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Zm~f&Vewchc fiber den Einbau radioaktiv markierter m6gEcher Vorstufu~ in &5&umit an 
B~vonChrysrt~~lcr~~m~e~,da8einzigDGlucocremit~~radi~ 
Ausbeute in x.-Viburnit eingebaut wird. Bei Verwendung van mark&an meso&osit, L-Inosit, L( -)-Qwrcit 
und tLeocanthendt konnte kein me6bamr Eiobau der Aktivitat featgestellt werden, so daB dieea Cyclite 
kaum als Vorlflufer im Biosyntheaawee des tvibumita in pnrSe kommen. ffilucosa6JH wurde in der 
Pftanze in cVibumit+H tiberf&r& w&rend nach Gabe van ffilucosc-1-“C etwa 60% der Aktivit&t im 
G3 des L-Viburnita wMergefxmdeo wurden. 

Abe&act-In experiments on the incorporation of k&e&d possible pEcuMom into L-viburnit01 in cAzvsmr_ 
thmwn &wan&mum it was found that only r&uuxe is incorporated into the cyclitol with an appmiable 
radbhedcal yield. Withlabelled meso-inositol, LinositoL L(-)quercitol and Meucanthemitol no measur- 
ableiwnporatioo of the activitycouldbedetected; thesncyclitolsareobviouslynotfunction@ aa precwom 
in the biosyatbetic pathway for L-viiwnitoL ~-GlucosadJH was transfomwl to x.-viiumitol43H in tbs 
plant, whereas af’ter application of ~glucosel-~4c about 60% of the activity could be recovezd in C4 of 
tviburnitol. 

IN H&xEREN Pfiazsn konnten bisher drei Cyclohexanpentole nachgewiesen werden, es sind 
dies r.-Vibumit, r.( - >Quercit und D( + >Quercit. Uber die Bildung dieser Substanxen in den 
Pflanzn war bisher noch nichts bekannt. In den letxten Jahren ist es nun gehmgen, die 
Biosyuthese der Cyclohexanhexole, der sog. Inosite, weitgehend aufxuklgmn. Es scheint 
einen Aufbauweg f%r meso-Inosit xu geben, der eine Cyclisierung von ~Glu~phosphat 
xu meso-Inosit-l-phosphat als charakteristischen Schritt enthat und der sowohl in hoheren 
Pflanxen* als such in tierischem Gewebe’ und iu Mikroorganismen4 nachgewiesen wurde. 
Die iibrigen in der Natur vorgefundenen Inosite scheinen allgemein durch Epimerisierungs- 
reaktionen aus meso-Inosit xu entstehen; direkte Epimerisierungen dieser Art sind fti die 
Bildung von !3@lit in tier&hem Gewebes und in haheren PflanzerZa sowie ffir die Entstehung 
van Mnosit in h6heren Pflanxen7 ver~~o~ch, w&rend die Umw~dl~g von meso-Inosit 
* XIII. Mitteil~: H, KIUDL tmd 0. HOFFMANN~ F, Phyruchem. s, X091(1966). 
* P. A. L~EWUS und S. KEUY, Biochem. Mephys. Rcr. Conunm. 7.204 (1942); H. KINDL md 0. HOFPMANN- 

WF, Bfochem. Z33!J,374 (1964); H. KINDL und 0. How OF, hfonatsh. Chem. 95,548 
(1964). 

3 F. EISENBKRO. Jr. und A. H. B~IDEN, Biodum. Bfophys. Res. Commun. 12, 72 (1%3); F. Eanwtmtq 
A. H. Boxxns~ uod F. A. LDEWLEX, 3iochem. &whys. I&s. Comma. 14,419 (1964). 

* J. NEIJM~~~ H. KXNDL uod 0. Ho- F, &&em. J. 92,56P (1964); H. KINDL, J. BXPDL- 
N~BMXER und 0. Ho ~MANN~~~NHOF, Biuchettt. 2.341,157 (1965); J. W. C&N uod F’. C. CMMLAM- 
pow?, Bfochem.$op$ys~;zrgumaY, 521(1%4). 

