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ZUR BEDEUTUNG CHEMISCH-BIOLOGISCHER
WECHSELWIRKUNGEN FUR DIE TOXISCHE UND
KREBSERZEUGENDE WIRKUNG AROMATISCHER

AMINE—III

SYNTHESE UND ANALYTIK EINIGER STOFFWECHSELPRODUKTE
VON TRANS-4-DIMETHYLAMINOSTILBEN, C/S-4-DIMETHYL-
AMINOSTILBEN UND 4-DIMETHYLAMINOBIBENZYL*

M. METZLERT und H.-G. NEUMANN
Max-Planck-Institut fiir Biochemie. Minchen

(Received in Germany 21 November 1970, Received in the UK for publication 7 December 1970)

Abstract— A radio-gas chromatographic procedure has been devised to enable comparison of the pharma-
cokinetics of tritium labelled, carcinogenic rrans-4-dimethylaminostilbene and inactive cis-4-dimethyl-
aminostilbene and 4-dimethylaminobibenzyl. This method makes it possible to analyse the pattern of
metabolites in complex mixtures obtained by tissue extraction. With a specific radioactivity of | mC/mg
and an applied dose of | mg (per rat), 10~ 3 pug of a metabolite or 10™* % of the administered dose can be
determined. Since the use of reference substances is obligatory, 15 possible metabolites of the starting
compounds were synthesized. For control ex periments 5 ol them were also labelled with tritium. 4-Dimethyl-
amino-4'-hydroxystilbene and -bibenzyl and 4-dimethylamino-3-hydroxy-stilbene and -bibenzyl are
among the unknown compounds.

The UV, NMR, mass and IR spectra of the synthesized compounds are discussed, and the data for radio-
gas chromatography and thin-layer chromatography of the reference substances are given.

KREBSERZEUGENDE, aromatische Amine erlangen ihre biologische Aktivitdt erst
durch Veridnderungen im Stoflwechsel. Thre Wirkung ist mit der Entstehung reak-
tionsfahiger Metaboliten verbunden.! Die Untersuchung ihres Stoffwechsels ist
deshalb von besonderem Interesse. Bisher wurden zur Isolierung und Identifizierung
von Stoffwechselprodukten hiufig nur die Ausscheidungsprodukte, insbesondere
der Harn von Versuchstieren herangezogen, oder Gewebshomogenate inkubiert.
Eserscheint aber zunehmend wichtig, das Schicksal der Verbindungen im Organismus
zu verfolgen. Es geht nicht nur darum, die Bildung bestimmter Metaboliten nach-
zuweisen, sondern auch ihren Entstehungsort, ihre Verteilung und ihre Gewebskon-
zentration zu kennen. Das gilt vor allem fiir lipophile Stoffwechselzwischenprodukte,
die kaum ausgeschieden werden. Dazu gehéren in der Klasse der aromatischen Amine
die Vorstufen der N-Hydroxylierung, die N-Hydroxy-Verbindungen selbst und
bestimmte Derivate davon, also gerade die Verbindungen, die im Zusammenhang
mit der Aktivierung interessieren.

Es besteht damit das Problem, das Metabolitmuster der Verbindungen nicht nur
in den Ausscheidungsprodukten, sondern auch in einzelnen Geweben kennenzulernen,

* IL H. K. Rjosk, H.-G. Neumann, Z. Krebsforsch, 78, 209 (AI970)
t Die Arbeit enthilt einen Teil der Dissertation M. Metzler, Universitat Miinchen, 1970.
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d.h. ausserordentlich kleine Substanzmengen in komplexen Gemischen nachzuweisen
und quantitativ zu bestimmen.

Fiir unsere Untersuchungen mit dem carcinogenen trans-4-Dimethylaminostilben
(trans-DAS) und den beiden unwirksamen Vergleichsverbindungen cis-4-Dimethy-
laminostilben (cis-DAS) und 4-Dimethylaminobibenzyl? erschien zur Bearbeitung
dieses Problems die Radiogaschromatographie besonders geeignet, weil «ie das hohe
Trennvermdgen und die Schnelligkeit der Gaschromatographie mit der Empfind-
lichkeit der Isotopentechnik verbindet. lThre Anwendung setzt aber voraus, dass die
zu bestimmenden Stoffe als Referenzsubstanzen zur Verfiigung stehen. In der vor-
liegenden Arbeit wird die Synthese der Referenzsubstanzen sowie ihre radiogaschro-
matographische und diinnschichtchromatographische Analyse beschrieben.

Auswahl der Referenzsubstanzen

Uber den Stoffwechsel von Stilbenaminen wurde bisher in drei Arbeiten berichtet.*~3
Als Stoffwechselprodukte des hauptsichlich untersuchten trans-4-Acetylaminostil-
bens* (trans-AAS) in der Ratte waren 4-Aminostilben, 4'-Hydroxy-, 3-Hydroxy-
und N-Hydroxy-4-acetylaminostilben im Harn nachgewiesen worden. 4-Hydroxy-

TABELLE ]
(a) Nr. (b) OH
B N/(.H" DAS ) B N/CH’ 3-Hydroxy-DAS
<:> <:> SCH, pABB (32) ::: SCH,  3.Hydroxy-DABB (46)

OH
3-Hydroxy-AS

I\/(.H.\ MAS (6) @_ \|/H

coaa ot N

< > < > “H, MABB (M) H  3.Hydroxy-ABB

OH
_(H, AMAS (0) _H
....... N eee— NZ . ., 3-Hydroxy-AAS

\%I—(H- \(l—(H‘:i ydroxy
0

AMABB (38) (l) 3-Hydroxy-AABB (48

Q ‘QN/( H, FMAS 09 @ Oh _CH, 4'-Hydroxy-DAS

- < ---- ~
C—H CH.  4.Hyd -DABB (43
Il  FMABB (37 ycrory @)

(3) 4'Hydroxy-AS
<:> <:> “H ABB (33) <:> <:> \H . )

4-Hydroxy-ABB

* Im folgenden ist die Isomerenbezeichnung womoglich weggelassen worden. Es ist daun die trans-
Form gemeint.
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TaseLLE 2 Cont.

4'-Hydroxy-AAS (20)
/H N /H Y Y
\C—CH‘ \C—CH
O 0

AABB

FABB

4'- Hydroxy-AABB (45)

N-Hydroxy-AAS (12)
/H L /OH
\ —H c CH,
O

1.

