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On the Mechanism of Protein Crosslinking with Qlularaldehyde

The interaction of glutaraldehyde with model aliphatic amines was studied
in order to understand the crosslinking reaction of glutaraldehyde with
proteins. The reaction in organic solvents gave N-alkyl-1,4-dihydropyridines
and N, N'-dialkyl-1,5-diiminopentanes. The isolated products are new or were
previously described by us for the first timel. Hydration of the reaction
products led to stable N-alkylpiperidines and N.N'-dialkyl-1,5-diamino-
pentanes. In aqueous solution the reaction depends on the pH: at a pH above 7,
N-alkyl-1,4-dihydropyridines and at a pH below 7, polymers were obtained.
For the crosslinking reaction of proteins with glutaraldehyde the following
mechanism is proposed: Monomeric glutaraldehyde reacts with the protein to
give intermediate N-alkyl-2,6-dihydroxypiperidines. Intramolecular dehydra-
tion leads to the corresponding N-alkyl-1,4-dihydropyridines. Condensation of
the cyclic monohydrate of glutaraldehyde and N-alkyl-2,6-dihydroxypiperi-
dines gives linear polymeric crosslinks containing «-oxo-N-alkylpiperidine
units.

( Keywords: Crosslinking mechanism; N-Alkyl-14-dihydropyridines; N N'-
Alkyl-1.5-ditminopentones)

Einleitung

Glutaraldehyd ist ein hervorragendes Quervernetzungsmittel fir
Proteine? 3 und gewinnt zunehmend an wissenschaftlicher sowie wirt-
schaftlicher Bedeutung. Die wichtigsten Anwendungsgebiete sind die
Ledergerbung, die Fixierung von Proteinen, Zellen und biologischen
Geweben fiir Struktur- und Funktionsforschung in der Cyto-, Histo-
und Immunochemie sowie die chemische Desinfektion und Sterilisa-
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tion. Auf die Vielzahl der Anwendungsmoglichkeiten des Glutaral-
dehyds kann in diesem Zusammenhang nicht ndher eingegangen wer-
den. Es sei daher auf einige ausfithrliche Ubersichtsartikel hinge-
wiesen4—7.

In wallrigen Lésungen steht der monomere lineare Glutaraldehyd im
Gleichgewicht mit drei hydratisierten linearen bzw. cyclischen Formen?. Ferner
werden unterschiedliche oligomere und polymere Formen beschrieben, die auf
Aldolkondensationsreaktionen?712 bzw. auf wasserkatalysierte Polymerisa-
tionsreaktionen!® des Glutaraldehyds zuriickzufiihren sind. Die chemische
Uneinheitlichkeit des Glutaraldehyds erklédrt die komplexen Reaktions-
moéglichkeiten mit Proteinen. Trotz einer Vielzahl von Beitrdgen verschiedener
Autoren konnte der Mechanismus der Quelgyernetzungsreaktion von Proteinen
mit Glutaraldehyd bisher nicht endgiltig aufgeklart werden. Es gilt jedoch als
sicher, dafl die Reaktion an den n-Butylaminoseitengruppen der Lysinreste
erfolgt!4. 15, Richard und Knowles® schlagen als quervernetzende Spezies «,2-
ungeséttigte Aldehyde vor, die mit freien Aminogruppen von Proteinen
Michael-Addukte bilden. Monsanl! postuliert Schiffsche Basen als Reaktions-
produkte, die auf Grund konjugierter Doppelbindungen gegen Séureeinwir-
kung stabil sein sollen. Nach jiingsten Arbeiten von Branner-Jorgensent® ist die
Quervernetzung von Proteinen durch Glutaraldehyd lediglich auf die Aus-
bildung von Schiffschen Basen zuriickzufilbren. Die hohe Reaktivitit des
Glutaraldehyds erklirt sich durch Solvatationseffekte, giinstige Kettenldnge
zur Ausbildung intermolekularer Querbriicken und die mogliche Stabilisierung
durch cyeclische Monohydrate des Glutaraldehyds.

