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2,4-DIHYDROXYCHINOLIN, EIN DIREKTES
ZWISCHENPRODUKT BEI DER BIOSYNTHESE DES
FUROCHINOLINALKALOIDS SKIMMIANIN BEI
RUTA GRAVEOLENS

M. CoBET und M. LUCKNER
Sektion Pharmazie der Martin-Luther-Universitit Halle-Wittenberg, 402 Halle (Saale), DDR

(Received 3 August 1970)

Abstract—In order to demonstrate whether 2,4-dihydroxyquinoline is a direct precursor of the furoquinoline
alkaloids of Ruta graveolens, labelled acetate, anthranilic acid, and 2,4-dihydroxyquinoline were fed under
comparable conditions. It was found that the incorporation of 2,4-dihydroxyquinoline into skimmianine
was considerably higher than that of anthranilic acid and acetate. The compound is incorporated without
randomization and therefore is a direct intermediate in the biosynthesis of this alkaloid. By contrast, the
incorporation of 2,4-dihydroxyquinoline into kokusaginine is less and randomization takes place, so that
it does not seem to be a direct precursor.

EINLEITUNG

IN ARBEITEN iiber die Biosynthese der Furochinolinalkaloide Dictamnin (4-Methoxyfuro-
chinolin) und Skimmianin (4,7,8-Tri-methoxyfurochinolin) konnte gezeigt werden, daB die
C-Atome 4-9 und 12 sowie der Stickstoff aus Anthranilsdure und die C-Atome 10 und 11
aus Azetat entstehen, wobei das C-Atom 10 aus der Carboxylgruppe der Essigsdure her-
vorgeht.!~* Die hohen spezifischen Einbauraten von 2,4-Dihydroxy-[3-1#C]chinolin in die
Alkaloide Dictamnin, Skimmianin, Kokusaginin (4,6,7-Tri-methoxyfurochinolin) und
Platydesmin (N-Methyl-2(2'-hydroxy)iso-propyl-4-methoxydihydrofurochinolinium)®-¢ lie-
Ben den Schiufl zn, daB diese Verbindung ein Intermedidrprodukt des Biosyntheseweges ist.
Die im folgenden beschriebenen Versuche hatten das Ziel, den direkten und spezifischen
Einbau des 2,4-Dihydroxy-chinolins in die Furochinolinalkaloide zu beweisen.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Die unter vergleichbaren Bedingungen durchgefithrten Fiitterungsversuche lassen
erkennen, daB 2,4-Dihydroxy-[3-1*C]chinolin und 2,4-Dihydroxy-[3-1*C, **N] chinolin mit
spezifischen Einbauraten in das Alkaloid Skimmianin inkorporiert werden, die deutlich
hoher sind als die von [2-14C] Acetate und ['4-COOH, !5N] Anthranilsiure (Tabelle 1).
Durch Abbau konnte nachgewiesen werden, daB die gesamte, im gebildeten Alkaloid
enthaltene Radioaktivitit im C-Atom 11 lokalisiert ist (Tabelle 2). Das 14C/*>N-Verhiltnis

1 M. Martsuo und Y. Kasipa, Chem. Pharm. Bull., Tokyo, 14, 1108 (1966).

2 M. Matsuo, M. YaMazaki und Y. KASIDA, Biochem. Biophys. Res. Commun. 23, 679 (1966).
3 1. Monkovi¢ und 1. D. SPENSER, Chem. Commun. 205 (1966).
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TABELLE 2, DER ABBAU VON RADIOAKTIV MARKIERTEM SKIMMIANIN UND KOKUSAGININ GEBILDET NACH
VERFUTTERUNG VON 2,4-DIHYDROXY [3-'*ClcHINOLIN (A) UND 2,4-DIHYDROXY [3-14C, *N]cHINOLIN (B)

