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80. Uber Pterinchemie
35. Mitteilung [1]

Herstellung von 6-Aminomethyl-6-methyl-5,6,7,8-tetrahydropterin,
ein Beitrag zur Frage der Existenz von Parachinoid-dihydropterinen

von M. Viscontini, M. Frater-Schroeder und M, Argentini
Organisch-chemisches Institut der Universitdt, CH-8001 Ziirich, Rimistrasse 76

(1. II. 71}

Zusammenfassung. Die erste Synthese einecs 6,6-disubstituicrten Tetrahydropterins, namlich
des 6-Aminomethyl-6-methyl-5,6,7, 8-tetrahydropterins, wird beschrieben: Das durch Anlagerung
von Blausdure an 6-Methyl-7, 8-dihydropterin entstandene 6-Cyano-6-methyl-5,6, 7, 8-tetrahydro-
pterin wird acetyliert, reduziert und anschliessend desacetyliert. Entgegen unserer Erwartung
bildet das 6-Aminomethyl-6-methyl-tetrahydropterin bei der Oxydation durch Luftsauerstoff
unter physiologischen Bedingungen kein Parachinoid-dihydropterin, sondern wird direkt zu
6-Methyl-7, 8-dihydropterin, Formaldehyd und Ammoniak abgebaut.

Tetrahydropterine, wie z.B. der Citrovorumfaktor (N(5)-Formyl-tetrahydrofol-
sdure) und die N(5)-Methyl-tetrahydrofolsiure, sind Coenzyme verschiedener Enzym-
systeme. S. Kaufman konnte ausserdem vor kurzem zeigen, dass bestimmte Tetra-
hydropterine I als Katalysatoren der enzymatischen Phenylalanin-Hydroxylierung
wirken. Die Vermutung, dass wihrend dieser Hydroxylierung Parachinoid-dihydro-
pterine I1 eine obligatorische Dihydrostufe der Pterinumwandlung darstellen, wurde
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durch einige indirekte Beweise gestiitzt (Zusammenfassung des Problems, s. |2]).
Da aber solche Parachinoid-dihydropterine sich sofort in 7,8-Dihydropterine I1I um-
lagern, konnte bis jetzt kein Pterin der Struktur IT hergestellt und isoliert werden.

In der Annahme, dass Disubstitution am C(6)-Atom des Tetrahydropteringeriistes
eine Umlagerung V — VI verunmdglicht, haben wir versucht, derartige substituierte
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Pterine IV zu synthetisieren, welche nach der Oxydation die postulierten, stabilisierten
Parachinoid-dihydropterine V hitten liefern sollen. -
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Solche Versuche wurden oft schon, jedoch erfolglos, in unserem Laboratorium
durchgefiihrt. Eine 1959 gemachte Erfahrung {3a] fiithrte diesmal zum Erfolg. Damals
wurde gezeigt, dass wiahrend der Oxydation von Tetrahydropterinen nucleophile
Additionen an der 6-Stellung leicht stattfinden. Z.B. bildet sich wihrend der Luft-
oxydation des Tetrahydropterins VII das 7,8-Dihydropterin VIII. Die entstandene
5,6-Doppelbindung addiert leicht nucleophile Reagenzien R~ H+* unter Bildung des
entsprechenden 6-substituierten Tetrahydropterins IX (2] [3]. Die so erhaltenen
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Tetrahydropterine IX sind unbestdndig und spalten sich grosstenteils oder vollstandig
durch Retro-Michael-Reaktion in die Edukte VIII 4+ RH, so dass fiir ihre Herstellung
exakt definierte Bedingungen einzuhalten sind. In Anlehnung an diese Methode
addierten wir Blausdure an 6-Methyl-7,8-dihydropterin (X) in basischer Lésung.
Beim raschen Neutralisieren fiel das weisse 6-Cyano-6-methyl-tetrahydropterin {XT)
aus. NMR.-, IR.- und UV.-Spektren (Fig. 1) beweisen die Richtigkeit der Struktur XI.

b
=
W

15

250 300 350 nm,
Fig. 1. UV.-Spektrum von 6-Cyano-G-methyl-5,0,7,8-tetrahydropterin (XI) in wdsseviger Lisung
...... 0,1n HCI ------pH68 0,1 NaOH

Fiir die Elementaranalyse konnte aber keine vollkommen wasserfreie Substanz er-
halten werden, weil das sehr unbestindige Produkt beim Trocknen im Hochvakuum
HCN verliert. Das Massenspektrum zeigt kein Molekularion-Signal, vielmehr ein sehr
intensives Signal bei m/e 179 (M+HCN), welches dem 6-Methyl-7, 8-dihydropterin (X)
entspricht. In wisseriger Losung wird das Produkt ebenfalls gespalten und nach zwe1
Stunden liegt bei pH 6,8 nur noch X vor (Fig. 2).
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Fig. 2. Zevsetzung des Tetrahydvoptevins X1 in wdssevigey Ldsung von pH 6,8

