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Concentration of Mean frequence Heart-beats/min Mean decrease (%) Calculated decrease (%) S.D. (%)
phenobarbital (g/l) without phenobarbital with phenobarbital

1 (2) (3) (4) (5) (6)

2.9 494 282 42.9 43.2 3.4

2.9% 101 494 300 39.4 37.2 2.6

2.9%x 1072 504 348 30.8 31.3 2.5
2.9x10-2 498 372 25.4 25.3 4.0
2.9%x10¢ 510 414 19.0 19.3 2.6

0.0 510 426 17.1 — 3.3

In column (2) and (3) data are pooled from 8 animals, each measured 5 times during 10 sec, hence # = 40. Regression line (without zero
concentration): % decrease = 40.4 + 5.97 log concentration. S.D. in the coefficient: 0.16. Multiple correlation coefficient: 0.94.

precise (S.D. + 229%, n = 4 for 1 D. pulex) and as yet we
have no experience with the electro-cardiogram method?2.
3. The actual experiment is quite simple, as is the elec-
tronic apparatus used (Figures 1 and 2). 4. By connecting
the output of the amplifier to a recorder, one can obtain
an ‘optical cardiogram’ (see inlay Figure 1b). 5. To draw a
comparison between invertebrates and mammals con-
cerning the physiological effects of phenobarbital is to
invite more complex questions far beyond the scope of
this study. However, proving that the heart frequency

* We should like to thank LLoyp C. EpMUNDs for critical reading and
translation aid.

of Daphnia is useful as a biological parameter in a test for
phenobarbital suggests the possibility that Daphwnia or
other similarly ‘simple organisms’ would be useful in
comparitive biological studies of other drugs and hor-
mones.

Zusammenfassung. Neue Methode zur exakten Be-
stimmung der Herzschlagfrequenz transparenter Wasser-
organismen (Daphwia pulex 500/min) iiber einen Mikro-
projektor bei Anwendung einer vom Licht abhingigen
Resistenz (LDR),
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Zur Synthese der m-Aminophenylboronsiure, Effektor in der Affinititschromatografie von

Nukleinsiuren

Affinitdtschromatografische Trennverfahren haben in
den letzten Jahren auf dem Gebiet der. Polynucleotide
zunehmend an Bedeutung gewonnen. Hochspezifische
Trennungen konnten unter anderem auf Basis der
Wechselwirkungen zwischen komplementiren Nucleo-
basen? sowie zwischen Oligo- und Polynucleotiden mit
hydrophoben Substituenten und tritylierten oder ben-
zoylierten Cellulosen? erzielt werden. Um aus einem
Gemisch von Mono- oder Oligonucleotiden solche mit
terminaler ¢is-Diolgruppe zu trennen, bedient man sich
mit Vorteil ihrer Wechselwirkung mit Polymeren, die
Boronatgruppen enthalten. Diese Art von Affinitdts-
trennung wurde zum Beispiel eingesetzt, umn 3’-terminale
Fragmente von Polyribonucleotiden zu analysieren® oder
um Desoxyoligonucleotide mit Ribo-Terminus aus einem
Gemisch mit Desoxy-Oligomeren gleicher Kettenlinge
abzusondern4. Die bendtigten Sdulenmaterialien wurden
entweder durch Umsetzung hydrophiler Polymerer mit
m-Succinylaminophenylboronsidure?® oder durch Copoly-
merisation von m-Methacryloylaminophenylboronsiure
mit geeigneten Vernetzern® gewonnen. In beiden Fillen
dient m-Aminophenylboronsidure als Effektorgruppe.
Fiir diese Schliisselsubstanz haben wir einen einfachen
Syntheseweg entwickelt, der von preisgiinstigen Rea-
genzien ausgeht.

