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151. O.Zima und R.R. Williams: Uber ein antineuritisch wirksames
Oxydationsprodukt des Aneurins.
[Aus d. Hauptlaborat, d. Firma E. Merck, Darmstadt, u. d. Privatlaborat. Summit,
New Jersey, U. S. A.]
(Eingegangen am 27. Juli 1940.)

Die Frage, ob Aneurin oder sein Pyrophosphorsiaureester (Cocarboxylase),
im lebenden Gewebe die Funktion eines Redoxsystems iibernehmen kann,
ist wiederholt Gegenstand experimenteller Bearbeitung gewesen. In der Tat
muf} man annehmen, da3 das Aneurin einer reversiblen Oxydation-Reduktion
zuganglich ist, wenn man seine Funktion als Teil eines oxydativen Enzym-
systems erkliaren will.

F. Lipmann!) hat Aneurin mit Natriumhydrosulfit reduziert und dabei
ein Verhalten des Vitamins festgestellt, das dem von quartiren Pyridin-
verbindungen analog ist, die Komponenten gewisser Cofermente sind. In
diesen Fillen wird angenommen, dafl die Hydrierung bzw. Dehydrierung an
der Doppelbindung am quartiren Stickstoff erfolgt. Derselbe Autor2) hat
auch das Auftreten gelber Zwischenprodukte wihrend der Reaktion beob-
achtet und diese als halbreduzierte Thiazoliumverbindungen gedeutet.

F. Lipmann und G. Perlmann3) haben spiter die Untersuchungen
iiber die Reduktion mit Hydrosulfit auf andere Thiazole ausgedehnt und dabet
festgestellt, daB} das voriibergehende Auftreten gelber Verbindungen ganz
allgemein bei der Reduktion von Stoffen dieser Korperklasse beobachtet wird.

Bisher wurden weder diese farbigen Zwischenprodukte noch das Re-
duktionsprodukt des Aneurins isoliert. Durch die Reduktion geht die anti-
neuritische Wirkung verloren. Sie konnte auch nach der Hydrosulfitreaktion
nicht erwartet werden, da das Aneurinmolekiil dabei der ,,Sulfitspaltung
unterliegt.

K. G.Sternund J. L. Melnick4) haben nach der katalytischen Reduktion
von Cocarboxylase mit Wasserstoff antineuritische Wirksamkeit des Re-
aktionsgemisches festgestellt, und zwar in einer GréBenordnung, daB die An-
nahme berechtigt erschien, das Reduktionsprodukt hitte die gleiche Wirk-
samkeit wie Aneurin. Indessen sind diese Untersuchungen aus folgenden
Griinden nicht iiberzeugend:

1) Die Reduktion durch Hydrosulfit ist nicht, wie die Autoren ver-
muten, fiir Aneurin charakteristisch. Andere Thiazoliumderivate verhalten
sich gleich, ohne antineuritische Wirkung zu haben.

2) Die Moglichkeit bleibt offen, daB die von Stern und Melnick be-
obachtete Wirksamkeit des nach der katalytischen Hydrierung erhaltenen
Reaktionsgemisches auf unverinderte Cocarboxylase zuriickzufithren ist.

3) Dihydroaneurin und Dihydrococarboxylase sind nicht autoxydabel.

Diese Zweifel reichen freilich nicht aus, Lipmanns Theorie iiber den
Mechanismus der Wirkung des Aneurins zu widerlegen; es erscheint aber an-
gebracht, dieser Theorie mit einer gewissen Reserve zu begegnen, solange
nicht weitere Beweise fiir ihre Richtigkeit veroffentlicht sind.

Die angefithrten Untersuchungen gehen von der Voraussetzung aus, da8
das Aneurin in der Form, in welcher es isoliert werden kann, in einem oxy-
dierten Zustand vorliegt und im Verlauf seiner Wirkung als Ferment einer

1) Nature [London] 138, 1097 {1936). ® F. Lipmann, L. c. 140, 849 [1937].
3) Journ. Amer. chem. Soc. 60, 2574 [1938].
4) Journ. biol. Chem. 131, 597 [1939].
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Reduktion unterliegt. Demgegeniiber haben unsere Untersuchungen gewisse
Anbhaltspunkte dafiir erbracht, da3 das isolierte Aneurin schon eine reduzierte
Form ist und in Zusammenhang mit seiner katalytischen Funktion. einer
Oxydation unterliegen kann,

Die vorliegende Arbeit bringt die ersten Beobachtungen nach dieser
Richtung. Bevor definitive Schliisse gezogen werden konnen, ist eine weitere
intensive Bearbeitung dieses Gebietes notwendig, die inzwischen unter Mit-
arbeit von Dr. Saul R. Buc von der Johns Hopkins-Universitit in Balti-
more im Gange ist.

