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Y U L & l i Y  

The syn theses  of Pu lv in i c  a ~ i d - [ ' ~ C ] ,  4- and 4 '-Hydroxy-pulvinic 

acid-["C], s t a r t i n g  w i t h  phenyla~etonitrile-[2-~~C], a r e  des-  

c r i b e d .  The i d e n t i t y  of each  of t h e  l a b e l l e d  compounds is e s t a b -  

l i s h e d  by t h i n  l a y e r  chromatographic cornpsrison w i t h  t h e  u n l a b e l l e d  

one, syn thes i zed  by t h e  same nethod.  Th2 l a t t e r  were i d e n t i f i e d  

w i t h  t h e  a i d  of elementary ana ly . s i s ,  uass- ,  'H-n.m.r .- and infrared 

s pec t roscopy . 

Es  wird d i e  Synthese von Ai lv in~aure - [~ 'C] ,  4- und 4'-Hydroxy- 

p u l ~ i n s a u r e - [ ~ ~ C ] ,  ausgehend von Fhenylacetoni  t r i l - [d-q4C] ,  be- 

s ch r i eben .  Die I d e n t i t a t  de r  markier ten  Verbindunken wurde durch 

d ~ n s c h i c h t c h r o m a t o ~ ~ a p h i ~ , ~ : ~ i e r ~  Verble ich  u i t  den aui' gleichern Hege 

s y n t h e t i s i e r t e n  i n a k t i v e n  Substanzen s i c h e r g e s t e l l t ,  deren  S t r u k t u r  
n 

dur  c h Element a r  ana l y s  e , Ma ss en-, 

worden war. 

' H-NIR- und IR-Spe k t  r en f e s t ge l e g  t 

@ 2976 by John WiZey & Sons, Ltd.  
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1. EINLEITUNG 

Zur Klarung der Biosynthese von Farbstoffen der Terphenylchinon- 

Gruppe, z.B. Volucrisporin(l) und Polypors&ure(2), sowie der Ter- 

phenylchinon-Folgeprodukte , den Fulvins aure-Derivaten(2), wurden 

schon eingehende Untersuchungen angestellt. Dabei wurden auch 

radioaktiv markierte Verbindungen eingesetzt Fiir die kompli- 

zierter gebauten Farbstoffe vom Xyler~thrin-Typ(~-~), die von dem 

holzzerstorenden Pilz Peniophora sanguinea (Fr .) Bres. auf befal- 

lenem Holz gebildet werden, liegen bisher nur erste Hinweise zur 

Biosynthese vor (7). Weil Xylerythrin sowohl das Terphenylchinon- 

Gerust als auch die Fulvinsaure-Struktur enthalt , ist die Bildungs- 
weise dieser Farbstoffe nicht von vornherein klar voraussagbar . 

0 OH 

Volucr ispor in 

HO 

Pulvinsaure 

oJ-Q# 
Po 1 y por s aur e 

Xy lerythr in 

Bisher wurden fiir die Biosynthese derartiger Pigmente zwei Moglich- 

keiten diskutiert : Gripenberg und Martikkala(5) vermuten eine Kon- 

densation von Polyporsaure mit einem p-hydroxy-substituierten 

Aromaten, wihrend v. Massow und Nim~(~) annehmen, daD an eine 

Pulvinsaure-Zwischenstuf e e ine we it ere Phenylpropaneinheit ankon- 

densiert. Noch konnte keine Entscheidung getroffen werden, welche 

der beiden Hypothesen den Gegebenheiten des Pilzes entspricht . 
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In enger Zusammenarbeit mit dem Botanischen Inst itut der Universi- 

tgt (TH) Karlsruhe synthetisierten wir deshalb im Institut fiir 

Radiochemie des Kernf orschungs zentrums Kar lsruhe Pulvinsaure sow ie 

die beiden moglichen, in den Phenylringen mono-substituierten 

p-Hydroxy-Derivate. Die Praparate wurden dabei an genau definier- 

ten, zwischen den beiden Phenylringen liegenden C-Atomen I4C-mar- 

kiert. 

2 .  SYNTHESEWEGE 

In Anlehnung an die Arbeiten von Adam und Calvery"), Asano und 

Kameda(') sowie Frank, Clark und Coker ('O) wurde der im nachstehen- 

den Formelschema aufgezeichnete Syntheseweg beschritten: 

Ausge hend von Phew lacet onitri 1- c2 -"C 1 (I) (=Benzylcyanid- "7-'4C 1 ; 

Lieferant: Farbwerke Hoechst AG, Frankfurt/M.) erhielten wir mit 

Oxalsaurediathylester durch Esterkondensation den 3-Phenyl-j-cyano- 

br enz traubens aureathyles t er- [ 3  -I4C] ( I1 ) , der a Is Ausgangssubstanz 
fur  die unsubstituierte und substituierte Pulvinsaure diente. 

