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Rodzaj Nicotiana obejmuje okolo 60 gatunkéw roslin pochodzenia po-
ludniowoamerykanskiego lub australijskiego. Jest prawie pewne, ze
wszystkie rosliny nalezgce do tego rodzaju, a w ich liczbie liczne tytonie
1 machorki majq zdolnoéé¢ do syntezy i nagromadzania alkaloidéw pirydy-
nowych, niejednokrotnie w do$¢ duzych koncentracjach (do 16°, w przeli-
czeniu na suchg mase). Ogélna zawartosé tych alkaloidéw waha sie u po-
szczegélnych gatunkow i odmian w bardzo szerokich granicach, uzaleznio-
nych zaréwno od czynnikéw genetycznych, jak i od okreslonego stanu fizjo-
logicznego rosliny oraz od warunkéw srodowiskowych (nawozenie, kli-
‘mat itp.).

Calkowicie pozbawione alkaloidéw tytonie, ktére zostaly uzyskane na
drodze hodowlanej sg pozbawione raczej zdolnosci ich nagromadzania, ani-
zeli ich syntezy (4). .

Podobnie jak wigkszosé innych znanych roélin alkaloidowych réwniez
iroéliny rodzaju Nicotiana nie zawieraja pojedynczych alkaloidow, lecz
mieszanine wielu (okolo 12—17), bardzo zblizonych pod wzgledem struktu-
ralnym. Jednakze z punktu widzenia wystepowania iloSciowego na uwage
zasluguja jedynie trzy alkaloidy: nikotyna, nornikotyna i anabazyna. Alka-
loidy te s3 w $wiecie roglinnym daleko bardziej rozpowszechnione anizeli
sadzono to przed niewielu jeszeze laty. Kazdy z nich moze by¢ alkaloidem
glownym, z tym Ze wystepowanie anabazyny w iloSciach dominujacych
stwierdzono tylko w niewielu roslinach rodzaju Nicotiana (5).

Mimo bardzo licznych prac nad biochemia wymienionych tu alkaloidow,
Wiele zagadnien zwiazanych z ich powstawaniem i przemianami nie zostalo
W petni wyjasnione. Dotyczy to zwlaszeza biogenetycznego powigzania po-
Miedzy nikotyna i nornikotyna. Zagadnienie to zwiazane jest w zasadzie
Z metabolizmem fragmentéw jednoweglowych i sprowadza sie w szczegbl-
hosci do probleméw pochodzenia i powstawania grupy N-metylowej w ni-
kotynie oraz demetylacji tego alkaloidu. Poniewaz wiele prac z tego zakr(i—
SU zawiera kontrowersyjne wnioski, wydaje sie celowe omoéwienie dotych-
Czasowych danych.
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Wedlug do niedawna jeszcze powszechnie przyjetych pogladéw biosyn-
teza nikotyny konczy sie na powstawaniu, wzglednie przylgczaniu grupy
N-metylowej. Zgodnie z tym punktem widzenia pierwszym alkaloidem
powstajacym w tytoniu jest nornikotyna, ktéra dopiero w wyniku metylacji
przeksztalca si¢ w nikotyne (19, 26):
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Z teoretycznego punktu widzenia mozna wyrézni¢ dwa rodzaje reakeji
metylacji. Najczesciej spotykanym w organizmach zywych rodzajem mety-
lacji jest metylacja transmetylacyjna, polegajgca na prznoszeniu ,,calych”
grup metylowych z donatora na odpowiedni akceptor. Drugi rodzaj metyla-
cji znany jest jedynie w przypadkach, gdy grupa metylowa powstaje de no-
v0. Proces ten ma prawdopodobnie charakter redukeyjny, jednakze jego
mechanizm nie jest dokladnie poznany.

Szeroko prowadzone badania nad biosynteza nikotyny wykazaly, ze w
powstawaniu jej grupy N-metylowej mogg uczestniczy¢ dostarczajace {rag-
mentéw jednoweglowych niektére aminokwasy: glicyna, seryna i metioni-
na, jak tez formaldehyd, mrowczan i kwas glikolowy (24). W badaniach
przebiegu metylacji nornikotyny in vitro z zastosowaniem formaldehydu
i kwasu mrowkowego nie stwierdzono powstawania trwalych zwigzkow po-
srednich. Proces ten przebiega prawdopodobnie poprzez przejSciowe pow-
stawanie nietrwalych polaczen typu czwartorzedowych zwiazkéw amonio-
wych, co jest, jak sie wydaje, charakterystyczne dla wszystkich reakcjl,
w ktorych zachodzi powstawanie przylaczania lub odrywania grup mety-
lowych (7).

