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1. Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Entwicklung der modernen Lokalanasthetika

Die Entwicklung der modernen Lokalandsthetika (LA) ist in ihren Anfingen eng mit der
Erforschung der Alkaloide aus Erythroxylum spec. - besonders des Kokain - verzahnt. Einige
Autoren [1] bezeichnen die Entdeckung, dass das Kauen von Kokablittern in der Mundhohle
Taubheit auslost, als Ursprung der Regionalanésthesie, auch wenn man davon ausgehen kann,
dass der Antrieb der Andenbewohner zum Kokakauen ein anderer war. Erste Kultivierungen
von Erythroxylum coca, der Art mit dem hochsten Kokaingehalt, im Gebiet des heutigen
Bolivien und der Andenregion lassen sich auf etwa 700 v.u.Z. datieren [2]. Befunde aus
Ecuador deuten auf eine etwa 5000jidhrige Nutzung der Pflanze hin [3]. Nach Biihler [4] war
es der Stamm der Arhuaco aus der Negroregion, der sein Wissen {iber die Pflanze mit seinen
Nachbarvolkern teilte. Mit den spanischen Eroberern gelangte dieses Wissen im 16. Jahr-
hundert auch nach Europa. Der Bischof von Cuzco, Vicente de Valverde - ein Begleiter
Pizarros - berichtete im Jahre 1539 Kaiser Karl V. erstmals von der Kokapflanze und deren
Verwendung durch die Inka. Die spanischen Chronisten des 16. Jahrhunderts erwihnten in
ihren Berichten die Nutzung der Kokablatter durch die Ureinwohner zur Unterdriickung von
Hunger und Durst und zur Leistungssteigerung. Dabei kauten die Indios die Blétter mit
gemahlenen Muscheln oder Kalk vermengt, wie wir heute wissen ein galenischer Kunstgriff
zur Verbesserung der Resorption der Kokainbase infolge ihrer Liberation aus dem Salz. Von
dem Jesuiten Bernabe Cobo ist die erste Beschreibung des lokalanésthetischen Effekts der
Kokablitter und deren Einsatz zum Stillen von Zahnschmerzen aus dem Jahre 1653
iberliefert. Warnungen vor dem Suchtpotential der Kokanutzung von Francisco Falcon
(1582) und der Bericht des deutschen Arztes Eduard Friedrich P&pping (1836) iiber die
Auswirkungen der Kokaabhingigkeit verhallten weitgehend ungehort [5].

Die Suche nach dem wirksamen Prinzip der Kokablatter erlebte einen Aufschwung, als der
Osterreicher Carl von Scherzer 1858 von einer Siidamerikaexpedition eine groBere Menge der
Droge nach Géttingen zu Albert Niemann brachte, der daraus 1860 das Kokain isolierte. Er
beschrieb auch das durch die Base ausgeloste Taubheitsgefiihl auf der Zunge [6]. Nach
Niemanns Tod 1861 gelang es dessen Schiiler Wilhelm Lossen 1865, die korrekte
Summenformel des Alkaloids zu bestimmen [7]. Bis zur Bestimmung der Strukturformel des
Kokain durch den deutschen Chemiker Richard Willstitter [8] vergingen noch weitere 32
Jahre. Willstétter war es auch, der 1923 Kokain erstmals vollsynthetisch darstellte [9].



1. Einleitung 2

Nachdem Kokain in isolierter Form der Wissenschaft zur Verfiigung stand, beschleunigte sich
die Forschung auf diesem Gebiet. Der Peruaner Jose Hipdlito Unantie hatte bereits 1794 den
medizinischen Einsatz von Kokabldttern empfohlen [5]. Der peruanische Schiffsarzt Thomas
Moreno y Mais berichtete in seiner Dissertation (Paris 1886) iiber eine Unterdriickung des
Schmerzempfindens bei Meerschweinchen, Ratten und Fréschen nach der Injektion von
Kokainlosungen [10]. Der russische Arzt Wassili von Anrep publizierte 1880 die Ergebnisse
seiner Versuche an Tieren und sich selbst und schlo mit der Empfehlung, Kokain als
Anisthetikum bei chirurgischen Eingriffen zu verwenden [11]. Der Begriinder der modernen
Psychoanalyse, Siegmund Freud, hatte die Vorstellung, den Morphinismus eines Freundes mit
Kokain behandeln zu wollen und empfahl 1884 dem Wiener Augenarzt Karl Koller die
Erforschung der Wirkungsweise des Alkaloids [5]. Koller war es dann, der nach Tier-
experimenten am 11. September 1884 die erste belegte Operation (eines Katarakts) unter
Kokainandsthesie durchfiihrte [12]. Am 6. Dezember des selben Jahres wurde der erste
Bericht iiber den Einsatz von Kokain in der Zahnheilkunde von Richard John Hall publiziert
[13]. Allein in Nordamerika wurden im darauf folgenden Jahr 60 Aufsitze tiber den Einsatz
des Alkaloids verdffentlicht. Bedingt durch die damals iiblichen hohen Kokain-
konzentrationen von 10 - 30 % (m/V) [14, 15], die bei Operationen eingesetzt wurden, kam es
im Zeitraum von 1884 - 1891 zu 200 dokumentierten Fillen von systemischen Kokain-
intoxikationen mit 13 Toten [16]. Andere Quellen [1] sprechen sogar von 30 Todesfillen.
Ludwig Pernice und Maximilian Oberst (1892), Carl Ludwig Schleich (1892) [17] und Paul
Reclus (1895) [18] konnten zeigen, dass auch geringere Kokainkonzentrationen von 2 % und
weniger ohne Nebenwirkungen bei verzogertem Wirkungseintritt ausreichend lokalan-
dsthetisch wirksam sind. Etwa zeitgleich arbeitete Halsted mit geringen Kokainkonzen-
trationen unter Kompression, um die systemische Resorption niedrig zu halten [19, 20, 21].
Die damals giiltige Maximaldosis zur Infiltrationsanésthesie lag bei 50 mg Kokain [22].
Einige Anwender des neuen Wirkstoffes ,,entdeckten* aber auch seine euphorisierende und
berauschende Wirkung wieder und fielen der Abhiangigkeit zum Opfer (Halsted, Freud) [5].
Dem deutschen Chemiker Alfred Einhorn gelang 1904 die Synthese eines neuen Wirkstoffes,
der bei guter Lokalanésthesie nicht die gravierenden Nebenwirkungen des Kokain aufwies
[23]. Da aber der 4-Aminobenzoesédure-2-(diethylamino)ethyl-ester Novocain (spéter Procain)
keine vasokonstriktorische Wirkqualitdt wie das Kokain mehr aufwies, musste den Injektions-
16sungen Adrenalin zugesetzt werden, um eine systemische Resorption zu vermeiden. Die
Arbeiten zur Dosisfindung beim Einsatz von Procain und Adrenalin gehen auf H. Braun [24]

zuriick. Vermehrte Berichte {iber auftretende Allergien gegen den Wirkstoff [25, 26] zwangen
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die Forschung zu Weiterentwicklungen. Nils Lofgren synthetisierte 1943 das Xylididamid
Lidocain [27], das sich weltweit als sicheres LA durchsetzen sollte [1]. AuBlerdem ist es als
Antiarrhythmikum bei parenteraler Gabe unverzichtbar.

Noch wichtiger als diese Entdeckung, war die Formulierung des Lofgrenschemas, das die
Strukturelemente eines wirksamen LA definierte und nach dem die Mehrzahl der heute

bekannten modernen LA aufgebaut ist (Abb. 1).
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Abb. 1: Auswahl von Ester-, Amid- und Etherlokalanisthetika, die

dem Lofgrenschema entsprechen

Im Laufe der Jahrzehnte kamen weitere Amid- und Anilidlokalandsthetika (Mepivacain und
das Langzeit-LA Bupivacain 1957, Prilocain 1969, Articain und Etidocain 1972, Ropivacain
1996) mit an die gewliinschten Einsatzgebiete angepassten physikochemischen Eigenschaften

auf den Markt [5].
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Neben der Entwicklung der LA vom Amidtyp fand der basisch substituierte Aryl(alkylben-
zyl)ether Fomocain [28] Eingang in die Therapie und wurde 1979 im Deutschen Arzneimittel-
Codex monographiert. Die Firma Hermalchemie in Hamburg brachte Fomocain in mehreren
Zubereitungen als Dermatikum (Erbocain®) 1967 als erste in den Handel.

Benzocain und Polidocanol, die in threm Aufbau nicht dem Lofgrenschema entsprechen, wer-
den heute noch als Oberflaichenanisthetika eingesetzt. Seit den 70er Jahren des letzten Jahr-
hunderts ist es in der Entwicklung von neuen Lokalandsthetika eher still geworden. Die
Forschungen beschriankten sich in erster Linie auf die Aufklarung des Wirkungsmechanismus,
der Untersuchung des Einflusses der Chiralitit auf Wirkung und Toxizitit und die
Optimierung des klinischen Einsatzes der Wirkstoffe [5]. Inzwischen ist nach Aufkliarung der
Struktur des Na'-Kanals gesichert, dass ein aromatischer Baustein in den LA fiir die Wirkung

von essentieller Bedeutung ist [29].

1.2. Wirkungsmechanismus der Lokalanéasthetika

LA unterbinden durch Blockade spannungsabhingiger Natriumkanile den schnellen Na'-
Einstrom ins Zellinnere eines Neurons und unterbrechen somit die Reizleitung. Diese
Tatsache und die strukturellen Ahnlichkeiten der meisten LA lieBen Biichi [30] bereits 1963
vermuten, dass es am Na -Kanal einen spezifischen Rezeptor oder zumindest ein

Bindungsareal fiir LA gibt.

axtracallular
TR S

e o it e T

intracellular
co,

Abb. 2:  Schematische Topologie der a-Untereinheit des spannungsabhingigen Na'-
Kanals mit den 4 homologen Domidnen D1 bis D4 und den als Zylindern dar-

gestellten transmembranédren Segmenten S1 bis S6 (aus [34])
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Generell sind Na'-Kanile als heterotrimere Proteine mit einer groBen a- (Molekulargewicht
ca. 260 kDa, etwa 1950 Aminosduren) [31] und den zwei kleineren ;- und 3,-Untereinheiten
aufgebaut. Bis zum Jahr 2003 wurden neun verschiedene a-Isoformen und 4 B-Subtypen
charakterisiert [32, 33]. Die a-Untereinheit formt mit ihren vier homologen Doménen D1 -
D4, die ihrerseits sechs transmembranédre Segmente S1 - S6 bilden, die lonenpore (Abb. 2),
wihrend die assoziierten f-Untereinheiten die Kanalkinetik und Spannungsabhéngigkeit des
Kanals modifizieren [34].

Die die Segmente S5 und S6 verbindende Schleife jeder Doméne mit der als gemeinsames
Strukturmerkmal enthaltenen Aminosiuresequenz DEKA zeichnet fiir die Na'-Selektivitt
der Pore verantwortlich [31]. Die lysin- und argininreichen S4-Segmente haben die Funktion
von Spannungssensoren zur Regulierung der Kanalaktivitit. Thre Auswirtsbewegung nach
Depolarisation bewirkt im Kanalprotein eine Konformationsdnderung und damit eine
Offnung des Kanals. Durch die intrazellulire Verbindung der Doménen D3 und D4 wird iiber
den Abschnitt mit der Aminoséuresequenz IFM die schnelle Inaktivierung des Kanals
reguliert (,,IFM-Partikel*) [34].

Fiir den spannungsabhingigen Na'-Kanal konnen drei Aktivititszustinde definiert werden.
Bei einem Membranpotential von - 70 mV ist die Pore geschlossen, der Kanal also im Ruhe-
zustand. Depolarisation der Membran iiber den Schwellenwert von - 40 mV fiihrt zu einer
Offnung und damit zum Na'-Einstrom entlang des Konzentrationsgradienten in das Zell-
innere. Nach der Depolarisation geht der Kanal in einen offenen inaktivierten Zustand {iber,
wobei zwischen schneller und langsamer Inaktivierung unterschieden wird. Bei der schnellen
Inaktivierung legt sich das ,,IFM-Partikel” wie ein Deckel auf die innere Seite der Kanalpore
[31]. Fiir LA wurden erhohte Affinitdten zum Kanalprotein im offenen und inaktivierten
Zustand als zur Pore im Ruhezustand gefunden [35], was zur Postulierung eines von der
Konfor-mation im jeweiligen Kanalzustand abhédngigen hoch oder gering affinen Bindungs-
areals fiithrte. Der Einflu3 des Steuerungspeptids fiir die schnelle Inaktivierung des Kanals ist
noch nicht abschlieBend geklért [31, 34]. Mutation des ,,IFM-Partikels* flihrt aber zu einem
Verlust der Affinitdt von Lidocain zum Kanal [36], was zum Einen eine direkte Interaktion
mit dem Proteinabschnitt vermuten ldsst oder zum Anderen mit der verdnderten
Proteinkonformation durch die Mutation und damit dem Verlust des ,,modulierbaren
Rezeptors® erklérlich ist. Als sicher gilt jedoch, dass LA in ihrer protonierten Form
vornehmlich mit den Aminosiureresten Phenylalanin 1764 und Tyrosin 1771 im Segment S6
an der Domine D4 der a-Untereinheit durch hydrophobe, Kation-n- oder aromatische

Wechselwirkungen interagieren und so den offenen inaktivierten Zustand des Na'-Kanals
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stabilisieren (Abb. 3). Die beiden Aminoséiuren liegen etwa 11 A auseinander, wihrend die
potentesten LA eine Molekiilliinge von 10 - 15 A aufweisen [31]. Austausch der Reste gegen
Alanin fithrt zu einem dramatischen Aktivi-titsverlust. Die Bindung von LA an D1-S6 und

D3-S6 scheint von geringerer Bedeutung zu sein [34].
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Zustinde eines Na'-Kanals; A: geschlossen in
Ruhe; B: offen aktiviert, C: offen mit Lidocain, D: offen inaktiviert mit

Lidocain (nach [37])

Um die oben beschriebenen Interaktionen mit dem Bindungsareal ausiiben zu kdnnen, miissen
LA in ihrer protonierten Form von der zelleinwirts gerichteteten Seite her das Kanalprotein
angreifen. Den physikochemischen Eigenschaften wie pK-Wert und Verteilungskoeffizient
der Wirkstoffe kommt daher beim Transport zum Wirkort eine entscheidende Bedeutung zu.
Die klinisch gebrauchlichen LA sind schwache Basen mit pKs-Werten zwischen 7,1
(Fomocain) und 8,9 (Procain) [1, 38]. Das bedeutet, dass sich unter physiologischen Be-
dingungen ein dem jeweiligen pKs-Wert entspechendes Dissoziationgleichgewicht der nicht
plasma- oder gewebeproteingebundenen LA-Molekiile einstellt. Nur der nicht protonierte An-
teil ist zur Diffusion durch den Lipidbilayer der Zellmembranen befdhigt. Das Ausmal3 und
die Geschwindigkeit des Membrandurchtritts wird - schlieft man aktive und erleichterte

Transportvorgénge aus - wiederum vom Verteilungkoeffizienten der Verbindung beeinflusst.
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Im Zellinneren stellt sich erneut ein vom pH-Wert determiniertes Protolysegleichgewicht ein.
Die protonierte Form kann dann mit dem Bindungsareal interagieren. Die bekannten
Wirkcharakteristika und pharmakokinetischen Parameter der gebrduchlichen LA sind
demnach auch ein Resultat ihrer durch ihre Struktur bestimmten physikochemischen Eigen-
schaften.

Neben der Wirkung der LA auf Na'-Kanile ist in hoheren Konzentrationen auch eine
Blockade von K -Kanilen [39, 40], Ca®"-Kanilen [41] und Inhibition von G-Proteinen und G-
Protein-regulierten Kanélen beschrieben [31]. Weiterhin wird besonders fiir jene LA, die in
thren Strukturen nicht dem Lofgrenschema entsprechen (Benzocain, Polidocanol), eine
unspezifische Membranexpansion als alternativer und/oder zusétzlicher Wirkmechanismus
der Ionenkanalblockade diskutiert [42].

Das Bild iiber die Wirkung von LA ist durch die Komplexitét der vermuteten Mechanismen in
der Ionenkanalblockade also noch uneinheitlich. Die Vielfalt der Wirkungsqualitdten von LA,
Experimente mit Stereoisomeren sowie der klinische Einsatz enantiomerenreiner LA (s. 1.3.)
erhirten aber die These, dass es sich bei der biologischen Wirkung von LA eher um den
Effekt spezifischer wenn auch wenig selektiver Interaktionen mit Bindungsarealen oder
Rezeptoren an Zellstrukturen handelt. Die lokalandsthetische Wirksamkeit von Substanzen
anderer Wirkstoffklassen, wie z.B. einiger H;-Antihistaminika, tricyclischer Antidepressiva
(TCA) und Neuroleptika, die zu den LA verwandte Teilstrukturen aufweisen, ist ein weiteres
Indiz fiir diese Vermutung.

In diesem Zusammenhang sei beispielhaft auf experimentelle [43] und theoretische [44]
Arbeiten an TCA wie Amitriptylin verwiesen, in denen auch fiir diese Wirkstoffklasse
lokalandsthetische Wirkungen beschrieben sind bzw. anhand struktureller Merkmale vorher-

gesagt werden.

1.3. Chirale Arzneistoffe unter besonderer Berucksichtigung der Lokal-
anasthetika

Heutzutage werden von den auf dem Markt befindlichen chiralen Arzneistoffen noch ca. 25 %
als Racemate angeboten [45]. Dieser Anteil ist jedoch seit Anfang der neunziger Jahre des 20.
Jahrhunderts riicklaufig, da die entsprechenden Regularien der Zulassungsbehorden wie der

FDA verstdrkt in Richtung des Einsatzes enantiomerenreiner Wirkstoffe hinwirken. Wurden
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1991 nur 21 % der neu eingefiihrten chiralen Arzneistoffe enantiomerenrein angeboten, stieg
der Anteil im Jahr 2000 auf 76 % [46].

2001 machten Arzneimittel mit enantiomerenreinen Wirkstoffen mit einem Umsatz von
147 Mrd. US-Dollar 36 % des weltweiten Marktes aus. Die Wachstumsraten im Umsatz mit
enantiomerenreinen Arzneistoffen betrugen um die Jahrtausendwende iiber 13 % jéhrlich,
wihrend der Markt achiraler Wirkstoffe in diesem Zeitraum nur um 7 - 8 % wuchs [46].
Schétzungen aus dem Jahr 2001 [47] gehen fiir das Jahr 2008 von einem Umsatz von iiber
200 Mrd. US-Dollar mit reinen Enantiomeren aus. Im Zeitraum von 1999 - 2003 wurden in
Deutschland 40 achirale und 60 chirale (ohne Peptide) Wirkstoffe zugelassen. Von den
23 chiralen Wirkstoffen mit nur einem Stereozentrum wurden 15 als reine Enantiomere
eingefiihrt [48]. Abb. 4 gibt einen Uberblick iiber die Neuzulassungen chiraler Arzneistoffe
der letzten zwolf Jahre.

Die Griinde fiir diese Entwicklung und den sogenannten ,,chiral shift bei bereits als Race-
maten vermarkteten Wirkstoffen liegen vor allem in einer Verbesserung der Arzneimittel-

sicherheit.

1109 [ORacemat
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Abb. 4:  Marktneueinfiihrungen von chiralen Arzneistoffen der Jahre 1993 - 2005 in
Deutschland (kumuliert aus den DAZ-Beilagen ,,Neue Arzneimittel* bis 10/2005)
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Ein Arzneimittel, das als Wirkstoff ein Racemat enthilt, besteht zu 50 % aus ,,Miill*. Diese
sinngeméll wiedergegebene, recht plakative Aussage von Ariens [49] weist eindringlich auf
die Problematik der Interaktionen chiraler Xenobiotika mit den chiralen Strukturen des
Organismus hin. Abb. 5 zeigt in einer differenzierteren Betrachtung die Komplexitdt der

moglichen Wirkungsunterschiede zwischen Stereoisomeren auf.

Membraninter- i —
aktionen -

Transport-
proteine 4

Protein-
bindung

Lokaler
Metabolismus

Systemischer
Metabolismus

ADbDb. 5: Potentielle Wechselwirkungen chiraler Arzneistoffe mit korpereigenen
Strukturen, die sowohl zu Unterschieden in der Wirkungsqualitét als auch

der Wirkstdrke der Enantiomere fiihren konnen (modifiziert aus [50])

Die Unterschiede in der Wirkung von Enantiomeren auf den Organismus lassen sich nach

[45] wie folgt klassifizieren:

1. Das Eutomer (das Enantiomer mit der groBeren Wirkungsstirke im Hinblick auf die ange-
strebte Arzneimittelwirkung) ist der alleinige Trager der Hauptwirkung; das Distomer (das
schwicher wirksame Enantiomer) ist mit einem eudesmischen Verhiltnis (Disto-

mer:Eutomer) von kleiner als 1:50 pharmakologisch praktisch inaktiv. Beispiele hierfiir
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sind der Angiotensin-II-Rezeptorantagonist R-Losartan, das Antidepressivum S-Citalo-
pram (Escitalopram) [45] und der GABA-Agonist S-Zopiclon (Eszopiclon) [51].

2. Das Distomer ist pharmakologisch deutlich geringer aktiv, wie im Falle von Verapamil,
dessen S-Enantiomer am Ca”"-Kanal 10fach effektiver wirkt als die R-konfigurierte Form.
Das Antiarrhythmikum R-Tocainid 16st eine vierfach stirkere Na'-Kanalblockade als
S-Tocainid [52] aus. S-Warfarin ist ein etwa 4mal stirker wirksames Antikoagulans als
das R-Enantiomer [45]. Die etwa dreimal so grofe Affinitit von S-Ketamin (Esketamin)
zum NMDA-Rezeptor im Vergleich zum R-Isomer ist neben dem verbesserten Aufwach-
verhalten der Grund fiir die heutige Nutzung von Ketanest” in der Anasthesie [53].

3. Die gewlinschte Wirkung des Eutomers wird durch das Distomer antagonisiert bzw. das
Distomer weist eine andere Wirkqualitit auf, so bei Labetalol, dessen S,R-Isomer ein
potenter a-Adrenorezptorenblocker, das R,R-Isomer ein B-Adrenorezeptorenblocker und
die S,S- und R,S-Isomere inaktiv sind [45]. Dextromethorphan wirkt als mildes Anti-
tussivum ohne analgetische und atemdepressive Nebenwirkungen, wihrend Levometor-
phan ein starkes Analgetikum mit etwa der fiinfachen Potenz des Morphin ist [51].

4. Die Enantiomere unterscheiden sich in ihrer Toxizitét. Dies ist z.B. bei den LA Ropi- und
Bupivacain der Fall, auf die spdter eingegangen werden soll. Die teratogene Wirkung des
Thalidomid konnte ausschlieBlich dem S-Enatiomer zugewiesen werden, wihrend die
sedativ-hypnotische Wirkqualitit der R-konfigurierten Form zukommt [54, 55].

5. Die Enantiomere werden unterschiedlich metabolisiert, wie es am Beispiel des Prilocain,
dessen S-Enantiomer wesentlich schneller zum Methdmoglobinbildner o-Toluidin abge-
baut wird als die R-Form [45, 56], ersichtlich ist. Der Protonenpumpenhemmer Omepra-
zol verliert sein Chiralititszentrum am Schwefel im Zuge der nichtenzymatischen Bioakti-
vierung zum Sulfenamid. Die Enantiomere des Prodrugs werden jedoch nach Resorption
in unterschiedlichem Ausmal} von CYP-Isoenzymen zu inaktiven Metaboliten umgesetzt.
Die Gesamtmenge der aus R-Omeprazol gebildeteten Metabolite ist in der Summe etwa
dreimal so hoch wie bei S-Omeprazol (Esomeprazol), was aufgrund der daraus resultier-

enden groferen AUC fiir das S-Enantiomer zur Markeinfiihrung von Nexium® fiihrte [57].

Die chiralen LA Articain und Mepivacain werden als Racemate vermarktet, vom 1996 einge-
fiihrten Ropivacain wird ausschlieBlich das S-(-)-Enantiomer eingesetzt. Seit 2004 steht in der
Klinik neben dem Racemat auch das linksdrehende S-Isomer des Bupivacain (Levobupi-
vacain) zur Verfligung. AnstoB3 zu dieser Hinwendung zum Einsatz enantiomerenreiner LA in

der Regionalandsthesie waren Berichte iiber die gestiegenen Haufigkeiten kardio- und ZNS-
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toxischer Nebenwirkungen, vor allem beim Einsatz der lang wirksamen LA Etidocain und
Bupivacain [58].

An neuronalen Na'-Kanilen wurde fiir die kompetitive Verdringung des Kanalaktivators
Veratridin durch Bupivacain sowie an aktivatorfreien Kanidlen eine Stereoselektivitit von
1,6:1 fiir das R-(+)-Enantiomer gefunden. Die Selektivitit kehrt sich bei der durch hohere
Konzentrationen erreichbaren nichtkompetitiven Authebung einer BTX-induzierten Kanal-
offnung zu 0,29:1 um. Die Autoren leiten daraus die Existenz eines Bindungsareals mit hoher
und eines Areals mit niedriger Affinitdt zu LA im Na'-Kanal ab, wobei die Bupivacain-
Enantiomere an diesen Bindungsstellen verschiedene Bindungs- und Dissoziationskinetiken
aufweisen sollen [59]. An anderer Stelle wird die Stereoselektivitit fiir die ["H]-BTX-Ver-
dringung von Na'-Kanilen in Rattenhirnsynaptosomen in vitro mit 3:1 (R:S) angegeben, wo-
bei sich die Selektivitdt nach Hyperpolarisation der Zellmembran wiederum umkehren 148t. In
Vivo sinkt die Sterecoselektivitat auf 1,2:1 (R:S) [60].

Am isolierten Meerschweinchenherzen verlingert R-Bupivacain die AV-Uberleitungszeit
54 % stdrker als das S-Enantiomer [61]. Das weniger lipophile S-Ropivacain fiihrt zu einer
wesentlich geringeren AV-Verldngerung, wobei zwischen den Enantiomeren keine Unter-
schiede festgestellt werden konnten [62].

Die klinisch erreichten Plasmakonzentrationen von Bupivacain, die zu kardiotoxischen
Nebenwirkungen fiihren, liegen im Bereich von 5 - 15 uM. An den Vorhofen von Ratten-
herzen fiihren bereits Konzentrationen von 5,1 uM rac-Bupivacain und 6,1 uM S-Bupivacain
zu einer 50 %igen Erniedrigung der [*H]-Noradrenalinauschiittung, was eine Erklirung fiir
die verminderte Reizweiterleitung liefern konnte [63]. Eine Stereoselektivitdt konnte in diesen
Untersuchungen nicht nachgewiesen werden.

Die Stereoselektivitdt fiir Mepi-, Ropi- und Bupivacain an TTX-resistenten Na'-Kanilen in
vitro wird als gering angegeben. S-Mepivacain wirkt in der nutzungsabhingigen Kanalblok-
kade etwa 1,3mal stirker als sein Antipode. Die Bupi- und Ropivacainenantiomere wirken
praktisch gleichwertig [64].

Die Wirkungen der Enantiomere von Ropi- und Bupivacain auf den Tonus der Koronargetéf3e
des Meerschweinchens differieren deutlich. Wahrend S-Bupivacain ein Vasokonstriktor mit
langsamem Wirkungseintritt ist, flihrt R-Bupivacain zu einer schnellen Gefédl3dilatation. In der
Summe der Wirkungen ist beim Racemat eine leichte gefiBBerweiternde Wirkung zu verzeich-
nen. S- und R-Ropivacain wirken vasokonstriktorisch, wobei dem S-Isomer die stérkere
Wirksamkeit zukommt. Als mdgliche Ursache fiir die Unterschiede in der GefaBwirkung ver-

muten die Autoren eine stereoselektive Hemmung von K" srp-Kanélen durch S-Bupivacain so-
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wie weitere noch nicht geklarte Angriffspunkte an den Membranen der glatten Muskelzellen
[65].

Die LDsy von S-Bupivacain bei Kleinsdugern betrdgt etwa das 1,2 - 1,3fache des Wertes fiir
R-Bupivacain. Die minimale Krampfdosis ist sogar um 70 % erhoht [66]. Die systemische
Toxizitdt im Tierversuch ist fiir R-Bupivacain etwa 50 % hoher als fiir S-Bupivacain [67].

Als Zusammenfassung der Beobachtungen, lisst sich feststellen, dass die geringe Stereoselek-
tivitit in der Hauptwirkung der LA in vitro fiir den klinischen Einsatz am Menschen nicht re-
levant ist. S- und rac-Bupivacain unterscheiden sich nicht in Onset und Anésthesiedauer [66].
Die im Vergleich zum Racemat verbesserten toxikologischen Eigenschaften des S-Enan-
tiomers bringen jedoch ein hoheres Maf} an Arzneimittelsicherheit mit sich.

In den Jahren seiner Anwendung hat sich Ropivacain in der Qualitdt seiner Wirkung rac-
Bupivacain als praktisch gleichwertig erwiesen [68]. Sein verbessertes Nebenwirkungsprofil
im Hinblick auf Kardio- und ZNS-Toxizitdt wird eher als Resultat der verdnderten physi-
kochemischen Eigenschaften angesehen [62].

Das Konzept, durch den Einsatz des etwas schwécher wirksamen - aber dafiir auch weniger
toxischen - Enantiomers die therapeutische Sicherheit aufgrund verringerter Nebenwirkungen
zu erhohen, ist im Fall der homologen LA Ropivacain und S-Bupivacain aufgegangen. Neben
der geringeren Affinitiit zu kardialen Na'-Kanilen scheinen auch andere - noch nicht aufge-
kliarte - stereoselektive Mechanismen (Beeinflussung anderer Ionenkanile, Eingriffe in die
Zellatmung) zu existieren, die fiir die Differenzen in der Toxizitdt der Enantiomere verant-
wortlich sind. Welcher der beiden enantiomerenreinen Verbindungen im klinischen Einsatz

der Vorzug zu geben ist, werden weiterfiihrende Studien in der Zukunft kldren miissen.

1.4. Maglichkeiten zur Gewinnung reiner Enantiomere

Um reine Enantiomere zu erhalten, sind grundsitzlich zwei Verfahren anwendbar. Die erste
Moglichkeit stellt die asymmetrische Synthese dar, die zweite die Racemattrennung auf einer
Synthesestufe oder des racemischen Endproduktes (Abb. 6).

Die asymmetrische Synthese erfordert den Einsatz entsprechender Edukte, chiraler Zusitze
oder chiraler Katalysatoren. Zur Racemattrennung werden chirale Hilfsstoffe in stochio-
metrischen Mengen (z.B. Salzbildner) zur direkten oder in katalytischen Mengen (z.B.
Enzyme) zur subtraktiven Trennung bendtigt. Ein weites Feld stellen die Medien zur chroma-

tographischen Racemattrennung im weitesten Sinne dar. Es existiert eine stetig wachsende
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Auswahl an chiralen stationdren Phasen (CSP) und Techniken fiir die vielfdltigen Trenn-
probleme [70, 71]. Ein elegantes Verfahren zur Racemattrennung stellt dariiber hinaus der

enantioselektive Transport durch chirale Membranen dar [72, 73].

Ansatz: Asymmetrische Synthese Racemattrennung
Methode: | ASymmetrische Chirale Enantioselektive Trennung
———|  Katalyse Hilfsstoffe Katalyse

Direkt | Subtraktiv

Abb. 6:  Die grundlegenden Ansitze zur Gewinnung reiner Enantiomere (nach [69])

Die Auswahl der richtigen Strategie wird entscheidend vom Syntheseweg, strukturellen
Eigenschaften der Zielverbindungen und nicht zuletzt von den Kosten fiir die Gewinnung des

reinen Enantiomers geleitet.

2. Problemstellung

Aus der Gruppe der Fomocaine sind derzeit liber 300 Verbindungen bekannt [74]. Die
Muttersubstanz wurde erstmals 1957 beschrieben [29] und konnte 1967 als Oberflachen-
andsthetikum (Erbocain”™) in die Therapie eingefithrt werden. In den 90er Jahren des 20.
Jahrhunderts wurde bereits eine Reihe chiraler Derivate des Fomocain synthetisiert [75]. Bei
diesen Verbindungen wurde die Position des Chiralititszentrums in der Zwischenkette und am
Morpholinring variiert, um den EinfluB der Chiralitdt auf die lokalandsthetische Wirkung
studieren zu konnen. Die Verbindungen O/G3 und O/GS5 konnten in ihre Enantiomere ge-
trennt und pharmakologisch untersucht werden. Sie zeigten jedoch eine im Vergleich zu
Fomocain verringerte Wirksamkeit bei hoherer Toxizitdt und fehlender Stereoselektivitét in
der Wirksamkeit der Enantiomere [76]. Es gab aber Hinweise auf stereoselektive Unter-
schiede in der Plasmaeiweibindung und der Metabolisierung von O/G3 und O/G5 durch
CYP-Isoenzyme [75, 76].
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Aufgrund der Tatsache, dass die Anilidlokalandsthetika mit Piperidin als basischem Mole-
kiilteil (Mepivacain, Ropivacain und Bupivacain) ein Chiralititszentrum im Heterocyclus
tragen und hier eine Diskriminierung zwischen den Enantiomeren hinsichtlich Wirkung
und/oder Toxizitdt festzustellen ist, sollte die Suche nach Verbesserungen der Leitstruktur
Fomocain auf die chirale Substitution des Morpholinringes erweitert werden. Morpholin
besitzt in den Positionen 2 und 6 bzw. 3 und 5 zueinander dquivalente prochirale Kohlen-
stoffatome. Dies fiihrt bei der Einfithrung nur eines Chiralititszentrums in das Molekiil zu
zweil moglichen Stereozentren, ndmlich in Position 2 neben dem Sauerstoffatom und in
Position 3 neben dem Morpholinstickstoff und damit zu zwei homologen Reihen neuer
Fomocainderivate, die der pharmakologischen Testung zugefiihrt werden sollten.

Das in seinem pharmakologisch-toxikologischen Wirkungsprofil die giinstigsten Eigen-
schaften aufweisende Racemat jeder Serie sollte in seine Enantiomere getrennt werden, die
wiederum getestet werden sollten.

Das Hauptaugenmerk bei der Gewinnung der reinen Enantiomere der Zielverbindungen lag
auf der Nutzung der im Arbeitskreis vorhandenen préparativen HPLC-Anlage mit einer
Chiralcel® OD-Siule (5 x 50 cm) und daraus folgend dem Studium des chromatographischen
Verhaltens der chiralen Fomocainderivate an polysaccharidbasierten CSP. Parallel dazu sollte
auch ein alternativer Weg zur Racemattrennung iiber die Bildung diastereomerer Salze
untersucht werden.

Im Rahmen pharmakologischer Untersuchungen am Ganztier sollte an Ratten die ober-
flichenanidsthetische Potenz an der Cornea, das Ausmall von Leitungsanésthesie und Parese
am N. ischiadicus und die LDsy nach intraperitonealer Injektion der neuen Verbindungen

gegen die Referenzen Procain, Tetracain und Fomocain bestimmt werden.

3. Ergebnisse und Diskussion

3.1. Synthese und Analytik der chiralen Fomocainderivate

3.1.1. Syntheseplanung und -durchfiihrung

Die klassische Fomocainsynthese geht von (3-Chlorpropyl)benzen aus, das in einer

Chlormethylierung nach Blanc mit HCI (g) und Formaldehyd zu 1-(Chlormethyl)-4-(3-chlor-

propyl)benzen (1) reagiert. In der zweiten Stufe wird mit Phenolat in Aceton zum 1-(3-Chlor-
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propyl)-4-(phenoxymethyl)benzen (2) umgesetzt, das im letzten Schritt in einer nukleophilen
Substitution mit Morpholin im 40fachen Uberschuss als Reaktionspartner und Lésungsmittel
4-[3-(4-Phenoxymethyl)phenyl]propyl-morpholin (Fomocain INN) liefert [29]. Der Synthese-
weg erfuhr im Laufe der Entwicklung einige Modifikationen. So konnte der gasformige
Chlorwasserstoff in der ersten Synthesestufe gegen das leichter zu handhabende Thionyl-
chlorid ausgetauscht werden [77]. Zur Synthese von Fomocainen mit chiralen Morpholinen
kann bis zur vorletzten Synthesestufe der selbe Weg beschritten werden. Bei einem nur
geringen Morpholiniiberschuss im abschlieenden Syntheseschritt werden durch die geringe
Abgangstendenz des Chlorids nur geringe Umsatzgeschwindigkeiten mit niedrigen Aus-
beuten erreicht. Durch Halogenaustausch mit LiBr unter Phasentransferkatalyse mit Trioctyl-
methylammoniumchlorid (TOMACI) nach [78] ist aus (2) das 1-(3-Brompropyl)-4-(phenoxy-
methyl)benzen (3) mit iiber 90 %iger Ausbeute erhiltlich, das die Fomocainsynthese mit
einem 1,5- bis zweifachen Baseniiberschuss in Toluol mit guten Ausbeuten erlaubt. Die
Zusammenfithrung von (2) oder (3) mit den zu synthetisierenden Morpholinderivaten im
Baukastenprinzip ergibt neue lokalanésthetisch wirksame Substanzen aus der Gruppe der
Fomocaine (Abb. 7). Aufgrund des erhohten Substanzbedarfs fiir die pharmakologisch-toxi-
kologischen Untersuchungen (mindestens 2 g) sollten die Verbindungen im gréeren Mal3stab

dargestellt werden.

o
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Abb.7: Syntheseschema zur Darstellung von Fomocain und seinen chiralen Derivaten
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Nach Knorr [79] lédsst sich Morpholin durch Dehydratation von Diethanolamin in 70 %iger
Schwefelsdure erhalten. Médard konnte spiter die Ausbeute der Reaktion durch Einsatz
konzentrierter Schwefelsdure und Erhitzen auf 175 - 180 °C fiir 7 - 8 Stunden auf iiber 90 %
erhohen [80]. Die Dehydratationsmethode lie8 sich auch auf andere Dialkanolamine {iber-
tragen, wenn auch zundchst mit niedrigen Ausbeuten [81]. Durch Ringschluss der ent-
sprechenden Dialkanolamine ist bereits eine grof3e Anzahl einfach und mehrfach substituierter
C-Alkylmorpholine dargestellt worden. Tabelle 1 gibt iiber die bereits beschriebenen einfach
substituierten C-Alkylmorpholine Auskuntt.

Morpholinderivat

Zitate

Ausbeuten

2-Methylmorpholin

[75], [82], [83], [84], [85] (S-2-
Methylmorpholin), [86]

[75] 71 %, [82] 57 %, [83] 80
%, [84] 48 %, [85, 86] k.A.

2-Ethylmorpholin

[82], [83], [85], (S-2-Ethylmor-

[82] 61 % (and. Weg), [83] 51

pholin), [86] %, [85] k.A.
2-Propylmorpholin [86] k. A.
2-Isopropylmorpholin [86] k. A.
2-Butylmorpholin [84] 64 %

3-Methylmorpholin

[83], [85] (R-3-Methylmorpholin)

[83] 93 % (als HCI), [85] k.A.

3-Ethylmorpholin

[75], [82], [85] (R-3-Ethylmor-
pholin))

[75] 68%, [82] 72 %, [85]
KA.

3-Propylmorpholin [87] 47 %
3-Isopropylmorpholin [85] (R-3-Isopropylmorpholin) k.A.
3-Butylmorpholin [87] 44 %

Tabelle 1: Aufstellung {iber bereits in der Literatur beschriebenene einfach am Kohlenstoff

alkylsubstituierte Morpholine

OH +
N
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Syntheseschema zur Darstellung von 2-Alkylmorpholinen (R = CHs, C,Hs, C3H7,
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Die Edukte fiir die Ringschlussreaktion zu am C-2 alkylsubstituierten Morpholinen sind aus
der Reaktion von 1,2-Epoxiden mit dem achtfachen Uberschuss an 2-Aminoethanol in wiss-
riger Losung zugénglich (Abb. 8). Ethylenoxid und héhere 2-Aminoalkanole liefern die Aus-
gangsstoffe zur Synthese von 3-Alkylmorpholinen (Abb. 9).

NH,

OH
o) f
+ —_— NH
T IRAN
R

OH
/- °
NH A, H,S0,

R
-H,0O N R
OH

Abb. 9:  Syntheseschema zur Darstellung von 3-Alkylmorpholinen (R = CH3, C,Hs, C3H3,
i-C3H7)

Die Handhabung des bei Raumtemperatur gasformigen Ethylenoxids bei der Synthese der
3-Alkylmorpholine gestaltete sich insofern schwierig, als dass es vor dem Einsatz in geeig-
neter Weise kondensiert werden musste, da das Gas beim Einleiten in die Losungsmittel
Ethanol oder Wasser nur ungeniigend absorbiert wurde. Die Kondensation gelang durch lang-
sames Einleiten des Gases aus der Druckgaspackung in eine Ethanol/CO,-gekiihlte Wasch-
flasche (ca. -60 °C), aus der dann das Ethylenoxid direkt in den Reaktionsansatz gegeben
werden konnte. Die hoheren Epoxide zur Synthese der 2-Alkylmorpholine liegen bei Raum-
temperatur in fliissiger Form vor, so dass sie sicher {liber einen Tropftrichter dosiert werden
konnten. Zur Ringschlussreaktion wurden alle erhaltenen rac-2-(2-Hydroxyethyl-
amino)alkanole zu eisgekiihlter konzentrierter Schwefelsdure getropft und anschlieend fiir
etwa 12 Stunden auf ca. 150 °C erhitzt. Niedrigere Temperaturen verschlechterten die
Ausbeuten, wéihrend zu hohe Temperaturen die ohnehin schon immense Teerbildung im
Ansatz verstirkten. Die Morpholinderivate mussten nach Beendigung der Reaktion,
Alkalisieren des Ansatzes und Abtrennen von den teerigen Nebenprodukten aus einer
wassrig-alkalischen Losung extrahiert werden. Morpholin und seine chiralen Abkdmmlinge

lassen sich, bedingt durch ihre hohe Hydrophilie, nur schlecht aus einer Wasserphase
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ausethern. Zur Extraktion der Morpholinderivate wurde daher ein Perforator fiir spezifisch
leichtere Fliissigkeiten eingesetzt, mit dem im Zeitraum von 48 Stunden die Basen mit Ether
erschopfend extrahiert werden konnten. Auf diese Weise wurden acht rac-C-Alkylmorpholine

dargestellt, die in Tabelle 2 zusammengefasst sind.

