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Untersuchungen iiber die Biosynthese der Cyclite, 27. Mitt.~,2: 
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Von 

G. Wiiber, H. Ruis und 0. Hoffmann-0stenhof* 
Aus der Lehrkanzel fiir Biochemie der Universit/~t Wien 

(Eingegangen am 9. September 1970) 

Studies on the Biosynthesis o] Cyclitols, X X V I I :  A Dehydro- 
genase System That Can Catalyze the Epimerization o] myo- 
Inositol to n-chiro-Inositol 

An enzyme system tha t  probably  catalyzes the epimeriza- 
t ion of myo-inositol to D-chiro-inositol has been found in 
Chlorella ]usea; D-2.3.5/4.6-pentahydroxyeyclohexanone is an 
intermediate  in this reaction. NAD+ and N A D P H  are required 
for the epimerization reaction. 

In  Chlorella ]usca konnte ein Enzymsystem naehgewiesen 
werden, des wahrscheinlich die Epimerisierung yon myo-Inosit 
zu D-chiro-Inosit katalysiert ,  wobei D-2.3.5/4.6-Pentahydroxy- 
eyelohexanon als Zwischenprodukt der Reakt ion auftr i t t .  F/Jr 
die Epimerisierung sind N A D  + und N A D P H  erforderlieh. 

I n  einer frfiheren Unte r suehung  aus diesem Labor~ to r ium 3 w a r  
ber ieh te t  worden,  dab  Chlorella fusca neben  anderen  Cycl i ten aueh 
D-chiro-Inosit enth~lt .  Dieser  Cycli t  wird  aber  a i ch t  auf die gleiche Weise 
gebi ldet  wie in h6heren Pflanzen,  wo seinerzei t  ein Aufbauweg  f i i r  
D-chiro-Inosit nachgewiesen werden konnte ,  der  fiber zwei me thy l i e r t e  
P roduk te ,  Sequoyi t  (5-O-Methyl-myo-inosit)  und  D-Pini t  (4-O-Methyl-  
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460 G. W6ber u . a . :  [Mh. Chem., Bd. 102 

D-chiro-inosit) f i ihr t  4; die Epimer i s ie rung  erfolgt  dor t  somit  n ich t  d i rekt ,  
sondern  auf der  Stufe der Methyl/~ther. I m  Gegensatz  dazu  e rgaben  
unsere  Versuche an Chlorella, dab  in diesen Algen myo-Inosit  di rek t  zu 
D-chiro-Inosit epimeris ier t  wird und  dal3 me thy l i e r t e  Zwischenprodukte  
s ieher  n ich t  vorl iegen s. 

Die Frage ,  inwieweit  die Umwand lung  yon myo-Inosit  in D-chiro- 
Inos i t  in ChIorella ebenso wie andere  analoge Epimer i s ie rungen  in der  
Cycl i t re ihe 5 nach  dem Schema einer in t r amoleku la ren  stereospezif ischen 
I~edoxreakt ion  verl/iuft,  erschien uns yon  einigem Interesse.  Wi r  haben  
desha lb  versueht ,  dus fiir diese U m w a n d l u n g  verantwor t ] iehe  E n z y m -  
sys tem aus Chlorella zu isolieren und zu charakter is ieren,  wori iber  in 
dieser  Mit te i lung ber ich te t  werden soll. 

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

Die Herstellung der Substrate,  D-2.3.5/4.6-Pentahydroxyeyelohexanon 
und D-2.3.5/4.6-Pentahydroxyeyelohexanon-uAaC, ist in einer vorher- 
gehenden Mitteilung 5 besehrieben. N A D H  und N A D P t i  wurden yon 
C. F. Boehringer und S6hne, Mannheim, bezogen, eine teilweise gereinigte 
Cellulase-Prgparation, die bei der Herstellung der Enzymprgparat ionen Ver- 
wendung fand, yon Worthington,  Freehold (N. J.), USA. 

