HEevLvETIica CHIMICA AcTA — Vol. 55, Fasc. 1 (1972) — Nr. 34 21

{21 P.Holtz, K. Stock & E. Westermann, Arch. exp. Path. Pharmakol. 248, 387 (1964) ; H. Yamanaka,
M. J. Walsh & V. E. Davis, Nature 227, 1143 (1970); V. E. Davis & M. J. Walsh, Science 767,
1005 (1970); G. Cohen & M. Collins, ibid. 167, 1749 (1970) ; T. L. Sourkes, Nature 229, 413 (1970).

[31 A. M. Hjort, E. J. de Beer & R. W. Fassett, J. Pharmacol. exp. Therap. 62, 195 (1938); D. W.
Fassett & A. M. Hjort, ibid. 63, 253 (1938); A. M. Hjori, E. J.de Beer, J. S. Buck & L. O. Randall,
ibid. 76, 263 (1942); A. H. Beckett, Progr. Drug Res. 7, 455 (1959).

[4] E. 4. Bell, J. R. Nulu & C. Cone, Phytochemistry 70, 2191 (1971).

[5] W. M. Whaley & T. R.Govindachari, ‘The Pictet-Spengler Synthesis of Tetrahydroisoquinolines
and Related Compounds’ in Organic Reactions, Vol. VI, Chap. 3, R. Adawms, ed., John Wiley &
Somns, Inc., New York 1951.

[6] G. Bartholini, I. Kuruma & A. Pletschey, Nature 230, 533 (1971).

4. Uber Pterinchemie
39. Mitteilung {1]

Zur Frage des ‘“ aktiven Formaldehyds”.
Wird durch Formaldehyd-Anlagerung an Tetrahydrofolsiureanaloge
ein Imidazolidinring gebildet?

von M. Viscontini und J. Bieri
Organisch-chemisches Institut der Universitidt, Ramistrasse 76, CH-8001 Zurich

(30. X. 71)

Zusammenfassung. Es werden Versuche mit Tetrahydrofolsiure-Modellsubstanzen unter-
nommen, um die eigentliche Struktur des sogenannten «aktiven Formaldehyds» abzukliren. Alle
Addukte der tetrahydrierten Substanzen mit Formaldehyd erweisen sich als Hydroxymethyl- und
nicht als Imidazolidin-Derivate. Ob das Additionsprodukt des Formaldehyds mit Tetrahydrofol-
saure ebenfalls ein Hydroxymethyl-Derivat ist, bleibt noch abzukldren.

Seitdem entdeckt wurde, dass in Leberextrakten Serin in Gegenwart von Tetra-
hydrofolsdure (H,-Folat, Ia), Glycin und Formaldehyd gebildet wird [2] [3], stellt
sich die Frage nach der richtigen Struktur des sogenannten «aktiven Formaldehyds»
(Anlagerungsprodukt von 1 Mol. HCHO an eine Molekel H, - Folat). In ihrer Mittei-
lung diskutierten Kisliuk & Sakami [2] die Bildung von 5-Hydroxymethyl-H, - Folat
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(ITa); Blakley [3] vermutete das Entstehen einer Methylenbriicke zwischen den
N(3)- und N(10)-Gruppierungen mit Formaldehyd unter Bildung eines Imida-
zolidinringes (IITa). Diese letzte Struktur IIla fir den «aktiven Formaldehyd» gilt
heute als die richtige [4], gestiitzt durch das (falsche) Ergebnis [5], dass nur die im
Pyrazinring hydrierten Pterine der Folsdurereihe mit den funktionellen Gruppen
N(5) und N(10), die einer Athylendiamin-Gruppierung angehéren, in Anlehnung an
bekannte Reaktionen zwischen HCHO und Athylendiaminen, mit HCHO reagieren
koénnen. NH NH
~ \?H—-CHz/ ~

Aber heute wissen wir, dass auch die hydrierten Pterine ohne Seitenkette, und
damit ohne die funktionelle Gruppe N(10), unter reversibler Anlagerung von HCHO
in N(5)-Stellung, Hydroxymethyl-Derivate bilden [6], so dass man sich fragen muss,
ob fiir den «aktiven Formaldehyd» nicht etwa die Struktur IIa die richtige ist. Die
in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Ergebnisse unserer in dieser Richtung
unternommenen Versuche zeigen, dass bestimmte H,-Folat-Analoge nach der An-
lagerung von Formaldehyd héchstwahrscheinlich keinen Imidazolidinring bilden.
Wir haben H,-Folat-Analoge und nicht H,-Folat (Ia) selbst gewihlt, weil die
NMR.-Spektren von H,-Folat infolge der grossen Zahl von Methylengruppen kaum
verwendbare Auskiinfte tiber die Struktur des «aktiven Formaldehyds» vermitteln
kénnen.

