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Enzymatyczne przemiany niektérych alkaloidow
Lupinus albus in vitro i in vivo

Czesé 1I. Przemiany in vivo*

Enzymatic transformations in vitro and in vivo of alkaloids
of Lupinus albus

Part. II. Transformations in vivo
E. NALBORCZYK

W  przeprowadzonych in wvitro badaniach (Nalborczyk 1964)
stwierdzono, ze charakterystyczne dla gatunku Lupinus albus alkaloi-
dy — sparteina, lupanina, hydroksylupanina i angustifolina — w obec-
nosci enzymatycznych ekstraktow z roslin zaréwno gorzkiej, jak i pa-
stewnej odmiany tego gatunku ulegajg przeksztalceniom do innych za-
sad. W przypadku zastosowania w charakterze substratu sparteiny i lu-
paniny, powstale in vitro, zasady zidentyfikowano jako dehydrosparteine
i dehydrolupanine. Réwniez produkty enzymatycznych przeksztalcen hy-
droksylupaniny i angustifoliny stanowia najprawdopodobniej odpowied-
nie dehydroformy tych zasad. W odréznieniu od wynikéw badan in vivo
(Birecka, Sebyta, Nalborczyk 1959; Bireck a, Rybic-
ka, Szymanska 1960; Birecka, Sebyta 1960) produktem

przemiany okreslonego alkaloidu in vitro — przy zastcsowaniu odpo-
wiednio oczyszczonego preparatu enzymatycznego — byla tylko jedna
zasada.

Dotychczasowe dane (niepeine) dotyczace skladu jakosciowego alka-
loidéw badanego gatunku nie dawaly odpowiedzi na pytanie, czy w rosli-
nach wystepujg réwniez zasady analogiczne do powstalych in vitro oraz
jaka moze by¢ ich ewentualna rola w przemianach tych zwigzkéw. Za-
gadnienia te byly przedmiotem mniniejszych 'badan. Poniewaz zaistniala
koniecznos¢ zastosowania do badan alkaloidow o wysokiej radioaktyw-
nosci wlasciwej, w pracy uwzglednione zostaly zagadnienia dotyczace
biosyntezy tych zasad z '“C-kadaweryny i 3H-sparteiny.

* Czgé¢ niniejszych badan wykonano w ramach wspélpracy z Wydzialem Nauki
Departamentu Rolnictwa USA.
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METODYKA BADAN

A. Otrzymywanie znakowanych 1C i 3H alkaloidéw lubinu biatego

1. Synteza %C-kadaweryny. Synteze w skali 2mM przeprowadzono
wedlug Mothesa i in. (Mothes, Schiitte, Simon, Weygand
1959) z nitrylu kwasu w-bromomastowego i K“CN otrzymanego na dro-
dze syntezy z Ba CO3 (Murray, Williams 1958). Uzyskana
wydajnosé reakcji wyniosta 62% teoretycznej wydajnosci w stesunku
do zastosowanej ilosci Bal%CO,, radioaktywnos¢ wlasciwa 2 mC/mM.
Oznaczona temperatura topnienia chlorowodorku kadaweryny odpowia-
data 243°C. Chromatograficznie w ukladzie rozwijajacym n-butanol:kwas’
octowy:woda (R; kadaweryny 0,20) nie stwierdzono obecno$ci innych
zwigzkow *.

2. Synteza 3H-sparteiny**. Do probéwki ze szkla Supremax
(dt. 180 mm, @ 14 mm) wprowadzono 25 mg chlorowodorku sparteiny,
25 mg $wiezo zredukowanego katalizatora Adamsa i 0,5 ml THO. Po
zamrozeniu mieszaniny w cieklym azocie i usunieciu powietrza, pro-
béwke zatopiono w polowie jej diugosci. Otrzymana ampultke umoco-
wano na mieszadle wahadlowym i umieszczono w lazni wodnej o temp.
100°C na okres 48 godz., po czym zawarto$¢ ponownie zamrozono. THO
oddestylowano dodajac kolejno 4 X 1 ml HyO. Sparteine rozpuszczono
w 5 ml 0,5 n NaOH, ogrzewano 10 min. w temp. 95°C i po oziebieniu
do 4°C przenoszono do chloroformu. Chloroform oddestylowano pod proz-
nia, dodano 5 ml 0,5 n HCIl i ponownie ogrzewano. Ochlodzony roztwor
alkalizowano i 3H-sparteine ekstrahowano chloroformem. Chloroform od-
destylowano, dodano 5 ml 0,5 n NaOH; i opisang wyzej operacje powta-
rzano pieciokrotnie. Kazdorazowo mierzono aktywnos¢ catkowita ekstra-
ktu chloroformowego (na plytkach z polerowanej stali nierdzewnej —
licznikiem 2=, oraz po spaleniu probki — licznikiem wewnetrznego na-
pelnienia). Sparteine poddano dwukrotnej krystalizacji z kwasem pikry-
nowym, po czym przeprowadzono w posta¢ chlorowodorku. Otrzymano
9,1 mg tej zasady o ogblnej aktywnosei 1,25 mC. Jej aktywnosé wlasciwa
oznaczona po krystalizacji, destylacji i rozdziale chromatograficznym
byla jednakowa. Brak zanieczyszczen radicaktywnych w sparteinie po-
twierdzil wyniki zastosowanego rozcienczenia izotopowego.

3. Biosynteza alkaloidéw lubinu biatego po wprowadzeniu do roslin
#iC-kadaweryny i *H-sparteiny. Do badan uzyto 40 ro$lin tubinu bialtego
odmiany gorzkiej ‘Czechnicka’ w wieku 28 dni (poczatek butonizacji).

* Szczegllowy opis przebiegu syntezy MC-kadaweryny, jak réwniez szeregu
podanych nizej operacji metodycznych patrz: E. Nalboreczyk: Praca doktorska,
1962, Biblioteka Gléwna SGGW.

** Metode znakowania sparteiny trytem opracowano w oparciu o dane w lite-
raturze dotyczace znakowania tym izotopem innych zwigzkéw organicznych (Mur-
ray, Williams 1958; Nalborczyk 1962).
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W czeSci ro$lin oznaczono iloSciowo zawartos¢ poszezegélnych frakeji
alkaloidéw na poczatku i w koncu doswiadezenia. Do 10 roslin wprowa-
dzono przez ogonek liscia Srodkowego po 0,5 ml 0,1 M wodnego roztworu
1iC-kadaweryny o aktywnosci calkowitej 1 mC. W analogiczny sposob
do nastepnych 10 roslin wprowadzono 5 mg 3H-sparteiny o lgcznej ak-
tywnosci 687,5 wC. Rosliny wstawiono na 10 dni do kamery z pleksiglasu
umieszczonej na otwartym powietrzu. Przepuszezano przez nig strumien
powietrza w sposob ciggly — przy uzyciu pompy wodnej. Po 10 dniach
rosliny zamrozono i w tym stanie rozdrobniono. Ekstrakcje alkaloidow
przeprowadzono na zimno metanolem. Metanol oddestylowano na zimno
w okraglodennej kolbie ewaporatora obrotowego. Pozostalosé przedmu-
chiwano parami HCI i przemyto eterem naftowym. Po usunieciu eteru,
zawarto$¢ kolbki rozpuszczono w wodzie, alkalizowano i ekstrahowano
chleroformem, ktéry nastepnie po wysyceniu parami HCI oddestylowano.
Alkaloidy — po uprzednim oznaczeniu ilosciowym (Reifer, Nizio-
tek 1957) — rozdzielono na kolumnie z celulozy w ukladzie rozwija-
jacym n-butanol:0,1 n HCl (Birecka, Nalborczyk 1961). Frakcje
wykazujgce obecnosé zasady (lub zasad), o jednakowym R; taczono a alka-
loidy poddano sublimacji (lub destylacji) przy 103 T. Ich ilosci uzyte do
sublimacji wynosily zaleznie od badanej frakcji cd 50 ug do 20 mg. Zebra-
ne frakcje poddano dalszemu oczyszczaniu wedlug schematu:

Lupanina. Alkaloid dwukrotnie krystalizowano z heksanu i ba-
dano stopien jego zanieczyszczenia substancjami radioaktywnymi metoda
rozcienczenia izotopowego.

