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Wihrend 7.8-Dimethylisoalloxazin-10-essigsdure (3a) in einer intermolekularen Triplett-Photo-
reaktion zu 7,8-Dimethylalloxazin (,,Lumichrom®), Kohlendioxid und Formaldehyd reagiert,
entsteht bei der thermischen Zersetzung 7,8,10-Trimethylisoalloxazin (,,Lumiflavin®). Hingegen
reagieren 3-Methylisoalloxazin-10-propionsdure (2a) und 3,p-Dimethylisoalloxazin-10-propion-
sdure (2¢) im pH-Bereich 2 — 6 intramolekular unter Photodecarboxylierung und Cyclisierung der
N(10)-Seitenkette nach N(1); in dieser Triplett-Reaktion, die erneut die Photoaktivitdt der N(1)-
Position bestitigt, entsteht das 1,2,5,6-Tetrahydro-4H,7H-benz[g]limidazo[1,2,3-ij]pteridin-4,6-
dion-System (8). Im pH-Bereich > 6 findet eine intramolekulare, vom Singulett- und Triplett-
Zustand aus verlaufende photochemische Abspaltung des N(10)-Substituenten statt, wobei
3-Methylalloxazin und Acryl- bzw. Crotonsiaure entstehen. — Das massenspektrometrische und
thermische Verhalten der Isoalloxazin-10-alkancarbonsduren wird analysiert (McLafferty-
Umlagerung und y-Wasserstoff-Abstraktion) und mit der Photoreaktivitdt verglichen.

Photochemistry of (Iso)Alloxazines, IV!-2
Dealkylation and Decarboxylation of Short-chained Isoalloxazine-10-alkanoic Acids

While 7.8-dimethylisoalloxazine-10-acetic acid (3a) yields 7.8-dimethylalloxazine (“lumichrome™),
carbon dioxide, and formaldehyde in an intermolecular triplet photoreaction, 7,8,10-trimethyl-
isoalloxazine (“lumiflavine”) and carbon dioxide are the products of the thermal decomposition.
On the other hand, 3-methylisoalloxazine-10-propanoic (2a) and 3,B-dimethylisoalloxazine-10-
propanoic acid (2¢) undergo an intramolecular photodecarboxylation and cyclisation of the N(10)-
side-chain to N(1) in the pH-range of 2—6 to yield the 1,2,5,6-tetrahydro-4H,7H-benz[g]imidazo-
[1,2,3-if]pteridine-4,6-dione system (8) in a triplet reaction, which again confirms the photoactivity
of the N(1)-position. In the pH-range > 6 the N(10)-substituent is split off via the singlet and triplet
state in an intramolecular reaction yielding 3-methylalloxazine and acrylic or crotonic acid, resp. —
The mass-spectroscopic and thermal behaviour of these isoalloxazine-10-alkanoic acids is analyzed

(McLafferty rearrangement and y-hydrogen abstraction) and is compared to the photochemical
reactivity.

D Teilweise vorgetragen aufder 2. Vortragstagung der Fachgruppe ,,Photochemie* der Gesellschaft
Deutscher Chemiker in Konstanz am 22. 11. 1974,

2 M1 Mitteil.: M. Gladys und W--R. Knappe, Chem. Ber. 107, 3658 (1974).
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Isoalloxazin-Derivate reagieren beim Bestrahlen in Gegenwart von Vinyl- oder Aryl-
essigsduren unter Decarboxylierung der Carbonsidure und reduktiver Alkylierung des
Isoalloxazins zu 4a- bzw. 5-Alkyldihydroisoalloxazinen 3~ %; als Zwischenstufe wird im
alkalischen Bereich zumindest in einem Fall das 8-Alkyl-1,8-dihydroisoalloxazin durch-
laufen ®. Uber die gleichen Positionen verlduft auch die enzymatische Aktivitit von Flavin-
enzymen (s. Diskussion im SchluBteil). Nachdem in den vorangegangenen Arbeiten 27’ die
photochemische Aktivitit der N(1)-Position des Isoalloxazingeriistes sowohl fiir Singulett-
als auch fiir Triplett-Reaktionen nachgewiesen wurde, soll in dieser Arbeit das photoche-
mische Verhalten der Isoalloxazin-10-alkancarbonsduren untersucht werden, fiir die bei
kurzer Kettenldnge durch sterische Begiinstigung der N(1)-Position gegeniiber den
C(4a)-, N(5) und C(8)-Positionen eine Entstehung von N(1),N(10)-iiberbriickten 1,5-
Dihydroisoalloxazin-Derivaten zu erwarten ist. Eine dhnliche intramolekulare Photo-
decarboxylierung und Cyclisierung haben Noyori und Mitarbb.® in der Acridinreihe
beobachtet: 5-(3-Acridyl)valeriansdure und 6-(9-Acridyl)capronsiure ergeben in dieser
Photoalkylierungsreaktion in etwa 10proz. Ausbeute 9,9-Tetramethylen- bzw. 9,9-Penta-
methylenacridan. Als Konkurrenz-Photoreaktion fiir die Cyclisierung kénnte ferner eine
Abspaltung des N(10)-Substituenten auftreten, wie sie in der Reihe der 10-Alkylisoalloxa-
zine beobachtet wurde 2,

Uber das photochemische Verhalten der Isoalloxazin-10-alkancarbonsiuren haben
bisher nur Kuhn und Rudy® kurz berichtet. Diese Autoren beobachteten den Photoabbau
der 7,8-Dimethylisoalloxazin-10-essigsiure (,,Flavin-10-essigsdure* %), der hauptsichlich
zu 7,8-Dimethylalloxazin (,Lumichrom*) neben etwas 7,8,10-Trimethylisoalloxazin
(,,Lumiflavin®“) fiihrte, ohne jedoch den Mechanismus dieser Reaktion zu untersuchen.
1936 identifizierten - Karrer und Mitarbb.' das Photooxidationsprodukt des 10-(3-
Hydroxypropyl)isoalloxazins als Isoalloxazin-10-propionsidure; die photochemische Re-
aktivitdt dieser Verbindung untersuchten sie jedoch nicht. Neben diesen beiden Arbeits-
gruppen haben sich lediglich McCormick und Mitarbb.!? mit der Darstellung dieser
Verbindungen als Zwischenstufen fiir die Synthese von Flavinpeptiden beschiftigt.

Synthese der Ausgangsverbindungen

Bercits McCormick und Mitarbb.!? hatten 7,8-Dimethylisoalloxazin-10-alkancarbonsiuren
durch Oxidation der entsprechenden Alkohole mit Salpetersidure dargestellt. Die fiir die vorliegende
Untersuchung benétigten Isoalloxazin-10-alkancarbonsduren 2a —d wurden jedoch auf folgendem
Wege synthetisiert: Durch Umsetzung von 1-Fluor-2-nitrobenzol mit den entsprechenden Amino-
siuren in sodaalkalischer Losung nach Lantz und Obellianne'® wurden die N-Carboxyalkyl-2-
nitroaniline 1a—d dargestellt.

3 p. Hemmerich, V. Massey und G. Weber, Nature (London) 213, 728 (1967).

4 W, H. Walker, P. Hemmerich und V. Massey, Helv. Chim. Acta 50, 2269 (1967).

5Y W. H. Walker, P. Hemmerich und V. Massey, Eur. J. Biochem. 13, 258 (1970).

8 M. Briistlein, W.-R. Knappe und P. Hemmerich, Angew. Chem. 83, 854 (1971); Angew. Chem.,

Int. Ed. Engl. 10, 804 (1971).

7 W-R. Knappe, Chem. Ber. 107, 1614 (1974).

8 R. Noyori, M. Kato, M. Kawanisi und H. Nozaki, Tetrahedron 25, 1125 (1969).

? R. Kuhn und H. Rudy, Ber. Deut. Chem. Ges. 68, 300 (1935).
10 1 der Literatur werden 7,8-Dimethylisoalloxazin-Derivate hiufig als ,,Flavine* bezeichnet.
10 p Karrer, T. Kébner und F. Zehender, Helv. Chim. Acta 19, 261 (1936).

'2} W. Fory, R. E. MacKenzie und D. B. McCormick, J. Heterocycl. Chem. 5, 625 (1968).
13 R. Lantz und P. Obellianne, Bull. Soc. Chim. France 1956, 311.
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Die durch katalytische Reduktion von 1a—d zuginglichen Phenylendiamin-Derivate wurden
in situ mit 3-Methylalloxan analog zu Kuhn und Weygand'® kondensiert. Die durch die N(3)-
Methylgruppe erhdhte Loslichkeit der entstandenen Isoalloxazine erméglichte auch die photo-
chemische Untersuchung in organischen Losungsmitteln.
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Die 7,8-Dimethylisoalloxazin-10-essigsiure (3a) wurde nach McCormick und Mitarbb.!?
durch Permanganat-Oxidation des 7,8-Dimethylisoalloxazin-10-acetaldehyds dargestellt, letzterer
wurde durch Perjodatabbau des Riboflavins erhalten!®. Die Veresterung der Isoalloxazin-10-
alkancarbonsiuren 2¢ und 3a zu 2i bzw. 3b erfolgte nach Kuhn und Rudy®.