Morpholin Ausbeute 1. Stufe | Ausbeute Ringschluss | Ausbeute gesamt
2-Methylmorpholin (5) 77,3 % 62,0 % 47,9 %
2-Ethylmorpholin (9) 84,9 % 17,7 % 15,0 %
2-Propylmorpholin (13) 94,5 % 29,0 % 27,4 %
2-Butylmorpholin (17) 82,7 % 26,7 % 22,1 %
3-Methylmorpholin (21) 95,0 % 53,6 % 50,9 %
3-Ethylmorpholin (25) 86,3 % 69,0 % 59,5 %
3-Propylmorpholin (29) 63,0 % 80,5 % 50,7 %
3-i-Propylmorpholin (33) 86,9 % 80,5 % 69,9 %

Tabelle 2: Ausbeuten aus der Synthese der dargestellten rac-C-Alkylmorpholine

Die Reaktion des Aminoalkohols mit dem Epoxid verlief bei allen Synthesen glatt und mit
zufrieden stellenden Ausbeuten. Es ist zu erkennen, dass im Fall der 2-substituierten Morpho-
line mit wachsender Kettenlinge des Alkylrestes die Ausbeute in der Ringschlussreaktion
sank. Der Grund hierfiir ist in der zunehmenden sterischen Hinderung durch die ldnger
werdende Seitenkette neben einer der beiden zur Etherbildung bendtigten Hydroxylgruppen
zu suchen. Sind beide Alkoholfunktionen der rac-2-(2-Hydroxyethylamino)alkanole frei zu-
ginglich, verlduft die Dehydratation zum zyklischen Ether glatt und mit weniger Neben-
reaktionen (Teerbildung). Die Synthese des in 3-Stellung einen Isopropylrest anstatt analog
zur 2-Substitution eine Butylgruppe tragenden Morpholins ergab sich aus der Fragestellung,
wie sich ein verzweigter, raumerfiillender Rest neben dem basischen Zentrum auf die
pharmakologischen Eigenschaften des daraus resultierenden Fomocainderivates auswirken
wiirde. Die Reaktion von 2 oder 3 mit den Morpholinderivaten ergab acht Racemate bisher
noch nicht pharmakologisch getesteter chiraler Fomocainderivate (Tabelle 3).

Im Gegensatz zur Ringschlussreaktion der Morpholine, fiir die sich die Alkylsubstitution
neben dem Stickstoff als vorteilhaft erwies, erbrachten die Synthesen der 3-substituierten
Fomocaine geringere Ausbeuten, was in diesem Fall auf eine stirkere Abschirmung des
nukleophilen Stickstoffs durch grofer werdende Alkylgruppen in Nachbarposition zuriick-

zufiihren ist.
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Substanzcode R R, Edukt Ausbeute Gesamtausbeute

O/W1 (6) CH; H 2 93,9 % 28,8 %
O/W3 (10) C,H; H 2 84,8 % 26,0 %
O/W5 (14) C;H; H 2 73,4 % 22,5 %
O/W7 (18) C4Hy H 3 83,7 % 23,5 %
O/W9 (22) H CH;, 2 56,4 % 17,3 %
O/W11 (26) H C,H; 2 49.7 % 15,2 %
O/W13 (30) H Cs;H, 3 77,6 % 21,8 %
O/W15 (34) H 1-CsH5 3 54,4 % 15,3 %

Tabelle 3: Strukturen, Ausbeuten (letzte Synthesestufe) und Gesamtausbeuten (berechnet auf

das eingesetzte (3-Chlorpropyl)benzen)) der chiralen Fomocainderivate

Wurde 2 als Edukt mit dem Morpholinderivat als Losungsmittel und Reaktionspartner
eingesetzt, betrug die Reaktionszeit bei 80 - 120 °C vier bis sechs Stunden, wonach das Mor-
pholin durch Destillation bei vermindertem Druck zuriickgewonnen werden musste. Tempera-
turerh6hungen tiber 120 °C oder Verldngerung der Reaktionszeit verbesserten die Ausbeuten
nicht, sondern begiinstigten eher Zersetzungsreaktionen, die durch starke Verfarbungen der
Ansitze und nicht ndher identifizierte fluoreszierende Nebenprodukte auffielen. Die Umsetz-
ungen von 3 mit dem 1,5- bis 2fachen Einsatz an Morpholinbase in Toluen unter K,COs-
Zusatz erforderten zwar gerade bei den 3-Alkyl-Verbindungen Reaktionszeiten von bis zu
einer Woche beim Erhitzen am Riickfluss, lieferten aber im Vergleich zum ersten Weg in
hoheren Ausbeuten sauberere Produkte, die keine weitere chromatographische Reinigung be-
notigten. Generell ist dem Syntheseweg iiber 3 der Vorzug zu geben, da hier der immer mit
Verlusten verbundene Destillationsschritt zur Riickgewinnung des unter Umstéinden sehr
teuren Eduktes entfallen kann.

Zu Fomocain existiert ein Analogon mit Diethanolamin als basischer Komponente (Oe7000),
das bei verbesserter Wasserloslichkeit ebenfalls gut lokalandsthetisch wirksam ist [88]. Da die
entsprechenden chiralen Dialkanolamine als Zwischenstufen fiir die chiralen Morpholine zur
Verfligung standen, war es naheliegend, auch die chiralen Abkémmlinge von Oe7000 durch

Umsetzung der Basen mit 3 zu synthetisieren und analytisch zu charakterisieren (Tabelle 4).
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Die weiterfilhrenden pharmakologischen Untersuchungen mit den Derivaten sollten jedoch

nicht mehr Gegenstand der vorliegenden Arbeit sein.

Substanzcode R1 R, Edukt Ausbeute Gesamtausbeute

0/W2 (7) CH; H 3 50 % 14,1 %
O/W4 (11) C,H; H 3 47,9 % 13,5 %
O/W6 (15) C;H; H 3 49,5 % 13,9 %
O/W8 (19) C4Hy H 3 47,2 % 13,3 %
O/W10 (23) H CH; 3 79,2 % 22,3 %
O/W12 (27) H C,H; 2 95,5 % 29,3 %
O/W14 (31) H C;H; 3 422 % 11,9 %
O/W16 (35) H 1-CsH5 3 12,6 % 3,5%

Tabelle 4: Strukturen, Ausbeuten (letzte Synthesestufe) und Gesamtausbeuten (berechnet auf
das eingesetzte (3-Chlorpropyl)benzen)) der chiralen Oe7000-Derivate

Die Struktur des eingesetzten Dialkanolamins scheint keinerlei Auswirkungen auf die Aus-
beuten zu haben. Hier zeichnete die im Vergleich zu den 2-Alkylmorpholinen aufgehobene
Fixierung der C-N-Bindungen mit ihrer resultierenden sterischen Abschirmung des Stickstoffs
fiir die verminderten Ausbeuten verantwortlich. Kiirzere Alkylsubstituenten in Nachbarschaft
zum basischen Stickstoff fithrten offensichtlich durch ihren + I-Effekt zu einer Ausbeutever-
besserung. Die wachsende Raumerfiillung durch grofer werdende Alkylreste war jedoch fiir
eine immer stirker werdende Abschirmung des nukleophilen Zentrums verantwortlich, was
besonders beim Wechsel von der Propylseitenkette zum volumindseren Isopropylsubsti-

tuenten auffiel.
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3.1.2. Strukturbeweise durch spektroskopische Untersuchungen und Reinheits-
prufungen der chiralen Fomocainderivate und Morpholine
3.1.2.1.  Massenspektrometrie

Zur Strukturabsicherung wurden die synthetisierten C-Alkylmorpholine und die chiralen

Fomocaine massenspektroskopisch untersucht.

Im Elektrospray-MS (ESI-MS) fragmentierten die Morpholine bei einer Signalaufzeichnung
ab m/z 70 praktisch nicht. Alle Substanzen zeigten als Hauptsignal ihren jeweiligen Molpeak
(M+H"). Im GC-MS mit Electron-Impact-Tonisation (EI-MS, ElektronenstoBionisation) waren
neben dem Molpeak unabhidngig vom Alkylrest Signale bei m/z 86 (Morpholin nach
Dealkylierung der Verbindung), 70 sowie das jeweilige Massensignal des abgespaltenen Al-

kylrestes zu erkennen.
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Abb. 10: EI-Massenspektrum von O/W7 (M; 367,5)
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Gleiches galt fiir die ESI-Spektren der chiralen Fomocaine, die sich durch ihren Molpeak zu
erkennen gaben. Im EI-Modus fragmentierten die Verbindungen mit Substitution am C-3 des
Morpholinrestes vornehmlich unter Abspaltung des Alkylsubstituenten vom Morpholin,
Spaltung der Zwischenkette zwischen dem a- und dem B-C-Atom vom Stickstoff aus gesehen
und unter Abspaltung von Phenol. Der Basispeak in den Spektren der 3-substituierten Ver-
bindungen zeigte die Molmasse des Fomocain. Die am C-2 des Morpholins substituierten
Fomocainderivate fragmentierten vornehmlich unter Zwischenkettenspaltung am o-C-Atom
neben dem basischen Stickstoff. Der Morpholinrest mit einer Methylengruppe der Zwischen-
kette stellte das Hauptfragment dieser Serie dar. Abb. 10 zeigt exemplarisch fiir die 2-
substituierte Reihe das EI-Spektrum von O/W7.
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Abb. 11: EI-Massenspektrum von O/W13 (M; 353,5)

Stellvertretend fiir die 3-substituierten Fomocainderivate steht das EI-Spektrum von O/W13

(Abb. 11).
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3.1.2.2. NMR-Spektroskopie

Die Strukturen der synthetisierten Verbindungen konnten durch 'H-NMR- und "*C-NMR-
Spektroskopie aufgekldrt und bewiesen werden. Fiir jede homologe Reihe soll hier die
Strukturaufklarung exemplarisch an einem ausgewdhlten Beispiel erldutert werden. Je nach
Komplexitit des erhaltenen 'H-NMR-Spektrums wurden verschiedene weiterfiihrende Experi-
mente (C,H-COSY, H,H-COSY, NOESY, HMBC, TOCSY) durchgefiihrt, um zu einem
zweifelsfreien Strukturbeweis zu gelangen. Von der lipophilen Kopfgruppe des Molekiils bis
zum C-1 des endo-Rings sind 'H- und *C-NMR-Spektren aller Verbindungen in ihrer Signal-

lage praktisch identisch, so dass hier nur einmal darauf eingegangen wird.

a) Fomocaine mit 2-substituierten Morpholinen (O/W3)

Zur Beschreibung der Signallagen und deren Zuordnung zu den entprechenden Protonen bzw.

Kohlenstoffatomen wurde eine vereinfachte Zahlweise (Abb. 12) verwendet.

Abb. 12: Zahlweise der Atome in O/W3 zur

6
{ Vo =
— \_<:€\l NMR-Auswertung; jeder Cyclus
\_ 7/ \_

N\ wird flr sich gezéhlt, Aliphische
exo-Ring endo-Ring <N_\/2 s Ketten von ihrer Verkniipfungs-
6—0 stelle zum Heterocyclus

Das "*C-NMR-Spektrum von O/W3 (CDCls, 60 MHz, Abb. 13a) zeigt 17 Signale fiir die 22
C-Atome des Molekiils, wobei 4 Signale zwischen 113,8 und 133,6 ppm je 2 dquivalenten
C-Atomen der beiden aromatischen Ringe (C-2 und C-6, C-3 und C-5 von exo- und endo-
Ring) zuzuordnen sind. Dariiber hinaus fallen zwei C-Signale aus dem Aliphaten-/Hetero-
cyclenbereich zusammen. Das am weitesten tieffeldverschobene Signal bei 158,2 ppm ist dem
C-1 des exo-Rings sicher zuzuordnen. Die weiteren Signale der quartiren C-Atome liegen bei
140,4 ppm (C-1 endo) und 133,6 ppm (C-4 endo). Im DEPT-Spektrum (Abb. 13b) der
Verbindung zeigt sich das chirale C-2 des Morpholins als positives Signal (CH) bei 75,6 ppm,
das C-2-Atom des Ethylsubstituenten liegt im Hochfeld bei 8,7 ppm. Die schwicher ent-
schirmten C-Atome 2, 4 und 6 des exo-Rings liefern CH-Signale bei 113,8 ppm (C-2, C-6)
und 119,9 ppm (C-4). Die weiteren CH- und die negativen CH,-Signale lassen sich so noch

nicht zweifelsfrei zuordnen.
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Abb. 13: NMR-Spektren von O/W 3 | a) *C-NMR (60 MHz), b) DEPT, ¢) '"H-NMR, (400
MHz), d) C,H-COSY

Die Auswertung des 'H-NMR-Spektrums wird durch die Einfiihrung des Chiralititszentrums
am C-2 des Morpholinrings erschwert. Aufgrund des chiralen Kohlenstoffatoms wird die bei
Raumtemperatur schnelle Ringinversion eingeschrankt, die Inversion des Stickstoffs jedoch
nicht [89, 90]. Die Methylenprotonen des Molekiils werden dadurch diastereotop zueinander
und liefern daher mehr oder weniger deutlich voneinander getrennte Signalgruppen, wobei flir
jedes Proton am C-3, 5 und 6 des Morpholins sowie flir die Methylenprotonen des
Ethylsubstituenten am C-2 eine geminale und mindestens zwei vicinale Kopplungen mit
unterschiedlichen Kopplungskonstanten, die durch die verschiedenen Torsionswinkel verur-
sacht werden (Karplus-Kurve) [91], erkennbar sind. Dieser Sachverhalt erschwert eine kor-
rekte Analyse der Kopplungskonstanten bzw. macht sie aufgrund der teilweisen Uberlager-
ungen der Signale unmdglich.

Basis fiir die Integration der Signale des 'H-NMR-Spektrums von O/W3 (CDCls, 400 MHz,
Abb. 13c¢) ist das Singulett (2 H) der Methylengruppe des Benzylphenylethers bei 5,05 ppm.
Die Gesamtintegration aller Signale zeigt 29 Protonen. Im Aromatenbereich finden sich
3 Protonen in einem Multiplett zwischen 6,96 und 7,01 ppm, die die an C-2 bzw. C-4

gebundenen Protonen des exo-Rings darstellen. Starker tieffeldverschoben liegen 6 weitere
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aromatische Protonen in Form zweier Dubletts (2 H) bei 7,22 und 7,37 ppm sowie eines Mul-
tipletts (2 H) bei 7,31 ppm, deren Zuordnung erst im NOESY-Spektrum (Abb. 14B) gelingt.
Die Methylprotonen des Ethylsubstituenten erscheinen als Triplett (3 H) bei 0,96 ppm, das
Triplett (2 H) bei 2,38 ppm kann den Methylenprotonen am C-1 der Propylenzwischenkette
zugeordnet werden.

Mit diesen Informationen kann das '*C-NMR-Signal bei 68,8 ppm iiber das C,H-COSY-
Spektrum (Abb. 13d) zweifelsfrei dem C-Atom der Etherbriicke zwischen den Aromaten
zugewiesen werden. Demzufolge muBl das '*C-Signal bei 65,2 ppm, dessen chemische Ver-
schiebung ebenfalls der Nachbarschaft zu einem Sauerstoffatom zuzuschreiben ist, zum C-6
des Morpholins gehdren. Im Umkehrschluf3 lassen sich dann die Signale fiir das Dublett/
Dublett-Signal (1 H, AMX-Kopplung) bei 3,88 ppm und das Dublett/Triplett-Signal (1 H,
AMX,-Kopplung) bei 3,68 ppm im 'H-NMR-Spektrum den Methylenprotonen am C-6 des
Morpholins zuordnen. Erfahrungsgemil3 erscheinen in einem aliphatischen Heterocyclus
dquatoriale Protonen stérker tieffeldverschoben als axiale [90, 92, 93], sodass auch hier eine
Zuordnung getroffen werden kann. Die unterschiedlichen Aufspaltungsmuster der beiden Pro-
tonen kommen durch die oben beschriebene Uberlagerung der verschiedenen méglichen
Kopplungen zustande. Das *C-Signal des chiralen C-Atoms bei 75,6 ppm gibt ein Korrela-
tionssignal mit dem Multiplett (1 H) bei 3,42 ppm, zeigt also das entsprechende Proton an.
Die Methylenprotonen am C-1 der Zwischenkette zeigen einen Crosspeak mit dem *C-Signal
bei 52,0 ppm, womit auch dieses C-Atom identifiziert ist. Auf diesem Signal zeigen sich in
der C,H-Korrelation auch noch die Signale von je einem Proton bei 2,78 als Dublett (1 H) und
bei 1,80 ppm im hinteren Bereich eines Multipletts. Aus den Crosspeaks des COSY- (Abb.
14A) und des NOESY-Spektrums (Abb. 14B) ist ersichtlich, dass es sich hier um die Methy-
lenprotonen am C-3 des Morpholins handeln muf3, da nur Kopplungssignale mit dem vorher
identifizierten Proton am chiralen C-Atom auftreten. Der *C-Peak bei 52,0 ppm zeigt also die
chemische Verschiebung zweier C-Atome. Im NOESY-Spektrum sind ebenso Crosspeaks
zwischen den Signalen bei 5,05 und dem Dublett (2 H) bei 7,35 ppm erkennbar, wodurch die
rdaumliche Ndhe zwischen der Methylengruppe der Etherbriicke und den Protonen an C-3 und
C-5 des endo-Rings bewiesen ist. Gleiches gilt fiir die Korrelation zwischen dem Dublett
(2 H) bei 7,21 ppm und dem Triplett (2 H) bei 2,67 ppm, was diese Signale den Protonen an
C-2 und C-6 des endo-Rings (7,21) und den Methylenprotonen am C-3 der Zwischenkette
zuordnen 14Bt. Das Multiplett bei 7,31 ppm mufl dann zwangsldufig von den Protonen an C-3
und C-5 des exo-Rings verursacht worden sein, wie es anhand der Korrelationsdaten bestétigt

werden kann. Die *C-NMR-Signale bei 128,4 ppm (C-3 und C-5 exo0), 127.6 ppm (C-2 und
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C-6 endo) sowie bei 126,7 ppm (C-3 und C-5 endo) sind damit auch iiber die C,H-Korrelation
identifiziert. Ebenso 148t sich aus dem NOESY- und auch dem COSY-Spektrum die Lage des
Signals der Methylenprotonen am C-2 der Zwischenkette im nicht vollstindig aufgeldsten
Multiplett (2 H) bei 1,85 ppm ableiten, das zum Teil vom Signal des axialen Protons am C-3
des Morpholins iiberlagert wird. Die Methylengruppe am C-5 des Morpholins zeigt anhand
der gefundenen Korrelationen Signale eines Dublett/Dubletts (1 H, AMX-Kopplung) bei 2,74
ppm und eines Dublett/Tripletts (1 H, AMX,-Kopplung) bei 2,12 ppm. Die zwei nicht
vollstindig aufgelosten Multipletts (je 1 H) bei 1,55 und 1,26 ppm gehoren dann zu den
diastereotopen  Protonen der Methylengruppe des Ethylsubstituenten, was die

Korrelationsdaten eindeutig belegen.
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Abb. 14: NMR-Spektren von O/W3 Il A) HH-COSY (Ausschnitt mit den Signalen der
Zwischenkette und des Heterocyclus), B) NOESY (komplettes Spektrum)

b) Fomocaine mit 3-substituierten Morpholinen (O/W13)

Abb. 15: Zihlweise der Atome in O/W13 zur
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Das “C-NMR-Spektrum (CDCls;, 100 MHz) der Verbindung ist im Bereich der aromatischen
C-Atome mit dem oben erlduterten Spektrum von O/W3 kongruent, so dass auf die Signal-
lagen und die entsprechenden Zuordungen zu den Protonensignalen im C,H-COSY nicht
weiter eingegangen werden mul3. Insgesamt wurden 19 Banden fiir die 22 C-Atome detektiert.
Im HSQCDEPT-Spektrum (Abb. 16b) erkennt man das Chiralitdtszentrum C-3 des Morpho-
lins als positives Signal bei 59,4 ppm, die Methylgruppe des Propylsubstituenten liegt bei
14,5 ppm.
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Abb. 16: NMR-Spektren von O/W13 | a) '"H-NMR, b) HSQCDept, ¢) TOCSY, d) HMBC

Die Integration aller Protonen im 'H-NMR-Spektrum (CDCls, 400 MHz, Abb. 16a) unter
Bezug auf das Singulett der Methylengruppe der Etherbriicke zwischen den Aromaten bei
5,05 ppm zeigt 31 Wasserstoffatome fiir das Molekiil an. Die Auswertung des Spektrums wird
dadurch erschwert, dass aufgrund der Einfiihrung des Chiralititszentrums am C-3 des Mor-
pholins sechs diastereotope Methylengruppen (C-2, C-5, C-6 des Morpholins, C-1 der
Zwischenkette, C-1 und C-2 des Propylsubstituenten) erzeugt werden, deren Signale sich

mehr oder weniger stark iiberlagern. So ist z.B. das iiber die C,H-Korrelation (Abb. 16b
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HSQCDEPT) identifizierte Proton am Chiralitdtszentrum am hochfeldseitigen Ende des
Multipletts bei 2,30 ppm von zwei weiteren Signalen iiberdeckt. Im C,H-COSY 148t sich das
C-Atom der Ethermethylengruppe dem Signal bei 69,8 ppm zuordnen. Die Signalgruppe der
Methylenprotonen am C-3 der Zwischenkette zeigt sich als Multiplett (2 H) bei 2,64 ppm {iber
den Crosspeak mit den sicher zugeordneten Protonen an C-2 und C-6 des endo-Rings bei 7,23
ppm. Das zweite Crosspeaksignal zu 2,64 ppm bei 1,81 ppm (Pentett, 2 H) gehort dann
offensichtlich zu den Methylenprotonen am C-2 der Zwischenkette mit dem zugehdrigen
3C-Signal bei 27,7 ppm. Die Signalgruppe bei 1,81 ppm zeigt wiederum Kopplungssignale
im NOESY- und H,H-COSY-Spektrum (Abb. 17) zu den mittleren Bereichen der Multipletts
bei 2,75 und 2,34 ppm, was auf die diastereotopen Methylenprotonen am C-1 der
Zwischenkette mit dem dazugehdrigen '*C-Signal bei 53,0 ppm hinweist. Im TOCSY-
Spektrum (Abb. 16c) zeigt die Methylgruppe des Propylsubstituenten (Triplett, 3 H) u.a.
Kopplungssignale zum '*C-Signal bei 70,7 ppm, was den einzigen SchluB auf die Signal-
zugehorigkeit zum C-2 des Morpholins zuldsst. Mit diesem Befund lassen sich im
HSQCDEPT (Abb. 16b) die dazugehorigen Methylenprotonen dem hochfeldseitigen Bereich
des Multipletts 3,74 ppm (1 H) und dem Dublett/Dublett (1 H, AMX-Kopplung) bei 3,40 ppm
zuweisen. Demzufolge muB} der tieffeldseitige Bereich des Multipletts (1 H) bei 3,77 ppm und
das Dublett/Triplett (1 H, AMX,-Kopplung) bei 3,66 ppm mit dem *C-Signal bei 67,2 ppm
zum C-6 des Morpholins gehoren. Die 'H-NMR-Signale im tieffeldseitigen Bereich der
Multipletts bei 2,77 (1 H) und bei 2,35 (1 H) ppm koénnen damit zusammen mit dem *C-Sig-
nal bei 50,9 ppm der Methylengruppe C-5 des Morpholins zugewiesen werden, was auch die
Crosspeaks im NOESY-, H,H-COSY- sowie die Korrelationen im HMBC- und TOCSY-
Spektrum bestétigen.

Die vier verbleibenden Protonensignale der Methylengruppen C-1 und C-2 des Propyl-
substituenten erscheinen als breitgezogenes Multiplett zwischen 1,25 und 1,46 ppm. Nur die
Protonen am C-1 des Propylsubstituenten sind dem Chiralititszentrum nahe genug, um im
NOESY-Spektrum einen Crosspeak zu erzeugen. Deshalb muf} der tieffeldseitige Bereich der
Signalgruppe bei 1,44 ppm einem Proton an diesem C-Atom zugeordnet werden. Aus der
C,H-Korrelation folgt damit, dass das *C-Signal bei 29,4 ppm das C-1 und zwangsldufig das
Signal bei 19,3 ppm das C-2 des Propylsubstituenten darstellen.
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Abb. 17: NMR-Spektren von O/W13 Il A) HH-COSY (Ausschnitt mit den Signalen der
Zwischenkette und des Heterocyclus), B) NOESY (komplettes Spektrum)

Ebenso wird klar, dass sich die 'H-Signale des zweiten Protons am C-1 und ein Proton des
C-2 im mittleren Bereich des Multipletts bei 1,35 ppm iiberlagern und dass die Linien am
hochfeldseitigen Rand der Signalgruppe bei 1,25 ppm vom zweiten Proton am C-2 des
Propylsubstituenten herrithren. Die Befunde aus dem H,H-COSY-, NOESY-, TOCSY- und
HMBC-Experiment (Abb. 16d) bestitigen diese Zuordnung.

c) Chirale Fomocaine mit Diethanolamingrundstruktur (O/W12)

Zur Beschreibung der Signallagen und deren Zuordnung zu den entprechenden Protonen bzw.
Kohlenstoffatomen wurde eine vereinfachte Zéhlweise (Abb. 18) verwendet.

Die Lagen der 'H- und "*C-Signale der Verbindung im Aromatenbereich sind mit denen der
oben beschriebenen Spektren praktisch identisch, dass auf ihre Zuordnung nicht mehr

eingegangen werden muss.
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Im "C-Spektrum der Verbindung (100 MHz, o. Abb.) sind 18 Signale fiir die insgesamt 22
Kohlenstoffatome des Molekiils zu erkennen. Die Integration aller Protonen im "H-Spektrum
(400 MHz, Abb. 19a) ergibt mit dem Sigulett (2H) der Ethermethylengruppe bei 5,05 ppm als
Basis 29 Protonen sowie eine Andeutung einer breiten OH-Bande um 3 ppm, die durch die
alkoholischen Funktionen verursacht wurde. Die Signale von sieben Protonen liegen in einem
breiten Multiplett zwischen 2,58 und 2,83 ppm praktisch iibereinander, was die Auswertung
des Spektrums zusidtzlich zu den eingangs erwihnten diastereotopen Signalaufspaltungen
erschwert. Im DEPT-Spektrum (Abb. 19b) zeigen sich die Methylgruppe bei 11,8 ppm sowie
das Chiralititszentrum bei 63,9 ppm. Aus dem C,H-COSY-Spektrum (Abb. 19¢) kann deshalb
das Signal des Protons am chiralen C-Atom dem Bereich um 2,75 ppm im 'H-Spektrum

zugeordnet werden.
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Abb. 19: NMR-Spektren von O/W12 | a) "H-NMR (400 MHz), b) DEPT, ¢) C,H-COSY,
d) TOCSY

Das Methylgruppensignal bei 0,93 ppm zeigt im H,H-COSY-Spektrum (Abb. 20A) Cross-

peaks zu den Multipletts bei 1,24 und 1,57 ppm, die damit zu den diastereotopen Protonen der
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Methylengruppe des Ethylsubstituenten gehoren. Ebenfalls aus dem H,H-COSY- und dem
TOCSY-Spektrum (Abb. 19d) gelingt die Zuordung der Methylengruppen neben den Hydro-
xylfunktionen. Die in Nachbarschaft zum Chiralititszentrum liegende Gruppe ,,2 ist deutlich
diastereotop aufgespalten. Ein Proton erzeugt ein isoliertes Triplett bei 3,35 ppm, das zweite
Signal liegt unter dem nicht aufgespaltenen Multiplett der beiden Protonen der Gruppe ,,4.
Die zugehorigen 13C-Signale im C,H-COSY-Spektrum liegen dann bei 61,4 (,,2*) und 60,4
(,,4“) ppm. In der breiten Signalgruppe zwischen 2,58 und 2,83 ppm liegen eine weitere stark
diastereotop (2,61 und 2,83 ppm) aufgespaltene Gruppe sowie zwei weniger deutlich ver-
breiterte Methylengruppen. Die aufgespaltenen Protonen erzeugen im H,H-COSY-Spektrum
starke Crosspeaks mit den vorher als Methylengruppe ,,2° identifizierten Protonen und
miissen somit der Methylengruppe ,,3“ mit dem *C-Signal bei 51,9 ppm zugeordnet werden.
Das C-1 der Zwischenkette gibt ein '*C-Signale bei 50,1 ppm, dem iiber die C,H-Korrelation
ein CH,-Signal um 2,62 ppm im 'H-Spektrum zuzuweisen ist. Die Unterscheidung zwischen
dem C-2 und dem C-3 der Zwischenkette gelingt iiber die Protonensignale im NOESY-
(Abb. 20B) und im TOCSY-Spektrum (Abb. 19d).
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Abb. 20: NMR-Spektren von O/W12 11 A) H,H-COSY Aliphaten, B) NOESY komplett

Die Crosspeaks zwischen den Methylenprotonen der Etherbriicke und der Signalgruppe um
2,6 ppm im TOCSY- sowie die Kopplung zwischen den Protonen am C-2 und C-6 des endo-
Rings mit dieser Signalgruppe im NOESY-Spektrum identifizieren das Signal als zu den
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Protonen am C-3 der Zwischenkette gehorig. Demzufolge muss dann das Multiplett bei 1,84
ppm im 'H-Spektrum von den Methylenprotonen am C-2 der Zwischenkette verursacht
worden sein. Die entsprechenden Kohlenstoffsignale finden sich dann bei 33,4 (C-3) bzw.

30,8 (C-2) ppm.

3.1.2.3.  UV-Spektroskopie

Die UV-Spektroskopie ist zur strukturellen Charakterisierung der Zielverbindungen wenig
aussagekriftig. Die Verbindungen O/W1 bis 16 tragen alle den selben Chromophor, was ihre
UV-Spektren praktisch kongruent werden lasst. Mithilfe der UV-Spektroskopie konnte jedoch
die Messwellenldnge fiir die UV-Detektion bei den folgenden HPLC-Untersuchungen
festgelegt werden. Alle Spektren weisen ein Maximum bei 221 nm auf. Ein deutlich
geringeres Absorptionsmaximum liegt bei 271 nm mit einer schwach ausgepriagten Schulter
bei 278 nm. In Tabelle 5 sind die UV-spektroskopischen Daten der Substanzen O/W1 bis 16
(Hydrochloride in MeOH) mit ihren spezifischen Absorptionen bei den charakteristischen

Wellenldngen zusammengefasst.

Verbindung A% 221 €221 271 €271 A% 278 €278
O/W1 2223 80464 190 6881 137 4959
O/W3 2172 81663 198 7461 146 5497
O/W5 2063 80461 180 7031 131 5105
O/W7 2014 81376 180 7260 131 5276
O/W9 2255 81603 208 7524 154 5569
O/W11 2225 83650 204 7659 151 5662
O/W13 2079 81085 153 5964 102 3990
O/W15 2098 81807 171 6680 126 4923
O/W2 2205 83789 227 8618 179 6811
O/W4 2073 81670 202 7944 156 6136
O/Wé6 1987 81081 192 7837 148 6046
O/W8 1935 81636 187 7902 145 6114
O/W10 2206 83814 227 8637 183 6967
O/W12 2069 81526 203 7991 159 6277
O/W14 1874 76470 194 7911 154 6270
O/W16 1855 75692 182 7430 141 5769

Tabelle 5: spez. Absorptionen A

1cm

und molare Absorptionskoeffizienten ¢ der O/W-Ver-

bindungen (¢ = 4 mg des Hydrochlorids/25,0 ml MeOH, 1:10 verdiinnt)



3. Ergebnisse und Diskussion 33

Die molaren Absorptionskoeffizienten fiir das Hauptmaximum bei 221 nm sind fiir alle
Substanzen praktisch gleich. Die spezifischen Absorptionen sinken naturgemif3 mit steigen-
den Molmassen. Die geringen Unterschiede in den Absorptionskoeffizienten des zweiten
Maximums und seiner Schulter eignen sich nicht zur Differenzierung zwischen den ver-

schiedenen Verbindungen.

3.1.2.4.  Chromatographische Reinheitsuntersuchungen, Elementaranalysen

Alle synthetisierten C-Alkylmorpholine wurden gaschromatographisch mit FI-Detektion oder
EI-MS-Detektion auf ihre Reinheit iiberpriift. Mit Werten von > 98 % der Peakflichen wurde
fiir alle Verbindungen eine fiir einen weiteren Einsatz in der Synthese ausreichende Reinheit
nachgewiesen.

Die chromatographische Reinheit der Fomocaine und Oe7000-Derivate konnte im Zuge des
Screenings auf geeignete HPLC-Bedingungen zur Racemattrennung (s. 2.2.1.) nachgewiesen
werden. Die Summe der detektierten Peakfldchen der Enantiomere der Basen machte fiir jede
Verbindung auf jeder CSP mehr als 99 % der Peakfldchen aus, bei den Fomocainen sogar
>99,5 %.

Mit den Hydrochloriden der Verbindungen O/W1 bis 16 wurden Elementaranalysen (C, H, N)
durchgefiihrt. Es konnte damit die molekulare Zusammensetzung und die hohe Reinheit der

Substanzen fiir die pharmakologische Priifung bestétigt werden.

3.1.3 Bestimmung der physikochemischen Parameter der O/W-Substanzen

Die protonierte Form eines basischen LA (BH") wird - wie eingangs ausgefiihrt - als Triger
der Hauptwirkung in der Na'-Kanalblockade angesehen. Die am Wirkort vorliegende Anzahl
an protonierten LA-Molekiilen ist also neben dem Ausmal} der Affinitit zum Bindungsareal
ein wirksamkeitsbestimmender Faktor. Daher war es unerldsslich, die physikochemischen
Parameter der synthetisierten Verbindungen, die das pharmakokinetische Verhalten der
Molekiile bei ihrem Transport zum Na'-Kanal beeinflussen, zu ermitteln.

Aus dem pKs-Wert lisst sich iiber die Henderson-Hasselbalch-Beziehung der Ionisationsgrad
einer schwachen Base oder Sdure bei dem physiologischen pH-Wert des Plasmas von 7,40

berechnen. Problematisch bei der Bestimmung der Sdurekonstanten der O/W-Verbindungen



3. Ergebnisse und Diskussion 34

war die geringe Wasserloslichkeit der freien Basen. Aufbauend auf den Ergebnissen von
Glassl [75] wurde eine Titrationsmethode im wissrigen Milieu angewandt, bei der die freie
Base erst um den Halbneutralisationspunkt auszufallen beginnt und sich so dem
Gleichgewicht entzieht. Dazu wurden 10” molare Losungen der Hydrochloride mit 0,01-M
NaOH schrittweise titriert. Nach jeder Inkrementzugabe wurde der pH-Wert der Losung
gemessen und zu jedem Titrationsgrad der pKs-Wert berechnet. Die Séurekonstante der
Verbindung wurde dann aus den arithmetischen Mittelwerten der Berechnungen zwischen
Titrationsgrad 0,1 und 0,5 ermittelt (n = 3). Zur Uberpriifung der Methode wurde Fomocain-
HCI als verwandte Substanz mitgefiihrt.

Unter dem Tribungs-pH einer Substanz versteht man den pH-Wert, bei dem die erste
bleibende Triibung einer Losung durch ausfallende freie Base auftritt. Er ist abhdngig vom
pKs-Wert der Verbindung, ihrer Wasserloslichkeit bei gegebener Temperatur, ihrer Konzen-
tration und der lonenstirke der Losung [94]. Aus dem Triibungs-pH-Wert ldsst sich bei
Kenntnis des pKs-Wertes einer Verbindung ihre Wasserloslichkeit abschidtzen und damit
auch die erreichbaren Konzentrationen an freier LA-Base in physiologischen Fliissigkeiten.
Die Triibungs-pH-Werte der O/W-Verbindungen wurden durch Titration ihrer Hydrochloride
in 0,25 bis 0,5 * 10™* molaren Losungen in 0,1-M KCI nach der von Glassl [75] modifizierten
Methode von Biichi und Perlia [95] mit 0,01-M NaOH und Riicktitration mit 0,01-M HCI
unter standardisierten Bedingungen bestimmit.

Der Verteilungskoeffizient P (Partition Coefficient) definiert das Konzentrationsverhaltnis
im Gleichgewicht der Verteilung einer Substanz zwischen zwei nicht miteinander mischbaren
Phasen. Zur Abschdtzung des Verhaltens von Substanzen bei der Diffusion durch Bio-
membranen und der Verteilung in Korpergeweben dient der n-Octanol/Wasser Verteil-
ungskoeffizient. Die zeitaufwindige Bestimmung von P durch Ausschiitteln und Gehalts-
bestimmung der Substanz in beiden Phasen wurde durch eine etablierte HPLC-Methode abge-
16st [96, 97, 98]. Unter Ausschluss von Adsorptionsvorgingen wird in der Umkehr-
phasenchromatographie der Kapazititsfaktor k™ einer Verbindung nur von dem sich einstel-
lenden Verteilungsgleichgewicht zwischen der stationdren RP-18 Phase und der mobilen
Phase (Methanol-Puffergemisch) bestimmt. Zwischen dem dekadischen Logarithmus des
Verteilungskoeffizienten (IgP) und 1gk” besteht ein linearer Zusammenhang. Mit sechs LA,
deren 1gP-Werte aus der Literatur entnommen wurden [99, 100] und Thioharnstoff zur
Bestimmung der Totzeit wurde das System kalibriert und aus der erhaltenen Kalibriergerade
(IgP = f(Igk"), R* = 0,9792) die 1gP-Werte der O/W-Verbindungen iiber ihre unter den selben

Bedingungen ermittelten Kapazitdtstaktoren berechnet. Der Verteilungskoeffizient P
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beschreibt nur das Verhalten von ungeladenen Substanzen bzw. des nicht ionisierten Anteils
von Séduren oder Basen. Fiir pH-abhingig ionisierbare Substanzen wurde daher der
Distribution Coefficient D eingefiihrt, der das Verteilungsverhalten des ungeladenen Anteils
einer sauren oder basischen Verbindung bei einem bestimmten pH-Wert beschreibt. In
Tabelle 6 sind die ermittelten Werte fiir die physikochemischen Parameter der O/W-

Verbindungen zusammengefasst.

Code pKs | % BH" (pH 7,4) | Tribungs-pH | Lg [mmol/I] | IgP | IgD (pH 7,4)
O/W1 7,24 40,9 6,82 0,1747 3,94 3,71
O/W3 6,96 26,6 6,18 0,0712 4,12 3,99
O/W5 6,28 7,1 6,03 0,0900* 4,47 4,44
O/W7 5,62 1,6 5,49 0,1064* 4,80 4,79
O/W9 7,55 58,5 7,04 0,1180 3,81 3,43
O/W11 7,12 34,4 6,55 0,1064 4,00 3,82
O/W13 6,71 17,0 6,13 0,1724 4,28 4,20
O/W15 6,55 12,4 6,00 0,1099 4,20 4,14
Fomocain 7,27 42,6 7,09 0,1989 3,85 3,62
O/W2 8,35 89,9 8,73 0,3529 2,94 1,92
O/W4 8,54 93,2 8,40 0,2101 3,08 1,91
O/W6 8,32 89,3 7,58 0,1449 3,27 2,30
O/W8 7,88 75,1 7,25 0,0949 3,53 2,93
O/W10 8,74 95,6 8,59 0,2073 3,06 1,70
O/W12 8,51 92,8 7,91 0,1004 3,12 1,98
O/W14 7,69 66,1 6,79 0,0559 3,81 3,34
O/W16 7,70 66,6 7,20 0,1201 3,29 2,81
0e7000 [99] | 8,55 93,4 8,97 0,3985 2,77 1,59

Tabelle 6: Physikochemische Parameter der O/W-Verbindungen, (* bestimmt mit ¢ = 0,25

mmol/I)

Es wird deutlich, dass mit wachsender Kettenldnge des Substituenten am Chiralitidtszentrum
die pKs-Werte innerhalb einer homologen Reihe kleiner werden, die Basizitit des tertidren
Stickstoffes also sinkt. Es muss deshalb davon ausgegangen werden, dass der Alkylsubstituent
mit wachsender Grofle das basische Zentrum immer stirker rdumlich abschirmt und so den
Angriff eines Protons am Stickstoff erschwert. Eine direkte Folge der verminderten Basizitét
ist das sich fiir eine lokalandsthetische Wirkung der chiralen Fomocaine deutlich verschlecht-
ernde Verhéltnis von protonierter zu nicht protonierter Form bei grofer werdenden Substi-
tuenten. Mit wachsender Molmasse der Verbindungen wird auch die ohnehin schon geringe
Wasserloslichkeit des Fomocain weiter verringert. Dadurch ergeben sich fiir die chiralen
Fomocaine die gleichen Probleme in der Herstellung einer stabile fliissigen Zubereitung in

den fiir vorgesehenen pharmakologischen Untersuchungen sinnvollen Konzentrationen (bis
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5 % m/V) wie fiir die Muttersubstanz [99]. Die IgP-Werte der chiralen Fomocaine sind ein
MaB fiir ihre Lipophilie, was im Organismus zu einer verstirkten Anreicherung in lipophilen
Kompartimenten sowie zu einer erhohten Neigung zu Plasma- und Gewebeproteinbindung
fiihren kann. So wurde fiir die Verbindungen O/W3 und O/W13 mit Werten von > 99,5 %
eine nahezu vollstandige Bindung an humane Plasmaproteine gefunden. Die Alkylsubstitution
am Morpholinring des Fomocain fiihrte also anhand der experimentell bestimmten physiko-
chemischen Konstanten eher zu einer Verschlechterung der zu erwartenden pharmakoki-
netischen Eigenschaften der Verbindungen, was bei der Auswertung der pharmakologischen
Daten zu beachten war.

