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Zusamm~Unter Verwendung von Glycin-1-‘YJ und Glycin-2-14C wurde der Mechanismus der 
Ureidbiosynthese in chlorophyll-defekten Bli8.te.m von Pelargonium zonale und Keimlingen von Triticum 
vulgare untersucht. Die festgestellte Verteihmg der Radioaktivitat tiber die C-Atome 4,5 und 2+8 (2+2’) 
von Allantoin und Allantoi&hne bestiltigt nachdriicklich die Annahme einer Ureidbildung aus Purinstufen 
und schliesst andersgeartete Mechanismen einer direkten Ureidsynthese, z.B. aus Glyoxylsfuue und Ham- 
stoff, definitiv aus. In den untersuchten PSanzen ist ein Reaktionscyclus wirksam, der aeroben Purinabbau 
und Purinneusythese durch Glyoxylat aneinanderschliesst. Als Konsequenz dieser Reaktionsfolge tritt ein 
Austausch von l’C zwischen den C-Atomen 1 und 2 von Glycin in Erscheinung, verursacht durch einen 
Embau von carboxylmarkiertem Glycin in die Stelhmg 4 und von methylenmarkiertem Glycin in die 
Stelhmg 5 von Allantoin und Allantoinsfmre- So liefert Glycin-1-‘Y: Glyoxylat-2-14C und damit Glycin-2-X!, 
w&rend Glycin-Z&r% carboxyhnarkiertes Glyoxylat und Glycin liefert. Aus Glycin-2-1Y= wird Radio- 
kohlenstoff aber such in die Ureido-C-Atome von Allantoin und Allantoins&re eingebaut und erscheint 
somit such in Hamstoff. Die beobachtete Hamstoffakkumulation in chlorophylldefekten BHttem von 
Pelargonium zonale ist eine Folge der unterschiedlichen Venvertungsgeschwindigkeit van aus der Ureid- 
hydrolyse anfallendem Glyoxylat und Hamstoff. Hamstoff wird nur gering gespalten, w&rend Glyoxylat 
sehr etfektiv in dii Synthese von Glycin und Ureiden einbezogen wird. Die fur den Glycinmetabolismus sich 
ergebenden Gesichtspunkte we&n diskutiert. 

Abe&+-Results amccming ureide biosynthesis in chlorophyll-deficient leaves of Pelargonirun zonale and 
seeds of Tkiticum v&are are consistent with the concept that allantom and allantoic acid are 

nurine intermediates. The determination of radiocarbon distribution over the carbon atoms 
4, 5 and 2 &id 2’ (2+8) of allantoin and allantoic acid after feeding glycine-l-l<=- and gly~ine-2-~~, 
detinitely excludes a more direct pathway of ureide biosynthesis from simpler molecules, e.g., by con- 
densation of glyoxylate and urea. In the plants in question a reaction cycle is operative connecting aerobic 
purine degradation and de IU)VO purine synthesis by means of glyoxylate. Glyoxylate which is rapidly formed 
m the degradative pathway is readily introduced into purine synthesis via glycine (and setine?), and thus 
becomes an important link in the cyclic reaction path. As a consequence, radiocarbon from glycinel-l”c 
is introduced in the methylene carbon of glycine. By analogy, glycine-21°C is transformed to glycinc+lJC. 
But radioactivity from glycine-2-“C is also incorporated into positions 2 and 8 (2 and 2’) of glyoxylic ureides, 
thus furnishing 14Gurea. As a consequence of the cyclic reaction pathway, carboxyl-labeled glycine is also 
introduced in theureide carbons ofallantoin and allantoic acid, thus also yielding ureaJy3. The accumulation 
of considerable amounts of free urea observed in chlorophyll-deticient leaves of PeIargonium wnale is a 
result of ditferent rates of urea and glyoxylate utilization depending on low urease activity and a rapid 
utilization of glyoxylate for glycme and ureide synthesis. The results are discussed in terms of the meta- 
bolism of glycine. 

