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Zusammenfassung—Nach Applikation von radioaktiv markiertem Cycloartenol (I) bzw. Lanosterin (I)
an Solanum chacoense Bitt., Lycopersicon pimpinellifolium (Jusl.) Mill. und S. pseudocapsicum L. wurde
Umwandlung in die Solanum-Alkaloide Solanidin (IIT), Tomatidin (IV) und Solanocapsin (V) festgestellt.
Bei Tomatidin (IV) wurde die Radioaktivitidt im Ring F lokalisiert.

Abstract—After application of labelled cycloartenol (II) and lanosterot (I), respectively, to Solanum chacoense
Bitt., Lycopersicon pimpinellifolium (Jusl.) Mill., and S. pseudocapsicum L. the conversion into the Solanum
alkaloids solanidine (II), tomatidine (IV), and solanocapsine (V) was established. In the case of tomatidine
(IV) the radioactivity was localized in ring F.

EINFUHRUNG

LANosTERIN (I) erwies sich als priméres Cyclisierungsprodukt bei der Biosynthese von
Cholesterin in Tieren sowie von Ergosterin in Pilzen.! Es wurde im Pflanzenreich bisher
nur aus Euphorbiaceen isoliert,' wihrend das isomere Cycloartenol (II) hiufig auftritt.?
Unter Bedingungen, bei denen Phytosterine intensiv synthetisiert werden, fand man starke
Inkorporation von radioaktiver Mevalon- bzw. Essigsdure in Cycloartenol.! Man vermutete
deshalb, daB die Biosynthese der Phytosterine iiber dieses Triterpen erfolgt.! Tatsdchlich
konnte festgestellt werden, dafl Cycloartenol durch Nicotiana tabacum L. in die Phytosterin-
Fraktion' und durch die GeiBelalge Ochromonas malhamensis Pringsheim in Poriferasterin
eingebaut wird.! O. malhamensis fiihrt auBerdem 24-Methylencycloartanol in Poriferasterin
iiber.! Auf der anderen Seite wurde bewiesen, daf§ auch Lanosterin inkorporiert wird, und
zwar durch N. tabacum und Euphorbia peplus L. in die Phytosterin—Fraktion® sowie durch
O. malhamensis in Poriferasterin.® Zusitzlich lie sich zeigen, dafl 24-Methylen-lanost-8-
en-3B-ol von N. tabacum in B-Sitosterin und Stigmasterin,* von Spinat (Spinacea oleraceaL.)
in a~-Spinasterin® iibergefiihrt wird.

Im folgenden berichten wir iiber die biochemische Umwandlung von Cycloartenol und

* Solanum-Alkaloide—XCIII, XCII. Mitteilung: G. ApaM, D. VoicT und K. SCHREIBER, Tetrahedron
27, 2181 (1971).
1 Teil der Dissertation, Univ. Halle/Saale (1970).

L L. J. GoAD, in Natural Substances Formed Biologically from Mevalonic Acid (edited by T. W. GOODWIN),
p. 45, Academic Press, New York (1970).

2 G. OurissoN, P. Craest und O. R. RopIG, Tetracyclic Triterpenes, Hermann, Leeds (1964); L. J. GoaAp,
in Terpenoids in Plants (edited by J. B. PRIDHAM), p. 159, Academic Press, London, New York (1967).

3J. HaiL, A. R. H. SmrtH, L. J. Goap und T. W. GoobwiN, Biochem. J. 112, 129 (1969).

4 A. ALCAIDE, M. DEvYs, J. BorTIN, M. FETIZON, M. BARBIER und E. LEDERER, Phytochem. T, 1773 (1968).

5 M. DEVYS, A. ALCAIDE, M. BARBIER und E. LEDERER, Phytochem. 7, 613 (1968).
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Lanosterin in die Solanum-Alkaloide Solanidin (I1I), Tomatidin (IV) und Solanocapsin (V),
die das C,,-Kohlenstoffgeriist des Cholesterins besitzen.5:”

