ORIGINAL ARTICLES

Institut fiir Pharmazie der Friedrich-Schiller-Universitat, Jena, Germany
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Herrn Prof. Dr. Gerwalt Zinner, Braunschweig, in freundschaftlicher Verbundenheit zum 75. Geburtstag gewidmet

Bei der Detektion von halogenierten Hippursdauren auf DC-Platten mit N, N-4-Dimethylaminobenzaldehyd wird ein orange-
farbiger fluoreszierender Fleck gebildet, der aus einem E/Z-Gemisch der entsprechenden Benzylidenverbindungen besteht.
Die Reaktion verlduft iiber die Azlactone. Im E/Z-Gemisch dominieren die Z-Derivate (>90%).

E/Z-ratio and stability of halogenated benzylidene derivatives formed during the detection of glycine conjugates

The orange fluorescing spot formed during the detection of halogenated hippuric acids with 4-N,N-Dimethylaminobenzal-
dehyde on TLC-plates consists of a E/Z-mixture of the corresponding benzyliden derivatives. Intermediates are the azlac-

tones.

1. Einleitung

Das seit 1962 als zentral angreifendes Muskelrelaxans ein-
gefiihrte 2-(4-Chlorphenyl)-3-methyl-perhydro-1,3-thiazin-
4-on-1,1-dioxid (Chlormezanon, 1) wurde aufgrund einer
retrospektiven europdischen Erhebung wegen des Risikos
des Auftretens schwerer Hautreaktionen vorsorglich vom
Hersteller aus dem Markt genommen. Trotz millionenfa-
cher jdhrlicher Anwendung wurden in der Bundesrepublik
Deutschland von 1962 bis 1996 nur 11 Lyell-Félle ohne
todlichen Ausgang registriert. Erst 1998 wurde iiber einen
Lyell-Todesfall aus dem Jahre 1996 nach Einnahme von 1
berichtet [1]. Nachdem von Oelschliger et al. die pharma-
zeutisch-chemischen Eigenschaften des chiralen Molekiils,
seine Stabilitit und die pharmakokinetischen Eigenschaften
eindeutig gekldrt worden sind [2], laufen jetzt Untersu-
chungen in Zusammenarbeit mit der Universititshautklinik
Freiburg i. Br., in denen die Frage gekliart werden soll, ob
1 oder eines seiner Enantiomeren bzw. die Hydrolyse- oder
Biotransformationsprodukte in einem kausalen Zusammen-
hang mit den hauttoxischen Reaktionen stehen oder nicht.
Untersuchungen in den neunziger Jahren [2] hatten zu der
Erkenntnis gefiihrt, dass rac-1 im pH-Bereich von 2 bis
9 durch Autoprotolyse in 4-Chlorbenzaldehyd (2) und 3-
Sulfinatopropionsdure-N-methylamid (3) gespalten wird.
Danach unterliegt 3 einer enzymatischen Spaltung in der
Amidstruktur zu Methylamin und 3-Sulfinatopropionséure
(4), wihrend 2 zur 4-Chlorbenzoesidure (5) oxidiert und
diese mit Glycin bzw. aktivierter Glucuronsidure zu den
entsprechenden Phase-II-Produkten (6, 7) konjugiert wird.
Bei der Biotransformation des Analgetikums Flupirtin
entsteht das N-(4-Fluorbenzoyl)glycin [3].

Fir 1 wurde im Plasma bei 37 °C (pH 7,4) eine Halb-
wertszeit von 76 h gefunden. In einer Studie mit 20 Pro-
banden wurde nach einmaliger oraler Gabe von 400 mg
rac-1 festgestellt, dass beide Enantiomere rasch resorbiert
werden (Cpax 15—45 min.), wihrend sie sich in ty»em
merklich unterscheiden (+)-1: 47 h bzw.(—)-1: 24 h.

