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ZUSAMMENFASSUNG:

Es wurden Polymere dargestellt, in denen 4-Biphenylylamino-, N-(4-Sulfamoylphenyl-
azophenyl)amino- und 4-Sulfamoylphenylazophenyloxy-Gruppen entweder direkt oder
iiber eine ionische Spacergruppe kovalent an die Polymerkette gebunden sind. Die polyme-
ren 4-Biphenylylamino-Derivate wurden als Modellsubstanzen zur Messung der Abspal-
tungsgeschwindigkeit von Pharmaka in vitro und nach intraperitonealer Applikation
bei Ratten pharmakologisch untersucht.

SUMMARY:

4-Biphenylylamino, N-(4-sulfamoylphenylazophenyl)amino, or 4-sulfamoylphenylazo-
phenyloxy groups were fixed covalently to polymeric backbones either directly or via ionic
spacergroups. The polymeric 4-biphenylylaminoderivatives were used as model substances
to study pharmacologically the rate of release of drugs in vitro and after intraperitoneal
application in rats.

Einleitung

Von kovalent an Polymere gebundenen Pharmaka ist eine Langzeitwirkung
durch verzogerte Wirkstoffabgabe zu erwarten, wie bereits 1955 von Jatzke-

"} 13. Mitteilung: cf.2.
" Teil der Dipl.-Arbeit von H.-Ch. Wilk, Universitit Mainz 1974.
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witz! gezeigt wurde. Im Rahmen von Untersuchungen {iber pharmakologisch
aktive Polymere? wurden Polymethacrylsiure-Derivate mit 4-Biphenylylami-
no-, N-(4-Sulfamoylphenylazophenyl)amino- und 4-Sulfamoylphenylazophe-
nyloxy-Gruppen (2a-—c) synthetisiert. Diese Gruppen wurden sowohl direkt
als auch iiber einen Abstandshalter (Spacer) an die Polymerkette fixiert.
Sie dienten als Modelle zur Untersuchung der Abspaltung niedermolekularer
Komponenten von polymeren Pharmaka, wozu sie auf Grund ihrer leichten
UV-spektroskopischen Nachweisbarkeit ausgewdhlt wurden. 4-Biphenylyl-
amin ist carzinogen®>* und deshalb hinsichtlich seines Metabolismus gut
untersucht®. Die beiden Sulfamoylphenylazo-Derivate sind pharmakologisch
aktiv®.

Synthese der Monomeren und Polymeren

Zur Synthese der direktgebundenen Methacrylsdure-Derivate 3a—¢ wurden
die Ausgangsverbindungen 2a—c in Gegenwart von Basen (z. B. Tridthylamin)
mit Methacrylsdurechlorid (1) umgesetzt:

CH; O CH; O

/4 Base |/
H2C=C—C\ + HX R —— H,C=C —C\
Cl X‘Q—R

1 2 3

2a,3a | NH CeHs

¢c| O —N=N SO,NH,

b | NH —N=N —@- SO,NH,

Durch Quarternisierung von 2-Dimethylamino4thylmethacrylat (4) mit den
in gleicher Weise durch Umsetzen mit Chloressigsdure dargestellten Chlorace-
tyl-Derivaten Sa—¢, entstanden die polymerisationsfahigen Monomeren 6a—c”
mit Spacergruppen.

Die Charakterisierung der neuen Monomeren erfolgte durch IR- und NMR-
Spektroskopie sowie durch Elementaranalyse. Die Ergebnisse sind in den
Tabn. 1 und 2 zusammengefal3t.

" 6c liegt nach Aufarbeitung durch HCI-Abspaltung als inneres Salz vor.
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CH; O 0
| V4
H2c=c-c\ + ClCHz—-C\
O—CH,CH,N(CH,), X—QR
4 5
lCH3 /o
—_ H2C=C—C\ CH; CI® /0

O—CHz—CHZ—II\I@—CHz—C\

5O

5a,6a NH CoH,

b NH —N=N—©- SO,NH,
c 0 —-N=N—-©— SO,NH,

Die genannten Monomeren sind in Losung bei 60°C radikalisch polymeri-
sierbar. Zur pharmakologischen Untersuchung wurden wasserlosliche Produk-
te hergestellt. Zu diesem Zweck wurden die Verbindungen 3a—c und 6a mit
2-Methylsulfinylithylmethacrylat (7)” copolymerisiert. Als Initiator diente 2,2'-
Azoisobutyronitril. Die Zusammensetzung der Copolymeren wurde UV-spek-
troskopisch ermittelt.

UmdieBrauchbarkeitdes Modellsystems zu erproben, wurden die 4-Biphenyl-
ylamino-Gruppen enthaltenden Polymeren ersten pharmakologischen Tests
unterzogen.