‘&F=- * * 
. UPMNVN-a und S. EDWARDS, HeEv. Chfm. Acru 146,2676 

6 R. Sc&aA, G. BILLEK und 0. Ho FFMANN-~SIENHOF, 2. Physfol. Chem. X39.28 (1964). 
’ R. scxoLD~, G. Bnsux und 0. HOFTMANN Xhnsxo~, hfonatah. Chem. %,541,13QS (1964). 
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in n-Inosit tlber einen Methyl&her, den Sequoyit, erfolgt, welcher der Epimerisierung xum 
entsprechenden Methylgther des D-Inosits, dem r+Pinit, unterliegt; die letztgenannte Sub- 
stanx kann dann von &r Pflanxe zu D-Inosit entmethyliert werden.* 

Es erschien uns nun naheliegend und von Interesse, die Wege der Biosynthese der Cycle- 
hexanpentole xu untersuchen. In der vorliegenden Mitteilung begs wir uns mit dem 
Aufbauweg des L-Vibumits, eines Inhaltsstoffes xahlreicher hiiherer Pflanxen; als Versuch- 
sobjekt wurde Chrysanthemum leucanthemum verwendet, eine Pflanxe, welche Cyclohexan- 
hexole, Cyclohexanpentole und ein Cyclohexentetrol enthillt und somit xum Vergleich der 
Biosynthese verschieden stark hydroxylierter Cyclohexanverbindungen besonders geeignet 
ist. 

ERGEBNISSE 

1. Amlyse der Cyclitfraktion von Chrysanthemum leucanthemum 
Mit den in der vorhergehenden Mitteilung* beschriebenen Methoden konnten in der 

PSanxe neben r.-Viburnit (I), meso-Inosit (II), L-Inosit (III), r.( -)-Quercit (IV) und cL.eucan- 
themit (V)g nachgewiesen werden (Abb. 1). Dabei werden etwa gleiche Mengen von meso- 
Inosit und L-Vibumit gefunden, welche die Hauptcyclite der PIlanxe darstellen; die anderen 
genannten Cyclite kommen in wesentlich geringeren Mengen vor. 
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2. Applikation radioaktiv markierter Vorshrfe 

Vorversuche zeigten, da8 das VerhiUtnis van entstandenem meso-Inosit zu L-Vibumit bei 
kurxdauemder Photoassimilation in 14C02 und bei Applikation von ~-Glucose-u-~~C etwa 
gleich ist. 

Die Ergebnisse der Einbauversuche mit verschiedenen mbglichen Vorliiufem des 
r_-Vibumits sind in Tabelle 1 wiedergegeben. Daraus liigt sich entnehmen, da8 einxig allein 
markierte ~-Glucose xu einem gut megbaren Aktivitiitseinbau in L-Vibumit fuhrt; die 
radioaktive Ausbeute ist je nach Stoffwechselxeit verschieden und erreicht maximal 0,85 %. 

Nur bei sehr langer Stoffwechselxeit, in der bereits ein weitgehender Abbau der ange- 
wandten Substanxmenge xu erwarten ist, kann bei Applikation von markiertem meso-Inosit 
ein minimaler Einbau der Aktivitat in L-Vibumit beobachtet werden. 

TABELIS~. vERSUCHEthERDENEINBAU vERsamDm kd&LIm voRE3TumN IN 

L-VIIWRNIT IN BLXTTLW WIN chrysunthemum hcanthemum 

vorshlfe 
Mcngc AktivitBt 

w ccc 

Menge 63) all Einbau in 
Plklzcn- Einwir~t GVibumit 
material in Tagen ixlProzcnten 

mao-Illosit-u-‘4c 
mcao-Inosit-u-l% 
mcao-Ixlosit-u-l’c 
lDcalo-Illoait-u-‘4c 
D-G1-u-1c 
D-GlW0SWl-C 
D-Gl-1-1% 
ffil-H 
L( - )-cjuait-u-‘4c 

xJmsit-u-“c 

L4msit-u-1~ 

L-Leucanthemit-u-“c 

10 
1.5 
0.5 

20 
10 
5 
5 

z 
15 
5 
5 

E 
20 
20 

: 
10 

: 

:oo 
10 

10 
5 
5 

:: 

35 
115 

1: 
5 
5 

<O,l 
< 405 
< 0.05 
<O,l 

0,85 
O# 

g! 
< 0,os 
<O,l 
<O,l 
so,1 

3. Selektiver Abbau ah r,-Viburnits 

Zur AufkHrung des tigangs von ~-Glucose in L-Vibumit war es notwendig, einen 
Abbauweg zu entwickeln, der es erm&licht, die Aktivitiit in den einxelnen Positionen des 
L-Vibumit-Molektils xu lokalisiemn. Eine solche, rein chemische Abbaumethode konnte 
unter Ausniitzung der giinstigen Aqmmetrieverhgltnisse gefunden werden (Abb. 2). 

