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d) Kctose (Sedoheptulose-2-C?)
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Abb. 2 d~e. Synthese radioaktiver Zucker

lulose und Xylan konnte, wic ¢s in Abb.3 zusammen-
gestellt ist, aus diesem Trockenpulver abgetrennt werden.
Diesc beiden Polysaccharide wurden cinzeln zu Glucose
bzw. Xylose hydrolysiert.

Trockcnes, gemahlencs Pflanzenmaterial (2 g)

extrahicrt, wobei Pigmente und Fette in Losung gingen. Durch
Bchandeln des Riickstandes mit Natriumchlorit konnten Li-
gnine, Uronsiurcn und Hemicellulosen abgespalten werden .
Dic Menge der so gewonnenen weifien Holocellulose betrug
45 % des Pflanzenmatcrials. Dic Holocellulose wurde mit 10-
prozentiger Kalilauge cxtrahiert, wobei Xylan in Losung ging.
Das geloste Xylan wurde mit Alkohol gefiillt und mit Salpeter-
sidure zu Xylosc hydrolysicrt!l. Das Hydrolysat wurde iiber

Wasser Aktivkohle-Kiesclgur chromatographiert 2, Die Xylosc konnte
kalt aus der Monosaccharidfraktion kristallisicrt werden. Die Cel-
) lulose, 23 % decs Ausgangsmaterials, wurde mit 72prozentiger
— Zucker, Salze, Protcine ~v 30 % Schwefelsidure hydrolysicrt und chromatographicrt!?. Dic Glu-
Methanol cosc wurde kristallin isolicrt.
heif}
. . Zur Bestimmung der Vertcilung der Radioaktivitiit in
- —= Pigmente, Fette ~ 5% L. K o
der isolicrten Glucosc bzw. Xylose entwickelten wir cin
Na-Chlorit chemisches 314 und cin biologisches ! Verfahren. Diese
¢ Verfahren gestatten, dic Hexosen und Pentosen schritt-
Holocellulose (45%) —— Uronsii\_:ron. Lignine ~ 20 % weisc und cindcutig abzubaucn (Abb. 4, 5).
KOH . . . .
Im chemischen Verfahren wird a-Mcthylglucosid der Perjo-
o ) datoxydation unterworfen, wobci unter Abspaltung des C-
Cellulose (23 %) * Xylan (16%) — Xylose Atoms 3 als Amciscnsiurce cin Dialdehyd cntsteht!?. Dicser

H,S0,

Glucose

Abb. 3. Aufarbeitung des Pflanzenmaterials

Das Pflanzenpulver wurde in wenig Wasser aufgeschlimmt,
filtriert und nachgewaschen. Das Filtrot enthilt Zucker, Salze
und Proteine, dic zusammen 30 % des Trockengewichtes aus-
machen. Diese Fraktion war sehr radioaktiv, herriithrend von
nicht assimilierten radioaktiven Monosacchariden. Der ge-
trocknete griine Riickstand wurde im Soxhlct mit Methanol

Dialdehyd wird mit Brom oxydicrt, und das kristalline Stron-
tium-Salz isolicrt. Siure spaltet das Salz in Glyoxylsiure, dic

10 M. A.JERMYN, Cellulose and Hemicellulose, in Moderne Methoden
der Pflanzenanalyse, Bd, 11, Springer-Verlag, Wien 1955.

't A.C.Netsu, Caaad. J. Biochem. Physiol.33 (1955) 658.

12 R.L.WisTLER und D.F.Durso, J. Amer. Chem. Soc.72 (1950)
6717.

13 B.BootiRoYD, S.A.Brown, J.A.Tuonn und A.C.Nrisi, Ca-
nad.J. Biochem. Physiol. 33 (1955) 62.

14 S, A.BrownN, Canad. J. Biochem. Physiol, 33 (1955) 368.

16 H. A, ALTERMATT, A,C.BrAckwoobp und A.C.Nxisni, Canad. J.
Biochem. Physiol. 33 (1955) 622.
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Tab. 3. Vinbaw von CM in Cellulose und in Xylan durch Weizenpflanzen

