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Dieter Orth 1) und Theodor Wieland 

Synthese des 3-Carbamoyl-pyridon-(6)-adenin-dinucleotids 
(6-Pyridon von NAD) 

Aus dem Institut fur Organische Chemie der Universitat Frankfurt a. M. 

(Eingegangen am 22. Juli 1968) 

Das Dinucleotid 9 wurde aus dem Nucleotid 8 und einem Guanidinium-Salz des Adenosin-5’- 
phosphorsaure-amids zusammengesetzt. 8 erhielt man aus dem Silbersalz des 3-Carbamoyl- 
pyridons-(6) (1) und 2.3.5-Tri-O-benzoyl-~-ribofuranosylchlorid iiber die 0-Verbindung (2), 
die zum N-Ribosid (3) umgelagert und nach Entbenzoylierung und Acetonierung in 2‘.3’- 
Stellung des Ribosids 4a mit Cyanathylphosphat und Dicyclohexylcarbodiimid in 5’-Stellung 
zum Nucleotid 8 phosphoryliert wurde. Die (3-Verkniipfung in 4a (und damit in 9) wurde 
u. a. durch Korrelation mit dem analogen Glucosid 4b so gat wie sichergestellt. 

Vor einiger Zeit schienen am Pyridinring oxydierte Derivate des Wasserstoff- 
ubertragenden Coenzyms Nicotinamid-adenin-dinucleotid (NAD) aufgrund bestimm- 
ter Beobachtungen an phosphorylierenden Mitochondrien 2) im Zusammenhang mit 
dem Mechanismus der oxydativen Phosphorylierung interessant. Deshalb wurde das 
4-Pyridon von N A D  synthetisiert3), und zwar aus N A D  und 4-Methoxy-nicotinamid, 
das unter Katalyse von Schweinehirn-NAD-nucleosidase anstelle des Nicotinamid- 
rings in das Coenzym eingebaut wurde. Da das 4-Pyridon von N A D  in Gegenwart 
von Mitochondrien oder daraus gewonnenen phosphorylierenden Partikeln von 
Adenosintriphosphat nicht phosphoryliert wurde, sich also als unbeteiligt erwies, 
wurde die Synthese des 6-Pyridons von N A D  (9) in Angriff genommen. Der  enzymati- 
sche Weg lielj sich rnit 6-Methoxy-nicotinamid4) nicht verwirklichen. Hingegen kann 
6-Amino-nicotinamid an die Stelle des Nicotinamidrestes von N A D  gebracht wer- 
dens), doch lielj sich im 6-Amino-Analogen die Aminogruppe nicht durch Diazotieren 
und Hydrolyse durch Sauerstoff ersetzen. Deshalb wurde das 6-Pyridon von N A D  
von Grund auf synthetisiert. 

1) Dissertation, Univ. Frankfurt a. M. 1966. 
2) D .  E. Griffiths und R. A.  Chaplain, Biochem. biophys. Res. Commun. 8, 491, 501 (1962). 
3) G. Pfleiderer, J .  J .  Holbrook und Th. Wieland, Biochem. 2. 338, 52 (1963). 
4) D. Orth, Diplomarbeit, Univ. Frankfurt a. M. 1964. 
5 )  W. J. Johnson und J. D.  McCoN, Federat. Proc. 15, 284 (1956). 
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Pyridon-(6)-carbonsaure-(3)6) wurde iiber das gemischte hhylkohlensaure- 
anhydrid7) mit Ammoniak ins Amid 1 verwandelt. Diese Verbindung wurde nach 
Wugjfer und PischeP als Silbersalz des ambidenten Lactim-Lactam-Anions mit 
l-Chlor-2.3.5-tri-O-benzoyl-~-ribofuranose~~ zum 0-Glycosid 2a umgesetzt, das sich 
beim mehrstiindigen Erhitzen rnit Quecksilber(I1)-bromid in Toluol8) zum N-Ribosid 
3a uinlagern lieI3. 3a zeigt im UV-Licht ein 6-Pyridon-Spektrum (wie in der Abbild.), 
wahrend das Spektrum von 2a dem Typ der Alkoxypyridinelo) (mit grol3er Extink- 
tion bei 235 mp und langstwelliger Absorption bei 270 mp) zugehort. 