Hardy et al.17 fiihrten Modellreaktionen durch Umsetzung von «-Acetyl-
lysin und 6-Aminohexansiure mit Glutaraldehyd durch und erhielten tetra-
substituierte Pyridiniumsalze analog der Struktur des Desmosins, das als
natiirliches Crosslink in Elastinhydrolysaten nachgewiesen wurde!8. Mit der
Isolierung von Anabilysin und 1-(5-Amino-5-carboxypentyl)-pyridiniumechlo-
rid aus glutaraldehydvernetztem Ovalbuminl?® 20 gelang ihnen zum erstenmal
der direkte Nachweis von Glutaraldehyd-Crosslinks. Primér entstehen aus
Lysinseitenketten und monomerem Glutaraldehyd Schiffsche Basen. Cyclisie-
rung, Dehydratisierung und Isomerisierung fihren zu N-alkylierten Pyri-
diniumverbindungen?!l. Die Quervernetzung von Proteinen durch Glutaralde-
hyd ist offensichtlich auf eine Vielzahl von verschiedenen Reaktionen zurtick-
zufithren. Diese Annahme wird durch Arbeiten von Heidemann et al. be-
statigt?2,

Die von Lubig' beschriebenen Ergebnisse sollen zur weiteren Aufklarung
des komplexen Quervernetzungsmechanismus bei der Umsetzung von Pro-
teinen mit Glutaraldehyd beitragen.

Spitere Arbeiten von Ford?® fihrten zu dhnlichen Ergebnissen.

Ergebnisse und Diskussion

Bowes und Cater? sowie Korn et al.28 hatten bereits gezeigt, dal es
duBerst schwierig ist, einheitliche Reaktionsprodukte bei der Um-
setzung von Peptidmodellen bzw. Aminoséduren mit Glutaraldehyd zu
isolieren. Eigene Versuche mit N*Acetyl-lysinmethylamid und N*
Carbobenzoxy-lysin waren ebenfalls erfolglos. Um die Reaktion mit der
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n-Butylaminoseitenkette des Lysins zu untersuchen, wurden daher
einfache aliphatische Amine fiir die Umsetzung herangezogen.

Wegen der einfacheren Reaktionsfithrung wurde zunéchst in orga-
nischen Loésungsmitteln gearbeitet. Je nach den Reaktionsbedingungen
konnten N,N’-Dialkyl-1,5-diiminopentane (1) und N-Alkyl-1,4-dihy-
dropyridine (4) isoliert werden. Durch Hydrieren wurden die dar-
gestellten Verbindungen in die N,N'-Dialkyl-1,5-diaminopentane (2)
bzw. N-Alkylpiperidine (5) tiberfithrt (s. Reaktion a und b).
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Die Identifizierung der Reaktionsprodukte erfolgte durch Elementar-
analyse, Derivatisierung und durch spektroskopische sowie chemische Me-
thoden. Im Falle der N,N'-Dialkyl-1,5-diiminopentane handelt es sich um neue,
bei den N-Alkyl-14-dihydropyridinen um erstmals beschriebene Verbindun-
gen, die spiter von anderen Autoren ebenfalls durch Umsetzung von Glutaral-
dehyd mit primaren Aminen® bzw. auf anderem Wege erhalten wurden?s.27.
Die Umsetzung von Glutaraldehyd mit priméren Aminen liefert in Gegenwart
von reduzierenden Verbindungen N-Alkylpiperidine2s. 29,

Die isolierten N,N’-Dialkyl-1,5-diiminopentane sind in Tab.1 auf-
gefithrt. Die instabilen Produkte konnten lediglich mit Ausbeuten von
237 isoliert werden und wurden nach Reduktion und Uberfihrung in
die Dihydrochloride analysiert (s. experimenteller Teil).

Die dargestellten N-Alkyl-1,4-dihydropyridine sowie die dazuge-
hérigen Werte der Elementaranalysen sind in Tab.2 aufgefiihrt. Die
Analysenwerte der Derivate sowie die spektroskopischen Daten sind im
experimentellen Teil angegeben.

