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Arzneistoffe vom Typ N-substituierter Cycloalkylamine, z.B. Pyrrolidin- und
Piperidin-Derivate, werden im Stoffwechsel héufig in ihre 2-Oxoderivate,
dh. in Lactame iibergefithrt. Als anerkannter Mechanismus galt bisher, dafl
durch Cytochrom P-450 und Luft-O zuerst das entspr. Halbaminal gebildet
wird, das durch anschlieBende, schnell verlaufende Dehydrierung das 2-Oxo-
derivat gibt und daher nicht einer C-N-Spaltung zu Aldehyd und Amin
unterliegt.

Versuche mit einem tertidren **0-Aminoxid (N-(4-Fluorbenzyl)-pyrrolidin-
18O-N—oxid) brachten erstmalig den Nachweis einer konkurrierenden Reak-
tion, die direkt von den Aminoxiden zu den entspr. 2-Oxoderivaten fiihrt.
Ein Mechanismus fiir diesen "Frankfurt Shift” wird diskutiert.

N-Oxidation - an Intermediary Step Occuring during Biotransforma-
tion of Cycloalkylamines with Subsequent Formation of their 2-Oxo-
Derivatives

Drugs being N-substituted secondary cycloalkylamines, e.g. derivatives of
pyrrolidine and piperidine, are often metabolized to the corresponding 2-
oxo-derivatives (lactames). The accepted mechanism of this reaction may be
postulated as follows: 1) formation of the semiaminal by cytochrom P-450,
2) rapid oxidation and subsequent formation of the 2-oxo-derivative. This
reaction is fast, so that no cleavage of the semiaminal to the corresponding
aldehyde and amine occurs.- Using an 180.amineoxide (N-(4-fluorobenzyl)-
pyrrolidine-80-N-oxide) an O-shift with the formation of its 2-oxo-deriva-
tive without a semiaminal as an intermediate has been proved. The mechan-
ism of this novel O-shift, which is named "Frankfurt shift", is discussed.

L. Einleitung

Sekundire cycloaliphatische Amine, z.B. Pyrrolidin, Piperidin, Piperazin
oder auch Morpholin, haben sich vielfach als Bausteine bei der Synthese
von Arzneistoffen, z.B. von Psychopharmaka, bewihrt. Die resultierenden
tertiiren Amine werden bei der Biotransformation in der basischen Kompo-
nente unterschiedlich entweder durch Angriff am N oder am benachbarten
C veriindert. Durch Angriff am N entsichen, abhiingig von Basizitiit und
Nucleophilie des Substrats, durch Cytochrom P-450-bzw. FMN-abhiingige
Enzymsysteme N-Oxide, die aufgrund ihrer erhGhten Polaritit und besseren
Wasserldslichkeit durchweg zur renalen Elimination pridestiniert sind?.
Der Angriff am a-C-Atom fiihrt letztlich zu mehreren molekularen Varia-
tionen des betreffenden Arzneistoffes. Die primir gebildeten Halbaminale
sind nahezu ausnahmslos instabil und zerfallen nicht-enzymatisch unter
Lisung der N-C-Bindung zu einem sek. Amin und einem Aldehyd. Dieser
Aldehyd wird durch Aldehydoxidasen zur Carbonsiure oxidiert, so da8 als
Endprodukt eine unphysiologische Aminosiure entsteht, Seltener erfolgt
Reduktion zum Alkohol. Auf diesem Wege wird aus der Pyrrolidinkompo-
nente des Analeptikums Prolintan® bevorzugt eine Aminosdure, ebenso aus
der Piperidinkomponente des Phencyclidin”. Allerdings werden Ringofi-
nungen dieser Art relativ selten beobachtet, weil im allgemeinen die Oxida-
tion des Halbaminals zum entspr. Lactam wesentlich schneller verlduft. Die
beim Prolintan® ebenfalls eintretende Lactambildung (< 1.6%) erfolgt un-
ter quantitativen Aspekten ebenso wie bei der Piperidinkomponente des
Diuretikums Etozolin® (3-4%) in geringerem Umfang als die break-down-
reaction. Das bei diesen Halbaminaloxidationen beteiligte Enzym ist bisher
nicht niher charakterisiert worden, gehort aber wahrscheinlich zv einem
Cytochrom P-450-abhiingigen Enzymsystem, da die Lactambildung z.B.
beim nichtsteroidalen Antiphlogistikum Emorfazon™ durch Vorinkubation
mit Phenobarbital erhoht wird.
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Komplizierter sind die Biotransformationsreaktionen bei Morpholinderi-
vaten. Auch sie kénnen in N-Oxide bei der Korperpassage iibergefiihrt wer-
den. So wird 2.B, das von Oelschldger et al. entwickelte Analgetikum 3-(B-
Morpholinoethoxy)-1H-indazol (O/Ma 35)® bei 3 Species (Ratte, Hund,
Mensch) ebenso wie das Lokalanédsthetikum Fomocain”’ (Ratie, Hund) am
N oxidiert. Da zwei Heteroatome im Morpholinring enthalten sind, entste-
hen 2- und/oder 3-Oxoderivate. Als Zwischenprodukte fallen entweder ein
instabiles basisches Halbacetal oder ein instabiles Halbaminal an, die wei-
terreagieren. Das Halbacetal kann sich entweder durch O-Dealkylierung
oder durch enzymatische Oxidation zum entspr. basischen Lacton stabilisie-
ren. Das beteiligte Enzym ist eindeutig Cytochrom P-450-abhingig, da die
Lactonbildung durch 3-Methylcholanthren induzierbar ist®. Ein solcher Ab-
lauf der Biotransformation ist beim B-Blocker Timolol® beobachtet worden.
Beim Analeptikum Doxapram” erfolgt dagegen die Oxidation am C-3 unter
nachfolgender Offnung der Morpholinkomponente.

