Biochemie der Pteridine

Von Heinz Rembold und William L. Gyure!'!

Chemische Labilitdt und eine zumeist ungewohnlich niedrige biologische Konzentration
sind die Hauptgriinde, warum die Biochemie der offenbar ubiquitdren Pteridine erst im Ver-
lauf der letzten flinfzehn Jahre experimentell zugénglich wurde. Neben schonenden Isolie-
rungsmethoden brachte vor allem die Isotopentechnik Erkenntnisse iiber Biosynthese,
Anabolismus und Katabolismus dieser Stofiklasse. Hydrierte Pterine sind Cofaktoren mehre-
rer mischfunktioneller Oxygenasen und sind am zelluldren Elektronentransport beteiligt. Das
physiologische Verhalten, das negative Redoxpotential und histoautoradiographische Daten
sprechen fiir eine Reihe weiterer, bisher noch unbekannter katalytischer Funktionen der

Pteridine im Zellstoffwechsel.

1. Einleitung

Bereits gegen Ende des letzten Jahrhunderts berichtete
Hopkins'!! iiber ein kristallines Pigment, das er aus Schmet-
terlingsfliigeln erhalten hatte. Dieser zundchst nur wenig
beachtecte Befund wurde im Wielandschen Arbeitskreis
wieder aufgegriffen, und es gelang Wieland und Schipf,
zunichst ein gelbes!?) und wenig spiiter ein weiBes Pig-
ment'® aus den Fliigeln des Zitronenfalters bzw. des Kohl-
weiBlings zu isolieren. Nach Uberwindung groBer experi-
menteller Schwierigkeiten konnte Purrmann 1940 die
Struktur der als Xanthopterin (35) und Leukopterin (37)
bezeichneten Naturstoffe und auch die des Isoxanthopte-
rins (38) aufkldren!?’,

Fiir das bicyclische Grundgeriist dieser neuen Schmetter-
lingspigmente prigte Wieland den Namen ,,Pteridin®,
wihrend die Bezeichnung ,,Pterin“ urspriinglich als Sam-
melbezeichnung fiir alle Insektenpigmente gedacht war.
Heute wird Pyrazino[2,3-d]pyrimidin als Pteridin (2)
bezeichnet. Davon leiten sich die Grundkorper der natiir-
lich vorkommenden Pteridin-Derivate ab; 2-Amino-4-
oxodihydropteridin wird als Pterin (3, 2,4-Dioxotetra-
hydropteridin als Lumazin (4) bezeichnet.
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In vielen Eigenschaften gleichen die Pteridine (2) den Puri-
nen (1, wie sich schon aufgrund ihrer strukturellen Ahn-
lichkeit vermuten 1d0t. Beide Stoffklassen sind bei pH =7
schwerldslich, besitzen charakteristische UV-Spektren,
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bilden Metallchelate und schwerlosliche Quecksitber- und
Silbersalze. Im Gegensatz zu den meisten Purinen fluores-
zieren die oxidierten, aromatischen Pteridin-Derivate beim
Bestrahlen mit UV-Licht intensiv blau bis rot. Dieses Ver-
halten erlaubt es, natiirlich vorkommende Pteridine bereits
in Chromatogrammen von Rohextrakten nachzuweisen,
auch wenn sie nur in geringer Konzentration vorhanden
sind.

Die Chemie der Pteridine wurde bereits zusammenfassend
dargestellt!> 1. Aus biochemischer Sicht ist die Bildung
stabiler Dihydro- und Tetrahydro-Derivate unter Reduk-
tion des Pyrazinrings von besonderer Bedeutung. Hydrierte
Pterine sind sehr reaktionsfreudig und spielen sowohl als
spezifische reduzierende Cofaktoren als auch im zelluldren
Elektronentransport eine Rolle. Thre chemische Reaktions-
fahigkeit erklart aber auch die Schwierigkeiten beim Um-
gang mit hydrierten Pterin-Cofaktoren und ldB8t zudem
verstehen, warum es erst in neuerer Zeit gelungen ist, das
natiirliche Vorkommen solcher Verbindungen zu beweisen
und ihre biologische Funktion zu untersuchen. Schon die
aromatischen Strukturen sind photolabil, und noch viel
mehr gilt dies fiir die reduzierten Pteridine, welche auBer-
dem hiufig oxidativ abgebaut werden. So verlieren bei-
spielsweise hydriertes Biopterin oder Neopterin ihre
Dihydroxypropyl- bzw. Trihydroxypropylseitenkette zu
etwa 75%, wenn man sie in neutraler wiBriger Losung und
in Anwesenheit von Luftsauerstoff erhitzt!"!,

2. Isolierung

In fast allen bisher untersuchten tierischen und pflanz-
lichen Quellen wurden Pteridin-Derivate gefunden. Sie
sind in mehreren Ubersichten nach ihrem Vorkommen in
Insekten!®), Mikroorganismen!®} oder Amphibien und
Fischen''%! zusammengefaBt. Normalerweise finden sich
Pteridine nur spurenweise im biologischen Material. Bio-
pterin (6b) kommt z. B. in Konzentrationen von weniger
als 10 mg/kg vor; bei anderen Pteridinen sind die Konzen-
trationen oft noch wesentlich geringer. In Tabelle 1 soll dies
am Beispiel der Honigbiene verdeutlicht werden.

Nur die Pieriden, zu denen auch der im Wielandschen
Laboratorium untersuchte Zitronenfalter und der Kohl-
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Tabelle 1. In der Honigbiene, Apis mellifica L., vorkommende Pteridine,
angegeben in Mikrogramm pro Tier [11, 12]. Das mittlere Tier-
gewicht liegt bei 150-200 mg.

Pteridin Puppe Flugbiene
Biopterin (65) 0.2 0.2
Neopterin (6a) 0.015 0.005
7-Hydroxylumazin (30) 0.25 04
Isoxanthopterin (38) 0.009 0.23
Pterin (3) 0.02 0
6-Pterincarbonsdure 0.013 0.01
Isoxanthopterincarbonsiure 0 0.004

weiBling gehoren, enthalten groBere Pterinmengen. Xan-
thopterin (35), Isoxanthopterin (38) und Leukopterin
(37) dienen dort zusammen mit anderen Verbindungen
als Pigment. Abgesehen von noch einigen Ausnahmen bei
Fischen und Ampbhibien fillt aber auf, daB die Pteridine in
auferordentlich geringer Konzentration vorkommen. Ein
Vergleich der Werte in Tabelle 1 zeigt, daB sie zur Reindar-
stellung manchmal mehr als 10°-fach angereichert werden
miissen.

Fiir die Isolierung stehen mehrere Methoden zur Verfu-
gung, deren Leistungsfihigkeit vor allem von der Loslich-
keit und von der chemischen Stabilitit der in Frage kom-
menden Pteridine abhingt (Tabelle 2). Leichter 16sliche wie
die 6-(Polyhydroxyalkyl)pterine [ Biopterin (6b/, Neopte-
rin (6a), Sepiapterin (7b) u. 4.} lassen sich aus Trichlor-
essigsdureextrakten isolieren. Diese sind weitgehend frei
von Proteinen, und die labilen hydrierten Pteridine sind
bei der sauren Extraktion stabil. Bei in Siure unlgslichen
Pterinen (Isoxanthopterin, Leukopterin und den entspre-
chenden Lumazin-Derivaten) ist allerdings Vorsicht ge-
boten. Oft bilden Pteridine Komplexe mit Proteinen,
Peptiden und Nucleinsiuren!!®-'*). Hier und auch bei den
in Sdure unldslichen Pteridinen bieten basische Losungs-
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mittel in Kombination mit basischem Aluminiumhydro-
xid!*3! Vorteile. Die Methode erfordert allerdings beson-
dere Vorsicht bei den alkalilabilen reduzierten Pteridinen.

