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EINLEITUNO 

D~(I)kommtahxein+csAlkaloidinN&& akascauvor. uberdieAnalyt&= 
uber Lokalisation in der PlIanze,f sowie iiber die PhysiolOgie~~ wurde bereits berichte& 
ebenso Uber die pharmakologische Wirktmg.s Auch iiber FtUtenmgsversuche mit radio- 
aktivenPmcursorenliegenArbeitenvor. 6,7 DasAlkaloidistinder!Samenschakinbesonderen 
Ulenakkumuliertundwirdauchdortgebildet. DabeizeigenisoliertegrtineSamenmit 
Beginn der Alkloidbildung die F&hi&it, aus “CO2 im Licht radioaktives Damasce& zu 
bilden. VondenUbrigm~derPflanzek~nnennurnochdie~~,wennauchin 
weitgeringeremMassealsdieSamen,Alkaloidbilden. 

3-m 
m m 

Daxtwcak ist ein dreifach methyktea De&at der 34Iydroxyanthrani (II). 
Die~HerkmBder3 Ve&lkklgebUlIdenCnMethylgruppenwatZUU~ 
3_Hydroxyanthmils8ure ist als mukt des Tryptophanabbaues in Tieren, 
nkderenPilzenundMikroor@nknen bekannt. EsmussteUberp~werden,obeindkekter 
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Weg Uber Sh&imi&ure unter Umgehung des Tryptophans m6glich ist. Dwch FUtkmngs- 
versuche isolierter gr4iner Samen mit mark&ten Pmcursoren werden die m6glichen Bio- 
synthesewege untersucht. 

1. Herkunft c&r Methjdgrupp 

ERGEBNISSR 

Wir fiitterten gr&e Nigella-Samen mit Methioni@CI&) und erhielten in Damasc4n 
folgende Aktivititswxt&lung (Tab. 1). Diese Versuche wurden in drei Vegetationsperioden 
mit sehr Gnlichen Ergebnissen wiederholt. Dana.& k&men bei der Biogenese des Damas- 
cenins alle drei, chemisch verschieden gebundenen Methylgruppen vom Methionin geliefert 
werden. In allen Versuchen war stets die N-Methylgruppe um ein Mehrfaches st&ker 
markiert als O-Methyl und Estermethanol. Wir m6chten daraus schliessen, dass N-Methyl 
biologisch besonders labil ist und ein Austausch am bereits gebildeten Dam asceninstattfh~den 

T~~LLB 2. VBRTEJLUNG DEB uAmMKrMTxr IM DAbWCZNINNACHptlTIBILIJNoVON 
‘~~NACH1SWND6UNDNACH2TAGEN 

1 stlmdc 2Tags 

w 
I \ 
IPhd/M Proza 

1009 100.0 91.0 1009 

Bstgmsthanol 0 0 w-1 87.0 879 zz4 z 
O-Methyl 13.0 13.0 14.3 15.7 
CarbaMl 
AromatischerRing 

x 0 114 12.5 
0 24.0 26.5 

Au&dasBstermethanoIkannbeiderBiosynthesedesDam- vom Methionin 
kommen. Die Bilcjung van Methylestem der wure aus Methionin ist bekannt.8 

Bei Experimen@n mit 14cOa fanden wir bei einer Versuchsdauer von 1 Stunde die 
Radioaktivitit aussch&s&ch in den Methylgruppen wieder. Erst nach einer Versuchsdauer 
von 2 Tagen wird such der aromatische Rii markiert (Tab. 2). 

Auch bei diesemVersuch kannman aufeinen Austausch vonN_Methylgruppen schliessen, 
Die Veresterung der Carboxylgruppe mit Methanol auf dem Weg Uber Methionin ist prjn- 

8 a s. SATO, R U. BYBRWM und C. D. BALL, J. mol. C%m. 224,717 (1957). 
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zipiell mllglich, doch ist nicht unwahr&ew&, dass dirr I&a&i- and- 
ArtsindalsobeimN-undo-Methyl. Dasbedarfw&ererUntersu&ungen. zwiachenstuf 
dieser Methykrungen konnten wir mit autoradiographischen Methoden nkht fan. $ 
~eaktkwn verhtufen w&s&i&& sehr s&nelL Erst das Eudprodukt Damasx&n wind 
inbesonderenze~akkumuli~ 

