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Abstract—4-H-cinnamic acid (U-14C) was supplied to segments of buckwheat hypocotyls during temporary
illumination. Retention of tritium was determined in the following compounds: rutin (465 per cent), chloro-
genic acid (50 per cent), cyanidin (40 per cent) and leucocyanidin (32 per cent). When 4-3H-cinnamic acid
(U-14C) was converted to p-coumaric acid by a microsome preparation from buckwheat hypocotyls, 88 per
cent retention of tritium was found in the reaction product.

EINLEITUNG

UNTERSUCHUNGEN von Guroff ef al.! zum Mechanismus der enzymatischen Hydroxylierung
von aromatischen Substraten fiithrten zur Entdeckung des “ NIH-Shifts’, unter dem man die
intramolekulare Wanderung des Substituenten, der durch die Hydroxylgruppe ersetzt wird,
in die ortho-Stellung zu der neu eingefiihrten Hydroxylgruppe versteht. Diese Untersuchun-
gen, die im National Institute of Health (NIH) durchgefiihrt wurden, beschrinkten sich auf
Enzymsysteme aus Bakterien und Siugetieren. Kiirzlich konnte in diesem Laboratorium?
gezeigt werden, daB die bei der Applizierung von p-3H-Zimtsdure an Blattgewebe von
(‘nmlnn hvhndn mahﬂdefe n-(‘nmarcanre und p-OH-Benzoesiure eine Tritium-Retention von

85 bzw. 83% aufwelsen, wobe1 die Tritium-Markierung zu iiber 909, in der meta-Position

gefunden wurde.
Von weiterem Interesse erschien die Untersuchung des ‘““NIH-Shifts”” bei der Biogenese

von 3 4—dihydroxylierten Zimtsdurederivaten in hoheren Pflanzen, besonders im Hinblick

auf das Problem, auf welcher Stufe der Flavonoidbiosynthese die Hydroxylierung am Ring
B erfolgt.3—3

Als geeignetes Objekt wihlten wir Buchweizenpflanzen (Fagopyrum esculentum Moench),
in denen Cyanidin, Leucocyanidin, Rutin (Quercetin-3-Rutinosid) sowie Chlorogensiure

als Vertreter dieser Gruppe vorkommen.®
In der vorausgehenden Arbeit” haben Grisebach et al. den Einbau von p-3H-Zimtsiure-

* 7.Zt. 8 Miinchen 19, Menzinger Strasse 67.
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3-14C in die Flavonole Kaempferol und Quercetin sowie in die Isoflavone Formononetin
und Biochanin A mit der gleichen Zielsetzung untersucht.

Da wir kiirzlich das von Russell und Conn? erstmals beschriebene Enzym Zimtsdure-4-
Hydroxylase in den Hypokotylen von Fagopyrum nachweisen konnten,” lag es nahe, gleich-
falls das Auftreten des “NIH -Shifts bei dieser Reaktion, die zu p-Cumarsdure fiihrt, zu
untersuchen.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION
1. Auftreten des *“ NIH-Shifts” bei der Biogenese der von der Zimtsdure abgeleiteten Pigmente

Im methanolischen Extrakt der Hypokotylsegmente wurden 509, der angebotenen
HMC-Aktivitat aufgefunden. Das 3H/'*C-Verhiltnis der im methanolischen Extrakt vor-
liegenden Radioaktivitit war von 29,8:1 auf 25:1 gesunken, entsprechend einer Tritium-
Retention von 84 9.

Uberraschend war die starke Erhohung des *H/!4C-Verhiltnisses in der Inkubations-
16sung, das zu Ende des Versuches 60:1 betrug, entsprechend einer Tritium-Retention von
200%;,. Nach Gefriertrocknung der Inkubationslésung wurde festgestelit, daB iiber 58 9; der
Tritium-Aktivitidt in Form von HTO vorlagen. Die molaren Mengen der aufgenommenen
Zimtsiure (~0,75 uMol, bestimmt aus der aufgenommenen #C-Aktivitit) und des HTO im
Inkubationsriickstand (~0,25 uMol) verhielten sich ungefahr wie 3:1.

