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Specialia

EXPERIENTIA 29/2

Zum Vorkommen von Thiothreonin im Pflanzenmaterial

Thiothreonin {«-Amino-g-Thio-Buttersiure) konnte bis
heute in verschiedenen Organismen gefunden werden: Im
Antibiotikum Subtilin kommt es als. S-L-2-Amino-2-
Carboxyithyl-Derivat vorl. Bei der Erforschung der
Biosynthese des g-Laktamrings von Penicillin stellte sich
heraus, dass L-Cystin als Vorstufe dienen kann, wahrend
das leicht verdnderte Derivat f-Methyl-Cystin (oxidierte
Form von Thiothreonin) die Bildung von Penicillin nicht
auslésen kann?2 Auch wurde Thiothreonin als Zwischen-
stufe der Umwandlung von Methionin zu Cystin postu-
lierts3.

Bei Arbeiten tiber die Schwefelwasserstoffaufnahme
durch die Primarblitter von Bohnenkeimlingen wurden
viele nicht identifizierbare Schwefelverbindungen in der
Aminosdurenfraktion (basisches Eluat eines sauren
Kationenaustauschers) gefunden® 3.

Die meisten Reaktionen des Aminosdurenstoifwechsels
benétigen Pyridoxalphosphat als Co-Enzym. Der Me-
chanismusder Pyridoxalphosphat-abhingigen Reaktionen
wurde in den Arbeiten von METZLER, IKawa und SNELLS
und BrAUNSTEIN? studiert. FLavin® hat vor allem die
Eliminations- und « Replacement»-Reaktionen untersucht,
zu denen auch die Transsulfurationsreaktionen zédhlen.
Mit H,180-Experimenten stellt er fest, dass bei der
Biosynthese von Threonin der Sauerstoff in der funk-
tionellen Hydroxygruppe aus der wissrigen Losung
stammt?. GraNT und VoOELKERT!® stellten durch Iso-
topenkompetition fest, dass auch in Erbsenkeimlingen
Homoserin die Vorstufe von Threonin ist. Nach BRANDLE
und MARTIM kann H,S teilweise anstelle von H,0O die bei
der Carboxylierung von Ribulosediphosphat entstehende
unstabile Zwischenverbindung des Calvinzyklus spalten.

Nach den Versuchen von Fravivy und Kono? iiber die
Biosynthese von Threonin erscheint es nicht ausgeschlos-
sen, dass eine Anlagerung von H,S anstelle von H,O an die
biologische, aktive Zwischenverbindung, das Enamin des
Pyridoxalphosphat-Homoserin-Komplexes, moglich ist
und auf diese Weise Thiothreonin synthetisiert wird. In
der vorliegenden Arbeit wird deshalb gepriift, ob nach
Fiitterung von radioaktivem Schwefelwasserstoff in
Erbsenkeimlingen die Bildung von neuen Thioverbin-
dungen ausgeldst wird.

Die chemische Synthese von Thiothreonin zur Co-
Chromatographie wurde nach der Methode von ARNSTEIN12
durchgefithrt, die Vorsynthese von Carboxy-Methyl-
Dithiobenzoat nach den «Organic Syntheses»3. Das
Produkt wurde auf der Dowex-Sdule gereinigt, die
Aminosduren-, Schwefel’- und Thiol¥-positiven Frak-
tionen gesammelt und eingeengt. NMR- und Massen-
spektren sowie quantitative Elementaranalysen zeigten,

Aktivitit des oxidierten Thiothreonin und der drei Schichtproben

Nach Marcoris und Nach voN Arx

Maxpr8 und NEHER?
Extraktmenge Jul 7pl 3ul 7ul
Thiothreonin 479 1217 386 892
Schichtprobe 1 187 267 221 218
Schichtprobe 2 200 279 276 265
Schichtprobe 3 231- 214 221 279

Angegeben in counts/10 min. Zihlausbeute: Sehichtwerte 75-779%,
Thiothreonin < 74 %

dass Thiothreonin synthetisiert wurde (Verunreinigung
durch anorganisches Material 1,3-29,)18.

10 Tage alte Erbsenkeimlinge wurden wie frither? in
einer Kiivette mit radioaktivem Schwefelwasserstoff
begast. Nach 1-7 stiindiger Inkubation wurden die Pflan-
zen mit fliissiger Luft abgetdtet, das synthetisierte Thio-
threonin hinzugegeben (Isotopenverdiinnnungsmethode),
mit Methanol-Wasser extrahiert und die vereinigten
Losungen nach Einengen mit Perameisensidure?? oxidiert,
um definierte Abbauprodukte zu erhalten. Kleinste
Mengen wurden mittels Dinnschichtchromatographie mit
den Laufmittelsystemen von MARrRGoLIs und MaNDL 1819
und mit denen von voN ARX und NEHER? im multi-
dimensionalen Verfahren aufgetrennt. Die Aktivitit von
Thiothreonin und von je 3 Schichtproben als «Back-
ground »-kontrollen wurden mit dem Scintillationszahler
bestimmt (Tabelle).

Die Werte zeigen, dass eine markierte Verbindung sich
chromatographisch gleich verhilt wie das synthetisierte
Thiothreonin. Der kleinen, in vivo gebildeten Mengen
wegen lassen sich weitere Methoden zur Identifizierung
kaum anwenden. Zur Uberpriifung des vorgeschlagenen
Biosyntheseweges von Thiothronin werden deshalb in
vitro Versuche mit Pyridoxalphosphat und einem Metall
als Katalysator?? und mit Enzympriparaten durch-
gefithrt 22,

Summary. In extracts of H,%*S gased pea seedlings, a
radioactive substance has been revealed by thin layer
chromatography which showed the same chromatographic
properties as thiotheronine.
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