Die chiralen Derivate von Oe7000 wiesen bei immer noch méBiger Wasserldslichkeit durch-
gehend glinstigere physikochemische Eigenschaften auf. Die Wasserldslichkeit der Basen
wurde durch das Vorliegen zweier alkoholischer Funktionen etwa um den Faktor 2 bis 2,5 im
Vergleich zum heterocyclischen Analogon erhoht. Die pKs-Werte wurden um mindestens eine
Einheit erhoht, was mit hoheren Ionisationsgraden bei physiologischem pH einherging. Bei
den Molekiilen mit Diethanolamingrundstruktur ist die Fixierung des Stickstoffatoms im
Ringsystem aufgehoben, was offensichtlich die Positionierung des basischen Zentrums fiir
einen sauren Angriff begiinstigt. Die Verteilungskoeftizienten sind fiir P um den Faktor 10,
fiir D bei pH 7,4 sogar um den Faktor 100 zugunsten der hydrophilen Phase verschoben, was
geringere Proteinbindungsraten erwarten lédsst, wie es beim Vergleich von Oe7000 mit Fomo-

cain bereits bestitigt werden konnte [99].

3.2. Racemattrennung der O/W-Verbindungen und der chiralen Morpho-

line

3.2.1. Analytische Racemattrennung durch HPLC

3.2.1.1. Chirale stationdre Phasen fir die HPLC

Mit der Entwicklung neuer chiraler stationdrer Phasen (CSP) fiir die HPLC wurde es moglich,
schnell und sicher im Vergleich zu anderen Methoden (Polarimetrie, NMR, Chromatographie
nach Derivatisierung) Wirkstoffe auf ihre Enantiomerenreinheit zu priifen und Verfahren zur
priparativen Racemattrennung zu entwickeln. Die CSP konnen in zwei grofle Gruppen unter
schieden werden. Auf der einen Seite stehen Phasen mit auf einem Triger immobilisierten

kleinen chiralen Molekiilen als Selektoren, die so genannten ,,Biirsten‘“-(brush) oder Pirkle-
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CSP. Die zweite Gruppe umfasst chirale synthetische (z.B. Polyacrylamide, Polymethacrylate)
und halbsynthetische (modifizierte Polysaccharide) sowie natiirliche (z.B. Proteine) Polymere
auf einer Tragermatrix (Abb. 21) [73]. Daneben existieren auch Phasen fiir spezielle Anwen-
dungen, bei denen in Polymergelen durch Pragung mit chiralen Molekiilen chirale Hohlrdume

geschaffen werden [101, 102].

H
'
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Abb. 21:  Strukturen einiger ausgewadhlter CSP: a-c) ,Biirsten“-Phasen auf Kieselgel,
d) chirale Polyacrylamide, e) chirale helicale Polymethacrylate, f) Proteine auf
Kieselgel, g) Polysaccharidderivate (aus [73])

Das Prinzip der Racemattrennung beruht auf unterschiedlich starken Wechselwirkungen der
Enantiomere mit den chiralen Zentren der CSP. Die Mechanismen, die an CSP zu einer
Racemattrennung fiihren, sind noch nicht endgiiltig geklart und differieren zudem zwischen
den verschiedenen CSP und Analyten. Diskutiert werden u.a. Einschliisse in chirale Kavititen,
die Ausbildung von Wasserstoftbriickenbindungen sowie hydrophobe, TeT- und Dipol-Dipol-
Wechselwirkungen der Enantiomere mit der CSP. An einer fiir das jeweilige Trennproblem
geeigneten CSP ist dann ein Enantiomer, bedingt durch die rdumliche Ausrichtung der
Substituenten am Chiralitdtszentrum, zu stirkeren Interaktionen und/oder Interaktionen iliber
mehr Punkte als das andere Enantiomer in der Lage und wird somit spéter von der Séule
eluiert. Je groBBer die Differenz der Gibbs-Energien (AAG*) in der Interaktion ist, desto grofer
wird nach Gleichung (1) die Selektivitét k, der Trennung [73].

AAG*=-RTInk, (1)
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Etwa 80 % aller chiralen Trennprobleme lassen sich an einer Chiralcel® OD- [Cellulose-tris
(3,5-dimethylphenylcarbamat)] oder OJ- [Cellulose-tris(4-methylbenzoat)] bzw. einer Chiral-
pak® AD- [Amylose-tris(3,5-dimethylphenylcarbamat)] oder AS-Phase (Amylose-tris[(S)-a-
methyl-benzylcarbamat]) 16sen, allein 60 % an Chiralcel® OD oder Chiralpak® AD [103]. Die
chiralen Polymere werden zur Herstellung einer HPLC-Saule auf einer Kieselgelschicht aufge-
tragen, wo sie wie im Falle der Phenylcarbamate als fliissigkristalliner Film die Matrixpartikel
iberziehen [104, 105]. Als Hauptmechanismus der chiralen Erkennung wird fiir diese CSP-
Klasse die Bildung von Wasserstoffbriicken mit dem Carbamoyl-Carbonylsauerstoff als H-Ak-
zeptor und dem Carbamoyl-NH als H-Donator angesehen [73]. Dabei hat die Substitution am
Phenylrest Einfluss auf die Polaritit der Carbamoylreste und damit auf das Trennvermodgen des
chiralen Selektors. So erniedrigen z.B. elektronenschiebende Substituenten am Phenylring die
Aciditdt am Carbamoyl-NH und fiihren zu einer schwécheren Adsorption von Molekiilen, die
als H-Akzeptor agieren. In NMR-Studien mit Cellulose-tris(phenylcarbamaten) in Lésungen
mit verschiedenen Racematen konnten stereoselektive Verschiebungen von Signalen solcher
Protonen, die an der Ausbildung von H-Briicken beteiligt sind, nachgewiesen und mit den
Daten aus der chromatographischen Racemattrennung korreliert werden [105, 106, 107].
Neben der Interaktion der Analyten mit der CSP iiber H-Briicken tragen in untergeordnetem
Mal} auBlerdem noch Dipol-Dipol-Wechselwirkungen iiber die Carbonylgruppe und n-m-
Wechselwirkungen iiber den Aromaten zur chiralen Erkennung durch Phenylcarbamatphasen

bei [73]. Abb. 22 illustriert die Ausbildung von H-

Briicken zwischen einem Cellulose-tris(phenyl-

carbamat) und geeigneten Strukturen. Beim Einsatz
eines Alkohols als Bestandteil der mobilen Phase ist
auch aufgrund dieser Befunde die mogliche
Konkurrenz der Alkoholkomponente mit den
Analyten um die H-Briickenbildung in die Suche
nach geeigneten Trennbedingungen mit einzu-
beziehen [56].
Abb. 22: Interaktionsmdglichkeiten eines chiralen
Fomocainderivates mit einer Cellulose-
tris(phenyl-carbamat)-Einheit am Bei-

spiel von O/W1 und eines Alkohols als

Bestandteil der mobilen Phase; (nicht

malistabsgerecht) nach [73]
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Nicht nur die eingesetzte Konzentration und damit die Polaritdt der mobilen Phase sondern
auch die Struktur des Alkohols (primir, sekundar oder tertiér, linear oder verzweigt) wirkt sich

demzufolge auf das Trennergebnis aus.

32.1.2 Analytische Racemattrennung durch HPLC an drei verschiedenen CSP

Unabhéngig davon, welche Substanzen sich aus den pharmakologischen Untersuchungen als
Kandidaten fiir eine préparative Racemattrennung herausstellen sollten, wurde fiir jede der syn-
thetisierten chiralen Zielverbindungen einschlieBlich der Morpholine eine analytische Methode
bendtigt, mit der der Erfolg einer praparativen Trennung iiberpriift werden konnte. Zur Aus-
wahl einer geeigneten CSP gibt der Hersteller Daicel (Daicel Chemical Industries, Tokio) grob
orientierende Richtlinien an, die sich aus strukturellen Merkmalen der zu trennenden Ver-
bindung ableiten [103]. Die strukturellen Merkmale sowie die relativ hohe Lipophilie und ge-
ringe lonisationstendenz der chiralen Fomocaine und Oe7000-Derivate lenkten die Wahl auf
die Normalphasensdulen Chiralcel® OD sowie Chiralpak® AD und AS. Abb. 23 zeigt die
Strukturen der Polymere, die zur Herstellung der genannten CSP auf eine Kieselgelmatrix

aufgetragen werden.
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+ OD: Cellulose-tris(3,5-dimethylphenylcarbamat)
* AD: Amylose-tris(3,5-dimethylphenylcarbamat)
* AS: Amylose-tris[(S)-0-methylbenzylcarbamat]

Abb. 23:  Strukturen der Polymere zur Herstellung der CSP Chiralcel® OD sowie
Chiralpak® AD und AS
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Morpholin und seine C-Alkylderivate verfiigen mit einem Absorptionsmaximum von etwa
205 nm iiber keinen Chromophor, der eine UV-Detektion in der HPLC ermdglichen wiirde.
Durch Umsetzung der Morpholine mit Benzoylchlorid zu den entsprechenden Benzamiden
NBMI bis 8 konnte einerseits ein zusitzliches Strukturmerkmal, das eine Racemattrennung an
den ausgewdhlten CSP ermdglichte, eingefiihrt werden, andererseits wurde eine UV-aktive
Verbindung erhalten, die problemlos bei 220 nm detektiert werden konnte.

Fir die Optimierung der Trennungen im Hinblick auf die Mdglichkeit einer priparativen
chromatographischen Racemattrennung an der im Arbeitskreis vorhandenen Anlage wurden
Zielparameter definiert, die es in Anlehnung an Erfahrungen mit Arbeiten an anderen Trenn-
problemen an der priparativen Chiralcel® OD-Siule [108, 109, 110, 111] zu erreichen galt, um
die Methode sicher vom analytischen in den préparativen MaBstab iibertragen zu kdnnen. Die
Forderungen zielten auf eine minimale Analysenlaufzeit bei maximaler Selektivitit der
Trennung. Empirisch wurden eine maximale Retentionszeit von 40 min fiir das zuletzt eluierte
Enantiomer und eine mindestens zu erreichende Selektivitit k, von 1,40 festgelegt, was es
durch Modifizierungen von mobiler Phase, Flussrate und Séulentemperatur innerhalb der vom
Saulenhersteller empfohlenen Grenzen [112] zu erreichen galt. Fiir die ausschlieBlich
analytische Verwendung der Methoden sollte Basislinientrennung der Enantiomere mit Werten
fiir die Auflosung R der Peaks von 1,20 und besser innerhalb von maximal 45 min ausreichen.
Die generelle Vorgehensweise bei der Suche nach geeigneten Chromatographiebedingungen
wurde anhand der Herstellerempfehlungen [103] und der von Kirkland [113] vorgeschlagenen
Strategie zur Optimierung von Racemattrennungen an einer Chiralcel® OD Phase gestaltet. Das
Screening wurde unter Standardbedingungen mit allen verfiigbaren Racematen durchgefiihrt.
Beim Auffinden geeigneter Chromatographieparameter wurden die Trennbedingungen fiir das
jeweilige Racemat individuell angepasst. Abb. 24 zeigt schematisch die angewandte Opti-
mierungsstrategie flir die Trennungen an den drei ausgewahlten CSP auf.

Auf den FEinsatz basischer Hilfsstoffe wie Diethyl- oder Diisopropylamin zur Schirfung der
Peaks der basischen Verbindungen wurde bewusst verzichtet, da diese Amine in den Flie(3-
mitteln mit geringen Alkoholkonzentrationen in den erforderlichen Konzentrationen von bis zu
0,1 % (V/V) nicht loslich gewesen wiren und auBBerdem zur Schonung der teuren stationiren
Phase bei einer eventuell durchzufiihrenden priaparativen Trennung nicht zum Einsatz kommen
durften. Die Variation der Flussrate beeinflusste ausschlieBlich die Retentionszeiten der Enan-

tiomere, nicht aber Selektivitit und Peakauflosung der Trennungen.
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Abb. 24: Strategie zur Optimierung der Chromatographieparameter zur Racemat-trennung der
O/W- und der NBM-Verbindungen an den CSP Chiralcel® OD sowie Chiralpak® AD
und AS

Mit der Verdnderung der Sdulentemperatur zur Feineinstellung der Chromatographieparameter
wurde durch Temperaturerhdhung bei allen Verbindungen eine Verringerung der Retentions-
zeiten bei gleichzeitiger leichter Verschlechterung der Selektivitdt der Trennungen festgestellt.
Im untersuchten Temperaturbereich zwischen 15 °C und 35 °C sank k, linear mit steigender
Temperatur. Als positiver Nebeneffekt der Temperaturerhdhung konnte generell eine Verbes-
serung der Peakschirfe beobachtet werden. Fiir die Festlegung der bei der Racemattrennung
angelegten Sdulentemperatur musste demzufolge ein Kompromiss zwischen hoher Selektivitit
und geringerer Bandenbreite gefunden werden, was besonders bei den Trennungen im prépa-

rativen MaBstab ins Gewicht fiel.
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a) Chromatographische Racemattrennung an der Chiralcel® OD-Phase

Das Hauptaugenmerk bei den durchgefiihrten Versuchen lag auf der Suche nach Chromato-
graphiebedingungen, die eine préiparative Trennung der chiralen Fomocainderivate an der dem
Arbeitskreis zur Verfiigung stehenden priparativen Chiralcel® OD-Séule (5 x 50 cm) ermdg-
lichen sollten.

Die chiralen Oe7000-Derivate lieBen sich trotz vielfiltiger Verdnderungen der Chromatogra-
phiebedingungen nicht an der Chiralcel® OD-Phase trennen. Fiir die chiralen Fomocaine ldsst
sich feststellen, dass die analytischen Racemattrennungen der 2-substituierten Derivate mit
besseren Werten fiir Selektivitit und Auflosung gelang als die Trennung der entsprechenden
3-substituierten Verbindungen. Innerhalb einer homologen Reihe nahm die Selektivitdt der
Trennungen mit wachsender Seitenkettenlinge ab. Die Retentionszeiten beider Enantiomere
sanken, die des zuletzt eluierten Enantiomers jedoch stirker. Der Wechsel zu einer Alkohol-
komponente im Eluenten, die in ihrer H-Briickenbildung sterisch stirker gehindert ist, verbes-
serte wieder die Trennleistungen fiir die hoher substituierten Verbindungen. AuBler O/W15
konnte jedes Racemat der chiralen Fomocainderivate basisliniengetrennt werden. Jedoch
wurden nur fiir O/W5 Trennbedingungen gefunden, die eine Ubertragung in den priparativen
MafBstab zulassen wiirden.

Das Verhalten der chiralen Fomocainderivate auf der OD-Phase legte den Schluss nahe, dass
der Hauptmechanismus in der Diskriminierung zwischen den Enantiomeren durch die OD-
Phase in der Ausbildung von H-Briicken zwischen dem Morpholinsauerstoff und dem
Carbamoyl-NH der CSP liegt. Ein kleinerer Substituent neben dem Sauerstoff fiihrte hier zu
einer Verbesserung der chiralen Erkennung als eine lingere Alkylkette, die durch ihre Sper-
rigkeit die Interaktionen beider Enantiomere mit der CSP beeintréachtigte.

Ein anderes Bild ergab sich bei den 4-Benzoylmorpholinen. Hier konnten bessere Selek-
tivititen flir die Morpholinderivate mit den groBeren Alkylsubstituenten erreicht werden.
NBMS5 konnte an der Chiralcel® OD-Phase nicht in seine Stereoisomere getrennt werden. Zu-
dem fiel im Zuge der Versuche zur priparativen Racematspaltung von 2-Ethylmorpholin und
O/W3 sowie von 3-Propylmorpholin und O/W13 (s. Abschnitte 3.2.2.3. und 3.2.2.4.) eine
Umkehr in der Elutionsreihenfolge der Enantiomere an der OD-Phase auf. Die
isopropylsubstituierten Verbindungen O/W15 und NBMS é&hneln in ihrem chromato-
graphischen Verhalten eher den ethyl- (O/W11 und NBMS6) als den propylsubstituierten
Analoga O/W13 und NBM7.
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Verbindung % (V/V) Flussrate| T | trE1 |t E2 | k"1 | k"2 Ke Rs

Modifier [ml/min] | [°C]| [min] | [min]
O/W1 (6) 2,5 1-Propanol 0,7 25 | 28,62 | 35,16 | 5,03 | 6,41 | 1,274 | n.b.
O/W3 (10) |2,5 t-Butanol 1,0 25 | 28,87 |38,57| 6,97 | 9,65 | 1,385 2,62

O/WS5 (14) |2,5 3-Pentanol 0,9 25 | 22,45 129,93 4,76 | 6,68 | 1,403 | 4,19
O/W7(18) |2,53-Pentanol 0,9 25 | 22,11 | 28,43 | 4,67 | 6,29 | 1,347 | 3,74

O/W9 (22) |2,5 n-Butanol 0,7 25 | 22,97 126,92 | 395 | 4,80 | 1,215] 1,77
O/W11 (26) |2,5 t-Butanol 0,9 25 | 45,11 | 51,03 |10,57|12,09| 1,144 | 1,42
O/W13 (30) |2,5 t-Butanol 0,9 25 | 36,32 | 42,55 8,31 | 991 | 1,193 | 1,93
O/W15 (34) |2,5 t-Butanol 0,9 25 | 36,60 |39,61 | 838 | 9,16 |1,093| 0,92
NBMI1 (38) |30 TBME 1,3 35 | 39,12 142,18 112,26 |13,30|1,085| 1,00
NBM2 (39) |30 TBME 1,3 35 | 33,63 | 36,88 |10,40|11,50|1,106]| 1,18
NBM3 (40) |30 TBME 1,3 35 | 31,95 13596 9,83 |11,19]1,138| 1,46
NBM4 (41) |30 TBME 1,3 35 | 39,82 | 45,13 |12,50|14,30| 1,144 | 1,59
NBMS5 (42) | keine Trennung 1,3 35 | 42,52 - - - - -

NBM6 (43) |30 TBME 1,3 35 | 38,13 | 46,33 |11,92|14,71|1,234| 2,24
NBM7 (44) |30 TBME 1,3 35 | 33,93 |44,13|10,50|13,96 | 1,329 3,64
NBMS (45) |30 TBME 1,3 35 | 30,08 [35,83] 920 |11,15| 1,212 2,28

Tabelle 7: Optimierte Chromatographieparameter fiir die O/W- und NBM-Verbindungen an
der Chiralcel® OD-Phase

b) Chromatographische Racemattrennung an der Chiralpak® AS-Phase

Die AS-Phase ist von den drei getesteten CSP die einzige, an der die Trennung von NBM5
gelang. Die Verbindungen mit Diethanolamingrundstruktur konnten zumindest angetrennt
werden, obwohl keine der Trennungen fiir einen préparativen Ansatz ausreichend erschien. Nur
fiir O/W2, 14 und 16 konnte in der Gruppe der Oe 7000-Derivate Basislinientrennung der
Enantiomerenpeaks erreicht werden.

Bemerkenswert gute Trennleistungen wurden fiir O/W1 und O/W3 erreicht. Die gefundenen
Selektivitidten von 4,831 und 2,235 versprechen gut durchzufiihrende Trennungen im prépa-
rativen Maf3stab. Die Verldngerung der Alkylkette am C-2 des Morpholins von -CH3 auf -C4Hy
fiihrte zu einem vollstdndigen Verlust der chiralen Erkennung (Abb. 25), wobei die Reten-
tionszeit des zuerst eluierten Enantiomers praktisch unverdndert blieb und die des zweiten
Enantiomers sich dieser anndherte. Der grofler werdende Substituent schrinkte also nur die

Wechselwirkungen des zweiten Stereoisomers mit der stationdren Phase ein.



3. Ergebnisse und Diskussion 44

. ."|'

] i1

O /

5 |

§ L OW T

1 R=CH; OW1 " /% keine Trennung

: N ',
I R=CH, O/W3 -~ o,
| R=C,H, O/W5 R Py [l

- o i

{ R=CH, O/W7

. O/W'5
Y N ky 1,523

\ - _|"l-"
1 / Y O/W 3
i | 1 { ﬂ___ k, 2,235

\ __ ow
T ko 4,831

Abb. 25: Trennleistung fiir die 2-substituierten chiralen Fomocainderivate an der Chiralpak®™
AS-Phase in Abhidngigkeit von der Substituentengrofle (mobile Phase n-Hexan/i-Pro-
panol 95/5)

Dieser Effekt war bei den 3-substituierten Fomocainderivaten und den 4-Benzoylmorpholinen
in geringerer Auspriagung ebenso zu beobachten. Als Grund fiir die Verschlechterung der
Trennleistung kann eine sterische Hinderung der Interaktion des Analyten mit der chiralen
Trennmatrix angenommen werden. Die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen zwi-
schen dem Carbamat-NH und dem Morpholinsauerstoff, der durch einen gréfer werdenden
Substituenten in 2-Position stirker abgeschirmt wird, scheint an der AS-Phase die Hauptrolle
fiir die Diskriminierung zwischen den Enantiomeren der chiralen Fomocainderivate zu spielen.
Tabelle 8 fasst die Daten der analytischen Racemattrennungen an der Chiralpak® AS-Phase

zusammen.
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Verbindung % (V/IV) Flussrate| T |tgE1 |tk E2| k'1 | k"2 Ke Rs
Modifier [ml/min] | [°C] | [min] | [min]
O/W1 (6) 5 1-Propanol 0,9 25 | 13,42 148,63 | 2,19 | 10,58 |4,831|10,27
O/W3 (10) |5 i-Propanol 0,9 25 [12,59(2298| 2,00 | 4,47 |2,235]| 3,10
O/W5 (14) |5 i-Propanol 0,9 25 [ 14,24119,50| 2,39 | 3,64 | 1,523 | 2,09
O/W7 (18) |5 i-Propanol 0,9 251633 | kT.| --- - --- -
O/W9 (22) |5 n-Propanol 0,9 25 | 8,93 |10,24| 1,13 | 1,44 | 1,274 | 1,00
O/W11 (26) |5 n-Propanol 0,9 25 |1 7,42 | 8,08 | 0,77 | 0,92 | 1,278
O/W13 (30) |5 i-Propanol 0,9 25 | 7,22 | 8,92 | 0,59 | 0,64 | 1,555
O/W15 (34) |5 Ethanol 0,9 25 | 5,65 | 593 1035|041 | 1,171
O/W2 (7) 20 i-Propanol 0,9 25 | 41,28 55,58 | 8,83 [12,23 1,385 1,42
O/W4 (11) |30 i-Propanol 0,9 25 | 1194 k. T. | --- - --- -
O/W6 (15) |30 i-Propanol 0,9 25 1933 | 11,58 | 1,22 | 1,76 | 1,443 | n. b.
O/W8 (19) |30 i-Propanol 0,9 25 |1 858 | k.T. | --- -—- -—- -—-
O/W10 (23) |30 i-Propanol 0,9 25 [ 11,13 13,13 | 1,67 | 2,13 | 1,275 0,95
O/W12 (27) |10 i-Propanol 0,9 25 [27,66|31,74| 5,59 | 5,56 | 1,173 | n. b.
O/W14 (31) |10 i-Propanol 0,9 25 | 14,23 18,57 | 2,39 | 3,42 | 1,431 1,22
O/W16 (35) |10 i-Propanol 0,9 25 [ 17,51(25,08| 3,17 | 497 | 1,578 | 1,88
NBMI1 (38) |5 Ethanol 0,8 25 25,48 126,134,668 | 4,82 | 1,031 | n.b.
NBM2 (39) |2,5 Ethanol 1,0 30 |27,74130,79| 6,75 | 7,60 | 1,127 | 1,28
NBM3 (40) |keine Trennung - - - -- -- -- -- --
NBM4 (41) |keine Trennung - - - -- -- -- -- --
NBMS5 (42) | 2,5 Ethanol 1,0 30 132,48 134,69| 8,49 | 9,13 | 1,075 1,33
NBM6 (43) |5 2-Butanol 0,8 30 139,28 143,62 | 7,85 | 8,91 | 1,134 1,49
NBM7 (44) |keine Trennung - - - -- -- -- -- --
NBMS (45) |keine Trennung - - - -- -- -- -- --
Tabelle 8: Optimierte Chromatographieparameter fiir die O/W- und NBM-Verbindungen an

der Chiralpak”™ AS-Phase

C) Chromatographische Racemattrennung an der Chiralpak® AD-Phase

An der AD-Phase erreichen innerhalb der 2-substituierten Fomocainderivate die Werte fiir
Selektivitdit und Auflésung ein Maximum bei der Propylsubstitution. Diese Entwicklung
konnte fiir die entsprechenden Oe7000-Derivate O/W 2, 4, 6 und 8§ nicht beobachtet werden,
wohl auch aufgrund der gegebenen freien Drehbarkeit der Seitenketten im Vergleich zum eher
rigiden Heterocyclus und der damit aufgehobenen rdaumlichen Fixierung des Stereozentrums.
Bei allen chiralen Fomocainderivaten mit Alkylsubstitution am C-3 des Morpholinrings konnte
keine Basislinientrennung erreicht werden.

An der AD-Phase sinkt aber im Gegensatz zur AS-Phase die Retentionszeit des zuerst eluierten

Enantiomers mit wachsender Seitenkettenlédnge bis zur Propylsubstitution bei stirker zuriickge-
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haltenem zweiten Enantiomer. Es sind also wie an der OD-Phase die Interaktionen von beiden

Stereoisomeren mit der stationdren Phase betroffen (Abb. 26).
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Abb. 26: Trennleistung fiir die 2-substituierten chiralen Fomocainderivate an der Chiralpak®
AD-Phase in Abhéngigkeit von der Substituentengrofle (mobile Phase n-Hexan/Eth-
anol 99/1)

Umgekehrt verhielt es sich mit den 4-Benzoylmorpholinen, von denen die 3-substituierten
Derivate bessere Werte filir Selektivitit und Auflosung zeigten. Analog zur OD-Phase
verhielten sich die 3-isopropylsubstituierten Verbindungen eher wie die 3-Ethylverbindungen
als die unverzweigten Propylanaloga. Die AD-Phase erwies sich fiir die Racemattrennung von
O/W12 und NBM2 als ungeeignet. Tabelle 9 zeigt eine Zusammenfassung der analytischen
Racemattrennungen an der Chiralpak™ AD-Phase.

Mit der getroffenen Auswahl an CSP konnte fiir jedes synthetisierte Racemat zumindest eine
analytisch verwendbare HPLC-Methode zur Enantiomerentrennung gefunden werden, wobei
an der OD-Phase nur fiir O/W5 Trennbedingungen ermittelt wurden, die an der vorhandenen
Anlage eine priparative Racemattrennung zugelassen hitten. Die beiden auf Amylose aufbau-
enden CSP Chiralpak®™ AS und AD scheinen generell besser zur Trennung sowohl der chiralen
Fomocain- als auch der Oe7000-Derivate und 4-Benzoylmorpholine geeignet zu sein. Die
Trennungen der 2-substituierten Fomocaine gelangen an jeder getesteten CSP besser als die
ihrer 3-substituierten Analoga.

Uber die Elutionsreihenfolge der Enantiomere der chiralen Fomocaine an den eingesetzten
polysaccharidbasierten CSP lieen sich - wie es auch fiir andere Substanzklassen beschrieben

wurde [73] - keine allgemein giiltigen Aussagen formulieren. So wurde im Fall der Verbind-
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ungen O/W3 und O/W13, fiir die 3-propylsubstituierte Verbindung beim Wechsel von der OD-
auf die AD-Phase eine Umkehr der Elutionsreihenfolge festgestellt. Fiir O/W3 blieb die

Elutionsreihenfolge dagegen unverdndert.

Verbindung % (V/IV) Flussrate T |[tgE1|tgE2| k'1 | k"2 Ke Rs
Modifier [ml/min] | [°C] | [min] | [min]

O/W1 (6) 1 Ethanol 0,8 25 | 11,88 (16,48 | 2,05 | 3,22 | 1,571 | 2,24
O/W3 (10) |1 Ethanol 0,8 25 110,06117,90| 1,58 | 3,59 |2,272| 3,24
O/W5 (14) |1 Ethanol 0,8 25 19,29 (17,72 1,38 | 3,54 2,565 | 3,92
O/W7(18) |1 Ethanol 0,8 25 19,63 [15,59] 1,47 | 3,00 (2,041 | 2,93
0O/W9 (22) |1 Ethanol 0,8 25 |14,56117,60| 2,73 | 3,51 | 1,286 | 1,50
O/W11 (26) |1 Ethanol 0,8 25 112,33 13,85| 2,16 | 2,55 | 1,181 | 0,93
O/W13 (30) |1 Ethanol 0,8 25 10,08 11,56 | 1,58 | 1,96 | 1,241 | 1,14
O/W15 (34) |2,5 n-Butanol 0,8 25 |1,41717,792| 0,90 | 1,00 | 1,111 | n.d.
O/W2 (7) 10 Ethanol 0,8 25 21,16 (2532 | 4,43 | 5,49 | 1,239 1,35
O/W4 (11) |5 Ethanol 0,8 30 |37,78142,59| 8,69 | 9,92 | 1,108 | 0,95
O/W6 (15) |5 i-Propanol 0,8 30 |38,82]|44,88| 8,95 |10,51|1,174| 1,09
O/W8 (19) |5 Ethanol 0,8 30 | 3398 141,00 7,71 | 9,51 | 1,233 | 1,44
0O/W10 (23) |10 Ethanol 0,8 25 12043122,80| 4,24 | 4,85 | 1,144 | 0,78
O/W12 (27) |keine Trennung -—- - - -- -- -- -- --

O/W14 (31) |10 n-Propanol 0,8 25 12,63 ]|1644| 2,24 | 322 | 1,437 | 1,74
O/W16 (35) |10 n-Propanol 0,8 25 110,33 | 15,65| 1,65 | 3,01 | 1,824 2,29
NBMI1 (38) |2,5 i-Propanol 0,8 30 [34,43137,25| 7,83 | 8,55 |1,092| 1,18
NBM?2 (39) |keine Trennung --- - - -- -- -- -- --

NBM3 (40) |2,5 n-Butanol 0,8 25 |31,51(34,55| 7,08 | 7,86 [ 1,110| 1,18
NBM4 (41) |2,5 n-Butanol 0,8 25 |28,87130,61| 6,40 | 6,85 |1,070 | n.d.
NBMS5 (42) |2,5 n-Butanol 0,8 25 133,88137,30| 7,69 | 8,56 | 1,113 | n.d.
NBMG6 (43) |2,5 n-Butanol 0,8 25 132,87(40,19| 7,43 | 9,31 | 1,523 | 1,56
NBM7 (44) |2,5 2-Butanol 0,8 25 133,58137,29| 7,01 | 8,56 | 1,125| 1,06
NBMS (45) |2,5 2-Butanol 0,8 25 35,38 (41,14 8,07 | 9,55 | 1,183 | 1,39
Tabelle 9: Optimierte Chromatographieparameter fiir die O/W- und NBM-Verbindungen an

der Chiralpak® AD-Phase

3.2.2.

3.2.2.1.

Auswahl des Kristallisationsverfahrens

Priparative Racemattrennung durch Bildung diastereomerer Salze

Da an der OD-Phase im Hinblick auf mogliche priaparative Trennungen der chiralen Fomocaine
nur unbefriedigende Ergebnisse erzielt werden konnten, musste nach praktikablen alternativen
Wegen zur Racematspaltung gesucht werden. Unter den gegebenen Voraussetzungen kam nur

die Bildung diastereomerer Salze als Methode zur Racemattrennung in Frage. In die Versuche
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wurden die synthetisierten C-Alkylmorpholine mit eingeschlossen, um iiber den Umweg iiber
eine Racematspaltung auf der Morpholinstufe eventuell eine kostengiinstigere Methode zur
enantiomerenreinen Synthese der Zielverbindungen erhalten zu kdnnen oder zumindest
nichtracemische Fomocainderivate zu synthetisieren, die unter den gegebenen Bedingungen an
der priaparativen OD-Saule einfach aufgereinigt werden konnten.

In achiraler Umgebung sind die Enantiomere einer chiralen Verbindung durch physiko-chemi-
sche Methoden praktisch nicht zu unterscheiden. Sie konnen lediglich iiber die Drehung der
Polarisationsebene linear polarisierten Lichts differenziert werden. Nur in seltenen Féllen kris-
tallisieren die Enantiomere aus einem Losungsmittel getrennt nebeneinander aus und konnen
manuell ausgelesen werden, wie es 1847 Louis Pasteur mit der enantioselektiven Kristallisation
von Natriumammoniumtartrat gelang [114]. Im Regelfall bilden jedoch die Enantiomere in
einem achiralen Losungsmittel ein Eutektikum im statistischen Verhéltnis von 1:1 und
kristallisieren als Racemat aus.

Die Isomere diastereomerer Verbindungen unterscheiden sich wiederum in ihren physikalisch-
chemischen Eigenschaften, wie z.B. Loslichkeit oder Schmelz- und Siedepunkt. Durch Zusatz
eines geeigneten enantiomerenreinen chiralen Hilfsstoffes zu einem Racemat konnen Dia-
stereomerenpaare erzeugt und diese durch die Auswahl tauglicher Bedingungen getrennt wer-
den. Fiir sauer oder basisch reagierende Verbindungen bietet sich die Bildung diastereomerer
Salze mit enantiomerenreinen Basen wie Brucin, Strychnin und chiralen Phenylethylamin-
derivaten oder Sduren wie Wein- und Mandelsdurederivaten, Phenylphosphorsduren und
Camphersulfonsduren zur Racematspaltung an. Auch unter Zuhilfenahme von computer-
gestiitzten Modellen [115], Kristallstrukturanalysen diastereomerer Salze [116, 117] und
empirischen Korrelationen [118] wird die Suche nach dem geeigneten Salzbildner und den
passenden Kristallisationsbedingungen auch heute noch vom ,,Trial-and-error“-Prinzip diktiert
[119]. Das Studium der Phasendiagramme diastereomerer Mischungen kann das Auffinden
geeigneter Bedingungen erleichtern. Abb. 27a) zeigt ein Phasendiagramm mit den
Loslichkeitsisothermen einer diastereomeren Mischung, die im Randbereich ein Eutektikum
bildet.

In diesem Fall kann zur Spaltung des Racemates R das schlechter 16sliche Diastereomer p aus
einer Losung der Zusammensetzung zwischen den Punkten O und S in reiner Form in einem
Kristallisationsschritt vom leichter 16slichen Diastereomer n abgetrennt werden. Der Wert fiir
die Ausbeute nédhert sich um so stirker dem theoretischen Maximalwert von 50 % an, je néher

das Eutektikum E an den Réndern des Phasendiagramms liegt.
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Abb. 27: Phasendiagramme zur Beschreibung des Loslichkeitsverhaltens diastereo-
merer Salze in einer terndren Mischung (nach [119])
a) 1deale Loslichkeitsisothermen fiir ein p,n-Diastereomerenpaar,

b) eutektisches Phasendiagramm mit festen Losungen im Randbereich

Haufiger weisen die Phasendiagramme jedoch Bereiche fester Losungen an den Rindern auf
(Abb. 27b). Hier resultiert aus einer Kristallisation aus dem System Q ein unreiner Feststoff p”
in einer Losung der Zusammensetzung T, was mehrere Kristallisationsschritte zur Aufrein-
igung eines Enantiomers notig macht [119].

Einen besonderen Ansatz, um schneller zu einer erfolgreichen Kristallisationsmethode zu kom-
men, verfolgten Vries und Mitarbeiter. Sie setzten bei der nach ihrem Heimatland benannten
,Dutch Resolution* Mischungen von strukturell eng verwandten Salzbildnern einer soge-
nannten ,,Substanzfamilie® zur Kristallisation in der Erwartung ein, dass das am schwersten
16sliche diastereomere Salz mit der am besten zur Racematspaltung geeigneten Komponente
schneller aus der Losung auskristallisieren wiirde als aus einem einfachen Ansatz. Im Ergebnis
erhielten sie schnell kristallisierende Niederschlige mit groBeren Enantiomereniiberschiissen
als beim Einsatz nur eines Salzbildners. Uberraschenderweise enthielten die gebildeten Salze
mehrere Komponenten der Reagenzmischungen in nichtstochiometrischer Zusammensetzung,
die sich auch durch mehrmaliges Umkristallisieren kaum verdnderte [120]. Dieser Befund
deutete auf die Entstehung von definierten Mischkristallen hin und nicht auf die Bildung von
Salzgemischen [119]. Definierte Mischungen der Salzbildner einer ,,Familie® in d&quimolaren
oder anderen ganzzahligen stochiometrischen Verhéltnissen erwiesen sich zufdlligen Kombina-
tionen als iiberlegen. Im Regelfall wurde zur Kristallisation das Racemat mit einer dquimolaren
Mischung von zwei oder drei verwandten Salzbildnern eingesetzt [120]. Die Phasendiagramme

der resultierenden Systeme verkomplizieren sich naturgeméfl durch das Hinzufiigen weiterer
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Dimensionen. Abb. 28 zeigt ein vereinfachtes Phasendiagramm einer Vierkomponenten-
mischung mit zwei Salzbildnern unter Ausschluss der Bildung fester Losungen. Es entstehen
zwel schwerer (p1 und p2) und zwei leichter losliche (n1 und n2) diastereomere Salze, die
anhand der Lage ihres Eutektikums und des Verlaufs der Loslichkeitsisothermen in den

entsprechenden Verhiltnissen auskristallisieren [121].

Abb. 28: Loslichkeitsisothermen diastereo-

merer Salze in einem Vierkompo-

nentensystem (nach [121])

Auch solche Systeme konnen Bereiche fester Losungen in ihren Phasendiagrammen aufweisen.
Genau diese Bildung fester Losungen mit einer hoheren Packungsdichte und unter Umstinden
erniedrigter Loslichkeit im Solvens im Vergleich zu einer festen Losung oder Kristallen aus
nur zwei Komponenten kénnte der Grund fiir die verbesserte Enantiomerenanreicherung in der
,,Dutch Resolution* sein [119]. In weiterfiihrenden Arbeiten [122, 123] wurde der Einfluss ver-
wandter Substanzen auf die Keimbildung im Kristallisationsansatz untersucht. Die Hemmung
der Bildung von Kristallisationskeimen in der ,,Dutch Resolution® wurde als hédufiger Effekt
beobachtet. Die Keimbildung der leichter 16slichen Komponente wird dabei stirker gehemmt
als die des schlechter loslichen Salzes, was eine weitere schliissige Erklarung fiir die guten
Trennleistungen bei der Racematspaltung mit Mischungen strukturell eng verwandter
Salzbildner liefert.

Unter Einsatz eines sogenannten T-Mixes aus Toluyl- und Anisoylweinsdure im Verhéltnis 2:1
im Losungsmittel Ethanol konnten Vries und Mitarbeiter 2-Ethylmorpholin durch zweimaliges
Umbkristallisieren zu 96 % ee anreichern [120, keine Angabe der Konfiguration].

Dieses Ergebnis gab den AnstoB, die ,,Dutch Resolution* auch auf die anderen synthetisierten

C-Alkylmorpholine und die chiralen Fomocainderivate anzuwenden.
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3.2.2.2.  Vorversuche im analytischen Mal}stab

In analytischen Testreihen musste zunédchst die Tauglichkeit des Ansatzes flir die gegebenen
Trennprobleme {iberpriift werden. Je 0,1 mmol chirale Fomocainbase bzw. 1 mmol C-Alkyl-
morpholin wurden mit einer dquimolaren Menge der in Tabelle 10 aufgefiihrten Trennrea-
genzien in Ethanol zur Kristallisation gebracht und hplc auf das resultierende Enantio-

merenverhiltnis gepriift (Bedingungen s. Kapitel 3.2.1.).

