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179. uber Pterinchemie 

Eine neue Synthese von 5-Formyl-6,7-dimethyl-5,6,7, S-tetra- 
hydropterin und 5,6,7-Trimethyl-5,6,7,8-tetrahydropterin 

von Jost H. Bieri und Max Viscontini 
Organisch-chemisches Institut der Universitat, Ramistrasse 76, CH-8001 Zurich 

(25. VI. 74) 

49. Mitteilung [l] 

Summary. Starting with 5-formyl-6,7-dimethyl-5,6,7,8-tetrahydropterine (11), a new syn- 
thesis of 5,6,7-trimethyl-S, 6,7,8-tetrahydropterine (111) is described. Thereby the chemical 
behaviour of the 5-formyl group in I1 is investigated, in order to enable the unequivocal differen- 
tiation between formylation a t  position 5 and at  position 10 in folk and tetrahydrofolic acid deri- 
vatives. 13C-NMR. spectra of I1 and I11 are discussed. 

Die Bedeutung von 5-Formyl- und 5-Methyl-5,6,7,8-tetrahydrofolsaure in bio- 
genetischen Prozessen ist bekannt. (Eine umfassende Ubersicht gibt Blakley in [2]  .) 
Zur Abklarung mechanistischer und stereochemischer Probleme an diesen kompli- 
zierten Molekeln erweisen sich Untersuchungen an Modellsubstanzen wie 5-Formyl- 
6-methyl-5,6,7,8-tetrahydropterin [ 3 ] ,  5-Formyl-6,7-dimethyl-5,6,7, S-tetrahydro- 
pterin (11) und 5,6,7-Trimethy1-5,6,7,8-tetrahydropterin (111) [4] l) als von Vorteil. 

In der vorliegenden Mitteilung wird das chemische Reaktionsverhalten der 5- 
Formyl-Gruppierung von I1 behandelt. Zudem beschreiben wir, ausgehend von 11, 
eine neue Methode zur Darstellung von 111. 

6,7-Dimethy1-5,6,7,8-tetrahydropterin (I) [5] wird in Ameisensaure (98proz.), 
10% Essigsaureanhydrid enthaltend, zu I1 umgesetzt. (Die katalytische Hydrierung 
von 6,7-Dimethylpterin in Ameisensaure nach [3] erbrachte keine befriedigende Er- 
gebnisse.) Nach 16 Std. (22") hat sich ein Gleichgewicht zwischen I und I1 eingestellt. 

I) W. Frick, R. Weber & M .  Viscontini, Helv., in Vorbereitung. 
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Die Bestimmung der Anteile von I und I1 in der Gleichgewichtsreaktion erfolgt 
durch Zugabe von Ather zum Reaktionsgemisch, wobei I und I1 unter gleichzeitiger 
Blockierung der Gleichgewichtseinstellung als Formiate im Verhaltnis 1 : 9 2, aus- 
fallen, Die Verlangerung der Reaktionsdauer und die yrozentuale Erhohung der 
Essigsaureanhydrid-Konzentration bewirken keine signifikante Gleichgewichtsver- 
schiebung. Temperaturerholiung ergibt lediglich ein in N(2’)-Stellung acetyliertes 
Nebenprodukt. Durch entsprechende Aufarbeitung von I und I1 sowie Reinigung 
wird kristallines I1 erhalten. 

Das lH-NMR.-Spektrum von I1 in (CD,),SO (Fig. 1) zeigt ein s3 )  fur das 5-For- 
myl-H (8,664)), zwei qd  (4,47, 3,34, J1 = 3,3 Hz, J z  = 6,5 Hz) fur die C(6) und C(7) 
Protonen, sowie zwei d (1,08, 0,80, J = 6,5 Hz) fur die Methylprotonen. 

.j 4.47 

Y 

( . . . , . . . . . I  . . . . . . .  , I . . . . . . .  . i . . . . . . . . . l . I . . , 1 . . . l . . . . . . , , . I . . . , . , . , , 1 , . . , , . , , . , . ,  , 
9 8 7 6 5 4 3 2 1 PPm 

Fig. 1, lH-NMR.-Spektrum (100 MHz)  von 5-Fornzyl-6,7-dimethyl-5,6,7,8-tetrahydropterin ( I I ) ,  
uufgcnommen in (CD,),SO. Durch Doppelresonanz werden die Signalpaarc qd (4,47) /d (0,80) und 

q d  (3 ,34)/d (1,08) einander zugeordnet. 

