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ZUR TRENNUNG UND IDENTIFIKATION DER FREIEN PORPHYRINE 

UND DEREN ISOMERE 

SUMMARY 

Sejbaration and ident%lcation of free $orjNzyrins ad their isomers 
Complex porphyrin mixtures can be analyzed by means of extraction chromato- 

graphy combined with thin-layer chromatographic and absorption spectrophoto- 
metric measurements. The fractions obtained’ in the partition system (tri+z-butyl 
phosphate/hydrochloric acid) may be identified as regards the number of carboxylic 
groups n by determining the peak position of the Soret band (& using the correlation 
between n and 2,. The isomeric structure of the porphyrins can be established by 
thin-layer chromatography with z,6-lutidine/water of the corresponding copro- 
porphyrin’ derivatives obtained by decarboxylation. 

Using the inethods described; nearly all porphyrin compounds in the reaction 
chain front uroporphyrin to coproporphyrin of the isomeric series I and III could be 
identified in a porphyrin sample isolated from the urine of a patient with a hypo- 
regenerative anaemia. Furthermore, several fractions were observed after the ex: 
traction and thin-layer chromatographic separations which could not be related to 
tile porphyrins of the isomeric types I and III normally found in porphyrin samples 
isolated from urine. This was proved by the fact that the & values of the single 
fractions did not agree with the expected values. Therefore, .it was assumed that these 
compounds, belonging ‘to tlie isomeric series I .and ,111, differ from : the normal por- 
phyrins by their substituents. However, ,further investigations are still necessary to 
elucidate the structure and determine the assumed substituents of the isolated por-’ 
phyrins. There is no evidence that’porphyrins ‘of the isonleric types’11 and IV occur 
in the porphyrin misture studied. 

EINLEITUPI’G , \ 

Die Biosynthese des dem H+m .vorausgehenden Protoporphyrins verlauft, .voh 

Bernsteinsaure und’ Glycin ausgehendj, tiber zahlreiche’ Reaktionsstufen, die, durch 
ein komplexes enzymatisches System gesteuert, miteinander in einem stationaren 
Gleichgetiicht stehen. ,Abweichungen von den1 in Normalf5llen zu beobachtenden 
Hamprakursoremnuster erlauben oft wertvolle Riiclcscl~ltisse auf die’in den1 jeweiligen 
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ZUR,TRENNUNG UND IDENTIFIICATION DER FREIEN PORPHYRINE 107 

Falle vorliegende .Hamsynthesestbrung. Besondere Beachtung bei klinischen Be- 
trachtungen erlangte die Bestimmuug der auf natiirlichem Wcge ausgeschiedenen 
dominierenden Porphyrine, Uroporphyrin und Coproporphyrin, wahrend: die, partiell 
decarboxylierten Zwischenglieder (Hepta-, Hexa- und. Pentacarboxylporphyrine) 
hierbei, von Ausnahmen abgesehen, bisher keine Rolle spielten. 

Die analytische Erfassung dieser Glieder der Porphyrinkette kann mit den der- 
zeit bekannten papierchromatographischenl~2, s~ulenchron~atographischen3., hoch- 
spannungselel~troplioretischen~ und dtinnschichtchromatograpl~iscl~en~-7, Verfahrkn 
durchgefiihrt werden, die das durch die variierende Anzahl der, Carboxylgruppen der 
Porphyrinmolekel bestimmte abgestufte Verhalten zur:Auftrennung ausnutzen. Eine 
entscheidende Einschrankung in der Anwendung erfahren diese Methoden dadurch, 
class lediglich Gemische von Porphyrinen des gleichen Isomerentyps analysiert werden 
kbnnen. Treten dagegen, wie in pathologischen Fallen fast stets,zu beobachten, Por- 
phyrine der verschiedenen Isomerenreihen, vorwiegend vom Typ I und III, auf, so 
ist eine eindeutige Zuordnung nicht mehr miiglich. Zu ihrer Identifikation miissen 
daher weitergehende Untersuchungen~durchgefiihrt werden, die eine Bestimmung des 
Isomerentyps ,der,einzelnen Porphyrine gestatten. 

In der vorliegenden Untersuchung wird iiber eine Zerlegung eines aus dem Urin 
einer ,hyporegenerativen Au&lie (Patient .U.) isolierten ausserordentlich .komplexen 
Porphyringemisches berichtet, .wobei zur Identifikation der eiuzelnen Fraktionen die 
folgenden Untersuchungen ,herangezogen wurden : 

(I) .Extraktionschromatographische Auftrennung der freien P.orphyrine I und 
Identifikation der einzelnen Fraktionen iiber eine Bestimmung der Peaklage &, der 
Soretbande. : 

(2) Diinnschichtchromatographische Trennung der extraktionschromatogra- 
phisch erhaltenen Fraktionen, ‘vor und nach der D,ecarboxylierung. ,’ 

(3) .Versuche zur Identifikation einzelner Porphyrine iiber deren I.R.-Spektren. 
Uberweitere analytische Aspekte bei der Auftrennung des gleichen Porphyrin- 

gemisches wurde bereits ausftihrlich an anderer Stelle berichtet+-lo. 

