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Nucleotide spielen im Stoflwechsel nicht nur als Vorstufen der Nucleinsauren eine Rolle. 
Viele niedermolekulare Verbindungen (Sauren, Alkohole, Zucker) werden fur anschliepende 
Biosynthesen aktiviert, indetn sie Anhydride oder Ester mit Nucleotiden bilden. Diese 
Nucleotid-Derivate wirken als Ubertriiger der mit ihnen verbundenen Reste. Haufg werden 
diese Reste chemisch abgewandelt, wahrend sie sich am Nucleotid befinden, und erst dann 
in ciner biosynthetischen Reaktion ubertragen. Nach einer ubersicht dcr Nucleotid- Typen 
und ihrer Reaktionen wird iiber Untersuchungen zur Biosynthese sulfatierter Polysaccha- 
ride berichtet. 

I. Einleitung 

Vor etwas mehr als 10 Jahren entdeckten Lcloir und 
Mitarbeiter [ I ]  in Hefe einen Cofaktor fur die Umset- 
zung von Galaktose. Sic isolierten die Verbindung und 
zeigten, daB es sich um Uridin-diphosphoglucose han- 
delt. Seit diesen grundlegenden Untersuchungen ist es 
immer deutlicher geworden, daB viele saurelosliche 
Nucleotide nicht nur Vorstufen der Nucleinsauren sind, 
sondern daneben auch in anderen Stoffwechselprozessen 
eine Rolle spielen. Es gibt vier Gruppen saureloslicher 
Nucleotide entsprechend den vier Hauptnucleotiden 
der Ribonucleinsaure. AuBerdem wurden kurzlich meh- 
rere saurelosliche Desoxyribonucleotide entdeckt. Die 
Adenosin-nucleotide kennt man seit mindestens 25 
Jahren. Bald nach der Isolierung der Uridin-diphos- 
phoglucose (UDPG) fand man dann auch Guanos in -  
und C y t i d i n -nucleotide in der saureloslichen Gewebc- 
fraktion. Einleitend beschreiben wir dieDerivate der ein- 
zelnen Nuclcotide und ihre Stoffwechselfunktionen [**I. 
[*I Diese Arbeit und cine weitere, die spatcr in dieser Zcitschrift 
erscheinen wird, sind iiberarbeitete Fassungen zweier Vorlesun- 
gen, die im Juli 1960 an der Universitat FreiburgiBrsg. und im 
Oktober 1960 als McLaughlin Lectures an der Universitlt Texas 
gehalten wurden. Die Arbeiten im Laboratorium des Autors 
wurden vom US-Public Health Service (Grants NIAM A-1 158 
und NIAID E 1902) sowie von der US National Science 
Foundation (Grant (3-7619) unterstutzt, wofiir auch an dieser 
Stclle gedankt sei. 
[**I Wollte man die erste Hilfte dieses Aufsatzes mit Zitaten be- 
legen, so hatte man mehrcre hundert Arbeiten zu nennen. Hier 
wurden daher nur wenige Zitate angefiihrt. Ausfiihrliche Litera- 
turhinweisc findet man in mehreren Zusammenfassungen [Z-61. 
[ I ]  R .  Capurro, 1. F. Leloir, C .  E. Cardini u. A. C. Paladini. J .  
biol. Chemistry 184, 333 ( 1950). 
[ 2 ]  A .  Korfrberg. Advances in Enzymol. 18, 191 (1957). 
[3] L. F. Leloir u. C. E. Cardini in P. D. B o y r ,  H.  Lardy u. K .  
M.whurk: The Enzymes. Academic Press, New York 1960, Bd. 
11. Kap. 2. 
[4] M .  F. Urrer in P. D .  Boyer, H .  Lnrdr u. K .  Myrback: The 
Enzymes. Academic Press, New York 1960, Bd. 11, Kap. 4. 
[S] E. P. Kennedy in P .  D.  Bo.ver, H. h r d y  u. K .  Myrback: The 
Enzymes. Academic Press, New York 1960, Bd. 1 1 ,  Kap. 3. 
[6] J.  I,. Stronriiiger, Physiol. Rev. 40, 55 (1960). 

Adenosin-nucleo tide 

Unter den Adenosin-nucleotiden sind vor allem die Re- 
dox-Coenzyme Diphospho-pyridinnucleotid (DPN), 
Triphospho-pyridinnucleotid (TPN) und Flavin-adenin- 
dinucleotid (FAD) zu nennen. 
Jede dieser Verbindungen kann - wie die meisten ande- 
ren - als Anhydrid eines Mononucleotids, d. h. einer 
substituierten Phosphorsaure, mit einer zweiten SIure 
aufgefaBt werden. So ist DPN das Anhydrid aus Adenyl- 
saure und Nicotinamidribosephosphat ; FAD ist das 
Anhydrid aus Adenylsiiure und Riboflavinphosphat. Ge- 
bildet werden diese Substanzen vor allem durch Reak- 
tion eines Nucleosidtriphosphates (Adenosintriphos- 
phat im Fall der Adenosin-nucleotide) mit der zweiten 
Saure (Gleichung 1). 

XTP+ Saure f XMP-Sauref Pyrophosphat 

X = Nucleosid 

(1) 

Die Reaktion zwischen ATP und Riboflavinphosphat 
fuhrt so unter Abspaltung von anorganischem Pyrophos- 
phat zum Anhydrid Flavin-adenin-dinucleotid (FAD). 
Diesen Syntheseweg (Substitution des Pyrophosphat- 
restes in einem Nucleosidtriphosphat durch die zweite 
Saure) entdeckte Kornberg [ 2 ]  bei seinen Untersuchun- 
gen uber den DPN-Stoffwechsel. 

AuBer in Form der Redox-Coenzyme spielen Adenosin- 
nucleotide bei der Aktivierung einiger Verbindungen, 
z. B. der Aminosauren, eine Rolle. Adenyl-aminosauren 
sind in den letzten Jahren isoliert und synthetisiert wor- 
den, und sie gelten als Zwischenprodukte bei der Pro- 
teinbiosynthese. Anorganisches Sulfat wird in gleicher 
Weise aktiviert: Produkt der Primarreaktion mit ATP 
ist Adenylsulfat (Gleichung 2). Doch lie@ das Gleich- 
gewicht dieser Reaktion weit auf der linken Seite. In der 
lebenden Zelle wird es durch Phosphorylierung des 
Adenylsaure-Restes verlagert (Gleichung 3). Das Pro- 
dukt, ,,aktiviertes Sulfat“, ist 3’-Phosphoadenosin-5’- 
phosphosulfat (PAPS). Diese Verbindung wirkt als 
Sulfat-Ubertrager bei der Biosynthese des Chrondroitin- 
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sulfates und anderer naturlich vorkommender Schwe- 
felsgure-ester [7] (Gleichung 4). 