Spez. Radioaktivitét

% der spez. Radioaktivitit

des Alkaloids
gefunden berechnet

Skimmianin (A) 1,9 . 105 100

p-Bromphenacylacetat 3,7 .103 2 0
p-Bromphenacylpropionat 1,6 . 10° 83 100
Skimmianin (B) 34 . 10° 100

p-Bromphenacylacetat 3,2 . 103 weniger 1 0
p-Bromphenacylpropionat 34 . 10° 100 100
Kokusaginin (A) 1,0 . 10° 100

p-Bromophenacylacetat 2,8 .10% 3 0
p-Bromphenacylpropionat 2,3 . 10* 24 100

ist im gefiitterten 2,4-Dihydroxychinolin und im isolierten Skimmianin im Rahmen der
Fehlergrenze gleich (Tabelle 1). Dieser Befund, zusammen mit den unterschiedlichen
Einbauraten von Acetat und Anthranilsdure in das Alkaloid, schlieBt aus, daB das 2,4-Di-
hydroxychinolin im Stoffwechsel der Pflanze zunéchst in Anthranilsdure und Essigsiure
gespalten wird und diese beiden Verbindungen die eigentlichen Precursoren sind. Alle diese
Versuche weisen darauf hin, daBl 2,4-Dihydroxychinolin ein direktes Zwischenprodukt bei
der Bildung des Furochinolinalkaloids Skimmianin ist. Die Bildung dieser Verbindung

koénnte somit wie folgt verlaufen (Schema 1).
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Anthranilsiure und Essigsdure werden zunidchst in die CoA-Ester umgewandelt. Diese
Art der Aktivierung ist fiir Essigsiure bekannt,” wurde fiir Anthranilsdure jedoch bisher nur
bei Bakterien nachgewiesen.® Die aktivierten Sduren konnten dann in einer durch ein Enzym
der Thiolasegruppe katalysierten Reaktion unter Abspaltung von CoA miteinander reagieren.
Der hierbei entstehende o-Aminobenzoylessigsdure-CoA-Ester wiirde nach hydrolytischer
Abspaltung des CoA-Restes iiber o-Aminobenzoylessigsdure durch spontanen Ringschlufl
in 2,4-Dihydroxychinolin iibergehen und nach Reaktion mit Isopentenylpyrophosphat in
3-Dimethylallyl-2,4-dihydroxychinolin umgewandelt werden, das von Collins und Grundon®
als Zwischenprodukt bei der Bildung der Furochinolinalkaloide nachgewiesen wurde. Bis
jetzt ist unklar geblieben, ob die drei iiberzdhligen C-Atome in der Seitenkette letzterer
Verbindung vor oder nach der Bildung des Furanringes abgespalten werden.

Nicht gelost werden konnte bisher weiterhin die Frage auf welcher Stufe der Biosynthese
das Substitutionsmuster im Ring A der Furochinolinalkaloide festgelegt wird. Aus der im
Vergleich mit Anthranilsdure hohen spezifischen Einbaurate des 2,4-Dihydroxychinolins in
das Skimmianin kann gefolgert werden, daB3 zumindestens bei einigen Alkaloiden die not-
wendigen Hydroxylierungen und Methylierungen verhiltnismaBig spit erfolgen. Die im
Vergleich mit dem Skimmianin wesentlich niedrigere Einbaurate von 2,4-Dihydroxychinolin
in das Kokusaginin weist moglicherweise jedoch darauf hin, daB 2,4-Dihydroxychinolin hier
kein direktes Zwischenprodukt der Biosynthesekette ist. Diese Annahme wird durch den
Nachweis einer Verschmierung der Radioaktivitit im Molekiil des Kokusaginins (Tabelle
2) und durch Unterschiede im '#C/'*N-Verhéltnis zwischen dem verfiitterten Precursor und
dem gebildeten Alkaloid (Tabelle 1) unterstiitzt. Die im Ring A des Kokusaginins vorhan-
denen Substituenten sollten deshalb auf einer friiheren Stufe des Biosyntheseweges eingefiihrt
werden, was zur Folge hitte, daB nicht das 2,4-Dihydroxychinolin selbst sondern substituierte
Derivate dieser Verbindung hier die eigentlichen Zwischenprodukte sind.

EXPERIMENTELLER TEIL
Isotop Markierte Precursoren

[2-14C]Natriumacetat und [*>N]Anthranilsdure wurden von der Firma Isocommerz-Berlin bezogen.
[**COOH]Anthranilsiure wurde aus o-Nitranilin und ['*C]Kaliumcyanid synthetisiert.® Die Darstellung
von 2,4-Dihydroxy-[**Nichinolin erfolgte analog der Synthese von 2,4-Dihydroxy-[3-'#Clchinolin® durch
Verseifung des aus ['N]Anthranilsidureithylester (vgl.!®) und Essigsduredthylester synthetisierten 2-[*5N)
Aminobenzoylessigsiureithylesters (Ausbeute: 7% d. Theorie berechnet auf [*N]Anthranilsiure). Die
Identitits- und Reinheitspriifung wurde diinnschichtchromatographisch durchgefiihrt.®

Die Messung der Radioaktivitit erfolgte in einem Tricarb Flissigkeits-Scintillations-Zihler. Der SN-
Gehalt wurde durch Massenspektrometrie bestimmt.

