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RUDOLF TSCHESCHE und GERHARD STURM 

Uber Pteridine, XVIII 1) 

Synthese des 2-Amino-4-hydroxy-6-[D-evythvo-trihydroxy- 
propyl]-pteridin-3’-phosphats und seines 7-Isomeren 

Aus dem Institut fur Organische Chemie der Universitat Bonn 

(Eingegangen a m  12. September 1964) 

2 -Amino - 4- hydroxy - 6 - [D - eryrhro - trihydroxypropyl] - pteridin - 3’- phosphat und 
das 7-Isomere werden durch Kondensation von 2.4.5-Triamino-6-hydroxy- 
pyrirnidin mit Ribose-5-phosphat hergestellt und an  Anionenaustauschern ge- 
trennt. Die Phosphorylierung von 2-Amino-4-hydroxy-6-trihydroxypropyl- 
pteridin rnit P-Cyan-athylphosphat/Trichloracetonitril fuhrt nur zu einem un- 

einheitlichen, schwer trennbaren Produkt. 

2-Amino-4-hydroxy-6-[~-erythro-trihydroxypropy~]-~teridin-3’-phosphat (I) sollte 
insbesondere nach F. WEYGAND und Mitarbb. 2) als erste Zwischenstufe bei der bereits 
vielseitig diskutierten3-*0) Biosynthese der Pteridine aus Purinen gebildet werden. 
Inzwischen gelang M. GOTO und H. S. FOR REST^^) tatsachlich die Isolierung eines 
solchen Pteridinphosphates aus Echerichiu coli mit allerdings noch nicht ermittelter 
Seitenkettenkonfiguration. In der vorliegenden Arbeit beschreiben wir zunachst die 
Darstellung von chroniatographisch reinem I. Damit sind die Voraussetzungen ge- 
schaffen, I radioaktiv markiert geeigneten Enzymsystemen anzubieten. 

Die Synthese von 1 wurde analog zur iiblichen Darstellung derartiger Polyhydroxy- 
alkyl-pteridine durch Kondensation von 2.4.5-Triamino-6-hydroxy-pyrimidin (V) rnit 
Ribose-5-phosphat durchgefuhrt. Wie bereits F. WEYGAND und Mitarbb. 12) bei der 
Kondensation von Glucose und Ribose mit V zeigten, entstehen im allgemeinen Ver- 
bindungen des Typs 1 a -1Va nebeneinander. Entsprechend bildeten sich hier rnit 
Ribose-5-phosphat die Verbindungen I -1V. 
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I : R = P 0 3 H 2  

Ia: R = H 

I1 : R = PO3Hz 

. IIa: R = H 

IV : R = POsHa 

IVa: R = H 

V 

Papierchrornatographisch lassen sich Isornere vorn Typ I a/II a nicht unterscheiden. 
Beim Biopterin gelang die Abtrennung von seinem 7-Isomeren und seine Reinge- 
winnung an Kieselgel 1) und auf phosphorylierter Cellulose13) (P-Cellulose). uber 
P-Cellulose konnten auch die isomeren Trihydroxypropyl-pteridine von H. REMBOLD 
und Mitarbb. 13.14) rein gewonnen werden. 

Das Mengenverhaltnis von I und I1 lieB sich auch durch Anwendung der verschie- 
densten, in der Literatur angegebenen Kondensationsbedingungen 15-17) nie besser als 
etwa I : I1 = 1 : 4 beeinflussen. Neben vie1 dunklen Zersetzungsprodukten bildete sich 
oberhalb von 70" ebenso wie in  starker saurem Milieu (ab pH 3) nur Verbindung 111. 
Ihr Anteil am Kondensationsprodukt sank rnit fallender Ternperatur ; entsprechend 
vergrooerte sich die Menge von I und 11. uberraschenderweise erfolgte die Konden- 
sation schon bei Raumternperatur innerhalb weniger Stunden. Unter derart rnilden 
Bedingungen (20-37") lieBen sich nur Pentosen, im Gegensatz zu Glucose und ihrem 
6-Phosphat, rnit V umsetzen; hierbei bildeten sich durch Zersetzung kaurn Neben- 
produkte. 

