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Zusammenfassung: Nach Einnahme von Clofedanol (1-(o-Chlorphenyl)-1-phenyl-3-dimethylaminopropan-1-ol) wurden
im menschlichen Harn 10 Ausscheidungsprodukte identifiziert. Fiinf von ihnen wurden bei pH 1—2 mit Chloroform
extrahiert; es handelt sich um o-(Chlorphenyl)-phenylmethan (I), Benzophenon (II), o-Chlorbenzophenon (III),
Benzhydrol (IV) und o-(Chlorphenyl)-g-phenylacrolein (V). Bei pH 13—14 wurden mit Chloroform zwei Verbin-
dungen extrahiert: unverindertes Clofedanol und 1-(o-Chlorphenyl)-1-phenyl-3-dimethylaminopropen-1 (VI). Im
Hamn konnte ferner N, N-Dimethylaminoessigsaure (VII) identifiziert werden. Clofedanol und Metabolit IV wurden
frei und nach Spaltung mit §-Glucuronidase (VIII und IX) nachgewiesen.

Isolation and identification of some metabolites of Clofedanol from human urine

Summary: 10 excretory products of Clofedanol (1-(o-chlorphenyl)-1-phenyl-3-dimethylaminopropanol) were
identified in human urine. The following five products were extracted with chloroform at pH 1—2: o-(chlorphenyl)-
phenylmethane (I), benzophenone (II), o-chlorbenzophenone (III), benzhydrol (1V), and o-chlorphenyl)-g-phenyl-
acrolein (V). Two compounds were extracted with chloroform at pH 13—14: unchanged Clofedanol and 1-(o-chlor-
phenyl)-1-phenyl-3-dimethylaminopropene-1 (VI). N,N-dimethylamino-acetic acid (VII) was also identified in urine.
Clofedanol and metabolite IV were present as free compounds, and they were also found after hydrolysis of met-

abolites VIII and IX with g-glucuronidase.

Einfithrung

Clofedanol (1-(o-Chlorphenyl)-1-phenyl-3-dimethy]-
aminopropan-1-ol-hydrochlorid) wird in der Medizin als
hustenhemmender Stoff angewandt. Uber die Biotrans-
formation dieser Substanz ist bisher nichts bekannt. Bei
unserén Untersuchungen wurden im menschlichen Hamn
aufler dem unverinderten Clofedanol und seinem Glucu-
ronid acht Ausscheidungsprodukte identifiziert.

Arbeitsimethodik

Eine gesunde, freiwillige minnliche Versuchsperson (26 Jahre
alt) nahm in mehreren Zeitriumen insgesamt 60 Tage lang vier-
mal taghch 40 mg Clofedanol-Base in magenléslichen Gelatin-
kapseln ein. Der Harn wurde gesammelt und im Kithlschrank
ohne Zusitze bis zur Aufbereitung bei + 2—4°C aufbewahrt.
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Die Extraktion des Harnes erfolgte bei pH 1-2, 13—14 und
schlieflich bei pH 7 mit Chloroform. Danach wurde der Harn
mit HCl hydrolysiert und erneut wie beschrieben ausgeschiittelt
(genaue Vorschrift s. Lc. (1)). Eine von derselben Versuchsperson
erhaltene medikamentenfreie Harnprobe wurde in gleicher

Weise aufbereitet und untersucht.

Fiir die Schichtchromatographie wurden Platten von 200 mm

X 200 mm verwendet, die nach dem Standardverfahren von
Stahl (2) mit Kieselgel HF54+3¢6 (analytische Schichtchromato-
graphié) bzw. PF,s4 (priparative Schichtchromatographie) be-
schichtet wurden. Als Fliefmittel wurden verwendet:

Yt
.

Chloroform/Aceton/Ameisensiure (Volumina 70 ml + 29 ml
+ 1 ml).

