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2,2'-[4-(4-Phenoxymethylphenyl)butylimino]diethanol (Oe 9000) ist eine neues hochwirksames Lokal-
anasthetikum aus der Gruppe der Fomocaine. Es zeichnet sich durch eine lange oberflachenanastheti-
sche und lokalanasthetische Wirkung bei geringer Toxizitat aus und ist dem Fomocain in Wasserléslich-
keit und Wirkstérke deutlich Gberlegen. Im Hinblick auf die Entwicklung systemischer Applikationsformen,
z.B. zur Kupierung postoperativer Schmerzen, wurde die Biotransformation von Oe 9000 untersucht. Wir
fuhrten dazu Versuche mit Leberhomogenaten vom Schwein durch und identifizierten sechs Phase-I-Me-
taboliten mittels LC-MS unter Verwendung erstmalig synthetisierter Referenzsubstanzen. In Versuchen
mit 10000 x g-Uberstéanden und Mikrosomen wurden neben hauptsachlich auftretender oxidativer Desa-
minierung, die nach Redoxreaktionen zum Buttersédure- und Butanolderivat flihrte, auch Oxygenierung am
Exoring, oxidative N-Desalkylierung und N-Oxidbildung beobachtet. Damit entstehen mit Ausnahme einer
Substanz nur Metaboliten, denen aufgrund ihrer verminderten Basizitat keine lokalandsthetische Wirkung
mehr zukommen durfte.

In vitro investigations of phase | metabolism of the fomocaine derivative Oe 9000 with pig
liver homogenates

2,2'-[4-(4-Phenoxymethylphenyl)butylimino]diethanol (Oe 9000) is a new, highly potent local anaes-
thetic related to fomocaine. It displays a long duration of action, low toxicity and is superior to fomo-
caine with regard to aqueous solubility and efficacy. In view of the development of new application
forms, e.g. for the treatment of postoperative pain, the elucidation of the biotransformation of the drug
is required. Therefore, experiments with 10000 x g supernatants and microsomes from pig liver homo-
genates were conducted. Using specifically synthesized reference compounds six phase | metabolites
could be identified by LC-MS. Apart from the predominating oxidative desamination of the compound,
that led after redox reactions to the corresponding butyric acid and butanol derivatives, oxygenation of
the exocycle, oxidative N-desalkylation, and N-oxidation were observed. Thus, with the exception of
one compound only metabolites are generated, that are expected to have no local anaesthetic activity
due to their reduced basicity.

1. Einleitung

In der Gruppe der Lokalanésthetika dominieren von der
Struktur her gesehen basische Ester und die jiingeren basi-
schen Siureanilide. Das untersuchte 2,2'-[4-(4-Phenoxyme-
thylphenyl)butylimino]diethanol (Oe 9000, Formelschema)
hingegen gehort wie die Leitsubstanz Fomocain (DAC seit
1979) zu den basisch substituierten Benzylphenylethern.
Aufgrund dieser Struktur sind Vertreter dieser Gruppe
nicht dem Angriff mikrosomaler Amidasen oder rasch in-
aktivierender Esterasen ausgesetzt, sondern werden iiber-
wiegend durch oxidative Cytochrom P450 (CYP)-abhingi-
ge Biotransformationswege umgesetzt, was neben ihrer
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hohen Lipophilie die von verschiedenen Autoren (Nie-
schulz 1958; Oelschldger et al. 2001; Seeling et al. 2001;
Fleck et al. 2003; Fleck et al. 2004) charakterisierte, lang
anhaltende lokalanisthetische Wirkung erklért.

Fomocain bindet intrazelluldir an spannungsabhingige
Na*- und Ca’**-Kanile und blockiert so die Reizleitung
(Zamponi et al. 1996). Therapeutisch blieb der Einsatz des
Fomocainhydrochlorids wegen seiner geringen Wasserlos-
lichkeit bisher vornehmlich auf die Oberflichenanisthesie
beschrinkt. Die Wasserloslichkeit lieB sich einerseits
durch den Austausch des Morpholinrests durch hydrophi-
lere Basen steigern, andererseits ermoglichte auch der Ein-
schluss von Fomocain in 2-Hydroxypropyl-f3-cyclodextrin
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unter Beibehaltung seiner vollen Wirkstdrke bei nur mini-
maler Latenzzeit die Herstellung stabiler konzentrierter
Losungen (Fleck et al. 2004).

Die Variation der Basenkomponente hat weitreichende
Auswirkungen auf die pharmakologischen und toxikologi-
schen FEigenschaften der Substanzen. Wihrend Fomocain
als Morpholinderivat nach intravendser Applikation bei der
Maus eine LDsy von 175 mg/kg zeigt (vgl. Tetracain:
LDsp = 10 mg/kg), ist das lipophilere Diethylaminderivat
etwa sechsmal toxischer. Die Einfiihrung von Hydroxyl-
gruppen in die zweite Verbindung zum Diethanolaminderi-
vat Oe 7000 senkt die Toxizitdt (LDsg: 125 mg/kg). Gleich-
zeitig steigt die leitungsanisthetische Wirksamkeit von
Fomocain zu Oe 7000 dosisabhéngig um etwa den Faktor 5,
wihrend die oberflichenandsthetische Wirkstérke nicht ver-
andert wird.

Andsthetische Potenz und Toxizitdt werden aufler durch
den basischen Rest entscheidend durch die Kettenlidnge
zwischen der Benzylphenylether-Komponente und dem ba-
sischen Molekiilteil bestimmt, denn sie steigen bei Ketten-
verldngerung sukzessive an.

Beim Vergleich der molaren effektiven Konzentrationen
(EC), die zur Aufrechterhaltung der Anésthesie tiber 20 min
erforderlich sind, ergibt sich damit folgendes Bild fiir
die Oberflichenanisthesie (Cornea der Ratte): ECrgomocain
= ECretracain = ECoe 7000 > ECoe 9000 und fiir die Leitungs—
anisthesie (N. ischiadicus der Ratte): ECgomocain > ECprocain
= ECoe 7000 > ECoe 9000 (Fleck et al. 2003).

Damit zédhlt Oe 9000 zu den hochwirksamen Oberfldchen-
andsthetika und zu den potentesten aller bisher syntheti-
sierten Fomocaine.

Fomocain wurde hinsichtlich seines Metabolismus sowie
der lokalandsthetischen Wirksamkeit und Toxizitdt der Me-
taboliten bereits eingehend untersucht. Nach i.v. Gabe von
Fomocain bzw. '*C-markiertem Fomocain bei Ratte und
Beagle-Hund (Oelschliger et al. 1975; Ewald 1985) konn-
ten 14 Metaboliten nachgewiesen werden, die sich mit ei-
ner Ausnahme als pharmakologisch inaktiv und wenig to-
xisch erwiesen. Die Richtung der Biotransformation hingt
von der Tierspezies ab. Bei Ratten dominiert die oxidative
Dearylierung, beim Beagle die Oxygenierung in 4-Stel-
lung des Exorings. N-Oxidation tritt bei beiden Spezies
auf. Nach groBflichiger Auftragung von Fomocain-halti-
gen Dermatika auf die menschliche Riickenhaut wurde im
Harn das Glucuronid des 4-Hydroxyfomocain in geringer
Menge gefunden (Oelschliger und Rothley 1979).
Praktisch unbekannt war hingegen das pharmakokinetische
Verhalten von Oe 9000, insbesondere seine Biotransforma-
tion. Lediglich Lupp (Lupp et al. 2003) hatte festgestellt,
dass die Interaktionen mit einigen CYP-Isoenzymen aus
den Unterfamilien 1A, 2A, 2B, 2C, 2E und 3A qualitativ
dhnlich, aber in geringerem Ausmafl als bei Fomocain
stattfinden. Metaboliten wurden nicht identifiziert. Zur
Kldarung dieser offenen Frage wurden Inkubationen mit
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10000 x g-Uberstinden und Mikrosomen aus Leberhomo-
genaten vom Schwein vorgenommen.

