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Die durch Verwendung verschiedener Parameter a verursachten Schwankung
im Quotienten der Einzelionenaktivitidtskoeffizienten und daherin K, von maximal 3
bzw. 159, fiir z, = 1 bzw. z, = 2 liegen innerhalb der abgeschitzten Reproduzierb:
keiten der Differentialtechnik. Aus den dargelegten Griinden geht hervor, dass «
beschriebene Arbeitstechnik eine Ermittlung thermodynamischer Bildungskonsta
ten in nichtwésserigen Ldsungsmitteln zuldsst.

‘Wir danken dem Schweizevischen Nationalfonds zuv I'dvdevung dev wissenschaftlichen Forschu
fir die teilweisc Unterstiitzung dieser Arbeit sowic Herrn R. E. Dolmer far scine techmnisch
Ratschldage beziiglich des verwendcten Dampfdruckosmometers.
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26. Uber Pterinchemie
54. Mitteilung [1)

Eine allgemeine Methode zur Synthese von Folsidure,
Folsaurekonjugaten und Folsdureanalogen?)

von Esam Khalifa, Pradip K. Sengupta, Jost H. Bieri und Max Viscontini
Organisch-chemisches Institut der Universitat, Ramistrasse 76, CH-8001 Zirich

(26. VIII. 75)

A general method for synthesis of folic acid, its conjugates and analogues. -- Sunmary.
A new and general method for the synthesis of folic acid, folic acid conjugates and folic acid
analogues Is described. The key step, 4.e. the condensation of N(2’)-acetyl-6-formyl-pterine
(I: Rl = COCH3) with aminoaryl derivatives 11, is achieved by refluxing in absolute cthanol to
afford the azomethines 11I. NaBHjy-reduction followed by basic hydrolvsis gives pure V products
in high yield, free from 7-isomers.
1) Teilweise von P. K. Sengupta anlisslich des 5. Imternationalen Pteridin-Symposiums in

INonstanz, BRD (14.-18. April 1975) vorgetragen,
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In mehreren Mitteilungen berichteten wir iiber die Herstellung von ausschliesslich
in 6-Stellung substituierten Folsdureanalogen [2], Folsdure [3] und Folsiurekonju-~
gaten [4] [5]. Auf die chemische und biochemische Bedeutung dieser Verbindungen
wurde in den zitierten Arbeiten hingewiesen.

Der entscheidende Schritt dieser Synthesen ist die Kondensation von 6-Formyl-
pterin oder N(2')-Acetyl-6-formyl-pterin (I: R! = COCH3) mit Aminoaryl-Derivaten
IT zu den entsprechenden Azomethinen I1I. Dazu miissen, in Abhingigkeit von den
physikalisch-chemischen Eigenschaften der Aminoaryl-Komponenten II, verschie-
dene Kondensations-Systeme, wie z. B. wisserige Pufferlésungen [2] oder Schmelzen
[3-5], verwendet werden.

In der vorliegenden Arbeit wird eine neue, einfache und allgemeingiiltige Me-
thode zur Darstellung von N(2')-Acetyl-6-azomethin-pterinen III sowie deren Folge-
produkten IV und V beschrieben. Dabei wird N(2')-Acetyl-6-formyl-pterin (I: Rl =
COCH3) mit den aromatischen Aminen II in abs. Athanol umgesetzt. Die gebildeten
Schiffschen Basen III werden direkt aus der Reaktionslosung 7-isomerenfrei, kri-
stallin und in guten Ausbeuten erhalten.

Die Kondensationsprodukte III werden in Athanol/Wasser mittels Natriumbor-
hydrid zu den N(2')-Acetyl-6-aminomethyl-pterinen IV reduziert und anschliessend
die Acetyl- und Methylester-Gruppen alkalisch verseift unter Bildung der 6-Amino-
methyl-pterine V (Schema und Tabelle).

Bei den optisch aktiven Folaten III, IV und V wird im Verlaufe der Synthese in
den Glutaminsiure-Einheiten keine Razemisierung festgestellt; die beschriebene
Methode erlaubt somit die Darstellung optisch reiner Produkte.