Photochemie der 7,8-Dimethylisoalloxazin-10-essigséure (3a)

Die bereits von Kuhn und Rudy® 1935 beobachtete Photoreaktion von 3a fiihrt unter
aeroben Bedingungen bei pH 5 mit einer Quantenausbeute von 0.14 zu 7,8-Dimethyl-
alloxazin (,,Lumichrom®). Unter anaeroben Bedingungen hingegen fiihrt diese Photo-
reaktion mit einer Quantenausbeute von 0.80 konzentrationsunabhingig zu einem 1: 1-
Gemisch von 7,8-Dimethylalloxazin (7) und 7.8-Dimethyl-1,5-dihydroisoalloxazin-10-
essigsdure (5); dies deutet auf eine intermolekulare Photoreaktion hin. Entgegen den Anga-
ben von Kuhn und Rudy® konnte bei allen mit 3a durchgefiihrten Photoreaktionen in
keinem Fall 7,8,10-Trimethylisoalloxazin (,,Lumiflavin*) beobachtet werden. Als weiteres
Produkt der Seitenkette konnte neben Kohlendioxid durch den quantitativen Mikro-
nachweis mit Chromotropsiure (1,8-Dihydroxynaphthalin-3,6-disulfonsiure) '® eine der
zersetzten Menge von 3a etwa dquimolare Menge an Formaldehyd nachgewiesen werden.
Auf Grund dieser Befunde wird in Analogie zur reduktiven Photoalkylierung von Flavin
in Gegenwart von Arylessigsduren®~>' folgender intermolekularer Mechanismus (siche
S.2425) vorgeschlagen, der auch durch den Befund gestiitzt wird, daB der Methylester 3b
photochemisch nicht reagiert.

Die Jodidhalbldschungskonzentrationen betragen fiir die aerob durchgefiihrte Photo-
reaktion etwa 1 x 10™*m, fiir den anaeroben Fall 1.5 x 10~ ° M. Die Fluoreszenz von 3a
wird in Wasser bei pH 5 von 2.8 x 10”2M Jodid zur Hilfte geldscht; das Fluoreszenz-
maximum liegt bei 523 nm, und die Quantenausbeute der Fluoreszenz betriigt 0.24. In der

' R. Kuhn und F. Weygand, Ber. Deut. Chem. Ges. 68, 1282 (1935).
19 H. H. Fall und H. G. Petering, J. Amer. Chem. Soc. 78, 377 (1956).
16 C. E. Bricker und W. A. Vail, Anal. Chem. 22, 720 (1950).
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Literatur werden fiir typische Triplett-Reaktionen des Flavin-Systems 4 x 107 °m!7,
fiir typische Singulett-Reaktionen 2.6 x 10~ 2 m? als Jodidhalbloschungskonzentrationen
berichtet. Demzufolge verlduft der Photoabbau von 3a unter anaeroben Bedingungen
iiber den ersten angeregten Triplett-Zustand; die bei Sauerstoff-Ausschlu gefundene
etwas hohere Jodidhalblgschungskonzentration kann ebenfalls durch die Ausbildung
hydrophober Komplexeerklidrt werden, zu der Flavine ganzaligemein neigen '®. Im aeroben
Fall konkurrieren Sauerstoff- und Jodid-Loschung mit der intermolekularen Photoreak-
tion; auch hier kann eine Singulett-Beteiligung nicht nachgewiesen werden.

Die Quantenausbeute ist iiber den experimentell zur Verfiigung stehenden Konzentra-
tionsbereich von 2 x 10~ M (Sittigungskonzentration von 3a in Wasser) bis 1.5 x 107 %um
konstant, wegen der langen Lebensdauer des Triplett-Zustandes von etwa 55 ps bei Rum-

temperatur in Wasser !9 ist jedoch eine intermolekulare Photoreaktion mit der gefundenen
hohen Wirksamkeit moglich.

1 B. Holmstrom und G. Oster, J. Amer. Chem. Soc. 83, 1867 (1961).
18) M. Briistlein, Dissertation, Univ. Konstanz 1971.
19 S. Schreiner, Dissertation, Univ. Stuttgart 1974.
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Der Photoabbau von 3a ist nur wenig pH-abhingig, das Maximum der Quantenaus-
beute liegt bei pH 5~ 6, was sowohl mit dem von Schreiner'® gemessenen Triplett-pK
des Lumiflavins von 4.45 als auch mit dem von Haas und Hemmerich?% 2" fiir die Photo-
reaktion von Lumiflavin mit Phenylessigsdure bestimmten ,,Photo-pK* von 5.5 iiberein-
stimmt.

Die schnelle Hydrolyse eines Aminals vom Typ 4 ist in der Reihe des Isoalloxazins
schon hiufig beobachtet worden: Beispielsweise ist es trotz vieler Bemithungen bisher nicht
gelungen, das vermutete Intermedidrprodukt der Photoreaktion von Flavin mit a-Amino-
sduren zu isolieren 2°~ 22, Die einzige spektroskopische Charakterisierung eines solchen
Zwischenproduktes gelang Elliot und Bruice?®, die das elektronenarme 8-Cyan-3,10-
dimethylisoalloxazin photochemisch mit Athylendiamintetraessigsiure umsetzten.

Als Produkt der o-CH,-Gruppe von Glycin, Sarkosin und N,N-Dimethylglycin
nach der Photoreaktion mit Flavin wurde Formaldehyd quantitativ nachgewiesen 22,
wobei in Analogie zum Aminal 4 besonders das aus N,N-Dimethylglycin und Flavin
unter Photodecarboxylierung und reduktiver Alkylierung entstehende Aminal mit einer
N(5)— CH, — N(CH,),-Gruppe von Bedeutung ist. Auch die Untersuchung der Photo-
reaktion von 3a in aprotischen Losungsmitteln wie Acetonitril, in denen die Hydrolyse des
intermedidr gebildeten Aminals 4 langsamer bzw. gar nicht erfolgen sollte, brachte keinen
weiteren AufschluB: Auch hier wurde das gesuchte Mischspektrum des Aminals 4 bestehend
aus dem Flavin-Chromophor mit x,n*-Ubergéingen bei 445 und 370 nm und dem 5-Alkyl-
1,5-dihydroflavin-Chromophor mit einem m,n*-Ubergang bei etwa 340nm*® nicht
beobachtet, sondern stets das Mischspektrum von 5 und 7, das bei Sauerstoff-Zutritt in das
Mischspektrum von 3a und 7 iiberging. Bei aerober Durchfithrung des Photoabbaus
entstand als Endprodukt nur 7, da das pro Cyclus zu 509, wieder zuriickgebildete 3a
erneut photochemisch umgesetzt wird.

Mit der hohen Quantenausbeute von 0.80 ist 3a das lichtempfindlichste bisher bekannte
Flavin-Derivat; 3a ist iiber 2 GréBenordnungen lichtempfindlicher als Riboflavin, fiir
dessen Photoabbau eine Quantenausbeute von 0.006 gemessen wurde'™.

Photochemie der 3-Methylisoalloxazin-10-propionsiiure (2a) und
3,p-Dimethylisoalloxazin-10-propionsiiure (2c)

Wird eine wiBrige Losung von 2¢ bei pH 3.5 bestrahlt, so ergibt sich der in Abb. 1 wieder-
gegebene spektroskopische Verlauf.

Mit einer maximalen Quantenausbeute von 0.092 bei pH 4 entsteht eine neue Verbindung
(8b), deren UV-Spektrum ein Maximum bei 320 nm sowie eine ausgepragte Schulter bei
375 nm aufweist. Dieses UV-Spektrum ist gegeniiber dem des 3,10-Dimethyl-1,5-dihydro-
isoalloxazins, das in Abb. 1 punktiert wiedergegeben ist, um etwa 35 nm bathochrom — bei
gleichen Extinktionskoeffizienten — verschoben. Bei der Zugabe von Sauerstoff wird
8b analog dem 1,5-Dihydroisoalloxazin praktisch momentan oxidiert, und es entsteht
das Kation 9b, dessen UV-Spektrum (Schultern bei 401 und 430, Maximum bei 366 nm)

20 W, Haas, Dissertation, Univ. Konstanz 1973,

21) W. Haas und P. Hemmerich, Z. Naturforsch. 27B, 1035 (1972).

