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]Dber den  Einbau  v o n  Asparag ins~ iure  in P e ~ a n i n  

Der  bekann tes t e  Ver t re te r  der Alkaloide v o m  Pyr ro-  
l id inochinazol in-Typ ist  das Pegan in  (=Vasicin)  (I). 
Dieses Alkaloid  ist  bisher  in den  G a t t u n g e n  A d h a t o d a  
(Acanthaceae) ,  P e g a n u m  (Zygophyllaceae) ,  L ina r i a  (Scro- 
phular iaceae)  und  Gatega (Papil ionaceae) ge lunden  w e t -  
den. 

Kfirzl ich konn t en  wi t  zeigen ~, dass Anthran i l s~ure  (II) 
spezifisch u n t e r  E r h a l t u n g  der  Carboxylgruppe  in  Pegan in  
inkorpor ie r t  wird.  SOber den zwei ten an  der  Biosynthese  
yon  (I) be te i l ig ten  Baus te in  l iegen nur  wenige Unte r -  
suchungen  v e t  ~,~. N a c h  SCH6p~ * k~tme hierffir  a - H y d r o x y -  
? - a m i n o b u t y r a l d e h y d  (III)  in Frage.  ROBINSON ~ postu-  
l ier t  Anthrani ls i iure  und Prol in  (IV) Ms ¥or s tu fen .  Denk-  
bar  wiire auch die Bete i l igung yon  Put resc in  (V) an  der  
Biosynthese  yon  (I), Pu t resc in  kann  durch  D i a m i n o x y -  
dase in 7 -Aminobu ty ra ldehyd  (VI) fibergehen, welcher  
sich un te r  zel lm6glichen Bed ingungen  m i t  o-Aminobenz-  
aldehyd (VII) zum Desoxyvas ic in  (vln) kondensJert .  
VIRTANEN und  HIETALA a konn ten  zeigen, dai3 E x t r a k t e  
yon  E .  coli  in der  Lage  sind, F-Hydroxyglutarnins~Lure 
(IX) zu ~ -Hydroxy-y -aminobu t t e r s~ure  (X) zu decarb-  
oxyl ieren.  (X) ist  die unrni t te tbare  Vors tufe  von  a- 
H y d r o x y - y - a m i n o b u t y r a l d e h y d  (I I I ) ,  der  sich in v i t ro  
le icht  m i t  (VII) zu Pegan in  umse tzen  lass tL 

Abbau yon Peganin (Bezifferung der Abbauprodukte wie im Pega- 
nta). 
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W i t  konn ten  nachweisen 8, dass Desoxyvas ic in  in der  
Pf lanze  n ich t  un t e r  Bi ldung  yon  (I) hyd roxy l i e r t  wird.  
Wei te re  F t i t t e rungsversuche  m i t  Pu t resc in  1, 4-C ~4 (XI),  
4 -Hydroxypro l in -C  x* (XII)  u n d  ? - I t y d r o x y g l u t a m i n -  
sfiure-2-C 1~ (IX) e rgaben  rad ioakt ives  Peganin .  D e r  Abbau  
y o n  (I) ergab,  dass in j e d e m  Fa l l  ein erhebl icher  Tel l  der  
Radioakt ivi t~t t  in der  durch  Abbau  e rha l tenen  Anth ran i l -  
s~ure lokal is ier t  war.  Diese Verb indungen  sind of fenbar  
unspezif isch inkorpor ie r t  worden  s und scheinen n ich t  
als d i rekte  Vors tufen  des gNicht -Anthrani l s / iure te i l s ,  
von  (I) in F rage  zu kommen .  Andere  Verh~'ltnisse be-  
obach te ten  wir  bei de r  Verf f i t te rung yon  Asparagins~ure-  
3-C 14 ( X H I )  (Tabelle).  