Die dargestellten Verbindungen dienten als Vergleichssubstanzen
bei den Untersuchungen in wiBrigen Lésungen. Durch diannschicht-
chromatographische Methoden konnten in walrigen Losungen keine
bifunktionellen Schiffschen Basen nachgewiesen werden. Fir die Um-
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setzung von Aminen mit Glutaraldehyd in wéfirigen Lésungen ergab
sich eine Abhéangigkeit des Reaktionsverlaufs vom pH-Wert. Unter-
halb p/I7 wurde die Bildung von Polykondensaten beobachtet. Mit
Hilfe von Elementaranalysen konnte gezeigt werden, da3 die Polymere
durch intermolekulare Wasserabspaltung der primér gebildeten Dihy-
droxypiperidine (3) entstehen und aus «-Oxo-N-alkylpiperidinstruktur-
einheiten (8) bestehen. Oberhalb pH 7 erfolgt intramolekulare Wasser-
abspaltung. Die dabei entstehenden Dihydropyridinringsysteme (4)
konnen auf Grund ihrer hohen Instabilitit nicht als Endstufe der
Reaktion von Glutaraldehyd mit NHy-Gruppen in Proteinen angesehen
werden. Thr chemisches Verhalten wurde in Anlehnung an Arbeiten von
Panouse30 sowie Karrer et al.3! untersucht. Sie wurden anhand ihrer
reduzierenden Wirkung gegeniiber Silbernitrat nachgewiesen. Dabei
entstehen die entsprechenden Pyridiniumverbindungen, die als Eisen-
(I11)-chlorid-Doppelsalz identifiziert werden konnten.

In Gegenwart von Luftsauerstoff zersetzen sich die Verbindungen schnell
zu braun-roten Produkten. Charakteristisch ist die Rotfarbung bei Einwirkung
von HCl-Gas. Hierbei bilden sich wahrscheinlich Dipyridylderivate, die von
Karrer et al.3 als Chinhydrone gedeutet werden.

Unterschiedlich ist das Verhalten der N-Alkyl-1,4-dihydropyridine gegen-
tber Sduren. Durch Einwirkung konzentrierter Sduren erfolgt sofortige Zer-
setzung, wobei nur ein Teil des zur Synthese eingesetzten Amins zuriick-
gespalten wird. Schonende Behandlung mit Séuren bei pH 3 fithrt zu Pyndl—
niumverbindungen.

Nimmt man eine Analogie in den Reaktionsweisen der Amino-
gruppen aliphatischer Amine und den Aminogruppen im Protein an, so
ist festzustellen, daf} bei allen Proteinmodifizierungen mit Glutaral-
dehyd pH-statisch gearbeitet werden muf}. Der Grund hierfir liegt
darin, daB sich das folgende Gleichgewicht wihrend der Umsetzung der
Aminogruppen nach rechts verschiebt:

Protein-NH;+ == Protein-NII, + H+

Durch die freiwerdenden Protonen werden die priméir gebildeten
Reaktionsprodukte so verdndert, daf sich farbige Produkte bilden. Da
diese farbigen Produkte vornehmlich auf die Zersetzung des Dihydro-
pyridinringsystems zurtickzufithren sind, sollte zur Vermeidung einer
Anfirbung moglichst im schwach sauren pH-Bereich gearbeitet wer-
den.

Auf Grund der Ergebnisse der durchgefithrten Modelireaktionen
schlagen wir fiir die Fixierung von Proteinen mit Glutaraldehyd
folgenden Reaktionsmechanismus vor: Monomerer Glutaraldehyd, der
im Gleichgewicht mit dem cyclischen Monohydrat (6) steht8, reagiert in



Zum Reaktionsmechanismus von Glutaraldehyd mit Proteinen 1317

wifirigen Losungen mit den n-Butylaminoseitenketten des Proteing
intermedidr zu N-Alkyl-2,6-dihydroxypiperidinen (8), welche dann in
Abhéngigkeit vom pH-Wert durch intramolekulare Wasserabspaltung
in die entsprechenden N-Alkyl-1,4-dihydropyridine (4) iibergehen bzw.
durch intermolekulare Wasserabspaltung Polykondensate mit «-Oxo-
N-alkylpiperidineinheiten (8) bilden.
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Quervernetzung

