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wird verschlossen, kurz erhitzt und verschlossen 1-2 Tage stehengelassen. Die labilen Produkte 9 
und 10 sowie das (1 Sepiapterin-ahnliche Produkts sind nur zu Beginn der Reaktion zu beobachten, 
da sie unter den Reaktionsbedingungen weiter verandert werden. Der Abbau wird iiber einen 
langeren Zeitraum in relativ kurzen Intervallen chromatographisch verfolgt. 

Zur Identifizierung der Abbauprodukte trennt man einen geniigenden Teil der Reaktions- 
losung zweidimensional auf Cellulosediinnschichtplatten (iwerck, 0,2 inm) oder Cellulosefolien 
(Machery & Nagel MN 300 CEL) auf. Dazu wird ein Teil der Reaktionslosung in einer Ecke der 
20 cui-Platten aufgetragen und zuerst mit n-Propanol/l% NH, 2 :  1 bzw. lm Essigsaure, dann mit 
3prOz. wasseriger NH,Cl-Losung bzw. 4proz. wasseriger Natriumcitratlosung zweidimensional 
chroniatographiert. 

Die clektrophoretischen Trennungen fiihrten wir in einer kleinen Elektrophoresekammer auf 
Papier Nr. 2045 von Schleicher & SchuZZ mit 1 M Essigsaure bei 400 V/2 mA dnrch. 

Neben der Charakterisierung der Hydrolyseprodukte auf der Basis vergleichender Rf-Werte 
und Wanderungsgeschwindigkeiten mit den authentischen Materialien wurden zusatzlich die 
Reflcxionsspektren zur Sicherung der Identitat aufgenonimen. Die Papierelektrophorese bietet 
hierfiir besondere Vorteile, da die Abbauprodukte in scharf abgegrenzten Flecken unter guter 
Auftrennung wandern. 
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251. Die physikalischen Eigenschaften der roten Augenpigrnente 
aus Drosophila melanogaster, einer neuen Klasse 

atropisomerer Naturstoffe 
Pteridine, LIII1) 

von Heinrich Schlobachz) und Wolfgang Pfleiderer 
Aus dcm Fachbereich Chemie der Universitat Konstanz 

(25. VIII.  72) 

Summary. UV./VIS.-, 0RD.-,  CD.- and fluorescence spectra of the drosopterins are discussed 
on the basis of the proposed structure 1. The drosopterins show 4 pK-values in the normal pH 
range and are relatively basic compounds as can be seen from electrofocussing and electrophoresis 

l) LII. Mitteilung: siehe [l]. 
2, Teil der Dissertation H. Schlobach, Univ. Konstanz 1971. 
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experiments. Solvatochromic effects are in agreement with the mcrocyanine character of the 
pigments. Polarographic studies revealed two twoelectron waves of rcduction as expected from 
the structure. 

Ein charakteristisches Merkmal der roten Augenpigniente Droso- und Isodroso- 
pterin (1) aus der Fliege Drosopkila naelanogaster sind die langwelligen Absorptions- 
banden im Bereich von 500 nm [a] und deren hohe Extinktionskoeffizienten von 
F > 30000. Diese Tatsache erklart sich aus dem Vorhandensein eines ausgedehnten 
Konjugationssystems, wie es in 1 durch das gekreuzt konjugierte vinyloge Amid- 
bzw. Amidinsystem zum Ausdruck kommt. 

Im Vergleich zum Sepiapterin ( 2 )  [3] ,  einem monomeren 7,8-Dihydropterin lang- 
welliger Absorption im Bereich von 410440 nm, und dem Ikoxanthopterylmethan- 
Farbstoff Allopterorhodin (3) [4], welcher bei 560-600 nm absorbiert, nehmen die 
Drosopterine eine auch strukturell sichtbare Mittelstellung ein. 

HOH,< 
0 

'\ L c. 

Diese Beispiele stehen nicht fur sich allein, denn geeignet verknupfte Pteridin- 
Dimere, wie sie etwa bei der Luftoxydation von alkalischen Tetrahydropterin-Lo- 
sungen 151 oder der Alkalibehandlung von 6-0~0-5,6-dihydro-pteridin [6] [7] ent- 
stehen, sind allgemein in der Lage, recht langwellig zu absorbieren. 