Chloroform/Aceton (Volumina 70 ml + 30 ml)
Benzol/Chloroform (Volumina 90 ml + 10 ml)

. Chloroform/Benzol/ Ammoniak-Lésung (250 g/kg) (Volumina
40 ml + 40 ml + 20 ml).
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Als Nachweisreagenzien wurden benutzt:

A) Kaliumjodoplatinat (3)

B) Dragendorff-Reagenz modifiziert nach Thies & Reuther (Vor-
ratslosung) (3).

C) Reagenz B und Nachbehandlung mit Eisen(III)-chlorid/
H,S04: Eisen(IlI)-chlorid, 50 g/1 Wasser (10 Volumina) mit
H3S04, 970 g/kg (1 Volumen) versetzen.

Fiir die priparative Schichtchromatographie wurde — ausge-
nommen bei FlieBmittel 4 — immer die Technik der Mehrfach-
entwicklung angewandt. Die Auswertung der Chromatogramrie

und die Isolierung der Ausscheidungsprodukte erfolgte wie in 1. c.

(1) angegeben.

Die Untersuchung auf Konjugate erfolgte wie bei l.c. (1). Die
enzymatische Spaltung wurde hier allerdings mit g-Glucuroni-
dase bei pH 4,5 durchgefiihrt.

Zur Isolierung von N,N-Dimethylaminoessigsdure wurden §

Liter Harn nach Medikamenteneinnahme verwendet. Sie er-
folgte im wesentlichen nach dem im Handbuch von Stakl (2)
(Kapitel V.: Aminosiuren und Derivate, Abschnitt III. 3,

S. 696—749) vorgeschlagenen Verfahren, nur bei der Abtrennung
von Eiweif8 und Polysacchariden und bei der Entfernung der
Lipide wurde nach der Methode von Awapara (4) gearbeitet.

Fiir die Versuche mit Leberhomogenaten wurden die benétigten
Lebern (durchschnittliches Gewicht 10 g) weiien Wistar-Ratten
(Gewicht 300—450 g) entnommen und sofort eingefroren.

40 g der harten, noch gefrorenen Lebern wurden vor Versuchs-
beginn zuerst in einem Porzellanmorser grob zerkleinert und
nach Zugabe von physiologischer NaCl-Losung homogenisiert.
Dem Leberhomogenat wurden 60 mg Clofedanol-Base bzw.

62 mg des synthetisierten Metabolit VI zugesetzt. Die Inku-
bationszeit betrug 5 Stunden (Temperatur 36°C). Nach Ablauf
der Reaktionszeit wurde das Gemisch mit HCI (100 g/kg) auf
pH 1 eingestellt, kriftig durchmischt und filtriert. Das Filtrat
wurde mit festem NaCl gesattigt und erst mit Ather, dann mit
Chloroform extrahiert; danach wurde wie beschrieben bei pH
13-14 erneut extrahiert. Die bei saurer Reaktion erhaltenen
organischen Extrakte wurden vereinigt, iiber Natriumsulfat ge-
trocknet, filtriert und das Filtrat wurde bei vermindertem Druck

Q

CH,

Konjugation

im Rotationsverdampfer eingeengt. Genauso wurde mit den bei
pH 13-14 erhaltenen Extrakten verfahren.

Geriite

Die UV-Spektren wurden mit einem Unicam-Leitz-Spektro-
photomieter SP 800 B aufgenommen. Die Aufnahme der IR-
Spektren erfolgte mit einem Perkin-Elmer-Spektrophotometer
221 mit Gittér-Prisma-Austausch-Einheit — wenn nicht anders
angegeben — in KBr unter Standardbedingungen. Die Aufnahme
der Massenspektren erfolgte durch direkte Einfiihrung in das
MS-9 (AEI) bei einer Iorienquellentémperatur von 150—190°C,
einem Emmissionsstrom von 100 pA und Ionisierungsénergien
von 12 und 70 eV.

Ergebnisse und Diskussion

In Abbildung 1 sind die gefundenen Ausscheidungspro-
dukte des Clofedanol angegeben.

