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It is possible to determine the anomeric configuration of nucleosides by a simple, spectrophoto-
metric assay, using the nucleoside phosphorylase activity of cell-free extracts from E. coli. /?-nucleo-
sides are split, a-anomers remain unchanged. For a single estimation 20—40 /ug of nucleoside are 
required. 6-Azauracil- and 8-azaguanine-/?-D-riboside and some nucleoside phosphates are resistant, a 
fact, which is of interest in view of the specificity of nucleoside phosphorylases. 

Das Verfahren, nach dem erstmals der Beweis für 
die ^-Konfiguration der natürlichen Nucleoside er-
bracht wurde, stammt von T O D D und Mitarbeitern 1. 
Durch Perjodatoxydation der Nucleoside wurden 
Dialdehyde gewonnen und mit den Dialdehyden aus 
den entsprechenden, synthetisch dargestellten Gluco-
siden verglichen. 

Aus dem gleichen Arbeitskreis stammt das Ver-
fahren der Darstellung von Cyclonucleosiden2-4. 
Die Cyclisierung zwischen der 5'-Hydroxylgruppe 
des Ribosidrestes und der 2-ständigen Hydroxyl-
gruppe der (enolisierten) Pyrimidine bzw. dem N(3) 
der Purine (unter Kationenbildung) ist nur bei ß-
Konfiguration möglich. 

Weitere Konfigurationsbeweise wurden erbracht 
durch Röntgenstrukturanalyse5, durch Bestimmung 
der Rotationsdispersion (positiver oder negativer 
C o t t o n - Effekt 6" 9 ) , durch Auswertung der NMR-
Spektren 6 ' 1 0 , 1 1 und durch Überführung in Verbin-
dungen mit bekannter Konfiguration 1 2 '1 3 . 
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Alle diese Verfahren haben entweder den Nach-
teil eines beträchtlichen apparativen Aufwands oder 
eines relativ hohen Substanzbedarfs. Da sich aber 
bei allen Desoxyribosidsynthesen die Frage nach 
der Konfiguration der erhaltenen Produkte erhebt, 
möchten wir auf ein einfaches, enzymatisches Ver-
fahren hinweisen, das wir bereits seit einiger Zeit 
erfolgreich anwenden 14. 

Es handelt sich um die phosphorolytische Spal-
tung der ^-Nucleoside in freie Base und oc-D-Ribose-
bzw. Desoxy-a-ü-ribose-l-phosphat durch im zell-
freien Extrakt von Mikroorganismen oder Säugetier-
zellen enthaltene Nucleosidphosphorylasen15_21. Wir 
benutzten für unsere Versuche Extrakte von Esche-
richia coli. Der Ablauf der Reaktion wurde spektro-
photometrisch verfolgt, da die Spaltung der glyko-
sidischen Bindung eine geringe, aber meßbare Ver-
schiebung des Absorptionsmaximums des Aglykons 
zur Folge hat. Der Substanzbedarf beträgt 20 — 40 
,«g, die Reaktionsdauer 1—2 Stunden. Alle unter-
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suchten natürlichen Ribo- und Desoxyribofuranoside 
(Guanin-, Adenin-, Uracilribosid und -desoxyribo-
sid, Thymidin) sowie einige unnatürliche Desoxy-
riboside (5-Bromuracil-, 5-Joduracil- und Naph-
tho[2.1-d]imidazol-2'-desoxy-/?-D-ribosid 14) wurden 
gespalten. Cytidin und Cytosindesoxyribosid wur-
den ebenfalls phosphorolytisch gespalten, jedoch un-
ter gleichzeitiger Desaminierung zu Uracil, wie die 
Veränderungen des Spektrums zeigten und auch aus 
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Abb. 1. Spaltung von /?-Thymidin und /?-Naphthoimidazol-
desoxyribosid durch Nucleosidphosphorylasen eines zellfreien 
Extraktes von E. coli. A) Ordinate: Quotient aus Extinktion 
260 m/u : Extinktion 290 m^. T : Wert für Thymin; ß-TDR: 
Wert für Thymin-2'-desoxy-/?-D-ribosid. Abszisse: Inkuba-
tionszeit in Stunden. B) Ordinate: Quotient aus Extinktion 
230 mu : Extinktion 240 m/u. N: Wert für Naphthoimidazol; 
/?-NDR: Wert für Naphthoimidazol-2'-desoxy-/?-D-ribosid. 