Durch Doppelresonanz wesden die folgenden, miteinander Spin-Spin-gekoppelten 
Signalpaare ermittelt : q d  (4,47)/d (0,80) und q d  (3,34)/d (1,08). Unter Berucksichti- 
gung des negativen induktiven Effektes der 5-CHO-Gruppe kann das bei tieferem 
Feld auftretende qd  (4,47) a priori dem H an C(6) zugeordnet werden. Allerdings wird 
damit das mit dem C(6)-H gekoppelte d von C(6)-CH, (0,80) bei hoherein Feld, d.h. 
besserer Abschirmung, gegenuber dem d von C(7)-CH3 (1,08) nicht erklast. Dieser 

2, NMR-spektroskopisch bestimmt. 
3, 

4 ,  Chemische Verschicbungen in ppm. 

Abkurzungen: s = Singulett, d = Dublctt, q d  = Quartctt init Dublett-Feinstruktur, m = 
Multiplett. 
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scheinbare Widerspruch lasst sich durch den Anisotropieeffekt der Formylgruppe 
erklaren. Das H an C(6) (4,47) erleidet demnach eine verminderte Abschirmung, die 
CH,-Gruppe (0,SO) an C(6) eine verstarkte Abschirmung. Da die Wirkung des Ani- 
sotropieeffektes u. a. von der Entfernung der Nachbargruppen abhangt, werden das 
H (3,34) und die CH,-Gruppe (1,OS) an C(7) nicht mehr im gleichen Ausmass beein- 
flusst, so dass diese Substituenten vergleichbare chemische Verschiebungen wie in 
I und I11 aufweisen. 

Die gleiche Interpretation ergibt sich aus der lH-NMR.-spektroskopisch verfolg- 
ten basischen Hydrolyse der 5-CHO-Gruppe von I1 unter Stickstoff (22") in 1 , 8 5 ~  
NaOD, pD = 13,4 (t,iz = 1,5 Tage, 0 , 5 5 ~ )  5, und in 1 N NaOD, pD = 13,2 (tliz = 7 Tage, 
0,36111). Wahrend der Hydrolyse erfahrt das Signalpaar q g  (5,21)/d (1,59) eine syn- 
chrone chem. Verschiebung (das Paar q~ (4,16)/d (1,86) erleidet keine wesentliche 
Verschiebung), unter gleichzeitiger Bildung der Endprodukte 6,7-Dimethy1-5,6,7,8- 
tetrahydropterin (I) und Natriumformiat. Mit den oben angegebenen Halbwerts- 
zeiten (t1/J wird eine relative Stabilitat von I1 in Base bestatigt [3]. Zudem ist eine 
Unterscheidungsmoglichkeit zur 10-Formyl-Funktion in Folsaure- und Tetrahydro- 
folsaure-Derivaten gegeben, welche ausserordentlich leicht basisch hydrolysiert 
wird [Z] 6). 

Der endgiiltige Beweis fur die oben getroffene Zuordnung der Signallagen von 11 
ergibt sich aus der spezifischen Deuterierung der C(6)Stellung. Mit dieser Synthese 
konnen gleichzeitig die Signalsequenzen von I und I11 festgelegt werden (vgl. Schema 
1). Die Synthese von 6,7-Dimethyl-7,8-dihydropterin erfolgt nach [6]. Die iibrigen 

Schema 1. Synthese der in C(6)-SteZZung deuterierten Derivate von I ,  11 und 111 

I 

6, 

6, 

Abkurzungen: pD = gemessener pH-Wert in deuterierten Losungsmitteln, tllz = Zeit, in der 
50proz. Hydrolyse eingetreten ist (Halbwertszeit), M = Konzentrationsangabe in mol/l. 
J .  H .  Bieri & M .  Viscontini, Helv., in Vorbereitung. 
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Syntheseschritte werden, wenn notwendig mit deuterierten Reagenzien, analog zu 
den Synthesen von I,  I1 und 111 durchgefiihrt. 

