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Biosynteza psilocybiny zostata przeprowadzona poprzez dostarczenie oznakowanych prekursorow
do Psilocybe cubensis. Zsyntetyzowano nastepujace, specjalnie oznakowane zwiazki: psylocyna-*
H, 4-hydroksytryptamina-"*C, N,N-dimetylotryptamina-**C oraz -'*C-°H, N-metylotryptamina-"“C-*H
oraz DL-tryptofan-*H. Kilka indoli wyznakowano przez katalizowana kwasem wymiane w wodzie
trytowej. Dane doswiadczalne sugeruja sekwencje: tryptofan — tryptamina - N-metylotryptamina
- N,N-dimetylotryptamina — psylocyna — psilocybina. Grzyb moze réwniez przeksztalcic
4-hydroksytryptamine w psilocybine na szlaku alternatywnym. Zaobserwowano duze réznice w
stopniu absorpcji réznych blisko spokrewnionych prekursorow.

Grzyby zawierajace zwiazki halucynogenne psilocybine (XVI) oraz psylocyne (IV) dtugi czas
stosowane byly jako srodki odurzajace przez mieszkancow Meksyku. Zwiazki te sa blisko
spokrewnione z pochodnymi indolu 4-hydroksylowanego i wystepuja gldwnie u cztonkéw rodzaju
Psilocybe. Produkcja psilocybiny gatunku Psilocybe w zanurzonej kulturze zostata skutecznie
przeprowadzona przez Catalfomo i Tyler Jr.” a ostatnio rowniez przez Leung et al.’

Brack et al.* odkryt w nieruchomych kulturach Psilocybe semperviva, ze psilocybina byta
biosyntetyzowana z tryptofanu. W naszym poprzednim badaniu® odkryliSmy, ze zanurzone kultury
Psilocybe cubensis rowniez tryptamine efektywnie zmieniaty w psilocybine.

Obecne badanie zostato przeprowadzone w celu wyjasnienia kolejnosci wydarzen prowadzacych od
tryptofanu do psilocybiny. Kolejnos¢ ta obejmie nastepujace modyfikacje tryptofanu w sprecyzowanej
lub alternatywnej kolejnosci: dekarboksylacja, N-metylacja, 4-hydroksylacja, oraz O-fosforylacja (Rys.
3).

Aby objasni¢ ten szlak zastosowaliSmy dwie metody. W obecnym badaniu zbadaliSmy wtaczenie do
psilocybiny oznakowanych, posrednich produktéw hipotetycznych. Kolejna praca® dotyczy badania
przetworzenia tryptofanu do psilocybiny oraz wyizolowania "oczywistych produktéw posrednich" w
tym procesie.

EKSPERYMENT

Temperatury topnienia (temp. topn.) zostaly okreslone przy pomocy elektrycznie podgrzewanego
metalowego bloku wykorzystujacego skalibrowane termometry Anshutz. Widmo podczerwone
syntetyzowanych, oznakowanych zwiazkow bylo rejestrowane spektrofotometrem Perkin-Elmer 237 i
w miare mozliwosci poréwnywane z odnosnikami.

Cyjanek sodu-*C, L-tryptofan-G-°*H, DL-tryptofan-1'-*C, oraz jodek metylu-'*C zostaty zamdwione w
Radiochemical Center, Amersham, a LiAlH,-*H i tryptaminy-2'-'*C wodorobursztynian w New
England Nuclear Corporation, Boston. Czystos¢ dostepnych na rynku i syntetyzowanych zwiazkéw
oznakowanych byla sprawdzona chromatografiag cienkowarstwowa i bibutowa wykonana skanerem
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chromatograficznym.” Gdy byto to konieczne, oznakowane produkty posrednie oraz produkty
koncowe byly oczyszczane przez bibute preparacyjna® lub chromatografie kolumnowa®. Materiaty
referencyjne otrzymano od Calbiochem, Los Angeles; Sandoz AG, Basel; oraz Koch-Light, Colnbrook.