ESPERIMENTELLER TElL 

lMaEerial 
., U~o~o~@zyrin-I (,UP-I). UroporphyrintI wurde als Oktamethylester van den 

Koch-Light. Laboratoriesi Colnbrook, England, bezogen. ,Nach dem. Verseifen in .5 N 
HC1 wurde der Hamprakursor dtinnschichtchromatographisch im, z,+Lutidin/Was- 
ser-System%gereinigt, mit I iV NC1 eluiert und, anschliessend ,aus schwach, salzsaurer 
L&sung (c~cl. = ,O.OI-0.1 N) :mit Tr+butylphosphat- (TBP) extrahi&: j Hieraus 
wurde UP-I mit 5 N ‘MC1 riickextrahiert, Die in der wassrigen Phase’. ver~bleibenden 
geringfiigigen TBP-Reste wurden ‘durch mehrmaliges, sukzessives Auswascllen mit 
Benzol,,p.A., ,(5 x 5 ml) vollstandig entfernt. .Verluste an UPYI, sind, unter.diesen.‘Be- 
dingungen nicht zu,, beftirchten. Die, zu den ,einzelnen : Untersuchungen :eingesetzte 
salzsaure StammlBsung enthielt den,, H#nprakurs,or. in,. einer ,I<onzentr,ation. von 

i; Ioopg/ml5 N.HCl., Alle .Pipettierungen. wurden’,mit .eiuer Aglaspritie vorgenommen, 

. . die.. .bei.: cluantitativem Arbeiten: ein genaues: Dosiereu: ,gestatt& ‘Die:‘leingeset&e 
Stammldsung, I zeigte, im~:~I<tihls,cl~rank bei .4P aufbewahrt, selbst irn ,’ Verlauf van I ,, 
mehreren .Wochen, keinerlei Zersetzung. / : . : I .; ,, : :, .: i ., ‘:l’ :, ~, ,i” 

J. Chrom+og., 38..(1gG8)‘.1p$--f19 
.’ ‘.” ‘. 

. 



108 H. MUNDSCHENIC 

Uropor;hhyrin-III (UP-III). Dieses Uroporphyrinisomer wurde ebenfalls in 
Esterform ‘van den Koch-Light Laboratories,, Colnbrook, England, bezogen (“Ex 
turaco feathers”); Die Reinigung und Aufarbeitung erfolgte wie vorangehend fur 
UP-I beschrieben. Die ‘salzsaure Stanimliisung enfhielt das Porphyrin in einer ,Kon- 
zentration von 100 ~g/nil 5’N HCl. 

Copro$or;bhyrin-I (CP-I). Zur Herstellung von CP-I wurde UP-I nach der 
Metbode von .EDMONDSON UND SCHWARTZ~~ decarboxyliert. Die Aufarbeitung, wurde, 
wie nacbstebend unter Methoden bescbrieben, vorgenommen. Die CP-I-Ltisungen 
wurden mit einer Eonzentration von 20-50 pg/ml 5 N HCl (je nach Praparation) zu 
den Untersuchungen. eingesetzt. 

Coproporphyrin-III (CP-III). Cl?-111 wurde, analog wie CP-I, aus UP-III 
durch Decarboxylierungll erhalten. Die Aufarbeitung und Herstellung der. Stamm- 
l&sung wurde’ wie bei CP-I vorgenommen. 

Be~zzol~ $.A. Handelsiibliches Produkt (Hersteller: Fa, E. Merck, Darmstadt ; 

Kat.-Nr. 1783). 
Tri-12-butylphosphat (TBP). TBP wurde durch den Handel bezogen (Hersteller: 

Fa. E. Merck, Darmstadt; Iiat.-Nr. 8354) und olme zusatzliche Reinigung zu den 
., Untersuchungen eingesetzt. 

PolytriflzGormbnochLoriitlzyZen (Hostapon. C 2). Zur Aufnalmle des Extraktions- 
mittels TBP wurde Hostaflon C 2 (Hersteller: Farbwerlce H8chst AG, Frankfurt/ 
Main) verwendet. Hierzu wurde die bei Aufarbeitung des in Pulverform vorliegenden 
Produktes.erhaltene Siebfraktion mit einer Korngrijsse von 50-100 ,u eingesetzt. Bei 
der Impr~gnierung wurde TBP tropfenweise unter intensivenl~Ri.ihren in einem Ge- 
wichtsverbZltnis von Hostaflon C 2 : TBP = 2 : I zugegeben. 

SaZzsiiWe $.A. Zur Elution wurden aus Titrisolkonzentraten (Hersteller : Fa. 
E. Merck, Darmstadt; Kat.:fir. gg7o/ooor) angesetzte Lijsungen von I N MC1 ver- 
wendet, die ‘in heissem Zustand mit, TBP bis zur Sgttigung geschiittelt wurden. Die 
Elutionslosung wurde vor jedem Versucb &ur Entgasung fiir ca. 30 min ausgekocht. 

Methoden 
Decarboxylierzmg der Porphyrirte. Zur Identifikation der extraktionschromato- 

graphisch erhaltenen Fraktionen beztiglich des Isomerentyps werden diese durch 
Decarboxylierung in die entsprechenden Coproporphyrinderivate iiberfiihrt. Dies& 
werden, zuszimmen mit- den reinen Bezugssubdtanzen CP-I und CP-III, .dtinnschicht- 
chromatographisch in-r 2,6-Lutidin/Wasser-System0 entwickelt und anhand der J?l+ 
Werte,identifiziert. 
: : Hierzu,werden, nach der Methode von EDM%DSON UND SCHWARTT~~, 3 ml der 

salzsLu?en .Porphyrinl&ung (cnol = 0.3 N) in DuranglasrGhrchen (Lgnge : 150 ‘mm ; 

Innerer,,Durcbmesser : IO mm; Wandst$irke : I mm) bei einem Druck von ;b I I Torr 
(G.asballastpumpe) eingeschmolzen und bei ‘2009 fiir ‘4 11 im Trockenschrank decar- 
bbxyliert’: Die ‘entstandenen Reaktionsprodukte werden anschliessend, nacb Einstel- 
len ‘der Ldsung ‘auf !eine S%urekonzentration van ‘cnol = o.or-O~I N mit I N, NaOH, 
mif I ;i?l’ TBP extrahie% Hieraus, erfolgt Rticlcextraktion mit 0.1-;0.2 ml 5s.N .HCl. 
Die .orgariische ,Phase third daraufhin in 5 ml Benz01 ‘aufgenommen; und; nach. dem 0 

