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1. Einleitung

1.1. Isolierung und Strukturaufklérung von 6-Hydroxy-
alkyl-pterinen

1.la. L-Sepiapterin und Deoxysepiapterin

Schon bei den ersten chromatographischen Un?ersuchungen
der fluoreszierenden Stoffe aus Drosophila melanogaster,
ausgefilhrt von Hadorn und Mitehell, wurden. zwel gelb
fluoreszierende Verbindungen gefunden, die neben Ribo-
flavin auftraten [1]. Diese gelben Produkte kommen in

der Wildform nur in geringen Mengen vor, sind jedech in
der Mutante Sepia stark angereichert., Forrest und Mitchell
konnten im Jahre 1954 den einen dieser gelben Stoffe iso-
lieren [2]. 8ie schrieben der Verbindung die folgende
Strukturformel zu:

CO—CHOH~CH3

|=

Ziegler-Gilnder und Hadorn gaben dem Produkt den Namen 3epia-
pterin [3].1959 isoliertenund beschrieben Viscontini und
Méhlmann das ebenfalls gelb flucreszierende Deoxysepiapterin
(2) (frilher Isosepiapterin genannt) 4], (In der vorliegenden
Arbeit wurde fir die Nomenklatur der Verbindungen, in denen
eine OH-Gruppe durch H ersetzt wurde nicht das im Deutschen
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ibliche subtraktive FPrifix Desoxy..., sondern das englische

Deoxy... verwendet.)
0
i !'!—CH —CH
HN NS SR
| H
oy
HzN N N H

(51-

4

+

HzC~CHOH— COOH

Er fand, dass sich 3 in einer Beraxltsung unter Aufnahme
eines halben Moles Sauerstoff zu Dihydroxanthopterin (4)
und MilehsHure zersetzt. Spiter konnte die vorgeschlagene
Struktur mit Hilfe der H-NMR.-Spektroskopie bestitigt
werden [6].
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1.1b. L-Biopterin

Ein Jahr nach der Entdeckung des Sepiapterins (3}, wurde
von drei verschiedenen Arbeitsgruppen, praktisch gleich-
zeitig, das Biopterin (5) gefunden. So beschrieben Viscon-
tini et al. eine aus Drosophila melancgaster isolierte,
intensiv hellblaufluoreszierende Verbindung, die sie als
HB, bezeichneten [7].

Wenig spiter berichteten Patterson et al. iber die Gewin-
nung von etwa 20 mg einer hellblau fluoreszierenden Sub-
stanz aus 4000 Litern menschlichem Urin, deren UV.-Spektrum
auf ein 6-Alkylpterin schliessen liess [B]. Sie bezeichneten
diese neue Verbindung Biopterin und gaben fir dessen Struk-
tur die Formel 5 an.

HH
0 by Lo
N. C-c*chs
HIT EII I
2 OH OH
1 8
P N

Das IR.-Spekftrum wies auf eine Methylgruppe hin und die
Ergebnisse der Elementaranalyse stimmbten am besten mit
Formel 5 Uberein. Auf die Lage der Seitenkette schlossen
Patterson et a2l. aus Oxydationsversuchen mit Perjodat.

In saurem Milieu erhielten sie 6-Formylpterin, im basischen
Pterin=-6=carbonsiure [§].

Zur gleichen Zeit vertffentlichten auch Forrest und Mitchell
ihre Hrgebnisse ilber die Isolierung von Pterinderivaten
aus Drosophila melanogaster, wobeil sie die Konstitution
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der einen Komponente als diejenige der Formel 5, d.h.
eines 6-(1',2'-Dihydroxypropyl)-pterins nachweisen konnten
[9]. Die Struktur wurde von ihnen durch Synthese ge-
sichert. Auch vermuteten Forrest und Mitchell, dass es
gsich bei HB, ebenfalls um Biopterin (5) handeln milsse

[9]. Dies wurde denn auch in weiteren Arbeiten von Viscon-
tini et al. bestdtigt [10,11].

1.lc. D-Neopterin und L~Monapterin

7wei weitere Pterine, strukturell nahe verwandt mit Bio-
pterin (5) und Sepiapterin (3) wurden in Insekten und
Bakterien gefunden. Aus 2000 Larven der Honigbiene wurde

von Rembold und Buschmann Neopterin (6) isoliert [12].

Bei Behandlung von g mit Kaliumpermanganat wurde Fterin-
6-carbonsHure erhalten, was auf ein 6-Alkyl-pterin schlies-
sen liess. Die Vermutung, dass Neopterin () eine Trihydroxy-
propylseitenkette aufweist, konnte durch Synthese der zwel
Disstereomerenpaare bestitigt werden.

OH OH
o | 1
N. _C—C—CHgOH
HN T| |
| H H
ke M o
HaN N™ =N
s

Nur dap D=Erythro-Isomere hatte die gleichen chromato-
prnphilnchon Elgenschaften wie das natilrliche D-Neopterin
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(6) und zeigte die gleiche Aktivitit beim Cprithidia
fasciculata Test (siehe Abschnitt 1.2e.) [12].

Das L-Monapterin (7) wurde von Viscontinl et al. aus FPseudo-

monas roseus-fluorescens isoliert und als 6-(L-threo-
1',2',3'-Trihydroxypropyl)-pterin identifiziert [13].

1.2. Vorkommen und biochemische Bedeutung

1l.2a, Pterine im Urin

Im menschlichen Urin findet man eine grosse Zahl von Pterinen.
Fukushima und Shiota fanden, dass pro Ferson und Tag 1 mg
L-Biopterin (5) und 0.4 mg D-Neopterin (£) ausgeschieden
werden [14]. Mindestens die H1fte des Biopterins wird in
der Dihydroform gefunden. Fukushima und Shiota halten es
aber auch fiir md8glich, dass alles Biopterin in der Dihydro-
oder in der Tetrahydroform vorliegt, das dann aber beim
Isolieren oxydiert wird. Neben L-Biopterin (5) und D-Neo-
pterin (6) fanden sie auch kleine Mengen an Monapterin (7)
(L-Threoneopterin), Pterin-6-carbonsiure, Pterin (E1),
Sepiapterin (3), Deoxysepiapterin (2), Xanthopterin und
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Isoxanthopterin. Sie vermuten, dass Deoxysepiapterin (2),
Pterin-f-carbonsiure und Xanthopterin Folgeprodukte von
andern hydrierten Pterinen sind [14]. _

fus obiger Aussage ist die zentrale Bedeutung der Kennt-
nis der chemischen Eigenschaften won Dihydro- (8) und
Tetrahydrobiopterin (3) ersichtlich.

1.2b. Hydroxylierung von L=Phenylalanin

1963 fand Kaufman, dass bei der Hydroxylierung von L-Fhenyl-
alanin (14) zum L-Tyrcsin (15) 7,8-Dihydrobiopterin (8)

als Cofaktor wirkt [15]. Die Reaktion verliuft dabei nach
folgender Gleichung [16]:

L-Phenylalanin + NADPH + H' + o, Snymetisch

L-Tyrosin + NADP' + H,0

Damit die Reaktion abl#uft, milssen zwei Enzyme vorhanden
sein. Das eine Enszym wird am einfachsten aus der Leber von
Ratten und das andere aus der Leber von Schafen isoliert.
Bei grossen Mengen an 5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin (3)

findet die Hydroxylierung von L-Phenylalanin auch ohne das
Enzym aus der Schafsleber statt. Daraus wird gefolgert,

dass die Hydroxylierung durch das Enzym aus der Rattenleber
(Phenylalaninhydroxylase) gemiss folgender Gleichung kataly-

siert wird:

L-Phenylalanin + Tetrahydrobiopterin (3) + O hydroxylase

L-Tyrosin + Dihydrobiopterin (12) + H.O

Phenylalanip-
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Das Enzym aus der Schafsleber (Dihydropteridinreduktase)
und das NADPH werden gebraucht um das Dihydrobiopterin (12)
wieder zum Tetrahydrobiopterin (3) zu reduzieren.

: 3 z .+ Dihydropteridin-
Dihydrobiopterin (12) + NADPH + H ;Eﬁ&E:E;““—__h’

Tetrahydrobiopterin (9) + NADP'

Keufman vermutet, dass das bei der Hydroxylierung beteiligte
Dihydrobiopterin eine chincide Struktur (12) durchlaufen

muss [16]. 12 lagert sich rasch in das 7,8-Dihydrcbiopterin
(8) um. Die Existenz von 12 konnte bis heute nur UV.-spektro-
metrisch wahrscheinlich gemacht werden [17].

Vor kurzem verdffentlichte Xaufman, in Anlehnung an den Oxy-
dationsmechanismus der Tetrahydropterine von Viscontini [18],
eine Arbeit in der er zeipgt, dass bei der Reaktion des Tetra-
hydrobiopterins (9) zum parachinoiden Dihydrobiopterin (12)
ein weiteres Zwischenprodukt vorliegen muss [19]. Mit Sauer-
stoff pildet sich aus dem Tetrahydrobiopterin (9) ein Tetra-
hydrobiopterin-hydroperoxid (1C), das eine Hydroxylgruppe

auf das Phenylalanin ibertrigt. Dadurch entsteht eine Ver-
bindung 11, die durch Wasserabspaltung ins parachinoide Di-
hydrobiopterin (12) lbergeht. Diese Wasserabspaltung wird
durch ein Protein katalysiert (phenylalanine hydroxylase
stimulating protein = PH3) [19].

7,8-Dihydrobiopterin (8) wirkt nur in Gegenwart ven Dihydro-
folatreduktase als Cofaktor bel der Hydroxylierung. Die
Dihydrofolatreduktase reduziert das T7,8-Dihydrobliopterin (B)
zum 5,6,7,8=Tetrahydrobiopterin (9). Wenn die Dihydrcfolat-
reduktase alles 8 reduziert hat, wird sie nicht mehr be-
ndtigt, weil dann die Dihydropteridinreduktase die Reduktion
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des anfallenden parachinoiden Dihydrobiopterins (12} {lber-
nimmt [19].

Kaufman isolierte aus Rattenlebern ein Enzym das die Reduk-
tion von L-Sepiapterin (3) zu 7,8-Dihydrobiopterin (8)
katalysiert [}6]. Dieses Enzym wirkt auch als Katalysator

bei der Rlickreaktion.

L L i
HN 1 “TI; ¢ Sepiapterin- | N ?"T-CHs
H o4  +H*+NADPH —* | oK
){"N N H reduktase . N N HOR
H 2 H
3 8 +

Kaufman hilt es fir mglich, dass die Sepiapterinreduktase
beil der Regulierung der Aktivitit der Hydroxylierungs-
Coenzyme mitwirkt [16], Sepiapterinreduktase kdnnte auf
diese Art wirksam sein, weil sie befHhigt ist, die Reak-
tion zu katalysieren, welche die Umwandlung der coenzym-—
aktiven Verbindung (Dihydrobiopterin (8)) in die coenzym-
inaktive Verbindung (Sepiapterin (3)) ermSglicht. Ander-
seits ist es auch méglich, dass bei der Biogenese von Di-
hydrobiopterin (§) das Sepilapterin (3) das letzte Zwischen-
produkt darstellt, welches dann durch die Sepiapterinreduk-
tase zu Dihydrobiopterin reduziert wird [ﬁﬁj (siehe Abschnitt

I
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Katoh reduzierte L-Sepiapterin (3) mit aus Hihnerlebern
isolierter Dihydrofolatreduktase und erhielt 5,6-Dihydro-
L-sepiapterin (13) [20].

0
g —-c c
HN | Nj;“ I H3 . Dihydrofolat- . I
+H"+ NADPH ————+ H
OH ——— H
/l"\‘-N H H reduktase /j{\ ' n H

HoN”™ SN7 N
c H

Die Cofaktor-Aktivitit von 5,6-Dihydro-L-sepiapterin (13)
war aber bei der Phenylalaninhydroxylierung deutlich kleiner,
als diejenige von 5,6,7,8-Tetrahydro-L-biopterin (3) [20].
Die Aktivit#tsabnahme hat lhren Ursprung wahrscheinlieh in
der Abspaltung der Hydroxylgruppe an C-2', welche bereits

bei einem pH<B eintritt (siehe Abschnitt 3.9.).