2. Untersuchungen und Ergebnisse

Zur Identifizierung der Metaboliten wurden Referenzsub-
stanzen synthetisiert, deren Strukturen unter Zugrundele-
gung von im Arbeitskreis gesammelten Erfahrungen ge-
plant wurden.

2.1. Synthesen von Oe 9000 und den stickstoffhaltigen
Metaboliten

Ausgehend von (4-Chlorbutyl)benzen (1) (Schema 1) er-
gab die von Oelschlédger et al. (1991) modifizierte Blanc-
Chlormethylierung ein Stoffgemisch, welches neben dem
angestrebten  1-(4-Chlorbutyl)-4-(chlormethyl)benzen (2)
auch die in 2- und 3-Stellung substituierten Produkte (2a,
2b) enthielt (Verhiltnisse o/m/p = 38/7/55). Die Reak-
tionstemperatur von 50 °C bei der Chlormethylierung stellt
einen Kompromiss dar, da schon bei geringfiigiger Unter-
schreitung vermehrt die ortho-Verbindung auftritt, wih-
rend durch Temperaturerh6hung die Bildung zweifach
chlormethylierter Produkte begiinstigt wird, wie GC-MS-
Daten zeigten.

Die sich anschlieBende Reaktion mit in sifu gebildetem
Kaliumphenolat in Aceton ergab ein oliges Stoffgemisch
aus 1-(4-Chlorbutyl)-4-(phenoxymethyl)benzen (3) und
den analogen ortho- und meta-Regiomeren, das durch SC
von einem weiteren Nebenprodukt, dem Diether 1-(4-Phe-
noxybutyl)-4-(phenoxymethyl)benzen separiert wurde.

Die analoge Umsetzung des nach der Fraktionierung im
Hochvakuum erhaltenen Regiomerengemisches (2, 2a, 2b)
mit p-Hydrochinon und Kaliumcarbonat fiihrte statt zum
4-[4-(4-Chlorbutyl)benzyloxy]phenol durch zweifache Ver-
etherung zum 1,4-Bis[4-(4-chlorbutyl)benzyloxy]benzen als
Hauptprodukt. Durch Einsatz des p-Hydrochinon-monoben-
zoats wurde die Nebenreaktion unterbunden. Die Estergrup-
pe konnte wihrend der sich anschlieBenden nukleophilen
Substitution leicht abgespalten werden.

Die Umsetzung der Alkylhalogenide (3 und 4) mit dem
3—4fachen Uberschuss Diethanolamin bzw. 2-Aminoethanol
fithrte damit direkt zu Oe 9000, 4-OH-Oe 9000 bzw. 2-[4-(4-
Phenoxymethylphenyl)butylamino]ethanol (POMPBAmME?).
Im spiteren Verlauf der Versuche wurde erkannt, dass sich
eine bemerkenswerte Ausbeutesteigerung erzielen ldsst,
wenn vor der Aminzugabe mit Lithiumbromid und dem
Phasentransferkatalysator Methyltrioctylammoniumchlorid
nach Kobayashi (Kobayashi et al. 1998) in der Schmelze
zum Alkylbromid umhalogeniert wird.

Die N-Oxide lieBen sich nach Seeling (1996) durch
Oxidation mit Wasserstoffperoxid in Methanol gewinnen.
4-OH-Oe 9000-N-oxid fiel zudem als Nebenprodukt bei
der Synthese des 4-OH-Oe 9000 an.

2.2. Synthese der stickstofffreien Metaboliten
2.2.1. 4-(4-Phenoxymethylphenyl)butanol (POMPBuOH)

Die Eintopf-Synthese nach Zahalka und Sasson (1986)
ausgehend von 3 (Schema?2) erwies sich als einfach,
schnell und ertragreich (Gesamtausbeute iiber beide Teil-
schritte >90 % d. Th.). Bei der Reaktion werden die ein-
fache Uberfiihrbarkeit des Alkylhalogenids zum Formiat
mit einem Phasentransferkatalysator in der Schmelze (Lele
etal. 1983) und die hohe Hydrolysegeschwindigkeit des
Esters ausgenutzt.
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Schema 1 Syntheseschema zur Darstellung der Referenzsubstanzen 4-OH-Oe 9000, 4-OH-Oe 9000-N-oxid, POMPBAmEt und Oe 9000
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2.2.2. 4-(4-Phenoxymethylphenyl)buttersdure (POMPBA)

Durch Umsetzung von 1-(3-Brompropyl)-4-(phenoxyme-
thyl)benzen (6) (Schema 3) — einem Zwischenprodukt aus
der Synthese von Fomocainderivaten mit Propylenkette —
in einer Kolbe-Nitrilsynthese und sich anschlieender al-
kalischer Nitrilhydrolyse lieB sich POMPBA in hoher
Ausbeute (80 % d. Th.) gewinnen.

2.3. Biopharmazeutische Untersuchungen

Die Biotransformation von Oe 9000 wurde an aus drei
Schweinelebern gewonnenen Homogenaten gepriift.

Fiir die Inkubationen der 10000 x g-Uberstinde und Mi-
krosomen vom Schwein wurden die Oe 9000-Konzentra-
tionen mit 150-335 umol/l so gewihlt, dass wihrend des
Versuchs jederzeit ein Substratiiberschuss zur Umsetzung
zur Verfiigung stand. Da die Nachweisgrenzen der Meta-
boliten im oberen nanomolaren Bereich liegen, durfte die
Ausgangskonzentration an Oe 9000 zur Aufkldrung von
Biotransformationsnebenwegen auch nicht wesentlich
niedriger gewihlt werden. Die Substratkonzentration wur-
de damit oberhalb des Bereichs therapeutischer Plasma-
konzentrationen vergleichbarer Lokalanisthetika angesetzt.
Lange Inkubationszeiten sollten die Bildung von Sekun-
dirmetaboliten ermoglichen. Die Enzymaktivitit der CYPs
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Schema 3 Synthese der Referenzsubstanz POMPBA
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ist unter diesen Versuchsbedingungen nach etwa 40 min
erschopft (Oelschldger et al. 2001).

2.4. Ergebnisse

Fiir die Identititsbeweise der Metaboliten wurden die fol-
genden analytischen Kenndaten mit denen der Referenz-
substanzen verglichen, ndmlich die Retentionszeiten der
Substanzen in mindestens zwei HPLC-Systemen sowie die
UV- und Massenspektren der im HPLC aufgetrennten Me-
taboliten. Nicht von jedem Metaboliten lieen sich all
diese Daten erfassen. So fanden beispielsweise fiir POMP-
BA und POMPBuUOH keine ausreichenden Ionisierungen
unter den gewihlten HPLC-MS-Bedingungen statt. Die
Identifizierung gelang trotzdem zweifelsfrei anhand der
tibrigen Charakteristika und konnte im Fall von POMPBA
zusitzlich in ersten GC-MS-Untersuchungen nach Silylie-
rung mit N,O-Bis-(trimethylsilyl)-trifluoracetamid (BSTFA)
in Pyridin bestitigt werden.

