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DER STOFFWECHSEL VON INDOLDERIVATEN
IN SINAPIS ALBA L.—1.

SYNTHESE UND UMSETZUNG VON r-TRYPTOPHAN IN ETIOLIERTEN
HYPOKOTYLSEGMENTEN NACH APPLIKATION VON INDOL-2-4C

H. SCHRAUDOLF
Botanisches Institut der Universitit Giessen, Germany
(Eingegangen 18 Mai 1965)

Zusammenfassung—Hypokotylsegmente etiolierter Keimlinge von Sinapis alba L. metabolisieren Indol-2-14C.
Hauptumsetzungsprodukte sind dabei L-Tryptophan und dessen Derivate Glucobrassicin und Neogluco-
brassicin. Die Synthese von L-Tryptophan aus Indol wird geférdert durch Zusatz von L-Serin, Glycin,
L-Methionin und r-Homoserin zum Inkubationsmedium. L-Leucin Hemmt Indolaufnahme und Indolum-
setzung. Weder IES noch JAN konnten als markierte Umsetzungsprodukte des Indol-2-14C in Sinapis
nachgewiesen werden.

Abstract—Hypocotyl segments of etiolated seedlings of Sinapis alba L. are found to metabolize indole-2-14C.
Tryptophan and its derivates glucobrassicin and neoglucobrassicin were identified as the main reaction
products. The metabolism of indole to tryptophan was stimulated by addition of L-serine, glycine, L-methion-
ine and L-homoserine to the incubation medium. r-leucine was found to inhibit both uptake and reaction.
Neither labelled JAA nor IAN could be detected as metabolites of the indole~2-14C,

EINLEITUNG

WAHREND Tryptophanase und Tryptophansynthetase in Mikroorganismen und tierischen
Geweben zu den bestcharakterisierten Enzymsystemen des Aminosdurestoffwechsels
ziihlen,! liegen zur Frage der Biogenese des Tryptophans in hdheren Pflanzen nur wenige
Angaben vor. Eine Tryptophansynthetasereaktion in Spermatophyten wurde in vivo und
in vitro bei verschiedenen Objekten wahrscheinlich gemacht,?-8 die Biogenese des Indolrings
bislang nur in Gerstenblittern niher untersucht.$

Diese spirlichen Kenntnisse iiber die Synthese des Tryptophans sind um so erstaunlicher,
als von dieser Aminosiure allgemein die Biogenese der physiologisch so bedeutungsvolien
Indolauxine abgeleitet wird.® Die Existenz dieses Synthesewegs, der flir Mikroorganismen
zweifelsfrei nachgewiesen werden konnte, wurde fiir hdhere Pflanzen in jiingster Zeit ver-
schiedentlich in Frage gestellt,!0.1! und Thimann diskutiert in diesem Zusammenhang die
Mbéglichkeit einer Parallelsynthese von Aminosiure und Phytohormon aus einer gemein-
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samen Vorstufe.!! Diese Vorstufe kénnte Indolglycerinphosphat bzw. Indol selbst sein.
Die hohe Ausbeute von Indolyl-3-essigsiiure bei der enzymatischen Umsetzung von Indol
durch ein Priiparat aus Tomatenpflanzen. iiber die Mudd und Zalik berichten.? liesse sich
in diesem Sinne interpretieren.

Wir haben daher im Anschluss an Untersuchungen zum Stoffwechsel von br-'#C-
Tryptophan 1n Sinapiskeimlingen'* begonnen. auch die Frage der Biosynthese des Trypto-
phans und eine evtl. diese begleitende Genese von Indolauxinen mit Hilfe markierten Indols
erneut zu untersuchen. Die ersten in vivo erzielten Ergebnisse sind hier zusammengetasst,

ERGEBNISSE
Tryptophansynthese aus Indol-2-13C und ihre Beeinflussung durch Aminosiuren

Die Resultate der Inkubation von Sinapishypokotylsegmenten mit Indol-2-1*C zusammen
mit verschiedenen Aminosiiuren sind in Tab. | wiedergegeben.