Es ist anzunehmen, daf} der.von uns vorgeschlagene Reaktions-
mechanismus nur eine von vielen mdglichen Umsetzungen zwischen
Glutaraldehyd und Proteinen beschreibt. Die Isolierung von N-alky-
lierten Pyridiniumstrukturen durch Hardy et al.19-21 bestatigt unsere
Ergebnisse. Stochiometrische und reaktionskinetische Studien bei der
Umsetzung von aliphatischen Aminen bzw. Modellproteinen lieferten
andere Ergebnisse als die Umsetzung mit Proteinen. Blauer et al.33
sowie Ford? bezweifeln daher den Modellcharakter solcher Reaktionen.
Die reaktionskinetischen Abweichungen sind wahrscheinlich auf die
komplexen Reaktionsweisen des Glutaraldehyds zurtckzufithren. Fiir
die Gesamtheit der Quervernetzungsreaktion gibt es offensichtlich kein
Modell, sie kann nur durch die Umsetzung von natiirlichen Proteinen
mit Glutaraldehyd beschrieben werden.
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Experimenteller Teil

Dagstellung von kristallinem Glutaraldehyd

Kommerzielle wifirige Glutaraldehydlésungen wurden bis zur Séttigung
mit Kochsalz versetzt. Die Isolierung des Glutaraldehyds erfolgte durch
Perforation mit Diethylether. Nach Trocknung der etherischen Phase mit
Calciumchlorid wurde das Losungsmittel abgedampft. Die zuriickbleibende
sirupartige Flissigkeit wurde unter Stickstoff vm Hochvakuum fraktioniert.
Beim Aufheizen wird der Glutaraldehyd thermisch depolymerisiert, daher muf
zundchst auf 150 °C aufgeheizt werden. Zur Destillation reicht eine Temperatur
von 100—120°C aus. Die Hauptfraktion (Kp. 70°C/6 mm Hg) wurde in einer

Tabelle 1. N, N Dialkyl-1,5-ditminopentane aus Qlutaraldehyd und aliphatischen

Aminen
Amin Reaktionsprodukt Kp. (°C/mm Hg)
Ethylamin N,N’-Diethyl-1,5-diiminopentan 90/5
n-Propylamin N, N"-Dipropyl-1,5-diiminopentan 64/2
n-Butylamin N,N'-Dibutyl-1,5-diiminopentan 165/10
n-Hexylamin N,N"-Dihexyl-1,5-diiminopentan 108/2

mit Aceton/Trockeneis gekiihlten Vorlage aufgefangen. Bei der Destillation ist
unter absolutem AusschluBl von Feuchtigkeit zu arbeiten. Bis zum Einsatz in
die Synthese wurde der Aldehyd in der Kéaltemischung aufbewahrt.

Darstellung von N,N'-Dialkyl-1,5-diiminopentanen

Als Reaktionsapparatur diente ein Rundkolben mit Gaseinleitungsrohr,
Righrer, RitckfluBkiihler und einem Verbindungsstiick, auf das sich ein Kolben
aufsetzen lieB. Im Kolben befanden sich 1,2mol Amin. Unter Einleiten von
Stickstoff wurde ein Kolben mit kristallinem Glutaraldehyd auf das Ver-
bindungsstiick gestiilpt und beim Erwirmen an der Luft 0,6 mol Glutaraldehyd
unter Riihren und Eiskiihlung (Reaktionstemperatur 0°C) zum Amin
getropft. Nach erfolgter Zugabe wurde ca. 0,5 h gerithrt und danach ebenfalls
unter Kithlung KOH-Pulver zugegeben. Nach 1h wurde die organische Phase
abgetrennt, erneut mit KOH-Pulver versetzt und ca. 12h unter Kihlung
stehengelassen. Die Fraktionierung des getrockneten Materials erfolgte im
Hochvakuum fiber KOH. Die erhaltenen Reaktionsprodukte sind in Tab. 1
aufgefishrt, Die Tdentifizierung erfolgte durch Hydrierung und Uberfihrung in
die Hydrochloride.

