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Vaitos Hannu Hotti, MMM, vaitteli Helsingin yliopiston Maatalous-metsatieteiden tiedekunnasta
1410.2016 aiheesta " The killer of Socrates exposed — Coniine in the plant kingdom?”. Vastavaitta-
jana oli professori Heribert Warzecha Darmstadtin teknillisesta yliopistosta, Saksasta, ja kustok-
sena oli professori Teemu Teeri Helsingin yliopistosta

TIIVISTELMA

Sokrateen juomasta myrkkymaljan koostumuksesta on esitetty erilaisia teorioita. Yhden sen padkompo-
nenteista on arveltu olevan olleen myrkkykatko (Conium maculatum L.). Silti tunnetaan piperidiinialka-
loidi koniini, joka on my6s kahdellatoista aaloelajilla (Aloe) seki keltatotterolehdelld (Sarracenia flava L.).
Tuon alkaloidin biosynteesid ei tunneta kunnolla toistaiseksi, mutta mahdollinen reitti alkaa polyketidill4,
jonka on muodostanut polyketidisyntaasi (PKS). Tassi tutkimuksessa keskityttiin tunnistamaan ja karak-
terisoimaan myrkkykatkolta pks-geenit, jotka voivat osallistuvat koniinin muodostukseen. Lisiksi tutkit-
tiin koniinia ja sen kaltaisia alkaloideja sisaltavilld kasveilla kalluksen muodostusta sekd mahdollisuutta
elisitoida alkaloidituotanto kasvisoluviljelmissa, jotta koniinin biosynteesid ymmarrettaisiin paremmin.
Tutkimuksen eri vaiheissa kiytetty kasvimateriaalin alkaloidikoostumus tutkittiin kaasukromatografia-
massaspektrometrilld. Tutkimuksen 16yt6ihin kuuluu uudenlainen PKS, CPKSs, joka aloittaa koniinin
biosynteesin myrkkykatkolla muodostamalla yhdisteen hiilirungon yhdesta butyryyli-CoA:sta ja kahdesta
malonyyli-CoA:sta. Elisitoidut myrkkykatkon ja aaloeiden soluviljelmit eivit tuottaneet piperidiinialka-
loideja, mutta myrkkykatkon elisitoidut solukkoviljelmat tuottivat furanokumariineja. Koniini on laajem-
malle levinnyt totterolehtien suvussa, kuin aikaisemmin on uskottu, ja aaloeista loytyi suvulle uusi piperi-
diinialkaloidi. Ndiden tulosten yhteisvaikutuksena ymmirryksemme koniinin biosynteesin selvittimisessi
on mennyt eteenpain.

Avainsanat: alkaloidit, aaloe (Aloe), myrkkykatko (Conium maculatum), koniini, polyketidi, polyketidi-
syntaasi, totterolehti (Sarracenia), sekunddirimetabolia
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Ydinasiat:

1. Myrkkykatkolta 16ydettiin koniinin biosynteesin aloittava polyketidisyntaasi, CPKSs, joka tekee yhdis-
teen hiili rungon yhdesti butyryyli-CoA:sta ja kahdesta malonyyli-CoA:sta.

2. Myrkkykatkon ja myrkkyaaloeiden kalluksen elisitointi ei tuottanut piperidiinialkaloideja. Myrkkykat-
kolla elisitointi sai aikaiseksi furanokumariinien tuotannon ja myrkkyaaloeilla vahvisti antrakvinonien
tuotantoa.

3. Keltatotterolehdeltd varmennetiin koniinin lisnidolo sekd seitsemalti muulta totterolehdeltd 16ydet-

tiin kyseinen alkaloidi herkdn GC-MS-menetelmin ansiosta.