Es ist uns gelungen, ein Oxydationsprodukt des Aneurins zu isolieren,
das hohe antineuritische Wirksamkeit besitzt.

Aneurin ist ein saures Salz, das nur in Ldsungen bestehen kann, die viel
stirker sauer sind als lebende Gewebe. Es ist anzunehmen, dafl das Aneurin
im Organismus in Form eines neutralen Salzes vorliegt. Ein solches ist das
Halbchlorid des Aneurins (I),

=

/
H,C.C \C.NHZ CH 8
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das durch Behandlung des Chlorid-hydrochlorids mit iiberschiissigem Kalium-
carbonat erhalten werden kann. Bei der Darstellung dieses Halbchlorids tritt,
sobald Kaliumcarbonat im UberschuB3 zugegeben ist, eine Gelbfirbung auf.
Diese riihrt offenbar von der Base oder einem Umwandlungsprodukt der Base
her; denn das Halbchlorid ist eine rein weille Substanz, die unter gewdhnlichen
Bedingungen haltbar ist.

Bei der Untersuchung der Einwirkung von Alkali auf Aneurin konnten
ferner zwei gut krystallisierte und verhiltnismiflig bestindige Natriumsalze
des Aneurins erhalten werden. Das eine entsteht durch Behandlung einer
Suspension von Aneurin in absolutem Alkohol mit Natriumithylat. Es bildet
tiefgelbe Krystalle der Zusammensetzung C,,H,;ON,SNa +3H,0. An der
Luft wandeln sich die Krystalle im Laufe von einigen Tagen in ein braunes
Harz um, das allmihlich an Gewicht verliert (Verlust von Ameisensdure?).
In trockner Atmosphire verlieren die Krystalle langsam ihre leuchtendgelbe
Farbe und nehmen eine schmutziggelbe bis braunrote Firbung an, die hiufig
von weillen Teilchen durchsetzt ist. Wiederholtes Umkrystallisieren des
gelben Salzes durch Lésen in 90-proz. Alkohol und Fillen mit Ather bewirkt
ein Verblassen der Farbe, die schlieBlich ganz verschwindet. Man erhilt dann
das weiter unten beschriebene weille Salz.

In Ubereinstimmung mit einer Vermutung des Hrn. Dr. Buc, die sich
auf noch zu erginzende und auszubauende Versuche stiitzt, halten wir Formel 11
fiir die wahrscheinliche Struktur des gelben Salzes.

N N
HJC.‘]C/ S’ NeH sNa
N C N C.CH,.CH,.OH
NZ N /N7
H cH, C

CIL,
i ?
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LaBt man starke, willrige Natronlauge auf Aneurin einwirken, so erhilt
man nach weiterer Behandlung des Reaktionsgemisches mit Aceton und nach
dem Umkrystallisieren des deutlich gelben Rohproduktes ein weilles Na-Salz.
Dieses hat zunichst die Zusammensetzung C,,H,,0,N,SNa +4H,0 und ver-
liert beim Trocknen iiber Chlorcalcium bei Zimmertemperatur 2H,0. Bei
1100 wird es gelb. Ob es sich dabei um eine Zersetzung oder um die Bildung
des gelben Na-Salzes handelt, kann noch nicht gesagt werden.

Die Farbverschiedenheit der beiden Na-Salze ist offenbar auf strukturelle
Verschiedenheiten zuriickzufithren. In wiBrigen Losungen ist das weille
Na-Salz die stabile Form.

Die Empfindlichkeit der Na-Salze erschwert ihre Analyse. Wir glauben
aber, dall die angegebene Zusammensetzung richtig ist, da sie sich auf zahl-
reiche, in Deutschland und den U.S. A. unabhingig voneinander durch-
gefiihrte Herstellungen und Analysen stiitzt.