Dagstellung von N,N'-Dialkyl-1,5-diaminopentan-hydrochloriden

0,1 mol des N,N'-Dialkyl-1,5-diiminopentans wurden innerhalb von 15 min
unter Rithren zu einer Losung von 4 g LiAlH, in 200 m! wasserfreiem Diethyl-
ether unter Stickstoff hinzugetropft. Nach einer Reaktionszeit von 1h wurde
mit Wasser hydrolysiert. Danach wurde abzentrifugiert, der Niederschlag mit
Diethylether gewaschen und die vereinigten etherischen Phasen tiber KOH
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Tabelle 2. N-Alkyl-14-dihydropyridine aus Glutaraldehyd und primdren

Aminen
Reaktionsprodukt MG Elementaranalyse (%) Ausbeute Kp.
® ¢  H N (%) (C/mmHg)

N-Propyl-1.4-dihydropyridin 123,20  ber. 77,99 10,63 11,37 12,6 71—73/13
gef. 77,12 10,72 10,96

N-Butyl-1,4-dihydropyridin 13722  ber. 7877 1101 1020 395  T4—768
gef. 77,39 11,69 10,40

N-Pentyl-1,4-dihydropyridin 151,25  ber. 7940 11,33 9,27 44.6 71—80/7
gef. 7604 1196 1024

N-Hexy}-1,4-dihydropyridin 16528 ber. 7993 11,58 849 614 77826
gef. 7982 1148 858

Tabelle 3. N, N'-Dialkyl-1,5-diaminopentanhydrochloride

Reaktionsprodukte Elementaranalyse (%) Fp.
C H N Cl (°C)
N,N'-Diethyi-1,5-diamino- gef. 4689 10,18 12,14 30,70 259
pentanhydrochlorid ber. 46,73 1047 12,12 30,68
N.N'-Dipropyl-1,5-diamino- gef. 51,02 10,63 10,93 2744 298
pentanhydrochlorid ber. 50,96 10,89 1089 2735
N,N"-Dibutyl-1,5-diamino- gef. 5440 11,02 9,86 24,76 297
pentanhydrochlorid ber. 54,30 11,15 975 24,80
N,N’-Dihexyl-1,5-diamino- gef. 5953 11,80 8,14 20,57 299
pentanhydrochlorid ber. 59,50 11,70 8,15 20,70

getrocknet. Durch Einleiten von HCl-Gas wurde das Hydrochlorid gefillt. Dag
Produkt wurde zunéchst durch Lésen in Methanol und Eingieflen der Lésung in
Essigester umgefallt und anschlieBend in n-Propanol umkristallisiert. Die so
erhaltenen Hydrochloride waren chromatographisch einheitlich (Diinnschicht-
chromatographie erfolgte an Kieselgel-G-Schichten mit sec. BuOH : HCOOH : H,O <
=75:15:10). Die Identifizierung erfolgte durch Elementaranalyse und
Schmelzpunktbestimmung. Die Versuchsergebnisse sind in Tab. 3 aufgefiihrt.

Darstellung von N-Alkyl-1,4-dikydropyridinen

In einem Dreihalskolben mit Riihrer, RiickfluBkiihler, Wasserabscheider
und zwei Tropftrichtern wurden 800ml Cyclohexan zum Sieden erhitzt.
Innerhalb 1h wurden 0,15mol Glutaraldehyd in 80ml Cyclohexan sowie
0,15 mol Amin in 80 ml Cyclohexan gleichzeitig und mit gleicher Geschwindig-
keit zugetropft. Die Losung firbte sich gelblich und es wurden 3,5 m] Wasser
abgeschieden. Um etwa vorhandene Schiffsche Basen zu hydrieren, wurde
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LiAlH, zugesetzt. Die Losung wurde unter Stickstoff abfiltriert und tber
NaOH getrocknet. Nach Abziehen des Losungsmittels wurde im Vakuum unter
Stickstoff fraktioniert. Die erhaltenen Reaktionsprodukte sowie die dazu-
gehorigen Analysendaten finden sich in Tab. 2. Die spektroskopischen Daten
sind im folgenden aufgefihrt.