2 Herku@ des aromatisk R&es 

Mach den Firgehissen dor Metbykungsversuche ist 3-Hydroxymm ala 
--edigrprodukt def Biosynthese van Damawnin zu erw&rten. 3-Hydroxyan&a& 
~~~t~Metabolit~TryptophanabbaueSin~r~m~undsHugetierenbekannt. 

W~~n~~~~~3~~~~~~~ 
baurate in Damaxenk Das gleiche Gmerkmaterialwurde nochmit andcrenradioaktiven 
Prewrsoren gef#krt (Tab. 3). 

TABELU~. EINBAUMW --INB 

c3efwwesubstanz 
Dm48lwnEfinbaurate 

Iparl IPW 
pPdx1o-s pMxlo-3 pPlxmt 

45.0 
;; 150 kzi 

2-y 13.8 219 O-15 
~~~ * 

3--vm 4: it z.t 
nyptophan-(3H) l-8 O-3 O-016 

Die unter vergleichbaren Bedingunsen erhaltene s&r kkine Einbaurate van Tryptophan 
~~~~~~~ ~~~~a~~~W~ 
als dem Tryptophanabbau entsteht. Aber such 3-HydroxyanthraGkgure selbst wird nur 
~~~M~~~~ D~~~~v~~~ 

. 
von Anthmml _ 

s&uea&%lig. 
Viekicht gelangt die 3-Hydroxyanthra&gure gar nicht zum 01% dex Damawminbio- 