Trennreagenz chirale Fomocainderivate C-Alkylmorpholine

Dibenzoylweinsdure T1 + -

Ditoluylweinséure T2

Dianisoylweinsdure T3 (37)

T-Mix T, (T1:T2:T3 = 0:2:1)

T-Mix Tp, (TI:T2:T3 = 1:1:1)

|||+
+ |+

Campher-10-sulfonséure CSS

Tabelle 10: In den Vorversuchen zur Racematspaltung durch Bildung diastereomerer Salze

eingesetzte Trennreagenzien (+ untersucht, - nicht untersucht)

Fir die analytischen Versuche wurden ausschlielich R-konfigurierte Trennreagenzien
eingesetzt. T1 (Fluka), T2 und CSS (VWR) waren kiuflich zu erhalten, T3 (37) stammte aus
eigener Synthese. CSS wurde deshalb in die Versuche mit einbezogen, weil Glassl [75] mit
diesem Reagenz die Racematspaltung der Verbindungen O/G3 und O/GS5 gelang.

Die Versuche mit den chiralen Fomocainen verliefen allesamt erfolglos. Es trat entweder keine
Kristallisation ein oder im gebildeten Salz wurde keines der Enantiomere angereichert. Auf3er
3-i-Propylmorpholin konnten alle C-Alkylmorpholine mit wenigstens einem T-Mix zur
Kristallisation - meist schon nach weniger als 24 Stunden - gebracht werden. Tabelle 11 zeigt
die Trennerfolge bei den chiralen Morpholinen nach einmaligem Umkristallisieren der Salze.
Die Enantiomerenverhéltnisse beziehen sich auf die Peakfldchen in der analytischen HPLC als
4-Benzoylmorpholine.

Es zeigte sich, dass der Mix Ty in allen Féllen der Mischung T, {iberlegen ist. Besonders fiir
3-Ethylmorpholin wurde eine starke Anreicherung von E2 (als NBM6) in nur einem Kristal-
lisationsschritt erreicht. Von den iibrigen Resultaten erwiesen sich die fett hervorgehobenen bei
Durchfiihrung von mindestens zwei Kristallisationsschritten flir einen Trennansatz im

priaparativen Maf3stab als durchfiihrbar.



3. Ergebnisse und Diskussion 52

Mix T, Mix T},
C-Alkylmorpholin
% E1 % E2 (% ee) % E1 % E2 (% ee)

2-Methylmorpholin (5) 40,0 60,0 (20,0) 21,3 78,7 (57,4)
2-Ethylmorpholin (9) 27,0 73,0 (46,0) 16,4 83,6 (67,2)
2-Propylmorpholin (13) - keine Trennung 33,7 66,3 (29,6)
2-Butylmorpholin (17) 47,7 52,3 (4,6) 33,3 66,7 (33.,4)
3-Methylmorpholin (21) 35,4 64,6 (29,2) 23,7 76,3 (52,6)
3-Ethylmorpholin (25) keine Kristallisation 8,7 91,3 (82,6)
3-Propylmorpholin (29) 73,4 (46,8) | 26,6 keine Kristallisation
3-Propylmorpholin (33) keine Kristallisation

Tabelle 11: Zusammenfassung der Trennerfolge bei der Racematspaltung der C-Alkyl-

morpholine nach der ,,Dutch Resolution

3.2.2.3.  Préparative Trennung von 2-Ethyl-und 3-Propylmorpholin

Aus den pharmakologischen Tests (s. Abschnitt 3.3.) stellten sich die Verbindungen O/W3 und
O/W13 als diejenigen mit dem giinstigsten Wirkungsprofil innerhalb ihrer homologen Reihen
heraus. Da eine direkte chromatographische Racemattrennung dieser Substanzen an der pripa-
rativen OD-Saule unter wirtschaftlichen Gesichtspunkten nicht méglich war, wurde ein zwei-
stufiges Verfahren zur Gewinnung der reinen Enantiomere angewandt. Der erste Schritt stellte
die Anreicherung eines Enantiomers durch Racematspaltung von 2-Ethyl- und 3-Propyl-
morpholin iiber die Bildung diastereomerer Salze nach der ,,Dutch Resolution* dar. Mit den so
erhaltenen nichtracemischen C-Alkylmorpholinen mit mindestens 70 % ee wurden die
entsprechenden Fomocainderivate dargestellt, die dann im zweiten Schritt an der OD-Phase

chromatographisch aufgereinigt wurden (s. Abschnitt 3.2.3.)

a) Praparative Racematspaltung von 2-Ethylmorpholin

Aus 14,40 g 2-Ethylmorpholin wurden durch einen Fillungsschritt mit einer dquimolaren
Menge des S-konfigurierten Mixes Ty nach einmaligem Umkristallisieren des Salzes 3,10 g der

Morpholinbase erhalten, die als hrac-NBM2 ein Enantiomerenverhéltnis von 86,0/14,0 (72 %

ee) zeigte. Das 4-Benzoylderivat hatte in Diethylether eine spezifische Drehung a2’ von

+21,7°, die nichtracemische Base in Methanol war ebenfalls rechtsdrehend (a2’ =+ 14,1°). Aus

der ethanolischen Losung dieser Kristallisation wurden 8,68 g 2-Ethylmorpholin im Enan-

tiomerenverhéltnis 34,8/65,2 extrahiert. Die nach dem gleichen Verfahren durchgefiihrte
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Kristallisation dieses Riickstandes mit dem R-konfigurierten Mix T} fiihrte zu 2,68 g links-
drehendem (Methanol, a2’= - 13,6°) 2-Ethylmorpholin, dessen Enantiomerenverhiltnis als
nrac-NBM2 (Diethylether, a2’= - 25,8°) mit 7,6/92,4 (84,8 % ee) bestimmt wurde.

Aus den auf diese Weise erhaltenen Morpholinen wurden nach der im Abschnitt 3.1.1.
beschriebenen Methode die nichtracemischen Verbindungen (-)-O/W3 (84 % ee) (46) und

(+)-O/W3 (74 % ee) (47) zu je 2,32 g synthetisiert und fiir die praparative HPLC zuriickgestellt
(Abb. 29).

rac-(2) als NBM2 Kristallisation mit (D-(Q) (72 % ee) als NBM2
dem Mix T, (S) g
> 001 1
.| nrac-(+)-0/W3
Riickstand (74 % ee) .
—— . )
AN L
Kristallisation mit dem : T e :
Mix T, (R) -
| (9)-(9) (84,8 % ee) als 1 srac--oms
o NBMZ ’ (84% ee)
oof—>A A % | ,/i L

Abb. 29: Originalchromatogramme zu den einzelnen Kristallisationsschritten bei der prépara-
tiven Racematspaltung von 9 und den sich anschlieBenden Synthesen der nrac-

O/W3-Chargen

b) Priparative Racematspaltung von 3-Propylmorpholin

Aus 12,93 g 3-Propylmorpholin wurden nach zwei Kristallisationsschritten mit jeweils dqui-
molaren Mengen des Mixes T, in der R-Konfiguration und dazwischenliegender Basen-
extraktion 2,04 g nichtracemisches 3-Propylmorpholin erhalten. Das daraus dargestellte nrac-
NBM7 wies ein Enantiomerenverhidltnis von 92,7/7,3 (85,4 % ee) bei einer spezifischen

Drehung in Diethylether von a@2’= +56,1° auf. Die Base in Methanol war linksdrehend (a3’=

-7,2°). Aus dem ethanolischen Uberstand der ersten Kristallisation wurden 5,37 g Morpholin-
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base extrahiert, die mit dem entsprechenden Einsatz an S-konfiguriertem Mix T, zur Kristal-
lisation gebracht wurden. Es resultierten 2,33 g nichtracemisches 3-Propylmorpholin im Enan-

tiomerenverhéltnis (als nrac-NBM7) von 8,8/91,2 (82,4 % ee). Die spezifische Drehung des

Amids in Diethylether wurde mit a2’= -52,0° bestimmt. Die Morpholinbase in Methanol war

rechtsdrehend (a2’ = +9,4°).

Die nichtracemischen Fomocainderivate (-)-O/W13 (83 % ee) (48) und (+)-O/W13 (79,5 % ee)
(49) zur chromatographischen Reinigung wurden aus den erhaltenen Morpholinen nach der

beschriebenen Methode zu 2,295 g bzw. 2,035 g dargestellt (Abb. 30).
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Abb. 30: Originalchromatogramme zu den einzelnen Kristallisationsschritten bei der prépara-
tiven Racematspaltung von 29 und den sich anschlieBenden Synthesen der nrac-

O/W13-Chargen

3.2.3. Praparative Racemattrennung durch HPLC an einer Chiralcel® OD-Siule

In den analytischen Vorversuchen zur Racemattrennung der O/W-Substanzen konnten mit
einer mobilen Phase der Zusammensetzung n-Hexan/tert-Butanol 97,5/2,5 die besten Trenner-
gebnisse fiir O/W3 und O/W13 erreicht werden. Die gefundene Methode musste fiir den
praparativen Ansatz im Hinblick auf maximale Selektivitit und Saulenbeladung sowie
minimale Laufzeit optimiert werden. Der Alkoholanteil wurde auf 2 % reduziert, was eine

leichte Verbesserung der Selektivitit von 1,385 auf 1,387 fiir O/W3 bzw. von 1,193 auf 1,194
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fir O/W13 bei geringfiigig verlangerter Analysenlaufzeit bewirkte. Zur Ermittlung der
maximalen Sdulenbeladung wurde der Substanzauftrag auf die analytische Sdule schrittweise
so weit erhoht, bis im Chromatogramm gerade noch Basislinientrennung zu verzeichnen war.
Zur Ubertragung der Flussrate auf den priparativen MaBstab wurde der empirisch gefundene
Faktor 150 [110] eingesetzt, der in der préparativen Trennung zu vergleichbaren Retentions-
zeiten fithren sollte. Die maximale Sdulenbeladung aus den analytischen Trennungen multi-
pliziert mit dem Packungsmaterialfaktor 250 [103] ergab die Sdulenbeladung fiir eine erste
Trennung an der prdparativen Sdule. Die so festgelegten Startbedingungen sollten eine sichere
priaparative Trennung ohne grofle Substanzverluste garantieren. Erfahrungsgemil konnte eine
endgiiltige Optimierung der Trennbedingungen nur im préparativen Maf3stab erfolgen, da es
durch die stark vergroBerten Sdulendimensionen zu Verschiebungen der Retentionszeiten
kommen kann und die im Vergleich zur verwendeten analytischen Sdule verdoppelte mittlere
PartikelgroBBe der stationdren Phase immer zu Verschlechterung der Trennleistung durch
Peakverbreiterung fiihrt.

Die allgemeine Vorgehensweise bei der priparativen HPLC an der Chiralcel® OD-Séule soll
hier exemplarisch am Beispiel der Aufreinigung von (-)-O/W3 (84 % ee) erldutert werden.

Die Probetrennung wurde bei einer Sdulentemperatur von 25 °C mit 100 mg Substanz bei einer
Flussrate von 224 ml/min durchgefiihrt. Da die Peaks im Chromatogramm basisliniengetrennt
erschienen, wurde der Substanzauftrag auf 250 mg erhoht. Die oben angesprochene Peakver-
breiterung machte sich hier bereits stark bemerkbar, was sich in den Fraktionsgro3en von ca.
1000 ml fiir das erste bzw. 2000 ml fiir das zweite Enantiomer und einer Ubergangsfraktion
von ca. 400 ml ausdriickte. Deshalb wurde unter Tolerierung der leicht verminderten Selek-
tivitdt die Sdulentemperatur im néachsten Lauf auf 30 °C gesteigert. Hier resultierten schirfere
Peaks bei verkiirzter Trennzeit und einer geringeren Ubergangsfraktion von ca. 250 ml. Nach
Reproduktion des Trennergebnisses wurden bei auf 230 ml/min gesteigerter Flussrate jeweils
500 mg der Verbindung aufgereinigt (Abb. 31). Unter diesen Bedingungen war das subjektive
Optimum der Trennung erreicht, d.h. die Reinheit der aufgefangenen Fraktionen ging gegen
100 % bei einer akzeptablen Mischfraktion von ca. 400 ml und einer Gesamtlaufzeit der
Trennung von unter 40 min. Die gesammelten Fraktionen wurden getrennt einrotiert und die
mobile Phase vollstindig zuriickgewonnen. Aus insgesamt sieben Liufen mit in der Summe
2,55 g (-)-O/W3 (84 % ee) wurden 1,72 g praktisch enantiomerenreines (-)-O/W3
(99,8 % ee) erhalten, was 72,3 % der theoretischen Ausbeute fiir das (-)-Enantiomer entspricht.
Die zusitzlich angefallenen 134 mg (+)-O/W3 (90,7 % ee) wurden zum Trennansatz zur

Reinigung von (+)-O/W3 gegeben.
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Préparative Trennung von -
Rohprodukt 500 mg (-)-O/W3 (84 % ee) Fraktion 3
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Abb. 31: Originalchromatogramme aus der analytischen Uberpriifung der Fraktionen eines
Laufes zur chromatographischen Reinigung von 500 mg (-)-O/W3 (84 % ee);
chromatographische Reinheiten der Endprodukte aus insgesamt 7 Laufen mit (-)-

O/W3 (84 % ee) und § Laufen mit (+)-O/W3 (74 % ee)

In die weiteren Trennungen der Verbindungen (+)-O/W3 (74 % ee), (-)-O/W13 (83 % ee) und
(+)-O/W13 (79,5 % ee) flossen stets die in der Variation der Trennbedingungen gemachten
Erfahrungen aus den vorherigen Léufen mit ein. Die Verdnderung von Flussrate, Substanz-
auftrag und Sdulentemperatur hatten immer das Ziel, in der préparativen Trennung moglichst
scharfe Peaks bei moglichst kleinen Ubergangsfraktionen zu erhalten.

Fiir alle durchgefiihrten priparativen Trennungen stellten die gewéhlten Bedingungen einen
Kompromiss zwischen erreichter Reinheit, der erzielten Ausbeute und moglichst geringer
Anzahl von Trennversuchen und damit geringem Ressourcenverbrauch und Zeitaufwand dar.
Dies wird besonders im Fall der Trennungen der nichtracemischen O/W13-Chargen deutlich.
Hier konnten in keiner Aufzeichnung eines priparativen Chromatogramms zwei Peaks
detektiert werden, da schon in den analytischen Vorversuchen die Bedingungen fiir eine

erfolgreiche prédparative Racemattrennung nur unzureichend erfiillt werden konnten. Hier
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konnte nur durch gezieltes Schneiden der chromatographischen Bande die vor bzw. hinter dem
Hauptpeak laufende Schulter des jeweils anderen Enantiomers abgetrennt und so der Enantio-
mereniiberschuss auf wenigstens 87 % ee angehoben werden. Die Hydrochloride der Enan-
tiomere von O/W3 und O/W13 wurden zur pharmakologischen Priifung gegeben und dort unter
den selben Bedingungen wie ihre Racemate getestet.

Tabelle 12 fasst die erreichten Ergebnisse in der pridparativen Chromatographie der nichtrace-

mischen Fomocainderivate zusammen.

Verbindung | Einsatz | Auftrag | Liufe Ausbeute (+) Ausbeute (-) ay
(+)-O/W3 2,32 g | 400 mg 8 1,82 g(98,4% ee) 0,18 (99,8 % ee) | +7,5°
(74 % ee)

(-)-O/W3 245¢g | 550 mg 7 1,72 2(99,9 % ee) 10,13 g(90,7 % ee) | -7,6°
(84 % ee)

(+)-O/W13 2,04¢g | 500 mg 4 1,56 g (87 % ee) --- +33,3°
(79,5 % ee)

(-)-O/W13 2,30g | 500 mg 8 1,57 g (87,2 % ee) --- -33,4°
(83 % ee)

Tabelle 12: Zusammenfassung der Ausbeuten aus der chromatographischen Reinigung der

Enantiomere von O/W3 und O/W13

3.3. Biopharmazeutische und pharmakologische Untersuchungen

3.3.1. Interaktionen der chiralen Fomocainderivate mit dem CYP-Enzymsystem

3.3.1.1.  Abbau von rac-O/W3 und rac-O/W13 durch Rinderleberhomogenate

Unterschiede in der pharmakologischen Wirkung und Toxizitdt von Enantiomeren sind einer-
seits von ihrer eigenen Wirkstidrke an den Zielstrukturen abhidngig oder aber andererseits das
Resultat von stereoselektiven Metabolisierungsvorgingen, die im Organismus zu Aktivierung/
Deaktivierung bzw. Giftung/Entgiftung fiihren kdnnen. Um eventuelle Wirkunterschiede der
Enantiomere von O/W3 und O/W13 in den pharmakologisch-toxikologischen Versuchen am
Ganztier besser deuten zu konnen, musste die Metabolisierung der Substanzen auf eventuell
vorhandene Stereoselektivitdt untersucht werden. Schon frither konnte namlich fiir die struk-
turell eng verwandten Verbindungen O/G3 und O/G5 gezeigt werden, dass die jeweils links-
drehenden Enantiomere im Abbau durch Leberhomogenate bevorzugt werden [75, 76]. Durch

Inkubation der Substanzen mit Rinderleberhomogenaten sollte in vitro die hepatische Biotrans-
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formation der Racemate von O/W3 und O/W13 in Abhéngigkeit von der Inkubationszeit
untersucht werden. Aus schlachtfrischer Rinderleber wurden nach einer Standardmethode [99,
124] durch fraktionierte Zentrifugation der 10000 g Uberstand und die Mikrosomen gewon-
nen. Fiir die gewihlten Inkubationszeiten von 0, 10, 20, 30, 45, 60 und 90 min sowie den
Blindwert wurde pro Verbindung je ein Inkubationsansatz mit dem 10000 g Uberstand und
der Mikrosomensuspension hergestellt. Zum Ausschlufl nichtenzymatischer Abbauvorginge
wurde ein Vergleichsansatz mit durch Hitzeeinwirkung (80 °C/30 s) denaturiertem Homo-
genat mitgefiihrt. Zur Abtrennung der O/W-Verbindungen nach Ende der Inkubation wurden
die Ansitze nach Alkalisieren auf pH 10 auf einer mit Extrelut® NT (1 g/ml zu extrahierender
Losung) gepackten Sdule adsorbiert und die lipophilen Basen mit Diethylether eluiert. Diese
Vorgehensweise ersparte die zeitaufwiandige Extraktion der Basen durch Ausschiitteln mit
nachfolgender Trocknung des Extraktionsmittels [125]. Die Etherextrakte wurden nach Ein-
dampfen und Aufnehmen in n-Hexan hplc an der Chiralpak® AD-Phase auf ihr Enantio-
merenverhéltnis untersucht. Aufgrund starker Schwankungen in der extrahierten Substanz-
menge durch die ausgepégte Proteinbindung der Substanzen sowie UnregelméBigkeiten in der
Sdulenpackung (Wiederfindungraten zwischen 20 und 105 %) eignete sich die gewéhlte
Methode nicht zur quantitativen Bestimmung der zum Zeitpunkt X noch vorhandenen Sub-
stratmenge und erlaubte somit keine Bestimmung der Umsetzungsgeschwindigkeit. Jedoch
lieB sich iiber die Bestimmung des Enantiomerenverhéltnisses erkennen, welches Enantiomer
ggf. bevorzugt von den im Leberhomogenat enthaltenen Enzymen umgesetzt wurde. Sowohl
im 10000 g Uberstand als auch bei der Inkubation mit Mikrosomen #nderte sich das
Enantiomerenverhéltnis der noch nicht metabolisierten Substanz im Laufe von 90 min zuun-
gunsten des (+)-Enantiomers, das demzufolge bei Gabe des Racemates schneller abgebaut
wurde als sein Antipode. Im 10000 g Uberstand mit seiner groBeren Breite an metaboli-
sierenden Enzymen und insgesamt hoheren Aktivititen aufgrund der kiirzeren Belastungen
des Priparates bei dessen Gewinnung war diese Tendenz deutlicher ausgeprégt als in den Ver-
suchen mit Mikrosomen. Abb. 32 zeigt die Entwicklung der Enantiomerenverhéltnisse von
O/W3 und O/W13 - ausgedriickt als Verhéltnis der Peakflichen im Chromatogramm - {iber
den Versuchszeitraum von 90 min. Es ist davon auszugehen, dass die Metabolisierungs-
geschwindigkeiten bei Gabe der reinen Enantiomere hoher sind, als bei Gabe des Racemates,
da hier keine (wahrscheinlich kompetitiven) Konkurrenzreaktionen der Enantiomere um die

Enzyme auftreten.
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Abb. 32: Enantiomerenverhiltnisse (ausgedriickt als Verhiltnisse der Peakflachen (+) : (-))
in Abhéngigkeit von der Inkubationszeit beim Abbau von rac-O/W3 und rac-
O/W13 durch 10000 g Uberstinde

Die fiir O/W3 und O/W13 beobachteten Stereoselektivititen in der Metabolisierung sind zwar
messbar, aber von zu geringem Ausmal}, um als alleinige Erkldrung fiir pharmakologische
Unterschiede zwischen den Enantiomeren dienen zu kdnnen, zumal ja die lokale Anwendung
den tiiblichen Applikationsweg fiir LA darstellt. Einzig die schnellere Bildung toxischer
Metabolite oder die schnellere Entgiftung des jeweiligen rechtsdrehenden Enantiomers konnte
zu unterschiedlichen Toxizitidten der Enantiomere bei systemischer Applikation fiihren. Die
Qualifizierung und Quantifizierung des Metabolismus der chiralen Fomocaine war jedoch
nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit. Die extrem hohe Plasmaeiwei3bindungsrate (PEB)
von tiber 99,5 % fiir O/W3 und O/W13 machte weiterfiihrende Untersuchungen zu einer

durchaus moglichen stereoselektiven Differenzierung in der PEB der Enantiomere unnétig.

3.3.1.2. Interaktionen der chiralen Fomocainderivate mit CYP-Isoenzymen aus Ratten-

lebermikrosomen in vitro

Ein Grofteil der Phase-I-Reaktionen in der Biotransformation von Xenobiotika wird durch
CYP-Isoenzyme katalysiert. Am Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie der FSU Jena
wurden Experimente zum in-vitro-Interaktionspotential der chiralen Fomocainderivate mit
einigen CYP-Subfamilien sowie die indirekte Beeinflussung einiger CYP-abhingiger Oxi-
dasefunktionen an Rattenleberpréparaten untersucht (Tabelle 13) [126]. Als Referenz wurde

fiir alle Versuche die Leitsubstanz Fomocain mitgefiihrt.
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Test Modellreaktion CYP
EROD | Ethoxyresorufin-O-Deethylierung 1A
ECOD | Ethoxycumarin-O-Deethylierung 1A, 2A, 2B, 2C
PROD |Pentoxyresorufin-O-Depentylierung 2B
EMND | Ethylmorphin-N-Demethylierung 3A

LCCL |stimulierte mikrosomale lucigeninverstirkte Chemilumineszenz
LMCL |stimulierte mikrosomale luminolverstarkte Chemilumineszenz
LPO NADPH-/Fe”" stimulierte Lipidperoxidation

WBCL | luminolverstirkte Chemilumineszenz in Vollblut

H,0, stimulierte H,O,-Bildung

Tabelle 13: Modellreaktionen zur Bestimmung des Interaktionspotentials der chiralen Fomo-

cainderivate mit dem CYP-Enzymsystem

Die chiralen Fomocainderivate hemmten in den Tests konzentrationsabhéngig die Umsetzung
der jeweiligen Substrate. Dabei lieBen sich klare Struktur-Effekt-Beziehungen innerhalb der
homologen Reihen erkennen (Abb. 33). Mit wachsender Substituentengréfle nahm in beiden
Serien die Affinitit zu CYP-Isoenzymen im Vergleich zu Fomocain ab. Als Ursache hierfiir
kommt eine sterische Hemmung durch die sperrigen Alkylketten beim Transport zur Bind-
ungstasche und/oder bei der Bindung an das katalytische Zentrum der Enzyme in Frage.
Besonders im EROD-Test war dieser Effekt bei den 3-substituierten chiralen Fomo-
cainderivaten stirker ausgeprdgt als bei den 2-substituierten, was auf eine Beteiligung des
Morpholinstickstoffes bei der Bindung von Fomocain und seinen Derivaten an CYP-Iso-
enzyme hindeutete. Im PROD-Test wurde durchgehend (Tabelle 14) das grofite Inter-
aktionspotential der chiralen Fomocaine mit der CYP2B-Subfamilie festgestellt, was gleich-
zeitig bedeuten konnte, dass die Verbindungen aus der Gruppe der Fomocaine vornehmlich
iber Isoenzyme dieser Unterfamilie metabolisiert werden. Das geringste Interaktionspotential
wurde im EMND-Test fiir die CYP3A-Subfamilie gefunden. Dieser Befund verspricht fiir die
Fomocaine ein erhohtes Mall an Arzneimittelsicherheit, da gerade iiber einige Isoenzyme der
Unterfamilie 3A (besonders CYP3A4) eine Vielzahl von Arzneistoffen biotransformiert wird,
wie z.B. die Ca’"-Antagonisten Verapamil und Diltiazem, die Antiepileptika Phenytoin und
Carbamazepin, die Makrolidantibiotika Erythromycin und Clarithromycin, einige Statine und

HIV-Protease-Inhibitoren u.v.a.m [127].
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Abb. 33: Ergebnisse des EROD- (A) und des ECOD-Tests (B) fiir die chiralen Fomocain-
derivate (* signifikanter Unterschied zur Kontrolle, p = 0,05)

Den chiralen Fomocainen kamen keine indirekten antioxidativen Eigenschaften im LMCL-
und H,O,-Test (Abb. 34A) zu. Geringfiigig mit einem Maximum des Effektes fir O/W13
wurde die lucigeninverstirkte Chemilumineszenz (LCCL) gehemmt. Die Verbindungen mit
einer Alkylkette am C-3 des Morpholins hemmten die der Lipidperoxidation (LPO) vorge-
schalteten CYP-Isoenzyme deutlich stirker als die 2-substituierten Fomocainderivate
(Abb. 34B). Bei der Bestimmung der luminolverstirkten Chemilumineszenz im Vollblut
wurden maximale Hemmeffekte fiir O/W3 und O/W13 gefunden. Generell lieBen sich auer
der klaren Diskriminierung zwischen der 2- und der 3-substituierten Serie fiir die
antioxidativen Eigenschaften keine deutlichen Struktur-Effekt-Beziehungen innerhalb der

homologen Reihen ableiten.
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Abb. 34: Ergebnisse des H,O,- (A) und des LPO-Tests (B) fiir die racemischen chiralen

Fomocainderivate (* signifikanter Unterschied zur Kontrolle, p = 0,05)

Der sprunghafte Abfall der Hemmstérke beim Wechsel von der Propylsubstitution bei O/W5
auf die Butylsubstitution bei O/W7 im LCCL- und LPO-Test deutet auf einen ,,cut-off* in der

Interaktion der 2-substituierten chiralen Fomocaine mit CYP-vermittelten Oxidasefunktionen

hin. Tabelle 14 fasst die erhobenen Daten fir die Versuche mit einer Testsubstanz-

konzentration von 100 pmol/l zusammen.
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CYP-vermittelte Monooxygenasefunktionen CYP-vermittelte Oxidasefunktionen
Substanz WBCL
EROD ECOD PROD EMND LCCL LMCL H,0, LPO
Fomocain | 17.0£14* | 451+ 6,0* | 104+ 13* | 763+ 25* | 624+ 51* | 860% 9,1% | 83,0 24* | 251+ 54* | 102,1% 62
O/W1 251+ 2,6% | 47,9+ 63* | 11,3+ 1,6* | 812+ 47* | 703+ 43* | 900+ 6,7* | 82,1+ 29% | 37,9+ 46* | 363+ 6,1*
O/W3 409+ 64% | 561+ 35% | 83+20% | 81,5£38* | 544+ 43% | 999+ 7,7 | 945+ 35% | 335+ 84% | 280+ 97
O/W5 76,0+ 11,5% | 68,7+ 33% | 214+ 1,7% | 903+ 3,7* | 560+ 13,8% | 103,6% 7,0 | 1037+ 47 | 36,6+ 40% [ 60,7+ 9,2*
O/W7 71,0+ 7,6% | 760+ 33% | 31.1£24% | 858+ 3,0% | 77,5+ 7,0% | 1055% 10,1 | 94,5+ 32% | 51,1+ 28% | 63,8% 84*
O/W9 140+ 08% | 43,8+ 1,7% | 9,9+ 1,1* | 80,7+ 3,6* | 445+ 50% | 854% 76% | 689+ 3,1* | 137+ 43% | 49,1+ 9,1*
O/W11 471+£29% | 480+ 59% | 532 05% | 81,0£3,1% | 512+£21% | 864+ 98% | 747+ 28% | 22+ 13% | 187+ 6,7 *
O/W13 489+ 7,1% | 563+ 32% | 64+ 05% | 751+ 62% | 27,1£3,6% | 883+ 7,1% | 709+ 40% | 57+ 44% | 23+ 41%*
O/W15 31,5+ 44% | 589+ 24% | 41+ 11*% | 852+ 59% | 335+ 69% | 87,6 7,6% | 769+ 39*% | 99+4.1* [ 607+ 74%*

Tabelle 14: Zusammenfassung der Daten aus den in-vitro-Versuchen mit den chiralen Fomo-

cainderivaten zur Interaktion mit dem CYP-Enzymsystem [100 uM, n = 6]; alle

Angaben in % der Kontrollwerte (* signifikanter Unterschied zur Kontrolle,

p =10,05)

Bei der Bestimmung der Interaktionsstiarken der Enantiomere von O/W3 und O/W13 mit den

CYP-vermittelten Monooxygenase- und Oxidasefunktionen konnten klare Stereoselektivitdten

in den Interaktionen festgestellt werden. So hemmte (+)-O/W3 durchgehend in stirkerem

Ausmal} den Umsatz der jeweiligen Substrate als (-)-O/W3 mit Selektivititen von 1 : 1,10 im

EMND- bis zu 1 : 1,56 im EROD-Test. Bei der Ermittlung der antioxidativen Eigenschaften

konnten ebenfalls stirkere Interaktionen des rechtsddrehenden Enantiomers mit den

vorgeschalteten CYP-Isoenzymen festgestellt werden (Abb. 35).
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Abb. 35:  Ergebnisse des ECOD- (a), PROD- (b), LPO- (¢) und H,O,-Tests (d) fiir die
Enantiomere von O/W3 im Vergleich zum Racemat (* signifikanter Unterschied

zur Kontrolle, p = 0,05)

Mit umgekehrter Stereoselektivitit interagierten die Enantiomere des 3-substituierten chiralen
Fomocainderivats O/W13 mit den CYP-Isoenzymen (Abb. 36). Hier war das (-)-Enantiomer
mit einer Selektivitdt von 1,23 : 1 im EMND- bzw. 1,25 : 1 im ECOD-Test der stiarkere
Inhibitor fiir die entspechenden Enzymfamilien. Praktisch keine Stereoselektivitdt konnte im
EROD- und im PROD-Test gefunden werden. Die antioxidativen Eigenschaften von (-)-
O/W13 im H,O;- und LPO-Test iibertrafen die von (+)-O/W13 um ca. 30%.

Tabelle 15 fasst die aufgenommenen Werte fiir die Interaktionen der Enantiomere von O/W 3
und O/W13 mit CYP-Isoenzymen in den ausgewéhlten Modellreaktionen zusammen und

fuhrt die dabei bestimmten Stereoselektivititen auf.
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Abb. 36:  Ergebnisse des ECOD- (a), PROD- (b), LPO- (c) und H,0,-Tests (d) fiir die
Enantiomere von O/W13 im Vergleich zum Racemat (* signifikanter Unter-

schied zur Kontrolle, p = 0,05)

Die in-vitro-Versuche zum Interaktionspotential der chiralen Fomocainderivate und der
Enantiomere von O/W3 und O/W13 mit CYP-Isoenzymen bestdtigten die ersten Befunde aus
der Bestimmung des Abbaus von rac-O/W3 und rac-O/W13 durch Rinderleberhomogenate.
Es konnten in beiden Modellen geringe Stereoselektivititen im Metabolismus der chiralen
Fomocaine nachgewiesen werden. Die Ergebnisse aus den Abbauversuchen deuten jeweils
auf eine Bevorzugung des rechtsdrehenden Enantiomers in den Phase-I-Reaktionen hin. Die
fiir (-)-O/W13 gefundene stirkere Hemmung von Isoenzymen der CYP-Subfamilien 1A, 2A,
2B, 2C und 3A steht dazu nicht im direkten Gegensatz, da eine Hemmung der Umsetzung
eines Modellsubstrates nicht zwangsldufig auf einen eigenen Abbau des Inhibitors hinweist.
Neben der kompetitiven Hemmung des Enzyms durch Konkurrenz des Inhibitors mit dem
Substrat um die Bindungstelle am Protein bestehen durch einen nichtkompetitiven oder einen

allosterischen Mechanismus weitere Moglichkeiten zur Interaktion. Die durchgefiihrten
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Versuche lassen jedoch keine Aussage iiber die Art der Wechselwirkungen der chiralen

Fomocainderivate mit dem CYP-Enzymsystem zu.

CYP-vermittelte Monooxygenasefunktionen CYP-vermittelte Oxidasefunktionen
Substanz
EROD ECOD PROD EMND H,0, LPO
(-)-0/W3 282+3,7* 539+ 2.4 % 95+ 1,8% 77,6+ 72 * 959+ 12 % 404+ 173 *
(+)-O/W3 | 181+ 3,1% 384+3,0% T4+ 14% 70,5+ 4.8 * 882+ 4.4 * 20,5+ 12,1 %
Selektivitat
i 1:1,56 1:14 1:1,29 1:1,10 1:1,09 1:1,37
()
(-)-O/W13 | 172 33% | 474+ 29% 94+ 18% 68,9+ 4,8 * 58,8+ 6,6 * 8,9+ 5.8*
(+)-O/W13 | 171 1,7 59,1+ 6,0 * 88+ 13* 845+ 88 * 80,5+ 8,0 * 11,4+ 50%
Selektivitat
( ) . (+) 1:1 1,25:1 1:1,06 123:1 137:1 1,28:1
Tabelle 15: Zusammenfassung der Daten aus den in-vitro-Versuchen mit den Enan-
g
tiomeren von O/W3 und O/W13 zur Interaktion mit dem CYP-Enzymsystem
[100 uM, n = 6]; alle Angaben in % der Kontrollwerte (* signifikanter
Unterschied zur Kontrolle, p = 0,05)
3.3.2. Untersuchungen zur Lokalanasthesie und Toxizitdt der chiralen Fomocain-

3.3.2.1.

derivate an Ratten

Pharmakologie und Toxikologie der Racemate der chiralen Fomocainderivate

Fiir die Durchfithrung der pharmakologischen Priifungen konnte innerhalb der FSU die

Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Fleck gewonnen werden. Fiir alle Tierversuche lag eine Ge-

nehmigung der Tierschutzkommission des Freistaates Thiiringen vor.

Die pharmakologischen Tests am Ganztier haben den Vorteil, dass die Wirkung einer Sub-

stanz auf einen komplexen Organismus studiert werden kann. Pharmakokinetische Einfliisse,

die zu Wirkungsverlust durch z.B. schlechte Bioverfiigbarkeit oder exzessive Meta-

bolisierung fiihren konnen, werden schnell erkannt. Nachteilig ist hierbei aber die durch die
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biologische Variabilitdt bei Versuchen am Ganztier bedingte deutlich vergroBerte Streuung
der MeBwerte, so dass eventuell nur geringe Unterschiede zwischen den Testsubstanzen im
Rauschen verschwinden koénnen. Zur Ermittlung der pharmakologischen und toxikologischen
Eigenschaften der chiralen Fomocaine (Hydrochloride) wurden etablierte Methoden zur
Bestimmung der oberflichenanisthetischen Wirkung an der Cornea [128] gegen die Ver-
gleichssubstanzen Tetracain- und Fomocain-HCI, der Leitungsanésthesie und der Parese am
N. ischiadicus gegen Procain- und Fomocain-HCI [129] sowie der LDs nach intraperitonealer
Injektion [130] an weiblichen Wistarratten (Han:WIST) angewandt. Die schlechte Wasser-
l6slichkeit der Hydrochloride erwies sich bei allen Versuchen als Hindernis bei der Bestim-
mung der pharmakologischen Parameter, da es nicht moglich war, die Salze in Wasser oder
Puffer in den fiir die Testungen erforderlichen Konzentrationen zu Idsen. In der Zwischenzeit
gelang es zwar innerhalb der Arbeitsgruppe Oelschlédger, fiir Fomocain eine Formulierung zu
entwickeln, die es erlaubte, die Base zu iiber 4 % (m/V) in Losung zu halten [99]. Jedoch
stand die Erkenntnis tiber das Prinzip des Einschlusses von Fomocain in [3-Hydroxy-propyl-
cyclodextrin zu Beginn der Arbeiten noch nicht zur Verfiigung. So wurden die Testsubstanzen
zur pharmakologischen Testung in Form ihrer Hydrochloride in Tylose (0,5 % m/V in Was-
ser) kolloidal in Losung gebracht. Dieses Prinzip musste wegen der Vergleichbarkeit der
Daten dann auf alle Testsubstanzen angewendet werden, auch wenn sich eine Propylenglycol-
Wassermischung im Verhiltnis 1:1 bei spiteren Versuchen mit O/W7, O/W13 und O/W15 als
tauglich erwies, wenigstens kurzzeitig stabile Losungen der Substanzen herzustellen. Abb. 37
zeigt eine Zusammenstellung der in Tylose erhobenen Daten fiir die chiralen Fomocaine. Der
Bezugswert der Darstellungen ist dabei die effektive Substanzkonzentration (m/V), die zu
einem 20miniitigen Effekt im jeweiligen Experiment fiihrte (ECzg min).

In der Oberflachenandsthesie an der Rattencornea flihrte die unverzweigte Alkylsubstitution
am basischen Molekiilteil des Fomocain mit wachsender Kettenldnge zu geringeren ECyg min-
Werten also zu einer Wirkungssteigerung. O/W7 und O/W13 benétigten sogar nur weniger als
die Hilfte der Konzentration des Referenzoberflichenanisthetikums Tetracain zum Auf-
rechterhalten einer 20miniitigen Anésthesie. Die Wirksamkeiten der methyl-, ethyl- und iso-
propylsubstituierten chiralen Fomocaine liegen in der GroBenordnung der Muttersubstanz.
Bei der Bewertung der Ergebnisse sind die physikochemischen Eigenschaften der Verbind-
ungen mit einzubeziehen. Mit steigender Molmasse sinken die pK;- und Triibungs-pH-Werte,
verschlechtern sich die Loslichkeiten der Basen und ihrer Salze in Wasser und wachsen die
lgD-Werte der Verbindungen. So liegt es durchaus im Bereich des Moglichen, dass im Ver-

lauf der Versuche die hoher substituierten Verbindungen bei Kontakt mit der Tridnen-
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fliissigkeit des Rattenauges in stirkerem Malle aus der Losung ausfielen als die Verbindungen
mit kiirzeren Alkylketten und so am Wirkort ein Wirkstoffdepot durch Ausbildung eines
Films auf der Hornhaut und/oder durch die erhohte Lipidldslichkeit verlangerte Verweildauer
in den Zellmembranen legten. Dieser Depoteffekt trug unter Umstdnden wenigstens teilweise

zu der deutlichen Erhohung der Wirkstérke bei O/W7 und O/W13 bei.
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Abb. 37: Zusammenfassung der Ergebnisse der pharmakologischen und toxikologischen
Versuche mit den Racematen der chiralen Fomocainderivate an Ratten (Konzen-
trationsangaben in % m/V oder mg der Hydrochloride); (P, T, F signifikanter

Unterschied zur Refermzsubstanz Procain, Tetracain Fomocain)

In der Leitungsanisthesie am N. ischiadicus der Ratte lieBen sich innerhalb einer homologen
Reihe keinerlei Struktur-Wirkungsbeziehung erkennen. Es fiel jedoch auf, dass die Alkyl-
substitution am Morpholin zu einer Verschlechterung der pharmakologischen Eigenschaften
des Fomocain fiihrte. Einzig die Verbindung O/W3 lag in ihrer leitungsandsthetischen Potenz

etwa in der GroBenordung der Vergleichssubstanz Procain.
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Die Muttersubstanz Fomocain 16ste keine Parese aus, d.h. es konnten keine Lihmungser-
scheinungen unter Ausbleiben der Leitungsandsthesie am jeweiligen linken Hinterlauf der
Ratten, in den die Testlosungen injiziert wurden, beobachtet werden. Abweichend davon 16s-
ten die methyl- und ethylsubstituierten chiralen Fomocaine konzentrationsabhédngig eine Par-
ese aus, wobei im Vergleich der homologen Reihen die 2-substituierten chiralen Fomocain-
derivate diese Nebenwirkung schon bei etwa der halben Konzentration der 3-substituierten
Verbindungen hervorriefen. Die Konzentrationen, die zu einer 20miniitigen Parese filihrten,
lagen in der selben GroBenordnung wie sie zum Erreichen einer ebensolange andauernden
Leitungsandsthesie notig waren. Ab einer unverzweigten Propylsubstitution wurde fiir die
chiralen Fomocainderivate keine Parese mehr beobachtet.