Da keines der beiden Natriumsalze eine positive Nitroprussid-Reaktion
gibt, wurde zunichst angenommen, daB die Struktur III, 4) fiir das weie Salz
nicht in Betracht gezogen werden kénnte. Es hat sich jedoch gezeigt, daB
dieNitroprussid-Reaktion fiir solche Atomgruppierungen nicht charakteristisch
ist, denn sie wird z. B. auch von einer alkalischen LGsung von Benzothiazol-
jodmethylat, in der der Thiazolring entsprechend der folgenden Formulierung
(ITI) fiir das Aneurin zweifellos gedffnet ist, nicht gegeben?).

N
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Die gelbe Farbe, die bei Behandlung des Aneurins mit Alkali auftritt,
wird von quartiren Thiazolen und auch Pyrimidin-Thiazol-Verbindungen im
allgemeinen nicht gezeigt. Diese Reaktion ist in gewissem Maf3e kennzeichnend
fiir Aneurin. Sie hdngt wahrscheinlich mit der Stellung der Aminogruppe im
Pyrimidinteil des Aneurins zusammen. Das Aneurin-Isomere, in dem die
Methylgruppe des Pyrimidinteils in 4 statt in 2 steht, gibt mit Alkali auch
eine Gelbfirbung. Dieses Isomere ist im Rattentest unwirksam; im Tauben-
test hat es nach Angaben in der Literatur®) eine geringere Wirksamkeit als
Aneurin. Daraus folgt, daB die gelbe Farbe kein Zeichen fiir eine die anti-
neuritische Wirksamkeit solcher Verbindungen bedingende Struktur ist.

Titriert man eine wilirige Losung des weillen Natriumsalzes bei 00 mit
Jod, so wird das Jod sofort entfarbt, so lange, bis 1 Atom Jod fiir 1Mol. Aneurin
eingetragen ist. Die rasche Entfirbung hort plétzlich auf und auch ein nur
geringer Uberschul von Jod wird dann nur sehr langsam verbraucht. Die

5) W. H. Mills, L. M. Clark u. J. A. Aeschlimann, Journ. clhiem. Soc. London
123, 2353 [1923". %) H. Andersag u. K. Westplal, B. 70, 2035 [19371.
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Oxydation geht also, wenn auch nur mit sehr geringer Geschwindigkeit, weiter.
Aus dem Reaktionsgemenge lafit sich in guter Ausbeute ein Oxydations-
produkt des Aneurins isolieren, das der Aufarbeitung entsprechend mit
1 Mol. Aceton +1 Mol. H,O krystallisiert. In wasserfreiem Zustand zeigt
es die Summenformel C,,H,,O,N.S, entsprechend dem zu erwartenden
Disulfid:

N N
H:,C.C/ \C.NHZ C‘HO CHO HZN.C/ \$.CH3
| i | |
N\ /C\ /N\ /N\ /C\\/N
CH CH, C:(j:-‘vs—S*?:[C CH, CH
CH, CH, CH, CH,

CH,.0OH CH;.OH
IV,

Das Disulfid schmilzt bei 1779 unter intensiver Gelbfirbung. Die Molekular-
gewichtsbestimmung nach der Methode von Rast in Campher ergibt nur das
halbe Molekulargewicht. Die leuchtendgelbe Farbe der Campherschmelze
deutet darauf hin, dal3 das Molekiil Verinderungen, wahrscheinlich im Sinne
einer Dissoziation erfihrt, die vielleicht von Ringbildungen wie in II begleitet
sind. Dissoziationen gewisser Disulfide zu freien Redikalen mit einwertigem
Schwefel sind bekannt?). Die Verwendung eines niedrig siedenden Losungs-
mittels konnte diese Dissoziationserscheinung verhindern. Als niedrig siedendes
Losungsmittel kam nur Methanol in Betracht, mit dem aber in Anbetracht
des relativ hohen Molekulargewichts des Disulfids einwandfreie Ergebnisse
nicht zu erwarten waren und auch nicht erhalten wurden. Erst die Anwendung
der von A. W. C. Menzies und S. L. Wright?8) beschriebenen Methode zur
ebullioskopischen Molekulargewichtsbestimmung unter Verwendung eines
Differentialthermometers gab annidhernd das erwartete Molekulargewicht. Bei
der Temperatur des siedenden Methanols war also die Dissoziation nur in
geringem Mafe oder gar nicht vorhanden.

