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ZUSAMMENFASSUNG

Angesichts der zentralen Stellung von (aus HCN ableitbaren) 5,6-Diamino-
pyrimidin-Bausteinenin der Struktur von natürlichen Purinen,Pteridinen
und Flavinen wurde in dieser Arbeit die Frage nach der Existenz von ele¬

mentaren synthetischen Zugängen zu partiell hydrolysierten Derivaten von
Tetraaminopyrimidin und 2,6-Diaminopurin, sowie zu Folsäure- und Ribo-

flavin-Vorstufen untersucht.

DieHydrolysevonTetraammopynmidinund2,6-Dianmiopurin

Die hydroxidkatalysierte Hydrolyse (in Ergänzung dazu beschrieb Strupp
[17] die säurekatalysierte) von Tetraaminopyrimidin ergab nach 20 Tagen
entgast in Natronlauge 2M bei 125°C gemäss HPLC bei 5% Umsatz 1% an

2,5,6-Triaminopyrimidinon-4, 1.3% 4,5,6-Triaminopyrimidinon-2und 0.5%

Diaminouracil. Etwas leichter verliefen die analogen Hydrolysen von 2,5,6-
Triaminopyrimidinon-4 und 4,5,6-Triaminopyrimidinon-2zu Diaminoura¬
cil.
In Ergänzung zur bekannten[21] säurekatalysierten Hydrolyse von Diami-

nopurin isolierten wir bei der analogen von Isoguaninebenfalls Xanthin in

guter Ausbeute.

Die Hydrolysevon HCN-Oligomeren

Das HCN-Trimere Aminomalonsäuredinitrilist ein zentrales Zwischenpro¬
dukt auf dem Weg zu natürlichen Pyrimidin-, Purin- und Pteridinstruktu-
ren. So dokumentierte Trinks [14] seine Reaktion mit Guanidin zum Tetra¬

aminopyrimidin. Aminomalonsäuredinitrilist thermisch nicht sehr stabil
und äusserst reaktiv, insbesondereauch gegenüber seinem Ausgangspro¬
dukt HCN, mit dem es zum TetramerenDiaminomaleinsäuredinitrilre¬

agiert. Das Monoamid Aminomalonsäurenitrilamid ist bedeutend stabiler.
Die Hydratisierungvon Aminomalonsäuredinitrilzu seinem Monoamid in

neutraler Lösung ist jedoch bei Raumtemperatur weit langsamer als die

Zersetzung. Nach unseren Untersuchungen sind aber verschiedeneAlde¬

hyde bei pH 8 wirksame Katalysatorendieser Hydratisierung. Am effizien¬
testen ist Formaldehyd, wovon 2 Äquivalenteinnert 10min die Hydratisie-



rung von Aminomalonsäuredinitril20mM in wässriger Lösung bei pH 8

und RT zum Monoamid in 42% Ausbeute (1H-NMR, nach Kristallisation

27%) bewirkten. Daneben entstand 20% AldolisierungsproduktAmino(hy-
droxymethyl)malonsäurenitrilamid.Dieses und sein Diamid Amino(hydro-
xymethyDmalonsäurediamid, sowie das stabile Endprodukt5,5-Dicarbamo-
yloxazolidinkonnten bei längerenReaktionszeiten und zuletzt auch höheren

Formaldehydkonzentrationen als kristalline Produkte isoliert werden. Aus

5,5-Dicarbamoyloxazolidin entstanddurch Hydrolyse in Natronlauge bei RT

und Decarboxylierungkristallin isoliertesDL-Serin in 80% Ausbeute.
Auch das HCN-TetramerDiaminomaleinsäuredinitrilkonnte acetaldehyd-
katalysiertbei pH 8 hydratisiertwerden, allerdingsbei längerer Reaktions¬
zeit und kleinererAusbeute.Bei pH 7 und RT entstandnach 48h aus Diami¬
nomaleinsäuredinitril mit Acetaldehydein Addukt, das aber bei der Kristal¬

lisation in siedendemCH2CI2 in ein anderes Diastereomer überging, wel¬
ches durch eine Röntgenstrukturanalyseals rac.-3,5-Diaza-7-oxa-2-carba-
moyl-l-cyano-4,6,8-trimethylbicyclo[3.3.0]-2-octen(1SR, 4SR, 6RS, 8SR) er¬

kannt wurde. Formaldehyd bewirkte eine Zersetzung von Diaminomalein¬

säuredinitril bei pH-Wertenvon 5 bis 8.

Das HCN-Tetramer5-Aminoimidazol-4-carbonsäurenitril wurde - mit Über¬
schüssenvon Formaldehydkatalysiert- bei pH 7 bis 10 und RT vollständig
zum 5-Aminoimidazol-4-carbonsäureamidhydratisiert.

Kondensation vonC3-undC4-Vorläufern zuPyrimidinenundPurinen

Aminomalonsäurenitrilamid reagierte mit Guanidin in der Schmelze bei
40°C über 3h zum (potentiellen Folsäure-Vorläufer) 2,5,6-Triaminopyrimidi-
non-4 in 53% Ausbeute. Bei verschiedenen analogen Reaktionsbedingungen
gab Harnstoffmit Aminomalonsäuredinitril,respektive Aminomalonsäure¬
nitrilamid kein 4,5,6-Triaminopyrimidinon-2, respektive Diaminouracil.
In Ergänzung zu literaturbekannten ([14] [19] [20] [22] [59]) Zugängen zu

partiell hydrolysierten 5,6-Diaminopurinstrukturenaus geeignetenPyrimi-
din- oder Imidazolvorläufern untersuchten wir die Reaktion von Harnstoff
mit 5-Aminoimidazol-4-carbonsäurenitril,respektive 5-Aminoimidazol-4-
carbonsäureamid, welche in guten Ausbeuten Isoguanin, respektive Xan¬
thin gab.



RiboflavinundFolsäure

Im Bestreben, die komplexe Strukturdes Riboflavins auf einfache HCN-ab-

geleitete Bausteine zurückzuführen,war es in unserem Laboratorium ge¬

lungen [17] im Anschluss an die Arbeiten von Wood [25] dafür einen beinahe

durchgehendenpotentiell präbiotischen Bildungswegausgehend von Ami¬

nomalonsäuredinitril und Guanidin zu finden. Als einzige Lücke blieb die
reduktive Verknüpfungvon Diaminouracilmit Ribose zum 6-Amino-5-ribit-

ylaminouracil. Trotz intensiver Bemühungen konnte sie in dieser Arbeit

nicht geschlossen werden.
Als Modellreaktionwurde versucht, aus 6-Amino-5-methylaminouracilund
4-Hydroxybenzaldehyd in einem thermischen Schritt das Chromophorsys-
tem von F42o. dem Riboflavinanalogen von Methanbakterien zu bilden. Die

Ausgangsproduktekondensierten in der Schmelze zum erwarteten Imin,
welchesaber nicht in die gesuchteRichtung weiterreagierte.
Für die Folsäure dagegen wurde ein durchgehendpotentiell präbiotischer
Bildungsweggefunden, von Dünn [15] bis zur Azafolsäure, und von Peng
[29] die Hydrolyse dieser Azaform zur Folsäure. 4-Aminobenzonitril konden¬

siertemit DL-Glycerinaldehydbei 110°C unterAmadori-Umlagerungzum 1-

(4-Cyanophenyl)-amino-3-hydroxy-2-propanonin 18% Ausbeuteneben 31%

Ausgangsproduktund 12% anderen isoHerten Produkten. Das Amadori-
Produkt kondensierte weiter mit freiem Tetraaminopyrimidinin Acetonitril
bei 65°C zur (mit authentischem Material identischer)Azafolsäurein 22%
Ausbeute neben 8% anderen Pteridinen. Die Azafolsäure wurde in Kalilau¬

ge 0.5M bei 100°C in 60% Ausbeute zur (mit authentischem Material identi¬

scher) Folsäure hydrolysiert.
Die beschriebeneRückführungder Folsäure auf elementare Ausgangsstoffe
mittels elementaren Reaktionen illustriert, dass auch die Folsäure eine

elementareStrukturbesitzt.
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SUMMARY

5,6-Diaminopyrimidine building blocks occupy a central position in the

structure of natural purines, pteridines and flavines. This study examines

elementary synthetic approachesto partially hydrolysedderivativesof tetra-

aminopyrimidine and 2,6-diaminopurine, as well as to precursors of folic
acid and riboflavine.

Hydrolysis oftetraammopyrimidineand2,6-diammopurine

Hydroxide catalyzes tetraaminopyrimidinehydrolysis. After 20 days, tetra-

aminopyrimidine in degassed 2M sodium hydroxide at 125°C forms 1% of

2,5,6-triaminopyriminon-4, 1.3% of 4,5,6-triaminopyrimidinon-2 and 0.5% di-
aminouracil at 5% turnoverby HPLC. The analogoushydrolysis of 2,5,6-tri-
aminopyrimidinon-4 and 4,5,6-triaminopyrimidinon-2 to diaminouracil pro-

ceeded somewhat easier. Strupp [17] has described the complementaryhy¬
drolysis catalysed by acid.

The hydrolysis of diaminopurineto xanthinecatalysed by acid is described in

the literature [21]. We have shown that the analogousacid catalysed hydroly¬
sis of isoguanine also gives xanthinein good yield.

HydrolysisofHCN-oligomers

The HCN-trimer aminomalonodinitrile is a central intermediate on the way
to the structure of natural pyrimidines, purines and pteridines. Trinks [14]
documented its reaction with guanidine to tetraaminopyrimidine.Amino¬
malonodinitrile is thermallyunstable and highly reactive towards the star¬

ting productHCN. Aminomalonodinitrilereacts to form the tetramer diami-
nomaleinodinitrile. The monoamide aminomalononitrilamideis much
more stable. The hydration of aminomalonodinitrileto its monoamidein

neutral Solution at room temperature is far slower than decomposition. Ac¬

cording to our investigations, however,different aldehydesat pH 8 are effec-
tive catalysts for this hydration. Formaldehydeis the most powerful, whereof
2 equivalents effected in 10min the hydration of20mM aminomalonodinitrile
to the monoamide in 42% yield (1H-NMR, after crystallization 27%). The con¬

ditions used were aqueous Solution, pH 8 and RT. The aldolisation product
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amino(hydroxymethyl)malononitrilamide was also formed in 20% yield.
Longer reaction times and higherformaldehyde concentrations providedthe
aldolisationproduct and its diamide ammo(hydroxymethyl)malondiamide,
as well as the stable final product5,5-dicarbamoyloxazolidine in crystalline
form. Crystalline DL-Serine in 80% yield has been isolated from sodium

hydroxidecatalysed hydrolysis of 5,5-dicarbamoyloxazolidine at RT followed

by decarboxylation.
Acetaldehyde catalysis results in hydrationof the HCN-tetramer diamino-
maleinodinitrileat pH 8, althoughat longer reaction times and lower yields.
Diaminomaleinodinitrile reacts with acetaldehyde at pH 7 and RT to provide
an adduct. This Compound is transformed during crystallization in boiling
CH2CI2 to another diastereomer, which has been identified by X-ray struc¬

ture analysis as rac.-3,5-diaza-7-oxa-2-carbamoyl-l-cyano-4,6,8-trimethylbi-
cyclo[3.3.0]-2-octene (1SR, 4SR, 6RS, 8SR). Diaminomaleinodinitrile decom-

poses in the presence of formaldehydeat pH 5 to 8.

The HCN-tetramer 5-aminoimidazol-4-carbonitrilehas been hydrated com¬

pletely to 5-aminoimidazol-4-carbonic acid amide using formaldehyde cataly¬
sis at pH 7 to 10 and RT.

CondensationofCs- andC4-precursors topyrimidinesandpurines

Aminomalononitrilamidecan be reacted with guanidine over 3h in the melt
at 40°C to 2,5,6-triaminopyrimidinon-4 (a potential precursor of folic acid) in

53% yield. Urea does not give the expected product4,5,6-triaminopyrimidi-
non-2 with aminomalonodinitrileunder analogous reaction conditions. At-

tempts to react urea with aminomalononitrilamidehave not been successful
in providing diaminouracil.

Approaches to structures of partially hydrolysed 5,6-diaminopurinesfrom
suitable pyrimidine or imidazole precursors are described in literature ([14]
[19] [20] [22] [59]). We have supplemented these results by showing that iso-

guanine and xanthine can be prepared in good yield by the reaction of urea
with 5-aminoimidazol-4-carbonitrile and 5-aminoimidazol-4-carbonicacid
amide respectively.
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Riboflavineandfolic acid

The research in our laboratory has also focused on elucidating pathways
from simple HCN-derivedresidues to the complex structure of riboflavine.
An almost uninterruptedpotentially prebiotic pathway starting from amino¬
malonodinitrile and guanidine has been documented [17] based on the pio-
neeringwork ofWood [25]. The reductive coupling of diaminouracil with ri-

bose to 6-amino-5-ribitylaminouracilhas not yet been realized despiteintense
efforts.
The formationof the chromophoricSystem of F420 (the riboflavine analogue
from methane producing bacteria)in one thermal step from 6-amino-5-me-

thylaminouracil and 4-hydroxybenzaldehydehas been tried as a model reac¬

tion. The startingproducts Condensed to the expected imine, whichhowever
did not give the expected product.
A continuouspotentiallyprebiotic pathway was found for folic acid. Dünn

[15] documented a way to azafolic acid, and Peng [29] has hydrolysedthis
azaform to folic acid. 4-Aminobenzonitrile has been Condensed [15] with DL-

glyceraldehyde at 110°C and undergoes an Amadori rearrangement to give
l-(4-cyanophenyl)-amino-3-hydroxy-2-propanon. This productwas isolated in

18% yield together with 31% starting material and 12% of other products.
The Amadori productCondensed further in acetonitrile at 65°C with free te¬

traaminopyrimidineto afford azafolic acid which was isolated in 22% yield
together with 8% other pteridines. Hydrolysis of azafolic acid in 0.5M potas-
sium hydroxideat 100°C provided folic acid (identical to authentic material)
in 60% yield.
Folic acid is built up through the described sequenceof elementary reactions
from elementary starting products. Folic acid, therefore, is to be considered
to have an elementary structure.
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ALLGEMEINERTEIL

1. EINLEITUNG

Die Frage des Menschen nach dem Ursprung seiner selbst, oder weiter ge-

fasst nach dem Ursprungdes Lebens, unsererErde oder des Weltalls gehört
zu seinem Selbstverständnis als Selbst-bewusstes und Selbst-befragendes
Wesen. Sie wurde an alle Religionen gestellt und hat eine reiche und faszi¬
nierende Sammlung von Schöpfungsmythenhervorgerufen.

Sie gehen von einer dualistischen Vorstellungdes Lebens aus, neben der
materiellen Grundlage die unstoffliche Seele, der Geist, die Entelechie, Le¬
benskraft oder wie sie sonst noch genannt wurde. Diese Vorstellung bedingt
neben der, zur Schöpfung notwendigen Materie einen Schöpfer, der die Welt
formtund insbesonderedas Leben erschafft; indem er Tieren und Pflanzen
Lebenskrafteinhaucht und den Menschen beseelt. Vieles in diesen Schöp¬
fungsmythenist Spiegel der sie vertretenden, menschlichenKultur. Sie sind

Realität, insofern Menschen daran glauben.

Die nach der Aufklärung entstehende, moderne Naturwissenschaft stellte
sich erst recht spät dieser heiklen Frage, die viel Konfliktpotential mit der

dogmatischen Kirche barg. Die Auffasung der Naturwissenschaftbezüglich
des Lebens war nämlich eine monistische. Sie nahm an, dass die Lebenser¬

scheinungen durch stofflich-physische Faktoren allein bewirkt werden und
dass der Unterschied zwischen Organismenund leblosen Dingen durch die
stark verschiedeneKompliziertheit ihres Aufbaus aus Atomen, Molekülen
und höheren stofflichen Strukturen verursachtsei. Da die Organismen an¬

dersartige und sehr viel komplexere Stoffsysteme sind als leblose Dinge,
zeigen sich bei ihnen Wirkungen dieses Baus, eben die Lebenserscheinun¬

gen - einschliesslich des Bewusstseins - die an viel einfacheren Systemen
nicht manifestwerden (nach [1]).

Mit der, der Naturwissenschaftureigenen Methode des Experimentes wi¬

derlegte Pasteur 1860 mit seinen gut durchdachten Versuchen die These,
dass Mikroben aus faulendenStoffen entstehenkönnen. Die Ergebnisseer¬
möglichtendie neue Hypothese, dass die Keime auf nicht leicht durchschau¬
baren Wegen, zum Beispiel über die Luft zu ihremEntwicklungsortfinden.
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Damit hatte sich die zweitausendjährigeoder sogar ältere Vorstellung der

rezenten, das heisst gegenwärtigen oder immer wiederkehrendenUrzeu¬

gung als falsch erwiesen. Dies war wohl die einzige Theorie der Urzeugung
die falsifiziert werden konnte. Trotz dogmatisch verordneter, dualistischer
Sicht über Jahrhunderte,hatte sich diese Vorstellung wohl wegen der Au¬

torität ihres Vertreters Aristoteles' gehalten.

Damit war die rezente Urzeugung so entschieden widerlegt, dass trotz gros¬

sen Fortschritten in anderen Naturwissenschaftenwie Geologie, Paläontolo¬
gie, Astronomie und vor allem der Biologie mit Darwins 1859 veröffentlich¬
ten "Theorie der natürlichen Selektion" die eigentlich dadurch herausgefor¬
derte Fragestellungnach der primären Biogenese (stammesgeschichtlichen
Urzeugung) unangetastetblieb.

Immerhin zeigte der Chemiker Wöhler [2] 1828 mit der thermischen Um¬

wandlung von, als "mineralisch" geltendem Ammoniumcyanatin den "ani¬
malischen" Harnstoff, dass zwischen mineralischer und organischer
Chemie (der "animalischen"Produkte) keine besondere, nicht-chemische
Schwelle besteht (Abb. 1).

NH4+ NCO*
O

A.
Wöhler [2] 1828 H2N NH2

"mineralisch" "animalisch"

Abbildung 1: Mit der Umwandlung von Ammoniumcyanatin Harnstoffnach Wöh¬

ler [2] wurden die organische und die mineralische Chemie als einheitlich er¬

kannt.

1922 berichteteder Biochemiker Oparin [3a] vor der botanischenGesellschaft
zu Moskau über seine Vorstellungeneiner möglichen Entstehungvon po¬
tentiellen Biomolekülen in geologischer Umgebung,dies unter Bedingun¬
gen, wie sie zur präbiotischen Zeit geherrschthaben könnten. Ähnliche
Ideen veröffentlichteHaidane [3b], ein anderer Biochemiker, unabhängig
davon 1929 im "RationalistAnnual" in Grossbritannien.

Ihre Theorie geht ursprünglichvon einer Korrelation der Elementhäufig-
keiten im Weltall mit den, in der organischenChemie gebräuchlichenEle¬
menten aus. Diese treten in einer reduzierendenAtmosphäre als H2, H2O,
NH3, CH4 und CO2 aber nicht als O2 auf. Ein wichtiges Postulat daraus be-
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sagt, dass das Leben in einem warmen Urozeanmit den dafür notwendigen,
verdünnt gelösten Stoffen entstandenist, ein Bild, das als "Haldane-Ursup-
pe" schon beinahe volkstümlichgewordenist.

1953 begann Miller [4] mit seinem berühmten Experiment- kurz nach der

Buchpublikationseines Doktorvaters, des PhysikersUrey über die Planeten
und ihre Atmosphäre - die experimentelle Erforschung dieser Theorie: Drei,
in natürlichen Proteinen enthaltene Aminosäuren entstanden bei Einwir¬

kung von elektrischen Entladungenauf ein sauerstofffreies Gemisch von

Methan, Ammoniak, Wasserstoffund Wasserdampf (Abb. 2).

CH4,NH3,H2,H20
Elektr.Entladungen

*-

Miller [4] 1953

COOH
R—CH

NH2

a-Aminosäurcn,(R=
H, CH3, CH2COOH)
aus einem komplexen
Gemisch isoliert

HCN NH, HnO 100°C N«

<
N"
H
o Adenin, aus einem

komplexen HCN-
Oligomergemisch
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Abbildung 2: Potentiell präbiotische Wege zu drei wichtigen Naturstoffgruppen

Dazu die 1960 von Orö [5] in heisser, wässriger Lösung von Ammoniumcya-
nid beobachteteBildung von Adenin, die Ultraviolettlicht benötigendeVa¬
riante davon nach Ferris-Orgel [6] und die, im Nachhinein in diesem Kon¬
text als wichtig erkannte Formosereaktion zur Bildung von Zuckern- von

Butlerow [7] entdecktund von Emil Fischer [8] fundiert - all diese Experi¬
mente stehen im oben abgestecktenRahmen und gehören mittlerweile zu

den Stützender sogenanntpräbiotischen Chemie (Abb. 2).
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Die für eine WeiterentwicklungdiesermonomerenStrukturen wichtige Fra¬

ge nach den grundsätzlichen, therraodynamischen Möglichkeitender Mate¬

rie, sich selbst zu organisieren und zu evolvieren, wurde von Eigen [9a] und
Kuhn [9b] durchdachtund bejaht.

Der synthetische Chemiker kann das Problem experimentell angehen und
so den strukturellen Verlauf potentiell präbiotischer Entstehungsprozesse
von grundlegenden, biomolekularenStrukturen untersuchen.Wenn er da¬
bei die Rahmenbedingungen nicht limitierend versteht,können seine Expe¬
rimente eine befruchtendeRückwirkung auf die Vorstellungenüber diese

Bedingungenhaben.
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1.1. ZUGELASSENEAUSGANGSSTOFFEUNDBEDINGUNGEN

Für die Rahmenbedingungen, die zur Zeit der postulierten präbiotischen
Entstehung von Biomolekülen geherrscht haben, existierenheute allgemein
akzeptierte Vorstellungen. Der erdhistorischeErkenntnisstand in Geologie,
Paläontologie und Biologie ist zudem konvergent mit den Ergebnissen von
Simulationsexperimentenund Beobachtungenin extraterrestrischen1Räu¬
men.

Für die präbiotische Chemie zentral sind die Bedingungeneiner sauerstoff¬

freien Atmosphäre2, sowie vielfältigen und starkenEnergiequellen; als geo-

thermische Wärme, elektrische Entladungen, ultraviolettes Licht3 und

eventuell auch als nukleare Strahlung. Basen und mineralischeOberflä¬
chen sind dabei als Katalysatorenzugelassen. Als Reaktionstypensind aus

statistischen Gründen monomolekulare Reaktionen bevorzugt oder bi¬

molekulare, bei denen ein Reaktionspartnerals ubiquitär gelten kann.

Aus Gründen der chemischen Reaktivität wurde bei ersten Untersuchun¬

gen in unserem Labor zur Entstehungsmöglichkeitstickstoffhaltiger Biomo¬
lekülstrukturen auch Wasser ausgeschlossen. Das aus Derivatenvon Cyan¬
wasserstoff,Dicyan, Cyanoacetylen und Ammoniak stammendeReaktions¬
potential wäre bei einer vorzeitigen Hydrolyse verloren. Der richtige Zeit¬

punkt der - zum Naturstoff führenden - Hydrolyse gehört mit zu den Unter¬

suchungsgegenständen im speziellen auch dieser Arbeit. Die Abwesenheit

von molekularemSauerstoff hat übrigens analogen, reaktivitätserhaltenden
Charakter.Die Fülle von ungesättigten Bindungen in den Ausgangsstoffen

1Die Fragen der präbiotischen Chemie beschränken sich nicht auf die irdische Bio¬

genese, sondern münden in die Erwägungder Möglichkeiteneiner - der hiesigen
verwandten - Exobiologie in anderen Räumen des Weltalls.

2Durch die Photosynthese der Pflanzen mit Sauerstoff als Nebenprodukthatten
sich die Bildungswege der präbiotischen Chemie geschlossen und gleichzeitig er¬

übrigt.

3Ohne Sauerstoff konnte sich keine UV-Strahlen-absorbierendeOzonschicht um

die Erdebilden.
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und Zwischenprodukten stellt in diesem anaeroben, von chemischen Prin¬

zipien dirigierten Umfeld ein effizientes Mittel zur Energiespeicherungdar.
In unserer heutigen sauerstoffhaltigen,die Verbrennung ermöglichenden
Atmosphäre sind gesättigte organische Verbindungen- zum Beispiel Fette -

bessere Energiespeicher als ungesättigte [10]. Um ihre gespeicherte Energie
für biochemischeReaktionen zur Verfügungzu stellen, ist allerdings auch
ein komplexer Enzymapparat vonnöten.

Gemäss Rahmenbedingungen,literaturbekannten Reaktionen und den Er¬

gebnissenbisheriger Arbeitenin unsererGruppe (vgl. insbesonderedie Dis¬

sertationenvon Bold [11], Xiang [12] und Drenkard[13]) wurden die in Abb. 3

folgenden Ausgangsstoffeund die aus ihnen rahmengerechtentstehenden
Produkte zugelassen (erweiterteAuswahl aus [14], dort mit Literaturverwei¬
sen):

-BlausäureHCNund seine Oligomeren Iminoacetonitril1, Aminomalon¬
säuredinitril 2 und Diaminomaleinsäuredinitril 3, sowie die Ammonolyse-
/Hydrolyseproduktevon HCN: Formamidin 4, Formamid5 und Ameisen¬

säure 6.

-DicyanNC-CNund seine AmmonolyseprodukteCyanamid 7 und Guani-
din 8, sowie die HydrolyseprodukteHarnstoff9 und Cyansäure 10.

-CyanoacetylenNC-CCHund seine AmmonolyseprodukteE/Z 3-Aminopro-
pennitril (E/Z ß-APN) 11, dessen (postuliertes) Strukturisomeres2-Amino-

propennitril(oc-APN) 12 und sein Photozyklisationsprodukt Aziridin-2-carbo-
nitril 13.

-Acetonitril CH3CNund Malonsäuredinitril 14, das Hochtemperaturkon-
densationsproduktvon Acetonitril und Dicyan.
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1.2. PROBLEMSTELLUNG

1AI.Vonden Azaformender Pyrimidin-,Purin- undPteridinbausteine
zuden natürlichen Formen

Die Pyrimidine, Purine und Pteridine haben als grundlegende Biomolekül¬
bausteine Anlass zu vielen veröffentlichten Arbeitengegeben. Nebenden bio¬
chemischen Untersuchungengibt es solche mit rein chemischer Fragestel¬
lung. Die dabei gewählten Bedingungen sind aber teilweise durchaus mit

unseren Rahmenbedingungen vereinbar. Andere wurden unter rein präbio¬
tischen Gesichtspunkten durchgeführt. Ein Ziel dieser Arbeit war es, diese

Informationenaus der Literatur zu einem Ganzen zusammenzutragen,das
ein geschlossenes Netz dieser Strukturelementebilden soll. Um dieses ge¬
schlossene Netz zu erreichen, werden Lücken zu schliessen sein. Dies ist
ein weiteres Ziel dieser Arbeit, das sich durch die fundamentale Bedeutung
der in Frage stehenden Biomolekülbausteinerechtfertigt.

Die ersten Arbeitenin unsererGruppe [14] [15] zu diesen Strukturenbegan¬
nen zuerst aus den beschriebenenGründen mit dem wasserfreien Aufbau
der Azaformen. Um schliesslich zu den natürlichen Formen zu gelangen,
war eine nachträgliche Hydrolyse notwendig.Die Arbeiten von Trinks [14]
führten zu Tetraaminopyrimidin 15, einem potentiellenVorläuferfür Pteri¬

dine, Flavine und Purine. Die Hydrolyse von 15 wurde von ihm nicht unter¬

sucht. Gemäss Literatur [16] wurde bei einem säurekatalysierten Hydrolyse¬
versuch nur 15 zurückisoliert. In unserem Laboratorium wurde aber von

Strupp [17] erstmals gezeigt, dass bei säurekatalysierterHydrolyse die bei¬
den Monolactame 16 und 17 entstehen. Später fand er auch geringe Mengen
des Dilactams 18. BasischkatalysierteHydrolyse, die wegen der Oxidations-

empfindlichkeit dieser Aminopyrimidine in solcher Lösung voraussichtlich

experimentelle Probleme stellte, war nie versucht worden.
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Abbildung 4: Tetraaminopyrimidin 15 und mögliche Wege zu seinenpartiell hydro-
lysierten Derivaten16-18

Ausser einer nachträglichen Hydrolyse von Tetraaminopyrimidin 15, wie in

Abb. 4 auf der letzten Zeile dargestellt, besteht die Möglichkeit teilweise hy-
drolysierte, azyklische Zwischenstufenzu gesuchten, partiell hydrolysierten
Aminopyrimidinen zusammenzufügen.Diese Zugänge sind in Abb. 4 in den

gestricheltumrahmten Feldern angedeutet. Dabei bedeuten ausgezogene

Pfeile realisierte, literaturbekannte Reaktionen.Die mit gestricheltenPfei¬
len angedeuteten Verknüpfungen waren in dieser Arbeit zu untersuchen.
So stellte sich die Frage, ob durch geignete Kombinationund Kondensation

gemässAbb. 4 nebenTetraaminopyrimidin15 auch die anderen,partiell hy¬
drolysiertenAminopyrimidine 16-18 entstehen.

Ähnliche Untersuchungen sind auch bei den Purinen anzustellen. Tetra¬

aminopyrimidin 15 ist - wie bei uns und anderswo ([14] [19]) gezeigt worden
ist - ein Vorläufer von Diaminopurin19. Hier ist eine nachträgliche, mit
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starker Säure katalysierteHydrolysevon Trattner und Mitarbeitern [21] be¬

schrieben worden. Hydroxidkatalysiert isolierten sie nur Edukt, also 19 zu¬

rück. Alle Purine 19 - 22 in Abb. 5 sind auch aus den entsprechendenAmi-
nopyrimidinen 15 - 18 mit Formamid5 zugänglich. Die Bildung von Diami-

nopurin 19 und Isoguanin21 aus geeigneten Imidazolbausteinen23 und 24,
sowie Guanidin8 wurde von Asai [20] nachgewiesen. In dieser Arbeit wa¬

ren also noch die mit gestricheltenPfeilen oder Umrahmungenangedeute¬
ten Reaktionsmöglichkeitenzu untersuchen.
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durch verschiedeneZugänge
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1.2.2.Riboflavin, F420 vind Folsäure

Ausgehend von den beschriebenen, partiell hydrolysierten Aminopyrimidi-
nen 15 - 18, wurden in unserem Laboratorium potentiell präbiotische Zugän¬
ge zu komplexeren Kofaktorstrukturengesucht.

Strupp [17] untersuchtedabei die Riboflavinstruktur.Rowan und Wood [25]
erkanntenbei Untersuchungenzur Biosynthesevon Riboflavin 29, wo das bi¬

zyklische6,7-Dimethyl-8-D-ribityllumazin28 enzymgesteuertzum Riboflavin
29 und 6-D-Ribitylamino-5-aminouracil 26 reagiert, dass dieselbe Reaktion
auch ohne Enzymin einem Phosphatpufferbei pH 7.3 und 100°C ablaufen
kann. Diese mechanistisch komplexeReaktion in der Biosynthese ist also

eigentlich chemomimetischerArt. Sie läuft auch in rein chemischer Umge¬
bung ab und dazu noch bei "gewöhnlichen"und auch rahmengerechtenBe¬
dingungen. Die Koinzidenz der Bio- und Chemosynthesein diesem Schritt
ist für einen potentiell präbiotischen Bildungsweg so bedeutend,dass es na¬

he lag auch andere Biosyntheseschritte auf Chemomimese zu prüfen. In

einer retrosynthetischen Analyse (Abb. 6) wurde in Anlehnung an bekannte

Biosyntheseschritte ein möglicher Syntheseweg zurückverfolgt, um
schliesslich an Tetraaminopyrimidin 15 anzuknüpfen.

Die Analyse (Abb. 6) [17] zeigte, dass für einen durchgehenden Selbstkonsti¬
tutionsweg zu Riboflavin 29 noch folgende drei Probleme zu untersuchen
waren:

1) Hydrolyse des 2,4,5,6-Tetraaminopymidins 15 zum 5,6-Diaminouracil 18
oder direkten Zugang zu 18 wie in Abb. 4 angedeutet.

2) Reduktive Verknüpfungvon 5,6-Diaminouracil 18 mit D-Ribose 25 zum

6-D-Ribitylamino-5-aminouracil 26 (Abb. 6, oben).

3) Kondensation von 6-D-Ribitylamino-5-aminouracil 26 mit D-Ribulose-1,5-
diphosphat27 zum 6,7-Dimethyl-8-D-ribityllumazin28 (Abb. 6, unten).

Das dritte Problem untersuchte Strupp [17]. Er fand 6,7-Dimethyl-8-D-ribityl-
lumazin 28 in Ausbeutenbis 9.4% (Abb. 6) aus 6-D-Ribitylamino-5-aminoura-
cil 26 mit D-Ribulose-l,5-diphosphat 27 bei pH 7.3 und 120°C nach 30minun¬
ter Licht- und Sauerstoffabschluss. In analogen Experimenten, wo er
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anstelle von D-Ribulose-l,5-diphosphat 27 das äquivalente 2,3,4-Pentantrion
verwendete,isolierteer 33.8% 6,7-Dimethyl-8-D-ribityllumazin28.

O

NH2HN

XJ NHO N
H

18

CHO

CHOH
i
CHOH
CHOH
CH2OH

25 Ribose

z. B. HCOOH
als Hydriddonator

9

Strupp [17]
120°C, pH 7.3

O

CHNN^VHN

x „JkAer "N CH

CH29
CHOH

O

NH2HN

X NHer n
H CH226

CHOH

r-OP03= CHOH
=0 CHOH
_OH CH2OH
-OH

"-0P03=
27

O

Wood[25]
100°C, pH 7.3

28

CHOH
CHOH

CH2OH

N
I
CH2
CHOH
CHOH
CHOH

CH2OH

Abbildung 6: Ein teilweiserealisierter, potentiell präbiotischer Zugang zu Ribofla¬

vin 29

Eine säurekatalysierte Hydrolyse von Tetraaminopyrimidin 15 zum Diami-
nouracil 18 wurde von Strupp [17] nachgewiesen.Hydrolyseversucheim ba¬
sischen Milieu und direkte Bildungswege sind wie erwähnt (Kapitel 1.2.1.)
Gegenstanddieser Arbeit.

So bleibt als zentrales Problemnoch das zweite, nämlich der potentiell prä-
biotische Bildungsweg von 6-D-Ribitylamino-5-aminouracil 26. Nachdem die

Wood'sche Reaktion den Fingerzeig gegeben hatte und Strupp die Bildung
des vorangestellten Lumazins 28 aus 6-D-Ribitylamino-5-aminouracil 26 und
D-Ribulose-l,5-diphosphat 27 bei analogen Bedingungennachgewiesen hat¬

te, war es naheliegendden Nachweisder Existenz auch des letzten Schrittes

(Abb. 6, oben) auf diesem "Königsweg"zum Riboflavin 29 zu versuchen.
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Grundsätzlichist 6-D-Ribitylamino-5-aminouracil 26 aus Diaminouracil18
und Ribose 25 unter Mitwirkung eines Reduktionsmittelszugänglich (vgl.
Abb. 6, oben). Das einfachste, innerhalb der Rahmenbedingungen zulässige
ist dabei Ameisensäure6. Andere mögliche wären die bereits beteiligten
Aminopyrimidine 15 - 18.

Die Reaktion mit Ameisensäure6 als Reduktionsmittel wäre dabei eine

komplexereVariante der Leuckart-Wallach-Reaktion.Komplex deshalb,
weil sich bei 5,6-Diaminouracil 18 literaturbekannt1 aus Konjugationsgrün¬
den nur die 5-Aminogruppewie eine normale Aminogruppe verhält. Die 6-

Aminogruppe hat dagegen vinylogen Amidcharakter. So war das unter¬

schiedlichechemische Verhalten für diesen spezifischen Fall experimentell
zu verfolgen und für eine selektive 6-Amino-Alkylierung auszunutzen.

Eventuell wäre eine zusätzlicheAbstufung der Reaktivität durch Wahl einer

Hydrolysevorstufe (vgl. Abb. 4) von Diaminouracil18 möglich; so wären na¬

türlich die entsprechenden Aminogruppen von Tetraaminopyrimidin 15 nu-

kleophiler. Die Hydrolysehätte dann eben später zu erfolgen.

Derselbe Baustein 26 könnte prinzipiell auch zu 8-Hydroxy-10-D-ribityl-5-de-
azaisoalloxazin30 (Abb. 7) führen, dem Chromophorteildes 1972 entdeckten
[27] und 1978 strukturellaufgeklärten [28] F42o31 (Abb. 7), einem Kofaktor

methanogenerBakterien. In einer einfacheren Modellrektionkonnten zu¬

erst analogeVersuche zur Bildung von 8-Hydroxy-10-methyl-5-deazaisoallo-
xazin 32 (Abb. 7) angestellt werden.Dabei konnte man das, schon von Strupp
für Modellreaktionenin der Riboflavinreihe verwendete, 6-Methylamino-5-
aminouracil33 als Ausgangsmaterial benutzen.Als carbozyklischer Kopp¬
lungspartnerwurde 4-Hydroxybenzaldehydgemäss einem später (Kapitel 8)
besprochenen,hypothetischenMechanismus eingesetzt.

xZum Beispielin der Reaktivitätgegenüber Adehyden [26]
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Ein weiterer, grundsätzlich aus Tetraaminopyrimidin 15 zugänglicherKo-
faktor ist Folsäure1 34. Dünn [15] bearbeitete einen der potentiell präbioti¬
schen Bildungswege zur Azafolsäure 38 und Peng [29] hydrolysierte diese
Azaform 38 selektiv zur Folsäure34. Neben 15 sind dazu die beiden, poten¬
tiell präbiotisch zugänglichen (vgl. Abb. 8, oben) Ausgangsstoffe4-Amino-
benzonitril 35 [30] und rac.-Glycerinaldehyd 36 [31] notwendig. Als erstes

stellte sich für Dünn die Frage, ob mit der schwachbasischenAminogruppe
von 35 eine Amadori-Umlagerungan 36 möglich sei. Weiter hatte er zu ver¬

suchen, dieses Amadori-Produkt41 mit Tetraaminopyrimidin 15 zu einem

Pteridin, der Azafolsäure 38 zu kondensieren, die schliesslich selektiv in Po¬
sition 4 hydrolysiert(vgl. Abb. 8, Mitte) werden muss. Dies ist allerdingsfür
analoge 2,4-Diaminopteridine gut dokumentiert ([32-35]). Auch der direkte

Weg von 2,5,6-Triamino-4-pyrimidinon 16 und eventuell 4-Aminobenzoesäu-

re 39 anstelle von Tetraaminopyrimidin 15 und 4-Aminobenzonitril 35 aus¬

gehend,wird zu prüfen sein (vgl. Abb. 8, unten). Die (Halb-)Aza-Formender
Folsäure müssen schliesslich durch eine nachträgliche Hydrolyse in Fol¬
säure 34 übergeführtwerden.

*Zur Nomenklatur: UnterFolsäure34 wird hier die freie Säure ohne Glutaminsäu¬

rerestverstanden. Die Azafolsäure 38 ist die korrespondierendeForm vor jeglicher
Hydrolyse, das heisst Nitril- statt Säurefunktionund Amidinfunktion anstelle der

Amidfunktion im Pteridinteil.
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2. BLAUSAEUKEOLIGOMEREUNDDICYAN :LTTERATUR-
UEBERSICHT

2.1. Die OligomerisationvonBlausäure

Wie Abb. 9 darstellt, neigt Blausäure im pH-Bereich von neutral bis basisch
zur Selbstkondensation[5] [24]. Sowohl das Dimer Cyanimin 1, wie auch das
Trimer Aminomalonsäuredinitril2 sind so instabil gegenüber ihrem Edukt
HCN, dass sie bisher nicht direkt in einer Oligomerisationslösungnachge¬
wiesen werden konnten. Das erste stabile und isolierte Oligomer aus sol¬
chen Lösungen ist Diaminomaleinsäuredinitril 3.

