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5,5-Bis-(o-hydroxypropiophenon-3-yl)-1,3-dimethyl-2,4,6-tnoxo-hexahydropyrimidin (8a) 

Aus 6 und 4d nach Verfahren B. Farblose Kristalle (Methanol). Schmp. 130'. Ausb. 790 mg = 
35 % d. Th. 

C u l H ~ N 2 O 7  Ber.: C 63.71 H 5.35 N 6.19 Mo1.-Masse 452.5; Gef.: C 62.93 H 5.42 N 6.73 Mo1.- 
Masse 452 (MS). 

2,2-Bis-(o-hydroxypropiophenon-3-yl)-5,5-dimethyl-cyclohexan-l,3-dion (8b) 

Aus 6 und 4e nach Verfahren B. Farblose Nadeln (Xthanol). Schmp. 154'. Ausb. 900 mg = 41,2 7% 
d. Th. 

C Z H ~ O 6  Ber.: C 71.54 H 6.47 Mo1.-Masse 436.5; Gef.: C 71.36 H 6.41 Mo1.-Masse 436 (MS). 

Bis-(0-hydroxypropiophenon-3-yl) -cyanessigsaureathylester (8c) 

Aus 6 und Cyanessigsaureathylester nach Verfahren B. Farblose Kristalle (Athanol). Schmp. 88'. 
Ausb. 810 mg = 39.7 % d. Th. 

C23H23N06 Ber.: C 67.47 H 5.66 N 3.42 MoL-Masse 409.4; Gef.: C 67.39 H 5.71 N 3.31 Mo1.- 
Masse 409 (MS). 
~ 
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Die Abspaltung des Morpholinrestes aus dem Lokalanasthetikum Fomocain (1) nach oraler Appli- 
kation an Beaglehunde erfolgt mit grol3er Wahrscheinlichkeit durch oxidative N-Entalkylierung. 
Der Beweis wurde durch Inkubation von 1 in Meerschweinchen-Leberhomogenatfraktionen ge- 
f ~ t .  Es konnten dadurch 2 neue Metabolite, der Aldehyd 10 und die Carbonsaure l l ,  in das 
bekannte Biotransformationsschema von 1 eingefuhrt werden. 

Mechanism of the Oxidative Cleavage of Morpholine from the Local Anaesthetic Fomocaine 

The cleavage of the morpholine residue from the local anaesthetic Fomocaine (1) following oral 
administration to beagle hounds occurs most probably by oxidative N-dealkylation. Proof for 

eve r l ag  Chemie, GmbH, Weinheim 1977 
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this assumption was obtained using guinea pig liver homogenate fractions. Two further metabo- 
lites, the aldehyde 10 and the carboxylic acid 11, have been added to the scheme which describes 
the metabolism of 1. 

1967 wurde das Lokalanasthetikum Fomocain (ErbocainB, 1) in die Therapie einge- 
fh r t ' ) .  Es hat sick, wegen seiner starken oberflachenanasthetischen Wirkung, seiner 
geringen Toxizitat (DLS0 175 mg/kg, Maus i. v.) und des Ausbleibens allergischer 
Nebenwirkungen, auch nach langerer topischer Applikation, besonders in der Derma- 
tologie bewahrt. Auf seine mogliche Eignung als Antiarrhythmikum bei Hearhythmus- 
storungen wurde kiirzlich hingewiesen*). 

~ O - C H , ~ C H , - C H , - C H z - V  n 0 Fomocain (1) 
u 

Mit der Aufklarung der Biotransformation von 1 wurde 1969 begonnen3). 1975 
konnten wir abschEei3end uber unsere Ganztierversuche (Ratte und Beaglehund) 
berichten"). Danach unterliegt 1 im tierischen Organismus mehreren oxidativen Bio- 
transformationsreaktionen, die zum Teil mit nachfolgenden Molekulspaltungen ver- 
knupft sind (vgl. Schema 1 und 2)*). 

5 

Schema 1 : Oxidativer Angriff auf 1 ohne nachfolgende Molekiilspaltung. 

