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glas gegeben. Zu solchen Ansiitzen wurde Kaliunicyanid, jeweils in 1 ccm Waaaer ge- 
lost. in absteigcnden Mengen zugesetat : 

Zugabe von Kaliumcyanid in mg . . . . . . . . . . . 0.1 

Im letztgenannten Falle war die Usung nach 10 Min. tief violett, die Kontroll-Liisung 
ohne Cyanid hatte eich nur schmutzigbraun gefarbt. Es.Lassen mch also 0.5 y Kalium- 
cyenid, daa sind etwa 0.2 y Cyan-Ionen, bequem und spezifhch nachweisen. CN-konnte 
nich t ersetzt werden durch Cl-, Br -, 'J-, OCN-, SCN-, S- -, NO,-, NO,-, Cr,O,- , 
Fe(CN)b' oder Fe(CN)<--- 

b) Glyoxal-Nachweis: Da Glyoxal inNatriumcarbonat-Usung ziemlich schnellzer- 
start wird, gibt man es zuletzt zu. 1.4 mg o-Phthalaldehyd in 1 ccm Dioxan, 3 ccm 
211 Na,C!O, rind 0.5 mg Ktlliumcyanid in 1 ccm Wasser wurden gemischt. Nach Zugabe 
von 3 mg Glyoxal -Natrjumhydrogensulfit-Verbindung (entsprechend 0.6 mg Glyoxal) 
trat in wenigen Sekunden Violettfiirbung ein. Die Halfte dieser Menge gab noch eine 
deutliche blaBviolette Fiirbung. 

c) o - P h t 11 a 1 a1 d eh y d - N a c h w eis: 30 mg GI y o x a 1 - Natriumhydrogensulfit-verbin- 
dung, 3 ccm 2s Na,CO, und 5 mg Kaliumcyanid in 1 ccm Waaser wurden zusanmen- 
gegeben. Noch mit 0.7 mg o-Phthalaldehyd in 1 ccm Dioxan trat nach 2 Mm. eine 
deutliche videttc JGtrbung auf. 

0.05 0.001 O.OOO5 
Violettfiirbung nach Minuten.. . . . . . . . . . . . . . 1 2 3-4 4-5. 

60. H e 11  m u t B r e d e re c k *) : ffber methylierte Nueleoside und Purine 
und ihre pharmakologischen Wirkungen, 1. Mitteil.: Methylierung von 

Nucleosiden durch Diszomethan**). 
(Mitbearbeitet von Annelise Martini.) 

[Aus dcm Tnstitut fur Organische Chemie u. Biochemie an der UnivebieZit Jena.] 
(Eingegangen am 3. Man 1947.) 

Bei der Methylierung von acetyliertcn Nucleosiden mit Dia.zo- 
mcthan in iitherisch-methylalkoholischer Liisung werden nur die in 
Nachbarschaft von CO- Gruppen stehendcn NH- Gruppen niethyliert ; 
gleichzeitig erfolgt die Abspaltung der Acetylgruppen. Die Isolierung 
des 1.3-Dimethyl-xanthmins liefert einen zusiiklichen Beweis dafiir, 
da13 als Haftstelle der Ribose am Purinring die Stellung 1 und 3 aua- 
scheidet. 

Durch fermentative Spaltung der Hefenucleinsiium, ebonso durch Spaltung mitt& 
Pyridins sind die entsprechenden Nucleoeide heute bequem zugiinglichl). In  Anbetracht 
der bemnderen pharn~akologischen Eigenechaften nicthylierter Purine haben wir jetzt die 
Nucleoside nach verschicdenen Verfahren methyliert. Dabei haben wir a u k  den methy- 
lierten Nucleosiden nach Abspaltung des Zuckemtes einige neue methylierte Purine er- 
halten. Bei den Methyliorungen haben sich einige Beaonderheiten ergeben, die iiber die 
hier beschriebenen speziellen Methylierungen hinaus eine allgemeinere Bedeutung be- 
sitzen, woriiber in spiitcren Arbeiten berichtet werden sou. Die pharniakologhhen Unter- 
wchungen (8. spiatere Mitteil.) betreffen Diurcsc- und Blutdruck-Versuche mit Purinen, 
Nucleosiden und Nucleotiden. 

