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266. Zur Synthese und Vitamin-E-Wirksamkeit von Tocopheraminen 
und ihren N-Alkyl-Derivaten 

von U. Schwieter, R .  Tamm, H. Weiser und 0. Wiss 

(3. IX .  66) 

Im Gegensatz zu anderen Vitaminen ist die biologische Wirkung dc. Vitamins E 
nicht streng strukturgebunden. Neben dem d-a-Tocopheroll) besitzen auch seine 
stereoisomeren Formen und einzelne Analoge, z. B. das /3-Tocopherol, erhebliche 
Vitamin-E-Wirksamkeit. Auch gewisse Antioxydantien mit fehlender Strukturver- 
wandtschaft zu den Tocopherolen sind, zumindest partiell, biologisch aktiv, wenn sic 
in hohen Dosierungen verabreicht werden. Es schien deshalb von Interesse, einige 
Stickstoffanaloge der Tocopherole, die sog. Tocopheramine und ihre N-Alkyl-Deri- 
vate, herzustellen und auf ihre biologische Wirksamkeit zu priifen. 

Experimenteller Teil 
I. Herstellung von Tocopheraminen und ihren Derivaten (Formel I, Tab. 1). - 1. Toc-u- 

fiheramine ( I :  R ,  R’, R” = H oder CH,; R3, R4 = H). Stickstoffanaloge der Tocophcrolc untl 
ihre Acyl-Derivate wurden bereits fruher als Zwischcnprotlukte bci der Synthcsc von a-Toco- 
pherol hergestellt [3]. 

Fur die vorliegenden Untersuchungen wurdcn die als Ausgangsmaterial verwcndctcn primarcn 
Amine und Amitle durch Kuppeln dcr entsprechend mcthyl-substituierten Phenole (1.85 Mol) in 
der para-Stellung niit tlem Uiazoniumsalz tler Sulfanilsaure und anschliessencle Rccluktion mit 
Natriumdithionit (5-6 Mol) bei 75“ in 25-proz. Natronlauge hergestellt. Die cntsprechcnden Hytlro- 
chloride wurden dann durch dreistundiges Kochcn unter Riickfluss mit Natriumformiat (1,l Mol) 
in Ameiscnsaure acyliert. 

Die Formylaminophenole wurtlen anschlicsscnd durch 22-stdg. Erhitzen auf 135” uiitcr 
Stickstoff und in Ameisensaure als Losungsmittcl mit Isophytol (6,7 Mol) zu tlen h‘-Forniyl-(i- 
amino-chromanen kondensicrt. Die rohen 6-Aminochromane wurden nach vierstiintliger Hydro- 
lyse untcr Riickfluss erhalten untl mittcls SHulcnchromatographie an liicselgel gcrcinigt. I)ic 
physikalischen Datcn sind in Tabelle 1 cnthalten. 

2. N-Alkylfocophevamine ( I :  R, R’, K” = H oder CH,; Ra = Alkyl, K4 = Alkyl oder H). 
Diesc neuen Monoalkyl-Dcrivate der Tocophcramine wurden durch .4cylierung der primawn 
6-Aminochromanc und nachfolgende Kcduktion mit Lithiumaluminiumhydrid erhalten. 

a) N-2l.leti2yltocopheramzne (I: R3 = CH,, R4 = H) wurden durch Reduktion der N-E’ormyl-0- 
aminochromanc (0,07 Mol) mit Lithiumaluminiumhydrid (6 g) in absolutem Tetrahydrofuran 
(100 ml) unter Riickfluss wahrend 5 Std. hergestellt. Das gekuhlte Gemisch wurtlc sorgfaltig mit 
Methanol versetzt, auf 1~ H,SO, von 0” gegossen und mit Ather extrahiert. ])as Kohprotlukt 
wurde an Kieselgcl chromatographiert und im Hochvakuum destilliert. 

b) N-Athyltocopheramine (I: R3 = C,H,, R4 = H) wurden durch Acetylierung der yrimaren 
6-Aminochromane (0,04 Mol) in Essigsaureanhydrid (30 ml), Eisessig (30 ml) und Zinkpulver 
(0.3 g) unter einstuhdigcm Erhitzen auf 100” uncl nachfolgende Reduktion rnit ~,ithiumdluminium- 
hydricl (2,5 g) hergestellt. 

l) Untcr d-a-Tocopherol verstehcn wir tlas natiirlich vorkommcntlc, Clem die (Zft. 1’K,  8’h))-a- 
Tocopherol-Konfiguration zukonimt [l]. 
d, I-Tocopherole wie alle hier beschriebenen Tocopheramine haben die (ZKS,  4’HS, 8’RS)-Iion- 
figuration [2]. 
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c) N, M-UzmethyEtocoPheranzine (I : R3 = CH,, R4 = CH,) wurden durch Methylierung tlcr 
primaren 6-Aminochromane (0,023 Mol) rnit 40-proz. Formaldehyd (6 g) in absoluter Ameisensaure 
(9 g) durch 16stdg. Erhitzen unter Ruckfluss erhalten. Das Gemisch wurde in Wasser gegossen und 
rnit Ather extrahiert. Nach der iiblichen Aufarbeitung wurde das Rohprodukt im Hochvakuum 
clestilliert . 

