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SUMMARY 

Pol.vvinylpyridine-N-oxide is a macromolecular compound ex- 
hibiting therapeutic activity on experimental silicosis. For biological 
studies W-labelled polyvinylpyridine-N-oxide was prepared. The 
synthesis took the following route : ethyl-2-(2'-pyridyl)-acetate- 
[ I - W ] ,  2- (2'-pyridyl)-ethanol-[l-14C] and 2- vinyl-pyridine-[vinyf-2- 
14C], which was polymerized and oxidized to give polyvinylpyridine- 
N-o~ide-[vinyl-2-~~C].  A fractional precipitation of this product 
yielded fractions which showed medium molecular weights ranging 
from 7 000 to 570 000. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Polyvinyl-pyridin-N-oxid ist eine hochmolekulare Verbindung, die 
eine therapeutische Wirkung auf die experimentelle Silikose hat. Fur 
biologische Untersuchiingen wurde 14C-markiertes Poly vinylpyridin- 
N-oxid hergestellt. Die Synthese verlief uber folgende Stufen : 2-(2'- 
Pyridvl) -essigsaureathylester-[1 -14C], 2- (2'-Pyridyl) -athanol-[I -lac] 
und 2-Vinylpyridin-[vitiyl-2-l4C]. Letzteres wurde polymerisiert und 
oxydiert zu Poly~inylpyridin-N-oxid-[vinyl-2-~~C]. Eine fraktionierte 
Fallung dieses Produktes lieferte Praparate mit einem mittleren 
Molekulargewicht von 7 000 bis 570 000. 

Dem Polyvinylpyridin-N-oxid (PVPN) wird in der Silikoseforschung seit 
der von Schlipkoter und Brockhaus (I) beobachteten Wirkung auf die experi- 
mentell erzeugte Staublunge steigende Aufmerksamkeit gewidmet. Ein che- 
mischer oder spektroskopischer Nachweis dieser makromolekularen Verbin- 
dung ist sowohl in vivo als auch in vitro nur schwer zu erreichen, so dal3 die 
Tracermethode mit einem radioaktiv markiertem PVPN bei biologischen 
Untersuchungen als Methode der Wahl gelten durfte. 
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Wahrend Fromme und Mitarbeiter (2) eine Markierung des PVPN mit 
Tritium nach Wilzbach durchfuhrten, wird im folgenden die Synthese eines 
mit Kohlenstoff-14C-markierten Polyvinylpyridin-N-oxid beschrieben. Unsere 
rnit dieser Substanz gewonnenen tierexperimentellen Ergebnisse sollen an 
anderer Stelle publiziert werden (3). 

L 
Aus Kohlendioxid-14C und cc-Picolyllithium wurde auf dem von Wood- 

ward und Kornfeld ( 4 )  fur inaktives Material aufgezeigten Weg 2-(2'-Pyridy1)- 
essigsaure-[ I J4C] synthetisiert, die jedoch ohne Isolierung durch Aufnehmen 
in Athano1 und Sattigen der Losung rnit Salzsauregas in den entsprechenden 
Athylester ubergefuhrt wurde. Mit Lithiumaluminiumhydrid konnte der 
Ester zu 2-(2'-Pyridy1)-athanol-[ I J4C] reduziert werden. Die Dehydratisierung 
dieses Alkohols erfolgte unter Anlehnung an die Vorschrift von Winterfeld 
und Heinen (5) mittels Kaliumhydroxid bei 1 6 5 O  C und bei einem Druck von 
170 Torr in  Gegenwart von Hydrochinon. Wir erhielten dabei 2-Vinyl-[vinyl- 
2'-14C]-pyridin in guter Ausbeute. 

Die Blockpolymerisation des Vinylpyridin zu Polyvinylpyridin und dessen 
anschlieljende Oxidation zu PVPN-[vinyl-14C] mit Wasserstoffperoxid in  
Eisessig, sowie die Aufarbeitung des Ansatzes durch Fallung rnit Perchlor- 
saure und anschlieaende Passage uber einen Anionenaustauscher erfolgte im 
wesentlichen nach den Angaben von Brockhaus (6) fur die Synthese inaktiven 
Materials. Durch Vorversuche muljten jedoch zur Erzielung von Molekular- 
gewichten bestimmter Grolje standardisierte Polymerisationsbedingungen 
gefunden werden. So erwies es sich als notwending, das 2-Vinylpyridin vor 
der Polymerisation durch Stehenlassen uber Calcium-Pulver scharf zu trocknen, 
fur vollstandigen LuftausschluB im Polymerisationsgefafl zu sorgen und die 
optimale Radikalkettenstarter-Menge (Azodiisobuttersauredinitril) zu finden. 
Ahnliches galt fur die Oxidation des Polyvinylpyridin zu PVPN, da Temperatur 
und Wasserstoffperoxid-Konzentration einen ausgepragten Einflulj auf Oxi- 
dations- und Polymerisationsgrad haben. 

