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SYNTHESE VON AMINOBIOPTERIN UND 
AMINONEOPTERIN’ 

H. REMBOLD und J. EDEI~ 
Max-Plan&Institut fUr Biodmnie, Milacbco 

(Rccebrd in Germany 15 Al(pwr 1966; acceptedforpublication 22 Aqusr 1966) 

ZeaAminobioptain (2.4-Diamino-6-[r-crythro-l.2-dihydroxypropyl&ridin), 
Aminoneopterin (~4-~[~h~l~~trihydroxypropyl~taidin und ihrc 7-Isomcnm 
lassen sich durch Kondcnsation van 2,4,S,6Tetmminop@nidin mit S-Dcsoxy-wbinose bzw. 
~-Rib und wicderholte chromatographiscbc Trcnnung du Rohproduktcs auf phosphorylierter 
Cdlulosc rein darstdlcn. Die Vabindungcn wcrdcn durch ihre UV- uod NMR-Spcktrcn charakter- 
is&t. Im Crithidia-Tut tigt Aminobioptuin eine dcm Bioptcrin vergkichbare Wuchsst~aktivitllt. 

Abrhrd-Pure aminobioplain (2,4-diamino&[w+hro-l,2-dihydroxypropyl@eridine)~ amino- 
neopterin (S~[~~l,SE~ydroxypropyl~taidine). and their ‘I-isomers can be 
obtained by condensation of 2,4,5&t ctraminopyrimidin with Sdeoxy-mbinosc and D-riboaa 
re+ctively and repeated chromatography of the uude product on phosphorylatcd cellulose. Tbs 
substawzs are charactaizd by their UV and NMR spaztra. In the Crithidia-tut aminobi+crin bru 
a growth activity similar to that of bioptcrio. 

HYDIUEIUES Biopterin wurde von Kaufman’ als Cofaktor dcr aus Rattenlebem 
angereicherten Phenylalanin-hydroxylase nachgewiesen. Auch andere mischfunk- 
tionelle Oxygenasen werden durch hydrierte Pterine aktiviertr Der unterschiedliche 
Biopteringehalt verschiedener Organe der Ratte’ und ein gerichtettr Einbau der 
isotopenmarkierten Verbindung in Zellbestandteilti berechtigcn zu der Annahme, 
dass Tetrahydrobiopterin such in andcren enzymatischen Reaktionen als Wasser- 
stoffdonator wirkt. Ein experimenteller Biopterinmangel hisst sich bei der Ratte 
weder durch biopterinfreie Emtlhnu$ noch durch 2,4-Diamino&hydroxypyrimidinr 
etzeugen. In Analogie zum Aminopterin als Fols&treantagonis@ bietet sich 4- 
Aminobiopterin als eventueller Hemmstoff fur Biopterinenzyme an. Da NeopterS 
als erstes Folgeprodukt bei der Umwandlung der Purine in die Pterine denkbar 
ist1° und daher wahrscheinlich in einem biogenetischen Zusammtnhang mit Biopterin 
steht, ist such das entsprechende Aminoneopterin als Hcmmstoff denkbar. 

Aminobiopterin (2,4-Diamino-6-[L-erythro-1,2dihydroxypropyl]pteridin, II) und 
Aminoncopterin (2,4-Diamino-6-[D-erythr~I,2,3-trihydroxypropyl]pteridin) werden 
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’ S. Kaufman, Pfoc. Nor. Acad. Sci. Am. SO, 1085 (1963). 
’ -lung: B. Green und H. Ranbold, Ckm. lkr. 99.2162 (1966). 
’ H. Rembold, Pt&fine Chcmiwy S. 465. Pcrgamon Press. Oxford (1964). 
’ 0. Hanser und H. Ranbold. Z. Nurwjw~durp 19b, 938 (1964). 
’ H. Kraut. W. Pabst, H. Rcmbold und L. Wildcrnann. Z. Physlol. Chem. 332,101 (1963). 
T W. Pabst und H. Rcmbold, Z. Physiol. Chem.. 344,107 (1966). 
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durch Kondensation van 2,4,5,6_Tctramino_pyrimidin (I) mit SDesoxy-t.-arabinose 
bzw. mit ~Ribose dargestellt: 

