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Verbindungen der allgemeinen Formel |
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in der R, ein Wasserstoff- oder ein Halogenatom, R; eine Cy-Cs-Alkylgruppe, und Ry und Ry, dio
gleich oder verschieden sein kénnen, C,—Cy-Alkylgruppen bedeuten, und doren physiologisch
vertrigliche Saureadditionssalze mit anorganischen oder organischen Sduren.

Verbindungen geméaR Anspruch 1, worin R, ein Haloganatom in der p-Stellung hedeutot.
Verbindungen gemaf Anspruch 1 oder 2, worin R, ein Chloratom und Ry, R3 und Ry, die gleich oder
verschieden sein kdnnen, Methyl- oder Ethyl bedeuten.

6-(p-Chlor-benzyl)-3,5,6-trimethyl-2 H-3,4,5,6-tetrahydrooxazin(1,3)- oder ihre physiologisch
vertriiglichen Saureadditionssalze mit anorganischen oder organischen Séuren, vorzugswaeise
Salzsédure.

Verwendung einer Verbindung gemaR einor der Anspriiche 1 bis 4 zur Herstellung eines
Arzneimittels zur Behandlung von Husten.

Arzneimittel, enthaltend als Wirkstoff eine Verbindung geméR den Anspriichen 1 bis 4 neben
gegebenenfalls einem oder mehreren inerten Trigerstoffen und/oder Verdiinnungsmitteln.
Verfahren zur Herstellung einer Verbindung geméR den Anspriichen 1 bis 4, dadurch
gekennzeichnet, daR man eine Verbindung der allgemeinen Formel Il
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in der Ry, Ry, R; und Ry wie in Anspruch 1 definiert sind, oder deren Saureadditionssalze, mit einer
Formaldehyd-Losung umsetzt, zweckméBigerweise bei Temperaturen zwischen 20°C bis
Siedetemperatur der Lésung, vorzugsweise bei Zimmertemperatur, und die resultierende
Verbindung gemaR Formel | des Anspruchs 1 als Siureadditionssalze oder freie Busen isoliert und
gewiinschtenfalls eine freie Base in ein Siureadditionssalz Giberfiihrt oder ein Sdureadditionssalzin
gine freie Base Giberflhrt.

Hierzu 5 Seiten Zeichnunqgen

Eines der woh! bekanntesten Hustenmittel ist das Morphinderivat Codein” mit der Formel
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In der Deutschen Patentschrift P 1146068 wardon basisch-substituierte Carbinole dor allgemeinon Formel
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beschrieben, wobei R, bis Ry niedrigmolekulare Alkylreste bedeuten und R, ein Wasserstoff- oder ein p-Halogenatom seinkann,
und die als Hustenmittel verwendet werden kénnen. Eine dieser Verbindungen, 1-p-Chlor-2,3-dimethyl-4-
dimethylaminobutanol, ist seit Jahren als Handelspriiparat der Firma Dr.Karl Thomae GmbH unter dem Namen ,Silomat” auf
dem Markt. Die Substanz hat don INN generic name ,,Clobutinol”.

Aufgabae der derzeitigen Erlindung ist, neue Verbindungen zu finden, dio eine hustenstillende Wirkung, abor nichtdie bokannton
unangenehmen Nebenwirkungen von Codein, aufwaison.

Die Erfindung batrifft neue 1,3-Oxazine dor allgemeinen Formal {
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in der R, ein Wasserstof{- oder ein Halogenatom, R, eine C,-C,-Alkylgruppe, und Ry und Ry, die gleich oder verschieden sein
konnen, Cy-Cy-Alkylgruppan bedeuten, deren physiologisch vertrigliche Siurcadditionssalze mit anorganischen oder
organischen Siuren sowie Verfahren zu ihrer Horstellung.

Bevorzugte Verbindungen der obengenannten allgemeinen Formel | sind digjenigen, in denon R, oin Halogenatom in dor
p-Stellung ist.