Hingegen wurde das Cyanimin 1 wurde aber oxidativ [12] und pyrolytisch
[37] auf konventionellemWeg hergestellt.

Das Trimer 2 ist in Form seines Tosylat-Salzes2T stabil und kristallin.Zur
präparativen Herstellung von Aminomalonsäuredinitril-Tosylat2T sind
mehrereMethoden bekannt[38]. Die freie Base Aminomalonsäuredinitril2
ist zum ersten Mal in unserem Laboratoriumvon Trinks [14] freigesetzt und
charakterisiertworden. Für beide, das Dimer 1 [12] und das Trimer 2 [24]
konnte gezeigt werden, dass sie sich in einer Blausäurelösung in das weit
stabilere Tetramer Diaminomaleinsäuredinitril3 umwandeln. Dies beweist
ihre Existenz im Oligomerisierungsprozess zwar nicht, ist aber ein starker
Hinweis dafür und widerlegt sicher die Gegenannahme.

Das BlausäurepentamerAdenin 42 ist dank seiner Aromatizität das stabil¬
ste Oligomer. Es kann direkt in einer HCN-Lösungentstehen[5] oder über
einen photochemischenZwischenschritt, in dem Diaminomaleinsäuredi¬
nitril 3 bei 350nm zu 5-Aminoimidazol-4-carbonitril 23 reagiert [39-41]. 23
entsteht auch ohne Licht [41] aus Aminomalonsäuredinitril2 und Form-

amidin 4, womit 23 auch zu Adenin42 weiterreagieren kann. Das HCN-Te¬
tramer N-(Aminocyanomethyliden)-glycinnitril 43 wurde in unserem Labo¬
ratorium von Xiang [12] aus einer Lösung des Dimeren 1 isoliert, zusam¬

men mit dem Pentameren 2,3-Diamino-2-cyanobutandicarbonitril 44, für
welches er einen Bildungsweg aus dem Dimeren 1 und dem Trimeren 2 auf¬

zeigte.
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HCN
HCN 3M, NH3 0.1M, pH 8, 8 Tage, RT, 11%

24
HCN HCNNH CNHCNk H2N—^CN CN

HCN0.43M in MeCN/CH2ClNH
Herstellung ü
vgl. [12] ^CN

0.40M

16h,-20°C, 35%, [12]

.CN
Herstellung H2N—^
vgl-[38] ,„^,CN104M

2

IMHCN/
NaCN
pH 9.3
<lmin
79% [24]

H2N CN

XH2N^CN
3

H2N^ .CN

xH2N^CN
3

H2N CN

T
H2N^CN

3

NH

kCN
CH2Q2 7h, -78°Cbis RT

[12]

CN ,N. XN
Y ^

H2N 43 17%

NC
+

CN

y^fcN
H2N NH2

44 4%

NH

kCN H2N-<
,CN

CN

MeCN/
CHA , NV^CCN

H2N NH25h,0°C
26% [12] 44

CN , ,
23 0.5M

H,N—<? ^lO^M^-AcetatlO^M 4-AcetatlO'Mn2JN—\_^^ 50°C,50%,24hCN [41] NC
H pH 8-8.5 5Tage

-v^N 30°C, 3%, [41]

H2N CN

II *350nm, RT, 80%, [41]
H2N^^CN

3

_ XN^ NH
TTo-<M H*N N [1^

23 NH2

NH,

^N^N
42 H

Adenin

HCN
HCN in NH3,20h,80°C J

22%, [5c]

Abbildung 9: Oligomerisierungsproduktevon Blausäure
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2.2. Dicyan: SeineHydrolyseundAmmonolyse

Das Auftreten von Dicyan in - elektrischen Entladungenunterworfenen -

Gasgemischenmit C-, H- und N-Quellen,sowie sein Nachweis im interstel¬
laren Raum machen es zu einem wichtigenEdukt der präbiotischen Che¬
mie. Experimentell sind Zusammenhängemit Harnstoffund Guanidinbe¬

legt worden,wie Abb. 10 zeigt.

Wöhler ([2] [42]) isolierte 1828 nach wiederholtemSättigen einerAmmoniak¬

lösung mit Dicyan bei Raumtemperatur nach mehreren Tagen Harnstoff.
Diese potentiell präbiotische Harnstoffsynthese steht in einemgewissen Sin¬
ne auch am Ausgangspunktder synthetischen, organischenChemie.

Die direkte Ammonolysevon Dicyan in flüssigem Ammoniakwährend 20h
bei 35°C ergibt nach einemPatentvon Ito [43a] in 17% Ausbeute Guanidin 8,
das als Pikrat isoliertwurde. Ob die geringe Ausbeute an 8 durch Bildung
von Cyanamid 7 bedingt ist, wurde nicht erwähnt. In einemfrüherenPatent
hatte Ito [43b] beschrieben, dass Dicyan in flüssigem Ammoniakbei -70°C
nach Versetzen mit PhosphorsäureOxalsäurediamidinphosphat in 88%

Ausbeute ergab. Jacobsen und Emmerling [44a] isolierten 1871, nachdemsie

ein trockenenes Gasgemisch von Dicyan mit einem Überschuss gasförmi¬
gem Ammoniakbei Raumtemperatur reagieren Hessen, ein pechschwar¬
zes, festes Produkt mit der Summenformel C4N6H6,das sie als Hydrazul-
min bezeichneten. Durch Einleiten von Dicyan in wässrigen, konzentrierten
Ammoniak erhielten sie ein anderes Produkt der Summenformel C4N5H5O,
das als Azulminsäure bezeichnet wurde. Letztere hatten sie ebenfallsdurch

Hydrolyse von Hydrazulminin Wasser bei Raumtemperatur erhalten. Die
oben beschriebenen Experimentezeigen, indem kein Cyanamid 7 isoliert

wurde, dass der Übergangvon Dicyan zu 7 spezielle Bedingungenerfordert,
nämlich Alkaliamideals stärkere Basen als Ammoniak,wie die beiden fol¬

genden Beobachtungenzeigen. Zu Cyanamid 7 in 12.5% Ausbeute führte

gasförmigesDicyan in Gegenwart von festem Natriumamid bei 205°C, wie

Perret und Krawczynski[44b] 1932 beschrieben. Ähnlich erhielt bereits
Cornell [44c] 1871 aus einer Lösung von Dicyan in kondensiertem

Ammoniak, die er mit Kaliumamid versetzte das Kaliumsalz von Cyanamid
7 (Ausbeuteunbestimmt).Aus Cyanamid 7 erhielt Baumann[45] 1873 durch

Hydratisieren in halbkonzentrierter Schwefelsäurein einer stark exother¬
men Reaktion Harnstoff 9 (Ausbeute unbestimmt) neben Dicyandiamid
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(Cyanoguanidin)H2N-C:NH-NH-CN.Hydroxidkatalysiert erhielt er nur das

letzte Produkt. In einer wässrigen Ammoniumnitratlösungvon 7 erhielten
Blairund Braham [46] bei 155°C während lh 81% Guanidin 8 als Nitratsalz.

Harnstoff9 und Guanidin 8 sind konvertierbar.Bell [18] isolierte 1926 nach

190-tägigem Stehenlassen von freiem1 Guanidinin wässriger Lösung bei

Raumtemperatur Harnstoffin 71% Ausbeute. Blair [47] erhielt aus Harn¬

stoff 9 in einer Ammoniakatmosphärebei 300°C über 12h Guanidin 8 in 23%

Ausbeute, neben 63% Ausgangsmaterial und 12% Kohlensäuremonoamid.

NC-CN

Ntt,

O-CsN -*¦

Durch wiederholtes
Sättigen von NH3y
aq.mitNCCN,
RT, über yf^i
Tage /l42J

NCCN (g)
NaNH2
205°C,
12h, 12%

H,N

O

X
9

NH, (1), -70°C, 88%
[43b]

JSTH3 0). 35°C
20h, 17%,

[43a]

[38a]

[45]
NH, HaN-CN

H2S04, RT, exotherm,
bei höherem pH steigen- '

der Anteil an Cyanoguanidin

[46]
NH4N03, H20, lh
155°C, 81%

HN^,NH2
HN^NH2

als Salz
isoliert

8 immer
als Salz
isoliert
NH

^NH2H,N 8

NH3, 300°C,
23% [47]

freies8 in HjO, 190d
RT, 71%, [18]

12h

Abbildung 10: Dicyan: Seine Hydrolyse und Ammonolyse

xIn situ freigesetzt aus einer Guanidiniumcarbonatlösung mit Bariumhydroxid
und anschliessendem Abfiltrierenvon Bariumcarbonat
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3. Die aldehydkatalysierteHydratisierungvon
blausaeureoligomeren

3.1. Literaturübersichtzuraldehyd- undketonkatalysierten Hydrati¬
sierungvon et- undß-Aminonitrilen

Bei der klassischen Synthese von racemischen a-Aminosäurennach Strek-
ker [48] aus Aldehyden, Ammoniakund Cyanwasserstoff wird das Zwi¬

schenprodukt,das cc-Aminonitrilnormalerweise nicht isoliert, sondern di¬
rekt in konzentrierter Säure weiter hydrolisiert, um das Gleichgewichtauf
Seiten des oc-Aminonitrilszu halten. Wird von isolierten a-Aminonitrilen

ausgegangen, wird zur Hydrolyse aus den gleichen Gründenauch konzen¬
trierte Säure verwendet [49]. Commeyrasund Mitarbeiter [50] beobachteten
1977 bei Versuchen, eine mildere Hydrolysemethode in neutralem bis leicht
basischen Milieu zu finden, dass aus a-Aminopropionnitril neben dem
Amid auch Acetaldehyd entstand. Eine kinetische Betrachtung zeigte einen
Einfluss der Konzentrationdieses Aldehyds auf die Geschwindigkeitder Hy¬
dratisierung.Auch konnte eine Zugabe von externem Aceton die Reaktion

beschleunigen, zwar nicht um den Faktor wie Acetaldehyd,dafür aber se¬

lektiver.

Die Erklärung dieser experimentellen Ergebnissegelang mit Hilfe von Beob¬

achtungen,die Davis und Levy [51] 1951 mit oc-Aminoacetonitrilund ande¬
ren a-Aminonitrilenin wasserfreiemAceton gemachthatten. Dabei war ein
- alkoholatkatalysiertentstandenes- Addukt isoliertund kristallisiertwor¬

den, wobei die Autoren sich mangels physikalischer Daten nicht definitiv
für eine der beiden isomeren Strukturen Iminoxazolidin 45 oder Acetimin 46

(Abb. 11) entschieden. Bei der Hydrolyse des Addukteserhielten sie oc-Ami-
noacetamid.

Commeyrasund Mitarbeiter konnten mit Hilfe des 1NMR-Spektrumsdes,
nach der Methode von Davis und Levy wasserfrei synthetisierten, Adduktes
von a-Aminopropionnitrilmit Aceton die Struktur des Acetimins 47 (Abb.
11) belegen. Weiter konnten sie das alternative Iminoxazolidin 48 (45 ent¬

sprechend)und das erhaltene Produkt Acetimin 47 leicht als Zwischenstu¬
fen in die mechanistische Interpretation des Katalysemechanismus' mit

Aceton bei der Hydratisierungvon a-Aminopropionnitril einfügen.
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Strecker 1850 [48]

O CN

yK^ +NH3 +HCN -*_-
H

X H+ 1
COOH

JkR"^NH2

Davis,Levy 1951 [51]

CN
L +
NH2

O

Awasserfrei

[NaOMe]

NH CONH2"
H A
AHN O oder

A
46

H20, RT
»-

CONH,

kNH,

CONH2

A
A

wasser¬
freies Aceton

[NaOMe]

Commeyrasund Mitarbeiter 1977 [50]

CN CONH2

A H2O,pH7-10
»-

NH, A

47
O

NH2
50

beschleunigend
(auch mit zugefügtem
Aceton)

^H
Abbildung 11: Zur aldehyd- und ketonkatalysierten Hydratisierungvon a-Amino¬

nitrilen

Der mechanistische Ablauf (Abb. 12) nach Commeyras und Mitarbeitern
[50] beginnt mit dem nukleophilenAngriff der a-Aminogruppeauf den Al¬

dehyd oder das Keton. Das nach Deprotonierung am Stickstoff entstehende
N-O-Hemiacetal49 greift wahrscheinlichmit der - dazu im Gleichgewicht
stehenden - am Sauerstoff deprotonierten Form intramolekulardas günstig
gelegene Nitril an, um das Iminooxazolidin 48 zu bilden, entsprechenddem
Alternativprodukt 45 (Abb. 11) von Davisund Levy [51]. 48 lagertzum stabile¬
ren Imin-Amid 47 um, das unter wasserfreien Bedingungenisoliert wurde
(Abb. 11). Dieses Imin regeneriert bei der Hydrolyse wiederum den kataly¬
sierenden Aldehyd oder das Ketonund liefert das a-Aminocarbonsäureamid
50.



35

CN

A «+/-H+

N
Hl
C OH

HN

NH2

Katalyse

CONH2

A

o

A

* AA +/-H+

^H+
^c—o

H
49

A^<
H 48

+/-H+

NH, +/- H20
50

H,N 0

N

47

Abbildung 12: Von Commeyrasund Mitarbeitern [50] vorgeschlagenerMechanis¬
mus zur aldehyd- (keton-) katalysierten Hydratisierungvon a-Aminonitrilen

Edwardund Chubb [52] betrachteten 1983 die acetonkatalysierteHydratisie¬
rung bei einem ß-Aminonitril, dem o-Anthranilonitril51 (Abb. 13). Sie fan¬
den einen Beschleunigungsfaktor5000, bei den a-Aminonitrilenwurden 10

veranschlagt. Sie führten diese Verminderungbei ß-Aminonitrilen auf eine

ungünstigereGeometrie beim Ringschluss[53] oder den nitrilstabilisieren-
den Effekt der in Konjugationstehenden ß-Aminoguppezurück.

NaOHIN, RT
NH2 EtOH/H201:l

19 Tage 4%

CONH2 [52] CN
51

NaOMe,RT
NH2 Aceton

4.9h 90%

[52]

N=

CONH

Abbildung 13: Acetonkatalysierte Hydratisierungam Beispiel eines ß-Amino-
nitrils; an o-Anthranilonitril51 nach [52]
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3.2. DiealdehydkatalysierteHydratisierungdesBlausäuretrimeren
A^ninomalonsäuredinitril

Die potentielle Bedeutung der aldehyd- oder ketonkatalysierten Hydratisie¬
rung von a-Aminonitrilenfür die präbiotische Chemie wurde bereits von

Edwardund Chubb [52] erkannt. Sie bezogen sich allerdingsauf die Miller*

sehe [4] Synthese von a-Aminosäuren. Diese ist im Kern eine Strecker'sche

[48], entstehen doch unter jenen Reaktionsbedingungen Cyanwasserstoff
und Aldehyde, die zusammen mit dem vorhandenenAmmoniak die Edukte
zur reversiblen Bildung von a-Aminonitrilendarstellen. Gleichzeitig könn¬
ten die Aldehyde den ersten, irreversiblenHydrolyseschritt zum a-Amino-
amid katalysieren.Zwar sind zu dessen Hydrolyse wieder drastischere Be¬

dingungen nötig, aber die Gefahr einer Spaltung in Aldehydund Formamid
analog zur Retro-Strecker-Reaktion besteht nicht mehr.

Wie aus den Abb. 3 (vgl. S. 19) und Abb. 9 (vgl. S. 30) hervorgehtsind viele
andere zulässige Ausgangsstoffe und Produkte der präbiotischen Chemie a-

oder ß-Aminonitrile.Die in dieser Arbeit speziell interessierenden HCN-Oli-
gomeren (vgl. Abb. 9, S. 30) sind - aldehydkatalysiert zum Amid hydrati¬
siert - potentielle Edukte von natürlichen Kofaktorstrukturen, wie aus den

Abbildungen 4 und 5 (vgl. S. 21 und 22) hervorgeht.

Beim HCN-TrimerenAminomalonsäuredinitril2 stellten wir mit mehreren

Aldehyden eine Beschleunigung der Hydratisierungzu Aminomalonsäure-
nitrilamid52 fest (vgl. Abb. 14und Tab. 1).

H,N
ohne Aldehyd, in H20
pH 8, RT, innert Tagen

.CN

CN

braunesPräzipitat
mit schlecht definier¬
ter, wahrscheinlich
HCN-oligomeroider
Zusammensetzung

viel

wenig wenig

mit Aldehyden, in H20
pH 8, RT, innert Minutenbis
Tagen

viel

H,N
,CONH2

CN
52

Abbildung 14: Zusammenfassung von Ergebnissen aus Tabelle 1
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Nr. pH Konz.
HCN-
Trimer

Aldehyd oder
Keton

Konz.
Aldehyd
od. Keton

Zeit
in
h

Analyse Ergebnis, Aus¬
beute an 52
(falls isoliert)

1 5.5 0.1M •« 0 60 DC 2, braunes Präzi¬
pitat und Spuren
von 52

2 8.0 17mM 0 24 DC 2, braunes Präzi¬
pitat und Spuren
von 52

3 5.5 0.1M Aceton 3.5M 60 DC 52, nur noch
Spurenvon
Edukt

4 5.5 0.1M Glykolalde-
hydphosphat

4mM 60 DC
isoliert
*H-NMR

5% 52 isol., Prä¬
zipitat und nach
DC noch wenig 2

5 8.0 17mM Glykolalde-
hydphosphat

0.5mM 22 DC 52, nur noch
Spurenvon
Edukt

6 7.0 17mM Glykolalde-
hydphosphat

2.5mM 22 DC
isoliert
iH-NMR

8% 52 isol., Prä¬
zipitat und nach
DC noch wenig 2

7 8.0 17mM Glykolal-
dehyd

12mM 18 DC Wenig 52, sonst
Zersetzung

8 9.0 17mM Glykolal-
dehyd

12mM 18 DC Wenig 52, sonst
Zersetzung

9 8.0 17mM Dihydroxy-
aceton

12mM 18 DC Wenig 52, sonst
Zersetzung

10 8.0 20mM Formaldehyd 40mM 0.17 Diverse
Methoden

42% 52
20% 53
isoliert

Tabelle 1: Katalytische Wirkung von Aldehyden auf die Hydratisierungvon Amino¬

malonsäuredinitril 2 in wässrigen Lösungenbei RT

Am effizientesten zur Bildung von 52 erwies sich Formaldehyd, wie die letz¬
te Zeile in Tabelle 1 zeigt. Allerdings kamen auch die Aldolisierungund an¬

dere Sekundärreaktionenzum Zug und neben52 wurden aus verschiedenen

Experimenten auch die Folgeprodukte53 - 55 (Abb. 15 und 16, sowie Tabelle
2) isoliert.
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CONH2
H2N <^ H2N-

CN

52

H2N

<
CONH2
CH2OH
CN

53

.CN

CN

CONH,

CONH2
H2N ^-CH2OH

CONH2
54

^L-CONH,
O
o
55

Abbildung 15: Produkte 52 -55 aus wässrigen, formaldehydhaltigenLösungenvon 2

um neutral, beschriebenin Tabelle 2 und Abb.16.

Nr. pH T
in
°C

Konz.
von 2
in mM

Konz.
von

CH20
in mM

Zeit
in
min

Isolierung
und

Analytik

Aus¬
beuten
(falls

isoliert)
1 5.5 23 20 40 120 DC bis 2 verschwunden

Säulenchromatographie
1H-NMR

ca. 8%
53, Prä¬

zipitat
2 6.6 23 20 40 60 DC bis 2 verschwunden

Säulenchromatographie
XH-NMR

4%52
21%53,
Prä¬
zipitat

3 7.0 23 20 40 40 DC bis 2 verschwunden
4

vgl.
Abb.
16

8.0 23 20 40 10 nach 10min Zugabevon
NaBH4 um Formaldehydzu
zerstören, dann Säulen¬
chromatographie, H-NMR

42%52
20% 53

5 8.0 23 20 40 30 nach 30min Zugabevon
NaBH4 um Formaldehydzu
zerstören, dann Säulen-
Chromatographie, H-NMR

18% 52
33% 53

6 8.0 0 20 40 240 DC bis 2 verschwunden
Säulenchromatographie
%NMR

4% 52
40%53,
Prä¬
zipitat

7 8.0 35 20 40 7 nach 7min Zugabevon
NaBH4 um Formaldehydzu
zerstören, dann Säulen-
Chromatographie, H-NMR

8% 52
32% 53,
Prä¬

zipitat
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8
vgl.
Abb.
16

8.0 23 20 22 90 DC bis 2 verschwunden
Säulenchromatographie
kristallisiert,1H-NMR

36% 53
7% 54

9
vgl.
Abb.
16

8.0 23 12 38 960 DC bis 2 verschwunden
Säulenchromatographie
kristallisiert,1H-NMR

72% 55

Tabelle 2: Versuche zur Reaktion von 2 in wässrigen, formaldehydhaltigenLösun¬
gen.

Um die Bildung des Monoamides 52 zu beweisen, sowie um die bis anhin in
der Literatur nicht beschriebenen Produkte 53 - 55 zu charakterisieren,
suchtenwir Bedingungen, bei denen52 - 55 in grösster Ausbeute und Rein¬
heit isoliertwerden konnten. Die optimierten Bedingungenfür die Bildung
von Aminomalonsäurenitrilamid 52 (vgl. Tabelle 2, Versuch4 oder Abb. 16,
oben) waren eine 0.02M Lösung von Aminomalonsäuredinitril2, Raumtem¬
peratur (23°C), pH 8.0 (Phosphatpuffer) und eine Reaktionsdauervon exakt
10 Minuten. Die Lösung war 0.04M an Formaldehyd, das nach 10 Minuten

durch Zugabevon 4 ÄquivalentenNatriumborhydrid zerstört wurde, um die
weiterführende Aldolisierung zu 53 zu verhindern. Die Isolierung von 52
und 53 aus der Pufferlösungwar wegen ihrer Polarität nicht sehr einfach.
Sie gelang, indem die Lösung konzentriert,lyophilisiert und das entstande¬
ne Pulver mit Kieselgel vermischtund schliesslich mit Flash-Chromatogra¬
phie [54] eluiert wurde. Allerding gelang damit die Trennung von 52 und 53

nicht, haben sie doch beinahe denselbenRf-Wert1. Das aus den relevanten

Chromatographiefraktionen gewonnene Gemisch enthielt nach Einwaage
und Integration der Signale im ^-NMR-Spektrum52 in 42% und 53 in 20%
Ausbeute bezüglich eingesetztem2. In wenigheissem Methanolgelöst, kri¬
stallisierte daraus beim Abkühlen Aminomalonsäurenitrilamid 52 in 27%

Ausbeute.

In einerKontrollreaktion ohne Formaldehydebenfalls bei pH 8 und Raum¬

temperatur wurde die wässrige Lösung von Aminomalonsäuredinitril 2
zwar nach zwei Stunden - wahrscheinlichwegen HCN-Polymeren- immer

iDC: Rf-Werte 0.20 für 52, 0.19 für 53, 0.05 für 54und 0.29 für 55 (Kieselgel, 95%

Ethylacetat, 2.5% Hexan, 2.5% Essigsäure, Ninhydrin-Detektion)
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dunkler, aber im 13C-NMR-Spektrum traten immer noch nur Signale (36.7
und 117.2ppm) von Aminomalonsäuredinitril 2 und insbesondere keine

(49.7, 122.1 und 173.6ppm) von Aminomalonsäurenitrilamid52 auf.

Wurden die Reaktionszeitenverlängert oder Formaldehydnicht durch Na¬

triumborhydridentfernt, isolierte man steigende Anteile an Amino(hydro-
xymethyDmalonsäurenitrilamid 53. Um 53 als Vergleichsubstanzrein iso¬

lieren und charakterisieren zu können, setzten wir in der Reaktion nur 1.1

ÄquivalenteFormaldehydein (so konnte die Bildung von 55 als Nebenpro¬
dukt verhindert werden), Hessen aber 90 Minutenbei pH 8 und Raumtempe¬
ratur reagieren. Neben Amino(hydroxymethyl)malonsäurenitrilamid53 in

36% Ausbeute wurde dabei auch das Diamid 54 in 7% Ausbeute isoliert (vgl.
Tabelle 2, Versuch 8 oder Abb. 16, zweite Linie). Die beiden konnten analog
wie oben durch Flash-Chromatographie dieses Mal gut getrennt1 und aus

Ethanol (53), respektive Acetonitril (54) kristallisiertwerden.

Bei genügenden Überschüssenan Formaldehyd und noch längerer Reak¬
tionsdauer wurde nach DC im Gemisch ein neues unpolareres Produkt ge¬

bildet. Nach 16h war es gemässDC nebeneinem Startfleck(Zersetzungspro¬
dukt) das einzige Produkt in einer Lösung von Aminomalonsäuredinitril2
mit 3 ÄquivalentenFormaldehydbei pH 8 und Raumtemperatur (vgl. Tabel¬
le 2, Versuch9, Abb. 16, dritte Linie). Es wurde als 5,5-Dicarbamoyloxazoli-
din 55 charakterisiert. Um 55 aus der wässrigenPufferlösung zu isolieren,
wurde sie wie oben beschrieben lyophilisiert und das erhaltene gelbe Pulver
durch Flash-Chromatographie eluiert. 55 konnte aus Acetonitrilkristalli¬
siert werden.

Vergleiche Rf-Werte in der Fussnote auf der vorangehenden Seite
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H,N

H,N
1) 2: 20mM,CH20: 40mM
pH 8.0, 10min, RT

2)NaBH4 um CH20zu entf.
nach DC nur noch Spuren von 2

,CN

CN

2:20mM
CH20: 22mM
pH 8.0, 1.5h, RT
nach DC kein2
mehr

H2N-

,CONH2

CN
52
42%, nach lH-NMR

I auskristallisiert
| aus MeOH

27% isoliert

Smp. 119-120°C

CONH2
—^-CH2OH +

CN
53
36% isoliert

Smp. 144-146°C

2: 12mM,CH20: 38mM
pH 8, 16h, RT

CONH2
HN—/-CONH2

nachDC kein 2 mehr O

H,N-

H2N-

CONH2
-^-CH2OH
CN

53
20%,nach
*H-NMR

CONH2
-^-CH2OH

CONH2
54
7% isoliert

Smp. 112-
113°C

0
55
72% isoliert, Smp. 159-160°C

Abbildung 16: OptimierteBedingungenzur Identifizierungund Charakterisierung
des Monoamides 52 und der Folgeprodukte53 - 55 aus formaldehydhaltigen, wässri-

gen Lösungenvon Aminomalonsäuredinitril2 bei pH 8
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Für die Analyse der Reaktionsprodukte stand das Aminomalonsäurenitril¬
amid 52 aus einer unabhängigenSynthese1 zur Verfügung.Für die Produk¬

te 53 - 55 ist unseresWissens noch kein andererZugang beschrieben, so dass

sie erstmalscharakterisiertwerden müssten. In den Versuchen, bei denen

die Hydratisierung formaldehydkatalysiertverlief, wurde bei der Flash-

Chromatographie Aminomalonsäurenitrilamid52 immer zusammen mit

Amino(hydroxymethyl)malonsäurenitrilamid53 erhalten. Die braune,
harzartige Masse wurde durch Integrieren der Signale im XH-NMR-Spek-
trum analysiert. Das 1H-NMR-Spektrumin der folgenden Abbildung 17

stammt von so isolierten Produkten des Versuches 5 in Tabelle 2.
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Abbildung 17: 200MHz-1H-NMR-Spektrumeines Gemisches von Aminomalonsäu¬

renitrilamid 52 und Amino(hydroxymethyl)malonsäurenitrilamid53, isoliertbeim

Versuch 5 in Tabelle 2, aufgenommen in dg-DMSO

1Aus Malonsäurenitrilmethylesterdurch Nitrosierung [55], Reduktion [56] und
schliesslich Ammonolyse [56]. Gegen Ende der Arbeit war 52 von der Firma Merck

kommerziell erhältlich.
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Diese Gemische von Aminomalonsäurenitrilamid 52 und Amino(hydroxy-
methyDmalonsäurenitrilamid 53 konnten in wenigheissem Methanolgelöst
werden, woraus beim Abkühlen bis -20°C 52 auskristallisierte, wenn sein
Anteil nicht allzu gering war. Abb. 18 zeigt das 1H-NMR-Spektrumdes so

gewonnnen, reinen Monoamids 52 aus Versuch 4, Tabelle 2, der auch in

Abb. 16, obere Linie beschriebenist. Das so gewonnene Produktist ausser¬

dem gemäss folgendenanalytischen Methoden identisch mit dem authenti¬
schen: Schmelzpunkt(nach einmal Umkristallisieren 119-120°C), FAB-MS,
DC, 13C-NMR und IR (Nitrilbande bei 2244cm"1 und Carbamoylbandenbei
1665und 1607cm"1).

„(U-DMSO

C C^ NH,X
H NH,

52 i,o
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Abbildung 18: 200MHz-1H-NMR-Spektrumvon Aminomalonsäurenitrilamid 52,
gewonnen durch Auskristallisierenaus dem methanolischen Gemisch 52/53,
aufgenommen in dg-DMSO
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Amino(hydroxymethyl)malonsäurenitrilamid 53 wurde zu Vergleichszwek-
ken aus einem anderen Versuch (vgl. Tabelle 2, Versuch 8 oder Abb. 16,
mittlere Linie) durch Chromatographie isoliert und kristallisiert. Sein in dg-
DMSO aufgenommenes 1H-NMR-Spektrum(vgl. Abb. 19) zeigt neben Lö¬

sungsmittelsignalenzwei Peaks der Amidprotonenbei 7.62 und 7.44ppm,
das Hydroxyproton als Triplett bei 5.73ppm, die diastereotopen Protonen der

Methylengruppe je als Dublett x Dublett bei 3.66 und 3.51ppm, sowie die zwei

Protonen der Aminogruppeals breites Singulett bei 2.89ppm.
r

H,0

C C^
NH,

NH

OH

53

d,-DMSO

r
MeCN

M zu
9 ppm

Abbildung 19: 200MHz-1H-NMR-Spektrumvon Amino(hydroxymethyl)malonsäu-
renitrilamid 53 aus Versuch 8, Tabelle 2 (Abb. 16, mittlere Linie), aufgenommen
in O6-DMS0

Die Ergebnisse weiterer analytischer Methoden sind in Übereinstimmung
mit dieser Struktur. Im positiv-FAB-MS-Spektrum erreicht der Peak bei 130

(Mr = 129.13) 98% der Intensitätdes Basispeaks, der von der Glycerinmatrix
stammt. Im 13C-NMR-Spektrum,das auch in d6-DMSO aufgenommenwur¬
de, treten neben den Lösungsmittelsignalenvier Peaks bei 61.0, 66.4, 120.9

und 169.0ppm auf. Das IR-Spektrum(KBr) enthält neben einer Nitrilbande
bei 2240cm"1auch Carbamoylbandenbei 1685 und 1596cm"1.
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Beim gleichen Versuch(vgl. Tabelle 2, Versuch8 oder Abb. 16, mittlere Li¬

nie) wurde auch das Diamid 54 durch Chromatographie isoliertund kristal¬
lisiert. Dessen 1H-NMR-Spektrum(d6-DMSO, Abb. 20) enthält neben Lö¬

sungsmittelsignalendie breiten Peaks von je zwei Amidprotonenbei 7.37

und 7.48ppm, das Dublett des Hydroxyprotons bei 5.10ppm, dasjenige der

Methylengruppe bei 3.62ppm und schliesslich das breite Singulett der Ami-
nogruppe bei 2.25ppm.

H,N

O O
I! II

NH,

NH,

OH
54

H,0

dvDMSO.

LA_ J_j

TMS

9 ppm

Abbildung 20: 400MHz-1H-NMR-Spektrumvon Amino(hydroxymethyl)malonsäu-
rediamid 54, aufgenommen in dß-DMSO

Im IR-Spektrum(KBr) von 54 sind keine Nitrilbanden zu finden aber solche,
die zu Carbamoylgruppengehören bei 1696 bis 1623cm"1. Das positiv-FAB-
MS-Spektrum hat als Basispeak 148.1 (Mr = 147.15). Im 13C-NMR-Spektrum
treten neben Signalen des Lösungsmittels(d6-DMSO) Peaks bei 66.5, 67.0

und 172.8ppmauf.
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Bei Bedingungen gemäss Tabelle 2, Versuch 9 (oder Abb. 16, dritte Zeile)
entstand 5,5-Dicarbamoyloxazolidin55. Es wurde durch Chromatographie
isoliert und aus MeCN kristallisiert. Sein ^-NMR-Spektrum(d6-DMSO,
Abb. 21) enthält ausser Lösungsmittelsignalen Peaks von je zwei Amidproto-
nen bei 7.59 und 7.51ppm, ein Dublettder Protonen der N,0-gebundenen2-
Methylengruppebei 4.29ppm, ein Triplett des Aminoprotonsbei 4.01 ppm
und ein scharfes Singulett der 4-Methylengruppebei 3.80ppm.

CONH2h*°°JLnh.
4V»

3

55

_L_

H20

d5-DMSO
-McCN

TMS

9ppm

Abbildung 21:400MHz-1H-NMR-Spektrum von 5,5-Dicarbamoyloxazolidin 55 in de-
DMSO

Die Ergebnissevon anderen analytischen Methoden stehen mit der Struktur
in Übereinstimmung. Im EI-MS-Spektrumist kein Molekülpeakzu finden,
aber der Peak bei 160 (Mr = 159.06) erreicht 0.5% der Intensität des Basis-

peaks. Dieser ist bei 115, was durch Verlust einer Carbamoylgruppeaus
dem Molekülion erklärt werden kann. Die Elementaranalyse für C, H und N

ergab korrekte Werte.Das 13C-NMR-Spektrum enthält neben Lösungsmittel¬
signalen (d6-DMSO) vier Peaks bei 71.9, 72.3, 81.7 und 171.5ppm. Im IR-

Spektrum, das in KBr aufgenommen wurde, fehlen Nitrilbanden. Es treten

aber solchevon Carbamoylgruppenbei 1696 bis 1606 cm" auf.
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Formallässt sich aus 53 - 55 durch Hydrolyse und DecarboxylierungDL-Se-
rin 56 ableiten. Für 5,5-Dicarbamoyloxazolidin 55 wurde dies, wie Abb. 22

zeigt, experimentell geprüft und bestätigt. Während 7 Tagen bei Raumtem¬

peraturin Natronlauge 2M stehengelassen, mit Kationentauscher entsalzt
und zum Kristallisieren erwärmt1,entstandin 80% Ausbeute DL-Serin 56.

coo-CONH2
iN_L-CONH2
/ \

1) NaOH 2M, RT, 7 Tage
2) Kationentauscher,IR-120(H4)
3) EtOH/H20,78°C,5min

55

H.N

HO

53
80%

Smp. 230-240°C,Zers.

Abbildung 22: Bildung von DL-Serin56 aus 5,5-Dicarbamoyloxazolidin 55

xZur vollständigen Decarboxylierung
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Dieser BildungswegHesse sich analog für DL-Threonin aus Aminomalon¬

säuredinitril 2 und Acetaldehyd denken. Dabei entständeaber auch diaste-
reomeres DL-Isothreonin. Es wurden Vorversuche zur Bildung des zu 55

analogen 5,5-Dicarbamoyl-2,4-dimethyloxazolidins 57 unternommen. Nach

55h entstand bei Raumtemperatur in einer wässrigen Lösung von Amino¬

malonsäuredinitril 2 bei pH 8 mit 6 ÄquivalentenAcetaldehyd gemäss DC
(Rf 0.34, Kieselgel, 95% Ethylacetat, 2.5% Hexan, 2.5% Essigsäure, Ninhy-
drin-Detektion) ein einziges Produkt neben viel Zersetzungsprodukt (als
Startfleck). Das Produkt wurde durch Lyophilisieren der Lösung und Flash-

Chromatographieisoliert. Nach 1H-NMR-Spektrumbildete sich das Ge¬
misch beider möglichen Diastereomeren von 5,5-Dicarbamoyl-2,4-dimethyl-
oxazolidin 57 in 35% Ausbeute, wobei eines - unbestimmterKonfiguration -

im Verhältnis 9:1 überwog. Sie konnten durch Chromatographie oder Kri¬

stallisation nicht getrennt werden. Die Vorversuche zur hydroxidkatalysier-
ten Hydrolysedieses Oxazolidingemischesanalogwie bei 55 (vgl. Abb. 22) er¬

gaben vorerst keinen Erfolg, insofern kein DL-Threonin nachgewiesen wer¬

den konnte.

CONH2
CN 2: 12mM, CH3CH0:72mM nN /^CONH2

HN / pH 8, 55h, RT
*il .X.CN nach DC kein 2 mehr yp^\ / "Th

2 57
35%

als Diastereomerengemisch

Abbildung 23: Bildung von 5,5-Dicarbamoyl-2,4-dimethyloxazolidin 57 aus Amino¬

malonsäuredinitril 2
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3.3. DiealdehydkatalysierteHydratisierungdesBlausäuretetrameren
Dianiniomaleinsäuredinitrü

Sanchez, Ferris und Orgel [24] untersuchtendie Hydrolyse des HCN-Tetra-

meren Diaminomaleinsäuredinitril3 in verdünnten Lösungen. Sie arbeite¬

ten bei Temperaturenzwischen 30 und 100°C im pH-Bereich 7-11und be¬

obachteteneine vollständigeHydrolysevon 3 mit Verschwindender zugehö¬
rigen UV-Absorptionenohne Auftreten von neuen. Daraus schlössen sie,
dass Amid-Folgeprodukte von 3 entweder kurzlebige Zwischenstufenbei der

Hydrolyse sind, oder aber dabei gar keine Rolle spielen. Die hydrolytische
Zersetzung wurde durch verschiedene Amine und Anionen katalysiert.
Eine Extrapolation zur Ionenstärke 0 deutete darauf hin, dass die Ge¬

schwindigkeit der spontanen Hydrolyse in Wasser sehr klein ist.

Während 16 Tagen bei 100°C in wässrigem Ammoniak IM [24] ergab Diami¬
nomaleinsäuredinitril 3 nach Papierchromatographie Glycin, Glycinamid,
Alanin, Asparaginsäure,Harnstoff9 sowie Spuren anderer Aminosäuren.

Die eigenen Versuche konzentrierten sich auf die Möglichkeiteiner alde¬

hydkatalysierten Hydratisierungvon Diaminomaleinsäuredinitril3. Poten¬

tiell hat das dabei entstehendeDiaminomaleinsäurenitrilamid58 die Mög¬
lichkeit [57] als Enaminnitril- analogwie 3 [6] - photochemischzum korres¬

pondierenden 5-Aminoimidazolcarbonsäureamid 24 umzulagern. Anderer¬
seits wäre das Monoamid58 des HCN-Tetrameren wohl stabiler als dasjeni¬
ge 52 des Trimeren. In Umsetzungen bei hohen Temperaturen- Pyrimidin-
ringsynthesenzum Beispiel - die die thermische Resistenz von 52 überfor¬

dern, könnte 58 formal in situ durch HCN-Elimination 52 liefern.

? H2N CONH2 ? g .CONH2

H2n~<CONH2 ^ Y --h-v- < Y
CN H^^CN N"^NH2

52 58 24

Abbildung 24: Das Monoamid58 des HCN-Tetrameren und mögliche Derivate

Erste Hydratisierungsversuchemit Formaldehydals Katalysator bei Raum¬

temperatur und pH 6 - 9 führten zu raschem Gelb- und Braunwerden der

Lösungen, das heisst vermutlich zur Zersetzung des HCN-Tetrameren und
anschliessender Oligomerisierung. Nach DC entstanden eine Vielzahl von
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polareren Produkten, deren Flecken zusammen eine UV-absorbierende

Spur vom Startpunktbis zum Edukt bildeten. Ein genauere Betrachtung der
Reaktionwird später beschrieben (vgl. S. 55).