Das lH-NMR.-Spektrum von I1 in CF,COOD ( 0 , 5 3 ~ )  (Fig. 2) zeigt zwei unter- 
scheidbare Formen von I1 im Verhaltnis von ca. 2: l .  Dabei nehmen wir an, dass es 
sich um zwei unterschiedliche Protonierungsgrade der 5-Formylgruppe handelt 
(II/IIa). 

Die nichtprotonierte Form I1 (68%, N(5)-CHO : s, 8,91) besitzt die analogen 
Signalfrequenzen wie in (CD,),SO und NaOD. Durch die angenommene Protonie- 
rung der Formylgruppe geht der Anisotropieeffekt verloren. Daher besitzt die pro- 

I . . . . I . . , . I . . . . I . . . . I  . . . .  * . . . . I . . . . t . . . .  I . . . . . . . . . I . . . . . . . . . l . . . . , . . . . I . . . . , . . . . I  . 
9 8 r 6 5 4 3 2 1 ppm 

Fig. 2. lH-NMR.-Spektrurn (100 M H z )  VOW 5-Formyl-6,7-dimethyl-5,6,7, &tetrahydroperin (11), 
aufgenommen an CF,COOD 

tonierte Form I1 a (32%, N(5)=CHOD: s, 8,32) ein NMR.-Spektrum vergleiclibar 
denjenigen von I und I11 [4]. In  D,O (0 ,35~,  pD = 0,8) findet man die gleichen Ver- 
haltnisse ; in FSO,H ( 0 , 6 2 ~ )  dagegen die folgende Zusammensetzung: 11, 40%, 

+ 
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N(5)-CHO: s, 9,44; I Ia ,  60%, N(5)=CHOH: s, 9,lO. Dass zwischen I1 und I I a  ein 
Gleichgewicht besteht, beweisen die folgenden Experimente : 1) Durch Zugabe von 
Trifluoressigsaureanhydrid zur CF,COOH-NMR.-Probe wird die Bildung von 11 a 
unterdruckt. 2) Nach der quantitativen Zuruckisolierung von 11/11 a aus CF,COOH 
und dem erneuten Losen in (CD,),SO wird ausschliesslich Form I1 registriert. 

Dass die 5-CHO-Gruppe im sauren Milieu in zwei unterschiedlichen Formen vor- 
liegt (IIIIIa), stellt ein signifikantes, NMR.-spektroskopisch leicht zugangliches 
Unterscheidungsmerkmal zur 10-CHO-Funktion in Folsaure- und Tetrahydrofol- 
saure-Derivaten dar, welche ausschliesslich in einer Form vorliegt 3. 

Das dif ferenzierte Verhalten der 5- und 10-Formyl-Gruppierungen in Base und 
Saure hangt mit grosser Wahrscheinlichkeit mit den stark unterschiedlichen pK,- 
Werten der 5- bzw. 10-Amino-Gruppierungen zusammen [4] [7]. 

In CF,COOH ( 0 , 5 3 ~ ,  22") zeigt I I / I Ia  eine bemerkenswerte Stabilitat. Erst nach 
ca. 10 Tagen ist der Beginn einer langsamen Hydrolyse und damit das Auftreten von 
Ameisensaure feststellbar. In  H,O (0 ,35~,  pH = 0,8,22") dagegen ist 50proz. Hydro- 
lyse bereits nach 3-4 Tagen eingetreten. Im Unterschied dam sind 10-Formyl-Deri- 
vate in CF,COOH vollig stabil [416). 

Durch katalytische Hydrierung von I1 in CF,COOH/H,O wird 5,6,7-Trimethyl- 
5,6,7,8-tetrahydropterin (111) erhalten. (Eine Reduktion in CF,COOH/(CF,CO),O 
ist nicht moglich.) Eine Reduktion unter gleichartigen Bedingungen l a s t  sich mit 
10-Formyl-tetrahydrofolsaure-Derivaten nicht durchfiihren [4] 6). 

