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Naeh Appiikation verschiedener mfglicher Vorstufen wurde 
aus Pfl~inzehen yon Sinapis alba alas Tetramethylammonium- 
gluco-sinalbat isolier~. Ein selektiver Abbau dieser Verbindung 
ermfglichte die Differenzierung der Akgivit~it. in den einzelnen 
C- und S-A~omen. Als besonders giinstige Vorstufe erwies sich 
iteben Phenylalanin die p-Cumarsgm'e. 

Das Sinalbin (I), ein Senfflglueosid 1, k o m m t  als sekund~rer Inhat ts-  
stoff in Pflanzen und Samen yon  Sinapis a.tba vet2;  da es besonders in 
Samen in verhg~ltnismg;13ig groBer Menge (fiber 2%) ent,halten ist, war das 
Sinalbin sehon friihzeit,ig Gegenst,and ehemiseher Unt,ersuehungen. 
Gadamer a st,ellte 1897 unt,er Beriieksiehtigung der vorhandenen experi- 
ment,ellen Daten  ftir das Sinalbin eine Formel  (II) auf, die abet  t956 
yon Ettlinger und Lundeen 4 revidiert  wurde. Der Umstand,  dab ein in 
den Idioplasten der gleiehen Pflanze vorkommendes  Enz3an, die N[yro- 
sinase, das Anion des SinMbins in ein Isothioeyanat,,  Glucose und Sulfa.t, 
spalt.et, war der Grund fiir die Aufstellung der / i l teren Formel  If .  Heute  
deutet  man  diese Reakt ion der Myrosinase als eine Lossen-Umlagerung, 

wobei aber weder die gleiehzeitige Ents tehung  yon  Thioeyanat  5, 6 und 

1 A.  K]aer, Fortschr. Chem. org. Naturstoffe 18, 122 (1960). 
W. Schneider, Senfflglueoside: in G. Klein, t tdb. Pflanzenanalyse, 

BcL III /2 ,  S. 1063. Wien: J. Springer, 1932 
J. Gadamer, Ber. dtsch, chem. Ges. 30, 2327 (1897). 
M. G. Ettlinger uad A. J. Lu~deen, J. Amer. chem. Soc. 78, 4172 (1956). 
A. I. Virtanen un4 M. Saarivirta, Suomen Kemistilehti B 35, 102 

(1962). 
6 A . I .  Virtanen, Arch. Biochem. Biophys., Suppl. I, 200 (1962). 
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Nitril, noch die prim/ire Wirkung der Myrosinase 7, s selbst v611ig gekl/~rt 
sind. 
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Die Biosynthese der Senf61glucoside war bis 1962 ein noch unbe- 
arbeitetes Gebiet. Das Ca--Cs-Skelett des Sinalbins 1/il~t einen C6--C3- 
K6rper in Form einer ~-Aminoss als direkte Vorstufe vermuten% 
Weiters erseheint es in Analogie zur Biosynthese anderer C6--C2-K6r- 
per10, n wahrseheinlieh, dab nur Verbindungen, die bereits die Hydroxyl- 
gruppe am Aromaten in der riehtigen Stelhng besitzen, gut eingebaut 

werden. 
W/ihrend der Durehiiihrung dieser Arbeiten erschienen Mitteihmgen 

fiber die Biosynthese des Gtueotropaeolins in Tropaeolum majus 12, la, 
des Glueo-nasturtiins in Nasturtium offieinale ~2 und tiber die Biosynthese 
des Sinigrins in Armoraeia lapathifolia 1~ und in Brassiea juneea 1~. Die 
Publikationen tiber den Aufbau des Sinigrins 1~, 1~ widerspreehen sieh 
abet zum Teil. 

Z. N a g a s h i m a  und M .  Uchiyama,  Bull. Agric. Chem. Soc. Japan 23, 555 
(t959); Chem. Abstr. 54, 6836 (1960). 

s _~. D. Gaines und K .  J .  Goehring, Bioehem. biophys. ]~es. Commun. 2, 
207 (1960). 

A . K ] a e r ,  Acta Chem. Scan& 8, 1110 (1954). 
lo H.  K i n d l  un4 G. BilIek,  0sterr. Chemiker-Ztg. 63, 290 (1962). 
11 j .  Kouko l ,  P .  ;Vfiljanieh und E.  E.  Corm, J. Biol. Chem. 237, 3223 (1962). 
12" E.  W. Underhill ,  M .  D. Chrisholm trod G. R.  Wetter, Canad. J. Biochem. 