Frakcja hydroksylupaniny. W celu uwolnienia sie od
ewentualnie wystepujacej w niej dehydrolupaniny, przeprowadzono czte-
rokrotng sublimacje do temp. 145°C przy 103 T. 100 wg frakcji po kaz-
dej sublimacji redukowano wodorem i badano na zawartos¢ dehydro-
lupaniny (Nalborczyk 1961).

Frakcja multifloryny. W zakresie temperatur 145—165°C
przeprowadzono w odstepach 5°C frakcjonowang destylacje w prozni
i oznaczono aktywnosci wiasciwe zasad poszczegblnych frakeji.

Angustifolina i estry hydroksylupaniny. Obie
frakeje dwukrotnie destylowano odpowiednio do 165 i 170°C przy 10—3T.

Sparteina. W do$wiadczeniu z biosynteza 3H alkaloidéw, eluat
z kolumny wykazujacy obecnosé¢ tej zasady rozcienczano 15 mg sparteiny
nie znakowanej. Po przedestylowaniu do 98°C oznaczono jej aktywnosé.

Wszystkie pomiary radioaktywnosci wykonano postugujac sie licz-
nikiem przeptywowym FH-51. Alkaloidy o wysokiej aktywnosei wlasci-
wej (gléwnie alkaloidy znakowane trytem) rozcienczano przed oznacze-
niem znang iloScig analogicznych zwigzkéw mieaktywnych. Grubogé war-
stwy radioaktywnego preparatu mie przekraczala w przypadku 4C —
500 pg/em?, a w przypadku H — 50 ug/em? Wydajnoéé liczenia wyno-
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sita 35% (1C) lub 2,2% (°H). Po pomiarze aktywnosci alkaloidy wymy-
wano z miseczek 0,01 n HCI i oznaczano ich ilosci. Wszystkie oznaczenia
wykonywano co mnajmniej w trzech powtérzeniach. Odchylenia w wy-
nikach réwnolegltych oznaczen miescily sie w granicy = 5%.

B. Przemiany in vivo sparteiny i lupaniny

1. Przeprowadzono nastepujgce préby identyfikacji dehydrosparteiny
i dehydrolupaniny w ro$linach po wprowadzeniu sparteiny i lupaniny:

Dehydrosparteina. Do 50 roslin odmiany pastewnej lubinu
biatego (odm. ‘Przebedowska Sredniowieczna’) w fazie butonizacji wpro-
wadzono przez ogonki lisciowe po 15 mg sparteiny (sél siarczanowa).
Rosliny zebrano po 14 dniach, alkaloidy ekstrahowano metanolem i roz-
dzielono na kolumnie jak wyzej. Frakcje o R; dehydrosparteiny prze-
puszczono ponownie przez kolumne stosujac uklad rozwijajgcy ace-
ton:1 n HCI. Po oddestylowaniu acetonu pozostalo§é zalkalizowano i w at-
mosferze azotu przeniesiono do chloroformu, ktory mastepnie usunieto.
Alkaloid oddestylowano przy 10T do temp. 120°C i poré6wnywano jego
wiasciwosci chromatograficzne, spektralne i chemiczne z odpowiednimi
wlasciwosciami dehydrosparteiny otrzymanej jako produkt enzymatycz-
nych przemian sparteiny in wvitro. Czes¢ frakcji krystalizowano w po-
staci pikrynianu wraz ze znakowang trytem dehydrosparteing (w sto-
sunku 1:1) i oznaczano aktywnosci wlasciwe alkaloidu wykrystalizowa-
nego w postaci soli oraz alkaloidu pozostaltego w roztworze macierzystym.

Dehydrolupanina. Do 3 roslin lubinu pastewnego wprowa-
dzono jak wyzej 2 mg znakowanej !4C-lupaniny (chlorowodorek) o cgél-
nej aktywnoéci 8,6 X 10* imp/min. Ro$liny zebrano po 2 godz. i wyizo-
lowane alkaloidy rozdzielono chromatograficznie. Frakcje o R; dehydro-
lupaniny eluowano etanolem, oznaczono jej radioaktywnosé, po czym
poddano redukeji wodorem w 2n HCI nad PtO,. Produkty redukeji (po
dodaniu matych ilosci sparteiny) rozdzielono chromatograficznie i bada-
no ich radioaktywnosé.

2. Produkty przemian 3H-sparteiny, 14C-lupaniny oraz ich dehydro-
form w roslinach. Do roslin odmiany pastewnej i gorzkiej lupinus albus
w wieku 49 dni wprowadzono przez ogonki lisciowe 3H-sparteine, 14C-lu-
paning oraz ich znakowane dehydroformy otrzymane enzymatycznie
in vitro*. Analizowano po 2 rosliny z kazdej kombinacji w odstepie
2,24 i 96 godz. od chwili wprowadzenia alkaloidu. Kazdg rosline amali-
zowano oddzielnie. Sposéb ekstrakcji badanego materiatu byt analogicz-
ny jak w wyzej opisywanych dos§wiadczeniach. Poza alkaloidami badano
sumaryczng radioaktywnoéé zwigzkéw rozpuszczalnych i nierozpuszezal-
nych w 80% metanolu. Alkaloidy — po oznaczeniu ogélnej ich ilosci

* Ilos¢ i radioaktywnoséé wprowadzonych zasad podane zostaly w tab. 5i 7.
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i radioaktywnosci — rozdzielano przy pomocy chromatografii bibulowej
(Reifer, Przezdziecka, Kleczkowska 1958), eluowano
z chromatogramoéw bezposrednio na miseczki i ponownie oznaczano ich
radioaktywnosé i ilos¢. Frakcje o R; dehydrosparteiny (a takze multi-
floryny i a,) alkalizowano i przenoszono do chloroformu. Chloroform
ogrzewano 3min. do temperatury wrzenia i nastepnie oddestylowano *.
Alkaloidy sublimowano do temp. 165°C przy 10T i oznaczano ich ilogé
oraz aktywnosé. Jednoczes$nie oznaczano aktywnos¢ pozostalosci po sub-
limacji. Na podstawie wynikéw radioaktywnosci i ilosci zasad obeenych
we frakeji przed i po sublimacji oznaczano iloé¢ i radioaktywnosé dehy-
drosparteiny. Czes¢ ekstraktéw zawierajgcych radioaktywng Tupanine
(z roslin, do ktoérych nie zostala ona wprowadzona) badano metodg roz-
cienczenia izotopowego. Frakcje o R; dehydrolupaniny (i hydroksylupa-
niny) z roslin, ktére otrzymaly alkaloidy znakowane 1C, poddano re-
dukcji wodorem nad PtO,. Produkty redukcji rozdzielono chromatogra-
ficznie 1 oznaczono ich radioaktywnosé. W przypadku analizy ekstrak-
tow z ro$lin odmiany pastewnej, w celu wykrycia alkaloidéw innych
frakeji niz lupaniny i hydroksylupaniny, po naniesieniu ekstraktéw na
chromatogram dodawano nieznakowane alkaloidy wzorcowe (podobnie
postepowano przy poszukiwaniu frakeji sparteiny w odmianie gorzkiej).
Po rozdziale oznaczano tylko radioaktywnos¢ tych frakecji. Radioaktyw-
noé¢ 3H-dehydrosparteiny i 14C-dehydrolupaniny oznaczano jak wyzej.