In der Absicht, eine einfache Arbeitsmethode zu entwickeln, wird zuerst die An-
lagerung von HCHO an 6,7-Dimethyl-5,6,7, 8-tetrahydropterin (IV) untersucht, da
bei dieser Modellsubstanz sich kein Imidazolidinring bilden kann. Das Addukt von
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IV mit HCHO wird unter Sauerstoffausschluss in wissriger Losung (pH 2-6) leicht
erhalten und wurde als 5-Hydroxymethyl-6, 7-dimethyl-tetrahydropterin (V) charak-
terisiert. Sein NMR.-Spektrum in Fluorsulfonsiure (Fig.2), verglichen mit demjeni-
gen des Eduktes IV (Fig.1), zeigt ein A B-System, zentriert bei 8,76 ppm. Wir
schliessen daraus, dass V in starken Sduren nach Protonierung leicht eine Molekel
Wasser verliert, unter Bildung des kationischen Imins VI. Dieses Verhalten wird
ferner bestitigt durch die leichte katalytische Hydrierung von VI zu 5,6, 7-Trimethyl-
tetrahydropterin (VII) in Trifluoressigsdure. Das Dublett (3,70 ppm, J = 5 Hz) der
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Fig. 1. NMR.-Spektvum von 6,7-Dimethyl-5,6,7,8-tetrahydrvoptevin (IV), anfgenommen in FSO H
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Tig. 2. NM R.-Spektrum von N(5)-Hydvoxymethyl-6,7-dimethyl-5,6,7, 8-tetvahydvopterin {V), aufge-
nommen in FSO H
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Fig. 3. NMR.-Spektrum von N(5),6,7-Tyvimethyl-5,6,7,8-tetvahydvopterin (VII), anfgenommen in
FSO,H
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5-Methylgruppe im NMR.-Spektrum von VII in Fluorsulfonsiure (Fig.3) bedeutet,
dass in dieser starken Sdure das N(5)-Atom protoniert vorliegt. In Trifluoressigsiure
ist fiir die gleiche Gruppierung nur ein Singulett bei 3,40 ppm zu beobachten?).

Nachdem die Lage des N(5)-CH,-Signals eines 5-Methyltetrahydropterins ein-
deutig lokalisiert ist, kénnen Versuche mit Folsiureanalogen unternommen werden.
Wir wihlten das 6-[(N-p-Tolyl}-aminomethyl]-tetrahydropterin (Ib) und den Tetra-
hydropteroinsdure-methylester (Ic), da beide Verbindungen eine sekundire Amino-
gruppe in 10-Stellung analog zu Ia besitzen. Zudem weisen die Aminogruppierungen
verschiedene Basizititen auf. Diese werden unterschiedlich beeinflusst durch den
induktiven und mesomeren Effekt der Substituenten in p-Stellung. Das pK; der
10-Aminogruppe ist ganz allgemein schwer zu messen. In Analogie zu den pK;-
Werten von Toluidin (5,08; 25°) und p-Aminobenzoesiure-methylester (2,38; 25°)
schitzen wir die pKs von Ib und Ic auf 5-5,5 bzw. 2-2,5. Diese Werte sind dhnlich
den pKg-Werten der 5-Aminogruppe des Tetrahydropterins (5,6) bzw. der N(2')-
Aminogruppe des Pterins (2,3) |7]. Vergleicht man diese Werte, so stellt man fest,
dass die Bedingungen fiir eine Imidazolidinbildung am besten in der Substanz 1b
erfitllt sind. Es ist hingegen damit zu rechnen, dass das N(10)-Atom von Ic mit
HCHO am langsamsten reagieren wird. Vergleicht man andererszits die NMR.-
Spektren von Ib (Fig.4) und Ic (Fig.5) mit demjenigen von Ia (Fig.6), so stellt man
fest, dass Ia und Ic eine sehr dhnliche chemische Umgebung um das N(10)-Atom
besitzen miissen. I ¢ (weniger I b) kann somit, verglichen mit Ia, als eine echte Modell-
substanz betrachtet werden.

Um die Reaktion der 5-Aminogruppe ungestért zu untersuchen, wurde in den
Verbindungen Ib und Ic die 10-Aminogruppe vorerst blockiert. Zu diesem Zweck
wurden das 6-[(N-p-Tolyl)-aminomethyl]-pterin (VIIIb) und der Pteroinsidure-
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1} In dieser Arbeit befassen wir uns nicht mit der Stercochemie dieses synthetisch hergestellten
Produltes, welches als Gemisch von zwel racemischen Diastereomeren vorliegen kann.
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Fig. 4. NM R.-Spektrum von 6-[(N-p-Tolyl)-aminomethyl]-5,6,7, 8-tetrahydvoptevin (I1b), aufgenom-
men in FSO;H
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Fig. 5. NMR.-Spektrum von 5,6,7,8-Tetvahydvopievoinsiure-methylester (Ic), aufgenommen in

FSO,H

methylester (VIIIc) mit Ameisensdure in 10-Stellung formyliert [8] und darauf zu
Xb bzw. Xc katalytisch reduziert. Die beiden letzteren Substanzen lagern eine
Molekel HCHO an unter Bildung der 5-Hydroxymethyl-10-formyl-tetrahydropterine
XIb und XlIc, die sich als reine Substanzen isolieren und anschliessend zu den
5-Methyl-10-formyl-tetrahydropterinen XIIb und XIIc katalytisch reduzieren
liessen.

