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Biosynteza alkaloidéw tropanowych
I. Esteryfikacja tropiny i kwasu tropowego

Biosynthesis of tropane alkaloids
1. Esterification of tropine mwith tropic acid

J. ANDRZEJCZUK i J. KACZKOWSKI

Liczne prace nad biosyntezg alkaloidéow. tropanowych, bedacych
estrami pochodnych tropanu i kwaséw organicznych, ograniczaly sie
glownie do badan nad tworzeniem sie pierscienia tropanowego (Robin-
son 1917, Hegnauer 1959, Clarke i Mann 1959). Jednakze
proponowane schematy nie zostaly w calosci dowiedzione eksperymen-
talnie. Réwniez zagadnienie biosyntezy kwasu tropowego, zwigzku wy-
stepujacego w glownych alkaloidach tej grupy, dotychczas nie zostato
wyjasnione mimo szeregu prac wykonanych w tym kierunku (Leete
1960, Goodeve i Ramstad 1961, Jindra et all. 1960).

Procesem esteryfikacji wymienionych zwigzkéw do alkaloidéw tro-
panowych zajeli sie Romeike (1959), Jindra (1960) i Kgcz-
kowski (1959). Romeike w do$wiadczeniach z Datura ferox, ktérei
podawala skopine i kwas tropowy uzyskala znaczne przyrosty skopola-
miny. Jindra w badaniach in vitro, po dlugotrwalej inkubacji wy-
ciggu Datura stramonium z mieszaning tropiny i kwasu tropowego,
uzyskiwal na chromatogramach plamy odpowiadajgce hyoscyjaminie
z rownoczesnymi ubytkami kwasu tropowego. Wreszcie Kgczkowsk i
karmigc rosliny Datura stramonium mieszaning tropiny i kwasu tro-
powego uzyskiwal w szeregu doswiadczen przyrosty sumy alkaloidéw.
Poniewaz dotychczasowe wyniki nie stanowig dostatecznego dowodu
na istnienie omawianej reakcji esteryfikacji w roslinach syntetyzuja-
cych alkaloidy tropanowe, w niniejszej pracy zajeto sie szczegdlowym
przebadaniem tego zagadnienia.

MATERIAL I METODY

Poniewaz w licznych badaniach dostatecznie udowodniono, ze proces
biosyntezy alkaloidow tropanowych zachodzi gléwnie, jesli nie jedynie,
w korzeniach roélin z rodzaju Datura, jako materialu doswiadczalnego
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uzyto sterylnych kultur korzeniowych Datura metel L. Hodowle kul-
tur korzeniowych prowadzono w 100 ml kolbach stozkowych z szeroka
szyjka na pozywce wedlug Robbinsa i Bartley-Schmidta
(1938) stosujac 2% dodatek chemicznie czystej sacharozy. pH pozywki
doprowadzano kazdorazowo do 4,8—5,2. Wode do pozywki destylowano
3-krotnie z aparatu szklanego (1. znad alkalicznego nadmanganianu,
2. znad wodorotlenku baru i 3. bez dodatku odczynnikow).

W ten sposob przygotowana pozywke rozlewano do kolb w ilosci
po 40 ml i sterylizowano w autoklawie pod ci$nieniem 2 atmosfer przez
okolo 30 minut. W celu wyhodowania jednorodnego materialu nasiona
Datura metel sterylizowano 1°0 woda bromowa przez 20 minut i pod-
kietkowywano w warunkach jalowych. Odciety wierzcholek korzenia
dlugosci okolo 8—10 mm przenoszono na pozywke i po intensywnym
jego rozgatezieniu (3—4 tygodnie) wierzcholki wzrostu bocznych korzeni
przenoszono do nowych kolb z pozywka. Kolby z korzeniami przetrzy-
mywano w termostacie o temperaturze 28°. Do do$wiadczen uzywano
korzeni wyhodowanych z jednego nasienia, rozmnozonych w kolbach
przez kilkakrotne pasaze. Korzenie dokarmiano mieszaning tropiny
i kwasu tropowego, wzglednie samg troping. Zawarto$¢ poszczegdlnych
alkaloidéw w prébach karmionych poréwnywano z ich zawartoSciami
w probach kontrolnych, hodowanych na pozywce bez dodatku wymie-
nionych zwigzkow.