So wurde eine Hydratisierung, katalysiertmit dem weniger reaktiven Acet¬

aldehyd, versucht (vgl. Abb. 25). Bei Raumtemperaturund pH 8.0 konnte tat¬

sächlich nach einer knappen Stunde auf dem DC ein neues, UV-absorbie-
rendes und polareres Produkt entdeckt werden. Ausserdem fiel beim Kon¬

zentrieren der Lösung ein zweites, unreines Produkt aus, das erst mit wei¬

terführendenExperimenten- wie sie unten beschriebenwerden - identifi¬
ziert werdenkonnte.

H,N CN

X
H2N CN

3

3:67mM
CH3CHO:
270mM,pH 8
RT, 80min

N

H2N CONH2

H2N CN

58
179S

H3C r CONH2

O I N

H3C 59A CH3
18%

als Diastereo-
merengemisch

Abbildung 25: Acetaldehydkatalysierte Hydratisierungdes HCN-Tetrameren

Diaminomaleinsäuredinitrils 3 zu 58 mit Nebenprodukt59A

Die Lösung wurde lyophilisiert und nach der schon weiter oben beschriebe¬
nen Methode (vgl. S. 39) Flash-chromatographiert. Man erhielt dabei Diami-
nomaleinsäurenitrilamid58 in 17% Ausbeute.

Das zuerst nur als komplexes Gemisch erkannte Nebenprodukt59A konn¬
ten wir erst identifizieren, als versucht wurde, die Ausbeute der in Abb. 20

dargestellten Reaktion durch pH-Variation zugunsten von 58 zu erhöhen.
Bei pH 7.0 und ebenfalls Raumtemperatur erreichte man gerade das Umge¬
kehrte. Ein Hauptbestandteilvon 59A, das einheitliche Diastereomer 59B,
fiel als weisses Pulver aus, nachdem sich das Diaminomaleinsäuredinitril3

langsam aufgelöst hatte. Es konnte abfiltriertwerden und kristallisierteals

feine, weisse Plättchen nach Lösen in Methylenchloridbei Raumtemperatur
und anschliessendemAbkühlenbis -20°C. BeimLösen in siedendem Methy¬
lenchloridisomerisierte59B zum thermodynamischstabilsten Diastereomer
59C (vgl. Abb. 26).
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H2» cn
» vna v%,H3C CH3 H3C CH3

3 nur ein Diastereomer mit Enantiomer
51% 82%
59B 59C

Abbildung 26: Bedingungen, die zu einem Ausfällen von 59B führen und nachfol¬
gende Isomerisierung in siedendemMethylenchlorid zum racemischen Enantio-
merengemisch59C

3,5-Diaza-7-oxa-2-carbamoyl-l-cyano-4,6,8-trimethylbicyclo[3.3.0]-2-octen59B
mit unbekannter, aber einheitlicher Konfiguration der Methylgruppen
scheint durch Weiterreaktioneines Zwischenproduktes der Hydratisierung
mit Acetaldehyd zu entstehen(Abb. 27). Dadurch wird auch der postulierte
Katalysemechanismus (vgl. Abb. 12, S. 35) gestützt.

Die Entstehungvon 59B und 59C kann mit dem Reaktionsmechanismusin
Abb.27 rationalisiert werden. Er beginntmit der, auch im Katalysemecha¬
nismus postulierten Anlagerung von Acetaldehyd an eine Aminogruppe
von Diaminomaleinsäuredinitril3 und anschliessendem Angriff der depro-
tonierten Hydroxygruppein 60 auf die benachbarteNitrilgruppe. Intramole¬
kulare Umlagerung mit Umprotonierungführt zum Imin 61. Dieses kann

bei katalytischer Hydratisierungdurch Hydrolyse Acetaldehydrezyklisieren
und dabei das Monoamid 58 freisetzen, oder aber die zweite Aminogruppe
kann intramolekularden Iminkohlenstoffnukleophil angreifen und zum

Aminal 62 schliessen. 62 ist wohl nicht sehr stabil, sind doch die freien Elek¬

tronenpaare der beiden Aminogruppen durch die ringbedingte Geometrie
teilweise aus der Konjugationsebenegedreht. Die fehlende Konjugation mit
der Doppelbindung und vor allem den elektronenziehendenCyano- respekti¬
ve Carbamoyl-Substituentenerhöht allerdingsdie Basizität und Nukleophi-
lie der beiden Aminogruppen,was eine Sequenzvon stabilisierendenReak¬
tionen ermöglicht. So kann an der weniger desaktivierten,das heisst carba-

moyl-konjugiertenAminogruppe ein weiteres Molekül Acetaldehyd anla¬

gern, was zum Halbaminal63 führt. Auch die zweite - cyano-konjugierte -

Aminogruppe greift Acetaldehyd an, allerdings nicht direkt, sondern als
Enaminmit demKohlenstoff in y-Stellung, also zu 64 führend. Die alternati-
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ve, direkte Reaktion hätte nach Wassereliminationzum zuerst als Reak¬

tionsproduktvermuteten Aminogruppen-geschützten Diaminomaleinsäure-
nitrilamid 65 geführt, das wohl

H2N CN
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H2N CN

3

Q

H3C r CONH2 m H3C 2 CONH2
VlJ 'Hl 3^c,
VNS VNA

H3C CH3 H3C CH3
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59B
i+CH3CHO/-H+
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59C

H^C

,N
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63 CH3

CONH2
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—*- 0-\J|
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Abbildung 27: Postulierter Reaktionsmechanismuszur Bildung von 59C aus dem

HCN-Tetrameren 3 und Acetaldehyd

für die wegfallende 7C-Konjugation der freien Elektronenpaare in 3 zuwenig
Stabilisierung durch a-Konjugationmit den C-0 Bindungen in 65 bieten

kann. Das Hemiaminal 64 kann nun protonenkatalysiert - und hier zeigt
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sich die Bedeutung des tieferen pH's als bei der einfachen Hydratisierung-
Wasser eliminieren und zum Bicyklus 59B schliessen. Da der Kohlenstoff
der Hemiaminalgruppe eine (partiell) positive Ladung besser stabilisiert,
wird er unter Anlagerungeines Protons an seine Hydroxygruppedurch die

benachbarte Alkohol-Hydroxygruppe nukleophil angegriffen. 59B isomeri-
siert in heissem Methylenchlorid-wahrscheinlich durch HCl-Spuren kata¬
lysiert - zum thermodynamischstabilsten Diastereomer 59C, das beim Ab¬

kühlen in langen Nadeln kristallisiert.

Da die spektroskopischenDaten nicht eindeutig waren, wurde wegen der

anfanglichenVermutung, es handle sich dabei um das Aminogruppen-ge-
schützte Diaminomaleinsäurenitrilamid 65, von Dr. B. Schweizer an der
ETH eine Röntgenstrukturanalysedieser Kristalle durchgeführt. Das Resul¬

tat war die Struktur rac.-3,5-Diaza-7-oxa-2-carbamoyl-l-cyano-4,6,8-trime-
thylbicyclo[3.3.0]-2-octen59C mit der Konfiguration 1SR, 4SR, 6RS, 8SR .
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Abbildung 28: 3,5-Diaza-7-oxa-2-carbamoyl-l-cyano-4,6,8-trimethylbicyclo[3.3.0]-2-
octen 1R, 4R, 6S, 8R; ein Enantiomervon 59C als Stereobild aus der Röntgenstruk-
turanalyse (ORTEP-Plot)

o4^
N01NO

N12
N07NO DH
N15

014B? HB

Abbildung 29: Eine Raumzelle im Kristall von 59C mit einem Enantiomerenpaar
von 3,5-Diaza-7-oxa-2-carbamoyl-l-cyano-4,6,8-trimethylbicyclo[3.3.0]-2-octen1SR,
4SR,6RS,8SR59C
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Um die unterschiedlich verlaufendeReaktion mit Formaldehyd aufzuklä¬

ren, wurden auch Versuche bei tieferem pH durchgeführt. Aufdem DC war

bei pH < 6 langsamin der Spur der entstehendenProdukte ein heraustreten¬
der Fleck eines Hauptproduktes sichtbar. Auch liess sich in den sauren Lö¬

sungen nicht so schnell Braunfärbungbeobachten,was ebenfalls auf eine

einheitlichere Reaktion hinwies.

Zur Isolierung dieses Produkt wurde schliesslich in einer Salzsäurelösung
IM mit 3.4 ÄquivalentenFormaldehyddas leicht gelbliche, pulverisierte Di¬

aminomaleinsäuredinitril3 unter starkem Rühren suspendiert. Dabei trat

sofort ein feiner, weisser Niederschlagauf. Nach einem Tag Rühren war

von Auge kaum mehr Edukt zu erkennen, das sich jeweils beim Abstellen
des Rührers in Form von gelblichen, gröberen und unlöslichen Partikeln

schnell setzte. Der Niederschlagwurde abfiltriert, enthielt aber nach 1H-
NMR-Spektrum immer noch wenig Edukt. Er wurde aus Aceton/Pentan
zwischen Raum- und Tieftemperatur (-20°C) kristallisiert,was das leicht

gelbliche, feinkristalline Produkt 66 ergab (0.83g66 aus 1.00g 3). Die Qualität
der Kristalle genügte aber einer Röntgenstrukturanalysenicht. Die Struktur
von 66 bleibt mit den vorliegenden (vgl. Abb. 31 - 33) spektroskopischen Daten
(kein Massenspektrum)unbekannt. Weitere Experimente zu dessen Klä¬

rung wurden nicht angestellt.

NC NH2 3-42 Aequivalente CH20
v ' 0.2N HCl, RT, 22h

^ 66
NC' "NH2

Abbildung 30: Reaktionsprodukt von 3 mit Formaldehydbei pH 1: das strukturell
nicht aufgeklärte Produkt 66

Die Absorptionsmaxima von 66 (vgl. Abb. 31) in neutraler wässriger Lösung
befinden sich bei 203 und 286nm Gg8286 = 4.08). Beide Maxima haben eine
Schulter bei höherer Wellenlänge.Diaminomaleinsäuredinitril3 hat sein

Absorptionsmaximumbei 294nm (lg£294 = 4.12), Diaminomaleinsäurenitril-
amid 58 bei 297nm (lg£297 - 3.80), jeweils in gleicher Lösung.
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NC NH2

200

NC NH2
3

300 400 500

66

300 400

600 nm

200 500 600 nm

Abbildung 31: UV-Spektrenvon Diaminomaleinsäuredinitril3 (oben) und dem Re¬

aktionsprodukt66 (unten),aufgenommenjeweils in H2O bei pH 7

Leider war weder mit Elektronenionisation, noch mit der FAB-Methode in

verschiedenenMatrizen ein brauchbares Massenspektrum zu erhalten. Das

^-NMR-Spektrumin d6-DMSO (vgl. Abb. 32 auf der nächsten Seite) zeigt
ein breites Singulett bei 7.9ppm von zwei austauschbaren Protonen (mit
1 Tropfen 1% Trifluoressigsäure in D20). Die Signale bei 4.34ppm und

4.04ppm mit Intensitäten, die je zwei Protonen entsprechen, sind zu Dub-
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letts mit je 13.4Hz Kopplungskonstante aufgespalten. Das letze Produktsig¬
nal, ein Singulett bei 3.98ppm, stammt von zwei Protonen. Ein NOE-Experi-
ment zeigte eine Nachbarschaftder bei 7.9ppm, respektive 4.34ppm angereg¬

ten Protonen.

66

__r
Aceton

JU

11,0

d5 UMSO

Lj l

TMS

9 ppm 8

L. f.
— H,0 —-

L\

Abbildung 32:1H-NMR-Spektrum von 66 in d6-DMS0 (oben). Dazugehörendes NOE-
Experiment mit Einstrahlung bei 7.88ppm und Verstärkung des Signals bei

4.34ppm(unten)

Das 13C-NMR-Spektrum (vgl. Abb. im experimentellen Teil, S. 161) vomPro¬

dukt 66 enthält nebenden Signalenvom Lösungsmitteld6-DMS0 sechs Pro¬

duktsignale. Zwei bei 63.7 und 69.8ppm sind von CH2-Gruppen,wobei das

erste Signal etwa die dopppelte Intensitätdes zweiten hat. Vier Signale von
quaternären Kohlenstoffen sind bei 102.5, 114.5, 116.9 und 123.2ppmzu fin¬

den.
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Das IR-Spektrumvon 66 in KBr (vgl. Abb. 33) zeigt deutlich Bandenvon

Amino-oder Hydroxyprotonen und von Methylengruppen, sowie zwei starke

Cyano-Banden. Eine zu einer Carbonylgruppe gehörende Bande fehlt.

100-,
%

66

4000 3000 2000 1500 1(X» 500

Abbildung 33: IR-Spektrum von 66 in KBr
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3.4. DieformaldehydkatalysierteHydratisierungdes Blausäuretetra-
meren5^Aniinoimid^izol-4<;arboiiitril

Das formale HCN-Tetramere5-Aminoimidazol-4-carbonitril 23 ([58] [24])
entsteht nicht durch direkte Tetramerisierungvon Blausäure, sondern pho¬
tochemisch oder durch Reaktion mit Formamidin aus dem anderen Tetra-

meren Diaminomaleinsäuredinitril3. Auch mit dem Trimeren Aminoma¬
lonsäuredinitril2 führt Formamidin [24] zu 5-Arainoimidazol-4-carbonitril
23. Es ist eine zentralesZwischenprodukt auf dem Weg zu Adenin42 oder zu

Diaminopurin19, respektive seinen partiell hydrolysierten Derivaten ([14]
[20] [39] [59], sowie diese Arbeit, vgl. Kapitel 5).

Sanchez, Ferris und Orgel haben die Stabilität von 5-Aminoimidazol-4-car-
bonitril 23 gegenüber Hydrolyseuntersucht[24]. Sie fanden zum Beispielbei
pH 10 und 100°C eine Halbwertszeit von 9h, bei 30°C eine extrapolierte von 2

Jahren. In anderen Experimenten[24] haben sie gezeigt, dass dabei zuerst

5-Aminoimidazol-4-carbonsäureamid 24 entsteht. Dieses bildet sich auch,
wie in einer Patentanmeldung[23a] beschrieben, aus Aminomalonsäureni¬
trilamid 52 und Formamidinsulfat.Die Hydratisierungvon 5-Aminoimida-
zol-4-carbonitril 23 in konzentrierter Salzsäure bei 100°C innert 10minzu 24

erfolgt nacheinemPatent[23b] in 91% Ausbeute (vgl. Abb. 34).

H,N
NH2
( *

Y
c

CONH, H

NH N

inH20
100°C, lh / *V"*( 1

CONH,

76%
[23a]

x(H2S04)1/2
NH2

24

pH 10

100°C

t1/2=8h
[24]
«

HCl conc.

100°C
10min
91% [23b]

<xN^NH2
23

Abbildung 34: BekannteWege zu 5-Aminoimidazol-4-carbonsäureamid24
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In eigenenVersuchenwurde eine Formaldehydkatalyse der Hydratisierung
untersucht. Tatsächlich zeigte das Ergebnis eine deutliche Beschleunigung
(vgl. Abb. 35) bei Raumtemperaturim Vergleich zur unkatalysierten Reak¬

tion bei 30°C [24]. In einer 20 mmolaren Lösung von 23 bei pH 10 und 30

Äquivalenten Formaldehydwar nach 17h auf dem DC und UV-Spektrum1
nur noch 24 und kein 23 mehr zu erkennen.Die Isolierungvon 24 nebenden
anscheinend entstehenden Formaldehydoligomeren erwies sich als schwie¬

rig und wurde nicht weiterverfolgt. Die Reaktionsbedingungenkonnten
einigermassenfrei variiert werden. Grundsätzlichbewirkte eine Erhöhung
des pH-Wertes oder der Formaldehydkonzentration eine Beschleunigung
der Hydratisierung. Bei pH > 11 und hohen Formaldehydkonzentrationen
zeigten sich aber auf dem DC noch andere Produkte.

In eigenen Kontrollversuchenohne Formaldehyd,sonst abergleichenBe¬
dingungenwie in Abb. 35, wurden weder auf dem DC, noch im UV-Spek¬
trum Spurenvon 24 festgestellt.

23:20mM
CH20:650mM
RT, 17h, pHlO.O H^ CN Ausbeute unbestimmt N CONH2

IM

DC-undUV-rein

N-*^-NH2 N^~NH2

23 24

Abbildung 35: FormaldehydkatalysierteHydratisierungvon 23 zu 5-Aminoimida-

zol-4-carbonsäureamid 24

1DC mit UV-Detektion,Kieselgel (Essigsäure/Wasser/n-Butanol, 1:2:4)

UV-Spektrumin H20 bei pH 10

5-Aminoimidazol-4-carbonsäurenitril 23: DC: Rf 0.66, UV: A,max 248nm
5-Aminoimidazol-4-carbonsäureamid24: DC: Rf 0.34, UV: Xm^ 267nm
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Abbildung 36: UV-Spektrum von 5-Aminoimidazol-4-carbonsäurenitril23 zu Be¬

ginn der Reaktion aus Abb. 35, aufgenommen bei pH 10

300200

H,N

H,N

I H

24
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Abbildung 37: UV-Spektrum von 5-Aminoimidazol-4-carbonsäureamid24 nach 17h

der Reaktion aus Abb. 35, aufgenommenbei pH 10
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4. AMINOPYRIMIDINE

Mit dem Nachweisder Bildung von Tetraaminopyrimidin15 aus Guanidin 8

und Aminomalonsäuredinitril 2 hat Trinks [14] (vgl. Abb. 38) in unserem

Laboratorium einen potentiell präbiotischen Weg zu diesem zentralen Bau¬

stein von Purin- und Pteridin-Naturstoffen dokumentiert.Im Laufe dieser

Arbeit wurden Zugänge zu den partiell hydrolysierten Stufen von 15 ge¬

sucht. Einerseits wurde analog zur Trink'schenSynthese die Zugänglich¬
keit aus azyklischen, teilweise hydrolysierten Vorläufernuntersucht, ande¬

rerseits die Möglickeit der direkten Hydrolyse von Tetraaminopyrimidin 15

in Weiterführung der Arbeitenvon Strupp [17] geprüft.

Dabei fanden wir 2,5,6-Triamino-4-pyrimidinon 16 (vgl. Abb. 38) in 53% Aus¬

beute in einer sauerstofffreien Schmelze von Aminomalonsäurenitrilamid
52 mit Guanidin 8 bei 40°C über 3h. Isoliertwurde 16 als sauerstoffunem¬

pfindlichesSulfatsalz 16S durch Zugabe von Schwefelsäure2N. Wir hatten

keinen Erfolg, mit variierten Versuchenin der Schmelze einen analogen
Bildungsweg aus Harnstoff9 und Aminomalonsäuredinitril2 für 4,5,6-Tri-
amino-2-pyrimidinon 17 zu finden. In Schmelzenvon Harnstoff9 mit Ami¬

nomalonsäurenitrilamid 52 konnte kein Diaminouracil 18 festgestellt wer¬

den (vgl. Abb. 38).

Smith und Yates [60] berichten vom Aminomalonsäurenitrilamid 52 eine

glatte Reaktion (vgl. Abb. 38) in salzsaurer Lösung bei Raumtemperatur in¬

nert lh mit dem Harnstoffäquivalent Isocyansäureaus Kaliumcyanat. Da¬

bei reagiert sie mit der C(2)-Aminogruppe von 52, um das Carbamat 67 zu

ergeben. Dieses schliesst in verdünnterLauge bei 85°C innert 10min zum 4-

Amino-2-oxoimidazol-5-carbonsäureamid68.
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Abbildung 38: Tetraaminopyrimidin 15 und seine partiell hydrolysierten Derivate

aus azyklischenVorläufern

Zum zweiten Zugang zu diesen selektiv hydrolysierten Aminopyrimidinen-
zur direkten Hydrolyse aus Tetraaminopyrimidin 15 - stellten Taylor und
Cain [16] 1949 erste Versuche an. Sie unterwarfen Tetraaminopyrimidin 15
und 4,5,6-Triamino-2-pyrimidinon 17 einem stündigenKochen unter Rück-
fluss in Salzsäure 6N, isolierten schliesslich aber nur Edukt und ihre analy¬
tischen Methoden Hessen keine anderen Produkte erkennen.
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An der Luft werden basische und neutrale Lösungen von Tetraaminopyri¬
midin 15 innert Stunden immerdunkler gelbverfärbt. Auf dem DC sind tre¬

ten eine Palette von fluoreszierenden Produktenauf. Die beiden Pyrimido-
Pteridine 69 und 70, die Taylor und Mitarbeiter [61] aus einer sauerstoff¬

reichen, basischen und heissen Lösung von 15 isolierthaben, mögen dafür

stehen. Sie bilden sich vermutlich durch Oxydation des elektronenreichen

a,ß-Diaminoethylensystemsin 15 zum a,ß-Diimin 71 das - hydrolisiert zum
ct,ß-Diketon oder nicht - mit 15 zu den beiden Isomeren 69 und 70 konden¬

sierenkann (vgl. Abb. 39).

NH2 NH2

NH,

X ^NH2
N |< 02, NaOH, 100°C,48h

H2N^N"^NH2
15 1/2 02

? X
H20

36% isoliert [61]

NH2
X ^NH

H2N^^N^^NH
71

N "^N N

X X^
H2N ^ N N' "NH2

OB

NH2
N^ .NH2N

YN

N^ ^N

NH
,'+15
-2NH3 TO

Abbildung 39: Oxidationsproduktevon Tetraaminopyrimidin 15 in heisser, sauer¬

stoffhaltiger und basischer Lösungnach [61]

In Kenntnis dieser Reaktivität galt es, die Hydrolyseunter basischenBedin¬
gungen in strikt anaerober Lösung durchzuführen. Erste Versuche von

Strupp [17] führten gemäss DC zu keinen Umsetzungen,ausser Spurenvon
fluoreszierenden Produkten, die wahrscheinlichvon der Oxidation/Dimeroi-

disierung stammten. Später konnte mit drastischeren Bedingungenund der

empfindlicherenHPLC-Methode ein geringer Umsatz nachgewiesenwer¬
den, wie weiter unten beschrieben wird (vgl. nächste Seite).

In Anbetracht der Schwierigkeiten entwickelten Schreiber und Strupp eine

HPLC-Trennmethode [17], basierendauf einer apolaren, stationären Phase

(RP C-18, Marcherey-Nagel) und einem wässrigen 0.1% Perfluorbuttersäu-
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re/Acetonitril-Gradienten.So konnten Basislinien-aufgelöstePeaks der vier

Aminopyrimidine15 -18 erhalten werden. Die Retentiondieser - unter den

Chromatographierbedingungen protonierten - Aminopyrimidineberuht zur

Hauptsacheauf der Wechselwirkungdes lipophilen Gegenions Perfluorbu-

tyrat mit der apolaren stationären Phase, einer Ionenpaarchromatographie
also.

Strupp [17] untersuchtespäter mit dieserMethode noch einmal die Hydroly¬
se in saurer Lösung. Er fand nach neunstündigemErhitzen in Salzsäure

IN bei 81% UmsatzAusbeutenvon 43% an 2,5,6-Triamino-4-pyrimidinon 16,
32% an 4,5,6-Triamino-2-pyrimidinon 17 und auch 2.7% an 5,6-Diaminoura¬
cil 17 (vgl. Abb. 40) durch Vergleich der Peak-Integrale des HPL-Chromato-

gramms mit denjenigenvon Lösungen authentischer Produkte.

NH2 HC11M100°C O NH2 0

r nh 9h 81% Um- I
^ „X^™2 HNA/^n^y -«iL ™rr ? ix ? nH2N^N^NH2 H2N-^N^NH20^n"^NH2O^N^NH21 2 2 H H

15 16 17 18
43% 32% 2.7%

Abbildung 40: Hydrolysevon Tetraaminopyrimidin15 in saurerLösung[17]

In eigenen Versuchenwurde - bevor die eben beschriebene, durchgehende
und protonenkatalysierte Hydrolyse vom Tetraaminopyrimidin 15 zum 5,6-
Diaminouracil18 bekannt war - die Hydrolysein basischer Lösungversucht.
Dabei wurde der Oxydationsempfindlichkeit von 15 -18 durch striktes Entga¬
sen der Lösungen, Einschliessen in abgeschmolzene Ampullen und soforti¬

ges Ansäuern nach dem Öffnen Rechnung getragen. Schon bald zeigte sich
die hohe Stabilität von 15 unter solchen Bedingungen. Nach 20 Tagen in Na¬

tronlauge 2M bei 125°C wurden nur 5% Umsatz beobachtet, wobei aber die

drei erwarteten Aminopyrimidine2,5,6-Triamino-4-pyrimidinon16 in 1%

Ausbeute, 4,5,6-Triamino-2-pyrimidinon17 zu 1.3% und auch 0.5% 5,6-Di¬
aminouracil 18 gefunden wurden (vgl. Abb. 41). Die Ausbeuten wurden

durch Vergleich der Peak-Integrale des HPL-Chromatogrammsmit denje¬
nigen von MasslösungenauthentischerProdukte bestimmt. Zur zusätzli¬

chen Charakterisierungneben der Retentionszeit und positiv verlaufenden

Koinjektion wurde ein analogerAnsatz durch präparative HPL-Chromato-

graphie aufgetrenntund die Fraktionen mit ihren DC-, HPLC-, UV- (vgl.
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Abb. 42 - 45) und teilweise auch FAB-MS-Verhaltenmit authentischenPro¬

dukten verglichen.

Da auch die einfach hydrolysierten Aminopyrimidine 16 und 17 grundsätz¬
lich aus ihren azyklischen Vorläufern zugänglichsein sollten - was ja für

2,5,6-Triamino-4-pyrimidinon16 experimentell erwiesen wurde - war auch

ihre Hydrolysierbarkeit zur Endstufe dieser Reihe, zum 5,6-Diaminouracil
18 zu prüfen. Auch die Aminopyrimidine 16 -18 sind in neutralenbis basi¬

schen Lösungen wie 15 sauerstoffempfindlich, was bei solchen Versuchen
ebenfalls strikter Ausschluss davon erfordert, wie oben beschrieben wurde.
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H2N
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NH2

N lT
H
17

NH2 NaOH2M
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Abbildung 41: Hydrolyse von Tetraaminopyrimidin 15, 2,5,6-Triamino-4-pyrimidi-
non 16 und 4,5,6-Triamino-2-pyrimidinon 17 in basischenLösungen

2,5,6-Triamino-4-pyrimidinon 16 ergab in Natronlauge 2N nach 7 Tagen bei

125°C und 67% Umsatz7% Ausbeute an 5,6-Diaminouracil 18. 4,5,6-Triami-
no-2-pyrimidinon 17 gab bei den exakt gleichen Bedingungen18% 5,6-Diami¬
nouracil 17 bei 54% Umsatz (vgl. Abb. 41). Die quantitativeBestimmung und
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die genaueCharakterisierungwurde nach derselben Methode wie oben vor¬

genommen. Dabei wurden bei der HPLC-UV-Detektion ausser den Aus¬

gangsprodukten 16, respektive 17 und dem Endprodukt18 keine Produkte

mit Absorptionbei 265nmbeobachtet.

In einem Kontrollexperimentwurde Diaminouracil18 entgast über 20 Tage
in Natronlauge 2N bei 125°C gehalten. Mit der oben beschriebenenAufarbei¬

tung und HPLC-Methodewurde danach ein Restgehalt von 92% 18 ermittelt.

Diaminouracil 18 ist also bei diesen Bedingungen recht stabil gegenüber
weitergehenderHydrolyse des Chromophors. Noch stabiler dagegen ist Te¬

traaminopyrimidin 15, wie die oberste Linie in Abb. 41 zeigt, bleibt doch bei

dessen Hydrolyse unter gleichen Bedingungenüber 97% des Chromophors
(summiert über alle Produkte) zurück. Die Abweichungen zwischen Um¬

satz und Ausbeutenan 18 bei den Hydrolysen (vgl. Abb. 41) von 16 (mittlere
Linie, Umsatzvon 67%, 7% 18: Differenz 60%) und 17 (unterste Linie, Um¬
satz von 54%, 18% 18: Differenz 36%) ist wohl durch eine chromophorzerstö-
rende Hydrolysevon 16 und 17 als Nebenreaktionzu erklären.

In den oben beschriebenenArbeitensind zwei verschiedene Zugänge zu 5,6-
Diaminouracil 18 aufgezeigt worden. Der eine führt über Tetraaminopyri¬
midin 15 und dessen hydroxid- oder säurekatalysierten Hydrolyse. Der ande¬

re führt über 2,5,6-Triamino-4-pyrimidinon16, das ja - in vergleichbarer
Ausbeute wie Tetraaminopyrimidin 15 in der Trinks'schen Reaktion - aus

den partiell hydrolysierten und damit stabilisierten, azyklischen Vorläufern

52 und 8 zugänglich ist und hydroxidkatalysiertca. 40 mal effizienterhydro-
lysiert wird.
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Abbildung 42: UV-Spektrum von Tetraaminopyrimidin 15 isoliert durch HPLC aus

dem Hydrolyseversuch von Tetraaminopyrimidin 15 in Natronlauge 2N bei 125°C

gemässAbb. 41, aufgenommen in wässriger0.1% Perfluorbuttersäure

KNH
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X.XN NH2H2N
16

400 500300200 600 nm

Abbildung 43: UV-Spektrumvon 2,5,6-Triamino-4-pyrimidinon16 isoliert durch

HPLC aus dem Hydrolyseversuch von Tetraaminopyrimidin 15 in Natronlauge 2N
bei 125°C gemäss Abb. 41, aufgenommen in wässriger 0.1% Perfluorbuttersäure
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Abbildung 44: UV-Spektrumvon 4,5,6-Triamino-2-pyrimidinon17 isoliert durch
HPLC aus dem Hydrolyseversuch von Tetraaminopyrimidin 15 in Natronlauge 2N
bei 125°C gemässAbb. 41, aufgenommen in wässriger 0.1% Perfluorbuttersäure
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Abbildung 45: UV-Spektrumvon 5,6-Diaminouracil18 isoliert durch HPLC aus

dem Hydrolyseversuch von Tetraaminopyrimidin 15 in Natronlauge 2N bei 125°C

gemässAbb. 41, aufgenommen in wässriger0.1% Perfluorbuttersäure
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5. AMINOPURINEUNDIHREHYDROLYSEZUXANTHIN

Die klassischePurinsynthesenach Traube - vgl. zum Beispiel [62] - geht von
5,6-Diaminopyrimidinenaus, die in siedender Ameisensäurean der reak¬

tiveren 5-Aminogruppeformyliert werden. Die so gewonnenen,kristallinen

5-Formylamino-6-aminopyrimidine bilden in der Schmelze unter Verlust

von Wasser die entsprechendenPurine.

So beschreibt Traube[62] die Synthese von 2,4-Diaminopurin19 aus 2,4,5,6-
Tetraaminopyrimidinsulfat15S (vgl. Abb. 46)

NH2 NH2
xtu o??°H' 1 S H Schmelze
NH3 Ruck- .jjk N .H

„_„-i "^^-^ ^^ 260-270°C

W^X^[14] [621 wK^nZ tM] [ß] H2N^X
H
15S ^ 72 19

70%
NH

NH
N OXJ xHoN HN N

H
73

NH2
H
Nsf

>
N

Abbildung 46: Synthese von Diaminopurin 19 aus Tetraaminopyrimidinsulfat15S
nach Traube[62], durchgeführtvon Trinks [14]

Das Zwischenprodukt5-Formylamino-2,4,6-triaminopyrimidin72 hat tat¬

sächlich diese Strukturund ist nicht ein 4-Formylamino-2,5,6-triaminopyri-
midin 73, wie Trinks [14] vermutete. Dies wurde durch die Synthese des Zwi¬

schenproduktes72 von Pitsch1 in unserem Laboratorium und Röntgenstruk-

1unveröffentlichteArbeit [93]
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turanalyse1von Dr. B. Schweizer an der ETH gezeigt. Der Kristall wurde

durch langsames Verdunsteneiner wässrigen Lösung von 72 bei gegenüber
Raumtemperatur leicht erhöhterTemperatur erhalten. Eine aus der Rönt-

genstrukturanalyse gerechnete Moleküldarstellung in Raumdarstellung
(ORTEP-Plot)zeigt Abb.47.

Abbildung 47: Darstellungvon 5-Formylamino-2,4,6-triaminopyrimidin72 aus der

Röntgenstrukturanalyse(ORTEP-Plot)

^Beschreibungder Darstellungund alle röntgenstrukturanalytischenDatenim ex¬

perimentellen Teil (vgl. S. 196) dieserArbeit



73

In eigenen Versuchenwurde im Zusammenhang mit der Suche nach 6-Ri-

bitylamino-5-aminouracil (vgl. Kapitel 6) festgestellt,dass zum Beispiel 5,6-
Diaminouracil 18 auch bei wesentlich milderen Bedingungen formyliert
wird. So konnte das Formamid74 aus dem Hemisulfat von 18 nach 24h bei

Raumtemperatur in reiner Ameisensäuremit 2 Äquivalenten Natriumfor-

miat1 in 73% Ausbeute durch Ausfällen mit Diethylether und Kristallisieren

aus Wasser gewonnen werden (vgl. Abb. 48).

9 + HCOOW ° H pH 10,60h

O^N^NH2 O^N^]
H (so5")iy2 H
18 (als Hemisulfat) 74

73%

O

'NH2
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HN >X NNO
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O

KNH
HN

X.XNH2NO
H
18
25*

Abbildung 48: Formylierung von 5,6-Diaminouracil 18 bei Raumtemperatur und

Zyklisierung des Formamides 74 in wässriger Lösung zu Xanthin 22

Auch in anderem Zusammenhang - bei der Frage nach dem Bildungsweg
von Xanthin in der leicht basisch geführten Hydrolyse (vgl. S. 85) von Xan-

thosin - erkannte man durch HPLC, dass 5-Formylamino-6-aminouracil74
in Lösungbei pH 10 und 100°C nach 60h bei 70% Umsatz zu 22% zu Xanthin
22 zyklisiert und zu 25% zu 5,6-Diaminouacil 18 hydrolysiert(vgl. Abb. 48).

Um die reine Ameisensäureals Mediumzu vermeiden, wurde in der Lite¬

ratur nach Aminopurinbildungswegenaus den Aminopyrimidinenmit an¬

deren HCN-äquivalentenCrBausteinengesucht. Trinks [14] beschrieb sol-

xWurde weniger als ein AequivalentNatriumformiat zugegeben,sank die Ausbeu¬

te und die Reinheit (und damit Kristallisierbarkeit) des Rohproduktes drastisch
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che Wege aus Tetraaminopyrimidin 15 und Adenin 42, HCN-Polymerisat
oder Diaminomaleinsäuredinitril3 als HCN-Donor. Robins und Mitarbeiter

[19] fanden nach 25min in Formamidunter Rückfluss1 Ausbeutenzwischen

76 und 96% aus Tetraaminopyrimidinsulfat15S, 2,5,6-Triamino-4-pyri-
midinonsulfathydrat16S und 5,6-Diaminouracilhemisulfat 18S zu den ent¬

sprechenden Aminopurinen19, 20 und 22. Bendich und Mitarbeiter [22] er¬

hielten analog Isoguanin21 aus 4,5,6-Triamino-2-pyrimidinonsulfat 17S in

Formamidmit wenigAmeisensäure bei 160°C über 3h in 93% Ausbeute (vgl.
Abb. 49).

Auch die rahmengerechte Zugänglichkeit zu all diesen Aminopurinen 19 -

22 über die Imidazolvorläufer23 und 24 ist experimentell gezeigt. So ist nach

einemPatent von Asai [20] Diaminopurin2 19 in 88% Ausbeute aus 4-Amino-

5-imidazolcarbonitril 23 in einer Guanidinschmelze bei 120°C über 40min

zugänglich. Ebenso [20] bildet 4-Amino-5-imidazolcarbonsäureamid 24 in

Guanidinschmelze bei 130°C über 15min Guanin 20 in 80% Ausbeute. Ge¬

mäss eigenen Versuchen reagiert Harnstoff analog. In Schmelzen davon

gibt 23 bei 140°C über 3h Isoguanin21 in 58% Ausbeute,24 bei gleichen Be¬
dingungen Xanthin 22 in 47% Ausbeute (vgl. Abb. 49). Das letztere ist aber

ähnlich bereits in der Literatur beschrieben.Shaw [59] verwendete das leich¬

ter zugängliche Hydrochloridvon 24 und erhielt damit in Harnstoffbei 175°C

über 2h Xanthin 22 in 75% Ausbeute.Auch stellte er aus dem Dihydrochlo-
rid von 4-Amino-5-imidazolcarboxamidin75C in Harnstoffbei 160°C über 2h

Isoguanin21 in 70% Ausbeute her. 75 tritt nach Orö und Kimball [58], sowie

Ferris und Orgel [63] in konzentrierten, wässrigen Ammoniumcyanid/Blau-
säurelösungenneben23 und 24 beim Stehenlassenauf.

iDie Autoren machten keine Angaben über den Druck. Bei Normaldruck siedet

Formamid bei 210°C, allerdings unter Zersetzung.Diese wurde wahrscheinlich

wegen der kurzen Reaktionszeit ignoriert.

2In Unkenntnis diesesPatentesversuchte Trinks [14] denselbenBildungsweg aller¬

dings bei 70°C über 24h. Interessanterweise isolierte er neben45% Diaminopurin
19 auch 5% Adenin42 (beide als Benzamide).Die Base Guanidin 8 hat anscheinend
die Freisetzung eines HCN-Aequivalentsaus dem 5-Amino-4-imidazolcarbonitril
23 ermöglicht, das mit einem anderen Molekül 23 zu Adenin42 reagiert.
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Ausser diesen Aufbaureaktionenist die Hydrolyse von Diaminopurin 19 und

partiell hydrolysiertenDerivatenzu prüfen. Trattner und Mitarbeiter [21] be¬

arbeiteten diese Frage in einem erweiterten Zusammenhang. In Natronlau¬

ge 2N nach 24 h unter Rückflussisolierten sie nur Ausgangsprodukt19 zu¬

rück. Sie beobachteten, dass Diaminopurin19 in siedenderSalzsäure 6N

nach 4h unter Rückflussgemäss DC in ein Gemisch von 19 mit Guanin 20

übergegangen war. Nach 24h schliesslich isolierten sie daraus analysenrei¬
nes Xanthin 22 in 85% Ausbeute.Nach den Beobachtungen von Trattner und

Mitarbeitern [21] scheint die Hydrolysevon 19 nach 22 also über Guanin 20

zu verlaufen. In Ergänzung dazu versuchten wir die säurekatalysierte Hy¬
drolyse von Isoguanin21 und isolierten nach 20h in siedender Salzsäure 6N

Xanthin 22 in 78% Ausbeute (vgl. Abb. 50).
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H
N^N >X NH2N N
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Abbildung 50: Xanthin 22 und Guanin20 durch säurekatalysierte Hydrolysevon Di¬

aminopurin 19, sowie gleicher Art Xanthin 22 aus Isoguanin 21



77

6. VersuchezurBildungvon6-RmrrYLAMiNO-5-
AMINOURACIL

6-Ribitylamino-5-aminouracil 26 wurde für Untersuchungender Biosynthe¬
se von Riboflavin durch Davoll und Evans [64] und in unserem Laborato¬

rium zur Dokumentation eines potentiell präbiotischen Bildungsweges
durch Strupp [17] - unterMithilfevon Song [65] - verbessert in einer vierstu¬

figen Synthese aus D-Ribose 25 und 6-Chloruracil 76 hergestellt(vgl. Abb.