In der fruher von uns beschriebenen Synthese von I11 (Anlagerung von Formal- 
dehyd mit anschliessender katalytischer Reduktion) treten Spuren zweier starker- 
methylierter Nebenprodukte auf ') [4]. Dieser Nachteil fallt mit der vorliegenden 

Schema 2. Schematische lW-NMR.-Spektren der Verbindungen 11 und 111 in (CD,),SO 

I I I I 

150 100 50 PPm 

7, MS.-spektroskopisch feststellbar. 
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Methode weg. Ausgehend von kristallinem I1 wird 111 in guter Ausbeute und holier 
Reinheit erhalten. Eine allfallige Umkristallisation von 111 ist leicht moglich [I]. 

Eei der Interpretation der 13C-NMR.-Spektren von I1 und 111 in (CD,),SO nach 
[8], fallt sofort der unerwartet grosse Unterscliied in den chem. Verschiebungen der 
8 a- und 4a-~$~-Kohlenstoffatome auf. Unter der Annahme, dass die chem. Verschie- 
bung der l3C-Atorne wesentlich von der Elektronendichte am betreffenden Atom 
abhangt, muss die 4a- gegeniiber der 8 a-Stellung eine signifikant grossere Elektro- 
nendichte aufweisen. Dies stimmt gut mit vorlaufig berechnetcn Elektronendichten 
ubcrein. Der Vergleich mit oxydierten Pterinen zeigt, dass die Hydrierung des Pyra- 
zinringes die Elektronendichtedifferenz zwischen C(S a) und C(4 a) verstarkt und 
niclit die Substitution der 5-Stellung durch Formylierung bzw. Methylierung (vgl. 
Schema 2) , 

Das Massenspektrum von I1 (A!!+, 223) zeigt in einem ersten Fragmentierungs- 
schritt den Verlust von CO (28) zu wz/e 195, was formal dem M+ von I entspricht. 
Danach werden stufenweise die Methylgruppen abgespalten (180, 165) [9]. Als cha- 
rakteristisch fur I und I1 kann die Registrierung des doppelt geladenen Ions mit 
Masse 165 bei 82,5 betrachtet werden. 

Wir danken Herrn Prof. Dr. W. von PhzZipsbovn sowie Hcrrn dip1.-chem. R. HoZlenstein fur 
die Aufnahme der I3C-NMR.-Spcktren und fur ihrc Hilfc bei deren Interpretation, Herrn A .  Kenzpf 
(Abteilung Prof. Dr. W. uon Philipsborn) fur die lI-I-NRIR.-, Mcrrn Prof, Dr. M .  Hesse fiir (lie 
hlasscnspektrcn, unti Herrn If. Frohofer, Ixiter iinserer inilcroanalytischen hbteilung, fur dic 
Elcnicntaranalyscn. Ganz bcsondcrer Dank gebuhrt Frau M. .4rgentini-.Schz~ferZe fur ihre grossc 
Arbeit bei dcr Darstellung zahlreicher Praparate. ~ Dem Schweiaevischen Nationalfonds ZUY FBrde- 
rung dev ~~sse i z schn j~ l i chc i z  Fovsrhzmg danken wir bestens fur clie finanzielle Unterstutzung dieser 
Arbeit. 

Experimenteller Teil 
AZlgevzeines. Vgl. den exp. Tcil von [lo]. Die fur die lH-NMR.-Spcktren (60 RIHz) beniitig- 

ten NaOI>-Probcn wurdcn unter Stickstoff in einem Handschuhkastcn prkpariert, wofur wir 
Herrn dip].-chcm. 14,'. Frick bestens danken [l]. Die instrurncntcllen Datcn fur die rausch- 
cntkoppcltcn- uiid ((off s-Re~onanz-~~C-NMR.-Spclitren findcn sich in IS], ,411~ Tagcsreaktiouen 
wurilcn in eincm Kaum bci 500 nm ausgefuhrt. 