2.4.1. HPLC

Die Identitdtssicherung der Metaboliten erfolgte entweder
durch Vergleich der Retentionszeiten zweier aufeinander-
folgender Chromatographieldufe von Probe und Referenz
oder durch Spiken von Referenzsubstanz zur bereits analy-
sierten Probe und erneuter chromatographischer Analyse.

Auf diese Weise konnte beispielsweise die Identitdt der
stickstofffreien Metaboliten gesichert (Abb. 1 u. 2), aber
auch die Entstehung von Phenol wihrend der Inkubation
ausgeschlossen werden.

2.4.2. ESI-Massenspektren

Unter den im Versuchsteil bezeichneten ESI-MS-Bedingun-
gen fragmentierten Oe 9000 und die stickstofthaltigen Meta-
boliten kaum, so dass POMPBAmEt, Oe 9000, Oe 9000-N-
oxid, 4-OH-Oe 9000 und 4-OH-Oe 9000-N-oxid anhand ih-
rer [M + H]"-Linien bei m/z 300, 344, 360 und 376 er-
kannt werden konnten. Zusitzlich trat jeweils ein um 94
(Phenol) bzw. bei den in 4-Stellung oxygenierten Derivaten
ein um 110 m/z-Einheiten (p-Hydrochinon) verringertes
Fragment auf, das aus der Etherspaltung resultierte (Abb. 3).

2.4.3. Online-UV-Spektren

Aus der Kenntnis der Molmasse war noch kein sicherer
Schluss iiber den Ort der metabolischen Veridnderung im
Molekiil zu ziehen. Hier leisteten die mit dem System 2
aufgenommenen UV-Spektren auBlerordentlich niitzliche
Dienste, um Anwesenheit, Art und Position der Substitu-
enten an den chromophoren Zentren des Oe 9000-Mole-
kiils zu erkennen bzw. auszuschlieen (Abb. 4). Oe 9000
weist unter diesen Bedingungen ein globales Maximum
bei 222 nm und ein lokales Maximum bei 271 nm auf.
Prisenz und Lage des 1. Maximums geben Aufschluss
tiber die Unversehrtheit der Benzylphenyletherstruktur. Mit-
hilfe der bathochromen Verschiebung des 2. Maximums
von 271 nm auf 292 nm lieB sich die 4-Stellung der durch
CYP eingefiihrten Hydroxylgruppe bei den 4-OH-Oe 9000-
Derivaten am Exoring bestimmen. Im Gegensatz dazu
wiirde eine Substitution in 2-Stellung eine Verschiebung des
Maximums auf 276 nm bewirken (Oelschliger et al. 1975).

2.4.4. Nachweis von N-Oxiden durch Reduktion

N-Oxide lassen sich leicht durch TiClz, Natriumdithionit
und andere starke Reduktionsmittel reduzieren, was fiir
ihre Identifizierung genutzt werden kann.

Die Reduktion mit Natriumdithionit erwies sich als hilf-
reich beim Nachweis von Oe 9000-N-oxid, da mit keiner
der beschriebenen HPLC-Methoden eine Basislinientren-
nung der Oe 9000- und Oe 9000-N-oxid-Peaks erreicht
wurde. Neben relativ groen Mengen Oe 9000 wurden
kleine Mengen Oe 9000-N-oxid nachgewiesen, indem letz-
tere aus saurem Milieu durch Extraktion selektiv aufkon-
zentriert und anschlieBend mittels LC-MS untersucht wur-
den (Methode 2a). Im ESI-MS traten mit m/z 344 und
360 die [M + H]"-Signale der Mutterverbindung und des
N-Oxids auf, doch erst die nachfolgende Reduktion des
N-Oxids zum Amin mit Natriumdithionit, wodurch das
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Abb. 1:
Identitdtsnachweis von POMPBuOH nach Inku-
bation von 10000 x g-Uberstinden mit Oe
9000, HPLC-System 1 und Methode 1. Links:
/Y Probe. Rechts: mit synthetisiertem POMPBuOH
- S—— versetzte Probe. 1 = Oe 9000 und Oe 9000-N-
: oxid (iibereinander), 2 = POMPBAmEt, 3 =
POMPBA, 4 = POMPBuOH

946

Pharmazie 61 (2006) 11



ORIGINAL ARTICLES

2
mAU -
2004
150 3
100+
504
Ml 5
M
Y :
04
0 2.5 5 7.5 10 125 15
min

Abb. 2: Chromatogramm nach Inkubation von 10000 x g-Uberstinden mit
Oe 9000, HPLC-System 2 und FlieBmittel 2 nach Aufarbeitung
mit Methode 2b, M = Matrix, 1 = 4-OH-Metaboliten (iibereinan-
der), 2=0e 9000-N-oxid, 3 =0e 9000 und POMPBAmEt
(libereinander), 4 = POMPBuOH, 5 = POMPBA

zweite Signal unterdriickt und das erste Signal verstidrkt
wurde, verriet den genauen Ort der Oxygenierung.

2.4.5. Zusammenfassung der Ergebnisse

Mithilfe der Referenzsubstanzen wurde die Identitdt von
sechs Phase-I-Metaboliten nach Inkubationen von Oe 9000
mit Schweineleberhomogenaten nachgewiesen. Auflerdem
wurde nicht umgesetztes Oe 9000 wiedergefunden. Das
Metabolitenmuster nach Mikrosomeninkubation unterschied
sich qualitativ nicht von dem, welches aus den Inkubationen
mit dem 10000 x g-Uberstand resultierte, was den Schluss
nahelegt, dass die metabolisierenden Enzyme iiberwiegend
im endoplasmatischen Retikulum lokalisiert sind.

In beiden In-vitro-Modellen trat vordergriindig oxidative
Desaminierung auf, was nach Oxidation des als Inter-
mediat anzunehmenden Aldehyds 4-(4-Phenoxymethyl-
phenyl)butanal (POMPBAId) zu dem Hauptmetaboliten
POMPBA und nach Reduktion zu POMPBuOH fiihrte.
Der Aldehyd selbst entzog sich dem Nachweis. Es tiber-
raschte, dass POMPBA und POMPBuOH auch mit der
Fraktion der gewaschenen Mikrosomen auftraten. Hierfiir
diirften Restaktivitdten nicht vollstindig abgetrennter Al-

koholdehydrogenase bzw. Aldehyddehydrogenase in der
Mikrosomenfraktion verantwortlich sein.

Daneben wurde Oxygenierung in 4-Stellung des Exorings
sowie N-Oxidbildung anhand des Auftretens der Verbindun-
gen 4-OH-Oe 9000, Oe 9000-N-oxid und 4-OH-Oe 9000-N-
oxid beobachtet. In vergleichsweise geringen Mengen ent-
stand durch oxidative N-Desalkylierung POMPBAmEt.