In einigen Laufmitteln lieB sich das Rohkondensationsprodukt papierchromato- 
graphisch in mehrere Komponenten zerlegen; es gelang so die Gewinnung von ein- 
heitlichem 111 und reinern Gernisch 1/11. Diese Isomeren waren jedoch auch dunn- 
schichtchromatographisch nicht trennbar. Entsprechende Versuche an Anionenaus- 
tauschern wie Arnberlite, Polyiithylenirnino(PEl)-, Arninoathyl(AE)- und Diathyl- 
arninoathyl(DEAE)-Cellulose, endeten zunachst irnrner rnit fast vollstandiger Ver- 
anderung der aufgetragenen Pteridine, obwohl eine gewisse Auftrennung zu beobach- 
ten war. Bereits beim Aufgeben, wobei starke Adsorption am Saulenkopf eintrat, 
aber auch beirn Eluieren mit den dazu notigen Ionenkonzentrationen wurden die 
Phosphorsaureester verseift. Es ergab sich schlieBlich, daD die Verseifung durch vor- 
heriges Beladen der Austauscher rnit Salzsaure nahezu vollig verhindert werden konnte. 
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In diesem Zustand zeigte nur AE-Cellulose mit rnoglichst gcringer Austauschkapa- 
zitat - etwa 0.2-0.4 rnAquivv./g - eine ausreichende Trennfahigkeit. Eine hohere 
Kapazitat fuhrte zu grol3en Verlusten infolge verstarkter Adsorption und zu einer un- 
vollstandigen Trennung von I und IV. 

Beim Beschicken der Saule mit Rohprodukt wurden die Phosphate am SIulenkopf 
in einer schmalen, im UV-Licht sichtbaren Zone adsorbiert. Basische und neutrale 
Stoffe, die sich z. T. erst durch die nie restlos zu verhindernde Zersetzung am Aus- 
tauscher bildeten, lieBen sich schon rnit Wasser eluieren. Beirn Anlegen eines steilen, 
linearen L.iC1-Gradienten folgten dann die Pteridinphosphate in der Reihenfolge 11, 
IV, I und 111. Wegen seiner Loslichkeit in Methanol und Aceton ist LiCl leicht von 
den hierin unloslichen Lithiumsalzen der Pteridinphosphate abtrennbar. Durch drei- 
malige Rechrornatographie der I- bzw. 11-haltigen Fraktionen iiber die gleiche Saule 
wurden etwa 5 mg I und 60 mg I1 als Lithiumsalze rein gewonnen. 

Zur Kontrolle von papier-, dunnschicht- und saulenchromatographischer Trennung 
diente ebenso wie fur die Beurteilung von Kondensationsergebnissen und der Reinheit 
der schlieI3lich gewonnenen Pteridine der oxydative Abbau mit KMn04 und NdO4. 
Die entstandenen Pteridincarborisauren bzw. -aldehyde konnten papierchromato- 
graphisch getrennt und nach dem Eluieren im UV vermessen werden. Daneben 
diente der enzymatische Abbau zu den phosphorsaurefreien Verbindungen als Struk- 
tur- und Reinheitsbeweis. 

Die Lithiumsalze von I und I1 sind hellgelbe, aus wenig Wasser durch Zugabe von 
Methanol kristallin ausfallende, sehr gut wasserlosliche Substanzen. Gegen verdunnte 
Sauren und Basen erwieseii sie sich auch bei langerem Stehenlassen oder kurzem 
Erhitzen bestandig. Die Labilitat an Anionenaustauschern durfte in starken, zwischen- 
molekularen Kraften bei der Adsorption ihre Ursache haben. Die Verbindungen sind 
sehr lichtempfindlich. Die UV-Spektren von I und I1 entsprechen bis auf eine geringe 
bathochrorne Verschiebung der Maxima bis zu 1 mp ganz denen des 6- bzw. 7-Tri- 
hydroxypropyl-pteridins. Charakteristisch ist hier ebenso wie beirn Paar Biopterin/ 
Isobiopterin bei I ein Maximum bei 247 mp in 0.1 n HCI, das bei I1 nur noch als 
Schulter zu erkennen ist (s. Tab. 1). 

Die Pteridine Ia-IVa wurden analog der Gewinnung von Biopterinll durch 
Kondensation von Ribose mit V und nach chromatographischer Trennung an Kiesel- 
gel und auf Papier gewonnen. 

