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Durch Applikation 1°C-markierter Vorlaufer an die Raupen oder  Puppen von Pieris brassicoe L. (Kohl- 
weibling) und Abbau des von den Schmetterlingsflugeln isolierten Leucopterins wurde die Herkunft 
der  Kohlenstoff-Atome des Pterins ermittelt. Die C-Atome 2. 4, 5 und 6 werden aus denselben Vorlau- 
fern wie die entspr. C-Atome des Guanins gebildet. Die C-Atome 8 und 9 stammen aus einer Pentose. 
Durch Vergleich d e r  W-Verteilung und d e r  spez. Aktivitat von Guanin und Leucopterin wird d e r  

ubergang von Guanin in Leucopterin sehr  wahrscheinlich gemacht. 

C .  Schdpf und E.  Becker') definierten 1936 die Pterine, 
deren Yonstitutionsaufklarung damals noch nicht abge- 
schlossen war, als weiDe oder farbige, stickstoff-reiche, in 
Chitin eingelagerte Insektenpigmente. Bereits Ende der 
drei6iger Jahre stellte man jedoch fest, da6 sie nicht nur im 
Insektenreich vorkommen, sondern wesentlich weiter ver- 
breitet sind. In  dieser Zeitschrift hat  dann R. Purrmann*) 
einen zusammenfassenden uberblick iiber Pterine gegeben, 
nachdem nach 18-jahriger Bearbeitungszeit in den Institu- 
ten von H. Wieland in Miinchen und C .  Schopf in Darmstadt 
ein gewisser AbschluB erreicht war. Ein weiteres ubersichts- 
referat stammt ebenfalls von Purrmann3). In den darauf- 
folgenden Jahren fand man weitere Pterine in der Natur, 
und es zeigte sich auch bald, da6 einigen von ihnen (Fol- 
sauregruppe) wichtige biochemische Funktionen im gesam- 
ten Lebensbereich ~ u k o m m e n ~ ~ ~ ) .  

Nachdem wir uns a b  1947 vie1 rnit der Chemie und der 
Biochemie der Folsaure beschaftigt hatten, begannen wir 
1953 uns fiir das Problem der Biogenese der Pterine zu in- 
teressieren. Man wuBte damals iiber die Biogenese ver- 
wandter Naturstoffe, wie die der Purinea) und Flavine'), 
schon recht gut Bescheid, iiber die Entstehungsweise des 
Pteridin-Systems war aber noch nichts bekannt. Mit Hilfe 
14C-markierter Verbindungen hofften wir, soweit das rnit 
der Isotopentechnik uberhaupt moglich ist, die Biogenese 
der Pterine aufklaren zu konnen. 

Wahl des Studienobjektes 
Obwohl die Pterine in der Natur sehr weit verbreitet 

sind4**,9), war die Wahl eines biologischen Objektes nicht 
einfach. Leicht zu ziichtende Mikroorganismen oder Pflan- 
Zen enthalten Pterine nur in solch geringen Konzentra- 
tionen, daB die Isolierung der notwendigen Substanzmen- 
gen aufwendig und umstandlich ist. Da der Schmetterling 
Pieris 6rassicae L. (KohlweiBling) etwa 0,5 mg Leucopterin 
als Pigment auf seinen Fliigeln hat, schien er uns ein geeigne- 
tes Studienobjekt zu sein. Das Leucopterin wird 2 bis 3 Tage 
vor dem Ausschlupfen der Falter abgelagert3), worauf die 

*) Dissertation T. H. Miinchen 1961. 
**) Dissertation Univers. Miinchen 1955, ausgefiihrt im 0rg.-chem. 

Inst. d. Univers. Tubingen. 
***) Diplomarbeit T. H .  Miinchen 1960. 
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gand, Osterr. Chemiker-2. 44, Nr. 21-24 [1941] (Pterine und 
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*) R. Purrmann, Fortschr. derChemieOrgan. Naturstoffe464 [1945]. 
') A. Albert, ebenda 17, 351 [1954]. 
6) Ciba Foundation Symposium, vgl. Versammiungsbericht Angew. 

Chem. 66, 475 [1954]. 
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Metabolism, Bd. 2, S. 223, Academic Press New York 1954; G. R .  
Greenberg, Federation Proc. 73, 513 [1954]; 0. B. Brown, Ann. 
Rev. Biochem. 22. 149 (19531. 

') G. W. E.  Plaut, J. biol. Chemistry 208,513[1954]; 277,111 [1954]. 
Th. Kauffmann, Z. Naturforsch. 74b,  358 [1959]; Chem. Ber. 92, 
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O )  I .  Ziegler-GUnder, 2. vergl. Physiologie 39, 163 [1956]; Biol. Rev. 
Cambridge philosoph. SOC. 37, 313 [1956]. 

leucopterin-haltigen Zellen bei der I mago verkiimmern und 
keine Verbindung mehr mit dem Stoffwechsel habenlO). 

Obwohl das Leucopterin im KohlweiBling in reichlicher 
Menge gebildet wird und leicht zu isolieren ist, war es 
jahrelang ein schwerwiegender Nachteil, da6 jeweils nur 
2 bis 3 Wochen im Sommer fiir die Arbeit am biologischen 
Objekt zur Verfiigung standen und daB in manchen Jah- 
ren, bedingt durch ungiinstige Witterung, nur wenige 
Schmetterlinge schliipften. Erst seit dem letzten Jahr konn- 
ten diese Schwierigkeiten iiberwunden werden, nachdem es 
gelungen ist, den KohlweiBling im Laboratorium das ganze 
Jahr hindurch kontinuierlich zu ~ i i c h t e n ~ ~ - ~ S ) .  Im allge- 
meinen zogen wir die Raupen aus den Eiern, da die aus dem 
Freiland stammenden Raupen haufig durch Schlupfwespen- 
befall eingingen. 