Mcsﬁ“' l""" 8 ""c.‘.‘“l"c" Daucrder | C'inder myce [ mMC Verdiinnung des C14
Verabreichter Zncker """c""'“ici‘"r _| Behandlung |Holocellulose o
1M Zucker | mgec CH n Std. in % Cellunlose ! Xylan Cellnlose Xylan
p-Allose-1-CH. . . , . | 1,55 1140 S 1.4 0,28 0,61 43500 20000
p-Glucose-1-CH¥ . . , ., i 8,4 870 5 16,] 8,8 8,5 198 202
p-Glucose-2-CH . 55,9 2340 5 10,7 15,7 16,1 443 433
Tab. 4. Verteilung der Aktivitdt in der isolierten Glucose und Xylose
X Prozentualer Anteil von C' im Glucosc- bzw. Xylosec-Molckiil
Verabreichter Zucker l.s;hc"m C-Atom Nr.
Jucker - - o . -
I B I S S R R
p-Glucose-[-C* . , , . I G ‘ 81,9 . 2,2 2,0 1,4 0,2 12,3
X l 88,0 2,1 3,2 2,0 4,7 -
—— - ‘.7 ‘ — PR
p-Glucose-2-C ., . ., G L 4,2 69,3 11,3 1,4 1_1,6 2,2
X | 4,7 86,7 4.4 ' 0,5 3,7 -

Tab. 2 zcigt die Verteilung der Aktivitiit in der iso-
lierten Glucose und in der isolicrten Xylose. Auffallend
ist, daB} sich die Aktivitit iiber das ganze Molckiil ver-
teilt, das bedeutet, daf3 dic Pentosen nicht ohne vor-
hergchende Umwandlung zu den Polysacchariden auf-
gebaut werden. Da dic Verteilung der Aktivitit in der
isolicrten Glucose und in der isolicrten Xylose schr ihn-
lich ist, darf angenommen werden, daf8 dic Pflanze Cel-
lulose und Xylan aus demseclben Umwandlungsprodukt
der Pentosc synthctisiert.

Tab. 3 und 4 zeigen dic Verhaltnisse firr Hexosen. Wir
kénnen schen, daB zur Biosynthese von Cellulose und
Xylan p-Allosc nicht geeignet ist. p-Glucose wird da-
gegen gleich gut zu Cellulose als auch zu Xylan auf-
gcbaut.

Dic Verteilung der Aktivitit (Tab.4) in der isolicrten
Glucose und Xylose ist auch hier wiederum schr dhn-
lich. 82 bzw. 70% der totalen Aktivitat der isolicrten
Glucose befinden sich an derselben Stelle wie in den ver-
abreichten Zuckern; das bedeutet, dafl dic Ausgangs-
glucosc als Ganzes — ohne vorhergechende Umwandlung -
zu Cellulose aufgebaut wird, Die Verteilung der Aktivi-
tat in Xylosc, isolicrt aus mit Glucosc hchandelten PRan-
zen, zeigt, dal die Xylanbaustcine wahrscheinlich aus
Glucose durch Verlust des C-Atoms 6 hervorgegangen
sind. '

Aus dicsen Versuchsreihen mit Pentosen und Hexosen
ist ersichtlich, dal Glucosc in der Weizenpflanze ohne
groflierc Umwandlung direkt zu Cellulose polykonden-
sicrt werden kann, im Gegensatz zur Xylose, dic nur
nach ticfer Veranderung zur Xylansynthcse befahigt ist.
Da dic Verteilung der Aktivitaten in der isolierten Glu-
cosc und in der isolierten Xylose sehr dhnlich ist und
da die Glucose dirckt zu Cellulose aufgebaut wird, darf
angenommen werden, dafl Xylose zuerst zu Glucose um-

gewandelt werde und dafB aus dieser dann Cellulose bzw.
Xylan gebildet werde.

Kurz vorher untersuchten wir den Stoflwechsel einiger
Baktcrien und fanden, dafl Pentosen und Hexosen zu
cincr Heptose, wuhrscheinlich Sedoheptulose, umge-
wandelt werden?!, Dic Vermutung lag nun nahe, daf§
Xylose iiber Sedoheptulose zu Glucose aufgebaut werde.
Deshalb wurden Versuche mit Sedoheptulose-2-C14 an-
gestellt, und die crhaltenen Resultate bestitigten unsere
Annahme (Tab.$ und 6).

Auffallend ist wicderum dic genau gleiche Verteilung
der Aktivitat in Glucose und in Xylose. Damit ist wohl
dic gegenseitige Abhangigkeit der beiden Polysaccharide
bewiesen. Ungefahr gleiche Teile der Aktivitit sind an
den C-Atomen 2 und 5 lokalisiert, was den frither bei
Bakterien gemachten Erfahrungen iiber dic Umwand-
lung der Heptose zu Hexose entspricht. Dieses Experi-
ment unterstreicht chenfalls unsere Vermutung, dafi dic
Xylanbausteine aus Glucose — durch Verlust des C-
Atoms 6 - entstanden scien. Auf Grund dicser Resultate
nahmen wir an, daf} Glucose zur Glucuronsiure oxy-
diert werde, dic unter CO,-Abspaltung aktive Xylose
licfere, welche zur Xylansynthese befihigt ist. Um dies
zu untersuchen, wurde cin Experiment mit Glucuron-
sdure-1-C! durchgefiihrt (Tab. 5 und 6).