Bemuht man sich, die schon fruher festgestellte Abligngigkeit der UV.-/VIS.- 
Spektren [a] der Drosopterine vom pH-Wert niit den pK-Werten verschiedener 
Dissoziationsgleichgewichte zu korrelieren, so zeigt die ubliche spektrophotometri- 
sche Bestimmung, dass sowohl im sauren Bereich bei pH 1 als auch im alkalischen 
Gebiet bei pH 8-9 jeweils zwei dicht beieinanderliegende uberlappende pK-Werte 
vorhanden sein mussen. Die komplexen Verhdtnisse lassen sich jedoch zu je zwei 
isosbestischen Kurvenscharen entwirren, wenn man im entscheidenden pH-Bereich 
die einzelnen Kurven in kleinen Intervallen von 0,2 pH-Einheiten aufnimmt. Es 
resultieren hieraus im normalen pH-Bereicli insgesamt 4 pK,-Werte bei 0,45, 1,24, 
8,27 und 9,33, die wir folgenden Gleichgewichten zuordnen. 

Diese Zuordnung grundet sich auf Elektrophorese-Versuche und eine Elektro- 
fokussierung. Es war uns in Analogie zu den Beobachtungen von Viscontini [Z] bei 
papierelektroplioretischen Experimenten ebenfalls aufgefallen, dass lediglich in einem 
engen pH-Bereich zwischen 8 und 9 keine Wanderung erfolgt, wahrend sich die 
Drosopterine unterhalb von pH 7 zur Kathode und oberhalb pH 10 zur Anode be- 
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8 9 

Tab. 1. UV.-Absorptionsspektren des Droso- und Isodrosopterins (1) ([I = Schulter) 

pK-Wert UV./VIS.-Absorptionsspektrum pH Molekelart 
in Wasser 20" 

Jmax 1g E 

4 0,45 & 0,l 262 12951 455 4,24 [3,94] 4,34 -1,5 + + fTr i -  
kation 

5 1,24 i. 0,02 219 267 [325] 470 4,45 4,12 [3,64] 4,36 0,80 + + Di- 
kation 

6 8,27 0,04 220 273 [324] 478 4,55 4,12 [3,721 4,42 5,0 + Mono- 
kation 

7 9,33 0,O2 216 265 [330] 485 4,51 4,13 [3,64] 4,42 8,8 & Ncutral- 
molekel 

8 >10 210 264 [330] 493 4,55 4,16 [3,64] 4,43 10,O - Mono- 
anion 

9 210 265 337 502 4,87 4 2 4  3,79 4.54 13,O - - Dianion 

wegen. Dieser Befund, dass es sich bei den Augenpigmenten um relativ basische 
Molekeln handelt, wurde dann durch die Elektrofokussierung bestatigt, da hierbei in 
einem Drosophila-Extrakt die Drosopterine zwischen pH 8,7 und 9 konzentriert wer- 
den. Es besteht damit auch gute Ubereinstimmung mit den pK,-Werten des Uber- 



2528 HELVETICA CHIMICA ACTA - Vol. 55, Fasc. 7 (1972) - Nr. 251 

- 

I 
‘g E 
4.5 

4.0 

3.5 

Fig. 1. U V.-VIS.-Absorptzonssfiektren von Trikatio?z (4) 

, . . . (pH - 1,5), Dakatzon ( 5 )  ~ ~ - - -  (pH O,8) ,  Mo?zokatioiz (6) -.--..-.- (pH 5), iZJeutraZvnoZekeZ (7) 
~ _ _  (pH 8,8),  il4onoanion (8) oooooo  (pH 11.0) zcndDzanioia (9) xxxxxx  (pH 13,O) des Droso- 

und Isodrosopteriizs 

ganges Neutralmolekel + Monokation bei 8,27 einerseits und Neutralmolekel --f Mono- 
anion bei 9,33 andererseits bzw. deren arithmetischem Mittel von 8,8. 

