3 Ra R3
2 2 2 -
R cHNO® o R R ONO stabile
—2 > R f — OH —> H OH — Phenoxy-
RYSO7R! HoCT N0 R R! R! R‘ radikale
BFP NOg O3N H
(1) (2) (3) (4) (5)
3 z/ 3 . R3 . 3 .
R @ R R? (o O R
—_—
R* R! R* OH R4 OH R* o)
NO, H 'R R! R!
NOP
(6) (7) (8) (9)
(s) (6) (8) (9)
R Rt IR R | pyieq) Ausb. | Fp (°C) Ausb. | Fp(°C) Ausb. | Fp (°C) Ausb.
(% (% &) 0
(a) CeHs H CsHs | CoHs | 149—150[2] | 36 142—-143[1) | 5 162—163 2 157 14
(b) [a] | CeHs CsHs | CeHs | CoHs | 244—24503] | 7 216—217 (3] | 19 212213141 | 5 309—310 [, 6] | 60
(c) (a] | CsHLOCH; [4] | CoHs | Cotts | CoHs | 195—196 2 200—201 8 193—194 24 192—193 63

[a] L3sungsmittel: Athanol; Base: Trifithylamin; 2 Std. RickfluBkochen.

Zwischenproduktes mit NO2 und CgHs an C-1 gelungen (3],
Dieses erleidet neben einer 1,3-Nitro-Nitrosoester-Umlage-
rung auch eine 1,3-Nitro-Umlagerung, die wir hier nicht be-
obachten konnten.

Die 1,2-Arylwanderung wird durch elektronenabgebende
Substituenten im wandernden Arylrest begiinstigt. Setzt man
statt des Pyryliumsalzes (Ib) das Pyryliumsalz (Ic) ein, so
erhilt man statt des Phenoles (8b) (5%) das Phenol (8¢) in
24-proz. Ausbeute. Die neuen Umlagerungen fithren unmit-
telbar bei der Einwirkung von Nitromethan auf Pyrylium-
salze zu Phenolen, die je nach ihrer Substitution durch Oxida-
tion bei (5) in stabile Phenoxyradikale, bei (8) in 1,4-Chinone
(9) iibergehen. Das neue Umlagerungsverfahren, das in einem
Schritt von (la) zu (5a) fiihrt, ist hinsichtlich der Einfachheit
und Gesamtausbeute gegeniiber dem iiber mehrere Stufen
verlaufenden ProzeB (2} aus (6a) durchaus konkurrenzféhig.

Arbeitsvorschrift

Zur Suspension von 5,9 g (15 mmol) (lag) in 60 m! Chlor-
benzol und 3,7 g (60 mmol) Nitromethan tropft man 1,9 g
(15 mmol) Athyldiisopropylamin und kocht 15 Std. unter
RiickfluB, wobei sich nitrose Gase entwickeln. Man trennt
vom ausgefallenen Ammoniumsalz und nicht umgesetzten
Pyryliumsalz ab (2,21 g), dampft das Filtrat im Vakuum ein
und chromatographiert an Kieselgel (Benzol/Cyclohexan =
3:2). Nach Kristallisation aus Athanol erhidlt man 0,30 g
(5%) (6a),1.76 g (36 %) (5a) und 0,097 g (2%) (8a), das aus
Benzol-Petroldther umkristallisiert wird.
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Uber das Ausgangsprodukt
der Riboflavinbiosynthesel**]

Von A. Bacher und F. Lingens(*]
Herrn Professor H. Bredereck zum 65. Geburtstag gewidmet

Obwohl die Beteiligung einer Purinverbindung an der Bio-
synthese des Riboflavins (Vitamin Bj) (2) seit langem ge-
sichert ist, konnte die Struktur des eigentlichen Ausgangs-
produktes bisher nicht ermittelt werden {1,2,

Untersuchungen an Eremothecium ashbyii13l und an Ribo-
flavinmangelmutanten von Saccharomyces cerevisige4: 5]
fiihrten zur Aufstellung von Schema 1. Die strukturelle Ahn-
lichkeit von () und Guanin lieB vermuten, daB Riboflavin
aus einer Guaninverbindung entsteht. Diese Annahme konn-
ten wir durch Versuche an einer Purinmangelmutante be-

stitigen.
H OH
HzN. ' N HzN
Purin ---»
H- A‘NH ’LOH

NN
$H2 (I:Hz
H-C-OH H-C-OH
H-¢‘OH H'(::-OH
H-(;,‘-OH H-(':-OH
(1) CHOH CH;0H
"PL - T
— -
HyC™ 2 Hs CQN A
Clﬂn CHz
H‘(li-OH H- C‘ OH
H- C' OH H-(l:-OH
H'(.:'OH H-(lZ‘OH
CHZOH CH,0H (2)
Schema 1, Zwischenprodukte der Riboflavinbiosynthese,

Als Ausgangsstamm diente eine polyauxotrophe Mutante mit
mehreren genetischen Defekten in der Biosynthese der aro-
matischen Aminosiuren, derobacter aerogenes 62-1161, Nach
Behandlung mit 1-Methyl-3-nitro-1-nitrosoguanidin wurde
eine Mutante 62-1 A mit einem nicht ndher klassifizierten
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genetischen Block im Grundzweig der Purinbiosynthese iso-
liert. Nach erneuter Mutagenbehandlung dieser Mutante
konnte eine Mutante 62-1 AB mit einem zusitzlichen Block
zwischen Xanthosinmonophosphat (XMP) und Guanosin-
monophosphat (GMP) gewonnen werden (s. Schema 2). Bei
Zugabe von Purinbasen akkumuliert diese Mutante Ribo-
flavin und Xanthosin. Nach Inkubation der Mutante 62-1
AB mit 14C-markierten Purinen gemiB Tabelle 1 wurden
Xanthosin und Riboflavin aus dem Kulturmedium isoliert.

