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Der Biosyntheseweg zu dem phenolischen C6--C2-Senffl- 
glucosid Sinalbin verl~iuft fiber Shikimis~ure, L-Tyrosin und 
p-ttydroxyphenylacetaldehydoxim, Untersuchtmgen azl Sinapis 
alba ergaben ftir das Oxim Mnen gegenfiber L-Tyrosin um eine 
GrfBenordnung hfheren Einban.  Phenylacetaldehydoxim wird 
in dieser Pflanze nur  in Glueotropaeolin, nicht aber in die in 
p-Stellung hydroxylierte Verbindung fibergeffihrt; der Hydroxy- 
]ierungstyp ist somit bereits auf der Stufe der Amin0s~nre vor- 
gegeben. 

Die yon der n-Tyrosin-ammoniak-lyase kstalysierte Reak- 
tion ist reversibel. Der lJ~bergang von p-Cumars~ure in n-Tyrosin 
konnte sowohl in vivo als auch mit Hilfe yon gereinigten Enzymen 
aus Sinapis alba und Hordeum vulgate nachgewiesen werden. Es 
werden die Uberg~nge yon Shikimis~m-e und L-Phenylalanin zu 
L-Tyrosin verglichen und die physiologische Bedeutung der ver- 
schiedenen ztgn n~Tyrosin ffihrenden Wege diskutiert. 

Biosynthesis of Sinalbin, I11. The Role o] p-Cou~,~aric Aeic~ 
and p-Hydroxyphenylacetaldehyde Oxime 

The biosynthesis of sinalbin, a phenolic mustard oil glucoside 
with a C6--C2 skeleton, proceeds via z-tyrosine and p-hydroxy- 
phenylacetaldehyde oxirne. The incorporation of the oxime was 
found to be more than one order of magnitude higher than that  
of z-tyrosine. This transformation of the p-hydroxyphenylacetal- 
dehyde oxime into sinalbin and S-( ~-D-glucopyranosyl)-p-hydroxy- 
phenylacetothiohydroximic acid could be demonstrated in 
6 weeks old plants of Sinapis alba. The finding that phenylacetal- 
dehyde oxime was incorporated only into glucotropaeolin but not 
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into sinalbin indicates that either the hydroxylation of the 
benzene ring occurs at the level of the amino acid or that the 
hydroxyl group comes from the cyclohexane precursors. 

The chemical synthesis and the physical properties of the 
p-hydroxyphenylacetaldehyde oxime are described, p-Hydroxy- 
phenylacetaldehyde oxime-l-14C was obtained by condensation 
of p-hydroxybenzaldehyde with nitromethane-14C and by 
reduction of the nitrostyrene with zinc--acetic acid. 

The conversion of T,-tyrosine into p-coumaric acid catalysed 
by the z-tyrosine ammonia lyase was found to be reversible. 
The transformation of p-coumaric acid into L-tyrosine could be 
shown in detached leaves of Sinapis elba and also with purified 
enzyme preparations from that plant and Hordeum vulgare. There 
are indications that three biosynthetic routes leading to L-tyro- 
sine exist in plants. These biosynthetic pathways and their 
physiological significance are discussed. 

E i n l e i t u n g  

Der charakteristische stechende Geruch und scharfe Geschmack, 
die man bei zahlreichen Cruciferen und bei Genera verwandter Familien 
beim Zerkleinern der Pflanzen antreffen kann, riihrt vorwiegend yon 
aliphatischen und aromatischen Isothiocyanaten her. Unter den Cruciferen 
finden sich zahlreiche Kulturpflanzen, bei denen entweder hoher oder 
niedriger SenfSlgehalt erwiinscht ist. Pflanzen, wie Lepidium sat ivum 
oder Sinapis  alba, welche zum Wiirzen herangezogen bzw. der Sel~f- 
fabrikation zugefiihrt werden, sollen grol3e Konzentrationen dieser 
Geschmackstoffe enthalten. Dagegen sind Senf61e in Futterpflanzen 
unerwiinscht, da sic auf den Verdauungstrakt der Tiere eine sch/idigende 
Wirkung ausfiben. Die Senf6le, yon denen man bisher mehr als 40 in der 
Natur gefunden hat 1, sind des Produk~ einer enzymatischen Hydrolyse, 
fiir welche die in speziellen Zellkompartmen~en angeh~ufte ,,1Viyrosinase" 
verantwortlieh ist. Diese ~-Thioglucosidase, welche offenbar spezifisch 
auf Schwelels~ureester yon S-(~-D-Glueopyranosyl)-thiohydroxamsiiuren 
wirkt, initiiert eine Sextett-Umlagerung am Stickstoff, wodurch es zur 
Bildung der Isothiocyanate kommt. 

Uber die Biosynthese der SenfSlglucoside laufen in den letzten Jahren 
in mehreren Laboratorien intensive Untersuchungen, die vor kurzem 
yon Underhill und Wetter 2 zusammenfassend dargestellt wurden. Auf 
Grund dieser Ergebnisse kann man Ms gesichert ansehen, dai~ die um ein 
C-Atom hShere Aminosi~ure eine Vorstufe und h~ufig auch die aus dem 
Intermedi~rstoffweehsel fiihrende Verzweigungsstelle in der Biosynthese- 
sequenz zu den SenfSlglueosiden darstellt (Schema 1). 

1 A.  K]aer, Fortschr. Chem. Organ. Naturstoffe (tterausg.: L. Zech- 
meister) 18, 122 (1960). 

E. W. Underhill und L. R. Wetter, in: ,,Biosynthesis of Aromatic Com- 
pounds" (Herausg.: G. Billelc). Pergamon Press, 1966, S. 129ff. 
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Sinalbin: 
R--CH--COOI-I ~S- -g l c  - - ~  

] - -  -~ R--C R ---- HO CH2 

NH~ ~NOSOa - X + 
X +---~- Sinapyll~tion 

Schema i 

Bei ~riiheren Untersuchungen 3, 4 fiber die Bios)mthese des p-Hydroxy- 
benzylglucosinolates (Sinalbin) erschwerte der in jungen Pfl~nzen fiberaus 
intensive Stoffwechsel des L-Tyrosins die Beurteilung des Einbaues der 
l~adioaktivit~t verschiedener Vorstufen. Dazu kam der bei der Bildung 
a.nderer Senf61glucoside bisher nicht beob~chtete Einbuu der entsprechen- 
den Zimts~ure, n~mlich der p-Cumars~iure. Dies l ieges  wfinschenswert 
erscheinen, die Biosynthese des Sinalbins mit Vorl~ufern zu untersuchen, 
welche nicht mehr einem so vielf~]tigen nnd tiberius starken Abbau 
unterliegen wie L-Tyrosin. Auf Grund yon Arbeiten yon Underhill 5 bot 
sich d~fiir als biologischer Vorl~ufer besonders das Oxim des gegeniiber 
der Aminoss n~ehstniedrigeren Aldehydes an, d~s abet im Falle des 
Sinalbins bisher noch nicht synthetisch zug~nglich war. 