QOZ

Erlauterungen zu Tab. I

—CH,

H,

N-Hydroxy-AABB (40)

N-Acetoxy-AAS(13)

N-Acetoxy-AABB (41)

Die Punkte swischen den aromatischen Ringen stehen bei den Stilbenen fiir —CH=CH—, bei den

Bibenzylen fiir —CH,CH,—

. Abkiirzungen:
DAS = N.N-Dimethyl-4-aminostilben
DABB = N.N-Dymethyl-4-aminobibenzyl
MAS = N-Methyl-4-aminostiiben
MABB = N-Methyl-4-aminobibenzyl
AMAS = N-Acetyl-N-methyl-4-aminostilben
AMABB = N-Acetyl-N-methyl-4-aminobibenzyl
FMAS = N-Formyl-N-methyl-4-aminostilben
FMABB = N-Formyl-N-methyl-4-aminobibenzy!
AS = 4-Aminostilben
ABB = 4-Aminobibenzy!
AAS = N-Acetyl-4-aminostilben
AABB = N-Acetyl-4-aminobibenzyl
FAS = N-Formyl-4-amjnostilben
FABB = N-Formyl-4-aminobibenzyl

3-Hydroxy-DAS 3-Hydroxy-N,N-dimethyl-4-aminostilben
3-Hydroxy-DABB = 3-Hydroxy-N.N-dimethyl-4-aminobibenzyl
3-Hydroxy-AS 3-Hydroxy-4-aminostilben
3-Hydroxy-ABB 3-Hydroxy-4-aminobibenzyl
3-Hydroxy-AAS = 3-Hydroxy-N-acetyl-4-aminostilben
3-Hydroxy-AABB = 3-Hydroxy-N-acetyl-4-aminobibenzyl
4-Hydroxy-DAS = 4'-Hydroxy-N,N-dimethyl-4-aminostilben
4'-Hydroxy-DABB = 4'-Hydroxy-N.N-dimethyl-4-aminobibenzyl
4'-Hydroxy-AS = 4'-Hydroxy-4-aminostilben
4'-Hydroxy-ABB = 4'-Hydroxy-4-aminobibenzyl
4'-Hydroxy-AAS = 4-Hydroxy-N-acetyl-4-aminostilben
4'-Hydroxy-AABB = 4'-Hydroxy-N-acetyl-4-aminobibenzyl
N-Hydroxy-AAS = N-Hydroxy-N-acetyl-4-aminostilben
N-Hydroxy-AABB = N-Hydroxy-N-acetyl-4-aminobibenzyl
N-Acetoxy-AAS N-Acetoxy-N-acetyl-4-aminostilben
N-Acetoxy-AABB = N-Acetoxy-N-acetyl-4-aminobibenzyl

1H

. Die in Klammern zugefiigten Nummern entsprechen den Nummern der Verbindungen in Tab. 2-3.



2228 M. MerzLer und H.-G. NEUMANN

und N-Hydroxy-4-acetylaminostilben waren auch nach Gabe von rrans-DAS
gefunden worden. Bei DABB konnten keine Mataboliten eindeutig zugeordnet
werden und cis-DAS wurde bisher nicht untersucht. In der neuesten Mitteilung®
iiber den Stoffwechsel von trans-AAS und trans-N-Hydroxy-AAS wurden unter
Verwendung von '“C-markierten Ausgangssubstanzen die Metaboliten in Harn
und Faeces quantitativ bestimmt. Dabei wurde zusitzlich zu den bereits genannten
Stoffwechselprodukten noch 4’-Hydroxy-4-aminostilben identifiziert.

Werden dazu die Stoffwechseluntersuchungen iiber trans-4-Dimethylaminoazo-
benzol®~® und anderer aromatischer Amine® beriicksichtigt, ergibt sich fiir die zu
untersuchenden Verbindungen ein allgemeiner Stoffwechselweg: Entmethylierung,
Acetylierung des Amins, C-Hydroxylierung, besonders in ortho- und para-Stellung
zum Aminorest und N-Hydroxylierung, Konjugation der Hydroxyl-verbindungen
mit Glucuronsiure und Schwefelsaure.

Daraus folgte im wesentlichen die in Tab. 1 zusammengestellte Auswahl von
Referenzsubstanzen. Sie enthidlt noch einige weitere, moglicherweise auftretende
Substanzen. So war die Frage zu priifen, ob wie beim Dimethylaminoazobenzol auch
trans-DAS am aromatischen Ring, vor der Abspaltung der Methylgruppen, hydroxy-
liert wird. Formylierte Amine wurden zwar bishe nicht als Stoffwechselprodukte
beschrieben, sie kénnten aber als Zwischenstufen entstehen und interessieren, weil
sie durch Oxydation einer N-Methylgruppe an der . uft gebildet werden kénnen.'°
N-Formyl-N-methyl-4-aminostilben wurde auch in einer trans-DAS-Probe, die
lingere Zeit gestanden hatte, nachgewiesen.'' N-Acetoxy-N-acetyl-4-aminostilben
(N-Acetoxy-AAS) wurde bisher nicht als Stoffwechselprodukt nachgewiesen. wird
aber wegen seiner Reaktionsfihigkeit als mogliches ultimales Carcinogen diskutiert.!

Von den Verbindungen der Tabelle 1 wurden die trans-Stilbene und Bibenzyle
synthetisiert. Die Darstellung der entsprechenden cis-Verbindungen war nicht
notig, da diese durch Isomerisierung der trans-Isomeren in Losung unter Lichtein-
wirkung entstehen (s.u.).

Synthesen

Ausser bei trans-DAS 1 wurden zunichst die Nitrostilbene dargestellt, zu den
Aminostilben reduziert und diese in verschiedene Derivate iiberfithrt. Die Verbin-
dungen der Bibenzyl-Reihe wurden durch katalytisches Hydrieren entsprechender
Stilbene erhalten.

Neue Synthesewege mussten fiir die Darstellung von 4'-Hydroxy-DAS (17) und
von 3-Hydroxy-DAS (28) gesucht werden, da diese Verbinidungen nicht nach dem
aligemeinen Syntheseprinzip fiir Stilbene durch Kondensation'? zugénglich waren.
Durch Diazotieren und Phenolverkochen von 4-Dimethylamino-4'-aminobibenzyl
(42) kann zwar 4-Hydroxy-DABB (43), nicht aber aus dem entsprechenden Stilben
4'-Hydroxy-DAS (17) gewonnen werden. Die empfindlichere Stilben-Verbindung
lisst sich aus dem Rohprodukt nur sehr schwer rein isolieren. Deshalb wurde die
Hydroxylgruppe von 4-Nitro-4"-hydroxy-stilben (14) durch Verithern mit a-
Chlordimethylither'3 geschiitzt, die Nitrogruppe reduziert und das entstandene
Amin mit Methyljodid methyliert. Beim Uberfiihren des dabei gebildeten quartiren
Ammoniumsalzes in das tertiire Amin mit Athanolamin wird dann gleichzeitig die
Methoxymethylenoxy-Gruppe abgespalten.

Ganz entsprechend bereitete auch die Umwandlung von 3-Amino-4-dimethyl-
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amino-stilben'* in das Phenol Schwierigkeiten. Die Darstellung von 3-Hydroxy-
DAS (28) gelang schliesslich durch Benzylieren von 3-Hydroxy-4-nitro-stilben
{(24), Reduzieren der Nitrogruppe, Methylieren des Amins mit Methyljodid und
anschliessendes Abspalten der Benzylgruppe. Aus dem fiir diese Synthese dargestell-
ten 3-Hydroxy-4-nitrostilben (24) liess sich 3-Hydroxy-4-aminostilben (29) und
daraus auf anderem Wege als bei Andersen et al.> 3-Hydroxy-AAS (31) gewinnen.

Fiir Kontrollversuche wurden ausserdem radioaktives AAS (8), 3-Hydroxy-AAS
(31), 4-Hydroxy-AAS (20), N-Hydroxy-AAS (12) und N-Acetoxy-AAS (13) durch
Umsetzen der entsprechenden Aminostilbene mit 3H-Acetanhydrid dargestellt
(s.Versuchsteil). Aus der spezifischen Aktivitit des eingesetzten Anhydrids errechnete
sich fir die erhaltenen Substanzen eine spezifische Aktivitat von 25 mC/mMol.