Appli kation "C-markierter Verbindungen 
Zunachst wurde festgestellt, inwieweit die Schmetter- 

lingsraupen die einzelnen markierten Verbindungen auf- 
nehmen und wie lange die Zeit zwischen Applikation und 
Pterin-Bildung sein darf, ohne da6 die Radioaktivitat zu 
weit allgemein verteilt wird. Anflnglich pinselten wir die 
Losungen der "C-markierten Verbindungen auf Kohlblat- 
ter auf. Obwohl diese Applikationstechnik nicht befrie- 
digte, zeigte sie doch, da6 aus gewissen Vorlriufern Leucop- 
terin mit einer Radioaktivitat gebildet wird, die nicht der 
Gleichverteilung in den Schmetterlingen entspricht. SpHter 
injizierten wir die Verbindungen wahrend des Vorpuppen- 
stadiums in den Ringmuskel der ScheinfiiSe. Am besten 
hat sich jedoch folgende Technik bewahrt: 

3-4 Tage alte Puppen erhalten aus einer Agla-Mikrome- 
terspritze durch eine Injektionsnadel Nr. 21 0,Ol ml wa5- 
rige Losung des markierten Vorlaufers. D a m  wird der 
vordere Ringmuskel des Hinterleibs rnit der Nadel zur 
Schwanzspitze hin durchstochen. Nachdem das zu injizie- 
rende Volumen aus der Spitze herausgedriickt ist, mu6 zum 
Druckausgleich in der Puppe rnit dem Herausziehen der 
Nadel noch einige Sekunden gewartet werden. Einer Puppe 
werden meist 0,2 bis 0,6 pMol der Vorlaufer rnit einer spe- 
zif. Aktivitat von 1 bis 3 vC/pMol appliziert. Die geschliipf- 
ten Falter wurden, sobald die Flugel trocken waren, mit 
Ather getotet, worauf die Extraktion des Fliigelpigmentes, 
im wesentlichen nach Wieland und Sch6pf14) bzw. nach 
Schopf und Beckerl), folgte. AnschlieRend wurde bis zur 
konstanten Radioaktivitat und chromatographischen Rein- 
heit umgefallt. 
lo) F .  Suflert, Biol. Zbl. 57, 615 119371. 
11) W .  A. L. David,  Z. Pflanzenkrankheiten u. Schutz 64,572 [1957]. 
I*) E. Bunning u. G..Joerrens, Z .  Naturforschg. 156, 205 [1960]. 
la) Auch an dleser Stelle m6chten wir Prof. Dr. E .  Biinning und Frl. 

Dr. G. Joerrens, Botan. Inst. der Univers. Tiibingen, herzlich da- 
fur danken, d a l  sie uns haufig Gelege von KohlweiDIingseiern zur 
Verfugung steilten und uns bei der kontinuierlichen Zucht des 
Kohlweillings berieten. 

la) H .  Wieland u. C .  S c h ~ p f ,  Ber. dtsch. chem. Ges. 58,  2178 [1925]; 
H .  Wieland, H .  Metzger, C .  Sch6pf u. M .  BUlow, Liebigs Ann. 
Chem. 507, 226 [1933]. 
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Abbau met hoden scheidend fiir die Gewinnung von Glyoxylsiure aus Xan- 
Zur Bestimmung der Radioaktivitat der einzelnen Koh- thopterin mit Chlor in Wasser ist eine moglichst feine Ver- 

lenstoffatome mu6te das Leucopterin auf verschiedene teilung des Xanthopterins, da die freie Glyoxylsaure auch 
Weisen abgebaut werden. Im Formelschema sind die ver- durch Chlor oxydiert wird. Die Reaktion sol1 moglichst 
wendeten Reaktionen, die hauptsachlich auf H. WIeland schnell beendet sein und das nichtverbrauchte Chlor mu6 
und Mitarb. l 5 s 1 6 )  zuriickgehen, aufgefiihrt. Die Reaktionen durch einen Stickstoff-Strom rasch vertrieben werden. Bei 
wurden den beim Arbeiten mit radioaktiven Isotopen zu der Decarboxylierung des 2.4-Dinitrophenylhydrazons von 

+ co, + CO [C~.'41,6,8,9] 
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A b b a u r e a k t i o n e n  fiir L e u c o p t e r i n  
Formulierung des Leucopterins nach W. Pfleiderer und M. Ruck- 
wied (Chem. Ber. 94, I ,  1 I8 [196l]). Die iibrlgen Pterin- und Pyrimi- 
din-Formeln sollen nichts iiber die tatslchllch vorllegende -tauto- 

mere Form aussagen. 

beachtenden Gesichtspunkten angepa6t. Wo es notwendig 
schien, wurde mit positionsmarkierten, speziell syntheti- 
sierten Verbindungen die Eindeutigkeit der Abbaureak- 
tionen tiberpriift. 
Zu den vier Abbauwegen ist folgendes festzustellen: 
Wahrend die Salzsiure-Spaltung von Guanin zu Glycin 

eindeutig ablaufen solllT), zeigte die von Leucopterin- 
[6-'4C] (Abbauweg A), da6 die Carboxyl-Gruppe des Gly- 
cins zu ca. 75% aus C4 und zu ca. 25% aus C6 stammt18). 
Glycin wurde stets in Form des Kupferkomplexes iso- 
liert la). 

