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in CL)C1,:61,20(d,J = 6, 3H), 2,02 (s, 3H), 2,06 (s, 3H), 3,39 (s, 3H), 3,47 (s, 3H), 3,61 (dd, 

C,,H,,O, Ber. C 52,16 H 7,30% Gef. C 51,90 H 7,29% 
Die Mikroanalysen wurden im analytischen Laboratorium der ETH (Leitung W .  Manser)  

ausgefuhrt. Die NMR.-Spektren verdanken wir der Abteilung fur Instrumentalanalyse der ETH 
(Leitung Prof. W .  Simon) ,  die Massenspektren Herrn Dr. J .  Seibl. Herrn Andrk Mi i lbr  danken wir 
fur Mithilfe bei der Ausfuhrung der Abbaureaktionen. 

J l  = 3, J z  = 2 ,  1H), 3,79 (m, l H ) ,  4,70 (d ,  J = 2, l H ) ,  5,O-5.2 ( k ,  2H).  

Der CIBA-A ktiengesellschajt, Basel, danken wir fur finanzielle Unterstiitzung dieser Arbeit. 

Die Fermentationen wurden in einer von der Stijtung Volkswagenwerk zur Verfugung gestellten 
Apparatur Q Fern%a-Cell o, New Brunswick, durchgefuhrt. Wir danken der Stiftung Volkswugenwerk 
fur diese Hilfe. 
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89. ffber Pterinchemie 

Die Oxydation der hydrierten Lumazine durch Luftsauerstoff 
und das unerwartete Verhalten der 6,7-Diphenyl-5,6-dihydro- 

pteridine in sauren Losungenl) 
von M. Viscontini und H. Leidner 

30. Mitteilung [l] 

Organisch-Chemisches Institut der Universitat, Ramistrasse 76, 8001 Zurich 

(5. 11. 70) 

Herrn Prof. Dr. R. Tschesche zum 65. Geburtstag gewidmet 

Zusammenfussung. Die hydrierten 6,7-Diphenyllumazine sind gegen Luftsauerstoff bestandi- 
ger als die entsprechenden 6,7-Diphenylpteridine, werden jedoch nach einem gleichen Mechanis- 
mus oxydiert. Wahrend die tetrahydrierten Pteridine unter intermediarer Bildung eines trihydrier- 
ten Radikals und anschliessend eines dihydrierten chinoiden Pteridins zu 7,8-Dihydropteridinen 
oxydiert werden, verlauft die Oxydation der 5,6-Dihydropteridine anders. In  neutralen sowie in 
alkalischen Losungen wird ein monohydriertes Radikal gebildet, welches dem Sauerstoff ein zwei- 
tes Elektron und Proton abgibt, unter Bildung der entsprechenden Pteridine. In sauren Losungen 
addiert die 7,8-Doppelbindung eine Molekel Wasser. Die so entstandenen hydratisierten Pteridine 
wcrdcn - wie die Tetrahydropteridine - vie1 rascher oxydiert, so dass die Oxydation der 5,6-Di- 
hydropterinc leichter in sauren als in neutralen Losungen erfolgt. Das intermediare 7-Hydroxy- 
6,7-diphenyl-5,6,7,S-tetrahydrolumazin wurde als Hydrochlorid rein isoliert. 

l) Auszug aus der Dissertation Leidner [2]. 
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Nachdem die gegen Luftsauerstoff unbestandigen Di- und Tetrahydro-Derivate 
der 6,7-Diphenyl-pterin- bzw. -1umazin-Reihe erhalten wurden [3] [4] und in unserem 
Laboratorium zur Verfugung standen, war es interessant zu studieren, ob alle diese 
Produkte nach einem ahnlichen Mechanismus und in einer gleichen Weise oxydiert 
werden. Kurze Andeutungen hierzu haben wir schon in der 17. und 20. Mitteilung 
[4] [5] gemacht, wo wir festgestellt hatten, dass die Oxydation des 6,7-Diphenyl- 
5,6,7,8-tetrahydropterins (I) zu 6,7-Diphenyl-7,8-dihydropterin (IV) ebenso leicht 
und anscheinend nach dem gleichen Mechanismus (I + I1 + I11 + IV) wie bei den 
fruher untersuchten 5,6,7,8-Tetrahydropterinen [6] verlauft : 

I I1 

Unsere ersten Versuche bestanden darin, die entsprechende Oxydation des 6,7- 
Diphenyl-5,6,7,8-tetrahydrolumazins (V) auszufuhren, um sie mit jener des Tetra- 
hydropterins I zu vergleichen. Die Kinetik dieser Oxydation wurde inittels UV.- 
Spektroskopie in saurer, neutraler und alkalischer wasseriger-athanolischer Losung 
verfolgt. 