Beide Enantiomere werden nach Dosierung im therapeuti-
schen Mafstab (400 mg) tiberwiegend (zu 15-20%) an
Humanalbumin (37 °C, pH 7,4) gebunden, wihrend die
Bindung an die Globulinfraktionen im Bereich von 2 bis
4% lag. (Gleichgewichtsdialyse, validiert durch Ultrafiltra-
tion). Die Racemisierungsgeschwindigkeit bei 37 °C und
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pH 7.4 betrigt etwa 20,5h, bei pH 2 240h, bei pH 9
1,3h (4).

Bis zu 70% der verabreichten Dosis rac-1 (400 mg) er-
scheinen als 4-Chlorhippursdure und 5 bis 10% als Glucu-
ronid der 4-Chlorbenzoesdure im Harn. Die Menge an un-
verdndertem rac-1 im Harn betrigt etwa 2%.

2. Untersuchungen, Ergebnisse und Diskussion

Bei den pharmakokinetischen Untersuchungen zu 1 zogen
wir zur Erkennung der 4-Chlorhippursaure als dc-Orientie-
rungsreaktion die wenig bekannte Altmann-Reaktion [5]
heran, bei der auf einer Kieselgelplatte (KG 60 ohne Fluo-
reszenzindikator) durch Reaktion von 4-Chlorhippurséiure
(6) mit 4-N,N-Dimethylaminobenzaldehyd in Acetanhy-
drid bzw. Eisessig/H,SO4 ein orangefarbiges Produkt ent-
steht, nachdem 10 min auf 100 °C erhitzt worden ist. Der
Fleck fluoresziert im UV-Licht (366 nm) leuchtend gelb-
orange. Bei 254 nm ist die Fluoreszenz deutlich schwa-
cher. Mit Hilfe dieser Reaktion kénnen — wie wir fanden
— densitometrisch noch ca. 5 pg der 4-Chlorhippursiure
(Schmp. 148 °C) detektiert werden. Auf Aluminiumoxid
verlduft die Reaktion analog. Versuche, die gelb gefirbte
Verbindung aus Kieselgel zu eluieren und nach Reinigung
der Strukturanalyse zuzufiihren, schlugen fehl, weil sich
die Substanz bei dem Extraktionsvorgang und der Reini-
gung durch SC bzw. pridparative HPLC zersetzte. Daher
wurde zunidchst das Verhalten der 4-Chlorhippursidure
beim Erwidrmen auf Kieselgel in Gegenwart von Essigsiu-
reanhydrid bzw. Eisessig/Schwefelsdure untersucht. Es re-
sultierte eine kristalline Substanz vom Schmelzbereich
135-140 °C, die sich nach Ausweis der Massen- und
NMR-Spektroskopie sowie durch HPLC als ein Gemisch
von 4-Chlorhippursdure und dem durch Wasserabspaltung
entstandenen Azlacton erwies (Schema).

Die priparativ untersuchte Reaktion von 8 mit 4-N,N-Di-
methylaminobenzaldehyd fiihrt nach den spektroskopi-
schen Daten zu einem Gemisch der E- und Z-Isomeren
der Benzylidenverbindung 9, dessen priparative Trennung
noch nicht gelang. Die Ausbeute betrdgt bei einem Ansatz
von 0,03 mol 70% d. Th. (Schmp. 228-230 °C). Ohne die
zu 8 fiihrenden wasserabspaltenden Zusitze (Acetanhydrid
bzw. Eisessig/H,SO,) erfolgt keine Bildung von 9. Das E/Z-
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Abb. 1: H/H-Cosy-NMR von 9