Die Kenntnis der enzymatischen Hydroxylierung won Phenyl-
alanin (14) zum Tyrosin (15) ist deshalb von grosser Be-
deutung, weil bei der Krankheit Phenylketonurie (PKU),

die zu Schwachsinn und Entwicklungsst8rungen filhrt, die
Bildung von Tyrosin (15) aus Phenylalanin (14) gestért ist
[21,22]. Diese Stoffwechselkrankheit scheint aber in den
meisten Fillen nicht eine Folge des Fehlens des Cofaktors
(Tetrahydrobiopterin (8)) zu sein, sondern nach der Arbeit
von Kaufman auf ein Fehlen des Apocenzyms (Phenylalaninhydro-
xylase) zu beruhen [23] (siehe auch Abschnitt L.},
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Biochemische Befunde fiir PKU — Patienten

_ URIN - PLASMA
Verbindung
normal PKU normal PKU
L-Phenylalonin 10-30 |200-400| 0,84 15-60
L-Tyrosin 15-50 — 1,03 —_—
. : . , .
mg/24 Sid. mg/ 100 ml

Als Folge akkumuliert das Phenylalanin {(14) im Blutplasma
(15-60 mg/100 mi) gegeniber Normalwerten von ca. 1 mg/l00 mé
und betrichtliche Mengen des Phenylalanins (14) und seiner
atypischen Stoffwechselprodukte werden im Urin ausgeschie-
den. Da Entwicklungsstdrungen und Anzeichen von Schwach-
sinn ausbleiben, wenn eine rigorose Beschridnkung des Phenyl-
alanins (14) in der Nahrung eingehalten wird, ist die Frih-
diagnose der Phenylketonurie entscheidend [24],

1.2¢. Hydroxylierung von L-Tyrosin

Tetrahyvdrobiopterin [2)'wirkt nicht nur bei der Hydroxy-
lierung des Phenylalanins (14) zu Tyrosin (15) als Cofaktor
sondern auch bei der Hydroxylierung des Tyrosins (15) zu

3,4-Dinydroxyphenylalanin (DOPA) (16).
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Noradrenalin (18) und Adrenalin (19) leiten sich blogene-
tisch vom Tyrosin (15) ab, das nach Hydroxylierung zum
3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) (16) und Decarboxylierung
in das biogene Amin 3,4=Dihydroxyphenylaethylamin (DOPamin)
(17) umgewandelt wird.

& 9 -

In nichthormonbildenden Crganen wie Lunge, Leber und Darm
gtellt das DOPamin (17) das Endprodukt der Bicsynthese

dar und macht 90% der Gesamtkatechinamine aus. Im sympathisch-
en Nervensystem und im Nebennierenmark erfolgt durch
spezifische B-Hydroxylierung die Bildung von Noradrenalin
(18), das durch Methylierung dér primiren Aminogruppe

weiter in Adrenalin (19) tberfiihrt wird. Fir die ersten
beiden Stufen wird Tetrahydrobiopterin (9) bendtigt, aber

bei der vierten 3tufe, obwohl ebenfalls.éine Hydroxylierung,

wirkt ein anderes Enzymsystem.

DOPA (16) ist auch das Edukt bei der Biogenese von Melanin,
Es ist deshalb nicht verwunderlich, dass die Haut der
rthropoden,Fische und Amphibien besonders reich an Pterinen

ist [24].

1,24, Hydroxylierung von L-Tryptophan

Die Hydroxylierung des Tryptophans (20} kann sowohl in 3-
als auch in 5-Stellung erfolgen. Der Angriff in der 5-
Stellung filhrt nach einer anschliessenden Decarboxylierung
zum Serotonin (21), dessen wichtige Funktionen bei der
Blutdruckregulierung, der Gerinnung und bel gewissen
psychischen Vorgingen bekannt sind.

Die Ringtffnung des Tryptophans (20) (sehr wahrscheinlich
tlber ein 1,2-Epoxid) ergibt Kynurenin (22), welches durch
Hydroxylierung in 3-Hydroxykynurenin (23) ilbergeht, der
Sehlilsselsubstanz fiir die Bildung von Nicotinsfure (2b),

Xanthurensiure und den COmmochromen [}QJ.
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Llle diese Reaktionen wurden invitro von Viscontini und
Mattern durch Umsetzung von Tryptephan (20) mit Tetra-

ET

hydropterin und Fe in Gegenwart von Sauerstoff beobach-

tet [25].

Besondere Aufmerksamkeit wurdekjedoch der Bildung ven
Serotonin (21) geschenkt, vor allem im Zusammenhang mit
der Nervenreizilbertragung. So befassen sich zwei Arbeiten
mit dieser 5-Eydroxylierung im Gehirn, wobei eine eindeu-
tige Abhingigkeit des Enzymsystems veon einem Tetrahydro-
pterin nachgewiesen werden konnte [26,27].

1,2e., Biopterin als Wachstumsfaktor

husser der Coenzym-Wirkung fiir die Hydroxylierung von
Phenylalanin (14), Tyrosin (15) und Tryptophan (20), ist
das Biopterin (5) ein unentbehrlicher Wachstumsfaktor

filr die Trypancsomid Flagellaten Crithidia fasciculata.
Der auf dieser Wirkung beruhende Wachstumstest war lange
Zeit die einzige Methode um sehr kleine Mengen von Bio-
pterin (5) nachzuweisen. So konnte Frank et al. den Gehalt
an Biopterin (5) und Neopterin (6) im Blut des Menschen
und von einigen SHugetieren abschitzen [28]. Eine Ueber-
sicht ilber die Methede gibt Guttman [29]. Allerdings

14sst sich das Biopterin (5) durch andere £-Polyhydroxy-
alkyl-pterine ersetzen, die jedoch wesentlich weniger aktiv
sinda [12].
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Trihydroxy-propyl halboptimale Wuchsstoff-

pterine konz. (my/m€& Nihrlésung)
D-Neopterin* 10
L-Neopterin** 0.03
D-Monapterin** 10
L-Monapterin® 2
*Naturprodukt

#*in der Natur nicht vorkommende FProdukte

T-substituierte Pterinderivate sind vollkommen inaktiv.
Die Flagellate Crithidia fasciculata ist auf die Zu-
fithrung von Biopterin (5) angewiesen. Soweit bekannt k&n-
nen aber alle andern Lebewesen das Biopterin (5) selber
synthetisieren (siehe Abschnitt 1.3.).

1.2f. Pterine in Algen

Forrest et al. fanden, dass Pterine in den blaugriinen Algen
in relativ hohen Konzentrationen vorkommen [30]. Falls eine
Suspension von blaugriinen Algen einem Kilteschock ausge-
setzt werden, verlieren sie ihre photosynthetische Aktivi-
tit und gleichzeitig werden verschiedene Pterine frei. Man
kann daher vermuten, dass Pterine eine wichtige Rolle beid
der Photosynthese spielen. Wenn die Suspension bei pH=3
zwei Wochen stehen gelassen wurde, konnte ein Glucosid (26)
von Biopterin isoliert werden. Forrest et al. konnten aber

HaN

...?5_

die Verknilpfung mit der Bicpterinseitenkette nicht ein-
deutig auf die 1'- oder 2'-Hydroxylgruppe festlegen. Wur-
den die Suspensionen aber bei pH=5-6 zwel Wochen lang
stehen gelassen, so entstand als Hauptpredukt Deoxysepla-
pterin (2). Forrest et al. nehmen an, dass das Glucosid
(26) des Biopterins und das Deéxysepiapterin (2) aus einenm
Glucosid eines Tetrahydropterins (25) mit ungesfttighter
Seitenkette entstehen [31].

(i:H—CHDH —CHz

0
HN LN
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1.3. Bioggensse

Auf Grund der Arbeiten von Weygand et al. [32] konnten
Brenner-Holzach und Leuthardt bei Drosophila melanogaster
zeigen, dass das Guanosin-5-triphesphat (27) eine Vorstufe
zu den verschiedenen Pterinen darstellt [33]. Dabei wird
zuerst der Imidazolring des Purins zum Formylamino-pyrimi-

din-derivat (28) gelffnet, aus dem die Formylgruppe als
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C-1-Tragment abgespalten wird. Die so gebildete Schiff'sche
Base (29) kann naeh einer Amadori-Umlagerung wieder zu

31 cyclisieren, nun aber unter Bildung eines hydrierten
Pyrazinringes. Es entsteht primir das 6-Hydroxy-5,6,7,8-
tetrahydro—G—(D-erythrotrihydrqupropyl)—pterin—}'—tri—
phosphat, welches unter Wasserabspaltung leicht in das
7,8—Dihydre~D-neoptérin-3'»triphosphat (31) dbergeht [33].

Brown zeigte, dass 31 unter Abspaltung vémr Glycolaldehyd
ins 6-Hydroxymethyl=T,8-dihydropterin (34) ibergehen kann
[34]. Das 6-Hydroxymethyl-7,8-dihydropterin-diphosphat
(éﬁ) {oder -triphosphat) ist die unmittelbare Vorstufe zur
Fols&ure.

Aus 7,8-Dihydro-D-neopterin-3'-triphosphat (31) kann auch
L-Sepiapterin gebildet werden, das dann zum Dihydrobio-
pterin (8) weiterreagiert (siehe Abschnitt 1.2b.).

Fiir die Bildung des L-Sepiapterins (3) wird nach dem Vor-
schlag von Fukushima die Verbindung (31) dehydratisiert,
wodurch eine Doppelbindung zwischen C-2' und G-3' entsteht,
die iiber die 2'-Carbonylform zu einem Endiol tautomeri-
sieren kann [35]. Eine weitere Umlagerung fithrt dann direkt

zum L-Sepiapterin (3).
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2, Synthese von L-Biopterin

5.1. Theoretische Betrachtung und Problemstellung

Im Jahre 1955 gelang Forrest und Mitchell erstmals die Syn-
these von Biopterin (5) [9]. Ein Jahr spdter folgten Patter-
son, Milstrey und Stokstad, die zuvor Biopterin (5) aus
Urin isoliert hatten [36]. Um die Konfiguration des Bio-
pterins (5) zu bestimmen, kondensierten sie verschiedene
Zucker mit 6-Hydroxy-2,4,5-triamino-pyrimidin (36}. Weil
5-Deoxypentosen nicht leicht zuginglich sind, kondensier-
ten sie die Pentosen D- und L-prabinose und D- und L-Xylose
mit 36. Von diesen Produkten wurde die Aktivitit bei
Crithidia fasciculata bestimmt. Das Kondensationsprodukt
von L-Arabinose hatte ungefihr 10% der Aktivitit des na-
tiirlichen Biopterins (5) und war ungefihr 100 bis 1000 mal
so aktiv wie die anderen Kondensationsprodukte. Aus diesen
Versuchen schlossen Patterson et al., dass es sich beim
natilrlichen Biopterin (5) wahrscheinlich um das 2-Aminos
U—hydroxy—5-[},2—dihydroxypr0pyl—(Lﬁerythro)]-pteridin
handelt. Sie kondensierten deshalb S5-Deoxy-L-arabinose

(52) mit 36 und erhielten ein Produkt das beim €, fascicu-
lata-Test gleich aktiv war wie das aus Urin gewcnnene
L-Biopterin (5).

Die Ausbeute an synthetischem L-Biopterin (5) betrug aber
weniger als 1% [36]. Wie friher schon viele Forschungs-
gruppen festgestellt hatten, entstehen bei der Kondensation
von 36 mit Zuckern immer Isomerengemische von 6- und 7-sub-
stituierten Pterinen. Im 6-Hydroxy-2,4,5-triamino-pyrimi-
din (36) ist die Aminogruppe in Position 5 basischer als
diejenige in Position 4, da letztere mit der Carbonylfunk-
tion an 6 ein vinyloges Amid bildet. Daher kann angenommen
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werden, dass die Carbonylgruppe einer Aldose 37 mit der
Aminogruppe in 5-Stellung von 36 zur Schiff'schen Base
38 kondensiert. Man willrde nun erwarten, dass man aus
Aldosen T7-substituierte und mit Ketosen G-substituierte
Pterine erhdlt. Man erhilt aber immer ein Gemisech von
6- und 7-substituierten Verbindungen.

0 0
o - Y s "*cl:/ H
HN '\2\54 Ny + (::HOH — H-‘,NJ\\\N NHZ'Z’}HOH
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Forrest und Walker versuchten die Pterinausbeuten durch
Zugabe von Hydrazin zu erhShen [37]. Sie erhielten aus
Glucose und auch aus Fructose ausschliesslich 6-(Tetra-

hydroxybutyl)-pterin., Es wird angenommen, dass sich aus

den Zuekern die Osazone bilden, welche nach der Anlagerung
von 36 unter zweimaliger Hydrazinabspaltung in 6-substitu-

ierte Pterinderivate tbergehen [37].

Bei Aldopentosen erhthte der Hydrazin-Zusatz den Anteil

an 6-substituierten Pterinen {Eﬁ), aber die Bildung von
7-substituierten Pterinen (L2) konnte nieht verhindert
werden. Die Trennung der 6- und 7-substituierten Isomeren
kann nur durch aufwendige SHulenchromatographie erreicht
werden [38]. 2 g

Im Jahre 1968 ist es Viscontini et al. gelungen, eine ein-
fache Synthese wvon reinen 7-isomerenfreien 6-(Trihydroxy-
propyl)-pterinen zu entwickeln [39,4C]. Dabei wird aus

der entsprechenden Aldopentose vorerst das Phenylhydrazon
(43) hergestellt. Bel der Kondensation mit 36 lagert sich
43 nach Amadori in eine Phenylhydrazinoketose (44) um,

die mit der basischen 5-Aminogruppe von 36 reagiert. Mit
D-Arabinose z.B. erhilt man D-Neopterin (£) mit einer Aus-
beute von 46% [U0C].

