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183. Untersuchung uber die Biosynthese der Pterine 
bei Drosophila melanogaster 

2. Mitteilungl) 

von 0. Brenner-Holzach und F. Leuthardt 

(24. VI.  61) 

Wir haben 1959 an dieser Stelle Versuche uber die Biosynthese der Pterine bei 
Ilrosophila lrzelanogaster mitgeteilt l). In der vorliegenden Arbeit werden wir diese 
Versuche genauer beschreiben und uber ihre Weiterfuhrung berichten. Die Pterine 
der Drosophila sind besonders von HADORN u. Mitarb. eingehend studiert worden2). 
Es zeigte sich dabei, dass verschiedene Mutanten der Fliege charakteristische Ver- 
anderungen des Pterinstoffwechsels aufweisen. Fur die Trennung der verschiedenen 
fluoreszierenden Stoffe erwies sich die Papierchromatographie als besonders gut ge- 
eignet. In  vielen Fallen lassen die Chromatogramme die genetischen Differenzen 
unmittelbar hervortreten. Angeregt durch diese Arbeiten haben VISCONTINI u. Mit- 
arb. 3, 4, die fluoreszierenden Substanzen der Droso$hila genauer untersucht. Sie 
konnten verschiedene Pterine in reinem Zustand isolieren und ihre Struktur zum Teil 
aufklaren. Uber die Biosynthese des Pteridingerusts war fruher nur wenig bekannt. 
FORREST & MITCHELL stellten 1955 die Hypothese auf, dass die Pterine aus der Harn- 
saure entstehen5). Nach einer Annahme von HUBBY & THROCKMORTON~) sollen aus 
einer Vorstufe zuerst die hellblauen Pterine HB, und HR, hervorgehen, und aus 
diesen beiden dann alle iibrigen. Experimentelle Untersuchungen uber die Bio- 
synthese wurden von WEYGAND u. Mitarb. durchgefuhrt '). Diese Autoren injizierten 
in die Puppen des Kohlweisslings verschiedene radioaktive Verbindungen, die als 
Vorstufen der Pterine in Frage kommen, und isolierten aus den Flugeln der geschliipf- 
ten Schmetterlinge das Leukopterin. Dieses zeigte nach Verabreichung von Glycin- 
[1J4C] und F~rmiat-['~C] eine hohe Radioaktivitat. Der Abbau ergab eine Lokali- 
sation des Isotops, welche darauf schliessen lasst, dass das Pteridingeriist in ahn- 
licher Weise aufgebaut wird wie das Puringeriist. Verschiedene Beobachtungen 
sprechen dafur, dass die Synthese der Pterine iiber ein Purin als Zwischenstufe fuhrt. 

Bei unseren Versuchen ging es uns vor allem darum, iiber den Ursprung der 
C-Atome 8 und 9 des Pyrazinrings Auskunft zu erhalten. Bei Verfiitterung von mar- 
kierter Glucose ist die Aktivitat der gebildeten Harnsaure wesentlich geringer als die- 

1) 1. Mitt,: 0. BRENNER-HOLZACH & F. LEUTHARDT, Helv. 42, 2254 (1959). 
z, E. HADORN & H. K.  MITCHELL, Proc. nat .  Acad. Sci. USA 37, 650 (1951) ; E. HADORN, Proc. 

X. Int .  Congr. Genetics, Vol. 7 ,  337 (1959). 
3) M. VISCONTINI, E. HADORN II. P. KARRIIR, Hclv. 40, 579 (1957). 
4, M. VISCONTINI, E. LOESER & P. KARRER, Helv. 47,440 (1958); hf. VISCONTINI, Helv. 47, 1299 

(1958) ; M. VISCONTINI & E. MOHLMANN, Helv. 42, 836, 1679 (1959). 
5 )  H. S. FORREST & H. I<. MITCHELL, J .  Amer. chem. Soc. 77, 4865 (1955). 
6, J .  L. HUBBY & L. H .  THROCKMORTON, Proc. nat. Acad. Sci. USA 46, 65 (1960). 
7)  F. WEYCAND & M. WALDSCHMIDT, Angew. Chem. 67, 328 (1955) ; F. WEYGAND, H. J. SCHLIEP, 

H.  SIMON & G. DAHMS, ibid. 77, 522 (1959); F. ~VEYGAND,  G. DAHMS & H. SIMON, Tagung 
Physiol. chem. Ges., Berlin 1959. 
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jenige der Pterine. Dies deutet darauf hin, dass die Glucose oder eine ihr sehr nahe- 
stehende Verbindung in spezifischer Weise am Aufbau des Pteridingeriists, und zwar 
des Pyrazinrings, beteiligt ist. Als Raustein kommt die Ribose in Frage, die aus der 
Glucose entweder durch direkte Oxydation oder durch eine Transketolase-Reaktion 
entstehen kann. Wir nahmen an1), dass die in den Purinnucleotiden in Stellung N-9 
gebundene Ribose nach Offnung des Imidazolrings und Elimination des C-Atoms 8 
direkt in den Pyrazinring einbezogen wird. Mit dieser Vorstellung, die den Ausgangs- 
punkt unserer Untersuchungen bildete, stehen alle unsere experimentellen Befunde 
in Ubereinstimmung8). 

1. Einbau von radioaktivenz Glykokoll in die Purine,  Pterine und Aminosauren der 
DYOSOfihih (Wildtyfi  und  Mutanten ((rosy)) und ccsefiia))). Wir verwendeten fur unsere 
Versuche den Wildtyp der Drosofikila melanogaster und die Mutanten ((rosy)) und 
((sepia)). Bei ((rosy)) handelt es sich um eine Mutante, die keine Xanthinoxydase 
besitzt und daher Harnsaure und Isoxanthopterin nicht mehr bilden kann. Auch die 
Drosopterine sind nur in geringen Mengen vorhanden. Die ({sepia))-Mutante ist nicht 
mehr fahig, die Drosopterine zu synthetisieren, hauft aber das Sepiapterin an. Bei 
Verfiitterung von Glyk~koll-[Z-~~C] an 3l/, Tage alte Larven des Wildtyps und der 
beiden Mutanten und chromatographischer Auftrennung der Purine, Pterine und 
Aminosauren von frischgeschliipften Fliegen ergaben sich zunacLt bei der Betrach- 
tung der Autoradiogramme folgende qualitative Resultate : 

a) Purine:  Beim Wildtyp und der Mutante ((sepia, zeigt die Harnsaure sehr 
starke Aktivitat. Bei ((rosy)) dagegen fehlt die Harnsaure; dafiir findet sich vermehrt 
Hypoxanthin mit betrachtlicher Radioaktivitat. 

b) Pterine: Es wurde besonders auf Drosopterin, Isoxanthopterin, Sepiapterin 
und die hellblauen Pterine HB, und HB, geachtet. Beim Wildtyp sind die Drosopte- 
rine und Isoxanthopterin stark, die hellblauen Pterine, die in eher geringen Mengen 
vorhanden sind, schwach aktiv. Auf den Chromatogrammen ist am Ort des Sepia- 
pterins fast keine Radioaktivitat vorhanden. Dies stimmt mit der Feststellung von 
HADORN Sr VISCONTINI~~) iiberein, wonach beim Wildtyp nur Spuren von Sepia- 
pterin vorkommen. Die Gegenwart des letzteren wird durch das chromatographisch 
gleichlaufende Riboflavin vorgetauscht. 

Bei der ((sepiao-Mutante fehlen die Drosopterine. Dagegen ist das Sepiapterin an- 
gehauft und weist starke Aktivitat auf. Isoxanthopterin und GHB ))-Pterine verhalten 
sich gleich wie beim Wildtyp. 

Bei der Mutante ((rosy)) fehlt das Isoxanthopterin, und die Drosopterine sind 
nur in Spuren vorhanden. Sepiapterin ist, vermutlich aus denselben Griinden wie 
beim Wildtyp, nicht nachweisbar. Im Gegensatz dazu sind die hellblauen Pterine 
vermehrt und haben Aktivitat aufgenommen. 

Dic gleiche Vorstellung iiber die Pterinsynthese haben auch WEYCAND u. Mitarb. in einer 
soeben publizierten zusammenfassendcn Darstellung ihrer Versuche entwickeltQ). NATHAN u. 
Mitarb. lo) vermuteten eine Beteiligung der Glucose an der Pterinsynthese auf Grund der 
Beobachtung, dass 2,4,5-Triamino-6-hydroxy-pyrimidin zusammcn mit Glucose den Crithidia- 
Faktor ersetzen kann. 

