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Uber den Einbau von Asparaginsiiure in Peganin

Der bekannteste Vertreter der Alkaloide vom Pyrro-
lidinochinazolin-Typ ist das Peganin (=Vasicin) (I).
Dieses Alkaloid ist bisher in den Gattungen Adhatoda
{Acanthaceae), Peganum {Zygophyllaceae), Linaria (Scro-
phulariaceae) und Galega (Papilionaceae) gefunden wor-
den. »

Kiirzlich konnten wir zeigen?!, dass Anthranilsiure (II)
spezifisch unter Erhaltung der Carboxylgruppe in Peganin
inkorporiert wird. Uber den zweiten an der Biosynthese
von (I) beteiligten Baustein liegen nur wenige Unter-
suchungen vor 3, Nach Scudrr4 kime hierfiir «-Hydroxy-
y-amincbutyraldehyd (III) in Frage. RoBiNsoN® postu-
liert Anthranilsdure und Prolin (IV) als Vorstufen. Denk-
bar wire auch die Beteiligung von Putrescin (V) an der
Biosynthese von (1), Putrescin kann durch Diaminoxy-
dase in y-Aminobutyraldehyd (VI) iitbergehen, welcher
sich unter zellméglichen Bedingungen mit o-Aminobenz-
aldehyd (VII) zum Desoxyvasicin (VIII}) kondensiert.
VIRTANEN und Hietara® konnten zeigen, daB Extrakte
von E. coli in der Lage sind, y-Hydroxyglutaminsiure
(IX} zu o-Hydroxy-y-aminobuttersiure (X) zu decarb-
oxylieren. (X} ist die unmittelbare Vorstufe von o~
Hydroxy-y-aminobutyraldehyd {III), der sich in vitro
leicht mit (VII} zu Peganin umsetzen ldsst?.

Abbau von Peganin (Bezifferung der Abbauprodukte wie im Pega-
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Wir konnten nachweisen3, dass Desoxyvasicin in der
Pflanze nicht unter Bildung von (I) hydroxyliert wird.
Weitere Fiitterungsversuche mit Putrescin 1,4-C1 (XI),
4-Hydroxyprolin-C¥% (XII) und y-Hydroxyglutamin-
sédure-2-CH (IX) ergaben radioaktives Peganin. Der Abbau
von {I) ergab, dass in jedem Fall ein erheblicher Teil der
Radiocaktivitdt in der durch Abbau erhaltenen Anthranil-
sdure lokalisiert war. Diese Verbindungen sind offenbar
unspezifisch inkorporiert worden® und scheinen nicht
als direkte Vorstufen des «Nicht-Anthranilsiureteils»
von (I) in Frage zu kommen. Andere Verhiltnisse be-
obachteten wir bei der Verfitterung von Asparaginsiure-
3.CM (XIIT) (Tabelle).

Ein geringer Teil der Radioaktivitit erscheint auch
hier in der Anthranilsdure, Dies ist bei der grossen Stoff-
wechselaktivitit von (XIII) erkldrlich. Durch gleich-
zeitige Gabe von nicht markiertem (II) liess sich die
Radioaktivitit im aromatischen Teil des Peganins zu-
riickdréngen. Der iiberwiegende Teil der Radiocaktivitit
(~80%,) war im durch Abbau erhaltenen Glycin (XIV)
lokalisiert, welches den C-Atomen 1 und 2 des Peganins
entspricht. Spaltung von (XIV) ergab, dass etwa die
Hilfte der Radioaktivitdt im C-2 und ein Drittel im C-1
des Alkaloids sich befand. Eine Verschmierung der
Radioaktivitdt der Asparaginsidure-3-CH zwischen den
C-Atomen 2 und 3 ist auch bei Einbauversuchen in das
Ricinin® und den Pyridin-Teil des Nikotins® beobachtet
worden. Die Ergebnisse von ® sprechen fiir den Einbau
einer symmetrischen Zwischenstufe in das Ricinin.
Jackanicz und Byerrum® postulieren die Inkorporation
einer unsymmetrischen Verbindung (Asparaginséure,
Oxalacetat, Malat) bei ihrem Alkaloid, da im C-3 des
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Einbau von Asparaginsiure-3-C¥ = {XIII} in Peganin

Spez, Aktivitit

Spezifische Aktivitit der Abbauprodukte, Ipm/fmM

Peganin
Ipri/m b,l Anthranilsiure Glyein C-1 + C-2 C-1 als HCHO- C-2 durch C-3 + C-10
Dimedon Differenz nicht
bestimmt
{A) 2,06 x 105, 1009, 3,68 x 104, 17,9% 1,68 x 10%, 81,5% 7 x10% 34% 47,5%, 0,6%
(B) 4,09 x 105, 100%, 4,33 x 10%,10,6% 3,33 x 105,81 % 1,23 x 108, 30% 51 9% 8,4%
{C) 1,58 x 105, 1009, 1,3 x10%, 8,2% 1,35 x 105, 85,5% 5,85 x 104, 37% 48,5%, 6,3%

{A) Verfiittert 2 mg (XI11). Spez. Aktivitit 2,72 x 10° Ipm/mM, Versuchszeit 1 Tag (April 1966). {B) Verfiittert 2 mg (X11I). Spez. Aktivitit
wie {A) + 3 mg Anthranilsiure. Versuchszeit 3 Tage (April 1966}. (C) Verfiittert 8,9 mg {X1II}. Spez. Aktivitat 2,23 x 10° Ipm/mM + 4,5 mg
Anthranilsdure. Versuchszeit 2 Tage (April 1967).
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J~?y1'idins stets viel mehr Radiocaktivitit als im C-2 lokali-
Siert war. Im Falle des Peganins liegen nach Fiitterung
von (XIII) #hnliche Verhiltnisse vor wie bei 0. Wir
urfen annehmen, dass Asparaginsiure oder eine nahe
Verwandte Verbindung {Malat, Oxalacetat) direkt an der
Biosynthese des Pyrrolidinringes vom (I) beteiligt ist.

