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HEINZ REMBOLD und LOTHAR BUSCHMANN 
Struktur und Synthese des Neopterins 
Aus dem Max-Planck-Institut fur Biochemie, Miinchen 

(Eingegangen an1 17. Dezember 1962) 

Neopterin hat die Konfiguration eines 2-Amino-4-hydroxy-6-[~-erythru-l.2.3- 
trihydroxy-propyl]-pteridins. Es kornrnt in geringer Menge in der Flugbiene vor 
und ist ein charakteristischer Bestandteil des Weiselzellenfuttersaftes der Honig- 
biene. Fur Crithidiu fusciculuta ist Neopterin kein Wuchsstoff. Seine mogliche 

Funktion als Vorstufe bei der Biosynthese des Biopterins wird diskutiert. 

Bei unxren Untersuchungen uber die Pteridine der Bienenpuppe 1) isolierten wir 
aus 2000 Puppen 0.03 mg eines unbekannten, blau fluoreszierenden Pterins, fur das 
wir den Namen Neopterin vorgeschlagen haben. Es laBt sich durch Permanganat- 
oxydation zur 2-Amino-4-hydroxy-pteridin-carbonsaure-(6) abbauen und ist papier- 
chromatographisch identisch mit synthetischem 2-Amino4-hydroxy-6-[1.2.3-tri- 
hydroxy-propyll-pteridin. 

Inzwischen haben wir Neopterin auch aus Flugbienen und aus Weiselzellenfutter- 
saft isoliert. Wahrend sich in den Bienen nur Spuren von Neopterin auffinden lassen, 
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Vergleich der Molextinktionen von synthetischem 2-Amino-4-hydroxy-6-[~-eryfhru-1.2.3-tri- 
hydroxy-propyll-pteridin mit Neopterin aus Weiselzellenfuttersaft. - - - Syntheseprodukt, 

-.-.- Naturstoff in 0.1 n HCI; - Syntheseprodukt, -----Naturstoff inO.l nNaOH 

I )  H. REMBOLD und L. BUSCHMANN, Liebigs Ann. Chem. 662, 72 [1963]. 
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konnten wir aus 300 Gramm Weiselfutter insgesamt 0.35 mg Neopterin gewinnen. 
Sein UV-Spektrum entspricht dem von synthetischem 2-Amino4hydroxy-6-[1.2.3- 
trihydroxy-propyll-pteridin (vgl. Abbild.). Das Molekul enthllt in der Trihydroxy- 
propyl-Seitenkette zwei Asymmetriezentren, die vier Isomeriemoglichkeiten zulassen. 
Wir stellten alle vier Isomeren synthetisch dar, um durch Vergleich ihrer Eigenschaften 
zu einer eindeutigen Zuordnung der Neopterinstruktur zu gelangen. 

Die Synthese des L-erythro-Trihydroxy-propyl-pterins haben wir bereits beschrie- 
ben2). Analog erhielten wir die iibrigen Isomeren durch Kondensation von 2.4.5- 
Triamino-6-hydroxy-pyrimidin mit D-Ribose (D-eryfhro-Konfiguration), L-Xylose 
(L-threo-Konfiguration) bzw. D-Xylose (D-fhreo-Konfiguration). Die vier Isomeren 
weisen erwartungsgemalj ein identisches W-Spektrum auf und unterscheiden skh 
deutlich in ihrer optischen Aktivitiit. Weitere Unterschiede ergeben sich bei der Papier- 
chromatographie im System Isopropylalkohol/5-proz. waljr. Borsaure (4: 1) und im 
Wachstumstest bei Crifhidiu fusciculutu. Die Eigenschaften der vier synthetischen 
Isomeren sind mit denen des Neopterins in Tab. 1 zusammengestellt. 

Tab. 1. Vergleich der vier isomeren 2-Amino-4-hydroxy-6-[1.2.3-trihydroxy-propyl]-pteridine 
rnit Neopterin 

Rp-Werte in halboptimale [@I3 
Isopropylalkohol/5-proz. Borsaure Wuchsstoffkonz. in 0.1 n HCI 

(4: 1) (my/ccm Nahrltisung) (c = 0.3) 

Neopterin 
D-eryf hro 
L-eryrhro 
D-fhreo 
L-rhreo 

0.21 
0.21 
0.21 
0.12 
0.12 

5 
10 +45 f 3" 
0.03 -44 f 3 "  
10 -92 f3" 
2 +97 * 3 O  

Neopterin besitzt nach seinem papierchromatographischen Verhalten eryfhro- 
Konfiguration und ist im Crithidia-Test inaktiv. Damit ist seine Struktur eindeutig 
als 2-Amino-4-hydroxy-6-[~-eryrhro-1.2.3-trihydroxy-propyl]-pteridin bewiesen. 