Der Oxalyl-Restt'im Oxalyl-guanidin ,(Abbauweg B) 
wird zu 50% aus C6+d und zu 50% aus C4+6 gebildet. Die 
bei der Chlor-Spaltung in Wasser anfallende freie Oxal- 
s lure  stammt nicht nur aus den C-Atomen 8 und 9. Dage- 
gen ergibt das Guanidin aus Oxalylguanidin sehr gute 
Werte fur  die Radioaktivitiit von C*. 

Besondere Schwierigkeiten machte im MikromaBstab die 
von Albert aa) angegebene Verwandlung von Leucopterin in 
Xanthopterin, das v6llig frei von Iso-xanthopterin sein 
muate (Abbauweg C). Es zeigte sich, da6 es von der Yon- 
zentration der ReduktionslBsung und der Riihrgeschwin- 
digkeit (unter anderem) abhingt ,  ob neben Dihydro-xan- 
thopterin auch Dihydro-isoxanthopterin entsteht. Ent- 
Is) H .  Wieland u. A. Tartter, Liebigs Ann. Chem. 543, 287 [1940]. 
l*) H .  Wieland u. P. Decker, ebenda 547, 180 [1942]. 
17) S. Aronoff: Techniques of Radioblochemistry, The Iowa State 

College Press, Iowa (USA) 1958, S. 159. 
la) Dieses Verhiltnls schelnt trotz Einhaltung mSglichst gleicher 

Versuchsbedingungen zu varlleren. Daher sind die Werte (Ta- 
belle 1) fur C' nach Appllkatlon von Gly~in-[I-~~C] zu hoch und 
nach Applikatlon von Brenztraubenslure-[l-"C] zu tief. Fur C' 
gilt das umgekehrte. 

10) M. R. Heinrich u. D.  Wilson, J. biol. Chemistry 786, 450 [1950]. 
10) A. Albert u. H .  C .  S .  Wood, J. appl. Chem. 2, 591 [1952]. 
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Glyoxylsaure-[ l-14C] ist die molare Aktivitat des isolierten 
Kohlendioxyds um ca. 5% zu klein. Versuche mit Glyoxyl- 
sa~re-[2-~*C]-2.4-dinitrophenylhydrazon zeigten, da6 bei 
der Decarboxylierung 5% des gebildeten Kohlendioxyds 
aus C* der Glyoxylsaure starnmen. 

Der urspriinglich verwendete weitere Abbau des durch 
Kondensation von Alloxan und o-Phenylendiamin erhllt- 
lichen Alloxazins durch alkalische Hydrolyse zur Hydroxy- 
chinoxalin-carbonsaure und deren Decarboxylierung be- 
friedigte nicht (Abbauweg a). 

Fur den weiter unten zu besprechenden Vergleich der 
14C-Verteilung in Guanin und Leucopterin mu6te auch 
Guanin abgebaut werden. Hierfiir wurden ebenfalls die 
Salzsaure-Hydrolyse zu Glycin und die Chlor-Spaltung zu 
Guanidin verwendet. 

Anfanglich wurden alle Verbindungen naherbrannt ,  und 
die Radioaktivitlt wurde durch Ausmessen von Barium- 
carbonat bestimmt. Spater geschah die Radioaktivitats- 
messung nach der in dieser Zeitschrift beschriebenen Me- 
thodeal) im Proportionalzahlrohr. 

Ergebnirse 
Da wir von vorneherein eine weitgehende Parallelitat 

zwischen der Biogenese von Purinen und Pterinen sowie 
einen ubergang von Purinen in Pterine vermuteten, wur- 
den zunachst 1.C-markierte Purine, ein Pyrimidin, ferner 
Ameisensaure und GI ycin-[ 1 J4C] angeboten 2 2 s  23). Bereits 
die ersten Versuche zeigten, da6 Ameisenslure ein spezifi- 
scher Vorliufer filr Ca und Glycin ein solcher fur C4+5 ist. 

pl)  H .  Simon, H .  Daniel u. J .  F. Klebe, Angew. Chem. 77,303 [1959]. 
( I )  F .  Weygand u. M. Waldschmidf, ebenda 67, 328 [1955]. 
28) F.  Weygand, H .  J. Schliep, H .  Simon u. G.  Dahms. Angew. Chem. 

77, 522 [1959], 
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Tabelle 1 enthalt die Abbauergebnisse und die Einbau- 
raten nach Applikation von Formiat-14CC, G l y ~ i n - [ l - ~ ~ C ] ,  
Glycin-[2J4C], Acetat-[2-14C], Acetat-[1-14C] und von Py- 
ruvat-[lJ4C], das zur Klarung der Herkunft von C6 gege- 
ben wurde. Die Prozentzahlen beziehen sich auf die molare 
Radioaktivitat des Leucopterins = 100%. 

Die Fiitterung von Hypoxanthin-[2-14C] und 2.4.5-Tri- 
amino-6-hydroxy-pyrimidin12) fiihrte ebentalls zu radio- 
aktivem Leucopterin. Dabei wurde das Pyrimidin-Derivat 
etwa in gleichem MaBe ( I  :250) eingebaut wie Gly~in-[ l -~*C],  
wahrend das nach der Hypoxanthin-Verfiitterung isolierte 
Leucopterin nur l l P  dieser Aktivitat hatte. 