Dokarmianie przeprowadzano w nastgpujacy sposob: w kolbach stoz-
kowych na 25 ml przygotowywano po 10 ml pozywki réznigcej si¢ od
wyzej opisanej dwukrotnie mniejsza zawartoscig sacharozy. Do pozywek
przeznaczonych do prob karmionych wprowadzano tropine w ilosci
1,7 wmola/kolbe (0,25 mg) i kwas tropowy w ilosci 1,8 wmola/kolbe
(0,3 mg) badz tylko tropine w podanej ilosci. Tak przygotowane po-
zywki wyjalawiano w aparacie Kocha dwukrotnie po 45 minut w temp.
100°. Znad dobrze wyrosnietych biatych korzeni usuwano w jalowych
warunkach starg pozywke i wlewano nowg. Mata objetos¢ nowej pozyw-
ki miala na celu ulatwienie dostepu powietrza do korzeni, a obnizenie
stezenia sacharozy — ulatwienie wlaczania przez korzenie zwigzkow
uzytych do karmienia. Korzenie przetrzymywano w termostacie
w temp. 28° w czasie od 6 godz do 10 dni, zwanym w dalszym opisie
czasem inkubacji.

Dos$wiadezenia, w ktorych zastosowano ilosci tropiny i kwasu tro=
powego dwukrotnie mniejsze lub dwukrotnie wigksze, nie wykazaly
zadnego efektu lub nawet wykazaly obnizenie zawartosci poszczeg6l-
nych alkaloidéw. Po odpowiednim czasie proby karmione i kontrolne
(stanowigce po 12 do 20 kolb z korzeniami) pobierano do analizowania.
Korzenie przemywano kilkakrotnie wodg i suszono w temp. 50—60°;
pozywke réwniez zbierano i po oczyszczeniu oznaczano w niej zawar-
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tos¢ alkaloidow. Sucha masa korzeni w poszczegélnych probach wahala
sie w granicach 80—150 mg. Wysuszone korzenie rozcierano z kilkakrot-
na ilo$cig weglanu sodowego i ekstrahowano chloroformem w aparacie
Soxhletta w ciggu okolo 12 godz. Surowy wyciag alkaloidow przeno-
szono do rozdzielacza i oczyszczano wedlug Kaczkowskiego
i Reifera (1961). Alkaloidy zawarte w oczyszczonym wyciggu chlo-
roformowym rozdzielano chromatograficznie wedlug Romeike (1952),
a ich zawarto$¢ oznaczano po elucji z chromatogramoéw metodg K gc z-
kowskiego i Reifera (1961). W szeregu przypadkéw sume alka=
loidéw oznaczano w wyciggu chloroformowym metoda Reifera
i Buchowicza (1955). Sposrod uzyskanych z rozdzialu alkaloidéow
oznaczano hyoscyjamine, skopolamine oraz nieznany alkaloid nazwa-
ny X, ukladajacy sie w stosowanej fazie w pozycji o R; okolo 0,35. Za-
warto§¢ wszystkich trzech alkaloidow odezytywano z krzywej wzorco-
wej dla hyoscyjaminy i skopolaminy.

WYNIKI

Wykonano dwie serie doswiadczen:

1. Korzenie karmiono troping i kwasem tropowym roéwnoczesnie
w iloSciach w przyblizeniu réwnowaznych stechiometrycznie,

2. Korzenie karmiono troping.

W przytoczonych ponizej tablicach wynikéw doswiadczen obu serii
zestawiono zawartosci poszczegélnych alkaloidéow i ich sumy w mikro~
gramach w odniesieniu do 100 mg suchej masy korzenia Datura metel
oraz procentowe ich przyrosty w prébach karmionych w stosunku do
prob kontrolnych.

Wyniki I serii do$wiadczen przedstawione sa w tabelach 1, 2, 3 i 4.
W tabelach tych T oznacza préby karmione, a K — préby kontrolne.