Auffallend ist die niedrige Konzentration des Neopterins in dem von uns unter- 
suchten biologischen Material (vgl. Tab. 2). 

Tab. 2. Konzentration von Neopterin und Biopterin in y pro g Bienenfuttersaft, pro Bienen- 
puppe und pro Biene 

Weiselzellen- Arbeiterinnen- Bienen- Bienen 
futtersaft futtersaft puppen 

Neopterin 3 0.3 0.01 5 0.005 
Biopterin 25 4 0.2 0.2 

Die biologische Bedeutung dieses Pterins bedarf noch der Klarung. Es wird von 
verschiedenen Autoren als erstes Folgeprodukt bei der Umwandlung der Purine 
(z. B. Guanosin) in die Pterine postuliert, ein Weg, der nach Arbeiten von WEYGAND 
und Mitarbb.3) uber die Biosynthese des Leukopterins wahrscheinlich gemacht ist 

2 )  H. REMBOLD und H. METZGER, Chem. Ber. 96, 1395 [1963], vorstehend. 
3) F. WEYGAND. H. SIMON, G. DAHMS, M. WALDSCHMIDT, H. J.  SCHLIEP und H. WACKER, 

Angew. Chem. 73, 402 [1961]. 
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Fur die Annahme, daR Neopterin das erste stabile Produkt der Purin-Pterin-Umwand- 
lung und eine Vorstufe bei der Biosynthese des Biopterins (2-Amino-4-hydroxy- 
6-[~-erythro-l.2-dihydroxy-propyl]-pteridin) ist, sprechen folgende Argumente: 

1. Im Gegensatz zur L-erythro-Konfiguration des Biopterins besitzt Neopterin 
in der Seitenkette D-erythro-Konfiguration. Gerade dies ist aber nach den oben zi- 
tierten Vorstellungen uber die Pterinbiosynthese zu erwarten. Wird namlich bei der 
Umwandlung eines Purinribosids das C-8 aus dem Imidazolring eliminiert und der 
Ribosylrest unter Ausbildung des Pyrazinrings einkondensiert, so gelangen die 
C-Atome 3 -5 des Ribosylrestes in die Trihydroxy-propyl-Seitenkette des Pterins. 
Ribose hat aber in C-3 und C-4 die D-erythro-Konfiguration des Neopterins. 

2. Das Verhaltnis Neopterin zu Biopterin betragt sowohl im Weiselzellenfuttersaft 
als auch im Arbeiterinnenfuttersaft ziemlich genau 1 : 10, obwohl die beiden Pterine 
im Weiselfutter in bedeutend hoherer Konzentration enthalten sind. Dies deutet auf 
einen direkten biogenetischen Zusammenhang des Neopterins speziell rnit dem Bio- 
pterin hin. Wir halten es fur wahrscheinlich, daR Neopterin als biologische Vorstufe 
zu einern geringen Teil rnit dem Biopterin in das Drusensekret gelangt. 

Das Protozoon Crithidiu fusciculuta hat die Fahigkeit zur Biopterinsynthese ver- 
loren. Da Neopterin keine Wuchsstoffwirkung besitzt, muR man auf Grund der 
obigen U berlegungen auf einen enzymatischen Block in der Synthesekette zwischen 
Neopterin und Biopterin schlieDen. Die Wuchsstoffwirkung des in seiner Konfi- 
guration dem Biopterin entsprechenden 2-Amino-4-hydroxy-6-[~-erythro-1.2.3- 
trihydroxy-propyll-pteridins konnte man damit erklaren, dal3 es ein weiteres Zwischen- 
glied in der Synthesekette ist. Diese Verbindung konnten wir aber in dem von uns 
untersuchten biologischen Material nicht nachweisen. Der Syntheseweg vom Neopterin 
zum Biopterin sol1 rnit Hilfe radioaktiv markierter Verbindungen weiter untersucht 
werden. 

