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Hydrochlorid: a) Eindampfen einer Lisung der Verbindung VII in Gberschiise.
0.1nHC1 auf dem Wasserbad, Trocknen im Vak.-Exsiccator fiber Kaliumhydroxyd und
darauf bei 100° dber Diphosphorpentoxyd ergab ein Salz, das in Wasser, Methanol und
KAthanol leicht loslich ist; das Salz ist etwas hygroskopisch.

C,H,;N;-HCl (189.7) Ber. N 21.24 Gef. N 20.77

b) 0.2 g der Verbindung VII wurden in 10 com Benzol gelost und trookener Chlor-
wasserstoff eingeleitet. Das Hydrochlorid fiel als volumintser Niedersohlag aus. Nach
dem Trocknen i.Vak. wurde ein sehr hygroskopisches Hydrochlorid erhalten; Schmp.
195° (Zers:).

CH;.N,-2HCl (226.2) Ber. C131.14 Gef. Cl30.86, 31.08

128. Friedrich Weygand und Otto Alfred GroBkinsky: Zur Synthese
von Guanin-[8-14C]

[Aus dem Chemischen Institut der Universitit Heidelberg]
(Eingegangen am 27. Juni 1951)

Ausgehend von BalCO, wurde Guanin-[8-14C] in 70—75-proz. Aus-
beute, bezogen auf Bal¢CO,, dargestellt. Die Ausbeute an Aktivitit
ist nur unwesentlich geringer.

Der Ringschlv8 von 4.6-Diamino-5-formamido-[*C]-pyrimidin-sulfat in For-
mamid als Losungemittel zu Adenin-[8-12C] erfolgt mit etwa 75-proz. Austausch
von 12C gegen 13C!). Bei Verwendung von Formyl-morpholin als Lésungs-
mittel wird bei der gleichen Synthese nur etwa ein 20-proz. Austausch be-
obachtet?). Wird aber Formyl-morpholin als Lisungsmittel beim RingschluB3
von 6-0xy-2.4-diamino-5-formamido-[14C]-pyrimidin zu Guanin-[8-14C] verwen-
det, 8o betriigt der Austausch von 4C gegen 3C etwa 509,3).

Wir haben versucht, bei der nach folgendem Reaktionsschema verlaufen-
den Guaninsynthese:

—C—OH ook N—C-OH &

CO, .
HN—( E'm"‘ ko1, —m,0” H-N‘X NN;“ HO ¢

I II
N=-—=C-OH :
HN- NH
AN, S:
III

die Austauschmoglichkeit zwischen 4C und %C auszuschalten und damit
die Ausbeute an Aktivitit zu verbessern. Zu diesemm Zweck vermieden wir
die Verwendung einer Formylverbindung als Losungsmittel beim Imidazol-

1) L. ¥. Cavalieri u. J. B. Brown, Journ. Amer. chem. Soc. 71, 2246 [1949].

1) V. M. Clark u. H. M. Kalckar, Journ. chem. Soo. London 1850, 1029.

3) M. E. Balis, G. B. Brown, G. B. Elion, G. H. Hitchings u. H. Yander-
werff, Journ. biol. Chem. 188, 217 [1951].
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ringschluB, wodurch die zum Austausch fiihrende Umacylierung von II vor
dem Ringschlul wegfiel.

Auch unter dem Gesichtspunkt, daB das Formamid-Derivat als Losungs-
mittel die Gleichgewichte '

I + HCO,H
II

O+ HO (1)
oI + HO  (2)

durch H,0-Verbrauch zur eigenen Hydrolyse bzw. durch Erhohung der Amei-
sensdurekonzentration in die gewiinschte Richtung verschieben wiirde, ist
seine Verwendung nicht bereohtigt. Greift nimlich das Lisungsmittel iibee-
haupt in das Gleichgewicht ein, so wird zwar die Ausbeute an Reaktions-
produkt groBer, aber die Ausbeute an Aktivitit, auf die es hier ankommt, wird
kleiner. Dies sei am folgenden sohematischen Beispiel gezeigt:

