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Hydrochlor id :  a) Eindampfen einer =sung der V e r b i n d u n g  VLI in iiberschtim. 
O.lnEC1 auf dem WeeSerbad, Trocknen im Vak.-Exeiccator Uber Kaliumhydroxyd nnd 
dsrsuf bei loOD fiber Diphoephorpentoxyd ergab ein S&, daa in Waaeer. Methanol nnd 
&hano1 leicht liislich i d ;  daa Salz iet etwee hygroekopisch. 

Cal,N,.HC1 (189.7) Ber. N21.24 Get. N20.77 

~- 

b) 0.2 g der V e r b i n d u n g  VII wurden in 10 ccm Benzol geltist und tmckener Chlor- 
waamatoff eingeleitet. Das Hydrochlorid fie1 ah voluminoeer N i e d m h l a g  am. N m h  
dem Trooknen i.V&. wurde ein sehr hygroskopisohea Hydrochlor id  erhaltan; Sohmp. 
1960 (Zere;). 

C&N,-SHCl (m.2)  Ber. C131.14 Gef. Cl30.88,31~ 

la8. Friedrich Weygand und Otto Alfred Qrolkinsky:  Zur Synthese 
von Qnanin-[8-W] 

[Am dem Chemisohen Institut der Universitiit Heidelberg] 
(Eingegangen am 27. Juni 1951) 

Ausgehend von BaW0,wurde Guenin-[8-'%] in 7&75-pmz. Am- 
beute, bamgen auf B e l a ,  darge&!lk. Die Ambeute an M v i t i L t  
int n w  unweaentliph geringer. 

Der Ringsohlu43 von 4.6-Diamino8-formemido-[~]-pyrimidin-sulfat in For- 
memid ale Liieungsmittel zu Adenin-[b-'F] orfolgt mit etwe 75-proz. Austausoh 
yon 1% gegen W1). Bei Verwendung von Formyl-morpholin els Liisunge- 
mittel wird bei der gleichen Synthese nur etwe ein 20-proz. Austausch be- 
obechtet'). Wird eber Formyl-morpholin els Liisungernittal beim RingschluD 
von 6-0xy-2.4-diemin08-forrnrtmido-[~~-pyrimidin zu Gu~nin-[&~'c]  verwen- 
det, 80 betrtigt der Aueteusch von 1% gegen 1W etwe 

Wir heben vereuoht, bei der nech folgendern Reektiomsohema verleufen- 
den Gueninsyntheae: 

I II 
N-?OH 

die Aueteusohmiigliohkeit zwiachen W und 1% euszusohelten find damit 
die Ausbeute an Aktivit&t zu verbessern. Zu dieeem Zweck vermieden wir 
die Verwendung einer Formyherbindung als Liisungemittel beim Imidazol- 

1) L F. Caval ie r i  u. J. B. Brown,  Jonm. Amer. ohem. Soc. 71,2248 [1949]. 
*) V. Y. C l a r k  u. H. M. Kahkar. Journ. chem. Soo. London lBU, 1029. 
*) M. E. Balis ,  G. B. Brown,  0. B. El ion ,  G. If. H i t o h i n g s  u. H. Vander-  

werff ,  Journ. biol. Chem. 188, 217 [1961]. 
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ringschluB, wodurch die zum Austausch fuhrende Umacylierung von 11 vor 
dem RingschluB wegfiel. 

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

_ _ _ _ _ _ _ _ ~ _ _ _  ~ 

I + HCOZH = II + H,O (1) 
II = I11 +- H,O (2) 

durch H,O-Verbrauch zur eigenen Hydrolyse bzw. durch Erhohung der Amei- 
seneLurekonzentration in die gewiimchte Richtung verachieben wiirde, iat 
seine V,erwendung nicht bereohtigt. Greift namlich daa Lijsungsmittel iibep- 
haupt in des Gleichgewicht ein, so wird zwar die Ausbeute an  Reaktions- 
produkt goner, aber die Ausbeute an Aktivitiit, auf die hier ankommt, d r d  
kleiner. Dies sei am folgenden sohemetischen Beispiel gezeigt : 

