
Untersuehungen fiber die Biosynthese der Cyclite, 3. l~Iitt.: 

B i l d u n g  y o n  M e t h y l / ~ t h e r n  d e s  L ~ I n o s i t s  0~us m e s o - I n o s i t  i n  
B l g t t e h e n  y o n  Artemisia wd~aris u n d  Artemi,sia dracunculu~ 

Y on  

R. Scholda, G. Billek und O. tIoffmann-Ostenho~ 
Aus dem Organiseh-Chemisehen InstRut der Universit~it. Wien 

(Eingegaz~gen am 28. Januar 196,~) 

Einbauversuehe,  die mR meso-Inosit-(G)-14C und Glucose- 
1-14C an Bl~ttehen von Artemisia vulgaris und Artemisia dra- 
cu'nculus vorgenommen wurden, zeigen, dag meso-Inosit  in die 
in diesen Pflanzen vorkommenden CyelRe - -  in A. vuIgar~s 
L-Quebraehit. und L-InosR, ill A. dracunculus L-Pinit, y--Inosit 
und Sequoyit - -  wesentlieh st~irker eingebaut wird Ms Glucose. 
Es kann daraus gesehlossen werden, dab meso-Inosit  ein Zwisehen- 
produkt  beim Aufbau tier genannten Cyelite ist und es keineit 
yon dem des meso-InosRs unabh~tngigerl Biosyntheseweg ff~r 
L-InosR und seine Derivate in diesen Pflanzen gibt. 

Einleitung 

I n  der  1. Mitt .  dieser Serie 1 be r i ch te t en  wir, dag  meso-Inos i t  in Blg t t -  
ehen yon  I n k a r n a t k l e e  (Trifolium incarnatum) mit  guter  Ausbeu te  in 
I)-Pinit ,  den 5-Methy lg ther  des D-Inosits,  e ingebaut  wird,  wobei  es aueh 
gelang, die mSgtichen Zwisehen- bzw. N e b e n p r o d u k t e  der  Umwand lung ,  
D-Inosi t  und  Sequoyi t ,  zu isolieren. Auf  Grund  dieser Ergebnisse  haRen  
wit  es fiir  wahrseheinl ieh,  dal3 in der  gena.nnten Pf lanze  meso-Inosit .  
eine Vorstufe  bei  der  Biosynthese  der  anderen  Cyeli te  dars te l l t .  

Es  ersehien uns yon  Interesse ,  mi t  Hilfe gle ichar t iger  Methoden  die 
Biosynthese  yon  Methyl / / thern  des L-Inosits  in dazu fghigen hSheren  
Pf lanzen zu untersuehen ,  u m  festzustel len,  ob meso-Inos i t  aueh  hier als 
Vors tufe  fungieren kann.  Ffir  diese E x p e r i m e n t e  wurden  zwei Artemisia- 

1 R. Scholda, G. BiIte]c uncl O. Hof,tmann-Ostenho], Z. physiol. Chem. 335, 
180 (1964). 
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Arten ausgew~hlt. In A r t e m i s i a  vu lgar i s  finden sieh verh~ltnismiiBig 
groge Mengen yon L-Quebrachit (2-O-Methyl-L-inosit) 2, w~hrend nach 
P l o u v i e r  3 L-Pinit (5-O-MethyLL-inosit) lediglich in A r temis ia  d r a c u n c u l u s  

vorkommt. In  eigenen Versuchen konnten wir feststellen, dab diese zwei 
Inhaltsstoffe nicht die einzigen Cyclite in den beiden A r t e m i s i a - A r t e n  

sind. In  A .  vulgari8  konnten neben L-Quebrachit etwa um eine GrSgen- 
ordnung geringere Mengen yon meso-Inosit und L-Inosit naehgewiesen 
werden, w/~hrend A .  d r acuncu l u s  auger L-Pinit ebenfalls um etwa eine 
GrSl3enordnung geringere Mengen yon meso-Inosit sowie noeh kleinere 
Mengen yon Sequoyit und Spuren yon L-Quebraehit enth/~lt. 

Die in der vorliegenden Mitteilung beriehteten Ergebnisse machen es 
tatsi~chlich wahrscheinlieh, dab - -  ebenso wie bei der Biosynthese yon 
D-Pinit und den Nebeneyeliten in f r i f o l i u m  i n c a r n a t u m  - -  meso-Inosit 
in den unteis]ehten A r t e m i s i a - A r t e n  die Vorstufe der L-Inositmethyl- 
iither und des L-Inosits selbst darstellt. 