Benzothiazoljodmethylat wird durch Jod in ganz analoger Weise oxydiert.
Das erhaltene Disulfid zeigt aber nach der Methode von Rast ein normales
Molekulargewicht.

Eigentiimlich sind das Verhalten des Aneurinsulfids gegeniiber Losungs-
mitteln und die durch Aufnahme der Lisungsmittel bei der Krystallisation
iiberraschend stark beeinfluiten Loslichkeitseigenschaften. So ist das wasser-
freie Oxydationsprodukt in kaltem Wasser nur sehr schwer 16slich (etwa
5mg je I), ferner sehr schwer 16slich in Benzol, Aceton, Athylalkohol und
Ather. Enthilt das Oxydationsprodukt jedoch Krystallaceton und Krystall-
wasser, so ist es spielend 16slich (1:1 in warmem Wasser).

Das Disulfid bildet ein salzsaures Salz. Es wird durch Zinn-Salzsiure
zu Aneurin reduziert. Durch Siure wird 2-Methyl-5-aminomethyl-
6-amino-pyrimidin abgespalten. Beim Erhitzen mit hochsiedenden
Losungsmitteln tritt eine weitgehende Veranderung des Disulfids ein; aus den
Erhitzungsprodukten 148t sich Thiochrom isolieren und ein Oxydations-
produkt C,,H,.0,N,S, das bei 2332340 schmilzt. Von diesem Oxydations-
produkt wurde festgestellt, dal es physiologisch unwirksam ist, im iibrigen

) A. Schénberg, E. Rupp u. W. Gumlich, B. 66, 1932 [1933].

8) Journ. Amer. chem. Soc. 43, 2314 [1921].
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wurde es bisher noch wenig untersucht. Vorldufig haben wir folgende Formel
in Erwigung gezogen:

N
/
Hac.lc Ne.NH, CO—$
|
N, X ,C.CH,.CH,.OH
CH \CH/g C

CH,
A

Die antineuritische Wirksamkeit des Oxydationsproduktes IV betrigt
mindestens 60—709, der Wirksamkeit des Aneurins. Die Léosungen des
Oxydationsproduktes nehmen beim Stehenlassen eine blaue Fluorescenz an,
die vermutlich auf Thiochrombildung zuriickzufiithren ist. Diese Tatsache
kann vielleicht die verminderte Wirksamkeit des Oxydationsproduktes er-
kldren. Die antineuritische Wirksamkeit des Oxydationsproduktes ist jedoch
einwandfrei vorhanden.

Auch an dieser Stelle sei der Research Corporation, New York, fiir
die Unterstiitzung des amerikanischen Teiles dieser Arbeit gedankt.

Beschreibung der Versuche.
Aneurin-Halbchlorid.

Aneurin wurde in einer Reibschale mit dem gleichen Gewicht Wasser
versetzt und mit einem geringen UberschuBl an gesittigter Kaliumcarbonat-
losung verrithrt. Die krystallinisch erstarrte Masse wurde durch Absaugen
von der Mutterlauge getrennt, mit Alkohol und Ather gewaschen und durch
Lésen in Methanol und Fillung mit Ather umkrystallisiert. Die Substanz
zersetzt sich beim Erhitzen.

4.555 mg Sbst.: 6.02 ccm n/,40-HCI (Aufschluf nach Friedrich). — 6.720 mg Sbst.:
3.170 mg AgCl

C,,H,;ONCIS (300.7). Ber. C111.79, N 18.63. Gef. C111.67, N 18.51.

Gelbes Natriumsalz.

30g Aneurin wurden in 120 ccm absol. Alkohol suspendiert und unter
Eiskiihlung mit 120 ccm absol. Alkohol, in dem 6 g Natrium geldst waren,
behandelt. Das Aneurin ging unter intensiver Gelbfirbung in Losung. Gleich-
zeitig begann sich Natriumchlorid abzuscheiden. Nach 15 Min. Stehen-
lassen wurde das Natriumchlorid abzentrifugiert. Das klare Filtrat wurde
mit 28 ccm Wasser und bis zur beginnenden Triibung mit Ather versetzt
(360 ccm). Es dauert bisweilen, vor allem wenn kein Impfmaterial vorhanden
ist, lingere Zeit, bis nach intensivem Kratzen der GefiBwinde Krystallisation
einsetzt. Dann aber schreitet die Krystallisation schnell fort. Nachdem noch
400 ccm Ather- hinzugefiigt waren, wurden die Krystalle nach Stehenlassen
wihrend 10-—15 Min. zunichst durch Dekantieren von der Hauptmenge der
Fliissigkeit befreit. Dann wurden, zweckmifig unter Stickstoffiiberdruck, die
Krystalle auf einer Nutsche getrocknet. Die so erhaltenen tiefgelben Krystalle
wurden analysiert. Bei kaltem, trocknem Wetter eriibrigen sich die Vorsichts-
maBnahmen der Eiskiihlung und Filtration unter . Stickstoff.