Da wir, wie bereits erwahnt, urspriinglich die markierten Sub- 
stanzen den Raupen rum Fressen gaben, sp l te r  Lasungen den 
Raupen im Vorpuppenstadium und schlieBlioh den Puppen inji- 
zierten, war die Klarung der Frage wichtig, inwieweit die prozen- 
tuale Verteilung der Radioaktivitat und die Einbaurate vom Zeit- 
punkt der Applikation abhlngt. Aunerdem war die Reproduzier- 
barkeit der Ergebnisse in versehiedenen Jahren zu priifen. Hier- 
iiber gegen die Spalten 5-7 in  Tab. 1 Auskunft. 

I m  Zusammenhang mit  den Einbauraten war auch die Stoff- 
wechselaktivitat der Puppen von Interesse. Daher wurde der 
Sauerstoff-Verbrauch von Puppen wihrend einiger Tage bei 24 "C 
im Warburg-Apparat manometrisch verfolgt. Der mittlere Sauer- 
stoff-Verbrauoh einer Puppe betragt ea. 80 pMol pro Tag. Die an 
einem Tag der Puppenruhe aufgenommene Sauerstoff-Menge wiir- 
die bereits ausreiohen, urn die lOOfache Menge der Ess igsbre  bzw. 
der anderen Vorlaufer zu oxydieren, die einer Raupe oder Puppe 
injiriert wurden. Die Meuge dcr angebotenen Vorlaufer kann daher 
den Stoffwechsel nioht nachhaltig beeinflussen. 
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Tabelle 1. Prozentuale Verteilung der Radioaktivitat im Leucop- 
terin nach Gaben verschiedener "C markierter Verbindungen. 

*) 1956 ausgefiihrt. l) An Raupen appliziert. 
**) 1957 ausgefuhrt. a)  An Puppen appliziert. 

Aus den in Tabelle 1 niedergelegten Ergebnissen folgt, 
daR die Kohlenstoffatome 2, 4, 5 und 6 von denselben Vor- 
laufern stammen wie die entsprechenden C-Atome der 
Purine, d. h. fur  C* ist ein Einkohlenstoff-Baustein, wie 
Ameisensaure, der Vorlaufer, C4 und C5 kommen vom Gly- 
cin her und CB stammt aus Kohlendioxyd. Fur die Her- 
kunft der C-Atome 8 und 9 ergibt sich kein Anhaltspunkt. 

Es mag zunachst erstaunlich sein, daR sich die Einbau- 
raten von Es~igsaure-[2-~~C] in Leucopterin nach der 
Applikation an die Raupen bzw. Puppen nur  um den Fak- 
tor 2 unterscheiden (Tabelle 1, Spalte 6). Gemessen an der 
Stoffwechselaktivitat der Puppen, die von der der Raupen 
sicherlich noch um ein Vielfaches iibertroffen wird, ist die- 
ser Unterschied als sehr gering ZII bezeichnen. Daher ist es 
PuBerst unwahrscheinlich, dab die markierten Verbindun- 
gen bis gegen Ende der Puppenruhe fur  eine de novo-Syn- 
these von Leucopterin aufgespart werden. Zurn gleichen 
SchluB fiihrt auch die hohe Einbaurate fur Formiat ( 1  : 140 
Tabelle 1 Spalte 2). Man mu6 vielmehr annehmen daR die 
angebotenen Substanzen Substrate fur  Verbindungen dar- 

stellen die die Raupe bzw. Puppe aufbaut und erst gegen 
Ende der Puppenruhe teilweise in Leucopterin umbaut. Es 
liegt daher die Vermutung nahe, daR die angebotenen Ver- 
bindungen zunachst in Purine iiberfiihrt werden und da6 
diese spater z. T. in Pterine umgewandelt werden; 

Nach diesen Ergebnissen wandten wir uns zwei Frage- 
stellungen zu: Welches sind die Vorlaufer fur die C-Atome 8 
und 9 und Ia6t sich der ubergang von Purin in Pterin be- 
weisen? 

Vorlaufer von C* und Cs 

Erstmals erhielten wir eine hohe Einbaurate in die 
Kohlenstoffatome 8 und 9 des Pyrazin-Ringes nach Appli- 
kation von G l u c ~ s e - [ l - ~ ~ C ] ~ ~ ) .  Mit einem Verdiinnungsfak- 
tor von 1 :235 befanden sich 50% der Gesamtaktivitit des 
Leucopterins in diesen beiden C-Atomen. Es konnte also 
die Glucose selbst oder eine mit ihr in direktem biochemi- 
schem Zusammenhang stehende Verbindung der gesuchte 
Vorlaufer sein. Um dies zu klaren, wurden Versuche mit 
verschiedenen positionsmarkierten Zuckern ausgefiihrt und 
zwar mit Glucose-[2-14C], Glu~ose-[6-1~C] und Ribose- 
[l-I4C]. Es wurde jeweils die gleiche Aktivitat in je 35 pg 
Zucker in die 3-4 Tage alten Puppen injiziert. Die Ergeb- 
nisse sind in Tabelle 2 zusammengestellt "). 

ErPaOte 
C-Atome des 
Leucopterins 

Einbauraten 1:235 I1:lIO 11:290 I 1:90 

Tabelle 2. Prozentuale Radioaktivitatsverteilung im Leucopterin 
nach der Applikation W-markierter Zucker und Einbauraten 

Die hohen Einbauraten zwingen zu dem SchluB, da6 
Z u c k e r  oder ihre unmittelbaren Folgeprodukte die Vor- 
laufer fur  C8+9 sind. Vergleicht man die Einbauraten der 
vier Zucker, speziell in die Stellung 8 und 9, so ergeben sich 
folgende Verhaltniszahlen: 

Ribose-[ I-lpC] : Glu~ose-[2-~~C] : Glucose-[l-**C] : Glucose-[6-W] 
= 19:15:io:i 

Gegen den direkten Einbau von Triosen in C8f9 spricht 
der Vergleich der Einbauraten von G l u ~ o s e - [ l - ~ ~ C ]  bzw. 
Gl~cose- [2-~~C]  mit der Einbaurate 'von Gl~cose-[6-~~C]. 