synthese. ~~einUn~,obeineSu~inderzeIle~~~~,oderob 
sie erst von auswn eindringen muss. 3-Hydroxyauth~&l&Iuw ist eine sehr unbestkdige 
Su~d~~t~~~ti~Ab~u~ ~on~~~~~ 
Luft fgrbt I&& die wiiwige I&sung vom Natriumsalz der 3-Hydroxyanthra&l&w braun. 
~~~~~~~~t~~d~~~~p, 
wobeicins&nelle5verschwindenderFluo reszcnznach F~tbxungvon 3-Hydroxyanthra& 
s&uezusebenist. ~ureistinL&mgwesentlichbestitndiger. Auchdieander 
sauren Hydroxylgruppe gesch&te 3~~~~~~ ist m als 3-B 
an&ran&&we. Alle 3 S8uren wurden in cinem vergleichbaren Versuch verfBttertg (Tab, 4). 

~e~~~~d~~~~~~~~~M~~~ 
AntbraniI&ure und 3-HydroxyanthranBiure ein. Bei allen 3 Versuchen fanden wir die 

. ~~~t~~~~~~~lo~. 
Dana&BndetinN&ellizdmnarcerr eineHydroxylierungvonAnthranil&reinfStelhmg 

statt. LX&&O fand eine gleiche Hydroxylierung von A&ran&&e in Pmidim 

~D.M~NscEB~H.R.SQ#T~?,~.~~~~~(~%~). 
10 M. LcmNB& Difilmaw Ham (1962). 
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IW#C~. Wir konnten aber keine 3-Hydroxyanthran&gure in den Samen nachweisen 
und glauben, dass die nachfolgend+ Methyl&ungen sehr rasch verlaufii. Das stimmt mit 
denErgebnisseuderMet.hylienmgsversuchechtberein. 

Nach den beschiiebenen Versuchen nehmen wir Anthranilsgure als I~.~termed%qrodukt 
der Biosynthese von Damascenin an, und es ergibt sich die Frage nach ihrer biogenetischen 
He&u&. Die beiden wichtigsten Wege der Biosynthese aromatisd~er Binge sind der Uber 

. . . 
!iih&mdure und der aus Acctateinheiten. Fair die Anthranil&ue ist dieser zweite Weg 
nicht wahrscheinlich. Auch unsere eigenen Vorversuche mit markiertem Acetat haben 
keine Hinweise geliefert. Dagegen ist bekanut, dass bei Mikroorganismen der Weg xur 
Bildung van Anthranilsiiure tiber Shikimitiure fihren kann. Wir fUtterten biosynthetisch 
14cuniversal markierte Shikimisiiure.ll Diese wurde such relativ gut in]Damascenin 
eingebaut (Tab. 5). 

Umzus&en,obShikimi&urealsganzcsMolekNinD~ eingeht, decarboxy- 
li~wirdie’~~~mrvkierEt~~~bestimmtendasV~~”~H/ 
Sh&imi&4ure+‘C). In der Damasc& nsHure fanden wir ein gleiches Verhtitnis wieder 
(Tab. 6). 

Dieses Ergebnis macht es sehr wahrscheh&h, dass das Kohl- der Shikimi_ 

s&Ue-illD- eingebaut wird. Auch Glucose wird 8hnlich S-m-e 
relativ gut in Damascenin eingebaut (Tab. 5). Die Einbaurate nach Glmttenmg im 
Dunkeln ist gr6sser als im Hellen. In den grtinen Samen flndet Photosynthese statt,4wodurch 
die applizierte radioaktive Glucose verd&mt wird. Dadurch ergibt sich bei mtterungs_ 
versuchen im Hellen eine I&inere Einbaurate als bei FUttenmg im Dunkeln. Die 
Verteilung der Radioaktivitit im Damascenin nach GlucosefIitterung (Tab. 7) l&st auf 

11 L. H. -, C. A. PORTBR md H. J. LA~EN~~T, Confnk Boyce 27wmpm m. a, 439 (1962). 
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El 

12-3 
12-s 

eine Gleichdung -. Aus- davonistda8 El&madmol, was such auf 
einen besonderen 

. 
Bildqmxhamm us hinwcist. 

WeiterhinwarmchaufeineBeteiQpgvonAqmq@&manalogdcrNicotkgum 
bildung in llBycobfcsrium rl&m&Mwzu~m DieEinbauratenvon~~- 
gins&we, BemstmMtm tmd Fumarsgure, sowie der ebenfalls appkkten Gl~ure 
sindjcdocbrelativzuanderenprecursOren sehrJdein. BciF&termgvonAslmagimgure- 
(‘~)wflreeinevorwiegendeLo~ti~derRadioaktivittctim~~~~~ff~ 
Damamnim zu ermrteq ebenso bei FUttemng van Bemsk&8ure(1%-1,4) und Fumar- 

. 
smre+C 1,4)-NachdendurchDccarboxylilrungvonDamammM ute~-Wertea 
ist das jedoch nicht der Fall (Tab. 8). 

b-l@--+-4 15.6 
Bcanstgnllura(uc-lp) 14-O 
Fw-l,4) 18-7 
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DISKUSSION 

Die dqeskllten Rrgebnisse legen nahe, dass Damascenin aus dem Zucltcrsto~scl 
fiber Wkinji&m ghildet wird. An&ar&lure kann dabei ein Zwischenprodukt sein. 

Der Biosyntheseweg ICohlenhydrate+Shikimis&tre-+aromatische Aminosguren wurde 
in Bakterien mit IIilfe der Mutantenblock-Methode gefunden.13 Aber such in der h6heren 