+?%itrifugieren; abpipett’iert. -Die wdssrige Phase wird anschliessend nochmals sukzesi i- 

sive ‘r&f “‘4’ x 5 linl ‘Beniol ausgetiaschen, urn anlidfteride j TBP-Reste vollstZndig zu 
entfernen. Die L&sung wird in dieser Form zu;den DC-Trennungen, eingesetzt; “.. 

f. Chroh-zatti~., ‘38 ,(x968) 106-r Ig 



ZUR TRENNUNG UND IDENTIFIKATION DER PREIEN PORPHYRINE 109 

, 

Trennsdulc 

bucker Digitalintegrator Eliians 

----- geplant 

Pumpe Fraktionssammler 

Fig. I. Apparatur eur cxtralctionschromatographischen Auftrennung lcomplexer Porphyringc- 
mischc mit simultaner quantitativer Bestimniung der einzclnen Fralrtionen. 

ExtraRtionschromato,ara$hische Rzcfttrenmbqy rEer freien Por;bhyrine im TBP/HCL- 
System. Die zur Durchftihrung dieser. Untersuchungen Lverwendete, weitgehend auto- 
matisierte Apparatur ist in Fig. I dargestellt BJO. Hauptteil dieser Anordnung’ist die 
eigentliche Trennkolonne (Lange: Lb = IZO cm; Innerer Durchmesser: D, 6 5 mm); 
die zusammen mit der Vorwaschkolonne (Lange : Lus = 15 cm ; Innerer.DurchmessZr : 

D v5 = 15 mm) durch einen~ Ultrathermostaten, (Hersteller: Fa. Gebr.- Haake KG, 
Berlin) auf die gewiinschte Versuchstemperatur T, gehalten wird. Beide S&&m wur- 
den mit dem gleichen Fiillmaterial (Hostaflon’ C 2/TBP) beschickt. Die. Vorwasch- 

sZule hat hierbei die Aufgabe, das, in die Trennsaule eintretende Elutiotismittel mit 
TBP abzusgttigen. Hierdurch konnen Au&aschverluste sowie die meist, sohr stiirende 
Blasenbildung in der eigentlichen Trennkolonne selbst bei s extremen Versuchsbc- 
dingungen (T, = 60”; cncl =’ 3 N) weitgehend ausgeschaltet werd& Die : Elutions- 
liisung wurde tiber eine Proportionierpumpe (Lieferfirma : Technicon ‘GmbH,, Frank- 
furt/Main) sowohl in die~:Vorwaschsaule unter. leichtem Uberdruck!eingedriickt; als 
such von d&r; Trenn&iule bei gleichein Schlauchdurchmesser abgesaugt ;I. Hieidurch 
wird das’ Auftreten eines Druck- bzw. Soggradienten innerhalb ‘der Trennsaule weit- 
g&end ausgeschaltet;’ so dass eine ;bessere Konstanz des Durchflusses, ini Vergleich 
zu der an anderer Stelle beschriebenen Anordnungo erreicht wird.: Die :aus der ,Trenn- 

*I- s&i.& austreteude Elutionslijsung, wird durch ‘eine. Durchflusskiivette (I crnMT 4 D, 
IJ. Hersteller ::Fa. C. Zeiss; Oberkochen)~geleitet, wo kontinuierlich, die:Transmission der ,, 

L+ung’ bei ,jlsern. ‘- 403~nni gem&en, (Zeiss Spektralphotometer /PMQ.IT ,mit.:Mono- 
chromator ,M 4 Q 1X1) .und’ rnit einem -Potentiometerschreiber~ (Servo/Riter II,, Texas 

J; Chromatog., 38.‘(1968) x106-r IC) 
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110 H. MUNDSCHENIC 

Instruments, Houston, U.S.A.) registriert wird. Die einzelnen Fraktionen werden in 
einem zeitgesteuertcn Fraktionssammler aufgefangen ,und kiinnen fur weitere Unter- 
suchungen (Bestimmung der’ Peaklage der Soretbande a*‘; Aufnahme von I.R.- 
Spektren, ~.a.) wieder eingesetzt werdcn. Eine quantitative Bestimmung der in der 
Probe vorliegenden Porphyrinmenge kann iiber eine Auswertung des durch den Po- 
tentiometerschreiber registrierten Transmissions- bzw. Extinktionsverlaufes durch- 
geftihrt werden 10. Von der geplanten Erweiterung der Versuchsanordnung (Fig. I) 
wird eine betrachtliche Reduzierung des derzeit noch erforderlichen Zeitaufwandes 
bei der quantitativen Auswertung erwart&O. 

Zur Isolierung und Auftrennung von im Urin auftretenden Porphyringemischen 
wird wie folgt vorgegangen: Der schwach salzsaure Urin (pH 1-3) wird bei einem 
Volumen von 20-200 ml (je nach Porphyrinkonzentration) mit r-10 g impragniertes 
Filterbodenmaterial (Kieselgel : TBP = 2 : I) versetzt, kurz geschiittelt und an- 
schliessend tiber eine Glasnutsche (Porenweite : G z ; Durchmesser : so-100 mm) :ge- 
saugt. Das Filtrat wird stets noch ein- bis zweimal iiber den gleichen Filterboden 
gegeben. Anschliessend wird mit O.OI-0.1 N NC1 griindlich nachgewaschen. Die durch 
den Filterboden extrahierten Porphyrine werden nun mit 3 x 3 ml 5 N NC1 sukzes- 
sive eluiert, die Liisungen in ein 20 ml Messkdlbchen iiberfiihrt und mit Aqua dest. 
bis zur Marke aufgefiillt. Ein Aliquot hiervon wird, nach Einstellen der Aziditat auf 
eine Saurekonzentration CHol = O.OI-,O.I N mit I N N,aOH, zur Auftrennung .der 
Porphyrine auf der Saule eingesetzt. Hieriu wird die L&sung in den Vorraum der 
Trennsaule, eingeftillt. Bei kleinem Durchfluss (D = IO ml/h) erfolgt hierbei voll- 
standig& Absorption der Porphyrine in ,der .obersten Schicht des Ftillmaterials 
(KDB 2 IOOO (refs; g, IO)), deren Hohe, je nach der vorliegenden Porphyrinmenge, 
I-IO mm betragt. Anschliessend wird mit S-IO ml 0.1 N MC1 nachgewaschen, die 
Vorwaschsaule, die mit dem Elutionsmittel ,(I N HCl) bis zum Ausgang geftillt ist, 
aufgesetzt und die Elution durch Einschalten der. Pumpe, eingeleitet. 

