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Summary of statistical data 
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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 • 10 -1 494 300 39.4 37.2 2.6 
2.9 • 10 -~ 504 348 30.8 31.3 2.5 
2.9 • 10 -3 498 372 25.4 25.3 4.0 
2.9 • 10 -4 510 414 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 n = 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. • 22%, n = 4 for 1 D. pulex) and  as ye t  we 
have  no exper ience wi th  the  e lec t ro-cardiogram m e t h o d  3. 
3. The ac tua l  expe r imen t  is qui te  simple,  as is t he  elec- 
t ronic  appa ra tu s  used (Figures 1 and  2). 4. By  connect ing  
the  o u t p u t  of the  ampl i f ier  to  a recorder ,  one can ob ta in  
an 'opt ica l  ca rd iogram'  (see inlay Figure lb).  5. To d raw a 
compar i son  be tween  inve r t eb ra t e s  and m a m m a l s  con- 
cerning the  physiological  effects  of phenoba rb i t a l  is to  
invi te  more  complex  ques t ions  far  beyond  the  scope of 
th is  s tudy.  However ,  p rov ing  t h a t  the  hea r t  f requency  

4 We should like to thank LLOYD C. EDMUNDS for critical readingand 
translation aid. 

of Daphnia is useful as a biological p a r a m e t e r  in a t e s t  for 
phenoba rb i t a l  suggests  the  poss ibi l i ty  t h a t  Daphnia or 
o ther  s imilar ly  ' s imple  organisms '  would be useful in 
compar i t ive  biological s tudies  of o the r  drugs and  hor- 
mones.  

Zusammen/assung. Neue Methode  zur exak ten  Be- 
s t i m m u n g  der  Herzsch lagf requenz  t r a n s p a r e n t e r  Wasser -  
o rgan ismen (Daphnia pulex 500/rain) fiber e inen Mikro- 
p ro jek to r  bei  A n w e n d u n g  einer v o m  Lich t  abh/ingigen 
Resis ten z (LDR).  

TH. ]. POSTMES, G. NACKEN and R. G. NELISSEN 4 

St. Annadal Hospital, Department o/ Medical Physics, 
Maastricht (The Netherlands), 4 October 7973. 

Zur Synthese der m-Aminophenylboronsi iure ,  Effektor in der Affinitiitschromatografie von 
Nukleins~iuren 

Affini t~t tschromatografische Trennver fah ren  haben  in 
den le tz ten  Jah ren  auf  dem Gebiet  d e r  Polynucleot ide  
zunehmend  an Bedeu tung  gewonnen.  Hochspezi f i sche  
T rennungen  konn t en  un te r  ande rem auf Basis der 
Wechse lwi rkungen  zwischen komplemen tg ren  Nucleo- 
basen 1 sowie z w i s c h e n  Oligo- und Polynuc leo t iden  mi t  
h y d r o p h o b e n  Subs t i tuen ten  und  t r i ty l i e r ten  oder  ben- 
zoyl ier ten Cellulosen ~ erzielt  werden.  U m  aus e inem 
Gemisch y o n  Mono- oder Oligonucleot iden solche mi t  
t e rmina le r  ~is-Diolgruppe zu t rennen ,  bed ien t  m a n  sich 
mi t  VorteiI  ihrer  Wechse lwi rkung  mi t  Polymeren,  die 
Bo rona tg ruppen  en tha l ten .  Diese Ar t  yon  Affinit/~ts- 
t r e n n u n g  wurde  zum Beispiel eingesetzt ,  u m  3 ' - terminale  
F r a g m e n t e  yon  Polyr ibonuc leo t iden  zu analys ieren 8 oder  
um Desoxyol igonucleot ide  mi t  R ibo-Terminus  aus e inem 
Gemisch mi t  Desoxy-Ol igomeren  gleicher Ket tenl / inge  
abzusondern  ~. Die ben6 t ig ten  Sgulenmater ia l ien  wurden  
en tweder  durch  U m s e t z u n g  hydroph i le r  Po lymere r  mi t  
m-Succ iny laminopheny lboronsgure  ~ oder  durch  Copoly- 
mer isa t ion  yon m-Methac ry loy laminopheny lboronsgure  
mi t  geeigneten Verne tze rn  6 gewonnen.  In  be iden  Fgl len 
d ien t  m-Aminopheny lborons~ure  als Ef fek torgruppe .  
Fiir  diese Schli isselsubstanz haben  wir einen e infachen 
Syntheseweg  entwickel t ,  der  yon  preisgi inst igen Rea-  
genzien ausgeht .  

Ergebnisse. Der Weg, den wir zur Synthese  yon  m- 
Aminophenylborons / iu re  beschr i t t en  haben,  ist in Schema 
aufgezeichnet .  Als Ausgangsmater ia l  d iente  m-Bromani l in  
(I), das zun~ichst am S t icks to f fa tom mi t  Tr imethyls i ly l -  
s chu tzg ruppen  versehen  wurde  ~. E ine  Gr igna rd -Reak t ion  
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S. A. NARANG, Biochim. biophys. Aeta 224, 626 (1970). 
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77, 3623 (1972). 