Q ,  F. WEYGAND, H. SIMON, G. DAHMS, M. WALDSCHMIDT, M. J .  SCHLIEP & M. WACKER, Angew. 
Chem. 73, 402 (1961). 

lo) H. A. NATHAN & H.  B. FUNK, Amer. J .  clin. Nutrition 7, 375 (1959). 
11) E. HADORN & M. VISCONTINI, personliche Mitteilung. 
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c) Aminosauren: Der Einbau der Radioaktivitat in die Aniinosauren verhalt sich 
bei Wildtyp und Mutanten vollig gleich: Die Aktivitat erscheint in samtlichen 
Aniinosauren, mit Ausnahme der fiinf fur die Droso$hila essentiellen (Leucin, Valin, 
Arginin, Lysin, Histidin). 

2. Einbau won verschiedenen radioahtiven Verbindungen in die Purine und Pterirte 
der Wi ld form und der Mutante  ((sepia P. Wir verwendeten zunachst als radioaktive 
Vorstufen Glykokoll- [2-14C], Formiat- [14C] und total markierte Glucose- [14C], die 
wir in gleichen absoluten Aktivitaten zusammen mit Trockenhefe an die Drosophila- 
Larven ungefahr einen halben Tag vor der Verpuppung verfutterten. Aus den frisch 
geschlupften Fliegen wurden die Purine und Pterine mit Wasser extrahiert und durch 
xweidimensionale Papierchromatographie aufgetrennt. Als Mass fur den Einbau der 
radioaktiven Substanzen in Purine und Pterine diente uns die spezifische Aktivitat 
derselben. Die quantitative Bestimmung der Pterine erfolgte durch Absorptions- 
messung, wobei wir der Rerechnung die von vISCONTIN13)12) und FORREST & MIT- 
CHELrAl3) ermittelten Absorptionskoeffizienten zugrunde legten. Die Harnsaure 
wurde durch Messung der Lichtabsorption bei 290 mp, sowie kolorimetrisch nach 
RENEDICT & FRANCKE 14) bestimmt. Die Radioaktivitat wurde im Proportionalzahl- 
rohr, nach feuchter Veraschung der Substanz, im wesentlichen nach RUTSCHMANN 15) 

gemessen. 
Wir verwendeten fur diese Versuche den Wildtyp und die Mutante ((sepia)). Bei 

der Wildform wurde die Harnsaure mit dem Ihosopterin und dem Isoxanthopterin 
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Fig. 1. Wildforin der Drosophila nielanogaster. Sfiezifische A ktivitaten ( I Y n p u l s e / ~ M o l / M i n u t e )  von 
Drosopteran, Isoxanthopterin und Havnsuzwe nach Vevabreichung von Glykokoll- [2-14C], Formiat- 
[%] Iund total markiertrr G I u c o ~ e - [ ~ ~ C ] .  Fiir jedc Bestimmung wurden Eluate aus je 3 Chromato- 

grammcn vereinigt. 

12) PI. VISCONTINI, M. SCHOEILER, E. LOESER, P. KARRER & E. HADORN, Helv. 38, 397 (1955). 
13) H. S. FORREST & H. K. MITCHELL, Chemistry and Biology of Pteridins, Ciha l'ound. Symp. 

14) S.  R. RENEDICT & E. FRANCKE, in: PETERS and VAN SLYKE, Quantitative Clinical Chemistry, 
Vol. It, p. 590, London 1932. 

la) J .  RTJTSCHMANN, Helv. 40, 428 (1957). 

1954, 143. 



Volumen XLIV, Fasciculus VI (1961) - No. 183 1183 

verglichen; bei der asepia))-Mutante stellten wir der Harnsaure das Sepiapterin und 
das Isoxanthopterin gegenuber. In Fig. 1 und 2 sind die spezifischen Aktivitaten von 
Drosopterin bzw. Sepiapterin, Harnsaure und Isoxanthopterin miteinander ver- 
glichen. 
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Fig. 2. Sepzamutante der Drosophzla melanogaster. Erklarung siehe Fig. 7 

Es ist aus den graphischen Darstellungen ersichtlich, dass bei den Versuchen mit 
Glykokoll und Formiat das Verhaltnis der Aktivitaten von markierter Harnsaure 
zu markierten Pterinen 1 oder grosser als 1 ist, wahrend bei Verfutterung von Glucose 
die Aktivitat der Harnsaure wesentlich tiefer liegt (vgl. Fig. 1). 

Aus diesen Versuchen geht klar hervor, dass am Aufbau des Pteridingerustes 
Kohlenstoffatome, die sich aus der Glucose oder aus einem der Glucose sehr nahe- 
stehenden Korper ableiten, in spezifischer Weise beteiligt sind. Und zwar mussen diese 
Kohlenstoffatome in die Stellungen 8 und 916) eingefuhrt werden, da die ubrigen 
C-Atome des Pteridingerusts dem Glykokoll, dem Formiat und dem CO, entstammen. 
Wenn die Synthese der Pterine iiber ein Purin fuhrt, so wird das N-Atom, das Stel- 
lung 10 des Pteridingeriistes liefert, auf einer friihen Stufe der Synthese mit einem 
Ribosyl-5'-phosphat-Rest verbunden 17). Man kann sich nun vorstellen, dass nach 
Elimination des C-Atoms 8 aus dem Purinnucleotid die Ribose direkt in die Bildung 
des Pyrazinringes einbezogen wird, wobei die C-Atome 1 und 2 der Ribose die 
C-Atome 8 und 9 des Pteridingerustes und die restlichen C-Atome der Ribose die bei 

~~ 

16) Wir vcrivcnden in dieser Arbeit cine der Numerierung des Puringerusts entsprechendc Be- 
zeichnung der Atome, weil sich daraus unmittelbar der genetische Zusammenhang der beiden 
Ringsystcme ergibt : 

7 5 

d 6 \ 5  N\* 3N/ 4a (1:): anstelle der offiziellen Numerierung 

3 10 1 8  

LJ(, la 2 

Uber die Purinsynthese vgl. J. M. BUCHANAN &. S. C. HARTMAN, Advances Enzymol. 21, 199 
(1959). 
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verschiedenen Pterinen vorhandene C-Scitenkette am C-Atom 8 liefern wurden. Als 
analoge Vorgange konnen hier die Bildung des Indolrings im Tryptophan aus An- 
thranilsaure Is) und die Bildung des Imidazolrings im Histidin 19) envahnt werden, 
zu deren Aufbau ebenfalls die C-Atome 1 und 2 der Ribose beniitzt werden. 

! v e m  r 4 
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Fig. 3. Spezijische A ktivitaten (rmpulse/ i~;Mol/Minute)  von Drosopterin, Isoxanthopterin und 
Harnsazcre nach Verfiitterung von total markierter Gl,ucose-['*C], uon Glucose- [7 -W'] und van Lactaf- 

r7  - 1 c 1  

SpCZ Akt/pW/Mn. 
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Fig. 4. Spezifische A ktivitaten ( I m ~ i ~ l s e / ~ ~ ~ o l / M i n . )  von Isoxanthopterin nach Verabreichung von 
total markievter u n d  [ l  - W - G l u c o s e :  a) in gleicher absoluter A ktivitat; b) in gleicher spez. Aktivitat 

des C-Atoms I der Glucose-[l-14C] und jedes der C-Atoine der total markierten Glucose. 

Stammen die C-Atome 8 und 9 des Pyrazinrings aus der Ribose, so ist eine geringe 
spezifische Aktivitat der Pterine bei Verwendung von Glucose- [1-14C] zu erwarten, 
da das C-1 der Glucose beim ubergang der Glucose in Ribose zum grossen Teil ver- 
18) J.  -4. DslCloss & D. M. BONNER, Proc. nat. hcad. Sci. IJSA 45, 1405 (1959); C. YANOFSKY & 

M. KACHMELER, Biochim. biophysica Acta 28, 640 (1958) ; C. YANOFSKY, ibid. 20. 438 (1956) ; 
0. H. SMITH & C. YANOFSKY, J .  biol. Chemistry 235, 205 (1960). 