51).
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Abbildung 51: Synthese von 6-Ribitylamino-5-aminouracil 26 durch Strupp [17] zu

Referenzzwecken

Dieser Bildungswegist natürlich nicht mit den Rahmenbedingungen ver¬

einbar, hat aber - was an dieser Stelle verdankt sei - aus Ansätzen von

Strupp [17] authentisches 6-Ribitylamino-5-Aminouracil 26 als analytisches
Referenzmaterialgeliefert.

Eine rahmengerechteBildung davon hat wohl vom bereits erschlossenen

5,6-Diaminouracil 18 (vgl. Kap. 4), oder aber von einer seiner ebenfalls ver¬

fügbaren Hydrolysevorstufenauszugehen. Ribose-2,4-diphosphat und damit

potentiell Ribose25 bildet sich unter Rahmenbedingungen,wie Pitsch [36] in
unserem Laboratorium zeigte. Die in der Synthesestrategie zentrale Ver¬

knüpfungder Ribitylkettemit dem Uracil-Teil hat dabei unterumgekehrten
Nukleophilie/Elektrophilie-Vorzeichen der beiden Teile zu passieren, als in

der oben beschriebenenSynthese. Die katalytische Hydrierungmuss durch
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eine rahmengerechteReduktionsmethodeersetzt werden. Ameisensäure

als Hydrolyseprodukt von Blausäure könnte in einer formalen Leuckart-
Wallach-Reaktion diese Aufgabe am geeignetenKondensationsprodukt von
18 mit 25 erfüllen. Auch die im Reaktionsgemischbereits vorhandenenoxy¬

dationsempfindlichen5,6-Diaminopyrimidinekönnten als Reduktionsmittel

dienen.

Als erste Strategie wurde eine einfache Kondensation von 5,6-Diaminouracil
18 mit Ribose25 in Anwesenheit von Formiat ins Auge gefasst(vgl. Abb. 52).
Die Idee dahinter war, dass Ribosewie andere Aldehyde [26] zuerst mit der

5-Aminogruppe zum Imin 77 kondensiert, das aber mit dem 5-Amino-6-

aminoaminal 78 und auch mit dem 6-AminogruppekondensiertenImin 79
im Gleichgewichtstände. Dieses Gleichgewicht wäre gewiss zugunsten von

77 verschoben, aber das Oxydationspotentialdes elektronendefizienteren
Imins 79 wäre höher, 79 also leichter und im Idealfall selektiv zu reduzie¬

ren. Damit würde dieses irreversibel dem Gleichgewichtentzogen, indem es

zu 6-Ribitylamino-5-aminouracil 26 reagierte. Ameisensäurewäre deproto-
niert, als negativ geladenesFormiat sicher das bessere Reduktionsmittel, al¬

lerdings wären in einer sauren Umgebung die Imine 77 und (vermutlich)
auch 79 protoniert, was das Oxidationspotential erhöhen würde. Von vorne

herein sind alle Möglichkeitenzu prüfen.

Erst im Laufe der Versuche fanden wir eine Vorschrift von Blackburn und
Johnson [66], die die Bildung von 5-Ribosylamino-6-aminouracil80 aus 18

und 25 behauptete. Sie konnte in wechselnden Ausbeuten nachvollzogen
werden. Das isolierte, nicht kristalline Produkt 80 bestand aber gemäss 1H-
NMR- und 13C-NMR-Spektroskopie aus einem Gemisch von mindestens 4

wahrscheinlichisomeren Verbindungen, vermutlich a- oder ß-konfigurier-
te, pyranosideoder furanoside Formen, aber auch ca. 10% des Imins 77. Die¬

ses Produktgemischwar ein weiterer interessanter, weil vorgeschobener
Ausgangspunkt für Versuche zur Bildung von 6-Ribitylamino-5-aminoura-
cil 26 auf diesem Weg.
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Abbildung 52: Reaktion von 5,6-Diaminouracil 18 und Ribose 25 nach Blackburn

und Johnson [66] oben, sowie hypothetischer Reaktionsmechanismuseiner mögli¬
chen Bildung von 6-Ribitylamino-5-aminouracil 26 aus 5,6-Diaminouracil 18 und

Ribose 25 in Gegenwartvon Ameisensäure als externem Hydriddonator unten
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Alle Versuche mit dieser Strategie blieben erfolglos, in keinem Experiment
konnte 6-Ribitylamino-5-aminouracil 26 detektiertwerden. Dafür stand mit

der Dünnschichtchromatographie1 zusammen mit der UV-Absorption oder

Anfärbungdurch das Ninhydrin-Sprühreagenz eine einfache und sehr em¬

pfindlicheMethode zur Verfügung. Dabei müsste wegen der Oxydationsem¬
pfindlichkeitder 5,6-Diaminopyrimidineauf sauerstofffreie Reaktionsfüh¬

rung und sofortige Analyse geachtet werden. Sauerstoffspuren in neutralen

und basischen Reaktionsgemischen vor der DC-Analyse ergeben fluores¬

zierende Oxydations-/Dimeroidisierungsprodukte.Spätere Versuche wur¬

den auch mit dem auf S. 65 beschriebenenHPLC-Systemfür Aminopyrimi¬
dine analysiert. 26 wird dabei auf der apolaren Säule kaum zurückgehal¬
ten2. NMR-, IR-, MS- und UV-Spektroskopie sind bei den zu erwartenden
Gemischen zur Detektion von 26 ungeeignete Methoden. Zur Suche nach

Vorstufen von 26, insbesonderenach dem Imin 77 ist aber die 1H-NMR-
Spektroskopie geeignet, sollte doch ein neues Signal um 9ppm für das Imin-

Proton auftreten.

Die Versuche sind in der folgenden Tabelle 3 zusammengefasst:

Nr. Edukte Bedingungen/Aufarbeitung Produkte/Analytik
1 0.65M 18S

0.77M25
Ethanol, RT, 20h, Argon DC: fluoreszierende Produkte,

sonst nur Edukte, ebenso IR,
EI-MS, 1H-NMR:kein 77

2 0.86M 18S
IM 25

Ameisensäure, RT, 18h DC: 18, 74, aber 25 zersetzt
und kein 26

3 0.2M18
0.2M25

Ameisensäure, 85°C, 18h DC: 74, aber 25 zersetzt und
kein 26

4 0.2M18S
0.2M25

Natriumformiat-PufferpH 4.8,
RT, 20h

DC: 25 und 18, kein 26
MS, %-NMR:25

1UV-Detektion oder goldgelber Fleck mit dem Ninhydrin-Sprühreagenz auch bei

kleinsten Mengen,Rf 0.20 (Kieselgel, AcOH/H20/n-BuOH1:2:4)

2tR = 5.2min, (Säule: Nucleosil 100-7 C-18 (Marcherey-Nagel)250•4.6mm, analy¬
tisch, DetektionUV 265nm, Laufmittel A: 0.1% Perfluorbuttersäure in H20, Lauf¬

mittelB: A/Acetonitril1:9, t = 0min:0%B bis t= 15min: 30% B)
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5 0.2M18S
0.2M25

Formamid,RT, 24h DC: kein 26

6 0.2M18S
0.2M25

NaOMe/MeOH,
Natriumformiat

DC: kein 26
unbekannteNebenprodukte

7 0.2M18S
0.2M25

Ameisensäure/Pyridin 1:1,
85°C,15h

DC: kein 26

8 0.2M18S
0.2M25

Pyridin/Acetonitril1:5„ RT,
40h

DC: Edukte, 1H-NMR:kein 77

9 0.2M18S
0.2M25

H2O,pH7,RT,40h DC: Edukte, XH-NMR:kein 77

10 0.2M18S
0.2M25

Pyridin/DMF 1:5, 40°C, 120h DC: fluoreszierende Produkte,
Edukte, 1H-NMR:kein 77

11 0.2M18S
0.2M25

Pyridin/H20 1:5, RT, 100h 1H-NMR: 25,18aber kein 77
unbekannte. Nebenprodukte

12 0.2M18S
0.2M25

MeOH,AcoH, 75°C, 6h ^-NMR:Edukte,kein 77,
Gel

13 0.2M18
0.2M25

DMSO, 110°C, RT, 24h XH-NMR:Edukte, Zersetzung
von 25, kein 77

14 0.07M 18S
0.22M25

18S in H20,100°C,NaOH bis
oH8, dann25, 0.5h, 80°C

70% 77B: 4 Isomere(auch 77)
nach NMR (Vorschrift: [66])

15 0.03M80 Ameisensäure, RT, 5min - 2h DC: Edukte, 18, 74 und Zerset¬
zungsprodukte,aber kein 26

Tabelle 3: Reaktion von Diaminouracil181 mit Ribose 25, teilweise in Gegenwart
von Ameisensäureoder Formiat

Nachdem die oben beschriebenenVersuche zu keinem Erfolg führten, bei

den Versuchen2, 3 und 15 aber festgestelltwurde, wie leicht 5,6-Diaminou¬
racil 18 in das 5-Formamid74 übergeführtwerden kann, wurde mit dieser

Verbindungals Edukt weiter versucht. Die Idee dahinter war nicht nur, Ri¬

bose 25 erzwungenermassenmit der 6-Aminogruppe- die reaktivere 5-Ami-

nogruppe war ja geschützt - kondensieren zu lassen, sondern auch das be¬

reits vorhandeneAmeisensäureäquivalent im Formamid 74 gleich als Hy¬
driddonator zu benutzen, wie in Abb. 53 dargestellt ist. Das Formamidwäre

1Diaminouracil(-hemisulfat) 18(S) war meistensschlecht löslich. Es wurde deshalb

in der Riboselösung supendiert. Die in der Tabelle angegebene Konzentration
bezieht sich auf den hypothetischenFall einer vollständigen Auflösung.
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allerdings nur in basischer Umgebung, das heisst als deprotoniertes Halb
aminal zu dieser Reduktion fähig.
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Abbildung 53: Möglicher Mechanismus der Bildung von 6-Ribitylamino-5-amino-
uracil 26, ausgehendvon 5-Formylamino-6-aminouracil 74 mit der Formamido-

gruppe als internem Hydridonator oben und Versuch zur Kondensation von 74 mit

der Ribose-Aldehydform unten

Da Ribose25 mit 5-Formylamino-6-aminouracil74 nicht wie gewünscht kon¬

densierte, wurden aktivierte Derivate davon eingesetzt(vgl. Abb. 53 und Tab.

4).
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1-Formamidoribose25A wurde nach Czarnik und Leonard [67] synthetisiert,
Ribopyranose-oc-1-phosphat 25B in Analogiezur Methode von Bück [68] für

die furanoside Form aus Ribopyranose-ß-tetraacetat [69] und kristalliner

Phosphorsäure. Tetra-O-benzylribose Bn25 schliesslich wurde aus dem Ri-

bose-dimethyl-mercaptal [70] über Benzylierungund Mercaptalspaltung[71]
gewonnen.

Nr. Edukte Bedingungen/Aufarbeitung Analytik/Produkte
ÖcT^H-NMR: 74 und 25, kein
26 oder 81

0.01M74
0.01M25

H20, 95°C, 4h, eingedampft

0.007M74
0.007M25

MeOH, 60°C, 4h, eingedampft DC, XH-NMR: 74 und 25, kein
26 oder 81

0.04M 74
0.08M25

H20,100°C,6h, eingedampft DC, ^-NMR: 74, 25,18,kein
26 oder 81

0.04M74
0.04M25

0.06MNaHC03,100°C, 3h, ein¬
gedampft

1H-NMR: 74 und 25, kein 26
oder 81

0.2mmol74
0.27mmol25

Ameisensäure, RT, 3h, wäss-

rige Aufarbeitung
DC: 74, 25und Zersetzungs-
prod. von 25, kein 26 oder 81

0.04M 74
0.054M25

0.5M Essigsäure, RT, 65h
Ampulle

DC: 74 und 25, kein 26 oder 81

0.04M74
0.04M25

3M Essigsäure, 80°C, 4h DC: 74, 25und wenig 18, kein
26 oder 81

0.04M 74
0.8M25

H20,80°C,64h DC^-NMR:74, 25und Hy-
drolyseprod.18 von 74, kein 26
oder 81

0.04M 74
0.04M25

0.04MNH4Cl,800C,64h, DC, *H-NMR: 74,25 und we¬
nig 18, kein 26oder 81

10 0.04M74
0.04M25

DMSO,100°C, 64h,
eingedampft

DC, 1H-NMR: 74,25, sowie
Zersetz.prod.von 25, kein 81

11 0.04M74
0.04M25

DMF, 100°C, 6h,
eingedampft

DC, 1H-NMR: 74,25, sowie
Zersetz.prod.von 25, kein 81

12

13

0.022M 74
0.025M 25

DMSO, 50°C, 20h, Polyphos-
phatethylester [72], einged.,
wässr., pH-neutrale Aufarb.

DC: 74,25,18 und Zer¬

setz.prod. von 25, kein 81

0.9mmol74
lmmol25

HV, 100°C, "Schmelze", 8h,
wird schwarz

XDC, XH-NMR:74 und Zersetz.
Produktevon 25, kein 26 od. 81

14 0.9mmol74
3.1mmol25

160°C, "Schmelze", 4h,
wird schwarz

DC: 74,25 und Zersetzungs-
produktevon 25, kein 26 od. 81

15 0.9mmol74
3.1mmol25

160°C, "Schmelze", 15min, ca.

10mg p-TosOH, wird schwarz
DC: 74,25 und Zersetzungs-
produktevon 25, kein 26 od. 81

16 0.9mmol74
3.1mmol25

180°C, "Schmelze", 30min,
wird schwarz

DC: 74 und Zersetzungspro-
duktevon 25, kein 26 oder 81
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17 0.83mmol74
0.8mmol25A

HV, RT bis 110°C, "Schmelze",
4h, wird schwarz

DC, ^-NMR: 74, Zersetz,

prod.von 25A, kein 26 oder 81
18 0.04M74

0.04M25B
H20, 80°C, 2h,pH 4.2 DC, XH-NMR: 74,25Bund 25,

kein 26 oder 81
19 0.04M 74

0.04M25B
0.04MNaHCO3,90°C,2h DC/H-NMR:74,25B, 18, kein

26 oder 81
20 Immol 18

lmmol Bn25
Schmelze,RT bis 120°C, 11h,
langsame Braunverfärbung

1H-NMR: 74 und Bn25, kein
Bn81

Tabelle 4: Experimentezur Möglichkeiteiner Kondensation der 6-Aminogruppe
von 5-Formylamino-6-aminouracil741 mit Ribose(-derivaten) und anschliessender

Reduktionzu 26

Da in den vorangehendenVersuchen keine Möglichkeitgefunden wurde,
die Ribosemit der 6-Aminogruppe von 5,6-Diaminouracil(-derivaten)zu kon¬

densieren, wurde in einer neuen Strategie von Xanthosin 83 ausgegangen.

Dort ist Ribose bereits mit dem gewünschten Stickstoff verbundenund nach

dem, in Abb. 54 dargestellten, hypothetischenMechanismus könnte daraus

6-Ribitylamino-5-aminouracil26 entstehen. Beispiele für Imidazolringöff-
nungen von Purinen und ihren Nukleosiden[73], sowie bei DNA [74] in basi¬
schem Milieu sind literaturbekannt.Im sauren, wird ja einfach der Zucker

abhydrolysiert.

15-Formylamino-6-aminouracil 74 war schlecht löslich. Bei Reaktionen in Lösung
wurde es deshalb suspendiert. Die in der Tabelle angegebene Konzentrationbezieht

sich dann auf den hypothetischenFall einer vollständigen Auflösung.
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Abbildung 54: HypothetischerMechanismus von Xanthosin 83 zu 6-Ribitylamino-5-
aminouracil26 in basischem Milieu

Auch für Xanthosin 83 Hess sich diese Imidazolringöffnungbeobachten.
Das entstandene 5-Formylamino-6-ribosylaminouracil84 reagierte aber ge¬
mäss Tabelle 5 in keinem Versuchzu 6-Ribitylamino-5-aminouracil 26 wei¬

ter, sondern hydrolysierte (vgl. Abb. 55) vermutlichüber das Imin 81 zu Ri¬
bose 25 und 5-Formyl-6-aminouracil74. Dieses schloss dann teilweise zum

Xanthin 22 oder verlor Ameisensäureund ging in 5,6-Diaminouracil18
über.
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Nr. Edukt Bedingungen Analytik/Produkte
1 0.1M83 pH 7.4,105°C, 6d HPLC:90% 83 2% 22 6% 74 und 18,

kein26
Diacetyl dazu, HPLC: kein 6,7 Di-
methyl-8-ribityllumazin

2 0.1M83 pH 7.4,105°C, 6d,
5fimolMnCl<>

HPLC: wie bei Versuch Nr.l

3 0.1M83 pH8,105°C,250h HPLC:72%83 3% 22 19% 74 und 18,
kein26

4 0.1M83 pH9,105°C,250h HPLC: 88%83 4% 22 8% 74 und 18,
kein 26

5 0.1M83 pH 10,105°C, 250h HPLC: 86%83 6% 22 6% 74 und 18,
kein26

6 0.05M83 2NNaOH,105°C,110h HPLC: 89%83 8% 22, kein 26
7 0.05M83 10NKOH 120°C 210h HPLC: 83 ,22 und unbek.Prod.,

kein26
8 0.05M83 IONKOH, gesättigt mit

Natriumformiat,
120°C,210h

HPLC: 83 ,22 und unbek.Prod.,
kein26
Diacetyl dazu, HPLC: kein 6,7 Di-
methyl-8-ribityllumazin 28

9 0.05M83 pH 10, gesättigt mit
Natriumformiat
110°C,250h

HPLC: 83,22,74 und 18, kein 26

10 0.05M83 pH 10, lmmol 18S
110°C,111h

HPLC: 83, 22,74 und 18, kein 26

11 0.05M83 pH 6, 4mmolRibose 25,
110°C, 200h

HPLC: 83,22,74 und 18, kein 26

12 0.05M83 pH 7, 4mmolRibose 25,
110°C, 200h

HPLC:83, 22,74 und 18, kein 26

13 0.05M83 pH 8, 4mmolRibose 25,
110°C,200h

HPLC:83,22,74 und 18, kein 26

14 0.05M83 pH 6, 4mmol Ribose 25,
O.Smmol 18S, 110°C,200h

HPLC:83,22,74 und 18, kein 26

15 0.05M83 pH 7, 4mmol Ribose 25,
O.Smmol 18S, 110°C, 200h

HPLC:83,22,74 und 18, kein 26

16 0.05M83 pH 8, 4mmol Ribose 25,
O.Smmol 18S, 110°C, 200h

HPLC:83, 22,74 und 18, kein 26

17 0.05M83 pH 6,4mmol Ribose 25,
30mmol Natriumformiat,
110°C,200h

HPLC:83,22,74 und 18, kein 26

18 0.05M83 pH 7, 4mmolRibose 25,
30mmol Natriumformiat,
110°C,200h

HPLC: 83,22,74 und 18, kein 26
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19 0.05M83 pH 8, 4mmolRibose 25,
30mmol Natriumformiat,
110°C,200h

HPLC: 83,22, 74 und 18, kein 26

20 0.1M83 NaOH 2N, RT, Mittel¬
druck-UV-Lampe,16h

HPLC: Viele Zersetzungsprodukte,
kein 26

21 0.1M83 pH 10, RT, Mitteldruck-
UV-Lampe. 16h

HPLC: Viele Zersetzungsprodukte,
kein 26

Tabelle 5: Versuche zur Hydrolyse von Xanthosin 83 auf der Suche nach 6-Ribityl-
amino-5-aminouracil26

Was zum Beispiel bei Versuch Nr. 5, Tabelle 5 - mit genauer Beschreibung
im experimentellenTeil, vgl. S. 187 - geschah, und vermutlich wie, ist in

Abb. 55 dargestellt.
O O

pH 10 H
NHN^N--\ 105°C HN^V\

X JL/^rX X/er^w N 21% er n N ix*" ix
H

O

HO

83 OH

Umsatz

OH

H
22 6%

^+H20
^- Ribose
^-H20

'N
H
74 6%

+H20
- Ribose

N
H
18 2%

NHo

NH2

<iH20
^ Ribose

fH20/-HCOOH
+H20

+/-H+
OO

Vy" -VNH
HNHN

jX^X^ X.XNHNONO N

f~ HH CH22681
—OHOH

OH —OH
OH

—OHOH
—OH

Abbildung 55: Möglicher Mechanismus zu den isolierten Produkten Xanthin 22, 5-

Formylamino-6-aminouracil 74 und 5,6-Diaminouracil 18 aus der basisch geführ¬
ten Hydrolysevon Xanthosin 83. Dieser verläuft über das interessierende Imin 81.
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7. FOLSAEURE

Folsäure 85 oder Vitamin Bc (vgl. Abb. 56) wurde 1943 zum ersten Mal iso¬
liert [75] und dessen Struktur 1948 bestimmt[76]. Ein Defizit an 85 verur¬

sacht beim Menschen und bei Tieren Anämien.Es ist ein Wachstumsfaktor
für eine Vielzahl von Mikroorganismen.

COOH

H2N
iYr«

o

N
H

COOH

85

Abbildung 56: Die Strukturvon Folsäure 85

Der Vorläufer 4-[6'-(2'-Ammo-4'-pteridinonyl)methyl]aminobenzoesäure 37
entsteht biosynthetisch [77] (vgl. Abb. 57) aus Guanosintriphosphat86, des¬
sen Imidazolringdurch das Enzym GTP Cyclohydrolasegeöffnet wird, um
so zum Pyrimidinon 87 zu gelangen. Diese formaleHydrolyse wird fortge¬
setzt durch Ameisensäure-Abspaltung von der 5-Aminogruppe. Nach Ama-
dori-Umlagerung an der Ribosylgruppezu 88 wird durch Ringschlussdas
Pteridinon 89 gebildet. Zwei der drei Seitenketten-Kohlenstoffewerdendurch
eine Retro-Aldol-Reaktion entfernt, zurück bleibt der Alkohol 90. Dieser wird
zur Aktivierungphosphoryliert, wobei die Phosphatgruppe wieder durch 4-

Aminobenzoesäure39 verdrängtwird, was schliesslich zum Dihydropteridi-
non 91 führt. Dieses wird durch Oxydation des heterozyklischen Teils zu 34
und darauf folgende Kondensation mit Glutaminsäure in Folsäure 85 über¬
führt.
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34 85

HN'
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Abbildung 57: Die Biosynthesevon Folsäure 85

Potentiell präbiotischeWege zur Folsäure wurden in unsererGruppe bereits
von Trinks [14] gesucht. Erstes Zielmolekül war die "Azafolsäure"1 38. Die

Hydrolyse davon würde 4-[6'-(2'-Amino-4'-pteridinonyl)methyl]aminobenzoe-
säure 34, hier auch als Folsäure1 bezeichnet geben. Selektive Hydrolyse an
der Position 4 von 2,4-Diaminopteridinen ist literaturbekannt [33], insbeson-

*Zur Nomenklatur:Unter Folsäure 34 wird hier auch die freie Säure ohne Glut¬

aminsäurerestverstanden. Die Azafolsäure 38 ist die korrespondierendeForm vor

jeglicherHydrolyse, das heisst Nitril- statt Säurefunktionund Amidinfunktion an¬

stelle der Amidfunktion im Pteridinteil.



91

dere auch von der, an der aromatischenNitrilgruppe bereits hydrolysierten
4-[6'-(2',4'-Diaminopteridinyl)methyl]aminobenzoesäure[34] und analog
substituiertenPteridinen [35]. Zu Vergleichszweckenwurde die Azafolsäure

38, also 4-[6'-(2,,4'-Diaminopteridinyl)methyl]aminobenzonitril38 von Trinks

[14] und Dünn [15] nach Vorschriften von Boyle und Pfleiderer [35], sowie

Baugh und Shaw [78] dargestellt (vgl. Abb. 58). Dazu kondensiertensie Te¬

traaminopyrimidin15 mit Dihydroxyacetonzum 2,4-Diamino-6-(hydroxyme-
thyDpteridin 92. Dieses setzten sie mit Brom zum 2,4-Diamino-6-(bromome-
thyDpteridin um, das mit 4-Aminobenzonitril 35 zur Azafolsäure 38 reagier¬
te.

NH2 NH3/NH4C1, Cystein- NH2
JL NH, OH HCl, 02, RT, 24h, I NN^V r dannHBr/EtOH,70% N^V V^1lX,HQ+ h° [14] [35] [78]

~ X^XJZH2N^N-^NH2 LOH H2N^N^N^ S2B
15C

OH
HBr

[14]
[35]
[78]

CN Dimethylacetamid,

Triphenylphosphin,
Br2, Dimaethylacet-
amid, RT, 2h, 50%

NH2 r y 90°C,24h,63% NH2

JL X J " H2N^>-CN J| | T^rrH2N^N^N^ gs V H2N^N^N^yr^ ^ö:
Abbildung 58: Darstellung der Azafolsäure38 zu Vergleichszwecken von Trinks

[14], nach [35] und [78]

Ein bedeutender Schritt zu einem potentiell präbiotischen Bildungswegfür
Azafolsäure 38 ist Trinks [14] im Nachweisder Bildungvon Tetraaminopyri¬
midin 15 aus Aminomalonsäuredinitril 2 und Guanidin 8 gelungen (vgl.
Abb. 38, S. 64).
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Baumannund Staubli [30] haben einen potentiell präbiotischen Zugang zum
4-Aminobenzonitril 35 durch Zyklisierendes Dinitrils 40 gefunden (vgl. Abb.
59).

s—CN CN
+ L H2N. ^.

H2Nv^ *~ % 550°Ct Molsieb5A >f ^]
0X "^ X " *X»
IL 40 35
^CH3 59%

Abbildung 59: Bildungsweg von 4-Aminobenzonitril 35 nach [30]

Trinks [14] zeigte auch, dass Tetraaminopyrimidin 15 mit dem a-Aminoni-
tril 93 zu den Pteridinen 94 - 96 reagiert (vgl. Abb. 60).

NH2
JL.NH2 HN CH CH3CN, 02-frci, Molsieb4Ä

N ^| V' 80°C, 5Tage,dann HV, 210°C

H2NAN^NH2 CN 1.4]

15 12eq93

NH2 NH2 NH2

nrY*- nrY*- xiT"H2N^N^N^-CH3 H.N^N^N^ H2N^N^N^NH2
94 95 96

Abbildung 60: Reaktion von Tetraaminopyrimidin 15 mit dem oc-Aminopropionsäu-
renitril 93nach [14]

Analog versuchte er die Bildung von Azafolsäure 38 aus Tetraaminopyrimi¬
din 15 und dem modifizierten Aminonitril 97 zu erreichen. Unter verschie¬

denen Bedingungen waren seine Untersuchungen erfolglos. Als einziges
Produkt fand er dabei 2,4-Diaminopteridin 98 in Ausbeutenzwischen 5 und

30% (vgl. Abb. 61).
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^2 ^N^CN ^ H,N^N^Nr CrN^V^2 H2N^CH2^NJVJ ,

ji i + Y S [14]

H2N^N^NH2 CN
n

^T

NH2

93

15 97

r fr
h2n^nAn^ "

a>

Abbildung 61: Versuch von Trinks [14] zur Bildung von Azafolsäure38 in Analogie
zu Ergebnissenaus anderen Versuchen (vgl. Abb. 60)

Das experimentelle Problemeinen potentiell präbiotischen Zugang für Aza¬
folsäure 38 zu finden, erhielt trotz intensiver Suche solange keine Lösung,
als am Postulat festgehalten wurde, das mittlere C3-Fragmentstamme von

einem a-Aminonitril. Als dieses Postulat fallengelassen worden war und
stattdessen ein Zucker, Glycerinaldehyd361 als Ursprung dieses Fragmen¬
tes angenommenwurde, stellte sich der Erfolg ein, wie die auf S. 95 und 96

beschriebenenVersuche von Dünn [15] zeigen werden.

Die neue Strategie, die unter dieserAnnahme verfolgt wurde, zeigt Abb. 62.

Die zuerst eintretende Verknüpfungvon Glycerinaldehyd36 mit 4-Amino-

1Müller [31] beobachtete das 3-Phosphatvon Glycerinaldehyd38 in einem H-NMR-

Experimentnach retro-Strecker-Reaktion am Isomerengemisch von Glycerinalde-
hydaminonitril-3-phosphat. Dieses a-Aminonitril stammte aus der Reaktion von

Glykolaldehydphosphatmit a-Cyanoglycin. Das 2-Phosphatvon-Glycerinaldehyd36
wird nachKittaka [79] und Pitsch [36] aus Glykolaldehydphosphatund Formalde¬

hyd gebildet. Die Hydrolyse dieserbeiden Phosphate von Glycerinaldehyd36 wurde
von ihnen nicht untersucht.



94

benzonitril 35 hat dabei mit einer Amadori-Umlagerung [80] einherzuge¬
hen, um nachher einen passenden Kondensationsbausteinfür die Reaktion

mit Tetraaminopyrimidin 15 zu liefern.

f
/v*OH +

—OH
36

CNH2N V I
35

H
CN.—N \ /

0=

HO—'
41

H2N

NH2

"^N^NH2
15

V
CN

NH

N-VN N

X.X H
<&

NNH2N
38

Abbildung 62: Strategie für einen potentiell präbiotischen Bildungsweg von Azafol¬

säure 38 als Grundlage der Experimente von Dünn [15]

Erwartungsgemäss ging diese Amadori-Umlagerungmit dem wenig basi¬

schen 4-Aminobenzonitril35 nicht leicht. In einemVorversuch mit Glucose
- deren Kettenlänge ein Zyklisieren erlaubt - bildete sich das vorgelagerte
Glucosylamin,das aber zu keiner nachfolgenden Amadori-Umlagerung zu
bringenwar. Mit D-Erythrosein siedendem Ethanol wurde aber bereits das

entsprechendeAmadori-Produkt in 17% Ausbeute isoliert. Auch mit DL-Gly-
cerinaldehyd 36 erreichteDünn [15] Kondensation mit nachfolgenderAma-
doriumlagerung zum l-(4-Cyanophenyl)-amino-3-hydroxy-2-propanon41 in

18% Ausbeute (vgl. Abb. 63). Die Isolierung davonund der Nebenprodukte
gelang ihm durch Adsorbieren des Reaktionsgemisches auf Kieselgel und
graduelles Eluieren mit Hexan über Dichloromethan zu Ethylacetat.
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l.leq 29, 3eq H20,
# /==\ 0.02eq AcoH,

a^OH +

36

V /H2N-<\ ,)-CN 1in0110°C, 45min
H

CNr—N V 7
0==

„TT
69% Umsatz Ai iscj,I—OH [15] H0_l 41 18%

35
L J

Smp. 115-116°C
+

H
ArN NAr

Ar =

CH3
CN

ArN
H

99 0.5%
+

C2oH18N403 + C^ILN^
100 5% 101 6%

Smp. 151-152°C Smp. 178-180°C

Abbildung 63: Reaktion von 4-Aminobenzonitril 35 mit DL-Glycerinaldehyd36 nach
[15]

Das Amadori-Produkt 41 versuchte Dünn [15] nun in verschiedenenExperi¬
menten mit Tetraaminopyrimidin 15 zu kondensieren. Solange er das Sulfat
von 15 davon einsetzteund in situ mit Triethylaminoder Natriumhydroxid
deprotonierte, isolierte er nur 2,4-Diaminopteridin 98, sowie 6- oder 7-Me-

thyl- oder entsprechendeHydroxymethyl-Derivate92 und 102. Aberin Expe¬
rimenten mit - nach Trinks [14] freigesetztem - Tetraaminopyrimidin15 und
41 in Acetonitril beobachteteer schliesslich die gesuchteAzafolsäure 38. In

einem Experiment, wo er Tetraaminopyrimidin 15 mit 2 Equivalenten l-(4-
Cyanophenyl)-amino-3-hydroxy-2-propanon41 in entgastem Acetonitril über

5 Tage bei 65°C hielt (vgl. Abb. 64), isolierte er Azafolsäure 38 in 22% Ausbeu¬

te (alle Ausbeutennach XH-NMR) in Gemischen mit 2,4-Diaminopteridin 98

(2%), 2,4-Diamino-6-(hydroxymethyl)pteridin 92 (4%) und 2,4-Diamino-7-(hy-
droxymethyDpteridin 102 (2%). Die Isolierung dieser Produktegeraischege¬
lang ihm durch Adsorbierendes Reaktionsgemischesauf Kieselgel und gra¬

duelles Eluierenmit Hexanüber Dichloromethan,Ethylacetat zu Methanol.

Mit der gleichen Methode isolierte er in einem zweiten, analogen Ansatz -

den er aber 20 Tage bei Raumtemperaturreagieren liess - reine Azafolsäure

38, deren UV- und 1H-NMR-Spektrumnach Abb. 65 - 68 identisch sind mit

denen von authentischem 38 aus der unabhängigenSynthese.
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NH2
NH,

X X + °"

H2N^N^NH2 HO—1

H
r—N—d y-CN 2eq41, MeCN,

^ "
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f
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NH2
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H9N

H,N
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NH2

xX,

xr NH2

xXH2N' 'N" "N^
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^ OH

^

NH2

N^N̂
X..X OH^
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H2N' "N7" "N'
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Abbildung 64: Reaktion von freiem Tetraaminopyrimidin 15 mit l-(4-Cyanophenyl)-
amino-3-hydroxy-2-propanon41 in Acetonitril bei 65°C über 5 Tage: Azafolsäure 38

in 22% Ausbeute

Bemerkenswertan diesem Schritt zur Bildung von Azafolsäure 38 ist, dass

dabei die isomereAzafolsäure mit der Substitution in Position 7 (analog wie
Alkohol 102) nicht beobachtetwurde. Das heisst, dass die Kondensationsre¬
aktion selektiv mit dem Angriff der 5-Aminogruppevon Tetraaminopyrimi¬
din 15 aufden C-2-Kohlenstoff von 41 beginnt und dann die 4- (oder äquiv. 6-)

Aminogruppe den Ring schliesst.

Wenn wir die Chemo-Synthese (vgl. S. 91) von Azafolsäure 38 mit dem

Dunn'schenBildungswegvergleichen, fällt auf, dass die Edukte beinahe

dieselben sind. Es sind dies Tetraaminopyrimidin15, 4-Aminobenzonitril 35,
im Falle der Chemo-SyntheseDihydroxyacetonund bei Dünn Glycerinalde¬
hyd 36. Die letzten beiden Triosen sind aber äquivalent, da sie miteinander
im Gleichgewichtstehen können. Der Unterschied zwischen den beiden Zu¬

gängen liegt einmal in der Reihenfolge der Verknüpfungdes C3-Bausteines
mit den beiden flankierenden Teilen. Dann kommt bei der Chemosynthese
vor der Einführung von 4-Aminobenzonitril 35 zur Aktivierung eine
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Bromierung vor, die keinesfallspotentiell präbiotisch sein kann. Das We¬

sentliche am Dunn'schen Bildungswegist schliesslich, dass die Einfüh¬

rung von 4-Aminobenzonitril35 rein thermisch, also potentiell präbiotisch
passiert.
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Abbildung 65: UV-Spektrum von Azafolsäure38 mit Glycerinaldehydals C3-Bau-
stein (analog wie in Abb. 64), aufgenommen in methanolischem NaOH0.01M
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Abbildung 66: UV-Spektrum von Azafolsäure38 aus unabhängiger Synthese mit

Dihydroxyaceton als C3-Baustein (vgl. S. 91), aufgenommenin methanolischem

NaOH 0.01M
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Abbildung 67: 300MHz-1H-NMR-Spektrumvon Azafolsäure38 mit Glycerinaldehyd
als C3-Baustein(analog wie in Abb. 64), aufgenommen in dg-DMSO
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Abbildung 68: SOOMHz^H-NMR-Spektrum von Azafolsäure38 aus unabhängiger

Synthese mit Dihydroxyaceton als C3-Baustein (vgl. S. 91), aufgenommenin d6-
DMSO
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Ausgehend von Azafolsäure 38 zeigte Peng [29] die Hydrolysein 0.5M Kali¬

lauge bei 100°C unter Stickstoff über 30h zur Folsäure34 in 66% Ausbeute
(vgl. Abb. 69). 34 konnte aus der Reaktionslösungdurch Ansäuern gefallt
werden.

CN
NH2

N'X'N ^N

x.x H

H2N N N \KOH0.5M,N2
38 lW\l00°C,30h rnn„

129166%\ O ^YC00HWX^"y^X^>
NaOH0.2M, N2/ 34
100°C, 1.5h Z3%
[29] [34a] /'Xt^ ^COOH

r rx
TT •K•r'^X'¦K\^^'¦K\^^H2N N N

Abbildung 69: Hydrolyse der Azafolsäure38 zur Folsäure 34 nach Peng [29] oben

und zum Vergleich die literaturbekannte [34a] Hydrolyse der 4-[6'-(2',4'-Diamino-
pteridinyl)methyl]aminobenzoesäurezur Folsäure 34unten

Zum Vergleich hydrolysiertesie auf die selbe Weise 4-[6'-(2',4'-Diaminopteri-
dinyl)methyl]aminobenzoesäure,was literaturbekannt [34a] zur Folsäure34
führt. Die UV-, 1H-NMR- und IR-Spektren der beiden Hydrolyseprodukte
sind identisch, wie die Gegenüberstellungin den Abb. 70 - 75 zeigt.
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Abbildung 70: UV-Spektrum von Folsäure34 aus der Hydrolyse von Azafolsäure 38,
aufgenommen in Natronlauge 0.1M

34

200 300 400

COOH
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Abbildung 71: UV-Spektrum von Folsäure34 aus der Hydrolyse von 4-[6'-(2,,4,-Di-
aminopteridinyl)methyl]aminobenzoesäure,aufgenommen in Natronlauge 0.1M
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Abbildung 72: 300MHz- H-NMR-Spektrumvon Folsäure 34 aus der Hydrolyse von
Azafolsäure 38, aufgenommen in dg-DMSO
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Abbildung 73:300MHz- H-NMR-Spektrumvon Folsäure34 aus der Hydrolysevon 4-

[6,-(2',4'-Diaminopteridinyl)methyl]aminobenzoesäure, aufgenommen in dg-DMSO
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Abbildung 74: IR-Spektrumvon Folsäure34 aus der Hydrolyse von Azafolsäure 38,
aufgenommen in KBr
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Abbildung 75: IR-Spektrumvon Folsäure 34 aus der Hydrolyse von 4-[6'-(2,,4,-Di-
aminopteridinyl)methyl]aminobenzoesäure,aufgenommen in KBr
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Nachdem in dieser Arbeit ein ähnlicher, elementarer Zugang zu 2,5,6-Tri-
amino-4-pyrimidinon 16 wie der Trink'sche Zugang zum Tetraaminopyri¬
midin 15 gefunden wurde, ist es naheliegenddiesen äquivalent zur Folsäure
34 hydrolysierten Baustein zusammen mit den ebenfalls elementaren Bau¬
steinen Glycerinaldehyd36 und 4-Aminobenzoesäure 39 mit der Dihydro-
Folsäure Hg-34 in Beziehung (vgl. Abb. 76) zu setzen, womit diese auch als
elementar beschriebenwird.