3. Diskussion

Nach umfangreichen Priifungen der physikochemischen,
pharmakologischen und toxikologischen Eigenschaften
von weit tiber 100 Fomocain-Derivaten, in denen sich im
Hinblick auf einen moglichen therapeutischen Einsatz
0e 9000 als vielversprechender Kandidat abhob, galt es,
den Metabolismus dieser neuen Substanz zu untersuchen.
Wihrend in frilheren Arbeiten iiberwiegend Rattenleberho-
mogenate als [In-vitro-Biotransformationsmodelle genutzt
worden waren, entschieden wir uns in dieser Studie fiir
Homogenate vom Schwein, da dessen Biotransformations-
reaktionen hiufig mit denen des Menschen konform gehen
(Desille etal. 1999). So erkannten Jurima-Romet et al.
(2000) anhand der Kreuzreaktivititen humaner CYPs mit
Antikorpern vom Schwein die grofle Strukturdhnlichkeit
fiir die metabolisch bedeutenden Cytochrome CYP1A2,
CYP2D6 und CYP3A4. Diese Ergebnisse stehen im Ein-
klang mit denen von Soucek et al. (2001), die zusétzlich
auch Ahnlichkeiten in den Enzymaktivititen fiir CYP3A4,
CYP2A6, CYP2D6, CYP2E1, CYP2C9 gefunden haben.
Soweit untersucht, interagiert Oe 9000 (bei der Ratte) vor-
wiegend mit CYP1A und CYP2B, wihrend die Wechsel-
wirkung mit CYP3A nur geringfiigig ausgeprégt ist.
Seeling etal. (2001) hatten am Fomocain gezeigt, dass
Oxygenierung des Exorings, N-Oxidation und oxidative
Desaminierung zu einem drastischen bis vollstindigen
Verlust der lokalanisthetischen Wirksamkeit fiihren. Diese
Ergebnisse gelten mit hoher Wahrscheinlichkeit fiir die ge-
samte Fomocaingruppe. Damit muss lediglich fiir den auf-
getretenen Oe 9000-Metaboliten POMPBAmEt im Hin-
blick auf seine hohe Basizitit und Lipophilie die Frage
offen bleiben, ob diese Substanz nicht lokalanisthetisch
wirksam ist und damit einen Beitrag fiir das Gesamtwir-
kungsspektrum liefert.

Nach den bisher vorliegenden Untersuchungen diirfte mit
Oe 9000 eine Verbindung gefunden worden sein, die so-

360,1
100 4-OH-Oe 9000
] M; =359,5
M +H]*
rel. 3
Int. J OH
(%) HO—@—O p—
3 (CHa),—N
50 E 350 OH
214,2
376,6
Abb. 3: -
ESI-MS von 4-OH-Oe 9000 nach Inkubation von 100 200 250 300 350 400 450 500
10000 x g-Uberstinden mit Oe 9000, System 2, mlz. amu
FlieBmittel 3 '
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Abb. 4:

Online-UV-Spektrum: Bathochrome Verschie-
bung des lokalen Maximums von 271 auf
292 nm durch Oxygenierung von Oe 9000 in
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wohl fiir die Oberflidchen- als auch fiir die Leitungsanis-
thesie geeignet ist. Seine lang anhaltende Wirkung macht
es aber vor allem fiir die ErschlieBung neuer Indikations-
gebiete in der Schmerztherapie interessant. So gilt zu kla-
ren, ob Oe 9000 zur Kupierung postoperativer Schmerzen
in Form einer epiduralen Bolusinjektion oder einer konti-
nuierlichen epiduralen Infusion in Frage kidme. Im Ver-
gleich mit dem fiir diese Indikation zugelassenen Levobu-
pivacain ist Oe 9000 weniger toxisch und zeigt kaum
Wechselwirkungen mit CYP3A4, wodurch das therapeuti-
sche Risiko gesenkt werden konnte.

4. Experimenteller Teil

4.1. Synthesen
4.1.1. Synthese von Oe 9000 und dessen Hydrochlorid
4.1.1.1. 1-(4-Chlorbutyl)-4-(chlormethyl)benzen (2)

34,0 g (0,20 mol) (4-Chlorbutyl)benzen (1), 15,0 g Paraformaldehyd und
9,0 g (0,066 mol) frisch geschmolzenes ZnCl, werden 30 min bei 40 °C
geriihrt. Dann werden unter intensivem Riihren 35 g (0,29 mol) SOCI, so
zugetropft, dass die Temperatur 50 °C nicht iiberschreitet. Nach beendeter
Zugabe wird noch 2 h bei 50 °C weiter geriihrt (DC-Kontrolle, FlieBmittel:
Petrolether + CH,Cl, = 75 + 25, V/V). Uberschﬁssiges SOCI, wird unter
Eisbadkiihlung mit Wasser zersetzt. Nach dem Abkiihlen wird mit CH,Cl,
aufgenommen, die organische Phase mit Wasser gewaschen und iiber was-
serfreiem Na,SO4 getrocknet. Nach dem Entfernen des Losungsmittels
wird im Hochvakuum destilliert.

Bei 115 °C und 1,3 Pa gehen 24 g (55 % d. Th.) 2 als schwach gelbes Ol
iiber, das noch ca. 19 % des ortho- sowie 1% des meta-Regiomeren-
produktes enthilt (GC-MS, Retentionsreihenfolge: 1. ortho, 2. meta, 3. pa-
ra).

ElektronenstoB-Massenspektrometrie (EI-MS): m/z [%] =216 [23, M*],
181 [100], 167 [5], 139 [91], 117 [13], 104 [34], 91 [29], 77 [13].

4.1.1.2. 1-(4-Chlorbutyl)-4-(phenoxymethyl)benzen (3)

In 100 ml frisch destilliertem Aceton werden 6,0 g (0,028 mol) des vor-
stehenden Regiomerengemisches und 2,6 g (0,028 mol) Phenol gelost
und dann 7,7 g (0,056 mol) K,COj; zugefiigt. Der Ansatz wird 4 Tage
unter Riihren am Riickfluss erhitzt (DC-Kontrolle, FlieBmittel: Petrole-
ther + CH,Cl, = 75 + 25, V/V). Nach beendeter Reaktion wird mit Was-
ser aufgenommen und dreimal mit Dichlormethan extrahiert. Die vereinten
organischen Phasen werden zunidchst mit 10%iger Na,COs-Losung und
anschlieBend mit Wasser gewaschen. Man trocknet iliber wasserfreiem
Na,SOy, filtriert und destilliert das Losungsmittel am Rotationsverdamp-
fer (RV) ab. Die Aufreinigung des Produkts erfolgt sc iiber Kieselgel 60
(63-200 um, Petrolether + Dichlormethan = 50 + 50, V/V, Rfprauke = 0.,8)
und durch anschlieBende dreimalige Umkristallisation bei 0 °C aus Me-
thanol. Ausbeute: 3,5g 3 (45% d. Th.). Die farblosen Kristalle, die bei
Raumtemperatur (RT) zerflieBen, sind noch mit 4 % des entsprechenden
ortho-Regiomeren verunreinigt (GC-MS).

EI-MS: m/z [%] =274 [2, M*], 181 [100], 145 [2], 117 [13], 104 [19],
91 [13], 77 [4], 65 [5].

"HNMR (CDCl3): & [ppm] = 7,07-7,38 [6 H, m, aromat. H-2/, H-3', H-5',
H-6' + H-3, H-5], 6,83-6,94 [3H, m, aromat. H-2, H-4, H-6], 4,95 [2H,
s, benzyl], 3,42-3,56 [2H, t, J=63, —CH)CI], 2,52-2,74 [2H, t,
J=17,0, —=Ph—CH,—CH,—], 1,60-1,84 [4H, m, —CH,—CH,—].