Donatorami grup metylowych nikotyny moga byé i inne zwigzki w ro-
dzaju np. choliny oraz betainy. Jak wykazano, cholina staje sie donatorem
grup metylowych po uprzednim utlenieniu do glicylobetainy. Czy grupa
metylowa glicylobetainy zostaje przeniesiona bezposrednio, czy pOszeZ'
metionine nie wyja$niono. Prawdopodobnie jest to proces transmetylacjl
z udzialem S-adenozylometioniny. Wskazujg na to badania z podwéjnie zna-
kowang choling (C14D;), w ktérych wykazano, ze N-CH, nikotyny w 94Y%
posiada ten sam stosunek C! i D jak przy znakowanej metioninie (24). Ba-
dania wplywu chlorku chlorocholiny (CCC) na synteze nikotyny w siew-
kach Nicotiana rustica wykazaly, ze zwiazek ten, jako antymetabolit choli-
ny, moze powodowaé zaklécenia w procesach metylacji, prowadzacych do
powstawania nikotyny. Nie jest wykluczone, ze jest to wynikiem zahamo-
wania tworzenia sie glicylobetainy z choliny — jednego z donatoréw grup
metylowych dla nikotyny (10).
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Liczne prace wykazaly, ze nikotyna powstaje w korzeniach roslin Nico-
tiana, a gromadzi w cze$ciach nadziemnych. Jeffrey i Tso (15) zaobser-
wowali, ze nikotyna byla glownym alkaloidem w lisciach i lodygach pomi-
doréw zaszeczepionych na réznych gatunkach tytoniu, nawet na N. glutinosa,
w ktérym jak wiadomo gléwnym alkaloidem jest nornikotyna. Przy zaszcze-
pieniu natomiast tytoniu na pomidorze stwierdzono powstawanie nikotyny
w nadziemnych cze$ciach tytoniu, chociaz jedynie w iloSciach niewielkich.
W wierzchotkowych cze$ciach N. glutinosa zaszczepionych na pomidorze
przebiegala synteza nornikotyny i jej metylacja do nikotyny. Te badania,
jak i wiele innych przemawiajg za tworzeniem sie nikotyny w procesie me-
tylacji nornikotyny i to zaréwno w korzeniach jak i cze$ciach nadziemnych
ro$lin Nicotiana (24).

Jednakze ukazaly sie tez doniesienia o innej drodze powstawania niko-
tyny. Juz w 1957 roku Tso i Jeffrey (29) na podstawie badan ro$lin szcze-
pionych, przy jednoczesnym stosowaniu N!5 zakomunikowali, Zze norniko-
tyna i nikotyna moga powstawaé niezaleznie od siebie z jednego lub kilku
réznych prekursoréw. Merker (21) badajac kietkowanie i wzrost siewek od-
mian nornikotynowych tytoni wykazal, Ze w obu przypadkach nornikotyna
pojawia sie w nieznacznych ilosciach pézniej od nikotyny. Ponadto, cho-
ciaz metionina znakowana w grupie metylowej jest dobrym prekursorem
grupy metylowej nikotyny (13), to jednak sama nornikotyna okazala sie sla-
bym prekursorem tego alkaloidu (19, 22). Réwniez szeroko prowadzone
przez Alwortha i Rapoporta (2) badania nad asymilacja znakowanego CO,
W N. glutinosa wykluczaja nornikotyne jako prekursora nikotyny w tych
roflinach.

Z innych badan wynika, ze metylacja przy azocie nikotyny moze zacho-
dzié¢ jeszeze przed powstaniem piericienia pirolidynowego, a wiec przed
uksztaltowaniem sie czasteczki nornikotyny. I tak, Schitte i inni (27)
stwierdzili, ze N-metyloputrescyna (N1>—C!4H,) wlaczana jest w budowe
czasteczki nikotyny w Nicotiana rustica bez uprzedniej demetylacji. Wyka-
2ano tez, ze y-metyloaminobutanal jest wydajnym prekursorem nikotyny
W tytoniu (16, 23). Szczegblowy przebieg omawianych proceséw prowadza-
cych do powstawania nikotyny, jak dotad, nie zostal poznany. W Swietle
dotychezasowych danych wydaje sie, ze rodliny rodzaju Nicotiana musza
»fozporzadzaé dwoma réznymi mechanizmami powstawania nikotyny. Je-
den szlak przemian, zwigzany z metylacja nornikotyny przebiega¢ moze na
drodze redukeyjnego powstawania grup metylowych de novo badz tez na
drodze przylaczania ,,nienaruszonych® grup metylowych z odpowiednich
donatoréw w procesie transmetylacji. Drugi szlak powstawania nikotyny,
to tworzenie jej ze zmetylowanych 'juz prekursoréw. Potwierdzaé¢ to moga
badania Alwortha i wsp. (cyt. za [25]), na podstawie ktérych mozna przy-



72 R. Ciszewska

puszczad, ze synteza nikotyny w korzeniach roslin Nicotiana biegnie innym
torem niz w lodygach tych roslin.

