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238. Reduktive Photoalkylierung des Flavinkerns
und Flavinkatalysierte Photodecarboxylierung von Phenylacetat

Studien in der Flavinreihe. 15. Mitteilung [1]
von W. H. Walker, P. Hemmerich und V. Massey!)
(5. IX. 67)

Die Photochemie der Flavokoenzyme erfordert die Unterscheidung von Photolyse
und Photoreduktion. Die Photolyse ist irreversibel und beinhaltet den dehydrierenden
Abbau der Ribityl-Seitenkette tiber den Triplettzustand des angeregten Flavin-
kerns [2].

Bei der Photoreduktion tibernehmen geeignete Substrat-Molekiile die Rolle des
Wasserstoff-Donators. So sind Photoreaktionen von Lumiflavin und Flavokoenzymen
mit Aminen und Aminosiuren bekannt [3] [4]. Zwei Reaktionsmoglichkeiten stehen
im Falle von Aminosduren offen: a) Oxydation unter Decarboxylierung {4] und b)
Oxydation unter a-H-Abstraktion [3]:
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Die Photoreduktion ist reversibel, sofern das reduzierte Flavin durch Sauerstoff
spontan zum Ausgangs-Flavochinon F1 ,H?) reoxydiert wird. In allen bisher unter-
suchten Fillen wurde nie eine irreversible Photoreduktion des Flavins aufgefunden.

Einem Hinweis von Dr. GREGOrIO WEBER (University of Illinois, Urbana} und
Studien im Laboratorium des einen von uns (V. M., University of Michigan, Ann
Arbor) verdanken wir die Kenntnis einer irreversiblen Photoreduktion des Flavin-
kerns durch Phenylacetat-Ionen, welche hierbei quantitativ decarboxyliert werden 3).

Es wurde beobachtet, dass hierbei stabile Zwischenprodukte entstehen, welche sich
jedoch unter geeigneten Bedingungen quantitativ in Flavochinon riickiiberfithren
lassen. Die vorliegende Arbeit betrifft die Isolierung dieser Zwischenprodukte in
priparativem MaBstab, sowie die Aufklirung ihrer Struktur und Reaktivitit.

1) Department of Biological Chemistry, University of Michigan, Ann Arbor (Mich.), USA.

2) Zur Nomenklatur: Flavin = Isoalloxazin = 10-substituiertes 2, 3,4,10-Tetrahydro-benzo[g]-
pterin-2,4-dion. Fl,,H = Flavin im oxidierten Zustand (Flavochinon), H bezeichnet aciden
Wasserstoff in Position 3 (pK, ~ 10), wenn substituiert: Fl,R (Schema 1, I). HyFlqH =
Flavin im reduzierten Zustand (Dihydroflavin); 1,5-HyFl,.sH = autoxidables Dihydroflavin
(= Flavohydrochinon) IVa, pK, ~ 7 (vgl. hierzu [5]).

3 Eine vorlaufige Mitteilung wurde bereits publiziert: {6].
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Anwendungsbreich und Mechanismen dieser Reaktion, Spektren, Kinetik und még-
liche biologische Bedeutung werden anderswo behandelt [7].

Chemische Verschiebung dev Methylenprotonen von Benzyl-Flavohydrochinonen, bzw. -Dihydvoflavinen
(in ppm)

CDCy,

N-CH,~ C-CH,-

IIa 5,2

Ila ]| l 30  AB®

X | | 4,35 30  ABY

a) Das Methylensignal spaltet sich in ein 4 B-Signal auf (Differenz 3—4 Hz), wobei nur die beiden
inneren Hauptbanden erkennbar sind. Diese Aufspaltung der Methylengruppe verlangt deren
Fixierung an einem asymmetrischen Zentrum.

Wir fanden, dass sich die eingangs genannte Photodecarboxylierung von Phenyl-
acetat auf priparativer Basis in Suspension ausfiihren ldsst, wenn man unter strikt
anaeroben Bedingungen mit einer Wolfram-Lampe (200 W) im nachstehend be-
schriebenen Gefiss (vgl. exp. Teil) iiber Nacht in 0,1m Phenylacetat-Puffer bestrahlt.
Der Endpunkt wird durch Verschwinden der Flavochinon-Absorption angezeigt. Das
Reaktionsprodukt kann in Gegenwart von Dithionit als O,-Absorbens abfiltriert
werden. Es erwies sich diinnschichtchromatographisch (System B, vgl. exp Teil) als
ein Gemisch zweier Komponenten. Die langsamer laufende wird schon beim Auftragen
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an der Luft griin und verfirbt sich im sauren Fliessmittel B rot. Diese Farbstoffe
sind Radikale?3). An der Luft nimmt das rote Radikal langsam die tiefgelbe Farbe des
Ausgangsmaterials an; die griine, unter neutralen Bedingungen auftretende Radikal-
form bleicht bei weiterem Luftzutritt aus, ohne Riickbildung des gelben Ausgangs-
materials. Die zweite Komponente bleibt im Chromatogramm unter Lichtausschluss
farblos, nimmt jedoch bei Belichtung direkt die tiefgelbe Farbe des Startflavins an.
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Die anaerobe pH-metrische Titration des Gemisches zeigt ein Puffergebiet bei
pH 7,2 unter Freisetzung eines halben Protoneniquivalents. Ungefihr die Hilfte des
Produkts liegt also offenbar in Form eines Flavohydrochinon-Derivats vor [5].
Priparativ war danach die Auftrennung des Gemisches in wisserigem Ammoniak
moglich.