LEygebnisse. Der Weg, den wir zur Synthese von m-
Aminophenylboronsiure beschritten haben, ist in Schema
aufgezeichnet. Als Ausgangsmaterial diente m-Bromanilin
(I), das zundchst am Stickstoffatom mit Trimethylsilyl-
schutzgruppen versehen wurde?. Eine Grignard-Reaktion
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des Zwischenprodukts (II) mit Tri-n-butyl-borat? fiihrte
dann zum Ersatz des Bromatoms durch eine Boronat-
gruppe. Die abschliessende Behandlung mit verdiinnter
Sdure entfernte die Schutzgruppen und lieferte das
gewiinschte Produkt (III). m-Aminophenylboronsiure
wurde direkt in reiner Form erhalten und war in der
Diinnschichtchromatografie und in ihren spektrosko-
pischen Eigenschaften identisch mit einem handels-
iiblichen Vergleichsprdparat.

Die bisher allgemein angewandte Methode zur Dar-
stellung von (IIT) geht von der Nitrierung und Reduktion
von Phenylboronsiure aus®:?. Unser Syntheseweg liefert
ausbeutemassig ein vergleichbares Ergebnis, stellt jedoch
insofern eine Vereinfachung dar, als die Trennung isomerer
Nitrierungsprodukte und die katalytische Hydrierung
vermieden werden. Er eignet sich somit besonders fiir
Synthesen in grosserem MaBstab. Da angenommen werden
kann, dass o- und p-Bromanilin sowie verwandte Ver-
bindungen in &hnlicher Weise reagieren, diirfte ein
allgemein anwendbarer Zugang zu Aminoarylboron-
sduren vorliegen.

Material und Methode. Phenyllithium?® und Tri-»#-butyl-
boratl® wurden nach Literaturvorschriften hergestellt.
m-Bromanilin und Trimethylchlorsilan waren Produkte
der Firma E. Merck, Darmstadt. m-Aminophenylboron-
siurehemisulfat als Vergleichspriparat wurde von Aldrich
erhalten. Alle - Losungsmittel waren destilliert und
getrocknet. Die Reaktionsprodukte wurden durch IR-
(Perkin Elmer Infracord), UV-Spektroskopie (Zeiss
DMR 21 und PMQ 2) und Elementaranalyse!! charakte-
risiert. Zur Chromatografie wurden Kieselgel-Diinnschicht-
folien der Firma Schleicher-Schiill, Dassel, verwendet.

N, N-bis-(Trimethylsilyl)-3-bromanilin (II). Ein Drei-
halskolben wurde mit Gaseinleitungsrohr, Tropftrichter
und Riickflusskiihler versehen. Der Kolben wurde mit
einer Ldsung von 157g (1,86 Mol) Phenyllithium in 1500 ml
Ather beschickt. 153 g (0.93 Mol) m-Bromanilin, gel6st in
200 ml Ather, wurden unter Riihren zugetropft. Danach
wurde noch 1 h weitergeriihrt. Wahrend der gesamten
Reaktionsdauer wurde ein schwacher Stickstoffstrom
durch den Reaktionskolben geleitet. Zur Reaktions-
mischung fiigten wir dann nach und nach 109 g (128 ml =
1 Mol) Trimethylchlorsilan zu, wobei die Mischung bei
gelindem Riickfluss gehalten wurde. Nach weiteren 2 h
am Riickfluss wurde alles Losungsmittel abdestilliert und
durch 500 ml n-Heptan ersetzt. Die Suspension wurde
erneut zum Riickfluss aufgeheizt, weitere 130 g (153 ml =
1,2 Mol) Trimethylchlorsilan zugesetzt und 15 h weiter-
gekocht. Anschliessend wurden die Lithiumsalze unter
Feuchtigkeitsausschluss abgesaugt, das Produkt vom
Losungsmittel befreit und zweimal im Hochvakuum
fraktioniert (Sdp. 64-66°/0,2 mm, nfy = 1,5393).