Wie sich die Struktur eines Tetrahydropterins je nach den
angewendeten Isolierungsverfahren verindern kann, soll
das folgende Beispiel veranschaulichen. Tetrahydroneo-
pterin (5) 14Bt sich am Kationenaustauscher Phospho-
cellulose adsorbieren und in Anwesenheit von Mercapto-
dthanol durch verdiinnte Ameisensdure wieder schonend
in Freiheit setzen. Wenn man das Séuleneluat im Rotations-
verdampfer einengt und auf der gleichen Saule rechro-
matographiert, werden bereits mit Wasser zwei Substanz-
zonen eluiert. Die Strukturanalyse ergab!!®), daB bei der
schonenden Riickoxidation des Tetrahydroneopterins ne-
ben Neopterin (6a) ein gelbes Pterin entstanden war, und
zwar  6+3-Hydroxypropionyl)-7.8-dihydropterin  (7a).
Wenn Tetrahydroneopterin ohne Mercaptoidthanolzusatz
chromatographiert wird, bildet sich dieses Dihydropterin
auf der Sdule.

Tabelle 2. Verfahren zur Isolierung und ldentifizierung von Pteridinen
aus biologischem Material.

1. Extraktion

Pteridin Extraktionsmittel Entfernung von
Proteinen und Peptiden

sdurelGsliche Wasser oder Trichloressigsiure [17]

Pteridine 5%, Trichloressigsdure

alkalilésliche 2NNH,OH Aly(SO,),/Ba(OH),[15]

Pteridine

labile hydrierte Wasser oder Trichloressigsdure [18]

Pteridine 5% Trichloressigsiure oder Sephadex [19]

2N NH,OH
mit Mercaptodthanol

Aly(S0,),/Ba(OH), [15]

2. Anreicherung und Reinigung

Siulenchromatographie (Dowex 1 und 50[17]; Phosphocellulose [17];
Ecteolacellulose [17]; Cellulose [20]; Florisil [9]), Papierchromato-
graphie [21], Diinnschichtchromatographie [ 22], Papierelektrophorese
[23], Elektrophorese auf Celluloseacetat [24], Isoelektrische Fokus-
sierung [25]

3. Identifizierung

UV-Absorptionsspektrum, Fluoreszenz-Emissionsspektrum, Chro-
matographisches Verhalten, Crithidia-Wachstumstest [26], Farb-
tests [15, 27], Enzymtests [ 28], Gaschromatographie 29, 30]

4. Quantitative Bestimmung

UV-Extinktionskoeffizienten, Fluoreszenzmessung auf dem Papier [31]

- oder in Losung [32], Crithidia-Wachstum [26], Isotopenverdiinnung

[18], Farbtests [15, 27], Enzymtests [ 28], Gaschromatographie [29, 30]

In Tabelle 2 sind neben den Extraktionsmethoden auch
Verfahren zur Reinigung, Identifizierung und quantitativen
Bestimmung von Pteridinen zusammengestellt. Als weitere
Methoden bieten sich NMR- und Massenspektroskopie
sowie die Elementaranalyse an. Wegen der oft geringen
Loslichkeit und Flichtigkeit vieler Pteridine sind diesen
Identifizicrungsverfahren aber enge Grenzen gesetzt. Nach
Silylierung sind auch die sehr polaren Pteridine so fliichtig,
daB eine gaschromatographische Auftrennung und an-
schlieBende massenspektroskopische Identifizierung ge-
lingt[29-39],
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3. Stoffwechsel
3.1. Biosynthese des Pteridinrings

Wegen ihrer strukturcllen Ahnlichkeit vermutete man
schon bald, daB Purine und Pyrimidine Vorstufen bei der
Pteridinbiosynthese sein konnten. Viele Untersuchungen
zeigten, da Purinvorstufen in der Tat von Bakterien, Pil-
zen, Amphibien und Insekten in den Pteridinring eingebaut
werden 3?1, Der direkte Beweis fiir eine solche Umwandlung
gelang Brown et al.'®#! durch die Isolierung des Enzyms
GTP-Cyclohydrolase aus Escherichia coli. Dieses Enzym
bewirkt die Umwandlung von Guanosin-5'-triphosphat (8)
in D-erythro-1,8-Dihydroneopterin-3'-triphosphat  (12).
Ein dhnliches Enzym wurde von Shiota aus Lactobacillus
plantarum gewonnen.

die Moglichkeit alternativer Biosynthesewege, die bei-
spielsweise von einem Pyrazinring ausgehen kdnnten. Zu
einem anderen Weg kommt Takeda'3% fiir die Biosynthese
von Indolyl- und Hydroxyphenylpteridinen in Achromo-
bacter petrophilium. Auch hier dienen GTP (8) oder Xan-
thin-Derivate (/3) als Pteridinvorstufen, zugleich wird
aber auch die Radioaklivitit von [3-'*C]-Tryptophan in
den Ring eingebaut. Takeda diskutiert den abgebildeten
Biosyntheseweg zu (/7)1

Auch der Pterinstoffwechsel bei der Ratte 146t sich schwer
aus dem Biosyntheseschema von Brown und Shiota erkli-
ren. Bei der Untersuchung moglicher Vorstufen fanden
Rembold et al., daB die tigliche Biopterinausscheidung
sehr konstant bei 30 pg liegt, auch wenn dic Ratten iiber
mehrere Generationen mit einer biopterinfreien Diit
gefiittert werden'®). Dieses Ergebnis spricht fiir eine
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Diese Reaktionsfolge wird durch eine Reihe weiterer ex-
perimenteller Daten gestiitzt, dic Shiota'®3! und Brown!34
in ihren Ubersichten zur Folsiurebiosynthese diskutieren.
Nach ncueren Ergebnissen diirfte ¢s aber noch nicht ange-
bracht sein, den Brown-Shiotaschen Stoffwechselweg zu
verallgemeinern. Cone und Guroff 11°? fanden bei Comaio-
nas als Endprodukt der GTP-Umwandlung ein cyclisches
Dihydroneopterinphosphat. Forrest!®! diskutiert zu Recht
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Biopterinsynthese im Sduger, der ja Folsdure nicht zu bil-
den vermag. Verfiittert oder injiziert man Purinvorstufen
(Formiat, Glycin) oder nach dem erwihnten Schema denk-
bare. Pteridinvorstufen (Adenin, Guanin, Guanosin, Gua-
nylsdure oder GTP), so werden diese nur spurenweise zur
Biopterinsynthese verwendet. Der eingcbaute Anteil 46t
sich etwas vergroBern, wenn die Nucleinsduresynthese
durch gleichzeitige Injektion von Actinomycin D gehemmt
und damit der AbfluB von Vorstufen in diesen Hauptweg
gedrosselt wird!3"). Diec Radioaktivitit von injiziertem
Neopterin (6a) oder Tetrahydroneopterin (5, lieB sich
aber innerhalb von vier Tagen auch nicht spurcnweise im
von der Ratte ausgeschiedenen Biopterin (6b) nachwei-
sen (381, Einen sehr geringen Einbau in Biopterin beschreibt
auch Fukushima'®?), der in Kaulquappen von Rana cates-
beianu radioaktiv markiertes Dihydroneopterin oder des-
sen Triphosphat injizierte. Nach diesen Ergebnissen
148t sich Neopterin oder eines seiner Derivate nur schwer
als Zwischenstufe der Biopterinsynthese postulicren.

