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Untersuchungen fiber die Biosynthese der Cyclite, 22. Mitt.: 
Cyclitc in C h l o r e l l a  / u s c a  1 

Von 

G. Wiiber und 0. Hoffmann-0stenhof 
Aus der Lehrkanzel ffir Biochemie an der Universit~t ~u 

(Eingegangen am 23. Dezember 1968) 

Das Vorkommen von Cycliten in Cklorella /usea wurde mit  
Hilfe tier Methode der Photoassimilation in einer AtmosphKre 
yon 1aCO2 untersucht. AuBer dem bereits als Bestandteil dieser 
Algenart bekannten myo-Inosit konnten auch andere Cyelite, 
n~mlich D-ehiro-Inosit, Mytilit, Laminit  und L-Leucanthemit 
nachgewiesen werden. Einbauversuche mit  markierten Vor- 
stufen ergaben, dab myo-Inosit h6ehstwahrscheinlich auf d e n  
schon in vielen Organismen nachgewiesenen W'eg aus D-Glucose 
entsteht und  D-chiro-Inosit das Produkt  einer direkten Epi- 
merisierung yon myo.Inosit ist. Hingegen besteht kcine bio- 
genetische Beziehung zwisehen myo-Inosit und den beiden C- 
:VIethylinositen Mytilit und Lamini t ;  die Methylgruppe yon 
L-Methionin wird nicht in diese beiden Verbindungen eingebaut. 

Studies on the Biosynthesis o/ the Cyelitols, X X I I :  Cyelites 
~;~ Chlorella /usca 

The occurrence of cyclitols in Chlorella/usca has been studied, 
using the method of photoassimilation in an atmosphere of 
14CO2. Besides myo.inositol which is known to be a constituent 
of this algal species, other cyclitols were detected, namely 
D-chiro-inositoI, mytilitol, laminitol, and L-leucanthemitol. 
Incorporation experiments with labelled precursors make it most 
probable that  myo-inositol is formed from D-glucose through a 
pathway ah~eady established in many organisms, whereas 
D-chiro-inosito] is the product of a direct epimerization of myo- 
inositoh No biogenetic relation exists between myo-inositol and the 
two C-methylinositols; the methyl  group of L-methionine is not 
incorporated into these compounds. 

1 21. Mitt. : E. Molinari und O. Ho]/mann-Ostenho], Z. physiol. Chem. 349, 
1797 (1968). 
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Es is t  schon seit  einiger Zeit  bekann t ,  dag  Gri inalgen der  Fami l i e  
Chloretla myo-Inosit  als Inha l t s s to f f  en tha l t en  2. Quan t i t a t i ve  A nga be n  
fiber die K o n z e n t r a t i o n  yon  myo-Inosit  in den  Organismen sehwanken  
zwischen 1,6 und  3 , S m g / g  Trockengewichta ,  4. l m  R a h m e n  unserer  
Un te r suchungen  zur Biosynthese  der  Cycli te  ersehien es uns yon  Interesse,  
V o r k o m m e n  und  E n t s t e h u n g  yon  Cycl i ten in Chlorella und  anderen  
Algen zu untersuchen.  

Mit  I t i l fe  der  Methode  der  Pho toass imi la t ion  in einer Atmosph/~re 
yon  14C0~ gelang es uns, in Chlorella fusca auger  myo-Inosit  aueh noeh 
andere  Cyclite,  ni imlieh D-chiro.Inosit, Mytili% L a min i t  und  L-Leuean- 
t h e m i t  nachzuweisen.  E inbauve r suche  mi t  r a d i o a k t i v  mark i e r t en  Vor- 
s tufen e rgaben  einigen Aufsehlug  fiber die Bi ldungsweise  dieser Ver- 
b indungen .  