Wic aus Tab.5 crsichtlich ist, ist Glucuronsiiurc das
bessere Ausgangsmaterial zur Bildung von Xylan als
zur Bildung von Cellulose. Dic Vertcilung der Aktivitat
(Tab.6) in der isolicrten Xylosc aus mit Glucuronsiiure
bchandelten Pflanzen entspricht der Decarboxylicrungs-
theoric, da 88% der Aktivitat, dic vorher am C-Atom 1

21 H.A. ALTERMATT, I°.J.Simes0oN und A.C.Neisu, Canad. J. Bio-
chem. Physiol.33 (1955) 615. H.A.AvtErmaTT, F.J.SiMpPsoN und
A.C.Nuasu, Canad. ], Microbiol.l (1955) 473.
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Tab. 5. Einbau von C in Cellulose und in Xylan durch Weizenpflanzen

Mclr:{glc pro g lmd.‘cl"cs Daucrder | C!in der myc [ mMC Verdiinnung des C
Verabreichter Zucker Anzenmateria Bchandlung |Holocellulose ‘
— | P ee S
1M Zucker myc C1 in Std. in % Cellulose Xylan Cellulose Xylan
p-Sedoheptulose-2-C*¢ . 2,14 1950 5 4,3 8,47 11,30 1530 1150
D-Glucose-1-C 54,6 765 23 16,9 1,73 10,1 298 228
»-Glucuronolacton-1-C1 46,0 865 23 11,1 2,23 12,4 1400 252
Tab. 6. Verteilung der Aktivitdt in der .isolierten Glucose und Xylose
feoli Prozentualer Antcil von CM imn Glucose- bzw. Xylose-Molckiil
Verabreichter Zucker ;0 lerter C-Atom Nr.
Lucker _
1 2 3 4 5 0
p-Sedoheptulose-2-CH4 .G 5,1 40,0 9,4 5,4 32,8 7,3
X 8,0 43,2 71,9 6,2 34,] -
p-Glucose-1-CH | G 74,0 71,2 2,7 2,0 1,5 12,6
X 86,1 2,9 3,9 3,0 4,1 -
D-Glucuronolacton-1-C1* G 13,8 64,6 3,3 2,9 6,1 9,3
X 88,0 1,9 2,9 2,0 5,2 -
der Glucuronsdure war, sich nun am C-Atom 1 der Uber dic Entstchung der Uronséduren in Pflanzen weifl
Xylose befinden. man wenig. Nach neueren Arbciten sind Leberenzyme
Dic Decarboxylicrungstheoric verlangt die Bildung
N : —_—
von Polyuronid, das unter CO,-Abspaltung in Xylan UDP-1-Arabinose Araban
ibergehe. Unsere Resultate zeigen jedoch, dafl die Oxy- Dccarboxylicrung
dati(‘m.und.di‘c Deccarboxylicrung mit grofter Wahr- UDP-p-Galakturonsiure ——-  Pektin
scheinlichkeit in der Monosaccharidstufe erfolgen. .
Aus den erhaltenen Resultaten und den gefundenen Oxydation
Bezichungen in Polysacchariden anderer Pflanzen wurde UDP-p-Galaktose ——~ Galaktan
folgendes Schema der Polysaccharidbildung in Weizen- I Galaktowaldenase
pflanzen zusammengestellt (Abb. 6).
Es wird angenommen, daB Uridindiphosphat-p-Glu- [ *D-Glucose - UDP-b-Glucose —-> Glucosan, Cellulose
[
cose (UDP-Glucose) der zentrale Korper des Stoffwech- 8 Oxydation
scls sei. Dieses Nukleotid wurde zum erstenmal von § ’ . .
. @' D-Glucuronsiure —— UDP-p-Glucuronsiiure —— Polyuronide
Capurro (1950) hei der Umwandlung von Glucose zu £
Galaktose durch Hefe identifiziert2®, Photosynthctische 3 Decarhoxylierung
1

Experimente mit radioaktivem CO, zeigten, dafi UDP-
D-Glucose vor Sucrosc radioaktiv war, und dafi UDP-
Galaktose auch in hoheren Pflanzen gebildet wird?. Es
konnte dann von Carbpini (1955) gezeigt werden, dafl
UDP-Glucose als Glucosylrest-Donator anzuschen ist 4.
Wir diirfen also annechmen, daf3 die Pflanze aus Glucose
UDP-Glucose bildet, dic den Glucosylrest zur Cellulosc-
synthese abgeben kann.

