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(Eingegangen am 19. Dezember 1969)

Flufenaminsidure ist UV-spektroskopisch bestimmbar. Empfindlicher und spezifischer ist

der fluorimetrische Nachweis nach Uberfithrung in Heterocyclen. Mit Formaldehyd wird

1-(m-Trifluormethyl-phenyl)-4-0xo0-1,2-dihydro-3,1,4-benzoxazin, mit konz. H,SO, (4)

(2)-Trifluormethylacridon gebildet, die sich zur Analyse (< 1) verwenden lassen. Der

EinfiuBl von Substituenten wird am Beispiel von 16 Verbindungen untersucht. Bestimmun-
gen aus biologischem Material werden angegeben.

Determination of Flufenamic Acid, Their Derivates and Analogous Compounds
Flufenamic acid is determined by UV-spectroscopic measurement. More sensitive and more
specific are fluorimetric determinations after conversion of flufenamic acid to hetero-
cyclic compounds. Reaction of flufenamic acid with formaldehyde or cone. H,80, gives
1-(m-trifluoromethylphenyl)-4-oxo-1,2-dihydro-3,1,4-benzoxazine, and (4)(2)-trifluoro-
methyl-acridone respectively, which can be used for analysis (< 1y). With 16 different
compounds the influence of substituents is investigated. Determinations from biological

material are presented.

Eine Reihe von N-Arylanthranilsiuren zeichnen sich durch antiinflammatorische
Wirkung aus. So werden Flufenaminsiure*) (1), Mefenaminsiure (2), Meclofenam-
siure (3) und die Pyridincarbonsiureanaloga von 1, die Niflumsidure (4a), sowie
von 2, die Nixylinsdure (6b) therapeutisch eingesetzt oder klinisch erprobt.
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Es gibt zahlreiche Publikationen iiber die pharmakologischen Wirkungen dieser
Verbindungen, iiber den Stoffwechsel ist dagegen nur kurz referiert worden, so iiber

*) Hersteller: Troponwerke Koln-Miilheim.
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die Flufenaminsdurel) und Mefenaminsiure?) und den EinfluB des pH-Wertes auf
die in vitro-Absorption von 13). Experimentelle Daten fiber die Bestimmung dieser
Verbindungen liegen nicht vor?) 5). Im Zusammenhang mit biochem. Untersuchun-
gen von Flufenaminsiurederivaten®) benotigten wir empfindliche Bestimmungs-
methoden. Uber diese soll hier berichtet werden.

A) UV-spektroskopische Bestimmung

Flufenaminséure ist gut 16slich in Methanol, Ather und Chloroform. Sie kann bei
288 nm UV-spektroskopisch bestimmt werden:
E}:/;l = 545 4 20 (Losung in 0,1 n NaOH).
Zur Bestimmung in Harn geniigt 3maliges Extrahieren mit dem doppelten
Volumen Ather, Aufnehmen in 0,1 n NaOH und photometrischer Bestimmung

bei 288 nm. (egebenenfalls wird auf Kieselgel HF mit Benzol/Athanol/Eis-
essig = 20/2/1 dc gereinigt, und es werden die betr. Plattenareale ausgewertet.

B) Fluorimetrische Bestimmung

Flufenaminsiure selbst besitzt keine starken Fluoreszenzeigenschaften. Solche
konnen durch Uberfithren in Heterocyelen erhalten werden:

a) Cyclisierung von 1 mit Formaldehyd, z. B. durch Kochen alkoholischer Losun-
gen mit Formalin oder Formaldehyd-Begasung von 1 auf DC-Platten, fithrt zum
fluoreszierenden 1-(m-Trifluormethyl-phenyl)-4-oxo-1,2-dihydro-3,1,4-benzoxazin
(8). (l_‘l)

0]
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Die Verbindung 5 besitzt in methanol. Losung Anregungsmaxima bei 278 und
342 nm und ein Emissionsmaximum bei 440—450 nm. Mit dem Zeiss-Spektro-
photometer MPQ II mit Fluoreszenzzusatz kann mit dem Filter 365 gearbeitet
werden. Da sich 1 weder in Losung noch auf der DC-Platte quantitativ zu 5 um-
setzen laBt, ist eine bekannte 1-Menge als Referenzsubstanz nétig, die man z. B.
auf der DC-Platte neben den Analysenproben mit Formaldehyd begast. Im Bereich
von 1-25 y folgt 5 (bzw. das 5-1-Gemisch) dem Lambert-Beerschen Gesetz.

