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und HANS MILLAUER

Pterine aus 2.4.5-Triamino-6-hydroxy-pyrimidin und Zuckern*)
Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen

(Eingegangen am 28. Oktober 1963)

Die Pterine, die bei der Kondensation von 2.4.5-Triamino-6-hydroxy-pyrimidin
(1) mit Glucose bzw. Ribose mit oder ohne Hydrazinzusatz entstehen, wurden
papierchromatographisch getrennt und weitgehend identifiziert. Es sind neben
den 8/9-isomeren Tetra- und Trihydroxy-butyl-pterinen bzw. den Tri- und Di-
hydroxy-propyl-pterinen vor allem 8-Polyhydroxyalkyl-9-methyl-pterine und
9-Methyl-pterin. — Der komplizierte Reaktionsablauf und die Vielfalt der
Reaktionsprodukte wird gedeutet. — Unter speziellen Bedingungen lassen sich
vier Pterinderivate ohne schwierige Reinigungsoperationen isomerenfrei dar-
stellen: 1. 9-[Tetrahydroxy-butyl]-pterin, 2. 8-[Tetrahydroxy-butyl]-pterin,
3. 8-[1'.2’-Dihydroxy-ithyl}-9-methyl-pterin und 4. 2-Acetamino-4-hydroxy-9-
[3’.4’-diacetoxy-buten-(1’)-yl}-pteridin. — Bei der katalytischen Hydrierung von
9-Polyhydroxyalkyl-pterinen tritt eine stufenweise Eliminierung der Hydroxyl-
gruppen der Seitenkette ein.

Pteridin und Pterin werden nach der sog. deutschen Bezifferung numeriert:

[e] O
N,
N e NN 5 \ja
J Iy 22 A M
H,N” SN NH, NN HN” N7 SN
I

Pteridin Pterin

Verzeichnis der isolierten Verbindungen:
11-8 = 8-[1".2".3".4'-Tetrahydroxy-butyl}-pterin
-9 = 9-[1".2".3".4'-Tetrahydroxy-butyl]-pterin
111-8 = 8-[2°.3’.4’-Trihydroxy-butyl]-pterin
111-9 == 9-[2°.3".4’-Trihydroxy-butyl]-pterin
IV = 81'.2".3'-Trihydroxy-propyl]-9-methyl-pterin
V = 9-[2’-Hydroxy-édthyl]-pterin
VI = 9-Methyl-pterin
VII-8 = 8-[1'.2".3’-Trihydroxy-propyl]-pterin
VII-9 = 9-[1’.2.3’-Trihydroxy-propyl]-pterin
VI1iI-8 = 8-[2’.3'-Dihydroxy-propyl]-pterin
VII1-9 = 9-[2°.3’-Dihydroxy-propyl}-pterin
1X-8 = 8-[1".2"-Dihydroxy-athyl]-9-methyl-pterin
IX-9 = 9-[1’.2"-Dihydroxy-ithyl]-8-methyl-pterin
X = ,,Zwischenprodukt‘ aus Glucose und 1
X1 = 2-Acetamino-6-hydroxy-9-[3’.4’-diacetoxy-buten-(1°)-yl}-pteridin
XI1 = 9-[3".4’-Dihydroxy-buten-(1°)-yl}-pterin
XIll = 9-[3".4-Dihydroxy-butyl}-pterin
X1V = 9-[4’-Hydroxy-butyl}-pterin
XV = 9-Butyl-pterin
*) Auszugs’sx\éeise vorgetragen auf dem III. Internat. Pteridin-Symposium in Stuttgart im
Sept. 1962.
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Die Bildung substituierter Pterine aus 2.4.5-Triamino-6-hydroxy-pyrimidin (I) und
Zuckern, sowie allgemein aus «-Hydroxy- oder «-Halogen-carbonyl-Verbindungen, ist
nicht nur wichtig fiir Synthesen der Folsdure und der in der Natur vorkommenden
Hydroxyalkylpterine, sondern auch wegen der engen Beziehungen zur Biogenese der
Pterine interessantl),

Die Umsetzung von I mit Zuckern wurde vor allem in den Jahren 1947 —1949 von
mehreren Arbeitskreisen untersucht. Man fand bei Verwendung von Aldosen oder
Ketosen 8- und 9-Polyhydroxyalkyl-pterine2-8) neben 1’-Desoxy-Verbindungen6.?).
Mit Hilfe der UV-Spektren, der optischen Drehung, der Darstellung von Acetyl-
derivaten sowie der Oxydation zu Pterin-carbonsiuren suchte man zu ermitteln,
welche Reaktionsbedingungen die Bildung der einzelnen Isomeren begiinstigen.

Die meisten der zitierten Arbeiten besitzen heute nur noch beschrinkten Wert, da
nicht erkannt worden war, daB eine Vielfalt von Pterinen entstehen kann.

Wir haben die Untersuchungen iiber die Umsetzung von I mit Zuckern zu Pterinen
mit folgenden Fragestellungen nochmals aufgenommen:

1. Welche Struktur besitzen die zahireichen unter den frither angewandten Kon-
densationsbedingungen gebildeten Pterine und in welchen Mengenverhiltnissen
fallen sie an?

2. Gibt es Reaktionsbedingungen, unter denen sich Pterine ohne komplizierte
Trennungsoperationen in chromatographisch einheitlicher Form darstellen lassen ?

3. Warum entstehen mehrere Reaktionsprodukte?

PAPIERCHROMATOGRAPHISCHE ANALYSE UND IDENTIFIZIERUNG DER PTERINE

Wird I nach KARRER und Mitarbb. 2 in schwach essigsaurer Losung mit Hexosen
kondensiert, so kdnnen die ausgefallenen Pterine durch Chromatographie in n-Pro-
panol/Ammoniak oder n-Butanol/Essigsiure/Wasser in fiinf Hauptanteile A bis E
getrennt werden, wobei A, B und C vorherrschen. Kondensiert man Glucose mit I in
Acetat- oder Phosphat-Puffer (pH 4—5), so besteht das Pteringemisch aus etwa
gleichen Teilen A bis E. Auflierdem treten Pterincarbonsiduren und Isoxanthopterin
in sehr geringen Mengen auf. Die quantitative Analyse wurde durch Chromatographie
in Streifen, Extraktion der Pterine und Messung der UV-Extinktion vorgenommen.
Ergebnisse siche Tab. 1.

Durch Oxydation der einzelnen Eluate zu Pterincarbonsiuren, die papierchromato-
graphisch getrennt und mit Hilfe von Vergleichssubstanzen identifiziert wurden, konnte

1) F. WeyGanD, H. SIMON, G. DAHMS, M. WALDSCHMIDT, J.ScHLIEP und H. WACKER,
Angew. Chem. 73, 402 [1961]; H. SiMON, F. WEYGAND, J. WALTER, H. WACKER und
K. ScaMpT, Z. Naturforsch. 18b, 757 [1963].

2) P, KARRER, R. SCHWYZER, B. ERDEN und A. SiIEGWART, Helv. chim. Acta 30, 1031 [1947].

3) P. KARRER und R. SCHwWYZER, Helv. chim. Acta 31, 777, 782 [1948]; 32, 423, 1041 [1949].

4) H. G. PETERING und D. J. WEISBLAT, J. Amer. chem. Soc. 69, 2567 [1947]; H. G. PETERING
und J. A. ScaMITT, J. Amer. chem. Soc. 71, 3977 [1949].

5) H.S. FOrrEsT und J. WALKER, Nature [London] 161, 308, 721 [1948]; J. chem. Soc. [London]
1949, 79, 2077; H. S. Forrest und H. K. MITCHELL, J. Amer. chem. Soc. 77, 4865 [1955].

6) F. WEYGAND, A. WACKER und V. SCHMIED-KOWARZIK, a) Experientia [Basel] 4, 427 [1948];
b) Chem. Ber. 82, 25 [1949].

7) R. B. ANGIER und Mitarbb., J. Amer. chem. Soc. 70, 3029 [1948).

8} G. HeNSeEKE und M. WINTER, Chem. Ber. 89, 956 [1956).

65*
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Tab. 1. Pterine aus Glucose und 2.4.5-Triamino-6-hydroxy-pyrimidin (I).
Rr-Werte bezogen auf 8-[Tetrahydroxy-butyl]-pterin = 0.16

Pterincarbonsiure
Chromato- Re-Wert durch Mol-%;
gramm- n-Propanol/ milde starke im Struktur
fleck Ammoniak Permanganat- Gesamt-
Oxydation pterina)
A 0.16 Carbonsiure-(8) 22 8-[Tetrahydroxy-butyl]-
(5 Teile) + pterin (I11-8)
Carbonsiure-(9) 9-[Tetrahydroxy-butyl]-
(95 Teile) pterin (11-9)
B 0.21 Carbonséure-(9) 26 9-[2'.3".4’-Trihydroxy-
butyl]-pterin (I11-9)b)
C 0.26 9-Methyl- Dicarbon- 26 8-[Trihydroxy-propyl]-
carbon- sdure-(8.9) 9-methyl-pterin (I1V)
sidure-(8)
D 0.30 Carbonsiure-(9) 14 9-[2’-Hydroxy-dthyl}-pterin
V)
E 0.34 unver- Carbon- 12 9-Methyl-pterin (V1)
andert sdure-(9)

a) Unter der Annahme gleicher Extinktion berechnet.
b) Fleck B enthdit auch geringe Mengen an 9-{3’.4’-Dihydroxy-buten-(1')-yl]-pterin.

jeweils bestimmt werden, ob 8- oder 9- bzw. 8- und 9-substituierte Pterine und deren
Gemische vorlagen.