3.2. Anabolismus

Nach der Synthese des Pteridinrings miissen meist viele
weitere Zwischenstufen durchlaufen werden, um die vielen
strukturell oft sehr verschiedenen Pteridine entstehen zu

[*] Anmerkung bei der Korrektur: (12. Okt. 1972):
6-(3-Indolyl)-7-0x0-8-(1-D-ribityl)lumazin (/7) wurde auch aus
Pseudomonas ovalis isoliert [113]. Dieser Befund spricht dafiir, dal das
Biosyntheseschema von Takeda auch bei Pseudomonas gilt und damit
allgemeinere Bedeutung hat.
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lassen, dic man in der Natur findet. Die ersten Ergebnisse
bei der Aufkldrung solcher Stoffwechselschritte beginnen
sich erst abzuzeichnen. Die bis jetzt untersuchten Enzyme
sind mit den von ihnen katalysierten Reaktionen in Tabel-

enzymatisch epimerisiert werden, wie auch von Guroff
diskutiert wird. Entsprechend dieser Hypothese wire
7.8-Dihydroneopterin (/8) oder einer seiner Phosphor-
sdureester die Muttersubstanz fir die ganze Klasse

le 3 zusammengestelit.

der 6-(Polyhydroxyalkyl)pterine,

Tabelle 3. LEinige Enzyme welche die Biosynthese von Pterinen katalysneren

Reaktionstyp

Enzym (Qucllc)

Biosynthese

Anabolismus,
Folsiurebildung

Erythropterinsynthese

Biopterin- und
Sepiapterinsynthese

Neopterinsynthese

Trotz der positiven Ergebnisse mehrerer Arbeitsgruppen

GTP-Cyclohydrolase [41,102]
(E. coli, Comamonas sp.)

Dihydroneopterin-
triphosphat-Synthetase [ 48]
(L. plantarum)

Dihydroneopterin-Aldolase [49]
(E. coli)
Hydroxymethyldihydro-
pteridin-Pyrophospho-

kinase [[50, 51] (E. coli,

L. plantarum)
Dihydropteroat-Synthetase [52]
(Erbsenkeimlinge)

Dihydropteroat-Synthetase
(E. coli [ 50], L. plantarum [91]
Erbsenkeimlinge [52])

Erythropterin-Synthetase [32]
{Oncopeltus fasciatus)
Scpiapterin-Reduktase [ 54, 98]
(Pferdeleber, Rattengewebe)
Dihydrofolat-Reduktase [108]

Dihydropterin-Reduktase [73,114]
(Schafsleber, Rattenleber)

cyclische Neopterinphosphat-
Phosphodiesterase [111]
Comamonas

phosphat

Substrat

GTP

GTP

Dihydro-
neopterin
6-Hydroxy-
methyldihydro-
pterin

6-Hydroxyme-
thyldihydro-
pterin
6-Hydroxyme-
thyldihydro-
pterinpyro-
phosphat
Dihydroxan-
thopterin
Sepiapterin

Sepiapterin.
Dihydrobiopterin

chinoides
Dihydrobiopterin
cyclisches
Neopterin-

Biopterin gehort.

zu denen auch das

Produkt
Dihydroncopte-
rintriphosphat

oder -cyclophosphat

Dihydroneopterin-
triphosphat

6-Hydroxymethyl-
dihydropterin
6-Hydroxymethyl-
dihydropte-
rinpyrophosphat

6-Hydroxymethyl-
dihydropterin-
pyrophosphat
Dihydropteroat

Erythropterin
Dihydrobiopterin

Reduziertes
Sepiapterin,
Tetrahydro-
biopterin
Tetrahydro-
biopterin
Neopterin-
phosphat

Die zweite Vorstellung geht davon

ist eine direkte Beziehung zwischen Neopterin (6a), das
nach dem Brown-Shiotaschen Biosyntheseweg als erstes
Pterin entsteht, und den anderen in der Natur vorkommen-
den Pterinen noch nicht bewiesen, wenn man von den Zwi-
schenstufen der Folsdurebiosynthese absieht. Die noch
immer nicht geklirte Frage einer Beziehung zwischen
Neopterin und Biopterin (6b, wurde bereits diskutiert.

In diesem Zusammenhang sind auch neuere Befunde von
Dayman und Gurofft'*1! iiber das Vorkommen einer Phos-
phodiesterase in E.coli, Comamonas und in der Ratte be-
merkenswert, welche spezifisch cyclisches Neopterinphos-
phat in Neopterinphosphat spaltet. Guraff!!°%) postuliert,
daB bei dieser Hydrolyse die Neopterinseitenkette von der
D-erythro- in die L-threo-Konfiguration umgelagert wird.
Eine solche gekoppelte Reaktion wiirde auch erkliren,
warum weder D-erythro-Ncopterin noch sein Phosphat als
Biopterinvorstufen verwendet werden konnen.

Noch fundamentaler und vollig offen ist die Frage nach
dem Ursprung der Kohlenstoffkette an C-6 des Pteridin-
rings. Es lassen sich drei Moglichkeiten diskutieren!33,
Nach der ersten wiirden alle strukturellen Anderungen an
der intakten Kette ablaufen, indem die Hydroxygruppen

Angew. Chem. | 84. Jahrg. 1972 | Nr. 22

aus, daB die 6-substituierten Pteridine durch Addition
von Kohlenstoffketten an ein 6-Methylpteridin (20)
entstehen. Eine solche Annahme sagt allerdings weder
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etwas iiber die Synthese des 6-Methylpterins noch iiber
die Herkunft der Kohlenstoffketten aus, welche an die
Methylgruppe gehidngt werden. Nach der dritten Hypo-
these schlieBlich soll die Kohlenstoffkette direkt mit
dem Pteridinring (2/) — im Falle des Biopterins also als
C,-Kette — verkniipft werden. Die drei Vorstellungen sollen
am Beispiel des 7,8-Dihydrobiopterins (/9) durch For-
meln verdeutlicht werden.

Aus den bis jetzt vorliegenden Daten 4Bt sich nicht ein-
deutig zugunsten einer der aufgefiihrten Hypothesen ent-
scheiden ; moglicherweise hat sogar jeder dieser Wege eine
Bedcutung fiir die Synthese spezieller Pteridine.

Nach dem Brown-Shiotaschen Biosyntheseschema ent-
steht in Escherichia coli D-erythro-Neopterin als erstes
Pteridin!**-#!] In mehreren Organismen wurde aber L-
threo-Neopterin gefunden, vor allem auch als Hauptpterin
in Escherichia coli*?). Brown!*3! konnte eine Epimerase-
aktivitdt in diesem Bakterium nachweisen. Erste Ergeb-
nisse, die allerdings einer weiteren experimentellen Be-
stdtigung bediirfen, sprechen fiir eine Umwandlung der
Konfiguration in der intakten Dihydroneopterinseiten-
kette.

OH OH OH
r——Lcn,0n - Rr——Lcuon
. on
D-erythro (22) R D-threo (23)
. OH
RTTCIIZOH —-> R T CH,OH
OH O11 OH ’

L-erythro (24)
O
HN)I‘\T
HZNJ\N N
3

Dieses Schema folgt also der ersten oben diskutierten
Moglichkeit, ndmlich einer Epimerisierung der Hydroxy-
gruppen in der intakten Pterinseitenkette.

L-threo (25)

Die Eigenschaften der vier optischen Isomeren aus der
Neopterin-1**! und aus der Biopterinreihe!**! sind in Ta-
beile 4 zusammengestellt. Erwartungsgemid lassen sich
die erythro- leicht von den threo-Isomeren unterscheiden,
wihrend fiir die weitere Zuordnung eines unbekannten
Isomeren der mikrobiologische Crithidia-Test nur in der

Tabelle 4. Eigenschaften der vier optischen Isomeren des Neopte-
rins [44] und des Biopterins [45]. Die R,-Werte sind gemessen in
Isopropanol/5-proz. wiBriger H,BO,-Losung (4:1).

R-Wert  Halboptimale [a]3?
Wuchsstoffkonz. [“]
[ng/ml Néhrlosg.]

Neopterin (6a)

D-erythro 0.21 10 +45+3
L-erythro 0.21 0.03 —~44+3
D-threo 012 10 —-92+3
L-threo 0.12 2 +97+3
Biopterin (64)
D-erythro 0.30 0.7 +61
L-erythro 0.30 0.006 —62
D-threo 0.26 0.5 —-94
L-threo 0.26 0.2 +95
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erythro-Reihe ausreicht. Im Falle der threo-Reihe muf3 da-
gegen stets der Drehwert bestimmt werden, eine Bedin-
gung, welche nicht fiir alle als Naturstoffe beschriebenen
6-(Polyhydroxyalkyl)-pterine erfiillt wurde. Wegen ihrer
dhnlichen Eigenschaften sollten auch bei Enzymtests
moglichst alle vier optischen Isomeren auf ihre Cofaktor-
aktivitdt gepriift werden.