Das N(5)-CH,-Signal erscheint in Trifluoressigsdure als Singulett fiir XIIb bei
3,48 ppm, fiir XIIc bei 3,46 ppm (Fig.8) und in Fluorsulfonsdure als Dublett [wegen
Protonierung am N{(5)], fiir XIIb bei 3,76 ppm (J = 8 Hz), fiir XIIc bei 3,74 ppm
(J = 6 Hz). Die Lagen dieser Signale stimmen mit denjenigen des 5,6,7-Trimethyl-
tetrahydropterins (VII) gut tiberein. Dieser Befund beweist, dass die NMR.-Spektro-
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Fig. 6. NM R.-Spektrum von 5,6,7,8-Tetrahydvofolsduve (I a), aufgenommen in FSO,H

T T T T T T

—
10 8 6 4 2 o ppm

Fig. 7. NM R.-Spektvum von N(10)-Formyl-5,6,7,8-tetrahydvoptevoinsgure-methylester (X c), aufge-
nommen in CF,COOH

T T T T T —

T
10 8 6 4 2 0 ppm

Fig. 8. N(8)-Methyl-N(10)-formyl-5,6,7, 8-tetrahydroptevoinsiuve-methylester (X 11 ¢), aufgenommen
in CF,COOH
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metrie fiir die Konstitutionsaufkldrung von 5-Methyl-tetrahydropterinen mit Vorteil
eingesetzt werden kann.

Daraufhin dehnten wir die Versuche auf die Modellsubstanzen Ib und Ic aus:
mit iberschiissigem Formaldehyd werden isolierbare Addukte gebildet, deren Ele-
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mentaranalysen fiir die Strukturen XIII (b und c) sprechen, in welchen je zwei
Molekeln HCHO angelagert sind. Nach katalytischer Hydrierung liefern beide
Addukte Tetrahydropterine mit 2 N-CH,-Gruppierungen (Elementaranalysen,
NMR.-Spektren). Die Integrale der N-CH,-Protonen sprechen fiir die Anwesenheit
von 6 solcher Protonen pro Molekel; es kann sich also nicht um Mischungen von
5-Methyl- und 10-Methyl-tetrahydropterin handeln, sondern es miissen 5,10-Di-
methyl-tetrahydropterine vorliegen.

Lasst man unter gleichen Badingungen Ib mit nur einem Mol-Aqu. HCHO
reagieren, so wird dieser Formaldehyd an den N(5)- und den N(10)-Atomen ange-
lagert, wobei die 5-5tellung gegeniiber der 10-Stellung kaum bevorzugt wird, und es
entsteht immer, neben unverindertem Edukt Ib, das Produkt XIIIb. Anders ver-
bilt sich Ic: hier wird die 5-Stellung deutlich gegeniiber der 10-Stellung bevorzugt
und es entsteht immer eine Mischung von Addukten, die wir nicht nidher untersucht
haben. In diesem speziellen Fall schliessen wir die Moglichkeit einer teilweisen
Imidazolidinring-Bildung nicht aus. Wird die Formaldehyd-Konzentration erhéht, so
wird die N(5)-Anlagerung vervollstindigt, aber gleichzeitig nimmt auch die N(10)-
Hydroxymethylierung zu.

Zusammenfassend konnen wir sagen, dass unter den von uns gewihlten Bedin-
gungen die Anlagerung von HCHO zu Hydroxymethyl-Gruppierungen fithrt und
dass kein einheitliches Imidazolidin-Derivat von Ib und Ic¢ erhalten werden kann.
Deutlich ist der Einfluss der pKs-Werte der 5- bzw. 10-Aminogruppe auf das Anlage-
rungsverhalten von HCHO, und es ist durchaus méglich, dass die Tetrahydrofolsdure
(Ia), die in der 10-Stellung ein tieferes pKj als Ic besitzen sollte, an dieser Amino-
gruppe nur wenig Formaldehyd anlagert, auch wenn ein HCHO-Uberschuss vor-
handen ist. Ob sich das durch Anlagerung an N(5) gebildete Hydroxymethyl-Derivat
ITa tatsichlich in ein Imidazolidin-Derivat IIIa umwandeln kann, bleibt noch ab-
zukldren.

Wir setzen unsere Arbeiten in dieser Richtung fort.

Wir danken Herrn Prof. Dr. W. v. Philipsborn fir die NMR.-Spektrenaufnahme, Herrn Prof.
Dr. M. Hesse fur die Massenspektrenaufnahme und Herrn H. Frohkofer, Leiter unserer mikroanaly-
tischen Abteilung, fiir die Elementaranalysen.

Experimenteller Teil

Die Massenspektren wurden an einem CEC-21-110 B-Gerét (Direkteinlass, 70 eV) registriert.
Die NMR.-Spektren wurden mit einem Varian A-60- bzw. HA-100-Kernresonanzspektrographen
in CF;COOH (interner Standard: Tetramethylsilan) oder in FSO4H (externer Standard: verdiinnte
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Losung von Tctramcthylsilan in CCl,) aufgenommen. Abkiirzungen: S = Singulett, D = Dublett,
T = Triplett, M = Multiplett, b» = breit, Pr = Proton(en).