Die Phosphorylierung von I a rnit P-Cyan-athylphosphat/Trichloracetonitril fuhrte 
zu einem Produkt, das sich chemisch uneinheitlich verhielt. Chrornatographisch unter- 
schied es sich kaum von I. Miiglicherweise hatte nicht nur die primare OH-Gruppe 
reagiert ; die Ausbildung eines cyclischen Phosphates ist ebenfalls nicht auszuschlieI3en. 

B E S C H R E I B U N G  D E R  V E R S U C H E  

Gewinnung der Pteridine l a -  I Va: Nach bereits fruher beschriebenen Verfahren 1) wurde 
das Kondensationsprodukt aus. Ribose und V an Kieselgelsaulen, hier allerdings im System 
Methanol/Wasser/konz. Ammoniak (75 : 24 : I )  sowie auf Papier in den Systernen I-proz. 
walr. NazCO,-Losung und n-Propanol/l-proz. walr. Ammoniak (2 : I )  aufgetrennt. 
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Kondensation von Ribose-5-phosphat niit 2.4.5-Triamino-6-hydroxy-pyrimidin ( V) : Zu 200 mg 
Borsaure, 250 mg Natriumacetat, 1.6 g Eisessig und 1.2 g Hydrazinhydrat in 10 ccm Wasser 
wurden 860 mg L'. 2 HCI und 1.6 g Ribose-5-phosphat (Bariumsalz) gegeben. Nach ca. 48 Stdn. 
Riihren bei 25-30", wobei der Hauptumsatz bereits wahrend der ersten 10 Stdn. erfolgte, 
wurde das rotlich-gelbe Rohpteridin (ca. 500 mg) in 300 ccm Wasser gelost und zur Vor- 
rcinigung iiber eine P-Celluloseschicht filtriert. Die erhaltenc, stark saure Losung wurde 
mit Lithiumhydroxyd neutralisiert und eingeengt. 

Die praparative Papierchromatogrnphie zur Gewinnung von einheitlichem 111 und reinem 
lsomerengemisch 1/11 wurde auf Schleicher & Schiill-Papier Nr. 2668 absteigend n i t  n-Butanol 
(wassergesatt.)/5 % Cyclohexylamin durchgefiihrt. Substanz I I I  lief als im UV dunkelblau 
fluoreszierende Zone voraus, wahrend eine hellblau fluoreszierende Zone nahe dem Start die 
Isomeren I / I I  enthielt. Durch Waschen der Papierbogen in Ather wurden diese vom organi- 
schen Laufmittel befreit, die Zonen ausgeschnitten und die Pteridine anschlieBend rnit verd. 
Ammoniak eluiert. Die UV-Werte von derart gewonnenem I l l  (ca. 15 mg aus 200 mg Roh- 
pteridin) sind in Tab. 1 aufgefiihrt. 

Tab. 1. UV-Maxima (in mp)  der dargestellten Pteridine 1-111 
~- _ ~ _ _ _ _ _ _ _ ~  

Pteridin 0. I n NaOH log E 0.1 n HCI log E 
~ 

1 364 3.86 321 3.88 
255 4.40 247 4.02 
280 Schulter 

I I  36 I 3.81 319 3.86 
253 4.21 210 4.15 
275 Schulter 247 Schulter 

111 357 3.88 3 20 4.28 
253 4.33 252 4.28 

216 4.61 

Bereitring der Aminoathyl-Celluluse-Saiile: 25 g AE-Cellulose (Serva; Kapazitat 0.4 m#quiw./ 
g) wurden zweimal in ca. 0.1 n HCI aufgeschlammt, sedimentiert, dekantiert und in eine Glas- 
saule rnit Fritte (20 x 3 cm) eingeschlammt. Nacheinander wurde rnit 100 ccm 0.1 n HCI und 
dann solange mit Wasser nachgewaschen, bis das Eluat nahezu neutral reagierte. Auf gleiche 
Weise wurde regeneriert. 