EINLEITUNG 

IN EINER Zahl von Arbeiten der letzten Jahre ist iiber Vorkommen, Physiologie und 
Biosynthese der Glyoxylskreureide in P&tnzen berichtet worden, woriiber zusammen- 
fassend referiert worden ist.l-4 Zwei verschiedene Wege der Biosynthese von Allantoin 
und Allantoinskre sind immer wieder dislcutiert worden: (1) ein Weg iiber Purinvorstufen, 
und (2) eine Ureidsynthese aus Glyoxylat und Harnstoff, wie sie Brunel und Brunel-Capelle6 
ftir &zricus campestris berichtet haben. Dieser Weg scheint indes in hbheren Manzen 

1 K. Momss, Encyclopedia of Plant Physiology, 8,716 Springer, Berlin, 1958. 
* K. Mormis, Can. J. Botany 39,1785 (1961). 
8 H. REINeoTHB and K. Marum, Ann. Rev. Pkmt Physiol. 13,129 (1962). 
’ H. w J&g&. Biol. 25,33 (1962). 
6 A. B~JNEL et G. BauNEGcApELLE, Contpt. re&. ulr, 1130 (1951). 
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nicht realisiert zu sein. Auch war es uns nicht moglich, eine enzymatische Ureidbildung auf 
dem Wege einer Harnstoff-Glyoxyls%ure-Kondensation in Fruchtkbrpem von Agaricus 
bisporus Lange und verschiedenen Lycoperdon-Species nachzuweisen.6 Pine Allantoin- 
und Allantointiurebildung auf dem Wege der Purinneusynthese und durch nachfolgenden 
aeroben Purinabbau ist durch mehrere Arbeiten der let&en Jahre sichergestellt worden. ‘-Ia 
Offenbar ist der Mechanismus des ovydativen Purinabbaus tiber Harnslure ubiquitHt 
verbreitet. Auch diirften keine alternativen Wege der Purinneusynthese bestehen, wenn 
such iiber den Mechanismus der pflanzlichen de novo-Synthese der Purine noch wenig 
bekannt ist. 

Gewisse experimentelle Befunde im Zusammenhang mit der Ureidsynthese bedurften 
weiterer Kliirung. Butler et al. 1’d hatten gefunden, dass nach Glycin-2-14C-Gabe an 
Symphytum uplandicum Radiokohlenstoff such in das C-Atom 4 von Allantoin eintritt. 
Reinbothe fand, dass in Speicherwurzeln von Symphytum oflcinale Glycin-1-14C ebenfalls, 
wenn such nur gering, in die Ureido-C-Atome von Allantom inkorporiert wird. Die 
Annahme einer cyclischen Reaktionsfolge, die von Glycin u.a. Vorstufen der Purinsynthese 
ausgeht und tiber Purinderivate und Glyoxylsaureureide zu Glyoxylat (turd weiter zu 
Glycin) und Harnstoff ftihrt, kijnnte diese Befunde zwanglos erklliren.13 Denn Glyoxylat- 
1,2-l’C wit-d in Ureidpflanzen sehr wirksam in Glycin und Serin verwandelt. wodurch der 
Abbau wieder in die Synthese miindet (Abb. 1). 

Tn dieser postulierten Reaktionsfolge miisste das Radio-kohlenstoffatom aus Glycin-l- 
lsC das C-4 von Allantoin bzw. Allantoinsiiure markieren, deren hydrolytischer Abbau im 
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ABB. 1. GLYCINMETABOLISMUS IN UREIDPFLANZEN (“GLY~IN-ALL~NTOIN-cYCLUS”). 