Eine gewisse Bestandigkeit zeigt das Tetrahydrolumazin V in saurer Losung, in 
welcher die Oxydation zum Dihydrolumazin VIII mehr als 48 Stunden dauert. Die 
Oxydation in neutraler bzw. alkalischer Losung verlauft vie1 rascher (18 bzw. 3 Stun- 
den) und fuhrt auch zum 7,8-Dihydrolumazin VIII, so dass hier ein ahnlicher Mecha- 
nismus wie bei der Oxydation des entsprechenden Tetrahydropterins I postuliert 
werden kann: 

V I I  v m  
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Fig. 1. Oxydataonsverlauf unter Lzchtausschluss des 6,7-Diphenyl-5,6,7,8-tetrahydrolumazins ( V )  
z u m  6,7-Diphenyl-7,8-dihydrolumazin ( Y I I I )  in 50-proz. Athanol, Gesamtdauer 78 Std. 

Kurve A, vor Beginn der Oxydation; Kurve B, nach vollstandiger Oxydation 
Die Zwischenspektren wurden 20 Min., 50 Min. und 11/, Std. nach Beginn der Oxydation auf- 

genommen. 
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Fig. 2 .  Oxydationsverlauf unter Lichtausschluss des 6,7-Diphenyl-5,6-dihydropterins ( I X )  (Kurve 
A ,  vor Beginn der Oxydation) z u m  6,7-Diphenyl-pterin ( X I )  (Kurve B, nach vollstandiger Oxyda- 

tion) in 0,7 N HCl (50-proz. Athanol); Gesamtdauer: 24 Std. 
Die Zwischenspektren wurden 3 Std 45 Min., 6 Std. 15 Min. und 10 Std. nach Beginn der Oxyda- 

tion aufgenommen. 
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Eindeutig steht jedoch fest, dass nicht nur bei saurem pH, sondern bei allen pH- 
Werten das Tetrahydrolumazin V vie1 bestandiger ist als das entsprechende Tetra- 
hydropterin I. Da bei der Untersuchung der Kinetik (siehe z. B. die Oxydation bei 
pH 7, Fig. 1) kein Zwischenprodukt erfasst werden kann, muss angenommen werden, 
dass die erste Stufe (V + VI) am langsamsten verlauft und dass die Entfernung eines 
Elektrons aus dem N(5)-Atom von V schwieriger ist als aus dem entsprechenden 
N-Atom des Tetrahydropterins I. 

Von Interesse ist die Beobachtung, dass die nicht enzymatische Hydroxylierung 
des Phenylalanins, die gewohnlich in Gegenwart von Tetrahydropterinen stattfindet 
[5] [7], weder durch I noch durch V katalysiert wird, weil wahrscheinlich die Radikale 
I1 und VI mit OH-Radikalen schneller reagieren als mit der Phenylalaninmolekel 
selbst. 

Als zweite Aufgabe verglichen wir die Bestandigkeit des 6,7-Diphenyl-5,6- 
dihydropterins (IX) und des entsprechenden Lumazins XI1 in saurer, neutraler und 
alkalischer Losung. Wir wussten bereits, dass das rote 5,6-Dihydropterin I X  leicht 
durch Fe1IX zum gelben 6,7-DiphenyIpterin (XI) oxydiert wird [3]. Durch Messungen 
der UV.-Spektren von I X  in 50-proz. methanolischer Losung bei pH 1, 6 und 13 
stellten wir fest, dass Luftsauerstoff bei gewohnlicher Temperatur eine ahnliche 
Oxydation bewirkt, die durch UV.-Licht noch beschleunigt wird. Die Oxydation 

Fig. 3. Oxydationsverlauf umter Lichtausschluss des 6,7-Diphenyl-5,6-dihydropterins (IX) (Kurve 
A, vor Beginn der Oxydation) zum 6,7-Diphenylpterin (XI) in 50-proz. Athanol 

Nach 144 Std. ist die Oxydation noch nicht beendet (Kurve B). Die Zwischenspektren wurden 
24 Std., 48 Std. und 72 Std. nach Beginn der Oxydation aufgenommen. 
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unter Lichtausschluss dauert 24 Stunden bei pH 1, mehr als 144 Stunden bei pH 6 
und 24 Stunden bei pH 13 (Fig. 2, 3 und 4). Das Dihydropterin IX ist also in saurer 
Losung unbestandiger als in neutraler, was sehr unerwartet ist. Nimmt man an, dass 
die Oxydation iiber das schon nachgewiesene monohydrierte Radikal X verlauft , so 
wiirde man eine umgekehrte Feststellung erwarten, da bekanntermassen die Radikal- 
Kationen der hydrierten Pterine - und voraussichtlich auch der hydrierten Luma- 
zine - bestandiger sind als die entsprechenden ungeladenen Radikale [S]. Das uner- 