Aus den1 Tribenzoylribosid 3a konnten die Benzoylreste besser rnit Na-Methylat in 
Methanol als rnit Ammoniak abgespalten werden. Vor der Phosphorylierung in 
5’-Stellung wurden die benachbarten OH-Gruppen des Nucleosids 4a rnit Aceton 
zurn Isopropylidenacetal (5) umgesetzt. 5 konnte nach Tener11) mit Cyanathylphos- 
phat und Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) zum Cyanathylphosphat 6 verestert 
werden, das rnit Li-Hydroxid zur Phosphorsaure 7 und anschlieI3end rnit Dowex 50 
(H@-Form) zum freien Nucleotid 8, 3-Carbamoyl-pyridon-(6)-N I-[D-ribofuranosid- 
5-phosphat] (UV-Spektrum in der Abbild.), hydrolysiert wurde. 

Auch bei sehr schonender Hydrolyse rnit Li-Hydroxid entstand iiber ihre Aceton- 
verbindung 7’, die dem Carbonamid 8 entsprechende Carbonsaure S’, die bei heiI3er 
Hydrolyse als Hauptprodukt anfiel. Sie lieI3 sich iiber das gemischte Anhydrid’) rnit 
Amnioniak zum Amid 8 zuriickverwandeln. 7 und 7’ lassen sich durch Chromato- 
graphie am Ionenaustauscher DEAE-Sephadex A-25, 8 und 8’ durch praparative 
Diinnschichtchromatographie oder durch Papierelektrophorese bei pH 6.5 oder durch 
Chromatographie an Dowex 50 trennen. 

Zur Dinucleotidsynthese aus 8 und dem Adenylsaureteil eignete sich unter ver- 
schiedenen Methoden (u. a. Kupplung in waiarigem Pyridin rnit DCC12)) die Akti- 
vierung der Adenosinphosphorsaure als Amid in Form des 1.3-Dicyclohexyl-guani- 
diniumsalzes 13). Aus diesem und dem Amid 8 konnte das entsprechende Dinucleotid 
9 synthetisiert und aus dem Produktgemisch durch Chromatographie an DEAE- 
Sephadex in 17proz. Ausbeute rein gewonnen werden. Aus einem Ansatz der ,,Ein- 
topf“-Kondensation12) der Nucleotide 8 und 8’ rnit AMP isolierten wir auch die 
Dinucleotidsaure 9’. 

Das UV-Spektrum von 9 ist in der Abbild. neben dem von 8 wiedergegeben. 
Durch das zusatzliche Adenin ist die Extinktion bei 260 mp gegeniiber der bei 297 mp 
in 9 im Vergleich zurn Mononucleotid 8 bedeutend erhoht. Da sich die Extinktions- 

J .  H. Boyer und W. Schoen, Org. Syntheses, Coll., Vol. 4, 532 (1963). 
Th. Wielund und H. Bernhard, Liebigs Ann. Chem. 572, 190 (1951). 
G. Wagner und H. Pischel, Arch. Pharmaz. 295, 313 (1962). 
J Baddiley, J .  G .  Prescott, J .  F. Buchanan und R .  Hodges, J. chem. SOC. [London] 1957, 
4’769. 
Siehe z. B. bei Th. Wielund, Ch. Fest und G .  Pfleiderer, Liebigs Ann. Chem. 642, 163 
(1961). 
6. M. Tener, J .  Amer. chem. SOC. 83, 159 (1961). 
N. A. Hughes, J .  W .  Kenner und A .  R.  Todd, J. chem. SOC. [London] 1957, 3133. 
H.  G. Khoruna, R .  W .  Chambers und J.  G .  Moffat, J. Amer. chem. SOC. 80, 3752 (1958); 
K .  G. Khorana, ebenda 80, 3756 (1958). 
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koeffizienten von Dinucleotiden nicht additiv aus den Extinktionskoeffizienten ihrer 
Mononucleotide ergeben (intramolekulare Wechselwirkung der Chromophore), 
resultiert auch hier ein Defizit, das etwa dem am 4-Pyridon-NAD gegenuber den 
Spaltstucken beobachtetenn entspricht. 

