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W I S S E N S C H A F T L I  C H E R T E I I. 

Folinsaure, ein neuer Wirkstoff der Vitamin-8-Gruppe 
Lon D r .  R U D O L F  T S C H E S C H E  

Forschungs labora tor iurn  d e r  K i n d e r k l i n i k  H a m b u r g - E p p e n d o r f  

In den letzten 15 Jahren ist es der chemischen Forschung 
gelungen, den Vitamin-B-Komplex weitgehend zu entwirren und 
einen gro6en Teil der einzelnen Faktoren rein danustellen, in 
ihrer Yonstitution zu ernlitteln und auch die Synthese durchzu- 
ftihren. Wir kennen heute Ancurin, Lactoflavin, Adermin, Ni- 
kotinsaureamid, Biotin, Pantothensaure, p-Aminobenzoesaure 
und Inosit, ohne da6 daniit ausgesagt werden kann, da8 alle 
Glieder dei  B-Gruppe bekannt waren, ja, es ist zu vermuten, da6 
weitere B-Vitamine existieren. Sobald ein neues Vitamin auf: 
gefunden und rein dargestellt worden ist, mu6 es in seinen biolo- 
gischen Wirkungen gegeniiber den anderen B-Faktoren abge- 
grenzt werden, im die Grundlagen zii schaffen, auch die noch 
unbekannten Glieder dieses Komplexes zu ermitteln. Wahrend 
des Krieges wurde in Amerika von mehreren Forschungskreisen 
ein neues B-Vitamin rein isoliert und in seiner Konstitution auf- 
gekllrt, auch die Synthese konnte durchgefiihrt werden, es han- 
aelt sich uni die sogenannte , , F o l i n s a u r e "  (folic acid). Diese 
Bezeichnung wurde von Mitchell, Snell und Williams') gewlhlt, 
weil diese Substanz von ihnen aus Blattern und zwar aus Spinat, 
in annlhernd reiner Form erhalten wurde. Spater wurde diese 
Benennung auch von anderen Bearbeitern tibemommen, obwohl 
die genannten Autoren sie fiir eine bestimnite Substanz vorbehal- 
ten sehen wollen in einer Gruppe nahe venvandterVerbindungen2). 
Die Verallgemeinerung ist aber insofern berechtigt, als die an- 
deren Vertreter sich wahrscheinlich von der FolinsBure als Grund- 
substanz ableiten durch Variationen in der an einen Hetero- 
cyclus angehingten Peptid-Yette. 

A u f f i n d u n g  d e r  F o l i n s a u r e  
Wie schon h5ufig bei d w  lsolierung von Naturstoffen wurde 

die nun als Folinsaure bezeichnete Suhstanz von einer Reihe von 
Forschungskreisen gleichzeitig und unter verschiedenen Namen 
studiert. Wir wissen heute, da13 Vitamin M, Vitamin Bc, Vitamin 
B,, und B,,, Lactus casei-Faktor, Eluat-Faktor aus Leber, Folin- 
slure, Streptococcus lactis, R-Faktor und Faktor U von Stokstod 
im wesentlichen d i e s e l b e  Substanz sind, zum Teil mit Varia- 
tionen in einem Teilstiick der Molekel. 1935 veroffentlichten 
Doy,  Langston und Mitarb.s) eine Serie von Arbeiten, in denen 
iiber niangelnde Zellbildung (Cytopenie) bei Affen durch Vita- 
min B-Mangel-Diat berichtet wird. Die Diat konnte durch Zu- 
gabe von Leberextrakt oder Brauereihefe ergliizt werden. Sie 
bezeichneten den fehlenden Faktor afs Vitamin M. Ahnliche 
Untersuchungen wurden 1940 von Doan und Mitarb.4) begonnen, 
um den blutbildenden (hamopoetischen) oder genauer granu- 
lierenden (granulopoetischen) Faktor fur  Affen besser zu charak- 
terisieren. Sie konnten zeigen, da8 die kristallisierte Folinsaure 
von Stoksfad6) aus Leber und ein hoch gereinigtes Yonzentrat a m  
Hefe in der Lage sind, Ahnlich wie parenteral verabfolgter Leber- 
extrakt die riormalen Werte fur die weiDeii Blutkorperchen beiiii 
Affen wiedei 1:erzustellen. Das gleiche wurde von Wnisman u n d  

3 H .  K .  Mitchell, E. E.' Snell u.  R. J .  Williams, Arner. cheni. Sac. 66,267 
Amer. chern. SOC. 63 2284 119411. 
1 I onni , . s-, . 

') P .  L .  Day ,  W .  C .  Langsfon u .  C .  F .  Shukers, J. Nutrit. 9, 637 [1935]. Die- 
selben J. biol. Chemistry 1 1 4  25 [1936]. 
P .  L .  b a y .  W .  C .  Lannstdn u, 'W. ' . I .  Darbv. Proc. SOC. exo. Biol. Med. - - .  
38 860 [iO38]. 
Dikeiben mit J .  G. Wahlin u .  V .  Mims,  J.  exp. Medicine 72, 463 [1940]. 
W .  C .  Langsfon, W .  J. Darby, C .  F .  Shukers u .  P .  L .  Day ,  J.  exp. Medi- 
rine 68. 923 119381. . ~ 

') S .  Susiaw,-~ilE-'Wilson, C .  A. Doan u. L.  Schwab, Sclence 97, 514 
119431. Proc. SOC. exp. Biol. Med. 50 ,  341 69421. 
H .  E. 'Wilson, S. Saslaw u. C .  A. Doan, J. Lab. clin. Med. 31, 631 19461 

*) E .  L .  R .  Stokstad u .  P .  D .  V .  Munning, J .  biol. Chemistry 125.687 11938): 
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Eluehjem*) im Jahre 1943 mit einem folinsaurereichen Norit- 
Eluat-Konzentrat bestltigt. 1945 berichteten dann Day  und 
Mitarb.?) tiber die erfolgreiche Behandlung der gleichen Mangel- 
erscheinung mit hoch gereinigten Lactus casei-Faktor, so wurde 
die biologische Identitat aller dieser Faktoren fur  die Behandlung 
der Affen-Ernahrungsanaemie sicher gestellt. 