~ 2 )  

( 3 )  AMP-Sulfdt + ATP i PAPS + A D P  

(4) PAPS + Acceptor . Acceptor-Sulfa1 + 3’-Phosphoadenylsiurc 

ATP + Sulfat 7 % AMP-Sulfat + Pyrophosphat 

Uridin-nucleotide [ 3,6] 

Bei den Uridin-nucleotiden handelt es sich um An- 
hydride aus Uridylsaure und Zuckerphosphaten, d. h. 
um UDP-Zucker-Verbindungen (Gleichung 5) .  Man 
kennt eine groBe Zahl derartiger Stoffe. Irn StofTwechsel 
nehmen sie an Transglykosidierungen teil (Gleichung 6) 
und wirken als Coenzyme bei der Urnwandlung eines 
Zuckers in einen anderen. 

( 5 )  UTP + Glucose-I-phosphat : LDP-Glucose + Pyrophosphat 

( 6 )  LDP-Glucose + Fructose \+ Rohrzucker + UDP 

Guanosin-nucleotide [4,6] 

Auch die Guanosin-nucleotide dienen zur Aktivierung 
von Zuckern, doch wurde diese Gruppe bisher nicht 
sehr ausfuhrlich untersucht. Erst vor kurzem ist - nach 
Isolierung einiger neuer Vertreter dieser Substanzklasse 
- das Interesse an diesen Verbindungen wieder envacht. 
Am Iangsten kennt man die Guanosin-dipkosphoman- 
nose [8] (GDP-Mannose), doch ist ihre Rolle im Stoff- 
wechsel noch immer ungeklart. Vermutlich wirkt sie als 
Zwischenprodukt bei der Synthese mannose-haltiger 
Polysaccharide. GDP-D-Mannose ist auch Vorstufe der 
GDP-L-Fucose [9]. Fucose (6-Desoxy-~-galaktose) ist 
ein wichtiger Bestandteil der Blutgruppensubstanzen 
und vieler anderer Polysaccharide. GDP-1)-Mannose 
kann weiter in GDP-Colitose [lo] umgewandelt werden. 
Colitose ist einc 3.6-Bisdesoxy-hexose (3.6-Bisdesoxy-~- 
galaktose) und tritt in den 0-Endotoxinen mehrerer 
gramnegativer Bakterien auf, beispielsweise in den 0- 
Endotoxinen einiger pathogener E. coli-Stamme, welche 
die infantile Diarrhoe verursachen. Die Synthese der 
0-Endotoxine und ihrer Vorstufen wird gegenwartig 
sehr intensiv erforscht. 

Cytidin-nucleotide 

Verbindungen, die als Derivate der Cytidylsaure akti- 
viert werden, sind mit einer Ausnahrne Alkohole [5,6]. 
Zu ihnen gehort das Cholin (Gleichung 7). CDP-Cholin 
ist ein wichtiges Zwischenprodukt bei der Synthese der 
Phospholipide (Gleichung 8) [5]. Es ist bemerkenswert, 
daB dabei nicht der Cholinrest, sondern ein Phospho- 
cholinrest ubertragen wird, so daB neben dern Phos- 
pholipid Cytidin-monophosphat (CMP) entsteht. Reak- 
tion (8) unterscheidet sich also von den synthetischen 
Reaktionen der Uridin-nucleotide (Gleichung 6), bei 

171 F. Lipnrorrrr, Science [Washington] 128, 575 f 1958). 
I81 E. Cahib u. L. f. Le/oir, J. biol. Chemistry 206, 779 ( I  954). 
191 V. Ginsburg, J.  biol. Chemistry 235, 2196 (1960). 
[lo] E. C. Heoth, Biochim. biophysica Acta 3Y. 377 (1960). 

denen das Nucleotid nur den Zuckerrest abgibt und 
UDP als zweites Produkt bildet. 

CTP + Phosphocholin 4 CIIP-Cholin + Pyrophosphat 

CDP-Cholin + Diglycerid i\ Lecithin + C M P  

(7) 

(8)  

Ahnlich wie Cholin wird Athanolamin fur die Synthese 
der Athanolaminlipide aktiviert. Auch bei der Synthese 
der Inositlipide tritt ein Cytidin-nucleotid als Zwischen- 
produkt auf, doch ist der Reaktionsverlauf hier etwas 
komplizierter als bei der Synthese der Cholin- und 
Athanolaminlipide [ 1 11. Aus Bakterien konnten CDP- 
Glycerin und CDP-Ribit isoliert werden [12]. Sie sind 
vermutlich fur die Biosynthese von Komponenten der 
bakteriellen Zellwand und fur die Synthese anderer bak- 
terieller Heteropolymere von Bedeutung. Ein Nucleotid 
ungewohnlicher Zusammensetzung ist die CMP-N-Ace- 
tylneuraminsaure [ 131. 

Desoxyribonucleotide 

Ahnliche Derivate der in Desoxyribonucleinsaure ent- 
haltenen Nucleotide konnten kurzlich isoliert werden, 
doch sind bis heute nur wenige Verbindungen dieser 
Art bekannt. Zuerst fand man Desoxy-CDP-Cholin und 
Desoxy-CDP-Athanolamin [14, 151. Neuerdings gelang 
die Tsolierung von Thymidin-diphospozuckern, z. B. 
TDP-L-Rhamnose [16,17], TDP-D-Fucose[l8,19], TDP- 
6-Desoxy-~-glucose [ 18,191, TDP-4-Keto-6-desoxy-~- 
glucose [19,20] und TDP-Mannose [21]. Die chemische 
Verwandtschaft dieser Verbindungen mit der Desoxy- 
ribonucleinsaure legt die noch ungeklarte Frage nahe, 
ob sic in irgendeiner funktionellen Ekziehung zum gene- 
tischen Material stehen. 

11. Reaktionen der Nucleotide 

Zusammenfassend I i B t  sich sagen, daB viele kleine Mo- 
lekule fur synthetischc Reaktionen aktiviert werden, in- 
dem sie Nucleotid-Derivate bilden. Sauren werden in 
Form der Adenosin-nucleotide aktiviert, Zucker (Alde- 
hyde) in Form der Guanosin-, Uridin- oder Thymidin- 
nucleotide und Alkohole in Form der Cytidin- oder 
Desoxycytidin-nucleotide. 

[ I  I ]  If. PouIrrs u. I:. P. Kenrredy. J .  biol. Chemistry 235, 1303 
( I  960). 
[I21 1. Bnddi/eF, Proc. chem. SOC. [London] 177 (1959). 
[I31 D.  G. Comb u. S. Rosemori, J.  Arner. chem. SOC. 80. 497 
(1958). 
[I41 Y. Sugitio, J .  Amcr. chern. SOC. 7Y, 5074 (1957). 
[I51 W. C.  Schneider u. J. Rofherhntn, J.  biol. Chemistry 233, 
948 (1958). 
[I61 R. Oknznki, Biochem. biophysical Res. Commun. I ,  34 
( 1959). 
[I71 R.  Oknzoki, Biochim. biophysica Acta 44, 478 (1960). 
[I81 J. L.  StrunrinKer u. S. S. Scott, Biochim. biophysica Acta 35, 
582 (1959). 
[I91 R .  Okomki.  T. Okazaki, J. L. Sfrominger u. A .  M. Michelsorr, 
unverOKentlich t .  