1) H. Mathies und M. Eichhorn, Med. Mschr. 21, 510 (1967).

2) Clin. Pharmacol. Therap. 9, 540 (1968).

3) A. J. Aguiar und R. J. Fifelski, J. Pharmac. Sci. 55, 1387 (1966).

4 A.J. Glazko und W. A. Dill, Bericht der Abtg. f. klinische Forschung, Parke Davis & Company
(22. Mai 1964), ref. in 1).

5) 4. J. Glazko und W. 4. Dill, to be published, ref. in 3).

8) H.-D. Dell und B. Kutschback, in Vorbereitung.
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Ebenso wie Flufenaminsiure lassen sich auch andere N-Aryl-anthranilsduren,
z. B. N-Phenyl-anthranilsiure, Mefenaminsiure, Meclofenamséure u. a. mit Form-
aldehyd in fluoreszierende Benzoxazine iiberfiihren. Dies gelingt auf DC-Platten
in der Warme z. T. besser als in Losung. N-Aryl-anthranilsdureester sind dagegen
unter unseren Bedingungen weder in Losung noch auf DC-Platten mit Formaldehyd
cyclisierbar.

b) Einfacher und empfindlicher ist die Cyclisierung von I zu Trifluormethyl-
acridon, die nach 7) zu einem Gemisch zweier Isomere fiihrt: 4-Trifluormethyl-
acridon (6a) und 2-Trifluormethylacridon (6b) sollen im Verhiltnis 65 : 35 anfallen.

O

Il O CF, (0]
X L0 - O,
-H.0
N-H : 1}1 1}1 CF,
H H
CFy
1 6a 6b

Daher muBte geklart werden, ob das Gemisch und die Einzelisomere analytisch
gleichwertig sind oder das Isomerenverhiltnis einen EinfluB auf die Fluoreszenz-
ausbeute hat. 6a und 6b wurden nach 7) synthetisiert.

Tabelle 1

Vergleich von 2- und 4-Trifluormethylacridon und deren Gemisch

Priifung ‘ 2-CF;-Acridon ] 4-CF;-Acridon | Gemisch
Rf - 100-Wert

Kieselgel: Chlf/MeOH 82 65 78 65

8/1
e e 1
maxima in Methanol 400/421 400/420 400/420
Methanol - HCI 400/440 400/440 400/440
Methanol - 2 n NaOH 400 /460 400/455-62 400/460
UV-Maxima'in |7
Methanol (270) 246 /54 214 (271) 247 /54 214 (271) 247/55 215
Methanol - HCI (270) 246/54 214 (271) 246 /54 (231) 247/55 215
Methanol + 2n NaOH | 270 (253) 216 272 (254) 216 271 (254) 216

Zeichen: ( ) = Schulter

Zwischen den Isomeren besteht im optischen Verhalten qualitativ und quanti-
tativ kein Unterschied, so daf die Bestimmungen mit dem jeweils anfallenden
Isomerengemisch ausgefiihrt werden konnen.

Die Untersuchung der Fluoreszenzstirke in Abhingigkeit von der Einwirkungs-
zeit 98proz. H,50, bei 100° auf 1 ergab, dafl die binnen 10-20 Min. erreichte

7y H. Wilkinson und I. L. Finar, J. chem. Soc. (London) 1948, 32.
50*
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Fluoreszenz nicht weiter zu steigern war. Der Einflul der S8iurekonzentration, bei
konstanter Temperatur und Zeit, ergab, dall eine geringere Konzentration der
Schwefelsiure nicht zur Cyclisierung ausreicht.

