
Untersuchungen iiber die Biosynthese der 0yclite, 8. Mitt.: 

D e r  M e c h a n i s m u s  d e r  U m w a n d l u n g  y o n  m e s o - I n o s i t  i n  

D - P i n i t  u n d  D - I n o s i t  i n  Trifol ium inca~'natum 1 

Von 

R. Seholda, G. Billek und O. Hoffmann-0stenhof 

Aus dem Organiseh-Chemischen In s t i t u t  der Univers i tg t  Wien  

(Ei~'~gegangen am 30. Juni  1964) 

I n  For t se t zung  frfiherer Arbe i ten  aus unserem Labora-  
t o r ium 2, s ~ r d e n  E inbauversuche  mi t  mark ie r t en  m6gl ichen 
Vorstufen yon D-Pini t  und  D-Inosi t  in B1/ittchen von  Tri]olium 
incarnatum vorgenommen.  Dabe i  zeigte sich, dal~ sowohl 
Sequoyi t  als aueh 5-O-Methyl-( ~- )-vibo-inosose mi t  ausgezeieh- 
ne ter  radiochemiseher  Ausbeute  in D-Pini t  e ingebaut  werden.  
D a m i t  konnte  tier Biosyntheseweg des D-Pinits ausgehend yon 
meso-Inosit genau festgelegt  werden;  er ver lguf t  fiber Sequoyi t  
und  5-O-Methyl-(~- ).vibo-inosose. Markier te  (-~)-vibo-Inosose 
wird in den Bl~tttehen der Pf lanze in D-Inosit  f ibergefiihrt  ; es kann 
abe t  nicht  m i t  Sicherhei t  behaup te t  werden,  dab dieser t~eaktion 
eine biologisehe Bedeu tung  zukommt .  Es  ist  v ie lmehr  anzu- 
nehmen,  dag  zumindes t  die I l a u p t m e n g e  des in der Pf lanze vor- 
k o m m e n d e n  D-Inosits dttreh E n t m e t h y l i e r u n g  yon D-Pinit  
ents teht .  

In  con t inua t ion  of earlier work  ~", s the incorpora t ion  of iso- 
topieMly labelled potent ia l  precursors  into D-pinito1 and D-ino- 
sitol was s tudied in leaflets of Tri/olium incarnatum. Sequoyi to l  
as well as 5-O-methyl-(4z)-vibo-inosose were shown to be in- 
corpora ted  into D-pinitol in excel lent  yield and have  thus  been 
clearly established as in te rmedia tes  in the  biosynthesis  of D- 
pini tol  f rom meso.inositol. I n  the  leaflets of Tri/o~ium incarnatum 

1 7. Mitt .  : R. Scholda, G. Billelc und 0. HoJ]mann-Ostenho], 'M_h. Chem. 
95, 1305 (1964.) 

R. Scholda, G. Billelc und  O. Ho][mann-Osten,ho], Z. physiol.  Chem. 335, 
180 (1964). 

s R. Scholda, G. Bille]c und  O .  Ho]]mann-Ostenho], Z. physiol.  Chem. 
(im Druck).  
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labelled (q-)-vibo-inosose proved to give rise to D-inositol. I t  is 
not claimed, however, that the latter reaction is of biological 
importance, because at least the larger portion of the D-inositol 
occurring in the plant appears to arise from D-pinitol by de- 
methylation. 