D%irtlzsc~~ichtchromato~ya~k~s~k~ Tren&ng der freiem Por$hyrhe im 2,6-Lzctidinl 
Wasser-System..Die zur Identifikation der einzelnen Porphyrine durchgeftihrten diinn- 
schichtchromatographischen Trennungen. wurden nach einer an anderer Stelle be- 
schriebenen Methodea vorgenommen. Hierzu wurden, bei 120~ fur 2 .h aktivierte 
Kieselgelschichten eingesetzt. Als Fliessmittel wird ein Gemisch von 2,6-Lutidin- 
Wasser (5 : 3) verwendet, das mit Ammoniak (Einstellen von IOO ml konz. Ammo.- 
niaklijsung. in die Trennkammer) gut vorzusat tigen ist . Die Menge: der einzelnen, von 
der Saule eluierten Fraktionen lag zwischen I-sopg. Die Aufarbeitung und Uber; 
fiihrung in kleinste L&ungsvolumina. (20-200 ~1) setzt die Anwendung der ‘in der 
Mikroanalyse tiblichen Techniken voraus (Pipettierungen mit ausgezogenen Teflon- 
spitzen ; Zentrifugieren in speziellen Mikrordhrchen ; etc.). Porphyrinmengen .von ca. 
f ,ug waren ausreichend, urn, die zur Identifikation erforderlichen U,ntersuchungen :, 

(I) DC:Tre,nnung und Bestimmung der Peaklage A, vor der Decarboxyherung,, 
(2) Decarboxylierung, >. : I ,,. ., 

(3) DC-Trennung und Bestimmung der Peaklage il, nach der Decarboxylierung, 
durchftihren ,zu. kbnnen. ,. : . . : ‘; 

‘. i?e+irri@ung de;. J$aklage. A;..’ aer SoreEb@z& der Por$hyriltfraktionen, VOY ,wh 
&ch der..I)ecarboxyZieyzcng. Zur:‘weiteren Charakterisierung der bei der. extraktions: 
chroniatographischen_. \Trennung erhaltenen Porphyrinfraktionen wird ‘eine : Bestim: 
mung, der ,,Peaklage. .der, Soretbande...& vorgenommen (Fig. 2). Hierzu wird der Ab- -. 

J.,C?~romaEog.,'38.(rg68) m+rg 
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das Mikroriihrchen eingefiillt, mit einem Mikrospatel mit dem Ester gut vermischt 
und in einern Achatmiirser anschliessend fein zerrieben. Der Mikropressling w&d mit 
den1 kommerziell erh5ltlichen Presswerkzeug der Fa. Leitz unter standarclisierten 
Bedingungen erhalten (Durchmesser des KBr-Presslings : 2 mm ; Durchmcsser der Al- 
Tr%gerscheibe : 20 mm). Die zur Aufnahme von I.R.-Spektren &forderliche Porphy- 
rinkonzentration lag bei 3-5 ,ug Ester/mg KBr, so dass unter den,genannten Bedin- 
gungen 30-5opg des betr. Esters zur Herstellung eines Presslings benijtigt werden, 
Bei der Prtiparation von KBr-Presslingen mit Porphyrinen in S&ureform trat merk- 
lithe Zersetzung ein, so dass auf eine Registrierung dieser I.R#-Spektren verzichtet 
wurde. 

Bei der Herstellung der Porphyrinester ist sorgfiltig darauf zu achten, dass eine 
IContamination durch Oel- bzw. Fettspuren, die beim Arbeiten mit einer Gasballast- 
pumpe trotz einer grossfl%chigen, auf - 40” abgekiihlten Kiihlfalle stets zu befiirchten 
war, absolut ausgeschaltet wird. Daher wurden nach dem Einengen der salzsauren 
Porphyrinlijsungen die auftretenden Riicksttinde mehrfach mit Benz01 ausgewaschen. 
Freie Porphyrine sincl in Benz01 vallig unllislich, ‘so dass Verluste hierbei nicht zu 
befiirchten sind. 

ERGEBNISSE UND DISICUSSION 

Die extraktionschromatographischc Analyse komplexer Porphyringemische ist 
gegeniiber anderen Verfahren von Vorteil dadurch, dass eine Trennung und Bestim- 
mung der HamprZkursoren. in einem Arbeitsgang erfolgen kannD#lO. Die aus dem Urin 
iibe‘r eine Filterbodenextraktion isolierten Porphyrine kijnnen in freier Form unmit- 
telbar zur Trennung eingesetzt und anschliessend fiir weitere Untersuchungen (~33. : 

Bestimmung ,der Pealclage der Soretbande it,; Aufnahme von I.R.-Spektren; uia.) 
wieder ,verweridet werden. Die hierbei auftretenden Verluste kiinnen, wie friihere 
Untersuchungen fiir Coproporphyrin und Uroporphyrin selbst unter .extremen Ver- 
suchsbedingungen zeigteno, praktisch vernachl%sigt w&-den. Voraussetzung fiir eine 
qu’antitative Auswertting ist jedoch; dass die Versuchsanordnung unter Versuchsbe- 
dingungen mit reinen Bezugssubstanzen geeicht, die spezifische Extinktion bzw; die 
koi-respondierende Extinktionsflgche der einzelnen Porphytine somit bekannt ist. 
Weittirhin ist hervorzuheben, dass mit den1 beschriebenen Verfahren freie Uropor- 
phyrinisomere, die mit anderen Methoden bisher nicht zerlegt werden konnten, auf- 
getrennt und ebenfalls quantitativ bestimmt werden kdnnenl”. 

