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Die Pflanze Vinea minor L. (Kleines Tmmergriin), aus der die Chemische
Fabrik G. Richter AG (K&bdnya) neuerdings die Arznei Devincan gegen
hohen Blutdruck herstellt, enthilt laut des gegenwertigen Standes unserer
Kenntnisse 25 verschiedene Alkaloide (Hesse 1964, Manske 1968).
Unter den 19 verschiedenen Alkaloidtypen mit Indol— Geriist, die in der
Pflanzenwelt aufzufinden sind (Clauder zit. Erdei—Gruz 1964),
lassen sich die Alkaloide von Vinea minor in die Typen Eburnamin, Aspido-
spermin, Ajmalin und Epi-Allo-Johimbin einreihen. Als Hauptalkaloid der
Pflanze wird Vincamin aus dem Typ Eburnamin betrachtet (Clauder
1962). Weitere bedeutungsvolle Mitglieder dieser Gruppe sind Vincaminin,
Vincanorin, Vincin und Epivincamin, wihrend Vincadifformin, Vincaminorin,
Vincaminorein und Vincadin die bekanntesten Vertreter des Typ Aspido-
spermin sind.

In Ungarn wurden mit dieser Pflanze verschiedene Forschungen vorge-
nommen. Bisher befaliten sich M ark (1963) Forschungsinstitut fiir Gar-
tenkund(, und Hubay (1966) vom Heilpflanzenforschungsinstitut mit ihrer

Einbeziehung in die Ziichtung. Die von den 6kologischen Verhiiltnissen ab-
hingende E ntstehunu des Gesamtalkaloid- und V incamingehaltes wurde von
Mathé (1963) und Frau Sdrkany (1962) untersucht. Clauder und
Mitarbeiter (1962), sowie Frau Bojthe (1966) befaBten sich mit der Bio-
synthese des Vincamin, Clauder u. Mitarbeiter (1962) untersuchten
auBerdem auch seine strukturellen Fragen. Demzufolge kann man Vineca
minor mit Recht eine von Ungarn entdeckte Pflanze der pharmazeutischen
Industrie nennen.

Die biochemische Untersuchungen der letzten zwei Jahrzehnte befaBten
sich vielseitig mit den Alkaloiden im allgemeinen, und mit den Vorverbindun-
gen der verschiedenen Alkaloidgruppen (Romeike, 1957, Doby, 1955,
Mothes u. Schiitte, 1969). Bei der Untersuchung der Bildung von
Alkaloiden mit Indol — Geriist konnten M ot h e s und Mitarbeiter (1964) die
Priikursor-Rolle von Tryptophan 2—"C bei den Alkaloiden des Mutterkorns
nachweisen. Laut Baxter und Mitarbeiter (1963) wird das zur Ringab-
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schlieBung erforderliche Atom ' von der Mevalonsiure bereitgestellt. Auch
die Untersuchung der Biosynthese weiterer Indol— Alkaloide wurde in An-
trnﬁ genommen. Leete (1966) gibt hieriiber eine umfangreiche Zusam-
monmqsun«r I<s ist eine allgemeine Beolmohtunu. dal} der Indolteil der Alka-
loide vom Tryptophan odel dessen dekarboxiliertes Produkt also von dem
Tryptamin herrithrt (Robinson 1955). Gliotoxin ebenfalls mit Indol—
Gleriist it sich von Phenylalanin und Serin ableiten (Suhanolnik u.
Mitarbeiter 1958) Tyrosin und Phenylalanin sind die Prikursoren der Ama-
ryllidaceae-Alkaloide (Wildman — Fahles u. Battresby 1962).

In der vorliegenden Arbeit setzten wir uns zum Ziel, Untersuchungen iiber
die Einbaumiglichkeit von Tryptophan 2—"C zu machen, die Reihenfolge
des Einbaues zu beobachten, und somit Angaben iiber gewisse biogenetische
Zusammenhiinge zu gewinnen. Diese Versuchsarbeit ist die Fortsetzung unserer
fritheren Untersuchungen, die sich auf die Ziichtung der Pflanze in Nihrlo-
sung (Varadi u. Verzar-Petri, 1966), sowie auf den Einbau von
Tryptophan 2—"C in das Aminosiurenspektrum bezogen haben (Vezar-
Petri u. Mitarbeiter, 1968).