Das Eluat von Fleck A lieferte viel Pterin-carbonsiure-(9) neben wenig Pterin-
carbonsdure-(8), die Eluate von B und D nur die 9-Carbonsdure. Das Pterin aus Fleck
C ergab bei milder Oxydation mit Permanganat 9-Methyl-pterin-carbonsiure-(8), bei
starker Oxydation Pterin-dicarbonsdure-(8.9). Das Pterin aus Fleck E schlieBlich blieb
bei milder Oxydation unverindert, ging hingegen bei starker Oxydation in Pterin-
carbonsiure-(9) iiber. Nachdem somit die Stellung der Seitenketten feststand, wurden
sie identifiziert. A ist ein Gemisch aus 8- und 9-[Tetrahydroxy-butyl]-pterin (11-8 +
1I-9), das unter den angewandten papierchromatographischen Bedingungen nicht
getrennt wird. Dies wurde durch Mischen der reinen Verbindungen bestitigt, die sich
auch bei Anwendung anderer Laufmittel nicht trennten (s. Versuchsteil). Sie zeigten
stets denselben Rr-Wert wie A. Das Pterin aus B ist I11-9, dessen Rr-Wert in n-Propanol/
Ammoniak fiir nur drei Hydroxylgruppen spricht. AuBerdem fiihrte die Umsetzung
von 3-Tosyl-D-glucose mit I vorwiegend zu III-9, was auf Grund der weiter unten zu
erorternden Bildungsweise infolge der besseren Eliminierbarkeit des Tosylrestes gegen-
iiber einer Hydroxylgruppe verstindlich ist. Ferner wurde III-9 als Hauptprodukt aus
1-[p-Toluidino]-1-desoxy-D-fructose erhalten, dessen Struktur bereits frither6® durch
Abbau zum Pterin-acetaldehyd-(9) bewiesen worden war.

C besteht aus dem Pterin IV, dessen Zuordnung auf dem in der Pentosereihe iso-
lierten IX-8 (vgl. weiter unten) basiert, sowie dem papierchromatographischen Ver-
halten im Vergleich zu IX-8.

In D liegt das Pterin V vor. Es zeigt mit verschiedenen Laufmitteln dieselben
Rp-Werte wie V, das bei der Kondensation von p-Erythrose mit I neben 9-[Dihydroxy-
dthyl]-pterin, 8-[Hydroxy-idthyl]-9-methyl-pterin und VI anfiel.
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E ist 9-Methyl-pterin (VI). Ein authentisches Priparat zeigt dasselbe Verhalten bei
milder und starker Permanganatoxydation, ferner denselben Rr-Wert mit verschiedenen
Laufmitteln. v

Das aus [ und p-Ribose in schwach essigsaurer Lésung 2 erhiltliche Pteringemisch
lieB sich papierchromatographisch in zwei Hauptfraktionen (G und H) sowie zwei
Nebenfraktionen (F und J) auftrennen. Die Identifizierung und die Bestimmung der
Mengenverhiltnisse (s. Tab. 2) wurde wie bei den aus Glucose erhaltenen Pterinen
vorgenommen.

Tab. 2. Pterine aus Ribose und 2.4.5-Triamino-6-hydroxy-pyrimidin (I).
Rr-Werte bezogen auf 8-[Tetrahydroxy-butyl]-pterin = 0.16

Pterincarbonsiure o
Chromato- Rrp-Wert durch M?l_:; %
gramm- n-Propanol/ milde starke Gesamt- Struktur
fleck Ammoniak Permanganat- terin
Oxydation p
F 0.21 Carbonséure-(9) 12 9-[Trihydroxy-propyl]-
pterin (VII-9)
G 0.27 Viel Carbonsdure-(9) + 60 9-{2°.3’-Dihydroxy-p: opyl]-
wenig Carbonsidure-(8) pterin (VIII-9) und
8-[2".3’-Dihydroxy-
propyll-pterin (VIII-8)
H 0.30 9-Methyl- Dicarbon- 21 8-[Dihydroxy-athyl]-
carbon- sdure-(8.9) 9-methyl-pterin (IX-8)
siure-(8)
J 0.34 unver- Carbon- 7 9-Methyl-pterin (VI)
dndert sdure-(9)

Da bei der Kondensation von Glucose mit o-Phenylendiamin durch Hydrazinzusatz
eine wesentlich héhere Ausbeute an [Tetrahydroxy-butyl}-chinoxalin erhalten worden
war9.10), und dasselbe auch bei der Pterinbildung aus Zuckern festgestellt wurde 3,5.6),
haben wir auch die aus Glucose und Fructose mit I unter Hydrazinzusatz entstandenen
Pterine niher untersucht. Es bilden sich vorzugsweise 1I-8 und I1-9 sowie I1I-8 und
III-9 (s. Tab. 3). Hierbei iiberwiegen die 8-Isomeren in jedem Falle bei weitem, von
einer absoluten Reaktionslenkung kann jedoch keine Rede sein. Die in den Flecken
C, D und E enthaltenen Pterine treten nur spurenweise auf.

Tab. 3. Pterine aus D-Glucose bzw. pD-Fructose und 2.4.5-Triamino-6-hydroxy-pyrimidin (I)
unter Hydrazinzusatz. Rr-Werte bezogen auf 8-[Tetrahydroxy-butyl]-pterin = 0.16

Pterin- Pterin- .
Chromato- % im
Zucker gramm- Re-Wert carbon-  carbon- oo Verbindung
fleck sdure-(8) sdure-(9) .
ec % o pterin
Glucose A 0.16 >85 <15 52 11-8 + I1-9
B 0.21 >72 <28 48 HI-8 + II1I-9
Fructose A 0.16 >77 <23 55 11-8 + 119
B 0.21 >76 <24 a5 II-8 + 1119

9) H. OHLE und M. HIELSCHER, Ber. dtsch. chem. Ges. 74, 13 [l94l].~
10) F. WEYGAND und A. BERGMANN, Chem. Ber. 80, 255 [1947].
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D-Ribose mit I unter Hydrazinzusatz umgesetzt, ergibt ein Gemisch von F und G
neben wenig H, wobei ebenfalls 8-substituierte Verbindungen in wesentlichen Anteilen
gebildet wurden 10,

ZWISCHENPRODUKT AUS GLUCOSE UND 1

Bei der Kondensation von Glucose mit I gelang die Isolierung eines Zwischen-
produktes (X). Es fiel nach dem Erhitzen der Komponenten in Phosphatpuffer vom
pH 4—5 unter Stickstoff in 80-proz. Ausbeute an. Das UV-Spektrum entspricht dem
eines Tetrahydropterins. In alkalischer L dsung geht es rasch in 9-[Tetrahydroxy-butyl}-
pterin (I1-9) iiber. Mit Perjodat bildet sich unter Verbrauch von 4 Moll. der Pterin-
aldehyd-(9) neben wenig Isoxanthopterin. Die Elementaranalyse spricht wie das
Absorptionsspektrum fiir ein Tetrahydropterin-Derivat, ein kristallines Mono- und
ein Pentaacetat lassen sich gewinnen.

Stellt man X in tritiummarkiertem Wasser her, so wird Tritium stabil eingebaut, was
fiir das Ablaufen einer Amadori-Umlagerung spricht. Bemerkenswert ist, daB nicht-
markiertes, in reiner Form isoliertes X beim Erhitzen in Phosphatpuffer mit 14C-
markiertem I einen Austausch der Pyrimidinbasen erleidet, denn nach der Wieder-
isolierung von X und der Dehydrierung zu I1-9 enthilt dieses bis zu 189, des theore-
tisch moglichen 14C-Gehaltes. Der Austausch der Pyrimidinbase kann nur durch
Gleichgewichtseinstellungen einschlieBlich einer Retro-Amadori-Umlagerung erklért
werden. Wir schlagen auf Grund dieser Ergebnisse den folgenden Bildungsweg und
eine vorldufige Struktur fiir X vor.

(o]
N\
HN CH
D-Glucose + | HCOH J\ I ('f_ou
H,N HNT SN

N
H,
HOCH = }IO(,:H
H(I:OH H(|:0H
H(IZ HCOH
H,COH “ H,COH
HN “CH, HN “CH, HN “CH,
J\\ [ (‘: J\\ | (I:—OH J\\ I (I:=O
H,N” N7 N7 I H,N” N7 N H,N" °N” °N
H o H H,
HO(I?H —_ HOCH —_— HOCH
- ]
H(IZOH HCOH HCOH
H(I.‘OH HCOH H(IZOH
H,C H,COH H,COH
X

1) Aus derartigen Ansitzen wurden durch spezielle chromatographische Verfahren 8-[Tri-
hydroxy-propyl}-pterine in reiner Form isoliert: H. REMBoLD und H. METzGer, Chem.
Ber. 96, 1395 [1963]; H. RemBoLD und L. BUSCHMANN, ebenda 96, 1406 [1963).
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DARSTELLUNG UND STRUKTUR EINHEITLICHER PTERINE

1. Das im vorigen Abschnitt beschriebene Zwischenprodukt X 148t sich in Natrium-
hydrogencarbonatlosung unter Durchleiten von Luft in 70-proz. Ausb. in reines 11-9
iiberfiihren.

2. Die Chromatographie des aus 1-[ p-Toluidino]-1-desoxy-p-fructose 12) und I unter
Hydrazinzusatz® erhaltenen Pterins sowie die Oxydation zur chromatographisch
reinen Pterin-carbonsiure-(8) zeigt, daB es sich um einheitliches II-8 handelt. Dies
stellten auch schon H. S. FORREST und J. WALKER 13) fest.

3. Bei der Kondensation von Aldopentosen, insbesondere von D-Ribose mit 1 in
Acetat- oder Phosphat-Puffer vom pH 4—5 fillt in reiner Form IX-8 an. Milde
Permanganatoxydation liefert 9-Methyl-pterin-carbonsdure-(8) und stirkere Per-
manganatoxydation die Pterin-dicarbonsiure-(8.9). Erstere 1iBt sich zu 9-Methyl-
pterin decarboxylieren, das bei erneuter Oxydation reine Pterin-carbonsiure-(9) ergibt.

Durch Verwendung von p-Ribose-[1-14C] konnte die Herkunft der Methylgruppe
in IX-8 geklirt werden. Das erhaltene radioaktive IX-8 wurde nach KUHN-ROTH
oxydiert. Die gebildete Essigsiure hat 969, der Ausgangsaktivitit. Unter Verbrauch
von 1 Mol. Perjodat entsteht Formaldehyd, der weniger als 19, der Radioaktivitit
enthilt. Nach diesen Versuchen geht die Methylgruppe ausschlieBlich aus C-1 der
Ribose hervor:

H
i N 8 CH,0H
p-Ribose-[1-4C HN X DR cuhn-
i [ 1 J\)‘I :[H Kuhn-Roth CH;CO,H
+ 1 N =
H,N” "N~ “N” "CH,3

(96%!C)

KMnO, NaJO.
(mild)
N. KMnO O,H CHO
HN/UI X CO2H (.wk; )\/[ COa 0 )‘I I
J% =z

H,N” N7 N7 COH

A + HCHO
(<1%C)
)t I _KMnO. )t I
HNJ\ N~ COH

Zum weiteren Strukturbeweis von IX-8 wurde ein Gemisch von optisch inaktivem
IX-8 und IX-9 auf folgendem Wege hergestellt14):

12) R. KunN und F. WEYGAND, Ber. dtsch. chem. Ges. 70, 769 [1937)], F. WEYGAND, ebenda
73, 1259 [1940]; in diesen Verdffentlichungen ist die Verbindung p-Tolyl-D-isoglucosamin
genannt.