22 W R. Frisell, C. W. Chung und C. G. Mackenzie, J. Biol. Chem. 234, 1297 (1959).
23) p. L. Elliot und T. C. Bruice, ]. Amer. Chem. Soc. 95, 7901 (1973).
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ebenfalls in Abb. | dargestellt ist. Ein Vergleich mit den von Miiller und Massey2* ange-
gebenen spektroskopischen Daten fiir das ,,7,8-Dimethyl-1,10-4thanoisoalloxazinium-
perchlorat“ [pH 7: A, 428 sh (log € 4.09), 378 (4.23), A, 290 nm (3.40)] deutet auf die
strukturelle Ahnlichkeit von 8b mit dieser Verbindung hin. Wird die Photoreaktion von
2cineinem Gemisch von Essigsdure und Acetanhydrid durchgefiihrt und wird die Reaktions-
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Abb.1. Intramolekulare Photodecarboxylierung von 2¢ (0.95 x 10~ *wm in Puffer pH 3.5 unter
Sauerstoff-AusschluB in 1-cm-Thunberg-Kiivette). Bestrahlungsintensitit: 2.7 x 10! Quanten
der Wellenlangen 420 — 450 nm. Belichtungsdauer: 1) 0 s, 2) 15 s, 3) 45 s, 4) 240 s. Gestrichelte
Kurve: Oxidation von 8b mit Sauerstoff zu 9b. Punktierte Kurve: 3,10-Dimethyl-1,5-dihydro-
isoalloxazin (0.95 x 10~*w, aus 3,10-Dimethylisoalloxazin durch Bestrahlen in Gegenwart von
Athylendiamintetraessigsiure in situ dargestellt 24, Wasser, pH 5)

mischung nach dem Belichten weitere 30 min unter Sauerstoff-AusschluB stehengelassen,
so entsteht eine gegen Sauerstoff stabile Verbindung mit einem Absorptionsmaximum
bei 296 nm; dies weist auf eine acylierbare N(5)— H-Gruppe hin, vgl. 1. ¢.?%.

Dem bei der Photoreaktion von 2¢ entstehenden Produkt kommt daher die Struktur des
1,5-Dimethyl-1,2,5,6-tetrahydro-4H,7 H-benz[ g limidazo[ 1,2,3-ij] pteridin-4,6-dion 2 (8b)
zu. Dies wird zweifelsfrei durch diinnschichtchromatographischen und UV-spektro-
skopischen Vergleich von 8b mit authentischem, auf anderem Wege gewonnenem Material
(s. u.) bestitigt.

24) K. Enns und W. H. Burgess, J. Amer. Chem. Soc. 87, 5766 (1965), und dort zit. Lit.

25) F, Miiller und V. Massey, J. Biol. Chem. 244, 4007 (1969).

26 Herrn Dr. B. Langhammer vom Beilstein-Institut fiir Literatur der Organischen Chemie danke
ich fiir die Nomenklaturvorschlige.
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Die pH-Abhingigkeit der Quantenausbeute der Photoreaktion von 2c¢ zeigt den in
Abb. 2 wiedergegebenen Verlauf.
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Abb. 2. pH-Abhingigkeit der relativen Quantenausbeuten der Photoreaktion von 2¢ in Wasser,
3 x 1075 M, 0.1 M NaClO,, unter SauerstoffausschluB. pH 2—7: Decarboxylierung und Cycli-
sierung zu 8b, pH 6 — 11: Dealkylierung zu 3-Methylalloxazin (12)

Wihrend das Maximum der Quantenausbeute der intramolekularen, unter Decarboxy-
lierung verlaufenden, reduktiven Photocyclisierung bei pH 4 liegt und zum sauren Bereich
hin wegen der ab pH < 2 merklich auftretenden Loschung des ersten angeregten Sihgu-
lett-Zustandes durch Protonen abfillt, tritt ab pH > 6 eine neue Reaktion auf, die ab
pH > 7 allein beobachtet wird: Diese Reaktion besteht in der Abspaltung des N(10)-
Substituenten als Crotonsiure; ihr spektroskopischer Verlauf fithrt vom Startspektrum
von 2¢ mit Maxima bei 438 und 344 nm mit einer Quantenausbeute von 0.026 bei pH 8.4
zum Endspektrum des 3-Methylalloxazins (12) (Ay.x 379 und 335 nm) bzw. dessen Anions
(PK, = 8.5; Apax 424 und 332 nm), das gegen Sauerstoff stabil ist.

Wie in der Einleitung bereits erwiihnt, wurde diese intramolekulare Photodealkylierung
bereits in der Reihe der 10-Alkylisoalloxazine gefunden 2.

Die 3-Methylisoalloxazin-10-propionsiure (2a) reagiert vollig analog zu 2c.

Mechanismus der Photoreaktionen von 2a, ¢

Die Jodidhalbléschungskonzentration fiir die intramolekulare Photocyclisierung von
2c liegt bei pH 4.1 unter Sauerstoff-AusschluB bei 4.0 x 10~ M, in Gegenwart von Sauer-
stoff bei 1.1 x 10~ ° M. Diese Reaktion verliduft daher eindeutig iiber den Triplett-Zustand;
wie bereits erwihnt, werden in der Literatur fiir typische Triplett-Reaktionen des Isoalloxa-
zin-Systems Halbléschungskonzentrationen von 4 x 107°M Jodid angegeben'”. Der
hohere Wert fiir die unter aeroben Bedingungen durchgefiihrte Reaktion kommt durch
die kompetitive Loschung des Tripletts durch den Sauerstoff zustande; eine Beteiligung
des ersten angeregten Singulett-Zustandes ist nicht nachweisbar.

Da der 3,B-Dimethylisoalloxazin-10-propionsdure-methylester (2i) nicht reagiert,
photodecarboxyliert nur das Anion; dieses Verhalten wird auch bei der intermolekularen
reduktiven Photoalkylierung des Isoalioxazins in Gegenwart von Carboxylat-Anionen
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wie z. B. Phenylacetat oder Pyruvat beobachtet '8-20-21), Dje pH-Abhingigkeit zeigt ein
Maximum der Quantenausbeute bei pH 4, das gut mit dem von Schreiner ! zu 4.45 be-
stimmten Triplett-pK, des Lumiflavins mit N(5) als Protonierungsort iibereinstimmt.
BeipH < 4 nehmen die Quantenausbeuten wegen des pK, der Carbonsdure ab,beipH < 2
kommt noch die Loschung des ersten angeregten Singulett-Zustandes durch Protonen *”
hinzu. Bei pH > 4 nimmt die Quantenausbeute ebenfalls ab, daher ist das N(5)-protonierte
2a, ¢ im Triplett-Zustand die reaktive Spezies, in der das elektronenarme N(1) die Seiten-
kette elektrophil unter Decarboxylierung und Reduktion des Isoalloxazinkerns substitu-
iert. Der Mechanismus der Photoreaktion ist daher folgender:

3 *

R GOP R
HC~CH —
i 2
N N0 N-_N_O
N? “CH,4 ~Co N N-ch,
H* o I!I Io)
I2a": R =H 8a: R=H
%[2¢]*: R = CH, b: R = CH,

Ein dhnliches Verhalten war bereits bei der Photocyclisierung des 10-Phenylisoalloxa-
zins beobachtet worden ™, die allerdings iiber den ersten angeregten Singulett-Zustand
verlduft.

In organischen Lsungsmitteln wie Methanol, Acetonitril oder Benzol erfolgt die Photo-
decarboxylierung von 2a und ¢ zu 8a und b nur in Gegenwart schwacher Sduren, wie z. B.
bei Zusatz von 3 9 Essigsdure. In Abwesenheit der Siure findet die Abspaltung des N(10)-
Substituenten zu 3-Methylalloxazin (12) statt. Die B-Methylgruppe in 2¢ begiinstigt die
Photodecarboxylierung und Cyclisierung im Vergleich zu 2a, die Quantenausbeuten bei
pH 4.0 betragen 0.092 fiir 2¢ bzw. 0.065 fiir 2a, da durch sterische Wechselwirkung der
B-Methylgruppe mit dem 9-H-Atom des Isoalloxazin-Kerns eine ebene Konfiguration
der N(1)~ C(10a) — N(10) — C(B) — C(a)-Gruppierung begiinstigt wird. Das gleiche Argu-
ment gilt auch fiir die im alkalischen Bereich erfolgende Photodealkylierung: Bei pH 8.4
betragen die Quantenausbeuten bei 2¢ bzw. a 0.026 und 0.019; die Quantenausbeute fiir
2¢ ist deutlich groBer, da auch hier die sterische Wechselwirkung der B-Methylgruppe mit
9-H die ebene Anordnung der Seitenkette relativ zum Isoalloxazinkern begiinstigt, wie
bereits fiir die 10-Alkylisoalloxazine allgemein gezeigt wurde 2.