JOHDANTO

Sokrates tuomittiin kuolemaan vuonna 399 e.Kr.
Syyksi on annettu Ateenan nuorison turmeleminen
jajumalanpilkka kaupungin perinteisii jumalia koh-
taan. Sokrateen kuolemantuomio pantiin tdytin-
toon siten, ettd hanen tuli juoda pharmakon-nimi-
nen myrkkymalja. Sokrateen kuolema on kuvattuna
hinen oppilaansa Platonin teoksessa Faidon. Sen
mukaan Sokrateen raajat menettivit ensin tunnon
ja ajan kuluessa tunto katosi muualtakin. Sokrates
pystyi puhumaan loppuun asti, ja dialogissa kuva-
taan hinen muiden kanssa kdymaiian keskustelua.
Sokrateen myrkkymaljan sisillostd on kiyty vuo-
sien varrella paljon keskusteluja, ja myrkkykatkoa
pidetdin osana sen koostumusta. Erds parhaimmista
teorioista sen muusta sisillostd on esittinyt de Boer
(1950), ja hdnen mukaansa malja sisilsi myrkkykat-
kon lisiksi oopiumia, viinii ja mirhamia.

Alkaloidit ovat ryhma kasviyhdisteit4, jotka ovat
tyypillisesti farmakologisesti voimakkaasti vaikut-
tavia. Yksi tunnetuimmista piperidiinialkaloidesta
on koniini, joka tunnetaan parhaiten myrkkykat-
kolta (Conium maculatum L.) (Kuva 1A). Koniinin
lisaksi myrkkokatkolta tunnetaan yksitoista muuta

piperidiinialkaloidia. Tuo yhdiste tunnetaan myds
kahdeltatoista aaloelajilta (Aloe) (kuvat 1B-D) seki
lihansyokasvi keltatotterolehdelta (Sarracenia flava
L.) (kuva 1E). Koniini on merkittiva yhdiste kemi-
an historiassa, silld sen rakenne selvitettiin v. 1881
ja syntetisoitiin v. 1886 ensimmadiseni alkaloidina.
Koniini on myrkyllinen yhdiste, jonka biosynteesid
ei kunnolla tunneta. Leete (1963 ja 1964) muodosti
teorian, jonka mukaan koniinin hiilirunko koostuisi
yhden asetyyli-CoA:n ja kolmen malonyyli-CoA:n
muodostamasta poly-B-ketohaposta (eli polyketi-
distd). Tatd ajatusta tukevat Leeten (1903 ja 1904)
tekemait radioaktiivisuuskokeiden tulokset, joissa
leimatun asetaatin radioaktiiviset hiilet ovat jakau-
tuneet tasaisesta parillisesti numeroitujen hiilten
kesken. Kuvassa 2 on tiivistettynd ja koottuna tihdn
mennessi saatu tietimys koniinin kaltaisten alka-
loidien biosynteesistd. Myohemmin tutkimuksissa
on todettu, ettd kasveilla polyketideji tekevit poly-
ketidisyntaasit (PKS) (esim. Eckermann ym., 1998).

Tutkimuksen tavoitteina olivat: 1) tunnistaa ja
karakterisoida sellainen pks-geeni, joka on muka-
na koniinin biosynteesissa, 2) saada aikaiseksi kal-

Kuva 1. Tutkimuksessa mukana olleet kasvit A myrkkykatko (Conium maculatum), B Aloe gariepensis,
C A. globuligemma, D A. viguieri ja E keltatoétterélehti (Sarracenia flava).
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luksen muodostuminen koniinin ja sen kaltaisia
piperidiinialkaloideja sisiltivilla kasveilla biosyn-
teesitutkmuksiin, 3) kiynnistdi tai vahvistaa alka-
loidituotantoa kasvisoluviljelmassi, 4) kehitti kas-
vatusmenetelmii piperidiinialkaloideja sisiltaville
kasveille seki s5) erilaisten kromatografisten mene-
telmien kehittiminen alkaloidien tutkimiseksi.