Die Kulturbedingungen fflr Chlorella ]usca sowie die Herkunft  des yon 
uns verwendeten Stammes wurden bereits beriehtet  a. Zum Aufbreehen der 
Zellen ffir die tIerstel lung yon Enzympr/~parationen wurden verschiedene 
Verfahren verwendet;  Ultrasehallbehandlung mit  der ,,MSE-Ultrasonie 
Power Uni t"  sowie die Behandlung im Itomogenisator  nach Merkenschlager 
und Mitarb. G erwiesen sieh als die am besten geeigneten Methoden. Zur 
Messung der Proteinkonzentrat ion in farblosen L6sungen wurde nach 
Warburg und Christian 7 verfahren; bei gef/~rbten Pr~parat ionen bedienten 
wir uns der Methode yon Folin und Ciocalteu s. 

Die Aktivit/~t der Enzymprgparat ionen wurde durch Messung der 
Ext inkt ion  des reduzierten Coenzyms ( N A D H  bzw. N A D P t t )  bei 340 nm 
im Spektralphotometer  best immt.  Die Inkubationsans/~tze enthielten Enzym 
(0.1 bis 0.5 mg Protein, 0.36 ixMol Coenzym ( N A D H  oder N A D P H ) ,  2.6 ~Mol 
n-2.3.5/4.6-Pentahydroxyeyelohexanon und 150 ~Mol Phosphatpuffer  
(pI-I 7.0) in 3 ml Gesamtvolumen. 

Zur Isolierung der Produkte  wurde mit  folgenden Laufmit teln im ab- 
steigenden Verfahren papierchromatographiseh aufgetrennt:  (A): Aee ton - -  
~rasser 85 :15  (v/v); (B): Benzol- -Dimethylformamid Wasser 10: 10 :1  
(v/v/v) ; (C) : Phenol - -Wasser  4 : 1 (v/v). 
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Die Chromatogramme wurden mit aceton. AgNOa und /tthanol. NaOH 
entwickelt 9. 

Zm" Lokalisierung yon radioaktiv m~rkierten Produkten auf Papier- 
chromatogrammen verwendeten wir einen ,,Chromatogramscanner" (Tracer- 
lab, Waltham, Mass.); zur quanti tat .  Bestiramung wurde mit dem Toluol- 
Szintillator im Nuclear-Chieago-Szintill~tionszghler gemessen. 

E r g e b n i s s e  

Herstellung enzymaktiver Prdparationen 

Na~hdem einige Versuche, mit  Hilfe versehiedener Methoden zu aktiven 
Enzympr/~parationen zu kommen, keinen Erfolg gebraeht hatten, konnten 
schliol31ich zwei Verfa~hren des Zellaufbrechens gefunden werden, die beide zu 
aktiven Extrakten ffihrten. 

8 g (Feuchtgewieht) gewasehene Zellen, suspendiert in 0.2~i-Phosphat- 
puffer, p i t  7.0, werden por~ionsweise unter  Kfihlung mit  Ultraschall be- 
hande]t. Nach Abzentrifugieren der Zellbruchstficke wird em hellgl'fin 
gefgrbter Extrakt  erhalten, der die gewfinschte Enzymaktivit / i t  zeigt. 

