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Durch chromatographische Trennung an phosphorylierter Cellulose wurden
Biopterin und 7-Biopterin erstmals in reiner Form erhalten. Im Gegensatz zum
Biopterin ist 7-Biopterin im Wachstumstest bei Crithidia fasciculata inaktiv. Die
Ausbeute ist bei der Biopterinsynthese stark von den Reaktionsbedingungen
abhiingig und liefert unter optimalen Bedingungen 79, Biopterin und 269,
7-Biopterin, bezogen auf eingesetztes 2.4.5-Triamino-6-hydroxy-pyrimidin. Die
Radiosynthese der beiden Pterine, ausgehend von KI4CN, wird beschrieben.
Ferner werden die Eigenschaften des 2-Amino-4-hydroxy-6- bzw. 7-[L-erythro-
1.2.3-trihydroxy-propyl}-pteridins mitgeteilt.

Biopterin (2-Amino-4-hydroxy-6-[L-erythro-1.2-dihydroxy-propyl}-pteridin, III) wur-
de mit Hilfe seiner Wuchsstoffaktivitit bei der Flagellate Crithidia fasciculata von
E. L. PatTersoN und Mitarbb.2) 1955 aus menschlichem Harn isoliert und in seiner
Struktur geklidrt. Dieses in der Natur weit verbreitete Pterin konnten zur gleichen
Zeit H. S. Forrest und H. K. MrTcHELLY sowie M. VIsCONTINI und Mitarbb.® aus
der Taufliege Drosophila melanogaster isolieren. Fiir unsere Untersuchungen iiber die
Kéniginnenentstehung bei der Honigbiene ist von besonderem Interesse, daf Bio-
pterin einen der wenigen charakteristischen Unterschiede zwischen dem Weisel-
zellenfuttersaft und dem Futtersaft der Arbeiterinnenlarven bildet®. Uber seine bio-
logische Funktion ist noch nichts bekannt. Untersuchungen mit [2-14C]Biopterin
zeigen seine groBe Stoffwechselstabilitit sowohl bei der Honigbiene? und der Tau-
fliege® als auch bei der Ratte9.

Zur Synthese des Biopterins (III) kondensiert man 2.4.5-Triamino-6-hydroxy-
pyrimidin (I) in Gegenwart von Hydrazin mit 5-Desoxy-L-arabinose (I1). Neben dem
gewiinschten Produkt entsteht hauptsichlich das isomere 7-Biopterin (2-Amino-
4-hydroxy-7-[L-erythro-1.2-dihydroxy-propyl}-pteridin, IV).
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Eine Reindarstellung der beiden Isomeren III und 1V, die sich in ihrem papierchro-
matographischen Verhalten nicht unterscheiden, wurde von verschiedenen Arbeits-
gruppen versucht. E. L. PATTERSON und Mitarbb.10) reinigten das Rohprodukt durch
fraktionierte Fillung, Chromatographie an einer Magnesol-Celite-Sdule und anschlie-
Bende Chromatographie an Dowex 50 mit 27 HCL. Sie erhielten auf diesem Wege ein
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angereichertes Biopterin, wie ein Vergleich der UV-Spektren zeigt. M. VISCONTINI
und H. RascHiG 1D trennten auf einer Cellulosepulversdule mit 3-proz. Ammonium-
chloridldsung. Dieses auch von uns benutzte Verfahren1? erlaubt nur die Abtrennung
des Isomerengemisches aus dem R ohkondensationsprodukt 13). Die von uns angewand-
te Verteilungschromatographie auf Aluminiumoxyd im System 809, Methanol/
20% Wasser® erlaubt bei geringer Kapazitit ebenfalls nur eine Anreicherung des
Biopterins. Kiirzlich beschrieben R. TscHEscHE und Mitarbb.14) eine Isomeren-
trennung durch Verteilungschromatographie an Kieselgel im System 909, Methanol/
99 Wasser/1 %, konz. Ammoniak. 7-Biopterin wurde anschlielend durch eine zweite
Verteilungschromatographie auf Cellulosepulver im System n-Butanol/widfir. Am-
moniak/Pyridin von Begleitstoffen abgetrennt. Dieses Verfahren soll weiter unten
diskutiert werden.

REINIGUNG VON BIOPTERIN UND 7-BIOPTERIN15)

Die Reinigung von Biopterin und 7-Biopterin gelingt durch Kationenaustausch-
Chromatographie an phosphorylierter Cellulose (P-Cellulose). Dieses Verfahren
besitzt gegeniiber den bislang beschriebenen Reinigungsmethoden eine Reihe von
Vorteilen: Die Kapazitiit der P-Cellulose ist bei geringem Sdulenvolumen sehr hoch
(bis zu 1 Gramm Rohbiopterin bei einem Sdulenvolumen von 130 ccm); die Isomeren
lassen sich mit Wasser und dadurch besonders schonend eluieren; sie unterscheiden
sich befriedigend in ihren Retentionsvolumina (das spezif. Retentionsvolumen =
Retentionsvolumen der Substanz: Sdulenvolumen betrug bei der von uns benutzten
Cellulose fiir Biopterin 13, fiir 7-Biopterin 15); eine dreifache Chromatographie
liefert die Stoffe in extrem reiner Form; durch die Moglichkeit, in einem Arbeits-
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14) R. TscHescHE, B. Hess, I. ZiecLerR und H. MAcCHLEIDT, Liebigs Ann. Chem. 658, 193
[1962].