O

NH
HN

XJ
H2N N

V. 16

f
/vOH

mi2 \ Loh
36

i—OH

=0 + H2N V i"—OH
39

V^
o

Sr nHN

X > -

xio-34NHoN N

COOH

J
COOH

Abbildung 76: DihydrofolsäureH2-34, eine elementare Struktur aus elementaren

Bausteinen mittels elementaren Reaktionsschritten (grundsätzlich) synthetisier¬
bar

Eine experimentelle Untersuchungobiger Beziehung zwischen Ü2-34 und
seinen elementaren Bausteinen ist nicht durchgeführtworden. Dünn [15]
stellte aberbereits Vorversuchezur Kondensationvon 16 mit l-(4-Cyanophe-
nyl)-amino-3-hydroxy-2-propanon41 an. Diese verliefen leider erfolglos,wo¬
bei er allerdings 16 in situ aus seinem Sulfat freisetzte, eine Methode, die
bereits bei der Tetraaminopyrimidinkondensationnicht erfolgreich war (vgl.
S. 95). 16 kann aber wegen mangelnderLöslichkeit - insbesonderein Me¬
thanol - nicht wie Tetraaminopyrimidin 15 aus seinem Sulfat nach der
Trinks'schen Methode [14] freigesetzt werden.
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8. VersuchezurBildungdeschromophorsvonf42o
(methyldeazaisoalloxazolidin)

Ein zu Beginn dieser Arbeit formuliertes Ziel war ein potentiell präbioti-
scher Bildungswegzu 8-Hydroxy-10-D-ribityl-5-deazaisoalloxazin 30 (vgl.
Abb. 78), dem Chromophorteildes 1972 entdeckten[27] und 1978 strukturell
aufgeklärten [28] F420 31, einem Redox-Kofaktor methanogenerBakterien
(vgl. Abb. 77).

O

HN

X <6
er n N OH

CH

HC-OH

HC-OH

HC-OH O

CH9—O-P-O-CH-C-N-CH

***
COOH
I

31 CH2
tt CH2H |

l

CH2—C-N-CH
I II I

CH3 O CH2 O COOH
¦ |

I
o-

H I
COOH

Abbildung 77: Strukturvon F420 31, einem Redox-KofaktormethanogenerBakterien
([27] und [28])

Den hypothetischenMechanismus,der hinter unsererStrategie stand, zeigt
Abb. 78. Aus 6-Ribitylamino-5-aminouracil 26 sollte sich mit 4-Hydroxybenz-
aldehyd103 das Chromophorsystemvon F42o (8-Hydroxy-10-D-ribityl-5-deaza-
isoalloxazin 30) bilden. Analog sollte in Modellversuchen das schon von

Strupp [17] für solche in der Riboflavinreihe verwendete 6-Methylamino-5-
aminouracil33 ein Modell-Chromophorsystemvon F42o (8-Hydroxy-10-me-
thyl-5-deazaisoalloxazin32) ergeben.
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Abbildung 78: HypothetischerBildungsweg für 8-Hydroxy-10-methyl-5-deazaisoallo-
xazin 32 aus 6-Methylamino-5-aminouracil33 und 4-Hydroxybenzaldehyd 103 als

Modellreaktion, beziehungsweise dem schliesslich gesuchten 8-Hydroxy-10-D-ribi-
tyl-5-deazaisoalloxazin30 aus 6-Ribitylamino-5-aminouracil 26 und 4-Hydroxybenz¬
aldehyd 103

Experimentelluntersucht wurde ausschliesslichdie Modellreaktion, nach¬
dem 6-Methylamino-5-aminouracil33 nach einer Vorschrift von Wood [81]
synthetisiert worden war. In der Schmelze von freiem 33 in 4-Hydroxybenz¬
aldehyd 103 bei 135-140°C wurde nach 20h und Absublimieren von über¬

schüssigem 103 im HV gemäss ^I-NMR-Spektrumfast vollständige Umset¬
zung zum Imin 104 (R=CH3) beobachtet (vgl. Abb. 79). Auch gemäss EI-MS
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war unter Wasserverlustein Kondensationsproduktaus 33 und 103 entstan¬

den. IR- und UV-Spektren waren in Übereinstimmung mit der Struk¬
tur 104.

O o Schmelze O (T^T^

O^N^NH ^^OH O^N^NHH
H| Hl

CH3 104 R=CH3 CH3
33 103

A und/oder Base
O

^ OH

CH3
32

HN ^f^
O^N^N

Abbildung 79: Kondensationsprodukt 104 aus 6-Methylamino-5-aminouracil33 und
4-Hydroxybenzaldehyd 103. Die Weiterreaktion zu 8-Hydroxy-10-methyl-5-deazaiso-
alloxazin32 gemässAbb. 76 konnte nicht erzwungenwerden

Dieses Imin 104 (R=CH3) wurde nun verschiedenenBedingungenunterwor¬
fen, um die Folgereaktionennach Abb. 78 auszulösen. Pyrolyse bis 270°C
führte langsam zur Verkohlung. Auf dem DC waren jeweils Spuren fluo¬
reszierender Produkte - wie sie schon bei wenig Rest-Sauerstoff aus 33 ent¬

stehen- zu erkennen. Sie waren allerdingsDickschicht-chromatographisch
nicht in wägbarerMenge isolierbar und zeigten im UV nicht das für 32 er¬

wartete Spektrum mit einem Maximum um 420nm. In TBD (1,5,7-Triazabi-
cyclo[4.4.0]-5-undecen)über 2h auf 200°C gehalten, verfärbte sich das Imin

104 (R=CH3) dunkelbraun.Das UV-Spektrum einer Lösung davon zeigte kei¬
ne Absorption über 350nm. Auch in Cinchonidin über 4h bei 210°C ge¬
schmolzen entstandaus dem Imin 104 (R=CH3) nach DC und UV kein 32.

Da das Imin 104 (R=CH3) nicht in die gewünschten Richtung reagierte - die
Weiterreaktionhätte ja gemäss Abb. 78 mit einem 1,3-Enaminangriffbegin¬
nen sollen - wurde versucht das entsprechende Imin aus Tetraaminopyri-
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midin 15 und 4-Hydroxybenzaldehyd 103 zu bilden. Dessen 6- oder identische
4-Aminogruppeist weniger desaktiviert für einen solchen Enaminangriff.
Die Iminsyntnese gelang mit der Neutralisation einer äquimolaren,wässri-
gen Suspensionvon Tetraaminopyrimidinsulfat15S und 4-Hydroxybenzalde¬
hyd 103. Das Imin konnte abfiltriert werden und zeigte in den IR-, UV-, MS-,
^-NMR- und 13C-NMR-Spektrendie erwartetenEigenschaften. Die Pyroly¬
se bis 280°C führte wie oben langsam zur Verkohlung, das DC zeigte dabei
Spuren von fluoreszierenden Produkten, Sie waren Dickschicht-Chromato¬

graphischnicht in ausreichenderMenge für ein UV-Spektrum isolierbar.
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9. SchlussbemerkungenundAusblick

Potentiell präbiotische Bildungswege für die Naturstoff-relevanten Amino¬

pyrimidine, Aminopurine und Aminopteridine,sowie ihren partiell hydro¬
lysiertenFormen sind durch diese und andere Arbeiten in unserer Gruppe
und anderswo experimentell gezeigt worden. Bei den Hydrolysen bilden sich
interessanterweise bevorzugt die natürlichen Formen. Die Bildungswege,
die sich in dieser Arbeit entweder als schwierig (oder nicht beobachtet) oder
aber als einfach erwiesen haben, geben im Nachhineinneue Anregungen
zu bereits gemachten Experimenten. Wie bereits in Kapitel 7 besprochen,
könnte die Bildungvon Folsäure 34 nach Dünnund Peng ([15] [29]) statt über

Tetraaminopyrimidin 15 und 4-Aminobenzonitril 35 zur Azaform38 und fi¬

nale Hydrolyse auch über das, in dieser Arbeit als analog zugänglich er¬

kannte 2,5,6-Triamino-4-pyrimidinon 16 und 4-Aminobenzonitril 35 oder be¬
reits 4-Aminobenzoesäure 39 direkt zur Folsäure34 versucht werden (vgl.
Abb. 80).

Dünn [15] untersuchtebereits erfolglos die Reaktion zwischen l-(4-Cyano-
phenylamino)-3-hydroxy-2-propanon41 und 2,5,6-Triamino-4-pyrimidinon-
sulfat-hydrat 16S. Allerdings hatte er Tetraaminopyrimidinsulfat15S auch
zuerst in die freie Base 15 überzuführen,bevor die analogeReaktion Erfolg
zeigte. Aus 16S kann allerdings 16 wegen mangelnder Löslichkeit - insbe¬
sonderein Methanol- nicht wie Tetraaminopyrimidin 15 aus 15S nach der
Trinks'schen Methode [14] freigesetzt werden.
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Abbildung 80: Zu versuchende, direktere Bildung von Folsäure 34 aus dem, aus

azyklischen Vorläufern zugänglichen 2,5,6-Triamino-4-pyrimidinon 16 und 4-Ami¬

nobenzonitril35 oderbereits 4-Aminobenzoesäure39

Bei den Purinen und Pyrimidinen ist das zentrale, noch verbleibende Prob¬
lem die Verknüpfung mit Zuckern, insbesondere Ribose zu Nukleosiden
einerseits und zu 6-Ribitylamino-5-aminouracil 26 andererseits.Beim letzte¬
ren kommt noch die Erfordernis einer gleichzeitigen, rahmengerechtenRe¬
duktion dazu. Aber auch die formal einfacher verlaufende, rahmengerechte
Nukleosidierung der Purine und Pyrimidine bietet Probleme und entspre¬
chend wenigist über sie publiziert worden. Die Bildung der verbreiteten,na¬
türlichen Purinnukleosideß-Adenosinund ß-Guanosin in geringer Ausbeu-
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te wurde von Füller, Sanchez und Orgel [82] aus erhitzten, trockenenGemi¬
schen der freien Basenund Ribose25 in Gegenwartvon Mg2* und anorgani¬
schen Polyphosphaten berichtet. In eigenenVersuchenausgehendvon Ade¬
nin 42, Guanin 20 und Isoguanin21 mit Allose, gab die analoge Reaktion
keine entsprechenden ß-Nukleoside in detektierbarer Ausbeute. Untersucht
wurden die Reaktionen mit einer empfindlichen HPLC-Methode und au¬

thentischenProdukten, die zu anderen Zwecken von Fischer, Helg und

Giger [83] in unserem Laboratorium hergestellt worden waren.

Für die natürlich vorkommendenPyrimidinnukleosidewurde von Sanchez
und Orgel [84] ein interessanter Zugang gefunden aus B-Ribose, Cyanamid
und Cyano-Acetylen.Dabei kondensiertRibose 25 zuerst mit der Amino¬

gruppe von Cyanamid7 und erst nachher wird der Pyrimidinringmit Cya-
noacetylen vervollständigt. Dieses Vorgehen könnte vielleicht auch bei den
Purinen noch deutlichere Erfolge bringen, sind doch die bisherigen Versu¬
che im wesentlicheneinfach chemomimetisch: Bei der konvergenten Che-

mosynthesevon Polynukleotidsträngenwerden partiell geschützte Zucker¬
und Basenbausteine kondensiert, die Nukleoside selektiv entschützt, zu

Phosphoramiditen phosphoryliert und diese in Syntheseautomatenzu den

gewünschtenSträngen verknüpft. Bei diesem Ablauf können Bausteine ein¬
zeln variert werden und dabei mit dieser allgemeinen Methode trotzdem

schnell, weil halbautomatisch zu Polynukleotidsträngenkombiniert wer¬

den. Die Bildung von permutativ differenziertenPolynukleotidsträngenmit
allen möglichen Zucker- und Baseneinheiten kann aber nicht zum Vorteil
von entstehenden Lebensformen mit dem Bedarf nach einem zuverlässigen
Informationsspeicher gewesensein. Die Lösung für die Frage, wieso die Na¬
tur Ribose 25, resp. 2-Deoxyribose, sowie hauptsächlichdie vier (oder fünf)
Basengewählt hat, liegt vielleicht im Vorteil einer kooperativenEntstehung
der Bausteine und Stränge oder sogar der Doppelstränge.Ob solche Wech¬

selwirkungen die gewählten Strukturen beeinflussen, ist Gegenstand
weiterer Arbeitenin unsererGruppe.

In einfacheren Experimentenwurde im Rahmen dieser Arbeit die mögliche
Bildung von ß-Xanthosin83 aus 5,6-Diaminouracil(-sulfat)18(S), Ribose25
und Formamid 5 zu untersucht. Robins und Mitarbeiter [19] erhielten aus
18S in Formamidnach 25min bei über 160°C Xanthin 22 in 76% Ausbeute.
Würde also Diaminouracil 18 zuerst mit Ribose 25 kondensieren und erst
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dann zyklisieren, erhielte man Xanthosin 83 , wobei sich natürlich noch
mehrere andere Isomere bilden könnten nebenß-Xanthosin83 (vgl. Abb. 81).
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Abbildung 81: Mögliche Alternative zur direkten Nukleosidierungvon Xanthin 22

Die Versuche, die nachfolgend mit HPLC analysiert wurden, ergaben bei
70°C über 3h eine langsameZersetzungvon Ribose 25, ohne dass ß-Xantho-
sin 83 oder in einer erwarteten Nebenreaktion Xanthin 22 gebildet wurde.
Bei 160°C erfolgte zwardie literaturbekannte [19] Xanthinbildung,aberRibo¬
se 25 zersetzte sich und kein ß-Xanthosin83 wurde festgestellt. Nukleosidie-

rungsversuche dieser Art über die Basenvorstufensind aber gewiss eine in¬

teressante Alternative,die es lohnen, weiterverfolgtzu werden. Diese Vor¬

stufen haben eine andere Selektivität als die Basen selbst und könnten mit
ihren immanenten Reaktivitätseigenschaften den Bildungsweg ganz anders
und vielleicht selektiver steuern.

Um die Wahl der Natur für ihr faszinierendes,informationstragendesSys¬
tem - der natürlichen DNA und RNA - ein wenig zu verstehenhat der syn¬
thetische Chemiker die Möglichkeit verwandte Alternativen zu synthetisie¬
ren und ihre Eigenschaftenzu studieren und mit der natürlichen zu ver¬

gleichen. In unserer Gruppe wurden umfangreiche experimentelle Studien
([85] und darin enthaltene Referenzen) dazu angefertigt, wobei vor allem der
ZuckerbausteinRibose 25 durch eine Reihe verschiedenerHexosen substi-
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tuiert wurde und innerhalbdieser Reihe auch Diaminopurin 19, Isoguanin
21 und Xanthin 22 als Basen eingesetztwurden. Diese Studienbetreffenvor
allem die Geometrie des Einzel-und eventuellen Doppelstrangs.

Eine andere Frage bearbeitete Alanine [86] in unserer Gruppe. Die zwei

Wasserstoffbrückender A-T- (respektiveA-U-) Paarung und die drei der G-

C-Paarung stehen mit der Watson-Crick'schen[87] Postulierungder Nuk¬

leinsäurestruktur im Zentrum des Geschehens um die Strukturkonstitution
und die Dublikation- das heisst Informationsweitergabe- von Nukleinsäu¬
ren. Alanine versuchte selbstkomplementäreBasensystememit erweiterten

Wasserstoffbindungsmusternzu synthetisieren,im Laborjargontreffend als

Superbasen bezeichnet.

Die erste Generationdavonhatte einen Pteridinkern, der einfach aus Tetra¬

aminopyrimidin 15 und Methylpyruvat 108 zugänglich war (vgl. Abb. 82).
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Abbildung 82: 2,4-Diamino-6-methyl-7-pteridinon109: Eine "Pteridin-Superbase"
aus den Untersuchungenvon Alanine [86]

Während ihm die Synthese von 2,4-Diamino-6-methyl-7-pteridinon 109 nach
einer literaturbekannten[88] Vorschrift problemlos gelang, vereitelte ihm
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die eigentlicherwartete Schwerlöslicheit - bei so vielen Möglichkeitenvon
Wasserstoßbrücken-Interaktionen- die Nukleosidierungdavon.

So wurde eine zweite Generationvon "Purin-Superbasen"in Angriff genom¬
men. Diesmal wurde bereits von Nukleosiden, genauer von geschützten
2',3'-Dideoxy-ß-D-glucopyranosylpurinen 110 ausgegangen, die bereits aus

anderen Untersuchungen [89] in unserem Laboratoriumzur Verfügung
standen (vgl. Abb. 83). Es galt nun, in diesem entsprechend derivatisierte
Purin-Nukleosid 110 mit passenden Reagentien die Ureido- oder Guanidino-

gruppe einzuführen. Dies gelang Alanine [86], allerdings nur mit solchen

Gruppen, die bereits selber teilweise substituiertwaren. Der Aufbau einer

Polynukleotidkette mit den unsubstituierten Basen 111-114, wie sie in Abb.
83 gezeigt sind und ihr Paarungsverhalten bleibt aber eine faszinierende
Frage, die noch zu untersuchen sein wird.
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EXPERIMENTELLERTEIL

AllgemeineBemerkungen

Für die Bestimmung von analytischen Daten möchte ich an dieser Stelle
danken:
Den FrauenB. Brandenbergund V. Eggli, sowie Herrn Dr. B. Jaun für die

Messung von 1H-NMR- und 13C-NMR-Spektren.
Den HerrenR. Häfliger und Dr. W. Amrein für die Messungvon Massen¬

spektren.
Den HerrenR. Dohner und D. Manser für die IR-Spektren, sowie letzterem
für die Elementaranalysen.

Weiter möchteich den Frauen Hürlimann, Jucker, Szabolcsi und Skiebe am
Materialschalter für die erfreuliche Zusammenarbeitdanken.

Ausbeuten

Wenn nicht speziell vermerkt ohne Lösungsmittelkorrektur.

Düimschichtchromatographie
auf Glasplatten belegt mit 0,25mmKieselgel 60 F254, fluoreszierendbei
254nm,von Merck oder Marchery& Nagel.

UV-absorbierendeSubstanzen wurden durch Extinktion der Fluoreszenzbei
254nmbeobachtet.

Als Tauchlösungen eingesetzt wurden:

Anisaldehyd: 10ml Anisaldehyd in 180ml Ethanol, 2ml Essigsäuresowie
10ml konzentrierte Schwefelsäureund dann Entwicklung in der Hitze.

Ninhydrin:2%-ige Lösungvon Ninhydrin in n-Butanol-Essigsäure19:1 und
dann Entwicklung in der Hitze.

Handschuhkasten-Techiuk(Glovebox)

Glove-boxModell DLX 001-S-P / Dry-Train HE-493; Vakuum Atmospheres
Corporation, Hawthorne, California USA mit Sauerstoffanalysatorder
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Firma Teledyne Analytical Instruments. Sauerstoffgehalt 2-10ppm. Lö¬

sungsmittelwurden entweder durch Anlegen von HV bis zur Druckkon¬
stanz oder - bei kleineren Mengen - durch Ausfrieren entgast. Die Methoden
sind in extenso beschrieben in [90].

IR-Spektren

Perkin-Elmer Gitterspektrograph PE 983, Bandenlagenv in cm-1, die relati¬
ven Intensitäten sind charakterisiertdurch die Symbole: vs = sehr stark, s =

stark, m = mittel, w = schwach,sh = Schulter,br = breit.

Hochdruckflüssigcliromatograpliie HPLC

Die HPL-Chromatographiewurde mit einer LKB-Bromma2249-Gradienten-

pumpe, einem Kratos Spectroflow 757-Detektor, einem Tarkan W+W Recor¬
der 600-Schreiber und einem Hewlett-PackardHP 3390A-Integratordurch¬
geführt.

Die verwendeten Trennsystemesind bei den entsprechenden Experimenten
vermerkt.

Sämtliche Laufmittel wurden vor Gebrauch mindestens 5min am Haus¬
vakuum entgast und mit Ar gespült. Vor dem Einspritzen wurden die Lö¬

sungen durch Linsoft und danach durch einen Mikrofilter 0.45um (Nal-
gene® Spritzenfiltermit Teflonmembran,Skan AG) filtriert und für die

analytische Chromatographiein maximal llOul und für die präparative
Chromatographie in maximal 1.1ml Lösung injiziert.

Lyophilisate»?

Wässrige Lösungen wurden mit flüssigem Stickstoff gefroren und am Lyo-
philisator Alpha 1-5 (Christ) bei 0.1 - 0.2mbar gefriergetrocknet.

NMR-Spektren

1H-NMR: BrukerWM 400 (400MHz), BrukerWM 300 (300MHz), Varian XL

300 (300MHz) oderVarian Gemini 200 (200MHz), chemische Verschiebung 8
in ppm bezüglich TMS als internen Standard, Kopplungskonstanten J in

Hz, Multiplizitäten: s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, q = Quartett, m =

Multiplett, br = breit, für 1H-NMR-Messungenin D2O wurden die Proben
ein- bis zweimal in D2O gelöst und lyophilisiert.
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*3C-NMR:BrukerWM 400 (100MHz), Varian XL 300 (75MHz) oder Varian

Gemini 200 (50MHz), chemische Verschiebungen d in ppm bezüglich TMS
als internen Standard. Multiplizitätenaus DEPT-Spektrenermittelt.

Massenspektren

Ei-Spektren:Hitachi RMU-6D(Ionisationsenergie70eV) und Tribid (70eV),
Angaben in m/z, in Klammern Intensitäten in % des Basispeaks.

FAB-Spektren:VG ZAB2 SEQ (pos. und neg.), Signale des Matrixlösungs¬
mittels, dessen Oligomeren und Na+-Adduktesind nicht erwähnt (NOBA =

m-Nitrobenzylalkohol (153), Glycerin (92)).

pH-Messungen

Orion SA 520, mit Eichpuffer geeicht.

Säulenchromatographie

Unter Verwendungvon Kieselgel 60, Komgrösse 40 - 63|xm (Fluka) nach
dem Flash-Verfahren[54]. Höhe (h) und Durchmesser(0) der Säule sind in

Klammern in cm angegeben,

Schmelzpunkte

Sofern nicht anders angebenin einer offenen Kapillare in einer Apparatur
nach Dr. Tottoli bestimmt.Die Werte sind nicht korrigiert.

UltrafiltriertesWasser

EntionisiertesWasser wurde mit einer Barnstead Nanopure-Apparaturult¬
rafiltriert.

mtraviolettVisible-Spektren
Kontron Uvikon 860, angegeben sind das Lösungsmittel, relative Absorp-
tionsmaximain nm und in Klammern der dazugehörende, berechnete Lo¬

garithmus des Absorptionskoeffizientenin M'^cm"!.

FiltrierenüberGlasfritten

Porositätvon Dl bis D4; grob bis sehr fein
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LösungsmittelundReagentienmitverwendetenAbkürzungen

Acetaldehyd
Acetanhydrid
Acetonitril MeCN
Acetonitril für HPLC
Aktivkohle
Ameisensäure
4-Aminobenzonitril
4-Aminoimidazol-5-carbonsäureamid• HCl

Aminomalonsäuredinitril-tosylat
Ammoniak-Gas

Ammoniak in wässr. Lösung 25%
Anisaldehyd
n-Butanoln-BuOH
Celite

Chloressigsäure
Chloroform
Chloroform-d

Cyanoessigsäureethylester
4,6-Diamino-2-mercaptopyrimidin
2,6-Diaminopurinhemisulfatmit ca. 1.5 eq. H2O
Diaminouracilhemisulfat

DiethyletherDEE
Dimethylsulfoxid DMSO
Dimethylsulfoxid-d6 d6-DMSO
Essigsäure
EthanolEtOH
EthylacetatEtOAc
Formalin 36.5%

DL-Glycerinaldehyd
Guanidincarbonat
Guanin
Harnstoff
Hexan

Isoguaninhemisulfat-hydrat

Fluka puriss. p.a.
Fluka puriss. p.a.
Fluka puriss. p.a.
Riedel-de-Haen
Fluka puriss. p.a.
Fluka puriss. p.a.
Fluka purum
Fluka purum
Fluka pract.
Multigas, Biel,
anhydre, 99,9%
Fluka puriss. p.a.
Fluka purum
Fluka purum
Schneider Winterthur
Fluka puriss. p.a.
Fluka puriss. p.a.
Fluka puriss. >99.8%D
Fluka purum
Aldrich 99%

Sigma
Fluka pract.
Fluka puriss. p.a.
Fluka puriss. p.a.
Fluka puriss. >99.5%D
Fluka puriss. p.a.

techn. dest. über NaOEt
techn. dest. über K2CO3
Fluka puriss. p.a.
Fluka purum crist.
Fluka purum
Fluka puriss.
Fluka puriss. p.a.
techn. dest. über NaH
Sigma ca. 80%
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Kaliumcarbonat

Kaliumdihydrogenphosphat
di-Kaliumhydrogenphosphat
Kieselgel 60 für Säulenchromatographie
Magnesiumsulfat
Methanol MeOH
Methanol für HPLC MeOH

MethylacetatMeOAc
Natriumcarbonat
NatriumethylatNaOEt
NatriummethylatNaOMe
Natriumsulfat

Natriumborhydrid
Natriumdithionit

Natriumhydroxid für Lösungen
Natriumhydrogenphosphatdihydrat
Natriumnitrit

Ninhydrin Nin

Pentan
Perfluorbuttersäure PFBA
D-Ribose
Salzsäure
Schwefelsäure konz.
D,L-Serin
Stickstoff,flüssig N2Q)
Tetramethylharnstoff
Tetraaminopyrimidinsulfat
p-Toluolsulfonsäurehydrat p-TosOH
2,5,6-Triamino-4-pyrimidinonsulfathydrat
l,5,7-Triazabicyclo(4.4.0)dec-5-enTBD
Wasser-d2

Xanthin
Xanthosin

Fluka purum
Merck, pro analysi
Merck, pro analysi
Fluka
Fluka purum
Fluka puriss. p.a.
Riedel de Haön
Fluka puriss. p.a.
Merck p.a.
Fluka pract.
Fluka pract.
Merck p.a.
Fluka purum p.a.

Fluka Microselect

SiegfriedPh. Helv.
Fluka purum p.a. cryst.
Fluka puriss. p.a.
Fluka purum p.a. cryst.
techn. dest. über NaH
Fluka puriss.
Fluka >99%
Fluka puriss. p.a.
Fluka puriss. p.a.
Fluka puriss.
Carbagas
Fluka purum
Fluka pract.
Fluka puriss.
Fluka pract.
Fluka purum
Dr.Glaser AG, Basel,
>99.95% D

Fluka puriss.
Sigma krist.
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Nicht kommerziellerhältliche ReagenticnundEdukte

Aminomalonsäurenitrilamid52 wurde ausgehend von Malonsäurenitril-

ethylester durch Nitrosierungmit Natriumnitritin verdünnter Essigsäure
[55], Reduktion des Oxims mit Natriumdithionit[56] und schliesslich direk¬
ter Ammonolysein wässrigem, konzentriertemAmmoniakhergestelllt. Es
wurde aus Methanol kristallisiert. Gegen Ende der Arbeit war es von der
Firma Merck kommerziell erhältlich.

Guanidin wurde aus dem Carbonat in flüssigem Ammoniakmit Kalium-
amid freigesetzt, das Kaliumcarbonat konnte abfiltriertwerden [91]. Es wur¬

de trocken im Handschuhkastenaufbewahrt.

4,5,6-Triamino-2-pyrimidinonsulfat 17S wurde ausgehendvom 4,6-Diamino-
2-mercaptopyrimidin durch Reaktion mit Chloressigsäure, hydrolytische
Abspaltung von Mercaptoessigsäure,Nitrosierungmit Natriumnitritund
schliesslich Reduktion mit Natriumdithionit hergestellt. Es wurde aus

H2S042N kristallisiert [22].

4-Aminoimidazol-5-carbonsäureamid 24 wurde aus dem Hydrochlorid24C
durch Chromatographieren über IonentauscherDowex 1x8 (OH"-Form) ge¬
wonnen und aus Ethanol/Toluol kristallisiert[63].

4-Aminoimidazol-5-carbonsäurenitril23 wurde aus dem Hydrochlorid23C
durch Chromatographieren über IonentauscherDowex 1x8 (OH'-Form) ge¬
wonnen und aus Ethanol/Toluol kristallisiert [63]. Das Hydrochlorid23C
wurde durch Dehydratisieren [92] von 4-Aminoimidazol-5-carbonsäure-
amid-hydrochlorid24C in PhosphoroxychloridPOCI3 gewonnen.
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1. BLAUSAEURETRIMER:AMmOMALONSAEUREDINTTRIL

1.1. Ammomalonsäuredinitril

NC NC

^>—NH? Tos O" *¦ y—NH2
NC NC

2T 2

In einem vorgetrockneten11-Dreihalskolben mit Magnetrührer, Gaseinlei¬

tungsrohr und -auslass mit Blasenzählerwurden 15g Aminomalonsäuredi-

nitril-tosylat 2T1 (60mmol) in einemGemisch aus 400ml Diethylether und
200ml Methylenchloridsuspendiert. Die Suspension wurde unter Stickstoff¬
strom in einem Kochsalz/Eis-Badauf -10°C Innentemperatur gekühlt. Nun
wurde vorsichtig bei starkem Rühren Ammoniakdirekt in die Lösung ge¬

blasen, bis ein feuchtes pH-Papier am Blasenzählerdeutlich basisch anzeig¬
te. Während lh wurde die Lösung mit einem Stickstoffstrombelüftet2. Man
entfernte das Kühlbad und filtrierte die Suspension scharf über eine D3-

Glasfritte. Das zurückgehaltenene Ammoniumtosylat wurde mit Diethyl¬
ether gewaschenund das Filtrat am Rotationsverdampferbei 0°C zur Trock¬

ne eingeengt. Der gelbliche Festkörperwurde in wenig vorgekühltem Me-

thylacetat aufgenommenund in einen tarierten 50ml-Kolben über Papier
filtriert. Wiederwurde im Eisbad zur Trockne eingeengt und lh am Hochva¬
kuum bei 0°C im Eisbad nachgetrocknet. Man erhielt bei dieser Temperatur
3.95g Aminomalonsäuredinitril2 (49mmol, 82%) als einen leicht gelblichen
Festkörper, der gemäss 1H-NMR-Spektrum noch 5 Gewichtsprozente

xAus dem käuflichen, braunen Aminomalonsäuredinitril-Tosylat(Fluka pract.)
gewonnen durch Auflösen in Methanol, Entfärben mit Aktivkohleund Kristallisie¬

ren zwischen Raum- und Tieftemperatur (-20°C, Tiefkühler) aus Methanol/Di-

ethylether in Form von weissen Plättchen.

2Die Ammoniakkontrollemit dem pH-Papier am Blasenzählerverlief immer noch

schwach positiv.
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Methylacetat enthielt. Bei -25°C aufbewahrt,blieb er über mindestens eine

Woche unverändert1.

Analytische Daten von Aminomalonsäuredinitril2:

DC Rf0.60, Kieselgel(95% Ethylacetat,2,5% Hexan, 2.5% Essig¬
säure), DetektionNinhydrin:zitronengelb

!H-NMR 200 MHz,de-DMSO
2.00 (s, 0.18H, Ms&ylacetat),2.50 (m, ds-DMSO),3.26 (d,
J=9.1Hz,2HJ&N-Cß)),3.33 (s> ca. 0.2 H, H2Ü), 3.57 (s, 0.18H,
Methylaceiai),5.46 (t, J=9.1Hz,1H, H-C(2))

13C-NMR 50 MHz, d^-DMSO
34.0 (CI2)), 39.1 (hept,d6-DMSO), 115.4 (CID)

!3C-NMR 50 MHz,D20
36.7 (s, CI2)), 117.2 (s, C£Ü)

cNC

>—NH2
NC

2

\ n2o

McOAil d<-DMSO
, -. DAc

l*A J \ „
¦

,
1 j V L_u ™^»

1
9 ppm

1
8

1
7

1
6

1
5
llll
4 3 2 1

1
0

200MHz-1H-NMR-Spektrumvon Aminomalonsäuredinitril2 in de-DMSO

JBei 4°C wird er innert Tagen braun, bei Raumtemperatur schmilzt er zu einem

gelben Oel, das sich innert Stunden zu einem braunen, amorphen Festkörper
zersetzt.
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1.2. rac-Aminomalonsäurenitrilamid

NC CH20 H2N(? H2NC>?
y NH2 ^ y NH2 + HOCH2 -^—NH2

NC NC NC
2 52 53

In 150ml 0,2M Natrium-Phosphatpuffermit pH 8.0 wurden bei RT (23°C) un¬
ter ständigem Rühren zuerst 495mg Formalin (36.5% Formaldehyd,6.0
mmol) gelöst, dann 250mg Aminomalononitril2 (98% nach iH-NMR-Spek-
trum, 3.0mmol).Nach 10min wurden 230mg Natriumborhydrid (6.1mmol,4
Äquivalente) zugerührt, wobei die gelbliche Lösungdeutlich Gas entwickelte
und nach 30min dunkler gewordenwar. Die Lösung wurde mit 3ml HCl 2N

aufpH 8 gebracht, mit N2 (1) gefroren und dann lyophilisiert (ca. 16h). Das

gelbliche, feine Pulver wurde trocken mit 5g Kieselgel vermischt, in ca.

200ml Pentan aufgeschlämmtund am Rotationsverdampfermit Staubfilter
zur Trockne einrotiert. Das feingeriebene Gemisch wurde auf einer eiswas¬

sergekühltenSäule (2*50cm) über 15g Kieselgel mit folgendem Gradienten

flash-chromatographiert: Ethylacetat/Ethanol 120:0, 108:12, 96:24 etc. (in
ml). Die Produktfraktionen(ca. 300-750ml)wurden am Rotationsverdampfer
bei 15°C eingetrocknet. Die Rückstände wurden zweimal in Acetonitril auf¬

genommen und wieder eingedampft. Der bräunliche, harzartige Rückstand
trocknete man bei RT am HV während 24h, was 230mg Produktgemisch er¬

gab. Im iH-NMR-Spektrumsah man neben Wasser und rac.-Aminomalon-
säurenitrilamid 52 (42% Ausbeutebezüglich Aminomalonsäuredinitril2),
rac.-Amino(hydroxymethyl)malonsäurenitrilamid53 (20% Ausbeute). Das

Produktgemisch wurde in heissem Methanol gelöst (6-7ml) und filtriert, wo¬
raus das rac.-Aminomalonsäurenitrilamid52 bei RT in gelblichen Nadeln
auskristallisierte. Nach Abfiltrieren und Trocknen (HV/16h/RT) erhielt
man 85mg 52 (27% bezogen auf Aminomalonsäuredinitril2).

Analytische Daten von rac.-Aminomalonsäurenitrilamid52:

C3H5N3O 99.10

Smp. 119-120°C
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MS

DC

Pos. FAB-MS,Glycerin:100 (M+l)

Rf 0.20, Kieselgel(95%Ethylacetat,2,5% Hexan, 2,5% Essig
säure), DetektionNinhydrin:dunkelgelb

1H-NMR 200 MHz,de-DMSO
2.50 (m, ds-DMSO),2.71 (d breit, J= ca. 8Hz, 2H, fi2-N-C(2)), 3.25
(d, J=5Hz, 0.07H, CHaOH), 3.33 (s, I&O), 4.08 (m, ca. 0.02H,

CHaOH), 4.42 (t breit, J= ca. 8Hz, 1H, H-C(2)), 7.58 (s breit, 2H,
C(3)ONH2)

!3C-NMR 50 MHz,de-DMSO
39.1 (hept, de-DMSO),47.4 (d, ßßl), 120.3 (s, CH)N), 168.4 (s,
CI3JONH2)

IR KBr

3393 s, 3368 s, 3313 s, 3216b, 2899 s, 2244 s, 1665 b, 1607 m, 1416b,
1370w, 1344w, 1279 s, 1187 w,1171 m, 1120m, 1109m, 989 s,

896 b, 840 w, 811 w,758 w, 699 m, 655 b, 605 m, 540 m, 490 m,
441w

„d5-DMSO

N*. II
c .C-

NH2X
H NH2

52 n,o

XX VV. JL.II -

| | | | I I I T | 1 I 1 I 1 > I I I | I I I I | I I I 1 1 I ' I ¦ I ' ¦ ' ¦ | ' ' ' ' I I I ' ' |
l i i i i I i i i i | i i i i | n i i | i i r i ] i i r i | i i i i j i

o PPH

200MHz-1H-NMR-Spektrumvon Aminomalonsäurenitrilamid52 in de-DMSO
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1.3. rac.-Ammo(hydVoxymethyl)maloi)säurenitrilamid
Anmio(hydroxymethyl)malonsäurediamid

NC Ch20 »^ ^\—nh2 ^ HOCH2 ~y—NH2 + HOCH2 -f-
xrr- __/ /

•NH2

2 53 54

NC NC H2NCO

In 1.51 0,2M Natrium-Phosphatpuffermit pH 8.0 wurden bei RT (23°C) unter

ständigem Rühren zuerst 2.71g Formalin (36.5% Formaldehyd, 33mmol) ge¬

löst, dann 2.43g Aminomalonsäuredinitril2 (99% nach iH-NMR-Spektrum,
30mmol). Nach 90min war gemässDC (Kieselgel; 95% Ethylacetat, 2,5% He¬

xan, 2.5% Essigsäure; DetektionNinhydrin) nur noch wenig Aminomalon¬
säuredinitril 2 zu sehen (Rf 0.6, hellgelb),dafür zwei neue Produkte (Rf 0.19,

dunkelgelbund Rf 0.05, rot). Die gelbe Lösungwurde am Rotationsverdamp¬
fer bei RT auf ca. 600ml eingeengt, das ausgefallene Natriumphosphatwur¬
de über Papier abfiltriert und gewaschen. Die verbleibende Lösung wurde
mit ca. 150g Quarzsandbis zur Zähflüssigkeit weiter eingeengt. Die Masse

wurdemit 400ml Ethanol3h bei RT gerührt,über eine Glasfritte (D4) filtriert

und mit Ethanol gewaschen. Die gelbe Lösung wurde auf ca. 200ml einge¬
engt , 50g Kieselgel zugegeben und hinter Staubfilterzur Trockne eingeengt.
Das gelbe Pulver schlämmte man noch einmal in 200ml Pentan auf und
trocknete es zu einem gelben, feinen und rieselfähigenPulver. Dieses wurde

über 100g Kieselgel in einer eiswassergekühlten(2.5*60cm) Säule mit fol¬

gendem Gradienten flash-chromatographiert: Hexan/Ethylacetat/Ethanol
(in ml): 20:180:0, 10:190:0, 0:200:0, 0:190:10, 0:180:20, 0:170:30,0:160:40 etc.

Aus den Fraktionen 150-1050ml erhielt man nach Einengenund Trocknen

(HV/RT/24h) 1.392g (llmmol, 36%) rac.-Amino(hydroxymethyl)malonsäure-
nitrilamid 53, das sich aus siedendem Ethanol beim Abkühlen kristallisie¬

ren liess, sich dabei aber teilweise zersetzte. Die Fraktionen 1350-1800ml ga¬

ben ebenso 320mg (2.2mmol, 7%) Amino(hydroxymethyl)malonsäurediamid
54, das aus siedendemAcetonitril beim Abkühlen kristallisierte und nach
dem Trocknen (HV/RT/24h) 295mglange weisse Nadeln gab.



130

Analytische Daten von rac.-Amino(hydroxymethyl)malonsäurenitrilamid
53

C4H7N3O2 129.13

Smp.