Die synthetisierten Verbindungen der Stilbenreihe sind in Tabelle 2. diejenigen
der Bibenzylreihe in Tabelle 3 zusammengestelit. Von den erstmals dargestellten
Substanzen sind die Stickstoffanalysen angegeben.

Von allen Substanzen wurden UV-, IR-, Kernresonanz- und Massenspektren
aufgenommen und zum Strukturbeweis herangezogen. Dariiber hinaus bieten sich
die Daten aber auch fiir einige vergleichende Betrachtungen an. In die Tabellen
wurden auch einige in der Literatur bereits beschriebene Verbindungen aufgenommen.
Insbesondere sind alle von uns gemessenen UV-Daten der trans-Stilbene angegeben,
da die Werte fiir das langwellige Absorptionsmaximum gelegentlich bis zu 10mp
lingerwellig lagen als die in der Literatur zuginglichen (s.Diskussion der UV-
Spektren).

UV-Spektren

Die trans-Stilbene lagern sich in verdiinnten Ldsungen, wie sie zur Aufnahme von
UV-Spektren dienen (<10~ molar) unter dem Einfluss von Tageslicht rasch und
weitgehend in die cis-Form um, worauf schon Haddow et al.'® hinwiesen (s.a. Scharf*®,
Hammond et al.'”). Auf die Schnelligkeit der Reaktion haben besonders SYZ u.
Zollinger'® aufmerksam gemacht. Da sich die UV-Spekiren der beiden Isomeren
betrichtlich voneinander unterscheiden, wurden die Losungen der trans-Verbin-
dungen unter Ausschluss von Tageslicht im schwachen Rotlicht der Dunkelkammer
bereitet und sofort gemessen. Bei mehrmaligem Aufnehmen derselben Losung wurden
unter den angewendeten Bedingungen keine Verinderungen in den Spektren beo-
bachtet. Die so erhaltenen Werte fiir das langwellige Absorptionsmaximum lagen
gelegentlich bis zu 10 mp ldngerwellig als die in der Literatur zugiinglichen Daten.

Von den bei den dargestellten irans-Stilbenen durchwegs auftretenden 2 Banden
(B-Bande bei 230 my, £ = 10000-20000, A-Bande 300-420 mp, & = 30000-40000,
Bandenbezeichnung nach Beale u. Roe?”) wird die B-Bande durch Substituenten
meist nicht sehr beeinflusst, wihrend die Lage der A-Bande stark vom Substituenten
abhingt. Fiir monosubstituierte Benzole wurde von DOUB u. Vandenbelt?? gezeigt,
dass die durch den Substituenten bewirkte Verschiebung der p-Bande (Nomenklatur
nach Clar?°) proportional zur Differenz Ac der Hammet'schen Konstanten dieses
Substituenten fiir para- und meta-Stellung ist (Ao = 0,-0,) und damit direkt mit
der Fahigkeit des Substituenten zur Mesomerie mit dem aromatischen Kern zusam-
menhingt. Rao>° fand spiter eine bessere Linearitit bei Verwendung der Taft’schen
Resonanzparameter.®!

Ein dhnlicher Zusammenhang wurde in der Reihe der monosubstituierten Stilbene
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Zur Bedeutung chemisch-biologischer Wechselwirkungen filr die toxische 2233

gesucht. Fiir die durchwegs stickstoffhaltigen Substituenten waren nicht alle Ham-
met’schen und Taft’schen Konstanten zugénglich. Fiir die restlichen Verbindungen
konnte nur ein sehr grober Zusammenhang zwischen der Verschiebung A/ und den
Hammett'schen Konstanten ¢ gefunden werden. Auch die Taft'schen Resonanz-
parameter lieferten keine befriedigende Linearitit. Dagegen konnte ein ebenfalls
von Doub u. Vandenbelt?? bei den paradisubstituierten Benzolen beobachteter
Befund in der Stilbenreihe bestatigt werden. Wenn Benzol eine elektronenliefernde
und in para-Stellung eine elektronenanziehende Gruppe trigt, so verstirken sich
die Effekte dieser beiden Substituenten, d.h. die beobachtete langwellige Verschiebung
der p-Bande ist grosser als die Summe der durch jeden Substituenten allein bewirkten
Verschiebung. Stehen sich dagegen zwei Gruppen gleichen Typs gegeniiber, so
stimmt die gemeinsam bewirkte Verschiebung etwa mit der iiberein, die der stirkere
Substituent auch alleine bewirken kann. Dieser Effekt tritt auch in der Silbenreihe
auf. (s. Tabelle 4). Die verstirkte Verschiebung im Falie der para- Disubstitution mit
gegensitzlichen Gruppen deutet auf eine hohe Beteiligung chinoider Formen im
angeregten Zustand hin.

TABELLE 4. EFFEXT DER 4,4'-DISUBSTITUTION X—C,,H,,— Y AUF DIE A-BANDE VON frans-STILBEN

Nr. X Verschiebung* Y Verschiebung®  berechnet gefunden
fir X (myp) fir Y (my) Summe

18 —N(CH,), 54 —NO, 56 110 133
14 —OH ¢ —NO, 56 62 87
¢ —OCH, Il —NO, 56 67 79
20 —OH 11 —NH—COCH, 29 35 38
17 —OH 6 —N(CH,); 54 60 51
¢ —OCH, 1 —N(CH,), 54 65 52
¢ —NI(CH;), 54 —NH, 33 87 59
19 —OCH, 6 —NH, 33 39 36
‘ —OCH, 1t —NH, 33 44 3

“ bezogen auf das unsubstituierte trans-Stilben (A-Bande: 295 my)
® der Literatur entnommen (Giisten u. Salzwedel**)
¢ Dissertation Metzler, 1970,

Massenspektren

Das unsubstituierte Stilben selbst neigt wegen seines véllig konjugierten Systems
nicht sehr zur Fragmentierung. Neben dem Molekiilion (100%) wird vor allem das
Bruchstiick der Masse 165 (40 9 bei 70 ¢V) gefunden, das dem durch Umlagerung
unter Verlust einer Methylgruppe entstandenen Fluorenylion zugeschrieben wird?3.
Die geringe Neigung des Stilbenmolekiils zur Fragmentierung zeigt sich auch bei
den substituierten Stilbenen. So werden meist die Substituenten abgespalten, ehe
das Grundgerist fragmentiert. Dabei tritt immer das Ion der Masse 165 auf, oft ist
es von demjenigen der Masse 152 begleitet, das dem Biphenylen zukommt. Ist die
Abspaltung der Substituenten energetisch ungiinstig, wie z.B. bei Nitro-, Amino-,
Hydroxy-, Methoxy-, Methylamino-, Dimethylamino- und Formylamino-Verbin-
dungen, so tritt meist das Molekiilion mit der grossten Intensitit auf. Wird dagegen
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ein Teil des Substituenten leicht abgespalten, wie es bei Benzyloxy-, Acetoxy-,
Acetylamino- und Tosylamino-Derivaten der Fall ist, wird meist das zuriickbleibende
Stilbenion als intensivstes Signal gefunden.

