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ltulen- und papierchromatographischer Nachweis einer SPure- und 
‘hosphatase-stabilen Phosphorverbindung in Pflanzen 

Phosphonoverbindungen wurden erstmalig 1959 in biologischem Material ent- 
.ecktl. Die danach beschriebenen Vorkommen beschrankten sich ebenfalls auf das 
Yierreich, wo sie inzwischen bei Vertretern von vier verschiedenen Tierstammen 
lachgewiesen werden konnten. Die weitaus meisten Arbeiten wurden jedoch an 
“etrahymem $yriformis, einem holotrichen Ciliaten, durchgeftihrt2-4, der bis zu 13% 
les aufgenommenen Phosphats in Phosphonos2iuren einbauen kann2. 

Bisher sind von dieser vijllig neuen Substanzklasse Amino~tl~ylphospl~ons~ure 
AEP) l-4 und z-Amino-3-Phosphonopropionsiiure (APP)” sowie die N-Methylderivate 
Ton AEP” aus biologischem Material bekannt geworden. Charakteristikum der 
?hosphonosauren ist ihre stabile kovalente P--C-Bindung, die sich-im Gegensatz zu 
tllen anderen im Organismus vorkonunenden organischen Phosphorverbindungen 
Nie Phosphatestern, SZureanhydriden etc. -weder durch herkdmmliche Phospha- 
:asen noch durch mehrtagiges Kochen in 6 N HCl spalten l&St. 

Die bisherigen Informationen liessen vermuten, dass Phosphonoverbindungen 
1t.m bei Tieren vorkommen. Vorliegende Arbeit weist jedoch das Vorkommen einer 
Ninhydrin-positiven, Saure- und Phosphatase-stabilen Phosphorverbindung saulen- 
lnd papierchromatographisch in zwei einzelligen Algen nach, so dass das Ausmass 
3er Verbreitung dieser Substanzklasse damit noch nicht zu tibersehen ist. 

Die Griinalge Psetidochlorella aqatatica- aus der Algensammlung des Pflanzen- 
physiologischen Instituts der Universitat Gijttingen-wurde mit 32Phosphat in 
300 ml-Kulturrijhren bei 16-18” und Dauerschwachlicht im Chlorella-Nghrmediume 
inkubiert. Nach drei Tagen wurden die Zellen 15 min bei 4000 x g zentrifugiert, in 
etwa 250 ml 6 N HCl suspendiert und 48 h bei IIO' am Rtickfluss gekocht. Zur Ent- 
fernung der Salzsgure wurde das Rohhydrolysat mehrfach am Rotationsverdampfer 
im Wasserstrahlpumpenvakuum bei etwa 40” bis nahe zur Trockne eingedampft und 
jeweils mit Wasser aufgenommen. Vor dem letzten Eindampfen wurde das Hydroly- 
sat zur Entfernung verkohlter Reste filtriert und der Riickstand gut mit Wasser 
gewaschen. Das Filtrat wurde schliesslich zur Trockne eingedampft und in IO ml I N 
Ameisensaure aufgenommen und nach Auszahlen eines Aliquots am Endfensterzahl- 
rohr auf eine neutralgewaschene Dowex So-H-Saule (I x 25 cm) gebracht und mit 
zweimal 5 ml I N Ameisens2iure eingewaschen. Dann wird mit Wasser weitereluiert 
und Fraktionen von 5 ml gesammelt. Ab Fraktion 21 wird mit 0.6 N, ab Fraktion 51 
mit 2 N HCl weitereluiert. 

In dem Bereich, in dem bei Tetrahymena 2-Amino-3-Phosphonopropionstiure 
und 2-Amino%hylphosphonsaure7 sowie bisher nichtidentifizierte andere Phosphono- 
&urens von der S&.ule eluiert werden, erscheint die neue Verbindung nicht. Erst bei 
Elution mit 2 N HCl kommt sie mit der Front zusamnzen mit Cystein-Cystin und 
einigen anderen Aminosauren von der Dowex So-H-Saule. Die unbekannte Substanz 
ist, wie Papierchromatogramme in fiinf Laufmitteln zeigten, in ihrer RadioaktivitQt 
homogen. Sie bleibt in basischen Laufmitteln am Start zuriick, lauft dagegen, wie 
aus Tabelle I hervorgeht, in sauren Laufmitteln gut ab. Dieses Verhalten wurde such 
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Id?fiq-~~~~~~~ DER ISOLISRTEN PI-IOSPHORVRRUINDUNG SOWIE AEP, N-TRIMETHYL- AEP (nach 
Lit. 5) UND Pi AI-S VERGLEICH IN VERSCHIEDENEN LAIJrfhITTELN BE1 ABSTEIGENl>ER CHROMATO- 

GRAPHIE AUF s & s 2040 B 

I = ?z-Butanol-Eiscssig-Wasscr (52 : 14 : 35) ; 2 = Methanol-hmmoniak-Wasser (7:~:2); 3 = 
Athanol-Ammonium-Acctat pM 3.8 (5:2); 4 = 6erl.-Butanol-Mcthylathylketon-Diathylamin- 
Wasscr (10:5:1:10); 5 = lerl.-Butanol-ivlcthylathylketon-Amcisensaurc (go.8 %)-Wasser (IO : 
5:1:10). 

