 133-139, Pinto C. et al, Biochemical Pharmacology 2009, 78(1), 62-69). Die
Deacetylierung von Forskolin an Position 7 kann die Wasserl&slichkeit jedoch nur
bedingt erhdhen (bis 1 mg/mL).

Daher besteht der Bedarf an einer verbesserten wasserléslichen Form eines
Forskolinderivats, welche sowohl durch hohe Wasserléslichkeit und damit verbesserte
Bioverfugbarkeit, als auch durch einen hohen Gehalt an Forskolinderivat
gekennzeichnet ist.

Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, eine Form von 7-Deacetyl
Forskolin mit erhéhter Wasserldslichkeit und gleichzeitig hohem Gehalt an 7-Deacetyl

Forskolin zur Verfugung zu stellen.
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ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

Geldst wird diese Aufgabe durch einen Komplex aus 7-Deacetylforskolin (7-
DAF SK) und Polyvinylpyrrolidon (PVP), wie in den Anspriichen und Ausfilhrungsformen
der vorliegenden Erfindung beschrieben.

Die vorliegende Erfindung offenbart einen Komplex aus 7-Deacetylforskolin (7-
DAFSK) und Polyvinylpyrrolidon (PVP).

In einer Ausfohrungsform ist der erfindungsgemafRe Komplex dadurch
gekennzeichnet, dass der mittlere Masseanteil von 7-DAFSK am Gesamtkomplex im
Bereich von 1 bis 50 Gew.-% liegt, bevorzugt bei 5, 10, 15, 20 oder 25 Gew.-%,
besonders bevorzugt bei 30 Gew.-%, 35 Gew.-%, 40 Gew.-%, 45 Gew.-%, oder héher.

In einer Ausfiihrungsform ist das mittlere Stoffmengenverhaltnis von 7-DAFSK zu
PVP im Komplex 0,1 oder héher, bevorzugt 1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 20, 30, 40, 50, 60
oder héher, besonders bevorzugt 3 oder héher.

In einer Ausfuhrungsform ist der erfindungsgeméallie Komplex dadurch
gekennzeichnet, dass PVP eine mittlere molare Masse von 1 bis 40 kD hat.
Vorzugsweise hat das PVP eine mittlere molare Masse von 1 bis 25 kD, besonders
bevorzugt etwa 2 bis 3 kD, ganz besonders bevorzugt etwa 2,5 kD.

In einer weiteren Ausfihrungsform ist der erfindungsgeméafie Komplex dadurch
gekennzeichnet, dass 7-DAFSK von synthetischem Forskolin stammt.

In einer Ausfilhrungsform liegt das 7-DAFSK in einer Reinheit von mindestens
98,5 % vor.

Es wurde Uberraschend gefunden, dass ein besonders hoher Masseanteil an 7-
DAFSK am 7-DAFSK-PVP Komplex dadurch erreicht werden kann, dass ein Gemisch
von 7-DAFSK und PVP auf eine Temperatur erhitzt wird, die Uber der
Glasiibergangstemperatur des eingesetzten PVP liegt. Insbesondere wird das Gemisch
auf eine Temperatur erhitzt, welche mindestens 20°C, bevorzugt mindestens 25°C,
30°C, 40°C, 50°C, 60°C, 70°C, 80°C, 90°C, 100°C uber der Glasiibergangstemperatur
des PVP liegt. Insbesondere wird die Temperatur auf einen Bereich von etwa 25 bis
50°C uber der Glasubergangstemperatur des PVP gebracht.

Die vorliegende Erfindung stellt daher auch ein Verfahren zur Herstellung des
erfindungsgemafien 7-DAFSK-PVP Komplexes zur Verfigung, welches dadurch
gekennzeichnet ist, dass ein Gemisch von 7-DAFSK und PVP auf eine Temperatur

erhitzt wird, die Uber der Glasibergangstemperatur des eingesetzten PVP liegt.
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In einer Ausfuhrungsform ist das erfindungsgemédfRe Verfahren dadurch
gekennzeichnet, dass dem Gemisch von 7-DAFSK und PVP ein L&sungsmittel,
vorzugsweise Wasser, Ethanol, Methanol, Aceton, Ethylmethylketon, Dichlormethan
und/oder Ethylacetat, noch mehr bevorzugt Wasser, Ethanol, Methanol, Propanol
und/oder Dichlormethan, zugegeben wird. Besonders bevorzugt wird dem Gemisch von
7-DAFSK und PVP Wasser und/oder Ethanol, oder ein Gemisch davon, zugegeben.

In einer speziellen Ausfihrungsform wird das erfindungsgemafe Gemisch fir
mindestens 5 Minuten auf einer Temperatur gehalten, die Uber der
Glasubergangstemperatur des eingesetzten PVP liegt.

In einer Ausfihrungsform enthalt das erfindungsgemalie Verfahren folgende
Schritte:

a) Herstellung einer Mischung aus 7-DAFSK und PVP und Versetzen der
Mischung mit einem L&sungsmittel, bevorzugt mit einem Alkohol,
bevorzugt Ethanol,

b) Zugabe von Wasser,

¢) Erhitzen der Mischung, Uber die Glastibergangstemperatur des PVPs fir
mindestens 5 Minuten,

d) Abkihlen der Mischung und L&sen in Wasser,

e) Entfernen der ungelésten Bestandteile, optional durch Filtern.

In einer speziellen Anwendungsform wird die Mischung mindestens 20, 25, 30, 35, 40,
45, 50, 55, 60°C, 70°C, 80°C, 90°C, 100°C Uber die Glasibergangstemperatur des
PVPs erhitzt.

Die Anwendung des erfindungsgemafen Verfahrens erlaubt die effiziente und
unkomplizierte  Herstellung von  7-DAFSK-PVP  Komplexen, welche die
Wasserléslichkeit von 7-DAFSK deutlich erhéhen und auch einen hohen Masseanteil
von 7-DAFSK enthalten kénnen, was vorteilhafte Anwendungen von 7-DAFSK in
Diagnose und/oder Therapie ermdglicht.

Mit den erfindungsgemaRen Komplexen von 7-DAFSK mit PVP kann die
Wasserldslichkeit von 7-DAFSK erhéht werden. Durch einen hohen Masseanteil von 7-
DAFSK am erfindungsgeméafen Komplex kann die Wasserldslichkeit von 7-DAFSK
erhoéht werden, ohne dass damit eine unvorteilhaft groRe Menge an PVP benétigt wird.
Formulierungen mit Forskolinderivaten kénnen damit auch materialsparender als bisher

zusammengestellt werden. Dadurch, dass grofe Mengen an PVP und damit
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einhergehende Nebenwirkungen vermieden werden kdnnen, erleichtert und verbessert
die vorliegende Erfindung die Anwendung von 7-DAFSK in Diagnose und/oder Therapie.