Besonder bavorzugt ist die Verbindung, worin R, ein Chloratom ist, vorzugswaeise p-Chlor, und R, bis Ry, die gleich oder
verschieden sein kénnen, Meothy! oder Ethyl sind.

Das Verfahren zur Herstellung dieser nouen Verbindungen ist dadurch gekennzeichnet, dal man eine Verbindung der
allgemeinen Formel ||
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oder deren Saureadditionssalze mit einer wiarigen Formaldehyd-Losung umsetat, zweckmiBig bei Temperaturen zwischen
20°C bis Siedetemperatur der Losung, vorzugswaise jedoch bei Zimmertemperatur, die zunéichst gebildete Verbindung der
allgemeinen Formel mit an sich bekannten Methoden isoliert, vorzugsweise als Siureadditionssalz, und gewiinschtenfalls nach
an sich bekannten Methoden eine freie Base in ein Saureadditionssalz Gborfiihrt oder ein Sdureadditionssalz in eine freie Base
tberfiGhrt,

Die Verbindungen der allgemeinen Formel Ilkénnen z.B. durch folgende Methoden hergestelit werden:

a) Mono-De-N-alkylierus - ~iner Verbindung der allgemeinen Formel IH
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oder deren Siureadditionssalze, wobei R, bis R, wie oben definiert sind und R,’, oder
b) Entfernung der Schutzgruppe Pg einer Verbindung der allgemeinen Formel IV
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oder deren Sdureadditionssalze.
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Die Mono-Da-N-alkylierung nach Varfahren a) kann nach an slch bekannten Methoden durchgefiihit wordon, z.8. durch
Umsetzing mit Azodicarhonstiuro-diithylester in einom Unpolar-L8sungsmittel wio Toluol bol einer Tomperatur bis zur
Siedotomperatur des Ansatzes und Hydrolisierung dor dabei entstohenden Produkte vorzugsweise unter Anwondung von
Ammonium-Chlorid-Lésung in einem polaren Lésungsmittal wie Mcthanol-Wasser boi einer Temperatur bis zur
Siedetempaoratur dos Ansatzos.

Verbindungen der allgemeinen Formel lll sind literaturbokannt, wie 2. B. aus den Deutschen Patentanmeldungen P 1146068 und
P 1153380,

Das Verfahren b} kann nach an sich bekannten Methoden durchgefihrt werden, abhingig von der Identitiit der Schutzgruppe.
Vorzugswaisa ist die Schutzgruppo die t-Butyloxycarbonylgruppe (Boc), die durch Trifluoressigsiure abgespalton werden
kénnte.

Die Verbindungen der allgemeinen Formel IV kdnnen nach an sich bekannten Methoden hergestellt worden. Vorzugsweise
werdan diese Zwischenprodukte unter Verwendung von Varbindungen dor allgeiainen Formel Il als Ausgangsstoff nach
folgendem Reaktionsschema produzien:

Verbindungen der Formel ill
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Verbindungen der Formel IV

in der obigen Reaktionsreihe wird eine Verbindung der Formel lll mit Acetylchlorid in einem inerten Losungsmittel, z.B. Toluol,
bei einer Temperatur bis zur Siedetemperatur umgesetat. Die Verbindung V bzw. deren Hydrochloridsalz kann nach ansich
hekannten Methoden isoliert werden, und dann mit Chlorameisensiure-a-Chlorithylester in 1,2-Dichloréthan oder einem
anderen geeigneten organischen Lésungsmittel bei einer Temperatur bis zur Siedetemperatur des Ansatzes geriihrtund die
Verbindung VI nach an sich bekannten Nacharbeitungsmethoden isoliert werden. Danach wird die resultierende Verbindung in
Methanol oder einem anderen inerten Lésungsmittel bis zur Siedetemperatur erhitzt. Das so hergestelite sekunddre Amin VIi
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wird dann als Hydrochlorid ausgefdiit, dieses wird isoliort und nach bekannten Methodan gereinigt und gotrocknot. Die
Vorbindung VIl wird dann nach an sich bekannten Mothoden in goschiitzte Aminoderivato (ibergefihrt, Vorzugswoise goeschicht
das mit Di-t-butyl-di-carbonat in einem organischen Losungsmittel wie z.B. Dioxan in Anwesenheit von einer organischen Base
wie z.B. Triethylamine bei einer Temperatur von 20°C bis zur Siedetemperatur dos Ansatzos, vorzugswaoise boi
Zimmartemperatur,

