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Uber die Biosynthese einiger Alkaloide

von Catharanthus roseus G.Don.

D.Groger, K.Stolle und K.Mothes
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(Received 24 July 1964)
Durch die Isolierung des Vincaleukoblastins (1,2), des ersten Indol-
alkaloids mit cytostatischer Wirkung, ist das Interesse an den spe-
zifischen Inhaltsstoffen der Gattung Catharanthus betridchtlich ge-
stiegen.,

So konnten in den letzten Jahren allein aus C.roseus‘syn.Vinca
rosea L, iUber 50 Alkaloide isoliert werden. Strukturell sind nur
wenige davon aufgeklart, uw.a. die beiden onkolytisch wirkenden di-
meren Alkaloide Vincaleukoblastin und Leurocristin (3,4).

Nach SVOBODA et al.(5) lassen sich die Catharanthus—Alkaloide in
drei Gruppen einteiden: 1. dimere Indol-Indolinin-~Alkaloide,

2. monomere Alkaloide mit einem Mol.Gew. zwischen 325 -500,

3. symumetrische dimere Alkaloide, vornehmlich Dihydroindole.
Soweit bekannt, gehdren alle Alkaloide dem Indol-Typ an.

Die Biochemie und Physiologie der Catharanthus-Alkaloide ist bis-
her kaum untersucht worden, insbesondere ist £l deren Biosynthese,
den Bildungsort und die Ontogenie der Alkaloide nichts bekannt.

Um erste Einblicke in die Biosynthé#se zu gewinnen, verfiutterten
wir daher verschiedene als Precursoren in Frage kommende Substan-
zen an junge Catharanthus-Pflanzen.

Experimentelles: Markierte Verbindungen. 1. DL-Tryptophan—B—l4C

(Amersham) wurde mit L-Tryptophan verdiinnt; Spez.Aktivitdt des
applizierten Tryptophans: 5,1 x 10~ Ipm/mMol. 2.Na—acetat-1-140;
Spez.Aktivitit 4,48 x 10~ Ipm/mMol., 3. Na—acetat-Z-lAC; Spez.Akti~
vitit 1,52 x 107 Ipm/miiol.
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Applikation. Samen von Catharanthus roseus (eigene Ernte) wurde
am 18,2.1964 im Gewichshaus ausgesdt, Die Applikation der mar-
kierten Verbindungen erfolgte an dreieinhalb Monate alte Pflan-
zen und vmarde auf zwel verschiedene Arten durchgefiihrt: Nach
Abtrennurg der Wurzeln wurden a) die Sprosse in die radioaktiven
Lésungen eingestellt oder wurde D) die 'Mittelrippe eines Blat-
tes in die radiocaktiven Lsungen eingetaucht. Bei der Spross-
fiitterung waren die angebotenen Substanzen innerhald von 12h und
bei der Mittelrippenfiitterung nach 36h von den Pflanzen aufgenom-
men worden. Bls zum Ende des Versuches (Versuchsdauer siehe Tab.
1a und 28) wurde jewells mit Wasser nachgespiilt.

Aufarbeitung. Nach der Trennung in Stengel und Bliatter wurde das
Pflanzenmaterial bei 60° getrocknet. Die Alkalolde wurden nach
dem Schema von SVOBODA et al.(6) extrahiert. Die Auftrennung des
Alkaloidgemisches der Fraktionen E und A 1 wurde mittels der
Dinnschichtchromatographie (Kieselgel G YMerck", Adsorbens wurde
mit 0.5 % KOH angeriihrt) durchgefiihrt. Die Platten entwickelten
wir mit Athylacetat. Die Zonen von Vindolin, Vindolinin und Catha-~
ranthin wurden ausgeschabt und die Alkaloide mit einer Mischung
von CH Cl, : Methanol (4:1) aus dem Adsorbens eluiert. Die Re-
chromatographie der einsginen Alkaloide erfolgte ebenfalls auf
Kieselgel G~-Platten unter Verwendung von Chloroform: Aceton (9:1)
als mobile Phase. Die Alkaloide wurden bis zur konstanten spezi-
fischen Aktivitdt gereinigt. Es sei darauf hingewiesen, daB im
Stengel bei unserem Pflanzenmaterial ein Gemisch von Vindolin und
Vindorosin im Verh#d}tnis 3:1 vorliegt, wie papierchromatographi-
sche Untersuchungen nach der Metuode von MOZA und TROJANEK (7)
ergaben. Belde Alkaloide lieBen sich diinmschichtchromatographisch
nicht tremnen. Vindorosin unterscheidet sich vom Vindolin durch
das Fehlen einer Methoxygruppe. Es verhidlt sich bei der kolori-
metrischen Bestimmung wie Vindolin, so daB auf eine getrennte Be-
stimmung verzichtet wurde. In den Bléttern haben wir kein Vindoro-
8in nachweisen konnen.