Bei den Nitrostilbenen fallt auf, dass bei den meisten neben der erwarteten
Abspaltung der Nitrogruppe (46 ME) oft mit grosserer Intensitdt der Verlust von
NO, + H (47 ME) gefunden wird. Dies diirfte eine fiir Nitrostilbene charakteristische
Spaltung sein, die hier zum Phenanthren-Kation fiihren kann sie wird bei einfachen
Nitro-Aromaten nicht gefunden.

Anders als die Stilbene fragmentieren die Bibenzyle sehr leicht. Sie brechen in
der Mitte zwischen den Methylengruppen auseinander. Bei den substituierten Ver-
bindungen erhilt dabei durchweg der den Stickstoff tragende Teil die positive Ladung
und bedingt das intensivste Signal im Spektrum, wen der Substituent nicht selbst noch
zu Fragmentierungen Anlass gibt. Das Molekiilion kommt meist nur mit geringer
Intensitét vor.

Kernresonanz-Spektren*

Wie in neuerer Zeit vor allem von Giisten u. Salzwedel®* gezeigt wurde, wird die
Lage der Signale der olefinischen Protonen bei Stilbenen durch Substituenten
beeinflusst. Substituenten in 4-Stellung wirken dabei wesentlich stiarker als in 3-
Stellung, und vor allem auf das entferntere (B)-Proton. Der Zusammenhang zwischen
n-Elektronendichte am Ort der olefinischen Protonen und der chemischen Verschie-
bung ergibt sich aus der linearen Abhingigkeit der letzteren von der HAMMETT -
schen Konstanten bzw. der TAFT schen Kombination und wurde inzwischen durch
HMO-Berechnungen bestitigt.>® Daraus wurde geschlossen, dass fiir die Verdnder-
ungen der chemischen Verschiebung der olefinischen Protonen vor allem der meso-
mere Effekt der Substituenten verantwortlich ist.

Die von uns gemessenen Werte bestitigen, dass bei den in 4-Stellung monosub-
stituierten trans-Stilbenen der Substituent eine gleichgerichtete Lageverschiebung
der aromatischen ortho-Protonen und des entfernteren olefinischen Protons bewirkt.

In Abb 1 wurden die ppm-Werte fiir die x-Protonen von paradisubstituierten
trans-Stilbenen, bei denen der Substituent S konstant bleibt (-NO, bsw. -NH,),
gegen die ppm-Werte der ortho-Protonen des variablen Substituenten X aufgetragen.
Dabei wird fiir jede der beiden Substanzgruppen (Nitro- bzw. Aminostilbene) wie
fir die monosubstituierten Stilbene ein etwa linearer Zusammenhang gefunden.
Es zeigt sich aber auch, dass die a-Protonen der Nitrostilbene bei tieferem Feld als
die der Aminostilbene liegen. Daraus folgt, dass die Elektronendichte an a-H auch
von S deutlich beeinflusst wird. Durch S wird ein Grundwert festgelegt, zu dem sich
der durch X bestimmte Wert addiert.

IR-Spektren

Die Nitro-Gruppe gibt im Infrarot-Spektrum Anlass zu einer symmetrischen und
einer asymmetrischen N-O-Valenzschwingungsbande, die aufgrund ihrer Lage und
Intensitdt meist gut zugordnet werden koénnen. Fiir aromatische Nitroverbindungen
wird als Lage fiir die asymmetrische 1527 +16 cm™', fiir die der symmetrischen
Schwingung 1348 + 11 cm™! angegeben.*® Die Lage der kiirzerwelligen Bande wird

* Die gemessenen und zugeordneten Daten sind in der Dissertation Metzler nicdergelegt.
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ABB 1. Chemische Verschiebung der 3'-Protonen gegen die chemische Verschiebung der
olefinischen x-Protonen bei 4'-substituierten frans-4-Nitro-stilbenen bzw. frans-4-Amino-
stilbenen.

durch weitere Substituenten am aromatischen System derart beeinflusst, dass
elektronenliefernde Gruppen nach kleineren Wellenzahlen verschieben. Die langer-
wellige Bande wird weniger stark beeinflusst, nimmt aber bei zunehmender Kon-
jugation in der Intensitit zu.

Es ist bemerkenswert, dass bei den Nitrostilbenen, werden sie als Derivate von
Nitrobenzol aufgefasst, der para-Styryi-Rest auf die Nitrogruppe wie ein stark
elektronenliefernder Substituent wirkt, denn die asymmetrische N-O-Valenz-
schwingung von trans-4-Nitrostilben liegt so langwellig wie diejenige von p- Dimethyl-
amino-nitrobenzol (s.Tabelle 5).

Substituenten 1.0rdnung in 4’-Stellung bewirken keine oder nur eine geringe
zusitzliche Erniedrigung der Wellenzah! fiir die asymmetrische Schwingung. Die
symmetrische Schwingung wird von 1340 cm™" bei Nitrostilben bis nach 1327 cm™!
in der 4-Dimethylamino-Verbindung verschoben.

Demgegeniiber scheint der p-Styryl-Rest die Elektronendichte am Stickstofl
in den Verbindungen, die in Tabelle 6 zusammengestellt sind, praktisch nicht zu
beeinflussen. Jedenfalls liegen die C=0—Valenzschwingungsbanden der Carbonyl-
gruppen in den entsprechenden Verbindungen der Stilben- und der Bibenzyl-Reihe
gleich. Sie werden innerhalb jeder Reihe, aber sehr wohl, je nach der Art des dritten
Liganden am Stickstoff verschoben.

Betrachtungen dieser Art interessieren im Hinblick auf die unterschiedliche
carcinogene und toxische Wirkung der beiden Acetoxy-acetamine.? Sie wurde mit
der unterschiedlichen Reaktionsfihigkeit der N-O-Bindung in Zusammenhang
gebracht. Fiir das Stilben wurde eine héhere Reaktionsfihigkeit als im Einklang
damit stehend angesehen, dass der p-Styryl-Rest als Substituent 2.0rdnung die
Elektronendichte am Stickstoff erniedrigt. Die dargelegten Beobachtungen zeigen
die Problematik solcher Betrachtungen. In den Nitrostilbenen wirkt der p-Styryl-
Rest wie ein Substituent 1.0rdnung, und der erwartete Einfluss des Substituenten
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auf die Elektronendichte am Stickstoff bei den Amin-Derivaten ldsst sich zumindest
aus der Lage der Carbonylbande nicht ablesen. Aufgrund dieser Daten wiirde kaum
auf unterschiedliche Reaktionsfahigkeit der beiden N-Hydroxy oder N-Acetoxy-N-
acetyl-Verbindungen geschlossen werden.