13) J, chem. Soc. [London] 1949, 79.

14) Zur Darstellung von a-Keto-triphenylphosphazinen aus Diazoketonen: H. J. BESTMANN,
H. BuckscHEWsKI und H. LEUBE, Chem. Ber. 92, 1345 [1959]; zur Darstellung von Pterinen
hieraus: Dissertat. G. APeL, Techn. Univ. Berlin 1958, Dissertat. H. Leuse, Techn. Univ.
Berlin 1958; vgl. auch F. WEYGAND und H. J. BESTMANN, Angew. Chem. 72, 535 [1960].
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CHy o H
—N=P N _C-CH,0H CH
C=N N=P(C¢Hs)s HN ~$5 2 3
—0 + ] — J\ I
NS
HéOAC HN" N7 N7 “CHy H N SN c CH,OH
HyCOAc

IX-8 1X-9

Das Gemisch lieB sich papierchromatographisch nicht trennen und zeigte in allen
Laufmitteln denselben Ry-Wert wie reines 1X-8. Nach Oxydation mit Permanganat
war hingegen das Gemisch der 9-Methyl-pterin-carbonsdure-(8) und 8-Methyl-pterin-
carbonsdure-(9) gut trennbar.

4, Die Acetylierung des aus 1-{p-Toluidino}-1-desoxy-D-fructose und I in essigsaurer
Losung erhaltenen Pteringemisches mit Acetanhydrid/Pyridin ergibt in Aceton das
schwer 16sliche Pteridin XI. Auch aus dem mit Glucose erhaltenen Pteringemisch 148t
sich dieselbe Verbindung in geringerer Ausbeute isolieren; in der Mutterlauge befinden
sich andere, nicht kristallisierende Acetylverbindungen.

”II :

C=C—C—CH 20Ac

Im Einklang mit der Struktur XI steht die Elementaranalyse und der massenspektro-
skopisch gefundene Molekularpeak bei 375 sowie das Protonenresonanzspektrum.
Das UV-Spektrum zeigt eine bathochrome Verschiebung der langwelligen Pterinbande,
die durch Bromaddition aufgehoben wird. Analytisch lassen sich drei Acetylgruppen
nachweisen.

Das Verseifungsprodukt XII, das sich papierchromatographisch mit Ammonium-
citrat als Laufmittel auch im Pteringemisch vor der Acetylierung nachweisen lie3, war
nicht ganz einheitlich. Es zeigt ebenfalls die bathochrome Verschiebung der lang-
welligen Pterinbande, die durch Bromaddition aufgehoben wird. Mit Permanganat
entsteht schon in der Kiilte Pterin-carbonséiure-(9).

HYDRIERUNG 9-~SUBSTITUIERTER HYDROXYALKYL-RTERINE

Bei der katalytischen Hydrierung von XII werden knapp 3 Moll. Wasserstoff auf-
genommen. Nach anschlieBender Dehydrierung wird ein Pteringemisch von XIII neben
XIV und XV erhalten. Die Triacetylverbindung XI hingegen nimmt bei der kataly-
tischen Hydrierung 4 Moll. H; auf und liefert nach der Dehydrierung und Verseifung
hauptsidchlich XIV und XV neben XIII. Die Pterine XIII bis XV wurden chromato-
graphisch nachgewiesen. XIII 148t sich mit Perjodat spalten, XIV und XV hingegen
nicht. XV ist im Gegensatz zu XIII und XIV gegen milde Permanganatoxydation
resistent.

Dieselben Pterine XIII, XIV und XV fallen neben I11-9 und anderen nicht iden-
tifizierten Pterinen bei der Hydrierung von II-9 sowie dessen Pentaacetylverbindung
nach anschlieBender Dehydrierung an. Aus I1-9 wird vorwiegend III-9 erhalten,
wihrend das Pentaacetat von II-9 wesentlich mehr XIII, XIV und XV liefert. Dies
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zeigt sich im Wasserstoffverbrauch sowie durch die relativen Fluoreszenzintensititen
der Chromatogrammflecke. Ein Vergleichsgemisch von XV und seinem 8-Isomeren
wurde aus I und Hexandion-(1.2)-triphenylphosphazin-(1) dargestellt. Das Gemisch
zeigte dieselben Rr-Werte sowie die zu erwartende schwere Oxydierbarkeit!"'mit
Permanganat. )

Die gefundenen Umwandlungen der Pterinseitenkette bei der Hydrierung von II-9
und XII sowie deren Acetylderivaten lifit sich mit einer Folge von Wasser- bzw.
Essigsdure-Eliminierungen aus der 1.4- bzw. 1.6-Stellung der intermediir entstehenden
Dihydropterine erkliren. Fiir die Verbindungen XI und XII 148t sich das Reaktions-
geschehen folgendermaBen zusammenfassen:

H
XI bzw. XII HN)X IH ~HOR HN)\/‘[ I
—_— ——
+H
: RNJ\\N N7 CH RgJ\\N N~ CH
H H I H én

]
HC-OR GH
H,C-OR H,C-OR

R = H oder Ac

0 o
N N
RgJ\\N N cH RgKN NZ cH
CH, HC

. . o
HC-OR CH, HC
H,C-OR H,;C-OR CH,
1 +3H ,l +4 H,l

o) O N
N. H N N
g I \I HJN\ I j( HJN\ I j(
H H
oy ~ NS N

R CH RN N” CH
g N N GH n NN §h H H 2

CH, CH,

i | i
XIi1 und HC-OR CH, CH,

XIlI-Triacetat 1 | |
HzC-OR H,C—~OR CH,

+2 H,”-z H, -2 “11 -2 “21
[o] H (o] (o]
N N. H N_ H
HN | l HN | \I HJN\ | \I
H
N

Rg’kN N7 CH, RgJ*N NZ CH, RNON N7 CH,
oo o i
HC-OR CHy CHy
H,C-OR XIV und  H,C-OR XV CH,

XIV-Diacetat



1010 WEYGAND, SIMON, KEIL und MILLAUER Jahrg. 97

Bei der Hydrierung des Pterins II-9 bzw. dessen Pentaacetats werden zunichst die
1’-Desoxyverbindungen sowie das 1’-Butenyl-pterin gebildet, von denen letzteres nach
obigem Schema weiter reagiert.

(o} O
N._H N _H
S S
HN l +Hy “HOR HN I
J% = X
Rg N 1\{KO—CH I RO- CH RE N IF (‘:H
| H HC-OR
HC-OR HC OR HC-OR
-~ ~-OR
HC~OR HCI‘, O H,C-OR
1I-9 und H,C-OR H,C-OR
1I-9-Pentaacetat -HOR
(o] o
R = H oder Ac N, N
T L
REJ\\N N? CH ngN N7 CH,
H(li H('I—OR
H(’I—OR H(II—OR
XI und XII H,C-OR 1I11-9 und H;C-OR

III-9-Tetraacetat

Da die Hydroxygruppe schwerer eliminierbar ist als die Acetoxygruppe, fallen bei
Einsatz der Acetylderivate weit mehr Pterine an, die keine, nur eine oder zwei Hydroxyl-
gruppen in der Seitenkette enthalten.

Erwiihnenswert ist die Tatsache, daB bei der Hydrierung von II-8 und dessen Penta-
acetat die beschriebenen Eliminierungen nicht oder hdchstens in untergeordnetem
MaBe nachweisbar sind. Dies wird verstindlich, wenn man bedenkt, daB in einer
7.10-Dihydroform das Elektronenpaar am N-10 auch an folgender Mesomerie beteiligt
ist und die Elektronenverschiebung in der zur Eliminierung notwendigen Richtung
erschwert:

o° H
C—R C—R N ~]
HN)I HN)%/[ I HN)j
-—h— |
I — LI

VORSTELLUNGEN UBER REAKTIONSMECHANISMEN UND DEUTUNG DER
VIELFALT DER REAKTIONSPRODUKTE
KARRER 2 nahm bei der Pterinbildung aus Zuckern und I in Analogie zur Chinoxalin-
bildung15 aus Zuckern und o-Phenylendiamin auch eine Amadori-Umlagerung an.
Das durch Ringschluf3 hervorgehende Dihydropterin wird zum Pterin dehydriert.
Die Beteiligung der Amadori-Umlagerung konnte bei der Pterinbildung (mit oder
ohne Hydrazinzusatz) nachgewiesen werden16), Wird Glucose oder Ribose mit I in

15) F. WEYGAND, Ber. dtsch. chem. Ges. 73, 1259 [1940].
16) K. D. KEIL, Dissertat., Techn. Hochschule Miinchen 1961.



1964 Pterine aus 2.4.5-Triamino-6-hydroxy-pyrimidin und Zuckern 1011

tritiummarkiertem Wasser kondensiert, so zeigt das durch Oxydation erhaltene und
gereinigte Gemisch der Pterin-carbonsiduren~(8) und -(9) bis zu 119 Tritiumeinbau.
Der Gegenversuch mit Glucose-[1-T] bzw. Ribose-[1-T] ergibt Tritiumverluste zwischen
4 und 40%,.

Die Beobachtung, daB bei der Umsetzung von I mit Glucose nach 90 Min. Reaktions-
dauer in Puffer vom pH 4 —5 auf dem siedenden Wasserbad mindestens 809, des ein-
gesetzten Pyrimidins in das Zwischenprodukt X iibergegangen sind und da8 hiéchstens
5% Pterine vorliegen, deutet auf eine hohe Stabilitit von X hin, Die Annahme, dai3
die meisten der entstehenden Pterine aus X hervorgehen, ist berechtigt, denn nach
mehrstiindigem Erhitzen von isoliertem X in Acetatpuffer fallen die Pterine II-VI an.
Es sind mehrere Reaktionsschritte beteiligt, die teils hintereinander, teils nebenein-
ander ablaufen. Fiinf Einzelreaktionen erkldren die Vielfalt der Endprodukte:

1. Die Reaktion einer Aminogruppe mit einer Carbonylgruppe oder deren Enolform.
2. Die Enolisierung zwischen C-1 und C-2 und anderen C-Atomen der Zuckerkette.

3. Eine Abspaltung von HX (X = OH, NHR) aus einer Allylstellung (1.4-Elimi-
nierung) oder vinylogen Allylstellung (1.6-Eliminierung).