In der vorliegenden Mitteilung werden zunachst Methylierungen mit Diazo- 
methan beschrieben. 

*) Z. Zt. Heidenheirn a. d. Brenz. 
**) Nucleinsliuren, XXII. Mitteil. ; XXI. Mitteil. : B. 76; 1086 [19&2]. 

l) H. Brcdereck, A. Martini u. F. Richter,  B. 74, 694 [1941]. 
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1’. A. Levene2) glaubte ~ U S  Xanthosin durch Behandeln mit Diazomethan 
1 .LDiniethyl-santhosin erhalten zu haben. Spliter konnte J. M. GulIand3) 
jedoch zeigen, daB es sich dabei um ein Gemisch von methylierten Xanthinen 
iind Methylribosid handelte. 

Da sich die freien Nucleoside in den fur die Diazomethan-Methylierung in 
$’rage konimenden Usmgsmitteln nicht losen, haben wir die im Zuckeranteil 
acetylierten Nucleoside verwendet . Dazu wurden Triacetyladenosin und Tria- 
cetylxanthosin neu hergestellt. Triacetylguanosin und Triacetylinosin wurden 
nach neuen Verfahren mit besserer Ausbeute als bisher erhalten. c b e r  die 
Konstitiition deu Tetraacetyladeno~ins~), dessen vierte Acetylgruppe an der NH 2- 

( h p p e  des Adeniiis sitzt, kannen auf Grund der Methylierungen niit Di. 
niethylsiilfat nbihere Angaben gemacht werden, voriiber spfiter berichtet 
werden soll. 

%ur Methylierung wurden die $cetylverbindungen in eineni Aceton-31 et ha- 
nol-Ceaiisch geleliist und mit einer iitherischen Diazomethanlosung versetzt. Da- 
1x4 tiahinen wir m, d& sich zunLchst die methylierten Acetylnucleoside hilden 
wiirden. Statt dessen aber erhielten wir unter gleichzeitiger Methylierung iind 
Ahspdt.iiiig der Scetylgruppen unmittelbar die methylierten Nucleoside. Aus 
Triacet*ylguanosin erhielten wir 1 -Methyl -guanos in  (I), das krystitlliri aus 
dam Methylierungsansatz ausfiel. Seine Hydrolyse ergab das I -methyl-guanin, 
s i n e  Desititi inierung 1-Methyl-xanthosin (11), dessen Hydrolyse wiederuni 
I -Met.hyl-sirnthin lieferte. Aus der .uberfiihrung in I-Methyl-santhin folgt die 
Koiistitution des I -Methyl-guanosins. Aus Triacetylxanthosin gewannen wir 
1 .:LDitnethgJ-s~nthosin (111), daraus durch Hydrolyse Theophyllin. Triacetyl- 
iriosin ergtib 1 -;Methyl-inosin (IV), seine Hydrolyse 1-Methyl-hyposanthin. 
.4us deiii auf anderem Wege dargesteJlten N2-Methyl-gumosin- triniethyliither 
entstand I .IC2-l)iniethyl-guanosin-trimethyliither (V), dessen Hydrolyse zum 
1 .S?-Mniethyl-guanin fuhrte. Die Konstitution ergibt sich nus den Erfahrun- 
gen dei. vorher genunnten Methylierungen. Das aus dem gewonnenen Dimethyl- 
gwnin dtirgestellte l’ikrat erwies sich als identisch mit den1 eines Dimethyl- 
guaninn, dus wir friiher durch Methylierung von Guanosin mit Dilnethylsulitit 
hei ptr 8.5 iind iinschlieBende ‘Hydrolyse gewonnen hatten5). Eine Methylie- 
riing von Adeiiosin gelang nicht ; e3 wurde unvertindertes Adenosin zuriiclr- 
gewnnen. 

Aus den vorstehenden Versuchen ergibt sich, daB durch Diazomethan nur 
die NH-(h~ppen  in Nachbarbchaft von CO-Gruppen methyliert, werden. Re- 
nierkens\vert und fur uns zuniichst iiberravchend war die gleichzeitig mit der 
Methylierung stattfindende .4bspaltung der Acetylgruppen am Zucker. Ent- 
noet.ylieriingen niittels Mazomethans sind indesseii schon mehrfnch beobachtet 

- 

. . .. 