Im Jahre 1939 berichteten Hogan und Parrolt8) uber eine 
Anaemie an Kiiken durch eine Vitamin-B-Mangel-Dilt, die 
durch einen Vitamin B c  bezeichneten Stoff geheilt werden 
konnte, das C sol1 die benutzte Hiihnerrasse kennzeichnen. Es  
handelt sich um eine hyperchrome megalocytare Anaemic*), die 
mit gereinigten Diateri besonders gut  bei gleichzeitiger Verab- 
reichung von Sulfonamiden zum Ausbruch komnit. 1943 konnten 
Pfiffner und Mitarb.7 diese Substanz aus Leber in kristallisierter 
Form gewinnen und erkllren, dall der Kiiken-Anaemie-Faktor 
Bc, Petersons Eluat-Faktor und Williams Folinsaure vermutlich 
die gleiche Substanz sind. 1945 isolierten die gleichen Bearbei ter9 
eine zweite antianaemische Verbindung fur  junge Huhnchen 
aus Hefe, deren Molekulargewicht jedoch 2,8mal  so groll war als 
von Vitamin BC aus Leber, sie wurde als V i t a m i n  B c - K o n j u -  
g a t  o d e r  H e f e - K o n j u g a t - F a k t o r  bezeichnet. Durch Enzym- 
Behandlung konnte daraus Vitamin BC erhalten werden. Auch 
bei ausgewachsenen Hiihnern konnten Scott und Mitarb.") eine 
schwere Hlmorrhagie hervorrufen, die durch lnjektion von Lac- 
tus casei-Faktor und Nikotinslureamid behoben werden konnte. 
Die Vitamine B,, und B,, scheinen ebenfalls keine grundsatzlich 
neuen Verbindungen zu sein, es sind Wirkstoffe fur  das normale 
Wachstum und fur die Federentwicklung bei Kuken und nach 
Lancet12) ebenfalls der Folinslure nahestehend, wenn sie auch den 
Vitamin-M-Mangel am Affen nicht zu beheben vermfigen, viel- 
leicht weil der yonjugat-Faktor in ihnen enthalten istls). 

SchlieDlich berichten Snell und Peterson14) fiber eine Sub- 
stanz, die fur  die Entwicklung von Lactobacillus casei auf einem 
kunstlichen Nlhrboden notwendig ist und die sie in Hefe, Leber 
und anderen natiirlichen Materialien fanden. S t o c k s t ~ d ~ ~ )  und 
Hutchings, Bohonos und Petersonlg) fiihrten die Anreicherung 
dieses Norit-Eluat-Faktors durch und zeigten, daR das Konzen- 
t ra t  auch antianaetnische Wirksamkeit fiir Yuken besitztl?). 
Ebenso wurde die chemische Khnlichkeit mit dem Faktor U von 
Stokstad und dcm Alkohol-Prazipitat-Faktor von Schumncherc8) 
erkannt. Es  ist bemerkenswert, da8 die Kristallisate aus Leher 
und aus Hefe etwa die gleiche Wirksamkeit f l r  Lactobacillus 
casei haben, daO jedoch fiir Streptococcus lactis R die Aktivitat 
___ - - 

Nutrit. 26 361 [l943). 6. L. Day  4. Mims J .  R.  Totter E. L. R .  Sfokstad, B .  L .  Hutchings u. 
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Peterson. ebenda 140 ,  681 (19411. 
R. C. Mills, 0. M .  Brig s J C. A. Elvehjem u .  
exp. Biol. Med. 49 186 f144i .  
A. E. Schumacher.'G. F .  Heuser u. L .  C .  Norris. 
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*) Biutarrnut mit stark gefarbten. besonders groDen Erythrocyten. 
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des Hefepraparates nu r  annahernd ha!b so groB ist wie die des 
Yristallisats aus LeberlO). SchlieDlich wurde noch tiber die'Ge- 
winnung einer Substanz berichtet (Stokes und Mitarb.ao), die fu r  
Streptococcus lactis R Folinsaure wirkurigsvoll ersetzen kann, 
die aher irnwirksam ist als Wuchsstoff fu r  Lactobacillus casei. Es 
konnte aber weiter gezeigt werden, daO der erwahnte Strepto- 
coccus dieseil Faktor enzymatisch abbaut  zu einer Form, in der 
e r  auch fur Lactobacillus casei verwertbar wird. 1914 wurden 
die UV-Spektren all dieser Faktoren miteinander verglichen und 
der Name , , L a c t u s  c a s e i - F a k t o r "  angewandtZ1). 1941 haben 
Snelf u;id Mitarb.') den Namen Folinsaure fur  ihre ails Blattern 
gewonnwe Sgbstanz gewlhlt  und gezeigt, daR sie auch fur  Strep- 
tococcus faccalis R ein Wachstumsfaktor ist, ebenso fiir Hefen 
und Tetanus-Erreger. Stokstodh), der wohl als erster kristallisierte 
Folinsiiure in den Handdl  hatte,  erhielt ca. 3 g aus einer Tonne 
Frischleber. 

