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186. Uber Pterinchemie
43. Mitteilung [1]

Synthese von D-Neopterin-3’-phosphat und D-Neopterin-2',3’-
cyclophosphat. Betrachtungen iiber die Biopterin-Biogenese?)

von Max Viscontini und Yoshiteru Furuta
Organisch-chemisches Institut der Universitit, CH-8001 Ziirich, Rimistrasse 76

(10. V. 73)

Zusammenfassung. Die Synthese des pD-Neopterin-3’-phosphates (II) und des entsprechenden
Cyclophosphates 111 wird beschrieben. Bei der Behandlung von p-Neopterin mit Polyphosphor-
sidure in der Wiarme tritt Cyclisierung der Trihydroxypropyl-Kette mit dem N(5)-Atom unter
Verlust von zwei Molekeln Wasser ein. Ein méglicher Zusammenhang zwischen dieser leichten
Wasserabspaltung und der Biogenese des Sepiapterins bzw. Biopterins wird diskutiert.

Eine kiirzlich erschienene Verdffentlichung von Godo [2] {iber die Synthese von
6-Trihydroxypropyl-pterin-phosphaten veranlasst uns, unsere eigene Arbeit auf dem
gleichen Gebiet zu publizieren. Mit dem Ziel, die Biogenese des Biopterins zu unter-
suchen (schon publizierte Arbeiten auf diesem Gebiete siehe [3]) haben wir, in An-
lehnung an die Synthese von 6-Hydroxymethyl-pterin-phosphat 1], eine entspre-
chende Synthese von 6-erythro-Trihydroxypropyl-pterin-3'-phosphat (p-Neopterin-
3'-phosphat) (II) entwickelt?).
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Da vermutlich das L-Monapterin-2’,3'~cyclophosphat bei Mikroorganismen ziem-
lich verbreitet ist [2] [4], schien es uns ebenfalls wichtig, solche Pterin-cyclophosphate
synthetisch herzustellen.

Behandelt man D-Neopterin (I) mit Polyphosphorsiure bei Zimmertemperatur,
so entsteht eine Reihe von phosphorylierten Estern, weil die priméren und sekundéren
Hydroxygruppen der Seitenkette gleichzeitig reagieren konnen, wie wir es schon bei
der Synthese des Riboflavin-5'-phosphates [5] und des Glucose-6-phosphates [6] fest-
gestellt hatten. Bei 90-100° wird eine andere Substanz gebildet, welche wir kristallin
erhalten haben und der wir aufgrund der NMR.-, MS.- und UV.-Spektren und der
Elementaranalyse die Struktur eines 9-Hydroxy-pyrrolo[5.6-f]-pterins (IV) zugeteilt
haben.

1) Teil der geplanten Dissertation von Y. Furufa, Ziirich 1973.
2)  Herr Prof. Dr. H. S. Forrest hat uns am 1. 7. 72 schriftlich mitgeteilt, dass ihm eine &hnliche
Synthese mit L-Monapterin gelungen sei.
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In Ubereinstimmung mit dieser Struktur nimmt die Substanz IV bei katalyti-
scher Hydrierung 3 Mol. H, auf und bildet ein Hexahydroderivat V, das das UV.-
Spektrum eines Tetrahydropterins aufweist.

Die Bildung des Pyrrolo-pterins I'V aus phosphorylierten Hydroxypropyl-pterinen
scheint uns bedcutend, weil sie die Leichtigkeit der Entfernung von einer oder zwei
Hydroxygruppen aus der Scitenkette beweist.

Ein moglicher Mechanismus ist in der Reaktionsfolge ITI — VI - VII — VIIT —
IV (s. Schema) dargestellt. Wir gehen vom Cyclophosphat IIT aus, weil solche Ester,
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die in der Natur vorkommen, sehr reaktionsfihig sind und als Dihydroderivat IX zu
Sepiapterin (XIIT) bzw. Tetrahydrobiopterin (XIV) fithren kénnten, wie es folgendes,
noch hypothetisches Reaktionsschema zeigt:
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Obwohl uns dieser Mechanismus am waﬁrscheinlichsten erscheint, kann die Bio-
synthese des Sepiapterins auch von einem Phosphorsiureester XV ausgehen, wie es
bei der Biosynthese der Brenztraubensiure der Fall ist:
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Um die Bildung des Pyrrolo-pterins IV zugunsten jener des Neopterin-phosphates
zu verdriangen, haben wir die chemische Phosphorylierung des Neopterins nicht mehr
bei 90-100°, sondern bei Zimmertemperatur durchgefithrt. Nach 24 Std. werden in
der Reaktionsmasse neben nicht reagiertem Neopterin mittels Papierelektrophorese
Neopterin-3’-phosphat und zahlreiche polyphosphorylierte, unbestidndige Neopterin-
ester nachgewiesen. Das Neopterin-3'-phosphat ldsst sich bequem mittels Chromato-
graphie auf Dowex 1x8-Sdule gewinnen. Die Cyclisierung zu 2’-3’-Cyclophosphat
geschieht mittels Dicyclohexylcarbo-diimid (DCC).

