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Einbauversuche mit 14C-markierten méglichen Vorldufern
von Mytilit in Chlorello fusca machen es wahrscheinlich, da$ der
letzte Schritt der Mytilit-Biosynthese die Epimerisierung von
Laminit (p-4-C-Methyl-myo-inosit) zu Mytilit ist.

Studies on the Biosynthesis of Cyclitols, XX VI: Formation of
Muytilitol (C-Methyl-scyllo-inositol) in Chlorella fusca
Incorporation experiments with 14C-labelled precursors of
mytilitol in Chlorella fusca seem to indicate that the last step in
the biosynthesis of mytilitol is an epimerization of laminitol
- (D-4-C-methyl-myo-inositol) to mytilitol.

Mytilit (C-Methyl-scyllo-inosit) ist bereits seit lingerer Zeit als
Inhaltsstoff bestimmter Muscheln und einiger Arten von Rotalgen be-
kannt3. Seine chemische Konstitution wurde von Ackermann?t aufgeklirt.

In einer vorhergehenden Arbeit aus unserem Laboratorium® wurde
berichtet, dafll die Griinalge Chlorelle fusca Mytilit und daneben auch
Kleinere Mengen des dem Mytilit epimeren Laminits (p-4-C-Methyl-mgo-
inosit) enthilt. Orientierende Versuche iiber die Biosynthese des Mytilits
in Chlorella ergaben, daB die Aktivitit von radioaktiv markierter
D-Glucose in Mytilit eingebaut wird, wihrend die Aktivititen von
markiertem myo-Inosit bzw. 1-Methionin im Mytilit nicht wieder-
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gefunden wurden, diese beiden Verbindungen also wahrscheinlich keine
Vorlaufer des Mytilits auf seinem Biosyntheseweg darstellen.

In der vorliegenden Mitteilung wird nun iiber weitere Versuche iiber
die Biosynthese von Mytilit in Chlorella fusca berichtet. Es konnte
gezeigt werden, daB die Aktivitit von markiertem Laminit mit vergleichs-
weise sehr: guter radiochemischer Ausbeute in Mytilit eingebaut wird.
Die Alge ist somit imstande, die Epimerisierung der im Laminit axialen
Hydroxylgruppe in Stellung 2.zu einer dquatorialen zu bewerkstelligen.

H{C : H3C

Laminit  Mytilit
Materialien und Methoden

Die Kulturbedingungen fiur Chlorella fusca sowie die Herkunft des von
uns verwendeten Stammes wurden bereits beschrieben®.

Laminit-u-14C wurde durch' Photoassimilation von NaH14COgz in Por-
phyridium sp. [Culture Collection, Indiana University, Bloomington (Ind.),
Kat.-Nr. 637] hergestellt. Die Zellen wurden vom Medium durch Zentrifu-
giéren abgetrennt und danach mit 80proz. wiBrigem Athanol 15 Stdn. unter
Ruckflukihlung gekocht. Nach Abfiltrieren des Riickstandes wurde der
Extrakt im Vak. zur Trockene eingedampft, mit wenig heiBem Wasser auf-
genommen und mit- Hilfe von Kationenaustauscher (Dowex 50 W X 4,
H+-Form, 100—200 mesh) und Anionenaustauscher (Dowex 1 X 4, OH~-Form
100—200 mesh) in einer Siule entionisiert. Das Eluat wurde wiederum im
Vak. bis fast zur Trocken eingedampft und dann papierchromatographisch
gereinigt, wobei die Laufmittel Aceton—Wasser 85: 15 (v/v) und Phenol—
Wasser 4 : 1 (v/v) angewendet wurden. Durch wiederholte chromatographi-
sche Trennung im zweitgenannten Laufmittel konnte schlieBlich etwa 1 mg
reiner Laminit-u-14C frei von Mytilit erhalten werden ; die Priaparation hatte
die Aktivitidt von 2,5 uCi.

Eine Suspension von 60 mg Feuchtgewicht Chlorella fusca in 10 ml
Kulturmedium aus einer Kultur am Ende der exponentiellen Wachstums-
phase wurden mit 1 mg Laminit-u-14C, 2,5 pCi und 10 mg myo-Inosit als
Hilfstriager versetzt und 48 Stdn. lang bei 20° unter kontinuierlicher Be-

" leuchtung geriihrt.