(201 R. Oknzk i ,  T.  Okuzoki u. J. L. Strotninger, Fed. PTOC. ZU, 
906 (1961). 
[21] J.  BnddiIey 11. N. L. Blumsoti, Biochim. biophysica Acta 39. 
376 ( I  960). 
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Formel I zeigt die Struktur eines solchen Nucleotids, des 
Uridindiphospho-N-acetylglucosamins [22]. Im Stoff- 
wechsel dient dieses Nucleotid zur Synthese von Poly- 
sacchariden, die - wie z. B. die Hyaluronsaure - N- 
Acetylglucosamin enthalten. Die Saureanhydrid-Bin- 
dung (a) entsteht bei der Reaktion des Nucleosid-tri- 
phosphates mit dcm Zuckerphosphat. Die Esterbin- 
dung (b) wird bei der Ubertragung des Zuckerrestes auf 
die wachsende Polysaccharidkette gespalten. Man kann 

0 -  (a) (b) 
COCH, 

N H  H OH 

! \  

- -0 

" - 1  1 ,  I 
OH OH I 0 

HC C C - C H Z O  P '0 P - 0  C C-C C - C  
It H H  O H H  H 

i H  H H 0 I 0  

N 

0 C""CH 
I !  

C 

N \\ ,/CH I 

O H  

also sagen, daR der Zuckerteil des Molekiils (I) durch den 
Nucleosiddiphosphat-Teil so aktiviert wird, daR er f iir 
biochemische Synthesen verwendet werden kann. 

Viele Zucker werden auf diese Weise aktiviert. Eine 
'Ubersicht der mit UDP-Glucose in Beziehung stehen- 
den UDP-Zucker gibt das Schema 1.  

[UDP-lduronsaurel 
A 

, U D P -  - .- - \ UDP-  , 
' Galakturonsaure I ' Glucuronsdure 

- . . - - 

/ I /  
. __ 

UDP-Galaktose 
.. 

Schema 1. Reakfionen der mil UDP-Cilucosc in Beziehunp stehenden 
UDP-Zucker. U D P  . Uridin-diphosphat - UTP = Uridin-triphosphat 

Galaktose-I-phosphat - GS-I-P -< Glucuronslure-I-phosphat -- 
Gals-I-P 7 Galakfuronsaure-I-phosphal - D P N  2 Diphospho- 
pyridinnucleofid. - ( I )  . Sfoffnechselslorung bei congenitaler Galaktos- 
amie - (2) Stoffuechselstijrung bei congenitaler. nicht hamolytischer 
Bilirubinimie. 

- PP = Pyrophosphaf - G-I-P = Glucose-1-phosphat Gal-I-P : 

Eine Primarreaktion in diesem Schema ist die Umset- 
zung von Glucose-1-phosphat mit Uridintriphosphat 
(UTP) zcl UDP-Glucose und Pyrophosphat (siehe auch 
Gleichung 5) .  Einmal in Form seines Nucleotids akti- 
viert, kann der Glucoserest mehrfach abgewandelt wer- 
den : es konnen sich UDP-Glucuronsaure, UDP-Galak- 
turonsiiure und UDP-Galaktose bilden, und jedes dieser 
zuckerhaltigen Nucleotide vermag an synthetischen 

- 

[22] E. Cubib, I.. F. Leloir u. C. E. Curdini, J. biol. Chemistry 203, 
1055 (1953). 

Reaktionen teilzunehmen. Beispielsweise wird UDP- 
Glucuronsaure zur Synthese von Glucuroniden verwen- 
det. UDP-Glucose ist ein Zwischenprodukt bei der Bio- 
synthese des Rohrzuckers in Pflanzen (vgl. Gleichung 6), 
und in den letzten Jahren konnte gezeigt werden, daR 
Glykogen in vivo nicht direkt aus Glucose- 1-phosphat, 
sondern auf dem Umweg iiber UDP-Glucose entsteht. 
UDP-Galaktose spielt bei der Bildung von Lactose und 
den im Gehirn vorkommenden Cerebrosiden cine Rolle. 
Ohne Zweifel besitzt auch UDP-Galakturonsaure wich- 
tige Funktionen im Stoffwechsel, doch sind diese noch 
nicht genau bekannt. 

CHzOH 

Es gibt beirn Menschen zwei angeborene Storungen im Stoff- 
wechsel der Uridin-nucleotide: die congenitale Galaktosamie 
(Unflhigkeit des Organismus, aus UDP-Glucose und Galak- 
tose-I-phosphat UDP-Galaktose zu bilden; ( I )  in Schema 1) 
und die congenitale, nicht hamolytische Bilirubinlrnie (Un- 
fihigkeit zur Ubertragung von Glucuronsaure von der UDP- 
Glucuronsiure auf Bilirubin; (2) irn Schema I ) .  

Glucuronidbildung 

Viele Arzneimittel, korperfremde organische Stoffe und 
normale Metabolite werden mit Glucuronsaure konju- 
giert, bevor der Korper sie ausscheidet. Die Biosynthese 

Glucuroni de 
a 7 

Xy Ascorbinsaure 
(. 7 
'1: Ketopenfosc 

Polysaccharide 

Polysaccharide 
/' 

/'+ Transglucosi- 
. dierungen 

[UDP-Rhamnosel 

Cerebrosidc (an- 
' dere Glykolipide?) 

/" + Lactose 

* 
.1 
Polysaccharide 

Ascorbinsaure 

solcher Glucuronide ist ein gutes Beispicl fur  einen 
Reaktionscyclus, wie er fur die genannten Nucleotide 
typisch ist (Schema 2)  : Zunachst entsteht Uridintriphos- 
phat aus Uridindiphosphat und ATP. Glucose-l-phos- 
phat wird dann durch Reaktion mit UTP aktiviert, die 
Zuckerkomponente des Nucleotids wird verandert, hier 
durch Oxydation zur Glucuronsaure, und wird schlieB- 
lich auf einen Acceptor iibertragen (z. B. auf Bilirubin 
unter Bildung des Glucuronids). Das freigesetzte UDP 
reagiert wieder mit ATP zum UTP. Die wesentlichen 
Schritte dieses Cyclus sind also: 1. Phosphorylierung, 
2. Aktivierung des Zuckers, 3. Modifizierung des Zuk- 
kers, 4. Ubertragung auf einen Acceptor. 