Die Aufnahme von Indol fiihrt zu einer rasch anlaufenden Synthese von Tryptophan.
Schon 5 Minuten nach Inkubationsbeginn 1st nach papierchromatographischer Auftrennung
des Methanolextrakts eine Markierung dieser Aminosiiure nachweisbar. Aufnahme und
Umsetzungsrate lassen sich durch gleichzeitiges Angebot von L-Serin. Glycin, L-Methionin
und r-Homoserin signifikant erhthen. L-Leucin hemmt Indolaufnahme und Tryptophan-
synthese, wiihrend D-Serin in der verabreichten Konzentration ohne messbaren Einfluss auf
beide Prozesse bleibt. Eine Fiitterung mit t-Cystein. das gleichfalls zur Seringruppe des
Aminosiurestoffwechsels gehort. fiihrt im Verlauf der Inkubationszeit zu einem totalen
Verlust der Turgeszenz und frithen Absterben der Segmente.

Diese in Tab. | dargestellten Bezichungen waren mit geringen quantitativen Abweichun-
gen in 4 Wiederholungen reproduzierbar. Die Ergebnisse sprechen fiir die Existenz einet
Tryptophansynthetase in Keimlingen von Sinapis.

Ein papierchromatographischer Nachweis von freiem Serin. Glycin und Methionin in
den Segmenten war moglich und erklirt die hohe Umsetzungsrate auch ohne zusitzliche
Applikation der genannten Aminosiuren (Kontrolle in Tab. 1).

Dic Differenzen der Gesamtaktivitiiten zwischen den einzelnen Behandlungsarten gehen
fast ausschliesslich auf Unterschiede im Aktivitiitsanteil des Tryptophans und seiner Derivate
(Glucobrassicin, Restaktivitit) zuriick. Die Umsetzungsrate des Indols bestimmt demnach
nicht unwesentlich die Aufnahmegeschwindigkeit.

Methodisch erwies sich allerdings die Analyse der “C-Indol-Umsetzung mit Hilfe eines
Methandurchflussziihlrohrs als unzureichend. Die auch nach Beendigung der Inkubations-
zeit in allen Ansitzen mit niedriger Umsetzungsrate auffiillig steigende Gesamtaktivitat hat
ihre Ursache in der leichten Fliichtigkeit des Indols. Diese fiihrt zu Aktivititsverlusten im
Verlauf der Aufarbeitung, Chromatographie und Vorbereitung zur Messung. Die Verluste
gehen parallel mit dem Gehalt an freiem Indol zuriick. Priifung an Stichproben im Fliissig-
keits-Scintillations-Spektrometer ergaben gleichbleibende Gesamtaktivitiiten. Wie jedoch
dic Daten nach 24 hr bzw. 48 hr Umsetzungszeit zeigen. einer Zeit, zu der freies Indol
chromatographisch nicht mehr nachweisbar ist. sind diese Verluste fiic die beschriebene
Beeinflussung der Tryptophansynthese durch Aminosiuren unerheblich.

Umsetzung von Indol-2-C konnte neben Sinapis auch noch in Geweben von Musa.
Phaseolus und Cereocactus nachgewiesen werden. Die Tryptophansynthese in Epikotyl-
segmenten von Phaseolus aureus (mung beans) honnte durch Zusatz von L-Serin nicht
gefordert werden.

12 H. ScHraupoLf und F, BIrRGMANN, Planta, Tm Druch.
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Tryptophanumsetzung

Unter den methanolldslichen Umsetzungsprodukten des Indol-2-'*C iiberwiegen neben
Tryptophan die Derivate dieser Aminosiure, die Isothiocyanatglucoside Glucobrassicin und
Neoglucobrassicin!®> (Abb. 1). Die Aktivitit dieser Verbindungen. die auf Kosten der
Tryptophanaktivitit im Verlauf der Umsetzungszeit kontinuierlich zunimmi. ist beim
Vergleich der einzelnen Versuchsgruppen nicht proportional der Aktivitiit ihrer Ausgangs-
verbindung.
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ABB. 1. VERTEILUNG DER RADIOAKTIVITAT DES MFTHANOLEXTRAKTS VON SINAPISHYPOKOTYLEN
GEFUITERT MIT INDOL-2-14C, UMSETZUNGSZEIT 24 hr. 16SUNGSMITIEL BUTANOL : EISESSIG ; WASSER
4:1:2. FARBREAKTION MIT p-DIMETHY LAMINOZIMTALDEHYD.

