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A New Method for Preparation and Purification of 5-Methyltetrahydrofolic Acid
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5-Methyltetrahydrofolic acid, purification, column chromatography

5-Methyltetrahydrofolic acid is prepared from folic acid by sodium borohydride reduction, reac-
tion with formaldehyde and reduction to the methyl derivative by sodium borohydride. The crude
product is precipitated as barium salt which after having been converted to the sodium salt by ion
exchange is adsorbed to QAE-Sephadex and eluted by different acetic acid gradients in subsequent
chromatographies. This method allows to process gram quantities on reasonably small columns.

5-Methyltetrahydrofolat ist eines der Substrate in
der Endstufe der Methioninbiosynthese *:

5-Methyltetrahydrofolat + Homocystein =
Tetrahydrofolat + Methionin

und wahrscheinlich das Produkt, in das Stoffwechsel-
folate iibergehen, wenn die Methioninsynthese blok-
kiert ist (,,methyl trap“-Hypothese)* 3. Bei der Her-
stellung von 5-Methyltetrahydrofolat geht man im
allgemeinen von Folsdure aus, die zur Tetrahydro-
stufe reduziert, mit Formaldehyd zur Methylen- bzw.
Hydroxymethylverbindung kondensiert und schlief}-
lich durch nochmalige Reduktion in das 5-Methyl-
derivat tibergefiihrt wird * 5. Fiir diese Reaktions-
folge haben kiirzlich Blair und Saunders® ein Ein-
topfverfahren entwickelt.

Der Engpal} bei der Herstellung von Methyltetra-
hydrofolat ist die Reinigung des Rohprodukts. Das
bisher iibliche Verfahren, durch Chromatographie
auf Cellulose-Anionenaustauschern (DEAE-Cellu-
lose %5, TEAE-Cellulose?) mit verhéltnismalig
niedriger Kapazitat Methyltetrahydrofolat aus dem
Rohprodukt zu isolieren, erlaubt nur kleine Ver-
suchsansétze, ist langwierig und birgt trotz Zusatz
von Antioxydantien wie Mercaptodthanol, die selbst
mit Folsdurederivaten reagieren konnen$, das
Risiko, einen Teil der Substanz durch Nebenreak-
tionen im schwach alkalischen Milieu zu verlieren.
Ein weiterer Nachteil besteht darin, dal das Pro-
dukt sehr verdiinnt erhalten wird, so dal man zu
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Konzentrierungsverfahren greifen muf}, die sekun-
dér weitere Verunreinigungen entstehen lassen.

In unserem Laboratorium hat sich in letzter Zeit
ein Verfahren bewihrt, bei dem in Anlehnung an ®
Methyltetrahydrofolat hergestellt, als Bariumsalz ge-
fallt und dadurch konzentriert, dann in einem
Arbeitsgang auf einer Siule extrahiert und umge-
salzt und schlieflich durch zweimalige Ionenaus-
tauschchromatographie an einem Anionenaustauscher
hoher Kapazitit als Acetat in reiner Form gewonnen
wird.

Herstellung des Rohprodukts
18 g (41 mMol) Folsdure (Merck) werden in

einem 1-1-Dreihalskolben, der GaseinlaB}, Gasauslafl
und pH-Elektrode tragt, in 200 ml Wasser suspen-
diert und unter einem Argonstrom, der gleichzeitig
fiir die Durchmischung sorgt, vorsichtig mit 18 g
(476 mMol) Natriumboranat in 50 ml Wasser ver-
setzt. Die Suspension klart sich dabei auf, der pH-
Wert steigt auf 9,4. Nach dem Abkiihlen wird mit
5 M Essigsidure auf pH 7,8 eingestellt und mit 24 ml
37-proz. Formalin (320 mMol) versetzt. Die gebil-
dete Methylenverbindung wird dann durch lang-
same Zugabe von 36 g (951 mMol) Natriumboranat
in 100 ml Wasser reduziert, das Gemisch noch 1h
bei 45°C gehalten, abkiihlen gelassen, mit 5ml
Mercaptoidthanol versetzt und mit 5M Essigsdure
auf pH 6 eingestellt, um {iiberschiissiges Boranat
zu zerstoren. Zu der Losung fiigt man 45g (151
mMol) Bariumbromid in 100 ml Wasser, eine
Probe der sich bildenden Suspension wird zentrifu-
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giert und der Uberstand auf Vollstindigkeit der
Fallung gepriift. Die gesamte Suspension wird dann
mit 21 Athanol versetzt und zur Vervollstindigung
der Fillung iiber Nacht bei 4 °C aufbewahrt. Danach
wird abzentrifugiert, der Ubesrtand wird verworfen,
wenn sich bei Zusatz von weiterem Athanol kein
nennenswerter Niederschlag mehr bildet. Der Nie-
derschlag wird einmal auf der Zentrifuge mit Atha-
nol gewaschen, dann im Vakuum iiber Calcium-
chlorid und Natriumhydroxid bei Raumtemperatur
getrocknet. Nach dem Trocknen wird erneut mit
Athanol gewaschen, bis der Uberstand frei von Ba-
riumionen ist. Die Ausbeute an Rohprodukt betrigt
70—75 g, wovon allerdings das Bariumsalz von
5-Methyltetrahydrofolsdure nur einen Teil ausmacht.