11. Bestimmung der Vitamin-E-Wirksamkeit. - Zur Erniittlung der biologischcn Wirk- 
samkeit wurde einerseits der Hamolysetest nach FRIEDMAN et  al. [4] und andererseits der Fcrtili- 
tatstest an Ratten vcrwendet. Man weiss, dass im allgemcinen eine gute Iiorrelation zwischen 
diesen beiden Testen bcsteht. 

In  einer ersten orientierenden Versuchsreihe wurden die Substanzen im Hamolysetcst ein- 
gesetzt, um diejenigen zu ermitteln, die eine Aktivitat von mindestens 8Oyi ties d, I-a-Tocopherols 
aufweisen. Die so wirksamen und ein Teil der unwirksamen Substanzen wurden gcnauer gepruft. 

Fur den Hamolysetest wurden 150 g schwere weibliche Ratten in Drahtkafigen gehalten und 
rnit einer Vitamin-E-Mangeldiat folgender Zusammensetzung ernahrt : 49% Rohrzucker, 25% 
Casein, 10% Trockenhefe, 5% Schmalz, 5% Cocosfett (PuRA), 5% Mineralstoffmischung, 1 % 
Vitaminmischung. Mineralstoffmischung: 5,00% Natriumchlorid, 35,00y0 Calciumlactat, 15,000/, 
Tricalciumphosphat, 3,21% Eisen(II1)-citrat, 0,09% Kaliumjodid, 0,03% Kupfersulfat, 5,50% 
Magnesiumsulfat, 26.527% see. Kaliumphosphat, 9.60% sec. Natriumphosphat, 0,02% Zink- 
carbonat, 0,02yo Mangansulfat, 0,003y0 Natriumfluorid. Vitaminmischung : pro kg Diat 2 g Cholin- 
chlorid, 0,1 mg Biotin, 0,1 mg Folsaure, 10,O mg Thiamin, 10.0 mg Riboflavin, 10,O mg Adermin, 
10,O mg Calciumpantothenat, 10,O mg Nicotinsaureamid, 70,O mg p-Aminobenzoesaiure, 30,O mg 
Inositol, 10,O mg Ascorbinsaure, 2,0 mg Tetranatriumsalz des 2-Methyl-1, 4-naphtohydrochino11- 
diphosphorsauresters, 3000 I .  E.  Vitamin A, 300 I .  E.  Vitamin D3, Saccharose ad 10 g. 

Wasser und Futter wurden ad libitum verabreicht. Nach einer Depletierungsperiode von drei 
bis vier Wochcn wurde der Hamolysegrad bestimmt; es wurden die Tiere fur den Versuch ver- 
wendet, deren Hamolysegrad 98% erreicht hatte. Dic zu untersuchenden Verbindungen wurden 
den Ratten in 0,2 ml peroxidfreiem Olivenol oral durch Schlundsonde vcrabreicht. 

Zur genauen Ermittlung der biologischen Aktivitat im Hamolysctest muss man den Dosis- 
bereich finden, der zu einer Reduzierung der Hamolyse auf 20-80Y0 fiihrt. Die Versuche wurden 
rnit zwei oder drei Dosierungen pro Praparat so angelegt, dass die statistische Auswertung der Er- 
gebnisse nach Arcus-Sinus-Transformation rnit dem 4- bzw. 6-Punkt-aparallel line assay b) erfolgen 
konnte. Nachdem am Vormittag die notige Vitamin-E-Verarmung ermittelt worden war, erfolgte 
am Nachmittag die orale Verabreichung der einzelnen Dosen. 42 Std. spater wurde die dosis- 
abhangige Reduzierung des Hamolysegrades ermittelt. 

Ergebnisse 

In einer ersten Versuchsreihe wurden 16 Tocopheramine orientierend im Hamo- 
lysetest gepruft ; Ergebnisse s. Tabelle 2.  Als aktiv sind nur diejenigen Verbindungen 
bezeichnet, die eine Wirksamkeit von mindestens 80% des d,  1-a-Tocopherols erreich- 
ten. 