Sinalbin repr/isentiert in der bier untersuchten Pflanze, dem weigen 
SenI (Sinapis alba), das Hauptglueosid, wird abet im Vergleich zu anderen 
Sen~6Iglucosiden, wie Glucobrassicin ~, verhi~ltnism/~Big langsam gebildet. 

V e r w e n d e t e  Mate r i a l i en  und  Me thoden  

Radioaktive Vorstu/en 

L-Phenylalanin-3-14C, L-Phenylalanin- UA4C, L-Phenylalanin-(ring-4)-3H 
und L-Tyrosin-3-14C wurden vom l~adiochemical Centre, Amersham, England, 
DL-Tyrosin-lA4C und NitromethanA4C yon der Intern. Chem. Nuclear Corp., 
City of Industry (Cal.), USA, und Shikimisi~ure-U-14C yon der New England 
Nuclear Corp., Boston (Mass.), USA, bezogen, p-Cumars~ure-3A4C kormte aus 
p-Hydroxybenzaldehyd-(earbonyl)A4C: dIlreh Kondensation mit Malons~ure 
gewonnen werden. Phenylacetaldehydoxim.lA4C synthetisierten wir naeh 
Angaben von Underhill 5. 

Synthese von p-Hydroxyphenylacetaldehydoxim: 33 g p-Hydroxynitro- 
styrol s wurden in 800 ml Methanol gel6st, mit 52 m] Essigs~ure sowie 50 mg 
Platinkatalysator (10~ Pt auf Aktivkohle) versetzt trod auf 30 ~ gebracht. 
Bei intensiver ROhrung wurden innerhalb yon 10 Min. 100 g Zinkstaub ein- 
getragen, wobei die Temp. dutch t~fihlung auf 30--35 ~ gehalten wurde. Nach 
weiteren 5 ~[in. bei 35 ~ filtr~erte man vom fiberschfissigen Zink a.b und ongte 

a H. Kindl, Mh. Chem. 95, 439 (1964). 
~H~ 
5 E.  

H .  
G. 

3 (1969).  
s G. 

Kindl, Mh. Chem. 90, 527 (1965). 
W. Underhill, Europ. J. Biochem. 2, 61 (1967). 
Schraudol] mud 2'. Bergmann, Planta [Berlin] 67, 75 (1965). 
Billelc, H. Kindl, A. Schimpl und F. P. Schmook, J. lab. Comp. 5, 

B. Gairaud und G. R. Lappin, J. Organ. Chem. 18, t (1953). 
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das Fil trat  im Vak. zur Trockene ein. Der t~fickstand wurde mit Essigester 
extrahiert und darm der L6stmg - -  his deutliche Trfibung eintrat - -  Benzol 
zugesetzt. Die LSsung lieB sich dureh Filtrieren fiber Kieselgel (0,05--0,20 mm 
KorngrSl~e, etwa 200 ml Volurnen) reinigen. Es wurde nachgewaschen und das 
Elua~ auf ein Ffinftel des Volumens eingeengt; anschlieI3end wurde wieder 
Benzol Dis zur Trfibung zugesetzt und die Reinigung fiber Kieselgel wiederhol$. 
Die endgfiltige Isolierung erfotgte dutch Chromatographie auf einer Kieselgel- 
s~ule (4 • 50 cm); als Laufmittel wurde Benzol--Essigester 3 ,5 :1  (v/v) ver- 
wendet. Das in 100-ml-Fraktionen aufgefangene Eluat  wurde mit  Hilfe der 
Diinnschichtchromatographie auf Kieselgelplatten (Laufmittel: Benzol--  
Essigester, 5 : 1 v/v) auf seinen Gehalt an Oxim untersucht. Nach dem Ein- 
dampfen der Fraktionen kristallisierten 5,2 g (=  17% bez. auf den einge- 
setzten p-Hydroxybenzaldehyd) Oxim aus. LKngere Zeit hal$bar ist nur  ein 
mehrmals mit  Essigester--Petrolgther umkristallisiertes Produkt ; Schmp. : 
1 i9 ~ Die Elementaranalyse ergab die zu erwartenden "Werte flit C, H und N. 

Synthese yon p-Hydroxyphenylacetaldehydoxim- l-14C aus Nitromethan-14C 

335 mg p-Hydroxybenzaldehyd, welcher vorher 3real mit Wasser unter  
Verwendung yon Tierkohte umkristallisiert und  anschlieBend intensiv ge- 
trocknet win'de, lies man mit 135 ~1 Nitromethan-14C (spez. AktivitKt 120 ~C/ 
mMol), 1,4 ml Essigs~ure und 140 mg Ammoniumaeetat  unter Rfickflul] 
kochen. Naeh 1 Stde. wurden ~970 ~l einer 10proz. L5sung yon Nitromethan in 
Essigs~ure zugegeben und weitere 30 Min. erhitzt. Die ReaktionslSsung wurde 
im Vak. zur Trockene eingedampft und der ]~fickstand unter  Verwendung des 
Laufmittels Benzol--Essigester, 4 : 1  (v]v), auf einer Kieselgelsgule (1,3• 
• 15 cm) chromatographieI~. Die unmittelbar  nach der Front  laufende, tief- 
gelbe Frakt ion wurde gesammelt, eingedampft und auf ihre l=~adioak~ivit~ 
gepriift, Ausb. 55%. 

170 mg p-Hydroxynitrostyrol-l-14C wurden in 15 ml Methanol gelSst und 
mit  270 ~l Essigsgure sowie 20 mg Flatinkatalysator (10% Pt  auf Aktiv- 
kohle) versetzt. Unter  Beibehattung einer Temp. von 35 ~ win'den innerhMb 
yon 5 NIin. 820 mg Zinkstaub eingetragen, weitere 5 Min. gerfihrt, filtriert und 
das Fi l t rat  im Vak. zur Trockene eingedampft. Der ~fickstand wurde mehrmals 
mit  Essigester bei Raumtemp. extrahiert, der Extrakt  im Vak. zur Trockene 
eingeengt und  anschliel~end der in 400 ~1 Methanol aufgenommene Rfickstand 
auf zwei prKparative Dfinnschichtplatten (2 mm Dicke, Merck F 254) aufge- 
tragen. Chromatographiert wurde in dem Laufmittel Benzol~Essigester, 
5 : 1 (v/v). Der R/-Wert ffir das Oxim, welches man mit Hilfe eines Fluoreszenz- 
indikators ira UV erkennt oder durch Sprfihen mit  Kupferacetat oder diazot. 
Sulfanils~ure lokalisieren kann, betragt 0,20. Die Oximzone wurde mit  
Methanol (3mM 50 ml) extrahiert, die trfibe LOsung bei 30 000 • g zentri- 
fugiert und der Uberstand im Vak. zur Troekene eingeengt. Radiochem. 
Ausb. 15%. 