Die vorliegende Erfindung stellt daher auch eine pharmazeutische
Zusammensetzung enthaltend einen erfindungsgemafen 7-DAFSK-PVP Komplex zur
Verflgung.

In einer Ausfuhrungsform ist besagte pharmazeutische Zusammensetzung
dadurch gekennzeichnet, dass die Zusammensetzung 7-DAFSK in einer Konzentration
von mindestens 25 mg/L, 50 mg/L, 75 mg/L, 100 mg/L, 200 mg/L, 300 mg/L, 400 mg/L,
500 mg/L, 600 mg/L, 800 mg/L, 1000 mg/L, 2000 mg/L, 3000 mg/L, oder 4000 mg/L
enthalt, bevorzugt 4000 mg/L.

Ein Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft eine pharmazeutische
Zusammensetzung zur oralen, intravendsen oder inhalativen Verabreichung.

In einer speziellen Ausfohrungsform wird die erfindungsgemalle
pharmazeutische Zusammensetzung in einem Therapieverfahren verwendet.

In einer weiteren speziellen Ausfilhrungsform wird die erfindungsgemale
pharmazeutische Zusammensetzung zur Behandlung von Herz-Kreislauferkrankungen,
Asthma bronchiale, Fettleibigkeit, Glaukom, Lungenerkrankungen, Gelenksentziindung,
oder Arthrose/Arthritis verwendet.

Ein Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft eine erfindungsgemafe

pharmazeutischen Zusammensetzung zur Verwendung als Medikament.

FIGUREN

Figur 1: Reaktionsschema zur Deacetylierung von Forskolin zu 7-DAFSK durch
Natriumcarbonat (Na2CO3).

Figur 2: Vergleich des Masseanteils von 7-DAFSK an 7-DAFSK-PVP K12 und 7-
DAFSK-PVP K25-Komplexen in mittels Erhitzungsverfahren und Lé&ésungsverfahren
hergestellten Proben.

Figur 3: Anteil an umgesetztem 7-DAFSK bei verschiedenen eingesetzten
Gewichtsverhaltnissen von DAFSK zu PVP K12.

Figur 4: Vergleich des Masseanteils von 7-DAFSK an 7-DAFSK-PVP K12
Komplexen bei unterschiedlichen Gewichtsverhaltnissen von 7-DAFSK zu PVP K12.

Figur 5: Zusammenhang zwischen der Wasserléslichkeit und dem Masseanteil
von 7-DAFSK am 7-DAFSK-PVP K12 Komplex.
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Figur 6: cAMP Assay mit HEK293 Zellen, welche EP2, EP4 und IP Rezeptoren
enthalten. Die Zellen wurden mit einer Kontrollprobe (Treprostinil), 30uM Forskolin in
DMSO, 100 uyM 7-DAFSK in Wasser und 100 uM 7-DAFSK im 7-DAFSK-PVP K12

Komplex in Wasser stimuliert.

DETAILLIERTE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

7-Deacetylforskolin (7-DAFSK) kann durch die in Figur 1 gezeigte Strukturformel
dargestellt werden. 7-DAFSK kann neben der molekularen Form auch in anderen
Formen vorliegen, wie in der Form von Salzen, z.B. Alkalimetallsalzen wie Natrium- oder
Kaliumsalzen. Der Begriff ,7-Deacetylforskolin (7-DAFSK)* bezeichnet im Rahmen der
vorliegenden Erfindung sowohl die molekulare Form, wie in der Strukturformel in Figur
1 dargestellt, als auch alle anderen méglichen Formen, wie Salze von 7-DAFSK,
vorzugsweise Alkalisalze, besonders bevorzugt ein Natrium- oder Kaliumsalz.

Polyvinylpyrrolidon (PVP), auch Polyvidon oder Povidon, ist ein Polymer der
Verbindung  Vinylpyrrolidon. Handelstblich ist PVP in unterschiedlichen
Polymerisationsgraden erhaltlich. Der Polymerisierungsgrad bestimmt die mittlere
molare Masse des Polymers. Der Begriff ,mittlere molare Masse* bezieht sich hierin auf
das Massenmittel der Molmasse.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird PVP mit einer mittleren molaren
Masse von 1 bis 40 kD bevorzugt, weil Polymere in dieser Grée noch gut und
unmetabolisiert von der Niere ausgeschieden werden kénnen.

In einer Ausfihrungsform ist der 7-DAFSK-PVP Komplex dadurch
gekennzeichnet, dass das PVP eine mittlere molare Masse von 1 bis 60 kD hat,
insbesondere von 1 bis 40 kD hat. Bevorzugt ist PVP mit einer mittleren molaren Masse
von 1 bis 25 kD, bevorzugt etwa 2 bis 9 kD, 2 bis 8 kD, 2 bis 7 kD, 2 bis 6 kD, 2 bis 5
kD, 2 bis 4 kD, besonders bevorzugt 2 bis 3 kD, ganz besonders bevorzugt etwa 2,5 kD.

Der Begriff ,etwa” bezieht sich hierin auf den angegebenen Wert, oder einen
Wert, welcher von dem angegebenen Wert um +/-10 % abweicht.

Das Molekulargewicht von PVP kann anstelle der Angabe des Massenmittels der
Molmasse auch tber den K-Wert definiert werden, welcher durch Viskositdtsmessung
erhalten wird und vom Viskositdtsmittel der Molmasse abhangt. PVP mit einem
Massenmittel der Molmasse von etwa 2,5 kD entspricht PVP mit einem K-Wert von etwa
12, hier als ,PVP K12" bezeichnet (K. Kolter et al. ,Hot-Meld Extrusion with BASF
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Pharma Polymers®, ISBN 978-3-00-039415-7, 2012). PVP mit einem Massenmittel der
Molmasse von etwa 24 kD entspricht PVP mit einem K-Wert von etwa 25, hier als ,PVP
K25 bezeichnet.