Der in 80%igem Alkohol aufgenommene Riickstand der Gefriertrocknung wies eine
Tritium-Retention von 899 auf, was zunichst auf einen Tritium-Verlust der Zimtsiure
hinzuweisen schien. Nach zweimaliger papierchromatographischer Reinigung wies die nicht
aufgenommene Zimtsiure jedoch ein konstantes *H/'*C-Verhiiltnis von 30,4:1 auf, ent-
sprechend einer Tritium-Retention von 102 9.

Isolierung der Pigmente

Die Reinigung der Pigmente erfolgte im wesentlichen durch Papierchromatographie.
Elutionen wurden mit 80 %igem Alkohol durchgefiihrt. Die Reinigungsschritte mit den
entsprechenden Tritium-Retentionen sind in Tabelle 1 dargestellt.

Von den drei Cyanidinderivaten, die im Buchweizen vorkommen,% konnte nur das Galac-
tose, Rhamnose und Glucose enthaltende Derivat genauer untersucht werden, da die Menge
der anderen Derivate zu gering war. Als einziges Leucoanthocyan-Aglycon wurde von Scherf
und Zenk ¢ Cyanidin gefunden. Leucocyanidin wurde aus den iiber P,O5 getrockneten Seg-
menten durch 2-stiindiges Kochen am RiickfluBl in 10 ml einer 3,7%igen Salzsdurelssung
in 929%igem Alkohol freigesetzt. Der Uberstand wurde bis zur beginnenden Trockne
eingedampft und dann der Papierchromatographie unterworfen.

Um festzustellen, ob unter den Bedingungen der chromatographischen Reinigung der
Pigmente (Verwendung ausschlieBlich saurer Laufmittel) ein Wasserstoffaustausch in der
meta-Position der Aromaten auftritt, wurde m->H-p-Cumarsiiure (U-'%C), die durch Ein-
wirkung des Enzyms Zimtsidure-4-Hydroxylase auf p-*H-Zimtsdure (U-1*C) gewonnen wurde
(s.u.), im Laufmittel Butanol:2 n HCl=4:6 chromatographiert. Es zeigte sich, daB unter
diesen Bedingungen kein Austausch der meta-Wasserstoffatome erfolgt.

8D, W. RusseLL und E. E. Conn, Arch. Biochem. Biophys. 122, 256 (1967).
9 N. AMrHEIN und M. H. Zenk, Naturwissenschaften, 55, 394 (1968).



109

Das Auftreten des “ NIH-Shifts”’

*% Ul GONUNIY~WNIIIY, 74
*1:8°6T =Dy 1/He SII[BYIASTULSSOY 14
(£:2:6) O'HIIDH H'ODH=A
*(1: 1) 1OH ug:[ouedoidos| = AT
*(1:§: 1) O¥H : 81ssosty : [o-Z-ueing =TI1
(9:%) [DH uz:joueing-u=jJ|
*(§:1:¢) OFH : Sissasyy : joueing-# =]

\

OYH sne uones

- - s‘op 1:6°€T — - - - - - -Heystoyua)
— - - - 0°zE 1:55°6 - — 914 I:¥TI A
- — - — — — - - P'6€ LTI Al
o'sy TEPT — - — — - - — - 111
(949 T1:59°51 €9y L:SL'ET - - 8‘6¢ 1:68°1T 9°gg |HY 1 II
€08 I:ST 0'vs 1:50°91 rA 53 1:€6 sey 1:6C1 (937 1671 I
19Y-He Ovt/He 19U-He Ov1/He 19U-He Dv1/He 19¥-He Ov1/He 7% ¥U-He 1+Dp1/He [PRuygney
aIngsusSoroy) unny Ev_nmwooosoq ni3-wreyr-fes-es)

uprues)

winiddodyy snv NETONTIHA NI SLAIHS-HIN SIA NILIALANY WITE NOILLNALIY-WAILIN], "] 1144V ],



110 N. AMRHEEIN und M. H. Zenk

2. Der “ NIH-Shift” bei der in vitro Hydroxylierung der Zimtsdure zu p-Cumarsdure

Die enzymatische Umsetzung der Zimtsiure zu p-Cumarsiure erfolgte zu 40 9. Nach der
papierchromatographischen Reinigung im Laufmittel Isopropanol:NH;:H,0=8:1:1
wurde fir die p-Cumarsiure eine Tritium-Retention von 87,59, fiir die nicht umgesetzte
Zimtsdure 96,59/ gemessen.