MENETELMAT JA TULOKSET

Myrkkykatkolta eristettiin pks-geenejd tai niiden
paloja kayttimalli RACE-menetelmai (rapid amp-
lification of cDNA ends) ja transkriptomianalyy-
sid (Hotti ym., 2015). Niilli menetelmilld saatiin
kolme tiyspitkdd geenid sekid fragmentteja kah-
deksasta muusta mahdollisesta pks-geenisti. Frag-
menteisti ei voitu sanoa, kuuluivatko ne samalle
geenille vai ei, silld niilld ei ollut keskendan paal-
lekdin menevid osia. Kun tdyspitkia CPKSr1:ta,
2:ta ja 5:td tutkittiin aminohappotasolla, huomat-
tiin CPKS1:n ja 2:n olevan tavallisen kalkonisyn-
taasin kaltaisia entsyymeji, mutta CPKSs5:ssd oli
muutoksia seitsemissd konservoituneessa aktiivi-
sen kohdan aminohapossa. Nimi muutokset teki-
viat CPKSs:std varsin mielenkiintoisen, ja sen seki
CPKS1:n ja 2:n tarkempi toiminta tdytyi varmen-
taa in vitro -entsyymiaktiivisuuskokeilla. Entsyymit
karakterisoitiin tuottamalla ne ensin rekombinant-
tiproteiineina Escherichia colissa. Puhdistetuille
entsyymeille annettiin substraatiksi erilaisia aloit-
taja-CoA:ta malonyyli-CoA:n kanssa koeputkessa
ja muodostuneet lopputuotteet analysoitiin nes-
tekromatografialla (taulukko 1). Ndiden kokeiden
perusteella kaksi kolmesta myrkkykatkon pks-gee-
nisti koodasi kalkonisyntaaseja (CPKS1, CPKS2),
silld ne aloittivat reaktionsa p-kumaryyli-CoA:lla, ja
yksi uudenlainen PKS (CPKSs). Kineettisesti CPKSs
kaytti parhaiten butyryyli-CoA:ta aloittaja-CoA:na
koeolosuhteissa (kuva 3), kun vertailtiin erilaisten
alifaattisten rasvahappojen kykyi toimia aloitta-
jana. Ndiden tulosten perusteella CPKSs aloittaa
koniinin biosynteesin muodostamalla yhdisteen
hiilirungon yhdesta butyryyli-CoA:sta ja kahdesta
malonyyli-CoA:sta.

Tyossd aloitettiin kallusviljelmid myrkkykat-
kosta ja kahdesta aaloelajista. Erilaisia elisiittorei-
ta testattiin myrkkykatkon soluviljelmissa, jotta
voitaisiin selvittid mahdollisuutta koniinin tuot-
tamiseen (Meier ym., 2015). Myrkkykatkon kallus
muodostui parhaiten Woody plant -alustalla, kun
6-bentsyymiaminopuriinia (BA) oli 0,188 mg/l
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sekd 1-naftaleenietikkahappoa (NAA) oli 1, 2 tai 4
mg/l. Lopulta kallus siirrettiin alustalle, jossa hor-
monipitoisuudet olivat BA:ta 0,125 mg/l ja NAA:ta
3 mg/l. Elisitaatiokokeisiin valittiin vihred, pehmei
ja nopeakasvuinen linja (kuva 4A), josta tehtiin
nestekasvatus. Koniinituotantoa koetettiin elisi-
toida algiinihappolla, sellulaasientsyymilld, kito-
saanilla, hopeanitraattilla, kupari(Ill)sulfaatilla,
etyleenilld, salisyylihapolla ja metyylijasmonaatil-
la. Niistid metallisuolat, entsyymi seki soluseinin
komponentit saivat aikaiseksi furanokumariini-
en kertymisen viljelmiin. Uutteet sisilsivt ber-
gapteenia, kolumbianetiinia, isopimpinelliinia,
marmesiinia, oroselonea, psoraleenia ja ksanto-
toksiinia, mutta eivit yhtdan piperidiinialkaloi-
dia (Meier ym., 2015). Kasvihormonit (etyleeni,
metyylijasmonaatti ja salisyylihappo) eivit saaneet
aikaiseksi furanokumariinituotantoa. Furanoku-
mariinien suhteelliset mairit olivat yleisesti suu-
remmat kasvatusalustassa kuin soluissa.

