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87. De la chimie des ptkrines 

Sur le mhcanisme d’oxydation des tbtrahydropthrines 
en dihydropthrines 2t pH physiologique 

par M. Viscontinf e t  A. Bobst 
(27 I11 65) 

13e communication [l], prdirninaire 

Nous savons aujourd’hui que certaines tCtrahydropt6rines naturelles agissent 
comme coenzymes dans les hydroxylations enzymatiques [a] [3]. I1 est certain que 
cette rCaction correspond & une oxydorkduction dont le mCcanisme est encore ma1 
connu. PersuadC depuis de nombreuses annCes de l‘importance biologique des ptCrines 
hydrogCn6es [4] ~ notre laboratoire s’est attach6 A Ctudier prCcis6ment le mbcanisme 
d’oxydation des tCtrahydroptCrines (THP). Dans notre 9“ communication [5] nous 
avions annoncC un travail relatif A ce mCcanisme; c’est lui qui fait l’objet du present 
mirmoire. 

Nos travaux ont port6 sur les 4 ptCrines tCtrahydrog6nCes I, 11, I11 et IV. possCdant 
un cycle pyrimidine amid6 (A,,, : 265-270 nm dans 0,l N HCI) comme les ptCrines 
naturelles, A l’exclusion de celles qui possbdent un cycle pyrimidine aromatique par 
suite de substitutions appropriges (A,,, > 280 nm dans O , ~ N  HC1) et qui sont dCcrites 
dans notre 9“ communication. 

Nos r6sultats sont dCduits de recherches cinetiques, effectukes sur les spectres UV. 
des substances pendant leur oxydation. Nous pouvons dire, en gros, qu’k pH phy- 
siologique lcs 4 tCtrahydroptCrines sont oxydkes par l’oxyghe atniosphirrique en 
ptkrines normales, en passant par le stade intermkdiaire de diliydro-7,8-pt&ines (7,8- 
DHP). Pour vCrifier si l’oxydation des solutions dans les cuvettes du spectrographe 
Ctait influenc6e par la lumihre UV., nous avons abandonnC des solutions pareilles A 
l’air libre. Les absorptions mesurkes dans ces solutions tCmoins Ctaient, B temps Cgaux, 
pratiquement identiques & celles que prkscntaient les solutions exposCes & la lumihre 
uv. 

Par contre on peut observer une action de la lumi&re UV. lorsque les solutions 
CtudiCes sont saturkes d’azote. Comme la concentration en oxyg&ne de ces solutions 
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est tr&s faible, l'oxydation elle-meme est fort lente, mais est nettement activke par la 
luniikre UV. (rCaction d'ordre zQo). Les recherches de ZIEGLER [6] ont ddj2 mis ce fait 
en Cvidence pour les tktrahydroptkrines naturelles adsorbCes sur papier. 

200 250 300 350 nm ~ 

Fig. 1. Spectres UV. 
(mesurds dans une solution-tampon aux phosphates de potassium O , ~ M ,  pH 6 3 )  

Dihydro-7,S-ptBrine (V) 
_I___ N(8) -M&hyl-dihydr0-7,8-ptBrine (VII) 

Le stade 7,s-DHP (V, VI, VII, VIII) peut &re facilement observC en raison de son 
spectre UV. trks caractkristique. Nous reproduisons, B titre comparatif, dans la 
figure 1, le spectre UV. de la 7,S-DHP (V) ainsi obtenu, A cat6 du spectre de la N(8)- 
mCthyl-dihydro-7,8-ptCrine (VII) synthktique prCparCe dans notre laboratoire, pour 
l'obtention de la THP 111. 
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0 -- 0 

O H  0 

I11 CH3 V I I  CH, 

Rappelons rapidement le schCma de l’hydroxylation enzymatique en prCsence de 
THP tel que le propose KAUFMAN : 

O H  0 

substrat-OH + H,O 
apoenzyme 7 + pt6r. intermed. 

H I H 
X IX f NADPH/vit. C/R-SH/apoenzyme 2 ?  ___- 

Pour mettre en Cvidence l’existence de la ptCrine intermkdiaire XI, KAUFMAN fait 
rCagir le dichlorophCno1-indophCno1 sur la THP IX dans un tampon tris pH 6,8, qui 
semble ralentir la rCaction XI -+ X. Notons encore que seule la ptCrine intermkdiaire 
XI  peut &re rCduite par NADPH alors que la 7,s-DHP (X) ne l’est pas. 