Dio erhaltenen Verbindungen der allgemeinen Formoel | kdnnon, 8¢ ‘ern sio nicht boreits bevorzugt als Shuroadditionssalzo
horgastelit wurden, mit anorganischen oder organischon Sduren rrach an sich bekannter Weiso i th1e physiologisch
vertriiglichen Saureadditionssalze iibarfiihrt werden, so z.8. durch Umsetzung einer alkoholischen Lasung der Base mit dor
fquimolaren Menge der entsprechenden Saure in Ather. Als Sduren habon sich beispielswoise Salzséure,
Bromwasserstoffsiure, Schwelolsiure, Phosphorsiure, Milchsiure, Zitronensiure, Weinsuro oder Maleinsiure als goeaignot
erwiesen.

Dia 1,3-Oxazina der Formel | stellen Racemate dar, diese kbnnen gegebonenfalls in ihre optisch aktivon Amtipoden in iiblicher
Weise, z.B. mit optisch aktiven Sauren, durch fraktionierto Kristallisation aufgespalten werden. Die erfindungsgomillen
Verbindungen kdnnen aus z.B. don aktiven Antipoden der Verbindungon Wi horgostellt werdan, wobei die Ausgangsstoffo z.8.
der Formal It in ihra optisch aktiven Antipaden, 2.B. darch fliissigchromatographische Racemasetrennuny, abgetronnt werden
und die Verfahren a) oder b) durchgefiihrtwerden. Die Zwischenprodukte V bis Villkdnnen gloichfalls bohandelt werden, sofern
sio als Racemate vorkomman. Die optische Reinheit der Ausgangs- baw. Zwischenstoffo 2.B. der Formel !l sowie der Antipoden
der beansprucnton Verbindungen der Formel lkann fliissigchromatographisch an einer chiralen Saule {s. Abb. 1 bis 5) bewiesen
werden.

Zur medizinischon Anwendung lassen sich die erfindungsg dRen Verbindungen mit Hilfo von liblichen galonischen
Hilfsstoffen wie z. B. Milchzucker, Mannit, Maisstirke, Mothylcollulose, Hydroxyéthylcellulose, Polydthylenoxid, hochdisperseos
Aluminiumoxid, Magnesium-Aluminiumsilikat, Magnesiumoxid, Magnesiumstearat, Natriumlaurylsulfat, Natriumcitrat,
Waeinsiure, Natriumpyrosulfit, Dioctylnatriuimsulfosuccinat, p-Hydroxybenzoesiuremethylester-Natriumsalz, p-
Hydroxybenzoesaurepropylester-Natriumsalz, Saccharin-Natrium, Aromastoffen und Entschiaumer in die Gblichen galenischen
Zubereitungsformen wie Tabletten, Filmtabletien, Oblongtabletten, Dragées oder Kapseln sowie ihren Retardformen, Ampullen,
Trockenampullen, Trockengranulaten oder Trockenséfte cinarboiten.