2. Problemstellung

Aufgrund ihres groBen Dipolmomentes und der dadurch bedingten Solva-
tation werden tert. N-Oxide im allgemeinen rasch renal ausgeschieden und
nicht weiter metabolisiert. Allerdings gibt es auch mehrere Beispiele dafiir,
daB sie im Organismus zu den Ausgangsverbindungen riickreduziert werden
konnen'?. Femer wurde in einigen Fillen eine manchmal bereits bei Kor-
pertemp. verlaufende Cope-Elimination beobachtet, bei der das intermedisr
entstehende Alken sehr rasch weiter metabolisiert wird. Ein solcher Reak-
tionsverlauf ist z.B. vom Antihistaminikum Promethazin'" und vom Anti-
depressivum Equilibrin‘mz) bekannt geworden. Ausnahmen von diesen all-
gemeinen Erfahrungen sind belegt: So ist das N-Oxid des 3-Diethanolami-
no-1-(4-phenoxymethyiphenyl)propans sehr wenig wasserldslich aufgrund
der Bildung von Mizellen. Der cg-Wert wurde mit 3.0 x 10”7 M ermittelt'?,

Uber den O-Shift vom N zum C wurde von W. Sch. zuerst in Miinchen am 20.9.1989 im Rahmen des "4™ International Symposium on the Biological
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Bisher sind aber u.W. kaum Beispiele dafiir publiziert worden, daB N-Oxide
von tertidren cycloaliphatischen Aminen Substrate fiir weitere metabolische
Umsetzungen sein konnen. Lediglich von Oelschldger und Houshfar“) wur-
den bei der i.v.-Injektion von N-Oxiden aus der Fomocain-Reihe an Ratten
sowohl Reduktion als auch p-Hydroxylierung in der Phenolkomponente ge-
funden, wihrend Ringtffnungen nicht beobachtet wurden.