1 H. OelschlBger, 0. Nieschulz, F. Meyer und K.H. Schulz, Arzneim.-Forsch. 18, 729 (1968). 
2 N. Reuter, Fr. Meyer und J. Ziegenmcyer, Arzneim.-Forsch. 25, 1900 (1975). 
3 Dissertation K. Koch, Universitat Frankfurt a. M. 1970. 
4 H.A.H. Oelschlager, D.J. Temple und C.F. Temple, Xenobiotica 5, 309 (1975). 
*) Wir danken an dieser Stelle Herrn Prof. Dr. Jindru, Universitat Bratislava, und H e m  Prof. Dr. 

Hoffmann, Universitat Frankfurt a. M., fiir ihre Beitrage zur Abkliirung des Problems, die ge- 
sondert veroffentlicht wurden bzw. werden. 
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Schema 2: Oxidative1 Angriff auf 1 mit nachfolgender Molekiilspaltung. 

Die Hydroxylierungsprodukte werden zum Teil konjugiert. Die Ausscheidung der 
Metabolite erfolgt bevorzugt iiber die Niere und mit den Faeces. Wir konnten aufier 
unverandertem Fomocain 5 Metabolite aus Harn bzw. Faeces isolieren (s. Tab. 1) und 
ihre Struktur spektroskopisch und durch dc und gc Vergleich mit authentischen, von 
uns synthetisierten Referenzsubstanzen sichern. Die Metabolite 3, 6 und 7 wurden bei 
Inkubationsversuchen (Ratten- bzw. Kaninchenlebermikrosomen) nachgewiesen’ $ 6 ) .  

Nach Applikation einer Einzeldosis werden ca. 20 % von 1 metzbolisiert. Uber das 
Schicksal des Restes laufen Untersuchungen. 

Tab. 1 : Nachgewiesene Metabolite des Fomocains 

Fomocain-N-oxid (2) 
o-Hydroxy-Fomocain (3) 
pHydroxy-Fomocain (4) 
pHydroxy-Fomocain-N-xid ( 5 )  
Phenol (6 )  
p(y-Morpholinopropy1)-benzaldehyd (7) 
p(y-Morpholinopropy1)-benzoesaure (8) 
Morpholin (9) 

Schema 2 veranschaulicht, daB bei diesem Kenntnisstand noch die Frage offen war, 
welche chemische Struktur dem Spaltprodukt (X) zukommt, das zum Morpholin kor- 
respondiert. Nach allgemeiner Erfahrung konnte X als Produkt einer oxidativen N-Ent- 
akylierung primar ein Aldehyd sein, der infolge enzymatischer Weiteroxidation die 
zugehorige Carbonsaure liefert: 

5 Dissertation H. Sgofi  Universitat Frankfurt a. M. 1975. 
6 A. Jindra Jr., 0. Helia und A. Jindra, Experientia 29, 396 (1973). 
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I 
CH,-0-C,H, 

11 

CH,-O-C,H5 

10 

Bei Ganztierversuchen war uns die Auffindung von X nicht gelungen, vermutlich 
wegen des raschen Abbaus zu kleineren Bruchstucken. Daher gingen wir zu Inkuba- 
tionsversuchen uber, fd die wir als Referenzsubstanzen die vermuteten Metabolite 

Tab. 2: DC und GC des Metaboliten 11 

A DC [Fertigplatten Kieselgel GF, 0,25 mm (Merck)] 

Fliel3mittel 
(Vol.) 

Rf-Werte 

(isoliert) 
Referenz Metabolit Fomocain 

Benzol/Methanol 0,65 0,65 0,77 
(70 + 30) 

CHC13 /Methanol 0,75 0,74 0,17 
(87,4 + 12,6) 

Benzol/Methanol/Essigsaure 0,89 0,90 0,65 
(70 + 15 + 15) 

Pentan/Aceton 
(70 + 30) 

0,31 0,31 0,33 

B: GC ( I  1 und Referenz wurden auf der Saule mit Trimcthylaniliniumhydroxid methyliert) 