Nicht proportional der Tryptophanaktivitiit ist auch die in den Segmenten nach Extrak-
tion mit Methanol und Wasser verbleibende Restaktivitiit. Sie ist zunichst sowohl relativ
als auch absolut in allen Ansitzen mit Aminosiiurezufiitterung und hoher Umsatzrate
niedriger als in der Kontrolle.

Da es sich bei dieser Fraktion vornehmlich um in Proteine aufgenommene Aktivitiit
handelt, indiziert die rasche Aktivitiitszunahme eine Neusynthese von Proteinen in den
Hypokotylsegmenten im Verlauf der Umsetzungszeit. obwohl eine positive Eiweissbilanz
nicht nachzuweisen ist (Tab. 21

TABeLLE 2. N-VIRTEILUNG IN 40 ETIOLIERTFN

HY POKOTYI SEGMENTEN VON Sinapis alha NAcR

EXSTIRPATION UND NACH 48 hr, LaGFRING IM
DUNKFLN, 24
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Zum Nachweis des Einbaus neusynthetisierten Tryptophans in die Proteinfraktion
homogenisierten wir 40 Segmente, 48 hr nach Inkubation mit Indol-2-14C in 2,0 ml Citrat-
puffer (pH 7,0; 0,1 M). Nach Zentrifugation (15 min, 20 000 g) betrug die Aktivitit des
iiberstehenden, klaren Extrakts 81 000 Ipm. Die hochmolekularen Anteile wurden iiber
Sephadex-25 abgetrennt und die Proteine dieser Fraktion durch Zusatz von 209, Tri-
chloressigsdure (1:1) gefillt. Nach wiederholtem Waschen mit TCES (109)) betrug die
Aktivitit des Eiweissniederschlags 2150 Ipm (2,69, der pufferldslichen Anteile). Nach
Hydrolyse mit Ba(OH), konnte Radioaktivitit im Tryptophan papierchromatographisch
nachgewiesen werden.

Die in Tab. 1 auftretenden Differenzen zwischen der angefiihrten Gesamtaktivitéit des
Methanolextrakts und der Summe der Einzelsubstanzen findet sich zum Teil in freiem Indol
und Neoglucobrassicin, zum Teil in noch nicht identifizierten Verbindungen unterschied-
licher R~Werte. Generell ist die ““Schmieraktivitit’ auf Chromatogrammen von Extrakten
nach 4C-Indolfiitterung um ein Vielfaches héher als bei entsprechender Applikation von
14C-Tryptophan.12

Qualitative Unterschiede in der Zusammensetzung der Indolderivate nach Fiitterung
mit den verschiedenen Aminosduren treten nicht auf. N-Malonyltryptophan, das Umset-
zungsprodukt von D-Tryptophan in Sinapis alba, konnte auch nach Fiitterung von D-Serin
nicht nachgewiesen werden.

Die Aktivitéit der Wasserextrakte blieb bei allen Versuchsgruppen im 19;-Bereich und
ist daher in der Tabelle nicht gesondert aufgefiihrt.

Eine Hemmung der Glucobrassicinsynthese durch D-Serin, die sich aus den in Tab. 1
wiedergegebenen Werten andeutet, ist Gegenstand einer gesonderten Untersuchung.

Bildung von Indolauxinen

Eine Synthese von Indolyl-3-essigséure oder Indolyl-3-acetonitril kann innerhalb der
Empfindlichkeit der angewandten Methode mit Sicherheit ausgeschlossen werden. Bei
keinem der beschriebenen Ansétze fand sich nach Auftrennung in Trichloréthylen: Eisessig
Radioaktivitdt im Bereich der R~Werte dieser Verbindungen. Diese Ergebnisse stimmen
mit Resultaten iiberein, die bei Applikation von ringmarkiertem DL-Tryptophan erzielt
worden sind.!?

