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werden auf 2 ml eingeengt und mit 15-12 ml Athanol versetzt. Das ausgefallene Biopterin wird
abzentrifugiert, mit Athanol und Ather gewaschen und aus heissem Wasser umkristallisiert,
wobei man 30 mg (12-139%,) reines DL-Biopterin erhélt (Analysen, UV.- und IR.-Spektren).

Das vL-Biopterin wird nach dem gleichen Verfahren gewonnen, [«]¥ = —27° 4 7° (¢ = 0,15,
0,1~ HCI) (das reine L-Biopterin besitzt eine spezifische optische Drehung von —60° {37).
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61. Uber Pterinchemie
41. Mitteilung [1]

Eine neue Synthese von D, L-Biopterin

von M. Viscontini und W. F. Frei
Organisch-chemisches Institut der Universitdat, CH-8001 Zurich, Rimistrasse 76

(5.1. 72)

Zusammenfassung. — Die Kondensation von D,1-2,3-O-Isopropyliden-4-methyl-erythrulose
mit 2,4,5-Triamino-6-hydroxypyrimidin wird beschrieben. Die Luft-Oxydation des hydrierten
Kondensationsproduktes fithrt zu »,L-1%,2’-O-Isopropyliden-biopterin ohne Abspaltung der Sei-
tenkette. Durch hydrolytische Abspaltung der Isopropylidengruppe wird in guter Ausbeute reines,
isomerenireies D, L-Biopterin erhalten.

Eine gute Synthese des L-Biopterins existiert noch nicht: entweder ist das erhal-
tene Produkt mit dem 7-Isobiopterin verunreinigt oder es findet wihrend der letzten
oxydativen Stufe der Synthese eine Abspaltung der 1’,2’-Dihydroxypropyl-Kette
statt. Diese Abspaltung scheint stets einzutreten, wenn eine 1,2-Dihydroxypropyl-
Kette vorhanden ist, wihrend sie bei einer Trihydroxy-propyl-Kette nicht oder nicht
in so starkem Ausmass beobachtet wird. Es diirfte sich dabei um eine Oxydation
am C(1')-Atom handeln, wie wir es in der 37. Mitteilung [2] angedeutet haben. Die
Versuche der 40. Mitteilung [1] beweisen, dass wir mit der 1-5-Methyl-erythrulose
XTIIT ein Edukt in den Handen haben, welches sich leicht mit dem Triamino-hydroxy-
pyrimidin IX kondensiert. Leider konnten wir bei der anschliessenden Oxydation
die Abspaltung der Seitenkette nicht vermeiden, so dass die Ausbeute an Biopterin
bescheiden blieb. Es schien uns méglich, durch Schiitzung der C(1')-OH-Gruppe die
Oxydation am C(1’) zuriickzudrdngen. Somit stellte sich das Problem, einen geeig-
neten Schutz fiir die C(3)-OH-Gruppe der Erythrulose XIII zu finden. Aus der darauf-
hin von uns geplanten Synthese der Methyl-erythrulose ergibt sich zusitzlich die
Bedingung, dass die Schutzgruppe gegeniiber Basen bestindig sein muss, da beil
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dieser Synthese eine O-Acetyl-Gruppe spezifisch durch basische Hydrolyse entfernt
werden soll. Den besten Schutz bietet unter diesen Bedingungen die O-Isopropyliden-
Gruppe, mit der sich beide OH-Gruppen der spiteren 1’- und 2’-Stellung des Bio-
pterins gleichzeitig schiitzen lassen. Das geeignetste Produkt, das alle obigen Bedin-
gungen erfiillt, ist somit die L-3,4-O-Isopropyliden-4-methyl-erythrulose (VIII). Da
die Herstellung des r-Enantiomeren sehr schwierig ist, haben wir zunichst das
Racemat nach folgendem Schema gewonnen:
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Die aus trans-Crotonsiure (I) gewonnene D, L-erythro-2, 3-Dihydroxy-buttersdure (I1I)
[1] wird zunéchst in den Methylester I1I und dieser in das Isopropyliden-Derivat IV
iibergefithrt. Der Ester IV wird zum entsprechenden Natriumsalz verseift und an-
schliessend mittels Thionylchlorid in das Sdurechlorid V umgewandelt, das ohne Zer-
setzung destilliert werden kann und, sofort mit Diazomethan versetzt, ins Diazo-
keton VI iibergefithrt wird. Nach Reinigung durch Kieselgelchromatographie wird
das Diazoketon VI in p,1-1-Acetyl-3,4-O-isopropyliden-4-methyl-erythrulose (VII)
umgewandelt, welche bei Vakuumdestillation im Kugelrohr spontan kristallisiert.
Fir die Kondensation mit 2,4,5-Triamino-6-hydroxy-pyrimidin IX muss die
Acetylgruppe der Methyl-erythrulose VII entfernt werden, was durch Behandlung
einer alkoholischen Losung von VII mit katalytischen Mengen Natriumalkoholat bzw.
NaOH erreicht wird. Unter diesen Bedingungen sollte die Isopropyliden-Gruppe
bestindig sein. Bei der anschliessenden Kondensation von VIII mit IX wird jedoch
immer die Bildung einer gewissen Menge von freiem D, L-Biopterin (XII) neben Spuren
von 7-Isobiopterin festgestellt, was vorerst auf eine Entfernung der Isopropyliden-
Gruppe wihrend der Kondensation zuriickgefithrt wurde. Eine sorgfiltige Analyse
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der Reaktion zeigte aber, dass das D,L-Biopterin sofort bei der Vereinigung von
VIII und IX entsteht, wihrend das D,L-O-Isopropyliden-tetrahydrobiopterin X
wesentlich langsamer gebildet wird. Daraus muss geschlossen werden, dass die Iso-
propyliden-Gruppe bereits wihrend der basischen Entacetylierung teilweise abge-
spalten wird. Dieses unerwartete und unseres Wissens bis jetzt in der Literatur noch
nicht erwihnte Verhalten fithrt VII zur freien 4-Methyl-erythrulose XIII, was chro-
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matographisch bewiesen werden konnte. Wir glauben, diese Reaktion auf die Tat-
sache zuriickfiihren zu kénnen, dass die Schutzgruppe in «, § zu einer Carbonyl-
gruppe steht, wobei letztere kein cyclisches Halbacetal bilden kann.