Psylocyna-2'-°H (IV). Rys. 1.

4-benzyloksy-3-(N,N-dimetylokarbamoilometylo)indol (II) (ang.-dimethylcarbamoylmethyl) zostat
przygotowany z kwasu 4-benzyloksyindolylo-(3)-octowego (I) poprzez chlorek kwasu.? Uzysk 64%;
temp. topn. 180-181°. Odnotowana® temp. topn. 175-178°.

4-benzyloksy-3-(2-dimetyloaminoetylo)indol-2'-°H (III).

0,7g II (2,28 mM) w 20 ml suchego tetrahydrofuranu powoli dodano do 0,35g (9,24 milimola)
trytowego LiAlH, (2,5 mC) w 20 ml tetrahydrofuranu. Po jednej godzinie w 40° dodano 5 ml wody i
mieszanka byla przez 20 minut mieszana. Dodano 15 ml 20% NaOH i metny roztwor
wyekstrahowano eterem. Po wysuszeniu nad Na,SO, i wyparowaniu rozpuszczalnika osad
skrystalizowal. Uzysk 0,55g (84%); temp. topn. 120-121°. Odnotowana® temp. topn. 120-121°.

Psylocyna-2'°H (IV) = 3-(2-metyloaminoetylo)-4-hydroksyindol-°H.

0,5g III (1,9 milimola) w 25 ml metanolu poddano debenzylacji przez 4 godziny z H, i 0,3g 5% Pd na
Al,O, w aparaturze do hydrogenacji firmy Parr. Po filtracji ziemia okrzemkowa, rozpuszczalnik
odparowano uzyskujac 0,21g (54%) niebieskich krysztatkow, temp. topn. 169-170°. Rekrystalizacja z
metanolu nie zmienita temperatury topnienia. Odnotowana® temp. topn. 168-170° i' 173-176°.
Aktywnos¢ specyficzna 261pC/mM.

4-Hydroksytryptamina-2'-"*C (VII). Rys. 1.

4-benzyloksygramina® byla kwaternizowana dimetylosiarczanem do 4-benzyloksygraminy
metosiarczanu (V) zgodnie z Schopf i Thesing.'® Uzysk 90%; temp. topn. 144-145°. Odnotowana temp.
topn. 143-144°.

4-benzyloksyindolylo-(3)-acetonitryl-2'-"*C (VI).

2,7g V (6,65 milimola) i 0,22g Na'*CN (0,4 mC; 4,43 milimola) rozpuszczono w 25 ml wody w
ampulce, ktora uszczelniono i podgrzewano przez jedna godzine w tazni parowej. Nitryl oddzielit sie
jako olej. Amputka zostata schiodzona, a mieszanka wyekstrahowana chloroformem. Ekstrakt
wysuszono nad Na,SO, i odparowano rozpuszczalnik otrzymujac 0,9 (53%) jasno zottego oleju, ktory
bez oczyszczania zastosowano w nastepnym kroku. IR: 2250 cm™ (C=N) (IR - wspotczynnik absorpcji
ang. Ingestion Rate).

4-benzyloksytryptamina-2'-*C.
0,9g VI zredukowano przy pomocy 0,3g LiAlH, jak opisano przy II. Uzysk 0,51g (57%), olej, ktory nie
krystalizowat. Szczawian wodoru: temp. topn. 114-116°. Odnotowana temp. topn. 117-120°.

4-hydroksytryptamina-2'-**C (VII).