TABELLE 5. LAGEN DER ASYMMETRISCHEN UND SYMMETRISCHEN N-O-VALENZSCHWINGUNGSBANDEN IN DEN
TR-SPEKTREN EINIGER p-DISUBSTITUIERTER BENZOLE UND Irans-STILBENE

NO,-asym. NO,-sym.
-1 -1

cm cm
NO,;-Phenylen-NO, 1560
-CH, 1527 1350
-OH 1522 1357
-N(CH,), 1506 1332
NO,-Stilben-H 1508 1340
-OCH,0CH;, 1510 1358
-OH 1500 1336
-N(CH,;), 1500 1327

Gaschromatographie der Referenzsubstanzen

Alle in Tabelle 1 aufgefiihrten Referenzsubstanzen liessen sich gaschromato-
graphieren. Dazu mussten die Verbindungen mit Hydroxylgruppen (Tabelle 1
Gruppe b)in fliichtigere Derivate iibergefiihrt werden. Nach nicht ganz befriedigenden
Vorversuchen mit dem Gemisch Trimethylchlorsilan,Hexamethyldisilazan, Pyridin*’
und dem sehr reaktiven O,N-Bistrimethylsilylacetamid®® wurde das von Birkhofer
et al*® eingefiihrte N-Trimethylsilylacetamid (TMSA) verwendet. Es reagierte mit
den phenolischen Substanzen in Acetonitril bei Raumtemperatur zu einheitlichen
Stoffen.* Die dabei erhaltenen klaren Losungen wurden direkt aufgegeben (zur
Vollstindigkeit der Umsetzung s.u.). Von den 5 getesteten stationdren Phasen (XE
60, Apiezon L, Se 30, Versamid 900 und Carbowax 20 M) zeigte XE 60 fiir die zu
untersuchenden Substanzen das beste Trennvermégen und wurde fiir die Standard-
sdule verwendet. Apiezon L, SE 30 und Versamid trennten weniger gut und wurden
bei erginzenden Kontrollen benutzt. Carbowax 20 hielt ausser den Dimethylamino-,
Methylamino- und Amino-Verbindungen alle Substanzen zuriick.

In Abb. 2-5 sind die Gaschromatogramme der Bibenzyl-Verbindungen von Tabelle
I zusammengestellt.

Bei den Stilbenen werden unter geeigneten Bedingungen (s.Versuchsteil) sehr
ahnliche Chromatogramme erhalten. Da sich bei Tageslicht immer ein Gleichge-
wicht zwischen trans- und cis-Form ausbildet und sich die Isomeren auf allen Sdulen
durch ihre Retentionszeit unterscheiden, werden die Chromatogramme etwas
komplizierter. Die Verdoppelung der Signale nach Lichteinwirkung kann aber fiir
die Identifizierung auch niitzlich sein. Beim Arbeiten mit Metallsdulen werden die
Stilbene etwas isomerisiert, nicht dagegen bei Glassdulen. Trotzdem wurden Metall-

* Nur 3-Hydroxy-AS lieferte nach Umsetzen min TMSA swes Signale im Gaschromatogramm,
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siulen bevorzugt, weil sich bei Glassidulen sehr schnell teeriges Material am Saulenan-
fang abschied und damit auch die Trennleistung nachliess. Fiir die quantitative Bestim-
mung wurde immer mit der Summe von cis- und trans-Signal gerechnet.

TABELLE 6. LAGE DER CARBONYLBANDEN IN DEN IR-SPEKTREN EINIGER 4-AMINOBIBENZYL- UND EINIGER
TRANS-4-AMINOSTILBEN-DERIVATE

R = Bibenzyl R = Stilben
Carbonylbande cm™! Carbonylbande cm™!
CHO
/
R—N 1695 1697
AN
H
CHO
7
R—N 1665 1665
N
CH,
CHO
R—N 1720 1695 1720 1698
CO—CH,
H
/
R—N 1659 1662
CO—CH,
CH,
/
R—N 1655 1668
AN
CO—CH;,
OH
7
R—N 1646 1645, 1625
AN
CO—CH,
O—CO—CH,
R—N 1794 1690 1788 1690

N
CO—CH,
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ABB 2. Gaschromatogramm der Bibenzyl-Referenzsubstanzen an Xe 60.
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Bei der Standardsdule mit XE 60 unterscheiden sich die Retentionszeiten von
trans-DAS, rrans-MAS und trans-AS wie auch der entsprechenden Bibenzyle nur
um etwa | Min. Fiir eine eindeutige Zuordnung dieser Verbindungen und vor allem
eine genaue quantitative Bestimmung mussten auch die anderen Sdulen herangezogen
werden, bei denen sich ausser der Retentionszeit auch die Rethenfolge dndert.

Beim Gaschromatographieren der N-Hydroxy-acetylamine und N-Acetoxy-N-
acetylamine wurden nur die Signale der entsprechenden Acetylamine gefunden, was
auf einen thermischen Zerfall im Injektor zuriickzufiihren sein diirfte (auch im
Massenspektrum der N-Hydroxyl-N-acetylamine tritt ein Signal M-16 auf). Bei
Verwendung einer Glassiule und eines Glaseinsatzes im Injektor war diese Zerset-
zung lediglich weniger vollstindig. Es wurden 4 Signale mit nicht reproduzierbaren
Intensitdten gefunden, darunter hauptsichlich wieder dasjenige des Acetylamins.
Praktisch ist der Nachteil dieser Zersetzung aber nicht allzu gross. da aufgrund der
Vortrennung der l6slichen Metaboliten durch Chromatographieren an Aluminium-
oxyd*® N-Hydroxy-AAS nur in Fraktionen enthalten sein konnte, die kein AAS
enthielten, so dass bei diesen ein AAS-Signal von N-Hydroxy-AAS stammen musste.
Unverédndertes N-Acetoxy-AAS wire allerdings zusammen mit AAS erfasst worden.

Radiogaschromatographie

Fiir die Analyse der radioaktiv markierten Substanzen wurde der Gasstrom vor
dem Detektor des Gaschromatographen im Verhiltnis 9:1 geteilt und die Haupt-
menge in den Radiogaschromatographen (RGC 170 der Fa.Berthold/Frieseke)
geleitet. Die Zihlausbeute fiir Tritium lag unter den angewendeten Bedingungen
(s.Versuchsteil) etwas unter 10%,. Bei einer spezifischen Aktivitit von 1 mC/mg,
wie wir sie fir unsere Versuche zunichst verwendeten, ergab sich daraus eine Nach-
weisgrenze von 1073 pg oder 10~ °, einer 1 mg-Dosis/Ratte.

Eine Voraussetzung fiir die Anwendung der Radiogaschromatographie zur
quantitativen Analyse ist bei Verbindungen mit Hydroxylgruppen die volistindige
Uberfithrung in Derivate, da die nicht umgesetzten Verbindungen die Gaschromato-
graphiesiule nicht passieren und damit der Bestimmung entgehen. Bei 2 Verbin-
dungen, nimlich 3-Hydroxy-AAS und 4’-Hydroxy-AAS, wurde die Vollstindigkeit
der Umsetzung mit TMSA mit Hilfe der markierten Substanzen geprift. Dazu
wurden gleiche Teile des Trimethylsilylierungsansatzes einmal direkt in den
Durchflussreaktor und einmal in den Gaschromatographen injiziert. ohne etwas
fir den Detektor abzuzweigen, und die erhaltenen Integrationsstufen im Radio-
gaschromatogramm miteinander verglichen. Dabei stelite sich heraus. dass bei zu
kleinen Substanzmengen (10™'-10"? ug) nur 60-80°, der Radioaktivitiit iiber die
Saule kamen. Nach Zusatz von nichtmarkiertem Carrier erschien beim 3-Hydroxy-
AAS 100%, beim 4-Hydroxy-AAS 869 der eingespritzen Aktivitit im Radio-
gaschromatogram. Damit war die Vollstindigkeit der Derivatisierung, aber auch
die Notwendigkeitt fiir den Zusatz nichtmarkierter Substanz als Carrier erwiesen.