WYNIKI

Po uptywie 10 dni przebywania roélin w kamerze przyrost ich §wie-
zej masy wynosil §rednio (w przeliczeniu na 10 roélin) 17,6 g, a suma
alkaloidow zwiekszyla sie o 9,3 mg (w tym lupanina 3,6 mg, hydroksylu-
panina 1,4 mg i pozostate zasady 4,3 mg). Zawartoé¢ poszczegdlnych alka-
loidéw i ich radioaktywno$é w roslinach, do ktérych w charakterze pre-
kursora tych zasad wprowadzono 14C-kadaweryne i 3H-sparteine, przed-
stawia tabela 1. Z uzyskanych danych wynika, ze aktywnosci wlasciwe
frakeji lupaniny, angustifoliny i estrow hydroksylupaniny, otrzymane
bezposrednio po ich rozdziale na kolumnie, praktycznie nie ulegly zmia-
nie w trakcie dalszego ich oczyszczania. Dodatkowe sprawdzenie stopnia
czystosci lupaniny znakowanej 14C i 3H metodg rozciehczenia izotopo-
wego potwierdzilo brak radioaktywnych zanieczyszczen w wyizolowa-
nym zwigzku. W przypadku frakeji hydroksylupaniny ich aktywnosci
wladciwe oznaczone bezposrednio po rozdziale byly istotnie wyzsze od
aktywno$ci stwierdzonych po czterokrotnej resublimacji. Nalezy zazna-

* Przeprowadzone wstepne proby wykazaly, ze w tych warunkach dehydro-
sparteina ulega calkowitemu rozkladowi, a jej produkty nie destylujag w =zakresie
stosowanych temperatur.
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czyé, iz zmniejszanie sie aktywnosci wlasciwej tych frakeji nastepowato
tylko po pierwszej i drugiej resublimacji, po kazdej za$§ nastepnej nie
stwierdzono juz roéznic pod tym wzgledem. Po katalitycznej redukeji
wodorem 100 png hydroksylupaniny, otrzymanej w wyniku czwartej resu-
blimacji, stwierdzono chromatograficznie obecno$é¢ tylko hydroksyspar-
teiny. Frakcja o R; multifloryny poddana destylacji do réznych tempe-
ratur wykazala réowniez zréznicowany sklad (tab. 2). W obu przypad-
kach znakowania maksymalna aktywno$¢ wlasciwa przypadala ma
zwigzki destylujgce do 145°C. Destylat uzyskany w tem. 145—150°C
takze wykazywal aktywnos¢ wyzszg niz destylaty nastepne. Na te dwa
pierwsze destylaty przypadalo w sumie okolo 5% badanej frakcji: Po-
wyzej 160°C uzyskano juz tylko sladowe ilosci zasady nie réznigcej sie
pod wzgledem radioaktywnosci wlasciwej od frakeji poprzedniej.

Tabela 2 - Table 2
Radioaktywnosé wtadciwa zasad o Ry multifloryny (w 109 imp/min)

Specific radioactivity of the bases with R, of multiflorine (in 10° cpm)

Eluat =z
Eluat z ko= Temperatura destylacji chromatogram
Rodzaj lumny (przed Temperature of the destilation (po destylacji
znakowanial destylacja) 155-160°C)
The manner| Eluate from Eluate from the
of label | the column do 145% & o ° ° chromatogram
(before > 145-150"C| 150-155"C | 155-160"C 160°C (after destila=
destilation) | to 145°C tion 155-1609C)
4o 161,3 246,6 156,4 132,0 124,4 | 127,8 119,4
g 859,3 5446,1 1191,9 500,4 559,0 535,8 536,9

Zaobserwowanych w przypadku frakeji hydroksylupaniny i multi-
floryny réznic w aktywnosci wlasciwe] alkaloidéw przed i po oczyszcze-
niu nie nalezy traktowaé jako wynik zanieczyszczen zwigzkami wy-
lacznie niealkaloidowymi, w obu bowiem badanych frakcjach moga wy-
stepowaé mate ilo$ci innych niz dominujacy alkaloid zasad (Birecka,
Nalborczyk 1961). Mimo iz w obu przypadkach rézne byly zaré6wno
prekursory, jak i sposob ich znakowania, charakter rozmieszczenia aktyw-
nosci miedzy badanymi frakcjami alkaloidéw byl podobny. Uzyskane
dane (tabela 1) wskazujg ponadto, ze procentowy udzial radioaktywnosci
poszezegblnych alkaloidow w stosunku do ich aktywnosci catkowite]
w obu przypadkach ksztaltuje sie poddbnie jak procentowy wudzial ilosci
badanych alkaloidéow w ich zawartosci sumarycznej. Stopien inkorporacji
znakowanego prekursora w alkaloidy wynosilt dla %C-kadaweryny
0,62—0,70%, a dla *H-sparteiny 46,7—55,7%0 (po odjeciu aktywmnosci po-
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zostalej w roslinach 3H-sparteiny, ktéra wynosila 22% w stosunku do
aktywnoéci wprowadzonej).

Tabela 3 - Table 3
Zawartoéé alkaloiddw w roélinach kontrolnych 1 w rodlinach ktérym podano sparteing

Alkaloid contents in the control plants and in the plants after introduction of sparteins

mg w 10 rodlinach
mg per 10 plants
Alkaloidy o Ry " . i P -~
roéliny kontrolne ro ny ze sparteina
Alkaloids with R, of (72,0 g éw. masy) (67,8 g éw, masy)
control plante plants with sparteine
(12,0 g fresh weight) (67,6 g fresh weight)
Lupanina 1,26 18,7
Lupanine
Hydroksylupanina + dehydrolupanina 0,37 5,14
Hydroxylupanine + dehydrolupanine
Ester hydroksylupaniny 0,19 2,32
Hydroxylupanine ester
Sparteina 0,17 B5,44
Sparteine
*
Multifloryna + a_ + dehydrosparteina 81, 4,25
Multiflorine + a  + dehydrosparteine .
*

Angustifolina 61, 0,54
Angustifoline

*okoto 20 pe (about 20 pe)

Intensywne przeksztalcenia sparteiny w inne alkaloidy stwierdzono
réwniez w do$wiadczeniu z ro$linami odmiany pastewnej, do ktérych
wprowadzono duzg ilos¢ tego alkaloidu w celu zbadania, czy jego prze-
miany — podobnie jak w do$wiadczeniach in vitro — prowadzg takze
do powstawania dehydrosparteiny (tabela 3). Na podkreslenie zastuguje
bardzo duze zwiekszenie ilo$ci lupaniny oraz frakeji hydroksylupaniny
i jej estrow. W wyniku do$wiadczenia uzyskano istotne zwigkszenie
ilodci zasad frakeji o R; dehydrosparteiny (chromatograficznie analogicz-
nej z zasadg a, i multifloryng). Frakcja ta, po destylacji przy 10—°T
do temp. 120°C, data zoéltoopalizujacy olej, ulegajacy w obecnosci tlenu
szybkiemu rozkladowi. Wydzielona zasada powodowala gwaltowne od-
barwianie kwasnego roztworu KMnO,. Jej R; w réznych stosowanych
ukladach rozwijajgcych (wg schematu podanego w tab. 1 w publikacji:
Nalborczyk 1961) bylo identyczne z R; dehydrosparteiny otrzyma-
nej w wyniku enzymatycznych przemian sparteiny in vitro i AS-dehy-
drosparteiny otrzymanej ma drodze syntezy chemicznej. Po redukeji
wodorem uzyskano zwigzek chromatograficznie odpowiadajacy spartei-
nie. W podczerwieni, podobnie jak w przypadku wyzej wymienionych
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Tabela 4 - Table 4
Radioaxtywnoéé frakeji o Ry hydroksylupaniny i dehydrolupaniny (w imp/min)

Fadlozetivity of the fractions with R, of hydroxylupanine and dehydrolupanine (in opm)

