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It is shown by feeding experiments with [3-*H]pyridine-2,6-dicarboxylic acid that
6-(hydroxythio)carbonylpyridine-2-carboxylic acid and pyridine-2-carboxylic acid-6-monothiocar-
boxylic acid are intermediates in the biosynthesis of pyridine-2,6-di(monothiocarboxylic acid)
from pyridine-2,6-dicarboxylic acid produced by Pseudomonas putida. Thus the series of
biosynthetic steps —COOH — —CO—-SOH — COSH has been demonstrated for the first time.

In vorausgehenden Arbeiten haben wir iiber die  Durchfithrung der Untersuchungen
Isolierung und Strukturaufklirung von Pyridin-2,6-
di(monothiocarbonséure) 1a [2], ihre Eisenkomple-
xe [3, 4] sowie eine Reihe verwandter Verbindungen
(2a—6a) [5, 6] aus Pseudomonas putida berichtet. 1a
wird wéhrend der exponentiellen Wachstumsphase
in das Kulturmedium abgegeben und verschwindet
wihrend der Absterbephase wieder [5]. Um Entste-
hung und Abbau der schwefelhaltigen Verbindungen
ndher zu untersuchen, wurden Einfiitterungsversu-
che mit [3-’H]-Pyridin-2,6-dicarbonsiure (7) [7]
durchgefiihrt, iber deren Ergebnisse im folgenden
berichtet werden soll.

Dem Kulturmedium wurde unmittelbar vor dem
Animpfen mit Pseudomonas putida ,To8" 7 zuge-
setzt. Bei groen Kulturvolumina (2 1, s. MeBreihe 3
in Tabelle I) nimmt die Menge an gebildetem 1a
wegen schlechter Durchliiftung und dadurch bedingt
verringertem Zellwachstum stark ab; es ist daher
gunstiger, mehrere 200-ml-Kulturen nach Beimpfen
mit derselben Stammkultur parallel zu ziichten und
vor der Aufarbeitung zu vereinigen. Da mit Schwan-
kungen von Zelldichte, pH usw. bei unterschiedli-
chen Stammkulturen gerechnet werden muf, die ih-
rerseits EinfluB auf die Bildung von 1a und die Meta-
bolisierung von 7 haben, sollten nur MeBwerte inner-

1 2
S 1a gOSH EOSH halb einer Mefireihe miteinander in Beziehung ge-
| » COOH COOH setzt werden.
R' SNZOR? a Die verschiedenen Pyridindicarbonsidurederivate
3a COSH COOH . s .
wurden wie in [6] beschrieben als Methylester iso-
4a COSOH COOH . - .
liert, ihr Deuteriumgehalt wurde massenspektrosko-
D S5a COSOH COSH . . e
A pisch bestimmt. Quantifizierung von 1a erfolgte
| 6a COSOH COSOH . . .
P durch Bestimmung der Extinktion seines blauen
HOOC”>N”~cooH 8 COSH CONH, Fe2 . s .
. . . e”"-Komplexes [5], die der ubrigen Verbindungen
7 1b—6b jeweils die Dimethylester

durch Vergleich der Peakflachen in den Gaschroma-
togrammen der Methylester.
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Tabelle I.
MeB- Zahl der Kultur- Menge an Wachstums- Menge an
reihe Parallel- volumen zugesetztem 7 dauer gebildetem 1a .
N kulturen  [ml] (mg/1] [Std.] (mg/1] Deuterierungsgrad [%] von
4b 3b 6b 5b 1b
1 12 200 140 25 8 49 21 (9 (5 9
12 200 70 25 12 39 5 3 @3 5
2 3 200 110 24 12 33 7
200 110 73 i 19 11
3 200 64 24 17 22 8
200 64 73 10 13 8
2000 160 40 3 en O (<1 (<1
200 87 24 26 (25) (6)
200 87 75 18 (13) (10)
Anmerkungen:

1. 3b und 1b wurden mit dem Festprobeneinla3, 4b. 6b und Sb (sowie 3b und 1b in MeBreihe 4) iiber den Gaschromato-

graphen in das Massenspektrometer eingefiihrt.