G e w i n n u n g  de r  L - T y r o s i n - a m m o n i a k - l y a s e  aus  Hordeum 
vulgate, N a e h w e i s  de r  B i l d u n g  y o n  L - T y r o s i n  a us  

p - C u m a r s g ,  u r e  in  vit~ro 

200 g Halme von t tordeum vulgate (knapp vor der Reifung der Samen) 
wurden mit  150 ml 0,2M-Boratpuffer, pI-I 8,8, im Mixer zerkleinert t  Die 
nach der Zentrifugation erhaltene klare L6sung unterwarf man einer partiellen 

9 M .  R.  Young, G. H.  N .  Towers und A .  C. Neish,  Canad. J. Botany 44, 
341 (1966). 
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Hitzedenatnrierung (15 Min., 50~ die ausgefallenen denaturierten Proteine 
warden dttroh Zentrifugation bei 20 000 • g entfernt. Naeh Totalammonium- 
sulfatf~Lllung wurde der NiedersehIag in 30 ml 0,05M-Boratpuffer, pH 8,8, 
aufgenommen und bei 40 000 • g ldar zentrifugiert. 10 ml dieser L5sung wnr- 
den auf einer S~iule (4 • 60 cm), welche mit  0,05M-Boratpuffer konditionierten 
Sephadex G-200 enthielt, getrennt. Sowohl die Enzymprttparation nach der 
Ammoniumsulfatfallung als auch mehrere Fraktionen nach tier S~iulen- 
t rennung auf Sephadex G-200 wurden mit  p-Cumars~iure-3-14C (80 ~C/mMol) 
und  NH4C1 (Konzen~ration im Ansatz: 0,35J~ r) Jnkubiert. 

Naeh 20 ~ in .  wurde tier Enzymansabz mit  konz. HCt versetzt; hierauf 
wurden 5 ing nL-Tyrosin als Tr~iger zugegeben, aufgekoeht und  naeh dem 
Abkiihlen mit  ~ ther  extrahiert. Die w~iBrige L5sLmg versetzte man mit 
50 mg L-Tyrosin, behandelte nach kurzem Erhitzen mit  Tierkohle und  
kristallisierte das L-Tyrosin 4mal aus Wasser bis zur konstanten spezif. 
Aktivit~it urn. 

~Tachweis  der  I , - T y r o s i n - a m m o n i a k - l y a s e - a k t i v i t ~ t  i n  S i n a p i s  
alba 

Aus 100 g 6 Woehen alten Pflanzen yon Sinapis alba wurde bei - -  20 o ein 
Aeetontrockenpulver hergestellt, welches ansehlieBend mit 0,2M-Boratpuffer, 
pH 8,8, durch Zerreiben mit  Sand extrahiert wurde. Man trennte veto Un- 
15slichen ab mad reieherte das Enzym duroh partielle FIitzedenaturierung 
(10 Min., 55 ~ sowie dureh partielle S~iuredenaturierung (10 Min., pH 5,0) an. 
Schliel3lich wurde eine Ammoniumsulfatf~ilIung vorgenommen und  das Pro- 
tein dureh Chromatographic auf Sephadex G-50 yon den niedermolekularen 
Ionen abgetrennt. 

A p p ] i k a t i o n  der  r a d i o a k t i v e n  V o r s t u f e n  sowie  I s o l i e r n n g  u n d  
I d e n t i f i z i e r u n g  des S e n f S l g l u c o s i d e s  u n d  der  P h e n o l c a r b o n -  

sAuren  
Als Untersuehungsobjekte dienten 4 - -6Woehen  alte Pflanzen von 

S. alba sowie 12 em hohe Pflanzen yon Lepidium sativum. Nach 50stdg. 
Infusion wurde das Pflanzenmaterial mit  heiBem ~thano] extrahiert, die 
Lipid-Inhaltsstoffe entfernt und das SenfSlglucosid mit  Hilfe eines Kationen- 
austauschers (Tetramethylammoniumform) in das Tetramethylammonium- 
p-hydroxybenzylglucosinolat ~ iibergeffihrt. Die weitere Reinigmag erfolgte 
durch zweifache pr~iparative Papierchromatographie 3 auf dickem Papier 10. 
Methodisehe Einzelheiten fOr papierehromatographisehe und  elektrophoreti- 
sehe Trennung yon SenfSlglueosiden und Phenolcarbons~uren wurden bereits 
friiher besehrieben ~, n, 12, is. Zur weiteren Identifizierung der Senf61glucoside 
wurden diese durch 2stdg. Rtickflul~kochen mit  20proz. HC1 hydrolysiert trod 
die gebildeten Phenylessigs~i~ren papierchromatographiseh getrennt und 
identifiziert. 

Bestimmung der Enzymaktiviti~ten 

Die Proteinmenge wurde naeh Lowry et al. 1~ bestimmt, wobei Eier- 
albumin als Standard verwendet wurde. Die Aktiviti i tsbestimmung der 

lo H. Kindl  mad O. Ho]]mann-Ostvnho], Phytochem. 5, 1091 (1966). 
n G. Billek und H. Kindl, Mb. Chem. 93, 85 (1962). 
12 H. Kindl und G. Billek, Mh. Chem. 95, 1044 (1964). 
13 H. Kindl, Europ. J. Bioehem. 7, 340 (1969). 
14 O. H. Lowry, M.  J.  Rosegrough, A. L. ~Farr und R. J.  Dandalt, J. biol. 

Chem. 193, 265 (1951). 
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L-Tyrosin-ammoniak-lyase erfolgte /~hnlieh wie bei Young et al. ~ mit Hilfe 
von L-Tyrosin-l-14C bei 40~ vor der Aufarbeitung des Inkuba~ionsansatzes 
wurde inaktive p-Cumars/~ure als Tr/~ger zugesetzt. 