Verwendetes Pflanzenmaterial

Zu den Versuchen wurden ein Jahr alte, im Gewichshaus kultivierte Pflanzen von Ruta graveolens
L. (Rutaceae) verwendet.

Fitterung der Versuchspflanzen

Pro Versuchspflanze wurde eine der im folgenden aufgefiihrten Losungen verfiittert:

(a) 5 mg des jeweils benutzten 2,4-Dihydroxychinolinderivates in 1 ml 3 %iger Natriumkarbonatldsung.
(b) 5 mg [**COOH, '*N]Anthranilsiure in 1,6 ml 0,2 %iger Natriumkarbonatldsung.

(c) 5 mg Natrium-{2-#CJacetat in 1 ml Wasser.

7 P. BERG, J. Biol. Chem. 222, 991 (1956).

8 U. GeiGer und M. LUCKNER, unverdffentlicht.

? D. MunsceE und H. R. SCHUTTE, Z. Chem. 3, 230 (1963).
10 E. BAMBERGER, Liebigs Ann. Chem. 305, 362 (1899).
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Die Fiitterung der Precursorlésung erfolgte mittels Baumwollfadentechnik (vgl.!1) in den unteren Teilen des
Stengels. Nach 15 h hatten die Pflanzen die radioaktiven Lésungen vollstindig aufgenommen. Es wurde nun
und am darauffoigenden Tag jeweils 1 ml Wasser zugegeben. Die Aufarbeitung der Pflanzen erfolgte 65 hr
nach Fiitterungsbeginn.

Aufarbeitung des Pflanzenmaterials

Die bei 110° getrockneten oberirdischen Teile der Versuchspflanzen wurden mit Ather erschépfend extra-
hiert. Von dem dabei erhaltenen Extrakt wurde der Ather abdestilliert und der Riickstand mit verdiinnter
Schwefelsdure aufgenommen. Die entstandene Losung wurde filtriert und nach Alkalisierung mit verdiinnter
Natronlauge mit CHCI; ausgeschiittelt. Das nach dem Abdestillieren des CHCl zuriickbleibende Alkaloid-
gemisch wurde in wenig Benzol geldst. Zur Gewinnung des Kokusaginins wurde die benzolische Losung
vorsichtig mit 10%iger HCI geschwenkt (vgl.'?). Die ausfallenden Kokusagininhydrochlorid-Kristalle
wurden auf einer G4 Fritte gesammelt, mit benzolgesittigter 2 %iger Salzsiurelosung gewaschen und in
heilem Wasser gelést. Durch Zusatz von 25 %iger Ammoniaklosung wurde das Kokusaginin als Base
gefdllt. Aus der verbliebenen benzolischen Lésung (in der Kokusaginin nur noch in Spuren nachweisbar war)
wurde Skimmianin durch priparative TLC isoliert (vgl.5). Die rohen Alkaloide wurden mehrfach in 2
%iger HCI gelost und durch Zusatz von 25 %iger Ammoniaklésung wieder ausgefillt. Sie waren danach
chromatographisch rein und besaBen eine konstante spezifische Radioaktivitit (Fp. K okusaginin: 160-165°,
Lit.'3 168-169°; Fp. Skimmianin: 171-175,5°, Lit. 1* 175-178°).

TABELLE 3. CHROMATOGRAPHIE DER ALKALOIDE UND ALKALOIDABBAUPRODUKTE

Ry Wert
Substanz System I System I
Kokusaginin 0,28 0,37
Skimmiamin 0,12 0,34
2-Hydroxy-3-athyl-4,6,7-trimethoxychinolin 0,49 —
2-Hydroxy-3-dthyl-4,7,8-trimethoxychinolin 0,66 —

System I: Kieselgel G “Merck”/Toluol, Essigsduredthylester, Ameisendure (50:40:10),
System I1: Kieselgel G “Merck’/mit Ammoniak geséttigter Ather,'S
Detektionsmittel: Muniers-Reagenz.