Kurve 1: Frische Lésung (Tetrahydropterin XI); Kurve 2: Nach 20 Min.; Kurve 3: Nach 2 Std.
(6-Methyldihydropterin).
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Nach diesen Ergebnissen stand fest, dass aus dem Tetrahydropterin XI kein
Parachinoid-dihydropterin gewonnen werden konnte. Wir versuchten nun, durch
Substitution des N(5)-Protons die Bestindigkeit von X1 zu erhdhen. Die Formylierung
von XI misslang. Die Acetylierung mit Essigsdureanhydrid in Dimethylformamid
verlief hingegen glatt, wie wir es schon frither beim 5,6,7,8-Tetrahydropterin beob-
achtet hatten [4]. Das N(5)-Acetyl-tetrahydropterin XII fiel direkt aus der Ldsung
aus. Durch Zugabe von Ather in der Mutterlauge erhielten wir ein Gemisch von N(5)-
mono- und N(2'),N(5)-diacetylierten Produkten, das wie XII selbst direkt hydriert
werden kann. Dass die Acetylierung am N(5) stattfindet, wird durch die Bestédndig-
keit des erhaltenen XII bestitigt. Beim Stehen in 0,18 HCIl an der Luft ist es erst
nach 3 Tagen vollstandig hydrolysiert und oxydiert.

Das stabilisierte Produkt XII konnte zu XIII hydriert und letzteres zu XIV
desacetyliert werden. Somit erhielten wir ein gewiinschtes, C(6)-disubstituiertes
Tetrahydropterin.

Die Oxydation dieser Substanz, welche keine retro-Michael-dhnliche Abspaltung
erleiden kann, nimmt einen sehr unerwarteten Verlauf {1]. In 0,1M Phosphat-Puffer
bei pH 6,8 bildet sich ndmlich sehr rasch 6-Methyl-7,8-dihydropterin (X} neben
Formaldehyd und Ammoniak. Uber den méglichen Mechanismus dieser Seitenketten-
Abspaltung wird spiter in dieser Zeitschrift berichtet.

Wirdanken Herrn Prof. Dr. W. von Philipsborn, den Herren Drs. 4. Diefenbacher und T. Winkler
fir die Aufnahme und Interpretation der NMR.-Spektren, Herrn Prof. Dr. M. Hesse fir die Auf-
nahme der Massenspektren und Herrn H. Frohofer, Leiter unserer mikroanalytischen Abteilung,
fiir die Ausfithrung der Elementaranalysen und die Aufnahme der IR.-Spektren. Ferner danken
wir dem Schweizerischen Nationalfonds fur dic finanzielle Unterstutzung dieser Arbeit. Der
Aufenthalt von Herrn Dr. M. d#gentini in Zurich wird durch ein Austausch-Stipendium (Uni-
versitit Zirich-Collegio Ghislieri Pavia) ermoglicht.

Experimentelles. — 6-Methylpterin kann nach Boon [5] durch Ringschluss des reduzierten
Kondensationsproduktes aus «-Aminoaceton und 2-Amino-4-chlor-5-phenylazo-6-oxo-1,6-
dihydropyrimidin hergestellt werden. Da dic Mcthode aufwendig war und schlechte Ausbeuten
ergab, haben wir dag Methylpterin nach folgendem Prinzip synthetisiert [6]: Zu einer Lésung von
0,46 g (20 mAtom) Natrium in 400 ml absolutem Methanol in einem 2-1-Rundkolben wurden unter
Eiskithlung und Rithren 11,6 g (100 mMol) destilliertes Acetoxyaceton gegeben. Nach 15 Min.
wurde das Kithlbad entfernt und das Natriummethylat durch Zugabe von 1,2 g (20 mMol) Eis-
essig neutralisiert. Darauf wurde die Lésung unter Stickstoff mit einer frisch hergestellten Lésung
von 6,56 g (80 mMol) wasscrfreiem Natriumacetat, 10 Tropfen Thioithanol und 10,7 g (50 mMol)
2,4, 5-Triamino-6-oxo-dihydropyrimidin-dihydrochlorid in 1100 ml absolutem Methanol versetzt.
Der Rundkolben wurde verschlossen und bei Zimmertemperatur unter Weiterrithren stehenge-
lassen. Das 6-Methylpterin begann schon nach 10 Min. auszufallen. Nach 15 Std. wurde es abge-
nutscht, mit Athanol und Ather gewaschen und getrocknet. Rohausbeute: 7 g (799 d.Th.).
Dieses 6-Methylpterin cnthiclt noch Spuren von 7-Methylpterin, die aber bei der nichsten Stufe
nicht stérten und verschwanden.