Die antitussive Wirkung der Verbindung €-(p-Chlor-benzyl)-3,6,6-trimethy!-2 H-3,4,5,6-tetrahydro-oxazin(1,3)-hydrochlorid
wurde wie folgt gepriift:

33mannliche und weibliche Katzen mit ainem Korpergewichtvon 3,4 bis 4,5 kg wurden mit Pentobarbital-Na narkotisiert (45mg/
kg als initialer Bolus i. p. und anschlieffend tiber den Versuch verteilt nach Bedarf mehrfach 7,6 oder 15 mg/kgi.v.). Es wurde
darauf geachtet, die Tiere etwa auf Stufe 1 bis 2 (Suedel) des Toleranzstadiums zu halten,

Die Auslosung dor HustenstéBe erfolgte mechanisch durch Einfiihren eines Kunststoffkatheters mit kugelig sr Spitze,
Durchmesser ca. 1,5mm, in die Trachea bis zur Bifurkation. Zu jedem Reizzeitpunkt wurde eine Serie von 3 Stimuli im
gegenseitigen Abstand von etwa 30 Sekunden durchgefihrt. HustenstélBe wurden immer 5, 25 und 45 Minuten nach Gabe der
Priifsubstanz bzw. des Vehikels provoziert.

Die Prisfsubstanz wurde als Lésung in 0,9%iger NaCl-Lésung durch einen in dor V. femoralis liegenden Katheter appliziert. Das
injizierte Volumen betrug maximal 0,5ml/kg. Vor Substanzgabe wurde an jeclom Tior der Effekt das Vehikels Giberpriift.

Zur Bewertung der hustendampfenden Wirkung wurde die Anzahl der nicht mit HustenstoBen beantworteten Stimuli zu deren
Gesamtzahi zu jedem Zeitpunkt nach Substanzgabe in Bezishung gesetzt und daraus die prozentuale Hemmung errechnet
(Tabelle 1).

Tabelle 1
Prozentuale Hustenhemmung, MW 4: SE
Dosis nach Min.
Substanz mg/kg i.v. n 5 25 45
Kontrolle - 33 61+ 24 51+ 3,2 71+ 33
Wirkstoff 0.5 5 26,7t 85 16,7 + 10,5 23,3 +10,0
0,705 5 233% 6,7 133+ 6,2 133+ 33
1,0 5 333 +183 40,0 + 16,3 36,7+ 3,3
1,41 5 63,3 + 13,3 53,3+ 16,2 50,0 + 18,3
2,0 5 33,3+ 1725 63,3 + 14,3 36,7 £ 17,0
2,82 5 36,7 + 14,3 43,3 £ 13,5 40,0 + 11,3
4,0 5 60,0 + 11,3 63,3 +13,3 46,7+ 9,7
5,64 5 70,0 + 20,0 70,0 + 20,0 63,3 £ 17,0
8,0 3 44,4 + 29,4 50,0 * 25,5 44,4 + 20,0

Mit Hilfe der linearen Regressionsanalyse und der linearen Kovarianzanlage wurden nach Parallelanpassung EDsp-Werte
{Reduktion der Anzahl der HustenstéRe um 50%) ermittelt (Tabolle 2).

Tabelle 2
Minutennach EDgo(mg/kgi.v.)
Substanzangabe nach Parallelanpassung
5 2,6
25 24

45 3,2
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Die Substanzin den Dosierungan 0,56 bis 8mg/kg i.v. verabreicht, wirkte vermindernd auf die Anzahl der mechanisch ausgeldsten
HustenstéRe. Hier war die hustenhemmunde Wirkung von der niedrigsten verabreichien Dosierung ab zu allen Testzoiton zu
beobachten.

Dio erfindungsgemiifen neuen Verbindungen der allgemoinen Formel I und doren physiologisch vertriglichon
Saureadditionssalzo aignen sich aufgrund ihrer oben arwithnten pharmakologischon Eigenschaften zum hustenstillenden
2Zwack insbosondore zur Behandlung des Hustens der Luftwege, des Pertussis, des Reiz- und Krampthustens.