L-Vibumit wird nach Po~ternak~~ in 1,2-O-Isopropyliden-3,4,5-O-triacetyl-L&burr& 
(VI) ilberfuhrt, der nach Behandhmg mit Natriummethylat 1,2-O-Isopropyliden-L-vibumit 
ergibt. Der Cyclohexaming wird dann mit Hilfe von Perjodat oxydativ aufgespalten, wobei 
Ameisens&re und 2-Desoxy-3,4-O-isopropyliden+erythro-pe entstehen. Man 
reduxiert mit Natriumborhydrid und spaltet die Isopropylidengruppe ab. Der resultierende 
2-Desoxy-&bit (VII) wird nach papierchromatographischer Reinigung weiter mit Perjodat 
abgebaut, wobei @Hydroxypropionaldehyd, AmeisenSgure und Formaldehyd entstehen. 
Beim Au&them verbleibt vorwiegend /&Hydroxypropionaldehyd im Ather, w&rend 
Formaldehyd und Ameisensiiure sich in der wtiDrigen Phase flnden. Formaldehyd wird als 
Methylendimedon (VIII) gefiillt und die Ameisensgure aus dem Filtrat alsp_Bromphenylacyl- 
formiat (IX) erhalten.*l fi-Hydroxypropionaldehyd wird mit Bromwasser xu @Hydroxy- 

10 T. I’ommu, Hctv. Cirlm. Acta 33,350 (1950). 
u 0. GABRIEL, And. Bhkm 10,143 (1%5X 
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propionsiiure (X) oxydiert und diese nach Unrau und Canvin*2 oxydativ decarboxyliert. Die 
entstehende EssigsZiure kann man schlieBlich nach Pharesl 3 zu COs und Metbylamin abbauen. 

CH3 CH3 

OH O-C-CH, 

CHO CH:OH CH:OH CH:OH 

+ + + + 

CHzOH CHzOH 

t -t 
CHzOH COOH co2 (XIII) 

----+ CH, --, 1 
CH, - CH,-NH2 (XIV) 

CHO COOH CO2 
(Xl (XII) (XI) 

Am. 2. &LEKTlVEJt Amw VON L-bHJRNlT. 

4. Anwendung des Abbaus auf biosynthetisch erhaitenen L-Viburnit 

Der aus spezitisch markierter ~-Glucose entstandene L-Vibumit wurde prim& in Triacetyl- 
isopropyliden-L-vibumet tiberfiihrt ; dieses Derivat wurde tibet eine Kieselgelslule gereinigt 
und mit inaktivem Material verdtinnt. In den folgenden Schritten bei der Aufspaltung des 
Cyclohexaminges wurde dann nicht mehr weiter mit inaktiver Substanx verdtlnnt. 

Die Ergebnisse der Abbauversuche mit tvibumit, der in der Pllanze aus n-Glucose-l-*4C 
gebildet wurde, sind in Tabelle 2 wiedergegeben. Daraus ersieht man, daD der Grogteil der 
AktivitiIt im L-Viburnit-Moleklil, nahezu 60 %, im C-3 lokalisiert war. 

Der aus ~-Glucose-6-~H in Chrysanthemum leucanthemum bei besonders kurz dauerndem 
Stoffwechsel(36 hr) erhaltene L-Vibumit enthielt die gesamte Aktivitat-iiber 98 %-am C-4. 
Dies Iii& sich aus der Tatsache schliegen, da13 der nach Abbau von Triacetyl-isopropyliden 
L-viburnit erhaltene 2-Desoxy-cribit (VII) praktisch inaktiv war. 