2 .I Synthese der Pulvinsa~re-[.~~C] 

Durch nochmalige Es terkondensa t ion des 5-Pheny l-3-cyano-brenz- 

t r aubens aure athy lest ers - [ 3  -"C] ( I1 ) mit ina kt i vem Benzylcyanid 

wurde das 2,5-Diphenyl-ket ipinsaure-dinitril-C~, 5-14C,,,,] (111) 

erha lten . 
Durch Verseifung mittels farbloser , konstant siedender Jodwasser- 
st o f f s aur e (") (D. 'lr7)* in Eisessig und Komplettierung des Ring- 

*Es mu5 e indr ingl ich  davor gewarnt rerden,  d i e  D e s t i l l a t i o n  der 

Jodrassers toffsaure nach E u t f b b e n  m i t  Unterphosphoriger Saure 

ohne wei tere  SicherheitsmaRuahmen durchzufiihren. In einem F a l l  

ereignete  s i c h  nach beendeter D e s t i l l a t i o n  eine sehr hef t ige  

Explosion, vermutlich infolge Bildung selbstentziindlicher Phos- 

phine. Die D e s t i l l a t i o n  ist gefahrlos  durchrufiihren, wenn St ick-  

s t o f f  a l e  Tragergae benutst wird. Das Iner tgas  muD b i s  bum Erkal- 

t e n  des Dest i l la t ionskolbens d i e  Apparatur durchspulen. 

- 
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Reaktionsschema : 
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schlusses  durch kurzze i t iges  Erhi tzen i n  Acetanhydrid, kOMte das 
3,6-Diphe~yl-furo[3,2-b]furandion-(L, 5)-[5,6- 14 CIl2] (IV) ( =  Pul-  

v i n s a ~ r e l a c t o n - [ ~ ~ C I )  e r h a l t e n  werden. Beim Behandeln m i t  2 %iger  

Natronlauge ents tand daraus das gelbe 3-PhenylY-hydroxy-5-(7- 
carboxy-ben~al-[7-~~C~,~] ) -furanon-(2) - [ 5 -  14 CIl2) ( V )  (= Pulvin- 

s i i u r e - t l 4 ~ ~ ) .  

Sowohl chemische a l s  auch radiochemische Ausbeute iiber a l l e s  betru-  

gen 14,3 %. Die Ausbeuten lagen be i  d i e s e r  und den folgenden Syn- 

thesen d e u t l i c h  unter  denen der inakt iven Vorversuche. 

I m  F a l l e  des v o l l i g  symmetrisch gebauten .2,5-Diphenyl-ketipinsaure- 

d i n i t r i l s  (111) und des Pulvinsaurelactons (IV) kaM n i c h t  mehr 

unterschieden werden, welches der beiden i n  Frage kommenden C-Atome 

i n  der  Briicke zwischen den beiden F'henylringen markier t  i s t .  Folg-  

l i c h  ist auch b e i  der Pulvinsaure ( V ) ,  obwohl s i e  in fo lge  der e in-  

fachen Lactonringoffnung b e i  der Verseifung n i c h t  mehr symmetrisch 

i s t ,  nur e i n  markiertes Produkt zu erwarten. 

2.2 Synthese der  4- und 4'-IIydroxy-pul~insiiure-[~~C] - 
Der zweite,  analoge Weg f i ihr te  durch Umsetzung des 3-Phenyl-5- 

cyano-brenztraubensaureathylester~-~3-~~C] (11) m i t  inaktivem 

4-Met hoxy -benzylcyanid zum 2-Pheny 1-5- (4-methoxy-phenyl) -ket ip in-  

s aur e -dini  tr il- [2-I4C 1 (VI ) und iiber das 3 -Phenyl-6- (4-hydr oxy - 
phenyl )-fur0 [ 3,2-b 1 furandion- ( 2 , 5 >  - [ S  - I4C]  (VII) ( = 4-Hydroxy - 

pulvins Sure l a ~ t o n - [ ~ ' C ]  ) zu den beiden p-hyd6oxy-subs t i t u i e r  t e n  

Pulvinsauren : 

3 -&en] 1 -4-hydr oxy -5- (7-ca r boxy -4-hy droxy -benza 1) -fur anon- (d ) - 
[ 3 - I 4 C ]  (VIII)  (= 4 I -Hydroxy-pul~insaure-[~~C] ) und 

3 - (4-Hydroxy -phenyl) -4-hydr oxy-5- (7-carboxy -benza 1- [7-I4C] )-fur an- 

on-(2) (IX) (= 4-Hydroxy-p~lvinsaure-r~~C1). 
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Die beiden s u b s t i t u i e r t e n  Pulvinsauren (VIII)  und (IX) s ind  beziig- 

l i c h  des markierten C-Atoms aufgrund des Syntheseweges nur an dem- 

jenigen G-Atom markier t ,  das  dem n i c h t s u b s t i t u i e r t e n  Phenglrest  

benachbar t is t . Das 2-Fheny 1-5 - (4-me t hoxy -phew1 ) -ke t i p i n s  aur e - 
d i n i t r  il (VI ) und das  3 -Phenyl-6- (4-hydr oxy-pheny 1 ) -f u r o  [3,2-b] - 
furandion-(2,5) (VII) s ind  n i c h t  mehr sgmmetrisch gebaut. Bei der 

Aufspaltung e ines  Lactonringes miissen somit 2 chemisch unterschied- 

l i c h e  Hydroxy-pulvinsauren ents tehen,  j e  nachdem, welcher der  bei-  

den Lsctonringe s i c h  of fne t .  Unsere Synthese b e s t a t i g t e  d i e s .  

Infolge des Einf lusses  der  Hydroxyl-Gruppe b i lden  s i c h  auch n ich t  

gleiche Mengen der  beiden s u b s t i t u i e r t e n  Pulvinsauren (VIII)  und 

(IX). In s h t l i c h e n  inaktfven und ak t iven  Versuchen war das Mengen- 

verhailtnis (VIII)  : (IX) etwa 1 : 2. Ein e r s t e r  Versuch, die Saure 

(IX) i n  d i e  vor allem gawiinschte Saure (VIIL) zu uberfiihren, war 

ohne Erfolg.  