Is) B. N. A\~vres, €5. K. MITCHELL & M. R. MITCHELL, J .  Amer. chem. SOC. 75, 1015 (1953). 
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loren geht. Fig. 3 zeigt die Resultate, die wir bei Verwendung von total markierter 
Glucose und Glucose- [1J4C] erhalten haben. Wir verfutterten von beiden Zuckern 
die gleiche absolute und spezifische Aktivitat. Die Messung der spezifischen Aktivi- 
taten von Harnsaure und Pterinen ergab rnit beiden Glucosen annahernd dieselben 
Werte. Es muss hier aber berucksichtigt werden, dass bei Verwendung gleicher Aktivi- 
taten von total markierter Glucose und l-14C-Glucose das C-Atom 1 der letzteren die 
6fache spezifische Aktivitat des einzelnen C-Atoms der gleichmassig markierten Ver- 
bindung besitzt. Die spezifischen Aktivitaten der in beiden Fallen synthetisierten 
Produkte konnen daher nicht direkt verglichen werden ; durch die hohere spezifische 
Aktivitat des C-Atoms 1 der l-14C-Glucose wird ein zu hoher Einbau vorgetauscht. 
Wenn man die l-14C-Glucose so stark verdunnt, dass das C-Atom 1 die gleiche Akti- 
vitat besitzt wie die einzelnen C-Atome der gleichmassig markierten Glucose, so ist 
die spezifische Aktivitat des gebildeten Isoxanthopterins sehr gering (Fig. 4). Wir 
werden spater auf diese Frage zuruckkommen. Es ware naturlich auch moglich, dass 
nicht die Glucose selbst, sondern ein Bruchstuck derselben zum Aufbau des Pyrazin- 
rings verwendet wiirde. Aus diesem Grunde fuhrten wir Versuche mit einer C,-Verbin- 
dung, rnit ~ , ~ - L a c t a t - [ l - l ~ C ]  aus; diese fuhrten jedoch, wie aus Fig. 3 ersichtlich ist, 
bei Verfutterung der gleichen absoluten und spezifischen Aktivitaten wie bei der 
Glucose zu wesentlich weniger aktiven Verbindungen. Auch bei Verwendung der 
doppelten Ausgangsaktivitat (fur den Fall, dass nur eines der Enantiomeren verwert- 
bar ware) blieb die Aktivitat der Pterine unter derjenigen, die in den Versuchen mit 
Glucose erhalten wurde. Lactat und die rnit ihm verwandten C,-Korper scheinen daher 
als Vorstufe ausser Betracht zu fallen. 

Um die Lokalisation des C-Isotops in den biologisch synthetisierten Pteridinen 
festzustellen, fuhrten wir Abbauversuche durch. Zur Prufung der Abbaumethoden, 
welche insbesondere die C-Atome 8 und 9 liefern sollten, synthetisierten wir zwei 
Isoxanthopterine, von welchen eines in Stellung 8, das zweite in Stellung 5 markiert 
war. Wir wahlten dazu das Isoxanthopterin, weil es sich aus den Papierchromato- 
grammen leicht isolieren lasst, genugend stabil und ausserdem synthetisch gut zu- 
ganglich ist. 

3 .  Chemische Synthese vow Isoxanthopterin- [8-l4C] u n d  - [5-14C] und A bbau von syn-  
thetischem und biologisch gebildetem Isoxanthopterin.  - A .  Die Synthese von Iso-  
xanthopterin- [8-14C] erfolgte von Malonsa~reester-[2-~~C] aus 20). Durch Oxydation 
rnit SeO, wurde Mesoxalester erhalten, der nach PURRMANN 21) durch Kondensation 
rnit 2,4,5-Triamino-6-hydroxy-pyrimidin uber Isoxanthopterincarbonsaure zu Iso- 
xanthopterin fuhrte. 

B. Fur die Synthese des Isoxanthopterins- [5-14C] verwendeten wir radioaktive 
Bromessigsaure- [2-14C], die rnit NaCN in Cyanessigsaure ubergefuhrt wurdeZ2). Rei 
der Kondensation des Cyanessigesters rnit Guanidin 23) erfolgt die 13ildung des Pyri- 
midinringes. Durch Nitrosierung und nachfolgende Reduktion 23) wurde in Stellung 5 
eine dritte Aminogruppe eingefuhrt und damit 2,4,5-Triamino-6-hydroxy-pyrimidin- 

20) R. MULLER, Ber. deutsch. chem. Ges. 66, 1668 (1933). 
zl) R. PURRMANN, Liebigs Ann. Chcm. 548, 284 (1941). 
z2) Org. Synthcsen (deutschc Ausgabe) Sammelband 7 ,  S. 247, Braunschweig 1937. 
z3) C. K. CAIN, M. F. MALLETTE & E. C. TAYLOR jun., J .  Amer. chem. SOC. 68, 1996 (1946). 
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hydrogensulfit erhalten. Eine uberfuhrung des Hydrogensulfits ins Sulfat 24) und 
nachfolgende Kondensation mit Mesoxalester-hydrat fuhrte uber Isoxanthopterin- 
carbonsaure zu Isoxanthopterin- [5-14C]. 

Fur den Abbau  des Isoxanthopterins wurden drei Methoden gepruft : Oxydation mit 
Chlorwasser und nachfolgende Hydrolyse mit HCl 25) ; Oxydation mit Chlorwasser 
und nachfolgende Hydrolyse mit NaOH '9 ; Herstellung der Desiminoverbindung mit 
NaKO, in H,SO,, Aufspaltung des Pyrazinringes durch Behandlung mit Chlor und 
nachfolgende Hydrolyse rnit HC1 25) 26). 

Bei allen drei Methoden erfolgte die Isolierung der C-Atome 8 und 9 durch Fallung 
der gebildeteri Oxalsaure als Ca-Salz. Von der Abbaumethode muss erwartet werden, 
dass sie nur im Falle des I~oxanthopterins-[8-~~C] zu aktivem Oxalat fiihrt, d. h. 
dass nur der Pyrazinring angegriffen wird. Aus den in Tabelle 1 zusammengestellten 
Versuchen geht klar hervor, dass diese Bedingung nur bei der letztgenannten Me- 
thode nach WIELAND & TARTTER~~)  erfiillt ist. Bei dieser Abbaumethode wird der 
Pyrimidinring nicht oder nur sehr wenig angegriffen, das entstandene Calciumoxalat 
stammt also ausschliesslich aus dem Pyrazinring : Reim Abbau von C-8-markiertem 
Isoxanthopterin ist die spezifische Aktivitat des Oxalats praktisch gleich wie die- 
jenige des Isoxanthopterins ; beim Abbau der C-5-markierten Verbindung ist das 
Calciumoxalat nahezu inaktiv. Bei der Behandlung mit Chlorwasser dagegen werden 
beide Ringe angegriffen. Die spezifische Aktivitat des Calciumoxalats aus beiden 
markierten Verbindungen ist gegeniiber der Ausgangsaktivitat herabgesetzt, was auf 

Tabelle I . Spezifische .4 ktivituten von C-5 und C-8 markiertem Isoxanthoplevin und daraus duvch 
A bbau eraaltenem Calciurnoxalat 

Ausgangsmaterial 

Isoxanthopterin- [V4CJ  

Isoxanthoptcrin- [8-14C] 

Isoxanthopterin- [8-lrC] 

Isoxanthopterin- L8-14C] 

Isoxanthopterin- [5-I4C] 

Isoxanthopterin- [S-14C] 

Isoxanthopterin- [5-14C] 

~- 

*) Parallelvcrsuc h c. 

Rhbau- 
methode 

Chlorwasser 
HC1 
Chlorwasser 
NaOH 
NaNO,/Cl,/ 
fICl 

Chlorwasser 
HC1 
NaNO,/Cl,/ 
IlCl 

Abbau- 
produkt 

:a-Oxalat 

Ca-Oxalat 

Ca-Oxalat 

Ca-Oxalat 

Ca-Oxalat 

Spez. A k t :  
Impulse 
pro pMol 
pro Min. 

770\*) 
7631 
331 
310 
295 
285 
750 
737 

1144 
1124 

788 779%) 
815 812 
137 140 

140 

% der 
Lusgangs 

aktiv. 