DISKUSSION 

Wie eingangs erw&nt, liegen iiber die Biosynthese des L-Viburnits bisher noch keine 
experimentellen Befunde vor. Eine Ve~u~ng von Plouvier,*4 wonach L-Inosit eine Vorstufe 
von tviburnit sein kannte, beruht vor allem auf der &mlichkeit der Konf&uration der 
beiden Cyclite sowie darauf, dal3 ein gemeinsames Vorkommen in der Natur manchmal 
beobachtet wird. 

Daneben sind aber nattirlich zahlreiche weitere Biosynthesewege vorstellbar, wobei such 

t2 A. M. UNRAU und D. T. CANVIN, Cm. J. Chm. 41,607 (1963). 
13 E. F. PHARI?S, Arch. Rkxhem. Bioplrys. 33,176 (1951). 
I4 V. PLOWER, Bull. Sm. C&n. Biol. 45, 1079 (1963). 
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die anderen neben GViburnit in der pflanxe vorkommenden Cyclite als Vorl&&r in Frage 
kommen, da sie alle in wenigen biologisch m@lichen Reaktionsschritten in L-Vibumit 
tibergehen k&mten. 

In Abb. 1 ist eine Anxahl von solchen vorstellbaren Wegen der Umwandlung von 
~-Glucose in GViburnet (I) dargestellt. Weg (I fti iiber L-Leucanthemit (V) xu r.-Vibumit ; 
hier ist mu eine einfache Hydratisierung des Cyclohexentetrols erforderlich, um mm 
L-Vibumit xu gelangen. Die in Weg b gexeigte Epimerisierung des L(-)-Quercit (IV) xu 
L-Viburnit wtie der in diesem Iaboratorium eingehend studierten Epimerisierung von 
Sequoyit xu D-Pinit vbllig analog. Weg c repriisentiert eine Oberfuhrun g von ~-Glucose in 
L-Vibumit, wobei kein bekannter Cyclit als Zwischenprodukt fungiert. Femer k&mte das 
Zwischenprodukt der Riosynthese des meso-Inosits, meso_Inosit-1-phosphat (xv), durch 
Phosphatelimination und folgender Hydrierung der entstandenen Ketoverbindung in 
GViburnit Ubergehen, wie das in Weg d gezeigt wird. Die Red&ion derartiger Cyclohexan- 
one wird in der Natur hgtig beobachtet. SchlieSlich w&e eine Enthydroxylierung von 
meso-Inosit (II) und GInosit (III) vorstellbar (e undo). 

TABELLE 2. !%xmMXR hBAU DES IN &&lERN VON chrysanthemum &?ucunthei?Iutn 

AUS D-GLUaSIi-1-w ENIsTANDENEN L-v- 

Verbindung 

Repriismtiertdie Prozent derAktivit&t 
Spex. Akt. folgenden C-Atome bexogcn auf Triacctyl- 
dpm/mMol van GViburnit isopropyliden-wibumit (VI) 

Triacetyl-isopropyl&n+ 
vibumit (VI) 

I)*KIXy-bribit (VII) 

h4ethylendimedon (VIIJJ 
p-Bromphenacylformiat (IX) 
~$~~tiure(x) 

2% 
Methylamin (XIV) 

67,500 C-1, C-2, c-3 100 
G4, GS, C-6 

62,700 Gl, G2, G3 92 
GS, Cd 

4QooO G3 59 
6,700 

17,000 zG5 C-6 
G5: G6’ 

E 
6,750 
9,450 Cl :s 
2,700 4 
4,700 z 7 

Die Ergebnisse unserer Einbauversuche (Tabelle 1) schliel3en bereits die Wege u, b, e und 
fweitgehend aus, denn die Aktivitgt der darin postulierten VorlMer wird nicht in GViburnit 
eingebaut. Eine Unterscheidung xwischen den Wegen c und d liist sich allerdings auf Gnmd 
der berichteten Eiubauversuche nicht vomehmen. Eine solche ist aber maglich, wexm wir 
die Ergebnisse derjenigen Experimente betrachten, bei denen selektiv markierte ~-Glucose 
in GViburnit eingebaut wutde und dieser dann einem spexifhchen Abbau xur Lokalisierung 
der Aktivitit unterzogen wurde. 