Die geringe Toxizitdt der Muttersubstanz blieb von der Einfiihrung eines Chiralititszentrums
durch Alkylsubstitution des Morpholinrings weitgehend unberiihrt. Die LDsp-Werte sanken
leicht von 1,029 mmol/kg KG auf ca. 0,750 (0,660 - 0,886) mmol/kg KG. In der 2-substi-
tuierten Serie wurden keine Korrelationen der Toxizitdt mit der Struktur oder der lokal-
andsthetischen Wirksamkeit festgestellt. In der 3-substituierten homologen Reihe sank die
Toxizitdt leicht mit wachsender Grofle des Alkylrestes. In die Betrachtungen wurde die mo-
lare LDsy [mmol/kg KG] mit einbezogen, da sich die Werte fiir die massebezogene LDsg
[mg/kg KG] innerhalb einer Reihe von Verbindungen mit wachsenden molaren Massen nicht

vergleichen lassen (Tabelle 16).

Verbindung LDso [mg/kg KG] LDso [mmol/kg KG]
Fomocain-HCI 358 1,029
O/W1-HCI 264 0,729
O/W3-HCI 333 0,886
O/W5-HCI 293 0,751
O/W7-HCI > 600* > 1,500%*
O/W9-HCI 239 0,660
O/W11-HCI 266 0,708
O/W13-HCI 293 0,751
O/W15-HCl 322 0,826

Tabelle 16: Werte fiir die LDs, (Ratte) der Hydrochloride der racemischen chiralen Fomo-

cainderivate in Tylose (* Erlduterung im Text)

Die im Vergleich zu den anderen Verbindungen extrem hohe LDs, fiir O/W7 muss als Arte-
fakt angesehen werden. Der Versuch zur Bestimmung der LDsy wurde bei einer Dosis von
600 mg/kg KG abgebrochen, da kein Tier auf die Injektion reagierte. Es hatte den Anschein,

als ob die i.p. verabreichten Dosen nicht systemisch verfligbar gewesen wiren. Die Substanz
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wies von allen synthetisierten Verbindungen die ungiinstigsten physikochemischen Eigen-
schaften auf. Bei der Injektion eines kleinen Volumens der hochkonzentrierten Priifldsung in
die Bauchhohle einer Ratte kam die Zubereitung mit einem Milieu von pH 7,4 bei geringem
Flissigkeitsangebot zur Verdiinnung in Kontakt. Aufgrund des niedrigen Triibungs-pH-
Wertes von O/W7 und seiner geringen Basenloslichkeit kann davon ausgegangen werden,
dass die Substanz - wie es bereits bei der Muttersubstanz Fomocain beobachtet werden konnte
[131] - in der Bauchhohle ausfiel, deshalb nur in geringem Umfang resorbiert wurde und so
keine toxische Wirkung auf das Versuchstier ausiiben konnte. Der fiir die Aufrechterhaltung
einer langen Oberfldchenanésthesie positive Effekt einer Depotbildung machte hier also eine
korrekte Bestimmung der Toxizitdt von O/W7 unter den fiir alle anderen Verbindungen ange-
wandten Bedingungen unmoglich.

In allen pharmakologischen Versuchen erwies sich die verzweigte Alkylsubstition am C-3 des
Morpholins in O/W15 als nachteilig fiir die lokalanésthetischen Eigenschaften des chiralen
Fomocainderivats. Analog zu den in der Racemattrennung an drei verschiedenen CSP ge-
machten Beobachtungen dhnelte O/W15 in seinen pharmakologischen Eigenschaften eher
dem 3-ethylsubstituierten O/W11 als der isomeren Verbindung O/W13. Dieser Befund konnte
nicht auf die physikochemischen Eigenschaften der Verbindungen zuriickgefiihrt werden, wo
sich die strukturelle Verwandtschaft von O/W13 und O/W15 in dhnlichen Werten ausdriickt.
Fasst man die Polysaccharide der eingesetzten CSP ebenso wie das Protein des Na'-Kanals
als chirale Zielstrukturen fiir die Fomocainderivate auf, kann aus den Ergebnissen der Schluss
gezogen werden, dass die Interaktion der Testsubstanzen mit den Zielstrukturen eher von der
Kettenldnge des Substituenten als von seiner Raumerfiillung abhingig ist.

Aufgrund der eingangs geschilderten Loslichkeitsprobleme der Testsubstanzen wurden andere
Losungsmittel fiir die pharmakologischen Priifungen getestet. Starben beim Einsatz von
reinem Propylenglycol als Losungsmittel noch alle Versuchstiere an einer Glycolvergiftung,
erwies sich eine 1:1-Mischung von Propylenglycol und Wasser als vertrdglich und im Hin-
blick auf eine lokalandsthetische Wirkung pharmakologisch indifferent. Fiir die am
schlechtesten 16slichen Verbindungen O/W7, O/W13 und O/W15 wurden daher die pharma-
kologischen Daten in diesem Losungsmittel im Vergleich zu den Tylosezubereitungen erneut
erhoben. Wihrend die oberflichenanisthetischen Eigenschaften weitgehend unveridndert blie-
ben, hatte der Wechsel des Losungsmittels dramatische Auswirkungen auf die Leitungsan-
dsthesie der Verbindungen (Tabelle 17).

Da Propylenglycol keine eigene lokalandsthetische Wirksamkeit aufweist, ist die Verviel-

fachung der Anésthesiedauer bei gleicher Substanzkonzentration auf die hohere Loslichkeit
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der Testsubstanzen in der Propylenglycol-Wassermischung zuriickzufiihren. Bevor das
Losungsmittel nach der Injektion durch Gewebsfliissigkeiten verdiinnt wurde, stand eine
groBBere Substanzmenge als im Vergleich zu den Tylosezubereitungen zur Diffusion zum
Wirkort zur Verfiigung, aus denen die Verbindungen offensichtlich schneller und stérker an
der Injektionsstelle ausfielen und so nicht zur Unterdriickung der Reizleitung zur Verfiigung

standen.

Verbindung | cin % (m/V) | Anasthesiedauer T [min] Anasthesiedauer P [min]
O/W7-HCI g ;g i 2:(5) 16173131’ ?5
b 23
OWIS-HCl [—— Wies 35126

Tabelle 17: Vergleich der Effekte in der Leitungsanésthesie durch Losungen von O/W7,
O/W13 und O/W15 gleicher Konzentration in Tylose (0,5 %) (T) oder Pro-
pylenglycol (50 %) (P)

Die Abstufung der Wirkstdrken in der Propylenglycol-Wassermischung blieb jedoch erhalten,
so dass eine Vergleichbarkeit der Testsubstanzen untereinander auf der Basis der mit den
Tyloselosungen gefundenen Daten gewihrleistet erschien. Die ermittelten Absolutwerte sind
aber wegen der beschriebenen Loslichkeitsprobleme wenig verlédsslich, so dass mit einer
abschliefenden Bewertung der absoluten Wirkstérken der chiralen Fomocainderivate auf das
Vorliegen einer geeigneten Formulierung fiir die pharmakologischen Priifungen - z.B. Ein-
schlussverbindungen in B-Hydroxypropylcyclodextrin nach [99] - gewartet werden muss. Die
Galenik von Fomocain und seinen Derivaten stellt jedoch ein Problem eigener Art dar und

konnte damit nicht mehr Gegenstand der vorliegenden Arbeit sein.

3.3.2.2.  Pharmakologie und Toxikologie der Enantiomere von O/W3 und O/W13

In der zusammenfassenden Auswertung aller biopharmazeutischen und pharmakologisch-
toxikologischen Experimente stellten sich O/W3 und O/W13 als die interessantesten
Racemate heraus, da mit diesen Verbindungen unter Erhaltung der geringen Toxizitdt des
Fomocain eine verbesserte Oberflichenanisthesie (O/W13), vergleichbare Leitungsanésthesie

bei nur geringer (O/W3) bzw. ausbleibender (O/W13) Parese und eine geringere Inter-
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aktionsneigung mit verschiedenen CYP-Enzymfamilien erreicht wurde. Die beiden Racemate
wurden daher in ihre Enantiomere getrennt und erneut den pharmakologischen Priifungen
unterworfen. Als Losungsmittel fiir die Testsubstanzen wurde die Propylenglycol-Wasser-
mischung 1:1 eingesetzt.

Im Gegensatz zu den Versuchen mit dem Racemat in Tylose 16sten die O/W3-Enantiomere
keine Parese nach Injektion in die Néhe des N. ischiadicus aus. Abb. 38 zeigt die ECyomin-
Werte der Enantiomere im Vergleich zu Fomocain und den Standards Tetracain und Procain

in der Oberflachen- und Leitungsanisthesie.

A Oberflachenanasthesie B Leitungsanasthesie
1.0 1.0
— 08 __ 08
E 0.6 E 0.6
IS FT FT FT FT &
N
O 04 —|—I O 04t
(] L
0.0 0.0

Procain

()-ows| —
ryonws JI—

()-0W3 j

Fomocain
Tetracain
(-)-O/W13
(+)-O/wW13
Fomocain
(+)-O/W3
(-)-O/W13
(+)-O/W13

Abb. 38: Zusammenfassung der Ergebnisse der Versuche zur Oberflichen- und Leitungs-

andsthesie mit den Enantiomeren von O/W3 und O/W13

In der Oberflichenanésthesie war fiir beide Enantiomere eine Tendenz zugunsten der rechts-
drehenden Enantiomere der beiden Paare zu erkennen. Alle getesteten Enantiomere waren
hier der Muttersubstanz und der Referenz Tetracain signifikant {iberlegen. Die starke Streu-
ung der Messwerte bei der Bestimmung der Leitungsanésthesie lie jedoch keine statistisch
sichere Aussage iiber die Uberlegenheit eines Enantiomers zu. Jedoch lag die Wirkstirke der
O/W13-Enantiomere in der GroBenordung des Fomocain und betrug damit ca. das Doppelte
der leitungsanésthetischen Potenz des Procain.

Die Toxizitiatsdaten der Enantiomere lieBen kein klares Muster erkennen. Das (+)-Enantiomer
von O/W3 war mit einer LDsy von 0,665 mmol/kg KG (250 + 26 mg/kg KG) etwas toxischer
(Faktor 1,23) als sein Antipode mit 0,819 mmol/kg KG (308 = 10 mg/kg KG). Umgekehrt
verhielt es sich bei den O/W13-Enantiomeren. Hier war (+)-O/W13 mit einer LDs, von 0,651
mmol/kg KG (254 = 9 mg/kg KG) weniger toxisch (Faktor 0,76) als (-)-O/W13 mit 0,495
mmol/kg KG (193 £ 17 mg/kg KG). Die ermittelten LDso-Werte lieBen sich weder mit der
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lokalandsthetischen Potenz der Enatiomere noch mit dem Ausmall der gefundenen Inter-
aktionen mit dem CYP-System korrelieren. Die Ursachen fiir die unterschiedlichen Toxi-
zitditen der Enantiomere von O/W3 und O/W13 miissen also in durch die Versuche am
Ganztier nicht aufgedeckten Nebeneffekten der Verbindungen liegen.

Analog zu den enantiomerenrein vermarkteten Anilid-LA Ropivacain und Bupivacain ergab
sich aus den bisher erhobenen Daten keine klinische Relevanz in den Wirkunterschieden der
untersuchten Enantiomere der chiralen Fomocainderivate O/W3 und O/W13. Es wire daher
beim Einsatz als LA dem Enantiomer mit der geringsten Toxizitét (+)-O/W13 der Vorzug zu

geben.

3.4. Zusammenfassung

Der Einfluss der basischen Komponente auf die physikochemischen Eigenschaften sowie auf
die lokalanésthetische Wirksamkeit und Toxizitdt ist in der Gruppe der Fomocaine, zum Teil
auch unter sterischen Aspekten, ausfiihrlich untersucht worden. Ein seit langem offenes Pro-
blem war die Frage, ob die Daten von C-alkylierten Morpholinderivaten in die vorliegenden
Erkenntnisse systematisch einzureihen waren. Dieses Forschungsproblem war belastet mit der
schwierigen Zuginglichkeit der teilweise neuen Morpholinderivate, deren pharmakologischer
Einfluss bisher nur fliichtig in den 60er Jahren des 20. Jahrhunderts fiir sedativ wirksame
3,4,5-Trimethoxyzimtsdureamide [87] studiert worden war. Nach vielfaltigen Vorversuchen,
die sich iiber Monate erstreckten, gelang die Synthese zweier homologer Reihen von je vier
einfach substituierten C-Alkylmorpholinen iiber zwei Stufen mit zufrieden stellenden Gesamt-
ausbeuten von 15,0 - 47,9 % d. Th. fiir die 2-substituierten (R = CH3, C,Hs, C3H7, C4Hy) und
50,9 - 69,9 % d. Th. fiir die 3-substituierten (R = CHs, C,Hs, CsH5, i-C3H7) Morpholine. Aus
rac-1,2-Epoxialkanen und 2-Aminoethanol bzw. Ethylenoxid und rac-2-Aminoalkan-1-olen
waren die Edukte fiir die Ringschlussreaktionen durch Dehydratation mit konzentrierter
H,SOy4 in der Hitze zu 2- bzw. 3-Alkylmorpholinen einfach zugénglich. Die sterische Hin-
derung durch groBer werdende Substituenten flihrte zur Verminderung der Ausbeuten bei den
Ringschliissen der rac-1-(2-Hydroxyethylamino)alkan-2-ole zu den rac-2-Alkylmorpholinen,
wihrend die Reaktion der rac-2-(2-Hydroxyethylamino)alkan-1-ole zu den rac-3-Alkyl-
morpholinen von der Substituentengréfle unbeeinflusst blieb. Durch kontinuierliche Extrak-

tion am Perforator wurde eine verlustarme Aufarbeitung der Morpholinbasen garantiert.
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Die Reaktion von 1-(3-Chlorpropyl)-4-(phenoxymethyl)benzen (2) oder 1-(3-Brom-propyl)-
4-(phenoxymethyl)benzen (3) mit den dargestellten Morpholinen ergab die acht bisher noch
nicht pharmakologisch untersuchten chiralen Fomocainderivate O/W1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 und
15. Dabei erwies sich der Reaktionsweg iiber (3), das durch Halogenaustausch aus (2)
dargestellt werden konnte, als der giinstigere im Hinblick auf die erreichten Ausbeuten und
Reinheiten der Fomocainderivate. Die Gesamtausbeuten der Synthesen der chiralen Fomo-
cainderivate iiber insgesamt 5 Stufen betrugen 22,5 - 28,8 % d. Th. fiir die 2-substituierte
homologe Reihe und 15,3 - 21,8 % d. Th. fiir die 3-substituierten Derivate. Hier wirkte sich
die sterische Hinderung durch die Alkylsubstituenten am C-3 des Morpholins negativ auf die
Ausbeuten aus. Die rac-2-(2-Hydroxyethylamino)alkanole zur Synthese der C-Alkylmor-
pholine wurden auferdem mit (3) zu den chiralen Oe7000-Derivaten O/W2, 4, 6, 8, 10, 12, 14
und 16 mit Ausbeuten von 3,5 - 22,3 % d. Th. umgesetzt und analytisch charakterisiert. Hier
konnte keine Beeinflussung der Ausbeuten durch die Stellung, wohl aber durch die Raumer-
filllung infolge des Alkylsubstituenten beobachtet werden. Die Strukturbeweise fiir die syn-
thetisierten Verbindungen O/W1 - 16 konnten iiber massenspektrometrische und NMR-spek-
troskopische Methoden sowie durch Elementaranalysen erbracht werden.

Durch die Einfiihrung eines Alkylsubstituenten in den basischen Molekiilteil des LA Fomo-
cain wurden die physikochemischen Eigenschaften der resultierenden chiralen Derivate im
Hinblick auf ihre lokalandsthetische Wirksamkeit {iberraschender Weise eher verschlechtert.
Die pKi- und Triibungs-pH-Werte der Verbindungen sanken mit wachsender Substitu-
entengrole und damit auch die Basenldslichkeiten und ihre Ionisationsgrade bei pH 7.4.
Neben den parallel dazu ansteigenden Werten fiir die Verteilungskoeffizienten bedeutete dies
fiir die chiralen Fomocainderivate eine Verringerung der theoretisch am Wirkort - dem LA-
Bindungsareal am spannungsabhingigen Na'-Kanal - zur Verfiigung stehenden Menge an
protonierten LA-Molekiilen. Die chiralen Derivate von Oe7000 wiesen bei immer noch
geringer Wasserloslichkeit durchgehend giinstigere physikalisch-chemische Eigenschaften
auf. Die Loslichkeiten der Basen wurden durch das Vorliegen zweier alkoholischer Funk-
tionen im Molekiil etwa um den Faktor 2 bis 2,5 im Vergleich zu den heterocyclischen
Analoga erhoht. Die pK;-Werte lagen in einem giinstigeren Bereich, der hohere
Ionisationsgrade bei pH 7,4 gewihrte. Die Verteilungskoeffizienten wurden fiir P um den
Faktor 10 und fiir D (pH 7,4) sogar um den Faktor 100 zugunsten der hydrophilen Phase
verschoben.

Alle synthetisierten Fomocain-, Oe7000- und Morpholinderivate wurden in ihrem chroma-

tographischen Verhalten an den drei CSP Chiralcel® OD sowie Chiralpak® AD und AS um-
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fassend untersucht. Ziel der Versuche war es zum Einen, Trennbedingungen fiir eine préipa-
rative Racemattrennung der chiralen Fomocainderivate an der im Arbeitskreis vorhandenen
Chiralcel® OD-Séule (5 x 50 cm) zu finden und zum Anderen fiir jede Verbindung eine analy-
tische Methode zur Bestimmung des Enantiomerenverhiltnisses nach Anwendung alternativer
Verfahren zur Racematspaltung zu erhalten. Die C-Alkylmorpholine mussten aufgrund des
fehlenden Chromophors vor den HPLC-Untersuchungen in einem Vorsdulenderivatisierungs-
schritt mit Benzoylchlorid zu den entprechenden Benzamiden NBM1 - 8 umgesetzt werden.
Mit der getroffenen Auswahl an CSP konnte fiir jedes untersuchte Racemat zumindest eine
analytisch verwendbare HPLC-Methode zur Enantiomerentrennung gefunden werden, wobei
an der OD-Phase nur fiir O/W5 Trennbedingungen ermittelt wurden, die an der vorhandenen
Anlage eine wirtschaftliche priparative Racemattrennung im Grammmafstab zugelassen hét-
ten. Die beiden auf Amylose aufbauenden CSP Chiralpak® AS und AD waren generell besser
zur Trennung sowohl der chiralen Fomocain- als auch der Oe7000-Derivate und 4-Benzoyl-
morpholine geeignet. Die Trennungen der 2-substituierten Fomocainderivate gelangen an
jeder getesteten CSP besser als die der 3-substituierten Analoga. Die Werte fiir die Selek-
tivitit k, und die Peakauflosung Ry der Trennungen sanken innerhalb einer homologen Reihe
mit wachsender Substituentengréfle, wobei das Trennverhalten der 3-isopropylsubstituierten
Verbindungen O/W15 und NBMS8 eher dem der ethylsubstituierten homologen Substanzen
O/W11 und NBM6 als dem ihrer unverzweigten Isomere O/W13 und NBM7 dhnelte.

In der Erkennung der Enantiomere der Fomocainderivate durch die eingesetzten polysaccha-
ridbasierten CSP spielte die Ausbildung von Wasserstoffbriicken zwischen dem Morpholin-
sauerstoff und dem Carbamoyl-NH der CSP offensichtlich die wichtigste Rolle. Kleinere
Substituenten am C-2 des Heterocyclus flihrten zu einer stiarkeren Diskriminierung der Enan-
tiomere durch die CSP als bei den entsprechenden 3-substituierten Analoga. Raum-
erfiillendere Alkylsubstituenten am basischen Molekiilteil schrinkten wiederum die
Wechselwirkungen beider Enantiomere mit der CSP ein und fiihrten somit zu einer Ver-
schlechterung der chiralen Erkennung.

Als Alternative zur praparativen Racemattrennung der Fomocainderate durch HPLC an der
Chiralcel® OD-Phase wurden Verfahren zur Racematspaltung durch getrennte Kristallisation
diastereomerer Salze untersucht. Da sich die chiralen Fomocainderivate mit den eingesetzten
Salzbildnern nicht trennen lieBen, wurden die C-Alkylmorpholine in die Versuche mit ein-
bezogen. Die Anwendung der ,,.Dutch Resolution® [120] auf die chiralen Morpholinderivate
erwies sich in analytischen Vorversuchen als geeignet, in ein bis zwei Kristallisationsschritten

ein Enantiomer auf ca. 75 % ee anzureichern. Dabei erwies sich der Einsatz einer &quimolaren
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Mischung von Dibenzoyl- (T1), Ditoluyl- (T2) und Dianisoylweinsdure (T3) als Trennrea-
genz einer Mischung von T2 und T3 (2:1) im Vergleich der erreichbaren Enantiomeren-
iberschiisse als deutlich iiberlegen. Die besten Trennerfolge wurden fiir die ethylsubstitu-
ierten Morpholine (9) und (25) mit 67 bzw. 83 % ee nach einmaliger Kristallisation erreicht.
Aus den Ergebnissen der pharmakologischen Priifungen ergab sich die Notwendigkeit, die
Enantiomere der Fomocainderivate O/W3 (10) und O/W13 (30) in Mengen von etwa 2 g zu
gewinnen. Dazu wurden die Erkenntnisse aus den chromatographischen Untersuchungen und
den Kristallisationsversuchen zu einer Zweiwegestrategie kombiniert. In einem ersten Schritt
wurden die Enantiomere von (9) und 3-Propylmorpholin (29) durch préiparative Racemat-
spaltung iiber ihre diastereomeren Salze unter den Bedingungen der ,,Dutch Resolution* zu
tiber 75 % ee angereichert und aus den erhaltenen nichtracemischen C-Alkylmorpholinen die
entspechenden nichtracemischen Fomocainderivate (-)-O/W3 (86 % ee) (46), (+)-O/W3 (75
% ee) (47); (-)-O/W13 (83 % ee) (48) und (+)-O/W13 (79,5 % ee) (49) dargestellt.

Die weitere Aufreinigung der Enantiomere gelang im zweiten Schritt durch praparative HPLC
an der Chiralcel® OD-Séule (5 x 50 cm). Die Anteile von 9 - 12,5 % des jeweils anderen Ste-
reoisomers in den nichtracemischen Mischungen gestatteten die Durchfiihrung der prapara-
tiven HPLC-Trennungen unter wirtschaftlichen Bedingungen, da sie einen im Vergleich zu
den Racematen deutlich erhohten Substanzauftrag auch bei ungiinstigeren Werten fiir die
Selektivititen der Trennungen ermoglichten. Durch gezieltes Schneiden der Fraktionen in
insgesamt 28 chromatographischen Laufen gelang es, die Enantiomere von O/W3 und O/W13
in den bendtigten Mengen von je ca. 2 g (als HCI) in Reinheitsgraden von 99,9 und 98,4 % ee
fiir (-)- und (+)-O/W3 bzw. 87,2 und 87 % ee fiir (-) und (+)-O/W13 fiir die pharmako-
logischen Versuche zu erhalten.

Fiir die rechtsdrehenden Enantiomere von O/W3 und O/W13 wurde in Abbauversuchen mit
Rinderleberhomogenaten eine geringe Bevorzugung in der Metabolisierung durch die betei-
ligten Enzyme gegeniiber ihren Antipoden festgestellt. Bei den Versuchen mit O/W3 wuchs
im Laufe der Inkubation des Racemates mit den 10000 g Uberstinden das Enantiomeren-
verhéltnis (-):(+) auf 1,31:1 nach 90 min. Das Enantiomerenverhéltnis von O/W13 betrug am
Ende der Inkubation 1,23:1. Die hohen PEB der Verbindungen von > 99,5 % machten weiter-
fiihrende Untersuchungen auf eine eventuell vorhandene stereoselektive Bindung an Plasma-
und Gewebeproteine unnotig.

Weiterfithrende Untersuchungen zum Interaktionspotential der chiralen Fomocainderivate und
der Enantiomere von O/W3 und O/W13 mit dem CYP-Enzymsystem erlaubten die Ableitung

von Struktur-Wirkungsbeziehungen innerhalb der beiden homologen Reihen und zeigten
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auBBerdem Stereoselektivititen in der Wechselwirkung der Enantiomere mit einigen CYP-
Subfamilien. Mit wachsender Substituentenlinge nahm in den Versuchen mit Rattenleber-
homogenaten die Interaktionsneigung der chiralen Fomocainderivate mit den in den Modell-
reaktionen ECOD, EROD, PROD und EMND erfassten CYP-Isoenzymen der Unterfamilien
1A, 2A, 2B, 2C und 3A im Vergleich zur Leitsubstanz Fomocain ab. Ein relativ gesehen
hohes Interaktionspotential der Fomocaine wurde fiir die CYP-Subfamilie 2B gefunden. Die
geringste Interaktionsneigung hatten die Racemate zu CYP3A-Isoenzymen, die an der Meta-
bolisierung einer Vielzahl von Xenobiotika beteiligt sind. In allen Modellreaktionen zeigte
das rechtsdrehende Enantiomer von O/W3 mit Selektivititen von 1:1,10 im EMND- bis
1:1,56 im EROD-Test eine stdrkere Interaktionsneigung als sein linksdrehener Antipode. Mit
umgekehrter Stereoselektivitit reagierten die Enantiomere von O/W13. Hier war (-)-O/W13
mit Faktoren von bis zu 1,25 im EMND-Test der stirkere Inhibitor des Substratumsatzes in
den Modellreaktionen.

Die Racemate der chiralen Fomocainderivate und die Enantiomere von O/W3 und O/W13
wurden am Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie der FSU Jena an Ratten auf die lokal-
andsthetischen Eigenschaften und Toxizitdt ihrer Hydrochloride getestet. Die oberflichen-
andsthetische Wirksamkeit der chiralen Fomocainderivate an der Cornea der Ratte nahm in
beiden homologen Reihen mit wachsender Substituentengrofle zu und iibertraf dabei die
Potenz des Referenzanisthetikums Tetracain im Falle von O/W7 und O/W13 um mehr als das
Doppelte. Es gelang jedoch nicht, aus diesem Befund eine hohere Affinitit der Verbindungen
zum Bindungsareal am Na'-Kanal abzuleiten, da die gesteigerte lokalanisthetische Wirksam-
keit wenigstens zum Teil durch die verdnderten physikochemischen Eigenschaften der O/W-
Verbindungen verursacht wurden. Aufgrund der sich mit steigenden Molmassen verschlecht-
ernden Loslichkeiten der Substanzen im Testlosungsmittel Tylose (0,5 % m/V) waren die ver-
langerten Andsthesiedauern auch auf einen Depoteffekt duch Ausfillung und die dadurch
verlangerte Verweildauer der Stoffe am Wirkort zuriickzufiihren. Die leitungsanésthetischen
Eigenschaften der Muttersubstanz Fomocain wurden durch die Einfiihrung einer Alkylgruppe
in den basischen Molekiilteil insgesamt eher verschlechtert. Die Ursache fiir die nicht klar
ableitbaren Struktur-Wirkungsbeziehungen bei der Bestimmumg der Leitungsandsthesie am
N. ischiadicus der Ratte lag wahrscheinlich ebenso in den die Pharmakokinetik der Verbind-
ungen ungiinstig beeinflussenden physikochemischen Parametern begriindet. Die grof3en
Streuungen der Messwerte deuteten auf in Ausmall und Haufigkeit nicht reproduzierbare Aus-
fallungen der Substanzen an der Injektionsstelle hin. Durch Wechsel des Testlosungsmittels

auf eine Propylenglycol-Wassermischung 1:1 (V/V) konnten fiir die Verbindungen O/W?7,
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O/W13 und O/W15 deutlich verldngerte Anésthesiedauern im Vergleich zu den Tylose-
zubereitungen erreicht werden, wobei jedoch die Abstufungen der Wirkstarken der Substan-
zen untereinander erhalten blieb. In der Beurteilung der Parese fiel auf, dass in beiden homo-
logen Reihen nur die methyl- und ethylsubstituierten Verbindungen in relevanten Konzen-
trationen eine Parese auslosten. Ab einer unverzweigten Propylsubstitution wurde fiir die
chiralen Fomocainderivate keine Parese mehr beobachtet. Die Alkylsubstitution am Morpho-
lin hatte geringe Auswirkungen auf die Toxizitit der Muttersubstanz Fomocain. Fiir alle
Verbindungen sank die LDso um ca. %4 auf Werte um 0,75 mmol/kg KG im Vergleich zu 1,03
mmol/kg KG fiir Fomocain. Die Letale Dosis fiir O/W7-HCI konnte aufgrund der beschrieb-
enen Loslichkeitsprobleme nicht korrekt bestimmt werden. Die Isopropylsubstitution am C-3
der Morpholinkomponente erwies sich in allen Versuchen als keine Verbesserung der Leit-
struktur. Analog zu den Beobachtungen bei den chromatographischen Racemattrennungen
konnte festgestellt werden, dass die ausgelosten Effekte an der chiralen Zielstruktur (CSP
oder Kanalprotein) eher von der Lidnge des Substituenten als von seiner Raumerfiillung
abhéngig waren.

Aus der Beurteilung der Ergebnisse aller in-vitro- und in-vivo-Experimente mit den Race-
maten stellten sich O/W3 und O/W 13 mit ihren im Vergleich zu Fomocain verbesserten ober-
flichenandsthetischen und guten leitungsanésthetischen Eigenschaften bei nur geringfiigig
erhohter Toxizitdt und erniedrigtem Interaktionspotential mit dem CYP-Enzymsystem als die
interessantesten Derivate heraus und wurden darauthin in Form ihrer Enantiomere nochmals
pharmakologisch getestet. Im Losungsmittel Propylenglycol/Wasser 1:1 wiesen die Enantio-
mere von O/W3 in der Oberflichenanésthesie eine etwas verbesserte Wirkstirke als Tetracain
bei einer leichten aber nicht signifikanten Uberlegenheit des rechtsdrehenden Isomers auf. Die
O/W13-Enantiomere zeigten sich bei einer geringfiigigen Stereoselektivitit zugunsten des
(+)-Stereoisomers dem Referenzandsthetikum Tetracain um mehr als das Doppelte iiberlegen.
Keine Diskriminierung zwischen den Enantiomeren von O/W3 und O/W13 konnte aufgrund
der starken Messwertstreuungen bei der Bestimmung der leitungsanésthetischen Wirksamkeit
gegen Fomocain und Procain festgestellt werden.

Die Toxizitdt der Enantiomere lie3 keine klaren Relationen erkennen. (+)-O/W3 war um den
Faktor 1,23 etwas toxischer als sein Antipode. Umgekehrt verhielt es sich bei den O/W13-
Enantiomeren. Hier war (+)-O/W13 um den Faktor 0,76 weniger toxisch als (-)-O/W13. Die
ermittelten LDsp-Werte lieBen sich weder mit der lokalanésthetischen Potenz der Enan-
tiomere noch mit dem Ausmall der gefundenen Interaktionen mit den CYP-System

korrelieren. Die Ursachen fiir die unterschiedlichen Toxizitdten der Enantiomere von O/W3
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und O/W13 miissen also in durch die Versuche am Ganztier nicht aufgedeckten
stereoselektiven Nebeneffekten der Verbindungen, wie z. B. der eingangs erwihnten
Beeinflussung anderer Ionenkanile als der kardialen Na'-Kanéle oder auch Eingriffen in die
Zellatmung, liegen.

Analog zu den enantiomerenrein verfligbaren Anilid-LA Ropivacain und Levobupivacain
ergab sich aus den bisher erhobenen Daten keine klinische Relevanz in den Wirkunter-
schieden der untersuchten Enantiomere der chiralen Fomocainderivate O/W3 und O/W13. Es
wire daher beim Einsatz als LA dem Enantiomer mit der geringsten Toxizitdt der Vorzug zu
geben.

Der grofle Erkenntnisgewinn vorliegender Arbeit liegt auf synthetisch-préparativem Gebiet in
der erfolgreichen Kombination zweier Techniken (Racematspaltung durch Bildung diastereo-
merer Salze und priaparative HPLC an einer CSP) zur Gewinnung der benotigten Enantiomere

in groBerem MaBstab. Mit (+)-O/W13 wurde

Qo hier eine interessante Verbindung gefunden und
\_Q_\_\ " umfassend  untersucht, die in thren
(+)-O/W13 <\I:§_\ 3 pharmakologisch-toxikologischen Eigenschaften

° eine deutliche Verbesserung der Muttersubstanz

Fomocain darstellt. Thre ECygnin in der Oberfldchenanisthesie betrdgt nur 1/5 der von Fomo-
ain. Die Wirkstirke in der Leitungsandsthesie und die geringe Toxizitdt bleiben erhalten,

wihrend der Verbindung ein deutlich geringeres Interaktionspotential mit CYP-Isoenzymen

zukommt.
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4, Experimenteller Teil

4.1. Synthesen
41.1. Synthese von 1-(3-Brompropyl)-4-(phenoxymethyl)benzen

4.1.1.1.  1-(Chlormethyl)-4-(3-chlorpropyl)benzen (1)

150 g (3-Chlorpropyl)benzen (0,96 mol) und 90 g Paraformaldehyd (2,94 mol) werden mit
42 g ZnCl, (0,33 mol) bei 50 °C fiir 30 min geriihrt. Unter Temperaturkontrolle (max. 60 °C)
werden langsam 168 g Thionylchlorid (1,44 mol) zugetropft und fiir weitere 2 h bei 60 °C
gerlihrt. Die Reaktion wird dc kontrolliert (Petrolether/Dichlormethan 9/1, Detektion UV).
Nach dem Abkiihlen wird der Ansatz in Dichlormethan aufgenommen und mit Wasser
gewaschen. Die organische Phase wird am RV vom Losungsmittel befreit und der Riickstand
im Vakuum destilliert. Bei 100 °C/1,3 * 10~ mbar gehen 87 g eines farblosen Ols iiber, das zu
ca. 10 % die regioisomere o-Chlormethylverbindung enthilt, von der durch fraktionierte

Destillation nicht abgetrennt werden kann. Fiir die nichste Synthesestufe wird daher dieses
Isomerengemisch eingesetzt. Der Brechungsindex des Ols betrégt 1,5466 ([132] n2’ 1,5468).
Die Ausbeute betrigt 55 % d.Th.

4.1.1.2.  1-(3-Chlorpropyl)-4-(phenoxymethyl)benzen (2)

87 g 1 (0,51 mol) werden mit 54 g Natriumphenolat (0,54 mol) in 500 ml Aceton 8 h am
RiickfluB3 erhitzt. AnschlieBend wird der Ansatz heif3 filtriert und das Losungsmittel nach
Waschen des Filters mit Aceton am RV abgezogen. Der Riickstand wird mit Dichlormethan
aufgenommen und die organische Phase mit 10 %iger Na,CO;-Losung und Wasser ge-
waschen. Das Losungsmittel wird abrotiert und der Riickstand aus Methanol umkristallisiert.
Es werden 84 g farblose bis gelbliche Kristalle vom Schmelzpunkt 48 °C erhalten.

Die Substanz ist noch zu ca. 10 % mit dem ortho-Regioisomer und zu ca. 2 % mit 1-(3-Phen-
oxypropyl)-4-(phenoxymethyl)benzen (,,Diether) verunreinigt. Zur Reinigung wird sc (230 g
Kieselgel 60, Sdule 600 x 30 mm ID, Beladung 2,5 g, mobile Phase Cyclohexan/
Dichlormethan 70/30, Kontrolle DC, Detektion UV und Millons Reagenz) vom ,,Diether*
abgetrennt und aus Methanol umkristallisiert. Die erhaltenen 74 g fast farblosen bis weilen

Pléttchen schmelzen bei 54,5 °C ([131] 52-53°C). Die Ausbeute an 2 betrdgt 55,7 % d.Th.
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GC-MS: Retentionszeit Hauptpeak 18,21 min, Molpeak 260 m/z (CI-Split, 3 % rel. Int.),
Fragmente bei m/z 167 (100%), 131 (5,9 %), 104 (15,7 %), 91 (11,7 %), 77
(4.9 %)

"H-NMR: 250 MHz, CDCl;, Kalibrierung auf das Losungsmittel

o (ppm): 2,00 (p, 2 H, -CH,-CH,-CH,-Cl), 2,71 (t, 2 H, Ar-CH,-CH,-), 3,45 (t, 2 H, -CH;-
CH,-Cl), 4,95 (s, 2 H, -O-CH»-Ar), 6,89 (m, 3 H, arom. H an C-2, 4, 6 exo-Ring),
7,15 (d, 2 H, arom. H an C-2 und 6 endo-Ring), 7,22 (m, 2 H, arom. H an C-3 und
5 exo-Ring), 7,28 (d, 2 H, arom. H an C-3 und 5 endo-Ring)

BC-NMR: 60 MHz, CDCl;

o (ppm): 32,5 (Ar-CH2-CH»-), 34,0 (-CH,-CH,-CH,-Cl), 44,2 (-CH,-CH,-Cl), 69,7 (-O-
CHj-Ar), 114,8 (C2 und 6 exo-Ring), 120,9 (C-4 exo-Ring), 127,8 (C-3 und 5
endo-Ring), 128,8 (C-2 und 6 endo-Ring), 129,5 (C-3 und 5 exo-Ring), 134,8 (C-4
endo-Ring), 140,5 (C-1 endo-Ring), 158,8 (C-1 exo-Ring)

4.1.1.3.  1-(3-Brompropyl)-4-(phenoxymethyl)benzen (3)

15 g (57,5 mmol) 2 werden mit 9,99 g LiBr (118,1 mmol) und 1,17 g Trioctylmethyl-
ammoniumchlorid (2,9 mmol) versetzt und fiir 2 Tage bei 100 °C geriihrt. Nach Ende der
Reaktion wird der Ansatz mit ca. 100 ml Dichlormethan versetzt und iiber eine
Kieselgelschicht (20 g Kieselgel 60) unter Nachwaschen mit 300 ml Dichlormethan filtriert
(DC-Kontrolle Dichlormethan/Cyclohexan 50/50, UV-Detektion). Nach Trocknen iiber Natri-
umsulfat wird die organische Phase am RV abgezogen und der Riickstand aus Methanol um-
kristallisiert. Es werden 16,37 g weille Plittchen vom Schmelzpunkt 63 °C erhalten. In der
GC-MS zeigt sich das Produkt noch zu 1,2 % mit 2 verunreinigt. Die Ausbeute betrigt 91,8 %
d.Th.

GC-MS: Retentionszeit Hauptpeak 19,18 min, Molpeak 304 m/z (Br-Split, 2,5 % rel. Int.),
Fragmente bei m/z 211 (100 %), 131 (8,9 %), 104 (38,4 %), 91 (19,2 %), 78
(9,8 %), 65 (11,8 %)
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"H-NMR: 250 MHz, CDCl;, Kalibrierung auf das Losungsmittel

o (ppm): 2,09 (p, 2 H, -CH,-CH,-CH,-Br), 2,71 (t, 2 H, Ar-CH,-CH,-), 3,18 (t, 2 H, -CH;-
CH>-Br), 4,95 (s, 2 H, -O-CH>-Ar), 6,89 (m, 3 H, arom. H an C-2, 4, 6 exo-Ring),
7,15 (d, 2 H, arom. H an C-2 und 6 endo-Ring), 7,22 (m, 2 H, arom. H an C-3 und
5 exo-Ring), 7,28 (d, 2 H, arom. H an C-3 und 5 endo-Ring)

BC-NMR: 60 MHz, CDCl;

o (ppm): 33,0 (Ar-CH2-CH»-), 33,7 (-CH,-CH»-CH»-Br), 34,1 (-CH,-CH»-Br), 69,7 (-O-
CHj-Ar), 114,8 (C2 und 6 exo-Ring), 120,9 (C-4 exo-Ring), 127,8 (C-3 und 5
endo-Ring), 128,8 (C-2 und 6 endo-Ring), 129,5 (C-3 und 5 exo-Ring), 134,9 (C-4
endo-Ring), 140,4 (C-1 endo-Ring), 158,8 (C-1 exo-Ring)

4.1.2. Synthese von rac-O/W1 und rac-O/W2

4.1.2.1.  rac-1-(2-Hydroxyethylamino)propan-2-ol (4)

Zu einer eisgekiihlten Mischung von 228,6 g (3,74 mol) 2-Aminoethanol und 153 g Wasser
werden unter intensivem Riihren langsam 27,8 g (0,48 mol) 1,2-Epoxypropan zugetropft.
Nach Ende der Zugabe wird noch eine Stunde weitergeriihrt und danach das Wasser am RV
abgezogen. Der nicht umgesetzte 2-Aminoethanol wird durch Destillation bei 94 - 96 °C/55
mbar abgetrennt und kann in weiteren Ansitzen wieder verwendet werden. Das Produkt wird
durch fraktionierte Kolonnendestillation gereinigt und siedet bei 85 - 88 °C/0,1 mbar (163 -
166 °C/47 mbar Cottle). Aus der gemeinsamen Destillation von drei Ansidtzen werden 131,2 g

4 in Form eines farblosen, hochviskosen Ols vom n2’ 1,468 ([82] n2’ 1,467) erhalten. Die

Ausbeute - berechnet auf das eingesetzte 1,2-Epoxypropan - betrdgt 77,3 % d.Th. ([82] 95 %).