Weitere Aussagen iiber die Herkunft der beiden C-Atome 
im Pyrazin-Ring waren nach der Bestimmung der Einzel- 
aktivitaten von Ca und Cg zu erhoffen. Leucopterin wurde 
daher in Xanthopterin uberfiihrt und dem oben beschrie- 
benen Abbau (Abbauschema C) unterworfen. In  C8 sind 
von der Summe der Radioaktivitat in C*+9 enthalten: 

Nach Gabe von Glucose-[l-W 
Nach Gabe von Giuc0se-[2-~'C] 
Nach Gabe von R i b o ~ e - [ l - ~ ~ C ]  

23 % 
34 % 
41,5 % 

Die Ergebnisse lassen sich folgendermakien deuten : Falls 
eine Hexose, eine Triose oder ein Zweierstuck aus Hexosen 
(aktiver Glykolaldehyd) direkte Vorlhfer  waren, sollte C9 

nicht in jedem Falle eine betrachtlich hohere Radioaktivi- 
ta t  als C8 haben. Die Verhaltnisse miikiten sich bei den Ver- 

a') Vortrag von F .  Weygand auf der Tagung der Ges. f .  Physiol. 
Chem., Berlin 23.-26. Sept. 1959, Referat Angew. Chem. 71, 746 
119591. Ober den spez. Einbau von Glucose-"C in Drosopterin 
und lsoxanthopterin wurde etwas spater auch von 0. Brenner- 
Hofzach u. F .  Leuthardt (Helv. chirn. Acta 42, 2254 [1959]) be- 
richtet. 
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suchen mit G l u ~ o s e - [ l - ~ ~ C ]  und Gl~cose- [2-~~C]  umkehren. 
AuDerdem zeigt Ribose-[l-14C] die hochste Einbaurate fur 
P9. Dies ist nicht zu erklaren, falls man zunlchst eine 
Umwandlung der Pentose in Hexose annimmt. Die Einbau- 
rate mu6te zumindest auf die nachGabe vonGl~cose- [2-~~C]  
beobachtete abfallen. 

Nachdem die Triosen und Hexosen als direkte Vorlaufer 
fur C8 und C9 sehr wahrscheinlich ausscheiden, kann man 
die Pentosen als mogliche Vorlaufer diskutieren. Wie man 
wei6, spielen auch im tierischen Organismus die nichtgly- 
kolytischen Kohlenhydratumwandlungen, wie die direkte 
Oxydation von Glucose-6-phosphat zu CO, + Pentose-5- 
phosphat und die nichtoxydative Umwandlung der sog. 
Pentosephosphat-Cyclus, eine groRe Rolleea~za). 

Vergleicht man die Radioaktivitatsverteilung in den C- 
Atomen 8 und 9 der einzelnen Versuchsreihen miteinander, 
so fallt der bevorzugte Einbau der Aktivitat in das C-Atom 
9 nach Applikation von Glucose-[l-14C] auf Diese Spezifi- 
t a t  nimmt iiber Glu~ose- [2-~~C]  zur Ribose-[l-14C] hin ab. 

Geht man von der Annahme aus, da6 etwa die Hillfte der 
Hexose, die nichtgly kolytisck abgebaut wird, auf dem 
Wege der Zwischenfermentreaktionz5) zur Pentose oxydiert 
wird (vgl. die Einbauraten von G l u ~ o s e - [ l - ~ ~ C ]  und Glu- 
cose-[2-14C], die sich wie 1:2 verhalten) und die andere 
Halfte auf nichtoxydativem Wege in Pentosen iiberfiihrt 
wirdZ6), so sollte nur eine Pentose entstehen, die die Mar- 
kierung a n  C1 tragt : 
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Ein gewisser Teil der 14C-Markierung kann jedoch dadurch 
nach Cz kommen, da6 aus einer in 1- und 3-Stellung markier- 
ten Sedoheptulose (Riickreaktion) und einer Triose eine in 
1.3-Stellung markierte Hexose entsteht, deren C1 anschlie- 
Bend durch die Zwischenfermentreaktion entfernt wird: 

'C *C * c  c *c C 

C C 
I 

C 

E. Racker, Adv. Enzymol. 75, 153 [1954]. 
=*) B.  L.  Horecker u. A. H .  Mehler, Ann. Rev. Biochemistry 24, 229 

[1955]; F .  Dickens, Conferences et Rapports, 3me Congres In- 
tern. de Blochernie, Bruxelle 1955, S. 170; I .  A. Bernstein, J. 
biol. Chemistry 205, 317 119531. 

Macht man die entsprechenden Annahmen fur die Um- 
wandlung von Glu~ose-[2-~~C] in Pentosen, so ergibt sich: 
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Nach diesem Schema entsteht also aus Glucose-[2-W] 
sowohl in C1 wie in C* markierte P e n t o s e .  Stehen die bei- 
den Reaktionsketten im Verhaltnis 1 : I ,  so bildet sich Pen- 
tose-[1.2-14C] im Aktivitltsverhgltnis 5:4, denn aus 10 He- 
xosen entstehen 5 P e n t ~ s e n - [ l - ~ ~ C ]  via Zwischenferment 
und 6 Pentosen via Transketolase, von denen 4 in Ca mar- 
kiert sind. 