2. Die Deuterierungsgrade wurden aus M™* und m/z 136 ([IM—"COSOCH;]") bei 4b, m/z 136 ((M—"COSCH;]") bei 3b,
m/z 196 ([M—"SOCHj;]") bei 6b, m/z 180 (M—"SOCHj;]") bei 5b bzw. m/z 152 ([M—"COSCHj;]") bei 1b, bei den
eingeklammerten Werten wegen der zu geringen absoluten Intensitdt von M* bei GC-Messungen nur aus den genann-
ten Fragmenten bestimmt. Die vollstandigen Massenspektren von 4b, 6b und 5b finden sich in [6], die von 3b und 1bin
[8]. Die Werte sind fiir die unvollstandige Deuterierung von 7 (96% Isotopenreinheit) korrigiert.

dungsrate von 1a aber durch den Zusatz von 7 herab-
gesetzt (s. Abb. 1 und Tab. I). Der Deuteriumgehalt
von la steigt auch nach Ende der exponentiellen
Wachstumsphase noch etwas an, wiahrend gleichzei-
tig seine Konzentration im Medium abnimmt. Wie
bereits frither [5] gezeigt, ist dies zum groBten Teil
auf Hydrolyse zu 3a zuriickzufiihren, wie die Abnah-
me von 1a bei gleichzeitiger Zunahme von 3a zeigt
(MeBreihe 4: nach 24 Std. 26,2 mg/l 1b und 2,6 mg/l
3b, nach 74,5 Std. 17,7 mg/l 1b und 15,9 mg/l 3b).
Da 3b jedoch einen hoheren D-Gehalt als 1b auf-
weist, kann es nicht nur auf diese Weise entstehen™,
es muf3 vielmehr auch Glied der zu 1a fiithrenden
Biosynthesekette sein, wenn man davon ausgeht,
dafB die Hohe des Deuterierungsgrades der einzelnen
Zwischenstufen durch ihre Reihenfolge in der Kette
bestimmt wird. Im Einklang mit dieser SchluBfolge-

* Dies hatten wir vor Vorliegen der Markierungsversuche
aus dem Vergleich der Hydrolysegeschwindigkeiten von
1a in bakterienfreier Ndhrlosung und in der Kulturlo-
sung von Ps. putida . To8" iiber lingere Bebriitungszeit-
rdume, bei denen offensichtlich die Hydrolyse iiber-
wiegt, geschlossen [5]. Bei dem ebenfalls im Kulturme-
dium nach langeren Inkubationszeiten nachzuweisenden
Pyridin-2-carbonsdureamid-6-monothiocarbonsaure-S-
methylester 8 handelt es sich um keine biosynthetische
Zwischenstufe, sondern nur um das Ammonolysepro-
dukt von 1a [5], wie der gegentiber 1b etwas geringere
D-Gehalt bestitigt.

rung steht die Beobachtung, daf} sich der Deuterie-
rungsgrad von 3b nach ldngerer Inkubationszeit dem
von 1b anzugleichen beginnt.

Vom biosynthetischen Standpunkt interessanter
ist aber, daB in der Kette noch vor 3a die (Hydroxy-
thio)carbonylverbindung 4a liegen muf3, die von al-
len gefaBBten Metaboliten den hochsten Markierungs-
grad aufweist. 6b und 5b sind dagegen an das Ende
der Kette zu plazieren, da ihr D-Gehalt (innerhalb
der fiir die nur in Spuren vorliegenden Verbindun-
gen moglichen Mef3genauigkeit) etwa dem von 1b
entspricht, also deutlich niedriger als der von 4b und
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Abb. 1. Gebildete Menge von 1a in Abhingigkeit von der
Wachstumszeit und der zugesetzten Menge von 7 (@ 0 mg/l,
x 87 mg/l, A 100 mg/l).
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3b liegt. Es 148t sich somit das folgende Biosynthese-
Schema aufstellen (auf eine Untersuchung der Bil-
dung von 2a wurde verzichtet, da diese fiir Bakterien
bereits eingehend dokumentiert ist [9]):