BC NMR (CDCls): & [ppm] = 158,9, 141,7, 134,6, 129,5, 128.6, 1278,
120,9, 114,8, 69,8, 44,9, 34,8, 32,1, 28,5.
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4.1.1.3. 2,2’-[4-(4-Phenoxymethylphenyl)butylimino]diethanol (Oe 9000)

3,0g (0,011 mol) 3 werden mit 1,9g (0,022 mol) LiBr und 0,22¢g
(0,55 mmol) Methyltrioctylammoniumchlorid versetzt und auf 125 °C er-
hitzt. Die Umhalogenierung ist bei dieser Temperatur nach 1 h Riihren ab-
geschlossen. Es folgt die Zugabe von 5,0 g (0,048 mol) Diethanolamin bei
95 °C. Man setzt noch 48 h unter Riihren bei 95-100 °C um (DC-Kontrol-
le, FlieBmittel: Hexan + Ethylacetat = 3 + 1, V/V). Nach beendeter Reak-
tion wird mit Wasser aufgenommen, mit K,CO3 schwach alkalisch gestellt
und viermal mit Dichlormethan extrahiert.

Die vereinten organischen Phasen werden iiber wasserfreiem Na,SO, ge-
trocknet und am RV entfernt. Es verbleibt ein kristalliner Riickstand, der
nach Umkristallisation aus heilem Methanol 2,80 g Oe 9000 (74,0 %
d. Th.) als farblose Kristalle vom Schmp. 52 °C (HPLC-Reinheit >99,9 %)
ergibt.

Die Ausbeute iiber 3 Stufen, berechnet auf eingesetztes 1, betrigt 18 % d. Th.
Elektrospray-Ionisation (ESI)-MS: m/z [%] =366 [2, (M + Na)*], 344
[100, (M + H)*], 250 [9].

'"HNMR (MeOD): & [ppm] = 7,15-7,41 [6 H, m, aromat. H-2', H-3', H-5,
H-6' + H-3, H-5], 6,87-7,07 [3H, m, aromat. H-2, H-4, H-6], 5,03 [2H, s,
benzyl], 3,54-3,70 [4H, t, J =59 Hz, —CH,OH], 2,50-2,75 [8H, m,
—Ph—CH,—CH,— + N(CH,—)3], 1,44—1,77 [4H, m, —CH,—CH,—].
BCNMR (CDCls): & [ppm] = 1603, 143,5, 136,1, 130,5, 129,6, 128,8,
121,9, 115,9, 70,8, 60,7, 57,6, 56,1, 36,5, 30,4, 27.4.

IR (KBr): 1/A [em™!] = 1246, 754, 1030, 1009, 2940, 3382.

4.1.1.4. Oe 9000-Hydrochlorid

Man I6st 1,0 g der erhaltenen Base in Ether und tropft unter Riihren HCl,
in Ether hinzu. Beim Stehenlassen bei 2 °C fillt das Hydrochlorid aus. Der
Niederschlag wird aus Methanol umkristallisiert.

Ausbeute: 0,7 g Oe 9000-HCl (70 % d. Th.) vom Schmp. 140 °C.

4.1.2. Synthesen der stickstoffhaltigen Metaboliten

4.1.2.1. 2,2’-[4-(4-Phenoxymethylphenyl)butylimino]diethanol-N-oxid
(Oe 9000-N-oxid)

Es werden 138 mg (0,383 mmol) Oe 9000 in 2 ml Methanol gel6st und
mit dem gleichen Volumen an wissriger Wasserstoffperoxidlosung (30 %)
versetzt. Dabei fillt ein Teil der Base wieder aus. Nach 48 h Riihren bei
RT wird das dreifache Volumen Wasser zugesetzt und auf 0 °C gekiihlt.
Nach Zentrifugation ldsst sich der Niederschlag vom Solvens abtrennen
und anschlieBend mit Wasser waschen. Es wird erneut zentrifugiert. Der
Niederschlag wird vom Waschwasser befreit und in Ethylacetat gelost. Die
organische Phase wird erst mit 0,1%iger Na»S,03-Losung, dann mit Was-
ser gewaschen, iiber wasserfreiem Na,SO4 getrocknet und am RV vom
Solvens befreit.

Ausbeute: 87 mg Oe 9000-N-oxid (60 % d. Th.), farblose Kristalle vom
Schmp. 105 °C.

ESI-MS: m/z [%] =398 [0,5, (M + K)*1, 382 [1, (M + Na)*], 360 [100,
M + H)*], 266 [0,5], 145 [2].

"HNMR (MeOD): § [ppm] = 7,00-7,30 [6 H, m, aromat. H-2/, H-3', H-5',
H-6' + H-3, H-5], 6,73-6,91 [3H, m, aromat. H-2, H-4, H-6], 4,92 [2H,
s, benzyl], 3,78-4,01 [4H, t, ] =4,7Hz, —CH,OH], 3,27-3,58 [6H, m,
N(CH,—)3], 2,46-2,72 [2H, t, ] = 7,4 Hz, —Ph—CH,—CH,—], 1,43-1,88
[4H, m, —CH,—CH,—].

IR (KBr): 1/h [em™!] = 1245, 761, 3331, 1012, 1077, 2928.

4.1.2.2. 2-[4-(4-Phenoxymethylphenyl)butylamino]ethanol-Hydrochlorid
(POMPBAmEt-HCI)

0,5 g (1,8 mmol) 3 in 6 ml frisch destilliertem Dioxan ergeben mit 0,44 g
(7,3 mmol) 2-Aminoethanol unter Zusatz von 0,053 g (0,32 mmol) Kalium-
iodid nach 72 h Riihren bei 90 °C ein orange gefirbtes Stoffgemisch. Nach
Abziehen des Losungsmittels am RV wird der Riickstand mit Dichlorme-
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than aufgenommen. Man wischt einmal mit Wasser und befreit die vereinten
organischen Extrakte vom Solvens. Nach sc Aufreinigung (Kieselgel 60,
63-200 um Dichlormethan + MeOH + konz. Ammoniaklosung = 50 4 50
+ 1,25; V/V) wird das Eluens am RV entfernt. Man nimmt mit Ether auf,
wischt mit Wasser, trocknet iiber Na,SOy, filtriert, engt die Losung ein,
fallt nach Zugabe von Petrolether das Hydrochlorid mit HCl, in Ether und
kristallisiert aus Isopropanol um.

Ausbeute: 0,211 g POMPBAmEt (35% d. Th.), farblose Kristalle vom
Schmp. 169-170 °C.

ESI-MS: m/z [%] =338 [1, M +K)"], 322 [4, (M + Na)*], 300 [100,
(M + H)*"], 282 [1], 206 [38], 145 [13].

'HNMR der Base (CDCls): 8 [ppm] = 7,13-7,41 [6H, m, aromat. H-2/,
H-3', H-5', H-6' + H-3, H-5], 6,88-7,05 [3H, m, aromat. H-2, H-4, H-6],
5,01 [2H, s, benzyl], 3,56-3,71 [2H, t, ] = 5,1, —CH,OH], 2,56-2,80 [6 H,
m, —Ph—CH,—CH,— + HN(CH,—),], 1,45-1,76 [4H, m, —CH,—CH,—].
13C NMR der Base (CDCl;): & [ppm] = 158,9, 142,2, 134,5, 129,5, 128,6,
127,7, 120,9, 114,8, 69,8, 60,6, 51,3, 49,4, 35,5, 29,6, 29,1.

IR (KBr): I/A [em™'] = 1245, 753, 2867, 2929, 1010, 1497, 2823, 3250,
1597.