8 AMP 9 (gef.) 9 (ber.) Diff. 

E260 ‘ 1 o-6 13.2 15.0 21.9 2x.2 -6 .3  

E297 ‘ 5.28 0.0 3.58 5.28 -1.7 

- W ~ ” I  

7 3 

X(rnpI - FzBZml 
UV-Spektren in Wasser von 8 (6.75.10-11 m) und 9 (3.75 10-11 m) 

Die Nucleotide lassen sich im Papierelektropherogramm (pH 6.5, 50 vjcm-1)) gut 
unterscheiden. 9 wandert doppelt so rasch zur Anode wie NAD, da es die positive 
Ladung am Pyridin-N verloren hat. Die Carbonsaure 9 wandert etwa um 10% 
rascher als ihr Amid 9, das Mononucleotid 8 fast doppelt so schnell wie 9, und 8’ etwa 
4mal so schnell wie NAD. 

Zur Frage der Konfiguration 

tid 9 die P-Konfiguration vorliegt, und zwar aus folgenden Grunden: 
Wir sind so gut wie sicher, daR im synthetischen Ribosid 3a und damit im Dinucleo- 
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1. Nach mehreren z. B. in 1. c. 14) aufgezahlten Beobachtungen reagieren acylierte 
1 -Halogen-Zucker gleich welcher Konfiguration am C-1 bei der Glycosidierung stets 
unter trans-Eintritt des Rests zur benachbarten 0-Gruppe. Baker und Mitarbb. 14) 

fuhren dies auf die intermediare Stabilisierung des Carbonium-Ions durch die Acyloxy- 
Nachbargruppe zuriick, wonach das Orthoester-Kation durch das Aglycon (A) von 
der Gegenseite angegriffen wird. Im Fall der 1-Chlor-tribenzoyl-ribofuranose diirfte 
die Reaktion zum P-0-Ribosid 2a fuhren. Die Umlagerung zum N-Ribosid verlauft 
analog 1. c. 15) ohne Konfigurationsanderung. 

I 
R A I R 

2. Im NMR-Spektrum von Glucosiden findet man beim Dublett des C-1’-Protons 
fur a- und P-Anomere verschiedene Kopplungskonstanten (J  = ca. 3 bzw. 7 Hz)16). 
Wir haben die den Verbindungen 2a und 3a entsprechenden Tetraacetylglucoside 2b 
und 3b wie dort mit 2.3.4.6-Tetra-0-acetyl-a-glucopyranosylbromid und aus 3b das 
freie Glucosid 4b hergestellt und folgende NMR-Daten gewonnen: Das Hl’-Dublett 
von 2b, 3b und 4b liegt bei 3.74, 3.66 und 3.66 ppm mit J = 8, 9 und 9 Hz. Daraus 
geht die P-Konfiguration hervor. Bei Ribosiden ist so keine eindeutige Entscheidung 
zu treffen 17), da der p-D-Ribofuranosylrest, je nachdem, ob er an einem Purin- oder 
Pyrimidinrest sitzt, verschiedene Konformationen einnehmen kann, so daB sich 
verschiedene Werte fur den dihedralen Winkel zwischen HI’ und H2’ und somit fur J 
ergeben. So fand man z. B. beim Uridin, das mit unserem ,,Deazapyrimidin“-ribosid 
vergleichbar ist, fur das Hl’-Dublett J = 2-3 Hz; der an 4a gemessene Wert betrug 
bei einem scharfen Dublett (keine Anomerenmischung) bei 3.9 ppm ca. 1.5 Hz. 