Der Begriff ,7-DAFSK-PVP Komplex® bezeichnet im Rahmen der vorliegenden
Erfindung ein chemisches Erzeugnis, welches 7-DAFSK und PVP enthélt und dadurch
gekennzeichnet ist, dass eine Verbindung zwischen 7-DAFSK und PVP besteht. Der
Begriff ,Komplex“ schrankt die Art der Verbindung in keiner Weise ein, sondern bedeutet
lediglich, dass eine Verbindung zwischen einem oder mehreren 7-DAFSK Molekillen
und einem oder mehreren PVP Molekulen besteht. Die Verbindung kann z.B. eine
kovalente Bindung oder bevorzugt eine nicht-kovalente Anlagerung von 7-DAFSK an
PVP sein, z.B. durch Van-der-Waals-Bindungen oder Wasserstoffbriickenbindungen.
Als ,7-DAFSK-PVP* bzw. ,7-DAFSK-PVP Komplex® soll das chemische Erzeugnis
insgesamt und nicht ein einzelner 7-DAFSK-PVP Komplex auf molekularer Ebene
verstanden werden

Die Bezeichnungen ,Masseanteil und ,Stoffmengenverhaltnis” sind hierin immer
als mittlere Werte zu verstehen. Sie beziehen sich nicht auf jeden einzelnen Komplex
auf molekularer Ebene, sondern auf einen mittleren Wert des gesamten chemischen
Erzeugnisses.

Prozentangaben (%) beziehen sich in der vorliegenden Erfindung, wenn nicht
anders angegeben, jeweils auf Gewichtsprozent (Gew.-%).

In einer Ausfuhrungsform betragt der mittlere Masseanteil von 7-DAFSK am
Gesamtkomplex 1 bis 50 Gew.-%, bevorzugt 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20 oder 25
Gew.-%, besonders bevorzugt 30 Gew.-%, 35 Gew.-%, 40 Gew.-%, 45 Gew.-% oder
héher. Der Masseanteil gibt hier den relativen Anteil der Masse von 7-DAFSK an der
Masse des Gesamtkomplexes (7-DAFSK- PVP) wieder.

Der Anteil von 7-DAFSK am 7-DAFSK-PVP Komplex kann auch als
Stoffmengenverhaltnis ausgedriickt werden. Beispielsweise hat ein 7-DAFSK-PVP
Komplex, der aus molekularem 7-DAFSK (molare Masse: 368,5 g/mol) und PVP mit
einer mittleren molaren Masse von etwa 2,5 kD (,PVP K12%) besteht, und der einen
mittleren Masseanteil von 7-DAFSK am Gesamtkomplex von 30 Gew.-% aufweist, ein
mittleres Stoffmengenverhaltnis von 7-DAFSK zu PVP im Komplex von etwa 3. Der
mittlere Stoffmengenanteil gibt hier das Verhaltnis der Stoffmenge von 7-DAFSK zur

Stoffmenge von PVP wieder.
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In einer Ausfihrungsform der vorliegenden Erfindung ist das mittlere
Stoffmengenverhaltnis von 7-DAFSK zu PVP im Komplex 0,1 oder héher, bevorzugt 3,
4,5,6,7,8,9, 10, 15, 20, 25, 30,35, 40, 45, 50, 55, 60 oder hoher, besonders bevorzugt
3 oder héher.

Der Anteil (Masseanteil wie auch Stoffmengenverhéltnis) von 7-DAFSK am
Gesamtkomplex ist hierin stets als mittlerer Anteil zu verstehen. Eine geeignete
Methode, um den mittleren Anteil von 7-DAFSK am Gesamtkomplex zu bestimmen, ist
die Hochleistungsflussigkeitschromatographie (HPLC). Die Fachperson ist mit der
Durchfiihrung einer solchen Bestimmung vertraut.

7-DAFSK kann aus Forskolin mittels einer Deacetylierungsreaktion hergestellt
werden, z.B. durch Carbonatverseifung, wie in den konkreten Beispielen der
vorliegenden Erfindung erlautert wird. Als Edukt kann sowohl natirliches als auch
synthethisches Forskolin verwendet werden. Natirliches Forskolin liegt typischerweise
als angereichertes Extrakt vor, welches vor der Verwendung gereinigt wird. Im Rahmen
der vorliegenden Erfindung wird als Edukt fur die 7-DAFSK Synthese bevorzugt
synthetisches Forskolin verwendet, welches in einer hohen Reinheit kommerziell
erhaltlich ist.

In einer Ausfiihrungsform ist der erfindungsgeméafe Komplex daher dadurch
gekennzeichnet, dass 7-DAFSK von synthetischem Forskolin stammt. In einer
bevorzugten Ausfuhrungsform liegt das 7-DAF SK in einer Reinheit von mindestens 98,5
% vor.

Der erfindungsgemafRe 7-DAFSK-PVP Komplex ist durch eine erhéhte
Wasserldslichkeit im Vergleich zu nicht komplexiertem 7-DAFSK-PVP gekennzeichnet,
was flr pharmazeutische Anwendungen vorteilhaft ist.

Es wurde Uberraschend gefunden, dass 7-DAFSK-PVP Komplexe synthetisch
leicht zugadnglich sind, indem 7-DAFSK und PVP auf eine Temperatur erhitzt werden,
die Uber der Glasubergangstemperatur des eingesetzten PVP liegt.
Uberraschenderweise fiihrt dieses Verfahren auch zu einem hohen Masseanteil an 7-
DAFSK im Gesamtkomplex.

Die vorliegende Erfindung umfasst daher ein Verfahren zur Herstellung eines
erfindungsgemaflien 7-DAFSK-PVP Komplexes, dadurch gekennzeichnet, dass ein
Gemisch von 7-DAFSK und PVP auf eine Temperatur erhitzt wird, die Uber der

Glasubergangstemperatur des eingesetzten PVP liegt.
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PVP hat als amorphe Substanz keinen Schmelzpunkt, sondern zeigt eine
sogenannte Glastbergangstemperatur. Die Glasubergangstemperatur ist unter
anderem vom Polymerisierungsgrad, also von der mittleren molaren Masse, von PVP

abhangig (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Beispiele fiir die Glasibergangstemperatur von PVP in Abhéngigkeit der

molaren Masse.

Mittlere molare Masse von PVP Glaslibergangstemperatur
etwa 2.5 kD (,PVP K12%) 93 °C

etwa 9 kD (,PVP K17) 130 °C

etwa 24 kD (,PVP K25%) 155 °C

etwa 40 kD (,PVP K30) 175 °C

Als ,GlaslUbergangstemperatur des eingesetzten PVPs“ soll in diesem
Zusammenhang die Temperatur verstanden werden, bei der der Glastbergang von PVP
im vorliegenden Gemisch mit 7-DAFSK erfolgt. Die Glasibergangstemperatur des
eingesetzten PVPs kann von der Zusammensetzung des Gemisches beeinflusst
werden, beispielsweise wenn der Mischung L&sungsmittel oder Wasser zugesetzt
werden. Methoden zur Bestimmung der Glasibergangstemperatur sind der Fachperson
bekannt. Vorzugsweise kann die Glasubergangstemperatur dem Verfahren der
entsprechenden DIN-Norm folgend bestimmt werden (Wampfler B., et al,
Messunsicherheit in der Kunststoffanalytik - Ermittlung mit Ringversuchsdaten. Carl
Hanser Verlag, Minchen 2017, ISBN-10 : 3446452869).