ERGEBNISSE

Losungen von Cycloartenol-[26,27-1*C]® und Lanosterin-[26,27-14C]° in c¢a. 2 ml
92-proz. Athanol wurden tropfenweise auf die mit 0,1-proz. Tween-80 gewaschenen Blitter
von Solanum chacoense Bitt., Lycopersicon pimpinellifolium (Jusl.) Mill. und Solanum
pseudocapsicum L. aufgetragen. AnschlieBend wurde mit einer 10-proz. Loésung von Sili-
condl in Petroldther bespriiht.’® Aus Untersuchungen an S. chacoense geht hervor, daB
die Alkaloidmenge pro Pflanze bis zur 16. Woche mit der Erhohung des Pflanzengewichts
zunimmt.'! Bei L. pimpinellifolium wurde festgestellt, daB die Tomatinmenge proportional
dem Trockengewicht ansteigt.!? Deshalb wurden fiir unsere Versuche 10 bzw. 5 Wochen
alte Pflanzen verwendet. Fiir S. pseudocapsicum stehen entsprechende Untersuchungen

® K. SCHREIBER, in The Alkaloids, Chemistry and Physiology (edited by R. H. F. MANSKE), Vol. 10, p. 1,
Academic Press, New York (1968).

7 H. RippeRGER und K. SCHREBER, Liebig’s Ann. 723, 159 (1969): E. Houne, H. RiprErGER und K.
SCHREIBER, Tetrahedron 26, 3569 (1970).

8 K. SCHREIBER, W. MorITz und H. RIPPERGER, Z. Chem. 9, 334 (1969).

® Darstellung nach B. DANieLI und G. RUsso, J. Labelled Compounds 1, 275 (1965), abweichend wurde die
Ozonolyse mit 75 5 der berechneten O;-Menge bei — 50° durchgefiihrt.

19 Zur Methodik vgl. R. D. BENNETT und E. HEFTMANN, Phytochem. 4, 475 (1965).

' T, PierZCHALSKI, Hodowla réslin, aklimatyzacja i nasiennistwo 2, 181 (1958).

12 H. SANDER, Planta 47, 374 (1956).
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noch aus. Da diese Pflanzen nur langsam wuchsen, wurden 16 Wochen alte Pflanzen
eingesetzt. Die Versuche mit Cycloartenol und Lanosterin wurden gleichzeitig unter identi-
schen Bedingungen ausgefiihrt. 19 Tage nach Applikation der markierten Triterpene
wurden die Pflanzen geerntet und die Alkaloide isoliert: Solanidin aus S. chacoense,
Tomatidin aus L. pimpinellifolium und Solanocapsin aus S. pseudocapsicum. Wie in den
Tabellen 1-3 angegeben, wurde aus verschiedenen Losungsmitteln bis zur konstanten

TABELLE 1. EINBAU VON CYCLOARTENOL-[26,27-14C] (6,82.10% imp/min mMol, 10,0
mg) UND LANOSTERIN-[26,27-1*C] (6,66.107 imp/min mMol, 43,0 mg) IN SOLANIDIN
(107 mg unD 123 mg)

Cycloartenol Lanosterin
Kiristallisation Imp/Min mMol Imp/Min mMol Losungsmittel

12 300 4 140 14400 + 140  Aceton-Wasser

11 500 + 130 5040 + 140  Aceton-Wasser

10 600 + 140 2700 + 100  Chloroform-Aceton

10400 + 140 1030 4 100  Chloroform-Aceton

10 500 4+ 150 1070 + 120 Methanol-Wasser
1030 4- 80 Methanol-Wasser

O\ W B W N e

TABELLE 2. EINBAU VON CYCLOARTENOL-[26,27-1*C}(9,09.10% imp/min mMol, 13,2
mg) UND LANOSTERIN-[26,27-1*C] (6,66.107 imp/min mMol, 17,0 mg) IN TOMATIDIN
(100 mg uND 132 mg)

Cycloartenol Lanosterin
Kristallisation Imp/Min mMol Imp/Min mMol Losungsmittel

49 500 + 1000 1585 + 400  Aceton-Wasser

46 300 4+ 800 1140 4 300  Aceton-Wasser

43 000 + 1200 890 + 110  Chloroform—Aceton
41 500 4+ 700 1475 4+ 145  Chloroform—-Aceton
43000 + 900 1235 + 150 Methanol-Wasser