22 R.CAarurro, L.F.LELOIR, C. E.CARDINI und A.C.PaArADINI, J.
Biol.Chem, 184 (1950) 333.

2 J.G.BucnaNnAN, V.H.Lyncl, A.A.BensonN,D.F.BRaDLEY und
M.Cavrvin, J. Biol. Chem. 203 (1953) 935.

4 C.E.Canpint, L. I*, LELoIR und J.CHIRIBOGA, J. Biol. Chem. 214
(1955) 149.

—b-Xylosc UDP-p-Xylose -  Xylan

UDP = Uridindiphosphat

Cg-
‘ OH OH H OH OH
| | |
H*C*(II—(I)-Cfc—O—IIl’—O—II’:O
L
II‘IH I HH (0} OH
/N
0= C—H t
[l
N C—H
N¢/
|
OH

Abb. 6. Darstellung der hypothetischen Polysaccharidbildung in Pflanzen
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befidhigt, UDP-Glucose zu UDP-Glucuronsiure zu oxy-
dicren?®, Es ist méglich, dafl auch in héheren Pflanzen
solche Oxydationsenzyme cxisticren.

Neculich konnte von RaBiNowiTz gezeigt werden, dafd
dic Decarboxylicrung der Glucuronsaurc durch Enzyme
aus Rattengeweben iiber das UDP-Nukleotid verlauft,
wobei CO, und wahrscheinlich UDP-Xylose entstchen 26.

Im vorgeschlagenen Schema wird angenommen, dafl
dic Pflanzc aus Glucosc UDP-Glucosc zu bilden vermag,
diec zu UDP-Glucuronsiure oxydiert wird. Es wird cben-
falls angenommen, daf3 aus freier Glucuronsidurc UDP-
Glucuronsiure gebildet werde, dic durch Decarboxylic-
rung UDP-Xylosc licfert. Dagegen scheint dic Pflanze
nicht befihigt zu scin, aus Xylosc dirckt UDP-Xylose
zu bilden. UDP-Xylose wird analog zur UDP-Glucosc
den Xylosylrest zur Xylansynthese abgeben. ‘

Anhand der Erfahrungen, dic bei Untersuchungen von
Bakterienstoffwechsel gemacht wurden®, konnten die
Schritte zur Synthese der Glucose aus Xylose iiber
Scdohcptulose zusammengestellt werden. Die berech-
nete Vertcilung der Aktivitiat in der isolierten Glucose

% K, J.IsseLBACHER und J. AXELROD, J. Amer. Chem. Soc. 77 (1955)
1070.
* J.L.Rapinowirz, .J. Amer. Chem. Soc.77 (1955) 5180.
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von mit Xylosc behandelten Pllanzen stimmt mit den
cxperimentellen Werten gut aibercin.

Analog liefliec sich vielleicht auch die Bildung von
Galaktan, Pcktin und Araban erkliren. Diese Vermu-
tung wurde inzwischen durch SEEGMILLER bestiitigt??.
Experimente mit np-Glucosc-1-, -2- und -6-C'" an Exd-
beerpflanzen zeigten, dafl das Kohlenstoffgeriist der
Hexose durch die Umwandlung der Glucose zur Galak-
turonsdure nicht verindert wird. Aus n-Galakturon-
siaure entstcht durch Verlust des C-Atoms 6 L-Arabinosc.

Zusammenfassend kénnen wir sagen, dal Glucose das
geeignetste Ausgangsmaterial zur Biosynthese sowohl
der Cellulose als auch des Xylans ist. Glucose wird ohne
vorhergechende Umwandlung zu Cellulosc aufgebaut.
Durch Verlust des C-Atoms 6 von Glucose durch Oxy-
dation zur Glucuronsidurc und durch CO,-Abspaltung
entsteht cine aktive Xylose, dic zur Xylansynthesc be-
fahigt ist. Xylose wird vorgangig der Polykondensation
iiber cine Heptulose zu Glucose aufgebaut, die dann zur
Zcllwandpolysaccharidsynthese bhefihigt ist.

2?7 C, G, SkecMinLiR, B. AxELrop und R. M. McCrrany, J. Biol.
Chem. 217 (1955) 765. C.G.SEEeMILLER, R.Janc und W.Mann
jun., Arch. Biochem. Biophys. 61 (1956) 422.