MS

144-146°C

FAß positiv , Glycerin
130.0 (98, M+l)

DC

!H-NMR

13C-NMR

IR

Rf 0.19, Kieselgel(95%Ethylacetat,2,5% Hexan, 2.5% Essig¬
säure), DetektionNinhydrin:gelb-braun

200 MHz,de-DMSO
2.08 (s, 0.2H, NCCH3), 2.50 (m, d5-DMSO),2.89 (s br, 2H, NH^),
3.33 (s, 1.3H.H20,), 3.51 (dd, Ji=12Hz,J2=6Hz, 2H, HO-CHaHb-
C*), 3.66 s, (dd, Ji=12Hz,J2=6Hz, 2H, HO-CHaHh-C*),5.73 (t,
J=6Hz, 1H, CHaHbOH),6.52 (s, 0.06H, unbekannt), 7.44, 7.62,
(2s br, 2H, CONH^)

100 MHz,de-DMSO
39.4 (hept, ds-DMSO) 61.0 (s, C(2)), 66.4 (t, -C_H2OH), 120.9 (s,
CN), 169.0 (s, GONH2)

KBr

3405 s sh, 3373 s, 3305 s sh, 2941 w, 2882 w, 2240 w, 1685vs br,
1596s br, 1456w, 1401m, 1368m, 1296 w, 1254w, 1160 m,

1106m, 1083m, 1060 s sh, 962 w, 923 w br, 890 m, 801 w, 721 m,
681 m, 663 m, 600 w, 558 w br, 4493w, 438 m, 385 w, 354 m
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^

11,0

V i
C C Nil

NH

OH

53

d,-DMSO

r
MeCN

11 LJl
9 ppm

200MHz-1H-NMR-Spektrumvon Amino(hydroxymethyl)malonsäurenitrilamid53
in de-DMSO

,d6-DMSO

\ II
NH,

NH,

OH

53

mfmnminmmtmk«^<î *mvißmm*»*l*i*<#*'i**+m#*#*'*<i* m\tmf» brt |MMMWwl#Ww4m»#mmw*mmmmmtiiMi>mtmt0i
200ppm 150 100 50

100MHz-13C-NMR-Spektrum von Amino(hydroxymethyl)malonsäurenitrilamid53
in Ö6-DMSO
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NH

OH

63

500000500200030004XX)

IR-Spektrumin KBr von Amino(hydroxymethyl)malonsäurenitrilainid53

Analytische Daten von Amino(hydroxymethyl)malonsäurediamid 54

C4H9N3O3 147.15

Smp. 112-113°C

MS FAB positiv, Glycerin
148.1 (100, M+l)

DC Rf 0.05, Kieselgel(95%Ethylacetat,2,5% Hexan, 2.5% Essig¬
säure), DetektionNinhydrin:rot

1H-NMR 400 MHz, de-DMSO
2.25 (s br, 2H, NH2), 2.50 (m, ds-DMSO),3.33 (s, 0.6HJJ2O,), 3.62
(d, J=5.72Hz,2H, HO-CHa-C), 5.10 (t, J=5.77Hz,1H, CH2OH),
7.37, 7.48, (2s, br, 2H, 2CONHa.und 2CONHß)

!3C-NMR 100 MHz, de-DMSO
39.4 (hept, dfi-DMSO)66.5 (s, CI2)), 67.0 (t, -C.H2OH), 172.8 (s,
2C_ONH2)

IR KBr
3435 s, 3381 s, 3334 s, 3303 s, 3189 s, 2974w, 2929w, 2880w,
2811 w, 1696 s, 1663vs br, 1623 s sh, 1463w, 1418m, 1382m,

1355m, 1282w, 1248m, 1190 w, 1117w, 1092 w, 1071m,

1058 s sh, 967 w, 939 m, 918 w, 815 w, 761 w, 712 m, 621 s sh,
598 s, 572 m, 517 w,395 m sh
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400MHz-1H-NMR-Spektrumvon Amino(hydroxymethyl)malonsäurediamid 54 in
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100MHz-13C-NMR-Spektrum von Amino(hydroxymethyl)malonsäurediamid 54 in

de-DMSO
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1.4. 5,5-Dicarbamoyloxazolidin

CONH2
NC. CH20 »^nLnhV-NH2 ^ / V
nc \/

2 55

3.10g Formalin (36.5%, 1.13g Formaldehyd, 38mmol) wurden in 11 0.05M Na¬

triumphosphatpuffer mit pH 8.0 bei RT gelöst und unter Rühren 1.05g
(11.8mmol) Aminomalonsäuredinitril 2 zugegeben.Nach 16h war mit DC

(Kieselgel; 95% Ethylacetat, 2,5% Hexan, 2.5% Essigsäure; DetektionNinhy¬
drin) kein Aminomalonsäuredinitril2 (Rf 0.60, zitronengelb)mehr sichtbar,
aber ein neues Produkt (Rf 0.29, rot). Die gelbliche Lösung wurde am Rota¬

tionsverdampferbei 20°C auf ca. 200ml eingeengt, über Papier filtriert und

lyophilisiert. Das feine, gelbliche Pulver wurde mit ca. 200ml Pentan und

15g Kieselgel aufgeschlämmt und wieder am Rotationsverdampferbei 25°C
hinter einem Staubfilterzu einem feinkörnigen, rieselfähigenPulver einge¬
trocknet. Dieses wurde über 40g Kieselgel in einer eiswassergekühlten
(1.5* 50cm) Säule mit folgendem Gradienten flash-chromatographiert: He-

xan/Ethylacetat/Ethanol (in ml) 40:160:0, 20:180:0, 0:200:0, 0:190:10, 0:180:20,
0:170:30, 0:160:40 etc. Nach Einengen und Trocknen(HV/ RT/24h) erhielt

man aus den Produktfraktionen1000-1500ml 1.55g (81%) zähe, weisse Mas¬
se. Sie konnte in heissem Acetonitril oder Ethanol gelöst werden, woraus

beim Abkühlen 55 auskristallisierte. Nach Abfiltrieren, Waschen und
Trocknen erhielt man (aus Acetonitril) 1.38g (72%) 5,5-Dicarbamoyloxazoli¬
din 55 in Form von weissenPlättchen.

Analytische Datenvon 5,5-Dicarbamoyloxazolidin 55

C5H9N3O3 159.06

Smp. 159-160°C



136

MS EI
160 (0.5, M+l), 129 (1), 116 (19, M - CONH2+1), 115 (100,M
CONH2),98 (5), 86 (8), 72 (12), 44 (27), 42 (54), 41 (28)

EA her. C 47.23 H7.13 N 33.05 012.58her. C 47.23 H7.13 N 33.05

gef. C 47.17 H7.24 N 33.17

DC Rf 0.29, Kieselgel(95% Ethylacetat,2,5% Hexan, 2.5% Essig¬
säure), DetektionNinhydrin: rot

1H-NMR 400 MHz, d6-DMSO
2.50 (m, d5-DMSO),3.33 (s, Hgü, 0.5H), 3.80 (s, 2H, C(4)H2),4.01
(t, J=9.6Hz,1H, N(l)H), 4.29 (d, J=9.6Hz,2H, C(2)HS),7.51, 7.59
(2s, 2»2H, C(5)(CONH2)2

13C-NMR 100 MHz,d6-DMSO
39.4 (hept, dfi-DMSO)71.9 (Ciü)), 72.3 (Ci4}H2), 81.7 (CI2]H2),
171.5 (C(5)(C_ONH2)2)

IR

3447 s, 3385 s, 3330m, 3275 s, 3172 b, 3022w, 2885 m, 2868m,

1696vs, 1664 s, 1606 s, 1487 w, 1421 s, 1398w, 1356m sh, 1329w,
1267 w, 1242m, 1191m, 1136 m, 1106m, 1090 w, 1010 s, 936 s sh,
897 w, 824 w, 787 w, 750 w, 722 w, 677 b sh, 630 w, 558 w sh, 515 b,
437 w, 392w
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CONH,
H,NCO

*r-NHl
•O

55

H,0

ü,-DMSO

LL l'MS
MeCN

9ppm

400MHz-1H-NMR-Spektrum von 5,5-Dicarbamoyloxazolidin 55 in d6-DMSO
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I
200 ppm 150 100 50

100MHz-13C-NMR-Spektrumvon 5,5-Dicarbamoyloxazolidin 55 in de-DMSO
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1.5. Serin

CONH2 _n
_

HoNOC^I ooc
2 N—NH
o H3N OH

+

55 56

200mg (1.36mmol) 5,5-Dicarbamoyloxazolidin 55 wurden 7 Tage bei RT in

20ml NaOH 2N gelöst stehengelassen. Die farbloseLösung wurde dann mit

ca. 60ml Kationentauscher IR-120 (H+-Form) versetzt, bis sie mit dem pH-
Papier sauer anzeigte. Sie wurde über zusätzliche 10ml desselben Ionentau-

schers chromatographiert.Alle sauer anzeigenden Fraktionen (0-300ml)
wurden vereinigt, am Rotationsverdampferauf 50ml eingeengt, über Papier
filtriert und schliesslich lyophilisiert.Das weisse Pulver wurde in heissem1,
wässrigem Ethanol (20:80, Wasser/Ethanol) gelöst und beim Abkühlen
kristallisierte daraus DL-Serin 56. Nach Abfiltrieren, Waschen und Trock¬
nen (HV/RT/24h) erhielt man 115mg DL-Serin 56 als weisse nadeiförmige
Kristalle, die in allen, unten angeführten analytischenDaten mit einer
authentischenProbe übereinstimmten.

C3H7NO3 105.09

Smp. 230-240°C(Zersetzung)

MS pos. FAB-MS, Glycerin
106 (M+l)

DC Rf 0.19, Kieselgel(n-Butanol/Wasser/Essigsäure 4:2:1),
Detektion Ninhydrin:rot

^notwendig zum vollständigen Decarboxylieren
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*H-NMR 200 MHz,D20
3.85 (dd,Ji = 9.4Hz, J2 = 4.5Hz, 1H), 3.94-3.99 (m, 2H),
4.78 (s, HOD)

!3C-NMR 50 MHz,D20
59.0 (-OOC-CI2]H-NH2),62.7 (-Cj3JH2-OH), 174.9 (C(l)OO-)

IR KBr

3403b, 3011b sh, 2969w, 2940w, 2768w, 2648m, 2482 w, 2349 w,

2119 m, 1657 s, 1634m, 1575 s, 1505 s, 1432s sh, 1373w, 1351w,

1351 s sh,1311 s, 1247m, 1181m, 1163m, 1149m, 1094 s, 1030 s,

982 m, 900 m,849 w, 826 w, 814 w, 727 m, 618 m, 560 m, 525 m,

501m, 385 s
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2. BLAUSAEURETETRAMER:DIAMINOMALEINSAEUREDI-
NTTRIL

2.1. IHammomaleiiisäuremtrilanud

N

H2N CN

H2N CN

CH3COH
H2N CONH2

x
H2N CN

58

H3C r CONH2

+ 0>4^+ O I N

VNArH3C CH3
Diastereomerengemisch

59A

10.80g Diaminomaleinsäuredinitril13 (O.lOmol) wurden im Mörserpulveri¬
siert und in 1.51 0.03M Natriumphosphatpufferbei pH 8.0 und RT suspen¬

diert. Unter starkem Rühren wurden 22ml gekühltes (4°C) Acetaldehyd
(d = 0.78, 17.6g, 0.40mol) zugegeben und bei RT weitergerührt. Nach ca.

50min erhielt man eine klare orangefarbeneLösung. Nach 80min zeigte das
DC (Kieselgel; 95% Ethylacetat,2,5% Hexan, 2.5% Essigsäure; DetektionUV)
fast kein 3 (Rf 0.59) mehr, dafür ein neues Hauptprodukt(Rf 0.31) und zwei

Nebenprodukte(Rf 0.03 resp. 0.00). Am Rotationsverdampferwurde nun bei
ca. 20°C auf etwa 250ml eingeengt. Das ausgefallene,braunePulver wurde
abfiltriert, mit Wasser gewaschenund getrocknet.Man erhielt 2.95g (13m-
mol) braunes, kristallin glänzendes Pulver, das nach iH-NMR-Spektrum

*Aus dem käuflichen, fast schwarzen Diaminomaleinsäuredinitril(Fluka pract.)
durch Lösen in 2-Propanol, Entfärben mit Aktivkohle, über Celite Filtrieren, Einen¬

gen am Rotationsverdampferbei RT und Lösen in heissem 2-Propanol, woraus es

beim Akühlen in farblosen - nur an der Oberflächeleicht bräunlichen - langen Na¬
deln kristallisiert.



vor allem aus 59B1 bestand, verunreinigt mit dem Diastereoisomeren59C1

und wahrscheinlichanderen. Das Filtrat wurde lyophilisiert und das erhal¬

tene, braune Pulver mit 60g Kieselgel vermischt, in 200ml Pentan suspen¬

diert und am Rotationsverdampferbei 20°C hinter Staubfilterzu einem rie-

selfahigen Pulver getrocknet. Es wurde in einer (5*60cm) Säule über 220g
Kieselgel geschichtet und mit folgendem Gradienten flash-chromatogra-
phiert: Hexan/Ethylacetat/Ethanol:(in ml) 100:150:0, 50:200:0, 0:250:0,

0:238:12, 0:225:25, 0:212:38, 0:200:50. Die Fraktionenwurden mit DC (Kiesel¬

gel; 95% Ethylacetat, 2.5% Hexan, 2.5% Essigsäure; DetektionUV) auf Ein¬

heitlichkeit geprüft, eingeengt und getrocknet (HV/ RT/24h). Die ersteigerte

Fraktion(320-640ml) ergab so 1.15g hellgelbeskristallines Pulver, das nach

iH-NMR-Spektrumeine gleiche Zusammensetzung wie obenerwähntes Prä¬

zipitathatte. Die zweiteluierte Fraktion (720- 1640ml)ergab so 2.15g (17mmol,
17%) orange-weisses Pulver, das gemäss untenstehenden, analytischen Da¬

ten aus reinem Diaminomaleinsäuremtrilamid 58 bestand.

Analytische Daten von Diaminomaleinsäuremtrilamid 58

C4H6N4O 126.13

Smp. 110-115°C (Zersetzung, im abgeschmolzenen Röhrchen)

MS

DC

pos. FAB-MS, Glycerin
106 (M+l)

Rf 0.31, Kieselgel(95% Ethylacetat,2.5% Hexan, 2.5% Essig¬
säure), Detektion: UV

1H-NMR 400 MHz,d6-DMSO
2.50 (m, d5-DMSO),3.33 (s, H2Q). 4.15 (s breit, 2H, C(2)MHa), 4.91

(s breit, 2H, C(3)NH2). 7.25 (s breit, 2H, C(4)ONH2)

13C-NMR 100 MHz,d6-DMSO
39.4 (hept, dg-DMSO). 95.3 (£12)), 119.2 (C(1)N), 131.5 (C(3)),
164.7 (CI4)ONH2)

Vergleiche Referenz im nachfolgenden Experiment
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IR

UV

KBr

3451 s, 3355 s sh,3293 w, 3179 s, 2204vs, 1666vs, 1620s sh,1604 s,

1584s,1440 s, 1323m, 1293m, 1228m, 1096m, 789 m, 737 m sh,
664 w, 636 m, 607 m, 522 w,441 m

10 mMNa-Phosphat, pH 7.0,1.97»10-4M
297 nm, 6297 ¦ 6290M'1cm-1

H2N CONH2

X
H2N CN

58

JL

r

JXX

1120

ds-DMSO

J L_J-t-

IMS

9ppm

400MHz-1H-NMR-Spektrumvon Diaminomaleinsäurenitrilamid58 in dg-DMSO
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100MHz-13C-NMR-Spektrum von Diaminomaleinsäuremtrilamid 58 in de-DMSO
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IR-Spektrumvon Diaminomaleinsäuremtrilamid 58 in KBr
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2,2. 3,5-Diaza-7-oxa-2-carbamoyl-l-cyano-4,6,8-trimethylbicyclo
[3.3.0]-2-octen (unbekannte,abereinheitliche Konfigurationder
Methylgruppen)
rac.-3,5-Dia2a-7-oxa-2-carbamoyl-l-cyano-4,6,8-trimethylbicyclo
[3.3.0]-2-octen(1SR, 4SR, 6RS,8SR)

N

H2N CN

|f + 3H3C-(
H2N CN

3

H3C r, CONH2

- Q I N —

VNA
H3C CH3

nur ein Diastereomer

H3C c C0NH2

y s
H3C CH3
und Enantiomer

59C

52ml gekühltes (4°C) Acetaldehyd(d=0.78, 40.6g, 922mmol)wurden in 500ml
0.2M Natriumphosphatpuffer bei pH 7.0 und RT gelöst. 10.05g im Mörser

pulverisiertes Diaminomaleinsäuredinitril31 wurden zugegeben, wobei es

sich langsam löste und ein neuer weisser Niederschlag ausfiel. Nach 48h

Rühren bei RT war in der Suspension kein Edukt mehr zu sehen (beim An¬
halten des Rührwerkes setzte es sich immer schnell an den Kolbenboden).
Nach Abfiltrieren, Waschen mit Wasser und Trocknen(HV/RT/24h) erhielt
man 10.50g weisses Pulver. Davon wurden 5.00g in ca. 600ml Methylenchlo¬
rid bei RT gelöst, und während einigen Tage bei -20°C im Tiefkühler kristal¬
lisiert. Nach erneutemFiltrieren, Waschenmit wenig eisgekühltemMethy¬
lenchlorid und Trocknen (HV/RT/24h) erhielt man 4.10g weisse, feine Plätt¬
chen. Die analytischen Daten waren identisch mit jenen des Rohproduktes,
mit Ausnahme des Auftretens von Signalen von wahrscheinlichanderen

1Aus dem käuflichen, fast schwarzen Diaminomaleinsäuredinitril(Fluka pract.)
durch Lösen in 2-Propanol, Entfärben mit Aktivkohle, über Celite Filtrieren, Einen¬

gen am Rotationsverdampferbei RT und Lösen in heissem 2-Propanol, woraus es

beim Akühlen in farblosen - nur an der Oberflächeleicht bräunlichen- langen Na¬
deln kristallisiert.



147

Diastereoisomerenim iH-NMR-Spektrumdes letzteren, die allerdingsunbe¬
deutend waren (<2%). Die analytischen Daten sprachen für eine diastereo-

mere Form des nachfolgendbeschriebenenProduktes rac.-3,5-Diaza-7-oxa-2-
car-bamoyl-l-cyano-4,6,8-trimethylbicyclo[3.3.0]-2-octen(1SR, 4SR, 6RS, 8SR)
59C, also für 3,5-Diaza-7-oxa-2-carbamoyl-l-cyano-4,6,8-trimethylbicyclo-
[3.3.0]-2-octen 59B (mit unbekannter,aber einheitlich diastereomerer Konfi¬

guration der Methylgruppen).

Analytische Datenvon 3,5-Diaza-7-oxa-2-carbamoyl-l-cyano-4,6,8-trimethyl-
bicyclo[3.3.0]-2-octen 59B (unbekannte, aber einheitlich diastereomere Konfi¬

guration der Methylgruppen):

C10H14N4O2222.24

Smp. 160-162°C (Zersetzung,im abgeschmolzenen Röhrchen)

MS EI

223 (1, M+l),207 (2), 196 (4), 178 (96), 163 (100), 161 (76), 146 (21),
134 (19), 120 (34), 108 (23), 93 (37), 80 (12), 66 (17), 54 (21), 44 (50)

EA

DC

ber.

gef.
C 54.04

C 54.00

H6.35

H6.39

N 25.21

N 25.61

0 14.40

Rf 0.75, Kieselgel(95% Ethylacetat,2,5% Hexan, 2.5% Essig¬
säure), Detektion: UV

1H-NMR 400 MHz, dg-DMSO
1.37 (d, J=6.4Hz,CHCHa), 1.38 (d, J=6.4Hz,CHCH3.),1.39 (d,
J=5.9Hz,CHCHa, alle Methylgruppen 9H), 2.50 (m, d5-DMSO),
3.32 (s, Hgü), 4.21 (q, J=6.5Hz, 1H, CHCH3),4.84 (q, J=5.9Hz,1H,
CHCH3), 5.49 (q, J=6.4Hz, 1H, CHCH3), 7.95 (s breit, 1H,
CONH1H2), 8.21 (s breit,lH, CONHW)

13C-NMR 100 MHz,dö-DMSO
14.2 (CH3), 17.0 (CH3), 23.6 (CH3), 39.5 (hept, dfi-DMSQ), 77.1

(CHCH3), 78.5 (C(5)), 84.4 (C_HCH3), 88.0 (C_HCH3), 116.7
(C(5)£N), 159.8,160.8 (Ci4) und C(4)C_ONH2)

IR KBr

3415 s sh, 3300 w, 3215m sh, 2982 m, 2938 w sh, 2877 w, 2790 w,

2755 w, 2248w, 1706vs, 1650 s, 1604 m, 1442m sh, 1404 s,
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1378m sh, 1320m sh, 1306w, 1228w, 1991s sh, 1136w, 1120w,

1104m, 1091m, 1077 s, 1059w, 1047 w, 1000w, 976 w, 926 w,

911 m, 902 m, 831 m sh, 788 w, 749 w, 731 w, 702 w, 690 w, 652 w,
623 w, 578 m sh,549 w, 517 w, 485 w, 446 w, 387 w, 369 w

r

K CONH2HlC g H-,0

«O N2

CHH* 59B

TMS

(k-DMSO
^

\ \ \
9 ppm

400MHz-1H-NMR-Spektrum von 3,5-Diaza-7-oxa-2-carbamoyl-l-cyano-4,6,8-trime-
thylbicyclo[3.3.0]-2-octen 59B (unbekannte,aber einheitliche Konfiguration der Me¬

thylgruppen)in de-DMSO

100

80-

40-

T———.

H3C 'A CONHj

O I N

HjC 59B
C"3

4000 3000 1500 1000 500

IR-Spektrum von3,5-Diaza-7-oxa-2-carbamoyl-l-cyano-4,6,8-trimethylbicyclo[3.3.0]-
2-octen 59B (unbekannte,aber einheitliche Konfiguration der Methylgruppen) in
KBr
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thylbicyclo[3.3.0]-2-octen 59B (unbekannte,aber einheitHche Konfiguration derMe¬

thylgruppen) in de-DMSO
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EI-Massenspektrumvon3,5-Diaza-7-oxa-2-carbamoyl-l-cyano-4,6,8-trimethylbi-
cyclo[3.3.0]-2-octen 59B (unbekannte,abereinheitliche Konfiguration der Methyl¬
gruppen)
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Das erhaltene Produkt konnte auch in siedendemMethylenchlorid gelöst
werden, woraus beim Abkühlen bis RT und dann bis -20°C im Tiefkühler

lange, weisse Nadeln der wahrscheinlich diastereomerenForm 59C kristal¬

lisierten.

Analytische Datenvon rac.-3,5-Diaza-7-oxa-2-carbamoyl-l-cyano-4,6,8-trime-
thylbicyclo[3.3.0]-2-octen(1SR, 4SR, 6RS,8SR) 59C:

C10H14N4O2222.24

Smp. 185-188°C(Zersetzung)

MS EI

223 (2, M+l), 207 (3), 196 (4), 178 (93), 163 (100), 161 (77), 146 (14),
133 (15), 120 (24), 108 (20),93 (28), 80 (7), 66 (9), 54 (9), 44 (19)

EA ber. C 54.04 H6.35 N 25.21 014.40

gef. C 54.38 H6.50 N 25.41

DC Rf 0.70, Kieselgel(95% Ethylacetat,2.5% Hexan, 2.5% Essig¬
säure), Detektion: UV

iH-NMR 400 MHz,d6-DMSO
1.28 (d, J=5.2Hz,3H, CHa), 1.32 (d, J=6.6Hz,3H, CH3U.56 (d,
J=6.1Hz,3H, CH^), 2-50 (m' d5-DMSO). 3.32 (s, HgQ), 4.02 (q,
J=6.1Hz,1H, CH-CH3), 4.26 (q, J=5.2Hz,1H, CH-CH3), 5.26 (q,
J=6.6Hz,1H, CH-CH3), 7.92 (s breit, 1H, CONHlH2),8.19 (s

breit, 1H, CONHlH2)

13C-NMR 100 MHz, de-DMSO
16.7 (CH3), 20.8 (£H3), 22.9 (CH3), 39.4 (hept,dfizDMSQ), 78.5

(C.HCH3), 78.7 (C(5)), 88.4 (£HCH3), 92.8 (C_HCH3), 117.0
(C(5)C_N), 159.7,160.9 (£{4) und C(4)C_ONH2)

IR KBr

3431 s sh, 3290 m, 3208m sh,3165 m, 2990 m,2976 m, 2931 m,
2883 m, 2237 w, 1703vs, 1644 s, 1601m, 1440m sh, 1427w,

1397w, 1382m, 1375w, 1342w, 1320 m, 1305 w, 1293 m, 1210m,

1168 s, 1141m, 1131m, 1123m sh, 1089 s, 1036w, 1010w, 977 w,
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944 m, 908 w, 873 m, 852 w, 829 w, 787 w, 742m sh, 705 s, 659 w,

628 w, 597 w, 576 m, 525 m, 495 w, 467 w, 445 w,404 w, 371w

,o

H3C q CONH2

o l N2

yis$ TMS

CHHiC 59C

CU-DMSO

L_rbu* t

9ppm

400MHz-1H-NMR-Spektrumvonrac.-3,5-Diaza-7-oxa-2-carbamoyl-l-cyano-4,6,8-tri-
methylbicyclo[3.3.0]-2-octen (1SR, 4SR, 6RS, 8SR) 59C in de-DMSO

.d.-DMSO

H3C £ CONH2

6 0 I N2

kww«WMw*|iiwMi^^ Pt iM/$\*w**i*mmm LL
I

200 ppm
T
50

»irnJUiwu*iJlJt*U*rm*tii*im—

TMS

150 100

100MHz-13C-NMR-Spektrum von rac.-3,5-Diaza-7-oxa-2-carbamoyl-l-cyano-4,6,8-tri-
methylbicyclo[3.3.0]-2-octen (1SR, 4SR, 6RS, 8SR) 59C in de-DMSO
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IR-Spektrumvon rac.-3,5-Diaza-7-oxa-2-carbamoyl-l-cyano-4,6,8-trimethylbicyclo
[3.3.0]-2-octen(1SR, 4SR, 6RS, 8SR) 59C in KBr
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Tribrid KI+ M*qfi*t BpH;l*3 Bpl:6816960 TIC:4B*l9$04
Fil* TtKt! K. Koch/EschcmiDSKr; IX / 11.3

10

*5. 178.1
_«.5E6

90. 6.1Ä6

SS. _5-flE6

so,

75.
H3C S CONH,

1 f^
_5.5E6

.5.1S6

70,; /-f-i _fl.9Ei»

«5.
0V XT

"
_4.4Efi

/ V _4.1Efi

H3C CH3
59C

SO: -3.4E«

4 5. _3.1E*

4Q: 19 .1 .2.7»«

35: _2.4E6

30.;
93 .0

20 ,i _2.0E*

25. 120.0
»-1.716

ZQ. 44.0
10 .0 22 .1 _1.4B*

15. 13 ¦° 14«.0
_1.0Efi

10- 26.0 54 0 66-0 1 ^fi.BES

^ 1 ¦ eo .0

1 Iii 1 i 1 ,
.3.4E5

0_
1

m i, J|! 1 .11 i .ii Li,, Iii iL i llll ,1 I. II liv 1 IUI, , ii ii j i 1 L, 1 1..,. -™. .0.0E0
0 M/Z0 20 s'o 40 50 s'o 70 BQ j'o 1&0 lifl 1 0 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 2^0 240 2.

EI-Massenspektrumvon rac.-3,5-Diaza-7-oxa-2-carbamoyl-l-cyano-4,6,8-trimethyl-
bicyclo [3.3.0]-2-octen (1SR, 4SR, 6RS, 8SR) 59C
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Kristallstruktur-Analyse:Ein Kristall von rac.-3,5-Diaza-7-oxa-2-carbamoyl-
l-cyano-4,6,8-trimethylbicyclo[3.3.0]-2-octen(1SR, 4SR, 6RS, 8SR) 59C aus

einem - wie oben beschriebenen- Kristallisationsansatzin - aus der Siede¬

hitze abkühlendem - Methylenchloridwurde zu einer Kristallstrukturanaly¬
se herangezogen,die von Dr. B. Schweizer, ETH Zürich durchgeführtwur¬
de:

Kristall: 0.8 x 0.24x 0.48 mm

Raumgruppe triklin,P1
Zelle: a= 6.396(3)Ä, b=7.125(4)Ä,c=13.657(ll)Ä,

al= 92.84(6) be= 98.26(5) ga=111.04(4)°(DETTH)
THLIM = 1.0025.00

SCAN = 0.900.35 2.003.506

INT = 0.7500.030 3 90 0

FLAG= 0 00

PSI = BISECT

21 25.00 0.10 1.000000 0.000000 0.000000

MODE= ZIGZAG

0 7-88 -16 16

0 0 0

LKH

ABSENT= 0

INTCR= 10000 0.0100.700

ORIENT= KXMX3

BACKG= 0 2.00 1.50

dx 1.297 g/cm3
H 0.09 mm"1
FOOO 236

R= 050 Rw= 046

w= l/o(F)2 ref. parameters = 201

Greatest shift/a= 0.142 forH152 Uli V= 571.56

MU = 0.58 mm-1. I>3a(I)= 1190
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3,5-Diaza-7-oxa-2^arbamoyl-l-cyano4,6,8-trimethylbicyclo[3.3.0]-2-octenIR, 4R, 6S,

8R, ein Enantiomervon 59C als Stereobild aus der Röntgenstrukturanalyse(OR¬
TEP-Plot).

J
N01NO

N12
N12

N07N07 OH
N15

014B
011B

Eine Raumzelle im Kristall von 59C mit einem Enantiomerenpaarvon 3,5-Diaza-7-
oxa-2-carbamoyl-l-cyano-4,6,8-trimethylbicyclo[3.3.0]-2-octen(1SR, 4SR, 6RS, 8SR).
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Folgende Atomnumerierung wurde gewählt:

W 0014
HP ¦ HC13H3C. CC11C.N15
C04

O03C(
C02

i ^06NH2
NN07

H3C CH

cog

CD4 N12 G14

'C09 CK

C1Ü

DD3

02
Cl

C13

NO

NU

C16

N15

BindungslängeninÄ (Standardabweichungen)
C02 - C09 1.505(6) C02 - N01 1.498(5)

C02 - O03 1.414(5) C04 - COS 1.582(5)

C04 - CIO 1.501(7) C04 - 003 1.431(5)

COS - C06 1.510(4) COS - Cll 1.483(5)

COS - N01 1.460(4) C06 - C13 1.515(5)

C06 - N07 1.266(4) COS - C16 1.526(6)

C08 - N01 1.471(4) COS - N07 1.471(5)

Cll - N12 1.131(4) C13 - N15 1.324(5)

C13 - 014 1.223(4)

Bindungswinkel in Grad (Standardabweichungen)
C09 - C02 - N01 112.0(4) C09 - C02 - 003 109.0(4)

N01 - C02 - 003 104.2(3) COS - C04 - CIO 117.7(4)

COS - C04 - 003 100.2(3) CIO - C04 - 003 109.1(4)

C04 - C05 - C06 114.3(3) C04 - COS - Cll 111.7(3)

C04 - COS - N01 104.3(3) C06 - COS - Cll 112.9(3)

C06 - COS - N01 101.9(3) Cll - COS - N01 110.9(3)

COS - C06 - C13 122.3(3) COS - C06 - N07 115.3(3)

C13 - C06 - N07 122.3(3) C16 - C08 - N01 113.1(3)

C16 - COS - N07 108.3(4) N01 - C08 - N07 107.5(3)

COS - Cll - N12 179.1(4) C06 - C13 - N15 114.4(4)

C06 - C13 - 014 118.9(3) N15 - C13 - 014 126.7(4)
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C02 - NOl - COS 107.1(3) COS» . NOl - C08 115 2(3)

COS - NOl - COS 107.4(3) C06* N07 - C08 107.7(3)

C02 - 003 - C04 107.8(3)

Torsionswinkelin Grad(Standardabweichungen)
C09 C02 NOl C05 135.5( 3) C09 C02 NOl COS -105.2( 4)

003 C02 NOl C05 17.7( 3) 003 C02 NOl C08 137.0( 3)

C09 C02 003 C04 -157.8( 3) NOl C02 003 C04 -38.1( 3)

CIO C04 C05 C06 103.6( 4) CIO C04 C05 Cll -26.0( 4)

CIO C04 COS NOl -145.9( 3) 003 C04 COS C06 -138.4( 3)

003 C04 C05 Cll 92.0( 3) 003 C04 C05 NOl -27.9( 2)

C05 C04 003 C02 41.0( 3) CIO C04 003 C02 165.1( 3)

C04 COS C06 C13 -68.3( 3) C04 COS C06 N07 107.5( 3)

Cll COS C06 C13 60.8( 3) Cll COS C06 N07 -123.4( 4)
NOl COS C06 C13 179.9( 3) NOl COS C06 N07 -4.3( 3)

C04 C05 Cll N12 -38.6( 19) C06 C05 Cll N12 -169.0( 19)

NOl COS Cll N12 77.3( 19) C04 C05 NOl C02 6.6( 2)

C04 C05 NOl COS -117.7( 2) C06 C05 NOl C02 125.7( 2)

C06 COS NOl C08 1.4( 2) Cll COS NOl C02 -113.9( 3)

Cll COS NOl COS 121.9( 3) COS C06 C13 N15 -174.1( 4)

COS C06 C13 014 4.0( 4) N07 C06 C13 N15 10.3( 4)
N07 C06 C13 014 -171.6( 5) COS C06 N07 COS 5.2( 3)

C13 C06 N07 008 -179.0( 4) C16 COS NOl C02 122.5( 3)
C16 C08 NOl COS -118.3( 3) N07 COS NOl C02 -118.0( 3)

N07 C08 NOl C05 1.2( 3) C16 COS N07 C06 118.5( 3)

NOl C08 N07 C06 -3.9( 3) N07 C08 NOl C05 1.2( 3)

IntermolekulareDistanzeninÄ
(Standardabweichungen)
N15 014A 2.940(5)

H151 014A 2.15(4)

Symmetrieoperation:1= x,y,z; 2= -x,-y,-z

2 l. 1. l.

2 1. 1. l.

Atomkoordinaten(Standardabweichungen)
Atom x/a y^ z/c UorUll U22 U33

C02 -.0526(8) .1787(7) .8712(3) .091(4) .063(3) .039(3)

C04 .2781(7) .3880(7) .8255(3) .066(3) .084(3) .033(2)

COS .0746(6) .3932(5) .7463(2) .049(2) .046(2) .029(2)

C06 .0665(6) .3046(6) .6425(3) .051(3) .051(2) .030(2)

U23 U13 U12

.007(2) .015(2) .035(3)

.007(2) .009(2) .042(3)

.003(2) .010(2) .022(2)

.002(2) .008(2) .031(2)
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C08 -.2343(7) .0855(6) .6915(3) .061(3) .045(3) .047(2) .006(2) .022(2) .025(2)

C09 -.209(1) .172(1) .9447(4) .105(5) .094(4) .051(3) .012(3) .039(3) .022(4)

CIO .4783(9) .582(1) .8572(4) .055(3) .116(5) .051(3) -.002(3) -.006(3) .026(3)

Cll .0624(6) .5974(6) .7490(3) .049(3) .051(3) .037(2) .001(2) .012(2) .023(2)

C13 .2446(7) .4047(6) .5798(3) .055(3) .058(3) .036(2) .004(2) .015(2) .032(2)

C16 -.4741(8) .0674(9) .6464(4) .052(3) .078(4) .073(4) .006(3) .012(3) .025(3)

NOl -.1278(5) .2464(4) .7748(2) .058(2) .048(2) .040(2) .007(2) .015(2) .026(2)

N07 -.0915(5) .1347(5) .6139(2) .052(2) .052(2) .043(2) .001(2) .012(2) .025(2)

N12 .0538(6) .7533(5) .7523(3) .083(3) .058(2) .083(3) .008(2) .029(2) .040(2)

N15 .2004(7) .3169(6) .4875(3) .073(3) .073(3) .037(2) -.003(2) .024(2) .020(2)

003 .1637(5) .3290(4) .9082(2) .082(2) .085(2) .036(2) .010(2) .008(2) .039(2)

014 .4073(5) .5568(4) .6164(2) .063(2) .063(2) .051(2) -.007(2) .022(2) .009(2)

H021 -.038(7) .021(6) .849(3) .10(2)

H041 .321(6) .248(5) .796(3) .06(1)

H081 -.236(5) -.046(5) .713(2) .04(1)

H091 -.190(8) .343(7) .962(4) .12(2)
H092 -.353(7) .075(6) .912(3) .08(2)

H093 -.147(8) .160(7) 1.018(4) .12(2)

H101 .434(7) .698(6) .892(3) .10(2)

H102 .560(9) .617(8) .796(4) .15(2)
H103 .583(8) .565(7) .909(3) .10(2)

H151 .287(6) .348(5) .448(3) .06(1)

H152 .09(1) .158(8) .465(4) .17(3)
H161 -.474(6) .201(6) .630(3) .06(1)

H162 -.555(8) -.053(7) .590(3) .10(2)
H163 -.571(8) .032(7) .700(3) .11(2)
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2.3. ReaktionvonDiammomaleinsäure<^
in Salzsäure0.2M

NCV NH2
CH20

^ Addukt 66

NC' ~NH2
3

8.5g (78.7mmol) pulverisiertes Diaminomaleinsäuredinitril31 wurden in

700ml Salzsäure 0.2N suspendiert. Unter starkem Rühren wurden 20.5ml

Formalin (d=1.08, 36.5%, 270mmol, 3.42 Äquivalente) zugegeben,wobei sich

sofort ein neuer, weisser Niederschlagbildete. Nach weiterem Rühren bei
RT über 22h war von Auge nur noch wenig vom leicht gelblichen Edukt

sichtbar. Der neu entstandene Niederschlagwurde abfiltriert, mit Wasser
1

gewaschenund schliesslich getrocknet (HV/RT/24h). Er enthielt nach H-

NMR-Spektrum noch geringe (ca. 5%) Anteile an Diaminomaleinsäuredini¬
tril 3. Zu dessen Entfernung wurde er bei RT im MinimumAceton gelöst
und diese Lösung mit Pentan bis zur beginnenden Trübung versetzt. Über
24h bei -20°C kristallisierte66 in feinen Fasern aus dieser, leicht getrübten
Lösung. Das leicht gelbliche 66 wurde abfiltriert und getrocknet(HV/RT/
24h) und ergab so 7.1g Produkt 66.