’ H. REINmTHE, unveriiffentiicht. 
9 R. L. BARNBS, Can. J. Bo?my 40, 563 (1962). 
B R. M. KRIJFXA and G. H. N. Tow-, Can. J. Bomy 36, 179 (1958). 
s R. M. KRUPKA and G. H. N. Tom, Cm. J. Wormy 37,539 (1959). 

lo H. REINB~THE and K. MOTHES, Tetrahedron Letters 25, 32 (1960). 
I1 H. R~BOTHE, Flora 150, 128,474 (1961); Flora 151, 315 (1961). 
I8 G. W. BUTLER, J. D. FERGUS~N and R. M. ALLISON, Plrysiol. Plantarwn. 14,310 (1961). 
I8 H. REINROTHE, Wiss. 2. Univ. H&e. MathNat. X/S, 1121 (1961). 
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cc-C-Atom markiertes Glyoxylat und Glycin liefem w&de, das nun bei einem weiteren 
Umlauf des Cyclus Radioaktivitit in das C-5 der Glyoxylsiiureureide inkorporiert. Auf 
diese Weise wiirde such der Carboxylkohlenstoff van Glycin in die Ureido-C-Atome van 
_%llantoin und Allantoinstlure eingebaut. Denn Glycin-2-14C inkorporiert das l*GIsotop 
zungchst in die Positionen 5,2 und 8 der Glyoxyls&reureide. Bei weiteren Umliiufen der 
cyclischen Rea~o~folge miisste die daring im C-Atom 4 sukzessive zunehmen, 
wiihrend bei tigeren Versuchszeiten die radioaktive Beladung der Ureido-GAtome sich 
verringern miisste. Als Effekt dieser Reaktionen miisste ein Austausch der Markierung 
zwischen Gl und C-2 von Glycin bzw. eine Gleichverteilung der Markierung iiber beide 
C-Atome nach Fiitterung von positionsmarkiertem Glycin in Erscheimmg treten. Wir 
priiften diese Annahmen unter Verwendung von Glycin-l-l% und Glycin-2J*C fiir 
W~en~~ge (ZYriticum vulgure, Sorte ‘Rem,‘) und fti chlorophy~-defekte Bliiner von 
Pelargonium zomde (die ixn Vergleich zu den grllnen Blattern ureidreicher sind). 

Bestimmt wurden die spetischen AktivitZiten von Allantoin, Allantoinsiiure und 
Hamstoff (I/min/mM) nach ansteigenden Fiitterungszeiten und die prozentuale Verteilung 
der Radioaktivitit iiber die C-Atome 4, 5 und 2+8 von Allantoin bzw. AllantoinsZiure zu 
verschiedenen Zeitintervallen. 

Die Tabelle 1 zeigt das nach Glycin-2-14C-Gabe an BlZitter von PeZurg#~j~ zonule 
erhaltene Ergebnis. 

TABELLE 1. SPBZIFISCXE AKTMTXT UND PROZENT~ALB YBBTE~LUNG DER RADIO- 
AKTNlTjiT &II% DIE c-ATOMB 4, 5 UND 2+8 VGN ALLANTGINtiIJRE NACH 
APPL~ATXON VON GLYCIN-m (0,825 mC/mM; 200 &AI WT 20 pC PRO ANWTZ). 
CH~BO~L-D~~ BL&TRR VON Pek@?&m zmtde. DIE BL&TXR (CA. 1 g 
DISTAL PRO VBBSUCH) WUBDEN - DEN TR~~~~~~OM MIT 

JE i?oo /.bl GLYClNL6SUNG DIE ANGEBEJWN ZBITEN VERSGRGT 

Vers2-it 
I/min/mMx~l$toiure 0k Aktivitiit von 

C2+8 C-4 C-5 

1 

:,5 
:‘: 
24 3,323 

Die festgestellte Verteilung der Radioaktivitlit konnte durch 2 Parallelversuche bestiitigt 
gefmden werden. Die Tabelle 2 zeigt das nach Auction von Glycin-1-“C erhaltene 
Ergebnis. 

T~egu~ 2. -Em AKTMTAT UND PROZENTUALB VBB~EILUNG DER RADIO- 
-XT Umm MB GATOMB 4, 5 UND 2+8 WIN ~~L.wmms XURE NACH 
z=ON GLYCIN-1-w (4 mC/mM; 200 pl MIT 20 ,uC PRO BLATI). 