Die Bildung von UDP-Glucuronslure aus UDP-Glucose 
(Gleichung 9) ist eine der zwei bis heute bekannt gewordenen 
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Energiclieferant 

i 
Glykogen ATPv 

vA 
K-Glucu- -x  V 

UTY, 7G-I-P  ronidr .UDP' 

i( 
ROlI  UDP-Glucuron- UDPGL IPp 

saure, 
v n 

2 DPNH' 2 D P h '  + 2 Hf 

Bilanzgleichung: 

A T P +  G-I-P+ 2 DPN'  + R O I l  
U D P  

-> 
A D P  + 2 D P N H  + 2 H '  + PP + R-Glucuronid 

Schema 2. Reakrionen bei der Glucuronidsynthese. ATP Adenosin- 
triphosphat - A D P  - Adenosindiphosphat - -  U D P  Uridindiphos- 
phat - UTP Uridintriphosphat G-I -P  = Glucose-I-phosphat 
PP 7 Pyrophosphat - UDPG = Uridin-diphosphoglucose - D P N  - 
Diphospho-pyridinnucleotid D P N H  reduzicrtes Diphospho-pyri- 
dinnucleotid 

Redoxreaktionen, die unter Ubertragung von vier Elektro- 
nen vor sich gehen (231. 

9) UDP-Glucose+ 2 D P N + - +  UDP-Glucuronsaure+ 2 D P N H  + 2H- 

Das zweite Beispiel eines Vier-Elektronen-Uberganges ist die 
enzymatische Oxydation des Aminoalkohols Histidinol zur 
Arninosaure Histidin [24]. Bei allen anderen biologischen 
Oxydationen werden entweder ein oder zwei Elektronen 
ubertragen. 

Glucuronsaure-Cyclus 

Ascorbinsaure dient und die fur einen dritten Weg des 
Glucoseabbaus benotigt wird. Dieser dritte Weg ist als 
Uridinnucleotid- oder Glucuronsiiure-Cyclus bekannt. 
Man findet ihii im Stoffwechsel des Menschen und der 
Tiere. Einen Uberblick gibt das Schema 3. 

Auch hier gibt es zwei Defekte. Der eine, (1) im Schema 3,  
besteht in der Unfahigkeit, Ascorbinsaure zu synthetisieren, 
weil die dafXr benotigten Enzyme fehlen. Diese Unfahigkeit 
findet man beim Menschen, Affen und Meerschweinchen. Die 
zweite, gutartige Storung, als congenitale Pentosurie be- 
zeichnet, besteht in der Unfahigkeit L-Xylulose in Xylit 
umzuwandeln, (2) im Schema 3. Als Folge dieser Storung 
werden groBe Mengen L-Xylulose mit dem Urin ausgeschie- 
den, die sich in der hier gezeigten Weise aus freier Glucuron- 
siiure bilden. 

Pflanzliche Uridin-nucleotide 

Auch Pflanzen konnen Zucker i n  Form von Nucleotid- 
Derivaten aktivieren. Schema 4 zeigt die Bildung der 
Pentose-Derivate UDP-Xylose und UDP-Arabinose, 
die Vorstufen der Xylane und Arabane sind und damit 
zur Synthese wichtiger Bestandteile vieler Pflanzen die- 
nen [25].  

UDP-Glucuronsaure 
- 

I -co. 
I 

UTP 

Neben ihrer Rolle als Donator von Glucuronsaure bei 
der Glucuronidsynthese hat die UDP-Glucuronsaure 
noch eine weitere Funktion im Stoffwechsel: sie ist die 
Vorstufe der freien Glucuronsaure, die zur Synthese der 

Glucose 

Pentosephosphat- 
D-Xylulose-5-P -___ - > G-6-P > G-I-P, * U T P  < 

>( 
Cyclus 

ATP A 

U D P G l  PP 

UDP-Arabinose - -  + Arabane PP GalS-I-P 

/ 
.* coz 

- -  
, UDP-Galakturonsaure , 

. -  

Schema 4. Uridin-diphosphopentosen Xyl-I-P Xylose-l-phos- 
phat Arab- I-P = Arabinose-I-phosphat. Weitere Abkiirzungen 
siehe in den Legenden 7u Schema I und 2 

D-Xylulose 

D P N ' I .  
I,, 

! 2 D P N  

UDP- 
Glucuronsaure 

Xylit HzO ,/ ROtl 

U M P +  GS-I-P 

Hz.1 

R-Glucuronid + U D P  

/ HzO 

L-Xylulose Glucuronsaure 
/ , TPNH 

I 3-Keto- 
L L-sutonsaure 

COI. i 
I . -.., 

L-Gulono-y- 
lacton 

, (i: 
Abbauprodukle t bAscorbinsaure 

Schema 3. Glucuronsaure-Cyclus des Glucoseabbaus. G-6-P = Glu- 
cose-6-phosphat - U M P  = Uridin-monophosphat - TPNH - redu- 
7iertes Triphospho-pyridinnucleotid -- Weitere Abkurzungen siehe in 
den Legenden zu Schema I und 2 

[23] J .  L. Slrominger, E. S. Maxwell. J .  Axelrod u. H .  M.  Kalckar, 
J.  biol. Chemistry 224, 79 (1957). 
[24] E. Adams, J.  biol. Chemistry 217, 325 (1955). 

UDP-Acetylaminozucker 

SchlieBlich bilden die Acetylaminomcker neben den 
Hexosen und Hexuronsauren sowie neben den Pen- 
tosen eine dritte Gruppe von Zuckern, die in Form ihrer 
Uridin-nucleotide aktiviert werden (vgl. Schema 5) .  
Eine wichtige Reaktion ist die Umsetzung zwischen 
UTP und N-Acetylglucosamin- 1 -phosphat. Sie fuhrt 
zum UDP-Acetylglucosamin, das mehrfach abgewan- 
delt werden kann, vor allem zum UDP-Acetylgalaktos- 
amin. Weitere, bisher noch ungeklarte Reaktionen er- 
geben das UDP-Acetylgalaktosamin-4-sulfat und das 

[25 ]  W .  %. Hassid, E. F. Neufeld u. D .  S .  Feingold, Proc. nat. 
Acad. Sci. USA 45, 905 (1959). 
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UDP-Acetylglucosamin-6-phosphat [ *], zwei ungewohn- 
liche Verbindungen, die aus dcrn Eileiter der Henne iso- 
liert werden konnten. Alle diese SubstanZen sind - 
ebenso wie das UDP-Acetylglucosamin - . verrnutlich 
Vorstufen verschiedener Polysaccharide einschlieRlich 

Bau und Funktion des Eileiters der Heme  

Unsere Untersuchungen begannen mit der Isolierung 
von UDP-Acetylgalaktosamin-4-sulfat aus dem Eileiter 
legender Henncn [26]. Das als Uridin-nucleotid akti- 

der Chondroitinsulfate und der Hyaluronsaure. 

Polysaccharide 
+ 

-- .- . -  - 
UDP-Acetyl- , U DP-Acetylgalaktos- 
galaktosamin -----* amin-4-sulfar - -. , 

/ UDP-Acetylglucos- ' 
amin-6-phosphat 

U D P -  Acetyl- 
UTP g~ucosamin '4 

U D P +  Acetyl- 
mannosaniin Ix', S A c G - I - P  p p  

I 
V V 

Polymcre. die 
Acetyl neuraiiiin- 
saurc enthalten 
(Ganglioside. 