Vor der salzsauren Hydrolyse wurden 7 Ausscheidungs-
produkte extrahiert; fiinf von ihnen — Verbindungen I,
II, III, IV und V — wurden aus dem angesiuerten Harn,
die anderen zwei bei alkalischer Reaktion ausgeschiittelt.
Bei einer der basischen Substanzen handelt es sich — wie
der diinnschichtchromatographische Vergleich sowie der
Vergleich der UV-, IR- und Massenspektren mit denen
des authentischen Materials ergab — um Clofedanol;
dieses und die andere basische Verbindung (Metabolit
VI) waren durch ihre charakteristische Farbung mit
Reageénz A (violett) und B (orange) auf dem Chromato-
gramm gut erkennbar. Die in dem sauren Auszug ge-
fundenen Substanzen konnten dagegen nur durch die
Fluoreszenzléschung im kurzwelligen UV-Licht lokali-
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Abb. 1. Abbauschema des Clofedanol
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siert werden. Nach salzsaurer Hydrolyse und nach
enzymatischer Spaltung wurden zwei Substanzen nach-
gewiesen: Metabolit 1V in dem sauren und Clofedanol
in dem alkalischen Auszug.

Fiir die Chromatographie der Metaboliten I-V wurde
das Fliefmittel 1 benutzt; die Metaboliten 1I und I11
lieflen sich am besten mit FlieBmittel 3 trennen.
Clofedanol und Metabolit VI wurden mit dem Flief-
mittel 2 chromatographiert. Metabolit I wurde auf-
grund seines UV- (Absorptionsmaxima bei 254, 262 und
269 nm) und Massenspektrums als o-(Chlorphenyl)-
phenylmethan erkannt. Die wichtigste Spaltung beim
Elektronenstof-induzierten Zerfall ist die Eliminierung
eines Cl-Atoms aus dem Molekiilion C,3H,,CI*" (m/e
202; 100%) zu dem Fragment m/e 167 (52 %), das
anschliefend ein bzw. zwei H-Atome verliert, zu m/e
166 (48 %) und m/e 165 (54 %). Durch hochauflosende
Massenspektrometrie und durch den diinnschichtchro-
matographischen und absorptionspektroskopischen Ver-
gleich mit den authentischen Verbindungen wurde
Metabolit II als Benzophenon, Metabolit 111 als o-Chlor-
benzophenon und Metabolit IV als Benzhydrol identifi-
ziert.

Das bei 70 eV aufgenommene Massenspektrum von
Metabolit V zeigt bei m/e 242 einen wenig intensiven
Peak (7 %) fiir das Molekiilion, dessen Elementarzu-
sammensetzung durch Hochauflésung zu C,5H;,ClO
bestimmt wurde. Durch Abspaltung eines H-Atoms wird
das Ion m/e 241 (9 %), durch Abspaltung eines Cl-Atoms
der Basispeak bei m/e 207 (98 %) gebildet. Diese Frag-
mentierungsreaktionen legen nahe, daf es sich bei
Metabolit V um B-(o-Chlorphenyl)-g-phenylacrolein han-
delt (5, 6, 7). Mit dieser Struktur im Einklang ist das
IR-Spektrum, welches bei 1665 cm™ eine intensive
Bande zeigt, die einer «, f-ungesittigten Carbonylgruppe
zugeordnet werden kann. Metabolit V ergibt in Methanol
ein Absorptionsmaximum bei 312 nm.

Die durch hochauflésende Massenspektroskopie zu
C,,H, ¢NCl bestimmte Elementarzusammensetzung des
Molekiilions weist Metabolit VI als Dehydratisierungs-
produkt der Clofedanol-Base aus. Das IR-Spektrum

— aufgenommen zwischen NaCl-Platten — zeigt bei
2765 und 2815 cm™! die typischen Banden fiir eine
N(CH3),-Gruppe auf, dazu Absorptionen fiir die
Aromaten (3080, 3055 und 3022 em™*, 9-CH; 1590,
1560 und 1490, C=C). Eine mittelstarke Bande bei

