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(Eingegangert am 30. Ju~d 196d) 

Zum Studimn der Biosynthese yon z-Quebraehit in Artemisia 
vulgaris und z-Pinit  in Artemisia di'acunculu8 wurden Einbau- 
versuche mit  markiertem z-Inosit an B1/ittchen dieser Yflanzen 
vorgenommen. L-Inosit wird in beide Methyl~ther mit  guter 
radioebemisehor Ausbeute eingebaut. Im  Gegensatz dazu wird 
Sequoyit (der 5-Methyl/ither des meso-Inosits) nicht in L-Pinit 
eingebaut. Es wird daraus geschlossen, dab bei der Umwandlung 
yon meso-Inosit in die beiden Methyl~ither die Epimerisierung 
der Primarschritt  ist, welchem die Methylierung an den ent- 
sprechenden Positionen folgt. Die Verhfi,ltnisse sind bier also 
grundlegend versehieden von denjenigen, die bei der Biosynthese 
des D-Pinits in Tri]olium i,~carnatum gefunden wurden. 

The biosynthesis of L-quebracbitol and of z-pinitol was studied 
in leaflets of Artemisia vulgaris and of Artemisia dracunculus, 
respectively. Isotopically labelled L-inositol was found to be incor- 
porated in good yield into both methyl ethers. Sequoyitol (the 
5-methyl ether of meso-inositol), on the other hand, is not 
incorporated into L-pinitol. From this, it is concluded that  in the 
conversion of meso-inositol into either of the two methyl ethers 
an epimerisation is the primary step, which is then followed 
by a methylation in the respective positions. Thus, the situation 
here is fundamentally different from those previously found in 
studies of the biosynthesis of n-pinitol in Tri/olium incarnatum. 

1 6. Mitt. : R. Scholda, G. Billek mid O. HoMmann-Ostenho], Z. physiol. 
Chem. (ira Druek). 
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In  der 3. Mitt. dieser Reihe ~ berichteten wir, dab meso-Inosit  in 
Bl~ttchen yon Artemis ia  vulgaris und A.  dracunculus mit guter  Aus- 
beute in T,-Inosit und dessen Methyli~ther L-Quebrachit  bzw. L-Pinit ein- 
gebaut  wird. Es wurde daraus gesehlossen, dab meso-Inosit  oder eine 
aus ihm leicht entstehende Verbindung ein Zwischenprodukt  beim Auf- 
bau der genannten Cyelite ist. 

Die Ergebnisse lieBen aber noch die Frage often, auf welchem Weg 
die Umwand lung  des meso-Inosits  in die beiden Methyl/~ther des L-Inosits 
vorsichgeht.  Die yon  uns bei einem analogen Problem, der Biosynthese 
des D-Pinits (des 5-Methyl/~thers des D-Inosits), erhobenen Befunde s, 4 
lieBen eher erwarten, dab such bei der Bfldung der Methylgther  des 
L-Inosits der erste Schrit t  die Methylierung yon  meso-Inosit  zu (--)-  
Bornesit  bzw. Seqnoyit  sei, auf  den dann  Epimerisierung der OH-Gruppe 
in der 1-Stellung des methylier ten Inositmolekiils folgt. Als zweite M6g- 
lichkeit muBte natiirlich such in Bet racht  gezogen werden, dab zuerst 
die Epimerisierung erfolgt, die dann  yon  der Methylierung in den ent- 
sprechenden Posit ionen des L-Inosits gefolgt sein mtiBte. 

Die bier berichteten Versuche, die zur Klgrung dieser Probleme unter-  
nommen  wurden, zeigen eindeutig, da{3 die Bildung der )/[ethyl/ither des 
L-Inosits nach dem zweiten genannten Weg erfolgt, d . h .  dab n-Inosit  
ein Zwisehenprodukt  bei der Ents tehung  seiner Methyli~ther ist. 