[V S SR

TABELLE 3. EINBAU VON CYCLOARTENOL-[26,27-14C] (6,82.10% imp/min mMol, 10,0 mg) unD
LANOSTERIN-[26,27-14C] (6,66.107 imp/min mMol, 25 mg) IN SOLANOCAPSIN (77 mg UND
50 mg)

Kristallisation  Verbindung Cycloartenol Lansterin Losungsmittel
Imp/Min mMol Imp/Min mMol

1 Solanocapsin 101 400 + 380 6100 4 160  Athanol-3-proz.
wialriges NH;
2 N-Salicyliden- 99 600 + 490 2190 + 130 Athanol
solanocapsin .
3 N-Salicyliden- 97 400 4- 460 2020 4+ 150 Pyridin-Athanol
solanocapsin .
4 N-Salicyliden- 100 100 + 460 2020 4 150 Chloroform-Athanol

solanocapsin
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spezifischen Radioaktivitdt umkristallisiert. Wegen besserer Kristallisationseigenschaften
wurde Solanocapsin in das N-Salicyliden-Derivat!? {ibergefiihrt.

Abbau des nach Verfiitterung von Cycloartenol bzw. Lanosterin erhaltenen radioaktiven
Tomatidins in Analogie zu einem Verfahren von Kuhn und Léw!# ergab inaktives 3B-
Acetoxy-5a-pregn-16-en-20-on (VI), d.h. die Radioaktivitit des Alkaloids ist im Ring F
lokalisiert.

DISKUSSION

In Tabelle 4 sind die nach Verfiitterung von radioaktivem Cycloartenol und Lanosterin
erzielten Einbauraten bei der Biosynthese von Solanidin, Tomatidin und Solanocapsin
errechnet. Die Einbauraten sind relativ klein, entsprechen aber in der GrbBenordnung
durchaus den Resultaten anderer Autoren, welche die gleiche Applikationstechnik anwen-
deten. So betrug die spezifische Einbaurate bei der biochemischen Umwandlung von
Cholesterin in Tomatidin etwa 0,007 9;,'° von 24-Methylen-lanost-8-en-38-0l in a-Spina-
sterin ungefihr 0,001 %° oder beim Einbau von Lanosterin in Phytosterine ca. 0,01 9.6
Dagegen erreichten beispielsweise Tschesche und Hulpke offensichtlich héhere absolute
Einbauraten.!”> 1® Kleine Einbauraten kénnten prinzipiell durch Abbau der applizierten
radioaktiven Verbindungen zu niedermolekularen Substanzen und Resynthese erklart
werden. Die Lokalisierung der Radioaktivitdt im Ring F des Tomatidins beweist aber, dal3
dieses Alkaloid durch direkte biochemische Umwandlung von Cycloartenol bzw. Lano-
sterin entsteht. Es ist anzunehmen, dafl Schwierigkeiten beim Transport zum Ort der
Alkaloidbiosynthese das AusmalB der biochemischen Umwandlung entscheidend beein-
triachtigen. Dall sowohl Cycloartenol als auch Lanosterin in die Solanum-Alkaloide einge-
baut werden, ist moglicherweise auf mangelnde Spezifitit der pflanzlichen Enzyme zuriick-
zufiihren. In diesem Zusammenhang ist interessant, daB eine biochemische Uberfithrung
von Cycloartenol in Lanosterin im Latex von Euphorbia lathyris L. festgestelit wurde.! Der
natiirliche Precursor der Solanum-Alkaloide diirfte Cycloartenol sein, denn 1. wurde dieses

TABELLE 4. EINBAURATEN BEI DER BIOSYNTHESE DER Solanum-

ALKALOIDE
Spezifische Absolute
Einbaurate Einbaurate
(%) (%)

Cycloartenol -> Solanidin 0,0015 0,018
Cycloartenol - Tomatidin 0,0047 0,037
Cycloartenol -» Solanocapsin 0,015 0,11
Lanosterin — Solanidin 0,0015 0,0047
Lanosterin — Tomatidin 0,0019 0,015
Lanosterin — Solanocapsin 0,0030 0,0060

13 K. Scuremer und H. RIPPERGER, Z. Naturforsch. 17b, 217 (1962).

4 R. KunN und 1. Léw, Chem. Ber. 85, 416 (1952).

15 E. HErTMANN, E. R. Lieser und R. D. BENNETT, Phytochem. 6, 225 (1967).

16 D. J. BasTED, R. L. GARDNER und L. A. McREYNoLDS, Phytochem. 7, 945 (1968).
17 R. TscuescHe und H. HULPKE, Z. Naturforsch. 21b, 893 (1966).