Br Br
1LiCgH;
2.CISi(CH Si(CH
NH3 (CHy)s N< (Crils
1 I Si(CH3)3
1.Mg/THF

2.8(0C4Hg);
3.verd.HyS04

B(OH),

NH,
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Ausbeute: 150 g (609, d. Theor., bezogen auf m-
Bromanilin). Analyse: C,,H,,BrNSi, (316,4); Ber.: Br
25,2%, Gef.: Br 22,3%,. IR: 3020 cm~! (Ar-H); 1600 cm—#,
1480 cm-1, 1460 cm~! (Phenyl-); 760 cm-1 und Ar-H-
Banden charakteristisch fiir m-Substitution bei 1740-
1930 cm~-1.

Die Grignard-Verbindung von (IT) wurde hergestellt,
indem eine Losung von 64 g (0,2 Mol) (II) in 250 ml
Tetrahydrofuran zu einer Suspension von 5,4 g Magne-
sium in 20 ml Tetrahydrofuran zugetropft wurde. Die
Temperatur im Kolbeninnern wurde dabei auf 30-40°
gehalten und ein schwacher Stickstoffstrom durchge-
leitet. Der Ansatz wurde eine weitere Stunde lang bei 35°
belassen, dann das Grignard-Reagens durch Glaswolle
direkt zur Weiterverarbeitung in einen Tropftrichter
filtriert.

Fir die folgende Umsetzung benutzten wir eine
Apparatur dhnlich der fiir die Synthese von (II) be-
schriebenen, wobei jedoch die Gaseinleitung durch KPG-
Riihrer und Thermometer ersetzt war. 46 g (0,2 Mol)
frisch destilliertes #-Butyl-borat in 100 ml Ather wurden
vorgelegt und der Kolbeninhalt auf —85° abgekiihlt.
Die Losung des Grignard-Reagens von (II) wurde tropfen-
weise zugesetzt, wobei die Temperatur auf —85° bis
—80° gehalten wurde. Nach Beendigung der Reaktion
liessen wir den Amnsatz iiber Nacht auf Raumtemperatur
Die Trimethylsilylgruppen wurden durch
Eingiessen in eine Mischung von 15 g konzentrierter
Schwefelsdure und 15 g Eis hydrolysiert. Die Wasserphase
(pH < 4!) wurde mit Ather ausgezogen, bis die Ather-
wiasche farblos bleibt. Dann wurde langsam verd.
wassrige Kalilauge in den Scheidetrichter hinzugefiigt,
bis alle Nebenprodukte in den Ather iibergehen und
m-Aminophenylboronsdure als einziges Produkt in der
Wasserphase bleibt. Dieser Vorgang wurde durch Diinn-
schichtchromatografie verfolgt (Rf von (III) in Athyl-
acetat/Tetrahydrofuran 4/1 = 0,59).

Die Atherphase wurde nochmals mit Wasser riick-
extrahiert, und die vereinigte Wasserphase mit Kalilauge
auf pH 7 eingestellt. Beim Einengen der Losung fallt die
m-Aminophenylboronsiure aus; sie wurde ins Hemi-
sulfat iiberfithrt und durch Lyophilisieren aus Dioxan
trocken als cremefarbenes Pulver erhalten.

Ausbeute: 21 g [459% d. Theor., bezogen auf (II)],
Analyse: CgH,,BNO¢S (235.04); Ber.: C30,669%,, H4,299%,.
N 5,96%; Gef.: C 30,91%, H 515%, N 581%. IR:
3300 cm—! (B-OH2);; 1620 cm~t, 1680 cm~%, 1500 cm~1;
1450 cm-! (Phenyl-, -NH *); 1380 cm—! (B-O12%); 760 cm—!
(Ar-H, m-Substitution). UV: (in Methanol: Ay.. = 288
und 237 nm, Apin = 274 nm.

Summary. A new synthesis of m-aminobenzene boronic
acid is described. The title compound is obtained by
Grignard reaction of N-blocked m-bromoaniline with
tri-n-butyl borate.
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