Die Qleichgewichtakonsbnte der Reaktion 

- 1. 
W + 14X = 14Y + Z sei 1, alao: [WI PXI 

w i  -PI 
Geht man von [W] = 1 und ["XI = 1 aua, 80 erhiilt man nach Einetellung des Gleich- 

Die Ausbeute &n dern gewiinschten Produkt Y betriigt 60%, die Ausbeute an Akti- 

Geht man aber von [w] = 1 aua und erhoht [XI durch Zugabe von inaktivem ?& 

gewichta: [''Y] = 0.5. 

vitiit ebenfalle. 

terial auf [1r*14X] = 2, 80 gilt jetzt: 

wi -r1L~14x~ rlhi - 
[is- 1 4 ~ 1  GI = -__ = 1. 

w31 . [2isi 
Die Ausbeute an Y betriigt 66.7%. aber die Auebeute an Aktivitiit ist auf 33.3% ge- 

fallen, denn Y enthiilt ja zur Eiilfte lrY und 14Y (unter der vereinfechenden, prakthh 
zutreffenden Annahme, daO 12X und I'X bew. 12Y und 14Y gleiches chernischea Potential 
besiteen). 

Da bei der RingschluBtemperatur (165-170°) des mch (2) entstehende 
Wasser beim Arbeiten im offenen GefiiB sofort aus der Reaktionsmisohung 
abdestilliert, wird allein dadurch das Gleiohgewicht (2) voIlig euf die Seite der 
Guanin-Bildung verlagert. Die H,O-Konzentration ist bei der RingschluB- 
tempmtur  SO gering, daB eine Hydrolyee von I1 nach (1) praktisoh keine 
Rolle spielt. Aus diesen Uberlegungen heraus und unter Beriicksichtigung 
der Tatsache, daB in dem Gleichgewicht 

Ester + Amin = Alkohol + Saurearnid 

die Siiureamid-Bildung im allgemeinen stark bevorzugt ist, haben wir als 
Lijsungsmittel Glykol benutzt. Ddurch  konnte bei der SchlieBung des Imid- 
azolrings kein Austausch von W gegen 'W efattfindeu. 

Die Ausbeute en Guanin-[8-W] betrug 70--75%, bezogen auf daa Aue- 
gangsmaterial BaWO,. D e r  nicht in Guanin umgesetzte 14c wurde z.Tl. als 
BaWO, und im abdestillierten Glykol zuriickerhelten. 

Bei der Synthese werde Wert derauf gelegt, die stets mit Verlusten ver- 
kniipfte Isolierung von Zwisohenstufen zu vermeiden und mit moglichst ein- 
fachen apparativen Hilfsmitteln auszukommen. Auf Steigerung der Ausbeute 



Nr. 9/1951] We yg and  , Gro f lk  i nsk y : Synthese uon Guanin-[ 8 - W ]  841 
~- 

en Aktivitiit  d u r c h  Zusa tz  von inakt ivem Material zu Mutterlaugen, die noah 
ctktives Material enthielten, wurde  verzichtet. 
Es dmf angenommen werden, daI3 der eingeschlagene Weg ebemo vorteil- 

haft zur Gewinnung von Adenin-[8-W] dienen kann. 
Die Syntheee verlief tiber die folgenden Stufen:  

Ba14C0, ---+ KH14C0, -+ HWOJC 3 I1 + III 

Beschrelbnng der Versuche 
1.) K H W O , :  197.4 mg Be"C0, (1 mMol), enthaltend 1 Milliaurie, wurden naah Mel- 

v ille') in KH14C08 iiberfiihrt, allerdinge unter Verwendung von 6Cproz:Orthophoephor- 
cure zum Freimachen dea 14C0,L). AuBerdern wurde abweichend von Melvi l le  KH1rcOs 
anstatt N a H l W ,  hergeatellt, da dea eratgenannte nach unseren Erfehrungen bei der 
vydrierung eine etwea beesere Formiatsusbeute liefert. Ftir die Absorption dea WO,  
in der Kaliurnhydroxyd-bung wurden 3 Tage benotigt, am letzten Tage wurde die daa 
AbsorptionsgefaB enthaltende Falle rnit Eis gekiihlt. In hxeinet immung mit vorhen- 
denen Gleiahge~ahtemeeeungen~) fiir die Reaktionspartner CO,, KHCO,.aq., K,COa.aq, 
und KOH-q. wurden bei 1.12 d o 1  KOH (1.31 ccm 0.863n KOH) im Abeorptionsgef"8D 
97-980/, dea WO, tibsorbiert. Das iiberachiiss. Kdiurnhydroxyd wurde unter den bei 
Melv i l le  geechdderten VoraichtsrneBnehmen im AbsorptionngefiB mit 0.2n H,SO, gegen 
Phenolphthalein (schwach row) zuriicktitriert. Daa nicht absorbierte W O I  wurde in 