Ein EXtxakt ghnlich hoher Enzymaktivi t~t  wurde auch mit Hilfe des 
ttomogenisators nach Merkenschlager ~ erhalten. Dabei wurde meist folgender- 
magen vorgegangen: 25 g Zellen (Feuchtgewicht) wurden durch wiederholtes 
Aufschlgramen in 0.02~-Phosphatpuffer, p i t  7.0, und Zentrifugieren ge- 
waschen, dann i~ 0.2M-Phosphatpuffer, pH 7.0, suspendiert und in 3 Portio- 
hen je 5 Min. unter  Kfihlung ira ttomogenis~tor geschfittelt. Die vereinigten 
ttomogenate ~ r d e n  ~ Stde. bei 30 000 • g zentrifugiert. Die mit  Hilfe 
einer der beiden Methoden erhaltene L6sung wurde mit festem Ammonium- 
sulfat bis zur halben Shttigung versetzt und der Niederschlag verworfen. 
Dabei und  bei allen folgenden Arbeitsvorggngen wurde eine Temperatur yon 
+ 4 ~ C n i c h t  fibersehritten. Dann wurde rait weiterera festen Aramonium- 
sulfur bis zur v611igen S~ttigung versetzt und der nunmehr entstandene 
Niederschlag nach Abzentrifugieren in einigen ml 0.05~-Phosphatpuffer, 
pH 7.0, aufgel6st; diese L6sung wurde anschlieSend auf eine Sgule 
(2.5 • 50 cm) yon Sephadex G-100 aufgebracht. Es wurde dann rait der 
gleichen Pufferl6sung eluiert und die einzelnen Fraktionen auf Protein 
und auf Enzymaktivi tgt  untersucht. 

Die spezif. Aktivit/~t der so erhaltenen Pr/~parationen war verhgltnis- 
m/~i~ig gering; sowohl mit  N A D H  als auch mit N A D P H  wurden Werte 
yon etwa 3 �9 10 -8 ~Mol/Min. rag Protein gemessen. 

SpeziJitdt der Enzymprdparationen. In  Anwesenheit yon D-2.3.5/4.6- 
Pentahydroxycyclohexanon werden sowohl N A D H  als aueh N A D P H  
dehydriert; eine Trennung der Enzymprgparationen in Anteile, die aus- 
schliel]lich oder bevorzugt eines der beiden Coenzyme oxydieren, konnte 
niemals erreicht werden. Ira Gegensatz zu dem Enzyrasystem aus Tri]olium 
incarnatum, welches das in 5-Stellung methylierte Pentahydroxycyclo- 
hexanon zu Sequoyit bzw. D-Pinit reduziert ~, 10, konnte kein EinfluB yon 
StI-Verbindungen auf die Enzymaktivit/~t gefunden werden. 

9 W. E. Trevelyan, D. P. Procter nnd J. S. Harrison, Nature 166, 444 
(1950). 

lo G. J. Kremlicka und O. Ho]/mann-Ostenho], Z. physiol. Chem. 344, 261 
(1966). 
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Vorl/~ufige Versuehe zeigten, dal~ nicht nur  D-2.3.5/4.6-Pentahydroxy- 
cyclohexanon, sondern auch m~dere analoge Verbindungen u n t e r  den 
Bedingungen unseres Enzymtestes reduziert werden. So wird das: Substrat 
des Enzymsystems aus TriJolium incarnatum, D-5-O-Methyl-2.3.5/4:.6-penta- 
hydroxycyclohexanon, sowohl in Anwesenheit von N A D H  als auch von 
N A D P H  yore Enzymsystem hydrogeniert; die Reaktionsgeschwindigkeit 
ist hier kaum geringer als mit  D-2.3.5/4.6-Pentahydroxyeyclohexanon als 
Substrat. 

Produkte der Reduktion yon D-2.3.5/'C.6-Pentahydroxycyclohexanon mit 
N A D H  bzw. N A D P H .  In  analoger Weise, wie das bei dem Enzymsystem 
aus Tri]olium incarnatum besehrieben wurde, bestimmten wir die Produkte 
der t~eduktion von u-i4C-D-2.3.5/4.6-Pentahydr0xycyclohexanon, indem wit 
die radioaktiv markierten Produkte nach EI~ti0nisierung des Inkubations- 
gemisehes mit  Hilfe der Lau/mittel A und B papierehromatographisch auf- 
trennten.  Dabei wurde, wenn N A D P H  als Coenzym fungierte, irL einem bei 
weitem fiberwiegenden Ausmal3 D-chiro-Inosit erhalten, w/~hrend Inkubat ion 
mit N A D H  vorwiegend myo-Inosit ergab. ])as Verhs der entstandenen 
Produkte myo-Inosit zu D-chiro-Inosit sehwankte allerdings ziemlieh stark 
yon Versueh zu Versueh, was m6glieherweise dutch die noeh relativ geringe 
Reinigung unserer Enzympr/iparationen bedingt war. 

pI-I-Optima der Enzymwirkung. Bei Verwendung yon N A D H  als Wasser- 
stoffdonor wird ein relativ breites pH-Optimum um pH 7.5 gefunden; mit 
N A D P H  Ms Coenzym ist das Optimum etwas ins Alkalisehe versehoben und 
das Maximum liegt bei pH 7.8. 