Verhiltnis von 9 wurde durch 'H-NMR und H/H-Cosy-
NMR (Abb. 1) aufgeklirt. Als Bezug fiir die rechnerische
Bearbeitung diente das Signal des Vinylprotons, das in der
Z-Form bei 7,20 ppm und in der E-Form bei 7,25 ppm als
Singulett erscheint. Es dominiert das Z-Isomere [E/Z =
1:2,7 bzw. 3]. Um einen méglichen Einfluss des Chlor-
atoms auf das E/Z-Verhiltnis zu erkennen, wurde sowohl
die in 4-Stellung fluorierte als auch die bromierte Benzyli-
denverbindung synthetisiert, die alle drei hohe Schmelz-
punkte zeigen. Es dominiert bei den Benzylidenverbindun-
gen eindeutig das Z-Isomere, allerdings iiber den weiten
Bereich von 3:1 bis 13:1 (bei der fluorierten Verbin-
dung). Diese Messungen wurden mit den bei der Aufar-
beitung erhaltenen kristallinen Isomerengemischen durch-
gefiihrt und sind somit nur bedingt relevant fiir die
Zusammensetzung bei Reaktionsende. Inzwischen gelang
es auch, in dem Reaktionsansatz vor der Aufarbeitung das
E/Z-Verhiltnis zu bestimmen. Danach entsteht ganz iiber-
wiegend das Z-Isomere (99:1), mithin geht bei der Auf-
arbeitung ein betridchtlicher Anteil des Z-Isomeren verlo-
ren. E- und Z-Isomere unterscheiden sich charakteristisch
durch ihre UV-Spektren (Abb. 2).

Die Benzylidenverbindungen zeichnen sich durch eine ge-
wisse Instabilitdt aus. So entsteht bei der HPLC (RP-18)
mit dem Eluens CH3;0H der (Z)-2(4-Chlorbenzamido)-4’-
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dimethylaminozimtsduremethylester 10, der auch als Refe-
renzsubstanz synthetisiert wurde (Schema). Er liegt aus-
schlieBlich in der Z-Form vor. Enthilt das bei der HPLC
verwendete Methanol Spuren von Wasser, so tritt neben
der Methanolyse — abhingig vom Wassergehalt — noch
Hydrolyse ein (11). 11 ist gelb gefédrbt. Versucht man, das
Z-Zimtsdurederivat 11 unter Schwefelsdure-Katalyse zum
Methylester reagieren zu lassen, so entsteht nicht dieser,
sondern unerwartet unter Cyclisierung zum Azlacton das
Methoxyderivat 12. Abb. 3 veranschaulicht eine solche
HPLC-Trennung von 9 mit den durch Methanolyse und
Hydrolyse entstandenen Produkten 10 und 11. Allerdings
muss die Fliissigchromatographie wegen der bedingten In-
stabilitdt rasch und jeweils mit frisch hergestellten Losun-
gen durchgefiihrt werden. Lisst man die methanolische
Losung von 9 24 h bei RT stehen, so enthilt die Losung
danach nur 10.

Zusammenfassend haben unsere Untersuchungen ergeben,
dass der bei der Detektion von halogenierten Hippursduren
auf DC-Platten mit 4-N, N-Dimethylaminobenzaldehyd ent-
stehende fluoreszierende orangefarbige Fleck aus einem
E/Z-Gemisch der entsprechenden Benzylidenverbindungen
besteht. Die Bildung verlduft iiber die Azlactone. Im E/Z-
Gemisch dominieren die Z-Derivate (>90%). Sie unterlie-
gen leicht der Hydrolyse und Methanolyse.
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Abb. 2: UV-Spektren der E- und Z-Isomeren von 9
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Abb. 3: Chromatogramm der HPLC-Trennung von 9 (E + Z), 10 und 11

Die Reaktion gestattet noch etwa 5 pug der 4-Chlorhippur-
sdure mit Hilfe des gelben fluoreszierenden Fleckes auf
der DC-Platte nachzuweisen. Eine Fluoreszenzmessung
steigert die Erfassungsgrenze um den Faktor 10.