4. Die Dehydrierung eines Dihydropterins.

5. Die Spaltung einer zur C=N-Bindung «.B- bzw. vinylogen v.3-stindigen C—C-
Bindung der Zuckerkette (Dealdolisierung).

Diese fiinf Reaktionsschritte zeigen, daB I in doppelter Funktion im Spiele ist und
Zuckerumwandlungsprodukte erzeugt und abfingt.

Im einzelnen lassen sich folgende Uberlegungen anstellen (vgl. das Formelschema
auf S. 1013 %):

Die Kondensation von I mit einer Aldose beginnt zweifelsohne an der stirker

nucleophilen 5-stéindigen Aminogruppe!7) des Pyrimidins. Dies wird dadurch bewiesen,

. daB sich aus dem isolierbaren Zwischenprodukt X bei der Dehydrierung nur das Pterin
II1-9 bildet.

Der Einbau von stabil gebundenem Tritium in das Zwischenprodukt beweist das
Ablaufen der Amadori-Umlagerung, sei es iiber die Schritte 1 -2 - 3 — X oder
1 — 2 - X. Diese Reaktionen sind mit denen der Osazonbildung verwandt18).

Der Enolform 2 kommt sicherlich eine zentrale Bedeutung zu, denn sie kann, sei es
direkt oder iiber 3, in X iibergehen. Aus X entsteht durch Wasserabspaltung und
Dehydrierung II-9. Andererseits ist auch die Reaktionsfolge 2 — 4 — TI-9 mdglich.

Fiir die Bildung des 1’-Desoxyproduktes I1I-9 sind wiederum zwei Wege denkbar,
zwischen denen nicht entschieden werden kann: Die Reaktionsfolge2 -~ 4 — 7 — 1I1-9
entspricht der frither geduBerten Vorstellung®, daB Wasser aus der 1.4-Stellung des

*) Mit rdmischen Ziffern werden isolierte Produkte, mit arabischen die postulierten Zwischen-
stufen bezeichnet.
17) W. PFLEIDERER, Chem. Ber. 88, 1625 [1955].

18) F, WeYGAND, H. SiMoN und J. F. KLeBe, Chem. Ber. 91, 1567 [1958]; H. SimMon, K. D.
KEwL und F. WEYGAND, Chem. Ber. 95, 17 [1962).
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primir gebildeten Dihydropterins eliminiert wird. Andererseits kann auch eine Wasser-
abspaltung aus 2 iiber 5 zu der einem 3-Desoxy-hexoson entsprechenden Zwischenstufe
6 fiithren, die zu ITI-9 kondensiert.

Von 5 aus kann durch eine zweite Wasserabspaltung XII gebildet werden, sei es, daB
zunichst 8 entsteht und dann der Ringschluf erfolgt, sei es, da der RingschluB zu-
nichst zu 7 erfolgt und dann erst Wasser abgespalten wird. In diesem Zusammenhang
finden sich Parallelen in den Arbeiten von E. F. L. J. ANET19, der aus Diketosyl-
aminosiduren 3-Desoxy-hexoson (entsprechend unserer Stufe 6) und das 3.4-ungesit-
tigte Hexoson (entsprechend unserer Stufe 8) erhalten hat.

Wie kommt es nun zur Bildung der 9-Methylverbindungen IV und VI20? Die
Schliisselreaktion ist offenbar der Schritt 10 — 12, bei dem unter 1.4-Eliminierung eine
Offnung des Tetrahydropyrazinringes erfolgt. Der erneute RingschluB der freien
Aminogruppe in 12 mit der Carbonylgruppe an C-3 des Zuckerrestes fiihrt iiber 13
zum Endprodukt IV. Diese Vorstellungen sind mit dem schon erwiahnten Experiment
mit Ribose-[1-14C] im Einklang, wonach die Methylgruppe in 9-Stellung ausschlieBlich
aus dem aldehydischen C-Atom der Ribose stammt. AuBerdem ergeben sich Analogien
zu der Bildung von Piperidino-hexose-redukton aus Glucose und Piperidin 20,

Die Zwischenstufe 10 kann ihrerseits aus den Zwischenprodukten 4, 9 oder 11 her-
vorgehen. Die Bildung von VI erklirt sich durch eine Dealdolisierung (Ohle-Spaltung)22)
am Dihydropterin 11, die iiber 14 durch Eliminierung von Wasser zu 15 und von dort
durch Tautomerisierung zu VI fiihrt.

Analog fithrt die Dealdolisierung von 7 zu V.

Zu den Pentosen iibergehend sei zunichst die Tatsache hervorgehoben, daB3 aus
Glucose und I unter den angegebenen Bedingungen innerhalb von 5 Stdn. nur 109,
Pterine anfallen, daB aber mit Ribose unter denselben Bedingungen bereits nach 3 Stdn.
60—909%, der moglichen Pterinmenge vorliegt. Wir mdchten daraus folgern, dal ein
Zwischenprodukt aus Ribose und I, das X analog ist, weit labiler sein muB}, vermutlich
weil in ihm nur der weniger stabile furanoide Ring mdoglich ist. Das starke Hervor-
treten der 1’-Desoxy- und der 9-Methyl-pterine (s. Tab. 2) konnte damit zusammen-
hédngen.

Wenig geklart ist die Bildungsweise der 8-substituierten Pterine aus Glucose und I,
die allerdings nur in geringem Umfang auftreten (s. Tab. 1). Es kann an eine teilweise
Epimerisierung der Glucose zu Ketose gedacht werden, wie sie bei der Umsetzung von
Glucose mit Piperidin in essigsaurer Losung23) festgestellt wurde.

Besser verstindlich ist die Bildung von iiberwiegend 8-substituierten Pterinen in der
Hexosereihe bei Kondensation unter Hydrazinzusatz. Wir mdchten uns hier den

19) Austral. J. Chem. 13, 396 [1960]; 15, 503 [1962].

20) 8-Methylverbindungen wurden beim Einsatz von Aldosen nicht gefunden.

21) H. SimoN, Chem. Ber. 95, 1003 {1962]; F. WEYGAND, H. SIMON, W. BITTERLICH sowie
I. E. HobpGE und B. E. FIsHER, Tetrahedron [London] 6, 123 [1959)].

22) H. OHLE, M. HiELSCHER und G. NoeTzZEL, Ber. dtsch. chem. Ges. 76, 1051 [1943]; F. WEy-
GAND, V. SCHMIED-KOWARZIK, A. WACKER und W. Rupp, Chem. Ber. 83, 460 [1950].

23) H. SCHAUERTE, Diplomarbeit Techn. Univ. Berlin 1957; Uber Epimerisierungen, vgl. auch
K. HEyns und H. BREuer, Chem. Ber. 91, 2750 [1958); K. HEvns, H. PAULSEN und
H. ScHROEDER, Tetrahedron [London] 13, 247 [1961].
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Vorstellungen von FORREST und WALKERS anschlieBen, die ein Osazon aus Hydrazin
postulieren, das unter Umglycosidierung an C-2 der Zuckerkette mit der 5-stindigen

Aminogruppe von I reagiert:
I 1
R = HCOH; R'= hCOH
| | nN
HCOH HC- I
H,N ' H,N CH,
uI-9 T

H,COH H,COH

0y o o
< N Ny
Neen HN *CH c
J\ (RYRT A N I onmenm, ™ J\ C-N—NH
H,N" N" N 2 H,N N7 N I 2 HaN :
. H,CH H,CH2
16 HOCH 19 X 20 X
| |
1
.
o N (I:Hzo
\CH NH; C=NH-NH,
J\ c NH J\ ¥ HC=N-NH
H,N H,N 2

17 HOCH 21

“ l

ol ok
)K/[ Kl X }I ICH,
J\ C =N-NH, N/ H HgNJ\
-8

Da 1-{p-Toluidino]-1-desoxy-p-fructose von Hydrazin schnell und nahezu quantitativ
zur Osonstufe dehydriert wird10), ist es verstindlich, daB auf diese Weise praktisch
ausschlieBlich II-8 erhalten wird.

Eine derartige scharfe Lenkung ist bei Verwendung von Aldohexosen nicht méglich,
weil diese Zucker nicht selbst durch Hydrazin dehydriert werden 10, sondern erst das
Hydrazinderivat 16 (16 — 17), das aus der Enolform 2 oder seiner Gleichgewichtsform
3 hervorgeht. DaB Hydrazin die Zwischenstufe 2 bzw. 3, kaum dagegen das Zwischen-
produkt X angreift, zeigte sich in einem Versuch, bei dem X durch Erhitzen mit Hydrazin
hauptsichlich zu II-9 neben wenig II-8, III-9 und IV umgesetzt wurde. Bei Verwen-
dung von Fructose findet die Dehydrierung durch Hydrazin ebenfalls nicht so schnell
und quantitativ statt wie mit 1{p-Toluidino]-1-desoxy-p-fructose, weshalb man auch
mit Fructose wie bei Glucose Gemische von 8- und 9-substituierten Pterinen findet
(vgl. Tab. 3).

Von 17 aus fiihrt die gelenkte Synthese im Sinne der Vorstellungen von FORREST
und WALKER nach einer Spaltung mit Hydrazin zu 18 und von dort zu II-8. Anderer-
seits entspricht 16 der Enolform 2 und analoge Umwandlungen fithren im vorliegenden
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Fall iiber 19 — 20 zu ITI-9 oder durch eine Spaltung iiber 21 zu III-8. Aus 16 kann auch
durch RingschluB 4 hervorgehen, dessen Umwandlungen bereits diskutiert wurden.

Im Falle der Pentosen bewirkt Hydrazinzusatz keine so starke Lenkung wie bei den
Hexosen. Geht man von 1-[p-Toluidino]-1-desoxy-L-ribulose aus (die in Form des
Oxalates kristallin dargestellt wurde), so erhilt man nach Dehydrierung mit Hydrazin
und Kondensation mit I ca. 509 VII-8, 209 VII-9 und ca. 309, IX-8 (die Dehydrie-
rung war also nicht vollstindig). Uber mangelnde Reaktionslenkung durch Hydrazin
bei Umsetzung von I mit einer 5-Desoxy-pentose wurde schon von RemsoLD1l)
berichtet.

Dem BUNDESMINISTERIUM FUR WISSENSCHAFTLICHE FORSCHUNG danken wir fiir Unterstiitzung.

