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38. Notiz zur Verdsffentlichung von M. VISCONTINI und R. PROVENZALE:
«Herstellung von reinem (—)-L-Neopterin und (—)-D-Monapterin [1]»

von H. Rembold
Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen

(7. X1. 68)

Zusammenfassung. Es wird auf vier massgebende, voneinander unabhingige Methoden zur
Reinheitspriifung von Polyhydroxyalkylpterinen hingewiesen. Die von REMBOLD ef al. dargestell-
ten Verbindungen geniigen diesen Kriterien.

Die in der zitierten Arbeit enthaltene Aussage «Zakireiche Autoren haben versucht,
diese Mischungen (von 6- und 7-(Polyhydroxyalkyl)-pterinen) in die esnzelnen Kompo-
nenten aufzutrennen, doch waren die gewonnenen Produkie nie ganz veiny bedarf einer
Richtigstellung: Die von uns gewonnenen Produkte waren ganz rein! Die breit ange-
legten Untersuchungen iiber biologisch aktive Pterine vom Typus des Biopterins [2]
haben wir erst begonnen, als uns isotopenmarkierte Verbindungen zur Verfiigung
standen, die sich auch bei sorgfiltigster Priifung als rein erwiesen. Wir haben uns
schon bald nach der Isolierung des Biopterins aus dem Weiselzellenfuttersaft der
Honigbiene [3] um eine Isomerentrennung der Syntheseprodukte bemiiht und in der
phosphorylierten Cellulose einen geeigneten Trédger gefunden, der eine Reindarstellung
von Biopterin und 7-Biopterin in praparativem Masse erlaubt [4]. Das einfache und
effektive chromatographische Verfahren hat sich bei der Synthese von {8a-14C]-Bio-
pterin bewihrt [5]. Es erlaubte erstmals die Reindarstellung und damit die Charakte-
risierung des Neopterins und seiner drei optischen Isomeren [6] und spiter auch der
drei optischen Isomeren des Biopterins [7]. Es wurde auch bei der Darstellung von
Aminobiopterin und Aminoneopterin erfolgreich angewandt [8]. Die weitgehenden
Schliisse, die wir heute aus dem Verhalten der hydrierten Cofaktoren sowohl i vivo
[9] als auch ¢ vitro [10] ziehen kénnen, stiitzen sich alle auf Experimente mit den
reinen 6-(Polyhydroxyalkyl)-pterinen.

Die Reinheit der stellungsisomeren Polyhydroxyalkylpterine haben wir durch fol-
gende Kriterien gepriift:

1. Konstanz dev Ultraviolett- Absovptionsspektven. Die UV.-Spektren der isomeren 6- und 7-

(Polyhydroxyalkyl)-pterine unterscheiden sich deutlich. Man kann deshalb in einem Gemisch den
Anteil der beiden Isomeren bestimmen, indem man den Quotienten aus zwei Wellenlangen bildet
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(z. B. Egpy/Eys9, Hy0O). Dieser hingt linear vom Mischungsverhiltnis ab mit den reinen Isomeren
als Extremwerten [5]. Ein weiteres Reinheitskriterium liefern die auch bei inehrfacher Chromato-
graphie und Kristallisation konstanten molaren UV.-Extinktionen.

2. Konstanz bei chromatographischer [someventvennung. Selbst geringste Verunreinigungen des
6- durch das 7-lsomere lassen sich feststellen, wenn man das obige spektroskopische Verfahren mit
einer chromatographischen Fraktionierung auf phosphorylierter Cellulose koppelt. Das 7-Isomere
reichert sich am Ende der Substanzzone an, was zu einer Anderung des UV.-Quotienten [5] fithrt.
Mit diesemn Verfahren lassen sich noch Verunreinigungen durch wenige Promille des 7-Isomeren
oder anderer UV.-absorbierender Stoffe nachweisen.

3. Wuchsstoffverhallen im mikvobiologischen Crithidia-7est. Dieser biologische Test hat sich bei
der Charakterisierung optisch isomerer Polyhydroxvalkylpterine bewahrt [4-7]. Dabei werden
auch Verunreinigungen nachgewiesen, die sich durch den oxydativen Abbau nicht erfassen
lasscn [117.

4. Oxydativer Abbau dev geveinigten Polyhvdvoxyalkylptevine. In alkalischer Permanganatlosung
werden Polyhydroxyalkylpterine zun ihren cntsprechenden Pterincarbonsduren abgebaut, die
papier- oder diinnschichtchromatographisch nachgewiesen werden. Diese als Routineverfahren
einfache Methodc ist wenig empfindlich. Im Chromatogramin kénnen nur geringe Substanzmengen
aufgetrennt werden. Die Nachweisgrenze fiir die im Unterschuss vorhandenc Pterincarbonsiure
liegt deshalb im Bereich von 1-5 Prozent.

Im Gegensatz zu dieser Serie von Priifungen haben sich die Autoren der angefiihr-
ten Arbeit (1] mit dem oxydativen Abbau ihrer chromatographisch gereinigten Pro-
dukte begniigt und kein weiteres Reinheitskriterium angegeben. Warum sie im ein-
gangs zitierten Satz die Reinheit der von uns synthetisierten Pterine bezweifeln,
bleibt deshalb unverstdndlich. Bei einer Diskussion der A#sbeuten sollte man beriick-
sichtigen, dass die von den Autoren erhaltenen Substanzmengen durchaus im Bereich
der Ausbeuten bei der von uns bevorzugten Kondensation in wisseriger Essigsdure
liegen. Der Vorteil des von uns beschriebenen Syntheseverfahrens wird aber sofort
evident, wenn isotopenmarkierte Produkte gewonnen werden sollen. Diese lassen sich
durch eine einfache Chromatographie des Rohprodukts auf phosphorylierter Cellulose
und damit bei geringer Kontaminationsgefahr reinigen.

Wir stimnien im iibrigen mit den Autoren darin iiberein, dass bereits bei der Syn-
these die Bildung von isomerenireien 6-(Polyhydroxyalkyl)-pterinen angestrebt wer-
den sollte, um eine nachtrigliche Isomerentrennung zu vermeiden. Hoffnungsvolle
Ansitze zu einer solchen gerichteten Synthese sind bereits beschrieben worden |12].
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