Um eine zur Fraktionierung ausreichende Menge PVPN-I4C zu erhalten, 
wurde das synthetisierte P~lyvinylpyridin-l~C vor der Oxidation rnit einer 
inaktiven Menge etwa gleicher Molekulargewichtsverteilung getragert. Tns- 
gesamt erhielten wir 457 ml einer 2 %igen PVPN-14C-Losung niit einem 
Gehalt von ca. 95 PVPN (Rest : Polyvinylpyridin). Die spezifische Aktivitat 
betrug ca. 126 pCi/ml, woraus sich die spezifische Aktivitat des PVPN zu 
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etwa 6,3 pCi/mg errechnete. Die radiochemische Gesamtausbeute betrug 
somit 40 %. 

Zur Abschatzung des mittleren Molekulargewichtes Mv wurden Vikositats- 
messungen an Losungen von PVPN in physiologischer Kochsalzlosung heran- 
gezogen". Aus der von Hoffmann (') experimentell bestimmten Beziehung 

[q] = 1,1 x 10-4.MV@97 

laRt sich das gesuchte Molekulargewicht schatzen. Fur die obige Losung 
ergab sich vor der Sterilisation Mv - 270.000 bzw.- 243.000 nach der Sterili- 
sation. 

Die fraktionierte Fallung der 0,9 Kochsalz enthaltenden 2 igen 
PVPN-"T-Losung erfolgte mittels Aceton nach Angaben von Hoffmann (7). 

Aus der obigen Beziehung lief3 sich nach Ermittlung des Staudinger-Indexes 
[q] das mittlere Molekulargewicht der erhaltenen sechs Fraktionen wie folgt 
abschatzen : 

I .  Fraktion 570.000 
2. Fraktion 330.000 
3. Fraktion 200.000 

4. Fraktion 125.000 
5. Fraktion 52.000 
6. Fraktion 7.000 

EXPERIMENTELLER TEIL. 

2- (2'-Pyridyl) -essi,~aureathylester-[I-~*C]. 
Durch Einwirkung von konz. Schwefelsaure auf 3,256 g Bariumcarbonat- 

14C (16,5 mMol; 144,8 mCi) wird in der Vakuumapparatur Kohlendioxid 
freigesetzt und dieses auf 23 ml mit einer mit fliissigem Stickstoff eingefrorenen 
atherischen Losung von cx-Picolyllithium (33 mMol) aufkondensiert. Der 
unter Vakuum stehende Reaktionskolben wird von der Apparatur abgetrennt 
und langsam auf Zimmertemperatur erwarmt. Unter magnetischem Ruhren 
belaBt man eine Stunde bei dieser Temperatur und zieht nach dem Beliiften 
des Kolbens den Ather im Vakuum der Wasserstrahlpumpe ab. Der Riick- 
stand wird in 20 ml absolutem Athanol gelost und unter Eiskiihlung trockener 
Chlorwasserstoff bis zur Sattigung eingeleitet. Uber Nacht la& man bei 
Zimmertemperatur stehen, zieht das Losungsmittel im Vakuum bei einer 
Badtemperatur unterhalb 80° C ab  und ninimt den Riickstand in  20 ml Chloro- 
form auf. Unter Riihren 1aBt man eine Losung von 6,6 g wasserfreiem Kalium- 
carbonat in 4 ml Wasser zutropfen, wobei dafur Sorge getragen werden muI3, 
daR das frei werdende Kohlendioxid absorbiert wird. AnschlieDend wird eine 
Stunde bei 500 C erwarmt, iiber Quarzwolle in einen Rundkolben filtriert 
und das Chloroform im Vakuum abgezogen. Der Riickstand wird in wenig 

* Herrn Dr. M. Hoffmann, Farbenfabriken Bayer AG, Leverkusen, Wissenschaftliches 
Hauptlabor, sind wir zii besonderem Dank verpflichtet fur Rat und Hilfe bei den Moleku- 
largewich ts bes tim ni ungen. 
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Ather aufgenommen, rnit Natriumsulfat getrocknet und in ein Kugelrohr 
transferiert. Beim Vakuum der Wasserstrahlpumpe wird bei 300 C Ather und 
iiberschiissiges Picolin abdestilliert; der diinnschichtchroinatographisch reine 
Ester ging bei I 1  5-1 200 C uber. 