Bei gleichen Verhaltnissen entsteht also aus Glucose- 
[1-14C] Pentose-[l-14C], aus Glu~ose-[2-1~C] jedoch Pen- 
tose-[ 1 .2-I4C]. Wahrend bei Glu~ose- [ l -~~C]  durch die Zwi- 
schenfermentreaktion ein groRer Teil der Radioaktivitat 
verloren geht, ist das bei der Gl~cose- [2-~~C]  nicht der Fall. 
Die spezif. Einbaurate ist deshalb bei der Glucose-[2-14C] 
groI3er. 

Das Verhaltnis der Radioaktivitat von C8 und Ce im Leu- 
kopterin nach der lnjektion von Gl~cose- [2-~~C]  sollte das 
Verhaltnis von Zwischenfermentreaktion zu Pentose-Cyclus 
wiedergeben. Da durch dieses Verhaltnis gleichzeitig auch 
der Einbau von G l u ~ o s e - [ l - ~ ~ C ]  und Glucose-[2-14C] be- 
stimmt wird, miissen auch die Einbauraten etwa im Ver- 
haltnis der Radioaktivitatsverteilung von C8 und Ce bei der 
Glu~ose-[2-~~C] stehen. Durch die Ruckreaktionen, die nach 
dem Einbau von Glucose-[l-14C] in CB des Leucopterins ca. 
23 yo betragen, wird dieses Verhaltnis nur angenahert er- 
reicht. 

Zur Erklarung der im Vergleich zur G l u ~ o s e - [ l - ~ ~ C ]  und 
Glu~ose- [2-~~C]  weitergehenden Gleichverteilung der Ak- 
tivitat bei der Gabe von Ribose-[l-14C] in den C-Atomen 8 
und 9 mu6 man berucksichtigen, da6 die applizierte Ribose- 
Menge von 35 pg pro Puppe, verglichen mit dem Pool freier 
Pentose, sicherlich zu hoch war. Daher wird der Pentose- 
Cyclus teilweise umgekehrt verlaufen sein, wodurch He- 
xosen entstanden, die in 1.3-Stellung markiert waren. Aus 
diesen bildete sich durch die Zwischenfermentreaktion 
Pentose-[2-14C]. 

Die Zwischenfermentreaktion la6t sich auch durch die 
Betrachtung des Radioaktivitltsanteils der restlichen C- 
Atome des Leucopterins beweisen. Nach der Gabe von 
Glucose-[l-14C] zeigt sich doppelt so vie1 Radioaktivitat in 
C8 des Leucopterins wie nach der Gabe von Glu~ose-[6-~~C]. 
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Nach der Gabe von Gl~cose-[2-~~C] sind 
in den C-Atomen 4, 5 und 6 nur 16,5% 
der Gesamtradioaktivitlt, wovon der 
Uberwiegende Teil in C5 lokalisiert sein 
mu6 (Bildung von Glycin aus Serinz')). 
Es mu6 also in erheblichem Ma6e eine 
ifberfuhrung von C1 der Hexose in CO, 
eintreten. 
Zu diesem Ergebnis fiihrt auch fol- 

gende ifberlegung. Falls in den Puppen 
nur der glykolytische Abbau vor sich 
ginge, mii6te die Einbaurate in C2 des 
Leucopterins nach Gabe von Glucose- 
[ I - W ]  und Glu~ose-[6-~4C] gleich sein, 
da sich bekanntlich die Kohlenstoff- *) Berechnet aus der Oesamtaktlvitat (vgl. Tabelie 2) abzugllch der Aktivltiit in ca+*). 

Tabelle 3. Vergleich der spezif. Aktivlttit von Guanln und Leucopterin 
und die Verteiiung von 14C in den C-Atomen 2 sowie 4 + 5 

kette des Serins von den C,-Korpern des 
Kohlenhydratstoffwechsels ableitet **) und das C3 des Se- 
rins, das als Einkohlenstoffverbindung ubertragen wird, 
von C1 und C6 der Hexosen stammt. Nach Gabe von Glu- 
cose-[lJ4C] ist die Einbaurate in Cz des Leucopterins jedoch 
nur 40% von der durch Glu~ose- [6-~K]  bewirkten. 

Alle diese ifberlegungen machen es sehr wahrscheinlich, 
da6 CB des Leucopterins vom C1 und C8 vom C2 einer Pen- 
tose stammt. 

Umwandlung von Purin in Pterin 

uber  die Umwandlung von Purinen in Pterine wurde ver- 
schiedentlich, meist jedoch nur andeutungsweise berichtet. 
McNutt und Forrest z 9 )  isolierten aus Eremothecium ashbyii, 
dem Adenin angeboten worden war, 2.6-Dihydroxy-pteri- 
din. Die Verwertung von Purin bei der Biosynthese von 
Riboflavin durch E. ashbyii ist von McNutf  30) bewiesen 
worden und Masuda und Mitarb.ao*) isolierten p a s  Zwi- 
schenprodukt 8.9-Dimethyl-lO-ribityl-lumazin, das mit 
dem synthetischen und aus Ashbya gossypii isolierten Pro- 
dukt von Maley und Plaut31) identisch ist. 

0 

I 

Eine Beziehung der Purine zu dem Pteridin-Gerust der 
Folsaure wurde an Gaffkya homari g e ~ e i g t ~ ~ ) .  Dieser Mikro- 
organismus benotigt entweder ein Purin- oder Pterin-Deri- 
vat, das mit der Folsaure verwandt ist. Da Folsaure-Ver- 
bindungen entstehen, wenn nur Purine angeboten werden, 
sollten Purine Vorlaufer der Pterine sein. 