Die Jodidhalbléschungskonzentration der Photoalkylierung von 2¢ unter Sauerstoff-
ausschluB betrigt 1.8 x 107%M bei einer Quantenausbeute von 0.026 bei pH 84, in
Gegenwart von Sauerstoff wird eine Jodidhalbléschungskonzentration von 1.8 x 1072 M
bei einer Quantenausbeute von 0.0023, ebenfalls bei pH 8.4, gefunden. Daher verlduft
diese Photoalkylierung sowohl iiber den ersten angeregten Singulett- als auch iiber den
Triplett-Zustand im Verhiltnis 1:10. Fiir die analoge Photodealkylierung des 10-sec-
Butyl-3-methylisoalloxazins (2j) wurde in Acetonitril als Losungsmittel ein Verhiltnis
von 1:8 beobachtet?. Auch das Auftreten der (trans-)Crotonsiure, die diinnschicht-
chromatographisch als Produkt der Seitenkette von 2¢ nachgewiesen werden konnte,
ist analog dem Auftreten von trans-2-Buten im Falle von 2j.

2" 8. G. Schulman, J. Pharm. Sci. 60, 628 (1971).
156*



2430 W.-R. Knappe Jahrg. 108

Unabhiingige Synthese von 8a,b-Derivaten

Durch Umsetzung von 1-Fluor-2-nitrobenzol mit Aminoalkoholen wurden die bereits
oben angegebenen N-(Hydroxyalkyl)-2-nitroaniline 1e—h gewonnen. Durch katalytische
Reduktion und Kondensation in situ mit Methylalloxan entstehen daraus die entspre-
chenden 3-Methylisoalloxazin-10-alkanole 2e —h. Werden 2e und g nach Bhaduri und
Hemmerich?>® mit Thionylchlorid erhitzt, so bilden sich in hohen Ausbeuten iiber die
intermedidr durchlaufenen 10-Chloralkyi-Derivate 2k und m das 5-Methyl-4,6-dioxo-
1,2,5,6-tetrahydro-4H-benz[ glimidazo[ 1,2,3-ij]pteridinium-chlorid 2 (10a) bzw. das 1,5
Dimethyl-Derivat 10b, die zur Analyse als Perchlorate 10d und e gefdllt wurden.

|»
2k | CH;CH,C1
_p Soch @ 1 | CH;CHyCH,Cl _
1\( \CH m | CH(CH3)CH,Cl

n | CH;CH,CH,CH,C1

R R
Zn/
® [iIHz]“ CFsCOH CH"’]“
[P a] \ro (CH]CO))O @
N/ N ~CH,
(@]
R’ n X°
10a | H 1 Cl
b{cH, 1 Cl
¢l H 2 C1
d|H 1 cClo,
elcH, 1 clo, .
fln 2 clo, N__N_,0O

12 D
NENA N Hs
e}

Wird 10-(3-Hydroxypropyl)-3-methylisoalloxazin (2f) mit Thionylchlorid umgesetzt,
so entsteht ein Gemisch des 10-(3-Chlorpropyl)-3-methylisoalloxazins (21) mit dem 6-
Methyl-5,7-diox0-2,3,6,7-tetrahydro-1 H,5H-benzo[ gJpyrimidof 1,2,3-ij]pteridinium-
chlorid 29 (10¢), letzteres wurde in das Perchlorat 10f iibergefiihrt. Die Verbindungen
10d - f sind in Wasser nur bei pH < 5 bestéindig. Im alkalischen Bereich tritt ein nucleo-
philer Angriff von Hydroxyl-Ionen bzw. Wasser auf die 12a- (oder fiir 101: 13a-) Position
mit nachfolgender. Umlagerung analog 1. c.?? ein. Durch katalytische Reduktion oder
Reduktion mit Dithionit, Titan(III)-chlorid, Zink/Salzsdure oder Photoreduktion in
Gegenwart von Athylendiamintetraessigsdure?®-2® knnen 10d und e in 82 und b iiber-
gefiihrt werden. Als sauerstoffstabile Derivate dieses Systems wurden die 7-Acetyl-Ver-
bindungen dargestellt: Durch Reduktion mit Zink in Trifluoressigsdure in Gegenwart von

28) 4 P. Bhaduri und P. Hemmerich, unverdffentlichte Ergebnisse.
29 K. H. Dudley und P. Hemmerich, J. Org. Chem. 32, 3049 (1967).
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Acetanhydrid werden die Chloride 10a—c in die Acetylderivate 11a—c iibergefiihrt,
deren Strukturen durch die Massenspektren (Molekiilpeak, nachfolgend Acetylabspal-
tung, danach Abspaltung von Methylisocyanat), IR-Spektren (2C= O-Valenzschwingun-
gen des Pteridindion-Systems und eine Acetylbande bei 1642—1644 cm™!) sowie die
'H-NMR-Spektren (Signale und Kopplungen der 1- und 2-Methylenprotonen, fiir 11¢
1-, 2- und 3-CH ,-Gruppen) bestitigt werden.

Die durch Photodecarboxylierung von 2a und ¢ in Essigsdure/Acetanhydrid dargestell-
ten Acetylverbindungen erwiesen sich in allen Eigenschaften mit den Derivaten 11a und b
identisch. Ferner konnte im Falle der Photoreaktion von 2b(s. u.) in Gegenwart von Acet-
anhydrid die intramolekulare Decarboxylierung und Cyclisierung nach N(1), die durch
nachfolgende Acetylierung zu 11¢ hitte filhren miissen, ausgeschlossen werden.

Bei der Umsetzung lingerkettiger 10-(cw-Hydroxyalkyl)isoalloxazine wie etwa 2h mit
Thionylchlorid findet auch bei héheren Temperaturen und ldngeren Reaktionszeiten keine
intramolekulare Cyclisierung der entstandenen 10-(w-Chloralkyl)isoalloxazine (2nim Falle
von 2h) statt.

Photoreaktionen der 3-Methylisoalloxazin-10-buttersiure (2b) und 3,y-Dimethyl-
isoalloxazin-10-buttersiure (2d)

Durch Verliangerung der Seitenkette in 2a und ¢ um eine Methylengruppe veréndert
sich die Photochemie dieser Verbindungen tiefgreifend: 2d zeigt als einzige charakteri-
stische Photoreaktion die Abspaltung des N(10)-Substituenten, wobei in nur 60proz.
Ausbeute 3-Methylalloxazin (12) entsteht. Diese Photodealkylierung findet im Gegensatz
zu der analogen Reaktion von 2¢ im gesamten pH-Bereich statt; die Quantenausbeute bei
pH § betrigt 0.10. Eine Uberbriickung nach N(1) unter Decarboxylierung ist offenbar aus
sterischen Griinden ungiinstig, wie auch schon die nur schwer durchzufiihrende Cycli-
sierung von 21 zu 10c¢ ergab.

3-Methylisoalloxazin-10-buttersdure (2b), deren Dealkylierung wegen des Fehlens
einer y-Methylgruppe mit einer niedrigeren Quantenausbeute als fiir 2d beobachtet er-
folgen sollte, zeigt eine neue bisher nicht bekannte Photoreaktion: Diese im Kiivetten-
maBstab einheitlich verlaufende Reaktion fiihrt im gesamten pH-Bereich zu einer Verbin-
dung mit einem Absorptionsmaximum bei 293 nm und nur schwach ausgeprigten lang-
welligen Schultern. Die neue Verbindung ist gegen Sauerstoff — auch beim Bestrahlen —
stabil und 148t sich mit Nitrit/Essigsdure nur teilweise in ein mit dem Ausgangsmaterial
nicht identisches Isoalloxazinderivat iiberfiihren. Der Aufkldrung dieser Reaktion, die
auch bei noch lingerkettigen Isoalloxazin-10-alkancarbonsiuren auftritt und bei der es
sich vermutlich um eine Decarboxylierung und Cyclisierung nach N(5) handelt, soll eine
gesonderte Mitteilung gewidmet werden.

Massenspektroskopie und Thermogravimetrie der Isoalloxazin-10-alkan-
carbonsiiuren

Kuhn und Rudy® fanden fiir die Flavin-10-essigsdure (3a) den Schmelzpunkt 293°C
unter Zersetzung ohne Angabe der Produkte. Die Thermoanalyse zeigt eine Abspaltung
von Kohlendioxid, das massenspektrometrisch identifiziert wurde, in einem aus unbekann-
ten Griinden zweiphasigen ProzeB: Zwischen 142 und 177°C werden etwa 507 von 3a
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unter Decarboxylierung zum 78,10-Trimethylisoalloxazin (,,Lumiflavin“) zersetzt, wih-
rend der Rest erst ab 211 °C decarboxyliert. In einer nur auf 185°C erhitzten Probe ist
daher diinnschichtchromatographisch 3a noch eindeutig nachweisbar. Das Massenspek-
trum, das erst bei 200°C Probentemperatur aufgenommen werden konnte, zeigt daher
keinen Molekiilpeak, sondern als hochste Massenzahl m/e = 256, die zugleich Basispeak ist
und dem Lumiflavin (Mol.-Masse = 256) entspricht. Auch die weitere Fragmentierung
erfolgt analog dem Lumiflavin, vgl. 1. ¢.>%.