Nach dem Erfolg bei der Synthese von D-Neopterin (6) und
L-Monapterin (7), unternahmen Viscontini und Provenzale
auch Versuche mit 5-Deoxypentosen, um nach dem gleichen
Prinegip eine gute Synthese des Biopterins (5) auszuarbei-
ten. [Pl]. Es trat aber ganz unerwartet eine neue bei
Neopterin (6) und Monapterin (7) nicht beobachtete Schwierig-
keit auf. Bei der Oxydation des gebildeten Tetrahydro-(di-
hydroxypropyl)-pterins (ﬂz} wurde aus unerklirlichen Griin-
den stets die Seitenkette in betrichtlichem Ausmass ab-
gespalten, was zu grossen Mengen Pterin (61) filhrte [U1].

Andrews, Barber und Tong wihlten einen neuen Reaktionsweg

[42]. sie kondensierten l-Aminc-1l-deoxy-L-ribulose mit



- 42 =

R
éHOH
H” Sy
f} a3
o
o . o
N7 SN SNH, I'I"":"\N!{-|'~.||-|-C\>
36 a4
0 o

=
Z2 =z
2
)a
2 =2I
IXIT xm
13
=
b
"
z\ =2
o]

_.33...

2-Amino-i-chloro-5-nitro-6-hydroxy-pyrimidin. Diese beiden
Edukte sind aber schwer zugidnglich und die Ausbeute an
Biopterin (5) betrdigt nur 10-15%.

Taylor und Jacobi kondensierten 2-Amino-3-benzyl-oxycar-
bonyl-5-(-L-erythro-1',2'-dihydroxypropyl)-pyrazin-1-oxid
mit Guanidinhydrochlorid und erhielten nach anschliessen-
der Reduktion L-Biopterin (5) mit einer Ausbeute von 12%
(vezogen auf Deoxyarabinose (52)) [43].

Spiter (1975) versuchten Sugimote und Matsuura die von
Viscontini und Provenzale entwickelte Synthese zu verbessern
Ti4]. sie konnten aber weder die Bildung von Pterin (61)
verhindern noch die Ausbeute an Biopterin (5) erhShen.

Bis zu diesem Zeitpunkt gab es noch keine befriedigende
Synthese fiir Biopterin (5). Albert sagte 1975 in seiner
Er8ffnungsrede zum 5. Internationalen Pteridinsymposium in
Konstanz das Folgende: "Several synthesis of biopterin have
been deseribed, but it is still wery expensive. Were it more
abundant, it could be used more freely. Abnormalities in
phenylalanine metabolism lead to mental subnormality and
failure to hydroxylate tyrosine would prevent synthesis of
all the catecholamines. There may be clinical uses for bio-
pterin to be developed here, if it were more abundant" [i5].
Die Pirma Calbiochem AG werkaufte 1977 50 mg Biopterin fir
SFr. 455.--.

Deshalb stellte sich die Aufgabe eine einfache regiospezifi-
sche Synthese von L-Biopterin (5) in guter Ausbeute zu ent-
wickeln. Dabei wurde auf die Arbeit won Viscontini und Frei
zurllekgegriffen [LE]. Sie kondensierten D,L-2,3-0-Isopro-
pyliden-4-methyl-erythrulose mit éé und erhielten nach Oxy-
dation an der Luft das D,L-1',2'-0-Iscpropyliden-biopterin
ohne Abspaltung der Seitenkette. Durch hydrolytische Abspal-

tung der Iscpropylidengruppe wurde in guter Ausheute reines
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D,L~Biopterin erhalten. Diese Synthese stiess auf wenig
Interesse, weil man fiir bioclogische und klinische Versuche
nur reines L-Biopterin {5} verwenden kann. Viscontini und
rei waren aber von der riehtigen Ueberlegung ausgegangen,
dags durch Schiltzen der C-1'-CH-Gruppe die Oxydatien am
C-1' zurtlekgedringt und dadurch die Abspaltung der Seiten-
kette verhindert werden kann.

2.2. Neue regicspezifische Synthese von L-Biopterin

H 0 H
N2 /N—NH—Q NH=— NH
C \C/ HzC/

H——on H——0Ac
XO—-'H AcO~——H
0——H AcC——H

Da wir keinen Weg fanden das Isopropylidenderivat 49 zu syn-
thetisieren, versuchten wir die Phenylhydrazinoketose 51

aus 2,3,4-Triacetyl-5-deoxy-L-arabincse-phenylhydrazon (50}
herzustellen. Jedoch konnte die C-2-0O-Acetylgruppe nicht
entacetyliert werden, ohne dass auch die C-3- und C-4-0-
Acetylgruppen entacetyliert wurden. Erstaunlicherweise
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konnte aber das 2,3,4-Triacetyl-5-deoxy-L-arabinose-phenyl-
hydrazon (50) mit 36 zu einem acetylierten Tetrahydrobio-
pterinderivat {iﬂ) kondensiert werden, Nach Oxydation und
Entacetylierung von (5%) wurde isomerenfreies L-Biopterin

(5) erhalten [U7].
Die Kondensation wurde in neutralem Milieu bei 35-140°C

durchgefihrt., Unter diesen Bedingungen wird die C-2-0-Acetyl-
gruppe von 50 ohne Zusatz von éﬁ nicht entacetyliert. Ohne
weitere Versuche ist es nicht mdglich, den Reaktionsmechanis-

mus fiir die Bildung von 54 abzukliren.

2,2a, h=-Deoxy=-L-arabinose

Anfinglich stellten wir die Ceoxyarabinose (52) nach dem
Verfahren von Zinner et al. her [U8]. Dabei wird L-Ara-
binose-diaethyl-mercaptal mit p-ToluolsulfonsHurechlorid
bei tiefer Temperatur partiell zu 5-Tosyl-L-arabinose-
diaethylmercaptal verestert. Dieses wird mit Lithiumalu-
miniumhydrid zu 5-Deoxy-L-arabinose=-diaethylmercaptal
reduziert. Daraus gewinnt man durch Abspaltung von fAethyl-
mercaptan die 5-Deoxy-L-arabinose (52) [48].

Spiter fanden wir,dass das von Taylor und Jacobi angewandte
Verfahren zur Herstellung von Deoxyarabinose (52) einfacher
ist [U3].

Aus L-Rhamnose (ég} wird mit Aethylmercaptan und 12N Salz-
siure das L-Rhamnosedizethylmercaptal (57) hergestellt.
Anschliessende Oxydation mit m-Chlorperbenzoesfure in
wasserfreiem Dioxan filhrt zum 1,1-Diaethylsulfonyl-L-
manno-2,3,L,5-tetrahydroxyhexan {Eﬁ}, aus dem man durch
Behandlung mit ammoniakalischer ILdsung 5-Deoxy-L-arabinese
(52) erhilt. Das abgespaltene Diaethylsulfonyl-methan (53)

.-37_

H~\ 4¢0
¢
; i C=CHa~SH
H3C=CHa~
H=p—e 12N HCl
HO H
HO H
CHz
56
i
H3C-—CH2—ﬁ—CH2"‘*5—CH2'—'CH5
0 0 59
+
H o
H OH NH3z
B
HO H
HO H
CHa
52

CH3 CH3

J

4 R—C
0—0H

CHz CH3

0 0
e\
I o\

0 o]
H OH
H OH

HO H

HO H
CHs3
58

wird durch Extraktion mit Chloroform entfernt [U3].
Weil es fir die Cxydation von 57 zu 58 mindestens vier Mol
m-Chlorperbenzoesiure braucht und die m-Chlorperbenzoesdure

teuer ist, suchten wir nach einem billigeren Oxydations-
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mittel., Hardy, Rydon und Thompson oxydierten g-Methylthioc-
aethylester mit Wassersteffperoxid und Ammonium-molybdat
zu B-Methylsulphonyl-aethylester [U49]. Es gelang jedoch
nieht 57 zu 58 nach diesem Verfahren zu oxydieren, so dass
wir weiterhin m-Chlerperbenzoesiure als Oxydationsmittel
einsetzen mussten.

Taylor und Jacobil dampften die von Dieaethylsulfonyl=-methan
(28) befreite wissrige L&sung von Decxyarabineose (52) unter
Vakuum zur Trockene ein [U3]. Anschliessend wurde 52 in
absolutem Methanol geldst und wieder zur Trockene eingeengt.
Dieser Vorgang wurde mehrere Male wiederholt, wobei die
Deoxyarabinose (52) jeweils als Oel isoliert wurde.

Da Hinweise vorlagen, dass mit obiger Methode nicht alles
Methanol entfernt werden konnte, dampften wir die wissripe
Ldsung direkt am Hochvakuum ein. Beim Trocknen am Hoch-
vakuum wurde mif Hilfe von kontinuierlich entnommenen Proben
zur Elementaranalyse festgestellt, dass der Wassergehalt
stetig abnimmt und unter ein Mol zu liegen kommt, wobei
sich Jedoch gleichzeitig das Produkt dunkel fHrbt und

sich zersetzt., Dies steht im Widerspruch zu Taylor und Jacobi,

welche ein Mol Wasser pro Mol Deoxyarabincse (52) angeben

[43].

2.2b. 5-Deoxy-L-arabincse-phenylhydrazon

Die Bildung des Phenylhydrazons 53 aus 5-Deoxy-L-arabinose
(52) ist einfach. Die 5-Deoxy-L-arabinose (52) reagiert

in methanolischer L¥sung sehr rasch mit Phenylhydrazin,

Chne Erfolg versuchten wir aber das gebildete Phenylhydrazon
52 durch Umkristallisation in verschiedenen Lisungsmitteln
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zu reinigen. Es wurde deshalb durch zweimaliges Umfé&llen
gereinigt, indem wir 53 in Methanol 1sten und durch Zu-

gabe von Aether und n-Hexan fEllten.

CHz0H

- ,xli J'“L.HV,J\JLJU&L‘J

T T e TS I,

80 8O 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 ppm

Fig, 1 !'H-NMR.-Spektrum von 5-Deoxy-L-arabinose-phenyl-
hydrazon (53) in CD,0D.

2,2¢. Triacetyl-5-deoxy-L-arabincse-phenylhydrazon und Tetra-
acetyl-5-deoxy-L-arabinose-phenylhydrazon

Wenn man 5-Deoxy-L-arabinose (52) mit Pyridin und Essigs&ure-

anhydrid bei Raumtemperatur {2200) reagieren 1lHsst, ent-

atent ein Triacetylderivat. Erhitzt man Deoxyarabinose (52)
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aber in EssigsHureanhydrid auf 80°C, erh#lt man eine Ver-
bindung mit vier Aecetylgruppen. Aufgrund der !H-NMR-
Spektren (Fig. 2) nehmen wir an, dass es sich um die Struk-
turen 50 und 60 handelt.

Ac
H N—NH—Q H "
e C‘// \(‘- 4’” N

H=r=Re H—1—0Ac
Aglr==r==t AcO—t—H
AcO——H AcO——H

CH3 CH3
30 80

Tetraacetyl-deoxyarabincse-phenylhydrazon (60) reagiert
nicht mit 36 in den unter 2.2d.beschriebenen Ublichen
Kondensationsbedingungen. 2,3,4-Triacetyl-deoxy-L=arabinose=-
phenylhydrazon (50) ist instabil und zersetzt sich bei der
Chromatographie auf Kieselgel. 50 ist immer mit ca. 5%

60 verunreinigt und das Nebenprodulkt 60 konnte nicht ab-
getrennt werden.
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9.0 8.0 70 6.0 50 40 3.0 2.0 ppm

Fig. 2 'H-NMR,-8pektrum von 2,3,4-Triacetyl-5-deoxy~L~
arabinose-phenyihydrazen (50) in CDCEs,

2.2d. Kondensation mit 6-Hydroxy-2,4-5-triamino-pyrimidin-
dihydrochlorid

Die Kondensation von D-Arabinosephenylhydrazon mit dem

Pyrimidinderivat 36 erfolgt in 50% Methanol unter Rick-

flussierung (?50, 4 8td.) [FQJ. Auch das Deoxyarabinose-

phenylhydrazon (53%) reagiert erst beim Erhitzen mit 36,
widhrend das Triacetyl-deoxyarabinosephenylhydrazon (50)

schon bei 22% reagiert.
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Um den Mechanismus der Kondensation abzukliren, versuchten
wir das Kondensaticnsprodukt'gﬂ unter Stickstoff zu reinigen
indem wir es mehrmals in Methanol 18sten und durch Zugabe
von Aether und n-Hexan fillten, Das !H-NFR.-Spektrum konnte
aber nicht interpretiert werden.

Die Kondensation ven Triacetyl-5-deoxy-L-arabinose-phenyl-
hydrazon (50) mit 36 wird unter Stickstoff in einem Ge-
miseh von Methaneol und Wasser (1:1) bei 35—h000 durchge-
fithrt. Nach der Oxidation mit Jod und alkalischer Entacety-
lierung des Kondensationsproduktes erhielten wir neben
L-Biopterin (5) immer Spuren von Pterin (£1). Da Pterin (61)
nur durch aufwendige SHulenchromatographie entfernt werden
kann, versuchten wir die Bildung von 61 vollstindig zu unter-
driicken.