Die Gleichgewichtskonstante der Reaktion

. (W] -[*X]
uY - M AL DA B inin” R
W + 44X Y + Zseil, also: Y] 2]
Geht man von [W] = 1 und [*X] = 1 aus, so erhilt man nach Einstellung des Gleich-
gewichts: [4Y] = 0.5.
Die Ausbeute an dem gewiinschten Produkt Y betrigt 50%, die Ausbeute an Akti-
vitit ebenfalls.
Geht man aber von [W] = 1 aus und erhéht [X] durch Zugabe von inaktivem Ma-
terial auf ['214X] = 2, so gilt jetat:

(WI-[(%4X] (][]
C24Y]-(2] (el [*a)

Die Ausbeute an Y betrigt 66.7%, aber die Ausbeute an Aktivitit ist auf 33.3% ge-
fallen, denn Y enthélt ja zur Hilfte '*Y und *Y (unter der vereinfachenden, praktisch
zutreffenden Annahme, daB 2X und 4X bzw. }?Y und 'Y gleiches chemisches Potential
besitzen). : : )

Da bei der Ringschlufitemperatur (165—170° das nach (2) entstehende
Wasser beim Arbeifen im offenen GefiB sofort aus der Reaktionsmischung
abdestilliert, wird allein dadurch das Gleichgewicht (2) vollig auf die Seite der
Guanin-Bildung verlagert. Die H,0-Konzentration ist bei der Ringschlul3-
temperatur so gering, dal eine Hydrolyse von II nach (1) praktisch keine
Rolle spielt. Aus diesen Uberlegungen heraus und unter Beriicksichtigung
der Tatsache, daB in dem Gleichgewicht

=1,

Ester + Amin = Alkohol] 4+ Séureamid

die Siureamid-Bildung im allgemeinen stark bevorzugt ist, haben wir als
Losungsmittel Glykol benutzt. Dadurch konnte bei der SchlieBung des Imid-
azolrings kein Austausch von C gegen 12C stattfinden.

Die Ausbeute an Guanin-[8-4C] betrug 70—75%, bezogen auf das Aus-
gangsmaterial Ba¥CO;. Der nicht in Guanin umgesetzte *C wurde z.Tl. als
Bal*CO, und im abdestillierten Glykol zuriickerhalten.

Bei der Synthese wurde Wert darauf gelegt, die stets mit Verlusten ver-
kniipfte Isolierung von Zwischenstufen zu vermeiden und mit moglichst ein-
fachen apparativen Hilfsmitteln auszukommen. Auf Steigerung der Ausbeute
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an Aktivitit durch Zusatz von inaktivem Material zu Mutterlaugen, die noch
aktives Material enthjelten, wurde verzichtet.

Es darf angenommen werden, daBl der eingeschlagene Weg ebenso vorteil-
haft zur Gewinnung von Adenin-[8-'4C] dienen kann.

Dije Synthese verlief fiber die folgenden Stufen:
BalCO, — KHM4CO, — HM4CO,K — II — III

Beschreibung der Versuche

. 1.) KH*CO,: 197.4 mg Ba!4CO, (1 mMol), enthalterd 1 Millicurie, wurden nach Mel-
ville*) in KH'CO, iiberfiihrt, allerdings unter Verwendung von 85-proz. Orthophosphor-
siure zum Freimachen des 14C0O,%). AuBerdem wurde abweichend von Melville KH4CO,
anstatt NaH'CO, hergestellt, da das erstgenannte nach unseren Erfahrungen bei der