2) 1’. A. Levenc 11. H. Sobotka, Journ. biol. Chcili. 55, 137 [1923]; 6.i, 463 [1925]. 
:I) J. M. Oullimd, R. R. Holiday u. T. F. Mac rue, Journ. o h m .  Soc. London 1935, 

4, 1’. A. TAcvcne u. K. S. Tipson, Journ. biol. mom. 94, 809 [1932]. 
j) H. Bredereck, C. M i i l l e r  u. R. Berger, B. 73, 1058 [194QJ. 

1G:W. 
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wordens). Wir haben inzwischen diese Reaktion an zahlreichen Acetyl- und 
Renzoyl-Verbindungen durchgefiihrt und Einblick in den Rea1;tionsniechanis- 
mus gewonnen, woriiber wir spiiter berichten werden. 

H,C*N--CO 
I i 

H&N---CO 

I I 
n. C6HB04 HAOH HC - -1 

‘ 0  
I. HCOH I H,C*N- - -0 

HC---I ! I I 
OC C--N, 

11 ?CH 
CH,OH & C . I L - C  -N/ 

H,C.N-CO H&*N----CO 

Die vorliegende Untersuchung liefert auch einen.Bcitrag zur >-rage mch der Haft- 
stellc dcs Ribosercstes am Purinkern in den Purinnuclcosiden. Levene*) glaubte durch 
dic Isolierung des 1.3-Dimethyl-xanthosins tlls Htlftstelle die Stellung 1 und 3 ausschlieflen 
zu konnen. De aber bci seinen Untersuchungen nicht dicse Verbindung vorhe) (8. oben), 
kann elst jetzt auf Grund der Isolierung dcs LMcthyl-guanosim und des 1.3-D)iniethyl- 
xanthosins die 1- und 3-Stellung ale Haftstelle des Ribosercstes ausgaschlossen wcrden, 
soda8 fur diesen nur noch die Stellung 7 oder 9 in Fmgc kommt. Durch Vergleich der 
Absorptionsspektren der Purinnucleosidu einerseits und der 7- bzw. 9-Methyl-purine an- 
deremits konnte von Gulland’) auf Qrund dcr griiRoreii UbereinRtimmung der Spcktren 
als Haftstclle die 9-Stollung bewiesen werdcn. 

Beschreibnug der Versnche. 
Triacetylguanosin: 5 g Guanosin werden unhr  Feuchtigkeitsaussehlufl mit 50 ccm 

Essigsiiuretlnhydrid und 60 ccm Pyridin auf dem Waseerbad bis zur Lcisung erhitzt. Reint 
Erkalten scheidet sich nach Animpfen Triacetylguanosin krytltallin BUS; Ausb. 6.5 g. Dio 
Substanz wird ~ U R  absol. Alkohol umkrystallisicrt (5  p, aus 150 ccm). 

AuBer den voii H. Steudela) beschriebenen Nadcln vom Schmp. 226O, die bevonugt 
aus CWoroform krystdkiicren, wurde cine zweite Krystirllform, Bliittchen vom Schmp. 
2320, gefunden, die aus Alkohol krystalliaieren. In  Alkohol gchen die Nadeln langsamin 
Bliittchen uber. 

[a]*’: - 0 . 1 3 O  x 3.95/0.022 x I x 0.8 = -28.40 (Alkohol); 
nach Steudol:  [a$: -2.30 x 2.40094/1 x 0.803 x 0.2992 = -23.060 (Alkohol). ~- 

6) J. Herzig, B. 89, 268, 1157 [1906]; B. LH, 221 [l9261; E. Fi s c h e r  B. 47, 2497 

7 )  ;Tourn. chem. Soc, London 1984, 1639; 1986,785; 19W, 692. 
8 )  Ztschr. physiol. Chem. 120, 127 [1922]. 