Herrn Professor A. BUTENANDT sind wir fur die groRzugige Forderung dieser Untersuchun- 
gen dankbar. Herrn Dr. K. A. FORSTER, Fa. H. MACK NACHP., haben wir wiederum fur die 
Uberlassung von Ausgangsmaterial herzlich zu danken. Ferner danken wir der DEUTSCHEN 
FORSZHUNGSGEMEINSCHAFT fur eine Sachbeihilfe. Fraulein S. SCHAR leistete bei der Isolierung 
des Neopterins aus Weiselfutter, Frlulein G. RADEL bei der Durchfuhrung des Crithidia- 
Tests, Frlulein I. EHRHARDT bei der Aufnahme der UV-Spektren wertvolle Hilfe. 

B E S C H R E I B U N G  D E R  V E R S U C H E  

Die chromatographischen Fraktionen wurden mit einem UV-Spektralphotometer PMQ I1 
(Zciss), die UV-Spektren mit einem selbstregistrierenden UV-Spektralphotometer DK 2 
(Beckman) vermessen. 

Isolierung yon Neopterin ails Bienen: Das in 3-proz. Trichloressigslure losliche Material 
aus 2500 Flugbienen wurde, wie fur  die Untersuchung von Bienenpuppen beschriebenl), 
auf Neopterin aufgearbeitet. Die Tiere waren, unter Methanol konserviert, 3 Monate bei 
+4" aufbewahrt worden. Aus dem Gesamtextrakt wurden 0.01 3 mg (durch Fluoreszenz- 
messung bestimmt) Neopterin angereichert. 

Bestitnmiitig von Neopterin und Biopterin in Bienenfuttersaften: 3 g Weiselzellenfuttersaft 
wurden niit Wasser auf 10 ccm verdiinnt und mit 5 ccm 10-proz. Trichloressigsaure versetzt. 
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Das ausgefallene Protein wurde abzentrifugiert, 2 ma1 rnit 3-proz. Trichloressigsaure extra- 
hiert und der Gesamtextrakt uber Nacht rnit Ather perforiert. Dann wurde i. Vak. auf die 
Halfte eingeengt und auf eine Ecteola-SHule (Schleicher & Schull, 1.5 X 25 cm) aufgetragen. 
Bei Elution mit Wasser wandern Neopterin und Biopterin relativ rasch durch die Slule. 
Die die beiden Pterine enthaltenden Fraktionen wurden im Rotationsverdampfer eingeengt 
und auf einer Phosphor-Cellulose-Saule (Schleicher & Schiill, 1.5 x 20 cm) rnit Wasser 
chromatographiert. Die Praparation der Austauscher-Cellulosen haben wir bereits beschrie- 
bend). Das stark angereicherte Gemisch von Neopterin und Biopterin wurde auf 1 ccrn ein- 
geengt und als 10 cm breiter Streifen auf einen Bogen Chromatographiepapier (Schleicher & 
Schull 2043 b) aufgetragen. Entsprechend gewannen wir einen Extrakt aus 3 g Arbeiterinnen- 
futtersaft, der auf den gleichen Bogen aufgetragen wurde. Eine Zone gleicher Breite wurde 
zur Bestimmung des Bhdwertes ausgespart. Nach absteigender Entwicklung im System 
n-Butanol/EssigsHure/Wasser (20: 3 : 7) wurden die Neopterin bzw. Biopterin enthaltenden 
Zonen und ein entsprechender Leerstreifen ausgeschnitten, die zerkleinerten Papierstreifen 
n i t  25 ccm Wasser 3 Stdn. unter gelegentlichem Umschiitteln im Dunkeln aufbewahrt, d a m  
iiber eine Glasfritte abgesaugt und rnit 25 ccm Wasser ausgewaschen. Von den auf 10 ccm 
eingeengten Lbsungen wurde die Fluoreszenz im Photometer Eppendorf gemessen und aus 
der um den Leerwert verminderten Fluoreszenzintensitat durch Vergleich mit einer bekannten 
Konzentrationsreihe der Pteridingehalt errechnet. Alle Reinigungsoperationen wurden bei 
Dammerlicht vorgenommen. 

