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Von den Sympathicomimetika Ephedrin, Tyramin und Sympatol® und deren Modell-Substanzen
B-Phenylithylamin und 4-Athylphenol wurden mit 1-Dimethylamino-naphthalin-5-sulfonylchlo-
rid (Dansylchlorid) fluoreszierende Derivate dargestellt. Bei Tyramin und Sympatol™ gelang es,
Didansy! und N-Monodansyliderivate rein darzustellen. Von den isolierten Dansylderivaten wur-
den die Strukturen geklirt.

Dansyl Chloride as a Reagent for Sympathomimetic Amines, L.

Fluorescent derivatives of 1-dimethylaminonaphthalene-5-suifonyl chloride (dansyl cthF%ride)
are synthesized from the sympathomimetic amines ephedrine, tyramine and Sympatol™ and
their model substances $-phenylethylamine and 4-ethylphenol. Tyramine and Sympatol™ give
didansyl and N-monodansyl derivatives. The dansyl derivatives are isolated and their structures
determined.

Dansylchlorid (1-Dimethylamino-naphthalin-5-sulfonylchlorid) wird seit 1952 als
Reagens zur Untersuchung von Makromolekiilen!?, bei der Analytik von Enzymen?
und bei der Strukturaufkliarung von Proteinen und Peptiden® eingesetzt. Da Dansyl-
chlorid mit verschiedenen funktionellen Gruppen, wie mit priméren und sekundiren
Amino-, phenolischen Hydroxyl- und Imidazolgruppen, reagiert und fluoreszierende
Derivate bildet, ist die Verwendung dieses Reagenzes auf die Untersuchung verschie-
dener Arzneimittel ausgedehnt worden. So hat man die Dansylderivate einiger Sym-
pathicomimetika dargestellt und diese hauptsichlich dc untersucht® ),
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N(CH3)2 N(CH,),
S0,CI SO-0-R

Fiir diese Arbeit wurden solche Sympathicomimetika ausgewihlt (Ephedrin, Tyra-
min und Sympatol®), die sich in den funktionellen Gruppen voneinander unterschei-
den. Zur Kldrung der Strukturen der Reaktionsprodukte wurden die Modell-Sub-
stanzen $-Phenylithylamin und 4-Athylphenol herangezogen. Bei Ephedrin wurde
der EinfluB} der Reaktionszeit, des Aceton-Wasser-Verhiltnisses, der Dansylchlorid-
menge und des Lichtes untersucht und dc kontrolliert. Die Dansylderivate wurden
mittels Saulen- und/oder Diinnschichtchromatographie gereinigt.

Die ,,Dansylierung* verlduft rasch; so scheint die Umsetzung des Ephedrins mit
Dansylchlorid schon nach 10 Minuten vollstindig zu sein. Zur Sicherheit wurde eine
Reaktionszeit von zwei Stunden gewihit. Die Umsetzung wurde in einem Aceton-
Wasser-Gemisch durchgefiihrt. Auf die entstehende Dansylderivatmenge scheint das
Verhiltnis Aceton zu Wasser keinen wesentlichen Einfluf} zu haben. In der Arbeit
wird das Aceton-Wasser-Verhiltnis 1 : 1 verwendet, weil hier die Mengen der Neben-
produkte am geringsten sind. Die Reaktionslosung wird mit NaHCO; alkalisiert,
weil in diesem Milieu die Aminogruppe leicht reagiert6). Da wihrend der Reaktion
Nebenreaktionen ablaufen, muf Dansylchlorid im Uberschuf8 vorhanden sein. Die
zweifache Menge ist fir eine funktionelle Gruppe geniigend. Die Abb. 1 stellt ein DC
des Reaktionsgemisches des Ephedrins dar. Daneben sind auch reines und vorbehan-
deltes Dansylchlorid aufgetragen.