K o n s t i t u t i o n  
Ini Mai 1946 berichteten Angier und 15 Mitarb.22) uber die 

Konstitutionserniittlung der Folinsaure, des Lactus casei- 
Faktors, und es wurden zwei Verfahren der Synthese angegeben. 
Die Abbaureaktionen wurdcn nicht rnit dern Lactus casei-Fak- 
tor  selbst, sondern rnit dern ,,Fermentation-Lactus casei-Faktor" 
durchgeful:rt, es handelte sich hierbei wohl u m  das enzymatische 
Abbauprodukt dcr Substanz von Stokes durch Streptococcus 
lactis R. Die Foliasaure hat  nachfolgende Konstitution : 

N-C-OH 
COOH I 

(1) 
1 
I I  I 

H.N--C I 
N =C-N =CH 

Fur die Aufstellung der Formel waren fo'gende Befunde maD- 
gebend: Bci der aeroben alkalischen Hydrolyse wgrden zwei 
Fraktioneii erhalten, von denen die eine hochfluorescierend war, 
wahrend die andere, eine positive Reaktion auf eine aromatische 
Aminogruppe lieferte und aus der p-Aminobenzoesaure isoliert 
werden konnte. Die fluorescierende Verbindung war eine diha- 
sische Satire niit den p y  Werten 3,9 und 7,7. Wurde diese Sub- 
stanz auf 30O0 erhitzt, verlor sie ein Mol CO, und lieferte eine 
monobasische Satire rnit dem pi(-Wert 8. Airs dieseii Ergebnissen 
wurde auf das Vorliegen einer Monocarbonsaure geschlossen: 
Oxydierte man die urspriiiigliche Substanz rnit Chlorwasser .und 
fuhrte eine iiachfolgende Hydrolyse mit n/10 Salzsaure durch, 
so konnte eine positive Reaktion auf Guanidin beobachtet wer- 
den. Das Ultraviolcttspektrum, die starke Fluorescenz, lieben 
auf das Vorliegen eines P t e r i d i n d e r i v a t e s  schlieRen, das eine 
Arninogruppe in 2-Stellung, eine OH-Gruppe an 4 nnd eine Car- 
boxylgruppe a n  6 Iiatte. Diese Verbindung wurde synthetisicrt 
und niit 2-Amino-4-hydroxypteridin-6-carbonsllrre identisch be- 
funden (Formel 2). 

(2) 
r-f-"" 

HsN-C C-N=C-COOH 

N=C-N=CH 
1 1  I 

Die Synthese dieser Verbindung wurde uber die 2-Amino- 
4,7-dihydroxy-pteridin-6-carbonsaure durchgefuhrt. Sie gab mit 
PCI, eine 7-Chlorverbindung, in der durch nachfolgende Reduk- 
tion rnit HJ das Chlor durch Wasserstoff ersetzt wurde. Dab 
wirklich das 7-standige Hydroxyl i n  dieser Reaktionsfo!ge er- 
faRt wurde, crgab sich durch Decarboxylierung zu 2-Amino-4- 
hydroxy-pteridin, das auch aus 2, 4, 5-Trianiino-pyriniidiii und 
Glyoxal atifgebaut werden korin te. Die 2-Amino-4-hydroxy-pte- 
ridin-6-carhonsAure kondte auch aus dem entsprechenden 6- 
Methyl- iind 6-Essigsaure-Derivat, sowie aus dem G-Methyl-N- 
pyridiniumjndid-Abkiimmling niit heiliem alkalischen Kalium- 
perrnarignnat hereitet werden. 

Auch der Schwefclsaure-AufschluR unter aeroben Bedingun- 
gen emgab cine I'teridin-Fraktion wid ein aromatisches' Aniin. 

E .  L .  R. Sfoks fad  ebenda I 4 9  573 [1943]. 
' 3  J .  L .  Sfokes,  J .  c'. Kereszfesy h. J .  W .  Fosfer, Annu. Rev. Biochem. S. 

J .  C. K e r m t e s y ,  R .  L. Rickes u. J .  L. Sfoltes, Science 97 ,  465 (19431. 
'1) 5 .  L. Iiufcl i ings,  E .  L .  R .  Sfokstad,  N .  5ohonos u.  N .  H .  Slobodkin, 

Science 9 8 ,  371 [ 1 9 4 4 l .  
' 3  R .  5 .  Ane i r r  J .  ti. 5roofhe ,  L .  B r i m  B. L .  Hufcl i ings J .  H .  Mowal 

J .  Semb E .  i. R .  Sfokstad Y.  Subbarob C .  W .  Wallcr, b. B. Cosulrch: 
M. J .  Fbhrenbach M. E .  Hhlfquis t  E .  K h  E.  H. Nortliey D. R.  Secger 
J .  P .  Sfrckels, J . ' M .  Smith, ebenda 103, 6k7 [1946]; 102,'227 [I9451 u: 
Lancet 250, 469 [1946]. 

385-387, [ 19441. 

Die Pteridin-Fraktion reagierte schnell mit Aldehydr?agenzien 
m t e r  Bildung unloslicher Derivate, so wurde das Vorliegen einer 
Aldehydgruppe erwieseii. Der Aldeliyd unterlag mit verd. Alkali 
der Canniuaro-Keaktion unter Bildung' der schon erwahnten 
2-Arnino-4-hydroxy-pteridin-6-carbons~ure und eines anderen 
Ptcridins, das sich als die 6-Methyl-Verbindung erwies. Letztere 
Substanz wurde durch Decarboxylierung von 2-Amino-4-hy- 
droxy-pteridin-6-essigsaure gewonncn, die wiedir durch Yon- 
densation von 2, 4, 5-Triamino-6-hydroxy-pyrirnidin und yy- 
Dimethoxy-acetessizester bereitet werden konnte. SchlieBlich 
wurde das 6-Methylderivat a x h  noch oxydativ abgebaut zu 2- 
Amino-5-methyl-pyrazin und diese Substanz rnit einer authen- 
tischen Probe dieser Verbindung verglichen. Damit wiirde sicher- 
gestellt, dall die Methyl-Gruppe wirklich die 6-Stclluug im Pteri- 
dinkein besetzt. 

