Untersuchungen iiber die Biosynthese der Cyelite, 16, Mitt.:
Versuche iiber die Bildung und den Stoffwechsel von
p-Bornesit in Boraginaceae und Leguminosae?
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( Eingegangen am 26. September 1966 )

Einbauversuche mit radioaktiv markiertem myo-Inosit an
Borago officinalis und Myosotis caucasica (Boraginaceae) sowie an
Lathyrus odoratus und Medicago sativa {Leguminosae) machen
es sehr wahrscheinlich, dafl »D-Bornesit durch direkte Methy-
lierung aus myo-Inosit entsteht. Im Winter 148t sich nur eine
relativ geringe Uberfithrung von myo-Inosit in p-Bornesit nach-
weisen, hingegen werden beide Substanzen schnell zu nichteyeli-
schen Verbindungen abgebaut. Im Frihjahr wird myo-Inosit
schnell zu D-Bornesit methyliert, wahrend der Abbau beider
Cyeclite anscheinend langsamer erfolgt. In allen genannten
Pflanzen konnten neben gréferen Mengen von p-Bornesit auch
myo-Inosit und 1-Leucanthemit nachgewiesen werden.

Incorporation experiments with radioactively labelled myo-
inositol in Borago officinalis and Myosotis caucasica (Boraginaceae)
and in Lathyrus odoratus and Medicago sativa (Leguminosae) make
it very probable that p-bornesitol is formed through direct methy-
lation of wmyo-inositol. In winter the transformation of myo-
inositol to D-bornesitol is relatively slow, whereas both substances
are rapidly degraded to non-eyclic compounds. In spring the
methylation of myo-inositol to D-bornesitol proceeds quickly; at
this time the degradation seems to be much slower than in winter.
It could be shown that besides higher amounts of D-bornesitol all
the named plants also contain myo-inositol and 1-leucanthemitol.

p-Bornesit (p-1-0-Methyl-myo-inosit) wurde erstmalig von Plouvier? in
verschiedenen Arten von Lathyrus (Leguminosae) aufgefunden; spitere

1 15. Mitt.: H. Kindl, R.Scholde und O. Hoffmann-Ostenhof, Phyto-
chemistry (im Druck).
2 V. Plouvier, C. r. hebdomad. 8¢é. Acad. Sci. Paris 241, 983 (1955).
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Arbeiten des gleichen Autors® zeigten, dafi dieser Cyclit auch in der
Familie Boraginaceae weit verbreitet ist. Seine Konfiguration wurde von
Post und Anderson?® aufgeklirt; (siehe Formelschema I).

Formelschema I:
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myo—Inosn; p-Bornesit

Unsere bisherigen Untersuchungen iiber die Bildung der Methyldther
der Inosite, die u.a. auch durch die interessanten Vorstellungen von
Loewus®, wonach diesen Substanzen eine Rolle bei der Biosynthese der
Pectine zukommen kénnte, veranlaBt waren, haben ergeben, daBl Sequoyit
und p-Ononit durch direkte Methylierung aus myo-Inosit entstehen® 7.
Ebenso werden die Methylither des r-chiro-Inosits, L-Quebrachit und
r-Pinit, unmittelbar durch Methylierung ihres Grundkérpers gebildet®.
Hingegen entsteht D-Pinit durch Epimerisierung aus Sequoyit®.

In der vorliegenden Arbeit sollen Versuche iiber die Biosynthese von
D-Bornesit in je zwei Arten der Leguminosae (Lathyratus odoratus und
Medicago sativa) und der Boraginaceae (Borago officinalis und Myosotis
caucasica) berichtet werden. Die im Verlauf der Untersuchungen beob-
achtete Erscheinung, dafl sowohl myo-Inosit als auch »-Bornesit in den
Pflanzen offensichtlich einem von der Jahreszeit abhingigem intensiven
Abbau unterliegen konnen, veranlafite uns dazu, diese Verhéltnisse
quantitativ zu studieren und zu versuchen, die Natur der aus den genann-
ten Cycliten entstehenden Produkte zu bestimmen. SchlieBlich wurde die
Cyeclitfraktion der einzelnen Pflanzen eingehender untersucht, um die Ver-
teilung der Substanzen in den genannten Arten festzulegen und eventuelle
biogenetische Beziehungen zu erkennen.