Przed redukcjg Po redukeji

Before reduction After reduction
Yo Frakeja o R Frakeja o ﬂr Frakcja o R
“| hydrokaylupaniny 1 dehfdrolupaniny sparteiny hydroksyspartelny
Fraction with R, eof Fraction with R Fraction with of
hydrexylupanine and uﬁydrolupmlm of sparteine hydroxysparteifie
i 2300 2100 40
2 1450 1520 1]
3 2880 2640 1]

dehydrospartein, stwierdzono intensywng absorpcje przy 1640 cm—!
(>C=C<) oraz brak maksiméw absorpcji charakterystycznych dla
= C=0 i —OH. Po rozcienczeniu izotopowym badanej zasady 3H-dehy-
drosparteing i krystalizacji w postaci pikrynianu, radioaktywnosci wla-
Sciwe alkaloidu wykrystalizowanego oraz pozostalego w roztworze ma-
cierzystym byly praktycznie jednakowe (w granicy bledu oznaczenia
+5%). Uzyskane wiec wyniki wskazujg, iz sparteina wprowadzona do
roslin przeksztalcala sie miedzy innymi w dehydrosparteing — zwigzek,
ktéry zostal stwierdzony réwniez jako produkt przemian enzymatycz-
nych sparteiny in vitro. W do$wiadczeniu nastepnym, przeprowadzonym
w celu wyizolowania dehydrolupaniny, ograniczono sie tylko do frakeji
hydroksylupaniny, w ktoérej zwigzek ten moze wystepowaé¢. Frakcja ta,
wyizolowana z frzech rodlin, do ktérych na 2 godziny wprowadzono
%5C-lupaning (w sumie 2 mg, 8,6 X 104 imp/min), data po redukcji dwa
zwigzki o R; sparteiny i hydroksysparteiny (ostatni w dominujacej ilo-
sci). Ze wzgledu na zbyt mala ilo$¢ pierwszego zwigzku, w celu uzyska-
nia dokladnych danych, zaistniala konieczno$¢ naniesienia ma chroma-
togram przed jego rozwinieciem znanej iloSci sparteiny. Radiocaktywnosci
tych zwigzkéw podane sg w tabeli 4. Przedstawione wyniki wskazuja,
iz po 2 godzinach ckolo 8% aktywnosci wprowadzonej do roslin 14C-lu-
paniny znajduje sie w badanej frakcji. Po jej redukeji praktycznie cala
ta radioaktywnos$¢ znajduje sie w zwigzku o R; sparteiny. Zwigzek ten
chromatograficznie — przy stosowanych ukladach rozwijajacych — za-
chowywal sie identycznie jak sparteina uzyskana w wyniku redukeji
dehydrolupaniny w badaniach z ekstraktami enzymatycznymi. Biorge pod
uwage: 1) bardzo kroétki czas trwania eksperymentu, 2) wykrycie aktyw-
nosci — poza lupaning — prawie wylacznie w wyzej badanej frakeji,
3) sklad jakosciowy analogicznej chromatograficznie frakeji alkaloidow
wystepujgeych w tubinie bialym pastewnym i igorzkim (Sebylta 1963;



338 E. Nalborczyk

Wiewiérowski, Bartz, Wysocka 1961) mozna uwazat, iz
uzyskany in vivo produkt przeksztalcen lupaniny stanowi dehydro-
lupanine.

Wyniki dotyczgce przeksztalcen sparteiny i lupaniny oraz ich dehy-
droform w roélinach gorzkiej odmiany po uplywie 2, 24 i 96 godz. cd
chwili iniekcji podane sg w tabeli 5 i 6* W ciggu badanego okresu mie
stwierdzono istotnego zmniejszenia radioaktywnosci roslin w poréwna-
niu z aktywnosciag wprowadzong. W wiekszosci zastosowanych kombinaciji,
a szcezegblnie w przypadku zasad o nienasyconym pierscieniu, obserwo-
wano juz w krétkim czasie po iniekceji ich przeksztalcenia mie tylko w inne
alkaloidy, lecz réwniez i w zwigzki niealkaloidowe. Radioaktywnos$c
tych ostatnich wzrastala w miare uptywu czasu, przy czym po 96 godzi-
nach byla nadal istotnie wyzsza w przypadku wprowadzania dehydro-
form. Sumaryczna aktywnos$é alkaloidéw (tabela 5), stwierdzona ppo ich
rozdziale chromatograficznym, wykazuje na ogot nizsze wartosci (o okolo
4—6%0) miz aktywnos¢ wyjsciowego ekstraktu tych zasad. Fakt ten moze
byé wynikiem dwéch przyczyn: 1) niewielkich strat alkaloidow w trakcie
ich rozdziatu i elucji, 2) ewentualnego zanieczyszczenia ekstraktow zwigz-
kami niealkaloidowymi. Niezaleznie od tego, ktéry z tych czynnikéow
odegral najpowazniejsza role, obserwowane rdznice nie moga spowodo-
waé istotnych bledéw w interpretacji uzyskanych wynikéw. Wszystkie
alkaloidy wprowadzone do roslin prawie natychmiast po iniekcji wyka-
zaly przeksztalcenia w inne zasady i w miarg uplywu czasu wielkosé
tych przemian wzrastala. Nalezy jednak peodkresli¢, ze stopien prze-
ksztalcenia dehydrosparteiny, a szczegélnie dehydrolupaniny byt znacz-
nie wiekszy niz stopien przemian sparteiny i lupaniny w ciagu catego
badanego okresu.

Na uwage zastuguja nastepujgce fakty: _

1. Po dwoéch godzinach od wprowadzenia sparteiny i lupaniny tylko
ich dehydroformy wykazywatly radioaktywnosé. Pojawienie sie jej w po-
zostalych alkaloidach stwierdzono w okresie pozniejszym. I tak w iprzy-
padku sparteiny po 24 godz. radioaktywnosé wystepowala w lupaninie,
multiflorynie oraz w $ladach w estrze hydroksylupaniny stanowigc w su-
mie 4,4% aktywnosci wprowadzonej zasady. Po 96 godz. aktywnos¢ tych
zwiagzkéw wzrastala (zwlaszcza lupaniny), pojawiala sie we frakeji hy-
droksylupaniny stanowigc w sumie juz 14,4°% wielkosci wyjsciowej.
W przypadku iniekcji lupaniny aktywno$¢ hydroksylupaniny i jej estru
po 24 godz. wynosila 2,9%, a po 96 godz. 7,5%0 aktywnosci wprowadzo-
nej. Frakcja multifloryny, ktéra w tej czesci do$wiadczenia nie byla
szczegblowo analizowana, wykazata odpowiednio 4,0 i 5,6%0 tej aktyw-

* W tabelach tych, podobnie jak i w tabeli 7 1 8 podane sg $rednie, uzyskane
z dwoéch badanych w kazdej kombinacji ro§lin, Podkreslone w tekscie roéinice
przekraczajg istotnie réinice miedzy odmianami. '
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Tabela 6 -
Zawarto$é alkaloidéw i ich radioaktywnodé po wprowadzeniu do roélin

Alkaloids I:l_ontsnts and their radioactivity after introduction into the plants

Zawartodé w mg frakeji
p”“ roélin alkaloldéw o Rt
Wprowadzeny alkaleid Sumaryozna
(110466 w mg rprowmuniu c':;‘::’_.:a:::‘:ﬁ:'n("nr"s} zawartosé
1 radieaktywnosé alkaloidu g alkaloidéw
w imp/min) (w gods.) (w ng)
ux?um introduced The harvest ester Total
amount in mg time of the alkaloids
hydroksy=| multi- hydroksy-
and radiecactivity plants after content
in opm) introduced of] lupaninal lupanina | floryna| sparteina| lupaniny (1n mg)
?i:’;‘:id' lupanine| hydroxy- malti-| sparteine| hydroxy-
lupanine | flerine lupanine
esters
3H-sparteina 2 2,94 0,47 0,68 0,93 0,61 5,63
meparieine 24 3,15 0,43 0,76 0,89 0,42 5,45
(1 mg; 920x10"imp/min)
(1 mg; 920x10° opm) 28 2,55 0,38 0,55 0,58 0,45 4,51
3g-dehydrosparte ina 2 2,12 0,49 0,76 0,05 0,60 4,07
~dehyd rt
eltydrospariaine 24 2,24 0,52 0,71 0,08 0,68 4,21
(0,3 mg; 276x10"imp/min)
(0,3 mg; 2161103 opm) 96 2,23 0,61 0,58 0,02 0,75 4,19
146 lupanina 2 5,74 0,43 0,57 . 0,63 7,34
4
EelNgaian 24 5,92 0,43 0,56 - 0,56 7,47
(3 mg; 126,5x10"imp/min)
(3 mg; 126,5x10° epm) 96 5,53 0,59 0,48 - 0,70 7,28
i:c-dehydrolupanlna 2 2,84 1,32 0,57 - 0,58 5,31
GGy aimpaadie 24 2,86 0,95 0,54 - 0,70 5,08
(1 mg; 42,5x10"imp/min)
(4 mg; 42,5x10° opm) 96 2,66 0,70 0,61 - 0,78 4,75