Diskussion der pharmakologischen Ergebnisse
Die Abspaltung der Modellsubstanzen wurde sowohl ,in vitro* als auch
»in vivo“ untersucht. ,,In vitro“, d. h. nach Inkubation® mit Leberhomogenat

{Ratte), Lebermikrosomen (Ratte) und Serum (Mensch) konnte nach 60 min
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Tab. 1. Charakterisierung der Monomeren
Mono- Schmp Ausb. IR-Absorpt. NMR-Signale in ppm®
meres in °C in % ve=ofcm ! HA HE
3a 160 72 1660 5,73 5,39
3b 302 40 1655 5,87 5,58
3c 255 7 1730 6,16 5,78
6a 889 46 1685% 6,12 5,59
6b 236 36 1670% 6,06 5,61
6¢c 2329 26 1720 6,00 5,64
S
/C:C\
HP |C|—X—R
O
® Lit.: Schmp 159°C?,
°) Zers.-P.
9 CO-Schwingung der Estergruppe.
) Spaltet bei Aufarbeitung HCI ab und liegt als inneres Salz vor.
CH; O CH;
7 |
HaC=C—C + 3 | CH—C CHZ—CI —t
OCH,CH,SOCH, ? ,C§O NN
7 ?H2
CH,—SOCH;,
L Zn R
L dm
X R n/m
8a | NH CcHs 10,5
b | NH - =N-©-SO;NH2 9,3
¢ | O —N=N—©—SOZNH2 7,6
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Inkubationszeit keine Abspaltung der niedermolekularen Komponenten vom
Polymeren UV-spektroskopisch nachgewiesen werden. Demgegeniiber waren
bei ,,in vivo“ Versuchen, d. h. nach intraperitonealer Injektion, abgespaltenes
4-Biphenylylamin und dessen Metaboliten noch nach 8 Tagen im Urin von
Albinoratten feststellbar (vgl. Exp. Teil). Aussagen iiber die Struktur der ausge-
schiedenen und UV-spektroskopisch nachgewiesenen Metaboliten waren im
Rahmen dieser Untersuchungen nicht erstrebt. Abb. 1 zeigt die Absorptions-
werte in Abhingigkeit von der Zeit.

Unter Vernachiissigung der unterschiedlichen Absorptionskoeffizienten der
Metaboliten errechnet man die Menge an insgesamt wiedergefundenem freiem
4-Biphenylylamin zu weniger als 10% der eingesetzten polymergebundenen
Substanzmenge. Im Vergleich dazu scheiden Tiere, die ungebundenes 4-Biphe-
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nylylamin in Olivendl erhalten haben, in 3 Tagen etwa 80% der verabreichten
Dosis aus. Demnach ist eine deutliche Ausscheidungsverzogerung feststellba
wobei der Ammoniumspacer die Abspaltung betrichtlich erleichtert. A
Grund der Stabilitit von 8a und 9 gegen Hydrolyse bei 37°C und einen.
pH-Wert von 74 scheint eine enzymatische Abspaltung vorzuliegen. Der
Abfall der Nachweisbarkeit der Modellsubstanzen nach 5-7 Tagen fiir beide
Substanzen 148t sich als inaktive Ablagerung ohne weiteren Stoffwechsel oder
als Ausscheidung der Polymeren deuten.
Untersuchungen iiber die sulfonamidhaltigen Systeme sind im Gange.

Experimenteller Teil

Synthese der Monomeren

Ausb. und spektroskopische Daten der Monomeren s. Tab. 1; Analysenwerte s. Tab.
2. Optimierung der Versuchsbedingungen und Ausbeuten war nicht beabsichtigt.

N-(4-Biphenylyl )methacrylamid (3a): 5,1 g 4-Biphenylylamin (0,03 mol) und 4,5 g destil-
liertes Tridthylamin (0,045 mol) wurden in 100ml Methylenchlorid gelost und auf 0°C
gekiihlt. 4,0 g (0,04 mol) Methacrylsdurechlorid in SO0ml Methylenchlorid wurden inner-
halb von 90min zugetropft. Die Reaktionsmischung wurde iiber Nacht bei Raumtemp.
belassen. Zur Aufarbeitung wurde mit ca. 4% Sodaldsung und anschlieBend mit Wasser
mehrmals ausgeschiittelt. Das Produkt wurde nach Trocknen und Einengen der org.
Phase zweimal aus Methanol umkristallisiert.