Methoden und Materialien

Dp-Glucose-u-14C und die einzelnen uniform-14C-markierten Cyclite wurden
durch Photoassimilation in einer 14CQq-Atmosphéire aus verschiedenen zu

V. Plouvier, C. r. hebdomad. Sé. Acad. Sci. Paris 247, 2190 (1958).
G. Post und L. Anderson, J. Amer. chem. Soc. 84, 471, 478 (1962).
F. A. Loewus, Federat. Proc. 24, 855 (1965).
R. Scholda, G. Billek und O. Hoffmann-Ostenhof, Z. physiol. Chem.
335, 180 (1964).
7 H. Kindl und O. Hoffmann-Ostenhof, Z. physiol. Chem. 345, 257 (1966).
8 R. Scholda, G. Billek und O. Hoffmann-Ostenhof, Mh. Chem. 95, 1305
(1964),
9 R. Scholda, G. Billek und O. Hoffmann-Ostenhof, Z. physiol. Chem. 339,
28 (1964).
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schiedenheiten. Die Einbauraten im Mai sind durchwegs um mehr als
eine Grofenordnung héher als im Februar. In Tab. 2 sind die Ergebnisse
von Versuchen, diese Verhiltnisse quantitativ zu behandeln, zu finden.
Von im Januar oder im Februar appliziertem myo-Inosit-u-14C konnten
nur ganz wenige Prozente der Aktivitdt in der Cyclitfraktion wieder-
gewonnen werden, was bedeutet, dall der Rest einem Abbau oder Umbau
zu anderen Stoffklassen unterliegt. Im COj licBen sich nur Aktivitdten
unter 19, feststellen. Pflanzen von 5 bis 10 g Frischgewicht kénnen in
2 Tagen bis zu 30 mg myo-Inosit abbauen. Im April und Mai wurden
wesentlich groflere Aktivitdtsmengen (bis ither 309,) in der Cyclitfraktion
wiedergefunden.

Analoge Versuche mit p-Bornesit ergaben, daf auch dieser Cyeclit dem
gleichen Schicksal eines Abbaus bzw. Umbaus in andere Stoffklassen
unterliegt, wobei ebenfalls eine jahreszeitliche Abhidngigkeit feststellbar
war.

Versuche, die aus myo-Inosit bzw. D-Bornesit entstandenen Sub-
stanzen zu identifizieren, ergaben, dafl aus myo-Inosit vorwiegend Neutral-
stoffe entstehen, von denen p-Glucose, D-Fructose und Saccharose nach-
gewiesen werden konnten. Aus D-Bornesit werden hingegen Substanzen
gebildet, die in der Anionenfraktion wiederzufinden sind und iiber deren
Natur wir noch keine exakte Aussage machen kénnen. Eine Entmethylie-
rung von D-Bornesit zu myo-Inosit oder eine Weitermethylierung zu
Dambonit (vgl. die folgende Mitteilung) konnte in den hier untersuchten
Arten nicht festgestellt werden.

Tabelle 3. Zusammensetzung der Cyclitfraktion in den unter-
suchten Pflanzen

Bisher bekannte Neu gefundene

Pianze Cyelit-Inhaltsstoffels Cyelit-Tnhaltsstotte
Borago officinalis D-Bornesit myo-Inosit

1.-Leucanthemit
Myosotis caucasica p-Bornesit
myo-Inosit

r-L.eucanthemit
Medicago sativa p-Ononit »-Bornesit
D-Pinit myo-Inosit

L-Leucanthernit
Lathyrus odoratus p-Bornesit myo-Inosit

v-Leucanthemit

Als Nebenbefund darf angemerkt werden, dal wir niemals einen Ein-
bau der Aktivitét aus myo-Inosit-u-14C oder anderen eingesetzten markier-
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ten Cycliten in v-Leucanthemit, der in allen vier Pflanzen enthalten ist,
beobachteten; hingegen wird die Aktivitdt von p-Glucose-u-14C in diesem
Cyclit wiedergefunden. Von Interesse mag auch die Beobachtung sein,
daB in Myosotis caucasica die Aktivitdt von markiertem myo-Inosit auch
in D-Pinit und p-Ononit iberfithrt wird, was genau den Verhéltnissen bei
anderen Arten®: 7 entspricht.

Die Ergebnisse der Untersuchung der Cyclitfraktionen aus den vier
genannten Arten ist in Tab. 3 zusammengefafit.