5.740 mg Sbst.: 8.920 mg CO,, 3.240 mg H,0. — 5.998 mg Sbst.: 1.252 mg Na,SO,.
— 6.942 mg Sbst.: 8.14 cem nf ,-HCl (Aufschluf nach Friedrich).
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Beim Trocknen im Vak. bei 78° verlor die Substanz 15.94 9, H,0¥%).
C,,H,,ON,SNa - 3H,0 (340.2). Ber. C 42.33, H 6.22, N 16.47, Na 6.76, H,0 15.88.
Gef. ,, 42.38, ,, 6.32, ,, 1643, ,, 6.75, , 15.94.

Weilles Natriumsalz.

35g Aneurin wurden in einer Reibschale mit 40 ccm Eiswasser ver-
rieben ; zu dieser Losung wurde eine eiskalte Losung von 12 g NaOH in 40 ccm
Wasser zugefiigt. Dann wurde allmahlich mit Aceton versetzt. Das Natrium-
salz schied sich dabei als Ol ab, das beim Kratzen der Gefiwinde allmahlich
krystallisierte. Nachdem 1! Aceton hinzugefiigt worden war, lieB man noch
1., Stde. stehen. Die Krystallisation war dann beendet. Das Natriumsalz
wurde abgesaugt und sofort in moglichst wenig absol. Alkohol gelost (etwa
200 ccm). Die Losung wurde zur Entfernung des ausgeschiedenen Natrium-
chlorids filtriert. Die klare, alkohol. Losung erhielt einen Zusatz von 40 ccm
Wasser. Dann wurde das Natriumsalz durch Hinzugabe von viel Ather
(21) in Form einer konz. willrigen Losung abgeschieden. Die alkohol.-
atherische iiberstehende Fliissigkeit wurde abgegossen und die dicke, willrige
Losung nach Verdiinnung mit 10 ccm Wasser bis zur beginnenden Triibung
mit Aceton versetzt. Nunmehr wurde nach Zugabe von Tierkohle filtriert
und das klare, schwach gelbgefirbte Filtrat weiter mit Aceton verdiinnt,
bis nach Impfung mit einem Krystall des rohen Salzes Krystallisation eintrat.
Das so erhaltene Natriumsalz war weil. Durch Léosen in sehr wenig Wasser
und Fillen mit Aceton wurde das Natriumsalz gereinigt und zur Analyse
an der Luft getrocknet.

5.755 mg Sbst.: 8.260 mg CO,, 3.220 mg H,0. — 4.603 mg Sbst.: 0.388 ccm N (239,
762 mm). — 0.2131 g Sbst.: 0.0429 g Na,SO,. — 6.470 mg Sbst. : 1.270 mg H,0 (110°, Vak.).
C,,H,,0,N,SNa + 4H,0 (376). Ber. C 38.28, H 6.70, N 14.89, Na 6.12, H,0 19.15.

Gef. ,, 39.14, ,, 6.26, ,, 14.77, ,, 652, ,, 19.63.

Eine Substanzprobe, die iiber Nacht im Vak. ilber CaCl, bei Zimmer-
temperatur getrocknet war, ergab folgende Analysenzahlen:

C,.H,;0,NSNa -+ 2H,0 (340.2).

Ber. C 42.33, H 6.22, N 16.47, H,0 10.56.
Gef. ,, 41.99, 41.65, ,, 6.59, 6.35, ,, 16.50, 16.19, ,, 9.48.

Qualitative Reaktionen von Thiazoliumverbindungen.