Aloe gariepensis (kuva 4B) muodosti kallusta
Murashige ja Skoog -alustalla (MS), kun kasvihor-
moneiden pitoisuudet olivat 10 mg/l NAA:ta ja
0,2 mg/l BA:ta (Hotti ym., 2016b). A. viguieri (kuva
4C) puolestaan muodosti kallusta samaisella alus-
ta hormonien ollessa 6 mg/1 2,4-(dikloorifenoksi)
etikkahappo (2,4-D). Molempien lajien kallukset
siirrettiin MS-alustalle, joka sisdlsi 1 mg/l 2,4-D:ti
niiden kasvaessa silli paremmin kuin lihtoalustoil-
la. Kallukset itsessddn eivit sisidltineet piperidiini-
alkaloideja ja niiden tuotantoa yritettiin elisitoida
salisyylihapolla ja kitosaanilla. Elisitointi ei tuotta-
nut alkaloideja, mutta tehosti antrakvinonien (ant-
raseenijohdannaisten) tuotantoa (Hotti ym., 2016b).
Ensimmdisti kertaa havaittiin aaloesuvulle krysaro-
binin tuotantoa. A. viguierin mikrolisidysta tutkit-
tiin tietokoneavusteisella koeasettelulla ja jopa
viisi hyvanlaatuista pikkukasvia saatiin muodostu-
maan yhdesti emokasvista, kun hormonipitoisuu-
det olivat MS-alustalla BA:ta 0,25 mg/l ja NAA:ta
0,4 mg/l. In vitro -kasvatetuista A. gariepensikestd,
A. globuligemmasta ja A. viguierista 16ydettiin konii-
nia, y-konikeiinia seki uutena suvulle N-metyyli-
koniinia.

Jotta totterolehtilajeille tyypillinen matala konii-
nipitoisuus saataisiin tutkittua, kehitettiin herkki
kaasukromatografia-massaspektrometriaan (GC-
MS) perustuva menetelmi, jolla havainnointiin kol-
mea koniinista irronnutta ionia (Hotti ym., 2016a).
Tilld menetelmalld saavutettiin herkkyys, joka vas-
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taa 1 ug koniinia/g kuivapainossa. Titen varmistet-
tiin vuodelta 1976 Mody ym. raportti koniinista kel-
tatotterdlehdessd. Tamin lisdksi havaittiin koniini
seuraavista lajeista: S. alata, S. leucophylla, S. minor,
S. oreophila, S. psittacina, S. purpurea ja S. rubra.

TULOSTEN TARKASTELU
JA JOHTOPAATOKSET

Tassd tutkimuksessa koniinin biosynteesii tarkas-
teltiin usealla eri tasolla. Aikaisempien tutkimusten
perusteella useita reitin avainentsyymejd tunne-
taan (Roberts, 1971, 1974, 1975, 1977 ja 1985). Tahin
asti on ollut kysymys siitd, kuinka myrkkykatko
muodostaa koniinin hiilirungon ja misti nimi
hiilet voisivat olla periisin kasvissa. Téssd tutki-
muksessa loydettiin koniinin hiilirungon tekeva
entsyymi, CPKSs, joka valmistaa sen yhdesta buty-
ryyli-CoA:sta ja kahdesta malonyyli-CoA:sta (kuva
5) (Hottiym., 2015). Tosin timin entsyymin todelli-
nen rooli kasvissa tiytyy varmentaa jatkotutkimuk-
sella, mutta ensimmaista kertaa on osoittaa entsyy-
miehdokas tihidn toimintaan.