Man kann annehmen, dass die Abspaltung der Seitenkette nur
méglich ist, wenn die C-1'-0-Acetyl-Gruppe entacetyliert
wurde. Deshalb filhrten wir die Kondensationen in wasser-
freien LOsungsmitteln (abs. Methanol, DMSO, DMFA) und bei
Raumtemperatur durch. Die Bildung von Pterin (61) konnte

Jjedoch nie ganz vermieden werden.

6-Hydroxy-2,4,5-triaminc-pyrimidinsulfat ist ein k#ufliches
Produkt., Wegen der beaseren Loslichkeit setzten wir aber
filr die Synthese das Dihydrochlorid ein. Das niecht proto-
nierte Pyrimidinderivat 36 wird an der Luft rasch oxydiert.
In unserem Reaktionsgemisch wird die freigesetzte Salzsiure
durch Pyridin neutralisiert.

Anfinglich flhrten wir die Kondensation in einem Reaktions-
gefdss durch, das wir mit Stickstoff splilten. Eine deutliche
Erhéhung der Ausbeute an Bilopterin (i) wurde erhalten als
die Xondensation in einem Handschuhkasten (Inertgas: N;)

durechgefithrt wurde. Gleich gute Ausbeuten werden erhalten
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nach Zugabe von Natriumdithionit in das Kondensationsge-

misch unter Ausschluss von Sauerstoff.

2.%e. Oxydation und Entacetylierung

Die Oxydation kann mit Sauerstoff, Braunstein oder Jod aus-
gefilhrt werden. Diejenige mit Sauerstoff dauert zu lange.
Bei der Oxydation mit Braunstein ist das Abnutschen von
MnO, schwierig. Die Oxydation mit Jod verliduft dagegen
problemlos. Filr ein Mol eingesetztes 36 werden ca. vier
Aequivalente Jod verbraucht. Das Oxydationsprodukt wird
durch Umkristallisation aus Wasser gereinigt, wobei man das
Diacetylbiopterin (55) neben wenig Monoacetylbiopterin er-
hilt. Nach Entacetylierung in Ammoniak/Methanol (1:1) bei
50%c und Reinigung an einer mit Dowex 1¥X8 beschickten

Siule wurde reines Biopterin (5) erhalten.

2,2f. Synthese von L-Biopterin chne Isolierung der Zwischen-

produkte

Wie in Abschnitt 2.2a. schon erwdhnt, ist die Reinigung von

Deoxyarabinose (52) sehr aufwendig und es tritt wdhrend der
fAufarbeitung eine teilweise Zersetzung des Produktes ein,
Deshalb verzichteten wir auf die Isolierung von 52 und er-
hielten nach Durchfiihrung der Gesamtsynthese eine hohere
Ausbeute an Biopterin (3).

Auch das Deogyarabinose-phenylhydrazon (53) muss nicht ge-
reinigt werden. Das ilberschilissige Phenylhydrazin wird in

der nichsten Stufe acetyliert und stirt die folgenden Syn-

]
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theseschritte nicht.

Fiir die Acetylierung des Deoxyarabinose-phenylhydrazons (53)
wird Essigsfureanhydrid und Pyridin verwendet. Nach Beendigung
der Reaktion wird zuerst Methanol und anschliessend Wasser
zugegeben. Dabel wird das iberschilssige Essigs#ureanhydrid

dem Reaktionsgemisch entzogen. Das Gemisch wird als L&sungs-
mittel fiir die folgende Kondensation verwendet.

Das Pyridin, das filr die Acetylierung zugegeben wurde, neu-
tralisiert bei der Kondensation die Salzsiure des 6-Hydroxy-
2,4,5-triamino-pyrimidin-dihydrochlorids (36 + 2 HC1).

Auch fir die Oxydation und das Entacetylieren muss nicht von
gereinigten Zwischenprodukten ausgegangen werden.

Nach diesem Verfahren kinnen alle Reaktionen (6 Stufen) von
1,1-Diaethylsulfonyl-L-mannc-2,3,4,5-tetrahydroxyhexan (58)
bis zum rohen L-Biopterin (5) im gleichen Heaktionsgefiss
durchgeflihrt werden., Die Ausbeute betrfgt 40-U5% (bezogen
auf 58) [47].

2.2g. Reinigung von L-Biopterin

Zuerst wurde versucht das rohe L-Biopterin (5} durch Um-
¥ristallisation aus Wasser und Entfédrbung mit Tierkohle zu
reinigen. Unter pgrossem Verlust wurde so hellgelbes L-Bio-
pterin (5) erhalten, das aber immer noch Spuren von Ptarin
(61) enthielt, dessen Loslichkeitsprodukt viel kleiner ist,
als jenes von Biopterin (5). Auch durch Umkristallisation

in verdiinntem Ammoniak oder Essigsiure, konnte das Pterin
(61) nicht entfernt werden. Neopterin (6) und Monapterin (7)

wurden erfolgreich Uber eine Ionenaustauschersfule gereinigt

- U5 =

(Dowex 1XB) [40]. Die gleiche Methode eignet sich gut fir
L-Biopterin (5) DHJ. Es kénnen so mit einer S#ule (7x30 em)

4 g L-Biopterin (5) gereinigt werden. In [41] wurde zur
Elution eine 0.03 M Ammoniumformiatl8sung vom pH B-7.5 ver-
wendet, Man erhilt aber weniger Eluat, wenn man die Konzentra-
tion des Puffers auf 0.15 Mol/£ und den pH auf § erhdht.

|
I A |
|

2.0 8.0 70 6.0 50 40 3.0 20 ppm

Fig. 3 !H=NMR,-Spektrum von L-Biopterin (5) in 3N DCL.
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3. Synthese von L-Biopterinderivaten und deren Charakteri-

sierung

Filr die Herstellung von Derivaten des L-Biopterins (5)
wurde bis ver kurzem natilrlich gewonnenes L-Biopterin (5)
verwendet. Z.B. isolierten 1572 Fukushima und Shiota
L-Biopterin (5) noch aus Froschhduten [14]. Da wir jetzt
Biopterin (5) in grossen Mengen herstellen kénnen, wird
die Untersuchung dessen Derivate stark erleichtert.

%.1. 7,8=Dihydro-L-biopterin

Filr die Reduktion von L-Biopterin (5} zu 7,8-Dihydro-L-bio-
pterin (8) muss ein Reduktionsmittel gewdhlt werden, welches
das Biopterin (5) nieht gleich zum Tetrahydrobiopterin (9)
reduziert. Bei der katalytischen Reduktion mit Platin in
Triflucressigsfure bildet sich sehr rasch die Diastereo-
merenmischung der Tetrahydrobiopterine. Dagegen kann z.B.
mit Zink in Natronlauge 8 hergestellt werden [1€]. Eine

der gebriuchlichsten Methoden fiir die Reduktion von Pterinen
zur 7,8-Dihydrostufe ist heute die Reduktion mit Natrium-
dithionit. Bei der Isolierung der Produkte kdnnen jedoch
Sehwierigkeiten entstehen. 7,8-Dihydrofolsiure z.B. wird

aus dem Reaktionsgemisch isoliert, indem sie durch Zugabe
von SHure ausgef&l1lt wird [5C]. Dihydrobiopterin (8) kann
aber nicht durch Zugabe von SHure ausgefillt werden, weil

es sich in saurem Milieu rasch zersetzt., Fukushima und Akino
mussten deshalb das Dihydrobiopterin (8) mittels aufwendiger
S#ulenchromatographie reinigen [B1].

Wir haben jetzt eine einfache Methode gefunden, welche auch
filr grosse Ansitze geeignet ist. Biopterin (5) wird unter
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Stickstoff in einer wissrigen Lbsung von Natriumdithionit
aufgeschlémmt und mit mbglichst wenig Natronlauge in
Lbsung gebracht. Die LZsung hat dann einen pH wven ca. 10.5.
Das Reaktionsgemisch wird auf 70°C erhitzt bis es hellgelb
wird. Beim Abkilhlen f411lt das 7,8-Dihydro-L-biopterin (8)
aus, da der pH im Verlauf der Reaktion auf ca. 6.5 sinkt.

S204%7 + BOH™= 280,27 + 2H,0 + 2¢  [52].

Nach dem Umkristallisieren aus Wasser erh#lt man mit einer
Ausbeute von 72% reines 7,8-Dihydro-L-biopterin (8) [33]1).

Die Reduktionsgeschwindigkeit ist stark pH-abhingig. Im
basischen Milieu ist die Reduktionsgeschwindigkeit wesent-
lich kleiner als im leicht sauren Bereich. Die Redukticn
von 8 zu 9 mit Natriumdithionit zeigt die gleiche pH-Ab-
héngigkeit, verl#uft aber viel langsamer als die Reduktion
von 5 zu 8, so dass die Reduktion bis zur Dihydrostufe
ziemlich selektiv verliuft.

7,8-Dihydro-L-biopterin (8) in neutraler whssriger Ldsung
wird mit Sauerstoff, Wasserstoffperoxyd oder Braunstein
langsam, in verdiinnter Essigsdure und Braunstein hingegen
sehr rasch zu reinem L-Biopterin (5) zurilckoxydiert.
Pfleiderer liess Tetrahydrobiopterin (3) an der Luft in
NatriumbicarbonatlSsung bei pH 7.5 oxydieren und erhielt

als Hauptprodukt Dihydroxyanthopterin (4) neben wenig Bio-
pterin (2)2) und Pterin (61) [54]. Er nahm an, dass die Oxy-

1) Auf die gleiehe Art kann auch T,8-Dihydro-L-Neopterin hergestellt
werden (siehe exper, Teil),

2) Bei dem so erhaltenen Biopterin kann die sbsolute Konfiguretion der
Seitenkette nicht mehr mit Bestimmtheit angegeben werden.
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Fig. 6 !3C-PFT-NMR,-Spektrum von 7,8-Dibydro-L-bicpterin
(§> in (GD;} 280.
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dation Uber das 7,B8-Dihydrebiopterin (8) wverliuft.
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Die Oxydation ven T,8-Dihydro-L-biopterin (8) bei pH 7.5
liefert tatsichlich die gleichen Predukte, so dass jetzt
mit Sicherheit angenommen werden kann, dass die Oxydation
von 9 im schwach basischen Milieu Uber 8 verliuft.

Diese Resultate sind von besonderer Bedeutung seitdem
Watson, Schlesinger und Cotton im Urin wven Patienten mit
Phenylketonurie Dihydroxanthopterin (%) fanden [55] .

Es kann angenommen werden, dass das Dihydroﬁiopterin (3}
im Kérper von Patienten mit Phenylketonurie zu Dihydroxan-

thopterin (4) abgebaut wird.

Die Rilckoxydation von T7,8-Dihydro-L-biopterin (8) in saurem
Milieu wird in Abschnitt %.5. besprochen.

Unter Stickstoff ist 8 in neutraler, wissriger LOsung stabil.
In 1N NaOH zersetzt es sich langsam. So war es uns nicht
mBglich ein *®C-PFT-NMR.-Spektrum in 1N NaOH aufzunehmen.

Ty saurem Milieu zersetzt sich 8 rasch.

3.2, Analyse der Reaktionsprodukte aus 7,8-Dihydro-L-

biopterin in saurem Milieu

Schon 1963% fand Kaufman, dass sich 7,8-Dihydro-L-biopterin
(8) beim Erhitzen in verdiinnter Salzs#ure zersebzt und als
Hauptprodukt Biopterin (2)2} bildet [15]. Katoh und Akino
reduzierten L-Sepiapterin (3) mit Sepiapterinreduktase zu
7,8-Dihydro-L-biopterin (8) und behandelten das so gewonnene
B mit verdinnter Schwefelsdure vei -20% [56]. Sie er-
hielten Biopterin (2)2) und Deoxysepiapterin (2). Fukushima
und Shiota stellten Deoxysepiapterin (2) her indem sie
Dihydro-biopterin (8) auf eine Pnospho-Sephadex-S8ule
trugen, die S#ule iber Nacht stehen liessen und dann die
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gelb fluoreszierende Bande eluilerten [14] . sie erhielten
so Deoxysepiapterin (2) mit einer Ausbeute von ca. 20%.

Wir erhitzten g in verdiinnter Essigsiure unter Stickstoff
und fanden, dass sieh auch dann Biopterin (5)2) und Deoxy-
sepiapterin (2) bpilden. Deoxysepiapterin (2) hat die
gleiche Oxydationsstufe wie B. Das Biopterin (5) 2) yann
aber nur durch Oxydation aus 8 entstehen. Wenn aber B zu
(5} 2) oxydiert wird, muss gleichzeitig ein Reduktions-—
prozess stattfinden. Wir machten deshalb von der Reaktions-
18sung ein Diinnsehicht unter Stickstoff und fanden unter
der UV.-Lampe einen blau flucreszierenden Fleck (Bicpterin
(5) J) und einen gelb fluoreszierenden Fleck (Deoxysepia~
pterin (2)). Als wip die Dilnnschichtfolie Uber eine offene
Ammoniakflasche hielten, bildete sich ein zweiter gelber
Pleck. Um diese Verbindung zu isolieren, dampften wir die
Reaktions-L8sung zur Trockene ein und extranierten mit
Wasser. Biopterin (5) und Deoxysepiapterin (2) sind im
Wasser schwerléslich, so dass nur die unbekannte Verbindung
in Lésung ging. Ein 'H-NMR.-Spektrum zeigte eindeutig,

dass es sich um das 5,6-Dihydrodeoxysepiapterin (63) handelt.
Da diese Substanz noch nie in der Literatur erwdhnt wurde,
synthetisierten wir sie spter durch Reduktion aus Deoxy -
sepiapterin (2) (siehe Abschnitt (3.4.)

