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4. Uber Pterinchemie 

Zur Frage des “aktiven Formaldehyds”. 
Wird durch Formaldehyd-Anlagerung an Tetrahydrofolsaureanaloge 

ein Imidazolidinring gebildet ? 
von M. Viscontini und J. Bieri 

Organisch-chemisches Institut der Universitat, Ramistrasse 76, CH-8001 Zurich 

(30. X. 71) 

39. Mitteilung [l]  

Zusammenfassung. Es werden Versuche mit Tetrahydrofolsaure-Modellsubstanzen unter- 
nommen, um die eigentliche Struktur des sogenannten aaktiven Formaldehydsa abzuklaren. Alle 
-\ddukte 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 abzuklaren. 

Seitdem entdeckt wurde, dass in Leberextrakten Serin in Gegenwart von Tetra- 
hydrofolsaure (H, .Folat, I a), Glycin und Formaldehyd gebildet wird [ Z ]  [3 ] ,  stellt 
sich die Frage nach der richtigen Struktur des sogenannten ccaktiven Formaldehydsa 
(Anlagerungsprodukt von 1 Mol. HCHO an eine Molekel H, . Folat). In  ihrer Mittei- 
lung diskutierten Kisli.uk & Sakarni [2]  die Bildung von 5-Hydroxymethyl-H, . Folat 

I I1 

-R 
COOH 

I 
a :  R = CO-NH-CH 

CH2-CH2-COOH I 

b :  R =  CH, 
c : R = COOCH, 

I11 
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(I1 a) ; Blakley [3] vermutete das Entstehen einer Methylenbrucke zwisclien den 
N(5)- und N( 10)-Gruppierungen mit Formaldehyd unter Bildung eines Imida- 
zolidinringes (I I Ia) .  Diese letzte Struktur IIIa fur den saktiven Formaldehyd)) gilt 
heute als die richtige [4], gestutzt durch das (falsche) Ergebnis [5], dass nur die in1 
Pyrazinring hydrierten Pterine der Folsaurereihe mit den funktionellen Gruppen 
N(5) und N(  lo), die einer Athylendiamin-Gruppierung angehoren, in Anlehnung an 
bekannte Reaktionen zwischen HCHO und Athylendiaminen, mit HCHO reagieren 

aber  heute wissen wir, dass auch die hydrierten Pterine ohne Seitenkette, und 
damit ohne die furiktionelle Gruppe N(10), unter reversibler Anlagerung von HCHO 
in N(5)-Stellung, Hydroxyniethyl-Derivate bilden [6], so dass man sich fragen muss, 
ob fur den ccaktiven Formaldehydo nicht etwa die Struktur IIa die richtige ist. Die 
in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Ergebnisse unserer in dieser Richtung 
unternommenen l'ersuche zeigen, dass bestiminte H, . Folat-Analoge nach der An- 
lagerung von Forinaldehyd hochstwahrscheinlich keinen Imidazolidinring bilden. 
IVir haben H,-Folat-Analoge und nicht H,.Folat ( Ia )  selbst gewahlt, weil die 
NMR.-Spektren von H, * Folat infolge der grossen Zahl von Methylengruppen kaum 
verwendbare Auskunfte uber die Struktur des (( aktiven Formaldehyds M vermitteln 
konnen. 

In der Absiclit, eine einfache Arbeitsmethode zu entwickeln, wird zuerst die An- 
lagerung von HCHO an 6,7-Diniethyl-5,6,7,8-tetrahydropterin (IV) untersucht, da 
bei dieser Modellsubstanz sich kein Iinidazolidinring bilden kann. Das Addukt von 

I\' V VI 

VI I 

IV mit HCHO wird unter Sauerstoffausschluss in wassriger Losung (pH 2 6 )  leiclit 
erhalten und wurcle als 5-Hydroxymethyl-6,7-dimethyl-tetrahydropterin (V) charak- 
terisiert. Sein NMR.-Spektrum in Fluorsulfonsaure (Fig. Z ) ,  verglichen mit demjeni- 
gen des Eduktes IV (Fig.l) ,  zeigt ein AB-System, zentriert bei 8,76 ppm. Wir 
schliessen daraus, dass V in starken Sauren nach Protonierung leicht eine Molekel 
Wasser verliert, unter Bildung des kationischen Imins VI. Dieses Verhalten wird 
ferner bestatigt durch die leichte katalytische Hydrierung von VI zu 5,6,7-Triinethyl- 
tetrahydropterin (VII) in Trifluoressigsaure. Das Dublett (3,70 ppm, 3 = 5 Hz) der 
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Flg. 1. S M R . - S p e k t r u m  van 6,7-Dimethyl-5,6,7,8-tetvuhydropterin ( I  V ) ,  aufgenommen in FS0,H 

I I I I I 
10 8 6 4 2 

Fig. 2. NMR.-Spektrztm lion N(5)-Hydroxynzethyl-6,7-dz?nethy1-5,6,7,8-tetruhydropterin ( V ) ,  aufge- 
nommen in FS0,H 

I, 
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Flg. 3. NiZfR.-Spektrztm von N(5),6,7-Trimethyl-5,6,7,8-tetrahydropte~in ( V I I ) ,  aufgenommen in 
FS0,H 
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5-Methylgruppe im NMR.-Spektrum von VII in Fluorsulfonsaure (Fig. 3) bedeutet, 
dass in dieser starken Saure das N(5)-Atom protoniert vorliegt. In Trifluoressigsaure 
ist fur die gleiche Gruppierung nur ein Singulett bei 3,40 ppm zu beobachtenl). 