Die zur Erziolung einer entsprechenden Wirkung erfordertiche Doslerung betriigt zweckméaBigerweise 2- bis 4mal taglich 0,1 bis
4,0mg/kg, vorzugswoise 0,3 bis 1,5 mg/kg Kérpergowicht,

Balsplal 1

8-{p-Chlor-benzyl)-3,5,6-trimethyl-2 H-3,4,5,6-tetrahydrooxazin(1,3)-hydrochlorid

4,09 1-(p-Chlor-phenyl)-2-hydroxy-2,3-dimethyl-4 .methylamino-butan-hydrochlotid werden in 10mi Wasser golést und 10ml
ca. 36%ige Formaldehyd-Losung hinzugefiigt. Nach 1Zstiindigem Stehen bei Raumtemperatur wird der Ansatz unter Kithlung
mit konz. Ammoniak atkalisiert und dio Basenanteile ausgeithert. Nach Trocknung dor Atherphase tiber Natriumsulfat wird das
Filtrat eingedampftund der 6lige Riickstand mitwenig Methanolaufgenommen. Dio methanolische Losung wird mit dtherischer
Salzsiure auf cinen pH von ca. 5 gebracht und mit so viel Athor versetzt, bis das entstandene Hydrochlorid ausfallt. Die Lésung
wird so lango mit Essigoster zum Sieden orhitzt, unter teilweisem Verdampfen von Ather und Methanol, bis das Hydrochlorid
ausfallt. Das Hydrochlorid wird abgesaugt, mit Essigester ausgokocht, filtriert und getrocknet.

Schmp. F. = 198 -200°C, Ausbeute: 3,3¢.

Behandelt man auf analoge Waeise die Enantiomeren des nor-Clobutinols, - o erhdlt man die Enantiomeren des beanspruchten
1,3-Oxazins mit folgenden Drehwerten:

Aus (+)-Clobutinol -» {+)-nor-Clobutinol - »

{~)-1,3-Oxazin-HC}: [a}d%cae = —16,83° (c = 0,303; 1dm; Athanol rein)
Schmelzpunkt: 197-199°C

Aus (—)-Clobutinol --» {(—)-nor-Clobutinol --»

(+)-Oxazin-HCI(1,3): {a]8%saq) = +16,6° (c = 0,301; 1dm); Athanol rein)
Schmelzpunkt: 197-199°C

Bolsplel 2
Tablettean mit5,0mg 6~(p~Chlor-bonzyl)-3,5,6-trlmolhyl~tH-3,4,5,8-totrahydro-oxnzlr(1,3)-hydrochlorld
Zusammensetzung:

Wii..stoff 50my
Milchzucker 148,0mg
Kartoffelstirke 65,0mg
Magnesiumstearat 2,0mg

220,0mg

Herstellungsverfahren:

Aus Kartoffelstirke wird durch Erwdrmen ein 10%iger Schleim hergestelit. Die Wirksubstanz, Milchzucker und die restliche
Kartoffelstarke werden gemisccht und mit obigem Schlaim durch ein Sieb der Maschenweite 1.5mm granuliert. Das Granulat
wird bei 45°C getrocknet, nochmals durch obisjes Sieb gerieben, mit Magnesiumstearat vermischt und zu Tqblmten verprefit,

Beisplel 3
Ampulten mit 10mg 6-(p-Chlor-benzyl)-3,5,8-trimethyl-2 H-3,4,5,6-tetrahydro-oxazin(1,3)-hydrochlorid
Zusammensetaung:

Wirkstoff 10,0mg

Natriumchlorid 8,0mg

Dest. Wasser ad 1 mi

Herstellungsverfahren:

Die Wirksubstanz und Natriumchlorid werden in dest. Wasser gelést und anschlieRend auf das gegebene Volumen aufgefiillt.
Die Losung wird sterilfiltriert und in 1-7)1-Ampullen abgefiilit.

Sterilisation: 20 Minuten bei 120°C.