[1914]; 61, 320 [lSlS]; H. Biltz, B. 64, 1164 [1931]. 
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Triiicc~t)-latlrtiosiii: 3 g Adenosin (wakserfrei) werden init 50 ccni Essigsliurc- 
arihydritl iintl 70 ccm Pyridin bis zur l-dsung bei Zimmertcmpcratur (2 Stdn.) oder im 
Hrutschriink Iwi 370 ( 1  Stdc.) aufbewahrt. J)arauf w i d  bei .50°,'2 Tow eingedampft, dcr 
vrrblicI)crir Sirup 2 ilia1 niit Alkohol aufgenommen und jeweils wieder eingcdornpft. 
Bcirn 16ni.n in :I0 tcm Alkoli~~l krystallisiert nach Animpfen das Trhcctyladmosin aus; 
AusI). .;.2 g. Aus ahsol. Alkohnl Schmp. 1740. 

1.~1%: -03" x 3.625/0.0478 x I x 1.53 = -2i.9 (Chloroform). 
'rot ri1;ic.ctyludenosin: Die von Levene4) angegebenc Arbeitsweise wurde wie folgt 

atbgciinclwt: .5 g Adenosin (WaRserfrci) werden in einem Ckmisch \*on G.5 ccni Essig&urc.- 
itnhydritl uiitl I g warrseifreicin Natriumacetut his zur Iiisung erhitzt, Nodann in 650 ocni 
\I'IINL(V~ cingc.riilirt. Kach melirwtiindigem Steltenlassen wird mit Chloroform ausgeschiit- 
tclt. tlic ~'lilutriforriiliisun~ niit n'atriumh2.drogencurbonutliisu~ gcwaschcn, mit Katriutn- 
srtlfut getrocknrt, cingccngt utid drr Riickstand 2mal mit absol. Alkohol aufgeitummett. 
Nnc4i Kirtdntnpfc*n wird dry Sirup zrinaclist im Exsiccutor, dann bei 56Or2 Torr gt'brockriot; 
Aunt). 5 g. 

('16H1BOiNJ (393.2) Her. N 17.8 COCH,, 32.9 ( k f .  I% 18.1 C'OCH, 32.8 

( ' lMH210, ,h'5 (435.2) Ilcr. iX 16.1 COCH, 39.5 Cef. N 16.2 CWH,  39.4. 
' I ' r i i t c ~ c t y l i ~ i o ~ i ~ i :  5 g I n o s i n  wcrden mit, 50 ccm Ewigsilureanhpdrid untl 60 ccin 

l'yriclin tinti-r hiiufipcm Lmuchutteln his zur IAsung bei 37O (hutschrank) aukewahrt, 
danrtcli 1Jt.i X" 2 Torr zur Trockne verdarnpft. 1)cr krystcilline Ruckstand wird init almol. 
Alkoliol  i i i i f~( , i io t i i i i i c i i  und nach Stehenlassen im Eimchrank abgcrutrtgt; AIIHI,. ti.($ g. Aus 
ah.wl. Alkol io l  hchmp. 2410 (HniseP): 2360). 

[%I:: --0.1lu x 1.8/0.0131 x 1 x 1.33 --:i6..5O (C'hloroform) 
(Levenc  u. l'ipson'") : .[.IF: -38.30~. 

7'riiic.rtyls;iiitlioxiti: 5 g S u n t h o s i n  wcrdcn mit -3) ccm Essigyiiureanhytlrid cind 
70 ccni I'yridin his zur IAdsutig I)ei 370 (Hrutucltrunk) aufhewalirt. Kach Eirrcngcn bci 
.W, 2 Tori w i d  tlcr Ruckstand init abxol. Alliohol k (:hloroform uufgenotnmen und in 
Xthcr vitigertiliit. X u I  Rrinigung witvl iioclima~s in dcr glcichen \rrisc umgefiillt; Auul). 
li- 7 g. 

('l,,HI~tJ&'4 (410.2) Uer. N 13.i CMrH,, 3l..l ( k f .  h' 13.8 mC'I1, 31.3. 
!z]$: -0.680 x 2.68;0.0216 x 1 x 1.53 2 -33.5O (Chloroform). 

I -Mc~th~ l - t r iac i~ t3 . lgu i l .nos in :  3 g 1-Mcthyl -guanos in  werden mit jc  30 ccm 
~ssi~siliil.canly.drid. und Pytidin 2 Stdn. bei 37O aufbewahrt,  soda^ bei 50 O j 2 Torr cin- 
getiampft, clcr Sirup init Alkohd nufgenommen und in Ather cingeriihrt Zur Analyee win1 
nochmri Is i n  t1t.r plrichen Wcine umgefiillt. 