Michaelis-Konstanten. Die Abhgngigkeit der Enzymaktivit / i t  von den 
Konzentrat ionen des Substrats und der Coenzyme entsprieht der Michaelis-- 
Menten-Kinetik. Bei Bestimmung der Michaelis-Konstanten mit ttilfe yon 
Lineweaver Burk-Diagrammen ergaben sieh fiir I)-2.3.5/4.6-Pentahydroxy- 
eyelohexanon mit gleiehbleibenden Konzentrat ionen yon N A D H  als Co- 
enzym K M = 9 �9 10-4~I, sowie von N A D P H  Ms Coenzym KM = 8 �9 10-4yl. 
Bei gleiehbleibender Konzentration des Substrates wurde fflr N A D H  
K M = 2.2 �9 10 -4 und ffir N A D P H  K~/ = 1.4 �9 10-4~ bestimmt. 

D i s k u s s i o n  

Das bier beschriebene Enzymsys t em aus Chlorella fusca weist grofte 
Ahnlichkei ten mi t  demjenigen auf, das wir seiaerzeit aus Trifol ium 

incarnatum isolieren konrt ten ~, 10. E in  markan te r  Unterschied scheint 
dar in  zu bestehen, dag beim System aus Algen Sulfhydrylgruppen often- 
sichtlich keine Rolle spielen, ws das Enzymsys t em aus h6heren 
Pf lanzen bei der Reak t ion  mit  N A D H  - -  nicht  aber bei derjerfigen mit  
N A D P H  - -  gegeniiber SH-Reagent iea  sehr empfindlich ist. 

Ohne Zweifel sind die physiologischen Substrate  cler beiden Enzym-  
systeme voneiaander  verschieden; wS, hrend in  Tri fol ium Sequoyit,  ein 
in  5-Stellung methyl ier ter  myo-Inosit,  mit  gr6gter Wahrscheinl ichkeit  als 
physiologisches Subs t ra t  fungiert ,  dfirfte es bei ChlorelIa, die nach 
friiheren Ergebnissen zur Methyl ierung von  Iaos i ten  nicht  imstande  ist, 
,myo-Inosit selbst sein. Dementsprechend sind aueh anctere Produkte  zu 
erwarten,  nS~mlich in der h6heren Pfianze I)-Pilfit u n d  in  der Alge 
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D-chiro-Inosit; diese werden aueh in den entspreehenden Organismen als 
Hauptbestandtei le der Cyclitfraktion gefunden. 

Unsere hier beriehteten Versuche k6nnen noch nicht als absoluter 
Beweis daftir gewertet werden, dab das beschriebene Enzymsystem tat-  
s/~chlich zur Uberfiihrung yon myo-Inosit in D-chiro-Inosit imstande ist, 
da wit bisher noch nieht versucht haben, eine solche gJberfiihrung direkt 
nachzuweisen nnd auch aus Griinden der bekannten Gleichgewiehtslage 
die Teilreaktion der Oxydation yon myo-Inosit zu D-2.3.5/4.6-Penta- 
hydroxyeyclohexanon mit N A D  + (oder NADP+) als Wasserstoff- 
akzeptor nieht in dieser geaktionsrichtung untersueht haben. Vor allem 
aus Analogiegrtinden, wobei wir uns auf das sehr eingehend untersuchte 
Enzymsystem der Sequoyit-Epimerisiernng aus Trifolium incarnatum 6 
beziehen, k5nnen wit es doeh als sehr wahrseheinlich annehmen, dab 
unser Enzym tats/~ehlich znr Epimerisierung von myo-Inosit zu I)-chiro- 
[nosit imstande ist. Diese wfirde in zwei Teilreaktionen vor sich gehen: 