Belsplel 4

Tropfen mit 0,5mg 6-(p-Chlor-benzyl)-3,5,6-trimothy!-2 H-3,4,5,6-tetrahydro-oxazin{1,3)-hydrochlorid pro 100,0 ml

Zusammensetzung:
P-Hydroxybenzoesduremethylester 0,035¢g
p-Hydroxybenzoesdurepropylester 0,015g
Anisol 0,05 ¢
Menthol 0,06 g
Ethanolrein 10,09
Wirkstoff 0,59
Natriumcyclamat 1,09
Glycerin 15,09

Dest. Wasser ad 100,0ml
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Harstollungsvorfahren:

Dio Wirksubstanz und Natriumcyclamat werden in ca. 70mi Wasser goldst und Glycorin zugefigt. Man 188t p-
Hydroxybenzoesiduraester, Aniso! sowio Menthol in Ethanol und fiigt diese L&sung unter Rithron der wiiBrigen Losung zu,
AbschlieBend wird mit Wasser aus 100 ml aufgefiilit und schweboteilchenfrei filtriert.

Referonz-Bolspiel 1

1-(p-Chlor-phonyl)-2-hydroxy-z,3-dlmolhy|-4-mothylamlno-butunhydrochlorld

26,5¢ Clobutinol-Base werden mit 21,09 Azodicarbonsiuredidthylester (1,1 molar zu Clobutinol) in 200m! trockenem Toluol

4 Stunden zum Sieden erhitzt. Nach Abdampfen des Toluols im Vakuum wird der Riickstand 4 Stunden lang hoi Siedetemperatur
it 2001 Methanol und 200! gesittigter Ammoniumchlorid-Lésung hydrolisiert.

Der Ansatz wird eingedampft und der resultierende halbfeste Ricckstand mit 100 ml eines Gomisches gleichor Anteilo konz.
Salzsauro und Wasser varsotzt. Nach dem Absaugen iiber einen Woitlauffilter und erneutem Filtriorer dos Filtrats wird das Filtrat
mit 40%iger Natronlauge und Eis alkalisiert, und die basischon Anteile werden mit Ather ausgeschiittolt, Die Atherphaso wird
abgatrennt und Gber Natriumsulfat getrocknet, danach mit Aktivkohle ausgeriihri, filtriort und eingedampft. Der cingodamplte
Rickstand wird sdulenchromatographisch an Kieselgel (0,05 -0,2mm) mit dem ¥'uanton Mothylenchlorid - Methanol ~
Ammoniak (940 + 60 + 4) bis (900 + 100 -+ 6) goreinigt. Die polaren Fraktionen, die das gowiinschte nor-Clobutinol enthalten,
werden verninigtund das Losungsimittol abdostilliert. Die Rohbaso wird indas Hydrochlorid iiborfithrt. Den basischon Riickstand
nimmt man in wenig Methanol auf und neutralisiert mit dithorischer Salzstiure. Dabei fiilit das Hydrochlorid dor gewiinschten
Verbindung aus. Den Niederschlag vervollstandigt man durch weitere Atherzugabo.

Schmp. F. -- 182--183°C, ca. 4,0g.

Ausgcehend von (+)- bzw. (--)-Clobutinol erhilt man das entsprechende enantiomers nor-Clobutinol.

Referonz-Belspiol 2

1-(p~ChIor-phenyl)oZ-hydroxy-2,3-dlmothvl-4-mothylnmlno-butanhydrochlorld

A. 0-Acetyl-Clobutinol
30,09 Clobutinol-Basa in 150ml Toluol werden tropfonweise b oi 80°C Olbadtemporatur mit 8,5ml Acetylchlorid in 20ml
Toluol versotzt und anschliciend das Reaktionsgemisch 2 Stunden lang zum Sie Jen orhitzt. Dio schnell sinsetzendo
Austillung des jewiinschten Hydrochlorids wird nach dem Abkiihlen dos Ansatzos abgesaugt, mit Ather nachgespiilt und
(etrocknet.