Experimenteller Teil 

I. Herstellung yon L-Quebrachit-(G)A4C, L-Inosit-(G)-14C und Sequoyit- 
(G)-14C durch Photosynthese 
Es wurde weitgehend analog zu den yon uns bereits beschriehenen Me- 

thoden zur Herstellung yon radioaktiv markiertem meso-Inosit a, 5 und yon 
D-Pinit 3 vorgegangen. Verwendet wurde der untere Teil eines Blattes von 
Artemisia vulgaris, das an einer Stelle, wo durch bis zum MitteInerv reichende 
Einkerbungen zwei kleine Fiederhl~ittchen entstanden waren, so zerschnitten 
wurde, dab man an dem Fiederbl~tttehen ein 1 cm langes Stiick des Mittel- 
nervs belieB. W~hrend des Assimilationsversuchs tauchte dieses Stiick des 
Mittelnervs in Wasser. 

Die Isolierung der Cyelit.e erfolgte nach dem bereits beschriebenen Ver- 
fahren 2, rmr mul?te /fir die zu isolierenden kleineren Mengen der Mal~stab 
etwas verkleinert werden. Vor der F~llung mit basischem Bleiacetat wurden 
10 mg inaktive reine Cyclitfraktion aus Artemisia vulgaris hinzugegeben. 

R. Scholda, G. Billek und O. Ho]]mann-Ostenho], Mh. Chem. 95, 541 
(1964). 

a R. Scholda, G. Billek und O. Ho]]mann-Ostenho], Z. physiol. Chem. 337, 
277 (1964). 

4 R. Scholda, G. Billek und O. Ho]/mann-Ostenho], !Ylh. Chem. 9S, 1311 
(1964). 

5 R. Scholda, G. BilleIc und O. HoMmann-Ostenho ], Z. physiol. Chem. 
335, 180 (1964). 
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Bei manehen Versuchen enthielt  die nach Durchlaufen dutch die Aus- 
tauschers~Lulen erhaltene Neutralfrakt ion so grebe Mengen Glucose, dag die 
Isolierung der Cyelite erschwert war. In  diesem Falle wurde die Glucose 
dureh Verwendung eines pilzliehen Enzympr~parats ,  das Glueose-Oxydase 
(EC 1.1.3.4) und Kat~lase (EC 1.11.1.6) enthielt,  zu Glueons~ure oxydiert  
und darauf die L6sung wieder mit  Hilfe der Austauschers~ulen ionenfrei ge- 
maeht.  Der naeh Einengen der neutralen LSsung erhaltene I~iiekstand wurde, 
wie bereits besehrieben 2, papierchromatographiseh aufgetrennt. Ein 5 em 
breiter Streifen des Chromatogramms wurde nach dem Trocknen im Chromate- 
gramm-, ,scanner" gemessen. Die einzelnen Zonen, die dureh Testflecke 
kenntlich gernaeht worden waren, wurden eluiert. Die zur Troekene einge- 
dampften und mit  inakt ivem Material verdiinnten Rfickst~Lnde der Eluate 
wurden anschlieBend durch Sublimation im liegenden Rohr bei 170 ~ (L-Que- 
braehit) bzw. 220 ~ (n-Inosit, meso-Inosit) und 0,001 Torr gereinigt. 

I m  Folgenden sind die Daten eines derart igen Photosyntheseversuchs 
angegeben: Eingesetzte Aktivitat.  (als 14CO2) 1,36mC, davon assimiliert 
98,5%; isoliert wurden in l~-Quebrachit 6300000 dpm, das sind 0,209% der 
aufgenommenen Aktivi t~t ,  in n-Inosit 408000 dpm (0,013C~o) und in meso- 
Inosit  1510000 dpm (0,05%). 

Da ffir die Einbauversuehe vor allem grbl~ere Aktivit~iten von markier tem 
-Inosit ben6tigt  wurden, stellten wir diesen dureh Entmethyl ierung des 

photosynthet iseh erhaltenen L-Quebraehit-(G)-14C her; dabei wurde analog 
zur Entmethyl ierung des I)-Pinits a vorgegangen, d .h .  20 Stdn. lang mit  
25proz. I-IC1 zum Sieden erhitzt.  

Der ffir die Einbauversuehe ben6tigte Sequoyi~ wurde im Prinzip 
naeh einer bereits besehriebenen Methode * hergestellt.  