4 H. SCttOTT, E. RUDLOFF, P. SCHMIDT, e .  ROYCHOUDHUP~y und 
H. K6SSEL, Biochemistry 72, 932 (1973). - T. F. MCCUTCHA~ und 
P. T. GILHAM, Biochemistry 12, 4840 (1973). - H. SELIGER, 
G. AUMANN, V. GENRICH, M. PHILIPP und 1~. R6SSNER, Kurz- 
mitteilungen, XXIV. Int. t(ongress ftir Reine und Angew. Chemie, 
Hamburg (1973), p. 136. 

5 H. g. WEITH, J. L. WIEBERS und P. T. GILHAM, Biochemistry 9, 
4396 (1970). 

6 H. SCHOTT, Angew. Chem. 84, 819 (1972); Angew. Chem. Int. 
2Edn. Engl. 77, 824 (1972). 

7 W. BROSER und W. HARRER, Angew. Chem. 77, 1139 (1965); 
Angew. Chem. Int. Edn. Engi. 4, 1081 (1965). 



15. 12. 1974 Specialia 148I 

des Zwischenprodukts  (II) mi t  Tr i -n-buty l -bora t  8 ffihrte 
dann zum Ersa tz  des Broma toms  durch eine Boronat -  
gruppe. Die abschliessende Behandlung  mi t  verd i innter  
S/iure ent fernte  die Schutzgruppen  und lieferte das 
gewiinschte P roduk t  (I iI) .  m-Aminophenylborons~iure 
wurde d i rekt  in reiner F o r m  erhal ten und war  in der 
Di innschichtchromatograf ie  und in ihren spektrosko- 
pischen Eigenschaf ten  ident isch mi t  e inem handels-  
i iblichen Vergleichspr~iparat. 

Die bisher al lgemein angewandte  Methode zur Dar-  
stel lung yon (III)  geht  yon  der Ni t r ie rung  und Reduk t ion  
yon Phenylborons/ iure  aus s, 6. Unser  Syntheseweg liefert  
ausbeutem~ssig ein vergleichbares  Ergebnis ,  stelt t  jedoch 
insofern eine Vere infachung dar, als die Trennung  isomerer  
Ni t r ie rungsprodukte  und die ka ta ly t i sche  Hydr i e rung  
vermieden  werden. E r  eignet  sich somit  besonders fiir 
Synthesen in gr6sserem MaBstab. Da angenommen  werden 
kann, dass o- und p-Bromani l in  sowie ve rwand te  Ver- 
b indungen  in ~hnlicher Weise reagieren, diirfte ein 
al lgemein anwendbarer  Zugang zu Aminoary lboron-  
sguren vorliegen. 

Material und Methode. Pheny l l i th ium ~ und Tri-n-butyI-  
bora t  ~~ wurden  nach Li te ra tu rvorschr i f t en  hergestell t .  
m-Bromani l in  und Tr imethylchlors i lan  waren  Produkte  
der F i rma  E. Merck, Darmstad t .  m-Aminophenylboron-  
s/ iurehemisulfat  als Vergleichspr~parat  wurde yon Aldrich 
erhalten.  Alle LSsungsmit te l  waren  dest i l l ier t  und 
getrocknet .  Die Reak t ionsproduk te  wurden  durch I R -  
(Perkin E lmer  Infracord),  UV-Spekt roskopie  (Zeiss 
D M R  21 und PMQ 2) und E lementa rana lyse  n charakte-  
risiert .  Zur Chromatograf ie  wurden Kieselgel-Dtinnschicht-  
folien der F i rma  Schleicher-Schiill ,  Dassel, verwendet .  

N, N-bis-(Trimethylsilyl)-3-bromanilin (II). E in  Drei-  
halskolben wurde mi t  Gaseinlei tungsrohr,  Tropf t r ich te r  
und Riickflusskfihler versehen. Der  Kolben  wurde mi t  
einer L6sung yon 157 g (1,86 Mol) Pheny l l i th ium in 1500 ml  
~ t h e r  beschickt.  153 g (0.93 Mol) m-Bromani l in ,  gel6st in 
200 ml ~ ther ,  wurden  unter  Ri ihren zugetropft .  Danach  
wurde noch 1 h weitergerfihrt .  Wtthrend der  gesamten  
Reak t ionsdauer  wurde  ein schwacher  St icks toffs t rom 
du tch  den ~Reaktionskolben geleitet .  Zur Reakt ions-  
mischung fi igten wir dann nach und nach 109 g (128 ml  = 
1 Mol) Tr imethylchlors i lan  zu, wobei  die Mischung bei 
gel indem Rfickfluss gehal ten  wurde. Nach  wei teren 2 h 
am Riickfluss wurde alles L6sungsmit te l  abdest i l l ier t  und 
durch 500 ml n - H e p t a n  ersetzL Die Suspension wurde 
erneut  zuln Rtickfluss aufgeheizt ,  wei tere  130 g (153 ml  = 
1,2 Mol) Tr imethylchlors i lan  zugesetzt  und 15 h weiter-  
gekocht.  Anschliessend wurden  die Li th iumsalze  unter  
Feucht igkei tsausschluss  abgesaugt,  das P roduk t  yore  
L6sungsmi t te l  befrei t  und zweimal  im H o c h v a k u u m  
frakt ionier t  (Sdp. 64-66~ mm,  n~) ~ = 1,5393). 