Der Flavin-10-essigsdure-methylester (3b), der auch photochemisch stabil ist, zersetzt
sich thermisch erst ab 273°C und ist bei 308 °C vollstindig geschmolzen; bei dieser Zer-
setzung entsteht ebenfalls Lumiflavin. Im Massenspektrum bei 200°C wird wegen der
relativ hohen thermischen Stabilitdt ein Molekiilpeak bei m/e = 314 gefunden. Die Frag-
mentierung erfolgt zum Teil iiber die N(10)-Seitenkette unter Abspaltung einer Methoxyl-
gruppe, zum groferen Teil jedoch unter Fragmentierung des Pyrimidindion-Ringes, wie
aus der Literatur von Isoalloxazin-Derivaten bekannt ist 3%,

Tab. Thermisches und massenspektroskopisches Verhalten einiger 3-Methylisoalloxazin-10-
alkancarbonsiuren

Substanz V{Jﬁg‘;?s:g' Zglsirtgll:zcgh:b Produkte der Thermolyse
2a * 191°C 12 (+ Acrylsdure)
b 79% 265°C 12 (+ 3-Butensdure)
c * 171°C 12 + Crotonsiure
d 1009, 244°C 12 (+ 3-Pentensiure)
i 87% 214°C 12 (+ Crotonsidure-methylester)
i 76% 241°C 12 + trans-2-Buten?
3a nicht moglich 142—-177°C Lumiflavin + Kohlendioxid
211-245°C
b nicht moglich 273°C Lumiflavin

In den mit einem * markierten Fillen lag die Aufnahmetemperatur des MS iiber der thermoana-
lytisch bestimmten Zersetzungstemperatur; %, McLafferty-Umlagerung = prozentualer Anteil der
Peaks m/e = 228 und 229 [12'* und (12-H)*] am Gesamtionenstrom mit m/e > 229; die in
Klammern gesetzten Produkte der Thermolyse wurden in Analogie zu den total analysierten
Fillen gefolgert.

Die analog der Norrish Typ II-Reaktion verlaufende Photodealkylierung der 3,B-
Dimethylisoalloxazin-10-propionsiure (2¢) legte es nahe, nach Parallelen im thermischen
{y-Wasserstoff-Abstraktion) und massenspektroskopischen Verhalten (McLafferty-Um-
lagerung) zu suchen, vgl. I. c.*" und die dort zitierte Literatur.

Im Massenspektrum von 2¢, das wegen der geringen Fliichtigkeit bei 200°C aufge-
nommen werden muflte, wird in der Tat ein Fragment der Massenzahl 228, das dem durch
Abspaltung der Seitenkette entstandenen 3-Methylalloxazin (12) entspricht, als Basispeak
gefunden, wiihrend der Molekiilpeak nur eine relative Intensitit von 0.5 % hat. Zur K lirung,
ob diesem Befund eine thermische oder massenspektroskopische Reaktion zu Grunde liegt,
wurde 2¢ auch thermoanalytisch untersucht: In der Thermoanalyse zeigt sich bereits ab

30) p. Brown, C. L. Hornbeck und J. R. Cronin, Org. Mass Spectrom. 6, 1383 (1972).
31 R. C. Dougherty, Fortschr. Chem. Forsch. 45, 93 (1974).
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171°C eine Gewichtsabnahme um 26.19;, die recht gut mit dem fiir die Abspaltung der
Seitenkette berechneten Wert von 27.4 % iibereinstimmt. Dariiber hinaus konnten an den
kalten Stellen des Tiegelhalters Kristalle der Crotonsidure entnommen werden, die somit
das thermische Fragmentierungsprodukt der Seitenkette darstellt. Der Methylester 2i
hingegen spaltet thermisch die Seitenkette erst ab 214 °C ab; dem fiir die Abspaltung von
Crotonsidure-methylester berechneten Gewichtsverlust von 30.5 9 entspricht sehr gut der
beobachtete Verlust von 30.0%. Im Massenspek trum, das schon bei 150°C aufgenommen
werden konnte, tritt die McLafferty-Umlagerung zu 87 % auf.

Um das Auftreten der McLafferty-Umlagerung eindeutig zu bestitigen, wurde das
10-sec-Butyl-3-methylisoalloxazin (2j), dessen Photodealkylierung zu 12 und trans-2-Buten
bereits friiher beobachtet wurde 2, erneut untersucht: 2j ist thermisch bis 241 °C stabil, die
ab dieser Temperatur erfolgende Zersetzung kann auch bei niedrigen Aufheizgeschwindig-
keiten thermogravimetrisch nicht analysiert werden, da das neben dem trans-2-Buten
entstehende 12 bereits ab etwa 280°C sublimiert. Das schon bei 125°C aufgenommene
Massenspektrum zeigt zu 76 %, das McLafferty-Produkt, dessen Auftreten somit eindeutig
auf eine massenspektroskopische Umlagerung zuriickzufiihren ist.

2a erleidet ab 191°C einen Gewichtsverlust von 25%, die berechnete Abnahme bei
Abspaltung der N(10)-Seitenkette als Acrylsdure betrigt 24.0 %,. Da das Massenspektrum
erst bei 250°C aufgenommen werden konnte, kann iiber eine McLafferty-Umlagerung bei
2a nichts ausgesagt werden. 2d zeigt die massenspektroskopische Abspaltung der N(10)-
Seitenkette bei 225°C zu 1009,; seine thermische Zersetzung beginnt erst ab 244°C.

SchluBfolgerung

Als ,,aktive Zentren“ der Coenzyme FMN und FAD wurden bisher nur die C(4a)- 3233,
N(5)-*? und C(8)-Positionen 3# diskutiert. Die vorliegende Untersuchung zeigt, daB bei
giinstiger sterischer Anordnung des ,,Substrates®, in der vorliegenden Arbeit: der kurzen
Seitenkette, und bei sterischer Ausschaltung der N(5)- und C(4a)-Positionen, wiederum
durch die zu kurze Kette, N(1) ebenfalls zu den aktiven Zentren des Isoalloxazingeriistes zu
rechnen ist. Zumindest in den photochemisch angeregten Zustinden kénnen Elektronen
liber die N(1)-Position in den heterocyclischen K ern hineingegeben werden, wie bereits bei
der intramolekularen Photocyclisierung des 10-Phenylisoalloxazins gefunden wurde .
Die in dieser Arbeit beschriebene thermische y-Wasserstoff-Abstraktion zeigt, daB die
N(1)-Position bei geeigneter sterischer Anordnung der Seitenkette auch im Grundzustand
aktiv ist.

Einige der hier beschriebenen Verbindungen, wie etwa der 3,8-Dimethylisoalloxazin-
10-propionsdure-methylester (2i), gehoren ferner zu jenen seltenen Substanzen, in denen
ein und dasselbe Molekiil photochemisch, thermisch und massenspektroskopisch die
gleiche Reaktion zeigt.

32) p, Hemmerich, G. Nagelschneider und C. Veeger, FEBS-Lett. 8, 69 (1970), und dort zit. Lit.
3% p. Hemmerich und M. Schuman-Jorns in C. Veeger, J. Drenth und R. A. Oesterbaan (Heraus-
geber), Enzymes: Structure and Function, 1. Aufl,, S. 95, North Holland, Amsterdam 1972.

34 p Hemmerich, A.P.Bhaduri, G.Blankenhorn, M. Briistlein, W. Haas und W-R. Knappe, in
T.E. King, H. S. Mason und M. Morrison (Herausgeber), Oxidases and Related Redox Systems,
1. Aufl,, S. 3, University Park Press, Baltimore 1973.
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Fréulein K. Bluhme und Frau M. Gladys danke ich fiir die hervorragende experimentelle Mit-
arbeit, Herrn E. Pilz fiir die Aufnahme der IR- und Massenspektren sowie Herrn G. A. Wildermuth
fiir die Thermoanalysen. Herrn Prof. P. Hemmerich danke ich fiir kritische Diskussionen und der
Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die groBziigige finanzielle Unterstiitzung.