Die Produkte erwiesen sich als Isomere der Zusammensetzung C, H,,0,N, und
mussten somit zusitzlich zum Flavinkern eine Benzylgruppe enthalten. Beide liessen
sich quantitativ ins Ausgangsmaterial riickiiberfithren, die NHg-16sliche mit Luft und
Saure, die NH,-unlsliche mit Luft und Licht.

Aufgrund dessen und der nachfolgend diskutierten IR.- und NMR.-Daten (siehe
Tab.) konnten wir den beiden Isomeren die Strukturen eines 5-Benzyl-flavohydro-
chinons (= 5-Benzyl-1,5-dihydroflavins) IT und eines in der Briicke substituierten
4a-Benzyl-4a, 5-dihydroflavins III zuordnen (vgl. Schema 1).

R R
| H |
i[N\I/NW o) B:N\ /NW 0
N/[\\l I/NR N/I-lI\H/NR
IVa H o IVb H™ o

Wir sprechen II als «Flavohydrochinon» an, seines pK, und seiner Autoxydier-
barkeit wegen, welche das 5-Benzylderivat mit dem unsubstituierten 1,5-reduzierten
Flavin I'Va gemein hat, und wegen der festgestellten Reversibilitit der Einelektronen-
sowie Zweielektronen-Oxydation: Einelektronen-Oxydation von II fithrt zum schon
beschriebenen griinen Radikal, weitere Oxydation, ebenfalls reversibel, zu einer farb-
losen Verbindung, CyHy,O3N,, welche als Carbinolbase V des 5-Benzyl-flavochino-
nium-Kations VI erkannt wurde (Schema 2). Die Hydroxylgruppe tritt wiederum in
die Briickenstellung 4a ein. Flavohydrochinon (1,5-Dihydroflavin) war bisher die
einzige bekannte reduzierte Form des Flavins, wie von KuEN & WEYGAND 1934
erstmals formuliert {8].

Demgegeniiber ist fiir das 4a-briickensubstituierte Isomere III die (Photo)oxyda-
tion irreversibel und geht stets mit der Debenzylierung einher. (Aber auch unsub-
stituiertes 4a,5-Dihydroflavin IVb wire nicht als Hydrochinon anzusprechen, da
seine Oxydation die thermodynamisch irreversible Spaltung einer CH-Bindung
involviert.) IIT ist das erste bisher isolierte 4a, 5-Dihydroflavin; jedoch ist man auf die
Moglichkeit von Reaktionen am Briicken-C (4a) schon nachdriicklich durch die
Befunde GAWRON's [9] zur Stereochemie der flavinabhidngigen Substratdehydrierung
aufmerksam gemacht worden: Eine Reaktion an C(4a) kann, analog wie bei Pyridin-
nucleotiden [10] «von oben» oder «von unten» erfolgen. Die Asymmetrie des C(4a)-
Zentrums wird reflektiert durch die Nichtdquivalenz der C(4a)-Benzylprotonen
im NMR.-Spektrum, welche als 4 B-System erscheinen (siehe Tab.).

Die Struktur von III wird weiter belegt durch die scharfe NH-Bande im IR. bei
3350 cm™! und durch die starke Abnahme der CO(4)-Intensitdt bei 1720 cm—1, ver-
glichen mit IT, welche die Aufhebung der cyclischen Resonanz im Pyrimidinkern
reflektiert, sowie durch die katalytische Reduktion zum stabilen 1,1a,4a,5-Tetra-
hydroflavin VII, C, H,O,N,, welches nur unter harten Bedingungen (NO+, Siure)
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wieder zum Flavochinon I riickoxydiert werden kann. Mit Ameisensdure in abs.

Pyridin wird aus I1I, wie zu erwarten, ein Formylderivat C,,H,,0,N, (V1II) erhalten
{Schema 2).
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Insbesondere ausgeschlossen wird durch den Hydrierungsverlauf die an sich ver-
niinftige Struktur eines Isomeren XTI, welches hydrogenolytisch debenzyliert werden
miisste.