Experimenteller Teil 

i. ~likromodifikation der Herstellung yon meso-Inosit-(G)-14C 
dureh Photosynthese 

Fiir die Infusionsversuche wurde neben meso-Inosit-(G)-14C init einer 
spezifisehen Aktivitiit von 194000 dpm/mg, dessen Herstellung an anderer 
Stelle I besehrieben wurde, auch eine Priiparation mit einer wesentlich hS- 
herer~ spezifisehen Aktivit~t verwendet, die auf folgendem Weg erhalten wurde : 

In einer 20 ml fassenden Karnmer a wurde ein Bliittchen frisch gesehnit- 
tenet Petersilie in 14CO2-Atmosphiire (Gesamtaktivit~Lt 2,06rnC) 3 Tage 
assimilieren gelassen. Die Isolierung erfolgte im wesentlichen naeh der 
zitierten Methode I, nur wurden bereit,s vor dem Zerkoehen des Petersilien- 
bliittehens 22 ing reiner inaktiver meso-Inosit hinzugegeben, weiters wurde 
der Troekenrtiekstand naeh Passieren der Austauschersiiulen papierehromato- 
graphisch gereinigt und sublimiert. 

Von dem Bliittehen wurden 99,86% der angebotenen Aktivit~t aufge- 
nommen. ~Taeh Sublimation konnten 10,9]. mg Ineso-Inosit einer Gesamt- 
aktivitAt yon 47,9 Mio. dpm und einer spezifisehen Aktivit~t von 2,52 Mio. 
dpm/mg isoliert werden. Die radiochenaisehe Ausbeute war somit 1,05%, 
also mehr als das Doppelte des mit unserer frtiheren Methode Erhaltenen. 

2. Glucose-l-14C 

Die I-ierstellung erfolgte naeh der bei ,.]gurray und Wil l iams  5 angegebenen 
Vorschrifg. 

2 V. Plouv~:er, Ann. pharm, fran~. 7, 192 (1949). 
a V. Plouvier ,  C. r. hebdomad. $6. Acad. Sci. Paris 243, 1913 (1956). 
4 G. Billelc und H. K i n d l ,  Atompraxis 8, 167 (1962). 
5 A .  M u r r a y ,  III ,  und D . L .  Wi l l iams ,  Org. Synthes. with Isotopes. 

S. 991. Interscience, New York, 1958. 
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3. I n f u s i o n  der  r a d i o a k t i v e n  P r o d u k t ,  e ii1 d ie  B l ~ i t t e h e n  
der  b e i d e n  A r t e m i s i a - A r t e n  

Es wurde analog zu dem in unserer vorhergehenden Mitt. 1 beschriebenen 
Verfahren gearbeitet. Die Infusionsdauer ergab sieh aus der Haltbarkeit  
der Bliittchen; bei beginnendem Turgorverlust wurden die Versuehe ab- 
gebroehen und die ]31fittchen aufgearbeitet. " 

4. I s o l i e r u n g  der  C y e l i t f r a k t i o n  aus  d e n  B l ~ i t t e h e n  y o n  Ar temis ia  
vulgaris n a c h  I n f u s i o n  r a d i o a k t i v e r  V o r s t u f e n  u n d  A u f a r b e i t u n g  

a~lf d ie  e i n z e l n e n  C y e l i t e  

Die /;lber P2Oa getroekneten BI~ttehen (0,8 g) wurden mit  Quarzsand 
fein verrieben und  mit  95proz. Aeeton im Soxhlet-Apparat erseh6pfend 
extrahiert. Naeh Entfernung des L6snngsmittels wurde der gi iekstand 
zwisehen 10 mt CHCla und  15 ml ~Vasser verteilt. Die Chloroform-Sehiehte 
wurde abgetrennt nnd  die wfi.Brige Phase noeh dreimal~mit je 10m] CHCIa 
ausgesehiittelt, darauf dutch ein feuehtea Filter filtriert, mit  etwas Wasser 
naehgewasehen, und die LSsung im Vak. im Rotationsverdampfer auf 3 ml 
eingeengr Zn der iibrigbleibenden braungelben Flfissigkeit wnrde dann 
eine 10proz. LSsung yon basisehem Bleiaeetat (Liquor plumbi subaeetiei, 
DAB VI) tropfenweise hinzugegeben, bis auf weiteren Zusatz keine gelben 
Floeken mehr ausfielen. Der Niedersehlag wurde abfiltriert, mit  2 ml Wasser 
gewasehen und naeh Troeknen auf Iladioaktivit~t gepriift; naeh Infusion 
yon markiertem meso-Inosit zeigte er fast keine Aktivit~t, 