Ein Teil der p-Cumarsidure wurde mit 30 mg authentischer frans-p-Cumarsédure aus
Wasser, Athylacetat/Petrolither und wieder Wasser bis zur konstanten spezifischen Aktivitiit
umkristallisiert (Tabelle 2).

TABELLE 2
p-Cumarséure
rekristallisiert 3H-Ret.
aus 14C(dpm/mg)  *H(dpm/mg)  3H/C (0]
— 9300 241 000 26,0:1 87,5
H0 5990 157 800 26,3:1 88,5
Athylacetat/Petrolither 6 300 164 300 26,1:1 88,0
H,0O 6350 165 000 26,0:1 87,5

(Ausgangsverhiltnis 3H/14C=29,8:1.)

Der starke Abfall der spezifischen Aktivitdt bei der ersten Umkristallisation aus H,0
(35,6 ;) ist darauf zuriickzufiihren, daB die erhaltene p-Cumarsiure zu 66 % aus der trans-
und zu 34 9, aus der cis-Form besteht, wie durch Chromatographie in 4 %iger Ameisensiure,
die eine Auftrennung dieser beiden Isomeren erlaubt, festgestellt wurde. Beim Umkristal-
lisieren aus H,O bleibt die leichter 1osliche cis-p-Cumarsdure in Losung und fiihrt so zu
einem entsprechenden Abfall der spezifischen Radioaktivitit der trans-p-Cumarsiure.

Ein entsprechendes Auftreten der cis-p-Cumarsiure ist aus den mit Erbsenmikrosomen
gewonnenen Daten von Russell und Conn? nicht zu entriehmen.

Wihrend fiir die frans-p-Cumarsiure eine Tritium-Retention von 87,5 % gefunden wurde,
liegt der entsprechende Wert fiir die cis-p-Cumarsiure bei 90%.

Es bleibt zu kldren, ob die Umwandlung der frans-p-Cumarsiure in die cis-Form auf
enzymatischem oder photochemischem Wege erfolgte.10- 11

Versuche zur Bestimmung der Position der Tritium-Markierung am Ring der p-Cumar-
sdure nach einer von Bennett und Kirby!? und von Kirby und Ogunkoya!? angegebenen
Methode, die es gestattet, selektiv die zu einer phenolischen Hydroxylgruppe in o-Stellung
stehenden Wasserstoffatome auszutauschen, zeigen, daB die Tritium-Aktivitit (zu mindestens
809,) in der mera-Stellung der p-Cumarsiure lokalisiert ist.

10 K. G. EDWARDS und J. R. STOKER, Phytochem. 6, 655 (1967).
11 G. KAHNT, Phytochem. 6, 755 (1967).

12 D, J. BennETT und G. W. KIRBY, J. Chem. Soc. 442 (1968).
13 G. W. Ki1rBY und I. OGUNKOYA, J. Chem. Soc. 6914 (1965).
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Unsere jetzigen Untersuchungen an Fagopyrum und die friiheren Befunde an Catalpa?
sowie die Ergebnisse von Grisebach et al.” 1assen keinen Zweifel daran bestehen, daB Hydroxy-
lierungen von Aromaten in pflanzlichen sowie in tierischen und bakteriellen Systemen !- 14716
nach demselben Mechanismus verlaufen. So stimmen die Befunde bei der in vivo und in
vitro untersuchten Hydroxylierung der Zimtsdure zu p-Cumarsiure mit den Ergebnissen
iiberein, die Guroff et al.! bei der Umsetzung von Phenylalanin zu Tyrosin mit einer aus
Bakterien oder Leber gewonnenen Phenylalanin-Hydroxylase gewannen. Die in vitro
Hydroxylierung der Zimtsaure zu p-Cumarsidure durch die Zimtsiure-4-Hydroxylase wurde
inzwischen ebenfalls mit dem Enzym aus Erbsenmikrosomen untersucht.!'” Fiir die
p-Cumarsdure wurden von diesen Autoren Tritium-Retentionen von 78-85 9/ bestimmt, was
im Einklang mit unseren Ergebnissen steht.