143
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Solche O-alkylierten Dihydroflavine kénnen, wie wir frither zeigten [11], erhalten
werden beim Schutz der 5-Stellung durch Acetylierung und sind nach der Entfernung
der Acetylgruppe stets extrem autoxidabel, wihrend III im Dunkeln gegen O, be-
stindig ist. Auch weitere Methylierung von IIa fithrt nicht wie erwartet zu O- oder
N(1)-Alkylierung {—XI), sondern liefert unter Wanderung der Benzylgruppe ein
4a-Benzyl-5-methyl-dihydroflavin X.
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Apparatur der Photoveaktion (hergestellt durch Fa. H. FELBER, Basel)

Volumen des Reaktionsgefidsses etwa 1000 ml. Minimales Volumen der Reaktionsschicht: 150 ml.
Das Kiihl- und das Reaktionsgefiss bestehen aus Glas. Das Kiithlwasser wird an einen Thermosta-
ten angeschlossen.

Die Labilitdt der Benzylgruppe in beiden Stellungen, 4a und 5, ist auffallend:
So lagert sich ITa beim Schmelzen (unter Luftausschluss) in ITTa um. Analog fiihrt
die Photoreaktion von Ia und Phenylacetat schon bei 50° nicht mehr zum Gemisch
von IIa und IIla, sondern zu reinem IIla. Die Benzylgruppe ist also in Stellung 5
thermisch labil; in Stellung 4a photolabil, wobei im letzteren Falle allerdings die
Anwesenheit von O, Voraussetzung ist und zur Freisetzung des Benzylrestes in Form
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von Benzaldehyd fiihrt, wie wir gas-chromatographisch ermittelten [12]. Bei der
oxydativen Debenzylierung von Ila iiber VI wird jedoch stets Benzylalkohol ge-
funden [12].

Auch Photoreduktion in aprotischem Milieu fiihrt ausschliesslich zu 4a, 5-Dihydro-
flavinen. So entsteht aus Ia in CHCl; mit Benzyltrimethylammonium-phenylacetat
bei Raumtemperatur in missiger Ausbeute ein schwer isolierbares 4a,5-Dibenzyl-
dihydroflavin IX.

Es muss vorldufig offenbleiben, ob bei der Photoalkylierung der Benzylrest als
Carbanion oder als Radikal in das Flavin eintritt. Sicher ist, dass der Angriff am N(5)
im Gegensatz zu dem am C(4a) in der Flavin-Ebene erfolgen muss, denn er ist stark
abhingig von der Raumerfiillung des angreifenden Substituenten: So kann die
Benzyl- bzw. die Allylgruppe der Phenyl- bzw. Vinylessigsdure noch am N(5) an-
greifen; die a-Phenithylgruppe der a-Phenylproprionsiure jedoch kann nur noch in
der Flavin-Position 4a reagieren. Analog lassen «Isoflavine» XIII (Schema 1), welche
in peri-Stellung zu N(5) raumerfiillend substituiert sind, keinen Angriff an N(5) zu,
sondern nur an C(4a).

Parallel haben wir hierzu die elektrophile Alkylierung des Flavohydrochinons
untersucht [13]. Von den noch nicht abgeschlossenen Versuchen sei folgendes vorweg-
genommen: Auch die Reaktion Fl  H,~ + R* kann je nach Reaktionsbedingungen
und Raumerfiillung des Substituenten R in Stellung 5 oder 4a erfolgen, zusitzlich zu
Stellung N(3).

Schema 3
a) FlR’ + R~ + H*

oder

FIR'H + R h ,
\ { . 5-RFleqR'H

f—> 42-RFLoR'H
b) FleaR'H- + R* —

Setzt man N(3)-voralkylierte Flavine (F1,R) ein, so erfolgt die weitere basen-
katalysierte Alkylierung des Flavohydrochinons zuerst an N(5) oder C{4a) und nicht
an O(2,4) oder N(1) (Schema 3, b). Dies ist besonders erstaunlich, da doch N(5)H im
Fl,.,H, ein Pyrrol-NH ist, ohne saure oder basische Eigenschaften. Eine Erklarungs-

moglichkeit folgt daraus, dass stets kleine Mengen des Radikalanions FIH- vorhanden
sind, welche bevorzugt an N(5) reagieren.

Wir danken Dr. C.R. JEFCOATE fiir wertvolle Mitarbeit und Diskussion; dem Mikroanaly-
tischen Laboratorium der CIBA AG (Dr. W.Papowetz) fiir die Ausfithrung der Mikroanalysen;
dem SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS ZUR FORDERUNG DER WISSENSCHAFTLICHEN FORSCHUNG
fir die Unterstiitzung dieses Projekts (Nr. 4201), dem U.S. PuBric HEaLTH SErRVICE (Grant
Nr. GM 142421-01 fiir Apparate-Bejhilfe und Grant Nr. GM 11106 fiir allgemeine Unterstiitzung),
sowie Frl. U . HartMANN und Frl. L.NEBEL fiir technische Assistenz.