Eine direkte Angliederung der Kohlenstofikette in Posi-
tion 7 des Pteridinrings wurde am Beispiel des Erythropte-
rins (28) gezeigt. In den Schmetterlingen Colias eurytheme
und Colias croceus werden Xanthopterin (35) und noch
leichter 7,8-Dihydroxanthopterin (26) direkt in Erythro-
pterin (28) eingebaut*® 47l Mit der gleichen Vorstufe
fand Forrest'*?], daB in den Eiern von Oncopeltus fasciatus
Oxalessigsdure (27) die Erythropterinseitenkette liefert.

LCT
HzN CH,-CO-COOH

(’6) (27)

)\/[ IOH
CH=COH-COOH

(28)

3.3. Katabolismus

Wesentlich mehr Kenntnis als von ihrem Aufbau haben wir
vom Abbau der Pteridine im Organismus. In einer Reihe
von Untersuchungen haben Rembold et al. gezeigt, daB
Tetrahydrobiopterin (42) und Tetrahydroneopterin (22)
sowohl in vitro — durch Rattenleberhomogenat!”- 3% 36) —
als auch in vivo — nach intraperitonealer Injektion bei der
Ratte!®1- in dhnlicher Weisc abgebaut werden. Die Haupt-

o OH
—c CH,OH
j\/u H
uw
H (22)

()_,

4 Il(‘J"
Pl)

X0 [o)
S e EVEVEN o'
OJ\N NJ\OH

H
(29) (30)
<-— PD
oy OH
ot ip;) )IT
(31) 102 (32)
m\)‘I HN)OE[NTOH
o N N7 OH OA\N N

11
(34) (33)
PD = Pterin-Desaminase
XO = Xanthin-Oxidase
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schritte des zu einfachen Lumazinen fiihrenden Stoffwech-
sels sind im Formelschema dargestellt.

Demnach wird die Polyhydroxyalkylkette in einer nicht-
enzymatischen Reaktion oxidativ als Aldehyd abgespalten,
und es entsteht als eigentliches Pteridinsubstrat fiir die
folgenden enzymatischen Reaktionen 7,8-Dihydropterin
(29). Dieses kann von Xanthin-Oxidase zum Dihydroxan-
thopterin (26) oxidiert werden!*>”) oder einer hochspezifi-
schen Pterin-Desaminase als Substrat dienen. Im letzteren
Falle entsteht 7,8-Dihydrolumazin (3!) oder aus inter-
mediir gebildetem Pterin (3) Lumazin (4). Beide kénnen
von Xanthin-Oxidase weiteroxidiert werden.

Levy und McNutt!38:5% studierten den Pteridinabbau in
Alcaligenes faecalis. Ausgehend von den einfachen Pterinen
Isoxanthopterin (38) und Xanthopterin (35) entstehen
hier iiber eine Serie von Desaminierungen und Oxidationen
ebenfalls die obigen Lumazin-Derivate. Der Mikroorga-
nismus vermag aber noch in einem zusitzlichen Abbau-
schritt das 6,7-Dihydroxylumazin (34) in die isomere
Xanthincarbonsdure (36) umzulagern. Der Pteridinring
wird also in den Purinring umgewandelt.

o
sy L By
TN N Z N N7
(35) H 33
XO—»l
N NIOH
I COOH N7 OH
(36) (34)

XD = Xanthopterin-Desaminase
XO = Xanthin-Oxidase
I = [somerase

Entsprechend den Reaktionen in der Lumazinreihe wer-
den auch die am Ring hydroxylierten Pterine gebildet!*6),

Tetrahydroneopterin
Tetrahydrobiopterin
Tetrahydrofolat
Tetrahydro-6-
hydroxymethylpterin

02
o
N HN Ny OH
”IJ LY
H,N” N
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H,N
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XO = Xanthin-Oxidase
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Je nachdem, ob am Katabolismus eine Pterin-Desaminase
beteiligt ist oder nicht, endet der Pterinabbau auf der Stufe
einfacher Lumazine oder Pterine. Pterin (3) und Luma-
zin (4) sind gleichwertige Substrate fiir die Xanthin-Oxi-
dase. Beide Pteridine werden vom Enzym an C-7 hydroxy-
liert!6%-6!] Im Falle der 7,8-Dihydroverbindungen wird
dagegen an C-6 oxidiert!3"),

Forrest et al.1?! fanden in der Mutanten ry? von Drosophila
melanogaster, welcher das Enzym Xanthin-Oxidase fehlt,
nur Pterin (3), wihrend der Wildstamm statt dessen Iso-
xanthopterin (38) enthilt. Nach Injektion von radioakti-
vem Pterin in Puppen des Schmetterlings Colias croceus
wies Descimon'®®! radioaktives Isoxanthopterin nach,
wihrend nach entsprechender Injektion von Tetrahydro-
pterin Xanthopterin (35) und Leukopterin (37) gebildet
wurde. Harmsen!®®! ziichtete Schmetterlingspuppen von-
Mylothris chloris bei verschiedenen Sauerstoff-Partial-
driicken und fand, da3 bei niedrigem Sauerstoffdruck, also
unter reduzierenden Bedingungen, im erwachsenen Schmet-
terling mehr Xanthopterin (35) und andere 6-substituierte
Pterine gebildet werden, wihrend bei hohem Sauerstoff-
druck die Entstehung von 7-substituierten Pterinen be-
giinstigt ist. Dustmann'¢® konnte bei der Honigbiene in den
Drohnen 6-Hydroxylumazin (33) und 6,7-Dihydroxy-
lumazin (34) nachweisen, wihrend nach Rembold und
Buschmann''?! in der Arbeiterin 7-Hydroxylumazin (30)
akkumuliert wird (vgl. Tabelle 1). Die Drohnen bauen die
Pteridine offenbar iiber 7,8-Dihydroxylumazin, die Arbei-
terinnen iiber Lumazin zum Endprodukt ab.

Nach diesen Befunden stellt sich die Frage, ob die einfachen
oxidierten Pterine und Lumazine tatsdchlich katabolische
Endprodukte sind oder ob sie im Korper noch weiter ab-
gebaut werden. Diese Frage haben Gyure und Corrigan!*s!
bei mehreren Insekten untersucht. Beim Seidenspinner
Bombyx mori wird Isoxanthopterin (38) in Homogenaten
von einer hochspezifischen Isoxanthopterin-Desaminase
in 7-Hydroxylumazin (30) umgewandelt, welches nicht
weiter abgebaut wird. Synthetisches 6-Hydroxylumazin
(33) wurde im Homogenat durch Xanthin-Oxidase in
6,7-Dihydroxylumazin (34) umgewandelt, welches stoff-
wechselstabil war.

Zu den gleichen Efgebnissen kamen die Autoren mit der
Schabe Periplaneta americana und den Seidenmotten
Hyalophora cecropia und Rothschildia orizaba. In der
Schabe Brysotria fumigata und in der Feuerwanze Pyrro-
choris aprerus laufen die gleichen oder doch dhnliche Reak-
tionen ab; die Insekten enthalten aber auch eine Pterin-
Desaminase, deren Aktivitiit etwa so hoch wie bei der Ratte
ist. Auch in Homogenaten dieser fiinf Insekten wurde das
gebildete 7-Hydroxylumazin nicht weiter veridndert. Da es
auch normalerweise in Bombyx mori, Hyalophora cecropia,
Rothschildia orizaba und Pyrrochoris apterus vorkommt,
ist 7-Hydroxylumazin in diesen Organismen hochstwahr-
scheinlich ein Stoffwechselendprodukt.