4.1.2.2.  rac-2-Methylmorpholin (5)

Zu 170 g 95 % Schwefelsdure werden unter Eiskiihlung des Kolbens und intensivem Riihren
62 g (0,52 mol) 4 zugetropft. Nach Ende der Zugabe wird fiir 12 h auf 160 - 165 °C erhitzt.
Nach dem Abkiihlen wird der Ansatz mit 60 %iger Natronlauge auf pH 11 alkalisiert. Der
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entstandene Teer und das ausgefallene Natriumsulfat werden nach 24 h abgesaugt. Die alka-
lische Losung wird im Perforator iiber 48 h mit Diethylether extrahiert. Nach Trocknen iiber
Natriumsulfat wird der Ether am RV abdestilliert. Das Produkt wird durch fraktionierte
Kolonnendestillation gereinigt. Bei 137 °C ([82] 135 - 36 °C) gehen 32,3 g 5 mit einem

Brechungsindex (18 °C) von 1,447 ([82] n2’ 1,4454) iiber. Die Ausbeute betrigt 62 % d.Th.

([82] 57 %, Sdp. nach Reinigung). Die Verbindung ist mit > 99,5 % der Peakfldchen gc-rein.
Das Hydrochlorid schmilzt bei 178 °C (Isopropanol).

EI-MS:  Molpeak (M+H") bei m/z 102 (100 % rel. Int.)

4.1.2.3.  rac-2-Methyl-4-{3-[4-(phenoxymethyl)phenyl]propyl } -morpholin (O/W1), (6)

2,0 g 2 (7,7 mmol) werden mit 37,90 g 5 (375,2 mmol) versetzt und bei 85 °C fiir 5 h geriihrt
(DC-Kontrolle FM Methanol, Detektion UV und Millons Reagenz, Rf 6 0,54). Das iiber-
schiissige 2-Methylmorpholin wird durch Destillation bei vermindertem Druck (76 - 81 °C/
150 mbar) zuriickgewonnen. Der Riickstand wird in 10 %iger HCl aufgenommen und drei
mal mit Diethylether extrahiert. Nach Alkalisieren der wéssrigen Phase mit 10 %iger NaOH
wird der ausge-fallene Niederschlag mit Diethylether ausgeschiittelt. Die organische Phase
wird bis zur neutralen Reaktion mit Wasser gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet.
Nach Abziehen des Ethers am RV werden 2,35 g 6 als gelbliches dc-reines Ol erhalten, das
mit Ether/HCl, zu 2,41 g O/WI1-Hydrochlorid vom Schmelzpunkt 161 °C (Isopro-
panol/Hexan) ([75] 157 °C) umgesetzt wird. Die Ausbeute betrigt 93,9 % d.Th. Die HPLC-
Reinheit der Substanz liegt bei > 99,5 % der Gesamtfldchen.

EI-MS:  Molpeak (M+H") bei m/z 326,4 (100 % rel. Int.), Fragment bei m/z 232,3 (3,2 %)

'H-NMR: 250 MHz, CDCls, Kalibrierung auf das Losungsmittel

o (ppm): 1,07 (d, 3 H, Methyl), 1,75 (m, 1 H, H-3ax. Morpholin), 1,82 (m, 2 H, -CH,-CH,-
CH,-N<), 2,09 (dt, 1 H, H-5ax. Morpholin), 2,37 (t, 2 H, -CH,-CH,-N<), 2,59 (t, 2
H, Ar-CH,-CHy-), 2,74 (t, 2 H, H-34q. und H-54q. Morpholin), 3,67 (m, 1 H, H-2*
Morpholin), 3,74 (m, 1 H, H-6ax. Morpholin), 3,80 (m, 1 H, H-64q. Morpholin),
4,95 (s, 2 H, -O-CH;-Ar), 6,89 (m, 3 H, arom. H an C-2, 4, 6 exo-Ring), 7,13
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(d, 2 H, arom. H an C-2 und 6 endo-Ring), 7,22 (m, 2 H, arom. H an C-3 und 5
exo-Ring), 7,28 (d, 2 H, arom. H an C-3 und 5 endo-Ring)

BC-NMR: 60 MHz, CDCl;

O (ppm): 18,1 (Methyl), 26,6 (-CH,-CH,-CH,-N<), 32,2 (Ar-CH,-CH,-), 51,7 (-CH,-CH>-
N<), 57,0 (C-3 Morpholin), 58,7 (C-5 Morpholin), 65,2 (C-6 Morpholin), 68,8
(-O-CH;-Ar), 70,4 (C-2* Morpholin), 113,8 (C2 und 6 exo-Ring), 119,9 (C-4 exo-
Ring), 126,7 (C-3 und 5 endo-Ring), 127,6 (C-2 und 6 endo-Ring), 128,4 (C-3 und
5 exo-Ring), 133,6 (C-4 endo-Ring), 140,4 (C-1 endo-Ring), 157,8 (C-1 exo-Ring)

Elementaranalyse (HCI): ber.. C 69,69 %, H 7,80 %, N 3,87 %, O, 8,84%, C19,80 %
gef.: C 68,85 %, 7,85 %, N 3,55 %

4.1.2.4.  rac-1-((2-Hydroxyethyl)-{3-[4-(phenoxymethyl)phenyl|propyl } amino)-propan-
2-0l (O/W2), (7)

200 mg 3 (0,65 mmol) und 117 mg 4 (0,98 mmol) werden in 30 ml trockenem Toluol gelost
und mit einer Spatelspitze K,CO; versetzt. Der Ansatz wird unter Riihren fiir 190 Stunden am
RiickfluB zum Sieden erhitzt und der Verlauf der Reaktion dc kontrolliert (FM MeOH,
Detektion UV, Bromcresolgriin). Nach Ende der Reaktion wird die Losung einrotiert und der
Riickstand mit 10 %iger HCI aufgenommen. Die saure Phase wird dreimal mit Diethylether
ausgeschiittelt, mit NaOH auf pH 12 alkalisiert und dreimal mit Diethylether extrahiert. Nach
DC-Kontrolle werden die vereinigten etherischen Phasen der zweiten Extraktion {iber Na;SO4
getrocknet und einrotiert. 7 wird als 113 mg wachsartige Base, die mit Ether/HCl, zum
O/W2-Hydrochlorid vom Schmelzpunkt 95 °C (Isopropanol/Hexan) umgesetzt wird, erhalten.
Die Ausbeute betriagt 50 % d Th.

"H-NMR: 250 MHz, CDCl;, Kalibrierung auf das Losungsmittel

5 (ppm): 1,05 (t, 3 H, Methyl), 1,74 (m, 2 H, -CH,-CH»-CH,-N<), 2,29 (m, 1 H, >N-CH,-
CH,OH), 2,35 (m, 2 H, -CH»-CH,-N<), 2,41 (m, 1 H, Ar-CH»-CH,-), 2,49 (m, 1
H, Ar-CHp-CHa-), 2,51 (m, 1 H, >N-CH,-*CHOH), 2,57 (m, 2 H, Ar-CH,-CH>-),
2,63 (m, 1 H, N-CH,-CHOH), 3,53 (m, 2 H, -CH,-CH»-OH), 3,71 (m, 1 H, -CH,-
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-*CH-OH), 4,96 (s, 2 H, -O-CH3»-Ar), 6,88 (m, 3 H, arom. H an C-2, 4, 6 exo-
Ring), 7,13 (d, 2 H, arom. H an C-2 und 6 endo-Ring), 7,22 (m, 2 H, arom. H an
C-3 und 5 exo-Ring), 7,28 (d, 2 H, arom. H an C-3 und 5 endo-Ring)

BC-NMR: 60 MHz, CDCl;

d (ppm): 20,2 (Methyl), 28,8 (-CH,-CH,-CH,-N<), 33,2 (Ar-CH,-CH,-), 54,7 (-CH,-
-CH3-N<), 56,5 (>N-CH,-CH,0OH), 60,0 (-CH,-CH2-OH), 62,6 (>N-*CH-CH>-
OH), 64,3 (>N-CH,-*CH), 69,8 (-O-CH3-Ar), 114,8 (C2 und 6 exo-Ring), 120,9
(C-4 exo-Ring), 127,8 (C-3 und 5 endo-Ring), 128,6 (C-2 und 6 endo-Ring), 129,5
(C-3 und 5 exo-Ring), 134,6 (C-4 endo-Ring), 141,7 (C-1 endo-Ring), 158,8 (C-1
exo-Ring)

Elementaranalyse (HCI): ber.. C 66,39 %, H 7,96 %, N 3,69 %, O 12,63 %, C1 9,33 %
gef.: C71,50 %, H, 8,47 %, N 3,77 %

4.1.3. Synthese von rac-O/W3 und rac-O/W4

4.1.3.1. rac-1-(2-Hydroxyethylamino)butan-2-ol (8)

Die Synthese wird unter Einsatz von 34,6 g 1,2-Epoxybutan (0,48 mol) analog Vorschrift
4.1.2.1. durchgefiihrt. Das Produkt wird durch Kolonnendestillation gereinigt und siedet bei
97 °C/0,04 mbar (Lit. [83] 137 °C/12 mbar). Die durchschnittliche Ausbeute aus sieben
Ansitzen betrigt 84,9 % d.Th. - berechnet auf das eingesetzte 1,2-Epoxybutan ([83] 61 %).

Die gewonnene klare, farblose und hochviskose Fliissigkeit hat einen Brechungsindex von

1,469 (18 °C) ([83] n2’ 1,4651)

4.1.3.2.  rac-2-Ethylmorpholin (9)

Die Synthese erfolgt analog Vorschrift 4.1.2.2. unter Einsatz von 68,73 g 8 (0,52 mol) unter
16stiindigem Erhitzen auf 145 - 150 °C. Bei 80 - 82 °C/75 mbar gehen 16,36 g 9 iiber ([82]
155 - 57 °C bzw. 38 - 40 °C/10,6 mbar [83] 141°C). Die durchschnittliche Ausbeute aus fiinf
Ansitzen betragt 17,7 % d.Th. ([83] 51 %). Das Produkt ist gc-rein und hat einen Brechungs-
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index von 1,451 ([82] n2’ 1,4519, [83] n2’ 1,4499). Das 9-Hydrochlorid schmilzt bei 102 °C

(Isopropanol).

EI-MS:

4.1.3.3.

Molpeak (M+H") bei m/z 115,8 (100 % rel. Int.)

rac-2-Ethyl-4- {3-[4-(phenoxymethyl)phenyl|propyl} -morpholin (O/W3), (10)

Die Synthese erfolgt analog Vorschrift 4.1.2.3. unter Einsatz von 0,5 g 2 (1,92 mmol) und

11 g 9 (95,9 mmol). Die nach dem Abrotieren des Losungsmittels erhaltene 10-Base wird

nach sc-Reinigung (130 g Kieselgel 60, Methanol, Séule 400 x 20 mm) komplett zum O/W3-

Hydrochlorid vom Schmelzpunkt 133 - 35 °C (iso-Propanol) umgesetzt. Die durchschnittliche

Ausbeute aus sieben Ansétzen betragt 84,8 % d.Th..

EI-MS:

'"H-NMR:

S (ppm):

BC-NMR:

o (ppm):

Molpeak (M+H++) bei m/z 340,4 (100 % rel. Int.), Fragment bei m/z 246,3
(6,4 %)

400 MHz, CDCls, Kalibrierung auf das Losungsmittel

0,96 (t, 3 H, Methyl), 1,26 (m, 1 H, *CH-CH,-CH3), 1,55 (m, 1 H, *CH-CH,-
CHj), 1,79 (m, 1 H, H-3ax. Morpholin), 1,85 (m, 2 H, -CH,-CH,-CH,-N<), 2,12
(td, 1 H, H-5ax. Morpholin), 2,38 (t, 2 H, (-CH,-CH,-N<), 2,68 (t, 2 H, Ar-CH>-
CH;-), 2,74 (d, 1 H, H-54q. Morpholin), 2,79 (d, 1 H, H-34q. Morpholin), 3,42 (m,
1 H, H-2* Morpholin), 3,68 (td, 1 H, H-6ax. Morpholin), 3,89 (dd, 1 H, H-64q.
Morpholin), 5,05 (s, 2 H, -O-CH>-Ar), 6,99 (m, 3 H, arom. H an C-2, 4, 6 exo-
Ring), 7,22 (d, 2 H, arom. H an C-2 und 6 endo-Ring), 7,30 (m, 2 H, arom. H an
C-3 und 5 exo-Ring), 7,34 (d, 2 H, arom. H an C-3 und 5 endo-Ring)

60 MHz, CDCl;

8,7 (Methyl), 25,6 (-*CH-CH,-CH3) 26,6 (-CH,-CH3-CH,-N<), 32,2 (Ar-CH»-
-CH;-), 52,0 (-CH,-CH2-N< und C-3 Morpholin), 57,1 (C-5 Morpholin), 65,2 (C-6
Morpholin), 68,8 (-O-CH,-Ar), 75,5 (*C-2 Morpholin), 113,8 (C2 und 6 exo-
Ring), 119,9 (C-4 exo-Ring), 126,7 (C-3 und 5 endo-Ring), 127,6 (C-2 und 6
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endo-Ring), 128,4 (C-3 und 5 exo-Ring), 133,6 (C-4 endo-Ring), 140,4 (C-1 endo-
Ring), 157,8 (C-1 exo-Ring)

Elementaranalyse (HCI): ber.. C 70,29 %, H 8,04 %, N 3,73 %, O 8,51 %, C19,43 %

4.1.3.4.

gef.: C 69,73 %, H 8,12 %, N 3,47 %

rac-1-((2-Hydroxyethyl)- {3-[4-(phenoxymethyl)phenyl]|propyl } amino)-butan-2-ol
(O/W4), (11)

200 mg 3 (0,66 mmol) werden mit 131 mg 8 (0,98 mmol) entsprechend Vorschrift 4.1.2.4.

umgesetzt.

Es werden 114 mg gelbliche 6lige Base erhalten, die mit Ether/HCl, zum O/W4-

Hydrochlorid vom Schmelzpunkt 98 °C (Isopropanol/Hexan) umgesetzt wird. Die Ausbeute
betriagt 47,9 % d.Th.

'"H-NMR:

o (ppm):

BC-NMR:

S (ppm):

250 MHz, CDClIs, Kalibrierung auf das Losungsmittel

0,90 (t, 3 H, Methyl), 1,36 (m, 2 H, -*CH-CH,-CHj3), 1,75 (m, 2 H, -CH,-CH>-
-CH,-N<), 2,35 (m, 1 H, >N-CH2-CH,0OH), 2,41 (m, 2 H, -CH,-CH3-N<), 2,45
(m, 1 H, Ar-CH»-CH;-), 2,48 (m, 1 H, Ar-CH,-CH;-), 2,51 (m, 1 H, >N-CH,-
CHOH), 2,56 (m, 2 H, Ar-CH,-CH;-), 2,59 (m, 1 H, >N-CH»-*CHOH), 3,63 (m,
2 H, -CH,-CH,-OH), 3,68 (m, 1 H, -CH,-*CH-OH), 4,96 (s, 2 H, -O-CH;-Ar),
6,90 (m, 3 H, arom. H an C-2, 4, 6 exo-Ring), 7,16 (d, 2 H, arom. H an C-2 und 6
endo-Ring), 7,24 (m, 2 H, arom. H an C-3 und 5 exo-Ring), 7,29 (d, 2 H, arom. H
an C-3 und 5 endo-Ring)

60 MHz, CDCl;

10,0 (Methyl), 27,7 (-*CH-CH,-CHs), 28,8 (-CH,-CH»-CH,-N<), 33,2 (Ar-CH>-
CHy-), 54,6 (-CH,-CH,-N<), 56,5 (*N-CH,-CH,0H), 60,0 (-CH,-CH,-OH), 60,8
(>N-*CH-CH,-OH), 69,4 (>N-CH,-*CH), 69,8 (-O-CH»-Ar), 114,8 (C2 und 6
exo-Ring), 120,9 (C-4 exo-Ring), 127,8 (C-3 und 5 endo-Ring), 128,6 (C-2 und 6
endo-Ring), 129,5 (C-3 und 5 exo-Ring), 134,6 (C-4 endo-Ring), 141,7 (C-1 endo-
Ring), 158,8 (C-1 exo-Ring)
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Elementaranalyse (HCI): ber.. C 67,07 %, H 8,19 %, N 3,56 %, O 12,18 %, C19,00 %
gef..  C 65,84 %, H, 8,13 %, N 3,23 % (HCI-Spuren)

4.1.4. Synthese von rac-O/W5 und rac-O/W6

4.1.4.1.  rac-1-(2-Hydroxyethylamino)pentan-2-ol (12)

Die Synthese wird unter Einsatz von 41,34 g (0,48 mol) 1,2-Epoxypentan analog Vorschrift
4.1.2.1. durchgefiihrt. Das Produkt wird durch fraktionierte Destillation {iber eine Kolonne
gereinigt. Bei 110 - 115 °C/0,03 mbar (Lit. Avetyan 125 °C/2,7 mbar) gehen bei der Destilla-

tion von zwei Ansitzen 135,3 g 12 iiber, was einer Ausbeute von 94,5 % d.Th. entspricht. Das

Produkt erstarrt zu einer wachsartigen Masse vom Schmelzpunkt 49 °C ([133] n2’ 1,0115).

4.1.4.2.  rac-2-Propylmorpholin (13)

Die Synthese erfolgt analog Vorschrift 4.1.2.2. unter Einsatz von 77,3 g 12 (0,53 mol) unter
14stlindigem Erhitzen auf 150 °C. Bei 100 - 102 °C/80 mbar gehen 19,7 g 13 iiber, was einer
Ausbeute von 29 % d.Th. entspricht. Das Produkt hat einen Brechungsindex von 1,450 und
bildet kein kristallisierendes Hydrochlorid. [86]

GC-MS: Retentionszeit Hauptpeak 5,27 min, nicht identifizierter Nebenpeak (< 1 %) bei
5,38 min; Molpeak bei m/z 129 (15 % rel. Int.), Fragmente bei m/z 86 (16 %), 70
(9 %), 57 (100 %)

4.14.3. rac-4-{3-[4-(Phenoxymethyl)phenyl]propyl}-2-propylmorpholin (O/W5), (14)

Die Synthese erfolgt analog Vorschrift 4.1.2.3. unter Einsatz von 1,0 g 2 (3,84 mmol) und
19,0 g 13 (147,2 mmol). Die erhaltene Base wird sc gereinigt (100 g Kieselgel 60, Sdule 400
x 20 mm ID, mobile Phase Methanol). Die durchschnittliche Ausbeute an 14 aus drei An-
satzen betrigt 73,4 % d.Th. Das O/W5-Hydrochlorid schmilzt bei 140,5 °C (Isopropanol).

EI-MS:  Molpeak (M+H") bei m/z 353 (20 % rel. Int.), Fragmente bei m/z 260 (8,8 %), 142
(100 %), 131 (25,6 %), 91 (5,2 %)
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"H-NMR: 250 MHz, CDCl;, Kalibrierung auf das Losungsmittel

O (ppm): 0,84 (t, 3 H, Methyl), 1,36 (t, 2 H, -CH,-CH»-CH3), 1,32 (m, 2 H, -*CH-CH-
CHy-), 1,66 (m, 1 H, H-3ax. Morpholin), 1,75 (m, 2 H, -CH,-CH,-CH,-N<), 2,01
(dt, 1 H, H-5ax. Morpholin), 2,28 (t, 2 H, -CH,-CH2-N<), 2,57 (t, 2 H, Ar-CH>-
CH;-), 2,61 (d, 1 H, H-34q. Morpholin), 2,65 (d, 1 H, H-54q. Morpholin), 3,40 (m,
1 H, H-2* Morpholin), 3,58 (dt, 1 H, H-6ax. Morpholin), 3,76 (dd, 1 H, H-64q.
Morpholin), 4,95 (s, 2 H, -O-CH>-Ar), 6,90 (m, 3 H, arom. H an C-2, 4, 6 exo-
Ring), 7,19 (d, 2 H, arom. H an C-2 und 6 endo-Ring), 7,22 (m, 2 H, arom. H an
C-3 und 5 exo-Ring), 7,27 (d, 2 H, arom. H an C-3 und 5 endo-Ring)

BC-NMR: 60 MHz, CDCl;

d (ppm): 13,1 (Methyl), 16,5 (-CH,-CH2-CH3), 26,2 (-*CH-CH,-CH;) 31,2 (-CH,-CH,-
-CH,-N<), 33,8 (Ar-CH2-CHz»-), 51,2 (-CH,-CH2-N<), 56,1 (C-3 Morpholin), 56,8
(C-5 Morpholin), 63,7 (C-6 Morpholin), 67,7 (-O-CH»-Ar), 73,4 (*C-2
Morpholin), 112,7 (C2 und 6 exo-Ring), 118,7 (C-4 exo-Ring), 125,6 (C-3 und 5
endo-Ring), 126,5 (C-2 und 6 endo-Ring), 127,3 (C-3 und 5 exo-Ring), 132,3 (C-4
endo-Ring), 139,8 (C-1 endo-Ring), 156,7 (C-1 exo-Ring)

Elementaranalyse (HCI): ber.. C 70,84 %, H 8,27 %, N 3,59 %, O 8,21 %, C19,09 %
gef.. C 70,72 %, H 8,23 %, N 3,43 %

4.1.4.4.  rac-1-((2-Hydroxyethyl)- {3-[4-(phenoxymethyl)phenyl|propyl } amino)-pentan-
2-0l (O/W6), (15)

200 mg 3 (0,66 mmol) werden mit 150 mg 12 (0,98 mmol) analog Vorschrift 4.1.2.4.
umgesetzt. 15 fillt mit 120,8 mg als farbloses Ol an, was einer Ausbeute von 49,5 % d.Th.
entspricht. Das O/W6-Hydrochlorid schmilzt bei 75 °C (Isopropanol/Hexan).

"H-NMR: 250 MHz, CDCl;, Kalibrierung auf das Losungsmittel

& (ppm): 0,87 (t, 3 H, Methyl), 1,30 (m, 4 H, -*CH-CH»-CH,-CHs), 1,73 (m, 2 H, -CH>-
CH,-CH,-N<), 2,31 (m, 1 H, >N-CH,-CH,OH), 2,36 (m, 2 H, -CH,-CH,-N<),
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2,43 (m, 1 H, Ar-CH,-CH;-), 2,49 (m, 1 H, Ar-CH,-CH;-), 2,51 (m, 1 H, >N-
-CH,-CH,0H), 2,55 (m, 2 H, Ar-CH»-CH;-), 2,63 (m, 1 H, >N-CH,-*CHOH),
3,57 (m, 2 H, -CH,-CH»-OH), 3,68 (m, 1 H, -CH,-*CH-OH), 4,95 (s, 2 H, -O-
CH>-Ar), 6,89 (m, 3 H, arom. H an C-2, 4, 6 exo-Ring), 7,13 (d, 2 H, arom. H an
C-2 und 6 endo-Ring), 7,23 (m, 2 H, arom. H an C-3 und 5 exo-Ring), 7,28 (d, 2
H, arom. H an C-3 und 5 endo-Ring)

BC-NMR: 60 MHz, CDCl;

o (ppm): 14,0 (Methyl), 18,9 (-CH,-CH,-CHj3), 28,8 (-CH,-CH,-CHy-), 33,2 (-CH,-CH,-
CH,-N<), 37,0 (Ar-CH,-CH;-), 54,6 (-CH,-CH»-N<), 56,5 (>N-CH,-CH,OH),
60,0 (-CH,-CH,-OH), 61,2 (>*N-*CH-CH,-OH), 67,8 (-CH,-*CH-OH), 69,8 (-O-
CH>-Ar), 114,8 (C2 und 6 exo-Ring), 120,9 (C-4 exo-Ring), 127,8 (C-3 und 5
endo-Ring), 128,6 (C-2 und 6 endo-Ring), 129,5 (C-3 und 5 exo-Ring), 134,6 (C-4
endo-Ring), 141,7 (C-1 endo-Ring), 158,8 (C-1 exo-Ring)

Elementaranalyse (HCI): ber.. C 67,71 %, H 8,40 %, N 3,43 %, O 11,77 %, C1 8,69 %
gef.. C 67,46 %, H 8,49 %, N 3,24 %

4.1.5. Synthese von rac-O/W7 und rac-O/W8

4.1.5.1.  rac-1-(2-Hydroxyethylamino)hexan-2-ol (16)

Die Synthese wird unter Einsatz von 48,0 g (0,48 mol) 1,2-Epoxyhexan analog Vorschrift
4.1.2.1. durchgefiihrt. Das Produkt wird durch fraktionierte Kolonnendestillation im Vakuum
gereinigt. Bei 121 - 123 °C/0,07 mbar ([133] 129 - 30 °C/1,3 mbar) gehen bei der gemein-
samen Destillation zweier Ansédtze 110,2 g 16 iiber, was einer Ausbeute von 82,7 % d.Th.

enspricht. Die Substanz erstarrt wachsartig und hat einen Schmelzpunkt von 32 °C ([133] n}’
0,9980).
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4.1.5.2.  rac-2-Butylmorpholin (17)

Die Synthese erfolgt analog Vorschrift 4.1.2.2. unter Einsatz von 89,88 g (0,52 mol) 16 unter
15stiindigem Erhitzen auf 145 °C. Bei 95 °C/25 mbar gehen 21,32 g 17 {iber, was einer Aus-
beute von 26,7 % d.Th. entspricht. Die klare, stechend riechende Fliissigkeit hat einen Brech-

ungsindex von 1,455 ([84] n2’ 1,4373). Das 17-Hydrochlorid schmilzt bei 70-72°C (Isopro-

panol).

GC-MS: Retentionszeit Hauptpeak 7,54 min, Nebenpeak bei 7,69min (< 1 %), Molpeak bei
m/z 143 (10 % rel. Int.), Fragmente bei m/z 98 (6 %), 86 (19 %), 70(6 %), 57
(100 %)

4.1.5.3.  rac-2-Butyl-4-{3-[4-(phenoxymethyl)phenyl]propyl } -morpholin (O/W7), (18)

1,17 g 3 (3,84 mmol) und 824 mg 17 (5,75 mmol) werden in 40 ml trockenem Toluol gelost
und mit 0,5 g K,CO; versetzt. Der Ansatz wird unter Riihren fiir 24 h am Riickflul zum
Sieden erhitzt und der Verlauf der Reaktion dc kontrolliert (FM MeOH; Detektion
UV/Bromcresolgriin). Nach Ende der Reaktion wird die Losung einrotiert und der Riickstand
mit 10 %iger HCl aufgenommen. Die Aufarbeitung erfolgt nach Vorschrift 4.1.2.3. Es werden
1,15 g 18 als dc-reines Ol erhalten, das mit Ether/HCl, zum O/W7-Hydrochlorid vom
Schmelzpunkt 140,5 °C (iso-Propanol) umgesetzt wird. Die durchschnittliche Ausbeute aus
drei Ansdtzen betrigt 83,7 % d.Th.

EI-MS:  Molpeak bei m/z 367 (24 % rel.Int.), Fragmente bei m/z 274 (11,2 %), 156
(100 %), 131 (20 %), 91 (4 %)

"H-NMR: 250 MHz, CDCl;, Kalibrierung auf das Losungsmittel

o (ppm): 0,82 (t, 3 H, Methyl), 1,14 (m, 2 H, -CH,-CH»-CH3), 1,28 (m, 4 H, -*CH-CH-
CH,-CHs), 1,71 (m, 1 H, H-3ax. Morpholin), 1,76 (m, 2 H, -CH,-CH,-CH,-N<),
2,01 (dt, 1 H, H-5ax. Morpholin), 2,25 (t, 2 H, -CH,-CH,-N<), 2,58 (t, 2 H, Ar-
CH,-CH;-), 2,61 (d, 1 H, H-34q. Morpholin), 2,65 (d, 1 H, H-54q. Morpholin),
3,40 (m, 1 H, H-2* Morpholin), 3,57 (dt, 1 H, H-6ax. Morpholin), 3,76 (dd, 1 H,
H-64q. Morpholin), 4,95 (s, 2 H, -O-CH;-Ar), 6,89 (m, 3 H, arom. H an C-2, 4, 6
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exo-Ring), 7,13 (d, 2 H, arom. H an C-2 und 6 endo-Ring), 7,21 (m, 2 H, arom. H
an C-3 und 5 exo-Ring), 7,27 (d, 2 H, arom. H an C-3 und 5 endo-Ring)

BC-NMR: 60 MHz, CDCl;

o (ppm): 13,0 (Methyl), 21,7 (-CH,-CH2-CH3), 26,6 (*CH-CH,-CH,-CH,), 27,3 (-*CH-
CH,-CH3-), 32,4 (-CH,-CH2-CH,-N<), 32,5 (Ar-CH,-CH;-), 52,3 (-CH,-CH»-
N<), 57,2 (C-3 Morpholin), 57,9 (C-5 Morpholin), 65,8 (C-6 Morpholin), 68,8 (-
0O-CH5-Ar), 74,8 (*C-2 Morpholin), 113,8 (C2 und 6 exo-Ring), 119,9 (C-4 exo-
Ring), 126,7 (C-3 und 5 endo-Ring), 127,6 (C-2 und 6 endo-Ring), 128,4 (C-3 und
5 exo-Ring), 133,3 (C-4 endo-Ring), 141,1 (C-1 endo-Ring), 157,8 (C-1 exo-Ring)

Elementaranalyse (HCI): ber.. C 71,35 %,H 8,48 %, N 3,47 %, O 7,92 %, C1 8,78 %
gef.:  C 69,62 %, H 8,09 %, N 3,36 %

4.1.5.4.  rac-1-((2-Hydroxyethyl)- {3-[4-(phenoxymethyl)phenyl|propyl } amino)-hexan-2-ol
(O/W8), (17)

216 mg 3 (0,65 mmol) und 176 mg 16 (0,98 mmol) werden analog Vorschrift 4.1.2.4.
umgesetzt. Es werden 129 mg 17 als farbloses Ol erhalten, was einer Ausbeute von 47,2 %

d.Th. entspricht. Das O/W8-Hydrochlorid schmilzt bei 72 - 74 °C (Isopropanol/Hexan).

'H-NMR: 250 MHz, CDCls, Kalibrierung auf das Losungsmittel

o (ppm): 0,84 (t, 3 H, Methyl), 1,27 (m, 6 H, -*CH-CH,-CH,-CH,-CHj3), 1,75 (m, 2 H,
-CH,-CH2-CH,-N<), 2,32 (m, 1 H, >N-CH,-CH,OH), 2,39 (m, 2 H, -CH,-CH>-
N<), 2,45 (m, 1 H, Ar-CH,-CH;-), 2,49 (m, 1 H, Ar-CH,-CH,-), 2,52 (m, 1 H,
>N-CH,-CHOH), 2,57 (m, 2 H, Ar-CH,-CH,-), 2,64 (m, 1 H, >N-CH,-*CHOH),
3,51 (m, 2 H, -CH,-CH»-OH), 3,60 (m, 1 H, -CH,-*CH-OH), 4,96 (s, 2 H, -O-
CH>-Ar), 6,88 (m, 3 H, arom. H an C-2, 4, 6 exo-Ring), 7,13 (d, 2 H, arom. H an
C-2 und 6 endo-Ring), 7,24 (m, 2 H, arom. H an C-3 und 5 exo-Ring), 7,29 (d, 2
H, arom. H an C-3 und 5 endo-Ring)
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BC-NMR: 60 MHz, CDCl;

d (ppm): 12,7 (Methyl), 21,5 (-CH,-CH,-CHj3), 26,5 (-CH,-CH,-CH,-), 27,4 (-*CH-CH,-
-CH»-), 31,9 (-CH,-CH,-CH,-N<), 33,2 (Ar-CH,-CH,-), 53,3 (-CH,-CH2>N-),
55,1 (>N-CH,-CH,0H), 58,7 (-CH,-CH>-OH), 59,9 (-CH,-CH2-OH), 66,8 (>N-
CH,-*CH-), 68,4 (-O-CH;-Ar), 113,5 (C2 und 6 exo-Ring), 119,6 (C-4 exo-Ring),
126,4 (C-3 und 5 endo-Ring), 127,2 (C-2 und 6 endo-Ring), 128,1 (C-3 und 5 exo-
Ring), 133,3 (C-4 endo-Ring), 140,4 (C-1 endo-Ring), 157,5 (C-1 exo-Ring)

Elementaranalyse (HCI): ber.: C 68,31 %, H 8,60 %, N 3,32 %, O 11,37 %, C1 8,40 %
gef.. C 67,82 %, H 8,61 %, N 3,07 %

4.1.6. Synthese von rac-O/W9 und rac-O/W10

4.1.6.1.  rac-2-(2-Hydroxyethylamino)propan-1-ol (20)

30,91 g (411,5 mmol) 2-Aminopropan-1-ol werden mit 20,6 g Wasser in einem tarierten
Rundkolben gemischt und im Eisbad auf 0 °C gekiihlt. Ethylenoxid wird bis zur Absorption
von ca. 6 g (136,2 mmol) direkt eingebracht. Dazu wird das Ethylenoxid unter Ethanol-/CO,-
Kiihlung aus der Druckgaspackung in eine Waschflasche geleitet und bis zu einem Volumen
von ca. 10 ml kondensiert. Das Kondensat wird unter intensivem Riihren direkt in den
eisgekiihlten Ansatz gegeben. Die genaue Zugabemenge des Epoxids wird durch Auswaage
des ReaktionsgefaBles bestimmt. Bis zur Erwdrmung auf ca. 10 °C wird weiter geriihrt und
dann kurzzeitig auf ca. 50 °C erwarmt, um nicht umgesetztes Ethylenoxid auszutreiben. Nach
Abtrennung des Losungsmittels (40 °C/70 mbar) und der Riickgewinnung des iiberschiissigen
2-Aminopropan-1-ol (87 °C/35 mbar) fiir weitere Ansdtze wird im Vakuum fraktioniert

destilliert.
Das leicht gelbliche viskose Produkt vom Brechungsindex 1,470 ([83] ny 1,4707) siedet bei

134 °C/5 mbar ([82] 151-152 °C/20 mbar). Die Ausbeute - berechnet auf das eingesetzte
Ethylenoxid - betrigt 95 % d.Th. ([75] 68,3 %).
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4.1.6.2.  rac-3-Methylmorpholin (21)

Die Synthese erfolgt analog Vorschrift 4.1.2.2. unter Einsatz von 19,4 g (163 mmol) 20 unter
10stliindigem Erhitzen auf 145 °C. 21 siedet bei 93-95 °C/250 mbar ([83] 133 - 134 °C) und
wird mit einer Ausbeute von 53,6 % d.Th. (8,86 g) erhalten. Der Brechungsindex der stechend

riechenden Fliissigkeit betrigt 1,447 ([83] ny 1,4517).

GC: Retentionszeit Hauptpeak 5,597 min, Nebenpeak bei 5,01 min (<2,5 %)

EI-MS:  Molpeak (M+H") bei m/z 101,8 (100 % rel. Int.)

4.1.6.3.  rac-3-Methyl-4-{3-[4-(phenoxymethyl)phenyl]propyl }-morpholin (O/W9), (22)

Die Synthese erfolgt analog Vorschrift 4.1.2.3. unter Einsatz von 0,5 g 2 (1,92 mmol) und
5,82 g 21 (57,54 mmol). 22 wird als farbloses bis gelbliches Ol erhalten, das mit Ether/HCl,
zum O/W9-HCI umgesetzt wird. Die durchschnittliche Ausbeute aus fiinf Ansdtzen betrigt
56,4 % d.Th. Das O/W9-HCI schmilzt bei 152 °C (iso-Propanol/Hexan).

EI-MS:  Molpeak (M+H") bei m/z 326,4 (100 % rel. Int.)

"H-NMR: 250 MHz, CDCl;, Kalibrierung auf das Losungsmittel

o (ppm): 0,86 (d, 3 H, Methyl), 1,72 (m, 2 H, -CH,-CH-CH,-N<), 2,19 (m, 1 H, H-3*
Morpholin), 2,23 (m, 1 H, -CH,-CH»-N<), 2,26 (m, 1 H, H-5ax. Morpholin), 2,56
(m, 2 H, Ar-CH,-CH;-), 2,64 (m, 1 H, -CH,-CH,-N<), 2,71 (m 1 H, H-54q.
Morpholin), 3,18 (t, 1 H, H-2ax. Morpholin), 3,56 (m, 1 H, H-6ax. Morpholin),
3,61 (m, 1 H, H-24q. Morpholin), 3,70 (td, 1 H, H-64q. Morpholin), 4,95 (s, 2 H, -
0O-CH5-Ar), 6,89 (m, 3 H, arom. H an C-2, 4, 6 exo-Ring), 7,16 (d, 2 H, arom. H
an C-2 und 6 endo-Ring), 7,21 (m, 2 H, arom. H an C-3 und 5 exo-Ring), 7,28 (d,
2 H, arom. H an C-3 und 5 endo-Ring)
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BC-NMR: 60 MHz, CDCl;

O (ppm): 13,0 (Methyl), 26,5 (-CH,-CH2-CH,-N<), 32,4 (Ar-CH,-CH>-), 50,0 (C-5 Mor-
pholin), 52,1 (-CH,-CH»-N<), 54,1 (*C-3 Morpholin), 64,8 (C-6 Morpholin), 66,5
(-O-CH;-Ar), 68,8 (C-2 Morpholin), 113,8 (C2 und 6 exo-Ring), 119,9 (C-4 exo-
Ring), 126,7 (C-3 und 5 endo-Ring), 127,6 (C-2 und 6 endo-Ring), 128,4 (C-3 und
5 exo-Ring), 133,5 (C-4 endo-Ring), 140,9 (C-1 endo-Ring), 157,8 (C-1 exo-Ring)

Elementaranalyse (HCI): ber.. C 69,69 %, H 7,80 %, N 3,87 %, O 8,84 %, C19,80 %
gef.. C 69,29 %, H 7,83 %, N 3,65 %

4.1.6.4.  rac-2-((2-Hydroxyethyl)-{3-[4-(phenoxymethyl)phenyl|propyl } amino)-propan-
1-0l (O/W10), (23)

207 mg 3 (0,68 mmol) und 134 mg 20 (1,12 mmol) werden analog Vorschrift 4.1.2.4.
umgesetzt. Die mit einer Ausbeute von 79,2 % d.Th. erhaltene 23-Base wird mit Ether/HCl,

zum O/W10-HCI vom Schmelzpunkt 103 °C (Isopropanol/Hexan) umgesetzt.

'H-NMR: 250 MHz, CDCls, Kalibrierung auf das Losungsmittel

o (ppm): 0,81 (t, 3 H, Methyl), 1,75 (m, 2 H, -CH,-CH2-CH,-N<), 2,34 (m, 1 H, >N-CH3-
-CH,0OH), 2,41 (m, 2 H, -CH,-CH,-N<), 2,46 (m, 1 H, Ar-CH,-CH;-), 2,58 (m,
1 H, Ar-CH,-CH;-), 2,63 (m, 1 H, >N-*CH-CH,0H), 2,66 (m, 1 H, Ar-CH>-
-CH;-), 3,05 (m, 1 H, -*CH-CH,-OH), 3,28 (m, 1 H, -*CH-CH,-OH), 3,49 (m, 2
H, -CH,-CH»-OH), 4,95 (s, 2 H, -O-CH»-Ar), 6,89 (m, 3 H, arom. H an C-2, 4, 6
exo-Ring), 7,14 (d, 2 H, arom. H an C-2 und 6 endo-Ring), 7,23 (m, 2 H, arom. H
an C-3 und 5 exo-Ring), 7,28 (d, 2 H, arom. H an C-3 und 5 endo-Ring)

BC-NMR: 60 MHz, CDCl;
8 (ppm): 9,6 (Methyl), 30,6 (-CH,-CH,-CH,-N<), 33,2 (Ar-CH»-CH,-), 49,7 (-CH,-CHo-

N<), 50,8 (>N-CH»-CH,OH), 56,6 (>N-*CH-CH,), 60,3 (-*CH-CH,-OH), 63,4 (-
CH,-CH,-OH), 69,8 (-O-CH,-Ar), 114,8 (C2 und 6 exo-Ring), 120,9 (C-4 exo-
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Ring), 127,8 (C-3 und 5 endo-Ring), 128,6 (C-2 und 6 endo-Ring), 129,5 (C-3 und
5 exo-Ring), 134,5 (C-4 endo-Ring), 141,8 (C-1 endo-Ring), 158,8 (C-1 exo-Ring)

Elementaranalyse (HCI): ber.. C 66,39 %, H 7,96 %, N 3,69 %, O 12,63 %, C19,33 %
gef.: C 65,62 %, H 8,01 %, N 3,41 %

4.1.7. Synthese von rac-O/W11 und rac-O/W12

4.1.7.1.  rac-2-(2-Hydroxyethylamino)butan-1-ol (24)

82,2 g (0,92 mol) 2-Aminobutan-1-ol werden mit 10,0 g Ethylenoxid (227 mmol) analog
Vorschrift 4.1.6.1. umgesetzt. Das farblose viskose Produkt vom Brechungsindex 1,468 ([82]

n2’ 1,4677) siedet bei 98 °C/6,7 mbar (Lit. [82] 138 - 40 °C/16 mbar). Die Ausbeute betrigt
86,3 % d.Th. berechnet auf das eingesetzte Ethylenoxid.

4.1.7.2.  rac-3-Ethylmorpholin (25)

Die Synthese erfolgt analog Vorschrift 4.1.2.2. unter Einsatz von 34,34 g 24 (0,26 mol). 25
siedet bei 83 °C/75 mbar ([82] 156,5 — 157,5 °C). Die Ausbeute betrdgt 69 % d.Th. ([82]
72 %, [75] 68,3 %). Die stechend riechende, farblose Fliissigkeit hat eine Brechungsindex von

1,4450 ([82] n2’ 1,4519). Das 25-HCI schmilzt bei 179 °C (Isopropanol).