Ein weiterer ubergang Purin in Pterin wurde in den Lar- 
ven von Xenopus in unserem Arbeitskreis wahrscheinlich 
ge macht 33). 
Zur Untersuchung einer Umwandlung von Purin in 

Pterin wurde von uns die Einbaurate verschiedener Vor- 
llufer in Guanin und Leucopterin sowie die Verteilung der 
l4C-Aktivitat in den einzelnen C-Atomen ermittelt. Weiter- 
hin bestimmen wir den Guanin-Gehalt zu verschiedenen 
Zeiten des Entwicklungsstadium des KohlweiDlings mit der 
Leucopterin-Menge. 

Rlbltyl 

3') F. M .  Huennekens, M .  J.  Osborn u. H. I?. Whiteley, Science 
[Washington] 728, 120 [1958]. 

a*) M. L. Minthorn j r . ,  0. A. Mourkides u. R. E .  Koeppe ,  J. biol. 
Chemistry 234, 3205 [1959]. 

*#) W .  S. McNuf tu .  H .  S .  Forrest, J. Amer. chem. SOC. 80,739 [1958]. 
I0) W .  S. McNutt, J. biol. Chemistry 279, 365 [1956]. 

T .  Kishl,  M .  Asai ,  T .  Masuda u. S .  Kuwada, Chem. a. Pharmaz. 
Bull. [Japan] 7, Nr. 4 [1959]. 

31) 0. P. Muley u. G. W .  Plaut, J. biol. Chemistry 234, 641 [19591. 
S. Aaronson u. E.  Rodriguez, J.  Bacterlol. 75, 660 [1958]. 

a3) I .  Ziegter-Giinder, H .  Simon u. A .  Wacker, Z. Naturforschg. 7 7  b, 
82 119561. 

Zur lsolierung deT Purine wurden die Schmetterlinge mit 
Perchlorsaure hydrolysiert 3*), die Purine als Silbersalze ge- 
fallt 9 und durch lonenaustauschchromatographie*6) von- 
einander getrennt. Die erhaltene Guanin-Menge wurde bei 
260 my spektrometrisch bestimmt. 

In Tabelle 3 sind die spezif. Aktivittiten von Guanin und 
Leucopterin sowie die Verteilung von 14C in den C-Atomen 
2 sowie 4 und 5 aufgefiihrt. 

Wie die Ergebnisse zeigen, ist die spezif. Aktivitit von 
Guanin und Leucopterin bei der Gabe von GIycin-[2-l4C] 
und Gl~cose-[2-~~C] praktisch gleich. Sie ist in beiden Fill- 
len fur  das Leucopterin nur um 16% geringer. Bei der Be- 
rechnung der Werte fur  Leucopterin nach Gabe von Glu- 
cose-[2-14C] sind selbstverstandlich die C-Atome 8 f  9, die 
78% der Gesamtaktivitat besitzen, nicht beriicksichtigt 
worden. 

Beim Vergleich der spezif. Aktivitaten von Guanin und 
Leucopterin nach Gabe von Formiat-l*C mu6 man beriick- 
sichtigen, daB C8 des Guanins etwa 50% der Gesamtaktivi- 
t a t  besitzen muB. Zum Vergleich der Aktivitaten in Ca hat 
man daher die Absolutaktivitlten heranzuziehen. Sie sind 
fur  das Guanin 2,7.105 ipm/mAtom und 2,8.105 ipm/mAtom 
fur  das Leucopterin. 

Diese Gleichheit der Absolutbetrage der Aktivitat und 
ihrer Verteilung nach der Gabe von drei verschiedenen Vor- 
laufern beweist, daR das Leucopterin nicht das Produkt 
einer unabhangigen de novo-Synthese sein kann, sondern 
da6 eine sehr enge Beziehungen zwischen Guanin und Leu- 
copterin bestehen mu6. Es erhebt sich nun die Frage, ob 
eine d i r e k t e  Urnwandlung von Guanin in Pterin eintritt 
oder ob von einem zunachst gemeinsamen Biosyntheseweg 
aus eine Gabelung folgt. 

Gabelungspunkte, von denen aus sich die Biosynthese 37) 

differenzieren konnte, waren Glycin-ribotid, Amino-imid- 
azol-ribotid oder das Amino-irnidazol-carboxamid-ribotid. 
Dabei miiBte man folgende, an sich moglichen Reaktionen 
annehmen: Das Glycinamid-ribotid oder bereits das Glycin- 
amid cyclisiert mit einer Pentose zu einem Piperazin-Deri- 
vat, oder aus einem Imidazol-Derivat entsteht unter Ver- 
lust von C2 ein Piperazin-Ring. 

Aus dern beispielsweise entstehenden Amino-piperazin- 
carboxamid konnte dann durch einen Einkohlenstoff-Do- 
nator der Ringschlu6 zum Pterin folgen. Will man unter 
diesen Voraussetzungen noch die Gleichheit der spezif. Ak- 
tivitaten der dem Guanin und Leucopterin entsprechenden 

34) A .  Wacker, A. Trebsf u. H .  Simon, Z. Naturforschg.ldb, 707 [1959]. 
86) H.  S. Loring, J .  L. Fairley, H .  W .  Bortner u. H .  L.  Seagran, J. 

biol. Chemistry 797, 809 [1952]. 
3n) W .  E .  Cohn, Science [Washington] 709, 377 (19491. 