Homogenate aus den relativ pterinreichen Schmetterlingen
Pieris rapae und Colias eurytheme bauen weder Isoxan-
thopterin und Leukopterin noch 7-Hydroxylumazin und
6,7-Dihydroxylumazin weiter ab. Da eine Pterin-Desamin-
ase fehlt, sind hier Isoxanthopterin und Leukopterin
offensichtlich Endprodukte des Pteridinabbaus. Diese Da-
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ten zeigen, daB unter den bisher untersuchten Organismen
nur das Bakterium Alcaligenes Pteridine vollstindig ab-
baut, wihrend beir der Ratte und bei den beschriebenen
Insekten der Stoffwechsel auf der Stufe einfacher Pteridine
endet.

Waihrend das erste Oxidationsprodukt (40) noch schwach
diuretisch wirkt, ist die Carbonsiure (4/) pharmakolo-
gisch inaktiv. Diese enzymatische Reaktion liefert ein
weiteres Beispiel fiir die biologische Bedeutung des Substi-
tuenten an C-6 des Pteridinrings. In diesem Zusammenhang

Tabelle S. Vergleich der ngcnschaften von Pterin-Desaminasen.

A.-Faecalis- Raltcnleber- P.-americana- B.-mori- B.-mori-
Pterin- Pterin- Isoxanthopterin- lsoxanthopterin- Sepiapterin-
Desaminase [66] Desammase[SS] Desaminase[15] Desaminase[15] Desaminase [53.67)

pH-Optimum

Ll;,cnschaftcn

6.3 6 7 6.5 6.6 6.6 8.0
Stabilitdt Instabil bei Instabil bei Instabil bei Instabil bei Stabil
pH=7und 0°C. pH=6.5und4°C. pH=7und 0°C. pH=7und 0°C.
Stabil bei pH =9 Aktivitdt nimmt Aktivitdt nimmt
und 0°C in 5 Tagen um in 7 Tagen um
509, ab 509, ab.
Ku 3x10 5 mol/l 1.2x10 Smol/l  59x10 *mol/
Spezifitat Pterin und alle  Tetrahydropterin [soxanthopterin  Isoxanthopterin  Sepiapterin und
6-substituicrten > Pterin > Iso- Isosepiapterin
Derivate xanthopterin
Inhibitoren p-Chlor- KCN, Lumazin, KCN,KF. KCN, KF, Xanthopterin,
quecksilber- Azaguanin Xanthopterin, Guanin, Pterin,
benzoat, NaF Azaguanin Xanthopterin Biopterin

Die in Tabelle 5 zusammengestellten Pterin-Desaminasen
sind sich - mit Ausnahme der Sepiapterin-Desaminase —
in ihren Eigenschaften sehr dhnlich. Ein Vergleich mit
Guanase zeigt, daB auch hier manche Gemeinsamkeiten
bestehen; Guanase hat das gleiche pH-Optimum wie die
Pterin-Desaminasen, sie wirkt ebenfalls irreversibel und
wird auch durch Xanthopterin gehemmt. Diese Eigen-
schaften legen die gleiche Wirkungsweise beider Enzyme
nahe.

Demgegeniiber unterscheidet sich die Sepiapterin-Des-
aminase aus dem Seidenspinner deutlich, wobei man aber
nicht iibersehen darf, daB ihr Substrat ein 7,8-Dihydropte-
rin ist, wihrend die anderen aufgefiihrten Enzyme norma-
lerweise die unhydrierten Pterine umsetzen. Ausnahmen
sind die Enzyme aus Rattenleber**Iund aus Drosophila'™ >},
welche sowohl hydriertes als auch unhydriertes Pterin
desaminieren. Purin- und Pteridin-Desaminasen haben

sei darauf hingewiesen, daB beim Biopterin die Verschie-
bung der Dihydroxypropylseitenkette von C-6 nach C-7
zum Verlust der Wuchsstoffwirkung bei Crithidia fascicula-
ta fihrt!"),

4. Cofaktorfunktionen

Hydrierte Pterine aktivieren eine Reihe von Oxygenase-
Reaktionen. Durch den Nachweis, daB reduziertes Bio-
pterin der natiirliche Cofaktor der Phenylalanin-Hydroxyl-
ase!'3) jst, konnte Kaufman'’!! erstmals die katalytische

”\ —c cn3
bt o

ein¢ weitaus hohere Substratspezifitiat als Xanthin-Oxidase. “2\]
Guanase und Uricase aus Bakterien, Pilzen, Insekten und (1 9) l glgy(}isomlil'l\' ADPIL
o .. . . se
Sdugern desaminierten keines der untersuchten Pterine, o H H eduxta
wic auch umgekehrt keines der Purine von den Pterin- I\{I I—C CH,
Desaminasen hydrolysiert wurde!'*., HN ou du
; : s . . . Phenylalanin NADP
Eine Anzahl synthetischer Pteridine hat diuretische Wir- + Oy
kung. Eder und Rembold'¢®-#°! fanden, daB 2,4-Diamino- ( 42) _ Dinydroptens
P H iy : : N R Phenylalanin- ihydropterin-
6,7-dimethylpteridin (39) nach mtr.aPerlton.ealcf Injektlo.n Hydroxylase “— Reduktase
von der Ratte sehr schnell inaktiviert wird, indem die
6-Methylgruppe iiber das Hydroxymethyl-Derivat (40) zur NADPH
Carbonsidure (41) oxidiert wird. Tyrosin
+ H,O . -CH
2 II‘\ 3
OII OH
N1, NII,
{ 43)

%\ArNICHa )I ICHon
H, N CH, H,N

N7 "CHj

(39) (40) Wirkung eines unkonjugierten Pterins im Stoffwechselge-
schehen zeigen. Das reduzierte Pterin iibt seine Funktion

NH, N aus, indem es von seiner inaktiven 7,8-Dihydro- (19) in

- Y j:coon die Tetrahydroform (42) und von dort unter Abgabe von

LN NN Cll, 2 Reduktionsdquivalenten in eine p-chinoide Dihydro-

(41) struktur (43) iibergeht!’? Aus dieser wird das Tetra-
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hydropterin durch eine NADPH-abhingige Dihydro-
pterin-Reduktase regeneriert.

Es wurde gezeigt, daB das Pterin fiir die Hydroxylierungs-
reaktion spezifisch ist — andere Reduktionsmittel wie As-
corbinsdure, Glutathion, Fe?* konnen das reduzierte
Pterin nicht ersetzen -, daB es katalytisch wirkt — Tetra-
hydrobiopterin katalysiert in Gegenwart eines regene-
rierenden Systems die Oxidation groBerer Substratmen-
gen — und daB das Pterin in stdchiometrischen Mengen
verbraucht wird, wobei der Verbrauch vom Substrat und
vom Enzym abhingt"?\. In einer niheren Priifung der
Cofaktorspezifitit fanden Osanai und Rembold!"®, daB
von den vier isomeren Verbindungen (42) L-erythro-Tetra-
hydrobiopterin die bei weitem beste Cofaktorfunktion im
System der Rattenleber-Phenylalanin-Hydroxylase ausiibt.

Auch die Phenylalanin-Hydroxylase aus Pseudomonas
wird von reduzierten Pterinen aktiviert!”%! Die Struktur
des natiirlichen Cofaktors ist noch nicht bekannt, man
weil aber, daB der Mikroorganismus den Pteridinring und
den natiirlichen Cofaktor in ausreichender Menge de novo
synthetisieren kann!’®). Nach Extraktion wurden L-threo-
Neopterin als Hauptpterin sowie 6-Pterincarbonsiure,
Pterin und Xanthopterin identifiziert ; Biopterin wurde da-
gegen nicht gefunden. Im Pseudomonas-System ist redu-
ziertes Neopterin ebenso wirksam wie Tetrahydrobio-
pterin; ersteres ist deshalb wahrscheinlich der natiirliche
Cofaktor.