Nachdem die Lage des N(5)-CH3-Signals eines 5-Methyltetrahydropterins ein- 
deutig lokalisiert ist, konnen Versuche mit Folsaureanalogen unternommen werden. 
Wir wahlten das 6-[(N-$-Tolyl)-aminomethyl~-tetrahydropterin (I b) und den Tetra- 
hydropteroinsaure-methylester (I c), da beide Verbindungen eine sekundare Ainino- 
gruppe in 10-Stellung analog zu I a besitzen. Zudem weisen die Aininogruppierungen 
verschiedene Basizitaten auf. Diese werden unterschiedlich beeinflusst durch den 
induktiven und mesomeren Effekt der Substituenten in $-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-Aminobenzoesaure-methylester (2,38; 25') 
schatzen wir die pK, von I b  und I c  auf 5-5,5 bzw. 2-2,5. Diese Werte sind ahnlich 
den pK,-Werten der 5-Aminogruppe des Tetrahydropterins (5,6) bzw. der N(2')- 
Arninogruppe des Pterins (2,3) 171. Vergleicht man diese Werte, so stellt man fest, 
dass die Bedingungen fur eine Imidazolidinbildung am besten in der Substanz I h  
erfullt sind. Es ist hingegen daniit zu rechnen, dass das N(l0)-Atom von I c  init 
HCHO am langsanisten reagieren wird. Vergleicht man anderers-its die NMR.- 
Spektren von I b  (Fig. 4) und I c  (Fig.5) mit demjenigen von I a  (Fig.6), so stellt man 
fest, dass Ia  und I c  eine sehr alinliche chernische Umgebung urn das N(lO)-Atoni 
besitzen mussen. I c (weniger I b) kann somit, vergliclien init I a, als eine echte Modell- 
substanz betrachtet werden. 

Um die Reaktion der 5-Aminogruppe ungestort zu untersuchen, wurde in den 
Verbindungen I b und I c die 10-Aminogruppe vorerst blockiert. Zu diesem Zweck 
wurden das 6-~(N-$-Tolyl)-aminomethyl]-pterin (VIII b) und der Pteroinsaure- 

VTIl IX 

XI1 

l) I n  dieser Arbeit befassen wir uns nicht mit der Stereochemie dieses synthetisch hergestellten 
Produlrtes, welches als Getnisch von zwei racemischen Diastereomeren vorliegen kann. 
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Fig. 4. NMR.-S$ektrum uon 6-[(N-p- Tolyl)-amznomethyl]-5,6,7,8-tetrahydroptevin (Zb), aufgenom- 
men in FSO,H 

I I I I I 
10 8 6 4 2 bi%-iii+ 

Fig. 5. NMR.-Spektrunz von 5,6,7,8-Tetraizydro~teroinsaiure-l?zethylester ( I  c), aufgenommen in 
FS0,H 

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

Das N(5)-CH3-Signal erscheint in Trifluoressigsaure als Singulett fur XI1 b bei 
3,48 ppm, fur XIIc bei 3,46 ppm (Fig.S) und in Fluorsulfonsaure als Dublett [wegen 
Protonierung am N(5)], fur XIIb  bei 3,76 ppm ( J  = 8 Hz), fur XIIc  bei 3,74 ppm 
( J  = 6 Hz). Die Lagen dieser Signale stimmen mit denjenigen des 5,6,7-Trimethyl- 
tetrahydropterins (VII) gut iiberein. Dieser Befund beweist, dass die NMR.-Spektro- 
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10 8 6 4 2 bppm- 
Fig. 6. NiZIR.-Spektrwrn uon 5,6,7,8-Tetrnhydrofolsaure ( l a ) ,  aufgenommen in FS0,H 
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Fig. 7. N M R - S p e k t i  urn VOT% N(lO)-Forrnyl-5,6,7,8-tetrahydroptevoinsaure-rnethylester ( X c ) ,  aufge- 
nommen in CF,COOH 

I I I 1 1 
10 8 6 4 2 Appms 

Fig. 8. N(5)  -Methyl-N(IO)-formyZ-5,6,7,8-tetrahydro~teroi~zsaure-meth~~leste~ ( X I I c ) ,  aufgenommen 
in CF,COOH 
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metrie fur die Konstitutionsaufklarung von 5-Methyl-tetrahydropterinen mit Vorteil 
eingesetzt werden kann. 

Daraufhin dehnten wir die Versuche auf die Modellsubstanzen I b  und I c  aus: 
mit uberschussigem Formaldehyd werden isolierbare Addukte gebildet, deren Ele- 

0 CH,OH CH,OH 
I -  

'- ~ 

H x IV 

-R 

mentaranalysen fur die Strukturen XI11 (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, 
NMK.-Spektren). Die Integrale der N-CH,-Protonen sprechen fur 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 mussen 5,lO-Di- 
methyl -tetrahydropterine vorliegen. 