In  friiheren Mitteilungen dieser l~eihe 2, ~ wurde berichtet, dab meso- 
Inosit-(G)-14C in Bls des Inkarnatklees Tri fo l ium incarnatum mit 
um mehr als eine GrSI~enordnung besserer radioehemischer Ausbeute in 
D-Pinit eingebaut wird als radioaktiv markierte D-Glucose oder D-Galak- 
rose, was die Sehlul~folgerung nahelegt, d~l~ meso.Inosi t  oder eine daraus 
sehr leicht entstehende Substanz ein Zwischenprodukt bei der Bio- 
synthese des D-Pinits ist. Es konnte weiters gezeigt werden, dal~ mar- 
kierter D-Inosit nieht in D-Pinit eingebaut wird, w~hrend infundierter 
D-Pinit zum Teil zu D-Inosit entmethyliert wh'd. Aus diesen Ergebnissen 
lie~ sich der Bildungsweg des D-Inosits und der anderen in Tri fo l ium 
incarnatum vorkommenden Cyclite ausgehend vom meso-Inosit  weit- 
gehend pr/izisieren. Die einzige bisher offene Frage war, ob meso-Inosit  
prim/ir zu Sequoyit methy]iert wird, worauf die Epimerisierung zu 9- 
Pinit iiber die entspreehende methylierteInosose [5-O-Methyl-(-}-)-vibo- 

inosose] erfo|gt oder ob zuerst die Oxydation des meso-Inosits  zur (q-)- 
vibo-Inosose stattfindet und dann auf dieser Stufe die Methylierung mit 
naehfolgender Reduktion zum D-Pinit einsetzt. 

Zur Kl~rung dieser Frage wurden die mSglichen Zwisehenprodukte 
der Umwandlung yon meso-Inosit  in D-Pinit, n/imlich Sequoyit, 5-0- 
Methyl .(q-)-vibo-inosose und (4-)-vibo-Inosose in markierter Form 
hergestellt und mit diesen Einbauversuehen an B1/~ttchen des Inkarnat- 
klees vorgenommen. Die Ergebnisse dieser Experimente zeigen ein- 
deutig, dal] die Methylierung des meso-Inosits  der Prim/irsehritt der 
Umwandlung yon meso-Inosit  in ])-Pinit ist. 

Experimenteller Teil 

1. H e r s t e l l u n g  der fiir die E i n b a u v e r s u c h e  b e n S t i g t e n  r a d i o a k t i v  
m a r k i e r t e n  Verb indUngen  

a) Sequoyit-(G)A4C. Diese Substanz wurde naeh einer yon uns bereits 
an anderer Stelle besehriebenen photosynthetischen Methode 1, 8 hergestellt. 

b) 5-O-Methyl-(q- )-vibo-inosose-14C. Ffir die Darstellung dieser Verbindung 
gingen wir von photosynthetisch hergestelltem D-Pinit-(G)-laC aus 3. Wir 
folgten im wesentlichen der Methode yon Heyn8 und Paulsen 4, die yon Ander- 
son und Post 5 fiir die Anwencfung auf die optisch aktiven Inosite und ihre 
Methy]~ither modifiziert worden war. 

4 K.  Heyns und H. Paulsen, Chem. Ber. 86, 833 (1953). 
5 L. Anderson und G. Post, Abstr. 124th Meeting Amer. Chem. See., 

S. 12D (1958). 
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30 mg D-Pinit-(G)-14C (4,6 �9 106 dpm) wurden in einem 10ml-Belfiftungs- 
kolben in 3 ml Wasser gel6st, mit  200 mg friseh bere i t e tem Katalysator  
(10% Pt auf Norit) versetzt und der Kolben mit einem Riickflugkfihler ver- 
sehen. Man erhitzte die Misehung auf einem thermostatierten Wasserbad 
(Badtemp. 80 ~ und saugte mit I-Iilfe einer Wasserstrahlpumpe Luft durch, 
wobei die Pumpe derart eingestellt war, dab die L6sung heftig aufwallte. 
Naeh I0 Stdn. wurde die Oxydation abgebroehen, der I~iatMysator dureh 
Filtrieren entfernt, der Filter gut naehgewasehen und die vereinigten L6- 
sungen bei vermindertem Druck zur Trockene eingedampft. Der l%fiekstand 
wurde auf ein 30 cm breites Papierehromatogramm aufgebracht und ab- 
steigend mit Aceton---Wasser (90:i0) aufgetrennt (Laufzeit 20 Stdn.). Die 
Bestimmung der Aktivit~it im Chromatogramm-,,seanner" ergab zwei scharfe 
Maxima, die auf Grund yon Testfleeken eindeutig 5-O.Methyl-(+).vibo- 
inosose trod dem Ausgangsstoff D-Pinit entsprachen. Nebenprodukte wurden 
nicht aufgefunden. Bei Extraktion der Zone, welehe die 5-O-Methyl-(-~)- 
vibo-inosose enthielt, wurden 15,4rag dieses Produktes mit 2,45-I0 G dpm 
isoliert (radiochem. Ausb. 53,2%). 