N-(4-Sulfamoylphenylazophenyl jmethacrylamid (3b): 1,82 g 4-(4-Aminophenylazo)ben-
zolsulfonamid (6,6 mmol) wurden in 50ml! trockenem THF gelost und 2,0g trockenes
Natriumcarbonat zugegeben. In diese Mischung tropfte man 2,5ml Methacrylsdurechlo-
rid, gelost in 20ml Acetonitril. Die Reaktionsmischung wurde 2 Tage geriihrt und dann
der Niederschlag abfiltriert. Die anorganischen Bestandteile wurden durch Waschen
mit 100ml Wasser entfernt. Der Rest wurde aus Aceton umkristallisiert. Das in der
org. Phase noch reichlich vorhandene Ausgangsprodukt kann nochmals eingesetzt werden.

4-Sulfamoylphenylazophenylmethacrylat (3c): 4,16 g 4-(4-Hydroxyphenylazo)benzolsul-
fonamid (0,015 mol) wurden in 50ml wasserfreiem Pyridin gelost und dazu eine Losung
von 2,00 g Methacrylsdurechlorid (0,02 mol) in 20 ml wasserfreiem Dioxan wihrend 20 min
unter Eiskithlung zugetropft. Die Reaktionsmischung wurde 30 min bei Raumtemp. belas-
sen. Ein anfangs gebildeter gelber Niederschlag 16ste sich wieder auf. Nach Zugabe
von 2ml Methanol wurde bei 30°C i. Vak. zur Trockne eingedampft, mit 100 ml Wasser
gewaschen, iiber P,Os getrocknet und schlieBlich aus 250ml Athanol umkristallisiert.

N-(4-Biphenylyl )chloracetamid (5a): Darstellung wie 3a, Ausb. 5,3g (95%); Schmp
182°C.

N-(4-Sulfamoylphenylazophenyl )chloracetamid (5b): 3,6 g 4-(4-Aminophenylazo)benzol-
sulfonamid (13 mmol) wurden in 40 ml wasserfreiem THF gelst und 3,0 g Tridthylamin
(30 mmol) zugegeben. Zu dieser Losung wurden 2,0g (12 mmol) Chloressigsdurechlorid
in 10ml THF bei 0°C zugetropft. AnschlieBend wurde bei Raumtemp. 3h geriihrt,
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das ausgefallene Produkt abfiltriert, mit 200 ml Wasser frei von Tridthylaminhydrochlorid

~tvaschen und getrocknet. Ausb. 4,5¢g (98 %), Schmp 221°C.

4-Sulfamoylphenylazophenylchloracetat (5¢): Darst. wie b, Ausb. 68 %, Schmp 233°C.

+4-Biphenylylaminocarbonylmethyl-2-methacryloylox yithyl-dimethylammoniumchlorid
6a): Zu 530g (22mmol) N-(4-Biphenylyl)chloracetamid (5a), gelost in 80ml Aceton,
fiigte man 3,43 g (21 mmol) 2-Dimethylaminodthylmethacrylat (4) sowie 0,20 g 1,3-Dinitro-
benzol als Polymerisationsinhibitor und 0,05g KJ als Katalysator. Danach wurde 6h
unter RiickfluB erhitzt. Nach einem Tag bei Raumtemp. wurde dreimal in Aceton geldst
und mit 200 m1 Didthyldther gefdllt. Das Rohprodukt wurde dreimal aus Aceton umkristal-
lisiert.

2-Methacryloyloxydathyl-4-( 4-sulfamovlphenylazo )phenylaminocarbonylmethyl-dimethy!-
ammoniumchlorid (6b): 4 g (12 mmol) N-(4-Sulfamoylphenylazophenyl)chloracetamid
(5b) und 3 g (18 mmol) 2-Dimethylaminoéthylmethacrylat (4) wurden in 10 ml DMF gelost
und 24h auf 60°C erwédrmt. Das ausgefallene Produkt wurde abfiltriert und aus 80ml
Methanol umkristallisiert.

Inneres Salz des 2-Methacryloyloxyithyl-4-(4-sulfamoylphenylazo)phenyloxycarbonylme-
thyl-dimethylammoniumchlorids (6¢): 3,31 g (9,3 mmol) 4-Sulfamoylphenylazophenylchlor-
acetat (Sc) und 1,47 g (9,3 mmol) 2-Dimethylaminodthylmethacrylat (4) wurden in 100 ml
Aceton gelost und 0,2 g 1,3-Dinitrobenzol als Inhibitor sowie 0,05g KJ als Katalysator
zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde 12 h zum Sieden erhitzt und 4 Tage bei Raum-
temp. belassen. Aufarbeitung erfolgte durch Trennen in einer 15cm Siule (Durchmesser
20mm, feste Phase Kieselgel 60, Merck, Laufmittel Aceton). Die erste Fraktion, 250 ml,
enthielt Ausgangsprodukt, die zweite und dritte Fraktion (700ml Aceton bzw. 1000 ml
Methanol) enthielten das innere Salz von 6¢.