15) Vorlauf. Mitteil.: H. REmBoLp und H. METZGER, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 329,
291 [1962).
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verfahren sowohl die Isomeren voneinander zu trennen als auch die Nebenprodukte

der Kondensation zu entfernen, ist eine Reindarstellung des Biopterins und des 7-Bio-
pterins unter geringen Substanzverlusten moglich.

Die papierchromatographische Untersuchung und der Abbau zu den ehtsprechen-
den Pterincarbonsiuren zeigen, daB sich die beiden Isomeren nach dem beschriebenen
Verfahren in reiner Form gewinnen lassen. Beim Vergleich des in Wasser gemessenen
UV-Spektrums von Biopterin und 7-Biopterin (Abbild. 1) fallen neben einer schwach
bathochromen Verschiebung der beiden lidngerwelligen Maxima des Biopterins vor
allem die starken Unterschiede in den molaren Extinktionen um 270 mu auf. Es ist
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deshalb méglich, die beiden reinen Isomeren bereits in den chromatographischen Frak-
tionen durch Vergleich ihrer UV-Extinktionen und ihrer Retentionsvolumina zu
identifizieren. Man verfolgt beim Retentionsvolumen des Biopterins den Quotienten-
verlauf, der sich aus dem Verhiltnis der UV-Absorption bei einer Wellenléinge mit
groBen zu einer solchen mit geringen Unterschieden in der Molextinktion ergibt.
Wir verwenden den Quotienten Ez72/Easz, der fiir Biopterin den Wert 1.92, fiir 7-Bio-
pterin den Wert 1.48 hat. Als Beispiel ist in Abbild. 2 die Auswertung einer Trennung
von 20 mg Rohbiopterin auf einer P-Cellulosesiule gezeigt. Mit der Front werden
Neutral- und saure Anteile, u. a. Pterin-carbonséiure-(6) und -(7) eluiert. Ein weiteres,
intensiv gelbes und fiir Polyhydroxyalkylpterine charakteristisches Zersetzungsprodukt
unbekannter Konstitution erscheint ab Fraktion 70. AnschlieBend werden Biopterin
ab Fraktion 95 und 7-Biopterin ab Fraktion 110 eluiert. Der Quotient ist bei den reinen
Isomeren konstant und zeigt, wie gut diese mit einer kurzen Ubergangszone aufgetrennt
werden. Die darauf folgende Zone (Fraktionen 140 —175) besteht ebenfalls aus zwei
Isomeren, wie man sowchl am Quotientenverlauf als auch am Verlauf der UV-Ab-
sorption erkennen kann. Diese Verbindung erscheint bei der papierchromatographi-
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1398 RemsoLD und METZGER Jahrg. 96

schen Auftrennung des Rohbiopterins als zweiter, blau fluoreszierender Hauptfleck
mit einem Rr-Wert, der dem der Biopterinisomeren sehr dhnlich ist. Ab Fraktion 185
folgt eine Zone mit stirker basischen Eigenschaften, die sich nicht mehr deutlich auf-
spaltet. Die Auftrennung des Rohproduktes auf P-Cellulose liefert in einer Reihe
weiterer Zonen Substanzen mit gelber und blauer Fluoreszenz, die erst mit einem Amei-
sensduregradienten eluiert werden konnen, und zeigt, welche Vielzahl von Neben-
reaktionen bei der Synthese von Polyhydroxyalkylpterinen ablaufen.
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Abbild. 2. Chromatographie von Rohbiopterin an P-Cellulose. Extinktionsverlauf

(Eapp) und «-c--- Quotientenverlauf (E73/E2s3) der eluierten Substanzzonen. Sdule: 18 mm
Durchmesser, 310 mm Linge. 10-ccm-Fraktionen

Bei Untersuchungen iiber das chromatographische Verhalten von Polyhydroxyalkylpterinen
fanden wirl6), daB deren Retentionsvolumen bei Elution mit Wasser auf P-Cellulose um-
gekehrt proportional zur Anzahl der Hydroxylgruppen in der Seitenkette ist. Man darf daraus
ableiten, daB die nach dem Biopterin mit Wasser eluierten Substanzen, die gleichzeitig den
Hauptanteil der Nebenprodukte bilden, eine geringere Anzahl von Hydroxylgruppen als Bio-
pterin und 7-Biopterin besitzen miissen.