N-Hexyl-1,4-dihydropyridin:

IR: 3050m; 2950s; 2900s; 2800s; 1680s; 1610s.

NMR (3, ppm): 0,7—2,0 (m, 11 H); 2,75 (m, 2 H); 4,15 (m, 2H): 5,6 (q, 2 ).

Tabelle 4. N-Alkyl-piperidiniumchloride

Reaktionsprodukt Elementaranalyse (%) Fp.
C H N cl (°C)

N-Propyl-piperidiniumchlorid gef. 5743 10,99 892 2248 —
ber. 58,70 11,08 856 21,66

N-Butyl-piperidiniumchlorid gef. 6091 1102 798 20,14 267
ber. 61,20 10,70 7,90 20,00

N-Pentyl-piperidiniumchlorid gef. 62,16 11,99 734 1851 194
ber. 62,64 1157 730 1850

N-Hexyl-piperidiniumchlorid gef. 63,72 12,14 6,88 17,26 196
ber. 6420 11,76 6,81 17,23

Darstellung von N-Alkyl-piperidiniumchioriden

5g N-Alkyl-1,4-dihydropyridin wurden in 300 ml Ethanol geldst. Um das
Reaktionsgemisch vor Oxidation zu schiitzen, wurden 0,5 g LiAlH, zugesetzt.
Die Losung wurde in einem Autoklaven unter Rihren bei 150bar und
Raumtemperatur hydriert. Als Katalysator diente feinverteiltes Palladium.
Nach der Hydrierung wurde vom Katalysator abfiltriert, das Filtrat nach dem
Zersetzen des LiAlH, mit MgSO, getrocknet und nach Abziehen des Lésungs-
mittels aufgearbeitet. Das Reaktionsprodukt wurde durch Wasserdampf-
destillation isoliert und durch Einleiten von HCI in das Hydrochlorid tiber-
fithrt. Weitere Reinigung erfolgte durch Umfillen in absolutem Diethylether,
Sublimation im Hochvakuum und Umkristallisieren aus Essigsdureethylester.
Die so erhaltenen Reaktionsprodukte waren chromatographisch einheitlich.
Die dazugehorigen Analysenergebnisse sind in Tab. 4 aufgefithrt.

Versuche zur Identifizierung von Schiffschen Basen in wipriger Losung

Glutaraldehyd und Hexylamin wurden in pH-Bereichen zwischen pH 2 und
10 in verschiedenen molaren Verhaltnissen umgesetzt. Der Uberschufl an
Glutaraldehyd sowie die moglicherweise entstandenen Schiffschen Basen
(N,N'-Dihexyl-1,5-diiminopentan) wurden mit NaBH, hydriert. Unter diesen
Bedingungen lassen sich vorhandene Aminale nicht hydrieren. Durch Ansauern
der wafirigen Reaktionslosung wurden die entstandenen N,N'-Dihexyl-1,5-
diaminopentane in die Hydrochloride iiberfihrt und die Aminale in Aldehyd