C',:H,lO,N, (423.2) Rcr. COCII, 30.7 Gef. C ! ,  -30.6. 

I - . \ l c . t l i ? . I - g i i i i n o y i t t :  2 fi l ' r i acc ty lyuanos in  werden in 60 ccm Methanol und 
10 ccni Accton warm geltist und vorsichtig erkalteii gelassen, so d a U  ea nicht w i d e r  aus- 
krystdlixierf . 1Sinc iitlier. IXazonicthaiilouung aus 10 g N i t m m e t h y l h a r n s t f  wird anteil- 
waiclc zugcgrl)cm Yclion nach Zugabc dr r  Halftc der Lasung beginnt die krystallino Ah- 
schcidung t l e ~  I-Methyl-gunnosins. die (lurch Zug&e von 70 ccm trocknem Ather vervoll- 
Ntindipt wid .  Nnch Steheiilawen ulwr Nacht iin Eisachrank wird abgesaugt; Auxb. 1.1 g. 
1 g wcrtlcn aur; 30 ccin Methanol, chs cinige Tropfen W'asscr cnthalt, umkrystallisiert; 
Schmp. IfW. 

(.'llHlbU5N~ (297.1) Uer. N 23.6 (!Ha 5.1. Gef. N 23.5 CH, 3.1. 
Durc4t Zupabe kalt gcsiittigtcr Pikiinsiiurcliiclung zu einer wiifjr. li5sung dcs I -M(:thyl- 

gu;tnoHins vntstcht das Pi k r a t ;  uus M'aes.-r Schmp. 1790. 
C',,H,,O,N, * C!,H,O;N, (526.2) I3cr. N 21.3. Gef. iX 21.3. 

H y ~ l l o l . ~ s e :  15rhitxt man I - M c t h y l - g u a n o s i n  mit 4-I)Iwi .  Sa1z.siiur.e" Stdn. auf8.50, 
sit liillt hritii Xcwtnilisiercn mit Ihriumcurbonat 1 -Mcthyl -guanin  aus. Ex w i ~ l  tlurcli 

") 16'. H a  isc*r 11. 14'. Wcnzel ,  hionatsh. ('hriii. 29. 157 [1908]. 
I " )  Jibiirit. hiol. ( ' h n .  111. :ll:$ I I9:Wl. 
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Usen in Salzsiiurc und Neutralisieren nut Natronlauge umkrystallisiert. Feine Nadelchen. 
C,H,ON, (165.1) Ber. N 42.4 Clef. IV 41.5. 

Bringt man 1-Methyl-guanin mit wenig Salzsiiurc gerade in Liisung und gibt Pikrin- 
siiurel6eung hinzu, so erhiilt man l-Methyl-guanin-pikra t. Aus Wasser Schmp. 2670. 

C,H,ON, - C,H,O,N, (394.1) Ber. N 28.4 Gef. N 28.4. 
1-Methyl-xanthosin: 3 g l-Methyl-guanosin werden in 150 ccm Wasser auf 

70° erwiirmt, mit 6.3 g Bariumnitrit versetzt, auf 25O abgekiihlt und 4.5 ccm Eiseesig 
zugegeben. Die Usung wird 3 Tage lose vcrsclilossen im Dunkeln aufbewahrt, sodam 
alle Barium-Ionen mit verd.Schwefe1siiu-e entfernt, so d a D  die Tijsung Ba++- und SO, - 
frei ist, und zum diinnen Sirup eingeengt. Dieser wird 2mal mit absol. Alkohol aufgenom- 
men und schliel3lich in Ather eingeriihrt. Das abgeachiedenc klebrige Produkt wird nocli- 
mals in Methanol geliist und in h h e r  eingeriihrt. Der flockige Niederschlag wird abge- 
mu@; Ausb. 1.5 g. 

C11H140,N, (298.1) Ber. N 18.7 CXZ, 5.0. Gef. N 17.5 CX& 4.9. 
Hydrolysc: Nach Hydrolyse mit 20-proz. Salzsiiure und Einengen der Liisung fiillt 

1 -Methyl-xanthin Bus. 
C,H,O,JV, (166.1) Ber. N 33.8 CH3 9.0 Gef. N 34.2 CH, 8.5. 