M a t e r i a l i e n  u n d  M e t h o d e n  

Ziichtung der Organismen. Der yon uns verwendete Stature von Chlorella, 
der uns freundlieherweise yon Herrn  Prof. Dr. E. Broda iiberlassen wurde, 
s tammte  aus der Sammlung des Pflanzenphysiologischen Ins t i tu ts  der Uni.  
versit/~t G6ttingen, Kat . -Nr .  211/8b; naeh Shihira und Krauss 5 handel t  es 
sich dabei um Chlorella ]usca var. vacuolata S. und K. Die Fli issigkeitskultur 
wurde in Roux-I~iolben mit  Einleitrohr fiir die Gasmischung (5 Vol .% CO2 in 
Luft) entsprechend den Angaben yon Tamiya 6 durchgefiihrt.  Es wurde das 
Kul turmedium yon Walker 7 mit  Harnstoff  als Stickstoffquelle verwendet.  
Fi ir  Vorratskul turen wurder~ dem Medium zus/~tzlieh 1 ~ D-Glucose und zur 
Verfestigung 2~o Agar hinzugefiigt. Als kontinuierliche Lichtquelle dienter~ 
6 LeuchtstoffrShren Philips TL 20 W/55, die in 10 cm Abs tand  yon beiden 
Seiten des Kulturkolbens angeordnet waren (Beleuchtungsintensit/it  8000 Lux). 

Chemilcalien. NaHCO3-14C und L-Methionin-14CHa wurden ,zon l~adio- 
chemical Centre, Amersham, England, hezogen. D-Glucose-u-14C, myo-Inosit- 
a-14C und D-Pinit-u-14C wurden in unserem Laborator ium nach beschriebenen 
Methoden s, 9, 10 hergestellt.  Mytil i t  wurde nach einer Vorschrift yon Poster- 
nalc n synthetisiert  ; fiir die ]')berlassung yon Proben von Lamini t  sind wir den 
:Herren Prof. B. Lindberg (Stockholm) und Dr. R. G. Schweiger (Muscatine, 

2 B. Lindberg, Acta Chem. Stand.  9, 169 (1955). 
a y .  Morimura, Plant  Cell Physiol. 1, 63 (1959). 
4 M.  Ikawa, P. T. BorowMci und A.  Chakravarti, Alopl. Microbio]. 16, 620 

(1968). 
5 I.  Shihira und R. W. Krauss, ,,Chlorella. Physiology and Taxonomy of 

Four ty-one-Isola tes" ,  Por t  City Press, Balt imore 1966. 
H. Tamiya, T. Iwamura, K .  Shibata, E. Hase und T. Nihei, Bioehim. 

Biolohys. Ac t s  12, 23 (1953). 
7 j .  B. Walker, Arch. Biochem. Biolohys. 40, 1 (1953). 
s G. Billek und H. Kindl, Atompraxis  8, 167 (1962). 
9 H. Kindl  und O. Ho]/mann-Ostenho/, Phytochem. 5, 77 (1967). 

lo R. Scholda, G. Billelc und O. HofJmann.Ostenho], Z. physiol. Chem. 337, 
277 (196r 

11 T. Posternak, I-Ielv. Chim. Acta  27, 457 (1944). 
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Iowa), fiir D-1,4/2,5-Tetrahydroxycyclohexan Herrn Dr. J. S. Craigie (Halifax, 
N. S.) zu Dank verpflichtet. 

Photoassimilationsexperimente. 50nal einer Flfissigkultur yon Chlorella 
in der postlogarithnaischen Phase wurden 5 Min. bei 2000 Upm zentrifugiert, 
die im Rfiekstand befindlichen Algen in 2 bis 3 ml Medium suspendiert, 1 mg 
NaI-ICOs und  1 mC NaHCO3-14C hinzugefiigt und die Mischung in einem ver- 
sehlossenen 5-ml-Erlenmeyer-Kolben unter  st~indiger Belichtung 48 Stdn. 
gerfihrt. 