Saulenmaterial Temp. rel. Retentionszeit (min) 
Re fere nz Metabolit 

OV 17 ( 3  5%) 210° 11,4 11,4 

Carbowax 20M + TPA 210' 14,O 14,O 
OV 225 (3  5%) 210° 6,2 6,2 
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10 und 11 synthetisierten. Aufgrund von Vorversuchen mit dem merstand eines 
10.000 x g zentrifugierten Leberhomogenats von Mausen (bzw. Ratten, Meerschwein- 
chen und Kaninchen) entschieden wir uns fur den Uberstand des Meerschweinchens 
(Cofaktoren: Glukose-6-phosphat, Glukose-6-phosphat-dehydrogenase, NADP und 
MgClz) und inkubierten jeweils bei 37" 2 pmol Fomocain. Nach 1 Stunde wurde das 
angesherte Inkubat mit Ather extrahiert und der Extrakt dc und gc (nach Methylie- 
rung mit N-Trimethylaniliniumhydroxid) andysiert. Tab. 2 informiert uber die 
dc bzw. gc Beweise f~ die Bildung von 11 bei den Inkubationsversuchen. Als Refe- 
renzsubstanz diente in der DC die synthetisierte Saure 11 und in der GC deren auf 
der Saule gebildeter Methylester. 

Um zu entscheiden, ob die Saure 11 durch mikrosomale Hydroxylierung von 1 
mit nachfolgender Oxidation des primar gebildeten Aldehyds 10 entsteht, haben wir 
,,gewaschene Lebermikrosomen" (sie sind frei von loslicher Aldehyddehydrogenase) 
mit 1 inkubiert und zum Abfangen von 10 Semicarbazid hzugegeben. In dem bei 
der Aufarbeitung erhaltenen Atherextrakt konnte 10 als Semicarbazon gegen Refe- 
renzsubstanz dc in verschedenen Systemen eindeutig nachgewiesen werden (s. Tab. 3). 

Tab. 3 : DC des Semicarbazons von 10 
[Fertigplatten Kieselgel GF29 0,25 mm (Merck)] 

FlieBmittel 
(Vol.) 

RfWerte 

Referenz 10-Semicarbazon Fomocain 
(isoliert) 

Benzol/Methanol(70 + 30) 0,69 0,70 0,77 

Chloroform/Methanol 
(87,4 + 12,6) 
Benzol/Me thanol/Eisessig 
(70 + 15 + 15) 

0,72 0,73 0,77 

0,88 0,88 0,65 

Pentan/Aceton (70 + 30) 0,04 0,05 0,33 

Reagens Farbreaktion 

Schiffsches Reagens violett violett negativ 
Dragendorffs Reagens negativ negativ orange 
Gibbs Reagens negativ negativ schwach blau 

Die Aldehydstruktur wurde auch durch Anspriihen der DC-Platte mit Schiffs Reagens bewiesen. 
Infolge Spaltung des Semicarbazons trat in 5 min eine intensive Violettf%bung ein. 

Inkubiert man dagegen Fomocain in den mikrosomenfreien 100.000 x g ifberstand, 
so wird 1 nicht verandert, weil die im Uberstand vorhandenen loslichen Enzyme nur 
den Aldehyd, nicht aber 1 zu oxidieren vermogen. 
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Bei den Synthesen der Referenzsubstanzen 10 und 11 (Schema 3) m d t e n  einige Schwierigkei- 
ten uberwunden werden. Die Saure 11 war aus dem sub tituierten 0-Phenylathylchlorid durch 
Grignard-Reaktion nur nach der Ent~ainment-Methode~~ - also mit Zusatz von Athylbromid - 
in guter Ausbeute (ca. 75 % d. Th.) zu gewinnen. 

C H2 - C Y C l  CH2-CH2 - MgCl 

p 2 N 2  Q C H 2 - 0 0  

11 

CH2 -C H;! - c- H 

10 

Schema 3: Synthesen des Aldehyds 10 und der Carbonsaure 11. 