6,7-Uimethy1-5,6,7,8-tetrahydvoptcran-dihydrochlo~id ( I - 2 H C l )  [4] [5]. 'H-NMR. : Spektren von 
I in FSC),H, CF,COOH unci 1 , 8 5 ~  NaOL): Vgl. [4j und l'ussnote 1). (100 MHz, (CDJ2SO): NH- 
Resonanzen: br. s, ca. 8 (abhangigvom Wassergehaltder Probe) ; C(7)-H : q d .  3,77, JC(7)H-C(7)-CH3 = 

7 IIz, ]C(7)H-C(fi)H = 3 EIz, 1 Pr.;  C(6)F-H: q d j  3,47, J C ( G ) H - C ( O ) - C H ~  = 7 EIz, JC(6)H-C(7)H = 3 Hz, 
1 I+.; C(6)-CH3 und C(7)-CH,: d ,  1,15, J = 7 H z ,  6 l'r. 

,5-Forwzyl-6,7-dimethyZ-5,6,7,8-tetrahydropterin ( 1 2 ) .  Untcr Sticlistoff und Lichtausschluss 
wird 1 g (3,72 minol) 6,7-Diniethyl-5,6,7,8-tctrahyclropterin-dihpdrochlorid (I-2HCl) [5] in 
100 nil ;Irneisensaurc (98proz.) uiid 10 ml ~ssigsaLIrcan~i~dri~1 gclbst. Uas Reaktionsgcmisch wird 
16 Std. hci 22" gehalten und anschliessend im Vakuuni eingcengt, wobci TI als hellgclbes 0 1  
zuruckbleibt. Dicses wird in 32 in1 Wasser aufgcnomincn und das pH der cntstandenen Losnng 
durch sorgfaltigc Zugabe van Natriumcarbonat auf 4,5 gebracht. Rasclie Einengung im Vakunm 
(bei 30") bis Zuni Hcginn eincr leichten l'riibung (en. 8 nil) und Stehcnlassen (6 Std., + 5') ergillt 
mikrokristallines, hellgelbes IT, welches abfiltricrt untl getrocknct (0,001 Torr, 22", 4 Std.) wird: 
561 mg (67,4y0). - Zur UlmkristaZZisation wcrden 100 nig TI in 80 nil Acetonitril aufgeschlammt 
und die Temperatur auf 70-75" gcbracht. Durch langsame, tropfenwcisc Zugabe von Wasser wird 
eine klare JAsung erhalten, aus  der sich nach dcm langsamen Abkuhlcn und Stehenlassen ( -  5", 
72 Std.) I1 in Form von larblosen, rhomboedrisch aussehendcn Kristallen ausschcidet. Das Pro- 
dukt TI wird abfiltriert, mit Ather gewaschen und getrocknet (0,001 Torr, 60", 16 Std.) : 62,6 mg 
(62,6%) (Totalausbeute: 42,20/,). 
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lH-NMR. : (100MHz, CF,COOD, 0 , 5 3 ~ ,  Fig. 2 )  : Nichtfirotonierte Form I I  (68%) : N(5)-CHO: 
S ,  8,91, 1 Pr.; C(6)-H: q d ,  4,89, JC(6)H-C(6)-CH8 = 6 3  HZ, JC(G)H-C(7)H = 3,3 HZ, 1 Pr.;  C(7)-H: 
q d ,  3,76, JC(7)H-C(7)-CH3 = 6,s HZ, JC(?)H-C(B)H 1 3,3 HZ, 1 Pr . ;  C(7)-CH3: d ,  1,34, J = 6 5  Hz, 

+ 
3 Pr.;  C(6)-CH,: d ,  1,09, J = 6,5 Hz, 3 Pr.  Protonievte Form I I a  (32%): N(S)=CI-€OD: s, 8,32, 
1 Pr.;  C(6)-H und C(7)-H: m, 430-3,70, 2 Pr. ;  C(7)-CH3: d ,  1,38, J = 6,5 Hz, 3 Pr. ;  C(6)-CH,: 
d , l , 26 , J=6 ,5Hz ,3Pr . - ( lOOMHz,  (CD3),S0,Fig.1):N(3)-H:br.s,10,12, 1Pr.;N(5)-CHO: 
s, 8,66, 1 Pr.;  N(8)-H: s,  6,85, 1 Pr.;  N(Z')-H,: s, 6,24, 2 P r . ;  C(6)-H: q d ,  4,47, JC(6)H-C(6)-CH3 = 