2a

|

Red ktxy"q\i
eauktl !
3a 6a
Ng / Reduktion
S5a

*Reduktion

la
Hydrolysi/ \i\mmonolyse
3a 8

Das Auftreten einer —C(=0)SOH-Gruppe als
Zwischenglied bei der Bildung von —COSH aus
—COOH ist bisher nicht nachgewiesen (und unseres
Wissens auch nicht postuliert) worden. Es legt den
Schluf3 nahe, daB3 ein durch Reaktion einer aktivier-
ten Carboxylgruppe von 2a mit einer SH-Gruppe
z.B. von Coenzym A oder einem Cysteinderivat ent-
standener Thioester [10] oxidativ gespalten wird und
anschlieBend Reduktion zur COSH-Gruppe erfolgt.
Diese Reaktionsfolge konnte auch bei der Biogenese
anderer Thiocarbonsiduren eine Rolle spielen, wobei
aber die (Hydroxythio)carbonyl-Zwischenstufe bis-
her nur bei 4a, wo sie durch intramolekulare H-
Briickenbindung stabilisiert ist, gefa3t werden konn-
te. Auch diese biosynthetische Zwischenstufe findet
sich nur in geringer Menge im Kulturmedium.

Experimenteller Teil
Geridite

Massenspektrometer (ElektronenstoBionisation):
Finnigan 3200 mit Gaschromatograph 9100, Kapil-
larsdule BP1 (26m) bzw. Kratos MS 25 RF mit Gas-
chromatograph Carlo-Erba Mega, Kapillarsdule BP1
(26m).

GC: Carlo-Erba HRGC 4160, FID, Kapillarsaule
SE 52 (25m), Injektor und Detektor 250 °C.

Sadulenchromatographie:  Kieselgel 32—64 um
(Woelm, Eschwege), trockenes CH,Cl,, Kontrolle
der Fraktionen mit LKB 2089 Uvicord III bei 254
und 277 nm.

Bakterienzucht und Aufarbeitung

Die Zucht von Pseudomonas putida ,,To8* (bezlig-
lich der Charakterisierung des Stammes s. [4]) er-

folgte wie in [5] beschrieben durch Animpfen von
mit 7 [7] frisch versetztem Kulturmedium in 200-ml-
bzw. 2-1-Parallelkulturen, die Isolierung der Pyridin-
derivate durch Extraktion mittels XAD-4-Kunst-

~J

Abb. 2. Gaschromatogramm eines methylierten XAD-Ex-
traktes von Ps. putida ,,To8*. Die untere Spur zeigt einen
Ausschnitt mit 16facher Verstdarkung. 1: 2b, 2: 3b, 3: 4b,
4: Pyridin-2-monothiocarbonsiure-O-methylester-6-mono-
thiocarbonsdure-S-methylester, 5: 1b, 6: 5b, 7: 6b. Die mit
* bezeichneten Peaks stammen von 2,4-Dihydro-2H-
pyrrol-Derivaten, tiber deren Strukturermittlung a.a.O.
berichtet werden soll [11].
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harz, Methylierung mit CH,;N, und anschlieende
Sdulenchromatographie, wobei die Elution der Frak-
tionen mit Hilfe eines UV-Detektors verfolgt wurde.
1b und 3b konnten rein erhalten und daher mittels
eines Festprobeneinlasses massenspektrometrisch
vermessen werden, 4b, 5b und 6b fielen als Gemisch
an und wurden durch GC/MS analysiert. Quantifizie-
rung von 1a erfolgte durch Photometrie seines Fe’"-
Komplexes [5], die der ibrigen Komponenten im
Verhiltnis dazu durch Integration der GC-Peakfla-
chen. Bei Untersuchungen zu unterschiedlichen Zei-
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ten innerhalb einer Mefreihe erfolgte Entnahme von
aliquoten Probenmengen.
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