Abb. 1: Schematisches DC des Dansyl-

051 o e derivats von Ephedrin (a), des vorbe-
handelten Dansylchlorids (b) und des
O s Dansylchlorids (c). Kieselgel 60, ohne

1. Dans-OH Fluoreszenzindikator ,,Merck*; Cyclo-
- 2. Nebenprodukf -Essigsiurei .
oo a S Nty hexan I‘-Zsslgsaureathylester 2+1;
i 4 Dansylderivat R,~0,37 Detektion: UV, 366 nm

D 2 5.Nebenprodukt R.-049
O0—0 1 S-Demmyl-Cl Reo® L Fluoreszenz gering.

R, a b ¢ —— Fluoreszenz intensiv.

6 N. Seiler, Methods Biochem. Anal. 18, 259 (1970).
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Man sieht, dafl die Nebenprodukte aus dem Dansylchlorid und nicht aus dem Ephe-
drin stammen. Licht scheint mehr Einfluf auf die Bildung von 1-Dimethylamino-
naphthalin-5-sulfonsiure (Dans-OH) als auf die Dansylierung von Ephedrin zu haben.
Bei 4-Athylphenol, in dem eine phenolische Gruppe mit Dansylchlorid reagiert, wird
die Reaktionsmischung mit Na,CO, alkalisiert. In Tyramin und Sympatol®™ kénnen
die Amino- und die phenolischen Hydroxylgruppen reagieren. Wenn man das Reak-
tionsgemisch mit NaHCOj; alkalisiert, entstehen zwei Derivate in gleichen Mengen,
die sich bei der Strukturaufklirung als N,O-Didansylderivat und N-Monodansylderi-
vat erwiesen. Wenn man jedoch die Reaktionslésung mit Na, CO; alkalisiert,
bekommt man ein Gemisch, bei dem die Menge des Didansylderivates weit iberwiegt.

Isolierung und Kiristallisation der Derivate haben Schwierigkeiten bereitet. Tren-
nung und Reinigung wurden mittels Sdulen- und Diinnschichtchromatographie durch-
gefiihrt. Die Kristallisation geschah in Methanol nach Zugabe von Wasser, Eis oder
Trockeneis. Zur Strukturaufklirung wurden physikalische und chemische Methoden
eingesetzt. Elementaranalysen und Molekulargewichtsbestimmungen gaben in allen
Fillen gute Ergebnisse. In den Massenspektren bekommt man von allen Derivaten
dhnliche Bruchstiicke, die zeigen, da} der Zerfall der untersuchten Substanzen gleich-
artig verlduft. Nur waren die Mengen der Spaltstiicke unterschiedlich, was von den
verschiedenen Versuchstemperaturen abhingt. Ephedrin wurde bei zwei verschiede-
nen Temperaturen untersucht, weil Schwierigkeiten bestanden, solche Bedingungen
zu finden, die es erméglichten, das ganze Spektrum zu bekommen.
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Abb. 2: H-NMR-Spektrum des Dansylderivats von Ephedrin in CDClz. TMS § = 0,00 ppm
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Bei Tyramin und Sympatol®, wo jeweils zwei Derivate entstehen (Di- und Mono-
dansylderivate), wurde mit Folin-Ciocalteau-Reagens gepriift. Die Reaktion war
beim Monodansylderivat positiv, es lag also ein N-Monodansylderivat mit freier phe-
nolischer Hydroxylgruppe vor.

In den '-H-NMR-Spektren sieht man die Signale der Protonen der Naphthalin-
und Benzolringe zwischen ca. § 8,50—7,00 ppm und die der Protonen der N(CH3),-
Gruppe bei ca. § 2,90 ppm. Das Signal des Protons am C-Atom neben dem aromati-
schen Ring ist in Bezug zum Proton des C-Atoms neben der Aminogruppe zum tiefe-
ren Feld verschoben.