B e s t i m m u n g  der  R a d i o a k t i v i t / i t  

Die Verteilung der Radioaktivit/~t auf Papierchromatogrammen win'de 
durch Ausz/~hlen mit  I-Iilfe yon Chromatogramm ,,scanners" bestimmt, welche 
entweder mit  einem Geiger--Mi~ller-Endfensterz~hlrohr oder mit  zwei end- 
fensterlosen Gasdm:ehfluBz/~hlrohren in ~ r~-Anordnung ausgerfistet waren; 
die Z/~hlausbeute betrug ffir 140 in diesen F/illen 1,7 bzw. 18%. Naeh pr/ipara- 
river oder analytischer Trennung yon Gemisehen atff mit  Kieselgel G be- 
schichteten Dfirmschichtplatten konnte die Aktivit/~tsmenge in der Weise 
bestimmt werden, dab aliquote Teile der zu bestimmenden Zonen yon den 
Plat ten gesehabt wurden und die Radioaktivit/~t des Kiese]gels nach Stabili- 
sierung dttrch CAB-O-SIL* im Flfissigkeits-szintillationsz~hler gemessen 
wurde. Fiir die Messung im Fltissigkeits-szintillationsz/~hler (Nuclear Chicago, 
Serie 720) verwendeten wit je nach Beschaffenheit der Proben die folgenden 
Szintillatorl6sungen: Kleine Mengen (miter 2 rag) sehwaeh polarer Ver- 
bindungen wurden in einem Toluolszintillator (5,0g ButyI.PBD** und 
0,20 g POPOP*** in 1,0 1 Toluol, p .A.)  gel6st. Die Ausb. betrug dabei fiir 
14C 75--85o/0, fiir aN 30--45%. Die Radioaktivit~t geringer Mengen einer 
w/~sserigen L6sung (bis zu 150 ~1 pro 15 ml SzintillatorlSsung) lieB sich mit  
hoher Ausbeute (70--80% ffir 14C) mit ttilfe des folgenden Szintillators be- 
st immen: 7,0g Butyl-PBD**, 50g Naphthalin, 0,25g bis-MSBt, 500ml 
Dioxan p.A. ,  500 ml Toluol p .A.  Ftir die Aktivit~tsbestimmung gr6Berer 
Mengen yon w~tBr. L6sungen (bis zu 1,5 ml pro 15 ml Szintillatorl6sung) kam 
ein etwas abgewandelter Brayseher Szintillator x5 zur Anwendung: 5,0g 
Butyl-PBD**, 50g Naphtha]in, 20ml  Methylcellosolve, 100ml Methanol 
p. A., 900 ml Dioxan p. A. 

Hier betrug die Ausb. ffir 14C~ bei nieht gef/~rbten Proben zwisehen 35 und 
75%. Zur Bestimmung der Radioaktivit~t yon Rohextrakten mit hoher Salz- 
konzentration wurden dem Dioxan--Toluol-Szintillator 250/0 Triton X-100 + 
zugesetzt. Tyrosin lieB sieh gut messen, wenn es vorerst in 1,0 ml Soluene 100 + 
gel6st und dann mit  Toluol-Szintillatorl6sung versetzt wurde. 

Die Z/~hlausbeute wurde mit  Hilfe der Kanalverh~ltnismethode bestimmt. 

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

Der zur Bi ldung des Sinalbins ffihrende Syntheseweg erscheint deut- 
lich vom Intermedi~rstoffwechsel  abgesetzt  u nd  stellt - -  in Anbe t rach t  
der Vielfalt der ben6t ig ten  Reak t ions typen  - -  auch bei den fiir die 
Variationsbrei~e ihrer Synthesele is tungen b e k a n n t e n  Pfl~nzen eine Aus- 

* Packard Ins t rument  Comp., Downers Grove, Ill., USA. 
** 2-(4'-tert.-Butylphenyl)-5-(4"-biphenyl)-l,3,4-oxadiazol, Ciba, CH-4000 

Basel. 
*** 1,4-Bis-[2-(5-phenyl)-oxazol]-benzol, Fluka, CH-9470 Buchs. 

t Bis-(o-methylstyrol)-benzol, NEN-Chemicals, D-6072 Dreieichenhain, 
BED. 

15 C. A. Bray, Ana]yt. Biochem. 1, 279 (1960). 
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nahme dar. Um zn einem tieferen Verst/indnis der Route und der Dynamik 
dieser l~eakgionsfolge zu gelangen, bieten zwei methodisehe Gesiehts- 
punkte die besten Erfolgsaussiehten. Einmal sollten dureh Vorgabe einer 
dem Primgrstoffweehsel sehr nahestehenden Verbindung einige win- 
zipielle Aussagen tiber den physiologischen Weg erzielt werden. Dazu 
muB ein Vorl/~ufer ausgew/ihlt werden, weleher dureh seine mehrfaehe 
und differenzierbare Markierung beim Einbau in das Syntheseprodukt 
ein Maximum an Information liefert. Zum anderen sell dureh Applikation 
soleher Verbindungen, welehe m6glieherweise wiehtige Verzweigungs- 
stellen innerhalb der Stoffweehselwege repr~sentieren, das mit Hilfe der 
vorangegangenen Versuehe aufgestellte Biosynthesesehema erh/h~et wer- 
den. Bei der Biosynthese des Sinalbins durfte man auf Grund eigener 
friiherer Ungersuehungen erwarten, dab das p-ttydroxyphenylacetal- 
dehydoxim eine solehe biologiseh wichtige Verzweigungsstelle einnimmt; 
daher stellt die Synthese dieses Oxims in radioaktiver Form eine wesent- 
liehe Voraussetzung ftir die weiteren biochemisehen Untersuehungen dar. 

Syn the se  und  E i g e n s c h a f t e n  von p - H y d r o x y p h e n y l a e e t a l -  
d e h y d o x i m  

p-I-Iydroxyphenylaeetaldehydoxim-l-l~C konnte in einer 2-Stu:~en- 
Reaktion aus p-tIydroxybenzaldehyd und Nitromethan-laC entsprechend 
Schema 2 hergestellt werden. Da sowohl das Oxim im Rohzustand und 
vet allem der Aldehyd sehr instabil sind, muBte diesem Umstande be- 
sondere Rechnung getragen werden; dies bedeutet sp/ite Einfiihrung der 
Radioaktivit/~t und sehnelle Aufarbeitnng der Reaktionsgemisehe. Naeh 
zahlreiehen Variationen der Versuehsbedingungen gelang es, die Reduk- 
tion des p-Hydroxyphenylnitrogthens so zu ftihren, dab die gleichzeitig 
ablaufenden Polymerisationsreaktionen nicht iiberwogen. Wesentlich ist 
eine rasehe Abtrennung der Harze mit I-Iilfe yon Kieselgel und die un- 
mittelbar darauffolgende Reinigung des Rohproduktes. Die Reduktion 
des Nitrostyrols wurde mit Zink---Essigs/~ure durehgefiihrt. Versuehe, 
das 1-(p-IIydroxyphenyl)-2-nitro/~then bzw. die silylierte Verbindung mit 
Hilfe yon Lithiumaluminiumhydrid zu reduzieren, waren ebeirfalls 
erfolgreieh, ergaben abet geringere Ausbeuten. 