Eine Bildung von Indolauxinen war auch bei Fiitterung der markierten Verbindungen an
Musa, Phaseolus aureus und Cereocactus nicht nachweisbar, obgleich bei diesen Objekten
Umsetzungszeiten bis 10 Tage eingehalten werden konnten.

Umsetzung in vitro

Homogenisate aus etiolierten Keimlingen von Sinapis zeigen keine Tryptophansynthetase-
aktivitiit. Die Ursache dafiir fanden wir in einer hohen Phosphataseaktivitit der Extrakte.
Diese Phosphatase, die ein pH-Optimum von 5,2 aufweist und deren Aktivitit durch Zusatz
von Mg?+ nicht beeinflusst werden kann, spaltet das Coenzym der Tryptophansynthetase
Pyridoxalphosphat innerhalb kiirzester Zeit zu Pyridoxal und anorganischem Phosphat.
Der rasche Coenzymverlust kann durch papierelektrophoretische Auftrennung nach-
gewiesen werden. Eine Abtrennung der Phosphataseaktivitiit von der Tryptophansynthetase
ist Gegenstand laufender Untersuchungen.

DISKUSSION

Der iiberaus rasche Einbau von markiertem Indol in die freie und gebundene Tryptophan-
fraktion des Sinapishypokotyls, vor allem auch die starke Forderung der Tryptophan-
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synthese durch gleichzeitige Futterung mit L-Serin, macht die Existenz eines Enzymsystems
vom Typ der Tryptophansynthetase iiberaus wahrscheinlich. Negative Resultate die
Greenberg und Galston* mit Enzympriiparaten aus Kohlblittern, einer anderen Cruciferen-
gattung, erhielten, erkldren sich leicht aus der von uns nachgewiesenen hohen Phosphatase-
aktivitiit in Cruciferenhomogenisaten und die durch sic verursachte Spaltung des Coenzyms
der Tryptophansynthetase Pyridoxalphosphat.'*.'* Eine Spaltung. auf dic Happold'® auch
die Akuvititsabnahme alternder Tryptophansynthetasepriparate aus Eschericheae coli
zuriickfiithren konnte.

Die gleichfalls hohe Einbaurate von markiertem Indol bei Gegenwart von Glycin erfor-
dert die Prisens eines Enzymsystems, das die Umwandlung Glycin—-t-Serin katalysiert.
Eine solche Serinaldolase oder Serinhydroxymethylase ist in Mikroorganismen und tierischen
Geweben weit verbreitet. In Weizenblittern wiesen Tolbert und Cohan'® wie auch Rabsen
et al.'” ein derartiges Enzy msystem nach. Dabei zeigte sich, dass Glycin selbst die Funktion
des zur Nettosynthese von 1 -Serin notwendigen C,-Donators {ibernchmen hann (s.a. 1%-19.20),
ohne dass eine primiire Bildung von Glyoxal notwendig wiire, Im Gegensatz zu diesen
Ergebnissen war ein Ersatz des L-Serin durch Glycin bei der Biosynthese von Cystein in
Riibenscheiben nicht moglich.*!

Ob die Forderung der Tryptophansynthese durch L-Methionin auf cine verstiirkte Bildung
von N3 N!0-Methylentetrahydrofolat (HCHO:FH4) mit Hilfe der entsprechenden, aus
anderen Organismen bekannten Reduktase und einer Ubertragung des aktiven C;-Korpers
auf zelleigenes Glycin zuriickgefiihrt werden kann, muss durch entsprechende Markierungs-
versuche geklirt werden. Offen ist vorldufig auch die fordernde Wirkung des Homoserins
und die signifikante Leucinhemmung.

Die Ergebnisse unserer Fiitterungsversuche spechen fiir die Existenz der im folgenden
Schema (Abb. 2) dargestellten Stoffwechselzusammenhiinge bei der Biosynthese des Trypto-
phans in Keimlingen von Sinapis alba.