Das Filtrat wnrde mit Wasser auf das Doppelte verdiimat, dureh zwei 
Austausehers/iulen yon je 6 em 3, deren erste Dowex 50 ~r • 4 in der H+-Form 
und die zweite Dowex 1 • 4 in der OH--Form er~thielt, hindurchgesehiekt 
und mit 200 ml ~u naehgesptilt. Mar~ verdampfte die vereinigten Fliissig- 
keiten im Vak. im l~otationsverdampfer zur Troekene. Der Rtiekstand wurde 
neben Testfleeken yon meso-Inosit., 5-Inosit und  t-Quebraehit  (Abstfinde 
zwisehen den Auftragungen 8 era) auf ein 30 em breites Papierehromato- 
gramm (SS 2043 b) aufgebraeht und absteigend mit  Aeeton--Wasser (80:20) 
aufgetrennt. Ein 5 cm breiter Streifen des Chromatogramms wurde im 
ChromatogTamm-,,seanner" gemessen. Die Lage der einzelnen Cyelite wurde 
dureh die Testfleeken, die auf ~bliehe Weise ~ siehtbar gemaeht wurden, 
festgelegt nnd  das Chromatogramm in die Zonen der einzelnen Cyelite zer- 
sehnitten. Jede einzelne der ausgeschnittenen Zonen wurde viermal je 30 
Min. mit  ~Vasser eluiert mad die vereinigten Eluate der einzelnen Cyelite 
zur Troekene eingedampft. 

Da im Gemiseh Aeeton--~rasser (80:20) eine Trenmmg yon L-Quebraehit 
mad etwa daneben vorliegendem L-Pinit nieht mSglieh ist, wurde die eluierte 
nnd  zur Troekene eingedampfte 5-Quebraehit-Fraktion noehma]s auf einem 
durehla.ufenden Papierehromatogramm im Gemiseh Aeeton--u (90:10) 
aufgetremat. Dabei wurde aber kein Pinit  gefnnde~; der L-Quebraehit war 
radioehemiseh rein. Die dem L-Quebrachit entspreehende Zone des Chromato- 
~ 'amms wurde dann noeh eimnal mit  Wa.sser eluiert und der naeh Ein- 
dampfen verbleibende l~iiekstand bei 0,001 Torr und 170 ~  tiegenden Rohr 
sublimiert. (~u der geringen l~Iengen konnten c-In0sit und meso-Inosit 
nieht dureh Sublimation gereinigt werden.) 

6 W. E.  Trevelyan,  D. P .  Procter und J .  S. Harr ison,  Nattu'e [London] 
166, 444 (1950). 
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Aliquote Teile der Proben der einzelnen Cyelite wurden in m)endlieh 
d/inner Sehiehte auf A1-Pl~ttehen aufgebraeht und  under einem Endfenster- 
z/~hlrohr gemessen. 

5. I s o l i e r u n g  de r  C y e l i t f r a k t i o n  aus  d e n  B l & t t e h e n  v o n  Artemisia 
dracunculus n a e h  I n f u s i o n  r a d i o a k t i v e r  V o r s t u f e n  u n d  A u f -  

a r b e i t u n g  a u f  d ie  e i n z e l n e n  C y e l i t e  

Hier wurde yon 0,3 g fiber P~O5 getroekneten Bl~ttchen ausgegangen; 
die Aufarbeitung erfolgte analog zu der bei A. vulgaris angegebenen Methode. 
Der auf diesem Wege neben L-Inosi~ und Sequoyit erhaltene L-Pinit wurde 
dureh Papierehromatographie im Gemiseh Aceton--Wasser (90: 10) auf eine 
etwaige Verunreinigung mit ~-Quebraehit geprfift, erwies sieh abet als radio- 
ehemiseh einheitlieh, obwohl wit in Vorversuehen mit  inaktiven Pflanzen ein 
Vorkommen yon Spuren yon L-Quebraehi~ in dieser Pflanze papierehromato- 
graphiseh naehgewiesen hatten. 