H0 CH0 + CH 3--*H0 , ,  _ CH~CH--* 

N O 2  N O ~  

x ~ /  II 
N O H  

Schema 2 : Synthese yon p-Hydroxyphenylaeetaldehydoxim-l-14C 
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Die l~einigung des Aldoxims erfolgte am besten mit Hilfe einer chro- 
matographischen Trennung auf einer Kieselgel-S/~ule bzw. durch pr/~- 
parative Dfinnschichtchromatographie. Das gereinigte Oxim kann leicht 
aus Essigester--Petrol/~ther umkristallisiert werden, wobei die reine 
anti-Verbindung (Schmp. 119 ~ anf/~llt. Beim Umkristallisieren aus 
heiBem Wasser wird eine Misehung yon syn- und anti-Oxim erhalten, 
wodureh eine starke Sel~nelzpunktdepression auftrit t  ; eine Trennung der 
anti-Verbindung yore syn-Isomeren mit Hilfe verschiedener Kristalli- 
sationsversuche gelang auch bei Gemisehen yon mehr als 70% anti-Oxim 
nicht. Die Zuordnung der Struktur der geometrischen Isomeren war mit 
Hilfe der NMR-Spektren m6glich 16. 

I•I(2) 
HO --{( )}-- C .. OH 

k ~ / I  \ C - ~ N  / 
H(2)] 

H(1) 

anti-p-Hydroxyphenyl- 
aeetaldehydoxim 

Das l~s der schmelzpunktreinen anti-Form in Deutero- 
aceton weist ein Dublett  bei ~ ---- 3,67 auf, welches den H(2)-Atomen der 
l~ethylengruppe zuzuordnen ist. Die aromatischen Protonen erscheinen 
als enges (AB)2-System (~A ---- 7,17;' ~B ---- 6,83; JAB ~ 8,SHz) und 
fiberlagern sieh mit dem triplettierten Proton H(1) (~H(1) = 6,83; 
JH(1)H(2) ---- 5,5 HZ). Die Protonen der phenolischen O~-Gruppe und der 
Oximgruppe ergeben ein diffuses Signal yon ~ = 7,35 bis 10,8; die starke 
Verbreiterung des Signales der beiden aciden Protonen dfirfte im wechsel- 
seitigen Austausch begriindet sein. Das Spektrum der syn-Form weist 
abweichende Signale auf : ~H(~) = 3,42 und ~H(1) ~ 7,53 ; J~(1)H(2) ~ 6,5 Hz. 

Im IR-Spektrum in Chloroform erscheinen auBer den typischen 
Aromatenbanden im niederfrequenten Bereich vor allem die Absorption 
bei 1515 (s), 1605 (m), 3310 (w, br), 3570 (s) und 3670 (m) charakteristisch. 

Die  F u n k t i o n  des  p - H y d r o x y p h e n y l a c e t a l d e h y d o x i m s  bei  
de r  B i o s y n t h e s e  des  S i n a l b i n s  

Bei der Bildung des Senf61glucosides aus der Aminos/~ure muB das 
0-2 des L-Tyrosins yon der Oxydationszahl 0 auf eine hShere Oxydations- 
stufe gebracht werden (Oxydationszahl ~-3);  es erscheint naheliegend, 
Zwischenstufen mit einer Oxydationszahl yon ~- 1 zu postulieren. Diese 
Forderung erffillen Aidoxime, welche yon Underhill 5 erstmals in Tro- 
paeolum majus und yon Kind117 in Brassica oleracea gefunden wurden. 

16 G.J. Karabatsos and R. A. Taller, Tetrahedron [London] 24, 3347 (1968). 
17 H. Kindl, Z. physiol. Chem. 349, 519 (1968). 
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Ein Vergleich der Einbauraten yon L-Tyrosin-3-14C und p-Hydroxy- 
phenylacetaldehydoxim-l-14C bei S.  alba l/~Bt die unmittelbare Vorl~ufer- 
Funktion des Aldoxims als unzweifelhaft erscheinen. L-Tyrosin-3-14C 
wurde zu 0,3 bis 0,6~o in das Sinalbin eingebaut, wi~hrend der Einbau 
tier Radioaktiviti~t des p-Hydroxyphenylacetaldehydoxims-l-14C in den 
zwei vorgenommenen Applikationsversuchen 6,6 bzw. 1,1 ~ betrug. 

Ahnliche Versuehe mit L e p i d i u m  s a t i v u m  zeigten, daft diese Pflanze 
nicht zu einer Uberffihrung des p-HydroxyphenylacetMdehydoxims in 
alas Sinalbin bef~higt ist. Dies ist hinsichtlich der Spezifiti~t des Einbaues 
des Aldoxims von Bedeutung. 

Bei der Aufarbeitung der Senfpflanzen fanden sich interessanterweise 
nach der papierchromatographischen Auftrennung der hydrophilen 
Fraktion mehrere radioaktive Zonen. Neben dem Glucosinolat (Rgle ---- 1,8) 
und Verbiudungen im Startbereich war etwa die gegenfiber dem Gluco- 
sinolat dreifaehe Aktivit/~t bei Rgle = 4,0 zu finden. Durch Vergleich 
mit inaktiver S-(~-D-Glucopyranosyl)-phenylacetothiohydroxims/iure und 
S-(~-D-Glueopyranosyl)-p-hydroxyphenylacetothiohydroximss erhiel- 
tea  wir den ttinweis, dal] es sich bei der aus dem Oxim in der Pfl~nze 
gebildeten Verbindung um das Desulfo-Sinalbin handelt, was auch dureh 
Abbau der radioaktiven Verbindung zu markierter p-Hydroxyphenyl-  
essigss welter erh~rtet wurde. Die Phenolfraktion enthielt u .a .  
p-Hydroxyphenylacetonitril .  

Die Ergebnisse erlauben uns, auch unter Beriieksichtigung der kiirzlich 
erhobenen Befunde yon Underh i l l  und Wetter  ~s bei der Bildung des Gluco- 
tropaeolins, flit die Biosynthese das folgende, z. T. noch hypothetische 
Syntheseschema aufzustellen (siehe Schema 3, S. 1782). 