Diese wirksamen Verbindungen wurden dann einer genaueren Prufung wiederum 
im Hamolysetest unterzogen. Ausserdem wurden einige weitere Verbindungen in 
diese Untersuchungen einbezogen, um naheren Aufschluss uber den Einfluss bestimm- 
ter Gruppierungen auf die biologische Aktivitat zu erhalten. 

Beim Vergleich von d ,  I-a-Tocopherylacetat rnit d ,  I-a-Tocopheramin auf molarer 
Basis in zwei Uersuchsreihen konnte kein statistisch signifikanter Unterschied fest- 
gestellt werden (Tabelle 3 ) ,  wenn auch d,  I-a-Tocopheramin etwas weniger wirksam 
war. 

Im Vergleich von d,  I-a-Tocopheramin mit d, I-#?-Tocopheramin und d,  I-y-Toco- 
pheramin (Tabelle 4) erwiesen sich letztere als erheblich weniger wirksam. Die Resul- 
tate entsprechen insofern den Erwartungen, als in der Tocopherolreihe zwischen dem 
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Tabcllc 2 ~ ~ i t u m ~ n - E - U ' r r k a u ~ r i / ~ e z t  inz Huniolyaeteaf 
vcrglichcn auf molarcr Basis mit d ,  I-a-Tocophcrol, 

+ bctlcutet ctnc 4ktivitat von mintlestcns 80% dcs d,  I-a-Tocopherols 

dl-Tocamin 

Biologischc 
Alktivitat  

d ,  I-Tocamin (6-Amino-2-mcthyl-2-(4,8,12-trimcthyl-tridecyI)-chroman) 
tl, 1-5,7,8-Trimethyitocamin (d, 2-a-Tocophcramin) 
d, I-N, 5,7,  S-Tctramethyltocamin (d ,  I-N-Methyl-a-tocopheramin) 
( I ,  1-N, N, 5,7,8-I'cntanicthyltocamin (d ,  I-N, N-Dimcthyl-a-tocopheramin) 
r l ,  I-N-Athyl-5,7,8-trimethyltocamin (d, l-N-Athyl-a-tocopheramin) 
d,  1-5,8-Dimethyltocamin (d ,  1-P-Tocopheramin) 
d,  2-N, 5, S-Trimcthyltocamin (d ,  I-N-Mcthyl-P-tocopheramin) 
d ,  1-7.8-Dimethyltocamin (d ,  l-y-Tocopheramin) 
d,  I-N, 7,8-Trimcthyltocainin (d ,  1-N-Methyl-y-tocopheramin) 
d ,  I-N, N, 7,8-Tctramethyltocamin (d ,  I-N, N-1)imethyl-y-tocopheramin) 
d,  I-N-~thyl-7,8-dimethyltocamin (d ,  2-N- Athyl-y-tocopheramin) 
d ,  I-8-Methyltocamin (d, I-&Tocopheramin) 
(1, I-N, 8-Dimethyltocamin (d, I-N-Methyl-d-tocopheramin) 
d ,  1-N, N, 8-Trimethyltocamin (d, I-N, N-Dimethyl-d-tocopheramin) 
d, 1-5,7-Dimethyltocamin 
d,  I-N, 5.7-Trimethyltocamin 

Tabelle 3. Vitamin-E-A ktiuitat uon d,I-a-Tocopheramiiz im Verglczch zzz d,  1-a-locopherylacetat 
~ ~~~~~~ 

Vcrsuch Verbindung Dosis Mittlerc Relative Wirksamkeit 
mg Hamolysc (molare Basis) und 

% Vertrauensgrcnzen 
P = 0,os 

1 100 d,  E-a-Tocophcrylacetat 1,17 57,50 
1,52 30,15 I 
1,2 62,05 88 
1,56 25,15 (79-100) 

1 
(jc 20 Tierc , 
pro ~ ~ ~ i ~ )  d, I-a-Tocophcramin 

Daten der statistischen .4 uswertung: 
Versuch 1 Versuch 2 

Standartlabweichung 22,88 16,69 
I = s j o  0,1046 0,0968 
Sign. komb. Steigung 4,8698 5,7514 
Sign. Parallelitat 0,6259 0,2187 
fn%n,-Tab 1 1.9917 2,0281 

d,  I-x-Tocopherol und dem d,  I-(?-Tocopherol bzw. d,  I-y-Tocopherol ungefahr die glei- 
chen Wirkungsunterschiede bestehen. 