42 

38 

97 

71 

13 

24) M. VISCONTINI, pcrs. Mi t tdung .  
2 5 )  H. WIEL-LND, H. METZGER, C .  SCHOPF & M .  B u ~ o w ,  Liebigs Ann. Chem. 507, 226 (1933). 
Zfi) H. WIELAND & A. T YRTTER, Liebigs Ann. Chcm. 543, 287 (1939). 
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Verdunnung des aus C-8 + C-9 stammenden Oxalats durch solches aus dem Pyri- 
midinring hindeutet. 

Um den Abbau von biologisch gebildetem Isoxanthopterin zu untersuchen, fiit- 
terten wir Glykokoll- [2J4C], Glucose- [1-14C], total markierte Glucose und Fructose. 
Wir verwendeten dam pro Ansatz ca. 1000 Larven des Wildtyps. Die dabei erhaltenen 
Ergebnisse sind in Tab. 2 zusammengestellt. 

Auch aus diesen Abbauversuchen ergibt sich, dass die C-Atome 8 und 9 des Iso- 
xanthopterins durch Glucose oder eine aus Glucose hervorgehende Verbindung ge- 
liefert werden. Die C-Atome 8 und 9 des Isoxanthopterins, welches in Gegenwart von 
markierter Glucose gebildet wurde, enthalten nur etwa 40% der Gesamtaktivitat der 
Molekel. Dies hangt damit zusammen, dass wahrend der Versuchsperiode von ca. 
5 Tagen eine Verteilung des Isotops auf andere an der Pteridinsynthese beteiligte Ver- 

Tabelle 2. Sfiezifiische A ktivitdten von biologisch gebildetem Isoxanthopterin nach Verfiitterung von 
Glykokoll- [ P C ] ,  total markaerter Fructose und Glucose und Glucose- [J-14C], und des daraus durch 

A bbau mil hTaNO,/Cl,/HCl erhaltenen Calcaumoxalates 

vcrfiitterte 
radioaktive 

Substanz 
Ausgangsprodukt 

-- 
Isoxanthopterin (Versuch 41) 

Isoxanthopterin (Versuch 41) 

Isoxanthopterin (Versuch 45) 

Isoxanthopterin (Vcrsuch 45) 

Isoxanthoptcrin (Versuch 42) 

Isoxanthopterin (Versuch 42) 

Isoxanthopterin (Versuch 43) 

Isoxanthopterin (Versuch 43) 

Abbau- 
produkt 

Isoxanthopterin (Versuch 47) 

Isoxanthopterin (Versuch 47) 

Glykokoll- [2-14C] 

Glykokoll- [2-14C] 

Glykokoll- [2-14C] 

Glykokoll- [2J4C] 

total markierte 
Glucose- [14C] 
total markierte 
Glucose- [14C] 
total markierte 
Glucose- [14C] 
total markierte 
Glucose- [14C] 

total markierte 
Fructose- [14C] 
total markicrte 
Fructose- [%] 

Isoxanthopterin (Versuch 44) 

Isoxanthopterin (Versuch 44) 

Isoxanthoptcrin (Versuch 48) 

Isoxanthopterin (Versuch 48) 

Ca-Oxalat 

Ca-Oxalat 

Ca-Oxalat 

Ca-Oxalat 

Ca-Oxslat 

Glucose- [l-W] 

Giucosc- 11-14cl Ca-Oxalat 

Gl~cose- [ l -~~C]  
('Is dcr gewohnl. 
verabr. Akt.) 
Glucose- [1-14C] 

verabr. Akt.) 
der gcwtjhnl. 

Ca-Oxalat 

I 

Spez. Akt.: 
Impulse/ 

,uMol*Min. 

4,05 . 105 
4 ,m . 105 
3,74.104 
3,65 . l o 4  

3.72 . lo5 

3,33 . 104 
3,27 . lo4 

3,65 . lo5 

i ,og .  105 
i ,o8 . lo5 
4 , a .  104 
4.77 . lo4 

3.5 . 104 
3,5 . 104 

1 , ~ .  104 
1,25. lo4 

% der 
usgang. 
aktiv. 

9 

9 

40 

38 

45 

44 

38 
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bindungen stattfindet (((Randomisierung ))). Diese allgemeine Verteilung des Isotops 
auf die verschiedenen Metabolite erklart auch, warum in den Versuchen rnit Glyko- 
koll die C-Atome 8 und 9 eine gewisse Aktivitat (9%) enthalten. Dabei ist allerdings 
zu beriicksichtigen, dass, wie die oben genannten Versuche rnit dem Isoxanthopterin- 
- [5J4C] gezeigt haben, der Pyrimidinring auch beim Abbau des Pterins nach WIELAND 
& TARTTER~~) nicht vollig intakt bleibt. 

Wie aus der Tabelle 2 hervorgeht, ergibt sich bei Verfutterung von Glu~ose-[ l -~~C] 
nahezu die gleiche spezifische Aktivitat der C-Atome 8+9 wie bei Verabreichung 
von total markierter Glucose. Wir haben aber schon frtiher (S. 1485) darauf hinge- 
wiesen, dass bei Verfutterung gleicher Aktivitaten der beiden Glucosen die ver- 
haltnismassig hohe spezifische Aktivitat der in Gegenwart von Glucose- [1-14C] ge- 
bildeten Pterine einen zu hohen Einbau vortauscht. 

Die gleichartige Verteilung der Aktivitat im Isoxanthopterin, die man mit total 
markierter und rnit [l-14C]-Glucose erhalt, deutet darauf hin, dass der Einbau in 
beiden Fallen in ahnlicher Weise erfolgt. Ribose kann aus Glucose durch direkte 
Oxydation des Glucose-6-phosphats zum Pentose-5-phosphat entstehen, wobei das 
erste C-Atom der Glucose verloren geht. Sie kann aber auch durch eine Transketolase- 
Reaktion zwischen Fructose-6-phosphat und Triosephosphat gebildet werden. Bei 
dieser Reaktion liefert das C-Atom 1 der Hexose das C-Atom 1 der Pentose, wird also 
nicht eliminiert, sondern geht gemass unserer Vorstellung in den Pyrazinring des 
Pterins ein. Das Studium des Einbaus der Glucose in die Ribitol-Seitenkette des 
Lactoflavins hat zur Annahme eines ahnlichen Mechanismus gefuhrt 27). Bei den 
Dipteren ist das Vorhandensein einer Transketolase nachgewiesen worden %). 

Wenn der Ringschluss bei der Bildung der Pyrazinhalfte der Pteridine derart er- 
folgt, dass die Atome 1 und 2 der Ribose die Atome 8 und 9 des Pterins liefern, so 
liegt die Annahme nahe, dass bei den Pterinen rnit Seitenkette die letztere aus den 
Atomen 3, 4 und 5 der Ribose hervorgeht. Man wird also erwarten, dass bei Verab- 
reichung einer in den Stellungen 4, 5 oder 6 markierten Glucose das Isoxanthopterin 
(und andcrc Pterine ohne Seitenkette) wesentlich weniger Aktivitat aufnehmen als 
die Pterine mit Scitenkette im Grenzfall, wenn keine ~Randomisierung)) stattfinden 
wurde, gar keine. WEYGAND u. Mitarb. ') haben gefunden, dass bei Verabreichung 
von Glu~ose-[6-~~C] die Einbaurate des Isotops in das Leukopterin wesentlich geringer 
ist, als bei Zufuhr von Gl~cose-[2-~~C] oder Ribose-[l-14C], und dass insbesondere die 
Stellungen 8 und 9 nur 9% der Gesamtaktivitat enthalten. Wir haben Glucose- [6J4C] 
an DrosopMa-Larven vcrfuttert und die Aktivitat der Drosopterine mit derjenigeii des 
Isoxacthopterins verglichen. Fig. 5 zeigt, dass die relative Aktivitat des Isoxantho- 
pterins im Vergleich zum Drosopterin bei diesem Versuch wesentlich klciner ist als 
nach Verfiitterung von gleichmassig markierter Glucose oder Glucose- [1-14C]. Das 
will heissen, dass die Drosopterine aus der Glucose- [6-14C] mehr Aktivitat aufgenom- 
men haben als das Isoxanthopterin; das Isotop ist offenbar in der Seitenkette lokali- 
siert, die dem Isoxanthopterin fehlt. Dieser Befund steht mit der obigen Annahme 
in Ubereinstimmung, wonach sich die Seitenkette aus den C-Atomen 3 ,4  und 5 der 

27) G. W. E.  PLAUT, Nutrition Symposium, Scr. Nr. 13, 20 (1956); G. W. E. PLAUT & P. L. BRO- 

28) W. CHEFURKA, Canad. J. Biochemistry and Physiol. 36, 83 (1958). 
BERG, J .  biol. Chemistry 219, 131 (1956). 
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Ribose ableitet. Das Isoxanthopterin nimmt allerdings bei Verabreichung der in 
Stellung 6 markierten Glucose betrachtliche Aktivitat auf. Die Erklarung dafur ist 
in der Verteilung des Isotops auf andere Stellungen der Glucose und andere Verbin- 
dungen zu suchen, die wahrend der relativ langen Versuchsdauer unvermeidlich ist. 

