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ZUR TRENNUNG UND IDEN PII’IIxATION DER FREIEN PORPHYRINE
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I—I MUNDSCHENK
. Medizinische Klinik und Poliklinik dev [ohannes Gutenberg- Universitit, Afawzz (Deutschland)

(Eingegangen am I.Juh 1968)

SUMMARY

Separation and identification of free porphyrins and tlzezr tsomers
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 # by determining the peak position of the Soret band (4, using the correlation
between # and Ap. The isomeric structure of the porphyrins can be established by
thin-layer chromatography with 2z,6-lutidine/water of the correspondmg copro-
porphyrin derivatives obtained by decarboxylation.

Using the methods described, nearly all porphyrin compounds in the reaction
chain from uroporphyrin to coproporphyrin of the isomeric series I and III could be
identified in a porphyrm 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 chromatographlc separations which could not be related to
the porphyrins of the isomeric types I and III normally found in porphyrin samples
isolated from urine. This was proved by the fact that the A, values of the single
fractions did not agree with the e\pected values. Therefore, it was assumed that these
compounds, belonging to the isomeric series I and III, 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 evxdence that’ por phyrms of the isomeric types IT and IV occur
in the pmphyrm nnxture studled : -

EINLEITUNG

Die Biosynthese des dem Him. vbrausgehenden Protoporphyrins verlduft, von
Bernsteinsiure und’ Glycin ausgehend tiber zahlreiche Reaktionsstufén, die, durch
ein komplexes enzymatisches System gesteuert ‘miteinander in einem stationiren
Gleichgewicht stehen. Abweichungen von dem in Normalfillen zu beobachtenden
I-Iamprakursorenmuster erlauben oft wertvolle Riickschliisse auf die in dem jeweiligen
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ZUR TRENNUNG UND IDENTIFIKATION DER FREIEN PORPHYRINE 107

Falle vorliegende Héamsynthesestérung. Besondere Beachtung bei. klinischen Be-
trachtungen erlangte die Bestimmung der auf natiirlichem Wege ausgeschiedenen
dominierenden Porphyrine, Uroporphyrin und Coproporphyrin, wihrend die partiell
decarboxylierten Zwischenglieder (Hepta-,  Hexa- und. Pentacarboxylpor phyrme)
hierbei, von Ausnahmen abgesehen, bisher keine Rolle spielten.

Die analytische Erfassung dieser Glieder der Porphyrinkette kann mit den der-
zeit bekannten papierchromatographischenl2, siulenchromatographischens, ‘hoch-
spannungselektrophoretischen? und dunnschlchtchromatograplnschen5"'7 Verfahren
durchgefiihrt werden, die das durch die variierende Anzahl der Carboxylgruppen der
Porphyrinmolekel bestimmte abgestufte Verhalten zur. Auftrennung ausnutzen. Eine
entscheidende Einschrinkung in der Anwendung erfahren diese Methoden dadurch,
dass lediglich Gemische von Porphyrinen des gleichen Isomerentyps analysiert werden
kénnen. Treten dagegen, wie in pathologischen Fillen fast stets zu beobachten, Por-
phyrme der verschiedenen Isomerenreihen, vorwiegend vom Typ I und III, auf, so
ist eine eindeutige Zuordnung nicht mehr méglich. Zu ihrer Identifikation miissen
daher weitergehende Untersuchungen durchgefiihrt werden, die eine Bestlmmung des
Isomerentyps.der einzelnen Porphyrine gestatten. : : :

In der vorliegenden Untersuchung wird tiiber eine Zerlegung eines aus dem Urin
einer ‘hyporegenerativen Animie (Patient U.) isolierten ausserordentlich . lxomplexen
Porphyringemisches berichtet, wobei zur Identifilkation der euuelnen Fraktionen dle
folgenden Untersuchungen herangezogen wurden: =

(1) -Extraktionschromatographische. Auftrennung der fre1en Porphyrme und
Identifikation der em&elnen F raktmnen uber eine Bestimmung der Peaklage 4, der
Soretbande. '

. (2) Dunnsch1chtchromatographlsche l‘rennung der extl al‘.tlonschromatogm-
phisch erhaltenen Fraktionen, vor und nach der Decarboxylierung. :

(3) .Versuche zur Identifikation einzelner Porphyrine iiber. deren I. R -Spektren

Uber weitere analytlsche Aspekte bei der Auftrennung des gleichen Por phyr1n~
gemlsches wurde bereits ausfiihrlich an anderer Stelle berichtet8-10, -

EXPERIMENTELLER TEIL

M aterml
Uroporplzwm-l ( UP-I ). Uroporphyrm I wurde als Oktamethylester von den

Koch-Light. Laboratories; Colnbrook, England, bezogen. Nach dem Verseifen in 5 N
HC1 wurde der Himprakursor diinnschichtchromatographisch im z, 6- Lutldm/Was—
ser-System® gereinigt, mit 1 IV HCI eluiert und anschliessend aus- schwach salzsaurer
Lésung (cmci = 0.01-0.I V) mit. Trl-n-butylphosphat (TBP) e).tralnert :Hieraus
“ wurde:UP-1 mit 5 N -HCI riickextrahiert. Die in der wissrigen: Phase. verblelbenden
geringfiigigen TBP-Reste wurden durch mehrmaliges, sukzessives Auswaschen ‘mit
Benzol p.A. (5 X 5 ml) vollstanchg entfernt. Verluste an UP-I sind unter dlesen Be-
dingungen mcht zu. beftirchten. Die zu den. einzelnen Untersuchungen elngeseute
-salzsaure. Stammlosung enthielt. den Hamprakursor in. einer: Konzentratlon von
. T00 ug/ml 5:N.HCI1. Alle Plpettlerungen wurden mit einer Aglaspnue vorgenommen
. die. bei; quantltatlvem Arbeiten. ein. genaues Dosieren. gestattet. Die: eingesetzte
Stammloésung - zeigte, - im Kuhlschrank bei 47, aufbewahrt selbst .im Verlauf von
mehreren Wochen kemerlel Zersetzung ~ T e
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108 H. MUNDSCHENK