B. N-la-chlorAthyl-Carbamat) des O-Acetyl-nor-Clobutinols
16,09 O-Acotyl-Clobutinol-Base (Stufe A} in 100ml 1,2-Dichloréthan wardon mit 11,09 Chlorameisenséure-a-chloriithylester
in 50ml 1,2-Dichlorathan 3 Stunden zum Sieden erhitzt. Dann wird der Ansatz mit 1 N-Salzséure und Eis ausgeschuttelt, die
organisch ) Phase abgetrennt und noutral mit Kaliumbicarbonat-Lésung {versetzt mit Eis) ausgaeschiittelt. Dio organische
Schicht wird abgetrennt, iber Natriumsulfat getrocknet und dio Losung abfiltriert und 2ur Trockne cingedampft.
Ohne weitere Reinigung wird der Riickstand weiter verarboitet.

C. O-Acetyl-nor-Clobutinol-hydrochlorid
Der dlige Riickstand der vorstehanden Verbindung aus Stufe B wird mit 50ml Methanol aufgenommen und 2 Stunden am
RiickfluR erhitzt. Dabei beginnt das gewiinschte Hydrochlorid bereits auszufallen. Ein Teil des Methanols wird dann noch
abdestilliert, der Ansatz gekiihit und das Kristallisat abgesaugt. Circa 10,09 Hydrochlorid fallen nach Spulung mit Essigoster
und Trockne an.
F. = 185-188°C

D. 0-Acetyl-N-Bac-nor-Clobutinol
12,89 des Produktes aus Stufe C warden in 500 m) Dioxan zusammen mit 10,0g Di-t-butyl-di-carbonat und 4,0g Tridthylamin
12 Stunden bei Raumtemperatur gariihrt. Dann wird die Suspension abgesaugt, filtriert und das Filtrat eingeengt. Der
Riickstand wird ohne weitere Reinigung weiterverarbeitet.

E. N-Boc-nor-Clobutinol
Obiger liger Riickstand aus Stufe O wird mit 50ml 1 N-Natronlauge und 100m! Methanol 3 Stunden am RiickfluB erhitat.
Danach wird das Methano! im Vakuum abgedampft und die alkalische, wiBrige Suspension ausgedthert. Die Ather-Phase
wird abgetrennt, iiber Natriumsulfat getrocknet und nach Filtration eingedampft. Der zundchst dlige Riickstand wird nach
einiger Zeit fest. Der foste Riickstand wird gepulvert und direkt der Umsetzung mit Trifluoressigsiure unterworfen,

F. nor-Clabutinol
12,09 der vorstehenden Boc-Verbindung aus Stufe E werden in 40ml eisgekihlter Trifluosessigsdure geldst. Die
Reaktionslésung wird 30 Minuten bei Eiskithlung und 2 Stunden bei Raumtemperatur stehen gelassen. Sodann wird der
groBie Teil der Trifluoressigsaure bei 30°C abdestilliert, der Riickstand in Wasser und Cis aufgenommen und die
nichtbasischen Anteile mit Ather ausgeschiittelt. Die wiRrige Phase wird abgetrennt, unter Eiskiihlung mit 40%iger
Natronlauge alkalisiert und mit Methylenchlorid ausgeschiittelt. Die org... iche Phese wird abgetrennt und abdestilliert und
der Riickstand in das Hydrochlorid Gberfiihrt. Dazu wird die 6lige Base in wenig Methanol geldst und ath arische Salzsdure bis
2um pH 5 hinzugefiigt. Das Hydrochlorid fallt dabei schon aus. Der Niederschlag wird durch weitere Zugabe von Ather
vervollstindigt. Das abgesaugte Hydrochlorid wischt man mit Essigsduredthylester aus.
Nach Trocknung zeiyt das Silz einen
Schmp. von 7. = 182 184°C, Ausbeuts: 8,09
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Rofarenz-Beisplel 3

Analytischer Nuchwals dor optischen Einheit dor I- und dor ll-Enantiomore

(A) DasRacomat () 1-p-Chlorphonyl-2,3-dimolhyl-d-dimolhylumino-bumn-2-ol wurde auf eine LKB-Siule gegebon und mittals

Propanol-2 (0,5%) und Phosphatpulfer pH 6 oluiort. Wie in Abbildung 1 dargestollt, wurde das (-)-Enantiomer bei

9,25 Minuton und das (-+)-Enantiomer bei 12,26 Minuten orhalton.

