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49. Studien in der Lumiflavin-Reihe VII1) 
Zur Kenntnis der 4-Desoxyflavine 

und der Struktur von Flavin-Metallchelaten 
von P. Bamberg, P. Hemmerich und H. Erlenmeyer 

(5. XII. 59) 

In einer fruheren Mitteilung2) haben wir gezeigt, dass Riboflavin (Ia, R = Ribi- 
tyl), das in der tautomeren Form I b  formal die Chelatgruppe des Oxins (IV) aufweist. 
bei pH < 8 keine stabilen Chelate vom Typus der Oxinate (Ic, i\cidokomplexe) aus- 
bildct . 
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Dieses Verhalten l a s t  zwei Deutungen zu : 
1. Die Metallkomplexbildung I b  -+ I c  ist sterisch durch den anellierten Benzol- 

kern stark behindert ; Flavinkomplexe des Typus I c weisen daher so geringe Stabilitat 
auf, dass sie potentiometrisch nicht erfassbar sind. Die reale Bedeutung dieses ste- 
rischen Faktors wurde schon fruher ausfuhrlich diskutiert ”. 

2. Der Isalloxazin-Kern reagiert nicht in der Oxin-analogen Form I b, sondern 
bildet Chelate IIa, die sich von der dem Pyocyanin (111)3) verwandten Form I1 
ableiten (reine Ion-Dipol-Komplexe) und sich acidimetrisch nicht nachweisen lassen. 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, anhand von Modellverbindungen zu unter- 
suchen, ob sich Strukturen des Typus I b uberhaupt verwirklichen lassen, deren 
Stabilitat Voraussetzung fur die Chelatbildung nach I b  + I c  ware. Wir haben die 
Moglichkeit zur Synthese von Isoalloxazinen (V) gepruft, die in 4-Stellung an Stelle 

l) VI. Mitteilung: Helv. 4.3. 372 (1960). 
2, P. HEMMERICH & S. FALLAB, Helv. 47, 498 (1958). 
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von OH (vgl. Ib)  einen stabilen, nicht tautomerisierenden Substituenten R" auf- 
weisen. Derart strukturierte Verbindungen, die als Desoxy-Derivate von Flavinen 
aufgefasst werden konnen, sind auch als mogliche ubergangsstufen zwischen Purinen 
und Flavinen biochemisch interessant. 

R 

R" 

Wir haben fruher4)5) Derivate des Lumiflavins (XX, R' = CH,) dargestellt, die 
im Kern A abgewandelt waren und die sich durch Verallgemeinerung der Flavin- 
5ynthese nach TISHLER~) (vgl. XXI + XX) erhalten liessen. In  Fortfuhrung dieser 
Versuche stellten wir fest, dass Barbitursaurederivate, die nicht in Triketoform rea- 
gieren konnen - z. B. 4-0-Methyl-barbitursaure (VI) oder S-Methyl-2-thio-barbitur- 
siiure (VII) - die TIsHLm-Kondensation nicht eingehen, so dass Flavine vom 
Typus VIII und IX auf diesem Wege nicht erhaltlich sind. Andere Beschrankungen 
hinsichtlich Variation der Pyrimidinkomponente weist die Flavinsynthese nach 
R. KUHN') auf (vgl. XIX + XX), was mit der Unbestandigkeit selbst einfachster 
Derivate des Alloxans (XIX) zusammenhangt. 
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Einzig das in der Literatur als Isodialursaure E, (XIV, R := H) bekannte Oxydations- 
produkt des 5-Hydroxy- bzw. 5-Amino-uracils zeigte bisher in dieser Reaktion 
Alloxan-ahnliches Verhalten g). Das mit XVIII b entstehende 4-Dcsoxy-lumiflavin 
(XVI, R' = CH,) liess sich nicht rein erhalten. Ebenso wie das bestandigere 2-Isomere, 
das wir fruher auf andereni Wege erhielten5), autoxydiert sich XVI, R' = CH, schon 
bei Zimmcrtemperatur unter Bildung von Lumiflavin (XX, R == CH,). 

~ 

3, H. HILLEMANN, Ber. deutsch. chem. Ges. 71, 34 (1938). 
4) 1'. HEMMERICH, S. FALLAB & H. ERLENMEYER, Hclv. 39, 1242 (19.50). 
5) P. HEMMEKICH & H. ERLENMEYER, Helv. 40, 180 (1957). 
6 ,  M. TISHLEK, K. PFISTIEK, K. I>. 15ABSON. K. I~AUP:NHIJKG & A. J .  FLEMING, J .  Amer. 

chem. Snc. 69, 1487 (1947). 
7)  R. KUHN & F. WEYGAND, Ber. deutsch. chem. Ges. 68, 1282 (1935). 
8 )  K. REHREND & 0. ROOSEN, Liebigs i2nn. Chem. 257, 235 (1889). 
9, 1'. HEMMERICH, Helv. 41, 514 (1958). 
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In weiteren Versuchen erhielten wir auch bei der Kondensation von 6-Methyl- 
isodialursaure (XIV, R = CH,) lo) mit dem Aminokorper XVIII b 11) Lumiflavin als 
einzig nachweisbares Folgeprodukt . Dieser bemerkenswerte Fall der Spaltung einer 
C-C-Rindung durch 0, bei Zimmertemperatur veranlasste uns zu genauerem Studium 
des Reaktionsverlaufs. 