3. Nachdem bisher fur die Glucoside 2b, 3b und 4b die P-Verkniipfung bewiesen 
und fur die Riboside 2a, 3a und 4a nicht widerlegt war, lieBen sich nun 4a und 4b 
durch Oxydation mit Perjodat niiteinander in Beziehung setzenle). Sie mul3ten dabei 
denselben Dialdehyd liefern, wenn sie zur (3-Reihe gehorten, was identische Drehwerte 
gleichmolarer Oxydationslosungen verursachen sollte. Da  bei Oxydation des Gluco- 
sids 4b gegeniiber 4a ein Mol Ameisensaure entsteht unter Bildung eines zusatzli- 
chen Mols Jodat, mussen vor dem Drehwertvergleich diese Komponenten in gleicher 
Menge dem Oxydationsansatz des Ribosids 4a zugesetzt werden. In der Tabelle sind 
die Drehwerte beider Oxydationslosungen bei verschiedenen Wellenlangen verglichen. 

Die ubereinstimmung der Werte ist gut genug, urn die Identitat der Abbaualdehyde 
und damit die P-Konfiguration von 4a so gut wie zu sichern. D a m  kommt noch als 
weiteres Indiz das Auftreten eines doppelten positiven Cotton-Effekts in der ORD- 
Kurve von 4a, was ebenfalls fur die P-Konfiguration spricht 15,19). 

14) 3. R.Baker, J. P.  Joseph, R. E. Schaub und H.  J. Williams, J. org. Chemistry 19, 1786 (1954). 
15) G. Wagner und F. SUB, Arch. Pharmaz. 300, 1027 (1967). 
16) R. (1. Lemieux und J.  W. Lown, Canad. J. Chem. 41, 889 (1963). 
17) C.  D .  Jurdetzky, J. Amer. chem. SOC. 82, 229 (1960). 
18) J. DuvoIl, B. Lythgue und A .  R.  Todd, J. chem. SOC. [London] 1946, 833. 
19) Z. B. T. L. V. UIbricht und G .  T .  Rogers, J. chem. SOC. [London] 1965, 6125. 
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Vergleich der molaren Drehungen bei verschiedenen Wellenlangen der Perjodatoxydations- 
losungen von ca. 0.1 mMol N-Ribosid 4a *) und N-Glucosid 4 b  *) 

A [MIX" der Oxydationslosung von 
4a 4h 

365 931 827 
405 610 503 
436 48 1 387 
546 259 218 
578 224 186 

*) 28 mg 4 a  (1.03 mMol) bzw. 26 mg 4b (0.87 mMol) wurden mit 0.5 ccm (bzw. 1.0 ccm) 0.25 m Na-Perjodat- 
losung in 2 ccm (bzw. 3 ccm) Wasser 24 Stdn. bei 20' aufbewahrt. Zum Ansatz von 4a setzte man nach der 
Oxydation 1 ccm 0.1 n Ameisensaure und 29 m g  NaJ03 zu. 

Das 6-Pyridon von NAD (9) wurde von Dr. P. Knowles, Nuffield, England, dem 
wir sehr dafiir danken, auf Reduzierbarkeit zu NAD durch Mitochondrien aus 
Ratterileber und ihren Ultraschall-Partikeln gepriift. Dabei trat keine Reduktion, 
die bei einer Beteiligung an der oxydativen Phosphorylierung zu fordern ware, ein. 

Herr Dr. D. Orth hat der Deutschen Forschungsgemeinschaft fur die Gewahrung eines 
Forschungsstipendiums zu danken. Die ORD-Messung ist von Herrn Dr. E. Besch am 
Institut fur organische Chemie der Universitat Frankfurt a. M. ausgefiihrt worden. 