IX x XI 

wartete Verhalten lasst verrnuten, dass die Oxydation bei saurem pH iiber einen 
anderen Mechanismus als bei neutralem oder alkalischem pH verlauft. Das gleiche 
Verhalten wurde bei den Versuchen mit dem 6,7-Diphenyl-5,6-dihydrolumazin (XII) 
beobachtet und gleichzeitig aufgeklart. Die Oxydation des Dihydrolumazins XI1 unter 
Lichtausschluss dauert 96 Stunden bei pH 1, mehr als 124 Stunden bei pH 6 und 
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Fig. 4. OxydationsverZauf unter Lichtausschluss des 6,7-Dzphenyl-5,6-dihydropterins ( I X )  (Kurve A 
vor Beginn der Oxydation) zum 6,7-DiphenyZ-pterin ( X I )  (Kurve B, nach vollstandiger Oxydation) 

in 0,I N NaOH (50-proz. A'thanol) 
Gesamtdauer: 24 Std.; die Zwischenspektren wurden 2 Std. und 10 Std. nach Beginn der Oxyda- 

tion aufgenommen. 
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6 Stunden bei pH 13 (Fig. 5 ,  6 und 7). Wahrend die Kinetik der Oxydation bei pH 
6 oder 13 keine Abnormitat zeigt, wurde bei pH 1 das Erscheinen eines Zwischen- 
produktes (Kurve C, Fig. 5 )  beobachtet. Das UV.-Spektrum dieses Produktes gleicht 
sehr dem des 6,7-Diphenyl-5,6,7,8-tetrahydrolumazins (V). Auf Grund dieser Ahn- 
lichkeit kann angenommen werden, dass die erste Stufe der Reaktion in der 
kovalenten Hydratation der 7,8-Doppelbindung besteht. In der Tat konnten wir 
durch Behandeln von 5,6-Dihydrolumazin XI1 in saurer athanolischer Losung im 
Dunkeln und Abstoppen der Reaktion nach einer bestimmten Zeit durch vollstandiges 
Abdampfen des sauren Mediums ein Produkt isolieren, welchem auf Grund seines 
UV.-Spektrums und der Elementaranalyse die Formel eines Hydrochlorids des 7- 
Hydroxy-6,7-diphenyl-5,6,7,8-tetrahydrolumazins (XIV) zugeschrieben wurde. 

Es sei hier erwahnt, dass die kovalente Hydratation der Pteridine, insbesondere 
bei alkalischem pH, schon seit einigen Jahren bekannt und gut untersucht ist LS], 
dass aber die Isolierung eines hydratisierten Lumazins als Kation unseres Wissens 
bis jetzt noch nicht gelungen ist. 

Das UV.-Spektrum des 7-Hydroxy-tetrahydrolumazins XIV in absolutem Atha- 
no1 zeigt nach kurzer Zeit wieder das flache Maximum des Dihydrolumazins XI1 bei 
445 nm. Dadurch ist bewiesen, dass die Reaktion XI1 + H,O & XIV reversibel ist. 
Beini langsamen Verdunsten des Losungsniittels kristallisiert das Dihydrolumazin XI1 
aus. 

Bei der Oxydation von XI1 in saurer Losung handelt es sicli eigentlich nicht uni 
die Oxydation eines Dihydrolumazins unter Bildung eines neutralen monoliydrierten 
Radikals XIII, sondern um die Oxydation eines aus XI1 durch Hydratation ent- 
standenen Tetrahydro-Derivates XIV unter Bildung eines ungeladenen trihydrierten 
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2 50 300 350 400 450 500 nm, 
Fig. 5. Oxydationsvevlauf unter Lichtazksschluss des 6,7-DiphenyE-5,6-dihydrolumazins ( X I I )  in 

0,I N HCl (50-proz. A’thanol) 
Kurve -4: Spektrum von XI1 vor Ansauern dcr athanolischcn Losung, 

Kurve B: nach Rnsauern der athanolischen Losung, 
Kurve C (punktiert) : nach 80 Min., Spektrum cines Tetrahydrolumazins: die Oxydation hat 

begonnen, 
Kurve D :  Diphenyllumazin (XVIII) nach 96 Std. Oxydation. 

Die Zwischenspektren wurden 6 Std. 45 Min.. 24 Std. und 32 Std. nach Reginn der Oxydation auf- 
genommen. 

Radikals XV. Als Zwischenprodukt bildet sich das chinoide Dihydrolumazin XVI, 
das durch Umlagerung zu XVII und nachfolgende Wasserabspaltung 6,7-Diphenyl- 
lumazin (XVIII) liefert. 