Einen stabilisierenden Einfluss erhofften wir vom Phenylkern als inoxydablem, 
resonanzfahigem, nicht tautomerisierendem Substituenten in 4-Stellung des Flavins 
V, R = H, R’ = CH,, R ”  = C,H,, dessen Entstehung bei der Reaktion von N-Methyl- 
o-phenylendiamin (XVIII a) mit der noch unbekannten 6-Phenylisodialursaure 
(XIV, R == C,H,) zu erwarten war. 

Die benotigte 6-Phenylisodialursaure konnten wir uber funf Stufen, ausgehend von 
oc-Phenylazo-benzoylessigsaure-athylesther (X, R = C,H,) und Thioharnstoff, 
darstellen. Die rnit Kaliumbutylat in Butanol ausgefuhrte Kondensation von X, R = 

C,H, mit Thioharnstoff lieferte zunachst das 2-Thio-5-phenylazo-6-phenyl-uracil 
(XI, R = C,H,) ; dieses wurde sodann rnit alkalischem Wasserstoffperoxyd entschwe- 
felt zum 5-Phenylazo-6-phenyl-uracil (XII, R = C,H,). Die reduktive Spaltung zum 
Aminokorper XIII, R = C,H, fuhrten wir rnit alkalischem Natriumdithionit durch. 
Durch Oxydation rnit Brom erhielten wir schliesslich die 6-Phenylisodialursaure XIV, 
R = C,H,, als massig wasserlosliche, gut kristallisierende, farblose Verbindung, die 
in ihren Eigenschaften der von R. BEHREND & H. OSTEN~O) dargestellten 6-Methyl- 
isodialursaure (XIV, R = CH,) nahe verwandt ist. So kristallisiert sie wie diese mit 
einem Mol Wasser und bildet rnit Phenylhydrazin ein normales Hydrazon (XIIa, 
R = C,H,), das durch Dehydratisierung rnit Essigsaureanhydrid wieder in den Azo- 
korper XII, R = C,H, ubergefuhrt werden kann. 

Wir haben nun XIV, R = C,H, in saurem Milieu rnit aromatischen o-Diaminen 
umgesetzt, analog zu den von KUHLING1*) beschriebenen Reaktionen des Alloxans 
(XIX). Wahrend das aus Isodialursaure (XIV, R = H) - wie wir fanden - mit o- 
Phenylendiam (XVa) in sich bildende, sehr wenig stabile 4-Desoxyalloxazin (XXII) als 
Hydrat vorliegt, das durch Persauren zu Alloxazin (XXIV) oxydiert wird, l a s t  sich 
aus 6-Phenylisodialursaure (XIV, R = C,H,) rnit XVa 4-Phenyl-4-desoxy-alloxazin 
(XXIIIa) erhalten, das sich als bestandig erwies und unseres Wissens die erste be- 
kannte stabile Verbindung dieser Reihe darstellt. In analoger Reaktion erhielt man 
XXIIIb aus dem entsprechenden Diamin XVb. 

Bei der Kondensation von 6-Phenylisodialursaure (XIV, R = C,H5) mit N-Methyl- 
o-phenylendiamin (XVIII a) in verdunnter Mineralsaure 15) erhielt man vorwiegend 
Reduktion von 6-Phenylisodialursaure zu 6-Phenyl-5-hydroxy-uracil (XXV). Beim 
Arbeiten in absolut essigsaurem Milieu in Gegenwart von Borsaure nach KUHN 7 )  

erhielt man indessen einen tief rotbraunen, kaum luftempfindlichen Farbstoff, der 
sich papierchromatographisch von zwei weiteren Komponenten abtrennen liess. Sein 
langwelligess Abs.-Max. in Ameisensaure liegt bei 501 mp (vgl. Fig. 2). Diese Absorp- 

lo) R. BEHREND & H. OSTEN, Liebigs Ann. Chem. 343, 133 (1905). 
11) R. KUHN & K. REINEMUND, Ber. deutsch. chem. Ges. 67, 1932 (1934). 
l2) C. BULOW & E. HAILER, Ber. deutsch. chem. Ges. 35, 915 (1902). 
13) W. A. BOLHOFER, J .  Amer. chem. SOC. 74, 5459 (1952). 
14) 0. KUHLING, Ber. deutsch. chem. Ges. 24, 2363 (1891). 
15) R. KUHN & F. WEYGAND, Ber. deutsch. chem. Ges. 67, 1409 (1934). 
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tion ist charakteristisch fur die gewohnlich nur unter Luftausschluss in saurer Losung 
bestandigen Rhodoflavinsemichinone (XXVIII). 

