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105. De la chimie des pt6rines 
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Essai d'interpretation de la biosynthkse de la L-sCpiaptCrine 
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Synthesis of 5,6,7,8-Tetrahydro-D-neopterine tripolyphosphate. Attempt to Interpret the Biosynthesis of 
L-Sepiapterine 

Summary 

The synthesis was achieved by phosphorylation of tefrahydro-5,6,7,8-~- 
neopterine with polyphosphoric acid. The product is sensitive to light, moisture and 
oxidation like the other tetrahydropterines. After oxidation in aqueous solution, 
D, L-sepiapterine was isolated in 5% yield. The oxidation of non-phosphorylated 
tetrahydro-5,6,7,8-~-neopterine under the same conditions led to D-sepiapterine 
without inversion of the configuration. These findings were usecl to give a tentative 
explanation for the biosynthesis of natural L-sepiapterine from the D-neopterine. 

Alors que l'obtention de l'ester tripolyphosphorique de l'hydroxymethyl-6- 
ptkrine par traitement de la ptkrine correspondante aux acides polyphosphoriques 
(PPP) s'effectue sans difficult6 [2], dans le cas de la D-neopttrine (l), l'anion tripoly- 
phosphorique de la substance phosphorylee 2 s'elimine facilement de la chaine 
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laterale; la double liaison C(5) ,  C (6) du noyau pyrazinique attaque le carbocation 
ainsi Cree, avec formation d’un cycle pyrrolinique. Une deshydratation 
concomitante ou consecutive conduit au compose 3 fortement colore [3] (SchPma 1). 

L’hydrogknation du cycle pyrazinique de la D-nkopterine Cvite cette cyclisation 
en supprimant la double liaison C (5), C (6) .  La phosphorylation de la tktrahydro- 
5,6,7,8-~-neopterine-(6R, S )  (4) par PPP s’effectue sans difficulte et les esters tri- 
polyphosphoriques 5 du melange des deux diastkreoisomeres 6R, S sont obtenus 
avec un bon rendement. 
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Le melange est stable a l’abri de l’air, de la lumiere et de l’humiditt. En solution 
aqueuse a l’abri de l’air et de la lumikre, la fonction tripolyphosphorique est 
lentement hydrolysee; son hydrolyse est totale apres 48 h a 20”. En presence d’air et 
a 20”, l’hydrolyse de la chaine tripolyphosphorique est accompagnee d’oxydation 
du noyau tetrahydrogene. A p r b  24 h on obtient une quantite appreciable (5%) de 
sepiapterine racemique (9) (SchPma 2), a cGte des esters tripolyphosphorique, 
pyrophosphorique et monophosphorique de la D-ntopterine et des produits deja 
caracterises lors de l’oxydation de la dihydro-7,8-D-neopterine [4] ou de la tetra- 
hydro-5,6,7,8-~-neopterine [ 5 ] ,  a savoir la D-neoptkrine (l), 45% [4] [5], l’hydroxy- 
3 ’ - ~ ,  ~-sCpiapterine (6),  10% [4] [5], la dtsoxy-2’-hydroxy-3’-s&piapterine (7), 10% [4] 
et la desoxy-2’-neopterine 8 (dont la configuration n’a pas pu Ctre Ctablie). 
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Ces resultats corroborent l’hypothkse que nous avancions il y a quelques anntes 
lors de l’obtention de la ptkrine tricyclique 3 et par laquelle nous prevoyions la 
formation de skpiaptkrine a partir de neopterine phosphorylke [3]. Afin de verifier 
la necessite de la phosphorylation de la chaine laterale de la tetrahydro-D-neopterine 
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pour la formation de sepiapterine, nous avons oxydC dans les mCmes conditions la 
dihydro-7,8-~-nCoptCrine et la tCtrahydro-5,6,7,8-~-nCopterine-(6R, S )  (4). Nous 
avons obtenu dans les deux cas non seulement les ptkrines I,  6, 7 et 8 isolCes par 
Sugiuru & Goto [4] a partir de la dihydro-7,8-neopterine, mais encore, en tres petite 
quantitC, la sepiaptkrine 9 non signalee par ces auteurs. Nous avons pu isoler 9 
l'etat trts pur a partir de la tetrahydro-D-neopterine (4). Son pouvoir rotatoire 
specifique (-310") montre que l'enantiomere D est forme avec retention de la 
configuration en C(2'), alors que la sepiapterine naturelle ( [u  ]go= + 363" [6] [7 ] )  
appartient a la serie L. La formation de D-stpiapterine a partir de 4 et de D,L-  

sepiapterine a partir de 5 decoule donc de deux mecanismes diffkrents pour lesquels 
nous proposons les Schkmus 3 et 4. 
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Dons les deux schkmos, R'=t&trahydro- 5,6,7.8 - pterine 