Das Biopterin (§}2) und das Deoxysepiapterin (2) trennten
wir dureh Chromatographie an einer Cellulose-S4ule. Die
IH-NMR.-Spektren zeigten aber, dass es gich bei der blau
fluoreszierenden Verbindung um ein Gemisch von Biopterin
(5}2> und 2'-Deoxybiopterin (§2) im Verh#ltnis 3:1 handelt.
Aus 8 entstehen beim Erwdrmen in verdilnnter Essigsdure
folgende Produkte: Biopterin (5) 2) (342), 2'-Deoxybiopterin
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(62) (12%), Deoxysepiapterin (2) (13%) und 5,6-Dihydro-
deoxysepiapterin (£3) (23%). 2 und 62 haben die gleiche
Oxydationsstufe wie Dihydrobiopterin (8), wihrend 63
durch Reduktion und §2) durch Oxydation entstent. Wir kidn-
nen damit das erste Mal eine intermclekulare Dispropor-

tionierungs-Reaktion bel Pterinen nachweisen.

3.3. Deoxysepiapterin

Wenn 5,6-Dihydredeoxysepiapterin (63) in verdinnter Essig-
s#ure an der Luft stehen gelassen wird, bildet sich lang-
sam Deoxysepiapterin (2). Um nun Deoxysepiapterin (2) in
mdglichast grosser Ausbeute aus Dihydrobiopterin {g} Zu er=
halten, muss die Reaktionslésung nach dem Erwlrmen einige
Tage an der Luft stehen gelassen werden, damit Ez zu 2
oxydiert wird. Anschliessend kann 2 durch Chromatographie
auf einer Cellulose-S#ule aus dem Reaktionsgemisch iso-
liert werden, Die Isolierung von 2 ist aber einfacher, wenn
man die zur Trockene eingedampfte Reaktionsl®sung mit TH
NaCOH versetzt. Dabel fH11t das Natriumsalz des Deoxysepia-
pterins (2) in Form von dunkelroten Nadeln aus, wihrend
das Biopterin (2)2) und das 2'-Deoxybiopterin (62) geldst
bleiben. Die 7N NaOH muss auf 0% gekilhlt werden, weil
sich sonst das Deoxyseplapterin (2) langsam zersetzt. In
verdiinnter Salzsiure ist 2 schwerl8slich und in Trifluor-

essigsfure zersetzt es sich rasch ESi].

_.55_

Ha0
I
|
|
|
i | [CHzlpS0
“ J t | it
. il hh[t h
., ! b,
| | - | ; } 7 | } } ; } ; f
h_sl.o eI.D 70 60 50 40 3.0 20 ppm

Fig., 7 'H-NMR.=-Spektrum von Deoxysepiapterin (2) in
(CD4),80.

3.0, {SR,S)—S,G_-Dihydrodeoxysepiaﬁterin

Bei der Reduktion von Deoxysepiapterin (2) miv Natrium-
dithionit entsteht als Hauptprodukt 5,6-Dihydrodeoxy~
sepiapterin (63). Die Abtrennung der anorganischen Salze
bereitete uns anfinglich Schwierigkeiten, weil das 5,6~

Dihydrodeoxysepiapterin (63) in Wasser gut 18slich ist.
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w?nn Nap8;04 in konzentrierter Salzsiure aufgeschlimmt
wird, entstehen unlésliche Zersetzungsprodukte [52]. Nach
dem Abnutschen dieser Zersetzungsprodukte kann die LBsung
auf -500 abgekiihlt werden, ohne dass sich eine F4llung
bildet. Wird eine Mischung von Na2:5:0, und 63 in konzen-
trierter Salzsfure (22°0) aufgenommen und a;;enutscht,

f411t beim Abkilnlen dieser L&sung auf -5°C 63 in Form
von feinen Nadeln aus. o

Das UV.-Spektrum von 63 stimmt mit jenem von 5,6,7,8-Tetra-
hydrobiopterin (9) tlberein. Im Gegensatz zum 'H-NMR.-Spek-

trum von 9 kann dasjenige von 63 gut interpretiert werden
(siehe Fig. 8).

Ha0

L i b
1 1 ) T
90 80 70 60 50 40 30 20 ppm
Fig. 8  'H-PFT-NMR,-
MR, -Spektrum ven 5,6-Dihydrodeoxysepia-

pterin (63) in 3N DCE,
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Mit Hilfe der Kopplungskonstanten der Wasserstoffatome
lp-C(6) und Ha-C(7) kann die Konformation von 63 bestimmt
werden. Der Tetrahydropyrazinring in 63 besitzt eine Halb-
sessel-Konformation mit ausgeprigter Hquatorialer An-
ordnung der C(6)-Seitenkette. Die Ha-C(6)- und Ha-C(7)-Atome
sind transdiaxisl, das He-C(7)- ist zum Ha—C(GJ-htom

gauche angeordnet. Dies ergibt fir 63 eine analoge Konfor-
mation wie sie fir 5,6,?,B-Tetrahydropteroinsaure und
5,6,7,8-Tetrahydro-L-folsdure ermittelt wurde [57].

3,5, 2'-Deoxybiopterin

Diese Verbindung wurde bis jetzt in der Literatbur noch

nie erwihnt.

Da wir bei der quantitativen fnalyse der Reaktionsprodukte
aus Dihydrobiopterin (8) in verdiinnter Essigsfure nur 12%
ot-Deoxybiopterin (62) fanden, versuchten wir es anflng-
1ich durch katalytische Hydrierung von Deoxysepiapterin
(2) herzustellen. Dabei entsteht das Tetrahydro-2'-deoxy-
biopterin (64) das mit Jod leicht zum 2'-Deoxybiopterin
(62) oxydiert werden kKann.

Gleichzeitig entstenen aber Nebenprodukte, die nicht voll-
stindig entfernt werden konnten. Wir entschlossen uns des-
halb, das beim Erwdrmen von Dihydrobiopterin (8) in ver-
dilnnter Essigsiure entstehende 2'-Deoxybiopterin (62) zu
isolieren und zu reinigen. So konnten wir £2 als HNeben-
produkt der Deoxysepiapterinsynthese gewinnen. Die Reinigung
erfolgte durch Dowex-Chromatographie.
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506 Csﬂ,s)—E,6,T,S«Tetrahydro-L-hiopterin

1966 untersuchten Rermbold und Metzger die Reduktion von
iopterin (5) zu Tetrahydrobiopterin (9) [58] . Als Reduk-
¢1onsmittel setzten sie Zink mit Salzsdure, Natriumbor-
hydrid und Watriumdithionit ein und fiinrten auch die
latalytische Reduktion mit PdC durch. Sie fanden, dass

die katalytische Reduktion mit Pd0 in 0.2 Salzsiure die
hitehste Ausbeubte ergab. Da ihnen aper nur wenilg 1L-Biopterin
(5) zur Verfigung stand, mussten sie in Mikromol—Bereich
arbeiten und sebzten [Ba-1*C] Biopterin ein, was die
quantitative Bestimmung der Heaktionsprodukte‘ermﬁglichte

(58] .

Fiir grossere Mengen eignet sieh die von Viscontini und
Bobst eingeflhrte Hydrierung von Pterinen in Triflucr-
cssigsHure am besten. Dieses Verfahren hatte sich auch
schon bei der Hydrierung des Neopterins (6) und Menapterins
(7) bewshrt [6C]. Die Reduktion des Biopterins (5) in
Triflucressigsdure erfolgt sehr rasch und nach dem Ab-
filtrieren des Platins wird das Tetrahydrobiopterin (9)

als pihydrochleorid durch Zugabe von Salzsdure, Methanol und
hether gefdllt.

wie die 'H-NMR,- und 130-PFT-NMR . -Spektren Fig. 10 und 11
zeigen, liegt das Tetrahydrobicpterin (9) als Diastereo-
merengemisch vOI'. fpufgrund der deutlich verschiedenen ag-
PFT-NMR.-Spektren der peiden Diastersomeren kann ihr Misch-
ungsverhiltnis von 2 2u 1 abgeschitzt werden 53.

Fs muse aber angenommen werden, dass nur eines der beilden
Diastereomeren biclogisch aktiv ist. Deshalb versuchten

wip eines der beiden Diastereomeren durch Unmkristallisation
anzureichern. Nach zyeimaligem Umkristallisieren aus kon-

zentrierter Salzséure konnten wir aber keine Anreicherung
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eines Diastereomeren becbachten.

Im Gegensatz zu Dihydrobiopterin (8) ist Tetrahydrobiopterin

(3) unter Stickstoff in Natronlauge und Salzsiure stabil.

Fig. 10 'H-NMR,-Spektrum von (6R,S)-5,6,7,8-Tetrahydro-L-
blopterin (9) in 3N DCL. (Die Verdoppelung des
Signals der Methyl=-Protonen ist auf das Vorhanden-
sein von Diastereomerenpaare zurilekzufilnren).
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Fig, 11 '3C-PFT-KMR,-Spektrum von (6R,S)-5,6,7,8-Tetra-
hydro-L-biopterin (9) in 3N NzOD,

3.7. Rilckoxydation von 5,6,7,8-Tetrahydro-L-biopterin

Wenn man eine wHssrige L¥sung von Tetrahydrobiopterin-di=-
hydrochlorid (9) mit NaHCO; neutralisiert und an der Luft
stehen lésst, entsteht als Hauptprodukt Pterin (£1) neben
wenig Biopterin (2)2). Gibt man vor der Oxydation noch
etwas Natriumchlorid hingzu, erhdht sich der Anteil an
Biopterin (5) leicht. Um eine Neutralisation zu vermeiden,
reduzierten wir Biopterin (5) mit PtO; indem wir es in
Wasser aufschléimmten und so lange reagieren liessen bis
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alles Biopterin (5) geldst war, die L&sung nicht mehr fluores-
zierte und eine Probe ein UV.-Spektrum ergab, das frei von
Dinydrobiopterin (8) war. Diese Lisung filtrierten wir
unter Stickstoff vom Platin ab, versetzten einen Teil da-
von mit NaCf, einen anderen mit Na,S0, und liessen die Pro-
ben an der Luft stehen. In der Probe ochne Zus#tze entstand
Pterin (61) und nur Spuren von Biopterin (5). In den zweil
andern Proben entstand neben Pterin (61) als Hauﬁtprodukt
wenig Biopterin (5). Durech Zugabe von sehr wviel Salzen
konnte der Anteil an Biopterin (5) nicht mehr wesentlich
erhtht werden.

Pearson beschreibt die Herstellung von reinem Dihydrobio-
pterin (8) durch Oxydation von Tetrahydrobiopterin (9) mit
der stdchiometrischen Menge Sauerstoff [61]. Dieses Resultat
steht im Widerspruch zu den von uns erhaltenen Resultaten,
denn wie wir schon im Abschnitt 3.1. erwihnten, wird beil
der Rilckoxydation ven Dihydrobiopterin (8) die Seltenkette
nicht mehr abgespalten.

In Anlehnung an den Mechanismus fir die Rilckoxydation von
Tetrahydropterinen von Viscontini et al. [17] postulierten
Rembold, Metzger und Gutensohn einen Mechanismus filr die
Abspaltung der Seltenkette bel der Rlckoxydation won Tetra-
hydroneopterin [62]. Wir nehmen an, dass die Rilckoxydation
von Tetrahydrobiopterin (9) analog verliuft.

Dieser Mechanismus erklfrt allerdings nicht, warum in
Gegenwart von Salzen vermehrt Biopterin (5) entsteht, und
dass bei der Oxydation von Tetrahydro-2'-deoxyblopterin (64)
nur Spuren von Pterin (61) entstehen.

Die Rilekoxydation von 9 im basischen Milieu wurde bereits

in Absehnitt 3.1, beschrieben.
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3.8, L-Sepiapterin

1972 erhielten Sugiura und Goto bei der Rilckoxydation wvon
Dihydroneopterin 2-Amino-U-hydroxy-6-(1'-oxc-2',3"-di~
hydroxypropyl)-7,8-dihydropteridin [63]. Diese Verbindung
ist mit Sepiapterin (3} strukturell verwandt. Pflelderer
versuchte auf #hnlichem Weg L-Sepiapterin (3) herzustellen
[50]. Er erhielt L-Sepiapterin (3) mit einer Ausbeute von
202 durch Oxydation von Tetrahydrobiopterin (9) an der
Luft in einer Pufferl8sung mit pH=4. Neben Sepiapterin (3)
entstand als Hauptprodukt Biopterin (2)2) und kleine Mengen
von Pterin (61), Pterin-6-carbonsiure und Deoxyseplapterin

(2) [54].