Untersuchungsmaterial und Methode

Das bei der Versuchsarbeit verwendete Tryptophan DL 2—1( hatte
eine spezifische Aktivitit von 3.87 uCi/mg, 792 uCi/mMol, und beim Versuch
wurde eine Gesamtaktivitit von 520 uCi eingefiithrt. Der Versuch wurde mit
dreimaliger Wiederholung, an einer Serie von je 10 Pflanzen folgendermalfien
durchgefiihrt:

I2s wurden im Sand frisch eingewurzelte Pflanzen von etwa 10 em — Hohe,
mit 2 — 3 Bliitterpaaren herausgenommen, und 24 Stunden hindurch mit 50 ml
Losung des radioaktiven Tryptophan bei Luftdurchstromung inkubiert. Nach
der Fiitterung wurden die Wurzeln der Pflanzen mit flieBendem Wasser
griindlich abgewaschen. und die K \empLuo in eine Néahrlosung von H o a g-
land —Sn vder (Varadi u. Verzar-Petri, 1966) gebracht. \on
da wurden Proben fiir Alkaloiduntersuchungen in mehreren Zeitpunkten ge-
nommen, wie: gleich (1 Tag alt gezeichnet), dann 3,6 und 10 Tage spiiter. Die
herausgenommenen Pflanzen wurden in Vakuum gleich abgetrocknet und bis
zur Aufbereitung in einem Exsikkator aufbewahrt.

Die Aufnahme des aktiven Tryptophan und die Verteilung der Aktivi-
tit innerhalb der Pflanzen wurde mit der Autoradiographie kontrolliert. Bei
der Untersuchung der Alkaloide hatten wir eine Erschliefung mit Ammoniak
und eine kalte Extraktion mit Chloroform angewendet. Die alkaloidkompo-
nenten wurden mit der aufsteigenden papierchromatographischen Methode
von Trojanek und Mitarbeiter (1961) untersucht. Nach Entwicklung mit
Chlorgas nach Sz dsz u. Mitarbeiter (1959), hatten wir die einzelnen Alka-
loidflecken, welche unter der UV-Lampe charakteristisch fluoreszierten, einge-
zeichnet, einzeln ausgeschnitten und eluiert. Thre Aktivitit wurde mit einem
Szintillationsdetektor gemessen. Die Arbeit wurde mit Diinnschichtchroma-
tographie kontrolliert. Da hatten wir mit der Methode Neubauer u.
Mothes (1961) gearbeitet mit dem Laufmittel Benzol: Methanol (80:20).
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Reihenfolge und RF — Wert der Alkaloide bei Papier- und Diinnschicht-
chromatographie ist die folgende: (s. Tabelle 1.)
Tabelle 1.

Rf—Wert
Name der Verbindung — —— — Farbe in UV — Licht
Papier | Diinnschicht 1

VINCAMIDOTGIN o e-vramnrossansisyonesue ssevmsuim siwissssi 0,90 ‘ 0,87 gelb
VoNCaAIEORIING ¢ smmsnssaaeie S iaiises 425w 0,79 ' 0,80 blau
VIDCARMEIN | e 'am vie e e s S S s v s aoe s | 0,66 0,5¢ griin

L e A e e { 0,58 | 0,52 | blau
VANCAMINIE v nmians e /3 Hmle meie s e s o | 0,43 0,42 braun
VIANCaAin: oo s s s s s s s R e rr et 0,39 } 0,40 blau
EpPIVINCAMIN .. ooooessoessoenoonmeesenes 0,29 0,36 grimlich-blau
WANICAIMOTING 1or5-e v mrmes s ere se- s wera e i s T4 50810 Satae 0,20 ! 0.30 blau

Untersuchungsergebnisse

Die autoradiographischen Untersuchungen bestiitigten die Aufnahme von
radioaktivem Tryptophan. (Abb. 1) Diestiirkste Aktivitit war jederzeit inden
Wurzeln und in der Rhizome der Pflanzen zu finden. In den Bliittern war am
1. Tag nur eine geringe, am 3. eine kriiftige Aktivitit zu beobachten, und
nach einem Riickfall am 6.Tag konnten wir am 10. wieder eine groBere Akti-
vitit finden. Diesbeziiglich haben wir bisher keine weitere Transport-Unter-
suchungen gemacht, doch sie sind vorgenommen.