Analytische Datenvon 66:

Smp. Zersetzungab 170°C

1H-NMR 400MHz, d6-DMSO
2.09 (Aceton). 2.50 (m, d5-DMSO), 3.32 (H^Q), 3.98 (s, 2H,

*Aus dem käuflichen, fast schwarzen Diaminomaleinsäuredinitril(Fluka pract.)
durch Lösen in 2-Propanol, Entfärben mit Aktivkohle, über Celite Filtrieren, Einen¬

gen am Rotationsverdampferbei RT und Lösen in heissem 2-Propanol, woraus es

beim Akühlen in farblosen - nur an der Oberflächeleicht bräunlichen - langen Na¬
deln kristallisiert.
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-C(4')H2-),4.03 (d, J=13.4Hz,2H, -C(2')HlH2- und-C(6')H*H2-),
4.34 (d, J=13.4Hz,2H, -C(2,)H1Ha-und -C(6')HlH2-), 7.88 (s breit,
2H, C(2)-NH2,tauscht mitTFA inD20 aus)

NOE-Experiment;360MHz, d6-DMS0
Einstrahlungbei 7.88ppm(C(2)-NHa): Verstärkung des Signals
bei 4.34ppm(-C(2')H1H2-und/oder-Ctö^H»

13C-NMR 100MHz,d^-DMSO
39.4 (hept, dfi-DMSO). 63.7 (s, -£[£)H2- ™<* -£(ft)H2-),69.8
(-C(4')H9-). 102.5 (C(31). 114.5 ,116.9 (CH)Nund &4]N),
123.2 (CI2))

IR KBr

3328m sh, 3292 s, 3119w, 3026w, 2981 w, 2952w, 2918 w, 2879w,
2224 m,2203 vs, 2152 w, 1698w, 1600vs, 1518vs, 1470m, 1439w,
1379vs sh,1328 m,1292 s, 1248 s, 1221 s, 1122m,1062 m,
1000m sh, 982 m, 953m 884 m, 721 m, 626 w, 597 w sh, 552 m,
513 w sh, 475 w, 440 w, 420 w, 372 w

66

400300200 500 600 nm

UV-Spektrum vom Reaktionsprodukt66, aufgenommen in H2O beipH 7
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Aceton

66

MS

I-MJ

[1,-DMSO

ZXA .JL

9ppm

l
H,0

400 MHz-1H-NMR-Spektrumvon 66 in de-DMSO (oben). Dazugehörendes NOE-Ex-

periment mit Einstrahlung bei 7.88ppm und Verstärkung des Signals bei 4.34ppm
(unten)
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, oVDMSO

66

—i —| \ 1
- T~

100 50 0
200 ppm 150

100MHz-13C-NMR-Spektrumvon 66 in de-DMSO

(X)-,
(%)

66

5«)10001500200030004000

IR-Spektrum von66 in KBr
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3. Pykdvhdine

3.1. 2,5,6-Triamino^-pyrinudinon

O

NH
H-.NNH2

HN' NH2 N
52

O

HN

u

A_.NH2
iT »T

I II "H2S04
AXTJk ,H2°

H2N N ^NH2
16S

Im Handschuhkastenwurden 885mg (15mmol) darin (trocken) aufbewahr¬
tes Guanidin 8 in einen, mit einem Magnetrührerversehenen lOml-Kolben

gefüllt, ausgeschleust und mit 299mg (3mmol) Aminomalonsäurenitril¬
amid 52 versetzt. Der Kolben wurde unter Hochvakuumvorsichtig ins, auf

40°C erwärmte Ölbad getaucht. Die gelbliche, gerührteSchmelze entwickel¬

te Gas während ca. 2h. Nach 3h Hess man abkühlen, schlämmtein ca. 2ml

H2SO42N auf und versetzte mit 0,5ml H2SO4 konz. Die Suspension wurde
über eine Glasfritte (D4) filtriert, der Filterkuchen mit H2SO4 2N gewaschen
und schliesslich in ca. 150ml siedender H2SO4 2N gelöst und bei RT kristalli¬

sieren lassen. Nach Abfiltrieren und Trocknen (24h/HV/RT)erhielt man

410mg (53%) weisse, nadeiförmigeKristalle von 2,5,6-Triamino-4-pyrimidin-
onsulfat-hydrat16S (C4H5N5O^2804^20).

Analytische Datenvon 2,5,6-Triamino-4-pyrimidinonsulfat-hydrat16S

C4H5N50»H2S04*H20 257.22

DC Rf 0.22, Kieselgel (Essigsäure/Wasser/n-Butanol 1:2:4),
Detektion: UV und Ninhydrin: gelb

13C-NMR 100 MHz, ca. 10% NaODin D20
103.7 (C(5)). 156.6,160.0,171.5(CI2), Ci4) und £[6j)

IR KBr

3323m sh, 3091 b sh, 2711 w, 1717 s, 1667vs sh, 1584m sh,
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1507 s sh, 1447 s, 1402w, 1199 m, 1160 m, 1129m, 1065b sh,
1043 s, 1000m, 981 m, 886 w, 794 w, 750 w, 684 w, 661 w,

818m sh, 540 s, 487 w, 470 w, 444 w, 388w

UV pHl
XmSK: 265nm, 209nm
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32. Reaktion vonAminoinalonsäureiütrilamidmit Harnstoff

NH2

X.Qr NH2

9

H2N
NH,

C
III
N

32

o

NH
HN

XN NHO

18

Nr. Edukte Bedingungen/Aufarbeitung Analytik/Produkte
1 2mmol 9

2mmol 52
Schmelze 105°C, 1,5 h, HV
dannH2S042N

DC: UV-aktiverStartfleck
fluoreszierende Produkte,
kein 18

2 4mmol 9
2mmol 52

wie bei 1 wie bei 1

3 lmmol9
lmmol52

5ml MeOH,62°C, 6h
einengen, HCl

DC
UV-aktiverStartfleck
Zers. von 52, fluoreszieren¬
de Produkte, kein 18

4 4mmol 9
2mmol 52

4ml MeCN, 80°C, 17h DC: UV-aktiverStartfleck,
kein 18,
immer noch 52

5 siehe 4 9 wird in MeOHmit
4mmol NaOMe rückflussiert,
52 in MeOHzugetropft

DC:
UV-aktiverStartfleck
fluoreszierende Produkte,
kein 18

6 siehe 4 52 wird in MeOHrück¬
flussiert, schnell 0,4mmol
NaOMein MeOHdazu, dann
9 in MeOH

wie bei 5

7 siehe 4 52 wird mit lmmol
H2SO4 in H2O co-lyophilisiert,
dann Schmelze mit 9
135°C, 10 min

DC: UV-aktiverStart¬
fleck, UV-aktiver Fleck
mit höherem Rf als 18
Ninhydrin-aktiverFleck,
kein 18

8 siehe 4 wie 7
aber Schmelze 100°C, 6h

wie 7

9 siehe 4 Schmelze 95-100°C
2h, HV

UV(in H2O, pH 6,5):
344 nm, 271nm
lH-NMR(d6-DMSO):
kein 18
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10 siehe 4 2mllNH2S04
90°C, 4h

DC wenig 52, Zers.-

produkte, kein 18
UV(pH 1): 272 nm
(18:260nm)

11 siehe 4 Schmelze mit 0,2mmolTBD
80°C, 2h

DC: UV-aktiverStart¬
fleck, kein 18
UV (pH 11): 367 nm
1H-NMR:Zers. von 52

12 siehe 4 Schmelze mit 0,16mmol
p-TosOH
80°C, 4h, HV

UV(pH 2): 345 nm

Zersetzungsproduktevon

13 siehe 4 Schmelze mit 0,16mmol
p-TosOH
120°C, 3h,HV

UV: wie bei 12
DC: brauner Startfleck
kein 18

14 siehe 4 9 mit 0,55mmol
p-TosOH am HV geschmol¬
zen, 52 dazugegeben
130°C, 5 min

DC: brauner Startfleck
kein 18, UV(pH 2):
365 nm, Zersetzungvon 52

15 lOmmol 9
2mmol52

Schmelze 95°C, 5h, HV
dannH2S042N

HPLC: kein 18

16 5mmol 9
2mmol 52

1ml Tetramethylharnstoff
65-100°C, 4h
abdampfen H2SO4

HPLC: kein 18

17 60mmol 9
3mmol 52

Zu geschmolzenem9
bei 160°C wird52 in
MeCN getropft, 40min,
dannverdünnteH^S04 bei RT

HPLC: kein 18

18 4mmol9
lmmol52

5ml MeOH,60°C, 7d HPLC: kein 18

19 siehe 18 siehe 18, zusätzlich
0f4 mmol p-TosOH

HPLC: kein 18

20 siehe 18 siehe 18, zusätzlich
1 mmol p-TosOH

HPLC: kein 18

21 6mmol9
lmmol52

lyophilisiert mit 1 ml
H2SO4 IN, 30min, 100°C, HV

HPLC: kein 18

22 siehe 21 lyophilisiert mit 2ml
H9SO4 IN, 30min, 100°C, HV

HPLC: kein 18
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3.3. Reaktion vonAminomalonsäuredinitrilmit Harnstoff

NH,

X.Cr NH2

9

N^rJs^NHa
C
III
N

NH

NH

XN' NHO

17

Nr. Edukte Bedingungen/Aufarbeitung Analytik/Produkte
1 20mmol 9

Smmol 2
In Schmelze von 9 (150°C) wird
2 in DEE zugetropft, 30min rüh¬

ren,, abkühlen,dannH2SO42N

HPLC: kein 17

2 17mmol 9
ISmmol 2

Schmelze 25-30°C, lh, HV,
dannH2S042N

HPLC: kein 17

3 20mmol 9
6mmol 2

Schmelze 70°C, 20min, HV,
dannH2SO42N

HPLC: kein 17

4 2mmol 9
lmmol2

5ml MeOH,60°C, 7d
p-TosOH

HPLC: kein 17

5 24mmol 9
6mmol2

12mlH2SO4lN,100°C
30min

HPLC: kein 17
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NH2

3.4. HydrolysevonTetraammopyrinüdin, basischkatalysiert

NH2 NH2 O O

N^V^ N^YNH2+ HN^V^ «N/V
H2N^N^NH2 O^N-^NHjH2N^N^NH2O^N^NH2

H H

15 17 16 18

100mg Tetraaminopyrimidinsulfat 15S (0,420mmol) wurden in einer ab¬
schmelzbaren 5ml-Ampullemit 5ml NaOH 2N versetzt, mit N2 (1) gekühlt
und im noch flüssigen Zustand vorsichtigam HV entgast.Nach 5min wur¬

de eingefroren und am HV abgeschmolzen. Die Ampulle wurde 480h bei

125°C im Ölbad gehalten, dann abkühlen gelassen, geöffnetund schnell in

200 ml Wasser mit 0,5 ml H2SO4 konz. gegossen. Die wässrigeLösung wur¬
de siedend von Kieselsäure abfiltriert (Glasfritte, D4) und nach Abkühlen

auf genau 11 ergänzt. Der HPL-chromatographische1 Vergleich mit Lösun¬

gen authentischer Proben ergab einen Gehalt von 0,4mg (0,002mmol, 0,5%)
Diaminouracilhemisulfat18S (tR * 5.9min), sowiel,3mg (0,005mmol, 1,3%)
4,5,6-Triamino-2-pyrimidinonsulfat 17S (% = 9.6min), sowie ca. 1,1mg (ca.

0,004mmol, ca. 1%2) 2,5,6-Triamino-4-pyrimidinonsulfathydrat16S (% =

8.0min). Schliesslichenthielt die Lösung noch 95mg (0,399mmol, 95%) Te¬

traaminopyrimidinsulfat 15S (% = 11.5min).

Zur genauen Charakterisierungder Produkte zusätzlich zur Retentionszeit
wurden analogeAnsätze nach öffnen der Ampulle zu 4.5ml H2SÜ42N mit
lml Perfluorbuttersäure gegossen. Die Lösung wurde zum Sieden erhitzt,

1Säule: Nucleosil 100-7 C-18 (Marcherey-Nagel)250*4.6mm, analytisch,Detektion
UV 265nm; Laufmittel A: 0.1% Perfluorbuttersäure in Wasser; Laufmittel B: 0.1%

Perfluorbuttersäure in Wasser/Acetonitril 1:9; t = 0min: 0% B bis t = 15min: 30% B

2Die HPLC-Analyse davon war ungenau, weil zwei - wahrscheinlichtautomere -

Formen in wechselndemVerhältnis im Chromatogrammauftraten
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von der Kieselsäure abfiltriert(Glasfritte, D4) und durch einen HPLC-Spri-
tzenfilter filtriert. Die gelösten Aminopyrimidine wurden nun HPL-chroma-

tographischaufgetrennt1. Die einzelnen Fraktionen stimmtenin folgenden
analytischen Daten mit authentischenProdukten überein:

l.eluierteFraktion: mit Diaminouracilhemisulfat 18S

C4H6N4O2«012804)1/2 191.16

tR 10.5min

DC Rf 0.26, Kieselgel (Essigsäure/Wasser/n-Butanol, 1:2:4),
Detektion: UV, Ninhydrin: rot, dann braun

UV Perfluorbuttersäure 0.1% in H2O
>-max: 259nm

2.eluierte Fraktion:mit 2,5,6-Triamino-4-pyrimidinonsulfathydrat16S

C4H7N50*H2S04«H20257.22

tR 12.2min

DC Rf 0.23, Kieselgel (Essigsäure/Wasser/n-Butanol, 1:2:4),
Detektion: UV, Ninhydrin: violett, dann gelb

UV Perfluorbuttersäure 0.1% in H20
Ä-max^ 264nm und 210nm

S.eluierte Fraktion:mit 4,5,6-Triamino-2-pyrimidinonsulfat17S

C4H7N50»H2S04239.23

tR 13.5min

DC Rf 0.30, Kieselgel (Essigsäure/Wasser/n-Butanol, 1:2:4),
Detektion: UV, Ninhydrin: gelb

xSäule: Nucleosil 100-7 C-18 (Marcherey-Nagel), 250»21mm,präparativ, Detektion

UV 265nm; LauflnittelA: 0.1% Perfluorbuttersäure in Wasser, Laufmittel B: 0.1%

Perfluorbuttersäure in Wasser/Acetonitril 1:9; t = 0min: 0% B bis t = 20min: 40% B
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UV Perfluorbuttersäure 0.1% in H2O
Xmax' 281nm und 204nm

4.eluierte Fraktion:mit 2,4,5,6-Tetraaminopyrimidinsulfat15S

C4H8N6»H2S04 238.25

tR 16.8min

DC Rf 0.37, Kieselgel (Essigsäure/Wasser/n-Butanol, 1:2:4),
Detektion: UV, Ninhydrin: gelb

UV Perfluorbuttersäure 0.1% in H2O
lmax: 276nm und 216nm
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NH

N-^VNH
x.xH2N' N' "NH,

IS

400 500300 600 nm

UV-Spektrum von Tetraaminopyrimidin 15 aus dem Hydrolyseversuch von Tetra¬

aminopyrimidin 15 in Natronlauge 2N bei 125°C, aufgenommenin wässriger
0.1%igerPerfluorbuttersäure

NH
HN

H2N N' -NH2
16

400 500300200 600 nm

UV-Spektrum von 2,5,6-Triamino-4-pyrimidinon 16 aus dem Hydrolyseversuchvon
Tetraaminopyrimidin 15 in Natronlauge 2N bei 125°C, aufgenommen in wässriger
0.1%-iger Perfluorbuttersäure
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300200

NH2

HN ^V

O^N^NHj
17

400 500
~~1
600 nm

UV-Spektrum von 4,5,6-Triamino-2-pyrimidinon 17 aus dem Hydrolyseversuchvon
Tetraaminopyrimidin 15 in Natronlauge2N bei 125°C, aufgenommen in wässriger
0.1%-iger Perfluorbuttersäure

o

X ,NH7
HN >i

O^N "̂*NH2
H
18

200 600 nm300 400 500

UV-Spektrum von 5,6-Diaminouracil 18 aus dem Hydrolyseversuchvon Tetraami¬

nopyrimidin 15 in Natronlauge 2N bei 125°C, aufgenommen in wässriger0.1%-iger
Perfluorbuttersäure
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3.5. HyöVolysevon4,5,6rTriamino-2-pyrimidinon,basisch katalysiert

NH2 O

N^V^2 HN^V^
X JL —" X XCT^N NH2 0*^N^^NH2

H H

17 18

100mg4,5,6-Triamino-2-pyrimidinonsulfat 17S (0,418mmol)wurden in einer

abschmelzbaren 5ml-Ampulle mit 5ml NaOH2N versetzt, mit N2 (1) gekühlt
und im noch flüssigen Zustand vorsichtigam HV entgast.Nach 5min wur¬

de eingefroren und am HV abgeschmolzen. Die Ampulle wurde 160h bei
125°C im Ölbad gehalten, dann abkühlen gelassen, geöffnet und schnell in
200mlWasser mit 0,5mlH2SO4 konz. gegossen. Die wässrigeLösungwurde
siedend von Kieselsäure abfiltriert(Glasfritte, D4) und nach Abkühlen auf

genau 11 ergänzt. Die gelbliche Lösung wurde HPL-chromatographisch1 mit

Eichlösungen verglichen. Sie enthielt 14,4mg (0,075mmol, 18%) Diamino-
uracilhemisulfat 18S (tR = 5.7min) und 46mg (0,19mmol,46%) 4,5,6-Triami-
no-2-pyrimidinonsulfat 17S (tR =* 9.9min).

Zur genauen Charakterisierungder Produkte zusätzlich zur Retentionszeit
wurden analogeAnsätze nach Öffnen der Ampulle zu 4.5ml H2SO42N mit
lml Perfluorbuttersäure gegossen. Die Lösung wurde zum Sieden erhitzt,
von der Kieselsäure abfiltriert(Glasfritte D4) und durch einen HPLC-Sprit-
zenfilter filtriert. Die gelösten Aminopyrimidine wurden nun HPL-chroma-

xSäule: Nucleosil 100-7 C-18 (Marcherey-Nagel)250«4.6mm, analytisch, Detektion
UV 265nm; Laufmittel A: 0.1% Perfluorbuttersäure in Wasser, Laufmittel B: 0.1%

Perfluorbuttersäure in Wasser/Acetonitril 1:9; t = 0min: 0% B bis t = 15min: 30% B
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tographischaufgetrennt1. Die einzelnen Fraktionen stimmtenin folgenden
analytischen Daten mit authentischenProdukten überein:

l.eluierteFraktion: mit Diaminouracilhemisulfat 18S

C4H6N4(VCHsg04)i/219L16

tR 10.4min

DC Rf 0.26, Kieselgel (Essigsäure/Wasser/n-Butanol, 1:2:4),
Detektion: UV, Ninhydrin: rot, dann braun

UV Perfluorbuttersäure 0.1% in H20
^max: 259nm

2.eluierteFraktion: mit 4,5,6-Triamino-2-pyrimidinonsulfat17S

C4H7N50»H2S04239.23

tR 13.3min

DC Rf 0.30, Kieselgel (Essigsäure/Wasser/n-Butanol, 1:2:4),
Detektion: UV, Ninhydrin: gelb

UV Perfluorbuttersäure 0.1% in H20
^max^ 282nm und 203nm

1Säule: Nucleosil 100-7 C-18 (Marcherey-Nagel), 250»21mm,präparativ, Detektion

UV 265nm; Laufmittel A: 0.1% Perfluorbuttersäure in Wasser, Laufmittel B: 0.1%

Perfluorbuttersäure in Wasser/Acetonitril 1:9; t - 0min: 0% B bis t = 20min: 40% B
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3.6. Hydrolysevon2,5,6-Triammo4-pyrimidinon,basisch katalysiert

O O

NH2HN^V^2 HN^V
xx —~ XXH2N^N^NH2 cr"N^NH2

H

16 18

100mg 2,5,6-Triamino-4-pyrimidinonsulfathydrat 16S (0,389mmol) wurden
in einer abschmelzbaren 5ml-Ampulle mit 5ml NaOH2N versetzt, mit N2 (1)
gekühlt und im noch flüssigen Zustand vorsichtig am HV entgast. Nach
5min wurde eingefroren und am HV abgeschmolzen. Die Ampulle wurde

160h bei 125°C im Ölbad gehalten, dann abkühlen gelassen, geöffnet und
schnell in 200ml Wasser mit 0,5ml H2SO4 konz. gegossen. Die wässrigeLö¬
sung wurde siedend von Kieselsäure abfiltriert (Glasfritte,D4) und nachAb¬
kühlen auf genau 11 ergänzt. Der HPL-chromatographische1 Vergleich mit

Lösungen authentischer Produkte ergab einen Gehalt von 5,2mg (0,027m-
mol, 7%) Diaminouracilhemisulfat 18S (tR = 5.9min) und noch 33mg
(0,129mmol, 33%2) 2,5,6-Triamino-4-pyrimidinonsulfathydrat16S (tR =

8.2min).

Zur genauen Charakterisierungder Produkte zusätzlich zur Retentionszeit
wurden analogeAnsätze nach Öffnen der Ampulle zu 4.5ml H2SO42N mit
lml Perfluorbuttersäure gegossen. Die Lösung wurde zum Sieden erhitzt,
von der Kieselsäure abfiltriert(Glasfritte,D4) und durch einen HPLC-Sprit-
zenfilter filtriert. Die gelösten Aminopyrimidine wurden nun HPL-chroma-

1Säule: Nucleosil 100-7 C-18 (Marcherey-Nagel)250»4.6mm, analytisch,Detektion
UV 265nm; Laufmittel A: 0.1% Perfluorbuttersäure in Wasser, Laufmittel B: 0.1%

Perfluorbuttersäure in Wasser/Acetonitril 1:9; t = 0min: 0% B bis t = 15min: 30% B

2Die HPLC-Analyse davon ist ungenau, weil zwei - wahrscheinlichtautomere -

Formenin wechselndemVerhältnis im Chromatogrammauftreten
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tographischaufgetrennt1. Die einzelnen Fraktionen stimmtenin folgenden
analytischen Daten mit authentischenProdukten überein:

l.eluierteFraktion: mit Diaminouracilhemisulfat 18S

C4H6N402»(H2S04)iy2 191.16

tR 10.5min

DC Rf 0.26, Kieselgel (Essigsäure/Wasser/n-Butanol, 1:2:4),
Detektion: UV, Ninhydrin: rot, dann braun

UV Perfluorbuttersäure 0.1% in H20
Wx: 259nm

2.eluierte Fraktion:mit 2,5,6-Triamino-4-pyrimimnonsulfathydrat 16S

C4H7N5O•HaS04#H20257.22

tR 12.5min

DC Rf 0.23, Kieselgel (Essigsäure/Wasser/n-Butanol, 1:2:4),
Detektion: UV, Ninhydrin: violett, dann gelb

UV Perfluorbuttersäure 0.1% in H20
^•max^ 264nm und 215nm

1Säule: Nucleosil 100-7 C-18 (Marcherey-Nagel), 250 »2lmm,präparativ, Detektion
UV 265nm; Laufmittel A: 0.1% Perfluorbuttersäure in Wasser, Laufmittel B: 0.1%

Perfluorbuttersäure in Wasser/Acetonitril 1:9; t = 0min: 0% B bis t = 20min: 40% B
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3.7. ReaMonvonI>uiminouTacUmitRibosebeipH8

» H2N. Jl

Y^r°»:XX,
25

N'
H
18

H2N N^O
H

80 (Produkt nach [66], in unse¬

remVersuchnach NMR ein Ge¬
misch von mehreren Isomeren,
vgl. analytische Daten)

lg (5.23mmol) Diaminouracilhemisulfat18S wurden in 75ml auf 100°C er¬

hitztemund entgastem Wasser aufgeschlämmt. 54ml entgaste Natronlauge
0.1M wurden zugegeben,bis ca. pH 8 erreicht war und dann 2.5g (16.7m-
mol) Ribose 25 zugefügt. Es entstand eine leicht trübe, gelbliche Lösung, die
wieder vorsichtig am Hausvakuum entgast wurde. Sie wurde über eine
Glasfritte abfiltriert, wobei wenigDiaminouracil18 (nach 1H-NMR) zurück¬

gehalten wurde. Die erhaltene klare gelbe Lösung wurde bei 25°C auf ca.

10ml eingeengt und dann 30min bei 80°C gehalten. Nach Abkühlen auf RT
wurde die Lösung 14h bei 4°C im Kühlschrank aufbewahrt,wobei ein gelber
amorpher Festkörper ausfiel, der über einer Glasfritte gesammeltund mit

Eiswasserund Methanolgewaschenwurde. Nach 24h bei RT am HV erhielt
man 367mg (26%) von einem feinen, blass gelben Pulver, das durch die ana¬

lytischen Daten als Isomerengemisch erkannt wurde.

Analytische Daten dieses Isomerengemisches:

C9H14N4O6 274.24

DC Zersetzungzu 18 und 25 in wässrigenSystemenmit langen
Laufzeiten

1H-NMR 200 MHz,de-DMSO
2.50 (d5-DMSO), 3.1 - 6.0 Signalhaufen(Zuckerprotonen),3.37
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(H^O), 6.72 (breit, Aminoproton?), 9.11 (d, J - 3Hz, Iminproton?)
10.3 - 10.5 (Signalhaufen, Amidprotonenim Uracilring)

13C-NMR 75 MHz,de-DMSO
Die 9 wichtigsten Signale (Hauptisomer)ausserdenenvon
de-DMSO: 164.4,153.2,149.4,92.6,87.7,70.1,69.6,67.0,64.2

UV

IR

in nm: 278
H20
A.max

KBr

3430 shm, 3295 m, 3185 m, 3025 w, 2900 w, 2790 w, 1695vs,

1625 vs, 1580vs, 1455 sh m, 1398 s, 1368w, 1250 shm, 1170w,
1108 m, 1085m, 1012w, 992 w, 910 w, 890 w, 882 w, 837 w, 812 w,

768 w, 672 w, 570 w, 542 m, 481 w, 425 sh w, 380 w

Isomeren¬
gemisch
aus Exp. 3.7.

200 300 400 500 600 nm

UV-Spektrum des Isomerengemisches aus Diaminouracilund Ribose bei pH8 (Ex¬
periment 3.7.), aufgenommen in H20
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IR-Spektrumdes Isomerengemisches aus Diaminouracil und Ribose bei pH8 (Ex¬

periment 3.7.), aufgenommen inKBr
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75MHz- 'C-Spektrum des Isomerengemisches aus Diaminouracil und Ribose bei

pH8 (Experiment 3.7.), aufgenommen in d6-DMSO
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4. Purine

4.1. Isoguanin

NH^

X +

0*^NH2 H2N

NH2
H X H

r> — xx>>-N O^^N-^-N
H

9 23 21

2.4g (40mmol)kristalliner Harnstoff9 wurden im Mörser pulverisiertund
mit 216mg (2mmol) 5-Aminoimidazol-4-carbonitril 23 innig verrieben. Die
weisse Pulvermischung wurde mit Magnetrührerim offenen lOml-Birnkol-
ben bei ca. 145°C im Ölbad geschmolzenund bei 140°C 3h weitergerührt. Die
unterdessenleicht bräunliche Schmelze war nun beinahe erstarrt und ent¬

hielt gemäss DC (Kieselgel, Wasser/n-Butanol/Essigsäure2:4:1, Detektion
UV) kein Edukt 23 mehr. Die Schmelze wurde abkühlen gelassen und in ca.

10ml Wasser aufgeschlämmt. Der unlösliche Anteil wurde über einer Glas¬
fritte (D3) gesammeltund mit Wasser gründlich gewaschen. Das verbleiben¬

de, leicht bräunliche Pulver wurde nun in der Mindestmenge NaOH 0.5N

gelöst, bei RT 30min mit Aktivkohle gerührt, über Celite filtriert und
schliesslich in eine essigsäuregesättigte Atmosphäre gestellt. Nach einer
Woche bei RT wurde das ausgefallene,gelbliche Pulver über einer Glasfritte
(D3) abfiltriert, getrocknet (HV/RT/96h)und ergab so 176mg(1.16mmol,58%)
analytisch reines Isoguanin21. Kristallisieren aus ca. 60ml H2SO4 2N zwi¬
schen Siedepunkt und RT ergab nach Trocknen(HV/RT/96h) 254mg gelbli¬
che Nadelnvon Isoguaninhemisulfat 21S (CsHsNsO^^SO^i^)

Analytische Daten von Isoguanin21:

C5H5N5O 151.15

DC Rf 0.23, Kieselgel (Essigsäure/Wasser/n-Butanol, 1:2:4),
Detektion:UV
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1H-NMR 200 MHz,ca. 10% NaODin D20
4.95 (BPD), 7.30 (C(8JH)

!3C-NMR 50 MHz, ca. 10% NaODin D20
116.2(C(5)). 153.8 (C(8)). 158.7,166.6,169.5(C(2). C(4) und C(6))

UV NaOH0.01N

Xmaxin nm: 283 (lg e = 4.96)

C5H5N5O«(H2S04)iy221S 200.20

IR als Hemisulfatsalz 21S,KBr
3153b, sh. 3000b, 2899b, 2795b, 2746w, 2649w, 2105 w,

1713vs sh, 1689 vs sh, 1597 s, 1432s sh, 1329s sh, 1279 w, 1212m,
1201 m, 1167 m, 1131s, 1113 s, 1079vs, 990 w, 978 m, 922 w,
904 w, 839 w, 802 m, 756 w, 729 w, 703 w sh, 671 w, 636 w, 617 w,
601 w, 566 w, 532 s, 488 w, 445 w, 384 w, 363w
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4.2. Xanthin

O
II H

NH2 HaN^Sf^v HN''\-'N*
+

er "nh2 h2n
H

9 24 22

3.6g (60mmol) kristalliner Harnstoff9 wurden im Mörserpulverisiert und

mit 432.4mg (3mmol) 5-Aminoimidazol-4-carbonsäureamid-hydrat24 innig
verrieben. Die weisse Pulvermischung wurde mit Magnetrührerim offenen
lOml-Birnkolbenbei ca. 145°C im Ölbad geschmolzen und bei 140°C 3h wei¬

tergerührt. Die Schmelze enthielt gemäss DC (Kieselgel, Wasser/n-Butan-

ol/Essigsäure 2:4:1, DetektionUV, Rf0.34) kein Edukt 5-Aminoimidazol-4-

carbonsäureamid-hydrat 24 mehr. Die Schmelze wurde abkühlen gelassen
und in ca. 10ml Wasser aufgeschlämmt. Der unlösliche Anteil wurde über
einer Glasfritte (D4) gesammeltund mit Wasser gründlich gewaschen. Das
verbleibende, leicht gräuliche Pulver wurde nun in der Mindestmenge
NaOH 0.5N gelöst und in eine essigsäuregesättigte Atmosphäre gestellt.
Nach einer Woche bei RT wurde das ausgefallene, gräuliche Pulver über

einer Glasfritte (D3) abfiltriert, getrocknet (HV/RT/96h) und ergab so 213mg
(1.4mmol, 47%) analytisch reines Xanthin 22.

Analytische Datenvon Xanthin 22:

C5H4N4O5} 152.11

DC Rf 0.41, Kieselgel (Essigsäure/Wasser/n-Butanol, 1:2:4),
Detektion:UV

!H-NMR 200 MHz,ca. 10% NaODin D20
4.92 (HOD), 7.27 (C(8)H)

!3C-NMR 50 MHz, ca. 10% NaODin D20
118.9(CiüD, 153.4 (CM), 163.7,165.3,166.1(C12), £[4J und £{£))
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UV NaOH0.0IN

Ä-max: 280nm (lg e = 4.90)

IR KBr
3419b, 3130 s sh, 3003 b sh, 2876m, 2826 m, 2797 m, 2667w,
2065 w, 1701vs sh, 1569m, 1458 m sh, 1436w, 1419m, 1335m sh,
1259w, 1205m sh, 1153 w, 1122w, 1033w, 958 w, 854 b sh,
767w sh, 723 w, 696 w, 635 w, 615 w, 538 m, 499 m, 428 w, 353 w
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4.3. XanthindurchHydrolysevon Isoguanin

NH2
H
N

N >X NO N
H

O
H
NHN >X Ner n

h

21 22

231mg Isoguaninhemisulfat2IS (80% nach UV, Rest H20, 0.92mmol) wur¬

den 20h in HCl 6N am Rückflussgekocht, am Rotationsverdampfereinge¬
dampftund in ca. 10ml NaOH4N gelöst. Aus dieser Lösung fiel bei RT in
einer essigsäuregesättigten Atmosphäreinnert 48h ein feines gelbes Pulver
aus, das auf einer Glasfritte (D3) gesammelt und zweimal mit wenig Was¬
ser gewaschen wurde. Nach dem Trocknen (HV/RT/lOOh) erhielt man so

118mg (78%)Xanthin 22.

Analytische Datenvon Xanthin 22:

C5H4N4O2 152.11

DC Rf 0.41, Kieselgel (Essigsäure/Wasser/n-Butanol, 1:2:4),
Detektion: UV

1H-NMR 200 MHz, ca. 10% NaODin D20
1.32 (s, 0.2 H, CHaCOO-),5.00 (HOD), 6.99 (s, 1H, C(8)H,
Xanthin), 7.08 (s, 0.1H, C£8)H, wahrscheinlichIsoguanin)

13C-NMR 50 MHz, ca. 10%NaODin D20
119.0(C(5)). 151.5 (C(8)). 165.3,167.9,169.1 (C(2). C(4) und CI6J)

UV NaOH0.0IN
kmax: 281nm (lg e = 5.09)
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IR KBr

3395b, 3125 s sh, 3003b sh, 2874m, 2794 m, 1699vs sh, 1569m,
1456m sh, 1419 m, 1335 m sh, 1259 w, 1203m sh, 1153w, 1122w,
1031w, 958 w, 853 b sh, 765 w sh, 722 w, 704 w, 636 w, 613 w,
538 m, 498 m, 426w
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4.4. Hydrolysevon Xanthosin beipH10/100°C

n OQ o

HN^V\ HN^YNV HNX\--\ HN^Y
O^N-^N O^N^NH, O^N^"N 0ANA

H H H

74 22 18

NH.2

H
O

NH2

HO
83 OH

ÖH

284.2mg (lmmol) Xanthosin 83 wurden in einer abschmelzbaren 5ml-Am-

pulle mit 5ml Boraxpufferlösung0.5N (pH 10.0) versetzt, mit N2 (1) gekühlt
und im noch flüssigen Zustand vorsichtigam HV entgast.Nach 5min wur¬

de eingefroren und am HV abgeschmolzen.Die Ampullewurde 250h bei 105-

110°C im Ölbad gehalten, dann abkühlen gelassen, geöffnetund mit Wasser

auf 11 verdünnt. Der HPL-chromatographische1Vergleichmit Lösungen
authentischer Proben ergab so einen Gehalt von 10.2mg(0.06mmol, 6%) 5-

Formylamino-6-aminouracil74 (tR = 3min), 3.8mg (0.02mmol,2%) Diamino¬
uracil (als Hemisulfat) 18S (tR = 4.1min), 244.4mg(0.86mmol,86 %) Xantho¬
sin 83 (tR = 5min) und schliesslich 15.0mg(0.06mmol,6%) Xanthin 22 (tR =
7.5min).

xSäule: Nucleosil 100-7 C-18 (Marcherey-Nagel), 250»4.6mm,analytisch,Detektion
UV 265nm; Laufmittel A: NatriumphosphatlOmMpH 7.5, Laufmittel B: Laufmittel

A/MeOH7:3; t = 0min: 0% B bis t = 14min: 14% B und bis t = 15min: 100% B
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Zur genaueren Charakterisierungder Produkte neben Koinjektionwurde
ein gleicher Ansatz nach dem Abkühlen geöffnet, über Glasfritte (D4) und
anschliessend durch einen HPLC-Filter filtriert. Die präparative HPL-
chromatographische Auftrennung1 ergab 3 Fraktionen, die neben Koinjek¬
tion mit authentischenProdukten durch folgende analytische Daten charak¬
terisiert wurden:

Die l.eluierteFraktionenthielt 5-Formylamino-6-aminouracil 74

C5HeN403 170.14

DC Rf 0.31, Kieselgel (Essigsäure/Wasser/n-Butanol 1:2:4),
Detektion:UV

tR 6.9min

UV NatriumphosphatlOmMpH 7.5

Xmax- 263nm

Die 2.eluierteFraktion enthieltXanthosin 83

CioHi2N406 284.2

tR 11.5min

DC Rf 0.48, Kieselgel (Essigsäure/Wasser/n-Butanol, 1:2:4),
Detektion: UV, Anisaldehyd: grün

UV NatriumphosphatlOmMpH 7.5

^-max- 277nm und 248nm

1 Säule: Nucleosil 100-7 C-18 (Marcherey-Nagel), 250»21mm, präparativ, Detektion
UV 265nm; Laufmittel A: NatriumphosphatlOmMpH 7.5, Laufmittel B: Laufmittel
A/MeOH7:3; t = 0min: 0% B bis t = 14min: 14% B und bis t = 15min: 100% B
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Die 3.eluierteFraktion enthielt Xanthin22

C5H4N4O52 152.11

DC Rf 0.41, Kieselgel (Essigsäure/Wasser/n-Butanol, 1:2:4),
Detektion: UV

tR 14.7min

UV NatriumphosphatlOmMpH 7.5

^,max: 272nm und 240nm
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4.5. 5-Formylamino-6-aminouracil

^X^NH^ O HN-^^Y11jf T (s°42)i/2 +h^0h —" T I °
O^^N NH2 0*!!^N/NvNH2

H H
18S 74

1.91g Diaminouracilhemisulfat(9.8mmol) 18S wurden mit 1.36g Natrium¬

formiat (20mmol) in 80ml Ameisensäure in einem Rundkolbenmit Magnet-
rührer gelöst. Die rote, leicht trübe Lösung wurde am Hausvakuum entgast
und unter Argon bei RT stehengelassen. Nach ca. 4h wurde die Lösung gelb
trübe und nach 24h hatte sich eine grössere Menge Niederschlagabgesetzt.
Die Suspension wurde tropfenweise zuerst mit 20ml Ethanol und dann
200ml Diethylether versetzt. Der Niederschlagwurde über einer Glasfritte

abfiltriert, mit Diethylether neutral gewaschenund getrocknet (HV/RT/24h).
In 200ml siedendem Wasser mit einem Tropfen konzentriertem, wässrigem
Ammoniak gelöst, kristallisierte 5-Formylamino-6-aminouracil74 beim Ab¬
kühlen auf RT und dann 4°C in Form von feinen, gelblichen Nadeln. Nach
Abfiltrieren, Waschen mit Wasser und Trocknenerhielt man 1.21g (7.lm¬
mol, 73%) 74.

Analytische Daten von 5-Formylamino-6-aminouracil74:

C5H6N403 170.14

MS EI

171 (12, M+l), 170 (45, M), 152 (42, M-H20), 142 (100, M-CO)109
(35), 97 (15), 81 (10), 70 (46), 54 (47) 43(96)

DC Rf 0.31, Kieselgel (Essigsäure/Wasser/n-Butanol 1:2:4),
Detektion:UV
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1H-NMR 400 MHz, d6-DMSO
2.50 (m, d5-DMSO),3.32 (s, E2O), 3.32 (s, H20), 6.05 (s breit,
1.3H, -NH2 Z-Isomer),6.31 (s breit, 0.7H, -NH2 E-Isomer), 7.70
(d,J=11.6Hz,0.35H NCOH E-Isomer), 7.94 (d, J=11.6Hz,0.35H,
-NHCOHE-Isomer), 8.02 (d, J=1.4Hz,0.65H, NCOH Z-Isomer),
8.54(V breit, 0.65H, -NHCOHZ-Isomer), 10.21 (s sehr breit, 1H,
-NU-im Ring beider Isomere), 10.38 (s breit, 0.65H, -NU-im

Ring des Z-Isomeren), 10.43 (s breit, 0.35H, -NH- im Ring des E-

Isomeren

13C-NMR 100 MHz, de-DMSO
39.5 (hept, dfi-DMSO). 85.7 (Cffi) Z-Isomer),86.2 (£15) E-Isomer),
149.6,149.7,150.8,152.7,161.0,161.1,162.4,167.1(2x4£_der
beiden Isomeren)

UV

IR

Natriumphosphat10 mMpH 7.0

Xmax: 263nm (lg e = 4.25)

KBr
3403 m, 3250m sh, 3189m sh, 3071 b, 3018 m, 2777 w, 1808w,
1750m, 1717 s, 1671m, 1635 s sh, 1581 s, 1520 m, 1454m, 1407m,
1398 w, 1387 s sh, 1279m, 1190w, 1158 w, 1086w, 1012w, 881 m,
837 w, 779 w, 762m sh, 737 w, 708 w, 677 w, 659 w,620 w, 546 m,
512 w, 474 m, 442w sh, 400 w, 368 w
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100 MHz-13C-NMR-Spektrum von 6-Amino-5-formylaminouracil74 in dg-DMSO
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4.6. Reaktionvon 5-Formylamino-6-aniinoiiracilbeipH 10 / 100°C

HN

O^N^NH2 O^n"^ O^N^NH2
H H H

74 22 18

85mg (0.5mmol) 5-Formylamino-6-aminouracil 74 wurden in einer ab¬

schmelzbaren 5 ml-Ampulle mit 5ml Boraxpufferlösung0.5N (pH 10.0) ver¬

setzt, mit N2 (1) gekühlt und im noch flüssigen Zustand vorsichtigam HV
entgast. Nach 5min wurde eingefroren und am HV abgeschmolzen. Die

Ampulle wurde 60h bei 105°C im Ölbad gehalten, dann abkühlen gelassen,
geöffnet und mit Wasser auf 11 verdünnt. Der HPL-chromatographische1
Vergleich mit Lösungen authentischer Proben ergab einen Gehalt von

24.9mg (0.15 mmol, 30%) 5-Formylamino-6-aminouracil74 (tR = 6.9min),
23.9mg (0.13mmol, 25%) Diaminouracil(als Hemisulfat) 18S (tR = 9.4min)
und 16.6mg (O.llmmol,22%) Xanthin 22 (tR = 16.3min).