18 R. TscuescHE und H. HULPKE, Z. Naturforsch. 22b, 791 (1967).
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Triterpen hiufig im Pflanzenreich nachgewiesen,!® 2. wird es im Gegensatz zu Lanosterin
aus Essig- bzw. Mevalonsiure sowie S-2,3-Epoxy-squalen durch Pflanzen synthetisiert* und
3. wird es in die Solanum-Alkaloide eingebaut. Die Bildung von Cycloartenol iiber Lano-
sterin konnte ausgeschlossen werden.*

Im Vergleich zum markierten Cycloartenol war die spezifische Aktivitét des eingesetzten
Lanosterins etwa um eine GroBenordnung kleiner. Das ist offensichtlich der Grund fiir
die AuBerst geringe Radioaktivitit der nach Verflitterung erhaltenen Alkaloide (2,5-4,5
Imp/Min mg), die fast an der Grenze der Nachweisbarkeit liegt. Aus diesem Ergebnis kann
trotzdem mit Sicherheit abgeleitet werden, daB Lanosterin nicht effektiver als Cycloartenol
in die Solanum-Alkaloide eingebaut wird. Das entspricht den Verhéltnissen bei der Inkor-
poration in Phytosterine unter giinstigeren Versuchsbedingungen (Applikation an Gewe-
bekulturen von Nicotiana tabacum?® bzw. an die einzellige Alge Ochromonas malhamensis®).
Die Abwesenheit von Lanosterin in Pflanzen ist nach diesen Ergebnissen also nicht durch
schnelle biochemische Umsetzung erklirbar.

Zwischenstufen auf dem Weg von Cycloartenol zu den Solanum-Alkaloiden sind
mdoglicherweise Cycloartanol, Pollinastanol und Cholesterin, wie der Einbau von Cyclo-
artanol! und Pollinastanol?! in Cholesterin sowie die Umwandlung von Cholesterin in
Solanidin!® und Tomatidin!5-17 zeigen.

EXPERIMENTELLER TEIL

Die Schmelzpunkte wurden auf dem Mikroheiztisch nach Boétius bestimmt und sind korrigiert.—Zur
Sidulenchromatographie diente Al,O, (Merck) der Aktivitit III, wenn nicht anders angegeben.—Die Radio-
aktivitit wurde 100 Min mit einem Tri-Carb-Fliissigkeitsszintillationsspektrometer, Modell 3365, der
Firma Packard, Downers Grove, gemessen. Die Losung der radioaktiven Probe in 1 ml Toluol versetzte
man mit 13 ml Szintillatorlésung (S g 2,5-Diphenyl-oxazol und 0,3 g 1,4-Bis-[2-(4-methyl-5-phenyl-oxazo-
lyDl-benzol in 1 1 Toluol). Die Zihlausbeuten wurden mit Hilfe eines externen Standards bestimmt und
lagen bei 84-88%;. Die Standardabweichungen der Impulsraten wurden nach der Formel +/(n + no)/t?
berechnet (n, no Anzahl der Impulse von Probe und Kontrolle, ¢ Zeit).22

Isolierung der Alkaloide

(@) Solanidin und Tomatidin. Gefriergetrocknete und gemahlene oberirdische Pflanzenteile von S. cha-
coense bzw. L. pimpinellifolium wurden 48 Stdn. bei 20° mit MeOH extrahiert, die Losung wurde i. Vak.
auf 1/10 des Volumens eingeengt, mit verdiinnter Essigsdure angesiduert, zweimal mit Benzol-Et,O (1:1)
gewaschen, mit Ammoniak alkalisiert und fiinfmal mit Chloroform-EtOH (2:1) ausgeschiittelt. Nach
Einengen i. Vak. erhitzte man mit der 100fachen Menge n HCI in 90-proz. EtOH 3 Stdn. zum Sieden, alkali-
sierte mit NaOH, schiittelte fiinfmal mit CHCl; aus, trocknete (Na,SO,) und engte i. Vak. ein.