Wie verschiedene Vorversuche ergaben, ist GViburnit ebenso wie Ubrigens such DQuercit 
in C. Zerrcanthemum einem starken StoIRvechsel unterworfen. Dies macht verstidlich, 
warum bei Gabe von ~Glucose-l-~4c bereits nach vergleichsweise kmzer StoIMchselxeit 
eine deutliche Ver8chmierung (“randomixation”) der Aktivitit tiber alle Kohlenstoffatom 
des Cyclohexanskeletts xu beobachten ist (Tabelle 2). Wir k&men allerdings einen deutlichen 
Schwerpunkt der Aktivitgt im C3 des GViburnits erkmen. Rei der Aufarbeitung des aus 
~-Glucose-6-~H nach kiinerer StofIwechselxeit entstandenen tviburnits wurde aber nur am 

6 
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C-4 3H-Aktiviffit vorgefunden. Fiir diesea Effekt ktinnte auger der kurren Einwirkungszeit 
such eine Labilisierung aller anderer Positionen durch Verschiebungs- und Austauschreak- 
tionen verantwortlich sein. 

Diese beiden Versuche erlauben nun, mit Sicherheit den Syntheseweg d au~~~e~n; 
wenn meso-Inosit-l-phosphat ein Zwischenprodukt darstellen sollte, miil3te bei Applikation 
von ~Glucose-l-l% die Aktivitgt vorwiegend im C-5 des r.-Vibumits lokalisiert sein, 
w&rend nach Gabe von D-Glucose-b3H ein L-Vibumit mit der Markierung am C-6 entstehen 
miibte. 

Die vorliegenden Ergebnisse legen die Vorstelhmg nahe, daB der ubergang von D-Glucose 
vermutlich ohne vorhergehende Fragmentierung des Ko~~toffskelet~ in L-Vibumit in 
der in Abb. 3 gezeigten Art erfolgt. Diese Art des Ringschhrsses w&de mehrere Epimerisie- 
rungsreaktionen verlangen, wobei such intramolekulare Hydridverschiebungen nicht 
auszuschlieLIen sind. Anscheinend erfolgt dabei aber keiue Verteihmg der am C-6 der Hexose 
gebundenen 3H-Aktivit&. Analoge Verhiiltnisse sind LB. bei der Biosynthese von L-Rham- 
nose in ~kroor~smen vorgefunden worden.r5 

Weitere Versuche, die vor allem die Fragen k&en sollen, ob ~-Glucose tats&&lich ohne 
Fragmentierung des Kohlenstoffskeletts in L-Viburnit iihergeht und ob hier wie bei der 
Bildung von L-Rhamnose Zuckemucleotide als Zwischenprodukte beteiligt sind, sind zur 
Zeit im Gange. 

EXPERXMENTELLER TEIL 

Die Herstelhmg der radioaktiven Vorstufen, ihre Applikation, die Isolierung des bio- 
synthetisch gewonnenen L-Vibumits sowie die Messung der Radioaktivittlt wurden nach 
Methoden d~h~~, die in der vorh~~henden strung* beschrieben sind. 

Uberfirung van L- Vhrnit in Triacety&.ropropyliden-L-vi&nit 

300 mg sublimierter r.,-Vibumit werden mit 5 ml Essig&ure, 30 ml Aceton und 2 g frisch 
geschmolzenem ZnCls versetzt und 5 hr unter RUhren am Riickfhrg erhitzt. Dann list man 
das Gem&h erkalten und gie& unter K&lung zu 25 ml Pyridin. Die so erhaltene Mischung 
wird noch weitere 30 min gerbhrt und dann durch Absaugen vom Ausgef~enen befmit. 
Man w&scht mit Aceton nach und engt das Fihrat etwas ein. Dann wird dieses mit einer 
M&hung von 5 ml Essigs&rmanhydrid und 2 ml Pyridin verse&t und 1 Tag bei Zimmer- 
temperatur stehen gelassen. Nach Filtrieren engt man das Filtrat im Vakuum em und nimmt 
den so erhahenen Rtickstand in Chloroform auf. Die Chloroformlifsung wird lmal mit 
Eiswasser und 2ma.l mit NaHC03-L&ung gewaschen, dann mit Tierkohle und wenig 
NasSO, behandelt, eingeengt und s&lieDlich auf eine I&&gel-S&rle (I,6 x 25 cm) aufge- 
bracht. AIs Elutionsmittel dient eine M&hung von Benz01 und Essigester (3: 1, v/v). Die 