Die saure Hydrolyse der Amin-Fraktion lieferte 75% des 
Stickstoffs als a-Aiilinostickstoff uiid aus dem Hydrolysat konnte 
wieder -p-Amjnobenzoes$ire gcfaDt werden. Weiter konrit-n auf  
biologischem Wege 3 Moiekeln G!utarninsdure nachgewiesen wer- 
den, die auch noch i i i  Form der Pyrrulidoncarbonsaure isoliert 
werden konnten. Keine Anzeichen von weiteren Spaltprodukten 
lieBen sich finden. Da der ,,Fermentation Lactus casei-Faktor" 
durch anaerobe alkalische Hydrolyse den ,,Leber Lactus casei- 
Faktor" unter Freisetzung von 2 Mol Glutaminslure ergab, so 
wurde fur ihn die obige Formel aufgcstellt, wahrend eine For- 
mulierung fur  den ,,Fermentation Lactus casei-Faktor" fur  eine 
spatere Veroffentlichung in Aussicht gestellt wurde. 

S y n  t h e s e n  
Dic S y n t h e s e  der Folinsaure wurde auf zwei Wegen durch- 

gefuhrt. Die 2rste Methodc bestand in der Unisetzung von 
aequimolekularen Mengen von 2, 4, 5-Triarnino-6-hydroxy-pyri- 
midin, p-Aminobenzoyl-I-($)-glutaminsaure und 2,3-Dibrompro- 
pionaldehyd in Gegenwart von Natriumacetet. Die Ausbeute 
nach diesem Verfahren betrug 15% d. Th. gemessen durch biolo- 
gischen Test. Es wurde angenommen, dab die Reaktion uber ein 
Dihydro-Derivat verlauft, das im Laufe der Umsetzung dehydriert 
wurde. Wie auch in einer Arbeit in Lancet?") ausgefiihrt, sol1 die 
Aldehydgruppe des Dibrompropionaldehyds mit  der NH,-Gruppe 
in 4-Stellung rcagieren und dann das 2-standige Bromatom mi t  
der NH,-Gruppe in 5 des Pyriniidinkerns den neuen Ring schlie- 
Ben. So wiirde ein Dihydro-Derivat entstehen mit einer CH,Br- 
Gruppierung in der Seitenkette, wie es die Formulierung 3 zeigt, 
das dann weiter u r t e r  HBr-Abspaltung mit dem p-Aminobenzoyl- 
glutaminsaurerest reagieren miiRte. 

N-C-OH 
I 

(3) HJV-6 C-NH-C H-CH,Br 
I I  I 

N = C - N  = C H  
Ob der Reaktionsvcrlauf wirklich so ist, erscheint mir zweifelhaft, denn 

Dihalogcnpropionaldehyd spaltet schon unter sehr milden Bcdingungen Ha- 
logen ab und geht in a-Halogen-acrolcin iiber, auch rnit Natriumrcetat. Die- 
ms, wie auch Aorolein selbst, lagert leicht Substituenten in P-Stellung an, SO 

konnte audi die NH,Gruppc dcsPyrimidin-Derivatesangelagertwcrden. D a m  
wurdc das a-stiindigc Bromatom rnit der zvriten NHI-Gruppe rcagicren und 
80 ein Ptcridin-Derivat entstchrn rnit ciner Aldrhyd-Gruppc in der Scitenkette 
und 4 zusiitzlichcn Wcssrrstolfatomen im Pyrazinkern. Drr Aldchyd wiirde 
nun mit dcr p-Aminobcnxoxylglutaminsiiure unter Bildung einer Scbiffschen 
Base.reagicrcn, die dann durch intramolekularc ~~asscrstoffverschicbung hy- 
dricrt werden kiinnte. Auch so wurdc cin Dihydro-Derivat der Folinsiiure pn- 
mir  entstehen, daD dann durch Ncbenreaktioncn dehydriert wcrdcn mii0te. 
Dicser Rcaktionsvcrlauf wurde der Vorstellung cntsprechcn, wie sie fur die 
Skraupaehe Chmolinsynthese angenommen wird. (Formel 4). 

N-C-OH 
I 

HJi-C C-NH-CH-C 
l l  I 

(4) 
N=C-NH-CH, 

Die z w e i t e  S y n t h e s e  ging von den gleichen Ausgangs- 
materialien aus, n u r  wurde der Dibrompropionaldehyd zuerst 
mit Pyridin umgcsetzt, und dieses Produkt sollte dann mit 2, 4, 
5-Trianiino-6-hydroxy-pyrimidin und y J zu N- (2-amino-4-hy- 
dro>iy-G-pteridyl)-(iiiettiyl)-pyridiiniiim-jonid kondensiert w-rden. 
Dann wurde mit p-Aiii innberizoyl~lutaminsa~~re und Natrium- 
methylat in Athylenglykol auf 140" erhitzt und ein Rohprodukt 
gewonnen, das ebeiifalls 15':/o Folinsaure enthielt. 
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Durch ein im Original beschriebenes Reinigungsverfahren 
konnte die Substanz mit allen ihr zukomrnenden physikalischen 

und biologischen Eigenschaften kristallisiert erhalten werden. 
Sie bildet diinne gelbe, zu Gruppen vereinigte Nadeln, die bis 
3600 nicht schmelzen und bei 250° sich dunkel verflrbenO). In 
organischen Losungsmittel ist die Folinslure nicht Ioslich, Sau- 
ren (PH l) zerstoren schnell, wahrend die Bestandigkeit gegen Al- 
kali etwas groBer ists). Es lassen sich Sake  nlit Basen und E s t x  
rnit Alkoholen herstellen. 