Einbauexperimente. Zur Untersuchung des Einbaus von Aktivit~it aus 
D~Glucose-uA4C, myo.Inosit-u-14C und ~-Methionin-laCHs wurden 3 ml der 
wie oben hergestellten Algensuspension nait der radioaktiven Substanz ver- 
setzt, 5 nag derse]ben Substanz in inaktiver Form als Trager hinzugeffigt und  
unter dauernder Belichtung und Durchleiten des Gasgenaisches 5 Vol.~o CO2 
in Luft 15 Stdn. (D-Glucose) bzw. 48 Stdn. (myo-Inosit und L-Methionin) 
inkubiert.  

Au/arbeitung der Versuche. Nach Beendigung der Versuche wurden die 
Algen abzentrifugiert und naeh Zugabe yon 5 mg inaktivem myo-Inosit durch 
15stdg. Koehen mit  50 ml 3proz. HC1 extrahiert. Danaeh wurde das Unl6sliche 
abfiltriert und das Fi l t rat  zur Entfernung des gr6Bten Tells der HC1 me]qrnaals 
zur Trockene eingeengt und  wieder mit  Wasser aufgenommen. AnschlieBend 
wurden der Pflanzenextrakt und  das Medium getrennt mit  Hilfe einer 
1,5 • 25 em S~ule, die mit I)owex 1 • 4, 100--200 mesh, und Dowex 50W•  4, 
100--200 mesh, gefiillt war, entionisiert. Dann engte man  Eluat  und Wasch- 
wasser im Vak. zur Trockene ein und trennte die vorliegenden Neutral- 
fraktionen nait Hilfe der pr~parativen Papierchromatographie (Laufmittel 
Aceton--Wasser,  85: 15, v/v, absteigend). Die Radioaktivit~tt der einzelnen 
Zonen wurde auf einem 1)apierchronaatogramna-,,scanner '~ lokalisiert. 

Zur weiteren Reinigung wurden diese Zonen eluiert, 10nag inaktiver 
myo-Inosit als Tr~ger hinzugesetzt, die Mischung im liegenden Rohr bei 
10 -3 Torr und  220 ~ sublimiert und das Sublimat wieder naeh Aufnehnaen in 
Wasser der Papierchromatographie (Phenol--Wasser, 4 : 1 ,  v/v, absteigend) 
unterzogen. 

Zur Identifizierung der e{nze]nen Cyelite wurdo mit  authentisehen Proben 
der Substanzen bis zur konstanten Aktivit~t umkristallisiert. Die Messung der 
Radioaktivit~t erfolgte bier in unendlich diinner Schicht auf A1-Pli%tchen nait 
einem Endfensterz~thlrohr. 

Getrennt v o n d e r  oben besehriebenen Gewinnung der radioaktiv markier- 
ten 1Keutralfraktion wurden die Versuehe zum Nachweis yon Phytins~ure 
durehgefiihrt. Naeh beendeter Photoassinailation wurden die Algen 1 Stde. 
lang in 80proz. Aeeton mit Ultraschall behandelt. AnschlieBend filtrierte man 
yon den Zellbruehstiicken ab, dampfte zur Trockene ein und  nahna den l~iick- 
stand in 50 ml 0,5n-HC1 auf. Nach Abfiltrieren des Unl5slichen wurde das 
Fi l t rat  eingeengt und  in Oxals~ure--Oxalatpuffer, pH 3,6, bei 28 V/cm 
der I-Iochspannungse]ektrophorese unterworfen; dabei land Pikrins~iure als 
Bezugssubstanz Verwendung. Die der Phytins~ure entsprechende Zone wurde 
dutch eine weitere Elektrophorese in Ananaoniunaaeetatpuffer, pI-I 3,8, bei 
42 V/ena gereinigt. Der der Phytins~iure zugeordnete Bereich wurde nait 1 mg 
~Natriumphytat verdiinnt und die w~iBr. L6sung (pH 4) ffinf Tage bei Zimmer- 
temp. belassen. AnsehlieBend wurde der entstandene myo-Inosit durch 
Papierchronaatographie isoliert und seine Aktivitgt gemessen. 