6,7-Dimethyl-5,6,7,8-tetvahydvoptevin-monosulfat-monohydrat (IV). Nach dem Vorhydrieren
von 45 mg PtO, in 20 ml Trifluoressigsdure werden 120 mg (0,63 mMol) 6, 7-Dimethylpterin [9]
zugegeben. Nach 15 Min. ist die Hydricrung beendet (760 Torr, 25°). Nun gibt man 85mg Schwefel-
siure in 2 ml Athanol und einige Tropfen 5-proz. schweflige Saure zu, filtriert vom Katalysator ab,
dampft das Filtrat ein und verdtinnt den ¢ligen Riickstand mit einigen Tropfen 5-proz. schwefliger
Saure. Zugabe von wenig Norit, kurzes Aufkochen und Filtrieren in ein Gemisch von 10 ml Athanol
und 6 ml Ather ergibt eine weisse Féllung. Diese wird abzentrifugiert, mit heissem Athanol und
mit Ather gewaschen und getrocknet; 151 mg (77,3%) IV. NMR.-Spektrum 2) (60 MHz, CF,COOH):
N(5)H und N(8)H: br S, 8,16 ppm, 2 Pr; N(2)H,: S, 7,76 ppm, 2 Pr; C(6)H und C(7)H: br S,
4,20 ppm, 2 Pr; C(6)—CH, und C(7)—CHgy: &7 S, 1,52 ppm, 6 Pr. NMR. (60 MHz, FSO,H, Fig. 1):
N(5)H und N(8)H: br S, 8,40 ppm, 2 Pr; N(2')H,: S, 8,10 ppm, 2 Pr; C(6)H und C{7)H: br S,
4,54 ppm, 2 Pr; C(6)—CH,: D, 1,88 ppm, J = 6 Hz, 3 Pr; C(7)--CH,: D, 1,76 ppm, J = 6 Hz, 3 Pr.
Massenspektrum3): m/fe (rel. %) 195 (M+, 100), 180 (80), 165 (40), 152 (20), 135 (7), 126 (9), 111 (9),
82,5 (12), 69 (19).

CeH,3N,0,H,50,, H,0 Ber. C30,86 H 5,50 N22,50 $10,30%
(311,33) Gef. ,, 30,72 ,, 560 ,, 22,28 ,, 10,30%

N(8)-Hydroxymethyl-6,7-dimethyl-5,6,7,8-tetrahydvopterin (V). 100 mg (0,32 mMol) IV werden
unter sauerstofffreiem Stickstoff bei Zimmertemperatur in 8 ml Wasser aufgeschlimmt, darauf
durch Zutropfen von 2~ Natronlauge gelést (pH 2). Dann setzt man 0,8 ml Formaldehyd (35-proz.}
zu und bringt das pH mittels 2~ Natronlauge im Lauf von 15 Min. auf 6, wobei das weissc Produkt
V auszufallen beginnt. Das Gemisch wird 15 Min. weitergeriihrt, dann wird dic Ausscheidung ab-
zentrifugiert, mit stickstoffgesittigtemn Wasser gewaschen und getrocknet (0,05 Torr, 807, 7 Std.):

+

60 mg (82,9%) V. NMR. (60 MHz, FSO,H, Fig. 2): N(5)=CH,: 4 B-System: 64 = 8,87 ppm,
dp = 8,65 ppm, J = 5 Hz, 2 Pr; N(8)H: bv S, 8,42 ppm, 1 Pr; N(2')H,: br S, 8,16 ppm, 2 Pr;
C(6)H und C(7)H: M, 5,18-4,34 ppm, 2 Pr; C(6)—CHy: D, 1,88 ppm, | = 6 Hz, 3 Pr; C(7)—CH,:
D,1,76ppm, ] = 6 Hz, 3 Pr.

CoH | N;O, (225,25) Ber. C47,99 H6,71 N31,09%  Gef. C48,29 H 6,26 N 31,549,

N(5),6,7-Trimethyl-5,0,7,8-tetrakydrvopterin-dihydvochlovid-monohydrat (VII). Nach der Vor-
hydrierung von 30 mg PtO, in 12 ml Trifluoressigsdure werden 100 mg (0,45 mMol) V zugegeben.
Nach 45 Min. ist die Hydrierung beendet (760 Torr, 25°). Nun werden 200 mg 12~ HCI in 8 ml
Methanol zugegeben und der Katalysator abfiltriert. Durch Zugabe von 60 ml Ather wird das
weisse Produkt ausgefillt, das abzentrifugiert, mit Ather gewaschen und getrocknet wird; 122 mg
(88,9%) VII. NMR. (60 MHz, CF;COOH): N(8)H: b S, 8,20 ppm, 1 Pr; N(2')H,: b7 S, 7,91 ppm,
2 Pr; C(6)H und C(7)H: M, 4,50-3,68 ppm, 2 Pr; N(5)—CH,: S, 3,40 ppm, 3 Pr; C(6)—CH, und
C(7)—CH,: br S, 1,54 ppm, 6 Pr. NMR. (60 MHz, FSO,H, Fig. 3): N*(5)H: b7 S, 8,68 ppm, 1 Pr;
N(8)H: S, 8,32 ppm, 1 Pr; N(2'})H,: br S, 8,11 ppm, 2 Pr; C(6)H und C(7)H: M, 5,00-4,16 ppm,
2 Pr; N(5}—CH4: D, 3,70 ppm, J = 5 Hz, 3 Pr; C(6)—CH,: D, 1,88 ppm, J = 6,5 Hz, 3 Pr;
C(7)—CH,: D, 1,76 ppm, J = 6,5 Hz, 3 Pr. NMR. (100 MHz, D,0): C(6)H: Qp'), 4,61 ppm,
Jew-1,c-cuy = 6 He, Je@-m,c-u = 3 Hz, 1 Pr; C(7)H: Qp, 4,24 ppm, Jeem-m cop—cny =

|+
2)  Die Zuordnung der >N~H—, bzw. der —N—H-Resonanzen erwies sich bei IV, V und VII als

!

schwicrig. Das vermchrte Auftreten von Di- und Trikationen (oftmals im Gemisch) ldsst sich
auf den positiv induktiven Effekt der beiden Methylgruppen zuriickfithren. Die in dieser Arbeit
getroffene Zuordnung stutzt sich auf die Zahl der durch Integration erhaltenen Protonen und
auf den Vergleich einer grossen Zahl von Spektren.