Myrkkykatkon (Meier ym., 2015) ja kahden myrk-
kyaaloen (Hotti ym., 2016b) kallusviljelmit aloitet-
tiin, jotta voitaisiin solukkoviljelmissa tutkia konii-
nin muodostusta. Myrkkykatkolla kallus syntyi
helposti hyvinkin erilaisissa olosuhteissa ja oli help-
po ylldpitdi. Aaloeiden kallukset eivit syntyneet kuin
tietyissd olosuhteissa ja muodostuminen kesti toista
kuukautta. Tassa viitoskirjassa testatut menetelmit
eivdt saaneet aikaiseksi piperidiinialkaloidien muo-
dostusta solukkoviljellyissa kallussoluissa, mutta tas-
td on viitteitd, ettd ainakin myrkkykatkolla koniinin
biosynteesi vaatisi erilaistuneen solukon (Fairbairn ja
Challen, 1959; Corsi ja Biasci, 1998). Aaloen versokas-
vatukset sisaltavit piperidiinialkaloideja (Hotti ym.,

2016b), joten aaloen kohdalla on ilmeisesti samanta-
paiset vaatimukset kuin myrkkykatkolla.

Totterolehdilld olevan matalan koniinipitoisuu-
den (Mody ym., 1976) toteamiseksi kehitettiin herk-
ki GC-MS-menetelmd, jolla varmistettiin yhdis-
teen lisniolo keltatotterdlehdelld sekd seitsemailla
muulla suvun lajilla (Hotti ym., 2016a). Kun kolmea
myrkkyaaloeita tutkittiin (Hotti ym., 2016b), loydet-
tiin suvulle uusi alkaloidi, N-metyylikoniini, joka on
aikaisemmin tunnettu ainoastaa myrkkykatkolta.
Lisaksi tutkittiin A. viguierin mikrolisdystd ja 16y-
dettiin hormoniyhdistelmi, joka tuottaa viisi uutta
kasvia yhtid emokasvia kohden. Se huomattiin, etta
samainen aaloe kirsii herkisti liiasta vesittymisesti
(eng. hyperhydration), jos hormoneiden pitoisuu-
den ovat liian korkeat.

Niiden tulosten yhteisvaikutuksena ymmarryk-
semme koniinin biosynteesin selvittimisessi on
mennyt eteenpiin. Naima alkaloidit ovat levinneet
laajemmalle kuin aikaisemmin on tiedetty. Erilaiset in
vitro -menetelmit, kuten kalluksen tutkiminen, ovat
arvokkaita, kun tutkitaan koniinin biosynteesireittii.
Tuon reitin ensimmaisen entsyymin, CPKSs:n, 16yta-
minen auttaa tunnistamaan reitin muut entsyymit
myrkkykatkon eri osien sekvensoidusta transkrip-
tomeista, silli muiden reitin entsyymien tulee olla
aktiivisia samoissa solukoissa kuin CPKSs:n. Lisiksi
sekvensoinnin hinnan ollessa tullut alas viime vuo-
sien aikana mahdollistaa transkriptomien vertailun
myrkkykatkon, myrkkyaaloeiden ja totterdlehtien
kesken, jotta voidaan selvittad koniinin biosynteesin
eroja ja samankaltaisuuksia ndiden kasvien valilla.
Tama tutkimus mahdollistaa myohemmin muoka-
tun koniinin uudelleen tuomisen lidkkeeni, jona se
katosi 1900-luvun alussa, koska koniinin terapeutti-
set mairat olivat liian ldhelld myrkyllisid maaria.

Kuva 4. A Myrkkykatkon (Conium maculatum) kallus, B Aloe gariepensiksen kallus ja C A. viguierin kallus.

A
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Taulukko 1. Myrkkykatkon CPKS5:n in vitro-reaktiotuotteet eri substraateilla.
Rakenteet, retentioajat ja UV-absorbanssi méaaritettiin UPLC-MS-menetelmalla (Hotti ym., 2015).