Rz=dihydro- 7.8 - ptbrine 

Le premier mecanisme ne peut Ctre retenu pour la biosynthese de la sepiapterine 
car il n'implique pas une inversion de la configuration en C(2'). Par contre le 
deuxieme pourrait Ctre envisage, parce que le precurseur 5 est une substance 
naturelle et parce que la transposition enediol-cetol, stkreoselectivement catalyske 
par une enzyme, expliquerait l'inversion de configuration de la D-neopterine en 
L-sepiapterine. 

Nous remercions MM. J . H .  Bieri et S . N .  Gangufy pour de nombreuses discussions, H .  Egli 
(Service du Prof. W. von Philipshorn) pour les spectres RMN. et H .  Frohofer pour les microanalyses. 
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Partie expkrimentale 
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D-Nioptirine (1). Obtenue selon [8]. 
Dihydro-7,8-~-nPr,ptirine. La reaction est effectuee dans une boite a gants, sous Nz, a l'abri de 

l'humidite. A une suspension de 1 (0,2 g=O,78 mmol) dans 6 rnl d'eau, on ajoute 0,6 g (3,45 mniol) de 
Na2S204 et NaOH 3~ jusqu'i dissolution. La solution brundtre est chauffCe a 65" jusqu'a decoloration 
(20-30 min). Apres 12 h a 0", la dihydro-7,s-neopterine precipite alors que le pH de la solution 
s'approche de la neutralite. On filtre, lave a l'eau, a l'ac6tone et stche sous vide: 0,115 g (51%); 
[alga= - 37,2"t 0,5 (c= 0,64, DMSO). - 'H-RMN. (Varian XL-200, (CD3)2SO, Fig. I ) :  10,5 (s, 1 H, 
H-N(3)); 7,22 (s. 1 H.H-N(8)); 6,94 (s, 2 H, 2 H-N(2')); 5,63 (d, HO-C(3')); 5,25 (s, 1 H, HO-C(2')); 
4,89 (s, 1 H, HO-C(3')); 4,46 (s, 2 H, 2 H-C(7)); 4.40 (WZ, 1 H, H-C(I')); 4,02-3,64 (m, H20+ 3 H, 
H-C(2') et 2 H-C(3')). 

GH13N504 (255,24) Calc. C 42,35 H $13 N 27,44% Tr. C 41,78 H 5,63 N 27,03% 

I.. .I .. 1*.,..... .,.a ,.I W..I 

Fig. 1. Spectre 'H-RMM. de la dihydro-7, 8-~-neopterine dans (CD3)2S0 

T&rahydro-5,6, 7 .8-~-neopt~r ine- (6R,S}  (4). Obtenue selon [7]. 
Tetrahydro-i,6,7,N-~-ntoptCrine-(6R, S)-triphosphate-Y (5). Obtenue selon la methode gCnCrale de 