2 

H,N’ 

I 
CHO 

H-LO,, 

+2lid--H =4 

HO-L,, 

Bei der Kondensation haben wir die fur die Biopterinsynthese optimalen 
Bedingungenir angewandt. Fur die Abtrcnnung des Isomerengemisches II und III 
wird das gesamte stark wasscrlosliche Reaktionsprodukt auf phosphorylierte 
Cellulose aufgetragen. Mit Wasser wird ein grosser Teil von dunkclbraunen 
Nebenprodukten aus der Saule gewaschen. Das Isomcrengcmisch wandert erst 
mit schwacher Ameisentiurc und zeigt damit die gegeniiber Biopterin und Neopterin 
wesentlich basischeren Eigenschaften der Aminoanalogen. Das stark gelb fluores- 
zicrende Gemisch lasst sich sowohl durch oxydativen Abbau dtr Seitenkette mit 
alkalischer PermanganatlBsung zur entsprechcnden 2+Diamino_pteridincarbonsaure- 
6 bzw. -7 als such durch die charakteristischtn UV-Spektren des 6- und 7-Isomeren 
identitizieren (Abb. la und lb). Fiir die routinem&sige Auswertung der chromato- 
graph&hen Fraktionen hat sich, wie bei der Synthese dcs Biopterins’*l* und des 
Neopterins,“ ein Vergleich der UV-Extinktionen bei zwei verschiedenen Wellenl~ngen 
gut bewshrt. Wir verwenden den Quotienten (log I,&&Iog I,,/JIh, dcr unter den 
angewandten Elutionsbedingungen beim 6-Isomeren etwa l-6, beim 7-Isomeren 
etwa I.0 ist (Abb. 2b und 2c) und damit eine gute Identitizierung der beiden 
Verbindungen erIaubt. Bei Rechromatographie des abgetrennten Isomerengemischs 
auf P-Cellulose (Abb. 2.a) zeigt der Verlauf des Quotienten E.J& eine Anreicherung 
des 6-Isomeren am Anfang der Substanzrone. Die gesamte Zone wird nach dem 
Quotientenverlauf in vier Fraktionen zerlegt und jede Fraktion so oft chromatograph- 
iert, bis nach dem Quotienten (Abb. 2b und 2c) und der Permanganatoxydation die 
Isomeren in reiner Form vorliegen. Bei allen Chromatographien erscheint eine 
geringe Menge Biopterin bzw. Neopterin vor den Aminoanalogen. Die 4stindige 
Aminogruppe wird also selbst unter den schonenden Bedingungen der Reinigung in 
gcringem Masse hydrolysiert. 

Die UV-Daten sind fur die reinen Isomeren in Tabelle 1 zusammengestellt. 
Wie bei den entsprechenden 2-Amino4hydroxy-pteridinderivatena*e*1a ist das 
langwcllige Maximum des 6-Isomeren gegentiber dem 7-Isomeren schwach batho- 
chrom verschoben. Dcutliche Unterschiede zeigen sich such hier in den Molextink- 
tioncn, besonders im kurzwelligen Maximum (Abb. 1). Die Aminoanalogen zeigen 
im Gegensatz zu den entsprechenden Pterinen beim Messen in Sgure ausgepragte 

‘I H. Rembold und H. Metzgcr, 2. Physiul. Chem. 329,291 (1962). 
** H. Rembold und H. Mctzgcr. C’km. Bcr. 96.1395 (1963). 