Aloittaja-CoA Polyketid Tuot IUPAC-nimi Rt Amax  mM/z[M-  Tuotteen rakenne
iaste e (mi  (nm H]
n )
Asetyyli- Triketidi A3 4-Hydroksi-6- 2.1 283 125 0.0
/Asetoasetyyli- 2H-pyran-2- 6 . |
CoA oni
OH
CoAS
\ﬂ/ Tetraketi A4 4-Hydroksi-6- 1.7 282 167 0.0
O .
di (2- 8 |
k li) N °
CoAS OKksopropyy
\ﬂ/\ﬂ/ -2H-pyran-2- OH
0 O oni

Bentsoyyli-CoA Triketidi  Be3  4-Hydroksi-6- 4.3 283 187

fenyyli-2H- 1 o. O
pyran-2-oni |

CoAS X
A OH

Tetraketi Be4  4-Hydroksi-6- 4.1 319 229

di 2-0kso-2- 3
( . . Oy ©
fenyylietyyli)- |
2H-pyran-2- N 0
oni

Butyryyli-CoA Triketidi  Bu3  4-Hydroksi-6- 3.7 284 153
propyyli-2H-

COAS\H/\/ pyran-2-oni
o]

Tetraketi Buda 4-Hydroksi-6- 3.5 284 195
di (2-
oksopentyyli)-

2H-pyran-2-
oni
Tetraketi Budb 1-(2,4,6- 48 225 195
di Trihydroksife 9 7,
nyyli)butan-1- 284
oni 7
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p-Kumaryyli-CoA Tetraketi C4 5,7- 46 289 271 OH
di Dihydroksi-2- 6 HO o O
CoAS OH (4- O
y / hydroksifenyy
0] li}-2,3- OH O
dihydro-4H-
kromen-4-oni
Heksanoyyli-CoA  Triketidi  H3 4-Hydroksi-6- 5.0 284 181 O§ 0]
pentyyli-2H- 2 |
CoAS . XN
m/\/\/ pyran-2-oni
0O OH
Tetraketi H4 4-Hydroksi-6- 4.8 284 223 0.0
di (2- 7 « | d
oksoheptyyli)-
2H-pyran-2- OH
oni
N- Diketidi N2 4-Hydroksi-1- 3.8 228 174 |
. . _ O _N
Metyyliantranilo methyylikvino 4 , N
yyli-CoA lin-2(1H)-oni 274 S
| ’ OH
HN 315
CoAS
O
Oktanoyyli-CoA Triketidi 03 6-Heptyyli-4- 6.1 225 209 O\ (@]
hydroksi-2H- 4 7, o |
COASW pyran-2-oni 284
O 7 OH
Tetraketi 04 4-Hydroksi-6- 5.9 225 251
di (2- 2 7,
oksononyyli)- 283
2H-pyran-2- 2
oni
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Kuva 2. Koniinin biosynteesireitti Fairbairnin & Challenin (1959), Leeten (1963 & 1964), Leeten &

Adityachaudhuryn (1967), Dietrichin & Martinin (1968 & 1969), Fairbairnin & Alin (1968), Leeten &
Olsonin (1970 & 1972) ja Robertsin (1971, 1974, 1975, 1977 & 1985) mukaan. Lyhenteet: AAT L-alani-

ini:5-keto-oktanaaliaminotransferaasi, CSAM S-adenosyyli-L-metioniini:koniinimetyylitransferaasi, CR

v-konikeiinireduktaasi.

co,
j\asetaatti
HO S
0 SN o o
X 3 malonyyli-CoA
asetyyli-CoA CoAsJ\ CoASJ\/u\OH

\\ 2
/U\/U\/U\/l?\ J polyketidivalivaihe

/\/lk/\)\) 5-keto-oktaanihappo

/\MO 5-keto-oktanaali
L-alaniini
AAT
pyruvaatti

O
|[/\/U\/\/\NH2J S-keto-oktyyliamiini

i ei-entsymaattinen renkaanmuodostuminen

HO
\(j\/\ - (j\/\y—konikeiini T (Nj\,(\
N
0 .
1'-0kso-Y-konikeiini
S-hydroksi-¥-konikeiini K NADPH l
\(j\/\ AR sidotut muodot (jY\