0 ornroprerin 

Gd JmxdhqJm'n 

Fig. 5 .  Vergleich des Verhaltnisses der spez. A ktivitat von Drosopterin zu Isoxantho$terin nach 
Verabreichung von gleichmassig markierter Glucose und von Glucose- [1J4C] und -[6-146] 

(spezifische Aktivitat von Drosopterin = 100%) 

Wenn man bei Verfutterung von Glucose- [6-14C] die Aktivitat der Harnsaure 
mit derjenigen des Drosopterins vergleicht, so findet man, dass sie fast ebenso hoch 
ist wie die letztere (79%, vgl. Tab. 3). Dies deutet auf einen spezifischen Einbau des 
C-6 der Glucose in die Harnsaure hin. Es kommen dafiir in erster Linie die C-Atome 2 
und 8 des Puringeriists in Frage. Tatsachlich haben WEYGAND u. Mitarb. ') bei Ver- 
abreichung von Glucose- [6J4C] an Kohlweisslingpuppen auch beim Leukopterin 
eine hohe Konzentration des Isotops im C-Atom 2 gefunden. Das C-Atom 6 der 
Glucose muss demnach besonders leicht in aktiviertes Formiat ubergehen. Die hohe 
Aktivitat der Harnsaure in unsern Versuchen erklart sich demnach aus dem Umstand, 
dass das Puringeriist zwei C-Atome enthalt, die sich aus aktivierter Ameisensaure 
ableiten. Wahrscheinlich findet sich nach Verfutterung von Glucose- [6-14C] der 
grosste Teil der Aktivitat des Isoxanthopterins im C-Atom 2.  

Verfutterung verschieden mavkierter Glucosen 
Tabelle 3.  Spezifische Aktivitat der Harnsaure, verglichen mit derjenigen des Drosopevins. nach 

Glucose total markiert 
Glucose- [l-lpC] 
Glucose-[6-14C] . , . . 100 

I I *) Mittel aus 7 Versuchen **) Mittel aus 3 Versuchen 

Es w&re moglich, dass der Ringschluss des Pyrazinrings auch durch Einfugung 
eines aus den C-Atomen 1 und 2 der Ribose sich ableitenden C,-Fragments zustande- 
kommt. Die obigen Befunde, nach denen das C-Atom 6 der Glucose offenbar in 

94 
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der Seitenkette des Drosopterins erscheint, machen diese Annahme wenig wahr - 
scheinlich. 

4. Diskussion. Alle bisherigen Versuche sprechen dafur, dass die C-Atome 8 und 
9 des Pyrazinrings im Pteridingerust aus der Glucose stammen, deren C-Kette nach 
Verkiirzung zur Ribose partiell in den Ring einbezogen wird. Die wahrscheinlichste 
Annahme lie@ darin, dass aus einem Purin-nucleotid oder -nucleosid (Guanylsaure, 
Guanosin?) das Ureid-C-Atom 8 eliminiert wird, und dass die am N-Atom 9 des 
Purins hangende Ribose direkt zur Bildung des Pyrazinrings herangezogen wird. 
Am ehesten scheint als Vorstufe das Guanin (in Form der Guanylsaure oder des 
Guanosins) in Frage zu kommen. Fur diese Annahme sprechen Befunde von WEYGAND 
u. Mitarb.9) sowie von NATHAN u. Mitarb.10), nach welchen das 2,4,5-Triamino-6- 
hydroxy-pyrimidin zur Pterinsynthese verwertet werden kann. Diese Verbindung 
entsteht durch Elimination des C-8 aus dem Guanin. Auch Versuche von AARONSON & 
RODRIGUEZzg) weisen auf Purine als Vorstufe der Pterine hin. Man kann hier auch die 
Befunde heranziehen, welche bei den Untersuchungen uber die Synthese des Ribo- 
flavins erhoben worden sind. Das Isoalloxazingeriist enthat  einen Pteridinkern. In 
Kulturen von Eremothecium Ashbyi und Ashbya gossypii  sind Pteridine nachgewiesen 
worden, die als Zwischen- oder Seitenprodukte der Riboflavinsynthese aufgefasst 
werden konnen (MALEY & PLAUT3'), MCNUTT 31)). Andererseits sprechen zahlreiche 
Beobachtungen dafiir, dass der Pyrimidinring der Purine direkt zum Aufbau des 
Riboflavins verwendet werden kann (MCNUTT & FOR REST^^) ; BROWN u. Mitarb.33)). 
Man kann also auch hier annehmen, dass die als Zwischenprodukte auftretenden 
Pterine aus Purinen entstanden sind. ALBERT34) hat gezeigt, dass gewisse Purine sich 
auch chemisch leicht in Pteridine uberfuhren lassen. 

Es stellt sich noch die Frage nach dem genetischen Zusammenhang der verschie- 
denen bei der Drosofihila melanogaster auftretenden Pterine. Die wichtigsten von 
HADORN, HADORN & MITCHELL, FORREST & MITCHELL, VISCONTINI u. Mitarb. iso- 
lierten Pterine sind die folgenden z -5 )  : 2-Amino-6-hydroxy-pteridin (HB,), Isoxan- 
thopterin, 2-Amino-6-hydroxy-pteridin-8-carbonsaure (HB,), ~-erythro-2-Amino-6- 
hydroxy-8-(dihydroxypropy1)-pteridin (HB,, Biopterin) , Drosopterin, Neodrosopterin, 
Isodrosopterin, Sepiapterin und Isosepiapterin. Nach unseren Annahmen iiber die 
Pterinsynthese miissten zuerst die Pteridine mit C,-Seitenkette in Stellung 8 gebildet 
werden. Die ubrigen konnten daraus durch Verkurzung oder vollstandige Elimination 
der Seitenkette entstehen. Die Verkurzung fiihrt zur Pteridincarbonsaure, die voll- 
standige Abspaltung zum Xanthopterin oder zum HB,. Aus dem letzteren entsteht 
durch Einwirkung der Xanthindehydrogenase das Isoxanthopterin 35). Unsere Be- 
funde mit Lactat- [1-14C] sprechen dagegen, dass die C,-Seitenkette der Drosopterine 
und Sepiapterine einem C,-Bruchstuck der Hexosen entstammt und sekundar an den 
Pteridinkern angelagert wird. Die Pterine mit Seitenkette in Stellung 9 (Erythro 

z9) S. AARONSON & E. RODRIGUEZ, J.  Bacteriol. 75, 660 (1958). 
G. F. MALEY & G. W. A. PLAUT, J. Amcr. chem. SOC. 87, 2025 (1959). 

al) W. S. MCNUTT, J .  Amer. chem. SOC. 82, 217 (1960). 
82) W. S. MCNUTT & H. S. FORREST, J .  Amer. chem. Soc. KO, 951 (1958). 
33) E. G. BROWN, T. W. GOODWIN & 0. T. G. JONES, Biochem. J .  68, 40 (1958). 
34) A. ALBERT, in: Ciba Found. Symp. on the Chemistry and Biol. of Purines. London 1957, S. 97. 
35) H. S. FORREST, E. GLASSMAN & H. K. MITCHELL, Science 724, 725 (1956). 
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pterin) konnten in analoger Weise entstehen, nur musste in diesem Fall als Vorstufe 
ein Ribosid mit dem der Stellung 7 entsprechenden N-Atom gebildet werden. Dass 
die Harnsaure, welche auch bei der Drosophila ein Ausscheidungsprodukt zu sein 
scheint, die Muttersubstanz der Pterine darstellt, ist wie gesagt wenig wahrscheinlich. 
Alle bisherigen Beobachtungen lassen sich aber zwanglos aus der Annahme erklaren, 
dass die Pterine aus einem Purin-nucleotid oder -nucleosid entstehen, und dass an 
der Bildung des Pyrazinrings, wie oben ausgefuhrt wurde, die Ribose beteiligt ist. 
Das folgende Schema zeigt, wie man sich den Zusammenhang zwischen den verschie- 
denen Pterinen vorstellen kann. 