Beschreibung der Versuche 
3-Carbamoyl-pyridon-(6) (1) : 14 g (ca. 0.1 Mol) 6-Hydroxy-nicotinsaureb) wurden unter 

AusschluR von Feuchtigkeit in 200 ccm Dimethylformamid + 14.5 ccm Triiithylamin bei 
- 15" unter starkem Ruhren tropfenweise mit 9.5 ccm Chlorameisensaure-athylester versetzt 
und danach weitere 15 Min. bei dieser Temp. geruhrt. Nach Entfernen der AuRenkuhlung 
wurden in einem GuR 200 ccm auf 0" gekuhltes konz. Ammoniak zugegeben und bis zum Ende 
der COz-Entwicklung geruhrt. Der Riickstand vom Abdampfen i.Vak. wurde mit 250 ccm 
Wasser heftig durchgeschiittelt und der hellgelbe flaumige Ruckstand zuerst aus Dimethyl- 
formamid, dann aus Wasser umkristallisiert. Man erhielt 10 g (72%) farblose derbe Prismen 
vom Schmp. 325-327" (Zers.). 

C6H6N202 (138.1) Ber. C 52.10 H 4.34 N 20.03 Gef. C 52.33 H 4.47 N 20.63 

Das Silbersalz wurde durch Auflosen von 14.0 g des Amids 1 in 300 ccm heiRem Wasser, 
Zufugen von 5 ccm 2n NaOH, dann von 150 ccm Athanol und Eintropfen von 16.9 g Silber- 
nitrat in 100 ccm Wasser ausgefallt. Der weiRe voluminose Niederschlag wurde nach Absitzen 
im Dunkeln abgesaugt und je 2mal mit Wasser, Athanol und Aceton trockengesaugt. Die 
20 g (80 %) Ag-Salz wurden sofort weiterverarbeitet. 

3-Curbamoyl-6-[2.3.5-tri-O-benzoyl-~-D-ribojuranosyloxyj-pyridin (2 a) : 5.0 g des vorher 
beschriebenen Ag-Salzes wurden in 150 ccrn Toluol suspendiert und durch Abdestillieren 
von ca. 100 ccm Losungsmittel azeotrop getrocknet. Zur Suspension gab man jetzt eine 
Losung von 10.0 g 2.3.5-Tri-0-benzoyl-D-ribojuranosylchlorid9) in 60 ccm absol. Toluol und 
erhitzte unter starkem Riihren 30 Min. zum Sieden. Nach Filtrieren und Einengen des 
Filtrats und der Waschflussigkeit auf 30 ccm kristallisierten iiber Nacht bei Raumtemp. 
5.0 g (50%) des 0-Ribosids, aus Essigester/Petrolather Schmp. 177", [CL] ; ;~ :  -24.3" (c  = 1 in 
Chloroform). 

C=,2H26N209 (582.2) Ber. C 65.96 H 4.50 N 4.81 Gef. C 65.84 H 4.66 N 4.78 
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3-Carbnmoyl-6-~2.3.4.6-tetra-O-acetyl-~-~-glucopyranosyloxy/-pyridin (2 b) : Wie vorstehend 
erhielt man mit 8.5 g a-Acetobromglucose anstelle des Ribosederivats 7.5 g (80 %) 0-Glucosid; 
aus Essigester/Petrolather Schmp. 179". [a]:$: - 17.0" (c = 1 in Chloroform). 

C20H24N2011 (468.4) Ber. C 51.28 H 5.13 N 5.98 Gef. C 51.26 H 5.46 N 5.81 

3-Carbamoyl-pyridon-(6)-N~-[2.3.5-tri-O-benzoyl-~-~-ribofuranosid] (3 a) : 2.4 g 0-Ribosid 
2a wurden in 100 ccm Toluol rnit 4 g HgBrz 3.5 Stdn. lang unter RiickfluB erhitzt. 
Die ausgeschiedenen Kristalle wurden von der heiRen Losung abgesaugt und mit wenig 
kaltem Methanol gewaschen. Zu den so erhaltenen 1.3 g (50%) kamen noch 300 mg, die als 
schwerloslicher Teil beim Behandeln des Eindampfriickstands rnit Methanol hinterblieben. 
Umfallen aus Dimethylformamid/Wasser lieferte Kristalle vom Schmp. 232" (Zers.). [cc]::, : 
-28.0" (c = 1 in Dimethylformamid). 