I m  Rohprodukt wurden d h s c h i c h t c h r o m a t o g r a p h i s c h  neben den erwar- 

t e t e n  Sauren (VIII)  und (IX) noch 3 wei te re  Substanzflecken ent-  

deckt.  Das Rohprodukt wurde daraufhin saulenchromatographisch i n  

d ie  einzelnen Fraktionen aufgetrennt .  Die i n  den Fraktionen 1 - 4  

vorliegenden Substanzen wurden durch Massen- und t e i l w e i s e  auch 

durch H-NMR-Spektroskopie ident  i f  i z i e r t  . Substanz I war inakt iv .  

Substanz 5 konnte nur i m  F a l l e  der  radioakt iven Synthese unter  dem 

Diinnschicht-Scanner a l s  sehr  schwacher Peak gefunden werden. Da e r  

weder gefiirbt noch unter  der  UV-Lampe zu sehen war, scheidet  f~ 

ihn eine pulvinsaureahnliche S t ruktur  aus ;  d iese  5. Frakt ion wurde 

deshalb weder i s o l i e r t  noch naher untersucht  . 

1 

Berucksichtigt  man nur d i e  beiden Sauren (VIII)  und (IX), s o  ergab 

s i c h  b e i  unserer  radioakt iven Synthese iiber samtliche Stufen eine 

chemische Ausbeute von 10,9 % und eine radiochemische Ausbeute von 

9,4 $41. Die Differenz e r k l a r t  s i c h  durch das Vorliegen von akt iven 

und inakt iven Nebenprodukten. 



3. STRUKTUiiwUPKLAHUN G 

Bei der  Strukturermit t lung der  Substanzen 1 - 4  kamen uns d i e  A r -  

bei ten  von S t e g l i c h  und Mitarbei tern (12-14) zugute, i n  denen aus- 

f u h r l i c h  d i e  Massen- und 'H-NMR-Spektren der Fulvinsaure l a d  meh- 

r e r e r  s u b s t i t u i e r t e r  Pulvinsauren d i s k u t i e r t  und deren St ruktur  

Dewiesen worden s ind.  Diese Untersuchungen wurden an den aus Vor- 

versuchen gewonnenen inakt iven Substanzen durchgefuhrt .  

S a m t  l i c h e  Substanzen zeigen d i e  fiir Pulvinskhren tjrpischen Zer- 

f a l l s r e i h e n  i n  den Massenspektren (12,14) 

5.1 Substanz 1 : 

Massen: 523+(M++1 ;I%), 322+(M+;400j), 296+(8%), 294+(%) , 266' 
-- 

(23%), 264+(1%), 210+(21%), 161+(19"/0), 149+(2%), 159+ 

(23%), 133+(37%), 125+(42%), Iq1+(6%), 105+(100"/0). 

Durch metastabi le  Peaks s ind  folgende Zer fa l le  belegt  : 

322' nach 294+ ( -CO) ,  294' nach ,266' ( -CO) ,  322+ nach 266' 

(-C,02), 161+ nach 133' ( - C O ) ,  153+ nach 105' (-GO). 

Das Niole kulion 322+ e n t s  pr  i c  ht  e inem d i  hydroxy -subs t i t u i e r t  en Der i- 

vat d e s  Pulvinsaure-lactons CI8Hl0O6. Durch d i e  symmetrische Spal- 

tung des Kohlenstoffgeriistes e n t s t e h t  daraus nur Bruchstuck 

(161+), sodaB d i e  beiden s i c h  aus der Molekul-Bruttoformel a b l e i -  

tenden phenolischen Hydroxyle gleichmauig auf d i e  beiden Rine;e ver- 

t e i l e n .  Das Fehlen e i n e r  I4C-Markierung d ieses  Produktes stimmt m i t  

den Gegebenheiten iiberein. E s  handelt s i c h  b e i  Produkt 1 urn das 

4,4 '-Dihydroxy-pulvinsaurelacton. Eine Erklarung fur dessen Z i t -  

stehung kann n i c h t  gegeben weraen. 

3.2 Substanzen 2 und 3 :  

Beide Produkte weisen, abgesehen von den I n t e n s i t a t e n  der Bruch- 

s tucke,  prak t i sch  keinen Unterschied auf .  

Massen (die  e r s t e  I n t e n s i t a t  e n t s p r i z h t  Substanz 2 ,  d i e  zweite Sub- 
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Durch m e t a s t a b i l e  Peaks s i n d  i n  beiden F a l l e n  fo lgende  Z e r f b l l e  

be l eg t  : 324' nach  306+ (-H20), 506' nach 250+ ( - C 2 0 2 ) ,  250' nach 

I%+ (-C202), 161+ nach 153' (-CO), 133' nach  105+ (-CO), 

145+ nach 117+ (-CO), 117' nach 89' ( 4 0 ) .  