DEPEKTE BLATITS VOW Pefargonium zonde. DIE BLX?TER &A. 
1 g PRO vEXSUCH) WUBDEN th?ER DBN 

vmu&hmit I/min/mM $lo~toinshre % Al&it von 
c 2+8 C-5 

:,s 0,136 
:r: 01994 3% 

45 2,3 98,3 94.5 2: 
1;:: 51.3 77.6 35,8 1314 
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Aus den Tabellen 1 und 2 ist zu entnehmen, dass nach ansteigenden Zeiten bei zuneh- 
mender Inkorporation von 14C in das Glyoxyls~uremittelstiick von Allantoinsiiure eine 
Gleichverteilung der Markierung iiber die C-Atome 475 angestrebt wird, beruhend auf 
dem Ineinanderfliessen von Synthese tmd Resynthese nach Abbau der Verbindung. Da 
das Methylen-C-Atom von Glycin das oxydierte C-Atom des Glyoxylduremittelsttickes 
von Allantoinsaure liefert, tritt Radioaktivitlt aus Glycin-2JJC aus den C-Atomen 5 von 
Glyoxylsiiureureiden in den Carboxylkohlenstoff von Glyoxylat und Glycin ein. Carboxyl- 
markiertes Glycin liefet-t via C-4 von Allantoins%ure das aldehydische C-Atom von Glyoxylat 
und damit das a-C-Atom von Glycin. Glycin-2-lJC tritt aber such in die Bildung der 
Ureido-C-Atome von Allantoin und Allantoinsaure ein, so dass durch den geschilderten 
Mechanismus Harnstoff, der aus den Ureidogruppen von Allantoinsaure hervorgeht, 
Markierung nicht nur nach Applikation von Glycin- 2J4C, sondern such nach Glycin-1 -Y- 
Gabe erf%hrt (Tab. 2 und 3). 

TABELLJZ 3. SPEZIFI~CHEAKTIVITKTVONHARNSTOFFNACHAPPLIKAIION 
VON GLYCIN-2-W (0,825 mC/mM) UND GLYCIN-I -W (4 mC,!mM) AN 
CHLOROPHYLL-DEFEK' BLAlTER VON f%?klrgOkWrl ZOrUde NAC7i 
VERSCHIEDENEN ZEITEN. PRO BLAlT(CA. 1 gFRISCHGEWICHT)WURDEV 

200 ~41 GLYCINLOBUNG (2OpC) ~~BERDENBLAITSTIELGEFL~TERT 

Versuchszeit 
hr 

Spczifische Aktivittit. QninimM Harnstoff 
. IO-” nach Applikation von 

Glycin-2-W Glycin-1-W 

1 0,313 0,Ol 
t5 0,940 
415 0,047 

10 :f% I.432 

E 11,630 91327 I .574 

Wlhrend Glycin offenbar in den Sog der Glycin-Synthese hineingerissen wird, so dass 
freies Glyoxylat nicht in nennenswertem Umfang auftritt, fdlt Harnstoff aus dem Purinabbau 
in nicht unbetrachtlicher Konzentration an. Die in chlorophylldefekten, aber such griinen 
Ptlanzenteilen von Ureidpflanzen beobachtete Anhtufung von freiem Hamstoff ist somit 
kein Artefakt der Aufarbeitung, wie Traceylj vermutete, sondern die Folge einer Steigerung 
bestimmter Enzymaktivitaten im Bereich des Purinstoffwechsels und der unterschiedlichen 
Verwertungsgeschwindigkeit von aus der Allantoinsaurehydrolyse anfallendem Hamstoff 
und Glyoxylat. Wie wir zeigten, wird Harnstoff-14C von solchen Bliittern metabolisiert, 
wenn such nur langsam. wofti wir Ureaseaktivitlt verantwortlich machten. 

Allantoinsaure kann indes, insbesondere nach exogener Zufirhr von Glyoxylat, leicht aus 
Harnstoff und Glyoxylsiiure durch nicht-enzymatische Kondensation gebildet werden. 
Obwohl unter den experimentellen Bedingungen mit einer solchen Moglichkeit nicht 
gerechnet zu werden brauchte, erschien es uns notwendig, die fur Allantoinsiiure erhaltenen 
Ergebnisse an einem Objekt zu iiberpriifen, das Allantoin neben Allantoinslure in 
priiparativ gut fassbarer Menge enthlilt. Wir futterten deshalb 4 d alte Keimlinge von 
Triticurn vulgare mit Glycin-21°C. Bestimmt wurden die spezifische Aktivitat von 
Allantoin-% und die prozentuale Verteilung der Radioaktivitat iiber die C-Atome 4, 5 
und 2 +8 nach steigenden Versuchszeiten (Tab. 4). 