4.1.2.3. 4-[4-(4-Chlorbutyl)benzyloxy ]phenyl-benzoat (4)

In 80 ml frisch destilliertem Aceton werden 5,2 g (0,025 mol) des Regio-
merengemisches (2, 2a, 2b) gelost, 5,4 g (0,025 mol) 4-Hydroxyphenyl-
benzoat suspendiert und dann 4,0 g (0,029 mol) K,CO3 zugefiigt. Der An-
satz wird 4 Tage unter Riihren am Riickfluss unter Stickstoff erhitzt (DC-
Kontrolle, FlieBmittel: Petrolether + CH,Cl, = 10 4 90, V/V). Nach been-
deter Reaktion wird mit 50 ml 0,2 M-HCI aufgenommen und dreimal mit
Dichlormethan extrahiert. Die vereinten organischen Phasen werden zu-
néchst mit 10%iger NaHCOs-Losung und anschliefend mit Wasser gewa-
schen. Man trocknet iiber Na SOy, filtriert und destilliert das Losungsmit-
tel am RV bei 40 °C ab. Die Aufreinigung des Produkts erfolgt sc iiber
Kieselgel 60 (63—-200 um, Petrolether 4+ Dichlormethan = 25 + 75, V/V,
Rfprodquke = 0,75) und durch anschlieende zweimalige Umkristallisation bei
0°C aus einer Methanol-Aceton-Mischung (50 + 50, V/V). Ausbeute:
3,2g 4 (32 % d. Th.), farblose Kiristalle. Sie sind noch mit 5% des ortho-
und 1% des meta-Regiomeren verunreinigt (GC-MS).

EI-MS: m/z [%] = 394 [2, MT], 181 [100], 145 [4], 117 [7], 105 [44], 91
[16], 77 [25], 51 [4].

'"H NMR (CDCl): 6 [ppm] = 8,08-8,14 [2H, d, arom. H-2, H-6], 7,50—
7,59 [1H, t, arom. H-4], 7,38-7,46 [2H, d, arom. H-3, H-5], 7,26-7,31
[2H, d, J = 8,0 Hz, arom. H-2", H-6"], 7,10-7,16 [2H, d, J =8,0 Hz,
arom. H-3", H-5""], 7,03-7,08 [2H, d, J = 9,1 Hz, arom. H-2/, H-6'], 6,92—
6,95[2H, d,J =9,1 Hz, H-3’, H-5], 4,89 [2 H, s, benzyl], 3,42-3,52 [2H, t,
J=6,3, —CH,—Cl], 2,54-2,62 [2H, t, ] = 7,5, —=Ph—CH,—CH,—], 1,63—
1,84 [4H, m, —CH,—CH,—].

BCNMR (CDCl3): & [ppm] = 165,5, 156,6, 144,6, 141,8, 134,4, 133.5,
130,2 129,7, 128,6, 1278, 122,5, 115,5, 70,4, 44,9, 34,8, 32,1, 28,5.

4.1.2.4. 2,2'-{4-[4-(4-Hydroxy-phenoxymethyl)phenyl]butylimino }-
diethanol (4-OH-Oe 9000)

Die Umsetzung von 1,0 g (2,53 mmol) 4 in 7,5 ml absolutem Dioxan
mit dem vierfachen Uberschuss Diethanolamin (1,33 g entsprechend
12,7 mmol) ergibt nach fiinftigiger Umsetzung unter Riihren bei 95—
101 °C ein Gemisch, welches neben dem angestrebten Produkt auch das
entsprechende N-Oxid enthilt. Der Reaktionsverlauf ldsst sich dc (Dich-
lormethan + MeOH + Ammoniak (26 %) = 50 + 50 + 1,25, V/V, Detek-
tion: UVys4, Dragendorffs Reagenz bzw. Bromcresolgriin; Rfproquke = 0,84,
Rf4.01-0e 9000-N-oxia = 0,55) verfolgen. Nach beendeter Reaktion wird das
Losungsmittel am RV entfernt und der Riickstand in Wasser aufgenommen.
Der pH-Wert 9 wird mit 5%iger NaOH-Losung eingestellt. AnschlieBend
erfolgt die Extraktion mit Ether sowie das Waschen der vereinten Ether-
phasen mit Wasser. Durch SC (Kieselgel 60, 63—200 um, FlieBmittel wie
fir DC) kann das Produkt von seinem N-Oxid und nicht umgesetztem
Edukt getrennt werden. Die Eluate werden einrotiert. Die in Ether auf-
genommene Base wird durch Zugabe von wenig Toluol ausgefillt und an-
schlieBend im Vakuum unter Stickstoff getrocknet. Das als Nebenprodukt
durch Luftoxidation entstandene N-Oxid wird aus heifflem Methanol um-
kristallisiert.

Ausbeute: 125 mg (13,7 % d. Th.) 4-OH-Oe 9000, beigefarbene Kristalle
vom Schmp. 192-193 °C sowie 200 mg (21,0 % d. Th.) farblose Kristalle
des N-Oxids vom Schmp. 150 °C.

ESI-MS: m/z [%] = 398 [0,5, (M + K)*1, 382 [2, (M + Na)*], 360 [100,
M + H)*], 250 [3].

"HNMR (CDCl3): & [ppm] = 7,29-7,37 [2H, d, ] = 7,9 Hz, aromat. H-2’,
H-6'], 7,14-7,17 [2H, d, ] = 7,9 Hz, aromat. H-3/, H-5'], 6,80-6,83 [2H,
d, J = 8,9 Hz, aromat. H-3, H-5], 6,67-6,82 [2H, d, J = 8,9 Hz, aromat.,
H-2, H-6] 4,94 [2H, s, benzyl], 3,55-3,68 [4H, t, ] = 4,0 Hz, —CH,0H],
2,55-2,71 [8H, m, —Ph—CH,—CH,— + HN(CH,—)3], 1,47-1,77 [4H,
m, —CHz—CHz—].

3CNMR (CDCl3): & [ppm] = 150,7, 149,6, 140,4, 1335, 126,6, 125.8,
114,2, 114,0, 68,9, 57,6, 54,6, 53,1, 33,5, 27,3, 24,4.

IR (KBr): 1/A [em~'] = 1511, 1234, 1046, 3227, 2941.
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4.1.2.5. 2,2'-{4-[4-(4-Hydroxy-phenoxymethyl)phenyl]butylimino }-
diethanol-N-oxid (4-OH-Oe 9000-N-oxid)

Es werden 40,0 mg (0,111 mmol) 4-OH-Oe 9000 in 1 ml Methanol gelost
und mit 1 ml Wasserstoffperoxidlosung (30 %) versetzt. Der Verlauf wird
dc  kontrolliert (Dichlormethan + MeOH + konz. Ammoniaklosung =
50 + 50 + 1,25, V/V). Nach 24 h Umsetzung wird durch weitere Zugabe
von Methanol und Kiihlung auf 0 °C das N-Oxid gefillt. Die Umkristalli-
sation des Produkts aus heiBem Methanol ergibt farblose Kristalle vom
Schmp. 150 °C. Ausbeute: 37 mg 4-OH-Oe 9000-N-oxid (88 % d. Th.).
ESI-MS: m/z [%] = 414 [0,5, (M + K)*"1, 398 [1, M + Na)*1, 376 [100,
M + H)*], 360 [3], 267 [0,5], 250 [1], 145 [1], 122 [1].