Uberraschend waren die Ergebnisse beim Vergleich von d, 2-a-Tocopherylace- 
ta t  mit d, I-N-Methyl-(?-tocopheramin bzw. d, I-N-Methyl-y-tocopheramin (Tabelle 
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Tabclle 4. Vergleich der Vitamin-E- Wirksamkeit van d. I-a-, d ,  I$- und tl, I-y-Toropherumin 
(je 20 Tiere pro Dosis) 

~~ 

Versuch Verbindung 
- ~~ 

Dosis Mittlerc Relative Wirksamkeit 
“g Hamolyse (molarc Basis) und 

% Vcrtrauensgrenzen 
P = 0,05 

d,  I-a-Tocopheramin 1.10 82,3 

I 1 ,86 41,6 
1,43 51,l 1 100 

29,35 
(24.87-33.38) 

d ,  I-P-Tocopheraniin 3,00 92,2 
3.90 81,9 
5,07 46,4 1 3 

1 22,93 
J (19.93-26.76) 

I d, I-y-Tocopheramin 5 , O  74,o 
6,s 57,5 I 8,4 22,o 

Daten der statistischen A uswertung: 
u- : p- c(- : y -  

Standardabweichung 22,80 26,34 
3, = S / b  0.1529 0,1656 
Sign. komb. Steigung 6,6603 6.1534 
Sign. Parallelitat 0,3472 0,6871 
to,o,-Tab 1,9810 1,9810 

Tocophcramin Tocophcramin 

Tabclle 5.  Vifarnin-E-./l ktivttat van d,  l-X-,’Wethyl-~- und d, l-N-Methyl-y-foropherunz/~l tm T-euglrirli 
zu d, 1-a-TocophervlaLetat (je 20 Tiere pro Dosis) 

Versuch Verbindung nosis Mittlere Relative Wirksamkeit 
n’g Hamolyse (molare Basis) untl 

74 Vcrtrauensgrenzen 
P = 0.05 

4 

d ,  l-a-Tocopherylacctat 0,90 76,15 
1,17 .53,70 100 I 1,52 22,70 I 

131,98 d, Z-N-Methyl-p-tocopheramin 0,63 76,30 

I (120,39-144.73) 0,819 52,OS I 1,06 16,95 

d, I-a-Tocopherylace t a t  0,90 78,50 
1,17 57,50 I 100 
1,52 30.15 I 5 I 

d, I-N-Methyl-y-tocopheramin 

Daten der statzstischen Aud~uertung: 

Standardabweichung 

Sign. lromb. Steigung 
Sign. Parallelitat 
t0,,,-Tab. 

3, = s/b 

0,GO 89,60 
0,78 61,10 
1,01 30,75 

\ 125.29 
(1 13,78-13G,94) 

Versuch 4 
18.91 
0.1084 
9,3970 
0,0319 
1,9810 

Versuch 5 
1926 
0,1081 
9,4190 
0,7879 
1,9810 
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5). Die N-Methylierung hatte eine Aktivitatssteigerung auf das ca. Funffache des 
d, 2-p- bzw. d, I-y-Tocopheramins zur Folge. Diese Resultate sind auch insofern bemer- 
kenswert, als die Racemate des N-Methyl-/3-tocopheramins bzw. N-Methyl-y-toco- 
pheramins die biologische Wirksamkeit der bisher aktivsten Verbindung, namlich 
des d-a-Tocopherols, erreichten. 

Der Einfluss der N-Methylierung des d, I-cc-Tocopheramins ist in Tabelle 6 darge- 
stellt. Uberraschenderweise wurde festgestellt, dass d,I-N-Methyl-a-tocopheramin 
sich als praktisch unwirksam erwies. 

Obwohl eine antioxydative Wirkung von N, N, N', N'-Tetraalkyl-$-phenylen- 
diaminen und N, N-Dialkylanilinen bekannt ist [ S ] ,  scheint fur die biologische Akti- 
vitat der Verbindungen der Tocopherolreihe das Vorhandensein eines an ein 6-stan- 
diges Heteroatom gebundenen labilen Wasserstoffatoms notwendig zu sein. Unsere 
Versuche ergaben, dass N, N-dialkylierte Tocopheramine ihre Aktivitat verlieren. 
Auch das N-Methylderivat des d, 1-y-Tocopheramins wurde durch Einfiihrung einer 
zweiten Methylgruppe inaktiviert (sicherlich < 5% des Monomethylderivates). 