In den Alkaloiden der Pflanze konnte eine vom radioaktiven Tryptophan
zugefiithrte Aktivitit festgestellt werden. Alle die untersuchten Alkaloide der
Pflanze wurden radioaktiv, woraus wir die Schlulfolgerung stellen konnten,
dall die Tryptophan-Aminosiure auch bei den Indol-Alkaloiden der Vinea
minor L. eine Prekursor-Rolle spielt.

Die in den verschiedenen Alkaloiden gefundene Aktivitit vermindert sich
langsam, in einigen Komponenten, wie in Vineamin und Vincadifformin erhéht
sie sich wieder. Daraus lifit sich schlieBen, dafl der Einbau des Tryptophan
2—M( in die Alkaloide verhiiltniBmiiflig langsam vor sich geht. Am Ende tritt
der Abbau, auller Vincadifformin in Vordergrund.

liner eingehenden Analyse der verschiedenen Alkaloidtypen war zu ent-
nehmen, daf} die Aktivitit zu Beginn beim Typ Eburnamin in Vincamin, und
beim Typ Aspidospermin in Vincaminorein am stirksten ist (Tabelle 2.). Es
sei jedoch bemerkt, daf} die Aktivitit der beiden genannten Alkaloiden keinen
wesentlichen Unterschied aufweist. Dies lift den Gedanken zu, daf} sich die
beiden untersuchten Alkaloidtypen parallel, und nicht einer aus dem anderen
entwickelt haben.

Die Untersuchung von inaktiven Pflanzenextrakten wihrend der Onto-
genese zeigte eine geringe zeitliche Verschiebung in der Erscheinung der beiden
Typen. In den in Entwicklung begriffenen Knospen und jungen Trieben waren
die Alkaloide des Typ Eburnamin etwas frither zu finden. Die gegenwiirtigen
radioaktiven Untersuchungen lielen diese Differenz nicht wahrnehmen, und
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zwar moglicherweise aus der Ursache, weil die Unterschiede frither als 24 Stun
den stattfinden kénnen. In dieser Richtung werden wir in der Zukunft weitere
Untersuchungen erfolgern.

Abb. 1. Autoradiographische Aufnalimen von Vinca minor,

| — 10 Tage nach Einfithrung von Tryptophan 2-¥C
: I

Die Beobachtung der Aktivititsinderung in Vincamin liel} einenraschen
Abstiee wahrnehmen, bald einen kleinen Anstieg, das fiir die fortlaufende Bil-
dung der Vincamin-Alkaloid spricht. All dem ist ferner zu entnehmen, dal}
das Vincamin nicht das Endprodukt der Alkaloidbiogenese sein kann. Sechs
Tage nach der Inkubation erreicht die Aktivitit des Vincamins wieder ein
Maximum, und nimmt sodann ab. s kann moglich sein. daf} die Aktivitit in
andere. diesmal nicht untersuchte Alkaloide, oder in sonstige Stoffwechsel-
produkte iibergeht. Diese Fragen mochten wir noch nither studieren.