GC: Retentionszeit Hauptpeak 6,68 min (99 %), Nebenpeaks bei 5,16, 7,40 min

EI-MS;  Molpeak (M+H+) bei m/z 115,8 (100 % rel. Int.)

4.1.7.3.  rac-3-Ethyl-4-{3-[4-(phenoxymethyl)phenyl]propyl }-morpholin (O/W11), (26)

Die Synthese erfolgt analog Vorschrift 4.1.2.3. unter Einsatz von 1,0 g 2 (3,84 mmol) und
22,1 g 25 (191,8 mmol) unter 6stiindigem Erhitzen auf 110 - 120 °C. 26 wird als gelbes bis
braunes Ol erhalten, das nach sc-Reinigung (80 g Kieselgel 60, Siule 400 x 20 mm, mobile
Phase Methanol) mit Ether/HClgg zum O/W11-HCIl umgesetzt wird. Die durchschnittliche
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Ausbeute aus 9 Ansétzen betrigt 49,7 % d.Th. Das O/W11-HCI schmilzt bei 110 °C (Iso-

Propanol/Hexan).

EI-MS:  Molpeak (M+H+) bei m/z 340,4 (100 % rel. Int.), Fragment bei m/z 158,2 (11,4

%)

'H-NMR: 250 MHz, CDCls, Kalibrierung auf das Losungsmittel

d (ppm): 0,78 (t, 3 H, Methyl), 1,31 (m 1 H, -*CH-CH,-CH3;), 1,47 (m, 1 H, -*CH-CH-
-CH3), 1,71 (m, 2 H, -CH,-CH»-CH,-N<), 2,17 (m, 1 H, H-3* Morpholin), 2,24
(m, 1 H, -CH,-CH,-N<), 2,28 (m, 1 H, H-5ax. Morpholin), 2,56 (m, 2 H, Ar-CH>-
CH;-), 2,66 (m, 1 H, -CH,-CH»>-N<), 2,70 (m 1 H, H-54q. Morpholin), 3,31 (m, 1
H, H-2ax. Morpholin), 3,56 (m, 1 H, H-6ax. Morpholin), 3,66 (m, 1 H, H-24q.
Morpholin), 3,70 (m, 1 H, H-64q. Morpholin), 4,95 (s, 2 H, -O-CH»-Ar), 6,88 (m,
3 H, arom. H an C-2, 4, 6 exo-Ring), 7,15 (d, 2 H, arom. H an C-2 und 6 endo-
Ring), 7,23 (m, 2 H, arom. H an C-3 und 5 exo-Ring), 7,29 (d, 2 H, arom. H an C-
3 und 5 endo-Ring)

PC-NMR: 60 MHz, CDCl;

d (ppm): 9,1 (Methyl), 18,9 (-*CH-CH,-CH3), 26,7 (-CH,-CH2-CH,-N<), 32,4 (Ar-CH>-

CH,-), 49,9 (C-5 Morpholin), 52,0 (-CH,-CH2-N<), 59,7 (*C-3 Morpholin), 66,2
(C-6 Morpholin), 68,8 (-O-CH,-Ar), 69,3 (C-2 Morpholin), 113,8 (C2 und 6 exo-
Ring), 119,9 (C-4 exo-Ring), 126,7 (C-3 und 5 endo-Ring), 127,6 (C-2 und 6
endo-Ring), 128,4 (C-3 und 5 exo-Ring), 133,5 (C-4 endo-Ring), 141,0 (C-1 endo-
Ring), 157,8 (C-1 exo-Ring)

Elementaranalyse (HCI): ber.: C 69,53 %, H 8,04 %, N 3,73 %, O 8,51 %, C19,43 %

gef.: C 69,53 %, H 7,93 %, N 3,50 %
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4.1.7.4.  rac-2-((2-Hydroxyethyl)-{3-[4-(phenoxymethyl)phenyl|propyl } amino)-butan-1-ol
(O/W12), (27)

0,5 g 2 (1,92 mmol) werden mit 13,15 g 24 (57,6 mmol) versetzt und bei 120 °C fiir 6 h
geriihrt (DC-Kontrolle, Methanol, Detektion UV). Das iiberschiissige Edukt wird bei
vermindertem Druck abdestilliert (136 °C/5 mbar). Der Riickstand wird in 10 %iger HCl
aufge-nommen und dreimal mit Diethylether extrahiert. Nach Alkalisieren der wéBrigen
Phase mit 10 %iger NaOH wird der ausgefallene Niederschlag mit Diethylether
ausgeschiittelt. Die organische Phase wird bis zur neutralen Reaktion mit Wasser gewaschen
und iiber Natriumsulfat getrocknet. 27 wird als schwach gelbes Ol mit einer Ausbeute von

95,5 % d.Th. erhalten. Das O/W12-Hydrochlorid schmilzt bei 102 °C (Isopropanol/Hexan).

'H-NMR: 400 MHz, CDCls, Kalibrierung auf das Losungsmittel

o (ppm): 0,93 (t, 3 H, Methyl), 1,24 (m, 1 H, -*CH-CH,-CH3), 1,57 (m, 1 H, -*CH-CH3-
-CH3), 1,84 (m, 2 H, -CH,-CH;,-CH;-N<), 2,59 (m, 1 H, >N-CH,-CH,0H), 2,61
(m, 2 H, -CH,-CH-N<), 2,68 (m, 1 H, Ar-CH,-CH;-), 2,71 (m, 1 H, Ar-CH>-
CH-), 2,75 (m, 1 H, >N-*CH-CH,OH), 2,82 (m, 1 H, Ar-CH,-CH,-), 3,35 (t, 1 H,
-*CH-CH2-OH), 3,58 (m, 1 H, -*CH-CH,-OH), 3,62 (m, 2 H, -CH,-CH,-OH),
5,05 (s, 2 H, -O-CH3-Ar), 6,97 (m, 3 H, arom. H an C-2, 4, 6 exo-Ring), 7,22 (d,
2 H, arom. H an C-2 und 6 endo-Ring), 7,30 (m, 2 H, arom. H an C-3 und 5 exo-
Ring), 7,37 (d, 2 H, arom. H an C-3 und 5 endo-Ring)

BC-NMR: 100 MHz, CDCl;

o (ppm): 11,8 (Methyl), 19,1 (-*CH-CH»-CHs), 30,8 (-CH,-CH2-CH,-N<), 33,1 (Ar-CHa-
CHy-), 50,1 (-CH,-CH,-N<), 51,9 (*N-CH,-CH,0H), 60,4 (-CH,-CH,-OH), 61,4
(-*CH-CH,-OH), 63,9 (>N-*CH-CH,), 69,8 (-O-CH2-Ar), 114,9 (C2 und 6 exo-
Ring), 120,9 (C-4 exo-Ring), 127,7 (C-3 und 5 endo-Ring), 128,6 (C-2 und 6
endo-Ring), 129,5 (C-3 und 5 exo-Ring), 134,6 (C-4 endo-Ring), 141,7 (C-1 endo-
Ring), 158,9 (C-1 exo-Ring)

Elementaranalyse (HCI): ber.:. C 67,07 %, H 8,19 %, N 3,56 %, O 12,18 %, C19,00 %
gef.:  C 66,68 %, H 8,20 %, N 3,37 %
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4.1.8. Synthese von rac-O/W13 und rac-O/W14

4.1.8.1.  rac-2-(2-Hydroxyethylamino)pentan-1-ol (28)

20 g (135,8 mmol) 2-Aminopentan-1-ol und 3,2 g (80 mmol) Ethylenoxid werden nach
Vorschrift 4.1.6.1. umgesetzt. Das schwach gelbe, viskose Produkt vom Brechungsindex
1,479 siedet bei 103 °C/0,04 mbar ([87] 122 °C/1,1 mbar). Die Ausbeute betridgt 63,0 % d.Th.

berechnet auf das eingesetzte Ethylenoxid.

4.1.8.2.  rac-3-Propylmorpholin (29)

Die Synthese erfolgt analog Vorschrift 4.1.2.2. unter Einsatz von 17,0 g (115,48 mmol) 28
und 15stiindigem Erhitzen auf 140 °C. 29 siedet bei 78 °C/25 mbar ([87] 158 °C). Die Aus-
beute betragt 80,5 % d.Th. Die stechend riechende, farblose Fliissigkeit hat einen Brechungs-
index von 1,453. Das 29-HCI schmilzt bei 180 °C (Isopropanol) ([87] 179 °C).

GC-MS: Retentionszeit Hauptpeak 5,31 min (99%), Nebenpeak bei 5,75 min, Molpeak bei
m/z 129 (13 % rel. Int.), Fragmente bei m/z 99 (3 %), 86 (100 %), 70 (41 %), 56
(26 %)

4.1.8.3.  rac-4-{3-[4-(Phenoxymethyl)phenyl]propyl}-3-propylmorpholin (O/W13), (30)

1,17 g 3 (3,84 mmol) und 743 mg 29 (5,75 mmol) werden nach Vorschrift 4.1.5.3. umgesetzt.
Die Reaktionszeit betridgt 120 Stunden. Die erhaltene Base wird mit Ether/HCl, zum Hydro-

chlorid umgesetzt. Die durchschnittliche Ausbeute an 30, das als schwach gelbes Ol anfillt,
aus drei Ansétzen betrdgt 77,6 % d.Th. Das O/W13-Hydrochlorid schmilzt bei 144 °C (Iso-

propanol/Hexan).

EI-MS:  Molpeak bei m/z 353 (11 % rel. Int), Fragmente bei m/z 310 (100 %), 280 (3 %),
216 (2 %), 142 (20 %), 131 (21 %), 109 (13 %), 100 (19 %)

'H-NMR: 400 MHz, CDCls, Kalibrierung auf das Losungsmittel
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o (ppm): 0,91 (t, 3 H, Methyl), 1,25 (m 1 H, -CH,-CH2-CH3), 1,28 (m, 1 H, -*CH-CH,-
CH,), 1,35 (m 1 H, -CH,-CH,-CHs), 1,46 (m, 1 H, -*CH-CH,-CH,), 1,81 (m, 2 H,
-CH,-CH-CH,-N<), 2,28 (m, 1 H, H-3* Morpholin), 2,34 (m, 1 H, -CH,-CH>-
N<), 2,36 (m, 1 H, H-5ax. Morpholin), 2,66 (m, 2 H, Ar-CH,-CH;-), 2,75 (m, 1 H,
-CH,-CH2-N<), 2,77 (m 1 H, H-54q. Morpholin), 3,40 (dd, 1 H, H-2ax.
Morpholin), 3,66 (m, 1 H, H-6ax. Morpholin), 3,74 (m, 1 H, H-24q. Morpholin),
3,75 (m, 1 H, H-64q. Morpholin), 5,05 (s, 2 H, -O-CH>-Ar), 6,98 (m, 3 H, arom. H
an C-2, 4, 6 exo-Ring), 7,23 (d, 2 H, arom. H an C-2 und 6 endo-Ring), 7,30 (m, 2
H, arom. H an C-3 und 5 exo-Ring), 7,35 (d, 2 H, arom. H an C-3 und 5 endo-
Ring)

BC-NMR: 100 MHz, CDCl;

o (ppm): 4,5 (Methyl), 19,3 (-CH,-CH2-CH3), 27,7 (-CH,-CH3-CH»,-N<), 29,4 (-*CH-CH;-
CH-), 33,4 (Ar-CH2-CH»-), 50,9 (C-5 Morpholin), 53,0 (-CH,-CH,-N<), 59,4
(*C-3 Morpholin), 67,2 (C-6 Morpholin), 69,8 (-O-CHj;-Ar), 70,7 (C-2
Morpholin), 114,8 (C2 und 6 exo-Ring), 120,9 (C-4 exo-Ring), 127,7 (C-3 und 5
endo-Ring), 128,6 (C-2 und 6 endo-Ring), 129,5 (C-3 und 5 exo-Ring), 134,5 (C-4
endo-Ring), 142,0 (C-1 endo-Ring), 158,8 (C-1 exo-Ring)

Elementaranalyse (HCI): ber.. C 70,84 %, H 8,27 %, N 3,59 %, O 8,21 %, C19,09
gef.. C 69,45 %, H 8,32 %, N 3,50 %

4.1.8.4.  rac-2-((2-Hydroxyethyl)-{3-[4-(phenoxymethyl)phenyl|propyl} amino)pentan-
1-ol (O/W14), (31)

200 mg 3 (0,66 mmol) und 145 mg 28 (0,98 mmol) werden analog Vorschrift 4.1.2.4.
umgesetzt. Die erhaltene Base wird mit Ether/HCl, zum Hydrochlorid umgesetzt. Die

Ausbeute an 31 betrigt 42,2 % d.Th. Die Substanz ist noch zu ca. 10 % mit 28 verunreinigt.
Das Hydrochlorid schmilzt bei 71 °C (roh).

'H-NMR: 250 MHz, CDCls, Kalibrierung auf das Losungsmittel
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o (ppm): 0,86 (t, 3 H, Methyl), 1,25 (m, 4 H, -*CH-CH,-CH,-CH3), 1,84 (m, 2 H, -CH,-
CH,-CH,-N<), 2,57 (m, 1 H, >N-CH,-CH,0H), 2,60 (m, 2 H, -CH,-CH,-N<),
2,64 (m, 1 H, Ar-CH,-CH;-), 2,69 (m, 1 H, Ar-CH,-CH;-), 2,70 (m, 1 H, >N-
*CH-CH,0OH), 2,71 (m, 1 H, Ar-CH2-CH;-), 3,26 (m, 1 H, -*CH-CH»-OH), 3,39
(m, 1 H, -*CH-CH,-OH), 3,50 (m, 2 H, -CH,-CH2-OH), 4,95 (s, 2 H, -O-CH>-
Ar), 6,89 (m, 3 H, arom. H an C-2, 4, 6 exo-Ring), 7,13 (d, 2 H, arom. H an C-2
und 6 endo-Ring), 7,23 (m, 2 H, arom. H an C-3 und 5 exo-Ring), 7,27 (d, 2 H,
arom. H an C-3 und 5 endo-Ring)

BC-NMR: 60 MHz, CDCl;

o (ppm): 14,4 (Methyl), 20,5 (-CH,-CH2-CH3), 29,0 (-*CH-CH,-CH;-), 30,2 (-CH,-CHa-
CH,-N<), 31,2 (Ar-CH,-CHy-), 49,2 (-CH,-CH2>>N-), 52,3 (>N-CH-CH,OH),
60,4 (-CH,-CH»-OH), 61,9 (-*CH-CH-OH), 62,0 (*N-*CH-CH,), 70,4 (-O-CH>-
Ar), 114,8 (C2 und 6 exo-Ring), 120,8 (C-4 exo-Ring), 127,7 (C-3 und 5 endo-
Ring), 128,7 (C-2 und 6 endo-Ring), 129,5 (C-3 und 5 exo-Ring), 134,5 (C-4
endo-Ring), 141,5 (C-1 endo-Ring), 158,9 (C-1 exo-Ring)

Elementaranalyse (HCI): ber.:. C 67,71 %, H 8,40 %, N 3,43 %, O 11,77 %, C1 8,69 %
gef..  C 65,79 %, H 8,50 %, N 2,80 %

4.1.9. Synthese von rac-O/W15 und rac-O/W16

4.19.1.  rac-2-(2-Hydroxyethylamino)-3-methylbutan-1-ol (32)

21,0 g (142,6 mmol) 2-Amino-3-methyl-butan-1-ol und 5,0 g Ethylenoxid (113,5 mmol)
werden nach der Vorschrift 4.1.6.1. umgesetzt. Das schwach gelbe, viskose Produkt vom

Brechungsindex 1,472 siedet bei 100 °C/0,06 mbar. Die Ausbeute betrigt 86,9 % d.Th.

berechnet auf das eingesetzte Ethylenoxid.

4.1.9.2.  rac-3-i-Propylmorpholin (33)

Die Synthese erfolgt analog Vorschrift 4.1.2.2. unter Einsatz von 20,2 g (149,5 mmol) 32 und
14stiindigem Erhitzen auf 145 °C. 33 siedet bei 88 °C/50 mbar ([85] 158 °C). Die Ausbeute
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betrigt 80,5 % d.Th. Die stechend riechende farblose Fliissigkeit hat einen Brechungsindex
von 1,450 (20 °C). Das 33-HCI schmilzt bei 210 °C (Isopropanol).

GC-MS: Retentionszeit Hauptpeak 5,03 min (100 %), Molpeak bei m/z 129 (4 % rel. Int.),
Fragmente bei m/z 99 (3 %), 86 (100 %), 70 (20 %), 56 (52 %)

4.1.9.3. rac-4-{3-[4-(Phenoxymethyl)phenyl]propyl}-3-isopropylmorpholin (O/W15), (34)

1,17 g 3 (3,84 mmol) und 991 mg 33 (7,67 mmol) werden nach Vorschrift 4.1.5.3. umgesetzt.
Die Reaktionszeit betrdgt 168 Stunden. Die erhaltene Base wird mit Ether/HCl, zum
Hydrochlorid umgesetzt. Die durchschnittliche Ausbeute an 33, das als gelbbraunes Ol
anfillt, aus 5 Ansétzen betrigt 54,4 % d.Th. Das O/W15-Hydrochlorid schmilzt bei 119 °C

(iso-Propanol/Hexan).

EI-MS:  Molpeak bei m/z 352 (1 % rel. Int.), Fragmente bei m/z 310 (100 %), 216 (4 %),
131 (14,4 %), 108 (16,8 %), 100 (16 %), 91 (4 %)

"H-NMR: 250 MHz, CDCl;, Kalibrierung auf das Losungsmittel

d (ppm): 0,82 (t, 6 H, -CH-(CH3),), 1,71 (m, 2 H, -CH,-CH,-CH;-N<), 2,08 (m, 1 H, -*CH-
CH-(CHas),), 2,20 (m, 1 H, H-3* Morpholin), 2,25 (m, 1 H, -CH,-CH,-N<), 2,28
(m, 1 H, H-5ax. Morpholin), 2,54 (m, 2 H, Ar-CH,-CH,-), 2,71 (m, 1 H, -CH;-
CH,-N<), 2,76 (m, 1 H, H-54q. Morpholin), 3,27, (t, 1 H, H-2ax. Morpholin), 3,48
(dt, 1 H, H-6ax. Morpholin, 3,67 (m, 1 H, H-24q. Morpholin), 3,71 (m, 1 H,
H-64q. Morpholin), 4,95 (s, 2 H, -O-CH;-Ar), 6,88 (m, 3 H, arom. H an C-2, 4, 6
exo-Ring), 7,16 (d, 2 H, arom. H an C-2 und 6 endo-Ring), 7,23 (m, 2 H, arom. H
an C-3 und 5 exo-Ring), 7,28 (d, 2 H, arom. H an C-3 und 5 endo-Ring)

BC-NMR: 60 MHz, CDCl;

5 (ppm): 15,0 (Methyl), 18,6 (Methyl), 24,7 (-*CH-CH-(CHs),), 26,1 (-CH,-CH,-CH,-N<),

32,5 (Ar-CH,-CHy-), 50,8 (C-5 Morpholin), 51,3 (-CH,-CH>>N-), 63,2 (*C-3
Morpholin), 64,5 (C-6 Morpholin), 64,9 (-O-CHz-Ar), 67,9 (C-2 Morpholin),
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112,9 (C2 und 6 exo-Ring), 118,9 (C-4 exo-Ring), 125,7 (C-3 und 5 endo-Ring),
126,6 (C-2 und 6 endo-Ring), 127,5 (C-3 und 5 exo-Ring), 132,5 (C-4 endo-Ring),
140,1 (C-1 endo-Ring), 156,9 (C-1 exo-Ring)

Elementaranalyse (HCI): ber.. C 70,84 %, H 8,27 %, N 3,59 %, O 8,21 %, C19,09 %
gef.. C 70,53 %, H 8,25 %, N 3,37 %

4.1.9.4.  rac-2-((2-Hydroxyethyl)- {3-[4-(phenoxymethyl)phenyl|propyl } amino)-3-methyl-
butan-1-ol (O/W16), (35)

300 mg 3 (0,98 mmol) und 300 mg 32 (2,04 mmol) werden analog Vorschrift 4.1.2.4.
umgesetzt. Die erhaltene Base wird mit Ether/HCl, zum Hydrochlorid umgesetzt. Die
Ausbeute des Rohproduktes von 35, das als hellbraunes Ol anfillt und noch zu ca. 25 % mit

32 verunreinigt ist, betrdgt 12,6 % d.Th. Das Hydrochlorid (roh) fillt ebenfalls 6lig an.

'H-NMR: 250 MHz, CDCls, Kalibrierung auf das Losungsmittel

d (ppm): 0,91 (m, 6 H, -CH-(CH3),), 1,78 (m, 3 H, -*CH-CH-(CH3), und -CH,-CH,-CH,-
N<), 2,35 (m, 1 H, >N-CH,-CH,0H), 2,42 (m, 2 H, -CH,-CH,-N<), 2,65 (m, 1 H,
Ar-CH,-CH,-), 2,68 (m, 1 H, Ar-CH,-CH,-), 2,71 (m, 1 H, >N-*CH-CH,OH),
2,81 (m, 1 H, Ar-CH,-CH>-), 3,23 (m, 1 H, -*CH-CH,-OH), 3,32 (m, 1 H, -*CH-
-CH,-OH), 3,62 (m, 2 H, >N-CH,-CH,-OH), 5,01 (s, 2 H, -O-CH3z-Ar), 6,93 (m,
3 H, arom. H an C-2, 4, 6 exo-Ring), 7,20 (d, 2 H, arom. H an C-2 und 6 endo-
Ring), 7,24 (m, 2 H, arom. H an C-3 und 5 exo-Ring), 7,32 (d, 2 H, arom. H an C-
3 und 5 endo-Ring)

BC-NMR: 60 MHz, CDCl;

d (ppm): 18,4 und 19,6 (-CH-(CH3)y), 21,8 (-CH-(CHs),), 29,0 (-CH,-CH,-CH,-N<), 32,3
(Ar-CH,-CH;-), 51,2 (-CH,-CH,-N<), 53,8 (N-CH,-CH,OH), 60,8 (-CH,-CH>-
OH), 61,3 (-*CH-CH,-OH), 64,3 (>N-*CH-CH-), 69,8 (-O-CH>-Ar), 114,8 (C2
und 6 exo-Ring), 120,9 (C-4 exo-Ring), 127,7 (C-3 und 5 endo-Ring), 128,6 (C-2
und 6 endo-Ring), 129,4 (C-3 und 5 exo-Ring), 134,5 (C-4 endo-Ring), 141,8 (C-1
endo-Ring), 158,8 (C-1 exo-Ring)
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Elementaranalyse (HCI): ber.:. C 67,71 %, H 8,40 %, N 3,43 %, O 11,77 %, C1 8,69 %
gef.: C 55,42 %,H 7,35 %, N 3,18 %

4.1.10.  Synthese von 2S,3S- und 2R,3R-Dianisoylweinsaure (T3)

4.1.10.1. 2S,3S-2,3-Dianisoylweinsédure (2S,3S-T3), (36)

27,28 g (181,7 mmol) bei 105 °C getrocknete D-Weinsdure (2S, 3S) werden mit 62,0 g (363,4
mmol) Anisoylchlorid bis zum Aufhéren der HCl-Entwicklung auf 120 °C erhitzt. Das hell-
braune Reaktionsprodukt wird nach dem Abkiihlen gepulvert, zweimal mit 100 ml Wasser
ausgekocht und dann im Vakuum {iber P,Os getrocknet. Zur Reinigung wird in 150 ml
heiBem Aceton geldst, filtriert und auf ca. 100 ml eingeengt. Uber Nacht kristallisiert der
grofite Teil der mit gebildeten Anissdure aus. Das erhaltene Filtrat wird eingedampft und
unter Rithren erstarren gelassen. Der Riickstand wird an der Luft getrocknet, fein zerrieben
und noch einige Zeit auf 80°C erhitzt. Zur Feinreinigung wird das Produkt so oft mit Toluol
ausgekocht, bis in der DC-Kontrolle (Losung 10 mg 36/5 ml Aceton, 20 ul, EtOH/Toluol
(1+1), + 2,5 % HOAc, Detektion UV) keine Anissdure mehr detektierbar ist. Nach dem
Trocknen bei 115 °C betrdgt die Ausbeute an 36 34,5 % d.Th. Die weillen Kristalle schmelzen

bei 192 °C. Die spezifische Drehung a7’ betrigt +144,2° (Ethanol, 1,1 mg/ml)

4.1.10.2. 2R,3R-2,3-Dianisoylweinsiure (2R,3R-T3), (37)

27,28 g (181,7 mmol) bei 105 °C getrocknete L-Weinsdure (2R, 3R) werden mit 62,0 g (363,4
mmol) Anisoylchlorid nach Vorschrift 4.1.10.1. umgesetzt und aufgearbeitet. Nach dem
Trocknen bei 115 °C betrdgt die Ausbeute an 37 60,7 % d.Th. Die weillen Kristalle schmelzen

bei 190 °C ([134] 186 °C). Die spezifische Drehung a?’ betriigt -169,4° (Ethanol, 1,8 mg/ml)

([134] a2 =-162,8°).
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4.1.11. rac-4-Benzoylmorpholine zur HPLC-Analytik

4.1.11.1. Vorséulenderivatisierung der rac-C-Alkylmorpholine, allgemeines Verfahren

Etwa 1 mmol (102 — 143 mg) des entsprechenden Morpholinderivates werden in 30 ml frisch
destilliertem Diethylether gelost und mit einer Spatelspitze K,CO; versetzt. Unter Riihren
werden 70,3 mg (0,5 mmol) Benzoylchlorid zugetropft und zwei Stunden weitergeriihrt.
Danach wird die organische Phase fiinfmal mit 10 ml 5 % Na,COs-Losung und dreimal mit
Wasser ausgeschiittelt. Nach Trocknen iiber Na,SO4 wird der Ether abdestilliert. Der
verbleibende Riickstand dient zur Herstellung der HPLC-Untersuchungslosung in einer

Konzentration von 150 - 200 pg/ml n-Hexan/Ethanol 90/10.

4.1.11.2. Benzamide der rac-C-Alkylmorpholine zur HPLC-Analytik

Ifd. Nr. Name interne Bezeichnung
38 4-Benzoyl-2-methylmorpholin NBM1
39 4-Benzoyl-2-ethylmorpholin NBM2
40 4-Benzoyl-2-propylmorpholin NBM3
41 4-Benzoyl-2-butylmorpholin NBM4
42 4-Benzoyl-3-methylmorpholin NBMS5
43 4-Benzoyl-3-ethylmorpholin NBM6
44 4-Benzoyl-3-propylmorpholin NBM7
45 4-Benzoyl-3-isopropylmorpholin NBMS

Tabelle 18:  Interne Bezeichnungen der Benzamide der C-Alkylmorpholine

4.1.12. Synthese von nrac-(-)-O/W3 und nrac-(+)-O/W3

4.1.12.1. nrac-(-)-2-Ethyl-4-[3-(4-phenoxymethyl)phenyl]propyl-morpholin, (-)-O/W3
(86% ee), (46)

1,76 g 3 (5,75 mmol) und 994 mg (-)-2-Ethylmorpholin (86 % ee, s. Abschn. 4.2.2.1.) (8,63
mmol) werden nach Vorschrift 4.1.5.3. umgesetzt. Die Reaktionszeit betrdgt 72 Stunden. Die
erhaltene Base wird hplc auf ihr Enantiomerenverhiltnis gepriift und zum Hydrochlorid
umgesetzt. 46 wird mit einer Ausbeute von 94,3 % d.Th. erhalten. Das Hydrochlorid schmilzt

bei 136 - 37 °C (iso-Propanol/Hexan). Die spezifische Drehung a7’ der Substanz betrigt
-7,4° (Methanol, 4 mg/ml).
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4.1.12.2. nrac-(+)-2-Ethyl-4-[3-(4-phenoxymethyl)phenyl]propyl-morpholin. (+)-O/W3
(75% ee), (47)

1,76 g 3 (5,75 mmol) und 994 mg (+)-2-Ethylmorpholin (75 % ee, s. Abschn. 4.2.2.1.) (8,63
mmol) werden nach Vorschrift 4.1.5.3. umgesetzt. Die Reaktionszeit betrdgt 72 Stunden. 47
wird mit einer Ausbeute von 88,1 % d.Th. erhalten. Die erhaltene Base wird hplc auf ihr

Enantiomerenverhiltnis gepriift und mit Ether/HClg zum Hydrochlorid umgesetzt. Das
Hydrochlorid schmilzt bei 136 - 37 °C (iso-Propanol/Hexan). Die spezifische Drehung a2’
der Substanz betriagt +5,0° (Methanol, 4 mg/ml).

4.1.13. Synthese von nrac-(-)-O/W13 und nrac-(+)-O/W13

4.1.13.1. nrac-(-)-4-[3-(4-Phenoxymethyl)phenyl]propyl-3-propylmorpholin (-)-O/W13
(83% ee), (48)

1,76 g 3 (5,75 mmol) und 1,11 g (+)-3-Propylmorpholin (83 % ee, s. Abschn. 4.2.2.2.) (8,63
mmol) werden nach der Vorschrift 4.1.5.3. umgesetzt. Die Reaktionszeit betrdgt 144 Stunden.
48 wird mit einer Ausbeute von 72 % d.Th. erhalten. Die erhaltene Base wird hplc auf ihr
Enantiomerenverhiltnis gepriift und mit Ether/HClg zum Hydrochlorid umgesetzt. Das

Hydrochlorid schmilzt bei 130 - 33 °C (Isopropanol/Hexan). Die spezifische Drehung a2’ der
Substanz betragt -9,8° (Methanol, 1 mg/ml).

4.1.13.2. nrac-(+)-4-[3-(4-Phenoxymethyl)phenyl]|propyl-3-propylmorpholin (+)-O/W13
(79,5% ee), (49)

1,76 g 3 (5,75 mmol) und 1,11 g (-)-3-Propylmorpholin (85,3 % ee, s. Abschn. 4.2.2.2.) (8,63
mmol) werden nach der Vorschrift 4.1.5.3. umgesetzt. Die Reaktionszeit betrdgt 144 Stunden.
49 wird mit einer Ausbeute von 62,4 % d.Th. erhalten. Die erhaltene Base wird hplc auf ihr
Enantiomerenverhéltnis gepriift und mit Ether/HClg zum Hydrochlorid umgesetzt. Das

Hydrochlorid schmilzt bei 127 °C (Isopropanol/Hexan). Die spezifische Drehung a3’ der
Substanz betragt +9,3° (Methanol, 1,1 mg/ml).
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4.2. Racemattrennungen durch Bildung diastereomerer Salze

4.2.1. Kristallisationen im analytischen Mal3stab

Aus enantiomerenreiner 2R,3R-2,3-Dibenzoylweinsdure (2R,3R-T1, Fluka), 2R,3R-2,3-
Ditoluylweinsdure (2R,3R-T2, VWR) und 2R,3R-2,3-Dianisoylweinsdure (2R,3R-T3) wer-
den zwei Stammverreibungen im molaren Verhéltnis 0:2:1 (T R) und 1:1:1 (Tp R)
hergestellt.

1 mmol des jeweiligen Morpholinderivates werden mit einem Aquivalent T, oder Ty und so
viel Ethanol versetzt, dass in der Siedehitze eine klare Losung resultiert. Die nach dem
Abkiihlen erhaltenen Kristalle werden abzentrifugiert, getrocknet und aus Ethanol
umkristallisiert. Zur Spaltung wird das Salz in wenig Wasser geldst, mit 10 %iger NaOH auf
pH 11 gebracht und kurz erwdrmt. Die Morpholinbasen werden fiinfmal mit je 10 ml frisch
destilliertem Ether ausgeschiittelt. Die iiber Na,SO4 getrocknete etherische Losung wird wie
unter 1.20.1. beschrieben aufgearbeitet und das Enantiomerenverhéltnis des erhaltenen

4-Benzoylmorpholins hplc (Tabelle 19) bestimmt.

NBM HPLC-System (Séaule, mobile Phase)
1(38) OD, n-Hexan/TBME 70/30

2 (39) OD, n-Hexan/TBME 70/30

3 (40) OD, n-Hexan/TBME 70/30

4 (41) OD, n-Hexan/TBME 70/30

5(42) AS, n-Hexan / Ethanol 97,5 /2,5

6 (43) OD, n-Hexan/TBME 70/30

7 (44) OD, n-Hexan/TBME 70/30

8 (45) OD, n-Hexan/TBME 70/30

Tabelle 19: HPLC-Systeme zur Analytik der NBM-Verbindungen

4.2.2. Kristallisationen im praparativen Mal3stab

4.2.2.1.  Priparative Racemattrennung von rac-2-Ethylmorpholin

14,41 g 9 (125,1 mmol) und 49,28 g des Weinsduremixes Tp S (15,68 g 25,3S-T1, 16,13 g
25,35-T2, 17,47 g 25,3S-T3) werden in 150 ml heiBem Ethanol gelost und die erhaltene klare
Losung eine Stunde unter Riickflufl erhitzt. Nach dem Abkiihlen und erfolgter Kristallisation
(ca. 24 h im Kiihlschrank) wird der Niederschlag abgesaugt und aus 200 ml Ethanol

umkristallisiert. Nach Absaugen und Trocknen werden 17,82 g der diastercomeren Salz-
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mischung erhalten. Die Kristalle werden in der Warme mit 1M-NaOH (ca. 350 ml) bis zum
Entstehen einer klaren Ldosung versetzt. Die Morpholinbase wird aus dieser Losung mit
Diethylether am Perforator iiber 48 h extrahiert und nach Trocknen iiber Na;SOy,
Bestimmung des Enantiomerenverhéltnisses und Abrotieren des Ethers fraktioniert destilliert.
Die Reinheitspriifung erfolgt durch Umsetzung von 10 ml Extraktlosung mit Benzoylchlorid
zum Amid nach 4.1.11.1. und nachfolgender HPLC-Analyse. Aus der Destillation werden
3,086 g (+)-9 vom Siedepunkt 77 °C/75 mbar in einem Enantiomerenverhéltnis (als NBM2)
von 86:14 erhalten. Das 4-Benzoylderivat hat eine spezifische Drehung a2’ von +21,7°
(Diethylether, 3,2 mg/ml). Die freie Base in Methanol (2,1 mg/ml) ist ebenfalls rechtsdrehend
(al +14,1°).

Die ethanolischen Mutterlaugen dieser Kristallisation werden einrotiert, das erhaltene Salz
wie oben gespalten und die Base extrahiert, auf ihr Enantiomerenverhiltnis gepriift und
destilliert. Die dabei erhaltenen 8,678 g nrac-9 im Enantiomerenverhéltnis 34,75:65,25 (als
NBM2) werden nach dem selben Verfahren mit der &quimolaren Menge von 31,68 g (75,345
mmol) des Mixes Tp R (9,81 g 2R,3R-T1, 10,52 g 2R,3R-T2, 11,35 g 2R,3R-T3) umgesetzt.
Aus diesem Ansatz werden 2,6795 g (-)-9 vom Siedepunkt 78 °C/65 mbar mit einem
Enantiomerenverhiltnis von 7,6:92,4 (als NBM2) erhalten. Die spezifische Drehung des
4-Benzoylderivates (Diethylether, 1,5 mg/ml) betragt -25,8°, die der Base in Methanol
(2,2 mg/ml) -13,6°.

4.2.2.2.  Préparative Racemattrennung von rac-3-Propylmorpholin

39,6 g des Weinsduremixes Ty R (25,67 g 2R,3R-T2, 13,93 g 2R,3R-T3) werden in der Wir-
me mit 170 ml Ethanol bis zur vollstdndigen Losung versetzt und unter Rithren mit 12,93 g 29
(100 mmol) versetzt. Die Mischung wird fiir zwei Stunden am RiickfluB3 erhitzt. Nach dem
Abkiihlen und erfolgter Kristallisation (24 h im Kiihlschrank) wird der Niederschlag
abgesaugt und aus 120 ml Ethanol umkristallisiert. Nach Absaugen und Trocknen werden
21,25 g der diastereomeren Salzmischung erhalten. Die Kristalle werden in der Wéarme mit
IM-NaOH (ca. 300 ml) bis zum Entstehen einer klaren Losung versetzt. Die Morpholinbase
wird aus dieser Losung mit Diethylether am Perforator {iber 48 h extrahiert und nach Trock-
nen uber Na,SO, und Abrotieren des Ethers fraktioniert destilliert. Aus der Destillation
werden 4,467 g nrac-29 vom Siedepunkt 81 °C/30 mbar erhalten, die nochmals mit der
dquimolaren Menge von 13,83 g T, R (8,91 g 2R,3R-T2, 4,92 g 2R,3R-T3) aus 50 ml Ethan-
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ol kristallisiert werden. Nach Umkristallisieren und Trocknen werden 11,89 g Salzmischung
erhalten, die nach Spaltung, Extraktion, Trocknen, Bestimmung des Enantiomeren-
verhiltnisses und Destillation 2,04 g (-)-29 vom Siedepunkt 72 °C/20 mbar liefern. Das
Enantiomerenverhiltnis betrigt 92,7:7,3 (als NBM7). Die spezifische Drehung a3’ des
4-Benzoylderivates betrdgt +56,1° (Diethylether, 5,6 mg/ml). Die Base in Methanol (5,6
mg/ml) ist mit a2’ von -7,2° linksdrehend.

Die ethanolischen Mutterlaugen der beiden Kristallisationen werden einrotiert, das erhaltene
Salz wie oben gespalten und die Base extrahiert und destilliert. Bei 79 °C/35 mbar gehen
5,37 g nrac-29 iber, die nach dem selben Verfahren mit der 4quimolaren Menge von 16,49 g
(41,55 mmol) des Mixes T, S (10,70 g 25,3S-T2, 5,79 g 2S5,3S-T3) kristallisiert werden. Aus
diesem Ansatz werden 2,33 g (+)-29 vom Siedepunkt 79 °C/35 mbar mit einem Enantio-
merenverhiltnis von 8,8:91,2 (als NBM7) erhalten. Die spezifische Drehung a7’ des
4-Benzoylderivates betrigt -52,0° (Diethylether, 8,1 mg/ml), wihrend die Base in Methanol

(2,1 mg/ml) mit a2’ von +9,4° rechtsdrehend ist.

4.3. HPLC-Untersuchungen

4.3.1. Analytische HPLC an drei verschiedenen CSP

Alle Versuche zur analytischen Racemattrennung der O/W-Substanzen und der 4-Benzoyl-

morpholine wurden unter den folgenden Bedingungen durchgefiihrt.

HPLC-System: Systemcontroller SCL10-Avp, Autoinjektor SIL-10A, UV-Detektor
SPD-10A, 2 Pumpen LC-10A, PC-gestiitzte Steuerung und Auswertung
mit der Software CLASS-VP 5.03 (alle Shimadzu, Duisburg), Sdulenofen
Jetstream plus (Jasco, Grof3-Umstadt)

stationdre Phasen: Chiralcel® OD [Cellulose-tris(3,5-dimethylphenylcarbamat)] auf Kiesel-
gel (10 pm), 250 x 4,6 mm mit Vorsdule 50 x 4,6 mm (Daicel Chemical
Industries, Tokio)
Chiralpak® AS (Amylose-tris-[(S)-o-methylbenzylcarbamat]) auf Kiesel-
gel (10 pm), 250 x 4,6 mm mit Vorsdule 50 x 4,6 mm (Daicel Chemical

Industries, Tokio)
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Chiralpak® AD [Amylose-tris(3,5-dimethylphenylcarbamat)] auf Kiesel-
gel, (10 pm), 250 x 4,6 mm ohne Vorsdule (von Prof. B. Chankvetadze,

Miinster zu Testzwecken tberlassen

Zur Herstellung der Priiflésungen wurden 1,5-2 mg des jeweiligen O/W-Hydrochlorids in 1
ml Wasser gelost, mit verd. NaOH alkalisiert und zwei mal mit 5,0 ml n-Hexan
ausgeschiittelt. Nach Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO4 wurde so eine Losung der
freien Base in einer ungefdhren Konzentration von 150 pg/ml erhalten. Von den 4-Benzoyl-
morpholinen wurden jeweils 1,5 mg in 1,0 ml Ethanol gel6st und mit n-Hexan ad 10,0 ml

erganzt.

Chromatographie: FluBrate 0,8 - 1,0 ml/min, Detektion UV 220 nm, Injektion 20 ul der

Priiflosung, Sdulentemperatur 25 °C, mobile Phase variabel

Das Screening auf geeignete Chromatographieparameter erfolgte unter den oben angegebenen
Standardbedingungen und orientierte sich an den Empfehlungen von Kirkland [Lit.] zur
Optimierung von Racemattrennungen an polysaccharidbasierten CSP. Die eingesetzten
Losungsmittel hatten - wenn erhiltlich - gradient grade Qualitdt (LiChrosolv®, VWR,
Darmstadt). Ansonsten wurde der jeweils hochste verfligbare Reinheitsgrad verwendet. Das
Ziel der chromatographischen Untersuchungen war immer, fiir die Selektivitit k, der
Trennung der Enantiomere einen Wert grofer 1,4 bei einer Analysenlaufzeit von weniger als
40 min zu erreichen, da aufgrund eigener und in der Arbeitsgruppe gemachter Erfahrungen
erst ab diesen Grenzwerten eine préparative Trennung im groferen Mafistab 6konomisch
sinnvoll durchfiihrbar erscheint. Ausgehend von einer mobilen Phase der Zusammensetzung
n-Hexan/iso-Propanol 90/10 (v/v) wurde zundchst der Alkoholanteil in Abhédngigkeit vom
Analysenergebnis nach oben oder unten variiert. Im dabei gefundenen Optimum wurde auf
einen anderen Alkohol im gleichen Mischungsverhéltnis gewechselt und das Ergebnis anhand
der chromatographischen Parameter bewertet. Auf diese Weise wurden chromatographische
Daten fiir alle drei Sdulen mit Ethanol, Propanol, Butanol, 2-Butanol, tert-Butanol, Pentanol,
2- und 3-Pentanol sowie TBME als polaren Zusdtzen zu der auf n-Hexan basierenden mobilen
Phase erhoben. Im Hinblick auf eine spétere priparative Enantiomerentrennung wurden fiir
die zuvor ausgewdhlten Verbindungen O/W3 und O/W13 die weiteren Chromatographie-

bedingungen wie Sdulentemperatur und FluBrate innerhalb der vom Hersteller fiir die Sdule
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definierten Grenzen (T 40 °C, max. 1,5 ml/min) in Ausrichtung auf die oben angefiihrte

Zielstellung optimiert.