L a s t  man unter gleichen Bedingungen I b  niit nur einem Mol-Aqu. HCHO 
reagieren, so wird dieser Formaldehyd an den N(5)- und den N(10)-Atomen ange- 
lagert, wobei die 5-Stellung gegeniiber der 10-Stellung kaum bevorzugt wird, und es 
entsteht inimer, neben unverandertem Edukt I b, das Produkt XI11 b. Anders ver- 
halt sich I c : hier wird die 5-Stellung deutlich gegenuber der 10-Stellung bevorzugt 
und es entsteht immer eine Mischung von Addukten, die wir nicht naher untersucht 
haben. In  diesem speziellen Fall schliessen wir die Moglichkeit einer teilweisen 
Imidazolidinring-Bildung nicht aus. Wird die Formaldehyd-Konzentration erhoht, so 
wird die N(5)-Anlagerung vervollstandigt, aber gleichzeitig nimmt auch die N(10)- 
Hydroxymet h ylierung zu. 

Zusammenfassend konnen wir sagen, dass unter den von uns gewahlten Bedin- 
gungen die -4nlagerung von HCHO zu Hydroxymethyl-Gruppierungen fuhrt und 
dass kein einheitliches Imidazolidin-Derivat von I b und I c erhalten werden kann. 
De~tl ich ist der Einfluss der pK,-Werte der 5- bzw. 10-Aminogruppe auf das Anlage- 
rungsverhalten von HCHO, und es ist durchaus moglich, dass die Tetrahydrofolsaure 
(Ia),  die in der 10-Stellung ein tieferes pK, als I c  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 
I1 a tatsachlich in ein Imidazolidin-Derivat I11 a umwandeln kann, bleibt noch ab- 
zuklaren. 

MJir setzen unsere Arbeiten in dieser Richtung fort. 

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

Experimenteller Teil 
Die Massenspektren wurden an einem CEC-21-110 B-Gerat (Direkteinlass, 70 eV) registriert. 

Dic NMR.-Spektren wurden mit einem Varian A-60- bzw. HA-100-ICernresonanzspektrographen 
in CF,COOH (interner Standard : Tetramethylsilan) oder in FSO,H (externer Standard: verdunnte 
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Losung von Tetramethylsilan in CCl,) aufgenommen. Abkurzungen: S = Singulett, D = Uublett, 
T = Triplett, M = Multiplett, br = breit, Pr = Proton(en). 

6,7-Dimethy1-5,6,7,8-tetruhydropterin-monosulfat-monohyd~ut ( I  V )  . Nach dem Vorhydrieren 
von 45 mg PtO, in 20 ml Trifluoressigsaure werden 120 mg (0,63 mMol) 6,7-Dimethylpterin [9] 
zugegeben. Nach 15 Min. ist die Hydrierung beendet (760 Torr, 25”). Nun gibt man 85mg Schwefel- 
saure in 2 ml Athanol und einige Tropfen 5-proz. schweflige Saure zu, filtriert vom Katalysator ab, 
danipft das Filtrat ein und ;.erdiinnt den oligen Ruckstand 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 Fallung. Diese wird abzentrifugiert, mit heissem Athanol und 
mit d the r  gewaschen und getrocknet; 151 mg (77,3%) IV. NMR.-Spektrum*) (60MHz, CF,COOH) : 
N(5)H und N(8)H: br S, 8,16 ppm, 2 P r ;  1V(2’)H2: S, 7,76 ppm, 2 P r ;  C(6)H und C(7)H: br S ,  
4,20 ppm, 2 P r ;  C(6)---CH3 und C(7)-CH3: br S ,  1,52 ppm, 6 Pr.  NMR. (60 MHz, FSO,H, Fig. 1) : 
K(5)H und N(8)H: br S, 8,40 ppm, 2 P r ;  N(Z’)H,: S, 8,10 ppm, 2 P r ;  C(6)H und C(7)H: br S ,  
4,54 ppm, 2 P r ;  C(6)-CH3: D ,  1,88 ppm, J = 6 Hz, 3 Pr; C(7)--CH3: D, 1,76 ppm, J = 6 Hz, 3 I’r. 
Mas~enspek t rum~) :  mje (rel. %) 195 (Air+, 100). 180 (SO), 165 (40), 152 (ZO), 135 (7), 126 (9), 111 (9), 
82,s  (lZ), 69 (19). 

