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Ah&a&--25(RS)-25,26-3H~4’4C-cholesterol was administered to Solunum lycopersicum and S laciniatum plants; 
measurements of the 3H/‘4C ratio of the recovered alkaloids tomatidine, soladulcidine and solasodine indicate 
that a direct replacement of.the C-26 (or C-27) hydroxyl group by an amino group during biosynthesis, rather 
than transamination of a C-26-oxo-intermediate, can be postulated. Furthermore, the results show that C-25 is 
not involved and thus the configuration at C-25 of the spirosolanol alkaloids is determined by the C-26 (or C-27) 
hydroxylating enzyme. This conclusion is supported by the fact that 2YR~5a,6-3Hzcholest3~,2~ol applied 
to S lycopersicam plants was incorporated only in soladulcidine but not in tomatidine. 

EINFijHRuNG 

Friihere Untersuchungen zur Biosynthese der Spiro- 
solanole [l-3] lassen den Schl~ zu, dal3 die Eintllhrung 
des Stickstoffs sich direkt and die Hydroxylierung des 
Cholesterols in der Position 26 an&lie&. Der weitere 
Biosyntheseweg, insbesondere die indirekte Oxydation 
des C-22-Atoms als Grundlage l%r die Bildung des Aza- 
Oxa-Spiransystems [4,5], dtlrfte weitgehend analog der 
Biosynthese der Spirostanole verlaufen. Wiihrend jedoch 
bei den Spirostanolen auf Grund der Blockierung der 
26Hydroxy-Funktion durch Glucose zun&chst &r 
E-Ring zum Tetrahydrohrrostanol[6] gebildet wird und 
teilweise erst bei Hydrolyse in vitro die eigentlichen Spir- 
ostanole generiert werden [7,8], mug bei den Spiroso- 
lanolen such die primiire Schliel3ung des F-Ringes in der 
Ptlanze in Betracht gezogen we&n. (Vorkommen von 
Steroidalkaloiden des Verazin-Typs in Veratnrm 
&urn [91)* 

l%l3t zum anderen vorteilhafterweise gleichzeiti 
K 

eine 
Entscheidung dartiber zu, ob die Stufe einer A25(26 Dop- 
pelbindung durchlaufen wird, wobei eine mijgliche C-26 
Oxo-Zwischenstuf~in Analogie zur indirekten Oxyda- 
tion des C-22-uber eine G25 Hydroxylierung mit 
anschliel3ender Dehydratisierung gebildet werden 
kiinnte. Der Verbleib der Tritiumaktivitit an G25 bringt 
weiterhin Klarheit dariiber, ob ftir die Bildung der 25(R) 
und 25(S~Kontiguration in derselben Ptlanze zwei vers- 
chiedene Enzyme anzunehmen sind, durch deren hydrox- 
ylierenden Angriff auf C-26 einerseits bzw. C-27 anderer- 
seits die Konliguration (25(R) oder 25(S)) des entste- 
henden Steroidalkaloids festgelegt wird 
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Ob nun die Hydroxylgruppe an C-26 direkt gegen eine 
Aminogruppe ausgetauscht wird, wie Bennett und Heft- 
mann [lo] flir die Bildung des Holaphyllamins 
(3/I-Amino-pregn-5-en-20-on) aus Pregnenolon disku- 
tieren, oder ob die Zwischenstufe eines C-26spZ-Hyb- 
rides-z.B. eines Aldehydes, auf den durch Transaminier- 
ung Stickstoff iibertragen wird-durchlaufen wird, ist 
nicht bekannt. 

Bei Verlust der Tritiumaktivit;it an G25 muB m&h- 
cherweise eine Enolform als biosynthetische Zwischen- 
stufe in Betracht gezogen werden, die sich bei oder nach 
der Weiteroxydation nur aus einer bestimmten (G26) 
Hydroxymethylgruppe bilden konnte und als identische 
Vorstufe fti beispielsweise Tomatidin (25(S)) (1) einer- 
seits und Soladulcidin (25(R)) (2) andererseits gelten 
kann. (Beide Steroidalkaloide sind nebeneinander vorlie- 
gend in Lycopersicon pimpinelli-filium [ 1 l] gefunden 
worden.) 

Die Applikation von 25(RS)-25,263H,4’4C-Ch~les- 
terol bietet durch Messung des 3H/‘4C-Aktivit;itsverhiilt- 
nisses der isolierten Spirosolanole die Mijglichkeit, ein- 
ma1 den biosynthetischen Reaktionsablauf an C-26 hin- 
sichtlich der Einftiung des Stickstoffs zu erhellen und 

Die hinsichtlich dieses letztgenannten Problems aus 
der Applikation des 25(RS)-25,26-3H2414C-Cholesterols 
durch statistische Betrachtungen zu erwartenden Ergeb- 
nisse sollten noch durch die Applikation von 
25(R)-5a,6-3H2-Cholestan-3&26-diol and Solumun lyco- 
per&urn tiberprtift werden k&men. 