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE®Y

1. Zur Papierchromatographie der Pterine: Die Rohprodukte und die durch Umkristallisa-
tion oder Umfillen gereinigten Pterine wurden papierchromatographisch (Schleicher & Schiill
2043 b) untersucht. Die besten Trennungen wurden in den Systemen n-Butanol/5n Essigséure
(2:1 Vol.) und vor allem in n-Propanol/l-proz. Ammoniak (2 :1 Vol.) und n-Propanol/2-proz.
Ammoniak (2:1 Vol.) erhalten. In diesen Laufmitteln trennen sich 8- und 9-isomere Alkyl-
bzw. Polyhydroxyalkyl-pterine nicht auf. Erst die durch Oxydation erhaltenen 8- und/oder
9-substituierten Pterin- bzw. Methyl-pterincarbonsiuren lieBen sich mit dem Laufmittel
5-proz. Ammoniumcitrat (pH 7) auftrennen. Die Oxydation der Pterine wurde nach J. H. MowaT
und Mitarbb. 24) in alkalischer Permanganatldsung vorgenommen. Die Re-Werte sind in Tab. 4
zusammengefaBt.

Tab. 4. RWerte von Pterinen auf Schleicher & Schiill 2043 b aufsteigend

Laufmittel
Pterin n-Propanol/ n-Propanol/ 5-proz. Fluoreszenzfarbe
1-proz. 2-proz. Ammonium- auf feuchtem
Ammoniak Ammoniak citrat Chromatogramms)
11-8; II-9 0.16 0.21 0.53 B
111-8; III-9 0.21 0.28 0.51 HB
v 0.26 0.34 — B
v 0.30 0.39 0.47 B
Vi 0.34 0.45 0.36 B
VII-8; VII-9 0.21 0.27 0.54 B
VIII-8; VILI-9 0.27 0.32 0.49 HB
IX-8; IX-9 0.30 0.36 0.43 B
XII 0.23 0.33 0.33 GG
XIII 0.31 0.37 — B
XIv — 0.52 — B
XV - 0.79 0.45 B
8-Sdure — 0.14 0.27 B
9-Sdure — 0.16 0.38 GG
8-Methyl-9-siureb) - 0.19 0.60 HB
9-Methyl-8-sdure — 0.17 0.48 B
8.9-Dicarbonsidure — 0.05 0.61 GG
&) HB = hellblau, GG = gelbgriin, B = blau.
b Hergestelit aus 8.9-Dimethyl-pterin durch milde Per ydation (analog Vers, 192).

2, Pterine II— VI aus Glucose, Mannose oder Fructose?): 2.57 g I-Sulfat (10 mMol) wurden
mit 32 g Ba(OH);-8 H,O (10 mMol) in 18 ccm Wasser unter Stickstoff auf dem Wasserbad auf
90° erhitzt. Nach 20 Min. erfolgte Filtration der heiBen L8sung und Zusatz von 0.55 ccm Eis-

*) Abkiirzung: I-Sulfat = 2.4.5-Triamino-6-hydroxy-pyrimidin-sulfat- 1 H,O.
24) J, Amer. chem. Soc. 70, 14 [1948].
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essig (9.2 mMol) sowie je 1.8 g (10 mMol) einer Hexose. Nach 5stdg. Erhitzen unter Stickstoff
auf dem Wasserbad bei 90° wurden die Pterine in der Kilte abgesaugt und mit Wasser, Athanot
und Ather gewaschen. Die Rohausbeuten betrugen 10—15% d. Th. (bei mittlerem Mol.-Gew.
280). Das braune Pteringemisch lieB sich durch Umkristallisation aus viel Wasser unter Aktiv-
kohlezusatz reinigen. Die Zusammensetzung dnderte sich dabei nicht merklich.

3. Die Pterine VI—IX aus Ribose gewannen wir wie unter 2. Rohausb. 589 d. Th. (bei
mittlerem Mol.-Gew. 250).

4. Darstellung der Pterine II— VI in Pufferlosung: 1.3 g [-Sulfat (S mMol), 0.9 g Glucose
(5 mMol) und 2 g Natriumacetat wurden in 25 ccm Wasser + 1.5 ccm Eisessig gelost. Nach
Verdringen der Luft durch Stickstoff wurde auf dem Wasserbad 5 Stdn. bei 90° gehalten,
wobei das 1-Sulfat langsam in Losung ging und die Pterine sich ausschieden. Nach Filtration,
Waschen mit Athanol, Wasser und Ather sowie Trocknung erhielt man 0.15 g (11% d. Th.,
bei mittlerem Mol.-Gew. 280).

5. Darstellung der Pterine VI—IX aus Ribose in Pufferlosung: Die Herstellung wie bei 4.
lieferte 0.9 g Pterine (712%, d. Th., bei mittlerem Mol.-Gew. 250).

6. Pterine [I—1V bzw. VII—1X aus Glucose bzw. Ribose unter Hydrazinzusatz: Die Darstel-
lung erfolgte nach FORREST und WALKER13), Rohausb. 62 % Pterine aus Glucose, 53 % Pterine
aus Ribose. Zur Reinigung wurde in Ammoniak unter Aktivkohlezusatz gel6st und mit Essig-
siure wieder ausgefdllt sowie zweimal aus Wasser umkristallisiert. Zur Elementaranalyse
wurden die Pterine bei 2 Torr/110° iiber P,Os getrocknet.

11-8 bzw. II-9:  C;pH;3NsOs (283.3) Ber. C42.40 H 4.63 N 24.71

111-8 bzw. II1-9:  C;oH;3NsO4 (267.3) Ber. C44.94 H 4.90 N 26.21
Gef. C42.06 H4.77 N 23.75

V1I-8 bzw. VII-9: CoH){NsO4 (253.2) Ber. C42.69 H4.39 N 27.66

VHI-8 bzw. VIII-9: CoH;1NsO3 (237.2) Ber. C45.57 H 4.64 N 29.51
Gef. C43.17 H4.64 N 28.30

7. 8- Tetrahydroxy-butylj-pterin (I1I-8): Die Kondensation von I-Sulfat (anstelle von
I-Hydrogensulfit) mit I-/p-Toluidino]-p-fructose unter Hydrazinzusatz nach WEYGAND 6%
lieferte einheitliches 11-8 (nur Spuren I1-9). Ausb. 22% d. Th. nach zweimaliger Umféllung
aus Ammoniaklésung mit Essigsdure.

8. Pentaacetat von 11-83): 0.5 g 1I-8 wurden in 20 ccm Acetanhydrid + 5 ccm absol. Pyridin
1.5 Stdn. unter RiickfluB erhitzt. Geringe Reste nicht umgesetztes Pterin wurden in der Kilte
abfiltriert und das Filtrat i. Vak. zur Trockne eingedampft. Der Riickstand wurde zunéchst
mit 10 ccm Ather durchgearbeitet und dieser Extrakt verworfen. Sodann erfolgte Extraktion
mit 250 ccm Ather. Beim Einengen der Atherldsung fiel ein gelbliches amorphes Pulver an.
Ausb. 150 mg (179, d. Th.).

C,0H23N5010 (493.5) Ber. C48.68 H4.70 N 14.18 Gef. C49.14 H 492 N 13.64
Im Massenspektrometer findet man als gréB8te Masse M = 493,

Zur Verseifung wurden 95 mg in 25 ccm n/,0 NaOH iiber Nacht stehengelassen. Die Riick-
titration gegen Phenolphthalein ergab 6.1 Sduredquivv. (5 Acetylgruppen + 6-Hydroxygruppe
des Pterins).

9. Pteringemisch (III vorherrschend) aus 3-Tosyl-D-glucose: SirupSse 3-Tosyl-p-glucose
wurde aus [.2;5.6-Diaceton-3-{ p-toluolsulfonyl]j-glucofuranose-(1.4) nach J. KENNER und
G. N. RICHARDS 25) dargestellt. 0.35 g (Im Mol) des nicht kristallisierbaren Sirups wurden mit
257 mg I-Sulfat (1 mMol), 120 mg Borsdiure, 270 mg Natriumacetat und 0.75 ccm Hydrazin-

25) J. chem. Soc. [London] 1957, 3019.
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hydrat in 18 ccm Wasser 6 Stdn. unter Stickstoff auf dem Wasserbad auf 90° erhitzt. Nach
Abkiihlung, Filtration und Waschen mit Wasser, Athanol und Ather erhielt man 50 mg Roh-
pterin (18 % d. Th., bei mittlerem Mol.-Gew. 280). Die Papierchromatographie zeigte, daB3 im
wesentlichen Prerin 11I neben anderen Pterinen (¥ und VI) vorlag.

10. Zwischenprodukt X aus I-Sulfat und p-Glucose: 5.2 g I-Sulfat (20 mMol), 4.0 g Glucose-
hydrat (20 mMol) sowie 14 g sek. Natriumphosphatr (NaHPO4-12H;0) wurden unter Stick-
stoff in 80 ccm Wasser 90 Min. auf dem Wasserbad auf 90° erhitzt. Die Losung wurde 3 Stdn.
auf 0° gekiihlt, filtriert und gefriergetrocknet. Den gelblichen Riickstand extrahierte man mit
50 ccm Dimethylsulfoxyd/Dimethylformamid (3 :2) bei Raumtemperatur. Nach Filtration
und Zusatz von 150 ccm Aceton fiel ein flockiger Niederschlag aus, der unter LuftausschluB
abgesaugt und mit viel Aceton gewaschen wurde. Rohausb. nach Trocknen im Vakuumexsik-
kator 5 g (829 d. Th.). Das briunliche Produkt hatte 6 %, Aschegehalt. 1 g Rohprodukt, geldst
in 3 ccm Dimethylsulfoxyd, wurde zur Reinigung auf eine Aluminiumoxyds#ule (5 g Al,O3,
sauer, Akt.-St. I) von 12 mm @ gegeben und mit Dimethylformamid ausgewaschen. 10 ccm
des rotbraun gefirbten Eluats wurden in 80 ccm Aceton aufgefangen und wie oben aufge-
arbeitet. Nach Trocknung iiber P,Os i. Vak. Ausb. 0.5 g. Die briunliche Substanz hatte 19,
Aschegehalt und war unter Luft- und FeuchtigkeitsausschluB kurze Zeit haltbar.