E i n  ger inger  Tei l  de r  R a d i o a k t i v i t ~ t  erscheint  auch  
hier  in d e r  Anthrani ls~ure .  Dies ist  bei der  grossen Stoff- 
wechselaktivit~tt  yon ( X I I I )  erklgtrlich. Durch  gleich- 
zeit ige Gabe  von  n ich t  m a r k i e r t e m  (II) liess sich die 
Rad ioak t iv i tR t  im a romat i schen  Tell des Peganins  zu- 
rf ickdr~ngen.  Der  t iberwiegende Teil  der  R a d i o a k t i v i t ~ t  
( - --80%) war  im du tch  Abbau  e rha l tenen  Glycin  (XIV) 
lokatisiert ,  welches den C-Atomen  1 und  2 des Peganins  
entspr icht .  Spa l tung  yon  (XIV) ergab,  dass e twa  die 
H~lf te  der  R a d i o a k t i v i t ~ t  im C-2 und ein Dr i t te l  im C-1 
des Alkaloids  sich befand.  E ine  Verschmierung  der  
R a d i o a k t i v i t ~ t  der  Asparagins~iure-3-C ~* zwischen den  
C-Atomen  2 und  3 ist  auch  bei  E inbauve r suchen  in das  
Ric in in  ~ und den Pyr id in-Tei l  des Nikot ins  TM beobach te t  
worden.  Die Ergebnisse  yon ~ sprechen fiir den  E inbau  
einer symmet r i schen  Zwischenstufe  in das Rieinin.  
JACKANICZ und BYERRUM X0 postul ieren die Inkorpora t ion  
einer unsymmet r i s chen  Verb indung  (AsparaginsAure, 
Oxalace ta t ,  Malat)  bei ih rem Alkaloid,  da  im C-3 des 
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Einbau yon Asparaglns~ure-3-C 1. = (XIII) in Peganin 

Spez. Akfivit~it Spezifisehe Aktivit$it der Abbauprodukte, Ipra]raM 
Peganin, 
Ipm]raM Anthranils~iure Glycin C-1 + C-2 C-1 als HCHO- C-2 durch 

Diraedon Differenz 
C-3 + C-10 
nicht 
bestiramt 

(A) 2,06 x 105, 100% 3,68 x 104, 17,9% 1,68 × 105, 81,5% 7 × 104, 34% 47,5% 0,6% 

{B) 4,09 x I0 ~, 100% 4,33 x 104, 10,6% 3,33 x 105, 81% 1,23 x 105, 30% 51% 8,4% 

(C) 1,58 x 105, 100% 1,3 x 104, 8,2% 1,35 × 105, 85,5% 5,85 x 104, 37% 48,5% 6,3% 

{A) Verffittert 2 rng (XIIt). Spez. Aktivit~it 2,72 × 10 D Ipra/raM. Versuchszelt I Tag {April 1966). (B) Verfiittert 2 mg (XIII). Spez. Aktivltat 
vcJe (A) + 3 rag Anthranilsaure. Versuchszeit 3 Tage (April 1966). (C) Verflittert 8,9 rag (XIII). Spez. Aktivitat 2,23 × 109 IpralmM + 4,5 nag 
Anthranils~iure. Versuehszeit 2 Tage (April 1967). 



15.10.1967 Specialia 813 

Pyridins stets viel rnehr Radioaktivitttt  als im C-2 lokali- 
siert war. Im Falle des Peganins liegen nach Fi i t terung 
Yon (XIII) tthnliche Verh~ltnisse vor wie bei 10 Wir  
dtirfen annehmen, dass Asparaginst~ure oder eine nahe 
verwandte Verbindung (Malat, Oxalacetat) direkt an der 
Biosynthese des Pyrrotidinringes yore (I) beteiligt ist. 

Experimenteltes. Dg-Asparagins~iure-3,C14 (Calbiochem) 
WUrde mit  inaktiver (XIII)  verdfinnt und an  Jungpflan- 
zen (Sprossl~nge 8-10 cm) yon Adhatoda vasica Nees 
fiber die Wurzeln appliziert. Die Versuche wurden in 2 
Vegetationsperioden durchgefiihrt. Einzelheiten 'sind der 
Tabelle zu entnehmen. Die Isolierung des Peganins sowie 
der Abbau des Alkaloids haben wir nach 1 durchgefiihrt 
(Schema). Peganin wurde mit  KMnO~ zur 4-Oxo-3,4- 
dihydro-chinazolyl-3-essigsliure (XV) oxydiert. Dessert 
Methylester (XVI) haben wir mit  KOH gespalten, wobei 
Anthranils~ure (II) und Glycin (XIV) entstehen. Glycin 
WUrde wie folgt isoliert: Zur Entsalzung haben wir die 
fast anthranils/iurefreie L6sung fiber Dowex 50 H+ gege- 
ben und die Aminos/iure mit  1 n Ammoniak eluiert. Die 

einigung des Glycins erfolgte durch DC an alkalischen 
ieselgel G ~,Mer~ck~: 1. Laufmittel  70% )kthanol. 2. Lauf- 

mittel n-Butanol/Wasser/Eisessig (4:1:1). Zur Elut ion 
benutzten wir jeweils 70% /~thanol. 