Obok prac, dotyczacych powstawania nikotyny duze zainteresowanie bu-
dza badania procesu odwrotnego, tj. przemiany nikotyny w nornikotyne.
Wynika to miedzy innymi z faktu, ze nornikotyna obecna w tytoniu jest
mniej toksyczna od nikotyny, w zwiazku z czym tytonie, charakteryzujgce

sie intensywna przemiang nikotyny w nornikotyne stanowig cel wielu prac
hodowlanych.

Dotychczasowe badania tworzenia sie nornikotyny w procesie demety-
lacji nikotyny wskazuja, ze przemiana ta zachodzi przede wszystkim w czes-
ciach nadziemnych ro$lin. Jednakze istnienie systemu sprzezonego niko-
tyna == nornikotyna stwierdzono réwniez i w korzeniach roslin Nicotiana.
Mozna sadzi¢, ze na ogél procesy demetylacji nasilajg sie w miare starzenia
sig roslin. I tak np. gléwnym alkaloidem mlodych liSci N. glutinosa jest ni-
kotyna, a dojrzalych nornikotyna (24). W niektérych odmianach tytoniu
proces demetylacji nikotyny jest szczegolnie intensywny. Demetylacja w
tych roslinach jest, jak wykazano, kierowana genetycznie (18). W innych
odmianach tytoniu demetylacja przebiega dopiero w czasie fermentacji (5).
Egri (12) stwierdzil, ze szybko$¢ powstawania nornikotyny z nikotyny w po-
szczegolnych odmianach tytoniu jest zwigzana z aktywnoscig oksydazy po-
lifenolowej. Tytonie, w ktérych gléwnym alkaloidem jest nornikotyna cha-
rakteryzuja sie podwyzszong aktywnoscig tego enzymu w porownaniu z ty-
toniami o przewadze nikotyny. Wydaje sie, ze enzymy katalizujace procesy
demetylacji nie wykazuja wysokiej specyficznosci substratowej. Stwierdzo-
no bowiem, ze i inne alkaloidy, zawierajace grupy N-metylowe, nie wyste-
pujace normalnie w tytoniu, a wprowadzone na drodze infiltracji do lisci
tych roslin ulegaja demetylacji (np. kodeina, hordenina) — [24].

Z teoretycznego punktu widzenia mozna zalozy¢, ze procesy demetylacji
mogg przebiegaé¢ albo poprzez transmetylacje, albo tez na drodze oksyda-
cyjnej. Pierwsza mozliwo$¢, jak dotad, potwierdzajg tylko nieliczne prace.
I tak, gdy nikotyne wprowadzano do homogenizatéw tkanek tytoniu wraz
z etanoloaming zwiekszala sie nieznacznie zawartogé nornikotyny. Nato-
miast w braku etanoloaminy nornikotyna nie powstawala (9). Dane te
Swiadczy¢ mogg o przebiegu reakcji transmetylacji w tytoniu z przenosze-
niem grupy metylowej nikotyny na aktywny akeeptor w rodzaju etanolo-
aminy. Mozliwo$¢ taka potwierdzajg réwniez badania Leete i Bella (20).
Autorzy ci po wprowadzeniu do lisci tytoniu nikotyny znakowanej w gru-
pie metylowej, wykryli nastepnie te grupe w cholinie. Wykazano tez, Ze
grupa metylowa nikotyny moze byé przenoszona nie tylko na choline, ale
1 na metioning, kumaryne i skopoletyne (24).