820 cm™?, die im Spektrum von Clofedanol-Base fehlt,
kann der y-CH-Schwingung der trisubstituierten Doppel-
bindung zugeordnet werden. Somit kommt Metabolit
V1 die angegebene Struktur zu. Damit im Einklang ist
die geringe Intensitit des Fragments CH,=N"(CH3),
(m/e 58) im Massenspektrum von VI (38 %) im Ver-
gleich zu dem im Spektrum von Clofedanol-Base (100 %),
da im Fall von Metabolit VI déssen Bildung die Spal-
tung einer Vinylbindung erfordert.

Durch Umsetzung von Clofedanol-Base mit H3POy4
wurde 1+0-Chlorphenyl)-1-phenyl-3-dimethylamino-
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propen-(1) erhalten. Diese Verbindung erwies sich
diinnschichtchromatographisch, UV-, IR- und massen-
spektrometrisch als identisch mit Metabolit VI. Das
in Methanol aufgenommene UV-Spektrum von VI
zejgt ein breites Absorptionsmaximum bei 246 nm.

Die Versuche mit den Rattenleberhomogenaten ergaben
folgendes: Nach Zusatz von Clofedanol-Base lielen sich
nach Extraktion nur zwei basische Verbindungen nach-
weisen. Durch den diinnschichtchromatographischen
Vergleich sowie durch den Vergleich der UV-, IR- und
Massenspektren mit denen des authentischen Materials
wurden sie als Clofedanol-Base und Metabolit VI iden-
tifiziert.

Bei den Versuchen mit Metabolit VI wurde in dem
sauren Auszug Metabolit V diinnschichtchromatogra-
phisch und massenspektrometrisch nachgewiesen. Der
alkalische Auszug enthielt nur unverinderte Ausgangs-
substanz.

Bei der Untersuchung des Harnes auf Aminoséiuren
wurde eine Substanz gefunden (Metabolit VII), die in
dem medikamentenfreien Urin nicht nachgewiesen
wurde. Die Struktur von VII als N,N-Dimethylamino-
essigsdure ergab sich durch Vergleich des IR-Spektrums
mit dem von authentischem Material und durch die
Identitit des aus VII mit Diazomethan erhaltenen Pro-
duktes mit dem handelsiiblichen Betain (Schichtchro-
matographie und IR-Spektrum).

Nach den vorliegenden Untersuchungen wird Clofedanol
auf verschiedenen Wegen metabolisiert, z.T. jedoch un-
verandert ausgeschieden. Durch Konjugation mit
Glucuronsdure entsteht Clofedanol-Glucuronid (Meta-
bolit VIII) und durch Wasserabspaltung wird 1-(o-
Chlorphenyl)-1-phenyl-3-dimethylaminopropen-(1)
gebildet, welches durch oxidative Desaminierung in
B-(o-Chlorphenyl)-8-phenylacrolein (Metabolit V) um-
gewandelt wird. Eine -oxidative Spaltung von Metabolit
V wiirde die Entstehung von o-Chlorbenzophenon
(Metabolit III) erkldren (8). Es ist allerdings nicht aus-
zuschlieflen, daf ein Teil von Metabolit V zuerst
dehalogeniert wird und dann durch g-Oxidation in
Benzophenon (Metabolit II) umgewandelt wird. Da
halogenfreie Metaboliten nur in der letzten Oxida-
tionsstufe des Clofedanol gefunden wurden, wird man
nicht ausschlieffen kénnen, da® Benzophenon auch
durch Dehalogenierung von o-Chlorbenzophenon ent-
standen sein kann. Nach den bisherigen Erfahrungen (9)
ist anzunehmen, daf} Benzhydrol (Metabolit IV) durch
Reduktion von Benzophenon entstanden ist.

Unklar ist, auf welchem Wege o-(Chlorphenyl)-phenyl-
methan (Metabolit I) und N,N-Dimethylaminoessigsdure
(Metabolit VII) gebildet werden.
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