Reaktionsschema
o NHp
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NaBH CHy N Re
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o
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IV ___IiO____) HN)E[ j 2
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Tabelle. Zusammenstellung dev aus dev Kondensation von N(2')-Acetyl-6-formyl-pterin (I R}
COCHg) mit Aminoavyl-Devivaten I1 in abs. Athanol vesultievenden Produkten ITI, IV und

Hriverica CHiMIcA AcTa — Vol. 59, FFasc. 1 (1976) — Nr. 26

(in allen angegebenen Produkten 111 und IV ist R} stets COCHg)

Aminoaryl-Derivate

Produlte

Ila: R? = R3 = R5 = H, I1Ia,IVa: R2 = R3 = RS = H,
R4 = CHjy R4 = Clis
Va: R2 = R3 = R5 = H,
R4 = CH;
1Ib: R2=R3 =R5 = H, IIIb, IVb: RZ = R3 == R5 = 11,
R4 = CONHCH; Rt = CONHCH;
Vb: R2 = R? = R> = H,
R4 == CONHCH3
1lc: R2 = R4 =H, IITc, IVe: R2 = R* = H,
R® = RS = CH3 R3 = RS = CHjy
Ve: R2 = RY = H,
R3 = R5 = CHj3
I1d: R3 = H, 111d, IVd: R? = H,
R2 = R% = R5 = CH; R2 = R4 = RS = CHjy
Vd: R? = H,
R2 = R4 = RS = CH3
Ile: R2Z = R3 = R5 = H, TiIc, IVe: R2 = R3 = RS == H,
R4 = COOCH; R = COOCH;
Ve R? = R3 = RS = H,
Ri = COOLI
111 R2 = R3 = RS = H, [LIf, IVf: R2 == R3 = RS = H,
R4 = CO—Glu(OCH3z)2 R* = CO—Glu(OCHy)s
Vi R = R3 = RS = H,
R? = CO—Glu
Ig: R2 = R3 = RS = H, 1IIg, 1Vg: RZ = R3 = R6 = H,
R4 = CO—Glu—OCH3 R? = CO—Glu—OCH;
l—Glu(OCHg)z LGlu(OCHa)2
vy R? = R3 = Rb = H,

R4 == CO—Glu

I—-Glu
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Tabelle (Fortsetzung)

Aminoaryl-Derivate Produkte
ITh: R2 = R3 = R5 =H, I1Th,IVh: R2 = R3 = R5 = H,
R4 = CO—-Glu—0OCH3 R% = CO—Glu—OCH3
-Glu—OCH;3 I—Giu~OCHa
LGlu(OCHg)g LGlu(OCHs)g
Vh: R2 =R3=R5==H,
R4 = CO—Glu
I—~G1u
|—G1u

Wir danken Herrn Prof. Dr. W. von Philipsborn fur die NMR.-, Herrn Prof. Dr. M. Hesse
far die Massenspektren-Aufnahme, Herrn H. Frohofer, Leiter unserer mikroanalytischen Ab-
teilung, fiir die Elementaranalysen und Bestimmung der optischen Drehungen, und Frau M. Avgen-
tini-Schifferle fiir das Zeichnen der Formeln. — Dem Schweizevischen Nationalfonds zuy Fovderung
der wissenschaftlichen Forschung danken wir bestens fiir die finanzielle Unterstiitzung dieser Arbeit.

Experimentelier Teil

Allgemeines. — Vgl. den exper. Teil von [5]. Die NMR.-Spektren wurden mit einem Varian
T-60- bzw. HA-100-NMR.-Spektrographen in CEF3COOH (Standard: Tetramethylsilan) auf-
genommen.