Experimentelles. pL-Asparaginsiure-3-C%# (Calbiochem)
Wurde mit inaktiver (XIII) verdiinnt und an Jungpflan-
Zen (Sprosslinge 8-10 cm) von Adhatoda vasica Nees
liber die Wurzeln appliziert. Die Versuche wurden in 2
VeEetationsperioden durchgefiihrt. Einzelheiten sind der
Tabelle zu entnehmen. Die Isolierung des Peganins sowie
der Abbau des Alkaloids haben wir nach * durchgefiihrt
(Schema). Peganin wurde mit KMnO, zur 4-Oxo0-3,4-
dlhydro-chinazolyl-3~essigsé'mre (XV) oxydiert. Dessen
Methylester (XVI) haben wir mit KOH gespalten, wobei
Anthranilsiure (1) und Glycin (XIV) entstehen. Glycin
Warde wie folgt isoliert: Zur Entsalzung haben wir die

ast anthranilsiurefreie Losung iiber Dowex 50 H+ gege-

bﬁf} und die Aminosjure mit 1% Ammoniak elniert. Die
Rgmigung des Glycins erfolgte durch DC an alkalischen
K}eselgel G «Merck»: 1. Laufmittel 709, Athanol. 2. Lauf-
mittel #-Butanol/Wasser/Eisessig (4:1:1). Zur Elution
benutzten wir jeweils 70% Athanol.

Gl‘ycin wurde quantitativ in Anlehnung an Kriicer1?
bestimmt. Einen aliquoten Teil der Aminosiure haben
WIr mit Ninhydrin umgesetzt und den entstandenen
I‘<~>Tma.l(flehyd als Dimedon-Derivat kristallin erhalten.

ie¢ Umkristallisation erfolgte aus verdiinntem Athanol,

Influence of Cytostatic Agents on Fibrinolytic
and Proteolytic Enzymes and on Phagocytosis of
Guinea-Pig Leucocytes

¢ Several authorsL:? postulated that proteolytic enzymes
fom leucacytes 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
gsed, Peritoneal exudates were evoked by injection of
1% solution of glycogen. The exudates were collected
after injection of glycogen. Phagocytosis index was
Calculated according to the Davies method®. Polynior-
Phohu.clear leucocytes from exudates were mixed with
OPSonized strain of Staphylococcus aureus 209 P. 100
¢ells were counted in each sample. Saline solutions of the
TU8s were injected i.p. 1 h before collection of exudate.
ehe following doses/kg body weight were applied:
Irfl{doxan ?.5 mg, trenimon 0.25 mg, 5-fluorouracil 125 mg,
CO1’corny<:m C 2.5 mg and nitrogrannlogen 0.25 mg. The
‘ciontml group comprised 9 animals and 0.9% NaCl solu-
. % was injected instead of cytostatics. The leucocyte
ount of ajj samples amounted to 10,000/mm?®. Homo-
Benate of the leucocytes were dialysed against phosphate
a&ger at 4 4°C for 18 h. The activity of alkaline and
olyt; leucocyte protease was determined by the casein-
pr}; 1c method. The activities of both proteases were ex-
P sed as increase of optical density x 103, The fibrin-
sp%;: €nzymes: plasminogen, plasminogen activator and
Aneous fibrinolytic activity were studied, using
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Smp. 189°. Zur Radioaktivitdtsmessungdiente der Methan-
durchflusszihler der Firma Friesecke und Hopfneri2,

Summary. Aspartate-3-C¥ (XIII) was administered to
young plants of Adhatoda vasica Nees. After a feeding
period of 1 or 2 days, the isclated alkaloid peganine
(=vasicine) (I) was degraded. The distribution of the radio-
activity in the anthranilic acid (II) and glycine (XIV)
obtained has been determined (Figure). Most of the
radioactivity {~809,) 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 pattern is discussed.
The results indicate either that aspartate or a closely
related compound is an immediate precursor of peganine.
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AstrUP and LasseN plate method. Details concerning
preparation of leucocyte homogenate and proteolytic and
fibrinolytic methods will be reported elsewheret. The
fibrinolytic activity was expressed as mm? of area of
digested fibrin.

The Table shows that cytostatic agents rapidly induce
a significant decrease of all investigated fibrinolytic 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 animals 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 particular
animals. It is of interest to notice that in some leucocyte
samples plasminogen disappeared while the phagocytosis
index was only slightly depressed. Therefore it can be
concluded that the plasminogen is not directly involved
in phagocytosis. This observation is in good agreement
with another finding of one of us* that plasminogen is not
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