- Hydrierung eine etwas bessere Formiatausbeute liefert. Fiir die Absorption des 4CO,
in der Kaliumhydroxyd-Liosung wurden 3 Tage benétigt, am letzten Tage wurde die das
AbsorptionsgefdB enthaltende Falle mit Eis gekiihlt. In Ubereinstimmung mit vorhan-
denen Gleichgewichtsmessungen®) fiir die Reaktionspartner CO,, KHCO,aq., K,CO,-aq,
und KOH-aq. wurden bei 1.12 mMol KOH (1.31 ccm 0.853n KOH) im Absorptionsgefal
97989, des 14CO, absorbiert. Das Giberschiiss. Kaliumhydroxyd wurde unter den bei
Melville geschilderten VorsichtsmaBnahmen im AbsorptionsgefiB mit 0.2n H,80, gegen
Phenolphthalein (schwach rosa) zuriicktitriert. Das nicht absorbierte 4CO, wurde in
Bal%CO, iibergefiihrt.

2.) H4¥CO,K: Die Hydrierung des KH¥CO, mit Pd-Schwarz?) bei 120 at und 70°
erfolgte nach den Angaben von Melville fiir die Hydrierung von NaHCO, in einem 50 ccm-
Nickelautoklaven, dem das erwihnte Absorp-
tionsgefaB als Glaseinsatz diente. Die Aus-
beute an Formiat wurde mit einem zu diesem
Zweck entwickelten Geriit gasvolumetrisch
bestimmt (8. Anhang). Dazu waren nur
etwa 0.1 mg Ameisensiure ndtig. Ausb. an
H4CO,K 90—95%.

Die vom Pd-Schwarz abfiltrierte Lsung .
wurde zur Bestimmung des nicht in Reak-
tion getretenen KHCO; in einer geschlos-
senen Apparatur (Abbild. 1) mit n/,, HCI ¥
unter Erwiirmen auf 50—60° auf py 5 titriert.

Spuren von freiwerdendem 4CO, wurden
dabei mit N, in eine mit Natronlauge be-
schickte Waachflasche hoher Wirksamkeit
iibergetrieben, in die auch schon das bei der
Darstellung von KHMCO, nicht absorbierte
14CO4 eingeleitet worden war. Dabei ergab sich
die Formiat-Ausbeute, wenn auch ungenauer
als nach der gasvolumetrischen Bestimmung. . .
Die Waschflasche bestand aus einem schrig- Abb'ld 1. Apparatur z. Bestimmung des
gestellten Reagensglas, in das ein spiralig ge- nicht in Reakt. gc.;tretenen .KH“CO: nach
bogenes Einleitungsrohr, dessen Spiralen an d. Hydrierung mit Pd
der Wand anlagen, bis zum Boden einge-
fithrt war. Durch diese Anordnung wurde bei sehr kleinem Uberdruck, was fiir den Schritt1
vorteilhaft war, durch die lange Verweilzeit der Gasblasen in der Absorptionsldsung sehr

%) D.B.Melville, J. R.Rachele u. E. B. Keller, Jqurn. biol. Cherm. 188, 418 [1847].
%) F. Kégl, J. Halberstadt u. T. J. Barendregt, Rec. Trav. chim. Pays-Bas ¢8,

387 [1949]. ¢ A. Sievertsu. A. Fritzsche, Ztschr. anorgan. Chem. 138, 11 [1924].
) J. Tausz u. N. v. Putnoky, B. 52, 1573 [1919].
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gute Absorption erzielt. Die Formiat-Lasung wurde gerade alkalisch gemacht und die in
ibr von Operation 1 vorhandenen SO,*@-Ionen, die bei der spiteren Guanin-Bildung storen
wiirden, durch Zufigung der ber. Menge Bariumohlorid-Ldsung beseitigt. Nach Abfil-
trieren des ausgefallenen Bariumsulfats wurde die Lisung (etwa 10 cem) in einem Reagens-
glas mit verstirktem Boden im siedendenWasserbad mit HeiBluft auf etwa 0.4 com ein-
geengt. .