Eine besonders bevorzugte Ausfuhrungsform des erfindungsgeméafRen
Verfahrens zur Herstellung des 7-DAFSK-PVP Komplexes ist dadurch gekennzeichnet,
dass die mittlere molare Masse des eingesetzten PVP bei etwa 2,5 kD (,PVP K12) liegt
und die Mischung auf eine Temperatur von Gber 93°C erhitzt wird. Im Speziellen wird
auf eine Temperatur erhitzt, die mindestens 25°C, insbesondere 30°C, 40°C, 45°C oder
mehr Gber der GlasUibergangstemperatur des PVP K12 liegt.

Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform ist dadurch gekennzeichnet, dass die
mittlere molare Masse des eingesetzten PVP bei etwa 9 kD (,PVP K17*) liegt und die

Mischung auf eine Temperatur von tber 130°C erhitzt wird. Im Speziellen wird auf eine
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Temperatur erhitzt, die mindestens 25°C, insbesondere 30°C, 40°C, 45°C oder mehr
Uber der Glasubergangstemperatur des PVP K17 liegt.

Eine weitere bevorzugte Ausfihrungsform ist dadurch gekennzeichnet, dass die
mittlere molare Masse des eingesetzten PVP bei etwa 24 kD (,PVP K 25 liegt und die
Mischung auf eine Temperatur von tGiber 155°C erhitzt wird. Im Speziellen wird auf eine
Temperatur erhitzt, die mindestens 25°C, insbesondere 30°C, 40°C, 45°C oder mehr
Uber der Glasubergangstemperatur des PVP K 25 liegt.

Eine weitere bevorzugte Ausfiihrungsform ist dadurch gekennzeichnet, dass die
mittlere molare Masse des eingesetzten PVP bei etwa 40 kD (,PVP K 30) liegt und die
Mischung auf eine Temperatur von tber 175°C erhitzt wird. Im Speziellen wird auf eine
Temperatur erhitzt, die mindestens 25°C, insbesondere 30°C, 40°C, 45°C oder mehr
Uber der Glasibergangstemperatur des PVP K 30 liegt.

Es hat sich als vorteilhaft erwiesen, dem erfindungsgemafRen Gemisch von 7-
DAFSK und PVP ein Lésungsmittel oder ein Gemisch von L&sungsmitteln zuzufiigen.
Vorzugsweise wird das Gemisch von 7-DAFSK und PVP in wenig Lésungsmittel pastds
verrihrt. Die Zugabe von Lésungsmittel kann dazu beitragen, dass sich 7-DAFSK und
PVP homogen verteilen und sich gréRere Mengen an 7-DAFSK an PVP anlagern
kénnen. Als Lésungsmittel eignen sich wassrige, alkoholische oder andere organische
Lésungsmittel, wie z.B. Wasser, Ethanol, Methanol, Propanol, Aceton,
Ethylmethylketon, Dichlormethan und/oder Ethylacetat.

In einer Ausfuhrungsform ist das erfindungsgemalfe Verfahren zur Herstellung
des 7-DAFSK-PVP Komplexes dadurch gekennzeichnet, dass dem Gemisch von 7-
DAFSK und PVP ein Losungsmittel, vorzugsweise Wasser, Ethanol, Methanol,
Propanol, Aceton, Ethylmethylketon, Dichlormethan und/oder Ethylacetat, noch mehr
bevorzugt Wasser, Ethanol, Methanol, Propanol, Dichlormethan und/oder Pyridin,
zugegeben wird. Besonders bevorzugt wird dem Gemisch von 7-DAFSK und PVP
Wasser und/oder Ethanol, oder ein Gemisch davon zugegeben. Die Zugabe von Wasser
und/oder Ethanol kann gleichzeitig oder hintereinander erfolgen.

Es hat sich im Herstellungsverfahren als zweckmaRig erwiesen, das Gemisch
von 7-DAFSK und PVP fiir einen bestimmten Zeitraum auf einer Temperatur, die tber
der Glastbergangstemperatur des eingesetzten PVPs liegt, zu halten. Gute Resultate
wurden erzielt, wenn die Mischung fir mindestens 5 Minuten Uber der

Glasuibergangstemperatur gehalten wurde.
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In einer speziellen Ausfihrungsform des erfindungsgeméafRen Verfahrens wird
das Gemisch von 7-DAFSK und PVP daher fur mindestens 5 Minuten auf einer
Temperatur gehalten, die Uber der Glasibergangstemperatur des eingesetzten PVP
liegt.

In einer speziellen Ausfuhrungsform enthélt das erfindungsgeméale Verfahren
folgende Schritte, welche der Reihe nach durchgefihrt werden:

a) Herstellung einer Mischung aus 7-DAFSK und PVP und Versetzen der
Mischung mit einem L&sungsmittel, bevorzugt mit einem Alkohol,
bevorzugt Ethanol,

b) Zugabe von Wasser,

¢) Erhitzen der Mischung Uber die Glastbergangstemperatur des PVPs fur
mindestens 5 Minuten,

d) Abkuhlen der Mischung und Lésen in Wasser,

e) Entfernen der ungelésten Bestandteile, optional durch Filtern.

In einer Ausfiihrungsform wird eine Mischung aus 7-DAFSK und PVP in einem
Gewichtsverhaltnis von 2:1 bis 1:4 hergestellt, bevorzugt 2:1, 2:1.5, 1:1, 2:3, 1:2, 1:3
und 1:4, ganz besonders bevorzugt 1:1 oder 1:2.

Die Anwendung des erfindungsgemalfen Verfahrens erlaubt die effiziente und
unkomplizierte Herstellung von 7-DAFSK-PVP Komplexen.

Das erfindungsgeméRe Verfahren erlaubt die Herstellung von 7-DAFSK-PVP
Komplexen mit einem hohen Masseanteil von 7-DAFSK. Herkdmmliche Verfahren zur
Herstellung von PVP Komplexen umfassen die Lésung der Komponenten in einem
Losungsmittel oder Ldsungsmittelgemisch, wobei das Gemisch nicht Uber die
Glasubergangstemperatur von PVP erhitzt wird. In einem hier erlauterten spezifischen
Beispiel wurden mit dem erfindungsgeméafen Verfahren um 8-9 % héhere mittlere
Masseanteile von 7-DAFSK in 7-DAFSK-PVP Komplexen im Vergleich zu
herkdmmlichen Komplexierungsverfahren erreicht.