Physiol. 40, 1505 (1962). 
13 M .  H. Berth, Chem. and Ind. 1962, 1907. 
1~ M .  Matsuo ,  Chem. Phoxm. Bull. [Tokyo] l l ,  545 (1963); Chem. Abstr. 

59, 5506 (1963). 
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M e t h o d i k  

Radioalctive Vorstufen 

p-Hydroxyphenylessigs~ure-1-14C wurde durch Reaktion yon p-Meth- 
oxybenzylchlorid mit NaI4CI~ (hergestellt durch Austauch Ba14C03 

NaCN) in siedendem Aceton im Millimol-Malgstab hergestellt; nach 
dem Absaugen des ausgeschiedenen NaC1 und Einengen konnte das vorerst 
entstandene p-Methoxyphenylacetonitril-1-14C dh~ekt durch 12stdg. Riick- 
flul~kochen mit einer Mischung yon Essigs/~ure--(48proz.) Bromwasser- 
stoffsiture--Jodwasserstoffs~ure (d --~ 1~7) ira Verhitltnis l0 : 10 : 1 verseift 
und die p-Hydroxyphenylessigs/ture-l-14C dutch Sublimafion gereinigt 
werden. Eine Carboxylierung war nicht m6glich, da p-Methoxybenzyl- 
magnesiumchlorid dabei vorwiegend das entspreehende Dibenzyl ergibt. 
Inzwischen wurde eine Vorschrift bekannt., die amalgamiertes Magnesium 
verwendet und damit gute Ausbeuten an Homoaniss/iure erzielt 15. 

p-Hydroxybenzaldehyd-carbonyl-14C wurde aus p-Benzyloxybrom- 
benzol und Cu14CST hergestellt 16. 

Tyrosin-3-14C und p-Cumars~ure-3-140 wurden aus p-Hydroxybenzal- 
dehyd-earbonyl-lac synthetisiert, Tyrosin-2-14C und H235S04 yore Radio- 
chemical Center, Amersham, England erhalten. 

Appl ika t ion  der radioaktiven Vorstufen und Isolierung des Tet~'amethyl- 
ammonium-gluco-sinalbats 

Die Applikation der radioaktiven Vorstufen erfolgte an 2--3 Wochen 
alten hydropon gezogenen Pflanzen yon Sinapis alba. Wie durch Photo- 
synthese mit 14C02 gezeigt werden konnte, sind selbst 3 Tage alte Pflitnz- 
chert in der Lage, sekund~re Inhaltsstoffe ~de Sinalbin, Inosit, Phytin- 
s~ure 17 und verschiedene Phenolcarbons~uren in betritcht]icher Menge zu 
produzieren. Bei der Extraktion und der Abtrennnng verschiedener 
unerwiinschter chemischer Verbindungen wurden bereits beschriebene 
Methoden is verwendet. Mit Hilfe eines K~tionenaustauschers in Tetra- 
methylammonium-Form wurde das Sinalbin direkt ohne Isolierung in das 
Tetramethylammoninm-S- (~- D- glucopyranosyl) - p- hydroxyphenylaeeto- 
thiohydroxamylsulfat (Tetramethylammonium-gluco-sinalbat ~, III ,  a,b- 
gekiirzt a]s T A G S )  iibergefiihrt und a]s solches durch mehrmalige Papier- 
chromatographie und anschliel3ende Elektrophorese yon den Verunreini- 
gungen abgetrennt. Als Vergleichssubstanz diente ein aus reinem Sinalbin 

15 C. C. Lee, D. Newman ~md D. P. Thornhill, Canad. J. Chem. 41, 620 
(1963). 

1~ G. Billek, A.  Schimpl trod H. Kindl (in Vorbereitung). 
1~ H. Kindl und O. Ho/]mann-Ostenho~, Biochem. Z. 339, 374 (1964). 
is G. Billek nnd H. Kindl, Mh. Chem. 93, 85 (1962). 
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hergestelltes TAGS, das bei Elcktrophorese das gleiche Anion ergab wie 
Sinalbin selbst. 