Experimenteller Teil

A. Diinnschichichromatographie (DC) (vgl. [14]). Sofern die Dihydroflavine unter der UV.-
Lampe nicht erkennbar waren, wurden sie auf der Platte mit Nitrit/Siure entwickelt. Fliessmittel:
A: n-Butanol/Athanol/Wasser = 7:2:1; B: n-Butanol/Athanol/konz. HCl = 7:2:1; C: Benzol/
Diisopropyldther/CHCl, = 2:2:1.
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B. Spektren. — 1. Die Elektronenspektren im Bereich 700-200 nm wurden mit einem BECKMAN
DB und einem Cary 14 Spektrophotometer aufgenommen. Die verwendeten Pufferlosungen wa-
ren 0,1~ und zwar Phosphat (pH 7), Acetat (pH 5), Borat (pH 9), Sulfat (pH 2). S = Schulter.

2. Die IR.-Spektren wurden in KBr-Presslingen mit einem BECKMAN IR 8 aufgenommen. Die
Zahlen in den Klammern geben die Stellung der funktionellen Gruppe im Flavinkern wieder.

3. Die NMR.-Spektren verdanken wir Herrn K. AEGERTER vom Institut fiir Organische Che-
mie, Universitit Basel. Sie wurden mit einem Varran-A-60-Spektrometer aufgenommen; alle in
CDCl,, wenn nicht anders erwihnt. Referenz: Tetramethylsilan (§ = 0). Chemische Verschiebung
in §-Werten (ppm). d = Dublett, # = Triplett, ¢ = Quadruplett; J = Kopplungskonstante in
cps. Konzentration der Messlosungen ungefahr 0,1 M.

C. Die Smp. wurden auf einem KoFLER-Block bestimmt und sind korrigiert. — Die Mikroana-
lysen verdanken wir dem Mikroanalytischen Laboratorium der CIBA AG, Basel (Herrn Dr.
W.PabpowkeTz). Fehlergrenze 4 0,49, absolut.

D. Gas-chromatographie [12].

E. Photoapparatur: Schemazeichnung der Apparatur zur Photoreaktion s. Fig.

F. Synthesen. — 3-Methyl-5-benzyl-1, 5-dihydrolumiflavin (I1a) und 3-Methyl-4a-benzyl-4a,5-
dihydrolumiflavin (I11a): 900 mg feinpulverisiertes 3-Methyllumiflavin (I a) [15] werden in 200 ml
H,O mit 9 g Ammoniumphenylacetat4) unter 99,9-proz. N,-Strom (5 ml/Min.) 18 Std. bei 15° mit
einer 200-Watt W-Lampe belichtet (sieche Schema der Photoapparatur). Eine mit MeOH ver-
diinnte Probe zeigt spektrophotometrisch praktisch keine Absorption des Ausgangsmaterials mehr
(445 nm), wohl aber bei Luftzutritt Grinfarbung (620 nm) infolge Radikalbildung. Nach Zusatz
von Na, 8,0, wird die Mischung unter Lichtausschluss schnell filtriert. Der Riickstand ist ein Ge-
misch von ITa und IITa. Gesamtausbeute: iiber 909, d. Th.

Trennung des Gemisches: 3-Methyl-4a-benzyl-4a, 5-dihydrolumiflavin (I11a): Der Rickstand
wird im Sinterfilter mit Portionen zu 20 ml 28 NH; unter Na,S,0,-Zusatz so lange ausgewaschen,
bis das Filtrat keine Gelbfirbung mehr zeigt. Der Riickstand wird mit H,O neutral gewaschen
und im Hochvakuum getrocknet: 580 mg (47%,) hellgelbes Pulver.

Ausfithrung der Reaktion bei 50° fithrt ausschliesslich zu (IIIa), in einer Ausbeute von 909%,.

UV.-Spektrum und DC (A) des Rohproduktes zeigen noch geringe Anteile von Ausgangsma-
terial Ia. Zur Analyse wird unter Lichtausschluss zweimal sorgfiltig aus Methylenchlorid {Petrol-
dther umkristallisiert. Zersetzungspunkt 230°.

Eine 10-3M aerobe methanolische Lésung von 11Ia, belichtet in einer 1-mm-Glas-Kiivette
{Abstand 5 cm) durch eine 40-Watt W-Lampe, zeigt nach 15 Min. quantitative Riickbildung von
Ia. Spektren: in MeOH: lmax 360, 300 (S), 220 nm; bei pH 5: 4_,, 364, 300 (S), 220 nm; in 2Mm
HCIO,: 4,,,, 390, 300 (S) nm (Kation). — IR.-Spektrum: yCO(2) 1670; »CO(4) 1720; yNH(5) 3350
cm~!, — NMR.-Spektrum: Aryl-H (7,3 bis 6,6), N(5)H (4,7 tauscht aus), N(3)CH, (3,65), N(10)CH,
(3,1), C(4a)CH, (3,0 4, J = 2), C(7)CH,;, C(8)CH, (2,25).