Durch mehrfache Chromatographie wurden die beiden Isomeren in vollkommener
Reinheit als farblose Kristalle gewonnen. Thre UV-Spektren sind in Siure und Alkali
deutlich verschieden (Abbild. 3). Besonders charakteristisch ist die Absorptionsbande
bei 247 my. (0.1n HCY), die bei 7-Biopterin nur noch als Schulter erkennbar ist. Das
langwellige Maximum des Biopterins ist im Sauren und Alkalischen schwach batho-
chrom verschoben, die Molextinktionen sind stark verschieden. Die UV-Daten und
die spezifischen Drehwerte der beiden Isomeren sind in Tab. 1 zusammengefaBt. Auf
die gleiche Weise gewannen wir die beiden isomeren 2-Amino-4-hydroxy-6- bzw.
7-[L-erythro-1.2.3-trihydroxy-propyl]-pteridine aus der entsprechenden Kondensation

16) H. RemBoLD und L. BuscHMANN, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 330, 132 [1962].
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von I mit L-Arabinose. Deren UV-Spektren stimmen mit denen der Biopterinisomeren
vollig iiberein.
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Abbild. 3. Vergleich der Molextinktionen loge von synthetischem Biopterin und
— ——— 7-Biopterin mit «----: natiirlichem Biopterin aus Weiselzellenfuttersaft in 0.1n
NaOH (links) und 0.1 7 HCI (rechts)

Tab. 1. UV-Absorption und spezif. Drehwerte der reinen Substanzen. Die UV-Daten der
isomeren Trihydroxypropylpterine sind mit denen der entsprechenden Biopterinisomeren

identisch
Biopterin 7-Biopterin
in0.1n HCI Amax (my) 207 247 320 209.5 317
¢ (I-Mol~1.cm™1) 18500 12650 8760 19100 10550
[} —59 +£3°(c =0.42) —11 £ 3°(c =0.22)
in 0.1n NaOH Amax (my) 217 254 362 251.5 359
e ([-Mol™1-cm™1) 10500 25100 8300 21650 8720
6-[L-erythro-Tri- 7-[L-erythro-Tri-
hydroxy-propyl}-pterin hydroxy-propyl]-pterin
in 0.1n HCI [}y —44 1 3° (¢ = 0.40) —13 £ 3° (¢ = 0.20)

Biopterin und 6-[L-erythro-Trihydroxy-propyl)-pterin ergeben im Crithidia-Test1?
halbmaximales Wachstum bei einer Konzentration von 2.5 x 10~5 y/ccm Nidhrmedium,
7-Biopterin und 7-[L-erythro-Trihydroxy-propyl}-pterin sind auch bei 1000fach héherer
Konzentration kein Wuchsstoff und hemmen die Wachstumswirkung der entsprechen-
den 6-Isomeren nicht.

Der extrem empfindliche Crithidia-Test macht die von R. TscHESCHE und Mitarbb.14
beschriebene Wachstumswirkung ihres als Isobiopterin bezeichneten 7-Isomeren unter der
Annahme verstindlich, daB Biopterin noch nicht restlos abgetrennt ist. Eine vergleichende



1400 REemMBOLD und METZGER Jahrg. 96

Wuchsstoffanalyse zeigte, daB unser 7-Biopterin noch etwa 0.05%, Isobiopterin von R.
TscHescHE und Mitarbb. noch etwa 19 Biopterin enthalten kann. Wir trennten deshalb eine
Vergleichsprobe von je 1 mg Biopterin und Isobiopterin *) an P-Cellulose auf. Eine Auswertung
auf dem oben beschriebenen Wege zeigte beim Vergleich der chromatographischen Fraktionen
in ihrer UV-Absorption bei 252 my, daB sich Biopterin durch die von den Autoren beschrie-
bene Verteilungschromatographie in guter Reinheit gewinnen liBt, wenn auch Begleitstoffe
noch in solcher Menge enthalten sind, da} das UV-Spektrum merklich veridndert wird. Die
hellgelbe Vergleichsprobe bestand, bezogen auf die UV-Absorption bei 252 my, aus 95%
Biopterin, 2—3 % 7-Biopterin, 1%, Pterincarbonsidure und Spuren anderer Begleitstoffe, vor
allem cines gelb fluoreszierenden Nebenproduktes. Das ebenfalls hellgelbe Isobiopterin ent-
hielt dagegen etwa 259, Begleitstofle, die grioBtenteils noch aus dem Rohprodukt stammten:
75% 7-Biopterin, 1%, Biopterin, 3 % Pterincarbonsiure, 20 %, andere Verunreinigungen. Es
zeigte sich, daB durch die von den Autoren angewandten Verteilungschromatographien vor
allem die auf P-Cellulose vor dem Biopterin wandernde, blau fluoreszierende und intensiv
gelbe Substanz (Frakt. 80, Abbild. 2) und ein Teil eines gelb fluoreszierenden Nebenproduktes
nicht vom 7-Biopterin abgetrennt werden. Die geringen Mengen Pterincarbonsiure diirften
aus einer geringen Photolyse des sehr lichtempfindlichen Materials stammen. Nach der
Chromatographie auf P-Cellulose war das gewonnene 7-Biopterin im Crithidia-Test nicht
mehr wuchsstoffaktiv. Ebenso stimmten die UV-Spektren der Vergleichsproben nach der
Chromatographie mit denen unseres synthetischen Biopterins und 7-Biopterins iiberein.
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Abbild. 4. 1solierung von Biopterin aus dem Djalysat von 300 g Weiselzellenfuttersaft.
Chromatographie an Dowex 1X8 und Rechromatographie des bezeichneten Bereichs auf
Dowex 1X8. 14-ccm-Fraktionen, Elutionsmittel Wasser. Feinreinigung des bezeichneten
Bereichs an P-Cellulose. 7.5-ccm-Fraktionen. Elutionsmittel Wasser. Absorption