C32H26N209 (582.2) Ber. C 65.96 H 4.50 N 4.81 Gef. C 65.89 H 4.39 N 5.03 

3- Carbamoyl-pyridon-(6) -N1-[2.3.4.6-tetra- 0-acetyl-B- ~-glucopyranosid/ (3 b) : Aus 1 .O g des 
0-Glucosids 2b erhielt man rnit 2.0 g HgBr2 wie bei 3a, aber nach Abdampfen der klaren 
Losung, Anreiben des schaumigen Ruckstands mit Petrolather und Umfallen aus Chloroform/ 
Petrolather 700 mg (70%) Kristalle vom Schmp. 216-217". +75.0" (c = 0.99 in 
Chloroform). 

CZOH24N2011 (468.4) Ber. C 51.28 H 5.13 N 5.98 Gef. C 51.06 H 5.22 N 5.60 

3-Carbamoyl-pyridon-(6)-N~-~-~-ribofuranosid (4a) : 1.8 g Tribenzoylverbindung 3a wurden 
in 10 ccm 0.2 m methanol. Na-Methylat-Losung 1 Min. zum Sieden erhitzt. Dann wurde 
durch Umschiitteln rnit methanol-feuchtem Dowex 50 (Ha-Form) neutralisiert, vom Aus- 
tauscher abfiltriert, rnit Methanol gewaschen und die Methanollosung bei 15" i.Vak. bis zum 
Einsetzen der Kristallisation eingeengt. Nach Aufbewahren im Kiihlschrank iiber Nacht 
erhielt man 550 mg (-66 %) des Ribojuranosids. Aus Isopropylalkohol Kristalle vom Schmp. 
219 -220". RF im Dunnschichtchromatogramm (Kieselgel HF254) rnit sek.-Butylalkohol/ 
Ameisensaure/Wasser (75 : 15 : 10 Vol.) = 0.28. [a]::,: +71.4" (c = 0.98 in Wasser). 

CllH14N206 (270.1) Ber. C 48.87 H 5.22 N 10.38 Gef. C 48.74 H 5.13 N 10.42 

3-Carbamoyl-pyridon-(6)-N~-~-~-glucopyranosid (4b): 0.9 g Tetraacetylverbindung 3 b  
wurden in 5 5  ccm absol. Methanol + 6.5 ccm 0.2 m methanol. Nu-Methylat-Losung 1 Min. 
zum Sieden erhitzt und, wie voranstehend beschrieben, aufgearbeitet. Der olige Abdampf- 
ruckstand kristallisierte beim Verreiben rnit eiskaltem Methanol, von dem abgesaugt wurde. 
Aus Isopropylalkohol/~thanol (9 : 1) 380 mg (66%), Schmp. 220-221". [a]::,: $40.4" 
(c = 1.25 in Wasser). RF im System wie bei 4a:  0.21. 

C12H16N207 (300.3) Ber. C 42.95 H 5.36 N 9.38 Gef. C 42.53 H 5.59 N 9.10 

3-Carbamoyl-pyridon-(6)-N~-~2.3-O-isopropyliden-~-~-ribofurunosid~ (5) : 270 mg Ribosid 
4a wurden in 45 ccm Aceton mit 1.9 g p-Toluolsulfonsauremonohydrat (10facher UberschuR) 
I1/2 Stdn. bei Raumtemp. geruhrt. Nach Zusatz von 50 ccm 0.5 n waBr. NaHC03-Losung 
wurde i. Vak. verdampft und der trockene Ruckstand, staubfein gepulvert, in einer Soxhlet- 
Hiilse rnit absol. Benzol extrahiert. Der groRte Teil der Isopropylidenverbindung schied 
sich schon aus den 60 ccm Benzol im Kolben beim Abkiihlen kristallin aus, der Rest wurde 
durch Abdampfen der Mutterlauge gewonnen. Man erhielt 250mg (87%), aus Benzol 
Schmp. 159-161". RF im obigen Losungsmittel = 0.73. [a]&: +28.2" (c = 0.75 in Methanol). 