6-Methyl-7,8-dihydropterin-hydvochlovid {X). Nach [7] hergestellt. Ausbeute 559,. Die Per-
manganatoxydation ergab nur isomerenfreie Pterin-6-carbonsiure. Signalel) im NMR.-Spektrum
(Trifluoressigsaure): C(6)-CH,: S, 2,65 ppm, 3 Pr.; C(7)H,: S, 5,06 ppm, 2 Pr.; N(2)H, und
N(8)H: br. S, 8,03 ppm, 3 Pr. Die crwartcte Aufspaltung zwischen C(7)H, und N(8)H konnte nicht
beobachtet werden.

6-Cyano-6-methyl-5,6,7,8-tetrakydvoptevin (X I). In 50 ml 0,1x KOH, die unter Rithren wahrend
1 Std. mit sauerstoffreicm Stickstoff gesittigt worden war, wurden 6 g KCN und 0,3 g (1,27 mMol)

1y S = Singulett, D = Dublett, T = Triplett, M == Multiplett, by: breit, Pr: Proton(en).



HEeLvETIica CHiMIcA Acta — Vol. 54, Fasc. 3 (1971) — Nr. 80 815

6-Methyl-7, 8-dihydropterin-hydrochlorid (X) unter stindigem Stickstoffstrom anfgelést. Nach
6-std. Rithren bei Zimmertemperatur wurde die Losung auf 0° abgekiihlt und unter Durchleiten
von Stickstoff durch Zugabe von Eisessig auf pH 6,5 gebracht. Die weisse Féllung wurde nach
einer halben Stunde abfiltriert, mit Wasser, Athanol und Ather gewaschen und bei Zimmer-
temperatur/12 Torr getrocknet: 0,21 g (0,935 mMol; 749%) XI als weisses, gegeniiber Licht,
Sauerstoff und Feuchtigkeit sehr unbestandiges Produkt. Sein UV.-Spektrum (Fig. 1) entspricht
jenem von klassischen Tetrahydropterinen. Signale im NMR.-Spektrum (Trifluoressigsdure):
C(6)-CH,: S, 1,86 ppm, 3 Pr.; C(7)H: D, ] &~ 14 Hg, 3,60 ppm, 1 Pr.; C{(7)H’: D, | ~ 14 Hz,
4,10 ppm, 1 Pr. Massenspektrum: kein M+, 179 (m/e — HCN) (100%,); 164 (76%); 132 (30%).
CyH (N,O- H,O (224,22) Ber. C 42,86 H 535 N 37,50% Gef. C42,49 H 527 N 36,89%

5-Acetyl-6-cyano-6-methyl-5,6,7, 8-tetrahydropterin (X11I). Zu 30 ml Essigsiureanhydrid, die
mit sauerstoffreiem Stickstoff gesittigt worden waren, gab man 1 ml Dimethylformamid, 0,5 ml
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Tig. 3. UV.-Spektvum von 5-Acetyl-6-cyano-6-methyl-5,6,7,8-tetvahydvopterin (X I1) in wdsseriger
Lisung

...... 0,1~ HCIL ------pH&68

0,1N NaOH
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Dibutylphtalat und 0,1 g (0,45 mMol) Methyl-cyano-tetrahydropterin XI. Die Losung wurde
unter Licht- und Sauerstoffausschluss bei Zimmertemperatur 6 Std. gerithrt. Das gebildete weisse
Monoacetyltetrahydropterin XIT wurde abzentrifugiert, mit Ather gewaschen und getrocknet:
0,040 g (35%). Das UV.-Spektrum unterscheidet sich von jenem der klassischen Tetrahydropterine
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Fig. 4. UV.-Spektrum von 6-Aminomethyl-6-methyl-5,0,7, 8-tetvakydroptervin (X1V) in wdsseriger
Losung
...... 0,1y HC1 ------pH 6,8 0,1 NaOH
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Fig. 5. NMR.-Spektrum von 6-Awminomethyl-6-methvl-5,6,7,S-tetrabydvopterin (X1TV) in (CD4),S0O
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durch scine bathochrome Verschicbung, insbesondere in neutralen und sauren Losungen (Fig. 3).
Signalc im NMR.-Spektrum (Trifluoressigsaurc): C(6)-CH,: S, 1,88 ppm, 3 Pr; N(5)-CO—-CH,: S,
2,50 ppm, 3 Pr; C(7)-H und C(7)-H’: 2 D, J a 12,5 Hz, 3,64 und 4,10 ppm, 2 Pr.