Ein Beispiel einer solchen ,Auftrennung eines an .anderer Stelle bereits eingehend 
untersuchten komplexen Porphyringemisches (Patient U.)e-lo ist in Fig. 3 darge- 
st’ellt. Wtihretid iiber die Identifikatiori .von F I, ra und z (UP-I, UP-III und ?-III) 
bereits’ ausfiilirlich berichtet tiurdelo, sol1 in derl vorliegenden Arbeit der jeweilige 
Isomerentyp und~D&a~boxylierungsgrad ‘der .Fraktionen F 3-8 .bestimmt werden. 

! :; ., i ./ 

Einordnwg der Por#zyrine annhand der PeakLage & der Soretbande % 

Als zuverl&sigstes Kriterium fiir die Einordnung eon H&npr$kursoren nach 
Anzahl,‘$er Carboxylgrupperi :ti hat sic11 die Peziklage ,der Soretbande ilp erwiesen,. die 
innerhalb ,:eii?er .engen‘ Fehlergrenze ,( s O;I: nni) selbst mit sehr geringen Porphyrin- 
m&gen;(min. 0.2 pg) noch. bestinimt werden :kann. Zu? Identifikation der Porphyrine 
iti derri’ iidrliegenderi Porphyringemisch .wurden die von der Trennsgule kommenden 

,I; Chrom’atog., 38 (1968) 106-119 
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Fralctjonen in cinem zeitgesteuerten Probenwechsler aufgefangen, und die ,Peaklage 
der eluicrten Porphyrine in der beschricbenen :Weise bestimmt. Das Ergebnis einer 
solchen Auswertung ist in Fig. 2 dargestellt (jlp = f(tnr.) : vor Decarboxylierung) . 
Anschliessend wurden die in den Fraktionen urn die Elutionsmaxima herum aufge- 
fangenen Porphyrine decarboxyliert undl die Peaklage der resultierenden Reaktions- 
produkte erneut bestimmt (3rp = f(tul,) : nach Decarboxylierung) . 

Diese Auswertung zeigt ,deutlich die zwischen den Elutionsmaxima xp und der 
Peaklage il, bestehende Abhangigkeit an. Da die Peakfolge bei der extraktions- 
chromatographischen Zerlegung mit der bei der dtinnscl~ichtcl~romatograpl~iscl~en 
Auftrennung erhaltenen tibereinstimmt (Fig. 2 und s), letztere jedoch bei der sehr 
ahnlichen papierchromatograpbischen Trennung mit cl&n rt-Wert in Korrelation ge- 
setzt wirdll2, muss such fiir die vorliegende Aufzeichnung des Elutionsverlaufes eine 

406 

A,, i f (17) : gclunden 

Ap + I(n) : korriglerl 

I I I I 

4 ‘6 6 

Anrahl Carboxylgruppen pro ‘Molekel n 

Fig. 3. AbhKngiglceit clcr l?ealrlage clcr Sorctbanclc jlp von clcr Anzald dcr Carbosylgruppcn 1~ f_Ur 
eine S%urelconzentration von c~.~Cl = I N. Die cmpirisch erllaltenen &,-Werte (& = f(n) : gc- 
fun&m) mussten beztiglich clcr in den Fraktionen enthaltcncn Antcile h&her carboxylicrter Por- 
phyrine korrigiert wcrclcn (A, = f(9z) : lcorrigiert). 

solche Abhtingigkeit zwischen den beiden Parametern 7,, und +z angenommen werden. 
Die fiir die im Elutionsmaximum jeweils erhaltenen Peaklagen ?Q sind in, Ab- 

h&rgigkeit von den angenommenen ,+Werten in Fig. 3 aufgetragen (a,‘= f(s) : ge- 
funden), Da der fiir F 6, die diinnschichtchromatographisch eindeutig als Cl?-I/ 
CP-III-Gemisch identifiziert wurde (Fig:S), gemessene &-Wert (As = 401.80 nm) 
deutlich iiber dem bei reinen CP-Proben erhaltenen (& = 401.30 nm) liegt, musste 
angenommen werden; dass diese Fraktion durch ‘Anteile mit ,htiheren a,-Werten (F .I, 
ra und: 2). kontaminiert ist. Diese Annahme wird gesttitzt durch .den’ in Fig: 2 einge- 
tragenen Verlauf von &. a Die bei ungtinstigem Peak/Talverhaltnis. zwischen den ein- 
zelnen ,.Elutionspeaks stets zu beobachtende ~Erhijhung der ‘ilp-Werte im Vergleich zu 
den in den Elutionsmaxima erhaltenen kann ‘nur so’ gedeutet werden; class ‘die : in 
hohem Uberschuss vorliegenden Fralctionen I:, xa und 2 in ,merklichem Umfange in 
den ,Fraktionen F.3-S auftreten. Eine- Abschatzung der Hiihe der. Kontaminatibn von 
F I, ‘Ia und’ 2 in F 6 iiber eine Bestimmung der Verschiebung der?Peaklage nach 
einem an anderer Stelle beschriebencn Verfahrenl” erg&b ,einen *Antei ,von ccc,: IoO/~. 