Mit den gleichen SyntheseQerfahren wurde auch mit p-Ami- 
nobenzoesaure allein ein Pteridyl-Derivat gewonnen, das den Na- 
men P t e r o i n s a u r e  erhielt und das sich wirksam erwies als 
W a c h s t u m s f a k t o r  f o r  S t r e p t o c o c c u s  f a e c a l i s  R, aber 
unwirksam im Yukenversuch. I FLir die Folinsaure wurde die 
Bezeichnung P t e r o  y I-g I u t a m  in s au re  in Vorschlag gebracht. 
In Hefe findet sich die Pteroinsaure an 7 Molekeln Glutamin- 
aaure geknfipft und durch ein 'in1 Korper weit verbreitetes En- 
Zym, - die K o n j u g a s e  - kann daraus nach Pfiffner Folin- 
saure bereitet werden. In dieser gebundenen Form ist die Vita- 
min M-Wirkung beim Affen verschwunden. 

In der Folinsaure ist zum zweitcn Male ein Pteridin-Derivat 
in der Natur aufgefunden worden, dem zweifellos eine bedeutende 
Rolle bei der B l u t b i l d u n g  zukommt. Im Jahre 1936 konnte 
ich zusammen rnit H. J .  Wolfz3) wohl als erster zeigen, daB 
X a n t h o p t e r i n ,  der gelbe Farbstoff der FlLigel des Zitronen- 
falters und anderer Pteriden, der kurz vorher von Koschoro2a) 
auch im Harn aufgefundea worden war, in  der Lage ist, die Mi!ch- 
anaemie junger wachsender Ratten in Mengen von 1 y pro Tag 
gtinstig : 211 beeinflussen und die Zellzahlen zu normalisieren. 
Ferner, daB die Substanz auch im Rattenreticulocytentest nach 
Singerz3) und im Typhusanamietest hoch wirksam ist. Leider 
wurde es mir unmoglich gemacht, diesen interessanten Befund 
weiter zu verfolgen. Es war schon damals nicht ausgeschlossen, 
daB das Xanthopterin im Harn vielleicht nur das Endprodukt 
des Stoffwechsels darstellt und eine Vorstufe hat, die der eigent- 
liche Wirkstoff sein mu8te. 1941 zeigten Sirnniorzs und Norris2S), 
dab Xanthopterin eine durch sehr eiweiRreiche Ernahrung an 
Fischen hervorgerufene Anaemie in Mengen von 50 y zu heilen 
vermag. Nach Toffer und Mitarb.2e) sol1 auch die Affenanaemie 
durch synthetisches Xanthopterin heilbar sein. Diese Angabe ist 
nicht unwidersprochen geblieben2'), aber 1944 von Totterz8) er- 
neut behauptet worden. Wir wissen heute, daO die Leber offen- 
bar in der Lage ist, Xanthopterin (Formel 5) in Folinsaure zu 
verwandeln., jedenfalls ist die Bildung dieser Verbindung aus 
Xnnthopterin mit Rattenleber-Schnitten in vitro nachgewicsen 
wordenlo). 

(5) 
IiT0" 

H , N A  C-N=C-OH 
I /  I 
N=C- N =CH 

Biologische  W i r k u n g e n  
Uber die Folgen cines F o l i n s a u r e m a n g e l s  bei  T i e r e n  

war bei der Auffindung dieser Substanz in der. Natur schon in 
groBen Zugen berichtet worden. Bcint Affen entwickelt sich ein 
ausgesprochener Mangel an Leukozyten (Leucopenie), die in der 
Mehrzahl der Falle von einer Anaemie begleitet ist. Besonders 
der Verlust der polymorphkernigen Zellen ist ein hervorstcchen- 
des Zcichen des Folinsauredefizits. Ferner werden Zahnfleisch- 
entzundungen (Gingivitis), Zahrifleischnekrosen, Appetitlosig- 
keit und Diarrhoen b e ~ b a c h t e t ~ ~ ,  28). Die Ti.ere, die im allgemci- 
nen wenig ernpfanglich gegen Influenza-Virus und h:iniolytische 
Streptococccn der Gruppe C sind, werden auberst ernpfindlich 
gegen dicse Erreger iind zcigen cine hohe Mortalitatsrate. Dnbei 
werden die spezifischen Abwehrstoffe in1 Blut der infizierten 
Ticre in gleichcr Weise und Menge gebildet wie bei nicht an Fo- 

' 3  R. Tschesche u. H .  J .  Wolf ,  Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 244 ,  I 
119361. 2 4 8  21 34 119371. 
R. Tslhescli;, di'ese Ztschr., 5 1 ,  349 [1938]. 

' I )  W .  Koscharo, Hoppe-Seyler's Ztschr. physiol. Chern. 277, 240, 127 (19361. 
'') R. W .  Simmons u. E .  A'. Norris, J .  b i d .  Chemistry 2 4 0 ,  679 [1941]. 
") J. &. 7ofler  u. P .  L .  D o y ,  ebenda Z47, 257 (19431. 
'9 S. R.  Doff u. W .  H .  Sebrell Public Health Rep. 58  1542 119431. 

A. E.  Axelrod. P .  Gross, M .  ID. Bosse 11. K .  F. Swingh,  J. biol. Chemistry 
148.721 119431. 

'I) J .  R .  To'ffer, 2. F .  Shukers, J. Kolson, V .  M i n s ,  P .  L .  D a y ,  ebenda 1 5 2 ,  
177 119441. 