1 . 3 - D i m e t h y l - x a n t h o s i n :  2 g Triacetylxanthosin werden in 10 ccm 
Aceton und 60 ccm Methanol gelost und mit einer iither. DiazomethanlGsung BUS 10 g 
Nitrosomethylhamstoff methyliert. Sobald das Diazomethan verbraucht ist, w i d  zur 
Trockne verdampft, der Riickstand 2 ma1 mit Methanol aufgenommen, von einer u. U. 
auftretenden Triibung abfiltriert und in Ather eingefirt. Der Niederschlag wird noch- 
male mit Diazomethan BUS 5 g Nitrosomethylhamstoff methyliert; Ausb. 1 g. 

Gef. N 17.0 CH8 9.1. C,,H,,O,N, (312.1) Ber. N 17.9 CH, 9.6. 
H y d r o l y ~ e ~ l ) :  0.7 g 1.3-Dimethyl-xanthosin werden mit 50 ccm 2 0 - p ~ ~ .  Salz- 

siiure gekocht, bis kein Furfurol mehr abdestilliert (etwa 21/, Stdn.). Dann wird mit Tier- 
kohle erwiirmt, filtriert und zur Trockne einceengt. Dic zuriibkgebliebenen KrystaUe, auf 
Ton abgeprel3t und aus Wasser umkryshllisiert, zeigen kcine Schnielzpunktsernieclriguniedriguna 
mit Theophyllin; Schmp. 2640, 

1-Methyl-inosin: 3 g Triacetyl inosin werdcn in 15 ccm Aceton und 90 ccin 
Methanol gelbet und mit einer sther. Diazomcthanlosung a u ~  15 g Ni+rosomethylharnstoff 
methyliert. Die Usung ?rd zur Trockne eingeengt, 2 ma1 mit Methanol aufgeno-en 
und durch Einriihren in Ather gefiillt. Zur Analyse wird nochmals aus Methanol+Ather 
umgefiillt; Ausb. 1.6 g. 

Bcr. N 19.8 L%18 5.3 
Hydroly’se: 1 g I-Methyl-inosin wcrden in 50 ccm 3-proz. Schwefelsiiure 1 Stde. 

gekocht, die Schwefelsiiure mit Bariumhydroxyd entfernt, mit Tierkohle aufgehellt und 
eingeengt. Beim weiteren Einengen im Exsiccator krystallisiert I-Methyl-hypoxan- 
th in  Bus. Aus Wasser Nadeln vom Schmp. ~!5--3070. 

C,,E1,O,N, (282.1) Gef. N 18.9 CH, 5.6. 

C6H,ON;(150.1) Ber. N 37.3 Gef. N 36.7. 
1.N2-l)imethyl-guanosin-trirnethyliither: N2-Methyl-guanosin- tr imethyl- 

a ther ,  erhalten aus 6 g Triaretylguanosin durch Methyliorung mit Dimethylsulfat (sicbe 
s@tere Mitteil.) werden in 10 ccm Aceton und 60 ccm Methanol gelost und mit einer 
tither. Diazomethanlosung aus 10 g Nitrosomethylharnetoff methyliert. Nach Eiengen 
wird noch 2 ma1 mit absol. Alkohol aufgenommen und dcr nach dem Abdampfen des 
NkOhOl8 crhaltene Sirup getrocknct. 

2 g deR erholtencn 1.N2-Dimethy1-yanasin-trimethyliithcrs werden in 20 ccm 95-pnn. 
Methanol gelost und 1 ‘/2 Stde. Chlorwasserstoff eingeleitet. Nach Einengen auf dtrs halbe 
Volumen und Stehenlassen fiber Nacht im Eiaschmnk krystallisiert l.N*-Dimethyl-guanin- 
hydrochlorid Bus. Ausb. 0.8 g; Schmp. 275O. Der Misch-Schmclzpunkt mit dem friiher 
von uns5) hergeatellten Dimet hylguanin- h y  d r  o c h 1 or  i d zoigte keine Erni-. 
Ebenso erffies sich das daraue hcrgestollte Pikrat als idcntisch rnit dem friihelb) erhal- 
tenen Dime t h y 1 gu a nin - p i  k r rs t . 

11) J. M. G u l l a n d ,  Journ. chem. SOC. London 1984, 1643. 