C,H,,N,O, H,SO,,H,O Ber. C 3036 H 5,SO iY 22,50 S 10,30% 
(31 1,33) Gef. ,, 30.72 ,, 5,60 ,, 2228 ,, 10,30% 

A7(5)-HydroxymethyZ-6, 7-dimethyZ-5,6,7,K-tetrahydropterin ( V ) .  100 mg (0,32 mMol) IV werden 
unter sauerstofffreiem Stickstoff bei Zimmertcmpcratur in 8 ml Wasser aufgeschlammt, darauf 
durch Zutropfen von 2~ Natronlauge gelost (pH 2). Dann setzt man 0,8 ml Formaldehyd (35-proz.) 
zu und bringt das p H  mittels 2~ Natronlauge im Lauf von 15 Min. auf 6, wobei das weissc Produkt 
V auszufallen bcginnt. Das Gcmisch wird 15 Min. weitergeriihrt, dann wird die Ausschcidung ab- 
zentrifugiert, mit sticltstoffgesattigtem Wasser gewaschen und getrocknet (0,05 Torr, 80”, 7 Std.) : 

60 mg (82,90/,) V. NMR. (60 MHz, FSO,H, Fig. 2) :  N(5):CH,: AB-System: B A  = 8,87 ppm, 
6 B  = 8,65 ppm, J = 5 Hz, 2 P r ;  N(8)H: br S ,  8,42 ppm, 1 Pr ;  N(2’)H,: br S ,  8,16 ppm, 2 P r ;  
C(6)H und C(7)H: M ,  5.18-4,34 ppm, 2 P r ;  C(6)-CH3: D, 1,88 ppm, J = 6 Hz, 3 P r ;  C(7)-CH3: 
D ,  1,76 ppm, J = 6 Hz, 3 Pr. 

C,H,,N,O, (225,25) Ber. C 47.99 H 6,71 N 31,09% Gef. C 48,29 H 6,26 N 31,54% 

+ 

N(5) ,  6,7- Trimeth~yl-5,6,7,8-tetrahydropteri?z-dihycErochlorid-monohydrut ( V I I ) .  Nach dcr Vor- 
hydrierung von 30 mg PtO, in 12 nil Trifluoressigsaure werden 100 mg (0,45 mMol) V zugegeben. 
Nach 45 Min. ist die Hydrierung beendet (760 Torr, 25”). Nun werden 200 mg 1 2 ~  HC1 in 8 ml 
Methanol zugegeben und der Katalysator abfiltriert. Durch Zugabe von 60 ml Ather wird das 
weisse Produkt ausgefallt, das abzentrifugiert, mit kthcr  gewaschen und getrocknet wird; 122 mg 
(88,9%) VII.  NMR. (60 MHz, CF,COOH): N(8)H: bv S, 8,20 ppm, 1 P r ;  N(2’)H,: bv S, 7,91 ppm, 
2 P r ;  C(6)H und C(7)H: M ,  4,50-3,68 ppm, 2 P r ;  N(S-CH,: S, 3,40 ppm, 3 P r ;  C(6)-CH3 und 
C(7)-CH3: br S, 1,54 ppm, 6 Pr.  NMR. (60 MHz, FSO,H, Fig. 3 )  : N+(5)H: br S ,  8,68 ppm, 1 Pr ;  
N(8)H: S, 8,32 ppm, 1 Pr; N(Z’)H,: br S ,  8,11 ppm, 2 P r ;  C(6)H und C(7)H: M ,  5,004,16 ppm, 
2 P r ;  N(5)-CH3: D ,  3,70 ppm, J = 5 Hz, 3 Pr; C(6)-CH3: D ,  1,88 ppm, J = 6,s Hz, 3 Pr ;  
C(7)-CH3: D ,  1,76 ppm, J = 6,5 Hz, 3 Pr. NMR. (100 MHz, U,O): C(6)H: Qo4), 4,61 ppm, 
Jc(,+H, C ( ~ ) - C H ,  = 6 Hz, Jc(,+H, c(?)-H = 3 Hz, 1 Pr;  C(7)H: QD, 4,24 ppm, Jc( , ) -H,  c(,)-cH, = 

I t  
,) Die Zuordnung dor >N-H--, bzw. der -N-H-Resonanzen erwies sich bei IV, V und VII  als 

schwierig. Das vernxhrte Auftretcn von Di- und Trikationen (oftmals im Gemisch) lasst sich 
auf den positiv induktiven Effekt der beiden Mcthylgruppen zuruckfuhren. Die in dicscr Arbeit 
getroffene Zuordnung stiitzt sich auf die Zahl der durch Integration erhaltenen Protonen und 
auf den Vergleich einer grossen Zahl von Spektren. 
Fur die Aufnahtne des Massenspektrums wurde das 6,7-Dimethyl-5,6,7, R-tetrahydropterin- 
hydrochlorid [9] verwendet, da  das Sulfat nicht verdampfbar ist. 
QD = Quartett mit Dublett-Feinstruktur. 
Mit Hilfe dcs Massenspektrums kann festgestellt werden, dass die hlolekel in sehr geringem 
Masse an zwei weiteren Stellen methyliert ist. Dass diese d Ubermethylierungr festgestellt wird, 
hangt mit der grosseren Fliichtigkeit von N-CH,- gegenubcr N-H-Verbindungen zusammen. 

