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Einbauversuche, die mit meso-Inosit-(G)-14C und Glucose-
1-14C an Blattchen von Artemisia vulgaris und Ariemisia dra-
cunculus vorgenommen wurden, zeigen, dall meso-Inosit in die
in diesen Pflanzen vorkommenden Cyeclite — in A. vulgoris
L-Quebrachit und n-Inosit, in A. dracunculus L-Pinit, L-Inosit
und Sequoyit — wesentlich stérker eingebaut wird als Glucose.
Es kann daraus geschlossen werden, daB meso-Inosit ein Zwischen-
produkt beim Aufbau der genannten Cyclite ist und es keinen
von dem des meso-Inosits unabhingigen Biosyntheseweg fiir
L-Inosit und seine Derivate in diesen Pflanzen gibt.

Einleitung

In der 1. Mitt. dieser Serie! berichteten wir, dafi meso-Inosit in Blatt-
chen von Inkarnatklee (T'rifolium incarnatum) mit guter Ausbeute in
D-Pinit, den 5-Methyldther des D-Inosits, eingebaut wird, wobei es auch
gelang, die moéglichen Zwischen- bzw. Nebenprodukte der Umwandlung,
D-Inosit und Sequoyit, zu isolieren. Auf Grund dieser Ergebnisse halten
wir es fir wahrscheinlich, dafl in der genannten Pflanze meso-Inosit
eine Vorstufe bei der Biosynthese der anderen Cyclite darstellt,

Es erschien uns von Interesse, mit Hilfe gleichartiger Methoden die
Biosynthese von Methylithern des r-Inosits in dazu fihigen héheren
Pflanzen zu untersuchen, um festzustellen, ob meso-Inosit auch hier als
Vorstufe fungieren kann. Fiir diese Experimente wurden zwei Arfemisia-

1 R. Scholda, Q. Billek und O. Hoffmann-Ostenhof, Z. physiol. Chem. 335,
180 (1964).
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Arten ausgewdhlt. In Artemisia vulgaris finden sich verhiltnismaBig
grofle Mengen von L-Quebrachit (2-O-Methyl-L-inosit)2, wihrend nach
Plouvier?® v-Pinit (5-0-Methyl.L-inosit) lediglich in Artemisia dracunculus
vorkommt. In eigenen Versuchen konnten wir feststellen, daB diese zwei
Inhaltsstoffe nicht die einzigen Cyclite in den beiden Artemisia-Arten
sind. In A. vulgaris konnten neben L-Quebrachit etwa um eine Gréfien-
ordnung geringere Mengen von meso-Inosit und r.-Inosit nachgewiesen
werden, wahrend A. dracunculus auBer 1-Pinit ebenfalls um etwa eine
Grofenordnung geringere Mengen von meso-Inosit sowie noch kleinere
Mengen von Sequoyit und Spuren von r-Quebrachit enthilt.

Die in der vorliegenden Mitteilung berichteten Ergebnisse machen es
tatséchlich wahrscheinlich, daB — ebenso wie bei der Biosynthese von
D-Pinit und den Nebencycliten in Trifolium incarnatum -— meso-Inosit
in den untersuchten Artemisia-Arten die Vorstufe der r-Inositmethyl-
dther und des r-Inosits selbst darstellt.

Experimenteller Teil

1. Mikromodifikation der Herstellung von meso-Inosit-(G)-14C
durch Photosynthese

For die Infusionsversuche wurde neben meso-Inosit-(G)-14C mit einer
spezifischen Aktivitdt von 194000 dpm/mg, dessen Herstellung an anderer
Stelle! beschrieben wurde, auch eine Priparation mit einer wesentlich ho-
heren spezifischen Aktivitét verwendet, die auf folgendem Weg erhalten wurde:

In einer 20 ml fassenden Kammer? wurde ein Blidttchen frisch geschnit-
tener Petersilie in 14COjz-Atmosphire (Gesamtaktivitit 2,06 mC) 3 Tage
assimilieren gelassen. Die Isolierung erfolgte im wesentlichen nach der
zitierten Methode!, nur wurden bereits vor dem Zerkochen des Petersilien-
blattchens 22 mg reiner inaktiver meso-Inosit hinzugegeben, weiters wurde
der Trockenriickstand nach Passieren der Austauschersidulen papierchromato-
graphisch gereinigt und sublimiert.