Uroporphyrin-III (UP-I1I). Dieses Uroporphyrinisomer wurde ebenfalls in
Esterform von den Koch-Light Laboratories, Colnbrook, England, bezogen (“Ex
turaco feathers’’). Die Reinigung und Aufarbeitung erfolgte wie vorangehend fiir
UP-I beschrieben. Die salzsaure Stammldsung enthielt das Porphyrin in einer-Kon-
zentration von 100 ug/ml 5 N HCI

Coproporphyrm-I (CP-I). Zur Herstellung von CP-1 wurde UP I nach der
Methode von EDMONDSON UND SCHWARTZY decarboxyliert. Die Aufarbeitung wurde,
wie nachstehend unter Methoden beschrieben, vorgenommen. Die CP-I-L&sungen
wurden mit einer Konzentration von 20-50 ,ug/ml 5 N HCl1 (je nach Praparatmn) zu
den Untersuchungen eingesetzt. '

Coproporphyrin-I11 (CP-II1I). CP-II1 wurde, analog wie CP-I, aus UP III
durch Decarboxyherung11 erhalten. Die Aufarbeitung und Herstellung der Stamm-
1osung wurde wie bei CP-Ivorgenommen.

Benzol p.A. Handelsubhches Produkt (Hersteller: Fa. E. Merck, Darmstadt
Kat.-Nr. 1783).

Tri-n-butylphosphat (T BP). TBP wurde durch den Handel bezogen (I—Iersteller
Fa. E. Merck, Darmstadt; Kat. -Nr 8354) und ohne zusatahche Pelmgung zu den

. Untersuchungen eingesetzt.

Polytrifluwormonochlorithylen (Hostaflon C 2). Zur Aufnahme des Extraktions-
mittels' TBP wurde Hostaflon C 2 (Hersteller: Farbwerke Hoéchst AG, Frankfurt/
Main) verwendet. Hierzu wurde die bei Aufarbeitung des in Pulverform vorliegenden
Produktes erhaltene Siebfraktion mit einer Korngrésse von 50-100 u eingeset&t Bei
der Imprignierung wurde TBP tlopfenwelse unter intensivem Riihren in einem Ge-
W1chtsverhaltms von Hostaflon C 2 : TBP = 2 : 1 zugegeben.

Salzsdure p.A. Zur Elution wurden aus Titrisolkonzentraten (Hersteller Fa.
E. MEI‘CI\, Darmstadt; Kat. =Nr. g970/0o001) angesetzte Lésungen von 1 N HC1 ver-
wendet, die in heissem Zustand mit TBP bis zur Sittigung geschiittelt wurden. Die
Elutionslgsung wurde vor jedem Versuch zur Entgasung fiir ca. 30 min ausgekocht.

Methoden
Decarboxylierung der Porphyrine. Zur Identifikation der extraktionschromato-

graphisch erhaltenen Fraktionen beziiglich des Isomerentyps werden diese durch
Deca1bomyherung in die entsprechenden Coproporphyrinderivate iiberfiihrt. Diese
werden, zusammen mit den reinen Bezugssubstanzen CP-I und CP-111, diinnschicht-
chroma.tograplusch im 2,6- Lutldln/Wasser-System“ entw1c]\e1t und anhancl der Pp-

Werte identifiziert.

" Hierzu werden, nach der Methode von ]:DMONDSON UND SCI—IWARTAH 3ml der
salzsauren Porphyrmlosung (cao1 = 0.3 N) in Duranglasrohrchen (Lange: 150 mm;
Innerer Durchmesser: 10 mm; Wandstdrke : 1 mm) bei einem Druck von » = 1 Torr
(Gasballastpumpe) eingeschmolzen und bei 200° fiir 4 h im Trockenschrank decar-
boxyliert. Die ‘entstandenen Reaktionsprodukte werden anschhessend nach Einstel-
len der Losung auf eine Sdurekonzentration von ¢mc1 = 0.01-0.1 N mit 1 N NaOH;
'mit 1 ml TBP extrahiert. Hieraus erfolgt Riickextraktion mit o.r~0.2 ml 5 N -HCl.
Die- orgamsche Phase wird darauthin in'5 ml Benzol aufgenommen, und, nach-dem
Zentnfuglel en, abpipettiert. Die wissrige Phase wird anschliessend nochmals sukzes-
sive mit’4' x 5 ml Benzol ausgewaschen, um anhafteride TBP-Reste Vollstanchg zu
entfernen Die Lésung wird in dieser Form zu'den DC-Trennungen eingesetzt: "
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Quarzwolle

. T @& .
Vorwaschstiule 15em’ ([l - 1F C2/TBP

v 1 |&
Tremnsdule 120cm HF C2/TBP

In

T W e s

Schreiber TEWandier verstdrker Spektrulphotometer Thermostat

[‘.II}—{:E“ T%E%Fﬁ%

Drucker Dng |talnntegrator Elians Pumpe Fraktionssammler

----- geplant

Fig. 1. Apparatur zur emtra.ktlonschlomatographlschen Auftrennung komplexer Porphynngc-
mische mit simultaner quantltatwer Bestimmung der einzelnen Fraktionen. .