Biopterin (HB,) -7 + HB, 4 -+ rosy Isoxanthopterin 

Drosopterine +- Sepiapterine 

i 
? 

HB3 

Dieses Schema enthalt viele Unsicherheiten. Der Zusammenhang zwischen den 
Pterinen mit C,-Seitenketten ist unklar. Das vermehrte Auftreten der Sepiapterine 
bei gleichzeitigem Ruckgang der Drosopterine bei der ((sepia))-Mutante96) konnte 
dahin interpretiert werden, dass die letzteren aus dem erstgenannten entstehen, dass 
also bei dieser Mutante die Umwandlung des Sepiapterins in Drosopterin nicht mog- 
lich ist ; doch gibt es auch Beobachtungen, die gegen diese Annahme sprechen. Nach 
den Arbeiten von VISCONTINI~) 4, s7) handelt es sich bei den Drosopterinen und beim 
Sepiapterin um hydrierte Pteridine. Beim Ringschluss des AMADORI-Umwandlungs- 
produkts, das nach WEYGAND 7 als Zwischenstufe angenommen werden muss, ent- 
steht ein Dihydropteridin. Es stellt sich daher die Frage, ob die Drosopterine und 
Sepiapterine sich unmittelbar von diesem primaren Pterin ableiten oder ob sie durch 
Reduktion des Biopterins (HB,) entstehen, worauf die Beobachtung hinweist, dass 
in der Entwicklung der Puppen das HB, vie1 friiher auftritt als die Drosopterine und 
die Sepiapterine. Die Aufklarung des Zusammenhangs zwischen den verschiedenen 
Pterinen mit Seitenkette wird erst moglich sein, wenn die Struktur der Sepiapterine 
und Drosopterine endgiiltig feststeht, was heute noch nicht der Fall ist. Biopterin, 
Drosopterine und Sepiapterine enthalten eine Dihydroxypropyl-Seitenkette. Wir 
wissen auch noch nicht, auf welcher Stufe die Reduktion der endstandigen CH,OH- 
Gruppe zur Methylgruppe stattfindet. Das Isoxanthopterin scheint nicht weiter um- 
gewandelt zu werden, sondern stellt wahrscheinlich ein Ausscheidungsprodukt dar. 

a6) I. ZIEGLER-GUNDER & E. HADORN, Z.  Vererbungslehre 89, 235 (1958). 
3 7  M. VISCONTINI, Ind. chim. belge 7960, 1181. 
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Experimenteller Teil 
1. Erniihrung der Versuchstiere. - Die Larven der Drosophila naelanogaster (Wildtyp und 

Mutanten) wurden uns teils vom Zoologischen Institut (Prof. HADORN) geliefert, teils zuchteten 
wir sie auf Nahrboden von Agar, Mais, Hefe und Zucker selbst. Am dritten Tag nach dem Schlup- 
fen brachten wir die Larven in Halbrundschalen, in denen pro 250 Versuchstiere 5.5 mg Trocken- 
hefe und 0,08 mc radioaktive Substanz in 0,4 ml Wasser suspendiert und rnit dem ,,Fohn" ange- 
trocknet worden waren. Die Menge an Hefesuspension war so bemessen, dass sie von den Larven 
moglichst vollstandig aufgenommen wurde. Nach der Verpuppung wurden die Tiere durch 
kurzes Spulen in Wasser von der nicht aufgenommenen Nahrung befreit. 

2. Herstellung der Extrakte aus den Fliegen. - Elution der Pterine: Pro Chromato- 
gramm (zweidimensional) wurden 35 frisch geschlupfte Fliegen in narkotisiertem Zustand homo- 
genisiert und mit 0,4 ml Wasser versetzt. Bei sorgfaltigem Erhitzen wahrend 1-2 Min. iiber der 
freien Flamme fielen die Proteine aus. Die klare Losung wurde auf ca. 0,l ml eingedampft und 
auf das Chromatographierpapier aufgetragen. 

Elution der A minosduren: Fur ein zweidimensionales Chromatogramm verwendeten wir 20 
frisch geschliipfte Fliegen; nach der Homogenisierung in 5 ml Methanol wurde das Ungelliste 
abzentrifugiert und das Uberstehende im Vakuum bei 45' auf ca. 0,2 ml eingedampft und auf- 
getragen. 

3. Chromatographie. - Samtliche Chromatogramme wurden auf Filterpapier WHATMAN 
Nr. 1 ausgefuhrt. 

Pterine: Da bei gewbhnlicher zweidimensionaler Chromatographie die Radioaktivitat der 
Aminosauren die Beurteilung der F'terine erschwcrte, wurden die Aminosauren zucrst mit Wasser 
in der ersten Dimension gegen die Front gewaschen. Die Pterinc als schlecht wasserlosliche Sub- 
stanzen bleiben dabei innerhalb des ersten Drittels des Papiers zuruck. Die nachfolgende Chroma- 
tographie rnit n-Propanol/4-proz. NH, 5 : 3 in beiden Dimensionen ergab eine gunstige Verteilung 
dcr Pterine. 

Die fluoreszierenden und absorbierenden Substanzen wurden unter der UV.-Lampe, die radio- 
aktiven Verbindungen mittels Autoradiographie lokalisiert. 

4. Elution der Substanzen aus dem Papierchromatogramm. - Purin- und Pterin-Flecke 
wurden aus dem Chromatogramm herausgeschnitten und in einer Apparatur eluiert, in welchei 
das Elutionsmittel aus  einer Kapillare von oben her auf das Filterstreifchen tropft. Als Elutions- 
mittel verwendeten wir fur Harnsaure, Isoxanthopterin und Sepiapterin Wasser (10-12 ml fur 
Harnsaurc und Isoxanthopterin und 3 ml fur Sepiapterin), fur Drosopterin ca. 3 ml verdiinnte 
NH,-Losung (pH 11). 

Da Isoxanthopterin bei der oben beschriebenen zweidimensionalen Chromatographie sehr 
ahnliche Rf-Werte wie Xanthopterin aufweist, und weil ausserdem der Blindwert des Papiers bei 
der fur die quantitative Bestimmung des Isoxanthopterins massgebenden Wellenlange sehr hoch 
ist, wurde Isoxanthopterin rechromatographiert. Dafur verwendeten wir in NH,, Hydroxychino- 
lin, HCl und H,O bidest. gewaschencs Chromatographierpapier und als Milieu Butanol-Eisessig- 
Wasser 2 0 : 3 : 7 .  

5. Quantitative Bestimmungen. - Hurnsdure: Die Bestimmung der Harnsaure erfolgte 
einerseits spektrophotometrisch (Mol. Ext. 11,6 bei 290 mp) und andererseits colorimetrisch mit 
Arsenphosphorwolframsaure 14), 

Pterine: Absorptionsmessung bei 505 mp3) fur Drosopterin, bei 420 m,u13) fur Sepiapterin 
und bei 340 m,u12) fur Isoxanthopterin. Da die Pterinmengen pro Chromatogramm (aus 35 Fliegen) 
sehr klein waren, wurden zur Bestimmung der spezifischen Aktivitat die Eluate von je drei Chro- 
matogrammen vereinigt. 

6. Bestimmung der Radioaktivitat. - Aliquote Teile der Eluate wurden zusammen mit 5 mg 
Bernsteinsaure (als C-Trager) und 0,s mg Glycerin (zur Verhinderung von Flockenbildung) im 
gefrorenen Zustand direkt in den KIpp-Rlihren eingetrocknet, in denen die Oxydation erfolgt. 
Die Radioaktivitat des CO, wurde nach feuchtcr Verbrennung im Gaszahlrohr nach BERNSTEIN- 
BALLENTINE gemessen. 