Das Oxim kann durch oxydative Deearboxylierung aus der N-Hydro- 
xylaminos~ure entstehen (Schritt b), wie bereits K i n d l  und Underhil119 

zeigten; sowohl pflanzliche Peroxidasen im Verein mit Endiolen 2~ als 
auch eine Flavinmononukleotid-abh~ngige Oxydase k5nnen diese Re- 
aktion katalysieren~9. Die Bildung der Aldoxime aus den Aminos~uren 
dutch eine N-Hydroxylierung lieB sich in 3 F/illen, bei L-PhenylManin, 
L-Tyrosin und L-Tryptophan, nachweisen e~ el (Sehritt a, b). Dies be- 
rechtigt uns zur Annahme, dab die Aldoxime nicht nur Vorli~ufer der 
Senf61g]ucoside sind, sondern auch tatsi~chliche Zwischenstufen dar- 
stellen. Ffir die weitere Reaktionsfolge veto Aldexim zum SenfSlglucosid 
ist das bier aufgestellte Schema insofern spekulativ, als noeh keine 
Hinweise bekannt wurden, wie es zur Bildung der Thiohydroxamsgure 

is E .  W. Underhil l  und L.  R .  Wetter, Plant Physiol. 44, 584 (1969). 
19 H.  K i n d l  u n d  E.  W.  Underhill ,  Phytochem. 7, 745 (1968). 
20 H.  K i n d l  und E.  W. Underhill ,  5th FEBS-Meeting, Prag 1968, Abstr. 

S. 95. 
~1 H.  K i n d l ,  unverSffentlicht. 
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SX 
I 

R --C - - I t  
! 

N 0  - - N  

I 
H 

kommt. In dem vorliegenden Schema (Schritt c) soil XSH eine Verbindung 
vom Typ des Cysteins bzw. eine enzymeigene SH-Gruppierung darstellen ; 
sp/iier (Schritt d, e, f) k6nnte ein Austausch der Gruppe X erfolgen. 

I~--CH--C00H R--CH--C00H 

NH~ N 0 H  

Nitroverbindungen <- 

/ 
/ /  

/S 
/ 

/ 
/ 

t 
a / S X  

> R--C 

\%NOIt 

b 

R--C--H -> R--C--_~N �9 -> cyanogene 
Glucoside ff 

H 0 - - N  

o / > I~--C f j S - - g l c  S--gle 
> R--C g~ R--C 

"%Noso - x§  

Schema 3: Bildung und Stoffwechsel der Aldoxime 

Auch ljberlegungen bezfiglich der Stereochemie der hier postulierten 
geakt ionen erscheinen im Zusammenhang mit der Bildung und dem Stoff- 
wechsel des p-Hydroxyphenylacetaldehydoxims angebracht. Bei einigen 
Aldoximen, wie z .B.  dem Phenylacetaldehydoxim, wurde bei Raum- 
temperatur eine Umlagerung der beiden geometrischen Isomeren fest- 
gestellt; man kann daher bei Applikation derartiger Gemisehe erwarten, 
daft das biologisch aktive Isomere in genfigender Menge nachgeliefert 
wird, auch dann, wenn nicht das richtige Isomere bei den Infusions- 
versuchen eingesetzt wird. Anders liegt der Fall beim p-Hydroxyphenyl- 
acetaldehydoxim, welches vorwiegend in der Form der anti-Verbindung 
infnndiert wurde und das aueh in das SenfSlglucosid eingebaut w-arde. 
Man k6nnte somit aimehmen, dag das anti-Oxim dig biologische Vorstufe 
der Senf61glucoside ist; diese Annabme muB abet noch durch weitere 
Untersuchungen erh/~rtet werden, da fiber den EinfluB yon L6sungsmitteln, 
pH und UV-Licht auf die Einstelhmg des Gleichgewichtes der beiden 
Formen der Aldoxime noeh zu wenig bekannt ist. 
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Die Bildung der Aldoxime aus den N-Hydroxyaminos/~uren - -  falls 
diese dureh zwei hintereinander folgende Einelektroneniiberggnge vor 
sich geht - -  gibt uns keinen Hinweis, welehe Form des Aldoxims bevorzugt 
entstehen sollte, ttingegen ist bekannt, dab das Endprodukt  des Aldoxim- 
Stoffweehsels, das SenfSlglueosid, Thiolgruppe und IIydroxylgruppe am 
Stiekstoff in syn-Stellung enth//lt. Diese seheinbare Diskrepanz - -  der 
Gegensatz zur ant i -Form des Aldoxims - -  1/iftt sieh erkl/~ren, wenn man 
annimmt, daft die im Sehritt d postulierte Dehydrierung dutch eine 
trans-Eliminierung erfolgt. 

Die Aldoxime nehmen nicht nur bei der Biosynthese der Senf61- 
glueoside eine zentrMe Stellung ein ; Versuche vort Conn und Mitarbeitern 22 
fiber die Bildung yon eyanogenen Glueosiden und vor allem die Unter- 
suehungen bei den Senf61glucosiden fiihren dazu, dab den Aldoximen die 
Funktion von wiehtigen Verzweigungsstetlen beim Stoffweehsel der 
Aminosiiuren. zugeschrieben werden mug. Auf Grund der hier angeftihrten 
~berlegungen kSnnte man annehmen, daft p-I-Iydroxyphenylacetal- 
dehydoxim der Vorl/iufer yon p-IIydroxyphenylacetonitril  und den 
eyanogenen Glueosiden Dhurrin und Taxiphyllin ist. Aldoxime sollten 
z. B. aueh bei dem Lmbergang Asparagins/~ure -+ l~Ialonsguresemialdehyd- 
oxim ~ ~-Nitropropionss auftreten. 

Zu r  F r a g e  des  U r s p r u n g s  de r  H y d r o x y l g r u p p e  

Der ,,Prim/irhydroxylierung" kommt beim Stoffwechsel der aromati- 
sehen Verbindungen in Pflanzen eine wesentliehe regulatorisehe Funktion 
zu. Unter , ,Prim~rhydroxylierung" soll die Einffihrung der ersten 
Hydroxylgruppe am Aromaten in o- bzw. p-Stellung zur Seitenkette 
verstanden werden, wie sie z. B. dutch die (Jberg/~nge L-Phenylalanin 
L-Tyrosin, Zimts/~ure ~ p-Cumars/~ure, Phenylbrenztraubens/iure 
o-Hydroxyphenylessigs/~ure, Benzoes//ure-+ Salieyls/iure reprs wird. 
Im Zusammenhang mit der Biosyathese des Sinalbins erhebt sieh die 
Frage, auf weleher Stufe die Einfiihrung der Itydroxylgruppe in den 
Aromaterl erfolgt. Schema 4 gibt zur Erl/~uterung dieser Problemstellung 
eine ~bersieht, in weleher die im Zusammenhang mit der IIydroxylierung 
am Aromaten stehenden Untersehiede hervorgehoben werden.  