Tyrosin-Hydroxylase wurde aus Rinder-Nebennierenmark
hoch angereichert!””). Auch bei diessm Enzym scheint
Tetrahydrobiopterin (42) der natiirliche Cofaktor zu
sein!' ' Fiir alle anderen Oxygenase-Systeme, bei denen
hydrierte Pterine aktivieren, wurde der natiirliche Cofaktor
nicht identifiziert oder es wurde nicht bewiesen, daB er ein
Pteridin ist. Zumindest bei einem Enzym ist aber bekannt,
dafB es reduzierte Pterine spezifisch, katalytisch und auch
stochiometrisch umsetzt. Das aus Rattenleberpriparatio-
nen gewonnene Enzym katalysiert die Umwandlung lang-
kettiger Glycerinither in Fettsduren und Glycerin!"®!,

In Tabelle 6 sind noch andere, weniger gut charakterisierte
Reaktionen zusammengefaBt, die alle eine signifikante
Aktivierung durch reduzierte Pterine zeigen. Die angeb-
liche Pterinabhingigkeit muB} aber hier noch weiter ge-
sichert werden, nachdem bekannt ist, daB reduzierte Pterine
eine Enzymreaktion auch schon dadurch stimulieren kon-
nen, daB sie das Enzym vor Inaktivierung schiitzen!”®),

Tabelle 6. Bisher beschriebene Enzymreaktionen, an welchen Pteri-
dincofaktoren beteiligt sein sollen.

Enzym Reaktion Lit.

Tryptophan-5-Hydroxylase Tryptophan zu 5-Hydroxy- [ 84.
tryptophan 115]

Zimtsdure-Hydroxylase Zimtsiure zu p-Cumarsiure [85]

Anthranilsdure-Hydroxylase ~ Anthranilsdure zu Hydroxy- [86]
anthranilsdure

rogesteron-17-Hydroxylase  Progesteron zu 17a-Hydroxy- [ 87]

progesteron
Prolin-Hydroxylase Prolin zu Hydroxyprolin 1 88]
Prostaglandin-Synthetase Prostaglandinbiosynthesc [89]
Pseudomonas-Aikonol- Athanol zu Acctaldehyd [90]

dehydrogenase
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Da hydrierte Pteridine sehr starke Reduktionsmittel sind,
iiberraschte der Befund nicht, daB Tetrahydropterine in
Anwesenheit von Fe?* aromatische Aminosduren auch
ohne Enzyme hydroxylieren!®%-81:112) Man solite also
eine solche rein chemische Reaktion bei der Priifung der
in Tabelle 6 aufgefithrten enzymatischen Reaktionen im
Auge behalten. Hanser und Rembold fanden aber bei histo-
autoradiographischer Untersuchung der Ratte!*™ und der
Honigbiene!82!, daB sich die Radioaktivitit des injizierten
Biopterins und Neopterins vor allem in den stoffwechsel-
aktiven Organen — bei der Biene im Fettkdrper und zur Zeit
der Sklerotisierung in der Cuticula, bei der Ratte in der
Leber und im Zentralnervensystem — anreichert. Gerade
dort aber werden auch die Pterincofaktoren fiir die Tyro-
sin-Hydroxylase, Phenylalanin-Hydroxylase und fur die

- Alkyldther-Hydroxylase bendtigt. Zu #hnlichen Ergeb-

nissen kommen Kokolis und Ziegler'®*, die nachwiesen,
daB im regenerierenden Schwanzstiick von Triturus
cristatus Tetrahydrobiopterin (42) in erhohter Konzen-
tration vorkommt.

5. Hydrierte Pterine beim zellulidren
Elektronentransport

Neben vielen anderen Hinweisen spricht vor allem das
Redoxverhalten fiir eine Beteiligung der Pterine am zellu-
liren Elektronentransport®!l, Die polarographischen
Halbstufenpotentiale der nicht reduzierten Verbindungen
sind denen der Pyridinnucleotide #hnlich!®?. Das Stan-
dard-Redoxpotential von 6,7-Dimethyltetrahydropterin
liegt bei +150 mV®31 und damit im Bereich der Cytochro-
me (Tabelle 7). EPR-Messungen zeigten die Moglichkeit,

Tabelle 7. Standard-Redoxpotentiale E;, von Komponenten der
Atmungskette und von 6,7-Dimethyltetrahydropterin (DMTH).

Verbindung Eo [V]
Cytochrom a/a, +0.29
Cytochrom ¢ +0.25
Cytochrom ¢, +0.23
DMTH +0.15
Cytochrom b +0.04

Flavoproteine -0.05

daB dieses Tetrahydropterin unter physiologischen Bedin-
gungen ein Radikalkation bilden kann'®4],

Wenn sich auch mit diesem Befund noch nicht beweisen
1aBt, daB ein Pterinradikal der primére Elektronenacceptor
bei der Photosynthese ist, so stiitzt er doch eine von Fuller
und Nugent!®®) aufgestellte Hypothese. Danach soll ein
Trihydropterin-Radikalkation in der Lichtreaktion ein
Elcktron aufnehmen und in Tetrahydropterin iibergehen,
das dann Ferredoxin reduziert. Da aber die Standard-
Redoxpotentiale fiir Tetrahydropterin (+0.15 V) und fiir
Ferredoxin (—0.42 V) fiir einen entgegengesetzten Elek-
troneniibergang sprechen, ndmlich daB in der Pflanze Di-
hydropterin durch Ferredoxin reduziert wird, muB man
noch weitere Ergebnisse abwarten.
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Auch die Frage, ob iiberhaupt Pterine in den Chloroplasten
vorkommen, ist noch nicht eindeutig beantwortet. Mégli-
cherweise handelt es sich bei den bisher aus Pflanzen isolier-
ten einfachen Verbindungen nur um Zwischenprodukte des
Folsdaure- und Riboflavinstoffwechsels.

Wesentlich klarer liegen die Dinge im Falle der Mitochon-
drien, in denen durch Isotopenverdiinnung eine signifikante
Menge Tetrahydrobiopterin (42) nachgewiesen wurde!!®:.
Hydrierte Pterine stimulieren in der Tat die mitochondriale
Atmung schon in physiologischen Konzentrationen. Der
Sauerstoffverbrauch nimmt linear mit der Tetrahydropte-
rinkonzentration zu und erreicht ein Plateau bei einer Kon-
zentration, die etwa funffach hoher als die physiologische
licgt.

Tieftemperatur-Differenzspektren zeigen, daB in der At-
mungskette nur die Cytochrome ¢ und a/a; reduziert
werden, daB die Elektronen also nicht von dem aufgrund
seines Redoxpotentials (Tabelle 7) ebenfalls in Frage
kommenden Cytochrom ¢, aufgenommen werden. Be-
merkenswert ist, daB diese Atmung ohne ATP-Bildung ab-
lduft; die Elektronen miissen also von Cytochrom c direkt
auf seine Oxidase iibertragen werden!®'l. Es gelang, ein 16s-
liches Elektronentransportsystem aufzubauen (Schema 1).

NADPTI instabiles Dihydro- Cyt Cred Oxidaseox H,O

Oxidasered

NADP Tetrahydropterin Cyt cox

Schema 1

Fiir cine optimale Oxidation des reduzierten Pyridinnu-
cleotids ist jeder Bestandteil des Systems essentiell. Das
Tetrahydropterin kann auch nichtenzymatisch aus einer
instabilen (radikalischen ?) Stufe durch NADPH regeneriert
werden. Das System red uziert ein Mehrfaches an Sauerstoff
als dem eingesetzten Tetrahydropterin entspricht; letzteres
hat also in diesem Modellsystem eindeutig eine katalytische
Wirkung!'® %6l Welches Gewicht Tetrahydrobiopterin
(42) als Cofaktor im Elektronentransport der Zelle hat,
werden weitere Untersuchungen kliren miissen.