Es wurden die folgenden Thiazoliumverbindungen auf ihr Verhalten
gegen Nitroprussidnatrium gepriift. Zur Anwendung gelangten 1-proz.
Lésungen, die mit dem gleichen Volumen 10-proz. Natronlauge versetzt waren.
Die positive Reaktion bei den Priparaten 4 und 5 war wahrscheinlich auf eine
geringe Abspaltung von Schwefelwasserstoff unter dem Einflul} des Alkalis
zuriickzufithren. Die Purpurfarbe verblaBte und verschwand nach etwa
1 Minute. Alle Nitroprussid-Reaktionen verliefen in der folgenden charakte-
ristischen Weise: Die nach Zufiigen von Nitroprussid erhaltene gelbe Losung
wurde beim Schiitteln mit Luft griin. Bei ruhigem Stehenlassen verschwand
nach einigen Minuten die griine Firbung. Die Lésung wurde wieder gelb.
Dieser Vorgang konnte einige Male wiederholt werden. Offenbar war in der
Losung ein reduzierender Bestandteil vorhanden, der Ferri-Eisen reduzierte.
Durch das Schiitteln mit Luft wurde das Ferro-Eisen wieder oxydiert. Die

%) Fiir die Ausfilhrung dieser Bestimmung sowie zahlreicher anderer Kontroll-
analysen danken wir Hrn. Dr. Haymann. -
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Farbe ; Nitroprussid-
Verbindung der verd. Reaktion
alkal. Losg. | d. alkal. Losg.
1l Aneurin . ..oooii i gelb negativ
2 | Gelbes Na-Salz von Aneurin .................. gelb negativ
3 | Weilles Na-Salz von Aneurin- ................. blaBgelb negativ
4 | 4-Methyl-5-8-oxyithyl-thiazol-jodmethylat....... farblos itweise
schwach positiv
5 | 4-Methyl-5-8-oxyithyl-thiazol-chlormethylat ... .. farblos zeitweise
schwach positiv
6 | 4-Methyl-thiazol-joddthylat ................... farblos negativ
7 | Benzothiazol-jodmethylat ..................... farblos negativ
8 | Aneurin-Isomeres mit Methyl in 4-statt 2-Stellung
am Pyrimidinkern............. ... .. .. gelb negativ

reduzierenden Eigenschaften der Ldsung kénnen den negativen Ausfall der
Nitroprussid-Reaktion trotz der zweifellosen Anwesenheit von Sulfhydryl-
Gruppen begriinden.

Oxydationsprodukt des Aneurins.

70 g Aneurin wurden in 100 ccm Wasser eingetragen und mit einer
Lésung von 24 g NaOH in 140 ccm Wasser versetzt. Zu dieser gelben Losung
lieB man langsam unter Riihren eine Jodlésung (10 g Jod, 7 g Jodkalium auf
100 ccm Wasser) zuflieBen. Das Jod wurde auch bei Eiskiihlung augen-
blicklich verbraucht, bis 250 ccm dieser Jodlésung (= 1 Atom Jod) einge-
tragen waren. Die Losung wurde im Vak. weitgehend eingeengt. Der blaf-
gelbe, siruptse, von Krystallen durchsetzte Riickstand wurde mit 200 ccm
Butano! (409 erwirmt. Die anorganischen Salze blieben ungelost zuriick.
Das Filtrat wurde abermals im Vakuum zu einem dicken, l6sungsmittelfreien
Sirup eingedampft, der in 100 ccm Aceton aufgenommen wurde. Nach Ab-
trennung eines unléslichen Riickstandes wurde mit 100 ccm Aceton verdiinnt,
wieder filtriert und dann mit weiteren Mengen Aceton auf 1.5! verdiinnt.
Nach mehrtigigem Stehenlassen bei 0° krystallisierte das Oxydationsprodukt
aus. Ausb. 41 g.

-

- Reinigung durch Umkrystallisation aus Wasser-Aceton.

5 g des Rohproduktes wurden in 10 ccm Wasser gelost und mit Tierkohle
filtriert. Das Filtrat wurde mit 250 ccm Aceton verdiinnt. Nach Impfen
und Stehenlassen iiber Nacht krystallisierte das Oxydationsprodukt in groflen
Krystallen aus. Die lufttrockne Substanz wurde analysiert.