2.) H14C0,K: Die Hydrierung dee KH"COa mit Pd-Schwarz') bei 120 at und 70° 
erfolgte noch den Angaben von Melvi l le  fiir die Hydrierung von NaHCO, in einem 60 ccm- 
Nickelautoklaven, dem daa erwahnte Absorp- 
tionsgefal ah Glaaeinseta diente. Die Aue- 
beute an Formiat wurde mit einem zu dieaem 
Zweok entwickelten Geriit gaevolumetrisch 
beatimmt (a Anhang). Dazu waren nur 
etwa 0.1 mg Arneisenaiiure natig. Aueb. an 

Die vorn Pd-Schwan abfiltrierte b n g  
wurde zw Beatimmung dea nicht in Reak- 
tion getretenen KHWO, in einer geachlos- 
Benen Apparatur (Abbild. 1) mit nlIo H a  
unter Erwirrmen auf&gOo auf p~ 6 titriert. 

Spuren von fieiwerdendem "C0, -den 
dabei mit N, in eine mit Natronlauge be- 
achickte Waeahflesche hoher Wirkaarnkeit 
iibergetrieben, in die auch eohon daa bei der 
Darstellung von KW4O, nicht absorbierte 
lWO, eingeleitet worden war. Dabei ergab sich 
die Formiat-Ausheute, wenn auch ungenauer 
a18 nach der gaavolumetrischen Bestirnmuhg. 
Die Wmhflmhe bestand &nem ~ h r g g -  
gmtellkn Re&nsglaa, in d w  ein spimlig ge- 
bogenee Einleitungerohr, deeaen Spiralen an 
der Wand anlagen. bie zum Boden einge- 
fiihrt war. Durch dieae Anordnung wurde bei sehr kleinem h r d r a c k ,  waa fiir den Schritt 1 
vorteilhaft war, durch die lmge Verweilzeit der Geeblaeen in der Absorptiondosung sehr 

i, D. B.Melville, J .R.Rachele  u. E. B.Kel ler ,  Jqurn.biol.Chem.l~,419[1Q47]. 
&) F. Kogl. J. H a l b e r s t e d t  u. T. J. B a r e n d r e g t .  Rec. Trap. chim. Pays-Baa (8, 

6 ,  A. S i e v e r t s  u. A. Fr i tzsche ,  Ztechr. anorgan. Chern. 138, 11 [1924]. 
7, J. Tausz u. N. v. P u t n o k y ,  B. 5E, 1573 [1919]. 

Ha'wo, iibergefiihrt. 

~ 1 4 ~ 0 , ~  90-96%. 

N; + 

Abbild- 1- Apmhr zm Beetimmw da 
niclit in R d t -  getretenen ~ ~ ' ~ 0 ,  nach 

d. Hydrierung mit Pd 

387 [194B]. 
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gute Absorption enielt. Die Formiat-Usung wurde gerade alkalisch gernacht nnd die in 
ihr von Operation 1 vorhandenen SO,'O-Ionen, die bei der epiiteren Guanin-Bddnng stiiren 
*den, durch Zufiigung der ber. Menge Bariumchlorid-bung beaeitigt. Nach Abfil- 
trieren des ausgefallenen Bariumdfata wurde die %sung (etwa 10 ccm) in einem Reagene- 
glaa mit verstarktem Boden im siedendenWaeaerbad mit HeiDluft auf etwa 0.4 com ein- 