Zur genaueren Charakterisierungder Produkte neben Koinjektion wurde

ein gleicher Ansatz nach dem Kühlen geöffnet, bis ca. pH 3 angesäuert,
über Glasfritte (D4) und anschliessend durch einen HPLC-Filter filtriert.

Die präparative HPL-chromatographische Auftrennung(wie oben1) ergab 3
Fraktionen, die neben Koinjektion mit authentischenProduktendurch fol¬

gende analytische Daten charakterisiertwurden:

iSäule: Nucleosil 100-7 C-18 (Marcherey-Nagel),250«21mm, präparativ, Detektion

UV 265nm; Laufmittel A: NatriumphosphatlOmMpH 7.0; Laufmittel B: Laufmittel

A/MeOH7:3 ; t = 0min: 0% B bis t = 9min: 9% B und bis t = 10min: 100% B)
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Die l.eluierteFraktionenthielt 5-Formylamino-6-aminouracil 74

C5H6N403 170.14

DC Rf 0.31, Kieselgel (Essigsäure/Wasser/n-Butanol 1:2:4),
Detektion:UV

tR 6.9min

UV NatriumphosphatlOmMpH 7.0

X-max: 263nm

Die 2.eluierteFraktionenthielt Diaminouracil 18 als Hemisulfat18S

C4H6N402-(H2S04)iy2 191.16

tR 9.4min

DC Rf 0.26, Kieselgel (Essigsäure/Wasser/n-Butanol, 1:2:4),
Detektion: UV, Ninhydrin: rot, dann braun

UV NatriumphosphatlOmM pH 7.0

Xmax^ 281nm

Die 3.eluierteFraktion enthielt Xanthin22

C5H4N402 152.11

DC Rf 0.41, Kieselgel (Essigsäure/Wasser/n-Butanol, 1:2:4),
Detektion:UV

tR 16.3min

UV NatriumphosphatlOmMpH 7.0

Xmax- 269nm und 205nm
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4.7. 5-Formylamino-2,4,6-Maniinopyriinidän
(von St. Pitsch [93] synthetisiert, nach Traube [62] und Trinks[14];
Röntgenstrukturanalysevon Dr. B. Schweizer ETH Zürich)

NH2

NJ^NH3 Q

[^N^NH, H <

NH, H
HN
r^NXJ o

N NH2

72

H2N^N^NH2 H 0H H2N
H
15S

Ansatz analog zum Trinks'schen ([14], S.178): 2.56g (lOmmol) Tetraamino-

pyrimidinsulfat-hydrat 15S, 0.7g Natriumformiat und 30ml Ameisensäure

wurden 2h am Rückfluss erhitzt und danach das Lösungsmittel abdestil¬

liert. Der Rückstandwurde in heissem Wasser gelöst und durch Zugabevon
wässrigemAmmoniakauf pH 9 gestellt. Im Kühlschrank kristallisierten

1.5g (HV/RT)blassgelber Nadeln von 5-Formylamino-2,4,6-Triaminopyrimi-
din72.

Um einen für die Röntgenkristallstrukturanalyse genügenden Kristall zu

erhalten, löste Pitsch diese Nadeln nochmals im Minimumvon kochendem
Wasser. Aus dieser Lösung gab es beim Abkühlen auf RT keine spontane
Kristallisation. Dazu wurde mit Wasser auf das doppelte Volumenverdünnt
und bei gegenüber RT leicht erhöhter Temperaturund offenem Gefässlang¬
sam davon verdunsten gelassen. Nach etwa einem Monat waren meist zu

grosse, aber auch für die Röntgenkristallstrukturanalyse geeignete Kristalle
entstanden.

Analytische Daten von 5-Formylamino-2,4,6-Triaminopyrimidin72:

C5H8N60«H20 168.16(186.17)

1H-NMR 300 MHz,d6-DMSO
2.50 (m, d5-DMSO),3.33 (s, HgO). 3.32 (s, H2Q), 5.38 (s breit, 1.5H,
C(2)-NHg,Z-Isomer),5.45 (s breit, 3H, C(4)-NH2 und C(6)-NH£,
Z-Isomer),5.48 (s breit, 0.5H, C(2)-NH2,E-Isomer), 5.62 (s breit,
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1H, C(4)-NH2 und C(6)-NHa, E-Isomer), 7.68 (d, J=11.7Hz,0.25H
NCOH, E-Isomer), 8.00 (d, J=12Hz,0.25H, NH-CHO,E-Isomer),
8.03 (d, J=1.3Hz,0.75H, NCOH,Z-Isomer), 8.44 (V breit, 0.75H,
-NHCOH, Z-Isomer)

!3C-NMR 75 MHz, d6-DMSO
39.4 (hept, dfi-DMSO). 86.4 (£15), Z-Isomer),86.6 (C(5).E-
Isomer),160.0,160.9,161.0,161.5,166.4,(2*2 + 2 C_der beiden
Isomeren)

UV

IR

H20
>-max: 266nm (Ige = 3.99)

KBr
3485 s, 3388 s sh, 3342 s, 3263 s, 3220 m, 1672 s, 1650 s, 1623vs,

1578 s, 1496 s, 1455 s, 1388 s, 1242m, 1148m, 1031w, 1000m,
879 m, 785 m, 752 w, 570 w, 480 w, 410 w, 378 w

H.0

TMS

d<-DMSO

r

u LMV —A

9ppm

r«

72

300 MHz-1H-NMR-Spektrumvon 5-Formylamino-2,4,6-triaminopyrimidin72 in de-
DMSO
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x*.idüüiJAw»jLA)ii^*W4-j*>jywikfcJ
i

NH,---* H

X X °

H2N N NH2
72

200 ppm 150 100

d6-DMSO

TMS

50

75MHz-13C-NMR-Spektrum von 5-Formylamino-2,4,6-triaminopyrimidin72 in dg-
DMSO

Die Röntgenstrukturanalysewurde von Dr. B. Schweizer an der ETH Zürich

durchgeführt:

Kristall: 0.25mm x 0.2 mmx 0.45 mm

Raumgruppe: P2i2i2i (Orthorhombisch)

Zelle: 4.3370(9), 14.986(5),12.612(5)
90°, 90°,90°

Fooo: 392

d: 1.521

After anisotropicref. (H isotropic) weights= l/sig2(D
R=0.031 Rw=0.030
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Abbildung der Raumstrukturvon 5-Formylamino-2,4,6-triaminopyrimidin72, be¬

rechnet aus der Röntgenstrukturanalyse(ORTEP-PLOT)

Folgende Atomnumerierung wurde gewählt:
9
NH2

JL 1 012

H2N^N^NH2 H20l3

72



Atomkoordinaten

200

Atom x/a
U12 p.p.

y/b z/b U(orUll) U22

C02 .3295(5)
0.0000(9)
C04 .0630(5)
.002(1)
COS -.0314(4)
0.0000(8)
C06 .0552(5)
.0035(9)
Cll -.0760(5) .2497(1)
-.0031(9)
NOl .2372(4)
-.0053(8)
N03 .2505(5)
-.0063(9)
N07 .5167(5)
-.019(1)
N08 -.0164(5)
-.017(1)
N09 -.0372(5)
-.016(1)
N10 -.2085(4)
-.0029(7)
012 .2041(4)
.0013(7)
013 .0543(5)
-.0009(9)
H10 -.401(6) .326(2)
Hll -.221(5) .202(1)
H131 .932(8) .141(2)
H132 .905(7) .233(2)
H71 .604(6) .639(2)
H72 .595(6) .648(2)
H81 -.156(6) .361(2)
H82 .034(7) .427(2)
H91 -.153(6) .386(2)
H92 .057(6) .459(1)

5521(1) .3263(2) .026(1)

4413(1) .2427(2) .024(1)

.0240(9)

.027(1)

4093(1) .3402(2) .0211(9) .0216(8)

4558(1) .4309(2) .024(1) .023(1)

.3645(2) .022(1) .026(1)

.5296(1) .4243(1) .032(1) .0247(7)

.5138(1) .2350(1) .032(1) .0310(9)

.6248(1) .3194(2) .048(1) .038(1)

.4019(1) .1510(2) .051(1) .046(1)

.4316(1) .5278(1) .047(1) .034(1)

.3290(1) .3489(1) .0169(8) .0260(8)

.2375(1) .3704(1) .0238(8) .0318(8)

.1911(1) -.0021(2) .0348(9) .0378(9)

.352(2)

.372(2)

.019(3)

.001(3)

.260(2)

.380(2)

.151(2)

.089(2)

.535(2)

.590(2)

.045(7)

.027(5)

.09(1)

.08(1)

.051(8)

.050(8)

.057(9)

.061(9)

.044(8)

.041(7)

U33

.028(1)

.027(1)

.030(1)

.025(1)

.043(1)

.0240(9)

.0242(9)

.032(1)

.027(1)

.024(1)

.035(1)

.077(1)

.076(1)

U23

.0018(8)

-.0009(8)

-.0012(8)

.0018(8)

-.001(1)

-.0010(7)

-.0005(7)

.0016(9)

-.0061(9)

.0012(8)

-.0008(7)

.0045(9)

.008(1)

U13

-.0012(9)

-.001(1)

-.001(1)

-.0006(9)

.001(1)

-.0021(8)

.0019(8)

.000(1)

.001(1)

.001(1)

-.0013(8)

-.0021(8)

.005(1)
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5. FOLSAEURE(nach Dünn [15] und Peng [29])

5.1. l-(4-Cyanophenylamino)-3-hydroxy-2-propanon(Experimentvon
Dünn [15])

f
/n/*OH +

—OH

96

H>N CNV t

35

H
i—N

o=

HO—

H
ArN .NAr

ArN
H

99

CH,

\ /
41

+

Ar =

CN

iT

CN

C2oH18N403 C12H9N302
+

100 101

Eine Mischung von 8.18g 4-Aminobenzonitril 35 (69.3mmol), 5.69g DL-Gly-
ceraldehyd 36 (63mmol), 3.4ml Wasser (189mmol)und 72|al Essigsäure
(1.26mmol) wurden in einen 50ml-Kolben mit Magnetrührergefüllt. Der
Kolben wurde unter Argon gesetzt, gerührtund für 45min in ein auf 110°C
vorgeheiztes Ölbad getaucht. Das schwarze Reaktionsgemisch wurde in Me¬
thanol gelöst, auf Kieselgel adsorbiertund in zwei Hälften über 150g Kiesel¬

gel flash-chromatographiert[54]. Folgender Elutionsgradientwurde ver¬

wendet: Hexan zu Dichloromethan,100ml Portionen, 5% Gradient; Dichlo-
romethanzu Dichloromethan (50%) in Ethylacetat, 80ml Portionen, 5% Gra¬
dient; Dichloromethan (50%) in Ethylacetat, 400ml Portion; Dichloromethan
(50-100%)in Ethylacetat, 80ml Portionen, 5% Gradient; Ethylacetat, 400ml
Portion.
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Dichloromethan (85%) in Hexan zu Dichloromethan (76%) in Ethylacetat
eluierte ein Gemischvon 2.54g unverändertem 4-Aminobenzonitril 351 (31%)
und 2-(4-Cyanophenylamino)-N,N'-bis(4-Cyanophenyl)propionamidin99,
das durch weitere Flash-Chromatographiezu 120mg (0.5%) zu reinem Ami-

din 99 gereinigt wurde. Dichloromethan (50%-35%) in Ethylacetat eluierte
das unbekannte Produkt C12H9N3O2 101, das aus Dichloromethan 0.43g
schwach creme-farbeneKristalle ergab. Dichloromethan (35-0%) in Ethyl¬
acetat eluierte rohes l-(4-Cyanophenylamino)-3-hydroxy-2-propanon41 als

viskose, braune und gummiartige Masse, die mit wenig Ethanol versetzt ein
schwach braunes Pulver gab. Durch Zugebenvon Ethylacetat zum Ethanol-
filtrat erhielt man zusätzliches Produkt. Kristallisation aus Ethanol ergab
2.1g (18%) reines l-(4-Cyanophenylamino)-3-hydroxy-2-propanon 41 als
schwachgelbe Nadeln. Alle Ethanol/Ethylacetat-Filtrate wurden vereinigt,
durch Flash-Chromatographie erneut gereinigt, um nach Kristallisation
aus Methanol 0.58g (5%) eines unbekannten Kondensationsproduktes
C20H18N4O3100 in Formvon farblosenNadelnzu geben.

Analytische Daten von 2-(4-Cyanophenylamino)-N,N'-bis(4-Cyanophenyl)-
propionamidin99

C24H18N.3 390.47

MS EI
391 (4, M+l), 390 (17, M), 209 (14), 145 (70, NCC6H4NH=CHCH3),
118 (63, NCC6H4NH2), 102 (16, NCC6H4), 91 (18), 57 (37), 43 (100)

DC Rf 0.75, Kieselgel, Ethylacetat /Dichloromethan3:7,
Detektion:UV

Smp. 258°C

UV Ethanol

Xmax: 291nm (Ige = 4.60), 213nm (sh, 4.39), 203nm (4.54)

1H-NMR 300 MHz, d6-DMSO
1.55 (d, J=6.9Hz,3H, CH3), 4.08 (qd, Ji=6.9Hz J2=5.5Hz, IH,

1 DC, Kieselgel, Ethylacetat/Dichloromethan3:7, DetektionUV: Rf 0.83
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CH.CH3, bei Zugabevon D2O wirddas Signal zu einemq

reduziert), 6.49 (d, J=8.7Hz,2H, 2»C(5)(Ar)H), 6.57 (d, J=5.5Hz,
IH, NHCH, tauscht mitD20 aus), 6.90 (d, J=8.5Hz,2H,
2C(10)(Ar)H), 7.52 (d, J=8.7Hz,2H, 2C(6)(Ar)H),7.69 (d,
J=8.5Hz,2H, 2C(ll)(Ar)H),7.70 (d, J=8.8Hz,2H, 2C(15)(Ar)H),
7.87 (d, J=8.8Hz,2H, 2C(16)(Ar)E),9.31(s, IH, NH-C=N, tauscht
mit D2O aus)

*H-NMR 300 MHz, CDCI3
1.52 (d, J=6.77Hz,3H, CH3), 4.15 (m, 2H, CHCH3und NHCH),
6.71 (d, J=8.79Hz,2H, 2C(5)(Ar)H),6.99 (d, J=8.63Hz,2H,
2C(10)(Ar)H),7.54 (d, J=8.79Hz,2H, 2C(6)(Ar)H),7.57 (d,
J=8.79Hz,2H, 2C(15)(Ar)H),7.65 (d, J=8.63Hz,2H,
2C(ll)(Ar)H),7.74 (d+s, J=8.5Hz,3H, 2C(16)(Ar)H) + NH-
C=N)

IR KBr

3380m, 3318m, 2220s, 1651 s, 1610 s, 1598 s, 1586 s, 1520br s,

1494 s, 1410m, 1327 s, 1200m, 1174 s, 830 m, 548m
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H,0

_,d5-DMSO

TMS

NC-f Vn n CN

Y
-0~NN=/ H

NC ai3
^

99

L...

ppm 9

300 MHz-1H-NMR-Spektrumvon 2-(4-Cyanophenylamino)-N,N,-bis-(4-Cyano-
phenyl)propionamidin99 in dß-DMSO

Analytische Daten des unbekanntenProduktesC12H9N3O2101:

C12H9N3O2 227.23

MS EI

293 (0.5), 189 (0.5), 160 (1.7), 146 (68), 118(100), 91 (35)
Zahlreiche Versuche mit verschiedenenMethoden, ein
zufriedenstellendesFAB-MS zu erhalten misslangen.

EA

DC

Smp.

UV

ber.

gef.
C 63.43

C 63.74

H3.96

H4.10
N 18.49
N 18.46

Rf 0.45, Kieselgel, Ethylacetat /Dichloromethan3:7,
Detektion:UV

178-180°C

Ethanol
>-max: 277nm (sh, Ige = 1.98), 266nm (2.11), 208nm (2.02)

1H-NMR 300 MHz,de-DMSO
7.37 (d, J=8.63Hz,2H), 7.78 (m, ca.l6H),8.37 (d, J=1.6, sbei



207

Zugabe von D2O), 8.99 (d, J=10.4Hz,IH, s bei Zugabe von D2O),
10.53 (d br, J=10.4Hz,IH, tauscht mit D20aus) 10.64 (s br, 2H,
tauscht mit D2O aus)

1H-NMR 300 MHz,CD3OD
7.34 (d, J=8.71Hz,2H), 7.68 (d, J=8.98Hz,ca.HH), 7.77 (d,
J=8.90Hz,ca. 9-10H), 8.34 (s, 4H), 8.93 (s, IH)

!3C-NMR 75.5 MHz, CD3OD
108.1 (s), 118.8 (d), 119.7 (s), 121.0 (d), 134.3 (d), 134.9 (d), 143.3 (s),
161.9 (d), 164.2 (d)

IR KBr,
3325 m, 3080 m, 2225 s, 1702 s, 1609 s, 1490 m, 1412m, 1308 s,

1282 s, 1218 m, 1182 s, 838 s, 550 s

Analytische Datenvon l-(4-Cyanophenylamino)-3-hydroxy-2-propanon41

C10H10N2O2190.21

MS EI

190 (10, M), 131 (100, NCC6H4NH=CH2),118 (10, NCC6H4NH2),
102 (13, NCC6H4)

EA ber. C 63.15 H5.30 N 14.73

gef. C 62.91 H5.21 N 14.61

DC Rf 0.35, Kieselgel, Ethylacetat /Dichloromethan3:7,
Detektion: UV; Rf 0.33, Kieselgel, Diethylether,Detektion: UV

Smp. 115-116°C

UV Ethanol: Xmax: 279nm (Ige = 4.34),215nm (3.99)

1H-NMR 300 MHz, d6-DMSO
4.16 (d, J=5.6Hz,CH2N),4.19 (s, 2H, CH20), 5.29 (s br, tauscht
mit D20aus, OH), 6.64 (d, J=8.8Hz,2H, 2C(5)(Ar)H),6.83 (t,
J=5.6Hz,IH, tauscht mitD20 aus, NH)_7.45 (d, J=8.9Hz,2H,
2C(6)(Ar)H)
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1H-NMR 300 MHz,CD3OD
4.17 (s, CH2N),4.32 (s, 2H, CH20), 6.66 (dd, Ji=6.9Hz J2=2.1Hz,
2H, 2C(5)(Ar)H),7.43 (dd, Ji=6.9Hz J2=2.1Hz,2H, 2C(6)(Ar)H)

!H-NMR 300 MHz, CDCI3
2.78 (t, J=4.9Hz,OH), 4.15 (d, J=4.7Hz,2H, CH2N),4.44 (d,
J=4.7Hz,2H, CH20), 5.05 (s br, IH, NH), 6.59 (dd, Ji=6.8Hz
J2=2.0Hz, 2H, 2C(5XAr)H),7.47 (dd, Ji=6.8Hz J2=2.0Hz,2H,
2C(5)(Ar)H)

13C-NMR 75.5 MHz, d6-DMSO
48.7 (t, C(l)), 66.1 (t, C(3)), 96.3 (s, C(7)), 112.1 (d, C(5)), 120.3 (s,
C(8)), 133.1 (d, C(6)), 151.7 (s, C(4)), 207.6 (s, C(2))

IR KBr, v in cm"1
3415 s, 3360 s, 3070 w, 2880 w, 2118 s, 1735 s, 1610 s, 1580m,
1527 s, 1430m, 1410m, 1362 m, 1340 s, 1320m, 1286m, 1223w,
1210w, 1193 s, 1110m, 1011s, 827 s, 546 s

CDCl
TMS

CN^1 /
0=

41
HO

iiv_iJL _j^~>

ppm 9

300 MHz^H-NMR-Spektrum von l-(4-Cyanophenylamino)-3-hydroxy-2-propanon41
in CDCI3
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75.5 MHz-13C-NMR-Spektrum von l-(4-Cyanophenylamino)-3-hydroxy-2-propanon
41 in de-DMSO
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IR-Spektrum von l-(4-Cyanophenylamino)-3-hydroxy-2-propanon41 inKBr
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UV-Spektrum von l-(4-Cyanophenylamino)-3-hydroxyhydroxy-2-propanon41 in

Ethanol

Analytische Daten des ProduktesC20H18N4O3100

C20H18N4O3362.4

MS

DC

Smp.

UV

FAß positiv,NOBA
363 (18, M+l),77 (100)

Rf 0.35, Kieselgel, Ethylacetat /Dichloromethan3:7,
Detektion:UV

Rf 0.21, Kieselgel, Diethylether,Detektion: UV

151-152°C

Ethanol

kmax: 287nm (lg e = 4.42), 216nm (4.04)
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!H-NMR 300 MHz, de-DMSO
3.40 (d, J=11.0Hz,lH), 3.45 (d, J=11.0Hz,lH), 3.68 (d,
J=11.0Hz,lH), 3.77 (d, J=11.0Hz,lH), 3.81 (AB q, 5A= 3.82, 8B =

3.80, J=9.27Hz,2H), 5.22 (d, 8.16H, IH, s bei ZugabevonD20),
5.68 (s, IH, tauscht mitD20 aus), 5.94 (s, IH, tauscht mit D20
aus), 6.66 (d, J=8.97Hz,2H, 2ArH),6.72 (d, J=8.22Hz,IH,
tauscht mitD20 aus), 6.94 (d, J=8.88Hz,2H, 2ArH), 7.51 (d,
J=8.79Hz,2H, 2ArH), 7.57 (d, J=8.9Hz,2H, 2ArH)

13C-NMR 75.5 MHz, d6-DMSO
56.8 (t), 57.6 (t), 73.7 (t), 81.9 (s), 82.3 (s), 87.3 (d), 96.6 (s), 98.3 (s),
112.2(d), 113.8 (d), 120.0 (s), 120.2(s), 133.1(d), 149.9 (s), 150.0 (s)

IR KBr, v in cm-1
3380 s br, 2840w, 2218 s, 1608 s, 1540 s, 1467m, 1390m, 1327m,
1175 s, 1155m, 1002m, 827 m, 820m 498m

H,0-

r

dj-DMSO C20Hi8N^O

100

IMS

LL_J^^ J

ppm 9

300 MHz-iH-NMR-Spektrum des ProduktesC20HI8N4O3100in d6-DMSO
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5.2. Azafolsäure1 (Experimentvon Dünn [15])

NH2

II + HnJ

H
CNN V /

JL X
H2N N'/^NH2

HO-

41
15

nh2 f^Y T2NX^^y^NXJ+
N yN^l

H2N^N^N^ H + H2N^N^N^
38

NH

N-V OH

X.X ^
H2N N' N

92

98

NH2

N-VN
H2N^N^N^

102

+

OH

5.2.1.AnsatzmitAusbeutebestinunung

20mg (0.143mmol) 2,4,5,6-Tetraaminopyrimidin 152, 54mg (0.286mmol) l-(4-

Cyanophenylamino)-3-hydroxy-2-propanon41 und 3ml entgastes Acetonitril
wurden 5 Tage bei 65°C gehalten. 20ml Methanol wurden zugegeben und
das Reaktionsgemisch auf Kieselgel adsorbiert und durch Flash-Chroma-

*Zur Nomenklatur: Unter Folsäure34 wird hier die freie Säure ohne Glutaminsäu¬

rerestverstanden. Die Azafolsäure38 ist die korrespondierendeForm vor jeglicher
Hydrolyse, das heisst Nitril- statt Säurefunktionund Amidinfunktion anstelle der

Amidfunktion im Pteridinteil.

2Freigesetztaus dem Sulfat nach Trinks [14]
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tographie über 50g Kieselgel aufgetrennt. Folgender Gradient wurde be¬

nutzt: Hexan zu Dichloromethan,3.33% Gradient , 30ml Portionen; Dichlo¬

romethan zu Ethylacetat, 3.33% Gradient , 30ml Portionen; Ethylacetat zu

Ethylacetat (75%)in Methanol,1% Gradient, 25ml Portionen;Ethylacetat (76-
0%) in Methanol, 4% Gradient, 25ml Portionen.

Die ersten 60 Fraktionen wurden zusammen gesammelt und verworfen.

Ethylacetat (85-79%) in Methanol eluierte eine Mischungvon Pteridinen.Die

Lösung wurde eingedampft und der Rückstand mit 2x2ml Methanol ge¬

waschen, was 1.5mg (3.6%) reine Azafolsäure 38 ergab. Eindampfen der ver¬

einigten Methanolwaschlösungengab 4.1mg einer Mischung von Pteridi¬

nen, die gemäss XH-NMR-Spektrumaus 8 Teilen Azafolsäure 38 (8.8%) und
einemTeil 2,4-Diaminopteridin 98 (2%) bestand.

Ethylacetat (78-60%)in Methanoleluierte 5.5mg einer Mischung von Pteri¬

dinen, die gemäss 1H-NMR-Spektrumaus 7 Teilen Azafolsäure38 (9.2%),
zwei Teilen 2,4-Diamino-6-(hydroxymethyl)pteridin 92 (4%) und einem Teil

2,4-Diamino-7-(hydroxymethyl)pteridin 102 (2%)bestand.

5.23. Ansatz mit CharakterisierungallerProdukte

26mg (0.19mmol) 2,4,5,6-Tetraaminopyrimidin1 15, 70.6mg (0.37mmol) l-(4-

Cyanophenylamino)-3-hydroxy-2-propanon41 und 4ml entgastes Acetonitril
wurden 20 Tage im Handschuhkastenbei RT gerührt. Das Lösungsmittel
wurde abgedampftund die Rückstände durch Flash-Chromatographie über
50g Kieselgel aufgetrennt. FolgenderGradient wurde benutzt: Hexanzu Di¬

chloromethan,3.33% Gradient , 30ml Portionen; Dichloromethan zu Ethyl¬
acetat, 3.33% Gradient, 30ml Portionen; Ethylacetat zu Ethylacetat (75%) in

Methanol, 1% Gradient, 25ml Portionen; Ethylacetat (75-35%)in Methanol,
4% Gradient, 25ml Portionen.

Dichloromethan (65-100%)in Hexan eluierte 3.5mg(8%) 4-Aminobenzonitril

35, Ethylacetat (40-50%)in Dichloromethan eluierte 4mg des unbekannten

freigesetztaus dem Sulfat nach Trinks [14]
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Produktes C12H9N3021011, Methanol (18-23%)in Ethylacetat eluierte rohe

Azafolsäure 382. Die Lösungsmittelwurden eingedampft und ergaben einen
festen Rückstand, der zwei Mal mit Methanolgewaschen0.8mg (1.4%) reine
Azafolsäure38 (Fraktion 1) ergab. Eindampfen der vereinigten Methanol¬

waschlösungen gab 2.1mg Rückstand (Fraktion 2), der gemäss 1H-NMR-
Spektrum aus 10 Teilen Azafolsäure 38 (3.4%) und einem Teil 2,4-Diamino¬
pteridin 98 (0.3%) bestand.

Methanol (25-48%) in Ethylacetat eluierte 10.5mgeines Gemisches (Fraktion
3), das gemäss 1H-NMR-Spektrumaus 2 Teilen 2,4-Diamino-6-(hydroxyme-
thyDpteridin 92 (19%) und einem Teil 2,4-Diamino-7-(hydroxymethyl)pteridin
102 (10%) bestand.

Analytische Datenvon Azafolsäure 38 aus diesem Experiment (Fraktion 1):

C14H12N8 292.33

DC Rf 0.39, Kieselgel, Ethylacetat /Methanol4:1, Detektion:UV

UV NaOH 0.01M in Methanol
^max: 372nm, 279nm, 265nm (sh)

1H-NMR 300 MHz,d6-DMSO
4.51 (d, J=5.2Hz,2H, CHgNHAr), 6.61 (s br, 2H, NH3), 6.81 (d,
J=8.8Hz,2H, 2C(ll)(Ar)H),7.24 (t, J=5.2Hz,IH, NH), 7.51 (d,
J=8.8Hz, 2H, 2C(12)(Ar)H),7.69/7.78 (br, 2H, NH2X 8.69 (s, IH,
C(7)H)

1Die analytischen Daten von 101 sind im Experiment5.1. dieses Kapitels beschrie¬

ben.

2Die reinste Probe von Azafolsäure 38 wurde durch Zentrifugieren des Reaktions¬

gemisches und Verwerfen der überstehenden Lösung gewonnen. Der feste Rück¬

stand wurde durch Flash-Chromatographie- wie oben beschrieben- gereinigt, aber

die einzelnen Hexan/Dichloromethan- und Dichloromethan/Ethylacetat-Fraktionen
wurden in grossen Gläsern gesammelt, um so die Kontaktzeitzwischen Azafolsäu¬

re 38 und Kieselgel zu reduzieren.
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Analytische Daten1 von Azafolsäure 38 aus unabhängiger Synthese2([35a]
und [78]):

C14H12N8 292.33

MS EI

292 (19, M), 175 (100,M - HNC6H4CN),106 (10), 102 (10), 43 (57)

DC Rf 0.39, Kieselgel, Ethylacetat /Methanol4:1, Detektion:UV

Smp. >330°C

UV NaOH 0.01M in Methanol
ä-max: 372.5nm(Ige = 3.79), 279nm (4.40), 265nm (sh 4.32),
216nm(4.16)

!H-NMR 300 MHz, d6-DMSO
4.51 (d, J=5Hz, 2H, CE2X 6.63 (s br, 2H, NH2X 6.81 (d, J=8.8Hz,
2H, 2C(llXAr)H),7.24 (t, J=5Hz, IH, NH), 7.51 (d, J=8.8Hz,2H,
2C(12)(Ar)H),7.70 (s br, IH, NH), 7.79 (s br, IH, NH), 8.69 (s,
IH, C(7)H)

IR KBr,
3345 s, 3190 s, 2220 s, 1675 s, 1650 s, 1609 s, 1550 s, 1454 s, 1339m,

1174m, 1075m, 875 m, 545m

1Weitere analytische Datenbei Trinks [14]

2Aus Tetraaminopyrimidin 15 mit Dihydroxyaceton zum 2,4-Diamino-6-(hydroxy-
methyl)pteridin 92, dann zum 2,4-Diamino-6-(bromomethyl)pteridinund mit 4-

Aminobenzonitril 35 zur Azafolsäure 38
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300 MHz-1H-NMR-Spektrumvon Azafolsäure 38 (Fraktionl) mit Glycerinaldehyd
als Cß-Bausteinaus Experiment 5.2.2., aufgenommen in de-DMSO

loO
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CN
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300 MHz-1H-NMR-Spektrumvon Azafolsäure 38 aus unabhängiger Synthese mit

Dihydroxyacetonals C3-Baustein (Fussnote oben, vgl. S. 215), aufgenommen in de-
DMSO
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CN

„XXNH

N-VN
XXX H

H,N N N

38

200 350 500 nm

UV-Spektrum von Azafolsäure 38 (Fraktionl) mit Glycerinaldehydals C3-Baustein
aus Experiment 5.2.2., aufgenommen in methanolischem NaOH0.01M

CN

N£JNH

N-VN
X.XX H

N NH,N
38

500 nm200 350

UV-Spektrum von Azafolsäure 38 (Fraktionl) aus unabhängiger Synthese mit Di-

hydroxyacetonals C3-Baustein(Fussnote oben, vgl. S. 215), aufgenommen in me¬

thanolischemNaOH0.01M
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Analytische Datenvon 2,4-Diaminopteridin 98 in Fraktion2:

1H-NMR 300 MHz,d6-DMSO
6.68 (s br, 2H, NH2X 7.70 (s br, 2H, NHfc), 8.27 (d, J=2.07Hz,IH,
C(6)H),8.67 (d, J=2.07Hz,IH, C(7)H)
neben Signalender Azafolsäure

Analytische Datenvon authentischem2,4-Diaminopteridin 98:

MS

DC

Smp.

UV

163 (9, M+l), 162 (100, M), 121 (19), 93 (10)

Rf 0.34, Kieselgel, Ethylacetat /Methanol4:1, Detektion:UV

315-320°C1

NaOH 0.0IM in Methanol

kmax: 369nm (Ige = 3.78), 257nm(4.27), 223nm (4.03)

1H-NMR 300 MHz, d6-DMSO
6.68 (s br, 2H, NHg), 7.70 (s br, 2H, NHgX 8.27 (d, J=2.04Hz,IH,
C(6)H),8.68 (d, J=2.04Hz,IH, C(7)H)

iH-NMR 300 MHz,CF3COOD
8.29 (s, IH, C(6)H), 8.90 (s, IH, C(7)H)

Analytische Datenvon Fraktion3:

1H-NMR 300 MHz,d6-DMSO
2,4-Diamino-6-(hydroxymethyl)pteridin 92
4.63 (s, 2H, C(6)CH2.0H), 5.52 (s br, IH, OH), 6.57 (s br, 2H, NH2),
7.57 (s br, 2H,NH2X 8.75 (s, IH, C(7)-H)
2,4-Diamino-7-(hydroxymethyl)pteridin 102

4.62 (s, 2H, C(7)CH20H), 5.42 (s br, IH, OH), 6.57 (s br, 2H, NH2.),
7.57 (s br, 2H, NH2), 8.37 (s, IH, C(6)-H)

^mp.nachSublimationin [94]: 320-322°C
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Analytische Daten von authentischem 2,4-Diamino-6-(hydroxymethyl)
pteridin 92:

MS EI
193 (10, M+l), 192 (100, M), 191 (11, M-l), 176 (13), 175 (15),
163 (75), 146 (17), 121 (10), 68 (17), 66 (17), 43 (86)

DC Rf 0.18, Kieselgel, Ethylacetat /Methanol4:1, Detektion: UV,
Fluoreszenz

Smp. >300°C (Lit: >300°C [35a])

UV NaOH 0.0IM in Methanol
Ä-max: 372nm (Ige = 3.78), 259nm (4.30), 221nm (4.04),
205nm (4.58)

1H-NMR 300 MHz,d6-DMSO
4.64 (d, J=5.5Hz,2H, CH2OH), 5.46 (t, J=5.5Hz,IH, OH),
6.59 (s br, 2H, NH2), 7.60 (s br, 2H, NH2.), 8.76 (s, IH, C(7)-HJ

IR KBr,
3420 s, 3315 s, 3135 s, 1630 s, 1586 s, 1566 s, 1540 s, 1440 s, 1364 s,

1318w, 1206m, 1196m, 1090w, 1053 m, 980 m, 929 w, 825 m,

765 m, 570 m, 446 m, 395 w
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5.3. Folsäure1 (Experimentvon Peng [29])

CN ^^ JZOOU

aNH2 ^Y °

NJVNv^NJO HN^N^N
JL X J H ~~" X Jl J H

H2N^N^N^ -HBr H2N^N"^N^
38B 34

380mg (1.02mmol) Azafolsäure-hydrobromid38B (4-[6'-(2',4'-Diaminopteri-
dinyl)methyl]aminobenzonitril-hydrobromid)wurden in 500ml Kalilauge
0.5M gelöst und 30h bei 100°C unter Stickstoffam Rückfluss gekocht. Die Re¬
aktionslösungwurde mit HCl 2N bis pH 4 angesäuert und bei 4°C über

Nacht stehengelassen, wobei ein gelber Niederschlag ausfiel. Der durch

Zentrifugieren gesammelte Niederschlag wurde in 20ml Wasser suspen¬

diert, mit Natronlauge IN gelöst und dann mit HCl 2N wieder ausgefällt.
Dieser Niederschlag wurde mit Wasser, Ethanol und Diethylethergewa¬
schen und anschliessend getrocknet (HV/RT/6h). So erhielt man 210.2mg
(66.2%) Folsäure 34.

Analytische Datenvon Folsäure 34 aus diesem Experiment:

Smp. >300°C(Zersetzung)

UV NaOH 0.1M

kmax: 365nm (Ige = 3.96), 256nm (sh, 4.44)

1H-NMR 300 MHz,CF3COOD
5.31 (s, 2H, Ar-CHa-N),7.94 (d, J=8.3Hz,2H, Ar-H), 8.45 (d,
J=8.2Hz,2H, Ar-H), 9.04 (s, IH, C(7)-H)

1Zur Nomenklatur: UnterFolsäure34 wird hier die freie Säure ohne Glutaminsäu¬

rerestverstanden. Die Azafolsäure 38 ist die korrespondierendeForm vorjeglicher
Hydrolyse, das heisst Nitril- statt Säurefunktionund Amidinfunktion anstelle der

Amidfunktion im Pteridinteil.
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IR KBr,
3400-2800 s br, 1625 s, 1600 s, 1530 s, 1480 s, 1385 s, 1260 m, 1172s

Analytische Daten von Folsäure34 zum Vergleich aus der literaturbekann¬
ten [34a] Hydrolyse1von 4-[6'-(2',4'-Diaminopteridinyl)methyl]aminobenzoe-
säure-hydrobromid:

Smp. >300°C(Zersetzung)

UV NaOH 0.IM

^max: 365nm (Ige = 3.90), 275nm (4.35), 256nm (4.40)

1H-NMR 300 MHz,CF3COOD
5.30 (s, 2H, Ar-CH2-N),7.93 (d, J=8.67Hz,2H, Ar-H), 8.44 (d,
J=8.61Hz,2H, Ar-H), 9.03 (s, IH, C(7)-H)

IR KBr:
3400-2800 s br, 1675 s, 1600 s, 1530 s, 1480 s, 1380 s, 1260 m, 1172s

iNaOH0.2N, N2,100°C, 1.5h
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_z^A—XLAAAU

Xs^Xf
COOH

X X
HjN N^N

34

r»' TMS

^A__ AXIALnXZ
-1.
10 ppm 9

300 MHz-1H-NMR-Spektrumvon Folsäure 34 aus der Hydrolysevon Azafolsäure-

hydrobromid 38B (4-[6'-(2',4'-Diaminopteridinyl)methyl]aminobenzonitril-
hydrobromid),aufgenommen in de-DMSO

COOH

„XX-V TMS -~.

CT*HN

*..s^*
H,N N N

JLU \\ i a^A

10 ppm

300 MHz-iH-NMR-SpektrumvonFolsäure 34 aus der Hydrolysevon 4-[6'-(2,,4,-Di-
aminopteridinyl)methyl]aminobenzoesäure-hydrobromidaufgenommen in de-
DMSO
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COOH
f

K>HN

X..XH,N
34

400200 300 500 nm

UV-Spektrum von Folsäure34 aus derHydrolysevon Azafolsäure-hydrobromid38B
(4-[6,-(2,,4'-Diaminopteridinyl)methyl]aminobenzonitril-hydrobromid),aufgenom¬
men in Methanol

COOH

xr»HN

N NH,N

34

400300200
500 nr

UV-Spektrum von Folsäure34 aus der Hydrolysevon 4-[6,-(2',4,-Diaminopteridi-
nyl)methyl]aminobenzoesäure-hydrobromid,aufgenommen in Methanol
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4000 3000 2000 1500 1QQQ- SX)

IR-Spektrum von Folsäure34 aus der HydrolysevonAzafolsäure-hydrobromid38B
(4-[6,-(2',4,-Diaminopteridinyl)methyl]aminobenzonitril-hydrobromid),aufgenom¬
menin KBr
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IR-Spektrum von Folsäure34 aus der Hydrolysevon 4-[6'-(2,,4,-Diaminopteridinyl)-
methyl]aminobenzoesäure-hydrobromid, aufgenommen in KBr
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