Abbau von Kokusaginin und Skimmianin

Der Abbau der Furochinolinalkaloide erfolgte durch katalytische Hydrierung mit Platinoxyd und an-
schlieBender Kuhn-Roth-Oxydation (vgl.'7). i

0,1 mMol des betreffenden Alkaloids wurden in 2 ml absolutem Athanol geldst und nach Zusatz von
50 mg Platinoxyd bei 25° und normalem Druck hydriert. Die benétigten 0,2 mMol Wasserstoff wurden in
ca. 2 h aufgenommen. AnschlieBend wurde die Mischung unter Wasserstoffatmosphére 12 h stehen gelassen.
Die Vollstindigkeit der Hydrierung zum entsprechenden 2-Hydroxy-3-dthyl-4-methoxychinolinderivat
wurde diinnschichtchromatographisch gepriift.

Nach Abtrennung des Katalysators durch Filtration wurde das Losungsmittel abgedampft und der
Riickstand nach Kuhn-Roth oxydiert. Nach Zusatz einer heiBen Losung von 4 g Chrom (VI) oxyd in 15 ml
Wasser und 8 ml konzentrierter H,SO, wurde e¢ine Wasserdampfdestillation durchgefiihrt, bis etwa 200 ml
Destillat vorlagen, Durch Erhitzen des Reaktionskolbens aud 100° mittels eines Olbades wurde eine Ver-
diinnung des Reaktionsgemisches verhindert.

Das Destillat wurde mit 0,1 n NaOH neutralisiert und auf 2 ml eingeengt. Die Veresterung der in der
Losung vorliegenden Kalisalze der Essig- und Propionsdure zu ihren p-Bromphenacylestern erfolgte nach

1t 3. Euw und T. REICHSTEIN, Helv. Chim. Acta 47, 719 (1964).

12 B, BorkowsKI und J. Masiakowski, Planta Med. 13, 48 (1965).

13 T, R. GowINDACHARI und V. N. SUNDARATAN, J. Sci. Ind. Res. 20B, 298 (1961).

14 T Onra und T. Miyazakiy, J. Pharm. Soc. Japan 18, 538 (1958).

15 1. Novik, G. Buz4is, B. MiNkER, M. KorTar und K. SZENDREL, Planta Med. 15, 132 (1967).
16 G. SCHNEIDER, Planta Med. 13, 425 (1965).

17 T. Onta und T. Mivazaki, Chem. Pharm. Bull. Tokyo, 1, 181 (1953).
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Zusatz von 3 ml Athanol und 1,05 Aquivalenten p-Bromophenacylbromid durch 2 stiindiges Kochen am
RiickfluB. Das Estergemisch wurde aus der kalten Mischung mit Wasser ausgefilit.

Die Trennung des Estergemisches erfolgte durch priaparative TLC an Kieselgel PF,5, “Merck™. Als
Laufmittel diente zunichst Benzol und nach Trocknung der Platten bei Zimmertemperatur ein Gemisch aus
Benzin (60-70°) 50 ml, Benzol 30 ml, CHCI; 20 ml und EtoAc 10 ml. Die beiden Zonen (p-Bromphenacyl-
acetat: Rp-Wert0,43; p-Bromphenacylpropionat: R .-Wert 0,60) wurden von dem Chromatogramm abgekratzt
und mit heilem Methanol eluiert.

Die Reinigung der Ester bis zur konstanten spezifischen Radioaktivitit erfolgte durch Sublimation
(p-Bromphenacylacetat: 65 bis 70°, 10~ 2 bis 10~ 3 Torr; p-Bromphenacylpropionat: 45-50°, 10~ 2 bis 10~ *Torr).
Zur quantitativen Bestimmung wurde die Lichtabsorption in dthanolischer Losung bei 257 nm bestimmt.

Mittlere Ausbeute berechnet auf das eingesetzte Alkaloid: p-Bromphenacylacetat: 4,7 mg, 18,5% d.
Theorie; p-Bromphenacylpropionat: 3,5 mg, 13,0 % d. Theorie.

Anerkennung—Herrn Prof. Dr. E. Leete, University of Minnesota, Division of Organic Chemistry,
Minneapolis, danken wir fiir die Durchfithrung der *N-Bestimmung,.