1,683 g 2-(2’-Pyridyl)-essigsaureathylester-[ I-’4C]r\62 x.  
2- (2’-Pyridyl) -athanol-[l-l4C]. 

1,683 g des Esters (10,2 mMol) werden in 15 ml absolutem Ather gelost 
und innerhalb von 10 Minuten unter Riihren zu einer rnit Eis/Kochsalz 
gekiihlten Losung von 830 mg Lithiumaluminiumhydrid (21,8 mMol) in 
12 ml Ather zugetropft. Nach dem Entfernen des Eisbades wird eine Stunde 
nachgeruhrt und anschlieoend unter erneuter Eis/Kochsalz-Kiihlung durch 
Zugabe von 2,5 ml einer kalt gesattigten Seignettesalzlosung zersetzt. Vom 
kornigen Riickstand wird nach lominutigem Nachriihren auf einer Glas- 
filternutsche abgesaugt und dieser mehrmals mit Chloroform gewaschen. Nach 
Trocknen des Filtrates mit Natriumsulfat wird das Losungsmittel abdestilliert 
und der Alkohol durch Destillation im Kugelrohr bei ca. 130° C olbadtem- 
peratur als hellgelbes, chromatographisch zu mehr als 99 ”/, reines 0 1  erhalten. 

1,030 g 2-(2’-PyridyI)-athan0l-[l-~~C] LL 82 ”/,. 

2- Vinylpyridin-[ vinyl-2-14CI. 
lnsgesamt 6,024 g des Alkoholes (49 mMol), die durch Tragerung rnit 

inaktivem Material erhalten wurden, werden in einem kleinen Reaktions- 
kolben rnit 1,2 g Kaliumhydroxid (21,4 mMol) und 25 mg Hydrochinon (als 
Polymerisationsverzogerer) versetzt. Durch Erhitzen des Olbades auf 1 6 5 O  C 
wird die Dehydratisierung eingeleitet. Durch Anlegen eines schwachen 
Vakuums destilliert bei 170 Torr das gebildete Vinylpyridin iiber eine kurze 
Destillationsbriicke in eine Vorlage, die rnit Eis gekiihlt wird und 1,2 g fein 
gestol3enes Calcium-Metal1 enthalt. Die Destillation wird langsam bis zum 
Verbleiben einer klaren Kaliumhydroxid-Schrnelze fortgesetzt. Eventuell mit- 
gerissenes Wasser wird dadurch entfernt, daB man das Destillat 24 Stunden 
iiber dem Calcium stehen lafit. Das Vinylpyridin wird dann im Vakuum unter 
Riihren in ein 160 mm langes Glasrohr, das einseitig zugeschmolzen und auf 
der anderen Seite mit einem Normschliff 14,5 versehen ist, eindestilliert. 
Das Produkt ging bei einer olbadtemperatur von 100 bis 120° C und einem 
Druck von 50 Torr als farblose Fliissigkeit iiber. 

4,782 g 2-Vir1ylpyridin-[vinyI-2-~~C] 6 93 ”/,. 

Polyvinylpyridin-[ vinyl-2-W]. 
Die noch in dem Glasrohr, das zur Halfte mit 2-Vinylpyridin gefiillt 

ist, sich befindende Luft wird durch scharf getrockneten, reinsten Stickstoff 
ersetzt und dem Ansatz 31 , I  mg Azoisobuttersauredinitril zugefiigt. Nach 
dem Verschlurj des Rohres mit einem durch Spiralfedern gesicherten Schliff- 
stopfen wird die Polymerisation durch 18stiindiges [Erwarmen auf 70° C 
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ausgefuhrt. Das radioaktive Polymerisat der gewiinschten Viskositat kann als 
Block erhalten werden, indem die zuvor mit Tesafilm beklebte Glaswand 
mechanisch zerstort wird. 

4,78 g Poly~inylpyridin-[vinyl-2-~~C]. 