Riboflavin, Folsidure

T

Guanin —» GZ[P AI;IP —!
Xanthin = XMP s-AMP i.
N
IMP E
b

A

*

Schema 2. Purinbiosynthese in Aerobacter aer nach M. ik

und Karibian {7] und genetische Defekte (=) der Mutante 62-1 AB im
Purinstoffwechsel. s-AMP = Succinyl-adenosinmonophosphat.
—» Umwandlung exogener Purine.

Wir fanden, daB [2-14C]-Xanthin in Xanthosin, nicht aber in
Riboflavin umgewandelt wird. Daraus folgt, daB Riboflavin
nicht aus einer Verbindung auf der Stufe des Xanthins
gebildet wird.

[2-14C]-Guanin wird erwartungsgemiB in Riboflavin umge-
wandelt. Obwohl aus Guanin Adenosinmonophosphat (A MP)
und Inosinmonophosphat (IMP) gebildet werden kénnen (7],
kommen diese als Vorprodukte des Riboflavins nicht in Be-
tracht, da in Gegenwart von unmarkiertem Hypoxanthin
und Adenin keine nennenswerte Isotopenverdiinnung auftritt.
Daraus folgt im Einklang mit den Ergebnissen der Akkumu-
lationsstudien [5], daB Riboflavin aus einer Guaninverbindung
entsteht. Es bleibt offen, ob es sich dabei um die freie Base,
ein Ribosid oder Ribotid handelt.

Tabelle 1. Einbau von radioaktiv markiertem
Guanin oder Xanthin in Xanthosin und Riboflavin.

Zugesetzte rel. Aktivitdt (R.A.) [a]
Purine (mg/l) Xanthosin | Riboflavin
[2-14C}-Guanin 5

Adenin 5

Hypoxanthin 10 1.6 89
Xanthin 8

[2-14C]-Xanthin 10.7

Adenin 5 51 0.3
Guanin 5

spez. Aktivitit der isolierten Verbindung
[a] R.A, = — - - x 100
spez. Aktivitit der g zten Verbind
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»Cyclosilan-d4*, ein neuer Protonenkernresonanz-
standard fiir Messungen bis + 200°C

Von L. Pohl und M. Eckle(*]

Zur Messung mit interner Bezugssubstanz und Stabilisierung
bis +200°C, der heutigen oberen Grenze hochaufldsender
Protonenkernresonanzspektroskopie, sind im Laufe der
letzten zehn Jahre mehrere Organosilicium-Verbindungen
als Ersatz fiir Tetramethylsilan vorgeschlagen worden, das
wegen seines niedrigen Siedepunktes (27 °C) auch in zuge-
schmolzenen Prober8hrchen nur bedingt bis maximal 100 °C
brauchbar ist. Wie aus der Tabelle jedoch zu ersehen ist,
erfillt keine dieser Verbindungen die Anforderungen an
einen guten Standard: 1. chemisch inaktiv und unpolar zu
sein, 2. Messungen bis zu 200 °C zu erm&glichen und 3. eine
chemische Verschiebung zu haben, die den gesamten Bereich,
ausgehend von § = 0 ppm zu niedrigerem Feld, einer Messung
zuginglich macht.

Kp 8 (ppm)
Standard °0) in CDCl3
Tetramethylsilan (TMS) 27 0.000
Hexamethyldisilan 113 0.037
Hexamethyldisilazan 126 0.042
Hexamethyldisiloxan 100 0.055
Oktamethylcyclotetrasiloxan 134 0.085
Tris(trimethylsilyl)amin Fp 307 0.236
Tetrakis(trimethylsilyl)methan Fp 70 0.229
»»Cyclosilan-d;g* (1) 208 —0.327

Wir haben deshalb einen Standard entwickelt, den wir kurz
,»»Cyclosilan-d;g* nennen und der den gestellten Forderungen
voll gerecht wird: Es ist das 1,1,3,3,5,5-Hexakis(trideuterio-
methyl)-1,3,5-trisilacyclohexan (1), das nach folgendem
Reaktionsschema hergestellt wird (13

N3, 8i/Cu

CH,Cl, 200G

c1\S/c1 D,C\S!CDS

i P!

H,e” cH, H,C” “CH,
a1, | 1+ 6CDsMed = pc | L!,i/CDs

Sj, i Si
c1” e, SCl DyC” NcH, “CDs

(1)

(1) ist eine farblose Fliissigkeit, siedet unzersetzt bei 208 °C,
zeigt ein !H-NMR-Singulett bei 8 = —0.327 ppm mit einer
Halbwertsbreite von 0.5 Hz und erlaubt daher die Aufnahme
ungestdrter Protonenkernresonanzspektren von 8 = 0 ppm
an feldabwirts. Die Verbindung ist in den bei erh6hter Tem-
peratur in Frage kommenden L&sungsmitteln wie [Ds]-
Pyridin (Kp = 116°C), [D;}-Tetrachlorithan (148), [Dg]-
Dimethylformamid (153), {D;;]-Tetramethylharnstoff (176),
[Dig]-Dekalin (195), Hexachloraceton (202), Hexachlor-
butadien (212) und [Djg]-Hexamethylphosphorsiduretri-
amid (225; HMPT) gut 18slich und erméglicht selbst bei
200°C in nicht zugeschmolzenen Proberdhrchen z.B. in
HMPT noch Messungen mit interner Stabilisierung. Da-
neben kann (1) auch von —100°C an aufwiirts zur internen
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