bei 260 my, — — — Fluoreszenzwerte

*) Herrn Professor R. TscHESCHE, Organisch-Chemisches Institut der Universitit Bonn, dan-
ken wir auch an dieser Stelle fiir die Uberlassung von je | mg Biopterin und Isobiopterin.
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Um unser synthetisches Material mit dem natiirlichen Biopterin vergleichen zu
kénnen, haben wir das letztere nach dem an anderer Stelle beschriebenen Standard-
verfahrenl16®) durch Chromatographie eines wiBrigen Extraktes aus 300 Gramm
Weiselzellenfuttersaft auf Dowex 1X8 angereichert und dann auf P-Cellulose gereinigt
(Abbild. 4). Auch hier hat sich die Kombination von Anionen- und Kationenaus-
tauscher gut bewihrt und die Isolierung dieses Pterins mit wenigen Schritten ermdglicht.
Nach Umkristallisieren aus Wasser wurden 1.5 mg Biopterin erhalten, dessen UV-
Spektrum in 0.17 NaOH und in 0.1 n HCI (Abbild. 3) dem unseres synthetischen Ma-
terials entspricht und das auch das gleiche Verhalten im Crithidia-Test zeigt. Die beiden
Verbindungen besitzen einzeln und im Gemisch folgende identische Rr-Werte (zum
Vergleich 6-[Trihydroxy-propyl}-pterin):

synthet. und 6-{Trihydroxy-propyl}-

natiirl. Biopterin pterin
n-Butanol-(1)/Eisessig/Wasser (20:3:7) 0.28 0.13
Propanol-(1)/1-proz. walr. Ammoniak (2:1) 0.32 0.21
3-proz. wialr. Ammoniumchloridldsung 0.62 0.60
4-proz. wifr. Natriumcitratldsung 0.59 0.55

EINFLUSS DER REAKTIONSBEDINGUNGEN AUF DIE BIOPTERINAUSBEUTE 15)

Die beschriebene Auftrennung von Rohbiopterin an P-Cellulose erlaubt eine relativ
einfach durchzufiihrende Ausbeutebestimmung. Es geniigt, die die beiden Isomeren
enthaltende Zone (vgl. Abbild. 2) von den iibrigen Begleitstoffen abzutrennen und von
einem Aliquot dieses Gemisches den Quotienten E»72/F3s7 zu bestimmen. Man ver-
gleicht einen Bereich groBer Unterschiede in der Molextinktion (272 my) mit einem
solchen gleicher Extinktion (isosbestischer Punkt bei 252 my) und erhilt daraus eine
lineare Abhidngigkeit fiir das Isomerenverhdltnis zwischen den beiden Endwerten 1.92
(100 % Biopterin) und 1.48 (1009, 7-Biopterin). Dieses Verfahren erfordert einen ge-
ringen Arbeitsaufwand und ist mit einem moglichen Fehler von etwa +5 9 wesentlich
genauer als bei einer Isomerenbestimmung durch Abbau zu den isomeren Carbon-
sduren, anschlieBende papierchromatographische Auftrennung und Extinktions-
messung der eluierten Pterincarbonsiuren!4. Aus der UV-Absorption bei 252 mu
1dBt sich ferner die Gesamtkonzentration der Losung bestimmen: ¢ (Biopterin +
7-Biopterin) = 0.03 log (Iy/I)2s2 (mg/ccm). Fiir die Ausbeutebestimmung trennten wir
jeweils ein Aliquot der Reaktionslosung auf P-Cellulose. Dieses Verfahren erlaubt
eine absolute Ausbeutebestimmung, da auch die in der Mutterlauge vorhandenen
Pterine mit erfat werden.