Experimenteller Teil

Die Schmelzpunkte sind nicht korrigiert. IR-Spektren in Kaliumbromid, Perkin-Elmer-Gitter-
spektrophotometer Modell 621. — 'H-NMR-Spektren: Varian A 60-A Kernresonanzspektro-
meter bei ca. 40°C, Tetramethylsilan als innerer Standard. — Elektronenspektren: Varian-Techtron
635 M. — Fluoreszenzspektren: Perkin-Elmer-Geridt des Typs MPF 3. — Massenspektren:
Spektrometer CH-7 der Fa. Varian-Atlas bei direkter Probeneinfiihrung in die Ionenquelle. —
Thermoanalysen: Gerit STA 429 der Fa. Netzsch, gekoppelt mit Quadrupol-Massenspektro-
meter QMG 101 der Fa. Balzers.

Die analytischen Photoreaktionen wurden unter reinstem Argon mit 1%, Wasserstoff der Fa.
Linde, das zur Entfernung von Sauerstoff bis herab zu Konzentrationen < 1 ppm iiber einen Edel-
metallkatalysator (,,Deoxo-Gasreiniger“ der Fa. Heraeus) geleitet wurde, in 1-cm-Quarzkiivetten
durchgefiihrt. Als Lichtquelle diente ein umgebauter 6 x 6-cm-Diaprojektor mit einer Wolfram-
Halogen-Niedervoltlampe (400 Watt/36 Volt), die von einer Hewlett-Packard-Gleichstromver-
sorgung Typ 6268 B gespeist wurde, mit asphirischem Kondensorsystem und Warmefilter, das eine
Lichtdurchlissigkeit von ca. 350 —800 nm aufwies. In diesem Bereich wurden geeignete Spektral-
banden mit Hilfe von Metallinterferenzfiltern B-40 der Fa. Balzers ausgewihlt. Zur weitgehenden
Unterdriickung der IR-Strahlung wurde zusitzlich zum Wirmefilter ein IR-Reflektions-Inter-
ferenzfilter der Fa. Balzers vor der Kiivette in den Strahlengang gebracht. Die Quantenfluidichte
wurde am Ort der Kiivette mit einer Thermosiule CA 1 der Fa. Kipp und Zonen und einem Keithley
Nanovoltmeter Modell 180 bestimmt. Die QuantenfluBdichte bei z.B. 435nm betrug bis zu
10'7 Quanten/cm?s. Die Belichtungszeiten wurden mit einem abgestimmten Compur electronic
m-PhotoverschluB geregelt. Zur weiteren Stabilisierung gegen Netzspannungsschwankungen
wurden alle Gerite von einem Philips PE 1601-Wechselspannungsstabilisator versorgt. — Die
gemessenen Quantenausbeuten sind auf +20 9 genau, dierelative Genauigkeit ist besserals 10 %;,. —
Als Losungsmittel dienten bidestilliertes Wasser sowie frisch iiber Calciumhydrid fraktioniertes
Acetonitril.

Synthese der Ausgangsmaterialien

Alle N-substituierten o-Nitroaniline 1a—h wurden nach Lantz und Obellianne '* aus 1-Fluor-2-
nitrobenzol und der entsprechenden Aminoverbindung in wéBriger Natriumcarbonat-Ldsungdurch
16stdg. Erhitzen unter RiickfluB mit 70 —909, Ausb. gewonnen:

3-(2-Nitroanilino) propionsiure (1a): Schmp. 142~ 143°C aus Athanol.

CoH (N,0, (210.2) Ber. C51.42 H 4.80 N 1333 Gef. C51.24 H4.77 N 13.23
4-(2-Nitroanilino)buttersdure (1b): Schmp. 144 — 145°C aus Athanol.

CyoH;;N,0, (224.2) Ber. C53.57 H539 N 1250 Gel. C53.30 H5.26 N 1240
3-(2-Nitroanilino)buttersiure (1¢): Schmp. 99 — 100°C aus Athanol.

C,0H,,N,0, (224.2) Ber. C53.57 H539 N 1250 Gel. C 53.26 H 495 N 12.47

4-(2-Nitroanilino)valeriansiure (1d): Schmp. 66 —68°C aus Methanol; 4-Aminovaleriansiure
wurde nach Tafel®*) durch basische Hydrolyse von 5-Methyl-2-pyrrolidinon erhalten.

C,;H,4N,0, (238.2) Ber. C5545 H592 N 11.76 Gef. C 5525 H5.89 N 1145
3% J. Tafel, Ber. Deut. Chem. Ges. 22, 1860 (1889).
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2-(2-Nitroanilino)dthanol (1 )*® und 3-( 2-Nitroanilino)-1-propanol (1£)*7 sind literaturbekannt.
2-(2-Nitroanilino)-1-propanol (1g): Sdp. 128 —130°C/10~3 Torr.
CoH,,N,0; (196.2) Ber. C 5509 H 6.17 N 1428 Gef. C5491 H6.31 N 14.12

4-(2-Nitroanilino)-1-butanol (1h)*®: Schmp. 40—41°C, nach Dest. i. Hochvak., Sdp. 135 bis
138°C/0.0005 Torr.

C10H14N,04 (2102) Ber. C57.13 H6.71 N 1333 Gef. C57.10 H6.78 N 13.20

Die Isoalloxazin-Derivate 2a—h wurden nach der bereits publizierten Modifikation 7’ der Vor-
schrift von Kuhn und Weygand ' aus den durch katalytische Reduktion der 2-Nitroaniline 1a—~h
in situ dargestellten o-Phenylendiamin-Derivaten mit Methylalloxan-monohydrat ** erhalten und
aus Ameisensidure umkristallisiert:

3-Methylisoalloxazin-10-propionsiure (2a): Ausb. 559, ab 191°C Zersetzung (thermoanaly-
tisch). — UV: identisch mit 2¢. — MS (250°C, 70eV); m/e (%, des Basispeaks): 300 M* (0.7), 256
M* — CO,(0.5),228 M* — CH,=CHCO,H (100), 199 228 — CH,N (1.1), 171 228 — CH,NCO
(40), 143171 — CO (71).

Thermoanalyse: Eine Einwaage von 53.59 mg ergab bei einer Aufheizgeschwindigkeit von 2°C/
min in einem Heliumstrom von 51/h ab 191°C eine Gewichtsabnahme von 13.4 mg (25%). Im
Platintiegel blieb 3-Methylalloxazin (12) zuriick. Der Abspaltung von Acrylsiure entspricht eine
theoretische Gewichtsabnahme von 24.0%.

C.4H;;N,O, (300.3) Ber. C56.00 H 403 N 18.66
Gef. C 54924 H4.10 N 1843 Mol.-Masse 300 (MS)

3-Methylisoalloxazin-10-buttersiure (2b): Ausb. 58 %, ab 265°C Zers.,ab 285°C Sublimation. —
UV: identisch mit 2¢. — MS (225°C, 70 eV), m/e (%, des Basispeaks): 314 M* (18), 242 M* —
CH,=CHCO,H (8), 228 M* — CH,=CHCH,CO,H (100), 199 228 — CH;N (10), 171 228 —
CH;NCO (40), 143 171 — CO (66).
C;sH4N,O4 (3143) Ber. C57.32 H4.49 N 17.83
Gef. C57.68 H4.41 N 17.98 Mol.-Masse 314 (MS)

3,B-Dimethylisoalloxazin-10-propionsdure (2¢): Ausb. 67 %, ab 171 °C Zers. zu 3-Methylalloxazin
und Crotonsidure (thermoanalytisch). — UV (H,0, pH 7): A,,.. (log €) = 438 (4.00), 344 nm (3.91). —
Fluoreszenz (H,O, pH 7): A, 518 nm. — MS (200°C, 70 eV); m/e (%, des Basispeaks): 228 M* —
CH,CH=CHCO,H (100), 199 228 — CH,N (12), 171 228 — CH,3;NCO (42), 143 171 — CO (95).

Thermogravimetrie: Eine Einwaage von 45.90 mg fiihrte bei einer Aufheizgeschwindigkeit von
4°C/min in einem Heliumstrom von 51/h ab 171°C zu einer Gewichtsabnahme von 12.0 mg
(26.1%,). Wiihrend im Platintiegel 3-Methylalloxazin zuriickblieb, konnte von den kalten Stellen des
Tiegelhalters Crotonsdure in Form farbloser Kristalle entnommen werden. Fiir diese Fragmen-
tierung ist eine theoretische Gewichtsabnahme von 27.49% zu erwarten.

CisH{4N,O, (314.3) Ber. C57.32 H449 N 1783 Gef. C57.36 H440 N 17.78

3,y-Dimethylisoalloxazin-10-buttersdure (2d): Ausb. 639, ab 244°C Zers. (thermoanalytisch). —
MS (225°C, 70 eV); m/e (%, des Basispeaks): 228 M* — CH,CH =CHCH,CO,H (79), 199 228 -
CH;N (8), 171 228 — CH,NCO (38), 143 171 — CO (100).