,) 

,) 
5, 
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6Hz, Jc(~) -H,  c(,)-H = 3 Hz, 1 Pr ;  C(6)-CH,: D ,  1,80ppm, J = 6Hz,3  Pr ;  C(7)-CHZ: D ,  1,67 ppm, 
J = 6 Hz, 3 Pr. Massenspektr~m~) : m/e (rel. 76) 209 (M+,  loo) ,  194 (79), 179 (59), 96 (13), 82 (17), 
69 (44). C,Hl,N,0,2HC1, H,O Ber. C 36,OO H 6,37 N 23,33 C1 23,62% 

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

S(10)-Formyl-pteroinsaure-methylester-~zonohydrat ( I X c )  wird nach einer von Wolf [8] ver- 
wendeten und durch uns modifizierten Methode hergestellt. Eine Losung von 150 mg (0,46 mMol) 
VIIIc  [l] in 12 ml Ameisensaure (99-proz.) wird unter Stickstoff 2 Std. auf dem Dampfbad gehal- 
ten. .%nschliessend wird abgekiihlt und die Losung auf ca. 3 in1 eingeengt. Nach Zugabe von 6 ml 
Wasscr (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 (84,9y0) IXc. NMR. (60 MHz, CF,COOH) : C(7)H: S, 9,08 ppm, 1 Pr ;  Formyl- 
H :  S ,  8,79 ppm, 1 Pr; N(2')H2: br S, 8,74 ppm, 2 Pr; aromat. Pr: AB-System: SA = 8,25 ppm, 
Bg = 7,59 ppm, J = 9 Hz, 4 Pr; C(9)H2: S, 535 ppm, 2 Pr; 0-CH,: S, 4,13 ppm, 3 Pr. (60 MHz, 
FS0,H): C(7)H: S, 9,40 ppm, 1 Pr; Formyl-H: S ,  9,25 ppm, 1 Pr; aromat. Pr :  AB-System: 
6~ = 8,65 ppni, 6~ = 8,19ppm, J = 8 Hz, 4 Pr ;  C(9)H2: S, 6.16 ppm, 2 Pr; 0-CH,: S ,  4,94 ppm, 
3 Pr. 
C,,H,,N,O,,H,O (372.34) Ber. C 51,61 H 4,33 N 22,57% Gef. C 51,73 H 4,30 N 22,82% 

N(IO)-FormyZ-5,6,7,8-tetrahydropteroinsa~re-methylester-dihydrochZorid ( X c ) .  Nach der Vor- 
hydricrung von 23 mg PtO, in 10 ml Trifluoressigsaure werden 100 mg (0,28 mMol) IXc zugegeben. 
Nach 2 Std. sind 2 Mo1.-Aqu. Wasserstoff aufgenommen (760 Torr, 25"). Nun werden 170 mg 1 2 ~  
HC1 in 3 ml Methanol zugegeben und der Katalysator abfiltriert. Durch Zugabe von 60 ml Ather 
wird das Produkt ausgefallt. Der weisse Niederschlag wird abzentrifugiert, mit Ather gewaschen 
und getrocknet (0,05 Torr, 20", 8 Std.) : 120 nig (98,9y0) Xc. NMR. (60 MHz, CF,COOH, Fig. 7) : 
Formyl-H: S, 9,551 ppm, 1 Pr; aromat. Pr :  AB-System: Sa = 8,21 ppm, Se = 7,45 ppm, J = 8 Hz, 
4 Pr; C(6)H, C(7)H2 und C(9)H2: M ,  4,82-3,92 ppm, 5 Pr; 0-CH,: S, 4,09 ppm, 3 Pr. (60 MHz, 
FS0,H): Formyl-H: S, 9,56ppm, 1 Pr; aromat. Pr :  AB-System: B A  = 8,77 ppm, SB = 8,11 ppm, 
J = 8Hz, 4Pr ;  C(6)H, C(7)H, undC(9)H2: M ,  5,404,00ppm, 5 P r ;  0-CH,: S, 5,04ppm, 3Pr. 

C,,H,,N,O,, 2HCl Ber. C 44,551 H 4,67 N 19,48 C1 16,44y0 
(43 1,28) Gef. ,, 44,36 ,, 4,95 ,, 20,14 ,, 15,32% 

N(5)-HydroxymethyZ-N(70) -fovmyl-5,6,7,8-tetrahydropteroinsaure-methylester ( X I c ) .  100 mg 
(0,23 mMo1) X c  werden unter sauerstofffreiem Stickstoff in 16 nil 50-proz. Methanol und 0,5 ml 
2N NaOH gelost (25"). Durch Zutropfen von 1~ HC1 wird das pH auf 7 gebracht. Dann setzt man 
0,4 ml Formaldehyd (35-proz.) zu und bringt durch weitere Zugabe von 1~ HCl das pH auf 3, wo- 
bei langsam eine schwach hellgelbe Triibung erscheint. Im Lauf von 15 Min. wird das pH mittels 
2~ NaOH auf 6 gebracht. Nach weiterem Riihren wahrend 15 Min. wird der entstandene Nieder- 
schlag abzentrifugiert, mit stickstoffgesattigteni Wasser gewaschen und getrocknet (0,05 Torr, 
80", 8 Std.): 59mg (65,5y0) XIc. 