Ergebnisse und Oiskussion 

Die Ergebnisse unserer Versuehe sind in den Tab. 1 bis 5 dargestellt.  
Die Tab.  1 und  2, die an  sieh gleiehartige Exper imente  un te r  allerdings 

wesentlieh vone inander  abweiehenden Bedingungen zusammenfassen,  
zeigen deut l ieh die Variat ionsbrei te  derartiger Einbauversuehe.  

Tabelle 1. V e r t e i l u n g  tier A k t i v i t f i t  au f  die  e i n z e l n e n  C y e l i t e  i n  
Artemisiavulgaris n a e h  I n f u s i o n  y o n  1,74 ~C m e s o - I n o s i t - ( G ) - 1 4 C  

(spezif. Akt. 1,14 ~zC/mg); Infusionsdauer 17 Tage 

Aktivit/it Prozente der infun- Spezif. Aktivitiit 
Isolierter Cycli~ in dpm dierten Aktivit~it in dpm/mg 

meso-Inosit 32 550 0,84 23 600 
L-Inosit 31 680 0,82 17 400 
L-Quebrachif, 526 000 13,6 30 200 

Tabelle2. V e r t e i l u n g  de r  A k t i v i t ~ t  au f  die  e i n z e l n e n  Cyeli t ,  e i n  
Artemisia vulgaris n a e h  I n f u s i o n  y o n  0,8 ~C m e s o - I n o s i t - ( G ) 1 4 C  

(spezif. Akt. 0,087 ~C/mg): Infusionsdauer 8 Tage 

Akti~dt/i~ ProzenCe der infun- Spezif. Aktivit~t 
Isolierter Cycli~ in dpm dierten Aktivit/it in dpm/mg 

meso-Inosit 247 000 14,4 165 000 
L-Inosit < i00 - -  - -  
L-Quebr~ehit 45 700 2,59 16 300 

I n  dem in Tab. 1 dargestel l ten Exper iment  wurde mit  mark ie r tem 
meso-Inosi t  einer relat iv hohen spezifisehen Akt iv i tg t  gearbei tet ;  die 
Infus ionsdauer  war lange. I t ier  wurde eine sehr hohe E inbaura t e  in den 
L-Quebrachit  beobachte t ;  daneben  wurden  geringere Akt iv i tg ten  in 
L-Inosit und  in meso-Inosi t  gemessen. I n  Tab. 2 ist ein Versueh zu- 
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sammengefagt ,  bei dem meso-Inosi t  einer geringeren spezifisehen Ak- 
tivit/~t zur Anwendung  gelangte u n d  die Infus ionsdauer  relat iv kurz war. 

Hier ist der E i n b a u  in L-Quebraehit  betr/iehtlieh geringer; der grSfite 

Tell der Akt iv i t~ t  wurde im meso-Inosi t  wiedergefunden,  der offen- 

Tabelle3. V e r t e i l u n g  der  A k t i v i t ~ t  au f  d ie  e i n z e l n e n  C y c l i t e  il! 
Artemisia vulgaris n a e h  I n f u s i o n  y o n  68,5 ~C D - G l u c o s e - l - 1 4 C  

(spezif. Ak~. 2,54 ~C/mg); I~afusionsdauer 10 Tage 

Isolierter Cyclit Aktivit~it Prozente der it, fun- Spezif. Aktivit~it 
in dpm dierten Aktivitiit in dpm/mg 

meso-Inosit 41900 0,027 10 200 
L-Inosit 27 300 0,018 13 O00 
L-Quebrachit 418 000 0,27 13 500 

siehtlieh nur  zum Tell am Stoffweehsel te i lnahm. I n  diesem Versuch 
konnte  im L-Inosit  i iberhaupt  keine meBbare Aktivitgot gefunden werden. 