3) Fur die Aufnahme des Massenspektrums wurde das 6,7-Dimethyl-5,6,7, 8-tetrahydropterin-
hydrochlorid [9] verwendet, da das Sulfat nicht verdampfbar ist.

4} Qp = Quartett mit Dublett-Feinstruktur.

5) Mit Hilfe des Massenspektrums kann festgestellt werden, dass die Molekel in sehr geringem
Masse an zwei weiteren Stellen methyliert ist. Dass diese « Ubermethylicrung» festgestellt wird,
hangt mit der grésseren Fluchtigkeit von N—CH,- gegeniiber N—H-Verbindungen zusammen.



HervETIca CHIMICA AcTAa — Vol. 55, Fasc. 1 (1972) — Nr. 4 29

6 HZ, ]C(7)~H, Cg)—H = 3 HZ, 1 PI': C(6)-CH3 D, 1,80ppm, ] =6 HZ, 3 PI’; C(7)—CH3 D, 1,67 Ppm,
J = 6 Hz, 3 Pr. Massenspektrum?®) : m/e (rel. 9%,) 209 (M+, 100), 194 (79), 179 (59), 96 (13), 82 (17),
69 (44). C,H, N,0,2HC],H,0 Ber. C36,00 H6,37 N2333 Cl2362%

(300,19) Gef. ,, 36,05 ,, 5,77 ,, 23,56 ,, 22,79%

N(10)-Fovmyl-pteroinsdure-methylester-monohydvat (1Xc) wird nach einer von Wolf [8] ver-
wendeten und durch uns modifizierten Methode hergestellt. Eine Lésung von 150 mg (0,46 mMol)
VIIIc [1] in 12 ml Ameisensidure (99-proz.) wird unter Stickstoff 2 Std. auf dem Dampfbad gehal-
ten. Anschliessend wird abgekithlt und die Lésung auf ca. 3 ml eingeengt. Nach Zugabe von 6 ml
Wasser (Fallung des gelbbraunen Formylderivates) wird mittels konz. Ammoniak das pH auf 6
gebracht. Der Niederschlag wird abzentrifugiert, mit Wasser, Athanol und Ather gewaschen und
getrocknet: 146 mg (84,9%) 1Xc. NMR. (60 MHz, CF,COOH): C(7)H: S, 9,08 ppm, 1 Pr; Formyl-
H: S, 8,79 ppm, 1 Pr; N(2)H,: b» S, 8,74 ppm, 2 Pr; aromat. Pr: 4 B-System: 4 = 8,25 ppm,
0 =7,59ppm, J =9 Hz, 4 Pr; C(9H,: S, 5,55 ppm, 2 Pr; O—CH,;: S, 4,13 ppm, 3 Pr. (60 MHz,
FSO,H): C(7)H: S, 9,40 ppm, 1 Pr; Formyl-H: S, 9,25 ppm, 1 Pr; aromat. Pr: 4 B-System:
64 = 8,65ppm, 65 = 8,19 ppm, | =8 Hz, 4 Pr; C(9H,: S, 6,16 ppm, 2 Pr; O—CH,: S, 4,94 ppm,
3Pr.

Ci6H 14 NeO,. HyO (372,34)  Ber. C 51,61 H 4,33 N 22,579, Gef. C51,73 H 4,30 N 22,829,

N(10)-Formyl-5,6,7, 8-tetrahydroptevoinsiuve-methylester-dikydrochlovid (Xc). Nach der Vor-
hydricrung von 23 mg PtO, in 10 ml Trifluoressigsdure werden 100 mg (0,28 mMol) IX ¢ zugegeben.
Nach 2 Std. sind 2 Mol.-Aqu. Wasserstoff aufgenommen (760 Torr, 25°). Nun werden 170 mg 12N
HCI in 3 ml Methanol zugegeben und der Katalysator abfiltriert. Durch Zugabe von 60 ml Ather
wird das Produkt ausgefillt. Der weisse Niederschlag wird abzentrifugiert, mit Ather gewaschen
und getrocknet (0,05 Torr, 20°, 8 Std.): 120 mg (98,9%) Xc. NMR. (60 MHz, CF,COOH, Fig. 7):
Formyl-H: S, 9,55 ppm, 1 Pr; aromat. Pr: 4 B-System: §4 = 8,21 ppm, g = 7,45 ppm, J = 8 Hz,
4 Pr; C(6)H, C(7)H, und C(9YH,: M, 4,82-3,92 ppm, 5 Pr; O—CH,: S, 4,09 ppm, 3 Pr. (60 MHz,
FSO4H): Formyl-H: S, 9,56 ppm, 1 Pr; aromat. Pr: 4 B-System: §4 = 8,77 ppm, dp = 8,11 ppm,
J =8Hz, 4Pr; C(6)H, C(7)H, und C(9)H,: M, 5,40-4,00 ppm, 5 Pr; O—CH,: S, 5,04 ppm, 3 Pr.