Selektiver A bbau des Tetramethylammonium-gluco-sinalbata 

Das TAGS (III) konnte durch saute Hydrolyse leicht in p-Hydroxy- 
phenylessigs~ure (IV) iibergefiihrt werden (Schema 1), wobei alas Kohlen- 
stoffgeriist erhalten blieb. Nach Methylierung wurde die p-Methoxy- 
phenylessigs/~ure (V) zur Aniss~ure (VI) und C02 (VII) oxydiert. Durch 
einen weiteren Abbau der Aniss~ure (VI) erhielt man neben C02 (IX) 
2.4,6-Trinitroanisol (VIII); bei letzterem konnte durch einen Brom- 
pikrinabbau das Koh]enstoffskelett des Aromaten gesprengt werden, 
wobei man Brompikrin (X) und C02 (XI) erhielt. Das Brompikrin wurde 
durch NaBoxydation in CO2 (XII) iibergeffihrt und als BaCO3 gemessen. 

Das TAGS konnte auch mittels der Myrosinase in p-Hydroxybenzyl- 
isothiocyanat (XIII), das dann als N-(p-Hydroxybenzyl)-N'-phenyl- 
thioharnstoff (XVI) isoliert wurde, Glucose (XIV) und Sulfat (XV) ge- 
spalten werden. Dieser Weg diente zur Differenzierung der Aktivits 
der S-Atome. 

Zur Identifizierung weiterer sekund~rer Inhaltsstoffe, die bei diesen 
Applikationsversuchen entstanden, wurden in friiheren Arbeiten beschrie- 
bene Methoden IL is verwendet. 

Schema I 

/ / ~  ,S- -C+HnO5 
~o--~ \--cH _c/ 2 + 

/ /  ~N--O--SOs-N(CH~)~ 
I I I  / 

/ 

H O - - <  >--CH2--N = C = S 

XIII | + Glucose XIV 
+ Sulfat XV 

- -  \ 
CS 

HO--~---->--Ct-~ COOH 

VI VII 
02N~ 

CH~O--C-->--NO.z  -- C0 2 

O.N/ VIII IX 

3CO s < 3CBr3NO 2-- 4COs 

XII X XI 

IV 

V 
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E r g e b n i s s e  u n d  D i s k u s s i o n  

Die Ergebnisse der Applikation verschiedener markierter Vorstufen 
und die Verteilung der Aktivitgt nach selektivem Abb~n des TAGS sind 
in den Tab. 1, 2 und 3 zusammengefagt. Dort wird die Aktivit/it in den 
versehiedenen Abbauprodukten in Prozenten bezogen auf TAGS ange- 
geben, wobei Ausbeuten und Verdiinnung bereits einbezogen sind. Der 
selektive Abbau der Seitenkette des C6--C~-K6rpers sollte vor Mlem 
dariiber Aufschlul3 geben, ob die jeweflige Vorstufe einem starken Stoff- 
wechsel unterworfen ist und ob bei der Biosynthese eine Phenyhvanderung 
oder eine /~hnliehe Umgruppierung gegentiber dem C-Skelett der Vor- 
stufen eintritt. 

Tabelle 1. E i n b a u  u~xd V e r t e i l u n g  der AktivitiV 
naeh  Appt ik~Mon v e r s e h i e d e n e r  V o r s t u f e n  

TAGS % Aktivit~t bez. auf T A g S  

Vorstufen spezif. Aktiv. spezif. Einbau P-O~- Anis- ]3aCOa 
Aktiv. IL C Ak~iv. % Phenyl- s~ure YII  

~C/m3iol ~O/mlKol essigs~ure 

p-I-Iydroxyphenylacet amid- 1-14C 30 2 0,01 
p-ttydroxyphenylessigs~ure- 1-14C 90 30 0,06 
p-Cuma,rsgl~re-3A4C 200 15 t8,0 
n,L-Tyrosin-2-14C 4230 50 0,5 
D,L-Tyrosin-3-14C 8 2 0,01 
D,L-Phenylalanin- 2-14C 460 7 8,5 
D-Glucose- 1-14C 2570 250 27,5 
p-tIydroxybenzaldehyd-earbonyl-14C 1000 150 0,5 

0,09 n.b. n.b. n . b .  
0,10 n.b. n.b. rob. 
0,89 94 95 2 
0,08 9 2 8 
0,15 n.b.  n.b. n.b.  
0,31 99 2 97 
0,52 1 1 0,1 
0,08 90 88 3 

n. b. = nicht bestimm~ 

Tabelle 2. Verteilur~g der  Aktivi tf i . t  naeh  App l ika~ ion  
y o n  Glucose-  1-14C 

Homoanis- Anis- BaCO3 Trinitro- BaC0a BaCO~ 
s~iure sSure anisol 

(V) (gI)  (VII) (VIII) (XI) (XII) 

i00 92 9 55 43 8 
% Aktivitgt, bez. auf 
p -IIydr oxyphenylessigs~ure 

Tabelle 3. E i n b a u  und  V e r t e i l u n g  der A k t i v i t ~ t  naeh  Appl ika&ion 
VOI1 35 ~ O 4" 

35SO4" Ms Vorstufe TAGS % AktJvit~t, bez, auf TAGS 

spezif. Aktiv. Aktiv. Spezif. Aktiv. Einbau, BaSO 4 Thioharnstoffderiv. 