Sehr wahrscheinlich verlauft die Oxydation des 5,6-Dihydropterins IX in saurer 
Losung nach einem ahnlichen Mechanismus. Das entsprechende hydratisierte 5,6- 
Dihydropterin ist jedoch so unbestandig, dass es bei der Untersuchung der Kinetik 
nicht gefasst werden konnte. 

Wir danken Herrn H .  Frohofer, Leiter unseres mikroanalytischen Laboratoriums, fur die Aus- 
fiihrung der Elementaranalysen. 

Experimentelles. - Kinetische Messungen. Das Losen der reduzierten Produkte zur Auf- 
nahme der UV.-Spektren erfolgte unter besonderen Vorsichtsmassnahmen, wie Sattigen des Lo- 
sungsmittels mit Stickstoff und Losen der Probe unter Stickstoffatmosphare, unter Venvendung 
der von Bobst [lo] beschriebenen Versuchsanordnung. 
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Fig. 6. Oxydationsverlauf unter Lichtausschluss des 6,7-I~ipheny1-5,6-dihydrolumazins ( X I  I )  
(Kurve A, vor Beginn der Oxydation) in 5o-proz. Athanol 

Nach 124 Std., Kurve B, ist die Oxydation zum Diphenyllu~nazin (XVIII) bei weitcni noch nicht 
beendet. Die Zwischenspektren wurdcn 24 Std., 48 Std. und 96 Std. nach Beginn der Oxydntion 

aufgenommen. 

Dic U V.-spektroskopische Verfolgung der Oxydationskinetik der reduzierten Ptcrinc und L u n -  
azine in Losung durch den Luftsauerstoff erfolgte mit dem autornatischen UV.-Spcktrophotomcter 
DK, von Beckman. 

7-Hydroxy-6,7-drphenyl-5,6,7,8-tetrahydrol~iyvLLczin ( X I  V ) .  I n  einem 100-nil-Zweihalskolben 
werden 100 mg 6,7-Diphenyl-5,6-dihydrolumazin (XIT) in 30 ml mit Stickstoff gesattigtcm Eis- 
essig weitgehend gclost, d a m  wird noch mit 30 ml stickstoffgesattigteni 50-proz. Wthanol, das 0 , l ~  
an HC1 ist, versetzt und im Dunkelrauin 3 Std. mit einem Magnetriihrer geriihrt. Die Losung ver- 
farbt sich von tiefrot nach hellorange. Die saure Mischung wird im Rotationsverdampfer einge- 
dampft und die zuriickbleibende orangefarbcne Substanz mit wenig Wasser, Athanol und Ather 
gewaschen und im Wasserstrahlvakuum bei Zimmertemperatur getrocknet. 

C,,H,,ClN40, Bcr. C 57,90 H 4,57 C19,38 N 15,05% 
(372,80) Gcf. ,, 57,26 ,, 5,03 ,, 9,17 ,, 14,39% 

Eine untcr Stickstoff hergcstelltc gesattigte Losung von XIV in Athanol schcidct nach cinigen 
Tagen, im Dunkeln belassen, rotc Kristallc von 6,7-Diphenyl-5,6-dihydrolumazin (Xl1) aus. 

Versuche zur Hydroxylierung des Phenylalanins Zwei Losungen von je 10 mg Phenylalanin, 
10 mg Mohr'schem Salz und 20 mg EDTA in 15 ml Phosphatpuffer ( O , ~ M ,  p H  6,8) werden mit 
10 nig Tetrahydroderivat I bzw. V in 5 ml N,N-Dimethylformamid versetzt Diese Mischungen 
wurden 3 Std. in einem Wasserbad von 37" in einem offenen Gefass geriihrt. Nach Klarung durch 
Zentrifugation werden die Losungen auf ein kleines Volumen eingeengt und mit ein paar Tropfen 
eines Gemisches Propanol/Ammoniak (7 : 3) versetzt. Durch chromatographischen Vergleich in 
Propanol/Ammoniak (7 : 3) auf Cellulose-Diinnschichtplatten mit authentischem Material konnte 
kein Tyrosin in den Reaktionslosungen nachgewiesen werden. 
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Fig. 7. Oxydationsoerlauf unter Lichtausschluss des 6,7-Diphenyl-5,6-dihydrolumazins ( X I I )  (Kurve 
A, vor Beginn der Oxydation) in 0,l N NaOH (50-proz. Athanol) zum Dipltenyllumazin ( X V I I I )  

(Kurve B, nach vollstandiger Oxydation) 
Gesamtdauer: 6 Std.; die Zwischenspektren wurden 15 Min., 60 Min. und 2 Std. 30 Min. nach Be- 

ginn der Oxydation aufgenommen. 
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