CigHygNgO,, 2ZHCl  Ber. C44,55 H 4,67 N 19,48 (116,449
(431,28) Gef. ,, 44,36 ,, 495 ,, 20,14 ,, 15,329

N(5)-Hydroxymethyl-N(10)-formyl-5,6,7, 8-tetrahydroptevoinsdiure-methylester (X1c). 100 mg
{0,23 mMol) X ¢ werden unter sauerstofffreiem Stickstoff in 16 ml 50-proz. Methanol und 0,5 ml
2N NaOH gelost (25°). Durch Zutropfen von 1n HCl wird das pH auf 7 gebracht. Dann setzt man
0,4 ml Formaldehyd (35-proz.) zu und bringt durch weitere Zugabe von 1~ HCI das pH auf 3, wo-
bei langsam eine schwach hellgelbe Triibung erscheint. Im Lauf von 15 Min. wird das pH mittels
2N NaOH auf 6 gebracht. Nach weiterem Rithren wihrend 15 Min. wird der entstandene Nieder-
schlag abzentrifugiert, mit stickstofigesittigtem Wasser gewaschen und getrocknet (0,05 Torr,
80°, 8 Std.): 59 mg (65,5%,) XIc.

CsHygNgO; (388,38)  Ber. C52,57 H5,199%  Gef. C52,31 H4,85%

N (5)-Methyl-N (10)-formyl-5,6,7, 8-tetrahydvopteroinsiuve-methylester-dihydvochlovid (X 1Ic).
Nach der Vorhydrierung von 30 mg PtO, in 18 ml Trifluoressigsiure werden 100 mg (0,26 mMol)
XIc zugegeben. Nach 21/, Std. ist die Wasserstoffaufnahme beendet (760 Torr, 25°). Nun werden
180 mg 12~ HCI in 4 ml Methanol zugegeben und der Katalysator abfiltriert. Durch Zugabe von
80 ml Ather wird das Produkt XIIc ausgefillt. Anschliessend wird abzentrifugiert, mit Ather ge-
waschen und getrocknet (0,05 Torr, 20°, 6 Std.): 110 mg (95,9%) XIIc. NMR. (60 MHz, CF;COOH,
Fig. 8): Formyl-H: S, 8,61 ppm, 1 Pr; aromat. Pr: 4 B-System: 4 = 8,22 ppm, dg = 7,50 ppm,
J = 8Hz, 4 Pr; C(6)H, C(7)H, und C(9)H,: M, 5,36-3,66 ppm, 5 Pr; O—CH;: S, 4,09 ppm, 3 Pr;
N(5)—CH,;: S, 3,46 ppm, 3 Pr. NMR. (60 MHz, FSO,H): Formyl-H: S, 9,14 ppm, 1 Pr; aromat.
Pr: AB-System: §4 = 8,73 ppm, 6p = 8,11 ppm, J = 8 Hz, 4 Pr; C(6)H, C(7)H, und C(9)H,: M,
5,16-4,34 ppm, 5 Pr; O—CH,: S, 4,96 ppm, 3 Pr; N(5)—CHj: D, 3,74 ppm, | = 6 Hz, 3 Pr.

C7HgeNgO,,2HCl  Ber. C45,84 H 4,98 N 18,87 Cl115,929%
(445,31) Gef. ,, 45,45 ,, 5,35 ,, 1913 ,, 15,339

6-{[(N(10)-Formyl)-N-p-tolyl}-aminomethyl}-pterin (IX b) [1] [8] wird analog IXc dargestellt,
Ausbeute: 91,49%,. NMR. (60 MHz, CF,COOH): C{7)H: S, 8,90 ppm, 1 Pr; Formyl-H: S, 8,56 ppm.
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1 Pr; N(2)H,: b S, 8,56 ppm, 2 Pr; aromat. Pr: S, 7,18 ppm, 4 Pr; C(9)H,: S, 5,41 ppm, 2 Pr;
C(11)—CH,: S, 2,36 ppm, 3 Pr. (60MHz, FSO,H): C(7)H: S, 9,44 ppm, 1 Pr; Formyl-H: S, 9,06 ppm,
1 Pr; N(2')H,: b7 S, 8,19 ppm, 2 Pr; aromat. Pr: S, 7,74 ppm, 4 Pr; C(9)H,: S, 6,16 ppm, 2 Pr;
C(1)—CH,: S, 2,72 ppm, 3 Pr. Massenspektrum: m/e (rel. %) 310 (M+, 10), 282 (36), 265 (8),
177 (37), 176 (30), 107 (76), 106 (100}, 91 (33).
CisHaNgO, (310,31}  Ber. C58,05 H4,55 N27,09%  Gef. C58,40 H4,20 N 27,439

6-{[(N(10)-Formyl)-N-p-tolyll-aminomethyi}-5,06,7, 8-tetvahydvopterin-dihydrochlorid (X b) wird
analog Xc dargestellt. Ausbeute: 96,29,. NMR.-Spektrum: (60 MHz, CF,COOH): Formyl-H: S,
9,20 ppm, 1 Pr; N(2')H,: b7 S, 8,00 ppm, 2 Pr; aromat. Pr: S, 7,28 ppm, 4 Pr; C(6)H, C(7)H, und
C(9)H,: M, 5,00-3,80 ppm, 5 Pr; C(1")—CHj,: S, 2,40 ppm, 3 Pr. NMR. (60 MHz, FSO,H) : Formyl-
H: S, 9,06 ppm, 1 Pr; N(5)H: b» S, 8,34 ppm, 1 Pr; N(2')H,: S, 7,96 ppm, 2 Pr; aromat. Pr: S,
7,64 ppm, 4 Pr; C(6)H, C(7)H, und C(9)H,: M, 5,28-4,11 ppm, 5 Pr; C(1")—CH,;: S, 2,68 ppm, 3 Ir.