Vor kurzem fanden wir nun, da8 bei der Inkubation von
N-(4-Fluorbenzyl)-pyrrolidinV-oxid (1) mit dem 10000 x
g-Uberstand des Rattenleberhomogenats als einziger Meta-
bolit das entspr. Lactam N-(4-Fluorbenzyl)-pyrrolidon-2 (3)
auftrat' (s. Abb. 1):

F-@-CHZ-N
0
Abb. 1: Biotransformationswege von1zu 3

Dieser Befund konfrontierte uns mit der interessanten Fra-
ge, ob die Bildung dieses Metaboliten auf dem Weg A iiber
die Riickreduktion des N-Oxids 1 zu dem entspr. Amin 2
mit anschlieBender Hydroxylierung am C-2 und Oxidation
dieses Halbaminals zum Lactam oder durch einen vorher
unbekannten, von uns aber vermuteten direkten Shift (Weg
B) des N-Oxid-Sauerstoffs zum C-2 erfolgen konnte, wobei
2 © und 2 H* eliminiert werden.

Um diese Frage experimentell zu kliren, planten wir Ver-
suche mit N-(4-Fluorbenzyl)pyrrolidin-'®0-N-oxid. Da die
Inkubation in einer Atmosphire mit dem mengenmaBig do-
minierenden 1°0, stattfindet, kann das '®0 markierte Lactam
durch die Inkubation eines '®0-N-Oxides nur dann entste-
hen, wenn eine intramolekulare Verschiebung des N-Oxid-
Sauerstoffs zur benachbarten Methylengruppe stattfindet. 1
wurde auch deswegen als Modellsubstanz gewihlt, weil das
ringstindige Fluoratom die als Nebenreaktion verlaufende
Hydroxylierung des Aromaten blockiert. Als Parallelreak-
tion zu dem postulierten Shift verblieb somit lediglich die
Méglichkeit der Oxidation am benzylischen C-Atom unter
Bildung des entspr. Halbaminals mit nachfolgender Tren-
nung der N-C-Bindung, wobei 4-Fluorbenzoesiure bzw, 4-
Fluorbenzylalkohol iiber den intermediidr gebildeten Alde-
hyd neben Pyrrolidin entstehen konnen (s. Abb. 1).

3. Losung des Problems

1 wurde aus N-(4-Fluorbenzyl)-pyrrolidin (2) und '%0,
synthetisiert. Hilfreich war eine von Schmidr'® 1972 be-
schriebene Methode der Synthese '®0-markierter N-Oxide.

*} Herrn Dr. Fehlhaber, Hoechst AG, danken wir fiir einige Messungen.
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Das erforderliche H,'30, wurde nach Anbar et al.'” herge-
stellt, wobei Bariumhydroxid mit Hydroxylamin und '#0,
(*80-Anteil 50%) in Wasser in einer geschlossenen Appara-
tur unter Riihren bei Raumtemp. reagiert. Nach 24 h fillt
markiertes, in HyO unlésliches Bariumperoxid an, das durch
Zentrifugieren abgetrennt wird. Mit Perchlorsdure wird
H,'%0, freigesetzt, durch Vakuumdestillation gereinigt und
bis auf 0.3% (permanganometrische Titration) konzentriert.
2 reagiert mit so geringen Konzentrationen von H,'30, nur
dann in befriedigenden Ausbeuten zum markierten 1, wenn
dem Ansatz Natriumhydrogencarbonat/Natriumpyrophos-

F-QCOOH
{F@?H 'G] ~ Féé)“' o]

OH F@-CHZOH

phat als Katalysator zugesetzt werden'®. Das markierte N-
Oxid wurde sc gereinigt, sein Markierungsgrad betrug
27.7%. )

Die Inkubation wurde bei 37°C mit dem 10000 x g-Uberstand homogeni-
sierter Rattenleber als Enzymldsung, markiertem 1 sowie NADP, Glucose-
6-phosphat, MgCl, und Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase als Cofakto-
ren durchgefiihrt'®, AnschlieBend wurde mit destilliertem Diethylether ex-
trahiert. Die Etherextrakte wurden dc neben den Referenzsubstanzen 1 und
3 auf Kieselgel untersucht. Die bei 265 nm detektierbare Bande von 3
wurde eluiert und ms analysiert.