Ein hoher Masseanteil von 7-DAFSK in 7-DAFSK-PVP Komplexen ist besonders
fur die pharmazeutische Anwendung in der Diagnose und/oder Therapie vorteilhaft.
Durch einen hohen Masseanteil von 7-DAFSK am erfindungsgeméafen Komplex kann
die Wasserloslichkeit von 7-DAFSK erhéht werden, ohne dass damit eine unvorteilhaft
grolRe Menge an PVP benétigt wird. Formulierungen mit Forskolinderivaten kénnen
damit auch materialsparender als bisher zusammengestellt werden. Dadurch, dass

groBe Mengen an Adjuvantien (PVP) und damit einhergehende Nebenwirkungen
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vermieden werden kénnen, erleichtert und verbessert die vorliegende Erfindung die
Anwendung von 7-DAFSK in der Diagnose und/oder Therapie.

Der erfindungsgemaRe 7-DAFSK-PVP Komplex kann fiir jeden diatischen oder
medizinischen Zweck verwendet werden, bei welchem Forskolin und/oder 7-DAFSK
anwendbar ist.

Die vorliegende Erfindung betrifft daher auch eine pharmazeutische
Zusammensetzung, welche den erfindungsgemafen 7-DAFSK-PVP Komplex mit 7-
DAFSK als Wirkstoff enthalt.

Der Begriff ,pharmazeutische Zusammensetzung” wird hier in Bezug auf den
erfindungsgemalen 7-DAFSK-PVP Komplex mit 7-DAFSK als Wirkstoff verwendet,
optional in Verbindung mit weiteren Inhaltsstoffen und/oder Wirkstoffen.

Die erfindungsgemalie pharmazeutische Zusammensetzung kann in einer Reihe
von systemischen und topischen Formulierungen vorliegen. Nicht-limitierende Beispiele
von systemischen oder topischen Formulierungen enthaltend den erfindungsgemafen
7-DAFSK-PVP Komplex umfassen orale, intrabukkale, intrapulmonale, rektale,
intrauterinere, intradermale, topische, dermale, parenterale, intratumordse,
intrakranielle, bukkale, sublinguale, nasale, subkutane, intravaskuldre, intrathekale,
inhalierbare, respirable, intraartikuldre, intrakavitare, implantierbare, transdermale,
ionotophoretische, intraokulare, vaginale, optische, intravendse, intramuskulare,
intraglanduldre, intraorganische, intralymphatische Formulierungen, enterische
Beschichtungen, oder Formulierungen mit langsamer Wirkstofffreisetzung.

Die Zusammensetzung kann einmal oder mehrmals taglich verabreicht werden.
Eine bevorzugte Ausfuhrungsform betrifft eine erfindungsgeméale pharmazeutische
Zusammensetzung zur oralen, intravenésen oder inhalativen Verabreichung.

Formulierungen zur oralen Verabreichung kénnen in diskreten Einheiten wie
Kapseln, Tabletten, oder Lutschtabletten bereitgestellt werden, welche die Formulierung
als Pulver oder Granulat enthalten. Formulierungen zur oralen Verabreichung kénnen
auch als Lésung oder Suspension in wassrigem oder nicht-wassrigem Medium, oder als
Emulsion bereitgestellt werden.

Formulierungen zur intravendsen Verabreichung kénnen als Lésung oder
Suspension im wassrigen Medium bereitgestellt werden, z.B. als Salzlésung.

Die spezifische Dosierung des 7-DAFSK-PVP Komplexes zur Erzielung eines
therapeutischen oder prophylaktischen Effektes hangt von der konkreten Anwendung

ab, z.B. der Verabreichungsform, dem Alter, Gewicht und Zustand des individuellen
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Patienten, der behandelten Krankheit und der Starke der Symptome.

Die Dosis an 7-DAFSK-PVP in der erfindungsgemalen Zusammensetzung ist
bevorzugt eine effektive Dosis, welche einen therapeutischen oder prophylaktischen
Effekt erzielt, ohne unerwiinschte Nebeneffekte zu verursachen, wobei die
Zusammensetzung als Einzeldosis oder in mehreren Einheiten verabreicht werden
kann.

In  einer bestimmten Ausfihrungsform wird die erfindungsgemalle
Zusammensetzung als Lésung oder Aerosol bereitgestellt, enthaltend 7-DAFSK in einer
Konzentration von mindestens 25 mg/L enthalt, vorzugsweise mindestens 50 mg/L, 75
mg/L, 100 mg/L, 200 mg/L, 300 mg/L, 400 mg/L, 500 mg/L, 600 mg/L, 800 mg/L oder
1000 mg/L. In einer bevorzugten Ausfihrungsform enthalt die Zusammensetzung 7-
DAFSK in einer Konzentration von mindestens 1 mg/mL, 1.5 mg/mL, 2 mg/mL, 2.5
mg/mL, 3 mg/mL, oder 4 mg/mL, besonders bevorzugt 4 mg/mL.

In einer weiteren bestimmten Ausfuhrungsform wird die erfindungsgemafe
Zusammensetzung als Kapsel oder Tablette bereitgestellt, enthaltend 7-DAFSK in einer
pharmazeutisch wirksamen Menge, beispielsweise 10 mg bis 2000 mg, bevorzugt
mindestens 25 mg, 50 mg, 100 mg, 200 mg, 300 mg, 400 mg, 500 mg, 600 mg, 700 mg,
800 mg, 900 mg oder 1000 mg, besonders bevorzugt 500 mg.

In einer speziellen Ausfihrungsform wird die erfindungsgemale
pharmazeutische Zusammensetzung in einem Therapieverfahren verwendet.