Bei der Analyse von biologischem Material ist Zusetzen von Carrier besonders
wichtig, weil die nicht interessierenden Begleitsubstanzen mengenmissig weit
iiberwiegen. Im Gaschromatogramm sind die Signale der gesuchten Verbindungen
ohne Carrier haufig iiberhaupt nicht zu erkennen. Ausserdem macht der Carrier die
Signale schirfer und erleichtert dadurch Zuordnung und quantitative Bestimmung
im Radiogaschromatogramm.
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ABB 6. Gaschromatogramm und Radiogaschromatogramm der unkonjugierten Metaboliten

aus Rattenfaeces, 24 Std nach Verfiittern von 1-2 mg rrans-DAS vor (oben) und nach

(unten) Umsetzen mit TMSA.
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Als Beispiel fiir die Anwendung der Methode sind in Abb. 6 die Chromatogramme
der unkonjugierten Metaboliten aus Rattenfaeces, 24 Std nach Verfiittern von
1-2 mg trans-DAS wiedergegeben. Der getrocknete Riickstand eines Teiles der diese
Fraktion enthaltenden Lésung®® wurde in 100 pl Benzol gelést—bei anderen
Fraktionen wurde hiufig Acetonitril verwendet —und das Gemisch mit 40 pl einer
Losung der direkt gaschromatographierbaren Referenzsubstanzen (Tab. 1. Gruppe
a, 0-1 mMol/ml) in Acetonitril versetzt. Im Gaschromatogramm einer Probe davon
an XE 60 sind die Signale der 7 zugesetzten trans-Stilbene aufgrund eines Gaschro-
matogramms der Losung der reinen Referenzsubstanzen gut zuzuordnen. Die
Signale der cis-Isomeren sind kaum zu sehen, da es sich um eine frisch zubereitete
L&sung der rrans-Verbindungen handelte. Im Radiogaschromatogramm sind einige
ungeschiitzt gaschromatographierbarer Metaboliten enthalten und auch zu identi-
fizieren.

Darauf wurde das Losungsmittel abdestilliert und zum Rickstand ein Gemisch
der Referenzsubstanzen der Gruppe b (Tabelle 1) in 100 pl mit TMSA gesittigtem
Acetonitril gegeben. Nach erfolgter Umsetzung (iiber Nacht bei Raumtemperatur)
treten nunmehr im Gaschromatogramm zusatzlich die Signale aller geschiitzten
Referenzsubstanzen, im Radiogaschromatogramm einige ihnen entsprechender,
markierter Metaboliten auf.

Die Summe der Integrationsstufen fiir die Signale der markierten Verbindungen
entspricht unter Beriicksichtigung des durch die Aufteilung des Gasstroms bedingten
Splittingverhiltnisses (tdglich mit HTO bestimmt) der gaschromatographierbaren
Radioaktivitit des injizierten Probenvolumens. Das gleiche Volumen in den Direk-
teinlass des Radiogaschromatographen injiziert ergibt eine Integrationsstufe. die
der gesamten Radioaktivitit dieses Probenvolumens zukommt. Die nicht gaschro-
matographierbare Radioaktivitit folgt aus der Differenze. Sie ist hauptsdchlich auf
polare Metaboliten zuriickzufiihren, die selbst nach Umsetzung mit TMSA nicht
fliichtig genug sind. Sie kann aber auch durch Zersetzung im Injektor oder auf der
Saule, oder durch unvollstindige Derivatisierung bedingt sein.

Vor allem zur Kontrolle dieser polaren Radioaktivitat wurde als Ergdnzung der
Radiogaschromatographie die Radiodiinnschichtchromatographie eingesetzt.

Radiodiinnschichtchromatographie

War alle Radioaktivitdt gaschromatographierbar, wurde im Diinnschichtchro-
matogramm keine Aktivitit am Start gefunden. Nicht gaschromatographierbare
“polare™ Aktivitit stimmte im allgemeinen recht gut mit der Startaktivitit im
entsprechenden Radiodiinnschichtchromatogramm iiberein. Dies spricht einerseits
wieder fiir die Volistindigkeit der Trimethylsilylierung, andererseits fiir die Existenz
polarer Metaboliten. '

Da der diinnschichtchromatographische Nachweis von N-Hydroxy-Verbindungen
durch Schwanzbilden erschwert ist, wurde versucht, die Fahigkeit dieser Substanzen
zur Bildung von Metallkomplexen auszuniitzen. Das gelang nicht sehr gut mit
Kupfersulfat-imprignierten Platten. Wird die Startzone jedoch dreimal mit einer
dthanolischen Kobalt-(IT)}-acetat-Losung getriankt, bleibt N-Hydroxy-AAS beim
Entwickeln mit Essigester oder Aceton am Start zuriick, wahrend alle anderen
Substanzen nicht beeinflusst werden. Zur Unterscheidung von den ‘“‘polaren™
Metaboliten kann die Platte anschliessend mit Chloroform: Essigester: Eisessig
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6:3:1 entwickelt werden. Darin wandert dann auch N-Hydroxy-AAS. N-Hydroxy-
AABB bleibt unter den genannten Bedingungen nicht am Start zuriick. Die R,-Werte
in den drei Laufmitteln, die fiir alle Referenzsubstanzen getestet worden sind, sind
in Tabelle 2 und 3 angegeben (Bedingungen s.Versuchtsteil),

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

Die UV-Spektren wurden gemessen mit dem selbstregistrierenden BECKMAN-Spektrophotometer
DK 2, die IR-Spektren mit dem selbstregistrierenden PERKIN-ELMER Spektralphotometer 225 (als
Kaliumjodid-Presslinge), die Kernresonanz-Spektren mit dem NMR-Spektrometer VARIAN A 60 bzw.
HA 100 (ppm-Werte auf Tetramethylsilan = O als innerer Standard bezogen), die Massenspektren mit
dem doppelfokusierenden Massenspektrometer SM | der Firma VARIAN-MAT (Elektroneneinlassener-
gie 70 eV) aufgenommen. Die Schmelzpunkte sind unkorrigiert. Die Stickstoffanalysen (nur fiir die erstmals
dargesteliten Substanzen) wurden vom Mikroanalytischen Labor des Max-Planck-Instituts fiir Eiweiss-
und Lederforschung in Minchen angefertigt.

Synthese der Referenzsubstanzen

(A) Kondensation von p-Nitrophenylessigsiure mit dem entsprechend substituierten Benzaldehyd unter
Piperidin-Katalyse.20- 4!

(B} Reduktion der Nitrogruppe. 0-5-2 mMol der Nitroverbindung wurden in Athanol oder Essigester
suspendiert und das Gemisch nach Zusatz ciner Spatel-pitze Raney-Nickels und eines 20fachen Uber-
schusses an Hydrazinhydrat bei Raumtemperatur oder im Eisbad solange geriihrt, bis sich d@nnschichtchro-
matographisch kein Ausgangsmaterial mehr nachweisen liess (10-90 Min.). Dann wurde vom Katalysator
abfiltriert und der Riickstand der Losung umkristallisiert. Dabei wurden auch die gelegentlich durch
Reduktion der Doppelbindung als Nebenprodukt auftretenden Bibenzyl-Verbindungen abgetrennt.