Dieses Massenspektrum entspricht dem von 3, mit Aus-
nahme von zwei zusétzlichen Signalen bei m/z 195 und
196. Diese 80-bedingten Signale im MS®’ des durch Inku-
bation des 18-O-N-Oxids gewonnenen Lactams beweisen
eindeutig den postulierten Shift des N-Oxid-Sauerstoffs
vom tert. Stickstoff auf die o-Methylengruppe mit nachfol-
gender Deprotonierung, also mit dem Gesamteffekt einer
Oxidation.
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Abb. 2: Méglicher Mechanismus des "Frankfurt Shift"
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Abb. 3: EI-MS der Pyrrolidone

Da die Signale (s. Abb. 3) bei m/z 195 und 196 nur ca.
20% bzw. 10% der Intensitiit des Signals bei m/z 193 auf-
weisen, stellt der gefundene Shift, fiir den wir die Bezeich-
nung "Frankfurt-Shift" vorschlagen, unter quantitativen
Aspekten einen sekundiren Biotransformationsweg dar. Die
Hauptmenge des N-Oxids (ca. 60-70%) wird, wie wir durch
HPLC-Messungen beweisen konnten, zum Amin riickredu-
ziert, das z.T. durch ein Cytochrom P-450-abhéngiges En-

180
LY
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1
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Substrat nichtmarkiertes N-Oxid eingesetzt wurde. Wiren
die beiden Zusatzsignale ein analytisches Artefakt gewesen,
so hitten sie zwangsldufig auch in diesem Massenspektrum
auftreten miissen.

Ein zweiter moglicher Einwand gegen die Enzymbeteili-
gung bei der Umwandlung von 1 kdnnte eine bislang nicht
bekannte chemische Reaktion sein, die nicht-enzymatisch
von N-Oxiden zu Lactamen fiihrt. Durch Wiederholung des
vorstehenden Versuches mit boiled microsomes, der negativ
verlief, wurde dieser theoretische Einwand véllig entkriftet.
Der EinfluB der Hitze-Denaturierung war schon bei der
Auswertung der DC des Ethyletherextraktes erkennbar: Es
fehlte die Lactam-Bande. Somit ist die Enzym-Beteiligung
beim Frankfurt-shift bewiesen worden.

Um die evidente Frage, ob es sich wirklich um einen Shift
handelt, zu entscheiden, wurde ein Kreuzexperiment durch
gemeinsame Inkubation von 3 mit N-(4-Fluorbenzyl)-pipe-
ridin (4) durchgefiihrt. Die Aufarbeitung erfolgte wie oben
beschrieben. Als Referenzsubstanz diente N-(4-Fluorben-
zyl)-piperidon-2 (8). Durch Auswertung von 15 ms-Einzel-
messungen der so erhaltenen Probe im Vergleich mit den
MS der eingesetzten Substanzen: markiertes 1, 3 und 5§
konnte bei einem '®0-Markierungsgrad der Ausgangssub-
stanz 1 von 27.7% festgestellt werden, daB in der Kreu-
zungsprobe 19.8 Mol% 3 mit einem '30-Markierungsgrad
25.3% und 64.7 Mol% 5 mit einem '30-Gehalt 8.5% enthal-
ten waren. Daraus ergibt sich, daB von 13.9 Mol% '¥0, die
bei der Inkubation eingesetzt wurden, 10.5 Mol% 30 in der
DC-Fraktion der Lactame wiedergefunden wurden. Auf-
grund des dhnlichen Markierungsgrades von eingesetztem 1
(27.7%) und wiedergefundenem 3 (25.3%) ist die intramo-
lekulare Umlagerung der wahrscheinlichste Mechanismus.
Der schwere Sauerstoff zur enzymatischen Bildung von
180.5 wird von dem 1-Anteil geliefert, der zu 2 reduziert
wird, wobei '80 in z.Z. noch unbekannter Form am aktiven
Zentrum des Cytochrom P-450-abhiingigen Enzyms gebun-
den wird (s. Abb. 4).