Da die Produktverteilung bei der Oxydation von Tetrahydro-
biopterin (9) pH-abh#ngig ist, nahm Pfleiderer an, dass

als Zwischenprodukt Dihydrobiopterin (8) gebildet wird [54].
Wir versuchten deshalb das Sepiapterin (3) unter den
gleichen Bedingungen aus Dihydrobiopterin (8) herzustellen.
Wir stellten aber fest, dass aus Dihydrobiopterin (8) signi-
fikant weniger Sepiapterin (3) entsteht, als von Tetrahydro-
biopterin (9) ausgehend. Damit ist es unwahrscheinlich,

dass 8 bei dieser Reaktion ein Zwischenprodukt ist.
Pfleiderer nahm weiter an, dass das Dihydrobiopterin (8)
dureh eine Lobry de Bruyn-Alberta van Ekenstein Umlagerung
in das 5,6-Dihydrosepiapterin (13) tberfilhrt wird, aus

dem dann durch Oxydation L-Sepiapterin (3) entsteht [54].

Es gelang uns das 5,6-Dihydrosepiapterin (13) zu syntheti-
sieren (siehe Abschnitt 3.9.). 13 geht aber bei pH U rasch
in 5,6-Dihydrodeoxysepiapterin (63) iiber und man erhilt

naeh Oxydation an der Luft Deoxysepilapterin (2). Damit ist

es eindeutig, dass die Sepiapterinbildung nicht nach dem
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von Pfleiderer postulierten Mechanismus verliuft, Wir
vermuten, dass hier wie beil der Deoxysepiapterinbildung
intermolekulare Keaktionen stattfinden.

Da Pfleiderer [54] die Sepiapterinsynthese ohne experi-
mentellen Teil publizierte, mussten wir selber nach den
detaillierten, optimalen Reaktionsbedingungen suchen,

Es stellte sich heraus, dass dle Produktverteilung von

der Pufferkonzentration abhingt. Bei zu hoher Pufferkon-
zentration bildet sich mehr Deoxysepiapterin (2) als Sepia-
pterin (3), bei zu kleiner Pufferkonzentration bilden sich
nur Spuren ven Deoxysepiapterin (2) aber auch die Ausbeute
an Sepiapterin (3) ist gering, Wir liessen 2 deshalb in
einer ca. 0.4N Natriumacetat-Pufferlésung (pH=4) an der
Luft oxydieren. Nach zweimaligem Auftragen auf eine Cellu-
loses8ule und Umkristallisation aus Wasser erhielten wir

reines Sepiapterin (3) [53].
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Fig. 12 'H-PFT-NMR.-Spektrum von L-Sepiapterin (3} in
(CD;).80,
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%,9, 5,6-Dihydro-L-sepiapterin

Anfinglich versuchten wir 5,6-Dihydro-L-sepiapterin (13)
gleich wie 5,6-Dihydrodeoxyseplapterin (63) herzustellen,
indem wir Sepiapterin (3) mit Na,8,0, reduzierten und

das Produkt durch Umkristallisation in konzentrierter
Salzsfure reinigten. Das 'H-NMR,-Spektrum zeigte dann aber,
dass wir reines 5,6-Dihydrodeoxysepiapterin (63) erhalten

hatten.
0 H O H
i E l CH ! é —CH:
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Wenn L-Sepiapterin (3) mit Na»S204 in einem Puffer mit
pH=9 reduziert und anschliessend nach Zugabe von Ammoniak
an der Luft zurillckoxydiert wird, findet man auf dem Dilnn-
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schicht als Hauptprodukt Sepiapterin (3). Wird die Rick-
oxydation bei einem pH von 5 durchgefilhrt, entsteht als
Hauptprodukt Deoxysepiapterin (2). Es kann angenommen
werden, dass bei der Reduktion von Sepiapterin (2) mit
Na ;8,04 5,6-Dihydrosepiapterin (13) entsteht, das sich
aber im sauren und neutralen Milieu unter Billdung von

Deoxysepiapterin (2) zersetzt.

4. Klinische Versuche mit (6R,8)-5,6,7,8-Tetrahydro-L-

biepterin, 7,8-Dihydrotiopterin und L-Sepiapterin

Wie bereits in Abschnitt 1.2b. erwihnt wurde, besteht bei
der Phenylketonurie meist ein Defekt des Apcenzyms Phenyl-
aleninhydroxylase. Sehr selten berunt die St8rung der
Hydroxylierung von Phenylalanin aber auch auf einem Defekt
des regenerierenden Systems der Dihydropteridinreduktase
oder der Biosynthese von Dihydrobiopterin.

In Zusammenarbeit mit Prof.Dr, H.-C.Curtius, Dr. Niedesr-
wieser vom Kinderspital in Zirich und mit Aerzten in
Milnchen wurden Vesuche an einem Kind mit Defekter Dihydro-
biopterin-Biosynthese durchgefiihrt [64]. Nach Verabreichung
von 25 mg 5,6,7,8-Tetrahydro-L-biopterin-dihydrochlorid

(2 + 2HCEL) sank der Phenylalaningehalt im Blut innerhalb

3 Stunden von 20 auf 2 mg/l00 ml und blieb mindestens 36
Stunden auf diesem tiefen Niveau [64], Auch 7,8-Dihydro-
L-biopterin (8) und L-Sepiapterin (3) waren #hnlich aktiv.

..6,9...

5, Experimenteller Teil

1) Allgemeines

Die 'H-PFT-NMR.-Spektren wurden auf einem Varian LX-100-15
Spektrographen aufgenommen, Die chemischen Verschiebungen
wurden den entsprechenden ’H—NMH.HSpektren entnommen,
welche auf einem Varian HA-100-NMR,-Spektrographen aufge-
nonmen wurden (Standard: Tetramethylsilan; Abkilrzungen:

s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, g = Quartett,

m = Multiplett, H = Proton(en); die spezifische optische
Drehung [a]23, wurde an einem LEP A2 Zeiss-Gerit gemessen,

2) L-Rhamnose-Diaethylmercaptal (57), 1,1-Diaethylsulfonyl-
L-manno-2,3,4,5-tetrahydroxyhexan (58) und 5-Deoxy-L-
arabinose (52) wurden nach [43] hergestellt.

3) 5-Deoxy-L-arabinose-phenylhydrazon (53).

100 mg (0.66 mmol) 5-Deoxy-L-arabinose-hydrat (52:H,0) wur-
den in einem Handschuhkasten (Inertgas: N,) mit 80 mg (0.7
mmel) Phenylhydrazin in 20 ml 95 proz. Methanol gelést und
1 Std. bei 22°C stehen gelassen. Nach Einengung der Losung
auf ca., 3 ml wurde mit 35 ml Aether und 50 ml n-Hexan ver-
setzt, 6 Std. bei 0°C stehen gelassen, das ausgefallene
Phenylhydrazon 53 abgenutscht, gewaschen mit Aether-Hexan
1:1 und getrocknet (0.0l Torr, 40°, 15 Std.): 105 mg (71%)

53.
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lH-NMR, {(CD;0D) (Pig. 1}3): 7,35-6,55 (m, 5 arom. H)j
7419 (d, Jy 5 = 6,0 Hz, H-C(1)); 4,45 (q, Ja’3 = 3,6 Hz,
H-C(2}); 3,87 (m, Iy = 6,4 Hz, J) g ® 6,2 Hz, H-C(U));
Ed 3
3.48 (q, H-C(3)); 1,28 (d, 3H-C(5)).

Cy1Hy03N; Ber. c 58,91 H 7,19 N 12,bkog
(224,27) Gef'. C 59,37 H 7,67 N 11,16%

4) 2,%,4-Triacetyl-5-deoxy-L-arabinose-phenylhydrazon (50).

100 mg (0,45 mmol) 53 wurden in einem Handschuhkasten (Inert-
gas: N3) in 1 ml Pyridin und 1 ml Essigsfureanhydrid gellst.
Anschliessend 5 Std. (22°C) stehen gelassen, bei 40% zur
Trockene eingeengt und der Rilekstand getrocknet (0,01 Torr,
40°%c, 15 std),

H-NMR. (CDCEy) (Fig. 2): 7,90 (=, =N=NH-); 7,55=6,80

(m, 5 arom. H); 6,93 (d, H-C{1)); 5,74 (m, H-C(2)); 5,52
(m, H-C(3)); 5,17 (m, H-C(4)}; 2,15 und 2,09 (2 s und 1 s,
3-CO-CHs); 1,36 (4, Ju’s = 6,2 Hz, 3H-C{5)).

5) Tetraacetyl-5-deoxy-L-arabinose-phenylhydrazon (60).

100 mg (0,45 mmol) 53 wurden in U ml Essigsdureanhydrid ge-
15st und 2 Std. auf 80°C erwdrmt. Nach Einengung zur Trockene
wurde 60 mit einer Silikegelstiule (@ 5x20 em) gereinigt. Als
Laufmittel wurde Benzol/Methanol 19:1 verwendet. Das 60 ent-
haltende Eluat wurde zur Trockene eingeengt und der Rilek-

3) Fiir das ‘H-IMR,-Spektrum wurden die H-Atome der OH-Grugpen in (53)
gegen Deuterium in CD0D/D,0 2:1 bei 50°C ausgetauscht.

_?'l_

stand getrocknet (0,01 Torr, 40°C, 15 Std.): 128 mg (73%)
(60,

ly-NMR. (CDCL3): 7,60-6,67 (m, 5 arom. H); 6,33 (4, Jl’2 =
4,5 Hz, H-C(1)); 5,62 (m, 32’3 = 4,5 Hg, H-C(2)); 5,27

(@, T3y = 6,4 Hz, H-C(3)); 5,05 (m, Jy 5 = 6,0 Hz, H-C(4));
2,43, 2,04, 2,00, 1,98 (4 s, U -CcO-CH,)5 1,20 (d, 3H-C(5)).

6) 1',2'-Diacetyl-L-biopterin (55).

Zu einer L8sung von 10 ml Methanol und 0,5 ml Pyridin wur-
den 100 mg (0,28 mmol) 50 gegegeben. Dazu kamen 10 mg Na,8,0,
geltist in 4 ml Wasser und eine L¥sung von 67 mg (0,31 mmol)
2,4,5=-Triamino-6-hydroxy-pyrimidin-dihydrochlorid (36+2HC1)
in 4 ml Wasser. Die Reaktionslbsung wurde unter Sauerstoff-
ausschluss 20 Std. auf 35-40°C erwdirmt, wobei eine dunkel-
rote Lisung mit wenig Fillung entstand. Es wurde eine LOsung
von 0,17 g (0,67 mmol) Jod in 3 ml Methanol zugegeben. Im
Verlauf der Oxydation schied sich 55 in Form eines braunen,
feinen Niederschlages aus. Nach 30 Min. wurde die LBsung

auf Iodﬂberschussq) geprift und anschliessend zur Trockene
eingeengt. Der Rlckstand wurde in 7 ml Wasser aufgeschlémmt,
die unl®slichen Teile abgenutscht mit 20 ml Aethanol/Aether
1:1 gewaschen, zweimal aus Wasser unter Verwendung von
Aktivkohle umkristallisiert und getrocknet (0,01 Torr, HOOC,
15 8%d.): 12 mg (12%) 55. Dlinnschichtchromatographisch
(Cellulosefolie, Laufmittel: Wasser) wurden folgende Produkte
gefunden: Wenig Pterin und Monoacetylbiopterin (?), Haupt-

4) Falls der Test auf Jod mit Jod-Stirke-FPapier negativ ist, wird zu-
gitzliches Jod zugegeben bis zur positiven Anzeige des Testes.
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produkt: 1,2-Diacetylbiopterin (55). Nach mehrmaliger
Umkristallisation nahm die Menge Monocacetylbiopterin zu.

'H-NMR. (CF4C00D): 9,01 (s, H-C(7)); 6,17 (d, J,; 5, = 4,6
Hz, H-C(1'); 5;66 (ms H‘C<2‘))i 2435, 2118 (2 s, 2 “CO'Cﬁa);

1,46 (4, JET 71 = 5,6 Hz, 3H=C(3')).

7) L-Biopterin (5).

100 mg (0,36 mmol) (55) wurden in 10 ml konz. Ammoniak ge-
1#st, die Idsung 1 Std. bei 5000 gehalten und zZur Trockene

eingeengt. Anschliessend wurde der Rilckstand in 80 ml 1 prosz.

Ammoniak geldst und an einer mit Dowex 1X8 beschieckten S3ule
(@ 4,5x15 em) chromatographiert. Die Elulerung erfolgte mit
C,15 N Ammoniumformiatl8isung, pH 9. Die das Biopterin ent-
haltende Fraktion wurde bis auf ca. 100 ml eingeengt und

2 std. bei 0°C stehen gelassen. Das ausgefallene Biopterin
{5) wurde abgenutscht, mit wenig Wasser (4-5°C) gewaschen,
aus Wasser umkristallisiert und getrocknet {C,01 Torr, MOOC,

15 8td.): 57 mg (6T%) 5.