C14H18N206 (310.2) Ber. C 54.17 H 5.85 N 9.03 Gef. C 53.83 H 5.71 N 9.17 

3-Carbamoyl-pyridon-(6) -N~-[~-~-ribofuranosid-5-phosphut] (8) : 250 mg der Acetonver- 
bindung 5 wurden in 10 ccm Pyridin rnit 4 ccm der Stammlosung von 2-Cyan-athylphosphat 
in Pyridin nach Tener11) bei 30" i.Vak. eingedampft. Nach 2maligem Nachdampfen rnit 
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absol. Pyridin wurde in 10 ccm absol. Pyridin nach Auflosen von 2 g DCC 18 Stdn. bei 
Raumtemp. aufbewahrt. Nach Zugabe von 20 ccm Wasser und 3stdg. heftigem Schiitteln 
wurde vom Dicyclohexylharnstoff abfiltriert, rnit wenig Wasser gewaschen und die waBr. 
Losung 2mal mit je 30 ccm Chloroform extrahiert. Nach Einengen der Wasserphase auf 
2-3 ccm i.Vak. wurde auf eine 4 x 60 cm Saule von DEAE-Sephadex A-25 (Hydrogen- 
carbonat-gesattigt) gegeben und mit Wasser eluiert, bis keine UV-absorbierende Substanz 
mehr austrat. Durch Elution rnit Ammoniumhydrogencarbonat-Losung steigender Konzen- 
tration (von 0 bis 2.5 % iiber 2.5 1) erhielt man eine UV-absorbierende Hauptfraktion (Uvi- 
cord), ‘die man durch mehrmaliges Abdampfen mit Wasser i.Vak. vom Salz befreite. Man 
erhielt so 220 mg geschiitztes Mononucleotid 6 ,  dessen Cyanathylgruppe und Isopropyliden- 
rest folgendermaRen verseift wurde: Man lie0 220 mg 6 in 10 ccm 0.5n LiOH 2 Stdn. bei 
Raumtemp. stehen und chromatographierte die filtrierte Losung wie oben unter Gradien- 
tenelution rnit einer Ammoniumhydrogencarbonat-Losung. Dabei trat im Eluat als Haupt- 
fraktion zuerst das Mononucleotid 7 ,  danach in kleiner Menge durch Hydrolyse der Carbon- 
amidgruppe entstandenes 7’ aus. Die Hauptfraktion wurde durch mehrmaliges Abdampfen 
rnit Wasser vom Salz befreit und auf eine 4 x 35 cm Saule von Dowex 50 (HQ-Form) gegeben 
und rnit Wasser eluiert. Die als letzte austretende, die Hauptmenge enthaltende UV-absorbie- 
rende Fraktion wurde durch Eistrocknung isoliert. 83 mg 8 (ca. 30%) konnten durch Fallen 
rnit Aceton aus der konzentrierten Losung in Methanol als feines farbloses, diinnschicht- 
chromatographisch und papierelektrophoretisch einheitliches Pulver erhalten werden. 
UV-Spektrum in Abbild. S. 199. RF auf Kieselgel HF254 in n-Propanol/konz. Ammoniak/ 
Wasser (6 : 3 : 1 Vol.) 0.36. 

3-Carboxy-pyridon-(6)-N~-[~-u-ribofuranosid-5-phosphutJ (8’) entstand als Hauptprodukt, 
wenn die Abspaltung des Cyanathylrests aus 250 mg 6 durch 1 stdg. Erhitzen rnit 0.5n LiOH 
vorgenommen wurde. Die Chromatographie an DEAE-Sephadex A 25 im NH4HC03- 
Gradicnten ergab als dritte (Haupt-)Fraktion eine Verbindung, die durch mehrmaliges 
Abdanipfen mit Wasser i.Vak. vom Salz befreit wurde. Nach saurer Hydrolyse an einer 
4 x 35 (cm Saule von Dowex 50 (He-Form) erhielt man aus der ersten (Haupt-)Fraktion 
ein farbloses Pulver (150 mg, 54%). Ein Teil kristallisierte beim langsamen Verdunsten der 
waBr. Losung in farblosen Prismen. RF (in obigem Gemisch) auf Kieselgel HFz54 0.20. 