Die besten Ausbeuten bei der Kondensation an Isopropyliden-biopterin XT (409,)
werden erzielt, wenn die Abspaltung der Acetylgruppe bei 0° unter Verwendung von
0,8 Aqu. NaOH in CH,OH wiihrend 2 Min. ausgefiihrt wird.

Zusammenfassend lisst sich die Biopterin-Synthese folgendermassen formulieren:
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Das entstandene Isopropyliden-tetrahydrobiopterin X wird als Rohprodukt durch
Luftsauerstoff oxydiert und anschliessend an einer Cellulosesdule sehr leicht von
Biopterin und 7-Isobiopterin getrennt. Auf der Sdule zeigt sich gelegentlich im UV.-
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Licht eine dussert schwache Pterinbande (zwischen dem Isopropylidenbiopterin XI
und dem Biopterin XII). Die Entstehung des Pterins wird auf Abspaltung der Seiten-
kette aus dem primir gebildeten hydrierten Biopterin resp. Isobiopterin (IX -+ XIIT
und IX+ X1IV) zuriickgefiihrt,

Das Isopropyliden-biopterin X1 ldsst sich durch Hydrolyse in 20-proz. CH;COOH
bei 100° quantitativ in reines D,L-Biopterin iiberfiihren. Oxydation zur Pterin-6-
carbonsiure und IR.-Spektrum bestitigen das Fehlen des 7-Isobiopterins als Begleit-
stoff. Ausbeuten bis 409, DrL-Biopterin wurden in mehreren Ansidtzen erreicht und
stellen einen bedeutenden Fortschritt gegeniiber fritheren Synthesen dar.

Wir danken Herrn H. Frohofer, Leiter unserer mikroanalytischen Abteilung, fir die Aus-
fithrung der Mikroanalysen und die Aufnahme der IR.-Spektren und Frl. S. Harve tiir ihre Mit-
hilfe ber der Synthese zahlreicher Substanzen.