Physikalische Daten von Rhodoflavin-semichinonen geben erstmals KUHN & WAGN EK- 
J A U R E G G ~ ~ )  an, die das langwellige Abs.-Max. von Rhodoriboflavin-semichinon (XXVIII a) in 
10-proz. HC1 bei 490 mp fanden. MERKEL & NICKERSoN17) fanden 480 mp fur Rhodoriboflavin- 
semichinon. Die Messungen werden dadurch erschwert, dass die autoxydable Rhodoflavin-sem- 
chinon-Losung wechselnde Mengen des entsprechenden Flavochinons (XXIX) enthalt ; neben 
der Autoxydation muss auch eine mogliche Disproportionierung in Rechnung gestellt werden 
(vgl. XXVIII j. XXIX und XXXII). Hierdurch wird das langwellige Maximum der Khodo- 
Form scheinbar gegen kiirzere Wellenlangen verschoben. BEINERT 18) hat in seinen Messungen 
erstmals Korrekturen fur diesen Unsicherheitsfaktor eingefdhrt und kommt auf 503 mp fur das 
Abs.-Max. des reinen Rhodoflavin-mononucleotid-semichinons in ca. 1 N HCI. 

399 

XXVIII 0 

Wir fanden, dass bei der Verwendung von SnCl, als Redox-Puffer Rhodo-(iso)- 
alloxazin-semichinone in Ameisensaure oder 1 N HC1 soweit stabilisiert werden, dass 
der von REINERT angegebene Wert von 503 mp in vielen Fallen direkt gemessen 
werden kann. Die langwellige Bande der (1so)alloxazin-chinone im Bereich 360- 
420 mp verschwindet in diesen Fallen vollstandig (vgl. Fig. 2). Das reine Rhodo- 
flavin-Spektrum stellt sich vermutlich als eine Uberlagerung des Leukoflavin- 
spektrums 19) l) und der Absorption des Radikalelektrons dar. Wir erhielten 503 nip 
fur 3-Methyl-rhodolumiflavin-semichinon l) (XXVIII b) und 504 mp fur Khodo- 
lumichrom-semichinon (XXVIII c). Das langwellige Abs.-Max. der Rhodo-semichinon- 
Form ist also invariant gegen Substitution des (1so)alloxazinkerns in 3- und 10-Stel- 
lung. Hingegen ist die Lage der langwelligen Bande abhangig von Substituenten in 
allen ubrigen Stellungen des Kerns. So verschiebt der Wegfall der 7- und 8-standigen 
Methylgruppen (XXVIIId) die Absorption um ca. 30 mp nach kurzeren Wellen- 
Iangen : fur das Rhodo-semichinon des 10-Methylflavins (XXVIII d) fanden wir 
450 mp, korr. l*) ca. 470 mp. Die Phenylgruppe im 4-Desoxy-4-phenyl-alloxazin- 
semichinon (XXX) erhoht diesen Wert wieder auf 480 mp, korr. ca. 490 mp (Fig. 2 ) .  

16) R. KUHN & T. WAGNER-JAUREGG, Ber. deutsch. chem. Ges. 67, 361 (1934). 
J .  R. MERKEL & W. J .  NICKERSON, Biochim. Biophys. Acta 14, 303 (1954). 
H. BEINERT, J .  Amer. chem. Soc. 78, 5323 (1956). 

Ig) REINERT (vgl. la)) gibt fur 75-proz. reduziertes FMN in 1~ HCl Abs.-Max. bei 255 my, 
320 mp, 480 mp. Wir fanden (vgl. l)) fur verschiedene stabilisierte, reinc Leuko-(iso)alloxazine 
je 2 Abs.-Max. im Bereich yon 255 mp und 320 mp in .4meisensaure. 
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Bemerkenswert war, dass das Rhodo-semichinon des 4-Desoxy-4-phenyl-alloxa- 
zins (XXX), ebenso wie die 7,8-Dimethyl-(iso)alloxazin-semichinone, unter den er- 
wahnten Bedingungen (Ameisensaure, SnC1,) langere Zeit unverandert haltbar war, 
im Gegensatz zu 7,8-standig unsubstituierten Homologen, wie z. B. 10-Methyl-rhodo- 
flavin-semichinon, das unter gleichen Umstanden nach ca. 3 Std. unter Autoxydation 
bzw. Disproportionierung (XXVIIId -+ X X I X d  + XXXIId)  wieder in die Chinon- 
form X X I X d  ubergegangen war. Die Stabilitat der Radikdstufe ist offenbar stark 

1 , .:_ , ,i\\\ , 
\I( 
; I  I I  

!' 
200 300 #O mp 

Fig. 1. UV.-Spektvum van 70-Methyljlaziin ( X X ,  R'= H )  in Ameisensuwe 
- aus XVIIIa + XIV, K = C,H,-+ XXVI, + H,O, 
- _ _  .. - -. authentische Vergleichssubstanz, um 10' nach unten verschoben 

von der Substitution abhiingig, und dies nicht im gleichen Sinne wie das Flavin- 
Redoxpotential 20). Weitere Studien sind zur Aufklarung notwendig. 