24* 



372 G. WSber und O. Hoffmann-Ostenhof: [Mh. Chem., Bd. 100 

E r g e b n i s s e  

Wie bereits in der Einleitung erwi~hnt, erlaubte die Methode der 
Photoassimilation in einer 14C02-Atmosph~re in Verbindung mit den 
geschilderten analytischen Verfahren die Feststellung, da~ Chlorella fusca 
neben dem bereits als Inhaltsstoff bekannten myo-Inosit andere Cyclite 
in nicht unbetri~chtlichen Konzentrationen enth~lt. Tab. 1 enth/ilt eine 
Aufstellung fiber die in den einzelnen Cycliten naehweisbare Aktiviti~t, 
die bei den oben geschilderten Photoassimilationsexperimenten in diese 
Substanzen eingebaut wurde. Diese radiochemische Ausbeute stimmt 
im Falle des myo-Inosits numerisch fast exakt mit der seinerzeitigen 
Angabe yon Ikawa 4 fiber den Gehalt der Algen an diesem Cyclit tiberein. 

Es wurde weiters untersueht, ob unser Organismus andere als die 
in Tab. 1 genannten Cyclite enthi~lt. Auf Grund einer noch unverSffent- 
lichten Beobachtung fiber ein Vorkommen yon scyllo-Inosit in einer 
Porphyridium-Art wurde auch ChloreUa fusca auf scyllo-Inosit untersucht. 
Es ergab sich, dal], fa]ls dieser Cyclit zugegen sein so]lte, seine Konzen- 
tration jedenfalls unter dcr Nachweisgrenze unserer Methoden lag. 

Das Vorkommen yon D-chiro-Inosit in CMorella fusca veranlaSte 
uns, auf Scquoyit und D-Pinit zu priifen, da diese beiden Mcthyli~ther 
in hSheren Pflanzen als Zwischenprodukte der Bildung yon D-chiro- 
Inosit aus myo-Inosit iungieren 1~. Es konnte aber kein Hinweis auf ein 
Vorkommen dieser beiden Substanzen erhalten werden. 

In  hSheren Pflanzen ist Phytinsiiure, der ttexal0hosphors~ureester 
des myo-Inosits, ein sehr hi~ufiger Bestandteil, der oft in hohen Kon- 
zentrationen nachweisbar ist. In der Alge konnte diese Substanz nicht 
nachgewiesen werden. 

Erst  vor kurzem wurde D-1,4/2,5-Tetrahydroxycyclohexan in zwei 
Chrysophyceen-Arten und in Porphyridium nachgewiesen la, 14. Abcr auch 
dieser Cyclit scheint in C. fusca nicht vorzukommen. 

Die Ergebnisse der Einbauversuche mit universal 14C-markierter 
D-Glucose und myo-Inosit sowie mit uC-mcthyl-murkiertem L-Methionin 
sind in Tab. 2 zusammengefaitt. 

D i s k u s s i o n  

Die Ergebnisse fiber das Vorkommen mehrerer Cyc]ite in C. fusca, 
fiber die wir hier berichten, zeigen wieder, wie wertvoll die Methode 

12 R. Scholda, G. Billek und O. Ho]/mann-Ostenho], Mh. Chem. 95, 1311 
(1964). 

la j .  1). Ramanathan, J. S. Craigie, J. McLachlan, D. G. Smith und A. G. 
Mclnnes, Tetrahedron Letters 14, 1527 (1966). 