B e i  den Substanzen 2 und 3 s o l l t e  es  s i c h  um d i e  4'-Hydroxy-pul- 

v insaure  und de ren  Isomere, d i e  4-Hydroxy-pulvinsaure handeln;  

be ide  m i t  d e r  Bru t toformel  CI8Hl2O6. Es f i n d e n  s i c h  b e i  beiden 

Substanzen d i e  Fragmente, d i e  durch  Wasserabspaltung (306+/Bildung 

e i n e s  Fragmentes m i t  Pulvinsaure-lacton-Struktur), durch  C02-Ver-  

l u s t  (280+/Beweis fiir das  Vorl iegen e i n e r  h l v i n s  a u  r e  ) und 

durch symmetrische Spal tung  des  Kohlens tof fger i i s tes  e n t s t e h e n  (aus 

d i e s e r  Spal tung  riihren d i e  Fragmente 161+ und 145' h e r ,  d i e  s i c h  

nur  durch  e i n e  phenol i sche  rndroxylgruppe un te r sche iden  und somit 

zwei u n t e r s c h i e d l i c h  s u b s t i t u i e r t e  Ringe nachweisen) . 
Die Unterscheidung ist durch  das  'H-NMR-Spektrum moglich, da d i e  

Ringprotonen durch  d a s  benachbar te  Lacton ( b e i  Ring A )  bzw. d i e  

benachbarte  Carboxylgruppe ( b e i  Ring B) u n t e r s c h i e d l i c h  b e e i n f l u b t  

werden. 

R = H = Pulv insaure  

R = OH = Atromentinsaure 

5 6  , -  
0 
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Die Spektren fiir beide Substanzen Lassen s i c h  aus den Spektren der  

Pulvinsaure und der  Atromentinsaure (= 4,4'-Dihydroxy-pulvinsaure) 

zusammen~etzen' '~). Die 4 '-Hydroxy-pulvinsaure s e t z t  s i c h  aus 

Ring A der  Pulvinsaure und Ring B der Atromentinsaure zusammen 

(nach(I3):  Ring A = H-2,6: d 8,02 / H-5,5: d 6,67; Ring B = 

H-2 ' ,6 ' : "s 'I 7,44),  das Spektrum a e r  4-Hydroxy-pulvinsaure en t -  

sprechend aus Ring B der  h l v i n s a u r e  und Ring A der  Atromentin- 

saure (nach(I3):  Ring A = H-2,6: m 8 , l l  / H-3,4,5: m 7 ,25-7 ,52;  

Ring B = H-2',6': d 7 , Z  / H-5' ,5 ' :  d 6 ,85) .  Die 'H-NUIR-Spektren 

der  Substanzen 2 und 3 (dufgenommen i n  Deutero-Aceton; 90 MHz; 

Trimethyls i lan a l s  i n t e r n e r  Standard) wiesen das Frodukt 2 a l s  

4'-Hydroxy-pulvinsauiure (VIII) aus (Ring A = H-2,6: m 8 , l l  / 

H-3,4,5: m 7 ,26-7 ,45;  Ring B = H-2' ,6 ' :  d 7,29 / H-3',5': d 6 , ~ )  

und das Produkt 3 a l s  4-Hydroxy-pulvinsaure ( I X )  (Ring A = H-rl,6: 

d 8,02 / H-3.5: d 6 ,92;  Ring B = H-rl'bis 6 ' :  "s"  7,41).  

3 . 3  bucs tanz  4: 

Massen: 338+(M+;3%), 320+(6%), 309+(7%), 308+(2%) 294+(6%> 

292+(3%), 291+(12%), 290+(50%), 264+(16%), 262!+(5%), &I+ 

(4%) , 235+(3%), 234+(13%), 208+(4%), 179+(3%) , 178+(10%) , 
163+(6%), 148+(4%), 147+(6%), 146+(lr/,) , 145+(1000/0), 135+ 

(4%), 134+(3%) , 131+(7Uh), 121+(5%), 119+(%), 118+(31%) 

117+(28%), 108+(8%), 107+(52%), 91+(21%), 90+(21%), 

89+(46%). 

Durch metastabi le  Peaks belegt  s ind  d i e  Zer fa l le  : 

338' nach 320+ (-H20), 320+ nach 290' (-CH20), 04' nach 

264+ (-CH20), 290' nach d34+ ( - C 2 0 2 ) ,  262' nach 234' 

( -CO),  234+ nach 178+ ( - C 2 0 2 ) ,  145+ nach 117' ( -CO) ,  117+ 

nach 89+ ( 4 0 ) .  

Die Abspaltungen von H20 (320') oder co, (2%+) aus dem Nlolekulion 

358+ zeigen, daB e s  s i c h  urn e i n  Pulv ins  k u  r e - Derivat handeln 
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muB. Dies b e s i t z t  d i e  Bruttoformel Cl9HI4Ob und s o l l t e  demnach eine 

Methoxylgruppe t ragen.  Diese w i r d  bewiesen durch d i e  a n f k g l i c h e  

Abspaltung von CH20 aus dem Molekulion wie auch aus den Fragmenten 

520+ bzw. 294+. Da d iese  Abspaltung bevorzugt a b l a u f t ,  f i n d e t  s i c h  

aus der symmetrischen Spaltung des  Kohlenstoffgerustes nur das 

Bruchstuck 145+, was fiir u n s u b s t i t u i e r t e  Ringe c h a r a k t e r i s t i s c h  

ist (mit Folgezer fa l len) ;  a l l e r d i n g s  z e i g t  das intensive Ion l o 7  

einen Aromaten an, der einen s a u e r s t o f f h a l t i g e n  Subst i tuenten 

t r a g t ,  jedoch kein f r e i e s  Hydroxyl ( i n  jenem F a l l e  mul3te wie b e i  

aen Produkten 2 und 3 d i e  Zer fa l l s re ihe  161+/ 133+/ I O 5 +  a u f t r e -  

t e n ) .  Das Vorliegen des Methylesters e i n e r  Pulvinsaure kaM ausge- 

schlossen werden, w e i l  dann CH OH s t a t t  H20 aus dem Molekulion ab- 

gespal ten werden miiBte und d i e  Eliminierung von C 0 2  n i c h t  s t a t t -  

f inden di i r f te .  E s  s o l l t e  s i c h  a l s o  um das Methoxy-Derivat der  Sub- 

s tanz  2 oder 3 handeln (oder um e i n  Gemisch der  beiden entsprechen- 

den Isomeren). 