Nach Beendigung der Inkubation wurden die Zellen durch Zentrifu-
gieren abgetrennt, 10mg inaktiver Mytilit hinzugesetzt, und aus dem
Gemisch mit Hilfe der Methoden, die oben fiir die Isolierung von Laminit-
u-14C aus Porphyridium sp. beschrieben sind, eine Neutralfraktion gewonnen
und diese dann papierchromatographisch auf Mytilit-u-14C aufgearbeitet.

Radioaktive Zonen auf den Papierchromatogrammen wurden mit Hilfe
eines 4n-Radiogramm-Scanners (Tracerlab, Waltham, Mass.) bestimmdt.

Ergebnisse und Diskussion

Auf Grund von in diesem Laboratorium gewonnenen Erfahrungen
wurde myo-Inosit als Hilfstriger zur. Erleichterung der Aufnahme des
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~ihm chemisch sehr nahe verwandten Laminits in die Zelle verwendet.
Eine theoretische Deutung fiir diesen Effekt kann allerdings noch nicht
gegeben werdenS$.

Bei Vorgabe von 2,5 pCi Laminit konnte aus den Algen Mytilit mit
einer Aktivitdt von 1,3 - 105 dpm erhalten -werden, was einer radio-
chemischen’ Ausbeute von 2,39, entspricht. Wenn wir dieses Ergebnis
mit demjenigen der entsprechenden Einbauversuche mit n-Glucose ver-
gleichen, die mit einer radiochemischen Ausbeute von 0,39 in den
Mytilit eingebaut wird, so legt dies nahe, dal} Laminit im Biosynthese-
weg des Mytilits diesem nihersteht als D-Glueose.

Wie wir in einer weiteren Mitteilung dieser Reihe? berichten, ist es
uns gelungen, in einer Porphyridium-Art einen Aufbauweg fir Laminit
wahrscheinlich zu machen. L-gluco-Heptulose, entstanden durch Trans-
ketolase-Ubertragung eines Cq-Bruchstiicks auf 1-Arabinose, scheint
dabei die Rolle eines Zwischenproduktes zu spielen. Derselbe Syntheseweg
diirfte auchin Chlorella vorliegen ; somit lage auf Grund der vorliegenden
Ergebnisse Laminit auf dem Weg zwischen p-Glucose und Mytilit.

Die Umwandlung von Laminit in Mytilit ist eine Epimerisierung,
ein Reaktionstypus, dem wir bei unseren Untersuchungen iiber die
Biosynthese der COyclite bereits haufig begegnet sind. In einem derartigen
Fall, ndmlich bei der Epimerisierung von Sequoyit zu p-Pinit in Inkarnat-
klee (Trifolium incarnotum), ha’,ben‘ wir das fiir diese Epimerisierung
verantwortliche Enzymsystem isoliert und charakterisiert8. Orientierende
Versuche iiber dic anderen Epimerisierungen in der Cyclitreihe scheinen
zu zeigen, daf hier iiberall gleichartige Mechanismen vorliegen.

In Chlorella scheinen bei der Biosynthese der als Inhaltsstoff charak-
terisierten Cyclite zwei derartige Epimerisierungen vor sich zu gehen,
nimlich die in der vorliegenden Arbeit behandelte Umwandlung von
Laminit in Mytilit und die Bildung von Dp-chiro-Inosit aus myo-Inosit,
die in der Alge, im Gegensatz zu den hdheren Pflanzen, direkt, das heil3t
ohne vorhergehende Methylierung des myo-Inosits zu Sequoyit, erfolgt.
Hs miissen daher in Chlorella zwei derartige Epimerisierungssysteme vor-
liegen, es sei denn, daB — was auf Grund der stereochemischen Verhiltnisse
eher unwahrscheinlich ist — beide Epimerisierungen durch ein und
dasselbe Enzymsystem verursacht werden. Hine Untersuchung zur
Klérung dieser Verhiltnisse ist geplant.

Die vorliegende Arbeit wurde durch Férderungsbeitrige der Ludwig
Boltzmann-Gesellschaft, Wien, in groBziigiger Weise unterstiitzt, wofiir
wir unseren. Dank aussprechen.
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