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Tracer-Experimente, die in verschiedenen Iaboratorien sur
Biosynthese des Nicotins durchgefiihrt worden sind, gestat-
ten folgende Aussagen iiber dies Entstehung des N-methylier-
ten Pyrrolidinringes:

1. Ornithin, Putrescin, Glutaminsidure und Prolin sind Vor-
stufen des Pyrrolidinringes. Der Mechanismus der Cyc-
lislerung wird z.B. von MOTHES und SCHUTTE (1), LEETE
(2) und BAPOFORT (3)(4) aiskutiert;

2, die Methylgruppe stammt aus Methionin oder anderen Do-
natoren biologisch labiler 01-Fragmsnte, wie insbeson-
dere BYERRUM und Mitarbeiter nachgewiesen haben (1)(4).

SCHRUOTER (5) hat die Frage prézisiert, ob Nornicotin direkt
zu Nicotin methyliert werden kann (Weg A) oder ob die 033-
Gruppe berelts vor der Cyclisierung in die Aminogruppe
eines Pyrrolidinring-Precursors eingefiihrt wird (Weg B),
LADESIC und TSO (6) sowle SCHRUTER (7)(8) haben durch Ex-
perimente mit verschiedenen Nicotianas~Arten Nornicotin als
Vorstufe des Nicotins nachgewiesen, Die von MIZUSAKI ,KISAKI
und TAMAKT (9) publizierten Resultate und die von RAPOFORT
et al. (3)(4)(10) und SCHRUTER (11) durchgefiihrten 14002-
Assimilationsversuche sprechen eher fiir Weg B.

Herrn Prof.Dr.K.MOTHES danken wir fiir mannigfache Anregun-
gen und fiir die stete Unteratiitzung dieser Untersuchungen.
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Ornithin - eine sehr effektive Vorstute des Pyrrolidin~
ringes - markierten wir nach dem von NEUMANN und SCHROTER
(12) egebenen Verfahren am oC-oder am § ~N-Atom mit
einer 1 C~-Methylgruppe. Versuchsobjekte waren bewurzel-
te Blétter oder sterile Wurzelkulturen von Nicotiana
rustica im Stadium lebhafter Alkaloidsynthese. Die bewur-
zelten Blitter nahmen wisserige Lisungen der radioakti-~
ven Precursoren innerhaldb von 2 Stunden iiber die Wurzeln
auf und zelgten bel Abbruch der Versuche nach 4 Tagen
keine &uBSerlich erkennbaren Schédigungen. Nach dem Trock-
pen des Pflanzenmaterials bei 70°C wurden die Pyridin-Al-
kaloide durch Wasserdampfdestillation isoliert, im Destil-
lat spektrophotometrisch bei 259 nm bestimmt und papier—
chromatographisch getrennt. Etwa 95 % der Alkaloid-Gesamt-
menge entfielem auf das Nicotin, welches aus den Chromato-
gramzen eluiert und mit Jewells 50 mg inaktivem Nicotin
verdiiont wurde. Mit einem geringen UberschuS der theore~
tisch erforderlichen Menge Pikrinséure wurde das Alkaloid
géfdllt und das Dipikrat (F = 222-223°C) bis sur konstan-
ten spezifischen Radiocaktivitidt umkristallisiert., Pir die
Messung benutzten wir einen MethandurchfluBzdhler in Ver-
bindung mit einem Zdhlgerdt FH 49 (FRIESECKE & HUPFNER,
Erlangen-Bruck), Zur Bestlmmung der Aktivitdt der N-stén-
digen CHB-Gruppe wurde ‘das Nicotindipikrat durch einen
Anionenaustauscher (WOFATIT L 150) wieder in die freie
Basge iiberfiihrt und in der Apparatur nach SIROTENEO (13)
mit Jodwagserstoffsdure erhitzt., Das entstehende Methyl-
Jodid wurde mit einem Stickstoffstrom in Trimethylamine
losung eingeleitet und das Tetramethylammoniumhydroxyd
als Relneckat gefdllt.
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TABELIE 1
Einbau vonoc-lothylornithin—(n-l“cEB)

x-u.mloruthin-(n-l"cn3)z 1,02 - 10° Imp/min/mlol

sper. Spes. Anteil der
Aktivitit Einbaurate = CH3-Gruppe
Imp/min/mMol % an”d,Gesant-
aktivitdt(%)
Bewurzelte Blédtter
Nicotin 2.1 . 10° 0.2
F-CEj~Gruppe 1.0 * 10° 57
Warzelkulturen
Nicotin 5.1 . 10° 0.5
§-CH,~Gruppe 2.6 - 10° 51
TPABELIE 2

Einbau von b-latbylomithin-(ll-y"c%)

6-uecnylomcnm-(n-1"c53): 9.4 » 10% Imp/min/miol

spes. sper. Anteil der
Aktivitidt Eing;urato CH3-Gruppe

Imp/min/mMol an” d.Gesamt~
aktivit¥t(%)
Bewurszelte Blitter
Nicotin 4,6 » 10° 0.05
N-CH;-Gruppe 6.4 - 10* 14
Wurszelkulturen

Nicotin Einbau zu gering; nicht mehr meBbar.
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ZABELLE 3
Einbau von cc-llothyllylin—(l—l"'GHB) in Nicotin

oc-uottvluun-(n-l"'cn3)s 2.1 « 107 Imp/min/uMol

spes. spes. Antelil der
Aktivitit Einbaurate CH3-Gruppe
Imp/min/miol % an”d.Gesamt-
aktivitit(%)
Bewurzelte Bldtter
Nicotin 1.86 - 107 0.008
NoOH3-Gruppo nicht meSbar -

Die Tabellen 1 und 2 enthalten die Werte typischer Versu-
che: oc-Methylornithin-(N-1¥CH,) wird stets wesentlich bes-
ser in den Pyrrolidinrins des Nicotins inkorporiert als

§ ~Methylornithin~(N--*0R 5). Dieser Befund und die Tatsachs,
daB die Methylgruppe des oc-uethynyum-(n- A 3) nicht
transmethyliert wird (Tabelle 3) stimmen mit unseren_ analo-
gen Versuchen zur Biogenese des Pyrrolidinringes in Tropan-
alkaloiden (14) {iberein. Die Peststellung, dal jewells nur
etwa die Hdlfte der in das Nicotin eingebauten Aktivitédt in
der Methylgruppe wiedergefunden wird, erfordert weitere Un-
tersuchuﬁgen, mit denen wir beschiiftigt sind. Sehr wahrscheln-
lich 18t jedoch, daB die CHB-Gruppe bereits vor der eigent-
lichen Cyclisierung in eins Vorstufe des Nicotin-Pyrroli-
dinringes eingefiihrt werden ksnn und daB8 es somit vielleicht
zwel Biosynthese-Wege gibt, die zu demselben Ringsystem fiih-
ren., Es ist nicht auszuschlieSen, daB beide Reaktiomen ne-
beneinander ablaufen und da8 vor allem der physiologische
Zustand der Pflangzen dariiber entscheldet, auf welchem Wege
die Hauptmenge des Nicotins synthetisiert wird. Scheinbar wi-
dersprechende Resultate wiirden sich mit dieser Hypothese
zgwanglos -erkléren lassen. '
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