Die in Tab. 2 zusammengefaBten Ergebnisse zeigen, daB fiir die Kondensation zum
Biopterin sowohl Hydrazin als auch Sdure nétig sind. Fehlen eine oder beide dieser
Komponenten, so entsteht Biopterin nur in Spuren. Hauptprodukt ist in diesem Falle
die als Nebenprodukt immer entstehende Substanz, welche in Abbild. 2 zwischen den
Fraktionen 140—175 erscheint. Wird die Essigsdurekonzentration in Gegenwart von
Hydrazin variiert, so dndert sich die Gesamtausbeute bei den beiden Isomeren nur
wenig, der Biopterinanteil aber deutlich. Die optimalen Reaktionsbedingungen liegen
bei der Kondensation in 20-proz. Essigsdure. Eine héhere Essigsidurekonzentration
verschlechtert, wahrscheinlich durch Salzbildung mit der 5-Aminogruppe des Pyri-
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midins I, die Biopterinausbeute; bei Kondensation in 2n HCI fiel nach Abkiihlen und
Neutralisieren der Reaktionslosung keine Substanz mehr aus. Versuche, die 5-Amino-
gruppe durch Zusatz von Aceton intermedidr zu blockieren und so die Reaktion
bevorzugt zum Biopterin zu leiten, hatten keinen Erfolg. Eine Verlingerung der
Reaktionszeit von 25 Minuten auf 4.5 Stunden fiihrte zu einer Verschlechterung der

Tab. 2. EinfluB der Reaktionsbedingungen auf die Kondensation von 2.4.5-Triamino-6-
hydroxy-pyrimidin (THP) mit 5-Desoxy-L-arabinose. a = Spaltung des Zuckerhydrazons in
20-proz. Essigsdure bei 95°, nach 30 Min. Zugabe von THP-H,S504. b = Reaktionszeit

4.5 Stdn. Alle anderen Versuche wurden nach Standardbedingungen (S. 1404) ausgefiihrt.

i O
Ausbeuten in?%, o, Biopterin im

quus;{nz}\;on Reaktionslosung bgzogen auf THP-H3S0, Isomeren-
2H4-H20 Biopterin 4+ p;\ oterin gemisch
7-Biopterin
— Wasser Spuren
— 10-proz. Essigsdure Spuren
— 20-proz. Essigsture 2.5
+ Wasser Spuren
+ 10-proz. Essigsdure 32 6 19
+ 20-proz. Essigsdure 33 7 2]
+ 10-proz. Essigsdure 33 6 18
+ 10% Aceton
+ 20-proz. Essigsdure 35 7 20
+ 109%; Aceton
+ 50-proz. Essigsdure 35 5 14
+ 109 Aceton
+ 20-proz. Essigsdure a 20 5 25
+ 20-proz. Essigsdure b 16
+ 1n Na-Acetat-puffer, 20 3.5 17
pH 4.0

Ausbeute; dafiir bildete sich in gréBerer Menge das auch bei Kondensation ohne
Hydrazinzusatz entstehende Nebenprodukt. Stellt man zunichst das Hydrazon her,
indem man die Methyltetrose 15 Minuten lang in der Hitze mit Hydrazinhydrat re-
agieren 14Bt, spaltet anschlieBend durch Erhitzen in 20-proz. Essigsdure bei 100° und
gibt nach 30 Minuten das Pyrimidin I zu, so dndert sich zwar das Isomerenverhiltnis
zugunsten des Biopterins, gleichzeitig nimmt aber die Gesamtausbeute betrichtlich
ab. Bemerkenswert ist ferner die wesentlich geringere Ausbeute bei Kondensation in
Puffer, einem Verfahren, nach dem die Polyhydroxyalkylpterine iiblicherweise syn-
thetisiert werden.

Synthese von [8a-14C] Biopterin und [8a-14C]7-Biopterin

Das fiir die Synthese benotigte [4-14C]2.4.5-Triamino-6-hydroxy-pyrimidin-sulfat
haben wir, ausgehend von K14CN in einem vereinfachten und modifizierten Verfahren
nach F. KorTE und H. BARKEMEYER!7), W, TRAUBE!®) sowie C. K. CaIN und Mit-
arbb.19 dargestellt. 5-Desoxy-L-arabinose wurde durch Abbau der L-Rhamnose

17) Chem. Ber. 89, 2400 [1956]; 90, 392 [1957].
18) Ber. dtsch. chem. Ges. 33, 1371 [1900].
19) C. K. CAIN, M. F. MaLLETTE und E. C. TAYLOR, J. Amer. chem. Soc. 68, 1996 [1946).
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nach D. L. MacDoNALD und H. O. L. FiscHER 20 mit der Modifizierung von E. L.
PATTERSON und Mitarbb. 10) gewonnen. Durch Kondensation in 20-proz. Essigsiure und
chromatographische Reinigung auf dem beschriebenen Wege wurden 2.4 mg reines
[8a-14C]Biopterin (0.5% d. Th., bezogen auf KCN) und 7.7 mg reines [8a-14C}7-Bio-
pterin (1.6 % d. Th.) mit einer spezifischen Aktivitdt von 1 mC/mMol erhalten.