3. Experimenteller Teil

3.1. Priparativer Teil
3.1.1. N-(4-Chlorbenzoyl)glycin (6)

Zu einer Losung von 0,25 mol Glycin-HCI in 350 ml 10%iger NaOH wer-
den unter kriftigem Riihren tropfenweise 0,025 mol 4-Chlorbenzoylchlorid
zugegeben, wobei die Temperatur 30 °C nicht iiberschritten werden darf.
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Nach Beendigung der Zugabe wird noch weitere 2 h bei RT geriihrt, an-
schlieBend mit konz. HCI neutralisiert, die ausgefallenen Kristalle werden
abgesaugt.

Farblose Kristalle (HPLC-rein), Schmp. 148 °C (H,0) (148 °C [6]); Aus-
beute 77% d. Th. Im Einzelfall wurde auch eine hochschmelzende Modifi-
kation (Schmp. 201 °C) erhalten, die im MS vdllig der niedrig schmelzen-
den Form entsprach.

3.1.2. N-(4-Fluorbenzoyl)glycin (13)

analog 3.1.1.
Farblose Kristalle (HPLC-rein), Schmp. 146-150 °C (EtOH) (163-165 °C
[7]); Ausbeute 73% d. Th.

3.1.3. N-(4-Brombenzoyl)glycin (14)

analog 3.1.1.
Farblose Kristalle (HPLC-rein), Schmp. 163-164 °C (EtOH) (164 °C [8]);
Ausbeute 70% d. Th.

3.1.4. 2-(4-Chlorphenyl)-4,5-dihydro-1,3-oxazol-5-on (8)

0,06 mol 6 werden in 60 ml Acetanhydrid 1 h unter Riickfluss erhitzt. Die
nach dem Erkalten ausgefallenen Kristalle werden abgesaugt, mit Petrol-
ether gewaschen und iiber Blaugel getrocknet.

Farblose Kristalle (HPLC-rein), Schmp. 126-128 °C (127 °C [9]).

3.1.5. 2-(4-Bromphenyl)-4,5-dihydro-1,3-oxazol-5-on (15)

analog 3.1.4.
Farblose Kristalle (HPLC-rein), Schmp. 127 °C (127 °C [10]).

3.1.6. 2-(4-Fluorphenyl)-4,5-dihydro-1,3-oxazol-5-on (16)

analog 3.1.4.
Farblose Kristalle (HPLC-rein), Schmp. 118 °C (118 °C [11]).

3.1.7. 2-(4-Chlorphenyl)-4-[(E/Z)-4-(4-dimethylamino )benzyliden]-4,5-di-
hydro-1,3-oxazol-5-on (9)

0,03 mol (6) und 0,03 mol 4-Dimethylaminobenzaldehyd werden mit 2,5 g
wasserfreiem Natriumacetat und 10 g Acetanhydrid tiber 2 h auf 80 °C er-
hitzt. Nach dem Abkiihlen auf RT werden 12 ml EtOH zugegeben und im
Eisbad auf 0 °C abgekiihlt. Der ausgefallene Niederschlag wird abfiltriert,
mit wenig eiskaltem EtOH gewaschen und getrocknet.

Rote bis orange Kristalle, Schmp. 228-230 °C (Toluol), Ausbeute 70%
d. Th. MS (rel.%) = M + 326 (100), 298 (5), 159 (100), 139 (30), 111
(10). 'TH-NMR (300 MHz, CDCl3) § = 3,1 (s, 6 H, N(CH3),, 6,73 (d, 2 H,
J=9,16 Hz, arom), 7,20 (s 1H, H-vinyl(Z)), 7,25 (s, 1H, H-Vinyl(E),
7,47 (d, 2H, J = 8,62 Hz, arom), 8,07 (m, 4 H, arom).

Ci3H5N,O,Cl (326,8), EA

3.1.8. 2-(4-Fluorphenyl)-4-[(E/Z)-4-(4-dimethylamino)benzyliden ]-4,5-dihy-
dro-1,3-oxazol-5-on (17)

analog 3.1.7.