Die Saure diente auch als Ausgangsmaterial f~ die Synthese von 10. Ihr Methylester ld3t sich, 
wie wir fanden, mit NaAlH4 bei -35' in Tetrahydrofuran zum Aldehyd reduzieren, der iiber die 
Bisulfit-Additionsverbindung isoliert wurde (Ausbeute 8 % d. Th.). Bei der von den russischen 
Autoren') fur solche Reduktionen im Prinzip empfohlenen tiefen Temperatur von -65O erhielten 
wir bei unseren Ansatzen nur Ausgangsmaterial zuruck und bei -15O erfolgte bereits Weiterreduk- 
tion des Aldehyds zum korrespondierenden Alkohol. 

genzes mit ortho-Ameisensaure-tiathylester, die aber den Aldehyd nur in Ausbeuten von ca. 10 70 
d. Th. lieferte. 

Eine weitere Moglichkeit zur Cewinnung von 10 bestand in der Umsetzung des Grignard-Rea- 

Als Ergebnis der geschilderten Inkubationsversuche darf festgehalten werden, dal3 
die Abspaltung des Morpholinrestes aus 1 mit hoher Wahrscheinlichkeit uber den von 
MacMahon ')formulierten oxidativen N-Entalkylierungsmechanismus, also unter enzy- 
matischer Bildung eines instabilen Aldehydammoniaks, verlauft. 

7 M.S. Kharasch und 0. Reinmuth, Grignard Reactions of Nonmetallic Substances S. 38, Prentice 

8 L.I. Zakharkin, V.V. Gavrilenko, D.N. M a s h  und I.M. Khorlina, Tetrahedron Lett. 29, 2087 

9 R.E. McMahon, J. Pharm. Sci. 55, 457 (1966). 

Hall, New York 1954. 

(1963). 
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Prinzipiell besteht auch eine zweite Moglichkeit fur die Abspaltung des Morpholins, 
namlich die uber eine Cope-Eliminierungsreaktion des 1-N-Oxids (2), wobei das inter- 
mediar entstehende N-Hydroxymorpholin durch Lebermikrosomen") zu Morpholin 
re duziert wird : 

Wir haben auf diese bisher nicht diskutierte mogliche Biotransformationsreaktion 
bereits verschiedentlich*) hingewiesen. Sie wurde den N-Oxiden z. T. die Funktion 
ills ausscheidungsfahige Endprodukte der Biotransformation tertiarer Amine nehmen 
und ihnen auch die Rolle von Zwischenprodukten im Metabolismus tertiarer Amine 
zuweisen. Damit ergabe sich u. E. auch eine mogliche Erklarung fur die stets geringe 
Menge von N-Oxiden bei der Biotransformation der verschiedensten N-haltigen Xeno- 
biotika (Imipramin-N-oxid entsteht zu 1 %, Diphenhydramin-N-oxid zu 2 4  %, 
Nikotin-N-oxid zu 3-4 %)I1).  Mit der experimentellen Prufung vorstehender Hypo- 
these sind wir (H, Oelschliger, D. Temple undM. Ewert) z. Zt. beschaftigt. 

Fiir die Biotransformationsforschung diirfte es prinzipiell von betrachtlichem In- 
teresse sein, dai3 - wie unsere Arbeit erstmalig gezeigt hat - auch ahcyclische Amine 
ohne Fragmentierung enzymatisch aus basischen Arzneistoffen oxidativ eliminiert 
werden konnen. Als Regel galt bisher, dai3 z.B. Morpholin als Baustein von Pharmaka 
entweder in sein N-OxidI3) i i b e r g e f ~ t  oder aber oxidativ bzw. hydrolytisch ange- 
griffen wird (s. Tab. 4). 

histaminikum Meclozin'8) gemacht worden, deren N-Methylpiperazinrest nicht abge- 
spalten, sondern uber mehrere Zwischenstufen abgebaut wird. 