Auf Grund dieser Befunde mochten wir den besprochenen roten Farbstoff aus 
N-Methyl-o-phenylendiamin (XVIII a) und 6-Phenylisodialursaure (XIV, R = C,H,) 
fur 4-Phenyl-4-desoxy-rhodoflavin (XXVI) ansehen, dessen auffallende Stabilitat 
gegen 0, durch den resonanz-stabilisierenden und sterisch abschirmenden Einfluss 
der Phenylgruppe zu erklaren ware. 

Die beschriebene essigsaure Losung des Rhodo-semichinons XXVI haben wir nun 
auf 80" erwarmt und tropfenweise mit H,O, versetzt bis zum Verschwinden der Rot- 
farbung. Die papierchromatographische Auftrennung des entstandenen Gemisches 
ergab wiederum drei Komponenten, wovon die am langsamsten laufende in ihrem 
Rf-Wert mit 10-Methylflavin (XX, R' = H) identisch war, was durch spektrophoto- 
metrischen Vergleich mit authentischem Material bestatigt wurde (vgl. Fig. 1). Die 
schneller laufenden Komponenten, deren Rf-Werte durch H,O, nicht verandert 
wurden, (vgl. Tab. der Rf-Werte) liessen sich nicht unzersetzt eluieren, d. 1-1. die 

20)  R. KUHN & P. BOULANGER, Ber. deutsch. chem. Ges. 69, 1557 (1936). 
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rechromatographierten Eluate waren nicht einheitlich. Moglicherweise l a s t  sich einer 
dieser gegen Hydrolyse und Warme sehr wenig bestandigen Komponenten die Struk- 
tur des gesuchten Flavochinons XXXI zuordnen. 

Die Abspaltung der Phenylgruppe entspricht der CRIEGEE-Umlagerung eines inter- 
mediaren Hydroperoxyds (XXVII) 21)22)23), so dass wir fur den Mechanismus von 
Bildung und Zerfall der 4-Desoxyflavine die folgende Formulierung vorschlagen 
mochten : 

XXVI C6H6 

H 

I 

X X S  C6H5 

t 

Fig. 2. UV.-S+ektren in Ameisensaure 

4-Desoxy-4-phenyl-flavin-semichinon (XXVI) 
4-Desoxy-4-phenyl-alloxazin (XXIII a) 

___- - --__ 4-Desoxy-4-phenyl-alloxazin-semichinon ( XXX) 

R. CRIEGEE, Liebigs Ann. Chem. 560, 127 (1948). 
22) H .  WIELAND & J .  MAIER, Ber. deutsch. chem. Ges. 64, 1205 (1931). 
23) M. S. KHARASCH, A. FONO ti W. NUDENBERG, J .  org. Chemistry 15, 748 (1950). 

26 
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Rf- Werte 

Verbindung I Nr. I Rf-Wert I Farbe 

Reaktionsprodukte aus 
XVIIIa+ XIV, R = C,H, 

Desgleichen nach Behandlung 
mit H,O, 

1 
2 
3 

3. a 

2 a  
3 a  

0,37& 0,33b gelb 
0,38C 0,24d 

0,69e gelb 
0.90e aelb 

10-Methylflavin XX, R'= H 0,37" 0,33b gelb 1 0,38C 0,24rI 1 

orangerot 
blaugrun 

blaugriin 
blaugriin 

1 Lumiflavin I X>,;= I Alloxazin 0,62C 0.58d blauweiss 

0":::: 1 @I 1 gelbgriin 1 
4-Phenyl-4-desoxy-alloxazin XXIIIa  0,87C 0,90" blauweiss 
4-Phenyl-4-desoxy-7,8-dichlor- 

~ XXIIIb  ! 0.74C 1 1::; i k d  alloxazin 

Fliessmzttelgemische : 
a) Butanol/Dimethylformamid/Wasser 6 : 2 : 2 
b) Butanol/Dimethylformamid/2~ NH, 6 : 2 : 2 

c) Butanol/Eisessig/Wasser 6: 2 : 2 
d) Butanol/Wasser/Ameisensaure 77 : 13 : 10 
e) Butanol rnit 2~ HC1 gesattigt 

Bemerkenswert ist, dass diese Reaktionen schon bei Raumtemperatur mit mess- 
barer Geschwindigkeit ablaufen. 