‘ Extmktionschromatagmphz’scke Auftrenmmg der freien Porphyrine im T BP|HCI-
System. Die zur Durchfiihrung dieser Untersuchungen verwendete; weitgehend auto-
matisierte Apparatur ist in Fig. 1 dargestellt?,1°9, Hauptteil dieser Anordnung ist die
eigentliche Trennkolonne (Linge: L; = 120 cm ; Innerer Durchmesser: Ds = 5 mm),
die zusammen mit der Vorwaschkolonne (Linge: Lys = 15 cm; Innerer- Durchmesser:
Dys = 15 mm) durch einen Ultrathermostaten (Hersteller: Fa. Gebr. Haake KG,
Berlin) auf die gewiinschte Versuchstemperatur 7's; gehalten wird. Beide Sédulen wur-
den mit dem gleichen Fiillmaterial (Hostaflon' C 2/TBP) beschickt. Die Vorwasch-
séiule hat hierbei die Aufgabe, das in die Trennsiule eintretende Elutionsmittel mit
TBP abzusattlgen Hierdurch kénnen Auswaschverluste sowie die meist sehr stérende

' Blasenbildung in der eigentlichen Treninkolonne selbst bei extremen ‘Versuchsbe-
dingungen (7 = 60°; cac1 = 3 V) weitgehend ausgeschaltet werden. Die Elutions-
16sung wurde tiber eine Proportionierpumpe (Lieferfirma: Technicon GmbH, Frank-
furt/Main) sowohl in die Vorwaschsiule unter: leichtem' Uberdruck eingedriickt, als
auch von der: Trennsédule bei gleichem Schlauchdurchmesser abgesaugt.: Hierdurch
wird das Auftreten eines Druck- bzw. Soggradienten innerhalb der Trennsidule weit-
gehend ausgeschaltet, so dass eine bessere Konstanz des Durchflusses im Vergleich
zu der an anderer Stelle beschriebenen Anordnung?® erreicht wird. Die:aus der Trenn- -

- sdule austretende Elutionslésung wird durch eine Durchflusskiivette (I cm MT 4D,

. Hersteller: Fa. C. Zeiss, Oberkochen) geleitet, wo kontinuierlich die Transmission der
Lésung bei‘Agem. == 403 nm gemessen (Zeiss: Spektralphotometer PMQ I mit Mono-

chromator M 4 Q III) und mit einem Potentlometerschrelber (Servo/ther 11, Texas .
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110 H. MUNDSCHENK

Instruments, Houston, U.S.A.) registriert wird. Die einzelnen Fralktionen werden in
einem zeitgesteuerten Fraktionssammler aufgefangen und kénnen fiir weitere Unter-
suchungen (Bestimmung der Peaklage der Soretbande Ap; Aufnahme von I.R.-
Spektren, u.a.) wieder eingesetzt werden. Eine quantitative Bestimmung der in der
Probe vorliegenden Porphyrinmenge kann iiber eine Auswertung des durch den Po-
tentiometerschreiber registrierten Transmissions- bzw. Extinktionsverlaufes durch-
gefilhrt werdenl® Von der geplanten Erweiterung der Versuchsanordnung (Fig. 1)
wird eine betrichtliche Reduzierung des derzeit noch erforderlichen Zeitaufwandes
bei der quantitativen Auswertung erwartet1?, -

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 imprégniertes
Filterbodenmaterial (Kieselgel: TBP = 2 : 1) versetzt, kurz geschiittelt und an-
schliessend iiber eine Glasnutsche (Porenweite: G 2; Durchmesser: 50-I00 mm). ge-
saugt. Das Filtrat wird stets noch ein- bis zweimal iiber den gleichen Filterboden
gegeben. Anschliessend wird mit 0.01-0.1 N HCI griindlich nachgewaschen. Die durch
den Filterboden extrahierten Porphyrme werden nun mit 3 X 3 ml 5 V HCI sukzes-
sive eluiert, die Lésungen in ein zo ml Messkélbchen {iberfiithrt und mit Aqua dest.
bis zur Marke aufgefiillt. Ein Aliquot hiervon wird, nach Einstellen der Aziditit auf
eine Siurekonzentration cme; = 0.01-0.1 N' mit 1 N NaOH, zur Auftrennung der
Porphyrine auf der Siule eingesetzt. Hierzu wird die Lésung in den Vorraum der
Trennsidule eingefiillt. Bei kleinem Durchfluss (D = 1o ml/h) erfolgt hierbei voll-
stindige - Absorption . der Porphyrine in der obersten Schicht des Fiillmaterials
(Kpp = 1000 (refs: 9, 10)), deren ‘Héhe, je nach der vorliegenden Porphyrinmenge,
I—-I0 mm betridgt. Anschliessend wird mit 5—-10 ml o.r N HCI nachgewaschen, die
Vorwaschsdule, die mit dem Elutionsmittel (r V. HCI) bis zum Ausgang gefiillt ist,
aufgesetzt und die Elution durch Emschalten der Pumpe eingeleitet.