Abszisse: Inkubationszeit in Stunden. 

Arbeiten von L A M P E N 22' 23 bekannt ist. Nicht gespal-
ten wurden Thymin- und Naphtho[2.1-d]imidazol-2'-
desoxy-a-D-ribosid und 5.6-Dimethylbenzimidazol-ot-
D-ribosid, sowie die Glucoside von Naphtho- und 
Benzimidazol. Nicht gespalten wird außerdem 6-Aza-
uracil-/?-D-ribosid, was bereits früher von H E I D E L -

B E R G E R 20 bei Versuchen mit Extrakten aus Ehrlich-
Ascites-Zellen festgestellt wurde. Auch 8-Azaguanin-
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/5-D-ribosid wird durch den zellfreien Extrakt von E. 
coli nur in sehr schwachem Maße gespalten. Diese 
Resistenz kann nicht auf eine höhere Stabilität der 
iV-glykosidischen Bindung zurückgeführt werden, da 
wir für 6-Azauridin bei Säurebehandlung die glei-
che Hydrolysegeschwindigkeit festgestellt haben wie 
für Uridin. Man kann daher annehmen, daß die Nu-
cleosidphosphorylasen spezifisch auf Veränderungen 
in der Nähe des glykosidischen Zentrums reagieren 
(Azauridin, Azaguanin), nicht dagegen auf Verän-
derungen am Pyrimidinring des Puringerüstes 
(Naphthoimidazol). 

Eine unterschiedliche Spezifität der Nucleosid-
phosphorylasen zeigt sich bei ihrer Einwirkung auf 
Mononucleotide. Während Adenyl- und Guanylsäure 
— wenn auch langsamer als die Nucleoside — ge-
spalten werden, sind Cytidyl-, Desoxycytidyl- und 
Thymidylsäure resistent. Bei der Konfigurations-
bestimmung von Mononucleotiden ist daher die vor-
herige Spaltung mit Phosphomonoesterase empfeh-
lenswert. Eine eventuelle Beständigkeit von 5'-Nu-
cleotiden gegen die 5'-Phosphomonoesterase aus 
Schlangengift kann unter Umständen ebenfalls ein 
Hinweis auf das Vorliegen einer a-Konfiguration 
sein24, jedoch ist z.B. auch von Orotidin-5'-phosphat 
(/?-Form) bekannt, daß es durch dieses Enzym nicht 
gespalten wird 25. 

Versuchsdurchfiihrung 

Die Zellen aus einer 100-ml-Kultur von E.coli B 
oder E. coli K 1 2 werden am Ende der log. Phase ge-
erntet und homogenisiert (Ultraschall oder andere 
Verfahren). Nach Zentrifugation erhält man ca. 3 ml 
zellfreien Extrakt, der tiefgefroren längere Zeit halt-
bar ist. 