Von dem Bléattchen wurden 99,86% der angebotenen Aktivitdt aufge-
nommen. Nach Sublimation konnten 10,91 mg meso-Inosit einer Gesamt-
aktivitdt von 47,9 Mio. dpm und einer spezifischen Aktivitdt von 2,52 Mio.
dpm/mg isoliert werden. Die radiochemische Ausbeute war somit 1,05%,
also mehr als das Doppelte des mit unserer fritheren Methode Erhaltenen.

2. Glucose-1-14C

Die Herstellung erfolgte nach der bei Murray und Williams?® angegebenen
Vorschrift.

2 V. Plowwvier, Ann. pharm. frang. 7, 192 (1949).

3 V. Plouwier, C. r. hebdomad. Sé. Acad. Seci. Paris 243, 1913 (1956).

¢ G. Billek und H. Kindl, Atompraxis 8, 167 (1962).

5 A. Murray, 111, und D. L. Williams, Org. Synthes. with Isotopes.
S. 991. Interscience, New York, 1958.



H. 2/1964] Biosynthese der Cyclite 543

3. Infusion der radioaktiven Produkte in die Blattchen
der beiden Artemisia-Arten

s wurde analog zu dem in unserer vorhergehenden Mitt. beschriebenen
Verfahren gearbeitet. Die Infusionsdauer ergab sich aus der Haltbarkeit
der Blattchen; bei beginnendem Turgorverlust wurden die Versuche ab-
gebrochen und die Bliattchen aufgearbeitet.

4. Isolierung der Cyclitfraktion aus den Bléattchen von Artemisia
vulgaris nach Infusion radioaktiver Vorstufen und Aufarbeitung
auf die einzelnen Cyeclite

Die tiber P05 getrockneten Blittchen (0,8 g) wurden mit Quarzsand
fein verrieben und mit 95proz. Aceton im Soxhlet-Apparat erschépfend
extrahiert. Nach Entfernung des Ldsungsmittels wurde der Rickstand
zwischen 10 ml CHCl3 und 15 ml Wasser verteilt. Die Chloroform-Schichte
wurde abgetrennt und die wéfirige Phase noch dreimalimit je 10 m! CHCly
ausgeschiittelt, darauf durch ein feuchtes Filter filtriert, mit etwas Wasser
nachgewaschen, und die Losung im Vak. im Rotationsverdampfer auf 3 ml
eingeengt. Zu der ubrigbleibenden braungelben Fliissigkeit wurde dann
eine 10proz. Losung von basischem Bleiacetat (Liquor plumbi subacetici,
DAB VI) tropfenweise hinzugegeben, bis auf weiteren Zusatz keine gelben
Flocken mehr ausfielen. Der Niederschlag wurde abfiltriert, mit 2 ml Wasser
gewaschen und nach Trocknen auf Radioaktivitdt gepriift; nach Infusion
von markiertem meso-Inosit zeigte er fast keine Aktivitét.

Das Filtrat wurde mit Wasser auf das Doppelte verdiinnt, durch zwei
Austauschersgulen von je 6 cm?, deren erste Dowex 50 W x 4 in der H*-Form
und die zweite Dowex 1 X 4 in der OH—-Form enthielt, hindurchgeschickst
und mit 200 ml Wasser nachgespiilt. Man verdampfte die vereinigten Fliissig-
keiten im Vak. im Rotationsverdampfer zur Trockene. Der Riickstand wurde
neben Testflecken von meso-Inosit, T-Inosit und ©L-Quebrachit (Abstinde
zwischen den Auftragungen 8 cm) auf ein 30 cm breites Papierchromato-
gramm (SS 2043 b) aufgebracht und absteigend mit Aceton—Wasser (80:20)
aufgetrennt. Ein 5cm breiter Streifen des Chromatogramms wurde im
Chromatogramm-,,scanner’ gemessen. Die Lage der einzelnen Cyclite wurde
durch die Testflecken, die auf #bliche Weise® sichtbar gemacht wurden,
festgelegt und das Chromatogramm in die Zonen der einzelnen Cyclite zer-
schnitten. Jede einzelne der ausgeschnittenen Zonen wurde viermal je 30
Min. mit Wasser eluiert und die vereinigten Eluate der einzelnen Cyclite
zur Trockene eingedampft.