Syntbcsc van Aminobioptcrin und Aminoneoptcrin 1389 
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Ann. la (links): UV-Spcktrcn von Aminobioptcrin und Amino-7-bioptcrin. Abb. lb (rcchts): 
UV-Spcktrcn von Aminoneopterin und Amino-7-ncopterin. 
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Ann. 2a: Erste Rcchromatographie da Aminobioptuin-Rohproduktu auf Pcellulosc. Abb. 2b: 
Fcinrcinigung von Aminobioptcrin und (Abb. 2~) von Amino-7-bioprcrin auf P-Cellulose. NBhcre 

cxpcrimcntcllc Einzclhcitcn vcrgl. Vcrsuchstcil. 

kurzwellige Maxima sowie ein schwacheres Maximum bei 285 rnp, wclchcs bei den 
Pterinen fehlt. Die Lage der UV-Maxima ist bei Aminobiopterin und Aminoneopterin 
gleich. Die Spektren zeigen aber in den Molextinktionen geringe Unterschiede, die 
sich auf den Quotienten E&h auswirken. Die Werte sind fir Aminobiopterin 
140, Aminoneopterin 1.64, Amino-‘I-biopterin l-01 und Amino-7-neopterin l-07. 

Die NMR-Spektren von Aminobiopterin und Aminoneopterin (Abb. 3a und 3b) 
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Ase. 3a: NMR-Spcktrum von Arninobiopterin und (Abb. 3b) van Aminoncoptcrin, 
beide gcmcwn in Dimethylsulfoxyd-D,. Interna Standard Trimcthylchlonilan (TMS). 

liefem einen weiteren Strukturbeweis. Der einzige Wasserstoff am Pteridinring 
(7-H) zeigt eine Singulett-Absorption der IntensitHt 1 bei 8.71 bzw. 8.75 ppm. Die 
beiden Aminogruppen geben breite Signale bei 7.67 und 6.55 bzw. 6.58 ppm; die 
Protonen sind gegen Deuterium austauschbar. Die Signale dieser Aminogruppen 
lassen sich nicht mit Sicherheit zuordncn, die Guanidinstruktur am Kohlenstoffatom 
2 dirrftc aber zu einem schwacheren Elektronensog fiihren, als es bei der 4-Amino- 
gruppe mit ihrer Amidinstruktur zu crwarten ist. Dasbei niedrigerem Feld beobachtete 
Signal ware demnach der 4-Aminogruppe zuzuordnen, wofiir such ein Vcrgleich 
mit Wcrten spricht, die v. Philipsbom*3 und Merlini14 bei verschiedcnen Xanthoptc- 
rinderivaten gefunden haben. Das Dublett bei 450 ppm (I =- 6 Hz) mit der 
Intensitit 1 ist dem I’-Proton der Seitenkette zuzuordnen und zeigt im Falle des 
Aminoneopterins eincn starken /I-Effekt : durch den elektronenanziehenden 

lo W. v. Philipsborn. H. Stialin und W. Traber. Helc. Chim. Acta 46,2592 (1963). 
I4 L. Merlini. W. v. Philipsborn und M. Viscontini. Hclu. CKm. Acfo 46.2597 (1963). 
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Einfluss der 3’-OH-Gruppe ist das Dublett mit 4.71 ppm (I = 6 Hz) gegentiber 
Aminobiopterin urn 0.21 ppm nach nicdrigerem Fcld vcrschoben. Letztere Verbin- 
dung zeigt schlicsslich durch die Methylgruppe dcr Seitenkette einc Dublett-Absorp 
tion bei 1*12ppm (3) mit I = 6 Hz. Das Spektrum des Amino-7-biopterins zeigt 
als einzigen bemerkenswerten Unterschied ein Singulett bei 8.47 ppm fu den 
Wasserstoff in 6Stellung gegenuber 8.71 ppm fur das Proton des 6-Isomeren. 