Zu 2 ml der Lösung des zu untersuchenden Nucleo-
sids (Extinktion bei 2 m a x ~ 0,7) in 0,1-m. Phosphat-
puffer pii = 7 werden 0,5 ml des 1 :50 mit Phosphat-
puffer verdünnten zellfreien Extrakts gegeben. Die Ex-
tinktion der Vergleichslösung (2 ml Puffer + 0,5 ml 
Enzymlösung), gegen Puffer gemessen, beträgt bei 
260 etwa 0,100. Die Spaltung kann in thermo-
statierten Quarzküvetten oder einfacher in Quarzküvet-
ten im Brutschrank bei 37 °C durchgeführt werden. 
Verfolgt wird die Änderung des Quotienten der Ex-
tinktionen bei zwei geeignet gewählten Wellenlängen, 
z .B . bei Thymidin 260 und 290m/n (vgl. Abb. 1 ) . Die 
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Abspaltung von Guanin, Adenin, Uracil, 5-Bromuracil 
und 5-Joduracil wurde bei 260 und 280 m//, von Cyto-
sin bei 265 und 280 m/u, von Naphthoimidazol bei 230 
und 240 m/*, von 5.6-Dimethylbenzimidazol bei 245 
und 260 m/ii, von 6-Azauracil bei 250 und 280 mju und 
von 8-Azaguanin bei 255 und 275 m/u verfolgt. Eine 
Inkubationsdauer von 60 Min. reicht im allgemeinen 
vollständig, um einen deutlichen Effekt zu erhalten. Bei 

längerer Inkubation (3 Stdn.) überlagern sich z. B. bei 
Thymidin andere, langsamer verlaufende Reaktionen. 

Wir danken Herrn Dr. D. G R Ü N B E R G E R für die Über-
lassung von 8-Azaguanosin, Herrn Dr. H. D E L L W E G für 
die Isolierung von a-Ribazolphosphat aus Vitamin B12 
und Herrn Dr. K. G A U R I für die Synthese von ct-Thymi-
din nach H O F F E R 1 9 . 
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The biosynthesis of the diterpene marrubiin has been studied using some labelled possible pre-
cursors: [2-14C] mevalonate, [1-14C] acetate, [2-14C] acetate, [2-14C] pyruvate, [2,3-14C] succinate, 
[1,4-14C] succinate, [5-14C] ketoglutarate and [1,5-14C] citrate. Metabolism times of 24, 36, 48, 72 
and 96 hours were used. The labelled compounds were supplied in solution to flowering white 
horehound (Marrubium vulgare L.), cut at the base of the stem. 

The incorporation results indicate that marrubiin undergoes a rapid turnover with a biological 
half life of about 24 hours. The rate of up take of 14C from the prcursors is in the following 
order: [2-14C] mevalonate, [2-14C] acetate, [1-14C] acetate, [2-14C] pyruvate and [2,3-14C] suc-
cinate. Incorporation of 14C from the other compounds is negligible. If [2-14C] mevalonate is used, 
labelled marrubiin is formed 10 — 100 times more active than with the other precursors. 

The results suggest that all the precursors are degradated to acetic units through the K r e b s 
cycle before their utilization, with the exception of mevalonate. 

Some samples of marrubiin (I) have been degradated chemically to the corresponding keto-
derivative (II), in order to determine the distribution of radioactivity between the decahydro-
naphthalenic and furanic parts. The results are in good agreement with the distribution of the 
radioactivity in the molecule, as expected from the terpenoid structure of marrubiin. 

Marrubiin is the bitter principle of the white 
horehound (Marrubium vulgare L; fam. Labiatae/ 
Marrubiae), a plant that grows in dry areas. It also 
occurs widely in other higher plants. 

The structure of this compound was elucidated 
only in 1 9 5 3 bz C O C K E R and al.1 on the basis of 
spectroscopic and degradation studies. Though con-
firmation of the direct chemical synthesis is still 
lacking, marrubiin has been assigned the formula I, 
corresponding to a furanoid diterpene. The function 
of substances of this type in plants is still unknown, 
and little is known of the mechanism of their forma-
tion in plant tissues. 
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The general scheme of the biosynthesis of natural 
products with terpenoid and steroid structures is 
linked with the theory formulated by R U Z I C K A 2 

under the name of the biogenetic law of active iso-
prene. 

Whereas the literature contains a considerable 
amount of information on the biosynthesis of the 
animal sterols3, it contains much less on the bio-
synthesis of typical sterols 3 and terpenes 4 of higher 
plants. 

In the preliminary investigation into the mecha-
nism of formation of marrubiin 5, the incorporation 
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