Da im Gemisch Aceton—Wasser (80:20) eine Trennung von L-Quebrachit
und etwa daneben vorliegendem r-Pinit nicht méglich ist, wurde die eluierte
und zur Trockene eingedampfte L-Quebrachit-Fraktion nochmals auf einem
durchlaufenden Papierchromatogramm im Gemisch Aceton—Wasser (90:10)
aufgetrennt. Dabei wurde aber kein Pinit gefunden; der r-Quebrachit war
radiochemisch rein. Die dem v-Quebrachit entsprechende Zone des Chromato-
gramms wurde dann noch einmal mit Wasser eluiert und der nach Ein-
dampfen verbleibende Riickstand bei 0,001 Torr und 170° im liegenden Rohr
sublimiert. (Wegen der geringen Mengen konnten r-Inosit und meso-Inosit
nicht durch Sublimation gereinigt werden.)

¢ W. K. Trevelyan, D. P. Procter und J. S. Horrison, Nature [London]
166, 444 (1950).
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Aliquote Teile der Proben der einzelnen Cyelite wurden in unendlich
diinner Schichte auf Al-Plittchen aufgebracht und unter einem Endfenster-
zghlrohr gemessen.

5. Isolierung der Cyclitfraktion aus den Bldttchen von Ariemisio
dracunculus nach Infusion radioaktiver Vorstufen und Auf-
arbeitung auf die einzelnen Cyclite

Hier wurde von 0,3 g iiber P30j5 getrockneten Blattchen ausgegangen;
die Aufarbeitung erfolgte analog zu der bei A. vulgaris angegebenen Methode.
Der auf diesem Wege neben L-Inosit und Sequoyit erhaltene r-Pinit wurde
durch Papierchromatographie im Gemisch Aceton—Wasser (90:10) auf eine
etwaige Verunreinigung mit r-Quebrachit geprift, erwies sich aber als radio-
chemisch einheitlich, obwohl wir in Vorversuchen mit inaktiven Pflanzen ein
Vorkommen von Spuren von L-Quebrachit in dieser Pflanze papierchromato-
graphisch nachgewiesen hatten.

Ergebnisse und Diskussion

Die Ergebnisse unserer Versuche sind in den Tab. 1 bis 5 dargestellt.
Die Tab. 1 und 2, die an sich gleichartige Experimente unter allerdings
wesentlich voneinander abweichenden Bedingungen zusammenfassen,
zeigen deutlich die Variationsbreite derartiger Einbauversuche.

Tabelle 1. Verteilung der Aktivitdt auf die einzelnen Cyclite in
Artemisia vulgaris nach Infusion von 1,74 uC meso-Inosit-(G)-14C
(spezif. Akt. 1,14 pC/mg); Infusionsdauer 17 Tage

Aktivitit Prozente der infun- Spezif. Aktivitdt

Tsolierter Cyclit in dpm dierten Aktivitit in dpm/mg
meso-Inosit 32550 0,84 23600
-Inosit 31680 0,82 17400
L-Quebrachit 526 000 13,6 30200

Tabelle 2. Verteilung der Aktivitét auf die einzelnen Cyclite in
Artemisia vulgaris nach Infusion von 0,8 uC meso-Inosit-(G)14C
(spezif. Akt. 0,087 uC/mg): Infusionsdauer 8 Tage

) ) AKbivitit  Prozente der infun- Spezif. AKtivitit
Isolierter Cyclit in dpm Siorten Awtivitt in dpmjme
meso-Inosit 247 000 14,4 165000
L-Inosit < 100 — —
L-Quebrachit 45700 2,59 16300

In dem in Tab. 1 dargestellten Experiment wurde mit markiertem
meso-Inosit einer relativ hohen spezifischen Aktivitit gearbeitet; die
Infusionsdauer war lange. Hier wurde eine sehr hohe Einbaurate in den
L-Quebrachit beobachtet; daneben wurden geringere Aktivititen in
L-Inosit und in meso-Inosit gemessen. In Tab.2 ist ein Versuch zu-
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sammengefalit, bei dem meso-Inosit einer geringeren spezifischen Ak-
tivitdt zur Anwendung gelangte und die Infusionsdauer relativ kurz war.
Hier ist der Einbau in L-Quebrachit betrdchtlich geringer; der grofBte
Teil der Aktivitdt wurde im meso-Inosit wiedergefunden, der offen-

Tabelle 3. Verteilung der Aktivitdt auf die einzelnen Cyclite in
Artemisia  vulgarts nach Infusion von 68,5 uC bp-Glucose-1-14C
(spezif. Akt. 2,54 uC/mg); Infusionsdauer 10 Tage

otetr oyt AW Tioe dr it Syt At
meso-Inosit 41900 0,027 10200
L-Inosit 27300 0,018 13000
L-Quebrachit 418000 0,27 13500

sichtlich nur zum Teil am Stoffwechsel teilnahm. In diesem Versuch
konnte im L-Inosit iiberhaupt keine meBhare Aktivitdt gefunden werden.