36) p. Karrer, E. Schlittler, K. Pfaehler und F. Benz, Helv. Chim. Acta 17, 1516 (1934).

37 p. Karrer, T. Kobner, H. Salomon und F. Zehender, Helv. Chim. Acta 18, 266 (1935).

38) W. M. Moore und C. Baylor jr., J. Amer. Chem. Soc. 91, 7170 (1969).

39 E. Biilman und N. Berg, Ber. Deut. Chem. Ges. 63, 2188 (1930).

40 Isoalloxazin-Derivate geben in der Elementaranalyse hdufig um mehr als 1 %; zu kleine Kohlen-
stoffwerte; die Reinheitskontrolle erfolgte daher stets diinnschichtchromatographisch und an-
hand des UV-Spektrums.
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Thermogravimetrie: Ab 244°C trat Zersetzung ein; trotz der niedrigen Aufheizgeschwindigkeit
von 2°C/min war jedoch keine deutliche Stufe in der Gewichtsabnahme zu erkennen, da ab ca.
280°C auch das entstehende 3-Methylalloxazin sublimierte.

C,6H,¢N,O, (328.3) Ber. C5853 H491 N 1707 Gef. C5837 H4.79 N 16.83

3-Methylisoalloxazin-10-dthanol (2¢): Ausb. 74 %, Schmp. 293 —298°C, ab 274 °C Sublimation. —
UYV: identisch mit 2¢c.

C,3H{3N,O; (272.3) Ber. C 5735 H444 N 20.58 Gef. C 56.99 H 4.32 N 20.20

3-Methylisoalloxazin-10-propanol (2f): Ausb. 67 %, Schmp. 248 —250°C, ab 210°C Sublimation.
C,,H;4N,O; (286.3) Ber. C58.73 H4.93 N 19.57 Gef. C 5830 H4.86 N 19.42

3,8-Dimethylisoalloxazin-10-dthanol (2g): Ausb. 69 %, Schmp. 281 — 286 °C (Zers.).

C4H 4N,O; (286.3) Ber. C58.73 H 493 N 19.57 Gef. C 58.68 H 4.85 N 19.26
3-Methylisoalloxazin-10-butanol (2h): Ausb. 77 %, Schmp. 251 —256°C.

CysH16N4O; (300.3) Ber. C59.99 HS5.37 N 18.66 Gef. C59.25 H5.29 N 18.30

3,8-Dimethylisoalloxazin-10-propionsdure-methylester (21): 2¢ wurde nach Kuhn und Rudy® mit
HCl-gesittigtem Methanol verestert, Ausb. 859, ab 210°C Zers. (thermoanalytisch). — MS
(150°C, 70 €V); m/e (% des Basispeaks): 328 M* (7), 297 M* — CH;0 (1), 268 M* — CH,0CO
(9), 229 (23),228 M* — CH;CH=CHCO,CHj, (92), 199 228 — CH;N, 171 228 — CH,NCO (39),
172 (8), 170(12), 143 171 — CO (12), 142 170 — CO (100), 117 (18), 69 (23), 43 (19).

Thermogravimetrie: Bei einer Einwaage von 70.67 mg trat zunichst ab 106 °C bei einer Aufheiz-
geschwindigkeit von 4°C/min im Heliumstrom (5 1/h) eine Gewichtsabnahme von 9.0 mg (12.7 %)
auf, die dem Austreten des auch in der Elementaranalyse gefundenen Kristall-Methanols entspricht.
Ab 214°C wurde eine weitere Gewichtsabnahme um 18.5 mg (30.0 %) beobachtet, die sehr gut mit
dem berechneten Wert fiir die Abspaltung von Crotonsiure-methylester (30.5 %) iibereinstimmt. Im
Platintiegel bleibt 3-Methylalloxazin zuriick.

C,6H(N,O, - 1.5CH,0H (376.3) Ber. C 5585 H 5.85 N 14.89
Gef. C55.54 H5.21 N 14.64 Mol.-Masse 328 (MS)

10-sec-Butyl-3-methylisoalloxazin (2§)2: MS (125°C, 70 eV); m/e (% des Basispeaks): 284 M*
{14), 269 M* — CH, (37), 229 (64), 228 M* — CH,CH=CHCH, (100), 199 228 — CH;N (17),
71 228 — CH,NCO (57), 142 (74).

Thermogravimetrie: Ab 241°C begann die thermische Zersetzung von 2j, ohne jedoch nach
beendeter Abspaltung der N(10)-Seitenkette eine Stufe zu zeigen, vgl. 2d. Als Produkt konnte im
Platintiegel 3-Methylalloxazin nachgewiesen werden.

Flavin-10-essigsiure (3a): MS (200°C, 70eV); m/e (% des Basispeaks): 256 M* — CO, =
Lumiflavin (100), 242 (66), 213 256 — HNCO (71), 185 213 — CO (28), 171 (57), 170 (25), 156 (26).

Thermogravimetrie: Bei einer Aufheizgeschwindigkeit von 4°C/min i. Vak. zeigte eine Probe von
51.62 mg zwei CO,-Abspaltungsphasen bei 142 —177 und 211—245°C, beide tragen zu rund 50
zum Gewichtsverlust bei. Das CO, wurde massenspektroskopisch identifiziert, das im Platintiegel
zuriickbleibende Material konnte diinnschichtchromatographisch als Lumiflavin identifiziert
werden. Wurde das Aufheizen nach der 1. Abspaltungsphase beendet, so konnte nicht zersetztes
3a diinnschichtchromatographisch in der Probe nachgewiesen werden.

Flavin-10-essigsdure-methylester (3b): Veresterung von 3a nach Kuhn und Rudy®. Der Ester
zersetzt sich ab 237°C, wobei Lumiflavin entsteht. — MS (200°C, 70 eV); m/e (%, des Basispeaks):
314M™ (6),313M* — H(34),282313 — CH;0(5),271M* — HNCO((13),256 Lumiflavin? (?)(24),
243 271 — CO (6), 60 (25), 45 (45), 43 (100).



1975 Photochemie des (Iso)Alloxazins, IV 2437

Umsetzung von 2e—h mit Thionylchlorid nach 1. ¢.*®

5-Methyl-4.6-dioxo-1,2,5,6-tetrahydro-4H-benz [g Jimidazo[ 1,2,3-ij ] pteridinium-chlorid (10a) und
-perchlorat (10d): 1.00 g (3.67 mmol) 2e wurden mit 12 m! Thionylchlorid erst 1 h bei Raumtemp.
geriihrt, dann 30 min unter RiickfluB erhitzt. Der beim Abkiihlen auf0°C ausfallende Niederschlag
von 10a wurde abfiltriert und zunichst mit Ather, dann mit Hexan gewaschen und i. Vak. bei
60°C getrocknet. Schmp. 211 -217°C, gelbe Kristalle, 870 mg (82 %).

Zur Analyse 16ste man 300 mg 10a in etwa 5 m} Wasser bei 20°C, filtrierte und versetzte bei
0°C langsam mit 3 ml 60 proz. Perchlorsdure. Der ausfallende blaBgelbe Niederschlag wurde ab-
filtriert, mit Eiswasser gewaschen und i. Vak. getrocknet. Ausb. 270 mg (82 %) 10d, Schmp. 282 bis
290°C. — IR (KBr): C(6)=0 1743, C(4)=0 1700, CIO¢ 1080—1150 und 625cm~'. — UV (0.1 N
HCIO,): A,y 405 sh (log € 3.87), 368 (4.10), 256 (4.45), 212 nm (4.38).

[Ci3H i N,O,]CIO, (354.7) Ber. C44.02 H3.13 C110.00 N 15.80
Gef. C43.96 H3.09 Cl 9.78 N 1581

Analog wurden aus 2g 1,5-Dimethyl-4,6-dioxo-1,2,5,6-tetrahydro-4H-benz [g Jimidazo[1,2,3-ij |-
pteridinium-chlorid (10b) und -perchlorat (10e) dargestellt; Schmp. 202 - 204 bzw. 319—322°C. —
IR (KBr): C(6)= 0 1740, C(4) = O 1705, C10$ 1085 — 1135 und 625 cm~!. — Das UV-Spektrum von
10 e ist identisch mit dem von 10d.