IIiC/IIl-~iol llIC IxC/mMol % XV XVI 

6,26 2,0 11 0,20 65 30 
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Obwohl es sieh beim Sinalbin um einen C6--C~-KSrper mit einer 
Hydroxylgruppe in p-Stellung handelt, wurde ein nur sehr geringer 
Einbau yon p-gydroxyphenylessigs~ure-l-14C gefunden. 

Die relativ h6ehste Einbaurate zeigte erwartungsgemMt die p-Cumar- 
s/~ure. Hingegen iiberrasehte der schleehte Einbau yon Tyrosin, das man 
neben der p-Hydroxyphenylbrenztraubens/~ure als direkte Vorstufe an- 
nehmen k6nnte. Hier diirfte das Tyrosin/~hnliehe Sehwierigkeiten zeigen, 
wie sie sieh bei Einbauversuchen in andere Phenylpropank6rper ergaben. 
B r o w n  und N e i s h  19 fanden bei Applikationsversuehen mit markier tem 
Tyrosin, daft lediglieh einige Grgser zur Verwandlung des Tyrosins in 
Lignin und substituierte Zimtsguren befghigt sind. Unter Beriieksichti- 
gung dieser Befunde erseheint es nieht mehr ver~mnderlieh, daft sieh 
Tyrosin bei der Biosynthese des Dhurrins (p-Hydroxymandelsgurenitril- 
glueosid) in Sorghum vulgare 11, einem Vertreter der eehten Grgser, als 
sehr gute Vorstufe erwies, wghrend es bei der Biosynthese des Sinalbins 
in Sinapis alba, einem Kreuzbliitler, viel sehleehter eingebaut wurde als 
Phenylalanin, was vermutlieh auf das Fehlen der Tyrase zuriiekzu- 
fiihren ist. 

Die Aktivi tgt  der Glueose-i-14C wurde zu einem Groftteil im Thio- 
glueosylrest gefunden, ws die restliehe Aktivitgt  vorwiegend den 
C-Atomen 2 und 6 (und 4) des BenzoMnges und dem kernnahen C-Atom 
der Seitenkette der p-Hydroxyphenylessigsgure zugeordnet werden konnte. 
Die bier gemessene Aktivitgtsverteilung entsprieht somit weitgehend der 
Verteflung der Aktivi tgt  bei der Biosynthese der Shikimisgure 20 und bei 
der Biosynthese der Cumarine 21 und des Lignins 22, 2a naeh Gabe yon 
Glueose-l-14C. Bei allen diesen Untersuehungen war naeh Applikation 
yon Glueose-l-14C die iiberwiegende Menge der Aktivitgt  in den C-Ato- 
men 2 und 6 des Benzolkerns und im kernnahen C-Atom der Seitenkette. 
Daraus darf man sehlieften, daft das C-Skelett des Sinalbins fiber den 
Shikimisgureweg aufgebaut wird. Der Umstand, daft sieh im C-Atom 
der Carboxylgruppe der p-Itydroxyphenylessigsgure fast keine Aktivitgt  
befindet, sprieht dafiir, dab es dabei zu keiner Kondensation eines C6--C1- 
KSrpers mit  einem C~-K6rper kommt,  sondern daft C6--Ca-KSrper die 
Vorstufen sind. Damit  s t immt der minimale Einbau des p-Hydroxy-  
benzaldehydes, einer Verbindnng, die im Falle des Dhurrins 11 durehaus 
zum Aufbau eines C6--C2-KSrpers beitragen kann, iiberein. 

19 S. A .  Brown und A.  C. Nvish,  Canad. J. Bioehem. Physiol. 34, 769 
(1956). 

2o p .  R.  Srinivasan,  H.  T.  Shigeura, M .  Sprecher, D. B. Sprinson und 
B. D. Davis, J. Biol. Chem. 220, 477 (1956). 