'"HNMR (MeOD): § [ppm] = 7,25-7,33 [2H, d, ] = 7,9 Hz, aromat. H-2/,
H-6'], 7,16-7,21 [2H, d, J = 7,9 Hz, aromat. H-3’, H-5'], 6,81-6,85 [2H,
d, J = 8,9 Hz, aromat. H-3, H-5], 6,67-6,82 [2H, d, J = 8,9 Hz, aromat.
H-2, H-6], 4,94 [2H, s, benzyl], 3,78-4,03 [4H, t, ] = 5,9 Hz, —CH,0OH],
3,31-3,54 [6H, m, N(CH,—)], 2/45-2,72 [2H, t, J=7,7Hz,
—Ph—CH,—CH,—], 1,62-191 [4H, m, —CH,—CH»—].

BCNMR (CDCL): & [ppm] = 150,9, 149,8, 139,9, 134,0, 126,7, 1259,
114,5, 114,1, 69,2, 65,5, 54,6, 33,3, 26,7, 21,0.

IR (KBr): 1/ [em™!] = 1234, 1510, 1003, 828, 2926, 1077.

4.1.3. Synthesen der stickstofffreien Referenzsubstanzen
POMPBuOH und POMPBA

4.1.3.1. 4-(4-Phenoxymethylphenyl)butanol (POMPBuOH)

400 mg (1,46 mmol) 3 ergeben bei der Umsetzung mit 198 mg (2,91 mmol)
Natriumformiat unter Zusatz von 24 mg (0,073 mmol) Tetrabutylammo-
niumbromid bei einer Temperatur von 125 °C den entsprechenden Amei-
sensdureester. Nach 4 h ist die Veresterung beendet (DC-Kontrolle mit
Dichlormethan + Petrolether = 40 + 60, V/V).

Die Hydrolyse zu POMPBuUOH wird mit 4 ml wissriger NaOH (20 mg/ml)
iiber 16 h bei 30 °C durchgefiihrt. Dabei fillt das Produkt feinkristallin
aus. Die Umkristallisation aus heilem Wasser und anschlieende Trock-
nung iiber P40 ergibt dc-reine gelbliche Plittchen, die bei 52,5-53,5 °C
schmelzen. Ausbeute: 90 % d. Th.

EI-MS: m/z [%] = 256 [2, M*], 163 [100], 145 [19], 130 [7], 117 [46],
104 [20], 91 [15].

"H NMR (CDCl3): & [ppm] = 7,18-7,47 [6 H, m, aromat. H-2', H-3', H-5/,
H-6' + H-3, H-5], 6,93-7,12 [3H, m, aromat. H-2, H-4, H-6], 5,07 [2H, s,
benzyl], 3,62-3,77 [2H, t, J=6,5Hz, —CH,OH], 2,63-2,78 [2H, t,
J =73 Hz, —Ph—CH,—CH,—], 1,57-1,87 [4H, m, —CH,—CH,—].
BCNMR (CDCls): & [ppm] = 158,9, 142,2, 135,5, 129,5, 128,7, 127,7,
120,9, 114,9, 69,9, 62,8, 35,4, 32,3, 27.5.

IR (KBr): 1/ [em™!] = 1248, 747, 2928, 2914, 1496, 2857, 1010.

4.1.3.2. 4-(4-Phenoxymethylphenyl)butyronitril (7)

1,30 g (4,3 mmol) 1-(3-Brompropyl)-4-(phenoxymethyl)benzen, 347 mg
(5,3 mmol) KCN und 1 ml Triethylenglycol werden in einem Rundkolben
auf 130 °C erhitzt und 1h bei dieser Temperatur geriihrt. Nach beendeter
Reaktion (DC-Kontrolle: Petrolether 4+ Dichlormethan = 50 + 50, V/V) wird
in Wasser gegossen und erschdpfend mit Dichlormethan extrahiert. Die
organische Phase wird mit Wasser gewaschen, iiber wasserfreiem Nay;SO4
getrocknet, filtriert und vom Solvens befreit.

Die Umkrisallisation des Riickstands aus einer heifien Wasser-Acetonitril-
Mischung (10 + 1, V/V) und anschlieBende Trocknung iiber P,O;( ergeben
farblose Kristalle vom Schmp. 86 °C. Ausbeute: 88,3 % d. Th., Rohaus-
beute 98,9 % d. Th.

"HNMR (CDCls): & [ppm] = 7,07-7,38 [6H, m, aromat. H-2', H-3', H-5',
H-6' + H-3, H-5], 6,81-6,99 [3H, m, aromat. H-2, H-4, H-6], 4,96 [2H,
s, benzyl], 2,64-2,80 [2H, t, J = 7,5 Hz, —Ph—CH,—CH,—], 2,17-2,31
[2H, t, J=73Hz, —CH,—CN], 1,80-2,00 [2H, quint, J=7,3 Hz,
—Ph—CH,—CH,—].

BCNMR (CDCls): & [ppm] = 1588, 139,5, 1354, 129,5, 128,7, 128,0,
121,0, 119,5, 114,8, 69,7, 34,1, 26,9, 16,4.

IR (KBr): 1/ [em™'] = 1247, 1237, 753, 1015, 1599,1499, 1031, ... ,
2240 (—C=N).

4.1.3.3. 4-(4-Phenoxymethylphenyl)buttersdure (POMPBA)

50 mg (0,199 mmol) 7 werden mit 0,5 ml (3,1 mmol) 25 %iger NaOH und
1 ml Triethylenglycol vorsichtig auf 130 °C erhitzt. Beim Erreichen der
Temperatur wird der Riickflusskiihler aufgesetzt, und man riihrt weitere
13 h bei gleicher Temperatur. Nach dem Abkiihlen erfolgt die Aufarbeitung
durch Zugabe des fiinffachen Volumens Wasser und Fillung des Produkts
durch Zutropfen 15 %iger Salzsdure. Nach Zentrifugation ldsst sich der Nie-
derschlag vom Solvens abtrennen und anschlieBend mit Wasser waschen.
Der Niederschlag wird in Ether aufgenommen, die etherische Phase erneut
mit Wasser gewaschen, tiber Na,SO,4 getrocknet und vom Solvens befreit.
Ausbeute: 44 mg POMPBA (80 % d. Th.), farblose Kristalle vom Schmp.
120 °C.

'HNMR (CDCls): & [ppm]=7,08-7,32 [6H, m, aromat. H-2', H-3/,
H-5', H-6' + H-3, H-5], 6,82-6,94 [3H, m, aromat. H-2, H-4, H-6], 4,95
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[2H, s, benzyl], 2,54-2,67 [2H, t, ] = 7,6 Hz, —Ph—CH,—CH,—], 2,24~
236 [2H, t, J=73Hz, —CH,—COOH], 1,81-1,97 [2H, quint, J=
7,5 Hz, —Ph—CH,—CH>—].

I3C NMR (CDCLy): & [ppm] = 179,5, 158,8, 141,1, 134,8, 129,5, 128,7,
1277, 120,9, 114.8, 69,8, 34,7, 33,2, 26.2.

IR (KBr): I/A [em™!] = 1247, 1702 (>C=0), 1172, 1261, 2930, 748, ...,
3287 (—OH).