Indol + vL-Serin = L-Tryptophan
== == 1-Methionin

Glycin

ABB. 2. BIOSYNTHESE DES TRYPTOPHAN IN KEIMLINGEN VON Sinapis alba.

Ein Einbau von Aminosiuren in die Proteinfraktion héherer Pflanzen auch bei abneh-
mendem Gesamtproteingehalt ist seit den Arbeiten von Vickery et al.>® bekannt. Seit ihren
Versuchen iiber den Einbau von °N in die Proteinfraktion liegen eine ganze Reihe von Daten
iiber die Existenz eines Gleichgewichts Protein-freie Aminosiiuren vor, und erst kiirzlich
haben Holmsen und Koch > die Halbwertzeit der Proteine wachsender Tabakpflanzen mit 7
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20 D. WaNG und E. R. WAY Goob, Plant Physiol. 37, 831 (1962).
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22 H. B. VickEry, C. W. PUCHER. R. SCHONHEIMER und D, RITTENBERG, J. Biol, Chem. 135, 531 (1940).
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Tagen ermittelt. Im Gegensatz zur Ansicht von Hellbust und Bidwell,2* die Proteinumsatz
und Wachstum bzw. Morphogenese in einen Kausalzusammenhang stellen, zeigen unsere
Ergebnisse, dass auch in isolierten, nicht wachsenden Geweben ein betrichtlicher Einbau
von Aminosiuren bei konstanter oder leicht negativer Proteinbilanz nachgewiesen werden
kann,

Der beschleunigte Einbau des markierten Indols in die Proteinfraktion der Kontroll-
segmente, verglichen mit den Aminoséiureansitzen, macht eine Proteolysehemmung durch
die in hohen Konzentrationen applizierten Aminosiuren wahrscheinlich. Entsprechende
Hemmungen des Eiweissabbaus durch die Fiitterung mit Xohlenhydraten oder Amino-
sduren sind beschrieben.

Die Frage nach dem Weg der Biosynthese der Indolauxine in Sinapis alba ist auch nach
der Auswertung unserer Ergebnisse mit 4C-Indolfiitterung noch vollkommen offen. Ganz
entsprechend den Ergebnissen einer Applikation von pL-“C-Tryptophan kann eine
Synthese von IAN oder IES, die bei der zur Verfiigung stehenden spezifischen Aktivitit mit
Hilfe der Tracermethodik nachweisbar wiire, nicht bewiesen werden. Obwohl die erhéhte
Schmieraktivitit und etliche kleine, nicht identifizierte Peaks, die ausschliesslich bei Indol-
fiitterung auftreten, eine der Tryptophansynthese parallel laufende Umsetzung indizieren,
existiert fiir eine Direktsynthese der Indolauxine aus freiem Indol vorldufig kein Hinweis.

EXPERIMENTELLER TEIL
Beschreibung der Versuche

Pflanzenmaterial und Inkubation. Keimlinge von Sinapis alba L. (Sorte Giselba, Institut
fiir Pflanzenbau und Pflanzenziichtung der Universitéit Giessen) wurden auf Vermiculite im
Dunkeln bei 24° angezogen. Aus 3 Tage alten, etiolierten Keimlingen wurden mit Hilfe einer
Schneidevorrichtung 1 cm lange Hypokotylsegmente direkt unterhalb des Plumulahakens
entnommen und auf den jeweiligen Versuchsldsungen im Dunkeln flottierend inkubiert.

Vorversuche hatten ergeben, dass bei einer Aufarbeitung von 20 Segmenten pro Versuchs-
punkt eine geniigend hohe Reproduzierbarkeit der Ergebnisse gewihrleistet ist. Gleich-
zeitig wird durch Verwendung dieser geringen Frischgewichtsmenge (210+12 mg) eine
geniigend rasche Inaktivierung der in Sinapiskeimlingen hochaktiven Myrosinase erzielt und
so eine Spaltung der Isothiocyanatglucoside zu Verbindungen mit Auxincharakter im
Verlauf der Aufarbeitung vermieden.