PRanze ist dieser Weg verwirklicht. Die Umwandhmg von Shikin&ure in Phenylalanin turd 
Tyrosin wurde ftir Sa&a splendms, Tritiaun n&are und F~~O~JVWI nachgavise~.~~ Wein- 
stein, Porter und Laurencot is fanden, dass 9 Spezies h6herer Pflamcn C!hina&ue in Shikimi- 
siiure, Phenylalanin und T’yrosin umwandeln k&men Auch wir fanden autoradiographisch 
radioaktiv markiertes Qrosin und Phenylalanin in den Samen von Nigella damasome nach 
I%tterung von Shikimi&un@C). PUr eine ganze Reihe anderer Verbindungen ist der 
syntheseweg iiber Shikimi@ure bekaml~ z usamnx&assung bei Neish.“j 

Bei der Biosynthese van Tryptophan in Bakte&n und in Bgckerhefe wurde Anthranil- 
s&ure als In-ukt gefunden. Dutch weitere Arbeiten mit Mikroorganismen 
ergab sich die Synthesefolge: Shikimi~Lure~S~~5-phosphat-+3-EaolWruvil- 
shikimis&res-phosphat “+“cho&mic acid”1*-21+AnthraniL&re. “Chorismic acid” 
wird als Verzweigungsstelle angesehen (Schema 1). 

Ubm die Herkunft des Stick&offs in der An&ran&&e liegen nur Ergelmisse ‘van 
Expe&l.uenten mit Miluoorganisanen vOr.SriIlivasan~fandAnthran&gureindeznpiell- 
freien Ew cincr E. co&Mutante nach Zugabe von Shikimis%ure5-phosphat und tGluta- 
min. Ebenfalls im zellfmien Extrakt einer Aerobacter ~Mutante wird Anthranil- 
silure+%l) aus “chorismic acid” und ffilutamin+mid-lsN) gebildet. Auch Ammonium- 
ionen werden als N-Quelle genutzt .23 Lingens, Ltick und Goebel” m&ten die Beteiligung 
von Glutamin an der Biosynthese van Anthra&&ure in Mutanten der Bgckerhefe. 

In der h&eren Pflanze wurde die Umwandlung von Shikimisiiure in Tryptophan in 
Gerste&eim&gen gefimdenz5 IQr Bohnenbl&ter konnte dies nicht best&@ we&n26 

IndengrtinenSamenvonNige&zd&axenawirdDamasce& auf dem Wege Kohlen- 
hydrats~~l~ShikimissIure-+Anthranil~ure4Dlimasoenin gebildet. Gegen eine 

13 B. D. DAVIS, in W. D. MC&ROY und B. Gus, A Symposium on Antho AddiUabvlism, Bdtimon , s.799 
(1955). 

14 A C. NEISH, Ann. Rev. Pkolt Physiol. 11,s (1960). 
1s L. H. W-, C. A. PORTER und H. J. LA-, Contribs. Boyce 2bn.plm last. 2l, 201(1%1X 
16 A.C NEL=, in J. B. HABBORNB, Bbchembtry of- Compmm&, 5,295, London (1964). 
“A.~undP.R.~~,Proe.Not.AwdSeb.USila864(1962). 
l*F.Gnso~undL.M.J-, Nature l9S, 388 (1963). 
‘9M.I.G~undF.GInsoN,&wkm. J. 90,248 (1964). 
2Q F. -N, Blodrtla. 1.90,256 (1%). 
21 F. L.mams nnd W. L&x, Angcw. Chem. 76,51(1964). 
2~ P. R WASAN,J. Am. C&m. Sot. a,1772 (1959). 
23 J. M. EDWARDS, F. GIBSON, L M. JACKMAN und J. S. Zhwdx~~, i?ioduh. &b&w. Ac&a 93,78 (1964). 
s F. -, W. L~CIC und W. Goxs~~, 2. Nutqhrschg. 1% 851(1963). 
25 F. Wm-, M. P. a und A. C. NEISI-I, Phyzochetn. 1,30 (1961). 
26 L. H. W-, C.A.PorwuwdH.J.~ w, Nature 1% 205 (1962). 
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Entstehung analog der Salicylsgure, - I’hcnylpropank6rper mm Salicylsgure-, 

spricht der Befund, dass Sh&imi&ure als ganxes MolekUl eingebaut wird. Bei dem Weg 
Uber einen I%enylpropar&qer wU.rde auf der Stufe der Frephcnsgure die Carboxylgruppe 
der Shikimi&ure durch Decarboxylierung eliminiert werden. 

Anthranil&ure-(‘%OOI-I) wird in den grtinen Samen in Damasanin eingebaut. Dabei 

erfolgt wahrscheinlich eine Hydroxylierung in 3-Stellung. Eine sol&e Hydroxylierung van 
An~~~wurdeinPenicflliamrviridicarumvonLuckner1ogefunden. Nairundvaidyan- 
athan2’igoliertenans~g~mvonTecomcrstmtseinEnzym,~~~~in3-Hydroxy- 
anthmnil&ure &rfUhrt. Dabei ist 3-Hydroxyanthmmlsgure ein Inwmed&produkt der 
Oxydation von Anthranils&ue xu Gatechin. 

o- und PHydroxylierungen finden im Gewebe der haheren IYlanxe leicht statt2* m-Hy- 
droxylierung scheint sehr seltcn xu sein. 

Die M6glichkeit einer Bildung von 3-Hydroxyanthranilsgure Uber o-l’yrocatechusgure 
muss noch UberprUft werden. Weiterhin ungekl&t ist die Rage, ob such in der hUheren 
F&nxederWegvonShXmi&mxuAnthranilsgure-sDamasce& Uber “chorismic acid” 