C,,H,,N,O, (388,38) Ber. C 52,57 H 5,19y0 Gef. C 52,31 H 4,8517~ 

N (5)-Methyl-N (lO)-formyl-5,6,7,8-tetrahydropteroinsa~re-methylester-d~hydrochlor~d ( X I  I c )  . 
Nach der Vorhydrierung von 30 mg PtO, in 18 ml Trifluoressigsaure werden 100 mg (0,26 mMol) 
XIc zugegeben. Nach 2l/, Std. ist die Wasscrstoffaufnahme beendet (760 Torr, 25"). Nun werden 
180 mg 12x HC1 in 4 ml Methanol zugegeben und der Katalysator abfiltriert. Durch Zugabe von 
80 ml Ather wird das Produkt XIIc  ausgefallt. 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 :  AB-System: SA = 8,22 ppm, SB = 7,50 ppm, 
J = 8 Hz, 4 Pr; C(6)H, C(7)H2 und C(9)H,: M ,  5,36-3,66 ppm, 5 Pr; 0-CH,: S ,  4,09 ppm, 3 Pr; 
N(5)-CH3: S, 3,46 ppm, 3 Pr. NMR. (60 MHz, FS0,H) : Formyl-H: S, 9,14 ppm, 1 Pr ;  aromat. 
Pr :  AB-System: SA = 8,73 ppm, 6~ = 8,11 ppm, J = 8 Hz, 4 Pr; C(6)H, C(7)H2 und C(9)H2: M ,  
5,16-4,34 ppm, 5 Pr ;  0-CH,: S, 4,96ppm, 3 Pr; N(5)-CH3: D, 3,74ppm, J = 6 Hz, 3 Pr. 

C17H,,N,0,,2HC1 Eer. C45,84 H 4,98 N 18,87 C115,92% 
(445,31) Gef. ,, 45,45 ,, 5,35 ,, 19,13 ,, 15,33% 

6-{[(N(7~)-FormyZ)-,~-p-to~yZ]-aminomethyl)-pterzn ( I X b )  [l] [8] wird analog IXc dargestellt, 
Ausbeute: 91,4Y0. XMR. (60MHz, CF,COOH): C(7)H: S ,  8,90ppm, 1 Pr; Formyl-H: S,  8,56ppm. 
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1 P r ;  N(2’)H2: br S, 8,56 ppm, 2 P r ;  aromat. P r :  S, 7,18 ppm, 4 P r ;  C,(9)H,: S, 5,41 ppm, 2 Pr ;  
C(l’)-CH,: S, 2,36ppin, 3 P r .  (60MH2, FSO,H) : C(7)H: S, 9,44ppm, 1 P r ;  Formyl-H: S ,  9,06ppin, 
1 Pr ;  N(2’)H2: br S, 8,19 ppm, 2 P r ;  aromat. P r :  S, 7,74 ppm, 4 P r ;  C(9)H,: S, 6,16 ppm, 2 P r ;  
C(l’)-CH,: S, 2,72 ppm, 3 Pr. Massenspektrum: vnje (rel. yo) 310 (M+,  lo) ,  282 (36), 265 (8), 
177 (37), 176 (30),  107 (76), 106 (100),91 (33). 

C1,Hl,N,O, (310,31) Ber. C 58,05 H 4,55 N 27,09y0 Gef. C 58,40 H 4,29 N 27,43y0 

6-{[(N(lO)-Form~1)-S-p-tolyl]-arninonzethyl}-5,6,7,8-tetrahydropterin-dihydrochl~r~d ( X b )  wird 
analog X c  dargestellt. Ausbeute: 96,2%. NMR.-Spektrum: (60 MHz, CF,COOH) : Formyl-H : S, 
9,20 ppni, 1 Pr ;  N(2’)H,: bv S, 8,OO ppm, 2 P r ;  aromat. P r :  S ,  7,28 ppm, 4 P r ;  C(6)H, C(7)H2 und 
C(9)H,: M ,  5,OO-3,80 ppm, 5 Pr; C(1’)-CH,: S, 2,40 ppni, 3 Pr.  NMR. (60 MHz, FS0,H) : Formyl- 
H :  S, 9,06 ppm, 1 Pr ;  N(5)H: br S, 8,34 ppni, 1 Pr ;  N(2’)tI,: S, 7,96 ppm, 2 Pr ;  aromat. P r :  S, 
7,64ppm, 4 P r ;  C(6)H, C(7)H, und C(9)H2: M ,  5,28-4,11 ppm, 5 P r ;  C(1’)-CH,: S, 2,68ppm, 3 Pr.  

Cl,II,,N,02,2HC1 Ber. C46,51 H 5,20 N 21,70 Cl18,31% 
(387,27) Gef. ,, 46,81 ,, 5,19 ,, 22,27 ,, 18,37% 

6-{ [ (N(5)  -Hydro~~ymethy-N( 10) -formyl)-N-p-tol~~1]-aminovnethyl}-5,6,7,S-tetrahydro~terzn ( X I  b)  . 
100 mg (0,26 mMol) X b  werden unter Sauerstoffausschluss in 8 ml Wasscr, 11 in1 Methanol und 
0,s ml €;ormaldehyd (35%)  gelost (25”). Die Losung wird 15 Min. geruhrt, dann wird im Lauf von 
15 Min. das pH mittels 2~ NaOH auf 6 gebracht. Nach weiteren 15 Min. Ruhrcn wird die Losung 
cingcengt, bis das Produkt massiv auszufallen beginnt. Nach Stehen uber Nacht i m  Kuhlsckrank 
wird die Suspension abzcntrifugiert, mit kaltem, stickstoffgesattigtem Wasser geivaschcn und ge- 
trocknet (0,05 Torr, 80”, 6 S td . ) ;  57 mg (64,0%) X l b .  