1. Herstellung der N(2’)-Acetyl-6-azomethinpterine III. - 1.1. N(2")-Acetyl-6-[N-(p-tolyl)-
iminomethyl]-ptevin (I11a). 1 g (3,71 mmol) N(2')-Acetyl-6-formyl-pterin-dihydrat (I: R! =
COCH3+ 2 H0) [3] wird in 400 ml siedendem abs. Athanol gelost. Dazu kommen 600 mg (5,57
mmol) p-Toluidin (ITa). Das Gemisch wird wihrend 30 Min. unter Riickfluss gehalten und an-
schliessend stehengelassen (5 Std., 5°), wobei das Azomethin auskristallisiert. Abfiltrierung und
Trocknung (0,01 Torr, 60°, 5 Std.) ergeben 1090 mg (91,6%) I11a. — NMR.%) «Hauptprodukty,
ca. 869, (60 MHz): 10,08, s, H—C(9); 9,74, s, H—C(7); 7,90 und 7,56, A- und B-Teil eines 4 A’'BB’-
Systems, | = 8 Hz, 4 aromat. H; 2,58, s, HaC—C(4'); 2,58, s, CH3CO—N(2). - MS. [m/e (rcl. %)]:
322 (M+, 80), 307 (8), 281 (19), 280 (100), 279 (25), 265 (40), 137 (20).

C16H14NgO32 (322,32) Ber. C59,62 H4,38 N 26,07% Gef. €59,20 H4,51 N 25989%

1.2. N(2)-Acetyl-6-[ N-(4'-acetylamino-phenyl)-iminomethyl)-ptevin (1 11b). Synthese analog zu
der unter 1.1 beschriebenen. Ausbeute 85,7%. — NMR.2} «Hauptprodukt», ca. 659 (60 MHz):
10,0, s, H—C(9); 9,80, s, H-C(7); 8,20, s, 4 aromat. H; 3,25, s, CHs3NHCO—-C(4"); 2,58, s,
CH3CO—N(2). — MS. [m/e (rel. %)]: 365 (M+, 52), 335 (82), 334 (65), 306 (82), 293 (100), 264 (40).

C17H15N-O3 (365,33) Ber. C 55,80 H4,11 N 26,859, Gef. C55,34 H4,24 N 26,729
1.3. N(2')-Acetyl-6-[ N-(3',6"-dimethyl-phenyl)-iminomethyl]-ptevin (I111c). Synthese analog zu

der unter 1.1 beschriebencen. Ausbeute 86,3%,. — NMR.2) «Hauptprodukt», ca. 709, (60 MHz):
9,76, s, H—C(9); 9,66, s, H~C(7); 7,55, s, H—C(2"); 7,46, s, H—C(4’}) und H—-C(5); 2,58, s,

2}  Die gebildeten Azomethine 111 liegen jeweils in einer syn- und anfi-Form vor. Dic beiden
geometrischen Isomeren konnen u.a. am unterschiedlichen Verhalten der H—C(9), H—C(7)
und aromat. H in CFsCOOH erkannt werden. Im exper. Teil wird jeweils nur das «Haupt-
produkt» charakterisiert.
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CH3CO—N(2); 2,63, 2,50, 2xs, 2x 3 H: H3C—C(3") und HzC—C(6"). - MS. [mfe (rel. %)]: 336
(M=, 100), 295 (18), 294 (79), 280 (18), 248 (17), 194 (21), 152 (56), 133 (42).
C17H16N6O2 (336,35) Ber. C60,66 H 4,75 N 24,979, Gef. C60,67 H 4,97 N 24,699
1.4. N(2)-Acetyl-6-[N-(2',4',6"-trimethyl-phenyl)-iminomethyl)-plevin (I 1 1d). Synthese analog
zu der unter 1.1 beschriebenen. Ausbeute 88,6%. — NMR.2) « Hauptprodukts, ca. 609 (60 MHz):
9,75, s, H—C(9); 9,40, s, H—C(7); 7,20, s, 2 aromat. H; 2,50, 2,48, 2,40, 2,39, 4xs, 4x3 H:
CH3CO-—-N(2), HgC—C(2"}), H3C—C(4") und HsC—C(6"). - MS. [mfe (rel. %,)]: 350 (M+, 100),
308 (67), 307 (60), 294 (23), 194 (16), 152 (25), 146 (32), 131 (22).
C18H1sNgO2 (350,37) Ber. C61,70 H 5,18 N 23,999 Gef. C61,52 H 5,57 N 23,679,
1.5. N(2')-Acetyl-6-[ N-(4'-methoxycarbonyl-phenyl)-iminomethyl)-ptevin (111 ¢). Synthese analog
zu der unter 1.1 beschriebenen. Ausbeute 87,5%,. — NMR.2) «Hauptprodukt», ca. 75%, (60 MHz):
9,96, s, H~C(9); 9,76, s, H-—C(7); 8,36 und 8,12, A- und B-Teil cincs A4’BB’-Systems, | = 8 Hz,
4 aromat. H; 4,13, s, H3COOC-—C(4"); 2,53, 5, CH3CO—N(2"). -- MS. [m/e (rel. 9%)]: 366 (M+, 50),
334 (44), 306 (100), 264 (56).
C17H1a4N60O4 (366,33) Ber. C55,73 H3,85 N 22,049, Gef. € 5520 H4,21 N 23,239,