In  der zi t ier ten Arbei t  wird wohl fiber einen Photosyntheseversueh be- 
riehtet ,  in dem kein markier ter  Sequoyit  erhal ten wurde. In  sp~teren ana- 
logen Exper imenten konnte aber regelm~gig ein Einbau der Akt iv i t~ t  in 
Sequoyit beobaehtet  werden. Die radioehemisehe Ausbeute sehwankte Mler- 
dings sehr; das beste t~esultat war 0,017~ 

2. In/usion der Vorstu/en in die Bl~ttehen van Artemisia vulgaris und A. dra- 
cunculus, Isalierung der Cyclit]ral~tionen daraus und Au]arbeitunff au] die 
einzelnen Cyelite 
Sowohl die Infusion Ms such die Isolierung der Cyclitfraktionen und die 

Auftrennung in ihre Bestandteile wurden nach den bereits beschriebenen 
Verfahren ~ vorgenommen. 

Ergebnisse 
Wie in Tab.  1 gezeigt  wird,  ist  Artemisia vulgaris imstande ,  L-Inosi t  

in L-Quebrachi t  i iberzufi ihren.  Die beiden tabe] l ier ten  Versuche, die 
un te r  sonst  g le iehar t igen Bedingungen  durehgef i ihr t  wurden,  k6nnten  
a m l e h m e n  lassen, dag  die F/~higkeit der  Pf lanze zur Methyl ie rung yon  
L-Inosi t  im H e r b s t  ger inger  is t  als im Fr i ih jahr .  Diese Untersch iede  
k6Imen aber  such  dureh  andere  F a k t o r e n  (Wit te rung,  Auswahl  und  
S t a n d o r t  der  Pflanzen) bed ing t  sein. 

Zwei Versuehe,  bei  welehen L-Quebraehi t  in die Bl~ t tehen  yon  A. vul- 
garis in fundier t  wurde,  ergaben,  dab  diese Subs tanz  n ieh t  ve rgnder t  u n d  
insbesondere  n ieh t  zu L- Inos i t  en tme thy l i e r t  wird.  
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Tabe l l e l .  V e r s u c h e  f i b e r  d e n  E i n b a u  y o n  ~ - I n o s i t - ( G ) A 4 C  in 
B 1 K t t e h e n  y o n  A r t e m i s i a  vulgaris  

Versuch 
Nr. 

Infundierter ~-Inosit [ Isolierter ~-Quebrachit 

Gesamtaktivit~t ! spez. Akti- Gesamtaktivit~t 
dpm vit~tt, dpm/mg dpm 

213000 

87 400 

spez. Akti- 
viti~t, dpm/mg 

Radiochem. 
Ausb. 

106500 

16800 

16460 

10800 

2300 

1 700 

7,7?/0 

12,4% 

Bemerkungen 

Versuch wurde im 
Herbs~ durchgeffihrt. 
In/usionsdauer 2 Wo- 
chen. 24,4% des ein. 
gesetzten L-Inosits 
wurden unver~ndert  
wiedergewonnen. 

Versuch wurde im 
Frfihjahr durchge- 
f~hrt. Infusionsdauer 
lWoche.  50,7% des 
eingesetzten L-Inosits 
wurden unver/~ndert 
wiedergewonnen. 

Tabelle2.  V e r s u c h e  f ibe r  d e n  E i n b a u  v o n  L - I n o s i t - ( G ) A 4 C  u n d  
S e q u o y i t - ( G ) - l ~ C  in B 1 / i t t e h e n  y o n  A r t e m i s i a  dracunculus;  

I n f u s i o n s d a u e r  1 W o c h e  

Infundierte 
Substanz 

L-Inosit 

Sequoyit 

Gesamtakti- spez. Akti- 
vit~tt, dpm vit/it, dpm/mg 

Isolierter L-Pinit 

Gesamtakti- spez. Akti- Radiochem. Bemerkungen 
vit~it, dpm vit~it dpm/mg Ausb. 