In den IR-Spektren liegen starke Banden von SO,-Gruppen zwischen 1350—1310 cm™

und 1160-1120 cm™ !, der SO,-C-Gruppe zwischen 1420—1330 cm™! und 1200—
1145 cm™", der SO,-N-Gruppe zwischen 1180—1160 cm~'. Wenn man die Spek-
tren von Di- und Monodansylderivaten vergleicht, bemerkt man, daf das Didansyl-
derivat zwischen 1400—1300cm ™! und 1200—1100 cm~! dem Spektrum des Dan-
sylderivates von 4-A thylphenolamin (starke Bande der SO,-O-Gruppe) dhnelt. Das
Spektrum des Monodansylderivates hat Ahnlichkeit mit dem des Dansylderivates

des §-Phenylithylamins, so daf auch daraus auf ein N-Dansylderivat geschlossen wer-
den kann.
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Abb. 3: IR-Spektrum des Dansylderivats von Ephedrin in KBr

In den UV-Spektren, Erregungs- und Fluoreszensspektren gibt es keine groflen Unter-
schiede in der Lage der Maxima bei den verschiedenen Derivaten.

1
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Experimenteller Teil

Massenspektren: Varian CH 7 (70 eV). - lNMR-Spektren: Varian A-60 (TMS als inn. Stand.). —
IR-Spektren: Beckman IR 20 A-X und Unicam SP 1000. — Elektronenspektren: Beckman DB-
GT.-— Elementaranalysen: Alfred Bernhardt, Elbach, und Iise Beetz, Kronach. — Mol.-Gew.-
Bestimmung: Bernhardt, Elbach, nach Rast oder im Tiibinger Institut osmometrisch. — Fluori-
metrie: Fluorospektralphotometer 203 Hitachi Perkin-Elmer. — DC: DC-Fertigplatten ohne
Fluoreszenzindikator,Merck. — Prip. Schichtchromatographie: PSC-Fertigplatte Kieselgel 60
Fas4, Merck. — Schmelzpunkre: Kofler-Heiztisch-Mikroskop ,,RCH* (unkorrigiert).

Dansylderivat des Ephedrins

1,0 g Ephedrinhydrochlorid wird in 60 m! Wasser und 1,34 g Dansylchlorid werden in 60 ml
Aceton geldst. Dem Aceton werden 200 mg NaHCO3 beigemischt. Die wifrige Losung wird un-
ter Schiitteln in kleinen Mengen zur Acetonldsung hinzugefiigt. Man fiihrt die Reaktion im Dun-
keln und bei Raumtemp. durch. Nach 2 Std. wird das Reaktionsgemisch dreimal mit je 30 ml
Benzol ausgeschiittelt, die organische Losung mit Na; SO4 getrocknet und eingedampft. Der gel-
be, olige Riickstand wird mit prip. Platten gereinigt. Das gereinigte Derivat wird in Methanol ge-
1ost. Nach Zusatz von Eis fillt ein Niederschlag aus. Schmp. 51-53°. Ausb. 20 % d. Th.
CyaHypgN; O38 Ber.: C 66,30 H 6,34 N 7,03 012,04 S 8,04, Mol.-Gew.: 398; Gef.: C 65,40

H 6,36 N 7,13 012,51 S 8,18 Mol.-Gew.: 386 (nach Rast). DC: Cyclohexan/Essigsiureithyl-
ester 2 + 1, Rf = 0,37. MS (Probentemp. 50° und 62°): 398 (22,7), 292 (35,1), 262 (37,1), 234
(47,6), 223 (74,2), 170 (1,5), 119 (48,5), 51 (2,4), 41 (74,2). UV-Spektrum (Methanol): Max.
252, 338 nm., Emregungsspektrum: Max. 360 nm; Fluoreszenzspektrum: Max. 480 nm (Benzol).

Dansylderivat des (3-Phenylithylamins

Das Derivat wird wie das des Ephedrins dargestelit. Der dlige Riickstand wird in Athanol geldst
und iiber eine Al, O3-Siule (basisch) gereinigt. Nach Einengen der Athanolldsung wird tropfen-
weise Wasser hinzugefiigt, wobei sich die Losung triibt. Nach einiger Zeit fallen farblose Kristalle
aus, die nochmals in gleicher Weise umkristallisiert werden. Ausb. 55,2 % d. Th., Schmp.
107-108°.