Die fiir Chlorogensidure und Rutin gefundenen Tritium-Retentionswerte entsprechen den
Werten, die z.B. fiir die Reaktion 3,5-3H-Tyrosin — Dopa (55%) oder fiir die Reaktion
N-acetyl-3,5-*H-Tyramin — N-acetyl-Dopamin (44 %) bestimmt wurden.6

Die fiir Cyanidin und Leucocyanidin bestimmten Tritium-Retentionswerte (40 bzw.
329,)liegen unter dem theoretisch zu erwartenden Wert. Der geringe Wert fiir Leucocyanidin
ist wahrscheinlich auf Tritium-Verlust wihrend der Sdurebehandlung der Segmente zuriick-
zufithren.

Es kann auf Grund unserer Ergebnisse keine Entscheidung getroffen werden, ob die
Einfiihrung der Hydroxyle bei der Flavonoidbiosynthese schon auf der Stufe der Zimtsiure
(I — 1 - 1V) oder auf der Stufe eines C4-C;-Cg-Korpers (III — V, bzw. 111 — VI), mog-
licherweise einem Chalkon (I1I), erfolgt (Abb. 1). Zumindest die Einfithrung der 4-Hydroxyl-
gruppe diirfte jedoch auf der Stufe Zimtsiure erfolgen (I — 11).*® Der Befund, daf sowoh!
bei der Bildung der Caffeesdure (II) (Chlorogensdure) wie bei der Synthese der dihydroxy-
lierten Flavonoide (V1) (Rutin, Cyanidin) eine Tritium-Retention von 50 9, gemessen wurde,
weist auf den gleichen Hydroxylierungsmechanismus bei der Bildung dieser verschiedenar-
tigen Verbindungen hin und erlaubt daher keinen zwingenden Schiuf3 dariiber, ob bei der
Synthese dieser Verbindungen Weg A oder Weg B eingeschlagen wird. Die Tatsache, daf} in
Fagopyrum alle bisher untersuchten Phenole 3,4-Dihydroxy-Struktur im B-Ring besitzen,®
wiirde eher dafiir sprechen, daB auch die Einfiihrung der zweiten Hydroxylgruppe auf der
Stufe der Zimtsdure erfolgt (Weg B des Schemas).

EXPERIMENTELLES
Pflanzenmaterial
Herkunft und Anzucht der Buchweizenfriichte wurden bereits frither beschrieben. 6

Darstellung von p-3H-Zimtséiure und Zimtsiure (U-14C)

p-3H-Zimtsdure und Zimtsdure (U-14C) wurden durch Einwirken des Enzyms Phenylalanin-Ammonium-
Lyase (E.C. 4.3.1.5) aus einem konzentrierten Acetonpulverextrakt von 10 Stunden belichteten Buchweizen-
hypokotylen (spez. Akt. 7,25 mE/mg Protein) auf p-*H-L-Phenylalanin bzw. L-Phenylalanin (U-14C)
(Radiochemical Centre, Amersham) erhalten. Die Reinigung der Séure erfolgte auf papierchromatographi-
schem Wege.

14 G. GUROFF, M. LevITT, J. DALY und S. UDENFRIEND, Biochem. Biophys. Res. Commun. 25, 253 (1966).

15 J. REnsoN, J. DALy, H. WEIssBACH, B. WiTkor und S. UDENFRIEND, Biochem. Biophys. Res. Commun.
25, 504 (1966).

16 J. DALY, G, GUROFF, S. UDENFRIEND und B. WrTkoP, Arch. Biochem. Biophys. 122, 218 (1967).

17D, W. RUSSELL, A. SUTTER, E. E. Conn und H. GRISEBACH, in Vorbereitung.