C i I H I 4 N O I ~ P  (351.2) Ber. C 37.61 H 4.04 N 3.93 Gef. C 37.62 H 4.07 N 3.98 

Mit 50 mg 8’ wurden nach der Anhydrid-Methode’) in Dimethylformamid rnit konz. 
Ammoniak analog Amid 1 (S. 202) etwa 50% eines Amids crhalten, das in jeder Weise rnit 
Verbindung 8 identisch war. 

3-Curbamoyl-pyridon-(6)-adenin-dinucleotid (9) : 60 mg Nucleotid 8, die 1 Stde. iiber P205 

bei 100c/O.l Torr getrocknet waren, wurden in der Losung von 90 mg auf gleiche Weise 
getrocknetem N.N-Dicyclohexyl-guanidinium-Sulz von Adenosin-monophosphorsaure-amid13) 
in 10 ccm absol. Dimethylformamid + 10 ccm absol. Pyridin aufgelost. Nach 1Otagigem 
Stehenlassen im Dunkeln unter FeuchtigkeitsausschluB wurde bei moglichst niedrigem 
Druck abgedampft und der Riickstand in 3 ccm Wasser aufgenommen. Die Losung wurde 
auf eine 4 x 60 cm Saule von DEAE-Sephadex (Hydrogencarbonat-Form) aufgegeben, 
welche dann mit Wasser bis zum Verschwinden der UV-Absorption im Eluat gewaschen 
wurde. Sodann wurde rnit Wasser/Ammoniumhydrogcncarbonat, bis zur Konzentration 3 % 
ansteigend, eluiert. Die erste Uvicord-registrierte Fraktion bestand aus unumgesetztem 
Amid-Salz, die zweite aus dem Dinucleotid 9, die drittc aus unverandertem Mononucleotid 8. 
Fraktion 2 wurde durch mehrmaliges Abdampfen i.Vak. vom Salz befrcit und ergab nun 
20 mg (17 %) amorphes, farbloses Pulver. RF auf Kieselgel im Propanol/Ammoniak-Gemisch 
von vorhin 0.47. UV-Spektrum siehe Abbild. S. 199. 
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3-Curboxy-pyridon-(6) adenin-dinucleotid (9') : Carbodiimidverfahren: 100 mg des Nucleo- 
tids 8' wurden zusammen mit 200 mg AMP in 10 ccm Wasser mit 50 ccm Pyridin und 2.5 g 
Dicyclohexylcarbodiirnid versetzt. Nach 20 Stdn. bei 20" filtrierte man vom Dicyclohexyl- 
harnstoff ab, gab weitere 2.5 g des Carbodiimids zu und wiederholte den Vorgang, bis ins- 
gesamt 12.5 g Carbodiimid verbraucht waren. Nach Zugabe von 25 ccm Wasser wurde 
2 Stdn. spater der Harnstoff abfiltriert und das Carbodiimid durch 2maliges Ausschiitteln 
mit 50ccm Chloroform entfernt. Die waDr. Losung wurde nach Einengen i.Vak. auf ca. 
10 ccm auf eine 4 x 20 cm Saule von DEAE-Sephadex (Hydrogencarbonat-Form) gegeben 
und nach Auswaschen von UV-absorbierenden Substanzen mit Wasser in einem NH4HC03- 
Gradienten bis zur Konzentration von 3 % eluiert. Die vierte im Uvicord-Diagramm auf- 
gezeichnete namhafte Fraktion im Elutionsvolumen von 700 bis 950ccm enthielt das Dinucleo- 
tid 9', das nach mehrmaligem Abdampfen mit Wasser vom Salz befreit wurde. 30 mg (ca. 
15 %) einheitliches, amorphes Ammoniumsalz vom RF 0.38 bei der Diinnschichtchromato- 
graphie im iiblichen Losungsmittel. 

[3 12/68] 