") L .  D. Wrighf  11. A. D .  Wclch. Science 98, 179 [I9431 

linsauremangel leidenden Tieren, der einzige Unterschied ist die 
verringerte Zahl und Qualitat der circulierenden Granulocyten 
und Verminderung der Ynochenniarksubstanz (Hypoplasie)30). 
2-6 rng kristallisierte Folinsaure, injiziert an 3-4,5 kg schwere 
Tiere, ergeben eine dramatische Anderung aes Blutbildes niit 
Anstieg der Leukocyten, Reticulocyten und Erythrocyten, sowie 
promptes Verschwinden der Durchfllle. Bei Ratten ist es mit 
einer Folinsaure-Mangel-Diat nur  schlecht moglich Mangel- 
symptome hervorzurufen, da  diese Tiere durch die Tatigkeit ihrer 
Darmflora ausreichend mit diesem Wirkstoff versehen werderP2). 
Die B-Vitamine werden in folgender Reihe mengenmlSig ge- 
bildet: Biotin, Adermin, Folinsaure und Pantothensaure, wahrend 
Aneurin, Lactoflavin, Nikotinsaureamid und lnosit nur  in sehr 
kleiner Menge durch die Darmflora aufgebaut werden3'). Fiittert 
man jedoch Sulfonamide mit der Diat, so wird die Folinsaurebil- 
dung verhindert und jetzt antworten die Tiere mit einem Schwund 
der granulierten Leukozyten (Granulocytopenie 1s,z7,31). 1st die 
Diat auch frei von Pantothensaure, so entwickelt sich gleich- 
zeitig eine schwere Anaemie, die nur  auf Zulage beider Faktoren 
geheilt werden kann. Wright und Nefch33) fanden, daB bei diesen 
Ratten ein ausgesprochener Mangel an Folinsaure, Biotin und 
Pantothensaure in der Leber herrscht und daO Zulage von Biotin 
und Folinsaure auch den Pantothensauregehalt der Leber nor- 
rnalisiert. Sie schlieBen, da6 Biotin und Folinsaure von der Darm- 
flora offenbar zur Pantothensauresynthese benotigt werden, oder 
aber die Ausnutzbarkeit oder Speicherung in der Leber began- 
stigt wird. Fur Hiihner ist Folinsaure ebenfalls ein antianaemi- 
scher Wirkstoff und gleichzeitig ein Wachstumsfaktor. 

For  e i n z e l l i g e  L e b e w e s e n  ist FolinsBure ein W u c h s -  
s t o f f ,  den sie zum Teil aus der Umgebung aufnehmen miissen, 
wie es Lactobacillus casei, Streptococcus faecalis R und Strepto- 
coccus lactis tuen, andere vermogen ihn anscheinend selhst zu syn- 
thetisierensa)*). Jedenfalls kommt FolinsBure in allen Organex- 
trakten vor und findet sich auch bei jedem einzelligen Lebewesen. 

Beim M e n s c h e n  ist eine ausgesprochene Folinsaure-Mangel- 
Erkrankung bisher nicht mit Sicherheit beobachtet worden, wohl 
auf Grund der weiten Verbreitting dieser Substanz in der Natur. 
Leber, Niere, Pilze, Hefen und besonders grune Blitter und 
Gres e~ithalten die Substanz in reichlicher Mengel?). Dennoch 
finden sich auch beim Menschen eine Reihe von Krankheitszu- 
standen, die auBerordentlich giinstig auf eine Folinsaurebchad- 
lung anspiechen, obwohl die Zufuhr mit der Nahrung eigentlich 
ausreichend sein mu6te. Es scheinen hier Resorptionsstorungen 
und die Unmoglichkeit, die Folinsaure aus ihrer gebundenen 
Form in Freiheit zu setzen, verantwortlich zu sein. 

Die Folinsaiire ist ein ausgesprochenes Heilmittel bei hyper- 
chromen medalocytaren Anaemien, bei gewissen Arten von 
Schwangerschaftsanaemien, bei Sprue, bei macrocytischer Anae- 
mie, vergesellschaftct mit Pellagra und erstaunlicherweise bei der 
perniciosen Anaemie. Nach der Behandlung kommt es zvr Bil- 
dung groBer Mengcn von Erythrozyten-Vorstufen (Reticulocy- 
ten) (in1 Durchschnitt l72yb Reticulocyten auf dem Gipfel'der 
Yrisis) mit nachfolgendem Anstieg von .Erythrocytenwerten und 
Hamoglobin. Mit der Besserung des Blutbildes geht eine auffajllige 
Besserung des subjektivcn Befindens der Patienten einher. Die 
Anwendung hat keinen Wert bei Eisenmangelanaemien und sol- 
chen Krankheiten, bei denen cine mangelnde Entwicklung (Hy- 
poplasie) oder volliges Fehlen (Aplasie) des Ynochenmarks be- 
stcht, ebenso bei raschem Zerfall der Leucocyten ( Leucarnie). 
Sie ist ferner nicht angezeigt bei selbstiindig entstandener Granu- 
locytopenie oder einer solchen Granulocytopenie, wie sie gelegent- 
lich als Folpe cincr Sulfonamidtherapie oder durch die Verwen- 
dung anderer Heilmittel wie z. B. Thiouracil entsteht. Ein posi- 

C.  A .  Doan Amer. J. Med. Sci. 257, Sept. 119461. 
E .  Nielsen ;I. C. A. Elvehjem, J .  biol. Cherriistry I d ; ,  713 [1942]. 
A. D .  Wclclr P .  A. Mofl i s  u .  A.R.  Lotven, J. Pharmacol. Exp.  75, 231 
[1942]. S .  S :  Spicer .  F .  S .  Daft ,  W .  H. Sebrell u. L. L. Ashburn, Publ. 
Health Rep. 5 7 ,  1559 [1942]. 
B. Ransom u.  C .  A. Efvelijem. J. biol. Chemistry 2 5 1 ,  109 119431: 
H. K .  Mifcliell ti. E .  R .  Isbell, Univ. Texas Publ. 4 2 3 7 ,  125 IIY42l. 
A Taylor D. Pcnnington u. J. Thacher, Univ. Texas Publ. 4231 
Ii4 rig4211 .-- --.- 

a*) J: Nutrit 27, 55 [1944]. 
") J .  H .  Mueller u. P .  A. Miller J. Bacterial. 43,  763 [I9421 u. Proc. Soc. 