Der EinfluBl von Substituenten auf die Fluoreszenz-Charakteristika

Da beim Abbau der Verbindungen im Korper u. a. mit der Einfithrung von
Substituenten zu rechnen ist, interessierte der mégliche Einflufl von Substitutionen
auf die Ausbildung der Excitations- und Emissionsmaxima. In Tab. 2 sind eine
Reihe von N-Anthranilsiuren aufgefithrt, die fluorimetrisch in konz. H,S0 , unter-

sucht wurden.
Tabelle 2

Fluorimetrische Daten von Verbindungen der Formel

/@CO—OH
R N-R'

\ i
Zeichenerkldrung: x, xx, x

Rll
9
! : Empfindlichkeit/
Nr. ‘ R . R’ i R } Amax (Excit.) ’ Amax (Em.) Spaltbreite
% | H | ' H 258 335 308 | 456—462 2/8
: | X XX XXX (440)
b H | N\ | B 266342398 | 466470 219
l ‘ 8 XX XXX X
| L HyC ‘ |
7c H ‘ N H “T 7262 340 408 4?8—486— o ;/;)—7 -
1 Q |  x xx XXX
| m,¢ cH, \
ala | H | 266350 308 | 460—466 o
‘ 1 XX XXX X
‘ me o 278 (384) |
el m | CO-CH,| 262 342 308 | 350 T
| ‘ X XX XXX 470
‘ HyC  CHy
i . ! —
£ H | CO-C,H,| 264 340 398 | 350 3/11
‘ ! _Q X XX XXX 470
i ' HC  CH, ‘ ‘
| ! . _ _ — —_—
g [ H ’ cl H —_— - = 2/11
(264 340 400) | (348) 411
(x xx XxX) (470—480)
©Cl CH, \

xx gibt nur die relative Stirke der drei Maxima zueinander an.
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Aus der Tabelle geht hervor, dall die Verbindungen 9a-d, je nach Stellung der
Substituenten an den Phenylringen, eine unterschiedliche Rethenfolge der maxi-
malen, mittleren oder minimalen Anregungsmaxima aufweisen. Die Bestimmung
von 1 9/ml Endlésung ist bei nur kleiner Gerdteempfindlichkeit gut moglich, die
Bestimmung N-substituierter Verbindungen dagegen nur bei groferer Gerdte-
empfindlichkeit. Meclofenamséure (9g) reagiert infolge besetzter o,0’-Stellung nicht.
Die bei weit groBerer Empfindlichkeit zu erfassende Verbindung kénnte eine 9g-
Verunreinigung sein.

Der EinfluB der Carboxylgruppen-Substitution

Die Bildung fluoreszierender Verbindungen erfolgt durch RingschluB, an der die
Carboxylgruppe beteiligt ist. Daher werden Derivate mit verdnderter Carboxyl-
funktion in die Untersuchung eingeschlossen (s. Tabelle 3).

Tabelle 3
Fluorimetrische Daten von Flufenaminsiaurederivaten der Formel 10

Oy

CF,
| Empfindlichkeit/
Nr. Typ R Amax (Execit.) Amax (Em.) Spaltbreite
10a| Séure ;! 258 335 396-98 460-466 217
X XX XXX (445-447)
b | Amid -NH, 398 454-460 - 3/12
x
¢ | Amid -N(CH,-CH,-OH),| — — — - 2/11
(400) 460-465) 4/11
d | Ester —0-CH,CH,-OH | 262 345 398 460-480 2/11
XX X XX
,_ .
e | Ester ~0-CH,-CH-CH, | 262 348 398-408| 465-480 i 2/11
(')H (|)H I XXX XXX XXX
f | Ester-Siure | ~O-CH,-COOH | 258 336 396 | 356 | 3/11
X XX XXX (450—470)
g | Ester-Ester | -0-CH,-C0-0C,H,| 258 336 398 350-358 3/10
X XX XXX (450-470)
h | Ester-Nitril | ~-O-CH,-C=N 270 342 400 350-355 3/11
XX X XXX (460-470)
i | Ester-Amid | -O-CH,-CO-N(CH,),| — — — — 2/11
258 336 396 350 4/11
460-470)
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Aus Tabelle 3 ist ersichtlich, daf§ Flufenaminséure und ihre Ester gut cyclisierbar
sind. Schwieriger verlduft die Cyclisierung, wenn am Esteralkylrest weitere funk-
tionelle Carbonsiuregruppen (Carbonsiure, Ester, Amid oder Nitril) sitzen. Hierbei
sind die Amidderivate am schwersten cyclisierbar. Man erkennt am Ester-Amid
(104), daB} hier eine Umwandlung iiber die Ester-Sidure (10f) erfolgt. Auch die ein-
fachen Amide (10b und 10¢) sind schwer cyclisierbar.