C, H,,0,N, (362,4) Ber. C69,6 H6,1 N155% Gef. C694 162 N1549

Das gelbliche, S,0,2--haltige, ammoniakalische Filtrat der Auftrennung wird unter Luftaus-
schluss auf pH 3 gestellt, das gefillte 3-Methyl-5-benzyl-1,5-dihydrolumiflavin (11 a) filtriert, mit
H,O gewaschen und im Hochvakuum getrocknet: 500 mg (429,) analysenreines, gelbgriines Pul-
ver, Doppel-Smp. 138-141° und 185-230° (Zers.). Beim 1. Smp. Umlagerung von Ila in IllIa.
Titration von IIa in 0,1 N NaClO, bei 20° unter N, ergibt einen pK, = 7,2. Spektren: in MeOH:
Apax 340, 250 nm; in 2M NHy: 4 345, 290 nm (Anion). — IR.-Spektren: »CO(4) 1700, ¥CO(2)
1670, YNH(1) um 3000 cm~t, - NMR.-Spektren®); Aryl-H (7,3 bis 6,25), N(5)CH, (4,4), N(3)CH,
(3,3), N(10)CH, (2,8), C(7)CH4 und C(8)CH, (2,15).

CyHgyO,N, (362,4) Ber. C696 H6,1 N155% Gef. C68,8 H61 N152%

5-Benzyl-1,5-dihydrolumiflavin (I1b) und 4a-Benzyl-4a,5-dihydvolumiflavin (I11b): 400 mg
Lumiflavin (Ib) [15], gelost in 10 ml] 0,5mM NaOH, werden in der Photoapparatur durch 3,3 g
Ammoniumphenylacetat und 0,7 g Phenylessigsdure in 200 ml H,O frisch gefalit; pH der Reak-
tionslésung = 8,5. Ausfithrung der Reaktion analog der Herstellung von IIa und IIIa. Aufarbei-

4) Phenylessigsiure puriss. wird in wenig MeOH gelost, mit konz. NH, neutralisiert und durch
Einengen als Ammoninmsalz kristallisiert.
5) In CDCl4+109% D,0, 1M an Na,S5,0,.
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tung: Bei pH 8,5 ist ITb loslich. Filtration der Reaktionslosung liefert 0,2 g (379,) ITIb. Zerset-
zungspunkt um 300°. Analyse nach zweimaligem Kristallisieren aus CH,Cl,/Petrolither:
CyoHsoOuN;  Ber. C68,9 H58 092 016,19
(349,4) Gef. ,,683 ,, 57 , 96 , 158%

Ansduern des Filtrats mit 2§ Essigsdure unter Na,S,0,-Zusatz liefert 0,25 g (45%,) IIb. IIb
ist weniger stabil gegen Luft und Feuchtigkeit als ITa. Beim Trocknen im Hochvakuum verfirbt
sich IIb langsam grimnlich. Das Spektrum zeigt zunehmende Anteile an gritnem Radikal und
Lumiflavin (Ib). :

3-Methyl-4 a-o- Phendthyl-4a, 5-dihydvolumiflavin (IIIc): Bei der Herstellung analog Illa
wurde aus 220 mg 3-Methyl-lumiflavin (Ia), 2,2 g Ammonium-x-phenylpropionat®) in 200 ml H,0
bei 15° ausschliesslich IIIc erhalten: 250 mg (839%,) gelbliches Pulver, Smp. 250°. Zur Analyse aus
CH,Cl,/Petrolather umkristallisiert. Spektrum: in MeOH: 2 . 364, 310 (S) nm. — IR.-Spektrum:
yNH(5) 3350, »CO(4) 1730, vCO(2) 1675 cm~l. — NMR.-Spektrum: Aryl-H (7,35 bis 5,65),
N(5)H (4,95, tauscht aus) N(3)CH, (3,65), N(10)CH; (3,05), C(4a)CH (3,35 q, J = 7), C(7)CH, und
C(8)CH, (2,25), C(1)CH,; (1,354, ] = 7).

CyoHy OpN,; (376,4) Ber. C702 H64 08,5% Gef. C69,8 H65 09,19,

IIIc ist analog IIIa in aerober methanolischer Lésung photolabil und zeigt 100-proz. Riickbil-
dung von Ia.