+ 

5 

Die Entscheidung konnte auch h i e r  durch das 'H-NMR-Spektrum getrof  - 
fen werden. Es weist durch d ie  Lage der  Protonen d i e  Substanz 4 a l s  

4-Methoxy-pulvinsaure aus (Ring A = H - 2 , 6 :  d 8,09 / H-3 ,5 :  d 6 ,98;  

Ring B = H-2'bis 6 ' :  'Is" 7 ,37;  Methoxyl-Protonen: 3,81). Die gleiche 

Lage der Ringprotonen f inden S t e g l i c h  e t  a l .  (I3) b e i  dem 4-Hydroxy- 

pulvinsauremethylester (Ring A = H-2,6: d 8,09 / H - 3 , 5 :  d 7 , O ;  

Ring B = H-2'bis 6 ' :  " s "  7,41). 

Die Massenspektren wurden m i t  einem VARIAN MAT CH-5-Gerat ,  d i e  

'H-NMR-Spektren m i t  einem BRUKER WH-90-Gerat aufgenommen. 

4. ExPEhllulENfELLEH TEIL 

4.1. Reinheitsprufungen: 

Samtliche radioakt iven Zwischen- und Endprodukte wurden m i t t e l s  

diinnschichtchromatographischer Verfahren auf ihre Reinheit  unter-  
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sucht und i h r e  I d e n t i t a t  m i t  den inakt iven  Referenzsubstanzen 

f e s  tges  t e l l t  : 

2 54 4.1 .I. Sta t ionare  Phase: DC-Fertigplatten Kieselgel 60 F 

Mobile Phase: Toluol/Ameisensauremethylester/Ameisensaure 

= 11/8/1 (v/v). 

2% 4.1.2. Sta t ionare  Phase: DC-Fertigplatten Kieselgel  60 F 

Mobile Phase : Chloroform/Methanol = 9 / l  (v/v). 

4.2. Reinigungsoperationen: 

Das rohe Endprodukt b e i  der  Pulvinsiiuresynthese wurde durch Sau- 

lenchromatographie g e r e i n i g t  . Auf g le iche  Weise wurde d i e  rohe 

Hydroxy-hlvinsaure i n  d i e  einzelnen Reinsubstanzen aufge t rennt ,  

wobei i m  F a l l e  der radioakt iven Synthese l e d i g l i c h  d i e  Produkte 

2 und 3 ,  a l s o  d i e  4 ' -  und d i e  4-Hydroxy-pulvinsaure ( V I I I )  und ( I X )  

i s o l i e r t  wurden: 

Es kam eine Glassaule rnit den Abmessungen 1400 x 22 mm m i t  

Tef lonhahn zum Einsat  z . 
S t a t i o n a r e  Phase: Kieselgel  60, Korngrobe 0,064 - 0,2 mm. 

Mobile Pha s e  : To luo 1/Ame is  ens aureme t by l e s t  er/Ame is ens aur e 

= 60/39/1 (v/v). 

Die Laufgeschwindigkeit betrug I Tropfen/Sekunde. 

Die Auftrennung e r f o l g t e  m i t  oa. 15 m l  Losung/Glas.  

4.3. Synthesen: 

Die Radioaktivitatsmessungen wurden m i t  einem PACKukII) TRI-CARB 2420 

Liquid S c i n t i l l a t i o n  Spectrometer ausgefiihrt. Die Angaben der ge- 

messenen Akt iv i ta ten  erfolgen rnit e iner  Signif ikanz von 2 5 %; auf 

Einzelangaben d e r  moglichen Abweichungen wurde v e r z i c h t e t .  

4.3.1 . 3-Phenyl-3-cyano-brenz traubensaure tithyles t er-C3 -I4C] (11) 

Zu der noch heiBen Losung von 415 mg (18,O mM) Natrium i n  5,8 m l  

- 
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abs.  Athanol wurden r a s c h  unter  Riihren 2,74 g (18,75 mM; 2,yC m l )  

Oxalsaurediathylester und 685 mg (5,85 mM; 10,2 mCi) Phenylaceto- 

nitri1-[2-l4C] (I) ( =  Ben~ylcyanid-[7-’~C]), das m i t  I ,37 g 

( l l ,7O mM; 1,35 ml) inaktivem Benzylcyanid verdiinnt worden war, 

hinzugefugt. AnschlieUend wurde d i e  orangebraune Losung I 0  Min. bei  

BOOC, dann I Stunde b e i  Raumtemperatur geriihrt. Nach Stehen uber 

Nacht wurde m i t  3 m l  Wasser v e r s e t z t ,  auf 3 5 O C  erwarmt und tropfen- 

weise m i t  2 m l  konz. Salzsaure an,gesauert. Dabei f i e l  e i n  orange- 

gelber Niederschlag aus,  der  noch 1 Stunde geruhr t ,  dann uber Nacht 

i m  Kiihlschrank aufbewahrt, abgesaugt und m i t  gekiihltem, 20 %igem 

uthanol nachgewaschen wurde. 