Glycin wurde quant i ta t iv  in Anlehnung an KROGER n 
bestimmt. Einen aliquoten Tell der Aminos/iure haben 
wit mit  Ninhydrin umgesetzt und den entstandenen 
Formaldehyd als Dimedon-Derivat kristallin erhalten. 
Die Umkristallisation erfolgte aus verdi inntem .'A, thanol, 

Smp. 189 °. Zur Radioaktivit~Ltsmessung diente der Methan- 
durchflussz/ihler der Firma Friesecke und H6pfner ~2. 

Summary. Aspartate-3-C ~4 (XIII)  was administered to 
young plants  of Adhatoda vasica Nees..After a feeding 
period of 1 or 2 days, the isolated alkaloid peganine 
(----vasicine) (I) was degraded. The distribution of the radio- 
activity in the anthranil ic acid (II) and glycine (XIV) 
obtained has been determined (Figure). Most of the 
radioactivity (--,80%) was localized in the glycine cor- 
responding to the positions 1 and 2 of peganine. More 
radioactivity was recovered from position 2 of the alkaloid 
than  from position 1. The labelling pa t te rn  is discussed. 
The results indicate either tha t  aspartate or a closely. 
related compound is an immediate precursor of peganine. 
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Influence of Cytostattc Agents on Fibrinolytic 
and Proteolytic Enzymes and on Phagocytosis of 

Guinea-Pig Leucocytes 

Several authorsl,~ postulated that  proteolytic enzymes 
from leucocytes are involved in phagocytosis. The purpose 
of this work is to investigate the effect of some cytostatic 
agents on fibrinolytic and proteolytic enzymes and on 
phagocytosis index of guinea-pig leucocytes. 

25 guinea-pigs of both sexes (weight 300-400 g) were 
used. PeritoneM exudates were evoked by injection of 
0.1~ solution of glycogen. The exudates were collected 
15 h after injection of glycogen. Phagocytosis index was 
Calculated according to the DAVIES method 8. Polymor- 
Phonuclear leucocytes from exudates were mixed with 
°psonized strain ot Staphylococcus aureus 209 P. 100 
cells were counted in each sample. Saline solutions of the 
drugs were injected i.p. 1 h before collection of exudate. 
The following doses/kg body weight were applied: 
endoxan 2.5 rag, t renimon 0.25 rag, 5-Iluorouracil 125 rag, 
mitomycin C 2.5 mg and nitrogranulogen 0.25 rag. The 
control group comprised 9 animals and 0.9% NaC1 solu- 
tion was injected instead of cytostatics. The leucocyte 
count of all samples amounted to 10,000/mm 3. Homo- 
genate of the leucocytes were dialysed against phosphate 
buffer at  + 4 °C for 18 h. The activity of alkaline and 
acid leucocyte protease was determined by the casein- 
olytic method. The activities of both proteases were ex- 
pressed as increase of optical density × 103. The fibrin- 
olytic enzymes: plasminogen, plasminogen activator and 
SPontaneous fibrinolytic activity were studied, using 

ASTRUP and LASSEN plate method. Details concerning 
preparation of leucocyte homogenate and proteolytic and 
fibrinolytic methods will be reported elsewkere 4. The 
fibrinolytic activity was expressed as mm~ of area of 
digested fibrin. 

The Table shows that  cytostatic agents rapidly induce 
a significant decrease of ali investigated fibrinolytie and 
proteolytic enzymes. The activities of these enzymes in 
cytostatic treated leucocytes amounted on the average to 
about 20% of the values of control leucocytes. This de- 
crease of enzymatic activities was statistically significant 
(p < 0.01) when 9 samples of control leucocytes were 
compared with 16 samples of leucocytes collected from 
animals treated with various cytostatic agents. A slight 
decrease of phagocytosis index in treated animMs was 
observed but  this is not statistically significant. No 
correlation between the degree of inhibition of phago- 
cytosis index and the decrease of activities of fibrinolytic 
and proteolytic enzymes can be stated in part icular 
animals. I t  is of interest to notice tha t  in some leucocyte 
samples plasminogen disappeared while the phagocytosis 
index was only slightly depressed. Therefore it  can be 
concluded tha t  the ptasminogen is not  directly involved 
in phagocytosis. This observation is in good agreement 
with another finding of one of us 4 tha t  plasminogen is not  
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