{C) Formylieren. Eine Lsung von 1| mMol des Amins in 15 ml Benzol und 4 ml Ameisensiure wurde
langsam am Wasserabscheider zum Sieden erhitzt. Die Vollstandigkeit der Reaktion wurde nach Abdestil-
lieren der Ameisensdure diinnschichtchromatographisch gepriift. Falls nétig, wurden nochmals 4 ml
Ameisensidure zugesetzt und der Vorgang bis zur quantitativen Umsetzung wiederholt.

(D} Acetylieren. Samtliche Acetylierungen wurden durch halbstiindiges Erhitzen mit Acetanhydrid:
Pyridin 3:1 durchgefiihrt. Nach Einengen des Reaktionsgemisches am Rotationsverdampfer wurde der
Riickstand umkristallisiert.

{E) Methylieren. | mMol des Amins wurde mit 0-5 mMol trockener Soda und 10 mMol (0-7 m]) Methyl-
jodid in 10 ml Methanol unter Stickstoff im Einschlussrohr 1 Std. auf 100° erhitzt. Nach Einengen am
Rotationsverdampfer wurde der Riickstand 5 Min. mit 4 ml Athanolamin unter Stickstoff zum Sieden
erhitzt. Nach Versetzen mit 50 ml Wasser wurde mehrfach mit 50 ml Benzol ausgeschiittelt und die vereinig-
ten benzolischen Losungen mit Wasser gewaschen. Der Riickstand der Losungen wurde mit Benzol an
Kieselgel chromatographiert.

(F) Hydrieren. Die Hydrierungen wurden bei Raumtemperatur und Atmosphdrendruck mit 59
Palladium auf Kohle als Katalysator in Athanol durchgefithrt.

Zur Darstellung von 36 und 48 aus den Nitro-Vorstufen wurde dem Ansatz Essigsiureanhydrid und
etwas Triathylamin zugefiigt.

{G) 10 mMol des Natriumsalzes von 14 wurden in 100 ml absolutem Benzol mit 0-83 ml frisch destilliertem
a-Chlordimethylither (Org.Synth.Voll, S.377) 30 Min. zum Sieden erhitzt. Das Reaktionsprodukt ging
dabei in Losung. Nach Filtrieren wurde der Riickstand noch einmal mit der gleichen Menge des Reagenz
umgesetzt. Der Riickstand der vereinigten Filtrate wurde in Ather geldst, die Losung 4mal mit 5 proz.
KOH und 2 mal mit Wasser ausgeschiittelt.

{H)} 1 mMol 20 wurde in 8 ml trockenem Pyridin 18 Std unter Lichtausschiuss mit 4 mMol Pyridinsulfat*?
geriihrt. Nach Abdestillieren des Pyridins i.Vak., Suspendieren des Rilckstandes in Wasser, Neutralisieren
mit Natriumhydrogencarbonat und zweimaligem Ausschitteln der Losung mit Ather wurde die wisserige
Phase mit 2 n NaOH alkalisch gemacht und 4mal mit je 50 ml n-Butanol ausgeschiittelt. Die Extrakte
wurden mit Wasser gewaschen, der Riickstand umkristallisiert.

(J) Zur Darstellung von 22 wurden iquimolare Mengen von trockenem Natriumphenylacetat und
3-Hydroxy-4-nitrobenzaldehyd*? 5 Std in Acetanhydrid unter Riickfluss zum Sieden erhitzt. Nach Zerset-
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zen mit der Sfachen Menge Wasser wurde die Fillung in 1 n NaOH gelést und die Lésung mit Ather
ausgeschittelt. Darauf wurde mit konz. Salzsdure gefillt.

10 mMol der Siure 22 wurden in 60 ml Chinolin mit 1 g Kupferchromil (Org. Synth.II, S.142) 1 Sid auf
220° erhitzt. Das neaxtionsgemmu wiurde darauf in 400 mi | o Salzsiure gegeben. Nach mehrmaligem
Ausschiitteln mit Ather wurden die vereinigten Losungen eingeengt und der Riickstand an Kieselgel mit
Petrolather: Benzol [:1 chromatographiert.

5 mMol von dabei erhaltenem cis- 23 wurden zur Isomerisierung in 30 m! Nitrobenzol mit katalytischen
Mengen Jod 1 Std zum Sieden erhitzt. Nitrobenzol wurde durch Wasserdampfdestillation entfernt und
der Riickstand an Kieselgel wie oben chromatographiert.

5 mMol trans- 24 wurden darauf in 50 ml Dimethylsulfoxyd mit 50 mMol wasserfreiem Kaliumcarbonat
und 100 mMol Benzylbromid 3 Std bei Raumtemp. geschiittelt. Nach Abdestillieren des Losungsmittels,
Aufnehmen des Riickstandes in Ather, Waschen der Lésung mit 10%iger Kalilauge und Wasser wurde
25 durch Umkristallisieren des Riickstandes der organischen Phase erhalten. trans-3-Hydroxy-4-dimethyl-
aminostilben liess sich daraus durch Erhitzen mit konz.Salzsidure unter Stickstoff (15 Min.Riickfluss)
gewinnen. Die ziemlich luftempfindliche Substanz wurde nach Uberschichten des Riickstandes mit
Ather. Losen in Wasser und Neutralisieren mit Bicarbonat durch mehrfache Atherextraktion erhalten.

(K) Verbindung 31 wurde aus der peracetylierten Verbindung 20 durch Riihren einer Essigester-L3sung
mit halbkonz. Ammoniak gewonnen. Die Verbindung wurde zur Reinigung aus einem alkalischen Extrakt
mit Saure gefallt.

(L) 1 mMol 42 wurde unter Erwirmen in 0:6 ml konz. Schwefelsiure geldst. Nach Abkiihlen auf 0°
wurde das Gemisch mit einer Losung von 1 mMol Natriumnitrit tropfenweise unter Kiithlen versetzt.
Gegen Ende der Reaktion wurde die Losung leicht gelb. Nach Verkochen auf dem Wasserbad schieden
sich beim Abkiihlen und noch vermehrt beim Neutralisieren mit Natronlauge Kristalle ab. die sich in
Ather losten. Nach Trocknen und Einengen der étherischen Phase lieferte der Riickstand beim Umkristal-
lisieren aus Cyclohexan unter Zusitz von Aktivkohle reinweisses 43.