Rote bis orange Kristalle, Schmp. 249 °C (Toluol); Ausbeute 59% d. Th.
MS (rel.%) =M + 310 (100), 159 (100), 143 (20), 123 (90), 95 (20). 'H-
NMR (300 MHz, CDCl;) 6=3,1 (s, 6H, N(CH3), 6,7 (d, 2H,
J=9,8 Hz, arom), 7,2 (d, 2H, J = 5,2 Hz, arom), 7,25 (s 1 H, H-vinyl(Z)),
7.4 (s, 1 H, H-Vinyl(E), 8,1 (m, 4 H, arom).

CsH5N,O5F (310,3), EA

3.1.9. 2-(4-Bromphenyl)-4-[(E/Z)-4-(4-dimethylamino)benzyliden ]-4,5-dihy-
dro-1,3-oxazol-5-on (18)

analog 3.1.7.

Rote bis orange Kristalle, Schmp. 214 °C (zunichst aus Toluol, dann unter
Verlusten aus EtOH); Ausbeute 71% d. Th. MS (rel.%) =M + 370 (10),
183 (10), 159 (100), 143 (6). '"H-NMR (300 MHz, CDCl3) 6 = 3,3 (s, 6 H,
N(CH3),, 6,7 (d, 2H, J =9,8 Hz, arom), 7,2 (d, 2H, J =9,4 Hz, arom),
7,2 (s 1 H, H-vinyl(Z)), 7,4 (s, 1 H, H-Vinyl(E), 8,1 (m, 4 H, arom).
CsH5N,0,Br (371,2), EA

3.1.10. (Z)-2[(4-Chlorbenzoyl)amino ]-3-[4-(dimethylamino )phenyl]acryl-
sciure (11)

9 mmol 9 werden in 200 ml 1%iger NaOH suspendiert und unter Riick-
fluss auf 90 °C erhitzt. Wenn sich 9 nahezu gelost hat, wird filtriert und
mit konz. HCI angesduert. Die ausgefallenen Kristalle werden abgesaugt
und aus EtOH umkristallisiert. Gelbe Kristalle (HPLC-rein), Schmp. 218—
225 °C (EtOH); Ausbeute 77% d. Th. MS (rel.%) =M + 344 (100), 326
(10), 300 (25), 205 (30), 187 (35), 161 (100), 146 (30), 139 (20), 134
(10). 'H-NMR (300 MHz, CDCl; 4 CD;0D) & = 2,76 (s, 6 H, N(CH3),,
6,45 (d, 2H, J =8,9 Hz, arom), 7,25 (m, 4H, arom), 7,35 (s, 1 H, H-vi-
nyl(Z)), 7,65 (d, 2H, J = 8,28 Hz, arom).
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3.1.11. Methyl-(Z)-2[(4-chlorbenzoyl)amino J-3-[4-(dimethylamino)phenyl]-
acrylat (10)

Die Darstellung erfolgt aus 11 mit etherischer Diazomethan-Losung.
Gelbe Kristalle (HPLC rein), Schmp. 62-65 °C; Ausbeute 99% d. Th.
MS (rel.%) = M+ 357 (50), 219 (30), 187 (100), 159 (60), 139 (20).

3.1.12. 2-(4-Chlorphenyl)-4-[4-(dimethylamino )benzyl ]-4-methoxy-4,5-di-
hydro-1,3-oxazol-5-on (12)

2,9 mmol 10 werden in einer Mischung aus 50 ml CHCl3 und 5 ml MeOH
gelost, mit 5 Tropfen konz. H,SO4 versetzt und 4 h unter Riickfluss er-
hitzt. Das Reaktionswasser wird in einem Wasserabscheider aufgefangen.
Nach Abdampfen des Losungsmittels verbleibt ein hellgelbes Ol, das bei
6 °C langsam kristallisiert.

Ausbeute 30% d.Th.