43.2. Praparative HPLC an der Chiralcel® OD-Phase

Samtliche Trennungen wurden an einer priparativen HPLC-Anlage mit einer Chiralcel® OD-

Saule (50 x 5 cm) durchgefiihrt.

HPLC-System:  HPLC-Pumpe Labomatic-HD-200 (Labomatic, Alschwil, CH), UV/VIS-
Filterphotometer (Knauer, Berlin) mit 220 nm Filter, Thermostat julabo
F12 (julabo, Ort), Schreiber Cromatopac C-6A (Shimadzu, Duisburg),
10 ml Probenaufgabeschleife, 6-Kanalschaltventil (manuell) zur Fraktion-

ensammlung

stationire Phase: Chiralcel® OD-Séule (50 x 5 cm) mit Kiihlmantel (Daicel Chemical Indus-

tries, Tokio)

mobile Phase: n-Hexan (Lichrosolv® gradient grade, VWR, Darmstadt)/tert-Butanol
(p.a., VWR, Darmstadt) 98/2

Flussrate: variabel von 224 bis 285 ml/min

Vor Beginn der Arbeiten an der priparativen Sdule mufiten durch Experimente im
analytischen Malistab die Startbedingungen fiir die préparative Racemattrennung festgelegt
werden.

Dazu wurde unter den gefundenen optimierten Bedingungen die Substanzbeladung der
analytischen Saule schrittweise so weit erhoht, bis im Chromatogramm gerade noch Basis-
linientrennung der Enantiomerenpeaks erreicht wurde. Diese Substanzmenge wurde mit dem
Packungsmaterialfaktor 250 multipliziert und ergab damit den Substanzauftrag fiir eine erste
praparative Trennung. Aufgrund der Erfahrungen aus fritheren Trennungen [108 - 111] ergab
sich fiir das Scaling up der FluBBrate vom analytischen auf den préparativen Malistab ein
Faktor von 150. Die gefundene Sdulentemperatur blieb unverandert. Unter den so festgelegten

Bedingungen lie} sich die analytischen Trennung auf der prdparativen Sdule ohne grof3e
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Mischfraktion reproduzieren. Eine endgiiltige Optimierung der Racemattrennung in puncto
Sdulenbeladung und Laufzeit konnte jedoch erst im priaparativen MaBstab erfolgen.

Die Reinheitspriifung der aufgefangenen Fraktionen erfolgte an der analytischen Shimadzu-
Anlage an einer analytischen OD- bzw. AD-Sdule unter den fiir das jeweilige FlieBmittel

gefundenen optimierten Bedingungen.

4.3.2.1. Gewinnung von (-)-O/W3

Aus den aus der Synthese erhaltenen 2,55 g (-)-O/W3-HCI (84 % ee, 46) wurde in wissriger
Losung mit 0,5-M NaOH die Base in Freiheit gesetzt und viermal mit je 75 ml Diethylether
extrahiert. Nach Trocknen iiber Na,SO4 und Einrotieren des Lésungsmittels wurden 2,32 g
O/W3-Base erhalten. Die Substanz wurde im FlieBmittel (23,2 ml) zu einer Stammldsung mit
ca. 100 mg/ml geldst. Aus dieser Stammlosung wurden durch Verdiinnung eines Volumen-
teils mit der mobilen Phase zu 10,0 ml die Losungen fiir den gewiinschten Substanzauftrag
auf die préparative Sdule erhalten.

Startbedingungen waren die durch Errechnung iiber die empirischen Faktoren aus den

analytischen Daten erhaltenen Parameter.

analytisch Faktor praparativ
Substanzauftrag: 400 pg 250 100 mg
Flussrate: 1,5 ml/min 150 224 ml/min
Saulentemperatur: 25°C 1 25°C
Detektion: 220 nm - 220 nm

Unter diesen Bedingungen wurde eine erste Trennung durchgefiihrt und die Methode in den
folgenden Léufen im Hinblick auf maximale Beladung bei minimaler Laufzeit und kleiner
Ubergangsfraktion angepasst. Die gesammelten Fraktionen wurden an der analytischen OD-
Saule unter den optimierten Bedingungen kontrolliert. Die mobile Phase aus den Trennungen
konnte durch Redestillation am RV 1:1 wiedergewonnen werden. Eine Temperaturerhohung
auf 30 °C in den weiteren priparativen Laufen verbesserte die Peakschirfe und verringerte
damit die FraktionsgroB3e erheblich, was die etwas verringerte Selektivitidt der Trennung mehr

als aufwog.
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Auftrag| T[°C] | FluB |tr E1 |t E2| Fr.1 Fr.2 Fr.3 Fr.4 Fr.5
100mg | 25 224 | 229 | n.d. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
250mg | 25 230 | 26,3 | nd. | 100: 100:0 | 75:25| 7:93 16 : 84
250mg | 30 221 | 17,0 | 29,0 | 100 : 100:0 [39:61| 0:100 0:100
250mg | 30 221 | 159 | 27 |100: 100:0 |45:55(0,8:99,2| 0:100
500mg | 30 230 | 13,4 ] 23,3 1100:0/99,5:0,5]31:69 [3,8:96,2| 0:100
500mg | 30 230 | 149 | 27,0 | 100 : 100:0 | 40:60 |1,4:98,6| 1,4:98,6
550mg | 30 236 | 13,9 | 26,0 | 100:0 [99,4:0,6 | 29,71 2:98 0:100

(=] ) [l e}l fan ) an)

Tabelle 20: Zusammenfassung der Laufe zur priparativen Aufreinigung von (-)-O/W3 an der
Chiralcel® OD-Séule (5 x 50 cm)

Die Fraktionen 1 und 2 wurden als (-)-O/W3, die Fraktionen 4 und 5 als nrac-(+)-O/W3 bei
360 mbar/40 °C an getrennten Rotationsverdampfern einrotiert. Die Ubergangsfraktion 3
wurde gesondert abdestilliert und die erhaltene nicht racemische Mischung fiir eine spétere
Aufarbeitung zuriickgestellt.

Die Gesamtausbeute aus den sieben Laufen betrug 1,717 g (-)-O/W3 der Reinheit 99,9 % ee,
die mit Ether/HCl, zu 1,876 g (-)-O/W3-HCI vom Schmelzpunkt 144 °C (Isopropanol/Hexan)

umgesetzt wurden. Die spezifische Drehung a7 des Hydrochlorids in Methanol (3,9 mg/ml)

wurde mit -7,6° bestimmt. Aus den Fraktionen 4 und 5 wurden 134 mg (+)-O/W3 (90,7 % ee)
erhalten, die zum Rohprodukt zur Reinigung von (+)-O/W3 (74 % ee, 47) gegeben wurden.

4.3.2.2.  Gewinnung von (+)-O/W3

Aus den aus der Synthese erhaltenen 2,55 g (+)-O/W3-HCI (74 % ee) wurden nach 4.3.2.1.
2,32 g O/W3-Base in Freiheit gesetzt. Aus der Substanz wurde zusammen mit den aus der
Trennung von (-)-O/W3 erhaltenen 134 mg (+)-O/W3-Base (90,7 % ee) nach Methode
4.3.2.1. die Stammlosung fiir die préparativen Trennungen hergestellt.

Startbedingungen fiir die erste praparative Trennung waren die durch Errechnung iiber die
empirischen Faktoren aus den analytischen Daten erhaltenen Parameter, in die die Daten aus

der Trennung von (-) O/W3 mit einflossen.
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(-)-O/W3 Faktor +)-O/W3
Substanzauftrag: 500 mg 0,5 250 mg
Flussrate: 230 ml/min - 240 ml/min
Saulentemperatur: 30°C 1 30°C
Detektion: 220 nm - 220 nm

Unter diesen Bedingungen wurde eine erste Trennung durchgefiihrt und die Methode in den
folgenden Lédufen im Hinblick auf maximale Beladung bei minimaler Laufzeit und kleiner

Ubergangsfraktion angepasst. Die Kontrolle der aufgefangenen Fraktionen erfolgte analog

4.3.2.1.

Auftrag| T [°C] |FIuB| tr E1 [tr E2| Fr.1 Fr.2 Fr.3 Fr.4 Fr.5
250mg | 30 241 | 15,6 | 18,3 | 99,3:0,7 | 13:87 ]0,6:99,4| 0,3:99,7 | 2:98
250mg | 30 251 | 16,9 | 20,1 | 99,5:0,5 | 17:83 |[1,2:98,8] 0,3:99,7 {0,6:99.4
250mg | 30 266 | 18,2 | 21,5 100:0 15:85 10,3:99,7| 0:100 | 0:100
400mg | 30 270 | 16,1 | 18,8 | 98,6:1,4 |14,9:85,1(0,6:99,4| 0,5:99,5 | 0:100
400mg | 30 270 | 15,9 | 18,5 | 99,6:0,4 | 17:83 ]0,4:99,6| 0:100 | 0:100
400mg | 30 270 | 154 | 17,9 | 99,5:0,5 |23,1:76,9|0,7:99,3] 0,1:99,9 | 0:100
400mg | 30 270 | 16,2 | 19,0 99:1 [21,5:78,5]0,6:99,4| 0,2:99,8 | 0:100
300mg | 30 270 | 15,3 | 17,7 100:0 35:65 1:99 {0,1:99,9 | 0:100

Tabelle 21: Zusammenfassung der Laufe zur priparativen Aufreinigung von (+)-O/W3 an
der Chiralcel® OD-Siule (5 x 50 cm)

Die Aufarbeitung der Fraktion 1 als (-)-O/W3, der Fraktionen 3 bis 5 als (+)-O/W3 sowie der
Ubergangsfraktion 2 erfolgte analog 4.3.2.1.

Die Gesamtausbeute aus den acht Laufen betrug 253 mg (-)-O/W3 der Reinheit 99,8 % ee und
1,834 g (+)-O/W3 der Reinheit 98,4 % ee, die mit Ether/HClg zu 257 mg bzw. 1,996 g
(Schmelzpunkt 146 °C) der entsprechenden Hydrochloride umgesetzt wurden. Die spezifische

Drehung a7’ des (+)-O/W3-HCI in Methanol (4 mg/ml) betrug +7,5°.

4.3.2.3. Gewinnung von (-)-O/W13

Aus den aus der Synthese erhaltenen 2,37 g (-)-O/W13-HCl (83 % ee) wurden nach
Aufarbeitung analog zur im Abschnitt 4.3.2.1. beschriebenen Methode 2,30 g Base erhalten,

die in der mobilen Phase zu einer Stammlosung mit ca. 100 mg/ml geldst wurden.
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Startbedingungen waren die durch Errechnung iiber die empirischen Faktoren aus den
analytischen Daten erhaltenen Parameter, die durch die Erfahrungen aus der Trennung von
O/W3 erweitert wurden, wie es anhand der Gegeniiberstellung der Endbedingungen der
Trennungen von (-)-O/W3 und der Startbedingungen fiir die prdparative Trennung von

(-)-O/W13 ersichtlich ist.

analytisch praparativ (-)-O/W3 praparativ (-)-O/W13

Substanzauftrag: 300 ug 500 mg 100 mg
Flussrate: 1,5 ml/min 236 ml/min 250 ml/min
Saulentemperatur: 25°C 30 °C 25°C
Detektion: 220 nm 220 nm 220 nm

Unter diesen Bedingungen wurde eine erste Trennung durchgefiihrt und die Methode in den
folgenden Léufen im Hinblick auf maximale Beladung bei minimaler Laufzeit und kleiner
Ubergangsfraktion angepasst. Die Analytik der Fraktionen musste mit der analytischen AD-
Sdule durchgefiihrt werden, da die vorhandene analytische OD-Sdule am Ende ihrer
Lebenszeit keine befriedigenden Trennergebnisse mehr liefern konnte. Hierbei war die
Elutionsumkehr der Enantiomere beim Sdulenwechsel zu beachten. Die Angaben der

Enantiomeren-verhéltnisse der Fraktionen beziehen sich jeweils auf die Elutionsreihenfolge

an der OD-Phase.

Auftrag | T[°C] | FluB | tr E1 |tr E2| Fr.1 Fr.2 Fr.3 |Fr.4|Fr.5
100 mg 25 251 | 209 | --- n.d. n.d. n.d. nd. | nd.
100 mg 30 251 | 20,8 --- |1 98,8:1,2 | 72,8:27,2 [22,8:44,2|21:79| ---
150mg | 35 260 | 19,7 | --- | 97,6:24 89:11 57:43 ]39:61|23:77
150mg | 30 266 | 19,0 | --- | 98,8:1,2 79:21 42:58 | 35:65|46:54
500 mg 30 270 | 15,2 --- 196,5:3,5 80:20 54:46 | 53:47 |43:57
500mg | 30 270 | 16,2 | --- 96:4 80:20 54:46 |20:80 | 16:84
500 mg 30 270 | 154 | --- ]95,54,5 79:21 49:51 (2476 | ---
500 mg 31 270 | 14,5 --- 196,5:3,5 78:22 56:44 --- ---

Tabelle 22: Zusammenfassung der Laufe zur préparativen Aufreinigung von (-)-O/W13 an

der Chiralcel® OD-Siule (5 x 50 cm)

Die Fraktionen 1 und 2 wurden als (-)-O/W13 bei 360 mbar/40 °C einrotiert. Die Fraktionen 3
bis 5 (Ubergang) wurden getrennt abdestilliert und die erhaltene nicht racemische Mischung

fiir eine spétere Aufarbeitung zuriickgestellt.
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Die Gesamtausbeute aus den acht Liufen ergab 1,565 g (-)-O/W13 der Reinheit 87,2 % ee,
die mit Ether/HCIg zu 1,687 g Hydrochlorid vom Schmelzpunkt 112 °C umgesetzt wurden.
Die spezifische Drehung des Hydrochlorids in Methanol (1,1 mg/ml) betrug -33,4°.

4.3.2.4. Gewinnung von (+)-O/W13

Aus den aus der Synthese erhaltenen 2,124 g (+)-O/W13-HCI (79,5 % ee) wurden nach
Aufarbeitung analog zur im Abschnitt 4.3.2.1. beschriebenen Methode 2,034 g Base erhalten,
die in der mobilen Phase zu einer Stammldsung mit ca. 100 mg/ml geldst wurden.

Da schon in den Laufen zur Trennung von (-)-O/W 13 keine zwei aufgelosten Peaks detektiert
werden konnten, wurde (+)-O/W13 durch gezieltes Schneiden des Hauptpeaks unter den
gefundenen Trennbedingungen fiir (-)-O/W13 (4.3.2.3.) und Fraktionskontrolle an der AD-

Phase aufgereinigt.

Auftrag| T |FluB|trEl |trE2| Fr.1 Fr.2 Fr.3 Fr. 4 Fr.5
[°C]

500mg | 30 | 270 | --- | 164 | 45/55 15/85 | 5,4/94,6 | 1,75/98,25| 7/93

500 mg 30 285 --- 15,5 |70,5/29,5|7,7/92,3| 3/97 3,5/96,5 8/92

500mg | 35 | 285 | --- | 154 |26,5/73,5| 7/93 5/95 9/91 10/90

500 mg 30 285 --- 15,4 30/70 8/92 |4,5/95,5| 0,5/99,5 |0,5/99,5

Tabelle 23: Zusammenfassung der Laufe zur praparativen Aufreinigung von (+)-O/W13 an
der Chiralcel® OD-Séule (5 x 50 cm)

Die Fraktionen 2 bis 5 wurden als (+)-O/W13 bei 360 mbar/40 °C einrotiert. Die Uber-
gangsfraktion 1 wurde getrennt abdestilliert und die erhaltene nicht racemische Mischung fiir
eine spatere Aufarbeitung zuriickgestellt.

In der Gesamtaubeute aus den vier Liufen wurden 1,556 g (+)-O/W13 der Reinheit 87 % ee
erhalten, die mit Ether/HClg zu 1,679 g Hydrochlorid vom Schmelzpunkt 111 °C umgesetzt
wurden. Die spezifische Drehung des Hydrochlorids in Methanol (1,1 mg/ml) betrdgt +33,3°.
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4.4. Bestimmung der physikochemischen Parameter der O/W-Substanzen

4.4.1. Bestimmung der pKs-Werte

Die Bestimmung der pK-Werte der synthetisierten Verbindungen erfolgte in Ahnlehnung an
die Methode nach Albert und Serjeant [135] durch Titration der O/W-Hydrochloride mit 0,01-
M NaOH unter Einsatz einer PC-gesteuerten Titrino®-Station (716 DMS Titrino und pH-
Einstabmesskette pH 0 - 14, Metrohm AG, Herisau, CH; Software Metrodata TiNet 2.5). Da-
zu wurden 5*10™ molare Losungen der Salze in CO,-freiem Wasser hergestellt. Jeweils 30,0
ml Losung wurden auf 25,0 °C temperiert und in 0,1 ml-Schritten mit der MaBldsung titriert.
Der pH-Wert der Losung wurde nach jeder Volumenzugabe gemessen (Wartezeit 20 s). Aus
der Henderson-Hasselbalch-Gleichung wurde fiir jeden MeBpunkt zwischen Titrationsgrad
0,1 und 0,5 der pKs-Wert der Verbindung berechnet. Die errechneten Werte wurden gemittelt.
Fiir jede Verbindung wurden drei Titrationen durchgefiihrt. Zur Uberpriifung der Methode
wurde Fomocain-HCI als Standard unter den selben Bedingungen titriert. Der erhaltene pKs-

Wert stimmt mit den in der Literatur veroffentlichten Werten iiberein. [38, 99]

4.4.2. Bestimmung der Tribungs-pH-Werte

Die Triibungs-pH-Werte wurden unter standardisierten Bedingungen bestimmt [75, 95]. Dazu
wurden 5*10™* molare Losungen der Hydrochloride in 0,1-M KCI-Losung hergestellt. Jeweils
25,0 ml Losung wurden auf 25,0 °C temperiert und bis zur bleibenden Triibung mit 0,01-M
NaOH titriert und anschlieBend mit 0,01-M HCI bis zum Aufklaren der Losung zuriicktitriert.
Der Mittelwert aus den am Triibungs- und am Klarpunkt gemessene pH-Werten (Digital pH-
Meter pH 525, WTW, Weilheim mit einer InLab® 410 Einstabmesskette, Mettler Toledo
GmbH, Greifensee, CH) entspricht dem Triibungs-pH. Zur Erhéhung der Genauigkeit der
Ablesung wurde vor einem dunklen Hintergrund bei diffusem Licht gearbeitet. Da der
Triibungs-pH-Wert einer Verbindung unter anderem auch von der eingesetzten Konzentration
und der Ionenstirke der Losung abhingt, wurde, um eine bessere Vergleichbarkeit der
MeBwerte zu gewihrleisten, Fomocain-HCl unter den selben Bedingungen als

Referenzsubstanz mitgefiihrt. Fiir jede Verbindung wurden drei Bestimmungen durchgefiihrt.
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4.4.3. Berechnung der Wasserloslichkeit der Basen

Sind von einer Verbindung der pKs-Wert und der Triibungs-pH-Wert bekannt, kann die
molare Wasserloslichkeit der freien Base [B] nach Gleichung (2) ndherungsweise berechnet

werden [136].

S
[B] = 1+1Osz—pH (2)

S = Substratkonzentration

pH

Triibungs-pH-Wert bei der eingesetzten Konzentration [S]

4.4.4. Bestimmung von IgP und IgD

Der Partition Coefficent (P) als Ausdruck des Konzentrationsverhéltnisses einer geldsten
ungeladenen Substanz zwischen zwei nicht miteinander mischbaren Phasen (z.B.
n-Octanol/Wasser) dient zur Abschitzung der Verteilung von Substanzen zwischen lipophilen
und hydrophilen Kompartimenten im Kdorper. Im Falle von ionisierbaren Substanzen wie den
basischen Fomocainderivaten bestimmen der pH-Wert der hydrophilen Phase und der pKs-
Wert der Verbindung den Ionisationsgrad und damit die Konzentration der freien zur
Verteilung befdhigten Base. Der daraus resultierende Distribution Coefficient (D) steht {iber

Gleichung (3) mit P in folgendem Zusammenhang:

lgD=lgP—lg(l+10pH_pKS) 3)

Die Bestimmung der Verteilungskoeffizienten erfolgte mit einer etablierten HPLC-Methode
[97, 98] anhand der Vorgaben der OECD Guideline for testing of chemicals [96].

HPLC-System: Systemcontroller SCL10-Avp, Autoinjektor SIL-10A, UV-Detektor
SPD-10A, 2 Pumpen LC-10A, PC-gestiitzte Steuerung und
Auswertung mit der Software CLASS-VP 5.03 (alle Shimadzu,
Duisburg)

stationdre Phase: LiChrospher® 100-RP18 (250-4, 5 um), mit Vorsdulenkartusche
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Chromatographie: ~ FluBrate 1,6 ml/min, Injektion 10 pl, Detektion UV 218 nm, mobile
Phase Methanol/Puffer pH 7,4 (0,2745 g KH,POy4, 1,8 g Na,HPOy, 0,1
ml Diethylamin ad 1000 ml) 75/25

Kalibriert wurde das System mit Lokalanisthetika, deren IgP-Werte aus der Literatur [75, 99,
100] bekannt waren (Tabelle 24). Zur Totzeitbestimmung diente Thioharnstoff. Die
Referenzsubstanzen sowie O/W1-16-HCI wurden in der mobilen Phase, die Thioharnstoff in
der Konzentration von 100 pg/ml enthielt, zu 50-100 pg/ml gelost und in die HPLC injiziert.
Die aus der Auftragung der dekadischen Logarhithmen der aus den Chromatogrammen der
Referenzsubstanzen ermittelten Kapazititsfaktoren k” gegen die IgP-Werte erhaltene Kalib-
riergerade der Funktion 1gP=f(Igk”) zeigt eine gute Linearitdt (Abb. 39). Fiir jede Substanz

wurde eine Doppelbestimmung durchgefiihrt.

Kalibriergerade IgP-Werte
Verbindung IgP X
Procain-HCI 1,87
Prilocain-HCI 2,06 5
Articain-HCI 1,90
Lidocain-HC1 2,51 B | | |
Tetracain-HC1 3,47 04 02 o R 04 05 08
Fomocain-HCI 3,85
Tabelle 24: 1gP-Werte der Verbind- Abb. 39: Kalibriergerade zur IgP-Be-
ungen zur Kalibrierung stimmung der O/W-Verbind-
ungen
4.5. Weitere Analytische Methoden
Massenspektrometrie

Die ES-Massenspektren der Verbindungen wurden mit einem Tripel-Quadrupol Massen-
spektrometer VGQuadro (Fisons Instruments, Mainz) am Hans-Knoll-Institut, Jena aufge-
nommen. Die Messungen im EI-Modus wurden im Institut fiir Anorganische und Analytische
Chemie der FSU Jena an einem Finnigan™ SSQ 710 (Thermo Electron Corporation, USA)
durchgefiihrt.



4. Experimenteller Teil 120

NMR-Spektoskopie

Die Aufnahme der NMR-Spektren erfolgte im Institut fiir Organische und Makromolekulare
Chemie der FSU Jena an einem Avance 250- bzw. Avance  400-Spektrometer (Bruker

BioSpin, Rheinstetten).

DC und SC

Fiir alle DC-Analysen wurden mit Kieselgel 60 F;s4 beschichtete DC-Alufolien (VWR,
Darmstadt) verwendet. In der Sdulenchromatographie kam ausschlielich Kieselgel 60 (0,06 -
0,2 mm, VWR, Darmstadt) zum Einsatz. Alle verwendeten Losungsmittel wurden vor

Gebrauch frisch destilliert.

UV-Spektroskopie

Die Absorptionskoeffizienten der O/W-Verbindungen ergaben sich aus der Analyse ihrer UV-
Spektren, die an einem Zweistrahl-photometer V-570 (Jasco, GroB-Umstadt) mit PC-

Steuerung (Spectra Manager 1.53) aufgenommen wurden.

Polarimetrie

Die Bestimmung der optischen Aktivitdt der nichtracemischen Mischungen und der Enan-
tiomere erfolgte an einem elektronischen 4-Filter Polarimeter Polartronic E (Schmidt +

Haensch, Berlin).

Schmelzpunkte

Die Schmelzpunkte der Hydrochloride wurden mit einem Gerdt der Typs Meltemp II
(Laboratory Devices, USA) mit angeschlossenem Digitalthermometer Fluke 51KJ (Fluke,

Moorestown, USA) bestimmt. Alle Schmelzpunktangaben sind unkorrigiert.
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Refraktometrie

Die Brechungsindices der synthetisierten Fliissigkeiten wurden mit einem Abbé-Refrak-

trometer (Carl Zeiss, Jena) bestimmt.

GC und GC-MS

Die Durchfithrung der GC-Analysen erfolgte mit einem GC-Automaten GC-14A (Shimadzu,
Duisburg) mit FI-Detektion an einer Kapillarsdule DB-5 (Ladnge 30 m, 0,25 mm ID, Film 0,25
um) der Firma J & W Scientific (Folsom, USA). Die Aufnahme und Auswertung der Chro-
matogramme erfolgte unter isokratischen Bedingungen (Injektor 300°C, Sdulentemperatur
100°C, FID 300°C, Tragergas Stickstoff, 0,5 bar) PC-gestiitzt iiber die Software CLASS LC5
(Shimadzu, Duisburg).

Fiir die GC-MS Messungen wurde ein G 1800C, GCD Plus System (Hewlett Packard, USA)
mit El-Detektion verwendet. Die Chromatographie (Trigergas Helium 0,9 bar) der Morpho-
linderivate an einer HP-5ms Kapillarsdule (Ladnge 30 m, 0,25 mm ID, Film 0,25 pm, J & W
Scientific) wurde unter den oben angegebenen Bedingungen durchgefiihrt. Zur Analyse von 2
und 3 wurden folgende Bedingungen angewendet: Injektor 250 °C, Detektor 280 °C, Tempe-
raturprogramm mit 100 °C fiir 3 min, danach heizen auf 280 °C mit 10 °C/min,

Endtemperatur halten fiir 19 min, Gesamtlaufzeit 40 min.

4.6. Biopharmazeutische und pharmakologische Untersuchungen

4.6.1. Bestimmung der Plasmaeiwei3bindung von O/W3 und O/W13

Fomocain-HCl, O/W3- und O/W13-HCI wurden in Phosphatpuffer pH 7,4 (0,2745 g
KH,POy4, 1,8 g Na,HPOy, 0,1 ml Diethylamin ad 1000 ml) in einer Konzentration gelost, die
der halben errechneten Basenloslichkeit entsprach. 1,0 ml Stammldsung wurden zu 1,5 ml
Humanplasma (DRK, Blutspendedienst Jena) in ein Centrisart“-R6hrchen (Sartorius, Got-
tingen) gegeben und zur Gleichgewichtseinstellung 20 min bei Raumtemperatur stehen gelas-
sen. Danach wurde die Filtereinheit (Schwimmer) aufgesetzt und zur vollstindigen Benetzung
der Membran weitere fiinf Minuten stehengelassen. Danach wurde zunéchst fiir 2 min bei
2300 U/min (1600 x g) und anschlieBend fiir 45 min bei 3600 U/min (2500 x g) in der
zentrifugiert (Zentriguge EBA 30, Hettich, Tuttlingen). Nach der Zentrifugation wurde das
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Filtrat aus dem Schwimmer abpipettiert, wobei die Einheit noch zwei mal mit je 0,5 ml Puffer
gespiilt wurde. Das Filtrat wurde mit verdiinnter NaOH auf pH 10-11 alkalisiert und drei mal
mit 2,0 ml n-Hexan ausgeschiittelt. Nach Trocknen der organischen Phase iiber Na,SO4
wurden 5,0 ml Losung abgenommen und zur Trockne eingedampft. Der Riickstand wurde mit
250 pl n-Hexan aufgenommen. Von dieser Losung wurden 100 pl in die HPLC (Chiralpak®
AD, 1,25 % Ethanol, FluB 0,8 ml/min, 220 nm, 30 °C) injiziert. Der ungebundene
Substanzanteil wurde iiber Kalibrierreihen der Verbindungen, das Enantiomerenverhéltnis
iiber das Verhiltnis der Peakflichen in den Chromatrogrammen bestimmt. Jede Bestimmung
wurde doppelt durchgefiihrt und zu jeder Substanz zwei 100%-Werte mit Puffer anstatt
Plasma mitgefiihrt.

4.6.2. Abbau von O/W3 und O/W13 durch Rinderleberhomogenate

100 g schlachtfrische Rinderleber vom Schlachthof Jena wurden kleingeschnitten, mit
eiskaltem Tris/KCl-Puffer pH 7,4 gewaschen, im Verhétnis 1:2 (m/V) in Tris/KCl-Puffer
suspendiert und fiir ca. eine Minute in einem Waring Blender (Waring Products Division,
Connecticut, USA) bei 22000 U/min vorhomogenisiert. Nach Feinzerkleinerung der
Gewebebruchstiicke mittels eines UltraTurrax” T25 (Janke & Kunkel, IKA-Labortechnik) bei
14000 U/min fiir 30 Sekunden wurde das Homogenat 20 min bei 4 °C und 10000 g in einer
Beckman Ultrazentrifuge (Optima®-LE mit Festwinkelrotor 70 Ti, Beckman Instruments,
USA) zentrifugiert. Eine Hilfte des resultierenden 10000 g Uberstandes wurde fiir die
Untersuchungen zuriickgestellt und bei -80 °C gelagert. Die andere Héilfte wurde dann bei
4 °C und 140000 g fiir 80 min zentrifugiert. Das dabei erhaltene Sediment wurde als Mikroso-
menfraktion ausgewogen, im doppelten Volumen Tris/KCl-Puffer suspendiert und bei -80 °C
gelagert. Auf einen Waschschritt zur Aufreinigung der Mikrosomen wurde verzichtet, da die
verldngerte Zentrifugationszeit erfahrungsgeméll zu z.T. erheblichen Aktivitdtsverlusten der
Préparate fiihrt.

Vor Beginn der Inkubationen wurden der 10000 g-Uberstand und die Mikrosomenfraktion
einer Proteingehaltsbestimmung nach Folin-Ciocalteu-Lowry [137] sowie einer photo-
metrischen Enzymaktivitdtsbestimmung unterworfen [138].

Fiir O/W3 und O/W13 wurde je eine Versuchsreihe mit dem 10000 g-Uberstand und der
Mikrosomensuspension durchgefiihrt. Dafiir wurden Stammldsungen der Hydrochloride in
einer Konzentration von 22,15 (O/W3) bzw. 22,06 mg/50 ml (O/W13) hergestellt. Je 0,5 ml

dieser Losung wurden in 10 Ansédtzen mit jeweils 2,0 ml Cofaktorldsung [99] und 1,0 ml
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Leberhomogenat versetzt und bei 38 °C im Schiittelwasserbad (Haake SWB 20, Haake
Industrie, Berlin) unter Luftzutritt inkubiert. Zu den festgelegten Zeiten t=10, 20, 30, 45, 60
und 90 min wurde die Inkubation durch Zugabe von einer Spatelspitze festen Natrium-
carbonats und Uberfiihren der Probe unter Nachspiilen mit 0,5 ml Phosphatpuffer auf eine mit
4,5 g Extrelut® NT gepackte Extraktionssdule gestoppt. Nach einer Einwirkzeit von 10 min
auf die Sdule wurde mit 40 ml frisch destilliertem Ether eluiert. In gleicher Weise wurden
zwel Blindwerte mit Puffer- statt Substratlosung und zwei t-Werte mit durch Hitze-
einwirkung inaktiviertem Leberprdparat hergestellt, um zum einen Storpeaks aus der
organischen Matrix identifizieren zu konnen und zum anderen, um einen Startwert fiir eine
semiquantitative Auswertung der Versuche zu erhalten. Die Eluate wurden auf dem Wasser-
bad zur Trockne eingedampft und der Riickstand in 1,0 ml n-Hexan aufgenommen. Die erhal-
tenen Losungen wurden iiber HPLC (Chiralpak® AD, 1 % Ethanol, FluB3 0,8 ml/min, 220 nm,
25 °C, Injektion 20 pl) untersucht.

Aufgrund starker Schwankungen in der extrahierten Substanzmenge durch die ausgepigte
Proteinbindung der Substanzen sowie UnregelméBigkeiten in der Sdulenpackung (Wieder-
findungraten zwischen 20 und 105 %) eignete sich die gewdhlte Methode nicht zur
quantitativen Bestimmung der zum Zeitpunkt X noch vorhandenen Substratmenge und
erlaubte somit keine Bestimmung der Umsetzungsgeschwindigkeit. Jedoch lie sich iiber die
Bestimmung des Enantiomerenverhiltnisses erkennen, welches Enantiomer ggf. bevorzugt

von den im Leberhomogenat enthaltenen Enzymen umgesetzt wurde.

4.6.3. Interaktionen mit CYP-Isoenzymen in vitro

Die Untersuchungen iiber Interaktionen der Verbindungen O/W1, 3,5, 7,9, 11, 13 und 15 mit
dem Cytochrom-P450-Enzymsystem wurden am Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie
der FSU durchgefiihrt [126].

Zur Gewinnung der 9000 g Uberstinde und Mikrosomen wurden die Lebern ménnlicher, zwei
Monate alter Ratten (Han:WIST, eigene Zucht) im Verhéltnis 1:3 (m/V) in 0,1-M Phos-
phatpuffer pH 7,4 homogenisiert (Potter-Elvejhem-Homogenisator, B. Braun, Melsungen).
Durch Zentrifugation des Homogenates bei 9000 x g fiir 20 min bei 4 °C in einer Centrifuge
5403 (Eppendorf, Hamburg) wurden die 9000 g Uberstinde gewonnen. Prizipitation mit
Magnesiumchlorid nach Silman et al. [139] lieferte die Lebermikrosomen. Die Organ-

praparate wurden in fliissigem Stickstoff schockgefroren und konnten so iiber einige Wochen
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bei -80 °C gelagert werden. Vor Beginn der Experimente wurde der Proteingehalt der Pra-
parate mit der nach Klinger und Miiller [ 140] modifizierten Biuret-Methode bestimmt.

Vor Beginn der Modellversuche zu den Cytochrom-P450 vermittelten Monooxigenasereaktio-
nen wurden Substratbindungsspektren der Substanzen in den Mikrosomensuspensionen nach
der von Schenkman et al. [141] beschriebenen Methode aufgenommen. Der EROD-Test
wurde mit den 9000 g Uberstinden nach Pohl und Fouts [142] mit Modifizierungen, der
PROD-Test nach Lubet et al. [143] mit fluorimetrischer Bestimmung des Metaboliten
Resorufin durchgefiihrt. Beim ECOD-Test wurde der Hauptmetabolit 7-Hydroxycumarin
nach Aitio [144] fluorimetrisch bestimmt. Im EMND-Test wurde die Bildung des Reak-
tionsprodukts Formaldehyd nach der von Nash [145] beschriebenen Methode mit Modifika-
tionen nach [146] photometrisch gemessen. Alle in den Modellreaktionen ermittelten Enzym-

aktivititen wurden auf den zuvor ermittelten Proteingehalt der 9000 g Uberstinde bezogen.

46.4. Tierversuche

Die pharmakologischen Untersuchungen am Ganztier wurden am Institut fiir Pharmakologie
und Toxikologie der FSU durchgefiihrt. Fiir alle Tierversuche lag eine Genehmigung der Tier-
schutzkommission des Freistaates Thiiringen vor.

Samtliche Untersuchungen zur lokalanésthetischen Wirkung der Substanzen O/W 1, 3, 5,7, 9,
11, 13 und 15 sowie ihrer Toxizitit wurden an 2 Monate alten weiblichen Wistar-Ratten
(Han:WIST, eigene Zucht) mit einem Gewicht zwischen 155 und 230 g durchgefiihrt. Jede
Konzentration der Substanzen wurde an je 6 Versuchstieren gegen Fomocain als Standard
getestet. Aufgrund der schlechten Wasserldslichkeit der Fomocainderivate mussten die
Substanzen in Tylose (0,5 % in Wasser m/V) oder Propylenglycol/Wasser (1:1) in den
erforderlichen Konzentrationen gelost werden. In Blindversuchen wurde gezeigt, dass die ver-
wendeten Losungsmittel in den eingesetzten Mengen keine lokalandsthetische Eigenwirkung
haben und untoxisch sind. Zu den Untersuchungen der Wirkung der Enantiomere von O/W3
und 13 wurde das jeweilige Losungsmittel des entsprechenden Racemates verwendet.

Auf die Dauer der Oberfldchenanisthesie gibt das Ausbleiben des LidschluBreflexes nach
Reizung der Cornea am anisthesierten Auge Aufschluss [128]. Dazu wurden die Tiere in eine
flache Ethernarkose versetzt und am linken Auge 0,05 ml der Priiflésung appliziert. Nach
einminiitigem Einwirken wurde das Auge mit 1,0 ml physiologischer Kochsalzlésung gespiilt

und mit einer Parodontalsonde alle zwei Minuten der LidschluBreflex gepriift. Als Ende der
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Aniésthesie galt ein mindestens dreimaliges Auslosen des Reflexes bei zehnmaliger Reizung
innerhalb von vier Sekunden.

Am Nervus ischiadicus wurden die Leitungsanisthesie und Paresedauer bestimmt. Die
Ermittlung beider Parameter ist notwendig, da es auch ohne anésthesierende Wirkung am
Nerven zu ldngeren L&hmungserscheinungen kommen kann. Dazu wurden 0,05 ml
Priiflosung/100 g KG exakt an den Nervus ischiadicus am linken Hinterbein des
Versuchstieres appliziert. Als Dauer der Leitungsanésthesie galt der Zeitraum bis zum
Wiederauftreten des Wegziehreflexes bei Reizung der Pfote mit einer stumpfen Nadel alle 2
min. Die Parese driickte sich durch hinkenden Gang der Tiere sowie durch enge
Zehenstellung der Pfote und mangelnden Halt an den Gitterstdben beim Drehen des Kéfigs
aus. Fand die Pfote wieder Halt an den Gitterstidben, galt die Parese als beendet [129].

Die approximative LDy, wurde nach Miller und Tainter [130] bestimmt. Nach orientierenden
Vorversuchen an jeweils einem Tier wurden drei bis fiinf Dosierungen (n = 6) intraperitoneal
appliziert, die zu Letalititsraten zwischen 20 und 80 % fiihrten. Die Zeiten des Wirkungs-
eintritts und des Todes wurden festgestellt, sowie Verhaltensinderungen der Tiere proto-

kolliert. Die LD, wurde aus den Uberlebensraten iiber eine Regressionsgerade ermittelt.
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5.1. Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen
AbDb. Abbildung

aq. dquatorial

Ar. Aryl

AV atrioventrikulér

ax. Axial

BTX Batrachotoxin

COSY Correlated Spectroscopy

CSP chirale stationdre Phase

CYP Cytochrom P450

d Dublett

DC, dc Diinnschichtchromatographie, diinnschichtchromatographisch
DEPT Distortionless Enhancement by Polarization Transfer
El Enantiomer 1

E2 Enantiomer 2

EC effektive Konzentration
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ee Enantiomereniiberschuss

El Elektronenstossionisation

EMND Ethylmorphin-N-Demethylierung
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Fl Flammenionisation

GC, gc Gaschromatographie, gaschromatographisch
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HPLC, hplc Hochleistungsfliissigchromatographie, mittels HPLC
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ID innerer Durchmesser

I p. intraperitoneal

k. A. keine Angabe(n)

k. E. kein Effekt

KG Korpergewicht
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LA Lokalandsthetikum, -a
LDsg Letale Dosis 50

LPO Lipidperoxidation

m Multiplett

MeOH Methanol

M, relatives Molekulargewicht
MS Massenspektrometrie

n. b. nicht bestimmt

n. d. nicht detektiert

NMR Kernresonanzspektroskopie

NOESY Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy

PEB Plasmaeiweiflbindung

PROD Pentoxyresorufin-O-Depentylierung
rac, nrac racemisch, nicht racemisch

rel. Int. relative Intensitit

RP Umkehrphase

RV Rotationsverdampfer

S Singulett

SC, sc Sdulenchromatographie, sdulenchromatographisch
t Triplett

TBME tert-Butylmethylether

TCA Tricyclische Antidepressiva

TOCSY Total Correlated Spectroscopy
TOMACI Trioctylmethylammoniumchlorid

t, Retentionszeit

TTX Tetrodotoxin

uv Ultraviolett

ZNS Zentralnervensystem
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