Im mikrobiologischen Crithidia-Wachstumstest zeigt Aminobiopterin tine dem 
Biopterin vergleichbare Wachstumswirkung. Offensichtlich besitzt dieser Organismus 
eine Desaminase, die eine Umwandlung von Aminobiopterin in Biopterin erlaubt. 
Ganz analog vermag Crithidia ihren Fols;Iurebedarf aus Aminopterin zu decken.‘& 
Die von anderen AutorerP beschriebene Hemmwirkung von Aminobiopterin auf 
das Ctithidia-Wachstum dtirfte wohl tit einer nicht gemigenden Abtrennung von 
Begleitstoffen aus dem Isomerengemisch zu erklgren sein. 

Tw 1. UV-DAMON DER DAROFSKLLTEN AMCGDANALOOEN UND SPEZ. 

Daetiwxxnr VON AyRJoBlOFl’FXIN b;ND AMI~Q~TOFITI~IN, O- IN 

O.ln HCI 

O-ln HCl 
In&m@) (log CEO..) 

@In NaOH 
J.lU(rnIJ) (log emu) 

Aminobioptain 

Amino-7-bioptcrin 

Aminoncopterin 

Amino-7-ncoplerin 

243.5 (4.18) 2855 (368) 
336.5 (3.98) (347) (3.92) 

[a]: -33” (c = 0.16) 
241 (340) 285 (3.59) 
333.5 (3.96) (345) (3.91) 
243.5 (4.20) 286.5 (366) 
336.5 (3.98) (348) (392) 
[+xF -i-23” (C = 0.16) 

240 (4.02) 284 (3.62) 
333 (3.97) (344) (3.92) 

224 (4.05) 257.5 (4.32) 
(280) (3.77) 368 (3.82) 

224 (3.93) 25s (4.19) 
(280) (3.46) 365 (3.80) 
225 (3.98) 257.5 (4.3 1) 
(280) (3.70) 369 (3.78) 

225 (3.97) 254 (4.19) 
(280) (3.52) 365 (3.81) 

EXPERIMENTELLER TEIL 

5-Desoxy-~~ru6itwsc wurde nach in der Litcratur bcsduicbcncn Verfahrcn, ausgehend von 
L-Arabin& odu von L-Rhamnosc,L7 dargcstellt. 

Konahatkm eon 2,4,5,6Te~rMlinopyrimidinwnitwpyrimhfin mix 5-Desoxy-~.-arabhose bzw. ~Ri&se. In &an 
50 ml-Kolbat rnit Rlkk!lusskllhlcr wcrdcn 500 mg (3.7 mMol) 5-Dcsoxy-r-erabinosc mit 560 mg 
Hydraxinhydral und 2 ml Wasscr 15 Min. auf dun sicdcndcn Wasscrbad ahitxt. Dann gibt man 
20 ml 2Oo/Bgc Essigshrc und 890 mg (3.7 mMol) 2,4.5.6-Tetraminopyrimidin-sulfat N, das durch 
kr8ftigcs Schllttdn raxh in L&sung gcbracht wcrdcn soll, urn die Bildung von Sdbstkondcnsations- 
produktcn dcs Pyrimidins mbgbchst hiomnzuhahcn. Man h&It dns Gcmisch noch 45 Min. auf dcm 
sicdcnden W-bad, ktihlt dann ab und pcrforicrt die jctxt dunkdrotc L&ung xur Entfcmung dcr 
Essigsihtrc mindcstcns 3 Stundcn mit Athcr. Die ncutrak Losung wird im Rotationsvcrdampfcr 
auf die HAlfte eingangt und im E&&rank gckllhlt. Den ockcrfarbcncn Nicdcrscblag zcntrifugicrt 
man ab, w&s&t tit Ather und ltkt ihn no& feucht in Wasscr. Die dunkdgdb L&sung kann nun 
direkt auf die SAttIe gekebcn wcrdat. 