4a-Phenyl-4 a, 5-dihydvolumifiavin-3-essigsaure (I11d): Herstellung analog I11a, aber bei 50°:
400 mg Lumiflavin-3-essigsiure (Ic) [15] werden mit 4 g Ammoniumphenylacetat bei 50° umge-
setzt. Dann wird die mit wenig 68 HCl auf pH 3,5 gestellte Losung mit 3 Portionen von je 50 ml
CDCI, ausgeschiittelt. Flavin und Teile der Phenylessigsdure gehen in die CHCl;-Phase. Diese wird
mit 5 Portionen zu je 50 m10,5M Acetatpuffer pH 5,5 extrahiert, anschliessend mit H,O gewaschen,
getrocknet und eingedampft. Der Riickstand, 1,0 g, wird in NaHCO, aq. geldst, mit Kohle filtriert
und durch 2~ HCl gefillt. Die gelblichen Flocken werden filtriert, gewaschen und im Hochvakuum
getrocknet: 0,45 g, Smp. 133-137°. Zur Analyse wird zweimal aus NaHCO, aq./2N HCl und zwei-
mal aus MeOH/2~n HCI umgefillt.

CyoHgyOyN; (406) Ber. C65,0 H 5,5%  Gef. C657 N 5,6%

3-Methyl-4a, 5-dibenzyl-4a, 5-dikydrolumifiavin (1X): 500 mg 3-Methyl-lumiflavin (Ia) und 5 g
Benzyltrimethylammoniumphenylacetat”) werden in 200 ml CHCI, (iber P,O; dest.) gelost und
unter 99,9-proz. N, (gesattigt an CHCl,) 15 Std. bei 15° mit einer 200-Watt W-Lampe belichtet.
Eine mit CHCI; verdiinnte Probe zeigt danach keine Absorption von Ia (450 nm) mehr. Die
Losung wird filtriert und mit 5 Portionen zu 50 ml 0,1M Phosphatpuffer pH 7 extrahiert, mit
Wasser gewaschen, getrocknet und eingeengt. Der Riickstand, 1,1 g braunes Ol, wird in einem
Minimum von CHCl,/Petrolather-(2:3) geldst und auf einer Al,O,-Sdule (FLuka, Typ 507C) mit
demselben Fliessmittel chromatographiert. Eine gelbliche Bande wird in Portionen eluiert und
erweist sich dinnschichtchromatographisch in den Systemen B und C homogen. Die vereinigten
Eluate werden im Vakuum eingeengt und mit CH,Cly/Petrolather kristallisiert: 0,22 g (269%,)
gelbliches Pulver, Smp. 79-82°. UV.-Spektren: bei pH 7: Aoy 345, 308, 280 nm; in MeOH: 2 e
342, 302, 282 nm; in 6§ HCIO,: 4, 385, 310, 260 (S) nm (Kation). — IR.-Spektrum: »CO(4) 1720,
vCO(2) 1670 cm™}, kein NH. — NMR.-Spektrum: Aryl-H (7,35 bis 6,6), N(5)CH, (4,35), N(3)CH,
(3,35), N(10)CH; (3,1), C(4a)CH, (3,0 d), C(7)CH, und C(8)CH, (2,35 und 2,25).

CpgHpgOpNy, /4o CH,Cl,  Ber. C73,2 H62 07,0 N124 Cl1,5%
(460,3) Gef. ,,728 ,,66 ,, 74 , 12,0 , 119%

3-Methyl-4 a-hydvoxy-5-benzyl-4 a, 5-dikydrolumiflavin (V): 100 mg 3-Methyl-5-benzyl-1, 5-di-
hydrolumiflavin (IIa) werden im Schliffkolben unter N, zu 10 ml CHCl; und 2 g K;[Fe(CN)4] in
10 ml 0,5M Phosphatpuffer pH 7 gegeben. Die Chloroformphase verfirbt sich sofort intensiv gran
infolge Bildung des neutralen Radikals. Die zweiphasige Mischung wird bei 20° unter Lichtaus-
schluss 30 Min. geschiittelt und farbt sich wieder hellgelb. Die CHCl;-Phase enthilt nach Waschen

8) Hergestellt durch Neutralisieren von «-Phenylpropionsiure purum (= Hydratropsiure) mit
NH,.

") 10 g Phenylessigsidure puriss. und 12,3 g Benzyltrimethylammoniumhydroxid purum, 40-
proz. in MeOH, werden im Rotationsverdampfer eingeengt: 21 g weisses Pulver, extrem
hygroskopisch, sehr gut wasser- und CHCly-16slich.