5.436, 6.292 mg Sbst.: 10.060, 11.685 mg CO,, 3.190, 3.755 mg H,0. — 5438 mg
Sbst.: 6.75 ccm n/yo-HCI (AufschluB nach Friedrich). — 5.167 mg Sbst.: 6.48 ccm
n/10-HCl. — 0.4038 g Sbst.: 0.0387 g Aceton (die angesduerte walrige Losung wurde
destilliert, das Aceton im Destillat jodometrisch bestimmt). — 0.6030 g Sbst.: Gewichts-
abnahme bei 110°, 2 mm 0.0830 g. Dabei trat teilweise Zersetzung ein; nach Abzug des
Acetons: 0.0283 g H,O.

CpaHyON,S, + C,H,O + H,0 (638.5).

Ber. C 50.74, H 6.63, N 17.55, Aceton 9.08, H,0 2.82.
Gef. ,, 50.47, 50.65, ,, 6.57, 6.68, ,, 17.56, 17.57, ,,  9.58, ,, 4.70.
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Wasserfreies Oxydationsprodukt.

3 g des Rohproduktes wurden in 3 ccm heilem Wasser gelost. Nach
Zugabe von 50 ccm Alkohol wurde filtriert und mit 200 ccm Ather verdiinnt.
Nach 2-tigigem Stehenlassen war die Krystallisation beendet. Die groflen
durchsichtigen Krystalle schmolzen bei 177°.

6.120 mg Sbst.: 11.530 mg CO,, 3.430 mg H;0. — 4.300 mg Sbst.: 6.13 ccm n/ gy~
HC! (Aufschluf nach Friedrich). — 4.584 mg Shst.: 3.992 mg Bas0,.

CoH,,0,N,S, (562.2).  Ber. C 51.25, H 6.05, N 19.92, S 11.39.
Gef. ,, 51.38, ,, 6.27, ,, 19.98, ,, 11.90.

Molekulargewichtsbestimmung nach Rast:

1.920 mg Sbst. in 19.86 mg Campher (K = 36): A = 12.4°,

Ber. Mol.-Gew. 562. Gef. Mol.-Gew. 282.

Molekulargewichtsbestimmung nach Menzies-Wright:

1) 0.726 g Sbst. in 33.0 ccm Methanol (K = 11.8, 1 Mol/100 ccm): A = 0.0526°.

2) 0.636 g Sbst. (1 Stde. bei 100° im Vak. getrocknet) in 34.7 cem Methanol: A =
0.0416°.

Ber. Mol.-Gew. 562. Gef. Mol.-Gew. 1) 495, 2) 520.

Die biologische Priifung des wasserfreien Oxydationsproduktes durch
subcutane Injektion an polyneuritischen Ratten hatte folgendes Ergebnis:

. Zahl der . nicht
Daosis Ratten geheilt gebessert
4.6 v 5 0 3
6.1~ 0 2 4
7.6 8 8 0

Da 5+v Aneurin (entspr. etwa 4y Oxydationsprodukt) ungefihr 7 von
10 Ratten in analoger Weise beeinflussen, so konnte man daraus auf eine
etwas geringere Wirksamkeit als die des Aneurins schlieBen.

Krystallisation aus Butanol.

Beim Umkrystallisieren aus Butanol wurde das Oxydationsprodukt in
feinen, farblosen Krystallen vom Schmp. 1739 erhalten. Wegen des ver-
hiltnismaflig hohen Siedepunktes des Losungsmittels kann man nur kleine
Mengen des Oxydationsproduktes in dieser Weise umkrystallisieren, da auch
schon in diesem Falle Thiochrom gebildet wird.

6.243 mg Sbst.: 12.090 mg CO,, 3.935 mg H,0. — 4.732 mg Sbst.: 5.89 ccm n/,gy-
HCI (Aufschlufl naclh Friedrich). — 4.451 mg Sbst.: 3.270 mg BaSO,.

C, H;,0,N;S, + C,H, . OH (636.5). Ber. C 52.79, H 6.97, N 17.61, $ 10.08.

Gef. |, 52.82, ,, 7.05, ,, 17.44, ,, 10.09.

Hydrochlorid des Oxydationsproduktes.