*) 0,00005 Fig pro crn' dern geeigneten Nihrboden zugesetzt, ergeben bei 
exp.  B i d .  Med. 4 1 ,  211 [1942j. 

Lactobacillus casei ein halbmaximales Wachstum. 
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tives Ergebnis ist im allgemeinen immer dann zu erwarten, wenn 
bei den Patienteh ein sternales Knochenmark beobachtet wird, 
das definierte h d e r u n g e n  megaloblastischen Charakters auf- 
weist. Ferner wirkt Folinsiure zur Verbesserung des Blutbildes 
und Verminderung der Nebenerscheinungen giinstig bei Patien- 
ten, die kraftig oder lang dauernd bestrahlt werden. Bei Perni- 
ciosakranken rnit uberempfindlichkeit gegen verschiedene For- 
men von Leberextrakten wird man diese am bcsten durch Folin- 
saure ersetzen. Als Dosis hat  sich im allgemeinen eine Menge von 
20 mg perorat eingefiihrt. Man kann sie aber auch parenteral 
geben, dann aber nicht mehr als 150 mg auf einmal, da  groBere 
Dosen histaminlhnliche vasomotorische Storungen erzeugen kon- 
nen. Peroral werden 400 mg anstandslos vertragen30). Nach phar- 
makologischen Priifungen sol1 Folinsaure im allgemeinen akut  und 
chronisch wen ig t o x i s c  hsein,ausgenommenfiirMeerschweinchen. 

Die den Blutstatus regenerierende Wirkung der Folinslure 
bei Perniciosa ist besonders bemerkenswert, da eine sichere Be- 
einflussung dieser Krankheit bisher nur mit Leberextrakt mog- 
lich war, der in seinen reinsten Praparaten sicher keine nenncns- 
werten Mengen an Folinslure mehr. enthilt.  Wir wissen heute, 
und dariiber sind sich alle Bearbeiter einig, daB der wirksame 
Faktor in diesen Extrakten n i c h t  die Folinsaure ist. Dafiir spre- 
chen folgende Tatsachen: 1. Der Leberwirkstoff ist farblos36) wRh- 
rend die Folinsaure gelb ist. 2. Das UV-Spektrum ist so verschie- 
den, daB sich schon kleine Mengen an Folinsaure in diesen rein- 
sten Praparaten bemerkbar machen miiBten. 3. Die minimal 
wirksame Dosis an Folinsiure bei Perniciosa ist 1 mg, meist aber 
mehr, bis 20 mg, wahrend 0,035 bis 0,7 mg hochgereinigter Leber- 
prlparate adaequate Wirkung hervorzubringen vermogen. 4. Die 
minimale perorale Dosis nahert sich der minimalen parenteralen 
Dosis bei der Folinsaure, wahrend bei den Leberpraparaten auf 
dem Wege ilber den Magen-Darm-Kana1 im allgemeinen das 10- 
fache gerechnet wird. 5. SchlieBlich ist bisher eine antigene Sen- 
sibilisierung mit Folinsaure nicht beobachtet worden, wie cine 
solche von Leberextrakten nicht unbekannt isPo). 6. Das Mole- 
kulargewicht der Folinsaure ist 441, wihrend von Dakin und 
We@)  fur den Leberwirkstoff einige Tausend angegeben werden. 

Es ware jedoch miiglich, daB die Folinslure zum mindesten 
in ihrer gebundenen Form, wie im-Hefe-Konjugat-Faktor-, dem 
sogenannten ,,extrinsic-Faktor" von Castle nahe steht, der be- 
kanntlich durch einen ,,intrinsic-Faktor" im Magen in den eigent- 
lichen Antiperniciosa-Faktor iibergefiihrt werden SOH. Moore3?) 
hat dieser Vermutung Ausdruck gegeben, aber fand, da6 
die Bebrutung der gebundenen Form von Folinsiure mit Magen- 
saft eines Gesunden, die Menge der gebundenen Form nicht &I- 
dert und daB Fiitterung dieser-Form mit Magensaft an einen Per- 
niciosakranken dessen Blutbild nicht beeinfluBt. Andererseits 
fand Pfil]ner39, cia8 Perniciosakranke die gebundene Form der 
Folinsaure nicht auszunutzen vermogen und nach der Behandlung 
keine freie Folinslure im Harn ausscheiden wie normale Personen. 
Ganz klar sind die Verhaltnisse also noch nicht. Weich fand weiter 
daB der Leberwirkstoff die Konjugase-Aktivitat, also die En- 
zymwirkung, die auf die Freisetzung von Folinsaure aus ihrer 
gebundenen Form gerichtet ist, im Knochenmark erhoht und bei 
Perniciosakranken eine vermehrte Ausschwemmung von Folin- 
sLure im Harn hervorruft. Gewisse Falle von refraktarer pernici- 
oser Anaemie werden durch Folinsaure allein nicht beeinfluBt, wohl 
aber nach Davidsori und Mitarb.38) durch Zulage von proteolysier- 
ter Leber, die also noch einen weiteren Wirkstotf enthalten mu6. 