J: Chomatog., 38. (xqS3) IOG~IY rp 
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Diesc Uberlagerung ist offenbar darauf zurtickzufiihren, dass die Kapazit~t der Sgule 
iiberschritten und Anteile von F I, ..~a und 2 sukzessive’ in die Elutionsphase iiber- 
gehen. Bei einem giinstigercn Verhaltnis von F 3-S/F I-Z bzw. bei einer vorangehen- 
den Abreicherung von F 1-2 kdnnen Stijrungen dieser ,4rt sicherlich viillig vcrmieden 
werden, Bei der Auftrennung von reinen Cl?-UP-Gemischen konnte bei Mengen von 
1-20 ,ccg eine solche Uberlagerung mit der gleichen Versuchsanordnung nicht’ beob- 
achtet. werden0. Die. in F 3-8 vorliegenden Anteile von F 1-2 liessen sich such diinn- 
schichtchromatographisch nachweisen (Fig. 3). 

Die &-Werte der extral~tionscl~romatograpl~iscl~ erhaltenen Fraktionen muss- 
ten daher unter Zugrundelegung der bei reinen Proben ‘von CP und UP gemessenen 
entsprechend korrigiert werden (Fig. 3, il@ = f(ut) : korrigiert). Die fiir die einzelnen 

TABELLE I 

EXTRAICTIONSCHROMATOGRAPHIE I3Z\V. D~NNSCHICI~TCHRORIATOGRAl’HII3 VON PORPHYRINEN VOR 

UND NACR DECARBOXYLIERUNG 

Zussmmenstellung clcr bei der estralrtionschromato~raphischen bzw. dUnnschichtchro,matogra- 
phischcn Auftrennung fur die verschiedenen Fralrtioncn erhaltenen Elutionszeiten lnr., Xp-Wertc 
sowie die vor (J,,, vD) und nach (&,nD) der Decarboxylierung absorptionsspelrtrophotometrisch 
gemessencn Pealclagen der Soretbande. Die empirisch erhaltenen Werte (&) sind beetiglich der 
Antcile hiiher carbosylierter l?orphyrine lcorrigiert (A” ). 

FI 28.3 0.02 405 690 405.80 sq.OI.50 401.30 8-l’ UP-I 
F ra 23.5 0.02 405.90 405.80 4OI.45 401.30 ss 8-111 UP-III 
I?2 16~0 0.05 404.90 404.70 401.30 4or.30 7 7-111 
F3 

::: 
0.03 406.00 402.30 7 

I? 3a 0.10 405.00 404.70 401.50 401.30 7-I 

F4 
;:t 

0.14 404.00 403.50 401.30 401.30 z G-111 
F5 0.29 403.10 402.40 401.30 4cr.30 5 
I? 5a 3.0 0.34 403. IO 402.40 40r.30 4or.30 5 

5 I,111 

F6 2.6 0.40 401.80 401.30 4or.35 4OI.30 4 4-I cl?-1 
0.43 4-111 cl?-III 

r6 
zi x:0 

0.46 
0.46 

4.03.‘90 403.00 ? 
405.70 402.20 ? 

decarboxylierten l%impr&kursoren bei einer %iurekonzentration von cncr = 1.00 N 

angenommenen bzw. erhaltenen Peaklagen &, sind in Tabelle I zusamn~engestellt . 

Die zwischen der Elutionszeit tar, ,und der Anzahl der Carboxylgruppen ti be- 
stehende Abhgngigkeit ist in Fig. 4 dargestellt. Hieraus geht hervor, dass ,die gtinstig- 
ste Auflosung bei der Auftrennung im Bereich holler tar.-Werte erhalten wird (F I, 
ra und 2). Zwischen F 3-S ist die Peakfolge. bereits so’ dicht, class eine. vollst&ndige 
Auflosung der Einzelpeaks nicht mehr erreicht wird. Durch sinnvolle Anpassung der 
Versuchsbedingungen (Erniedrigung der SZurekonzentration .der Elutionslijsung : 

CHCl =, I + :o.s JY) kann eine Verbesserung der Aufldsung in diesem Bereich erzielt 
werden. Die fur die beiden Uroporphyrinisomere’I und III hierbei resultierenden 
Elutionszeiten tnr, werden in ,diesem Falle allerdings sehr gross. : 

. 

Erm&bg des Isome~ertty$s van HtirqMikursoren. dwch ~berftikru~g ifi die entsfwechea-, 
den. Co~ro;borphyrinisomere ‘, . , : 

., .‘.., ,Die derzeit .,wohl zuverlassigste &&lode zur, Identifikation der Porphyrine be- 

J. CJ~rounnlog~, ,38,(1968) x06-119 
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Elutionszeit t&,, C hl 

Fig. 4. Auftragung der zwischen der Elutionseeit 1~1. und Anzahl der Carboxylgruppen n be- 
stehcnclen AblGingiglteit bei clcr extraktionschromatographischcn Auftrennung cler Porphyrine 
untcr den ‘angegebenen Versuchsbedingungen (Fig. 2). 

ziiglich des Isornerentyps besteht in ,der ~berfiihrung in die entsprecbdnden Copro- 
porphyrinisomere durcb Decarbosylierung. Dicse, konnefi diinnscl~icbtchrbi~atograT _ . .__ ._..._ _ _.,. 
phisch im 2,6-Lutidin/Wasser-Systenla aufgetrennt und auhancl der Rp-W&e’ ein- 
deutig identifiziert tierden, 

HieTzu werden die urn d&s jeweilige’ Elutionsnlaxinltni~ aufgefangenen Frak- 
tionen der einzelnen Peaks vor.und nacb der Decarboxylierung dtinnscl~icbtchrornato- 
graphiscb aufgetrennt . Das Ergebnis dieser Untersuchungen ist in den, Fig, 5 und 6 
dargestellt . 