Poprzedni zwigzek poddano debenzylacji jak opisano przy III otrzymujac 84% oleju, ktéry nie
krystalizowat. Szczawian temp. topn. 261-264°. Odnotowana temp. topn. 269-270°. Aktywnos¢
specyficzna 87uC/mM jako baza.




biosynteza psilocybiny http://www.psilosophy.info/rffuwmcnbbeboakhvchaubgbj

OCH3 Cq Hy 1. P Clg Hacl“! ,cu. LiatH =34 JCHiCeHs cn, Hy/Pd
N 2. T ° nJ TcHy
H “CH,
I JI o
oH CH
CH,—C 'H, =N
N
H
.o
DCH, C.-Hi “ QBH: 1:. “' 'DH'
CH; NICHyly  ja'WeN - CH="CN . LiALH, CH="*CH =N H,
y 2080, 0cH, W 2. Hy 1Pe ui
H H *Uk H
r = poa1d i
CH ~ Ty
i CH,-cool 1. PCly | GH,-GI:IH: 3 LiALH, @j_’:“t-c"r"‘cu 1L YeH,l
W CHy - Cﬂt‘ﬁ . N l\ﬁ 2. AgcCl
) 2. HN 3 H H
H H H
e, & H
i g IE g
ol Yew,
@—\—l[cn,-cnru CHy, Hy/Pd @j—cnl-ca,-n\cﬂ’
) N a® O 5 N
H H V%] H H
x baig
T |
Mo, - CHy~NH, SO0 UeH,-CH-NH-CHo  LIAILHe—H Gty =CHy=NH.~ CHy
Asl N X N"J
N H H
xir i g board
' ﬁ'
Ho-P-0®
- H__CH,
CHy=CH;=N
! CH
H
T

wersja 1600x1300px

Rys. 1. Synteza "“C oraz oznakowanych prekursorow *H

N,N-dimetylotryptamina-2'-"*C

3-indoloacetonitryl-2'-**C przygotowano z 4,5g (15 mM) metosiarczanu graminy'® i 0,5g Na'*CN (0,25
mC; 10mM) w 25 ml wody jak opisano dla VI. Uzysk 1,2g (77%) oleju, ktory w nastepnym kroku
zostatl zastosowany bez oczyszczania. IR: 2250 cm™ (C=N).

Kwas 3-indolooctowy-2'-"*C przygotowano z nitrylu poprzez hydrolize alkaliczna.'* Uzysk 70%; temp.
topn. 162-165° (dekomp.), odnotowana ! temp. topn. 165-166° (dekomp.).

3-(N,N-dimetylokarbamoilometylo)indol-2'-'*C przygotowano z kwasu indolooctowego-2'-'*C metoda
stosowana dla II otrzymujac olej (uzysk 87%), ktory w nastepnym kroku zostat zastosowany bez
oczyszczania.

N,N-dimetylotryptamina-*2'-C = 3-(2-dimetyloaminoetylo)indol-'*C.

0,25g aminy zredukowano 0,2g LiAlH, jak opisano dla II. Uzysk 0,147g (62%) bazy w postaci jasno
z0ttego oleju. Po rekrystalizacji z etanolu i eteru jej wodorochlorek topniat w temperaturze
159-163&deg. Odnotowana " temp. topn. 166-167,5°. Aktywnos¢ specyficzna 75 pC/mM.
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N,N-dimetylotryptaminy(-indolo-*H-N-metyl-"*C) (XII). Rys. 1.

3-(N-benzylo-N-metylokarbamoilometylu)indol (IX) przygotowano z (1,6 mC) indol-*H kwasu
3-indolooctowego (VIII) oraz N-benzylometyloaminy jak opisano dla II. Uzysk 71%; temp. topn.
149-150°.

1,0g IX zredukowano, jak opisano przy II z LiAlH, w tetrahydrofuranie by uzyska¢ (88%; 0,97mC)
N-benzylo-N-metylotryptaminy-H (X).

0,80g X rozpuszczonego w 15 ml etylooktanu kwaternizowano 0,5g jodkiem metylu (0,1 mc) w
amputce w temperaturze 100° przez jedna godzine.? Krystaliczny osad przemyto etylooktanem a
nastepnie rozpuszczono w 50 ml 50% wodnego metanolu. Roztwor ten potraktowano Swiezo
przygotowanym AgCl? by przeksztatci¢ jodek w chlorek (XI).