18 H, GRISEBACH, in Chemistry and Biochemistry of Plant Pigments (edited by T. W. GoobwiN), Academic
Press, London (1965).
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Inkubation von Hypokotylsegmenten mit p-3H-Zimtsiure (U-14C)

20 Hypokotyle 6 Tage alter etiolierter Buchweizenkeimlinge (Frischgewicht 2,3 g) wurden in Segmente von
1,5 cm Linge zerschnitten und in einer Petrischale in 5 ml Inkubationslosung inkubiert. Die Losung enthielt
50 pMol Kaliumphosphatpuffer pH 5,0, 3,3 pc Zimtsdure (U-14C) (25 uc/uMol), 98,5 uc p-3H-Zimtsdure
(200 uc/uMol), 1 pMol nicht markierter trans-Zimtsaure und H,O. Die Konzentration der Zimtsaure betrug
somit 3 x 10~4 M. Der Quotient der Tritium- und 4C-Aktivititen betrug 3H/14C=29,8:1.

Nach einer einstiindigen Vorinkubation in Dunkeln wurde die Petrischale mit WeiBllicht einer Intensitat
von 20 000 Lux (Osram-Glithlampe 2000 Watt) in einer Klimakammer bei 253+ 2° 12 Stunden belichtet.
Nach weiteren 12 Stunden im Dunkeln wurde die Inkubation abgebrochen. Die Petrischale befand sich
wihrend der gesamten Inkubationszeit auf einer Schiittelmaschine.

Extraktion der Pigmente

Die mit Wasser gewaschenen und abgetrockneten Segmente wurden zweimal mit 12,5 ml Methanol in der
Siedehitze 10 min extrahiert. AnschlieBend wurde 10 min mit 10 m} kochendem H,O extrahiert. Sodann
wurden die extrahierten Segmente iiber P,O5 getrocknet. Die methanolischen Extrakte wurden vereinigt und
schonend zur Trockne eingedampft. Der Riickstand wurde in einem geringen Volumen Methanol wieder
aufgenommen und der Papierchromatographie im Laufmittel n-Butanol: Eisessig: HO=4:1:5 unterworfen.

Die weitere Reinigung der Pigmente ist unter den Ergebnissen angegeben. Die papierchromatographischen
Reinigungen wurden auf Schleicher und Schiill 2043b-Papier durchgefiihrt.

Umsetzung von p-3H-Zimtsiure (U-14C) durch die Zimtsiure-4-Hydroxylase

Hypokotyle (70 g Frischgewicht) 12 Stunden in den Anzuchtschalen belichteter Buchweizenkeimlinge
wurden mit 100 ml 0,15 M Kaliumphosphatpuffer pH 7,0 unter Zusatz von 7 g Polyclar AT und 14 g gereinig-
tem Seesand in einer eisgekiihlten Reibschale aufgeschlossen. Zur Isolierung der Mikrosomenfraktion wurde
10 min bei 12 000 g und anschlieBend 70 min bei 100 000 g zentrifugiert. Das Sediment der letzten Zentri-
fugation wurde in einem geringen Volumen des AufschluBpuffers suspendiert und diente als Enzymgquelle.

Der Ansatz enthielt in Anlehnung an Russell und Conn8 330 nMol Kaliumphosphatpuffer pH 7,0, 76,5
mg Mikrosomen, 2 pMol THF,, 5 uMol NADP+, 10 uMol G-6-P, 1,4 E G-6-P-Dehydrogenase, 1 pc Zimt-
sdure (U-14C) (25 pc/uMol), 29,8 pc p-3H-Zimtsdure (200 pc/pMol) und 2,35 pMol trans-Zimtsdure (d.h.
insgesamt 2,5 pMol Zimtsédure) in einem Volumen von 3,5 ml. Die Inkubation des Ansatzes und die Isolierung
der p-Cumarsiure erfolgten wie von Russell und Conn$ angegeben.

Messung der Radioak tivitit

Die Messungen der 14C- und 3H-Aktivitit wurden in einem Flissigkeitsszintillationsspektrometer
“Unilux” der Firma Nuclear Chicago durchgefiohrt. Chromatogramme wurden mit dem Diinnschichtscanner
FB 2720 der Firma Berthold ausgewertet.
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