Daraus ist zu folgern, class Flavine des Typus V rnit streng einwertigem Substi- 
tuenten R" in der Chinonform V ganz allgemein unbestandig sind und oxydativ unter 
Bildung der entsprechenden 4-Oxokorper (z. B. I a) stabilisiert werden, wobei dies 
auch fur solche Substituenten R" gilt, die selbst inert und resonanzfahig sind, z. B. 
Phenyl. 

Dieses Verhalten einwertiger Substituenten in 4-Stellung des Isoalloxazin-Kerns 
erklart die Instabilitat von Acidokomplexen des Typus Ic, so dass fur Flavochinon- 
Metallchelate bei pH < 8 ausschliesslich die Struktur I I a  zu diskutieren ist. Weitere 
Studien zur quantitativen Erfassung solcher Chelate sind im Gange. 

Dem SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS ZUR FORDERUNG DER WISSENSCHAFTLICHEN FOR- 

SCHUNG danken wir fur die Unterstiitzung dieser Arbeit. 

Experimenteller Teil 
Zuv Papievchromatogvaphic: Papier WHATMAN Nr. 1, Laufzeit 15 Std., aufsteigend, t = 20 

& 2". Als chromatographisch rein wurden Substanzen angesehen, die im sichtbaren und irn 
UV.-Licht nur einen einheitlich absorbierenden Fleck zeigten. Als chromatographisch identisch 
wurden Substanzen gleicher Farbe und Fluoreszenz betrachtet, bei gleichem Rf-Wert in minde- 
stens 3 verschiedenen Fliessmittelgemischen (Fehlergrenze & 0,005). 

Zur S p e k t v o p h ~ t o m e t r i e ~ ~ )  : Fur alle Messungen wurde - falls nicht anders vermerkt - abs. 
Ameisensaure als Losungsmittel verwendet. 

Zur Reinigung chromatographierte man die Versuchslosung unter Verwendung von Butanol/ 
Wasser/Ameisensaure 77 : 13 : 10 als Fliessmittelgemisch. Aus dem feuchten Chromatogramm 

24) Die Spektren wurden rnit einem Gerat ([UNICAM SP 500s aufgenommen. 
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wurden die einzelnen Komponeutcn gegebenenfalls zur spektrophotometrischen Untersuchung 
mit abs. Ameisensaure eluiert. 

Zur Messung der Rhodo-(iso)alloxazin-Spektren (vgl. Fig. 2) wurden die entsprechenden 
(1so)alloxazine in einem Gemisch von goo/, Ameisensaiure und 10% einer 0 , l ~  wasserigen SnC1,- 
Losung zu den Semichinonen reduziert, wobei man gegebenenfalls his zur beginnenden Rot- 
farbnng der Losung knrz anf dem Wasserbad erwarmte. 

2-Thio-5-phenylazo-6-phenyl-uvacil ( X I ,  R = C,H,). Zu einer Suspension von 24 g a-Phenyl- 
azo-benzoylessigsaure-athylester (X, R = C,H,) 13) und 6,85 g Thioharnstoff in 25 ml trockenem 
Butanol liess man bei Raumtemperatur wahrend 1 Std. eine Kaliumbutylat-Losung (3,s g Ka- 
lium in 100 ml Butanol) tropfen. Man kochte die tiefrote Losung 10 Std. unter Riickfluss und 
engte im Vakuum ein. Der rote Riickstand wurde direkt weiterverarbeitet. 

Zur Analyse wurden 200 mg des Kaliumsalzes in 5 ml Eisessig mit 0,2 ml konz. HC1 ver- 
setzt. Die Losung wurde im Vakuum zur Trockne eingedampft und der Riickstand in 6 m l  
CHCl,/Athanol-(3 : 1) gelost. Man schiittelte dreimal rnit Wasser aus, trocknete und dampfte 
ein. Der Riickstand, chromatographisch reines XI, R = C,H,, wurde aus athanol umkristalli- 
siert : orangegelbe Nadeln, Smp. 215-217" (Zers.). 

Cl,H1,ON,S Ber. C 62,33 H 3,92 N 18,18% Gef. C 6237 H 4,18 N 18,340/, 
5-Phenylazo-6-phenyl-uracil ( X I I ,  R = C,H,). Das aus 24 g X, R = C,H, erhaltene Kalium- 

salz von XI, R = C,H, wurde in 100 ml Z N  NaOH gelost und unter Riihren und Eiskiihlung 
langsam mit 50 ml Perhydrol versetzt: langsamer Farbumschlag von Rot nach Gelb. Die 
Temperatur sol1 nicht iiber 40" steigen. Nach 2-3 Std. Riihren bei 30" hatte sich das schwerlos- 
liche Natriumsalz von XII, R = C,H, abgeschieden. Man neutralisierte auf Kongo rnit 6~ HC1 
unter Kuhlen, filtrierte ah und wusch rnit ZN HCl und Wasser. Man erhielt 15 g XII ,  R = C,H, 
(63,5% bezogen auf X, R = C,H,). Zur Analyse wurde zweimal aus Athanol umkristallisiert: 
gelbe Nadelbuschel, Smp. 218-225" (Zers.). 