Chitin, U D  P-Acetyl- 
Ilyaluronsiure glucosaniin- 

pyruvat 
und Zwischen- 
produkte fDr die Coliminsaure etc . ) .  

Synthese bakre- 
rieller Zellwande 
(vgl. Abb. 3)  

vierte Acetyl-galaktosamin-4-sulfat ist verrnutlich Vor- 
stufe einiger sulfatierter Polysaccharide. Um Uberle- 
gungen iiber die mogliche Funktion dieser Verbindung 
anstellen zu konnen, muB man die Funktion des Eilei- 

Sulfarierte, 
phosphorylierte 
oder 
verzweiste 
Polysaccharide 

ters kennen: Das Eigelb tritt aus der Bauchhohle durch 
das lnfundibulum in den Eileiter ein und gelangt zu- 
niichst in einen Abschnitt, in dem das Albumin sezer- 
niert wird. Dieser Abschnitt ist mit etwa 20 crn bei wei- 
tern der Iangste. Aus ihm wandert das Ei in den sehr 
engen Isthmus, der bei der Henne etwa 2 cm lang ist 
und in dern die inneren Mernbranen der Eierschale um 
das Albumin gelegt werden. Die Membranen entstehen 
im Verlauf von ungefahr einer Stunde. Ihre Struktur ist 
noch unbekannt, abcr sic enthalten mit Sicherheit ir- 

Schema s, U r i d i n d i p t o s p h o ~ a c e t y l a m i n o ~ ~ c k e ~  NAcG- I -p  Ace- gendein sulfatiertes Polysaccharid. Im anschlieknden 
tylglccosamin-I-pho~phat - PP - Pyrophosphat Teil dcs Eileitcrs, dem Uterus, wird die Schale verkalkt, 

Abschnitt 
des Eileilers 

lnfundibuluin 

al bumin-serer- 
nierendc Region 

Isthmus 

Uterus 

Vagina 

Bau des Funktion 
Eileiters des Abschnittes 

Membran- 
Rildung 

Verkalkung 
(Bildung der 
Schalenniatrix) 

Bildung 
dcr Cuticula 

Tabelle I .  Bau und Funktion des Eileiters der Henne 

111. Struktur und Biosynthese sulfatierter 
Polysaccharide 

Nach dieser Einleitung konnen wir unsere Untersuchun- 
gen uber die Synthcse sulfatierter Polysaccharidc be- 
schreiben, die zugleich einige interessante Einzelheiten 
iiber die Struktur der Chondroitinsulfate erbracht 
haben. 

[*I Kiirzlich wurde gefundcn, daB UDP-Acetylglucosarnin-6- 
phosphat [26] das Abbauprodukt eines Nucleotids ist, das irn 
Eileiter der H e m e  vorkommt. DaO diescs Nucleotid UDP- 
Acetylglucosamin-6-phospho- 1 - n-galaktose ist,wurde unabhangig 
in zwei Laboratorien nachgewiesen [27.28]. Der Galaktose-Rest 
in dieser Verbindung ist LuBerst labil. 

I98 

3 5 ~ 0 , ~  

im Eilciter 

0 

~~ 

+++ 

0 

++++ 

0 

++++ 
(Membranen) 

7 

++ 
(Cuticula) 

UDP-GalNAc-SO4 
in1 Eileiter 

0 

++++ 

0 

0 

und im letzten Abschnitt, der Vagina, erhalt das Ei die 
glatte aukre  Oberflache (Cuticula), unmittelbar bevor 
die Henne es legt. Urn Stellen des Sulfatstoffwechsels im 
Eileitcr nachzuweisen, wurde legenden Hennen anor- 
ganisches 3sS-Sulfat gegeben. Wir fanden es nur in zwei 
Abschnitten des Eileiters wieder: irn Isthmus und in der 
Vagina. In beiden Abschnitten werdcn Membranen der 
Eischale synthetisiert (siehe Tabclle I), und in beiden 
Regionen befindet sich der radioaktivc Schwefel im 
Epithel. Auch die von diesen Hennen gelegten Eier wur- 

126) J. 1.. S/ruminger, Biochirn, biophysica Acta 17, 283 (1955). 
[271 S. S u x k i ,  unvcrolfentlicht. 
[28] 0. Gabriel u. G. Ashuell ,  unver6ffentlicht. 
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den gepriift: sowohl die innere Schalenmembran als 
auch die Cuticula waren radioaktiv [29] (vgl. Tabelle 1). 
Als nachstes wurde das Vorkommen des UDP-N-Ace- 
tylgalaktosamin-sulfates im Eileiter untersucht. Es 
konnte nur im Isthmus nachgewiesen werden, findet 
sich dort aber in einer Konzentration von etwa 5 pMol/g 
was fur ein Nucleotid im Gewebe eine sehr hohe Kon- 
zentration ist. Extrahiert man den Isthmus mit heiRem 
Wasser und chromatographicrt, so ist das sulfatiertc 
Uridin-nucleotid die einzige im Ultravioletten absor- 
bierende Verbindung, die sich im Papierchromato- 
gramm nachweisen laRt. Diese Ergebnisse l iekn  erwar- 
ten, daR der Isthmus hervorragend geeignet sein wurde, 
urn die Synthese sulfatierter Mucopolysaccharide zu 
studieren, 

Sulfatierung von Polysaechariden 

Etwa zur gleichen Zeit hatten Robbins und Lipmann [30] 
Phosphoadenosin-phosphosulfat (PAPS) isoliert. Es 
schien plausibel, daB PAPS der Sulfat-Donator bei der 
Synthese des UDP-Acetylgalaktosamin-sulfates sein 
und die Synthese in der direkten Sulfatierung des UDP- 
Acetylgalaktosamins bestehen konnte. 3%-markiertes 
Phosphoadenosin-phosphosulfat wurde mit Enzymen 
aus dem Isthmus dargestellt und der Einbau von 35s aus 
PAPW in Chondroitinsulfat verfolgt in der Annahme, 
daR die Reaktion uber das sulfatierte Uridin-nucleotid 
verlauft. Inkubiert man PAP35S lediglich mit Enzymen 
aus dem Isthmus, so besteht die Hauptreaktion in der 

Tahelle 2. Synthese sulfatierter Mucopolysaccharide aus JS-Phospho- 
adenosin-phosphosulfat [3 I]. 

Ein Enzympriparal aus dem Isthmus vom Eileiter der Henne wurde mit 
P A P W  hoher spezifischer Aktivitat und verschiedenen Sulfat-Accep- 
toren inkubiert [31]. I m  Versuch 1 wurde die Redeutung der Komponen- 
ten des Ansatres fur die Sulfat-ubertragung studiert. im Versuch 2 die 
relative Sulfatierungsgeschwindigkeit verschiedener Acceptoren. 