C,,H,,N,O, (344,373 Ber. C 55,80 H 5,85 N 24,41% Gef. C 55,67 H 5,75 K 24,440/, 

(6-{ [N(S)-MeShyE-X( 7O)-~0ronnyZ)-~~~-p-lolyl]-a~ino~~z~thyZ}-5,6,7, 8-tetrahydropteriia-dihydro~~Llorid- 
ntomhydrat ( X I I b )  wird analog X I I c  dargestellt. Ausbeute: 90,276. NMR. (60 MHz, CF,COOH) : 
Formyl-H: S, 8,46 ppm, 1 P r ;  N(2’)H,: br S, 8,06 ppm, 2 P r ;  aromat. P r :  S, 7,29 ppm, 4 P r ;  
C(6)H, C(7)H, und C(9)H,: -I!!, 5,00-3,80 ppm, 5 P r ;  N(5)-CI13: S, 3,48 ppm, 3 P r ;  C(l’)-CH,: 
S ,  2,44ppm, 3 Pr.  NMR. (60 MHz, FSO,H) : Formyl-H: S, 9,06ppm, 1 Pr ;  N+(5)H: br S, 8,26ppm, 
1 Pr ;  N(2’)H,: S, 7,98 ppm, 2 P r ;  aromat. P r :  S, 7,66 ppm, 4 P r ;  C(6)11, C(7)H, und C(9)H,: d P ,  
5,32%4,34ppni, 5 P r ;  N(5)-CH3: D, 3,76ppm, ,I = 8Hz ,  3 P r ;  C(1’)-CH 

Ci,H,,N,O,,2HCI,H,O Ber. C 45,82 H 5,76 N 20,04 C1 16,91:; 
(419,31) Gef. ,, 46,OO ,, 5,85 ,, 20,89 ,, 16,8174 

5,6,7,8- Tetrnhydvopteroinsuure-~ethylester-trihydon,oc~~lovid-rno~nhydrat ( I  c) , Nach der Vorhydrie- 
rung von 23 mg PtO, in 10 ml Trifluoressigsaure werden 100 mg (0,31 mMol) Pteroinsaure-methyl- 
ester T’IIIc [1] zugegeben. Nach 2 Std. sind 2 Mol-Aqu. Wasserstoff aufgcnommen (760 Torr, 25‘). 
Vom Katalysator wird abfiltriert. Das Filtrat wird mit 170 mg 1 2 ~  HC1 in 3 ml hlethanol versetzt, 
nobei das weisse Produkt ausfallt. Durch Zugabe von 60 in1 Ather wird die Fallung vervollstandigt, 
dann wird der Niederschlag abzentrifugiert, mit Ather gcwaschcn und getrocknet: 125 mg (89,2%) 
I c .  NMR. (60 MHz, CF,COOH6)): aromat. Pr: AB-System: 6~ = 8,22 ppm, 6~ = 7,70 ppm, 
J = 8 Hz, 4 P r ;  C(G)H, C(7)H2 und C(9)H,: br S, 4,08 ppm, 5 P r ;  0-CH,: S, 4.08ppni. 3 Pr. NMR. 
(60 MHz, FSO,H, Fig. 5): aromat. P r :  AB-System: B A  = 8,85 ppm, Sg = 8,31 ppm, J = 8 Hz, 
4 P r ;  0-CH,: S,5,19ppm,3Pr;C(6)H,C(7)H,undC(9)H2: bvS,4,61ppm,5Pr.  

Cl,H,,K,0,,3HCI,H,0 Ber. C 39,35 H 5,06 N 18,36 C1 23.2374 
(457,75) Gef. ,, 40,15 ,, 5,16 ,, 18,20 ,, 23,38u/b 

A1(5), -V( I0)-~ihy~~roxyilzetlzyl-.5,6,7,8-tet~ahydropterninsaure-naethylester ( X I I I c ) .  100 uig 
(0,22 mMol) I c  werdon unter sauerstofffreiem Stickstoff in 10 ml Wasscr (25’) gelost. Mittels 2~ 
NaOH wird das p H  auf 1,3 gcbracht, dann wird die Losung mil 1 ml Formaldehyd (35-proz.) ver- 
setzt und 30 Min. geriihrt, darauf mird das pH im Lauf von 30 Min. auf 6 gebracht ( Z N ,  NaOH), 
wobei das Produkt langsam auszufallen beginnt. Nach 15 Min. Ruhren wird der hellgelbe Sieder- 
schlag abzentrifugiert, rnit sticltstoffgcsattigteIn Wasser gewaschen und getrocknet (0,05 Torr, 80”, 
8 Std.):  65mg (76,2%) XI I Ic .  