21 2". Weygand und H.  Wendt, Z. Naturforsch. 14 b, 421 (1959). 
22 K .  Kratz l  und H. Faigle, Z. Naturforsch. 15 b, 4 (1960). 
23 S. N .  Acerbo, W. J .  Schubert und F. F.  Nord, J. Amer. Chem. Soc. 82, 

735 (1960). 
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Die dureh die Applikation yon 35904" erhaltenen t%esultate zeigen 
interessante Einzelheiten. Der geringe Einbau iiberraseht; man kann 
somit nieht yon einem leiehten Austauseh der 9ulfatgruppe des 9inalbins 
spreehen. Welters konnte man nieht voraussehen, daft 35904" in die 
Hydroxamylsulfatgruppe nieht um ein Vielfaehes besser eingebau~ wurde 
als in das S-Atom der Thiolgruppe. 

Bei den Einbauversuehen zeigten neben dem Glueo-sinalbat noeh 
andere Inhaltsstoffe gr6Bere Aktivitgt. p-Hydroxyphenylessigs/iure 
wurde vorwiegend in das Glueosid und in p-I-Iydrox~)henylacetylglueose 
iibergefiihrt, p-Ct~.marsgure ergab neben dem eigenen Glueosid noeh die 
Glueoside der p-Hydroxybenzoes/iure, der Ferulasgure und der Kaffee- 
s/iure, wghrend p-gydroxybenzaldehyd zum GroBteil in das p-Hydroxy- 
benzoes/iureglueosid umgewandelt wurde ; daneben war geringe Aktivit/it 
in Protoeateehusgure zu finden. Naeh Applikation von Tyrosin-2A4C war 
der iiberwiegende Teil der Akt, ivitgt in den Kohlehydraten und mehreren 
Glueosiden yon Phenolearbonsguren (p-Hydroxybenzoes/iure, p-I-Iydroxy- 
phenylessigsgure); naeh Glueosidspaltung konnte abet keine Aktivitgt in 
den Phenolearbonsguren gefunden werden. Ein derart starker Abbau des 
Tyrosins mit ansehlieftender Glueo-ne0genese wurde aueh yon anderen 
Autoren 24 bei versehiedenen Angiospermen gefunden. Beim Einbau der 
Olueose-l-14C zeigten neben 9inalbin noch einige Phenolearbonsgure- 
glueoside, Inosit und Phytinsgure Aktivitgt. Da sigh beim Einbau yon 
ass04" einige dem T A G S  im RF-Wert sehr nahe gelegene Aktivitgtsspitzen 
fanden, darf man annehmen, daft es sieh dabei um ghnliehe Senf61glueo- 
side oder Vorstufen handelt. 

Junge Pflgnzchert yon Sinapis alba enthalt, er~ neben Shlalbin noch weitere 
phenolisehe Inhaltsstoffe : 2-Hydroxybenzoesgtu.e, 4-I-tydroxybenzoesgure, 
3,4-Dihydroxybenzoesgure, 2,.5-Dihydroxybenzoesgure, Vanillinsgure, 3,4,5- 
Trfllydroxybenzoesgure, Syrmgasgure, p-I-Iydroxyphenylessigsgzlre, p-Cumar- 
sgure, Kaffeesgure, Femflasg~tre, Sinapins-aure. 

Aus den hier erhaltenen Resultaten und ghnlichen Ergebnissen bei der 
Biosynthese anderer 9enf61glueoside kann man vermuten, daft c~-Keto- 
sguren (p-Hydroxyphenylbrenztraubensgure beim Sinalbin, Benzylbrenz- 
traubensgure aus Phenylbrenztraubensgure und Essigsgure beim Glueo- 
nasturtiin, die ~.-Ketoadipinsgure aus a-Ketoglutarsgure und Essigs/iure 
beim Sinigrin) die Ausgangsstoffe der Biosynthese darstellen. Im speziel- 
len Fall des SinMbins k6nnte die p~Hydroxyphenylbrenztraubensgure 
dureh oxydative Deearboxylierung in einen ,,aktiven p-Hydroxyphenyl-  
aeetaldehyd" (Thiaminpyrophosphat-Verbindung?) ~bergeftihrt werden, 
der dureh Oxydation mit Cystin direkt unter Abspaltung yon Cystein 