1. myo-Inosit + NAD+ ---> w2.3.5/4.6-Pentahydroxyeyclohexanon + 
+ N A D H  4- H + 

2. D.2.3.5/4.6-Pentahydroxycyclohexanon -~ N A D P H  + H+ 

D-chiro-Inosit -~ N A D P  + 

Unsere bishe.rigen Ergebnisse lassen noch keine Aussage zu, ob diese 
beiden Teilreaktionen dureh zwei verschiedene Enzyme oder durch ein 
Enzymprotein, das zwei aktive Zentren besitzt, katalysiert werden. Bei 
unseren, allerdings noch nieht sehr weir gediehenen Reinigungsversuchen 
konnte niemals eine Separation tier beiden Aktivitgten beobaehtet werden. 

AbschlieBend soll hier festgestellt werden, da[3 die bisher bekannten 
Epimerisierungen in der Cyelitreihe, die beim Stoffwechsel und der Bio- 
synthese dieser Substanzen eine wesentliehe Rolle spielen, in allen Fallen, 
wo eine eingehendere enzymologisehe Untersuehnng vorgenommen 
wurde, als Dehydrogenase-Systeme des bier besehriebenen Typus erkannt  
wurden. Dies gilt fiir das System der Epimerisierung yon myo-Inosit zu 
scyllo-Inosit in der Wanderheusehreeke Schistocerca gregaria~L das bier 
bereits mehrfach erw/~hnte System der Epimerisierung yon Sequoyit zu 
D-Pinit in h6heren Pflanzen 5, 10 sowie das hier beschriebene System; 
diese drei Systeme sind im Schema I wiedergegeben. 

Obwohl die Cye]itepimerisierungen in den genannten F/~llen anI sehr 
/~hnliehe Weise ablaufen, sind die dafiir verantwortliehen Enzyme 
keinesfalls identisch. So unterscheidet sieh das System aus Chlorella yon 
dem aus Trifolium reeht deutlieh in bezug aul verschiedene Eigen- 
schaIten, wie Michaelis-Konstanten, pH-Opt ima und Verhalten gegen- 
fiber Sulfhydrylreagentien. 

u D. J. Candy, Biochem. J. 103, 666 (1967). 
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Schema I. D ie  d r e i  n a c h w e i s l i c h  d u r c h  D e h y d r o g e n a s e -  
S y s t e m e  b e w i r k t e n  E p i m e r i s i e r u n g e n  in d e r  I n o s i t r e i h e  

(~) : Tri/olium incarnatum 

(~ : Chlorella ]usca 

(~) : Schistocerca gregaria 

Sequ0Yit NAD+ D 0 NADPH P- 

D- 5- 0 -Methyl- 2.3.5/4.6- 
pent ahydroxycyclohexanon 

D -Pinit 

myo-Inosit 

'| 1| 
- + 0 NADPH D-chiro- 

Inosit 

D-2.3.5/4.6-Penta- 
hydroxycyelohexanon 

NADPH -'- 

2.4.6/3.5 -P entahydroxy - 
eyelohexanon 

scyllo-Inosit 

Vom physiologischen Standpunkt ist interessant, dab in der Alge ein 
direkter Weg yon myo-Inosit  zu D-chiro-Inosit ffihrt, w~hrend die hShere 
Pflanze diese Reaktion nur auf dem Umweg fiber die Methyls 
Sequoyit und I)-Pinit bewerkstelligen kann. 

Die vorliegende Arbeit wurde dureh FSrderungsbeitr~ge der Ludwig- 
Boltzmann-Gesellsehaft, Wien, in gro[tzfigiger Weise unterstiitzt, woffir 
wir unseren Dank ausspreehen. 