*
W przypadin wprowadzenia sparteiny 1 dehydrosparteiny nie badane oddzielnie dehydrolupaniny
Dehydrolaupanine was not separately investigated in the case of sparteine and dehydrosparteine

introduced

%
W przypadim 'gromunu lupaniny 1 dehydrolupaniny nie badano oddzielnie dehydrosparteiny

4 tnal;y\lrglpart ne was not separately imvestigated in the case of lupanine and dehydrolupanine

ntroduce

nosci. Trzeba zaznaczyé¢, ze obok multifloryny w eluacie tym maogt wy-
stagpié rowniez produkt przeksztalcen hydroksylupaniny (patrz cz. I). Po-
dobne zastrzezenie nalezaloby wysungé do frakeji hydroksylupaniny
w przypadku iniekeji sparteiny. Mogla ona bowiem zawiera¢ dodat-
kowo dehydrolupanine. Ro6wniez w pewnej mierze moze by¢ obcigzona
bledem aktywnos$¢ estru hydroksylupaniny, ktérego w omawianych ba-
daniach nie poddano hydrolizie. Ta ostatnia uwaga odnosi sig¢ gléwnie do
czeSci dos§wiadezenia, w ktérej wprowadzono do ro$lin 3H-sparteine,
gdyz miedzy innymi aktywnos$é estru hydroksylupaniny w omawiane]
kombinacji byla stosunkowo mata, a aktywnosé produktéw niealkaloido-
wych duza. Nalezy podkreslié, iz préby wykrycia aktywnoséci we frakeji

.
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- Table 8

tubinu bialtego gorzkiego 3Iv_l—sl-;:t'rt.eim-, “C'-J.upanlny i ich dehydroform

of bitter white lupine of 3li-:;;:rz\rtszirua, 140-1upanine and their dehydroforms

% radioaktywnodel w alkaloidach
w stosunku do radiocaktywnodel wprowadzonej
Catkowita radlg- Percent of alkaloids radiocactivity
aktywnodé alkalol- 1 rison with radioactivity introduced
déw po rozdzials n compa w radioactivity introduce
chromatograficznym
(w 10° imp/min)
ester
Total radiocactivity dehydro- dehydro- | hydroksy-|hydroksy- | multi-
of alkaleids after |sparteinal|sparteina|lupanina|lupanina| lupanina |lupaniny flotyna |razem
chromatography sepa-
ration sparteine|dehydro- |lupanine|dehydro-| hydroxy- |hydroxy- multi-|total
(in 103 epm) sparteine lupanine | lupanine |lupanine florine
esters
*
851,5 82,8 9,7 0,0 = 0,0 0,0 0,0 |92,55
775,5 63,8 11,1 2,8 - 0,0 0,3 1,3 |B4,29
704,0 50,4 11,7 8,9 - 0,8 2,2 2,5 |76,52
224,0 16,9 54,3 6,4 - 0,0 0,0 3,5 |81,16
181,0 19,1 19,1 14,8 - i 2,5 4,8 |65,58
160,0 8,5 12,0 16,9 - 3,6 6,3 10,7 [57,97
**
i12,2 0,0 - 84,2 4,5 0,0 0,0 0,0 |87,90
114,6 0,0 - 79,4 4,1 1,7 1.2 4,0 |90,59
109,0 0,0 - 68,9 4,2 3,6 3,9 5,6 |86,16
37,5 0,0 - 9,9 60,5 5,9 © 8,0 4,0 (88,23
31,5 0,0 - 12,5 16,0 20,2 14,6 10,1 |74,12
25,3 0,0 - 12,0 3,3 19,1 13,9 11,3 [59,76

sparteiny — nawet po 96 godzinach od wprowadzenia lupaniny — daly
wyniki negatywne.

2. W odréznieniu od sparteiny i lufpanmy obie ich dehydroformy
natychmiast prawie po iniekeji przeksztatcaty sie czeSciowo nie w jeden,
ale w szereg innych alkaloidéw. I tak w przypadku wprowadzenia dehy-
drosparteiny, radioaktywnos¢ wykazywaly: sparteina (w stopniu mnaj-
wiekszym), lupanina i multifloryna. W okresie mnastepnym aktywnose
tych dwoéch ostatnich zasad znacznie zwigkszala sig, dochodzac w sumie
do 27°% wprowadzonej. Aktywne frakcje hydroksylupaniny i jej estru
pojawialy sie po uptywie 24 godz. od iniekeji, przy czym sumaryczna ich
aktywno$¢ stanowilta 10% wprowadzonej. W tym samym czasie zmniej-
szala sie nie tylko radioaktywnos¢ dehydrosparteiny, ale rowniez i spar-
teiny. W przypadku dehydrolupaniny po 2 godz. od jej wprowadzenia
mozna bylo juz wykryc znaczne aktywnosci w lupaninie, a przede wszyst-
kim w hydroksylupaninie (lacznie z jej estrem). Pewna aktywno$¢ w tym
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344 E. Nalborezyk

czasie wykazywata réwniez i frakcja multifloryny. W okresie nastepnym
aktywnoséé lupaniny nie ulegala istotnym zmianom, natomiast znacznie
wzrastala aktywnos¢ hydroksylupaniny (lacznie z jej estrem) stanowige
33%, aktywnosci wprowadzonej i frakeji multifloryny (okoto 11%). W tym
samym czasie dehydrolupanina ulegata prawie calkowitemu zanikowi.
Podobnie jak po wprowadzeniu lupaniny réwniez po iniekecji jej dehy-
droformy mie udalo sie wykry¢ nawet $ladéw aktywnosci we frakeji
sparteiny. Nalezy zaznaczy¢, iz wysuniete wyzej zastrzezenia co do czy-
stosci miektérych frakeji alkaloidow odnosza sie réwniez i do omawia-
nych kombinacji.

Przeksztalcenia sparteiny, lupaniny i ich dehydroform w roslinach
odmiany pastewnej, obok wielu cech podobienstwa wykazuja jednoczes-
nie pewne réznice w stosunku do charakteru i intensywnosci przeksztal-
cen analogicznych zasad w odmianie gorzkiej (tabele 7 i 8). W roslinach
tych obserwuje sie roéwniez przemiany wprowadzonych zasad na zwigzki
niealkaloidowe, przy czym przebiegaja one nawet intensywniej niz w od-
mianie gorzkiej. I w tym przypadku radioaktywnosé produktéw mniealka-
loidowych po wprowadzeniu dehydroform byla wyzsza niz po wprowa-
dzeniu sparteiny i lupaniny. Nalezy przy tym dodaé¢, iz po 96 godzinach
od wprowadzenia dehydrosparteiny i dehydrolupaniny, stopien ich prze-
ksztalcen w zwigzki niealkaloidowe byl wyzszy odpowiednio o okolo 25
i 30% niz u roslin odmiany gorzkiej. Rowniez na uwage zaslugujg zna-
cznie intensywniejsze niz w gorzkiej odmianie przemiany sparteiny do
tych zwigzkéw. Szybkosé przeksztalcenia sie lupaniny w hydroksylupa-
nine (lgcznie z jej estrem) byla podobna jak w odmianie gorzkiej. Na
uwage jednak zastuguja intensywniejsze w omawianej odmianie prze-
ksztalcenia tego alkaloidu natychmiast po wprowadzeniu w dehydrolu-
panine. Fakt ten moze byé przyczyng wiekszej rowniez — w poréwnaniu
z analogiczng kombinacjg roslin gorzkich — aktywnosci hydroksylupa-
niny i jej estru zar6éwno po uplywie 24, jak i 96 godzin. Intensywnos¢
przeksztatcenn dehydrolupaniny w ‘hydroksylupaning w omawianej od-
mianie byla bardzo duza. I w tych roslinach zasada ta czeSciowo prze-
ksztalcala sie w 'lwpahime, jednakze stopien tych przemian (maksimum’
9,4%) w poréwnaniu do stopnia przemian w hydroksylupanine (maksi-
mum 37%) byt stosunkowo niewielki.  Istotniejsze réznice w poréwnaniu
z odmiang gorzkg wystapilty we frakeji alkaloidu o R; multifloryny —
alkaloidu, oznaczonego symbolem a, w odmianie pastewnej i réznigcego
sie we wlasnosciach istotnie od tej ostatniej. Stwierdzone aktywnosci
tej frakcji — zaréwno po wprowadzeniu lupaniny, jak i dehydrolupa-
niny — byly znacznie nizsze niz aktywno$¢ analogicznej chromatogra-
ficznie frakcji w tubinie gorzkim. I w tym przypadku réwniez niewia-
domo, w jakim stopniu stwierdzone aktywnosci s3 wynikiem ewentual-
nego wystepowania produktu przemian hydroksylupaniny o identycz-
nym Rj.
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Najistotniejsze réznice w porownaniu z odmiang gorzks nalezy jed-
nak odnotowa¢ w intensywnosciach przeksztalcen wprowadzonych do
roslin pastewnych sparteiny i dehydrosparteiny. W przypadku sparteiny
obserwuje sig: 1) znacznie intensywniejsze przeksztalcenia jej w dehy-
drcsparteing, i to bezposrednio po wprowadzeniu, 2) znacznie mniejsze
jej przemiany w lupaming i hydrcksylupaning i 3) bardzo stabe prze-
ksztalcenia w zwigzki frakcji ay. Ogoélna aktywnosé alkaloidéw — poza
sparteing i jej dehydroformg — po 96 godzinach wynosila zaledwie 3,9%
aktywnoéci wprowadzonej.