Bihrt. Das kann nur durch FUtterungsversuche mit einer spe&sch markierten “chorismic 
acid” ents&eden werden. Experimente fiber die He&u& des Stickstoffs im Damawemn 
sind im Gange. 

1. Matedal 

MBTHODBN 

NjgeUa &mrwceraa wurde im Freiland kultiviert. FUr die Versuche wurden grUne Samen 
von m&lichst gleichem Entwickl~um verwendet. Die Kontrolle des Entwickhmgs- 
stadiums erfolgte tuner einem Sweomikroskop im u.v.-Licht, da mit Beghm der Alkaloid- 
bildung die blaue Fluomsxenx des DanwcuCns auftrittl 

2. lTitterungsversrccke 

BeiFtbterungmit14C02wurdendieSamenineine &eschloarsene Glaskammer gebracht. 
Das aus Bariumcarbonat mit I%osphor&uue fs Co2 bra&ten wir mit einer Mem- 
branpumpe durch die Kiivette in einen Kreislauf. Bei FUtterung fester Substanzn wurden 
dieSamenineinerpetri~ineineen~prechende~unggelegt,1ml~ungprolg 
Samen. Nach einigen Stunden war die Losung aufgesaugt, und nach SpUlen mit Wasser 
blieben die Samen cu. 2-3 Tage bis xur Lufttrockene liegen. 

3. IsoNenmg &s Dantasmins 

Die Samen wurden mit Quamwrd xerrieben und im Soxleth mit &her ext.&&t. Die 
Utherische L0sung schUttelten wir mit 12 Frozentiger HCl aus. Der saure Ausxug wurde 
unter KUhlung mit -OH alkalis& gemacht und das Damascem ‘n mit Ather ausgeschtbtel~ 
Nach Was&en, Trocknen und Einengcn des &hers fiIllten wir das Danwwnin mit &her- 
ischer Pikri&urel6sung als F&rat. Damasceninpikrat: F. 161-162”. 

4. Abbau da Dmnascenins 

Aus dem Damasomin p&rat wurde die Base mit konxe&ertem NH,OH freigesetxt und 
mit &her ausgeschtbtelt. 

2’ P. M. NAIR pnd C. S. ~MDYANATIUN, Ph@o&m. 3,513 (1964). 
2* R. K. IBRAHIM md G. H. N. TOWERS, Nmm 184.1803 (19%‘). 

46 



712 D.M-UfidK.M- 

(a) Ibnascenins&eHCl. DamaxcGn wird 20-30 Minutcn in 6~HCI untcr Roclrduu 
g&&t urxi die L&sung an&&send aufdem Waserbad stark eiqengt. Beim Abk0hkn 
kr&&&rtDamaacenins8ure-HClaus. Eswirdabgu~ugt&dmitkalter6n-HClgcwaachen 
Damaa&n114urc-HCl: F. 2M-209=‘. 

Die R&ioaktivitgt dca Estermethanols wurde ala Di&rcnz &s&en I)rr6ucenin rmd 
. 

I)rmucmmdureHCl bee&net. In cinigen FISllen veneiften wir das DanuuccG in 
eincm evakuicrtcn KoIbcn, destillierten das w&srigc Methanol ab und vcrbranntcn es in 
neutr&r wgnar&r L&mg mit Dichromat/Jodat/SchwefechwefelsHure nach dcr Vorschrift von 
Boeckh-Rhrcns*O zu CO*, welchcs als B&O3 zur Mcssung gcbracht wurde. 

(b) Guboxyl-K&enso~ Damasccm ‘nsilure-HCl wurde in Chinolin mit da gkichen 
Mcnp Kupferchromitkatalysor bci 240-260” decrvboxylicrt und das CO2 in Bartylaugc als 
BaC03 aufgcfangen. 

(c) IsoIfernng der Merl?ylgTyppar. Zur Isolierung von O-Methyl wurde Damasccnin- 
d[ure-HCl in der Apparatur nach Sirotcnko 3o 2 Stun&n in HJ gckocht und das Mcthyljodid 
in 5 Prozunt&r alkoholischer Trimethylaminl~ung, die mit Trockeneis/Alkohol gcktihlt 
wurde, aufgcfangcn. Nach Stchen Uber Nacht wurde die L&sung mit KOH alMisch gcmacht 
und zur Enffcrnung von Ubcrschtissigem Trimcthylamin mehrfach cingedompft. Dar mit 
Wasscr aufgcnommcne Rlickstand wurdc ncutralisicrt und das Tctramethylammoniumjodid 
mit konzmtriertcr wtimipr Rcinc&salzl~sung als Reincckat g&M. Das Reincckat 
kristallGcrtcn wir aus Accton/Wasscr bis zur konstantcn Radioaktivitlit um. 

Zur Isolicrnng dcs N-Methyls gabcn wir axuchlicsscnd noch 50 mg NH,J in das Ruktions- 
kblbchcn, s&ten das !3ammelgcf3sa in die Apparatur ein und crhitzten 2 mal auf 360”. Das 
Methyljodid wurde wicder in Trimcthylaminlkung aufgcfangen, die Aufarbeitung zum 
Rcincckat erfolgtc wie beim O-Methyl. 

(d) Die Rdoaktivitdt im aromatLwhen Ring ergibt sfch A D#&nz der Aktivitdten van 
Damoscenin sad Kohlenstof7-10. 

5. Me hfewng~ &r Woaktivitdt wur&n mit &em Methan&fc~zUhier 4auge@hrt. 

H U. Sarnm ud G. Baa~4Immta, H-y&rnZ.Irtyrb(. Cht. xt., 68 (1962). 
- Smum~o, tit&t mcb Frqi-Roth, QvRHahr orpdrcrkr hfhuwdy#, S. 289, Wim (1958). 