CooHy N2 0,8 Ber.: C 67,77 H 6,26 N 7,90 09,03 S 9,04, Mol.-Gew.: 354,5. Gef.: C 67,65

H 6,12 N 7,95 09,09 S 8,96, Mol-Gew.: 386 (nach Rast). DC: Cyclohexan/Essigsiureithylester
2+1,Rf=0,41. MS: (Probentemp. 98°) 354 (24,2), 262 (14,2), 234 (12,1), 186 (8,7), 170
(100), 126 (91,7), 91 (22,9), 44 (16,7). ' H-NMR (CDCl3): § (ppm) = 8,66—6,83 (arom. H),

4,83 (NH), 3,13 (CH; neben NH), 2,90 (N(CH3),), 2,67 (CH; neben arom. Ring). IR (KBr):
3320 (NH), 29602850 (CH;), 2800 (N-CH3), 1620, 1595, 1510 (arom. Ring), 1580 (C-N),
1320, 1150 (SO, ), 1165 cm™ ! (S0,-N). UV (Methanol): Max. 250, 340 nm. Erregungsspektrum:
Max. 350 nm, Fluoreszenzspektrum: Max. 475 nm (Benzol).

Dansylderivat des 4-Athylphenols

Die Loésung wird mit Na; CO3 alkalisiert, die Reaktion sonst wie oben durchgefiihrt. Der 6lige
Riickstand wird in Athanol geldst und iiber eine Al O3-Siule gereinigt. Zu der konzentrierten
Lésung wird tropfenweise Wasser hinzufiigt, wobei sich die Losung triibt und sich nach einiger
Zeit gut kristallisierende, gelbe Nadeln bilden. Ausb. 48 % d. Th., Schmp. 65-66°.
Ca2Hp1N3S Ber.: C67,57 H5,96 N 3,95 013,50 S 9,02, Mol.-Gew.: 355,5; Gef.: C 67,42

H 5,83 N 4,04 013,71 S 8,85, Mol.-Gew.: 361 (nach Rast). DC: Benzol/Triithylamin 10 + 1,
Rf =0,65. MS (Probentemp. 30°): 355 (90,5), 234 (17,5), 186 (21,3), 171 (100), 107 (16,7)
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77 (24,3), 65 (13,6), 51 (13,6), 44 (28,2), 39 (18,4). 'H-NMR (CDCl3): § (ppm) = 8,96 6,67
(arom. H), 2,91 (N(CH3),), 2,53 (CH3), 1,11 (CH3). IR (KBr): 2960-2850 (CH,, CH3), 2820
(N-CH3), 1620, 1595, 1510 (arom. Ring), 1580 (C-N), 1370, 1200-1145 (S0,-0), 1360,
1160-1120 cm ™! (S0O;). UV (Methanol): Max 258, 340 nm. Erregungsspektrum: Max. 360
nm, Fluoreszenzspektrum Max. 500 nm (Benzol).

Dansylderivate des Tyramins

Bei Tyramin reagiert je nach pH-Wert Amino- und/oder Phenolgruppe mit Dansylchlorid. Zuerst
wurde der Einflufd des pH-Wertes auf die Bildung der verschiedenen Derivate iiberpriift. 100 mg
Tyraminhydrochlorid werden in 20 ml Wasser und 387 mg Dansylchlorid in 20 ml Aceton ge-
16st. 10 mi der wifrigen Tyramin-L6ésung wurden in 10 ml der Acetonlosung gegossen. Ein An-
satz wurde mit NaHCOj3 (ca. pH 8), ein zweiter mit Na; CO3 (ca. pH 10) gesittigt.