W przypadku dehydrosparteiny obserwuje sie: 1) stosunkowo slabsze
przeksztalcenia sie jej w sparteing, ktorej aktywnos$é do konca doswiad-
czenia nie ulega istotnym zmianom, 2) stabsze réwniez miz w lubinie
gorzkim przemiany na inne alkaloidy. Laczna aktywnosé¢ lupaniny, hy-
droksylupaniny wraz z jej estrem oraz frakcji ax po 96 godzinach wy-
nosila tylko 6,5% (w tubinie gorzkim 37%).

DYSKUSJA

Gléwnym celem przeprowadzenych do$§wiadczen nad biosynteza zna-
kowanych alkaloidow bylo uzyskanie mozliwie wysokiej radioaktywnosci
tych zwigzkéw. Osiaggniecie tego celu warunkowato z kolei podjecie ba-
dan nad przemianami alkaloidéw po ich uprzednim wprowadzeniu do
roslin w takich ilociach, ktére by ograniczaly do minimum ewentualna
mozliwosé ich wplywu na przebieg normalnych proceséw metabolicz-
nych i powstawanie zwigzanych z tym artefaktéow. Istniejagce w litera-
turze dane (Schiitte, Nowacki 1959; Schiitte, Nowacki,
Schiaffer 1962) wskazywaly na stosunkowo wyscki stopien wlacza-
nia radioaktywnego wegla w alkaloidy lubinowe w przypadku wprowa-
dzenia do roslin 1“C-kadaweryny (do 5%). Wyniki przedstawionych do-
$wiadczen z roslinami lubinu bialego, 'badanymi po dluzszym okresie
czasu od chwili wprowadzenia kadaweryny, nie potwierdzily tak wyso-
kiej inkorporacji radioaktywnego wegla, jak w badaniach cytowanych
autoréw. Uzyskany przez nas stopien wlaczania 1“C-kadaweryny w alka-
loidy byl nmawet istotnie mmiejszy od stopnia inkorporacji 14CO, w te
zasady w podobnym okresie czasu (Birecka 1963). Przyczyng odno-
towanych rozbieznosci w. wynikach mogg byé zaréwno réznice w fazie
rozwojowej uzytych do do$wiadczen roslin, jak i zastosowanie odmien-
nych sposobéw ekstrakeji i oczyszczania samych alkaloidéw. Biorgc jed-
nakze pod uwage stosunkowo duzy przyrost iloci alkaloidow w bada-
nych rodlinach oraz malg intensywnosé wlgczania w nie 4C z kada-
weryny, otrzymane wyniki raczej nie wskazuja na to, aby zwigzek ten
moégl spelnia¢ role bezposredniego ich prekursora.

Na szczegélne podkreslenie zasluguje natomiast fakt wysokiej inkor-
poracji radioaktywnosci we wszystkie badane alkaloidy w. przypadku
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wprowadzenia 3H-sparteiny. Nalezy élodaé, iz intensywne przemiany nie-
radioaktywnej sparteiny, wprowadzonej w duzych ilosciach do roslin
odmiany pastewnej, w inne alkaloidy stwierdzono réwniez uprzednio
(Birecka, Sebyla, Nalborczyk 1959). Biorgc pod uwage mi- .
nimalne rozcienczenie izotopowe *H-sparteiny i 1*C-kadaweryny po ich
wprowadzeniu do roslin, uzyskane dane $wiadcza, iz: 1) przeksztalcenia
sparteiny w inne charakterystyczne dla gorzkiej odmiany lubinu bia-
lego alkaloidy sg znacznie szybsze niz procesy przemian 1*C-kadaweryny
do tych zwigzkéw, 2) 3H-sparteina — po uprzednim chemicznym usu-
nieciu latwo wymiennych atoméw wodoru — moze réwnie dobrze jak
zwigzki zawierajgce 14C stuzy¢ do znakowania innych alkaloidéw tubino-
wych, mimo iz wodory zwigzane z jej szkieletem sg w przemianach ba-
danych zasad latwiej ,,atakowane* przez enzymy niz wegiel w tym szkie-
lecie. Na stosunkowo duzg stabilnoé¢ H w tego typu zwigzkach przy
odpowiednim ich trytowaniu wskazujg réwniez wyniki doswiadczen,
w ktorych poréwnywano charakter przemian 4C-lupaniny i *H-lupaniny
(uzyskanej z 3H-sparteiny) po ich wprowadzeniu do roélin. Rozmieszcze-
nie aktywnosci w produktach ich przemian bylo w obu przypadkach
analogiczne (dane nie opublikowane). Stwierdzony fakt, ze zaréwno po
wprowadzeniu 14C-kadaweryny, jak i 3H-sparteiny stosunki miedzy ba-
danymi alkaloidami pod wzgledem radioaktywnos$ci — przy ogromnych
réznicach w stopniu inkorporacji obu prekursoréw — odpowiadaja na ogot
ich stosunkom ilo$§ciowym, w powaznym stopniu sugeruje przynaleznosc
sparteiny do jednego z ipoczagtkowych ogniw lancucha syntezy i meta-
bolizmu alkaloidéw lubinowych. Na podstawie wynikéw badan nad
iprzeksztalceniami sparteiny in vitro pod dzialaniem ekstraktéw enzyma-
tycznych z roélin tubinu bialego obu odmian (cze$¢ I niniejszej pracy)
mozna bylo przypuszcza¢, ze zasada ta ulega przemianom do dehydro-
sparteiny réwniez i in vivo. Przypuszczenie to zostalo potwierdzone
poprzez wykrycie w roslinach, do ktérych wprowadzono wieksze ilosci
sparteiny, zwigzku analogicznego do dehydrosparteiny otrzymanej in vi-
tro. Rowniez najprawdopodobniej jedne z pierwszych etapéw przeksztal-
cen w ro$linach lupaniny, hydroksylupaniny i angustifoliny przebiegaja
analogicznie jak ich przemiany in vitro. Zbyt maly jednak udzial pro-
duktéw tych przeksztalcen w ogoélnej ilosci alkaloidow w badanym ma-
teriale roslinnym oraz cechujaca je duza labilno$¢, w powaznym stopniu
utrudniajg stwierdzenie ich obecnosci, a tym bardziej ekstrakcje na skale
pereparatywng w celach blizszej identyfikacji. Przyczynag tak niskiego
ich udzialu sg majprawdopodobniej bardzo szybkie przemiany m.in.
w inne alkaloidy, a nie wolniejszy w poréwnaniu z pozostalymi zasa-
dami stopien syntezy. Wskazuje na to szybszy spadek radioaktywnosci
3H-dehydrosparteiny i 14C-dehydrolupaniny w poréwnaniu ze spadkiem
radioaktywnosci 3H-sparteiny i 14C-lupaniny po ich wprowadzeniu do
roslin, jak réwniez intensywne przeksztalcenia tych ostatnich w swe de-
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hydroformy. Wyniki badan otrzymane po wprowadzeniu wymienionych
czterech zasad do ro§lin gorzkiej i pastewnej odmiany tubinu biatego
wskazujg na wystepowanie wzajemnych powigzan metabolicznych po-
miedzy szeregiem charakterystycznych dla tych roslin alkaloidéw. Uka-
zuja one penadto, iz obie odmiany pemimo wielu wspoélnych cech meta-
belizmu odznaczajg sie takze pewnymi réznicami w charakterze i inten-
sywnoéci przemian tych -zasad.