Poly viny lpyridin- N-oxid-[ ~inyl-2- '~ C].  
4,75 g des obigen Polyvinylpyridin werden rnit inaktivem Material aus 

einer gleichartigen Synthese und rnit gleicher Viskositat auf 8,114 g (77,2 mMol) 
getragert und in 290 nil Eisessig unter Ruhren in der Kalte gelost. Nach der 
Zugabe von 15,6 ml Wasserstoffperoxid (30 Gew %; p.a.; FLUKA) wird 
8 Stunden im Thermostaten be1 60 f 0,50 C gehalten. Sodann werden noch- 
mals 4,O ml Wasserstoffperoxid zugefugt, und der Ansatz wird weitere 16 Stun- 
den bei der angefuhrten Temperatur belassen. Die erkaltete Losung wird rnit 
6,5 Xiger Perchlorsaure versetzt bis die Koagulation der entstandenen 
Trubung das Ende der Ausfallung erkennen lafit. Das ausgefallte PVPN wird 
nach dem Dekantieren in 290 ml dest. Wasser gelost. Zur Abtrennung der 
Perchlorsaure wird die Halfte der obigeii Losung iiber eine mit Eiswasser 
gekiihlte Saule (2,5 cm Durchmesser innen) gegeben, die 250 ml Anionenaus- 
tauscher LewatitB M500 in der OH--Form enthalt. Analog wird rnit der 
zweiten Losungshalfte verfahren. Beide Saulen werden rnit destilliertem 
Wasser nachgewaschen. Vom Beginn des Aktivitatsdurchbruches an werden 
je 200 ml neutrale, wasserige PVPN-Losungen gesammelt und vereinigt. Die 
danach noch anfallenden, radioaktiven Waschwasser werden ebenfalls verei- 
nigt, gefriergetrocknet und die erhaltene Substanz in den obigen 400 ml 
gelost. 

Nach der gravimetrischen und spektrometrischen Gehaltsbestimmung 
wurde soviel physiologische Kochsalzlosung und festes Kochsalz zugegeben, 
daD eine ca. 2 Xige Losung von PVPN in 0,9 %iger Kochsalzlosung ent- 
stand. Der titanometrisch ermittelte N-Oxid-Gehalt betrug mehr als 95 X. 
Das mittlere Molekulargewicht Mv wurde vor der Sterilisation zu etwa 
270.000, nach der Sterilisation zu ca. 243.000 abgeschatzt. Wir erhielten 
457 ml 2,Ol %ige Losung von Polyvinylpyridin-N-oxid-[vinyl-2-14C] in phy- 
siologischer Kochsalzlosung rnit einer gemessenen spez. Aktivitat von 
126 pCi/mlr.6,3 pCi/mg PVPN. 

Fraktionierung von PVPN-I*C ('). 

100 ml der nicht sterilisierten Losung werden bei 25OC unter Ruhren 
tropfenweise mit Aceton bis zur bleibenden Trubung versetzt. Der ver- 
schlossene Kolben wird dann 30 Minuten auf 40OC erwarmt und dieTemperatur 
anschlieoend so gefuhrt, dal3 pro Stunde eine Abkuhlung von 20 C eintritt. 
Bei 25O C wird uber Nacht belassen und vom abgesetzten PVPN-%2 (1. Frak- 
tion) dekantiert . Die dekantierte, klare Losung wird noch insgesamt funfmal 
auf diese Weise rnit Aceton behandelt, wobei die letzten zwei Fraktionen 
etwas mitgerissenes Kochsalz enthalten. Die erhaltenen Fraktionen 1 bis 6 
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werden einzeln in wenig Wasser gelost und gefriergetrocknet. Nach der 
Auswaage wird in der fur eine 2 % ige Losung benotigten Menge physiolo- 
gischer Kochsalzlosung aufgenommen und das mittlere Molekulargewicht der 
einzelnen Fraktionen aufgrund der Viskositat, wie beschrieben, abgeschatzt 

1 .  Fraktion 639 mg Mv 570.000 4. Fraktion 326 mg Mv 125.000 
2 .  Fraktion 589 mg Mv 330.000 52.000 
3. Fraktion 331 mg Mv 200.000 6. Fraktion 31 mg+ Mv 7.000 

5. Fraktion 340 mgf Mv 

+einschl. mitgefalltem Kochsalz 
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