2278 HELVETICA CHIMICA ACTA

mit H,0 und Trocknen 90 mg (85%) braun-rotliches Pulver. Dieses lasst sich in CDCl; durch
Schiitteln mit Dithionit aq. iiber das griine Radikal zur Ausgangsverbindung Ila reduzieren. Zur
Analyse wurde in wenig Ather geldst, mit Kohle filtriert und durch Petrolither gefillt. Griine
Kristalle, Smp. 149-153°. Spektren: in MeOH : lmar 356, 308 nm; beipH 5: Z.max 360, 316 nm. —~ IR.-
Spektrum: »CO4) 1700, vCO(2) 1640 cm—2, kein NH. — NMR.-Spektrum: Aryl-H (7,3 bis 6,7),
N(5)CH, (4,65), N(3)CH, (3,55), N(10)CH, (3,2), C(7)CH,; und C(8)CH; (2,3 und 2,25), C(4a)OH
(1,65 7). :
Cy H,,O5N, (378,4) Ber. C66,6 HS59 N14,89  Gef. C66,6 H59 N14,7%

3-Methyl-5-benzylflavinium-Peychlorat (VI): 50 mg 3-Methyl-4a-hydroxy-5-benzyl-4a,5-
dihydrolumiflavin (V) werden in 0,5 ml Aceton abs. durch Erwirmen gel6st und nach dem Ab-
kithlen mit 0,3 ml 2M HCIO, versetzt. Die Farbe schlidgt dabei nach blutrot um. Die Lésung wird
bei 5° auf die Hilfte eingeengt. Beim Anreiben bilden sich schwarzrote Nadeln, welche schnell
filtriert, mit Aceton gewaschen und im Hochvakuum getrocknet werden: 45 mg (749%,), Zers. um
300°. Die Kristalle sind nicht haltbar; schon nach einigen Tagen sind im Mikroskop debenzylierte
Anteile von Ia erkennbar. V ist in CHCI, schlecht 16slich, dagegen gut in Dimethylformamid,
CH4CN und Aceton. Auch O,-freie Losungen von V sind nur iiber Stunden haltbar. Mit Siure ent-
steht quantitativ Ia und Benzylalkohol [12].

Spektrum: in CHgCN: 4, .. 570, 395 nm. — IR.-Spektrum: »CO(4) 1710, »CO(2) 1670, »ClO4~
1090 cm™1,

3-Methyl-4 a-benzyl-5-methyl-4 a, 5-dikydrvolumiflavin (X): 110 mg 3-Methyl-5-benzyl-1, 5-di-
hydrolumiflavin (ITa) in 20 ml Dimethylformamid werden in einem Schliffkolben unter N, nach-
einander mit 400 mg K,CO,, einer Losung von 250 mg Na,S,0, in 3 ml H,O und mit 1 ml CHyJ
versetzt. Der Kolben wird bei 25° 15 Std. geschiittelt, wobei sich die Farbe von griinlich nach
blass-gelb dndert. Die Mischung wird mit 2N Essigsidure neutralisiert und das Flavin mit CHCl,
extrahiert. Die CHCl;-Phase wird mit Wasser gewaschen, getrocknet und bei méglichst tiefer
Temperatur eingeengt. Riickstand: Griin-braunliches O, welches langsam bei Raumtemperatur
in Wasser eingeriihrt wird. Der farblose Niederschlag wird filtriert, mit H,O gewaschen und ge-
trocknet: 60 mg, hellgelbes Pulver. Im DC (C) zeigt X einen Hauptfleck mit Rf > ITa. Das Pulver
wird in einem Minimum von CHCI, gelést und auf einer Siule von Al,O, (FLuka, Typ 507 C) mit
CHCly/Petrolather 1:1 chromatographiert. Eine gelbliche Bande wird eluiert und erweist sich
diunnschichtchromatographisch im System C homogen. Die vereinigten Eluate werden im Vakuum
eingeengt und mit Petroldther kristallisiert. Smp. 175-180°. X ist wie IX in Losung photostabil,
lasst sich aber mit HONO in Séure fast quantitativ zu Ia reoxydieren. Spektren: in MeOH: 4_ .
330, 305, (280) nm; bei pH 5: 4,330, 275 nm; in 65 HCI: 4, . 313, 250 nm. — TR.-Spektrum:
¥CO(4) 1720, vCO(2) 1670 cm™}, kein ¥NH. - NMR.-Spektrum: Aryl-H (7,35 bis 6,7), N(5)CH,
(3,75), N(3)CH, (3,05), C(4a)CH, (3,0 d), N(10)CH,4 (2,75), C(7)CH; und C(8)CH, (2,3 und 2,35).