Roztwor XI w 25 ml suchego metanolu poddano debenzylacji jak opisano przy III. Po chromatografii
kolumnowej otrzymano 0,31 g czystej, podwojnie znakowanej N,N-dimetylotryptaminy (XII) o
aktywnosci specyficznej: *H 320 pC/mM; "“C 11,2 pC/mM. temp. topn. 43-45°; odnotowana'’ temp.
topn. 48-49°.

N-metylotryptamino-1'-"*C-N-metyl-°’H (XV). Rys. 1.

Tryptamina-1'-*C(XIII) 0,21g (0,02 mC; 1,3 mM) poddana formylacji z 0,18 ml kwasu mréwkowego
w 0,41 ml bezwodnika octowego zgodnie ze Stauffer.'* N-formylotryptamina (XIV) byta przez 12h
redukowana przy pomocy 0,4g LiAlH, w refluksujacym tetrahydrofuranie by uzyskac¢ 0,10g (44%)
N-metylotryptaminy-1'-*C (XV). Aktywnosc¢ specyficzna 8,0 pC/mM.

N-formylotryptamina (0,24g) podobnie zredukowano LiAlH,-*H (0,10g; 0,5mC) do N
-metylotryptamino-N-metylu-*H. Uzysk 0,10g (47%). Aktywnos$¢ specyficzna 66,0 nC/mM.

N-metylotryptamino-(1'-"*C-N-metyl-’H) = 3-(2-metyloaminoetylo)-indol-*C-’H (XV) otrzymano przez
zmieszanie oznakowanego "C ze zwiazkiem oznakowanych *H.

Pozostale zwiazki chemiczne

DL-tryptofan-2'-*H. Gramina 1,74g (10 mM), 2,6g (12 mM) acetamidomalonianu etylu oraz 0,20g
sproszkowanego NaOH w 30ml suchego toulenu'® przeptukiwano 14h pod N,. Goracy roztwor
przefiltrowano i pONEEEONOCnym odstaniu JOSaCiZulsees 2 529 (73%)
a-acetamido-a-karboetoksy-B-(3-indolo)-propionianu etylu. Zwiazek ten (2,0g) zostal zmydlony i
zdekarboksylowany w wodzie trytowej (25 mC) do DL-tryptofanu(alaniny-2'-*H), ktére
wykrystalizowato w wodnym etanolu. Uzysk 0,23g (19%); temp. topn. 279-281°. Odnotowana'® temp.
topn. 281-285°. Aktywnosc¢ specyficzna 293 pC/mM.

Zwiqzki powszechnie znakowane trytem. 0,1g aromatycznego zwiazku do trytowania rozpuszczono w
0,5-1 ml wody trytowej (200-500 mC/ml) w ampulce, a mieszanke nasycono gazem HCI. Uszczelniona
amputke przez godzine traktowano taznig parowa. Odparowany osad wielokrotnie rozpuszczono w
metanolu by wymieni¢ niestate wodory. Kwas katalizujacy procedure wymiany, wymieni w
przewazajgcej mierze wodory rdzeni indolowych.'® Surowy produkt trytowania oczyszczano bibuta
preparacyjng® lub chromatografia kolumnowa®. Oczyszczone aminy zostaly rozpuszczone w
rozcienczonym kwasie w ilosci 2-5 krotnosci objetosci dostarczonego materiatu. Po dodaniu zasady,
aminy zostaty ekstrahowane benzenem i skrystalizowane jako baza lub chlorowodorek.

4-benzyloksytryptofan trytowano w okoto 1 N roztworu HCI by zminimalizowa¢ zniszczenie i
odbenzylowano jak opisano przy III. Oczyszczono w systemie BAW.” Trytowanie kwasu
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3-indolooctowego (0,16g w 1,5 ml 50% wodnego metanolu; 140 mC) dato szczegolnie czysty i wysoce
wyznakowany zwigzek.