Cl,Hl,0,N4 Ber. C 65,75 H 4,14 0 10,95% Gef. C 65.50 H 4,04 0 11,070,/, 
5-Amino-6-phenyl-uracil ( X I I I ,  R = C,H,) . Eine Suspension von 1 g 5-Phenylazo-6-phenyl- 

uracil (XII, R = C,H,) in 20 ml 2~ NaOH wurde unter Riihren auf 70" erwarmt. Dann setzte 
man im Laufe 1 Std. 10 g Xatriumdithionit zu und riihrte 1 weitere Std. bei 70". Um das Natrium- 
salz von XIII, R = C,H, zu hydrolysieren, stellte man rnit konz. HC1 kongosauer und neutra- 
lisierte dann mit NaHCO,. Nach 12-stdg. Stehen bei 0" fielen 0,67 g XIII, R = C,H, (96,5%) 
in gelben Kristallen aus. Zur Analyse wurde zweimal aus Athano1 umkristallisiert : schwach gelb- 
liche Blattchen, Smp. 235-240" (Zers.). 

C,,H,O,N, Ber. C 59,lO H 4.46 0 15,75% Gef. C 59,07 H 4,81 0 15,53y0 
2-Thio-5-a~ino-6-~henyl-uvacil .  1 g 2-Thio-5-phenylazo-6-phenyl-uracil wurde nach obiger 

Vorschrift fur XIII, R = C,H, umgesetzt. Man erhielt in fast quantitativer Ausbeute 0,7 g 
2-Thio-5-amino-6-phenyl-uracil. Zur Analyse kristallisierte man zmeimal aus Athanol um : gelbe 
Stabchen, beginnende Zers. 243". 

Cl,H,ON,S Ber. C 54,77 H 4,14 S 14,61y0 Gef. C 54,89 H 4,12 S 14,4176 
6-Phenyl-isodialursaure (5,5,6-Trihydroxy-6-pheny1-5,6-dihydro-uvacil) ( X I  8, R = C,H,) 

Eine Suspension von 1 g 5-Amino-6-phenyl-uracil (XIII, R = C,H,) in 10 ml Wasser wurde 
unter Ruhren bei Raumtemperatur tropfenweise mit ca. 200 ml 3,5-proz. Bromwasser versetzt, 
bis die rotbraune Farbnng bestehen blieb. Nach Filtration von einem geringen Ruckstand engte 
man im Vaknum bis zur beginnenden Kristallisation ein. Nach 2-stdg. Stehen bei 0" filtrierte 
man und kristallisierte aus Wasser unter Zusatz von Aktivkohle um. Man erhielt 735 mg (59,3%) 
XIV, R = C,H, in farblosen Kristallstabchen. Zur Analyse wurde aus Athanol umkristallisiert, 
Smp. 120-122". Das bei 20°/0,01 Torr 20 Std. getrocknete Produkt enthielt 2 Mol. H,O: 
C1,H80,N,, 2H,O Ber. C 46,87 H 4,72 N 10,94y0 Gef. C 46,75 H 5,05 N 11,36% 

Nach 20 Std. bei 70"/0,01 Torr verblieb nur noch l/, Mol. H,O: 
CI,H80,N,, l/, H,O Ber. C 52,39 H 3,93 N 12,21% Gef. C 52,17 H 4,03 N 12,28% 

6-Phenyl-isodialursuure-5-phenylhydrazon ( X I I a ,  R = C,H,). Eine Losung von 50 mg 
Phenylhydrazin-hydrochlorid in 5 ml Wasser wurde rnit konz. HC1 auf pH 3 gestellt. Man setzte 
100 mg 6-Phenyl-isodialursaure (XIV, R = C,H,) zu und erwarmte 1 Std. auf 60"; hierbei fielen 
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hellrote Nadeln aus, die filtriert und mit heissem Wasser gut gewaschen wurden. Nach einmaligem 
Umkristallisieren aus Athanol war das Produkt analpsenrein; Smp. 165-172", Ausbeute 50 mg 
(4L8 %) . 

C,,H,,O,N, Ber. C 61,93 H 435 N 18,05:/, Gef. C 62,10 H 4,61 N 17,96% 
50 mg XI1 a, R = C,H, wurden in 5 ml Essigsaureanhydrid 1/2 Std. unter Ruckfluss gekocht. 