Br 

[ ~  IILiC6H5 
NH7 2CISi(CH3)3 

] 

Br 

[ ~  /Si(OH3)3 
]] N~Si(CH3)3 
1.Mg/IHF 

12. B (OC4Hg)3 
3.verd. H2SO 4 
OH)2 

NH z 

IF 

Ausbeute :  150 g (60% d. Theor.,  bezogen auf m- 
Bromanil in) .  Analyse:  CI~H2~BrNSi 2 (316,4); Ber. :  /3r 
25,2% Gef. : Br  22,3%. I R :  3020 cm -1 (Ar-H);  1600 cm -1, 
1480 cm -1, 1460 cm -1 (Phenyl-);  760 cm -1 und Ar- t t -  
Banden  charakter is t isch ffir m-Subs t i tu t ion  bei 1740- 
1930 cm -1. 

Die Gr ignard-Verbindung yon (II) wurde hergestell t ,  
indem eine L6sung yon 64 g (0,2 Mol) (II) in 250 ml  
Te t rahydrofu ran  zu einer Suspension yon 5,4 g Magne- 
s ium in 20 ml  Te t rahydrofu ran  zuget ropf t  wurde. Die 
Tempera tu r  im Kolbeninnern  wurde dabei  auf 30-40 ~ 
gehal ten  und ein schwacher  St icks to i fs t rom durchge- 
teitet.  Der  Ansatz  wurde  eine wei tere  Stunde lang bei 35 ~ 
belassen, dann das Gr ignard-Reagens  durch Glaswolle 
di rekt  zur Wei te rve ra rbe i tung  in einen Tropf t r ich te r  
fi l tr iert .  

Fi i r  die folgende Umse tzung  benutz ten  wir eine 
Appara tu r  ~hnlich der  fiir die Synthese yon (II) be- 
schriebenen, wobei  jedoch die Gaseinlei tung du tch  KPG-  
Riihrer  und The rmomete r  ersetzt  war. 46 g (0,2 Mol) 
frisch desti l l iertes n -Bu ty l -bo ra t  in 100 ml Ather  wurden 
vorgelegt  und der Kolbeninhal t  auf --85 ~ abgekiihlt .  
Die L6sung des Grignard-Reagens  yon (II) wurde  t ropfen-  
weise zugesetzt,  wobei  die Tempera tu r  auf --85 ~  
--80 ~ gehal ten wurde. Nach  Beendigung der Reak t ion  
liessen wir den Ansatz  fiber Nach t  auf R a u m t e m p e r a t u r  
kommen.  Die Tr imethyls i ly lgruppen  wurden  durch 
Eingiessen in eine Mischung yon 15 g konzent r ie r te r  
Schwefels~ure und 15 g Eis  hydrolysier t .  Die Wasserphase 
(pH < 4!) wurde mi t  ~_ther ausgezogen, bis die ~ the r -  
w~sche farblos bleibt.  Dann  wurde langsam verd.  
w~ssrige Kal i lauge in den Scheidetr ichter  hinzugefiigt ,  
bis alle Nebenproduk te  in den Ather  i ibergehen nnd 
m-Aminophenylborons/~ure als einziges P roduk t  in der 
Wasserphase bleibt.  Dieser Vorgang wurde  durch Diinn- 
schichtchromatograf ie  -~erfolgt (RI yon (III)  in _~thyl- 
ace t a t /Te t r ahydro fu ran  4/1 = 0,59). 

Die ~ the rphase  wurde nochmals  mi t  Wasser  flick- 
extrahier t ,  und die vereinigte  Wasserphase mi t  Kal i lauge 
auf p H  7 eingestellt .  Be im Einengen  der L6sung fS.11t die 
m-Aminophenylboronst ture  aus;  sie wurde ins Hemi -  
sulfat  i iberfi ihrt  und durch Lyophi l is ieren aus Dioxan  
t rocken als cremefarbenes Pu lver  erhalten.  

Ausbeute :  21 g [45% d. Theor.,  bezogen auf ( I I ) ] ,  
Analyse:  C6H10BNOsS (235.04); t3er. : C30,66%, H4 ,29%.  
N 5,96%; Gel.:  C 30,91%, H 5,15%, N 5,81%. I R :  
3300 cm -I  (B-OH12);; 1620 cm -1, 1680 cm -1, 1500 cm-1;  
1450 cm -1 (Phenyl-,  -NH3+ ) ; 1380 cm -1 (B-O 1~) ; 760 cm -1 
(Ar-H, m-Subst i tu t ion) .  UV:  (in Methanol :  ,~r~ = 288 
nnd 237 nm, ~mi~ = 274 nm. 

Summary. A new synthesis  of m-aminobenzene  boronic 
acid is described. The t i t le  compound  is obta ined by 
Grignard react ion of N-blocked m-bromoani l ine  wi th  
t r i -n-buty l  borate.  
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