C,,H,,N,O, (390,391 Ber. C 52,30 H 5,68 N 21,53% Gcf. C 51,94 H 5,40 K 21,6776 

6 ,  I)a das Hydrochlorid in CF3COOH unloslich ist, wurde das losliche Sulfat venvendct 
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h7(5), ,IT( 70) -Dimethyl-5,6,7,8-tetrahydropteroinsiiure-methylester-dihydrochlo~~id-monohydrat ( X I  116) 
wird analog XIIc  dargestellt. Ausbeute: 95,6Y0. NMR. - Spektrum: (60MHz, CF,COOH) : N(2’)H2 
und aromat. Pr :  M ,  8,50-7,60ppm, 6 P r ;  C(6)H, C(7)H2 und C(9)H,; br S, 4,08ppm, 5 Pr; 0-CH,: 
S ,  4,08ppm, 3 Pr;  N(5)-CH3: S ,  3,46 ppm, 3 Pr;  N(IO)-CH,: S ,  329 ppm, 3 Pr. NMR. (60 MHz, 
FS0,H): N(2’)H2, N+(5)H, N+(IO)H und aromat. Pr :  M ,  9,20-7,80 ppm, 8 Pr; 0-CH,: S ,  5,10 
ppm, 3 Pr; C(6)H, C(7)H, und C(9)H2: br S, 4,70ppm, 5 Pr; N(5)-CH3und N(10)-CH,: br S ,  4,00 

ppm, C,,H,,N,O,, 2HC1, H,O Ber. C 45,43 H 5.83 N 18,70 C115,78% 
(449,35) Gef. ,, 45,74 ,, 5,48 ,, 19,54 ,, 15,93y0 

6-[(N-p- Tolyl)  -aminomethyl]-5,6,7,8-tetvahydropterin-tetrahydrochlorid ( I  b)  wird analog I c 
dargestellt. i\usbeute: 90,4%. NMR. (100 MHz, FSO,H, Fig. 4) :  N+(10)H2 und N(5)H: M ,  
8,80-8,40 ppm, 3 Pr;  N(Z’)H,: S ,  8,27 ppm, 2 PI ; aromat. Pr :  AB-System: 8~ = 7,82 ppm, 6~ = 

7,74ppm,J = 9 H z , 4 P r ;  C(6)H,C(7)H2undC(9)H2: brS,4,45ppm,5Pr;C(I’)-CH3: S,2,76 ppm, 
3 Pr. Massenspektrum: m / e  (rel. %) 286 (M+, 6), 181 ( I l ) ,  177 (22), 166 (43), 163 (26), 119 (47), 
107 (65), 106 (loo), 91 (60), 79 (13), 77 (20). 

C1,HI,N,0,4HC1 Ber. C 38,90 H 5,13 N 19,44 C1 32,81y0 
(432,20) Gef. ,, 39,27 ,, 5,58 ,, 20,89 ,, 31,27y0 

6-{[ (N(5) ,  N(70)-Dihydrox~1methyl)-N-p-tolyl]-aminomethyl}-5,6,7,S-tetrahydro~terin ( X I I I  b) .  
100 mg (0,23 mMol) I b  werden unter sauerstofffreiem Stickstoff in 8 ml Wasser (25”) gelost und mit 
0,8 ml Formaldehyd (35-proz.) versetzt. Nach 30 Min. Riihren wird das pH im Lauf von 30 Min. 
auf 6 gcbracht ( 2 ~  NaOH), wobei das Produkt langsam auszufallen beginnt. Nach weiterem Ruhren 
wahrend 15 Min. wird der Niederschlag abzentrifugiert, mit stickstoffgesattigtem Wasser gewa- 
schen und getrocknet (0,05 Torr, 80”, 6 Std.) : 62 mg (77,4%) XIIIb.  
C1,HZ2N,O, (346,38) Ber. C 55,48 H 6,40 N 24,26% Gef. C 55,36 H 6,27 N 24,69% 

6 4  [ ( N ( 5 ) ,  N( lO)-DimethyE)-N-p-tolyl]-an~inornethyl)-5,6,7,8-tetrahydropterin-dihydrochlorid-di- 
hydrat ( X I V b )  wird analog XIIc  dargestellt. Ausbcute: 90,3y0. NMR. - Spektrum: (100 MHz, 
CF,COOH) : N(2’)H2: 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)H2: M ,  4,60-3,88 ppm, 5 Pr; N(5)-CH, und N(IO)-CH,: br S ,  3,52 ppm, 6 Pr; C(1’)-CH,: 
S, 2,48 ppm, 3 Pr. (100MHz, FS0,H): N+(S)H: br S ,  8,52 ppm, 1 Pr; N(Z’)H,: br S, 823 ppm, 2 
Pr; aromat. Pr: M ,  8,lO-7,50 ppm, 4 Pr ;  C(6)H, C(7)H, und C(9)H2: M ,  4,804,22 ppm, 5 Pr ;  
K(5)-CH, und N(lO)-CH,: br S, 3,86ppm, 6 Pr; C(1’)-CH,: S ,  2,74ppm, 3 Pr. 

C1,H2,N,0,2HC1,2H20 Ber. C 45,39 H 6,67 N 19,85 C1 16,75% 
(423,34) Gef. ,, 45,24 ,, 6,41 ,, 19,61 ,, 15,71% 
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