Die Reaktion wurde mit 10-fachen Mengen bei pH 8 durchgefiihrt. Man extrahierte das Reak-
tionsgemisch zweimal mit je 50 ml Essigsidureithylester. Die organische Losung wurde mit Na; SO4
getrocknet und das Losungsmittel abgedampft. Die Trennung der Substanzen I und II erfolgt sc
(Benzol/Tridthylamin 10 + 1). I wurde zuerst von der Siule eluiert, das Losungsmittel abgedampft
und das zuriickgebliebene Ol in Athanol gelést. Die Losung wurde mit Eis gekiihlt und in eiskal-
tes Wasser gegossen. Es fiel ein feiner Niederschlag aus. Schmp. 74-75°. II muf mittels prip.
Platten gereinigt werden (Benzol/Tridthylamin 10 + 1). Es wurde 2 mal chromatographiert. Das
Dansylderivat wurde mit Aceton vom Kieselgel eluiert, das Aceton abgedampft, der Riickstand
in Athanol gelost, mit Eis gekiihlt und Eis hineingegeben. Es entstand eine harte Masse, die i. Vak.
getrocknet wurde. Schmp. 45—46°.

N,0-Didansylderivat (Substanz )

CxH33N3058, Ber.: C 63,54 H5,65N 6,98 013,35 S 10,50 Mol.-Gew.: 603,4. Gef.: C 63,68
H5,47N6,97 013,275 10,61, Mol.-Gew.: 593 (osm.). DC: Benzol/Tridthylamin 10 + 1, Rf =
0,28. MS (Probentemp. 195°): 603 (4,7), 370 (2,6), 263 (2,1), 234 (2,1), 186 (2,1), 171 (18,4),
127 (4,2), 107 (4,2), 77 (3,2), 44 (100), 39 (4,7). ' H-NMR (Deuteroaceton): § (ppm) = 8,80—
7.20 (H vom Naphthalin), 6,81 (H vom Benzolring), 3,21 (CH; neben arom. Ring), 2,97 und

2,90 (N(CH3)3), 2,68 (CH, neben NH). IR (KBr): 3300 (NH), 2950—-2840 (CH,), 2800 (N-CH3),
1600, 1580, 1500 (arom. Ring), 1565 (C-N), 1350 und 1190 (SO,-0), 1310 und 1135 (SO3),
1170 em ™! (SO,-N).

UV (Methanol): Max. 252, 342 nm. Erregungsspektrum: Max 355 nm; Fluoreszenzspektrum:
Max. 500 nm (Benzol).

N-Monodansylderivat (Substanz II)

C20H23N, 038 Ber.: C 64,80 H 6,04 N 7,45 012,99 S 8,66, Mol.-Gew. 370,3. Gef.: C 64,86
HS595N 7,57012,97S 8,65, Mol.-Gew.: 355 (osm.). DC: Benzol/Triithylamin 10 + 1, Rf =
0.05. MS (Probentemp. 75°): 354 (8,4), 263 (4,4), 186 (4,4), 126 (4,4), 121 (6,0), 77 (15,6),
65(7,2), 51 (9,2),43 (100), 39 (22,4). 1H.NMR (Deuteroaceton): § (ppm) = 8,83-7,25 (H vom
Naphthalin), 6,78 (H von Benzol), 3,15 (CH, neben arom. Ring), 2,90 (N(CH3),), 2,53 (CH,
neben NH). IR (KBr): 36003200 (OH, NH), 29602840 (CH;), 2800 (N-CH3), 1610, 1590,
1515 (arom. Ring), 1570 (N-C), 1300, 1140 cm ™~ ! (SO5). UV (Methanol): Max. 250, 335 nm.
Erregungsspektrum: Max. 350 nm; Fluoreszenzspektrum: Max. 475 nm (Benzol).