Experimenteller Teil

D, L-erythro-2, 3-Dihydroxy-buttersiure-methylester (I1I). In 500 ml abs. Methanol wird ge-
trockneter HCl eingeleitet bis zu 3proz. Gewichtszunahme. Zu dieser Losung werden 40 g (0,33 Mol)
D, L-erythro-2,3-Dihydroxy-buttersidure [1] gefiigt und das Ganze 24 Std. unter Riickfluss gekocht.
Nach Abkiihlen wird die Losung mit NH; neutralisiert und unter Vakuum bis zu einem dicken
Sirup cingeengt. Dieses Rohprodukt wird bei 10 Torr fraktioniert, wobei die bei 109° konstant
siedende Fraktion aufgefangen wird. Ausbeute: 32g (719%,).

C,H,,0, (134,13) Ber. C44,77 H7,52%  Gef. C44,32 H 7,849

D, L-erythro-2, 3-O-Isopropyliden-dilydvoxy-buttevsduvemethylester (IV). 40 g (0,3 Mol} Methyl-
ester 111 werden in 700 ml wasserfreiem Aceton mit 100 g wasserfreiem Kupfersulfat und 0,8 ml
konz. H,SO, wihrend 18 Std. bei 25° intensiv gertihrt. Anschliessend wird das pH auf 7,2 einge-
stellt. Die unldslichen Salze werden durch eine 1 cm dicke Hyflow-Schicht abfiltriert und das klare
Filtrat am Rotationsverdampfer zum Sirup eingeengt. Dieses Rohprodukt wird fraktioniert
(10 Torr) und bei 72-73° aufgefangen. Ausbeute:41g (799%,). NMR.-Spektrum?) (CDCl,), C(3)—CH,:

C
N
d, 1,2 ppm, 3H; /C\

H
3. 2s, 1,38 und 1,6 ppm, 6H; O—CHj: s, 3,73 ppm, 3H; C(2)—H und
CH,
C(3)—H: br m, 4,2-4,7 ppm, 2H.
CgH{,0, (179,16} Ber. C55,16 H8,10%  Gef. C 5557 H 8,52%

Natriumsalz der »,L-erythro-2,3-0-Isopropyliden-dihydvoxybuttersiure. 35 g (0,2 Mol) obiger
Ester IV werden in 1500 ml abs. Ather gelost, mit einer Mischung von 4,625 g (0,2 Aqu.) Natrium
und 3,62 g (0,2 Mol) H,O in 50 ml Methanol versetzt und unter sehr intensivem Riithren — da sonst
eine kaum zentrifugierbare, gallertige Masse entsteht —, 18 Std. bei 25° belassen. Man kihlt auf
—5° und zentrifugiert bei dieser Temperatur das gebildete Natriumsalz ab, wischt mit 500 ml
Ather nach und trocknet bei 10-4 Torr (25°). Ausbeute: 34 g (94%,).

C,H,;O,Na (182,12) Ber. C46,16 H®6,099  Gef. C45,64 H 6,209,

D, L-erythro-2, 3-O-Isopropyliden-dihydvoxy-buttevsdurechlovid (V). 13,63 g (0,075 Mol) Natrium-
salz werden in 150 mi CHCI, nach Zerreiben aufgeschlammt und unter Rithren bei —10° tropfen-
weise mit 25 ml frisch destilliertem SOCI, versetzt. Anschliessend lasst man innerhalb einer Stunde
auf RT. aufwirmen und rithrt eine weitere Std. bei 60°, wobei bereits NaCl ausfallt. CHCl; und
uberschiissiges SOCl, werden am Rotationsverdampfer (20°) entfernt, der Riickstand fraktioniert
(10 Torr) und die Fraktion bei 65-66° aufgefangen. Ausbeute: 8 g (60%). NMR.-Spektrum
CH,

< %.25,1,4und 1,6 ppm, 6H; C(3)—CH;: 4, 1,45 ppm, 3H; C(2)—H und C(3)—H.:
CH,

br m, 4,349 ppm, 2ZH.
C,H,,0,Cl (178,63) Ber. C47,2 H6,22 C(C119,87%  Gef. C45,71 H6,23 Cl20,389,

1)  Mit einem A-60-Varian-Apparat gemessen gegen TMS als internen Standard (0 = 0); Abkir-
zungen: s = Singulett; d = Dublett; # = Triplett; b» = breit; m = Multiplett.