Forskolin und 7-DAFSK sind als unspezifische cAMP Stimulatoren bekannt. Der
erfindungsgemafe 7-DAFSK-PVP Komplex kann zur Behandlung von jeder Krankheit
oder Stérung verwendet werden, welche mit Forskolin und/oder 7-DAFSK behandelt
werden kann. Nicht-limitierende Beispiele solcher Krankheiten sind neurodegenerative
Krankheiten, Alzheimer, motorische Fehlfunktionen, akute und chronische
Herzkreislaufkrankheiten, Lungenkrankheiten wie Asthma, zystische Fibrose, vaskulare
Krankheiten im Zusammenhang mit zystischer Fibrose, Bronchitis, chronisch obstruktive
Lungenerkrankung (COPD), Ubergewicht, Glaukom, Gelenksentziindung,
Arthrose/Arthritis, fibrotische Verdnderungen wie idiopathische pulmonale Fibrose,
posttraumatische pulmonale Fibrose, Bronchopulmonale Dysplasie (BPD), post-
toxische Leberkrankheiten wie VPD oder Leberzirrhose, und periphere
Durchblutungsstérungskrankheiten  einschlieBlich  Raynaud’s  Krankheit und

Sklerodermie.
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In einer speziellen Ausfohrungsform wird die erfindungsgemale
pharmazeutische Zusammensetzung zur Behandlung von Herz-Kreislauferkrankungen,
Asthma bronchiale, Fettleibigkeit, Glaukom, Lungenerkrankungen, Gelenksentziindung,
oder Arthrose/Arthritis verwendet.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft eine erfindungsgemalie
pharmazeutischen Zusammensetzung zur Verwendung als Medikament.

Die vorliegende Erfindung wird weiters durch die folgenden Beispiele und die

Figuren illustriert, ohne darauf limitiert zu sein.

BEISPIELE
Die folgenden Beispiele beschreiben die Synthese von 7-DAFSK und die

Komplexierung von 7-DAFSK mit, wobei PVP mit einer mittleren molaren Masse von
etwa 2,5 kD (,PVP K12%) und etwa 24 kD (,PVP K25%) gewahlt wurde, und die
Mengenverhéltnisse von 7-DAFSK zu PVP variiert wurden. Die Beispiele behandeln
weiters die Charakterisierung der erhaltenen Komplexe in Bezug auf den Gehalt an 7-
DAFSK, die Wasserloslichkeit, und die Wirkung als cAMP Aktivator in cAMP Assays.
Die Beispiele enthalten keine detaillierten Beschreibungen von Standardmethoden, wie
der Durchfuhrung einer Gehaltsbestimmung mittels HPLC, oder der Messung von NMR

Spektren. Solche Methoden sind der Fachperson gut bekannt.

Beispiel 1 — Synthese von 7-Deacetylforskolin

Als Edukt fur die Synthese von 7-Deacetyl Forskolin (7-DAFSK) wurde das
synthetische Forskolin (GMP — Material) von Mercachem, Charge MAMAQ7-024-5,
verwendet. Die Deacetylierung von Forskolin wurde uber eine klassische
Carbonatverseifung durchgefiihrt.

Die Deacetylierung erfolgte nach dem in Figur 1 abgebildeten Reaktionsschema.
Zunachst wurden 200 mg Forskolin (synthetisches Forskolin, Mercachem, Charge
MAMAOQ7-024-5) und 200 mg calciniertes Na2COs in 10 mL Methanol im 250 mL
Rundkolben, 4 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt. AnschlieBend wurde das
Reaktionsgemisch Uber Nacht stehen gelassen (20 Stunden).

Danach wurde das Methanol abdestilliert (Rotavapor) und mit etwa 20 mL CH2Cl2
aus dem Kolben geldst. Dabei wurde kurz mit Ultraschall behandelt (1 min). Das

gebildete 7-DAFSK geht mit CH2Cl2 in Lésung, wobei die Salze ausfallen. Die Salze
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wurden abfiltriert (mittelschnelle Filter). Danach wurde das Filtrat mit 2 n HCI im
Scheidetrichter gewaschen. Die Dichlormethan Fraktion wurde abgezogen und das
Lésungsmittel im Rotavapor abdestilliert. Das so erhaltene wei3e Pulver wurde mittels
HPLC analysiert. Dabei konnte eine Reinheit von Uber 99 % bestimmt werden.

Die Struktur von 7-DAFSK wurde mittels 'H NMR '3C NMR verifiziert. Die
gemessenen 'H und *C NMR Spektren des erhaltenen 7-DAFSK sind ident zu bereits
publizierten Spektren dieser Verbindung (J. Org. Chem. 2006, 71, 4619 — 4624). Damit
konnte die gewiinschte Deacetylierung von Forskolin nach dem in Figur 1 gezeigten
Reaktionsschema bestétigt werden.

Das erhaltene 7-DAFSK wurde weiters mittels HPLC charakterisiert.
Deacetylforskolin und Forskolin wurden mit einer mobilen Phase aus Acetonitril/Wasser
(565/45 v/v) mit einer Flussrate von 0,6 mL/min eluiert (stationdre Phase: Nucleosil 120
3C18, 250 x 4 mm). Zur quantitativen Bestimmung des Gehaltes an 7-DAFSK im
Komplex mit PVP wurde eine Kalibriergerade erstellt. Fur die Kalibration wurden
Kalibrierldsungen mit 7-DAFSK Konzentrationen von 0,014; 0,028; 0,056 und 0,56

mg/mL verwendet.

Beispiel 2 — Herstellung von 7-DAFSK-PVP Komplexen

Da 7-Deacetylforskolin selbst nur maRig wasserléslich ist wurde 7-DAFSK mit
PVP komplexiert, um die Wasserloslichkeit zu steigern. Die 7-DAFSK-Komplexe wurde
mit den erfindungsgemafen Verfahren, im Folgenden ,Erhitzungsverfahren“ genannt,
sowie zum Vergleich mit herkdbmmlicher L&sung ohne Erhitzung (,Lésungsverfahren®)

hergestellt.

1. Herstellung von 7-DAFSK-PVP Komplexen mittels Erhitzens von PVP dber
die Glasubergangstemperatur (,Erhitzungsverfahren*)
7-DAFSK-PVP K12-Komplex (Komplex von 7-DAFSK mit PVP K12)
Fir die Komplexierung von 7-Deacetylforskolin mit PVP K12 (,Kollidon* 12 PF,
Ph. Eur., USP, JP; BASF, mittlere molare Masse: etwa 2,5 kD) wurden 20 mg 7-DAFSK

und 20 mg PVP K12 in einem Porzellantiegel verrieben und mit 300 yL Ethanol versetzt

und verridhrt. Nach 10 min wurden 100 pL H20 zugegeben, verrihrt und wieder 10 min
stehen gelassen. AnschlieRend wurde die Lésung im Trockenschrank innerhalb von 40
min auf 140°C erhitzt und insgesamt fur 45 min darin belassen. Nach dem Abkuhlen

wurden 3 mL H20 zugegeben und es wurde 20-30 min lang geriihrt. Danach wurde die
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Suspension mit einer Spritze aufgenommen und durch 0,45 um Filter (hydrophil) filtriert.
Der Tiegel wurde mit 3 mL H20 nachgewaschen und die Waschlésung ebenfalls durch
den Filter filtriert. Der Gehalt an 7-DAFSK gelést in den 6 mL H20 wurde mittels HPLC
bestimmt. Fir die Bestimmung wurde die 7-DAFSK-PVP-Komplexlésung 1:10 mit
Laufmittel verdinnt. Es wurde ein Masseanteil von 7-DAFSK am Gesamtkomplex von
35 Gew.-% bestimmt.