Versuch I (Chondroitinsulfat A alr Acceptor) 

I nkubationsansatz 

Vollstandig 
Ohne Chondroitinsulfat A (erst nach der 
Inkubation zugefiigt) 
Ohne PAPjSS (erst nach der Inkubation zugefiigt) 
Enzympraparat vor der lnkubation gekocht 
M i1  35s-Adenosinphosphosulfat statt PAPJSS 

Radioaktivitat 
des Poly- 
saccharids 
[Imp.irnin] 

3320 
30 

25 
30 

100 

Versuch 2 (Verschiedene Acceptoren) 

- _ _  
I Radioaktivitiit 

Acceptor 
des Poly- 
saccharids 
[Imp.imin] 

Chondroitinsulfat A I750 
Chondroitinsulfat l3 I 1330 
Chondroitinsulfat C I060 
Heparitinsulfat 
Heparin. Hyaluronsaure. Glykogen oder 
Charoninsulfat 

[29] J .  L. Strotnitzgrr u. S. Suzuhi. unveroffentl icht. 

[30] P. JV. Robbins u. F. Lipmann, J. biol. Chemistry 233. 681, 
686 (1958). 
[31] S. Siizuki u. J .  1.. Slromiuger, J.  biol. Chemistry 235, 257, 
267, 274 (1960). 

~ :::isso 

. . . 

0 --?'-AMP 

p-Nitrophenyl-sulfat 
5'-AMP 

0 -Tyramin-sulfa1 
8 - ATP und APS 

0 -@ und UDP-CialNAc-S 

$I - 2  

:~ 

',\m Q) 0 Chondroitinsultat A 

A R  C D  E 

K F  
0.87 

0.81 
0,7Y 

0.52 
0.49 

0,42 

0.35 

0.31 

0,20 

0,IJ 

0.00 

Abh. I .  Radioautogramme von Papierchromatogrammen verschiedener 
Ansatze niit PAP3SS und einem Enzympraparat aus dem Isthmus vom 
Eileiter der Henne[31]. - A :  Anorganisches Sulfa1 - B: PAP3SS und 
vor der Inkubation gekochtes Enrympraparat - C: P A P W  und En- 
zympraparat D: Wie C jedoch niit 50 zg Chondroitinsulfat A. das 
durch Hydluronidase partiell hydrolysiert worden war. D ie  Substan7 
bei R F  - 0 is1 das Polymer, Flecke zwischen RI. 0 und 0.14 enlSPre- 
chen sulfatierten Oligosacchariden. Wird das Polymer vor der Inkuba- 
tion nicht mit Hyaluronidase behandelt, so findet man nur den Fleck 
bei R F  -: 0. - E: Chromatogramm mit  Vergleichssubstanzen - 2 und 
,> sind nicht idcntifizierte Produkte. 0 . ' 

I 

(? ?O 49 w 80 
[Al7-5.2] 

Abb. 2. Beziehung zwischen Acceptor-Konzentration und Sulfalie- 
rungsgeschwindigkeit. - Kurve I : Chondroitinsulfat C . Kurve 2: 
Chondroitin aus der Hornhaut des Rinderauges Kurve 3: Chon- 
droitinsulfat A - Kurve 4: Chondroitinsulfat B Kurve 5: Chondroi- 
tin, dargestcllt durch cheniische Entsulfatierung von Chondroitinsulfat 
A. - Kurve 6: Ileparitinsulfat - Kurve 7: Chondroitinsulfat aus Hai- 
fischknorpel - Kurve 8: Glykogen, Heparin. Keratosulfat. Hyaluron- 
saure oder Charoninsulfat. 
Ordinate: Radioaktivitat des Polysaccharids [Imp.;minl. 
Abszisse: 116 AcceptorjSO pI lnkubationsgemisch. 
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Hydrolyse des ,,aktivierten Sulfates" zu anorganischem 
Sulfat. Fugt man dem Ansatz jedoch einen Acceptor 
hinzu, beispielsweise Chondroitinsulfat A, so findet man 
nach der Inkubation an der Startlinie im Papierchroma- 
togramm einen neuen radioaktiven Fleck (Abb. l), der 
als radioaktives Chondroitinsulfat identifiziert werden 
konnte [31] (Tabelle 2). 
Folgendc Polysaccharide wirken in diesem System als 
Sulfat-Acceptoren (vgl. Abb. 2): Chondroitin, Chon- 
droitinsulfat A, B und C, Heparitinsulfat sowie schlieB- 
lich ein Chondroitinsulfat, das in Japan aus Haifisch- 
knorpel gewonnen und fur Chondroitinsulfat C gehal- 
ten worden war. Die Substanz unterscheidet sich jedoch 
in der scheinbaren Michaelis-Konstante K ~ T  und im 
Wert von v,,,, vom Chondroitinsulfat C, und es lieB 
sich dann zeigen (siehe unten), daB sic in der Tat ein 
neues Chondroitinsulfat ist. - Man weiB heute, daB das 
Enzympraparat aus dem Eileiter-Isthmus mehrere Sulfo- 
transferasen enthalt, die fur die Sulfatierung der ver- 
schiedenen Polysaccharide verantwortlich sind [32]. 

Verlauf der Sulfatierungsreaktion 

Fur den Verlauf der Sulfatierungsreaktion gab es zwei 
Moglichkeiten: Sulfat konnte zunachst von PAPS auf 
UDP-GalNAc unter Bildung des sulfatierten Uridin- 
nucleotids (UDP-GalNAc-S) ubertrdgen werden (Glei- 
chung lo), das dann mit dem Polysaccharid unter Uber- 
tragung des N-Acetylgalaktosaminsulfat-Restes reagiert 
(Gleichung 11). 

PAPS 
(10) UDP-GalNAc  - z UDP-GalNAc-S  

UDP-GalNAc-S  
( 1  I )  Polysaccharid + Polysaccharid-GalNAc-S 

Die andere Moglichkeit ist, daB der Sulfatrest vom 
PAPS direkt auf das Polysaccharid ubertragen wird 
(Gleichung 12) : 

PAPS 
(12) Polysaccharid + Polysaccharid-S 

Es war nicht moglich, die Frage nach dem Reaktions- 
verlauf zu klaren, solange polymere Sulfat-Acceptoren 
verwendet wurden, denn infolge des hohen Molekular- 
gewichtes dieser Verbindungen lieB sich zwischen der 
Aufnahme von 35S-Sulfat und der von Acetylgalaktos- 
amin-35S-sulfat nicht unterscheiden. Wir studierten da- 
her die Sulfatierung niedermolekularer Oligosaccharide, 
wie sie bei der enzymatischen Hydrolyse von Chondroi- 
tinsulfat A entstehen. Mit diesen Acceptoren muBte es 
verhaltnismaljig einfach sein, die Sulfatierungsprodukte 
papierchromatographisch zu identifizieren. Beispiels- 
weise wurde aus einem sulfat-freien Tetrasaccharid nach 
Gleichung (10) und ( 1  1) ein Pentasaccharid-monosul- 
fat, nach Gleichung (12) dagegen ein Teirusaccharid- 
monosulfat entstehen, die auf dem Papierchromato- 
gramm leicht zu unterscheiden waren. Enzympraparat, 
PAP3sS und verschiedene Oligosaccharide wurden also 
miteinander inkubiert und der Ansatz anschlieknd 
chromatographiert. In jedem Fall war die chromato- 
graphischc Beweglichkeit des radioaktiven Produktes 

__ 
(321 S. Suruki. R .  H .  Threnn u. J .  L. Stroininger, Biochim. bio- 
physics Acta 50, 169 (1961). 

geringer als die des Acceptors. Das Produkt wurde elu- 
iert und sowohl papierchromatographisch als auch pa- 
pierelektrophoretisch mit authentischen Praparatcn ver- 
glichen. Dabei zeigte es sich, daB die Sulfatierungsreak- 
tion in jedem Fall in der einfachen Ubertragung des 
Sulfatrestes von PAPS auf das Oligosaccharid (entspre- 
chend Gleichung 12) bestanden hatte. Auch Acetyl- 
galaktosamin und Acetylgalaktosamin-monosulfat wer- 
den so sulfatiert. Es entstehen Acetylgalaktosamin-mono- 
sulfat bzw. Acetylgalaktosamin-disulfat (Abb. 3). 