CisHgNgO,,2HCI  Ber. C46,51 H 5,20 N 21,70 Cl118,319%
(387,27) Gef. ,, 46,81 ,, 5,19 ,, 22,27 ,, 18,379,

6-{[(N(5)-Hydroxymethyl-N(10)-formyl)- N-p-tolyl]-aminomethyl}-5,6,7,8-tetrahydvopteyin (X I b).
100 mg (0,26 mMol) Xb werden unter Sauerstoffausschluss in 8 ml Wasser, 11 ml Methanol und
0,8 m! Formaldehyd (359,) gelost (25°). Die Losung wird 15 Min. gerithrt, dann wird im Lauf von
15 Min. das pH mittels 25 NaOH auf 6 gebracht. Nach weiteren 15 Min. Rithren wird die Losung
cingeengt, bis das Produkt massiv auszufallen beginnt. Nach Stehen tiber Nacht im Kiithlschrank
wird 'die Suspension abzentrifugiert, mit kaltem, stickstoffgesattigtem Wasser gewaschen und ge-
trocknet (0,05 Torr, 80°, 6 Std.); 57 mg (64,0%) X1b.

CieHaoNgOy (344,37)  Ber. C55,80 H 5,85 N24,419  Gef. C55,67 H5,75 N 24,449,

(6-{[N(5)-Methyl-N(10)-formyl)-N-p-tolyl]-aminomethyl}-5,6,7, 8-tetrahydvopterin-dihydyochlovid-
monohydrvat (X 11b) wird analog X11c dargestellt. Ausbeute: 90,2%,. NMR. (60 MHz, CF,COOH):
Formyl-H: S, 8,46 ppm, 1 Pr; N(2')H,: b7 S, 8,06 ppm, 2 Pr; aromat. Pr: S, 7,29 ppm, 4 Pr;
C(6)H, C(7)H, und C(9)H,: M, 5,00-3,80 ppm, 5 Pr; N(5)—CHj: S, 3,48 ppm, 3 Pr; C(1")—CHj:
S, 2,44ppm, 3Pr. NMR. (60 MHz, FSO;H): Formyl-H: S, 9,06 ppm, 1 Pr; N*(5)H: br S, 8,26 ppm,
1 Pr; N(2VH,: S, 7,98 ppm, 2 Pr; aromat. Pr: S, 7,66 ppm, 4 Pr; C(6)H, C(7)H, und C(9)H,: M,
5,32-4,34ppm, 5 Pr; N(5)—CH;: D, 3,76 ppm, | =8 Hz, 3 Pr; C(1')—CH,;: S, 2,69 ppm, 3 Pr.

CigHooNgO,, 2HCL H,O  Ber. C45,82 H 5,76 N 20,04 C116,919%
(419,31) Gef. ,, 46,00 ,, 5,85 ,, 20,89 ,, 16,81%

5,6,7,8-Tetvahydvoptevoinsiure-methylester-tvihydvochlovid-monohydrat (I ¢). Nach der Vorhydrie-
rung von 23 mg PtO, in 10 ml Trifluoressigsdure werden 100 mg (0,31 mMol) Pteroinsidure-methyl-
ester VI1Ic [1] zugegeben. Nach 2 Std. sind 2 Mol-Aqu. Wasserstoff aufgenominen (760 Torr, 25°%).
Vom Katalysator wird abfiltriert. Das Filtrat wird mit 170 mg 12~ HCl in 3 ml Methanol versetzt,
wobei das weisse Produkt ausfillt. Durch Zugabe von 60 ml Ather wird die Fillung vervollstindigt,
dann wird der Niederschlag abzentrifugiert, mit Ather gewaschen und getrocknet: 125 mg (89,29%)
Ic. NMR. (60 MHz, CF,COOHS®)): aromat. Pr: 4 B-System: d4 = 8,22 ppm, dg = 7,70 ppm,
J =8Hz, 4Pr; C(6)H, C(7)H, und C(9)H,: br S, 4,08 ppm, 5 Pr; O—CH,: S, 4,08 ppm, 3 Pr. NMR.
(60 MHz, FSO4H, Fig. 5): aromat. Pr: 4 B-System: §4 = 8,85 ppm, dp = 8,31 ppm, J = 8 Hz,
4Pr; O—CH,;: S, 5,19ppm, 3 Pr; C(6)H, C(7)H, und C(9)H,: b S, 4,61 ppm, 5 Pr.
CisHgNgO3,3HCLH,O0  Ber. €39,35 H 5,06 N18,36 Cl23,23%
(457,75) Gef. ,, 40,15 ,, 5,16 ,, 18,20 ,, 23,389,

N(5), N(10)-Dihydvoxymethyl-5,6,7,8-tetvahydropteyoinsdure-methylester (XII1Ic). 100 mg
(0,22 mMol) Ic werden unter sauerstofffreiem Stickstoff in 10 ml Wasser (25°) gelost. Mittels 2N
NaOH wird das pH auf 1,3 gebracht, dann wird die Lésung mit 1 ml Formaldehyd (35-proz.) ver-
setzt und 30 Min. geriihrt, darauf wird das pH im Lauf von 30 Min. auf 6 gebracht (2N, NaOH),
wobei das Produkt langsam auszufallen beginnt. Nach 15 Min. Rithren wird der heligelbe Nieder-
schlag abzentrifugiert, mit stickstoffgesittigtemn Wasser gewaschen und getrocknet (0,05 Torr, 80°,
8 Std.): 65 mg (76,2%) XIIIc.