Zur eindeutigen Identifizierung der Substanz nahmen wir eine l%eduktion 
mit NaBI-14 vor, bei welcher der Theorie entspreehend ein Gemiseh yon 
D-Pinit und Sequoyit entstehen sollte, die mit Hilfe unserer Methoden leieht 
papierehromatographiseh nachgewiesen werden k6nnen: 7,7 mg 5-O-Methyl- 
(4-)-vibo.inosose (1,225. 10~dpm) wurden in i ml Wasser gel6st und mit 
25 mg NaBH4 versetzt. Naeh Istdg. Stehen wurde i Tropfen Essigs~iure 
hinzugeffigt und die LSsung bei vermindertem Druek zur Troekene ein- 
gedampft. Der l%fiekstand wurde mehrmMs mit etwas Methanol versetzt 
und wieder zur Troekene eingedampft. Dann wurde mit Wasser aufgenom- 
men und fiber eine Austausehers~iule, die Dowex 50W • 8 in der H+-Form 
enthie]t, gesehiekt. L6sung und Spfilflfissigkeiten wurden vereint und zur 
Troekene eingedampft; der Rfiekstand wurde auf ein Papierchromatogramm 
aufgetragen und mit Aceton--Wasser (80:20) absteigend aufgetrennt (Lauf- 
zeit 5 Stdn.). Die Bestimmung der Radioaktivit~itsverteilung im Chromato- 
gramm-,,seanner" ergab zwei seharfe Maxima, die eindeutig D-Pinit und 
Sequoyit zugeordnet werden konnten, daneben fanden sieh zwei sehr sehwaehe 
,,peaks" in den Zonen, welehe meso-Inosit und D-Inosit entspraehen. Naeh 
Extraktion der Hauptzonen wurden 271000 dpm im D-Pinit und 604000 dpm 
im Sequoyit gemessen. 

e) (+)-vibo-Inosose-(G)-14C. Hier wurde naeh der gleiehen Methode vor- 
gegangen, wie oben bei der Herstellung yon 5-O-Methyl-(4c)-vibo-inosose 
besehrieben ist; Ms Ausgangsmaterial diente D-Inosit-(G)-14C, der naeh 
einer an anderer Stelle besehriebenen Methode 8 dureh Entmethylierung yon 
D-Pinit erhalten worden war. 

Urn die Natur  des Produktes ganz sieher feststellen zu k6nnen, wurde 
hier vorerst ein inaktiver Vorversuch vorgenommen und dann das Phenyl- 
hydrazon der (+)-vibo-Inosose hergestellt. 