7-DAFSK-PVP K25-Komplex (Komplex von 7-DAFSK mit PVP K25)

Fur die Komplexierung von 7-Deacetylforskolin mit PVP K25 (FLUKA 81399,
mittlere molare Masse: etwa 24 kD) wurden 20 mg 7-DAFSK und 20 mg PVP K25 in
einem Porzellantiegel verrieben und mit 300 yL Ethanol versetzt und verrithrt. Nach 10
min wurden 100 yL H20 zugegeben, verrihrt und wieder 10 min stehen gelassen.
Anschliefend wurde die Lésung im Trockenschrank innerhalb von 40 min auf 185°C
erhitzt und insgesamt fiir 45 min darin belassen. Nach dem Abkihlen wurden 3 mL H20
zugegeben und 20-30 min lang gertihrt. Danach wurde die Suspension mit einer Spritze
aufgenommen und durch 0,45 pym Filter (hydrophil) filtriert. Der Tiegel wurde mit 3 mL
H20 nachgewaschen und die Waschlésung ebenfalls durch den Filter filtriert. Der Gehalt
an 7-DAFSK geldst in den 6 mL H20 wurde mittels HPLC bestimmt. Fir die Bestimmung
wurde die 7-DAFSK-PVP 25-Komplexlésung 1:10 mit Laufmittel verdinnt. Es wurde ein

Masseanteil von 7-DAFSK am Gesamtkomplex von 17 Gew.-% bestimmt.

2. Herstellung von 7-DAFSK-PVP Komplexen mittels Lésungsverfahren
7-DAFSK-PVP K12-Komplex
Es wurden 20 mg 7-DAFSK und 40 mg PVP K12 in einem Porzellantiegel

verrieben und mit 300 yL Ethanol versetzt und verrithrt. Nach 10 min wurden 100 uL

H20 zugegeben, verrihrt und wieder 10 min stehen gelassen. Anschlieend wurde die
L&sung bei Raumtemperatur fir 45 min stehen gelassen, 3 mL H20 zugegeben und 20-
30 min lang gerthrt. Danach wurde die Suspension mit einer Spritze aufgenommen und
durch 0,45 um Filter (hydrophil) filtriert. Der Tiegel wurde mit 3 mL H20 nachgewaschen
und die Waschlésung ebenfalls durch den Filter filtriert. Der Gehalt an 7-DAFSK geldst
in den 6 mL H20 wurde mittels HPLC bestimmt. Es wurde ein Masseanteil von 7-DAFSK

am Gesamtkomplex von 24 Gew.-% bestimmt.
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7-DAFSK-PVP K25-Komplex

Es wurden 20 mg 7-DAFSK und 40 mg PVP 25 in einem Porzellantiegel verrieben
und mit 300 yL Ethanol versetzt und verrihrt. Nach 10 min wurden 100 pyL H20
zugegeben, verrihrt und wieder 10 min stehen gelassen. Anschlielend wurde die
L&sung bei Raumtemperatur fur 45 min stehen gelassen, 3 mL H20 zugegeben und fiur
20-30 min gerdhrt. Danach wurde die Suspension mit einer Spritze aufgenommen und
durch 0,45 um Filter (hydrophil) filtriert. Der Tiegel wurde mit 3 mL H20 nachgewaschen
und die Waschlésung ebenfalls durch den Filter filtriert. Der Gehalt an 7-DAFSK gel6st
in den 6 mL H20 wurde mittels HPLC bestimmt. Es wurde ein Masseanteil von 7-DAFSK

am Gesamtkomplex von 8 Gew.-% bestimmt.

Beispiel 3 — Bestimmung der Wasserldslichkeit

Fur die Loslichkeitstests wurde der entsprechende, mittels Rotationsverdampfer
getrocknete, Komplex verwendet. Es wird eine definierte Menge Wasser vorgelegt und
anschlieRend so lange Komplex zugegeben, bis ein Uberschuss an 7-DAFSK-PVP
vorliegt. Die Uberséttigte Losung wird mit Ultraschall behandelt, gerihrt und leicht
erwarmt (Wasserbad 40°C). AnschlieRBend wird die Suspension filtriert (0,45 um Filter)
und der Gehalt des Filtrats an 7-DAFSK mittels HPLC bestimmt.

Beispiel 4 — Charakterisierung des 7-DAFSK-PVP Komplexes

Masseanteil von 7-DAFSK am Gesamtkomplex

Figur 2 zeigt ein Diagramm des bestimmten Gehalts an 7-DAFSK im 7-DAFSK-
PVP K12 und 7-DAFSK-PVP 25 Komplex, bei welchen ein Verhaltnis von 7-DAFSK zu

PVP von 20 zu 20 gewahlt wurde. Hierbei wird zwischen dem Erhitzungsverfahren und

dem Lésungsverfahren unterschieden. Bei allen Komplexen sind deutliche Unterschiede
in Bezug auf die Gehalter an 7-DAFSK zwischen den beiden Methoden zu erkennen.
Mit Hilfe des Erhitzungsverfahrens lassen sich um 8-9 % héhere Gehélter an 7-DAFSK
in den fertigen Komplexen erzielen. Der 7-DAFSK-PVP K12 Komplex weist den
héchsten Gehalt an 7-DAFSK auf (ca. 35 Gew.-%).

Zur Optimierung des Gehalts von 7-DAFSK am Gesamtkomplex wurden die
eingesetzten Gewichtsverhaltnisse von 7-DAFSK und PVP K12 variiert (Figur 3). Auch
durch Variation der Verhéltnisse an 7-DAFSK/PVP K12 konnten mit dieser Methode
nicht mehr als 50-60% des eingesetzten Materials an 7-DAFSK (20 mg) komplexiert

werden, wie aus Figur 3 ersichtlich wird. Es wird deutlich, dass sich trotz Erhéhung der
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Menge an PVP12 die schlussendlich komplexierte Menge an 7-DAFSK im fertigen
Komplex nicht maRgeblich dandert. Um herauszufinden, wieviel nicht komplexiertes 7-
DAFSK beim L&sevorgang nach der Herstellung mittels Erhitzungsverfahren in Lésung
geht, wurde eine Kontrollprobe (ohne PVP12, nur 7-DAFSK), welche gleich wie die
Komplex-Proben behandelt wurde, untersucht. Hierbei konnte weniger als ein Viertel
des eingesetzten 7-DAFSK in L&sung gebracht werden. Die Komplexierung mit PVP
bringt also eine Erhéhung der 7-DAFSK-Léslichkeit.