Zur quantitativen Alkaloidbestimmung wurde nach einer von GROGER
und STOLLE (8) angegebenen Methode gearbeitet.

Alle Radioaktivitidtsmessungen wurden mit dem Methandurchfluss-—
zdhler der Firma Frieseke u.Hopfner durchgefiihrt.
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Ergebnisse: Die Resultate der Flitterungsversuche sind in den

Tabellen 1 und 2 zusammengefaBt. Es geht daraus hervor, daB Spros-
se junger Catharanthus-Pflanzen zur Alkaloidsynthese befdhigt
sind. Wie schon fiir eine Reihe anderer Indolalkaloide (Mutter-
korn-, Rauwolfia-, Harman-Alkaloide) (9) bewiesen wurde, so ist
Tryptophan auch fir einige Catharanthus-Alkaloide ein ausge-
zelchneter Precursor. Die spezifischen Einbauraten der drei aus
Blittern isolierten Alkaloide sind ungefihr gleich (Tab. 18 und
b), und liegen ungewShnlich hoch, so daB man annehmen mdchte,

dal Tryptophan auch ein begrenzender Faktor der Alkaloidsynthese
ist.

Auch Acetat—1-l4C und Acetat-Z-%uc werden inkorporiert, wie aus

den Tabellen 2a und b hervorgeht. Die spezifischen Einbauraten
sind jedoch durchweg geringer als nach Tryptophanverfiitterung,
aber trotzdem ebenfalls beachtlich hoch., Wir neigen zur Annahme,
daB Acetat direkt an der Biosynthese beteiligt ist und nicht
oder nicht nur iiber Zwischenstufen in die Alkaloide eingebaut
wird, Uber die Aktivitdtsverteilung in den einzelnen Alkaloiden
konnen wir noch keine Aussagen machen. Abbauversuche zur Posi-
tionskldrung sind im Gange.

AuBerordentlich bemerkenswert sind die sehr unterschiedlichen
spezifischen Einbauraten in den Bléttern und Stengeln., Das ist
sowohl nach Verfiitterung von Tryptophan als auch nach Applika-
tion von Acetat der Fall. Selbst wenn men die Vorstufen direkt

an das Blatt appliziert, findet man stets im Stengel die hichsten
Einbauraten. Diese Befunde deuten darauf hin, daB der S8tengel
eine betridchtliche Syntheseaktivitdt besitzt und vermutlich der
"Hauptbildungsort" tur einige Catharanthus-Alkaloide ist,



No, 37

Uber die Biosynthese einiger Alkaloide von

2582

Catharanthus roseus G.Don.

UTTOPUTA UT e

~g=-weydogdLa], woA nequidy IS8T *: €L °*qel

TTTOPUTA

ja)

”
Y

T
ysnsreop-s3eg~L1
. . . qx0341J93 s9338Tyg
59 0T x €°€ 69°0 To3ueqg soute oddTITesaTN
€0°T o0t Xxge°s 69°1 33e1d Jaqn
esgoxdg ¢ uwe Fuw O°¢
. . . qonsxep-oder~Ll
£t moa x61°2 §1°2 33e1g Ieqn
essoxdg g we Bu 4°9g
. Q9° . qonsaap-adef~¢
gt gOT X99°T 910 Te3ueqg 438330399 TeBuUsAS
(AN ot x €1 400 3381d Iaqn
assoadg gz uwe Bm g°T
% Towu /mdx .
ojeaMEqUTE  3BITATAAY 1qoTa09 (Tomu/mdr OTXT*S)
syos1yr2edg eyostTJI29dg lMoMWona TT93Ud2UeTId o#almlndnmopﬁhna

opxnm qaotztTddy

>
.23




2583

Uber die Biosynthese einiger Alkaloide von
Catharanthus roseus G.Don.