14 j .  S. Craigie, J. McLachlan und R. D. Tochter, Canad. J. Bot. 46, 605 
(1968). 
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Tabetle 1. E i n b a u  der  A k t i v i t ~ t  yon  14CO2 in v e r s c h i e d e n e  Cycl ige  
u n t e r  den  B e d i n g u ~ g e n  der  P h o t o a s s i m i l a t i o n s v e r s u c h e  an 

Chlorella 

Prozent der eingesetzten 
Produk~ Chemisehe Formel Aktivit~t 

myo-Inosit ~ ~  

D-chiro-Inosit 

Mytili~ H3C C 

Laminit H 3 C ~  

z-Leueanthemit 

Phytins/~ure Kexaphosphat 
myo-Inosits 

3 • 10 -1 

5 • 10 -2  

2 • 10 -2 

7 • 10 -4 

4X 10 -4 

des < !0 -4 

Tabelle 2. E i n b a u  der  Ak t iv i t /~ t  aus  v e r s e h i e d e n e n  m 6 g l i c h e n  
m a r k i e r b e n  V o r s t u f e n  in m y o - I n o s i t ,  M y t i l i t  und  D-chiro-Inosi~ 

in Chlorella 

Vorstufe 
applizierte 
Aktivit~G (~C) 

Einbau (radiochem. Ausb. in %) 
in 

myo-Inosit :YIyti]it I)-chiro-Inosit 

D-Glucose-u- 14C 25 0,8 0,3 0,4 
myo-Inosit-uA4C 4,5 - -  < 0,02 2,8 
L-2V[e~hioninA4CH3 10 < 0,01 < 0,0i < 0,01 
D-Pinit-u-14C 2,5 ~ 0,01 ~ 0,01 ~ 0,01 
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der Photoassimilation yon 14C02 ~fir den Naehweis yon geringen Kon- 
zentr~tionen yon Inhaltsstoffen in photosynthetisierenden Pflanzen ist. 

Der l~achweis yon D-chiro-lnosit ill Chlorella ist einigermaBen fiber- 
raschend, da bisher ein Vorkomlnen dieses Inosits in Algen nicht be- 
kannt war. 

Im Gegens~tz dazu wurden Laminit und Mytilii bisher vorwiegend 
in Algen gefunden. Lindberg 1'~ isolierte Laminit  als erster aus Laminaria 

Cloustoni und konnte ~ueh sp/~ter seine Struktur  aufkl~ren 1~. Die Auf- 
findung der Substanz in zahlreichen anderen Rot- und Braunulgen 
fiihrte zur Annahme, dub diese Organismen ullgemein Laminit  enthalten 17. 
I m  Falle des lV[ytilits war es Ackermann is, der diese Substanz erstmulig 
in der Miesmusohel entdeekte; sp/~ter wurde sie aber uuch in l~otulgen 
nachgewiesen 19. Unser Befuncl ist der erste Bericht fiber das Vorkolnmen 
dieser beiden C-Methylinosite in einer Chlorophyeeen-Art. 

Die Auffindung yon Leucanthemit  in Chlorella ist ebenfalls nicht 
ohne Interesse. Leucanthemit  ist erst seit 1962 bekannt ;  Versuohe aus 
unserem Laborator ium 2~ machen es wahrseheinlieh, dab er in h6heren 
Pflanzen sehr allgemein verbreitet ist. Allerdings kommt  die Substunz 
in den Orgunismen nur in sehr geringer Konzentra$ion vor, wie das aueh 
bei Chlorella der Full ist (H. Kindl  uncl G. W6ber, unverSffentliehte Ver- 
suehe). 

Die Einbuuversuche mit  inarkierten Substanzen, die als Vorl~ufer 
der in den Algen gefundenen Cyelite in Fr~ge kommen, wurden durch- 
geffihrt, um einen groben lJberbliek fiber die Verhgltnisse zu erhulten. 
Dabei beschr/~nkten wir uns duruuf, den Einbuu der Aktivi tgt  in die 
drei Cyc]ite, die in etwas hSherer Konzentrution in ChIorella vorliegen, 
ngmlieh myo-Inosit,  D-chiro-Inosit und Mytilit, zu untersuchen. Die 
in Tub. 2 angeffihrten Resulta*e lassen sich in der Weise deuten, dab die 
Aktivit/~* yon D-Glucose in alle drei Cyelite eingebau* wird; ffir den 
l)-chiro-Inosit ist aber offenbar myo-Inosit  ein n/iherer Vorl~ufer, d~ 
der Einbuu duruus 7mal hbher ist uls derjenige uus D-Glucose. Mytilit 
seheint nioht aus myo-Inosit  zu entstehen; die C-Methylgruppe des 
Mytilits s t ammt  nieht aus L-Methionin, obwohl C-Methylierungen mit  
L-Methionin als Methylquelle in Algen bekannt  sind 21. 