; Dwmschzcktchromatagmpkzsche Trennung der frecen Porphyrine im 2 6-Lutzdm/ ‘
Wasser-System Die zur Identifikation der einzelnen Porphyrine durchgefuhrtenvdunn-
schichtchromatographischen Trennungen. wurden nach einer an anderer Stelle be-
schriebenen Methode® vorgenommen. Hierzu wurden bei 120° fiir 2'h aktivierte
Kieselgelschichten eingesetzt. Als Fliessmittel wird ein Gemisch von 2,6-Lutidin—
Wasser (5 : 3) verwendet, das mit Ammoniak (Einstellen von 100 m! konz. Ammo-
niaklésung in die Trennkammer) gut vorzusittigen ist. Die Menge:der einzelnen, von
der Siule eluierten Fraktionen lag zwischen 1-50 ug. Die Aufarbeitung und Uber-
fithrung in kleinste Lésungsvolumina. (20200 ul) setzt die Anwendung der.in der
Mikroanalyse iiblichen Techniken voraus (Pipettierungen mit ausgezogenen Teflon-
spitzen; Zentrifugieren in: speziellen Mikroréhrchen; etc.). Porphyrinmengen von. ca.
I ug waren ausreichend, um die zur Ident1ﬁkat10n erforderlichen Untersuchungen

. (1) DC-Trennung und- Bestlmmung der Peaklage }.p vor der Decarboxyherung,

- (2) Decarboxyherung,_, P

~ (3): DC-Trennung und Bestlmmung der Peaklage lp nach der Decarboxyherung, ,
durchfuhren zu.kénnen. ,. . . . '

Bestzmmung der. Peaklage Ap der Soretbamie der Porphyrmfmktzonen, vor umi
_mzck der. Decarboxylierung. Zur weiteren Charakterisierung der bei der. extraktions-
chromatographischen, Trennung erhaltenen Porphyrinfraktionen wird eine:Bestim-
mung der: Peaklage der: Soretbande, Ap vorgenommen (Fig. 2). Hierzu wird der Ab-

jf, Chromatog., 38, (19’68.)‘ 106_—1 19
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: ;‘ F:g Elutlonschromatogra.mm des aus dem Urm von Patlent . Jsoherten Porphyrmgemxsches.j".,’

',a.ufgenommen mit- der - beschriebenen Apparatur (Fig..1). Versuchsbedmgungen Saulentempe- ' :

ratur: Ty = 20°; Saulenlange 'Ls = 120Ccm; " Durchfluss: D = 20 ml/h,, Saurekonzentration:
cgel = I N; Messwellenlﬁnge /'lgem, =403 nm. Die Peaklage Ap der’in:den verscluedenen “Frals-~.
:txonen a.ufgefa.ngenen Porphyrine wurde vor (Ap =. f(¢m1.) 2 vor. Decarboxylierung) ‘und :nach
(Ap .= f(¢p1.): nach Decarboxylierung) ‘der Uberfﬁhrung in: d1e entsprechenden Coproporphyrm-
‘denvate durch Decarboxyherung bestxmmt Ll Tt e e

.

sorptlonsverlauf der sal.&sauren Porphyrmlosung (ch I N) 1m Berelch,vonr 380 ;
450 nm bei klemer Spaltbrelte gemessen Durch: graphlsche leferentlatxon der: Soret-_fi
bande: im Berelch von:390-410 nm-(refs.. 6,12, ‘13): wird. Ap. mit: hoher Genaulgkel‘ ol
'erhalten Zur Durchfuhrung der Bestlmmung werden dank der hohen Empﬁndhch__ -
keit . des Porphyrmnachwelses Mengen von' min. 0. 2 Mg (1 benotlgt um 4y auf
- .0.Inm genau: bestimmen zu: kénnen: (5 cm-Mlkrokuvette ‘MT 45 Hersteller Fa.
'C./ Zeiss, Oberkochen) Auf die Emhaltung der Salzsaurekonzentlatmn (c S N )"':.’
'1st h1erbe1 streng zu achten?. = - . : S
‘ Aufnakme der I.R.-Spektren ezmger Pargbhyrmfmktwnen m E sterform ',D1e I.R =
’«Spektren der ‘in: Esterform _vorliegenden- Porphyrme JUP-I, UP-III 'CP-1,: CP-III
‘F1,1a,2 und £8 9 (Flg 2,5) wurden mit einem I.R. -Spektrographen der Fa. E: Leitz; i
iWetalar (Modell 1I1 G, mit Gitter III). ‘aufgenommen: Die Substanzen ‘wurde
‘VKBr-Mlls.ropresshngen dle nach emer standardlsmrten Vorschnft hergestellt wurden;
funtersucht SREREA DL L s o

. "Zur Praparatlon der Ester wurde d1e salasaure Losung der Porphyrine:im Fein-
;_valxuum bis fast zur Trockene emgeengt mehrfach mit- Benzol ausgewaschen und an-
schhessend in's ml Methanol/Konz Schwefelsaure (19"21) aufgenomr’n'e .Nach z4-stun,. o
:chgem Stehenlassen be1 Raumtemperatur wurde d1e vLosung in ein _‘au'f o ofgekuhltes
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das Mikrordhrchen eingefiillt, mit einem Mikrospatel mit dem Ester gut vermischt
und in einem Achatmorser anschliessend fein zerrieben. Der Mikropressling wird mit
dem kommerziell erhidltlichen Presswerkzeug der Fa. Leitz unter standardisierten
Bedingungen erhalten (Durchmesser des KBr-Presslings: 2 mm ; Durchmesser der Al-
Trégerscheibe: 20 mm). Die zur Aufnahme von I.R.-Spektren erforderliche Porphy-
rinkonzentration lag bei 3—5 ug Ester/mg KBr, so dass unter den: genannten Bedin-
gungen 30-50 ug des betr. Esters zur Herstellung eines Presslmgs benétigt werden.
Bei der Praparatxon von KBr-Presslingen mit Porphyrinen in Sdureform trat merk-
liche Zersetzung ein, so dass auf eine Registrierung d1eser I.R.-Spektren verzichtet
wurde.