Dureh die vorliegenden Untersuehungen mit Hilfe vorl Phenylaeetal- 
dehydoxim-l-14C konn~e gezeig~ werden, dab in S. alba kein Ei•bau in 
das Sinalbin zu beobaehten war. Daraus ran13 geschlossen werden, daft 
bereits auf der Stufe der Aminos/~uren der fiir das SeldSlglueosid benStigte 
I-[ydroxylierungstyp vorgegeben sein mnft. Phenylaeetaldehydoxim kann 
nieht zu p-Hydroxyphenylacetaldehydoxim hydroxyliert  werden. Aueh 
Glueotropaeolin (Benzylglucosinolat) kann, wie bereits friiher gezeigt. 

2~. E. E. Corm, J. Agn'ie. Food Chem. 17, 519 (1969). 
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wurde 4, nicht zum Sinalbin hydroxyliert  werden (Schema 4). Eine Prim/ir- 
hydroxylierung liegt somit, zumindest bei der Hauptroute  der Biosynthese, 
im Falle der Sinalbinbildung nicht vor. Es soll hier abet noch darauf hin- 
gewiesen werden, dab naeh Infusion von L-Phenylalanin-(ring-4)-3H-U-14C 
wohl nut  ein geringer Einbau der Radioaktivit/~t (0,025%), abet eine mehr 
als 80proz. Retention des Tritiums festgestellt werden konnte. Prim/~r- 
hydroxylierungen, welche mit  einer durch Hydroxylierung induzierten 
Wanderung tines Substituenten (NIH-shift)33 verbunden sind, wurden in 
letzter Zeit auch bei hSheren Pflanzen beobach~et 23, 24, 25, 2~ 

Phenylacet - Glueotropaeolin T,-Phenylalanin -+ aldehydoxim -+ 

/ 
/ 

/ /  

Shikimis/~ure 

\ \  
\ 

\ 
\ / 

\,~ k / / / /  

Zimts/~ure 

p-Cumars~ure 

p-Hydroxyphenyl- -+ Sinalbin 
L-Tyrosin - - - ~  aeetaldehydoxim 

Schema 4: Stoffweehseliiberg/~nge, die im Zusammenhang mit der Bio- 
synthese des Sinalbins yon Bedeutung sind 

Der Frage, ob auf der Stufe des Aldoxims bzw. in den darauffolgenden 
Schritten zum Senf61glucosid noch eine Hydroxylierung - -  eine Prim~r- 
hydroxylierung oder eine Sekund/irhydroxylierung in o- bzw. p-Stellung 
zur Prim/~rhydroxylgruppe am Kern bzw. Hydroxylierung in der Seiten- 
kette nach einem /ihnliehen M e c h a n i s m u s -  oder Eliminierung m6glich 
ist, kommt  eine allgemeine Bedeutung im Zusammenhang mit  der Bio- 
synthese yon Sinigrin (Allyl-glueosinolat) bzw. Glucobarbarin (2-Phenyl- 
i~thyl-2-hydroxy-glucosinolat) zu. I m  Gegensatz zur Biosynthese des 
Sinalbins t r i t t  vermutlich bei der Bildung dieser Verbindungen noch 
Sekund/~rhydroxylierung bzw. eine Eliminierung auf der Stufe des Ald- 
oxims, also eine J~nderung in der Seitenkette der Alkylgruppe des Gluco- 
sinolates ein; z .B.  macht  bei der Sinigrin-Biosynthese der Einbau yon 
4-Methylthiobutyraldehydoxim eine Eliminierung yon Methanthiol er- 

36 G. Guro]], J .  W.  Daly,  D. M .  Jerina, J .  Renson, B.  Witkop und S. Ude~- 
]fiend, Science [New York] 157, 1524 (1967). 

24 M .  H.  Zenlc, Z. Pflanzenphysiol. 57, 477 (1967). 
25 A .  Sutter und  H.  Grisebach, Z. physiol. Chem. 349, 1630 (1968). 
26 N .  Amrhe in  und  M .  H.  Zenk,  Phytoehem. 8, 107 (1969). 
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forderlieh 27. Es w/~re im Falle der Infusion yon p-Hydroxyphenylaceta!- 
dehydoxim vorstellbar, dab es - -  da hier die Prim//rhydroxylierung bereits 
erfolgte - -  aueh auf der Stufe des Aldoxims zu einer weiteren Hydroxy- 
lierung in o-Stellung zur bereits vorhandenen Hydroxylgruppe (also 
Sekund/~rhydroxylierung) kommen kann, da dieser Llbergang durch 
Oxidasen vom Typ der Tyrosinase leieht erfolgen sollte. Dies wurde aber 
bei S. alba nioht beobachtet. 

Die  I~olle de r  p - C u m a r s ~ u r e  u n d  die  D i s k u s s i o n  
de r  m 6 g l i c h e n ,  zu r  B i l d u n g  des  L - T y r o s i n s  f i i h r e n d e n  W eg e  

p-Cumars~ure kann in hSheren Pflanzen sowohl dutch Ilydroxylierung 
der Zimts/iure als auch durch Abspaltung yon Ammoniak aus L-Tyrosin 
gebildet werden. Beide Reaktionen wurden bisher als irreversibel ange- 
sehen2S, 29. Die bereits friiher beriehtete I)berfiihrung yon p-Cumars/~ure 
in Sinalbin steht aber mit dieser Ansicht nicht im Einklang. W/~hrend es 
auch weiterhin als wahrscheinlich anzusehen ist, d~l~ Hydroxylierungen am 
Aromaten irreversibel sind, sollte die yon der L-Tyrosin-ammoniak-lyase 
kat~lysierte Reaktion nicht prinzipiell irreversibel sein. Besonders bei 
Applikation yon grSBeren 3/[engen yon p-Cumars/~ure kommt diesem 
Umstand Bedeutung zu. 

Vorerst gelang es uns, in vivo dm'ch Infusion yon 10 ~zC p-Cumarss 
3-14C (80 ~C/mMol) an 10 Senfpflanzen naeh 10 Stunden 2~ der vor- 
gegebenen Radioaktivit/~t im L-Tyrosin naehzuweisen. UmkristMlisation 
mit inaktivem L-Tyrosin bewies, dal3 es sich um das L-Isomere handelte. 
Bei den Versuchen in vitro wurden zun/ichst Enz)nnpr//par~tionen aus 
Hordeum vulgate verwendet. Mit Hilfe des etwa 100fach angereicherten 
Enzyms konnten bei 0,35M-Ammoniumkonzentration etwa 10~o der vor- 
gegebenen p-Cumars~ure in Tyrosin iibergefiihrt werden; aueh hier han- 
delte es sich um das reine L-Isomere. Vorl//nfige Absch/~tzungen deuten 
darauf hin, dal3 das Gleichgewicht/~hnlich wie bei der yon der L-Phenyl- 
Manin-ammoniak-lyase katMysierten Re~ktion liegen diirfte. 