W&rend die Fraktionen F I, ~a, 2, 3a, 4, 5/5a uud 6 tiber die pugehijrigen 
RF- bzw. Ap-Werte vor und nacb Decarboxylierung identifiziert werden konnten, war 

Vor Occorboxyliorung 

Fig. 5. Dtinnschicl~Ccl~romatographiscl~e Auftrennung clcr estraktionschromatographisch erhal- 
tencn Fraktionen I? 1-8 im o,,d-lutidin/ Wasscr-System auf aktivierten I<ieselgelschichten, vor 
cler ,Decarboxylierung.’ Die ‘Punl~tclichte wiclerspiegelt ann~hernd’ die relative Porphyrinkon&n- 
tratibn ‘der einzelnen Fleclten. R ist das eugeh6rigq aus clem Urin’von Patient U. isdlierte kom- 
plese Porphyringemisch (Fig. 2, Lit. 8). : :.; _’ 

J. Clwomatog.; .38 ,(rc)GS) 106l: rg 
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die Zuordnung von F 3, 7 und 8 bzw. f IO beziiglich des vorliegenden Isomerentyps 
und Einordnung in die homologe Reihe der. Htimpraikursoren nicht moglich. Die 
Grtinde hierftir liegen vor allem darin, dass die Pealclagen & der decarboxylierten 
Reaktionsprodukte deutlicb von den fiir reine Coproporphyrinisomere erwarteten 
(A, = 401.30 nm) abwichen (Tabelle I). So wurde fiir die Peaklage von F 3, das nach 
der Decarbosylierung in CP-I-Position auftritt, ein Wert von ilz, = 402.30 nm er- 
halten (F 7 : Ap = 403.00; F 8: Ap = 402.20 nm), wodurch die Identitat ‘rxit einem 
der Coproporphyrinisomere, die nach der Decarboxylierung an dieser Stelle’erwartet 
werden, ausgeschlossen werden kann. Der Rp-Wert akin lcann ftir die Identitat eines 
H%npr~l~ursors nicht als ausreichendes Kriterium anerlcannt ,werden. 

Bei der Iclentifil~ation von F 3a wird angenommen, dass diese Fraktion durch 
Anteile von F 4 bzw. I, ~a oder 2 leicht kontaminiert ist, wodurch das Auftreten der 
Fraktion f g (Fig. 6) erklarlich wird. Die iibrigen Kenndaten (il,-Wert vor und nach 
Decarboxylierung; RF-Wert vor Decarbosylierung) sprechen fiir das Vorliegen eines 
7-I-Porphyrins. Die Uberlagerung der beiden Fraktionen von F 5 und 5a war so 
ausgeprtigt, dass aus den’ Rp-Werten die Zuordnung dcs Isomerentyps nicht vorge- 
nommen werden konnte. Die Einordnung der beiden Fraktionen als Pentacarboxyl- 
porphyrine dagegen unterliegt keinem Zweifel. 

Bemerlcenswert ist weiterhin die Beobachtung, class bei sgmtlichen Fraktionen 
F, 1-8 ‘nach ‘de? Decarbokylierung bei der dtinnschicl~tchron~atographiscl~en ‘Auftren- 
nung eine Komponente ‘f IO in CP-II-Position16 auftritt, die offensichtlich mit dem 
bei F 7 und 8 auftretenden Hauptbestandteil ,i,dentisch ist. Im ursprtinglichen Por- 
phyringemisch ‘(Ri ‘Fig. 5 und 6; ‘Fig. ‘2, Lit. 8) kann diese Fraktion nicht oder nur in 
geringer Konzentration n’achgewiesdn werden. Es wird daher vermutet, dass in dem 
untersuchten Porphyringemisch (Patient U.) neben den der Isomerenreihen I und III 
angehdrenden Hamprtikursoren noch Porphyrinderivate auftreten, bei denen durch 
Substituentenaustausch (z.B. Methyl- gegen Athylrest u.2.) die beobachtete Ver- 

,,, 

1-1 “O 
Nach DecorboryliRrung 

Fig. G. Dtinnschichtchromatographische. Auftrennung clcr extralctionschromatograp’hisch er- 
halt&en’, Praktionen F 1-8 im z;G-Lutidin/Wasser-System auf’ aktivierten Kieselgelschichten, 
nach der: Decarboxylierung. Die Punktdichte widerspicgelt annghernd die relative Porphyrin- 
konzentration dcr cinzelnen Flecken. R.ist das eugel@rige, aus dem.Urin von Patient U. isoliertc 
lcdmpldxe Por$hyringemisch (Fig. a, Lit. 8). ,’ 