7. Synthese von C-8-markiertem Isoxanthopterin. - a. MesoxaZesterZ0) : 1 mc (26,3 mg) 
radioaktiver Malonsaure-diathylester- [2-14C] und 0,074 ml nicht aktiver Malonsaure-diathylester 
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als Trager wurden rnit 0,l g SeO, und 0,l ml Xylol versetzt und 6 Std. bei 155-165" unter Riick- 
fluss oxydiert. Darauf wurde vom Selen abfiltriert, das Filter dreimal mit Xylol und zweimal rnit 
Ather gewaschen, das Filtrat mit NsSO, getrocknet und im Vakuum vom Atber und Xylol 
befreit. Die Isolierung des Mesoxalsaureesters aus dem braunen Oxydationsgemisch erfolgte 
auf einer Celite-Saule rnit wassergesattigtem Benzol. Aus den den Ester enthaltenden Fraktionen 
des Eluats kristallisierte das Mesoxalsaure-diathylester-hydrat (Smp. 56') sofort aus. Ausbeute : 
65 mg = 54,2%. 

b. Kondensation des Mesoxalsaure-diathylester-hydrais mit 2,4,5- Triamino-6-hydroxy-pyrimi- 
dzn-sulfat21) : 65 mg Mesoxalester-hydrat in 3,5 ml Wasser wurden mit 130 mg Triamino-hydroxy- 
pyrimidin-sulfat und 89 rng Natriumacetat in 16 ml Essigsaure versetzt und 40 Min. im siedenden 
Wasserbad erhitzt. Es bildete sich dabei ein gelber Niederschlag, der einige Std. stehengelassen 
und dann zentrifugiert wurde. Der gelbe Riickstand, die Isoxanthopterincarbonsaure, wurde zur 
Urnfallung in 70 rnl Wasser und 1,4 ml Z N  NaOH gelost und heiss in 35 ml heisse 2~ HC1 ge- 
gossen. Dabei entstand sofort cin hellgelber Niederschlag, der sich beim Stehen gut absetzte, 
so dass ein grosser Teil des uberstehenden abdekantiert werden konnte. Der Rest wurde zentri- 
fugiert, der Riickstand 2 Std. bei 110-120' getrocknet. 

Die Decarboxylierung der Isoxanthopterincarbonsaure erfolgte unter N, durch 3stiindiges 
Erhitzen auf 260". Das Rohisoxanthopterin wurde in 6,5 ml 0 , 2 ~  NaOH und 17,5 ml Wasser 
gelost und heiss in 12 ml heisse 2~ HC1 gegossen. Das Isoxanthopterin fiel sofort in Flocken aus; 
es wurde nach der Zentrifugation 2 Std. bei 110-120" getrocknet. Ausbeute: 41,4 mg = 68,3% 
(37 % Totalausbeute iiber die ganze Synthese, bezogen auf Malonsaure-diathylester). - Die Rein- 
heit des Produkts, die mittels Absorptionsmessung bestimmt wurde, betrug 92,5%, die Radio- 
aktivitat 1,61.106 Impulse pro pMol pro Min. 

8. Synthese von C-5-markiertem Isoxanthopterin. - a) Cyanessigsduve-llthylesterZz) : 
0.5 mc (18,7 mg) Bromessig~aure-[2-~~C], 1,04 g nicht radioaktive Bromessigsaure als Trager und 
0,49 g Na,CO, wurden in 1 ml Wasser auf 50" erwarmt und wieder auf Zimmertemperatur ab- 
gekiihlt. Beim Zufiigen von 0.4 g NaCN in 1 , l  ml Wasser von 55" erwikmte sich das Reaktions- 
gemisch. Es wurde unter dem fliessenden Wasser und durch Zugabe von 0,3 ml Wasser abgekiihlt 
und darauf 5 Min. unter Riickfluss gekocht. Mit 0,s ml konz. HC1 wurde aus der erkalteten Losung 
die Cyanessigsaure freigesetzt. Beim Abdampfen des Wassers im Rotationsverdampfer bei 20 bis 
30 Torr und 60" fiel NaBr aus. Das ganze Reaktionsgemisch wurde in der Zentrifuge solange mit 
95-prOz. Alkohol gewaschen, bis das Uberstehende farblos war. Die vereinigten alkoholischen 
Msungen wurden im Rotationsvcrdampfer bei 15 T o n  und 60" eingedampft, der Riickstand mit 
12 ml abs. Athylalkohol und 0,2 ml konz. H,SO, durch Kochen unter Riickfluss wahrend 3 Std. 
verestert. Nach Abdampfen des Alkohols wiederholten wir die Veresterung mit denselben Mengen 
abs. Alkohols und Schwefelsaure wahrend 2 Std. Nach Neutralisation rnit konz. Na,CO,-Losung 
wurde der Cyanessigsaure-athylester mit Benzol ausgeschiittelt. Nach Abdampfen des Benzols 
und Destillation des braunen Riickstandes wurden 428.5 mg Cyanessigsaure-athylester (49,5%) 
gewonnen; Sdp./l2 Torr 95", Brechungsindex 1,415. 

b) 2.4, 5-Trzanzino-6-hydroxy-pyr~nzzd~n-hydrogens~~~t~~) : Zu 0.11 g Natrium in 4,5 ml ab- 
solutem Athylalkohol wurden 0,6 g Guanidin-hydrochlorid und die oben erhaltenen 428,s mg 
Cyanessigsaure-athylester gegeben und das Gemisch 3 Std. unter Riickfluss gekocht. Es bildete 
sich dabei ein fester Anteil, der beim Zugeben von 3 ml Wasser und 0,3 ml konz. HCl in Lasung 
ging (2.4-Diamino-6-hydroxy-pyrimidin). Durch Zugabe von 0,3 g NaNO, in 0,9 ml Wasser, 
kurzes Erhitzen bis zum Sieden und Abkiihlen erhielten wir das himbeerrote 2,4-Diamino-5- 
nitroso-6-hydroxy-pyrimidin. Nach der Zentrifugation wurde der Riickstand zweimal mit Wasser 
gewaschen und darauf mit 0,24 ml 20-proz. NaOH und 4,5 ml Wasser durch Erwarmen auf 
70-80" teilweise in Losung gebracht und bei dieser Temperatur rnit 1,5 g Na,S,O,, H,O reduziert 
(ca. 45 Min.). Beim Erhitzen des Reaktionsgemisches zum Sieden trat bis auf eine leichte Triibung 
fast vollstandige Losung ein. Beim raschen Filtrieren durch ein kleines Faltenfilter wurde diese 
Verunreinigung abgetrennt. Im Filtrat fiel das 2,4,5-Triamino-6-hydroxy-pyrimidin-hydrogen- 
sulfit sofort aus. Abnutschen und Trocknen des Niederschlags fiihrte zu einer Ausbeute von 
513,O mg cntspr. 61,5% (30,4% bezogen auf Bromessigsaure). 

c) 2,4,5- Tviamino-6-hydroxy-pyrimidin-s~l.fat~~) : 513 mg Triamino-hydroxy-pyrimidin-hy- 
drogensulfit wurden in 25 ml Wasser und 50 mg NaHSO, suspendiert. Beim Erhitzen zum Sie- 
den trat vollstandige Lasung ein. Nun wurde solange 17-proz. H,SO, (ca. 2.5 ml) zugetropft, bis 
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eine Trubung entstand. Beim Abkiihlen und Stehen im Eisraum kristallisierte das Sulfat in 
Nadelchen aus. Ausbeute: 304,5 mg entspr. 55,3y0 (16,8% bezogen auf Bromessigsaure). 

d) Isoxanlhopterin21) : Die Synthese des Isoxanthopterins erfolgte wie oben fur die Herstel- 
lung des C-8-markierten Produktes beschrieben mit zwei kleinen Abweichungen : Erstens wurde 
bei der Kondensation zu Isoxanthopterincarbonsaure das Mesoxalsaureester-hydrat im uber- 
schuss verwendet (Ansatz : 304,5 mg Triamino-hydroxy-pyrimidin-sulfat + 330 mg Natrium- 
acetat in 35 ml 1~ Essigsaure und dazu 670 mg Mesoxalester-hydrat in 10 ml Wasser). Zweitens 
wurde vor der Decarboxylierung noch ein weiterer Reinigungsschritt durch Kochen in 18 ml 2 N 

Soda eingeschaltet. Ausbeute an Isoxanthopterin: 167,4 mg entspr. 73% (12,3y0 Totalausbeute, 
auf Bromessigsaure bezogen). Die Reinheit des Produktes betrug loo%, die spezifische Radio- 
aktivitat 1,21 . lo5 Impulse pro pMol pro Min. 