Do wynikow przeprowadzonych badan mozna mie¢ jednakze to za-
. strzezenie, ze przy wprowadzeniu znakowanych zasad z zewnatrz do
roélin, miejsce ich przeksztalcen moglo by¢ przypadkowe (uwzgledniajac
mozliwoéé Scisle okreslonej lokalizacji proceséw przemian alkaloidow
w komoérce czy tez tkance), a wiec i charakter przemian moégl rézni¢ sie
od metabolizmu alkaloidéw rodzimych. Biorgc te mozliwos¢ pod uwage,
przy interpretacji przemian obserwowanych bezposrednio po wprowa-
dzeniu alkaloidu, nalezy réwniez uwzgledni¢ intensywnosé i charakter
jego przemian w okresach pdzniejszych. Dopiero na podstawie przesle-
dzenia dynamiki tych przeksztalcen w czasie i wyznaczenia ich kierunku
mozna wnioskowaé, ktére z procesow przemian obserwowanych bezpo-
érednio mogg reprezentowa¢ whasciwe ich ogniwo, a ktére stanowig
ewentualnie artefakt biologiczny spowodowany metoda iniekeji. I tak
w przedstawionych do$wiadczeniach obie dehydroformy natychmiast po
wprowadzeniu do roélin wykazywaly nie tylko przemiany idace w kie-
runku zwiekszenia ich stopnia utlenienia, ale réwniez przemiany w kie-
runku przeciwnym, a mianowicie dehydrosparteina czesciowo przeksztal-
cila sie w sparteine, dehydrolupanina zas§ w lupanine. Wyniki te moga
stanowié¢ argument popierajacy poglad, wedlug ktorego przeksztalcenia
alkaloidéw lubinu waskolistnego i bialego przebiegaja w kierunku zmniej-
szenia ich stopnia utlenienia (Wiewi6érowski, Reifer 1961; Rei-
fer, Wiewiérowski, Niziotek, Stawicka, Bratek 1962).
Opisywane przemiany po 96, a w wielu przypadkach nawet po 24 godzi-
nach od wprowadzenia alkaloidu ulegaja, jesli nie calkowicie, to w po-
waznym stopniu zahamowaniu. We wszystkich trzech zastosowanych
okresach badan obserwuje sie natomiast staly wzrost przeksztalcen
w kierunku zwiekszenia stopnia utlenienia alkaloidéw. Nie zaobserwo-
wano réwniez ani w jednym przypadku, aby wprowadzone do roslin
%4C-lupanina oraz jej dehydroforma ulegaly przeksztalceniom do spar-
teiny, obecnos$¢ ktérej zodtala ostatnio catkowicie udowodniona zaréwno
w cdmianie gorzkiej (Birecka 1963), jak i pastewnej (Sebytla
1962) badanego gatunku.

Biorge pod uwage stopien dokladnosci uzyskanych wynikéw mozna
bez wiekszego bledu stwierdzi¢, iz w roslinach odmiany gorzkiej wpre-
wadzona sparteina przeksztalcala.sie czeSciowo w lupanine i multiflo-
ryne, wprowadzona za$ lupanina ulegala czeSciowym przemianom na
hydroksylupanine (ktéra jednoczesnie mogla ulega¢ estryfikacji). Droga
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posrednia tych przemian wiodla najprawdopodobniej poprzez odpowied-
nie dehydroformy wprowadzanych zasad. Dehydroformy te in vivo ule-
galy znacznie intensywniejszemu dalszemu utlenieniu miz alkaloidy,
z ktorych powstaly w wyniku przeksztalcen. Zjawisko to nie wydaje sie
byé wylgcznie artefaktem spowodowanym réznym stopniem rozciencze-
nia izotopowego wprowadzonego alkaloidu oraz jego dehydroformy. Jesli
bowiem mniejszg ilos¢ hydroksylupaniny powstatej z lupaniny, w porow-
naniu z iloscig tego alkaloidu powstalego z dehydrolupaniny, mozna by
ttumaczy¢ istobnymi réznicami w stopniu rozcienczenia izotopowego alka-
loidami zawartymi w roslinach, to w przypadku wprowadzonej sparteiny
i dehydriosparteiny, gdzie rozcienczenie izotopowe bylo minimalne, ten
argument nie moze by¢ brany pod uwage.

Przeksztalcenia sparteiny, lupaniny i ich dehydroform w roslinach
odmiany pastewnej tubinu bialego, w swych ogélnych tendencjach wy-
kazywaly charakter podobny jak przemiany tych zasad w odmianie
gorzkiej. Intensywnos¢ przeksztalcen lupaniny i dehydrolupaniny w inne
alkaloidy byla nawet w omawianych rodlinach wieksza. Moze to by¢
wynikiem réznic w rozcienczeniu zasadami zawartymi w ro§linach obu
odmian, mimo iz do ro$lin pastewnych wprowadzono mniejsze ilosci
znakowanego alkaloidu. Jednakze nie wiadomo, w jakim stopniu zja-
wisko inhibicji przemian badanych zasad do ich dehydroform, obserwo-
wane in vitro po dodaniu do ekstraktu z roslin pastewnych soku roslin
gorzkich, moglo przejawic¢ sie w przemianach in vivo. Na uwage bowiem
zastuguje fakt wiekszego udzialu radioaktywnosci w dehydrolupaninie
w odmianie pastewnej niz w gorzkiej po wprowadzeniu lupaniny.

Analogiczne réznice miedzy badanymi odmianami wystapily réwniez
w aktywnosci dehydrosparteiny po iniekcji sparteiny. Jednak przeksztal-
cenia tych dwoch alkaloidéw, wprowadzonych z zewnatrz do lupaniny
czy tez hydroksylupaniny, byly znacznie stabsze niz w odmianie gorzkiej.
Jest rzecza prawldJopodvobnq, iz mniejsza zawartos¢ alkaloidéw w rosli-
nach pastewnych lubinu jest nie tylko wynikiem bardzo slabej syntezy
tych zwigzkéw z prekursoréw niealkaloidowych, ale wréwniez i malej
intensywnosci miektérych procesow wystepujacych we wzajemnych
przemianach samych alkaloidéw. Posrednim czesciowo argumentem po-
pierajgcym to przypuszczenie jest fakt wiekszej w odmianie pastewne]
intensywnosci przeksztalcen wprowadzonych zasad do produktéw nie-
alkaloidowych. W omawianych doswiadczeniach na zjawisko to moglo
mie¢ wplyw réwniez rézne rozcienczenie izotopowe. W podobnych jed-
nak do$§wiadczeniach ze znakowang 1*C-lupaning (Birecka, Sebytla
1960), w ktorych rola tego czynnika byla malo istotna, stwierdzono ana-
logiczne roéznice miedzy odmiang .gorzkg i pastewna.