37

~
(CDCly): ¢
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D, L-erythro-3,4-0-Isopropyliden-propyl-diazomethyl-keton (V I). Zu einer dtherischen, aus 43 g
N-Nitroso-p-toluolsulfonamid hergestellten Diazomethanlésung tropft man bei 0° eine Losung
von 7,5 g (0,042 Mol) frisch destilliertem Sdurechlorid V in 50 ml Ather zu und lisst iiber Nacht bei
25° rithren. Die Losung wird daraufhin im Vakuum eingeengt, wobei in den Auffangkolben etwas
Eisessig vorgelegt wird, um das mit Ather abgchende iiberschiissige Diazomethan zu zerstéremn.
Das zuriickbleibende Rohprodukt wird an einer Kieselgelsiule (40 x 200 mm) mit Petroldther/
Ather 5:1 chromatographiert. Das gelbe Diazoketon VI lisst sich gut verfolgen und auffangen. Die
Reinigung erfolgt durch Kugelrohrdestillation (70-80°, 103 Torr). Ausbeute: 5,8 g (67%,). NMR.-

. ~,.C
Spektrum (CDCl,): C(4)—CH,: 4, 1,25 ppm, 3H; /C

H3; 2s,1,4und 1,6 ppm, 6H; C(3)—H und
~CH,
C4)—H, brm, 4,24,8ppm, 2H; C(1)—H:s, 5,85 ppm, 1 H.
CeH 3 N,O4 (184,20) Ber. C52,17 H 6,52 N 15,229  Gef. C5244 H6,77 N 16,159,
D, L-T-Acetyl-3,4-O-isopropyliden-4-methyl-evythrulose (VII). 2,5 g (13,5 mMol) Diazoketon VI
werden in 20 ml Eisessig und 0,5 ml Essigsdureanhydrid gelost und mit 1 g wasserfreiem Kalium-
acetat und 20 mg Kupferacetat 12 Std. auf 60-70° crwirmt, wobei N, entweicht. Anschliessend
wird die Losung 1 Std. auf 100° erhitzt und am Rotationsverdampfer eingecngt. Der Riickstand
wird in 100 m! Ather aufgenommen, die Lésung vom Kaliumacetat filtriert und das Filtrat am
Rotationsverdampfer eingeengt, wobei das Acetat VII spontan auskristallisicrt. Vorreinigung durch
Sublimation (10~* Torr, Badtemperatur 60°, Kithler —~20°). Reinigung durch Umkristallisation aus
Ather/Hexan. Smp. 60°. Ausbeute: 1,750 g (609%). NMR.-Spektrum (CDCly) (Fig. 1): C(4)—CH,:

. \ '/C
d,1,22 ppm, 3H; /C

H
- 3; 2s,1,38 und 1,61 ppm, 6 H; CO—CH,: s, 2,18 ppm, 3H; C(3)—H und
CH,
C4)—H:brm, 4,2-4,9ppm, 2H; C(1)—H,: d, 4,96 ppm, 2H.
CoH1605 (216,20) Ber. C55,55 H746%  Gef. C5529 H7519

NMR  No. 57i9

i o

I N 1 N 1 AN AN AR N 1 ! i " 1
6.0 20 6.0 s0 40 EX:S 20 1.0 o PPM
Fig. 1. NMR.-Spektrum von D, L-1-Acetyl-3,4-O-isopropyliden-4-methyl-evythvulose (VII) in CDCly
aufgenommen

Erlauterungen siche den experimentellen Teil

D,L-17,2-O-Isopropyliden-biopterin (XI). Die Synthese wird bei Gelblicht und unter gereinig-
tem Stickstoff durchgefiihrt. In cinem Dreihalskolben, der mit Riickflusskithier und N,-Einlei-
tungsrohr versehen ist, werden 535 mg (2,5 mMol) 2,4, 5-Triamino-6-hydroxy-pyrimidin-hydro-
chlorid, 50 ml Methanol und 3 Tropfen Thio4thanol zugegeben. Diese Mischung wird durch Zugabe
von NaOCH, auf pH 5,4 gebracht, wobeisich eine klare Losung ergibt.