~ R.  K .  Ibrah im,  S.  G. Lawso~. und ~. H.  N .  Towe~s, Canad. J. Biochem. 
Physiol. 39, 873 (1961). 
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zum entspreehenden Thioester umgewandelt wiirde. Dieser k6nnte dureh 
eine Transoximase, wie sie Yamafu j i  25 in anderen Organismen nachge- 
~,-iesen hat, mit der ~-Oximinoglutarsgure als Donor oder tiber das Thio- 
amid in den Thiohydroxams/tureester iibergefiihrt werden. Unter Re- 
aktion mit einem Glucose-Donor (Uridindiphosphatglueose?) sollte dann 
unter Abspaltung yon Serin die S-(~-I>Glueopyranosyl)-thiohydroxam- 
sgure entstehen, die ghnlich den Oximen im tierisehen Organismus 26 in 
das Sulfat umgewandelt werden k6nnte. Als Alternative zu dem be- 
sproehenen Schema kann der Weg angesehen werden, bet dem prim/ir 
der N der ~-Aminosgure oxydiert wird und aueh in der Folge keine 
Spaltung dieser C N-Bindung erfolgt. 

Herrn Prof. Dr. O. Hoffmann-Ostenhof danke ich fiir seine Unter- 
stiitzung und wertvolle Diskussion, Herrn Doz. Dr. G. Billek (z. Zt. Rio 
de Janeiro) ftir sein reges Interesse zu Beginn der Untersuchungen. Die 
Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Ludwig-Boitzmann-Gese]lschMt, 
Wien, durchgefiihrt, wofiir ihr mein besonderer Dank gilt. 

Experimenteller Teil 

TAGS.  l%eines Sinalbin ~7 wurde in wenig Wasser gel6sv mid durch eine 
8gule mit Kationenaustauscher (100--200 mesh) in Totramethylammonium- 
Form laufen gelassen. Die w/iBrige L6sung engte man ein und ~rennte anf 
ether Cell~11osesgule mit dem Elu~ionsmittel Aeeton--Wasser, 9:1 (RF des 
TAGS ca. 0,55), yon geringfiigigen Verunreinigungen ab. Die erhall,ene 
LOsung wurde sehr sehonend eingeengg und getroeknet. So erhielt man ein 
weiBes mikrokristallines Pulver, des bei der Elektrophorese (pH 2,6, Na- 
Citrat HC1-Puffer, 15 V/cm) ein sieh dem Sinalbin in ~Tanclerungsweg und 
Reaktion v611ig gleich verhaltendes Anion ergab. 

ClsHa2N~OllS2. Bet. C 41,9, t-I 6,23, N 5,43, S 12,4. 
Gel. C 42,0, I-I 6,29, N 5,51, S 11,9. 

Applikation 

Ca. I00 Stiick 2--3 Woehen alte Pflgnzchen yon Sinapis elba wnrden 
vorsiehtig gewaschen unc[ in mehrere Xelchglgser gesetzt. Die Knopsche 
iX~ghrl6sung enthielt neben der zu applizierenden Verbinclung pro ml noch 
je 20 ~g Glucose, Cystein, K2SO4, Cholinehlorid m~d Sinapinsgure. Im Falle 
der Applikation yon 35SO4" wurde des K2SO~ der Nghrl6sung dureh b-Tyrosin 
ersetzt. Je nach Fliissigkeitsaufnahme der Pflgnzchen wurde K,nopsche 
Nghrl6sung naehgegossen. Dauer der Applikation: 5 Tage. Die nieht aufge- 
nommene Aktivit~t wurde jeweils zur(iekgemessen und betrug zwisehen 
1 und 7%. 

25 K.  Yama]u]i, S. Hatano und H. Omura, Enzymologia [de~ Haag] 24, 
141 (1962). 

26 E. Boyland und )~. Nery, J. Chem. Soc. [London] 1962, 52i7. 
27 H. Will, Ann. Chem. 199, 150 (1879). 
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I s o l i e r u n g  des  T A G S  ~ns S i n a p i s  Mb~  