Szibslanz 
-____- ~----_-____-____ 

Laufmittel 

I 2 3 4 5 
__.--.----- __.. ---~-_--.--.I--._.-----~-- 

s 2LF 0 83 0 ‘a 83s 

AEI? 31 64 78 69 75 

TM-REP - - - 32 - 

Pi 59 - - - - 
-_____.-- ____ _ ____ -_.--.__-___-__._-_-- ._ _._._ __. -._. _ .___ 

zur Abtrennung der nacb der Saulenchromatographie in der Fraktion noch entbalte 
nen Aminosauren ausgenutzt. Schon nach Chromatographie in den beiden ersten 
Systemen aus Tabelle I sind keine Verunreinigungen mehr nachzuweisen. Radio- 
aktivitat und Ninhydrinanfarbung stimmen v6llig tiberein. 

Nach Passieren aller fiinf Systeme wurcle nochmals im System I chromato- 
graphiert, mit 0.01 N HCl eluiert und nach mehrfachem Eindampfen am Rotations- 
verdampfer in 0.2 M Na-Acetat-0.1 M MgClz pH 4,s aufgenommen, die Probe geteilt 
und ein Teil mit saurer Phosphatase (Boehringer), der andere ohne Phosphatase als 
Kontrolle z h bei 37” inkubiert und dann beide Proben im System I erneut chromato- 
graphiert. Kontrolle und Phosphatase-Ansatz stimmten in Radioaktivitat und Nin- 
hydrinanfarbung vijllig tiberein, ein Freisetzen von Phosphat war nicht festzustellen, 
so dass die 32P-markierte Substanz nicht nur gegen S2iure sondern such gegen Phos- 
phatase bestandig ist und damit ein weiteres Kriterium der Phosphonosauren erftillt. 

Die Identitgt dieser neuen Verbindung ist noch ungeklart. Dem Verhalten an 
der Dowes so-Saule nach kijnnte es sich um N-Trimethyl-AEP (TM-AEP)S handeln, 
das ebenfalls sehr spat von der Saule kommt, doch sind damit weder die Anfarbbar- 
keit mit Ninhydrin noch der RF-Wert (Tabelle I) vereinbar. 

.* 

TABELLE I’i 

AUFNANMC VON 3al~HOSPI-IAT UND EINBAU IN SKURE- UND I’HOSPHATASE-STABILB UINDUNG DURCII 

I’SEUDOCHLORBLLA 

Radioairtivititt wA!r 
(in i.fi.w.) 

_..-----_____ -------.-. -- --._.... -_._ . - _._.__... 

Angcbotenc Meng’e 3aPhosphat 2.2 * 10~ 1.5’10” 
Aufgenommcnc Mengc Y?hosphat 

(= SPurehydrolysat) 5.4 * 100 3.7 * 103 

Einbau in Stlure-stabile Binclung 
(Dowcx so-Fraktionen) 1.03 ’ TO’ 70,o 

__---_--- 
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Die Papierchromatographie hatte gezeigt, dass die in Frage kommenden Frak- 
ionen in ihrer Radioaktivitat ,homogen sind, so dass die Radioaktivitat nach der 
5ulenchromatogSaphischen Reinigung der Einbaurafe an Phosphat in die Saure- 
tabile Phosphorverbindung gleichgesetzt werden darf. Wie aus Tabelle II hervor- 
;eht, werden 2% des aufgenommenen Phosphats in die neue Substanz eingebaut, 
vobei zu beriicksichtigen ist, dass das Chlorella-Nahrmedium fur Pseudochlorella 
licht optimal ist und daher nur ein mittelmassiges Wachstum der Kultur erfolgte. 
Nesentlich geringere Einbauraten werden jedoch ftir die seltenen Phosphonosauren 
Jon Tetrahymenas beobachtet, und such AEP wird unter weniger gtinstigen Wachs- 
urnsbedingungen von Tetrahymena in nicht vie1 grijsserem Umfange synthetisiert’. 
Fur die zweite untersuchte Alge, Astasia Zonga (Izoq-ITa), liegen die Einbauraten in 
ler gleichen Grossenordnung wie bei Pseudochlorella. Die hier gefundene Verbindung 
;timmt mit der aus Pseudochlorella saulen- und papierchromatographisch vijllig 
Liberein. Ob diese neue Verbindung mit jener nichtidentifizierten Saure-stabilen, von 
HORIGUCHI in einem zusammenfassenden Referats erwahnten Phosphorverbindung 
LUS Euglena identisch ist, bleibt abzuwarten. 

PcfEanzelzih~ysiologisches Institut der Universittit Giittiqen, 
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