Herrn Professor A. BUTENANDT sind wir fiir die groBziigige Férderung dieser Arbeit sehr
dankbar. Der Weiselzellenfuttersaft wurde von Herrn Dr. K. A. ForsTER, Fa. H. MacCK,
NacHF. zur Verfiijgung gestellt, wofiir auch an dieser Stelle gedankt sei. Der DEUTSCHEN
FORSCHUNGSGEMEINSCHAFT danken wir fiir eine Sachbeihilfe. Fraulein S. SCHAR leistete bei
der Isolierung des natiirlichen Biopterins, Friaulein G. RADEL bei der Durchfithrung des
Crithidia-Tests, Fraulein I. EHRHARDT bei der Aufnahme der UV-Spektren wertvolle Hilfe.

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

Die chromatographischen Fraktionen wurden mit einem UV-Spektralphotometer PMQ II
(Zeiss), die UV-Spektren mit einem selbstregistrierenden UV-Spektralphotometer DK2
(Beckman) vermessen.

Prdparation der Chromatographiesdule

Als Siulenfiillung verwendeten wir P-Cellulose der Fa. Serva (Austauschkapazitit 0.77
mAqu/g) oder Schleicher & Schiill (1.76 mAqu/g). Auf der stirker phosphorylierten Cellulose
der Fa. Whatman wurden die Pterine so stark festgehalten, daB sie erst mit schwacher S&ure
eluiert werden konnten. Die fiir ein Sdulenvolumen von 130 ccm ausreichende Menge P-Cellu-
lose wird mehrmals in Wasser aufgeschlimmt und dadurch von feinen Bestandteilen befreit.
Das Material wird dann als diinner Brei mit Wasser in ein Chromatographierohr (Durch-
messer 24 mm, Linge 500 mm) eingefiillt, das unten mit Watte und einem Hahn verschlossen
ist. Nachdem sich das Sdulenmaterial homogen gepackt hat, wird mit etwa 500 ccm einer
wiBr. Ldsung, enthaltend 2.5% Ammoniumformiat und 2.5% Ameisensiure, anschlieBend
mit 600 ccm S-proz. widBr. Ameisensiure behandelt. Dann wird die Siule mit Wasser neutral
gewaschen. Zur Erzielung einer einwandfreien Trennung ist es wichtig, die Oberfliche der
Saule homogen festzudriicken, ehe die Substanzldsung aufgetragen wird. Die préiparierte
Séule soll eine Fiillhohe von ungefihr 30 cm haben, jedoch lassen sich mit kleineren Sdulen und
entsprechend geringeren Substanzmengen auch befriedigende Trennungen erzielen. Zum
Regenerieren wischt man die Sdulenfiillung mit dem angegebenen Formiatpuffer so lange, bis
die Hauptmenge der fluoreszierenden Verbindungen herausgewaschen ist (0.5—1.5/, je nach
Grad der Verschmutzung), anschlieBend mit 0.6/ 5-proz. Ameisensiure und etwa 0.5/
Wasser. Selbst nach zwanzigmaliger Benutzung lieferte unsere Siule noch gute Trennergeb-
nisse. Wegen deutlicher Hydrolyse des S4ulenmaterials soll nicht bei erththter Temperatur
chromatographiert werden.

Chromatographie des Rohbiopterins

100 mg Rohbiopterin werden mit 150 ccm Wasser aufgekocht, die Losung nach dem Ab-
kiihlen auf Raumtemperatur filtriert. Das in dieser Fliissigkeitsmenge vollstindig geloste Bio-
pterin wird mit einer Pipette vorsichtig auf die Siule aufgetragen. Nach Einziehen der LOsung
wird mit mehreren Portionen warmem Wasser nachgespiilt und dann die Siule mit einem
Vorratsgefdfl verbunden. Durch einen lonenaustauscher entsalztes Wasser enthilt immer
merkliche Mengen geldster Stoffe; es empfiehlt sich deshalb, fiir die Chromatographie dest.