Powyzsza interpretacja uzyskanych wynikéw moze by¢ jednak praw-
dopodobna jedynie pod warunkiem, ze na obserwowane przemiany alka-
loidéw mie wywarta istotnego wplywu zastosowana metodyka badan.
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Odrebnego omdéwienia wymaga frakcja o R; multifloryny w obu odmia-
nach. W rodlinach tubinu gorzkiego, po wprowadzeniu sparteiny i jej
dehydroformy, stwierdzono duzg inkorporacje radioaktywnosci w multi-
florynie, natomiast w roélinach pastewnych radioaktywnos$é¢ analogicz-
nej pod wzgledem R; frakcji, ale zawierajacej w dominujgcych iloSciach
inny nie zidentyfikowany alkaloid — ay — jest bardzo niska. Jest praw-
dopodobne, ze ta aktywno$¢ odnosi sie réwnfiez do multifloryny, ktoéra
moze wystepuje w odmianie pastewnej, ale nie jest wykryta na skutek
bardzo matych ilosci. Mozliwe jest jednak, Ze aktywno§¢ omawianych
frakeji odnosi sie rzeczywiscie do zasady ax.

Reasumujac wyniki przeprowadzonych badan nad przemianami alka-
loidéw in vivo mozna wysungé przypuszczenie, iz ogolne ich przeksztal-
cenia w lubinie bialym przebiegaja wediug nastepujgcego schematu:

alkaloid wprowadzony — dehydroforma — inny alkaloid
\

zwigzki niealkaloidowe .

Jeden z etapéw przeksztalcen badanych alkaloidéw in wvivo moze pro-
wadzi¢ poprzez odwodorowanie okreslonego .alkaloidu i dalsze przemiany
powstalej dehydroformy do nowych, bardziej utlenionych zasad. Wigk-
sz0$¢ wynikéw przeprowadzonych badan wskazuje na taka wtasnie dro-
ge przeksztalcen alkaloidéw w roslinie — droge o wyraznej tendencji
zwiekszania stopnia utlenienia tych zasad. Pokrywa sie to z szeregiem
wezesniejszych obserwacji i hipotez (Hegmauer 1955; Schdpf,
Arm, Benz, Krim 1951; Mothes 1955; Birecka 1963). Wy-
jasnienie dokladnego mechanizmu tych przemian wymaga jednak dal-
szych szczegbélowych badan.

WNIOSKI

1. Znakowana trytem sparteina — po uprzednim chemicznym zastg-
pieniu latwo wymiennych atoméw trytu wodorem — moze bye wyko-
rzystana, podobnie jak zwigzki znakowane 1C do badan nad biosynteza
i przemianami alkaloidow lubinowyvch.

Przeksztalcenia “H-sparteiny w inne charakterystyczne dla gorzkiej
odmiany lubinu alkaloidy przebiegaly w roslinach znacznie szybciej niz
procesy przemian 'C-kadaweryny do tych zwigzkéw, przy czym stopien
wlaczenia radiocaktywnosci byl na ogél proporcjenalny do ich zawartosci.

2. Dehydrosparteina powstata w wyniku przemian wprowadzonej do
roslin sparteiny wykazuje szereg analogicznych wlasciwosei fizyko-che-
micznych z dehydrosparteing uzyskang w wyniku dzialania na ten alka-
loid enzymatycznych ekstraktéow z roslin gorzkiej i pastewnej odmiany
lubinu bialego. To samo odnosi sie do dehydrolupaniny powstalej in vivo
z lupaniny.
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3. W roélinach odmiany gorzkiej i pastewnej wprowadzona sparteina
i lupanina przeksztalcajg si¢ w szereg innych alkaloidéw. Sposréd tych
alkaloidowych produktéw przemian stwierdzono w przypadku wprowa-
dzenia sparteiny: obecno$é¢ dehydrolupaniny, lupaniny i hydroksylupani-
ny, a w przypadku lupaniny: dehydrolupaniny i hydroksylupaniny.
Wprowadzone dehydrosparteina i dehydrolupanina w roslinach obu od-
mian wykazuja podobny charakter przemian jak wyzej wymienione
alkaloidy. Jednakze czesciowo przeksztalcaly sie one réwniez odpowied-
nio w sparteine i lupanine. Ta ostatnia zasada, podobnie jak jej dehydro-
forma, nie wykazala przemian w zadnej z lbadanych odmian do sparteiny.

4. Jednym z alkaloidowych produktéw przemian sparteiny i dehydro-
sparteiny po wprowadzeniu do roslin odmiany gorzkiej byla roéwniez
multifloryna. Znacznie stabszy stopien wlaczania radioaktywnosei tych
zasad wykazuje frakcja ax, o analogicznym z multifloryng R;, wyizolo-
wana z roélin pastewnych.

5. Przemiany sparteiny, lupaniny i ich dehydroform w roslinach obu
odmian prowadzg mie tylko do powstania innych alkaloidéw, ale réwniez
i zwigzkéw o charakterze niealkaloidowym. We wszystkich przypadkach
wprowadzenia dehydroform, przemiany ich na zwiagzki miealkaloidowe
byly intensywniejsze od analogicznych przemian sparteiny i lupaniny.

6. Charakter i intensywno$é przeksztalcen sparteiny, lupaniny jak
i dehydrosparteiny oraz dehydrolupaniny in vitro i in vivo wskazuja, iz
gléwny kierunek przemian tych alkaloidéw w roslinach prowadzi do
zwiekszenia ich stopnia utlenienia.

Prof. dr H. Bireckiej skladam serdeczne podziekowanie za szereg krytycz-
nych uwag i wskazéwek udzielonych mi w czasie wykonywania doSwiadezen
i opracowywania wynikow.

SUMMARY

Transformation of sparteine, lupanine and obtained from this bases in wvitro
by the action of enzyme extracts dehydrosparteine and dehydrolupanine, intro-
duced to the fodder and bitter lupine (Lupinus albus) were investigated.

The alkaloids used in this work had high specific radioactivity and special
ways of their biosynthesis were described.

From the results obtained the following facts should be emphasized:

1) Tritium labelled sparteine — after previous replacing of easy exchanged
“tritium atoms via exchange reactions by hydrogen atoms — can be used to the
study of the biosynthesis and transformations of lupin alkaloids as well as
1iC-labelled cadaverine. Transformation of 3H-sparteine dinto another alkaloids
(charactenistic for bitter variety of lupine) is faster than transformation of the
1iC-labelled cadaverine into the some alkaloids. Degree of incorporation of the
radioactivity was generally proportional to their content.

2) Dehydrosparteine obtained as the result of transformation of sparteine
introduced to the plants shows a number of physical and chemical properties
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which are analogous to the respective physical and chemical properties of dehydro-
sparteine obtained enzymatically in vitro. The some is true concerning the dehydro-
lupanine obtained in vivo from lupanine.

3) The sparteine and lupanine introduced to the plamts of fodder and bitter
variety is transformed into a number of another alkaloids. It was found that:
a) introduced sparteine had been transformed into dehydrosparteine, lupamine and
hydroxylupanine, b) introduced lupanine was transformed into dehydrolupanine
and hydroxylupanine. Transformation of dehydrosparteine and dehydrolupanine
introduced into the plants of both varieties show a great similarity to the -trans-
formation of alkaloids mentioned above. Partial transformation of dehydrosparteine
and dehydrolupanine respectively into sparteine and lupanine was also observed.
The late base as well as its dehydroform did not show any transformation into
sparteine in any plants of the varieties studied.

4) Multiflorine was one of the alkaloids products of sparteine and dehydro-
sparteine transformations after their introduction into the plants of bitter variety.
The degree of incorporation of madioactivity for the fraction ay (wh*nch has the
same R as multiflorine has) isolated from fodder plants was low.

3) It was found that sparteine, lupanine and their dehydroforms are trans-
formed not only into another alkaloids but also into monalkaloid compounds.
In all cases dehydroforms are transformed into mnonalkaloid compounds more
intensively than sparteine and lupanine.

6) The character and degree of transformation of the sparteine and the
lupanine as well as their dehydroforms, observed by us in vitro and in vivo, shows
that the oxidation process is the main direction duming the biochemical changes
of these bases.
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