J; ‘Cltro%ztog., .38 (IgG8) 106-r 19 



.I 

ZUR TRENNUNG .UND IDENTfFII<ATION DER FREIEN PORPHYRINE 117 

100 

00 

60 

40 

0 

100 

60 

60 

40 

20 

0 

m 100 

c 
00 

f- 
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Fig. 7. Zusammcnstcllung clcr I.R.-Spelrtren der in Esterform vorliegenden Porphyrine von 
UP-l’, UP-III, Cl?-I, Cl?-III bzw. F I, ~a, z uncl f 8, s) (= 17 6). Die Spcktren wurden niit IiBr-: 
Mikropresslingen bei ciner Porphyrinkonzentrstion von 3-5 r(~g Ester/mg KBr mit einem I.R.- 
Spcktrographen ,cler Fa. E. Leitz,‘Wetzlar, aufgenommen. : 8 :/ : .’ ,’ 
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schicbung der Peaklage der Soretbande jzp verursacht wird. Aus dem Auftreten ver- 
schiedener RF-Werte bei den decarboxylierten Fraktionen von F 3 und 8 (Fig, 6) bei 
gleicbem &-Wert muss geschlossen werden, dass such die substituierten Porpbyrin- 
derivate verschiedenen Isomerenreihen angehijren (I und III?). Hierbei scheint der 
Anteil mit dem grosseren Xp-Wert (III?) zu tiberwiegen (f IO). Da samtliche Frak- 
tionen F I-S nach der Decarboxylierung bei der diinnschichtchromatographischen 
Auftrennung neben den1 jeweiligen Hauptbestandteil einen Anteil f IO lieferten, folgt, 
dass diese Porphyrinderivate ebenfalls in den bei den normalen Porphyrinen auf- 
tretenden, durch den Grad der Decarboxylierung gekennzeichneten Zwischenstufen 
in dem urspriinglichen Porphyringemisch vorliegen. Zur naheren Charakterisierung 
dieser Verbindungen sind jedoch weitere Untersuchungen erforderlich. Das Vorliegen 
der den Isomerenreihen II und IV angeherenden Porphyrine kann aus den bereits 
angedeuteten Griinden ausgeschlossen werden. 

Infrarots~ektrosko~ische Identi$kation einiger Poqbhyrirte wzd deren Isonzere 
Zur weiteren Charakterisierung der aus dem Urin von Patient U. isolierten 

Fraktionen (F I, ra, 2 und f 8, .g) wurden die Infrarotspektren der entsprechenden 
Ester aufgenommen. Diese wurden den bei reinen Bezugssubstanzen (CP-I, III und 
UP-I, III) erhaltenen gegentibergestellt. Eine Auswahl der bei diesen Untersuchungen 
erhaltenen Spektren ist in Fig. 7 zusammengestellt. Hieraus geht hervor, dass die 
I.R.-Spektren der Fraktionen von F I, ra mit den der reinen Bezugssubstanzen UP-I 
und UP-III iibereinstimmen. Die zwischen den I.R.-Spektren von UP-I und UP-III 
auftretenden geringfiigigen Unterschiede reichen nicht aus, urn die Isomere anhancl 
ihrer I.,R.-Spektren identifizieren zu kdnnen. Gleichfalls besteht weitgehende Uber- 
einstimmung der Spektren von F z und F ra (UP-III). 

Demgegeniiber weisen die I.R.-Spektren von CP-I und CP;III bzw. f 8 und g 
deutlichere Unterschiede auf, die zur Kennzeichnung des Isomerentyps beim Vor- 
liegen reiner Substanzen ausreichen sollten. Eine quantitative Isomerenanalyse ,auf- 
grund dieser Verschiedenheiten der I,R.-Spektren, wie an anderer Stelle vorgeschla- 
genla, erscheint jedoch kaum mtiglich. 

Zusammenfassend lasst, sich feststellen, dass unter den beschriebenen Bedin- 
gungen die I.R.-Analyse von Porphyrinester dadurch eingeschrankt wird, dass : 

(I) Zur Herstellung der KBr-Mikropresslinge noch relativ grosse Porphyrin- 
mengen bendtigt werden (min. 30 pg) ; 

(2) bei der Praparation der Ester extreme Sorgfalt erforderlich ist ; 
(3) dass die in KBr als Matrix auftretenden 

kaum ausreichend sind, urn Isomerengemische 
Spektren quantitativ zerlegen zu kdnnen. 

DANK 
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' Zur Analyse komplexer Porphyringemische wird. eine Kombination verschie- 
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dener Untersuchungsmethoden empfohlen, die eine Identifilcation der ,einzelnen 
H&llprtikursoren durchzuftihren gestattet. Die bei der extralctionscl~ron~atographi- 
schen Auftrennung. erhaltenen Fralctionen kiinnen beziiglich des Decarboxylierungs- 
grades tiber eine Bestiminung der Pealclage der Soretbande a,, die bereits mit Mengen 
von min. 0.2 ,ug durchgeftihrt werden kann, eingeordnet #werden.’ Zur Ermittlung des 
Isomerentyps werden die Porphyrine in die entsprechenden Coproporphyrinisomere 
durch Decarboxylierung iiberfiihrt, die diinnschichtchron~atograpl~iscl~ im 2,6-Luti- 
din/Wasser-System identifiziert werden. 

Mit den beschriebenen Verfahren (Extral~tionschromatographische Auftren- 
nung der Porphyrine im Verteilungssystem Tri-rt-butylphosphat/I N Sal&iure; 
Diinnscl~icl~tcl~romatographische Trennung der Porphyrine im 2,6-Lutidin/Wasser- 
System ; Absorptionsspektrophotometrische Ermittlung der Peaklage der Soretbande 
a,) konnten in einem aus dem Urin eines Patienten (Patient U.) isolierten Porphyrin- 
gemisch alle die zwischen Uroporphyrin und Coproporphyrin auftretenden Real<- 
tionsstufen der beiden Isomerenreihen I und III, mit Ausnahme des 6-I-Porphyrins, 
nachgewiesen und z.T. quantitativ bestimmt werden. Dariiber hinaus wurden zahl- 
reiche Fralctionen unbekannter Porphyrine aufgefunclen, die sich nicht in die normale 
H5msynthesekette einordnen liessen. Es wird angenommeri, dass ‘es sich hierbei mu 
substituierte Porphyrinderivate der Isomerenreiheri I und III handelt. Die A,ufl&i: 
rung der Struktur dieser Verbindungen, insbesondere die Ermittlung der angenom- 
menen Substituenten, muss weiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben. Fur das 
Auftreten von Porphyrinen der Isomerenreihen II und IV clagegen ergaben sic11 
lceinerlei Anhaltspunkte. 
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