CioHpa N0, (248,24) Ber. C48,38 H 4,87 N 33,869, Gef. C 4846 H 5,16 N 32,77%,

I-Acetyl-6-aminomethyl-G-methyl-5,6,7, 8-tetrahydvoptevin (X111). 0,1 g (0,4 mMol) 5-Acetyl-6-
cyano-0-methyl-tetrahydropterin (XII), in einer Mischung von 1 ml konz. HCl und 100 ml
CH,COOMH gelsst, wurden mit 200 mg Platinoxid bei Atmosphidrendruck und Zimmertemperatur
hydriert. Die Aufnahme von 2 Mol-Aqu. Wasserstoff war nach 4 Std. beendet. Die Dauer der
Hydrierung héingt stark vom Reinheitsgrad des Wasserstoffs alb; wir haben stets mit sorgfiltig
gercinigtem Wasserstoft gearbeitet. Nach Abzentrifugieren des I atalysators und Zugabe von 1 ml
konz. HCI wurde die Losung rasch auf 5 ml eingeengt und mit 50 ml Ather versetzt, worauf die
cntstandene, schr hygroskopische Fillung abzentrifugicrt, Smal mit Ather gewaschen und 20 Std.
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Fig. 6. Luftoxydation von Tetrahydyvoptevin X1V in wdsservigev Lisung, pH 6,8

Kurve 1: Frische Losung (Tetrahydropterin XIV); Kurve 2: Nach 45 Min. (6-Methyl-7, 8-Dihydro-
pterin (X)). Es sind in Zcitabstdnden von einer Viertelstunde aufgenommene UV.-Spcktren
eingezeichnet.
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bei Zimmertemperatur/0,01 Torr getrocknet wurde: 0,095 g (70%) XIIIL. UV.-Spektrum: prak-
tisch identisch mit jenem des Ausgangsproduktcs XTI. Dic Signale im NMR.-Spektrum (Hexa-
deuterodimethylsulfoxid) lassen sich schwer zutcilen, da das Produkt in Lésung unbestéindig ist
und das Spektrum sclbst kompliziert erscheint: C(6)-CHy: S, 1,20 ppm; N(5)-COCHjy: S, 2,20 ppm;
(CH,)-N1Ig+(?): M, 2,50 ppm; C(6)-CH,- und C(7)H,(?): M, 3-5 ppm.
C,oH¢NgOg21ICI-H,0  Ber. C 35,00 H 5,83 N 24,34 Cl 20,609
(343,21) Gef. ,, 34,74 ,, 5,35 ,, 24,00 ,, 19,75%

6-Aminomethyl-6-methyl-5,6,7,8-tetrahydropterin-trihydrochlorid (XI1V). 0,1 g (0,29 mMol)
N(5)-Acctylderivat XIII wurden unter Lichtausschluss im Stickstoffstrom in 6 ml absolutem
Mcthanol gel6st und mit 12 ml 10N methanolischem LICI versetzt. Nach ciner kurzen exothermen
Rcaktion begann die Ausscheidung von X1V. Nach weiteren 30 Min. wurde die Suspension auf 0°
abgekithlt und zentrifugiert. Die wcisse Fillung wurde mchrmals mit Ather gewaschen und ge-
trocknet: 0,049 g (53%) X1V. UV .-Spektrum (Iig. 4): identisch mit jenem der klassischen Tetra-
hydropterine. Signale im NMR.-Spektrum (liexadcuterodimethylsulfoxid; in CFgCOOH zersetzt
sich das Produkt sofort): C(6)-CH;: S, 1,38 ppm, 3 Pr; (CH,)-NH,+(2): M, 2,52 ppm, 3 Pr;
C(6)-Clfy- und C(7)Hg: M, 3--3,5 ppm, 4 Pr; N(2')H, br. S, 8,7 ppm, 2 Pr. Das Wasser der Losung
und dic leicht austauschbaren Protoncn crscheinen in ciner breiten Bande von 7 bis 10 ppm

(Fig. 5). C4H,N,O-3HCI  Ber. € 30,06 H 536 N 2629 Cl3327%
(319,64) Gef. ,, 30,67 ,. 5,86 ,, 2548 ,, 32,009

Lujloxydation von 6-Aminomethyl-6-methyl-5,6,7,8-tetrahydvopterin (XIV) in wisseriger
Losung unter physiologischen Bedingungen. Das UV.-Spektrum einer Lésung von 0,261 mg
X1V in 25 ml 0,1M Kaliumphosphat-Pufferlésung (pH 6,8) wurde alle 5 Min. gemessen (Fig. 6).
Nach 45 Min. enthilt die Losung reines 6-Methyl-7, 8-dihydropterin (X) ncben FFormaldchyd und
Ammoniak [1j. Wird die Oxydation weitergefuhrt, so erhidlt man 6-Methylpterin.
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