Die Ausbeute betrug 3,33 g (15,5 mM) 3-Phenyl-3-cyano-brenztrauben- 

~aurea thyles te r - [3- ’~C]  (11) (Fp. 128,5’C) en tspr .  87,2 % (bez. auf 

Eenzylcyanid). 

A k t i v i t a t :  Spez.Akt. 571 ?JCi/mM; 2,65 l.ACi/mg; Ges.-Akt. 8,76 m C i  

en tspr .  85,9 ’% (bez. auf Ben~ylcyanid-[7-’~C]).  

2einheitspriifun.g.: DC, System 4.1.1.: Rf = 0,3.7. 

2 -Phenyl+ -cyano-br enz t raubens aure a t  hy l e s  t e r  - c3 - I4C 1 (11) is  t d i e  

Ausgangssubstanz fiir d i e  beiden nachfolgend beschriebenen Synthesen. 

4.3.2. Synthese der  P u l v i n s a ~ r e - C ~ ~ C l  

4.3.2.1, 2,5-Diphe~1-ketipinsa~re-C2,5-~~C~~~l-dinitril (111) 

Unter magnetischem Riihren wurden zu der  Losung von 207 mg (9,O mM) 

Natrium i n  3 , 5  m l  abs.  hthanol 550 m g  (4,7 mbl; 0,55 m l )  Benzyl- 

cyanid und 975 mg (4 ,5  mM; 2 ,56 mCi) 5-Phenyl-3-cyano-brenztrauben- 

s a ~ r e a t h y l e s t e r - [ 3 - ~ ~ C ]  (11) moglichst rasch  hinzugefugt . Beim 

nachfolgenden 1 ,5-stdg. Erhi tzen auf 100 - l l O ° C  t r u b t e  s i c h  d i e  

Losung rasch,  schaumte auf ,  und e s  f i e l  e i n  orangegelber Nieder- 

schlag aus. Nach dem Erkal ten wurde m i t  2 m l  E isess ig  v e r s e t z t ,  

k r a f t i g  durchgeruhrt und iiber Nacht i m  Kiihlsckrank aufbewahrt. 

-- 
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Die Suspension wurde dann mit 5 ml gekuhltem, 40 %igem Athanol 
versetzt und abgesaugt. 

Die Ausbeute betrug 863,5 mg (2,99 mi) 2,5-Diphenyl-ketipinsaure- 
[2,5- 14 Cl/2]-tiinitril (111) entspr. bb,5 % (bez. auf 5-Phenyl-5- 

cyano-brenz t raubensaureat hy les t er - [ j -I4C] (11) ) . 
Aktivitat: Spez.Akt.: 574 pCi/mail; 1,99 vCi/mg; Ges.-Akt. 1,72 mCi 
entspr. 67,l % (bez. auf 5-Phenyl-5-cyano-brenztraubensaureathyl- 

ester-[3-I4c) (11)). 

Reinheitsprufung: DC, System 4.1.2. : Hf = 0,47. 

4.5.2.2. 3,6-Diphenyl-furo [3,2-b1 furandion-(2,5) - [ 3 ,  6-14c1/$ (Iv) - 
= hlvins aur e lact on- [I4c I 

860 mg (2,98 mM; 1 ,?I mCi) 2,5-Diphenyl-ketipin~aure-[2,5-~~C~~~]- 

dinitril (111) wurden mit 18 ml Eisessig und 4 ml Jodwasserstoff- 

saure ( s . A n m .  unter 2.1) (D. 1,7) 2 Stunden unter Ruhren u n ~  IILCS- 

fluR (Badtemp. ca. 14OoC) erhitzt. Dabei bildete sich eine tief 

dunkelrote Losung. Nach dem Erkalten wurde mit ca. 7 ml gesattibter 
wassriger Natriumsulfitlosung versetzt , bis sich die Farbe nach 
gelb aufgehellt hatte. Unter Zusa'tz von Wasser wurde Qreimal aus- 

geathert und die vereinigten Atherextrakte am Rotationsverdampfer 

im Wasserstrahlvakuum (ca. 15 T o r r )  eingedampft. Der Ruckstand, ein 

braungelbes 01, wurde mit Chloroform versetzt und so lange nach- 

destilliert, bis er sich in einen Schaum verwandelt hatte. Dieser 

Schaum wurde in I5 ml Acetanhydrid gelost, 1 Min. lang auf 140 bis 

150°C (Badtemp.) erhitzt, rasch in Eiswasser abgeschreckt, der da- 

bei entstandene Niederschlag abgesaugt und mit Essigsaure und Was- 

der nachgewaschen. 

Die Ausbeute betrug 303 mg (1,W mM) leuchtend gelbes Fulvinsaure- 

la~ton-[~'C] (IV) entspr. 34,9 % (bez. auf 2,5-Diphenyl-ketipin- 

s aur e - [ 2,5 -I4C, ,23 -dinitr i 1 (I11 ) ) . 
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Reinheitsprufung: DC, System 4.1 .I. : Rf = 0,73. I m  Diinnschicht- 

chromatogramm ist auch b e r e i t s  schwach der Fleck der  Pulvinsaure- 

[“C] (V) zu erkennen. 