Analoge Beobachtungen sind bei dem Neuroleptikum Perazin17) und bei dem Anti- 

10 M. Kiese und H. Uehleke, Naturwissenschaften 48, 379 (1961). 
11 P. Jenner, Xenobiotica I ,  399 (1971). 
12 P.N. Giraldi, G.P. Tosolini, E. Dradi, G. Nannini, R. Longo, G. Meinardi, G. Monti und 1. de 

13 J.E. Pitts, R.B. Bruce und J.B. Forehand, Xenobiotica 3, 73 (1973). 
14 A. Zimmer, A. Prox, H. Pelzer und R. Hankwitz, Biochem. Pharmacol. 22, 2213 (1973). 
15 K. Tatsumi, S. Kitamura, H. Yoshimura, S. Tanaka, K. Hashimoto und T. Igarashi, Xenobiotica 

16 U. Breyer, Biochem. Pharmacol. 21, 1419 (1972). 
17 H.J. Gaertner, U. Breyer und G. Liomin, J. Pharmacol. Exp. Ther. 185, 195 (1973). 
18 J.W. Gorrod, D.J. Temple und A.H. Beckett, Xenobiotica 5, 453 (1975). 
*) Vortrag auf dem 4. Xenobiotika-Symposium in Pezinok/CSSR am 7.5.1975; Vortrag auf dem 

Carneri, Biochem. Pharmacol. 20, 339 (1971). 

5, 377 (1975). 

Symposium on Drug Metabolism in Guildford/UK am 6.4.1976. 
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Tab. 4: Oxidative bzw. hydrolytische Metabolisierung des Morpholinrestes'4,'5"6) 

C2H5 

Jhxapram (1973) (Robins Co./Richmond Va.) 

V-K 774 (1973) (Thomac/Biberach) 

PMPE (1975) (Eisai Co./Tokio) 

Wir danken dem Fonds der Chemischen Industrie, Frankfurt/Main, und der Fa. HermalChemie, 
Reinbek bei Hamburg, fiir grofiziigige Forderung und Frau K. Schesmer fiir umsichtige Mitarbeit. 

Experimenteller Teil 

1. Darstellung der Referenzsubstanzen 
I .  1. 3-(p-Phenoxymethylphenylj-propionsri'ure (1 I ) 

Aus 1 g (4 mmol) 2-Chlor-l-(p-phenoxymethylphenyl)-athan, 0,5 g (20 mmol) Magnesiumspanen 
und 0,9 g (8 mmol) Athylbromid wurde in 20 ml trockenem Ather das Grignard-Reagens bereitet. 
Unter Nz wurde es auf -12' abgekuhlt und dann Uber H2S04-getrocknetes C 0 2  durchgeleitet, 
wobei die Temp. -2' nicht iiberstieg. Nach etwa 20 min sank clle Temp. ab, womit die Redktion 
beendet war. Der Reaktionsansatz wurde mit 25 proz. H,S04 hydrolysiert, die atherische Phase 
abgetrennt und daraus die Saure 11 mit 10 proz. Kalilauge ausgeschiittelt. Durch Ansauern erhielt 
man einen farblosen Niederschlag, der mit Wasser gewaschen und aus 50  proz. Athanol umkristal- 
lisiert wurde. Farblose Kristalle vom Schmp. 114-115O, Ausbeute 78 7% d. Th. 

C16Hl603 (256,3) Ber.: C 74,9 H 6,3 0 18,7 Gef.: C 7 4 3  H 6,3 0 19,2. IR- und NMR-Spektrum 
standen mit der Struktur in Ubercinstimmung. 

1.2. 3-(p-Phenoxymethylphenyl)-propionsauremethylester 

1,2 g (4,7 mmol) 3-(p-Phenoxymethylphenyl)-propionsaure wurden in 20 ml Methanol gelost und 
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SO lange unter Kiihlen mit atherischer Diazomethanlosung versetzt, bis sich kein Stickstoff mehr 
entwickelte. Nach 12 h wurde vom Solvens befreit, der kristalline Riickstand in Ather aufgenom- 
men und die atherische Losung zunachst mit 5 proz. KOH und dann mit Wasser gewaschen. Nach 
Trocknen der atherischen Losung iiber Na2 SO4, Verjagen des Losungsmittels und Umkristallisie- 
ren aus verd. Alkohol erhielt man 1,2 g (94 76 d. Th.) des kristallinen Methylesters vom Schmp. 
65-66O. 