Man dampfte im Vakuum zur Trockne ein und kristallisierte den roten Riickstand aus Athanol. 
Es wurden 35 mg eines orangeroten, nadeligen Produkts erhalten, das 1 Mol H,O weniger ent- 
hiclt als das Ausgangsprodukt ; es erwies sich als papierchromatographisch identisch mit XII, 
R = C&15. Beginnende Zersetzung bei 218". 

C,,H,,O,hT, Rer. C 65,75 H 4,14 N 19,177; Gef. C 65,93 H 4,15 N 19,43y0 

Versuch ZUY Synthese lion 4-iMethy1-4-desoxy-lunziflavin ( X  1/11, R' = CH,). 1,9 g des Azo- 
korpers XVIIId4) wurden in 40 ml Eisessig bei Raumtemperatur unter Normaldruck mit Pd- 
Kohle-Katalysator zu XVIIIb hydriert (Ber. H,-Aufnahme 330 ml, gef. 320 ml). Man filtrierte 
anschliessend direkt zu 0,9 g 6-Methyl-isodialursaure (XIV, R = CH,) l o )  und 0, l  g H,BO, und 
schiittelte 24 Std. bei Raumtemperatur unter K,. Das Reaktionsgemisch farbte sich tiefgriin. 
Der erhaltene Farbstoff wurde mit abs. Isopropylather in 3 Fraktionen gefallt, die alle chroma- 
tographisch uneinheitlich sowie luft- und warmeempfindlich waren. Nach langerem Stehenlassen 
an der Luft oder bei kurzem Erwarmen unter Zusatz weniger Tropfen Perhydrol erhielt man aus 
allen drei Fraktionen neben Verharzungsprodukten Lumiflavin (XX, R' = CH,), das chroma- 
tographisch in 3 verschiedenen Fliessmittelgemischen identifiziert wurde (vgl. Tabelle der 
Rf-Werte). 

4-Desoxy-alloxazin ( X X I I ) .  0,7 g o-Phenylendiamin (XVa), 1,l g Isodialursaure (XIV, R = 

H)8) und 0, l  g H,BO, wurden in 10 ml Eisessig 15 Std. bei Raumtemperatur geschiittelt. Nach 
1-stdg. Stehen bei 0" wurde vom entstandenen hellbraunlichen Niederschlag filtriert. Nach 
Trocknung bei l0O0/0,0l Torr Rohausbeute 0,5 g (36,60/,). 

Cl0H,ON4, 1H,O Ber. 0 55,6 H 3,7 N 25,976 Gef. C 55,O H 3,8 N 25.4% 
Das Produkt ist, wie alle Alloxazine, in neutralen hlitteln ganzlich unloslich und liess sich infolge 
seiner Empfindlichkeit nicht weiter reinigen. Es bildet mit verdunnten Alkalien gelbe, massig 
wasserlosliche Salze, die sich beim Erwarmen unter Auftreten einer charakteristischen, tiefen 
Griinfarbung zersetzen. Auch mit konz. HCl erhalt man eine tiefgriine Losung, aus  der sich beim 
Verdiinnen mit Wasscr rote Flocken abscheiden. Im Chromatogramm lauft XXII infolge Zer- 
setzung nicht einheitlich, enthalt jedoch kein Alloxazin (XXIV). Dieses entsteht erst bei Be- 
handlung des Desoxy-Korpers mit H,O, in HCOOH in der-Warme und-wurde dumh-Vergleich 
mit authentischem Material in 2 verschiedenen Fliessmittelgemischen papierchromatographisch 
identifiziert (vgl. Tabelle der Rf-Werte). 

4-Phenyl-4-desoxy-alloxazine ( X X I I I a ,  b )  . 1 g 6-Phenyl-isodialursaure (XIV, R = C,H,) 
(3,9 mMol) wurde in 10 ml Eisessig gelost und die aquimolare Menge des entsprechenden aromati- 
schen o-Diamino-Korpers (XVa, b) zugegeben. Man versetzte mit 30 mg H,BO, und erwarmte 
I/, Std. auf dem Dampfbad. Nach Abkuhlen auf 20" filtrierte man vom griinstichig-gelben Nieder- 
schlag und fallte aus NaOH/Eisessig unter Zusatz von wenig Aktivkohle um. Die 4-Phenyl-4- 
desoxy-alloxazine bilden sehr stabile Solvate und halten bei der Trocknung bei l0O0/0,Ol Torr 
teilweise noch Losungsmittel zuriick. 

4-Desoxy-4-phenyl-alloxa~~n ( X X I I I a )  aus XIV, R = C,H, und XVa: 0,6 g (54.7%) gelblich- 
griine Kristallnadeln. 