4.3.2.3. J-Phenyl-4-hydroxy-5-(7-carboxy-ben~al-[7-~~C~~~~ ) -  

f u r  anon- (2  ) - c 3 -I4c1 ,2 1 ( V) = f i l v i n s  iiur e - cq4c 1 

300 mg (l,O3 mM) 3,6-Diphenyl-furo[3,2-b]furandion-(2,5)- 

13 9 6-14C1/2 1 (IV) wurden i n  25 ml 2 %iger  Natronlauge 15 Min. lang 

unter  RuckfluD erh1tz.t;. Dabei b i l d e t e  s i c h  e ine  f a s t  k l a r e  Losung, 

d i e  heiB abgesaugt wurde. Das F i l t r a t  wurde i m  Eisbad gekuhlt und 

dann 2 m l  konz. Salzsaure zugetropft ,  wobei d i e  P u l ~ i n s a u r e - [ ~ ~ C l  

(V) a l s  leuchtend gelber  Niederschlag a u s f i e l .  S i e  wurde abgesaugt 

und m i t  wenig Eiswasser nachgewaschen. Diese rohe P u l v i n ~ a u r e - [ ~ ~ C ]  

e n t h i e l t  noch eine Verunreinigung. S i e  wurde deshalb nach 4.2. 

durch Saulenchromatographie gere in ig t  . Das s o  e rha l tene  Produkt 

wurde aus Benzol u m k r i s t a l l i s i e r t .  

Die Ausbeute betrug 225,5 mg (0,73 mM) 5-Phenyl-4-hydroxy-5- 

(7-carboxy-benzal- “7-14C1/2 3 ) -furanon- (2)  - c3-14Cl/21 (V) = Pulvin- 

~ a u r e - [ ’ ~ C ]  en tspr .  70,9 % (bez. auf P u l v i n s a : u r e l a c t ~ n - [ ~ ~ C l  (IV)) 

und l 4 , 3  % (bez. auf Benzyl~yanid-C7-’~C] ( I ) ) .  

A k t i v i t a t :  Spez.Akt.: 580 PCi,/mM; 1,88 PCi/mg; Ges.-Akt. 424 PCi 
en tspr .  24,7 % (bez. auf 2,5-Diphenyl-ketipinsaure-[2,5- 14 C1/2]- 

d i n i t r i l  (111)) und 14,3 % (bez. auf Ben~ylcyanid-C7-~~C]  (I)) .  

Reinheitsprufung: DC, System 4.1.1. : Rf = 0,47. 

4.3.3. Synthese der  4 ’ -  und 4-Hydroxy-pul~insaure-C~~Cl 

4.3 .3 .I . 2 -Phew 1-5 - (4-me t hoxy -phew 1 ) -ke t i pins aur e - [ 2 -I 4C] - 

d i n i t r i l  ( V I )  

Das 2-Pheny l-5- (4-met hoxy -phenyl ) -ke t i p i n s  aure - c;! - I4C] 4 i n i  tr il 

( V I )  wurde nach 4.3.2.1. i n  analoger Weise wie das 2,5-Diphenyl- 



keti~insaure-[2,5-~~C~,~]-dinitril (111) aus 497 mg (21,5 mi) 
Natrium, 8,2 ml abs. Athanol, 1,657 g (11,s mM; I ,% R I ~ )  4-Methoxy- 

benzylcyanid und 2,34 g ( l o , %  mM; 6,15 mCi) 3-Phenyl-5-cyano- 

brenztraubensa~reathylester-[~-~~C] (11) h e r g e s t e l l t  . Nach dem E r -  

k a l t e n  der Reaktionsmischung wurde m i t  5 m l  E isess ig  angesauert ,  

nach Stehen i m  Kiihlschrank m i t  l l , 5  ml gekiihltem, 40 O/oigem Uthanol 

v e r s e t z t  und abgesaugt . 
Die Ausbeute betrug 1,628 g ( 5 , l l  mM) 2-Phenyl-5-(4-methox3-pheoyl)- 

k~tipinskure-[2-~~C]-dinitril (VI) entspr .  47,4 % (bez. auf 

3 -Pheny 1-5 -cyano-br enztraubensaure a thyles  t e r  - [ 5 -I 4C 1 ( I1 ) ) . 
A k t i v i t a t :  Spez.Akt.: 531 pCi/mM; 1,67 pCi/mg; Ges.-Akt. 2,72 m C i  

en tspr .  44,2 % (bez. auf 3-Phenyl-5-cyano-brenztraubensaureathyl- 

e s t e r - [ 3 - l 4 ~ 1  (11)). 

Reinheitsprufung: DC, System 4.1.2. : Rf = O , 5 O  - O,52. Minimale 

Akt iv i ta t  b e i  Rf = 0,44 und 0,80. 