Isolierung von Neopterin aus Weiselzellenfuttersaft: Die Aufarbeitung von 300 g Weisel- 
futter wurde bei der Isolierung von natiirlichem Biopterin beschriebenz). Neopterin wandert 
bei der Chromatographie auf Dowex 1x8 dem Biopterin als deutlich erkennbare Fluoreszenz- 
zone voran (vgl. 1. c.z), Abbild. 4). Nach Rechromatographie auf Dowex 1x8 (Formiat- 
form, 2 x 50cm) wird bei Elution mit Wasser Biopterin vollstandig von Neopterin abge- 
trennt. Bei der anschlieflenden Chromatographie an P-Cellulose (1.5 x 20cm) wird der 
graflte Teil der UV-absorbierenden Begleitstoffe entfernt. Nach dem Spektrenvergleich mit 
synthetischem Material sind noch etwa 50 % Begleitstoffe enthalten, die bei Chromatographie 
an Sulfoathyl-Cellulose (Serva, 1.5 x 20 cm) entfernt wurden. Die Neopterinfraktion, deren 
Isolierung anschlieflend beschrieben ist, wurde im Rotationsverdampfer auf 20 ccm kon- 
zentriert, zur Entfernung der Ameisensaure mit Ather perforiert und dann auf 10 ccm ein- 
geeogt. Die Konzentration wurde aus der Absorption bei 252 mpz) zu 0.35 mg errechnet und 
den abgebildeten UV-Spektren zugrundegelegt. 

Praparation der Sulfoathyl-Cellulose: Nachdem feineres Material durch zweimaliges Auf- 
schlammen in Wasser entfernt ist, wird die Cellulose mit Wasser als dunner Brei in ein Chro- 
matographierohr (1.5 x 30 cm) eingefiillt, das unten mit Watte und einem Hahn verschlos- 
sen ist. Nach gleichmafliger Packung der Saulenfiillung wird nacheinander rnit 100 ccm einer 
Lasung, enthaltend 5 % Ammoniumformiat und 5 76 Ameisensaure, rnit 100 ccm 5-prOZ. 
Ameisensaure und dann rnit Wasser gewaschen, bis die ausflieflende Flussigkeit das pH des 
Waschwassers zeigt. Wahrend der Praparation und bei der anschlieflenden Chromatographie 
wird die Tropfgeschwindigkeit auf 6-8 Tropfen/Min. einreguliert. 

Zur Chromatographie der Neopterinlraktion wird, nachdem das Material auf die Saule 
aufgetragen ist (beim Anleuchten mit der UV-Lampe als scharfe Zone am Kopf der Saule 
erkennbar), mit 10 ccm Wasser uberschichtet und sofort ein Ameisensauregradient angelegt 
(Mischgerafl 500 ccm Wasser, Vorratsgefafl 500 ccm 2-proz., anschlieflend 500 ccm 5-proz. 
Ameisenslure). Neopterin hat bei dem angegebenen Saulenvolumen ein Retentionsvolumen 

4) H. REMBOLD und L. BUSCHMANN, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 330, 132 [1962]. 
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von etwa 350 ccm. Nach Beendigung der Chromatographie wird die Austauscher-Cellulose, 
wie fur die Praparation beschrieben, im Chromatographierohr regeneriert. 

Synthese der isomeren 2-Amino-4-hydroxy-6-[l.2.3-trihydroxy-propyl]-pteridine: 2.4.5- 
Triamino-6-hydroxy-pyrimidin wurde, wie fur die Synthese des L-erythro-Isomeren beschrie- 
ben 21, mit den entsprechenden Zuckern in 20-proz. Essigsaure kondensiert. Die Chromato- 
graphie auf P-Cellulose ist an der gleichen Stelle angegeben. Die Ausbeuten betrugen nach 
Vakuumtrocknung bei 110". bezogen auf eingesetztes Pyrimidin, bei Kondensation mit 

Rohprodukt reines Pterin 

D-Ribose + D-erythro 49 % 5.4 mg (3.5 %) 
L-Xylose + L-threo 65 % 4.5 mg (3 %) 
D-Xylose += D-threo 57 % 4.4 me (3 %) 

Crirhidia- Wachstumstest: Das Nahrmedium und die Inkubationsbedingungen sind bereits 
beschriebens). Die Teste wurden nach einer Wachstumsdauer von 8 Tagen ausgewertet. 

Papierchromatographie der Isomeren: Die Substanzen wurden einzeln und als Mischflecke 
absteigend auf Chromatographiepapier (Schleicher & Schull 2043 b) in dem angegebenen 
System chromatographiert. Fur eine Laufstrecke der LBsungsmittelfront von 25 cm werden 
etwa 24 Stdn. benBtigt. Auch bei Verwendung von Isopropylalkohol/Wasser in verschiedenen 
Mischungsverhaltnissen zeigen sich leichte Unterschiede in den RF-Werten der erythro- und 
threo-Formen, jedoch werden dime durch die zugesetzte Borsaure bedeutend verstarkt. 

5 )  G. HANSER und H. REMBOLD, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 319, 200 (19601. 