87400 16800 7050 3200 8,04 ~o 

/ 

1320000 1320000 < 600 - -  /<  0,05% 

Die Ergebnisse  der  E inbauve r suche  mi t  den  be iden  m6glichen Vor- 
s tufen yon  L.Pini t  in Artemisia dracunculus, •-Inosit und  Sequoyi t ,  s ind 
in Tab.  2 dargeste l l t .  Es zeigt  sieh, da~ L-InosR mi t  gu~er rad ioehemiseher  
Ausbeu te  in L-Pini t  e ingebaut  wird,  wi~hrend bei  Sequoyi t  kein  meBbarer  
E i n b a u  beobaeh t e t  wurde .  

Fas t  60 % des eingesetz- 
ten L-In0sits wurden 
unver~ndert  wiederge- 
wonnen; kein Einbau 
in Sequoyit und 
meso-Inosit .  

D i s k u s s i o n  

Die vorgelegten  Ergebnisse  lassen z u s a m m e n  mi t  den  seinerzeit  be- 
r i ch te ten  Resu l t a t en  der  E inbauve r suche  mi t  meso- Inos i t  in den be iden  
Artemisia-Arten ~ den SehluB zu, dab  diese Pf lanzen  fiber einen Mechanis .  
m u s  verfiigen, der  die Epimer i s ie rung  yon  meso- Inos i t  zu L-Inosi t  be- 
wirkt .  Als zwei ter  Schri~t erfolgt  die Methyl ierung,  die in A rtemisia 
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vulgaris zu L-Quebrachit und in A. dracunculus zu L-Pinit fiihrt. Es muB 
hier allerdings Iestgestellt werden, dal3 wir in A. vulgaris immer auch 
ldeinere Mengen L-Pinit und entsprechend in A.  dracunculus immer etwas 
L-Quebrachit gefunden haben. 
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Schema 1: Die biogenetischen Beziehungen der Cyclite in Artemisia vul- 
garis und A. dracunculus; die ~Vege zu den Hauptcycliten in den beiden Pftan - 
zen sind mit dicken Pfeilen bezeichnet. 
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Das fiir die Epimerisierung verantwortliehe Enzym oder Enzym- 
system seheint beiden Pflanzen, die ja der gleichen Famflie angeh6ren, 
gemeinsam zu sein. Die Frage, ob die beiden Pflanzen eine Methyl- 
transferase besitzen, die je naeh den speziellen Bedingungen mehr z- 
Quebrachit oder mehr z-Pinit erzeugt, oder ob zwei spezifische Methyl- 
transferasen existieren, yon denen die eine die 3-Stellung und die andere 
die 5-Stellung des L-Inosits methyliert und welche in beiden Pflanzen in 
versehiedenen Konzentrationen vorliegen, wird erst durch enzymologisehe 
Studien gekl/~rt werden kSnnen. Die Verh//ltnisse werden noch dadurch 
kompliziert , dab wir in Artemisia dracunculus immer betr/~ehtliche Men- 
gen yon Sequoyit vorgefunden haben, was darauf sehliel~en l~{3t, daf~ 
eine Methyltransferase aueh die 5-Stellung yon meso-Inosit methylieren 
kann. 

Die biogenetisehen Beziehungen zwischen den Cycliten der beiden 
Pflanzen sind im Schema dargestellt. Die Verh/iltnisse stehen in einem 
gewissen Gegensatz zu denjenigen, die wir bei der Bi0synthese yon 
D-Pinit, dem einzigen bekannten natiirlichen Methyl/ither des D-Inosits, 
in Trifolium incarnatum gefunden haben ~, 4. Dort ist die Methylierung 
des meso-Inosits zum Sequoyit der Prim~rschritt, dem die Epimerisierung 
folgt. Die Entstehung freien D-Inosits erfolgt in Trifolium zumindest 
zum grSf3ten Tefl dureh Entmethylierung des Methyl/ithers, w/i.hrend in 
Artemisia vulgaris L-Quebraehit iiberhaupt nicht entmethyliert  wird. 

Herrn Dr. H. Kindl danken wir fiir hflfreiche Diskussion. Die Dureh- 
fiihrung der vorliegenden Untersuchungen wurde dureh einen FSrderungs- 
beitrag der Ludwig-Boltzmann-Gesellsehaft, Wien, in gro•ziigiger Weise 
unterstiitzt, wofiir wir unseren Dank ausspreehen. 