Die Inkubationsldsung erhielt pro 100 Segmente 5 ml wiissrige Lsung von Indol-2-14C
(10-3 M) und 5 ml dest. Wasser bzw. Aminosaurelosung (10-! M). Die Inkubationszeit
betrug jeweils 6 hr. Anschliessend wurden die Segmente zur Umsetzung des aufgenommenen
Indols auf feuchtem Filtrierpapier im Dunkeln bei 24° gehalten.

Chemikalien

Indol-2-14C war ein Priiparat des “Comissariat a ’Energie Atomique”, Gif-sur-Yfette
(CMMB1), das mit p.a. Indol auf eine spezifische Aktivitit von 1 mc/2 x 10-? Mol eingestellt
worden war. Bei allen verwendeten Aminosiuren handelt es sich um Verbindungen hohen
Reinheitsgrads der Firmen Calbiochem und Fluka.

Extraktion und Aufarbeitung
Die Extraktion der Segmente erfolgte nach Gmelin und Virtanen2S durch Einbringen in
kochendes Methanol. Extrahiert wurde 4 mal mit 10 ml Methanol, dem bei der ersten

24 3, A. Heisust und R. G. S. BDWELL, Can. J. Botany 41, 69 (1963).
25 R. GMELIN und A. L. VIRTANEN, Ann. Acad. Sci. Fennicae Ser. A, I1, 107 (1961).
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Extraktion jeweils 50 ug inaktive Indolyl-3-essigsaure zugesetzt worden waren. Die
methanolischen Extrakte wurden anschliessend bei vermindertem Druck und 25 auf ein
Endvolumen von 2 ml eingeengt, die Segmente 4 mal mit je 10 ml Wasser (70 ) nachextrahiert
und darauf zur Bestimmung der Restaktivitit auf Priparateschilchen mchrmals mit 1 ml
conc. Ameisensiure in der Wiirme extrahiert.

Chromatograplie

Zur Erfassung evtl. vorhandener Radioaktivitiit in Indolyl-3-essigsiiure und Indolyl-3-
acetonitril erfolgte die papierchromatographische Auftrennung aliquoter Mengen der
Methanolextrakte zundchst in Trichlordthylen: Eisessig 100:2. 1n wasserdampfgesittigter
Atmosphiire,”% auf Schleicher & Schiill—Papier 2043 b Mgl. Die R,-Werte der zu erwartenden
Indolverbindungen betragen bei Verwendung dieses Gemischs: Tryptophan=0.,00: Gluco-
brassicin =0,00: Neoglucobrassicin 0,00: TES=0,35; IAN=0.%3 und Indol=098 und
gewihrleisten damit eine gute Abtrennung der Indolauxine von den Hauptumsetzungs-
produkten.

Nach Auswerten der Chromatogrammestreifen im Radiopapierchromatographen wurden
dieselben Streifen erneut, diesmal in Butanol:Eisessig: Wasser 4:1:2 aufgetrennt und
anschliessend die Aktivitiitsverteilung quantitativ bestimmt.

Aktivitdtshestimmung

Die Messung der Gesamtaktivitit der Extrakte erfolgte unter Beriicksichtigung der
Selbstabsorption. Die jeweilige Aktivitit der Chromatogramme wurde auf die paraliel
gemessene Gesamtaktivitit des einzelnen Extrakts umgerechnet. Damit wurden Pipettier-
fehler bei der Vorbereitung der Chromatogramme aufgehoben. Die qualitative und quanti-
tative Auswertung der Versuche erfolgte mit Hilfe eines fensterlosen Methandurchfiuss-
ziihlrohrs in Verbindung mit einem Zihlgerit (FH 49 A) und Chromatogramm-Auswerte-
geriit der Firma Frieseke & Hoepfner.

Stickstoffbestimmung

Die Stickstoffbestimmung erfolgte nach der Kjeldahlmethode durch Titration des
freigesetzten Ammoniaks in Borséure.

Anerkennung—Friulein I. Puls danke ich fiir technische Hilfe, der Deutschen Forschungsgemeinschaft und
dem Ministerium fiir Wissenschaftliche Forschung fiir Geld- und Sachbeshilfen.
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