Die langwellige Absorptionsbande verschiebt sich beim Ubergang vom sauren 
zum alkalischen pH-Gebiet stufenweise bathochrom vom Trikation 4 bei 455 nm bis 
zu 502 nm beim Dianion 9. Die reinen Spektren des Dikations 5 und der Neutral- 
molekel 7 lassen sich verstandliclierweise nicht erhalten, sondern stellen bei pH 0,80 
bzw. 8,8 Uberlagerungen mit entsprechenden Anteilen an 4 und 6 bzw. 6 und 8 dar. 
Obwohl der Verlauf der Spektren oberlialb p H  10 auf einen weiteren Ubergang Mono- 
anion 8 + Dianion 9 hinweist, last  sich der dazugehorige pK-Wert aufgrund dei zu- 
nehmenden Instabilitat der Drosopterine iin alkalischen Medium nicht mehr bestini- 
men. Ferner muss man anhaiid der besoiideren Konstitution der Drosopterine an- 
nehmen, dass der Neutralmolekel aller Wahrscheinlichkeit nach eine zwitterionische 
Struktur 7 und keine Neutralform 1 zu eigen ist. Es bleibt dadurch uber einen weiten 
pH-Bereich das stabile, symmetrische Aniidinium-System erhalten, welches erst nach 
Deprotonierung am N(5) einen nucleophilen Angriff am benachbarten C(6) erlaubt 
und dann den hydrolytischen Abbaul) der Molekel zulasst. 

Der aus der Molekelstruktur hervorgehende basische Charakter von Droso- und 
Isodrosopterin und die damit verbundenen polaren Eigenschaften machen es verstand- 
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lich, dass diese Pigmente als Merocyanine aufgefasst werden konnen und demzufolge 
Solvatochroniieeffekte zeigen (Tab. 2 ) .  

Tabelle 2. Li;.~ungs~attelabhangigkeit der langwellagen A bsorptaonsbande der Drosopterine 

Losungsmittel protisch DK Amax (nm) Solvato- 
+20% H20 chromie 

Wasser 
Methanol 
Athanol 
Pyridni 

aprotisch 
Dimethyl forrnamid 
nimcth ylsulfoxid 
Acetonitril 
Aceton 

A 80 478 
32,6 485 485 1 

12,5 512 500 I 

24,3 492 485 I -  

109 510 500 
48 500 490 
373  495 485 
21 490 480 1 

Diskutiert man diese Effekte auf der Basis der Dielektrizitatskonstanten, so findet 
man je nach der Natur der Losungsmittel zwei Reihen, von denen die protischen 
Solventien mit zunehmender Polaritat eine negative Solvatochromie und die aproti- 
schen Vertreter eine positive Solvatochromie zeigen. Ein Zusatz von 20% Wasser 
verandert das Bild prinzipiell niclit, sondern bedingt lediglich eine Parallelverschie- 
bung. 

Die interessanten Molekeleigenschaften der Drosopterine werden in erster Linie 
von sterischen Faktoren bestimmt. So ist es aufgrund der 7,8-Dihydrostruktur sowie 
der sperrigen Seitenkette nicht moglich, eine coplanare Anordnung der beiden Pterin- 
molekeln zu errcichen, d. h. die freie Drehbarkeit um die formale Einfachbindung der 
Ringverkniipfung ist so stark gehindert, dass es uns, selbst unter den verschiedensten 
Bedingungen, nicht gelang, eine Isomerisierung des Droso- in das Isodrosopterin bzw. 
umgekehrt zu erreichen. Die Dissymmetrie der Molekel bringt somit das Auftreten 
zweier Molekelformen mit sich, welche aufgrund der spiegelbildlichen 0RD.- und CD.- 
Spektren, der ausschliesslichen Trennbarkeit an der chiralen Cellulose und den glei- 
chen UV.-/VIS.- sowie NMR.-Spektren als Enantiomere charakterisiert sein durften. 
Die durch die sterischen Bedingungen erzwungene Auslenkung des chromophoren 
Systems aus der Ebene erzeugt ferner einen inharent dissymmetrischen Chromophor 