Ci1oH17NsOg (303.3) Ber. C39.60 H 5.66 Gef. C 39.13 H 5.60

11. 9-[Tetrahydroxy-busyl]-pterin (II-9): Ein schwacher Luftstrom wurde 12 Stdn. bei
Raumtemperatur und anschlieBend 1.5 Stdn. bei 90° in eine Lésung von 0.5 g X in 10 ccm
5-proz. Natriumhydrogencarbonatlésung geleitet. Beim Ansduern mit Eisessig fiel chromato-
graphisch reines /I-9 aus, das abzentrifugiert und mit Wasser, Athanol sowie Ather gewaschen
wurde. Ausb. 0.32 g (71% d. Th.). Umkristallisiert wurde aus viel Wasser unter Aktivkohle-
zusatz.

Ci1oH13NsOs (283.3) Ber. C42.40 H4.63 N 24.71 Gef. C42.31 H4.75 N 24.04

Die Acetylierung von I1-9 wurde wie bei I1-8 (Vers. 8) vorgenommen. Anstelle der Extraktion
mit Ather wurde jedoch zweimal aus Isopropylalkohol unter Tierkohlezusatz umkristallisiert.
1 g II-9 ergab 220 mg Pentaacetat (12.5%, d. Th.).

12. Pterine II—VI aus X: 900 mg X (3 mMol) wurden mit 3 g wasserfreiem Natriumacetat
und 2.75 ccm Eisessig in 37 ccm Wasser 3.5 Stdn. auf dem Wasserbad bei 90° unter Stickstoff
erhitzt. Nach 12 Stdn. wurde das gebildete Pteringemisch abgesaugt und mit wenig Wasser,
Athanol und Ather gewaschen. Ausb. 119 mg (14 d. Th.). Papierchromatographisch lieBen
sich die Pterine II und IV neben weniger III und VI sowie sehr wenig V nachweisen.

13. Pterine II, I1I und 1V aus X unter Hydrazinzusatz: 900 mg X wurden in einer Ldsung
von 800 mg Natriumacetat (wasserfrei), 350 mg Borsdure, 300 mg Eisessig und 250 mg
Hydrazinhydrat in 6 ccm Wasser 3.5 Stdn. auf dem Wasserbad bei 90° unter Stickstoff erhitzt.
Es wurden, wie bei Vers. 12., 78 mg (99 d. Th.) Pterine isoliert, der Hauptanteil bestand
aus 11-9.

14. Perjodatbehandlung des Zwischenproduktes X: 50 mg X, geldst in wenig Wasser, wurden
mit 100 ccm 0.1 7 NaJO4 versetzt, wobei sich augenblicklich Pterin ausschied. Nach 14 Stdn.
wurden 50 ccm der Losung mit wenig Schwefelsdure sowie Kaliumjodid versetzt und mit 0.1n
Na3S,0; titriert. Perjodatverbrauch: 3.64 bzw. 3.58 Molidquivv. In einem weiteren Versuch
wurden 300 mg X in 50 ccm 0.1 7 NaJO4-Losung 48 Stdn. stehengelassen. Nach Riicktitration
mit 0.1 n Arsenit wurde ein Verbrauch von 3.76 Moliquivv. Perjodat ermittelt. Mit Hilfe von
Vergleichssubstanzen lieBen sich papierchromatographisch Pterin-aldehyd-(9) neben wenig
Pterin-carbonsdure-(9) und Isoxanthopterin als Spaltprodukt nachweisen.

Chemische Berichte Jahrg. 97 66
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15. Acetylierung des Zwischenproduktes X

a) Mit Acetanhydrid|Eisessig: X wurde aus 31 g I-Sulfat, 24 g Glucosehydrat und 84 g
Na;HPO,-12H20 nach Vers. 10. hergestellt. Der Riickstand der Gefriertrocknung wurde
24 Stdn. bei 20° in 250 ccm Acetanhydrid| Eisessig (1:1.5 Vol.) geriihrt. Nach Filtrieren und
Eindampfen i. Vak. resultierte ein Sirup, der mit 300ccm heiBem Isopropylalkohol extrahiert
wurde. Die in der Kilte ausgeschiedenen Kristalle wurden abgesaugt, mit der Mutterlauge
extrahierte man erneut. Nach 5 maliger Wiederholung lagen 15.8 g (40 9%,) Acetylierungsprodukt
von X vor. Zur Analyse wurde 3 mal aus lsopropylalkohol umkristallisiert.

C12H;7NsOg (327.3) Ber. C44.05 H 5.24 N 21.40 CH3CO 1
Gef. C44.20 H 5.33 N 21.42 CH;CO 1.2

b) Mit Acetanhydrid/Pyridin: X wurde aus 5.2 g I-Sulfat sowie 4 g Glucosehydrat nach
Vers. 10. dargestellt. Man erhitzte den fein pulverisierten Riickstand der Gefriertrocknung mit
25 ccm Acetanhydrid und 40 ccm absol. Pyridin 2 Stdn. auf dem Wasserbad bei 90° und filtrierte
die anorganischen Salze ab. Der Salzriickstand wurde dreimal mit wenig Pyridin gewaschen
und die vereinigten Filtrate wurden i. Vak. zur Trockne eingedampft. Der dunkle sirupose
Riickstand ergab bei der Extraktion mit 50 ccm siedendem Isopropylalkohol sowie nach
Filtrieren und Kiihlen gelbe Kristalle. Nach mehrmaliger Extraktion mit der Mutterlauge
erhielt man 4 g (409, d. Th.).

C2oH27NsOy; (513.5) Ber. C46.78 H 5.28 N 13.63 CH3CO 5
Gef. C46.61 H 5.14 N 14.12 CH3CO 4.8
4503 535 13.37 4.6
C20H25Ns019 (495.5) Ber. C48.49 H 5.08 N 14.12

16. Zwischenprodukt X in tritiummarkiertem Wasser

a) Bestimmung des Tritiumeinbaus in aus X resultierendes 11-9: In einem 10-mMol-Ansatz
(40 ccm HOT, Radioaktivitit = 277000 ipm/mMol) wurde X nach Vers. 10. dargestellt und
nach Vers. 11. zu II-9 dehydriert. Tritiumeinbau: 17900 ipm/mMol (14 %} der halben Wasser-
Radioaktivitit).

b) Direkte Bestimmung des Tritiumeinbaus in X: In einem 10-mMol-Ansatz (30 ccm HOT =
277000 ipm/mMol) wurde X wie bei Vers. 10. dargestellt. Der Riickstand der Gefriertrocknung
wurde zum Austausch labil gebundenen Tritiums je zweimal in 50 ccm kaltem Wasser geldst
und erneut gefriergetrocknet. Dann wurde weiter nach Vers. 10. aufgearbeitet. Radioaktivitiit
17200 ipm/mMol (13.5% der halben Wasser-Radioaktivitat).

17. Austauschversuch Zwischenprodukt X mit I-Sulfat-[2-14C]: 1.02 g I-Sulfat-[2-14C)
(296 000 ipm/mMol) (4 mMol) und 1.55 g X (5 mMol) wurden in 50 ccm Phosphatpuffer (100 g
NaH,;P04-2H,0 + 110 g Na;HPO4-2H;0 in 650 ccm H,0) auf dem Wasserbad bei 90°
erhitzt. Nach bestimmten Zeiten (s. Tab.) wurden jeweils 10 ccm der Losung entnommen,
rasch auf 0° abgekiihlt und 12 Stdn. im Eisschrank stehengelassen. Man filtrierte ausgefallenes
Pterin und I-Sulfat ab, wusch mit Wasser nach und versetzte die Filtrate mit je 1.5 ccm konz.
Ammoniak (pH 9). Nach 48stdg. Stehenlassen an der Luft erhitzte man noch 1 Stde. auf dem
Wasserbad, fillte das Pterin 11-9 mit Eisessig aus und kristallisierte aus Wasser um.

Fraktion Nr. ’ 1 2 3 4 5
Zeit (Min.) 10 20 30 60 90
Einbau von I-[14C] in II-9 4.2 8.2 10.5 16.4 18.7

(% der Gleichverteilung)
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18. 8-71'.2’-Dihydroxy-iithyl]-9-methyl-pterin ([X-8)

a) IX-8 aus D-Ribose: 10.2 g I-Sulfat (40 mMol) und 12.6 g Ba(OH),-8 H,O (40 mMol)
wurden in 70 ccm Wasser unter Stickstoff 20 Min. auf dem Wasserbad auf 90° erhitzt. Die
heiBe Mischung wurde scharf abgesaugt und das Filtrat mit 2.2 ccm Eisessig, 32.8 g wasser-
freiem Natriumacetat und 2 g p-Ribose (13.3 mMol) versetzt. Man erhitzte erneut 4.5 Stdn.
unter Stickstoff auf dem Wasserbad auf 90° und lie8 iiber Nacht an der Luft stehen. Das aus-
gefallene Pterin wurde abfiltriert und mit Wasser, Athanol und Ather gewaschen. Rohausb.
1.86 g (59 % d. Th.). In anderen Ans#tzen wurden Ausbeuten bis zu 909, d. Th. erzielt. Die
Hohe der Ausbeute hing stark von der Menge der freien I-Base ab. Im vorliegenden Versuch
blieb viel I-Base im Bariumsulfat zuriick. Durch Lésen in Ammoniak, Behandlung mit Aktiv-
kohle und Ausfillen mit Eisessig sowie dreimalige Umkristallisation aus viel Wasser wurde
das Produkt gereinigt.

CgH;1NsO; (237.2) Ber. C45.60 H 4.67 N 29.51
Gef. C45.14,44.84 H 4.52,4.81 N 28.94, 29.61

[2)%,: —6.7° 31 HCl; ¢ = 0.09); []35,: —11° 3n NH3; ¢ = 0.03).

Die Acetylierung von 1 g 1X-8 wurde wie bei Vers. 8. durchgefithrt. Nach Abdampfen von
Pyridin und Acetanhydrid bewirkte Zusatz von wenig Aceton Kristallisation. Das von der
Acetonldsung abgesaugte Triacetat wurde zweimal aus Athanol umkristallisiert. Schmp. 211
bis 213°. Im Massenspektrometer 1a8t sich als grofte Masse M = 263 (Triacetat von IX-8)
nachweisen.

b) IX-8 aus 1-(+)Arabinose: Ausb. 229%, d. Th. [a]?“: +6° (2n NHj; ¢ = 0.04).

c) IX-8 aus D-Ribose-[1-14C]: Nach zweimaliger Umkristallisation aus Wasser Radio-
aktivitit 16600 ipm/mMol.

