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NOTES 

RAD IOSYNTHESEN BIOLOG I SCH AKT IVER VERBINDUNGEN 
I 1  TRIFORINE (CELA W 524) MARKIERT MIT TRITIUM UND 14C,* 

R e c e i v e d  o n  June 2 1 ,  1 9 7 2 .  

Z US A MM E FJ FA S S U N  G 

Ausgehard von Pipe~az in-~H IU,J Wird tz6tiunsnarkiertes Tri -  
forine (N, N'-Bisd l-formamido-2,2,2-trichlorathyll -piperaah- H I  
mit 89 X Ausbeute und einer spezifischen Akt iv i ta t  von 149 mCi/mMol 
g h g e s t e l l t .  B e i d e r  14C-Markierung vird Paraldehgd- C (0) zu 

Chloral-I,2- C m e s e t a t  m d  a h  Chtoral-l,2- C-fonnmid 
i s o t i e s t .  Dieses wird chtoriert  und mit Piperazin kondensiert. 
hifoz6ne-14C entsteht .En 25 %-iger Ausbeute At einer spezi- 
fischen Aktivititt  von 22 mCi/mMol. 
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Einleitung 

Wiforine (B,B;-Bis-~-formamido-2, 2,2-trichlorLithy~-piperazin) 
ist ein systemisches Fungicid (1) mit auI3ergewoihnlicher Wirksam- 
keit ( 2 ,  3, 4, 5, 6, 7, 8, 9). Zur Untersuchung von Bagen des 
biochemischen Wirkungsmechanismus, des Metabolismus und der 
!l'ranslokation in Pflanzen (10, 11, 12) war die Markierung der 
Verbindung erforderlich. Im folgenden s o l 1  iiber Erfahrungen bei 
der Radiosynthese von Triforine horichtpt *.!ordon . 
Diskussion 

Es erschien emitchst angebracht, das Triforine-Molekiil im 
Piperaziming mit Tritium zu maxkieren. Dort w a r  kaum nit einem 

I. Stiasni, K. Schweikert, Dleses Journal 2, 406 ( 1 9 6 6 )  Teil I: 
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Austausch von Tritium zu rechnen; eine Annahme, die durch die 
spateren Untersuchungen mit Iriforine-’H bestltigt wude. 

Andererseits war auch der Verbleib der Seitenketten im Orga- 
nismus von Interesse, zumal gezeigt werden konnte, da5 der 
Formamido-trichlorathyl-Rest durch chemische Hydrolyse relativ 
leicht und unter weiterem Zerfall vom Piperazinring abgespalten 
wird. l?&c eine Markierung der Seitenkette schien die Trichlor- 
athylgruppe geeigneter als der Formylrest, von dem eine Meta- 
bolisierung BU Ameisensaure bzw. C02 zu erwarten war. 

Bei der Einfiihrung von Kohlenstoff-14 in die Seitenkette ist 
also Chloral die Schliisselsubstanz. Zur Daxstellung von DDI-14C 
gingen Pearce und Jenscn (13, 14) von xthanol aus, das sie in 
einer Spezialapparatur im 100 mMol-Maastab zu CI~loral-l-~~C 
chlorierten. Eines Wlichen Verfahrens bediente sich Ihorpe 
(15). Mit Mengen Ton 20 mMol Xthan~l-~~C lieB sich jedoch 
Chl~ral-~~C in nur 3 $-iger Ausbeute mit ungenilgender Rainheit 
isolieren. Auch die Chlorierung von Xthan~l-~~C in Gegenwart 
von Eisen-(111)-chlorid ergab im 20 mMol-ItaOstab zu geringe 
Ausbeuten (16). Andere Varsuche, ausgehend von Chlorathanol 
oder Chloraldiiithylacetal, lieferte Chloral in noch kleinerer 
Menge (16). Ein Patent-Verfahren des Consortiums fiir Elek’iro- 
chemie (17).erwies sich in der publizierten Fom als nicht 
durchfiihrbar, da die durch Chlorierung von Acetaldehyd rnit 
Kupfer-(11)-chlorid gobildeten geringen Mengen an Chloral aus 
den groBen Losungsmittelmengen (Essigsaure) nicht abzutrennen 
waren. AuIjerdem scheint ein Teil des eingesetzten Acetaldehyds 
zu verdarnpfen. 