Darstellung der Copolymeren 8a—c und 9: Alle Copolymeren wurden durch radikalische
Copolymerisation von 2-Methylsulfinyldthylmethacrylat (7) mit 3a— und 6a in DMF
bei 60°C dargestellt. Als Initiator wurde 2,2'-Azoisobutyronitril (Molenbruch 0,01} verwen-
det. Die Polymerisationszeit betrug 24 h.

Die Polymeren wurden durch zweimaliges Umfillen gereinigt. Fiir 8a und 9 war Chloro-
form Losungsmittel und Didthyldther Fallungsmittel. 8b und ¢ wurden in DMF gel6st
ind mit Aceton geféllt. Weitere Angaben s. Tab. 3.

Pharmakologische Versuche

"»In vitro* Experimente wurden ausgefiihrt mit Rattenleberhomogenat (1 g Leber auf
3 ml Pufferlésung” von pH 7,4) sowie mit Lebermikrosomen, welche durch Differentialzen-
rifugation isoliert wurden®. Die Homogenat-Aufschlimmung enthielt 10 mmol/l polymer
grbundenes 4-Biphenylylamin, die Mikrosomenansitze 2,5 mmol/l. Es wurde 60min bei
37°Cinkubiert. Abgespaltenes 4-Biphenylylamin konnte nach Extraktion des biologischen
Materials mit Hexan UV-spektroskopisch nicht nachgewiesen werden. Zugesetztes Sub-
strat 4-Biphenylylamin wurde wiedergefunden. Zur Untersuchung der enzymatischen Hy-
drolyse wurde in ein 1:1 mit Pufferldsung™ (pH 7,4) verdiinntes Humanserum inkubiert
und 60min bei 37°C belassen. Es wurde mit Hexan extrahiert. UV-spektroskopisch war

") 2-Amino-2-hydroxymethylpropandiol, 66 mmol 17!, in Wasser, mit HCI auf pH 7,4
eingestellt.
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kein Unterschied der Absorption zum Extrakt des unbehandelten Serums mef3bar. Zuge-
setztes 4-Biphenylylamin wurde wiedergefunden. Zur Priifung der Stabilitit der Polymeren
8a und 9 gegen Hydrolyse wurden diese in Pufferlosung” (pH 7.4) geldst (1 g/1) und
10 Tage bei 37°C belassen. Im Hexanextrakt konnte kein 4-Biphenylylamin nachgewiesen
werden.

,In vivo® Versuche wurden mit Albino-Ratten durchgefiihrt, die keinen bekannten
Zuchtstimmen angehorten. Die Tiere wurden in Stoffwechselkéfigen gehalten und mit
Trockenfutter und Wasser ernihrt. Jeweils 3 Tieren (Gewicht ca. 200g) wurden 100 mg
Polymeres 8a bzw. 144 mg Polymeres 9 in 1 ml Wasser intraperitoneal verabreicht. Kon-
trolltieren wurde Wasser appliziert. Zur vergleichenden Messung der Ausscheidung erhielt
eine weitere Gruppe 16 mg 4-Biphenylylamin in 1 ml Olivendl. Der Urin wurde tiglich
gesammelt und wie folgt behandelt:

1,00m] Urin wurde zur Hydrolyse moglicher Konjugate mit 0,25ml konzentrierter
Salzsiure versetzt und 30min bei 85°C belassen. Danach wurde mit 0,5ml 10M NaOH
alkalisiert, auf Raumtemp. abgekiihlt und mit 2 ml Hexan extrahiert. Die Proben wurden
dazu 1min maschinell geschiittelt und anschlieBend zur Phasentrennung 10min bei
3500m ! zentrifugiert. 1 ml der Hexanphase wurde entnommen, 2ml Hexan zugegeben
und bei 280 nm spektroskopisch gegen Hexan vermessen.

Die Absorption der Hexanextrakte des Urins des Kontrolltieres wurde abgezogen, der
verbleibende Wert mit der Gesamtmenge des Urins multipliziert und auf gleiche Menge
polymergebundenes 4-Biphenylylamin umgerechnet.

Die Losungen der Polymeren wurden unter diesen Bedingungen nicht hydrolysiert.

Herrn C. Elcomb sei fiir tatkriftige Mithilfe bei der Durchfiihrung der pharmakologi-
schen Experimente gedankt. Dem Fonds der Chemie, Frankfurt (Main) und der Hoechst
AG, Frankfurt (Main)-Hoechst danken fiir die Unterstiitzung der Arbeit.

* 2-Amino-2-hydroxymethylpropandiol, 66 mmol 17!, in Wasser, mit HCI auf pH 74
eingestellt.
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