6. Physiologische Aspekte

Ein im Ko&rper gebildetes Pteridin wird entweder gleich
am Ort seiner Synthese verwendet oder in andere¢ Organe
transportiert, wo es dann als Cofaktor dienen oder fiir eine
spatere Verwendung deponiert werden kann. Die Vorginge
bei Transport und Ablagerung sind noch weitgehend un-
bekannt. Untersuchungen von Gyure!'®! beim Seidenspin-
ner Bombyx mori geben aber doch zumindest fiir das Bei-
spiel der Insekten erste Einblicke in allgemeine physiolo-
gische Eigenschaften der Pteridine. Die Ergebnisse sollen
deshalb im folgenden etwas eingehender betrachtet werden.

7-Hydroxylumazin (30) kommt in den Eiern von Bombyx
mori nur in Spuren vor, die wahrscheinlich noch aus dem
miitterlichen Organismus stammen. Mit dem Schliipfen
der Raupe steigt die Aktivitdt der Isoxanthopterin-Des-
aminase stark an, also des Enzyms, welches Isoxanthopterin
(38) in 7-Hydroxylumazin (30) umwandelt.
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ID = Isoxanthopterin-Desaminase

Parallel zur Desaminaseaktivitit findet man 7-Hydroxy-
lumazin wihrend der gesamten Larvenentwickiung, und
zwar hauptsdchlich in der Haut. Nach Tsujira und Saku-
rai®®’1 sind dort Pteridine und Purine an spezifische Pro-
teine gebunden und in den Pteridingranula abgelagert.
Die Autoren wiesen spezifische Komplexe aus Protein
und Harnsdure, Sepiapterin (7b) oder Isoxanthopterin
(38) nach. Noch unklar ist, ob desaminiertes Sepiapterin
und 7-Hydroxylumazin, die beide ebenfalls in Bombyx
vorkommen, einen eigenen Triger besitzen, oder ob sie
sich an das gleiche Protein binden, welches ihre Vorstufe
enthilt. Da die Desaminase ebenfalls im Integument vor-
kommt, wird 7-Hydroxylumazin offensichtlich am Bil-
dungsort abgelagert.

Zu Beginn der Spinnphase und damit beim Ubergang vom
Larven- zum Puppenstadium verliert die Haut ihre mil-
chig-triibe Farbe. Sie wird hell und durchsichtig, weil sich

2H+1/2 O,

jetzt die Membranen der Pteridingranula aufldsen und
die Pteridine in das Cytoplasma und in die Himolymphe
entlassen werden. Dall das schwerldsliche 7-Hydroxy-
lumazin in der Himolymphe so rasch und in relativ groBer
Menge aufgenommen wird, 148t sich wahrscheinlich wieder
mit der Bildung eines 15slichen Protein-Pteridin-Komple-
xes erkldren. Mit der Ausbildung der Puppe geht die Kon-
zentration des 7-Hydroxylumazins in der Hémolymphe
rasch zuriick; ein Teil wird ausgeschieden, der Rest im
Fettkorper abgelagert.

Dal das Pteridin nicht etwa dort gebildet, sondern tat-
sdchlich hintransportiert wird, beweist das Verhalten der
Isoxanthopterin-Desaminaseaktivitdt. Sie geht mit der
Resorption der Pteridingranula in der Haut vollig zuriick,
ohne daf} sie sich zu irgendeinem Zeitpunkt der Bom-
byxentwicklung im Fettkorper nachweisen lieBe. 7-Hy-
droxylumazin findet sich nur in der ersten Hilfte der
Puppenentwicklung im FettkOrper, verschwindet dann
wieder vollstindig aus diesem Organ und sammelt sich
im Schlupfsekret an. Mit ihm gibt dann der ausschliipfende
Schmetterling auch cinen groBen Teil des 7-Hydroxylu-
mazins ab, wihrend ein Rest {iber die ganze imaginale
Lebenszeit in der peritrophischen Membran des Darms
verbleibt. Schon wihrend der letzten Tage der Imaginal-
entwicklung setzt im weiblichen Falter in Haut und Flii-
geln abrupt eine Neusynthese von 7-Hydroxylumazin ein,
begleitet von cinem Aktivitdtsanstieg der Isoxanthopte-
rin-Desaminase. Bemerkenswerterweise fehlt dieser Effekt,
wahrscheinlich aus genetischen Griinden, beim Seiden-
spinnerménnchen vollig.
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Ahnliche Abldufe wie bei Bombyx wurden auch bei anderen
Insekten, bei Fischen und bei Amphibien beobachtet. So
hat Hama!'"! die Pteridingranula von Fischen, Reptilien
und Ampbhibien beschrieben. Obika'®?! isolierte Pterino-
somen aus niederen Vertebraten und fand, daB hier etwa
609 aller Pterine an Zellpartikel gebunden sind. In den
wild lebenden Seidenspinnern Hyalophora cecropia und
Rothschildia orizaba verhalten sich Aktivitit der Isoxan-
thopterin-Desaminase und Vorkommen des 7-Hydroxy-
lumazins ganz dhnlich wie bei Bombyx morit'*1. Auch bei
der Honigbiene fanden Hanser und Rembold'®% 1001 daB
ein groBer Teil der Radioaktivitit nach Verabreichung
von markiertem Biopterin im Bereich des Mittel- und End-
darms auftritt.

Zu erwihnen sind ferner die Untersuchungen von Harm-
sen''® am KohlweiBling Pieris brassicae. Wihrend der
Larven- und frilhen Puppenstadien verhalten sich seine
Pterine ziemlich dhnlich wie beim Seidenspinner. Mit der
Ausbildung des erwachsenen Schmetterlings werden dann
aber bereits in der Puppe Pterine in groBen Mengen gebil-
det. Wie schon eingangs erwihnt, unterscheiden sich die
Pieriden darin von den anderen Schmetterlingen. So ist
z. B. die Isoxanthopterinkonzentration im KohlweiBlling
etwa dreiigmal hoher als im Seidenspinner. Ziegler und
Harmsen'® nehmen an, daB die groBen Pterinmengen in
den Fliigeln des KohlweiBlings zum Teil aus dem Fettkor-
per, zum Teil aber auch aus einer Neusynthese stammen.
Ergebnisse, die Watt*®) mit Colias erytheme, einem ande-
ren Pieriden, erhielt, scheinen diese Theorie zu stiitzen. Er
fand bei der Inkubation noch nicht voll entwickelter Fliigel
dieses Schmetterlings mit Guaninvorstufen einen Einbau
der Radioaktivitit in die Fliigelpterine. Descimon'*" konn-
te jedoch 6-Hydroxymethylpterin, das er in Puppen von
Colias croceus injiziert hatte, wieder aus Fliigeln isolieren ;
da es dort normalerweise nicht vorkommt, muB es von der
Injektionsstelle in die wachsenden Fliigel transportiert
worden sein. Mit Isoxanthopterin beobachtete Lafont!!°?!
bei Pieris brassicae, da} das in die Puppe injizierte Pterin
zuerst in ihrem Fettkdrper und mit fortschreitender Ent-
wicklung des erwachsenen Falters in seinen Fliigeln, im
Schlupfsekret und in den Eiern auftritt. Alle diese Befunde
zeigen, daB im Schmetterlingsfliigel unabhéngig voneinan-
der Neusynthese und Ablagerung als Folge eines gerichte-
ten Transports ablaufen.

7. Ausblick

Nach den bisher vorliegenden Befunden scheinen Purine
generell als biogenetische Vorstufen des Pteridinrings ver-
wendet zu werden. Eine spezifische GTP-Cyclohydrolase
konnte aber bisher nur aus Mikroorganismen angereichert
werden, und auch hier besteht noch keine Klarheit iiber den
Verlauf der enzymatischen Reaktion. Das erste falbare
Produkt bei der Purin-Pterin-Umwandlung ist beim E.-co-
li-Enzym™!!  p-erythro-7,8-Dihydroneopterintriphosphat
(12), beim Comamonas-Enzym!!°2! dagegen cyclisches
D-erythro-1,8-Dihydro-neopterin-2',3’-monophosphat. Das
Beispiel des Indolyl-Derivats (/7) zeigt aber, daB sich das
Schema der Purin-Pterin-Umwandlung noch nicht einmal
fir die Mikroorganismen verallgemeinern 140t
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In noch stirkerem MaBe gilt dieser Vorbehalt fiir die hohe-
ren Organismen, die offenbar bis herauf zum Sduger den
Pteridinring de novo synthetisieren konnen. Hier wurde
noch in keinem Falle ein Enzym der Pteridinbiosynthese
angereichert. Man kann aber damit rechnen, daB speziell
im Falle der in Tabelle 3 aufgefiihrten anabolischen En-
zyme bald weitere Ergebnisse folgen.