Grundlage fiir die durchgefilhrte Chloralsynthese ist nach- 

(CH3CHO)3 + 18 CuC12 + 4,5 Cu (CH3C0O), 
stehende Reaktion: 

-> 3 CC13-CHO + 18 CuCl + 4,5 CUCl2 + 9 CH3COOH 

Durch die Verwendung von Paraldehyd als Ausgangsprod-at wur- 
9en d5e mit dem hohen Dampfdruck des Acetaldehyds verbundenen 
Nachteile umgangen. Setzt man fiir die Reaktion monomeren Acet- 
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aldehyd ein, so sinkt die Ausbeute an Chloral stark ab. Ausbeute- 
verluate treten auch bei valliger Abwesenheit von Wasser ein; 
welche Rolle das Wasser in der Reaktion spielt, wurde nicht 
untersucht. 

Die Isolierung des reinen Chlorals aus der essigsauren Lzisung 
durch fraktionierte Destillation gelang zdchst nicht. Auch 
die Neutralisation der Essigsliure ?lUrt zu unbefriedigenden Er- 
gebnissen. Versetzt man jedoch das zdchst erhaltane Destillat 
von Chloral + EssigsSuze m i t  konz. Schwefelsauze und destilliert 
erneut, so erhiilt man ein stark mit Chloral angereichertes De- 
stillat, das ohne weitere Reinigung mit Formamid umgesetat wer- 
den kann. Die Verwendung von Polyphosphorsaure anstelle von 
Schwefeleaure fiihrt eu verminderten Ausbeuten. 

Die weiteren Reaktionsschritte ergeben sich aus folgendem 
Schema : 
* * * 
CCl3-*CH0 + HCO(NH2) -> CC13- CHOH-NH-CHO 

I - l4C 
* * SOC12 * * 
CC13- CHOH-NEI-CHO -> CC13- CHC1-NH-CHO 

I1 - l4c 
2 *CC13-*CHC1-NH-CH0 7- *CC13-*CH-Nd-CH0 

6 
* *’  CC13- CH-NH-CHO 

~riforine-”~ 

baw. 

2 I1 + Piperasin-’H (U) -> CC1 CH-NH-CHO 3-, 

Q--’H (U) 

CC~~-~H-NH-CHO 

Trif orine-’H 
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Experimenteller Teil 

Die Diinnschichtchromatogaphie wurde auf Kieselgelfertigplatten 
(Merck Nr. 5715) mit Essigester (Triforine Rp 0.45) bzw. 
Methanol (Triforine RF 0.67) ausgefiihrt. Radiodiinnschicht- 
chromatogramme wurden auf einem DC-Scanner I1 LB 2723 (Labora- 
torium Prof. Berthold, D-7547 Wildbad) ausgewertet. Radioaktive 
Meljproben w d e n  rnit einem TriCaxb 3375 Flllssigscintillations- 
zjlhler (Packard Instrument, D-6000 Frankfurt/M., Hanauer Land- 
stralje 220) gemessen; die Quenchkorrektur erfolgte mittels 
externer Standardisiem-. 

Trif~rine-~H: 
(2 mMol) Pipera~in-~H(U)*) mit einer Losung von 458 mg (4.4 mMol) 
TriLthylamin in 1 ml Aceton versetzt und unter RUhren 958 mg 
(4.4 mMol) 1,2,2,2-Tetrachlorathylfomamid (11) in 2 ml Aceton 
zugegeben. Die Lasung, aus der Irif~rine-~H ausflllt, wird noch 
2 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt und danach tropfenweise 
mit 10 ml Wasser versetzt. Der Niederschlag wird abgesaugt und 
mit Wasser solaage gewasche-n, bis das Filtrat chloridfrei ist. 
Ausbeute 778 mg (89 $ d. Th.). Spezifische Aktivittit 150 mCi/ 
'rnol. 