C,,H,,ON, Ber. C 70,06 H 3,68 N 20,43% Gef. C 69,72 H 3,82 N 20,51yo 
4-Desoxy-4-pheny1-7,;Y-dichlov-alloaazin ( X X I I I b )  aus XIV, R = C,H, und XVbz5) : 0,4 g 

(29,4%) griingelbe Nadeln. 
C1,H,ON,C1,, 'iZ H,O Ber. C 54,7 H 2,3 C1 20,10/, Gef. C 54,6 H 2,3 C1 20,2% 

Ilie 4-Phenyl-4-desoxy-alloxazine waren chromatographisch einheitlich (vgl. Tabelle der 
Rf-Werte) und zeigten in essigsaurer Losung im UV.-Licht die fur Alloxazine typische, hell- 
violettblaue Fluoreszenz. In NaOH-Losung erhielt man die typischen gelben, aus warmem 
Wasser in Nadeln kristallisierenden Na-Salze. 

25) D. W. WOOLLEY, J. exp. hfedicine 93, 13 (1951) 
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Reaktion von N-Methyl-o-phenylendiumin26) ( X V I I I a )  rnit 6-Phenylisodialursaure ( X I V ,  R -  
C6H,) .  - a) I n  2~ HCZ: 1 g N-Methyl-2-nitranilin26) wurde in 10 ml 2~ HCl gelost und mit 10- 
proz. Pd-Kohle bei Normaldruck und Raumtemperatur zum Aminokorper XVIII a hydriert 
(H,-Aufnahme ber. 489 ml, gef. 490 ml). Man filtrierte vom Katalysator direkt zu 1,s g vor- 
gelegter 6-Phenyl-isodialursaure. Es wurde 1 Std. unter Riickfluss gekocht, wobei ein farbloses 
Produkt ausfiel, wahrend sich die Losung rot farbte. Nach dem Abkiihlen wurde vom entstande- 
nen 5-Hydroxy-6-phenyl-uracil (XXV) filtriert. Zur Analyse fallt man aus 2N NH,/ZN HC1 unter 
Zusatz von Aktivkohle um. Ausheute: 1,2 g (82,5%). 

C,,H,O,N, Ber. C 58,7 H 3,9 N 13,7% Gef. C 58,s H 3,9 N 14,10/, 

b) I n  Eisessig: Man wiederholte den oben beschriebenen Ansatz, wobei als Losungsmittel 
20 ml Eisessig mit einem Zusatz von 30 mg H,BO, verwendet wurde. Man schiittelte 20 Std. 
bei Raumtemperatur unter N, und erwarmte anschliessend 1/2 Std. auf dem Dampfbad. Nach 
10-stdg. Stehen der rotbraunen Reaktionslosung bei 0" filtrierte man von 20 mg 5-Hydroxy-6- 
phenyl-uracil (XXV). Die chromatographische Auftrennung des Filtrats zeigte eine rote und 
zwei gelbe Komponenten (1, 2 und 3, vgl. Tabelle der Rf-Werte). Die rote Komponente (1) liess 
sich mit HCOOH unzersetzt eluieren und zeigte das typische UV.-Spektrum eines Rhodo- 
flavins (vgl. Fig. 2, XXVI). 

Versetzte man die rote Reaktionslosung bei 80" mit wenigen Tropfen Perhydrol, so t ra t  
Farbumschlag nach Gelb ein. Die gelbe Losung wies bei der papierchromatographischen Auf- 
trennung 3 Komponenten auf ( l a ,  2a und 3a, vgl. Tabelle der Rf-Werte), wovon die rnit dem 
kleinsten Rf-Wert in 4 verschiedenen Fliessmittelgemischen in Farhe, Fluoreszenz, Rf-Wert 
und UV.-Spektrum (vgl. Fig. 1 und Tabelle der Rf-Werte) rnit 10-Methylflavin (XX, R' = H) 
identisch war. 

Die Mikroanalysen verdanken wir dem Mikroanalytischen Laboratorium der CIBA AKTIEN- 
GESELLSCHAFT, Basel (Drs. H. GYSEL und W. PADOWETZ). Herrn Dr. B. PRIJS danken wir fur 
die Mithilfe bei der Abfassung des Manuskripts. 

SUMMARY 

The general instability of desoxy-isoalloxazines has been confirmed by studying 
the formation and decomposition of 4-phenyl-4-desoxy-isoalloxazines and -alloxa- 
zines. It has been shown, that the former (4-desoxy-flavins) may be synthesized in the 
semiquinonoid radical state. These radicals react with 0, or H,O, with fission of the 
4-substituents to give the analogous 4-0x0-compounds by a hydroperoxide rearrange- 
ment. In view of this instability, the oxinate like structure of flavin metal chelates 
may be excluded. 
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26) E.  H. USHERWOOD & M. A. WHITELEY, J. chem. SOC. 123, 1084 (1923). 