19. 9-Methyl-pterin-carbonséiiure-(8) aus IX-8

a) Milde Permanganatoxydation: 0.2 g I1X-8 wurden in 20 ccm 0.1 7 NaOH auf dem Wasser-
bad unter Rithren nach und nach mit gesétt. Kaliumpermanganatldsung versetzt, bis die violette
Farbe 10 Min. bestehen blieb. Durch Zugabe von wenig Methanol beseitigte man den Per-
manganatiiberschuf, filtrierte vom Mangandioxyd ab und fillte die 9-Methyl-pterin-carbon-
sdure-{8) mit Eisessig aus.

b) Perjodatspaltung mit anschlieffender Wasserstoffperoxyd-Oxydation: 1 g IX-8 wurden in
100 ccm 2n NaOH auf dem Wasserbad geldst, mit 2 g NaJO4 in 50 ccm heiBem Wasser versetzt
und iiber Nacht stehengelassen. Nach Zufiigen von 20 ccm 30-proz. Wasserstoffperoxyd erhitzte
man | Stde. auf dem Wasserbad und setzte sodann 70 g festes Natriumhydroxyd in Portionen
zu. Beim Abkiihlen schied sich das Na-Salz der Pterincarbonséaure aus. Es wurde in 300 ccm
Wasser geldst und nach Aktivkohlebehandlung durch Zugabe von Eisessig in die freie Sdure
iibergefiihrt. Ausb. 0.3 g (309 d. Th.).

20. Pterin-dicarbonsiiure-(8.9) aus IX-8: 200 mg IX-8 wurden in 20 ccm 1 2 NaOH auf dem
Wasserbad 3 Stdn. mit einem Kaliumper manganatiiberschuf erhitzt. Nach Zugabe von Metha-
nol wurde abgesaugt, die Pterindicarbonsiure mit Eisessig ausgefillt, aus Ammoniakldsung
unter Aktivkohlezusatz mit Eisessig umgefallt, aus ca. 2 ccm heier Natronlauge als Natrium-
salz kristallisiert, umkristallisiert und mit Essigsdure in die freie Prerindicarbonsdure zuriick-
verwandelt.

CgHsNsOs-2H,0 (287.2) Ber. C33.48 H3.15 N 24.38 Gef. C33.40 H3.18 N 24.48
Das IR-Spektrum stimmte iiberein mit dem von Pterin-dicarbonsfure-(8.9), die durch

energische Oxydation von 8.9-Dimethyl-pterin erhalten worden war.
66.
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21. 9-Methyl-pterin aus 9-Methyl-pterin-carbonsdure-(8)

a) In einem kleinen Kolben erhitzte man 100 mg 9-Metrhyl-pterin-carbonsiure-(8) (von
Vers. 19.) 1 Stde. im Olbad auf 270° und leitete das entstandene Kohlendioxyd mit einem
CO,-freien Stickstoffstrom in Bariumhydroxydlésung. Ausb. 41 mg Bariumcarbonat (46 %
d. Th.).

b) 100 mg 9-Methyl-pterin-carbonsdiure-(8) wurden in 10 ccm Chinolin unter Zusatz einer
Spatelspitze Kupferpulver 4 Stdn. unter RickfluB erhitzt. 66 %, CO, wurden entwickelt. Die
Decarboxylierungsriickstinde von a) und b) lieferten bei der Oxydation Pterin-carbonsidure-(9)
neben Pterin-dicarbonsdure-(8.9).

22. Perjodatspaltung von 1X-8

a) Volumetrische Bestimmung: 100 mg [/X-8 wurden in 10 ccm 22 H3S04 + 50 ccm 0.1 7
NaJO, gelost und 18 Stdn. bei Raumtemperatur stehengelassen. Nach Zugabe von Kalium-
jodid wurde das ausgeschiedene Jod mit 0.1 n Na;S,0; titriert. Perjodatverbrauch 0.98 Mol.

In einem zweiten Versuch wurden 100 mg /X-8 in 10 ccm 27 NH3 mit 50 ccm 0.1 2 NaJO,
15 Stdn. bei Raumtemperatur stehengelassen. Verbrauch 1.04 Mol NaJOQ,.

b) Quantitat. Bestimmung der Spaltprodukte: 200 mg IX-8 in 10 ccm 27 H,SO4 wurden
nach Zugabe von 100 ccm 0.1 7 NaJO, 18 Stdn. stehengelassen. Man setzte wenig Natrium-
acetat zu und destillierte bei 80 Torr. Dreimal wurde der auf wenige ccm eingeengte Riickstand
mit 10 ccm Wasser versetzt und erneut eingedampft. Das in eisgekiihlter Vorlage aufgefangene
Destillat wurde mit 0.35 g Dimedon in 100 ccm heiBem Wasser versetzt. Nach 12 Stdn. wurde
das entstandene Formaldimedon abgesaugt. Ausb. 230 mg (89 %, d. Th.).

Der Destillationsriickstand wurde, in 1060 ccm 272 HCI geldst, mit 2.4-Dinitro-phenylhydra-
zinldsung versetzt. Das sich bildende 2.4-Dinitro-phenylhydrazon konnte nicht weiter gereinigt
und analysiert werden.

¢) Spaltung von I1X-8-[14C] wie unter b): Radioaktivitit des Formaldimedons: 165 ipm/mMol
(1%, der Radioaktivitit von IX-8-[14C]).

23. Kuhn-Roth-Oxydation von [X-8-[14C): Die aus 200 mg IX-8-/14C] resultierende Essig-
saure (32 %) wurde nach Titration mit Natronlauge und Einengen auf 2 ccm durch Zugabe von
AgNO;-Losung in Silberacetat iibergefiihrt. Radioaktivitit: 16060 ipm/mMol (96.5% der
Aktivitidt von [X-8-[14C]).

24, Vergleich von IX-8 und 1X-9

a) pL-Diacetylglycerinsiiure: 50 g pL-Calciumglycerat (0.4 Mol) wurden auf einmal in eine
Losung von 22 g Chlorwasserstoff in 350 g Acetanhydrid eingetragen. Unter Riithren und
Selbsterwarmung auf ca. 80° trat Losung ein. Nach 7stdg. Erwirmen auf 90° wurde das iiber-
schiiss. Acetanhydrid i. Vak. abgedampft (80°-Olbad). Der Riickstand wurde mit 300 ccm
Benzol versetzt, gut durchgeriihrt und 12 Stdn. stehengelassen. Das abgeschiedene Calcium-
chlorid wurde abgesaugt und der Riickstand zweimal mit Benzol ausgewaschen. Nach Ein-
engen des Filtrats i. Vak. (0.2 Torr) bei ca. 50 —60° hinterblieben 65 g oliger Riickstand.

b) pr-Diacetylglycerinsiurechlorid??): Das obige Ol wurde mit 200 ccm Thionylchlorid
4 Stdn. unter RiickfluB erhitzt. Sdp.g 4 76— 77°. Ausb. 35 g (459, d. Th., bez. auf Ca-Glycerat).

C7HoClOs (208.6) Ber. C40.30 H 4.35 Gef. C40.48 H 4.49

¢) 2-Diazo-4.5-diacetoxy-pentandion-(2.3): Der Ldsung von 92.5 mMol Diazodthan in
270 ccm Ather wurden 9.6 g pr-Diacetylglycerinsiurechlorid in 150 ccm Ather bei —5° zuge-
tropft. Nach weiterem 1stdg. Riihren bei —5° und Stehenlassen iiber Nacht bei Raumtempe-
ratur hinterblieb beim Abdampfen des Athers das 8lige Diazoketon.

27 Vgl. hierzu C. H. BROWNING, J. B. CoHEN, K. E. Coorer und R. GULBRANSEN, Proc. Roy.
Soc. [London], Ser. B 110, 372 [1932].
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d) 4.5-Diacetoxy-pentandion-(2.3)-triphenylphosphazin-(2): Zur Lésung des Diazoketons in
60 ccm Ather wurden 12.5 g Triphenylphosphin in 50 ccm Ather gegeben. Beim mehrtigigen
Aufbewahren im Eisschrank schieden sich 11.3 g (50%) des Phosphazins in groBen gelben
Kristallen aus.

C27H27N;0sP (490.5) Ber. € 66.11 H 5.55 N 571 Gef. C66.16 H 5.65 N 5.85

e) Kondensation des Phosphazins mit I-Sulfat: 1.5 g I-Sulfat und 2.5 g Phosphazin wurden
zusammen mit 3 g Natriumacetat, 1.5 g Borsiure in 30 ccm Wasser 5 Stdn. auf dem Wasserbad
auf 90° erhitzt. AnschlieBend brachte man mit einigen Tropfen konz. Salzsiure auf pH 1 und
erwirmte eine weitere Stde. Nach dem Abkiihlen wurde neutralisiert, das doppelte Vol. Atha-
nol zugegeben und nach weiteren 24 Stdn. das ausgeschiedene Prerin abgesaugt. Nach Waschen
mit Wasser, viel Athanol und Ather betrug die Rohausb. 0.8 g (657 d. Th.).

25. Pteringemisch aus 1-[p-Toluidino]-1-desoxy-D-fructose: Nach der Vorschrift von WEy-
GAND und Mitarbb. 66} wurden nach einmaliger Umkristallisation aus viel Wasser unter
Aktivkohlezusatz Ausbeuten von 27—309Y; erzielt.

Ci0H13NsO4 (267.3) Ber. C44.94 H4.91 N 26.21 Gef. C44.54 H 5.06 N 26.74

26. 2-Acetamino-6-hydroxy-9-{3’'.4’-diacetoxy-buten-(1’)-yl]-pteridin (XI): 5.7 g fein ge-
pulvertes Pteringemisch von Vers. 25. wurden mit 60 ccm Acetanhydrid und 20 ccm absol.
Pyridin 30 Min. unter Riickflu3 erhitzt. Nach Filtrieren und erneutem Erhitzen des ungelosten
Riickstandes in 60 ccm Acetanhydrid + 20 ccm Pyridin (30 Min.) trennte man wenig unge-
l6stes Ausgangsprodukt ab und dampfte die vereinigten Filtrate i. Vak. zur Trockne ein.
Beim Verriihren des resultierenden dunkelbraunen Sirups mit 25 ccm Aceton setzte die Kristal-
lisation von X7 ein. Nach Absaugen und Waschen mit wenig Acetonergabsichein Rohprodukt,
das aus Wasser sowie Athanol umkristallisiert wurde. Ausb. 1.15 g (14% d. Th.) blaBgelbe
Kristalle. Schmp. 229 —230°, bei 220° Braunfirbung. Die Acetylierung von 3 g des Pterin-
gemisches aus Glucose und 1 (von Vers. 4.) lieferte 180 mg X7 (149, d. Th.). Im Massenspek-
trum betrug die grofte Masse 375. [«]2° : +17.8° (0.12 NaOH, ¢ = 0.878).