I4 M. V. TRACEY, Modern Methods of Plant Analysis, 4, 119. Springer, Berlin, 1955. 
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TABELLE 4. SP -HE AKTlVlTiiT UND PROZENTUALE VRRTEILUNG DER RADD 
AKTMTAT tbER DIE GATOME 4, 5 UND 2+8 VON ALLANTOIN NACH 
APPLIKATION VON GLYCJN-2-‘y: (0,825 mc/mbi) AN 4 D ALTE KEMLINGE VON 
Triticum w&are. PRO AN~ATZ WUUW.N 15 KEMLIMX VON CA. 18 FRISCHGEWICHT 

MIT 125 ,ubc IN u) I-d HI0 thER DIE WURZELN VFXSORGT 

% Aktivitit von 
C2+8 C-4 C5 

13,2 2.,2 83,3 
15,7 

:z 
1% 

78,l 

I 33:4 

Die Daten zeigen somit eine gute Ubereinstimmung mit den ftir Pelargonium erhaltenen 
Werten (s. Tab. 1). Bin Austausch von durch Transaminierung oder oxydative Desa- 
minierung gebildetem Glyoxylat mit dem GlyoxylsiIuremittclstiick von Allantointiure 
dtirfte deshalb nicht vorgelegen haben. Demr Allantoin wird durch spontan-chemische 
Kondensation aus Glyoxylat tmd Hamstoff tmter den gewlihlten Aufarbeitungsbedingungen 
nicht gebildet. Wie Krupka und Tower9 gezeigt haben, bauen Weizenkeimlinge Glycin 
sehr wirksam in Glyoxyltiure ein auf dem Wege tiber Allantoin. Unter Bedingungen, die 
oxydative Bildungswege von Glyoxylat aus Glycin ausschliessen, wird wohl Glyoxylat sehr 
effektiv in Glycin verwandelt, nicht aber umgekehrt. So scheint in Weizenkeimlingen 
eine direkte Bildung von Glyoxylat aus Glycin (auf dem Wege der Transaminierung) in nur 
geringem Ausmass zu erfolgen, wtirend Glyoxylat schnell in Glycin transformiert wird. 

DISKUSSION 

Die erhaltenen Daten bestitigen nachdrticklich, dass Glyoxylsiiureureide in haheren 
Pftanzen aus Purinvorstufen und durch nachfolgenden oxydativen Purinabbau gebildet 
werden. Glycin-2-l% er%hrt Inkorporation in die C-Atome 5, 4, 2 und 8 von Allantoin 
und Allantoir&ture. Die mit der Versuchszeit zunehmende, zutichst (1 Stunde) nur 
geringe Inkorporation von Radioaktivitit in das C-Atom 4 von Glyoxyls&neureiden wird 
verstindlich durch die Annahme eines Reaktionscyclus, der mit Hilfe von Glyoxylat 
Purinabbau und Purnmeusynthese aus Glycin aneinanderschliesst. C-2 und C-8 VOR 
Allantoin tmd Allantoinsiiure dtlrften auf dem Wege tibcr aktive Einkohlcnstoffk6rper 
gebildet werden. Offenbar ist such in Ureidpilanzen Scrinaldolasc (Serinhydroxymethylase] 
wirksam; derm Glycin wird sehr etfektiv in Serin verwandelt. Das Methylen-C-Atom von 
Glycin k6nnte auf dem Wege tiber das /?-C-Atom von Serin oder tiber aus Glyoxylat 
gebildete “aktive Ameisens%ure” Zugang zur Bildung der Ureidkohlenstoffatome finden. 
Glycin-lJ4C transferiert Radioaktivitgt bevorzugt in die Position 4 von Glyoxylsziure- 
ureiden. Durch den beschriebenen Reaktionsverlauf erreicht das Carboxyl-C-Atom von 
Glycin abcr such das C-Atom 5 und die Ureidkohlenstoffatome. Somit gewinnt das C-l 
von Glycin such Zutritt zum Metabolismus der aktiven Binkohlenstoffk6rper. 