W tabelach 5 i 6 zestawiono wyniki doswiadczen, w ktérych korze=

Tabela 1 —Table 1

Doswiadczenie wstgpne z czasem inkubacji 6 dni, T — préby karmione troping wiloéci 1,7 um/kolbg

i kwasem tropowym w ilosci 1,8 pm/kolbe, K — proby kontrolne
Preliminary experiments. Time of feeding — 6 days. T— samples fed with tropine in amount
of 1,7 pm, per root and tropic acid in amount of 1,8 um. per root, K—control samples

1 11
! : e ”u/_ U e e (;/_ Lidtisy
. | | | (] | J0
Alkaloidy | T I K | przyrostu | T K | przyrostu
N e e - s -
Skopolamina 707 | 480 +47 270 | 310 — 13
Alkaloid X 71| 235 | £202 510 155 | +229
Hyoscyjamina | 190 ' 173 | + 9.8 | 170 | 149 + 14

—_ e | e | S — | |- A
Suma | 1608 | 888 | + 81 [ 950 | 614 ] + 55
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Tabela 2—Table 2

Doswiadczenie dynamiczne z czasem inkubacji 3 i 6 dni
Symbole jak w tabeli 1

Dynamic experiment. Times of feeding 3 and 6 days
Symbols as in table 1

F 3 dni | 6 dm
Alkaloidy | % ; [ ; %
| T k przyrostu | T | X | przyrostu
wtd SNy P —— FRESES S B
Skopolamina | 470 424 ' 410 : 371 ‘ 336 ; + 9.4
Alkaloid X | 380 | — | 332 | 200 | + 66
Hyoscyjamina | 482 232 | +108 14 | 144 —20.8
Suma | 1332 | 65 |  +103 817 | 680 |  +20
Tabela 3 —Table 3
Doswiaczenie dynamiczne z czasem inkubacji 3 i 10 dni
Symbole jak w tabeli 1
Dynamic experiment. Times of feeding 3 and 10 days
Symbols as in table 1
R ___._.I_ 3 dm ______]_____ e .
Alkaloidy 1 - % i %
‘ K \ przyrostu ‘ r | K | przyrostu
~ ) ; — . -
Skopolamina ‘ 463 — 35 | 4715 | 408 | 16,4
Alkaloid X , _ 17 +1665 170 | 72 | 136
Hyoscyjarmna ' 590 | 422 + 40 66 | 50 | + 32
Suma 1234 | 892 + 38 | 711 530 | + 34
Tabela 4 —Table 4
Doswiadczenie dynamiczne z czasem inkubacji 1 1 4 dni
Symbole jak w tabeli |
Dynamic experiment. Times of feeding 1 and 4 days
Symbols as in lablc 1
i 1 dzu:n i 4 dni a
Alkaloidy | | ; % | T
4 i K przyrostu | T i K | przyrostu
Skopolamina | 597 | 431 438 : 648 ; 703 | —= 8
Alkaloid X 665 |30 4100 | e0r | 372 | + 60
Hyoscyjamina 135 | 17 | + 14 | 38 d: _'_—Oui_ _________ o
Suma 1397 | s18 T 59 | 1s7 | 1075 |+ 19

nie karmiono tropinag. W wymienionych tabelach Tr oznacza proby
karmione, a K — proby kontrolne.

W doswiadczeniach obu serii, przy karmieniu troping i kwasem tro-
powym lub tylko troping, w wigkszosci przypadkéw uzyskano przyrosty
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poszczegblnych alkaloidow w stosunku do prob kontrolnych. Przyrosty
te wahaly sie dla hyoscyjaminy w granicach od 10 do 100%, dla sko=
polaminy od 10 do 40% oraz dla alkaloidu X od 60 do ponad 600%.
Najregularniejsze przyrosty obserwowano w przypadku alkaloidu X,
gdyz wystgpily we wszystkich analizowanych przypadkach, a najmniej
regularne byly przyrosty skopolaminy, gdyz az w 4 przypadkach na 12
nie stwierdzono tych przyrostéw, a nawet niewielkie spadki.

Tabela 5—Table 5

Doswiadczenie wstgpne z czasem inkubacji 6 dni
Tr — proba karmiona troping w ilosci 1,7 pm/kolbe,
K — proba kontrolna
Preliminary experiment. Time of feeding 6 days
Tr — sample fed with tropine in amount of 1,7 um per root,
K — control sample

| | | o/
| %

Alkaloidy Tr K przyrostu
Skopolamina . 3l6 | 304 + 4
Alkaloid X | 603 | 80 4653
Hyoscyjamina | 173 117 + 48
Suma {1092 |  so01 i +118

Nalezy zwroci¢ uwage na roéznice wystepujace w wynikach uzyska-
nych w poszczegblnych doswiadezeniach, mimo stosowania w nich iden-
tycznych warunkoéw. Przypuszczalnie wynikalo to z faktu, ze poszcze-

Tabela 6 —Table 6

Doswiadczenie dynamiczne z czasem inkubacji 1, 2 i 4 dni
Symbole jak w tabeli 5
Dynamic experiment. Times of feeding 1, 2 and 4 days
Symbols as in table 5