8) Synthese von L-Biopterin (5) ohne Isolierung der

Zwischenprodukte

14 g (42,1 mmol) 1l,1-Diaethylsulfonyl-L-manno-2,3,4,5-tetra-
hydroxyhexan (58) wurden in 120 ml Wasser aufgeschlimmt,

die erhaltene Suspension mit verdilnntem Ammoniak auf pE 5-10
gebracht, 14 Std. bei 22% geriihrt und zur Trockene einge-
engt. Der Rilckstand wurde in B0 ml 95 proz. Methanol geldst
und zur ILdsung 5,0 g (46,2 mmol) Phenylhydrazin gegeben.
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Nach 1 Std. (22°C) wurde zur Trockene eingeengt, der Rieck-
stand in %5 ml Pyridin und 35 ml EssigsHureanhydrid unter
Kilhlung gel8st und 5 Std. beil 22°C stehen gelassen. An-
schliessend wurde zur klaren Ldsung 1100 ml Methanol,

eine L¥sung von 1,4 g Na,S,0, in 300 ml Wasser und 10,3 g
(UB,1 mmol) 6-Hydroxy-2,4,5-triamino-pyrimidin-~dihydro-
chlorid (36:2HC1l) gel8st in 500 ml Wasser zugegeben. Die
Reaktionsl®8sung wurde unter BSauerstoffausschluss 20 Std.
auf 35-40°% erwdrmt, wobeili eine dunkélrote L¥sung mit
wenig Fillung entstand. Flr die Oxydaticn versetzte man
die L&sung mit 25 g (98,7 mmol) Jod geldst in 300 ml
Methanol. Nach %0 Min., wurde die Ldsung =zuf Jodﬂberschussu)
gepriift und anschliessend zur Trockene eingeengt. Nach Zu-
gabe von 150 ml Methanol und 200 ml konz. Ammoniak wurde

1 8td. auf SOOC erwlrmt und dann zur Trockene eingeengt.

Der braune Rilckstand wurde mit 200 ml Methanol aufgeschlimmt,
abgenutscht und nacheinander mit 50 ml Wasser (4~5%),

200 ml Methanol und 100 ml Aether gewaschen. Das abgenutschte,
rohe L-Biopterin (5) wurde in 2200 ml 1 proz. Ammoniak
geldst, die L¥sung filtriert und an einer mit Dowex 1X8 be-
schiekten SHule (O 7x30 em) chromatographiert. Die Eluierung
erfolgte mit 0,15 N Ammoniumformiatl®sung, pH 9. Es bilde-
ten sich zwel blau fluoreszierende Banden, wobei die untere,
breite dem Biopterin (5), die obere, schmale dem Pterin (61)
entspricht. Die das Biopterin enthaltende Fraktion (ca. 12 1)
wurde bis auf ca. 400 ml eingeengt und 2 Std. beil 0°c stehen
gelassen. Das ausgefallene Biopterin (5) wurde abgenutscht,
mit wenig Wasser (N—SOC} gewaschen, aus Wasser umkristalli-
siert und getrocknet (0,01 Torr, MOQC, 14 std.): 4,2 g (42%)
5.

Das getrocknete L-Biopterin ist hygroskopiseh und nimmt an

der Luft ein Mol Wasser auf.
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Léslichkeit: 19 mg in 100 ml Wasser (22°C)

'H-NMR. (3N DC1) (Fig. 3): 9,37 (s, H-C(T7)); 5,34 (4, R
2

4,8 Hz, H-C(1')); 4,66 (m, JE’,S‘ = 6,2 Hz, H-C(2'));

1,62 (d, 3H-C(3')).

L3C-PFT-NMR. (3N NaOD) (Fig. 4): 173,60, C(4); 164,08,

¢(2); 155,70, C(Ba); 153,56, C(6); 148,35, C(7); 127, 97,

C(4a}; 78,76, C(1'); 71,84, c(2'); 19,59, C(3').

[@]33% = -66° = 2° (c = 0,2, 0,1N HC1)

CoH) NsQy Ber. ¢ 45,57 H 4,67 N 29,53%
(237,22) Gef. c 45,19 H 1,96 N 29,48%

9) 7,8-Dihydro-L-biopterin (8).

Biopterin (5) 1lisst sich mit Natriumdithionit unter geeigne-
ten experimentellen Bedingungen selektiv sowohl zu Dihydro-
biopterin (8) als auch zu Tetrahydrobiopterin (9) reduzieren.
Z.B. kann aus der folgenden Tabelle die Reduktionszeit won

5 zu E bei 250 mit Natriumdithionit in Abh#ngigkeit dés
pH-Wertes entnommen werden. Dabei wurden im EHandschuhkasten
(Inertgas: Nz) 1 mg (00,0042 mmol) (5) in 2 ml 0,2 m Natrium-
phosphat-Puffer geldst und mit 3 mg (0,017 mmel) Natrium-

dithionit versetzt.

Zur Darstellung von 7,8-Dihydro-L-biopterin (8) wurden 200 mg
(0,85 mmol) L-Biopterin (5) im Handschuhkasten (Tnertgas: N,)
zusammen mit 600 mg (3,45 mmol) Watriumdithionit in 6 ml

- TH =

pH des Puffers Zeitdaver fir die Bildung von 8 aus (§)5)

4 sek.

20 Min.

735 3 1/2 std.
g std.

12 11 Tagel

Wasser aufgeschlimmt und durch Zugabe von Bﬁ NaOH in Lisung
gebracht (pH ca. 10,5). Diese L¥sung wurde auf 70° erwirmt,
wobei sich die Farbe von gelb {Uber braun nach hellgelb
Ynderte (10-20 Min.). Danach wurde auf Oo gekithlt und 12 Std.
stehen gelassen (OD), wobei 8 ausfiel, da als Folge der
Reduktion das pH auf ca. 6,5 sank., Unter Luftzutritt wurde

8 abgenutscht und mit wenig Elswasser und Aceton gewaschen.
Umkristallisation aus Wasser (80°) im Handschuhkasten (Inert-
gas: N;) und Trocknung (0,01 Torr, EOO, 10 8td.) ergaben

139 mg (72%) 8.

1H-PFT-NMR. ((CD3),S0) (Fig. 5): 7,22 (s, H-N(8)); 6,96
(s, 2H=N(2')); 5,65, 5,25 (2 d, J = 4,4 und 4,4, 2H-0-C
(1' oder 287y 1,46 (s, 2H-C(7)); 4,15-4,40 (m, H-C(1')
und H-C(2')); 1,60 (d, J = 5,6, 3H-C(3')).

130-PFT-NMR. ((CD3):30) (Fig. 6): 158,7, 155,8, 154,2, 153,0,
c(2,4,6,8a); 101,2, C(4a); 78,0, C(1'); 68,5, C(2'); 41,2,
cl7); 20,0, C(3').

5) Diese wurde mit Eilfe des Verschwindens der Fluoreszenz bei der
Reaktion von 5 nach 8 abgeschitet.

6) Die Zuordnung der beiden Hydroxylgruppen sn C(1') bzw. C(2') konnte
nicht ermittelt werden.
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=+ 35% + 2° (¢ = 0,4, 0,1N NaOH),

B ist hygroskopisch (5% Wasseraufnahme in 10 Min.) jedoch : .

wenig 18slich in Wasser (203 mg/100 ml H,0, 220}.

|
CqHyaNgOy » 2 H207) Ber. C 39,27 H 6,23 N 25,445 '

(275,27) Gef. C 38,79 H 6,57 N 25,60%

1¢) 7,8-Dihydro-L-neopterin.

Die Darstellung, ausgehend von L-Neopterin ]ycﬂ, erfolgte 'JJ
1 § i Fig. 13 Ausschnitt aus dem 'H-NMR.-
analog zu 8. (] Spektrum von 7,8-Dihydro-L-
Ausbeute: 121 mg (60%) 7,8-Dihydro-L-neopterin. i ; ; neopterin in 0,4 N NaoOD.
: 61.0 I ;:0 : 4i0 DD"’"

'H-NMR. (O,4N NaOD) (Fig. 13): 4,95 (d, Iy, 5y = 6,1 He,
H=C(1')); ”,80 ts, 2H-C(T)); u375'u335 (m, H-G(2') und

2H-C(3")).
i 11) Oxydoreduktion unter Stickstoff veon 7,8=Dihydro=L=-
[ﬁ]%%? o 370 + 29 (e = 0,4, 0,1N NaOH). ' biopterin (8) in saurem Milieu.
Eine L#sung von 100 mg {0,418 mmol) 7,8-Dihydro-L-bio-
CoHy 3NgOy HZOS) Ber. C 39,56 H 54553 N 25,63% | pterin (8) in 15 ml 25 proz, Essigsiure wurde im Handschuh-
(291,27) Gef. C 39,25 H 5,40 N 26,04% kasten (Inertgas: N,) 20 Min. auf 60° gehalten und an-

schliessend zur Trockene eingeengt. Der Rilckstand wurde
dreimal mit je 4 ml Wasser (200) extrahiert und diese
Extrakte zur Trockene eingeengt. Nach Trocknung 0,01 Torr,
40°, 5 Std.) wurden 15 mg (23%) 6377 erhalten. Der nach
obiger Wasserextraktion verbliebene Riickstand wurde in

80 ml1 Wasser (60°) gel®st und die entstandene Lisung auf

7) Um 8 * 2 Hp0 zu erhalten, wurde 8 bie zur Gevichtskenstanz an der 9) Die H-NMR.-Spektren (100 MHz) zeigen neben den beschriebenen Pro-
Luft stehen gelassen. ! dukten. wenig Verunreinigungen (< 10%).

8) Um 7,8-Dihydro-L-neopterin-hydrat aue 7,8-Dihydro-L-necpterin zu er-
halten, wurde 7,8-Dihydro-L-neopterin bis zur Gewichtskonstenz an der
Tuft stehen gelassen. ‘
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eine CellulosesHule (@ 3,8x30 em) aufgetragen. Nach einer
ersten Elution mit 15 ml Wasser (60°) und dem Erkalten
der Stule auf 22° wurde die Chromatographie mit Wasser
(22°) rortgesetzt. Die erste, blau fluoreszierende Frak-
tion, wurde zur Trockene eingeengt und getrocknet (0,01
Torr, 40°, 5 Std.). Ausbeute: 39 mg (Gemisch aus Biopterin
(2)2) und 2'-Deoxybicpterin (62}). Das ‘H-NMR.—Spektrumg}
zeigte ein Verh#ltnis von Biopterin (5)2) zu 2'-Deoxybio-
pterin (62) von 3:1. Dies entspricht einer Ausbeute von
3% an Biopterin (2)2) und 12% 2'-Deoxybiopterin (62} be-
zogen auf B. Die zweite, gelb flucreszierende Fraktion er-
gab 10,5 mg (13%) 277,

12) Deoxysepiapterin (2).

Diese Substanz entsteht neben 5,6-Dihydrodeoxysepiapterin
(63) wdhrend der Oxydoreduktion von 7,8-Dihydro-L-biopterin
(8) unter Sauerstoffausschluss. Das nicht fluoreszierende
63 wird aber leicht mit Sauerstoff zu 2 oxydiert. Aus dieser
Tatsache wurde folgende Methode zur Gewinnung von 2 ausge-
arbeitet: 300 mg (1,26 mmol) 7,8-Dihydro-L-biopterin 8 wur-
den in 20 ml 25 proz. Essigs#ure aufgeschlimmt, wihrend

20 Min. auf 60° gehalten und anschliessend unter Luftzu-
tritt bei 22° stehen gelassen, bis auf dem DC kein 63 mehr

10}. Danach wurde die L8sung zur Trockene einge-

sichtbar war
engt, der Rilckstand in 8 ml 7N NaOH aufgencmmen und eine
Stunde lang beil 0° gertlhrt, wobei das Natriumsalz von 2

in Form von dunkelroten Nadeln auskristallisierte.

10) Die Entwicklung von 63 erfolgte mittels Ammoniekddmpfen.

_?9_

Die Xristalle wurden abzentrifugiert, gewaschen mit 3 ml
7N NaOH (0°) und in 15 ml Wasser gel8st. Die erhaltene

Lisung wurde mit Eisessig auf pH 5-6 gebracht und auf O
abgekilhlt. Das reine Deoxysepiapterin 2 wurde abzentri-
fugiert und mit VWasser gewaschen. Umkristallisation aus
Wasser und Trocknung (0,01 Torr, HOO, 20 5td.) ergaben

97 mg (35%) 2. - Das so erhaltene Deoxysepiapterin (2)

ist mit dem aus Drosophila melanogaster (Mutante Sepia)
isolierten Produkt [4] identisch,

o]

H-NMR. ((CDj3)2S0) (Fig. 7): 7,77 (s, H-N(8)); 7,14 (s,
2H-N(2')); b,45 (s, 2H-C(T7)); 3,14 (g, 2H-C(2'); 1,30
(t, 3H-C(3')).