Bei der Herstellung der Porphyrinester ist sorgfiltig darauf zu achten, dass eine
Kontamination durch Oel- bzw. Fettspuren, die beim Arbeiten mit einer Gasballast-
pumpe trotz einer grossflichigen, auf — 40° abgekiihlten Kiihlfalle stets zu befiirchten
war, absolut ausgeschaltet wird. Daher wurden nach dem Einengen der salzsauren
Porphyrinlésungen die auftretenden Riickstinde mehrfach mit Benzol ausgewaschen.
Freie Porphyrine sind in Benzol véllig unléslich, so dass Verluste hierbei nicht zu

befiirchten sind.
ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Die extraktionschromatographische Analyse komplexer Porphyringemische ist
gegeniiber anderen Verfahren von Vorteil dadurch, dass eine Trennung und Bestim-
mung der Himprikursoren in einem Arbeitsgang erfolgen kann®:19. Die aus dem Urin
tiber eine Filterbodenextraktion isolierten Porphyrine kénnen in freier Form unmit-
telbar zur Trennung eingesetzt und anschliessend fiir weitere Untersuchungen (z.B.:
Bestimmung der Peaklage der Soretbande 4p; Aufnahme von I.R.-Spektren; u.a.)
wieder verwendet werden. Die hierbei auftretenden Verluste kénnen, wie friihere
Untersuchungen fiir Coproporphyrin und Uroporphyrin selbst unter extremen Ver-
suchsbedingungen zeigten®, praktisch vernachldssigt werden. Voraussetzung fiir eine
quantitative Auswertung ist jedoch, dass die Versuchsanordnung unter Versuchsbe-
dingungen mit reinen Bezugssubstanzen geeicht, die spezifische Extinktion bzw. die
korrespondierende - Extinktionsfliche der einzelnen Porphyrine somit bekannt ist.
Weiterhin ist hervorzuheben, dass mit dem beschriebenen Verfahren freie Uropor-
phyrinisomere, die mit anderen Methoden bisher nicht zerlegt werden konnten auf-
getrennt und ebenfalls quantitativ bestimmt werden kénnen?®. '

Ein Beispiel einer solchen Auftrennung eines an anderer Stelle bereits emgehend
untersuchten komplexen Porphyringemisches (Patient U.)8-10 ist in Fig. 2 darge-
stellt. Wihrend tiber die Identifikation von F 1, ra und 2 (UP-I, UP-III und 7-III)
bereits ausfiilirlich berichtet wurdel®, soll in' der vorliegenden Arbeit der jeweilige
Isomerentyp und Decarboxyherungsgrad der F raktlonen F 3-8 bestimmt werden

j‘f'mordnuno der Porpkymne cmhami der Peaklage ;{p der Soretbmzci’e 4

‘Als zuverléssigstes Kriterium fiir die Einordnung von Hamprakursoren nach
Anzahl der Carboxy]gruppen n hat sich die Peaklage der Soretbande 4, erwiesen, die
mnerhalb ‘einer" engen Fehlergrenze (= 0.1 nm) selbst mit sehr geringen Porphyrin-
mengen (min. 0.2 ug) noch:bestimmt werden kann. Zur Identifikation der Porphyrine
ifi deni vorliegenden Porphyringemisch wurden die von der Trennséule kommenden
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ZUR TRENNUNG UND IDENTIFIKATION DER FREIEN PORPHYRINE IIL3

Fraltionen in einem zeitgesteuerten Probenwechsler aufgefangen, und die Peaklage
der eluierten Porphyrine in der beschriebenen ‘Weise bestimmt. Das Ergebnis einer
solchen Auswertung ist in Fig. 2 dargestellt (A = f(¢g)1.): vor Decarboxylierung).
Anschliessend wurden die in den Fraktionen um die Elutionsmaxima herum aufge-
fangenen Porphyrine decarboxyliert und:die Peaklage der resultielenden Reaktions-
produkte erneut bestimmt (4, = f(¢g1.) : nach Decarboxylierung). :

Diese Auswertung zeigt deutlich die zwischen den Elutionsmaxima %y und der
Peaklage Ap bestehende Abhingigkeit- an. Da die Peakfolge bei der extraktions-
chromatographischen Zerlegung mit der bei der. diinnschichtchromatographischen
Auftrennung erhaltenen {iiberéinstimmt (Fig.2 und 5), letztere jedoch bei der sehr
dhnlichen papierchromatographischen Trennung mit dem #-Wert in Korrelation ge-
setzt wird!:?, muss auch fiir die vorliegende Aufzeichnung des Elutionsverlaufes eine
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I‘xg . Abhiingigkeit der Peaklage der Soretbande Ap von der Anzahl der Carboxylgruppen 7 fﬂr
cine Saurekonzentmuon von ¢pcr = I N. Die empirisch erhaltenen Ap-Werte  (Ap = f(n): ge-
funden) mussten beziglich der in den Fraktionen enthaltenen Anteile héher carboxyherter Por-
phyrine korrigiert werden (4p = f(n): korrigiert).