15 0. OABRIEL, 1. Biol. Ckm. 241,92rl(1966). 
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Fraktion xwischen 60 und 120 ml enthglt Triacetyl-isopropyliden-L-viburnit ; sie wird mit 
inaktivem Material verdunnt, eingeengt und mehrere Stunden im Hochvakuum getrocknet. 
Die Reinheit der so erhaltenen Verbindung wird durch Dthmschichtchromatographie auf 
Rieselgel-G-S mit dem Laufmittel Benxol-Es&ester (3: 1, v/v) Uberpriift. Zur 
Sichtbarmachung wird mit schwefelsaurer 2,4-Dinitrophenylhydraxinl6sung gespriiht und 
kurx auf 120” erhitxt. 

Abbau von Triacetyl-isopropyliden-cvlburnk zu 2-Desoxya-ribit 
600 mg Triacetyl-isopropyliden-cviburnit werden in 2 ml Methanol gel&t und nach 

Zugabc von 20 ml 0,l M Natriummethylatl&ung in Methanol 10 min am Rtickflug erhitxt. 
Nach Einengen der I&ung wird diese in 10 ml Wasser aufgenommen, auf pH 5,5 gebracht 
und unter Rtihren mit 950 mg gepulvertem NaIO, versetzt. Die Mischtmg wird 4 hr bei 
Zimmertemperatur geriihrt, dann werden 100 mg Natriumarsenit hinxugegeben, kun 
weitergertihrt und darauf durch Zusatz von 500 mg NaBH,-wiederum unter Riihren- 
reduxiert. Man 1aDt 30 min &hen, env&mt etwas und bringt die Wsung langsam mit 
2NHClaufpH1,O. Hieraufsetxtman15mlkonx. HClhinxuundrtihrtdieL&ung1hr 
bei 80”. Nach Abktihlen, fltriert man und entionisiert die mehrmals eingeengte Wsung 
sorgftitig; die freigewordene Bors&ue wird als Methylester abde&lliert. Der so erhaltene 
2-Desoxy-cribit wird papierchromatographisch gereinigtr und nach Elution und Eindampfen 
xur Trockene gewogen. 

Abbau &s 2-Desoxy-cribits 
136 mg 2-Desoxy-L&bit werden in 15 ml Wasser gel&t und die LUsung auf pH 5,O 

eingestellt. Nach Zugabe von 620 mg feinst gepulvertem NaIO, wird 30 min bei Zimmer- 
temperatur gertihrt. Der uberschug des Gxydationsmittels wird mit Natriumarsenit 
xerst6rt und die L&ung auf pH 7,0 eingestellt, worauf sofort 4mal mit je 10 ml &her extra- 
hiert wird. Die &her&he L&sung wird eingeengt und dann mit Bromwasser oxydiert. Die 
dabei enstehende fl-HydroxypropionsHure wird papierchromatographisch (n-Butanol/ 
konzNHs/~thanol/Benzol, 5 : 3 : 2 : 1) gereinigt. 

Die nach der Atherextraktion verbleibende wit&& L&ung wird mit 420 g Dimedon 
versetxt und auf 60” erhitxt. Das dabei ausfallende Methylendimedon wird abgesaugt und 
2mal aus Methanol-Wasser umkristallisiert. 

Aus der nach der Dimedonfglhmg tibrigbleibenden Mutterlauge wird die Ameisens8ure 
als pBromphenacylderivat gewonnen und dieses durch mehrmahges Umkristallisieren 
gereilligt. 

Abbau &r &Hy&o~ropions%ure 
Die mit inaktivem Material verdiinnte /3-Hydroxypropions8ure wird mit alkahschem 

Permanganat nach Unrau und Canvinlr oxydativ decarbo@iert. Das dabei entstandene 
CO2 wird nach dem An&tern im N#rom libergetrieben und in methanolischer Athano- 
laminlUsung aufgefangen. Die E!.ssig&re wird abdest%ert, mit Natronlauge titriert und 
dann eingeengt. Das Natriumacetat wird im Vakuum bei 200” g&o&net und nach Phares12 
weiter abgebaut. 