F—@CHZ— :j + [Enz20]
2

180

F-@-CHZ-—: ) + (En?%0] —b F-@CHZ— ) + [Enz
4 5

Abb. 4: Nebenreaktion des ‘20

zymsystem mit %0, zum Halbaminal und weiter zum Lac-
tam oxidiert wird. Ein weiterer Teil unterliegt der C-N-Spal-
tung zum Pyrrolidin und 4-Fluorbenzaldehyd. Die HPLC-
Untersuchungen zeigten ferner, da innerhalb der ersten 15
min nach Inkubationsbeginn die Bildungsgeschwindigkeit
fiir das Amin (Weg A) groBer war als fiir das Lactam aus
dem N-Oxid (Weg B).

Um auszuschlieBen, daB es sich bei den Signalen m/z 195
und 196 um Artefakte der analytischen Aufarbeitung han-
delte, wurde der Inkubationsversuch so variiert, da als
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Da die MeBungenauigkeit des benutzten Massenspektro-
meters (Varian MAT 212, 90 eV) lediglich ca. 1% der Sig-
nalgréBe (Standardabweichung der Intensitdtsverhdltnisse
bei den Einzelmessungen) betrug, sind alle vorstehenden
Angaben hinsichtlich ihrer Genauigkeit korrekt.

4. Mdglicher Mechanismus des O-Shifts

Als sehr wahrscheintichen Mechanismus fiir die enzyma-
tisch katalysierte Umwandlung von 1 in 3 schlagen wir ei-
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nen iiberwiegend intramolekularen Shift vor, dessen erster
Schritt in der Abstraktion von einem Proton und zwei Elek-
tronen vom N-Oxid durch Cytochrom P-450 besteht (s. Abb.
2). Diese spezifische Reaktivitit des Cytochroms P-450
wurde von Galliami?® durch eine multi-parameter linear re-
gression analysis fiir die N-Demethylierung von N,N-Dime-
thylanilinen nachgewiesen. Als kurzzeitiges Intermediat ent-
steht ein anelliertes Oxaziridinium-fon, das sich durch Ab-
spaltung eines H" zum Lactam stabilisiert. Somit kann eine
intramolekulare Redoxreaktion (s. Abb. 2) formuliert wer-
den, die vom tertidiren N-Oxid zum Lactam fithrt. Gestiitzt
wird der Shift durch den Befund einer japanischen Arbeits-
gruppe®? (1982), die bei der Untersuchung der O-Demethy-
lierung von Anisolderivaten sowohl mit Mikrosomen als
auch mit einem rekonstituierten Enzymsystem mit Cyto-
chrom P-450 festgestellt hatte, daB die Demethylierung von
Anisolen iiber die Abspaltung eines Wasserstoffatoms vom
o-C-Atom durch den an das komplexierte Eisen des Cyto-
chrom P-450 gebundenen "Oxenoid"-Sauerstoff erfolgt.
Diese Abspaltung?” ist dem einleitenden Schritt unseres
shift von 1 zu 3 analog.

Um den shift weiter abzusichern, soll in geplanten Experi-
menten das nicht markierte N-Oxid in einer Atmosphére mit
180-Sauerstoffgas inkubiert sowie der in anderen Arbei-
ten’2?Y beschriebene kinetische Isotopieeffekt zum Nach-
weis der Umlagerung herangezogen werden. Erfolgt die
Lactambildung ausschlieBlich durch die beschriebene Um-
lagerung, so miifte bei dem Experiment mit nicht markier-
tem N-Oxid in '%0, der hochste MS-Peak bei m/z 194 auf-
treten. Ist dagegen die Umlagerung vom N-Oxid zum Lac-
tam nur einer von mindestens zwei moglichen Biotransfor-
mationswegen, so konnte zwar auch ein Signal beim m/z-
Wert 196 aufireten, das aber bei diesem Experiment relativ
zum Signal mit der hochsten Intensitit kleiner sein miiBte
als bei der Inkubation von '®0-N-Oxid in Normal-Luftsau-
erstoff-Atmosphire.- Der kinetische Isotopieeffekt wiirde
sich dadurch zu erkennen geben, dafl bei sonst identischen
Inkubationsbedingungen aus dem nicht markierten N-Oxid
das Lactam etwas schneller gebildet wird als aus dem mar-
kierten N-Oxid**?¥. Uber die Ergebnisse dieser beiden
Kontrollexperimente wird demnéchst berichtet werden.