[C14H,3N,0,;]CIO, (368.7) Ber. C45.60 H 3.55 C19.62 N 15.20
Gef. C45.51 H3.59 C19.34 N 15.19

6-Methyl-5,7-diox0-2,3,6,7-tetrahydro-1H,5 H-benzo[ g | pyrimido [ 1,2,3-ij | pteridinium-chlorid (10c)
und -perchlorat (101): Bei der Umsetzung von 2f mit Thionylchlorid analog zur Darstellung von
10a, b wurde 10c in 43 proz. Ausb. erhalten, Schmp. >350°C. Zur Analyse wurde wie oben das
Perchlorat 10f dargestellt, Schmp. 295 —301°C. — IR (KBr): C(7)=0 1737, C(5)=0 1695, C1O$
1065—1145 und 615—625cm™'. —*UV (0.1 N HCIO,): A, 392 (log € 4.00), 367 (4.12), 304 sh
(3.45), 257 (4.44), 212 nm (4.36).

[C14H;3N,0,]CIO, (368.7) Ber. C45.60 H3.55 C19.62 N 1520
Gef. C 4548 H3.54 C19.74 N 15.08

Aus der Thionylchlorid-Mutterlauge fielen bei Zugabe von 50 ml Ather 250 mg (19 %) 10-( 3-
Chlorpropyl)-3-methylisoalloxazin (21) in gelben Kristallen vom Schmp. 169 — 172°C (Zers.) aus. —
IR (KBr): C(4)=0 1742, C(2)=0 1710 cm™!. — UV (Methanol): identisch mit 2c.

C;14H,5CIN,O, (304.7) Ber. C55.18 H4.30 Cl11.64 N 18.39
Gefl. € 542349 H4.21 Cl111.34 N 17.90

10-(4-Chlorbutyl)-3-methylisoalloxazin (2m): Bei der Umsetzung von 2h mit Thionylchlorid
entstand auch nach 3stdg. Kochen kein Niederschlag, mit Ather konnte 2n in nahezu quantitativer
Ausb. gefillt werden, Schmp. 204 —207°C. — UV (Methanol): identisch mit 2¢.

C,sH;5CIN,O, (3188) Ber. C56.52 H4.74 Cl111.12 N 17.58
Gef. C 556249 H4.79 Cl11.41 N 17.70
Darstellung von 11a—c¢ nach 1. ¢.*®

7-Acetyl-5-methyl-1,2,5 6-tetrahydro-4H,7 H-benz [ g Jimidazo [ 1,2,3-ij [ pteridin-4,6-dion (11 a):
400 mg (1.38 mmol) 10a wurden in 3 ml Trifluoressigsdure und 3 ml Acetanhydrid geldst und bei
Raumtemp.innerhalb von | h mit 150 mg Zinkstaub versetzt. Nach 1 h weiteren Riihrens wurde noch
30 min unter RiickfluB erhitzt. Nach Abfiltrieren ungelosten Zinks wurde zur Trockne eingedampft
und der Riickstand in 10 ml Wasser aufgenommen, wobei das Endprodukt 11a ungeldst blieb.
Nach Abfiltrieren und Trocknen 235 mg (57 %) farblose, bei 271 — 275 °C schmelzende Kristalle. —
IR (KBr): C(6)=0 1712, C(4)=0 1670, CH,C=0 1644cm~'. — UV (Methanol): A, 295
(log € 3.86), 235 (4.32), 213 nm (4.40); in 6 N HCI: A, 308 (log € 3.86), 237 (4.21), 209 (4.39). —
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IH-NMR (CDCl,): t = 2.18 — 345 (m, 4 aromat. H), 5.50—6.23 (m, 1-, 2-H), 6.67 (s, 5-CH,), 7.72
(s, CH,CO). — MS (150°C, 70 eV); m/e (% des Basispeaks): 298 M * (0.4), 297 M* — H (3), 256
M* — CH,CO (8), 255 M* — CH,CO (100), 254 297 — CH,CO (10), 199 256 — CH,;NCO (3),
198 255 — CH,NCO (3), 171 199 — CO (16), 170 198 — CO (18), 143 170 — HCN (9), 43 CH,CO
7.
CysH,aN,O; (298.3) Ber. C 60.39 H 4.73 N 18.78
Gef. C 6033 H470 N 1855 Mol.-Masse 298 (MS)

7-Acetyl-1,5-dimethyl-1,2,5,6-tetrahydro-4H,7H-benz [ g Jimidazo [ 1,2,3-ij | pteridin-4,6-dion (11b)
wurde analog aus 10b dargestellt, Ausb. 629;, Schmp. 275 —280°C, farblose Kristalle, die laut
Elementaranalyse 0.25 mol Essigsdure einschliefen. — IR (KBr): C(6)=0 1718, C(4)=0 1660,
CH,C=0 1643 cm™'. — UV (Methanol): A, 297 (log € 3.89), 235 (4.31), 214 nm (4.40); in 6 N
HCL: Aax 308 (log € 3.88), 241 (4.23), 210 (4.40). - '"H-NMR (CDCl;): © = 2.25—3.28 (m, 4 aromat.
H), 5.30—6.32 (m, 1-, 2-H), 6.67 (s, 5-CH3), 7.73 (s, CH,C=0), 8.32 (d, 1-CH,). — MS (175°C,
70 eV); m/e (%, des Basispeaks): 312 M * (6),269 M* — CH,CO(100), 228 (54), 171228 — CH;NCO
(30), 143 171 — CO (61), 116 143 — HCN (17).

C,6H 6N,O;-025CH,CO,H (327.3) Ber. C 60.54 H 5.23 N 17.12
Gef. C 6047 H5.17 N 17.22 Mol.-Masse 312 (MS)

8-Acetyl-6-methyl-2,3,6,7-tetrahydro-1H,5H8H-benzo[g [pyrimido[1,2,3-ij [ pteridin-5,7-dion
(11¢) wurde analog aus 10c dargestellt, Ausb. 60 9, farblose, bei 305 —310°C schmelzende Kri-
stalle. — IR (KBr): C(7)=0 1702, C(5)=0 1655, CH,C=0 1642 cm~'. — UV (Methanol):
Amax 310 (log e 3.86), 235 (4.26), 214 nm (4.36); in 6 N HCI: A, 319 (log & 3.94), 248 (4.20),210 (4.35). —
'H-NMR ([D;]Pyridin): Die aromatischen Protonen sind von den a- und y-Wasserstoffen nicht
deuterierten Pyridins verdeckt, t = 6.48 (s, 6-CH3), 6.32—6.66 (m, 1- und 3-CH,). — MS (125°C,
70 eV); m/e (% des Basispeaks): 312 M* (5),271(17),270 M*,— CH,CO (100),269 M* — CH,CO
(31), 256 M* — CH;NCO (36), 213 270 — CH,;NCO (2), 185 213 — CO (10), 171 (14), 157 (27),
130 (21), 43 CH,CO (98).

C,6H,6N,O; (312.3) Ber. C61.53 H5.16 N 1794
Gef. C60.484” H5.14 N 17.54 Mol.-Masse 312 (MS)

Quantitativer Mikronachweis von Formaldehyd nach l.c.'™ bei der Photoreaktion von 3a: Zwei
2-ml-Proben einer nahezu gesittigten wiBrigen Losung von 3a (2.6 x 10~ * M) wurden mit 445-
nm-Licht bestrahlt, bis keine gelbgriine Fluoreszenz mehr sichtbar war. Nach Zugabe von je
250 mg Chromotropsdure (1,8-Dihydroxynaphthalin-3,6-disulfonsédure) wurde das Wasser im
Olbad bei 130°C abgedampft. Einengen unter vermindertem Druck fiihrt zu groBen Verlusten an
Formaldehyd. Nach Zugabe von 5 ml konz. Schwefelsdure wurde 30 min auf 100°C erhitzt und
nach Abkiihlen auf 50 ml Endvolumen aufgefiillt. Die Proben zeigten in 1-cm-Kiivetten gegen eine
Blindlosung von Chromotropsiure und 7,8-Dimethylalloxazin Extinktionen von 0.112 und 0.114,
die der Entstehung von 13.8 und 14.1 ug Formaldehyd entsprechen. Die Ausbeute lag daher bei
88 und 909, und kann als nahezu quantitativ bezeichnet werden.

Photodecarboxylierung und -cyclisierung von 2a, ¢: 100 mg 2a bzw. ¢ wurden in einem Gemisch
von 100 m] Essigsdure und 100 ml Acetanhydrid bei 20°C unter Stickstoff mit einer Quecksilber-
hochdrucklampe Philips HPK 125 und Solidexfilter bestrahlt, bis kein Ausgangsmaterial mehr
UV-spektroskopisch nachweisbar war. Nach einstiindigem Stehenlassen wurde die Reaktions-
mischung unter vermindertem Druck zur Trockne eingedampft. Der Riickstand besteht aus 11a
bzw. b, wie durch diinnschichtchromatographischen Vergleich mit authent. Material und UV-
Spektren nachgewiesen wurde.

Bei der analogen Umsetzung von 2b konnte kein 11¢ nachgewiesen werden.
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