Obok prac wskazujacych na mozliwosé przebiegu demetylacji nikotyny
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poprzez transmetylacje istnieje wiele danych przemawiajgcych za oksyda-
cyjnym charakterem tego procesu (25). Juz w 1959 roku Ilin i Sierebrow-
skaja zaobserwowali ciekawe powigzanie pomiedzy powstawaniem norni-
kotyny a intensywnoscig oddychania. Demetylacji nikotyny towarzyszylo
mianowicie zwiekszanie ilo$ci pobieranego tlenu i wydzielanego dwutlenku
wegla. Badania te przeprowadzone poczatkowo z lisémi N. glutinosa po-
twierdzono i na innych roslinach, do ktérych wprowadzono nikotyne. Nato-
miast infiltracja anabazyny, nie zawierajacej grupy N-metylowej nie wy-
kazala zadnych zmian we wspélezynniku oddechowym. Wyrazna réznice
w oddzialywaniu tych dwoch homologicznych alkaloidéw mozna tlumaczyé
jedynie obecnoscig w nikotynie grupy N-metylowej, ktéra latwo ulega utle-
nieniu d6 CO,. Mechanizm oksydacyjnej demetylacji nikotyny nie zostal
Jeszcze calkowicie wyjasniony. Na podstawie teoretycznych rozwazan Wen-
kert (30) doszed! do wniosku, ze proces ten przebiega¢ moze poprzez przejs-
clowe utworzenie oksynikotyny. Réwniez badania in vitro wskazuja na ta-
ka ewentualnosé (7). Przebieg reakeji w warunkach modelowych wyjasnia
zalgczony schemat (rys. 2).
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Rys. 2. Mechanizm oksydacyjnej demety-
lacji nikotyny (in vitro)

. Jakkolwiek hipoteza Wenkerta znalazla czeiciowe potwierdzenie do$-
Wladezalne, to jednak znane sy réwniez prace zaprzeczajace powstawaniu
OkSynikotyny jako metabolitu posredniego w oksydacyjnej demetylacji ni-
Kotyny v rolinach. Jak wykazali Stepka i Dewey (28), oksynikotyna infil-
trowana do ligei tytoniu nie ulega przemianie do nornikotyny, ani tez nie

4Muje przemian nikotyny. Kisaki i Tamaki (cyt. za [1]) badali przemiany
Ok_SYHikotyny infiltrowanej do lici Nicotiana tabacum pozbawionych alka-
0ldéw. Chociaz autorzy ci stwierdzaja pewien niewielki stopient przemiany
oksygikotyny w nornikotyne (3,7%), to jednak sadze, ze przemiana ta ma
facze] Charakter procesu drugorzedowego. Rowniez z badan Alwortha (1)
Wynika, ze oksynikotyna moze sie przemieniaé¢ zaréwno w nornikotyne, jak
tw nikotynq_
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Jakkolwiek dostatecznie udowodniono powstawanie nornikotyny z ni-
kotyny w procesie demetylacji, to jednak znane sg jeszcze doniesienia o in-
nej drodze powstawania nornikotyny w roslinach Nicotiana. Tso i Jeffrey
(29) wykazali, ze w izolowanych lisciach tytoniu nornikotyna powstaje nie
z nikotyny, ale z innych zwigzkéw posrednich. Wyniki uzyskane przez Ki-
saki i Tamaki (17) $§wiadcza z kolei o tym, ze przemiana nikotyny w norni-
kotyne nie jest reakcjg prostej demetylacji, ale poprzedza ja rozerwanie
pierscienia pirolidynowego nikotyny, czemu moze towarzyszy¢ strata asy-
metrii przy 5 atomie wegla i dlatego tez powstajaca nornikotyna jest race-
matem. Przytoczone tutaj dane wyraznie odbiegaja od przedstawionych do-
tychezas drog powstawania nornikotyny i zmuszaja do dalszych badan nie
wyjasnionych szlakow metabolizmu alkaloidéw tytoniu.

Na podstawie dotychezasowych prac mozna sgdzié, ze sa prawdopodob-
nie dwie drogi powstawania nornikotyny; jedna z nikotyny poprzez jej de-
metylacje. druga bezpos$rednia z ornityny, czy tez zwigzkéw spokrewnio-
nych z nig biogenetyceznie. Ten drugi ,,rodzaj’ nornikotyny nie jest prekur-
sorem nikotyny. czvli w tym przypadku nikotyna nie moze powstawal
przez metylacje nornikotyny (22).