20) J. Amer. chem. Soc. 74, 2087 [1952].
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Wasser zu verwenden. Beim Anleuchten mit der UV-Lampe ist die Pterinzone als blau
fluoreszierende Bande am Sdulenkopf zu erkennen. Man reguliert auf 8 —10 Tropfen pro
Min. ein und fingt die ausflieBende Losung in 10- oder 25-ccm-Frakt. auf. Die Chromato-
graphie wird im Ddmmerlicht durchgefiihrt, um Lichtzersetzungen zu vermeiden. Zur Aus-
wertung werden die Fraktionen bei 272 m. vermessen und bei einer optischen Dichte liber
1.5 entsprechend verdiinnt. Vom Beginn der ersten stark blau fluoreszierenden Hauptzone an
wird auBerdem bei 252 my. gemessen und der Quotient Ez7,/E»s; bestimmt. Die Biopterinzone
mit einem Quotienten iiber 1.70 und die Zone des 7-Biopterins mit einem solchen zwischen
1.70 und 1.45 wird gesammelt und i. Vak. eingeengt. Bei der Rechromatographie werden die
jeweiligen Fraktionen mit konstantem Quotienten isoliert, die Ubergangszonen notfalls noch-
mals chromatographiert. Die Losungen der reinen Isomeren werden im Rotationsverdampfer
auf 5—7 ccm eingeengt und 24 Stdn. bei 0° gehalten. Der erhaltene Niederschlag wird bei
+5° abzentrifugiert und noch dreimal aus je 3 ccm Wasser umkristallisiert. Der Niederschlag
wird mit wenig Methanol gewaschen und bei 110° i. Vak. getrocknet. Ausb. 4 mg Biopterin,
23 mg 7- Biopterin. Nach Permanganatoxydation auf dem bereits beschriebenen Wege 21) wurde
reine Pterin-carbonsidure-(6) bzw. -(7) erhalten.

Das Retentionsvolumen der Substanzzonen ist stark vom Phosphorylierungsgrad des
Sdulenmaterials abhingig und sollte bei der beschriecbenen Siule fiir Biopterin etwa 1.7/
betragen. Bei nicht vollig regenerierten Sidulen oder stark salzhaltigen Biopterinldsungen ist
das Retentionsvolumen stark verkiirzt und die Trennung nur unvollstindig. Der Wert fiir die
UV-Quotienten ist in gewissen Grenzen von den verwendeten MeBgeridten abhingig (beson-
ders von einer unterschiedlichen Durchlissigkeit der Kiivetten und von der Justierung des
Gerites), aber fiir die jeweilige MeBeinrichtung konstant.

2.4.5-Triamino-6-hydroxy-pyrimidin-sulfat wurde nach C. K. CaiN, M. F. MALETTE und
E. C. TayLoRr19) hergestellt.

5-Desoxy-L-arabinose: Ausgehend von 100 g L-Rhamnose, erhielten wir nach der Vorschrift
von E. L. PATTERSON und Mitarbb.10) 7.5 g (9.1%, d. Th.) 5-Desoxy-L-arabinose als Sirup.
Die quantitative Zuckerbestimmung wurde auf colorimetrischem Wege22) durchgefiihrt.

Herstellung von Rohbiopterin (Standardbedingungen): 119.6 mg 96-proz. Hydrazinhydrat
(2.3 mMol) werden in einen 50-ccm-Rundkolben eingewogen und mit 110 mg 5-Desoxy-L-
arabinose (0.82 mMol) in 0.5 ccm Wasser auf dem Wasserbad erhitzt. Nach 15 Min. gibt man
zu der Losung 3.5 ccm Wasser und 1.0 ccm Eisessig (oder ein entsprechendes Reaktions-
medium nach Tab.2) und erhitzt mit 91.5 mg 2.4.5-Triamino-6-hydroxy-pyrimidin-sulfat
(0.38 mMol) weitere 25 Min. auf dem Wasserbad. Die Lésung kann in gewissen Grenzen
(wir verwendeten zur Ausbeutebestimmung 1/s des Reaktionsansatzes, verdiinnt mit 30 ccm
Wasser) direkt auf die Sdule aufgetragen werden. Isoliert man das nach 10 Stdn. im Eis-
schrank ausgefallene Rohprodukt, so macht dieses 50—65%;, d. Th. aus. Es enthilt etwa 209
Biopterin und lieferte 6.3 mg Biopterin (7%, d. Th.) und 23.7 mg 7-Biopterin (26 %, d. Th.).

Vollig analog wurden durch Kondensation mit L-Arabinose reines 2-Amino-4-hydroxy-6-
bzw. 7-/ L-erythro-1.2.3-trikydroxy-propyl-pteridin hergestellt.

Isolierung von Biopterin aus Weiselzellenfuttersaft: 300 g Weiselzellenfuttersaft wurden mit
150 ccm Wasser verdiinnt und 5mal gegen je 3 / Wasser dialysiert. Die gesammelten Dialysate
haben wir im Rotationsverdampfer vor der Wasserstrahlpumpe auf etwa 300 ccm eingeengt,
3 mal mit je 250 ccm Ather ausgeschiittelt und dann auf 70 ccm eingeengt. Dieses Konzentrat