5 g Rohprodukt wurden in 20 cem absol. Alkohol geldst und mit alkohol.
Salzsiure angesiuert (kongosauer). Durch Fillen mit Ather wurde das salz-
saure Salz abgeschieden und in 10 ccm 80-proz. Alkohol gelost. Nach lingerem

. Stehenlassen krystallisierte das Hydrochlorid aus. Es wurde aus sehr wenig
Wasser, zu dem nach Ldsung die 25-fache Menge Methanol zugesetzt wurde,
umkrystallisiert. Schmp. 231°.
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5.999 mg Sbst.: 9.951 mg CO,, 3.300 mg H,O. — 4.895 mg Sbst.: 2.209 mg AgCl. —
5.279 mg Sbst.: 3.900 mg BaSO,. — 5.096 mg Sbst.: 6.27 ccm n/,,-HCl (Aufschlull nach
Friedrich).

CoH,,0,N;S,, 2HCI (635.4). Ber. C 45.33, H5.71, N 17.64, §10.09, Cl111.16.
Gef. ,, 45.08, ,, 6.16, ,, 17.24, ,,10.17, ,, 11.16.

Reduktion des Oxydationsproduktes.

3 g des aus Butanol umkrystallisierten Rohproduktes wurden mit 30 ccm
10-proz. alkohol. Salzsiure und 1 g Zinnfolie 24 Stdn. bei Zimmertemperatur
stehengelassen. Nach dem Verdiinnen mit Wasser wurde das Zinn mit H,S
entfernt, das Filtrat zur Trockne eingedampft. Der Riickstand schmolz
bei 245° und war mit Aneurin identisch.

Spaltung mit Saure.

3 g des Rohproduktes wurden Y/, Stde. auf dem Dampfbad mit 5 cem
Wasser + 40 ccm 2-n.alkohol. Salzsaure unter Riickflull zum Sieden erhitzt.
Beim Erkalten schieden sich Krystalle ab, die durch Ligsen in Methanol und
Fillen mit Ather gereinigt wurden; Schmp. 258°, Misch-Schmp. mit 2-Methyl-
5-aminomethyl-6-amino-pyrimidin (2HCI) 258°.

6.878 mg Sbst.: 9.270 mg AgCl.

Ce¢H,,N,, 2ZHCl (211.0). Ber. HCI 34.57. Gef. H(C] 34.29.

Alkalispaltung des Oxydationsproduktes.

10 g des Rohproduktes wurden mit 50 ccm Alkohol auf dem Dampfbad zum
Sieden erhitzt und 2-proz. Natriumithylatlésg. in Alkohol so lange eingetragen,
bis die Losung gegen Phenolphthalein alkalische Reaktion zeigte. Nach dem
Abkiihlen wurde mit alkohol. Salzsdure angesiduert; dabei entwickelte sich
Schwefelwasserstoff. Die auskrystallisierte Substanz erwies sich nach wieder-
holtem Umkrystallisieren aus 96-proz. Alkohol nach Mischschmelzpunkt und
Analyse als identisch mit Aneurin.

Umwandlung des Oxydationsproduktes durch Erhitzen.

20 g wasserfreies Oxydationsprodukt wurden 5 Min. mit 20 ccm Athylen-
glvkol unter Riickflul zum Sieden erhitzt. Beim Erkalten schieden sich feine,
farblose Krystalle ab (3.5g). Sehr schwer 16slich in Wasser. Aus Wasser
umkrystallisiert Schmp, 233—234°.

5.557, 6.140 mg Sbst.: 10.510, 11.580 mg CO,, 2.833, 3.175 mg H,0. — 5.521 mg
Sbst.: 4.622 mg BaSO,. —— 4.640 mg Sbst.: 6.67 cem n/y-HCl (AufschluB nach Frie-

drich). — 1.822 mg Sbst. in 40.1 mg Campher (K = 30): A = 6.3°.
CH 0N, S (280.2).
Ber. C 51.39, H 5.70, N 20.00, $11.44, Mol.-Gew. 280.2.
Gef. ,, 51.58, 51.44, ,, 5.71, 5.79, ,, 20.11, ,, 11.50, . 260.

Die intensiv gefarbten Athylenglykol-Mutterlaugen wurden im Vak. zur
Trockne eingedampft. Der Riickstand wurde mit heilem Chloroform auf-
genommen. Es schieden sich 1.5 g einer intensiv gelbgefarbten Substanz ab.
die sich nach dem Umbkrystallisieren aus wenig Wasser als mit Thiochrom
identisch erwiesen.