3.) Guanin-[8-1C]: Zu der so erhaltenen Formiat-Lésung wurden 232 mg (1 mM)
8-Oxy-2.4.5-triamino-pyrimidin-2HCI1-H;0 feingepulvert und 2 ccm Glykol zu-
gegeben. Die Misochung wurde tiber Nacht kriftig bei Zimmertemperatur gerlihrt, dann
im Abzug unter Fortsetzung des Riihrens 3/, Stde. auf 70° gehalten und anschlieBend im
Laufe von !/, Stde. die Badtemperatur auf 200° gesteigert. Dabei destillierte aus dem
Reagensglas Wasser zusammen mit etwas Ameisensiure ab, und es entstand vordber-
gehend eine nahezu klare orangefarbene Liosung. Die Badtemperatur wurde 2 Stdn. auf
200° gehalten, wobei nach und nach unter Abdestillieren von weiterem Wasser ein gelb-
braunes Reaktionsprodukt ausfiel.

Die Reaktionsmischung wurde mit Glykol aus dem Reagensglas in einen Claisen-
kolben gespiilt und das Glykol i.Vak. abdestilliert, bis der hellbraune Riickstand im
Kolben trocken war. Dieser Rilckstand wurde mit 20—30 ccm heiBem Wasser in ein
Beoherglas gespiilt, aufgekocht, mit einigen Tropfen konz. Ammoniak-Lésung ammonia-
kalisch gemacht und eingekooht, bis die Losung neutral reagierte. Nach eintdgig. Stehen-
lassen im Eisschrank wurde die rohe Guaninbase a.bgesaugt und mit wenig Wasser ge-
waschen. Aus dem Filtrat wurden nach Einengen noch einige mg Guanin gewonnen.
Das 80 erhaltene rohe'Guanin war nach dem Trocknen im Exsiccator hellbraun und wog
120—130 mg. Es hatte einen durch quantitative Chromatographie ermittelten Reinheits-
grad von 90—959%; es wurden also 75—809, Guanin-[8-1¢C] gebildet.

Zur Reinigung wurde das rohe Guanin in 50 com 2nHCI heiB gelost, wobei rotbraune
Flocken ungelost blieben. Nach ein- bis zweitigigem Stehen bei Zimmertemperatur hatte
sich die rotbraune Verunreinigung abgesetzt und die Losung war schwach gelblich. Es
wurde abfiltriert und das Filtrat i. Vak. auf das halbe Volumen eingeengt. Nach Stehen-
lassen wurde eine weitere kleine Menge brauner Verunreinigung abfiltriert. Dann wurde
die Lésung iiber Sohwefelsiure und Kaliumhydroxyd i.Vak. zur Trockne eingedunstet.
Das Guanin-hydrochlorid kristallisierte dabei in weiBen, teilweise verzweigten Nadeln
aus, denen aber noch etwas gelbbraune Verunreinigung anhaftete. Nach Entfernung aller
fiberschiiss. Salzsiure i.Hochvak. wurden in einem charakteristischen Versuch mit 4C
168 mg Guanin- [8-“0] -HCI-1'/; H,O erhalten. Dieses Produkt zeigte im Beckman-Spektro-
photometer das reine Guaninspektrum, jedoch bewies die quantitative Auswertung der
‘Messung eine geringfigige Verunreinigung durch nicht purinartige Substanzen. Das Pro-
dukt konnte jedoch ohne weitere Reinigung fir mikrobiologische Untersuchungen ver-
wendet werden.

. Wird groBere Reinheit gefordert, so ist das auf dem geachilderten Weg erhaltene
Guanin-hydrochlorid in halbkonz. Ammoniak-Lisung hei zu 1sen. Nach Verkochen des
Ammoniaks fallt das Guanin als freie Base aus. Nach eintigigem Stehenlassen im Eis-
schrank wird das schwach gelbliche Produkt abfiltriert und mit wenig Waaser gewaschen.
Man erhilt.so 106—114 mg (70—759%) spektralreines Guanin-[8-1%C]. Da sich bei den
Schritten 1 und 2 ein geringer Austansch mit dem CO, der Luft nicht vermeiden laBt,
diirfte die Ausbeute an %C 1-29, niedriger liegen.