Tabelle 3. Physikalische Daten der ORD: und CD.-Spektven uon Droso- ( A )  uizd Isodrosoptcrin ( B )  

Wellenlange Optische Rotationsdispersion Circulardichroismus '' (nm) Xmplitude Cotton- @' (nm) [RK] Moleltel 

Effektbreite 
b m )  

B 
A 
B 
A 
B 
A 
B 
A 

478 + - 13,04. 102 95 + - 8,7 .104 553 134 

320 

270 + 15,o.  1 0 2  20 + 1 2 s .  104 10 62 

225 + 21,2.  102 17 + i3,7 . 1 0 4  10 81 

- - 
8.2.104 21,5 74 + 11,5.  l o2  42 + 

- - 

- - 

159 
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Fig. 3. CD.-Spektren uon Droso- (-) und Isodroso$teri$z (--~---) in Xrasser 

mit speziellen optischen Eigenschaften, die vor allem in den 0RD.- uiid CD.-Spektren 
(Fig. 2 und 3) offeiikundig werdcn. 

Aus den CD.-Spektren werden die Elliptizitaten erhalten, welche nach Djerassi 
[8] zur Berechnung der reduzierten Rotationsstarke [RK] der einzelnen Ubergange 
aufgrund des in erster Naherung Gauss'schen Verlaufes der Kurven geniass folgender 
Formel Verwendung finden konnen : 

IRK] = 1,08 . 1040 RK fG 
?:A RK = 0,696 . fi [@,] ~~ 

Fur den langwelligen Obergang bei 478 nm findet man z. B. eine Rotationsstarke 
von 134, deren Grosse erst richtig beurteilt werden ltann im Vergleich mit den Werten 

!l 
-L 
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< 10 fur asymmetrisch gestorte Chromophore. Die bei den Drosopterinen gefundenen 
ungewohnlichen Rotationsstarken lassen erkennen, dass das Auftreten der optischen 
Aktivitat mit der durch die Atropisomerie hervorgerufenen Dissymmetrie der Molekel 
direkt zusammenhangt. 

Die spezifischen Drehwerte [a]: von reinem Droso- und Isodrosopterin liegen mit 
- 4100" bzw. + 4100" noch wesentlich holier als die bisher publizierten Werte 191. 

Weitere interessante Ergebnisse wurden aus Fluoreszenzmessungen am Droso- 
und Isodrosopterin erhalten, welche wir mit der Bestrahlung von Cellulose-Diinn- 
schichtchromatogrammen mit Licht der Wellenlange 365 nm und Aufnahme des 
emittierten gelborangefarbenen Fluoreszenzlichtes einleiteten und durch Emissions- 
spektren in Losung erganzten, wobei prinzipiell iibereinstimmende Resultate erhalten 
wurden. 

Im engen Zusammenhang mit der Struktur der Drosopterine steht ihr Verhalten 
bei der polarographischen Reduktion. Sie weisen im sauren und neutralen Medium 
zwei polarographische Reduktionsstufen auf, welche zwischen pH 2 und 6 gleich hoch 
sind und jeweils zweielektronigen/2-H@-Ubergangen entsprechen. Oberhalb pH 6 
fallt die negativere zweite Stufe nach Art einer Dissoziationsstufe ab und ist bei pH 9 
verschwunden. Der scheinbare polarographische pK-Wert (pK') ergibt sich zu etwa 
7,2 und die Lage der beiden pH-abhangigen Stufen aus folgender Beziehung: 

1. Stufe: Eliz = -315 -49 pH (mV) 
2. Stufe: Ellz = -635 -63 * pH (mV) 

I I I 

500 500 700 
h lnml - 

Fig. 4. Chro~utog~amnz-FZi~o~eszenzspektren des Droso- (----) und Isodrosopterins (-) auf Diinn- 
schichtcellulosefolien Machery & NageZ MN 300 CEL, Laufmittel 3proz. NH,Cl-Losung und Emis- 
sionsspeklrzwz der Dvosopterine (. . . . .) in Wasser (c = 1 mg/100 ml) bei Xnregung mit 1 = 469 nm 
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Das Bezugshalbstufenpotential (pH 7) betragt somit im ersteren Falle -~ 660 mV und 
im letzteren etwa -1080 mV. 