Diskussion

Die vorgelegten Frgebnisse zeigen vor allem, daf} in den untersuchten
Pflanzen D-Bornesit durch unmittelbare Methylierung von myo-Inosit
entsteht (Formelschema 1). Die Verhiltnisse sind hier somit vollig analog
denjenigen, welche wir bei der Bildung von Sequoyit® und p-Ononit?
gefunden haben. Es mufl angenommen werden, dafl in den genannten
Arten der Boraginaceae und Leguminosae ein Enzym, wahrscheinlich vom
Typus der Methyltransferasen, vorliegt, welches spezifisch die Hydroxyl-
gruppe in Stellung 3 des myo-Inosits methyliert. Sollte, wie das sehr wahr-
scheinlich ist, auch die Bildung von r-Bornesit, der vorwiegend in Apo-
cynaceae vorkommt!, auf gleiche Weise vor sich gehen, so kann man auf
die Existenz von vier verschieden spezifischen Methyltransferasen schlie-
Ben, welche myo-Inosit in den Positionen 1, 3, 5 und 6 methylieren (vgl.
Formelschema IT). Eine Versuchsreibe mit dem Zweck, diese Methyl-
transferasen aus den entsprechenden Pflanzen zu isolieren und ihre
Donor- und Akzeptorspezifitdt zu charakterisieren, ist zur Zeit in Durch-
fithrung.

Formelschema 11I:

Sequoyit D»-Ononit L-Bornesit
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D-Inosit D-Pinit L-Leucanthemit

1 Vel. dazu H. Kindl und O. Hoffmann-Ostenhof, Fortschr. Chem. organ.
Naturst. 24, 149 (1966).
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Die untersuchten Arten sind, wie aus den Resultaten bei verschiedenen
experimentellen Anordnungen — Einbauversuche mit Sequoyit-u-14C und
p-Ononit-u-11C sowie Untersuchung der Abbauprodukte von p-Bornesit-u-
10— hervorgeht, offensichtlich nicht zur Entmethylierung der Methylather
des myo-Inosits imstande. Wie wir wissen, wird p-Pinit in verschiedenen
Pflanzen zu D-chiro-Inosit entmethyliert, was nach den vorliegenden
Befunden® den ausschlieBlichen oder zumindest wichtigsten Biosynthese-
weg fiir p-chiro-Inosit darstellt; diese Entmethylierung scheint somit ein
Sonderfall zu sein.

Der bemerkenswert starke Stoffwechsel von myo-Inosit in jungen
Pflanzen, wie wir ihn hier beschrieben haben, scheint insoweit nichts
AunBergewdhnliches zu sein, als wir ihn auch in zahlreichen anderen Arten
hoherer Pllanzen (Astilbe chinensis, Bergenio crassifolin, Spinacia oleracea
und Nertum oleander) beobachten konnten.

Der Abbau von p-Bornesit in den Pflanzen, der ohne fafbare zyklische
Zwischenprodukte zu offenkettigen Kohlenhydratderivaten mit Sdure-
charakter, die mdglicherweise zu den Klassen der Uronsiuren und Zucker-
sduren gehoren, fithrt, mag einen Hinweis fur die Richtigkeit der eingangs
erwihnten Hypothese von Loewus® darstellen. Nach dieser sind dic
Methyldther des myo-Inosits die Vorstufen fiir die Methylgalakturon-
saure-Einheiten des Pectins.

Die berichtete Beobachtung, dafl die Aktivitit aus markiertem myo-
Inosit nicht in r-Leucanthemit ecingebaut wird, stimmt mit den Ergeb-
nissen mehrerer analoger Versuche an anderen Pflanzenarten, die wir in
letzter Zeit durchgefithrt haben, tiberein. r-Leucanthemit wird, wie wir
feststellen konnten, in den Pflanzen in einer gewissen Analogie zur Bio-
synthese des myo-Inosits durch eine RingschluBreaktion aus p-Glucose
gebildet, woriiber wir in einer der folgenden Mitteilungen dieser Reihe
berichten werden.

Die vorliegende Arbeit wurde durch einen Férderungsbeitrag der
Ludwig Boltzmann-Gesellschaft in grofziigiger Weise unterstiitzt, wofiir
wir unseren Dank aussprechen.