1.6. N-[N(2')-Acetyl-9,10-dehydvoptevoylj-L-glutaminsdure-dimethylester (ITIf). 1 g (3,71 mmol)
N(2)-Acetyl-6-formyl-pterin-dihydrat (I: Rl = COCH3z+ 2 Hy0) [3] wird in 400 ml siedendem
abs. Athanol gelost. Dazu kommen 1630 mg (5,56 mmol) II1f. Das Gemisch wird wihrend 30 Min.
unter Rickfluss gehalten, anschliessend unter Vakuum auf ¢a. 120 ml eingeengt und stehenge-
lassen (12 Std., 0°), wobei das Produkt auskristallisiert. Abfiltrierung und Trocknung (0,01 Torr,
60°, 5 Std.) ergeben 1480 mg (78,8%) III{. — Fiir die analytischen Daten vgl. [3].

1.7. N-[N(2)-Acetyl-9,10-dehydropteroyl]-y-L-glutamyl-L-glutaminsduve-tvimethylester (1I11g).
Synthese analog zu der unter 1.6 beschriebenen. Ausbeute 75,3%,. — Ifiir die analytischen Daten
vgl. [4].

1.8.  N-[N(2)-Acetyl-9,10-debydropteroyl]-y-L-glutamyl-y-L-glutawnyl-L-glutaminsdure-tetvame-
thylestey (IITh). Synthese analog zu der unter 1.6 beschriebenen. Ausbeute 71,89, — Far dice
analytischen Daten vgl. [5].

2. Herstellung der N(2')-Acetyl-6-aminomethyl-pterine IV. - 2.1. N(2')-Acetvi-6-{N-
(p-tolyl)-aminomethyl)-pierin (1 V a). 200 ml 60proz. Athanol werden mit Stickstoff gesittigt und aunf
60° erwarmt. Dazu kommen 176 mg (4,65 mmol) Natriumborhydrid und unmittelbar darauf 1g (3,10
mmol) I1Ta. Die Losung wird 5 Min. bei 60° gerithrt, und dann werden weitere 30 mg (0,77 mmol)
Natriumborhydrid zugegeben. Nach 10 Min. bei 60 wird auf 22° abgekiihlt und langsam Eisessig
zugctropft, bis cin pH von 4,5 erreicht ist. Beim Stehenlassen (6 Std., 57) kristallisiert das Produkt
aus. Filtration, Waschen mit 50proz. Athanol und Trocknung (0,01 Torr, 60°, 6 Std.) ergeben
838,4 mg (83,5%) IVa. - NMR. (100 MHz): 9,18, s, H—C(7); 7,53 und 7,47, A- und B-Teil cines
AA’BB’-Systems, J = 8 Hz, 4 aromat. H; 3,26, s, 2 11—C(9); 2,58, s, CH3CO—N(2); 2,45, s,
H3C—C(4). - MS. [mfe (rel. %)]): 324 (M+, 80), 322 (34), 281 (14}, 280 (34), 265 (12), 171 (20),
120 (24), 108 (80}, 106 (100).