Tabelle 6 .  Einfluss der AV- und N ,  N-Meth.yIierung uon a- Tocopheramin auf die I'itamin-E- Wirksam- 
keit (10 Ticre pro Dosis) 

Verbind ung Dosis Mittlere Vitamin-E- 
mg Hamolyse Aktivitat 

0 ,  % /O 

d ,  2-wTocopherylacetat l ,5  20,o 100 
d ,  I-N-Methyl-a-tocopheramin 14,0 98,O < 10 
d, I-N, N-Dimethyl-a-tocopheramin 14,4 97,6 < 10 

Diskussion,-d, 2-a-Tocopheramin zeigte inncrhalb der Fehlergrenzen der Methode 
die gleiche biologische Wirksamkeit wie d,  2-a-Tocopherol. Da eine metabolische Um- 
wandlung des Aminderivats in a-Tocopherol ausgeschlossen werden konnte, darf an- 
genommen werden, dass' dem a-Tocopheramin als solchem die biologische Wirksam- 
keit zukommt [6]. Der Ersatz der Hydroxyl- durch eine Aminogruppe war auch im 
Falle des d,  2-y-und des d,  1-/3-Tocopheramins ohne wesentlichen Einfluss auf die bio- 
logische Aktivitat. 

Der Einfluss der N-Methylierung der Tocopheramine auf die biologische Wirk- 
samkeit ist hingegen sehr ausgepragt. Die Aktivitat von d,  1-/3- und d,l-y-Tocopher- 
amin wird durch Monomethylierung etwa verfiinffacht, wahrend a-Tocopheramin 
durch Monomethylierung weitgehend, d. h. auf weniger als ein Zehntel der urspriing- 
lichen Wirksamkeit, inaktiviert wird. 

Es fallt auf, dass beim 8- und y-Tocopheramin eine der Aminogruppe benachbarte 
Stellung nicht substituiert ist, wahrend dies beim a-Tocopheramin der Fall ist. Der 
unterschiedliche Einfluss der N-Methylierung auf die biologische Aktivitat konnte 
somit mit der Raumbeanspruchung der Molekeln zusammenhangen. Im gleichen 
Sinne konnen Ergebnisse gedeutet werden, die zeigen, dass der Ersatz der NLMethyl- 
durch eine N-Athylgruppe auch beim d,  I-y-Tocopheramin zur biologischen Inakti- 
vierung fiihrt. Alle gepriiften N, N-Dimethyltocopheramine erwiesen sich als biolo- 
gisch inaktiv. Dieser Befund ist vermutlich dadurch zu erklaren, dass die antioxyda- 
tive Wirkung verloren gegangen ist. 
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The synthesis of a number of tocopheramines and N-alkyl-tocopheramines is 
described. The biological activity of the tocopheramines in the hemolysis test is 
shown to be similar to that of the corresponding tocopherols. N-Methylation ha? a 
varying influence. In  the case of d,  I-a-tocopheramine, the biological activity is reduced 
to less than a tenth by monomethylation, with d,l-B- and d,I-y-tocopheramine how- 
ever it is increased about fivefold and even surpasses the biological activity of d,Z-a- 
tocopherol. N-Dimethylation leads in all cases to inactivation. N-Monoinethyl-d, 1- 
y-tocopheramine was found to be inactive or a t  least much less active than the N- 
monomethyl derivative. 
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Es konnte gezeigt werden, dass Stickstoffanaloge der Tocopherole Vitamin-E- 
Wirkung besitzen. Wahrend der Ersatz der Hydroxylgruppe durch eine Aminogruppe 
die biologische Aktivitat wenig beeinflusst, hat N-Methylierung im Falle des a-Toco- 
pheramins eine Inaktivierung, im Falle des p- und y-Tocopheramins eine erhebliche 
Steigerung der Vitamin-E-Wirkung zur Folge [l]. Untersuchungen uber Resorption, 
Retention und Verteilung dieser Verbindungen sollten ermoglichen, Aufschluss uber 
mogliche Ursachen dieses Verhaltens zu bekommen. 

( Experimenteller Teil 
1. Synthese der 14C-markierten Tocopheramine. - d,  1-a- ?'ocopheramin-3,4-[14C]. Eine Mischung 

von 600 mg 2,3,5-Trimethyl-4-formylamino-phenol und 1,0 g Isophytol-l,2-['4C,j [2] in 5 ml 100- 
proz. Ameisensaure wurde unter Riihren und Argonbegasung 22 Std.  unter Riickfluss im Bad von 
130" erhitzt. Es bildeten sich zwei Schichten. Nach Abkiihlung im Eisbad setzte man 20 ml Eis- 
wasser zu und extrahierte mit a the r .  Der a therext rak t  wurde von Ameisensaure clurch Ausschiit- 
teln befreit und lieferte nach dem Eindampfen 1375 mg N-Formyl-a-tocopheramin-3, 4-[l4C]. 