Auch durch Erhéhung der Lésungsmittelmenge vor dem Erhitzen konnten keine
gréBeren Mengen an 7-DAFSK in den Komplex mit PVP K12 gebracht werden.

In Figur 4 ist zu sehen, dass auch mit sehr geringen Mengen an PVP
vergleichsmafige Ergebnisse erzielt werden konnten.

Die angegebenen Gehalter an 7-DAFSK in Gew.-% wurden mittels HPLC
bestimmt. Fir die Berechnung wurde angenommen, dass die gesamte Menge an PVP

beim Lésen mit den 6 mL H20 in Lésung geht.

Wasserldslichkeiten

Tabelle 2 zeigt, dass eine deutliche Steigerung der Wasserl&slichkeit von 7-
DAFSK durch die Komplexierung mit PVP méglich ist. Die Léslichkeit von 7-DAFSK im
Komplex mit PVP ist bis zu dreimal so hoch wie die Léslichkeit von nicht kompliziertem
7-DAFSK. Im Unterschied zu 7-DAFSK kann Forskolin aufgrund seiner sterischen
Struktur mit PVP kaum geldst werden, noch mit PVP komplexieren.

Figur 5 zeigt, dass sich die Wasserldslichkeit bei unterschiedlichen Verhaltnissen
an DAFSK/PVP nicht ausschlaggeben andert. Die Werte schwanken zwischen 2,5
mg/mL und 3,5 mg/mL. Dies liegt daran, dass bei jedem Verhéltnis ungeféhr derselbe
Anteil an 7-DAFSK (50-60%) des komplexiert wird, wodurch sich die Wasserl&slichkeit

des Komplexes nicht wesentlich andert.
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Tabelle 2: Wasserldslichkeiten unterschiedlicher Substanzen/Komplexe

PVP Masseanteil am
Substanz/Komplex Wasserldslichkeit
Gesamtkomplex
FSK - 0,01 mg/mL
0,001 mg/ml (nicht
detektierbar, keine
FSK-PVP12 - nachweisbare
Komplexbildung mit
Forskolin)
7-DAFSK - 1 mg/mL
7-DAFSK-PVP K12 35 Gew.-% 3 mg/mL
7-DAFSK-PVP K25 17 Gew.-% 2 mg/mL

Beispiel 5 — Zellkulturtest: cAMP Assay

Ein cAMP Assay wurde mit HEK293 Zellen (humane embryonale Nierenzellen,
1970) mit den Prostaglandin Rezeptoren EP2 oder EP4, oder dem Prostacyclin
Rezeptor IP, durchgefuhrt. Die HEK293 Zellen wurden mit FCS und einem Radioligand
([3H] Adenin) inkubiert. Die Bildung von cAMP ([*H]cAMP) wurde experimentell verfolgt.

Die Aktivierung der Adenylycyclase (AC) durch Forskolin (in DMSO geldst), 7-
DAFSK und 7-DAFSK-PVP, beide in Wasser geldst, wurde verglichen. Es bestehen
geringfiigige Unterschiede der drei Forskolin Abkédmmlinge bei der Aktivierung der AC
Uber EP2 und EP4 Rezeptoren, und keine signifikanten Unterschiede bei der Aktivierung
des IP Rezeptors (Figur 6).

Alle drei Forskolin Abkémmlinge aktivieren die Adenylylcyclase lber die
genannten Rezeptoren, auch in Anwesenheit von Treprostinil. Treprostinil alleine
(Kontrollprobe) zeigt keine Aktivierung der AC. Die verbesserte Aktivitat von Forskolin,
7-DAFSK und 7-DAFSK-PVP gegeniber der Kontrolle ist in Figur 6 deutlich erkennbar.
Diese Ergebnisse zeigen somit, dass 7-DAFSK-PVP ein geeigneter Stimulator der

Adenylylcyclase ist.

Die Assays wurden wie folgt durchgefiihrt:
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Tag 1: HEK293 Zellen welche entweder EP2, EP4 oder IP Rezeptoren stabil
exprimieren, wurden auf einer 6-Well Platte in 2 mL DMEM Medium mit 10% FCS and
2uCi [*H]-Adenin angesetzt und fir 16 Stunden inkubiert.

Tag 2: Die Zellen wurden mit 30 yM Treprostinil alleine oder in Kombination mit
30 ym Forskolin in DMSO, 100 pM 7-DAFSK in Wasser oder 100 yM 7-DAFSK im 7-
DAFSK-PVP K12 Komplex in Wasser stimuliert (in frischem Medium fur 30 Minuten bei
Raumtemperatur). Danach wurden die Zellen mit 2,5% Perchlorsdure (PCA) fur 30
Minuten auf Eis lysiert. Das PCA Extrakt wurde mit KOH neutralisiert und [*H]cAMP
wurde durch sequenzielle Chromatographie mit DOWEX und Aluminiumoxid S&ulen
getrennt. Die Radioaktivitat wurde anschliellend mit einem Szintillator gemessen.

Ein Aliquot des PCA Extraktes von jeder Well wurde fiir die Messung der

Radioaktivitat verwendet.

Beispiel 6 — Herstellungsversuch eines Forskolin-PVP_Komplexes mittels

Lésungsverfahren
Es wurden 20 mg FSK und 40 mg PVP 25 in einem Porzellantiegel verrieben und

mit 300 uL Ethanol (alternativ Propanol) versetzt und verrihrt. Nach 10 min wurden 100
uL H20 zugegeben, verrihrt und wieder 10 min stehen gelassen. Anschliefend wurde
die Lésung bei Raumtemperatur fur 45 min stehen gelassen, 3 mL H20 zugegeben und
fur 20-30 min geruhrt. Danach wurde die Suspension mit einer Spritze aufgenommen
und durch 0,45 pm Filter (hydrophil) filtriert. Der Tiegel wurde mit 3 mL H20
nachgewaschen und die Waschlésung ebenfalls durch den Filter filtriert. Der Gehalt an

FSK gelést in den 6 mL H20 wurde mittels HPLC bestimmt. Es wurde ein Masseanteil

von FSK am Gesamtkomplex von <0.01 Gew.-% bestimmt. FSK war im Filtrat mittels
HPLC nicht nachweisbar.