C1sH16Ng02 (324,30) Ber. €59,25 H4,97 N 25,919, Gef. 59,38 H 5,15 N 25,819,

2.2. N(2)-Acetyl-6-[ N-(4'-acetylamino-phenyl)-aminomethyl]-ptevin (IV'b). Synthese in 30proz.
Athanol; sonst aus I1Ib wie unter 2.1 beschrieben. Ausbeute 80,09,. - NMR. (100 MHz): 9,20, s,
H—C(7); 8,09 und 7,91, 4- und B-Teil ecines 44’BB’-Systems, | = 8 Hz, 4 aromat. H; 5,34,
s, 2 H—C(9); 3,25, s, CHsNHCO—C(4"); 2,58, s, CHaCO—N(2'). — MS. [m/e (rel. %)]: 367 (M~ 3),
337 (3), 325 (3), 294 (4), 278 (16), 151 (40), 121 (36), 120 (100).

Ci7H17N703, H20 (385,35) DBer. C53,51 H 4,67 N 25459, Gef. C5348 H 5,00 N 25,509,

2.3. N(2)-Acetyl-6-[ N-(3,6’-dimethyl-phenyl)-aminomethyl|-ptevin (IV ¢). Synthese in 30proz.
Athanol; sonst aus IITc wie unter 2.1 beschrieben. Ausbeute 91,89%,. — NMR. (100 MHz): 9,18, s,
H—C(7); 7,36, 5, 3 aromat. H; 5,24, s, 2 H—C(9); 2,58, 5, CH3CO—N(2'); 2,54, 2,40, 2x s, 2x 3 H,
H3C—C(3’) und HaC—C(6’). — MS. [mfe (rel. %)]: 338 (M+, 74), 337 (22), 336 (7), 296 (22), 219 (22),
177 (47), 176 (22), 137 (58), 121 (98), 120 (100), 106 (64).

C19H1gNgO2 (383,36) Ber. C60,34 H 5,36 N 24,849 Gef. € 59,91 H 541 N 24,839

2.4, N(2')-Acetyl-6-[N-(2,4', 6'-trimethyl-phenyl)-amino-methyl]-ptevin. (I Vd). Synthese in
30proz. Athanol; sonst wie aus II1d unter 2.1 beschrieben. Ausbeute 78,2%,. — NMR. (100 MHz):
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9,22, s, H~C(7); 7,15, s, 2 aromat. }; 5,17, br. 5, 2 H—C(9), 2,56, s, CHgCO—N(2"}; 2,52, 5, 2 x 3 H:
HC—C(2") und HgC—C(6%); 2,40, s, HsC—C(4"). — MS. [m/e (rel. %)]: 352 (M+, 5), 308 (3), 307 (2),
219 (4), 177 (13), 135 (100), 134 (52), 120 (55).

C1sHooNgOg (352,39)  Ber. C61,35 H 572 N23,85%  Gef. C60,84 I 579 N 24,649

2.5. N{(2}-Acetyl-6-[N-(4"-methoxycarbonyl-phenyl)-aminomethyll-ptevin: N(2')-Acetyl-pteroin-
sdure-methylester (IVe). Synthese in 50proz. Athanol; sonst aus 11Te wie unter 2.1 beschrieben.
Ausbeute 78,5%. — NMR. (100 MHz): 9,20, s, H—C(7); 8,33 und 7,87, 4- und B-Teil eines 4 4’ BB’-
Systems, | == 8 Hz, 4 aromat. H; 5,34, 5, 2 H—C(9); 4,13, 5, H3COOC—C(4"); 2,58, s, CHgCO—N(2").
—MS. [m]e (rel. 9%)]: 368 (M+, 53), 326 (16), 264 (14), 219 (15), 204 (13), 177 (42), 176 (46), 151 (50},
120 (100).