6,s H Z ,  JC(G)H-C(?)H = 3,3 HZ, 1 Pr . ;  C(7I-H: qdr 3,34, JC(7)H-C(7)-CH3 = 6,5 Hz, JC(7)H-C(G)H = 
3,3Hz,1Pr.;C(7)-CH,:d,1,08,J=6,5Hz,3Pr.;C(6)-CH3:d,0,80,J=6,5Hz,3Pr. -(60MHz, 
1,85~ NaOD, 0 , 5 5 ~ ) :  N(5)-CHO: s, 9,22, 1 Pr . ;  C(6)-H: q d ,  5,21, Jc(G)H-c(B)-cH~ = 6,s Hz, 

1 Pr.;  C(7)-CH3: d, 1.86, J = 6,5 Hz, 3 Pr.; C(6)-CH3: d ,  1,59, J = 6,5 Hz, 3 Pr .  - 13C-NMR.: 
(CD,),SO) : C(5') : 161,O; C(4), C(2) und C(8a) : 158,0, 153,1, 152,5; C(4a) : 89,2; C(7) : 49,3; C(6) : 
42,3; C(7'): 1 7 : O ;  C(6'): 10,8. - MS.: mje (rel.%) 223 (M+, 71), 195 (86), 194 (37), 180 (loo), 
178 (37). 165 (as), 1.52 (18), 133 (12), 124 (S), 111 ( l l ) ,  109 ( lo) ,  83 (ll), 82,5 (lo), 82 (12). DC.: 
Lsg. A :  Rf = 0,76; Lsg. B: Rf = 0,63; Lsg. C:  Rf = 0,66 (Abkurzungen der Lsg. vgl. [lo]). 

C,H,,N,O, (223,23) Ber. C 48,42 H 5,87 N 31,38% Gef. C 48,68 H 6,03 N 31,25% 

5,6,7- Trimethyl-5,6,7,8-tetrahydropterin-dihydrochlorzd-monohya~ (III-2HC1) . Nach der 
Vorhydrierung von 120 mg PtO, in 50 ml Trifluoressigsaure und 3 ml Wasser werden unter Licht- 
ausschluss 400 mg (1,79 mmol) I1 zugegeben. Nach 6 Std. ist die Hydrierung beendet (760 Torr, 
22"). Nun kominen 800 mg 12N HCl in 35 ml Methanol zum Reaktionsgemisch und der Katalysator 
wird abfiltriert. Durch Zugabe von 250 nil Athcr wird das weisse Produkt I11 ausgefallt, abzentri- 
fugiert, mit Ather gewaschen und getrocknet (0,001 Torr, 22", 24 Std.) : 450 mg (83,7%). I11 kann 
gegebenenfalls umkristallisiert werden [l]. Fur die spektroskopischcn und analytischen Datcn 
vgl. [4] l). 

JC(G)H-C('I)H 333 Hz, 1 Pr.;  C(7)--H: q d ,  4,16, JC(7)H-C(7)-CH3 = 6,5 HZ, JC(7)H--C(s)H = 3,3 H Z ,  

'H-NMR. : (100 MHz, (CD,),SO) C(7)-H: q d ,  3,95, ]C(7)H-C(7)-CH8 = 6,5 Hz, J c ( ~ ) H - c ( ~ ) H  = 

3 HZ, 1 pr . ;  C(6)-H: q d .  3,58, JC(6)H-C(6)-CH8 = 6,5 HZ, ]C(6)H-C(7)H = 3 HZ, 1 Pr. ; N(5)-CH 3' ' S 9 

2,99,3Pr.;C(7)-CH3:d,l,21,J =6,5Hz,3Pr.;Cf6)-CH3:d,1,l1, J =6,5Hz,3Pr.-13C-NMR.: 
((CD,),SO): C(4), C(2) und C(8a) :  157,0, 153,8, 152,O; C(4a):  89,8; C(6): 58 ,Z ;  C(5'): 45,2; C(7): 
42,9; C(7') : 15,5; C(6') : 10,O. 
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