1 g reiner D-Inosit wurde in 60 ml Wasser gel6st und in einem 250 ml 
fassenden mit  1 g friseh hergestellten Katalysator  (10% Pt, auf Norit) ver- 
setzt. Der Kolben war mit  einem diinnen, bis zum Boden reiehenden Ein- 
leitrohr versehen. 2vlan ging dann ebenso wie bei der tterstellung des me- 
thylierten Produktes vor;  die Oxydation wurde naeh 10 Stdn. abgebroehen, 
der I~atalysator abgesaugt und die L6sung bei vermindertem Druek auf 
7 ml eingeengt. 
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Die bei  der  0 x y d a t i o n  e rha l t ene  Misehung  wurde  m i t  Eis  gek i ih l t  u n d  
m i t  e iner  L 6 s u n g  v o n  1,6 g P h e n y l h y d r a z i n  in  3 ml  50proz. Essigsi iure 40 Min.  
u n t e r  K f i h l u n g  geschi i t te l t .  D a b e i  e n t s t a n d  e in  ziegelrotes  P r o d u k t ,  y o n  
d e m  d u r c h  A b s a u g e n  0,66 g isoliert  wurden .  Dieses wurde  in  wenig J~thanol  
suspend ie r t ,  wieder  a b g e s a u g t  u n d  m i t  wenig N t h a n o l  nachgewasehen .  D u r e h  
U m k r i s t a l l i s i e r e n  aus  M e t h a n o l  erhielb m a n  0,40 g farblose  Krisgalle,  Schmp,  
197 ~ . 

2. I n f u s i o n  d e r  V o r s t u f e n  i n  d i e  B l i i t t c h e n  y o n  Tri]oliumincarnatum. 
I s o l i e r u n g  d e r  C y e l i t f r a k t i o n e n  d a r a u s  u n d  A u f a r b e i t u n g  a u f  d i e  

e i n z e l n e n  C y c l i t e  

Sowohl  die In fus ion  als a u c h  die I so l i e rung  der  Cyc l i t f r ak t ionen  u n d  die 
A u f t r e n n u n g  in ihre  B e s t a n d t e i l e  w u r d e n  g e n a u  n a e h  den  bere i t s  beschr ie-  
b e n e n  M e t h o d e n  2, a v o r g e n o m m e n .  

Ergebnisse 
Die Resultate der Einbauversuehe mit Sequoyit-(G)-14C und 5-0- 

Me~hyl-(+)-vibo-inosose-(G)-14C, die in Tab. 1 dargestellt sind, zeigen 
eindeutig, dag Trifolium incarnatum ims~ande ist, Sequoyit und 5-O-Methyl- 
(+)-vibo-inosose in D-Pinit iiberzufiihren. Die radiochem. Ausb. in diesen 

Tabel le  1. V e r s u e h e  f i b e r  d e n  E i n b a u  v o n  S e q u o y i t - ( G ) - 1 4 C  u n d  
5 - O - M e t h y l - ( + ) - v i b o - i n o s o s e - ( G ) - 1 4 C  i n  D - P i n i t  i n  B 1 / ~ t t e h e n  y o n  

Tri]olium incarnatum 

Infundierte 
Substanz 

Sequoy i t  

Sequoyi t  

5 -Methyl- 
-O-( + )-vi- 
bo-inosose 

Gesamtakti- 
vitiit, dpm 

68000 

2 640 000 

1 230000 

Spez. Akti- 
vit~it, dpm/mg 

21 250 

1320 00O 

72 700 

Gesamtakti- 
vit~t, dpm 

49500 

1420000  

384000 

Isolierter D-Pinit 

Spez. Akti- 
vit~it, dpm/mg 

8110 

117300 

44900 

Radiochem. 
Ausb. % 

72,8 

53,8 

31,2 

Bemerkungen 

Infusionsdauer 8 Tage; 
es wurden 5 Blgttehen 
verwendet. 9,6% des 
eingesetzten Sequoyits 
wurden unver~nder~' 
wiedergewonnen. 
Infusionsdauer i0 Ta- 
ge;  es w u r d e n  10 Bli i t t -  
ehen  verwende~;  15,3 
% des e ingese tz ten  
Sequoyi t s  w u r d e n  un-  
v e r ~ n d e r t  wiederge-  
wonnen .  
I n f u s i o n s d a u e r  7 Tage  ; 
es w u r d e n  10 B l i i t t ehen  
v e r w e n d e t .  N e b e n  de r  
A k t i v i t a t  in  D-Pin i t  
k o n n t e n  6 ,9% der  ein- 
gese tz t en  A k t i v i t g t  in  
D-Inosi t  wiedergefun-  
den  werden .  
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Versuehen ist ganz ausgezeiehnet. I m  Experiment  mit  5-O-Methyl-(+)-  
vibo-inosose wurde neben D-Pinit aueh eine nieht unbeaohtliehe ~r 
D-Inosit gefunden. 