Die Entwicklung der Aktivitit von Vinein hat ein dhnliches Verhalten zu
Vincamin, und liBt unbedingt den Gedanken einer Verkniipfung zwischen
ihnen aufkommen. (s. graphische Darstellung, Abb. 2.)
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Abb. 2. Aktivititsiinderung in den bedeutendsten Alkaloiden
Rechts:

vineaminorein, — — — vincadifformin

Im Typ Aspidospermin kénnen wir zuerst, und mit dem Vincamin vom
Typ Eburnamin gleichzeitig, im Alkaloid Vincaminorein die grofte Aktivitit
beobachten. In dieser Verbindung senkt die Aktivitit ab bis zum Ende des
Versuches, und bei Vincadifformin steigt sie dagegen kriftig zu. Vom 6. Tag
nach der Inkubation hat diese Verbindung eine maximalische Aktivitit, weit
vor den anderen Alkaloiden. Deswegen sollen wir daran denken, dafl das
Vinecadifformin das Endprodukt der Alkaloidbiogenese in der Pflanze sei. —
Das Vincaminorein mit seiner zuerst hohen Aktivitit steht am Beginn den
biogenetischen Bildungsprozesses des Typs Aspidospermin. Seine offene Ringe
kénnen sich Vielleicht zu Vincadifformin schliefen, und dieser Prozess kann
eine Progression bei dem Typ Aspidospermin sein.
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Bei den iibrigen Alkaloiden kénnen wir auch eine schwache Aktivitit fin-
den, dementsprechend gilt ferner auch fiir sie, dali sie das Tryptophan als einen
Pritkursor einbauen. — Das Vincanorin und Vincadin haben am Beginn eine
betriichtlichere Aktivitiit und geben diese ab, dagegen wiichst in Vincaminin die
Aktivitit wieder schwach an. — Es findet eine rhytmische und langsame
Alkaloidbildung statt.

Tabelle 11.

Verteilung der aus Tryptophan 2-"C eingebauten Aktivitit in den untersuchten Alkaloiden der
Vinca minor L.

Typ Eburnamin | Typ Aspidospermin
Zahl der Tage nach der Inkubation Vinea- .. . | Vinca- Vinca- | Epivin-| Vinea- | Vinea- | yijpeq.
min | Vinein | inin | onorin | camin | Mino- | diffor- |7 g,
| | rein min
1 | 655 | 1| 7 | 137 | 64 | 643 | 213 | 102
3 | 141 90 | 52 I | 584 | sa| 51
o | sl —| — L5 ol
6 | 302 | 121| 35| 20| 54| 360 961 } 49
= 1 | —— | —| o B 3
10 239 56 | 110 | 62 ' 90 [ 200 | 957

35

Die Werte sind in tpm angegeben

Zusammenfassu ng

Der Einbau des Tryptophan 2—'"(" wurde in die Alkaloide von Vinca
minor L. untersucht. Die Aktivitit des verwendeten Tryptophans war 3.33
uC/mg, 792 pC'/mMol. Der Versuch wurde mit frisch eingewurzelten Pflanzen
in dreimaliger Wiederholung, mit je 10 lKxemplaren vorgenommen. Die Pro-
ben wurden unmittelbar nach 24 stiindiger Inkubation gleich (als eintiigic be-
zeichnet), dann aus einer Nithrlosung nach 3,6 und 10 Tage entnommen, und auf
Alkaloidspektrum, mit Hinblick auf die Aktivititsverteilung untersucht. Die
papierchromatographische Methode von Trojanek und Mitarbeitern
(1961) wurde angewendet. Kontrolluntersuchungen wurden mittels Diinn-
schicht-Chromatographie nach Neubauer u. Mothes (1961) und mit
Autoradiographie vorgenommen. Von den Papierchromatogrammen wurden
die untersuchten Alkaloidflecken eluiert und ihre Aktivitit mit einem Szin-
tillationsdetektor gemessen.

Es wurde festgestellt, dali sich das radioaktive Tryptophan in die Alkaloide
einbaut, demnach ihre Priikursor-Verbindung ist. Die untersuchten Alkaloiden
des Typ Eburnamin und Aspidospermin wurden gleichzeitig radioaktiv, was
auf ihre paralelle Bildung schliefen lift. Ferner konnten im Verlauf der
Versuche Korrelationen zwischen den Alkaloiden Vincamin-Vincin beobachtet
werden. Bei Vincaminorein und Vincadifformin findet ein gegengesetzter Bil-
dungsweg statt. — s kommt deutlich vor, daBl der Ringschlufi beim Typ
Aspidospermin gegen den offeneren Geriist eine’ biogenetische Progression ist.
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