4.3.3.2. 3 -Phenyl-6- (4-hydr oxy-phew 1 ) -f uro  [3,2-b 1 f u r  andion- (2 ,5)  - 

[ 3 -I 4C] ( VII ) = 4-H3 droxy -pulvins aure l a c  t on- [I 4C 1 
- - 

Das 4-IIydroxy-pulvinsa~relacton-[~~C] wurde nach 4.3.2.2. analog 

dem P u l v i n s a ~ r e l a c t o n - [ ~ ~ C ]  (IV) aus 1.6 g (5,02 mNl; 2,67 mCi) 

2 -Phenyl-5- (4-me thoxy -pheny I) -ket i p i n s  aur e - [ 2-I4C 3 -d i n i  tr il (VI ) , 
30 m l  E isess ig  und 8 ml Jodwasserstoffsaure (s.Anm. unter  2.1) 

(D. I ,7)  h e r g e s t e l l t .  Nach beendeter Umsetzung wurde d i e  Reaktions- 

mischung m i t  ca. I 3  m l  g e s a t t i g t e r ,  wassriger Natriumsulfi t losung 

verse tz t .  Der a l s  Ruckstand verbliebene Schaum wurde i n  25 m l  Acet- 

anhydrid g e l o s t ,  un ter  Ruhren 1 Min. lang auf 1 4 O - 1 5 O 0 C  (Badtemp.) 

e r h i t z t ,  i m  Eisbad abgeschreckt und der  dabei entstandene leuchtend 

r o t e  Niederschlag abgesaugt . 
Die Ausbeute betrug 516 mg ( I  ,68 mM) 4-Hydroxy-pulvinsaurelacton- 

[ I 4 C  J (VII) entspr .  33,5 % (bez. auf Z-Phenyl-5-(4-methoxy-phenyl)- 
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Reinheiusprufung:  DC, System 4.1 . I .  : Das Diinnschichtchromatogramm 

z e i g t e  7 Subs tanzf lecken ,  da mehrere Produkte e n t s t e h e n  konnten und 

auch b e r e i t s  d i e  entsprechenden Sauren in k le inen  An te i l en  im 

Reaktionsgemisch e n t h a l t e n  waren. 

4.3.5.3. 5 -Phenyl-4-hjdr oxy -5- (7  -carboxy-4-hy d r  oxy -benza 1) - 

f u r  anon- ( 2  ) - [ S  - I 4 C  1 (VII I  ) = 4 ' -Hydroxy-pulvinsaure- [ I 4 C ]  

und 

5 - (4-Hydr oxy -pheny 1 ) -4-hy dr oxy -5- ( 7-carb oxy -benz a 1 - 

[ 7-I4C] ) -furanon-(2) ( I X )  = 4-Hydroxy-pul~insaure-[~~C] 

-- 

- - 
510 mg (1,66 mM) des  s e h r  hydrophoben 4-Hydroxy-pulvinsaurelactons- 

[ I 4 C ]  (VII) wurden i n  20 m l  2 %ige r  Natronlauge s u s p e n d i e r t  und 

u n t e r  Riikren I 5  Min. u n t e r  RuckfluU e r h i t z t .  Die noch heiRe Losung 

wurde abgesaugt ,  d a s  F i l t r a t  i m  Eisbad gekiihlt und m i t  2 m l  konz. 

Sa lz sau re  angesauer t  . Dabei f i e l e n  d i e  rohen Hydroxy-pulvinsauren 

t e i l s  f e s t ,  t e i l s  a l s  dunke l ro t e s  61 aus .  Sie  wurden m i t  Uihthyl-  

a t h e r  e x t r a h i e r t  und das  Losungsmit t e l  am Rotat ionsverdampfer  wie- 

de r  abgezogen, wobei e i n  o range ro te r  Schaum zuruckbl ieb .  

Reinhei t sprufung:  DC, System 4.1 .I. : V i s u e l l  und i m  UV s i n d  4 Peaks 

erkennbar .  Unter dem Diinnschicht-Scanner e r s c h e i n t  noch e i n  f i i n f t e r ,  

schwach a k t i v e r  Peak: 

Peak 1:  Rf = 0,33  i n a k t i v  

Peak 2 :  Rf = 0,45 Hauptpeak (VIII) 

Peak 3:  Rf = 0,453 (IX) 

Peak 4 :  R f  = 0,54 

Peak 5: Rf = 0,62 schwach a k t i v .  

Das Rohprodukt wurde gemaii3 4.2. an e i n e r  K iese lge l sau le  chromato- 

g raph i sch  g e t r e n n t ,  urn d i e  e inze lnen  Re in f rak t ionen  zu e r h a l t e n .  

I m  F a l l e  de r  r a d i o a k t i v e n  Synthese wurden nur  d i e  i n t e r e s s i e r e n d e n  
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Fraktionen 2 und 3 i s o l i e r t .  Neben den Reinfraktionen erha l tene  

Ubergangsfraktionen wurden nochmals auf der Saule ge t rennt .  

Die husbeuten betrugen: 

Fraktion 2 = 4’-Hydroxy-pul~insaure-[’~C] (VIII)  : I22 mg (0,38 m M ) ,  

Fraktion 3 = 4-Hydroxy-p~lvinsaure-[~~CI (IX) : 303 mg (0,93 M) ,  

entspr .  e iner  gemeinsamen Ausbeute von 78,9 % (bee. auf 4-Hyldroxy- 

p u l v i n s a u r e l a c t o n - ~ ’ ‘ ~ ~  (vII)) .  

Akt iv i ta ten :  Spez. Akt. (VIII)  und (IX): 518 vCi/mM; 1,60 pCi/nb; 

Ges.-Akt. 659,O pCi en tspr .  24,7 % (bez. auf 2-Phenyl-5-(4-methoxy- 

phenyl)-ketipin~aure-[2-’~C]-dinitril (VI))  oder 9,4 % (bez. auf 

Ben~ylcyanid-C7-~~C]  (I)). 

- .-.-.-.-.-.-.-.-.-.- 
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