Die Pfi~tnzehen wurdell nit, Wasser abgespiit~, zerschni~,ten and sofor~ 
n i t  80proz. Alkohol ~ufgekoeht. Naeh d e n  Abdekantieren wurde noeh zwei- 
real n i t  20proz. Alkohol ext.rahierG die vereinigten L6sungen bis zum wasser- 
feuehten Rilekstand eingeengt und der I%fiekstand zwisehen We~sser und ~ ther  
verteil~, l~Ian befreite die dunkelrot gefiirbte w~Srige LTsung im Vak. veto 
Kther und filtrierte iiber eine Misehmlg von Celite un.d Aktivkohle. Das 
Fi l t rat  lieB man dureh eine mit  Ka.tionenaustauseher (Dowex 50 • 4, 200 
mesh) in Tet ramethylammoninm-Form besehiekte $~nle (1,5 • 30 era) 
laufen, wuseh n i t  W~sser naeh unc[ engt, e die vereinig~en L6sungen ein. 
Diese konzentrierte L6sung wurde als 140 em langer Strioh uuf Chromat.o- 
graphiepapier (4 B6gen, SS 2043 b, ~ 35 om Breite) aufgetragen ~md n i t  d e n  
L6sungsmittel A* entwieke]t. Die Aktivit,~tsverteihmg am Chrom~togramm 
wurde ~m Scanner best immt und die d e n  T A G S  ontspreehende Zone hermls- 
gesehnitten, n i t  Wasser eluiert und im LTsungsmit,t, elgemisoh B* reehroma,to- 
gr~phiert. Sehlief~lieh wurde &treh Elek~rophorese (plK 2,6, Na-Ci~rat--HC1- 
Puffer, 15 V/era) das Produkt a.uf Einheitliehkeit geprtift. Die Menge des 
T A G S  wurde naeh entspreehender Eiehung am Papierehromagogramm be- 
stimmt, die Aktivitgt, im Eluag gemessen. 

Es kmmte aueh so vorgegangen werden, dab die oben besehriebe=e, dutch 
Celige filtrier~e wgl~rige LSsung dnreh eine Kaskade yon Kationenaustauseher 
(Dowex 50 • 4, 200mesh, I-t+-Form) und Anionenaustauseher (Dowex 
2 X 4, 200 mesh, CI--Form) durehlaufen gelassen wurde, der A~ionenaus- 
gauseher n i t  0,2 m KaSO4-LSsung eluiert wurde, diese LSsung zur 
Troekene eingeeng~ nnd dann mig heil3em Methanol extrahiert  wurde. Dee 
gtieksgavsd, der sieh naeh Einengen der methanol. L6sung ergab, konni,e 
direkt, dee Elektrophorese unterworfen werden. 

A b b a a  des  T A G S  

a) Das ~k~ive TAG~5' wurde n i t  50 mg inakgiven Magerials verdtinng ~tnd 
dureh lstdg. Koehen mig ]0proz. I-IC1 hydrolysiert. Die ents~andene p-Hy- 
droxyphenylessigs~ture konnte dureh Extrakt ion n i t  Agher und Sublimation 
im liegenden Rohr bei 0,01 Tore und 180 ~ isoliert werden. Naeh Bestimmm~g 
der spezif. AkgJvit~g wurde n i t  150 mg inakgiver p-mydroxyphenylessigsgure 
verd/innt und diese dureh ~fethylierung n i t  Diazomethan nnd ansehlieBende 
Verseifung n i t  NaOH in die p-YIethoxyphenylessigs~ure iibergeftihr~, Die 
t-Iomoanissaure wurde ana]og der Phenylpropionsaure ss alkaliseh mit K~{nO4 
zur Aniss/ture und C02 oxydierg. Die Aniss/iure wnrde naeh Ans/~uern und 
Zugabe von NaHSOa n i t  Xther extrahiert  und naeh Sublimation bei t 45 ~ 
und 0,01 Torr n i t  80~o Ausbeute gewonnen. Diese Oxydation wurde in einer 
geschlossenen Apparatur  durchgefiihr~; dadurch war es mSglieh, naeh d e n  
Aa~s~iuern ve t  der Zugabe yon NaHSOa unter N2-Spiilung das entstandene 
CO~ in einen mi~ NaOtI  besehiek~en Absorptions~urm zu treiben und daam 
Ms Bariumea.rbonat zu fNlen. Anissfi.ure ergab dutch Nitrier~mg bei 70 ~ 
2,4,6-Trinitroanisol~% Dee Brompikrinabbau des letzt.eren wnrde analog zum 
Abbau des Pikrinsaure durehgeffihrt a~ Naeh d e n  Abdestillieren des Been-  

* Genaue Besehreibung siehe unter Papierchroma~ographie. 