9. Abbau von synthetischem Isoxanthopterin. - Zum Abbau wurde das C-8-markierte 
Isoxanthopterin 2000fach, das C-5-markierte 100fach mit nicht radioaktivcm Isoxanthopterin 
verdiinnt. 

a) Abbau mit Chlorwasser und HClZ5) : Ca. 70 mg Isoxanthopterin wurden mit 35 ml Chlor- 
wasser (gegen 0,2 N )  4 Std. im geschlossenen Gefass geschiittelt. Da die Auflosungunvollstandig war, 
wurde das Ungeloste abzentrifugiert, getrocknet und zuriickgewogen. Das Uberstehende wurde 
im Vakuum eingedampft, der dabei verbleibende Riickstand in ca. 8,s  mlO,1 N HCl aufgenommen 
und 3 Std. im Bombenrohr bei 140-150" hydrolysiert. Die Losung war nach der Hydrolyse klar 
und farblos. Nach Eindampfen zur Trockene wurde der Ruckstand in 1 ml 2~ HCl aufgenommen, 
mit CaCl, versetzt, kurz erhitzt und durch Zugabe von NH,-Acetat bis pH 5-6 das Ca-Oxalat 
ausgefallt. Uurch dreimaliges Umfallen aus HC1 mit NH,-Acetat liess sich ein rein weisses Pra- 
parat erhalten. Es wurde auf  einem Hart-Rundfilter abgenutscht und mit Alkohol und Ather 
gewaschen. Die Radioaktivitat konnte angenahert durch direkte Zahlung auf dem Filter und 
Extrapolation auf unendliche Schichtdicke gemessen werden; die exakte Messung erfolgte nach 
Oxydation der Oxalsaure im Proportionalitatszahlrohr. 

b) Abbau mit Chlorwasser und N a O H Z 5 ) :  Der Abbau mit Chlorwasser erfolgte gleich wie 
unter a) .  Die Hydrolyse wurde mit 2 m l 2  N NaOH wahrend 1 Std. im siedenden Wasserbad aus- 
gefiihrt. Zur Fallung des Ca-Oxalats sauerten wir mit 50-proz. Essigsaure an und gaben CaCl, zu. 

c) Abbau mit NaNO,, Chlor und HClZ5) 26) : Vor dem Abbau des Ringsystems mit Chlor wird 
die Aminogruppe in Stellung 2 des I'yrimidinringes durch eine Hydroxylgruppe ersetzt. Dies 
erfolgt durch Zugabe von 75 mg NaNO, in 1 ml konz. H,SO, zu 50 mg Isoxanthopterin in 1,5 ml 
konz. H,SO,. Reim Zufugen von vie1 Eis zum Reaktionsgemisch bildet sich ein fleischfarbiger 
Niederschlag (Desiminoverbindung). Die Fallung wurde einige Zeit stehengelassen, dann zentri- 
fugiert, zweimal mit Wasser geaaschen und zuerst iiber CaC1, und darauf noch im Vakuum bei 
ca. 90-100" getrocknet. 

Die Oxydation erfolgte direkt im Zentrifugenrohr in 4 ml absolutem Methanol durch Ein- 
leiten von Chlor. Die Desiminoverbindung ging dabei langsam in Losung. Nachdem das iiber- 
schiissige Chlor durch Einleiten von Stickstoff entfernt worden war, wurde die klare Losung zur 
Trockne eingedampft. Die Hydrolyse des Riickstands erfolgte mit 2,5  ml 12-proz. HC1 wahrend 
30 Minuten auf dem siedenden Wasserbad. Die Losung wurde imVakuum vollstandig eingedampft 
und aus dem Ruckstand die Oxalsaure wie unter a) isoliert. 

10. Abbau von naturlich gebildetem radioaktivem Isoxanthopterin. - Zur Gewinnung 
von geniigend radioaktivem Isoxanthopterin wurden grossere Ansatze von 1000 Larven mit der 
entsprechenden Menge an Trockenhefe nnd raclioaktiver Substanz angesetzt. Die Aufarbeitung 
der wasserigen Fliegenextrakte und die Elution des Isoxanthopterins erfolgte wie unter 2. be- 
schrieben. Vor dem Abbau des Isoxanthopterins, dessen Menge sich auf ca. 60-100 y belief, wurde 
diese in 4ml Wasser gelost und photometrisch bestimmt. Ein aliquoter Teil dieser Losung diente 
zur Bestimmung der spezifischen Radioaktivitat. Der Rest wurde wiederum zur Troekne ein- 
gedampft und mit 60-70 mg nicht radioaktivem Isoxanthopterin als Trager versetzt. Der Abbau 
erfolgte nach den unter 9. beschriebenen Methoden. 

Diese Arbcit wurde mit Hilfe des SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS ZUR F~RDERUNG DER 

WISSFNSCHAFTLICHEN FORXHUNG ausgefuhrt, dem wir unsern besten Dank aussprechen. Auch 
Herrn Prof. HADORN mochten wir fur sein stetes Interesse an unserer Arbeit, sowie fur die Liefe- 
rung eines Teils der Versuchstiere bestens danken. Herrn Prof. VISCONTINI sind wir fur verschie- 
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dene praktische Hinweise und auch fur die fjberlassung von Vergleichssubstanzen sehr verbunden. 
Ferner sei auch Herrn A. SCHMID, Frau I. GINSIG-LEUPIN, Frl. B. SUTER und Frl. C. SCHAER fur 
ihre wertvolle Mithilfe bei der Durchfuhrung der Versuche herzlich gedankt. 

SUMMARY 

1. Larvae of the wild type of Drosophila melanogaster and of two mutants (ctrosy)) 
and ((sepia))) were fed with glycine- [2-14C], formate- [W], glucose- [U-%], glucose- 
( l-14C), glucose-(6-14C), f r u ~ t o s e - ~ - ~ ~ C ]  and DL-lactate- [1-14C]. After the hatching of 
the flies isoxanthopterine, drosopterine, sepiapterine and uric acid were isolated by 
paper chromatography and their specific activities were determined. The carbon 
atoms 8 and 9 of the pyrazine ring were isolated as oxalic acid after degradation of 
the pterine with chlorine followed by acid hydrolysis (method of WIELAND & TART- 
TER). The pyrimidine ring is not attacked by this process. This procedure was tested 
by the degradation of the synthetic isoxanthopterines- [8J4C] and - [5J4C]. 

2. The experiments with glucose- [U-14C] and glucose- [l-l4C] prove that carbon 
atoms of the glucose are specifically used to build up the pyrazine ring of the pteri- 
dines. They furnish the carbon atoms 8 and 9 of the pteridine skeleton. 

3. After feeding glu~ose-[6-~~C] the drosopterine, a pterine with a 3-carbon side 
chain, is much more active than isoxanthopterine. 

4. These results are in accordance with the hypothesis suggested in a former paper 
(BREWER-HOLZACH & LEUTHARDT) : The glucose is transformed into ribose (by 
direct oxydation or through the pentose-phosphate-cycle). The pentose is used to form 
a purine nucleotide. After elimination of C-8 of the purine ring the ribosyl chain fixed 
in position 9 of the purine is directly incorporated in the pyrazine ring, the atoms 1 
and 2 of ribose furnishing the carbons 8 and 9 of the pteridine nucleus, and the atoms 
3, 4 and 5 furnishing the side chain. 

5. We suggest that a pterine with side chain is the primary product of pteridine 
synthesis. Aus dem Biochemischen Institut 

der Universitat Zurich 

184. Synthese von Dab1-Dab0-Bradykinin 
von K. Vogler, R. 0. Studer und W. Lergier 

(6. VII. 61) 

Bradykinin l), ein Nonapeptid mit blutdrucksenkenden Eigenschaften, das aus 
einer Globulinfraktion des Blutplasmas durch die Einwirkung von Enzymen ge- 
wonnen wird, erweckte im letzten Jahre das Interesse verschiedener Peptidsynthe- 
tiker-Gruppen. Dies lie@ darin, dass einmal Bradykinin zu den pharmakologisch 

l) M. ROCHA E SILVA, W. T. BERALDO & G. ROSENFELD, Amer. J. Physiol. 156, 261 (1949). - 
Dab = a,y-Diaminobuttersaure. - M. ROCHA e SILVA, Biochemistry and Pharmacology of 
Bradykinin, in M. SCHACHTER, Polypeptides which Affect Smooth Muscles and Blood Vessels 
(Pergamon Press, Oxford - London - New York - Paris 1960). 