21) H. RemBoLD und L. BUSCHMANN, Liebigs Ann. Chem. 662, 72 [1963].
22) Methoden d. organ. Chemie (Houben-Weyl), 4. Aufl.; Bd. 1, S. 621, Georg Thieme-Verlag,
Stuttgart 1953.
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wurde auf eine Dowex 1X8-Sidule (Formiatform, 2 cm Durchmesser, 50 cm Liange; die Pra-
paration der Sdule haben wir an anderer Stelle16) beschrieben) aufgetragen und mit dest,
Wasser entwickelt. Die Biopterin enthaltenden Fraktionen (vgl. Abbild. 4) haben wir nach
dem Einengen auf 50 ccm nochmals auf einer solchen Sdule chromatographiert und die auf
50 ccm eingeengten Biopterinfraktionen dann auf einer P-Cellulose-Sdule (2 cm Durchmesser,
25 cm Linge) durch Elution mit Wasser gereinigt. Die das abgetrennte Biopterin enthaltenden
Fraktionen wurden auf 2 ccm eingeengt und nach Erhitzen auf 50° filtriert. Nach 24 Stdn.
hatte sich bei + 5° ein Niederschlag abgeschieden, der bei derselben Temperatur abzentrifugiert
und aus 1 ccm Wasser umkristallisiert wurde. Den abgetrennten Niederschlag haben wir in
2 ccm heiem Wasser geldst und durch Lyophilisieren getrocknet. Nach Trocknen bei 110°
wog das isolierte Biopterin 1.5 mg.

[4-14C]2.4.5-Triamino-6-hydroxy-pyrimidin-sulfat: In einen 100-ccm-Rundkolben werden
203.5 mg Chloressigsdure (2.15 mMol) eingewogen, 300 mg wasserfreies K,CO3 zugegeben
und anschlieBend langsam 1 ccm Wasser. Nach beendeter CO,-Entwicklung fiigt man 130.2 mg
K14CN (2 mMol, spezif. Aktivitdt | mC/mMol) zu und erhitzt 1 Stde. lang auf dem Wasserbad.
Nach Abziehen des Wassers im Rotationsverdampfer wird das K-Salz der Cyanessigsaure
2 Tage lang iiber CaCl, getrocknet. Man verestert dann in 4 ccm absol. Methanol mit 0.8 ccm
Dimethylsulfat (8.5 mMol), indem man 1 Stde. unter RiickfluB kocht, gibt 292.8 mg Guanidin-
nitrat (2.4 mMol), 4 ccm absol. Methanol und tropfenweise eine Lésung von 0.3 g Na in
3 ccm absol. Methanol zu, erhitzt 2 Stdn. auf dem Wasserbad und versetzt dann mit 5 ccm
Wasser, stellt mit konz. Salzsdure auf pH 4 ein und destilliert das Methanol vollstindig ab.
Man gibt anschlieBend 1 ccm Wasser zu, bei 90° eine konz. NaNO,-Ldsung bis zu dessen Uber-
schuf}, hdlt noch weitere 5 Min. bei dieser Temperatur und pipettiert dann den rosaroten
Niederschlag von [4-14C]2.4-Diamino-6-hydroxy-5-nitroso-oyrimidin in ein Zentrifugenglas.
Den Niederschlag wischt man mit je 3 ccm Wasser 3mal aus, 18st die Nitrosoverbindung in
3 ccm 10-proz. Natronlauge und versetzt so lange bei 97’ mit festem Dithionit, bis die anfangs
dunkelrote Ldsung hellgelb wird. Es wird weitere 5 Min. bei 95° gehalten, dann wird konz.
Salzséure bis pH 1 zugetropft und eine kleine Spatelspitze A-Kohle zur Adsorption des ent-
standenen Schwefels zugegeben. Die Lésung wird noch heil3 abgesaugt und dann mit 12 Trop-
fen konz. Schwefelsdure und 2 ccm Methanol versetzt. Man lifit 12 Stdn. im Eisschrank stehen
und erhilt 50.1 mg (119 d. Th., bez. auf KCN) des radioaktiven Pyrimidins als farblose
Nadeln, die abgesaugt und mit Methanol gewaschen werden.

Radiosynthese des Rohbiopterins

In einen 50-ccm-Rundkolben werden 66.1 mg 96-proz. Hydrazinhydrat (1.27 mMol) cin-
gewogen und 63 mg 5-Desoxy-L-arabinose (0.47 mMol) in 0.5 ccm Wasser zugegeben, wobei
sich die Ldsung etwas erwidrmt. Man hilt auf dem Wasserbad fiir 15 Min. bei 95°, fiigt dann
1.9 ccm Wasser, 0.6 ccm Eisessig und 50.1 mg [4-14Cj2.4.5-Triamino-6-hydroxy-pyrimidin-
sulfat (0.21 mMol) zu und erhitzt weitere 25 Min. Bereits nach 15 Min. firbt sich die Lésung
dunkelgelb. Nach beendeter Reaktion verdiinnt man mit Wasser auf 30 ccm und trigt diese
L3sung sofort auf die vorbereitete P-Cellulose-Siule auf. Nach zweimaliger Rechromatogra-
phie an derselben Siule erhidlt man mit der beschriebenen Auswertung 2.4 mg reines /8a-14CJ-

Biopterin (0.5% d. Th., bez. auf eingesetztes KCN) und 7.7 mg [8a-14C]7-Biopterin (1.6%,
d. Th.).