Extraktion und Umsalzen zum Natriumsalz

Auf eine Sidule (3 x30cm, Combinationssdule
Boehringer Mannheim) von Carboxymethylcellulose
(Whatman CM 32) in der Natriumform wird ein
Siebteil und ein weiteres Sdulensegment (3 x 20
cm) aufgeschraubt. Auf das Siebteil wird eine Auf-
schlimmung von grobfaseriger Cellulose gegeben, so
daB eine etwa 2cm hohe Schicht entsteht. Darauf
giet man vorsichtig 20 g des in 50 ml Wasser auf-
geschlimmten Rohprodukts. Es wird mit Wasser
eluiert (15 ml/h, 12 ml/Fraktion); die Fraktionen,
die bei 290 nm mehr als 500 Extinktionseinheiten
aufweisen (zwischen 200 und 340 ml des Eluats),
werden vereinigt. Die Ausbeute an diesem Zwischen-
produkt betrdgt unter Zugrundelegung eines mola-
ren Extinktionskoeffizienten von 28-103% ? 5,4 mMol
(49% der eingesetzten Folsdure).

Zur Regeneration wird die Carboxymethylcellu-
lose-Sidule nach Abschrauben des Siebteils mit dem
oberen Segment mit 2,5-proz. Tetranatrium-EDTA
gewaschen, bis das Eluat frei von Bariumionen, da-
nach mit Wasser, bis es neutral ist.

Reinigung

Eine Siule (3 x10cm) von QAE-Sephadex A-25
(Pharmacia) wird zuerst mit 2 M Essigsdure, dann
mit Wasser gewaschen. Darauf pumpt man mit einer
Geschwindigkeit von 30 ml/h 2 mMol des in 150 ml
Wasser gelosten Zwischenprodukts. Nachdem wei-
tere 2h mit Wasser gewaschen worden ist, wobei
sich gelbe Verunreinigungen abtrennen, wird mit

Hilfe eines Ultrograd-Gradientenmischers (LKB
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Produkter AB) iiber 24 h ein konkaver Gradient
aus Wasser und 2 M Essigsdure gemischt und iiber
die Sdule gepumpt. Methyltetrahydrofolsdure ver-
1af3t die Sdule bei einer Essigsdurekonzentration von
0,5—0,6 M. Alle Fraktionen (7,5 ml/Fraktion) mit
mehr als 100 Extinktionseinheiten bei 290 nm wer-
den vereinigt, mit Ammoniak auf pH 6 eingestellt
und diese Losung in derselben Weise an einer zwei-
ten Sdule von QAE-Sephadex A-25 chromatogra-
phiert, diesmal mit einem konvexen Gradienten aus
Wasser und 1M Essigsdure. Fraktionen mit mehr
als 100 Extinktionseinheiten bei 290 nm werden
vereinigt, lyophilisiert und bei — 20 °C aufbewahrt.
Die Ausbeute nach den Chromatographien an QAE-
Sephadex liegt bei 1,40 mMol (62% des Zwischen-
produkts, 31% der eingesetzten Folsiure). Die Kom-
bination von zwei Ionenaustauschchromatographien
mit verschieden geformten Gradienten ermoglicht
die Abtrennung von Verunreinigungen, die sich bei
Anlegen eines linearen Gradienten mit Methyltetra-
hydrofolsdure iiberlappen wiirden. Wegen der im
sauren Milieu verringerten Autoxydation des Fol-
sdurederivats eriibrigt sich die Verwendung eines
Antioxydans.

Das gereinigte Praparat liefert beim enzymati-
schen Umsatz mit der B,,-abhidngigen Methionin-
synthetase ! in einer Ausbeute von 51,3% Tetra-

N

"log Extinktion —>
T

o
I

-1+

] 1
300 400
Wellenlange [nm]———

Abb. 1. Spektren von 5-Methyltetrahydrofolat-Priparaten bei
pH 7. Oberes Spektrum: Zwischenprodukt nach Umsalzen
aus CM-Cellulose; unteres Spektrum: Endprodukt nach zwei-
maliger Chromatographie an QAE-Sephadex A-25. Das untere
Spektrum ist zur Verdeutlichung um 0,2 Skalenteile nach
unten verschoben. Die Spektren wurden mit einem Cary 14
Spektralphotometer aufgenommen.
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hydrofolat (Extinktionskoeffizienten nach ?). Das
entspricht dem zu erwartenden Wert, da wegen des
bei der Reduktion neu entstehenden Asymmetriezen-
trums in Position 6 des Pterin-Anteils ein Diastereo-
merenpaar vorliegt. Das Rohprodukt ergibt dem-
gegeniiber nur eine Ausbeute von 29,4%, wobei
allerdings nicht untersucht wurde, wieweit hier die
Inhibition durch Ba**-Ionen 1 eine Rolle spielt.
Die Reinheit des gewonnenen Priparats ergibt
sich aus den UV-Spektren (Abb. 1). Wihrend das
noch stark gelb gefarbte Zwischenprodukt der Um-
salzung ein Extinktionsverhiltnis Eagsm/Eosgnm =
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2,95 aufweist, ist dieser Wert bei dem im lyophili-
sierten Zustand schwach graustichigen Endprodukt
nach Losen in neutralem Phosphatpuffer auf den in
der Literatur 1! angegebenen Wert von 3,64 an-
gestiegen. Legt man mehr Wert auf den Umsatz
groflerer Mengen als auf hohe Reinheit, so kann
man ohne Schwierigkeiten bis zu 8 mMol des Zwi-
schenprodukt auf QAE-Sephadex-Sdulen der ange-

gebenen Dimensionen chromatographieren.
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