_! 1 dzien T 2 dni ‘ 4 dni
Alkaloidy | . B [ | o

| Tr i K | pegrostu | o K | przyrostu | > K I przyrostu
e S . . EESE : o
Skopolamina | 330 | 364 ‘ +10 | 619 | 552 | +12 | 752 | 590 ‘ +26
Alkaloid X | 727 | 269 | 4170 | 1139 | 493 | FIo1 | 98l | 320 | +206
Hyoscyjamina| 302 | 126 | 460 | 175 | 184 | -5 | 214 | 194 | 411
Suma | 1259 | 759 | +65 |1933 | 1229 |  +57 | 1947 | 1104 +76
————— e t— I_ — — S ——— —.l-__- e — — I —

golne doswiadczenia byly przeprowadzane na réznych pasazach korzeni,
a nawet na réznych szczepach. Pewne znaczenie mogly mie¢ réwniez
przypadkowe, szkodliwe czynniki zewnetrzne, trudne do unikniecia
w pracy laboratoryjnej.
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DYSKUSJA

Celem niniejszej pracy mialo by¢ dostarczenie dowodoéw na przebieg
reakcji esteryfikacji tropiny i kwasu tropowego do hyoscyjaminy.
We wszystkich przeprowadzonych doswiadczeniach uzyskano znaczne
przyrosty zawartosci alkaloidow w probach karmionych w stosunku
do kontrolnych, wahajgce sie w granicach od 20 do 100%s.

Dodatek do pozywki tropiny i kwasu tropowego razem, wzglednie
tylko tropiny, umozliwial korzeniom przeprowadzenie ostatniej reakcji
w cyklu biosyntezy alkaloidow tropanowych, czego efektem byl przy-
rost zawartosci tych zwigzk6éw. Dlatego tez na podstawie uzyskanych
wynikéw mozna wnioskowaé, ze w korzeniach Datura metel przebiega
reakcja esteryfikacji tropiny i kwasu tropowego. Uzyskane wyniki sta-
nowiag wiec dodatkowy argument przemawiajacy za istnieniem reakcji
esteryfikacji w organizmach ro$linnych, syntetyzujgcych alkaloidy tro-
panowe. Jednakze dowod ostateczny mozna by uzyska¢ w przekonywa-
jacych doswiadczeniach enzymatycznych in vitro.

Co prawda majwicksze przyrosty obserwowano w przypadku alkaloi-
du X, na ktorego charakter estrowy brak dotychczas dowodow. Niezna-
na budowa nie upowaznia do wigczania tego zwiagzku do sumy alkaloi-
déw powstatych na skutek reakcji esteryfikacji. Analiza wynikow wy-
kazuje jednakie, ze suma zawartosci hyoscyjaminy i skopolaminy
w 10 przypadkach na 12 na skutek karmienia wzrastala w granicach od
40 do 230 ng, podczas gdy w dwoch pozostatych przypadkach stwierdzo-
no spadki powyzszej sumy o okolo 20 ng ma 100 mg suchej masy korze-
nia. Analiza ta potwierdza wiec wyzej sformulowany wniosek o prze-
biegu reakcji esteryfikacji w analizowanych organach Datura metel.

Omoéwione wnioski sg w zasadzie zgodne z nielicznymi wynikami,
uzyskanymi przez Romeike (1959) i Jindre (1960). Ten ostatni
przeprowadzil wprawdzie badania nad esteryfikacjg in vitro, lecz reak-
cja ta przebiegala z bardzo niskg wydajnos$cia, a zbyt male roéznice
w manometrycznych pomiarach ubytkow kwasu tropowego nie sg do-
statecznie przekonywajgce.

Waznym i zarazem ciekawym faktem w przeprowadzonych doswiad-
czeniach bylo wspomniane uprzednio stwierdzenie wystepowania w ko-
rzeniach Datura metel nieznanego alkaloidu X, o R; okolo 0,35 w sto-
sowanym w niniejszych badaniach ukladzie. Szczeg6lnie duze ilosci
tego zwigzku stwierdzono w probach karmionych, gdzie przyrosty jego
w stosunku do kontroli dochodzity do kilkuset procent. Fakt ten pozwala
przypuszczaé, ze alkaloid X lezy w lancuchu biosyntezy ma drodze po-
miedzy troping i hyoscyjaming. Na potwierdzenie podanego wniosku
mozna réwniez przytoczy¢ badania Kagczkowskiego (1961) nad
wlgczaniem !*C-octanéw do poszczegdlnych alkaloidéw, podczas ich bio-
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syntezy w korzeniach Datura metel. Po 4 dniach inkubacji autor uzyskat
w alkaloidzie X najwyzsza radioaktywnos¢ wlasciwa, co $wiadczyloby
o pierwszenstwie jego powstawania w stosunku do hyoscyjaminy, a tym
bardziej skopolaminy.