4.2. Biopharmazeutische Untersuchungen
4.2.1. Gewinnung der Leberhomogenate (nach Mazel 1971a)

Die noch schlachtfrische, korperwarme Schweineleber wird fein geschnit-
ten und mit eiskaltem Tris-KCI-Puffer (Oelschlidger 2001) (pH 7,4) gewa-
schen. Jeweils 90 g Leberstiicke werden mit 180 ml Tris-KCl-Puffer ver-
setzt und mittels Mixer (Waring® commercial blendor, 22000 U/min,
1 min) und Ultra Turrax (T25; 13500 U/min; 30 s lang) homogenisiert. Die
Homogenate werden zentrifugiert (20 min, 10000 x g, 1 °C) und die Uber-
stande direkt fiir die Inkubation oder zur Mikrosomenpriparation verwendet.
Zur Gewinnung der Mikrosomen werden die 10000 x g-Uberstinde 60 min
lang bei 140000 x g und 1°C zentrifugiert. Man dekantiert die 16sliche
Fraktion und resuspendiert das Zentrifugat mit der zweifachen Masse Tris-
KCl-Puffer. Fiir die Versuche, die einer sorgfiltigen Abtrennung von Begleit-
proteinen bediirfen, wird ein weiteres Mal zentrifugiert (140000 x g, 30 min,
1 °C) und ebenso resuspendiert.

10000 x g-Uberstinde werden frisch verwendet oder einige Tage bei
—80 °C gelagert. Mikrosomen lassen sich einige Wochen bei —80 °C auf-
bewahren.

4.2.2. Gehaltsbestimmung von Cytochrom P-450 und Gesamtprotein

Der Proteingehalt der Leber wurde nach Mazel (1971b) auf 19-27 mg/g
Leber bestimmt und der Gehalt an mikrosomalem CYP mittels UV-Auf-
nahme der CO-Spektren des mit Dithionit reduzierten CYP (Oelschliger
etal. 1989). Die bereinigte Absorption fiir Cytochrom bs lag zwischen
0,003 und 0,012 pro mg Gesamtprotein, wihrend die Absorption fiir CYP
2,9-3,5%1073 pro mg Gesamtprotein betrug.

4.2.3. Inkubationen
4.2.3.1. Zusammensetzung des Inkubationsansatzes

0,50 ml Oe 9000 Stammlosung (vgl. 4.2.3.2.), 0,50 ml Suspension des
Leberhomogenats, 1,00 ml Cofaktorlgsung fiir CYP (Oelschliger et al.
1989).

4.2.3.2. Durchfiihrung der Inkubationen

Die Inkubationen werden im Schiittelwasserbad bei 38—39 °C unter Luft-
zutritt durchgefiihrt. Als Stammldsungen dienen wirige Losungen von Oe
9000-HC1 im Konzentrationsbereich von 0,6 bis 1,34 mmol/l. Nach einer
Inkubationszeit von 40 min und sich anschlieBender zweiminiitiger Abkiih-
lungsphase auf RT wird die Umsetzung durch Zugabe von 1,5 ml frisch
destilliertem Aceton (Methode 1) oder 250 ul 30%iger TFA (Methode 2)
gestoppt.

Unter den selben Bedingungen werden jeweils Leerwerte (ohne Substratzu-
satz) und Referenzwerte (ohne Mikrosomenzusatz) inkubiert.

4.2.4. Probenvorbereitung

Zum Abtrennen der Proteine wird zentrifugiert und der Uberstand bei einem
Teil der Proben direkt der LC-MS-Analytik zugefiihrt (Methode 1), fiir die
iibrigen Proben schliefit sich zur Aufkonzentrierung die Fliissig-Fliissig-Ex-
traktion iiber Extrelut™-Material (Kieselgur) an. Dafiir wird die Hélfte der
Proben TFA-sauer gelassen (Methode 2a), die andere Hilfte mit Na,COj3 auf
pH 10 gebracht (Methode 2b), auf die Extrelut™-Séulen N3 gegeben, mit
25 ml Ether extrahiert, mit Stickstoff vom Eluens befreit, im Acetonitril/Was-
ser-Gemisch (30470, V/V) aufgenommen und mit dem HPLC-MS-System 2
untersucht.

4.2.5. Reduktion der N-Oxide

Die N-Oxide werden durch Zugabe von 25 mg Natriumdithionit pro ml
Analysenprobe innerhalb von 45 min bei 40 °C reduziert. Die Abnahme
der N-Oxid-Konzentrationen und Zunahme der Aminkonzentrationen las-
sen sich mittels LC-MS verfolgen.

4.3. Analytik
4.3.1. HPLC und HPLC-MS-Untersuchungen
4.3.1.1. HPLC-System 1

Geritekonfiguration: Steuermodul SCL-6B, Pumpen LC-8A, UV-Detektor
SPD-7A, Injektor SIL-6B, Bus-Modul CBM-10A, Software Class-LC10,
alle Anlagenteile Shimadzu Europa GmbH Duisburg.

Die Chromatographie wird an einer LiChroCART® 250-4 LiChrospher®
100 RP-18e (5 wm) durchgefiihrt; FlieBmittel 1: TFA (0,1 %) und 1 mM
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Natrium-1-octansulfonat in Acetonitril/Wasser = 32 + 68 (V/V), nach
10 min auf 65 + 35 (V/V, stufenférmiger Gradient), Flussrate 0,73 ml/min;
Detektorwellenldnge 222 nm, Injektionsvolumen 50 pl.

4.3.1.2. HPLC-System 2 mit ESI-MS-Kopplung

HPLC: Probengeber, Steuermodul, Bindre Pumpen, Software u. Dioden-
array-Detektor gehoren zum System HP1100 von Hewlett-Packard. FlieBmit-
tel 2 (isokratisch): Acetonitril/Trifluoressigsdure (0,2 %, m/V) in Was-
ser = 60+40 (V/V), Sdule LiChroCART® 250—4 LiChrospher® 100 RP-18
(5 um); FlieBmittel 3 (Gradient, zur Differenzierung der 4-OH-Derivate
genutzt): TFA (0,1 %, m/V) in Acetonitril/Wasser = 32 + 68 (V/V) fiir
13 min; lineare Anderung der FlieBmittelzusammensetzung tiber 2 min;
TFA (0,1 %, m/V) in Acetonitril/Wasser = 65+ 35 (V/V) fiir 18 min. Séule
LiChroCART® 250-4 LiChrospher® 100 RP-18¢ (5 um), Flussrate
0,73 ml/min, Detektorwellenldngen: 222 nm, 239 nm, 271 nm, 292 nm,
Injektionsvolumen 50 pl. Als Vorsdule dient jeweils LiChroCART® 4-
4 LiChrospher™ 100 RP-18 (5 um).

ESI-MS: Geritekonfiguration: Single-Quadrupole-Gerit API 165™, Inter-
face: Turbo Ion Spray Source, Focusing Potential 230 V, Declustering Poten-
tial 30 V, Entrance Potential 10 V, Ion Spray Voltage 4500 V, Modus positiv,
ESI-Interface-Temperatur 350 °C, Split: 1 : 5, Massenbereich: 100—-450 m/z.

4.3.2. GC-MS

Geritekonfiguration: G 1800C, GCD Plus System, Firma Hewlett Packard
(USA), Detektortyp: EI, Sdule: HP-5ms (Lidnge: 30 m, ID: 0,25 mm, Film:
0,25 wm), Firma J & W Scientific (CA, USA), Injektortemperatur: 250 °C,
Detektortemperatur: 280 °C, Anfangstemperatur: 100 °C fiir 3 min, Heizra-
te: 10 K/min, Endtemperatur: 280 °C fiir 19 min, Gesamtlaufzeit: 40 min,
Heliumdruck: 0,9 bar.
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