(b) Solanocapsin. Die Isolicrung erfolgte aus S. pseudocapsicum.*®

Applikation von Cycloartenol-[26,27-1*C] an S. chacoense

Die Pflanzen wurden im Januar 1970 unter Zusatzbeleuchtung (10 000 Lux von 6-22 Uhr) und Zusatz-
heizung (28° in Hellphase, 15° in Dunkelphase) in Blumentdpfen angezogen. Nach 10 Wochen wurden an
7 Pflanzen insgesamt 10,0 mg radioaktives Cycloartenol der spezifischen Aktivitiit 6,82.10% Imp/Min mMol
verfiittert. Aufarbeitung des Pflanzenmaterials ergab 405 mg Roh-Solanidin, das an 32 g Al,O; chromato-
graphiert wurde. Die Fraktionen (je 4 ml) 1-10 wurden mit Benzol und 11-50 mit Benzol-Et,O (1:1)
eluiert. Der Riickstand der Fraktionen 15-39 (107 mg; DC einheitlich) wurde bis zur konstanten spezi-
fischen Radioaktivitit umkristallisiert (vgl. Tabelle 1); Schmp. 215-217° (Lit.5: 207-208°, 214,5-216,5°,
215-218°, 222-224°),

19 Wir konnten in L. pimpinellifolium und S. pseudocapsicum Cycloartenol, B-Sitosterin, Stigmasterin und
Campesterin, in der erstgenannten Pflanze zusitzlich Cholesterin nachweisen.

20 M. J. E. HEwLINs, J. D. EHRHARDT, L. HIRTH und G. OURISSON, Eur. J. Biochem. 8, 184 (1969).

21 M. DEvys, A. ALcAIDE und M. BARBIER, Phytochem. 8, 1441 (1969).

22 H. R. ScHUTTE, Radioaktive Isotope in der organischen und Biochemie, p. 57, VEB Verlag der Wissen-
schaften, Berlin (1966).
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Applikation von Lanosterin-[26,27-1*C] an S. chacoense

An 7 Pflanzen wurden insgesamt 43,0 mg radioaktives Lanosterin der spezifischen Aktivitit 6,66.107
Imp/Min mMol verfiittert.>* Man erhielt 533 mg Roh-Solanidin, das an Al,O5 chromatographiert (123 mg;
DC einheitlich) und bis zur konstanten spezifischen Radioaktivitdt umkristallisiert wurde (vgl. Tabelle 1);
Schmp. 219-221°.

Applikation von Cycloartenol-[26,27-'*C] an L. pimpinellifolium

An 6 in Hydrokultur?* gezogene, S Wochen alte Pflanzen wurden im August 1969 insgesamt 13,2 mg
radioaktives Cycloartenol der spezifischen Aktivitit 9,09.10% Imp/Min mMol appliziert. Aufarbeitung des
Pflanzenmaterials ergab 319 mg Roh-Tomatidin, das an 30 g Al,O; chromatographiert wurde. Die Frak-
tionen (je 4 ml) 1-20 wurden mit Benzol und 21-70 mit Benzol-Et,O (1:1) eluiert. Der Riickstand der
Fraktionen 1545 (100 mg; DC einheitlich) wurde bis zur konstanten spezifischen Radioaktivitit umkri-
stallisiert (vgl. Tabelle 2); Schmp. 208-210° (Lit.2%:210°).

Applikation von Lanosterin-[26,27-1*C] an L. pimpinellifolium

An 6 Pflanzen wurden insgesamt 17,0 mg radioaktives Lanosterin der spezifischen Aktivitit 6,66+ 107
Imp/Min mMol verfiittert.?> Man erhielt 270 mg Roh-Tomatidin, das an Al,O, chromatographiert (132 mg;
DC einheitlich) und bis zur konstanten spezifischen Radioaktivitit umkristallisiert wurde (vgl. Tabelle 2);
Schmp. 207-209°.