PIQmorion &r men. Die Bcrcitung da xur prHparativcn Chromatographic bcnutxtcn P- 
Cdlulos&A&n (Dm&mascr 5 -Lange15 cm)musamitbaodcrcfSofgfaJludunlaBeschtung 
cinigcr KunstgriBc gucbcbm. Ist die Packung nicbt bomo~ und dicht. so kippcn, bcsondcrs bci 
starker B&dung die Zoncn wcg und ma&n die Trmawirktmg xunichte. Friscbca sauknmrtcrial 

t@ H. A. Nathan und H. B. Fun&, Am. J. Clin. Nuhltian 7,375 (1959). 
I@ A. Wackcr und L. Tr8gu. Z. Narurforschwts 17b, 369 (1962). 
tr E. L. Patterson, R. Milstrcy und E. L. R. Stokstad,J. Am. C&m. Sot. 78.5868 (1956). 
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(P-Cdhrloee, Sava-Entwickhmgslabor Heidelberg. Kqm.zit&t O&l m jrqu./& wird zunkhst in 
ti ga&um@n Stutzcn 56 mal mit Wasscr aufgerchl~t; die feine T&bung, die skh nicht 
rasch absetzt, wird dekantiert. Stchcnlaascn Uber Nocht wirkt sich gttnstig aus. da die an den 
Ccllulosctcilchen adsorbiertc Luft nur langsam entmicht. Zum EinschlAmn~~~ wird die siluk zu 
cinem Drittd mit Wassa gefiilt und die PCellulose in dtfnn!Iilssiger Suspension cingcgossq bb 
dk S&uk etwa 2-3 cm hcch gcftfflt ist. Man I5sst dann absitmn. I-1 die SBule gaade trocken 
la&n uod prust die FUllung gut an; dann fiillt man vorsichtig Waascr auf und gksst die n&chste 
Schicht ein. Dimes schichtweist Aufstocken du Spuk ist unaiBeslich. da our so cinc befrkdigende 
Packung crrielt wcrdm kann. Ebenso wichtig fur die Homogenitat ht, da.s dm Material in der 
Silule e wird. PcCllulose wird rqenaiat durch aufeinandcrfolgcnde Behandlung mit 
S’/gger Ar&sanAurc-5%ig~r Ammoniumformiatl&sung. S%iger AmcisauBure. und WPsser bb 
zur neutralen Rcaktion da Eluata. 

Chromatogrqhie wn Amitwbiopterin bzw. Amlnonroptc+in. Man lllsst die rrgeoaiate SAuk 
gerade trocken laufen, presst das Material gut an und schichtct vonichtig ca 2 cm Ww auf den 
Sguknkopf. Dann trirgt man die betretkndc I&ung auf, ohnc das S6ulcnmatcrial auhwirbcln. 
Nach dent Einsickem w&cht man 2-3 ma1 mit Wasscr nach, schiitet ea. 10 cm Wasscr auf die 
silulc und kgt ein dan SPukndurchmcsscr entsprccharda Rundhltcr auf den S&rknkopf, um ein 
Durchschlagen dcs Elutionsmittcls N vamciden. Die ZufUhnmg zur SBuk sol1 so bemcssm sein, 
dass die Tropfhohe nicht mehr als 3 cm betrQt. Man Hsst nun ca. 500 ml Wasscr durch die Silule 
laufen und verbindct sic dann mit dem gcschloasenen Gradienten-Mischgdhss, das 500 ml Wasser 
cnthtit und mit einan Magnetrilhrer versehen ist. Die Tropfgcschwindigkeit sol1 10 Tropfen/Min. 
nicht iJberschrcitcn und die Chromatographie im DAmmcrlicht ausgefUhrt werdcn. Als Vorrats- 
I&sung fur den Gradienten werdcn nacheinanda jewcils 503 ml folgenda Ameiscnsaurekonzcntra- 
tioncn vorgclcgt: 0*019n. Q031n, 0043n. 0+055n, O+tX7n. Das Eluat wurdc in 18 ml-Fraktioncn 
aufgcfangcn, dcren UV-Extinktion bei 245 und 335 rnp vemxssen wird. Bci einer Extinktion iiber 
2.5 wird mit Wasser entsprechend verdunnt. Die nach dan Quotientcnvalauf ~s~mmmgegebenen 
Fraktionen werden im Rotationsmdampfcr eingeengt und dann zur Entfernung dcr Amdstruaurc 
mit Ather perforicrt. Einheitlichc Fraktionen werden stark eingecngt und nach Filtricren durch 
Lyophilisieren gctrocknet. Zum Umkristalliskrcn waden die Verbindungcn bei hochstens 40” in 
n-Propanol gel&t, filtriert und dam im Rotationsvadampfer his zur Szlttigungskonzzntration einge- 
qt. Die Verbindungen scheiden sich in da KAlte in hellgdben Mikrokristalkn ab und waden 
durch Zentrifugkren von da Mut~alaugc abgctrennt. Ausbeuten: Aminobioptain 8 mg. Amino- 
ncopterin 10 mg; zur Charakterisierung wurden ferner 8 mg Amino-7-bioptcrin und 7 mg Amino-7- 
neoptcrin gewonnen. Die Substanzen zrsetren sich ohne detinierten Schmelzpunkt beim Erhitzen 
auf uber 250”. RrWcrte und papiachromatographischc Systcmc: (aufsteigcndc Trennung auf 
Papkrstreifen Schleicha & Schtlll. 2043 b) 