Das Racemat () Oc(p-Chlorbonzyl)-3,4,5~ltimolhyl-2II-3,4,5,6~totmhydrooxazin(1,3) wurde auf eina Chiracel OD-Séule

gegeben und mittels 495ml Hoxan und 5ml Propanol-2- eluiert, Wie in Abbildung 2 dargostollt, wurde der (-)-Enantiomer

bei 11,89 Minuten und das (+)-Enantiomer bei 13,22 Minuten erhalten.

(C) Dio (+)-und{-)-Enantiomere der Verbindung 6-(p-Chlorbonzyl)-3,5,6-trimothyl-2 H-3,4,5,6-totrahydro-oxazin(1,3) wurdon
durch stereospozifische Verfahren mittels dos entsprachendon {+)- und {=)-Clobutinol als Ausgangsstofl hergostolit.
Abbildung 3und 4 stellen dio Ergebnisse dor chromatographischen Analyso der entsprechor den Produkte auf einer Chiracel
OD-Siute dar. Die (+)- und {-)-Enantiomere des Oxazin wurden gomischt und gleichfalls e'ulert, das Ergebnis istin
Abbildung 6 dargestellt.

(8

Reforenz-Bolsplel 4

Bindungsversuch an den Opiatrezeptor

Injedem Versuch wurden zwei miinnliche Ratten {ca. 200g} mittels Schlag an den Hals getdtet. Dia Gehirnewurden entferntund
jeweils der Gehirnstamm zusammen mit der Madulla vorbereitot und gowogen. Diese Gewabe wurden mittols einem , Potter
homagenizior” in 30mi 7 nM Tris HCI Putfer pH 7.4 homogenisiert. Das resultierende Homogensat wurde bei 18000 X ¢

15 Minuten lang zentrifugiert.

Durch nachfolgendo Resuspensierung und “entrifugierung wurden die Pellots 2weimal gowaschen. Die resultierenden Pellets
wurden mit dem 200fachen ihros Gewichts an Tris HCI Puffer pH 7,4 verdaut. Zur Durchfiihrung der Bindungsanpassung wurden
jewails 1 ml dieses Priiparates mit 0,5 mM 3H-Diprenorphine (38,9 Ci/nmol Amaersham), das ein nichtselektiver Ligand fiir die
Opiatrezeptoren ist, und dia Testverbindung boi verschiodenan Konzantrationen in einem Eisbad inkubiert.

Die Inkubation wurde nach 3 Stunden beendet und der Ansatz in ainem , Ismatec Filter-Prop 101 sample processor” unter
Verwendung eines Whatman GF/B Glaswollfiltor schnoll filtriert.

Das Filtrat wurde dreimal mit 3mi gekohitem Puffer gespiltunddin klainan Ampullen, die 4ml!Instasel enthiclten, abgefilit, ither
Nacht extrahiert, Danach wurde die Radioaktivitit gemessen. Alle Messungen wurden dreimal durchgefiihrt. Als nicht-
spezifische Bindung gilt jeno gebundene Radioaktivitit, dia in Anwesaenheit von 100nM Naloxone gefunden wurde.

Ergebnisse:

Die radiomarkierte opiatagonistische Verbindung 3H-Diprenornhine bindet spezifisch und reversibel mit den Opiatrezeptoren
der Priiparate. Nach Scatchard Analysierung wurde bai einer Sattigungsuntr.csuchung ein KD-Wert von 0,51 nM kalkuliert. Die
spezifische Bindung von 0,5nM 3H-Diprenorphine wiirde durch Naloxone mit ginem 1Cg-Wert von 3nM inhibiert. Im Gegensatz
2u diesem Bofund waist die Testverbindung bis 100uM keine [nhibierung von 3H.Dipronorphine auf.
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