Wir danken Herrn Prof. Dr. W. v. Philipsborn fur die Aufnahme der NMR.-Spektren, Herrn
Prof. Dr. M. Hesse fiir die Aufnahme der MS.-Spektren, Herrn H. Frohofer fiir die Mikroanalysen
und dem Schweizevischen Nationalfonds fur die finanzielle Unterstlitzung dieser Arbeit.

Experimenteller Teil

Allgemeine Bemerkungen: Die Phosphorsidureester sind hygroskopisch. Sie werden deshalb
vor der Analyse mit Luft iiber Nacht equilibriert, nachdem man sie bei Zimmertemperatur/5 - 10—2
Torr getrocknet hatte. Die NMR.-Spektren wurden mit einem Varian A-60- bzw. HA-100
MHz-Kernresonanzspektrographen gemessen (interner bzw. externer Standard: Tetramethylsi-
lan); Abkiirzungen: s = Singulett, d = Dublett, ¢ = Triplett, m = Multiplett,, Pr = Pro-
ton(en). '

KMnO,-Oxydation der Pterine: 1 mg Pterinderivat, gelost in 0,5 ml 0,18 NaOH, wird bei
80-90° tropfenweise mit einer verdiinnten Losung von KMnO, versetzt, bis die Losung violett
gefarbt bleibt. Danach wird das iiberschiissige KMnO, mit wenig Athanol reduziert und das aus-
gefallene MnO, abfiltriert. Das mit CH,;COOH neutralisierte, klare Filtrat wird chromatogra-
phisch untersucht.

H JO4-Oxydation dev Pterine. 1 mg Pterinderivat, gelost in 0,5 ml Wasser, wird bei Zimmer-
temperatur mit 5 mg NaJO, versetzt. Nach 48 Std. wird die Losung chromatographisch unter-
sucht.

-Neopterin-3 -phosphat (IT). Zu 3,25 g 85proz. Phosphorsdure gibt man 2,5 g P,O;. Die
Mischung wird mit einem Glasstab geriihrt, bis eine klare Masse gebildet wird. Nach dem Erkalten
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auf Zimmertemperatur wird 1 g D-Neopterin zugegeben und die Mischung wiederum mit dem
Glasstab gerithrt, bis die Massc homogen wird. Man lisst dic triitbe Massc in einem Exsikkator
iiber CaCl, bei Zimmertemperatur 24 Std. stehen, wobei sie klar wird. Hierauf gibt man 200 m!
Eiswasser zu. Durch Papierchromatographie und Papierelektrophorese stellt man dic Anwesen-
heit folgender Substanzen in der Losung fest: p-Neopterin, p-Neopterin-3'phosphat und zahl-
reiche polyphosphorylierte, unbestindige Ester. Zur Trennung des D-Neopterin-3‘-phosphates
wird die Losung aiber eine mit Dowex 1 x 8 (H*) beschickte Saule (4 x 25 cm) chromatographiert,
wobei man mit 1proz. Essigsiurc eluiert. Zunichst kommen die freien Polyphosphorsiduren,
gefolgt von den Neopterin-polyphosphaten, dann das Neopterin-3'-phosphat (II). Das den
Ester 11 enthaltende Eluat wird im Rotationsverdampfer (30° Badtemperatur) eingedampft. Der
Ritckstand wird in 200 ml Wasser gelost und wiederum iiber eine mit Dowex 1x8 (HCOO-)
beschickte Siule (3 x 20 ¢cm) chromatographiert. Man eluiert am Anfang mit 200 ml Hy,O und
darauf mit 1x HCOOH. Das den fluoreszierenden Ester II cnthaltende Eluat wird im Rotations-
verdampfer (30°) eingedampft. Der Riickstand wird in 50proz. HCOOH (minimale Menge)
aufgenommen, vom Unldslichen abfiltriert, mit Athanol gefillt, abzentrifugiert, je dreimal mit
Athanol und Ather gewaschen und getrocknet: 460 mg weisses Pulver. [o]2: +21,8° (0,1n HC,
¢ = 1,0). NMR.-Spektrum (100 MHz, 1~ NaOD, Fig. 1): C(3')H,: ¢, 4,92 ppm, 3 Pr; C(2')H:
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Fig. 1. NM R.-Spekivum von D-Neopterin-3'-phosphat (1I) in 1 ¥ NaOD aufgenommen