Zum Reaktionsmechanismus von Glutaraldehyd mit Proteinen 1321

und Amin zuriickgespalten. Der freigesetzte Glutaraldehyd kann durch Was-
serdampfdestillation isoliert werden. Der positive Nachweis von Glutaraldehyd
im Wasserdampfdestillat war ein eindeutiger Beweis fiir die Bildung von
Aminalen aus Glutaraldehyd und Amin. Durch Zuvsatz von konzentrierter
Natronlauge wurde alkalisch gemacht, die Amine wurden durch Wasserdampf-
destillation isoliert nnd mit Diethylether extrahiert. In die etherische Phase
wurde HCl-Gas eingeleitet. Der entstehende Niederschlag miite sich theore-
tisch aus dem Hydrochlorid des (aus dem Aminal zuriickgespaltenen) Hexyl-
amins und dem Hydrochlorid des N,N’-Dihexyl-1,5-diaminopentans zusam-
mensetzen. Durch diinnschichtchromatographische Methoden konnte jedoch
kein N,N’-Dihexyl-1,5-diaminopentan-hydrochlorid nachgewiesen werden. Die
Bildung von «,«-bifunktionellen Schiffschen Basen aus Glutaraldehyd und
Amin in waflrigen Medien kann folglich ausgeschlossen werden, wihrend der
Nachweis von Aminalen eindeutig verlief. Uber die Bildung von monofunktio-
nellen Schiffschen Basen kann jedoch keine Aussage getroffen werden,

Versuche zur Identifizierung von N-Alkyl-14-dihydropyridinen in wifrigen
Losungen

0,1 mol Hexylaminhydrochlorid wurden in 100 ml Wasser gelost. Unter
Einleiten von Stickstoff wurde kurz erhitzt, um aus der Reaktionslosung
Spuren von Sauerstoff zu entfernen. Durch Zugabe von Natronlauge wurde der
entsprechende pH-Wert eingestellt. Mit Hilfe eines Autotitrators wurden eine
verdinnte Glutaraldehydlésung und 0,1 N Natronlauge so langsam zugetropft,
daB der pH-Wert der Losung immer konstant blieb. Das Ende der Reaktion
war daran zu erkennen, dafll keine Natronlauge mehr verbraucht wurde. Bei
pH-Werten oberhalb von 8 schied sich ein leicht gelbliches O ab. Es wurde mit
Diethylether extrahiert und die etherische Phase mehrmals mit Wasser ge-
waschen. Nach dem Trocknen mit KOH wurde das Lésungsmittel abgedamptft.
Es blieb eine gelbliche Fliissigkeit zuriick, die sich bei Zugabe von Sauren rot
farbte und aus wibrigen Silbernitratlosungen elementares Silber ausfillte.
Nach Reaktion bei pH-Werten iiber 8 wurden die Produkte durch Eintropfen
der Reaktionslésung in eine Mischung aus 10g NaBH, und 400 ml Wasser
hydriert. Es flockte ein gelber Niederschlag aus. Nach Stehenlassen iiber Nacht
wurde das Polymere in Methylenchlorid aufgenommen, nach mehrfachem
Waschen der organischen Lésung mit Wasser wurde durch Umfillen mit
Diethylether gereinigt. Durch Einleiten von HCl-Gas in eine Methylenchlorid-
I6sung des Reaktionsproduktes wurden die Hydrochloride gefallt. Ein Teil des
Reaktionsproduktes fiel als polymeres Harz an.

Die bei verschiedenen pH-Werten erhaltenen Reaktionsprodukte wurden
durch Elementaranalyse untersucht. Die bei pH-Werten > 7 dargestellten
Verbindungen hatten einen Sauerstoffgehalt von 2—3.2%, wiihrend die bei pH-
Werten < 7 erhaltenen Produkte einen Sauerstoffgehalt von 7,5—8% auf-
wiesen.

Bei den Reaktionsprodukten, die oberhalb von pH 7 erhalten wurden und
einen niedrigen Sauerstoffgehalt aufwiesen, hat vermutlich eine intramoleku-
lare Wasserabspaltung zum Dihydropyridinring (4) stattgefunden, zumal anch
eine Rotfirbung mit HCl-Gas und Fillung mit Silbernitrat eintrat. Die
Reaktionsprodukte, die unterhalb von pH 7 erhalten wurden, hatten poly-
meren Charakter. Ferner lagen die Sauerstoffwerte in der GréBenordnung, wie
sie bei einer intermolekularen Wasserabspaltung zwischen N-Alkyl-2,6-di-
hydroxy-piperidinen (3) im Sinne einer Polykondensation erhalten werden.
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Reaktionen und Eigenschaften der N-Alkyl-1,4-dihydropyridine

UV-Absorption: N-Alkyl-dihydropyridine sind stark reduzierends!, 32,34
und gehen in willrigen Loésungen leicht in die Pyridiniumstufe {iber. Der
Nachweis kann UV-spektroskopisch erfolgen. Dihydropyridine absorbieren bei
315 nm, Pyridiniumstrukturen bei 258 nm.