In einem 50 ml-Zweihalskolben werden 178 mg 

Trif~rine-~~C: 
10 g Cu(I1)-azetat und 4,25 g LiCl (zur mhohung der Loslich- 
keit der anorganischen Salze) in 15 ml Eisessig sowie 1 ml 
Wasser suspendiert. Das Gemisch wird rnit flllssigem Stickstoff 
gekiihlt, der Kolben an eine Vakuumlinie gehiingt, und 220 mg 
(1,6 mMol) Paraldehyd-14C(U)**) werden im Vakuum aus der Brech- 
siegelampulle eindestilliert. Der Kolben wird entfernt und nach 
Zugabe von weiteren 5 ml Eisessig bei -70' am Rlickfluljktihler 
langsam auf +40° erwiirmt. Nach 10 min. werden 15 ml Acetanhydrid 
durch den Kiihler hinzugegeben und man erhitzt das Gemisch 2 
Stunden zum Sieden. Danach wird der RllckfluBkiihler durch eine 
Destillationsbriicke ersetzt und etwa 35 g faxblose PlUssigkeit 
abdestilliert. Dem Destillat wird bei -70' 25 ml konz. Schwefel- 
s&me zugesetzt und dae Gemisch bei 180' blbadtemperatur destil- 

In einem 100 ml-Rundkolben werden 4,5 g CuC12, 

*) geliefert von Farbwerke Hoechst, Radiochemisches Labor, 
D-6230 Prankfurt/Main 80, Postfach 800320 
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liert, wobei etwa 4 m l  eines Gemisches von Chloral und Essig- 
slure Ubergehen. Im Rfickstand sind nur Spuren Radioaktivitat 
nachweisbar. 

Das Destillat wird mit 0,25 ml Formamid in 5 ml Essigester 
versetet, Uber Nacht bei Raumtemperatur stehen gelassen und 
noch 4 Stunden bei 60' behandelt. Nach Zugabe von 50 m l  Essig- 
ester wird das Gemisch mehrmals mit wenig geslttigter Kochsale- 
losung ausgeschiittelt. Die organieche Phase wird fiber Na2S04 
sicc. getrocknet und eingedampft. 

Der teilweise kristalline Rfickstand von Chl~ralformid-~~C 
(I- 14 C) wird in Beneol suspendiert und nach Zugabe von 0,s ml 

Thionylchlorid 15 min. bei 70 - 80' gerUhrt. Die klaxe Losung 
von II-% wird i.v. eingedampft. 

Der Rtickstand wird in 4 m l  Aceton gelost und ein Gemisch 
von 200 mg (2,J mMol) Piperazin, 500 mg Trilthylamin und 3 m l  
Aceton zugegeben. Die Aufaxbeitung erfolgt wie bei Trif~rine-~H. 
Ausbeute 260 mg = 25 $ bezogem auf Paraldehyd-14C. 

Spezifische Bktivitlt 22 mCi/mMol. Die radiochemische Reinheit 
wurde durch umgekehrte Verdiinnungsanalyse bestimmt und betrug 
98 $. Substami aus einem inaktiven Vorversuch war diinnschicht- 
chromatographisch und lm NMR-Spektnun identisch mit authen- 
tischem Material. 

Die Elementaxanalyse eeigte folgende Werte: 

C ber. 27,61 $; H ber. 3,24 $; N ber. 12,88 96; C1 48,90 46 
C gef. 28,53 $; H gef. 3,15 96; N gef. 12,65 5;  C1 50,15 46 

Die Autoren danken den Herren W. Mengel, K. Schweikert und 
G. Winkler fiir tecMsche Assistem bei der Ausarbeitung der 
Synthesen. 

**I geliefert von New England Nuclear Chemicals GmbH, 
-6072 Dreieichenhain, Postfach 71 
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