Cy7H16NgO4 (368,35) Ber. C55,43 H4,38 N 22,829, Gef. €55,79 H 4,32 N 22,849,

2.6. Fur die Synthesen von IVf, IVgund IV h vgl. [3-5].

3. Herstellung der 6-Aminomethyl-pterine V. - 3.1. 6-[N-(p-Tolyl)-aminomethyl]-ptevin
(Va). 100 m]l 0,1x NaOH werden mit sauerstofffrciem Stickstoff gesdttigt und auf70° crwirmt.
Dazu kommt 1 g (3,08 mmol) IVa. Die Lésung wird wahrend 30 Min. bei 70° gerithrt, anschlies-
send auf 22° abgekithlt und das pH mittels Eisessig auf 4,5 gcbracht, wobei das Produkt ausfallt.
Abfiltrierung, Waschen mit Eiswasser, Athanol, Ather und Trocknung (0,01 Torr, 60°, 6 Std.)
ergeben 769 mg (88,29%) Va. — Ifiir dic analytischen Datcn vgl. [2].

3.2. 6-[N-(4'-Acetylamino-phenyl)-aminomethyl]-ptevin (V). Synthese aus IVb wie unter 3.1
beschrieben. Ausbeute 92,19%,. - NMR. {60 MHz): 8,93, s, H—C(7); 8,09 und 7,91, 4- und B-Teil
cines AA’BB’-Systems, | = 8 Hz, 4 aromat. H; 5,23, s, 2 H—C(9); 3,33, s, CHgNHCO—-C{4"). -
MS. [mfe (rel. %)]: 325 (M+, 1), 296 (1), 196 (3}, 177 (7), 150 (70), 149 (22), 121 (22), 120 (100),
92 (90).

C15H15N709, 2 Ho O Ber. C49,82 H 5,26 N 27,149, Gef. C50,07 H 570 N 28,029,

3.3. 6-[N-(3',6°-Dimethyl-phenyl)-aminomethyl]-pteyvin (V). Synthese aus IVc wie unter 3.1
beschrieben. Ausbeute 89,69%,. — NMR. (60 MHz): 8,91, s, H—C(7); 7,33, 5, 3 aromat. H; 5,11,
br. s, 2 H—C(9); 2,51, 2,38, 2xs, 2x 3 H: HyC—C(3") und HsC—C(6"). -~ MS. [mfe (rel. %)]: 296
(M+, 55), 271 (6), 177 (26), 176 (26), 135 (27), 121 (96), 120 (100), 106 (60).

C15H1eNO (296,33) Ber. C60,79 H 544 N 28,36% Gef. C60,34 H 543 N 28499,

3.4. 6-[N-(2,4’,6"- Trvimethyl-phenyl)-aminomethyl]-ptevin (Vd). Synthesc ans IVd wie unter
3.1 beschrieben. Ausbeutc 88,8%. — NMR. (60 MHz): 9,03, s, H—C(7); 7,19, s, 2 aromat. H;
5,13, br.s, 2 H—C(9); 2,58, s, 2x 3 H: HzC—C(2") und HgC—-C(6); 2,43, s, HsC-C(4"). - MS. [m/e
(rel. 9%)]: 310 (M+, 20), 308 (8), 296 (4), 294 (4), 177 (38), 135 (100), 134 (95). 120 (77), 106 (11).
Ci5H1N6O (310,35) Ber. C61,92 H 5,85 N 27,08% Gef. C61,61 H 5,96 N 27,40%

3.5. 6-[N-(p-Carboxyphenyl)-aminomethyl]-ptevin: Ptevoinsduve (Ve). Synthese: Fir 1 g
(2,71 mmol) IVe in 200 mi 0,1xv NaOH ; sonst wic unter 3.1 beschricben. Ausbeute 73,6%,. - MS.
[mfe (rel. %)]: 312 (M+*, < 1), 268 (7), 177 (7), 176 (7), 137 (20), 120 (26), 98 (87), 45 (100). —
Far die iibrigen analytischen Daten vgl. [2].

3.6. Far die Synthesen von Vf, Vg und Vh vgl. [3-5].
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