Pewne przypuszczenie na temat budowy alkaloidu X mozna by po-
da¢ na podstawie faktu, ze zwigzek ten mie oznacza sie metodag Reife-
ra i Buchowicza (1955). Nie przytoczone w niniejszej pracy ozna-
czenia porownawcze sumy alkaloidéw, wykonane w szeregu przypadkow
wymieniong metods, daly wartosci, odpowiadajgce w przyblizeniu sumie
zawartosci skopolaminy i hyoscyjaminy, oznaczonych metodg K acz-
kowskiego i Reifera (1961). Mogloby to $§wiadezy¢, iz czastecz-
ka tego alkaloidu mie zawiera kwasu tropowego.

Nieznajomo$é¢ struktury alkaloidu X byla powodem odczytywania
jego ilosci z dowolnie przyjetej krzywej wzorcowej dla hyoscyjaminy
i skopolaminy. Moze to nie odpowiada¢ absolutnym ilo$ciom tego zwigz-
ku w badanych prébach, w zwigzku z czym sumy wykazane w przyto=
czonych tabelach, jak réwniez procenty przyrostu sum alkaloidéw na-
lezy traktowaé¢ z pewnym przyblizeniem,

W doswiadczeniach diugotrwalych (do 10 dni) zaobserwowano inte-
resujgcy fakt spadku zawarto$ci poszczegdlnych alkaloidéow w probach
po 6 i 10 dniach karmienia, w stosunku do ich zawarto$eci po 3 dniach.
Zjawiska tego nie mozna tlumaczy¢ wzajemnymi przemianami alkaloi-
dow, poniewaz suma ich réwniez znacznie maleje. A poniewaz nie
stwierdzono réwniez dzialania drobnoustrojow, jedynym tlumaczeniem
wydaje sie przemiana tych substancji w ogbélnym metabolizmie do
zwigzkow o charakterze niealkaloidowym.

Wedlug badan Romeike (1956, 1958, 1959, 1960) skopolamina jest
wtérnym alkaloidem w stosunku do hyoscyjaminy i tworzy sie przez
epoksydacje tej ostatniej. Proces ten zdaniem wymienionej autorki mo-
ze przebiega¢ tylko w organach nadziemnych Datura metel. Dane przy-

- toczone w niniejszej pracy wykazuja na ogo6l przyrosty zawartosci sko-
polaminy w proébach karmionych, w stosunku do kontrolnych, a w do-
Swiadczeniach dynamicznych obserwowano przyrosty tego alkaloidu
w czasie, zar6wno w probach karmionych, jak i kontrolnych., Podobne
przyrosty obserwowano rowniez w badaniach Kargol i innych (1962).
Fakty te sugerowalyby przebieg procesu epoksydacji hyoscyjaminy
réwniez i w korzeniach Datura metel,

Panu Profesorowi Dr. I. Reiferowi autorzy skladajg serdeczne podzie-
kowanie za cenne rady udzielane w czasie wykonywania niniejszej pracy.

Katedra Biochemii SGGW (Wplyneto: dn. 6.3.1962 r.)
Warszawa



468 J. Amdrzejcguk i J. Kgczkowski
SUMMARY

Root cultures of Datura metel fed with tropine and tropic acid showed
significant increases of tropane alkaloids as compared with control roots. This
fact can be considered as the further proof, that the esterification of theese
two compounds takes place in plants producing tropane alkaloids.

The unknown alkaloid X was found in all samples of investigated roots.
This base appeared in larger ammounts in roots fed, than in control ones. In
dynamic experiments its increase was the largest during the first three days
of investigation. This fact indicates that this base can be a precursor of hyoscy-
amine and is probably produced directly from tropine.

The data obtained suggest the possibility of the reaction of epoxydation of
hyoscyamine to scopolamine also in roots of Datura metel.

Department of Biochemistry
Warsaw Agricultural University
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