1 'O 

Emzl 
Abb. 3. Sulfatierung von Mono- und Tetrasacchariden [31]. Die Abbil- 
dung zeigt die Position der sulfatierten Verbindungen im Papierchroma- 
togramm (Abszisse) und auf  den Elektropherogramm (Ordinate). Pa- 
pierchromatogramm rnit Butanol/Eisessig/Wasser entwickelt. Offene 
Kreise: als Acceptor eingesetzt; schwarze Kreise: als Produkt isoliert. 
Die Pfeile deuten den Zusammenhang zwischen Acceptor und Produkt 
an. A :  N-Acetylgalaktosarnin - B :  N-Acetylgalaktosamin-monosulfat 

C :  N-Acetylgalaktosaniin-disulfat - D :  Tetrasaccharid - E: Telra- 
saccharid-monosulfat - F: Tetrasaccharid-disulfat G :  Tetrasaccha- 
rid-trisulfat. 
Ordinate: Laufstrecke im Elektrophcrogramm [cm]. 
Abszisse: RGs-Wert (chromatographische Beueglichkeit relativ zur 
Glucuronsaure). 

Di Terra Hex0 
r m z  

Abb. 4. Zusammenhang zwischen Sulfatierungsgeschwindigkeit und 
Kettenlange des Acceptors. -0-0- sulfdt-freie Acceptoren - -x-x- sul- 
fatierte Acceptoren - A :  Chondroitin - B :  Chondroitinsulfat A.  
Ordinate: Radioaktivitati0.4 l iMol Hexosamin [Imp./min]. 
Abszisse: Polymerisationsgrad des Acceptors. 
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Die relative Sulfatierungsgeschwindigkeit in Abhangig- 
keit von der Kettenlange des Acceptors zeigt Abb. 4. 

Man erkennt, daR nur die Geschwindigkeit der Sulfa- 
tierung von Tri- und Pentasaccharid (GalNAc-GS- 
GalNAc bzw. GalNAc-GS-GalNAc-GS-GalNAc) [*I 
der Geschwindigkeit vergleichbar ist, mit der das Poly- 
mer sulfatiert wird. Diese Beobachtung konnte von Be- 
deutung sein. Alle Oligosaccharide mit geradzahligem 
Polymerisationsgrad enthalten Glucuronsaure am nicht- 
reduzierenden Ende der Kette. Die Oligosaccharide rnit 
ungeradzahligem Polymerisationsgrad wurden daraus 
durch Abspaltung von Glucuronsaure rnit P-Glucuro- 
nidase gewonnen, so daR am nicht reduzierenden Ende 
ihrer Kette ein N-Acetylgalaktosamin-Rest steht. Offen- 
bar konnen Polysaccharide also durch Ubertragung 
eines Sulfatrestes auf einen Acetylgalaktosaminrest 

scheiden. Es ergab sich, daR die bei der Hydrolyse des 
Uridin-nucleotids entstehende Verbindung N-Acetyl- 
galaktosamin-4-sulfat, die rnit Chlorsulfonsaure syn- 
thetisierte Verbindung N-Acetylgalaktosamin-6-sulfat 
ist. Wir hydrolysierten dann mehrere sulfatierte Polysac- 
charide und isolierten die N-Acetylgalaktosamin-mono- 
sulfate. Durch Vergleich mit den uns zuganglichen 
authentischen Praparaten konnten wir zeigen, dalj aus 
Chondroitinsulfat A und B N-Acetylgalaktosamin-4- 
sulfat entsteht, wahrend man bei der Hydrolyse von 
Chondroitinsulfat C das 6-Sulfat erhalt. Wir konnten 
so durch direkte chemische Isolierung bestatigen, was 
andere Autoren friiher aus ihren andersartigen Unter- 
suchungen geschlossen hatten (siehe Tabelle 3). 

Weiterhin erwuchs aus diesen Untersuchungen der 
Nachweis eines neuen Chondroitinsulfates, das wir 

Tabelle 3. Identifizierung der N-Acetylgalaktosamin-monosulfate 1331 

Substanz 
R F  in Isobutter- Mol HCHOiMol ~ 5 8 . '  nach Morgan- 1R-Spektrum [**I  
saureiNHJ Hexose [*I Elson-Reaktion [cm-'1 

GalNAc-4-S aus 
Uridin-nucleotid 
GalNAc-6-S 
chemisch synthetisiert 
GalNAc-S aus Chon- 
droitinsulfat A 
GalNAc-S aus Chon- 
droitinsulfat B 
GalNAc-S aus Chon- 
droitinsulfat D 

sulfatiert werden, der am nicht-reduzierenden 
der wachsenden Kette steht. Doch bleibt die 

0.52 0.92 1 0.44 1 0.05 

I :& bei 0,44) 1 0,62 I+ 1  

0.44 

Ende 
Rolle 

des sulfatierten Uridin-nucleotids zu klaren, und es 
mag sein, daR es fur die.Einfiihrung von Zucker- und 
Sulfatresten in Polysaccharidketten mehrere Mecha- 
nismen gibt. 

Zur Struktur der Chondroitinsulfate 

Aus diesen enzymatischen Untersuchungen ergaben sich 
zwei interessante Folgerungen uber die Struktur der 
Chondroitinsulfate. Wie erinnerlich, ist auch N- 
Acetylgalaktosamin ein Sulfat-Acceptor. Bei der Sulfa- 
tierung entsteht ein N-Acetylgalaktosamin-monosulfat, 
das elektrophoretisch mit einer Verbindung identisch 
ist, die man bei der Hydrolyse des UDP-Acetylgalaktos- 
amin-sulfates oder durch chemische Sulfatierung von N- 
Acetylgalaktosamin mit Chlorsulfonsaure erhalt. Pa- 
pierchromatographisch sind dagegen nur das durch en- 
zymatische Sulfatierung und das durch Hydrolyse des 
Uridin-nucleotids erhaltene Acetylgalaktosamin-sulfat 
identisch, wahrend das rnit Chlorsulfonsaure syntheti- 
sierte Produkt langsamer wandert. 