* Mitt. 22. “Zur Biosynthese von Steroidderivaten im P&n- 
zenreich.” Mitt. 21 Tschesche, R. und Piestert, G. Phytochemis- 
try 14, 435 (1975). 

Stutistische Aspekte zur Applikution von 25(RS)_25,26- 
3H2-4-‘4C-Cholesterol 

t Herrn Prof. Dr. Dr. med. hc H. H. Inhoffen herzlichst 
mit allen guten Wtinschen zum 70. Geburtstag gewidmet. 

&i der homogenen Tritiierung von 3/3-Acetoxy- 
A5~25(26)-Cholestadien (4) mit Tristriphenylphosphinrho- 
dium (I) chlorid kann aufgrund der freien Drehbarkeit 
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der Seitenkette angenommen werden, da.8 sich die beiden 
entstehenden Tritiumisomere 25(S)-25,26-3H,-Choles- 
terol(5) tmd 25(R)-25,27-3H,-Cholesterol (6) in gleichem 
VerbUtnis bilden werden. (Dennoch a priori nicht fest- 
stellbare Abweichungen vom statistischen Isomeren- 
verMltnis van 50:50 k&men durch vergleichende Akti- 
vititsvermessung der Zielprodukte mit unterschiedlicher 
Konf?guration an C-25 korrigiert werden, was sich wegen 
gleicher minimaler 3H-Abfallraten bei den Zielprodukten 
ertibrigte.) 

Bei einer statistischen Betrachtung des prim&ren Hyd- 
roxylierungsschrittes an C-26 ist zu erwarten, da8 bei 
einem Sechstel der Molekiile mit sp&erer 25(R)-26OH- 
Kontiguration (7) die an der zu hydroxylierenden Meth- 
ylgruppe lokalisierte 3H-Aktivitiit verloren gehen wird, 
sofem bei der enzymatischen Hydroxylierung ein Isoto- 
pieeffekt vemachliissigt we&n kann. Bei einem fol- 
gemlen direkten Austausch der Hydroxylypr gegen 
eme Ammofunktion sollte das erreichte H/ 4C-Aktl- 
viEitsverhaltnis konstant bleiben, und es ware mit einem 
relativen Abfall der Gesamttritiumaktivitt bei diesem 
Reaktionsmechanismus urn ein Zwolftel= 8.3% zu 
rechnen. (Sollte bei der enzymatischen Hydroxylierung 

die Losung der C-H Bindung geschwindigkeitsbestim- 
mend sein, so wiirde die Einbeziehung eines prim%ren 
Isotopeneffektes in die Rechnung einen relativen Tri- 
tiumverlust zwischen den Extremen 8.3 und 16.6% verur- 
sachen.) 

Bei direkter Weiteroxydation der 26-OH-Gruppe wird 
ein weiterer Wasserstoff (bzw. Tritium) vom C-26 abstra- 
hiert: dies wiirde einen relativen Abfall der Gesamttritiu- 
maktivit%t urn ein Sechstel = 16.6% (bei einem Isoto- 
penelfekt mehr als 16.6%) bewirken. Bei indirekter Wei- 
teroxydation der C-2QHydroxylgruppe iiber einen C-25- 
Hydroxylierungs-Eliminierungsmechanismus oder bei 
Enolisierung einer mijglichen Aldehydzwischenstufe ist 
ein Absinken der Gesamttritiumaktivitt urn zwei Drit- 
tel = 66.6% relativ zur 14C-Aktivitit zu envarten. (ana- 
log gelten diese Betrachtungen fur die Bildung der 
S-Kontiguration), 

Der relative Abtbll der Gesamttritiumaktivitt um cu 
7% bei den Zielprodukten Tomatidin (1) und Solasodin 
(3) zeigt, dal3 bei der Einfm des Stickstoffs in das 
Spirosolangeriist ein direkter Austausch der C-26 bzw. 

Tabelle 1. Applikation an Solunwn 

Applikation an S. lycopersicum 
Precursors und Zielprodukte 3H-Aktivitit 3H/‘%-VerhWh rel. 3H-Verlust 

25(RS~25,26-3H,414CCholest~l (Precursor) 7.2 x 1O’dpm 132: 1 
Tomatidin (1) 1.6 x lO’dpm/mM 123:l 
Soladulcidin (2) 

6.8% 
125:l 

25(R~5g6-3H,-Cholestan-3B,26-diol (Precursor) 
3.4 x 106dpnJmM 

Tomatidin (1) 
2.6 x 1O’dpm 

5.3% 
- - 
- - 

Soladulcidin (2) 1.6 x lO*dpm/mM - - 

Applikation an S. la&Saturn 
Precursor und Zielprodukt 3H-Aktivitit 3H/14C-Verh;iltnis rel. ‘H-Verlust 

25(RS)-25,26-3H,41%Xholesterol (Precursor) 
Solasodin (3) 

5.5 x 1O”‘dpm 109: 1 
2.0 x 10’ dpm/mM 102: 1 6.9% 
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G27 Hydroxylgruppe gegen -NH2 in Betracht zu ziehen 
ist, wobei die Hydroxylgruppe miiglicherweise durch vor- 
hergehende Phosphorylierung aktiviert worden ist 
rabelle 11. 