solche Abhingigkeit zwischen den beiden Parametern 4, und # angenommen werden.
Die fiir die im Elutionsmaximum jeweils erhaltenen Peaklagen A, sind in' Ab-
hdngigkeit von den angenommenen #-Werten in Fig. 3 aufgetragen (15 = f(»): ge-
funden). Da der fiir F 6, die dinnschichtchromatographisch . eindeutig als CP-I/
CP-I1I-Gemisch identifiziert wurde (Fig.’5), gemessene Ap-Wert (A5 = 401.80 nm)
deutlich iber dem bei reinen CP-Proben erhaltenen (i = 401.30 nm) liegt, musste
angenommen werden, dass diese Fraktion durch Anteile mit héheren lp-Werten (F I,
1a und:'2) kontaminiert ist. Diese Annahme wird gestiitzt- durch den in Fig. 2 emge-
tragenen Verlauf von 4p: Die bei ungiinstigem Peak/Talverhiltnis zwischen den ein-
zelnen Elutionspeaks stets zu beobachtende Erhdhung der Ap-Werte im Vergleich zu
den in den Elutionsmaxima erhaltenen kann mnur so‘gedeutet werden; dass die-in
hohem Uberschuss vorliegenden Fraktionen 1, 1a und 2 in merklichem Umfange in
den l‘raktlonen F:3—-8 auftreten. Eine Abschatzung der Héhe der- Kontamination vor
F 1, 1a und 2 in F 6 iiber eine Bestimmung der Verschlebung der’'Peaklage nach
einem an anderer Stelle beschriebenen Verfahren!4 ergab einen-Anteil ‘von ca. 10%,.

j'.< Chromatog., 38: (1968) 106~1 19



114 H. MUNDSCHENK

Diese Uberlagerung ist offenbar darauf zuriickzufiihren, dass die Kapazitit der Sdule
iiberschritten und Anteile von F 1,.1a und 2 sukzessive-in die Elutionsphase iiber-
gehen. Bei einem giinstigeren Verhiltnis von F 3-8/F 1—-2 bzw. bei einer vorangehen-
den Abreicherung von F 1-2 kénnen Stérungen dieser Art sicherlich véllig vermieden
werden. Bei der Auftrennung von reinen CP-UP-Gemischen konnte bei Mengen von
1—20 ug eine solche Uberlagerung mit der gleichen Versuchsanordnung nicht beob-
achtet werden®. Die in F 3-8 vorliegenden Anteile von F 1-2 liessen sich auch diinn-
schichtchromatographisch nachweisen (Fig. 5).

Die Ap-Werte der extraktlonschromatographlsch erhaltenen F raktionen muss-
ten daher unter Zugrundelegung der bei reinen Proben von CP und UP gemessenen
entsprechend korrigiert werden (Fig. 3, Ap = f(#): korrigiert). Die fiir die einzelnen

TABELLE I

EXTRAKTIONSCHROMATOGRAPHIE B2zZW. DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE VON PORPHYRINEN VOR
UND NACH DECARBOXYLIERUNG

Zusammenstellung der bei der e\traktlonschromatographlschen bzw. duinnschichtchromatogra-
phlschen Auftrennung fiir die verschiedenen Fraktionen erhaltenen Elutionszeiten tgi., Rp-Werte
sowie die vor (Ap, vD) und nach (4,,nD) der Decarboxylierung absorptionsspektrophotometrisch
gemessenen Peaklagen der Soretbande. Die empirisch erhaltenen Werte (1p) sind beziiglich der
Anteile hdher carboxylierter Porphyrine korrigiert (A¢).

F tgi. Rp- Ap, vD A%, vD Ap, nD A, nwD n” Zuordnurg

(%) Wevte (nm) (nm) (nm) (nm) ~
F1 28.3 0.02 405.90 405.80 401.50 401.30 8 8-1 UPr-1
Fr1a 23.5 0.02 405.90 405.80 40I.45 401.30 8 8-111 UP-I11
a2 16,0 0.05 404.90 404.70 40I1.30 401.30 7 2-111 -
F 3 9.0 0.03. 406.00 402.30 ?
F 3a 6.8 o0.10 405.00 404.70 401.50 401.30 7 7-1
F 4 5.4 O.I4 404.00 = 403.50 401.30 40r1.30 6 6-II1
F 5 3.6 0.29 403.I0 402.40 401.30 40t.30 5. 5-1,T11
F sa 3.0 0.34 403.10 402.40 401.30 401.30 5 !
Fe 2.6 o0.40 4o01.80 40I1.30 401.35 401.30 4 4-1 CpP-I
: 0.43 . 4-111 CP-111
F 7 1.6  0.46 403.90 . . 403.00 ? : '
F 8 1.0 0.46 405.70 402.20 ?

decarboxylierten Himpréakursoren bei einer Sdurekonzentration von cyxc1 = 1.00 NV
angenommenen bzw. erhaltenen Peaklagen A4, sind in Tabelle I zusammengestellt.