Der Befund, dull die Aktivit/tt yon D-Pinit nicht in D-chiro-inosi~ 

eingebuut wird, 1/tBt durauf schlieBen, dub der in den h6heren Pflanzen 

16 B. Lindberg und J. McPherson, Act~ Chem. Stand. 8, 1875 (1954). 
16 B. Lindberg und B. Wiclcberg, Ark. Kemi 13, 44~7 (1959). 
17 R. G. Schweiger, Arch. Biochem. Biophys. 118, 383 (1967). 
is D. Ackermann, Ber. dtsch, chem. Ges. 54, 1938 (1921). 
19 B. Wiclcberg, Acta Chem. Scand. l l ,  506 (1957). 
2o H. Kindl, G. J. Kremlicka und O. Ho]]mann-Ostenho], Mh. Chem. 97, 

1783 (1966). 
~1 I.  D. Frantz und G. J. Schr6p]er, Ann. I~ev. Biochem. 36, 656 (1967). 
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funktionierende Biosyntheseweg yon myo.Inosit fiber Sequoyit und 
D-Pinit zum I)-ehiro-Inosit in ChlorelIa nieht beschritten wird. Dies wird 
auch dadurch gestfitzt, dab weder Sequoyit noch D-PiNt in den Algen 
nachgewiesen werden k6nnen. Es mug somit ein anderer Weg yore myo- 
Inosit zum 1)-chiro-Inosit existieren, wobei die Annahme naheliegt, dab 
hier eine direkte Epimerisierung ohne lV[ethylierung fiber 1)-2,3,5/4,6- 
Pentahydroxycyclohexanon stattfindet. Vorversuche mit dem Ziele, ein 
Epimerasesystem in Analogie zu demjenigen, das in Trifolium incarnatum 
die Epimerisierung yon Sequo~t  zu I)-Pinit katalysiert 22, ~a zu finden, 
wurden in Zusammenarbeit mit Dr. H. Ruis in diesera Laboratorium 
unternommen. Die vorliegenden, noch unvollstgndigen Resultate ]assen 
die Existenz eines solchen Epimerasesystems, bei dem NAD + bzw. 
NADP+ als Coenzyme beteiligt sind, als wahrscheinlich annehmen. Die 
Arbeiten werden fortgesetzt. 

Die Beobachtung, dag weder die Aktivitgt yon myo.Inosit noch die 
yon L-3~ethionin in Mytilit eingebaut wird, deutet dahin, dab Myiilit - -  
und wahrscheinlieh auch Laminit, der ein Epimeres des 5[ytilits ist - -  
nieht dureh einiache C-Methylierung eines Inosi{s entsteh~. Weitere 
Untersuchungen zur Aufklgrung der Biosynthese dieser C-lViethylinosite 
sind im Gange. 

Die vorliegende Arbeit wurde durch einen FSrderungsbeitrag der 
Ludwig-Boltzmann-Gesellschaft, Wien, und dnrch eine Sachbeihilfe der 
I-Iochschuljubil/~umsstiftung der Stadt Wien unterstfitzt, woftir wir 
unseren Dank aussprechen. 

2~ G. J. Kremlicka und O. Ho]Jmann-Ostenho], Z. physiol. Chem. 344, 261 
(1966). 

23 H. Ruis und O. HoMmann-Ostenho], Europ. J. Biochem. 7, 412 (1969). 