H  pseudokonhydriini kon||n| O konhydrinoni

SAM H L

SAM X
CSAM ~

CSAM : OH konhydriini
SAH sidotut muodot

| .
N-metyylipseudo- N-metyylikoniini

konhydriini
N
I oH
N-metyylikonhydriini
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Kuva 3. Myrkkykatkon CPKS5:n entsymaattinen testaus (Hotti ym., 2015). CPKS5:lle syotettiin
butyryyli-CoA (sininen), heksanoyyli-CoA (oranssi), oktanoyyli-CoA (keltainen) ja asetyyli-CoA (har-

maa) yhdessa malonyyli-CoA:n (200 pM) kanssa.
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Kuva 5. Ehdotettu koniiniin johtava biosynteesireitti myrkkykatkolla. Keskella olevat C -, C.- ja
C,-alkaloidit on eristetty myrkkykatkosta. Mahdolliset CPKS5:n kondensaatioreaktioiden tuotteet

on naytetty yhdessa niiden vastaavien in vitro-tuotteiden kanssa vasemmalla. Oikealla ovat myrk-
kykatkolle aikaisemmin ulkoisesti syotetyt yhdisteet, joiden leimatut hiilet ovat olleet siséllytettyina
koniiniin, ja aikaisemmin raportoidut reaktiot (Hotti ym., 2015). Yhdisteiden A3, Bu3 ja H3 tiedot ovat

taulukossa 1.

Oletettu biosynteesireitti

Cq O oH teoretisoitu reaktio kasvissa
2X CoAS O CPKS5 o 0o o
+ maéonyyll-CoAH CoASJ\/”\/U\ e —
triketidivalivaihe
CoAS
s CPKSS™ o
asetyyli-CoA in vitro
) A3
P
o070

O OH . . .
5 M teoretisoitu reaktio kasvissa
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What killed Socrates?
Coniine in poison hemlock
and other plants

The Academic dissertation of Hannu Hotti, M.Sc. (Agr. & For.), on “The killer of Socrates exposed
— Coniine in the plant kingdom” was presented in the Faculty of Agriculture and Forestry of the
University of Helsinki on 14th October, 2016. Professor Heribert Warzecha, the Technishe Uni-
versitat Darmstadt, served as the opponent, and Professor Teemu Teeri, University of Helsinki,
Finland, as the custos

ABSTRACT

Coniine, a piperidine alkaloid, is known from poison hemlock (Conium maculatum L.), twelve Aloe spe-
cies and Sarracenia flava L. Its biosynthesis is not well understood, although a possible route starts with a
polyketide formed by a polyketide synthase (PKS). This study focused on identification and characteriza-
tion of pks-genes involved in coniine formation, induction of callus from plants containing hemlock alka-
loids and investigation of the possibility to elicitate the alkaloid pathway in cell culture in order to under-
stand coniine biosynthesis. Plant materials involved in different stages of this study were investigated for
their alkaloid content using gas chromatography-mass spectrometry. A novel type of PKS, CPKSs, was
identified as the starter candidate for the initiation of coniine biosynthesis by catalysing the synthesis of
the carbon backbone from one butyryl-CoA and two malonyl-CoA moieties. When elicitated, poison hem-
lock cell cultures were shown to produce furanocoumarins but no piperidine alkaloids. It has been shown
that the hemlock alkaloids are wider distributed than previously has been thought among Sarracenia, and
Aloe spp. was shown to contain a new alkaloid for the genus. These results together pave the way towards
possible utilization of hemlock alkaloids for example in medication for nerve pain.

Keywords: alkaloids, aloe (Aloe), coniine, pitcher plant (Sarracenia), poison hemlock (Conium), polyketide,
polyketide synthase, secondary metabolism
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