CpHyoN,Oy (390,39)  Ber. C52,30 H 5,68 N21,53%  Gef. C51,94 ¥ 540 N 21,67%
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N(5), N(10)-Dimethyl-5,6,7 8-tetvahydvopteroinsiuve-methylester-dihydvochlovid-monohydrvat (X I Ve)
wird analog XIIc dargestellt. Ausbeute: 95,6%. NMR. - Spektrum: (60 MHz, CF;COOH): N(2')H,
und aromat. Pr: M, 8,50-7,60 ppm, 6 Pr; C(6)H, C(7)H, und C(9)H,; b» S, 4,08 ppm, 5 Pr; O—CHj:
S, 4,08 ppm, 3 Pr; N(5)—CH;: S, 3,46 ppm, 3 Pr; N(10)—CH,: S, 3,29 ppm, 3 Pr. NMR. (60 MHz,
FSO,H): N(2)H,, N*+(5)H, N+(10)H und aromat. Pr: M, 9,20-7,80 ppm, 8 Pr; O—CH,: S, 5,10
ppm, 3 Pr; C(6)H, C(7)H, und C(9)H,: b7 S, 4,70 ppm, 5 Pr; N(5)—CHj, und N(10)—CH,: b7 S, 4,00
ppm, 6 Pr. ¢ by N0, 2HCL,H,0 Ber. C4543 H583 N1870 Cl1578%

(449,35) Gef. ,, 45,74 ,, 548 ,, 19,54 ,, 15,939%

6-[(N-p-Tolyl)-aminomethyl]-5,6,7,8-tetrahydropterin-tetvahydrochlovid (Ib) wird analog Ic
dargestellt. Ausbeute: 90,4%. NMR. (100 MHz, FSO,H, Fig. 4): N+(10)H, und N(5)H: M,
8,80-8,40 ppm, 3 Pr; N(2)H,: S, 8,27 ppm, 2 P1; aromat. Pr: 4 B-System: §4 = 7,82 ppm, 05 =
7,74 ppm, | =9Hz,4 Pr; C(6)H, C(7)H, und C(9)H,: b» S, 4,45ppm, 5 Pr; C(1"}—CH,: S, 2,76 ppm,
3 Pr. Massenspektrum: mfe (rel. %) 286 (M*, 6), 181 (11), 177 (22), 166 (43), 163 (26), 119 (47),
107 (65), 106 (100), 91 (60), 79 (13}, 77 (20).
CH;gNgO,4HCl  Ber. C38,90 H 5,13 N1944 Cl32,819%
(432,20) Gef. ,, 39,27 ,, 5,58 ,, 20,89 ,, 31,27%
6-{[(N(5), N(10)-Dikydroxymethyl)-N-p-tolyl]-aminomethyl}-5,6,7, 8-tetrahydropterin (X 1I1b).
100 mg (0,23 mMol) Ib werden unter sauerstofffreiem Stickstoff in 8 ml Wasser (25°) gelost und mit
0,8 ml Formaldehyd (35-proz.) versetzt. Nach 30 Min. Rithren wird das pH im Lauf von 30 Min.
auf 6 gebracht (2n NaOH), wobei das Produkt langsam auszufallen beginnt. Nach weiterem Rithren
wihrend 15 Min. wird der Niederschlag abzentrifugiert, mit stickstoffgesattigtem Wasser gewa-
schen und getrocknet (0,05 Torr, 80°, 6 Std.): 62mg (77,4%,) XIIIb.

C1eH,,NeO, (346,38)  Ber. C5548 H 6,40 N 24,26%  Gef. C5536 H6,27 N 24,60%

6-{[(N(5), N(10)-Dimethyl)-N-p-tolyll-aminomethyl}-5,6,7,8-tetrahydvoplevin-dikydrochlorid-di-
hydrat (XIVb) wird analog XIIc dargestellt. Ausbeute: 90,3%,. NMR. - Spektrum: (100 MHz,
CF,COOH): N(2)H,: br S, 8,25 ppm, 2 Pr; aromat. Pr: M, 7,80-7,14 ppm, 4 Pr; C(6)H, C(7)H,
und C(9)H,: M, 4,60--3,88 ppm, 5 Pr; N(5)—CH, und N(10)—CHj: br S, 3,52 ppm, 6 Pr; C(1")—CHj:
S, 2,48 ppm, 3 Pr. (100 MHz, FSOH): N+(5)H: b» S, 8,52 ppm, 1 Pr; N(2)H,: b7 S, 8,23 ppm, 2
Pr; aromat. Pr: M, 8,10-7,50 ppm, 4 Pr; C(6)H, C(7)H, und C(9)H,: M, 4,80-4,22 ppm, 5 Pr;
N(5)—CH, und N(10)—CH,: br S, 3,86 ppm, 6 Pr; C(1')—CHj,: S, 2,74 ppm, 3 Pr.

C,¢H,,NO,2HCL,2H,0  Ber. C45,39 H6,67 N19,85 Cl116,75%
(423,34) Gef. ,, 45,24 ,, 641 ,, 19,61 ,, 15719
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