Wie in Tab. 2 gezeigt wird, erfolgt in der Pflanze leieht die Reduk- 
tion yon (+)-vibo-Inosose zu I)-Inosit; b~merkenswerterweise wurde hier 

Tabelle2. V e r s u e h e  f iber den E i n b a u  von  ( + ) - v i b o - I n o s o s e - G -  14C 
in D - I n o s i t  in Bl i~t tehen y o n  Tri/oliumincar~atum. V e r s u e h s d a u e r  

7 T a g e ;  es w u r d e n  l0 B l ~ t t e h e n  v e r w e n d e t  

Eingesetzte ( +)-vibo-Inosose 

Gesamtak~iviti~t, I spez. Akti- 
dpm ]vit~t, dpm/mg 

2 570 000 540 000 

Isolier ter D-Inosit 

GesamtaktivRiit, spez. Akti- ] l~adiochem. 
dpm vitgt, dpm/mg Ausb.% 

1 290 000 168 000 I 50,2 

i 

Bomerkungen 

Nebcn der Aktivitat in 
D-Inosit konnLen 1,75~ der 
eingesetzten Aktivit~t in 
D-Pinit wiedergeflmden 

werden. 

daneben aueh etwas Aktivit/~t in I)-Pinit wiedergefunden, obwohl friihere 
Versuehe eindeutig gezeigt hatten, dab D-Inosit in der Pflanze nicht 
zu D-Pinit methyliert  wird. 

Diskussion 

Hier soil eingangs auf die Methoden hingewiesen werden, mit  welchen 
wit die beiden fiir unsere Versuche erforderlichen Inososen hergestellt 
haben. Bereits Anderson und Post 5 haben erkannt, dab die katalyt .  
Luftoxydation in Analogie zu der bereits lgnger bekannten Oxydation 
der Inosite mit  Hilfe yon Acetobacter suboxydans aussehlieBlieh axiale 
Hydroxylgruppen angreift; im Gegensatz zu der letzteren Methode 
kommt  abet  die katalyt .  Luft, oxydation naeh Bildung einer Ketogruppe 
zum Stillstand. Wit haben diese Tatsaehe dazu ausgeniitzt, nm die yon 
uns posLulierten m6gliehen Zwisehenprodukte der D-Pinitsynthese in 
Trifolium incarnatum, ns (+)-vibo-Inosose und 5-O-Methyl-(+)- 
vibo-inosose, in radioaktiv markierter Form herzustellen. 

Um wirklieh sieher zu gehen, dab wit mit  Hilfe dieser Methode tat-  
s/iehlieh 5-O-Methyl-(+)-vibo-inosose erhalten - -  es ist ja an sieh nieht 
einzusehen, warum aussehlieBlieh die Hydroxylgruppe am C-3-Atom 
des D-Pinits oxydiert wird - -  haben wit die yon uns im Papierehromato- 
gramm isolierte Verbindung der Reduktion mit NaBH4 unterworfen. 
Dabei warden tats/~ehlieh D-Pinit und Sequoyit als Hauptprodukte  
gefunden; die geringen Mengen entstandenen meso-Inosits und D-Inosits 
lassen darauf sehlieBen, dab unter den Bedingungen der Reduktion die 
Produkte zu einem sehr kleinen Teil entmethyliert  werden. In  i3berein- 
st immung mit Anderson und Post s kann das Ergebnis dieses Versuehs 
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als ein Beweis ftir die Struktur der durch katalytisehe Oxydation yon 
D-Pinit entstandenen 5-O-Methyl-(~-)-vibo.inosose gewertet werden. 
Da]] bei der Reduktion mehr als doppelt so viel Sequoyit als D-Pinit 
entsteht, ist damit  zu erklaren, dal3 Verbindungen mit axialen Hydroxyl-  
gruppen einen h6heren Energieinhalt besitzen als solche mit  /~qua- 
torialen. Das Verh/iltnis der beiden Produkte ist deutlieh zugunsten 
des energetiseh auf einer niedrigeren Stufe liegenden Sequoyits 
verschoben. 