Applikation von Cycloartenol-[26,27-**C] an S. pseudocapsicum

An 10 in Hydrokultur?* gezogene, 16 Wochen alte PAlanzen wurden im Mirz 1970 unter Zusatzbeleuch-
tung (10 000 Lux von 6-22 Uhr) und Zusatzheizung (28° in Hellphase, 15° in Dunkelphase) insgesamt 10,0 mg
radioaktives Cycloartenol der spezifischen Aktivitit 6,82-10% Imp/Min mMol verfiittert. Aufarbeitung des
Pflanzenmaterials ergab 77 mg kristallines Solanocapsin, dessen N-Salicyliden-Derivat!? bis zur konstanten
spezifischen Radioaktivitdt umkristallisiert wurde (vgl. Tabelle 3); Schmp. 243-245° [Lit.5: 238-240°].

Applikation von Lanosterin-[26,27-'*C] an S. pseudocapsicum

An 10 Pflanzen wurden insgesamt 25 mg radioaktives Lanosterin der spezifischen Aktivitit 6,66+ 107
Imp/Min mMol verfiittert.2* Man erhielt 50 mg kristallines Solanocapsin, dessen N-Salicyliden-Derivat!3
bis zur konstanten spezifischen Radioaktivitit umkristallisiert wurde (vgl. Tabelle 3); Schmp. 243-245°.

Abbau von Tomatidin (IV') zu 3 B-Acetoxy-5a-pregn-16-en-20-on (VI)*¢

75 mg Tomatidin wurden nach azeotroper Entwisserung in 1,25 ml Toluol mit 0,1 ml Acetanhydrid und
0,25 ml Tridthylamin in der Siedehitze 2 Stdn. acetyliert. Man engte i. Vak. ein und erhitzte die Losung des
Riickstands in 0,7 ml Essigsdure 15 Min unter RiickfluB. Nach Abkiihlen wurde gleichzeitig mit einer
Losung von 40 mg CrO; in 0,9 ml 67-proz. Essigsdure zu 1 ml Essigsdure getropft. Nach 30 Min Stehen bei
Raumtemperatur reduzierte man iiberschiissiges CrO; mit 20 mg Na, SO, erhitzte 3 Stdn. unter Riickflu,
engte i. Vak, auf 1/3 des Volumens ein und versetzte mit dem gleichen Volumen H,O. Nach 14 Stdn. bei
4° wurde abgesaugt und mit wenig 50-proz. Essigsdure sowie Wasser gewaschen. Der Niederschlag wurde
nach Trocknen i. Vak. an 1,5 g Al,O5 der Aktivitit I chromatographiert. Die Fraktionen (je 2 ml) 1-10
wurden mit Benzol und 11-20 mit Benzol-Et,O (1:1) eluiert. Der Riickstand der Fraktionen 8-17 ergab
aus Methanol 34 mg Plédttchen (53 %) vom Schmp. 160-162° [Lit.'*: Schmp. 165°}].

Anerkennung—Herrn Dr. habil. D. Rothacker, GroB-Liisewitz, danken wir fiir Knollen von S. chacoense,
Herrn Prof. Dr. habil. S. Danert, Gatersleben, fiir die taxonomische Uberpriifung von S. pseudocapsicum
sowie Frau G. Niemsch fiir die Hilfe bei der Gewinnung von Cycloartenol aus Pflanzenmaterial.

23 Die Applikation von Cycloartenol und Lanosterin erfolgte stets gleichzeitig an gleichartige Pflanzen unter
identischen Bedingungen.

24 Hydrokulturldsung: 2 g Wopil (VEB Farbenfabrik Wolfen) pro 1 Wasser.

25 V. PreroG und E. JEGER, in The Alkaloids, Chemistry and Physiology (Edited by R. H. F. MANSKE),
Vol. 7, p. 343, Academic Press, New York, London (1960).

26 Vgl. G. ApAM, Dissertdtion, Jena (1962).