In einem zweiten Kolben wird bei 0° unter N, eine Losung von 535 mg (2,5 mMol) Acetyl-
erythrulose VII in 10 ml Methanol und 2 Tropfen Thiodthanol hergestellt, unter Rithren mit
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2ml N~ KOH in Methanol versetzt, 2 Min. reagieren gelassen und daraufhin zu der Triamino-
hydroxy-pyrimidin-Losung gegossen. Die crhaltene Mischung wird mit CH,COOH bzw. NaOCH,
auf pH 7,8-8,2 eingestellt und 2 Std. bei 75° gerithrt. Dabei wird das pH stdncig kontrolliert
und falls notig auf 7,8-8,2 nachgestelit. Die Bildung des Isopropyliden-tetrahydrobiopterins wird
mit Hilfe der Diinnschichtchromatographie leicht verfolgt (Isopropylaikohol konz. NH,OH 3:1).

Nach 2 Std. wird die Losung abgekiihlt und unter Vakuum eingeengt. Der hellgelbe, feste
Riickstand wird in 200 ml Wasser aufgenommen, die erhaltene Losung auf pH7 (NaHCO,) ge-
bracht und ttber Nacht durch Einleiten von Luft bei 25° oxydiert. Die Losung wird wieder unter
Vakuum eingeengt, der braune, feste Riickstand in der minimalen Menge konz. NH,OH gelost, die
neue Losung mit 5fachem Vol. Isopropylalkohol und 3-5 g Cellulosepulver versetzt und nochmals
zur Trockne eingeengt. Das beschichtete Papierpulver trigt man auf eine trocken gestopite Cellu-
losesdule (9 x 20 cm), die mit Laufmittel (Isopropylalkohol: konz. NH,OH 5:1) equilibriert wurde.
Trennleistung: 150-200 ml pro Std. Die erste blau fluoreszierende Zone besteht aus Isopropyliden-
biopterin. Es folgt eine schwache, scharfe Zone (Pterin) und schliesslich eine zweite starke Zone
(Biopterin und Isobiopterin). Die weiteren, zum Teil gelb fluoreszierenden Zonen wurden nicht
untersucht.

Die Mischung Biopterin-Isobiopterin wird nach [3] in ihre Komponenten getrennt.

Die Isopropylidenbiopterin- Fraktionen werden am Rotationsverdampfer zur Trockene einge-
engt, mit Aceton aufgeschlimmt, abzentrifugiert, einmal mit Wasser/Athanol 1:1, zweimal mit
Methanol, zweimal mit Aceton, zweimal mit Ather gewaschen und getrocknet. Ausbeute: 275 mg
(40%). NMR.-Spektrum (5~ NaOD in D,0, TMS. als externer Standard): C(2')—CHj,: 4, 1,21 ppm,
3H; >ciCH3: 2s,1,88 und 2,06 ppm, 6H; C(1)—H und C(2)—H: m, 4,3-5,9 ppm, 2H (zum Teil

CH,
mit dem OH-Signal); C(7)—H; s, 8,9 ppm, 1H. IR.-Spektrum (Perkin-Elmer IR.-Spektrophoto-
meter 21), s. Fig. 2.

C,H ;N O4 (277,28) Ber. C52,0 H 545 N2527%  Gef. C51,51 H5,65 N 23,989,

T
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Fig. 2. I R.-Spektrum von Isopropylidenbiopterin in K By aufgenommen

D,L-Biopterin (XII). 200 mg (0,72 mMol) Isopropylidenbiopterin XI werden in 20-proz.
CH;COOH 30 Min. unter Riickfluss gekocht. Man kontrolliert die Reaktion durch Diinnschicht-
chromatographie und engt unter Vakuum ein, wobei das Biopterin ausfallt. Die verbleibende 1.6-
sung wird auf pH 4,5 gebracht, auf 0° gekiihlt, das ausgefallene Biopterin abzentrifugiert, zweimal
mit kaltem Wasser, zweimal mit Methanol, zweimal mit Aceton, zweimal mit Ather gewaschen und
getrocknet (1074 Torr, 100°). Ausbeute: 155 mg (909%,).

Das Produkt zeigt alle chemischen Eigensrhaften des natiirlichen Biopterins.

CoH N0y (237,22) Ber. C45,57 H4,6r N29,529%  Gef C4532 H491 N29,57Y%
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