. - Die zwischen der Elutionszeit ¢g;, und der Anzahl der Carboxylgruppen # be-
stehende Abhingigkeit ist in Fig. 4 dargestellt Hieraus geht hervor, dass die giinstig-
ste: Auflésung bei der Auftrennung im Bereich hoher ¢g; -Werte erhalten wird (F 1,
1a und z). Zwischen F 3-8 ist die Peakfolge bereits so dicht, dass eine vollstindige
Auflésung der Einzelpeaks nicht mehr erreicht wird. Durch sinnvolle Anpassung der
Versuchsbedingungen - (Erniedrigung der Sidurekonzentration der Elutionslésung:
cicl =.I = 0.5 N) kann eine Verbesserung der Auflésung in diesem Bereich erzielt
werden. Die fiir die beiden Uroporphyrinisomere I und III hierbei resultlerenden
Elutlonszelten tm.. Werden in diesem F alle allerdmgs sehr gross. ‘ SR .

E rmzttlzmg des I somerentyps von H ampmkursoren durch U berfuhrun n dze entsprechen-;

clen C o;bro porphyrinisomere - .. :
- Die. derzeit wohl zuverlasmgste Methode zur Idelltlﬁlxatlon der Por phyrme be-
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141g 4. Auftra.gung der zwischen der Elutionszeit tm und Anzahl dcr Carboxylgruppen n be-
stehenden Abh#ngigkeit bei der extraktmnschromatographxschen Auftrennung der Porphyrme
unter den angegebenen Versuchsbedingungen (Fig. 2).

ztiglich des Isomerentyps besteht in der Uberfuhrung in die entsprechenden Copro-
porphynmsomere durch Decarboxyhel ung. Diese, kénnen dunnscluchtchromatogra-
phisch im 2,6- Lutldm/Wasser-System“ aufgetrennt und anhand der Rp-Werte ein-
deutig identifiziert werden.

. Hleuu werden die um das ]ewexhge Elutionsmaximum aufgefangenen Frak-
tionen der einzelnen Peaks vor und nach der Decarboxylierung diinnschichtchromato-
graphlsch aufgetrennt Das Ergebnls dleser Untersuchungen ist m den Tlg 5 und 6
dargestellt.

" Waihrend die F raktlonen F 1, Ia, 2, 3a, 4, 5/5a und 6 iiber die augehongen
R p- bzw. Ap-Werte vor und nach Decarboxylierung identifiziert werden konnten, war
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Fig. 5. Dunnschichtchromatographische Auftrennung der extraktionschromatographisch erhal-
tenen Fraktionen F 1-8 im 2,6-Lutidin/Wasser-System auf aktivierten Kieselgelschichten, vor
der Decarboxylierung. Die Punktdichte widerspiegelt annéhernd die relative Porphyrinkonzen-
tration der einzelnen Flecken. R ist das zugeh®rige, aus clem Urm von Pa‘clent U 15011er1:e kom-

plexe Porphyringemisch (I‘lg 2, Lit. 8).
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I16° H. MUNDSCHENK
die Zuordnung von F 3, 7 und 8 bzw. f 10 beziiglich des vorliegenden Isomerentyps
und Einordnung in die homologe Reihe der Hédmprikursoren nicht mdoglich. Die
Griinde hierfiir liegen vor allem darin, dass die Peaklagen 4, der decalboxyherten
Reaktionsprodukte deutlich von den fiir reine Coproporphyrinisomere erwarteten
(Ap = 401.30 nm) abwichen (Tabelle I). So wurde fiir die Peaklage von F 3, das nach
der Decarboxylierung in CP-I-Position auftritt, ein Wert von Ap = 402.30 nm er-
halten (F 7: Ap = 403.00; F 8: Ap = 402.20 nm), wodurch die Identitdt mit einem
der Coproporphyrinisomere, die nach der Decarboxylierung an dieser Stelle erwartet
werden, ausgeschlossen werden kann. Der Rp-Wert allein kann fiir die Identitét eines
Hiampréakursors nicht als ausreichendes Kriterium anerkannt werden. '

Bei der Identifikation von F 3a wird angenommen, dass diese Fraktion durch
Anteile von F 4 bzw. 1, 1a oder 2 leicht kontaminiert ist, wodurch das Auftreten der
Fraktion f 9 (Fig. 6) erklidrlich wird. Die {ibrigen Kenndaten (Ap-Wert vor und nach
Decarboxylierung; Rp-Wert vor Decarboxylierung) sprechen fiir das Vorliegen eines
7-1- Porphyrms Die Uberlagerung der beiden Fraktionen von F 5 und s5a war so
ausgeprigt, dass aus den Rp-Werten die Zuordnung des Isomerentyps nicht vorge-
nommen werden konnte. Die Einordnung der beiden Fraktionen als Pentacarboxyl-
porphyrine dagegen unterliegt keinem Zweifel,

Bemerkenswert ist weiterhin die Beobachtung, dass bei sémtlichen Fral».tlonen
F I-—8 nach der Decarbo;;yherung bei der diinnschichtchromatographischen Auftren-
nung eine Komponente f 10 in CP-II-Position1® auftritt, die offensichtlich mit dem
bei F 7 und 8 auftretenden Hauptbestandteil identisch ist. Im urspriinglichen Por-
phyrmgemlsch (R, Fig. 5 und 6; Fig. 2, Lit. 8) kann diese Fraktion nicht oder nur in’
geringer Konzentration nachgewiesen werden. Es wird daher vermutet, dass in dem
untersuchten Porphyringemisch (Patient U.) neben den der Isomerenreihen I und III
angehérenden Hédmprikursoren noch Porphyrinderivate auftreten, bei denen durch
Substltuentenaustausch (.4 B. Methyl- gegen Athylrest u.d.) die beobachtete Ver-