Dansylderivate des Sympatols®

Weil die Sympatol®-Base in Aceton nicht 16slich ist, wurde ein Dioxan-Wassergemisch (1+1)
verwendet. 325 mg Sympatol~ -Base wurden in 75 ml Wasser geldst und die Losung in kleinen
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Mengen zu einer Losung von 1,75 g Dansylchlorid in Dioxan, gesittigt mit NaHCOj3, gegeben.
Die entstehenden Substanzen I und 11 wurden sc getrennt. FlieBmittel: Chloroform/Essigsiure
98 % [ Wasser (5§ + 1 + 1). Die gewonnene, relativ saubere Substanz I wurde in Methanol gelost
und iber eine Al O3-Siule gereinigt. Zur eluierten Methanoildsung wurde Wasser in kleinen
Mengen hinzugefugt, bis sich die Losung triibte. Nach einiger Zeit fiel ein sehr feines, pulverarti-
ges Derivat aus. Schmp. von I: 76 —-78°. II liBt sich nur sehr langsam von der Siule eluieren. Die
Fraktion wurde mit prip. Platten gereinigt (Benzol/Tristhylamin 10 + 1). Es wurde dreimal
chromatographiert und das Dansylderivat mit Methanol vom Kieseigel eluiert. Die eingeengte
Lésung wurde mit Trockeneis versetzt, worauf eine pulverartige Substanz ausfiel, Schmp.
67-70°.

N,0-Didansylderivat (Substanz 1)

C33HasN30gS, Ber.: C 62,53 H 5,58 N 6,63 015,15 S 10,12, Mol.-Gew.: 633,8. Gef.: C 62,60

H 5,72 N 6,52 014,98 S 10,00, Mol-Gew.: 609 (nach Rast). DC: Benzol/Triithylamin 10 + 1, Rf =
0,25. MS (Probentemp. 225°): 634 (14,6), 399 (5,9), 365 (5,9), 307 (4,3), 276 (3,4), 263 (9,2).

234 (11,1), 186 (12,7), 170 (100), 167 (14,3), 127 (14,3), 121 (7,9), 51 (7,9), 44 (1,5). "H-NMR
(CDCl3): 6 (ppm) = 8,72 6,75 (H von arom. Ringen), 4,83 (CH), 3,25 (CH,), 2.93 (N-CH3),

2,90 (N(CH3)2). IR (KBr): 3500 (OH), 29802850 (CH, CH,), 2800 (N-CH3), 1620, 1590,

1510 (arom. Ring), 1580 (C-N), 1370, 1200-1145 (S0,-0), 1340-1310, 1160-1120 (S0O;), 1175
cm™! (S02N). UV (Methanol): Max 254, 340 nm. Erregungsspektrum: Max. 355 nm; Fluoreszenz-
spektrum: Max. 495 nm (Benzol).

N-Monodansylderivat (Substanz II)

Cy1H24 N2 048 Ber.: € 60,26, H 6,26 N 6,69 019,11, S 7,66, Mol.-Gew.: 400,5. Gef.: C 59,90
H 6,50 N 6,90 0 18,03 S 7,48, Mol.-Gew.: 404 (osm.). DC: Benzol/Triithylamin 10 + 1, Rf =
0,05. MS (Probentemp. 130°); 400 (6,9), 382 (6,9), 234 (22,2), 170 (26,4), 166 (43,0), 44
(100), 39 (7,6). "H-NMR (CDCl3): & (ppm) 8,58—6,57 (H von arom. Ringen), 4,78 (CH), 3,37
(CH3), 2,90 (N-CH3), 2,88 (N(CH3),). IR (KBr): 3400 (OH), 29602860 (CH, CH,), 2800
(N-CH3), 1610, 1590, 1510 (arom. Ring), 1570 (C-N), 1300, 1130 cm-1 (SO5). UV (Methanol):
Max. 252, 337 nm. Erregungsspektrum: Max. 395 nm; Fluoreszenzspektrum: Max 480 nm
(Benzol).

Anschrift: Dr. A. Kaukinen, Universitit Helsinki, Department of Pharmacy, Fabianinkatu 35,
Helsinki 17 (Finnland). [Pn 868]