Erlduterungen siehe im experimentellen Teil

m, 4,42—4,63 ppm, 1 Pr; C(1')H: erscheint mit im H,0-Signal; C(7)H: s, 9,50 ppm, 1 Pr. Das
UV.-Spektrum (Fig. 2) ist mit jenem der klassischen Pterine identisch.
CoH,O,N,P - 3H,0 Ber. C27,89 H4,69 N18,08 P 8,01 P (hydrolys.)0 %
(387,26) Gef. ,, 28,04 ,, 4,04 ,, 17,80 ,, 761 ' 0,099,

Der Ester 11 ldsst sich mit NaJO, zu 6-Formylpterin oxydiercn.

D-Neopterin-2', 3’-cyclophosphat (II11). Eine Suspension von 500 mg Necopterin-3’-phosphat
(I1), in 5 ml H,O+ 50 ml Pyridin wird mit 11 g DCC versetzt, 3 Tage bei Zimmertemperatur ge-
schiittelt, dann mit 700 ml H,O versetzt und filtriert. Das Filtrat wird im Rotationsverdampfer
(30°) eingedampft, der Riickstand in dem minimalen Volumen lproz. NH,OH gelost, mit dem
2fachen Volumen Methanol verdiinnt und iiber eine mit trockenem Cellulosepulver beschickte
und gegeniiber Isopropylalkohol/lproz. NH,OH (2:1) equilibrierte S&ule (8,5 30 cm) chromato-
graphiert: 3 blaue fluoreszierende Banden trennen sich voncinander, dic zweite entspricht dem
cyclischen Phosphat III. Das dieses Produkt enthaltende Eluat wird im Rotationsverdampfer
(30°) eingedampft, der Riickstand in 25 ml Wasser aufgenommen und iiber eine mit CM-Sephadex
(H+) beschickte Sdule (3 x 20 cm) chromatographiert. Wasser wird als Elutionsmittel verwendet.
Das das blau fluoreszierende Cyclophosphat enthaltende Eluat wird im Rotationsverdampfer
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Fig.2. UV.-Spektren von b-Neopterin-3’-phosphat (1I) und vor D-Neopterin-2',3'-cyclophosphut (111)
......... 0,1n HCl ————————— Phosphatpuffer pH 6,§ —————— 0,1N NaOIl
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Fig. 3. NMR.-Spektrum von D-Neopterin-2',3 -cyclophosphat ![I) in IN NaOD aufgenommen
Der cyclische Ester ist unbestindig und wird schon nach 15 Min. teilweise zu Neopterin-3’-phos-
phat hydrolysiert (obere Kurve)

(25°) eingedampft. Den Riickstand 16st man in minimalem Volumen H,O auf, filtriert die tritbe
Losung und versetzt das klare Filtrat mit Athanol, bis eine Tritbung entsteht. Nach 15 Std.
Stehen im Kithlschrank werden die gebildeten Mikrokristalle abzentrifugiert, einmal mit 50proz.
Athanol, je dreimal mit Athanol und Ather gewaschen und im Hochvakuum bei Zimmertempe-
ratur getrocknet: 150 mg strohgelbes Pulver. NMR.-Spektrum (100 MHz, 1¥ NaOH, Fig. 3):
C(1")H, C(2H, C(3")H: m, 4,55-5,70 ppm, 3 Pr; C(7)H: s, 9,62 ppm, 1 Pr. Das UV.-Spektrum
stimmt mit jenem des Neopterin-3'-phosphates (Fig. 2) vollig aberein.

CoH NP - 5H,0 Ber. C 26,68 H4,94 N17,28 P7,65%
(405,2) Gef. ,, 2595 ,, 3,67 ., 17,95 ,, 7,62%
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Der Cyclophosphat-ester II1 wird von NaJO, nicht angegriffen. Er wird jedoch in 1n HCl
oder NaOH bei 100° in 10 Min. oder bei Zimmertemperatur in einigen Stunden vollkommen zu
Neopterin-3’-phosphat hydrolysiert.

Tabelle I. Rf-Werte der Diinnschichichromatographie auf MN-PORYGRAM Cel 300.