P .  Reichard in E.  Chargaff u. J. N .  Davidson: The Nucleic Acids, 
Bd. 2, Academic Press New York 1955; B. Magasanik, Ann. Rev. 
Microbiol 7 7 ,  221 [1957]. 
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0 t< O H  C-Atome erklaren, so mu6 man 
aber folgende, iu6erst unwahr- 
scheinliche Annahmen machen: 

1. Der Einbau in C', das von einem 
Einkohlenstoff-Donator stammt, in das 
Imidazol-carboxamid und das Amino- 
piperazio-carboxamid erfolgt gleich- 
zeitig aU8 dem GI-Donator-Pool. 

2. Da das Guanin, das aus den mar- 
kierten VorlLufern stammt, durch be- 
reits vorhandenes Guanin stark ver- 
diinnt wird, miiDte die Pterin-Bildung, 
da eie nicht das Guanin durchlguft, 
praktisch dieeelbe Verdiinnung erlei- 
den. 

Die Ergebnisse zwingen daher 
zu der Annahme, daB das Leuco- 
pterin aus dem G u a n i n  h e r v o r -  
geht .  

Die Annahme der direkten Um- 
wandlung von Purin in Leuco- 
pterin wird gestiitzt durch den 
Befund, da6 eine Raupe ca. 200 
bis 250 Fg mehr Guanin besitzt 
als ein Schmetterling. Durch Ver- 
diinnungsanalyse mit Hilfe von 
Guanir1-[2-~~C] wurde zu drei ver- 
schiedenen Zeiten der Guanin-Ge- 
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halt bestimmt. Im 'Vorpuppen- Hs 
stadium besitzt der KohlweiBling 
ca. 360 pg Guanin, in der Mitte 

H 
Isoxanthopterin 

des Puppenstadiums ca. 230 pg 
und als Schmetterling nur noch ca. 125 pg. Es verschwin- 
det also Guanin, und es bildet sich Leucopterin. Die Menge 
und die spezif. Aktivitit von Adenin im Schmetterling 
ist etwa von der gleichen Gr6Be wie die des Guanins. 
Nimmt man noch an, dal3 sich Guanin und Adenin im 
KohlweiBling gegenseitig'ineinander umwandeln, wie dies 
fur tierische Organismen seit langerer Zeit bekannt ists*), 
und etwa genau so viel'Adenin wihrend der Entwick- 
lung der Raupen zu Schmetterlingen verschwindet, so 
hat man eine nahezu aufgehende Bilanz. Ein Schmetter- 
ling besitzt im allgemeinen 500-750 pg Leucopterin. 

SchluBbetrachtung 
Nachdem einerseits die Herkunft der C-Atome 8 und 9 

des Leucopterins aus einer Pentose und andererseits die 
Umwandlung von Purin in Pterin sehr wahrscheinlich ge- 
macht wurde, kann man folgendes Bildungsschema disku- 
tieren : 

Aus dem Guanosin oder der Guanylsaure wird C8 elimi- 
niert und der Ribosyl-Rest wird unter Ausbildung des 
Pyrazin-Ringes, vermutlich nach einer Amadori-Umla- 
gerung direkt einkondensiert. AnschlieBend wird die &- 
Kette vom C8 des Pteridin-Geriistes abgespalten, der sich 
eine Dehydrierung und Hydroxylierung anschlie6t. In dem 
Formelschema ist auDerdem die mogliche Entstehungsweise 
von Xanthopterin und Isoxanthopterin, Begleitern des 
Leucopterins, sowie die von 2-Amino-6-hydroxy-pteridin, 
das ebenfalls in der Natur vorkommt89), skizziert. 

J 
OH _. OH 

Xantopterin 

1 Xanthinoxy- -1 da8e.O) 

?H 0 H  

Leucopterin 
Mogliches Biidungsschema des Leucopterins 

Als weitere Mbglichkeit kann man diskutieren, da6 aus 
dem Guanosin bzw. der Guanylsiure zunlchst sowohl Ce 
wie auch der Zuckerrest eliminiert werden, worauf 

a )  entweder ein Zweierbruchstiick aus Pentose oder 
I ) )  eine Pentose bzw. ihr Phosphat unter Ausbildung des 

Pyrazin-Ringes reagiert. Zwischenprodukt wire  hierbei 
2.4.5-Triamino-6-hydroxy-pyrimidin. 

Unsere alten Befunde sowie die neuen vonNalhan et  al."), 
nach denen 2.4.5-Triamino-6-hydroxy-pyrimidin zur Pte- 
rin-Synthese verwertet wird, lassen keine Entscheidung 
zwischen den hier diskutierten Bildungsmoglichkeiten zu, 
da das Pyrimidin-Derivat mit einer Pentose glykosidiert 
werden konnte. 

In  Ubereinstimmung mit dem Ubergang Guanosin(phos- 
phat) in Pterine steht die Tatsache, daB fast alle in der Na- 
tur  bisher gefundenen Pterine wie das Guanin in der 2- 
Stellung eine Amino- und in der 6-Stellung eine Hydroxyl- 
Gruppe tragen. Ferner steht, soweit vorhanden, eine Seiten- 
kette ebenfalls fast stets in der 8-Stellung. 

Unsere Untersuchungen, die Anregungen zu vielen wei- 
teren Versuchen bieten, werden fortgesetzt. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Bundes- 
ministerium fur Atomkernenergie und Wasserwirtschaft dan- 
ken wir fur finanzielle Unterstutrung, Frl. H .  Ppaumer und 
Herrn G .  BiePaIski fur sorgfhlfige '4C-Anafysen. 
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