Dzialania specjalne: Tryptamina-*H: 43,5 pC/mM; N-metylotryptamina-*H: 810 uC/mM; N-N
-dimetylotryptamina-*H: 161 nC/mM, DL-4-hydroxytryptofan-*H: 96,1 nC/mM; kwas 3-indolooctowy:
1,8 mC/mM.

Pozostale warunki

Stan kultury itd. Metoda zanurzeniowej biosyntezy psilocybiny przez Psilocybe cubensis,
wprowadzenie prekursorow oraz izolacja, oczyszczanie i rekrystalizacja psilocybiny jak i rézne
procedury oznaczania opisano wczesniej.’

Psilocybina zostata wyizolowana jak opisano® poprzez ekstrakcje metanolowa, technike wymiany
jonowej i ostatecznie chromatografie bibutowa. W celu sprawdzenia przytaczenia znacznika z
prekursora do otrzymanej psilocybiny zastosowano nastepujace kryteria®: poprzez TLC (w MAW),
chromatografie bibutowa (w IAW i BAW), oraz elektroforeze poprzedzona skanowaniem wykazano,
ze radioaktywnos¢ byta mocno powiazana z wyizolowana psilocybina i w koncu, po dodaniu
psilocybiny nosiciela (7-10 mg), psilocybina skrystalizowata z goracego metanolu do statej
aktywnosci specyficznej.

By zminimalizowaé¢ indywidualne rdéznice w stopniu inkorporacji miedzy réznymi kulturami,
przeprowadzono wiele eksperymentow (Tabela 1), w ktérych do tej samej kultury wprowadzono dwa
rozne prekursory, jeden oznakowany *H, a drugi “C.

Metody chromatografii. Systemy chromatografii zostaly opisane wczesniej.> Chromatografia
bibutowa na bibule Whatman 3MM z takimi zestawami rozpuszczalnikéw; BAW: butanol/kwas
octowy/woda (4:1:5); IAW: izopropanol stezony/NH,OH/woda (8:1:1). TLC na zelu krzemionkowym G
w systemie MAW: metanol/kwas octowy/woda (75:10:15). 4-hydroksytryptamina, ktérej nie
obejmowata wczesniejsza praca® posiadata nastepujace wartosci R;: w systemie BAW: 0,85; w
systemie MAW: 0,75; i posiadata podobna mobilnos¢ co psylocyna w systemie elektroforetycznym.
Psilocybina z kultur skarmionych 4-hydroksytryptofanem-°H zostata wyizolowana po wczesniejszym
oczyszczeniu w systemie IAW a nastepnie w BAW.®

Absorpcja prekursorow z medium. Do kazdej z dwdéch kultur wprowadzono okoto 1,0 mg
oznakowanego prekursora. W czasie zero, a p6zniej w réznych odstepach czasowych (Rys. 2) probki
byly podejmowane aseptycznie i okreslana byta radioaktywnos¢ w 500 pl podtoza. W celu okreslenia
procentowosci radioaktywnosci obecnej wciaz w postaci pierwotnie wprowadzonego zwiazku, nieco
podtoza, jesli konieczne po zageszczeniu przez liofilizacje, rozseparowywano w systemie MAW
(Eastman chromatogram sheet) lub BAW. Pasma chromatogramu zliczano w detektorze cieczowym.