3.) a u a n i n - [ 8 - W ] :  Zu der soerhaltenen Formiat-Usungwurden 232 mg (1 mM) 
6 - Oxy-2.4.6 - t r  i a  m i n o - p y r  i mi d i n  .2  HC1 .H,O feingepulvert und 2 ccm Glykol zu- 
gegeben. Die Misohung wurde tiber Nmht kriiftig bei Zimmerternperathr geriihrt, dann 
im Abzug unter Fortaetaung dea Ruhrens a/4 Stde. auf 700 gehalten und anechliehnd im 
h d e  von Stde. die Badtemperatur auf 2ooo gseteigert. Dabei destillierte am dern 
Reagensgha Wasser zusammen rnit etwaa Arneisen&ure ab. und ea entatand vofiber- 
gehend eine nahau klsre orangefarbene Liieung. Die Badtemperatur wurde 2 SMn. auf 
200° gehalten, wobei nach und nach unter Abdeetillieren von weiterem W w r  ein gelb- 
breunee hkt ionsprodukt  auefiel. 

Die Reaktionsmiechung wnrde mit Glykol aus dem Reagensgha in einen Cla isen-  
kolben geaptilt und das Glykol i.Vak. abdeatilliert, bis der hellbrame R i i c h n d  im 
Kolben trocken war. Dieeer R i i o k n d  wurde mit 2 0 4 0 c c m  heiflem Weeeer in ein 
Becherglaa gespiilt, aufgekocht, mit einigen Tropfen konz. Arnmoniak-Lijeung ammonia- 
W i h  gemacht und eingekocht, bie die k u n g  neutral reagierte. Nach eintiigig. Stehen- 
leeeen im Eieachrank wurde die rohe Guaninbeee abgeseugt uyd rnit wenig Weaeer ge- 
wmhen. A m  dem Filtrat wnrden nach Einengen nooh einige mg Quanin gewonnen. 
DM 80 erhaltene rohe'Guanin war nach demTrocknen im Exsiccator hellbraun und wog 
1%130 mg. Ea hatte einen durch quantitative Chromatographie ermittelten Reinheita- 
grad von eO-957&; es wurden eleo '7540% Q~anin-[E-~~C] gebildet. 

Zur Reinigung d e  des rohe Quanin in 60 com 2nHCI heiD gelost, wobei rotbraune 
Flooken ungelht blieben. Neoh ein- bin zweitiigigem Stehen bei Zimmertemperatur hette 
eich die rotbraune Verunreinigung abgesetat und die sung war schwaoh gelblioh. Ee 
wurde abfiltriert und des Filtrat i.Vak. auf daa halbe Volumen eingeengt. Neoh Stehen- 
lassen wurde eine weitera kleine Menge brauner Verunreinigung abfiltriert. Dann wnrde 
die h g  iiber Sohwefeleiiure und Kdiumhydroxyd i.Vak. zur Tmckne eingedunstat. 
Des Q u a n i n - h y d r o c h l o r i d  kriatellisierte dabei in weiflen, teilweise verzweigten Nadeln 
aus, denen aber noch e t a  gelbbraune Verunreinigung anhaftete. Nech Entfernung aller 
tSberschliss. selzseure i.Eochvak. wurden in einem charakteristischen Versuch mit 'W 
166 mg Guanin-[&W]-HCl.I'/, H,O erhalten. Dieaea ?rodukt zeigte im Beckman-Spektro- 
photometer daa reine Gluaninnpektrum, jedoch bewiee die quantitative Auswertung der 
Measung eine geringfiigige Verunreinigung durch nioht purinartige Substanzen. DM Pro- 
dukt konnte jedoch ohne weitere Reinigung fiir milvobiologische Untenmohungen ver- 
wendet werden. 

Wud groflere Reinheit gefordert, 80 iet das auf dem geechilderten Weg erhaltane 
Quanin-hydroohlorid in halbkonz. Ammoniak-%sung heiD zu l b n .  Neoh Verkoohen dea 
Ammoniaks fellt daa Guanin ah freie Baee aus. Naoh eintiigigem Stehenleeeen im Eie- 
echrank wird daa sohwach gelbliche Produkt abfiltriert und mit wenig Wsseer gewwhen. 
Itfan erhiilt 80 105-114 mg (70-750/0) spektralreines Gnanin-[8-14C]. Da sich bei den 
Sohritten 1 und 2 ein geringer Austawoh mit dem CO, der Luft nicht vermeiden liiBt. 
diirfte die Auebeute an W 1-2% niedriger liegen. 