Anhang: Die Mikrobestimmung von Ameisensiéure

Ameisensiiure wird durch Essigsiureanhydrid und katalytische Mengen Schwefelsiure
rasoh unter Kohlenoxyd-Entwicklung zerlegt®).

Zur Bestimmung der Ameisensiure wurde das in Abbild. 2 abgebildete Geriit und ein
Wasserbadthermostat verwendet.

Das Volumen der zu bestimmenden (im vorliegenden Fall der bei der Hydrierung an-
gefallenen) Formiat-Losung wurde gemessen, dann mit einer Blutzuckerpipette 0.02 cem

8) V. Hottenroth, Chem.-Ztg. 88, 598 [1914].
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(etwa 0.003 mMol Ameisensaure) in A hineinpipettiert und 0.5 ccm Essigsiureanhydrid
zugesetzt. Nach 1 stdg. Stehenlassen und kurzem Erwirmen auf 50—60 zur Austr:ibung
letzter Kohlendioxyd-Reste kamen in das NebengefiB B 0.3 ccm einer Mischung von
2 com Essigsiure + 5 com Essigsiureanhydrid + 1 com konz. Schwefelsiure. Das Geriit
wurde jetzt bis zur Linie E in einen Wasserbadthermostat gehingt und der Abstand des

f_ - £ 4_____ F

Abbild. 2. Apparatur zur Bestimmung von Ameisensiure

Quecksilber-Fadens D in der Capillare C von einer Nullmarke gemessen. Dann wurde
des Gerit aus dem Thermostat genommen, die Flasigkeiten in A und B wurden in A
vex'elmgt und A fiber einer Mikroflamme auf 50—60° erhitzt. Die Kohlenoxyd-Entwick-
lung in A wurde durch Klopfen gegen A gefordert. Dies wurde so lange fortgeaetzt, bis
der Quecksilber-Faden beim Einbringen des Geriites in das Temperaturbad seine Stel-
lung nicht mehr verinderte. Aus der Verschiebung des Quecksilber-Fadens ergab sioch
nach Abrug eines bei der Mischung der Komponenten entstandenen Volumeneffektes das
Volumen des freigewordenen Kohlenoxyds und damit die vorgelegte Menge Ameisensiure.
Der Volumeneffekt war vorher in einem Blindversuch mit 0.02 ccm reinem Wasser an-
statt der Formiat-Losung und auBerdem mit einer Formiat-Ldsung bekannten Gehaltes
ermittelt worden.

Die verwendete Capillarg hatte den Radius 0.513 rum. Bei der Badtemperatur von
24.5° und 760 Torr ergab sioh eine Verschiebung 1 des Quecksilber-Fadens pro 10~ mMol
Ameisensiure:

- —— »
1 0263 - 3.4~ 29-5kmm"s

Es seien die Ergebnisse von 2 Versuchen mit Ldsungen wiedergegeben, die neben
Formiat eine geringe Menge Hydrogencarbonat enthielten:

Vorgelegtes HCO,Na Gef.
mg mMol mMol %
0.2000 0.00284 000290 98.3
0.1504 0.002213 0.00219 98.7

%) Der Zihler dieser Gleichung gibt das aus 1.10—* Mijllimol HCO,H erhaltene Vol.
22.4 cmm CO bei 273.1° K u. 7680 Torr, umger. auf die Versuchstemp. von 24.6° (273.1 +
24.6 = 287.6° K) an, der Nenner den Querschnitt der Capillare (r* - x), worsus sich Yie
L&nge ergibt, um die der Hg-Faden verschoben wird.