Auf Grmld der ber iehteten Ergebnisse muB es wohl als wahrseheinlieh 

angesehen werden, dab meso-Inosi t  in Artemisia vulgari.s eine Vorstufe 

Tabelle4. V e r t e i l u n g  de r  A k t i v i t ~ t  au f  d ie  e inze lnerL C y e l i t e  ila 
Artemisiadracunculu8 n a e h  I n f u s i o n  y o n  1,1 6 ~zC m e s o - I n o s i t - ( G ) - 1 4 C  

(spezif. Akt. 1,14 ~C/mg); Irffusionsdauer 8 Tage 

Isolierter Cyclit Ak~ivit~it Prozente der infun- Spezif. Aktivit./it 
in dpm dierten Aktivitiit in dpm/mg 

meso-Inosit 213 000 8,5 1 065 000 
L-Ir~osit 33 000 1,31 110 000 
Sequoyit 40 300 1,60 23 400 
L-Pinit 40 700 1,62 13 800 

Tabelle5. V e r t e i l u n g  de r  Ak t iv i tS~ t  a u f  d ie  e i n z e l n e l ~  C y c l i t e  in  
Artemisia dracunculus n a e h  I n f u s i o r !  y o n  68,5 ~C D - O i u e o s e - l - 1 4 C  

(spezif. Akt. 2,54 ~zC/mg); Infusionsdauer 10 Tage 

Aktivit~it Prozente der infun- Spezif. Aktivit~it 
Isolierter Cyclit in dpm dierten Aktivit~it in dpm/mg 

meso~Inosit 30 600 0,020 20 400 
L-Inosit 52 200 0,035 t 2 400 
Sequoyit 29 000 0,019 5 900 
L-Pinit 252 000 O, 17 11 900 

des L-Quebrachits ist ;  diese Vorstellung wird aueh dureh die in Tab.  3 
gebraehten Da ten  fiber den E inbau  markier ter  D-Glucose in die Cyelite 
gestfitzt. Glucose wird in die Cye]ite in einem wesentlieh geringeren 
AusmaB eingebaut  als meso-Inosit .  

Zu wei tgehend analogen Sehlfissen f i ihren die Ergebnisse der E inbau-  
versuehe in die Cyelite yon  Artemi.sia dracunculu.s, die in den Tab. 4 und  5 
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zusammengefaBt sin& Obwohl hier die Einbaurate des markierten 
meso-Inosits in den die Hauptmenge der Cyclite ausmachenden L-Pinit 
nur 1,62% betrggt, ist sie doch fast um eine Gr6Benordnung h6her als 
diejenige der markierten Glucose. Hier wird meso-Inosit betrgchtlich 
in die in geringeren Mengen vorliegenden Cyclite L-Inosit und Sequoyit 
eingebaut. 

Unsere seinerzeit I aufgestellte Arbeitshyloothese, dab es fiir die Bio- 
synthese der Cyclite einen einheitlichen Aufbauweg gibt, der fiber meso- 
Inosit ffihren sollte, wird durch die vorgelegten Resultate unterstfitzt. 
Eine direkte Umwandlung yon Glucose in L-Inosit, die der Konfigu- 
rationsfibereinstimmung entspreehend sogar durch einfaehen RingschluB 
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erfolgen k6nnte, ist naeh den vorliegenden Daten reeht unwahrsehein- 
lieh. Die Verh/iltnisse sind hier offenbar denjenigen, die wit friiher bei 
der Biosynthese yon D-Pinit in Trifolium incarnatum aufgezeigt haben, 
sehr /~hnlieh. 

Die Umwandlung des meso-Inosits in die beiden Methyl/ither sollte 
in zwei Hauptsehrit ten verlaufen, wobei im Falle der Synthese des 
L-Quebraehits L-Inosit oder der in dieser Pflanze noeh niemals auf- 
gefundene (--)-Bornesit als Zwisehenprodukte fungieren miiBten. 

Bei der Umwandlung des meso-Inosits in L-Pinit kommen sowohl 
L-Inosit als ~ueh Sequoyit als Zwisehenprodukte in Frage. 

Aus unseren Daten lassen sieh keine Aussagen dariiber maehen, ob 
in den beiden t~eaktionswegen primer eine Epimerisierung des meso~ 
Inosits zum L-Inosit erfolgt, der dann methyliert wird, oder ob zuerst 
die Methylierung zum 1- bzw. 5-Methyl/~ther des meso-Inosits statt- 
finder und die Epimerisierung die Folgereaktion darstellt. Unter- 
suehungen zur K1/irung dieser Fragen sind in Vorbereitung. 

Herrn Dr. H. Ki)wll danken wir fiir seine hilfreiehe Diskussion. Die 
Durehfiihrung der Untersuehungen wurde wesentlieh dureh einen 
F6rderungsbeitra, g der Ludwig Boltzmann-Gesellsehaft untersttitzt, wo- 
fiir wir unseren Dank ausspreehen. 