C17H1803 (270,3) Ber.: C 75,s H 6,7 0 17,7 Gef.: C 75,6 H 6,s 0 18,O 

1.3. 3-(p-Phenoxymethylphen yl)-propionaldehyd (1 0)  

0,85 g (3 mmol) 3-(p-Phenoxymethylphenyl)-propionsa~emethylester, gelost in 1 5  ml trocke- 
ncm Tetrahydrofuran (THF), wurden auf -35O abgekiihlt und bei dieser Temp. mit 100 mg 
NaA1H4, suspendiert in 7 ml THF, versetzt und 2 h langsam geriihrt. Danach fugte man zu dem 
Reaktionsgemisch kalte NaHS03-Losung, riihrte weiterc 12 h, verdampfte das THF, filtrierte den 
kristallinen Niederschlag ab und wusch ihn griindlich mit Athanol und Ather nach. Die Spaltung 
der Hydrogensulfit-Verbindung erfolgte rnit 10 proz. KOH. Der Aldehyd wurde ausgeathert und 
wegen seiner Instabilitat sofort in das Semicarbazon iibergefuhrt. Dieses schmilzt nach Umkristal- 
lisieren aus Benzol zwischen 180-18lo. 

C17H1gN302 (297,3) Ber.: C 68,6 H 6,4 N 14,l 0 10,7 Gef.: C 68,6 H 6,4 N 14,3 0 10,7 
IR-, NMR- und Massen-Spektren [m/e = 297 (M+)] bewiesen die Struktur. 

2. Biopharmazeutische Versuche 
2.1. Inkubationsversuch A :  Nachweis des Aldehyds 10 als Semicarbazon 

Die Lebermikrosomen-Fraktionen vom Meerschweinchen wurden aus Rohleber nach der von 
Gorrod, Temple und Beckett") gegebenen Vorschrift frisch bereitet. Die bei 140.000 x g aus 0,5 g 
Rohleber erhaltene Mikrosomenfraktion wurde in 1 ml Tris-KCI-Puffer suspendiert. Zu der Sus- 
pension gab man 2 pmol Fomocdin-HC1 in 0,5 ml dest. Wasser sowie 2 ml der Cofaktoren-Losung 
[enthaltend Glukose-6-phosphat (1 0 pmol), Glukose-6-phosphat-dehydrogenase (2 units), NADP 
(2 pmol), 4 mg Semicarbazid-HC1 und 20 pmol MgC121. Dieser Inkubationsansatz (3,5 ml) wurde 
1 h bei 37O belassen. Dann versetzte man die Suspension mit 15 ml Aceton und zentrifugierte 
10 min bei 3.000 U in einer Christ-Zentrifuge (Labofuge 1). Das iiberstehende Aceton wurde 
abgegossen und weiter eingeengt. Der verbliebene Riickstand wurde mit Ather extrahiert und die 
atherische Losung dc chromatographiert (s. Tab. 3). 

2.2. Inkubationsversuch B: Nachweis der Saure 11 

Ausgehend von dem analog bereiteten Leberhomogenat wurde der 10.000 x g Uberstand in glei- 
cher Weise mit Fomocain-HC1 und den Cofaktoren (ohne Semicarbazid) inkubiert. Nach 1 h bei 
37O wurden 0,2 m15 N HC1 hinzugefiigt und danach die Same 11 mit Ather extrahiert. Den 
Ather dampfte man im Wasserbad bei 45O ab und chromatographierte den verbliebenen Riick- 
stand (s. Tab. 2). 

Die Untersuchung des Riickstandes kann auch gc erfolgen. Hierzu wird in einer 10-pl-Hamil- 
tonspritze (701 N) die Losung der Saure rnit einer methanolischen Losung von N-Trimethylani- 
linium-hydroxid aufgezogen, das die Methylierung der Carboxylgruppe auf der Saule besorgt. Die 
Ergebnisse der GC sind ebenfalls in Tab. 2 zusammengestellt. 

~ 

Anschrift: Prof. Dr. H. Oelschliger, 6 Frankfurt/Main, Gcorg-Voigt-Str. 14 [Ph 7571 