MS (rel.%) = M+ 358 (100), 219 (25), 187 (80), 164 (40), 139 (20). 'H-
NMR (300 MHz, CDCl3) 6 = 2,93.

3.2. Analytischer Teil
3.2.1. Diinnschichtchromatographie

Die DC erfolgte nach Angaben von Moll [5] an Kieselgel 60-Fertigplatten
ohne Fluoreszenzindikator (Merck/Darmstadt). Als FlieBmittel diente eine
2+ 1+ 1 (v/v)-Mischung von 1-Butanol, 1-Propanol und Ammoniaklgsung
(25%) (Kammersittigung). Zur Detektion wurde die sorgfiltig getrocknete
Platte bis zur Transparenz mit einer 1%igen (m/v) Losung von 4-N,N-Di-
methylaminobenzaldehyd in Aceton/Acetanhydrid 4 + 1 (v/v) bespriiht und
im Trockenschrank ca. 10 min auf 100 °C erhitzt. 6 (hR¢ = 35) erscheint
nach der Reaktion als gelber Fleck auf weilem Grund. Die fiir Erlenme-
yer-Azlactone aus Hippursduren und N,N-Dimethylaminobenzaldehyd spe-
zifische orangegelbe Fluoreszenz (Anregungswellenlinge 366 nm; UV-
Lampe HP-UVIS, Desaga, Heidelberg) steigert die analytische Empfind-
lichkeit erheblich und bietet die Moglichkeit einer densitometrischen Ver-
messung im Bereich von 10 bis 100 ng je Fleck. Die Remissionsmessung
ohne UV-Anregung erlaubt nur Messungen bis minimal 500 ng je Fleck.
Zum Beweis des gestuften Reaktionsablaufs wurde eine DC-Platte zu-
nédchst mit methanolischer 4-Chlorhippursdure-Losung (5% m/v) impri-
gniert, nach dem Trocknen mit Acetanhydrid bespriiht und im Trocken-
schrank 10 min bzw. 30 min auf 100 °C erwidrmt. Das Ethylacetat-Eluat
der abgelosten Sorbensschicht wurde tiber Na,SO4 getrocknet und nach
Abziehen des Losungsmittels mittels HPLC (3.2.2.) untersucht.

Zur Kldrung des Einflusses des Sorbensmaterials auf den Ablauf der De-
tektion wurden ohne Optimierung des FlieBmittels neben Kieselgel 60
noch Aluminiumoxid, mikrokristalline Cellulose und aminoalkyliertes Kie-
selgel (alle Macherey und Nagel, Diiren) eingesetzt. Es traten die gleichen
gefirbten, fluoreszierenden Flecke auf.
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3.2.2. HPLC

Die Chromatographie erfolgte an einer LiChrospher® RP-18-Siule
(125 x4 mm; 100 um Merck, Darmstadt); FlieBmittel Methanol (Merck,
Darmstadt); Flow 0,8 ml/min; Detektorwellenldngen 240 und 305 nm; UV-
Spektrenaufnahme (DAD) 210-390 nm.

Geritekonfiguration: Pumpe LC-10AS (isokratisch), Autoinjektor SIL-10A,
UV-Detektor SPD-M10A (Diodenarray); Bus-Modul CBM-10A, Class-
LC10-Workstation (alle Anlagenteile Shimadzu Europa GmbH, Duisburg).

3.2.3. Spektroskopie

Die Massenspektren wurden mit dem doppelt fokussierenden Gerdit AMD
402 (Intecra GmbH, D-27243 Harpstedt) aufgenommen

Die 'H-NMR-Spektren wurden mit einem Kernresonanzspektrometer DPX
300 Avance (300 MHz) der Fa. Bruker (D-76287 Rheinstetten) aufgenom-
men.

Wir danken dem Fonds der Chemie, Frankfurt a. M., fiir finanzielle Forde-
rung.
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