Es ist also unter Einhaltung bestimmter Cyclisierungsbedingungen moglich,
Flufenaminsiure und ihre Ester zu erfassen, wihrend deren Derivate noch nicht
cyclisiert werden. Ester und Sidure sind durch Extraktion bei verschiedenem pH-
Wert vorher zu trennen. Zur Untersuchung von Reaktionsansitzen und galenischen
Priparaten usw. eignet sich die Extraktion mit Chloroform, Ather, Benzol u. a.
Losungsmitteln, Befreien vom Losungsmittel am Rotavapor, Aufnehmen des Riick-
standes in Schwefelsiure, Ringschluf durch 20 min. Erhitzen auf 100° und an-
schlieBende fluorimetrische Bestimmung.

Aus biologischen Fliissigkeiten und Organhomogenaten werden unter diesen Be-
dingungen zahlreiche Verbindungen mitextrahiert, welche durch Reaktion mit
konz. Schwefelsiure storen. In diesen Fillen miissen die Extrakte, oder aliquote
Teile davon, diinnschichtchromatographisch gereinigt werden. Die betr. Platten-
bezirke werden abgeschabt, mit Schwefelsiure geschiittelt, erhitzt, zentrifugiert
und die entstandenen Acridone fluorimetrisch bestimmt. Die Blindwerte sind bei
dieser Arbeitsweise niedrig. Es lassen sich < 1 y/ml erfassen.

Die beiden Methoden der fluorimetrischen Bestimmungen ergiinzen sich also und
ermoglichen Untersuchungen in Konzentrationsbereichen, in denen die UV-Spek-
troskopie versagt.

Beschreibung der Versuche

Die untersuchten Verbindungen wurden uns von den Herren Dr. K.-H. Bolize und Dr.
0. Brendler (Chemische Forschungsabteilung der Troponwerke) zur Verfiigung gestellt.

Die fluorimetrischen Bestimmungen erfolgten mit dem Fluoreszenzspektrophoto-
meter MPF-2A (Hitachi- Perkin-Elmer), die UV-Spektren wurden mit dem registrierenden
Photometer DMR 21 (Carl Zeiss, Oberkochen) aufgenommen.

DC wurde in Normalkammern und Sandwichkammern auf selbstgestrichenen Platten
mit Kieselgel HF (E. Merck), Schichtdicke 250 u, durchgefiihrt.

Darstellung von 1-(m-Trifluormethlyl-phenyl)-4-0x0-1,2-dihydro-3,1,4-
benzoxazin (5)

10 g Flufenaminsidure wurden in 20 ml Alkohol gelost, 11,8 g 37proz. Formalin-Lésung
zugesetzt und 1 Std. unter Riickflu gekocht, der Ansatz in 250 ml Wasser gegossen und
das ausgeschiedene Rohprodukt abgesaugt. Es wurde in Essigester geldst, mehrfach mit
2 n Na,CO; zur Entfernung von Flufenaminsiure ausgeschiittelt, der Essigester mit Was-
ser neutral gewaschen, getrocknet, eingeengt und 3 durch mehrfache Rekrist. aus Cyclo-
hexan gereinigt. Ausbeute 5,4 g = 509, d. Th., farbl. Blidttchen vom Schmp. 80 °.