CyoHyyO, N, (376,4) Ber. C70,2 H64 08,5% Gef. C699 H63 09,0%

3-Methyl-4 a-benzyl-5-formyl-dikydrolumiflavin (VIII): 300 mg 3-Methyl-4a-benzyl-dihydro-
lumiflavin (1IIa) werden in einem Schliffkolben bei Zimmertemperatur unter N, und Lichtaus-
schluss mit 10 ml 100-proz. Ameisensdure und 4 ml Acetanhydrid versetzt. Die Mischung wird 20
Std. bei 25° unter gelegentlichem Schiitteln aufbewahrt, dabei 1st sich 11T a langsam mit hellgelber
Farbe. Die Losung wird bei Raumtemperatur im Hochvakuum abgedampft, der briunliche Riick-
stand in CH,Cl, gelost, mit wenig Aktivkohle filtriert, durch Zusatz von Petrolither kristallisiert
und getrocknet: 150 mg farblose Nadeln, Smp. 126-129° (Priparat a). VIII kann auch aus Aceton/
Petrolither umkristallisiert werden (Praparat b). Beide Préiparate zeigen jeweils in der Verbren-
nungsanalyse und im NMR. die Anwesenheit von einer halben Molekel Lésungsmittel pro Flavin, -
Priparat b: Spektrum: in MeOH: _,,, 320, 260 (S) nm. — IR.-Spektrum: ¥CO(4) 1725, »CO(2)
1675 cm~?, kein ¥NH. — NMR.-Spektrum: N(5)CHO (8,5), Aryl-H (7,5 bis 6,7), N(3)CH,4 (3,7),
N(10)CHj; und C(42)CH, (3,1), C(7)CH,, C(8)CH, (2,4 Signal verbreitert), !/, CH,COCH, (3 H, 2,2}.

a) CpoHypoO;N,, 1/, CH,Cl,  Ber. C62,5 H53 011,1 N13,0 C18,2%
(432,5) Gef. ,,628 ,,55 , 109 , 132  829%

b) CypoHpoO,N,, 1/, CH,COCH, Ber. C67,3 H6,0 013,33 N1349,
(420) Gef. ,,676 , 59 , 133 , 13,29

VIII wird unter oxydativen Bedingungen (H,0,, HONO) in 6 ¥ HCI quantitativ zu 3-MethyI-
lumiflavin (Ia) verseift.



Volumen 50, Fasciculus 8 (1967) — No. 238 2279

3-Methyl-4a-benzyl-1,1a,4a, 5-tetrahydrvolumiflavin (VII): 109 mg (0,31 mMol) 3-Methyl-4a-
benzyl-4a, 5-dihydrolumiflavin (I1Ia) werden mit einem vorhydrierten Gemisch von 15 mi Eis-
essig und 200 mg Pt 109, SiO, in einer verschlossenen Hydrierbirne vereinigt. Nach der Aufnahme
von 7,0 ml Hy (0,31 mMol) innerhalb 1-1,5 Std. wird der Katalysator abfiltriert, die Losung mit
30 ml CH;COONa aq, versetzt, der Niederschlag abfiltriert, mit H,O gewaschen und getrocknet:
95 mg (85%) heligelbes Pulver, Zersetzungspunkt 220°. Zur Analyse wird aus CHCl,/Petrolidther
umkristallisiert. Spektrum: in MeOH: 4_,. 312, 218 nm. — IR.-Spektrum: »CO(4) 1730, »CO(2)
1680, ¥NH(5) 3350, ¥NH(1) 3230 cm~1. — NMR.-Spektrum: Aryl-H (7,4 bis 6,4), C(1a)H (4,75),
N(5)H (4,3 tauscht aus), N(3)CH; (3,25), C(4a)CH, (3,1d), N(10)CH, (3,0), C(7)CH, und C(8)CH,
(2,2 aufgespalten), N{1)H (0,95 ?).
CyHyON,  Ber. C69,2 H6,6 088 N1549
(364,4) Gef. ,,689 ,,69 , 87 , 1519

SUMMARY

Structure and properties of leucoflavin derivatives obtained through flavin-
sensitized photodecarboxylation of phenylacetate ions are described. The photo-
reduction of flavin with phenylacetate as donor is shown to be a quantitative photo-
alkylation, the benzyl residue entering either position 5 (nitrogen) or the bridge
position 4a (carbon) of the flavin nucleus, depending on the conditions. The isomers
were isolated, and identified by IR., NMR., and elementary analysis. The benzyl
residue migrates from N(5) to C(4a) upon heating.

The 5-isomer is similar to the known leucoflavin. Its autoxidation runs through a
rather stable radical to give finally 5-benzylflavinium salts or, at neutral pH, the
corresponding carbinol base, OH entering position 4a. The flavinium salt undergoes
slow benzyl transfer to any medium, ¢.g. water, to give benzyl alcohol and flavin
starting material.

The 4a-isomer is neither autoxidizable in the dark nor photolabile in the absence
of O,, but decomposes under the influence of air and light to give benzaldehyde and
flavin starting material.

Thus, at suitable pH (5) and temperature, in the presence of air and light, flavin
acts as an sensitizing catalyst for the oxidative decarboxylation of phenylacetate.

Scope, limitations, mechanism and biological implications of this reaction will be

discussed elsewhere. Institut fiir Anorganische Chemie, Universitit Basel
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