Laufmittel: A = 3proz. NH,Cl; B = 4proz. Na,HPO,; C = Propanol-2/2proz. CH,COONa
(1:1); D = Propanol-2{lproz. NH,OH (2:1); E = »n-Butanol/CH,COOH/H,0 (20:3:7)

Verbindung Laufmittel

A B C D E
D-Neopterin 0,70 0,70 0,56 0,52 0,33
D-Neopterin-3’-phosphat 0,84 0,93 0,36 0,07 0,06
D-Neopterin-2’, 3’-cyclophosphat 0,83 0,83 0,56 0,41 0,09
6-Formyl-pterin 0,36 0,42 0,65 0,46 0,55
Pterin-6-carbonsiure 0,51 0,54 0,32 0,20 0,29

Tabelle I1. Papierelektrophorese in 0,05 Phosphatpuffer
pH 5,8; Dauer 11/, Std.; Spannung 15 V/cm; 1 mA/cm Streifenbreite

Verbindung ‘Wanderung zur
Anode in mm

p-Neopterin -5
p-Neopterin-3’-phosphat +27
D-Neopterin-2’, 3’-cyclophosphat + 26
|} ] ] | ]
10 9 8 7 6
ppm

Fig. 4. NM R .-Spektvum von Pyryolo-pterin (IV) in CF,COOH aufgenommen
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9-Hydroxy-pyrrolo-ptevin (IV). Zu 325 mg 85proz. Phosphorsiure gibt man 250 mg P,O;. Die
Mischung wird mit einem Glasstab geriihrt, bis eine klare Masse gebildet wird. Daraufhin wird das
Reaktionsgefass in ein Olbad von 90-100° gebracht und der Polyphosphorsiure werden 100 mg
D-Neopterin zugegeben. Man hilt die gelbe Masse unter Rithren mit dem Glasstab 15 Min. bei
100°, wobei sie langsam rot wird, kithlt sie ab, versetzt sie mit 20 ml Eiswasser und lisst sie 15
Std. im Kiihlschrank stehen. Das ausgefallene orangerote Produkt wird abzentrifugiert, je drei-
mal mit Eiswasser, Athanol und Ather gewaschen und in minimaler Menge lproz. CF,COOH
gelost. Die Losung wird iiber eine mit CM-Sephadex (H+) beschickte Siule (4 x 30 cm) unter
Elution mit 4proz. HCOOH chromatographiert. Die gelbgefirbte Zone wird aufgefangen und im
Rotationsverdampfer (30°) eingedampft. Umkristallisation des Riickstandes durch Auflésen in
minimaler Menge CFgCOOH, Filtration und Zugabe von Wasser. Nach 24 Std. Stehen im Kiihl-
schrank werden die orangegelben Kiristalle abzentrifugiert, einmal mit Eiswasser, je dreimal mit
Athanol und Ather gewaschen und getrocknet: 62 mg (47%,). Das Produkt kristallisiert mit 1 Mol
CF;COOH. NMR.-Spektrum (60 MHz, CF;COOH, Fig. 4): C(10)H, 4, 6,83 ppm, 1 Pr; C(7)H, s,
8,82 ppm, 1 Pr; C(11)H, d, 9,17 ppm, 1 Pr. Massenspektrum: m/fe 217 (Molekularpik). UV.-

Spektrum: Siehe Fig. 5.
CyH,O,N; + CF;COOH (331,22) Ber. C 39,890 H 2,42 N 21,149,
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Fig. 5. UV.-Spektrum von Pyrrolo-ptevin (IV) ... ... ....
NaOH

6,7,8,9,10,11-Hexahydro-9-hydrvoxy-pyrrolo-pterin (V). 100 mg Pyrrolo-pterin IV werden in
10 ml CF4COOH mit 50 mg PtO, reduziert (760 mm, 25°). Nach 40 Min. ist die Aufnahme von
3 Mol-Aqu. H, beendet. Die Lésung wird unter Stickstoff vom Katalysator abfiltriert, mit 5 ml
einer mit SO, gesdttigten 0,0158 H,SO,-Losung versetzt, auf 1 ml im Vakuum eingeengt und
mit Athanol versetzt, bis eine erste Tritbung entsteht. Nach 15 stdg. Stehenlassen im Kiihl-
schrank wird die hexahydrierte Substanz abzentrifugiert, je dreimal mit Athanol und Ather
gewaschen und getrocknet. Ausbeute: 95 mg eines farblosen Sulfates. Das UV.-Spektrum
stimmt mit jenem des echten Tetrahydropterins iiberein (Amax: 264 nm, 0,1n HCI).
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