Tritium-markierte Substanzen

3-Hydroxy-443*HYacetylaminostilben. 5-1 mg trans- 29 wurden in cinem Zentrifugenglas mit 30 pl
3H-Acetanhydrid (0-50 mC/mg, New England Nuclear Corporation) und 40 ul frisch iiber KOH dest.Pyridin
versetzt, wobei sich das Amin in wenigen Min. I6ste. Nach 17 Std im Kihlschrank wurden 0-5 ml Wasser
zugesetzt, 20 Min. mit einem kleinen Riihrmagneten geriihrt, der Niederschlag abzentrifugiert und der
Uberstand abpipettiert. Der Riickstand wurde mit | ml Wasser kurz durchgeriihrt, zentrifugiert, nach
Abpipettieren der fliissigen Phase mit 2 mi 2 n KOH und 2 ml Ather versetzt und bis zur vélligen Losung
geriihrt. Die wisserige Phase wurde noch einmal mit 2 ml Ather gewaschen, nach Entfernen der Atherreste
mit Stickstoff mit 3 ml Methylenchlorid unterschichtet und unter kriiftigem Rithren mit 10 %iger Salzsdure
tropfenweise neutralisiert. Die wisserige Schicht wurde verworfen, die organische nochmals mit 2 ml
Wasser gewaschen, mit einer Spatelspitze Natriumsulfat getrocknet und iber | g Aluminiumoxyd (Woelm,
Akt 1, basisch) filtriert. Nachgewaschen wurde mit 2 m! Methylenchlorid, eluiert mit 10 ml Athanol.
Ausbeute 45% d.Theorie.

Zur Darstellung von 4'-Hydroxy-4-(*H)-acetylaminostilben wurden 3-2 mg trans- 19 unter Riihren in
100 pi trockenem Pyridin geldst. Bei Zusatz von 20 ul *H-Acetanhydrid fiel nach wenigen Min. ein weisser
Niederschlag aus. Nach t5 Std im Kiihlschrank wurde wie oben aufgearbcitct. Allerdings ist das Kaliumsalz
in Wasser schwer |6slich und erscheint als kristalliner Niederschlag, was die Aufarbeitung aber nicht stért.
Wegen der schlechteren Loslichkeit von 4-Hydroxy-AAS in Methylenchlorid wurden davon beim Neutra-
lisieren 5 ml, beim Nachwaschen 3 ml verwendet. Ausbeute 36 %, d.Th.

Als Ausgangsverbindung fiir N-Hydroxy-4-(*H)-acetylaminostilben diente N-Hydroxy-4-aminostilben.
Bei der Reduktion von rrans-4-Nitrostilben® wurde ein Gemisch erhalten, das neben dem gewiinschten
Produkt noch etwas Nitro- und vor allem Aminostilben enthielt. 34 mg dieses Gemisches wurden mit
50 ul 3H-Acetanhydrid und 150 pl trockenem Pyridin 30 Min. gerithrt. Nach 16 Std im Kahlschrank
wurden unter Riihren | ml Wasser und nach 10 Min. 4 ml 2 n KOH und 5 ml Methylenchlorid zugesetat.
Die wisserige Phase wurde noch 2mal mit je 5 ml Methylenchlorid, dann 3mal mit je 5 ml Ather extrahiert
und nach Filtrieren mit 20 %iger Salzsiiure auf p,3 angesiuert. Der ausfallende reinweisse Niederschlag
wurde abzentrifugiert, 3mal mit Wasser gewaschen und ergab nach kurzem Trocknen mit stickstoff-
gespiltem Athanol eine klare und farblose Lésung. Ausbeute 7%, d.Th.

Der Riickstand der vereinigten Methylenchlorid- und Atherextrakte wurde zur Abrennung von N-
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Hydroxy-AAS-Resten in Athanol geldst iiber 30 g Aluminiumoxyd (Woelm, AkLL neutral) filtriert.
Anschliessende Chromatographie an Kieselgel mit Chloroform ergab 4-(*H)- Acerylaminostilben. Ausbeute
8% d.Th.

Aus dem markierten N-Hydroxy-AAS war durch Acetylieren mit Acetanhydrid/Pyridin N-Acetoxy-N-
(*H)acetylaminostilben zuginglich.

Die dargesteliten markierten Verbindungen waren alle dinnschichtchromatographisch und radio-
gaschromatographisch rein.

Guschromatographie. Es wurde der Gaschromatograph Modell 1200 der Firma VARIAN nmyt Flam-
menionisationsdetektor verwendet. Injektortemperatur 250°. Detektortemperatur 300°, Tragergas Helium.
30 mi/Min.. stainiess steel Saulen, 5 ft, § in, Tragermaterial Chromosorb W A/W DMCS-treated. 60/80
mesh mit 5°,, der-stationiren Phase belegt (VARIAN Acrograph).

Stationdre Phasen und Temperaturprogramm

Stitbene Bibenzyle
XE 60 160- 260°, 2°/Min. 140 260°, 2°;/Min.
Apiezon L 180-300°, 2°/Min. 160 -300°, 2°/Min.
Se 30 160- 250°, 2°/Min. 140 250°, 2°:Min,
Versamid 900 190-300°, 2°/Min. 170-300°, 2°/Min.
Carbowax 20 M 240° isotherm 210° isotherm

Radiogaschromatographie. Durchflussreaktor Modell RGC 170 der Firma BERTHOLD mit 10 ml
Proportionaldurchilusszahirohr. Doppellinienschreiber und Elektronik, Messplatz der Firma Berthoid.
Temperaturen: Verbindung zum Gaschromatographen 300°, Einlassrohr 400°, Reaktorofen 600°,
Zihirohr 200°. Methan und Wasserstoff wurden mit 25 ml/Min. eingespeist. Als Katalysator fiir die hydrie-
rende Crackung wurden 10 Gewichtsteile des Fe-Ni-Mischkatalysators (Perkin Eimer) mit | Gewichts-
teil Chromosorb G vermischt verwendet.

Diinnschichtchromatographie. Die in den Tabellen angegebenen R,-Werte wurden unter den von Stahl**
empfohienen Standardbedingungen ermittelt: Glasplatten (20 x 20 cm) wurden mit Kieselgel H der
Firma MERCK unter Zusatz von | % Leuchtstoff Super {Riedel De Haen) beschichtet {0-25 mm, nassh
3 Std an der Luft vorgetrocknet, 45 Min. bei 110° aktiviert und iiber Blaugel aufbewahrt. Die Substanzen
wurden in 15 mm breiten Streifen aufgetragen und die Platten unter Kammersittigung entwickeht. Lauf-
richtung und Streichrichtung waren identisch. Ausser durch Fluoreszenzidschung und Eigenfluoreszenz
wurden die Substanzen durch Anfirben sichtbar gemacht:

FeCl;/K Fe{CN),:  Blaufirbung von Phenolen und Aminen;
HNOQO,/a-Naphthol:  Rotfarbung von primiren arom Aminen:

FeCl,: Rotfdrbung von Hydroxamsauren:
2,6-Dibromchinonchlorimid: Blaufabung der 3-Hydroxy- Verbindungen.

Diinnschichtchromatogramme von radioaktiven Substanzen wurden mit dem Diinnschichtscanner
der Firma Berthold ausgewertet.

Herrn Professor Dr. H. Dannenberg méchten wir fiir die kritische Unterstiitzung der Arbeit danken,
den Herren Dr. W. Schafer, Dr. J. Sonnenbichier und Dr. H. J. Gross fiir die Diskussion der Massen-,
NMR- und UV-Spektren. Aufgenommen wurden die Spektren von den Damen J. Biirger, . Kohler, G.
Schild, E. Seifert und L. Néfle. Fiir die Auswertung der NMR-Spektren sind wir Frl. G. Schild besonders
dankbar. ‘

Dr. Hans-Giinter Neumann

jetzt: Institut fiir Pharmakologie und
Toxikologie der Universitit Wiirzburg
87 Wiirzburg. Koellikerstrasse 2
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