Demgegeniiber liegen die Verhéltnisse beim Katabolismus
der Pteridine wesentlich klarer, nachdem die Funktion der
Xanthin-Oxidase und der spezifischen Pterin-Desamin-
asen bekannt ist. Offen ist noch die Frage, ob die Pterinsei-
tenkette auch im Organismus nichtenzymatisch abgespal-
ten wird oder ob hier ein spezifisches Enzym beteiligt ist,
welches dann auch die Cofaktorkonzentration kontrollie-
ren konnte.

Pteridine wurden noch in keinem Fall als Bausteine in
hochmolekularem Material gefunden. Ihre primdre Funk-
tion scheint vielmehr die von Redoxkatalysatoren zu sein,
die bei spezifischen Reaktionen an das Wasserstoffpotential
der Pyridinnucleotide gekoppelt sind. Bei der Synthese
von Vorstufen des Adrenalins (Tyrosin, DOPA) und des
Serotonins (5-Hydroxytryptophan) liegt ihre Bedeutung
auf der Hand, und man darf gespannt sein, ob die anderen
in Tabelle 6 aufgefiihrten Enzyme #hnliche Funktionen
ausiiben.

Der Nachweis, daB die mitochondriale Atmung durch
Tetrahydropterine schon in physiologischen Konzentra-

Abb. 1. Histoautoradiographie des Leberschnitts aus ciner Ratte, der
24 Stunden vorher wenige Mikrogramm { 2-'“C]-Tetrahydrobiopterin
injiziert worden waren. Im Auflicht zeigen die hell leuchtenden Flecken
die iiber den Kernen liegenden Silberkdrner an und damit die Fixie-
rung der Radioaktivitit in der Zelle. (Auvfnahme Dr. G. Hanser)
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tionen aktiviert wird, legt gezielte Untersuchungen iiber die
Bedeutung der Pteridine fiir den Elektronentransport der
Zelle nahe. Einerseits mufl schon aufgrund der geringen
Konzentration ihre Wirkung auf ganz speziclle, regulie-
rende Schritte beschrinkt sein, andererseits fallt auf, wie
ubiquitdr gerade die 6-(Polyhydroxyalkyl)pterine in der
Natur verbreitet sind. Aus einer Fiille autoradiographi-
scher Daten soll Abbildung 1 am Beispiel der Ratte zeigen,
wie gezielt sich Pteridine innerhalb der Zelle beispielsweise
im Kern anreichern kdnnen.

Auch das physiologische Verhalten zeigt, da Pteridine im
allgemeinen nicht die Rolle von Stoffwechselendprodukten
spiclen. Erste Befunde iiber Protein-Pteridin-'*"! und Pte-
ridin-Flavin-Komplexe!!®¥ oder iiber einen energieab-
hingigen, selektiven Biopterintransport!!?3! miissen des-
halb weiter verfolgt werden. Der Nachweis einer gezielten
Bindung an die DNAI'%®) verdient im Hinblick auf eine
mdglicherweise regulatorische Funktion der Pterine ebenso
Beachtung wie z. B. die auffilligen Unterschiede im Pteri-
dinmuster der Waldameise, Formica polyctenat'°™),
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Darstellung und Struktur des Fluoroxo-Komplexes
Rb[Mo,0,F,]

Von Arnd Beuter und Wolfgang Sawodny'"

Aus '?F-NMR-Daten wurde bereits mehrfach auf die
Existenz dimerer Fluoroxo-Komplexe der Formel
[M;0,F,]- (M=Mo und W) geschlossen!* 3], doch
konnten derartige Verbindungen bisher nicht rein isoliert
werden. Bei Versuchen, den Komplex [ MoOF,]~ darzu-
stellen, erhielten wir Nebenprodukte in wechselnder Menge.
Eines davon lieB sich durch dic Umsetzung von RbF mit
MoOF, in fliissigem SO, rein gewinnen. Analysenergebnis
und Schwingungsspektrum weisen cs als Rb[Mo,0,F,]
aus.

Es zeigte sich, daB} bei allen von uns zur Darstellung von
[MoOF,] - benutzten Methoden (Umsetzung von feuch-
tem CsF mit MoF, in JFg oder SO,, Umsetzung von
Cs,[MoO,F,]mit MoF in SO,, Umsetzung von K,MoO,
mit wasserfreiem HF) der dimere Fluoroxokomplex
[Mo,0,F;] " als Hauptprodukt auftritt. Hingegen konnte
der analoge Wolfram-Komplex [W,0,F,]™ als Verun-
reinigung von Cs[WOF,] und Cs[WFg] zwar schwin-
gungsspektroskopisch nachgewiesen werden (vyg bei
1032(st) und 1047(ss) cm ~ '), lieB sich aber bisher nicht rein
isolicren.

Obwohl sich die Schwingungsspektren des Rb[ Mo,0,F,]

noch nicht vollstindig zuordnen lassen (Tabelle 1), konnen

aus ihnen bereits einige Riickschliissc auf die Struktur des
[Mo,0,F,] " -Ions gezogen werden. Die iiber 1000 cm *
- also sehr hoch - licgenden beiden MoO-Valenzschwin-
gungen zeigen, daf es sich um endstindige O-Atome han-

{*] Dipi.-Chem. A. Beuter und Prof. Dr. W. Sawodny
Abteilung fiir Anorganische Chemie der Universitat
79 Ulm, Oberer Esclsberg
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deln muf} (d.h. daB keine Mo—O—Mo-Briicke vorliegt).
und daB an ein Mo-Atom jeweils nur ein Sauerstoff ge-
bunden sein kann!’. Neben den Valenzfrequenzen der
endstindigen F-Atome (579 bis 689 cm™!) tritt eine IR-
Bande bei 422 cm ™! auf, die ihrer Lage nach weder diesen
noch Deformationsschwingungen zugeordnet werden kann.
Sie 140t sich plausibel als asymmetrische Mo—F—Mo-
Briickenschwingung dcuten. Die Deformationsschwingun-
gen (von 321 cm™ ! abwiirts) sind unvollstindig und lassen
sich vorerst nicht zuordnen. Die bei allen Spektren mit
wechselnder Intensitédt auftretenden Banden zwischen 900
und 1000 cm ™! sind wohl auf Hydrolyseprodukte der sehr
feuchtigkeitsempfindlichen Substanz zuriickzufiihren.

Tabelle 1. IR- und Raman-Spektren von Rb[Mo,0,F,] [a].

IR [em™'] Raman [cm '] Zuordnung
1033 s 1033 m VaooSym.
1022 st VagonaSym.
984 s
974
953}55 siche Text
933
930 ss
689 Sch 685 st VioFSYMm.
660 sst ViordSym.
6355 VioF
576 s VagoF
422 m Vata-F-Mo@SY M.
P1m
,;}1;2 ; 310s Dcfo'rmations-
370 m schwingungen

|a] Das IR-Spektrum einer Nujolverreibung wurde mit einem Gitter-
spektrographen des Typs Perkin-Elmer 325 aufgenommen, das
Raman-Spektrum am Kristallpulver in eincr Glaskapillare mit dem
Coderg-Gerdt PH 1 unter Anregung mit der blauen (4880 &) und
griinen (5140 A) Linie eines Ar/Kr-Mischgaslasers.
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