____- 

n-Butanol/Eisessig/War (20: 3: 7) 

Aminobioptain Aminoneoptcrin 

0.28 0.16 

3 “/ge w&sscr. AmmonchloridlUsung 0.63 0.56 

4 ‘/gc w&r. Natriumcitratlthung 0.36 033 

n-Propanol-1 l Aiger w&r. Ammoniak (2 : 1) 033 0.23 

Permarp~~f-Oxydofion. 1 ml da xu oxydiercnden Fraktion wird in cincxn Rcagaugias mit 2 ml 
@2n NaOH vasetat. Dann gibt man tropfenweisc konz. Kaliumpermanganatl&ung N, bir keine 
EntfHrbung mehr dntritt und erwarmt das Gemisch darauf noch 15 Min. auf dan Wassubad. 
&zrschUssiges Permanganat wird durch einigc Tropfen Alkohol zrsetzt und da aus@allene 
Braunstein Ubereinc Schicht Hytloabfiltriert. R~Wertein4%igerNatriumcitratl&ung: 2+Diamino- 
pteridincarbons&urc-6: @16,2,4-Diamino-ptcridincarbonsA~7: 024. 

NMR-Spektren. Aminobiopterin und Aminonaopterin wurden in churn VARIAN A-60 Spektro- 
meter bei 33” in Hexadeuta~Dimethylsulfoxyd (99 % D) gancsscn mit Tetramethylsil~ als inneran 
Standerd. Die Konrentration betrug jcwcils 8 %. 
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Crirlridjo-Wachmmsrest. Da Test wurde nach da baeits bmchriebam Method@ dumb- 
gcfllhrt. Als N&hr&ung dientc das von Guttman” aokcgebem Medium. 

Hem Professor A. Butcnandt sind wir fiir die grosszQigc Fdrdaung diua Untcrsuchung zu 
Dank vapflichtct. Frau 1. Biirger dankcn wir fUr die Aufnahme da UV-, Frllukin G. Mild Nr 
die Aufnahme da NMR-Spcktrcn. Ham Dr. J. Sonncnbichkr h&en wir fur die Diskuusion da 
NMR-Spcktrcn zu dankm. 

I8 G. Hanser und H. Rcmbold. Z. Physiol. C&m. 319,200 (1960). 
I* H. N. Guttman. Ptcridinc Chmi.~y S. 255, Pagamon Press, Oxford (1944). 