Die Bildung einer 26-Aldehyd-Zwischenstufe, auf die 
durch Transaminierung Stickstoff tibertragen wird, 
scheint nach den vorliegenden Versuchsergebnissen nicht 
wahrscheinlich. Aus dem Verbleib der Tritiumaktivitit 
an C-25 bei allen drei Zielprodukten 1SiDt sich die Folger- 
ung ziehen, W die Konfiguration des Endproduktes an 
C-25 durch den Angrfl des hydroxylierenden Enzyms 
festgelegt wird Die letztere SchM3folgerung wird durch 
das Ergebnis der Applikation von 25(R)-5a,6-3Hz-Cho- 
lestan-3/?,26-diol and Solanum lycopersicum gestiitzt, da 
nur Soladulcidin Q), nicht aber Tomatidin (1) (markiert) 
isoliert werden konnte. 

EXPERIMENTELLER TRIL 

Die Aktivititsmessung erfolgte mit einem Fltissig-Szintil- 
lationsz%hler (Betawechsler BF 5000) der Firma BERTHOLD, 
Quenchkorrektur und rechnerische Auswertung [ 123 der 
MeOdaten mit dem angeschlossenen Rechnersystem DIEHL- 
alphatronic. Als Szintillationsfliissigkeit wurde eine Liisung 
von 5g PPO und 0.1875g POPOP in 2.5L Toluol 
(MERCK 8317) verwendet. 

Precursors: 

25(RS)-25,26-3H&%olesterol r131: 27-Nor-25-oxo-choles- 
terol:3/3iacetat [14,-151 wurde rns Tiiphenylphosphinmethylen 
zu A5~25’*6’-Cholest-36~l IX61 umeesetzt und reacetvliert 
(4). welches in hornogenei K&&se &it Tristriphenylihos- 
phinrhodium(I)chloridil7] bei der.Firma Amersham I&hler 
Braunschweig tritiiert wurde. DC-Reininuna und Verseifung 
lieferte den gewiinschten Precursor. DL &assenspektroskoI 
pische Vermessung des analog hergestellten deuterierten Pro- 
duktes zeigte keinen Isotopenaustausch (no isotopic scram- 
bling). 

25(R~5a,6-3H,-Cholestan-3~,26-diol: Durch Reduktion von 
Kryptogenin wurde 25(R)-Cholest-S-en-3fi,26-diol[18] 
erhalten, welches von der Firma Hoechst katalytischt mit 
Pd-C in EtOH Cl93 tritiiert wurde. 

Pflanzenuersuche. Die radioaktiven Precursors. gelijst in 
wedig Aethanol, wurden bei S Zycopersicum jeweiis 6 jungen 
Pflanzen mit Hilfe einer Mikrosuritze in die Blattachsen inii- 
ziert ; bei S. Zaciniatum wurde die glkoholische Lasung des Pie- 
cursors gleichm%Big aud die von der Wachsschicht befreiten 
Blattobeachen der oberen Blotter von 6 jungen Pfianzen auf- 
gebracht und mit Silikoniil/Petrollther fixiert. Nach 4 Wochen 
wurde der nicht resorbierte Aktivititsanteil von den konta- 
minierten Bllttem mit Essigester abgespiilt, anschliel3end die 
Pflanzen einschlieI3lich der Wurzeln sorgf%ltig zerkleinert und 
mit 5% Essigslure und Methanol extrahiert. Der eingeengte 

Extract wurde mit Cyclohexan ausgeschiittelt, die wassrige 
Phase mit Benz01 iiberschichtet und mit 1 N Pthanolischer 
Saltiure eine Stunde unter RiickfluD hydrolysiert. Die einro- 
tierte Methylenchloridphase des ammdniak&ch gemachten 
Hydrolysates wurde mit Essigester durch Kieselnel filtriert. die 
A&ykone durch mehrmalige-ptiparative DC &liert und’mit 
authentischer Vergleichssubstanz bis zur konstanten Aktivitit 
kokristalIisiert. 

Altmerkung-Wir danken der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft und der Stiftung Stipcndienfonds der Chemischen Indu- 
strie fiir die finanzielle Unterstiitzung dieser Arbeit. 
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