Aus dem fur Pterine mit 7,s-Dihydrostruktur sehr positiven Potential zwischen 
- 600 und - 700 mV rnussen wir scliliessen, dass die Reduktion primar in der Seiten- 
kette ansetzt, wobei die Einbeziehung der Carbonylfunktion in das Konjugations- 
system als reduktionserleichternder Effekt zu werten ist. Ahnliches polarographisches 
Verhalten zeigt das Sepiapterin (2), dessen Rezugshalbstufenpotentiale (pH 7) bei 
- 600 und -1200 mV gefunden werden. 

Hcrrn Dr. H .  Brazzn dankrn wir fur die polarographischen Untersuchungen und der chem: 

l>er Deutschen I;orschzi?zgsgemeinschaft gilt unscr Dank fur die grosszugige Unterstiitzung dieser 
techn. Assistentin ITrau M. Bischler fur die Bestininiung der pI<-Wcrtc. 

..\rbei t, 

Experimenteller Teil 
Droso- zivld Isodvosoplerzn ( 1 ) .  Fur siinitlichc Untersuchungcn wurden frisch gereinigte Mate- 

rialien vcrwendet. Da sich die I’igmente bei langercr Lagerung langsam zersctzen, empfiehlt es 
sich, vorsichtshalber vorstehende Reinigungsoperationeri [l] durchzufuhrcn. 

Spektrophotonzetrische Methoden. Die UV. /\‘IS.-Spektren wurdcn init cincin Cavy-15-Doppcl- 
strahlphotometcr aufgenommcn, wahrend fur die Mcssungcn tlcr 0RD.-  und CD.-Spektren ein 
Cary-60-SpektraIpolariti~etcr Init CD.-Zusatz 6002 zur Vcrfiigung stand. Es wurdc jcweils bei 
Raumtemp. gcmcssen. 

Die in Remission van Chromatogramnicn aufgcnomnienen Fluorcszenzspcktrcn wurden mlt 
Hilfe cincs ~eiss-Chroinatogramnispektralphotonieters I’MQ 11, M4 0 3 init Nuoreszenzzusatz 
bestimmt. Alessanordriung : Strahlcnquclle - I’robc ~ Monochromator - Photomultiplier. Zur 
Aufnahnie der Losungsspektren tficnte das Pluorvmetcr PPrki71-EZutzer-Hitachi MI’F 3. 

Bestirrznzung der p X -  Werte. Es wurde nach tlcr spclitrophotonietrischen Methode [lo] in der 
Wcisc vcrialiren, dass zunachst cine Stammlosung aus  10 nig l j l 0 0  nil Wasser hcrgestcllt wurdc 
und hiervon jeweils 1 in1 niit der entsprechenden Pufforlosung i l l]  auf 10 ccm aul’gefullt wurde. 
Die Eiristcllung der Puffcrliisnngen auf den exakten pH-Wcrt erfolgte mit einer Glasclektrodc und 
dem pH-Meter Orzon Research, Model1 801. Saintlichc Afessungen crfolgten bci 20” Raumteinp. 

Elektrophorese. Man tragt cine gcs. wasscrige DrosoptcrinlBsung in der Mitte von Schleichev & 
Schiill-Papicr 2045 a in l’orm eines schmalen Streifens au i ,  l i s t  antrocknen und arbeitet nach 
Defcuchtung des Papiers init dern cntsprcchenden Puffer bci 320 V. Versuchsdauer 90 Min. 