Ein weiterer Hinweis ftir die Bedeutung der Reversibilits der 
Ammoniak-lyase-Reaktion ftir die Biosynthese des Sinalbins wurde durch 
die Auffindung and Al~reicherung der L-Tyrosin-ammoniak-lyase aus 
S. alba gewonnen. Das Enzym ~us Senfpflanzen war je nuch Alter der 
Pflanzen, bezogen anf Frischgewieht, etwa 30~4~0% so aktiv wie Pr~- 
parationen, welche aus den gleichen 3s yon H. vulgate erhalten 
wurden. Die Anreicherung gelang bis zu einer spezif. Akt.ivit/~t yon 5,7 mU 
(U = internat. Einheiten) pro mg Protein. 

~ M. Matsuo, Tetrahedron Letters 1958, 4,101. 
~s E. E. Conn, in: ,,Biochemistry of Phenolic Compounds" (Hcrausg.: 

J. B. Harborne), Acad. Press, 1964~, S. 4A3ff. 
~9 A. C. Neish, Phy~ochem. 1, 1 (1961). 
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Naeb diesen Ergebnissen k6nnen prinzipiell drei versehiedene ]~io- 
synthesewege fiir die Bildung des L-Tyrosins, und damit aueh Yon zahl- 
reichen Stoffwechselprodukten des L-Tyrosins, wie des Sinalbins, in Er- 
w~gung gezogen werden. Der Hauptweg ist sieher die direkte Synthese aus 
Shikimis~ure fiber Prephenss und p-Hydroxyphenylbrenztraubenss 
])aneben spielt - -  besonders im tierisehen Organismus - -  aueh die I-Iydro- 
xylierung yon L-Phenylalanin eine wichtige Rolle. Ein dritter Weg zum 
L-Tyrosin ware auf der Route L-Phenylslanin--> Zimts~ure--> p-Cumar- 
s~ure-> L-Tyrosin vorstellbsr. Der limitierende Sehritt sollte dsbei die 
Hydroxylierung tier Zimts~ure sein. In der Folge sind Versuche be- 
sehrieben, welehe fiber dss physiologisehe Gewieht der sngedeuteten 
Stoffwechselfiberg/inge eine gewisse Aufkl~rung geben sollten. 

In drei versehiedenen Experimenten wurden 6 Wochen slten Pflsnzen 
yon S. alba Shikimis/~ure-U-14C (5200 ~C/m~ol, 10 ~C) bzw. L-Phenyl- 
alsnin-U-14C (500 ~C/m~ol, 50 [~C) bzw. Zimts~ure-3-14C (680 ~C/mMol, 
12 ~C) verffittert. Nsch 9 Stdn. wurden die Pflsnzen suf T,-Tyrosin bzw. 
p-Cumsrs/~ure sufgearbeitet und dsbei folgende Ergebnisse erzielt: 
Shikimis~ure wird in dieser Zeitspanne zu 1,5% in L-Tyrosin eingebsut, 
w~hrend L-Phenylalsnin nur zu 0,03% zu L-Tyrosin hydroxyliert wird. 
Die Hydroxylierung der Zimts/iure zur p-Cumsrs~ure erIolgt im Gegen- 
satz zur Hydroxylierung suf der Stufe der Aminos~uren mit fiber 5%; 
daneben wurden 0,02% der Aktivit~t in L-Tyrosin gefunden. 

Es erseheint somit evident, ds]~ in unseren pfl~nzlichen Objekten die 
Biosynthese des fiir die Bildung des Sinalbins ben6tigten L-Tyrosins im 
wesentlichen direkt sus der Prephens~ure erfolgt und dab die Hydroxylie- 
rung von L-Phenylalanin bzw. Zimts~ure nut eine untergeordnete Rolle 
spielt. Bei nieht mehr physiologisehen Verh~ltnissen, wie sie etwa durch 
die Infusion grbl]erer l~r yon p-Cumsrs~ure bzw. L-Phenylslsnin 
gegeben sind, kbnnen aber such die beiden anderen Wege zur Bildung yon 
L-Tyrosin beitrsgen. So wird es such verst/~ndlich, ds[~ bei Infusionszeiten 
yon etws 5 Tagen 3 dss vorgegebene radioaktiv markierte L-Tyrosin in 
verh~ltnisms kurzer Zeit auf sehr stoffwechselsktiven Wegen sbge- 
b~ut wird, wahrend eiae geringe, abet lsng dauernde Bildung von L-Tyro- 
sin aus p-Cumarss dszu fiihrt, dab in Summe ein hSherer Einbau der 
Radiosktivit~t yon p-Cumsrs~ure als yon L-Tyrosin gefunden wird. 

Die in dieser Abhsndlung nschgewiesenen Uberg/~nge yon L-Phenyl- 
~lanin in L-Tyrosin bzw. Zimts~ure in p-Cumars~ure besitzen je nseh 
Organismus und /~uBeren Bedingungen wechselnde Bedeutung im StofL 
weehsel. W~hrend etws der fiberwiegende Tell yon L-Phenylslsnin in hS- 
heren Tieren und im menschlichen Organismus zu L-Tyrosin hydroxyliert 
und dann welter fiber die Homogentisins~ure sbgebaut wird, kSnnen ver- 
sehiedene hbhere Pflanzen die Hydroxylierung yon ~.-Phenylal~nin nieht 
oder nur im geringen AusmaB durchfiihren '~. Die Hydroxylierung der 
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Zimts/iure erfolgt~ wie Russe l  und Corm ~~ zeigten, in den l~[ikrosomen. Ob 
die so gebildete p-Cumars~iure, vorwiegend in glucosylierter :Form, rasch 
in der Vakuole abgelagert wild oder 1/ingere Zei~ im stoffwechselaktiven 
Plasma bleibt, konnte aus den Experimenten nicht entschieden werden; 
fMls sich aber die in zahlreichen Pfl~nzen gefundenen hohen Konzentra- 
tionen an p-Cumars~ure nicht nut auf die Vakuolen beziehen, sollte dem 
(Tbergang yon p-Cumars~ure in •-Tyrosin auch in vivo gewisse Bedeutung 
zukommen.. 

Es wird der Ludwig-Boltzmann-Gesellschaft, Wien, fiir einen F6rde- 
rungsbeitrag und dem 0sterreichischen Forschungsrat., Wien, fiir die 
Bereitstellung des Flfissigkeitsszintillationszghlers gedankt. 

ao D. W.  Russel und E. E .  Corm, Arch. Biochem. Biophys. 122, 256 (I967). 

l~Ionatshefte fiir Chemie, Bd  10015 114 