On peut donc constater que la premihre partie de l’oxydation chimique des tCtra- 
hydroptkrines en ptkrines ressemble au schCma de l’oxydation enzymatique de KAUF- 
MAN. Nous avons alors recherche si l‘oxydation chimique par l’oxygbne passait aussi 
par un ou plusieurs produits intermCdiaires. Dans une solution tampon phosphate 
de pH 6,8, les THP I, I11 et IV conduisent directement aux 7,8-DHP V, VII et VIII 
(rCactions du 1“ ordre). La figure 2 reproduit, 2 titre d’exemple, le passage du spectre 
UV.delaTHPIVAceluide la 7,&DHPVIII. LaprCsenceoul’absencedecomplexoneIII 
dans la solution ne change rien i l’allure des courbes obtenues. Par contre, les spectres 
UV. mesurCs pendant l’oxydation de la THP I1 montrent indiscutablement l’existence 
d’un produit intermediaire XI11 qui se transforme ensuite en 7,S-DHP VI. 
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t 250 300 350 nrn 
__j 

Fig. 2. Cinktique de l’oxydation de la N(3)-mkthyl-tdtrahydroptt?rine ( I  V )  par l’oxygdne 

(spectres UV. mesurds dans une solution-tampon de phosphates de potassium OJM, p H  6,8, B des 
intervalles de temps de 3’20”) 

Courbe A: N(3)-MBthyl-tBtrahydroptBrine (IV) 

Courbe B: N(3)-M&hyI-dihydro-7,8-pt6rine (VIII) 
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Si maintenant on Ctudie l’oxydation par 0, de la THP I dans un tampon tris, 
pH 6,8, un produit intermkdiaire XI1 apparait alors, qui se transforme ensuite en 
7,s-DHP V. Dans les deux cas les produits intermkdiaires XI1 et XI11 ont des 
spectres UV. fort semblables B celui public! par KAUFMAN [2] pour la ptCrine inter- 
mkdiaire XI. 

Quelle peut done &re la structure des ptkrines intermkdiaires XI, XI1 et XI11 ? 
KAUFMAN [3] ayant montrC dans des experiences biologiques effectuees en prksence 
d’oxyde de tritium que Ies protons fix& sur C-6 et C-7 ne s’kchangeaient pas avec le 
tritium pendant l’oxydation, a proposC des structures quinoidiquesl) telles que XIV 
et XV tandis que la structure XVI, vdritablement quinoidique, Ctait aussi mentionnde 
par PFLEIDERER [7] dans une rkcente mise au point sur les ptCrines. D’ailleurs l’un de 
nous, Q la suite des travaux effectuCs par VON PHILIPSBORN, STIERLIN & TRABER [8] 

0 0 0 

dans notre Institut, avait dCj B supposC que les ptCrines hydrogknkes (sCpiaptCrine, 
isosCpiaptCrine et drosoptkrine) pouvaient fort bien exister sous une forme quinoidique 
analogue B la structure XIV [9]. Dans sa dernih-e publication, KAUFMAN [3] penche, 
lui aussi, pour la structure XIV. 

A la suite de nos expkriences, nous pouvons resumer maintenant comme suit les 
arguments qui nous permettent d’affirmer que la structure quinoidique XIV est bien 
celle de la dihydropthrine intermkdiaire qui se transpose ensuite en dihydro-7,8- 
ptCrine. 

1” KAUFMAN a obtenu le produit iritermkdiaire XI en traitant la THP IX par un 
colorant d’oxydo-rCduction ; nous-m&mes obtenons les produits intermbdiaires XI1 et 
XIII par traitement des THP I et I1 avec 0,. Les spectres UV. des Froduits XI, XI1 
et XI11 &ant semblables, il ne peut s’agir de complexes THP-colorant ou THP-0, . 
Le produit intermCdiaire est done une dihydroptkrine ayant dCjB transfCrk ses deux 
Clectrons sur le substrat accepteur. 

2” La cinCtique d’oxydation de la THP IV est fort semblable A la cinCtique 
d’oxydation de la THP I. La prksence d’un groupe mkthyle sur N-3 -A la place d’un 
proton ne ralentit pas la rCaction. Le proton en N-3 ne participe done pas au mkcanisme 
de l’oxydation et la structure XVI peut &re CliminCe pour les ptCrines intermkdiaires. 

3” Dam des conditions analogues la vitesse d’oxydation est fortement augmentCe 
lorsque le groupe -CH, est fix6 soit en N-8 (111), soit en N-2’ (11). On peut alors penser 
que la paire d’dlectrons libres de N-8 ou de N-2’ participe B l’oxydation avec formation 
de produits intermkdiaires du type XIV ou XV; toutefois seulement dans le cas de la 
THP I1 on peut, dans le tampon phosphate pH 63, saisir la prksence d‘une ptCrine 
intermkdiaire stabiliske d’une manihre ou d’une autre. De nombreux exemples de la 
chimie organique nous enseignent qu’un cation tel que XI11 posshde une certaine 
l) Nous dCsignons par ce terme des structures S. cycle hexagonal avec 4 doubles liaisons (comme 
chez les quinones), mais dont une seule est cyclique tandis que Ics 3 autres sont h&rnicycliques, 
deux d’entre celles-ci se trouvant en une position soit ortho soit para. 
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stabilitd et c’est lui que nous pouvons mettre en Cvidence au cours de nos mesures. I1 
est kvident que si une ptCrine intermbdiaire XVII se formait au cours de I’oxydation 

0 0 

XVII CH8 

I11 + VII nous l’aurions, elle aussi, mise en Cvidence. Si nous ne l’avons pas trouvCe 
c’est que XVII et par consdquent les structures XV ne se forment pas pendant 
l’oxydation des tktrahydroptbrines. 