A s s i m i l a t i o n  
Es kann heute schon kein Zweifel dartiber mehr sein, daB 

die Folinsaure eine g r u n d l e g e n d e  B e d e u t u n g  f u r  d i e  E n t -  
w i c k l u n g  a l l e r  Z e l l t y p e n  des Knochenmarks hat  und dariiber 
hinaus vielleicht fur alle jungen, wachsenden Zellen von ent- 
scheidender Wichtigkeit ist. Uber die Art ihrer Wirksamkeit 
liegen zur Zeit nur Verrnutungen vor. Nach soll sie fiir 
die Thyminsynthese nbtwendig sein, eines wichtigen Bausteines 
as) R.  Tschesche Naturwiss. 27 176 119391. 

J .  F Wilkisbn M .  C .  0. israels u. F. Fletcher Lancet Nr. 250 6414 
156 '19461. Ebknda Nr. 250 6409 S. 969 [1946].' 
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Med. 30, 1056 (19451. 
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fUr den Aufbau der Nukleinsauren. Spies'o) erbrtert die Hypothese 
in gleicher Weise und steuert die bedeutsame Beobachtung bei, 
daB Thy min (2,4-Dihydroxy-5-methyl-pyrimidin) in Mengen von 
4,5 bis 20 g Reticulocytenkrlse und Verbesserung des Blutbildes 
bei macrocytischer Anaemie hervorbringt. Die Reifungssperre 
der Blutkorperchen im Knochenmark lie6e sich so gut verste- 
hen, da6 ihnen ein wichtiger Baustoff fehlt. DefP) auBert die 
Ansicht, daB die Folinsaure in eine bestimmte Phase des Protein- 
stoffwechsels eingreift. SchlieBlich sol1 sie ein Enzym oder Co- 
enzym for die Bildung des eQentlichen Leberstoffes sein"). 
Davis30) fand, dal3 Folinsiure die Serumcholinesterase vermehrt 
und die Blutzahl von Hunden restoriert, die mit Cholinhy- 
drochlorid gefiittert worden waren. 

Vielleicht wird man jetzt nach der Auffindung der Folinsiure 
auch die antibakterielle Wirkung der S u l f o n a m i d e  besser ver- 
stehen lernen. Es ist denkbar, daB diese Verbindungen die Folin- 
saurebildung der siilfonamidempfindliche~ Bakterien stiiren in 
der Weise, daB der von ihnen intermediar gebildete Pteridinal- 
dehyd (Formel 6) a n  Stelle von p-Amino-benzoylglutamiiIsaure 
oder homologen Verbindungen mit den Sulfonamiden reagiert. 
Es wurde dadurch zu einer Verarmung des Mikroorganismus an 
diesem Wirkstoff kommen und so die LebensluBerungen gehemmt 
werden. Ob diese von mir geau0erte Hypothese richtig isPla), 
miissen Enthemmungsversuche an mit Sulfonamiden vergifteten 
Bakterien mit Folinsaure und verwandten Verbindungen erweisen. 

N 4 - O H  
11 !I H 

I I  I \o 
H,N-C C-N=C-C/ 

N = C - N A H  
Ob rnit Foliffsaure und Xanthopterin die einzigen biologisch 

wirksamen Verbindungen der Pteridingruppe bekannt sind, mu6 
zweifelhaft erscheinen. Bekanntlich hat  K o ~ c h a r a ~ ~ )  im Harn 
noch ein zweites Pteridin-Derivat aufgefunden, das U r o t  h ion  , 
in dem an das Pteridinskelett noch eine zuckerahnliche Seiten- 
kette gekniipft ist und das au6erdem noch Schwefel enthalt. Es 
ist schwer vorstellbar, dab das Urothion nur ein harnfahig ge- 
machtes Abbauprodukt des Folinsaurestoffwechsels ist. Weiterhin 
sei noch dasvorkommen eines Pteridin-Derivates in Fischschuppen, 
des lchthyopterins (Fluorescyanin) e r ~ a h n t ' ~ ) ,  das vielleicht mit 
lsoxanthopterin (8-Desoxyleucopterin) (Formel 7) identisch ist. 

N-C-OH 

(7) 
I1 I 
I I  I '  

HnN-C C - N S H  

N =C-NS-OH 
Auch diese Verbindung ist, allerdings erst mit 200 y, bei 

'Is der diatanaemischen Ratten wirksam befunden worden. 
SchlieBlich mag auf die Arbeiten von Jacobsen hingewiesen wer- 
den, der Pterine in den enterochrom-argentoaffinen Zellen von 
Nicolas-Masson auffand, und nach Rusuel kommt Xanthopterin 
in den argentoaffinen Zelleil des Magens vor und verschwindet 
daraus bei Sprue und P e r n i c i o ~ a ~ ~ ) .  

Den Pterinen kommt also zweifellos im biologisclien Ge- 
schehen eine bedeutende Aufgabe zu und es mag vermerkt wer- 
den, da6 wieder einmal Naturprodukte, die bei ihrer Auffindung 
mehr ein interessantes Kuriosum darsteilten, plotzlich in den 
Mittelpunkt des lnteresses riicken. Als die Farbstoffe der Pteri- 
den durch die Arbeitskreise um Wiefand und S c h i i ~ f ~ ~ )  bearbeitet 
wurden, faBte man sie als Abfall- oder Ablagerungsprodukte des 
lnsektenstoffwechsels auf und es schien die Miihe nicht recht ver- 
stlndlich, die man auf die Erforschung dieser schwierig zu be- 
schaffenden Substanzen verwandte. Heute haben diese Arbeiten 
mit die Grundlage gebildet, die in Amerika eine so schnelle Er- 
forschung dieses interessanten Gebietes errnijglicht haben. 

Eingeg. 15 .  Jan.  1947 [A  IS] 
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