No.37

qumEgeseq 3YOTU = *q'u  (+
TTHATBIBYFR) PUD TFUTTOPUTA TF O, =g~ weqdoadLry woA neqUIE Ioq : qL ‘g8

‘q u *‘q'u ‘q*u ‘q'u A Tefueag
16°T wo._” x L% 9°c N.o.n X €E°T 338Td
oﬂ..q tpnq cpoq A.—-opna .Hmw.qopm
€°¢ N.OH x 4°T o*H uoa X €0°2 138Tqd
% Topu/mdy % Toxm/udy
ejeInequld 4JBITATIAY 83eInBquUTy | B3TATINY
euosTIfzedg eyosiFyrzeds ayostJyizodg euostytzedy el 6TTOqEy Bl oTTeqel
UtrTyguvIeyszep TFUTTOPUTA eyays TTe3uezueTId eysis
o q -}




Uber die Biosynthese einiger Alkaloide von No., 37

2584

Catharanthus roseus G.Don.

*ade], Ll ISNEPEUONSISN

‘ayToOPUTA UL o#.nlmlpwpwomlmz pun o¢ Hv.nlpmpoowt.mz UOA MeqUIY IST ¢ BZ °*qB]
1
! qx9341303
2°1 J0T X 61 89°0 [oSueyg MOIATIL souTe addTITeqTR
m
8€°0 0T X 8°6 G2°'1 syerg Toqn
esgoadg G we (II) 2w 0°9
1L gOT X20°T 1°1 Te8ue3g 379330303 Teduess
Joqn
49°0 oT *20°T €2 39e1d -
° 4 aessoadg @ we (II)Bwm 9°6
qx994nJ08 s8398Tg
€2 40T ¥90°T 26°0 1e8ueag soute oddrIToIITH
Jaqn
£6°0 0T X 2°% €€ T 19e1g
6 9 ¢ esgoadg 6 we (1) 3m L*9
0°8 JoT * 9°¢ 91°T Te2ueqg jreqqnyed 1el8uesg
Jaqn
61T 0T X /°8 L2 33eTg =
9 b ossoxdg g we (I)3u Y.*6
) Tonu/udl 0L X 25°L
% Tomu/mdx aqopaod (II)= 0, ~C-A83008-8K
SasamEquLy FEATARAAY cavonee | TIOAUOZWETIZ|  TOWW/WAT fOT X B4°4
aqosTItzodg agogtyrzedg BEAYES (1)= o#.nlﬁlP.mpmoulwz
UTTOPUTA opanm q3ap2zT1ddy
o] q ®




2585

hese einiger Alkaloide von

Uber die Biosynt
Catharanthus roseus G.Don,

No.37

*quUWEgseq 3goTU = *qu (+

‘UTYATRIBYIE) PUN UIWETOPUTA UT O .-Z2-3B380B-BN DPUN () _~T-384908~8N UOA NeqUTF I3C : qZ *qB]

4T T

8€°0 T X 185 ‘qeu (+°T y aqe1g A

£4°0 0T X 96°9 46°0 ([OT X8H°T 1481d

$8°0 gOT X €4°€ 69°0 0T X 6°2 3981

0'T ooT X (TAL ] 86°0 0T X 44 33e1d

% opm /ud % /ud ‘

Tomm/udy Tomm/udy

ojeanequiy | 983TATANY eqemequry | 3BATATANY | ¢ STI°9BI | 1yoquezmeryg | 92 °TTOA®L
oyos1ITzedg | euostyyzedg eyostytzadg syostrrzedy oyoeIs aqats
UfTyYsTRIBYYG B D UTTITOPDPUTA 2 q ]




2586 Uber die Biosynthese einiger Alkaloide von No.37
Catharanthus roseus G,Don,

Literatur

1. R.L.Noble, C.T.Beer und J.H.Cutts, Ann, N.Y.Acad.Sci.Z76,882

(1958]
2. N,Neuss, M,Gorman, G.H.Svoboda, G.Macisk und C.T.Beer,

J .Amer,chem.Soc, 81, 4754 (1959)
3. P.Bommer, W.McMurray und K.Biemann,, J.Amer.chem.Soc.86,1439(19¢

4, N,Neuss, M,Gorman, W,Hargrove, N.J.Cone, K.,Biemann, G.Bichi
und R.E.Manning, J.Amer.chem.Soc. 86, 1440 (1964)

5. G.H,Svoboda, M.Gorman, A.J.Barnes Jr. und Th.Oliver,
J.pharmac.Sci. 51, 518 (1962)

6. G.,H.Svoboda, N,Neuss und M,Gorman, J.Amer.pharmac.Assoc.
Sci. Ed. 48, 659 (1959)

7. B.K.Moza und J.Trojanek, Coll.czechoslovak.Chem.Commun,28,
1419 (1963}

8. D.Grdéger und K.Stolle, Arch.Pharmaz. (im Druck)
9. Ubersicht: K.Mothes und H.-R.Schiitte, Angew.Chem,75,357(1963)