Le mCcanisme doxydation que nous proposons est alors le suivant : 

0 0 
II II 

HN/\/N, /R 
: : H  

HN/\/N Hyy;)G -* 
“ I<! 1 ,) 3 H , O +  

XVIII XIV XIX 

Les structures para-quinoi’diques XIV sont g6nCralement si instables qu’en solution 
tampon phosphate, pH 6,8, la transposition en 7,8-DHP (XIX) est tr&s rapide. 
Seulement dans des cas bien particuliers : formation d’un cation stable XIII, tampon 
tris a pH supCrieur au pK de N-5 (entre 5 et 6 )  mais infCrieur au pH de dCcomposition 
des THP (pH 8), etc., la ptCrine intermbdiaire (XI, XII, XIII) para-quinofdique peut 
&re mise en Cvidence avant sa transposition en 7,8-DHP. 

Ce mkcanisme explique pourquoi la dihydro-isoxanthoptkrine est si facilement 
oxydCe en isoxanthoptCrine [5] alors que la dihydroxanthoptkrine ne l’est pas. Dans 
le premier cas la formation de la ptCrine para-quinoidique est facilitCe par la prCsence 
de la fonction amide en 7,8, dans le deuxibme cas elle est emp&chCe par la prksence 
de la fonction amide en 5,6. 

Bien entendu, l’existence d’une dihydroptkrine para-quinoidique ne pr6juge en 
rien ni du mCcanisme de transfert des klectrons et des protons des THP sur le substrat 
rCcepteur, ni de l’existence d’un complexe THP-substrat par l’intermkdiaire duquel 
s’effectuerait ces transferts ; cette existence serait d’ailleurs de trbs courte durCe car 
nous n’avons pas encore rCussi a le mettre en Cvidence. 

Une publication dCtaillCe sur la partie exphimentale de ce travail parattra 
prochainement dans ce journal. 

Nous remercions la JUBILAUMSSTIFTUNG J. R. GEIGY i BPle, de l’aide mat6riclle mise i notre 
disposition. 

H,N/\N \ N X : :  lent HN// ”\ /<g rap1de H,N/“/\N 

RBSUME 
Par une Ctude cinCtique de l’oxydation & l’air des tCtrahydroptCrines les auteurs 

montrent qu’aprbs le transfert de deux electrons B l’atome d’oxyghne, la ptCrine se 
trouve sous forme d’une ptCrine dihydrogCnCe de structure para-quinofdique, fort 
instable et se transposant rapidement en ptCrine 7, 8-dihydrog6nCe. 

Zurich, Institut de chimie organique 
de 1’UniversitC 
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cations (en particulier p. 290 et  323). 

88. Notiz uber Limatin aus Aspidosperma Zirnae WOODS. 

von M. Pinar, B. W. Bycroft, J. Seibl und H. Schmid 
(30. 111. 65) 

AsPidosPerma lirnae WOODS. (Apocymceae) wurde bisher ziemlich eingehend auf 
ihren Alkaloidgehalt hin untersucht, wobei aus der Wurzelrinde folgende Alkaloide 
isoliert worden sind: Aspidocarpin [1], Aspidolimin [l] , Limaspermin [2], 3'-Methoxy- 
limaspermin [3] ,  Limapodin [3], 3'-Methoxylimapodin [3] und (+)-Tubotaiwin (I) [3]. 
Die Stammrinde hat bisher die Basen Aspidolimidin, Aspidolimin, Desmethoxy- 
palosin und Aspidocarpin ergeben [4]. Mit Ausnahme von I gehoren alle erwahnten 
Alkaloide zur Aspidospermingruppe und besitzen dieselbe absolute Konfiguration wie 
(-)-Aspidospermin [5] [GI ; einzig die absolute Konfiguration des Aspidolimidins ist 
noch nicht bekannt. 

COOCH, 

(+)-I  11: R, = H; R, = C,H, 
111: R, = COCH,; R, = C,H, 
IV: R, = R, = CH, 

Die Untersuchung einer anderen Stammrindel) hat nun zur Isolierung eines 
neuen Alkaloids, des in kleiner Menge anfallenden L i m a t k  (11) gefiihrt. Daneben 
wurden die bereits fruher erwahnten [4] Stammrinden-Alkaloide angetroffen. Das 
neue Alkaloid C2,H,,02N, mit Smp. 175-176" und = + 166" (CHC1,) wurde als 
Pikrat und 0-Acetylderivat I11 (Smp. 172-174") charakterisiert. Die UV.-Spektren 

l )  Wahrscheinlich stammt die Starnmrinde von dernselben Baum, dessen Wurzelrinde untersucht 
worden ist. Es ist moglich, dass A .  Zimae WOODS. in verschiedenen uphysiologischen Varietatcn H 
vorkommt (c.  f .  [7]), deren Alkaloidgehalt quantitativ wechseln kann. 