Was nun die Ergebnisse der Einbauversuehe betrifft, so kann man 
daraus und aus den Resultaten unserer friiheren Arbeiten mit Sicher- 
heir den Aufbauweg des D-Pinits ausgehend vom meso-Inosit formulieren. 
Der Prim//rsehritt ist die Methylierung des meso-Inosits zum Sequoyit, 
welcher dann tiber die 5.o-Methyl-(~-)-vibo-inosose zum ])-Pinit epi- 
merisiert wird. Da D-Inosit als Zwisehenprodukt bereits naeh unseren 
friiheren Ergebnissen 3 auszuschliel3en war, war die einzige offene Frage, 
ob die Methylierung bereits beim meso-Inosit oder erst bei der (4-)-vibo- 
Inosose erfolgt. Die in Tab. 2 gezeigten Ergebnisse zeigen nun, daft die 
letztgenannte Verbindung in der Pflanze fast aussehliei31ich zu D-Inosit 
reduziert wird. Dal3 dabei geringe Mengen D-Pinit gefunden werden, 
wahrend eine Methylierung yon D-Inosit zu jener Verbindung sicher nieht 
stattfindet, k6nnte z .B.  darauf zuriickzufiihren sein, da~ die Pflanze 
imstande ist, die (~-)-vibo-Inosose aueh zu meso-Inosit zu reduzieren, 
woraus dann auf dem normalen Wege D-Pinit entstehen sollte. Es mul~ 
aber als sehr fraglieh angesehen werden, ob (~-)-vibo-Inosose tats~ehlich 
in der Pflanze als Zwischenprodukt vorkommt.  Die Bildung yon D-Inesit 
in der Menge, in welcher er in Trifolium incarnatum vorkommt,  I/~13t sfch 
jedenfalls leicht durch die in friiheren Versuehen 3 naehgewiesene Entme- 
thylierung des ~)-Pinits in der Pflanze erlds 

Unsere Resultate erlauben es nun, die Umwandlung yon meso-Inosit 
in die anderen Cyclite in Trifolium incarnatum in folgender Weise dar- 
zustellen : 

OH OH OH OH -OH 0 H  

R / _ [ - - \  OH n 
V ~  H N  , , / H  H \ l  \ 0 IN o ~  / I  - - - '  I \  OCH~I~ ~ ---~ b, OCH. H / :  

H0 \ , _ _ /  H H0 \ _ _ _ /  H H0 \ _ _ /  

H OH II OH I-I OH 

meso-Inosit Sequoyit 5-O-Me~hyl- 
-vibo-inosose 
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OH OH. OH OH 
i' i r 

/I----\ H H / J - - - - I \  H 
/ H H "~ / . H \ ,  
\ 0 C H ~ H  /~ ---> \ OH H /p  

Ho \\!~ . . . .  / OH Ho \ .[/j oH 

H OH H OH 

D-Pinit D -Inosit 

Herrn  Dr. H. Kindl danken wir fiir hilfreiche Diskussion. 
Die vorliegende Arbeit  wurde durch eiaen F6rderungsbei trag der 

Ludwig Boltzmann-Gesellschaft, Wien, in grol~ztigiger Weise unter- 
stiitzt, wofiir wir unseren Dank  aussprechen. 
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