tripolyphosphorylation [2] [9]. On ajoute 0,5 g (1,94 mmol) de 5 . 2  HCI a I'acide polyphosphorique 
obtenu A partir de 3 ml d'acide phosphorique et refroidi ti 20". Le gaz chlorhydrique qui se degage est 
evacue sous vide. Lorsque l'effervescence prend fin (40-50 niin), on chauffe a 90" (20 min), puis on 
laisse le melange reactionnel refroidir dans la boite a gants et on ajoute lentement en refroidissant 
1 ml d'eau a 0". La solution homogtne est versCe goutte a goutte dans 200 ml d'acetone; 5 precipite. On 
centrifuge, lave B l'acetone jusqu'i disparition des acides polyphosphoriques et &he la poudre blanche 
aussi obtenue: 0,62 g (70-80%). Le produit ne renferme aucun acide phosphorique libre selon [lo]. 
I3C-RMN.: le spectre est identique au spectre correspondant de 4 [ I l l .  On y reconnait Cgalement le 
melange des deux diasterkoisomeres (6R. S ) ,  dont nous avons verifiC qu'il est encore optiquement actif. - 
31P-RMN. dCcouple avec 'H (Varian XL-200, D20, H3P04 comme reference externe, Fig. 2 ) :  0 (s, PO4); 
-9,79 (d, P(3)); - 10,60 (d, P(1)); -22,15 (f, P(2)). - 31P-RMN., coup16 avec 'H (Fig. 3): 0 (s, PO& 

%H18N5O13P3 Calc. C 21,74 H 3,65 N 14,08 P(1ibre) 0,O P(tota1) 18,69% 
(497,19) Tr. ,,20,67 ,, 4.33 ,, 13,09 ,, 0,11 ,, 17,92% 

Le produit 5 est facilement hydrolyse en solution IM dans HC104 a 60% et a 22". On y retrouve selon 
[lo] la totalite du phosphore 

Oxydation de 4. On fait passer pendant 4-5 jours, a l'abri de la lumitre, un courant d'air dans un 
tampon a l'acktate de sodium (30 ml, pH 43) renfermant 0,2 g (0,6 mmol) de 4. La solution jaune ainsi 
obtenue est chromatographike sur une colonne de silicate de magnesium [12]. Une premiere Clution a 
CH3COOH (1%) entraine la neoptkrine (1) et la dtsoxy-2'-neoptCrine (8). Apres concentration de la 

- 9,80 (d ,  P(3)); - 10,64 ( d x  d, P( 1)); - 22,19 ( t ,  P(2)). 

l't?tat d'acide phosphorique libre. 
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Fig. 2. Spectre -"P-RMN. ('H-dkcouplk) de l'ester tripolyphosphorique (5)  de la tClruhydro-S,6,7.8-~- 
neoptdrine 

Fig 3. Spectre j 'P-RMN. ('H-couple) de l'ester tripolyphosphorique (5)  de 111 ldtruhydro-5,6,7,8-~- 
ndoptdrine 

solution sous vide jusqu'i 3-4 ml, 1 (75 mg, 53%) et 8 (2,s mg, 2%) sont separe!, par chromatographie 
prkparative sur plaques de cellulose (propanol-2/solution B I% de NH40H 2: I ) .  Une seconde elution 
de la colonne B l'acetone (20%) entraine les substances jaunes 6, 7 et 9 qu'on separe par 
chromatographie sur  colonne de cellulose (3 x 35 cm, eluant: butanollCthanolleau, 2: I : 1). Le compose 7 
est Clue en premier, suivi de 9 el de 6. Chaque fraction est concentree sous vide: 21 mg (14%) de 7, non 
oxydC avec NaI04, [u]g'=Oo (c=O,667, DMSO); 1,s mg (1%) de 9, oxydk avec Na104, [u]g"= -310" 
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+20" (c=O,I, DMSO); 26 mg (17%) de 6, oxyde avec NaI04, [a]b2"= -89"+2" (c=O,I, DMSO). Les 
3 produits sont caracterises Cgalement par 'H-RMN. 

Oxydution de 5. On abandonne a l'air et a l'abri de la lumiere une solution de 0,3 g (0,6 mmol) 
de 5 dans 35 ml d'eau. Apres 48 h, la solution coloree en jaune est chromatographike sur colonne de 
cellulose (4,5x 30 cm) avec l'eau comme eluant. Les substances a fluorescence bleue (neopterine, 
phosphates de nkopterine, 8) sont elukes en premier, suivies des substances a fluorescence jaune 6 , 7  et 9. 
Ces dernikres sont separees par chromatographie sur plaques de cellulose (HzO): 14 mg (10%) de 7, non 
oxydk avec NaI04, [a#"= 0"; 7.5 mg (5%) de 9, oxyde avec NaIO4, [a@"= 0"; 15 mg (10%) de 6, oxyde 
avec NaIO4, [a#'= 0". 
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