~s E.  A .  2~eh,~zel llnc[ P.  g .  Lackey,  J. Amer. Chem. See. 73, 2473 (1951). 
~ C. L. Jachson nnd R. B. Eagle, Amer. Chem. J.  29, 104 (1903). 
~o j .  Baddiley,  G. Ehre~zsvO, rd, E.  K~ei~, L.  Reio, E.  Saluste  unc[ R. St]ern- 

holm, J.  Biol. Chem. 183, 777 (1950). 



448 I-I. Kindl:  Zur Biosyn~hese des Sinalbins 

pikrins wttrde in einer geschlossenen Apparatur anges.~uert und das CO2 mit 
N2 in einen mit  NaOH beschiekten Absorptionsturm fibergetrieben. Naeh 
Fgllung mit  BaC12 erfolgte die Messung der Aktivit~it 4er C-Atome 1, 3 und 5 
des Trinitroanisols am BaCO3. Das vorerst entstandene Brompikrin wurde 
dureh NaBoxydatiort naeh van S lyke  und Folch in BaCO~ iibergefiihrt. 

b) Das aktive T A G S  wurde mit 50 mg inaktivem Material verdiinnt und 
bei p i t  6,0 und 30 ~ mit  einer MyrosinaselSsung al inkubiert. Diesem Ansatz 
wurden nach 2 Stdn. 500 ~1 Anilin zugef/igt, worauf mit  ]4ther erseh6pfend 
extrahiert  wurde. Der w~igrigen L6sung setzte man 100 mg K2SO4 als Trgger 
zu, sfiuerte mit HC1 an und f~illte mit  BaC12. Das ausgefallene BaSO4 wurde 
abgesaugt, gegliiht und gewogen. Es wurde die~ Aktivit/i t  unter Korrektur 
der Selbstabsorption bei unendlich dicker Schiehtdieke gemessen und die 
spezif. Aktivit~it unter der Voraussetzung berechnet, dab das Sulfat quanti- 
ta t iv  abgespalten wurde. ]Die vorher erhaltene tither. LSsung wurde zuerst 
kurz mit  verd. tIC1, dann mi t  verd. NatICOa und H20 geschiittelt und 
ciann eingeengt. Der Riickstand konnte mit  I-Iilfe der Diinnsehiehtehromato- 
graphic (Kieselgel G, Schichtdieke 0,5 ram, LSsungsmittelgemiseb E) aufge- 
trennt  werden. Menge und Aktivit~it des N-(p-Hydroxybenzyl)-N'-phenyl- 
thioharnstoffes liel3en sieh nach Elution der entspreehenden Zone mit  Methanol 
bestimmen. 

Zur Aktivitgtsmessung wurden die zu untersuchenden Verbindungen in 
unendlieh dtinner Schiehte auf Alu-P1/~ttehen aufgetragen, w~thrend BaC03, 
BaSO4 in Stahlseh/ilchen bei unendlich dicker Sehiehte unter geeiehten 
geometrisehen Bedingungen gemessen wurden. 

P a p i c r e h r o m a t  o g r a p h i e  

LSsungsmittelgemisch A: Ace ton- -H20,  9 : 1 
Glucose (0,24), T A G S  (0,65), p-Hydroxyphenylcssigs~ure (0,95). 
L6sungsmittelgemiseh B : n -Butano l - -Pyr id in - - t I20 ,  10 : 3 : 3. 
Glucose (0,20), T A G S  (0,30), p-Hydroxyphenylessigs/iure (0,85), Inosit 

(0,05). 
Zur Sichtbarmaehung reduzierender Verbindungen wurde zuerst mit  

aeeton. AgNO3-L6sung und dan~ mit  alkohol. NaOH-L6sung gesprfiht. 
W A G S  und Phenolearbons~uren wurden mit diazot. Sulfanils/iure naeh- 
gewiesen. 

D i i n n s e h i c h t  e h r  o m a t  ogr  a p h i e  

(bei Kammers~ttigung, bzw. in BN-Kammer)  

L6sungsmittelgemiseh C : H20~Methanol - -Ess iges te r ,  15 : 1 : 1 ; Sinalbin 
(0,18). 

LSsungsmittelgemisch D : Acetonitril--Methano], 5 : 1 ; T A G S  (0,50), 
Glucose (0,30), Inosit (0,00). 

L6sungsmittelgemisch E : Benzol--Methanol,  7 : 1 ; N-(p-Hydroxybenzyl)- 
N'-phenylthioharnstoff 0,30. 

31 C. Neuberg und J.  Wagner,  Biochem. Z. 174, 157 (1926). 