Anhang:  D i e  Mikrobes t immnng v o n  Ameisensi iure  

_ _  

geengt. 

Ameisensiiure wird duroh Eesigdureanhydrid und htalytische Mengen SchwefeMure 
m h  unter Kohlenoxyd-Entwicklung zerlegt8). 

Zur Bestimmung der Ameiseneiiure wurde dae in Abbild. 2 abgebildeta Gerit und ein 
Wesserbadthermostat verwendet. 

Des Volumen der m bentimmenden (im vorliegenden Fall der bei der Hydrierung an- 
gefallenen) Formia t -bung wurde gemessen, dann mit einer Blntzuokerpipette 0.02 ccrn 

8 )  V. H o t t e n r o t h ,  Chem.-Ztg. 88, 598 [1914]. 
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(etwa 0.003 d o 1  Ameiseneiiure) in A hineinpipettiert und 0.5 ccm Essigaiinreanhydrid 
zugea8tzt. Neoh 1 eMg. Stehenleeeen und kureem Erwiirmen a d  tX-60 zur Anskibung 
letztm Kohlendioxyd-Reate kamen in dan NebengefeIl B 0.3ccm einer Miohung von 
2 cam Eseig&nre+ 5 ccrn Essigeiinreanhydrid + 1 ccm konz. khwefelsiiure. DM aerBt 
m d e  jet& bie zur Linie E in einen Waaserbadthermostet gehiingt und der Abetand dea 

~ _ - ~  -.___-- 

Abbild. 2. Apparatur zur Beatirnmnng von Ameieennii- 

Queokaidber-Fadenn D in der Capillare C von einer Nullmarlre gemmen. Dann wurde 
daa &r&t  ILM dem "hermostst g&ommen, die Fliiesigkeiten in A und B wnrden in A 
vereinigt nnd A tiber einer hfikroflemme a d  5o-6O0 erhitzt. Die Kohlenoxyd-Entwick- 
lung in A wnrde dnmh Klopfen gegen A gemrdert. Diea m d e  80 lange fortgad& bir 
der Q u d u i k - F a d e n  beim Embringen des Qerlih in daa Temperattubad seine Stel- 
lung nioht mehr veriinderte. AM der Versohiebung dea @eokedber-Fadene q a b  eioh 
naoh Abrug einea bei der Midieohnng der Komponenten entetsndenen Volnrneneffektee dlre 
Volnmen dm freigewordenen Kohlenoxyde und damit die vorgelegte Menge Ameieens&ure. 
Der Volumeneffekt war vorher in einem Blindvereuch mit 0.02ocm reinem Wwwr an- 
h t t  der Formiat-Ltieung nnd a&rdem mit einer F o r m i a t - h n g  behannten Glehslta 
ermittelt worden. 

Die verwendeta Capillare hat& den Radius 0.613 mm. Bei der Badtemperatur vod 
a 6 0  und 760 TOR ergab sioh eine Verschiebnng 1 des Qnecksilber-Fedma pro lo-' d o 1  
Amei~nsHme: 

297.6 
22.4- __1 

ZlS.1 
1 -  - - 29.5W')l 

0.283 - 3.14 

Ee seie'n die Ergebnisse von 2 Verenohen mit h g e n  wiedergegeben, die neben 
Formiat eine geringe Menge Hydrogenaarbonat enthielten : 

Vorgelegten HCOfia 
mg &l 

o m  0.00294 
0.1504 0.002213 

Gef. 
mlldol % 
0;OOm 98.3 
0.00219 98.7 

m) Der Ziihler dimer Qleichung gibt dan aua l . l O J  Millimo1 HW,H erhdtene Vol. 
22.4 cmm 0 bei 273.1O K n. 760 Tom, nmger. a d  die Versuchstemp. von 2 4 . 6 O  (273.1 + 
24.6 - 297.60 K) an, der Nenner den Qnereohni? der Capillare (r' - x ) ,  woraw eioh h e  
Unge ergibt, um die der Hg-Feden v m h o b e n  wird. 