Die pharmakokinetisch-pharmakologische Bedeutung des
neuen O-Shift kann erst nach Vorliegen von Berichten iiber
weitere Substanzen, die auch dem shift unterliegen, niher
beurteilt werden. Auf jeden Fall reprdsentiert das vorstehen-
de Beispiel einen neuen wichtigen Beitrag zum Verhalten
von N-Oxiden im Stoffwechsel. Es sichert erstmals im An-
alogieverstindnis die schon friih von Bickel'® ausgespro-
chene Vermutung, daB die oxidative Entalkylierung von ter-
tidren Aminen z.T. auch iiber deren N-Oxide verlaufen kann
(Bickel’s triangle).

Experimenteller Teil

1. Darstellung des Hzlsog aus markierten 1802 nach!”

In drei 250 ml-Erlenmeyerkolben wurden a) 36.89 g (109.7 mmol) Bari-
umperchlorat in 59.3 ml Wasser; b) 1.70 g (10.4 mmol) Hydroxylaminsulfat
in 51.7 ml Wasser und ¢) 7.96 g (199.0 mmol) NaOH in 102.0 ml Wasser ge-
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16st. Der Inhalt der Kolben a und b wurde gleichméBig auf 12 Sovirelgliser
verteilt, die gut geschiittelt und dann 5 min bei 2000 x g zentrifugiert wur-
den. Der BaSOy4-Niederschlag wurde verworfen und der Uberstand mit Hy-
droxylaminperchlorat und Bariumperchlorat in einem 250 ml-Rundkolben
mit dem Inhalt von Kolben c versetzt, wobei erneut eine Tritbung durch
Ba(OH); auftrat. Diese Suspension wurde unter Riihren 15 min im Wasser-
strahlvak, entgast. Dann zerstieB man mit einem Glasrohr und einem Metall-
spatel den inneren VerschluB der l8O-Gasampu]le und brachte die entgaste
Suspension in die Gasampulle zusammen mit einem diinnen Magnetkern
ein, wobei das der Suspension entsprechende ‘30-Gasvolumen verloren-
ging. AnschlieBend wurde die mit einem Uberdruckventil versehene Gasam-
pulle gasdicht verschlossen und 34 h bei RT geriihrt. Danach wurde der Re-
aktionsansatz bei moglichst quantitativer Entfernung aller Niederschlige
zentrifugiert und der schwach milchig-triibe Uberstand verworfen. Als Nie-
derschiag verblieben 15.8 g einer silbrig glinzenden Substanz, bei der es
sich hauptséchlich um ein Gemisch von markiertem Bariumperoxid und Ba-
riumperchiorat handelt. Der auf 8 Sovirelgliser aufgeteilte Niederschlag
konnte in einer Mischung aus 10.0 g konz. HCIO4 und 20.1 g Wasser gelost
werden. Die Losung wurde anschlieBend im Wasserstrahlvak. bei 20 bis
80°C so lange destilliert (ca. 3 h), bis eine siruptse, weiBe Masse zuriick-
blieb. Im Destillat (29 mi) wurde H,0O,-Gehalt permanganometrisch zu 0.05
M bestimmt. Geht man von einem primér zur Reaktion gebrachien Sauer-
stoffvolumen von 300 ml unter Normalbedingungen aus, so bewrdgt die
Ausb. bis zu diesem Punkt 10.8%.