Die Struktur dieser N-Acetylgalaktosamin-sulfate wurde 
untersucht [33]. Durch Perjodat-Oxydation laRt sich 
an Hand des Perjodat-Verbrauches und der Formalde- 
hyd-Bildung zwischen den moglichen Isomeren unter- 

[*I GalNAc = N-Acetylgalaktosamin; GS = GlucuronsBure. 
(331 S.  Suzuki u. J.  L. Srrotninger, J.  biol. Chemistry 235, 2768 
(1960). 

200 

10000 

1800[+1 

695;860;890;920 

775;820;992 

695; 860; 890;920 
I .  

I 0.03 ~ 1 0 0 0 0  780;  815; 992 

[*I Nach Perjodat-Oxydation bei 25 OC (20 Stunden.) GalNAc-4-S ver- 
braucht dabei I Mol, GalNAc-6-S 4 Mol Perjodat. 
[** I  Banden zwischen 660 und 1000 cm 1.  

[+I  Diese Werte lassen vermuten, daB die Substanzen GalNAc-4-S sind 
aber 10 bis I5 % GalNAc-6-S enthalten. 

Chondroitinsulfat D genannt haben. Egami und Mit- 
arbeiter isolierten diese Verbindung in Japan zuerst aus 
Haifischknorpel [34]. Es wurde bereits erwahnt, daR sie 
sich als Acceptor fur die Sulfotransferase vom Chon- 
droitinsulfat C unterscheidet. Aukrdem enthalt sie 
etwa 22 % Sulfat, d. h. 1,3 Sulfat-Reste pro Acetyl- 
galaktosamin-Einheit. Um die Struktur dieser Verbin- 
dung zu untersuchen, spaltete Suzuki [35] sie rnit einem 
Enzym aus Proteus vulgaris [36]. Dieses Enzym kata- 
lysiert den praktisch quantitativen Abbau von Chon- 
droitinsulfaten zu Disacchariden. Da es sich dabei um 
cine Eliminierungsreaktion und nicht um eine Hydro- 
lyse handelt, erhalt man A4-ungesattigte Disaccharide 
[35]. Bei der papierchromatographischen Trennung der 
Abbauprodukte verschiedener Chondroitinsulfat-Pra- 
parate ergab sich, daR Chondroitinsulfat D eine Ver- 
bindung liefert, die weder beim Abbau von Chondroi- 
tinsulfat A noch beim Abbau von Chondroitinsulfat C 
entsteht. In kleiner Menge bildet sich ein ahnliches Pro- 
dukt beim Abbau von Chondroitinsulfat B. Beide Ver- 
bindungen lieBen sich papierchromatographisch tren- 
nen. Wahrscheinlich sind es Isomere. Sie enthalten zwei 

[34] T. Soda, F. Egami u. T. Horigome, J.  chem. SOC. [Japan] 61, 
43 ( 1940). 
[35] S. Suzuki, J. biol. Chemistry 235, 3580 (1960). 
[36] K. S. Dodgson u. A .  G. Lloyd, Biochem. J. 68, 88 (1958). 
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Sulfat-Reste pro Disaccharid-Einheit, was in einer sehr 
hohen elektrophoretischen Beweglichkeit turn Ausdruck 
kommt (Abb. 5). 

Abb. 5 .  Relative elektrophoretische Bewcglichkeiten der ungesittigten 
Disaccharide aus Chondroitinsulfat D und B 1361. 
A:  ungesittigtes Disacchariddisulfat aus Chondroitinsulfat D 
0 :  ungesittigtes Disaccharid-6-monosulfat 
C: sulfat-freies ungesattigtes Disaccharid 
D: ungesattigtes Disaccharid-disulfat aus Chondroitinsulfat B 

8 

6;::-- 

4 x.--x 

2 g 
0 

2 g 4m 0 

0-• 

22 

Abb. 6. Geschwindigkeit der Periodat-Oxydation ungesattigter Di- 
saccharide [36]. Kurve A :  sulfat-freies ungesattigtes Disaccharid - 
Kurvc B: ungesattigtes Disaccharid-4-rulfat -- Kurve C :  ungesiltigtes 
Disaccharid-6-sulfat - Kurve D : ungesattigtes Disaccharid-monosulfat 
aus Chondroitinsulfat D - -  Kurve E. ungesattigtes Disaccharid-disulfat 
aus Chondroitinsulfat B - Kurve F '  ungedttigtes Disaccharid-disulfat 
aus Chondroitinsulfat D. -- Bemerkenswert ist der geiinge Pcrjodat- 
Verbrauch der Disulfate (Kurven E und F) verglichen mit dem Perjodat- 
Vcrbrauch der Monosulfate (Kurven B bis D) und des sulfat-freien Di- 
saccharids (Kurve A). 
Ordinate: Mol Perjodat/Mol Disaccharid. 
Abszisse: Zeit [Stunden]. 

Aus anderen Befunden geht hervor, da8 in beiden Ver- 
bindungen ein Sulfat-Rest an C-2 oder C-3 der Uron- 
saure steht. Beispielsweisc verbrauchen die Disaccharid- 
disulfate sehr vie1 weniger Perjodat als die Monosul- 
fate, was auf eine Substitution am Glucuronsaure-Rest 
deutet (Abb. 6). 
Der zweite Sulfat-Rest befindet sich in bciden Fallen am 
Acetylgalaktosamin-Teil des MolekuIs. Das aus Chon- 
droitinsulfat D entstehende Disaccharid ist ein Derivat 
des N-Acetylgalaktosamin-6-sulfates (1 I), wahrend das 
Disaccharid aus Chondroitinsulfat B den zweiten Sul- 
fat-Rest an C-4 des Acetylgalaktosarnins tragen konnte 
( I l l ) .  

\ O H  

H C  
0 
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IV. SchluD 

Es durfte deutlich geworden sein, da8 die Frage, wie 
Uridin-nucleotide und andere Nucleotide an der Bio- 
synthese sulfatierter Mucopolysaccharide beteiligt sind, 
nicht leicht zu losen ist. Sulfatierte Mucopolysaccharide 
konnen die Sulfatreste an mindestens vier Stellen tra- 
gen: an C-4, C-6 oder am N des Aminozuckers sowie 
an der Uronsaure. Sie konnen aukrdem verschiedene 
Zucker enthalten. Ohne Zweifel gibt es sowohl fur den 
Einbau der Sulfat-Reste als auch fur den Einbau der 
Zucker in die Polysaccharid-Kette mehrere Mechanis- 
men. Hinsichtlich des Syntheseverlaufs einerseits und 
der Struktur der Polysaccharide andererseits wird man 
sicherlich noch Uberraschungen zu erwarten haben. Es 
ist zu hoffen, daR die Entdeckung einiger Nucleotid- 
Zwischenprodukte rasche Fortschritte in der Aufklarung 
der Biosynthese von Chondroitinsulfaten und anderen 
biologisch wichtigen Heteropolymeren errnoglicht. 
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