Jesli chodzi o proces degradacji nikotyny, to nalezy sadzié, ze w rosli-
nach rodzaju Nicotiana przebiega gléwnie demetylacja oksydacyjna z pow-

stawaniem CO,, jednakze niektére grupy metylowe uczestnicza rowniez
w metabolizmie fragmentéw jednoweglowych i moga byé przenoszone W
,.calosci’ na drodze transmetylacji — (rys. 3).
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Te dwa ,,rodzaje” demetylacji nikotyny, jak sie wydaje, uwarunkowant
sa odmiennymi czynnikami. Demetylacja oksydacyjna uzalezniona jest od
potencjatu redox srodowiska, natomiast transmetylacyjna gtéwnic od obec”
nosci odpowiednich akceptoréw grup metylowych i jak mozna pr ZleUS‘CZaC
od stopnia jonizacji nikotyny przy azocie pirolidynowym (7). Jest rzeczi
interesujaca, ze przy pH okolo 6 azot pirolidynowy nikotyny WYStepuJe
prawie w 100°, w postaci dodatnio natadowanego atomu ,,oniowego “ (11)-
To wlasnie zjawisko jonizacji azotu w zakresie pH, jakie zasadniczo P"muJe
w soku komoérek ro$linnych umozliwia przemiane nikotyny w nornikotyn&
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na drodze transmetylacji. W obecnosci bowiem odpowiedniego akceptora
grup metylowych w komorce, grupa metylowa zjonizowancj nikotyny mo-
ze ulega¢ tatwo oderwaniu, lub co jest bardziej prawdopodobne, wymianie
na proton. Mechanizm tej przemiany mozna przedstawié¢ nastepujaco:

Z” N\ Va - Akceptar grup
| N\ - | i Metyomy N
S (1“ ~ _y 7 N\ t dowr ot
A ' R ClL o
Hikotyra
=~ =3 ©)
X l ) -~ [ /\\ Produkt
Rys. 4. Przemiana nikotyny w norniko- N " TR B elylasy
Noviukityna

tyne w procesie iransmetylacji

Mozna tez przypuszczaé, ze w procesie demetylacji transmetylacyjnej moz-
liwe jest przeksztalcenie lewoskretnej L nikotyny w prawoskretng D nor-
nikotyne, poniewaz stopien jonizacji nikotyny, jak juz wspomniano, zalezy
od pH, a pH z kolei wyraznie wplywa na skrecalno$é optyczna nikotyny
(10). Tym tlumaczyé mozna by fakt wystepowania w roslinach L (—) niko-
tyny obok D(+) nornikotyny. '

Interesujace sa zaobserwowane réznice w rozmieszezeniu powstajgce]j
Nornikotyny w lisciach Nicotiana alata i Nicotiana glutinosa. Tam, gdzie
Proces demetylacji ma gtéwny charakter przemian oksydacyjnych (N. glu-
finosa), tam rozmieszczenie nornikotyny nie jest rownomierne w calej blasz-
ce liéciowej (3). Tam natomiast, gdzie mamy prawdopodobnie do czynienia
Z tl’ansmety]acja} (N. alata), tam rozmieszczenie nornikotyny jest réwno-
Mierne w calym lisciu (8).

! Zaréwno procesy metylacji jak i demetylacji przy azocie odgrywaja do-
Niosty role w powstawaniu i przemianach nie tylko alkaloidéw tytoniu, ale
! Wielu innych zwigzkoéw naturalnych. Jeéli chodzi o ich przebieg, mozna
prZypuszczau’:, ze nie ma odrebnych mechanizméw metylacji i demetylacji
dla alkaloidow tytoniu. Dotychczasowe badania wskazuja bowiem, ze grupa
Metylowa przy azocie moze byé przylaczana albo poprzez transmetylacje,
albo tez moze powstawaé¢ w wyniku metylacji redukcyjnej, odlaczana zas
W wyniky demetylacji transmetylacyjnej lub oksydacyjnej.

.Oméwione prace z zakresu przemian alkoloidéw zwigzanych z procesa-
Ml metylacji j demetylacji obok znaczenia poznawczego posiadajg rowniez
ISpekt praktyczny. Wiadomo jest bowiem, ze wspoélczesna hodowla oraz
przemySI tytoniowy zwracajg coraz baczniejszg uwage na zagadnienie ja-

Ofci Surowca, uzaleznionej miedzy innymi od zawartosci w nim okreslo-
fych alkaloidéw. Stad konieczno$é badan mechanizmu przemian alkaloi-
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dow tytoniu. Pelne wyjasnienie tych problemoéw jest niezbednym warun-
kiem blizszego poznania zagadnien genetycznych, dotyczacych powstawa-
nia nikotyny i nornikotyny, a to z kolei stanowi podstawe wspélczesnej ho-
dowli jakosciowej. Obok dotychczasowych wyniki dalszych badan niewat-
pliwie powinny by¢ drogowskazem w kierowaniu zawartoscig okreslonych
alkaloidow w surowcu tytoniowym.
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