2. Synthese des 50-markierten 1 aus 2 und H,'0,

In 2.24 g Methanol wurden 306.0 mg (1.42 mmol) N-(4-Fluorbenzyl)-
pyrrolidinhydrochlorid (2) geldst und mit 54 mg der Katalyse-Mischung
aus 6.5 Teilen NaHCO; und einem Teil Natriumpyrophosphat‘s) versetzt.
Dieser Mischung wurde unter Rilhren in einem 100 ml-Rundhalskolben das
o.a. H;O,-Destillat zugefiigt, worauf innerhalb von 2 min eine Aufhellung
des Reaktionsansaizes von gelb nach hell-zitronengelb eintrat und sich
einige Gasblischen bildeten. Bei RT wurde der Ansatz mit einem Schliff-
stopfen verschlossen und 12 h geriihrt. Da dc lediglich eine Ausb. von 5 bis
10% N-Oxid festzustelien war, wurde der Ansatz (ohne Schliffstopf.) unter
Riihren noch 2 h auf 55°C erwirmt. Die DC zeigte approximativ gegen
Referenzsubstanz eine Ausb. von ca. 50% N-Oxid. Die Reinigung des mar-
kierten N-Oxids erfolgte sc (Saule 20 cm, & = 1.6 cm) an 20.8 g Kieselgel
60 (0.063 bis 0.200 mm) mit einer Mischung aus 80 Vol% ammoniakgesit-
tigtem CHCl; und 20 Vol% Methanol (alle FlieBmittel vorher destilliert)
und ergab 110 mg markiertes reines N-Oxid (33%).

3. Synthese von 4 und §

In Anlehnung an Vorschriften in der Dissertation M. Stanek™ wurde 4
durch N-Alkylierung von Piperidin mit 4-Fluorbenzylchlorid in Toluol un-
ter RiickfluB dargestellt (Schmp. des Hydrochlorids 221°C; 92%), withrend
die analoge Alkylierung von Piperidon-2 zu 5 unter sonst gleichen Bedin-
gungen den Zusatz von Natriumamid und eine anschlieBende Reinigung
durch SC erforderte (Schmp. 61°C, 17.5%).

4. HPLC-Parameter zur Untersuchung der Metabolite von markiertem 1

HP 1080 B mit automatischer Probenaufgabe und Integration, UV-De-
tektor 218 nm.- Sdule: LiChrospher® 60 RP-select B (5 um) in LiChro-
CART®: 125 x 4 mm (Merck/Darmstadt).- Eluentien: A: CH3CN (Merck/
Darmstadt); B: Pic B7 0.005 M, pH 2.5, linearer Gradient: 6-30 min 10-
28% B, FluB 1 ml.

5. Inkubationsversuche

Aus der Leber einer mit 0.1% Phenobarbital im Trinkwasser induzierten
miénnlichen, 350 g White Wistar Ratte wird auf konventioneliem Wegw)
der 10000 x g-Uberstand hergestellt. 8 ml dieses Uberstandes (eisgekihlt,

Arch. Pharm. (Weinheim) 325. 41-45 (1992)
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beim Kontroflversuch durch 20-miniitiges Erhitzen auf 80°C inaktiviert)
werden mit 4 ml Cofaktorlosung (3.08 mg NADP, 6.2 mg Glucose-6-
phosphat, 38.08 mg MgCl,, 2 pl einer 0.1-proz. Lésung von Glucose-6-
phosphat-Dehydrogenase, 76.4 mg Na,HPO; x 12 H;O und 7.16 mg
KH,PO, mit destilliertem Wasser zu 4 ml aufgefiillt) sowie 4 ml Substrat-
ldsung, die 0.1% = 4 mg markiertes (bzw, in den beiden Kontrollversuchen
nicht markiertes) 1 enthilt, 120 min bei 37°C in einem Schiittelwasserbad
inkubijert. Danach wurden die 16 ml Inkubationsldsung 4mal mit 5 ml
destilliertem Et,0 extrahiert. Die vereinigten 20 ml Extrakie wurden durch
einen N,-Storm auf 1 mi eingeengt und auf eine Empore-DC in einem
Band von 4 mm x 70 mm aufgetragen. Gegen die Referenzsubstanzen 2
(hRf = 6.5), 3 (hRf = 32.5) und 1 (hRf = 0) wurde mit destilliertem Ethyl-
acetat entwickelt, die Bande in Hohe des Lactams ausgeschnitten und mit
0.5 ml destilliertem Methanol in ein MS-Probenglischen eluiert. Das Me-
thanol wurde im N,-Strom entfernt und der Riickstand ms (EI 50 eV,
lonenquellentemp. 150°C, Massenspektrometer Kratos MS 80) untersucht.
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