2 ist hygroskopisch und wenig 16slich in Wasser.

CgH“NsOg Ber. c MB,SG H 5,01 N 31,66%
(221,22) Gef. ¢ Lg,26 H 5,10 N 31,75%

13) (6R,8)-5,6-Dihydro~deoxysepiapterin-dihydrochlorid

(63 +2 HC1).
Im Handschuhkasten {(Inertgas: Nz) wurden 100 mg (0,45 mmol)
Deoxysepiapterin (2) in 80 ml H0 aufgeschlimmt. Zur er-
haltenen Suspension wurde langsam eine 0,1 m L&sung von
Natriumdithionit bis gum Erreichen einer hellorangen Ldsung
zugetropft. Anschliessend wurde zur Trockene eingeengt und
der Rilekstand in 3 ml 12N HCl aufgenommen. Danach wurden
die ungeldsten Salze abgenutscht und die Lisung zuerst
5 Std. beil 5c und anschliessend 12 Std, bei -5° gehalten,
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wobei 63 in Form von mikrokristallinen, farblosen Nadeln
ausfillt. Abzentrifugleren, waschen mit Methanol/Aether
(4:1), Aether und Trocknung (0,01 Torr, 400, 15 3td.) er-
gaben 75 mg (56%) 63.

ly-PPT-NMR. (3N DC1) (Fig. 8)11): 5,30, 4,81 und 4,31
{A-, M- und X-Teil eines AMX-Systems, dayy = 3.7 Ha, JAX =
8,8 Hz, Tyg = 14,5 Hz, L c(6), H, - C(7)y Hy = C(7);
3,39 (g, J = 7 Hz, 2H=C(2"')); 1,68 (t, J = 7 Hz, 3H-C(3')).

uv. (0,1N HC1): lmax = 266 nm (e = 10'800), 63-2 HC1 ist

hygroskopisch und gut in Wasser 18slich.

CsHy3NsO, * 2 HC1 Ber. C 36,50 H 5,11 N 23,65 Cl 23,94%
(296,07} Gef. C 36,37 H 5,34 N 23,39 CL 23,46%

14) 2'-Deoxybiopterin (62).

62 kann durch katalytische Hydrierung von Deoxyseplapterin
Eg} und anschliessender Oxydation mit Jod hergestellt wer-
den. Dabei entstehen jedoch Nebenprodukte, welche nicht
azbgetrennt werden konnten. 62 entsteht aber auch bel der
Oxydoreduktion von 7,8-Dihydrobiopterin (8) in verdiinnter
EssigsHure. Es wird deshalb bei der Decxysepiapterin-Syn-
these ebenfalls gebildet (siehe 12)), wobei man 62 in den
alkalischen Mutterlaugen findet. Filr die Isolierung wurden
die alkalischen Mutterlaugen mit Eisessig neutralisiert,
auf Co gekilhlt, der entstandene Niedersechlag abgenutscht
und mit Wasser gewaschen. Die Substanz wurde in 150 ml

11} Filr das H-MMR.-Spektrum wurde 63 nochmals aus 12N HCl umkristalli-
siert,

- BT =

1 proz. Ammoniak geldst und auf eine Dowex 1X8-SHule

(@ 4,5%x15 em) aufgetragen. Dann wurde mit einem Q,15N
Ammoniumformiat-Puffer (pH = 8) das Biopterin (2}2) voll-
stlndig eluiert. Darauf wurde mit dem gleichen Puffersystem,
jedoeh bei einem pH von 7, weiter eluiert. Nach Eluierung
des Pterins (61) konnte anschliessend das 2'-Deoxybio-
pterin (62) erhalten werden. Die 62 enthaltende Fraktion
wurde bis auf ca. 20 ml eingeengt und {lber Nacht bei o®
stehen gelassen, 62 wurde abzentrifugiert, mit wenlg Eis-
wasser gewaschen, aus Wasser umkristallisiert und ge-
trocknet (0,01 Torr, 40°, 15 Std.) 12 mg (5%) 62.

IH-PFT-NMR. (3N DCLl) (Fig. 9): 9,49 (s, H-C(7): 5,48 (%,
H-C(1'}); 2,46 (m, 2H-C(2')); 1,48 (t, 3H-C(3'}).

)
[e]%3s = 0° (c = 0,2; 0,1N NaOH).
62 ist hygroskopisch und wenig 1¥slich in Wasser.

CoH11Ns03 Ber. C 48,86 H 5,01 N 31,66%
(221,20) Gef. C 48,55 H 4,47 N 31,29%

15) (6R,8)-5,6,7,8=-Tetrahydro-L-biopterin-dihydroehlorid
(g * 2 HC1).

Nach der Vorhydrierung von 150 mg Pt0s; in 25 ml Trifluor-
essigsfiure (22°) wurden 500 mg (2,11 mmol) L-Biopterin (5)
zugegeben. Nach Aufnahme von 2 Mol Wasserstoff war die
Hydrierung beendet. Anschliessend wurde unter Stickstoff
vom Katalysator abfiltriert, die farblose L&sung auf 0°
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gekilhlt, mit einer kalten (0°) L&sung von 0,6 ml 14N HC1,
10 ml abs. Methanol und 80 ml abs., Aether versetzt, worauf
$+2 HC1 ausfiel. Das Dihydrochlorid von 9 wurde in einem
Handschuhkasten (Inertgas: N,) abgenutscht, mit Aether ge-
waschen und getrocknet (0,01 Torr, 60°, 15 Std.): 643 mg
(97%) 9+2 HC1.

'H-NMR. (3N DC1) (Fig. 10): U,60 - 4,00 (m, H-C(1'), H-C(2'),
H-C(6) und 2E-C(7)); 1,84, 1,80 (2 a*2), J = 5,5 und 6,0,
3H-C(3')).

(0,6N NaOD}: 4,55 - 4,20 (m, H-(C2')); 4,15 - 3,45 (m, H-C
(1'), H-C(6) und 2H-C(7)); 1,71, 1,67 (2 a*%), J = 6,2 und

6,2, 3H-C(3')).

13c_pFT-NMR. (3N Naonjl3): 167,21, 166,67, C(4); 157,93,
157,78, C€(2); 151,73, 151,29, C(8a); 101,68, 101,39, C(4a);
7h,99, Th,65, c(1'); 68,86, 67,89, c(2'); 52,58, 51,86,
C(6); 42,84, 42,49, C(T); 17,94, 16,93, C(3').

9 * 2 HC1 ist hygroskopisch und sehr gut in Wasser 1&slich
(> 20 g/100 m1, 22°).

CgHsNsOs *+ 2 HCL Ber. C 34,40 H 5,45 N 22,29 C1 22,57%
(314,17) Gef., C 34,09 H 5,19 N 22,20 (1 22,75%

12) Die 2 4 der Methylprotenen sind auf das Vorhandensein von Diastereo-
meren zurickzufihren,

13) Die Fuordnung der Signallagen der '*C-Atome erfolgte durch Vergleich
der chemischen Verschiebungen in [EO}. Aufgrund der deutlich unter-
scheidbaren Spektren der beiden Diastereomeren kenn ihr Mischungs-
verhiltnis von cas 2:1 abgeschétzt werden.
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16) Darstellung von (6R,8)-5,6,7,8-Tetrahydro-L-biopterin-
dihydroehlorid (9 ' 2 HC1) mit Natriumdithionit.

Im Handschuhkasten (Inertgas: N,) wurden 50 mg (0,21 mmol)
L-Biopterin (5) mit 300 mg (1,72 mmol) Natriumdithionit in
3 ml Wasser aufgeschlimmt und durch Zugabe wvon 3N NaOH ge-
15st. Diese L¥sung wurde auf 70o erwdrmt, wobel sich die
Farbe von gelb ilber braun nach hellgelb#nderte. Nach dem
Abkiihlen wurde das pH der L&sung mit 3N Essigsiure oder 3N
Natronlauge auf 5,5, 6,5 oder 8 eingés%ellt. Anschliessend
wurde so lange auf 70° gehalten, bis beim Abkithlen keine
F4illung mehr entstand. Beim Anfangs-pH 5,5 musste 35 Min.,
beim pH 6,5 55 Min. und beim pH 8 90 Min. lang erwdrmt
werden. Die L8sung wurde zur Trockene eingeengt und der
Rileckstand in 3 ml 12N HC1l aufgenommen., Damit konnte veon den
ungeldsten Salzen abgenutscht werden. Nach Zugabe von 40 ml
Methanol und 300 ml Aether wurde das ausgef#llte § - 2 HCl
abgenutscht, mit Aether gewaschen und getrocknet (0,01 Torr,
60°, 15 Std.): 45 mg (34%) g * 2 HOL.

17) L-Sepiapterin-dihydrat (3°: 2 H,0).

150 mg (0,48 mmol) 5,6,7,8-Tetrahydro-L-biopterin-dihydro-
ehlorid (9 - 2 HC1l) wurden in 20 ml Natriumacetatpufferlu),
pH = 4, geldst und unter Luftzutritt wihrend 6 Tagen stehen
gelassen. Dabei wurde das Volumen und das pH der L8sung
konstant gehalten, anschliessend zur Trockene eingengt,

der Rilckstand in 70 ml Wasser bei 60° gelst und zur Chro-
matographie auf eine Cellulecsesiule (2 4x35 em) aufgetragen.

Die erste Elution geschah mit 20 ml Wasser (60%), Nach dem

1k) Fiir die Herstellung des Puffers wurden 2,4 g Natriumacetat (wasser-
frei) in 200 ml Wasser geldst. Zu dieser Ldsung wurde Bisessig bis
pH = 4 {ca. T ml) zugegeben,
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Erkalten der Siule wurde die Chromatographie mit reinem
Wasser (220) fortgesetzt. Die das L-Sepiapterin (3) ent-
haltende Fraktion wurde eingeengt und der Rickstand wieder
in 4O ml Wasser (22°7) gelést. Die L&sung wurde auf die
gleiche SHule gebracht und das L-Sepiapterin (3) mit
Wasser erneut eluiert. Die das L-Sepiapterin (3) ent-
haltende Fraktion wurde zur Trockene eingeengt und bis zur
Gewichtskonstanz an der Luft stehen gelassen. Ausbeute:

27 mg (21%) 3 + 2 H,0. Umkristallisation aus Wasser (60°)
ergab 20 mg (15%) 3 + 2 H,O0.

Das 'H-PFT-NMR.-Spektrum des synthetischen L-Seplapterins
(3) in (CD3),80 (Fig. 12) ist mit jenenm des natilrlichen Pro-
duktes identisch [ﬁ]: 10,74 (s, H-N(3)); 7,99 (s, H-N(8));
7,35 (s, 2H-N(2'), 5,30 - 5,75 (m, H-0-C(2') und H-C(2'));
4,58 (s, 2H-C(7)); 1,66 (4, J = 6,4 Hz, 3H-C(3')).

=]
[@] 33, = + 363 = 6° (c = 0,4, 0,IN Naom) 227,

CoHy NgOs * 2 HpO Ber. C 39,56  H 5,53 N 25,63%
(273,25) Gef. C 39,97 H 5,46 N 26,208

15) Die Messung der optischen Drehung in NeOH-L8sung erwies sich als
problematisch, da das L-Sepispterin (3) lengsam ein achirales
Enolat bildet [6].
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6. Zusammenfassung

Es wird eine neue regiospezifische Synthese von L-Biopterin
beschrieben. Durch Kondensation von 2,3,4-Triacetyl-5-deoxy-
L-arabinose~phenylhydrazon mit 6-Hydroxy-2,4,5-triamino-
pyrimidin wird nach Oxydation des Tetrahydroderivates Diacetyl-
biopterin erhalten, aus dem man nach Entacetylierung reines
I~-Biopterin in hoher Ausbeute erhilt.

Die katalytische Reduktion des L-Biopterins filhrt zur er-
warteten Mischung von zwel diastereomeren Formen des 5365T;8=
Tetrahydro-L-biopterins. 7,8-Dihydro-L-biopterin wird in
einem einfachen Verfahren durch Reduktion mit Natriumdithionit
erhalten. Sepiapterin entsteht bei der Oxydatiocn von (6R,8)-
5,6,7,8-Tetrahydro-L-biopterin an der Luft in einem Puffer
von pH 4. Um den Mechanismus der Sepiapterin-Bildung abzu-
kliren, stellten wir 5,6-Dihydro-L-sepiapterin her, das

aber nicht isoliert werden konnte, Bei pH<T ist das Tetra-
hydrobicpterin unter Licht und Sauerstoffausschluss be-
stindig. Dagegen geht das 7,8-Dihydrobiopterin in verdiinnter
Essigsdure unter Stickstoff inter- und intramolekulare
Redox-Reaktionen ein, welehe zu Biopterin, 2'-Deoxybiopterin,
5,6-Dihydrodeoxysepiapterin und Deoxysepiapterin fithren.
Daraus wurden Synthesen filr 2'-Deoxybiopterin, 5,6-Dihydro-
deoxysepiapterin und Deoxysepiapterin abgeleitet.
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