Die ~Zektrofokusszerz~i2g wurclc init deni Gerat Uniphar 7900 dcr LKB-  Producer GmbH durch- 
gefuhrt. Ucr in wisserigcr Losung vorlicgende I)rosophiZa-Gesarntcxtrakt wurde mit cinem Saccha- 
rose-pH-Gradientcn (Ampholin pH-3 -10) in die Saulc eingeiiillt. Dic Konzenti-ation an  ,Impholin 
betrug 1,5u/, und gearbeitet wurtlc bei U = 1000 V, 1 = 1,5 in:\ untl ciner Temp. von 8-10“. 
Zach 52 Std. kam tlic Wanderung cler verschietlcnen Substanzen z u m  Stillstand. Dic Droso- 
ptcrine hatten sich im hasischeri pll-Bcrcich konzentricrt. Die Saccharose-1,osung wurde vor- 
sichtig abgelsssen und die die lhosopterine cnthaltendc Schicht mit der Claselcktrode verinesscn. 
Es zeigtc sich em pf1-Wert von 8,7. 

PoZarographische Messzingeuz. Die polarographischcn Reduktionsstufen wurdcn mit dem 
Metrohwz Polarographiestancl E 354 und Polarecord E 261 bcstimrnt. Die verwendeten Puffer- 
losungeri wurden vor jedcr RIessung 20 Min. mit N, begast. 
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252. Synthese und Reaktionen von Droso- und Isodrosopterin 
Pteridine, LIV1) 

von Heinrich Schlobachz) und Wolfgang Pfleiderer 
Aus dem Fachbereich Chemie der TJniversitat Iionstanz 

(25. VI I I .  72) 

Summary. The synthesis of the Dvosophila pigments droso- and isodrosopterin (7) from 
7.8-dihydropterin (3) and 2-hydroxy-3-oxobutyric acid (4) is described. A reaction mechanism 
is discussed and proven by isotope experiments. Droso- and isodrosopterin form in weak acidic 
medium in thc presence of NH,Q ions two red reaction products each one of which seems to be 
identical with ncodrosopterin. 

Die ausserordentlich schwierige Zuganglichkeit von Droso- und Isodrosopterin 
aus natiirlichem Material [2] stellt einen limitierenden Faktor fur samtliche Unter- 
suchungen dieser interessanten Pigmente dar. Zuruckgreifend auf eine Beobachtung 
von Forrest & Nawa [3] [4], welche bei der Umsetzung von partiell oxydiertem 
5,6,7,8-Tetrahydropterin mit 3-Hydroxy-2-0x0-buttersaure die Bildung geringer 
Mengen der Drosopterine feststellen und ihre Identitat mit den roten Augenpigmenten 
von Drosophila lnelanogaster wahrscheinlich machen konnten, bemuhten wir uns um 
einen besseren synthetischen Zugang zu diesen Substanzen. 

Als Ausgangskomponenten verwendeten wir das durch sein hohes elektrophiles 
Potential ausgezeichnete 7,g-Dihydropterin (3) [5] und die 2-Hydroxy-3-0x0-butter- 
saure (4). 3 kann dabei entweder in Form seines Hydrogensulfitadditionsproduktes 1 
[5] oder besser als Dinatriumsalz des kovalenten 5,6-Hydrates 2 eingesetzt werden, 
da beide Addukte in Losung mit freiem 3 im Gleichgewicht stehen. 4 wird ebenfalls 
direkt in Losung durch alkalische Verseifung des durch Bleitetraacetat-Oxydation von 
Acetessigester in Eisessig/Acetanhydrid erhaltlichen 2-Acetoxy-3-0x0-buttersaure- 
athylesters [6] hergestellt. 

Die Drosopterine 7 bilden sich nur dann in relativ guten Ausbeuten, wenn man 
spezifische Reaktionsbedingungen einhalt. Als gunstig erwies sich die Umsetzung der 
zunachst neutralen wasserigen Losung von 4, wie sie bei der Verseifung des 2-Acetoxy- 
3-0x0-buttersaureesters anfallt, mit dem basischen 2 unter Stickstoff, da sich bier- 
durch der pH-Wert auf 11,5 erhoht und jetzt die basenkatalysierte Michael-Addition 

l) LIII .  Mitteilung: s. [l]. 
2, Teil der Dissertation H .  SchZobach, Univ. Konstanz. 1.971. 