Auf Grund der berichteten Ergebnisse mufl es wohl als wahrscheinlich
angesehen werden, dafl meso-Inosit in Arfemisia vulgaris eine Vorstufe

Tabelle 4. Verteilung der Aktivitédt auf die einzelnen Cyclite in
Artemisia dracunculus nach Infusion von 1,16 pC meso-Inosit-(G)-14C
(spezif. Akt. 1,14 uC/mg); Infusionsdauer 8 Tage

o o AR g g Sy e
meso-Inosit 213000 8,5 1065000
1.-Inosit 33000 1,31 1106000
Sequoyit 40300 1,60 23400
L-Pinit 40700 1,62 13800

Tabelle 5. Verteilung der Aktivitdt auf die einzelnen Cyclite in
Artemisia dracunculus nach Infusion von 68,5 pC p-Glucose-1-14C
(spezif. Akt. 2,54 uC/mg); Infusionsdauer 10 Tage

meso-Inosit 30600 0,020 20400
-Inosit 52200 0,035 12400
Sequoyit 29000 0,019 5900
L-Pinit 252000 0,17 11900

des L-Quebrachits ist; diese Vorstellung wird auch durch die in Tab. 3
gebrachten Daten iiber den Einbau markierter n-Glucose in die Cyelite
gestlitzt. Glucose wird in die Cyclite in einem wesentlich geringeren
Ausmall eingebaut als meso-Inosit.

Zu weitgehend analogen Schliissen fithren die Ergebnisse der Einbau-
versuche in die Cyclite von drtemisia dracunculus, die in den Tab. 4 und 5
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zusammengefallt sind. Obwohl hier die Kinbaurate des markierten
meso-Inogits in den die Hauptmenge der Cyclite ausmachenden L-Pinit
nur 1,629, betrigt, ist sie doch fast um eine GréBenordnung hoher als
diejenige der markierten Glucose. Hier wird meso-Inosit betrdchtlich
in die in geringeren Mengen vorliegenden Cyclite 1-Inosit und Sequoyit
eingebaut.

Unsere seinerzeit® aufgestellte Arbeitshypothese, daB es fiir die Bio-
synthese der Cyclite einen einheitlichen Aufbauweg gibt, der iiber meso-
Inosit fithren sollte, wird durch die vorgelegten Resultate unterstiitzt.
Eine direkte Umwandlung von Glucose in L-Inosit, die der Konfigu-
rationsiibereinstimmung entsprechend sogar durch einfachen Ringschluf3
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erfolgen konunte, ist nach den vorliegenden Daten recht unwahrschein-
lich. Die Verhiltnisse sind hier offenbar denjenigen, die wir frither bei
der Biosynthese von p-Pinit in Trifolium incarnaium aufgezeigt haben,
sehr dhnlich.

Die Umwandlung des meso-Inosits in die beiden Methyldther sollte
in zwei Hauptschritten verlaufen, wobei im Falle der Synthese des
L-Quebrachits L-Inosit oder der in dieser Pflanze noch niemals auf-
gefundene (—)-Bornesit als Zwischenprodukte fungieren miifiten.

Bei der Umwandlung des meso-Inosits in L-Pinit kommen sowohl
r-Inosit als auch Sequoyit als Zwischenprodukte in Frage.

Aus unseren Daten lassen sich keine Aussagen dariiber machen, ob
in den beiden Reaktionswegen primir eine Epimerisierung des meso-
Inosits zum r-Inosit erfolgt, der dann methyliert wird, oder ob zuerst
die Methylierung zum 1- bzw. 5-Methyldther des meso-Inosits statt-
findet und die Epimerisierung die Folgereaktion darstellt. Unter-
suchungen zur Klirung dieser Fragen sind in Vorbereitung.

Herrn Dr. H. Kindl danken wir fiir seine hilfreiche Diskussion. Die
Durchfithrung der Untersuchungen wurde wesentlich durch einen
Forderungsbeitrag der Ludwig Bolizmann-Gesellschaft unterstitzt, wo-
fiir wir unseren Dank aussprechen.