8
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Fig. G. Dﬁnnsc111chtchroma.tograplnsche Auftrennung der  extraktionschromatographisch ' er-
haltenen Fraktionen F 1-8 im 2,6-Lutidin/Wasser-System auf alctivierten’ Kleselgehchlchten,
nach. der. Decarboxylierung.  Die Punktdichte widerspiegelt annidhernd die relative Porphyrin-
konzentration der einzelnen Flecken. R ist das zugehérige, aus dem Urin von Patlent U 1solxe1 Le

komplexe Porphyrmgemlsch (Fig. =2, Lit. 8).
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Fig. 7. Zusammenstellung der L.R.-Spektren der in Esterform vorliegenden Porphyrine . von
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Spelktrographen der Fa. E. Leitz, Wetzlar, aufgenommen. - o
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schiebung der Peaklage der Soretbande A, verursacht wird. Aus dem Auftreten ver-
schiedener R p-Werte bei den decarboxylierten Fraktionen von F 3 und 8 (Fig. 6) bei
gleichem Ap-Wert muss geschlossen werden, dass auch die substituierten Porphyrin-
derivate verschiedenen Isomerenreihen angehéren (I und III?). Hierbei scheint der
Anteil mit dem grosseren Rp-Wert (III?) zu tiberwiegen (f 10). Da simtliche Frak-
tionen F 1-8 nach der Decarboxylierung bei der diinnschichtchromatographischen
Auftrennung neben dem jeweiligen Hauptbestandteil einen Anteil f 10 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 ndheren Charalkterisierung
dieser Verbindungen sind jedoch weitere Untersuchungen erforderlich. Das Vorliegen
der den Isomerenreihen II und IV angehérenden Porphyrine kann aus den bereits
angedeuteten Griinden ausgeschlossen werden.

Infrarotspektroskopische Identifikation einiger Porphyrine und deven Isomere

Zur weiteren Charakterisierung der aus dem Urin von Patient U. isolierten
Fraktionen (F 1, 1a, 2 und £8,.9) wurden die Infrarotspektren der entsprechenden
Ester aufgenommen. Diese wurden den bei reinen Bezugssubstanzen (CP-I, I1II und
UP-I, I1II) erhaltenen gegenubergestellt 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 1, 1a mit den der reinen Bezugssubstanzen UP-I
und UP-IIT iibereinstimmen. Die zwischen den I.R.-Spektren von UP-I und UP-III
auftretenden geringfiigigen Unterschiede reichen nicht aus, um die Isomere anhand
ihrer I.R.-Spektren identifizieren zu kénnen. Gleichfalls besteht weltgehende Uber-
einstimmung der Spektren von F 2 und F ra (UP-III).

Demgegeniiber weisen die I.R.-Spektren von CP-I und CP- III bzw. f 8 und 9
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 vorgesch]a-
genl®, erscheint jedoch kaum mdglich.

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

(1) Zur Herstellung der KBr-Mikropresslinge noch relativ grosse Porphylm-
mengen bendtigt werden (min. 30 ug);

(2) bei der Prédparation der Ester extreme Sorgfalt erforderlich ist;

(3) dass die in KBr als Matrix auftretenden Unterschiede des Bandenverlaufes
kaum ausreichend sind, um Isomerengemische iiber eine Auswertung der I.R.-

Spektren quantitativ zerlegen zu kénnen.
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dener Untersuchungsmethoden empfohlen, die eine Identifikation der einzelnen
Hampridkursoren durchzufiihren gestattet. Die bei der extraktionschromatographi-
schen Auftrennung erhaltenen Fraktionen kénnen beziiglich des Decarboxylierungs-
grades iiber eine Bestimmung der Peaklage der Soretbande 4,, die bereits mit Mengen
von min. 0.2 ug durchgefiihrt werden kann, eingeordnet werden. Zur Ermittlung des
Isomerentyps werden die Porphyrine in die entsprechenden Coproporphyrinisomere
durch Decarboxylierung iiberfithrt, die dunnsch1chtchromatograplusch im 2,6- Lutl-
din/Wasser-System identifiziert werden.

Mit den beschriebenen Verfahren (E:\tral\tlonschromatogaphlsche Auftren-
nung der Porphyrine im Verteilungssystem Tri-z-butylphosphat/z N Salzsédure;
Diinnschichtchromatographische Trennung der Porphyrine im 2,6-Lutidin/Wasser-
System ; Absorptionsspektrophotometrische Ermittlung der Peaklage der Soretbande
" Ap) konnten in einem aus dem Urin eines Patienten (Patient U.) isolierten Porphyrin-
gemisch alle die zwischen Uroporphyrin und Coproporphyrin auftretenden Reak-
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 Fraktionen unbekannter Porphyrine aufgefunden, die sich.nicht in die normale
Hamsynthesekette einordnen liessen. Es wird angenommen, dass es sich hierbei um
substituierte Porphyrinderivate der Isomerenreihen I und IIT handelt. Die Aufkli-
rung der Struktur dieser Verbindungen, insbesondere die Ermittlung der angenom-
menen Substituenten, muss weiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben. Fir das
Auftreten von Porphyrinen der Isomerenrelhen IT und IV dagegen ergaben sich

keinerlei Anhaltspunlxte.
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