Redultion von Silbernitrat: 1 g N-Alkyl-1,4-dihydropyridin wurde in Etha-
nol gelést und zu einer walBrigen Silbernitratlosung getropft. Es fiel elementares
Silber aus. Danach wurde vom Niederschlag abfiltriert und im Filtrat auf einen
UberschuBl an Silbernitrat gepriift. Durch Zugabe von halbkonzentrierter
Salzsidure wurde der Uberschufl an Ag+ gefallt und erneut filtriert. Das UV-
Spektrum des Filtrats war mit dem einer Pyridiniumverbindung identisch.

Reduktion von NaHS0;: 1g Hexyl-1,4-dihydropyridin wurde in wenig
Alkohol gelést und zu einer NaHSOg-Losung (pH 4) sehr langsam unter Rithren
zugetropft. Die Losung farbte sich im Augenblick des Zutropfens schwach rot-
violett, wurde aber anschliefend entfirbt. Das UV-Spektrum dieser Losung
war identisch mit dem einer N-Alkyl-pyridiniumverbindung.

Zersetzung durch Sdureeinwirkung: Durch Zugabe von 6 N HCI zu einer
alkoholischen N-Hexyl-1,4-dihydropyridinlosung schied sich ein braunroter
Niederschlag ab. Der Stickstoffwert des Niederschlags deutete darauf hin, dal
nicht das gesamte Hexylamin zurickgespalten wurde. Durch diinnschicht-
chromatographische Untersuchung des Filtrats konnte gezeigt werden, daf} ein
anderer Teil des Hexylamins aus dem Dihydropyridinring zurtickgespalten
wurde.

(Die DC-Untersuchungen erfolgten an Kieselgel-G-Schichten mit sec.
BuOH :HCOOH :H,0 = 75:15:10))

Uberfiihrung in die Pyridiniumverbindung durch schonende Sdurebehand-
lung: 52 N-Hexyl-1,4-dihydropyridin wurden in 50 ml Dioxan geldst und zu
einer Mischung aus 50 ml Dioxan und 50 ml Wasser getropft. Die Losung wurde
mit Hilfe eines Autotitrators konstant auf pH3 gehalten, die Reaktions-
mischung gut geriihrt und bis kurz unter den Siedepunkt erhitzt. Die Reak-
tionszeit betrug 6h. Die briunliche Losung wurde eingedampft, mit Wasser
aufgenommen, mit Aktivkohle aufgekocht und filtriert. Das hellgelbe Filtrat
zeigte das UV-Spektrum einer N-Hexyl-pyridiniumverbindung (2max =
258 nm).

Ozxidation und Nachweis der N-Alkyl-pyridiniumsalze als Doppelsalz: Nach
der Oxidation des N-Alkyl-1,4-dihydropyridins mit AgNO; wurde das Filtrat
mehrmals eingedampft und mit konzentrierter Salzsdure immer wieder auf-
genommen. Der Riickstand war eine klare hochviskose Substanz. Sie war
chromatographisch einheitlich und wurde in wenig Alkohol gelost und mit einer
konzentrierten FeCly-Losung (10g FeCly/50ml Wasser) versetzt. Der aus-
gefallene Niederschlag wurde abzentrifugiert und in siedendem Eisessig um-
kristallisiert. Das Produkt fiel in Form von braunroten Kristallen an, die zur
Entfernung des Eisessigs mit Petrolether gewaschen und im Exsikkator
getrocknet wurden.
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Elementaranalyse des N-Hexyl-1,4-dihydropyridininmchlorid-Doppelsal-
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