Der in Ureidpflanzen anzutreffende freie Hamstoff entstammt m6glicherweise allein 
dem Purinstoffwechscl. Doch wissen wir z.Zt. nicht, ob weitere Bildungswege fur Hamstoff 
in diesen Pflanzen exist&en (Ornithin-Cyclus, Pyrimidinabbau usw.). Die Akkumulation 
van Harnstoff in Allantoins&nepflanzen findet jedenfalls eine plausible Erklsirung durch 
das Wirken des Purinmcchanismus der Ureidsynthese und durch eine unterschiedliche 
Verwertungsgeschwindigkeit von iiber den Purinabbau anfallendem Glyoxylat und Ham- 
stoff. Warend Glyoxylat sehr wirksam in Glycin/Serin und Ureide transformiert wird, ist 
die harnstoffspaltende Aktivittit in diesen Pflanzen nur gering. 

3 
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Der dargestellte Reaktionscyclus, der im Effekt auf einen C-Austausch im Glycin 
hinausltiuft, zeigt neue Aspekte des Glycinmetabolismus auf. Durch diesen Mechanismus 
kann das Methylen-CAtom von Glycin zu CO2 oxydiert werden und das Carboxyl-C-Atom 
kann zur Bildung von aktiven Einkohlenstoffkorpem Anlass geben. Damit kiinnte such 
Kohlendioxyd aktive C-1-Fragmente liefem; denn 14C0, wird in Ureidpflanzen (z.B. 
Speicherwurzeln von Symphytum oflcinde) sehr wirksam in Glycin und Serin eingebaut. 
Doch ist tiber den Biosynthesemechanismus dieser Verbindungen in den genannten Objekten 
nichts bekannt. 

Unter gewissen physiologischen Bedingungen dtirften Allantoin und Allantoinsiiure aus 
dem Reaktionscyclus herausgenommen werden, um als Stickstofftransportformen zu 
fungieren. 

EXPERIMENTELLES 

Allantoin, Allantoinsiiure und Hamstoff wurden durch Radioautographie lokalisiert, 
aus Papierchromatogrammen eluiert und nach Buchanan et ~1.~~ einem definierten 
chemischen Abbau unterworfen. Allantoin wurde alkalisch zu Allantoinslure, Allantoin- 
sIiure sauer zu Glyoxylsliure und Hamstoff hydrolysiert. Glyoxylat wurde in das Semi- 
carbazon iiberfiihrt und mit saurem Kaliumpermanganat oxydiert : das nach 7 min 
aufgefangene CO2 rep&en&t das C-l, das nach Verwerfen einer intermediiiren Fraktion 
aufgefangene CO* das C-2 von Glyoxylat. 14COe wurde aufgefangen und im Methanz%hler 
gemessen. Harnstoff wurde von Glyoxylat durch Ionenaustausch auf Dowex 1 (Formiat) 
abgetrennt. Allantoin und Allantoinsirure wurden mit dem Rimini-Schryver-Fosse-Reagens 
quantitativ bestimmt,ll Harnstoff mit dem Mikrodiffusionsverfahren nach Convay und 
O’Malley.l” 

Anerkennwzg-Fiir die stete Fiirderung der Untersuchungen und fiir hilfreiche. Diskussionen sci unserern 
hochverehrten Lehrer, Herm Prof. Dr. K. Mothes, an dieser Stelle gedankt. Dank gebtihrt such Herrn 
Dr. H.-R. Schiitte fiir die %zrlassung von Glyci~+C. 

I6 J. M. BUCHANAN, J. C. SONNE and A. M. DELLUVA, .I. Biol. Gem. 173, 81 (1948). 
U E. J. CONVAY and E. O’MALLEY, Biockent. J. 36,655 (1942). 