Trenniing der Pteridinphosphate an AE-CelluIose: Zwei Drittel der obigen Pteridinlosung 
(ca. 300mg Rohpteridin in l00ccm Wasser) wurden langsam auf die Saule aufgegeben. 
Neutrale und schwach basische Substanzen wurden rnit Wasser eluiert und ein h e a r e r  LiCI- 
Gradient (1 I ,  ansteigend von 0.01 -0.25n) angelegt. Die Pteridinphosphate wurden in Frak- 
tionen zu je 20 ccm aufgefangen und diese durch Oxydationl) getestet. Es wurde je 1 ccrn 
Lbsung entnommen, mit einer gleichen Menge 0.1 n NaOH versetzt und wie beschrieben rnit 
K M n 0 4  oxydiert. Eine schnelle Trennung der gebildeten Pteridincarbonsauren gelang papier- 
chromatographisch rnit I-proz. wal3r. Na2CO3-Losung (Laufzeit etwa 1 Stde.). 

AE-Cellulose hoherer Kapazitat fiihrt trotz der Saurebeladung zu starker Verseifung der 
Phosphorsaureester. Diese Zersetzung laRt sich durch schwaches Ansauern der Elutions- 
losung auf pH 6 -4  (fur Austauschkapazitaten von 0.68 -0.9 mAquivv./g) zuriickdrangen, 
jedoch sinkt gleichzeitig die Trennfahigkeit des Austauschers stark ab. 

Gewinnung der Lithiumsalze der Pteridinphosphate: Entsprechende Fraktionen der AE-Saule 
wurden vereinigt, i. Vak. zur Trockne eingedampft und das LiCl durch Zugabe von Methanol 
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in Lasung gebracht. Die unliislichen Pteridine wurden abzentrifugiert und aus wenig Wasser 
durch Zutropfen von Methanol umkristallisiert. Ausb.: I etwa 5 mg, I1 60 rng. 

L ~ ~ ( C ~ H ~ N S O ~ P  (345.1) Ber. C 31.37 H 2.93 P 8.98 
1: Gef. C 30.88 H 3.55 P 8.83 

11: Gef. C 30.25 H 3.51 P 8.95 

I :  [a]?: -7" ( c  = 0.3); 11: [cr]l,o: --15'(c = 0.7) (in Wasser, Perkin-Elmer-141-Polarimeter). 

Phosphorylierung von Trihydroxypropyl-pteridin ( l a ) :  100 mg la, gelast in 100 ccm absol. 
Dimethylsulfoxyd/Pyridin (4 : 1) wurden mit 0.4 ccm einer B-Cyan-uthylphosphat-Lasung 
(1 mMol/ccm = 0.136 g/ccm) und 280mg Trichloracetonitril ca. 5 Stdn. auf 70" erwarmt. 
Nach Entfernen des Lasungsmittels i. Vak. wurde die Schutzgruppe durch achttagiges Stehen- 
lassen mit gesatt. Ba(OH)Z-Lasung (12Occm) bei 30" abgespalten und das Ba2Q als Sulfat 
abgeschieden. Das Rohprodukt wurde papierchromatographisch mit 1 -proz. walk. Na2CO3- 
Losung gereinigt ; die Ausb. betrug etwa 4 mg. Dieses Pteridinphosphat erwies sich chromato- 
graphisch einheitlich, lieB sich aber mit alkalischer Phosphatase sowie mit NaJ04 nicht restlos 
abbauen. 

Abbau durch Phosphatase: In Boratpuffer pH 9.3 wurden etwa 0.3 mg Pteridinphosphat 
gelast und 10 mg alkalische Phosphatase (Fluka) zugegeben. Die Lasung wurde 48 Stdn. bei 
37" inkubiert und dann direkt in den verschiedenen Laufmitteln chromatographiert. 

Tab. 2. Papierchromatographischea) RF-Werte der Pteridine 1-111 und I a  - M a  

Pteridin System 1 b) System 2c) System 3a) 

1 -+ I 1  0.90 0.035 e) 0.015e) 

I l l  0.85 0.05 e) 0.03 e) 

l a  + Ila 0.61 0.21 0.05 
l l l a  0.51 0.28 0.1 I 

_.__ _________ 

8 )  Schleicher & Schiill-Papier Nr. 2043 b. absteipend. 
b' I-proz. w&Or. NalCO,-L8sung. 
C )  n-Propanol/l-proz. wii0r. Ammoniak (2: I ) .  
d )  n-Butaaol (wasserga&tt.)/S % Cyclohcxylamin. 
C) Im Durchlaufchromatogramm crmitult. 