546°

Ci16H|7NsOg (375.4) Ber. C51.04 H4.55 N 18.59 Gef. C51.45 H4.81 N 18.74

a) Protonenresonanz-Spektrum von XI in nf/yp NaOD: Signale bei ppm (Intensitit): 8.5 (1);
8.2(1); 6.8(2); 44 (1); 3.6 (2); 2(9).

b) UV-Absorption von XI(in n/1p HCI): Apay 352, 270, 232 my; (in n/;0 NaOH): A, 368,
270, 232 my; (in H30, pH 6): Aqay 355, 270, 232 my.

c) Verseifung von XI: 115 mg XI wurden in 30 ccm n/,p NaOH iiber Nacht bei Raum-
temperatur stehengelassen. Die Riicktitration gegen Phenolphthalein ergab 4.18 (4.03) Sdure-
dquivv. (3 Acetylgruppen + 6-Hydroxylgruppe des Pterins.) Das Verseifungsprodukt X/I war
chromatographisch nicht ganz einheitlich.

C1oH;|NsO; (249.2) Ber. C48.17 H 445 N 28.07 Gef. C47.38 H4.61 N 27.13

d) Hydrierung und Dehydrierung von XII: In einer Mikrohydrierapparatur nach GREWE
wurden 6.2 mg X!I in 4ccm Ameisensidure und 5 mg PtO; bei 23° und Normaldruck hydriert.
Nach 50 Min. war die Wasserstoffaufnahme beendet. Verbrauch: 2.66 Moliquivv. Hs, in
einern zweiten Vers. 2.90 Molidquivv. H,. Die Riickoxydation wurde mit PtO»/O; in der
gleichen Apparatur vorgenommen, Nach der Filtration und Eindampfen i. Vak. zur Trockne
hinterblieb ein Pteringemisch, der Papierchromatographie zufolge X1/I als Hauptkomponente
neben X7V und XV sowie geringen Mengen nicht identifizierter Pterine enthaltend. Der Riick-
stand wurde in 2 ccm n/19 H2SO4 geldst und nach Zugabe von 20 mg Natriumperjodat 24 Stdn.
stehengelassen. Erneute Chromatographie zeigte unverindert XIV und XV, dagegen kein XIII.
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€) Hydrierung von XI: 150 mg X7 wurden in 20 ccm Athanol und 10 mg PtO; unter Normal-
druck bei Raumtemperatur hydriert. Das Ausgangsprodukt ging wihrend der Hydrierung
langsam in Lésung, nach 2 Stdn. war die Wasserstoffaufnahme beendet. Verbrauch 4 Mol-
dquivv. Hs. Nach Filtration und Eindampfen i. Vak. zur Trockne wurde der braune Riickstand
in Isopropylalkohol gel8st. Durch langsame Zugabe von Ather lieB sich ein amorphes Tetra-
hydropteringemisch ausfillen, das mit Ather gewaschen und bei 100° i. Vak. getrocknet wurde.

Massenspektrometrisch war als gro8te die Masse 381 (2-Acetamino-6-hydroxy-9-[3’.4’-di-
acetoxy-butyl]-7.8.9.10-tetrahydro-pteridin) nachweisbar.

Die Hydrierung von XI in Eisessig, Ameisensidure, Dimethylformamid mit PtO, als Kataly-
sator verlief jeweils unter Aufnahme von 4 Molédquivv. Wasserstoff (gef. zwischen 3.9 und
4.1 Molaquivv.).

f) Hydrierung und Dehydrierung von XI: 160 mg XI wurden in 25 ccm Dimethylformamid
mit 15 mg PtO, als Katalysator hydriert. Nach 45 Min. waren 4.0 Moldquivv. Wasserstofff
aufgenommen. Bei der Riickoxydation mit PtO,/O; wurden innerhalb von 2 Stdn. 0.8 Mol-
dquivv. Sauerstoff verbraucht. Es wurde filtriert und i. Vak. zur Trockne eingeengt. Der
Riickstand wurde in 100 ccm 0.12 NaOH 3 Tage an der Luft stehengelassen, sodann auf
20 ccm eingeengt und mit wenig Eisessig angesduert. Das ausgefillte Pteringemisch wurde aus
Wasser unter Tierkohlezusatz umkristallisiert. Die Papierchromatographie zeigte das Vor-
liegen von viel XIV und XV neben wenig X7II an.

27. Hydrierung und Dehydrierung von 11-9: 200 mg II-9 wurden in 10 ccm Ameisensidure mit
wenig PtO; als Katalysator hydriert. Nach 30 Min. war die Wasserstoffaufnahme von insge-
samt 2.56 Moldquivv. beendet. Zwischendurch wurde die Hydrierldsung tief rot. Die zum
Ende braune Ldsung wurde i. Vak. zur Trockne eingedampft. Nach Aufnahme des Riick-
standes in verd. Natriumhydroxyd wurde mit O,/PtO; dehydriert. Nach 12 Stdn. waren
1.1 Molaquivv. O; verbraucht. Die Papierchromatographie zeigte das Vorliegen von III-9
neben weniger I1-9, XIV, XIII und XV sowie griingelb fluoreszierenden Substanzen an.

28. Hydrierung und Dehydrierung des Pentaacetats von II-9: 200 mg Pentaacetat von II-9
wurden in 7 ccm Eisessig mit wenig PtO; als Katalysator hydriert. Nach 80 Min. betrug die
Wasserstoffaufnahme 5.7 Moldquivv. H,. Kristalline Produkte waren nicht faBbar. Nach Ver-
seifung mit n/;0 NaOH unter Luftzutritt lieBen sich chromatographisch 4 gelbgriine und 4 blau
fluoreszierende Flecke nachweisen. Bei den blau fluoreszierenden Pterinen handelt es sich um
-9, X, X1v und Xv.

29. Vergleichsgemisch von XV-8 und XV-9

a) Hexandion-(1.2)-triphenylphosphazin-(1): Zu 200 ccm Diazomethanlésung aus 20 g
Nitrosomethylharnstoff wurden bei —5¢ 6g Valerylchlorid in 50 ccm absol. Ather unter Rithren
wihrend einer Stde. zugetropft. Nach 2 weiteren Stdn. wurde i. Vak. auf 20 ccm eingeengt und
eine Losung von 13 g Triphenylphosphazin in 150 ccm Ather zugefiigt. Nach 12stdg. Aufbe-
wahren im Kiihlschrank und Anreiben Kristallisierte das gelbliche Phosphazin aus. Ausb. nach
Waschen mit Ather 10.8 g (56%).

b) Kondensation des Phosphazins mit 2.4.5-Triamino-6-isapropyloxy-pyrimidin28): 3.6 g des
Pyrimidins und 7.8 g des Phosphazins erhitzte man in 80 ccm 60-proz. Athanol 51/; Stdn. unter
RiickfluB, setzte verd. Natronlauge bis pH 11 zu und erhitzte erneut fiir 45 Min. unter Riick-
fluB. Nach Abkithlung wurde mit Eisessig angesduert und der Pterin-Niederschlag aus verd.
Ammoniak mit Eisessig unter Tierkohlezusatz umgefillt. Ausb. 0.79 g (18%). Das Pterin-

28) W. PrLeEIDERER und R. LOHRMANN, Chem. Ber. 94, 12 [1961]; s. a. B. Sriess, Dissertat.
Techn. Hochschule Miinchen 1963.
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gemisch lieferte bei der Chromatographie in Propanol/Ammoniak einen Fleck, bei energischer
Permanganatoxydation die 8- und 9-isomeren Pterincarbonsiuren.

CioH1aNsO (219.3) Ber. C54.80 H 5.98 N 31.93 Gef. C53.52 H6.05 N 32.60

30. 1-[p-Toluidino]-1-desoxy-L-ribulose-oxalat2®: 10 g L-Arabinose (67 mMol) und 10g
p-Toluidin (94 mMol) wurden, innig vermischt, in 5 ccm Isopropylalkohol 30 Min. auf dem
siedenden Wasserbad erhitzt. Zur kalten dunklen siruptsen Schmelze gab man 50 ccm Iso-
propylalkohol, saugte das nach mehreren Tagen im Eisschrank auskristallisierte N-Glykosid
ab und wusch mit kaltem Isopropylalkohol und Ather. Ausb. 12.5 g (77% d. Th.) fast farblose,
ander Luft zersetzliche Kristalle. 7 g hiervon wurden in 40 ccm absol. Dioxan mit 2 ccm
Eisessig unter Stickstoff’ 21/, Stdn. auf dem Wasserbad auf 90° erhitzt. Nach Abkiihlung auf
10° und Zusatz von 5 g wasserfreier Oxalsdure in 25 ccm absol. Dioxan lieB man 12 Stdn. bei 10°
stehen und isolierte nach dem Absaugen und Waschen mit Dioxan sowie Ather (Trocknung
i. Vak. iiber KOH) 6.8 g (70% d. Th.) rotbraune Kristalle. Zur Reinigung wurde in heilem
Wasser geldst, mit Aktivkohle geklirt und gefriergetrocknet, wonach ein fast farbloses
Produkt vorlag.

Ci12H(7NO4- C:H204-H20 (347.3) Ber. C48.45 H6.09 N 4.03
Gef. C48.45 H5.77 N 4.26

31. Pterine VII—IX aus I1-[p-Toluidino]-1-desoxy-L-ribulose-oxalat und I-Sulfat unter
Hydrazinzusatz: 2 g des Oxalats (5.8 mMol) wurden mit 4 ccm Hydrazinhydrat und 2 ccm
Eisessig in 12 ccm Wasser 1 Stde. auf dem Wasserbad auf 90° erhitzt. Nach dem Erkailten
wurde zweimal mit je 25 ccm Ather extrahiert und der wiBr. Phase 1 g I-Sulfat (3.9 mMol)
sowie 4 ccm Eisessig hinzugefiigt. Nach 1stdg. Erhitzen unter Stickstoff auf 90° wurde abge-
saugt und mit Wasser, Athanol sowie Ather gewaschen: 100 mg (10%) Rohpterine. Die
Zusammensetzung betrug: ca. 509 VII-8, ca. 20%, VII-9 und ca. 309 1X-8.

29) Zur Amadori-Umlagerung vgl.: F. MicHEEL und A. FROWEIN, Chem. Ber. 90, 1599 [1957];
F. WEYGAND, H. SiMON und R. vON ARDENNE, ebenda 92, 3117 [1959].