CysHy FaNO, (295,3) Ber.: C 61,40 H 344 N 4,78
Gef.: C 61,45 H 3,51 N 4,74
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Nachweis von Flufenaminsidure als 5 und Identitdtsnachweis

5 ml Urin einer freiwilligen Versuchsperson, die mit Flufenaminsdureglycerinester (10e)
behandelt war, wurden mit 5 ml Wasser und 1 ml 2 n NaOH versetzt und 3mal mit je 20 ml
Ather extrahiert (Extrakt E). Der natronalkalische Urin wurde mit HCl angesduert und
ebenfalls mit Ather extrahiert (Extrakt S: — Sdure). Nach Waschen des Extraktes S,
Trocknen itber Na,S0,, Absaugen von Trockenmittel, Einengen zur Trockne, Aufnehmen
in Methanol und Auftragen auf eine Kieselgel-HF-Platte wurde mit dem FlieBmittelsystem
Benzol/Athanol /Eisessig = 20/2/1 entwickelt. Neben den Proben wurden 1-5y I auf-
getragen. Danach wurde die trockene Platte in eine Kammer gestellt, auf deren Boden
sich ein Wigeglidschen mit Polyformaldehyd und einigen Tropfen konz. H,S0, befand.
Die geschlossene Kammer wurde in einen passenden Kunststofftrog gesetzt, dessen Ein-
und AusfluBoffnung mit einem Thermostaten verbunden war. Nach 2stdg. Erwarmen auf
80° wurde die Platte aus der Kammer genommen, die stark fluoreszierenden Bereiche
markiert, abgeschabt, in Schliffzentrifugenglidser gegeben und mit 5 ml Methanol geschiit-
telt, danach zentrifugiert und die Losungen fluorimetrisch untersucht.

Sowohl die Rf-Werte, als auch die Fluoreszenzspektren bewiesen, daf3 die fluoreszie-
renden Verbindungen mit dem Syntheseprodukt 5 identisch sind.

Priifung der Cyclisierungsméglichkeit von N-Arylanthranilsiduren mit
Formaldehyd

Nach der oben beschriebenen Methode wurden der Extrakt E und die Extrakte von
Mefenaminsdure (2), Meclofenamséiure (3), 9a, 9b und 9d dc getrennt, in der Warme mit
Formaldehyd begast und untersucht. Wihrend der Extrakt E (Ester) oder 10e keine
Reaktion gaben, wurden alle eingesetzten freien N-Arylanthranilsiuren in fluoreszierende
Benzoxazine iiherfithrt. Dagegen gelingt die Cyclisierung in Lésung mit Meclofenamsiure
analog 5 nicht.

4- und 2-Trifluormethylacridone (6a und 6b)

Das Isomerengemisch wurde durch 20 Min. Erhitzen von Anthranilsiure in konz. H,80,
auf 100° (Wasserbad), Abkiithlen und GieBen auf Eis, Waschen des ausgefallenen Roh-
produktes und Rekrist, aus wifr. Pyridin bereitet. Die einzelnen Isomere wurden in mehr-
stufiger Synthese unter EinschluB von SC?) dargestellt.

Nachweis von Flufenaminsdure als 6a—6h-Gemisch

a) 10 ml 1 haltiger Urin wurde mit 1 ml 2 n HCI versetzt, 3mal ausgeithert, die vereinig-
ten Atherphasen iiber Na,SO, getrocknet, vom Trocken- und Losungsmittel befreit und
der Riickstand in 1 ml Methano! aufgenommen. Aliquote Teile (z. B. 20 ul) wurden 1mal
de in der Sandwich-Kammer und lmal in der Normal-Kammer getrennt (Kieselgel HF,
Benzol /Athanol /Eisessig = 20/2/1), danach 20 Min. bei 100° getrocknet und die betr.
Bezirke von der Platte abgeschabt, mit konz. H,SO, geschiittelt, 20 Min. bei 100° gehalten,
zentrifugiert und der klare Uberstand fluorimetrisch ausgewertet. Extraktion und Be-
stimmung verlaufen quantitativ (z. B. wurden von 5,0y I 5,06 y bestimmt; Gehalt der
Endlésung).

b) 5 ml 1-haltiges Serum wird angessiuert, 3mal mit 25 ml Ather extrahiert und wie oben
beschrieben verfahren.

¢) 5 ml Vollblut werden entsprechend behandelt.

Serum wie Vollblut geben nicht die Gesamtmenge der Flufenaminséure ab. Daher muf3
einer Probe eine bekannte Menge 1 zugesetzt werden, die als innerer Standard zur Be-
rechnung notwendig ist.

Anschrift: Dr, H.-D. Dell, 5000 Koin 80, Berliner Str. 220—232. [Ph 826]