Wyniki i omdéwienie

Oznakowane prekursory. Psilocybina-*H, 4-hydroksytryptamina-**C, N,N-dimetylotryptamina-'*C oraz
-"C-"H, N-metylotryptamina-'*C-°’H, i DL-tryptofan-*H zostaly zsyntetyzowane poprzez odpowiednie
modyfikacje znanych procedur #%!2'*¢ jak zilustrowano na Rys.1, co dato odpowiednio, pojedynczo
lub podwdjnie, doktadnie oznakowane zwiazki. N-metylotryptaminy-N-metyl-*H zostat korzystnie
przygotowany z tryptaminy poprzez formylacje i redukcje N-formylotryptaminy z trytowym LiAlH,.
Pierscieniowo trytowane N,N-dimetylotryptaminy-*’H, N-metylotryptaminy-*H, tryptaminy-*H,
DL-4-hydroksytryptofan-*H (jako zwiazki benzyloksy), oraz kwas 3-indolooctowy-*H zostaty
pozyskane poprzez katalizowana kwasem wymiane w wodzie trytowe;j.
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Tabela 1.Wtaczenie oznakowanych prekursoréw do psilocybiny.
prekursor wlaczony aktywnos¢
Nr dosw. prekursor wprowadzany 21{52 Mg d?rgsil?%%ﬁ;%%g; ;2?1?2;?23 ostabienie*
psilocybiny) pC/mM
- . L-tryptofan-*H" bl @3 0,86 (0,48) ‘H 262 132
tryptamina-**C il @),3 2,06 (0,48) EC 75 33
o g L-tryptofan-*H 111 0,3 0,88 (0,90) SH 139 244
tryptamina-'*C 11,1 0,3 2,56 (0,90) 50 33 74
. DL-4-OH-tryptofan-*H 23,7 25 0 (0,62) EEIEN () >500
o { DL-tryptofan-*C 5,55 20 0,86 (0,62) “C 9,62 2,7
. . DL-4-OH-tryptofan-*H 2.3, 72 0(1,43) H 0 >500
DL-tryptofan-*C 5,55 20 1,49 (1,43) “Cc 7,38 3,5
38 N-metylotryptamina-*H 352 34 14,8 (1,64) 406 2,0
42 N-metylotryptamina-’H 32,0 8 9,63 (0,58) 679 1,2
0 ; N-metylotryptamina-*H %8k 10 0,91 (1,72) SH 143 3,7/
tryptamina-*C L1, 1 il 1,09 (1,72) “c 7,60 9,7
11 N,N-dimetylotryptamina-*C* 3,22 3,6 0,15 (0,25) 2,30 31
15 N,N-dimetylotryptamina-“C 4,25 4,8 0,17 (0,43) 2,20 34
20 4-OH-tryptamina-*C 1805 518 3,73 (3,44) HI68 9,8
26 4-OH-tryptamina-'*C 320 4,6 0,98 (1,14) 352 16
10 Psylocyna-*H IVA0R6,0 2,86 (2,60) 23,9 il
19 Psylocyna-*H 16, D)5 8,48 (4,85) 41,4 6,3
5 f Psylocyna-*H 119, 9,710 0,71 (16,0) SH. 957 9 9,6
N,N-dimetylotryptamina-*C 5,57 6,3 0,17 (16,0) G0 100
- : Psylocyna-*H 11,6 4,1 0,95 (0,41) ‘H 344 7,6
N,N-dimetylotryptamina-“C 3,72 4,2 0,09 (0,41) “C 1,00 75
“ - aktywnos¢ specyficzna prekursora/aktywnos¢ specyficzna psilocybiny.
» - do lokalizacji znacznika, patrz ustep Eksperyment.
°- oznacza, ze dwa roznie oznakowane prekursory zostaly wprowadzone do tej samej kultury
Tabela 1.Wtaczenie oznakowanych prekursorow do psilocybiny.

Biosynteza psilocybiny. Niektore alkaloidy (cf. Ref. 22) maja pierscien indolowy hydroksylowany na
pozycji 4 (np. venenatin, psylocyna), na pozycji 5 (np. ibogaina, eseryna), na pozycji 6 (np. rezerpina,
windolina), na pozycji 7 (np. aspidospermina, vallesine (ang.) lub na wiecej niz jednej pozycji. Kilka
alkaloidéw indolowych wykazywalo pochodzenie od tryptofanu.” Jednakze, wciaz nie wiemy czy
grupa hydroksylowa wprowadzana jest do tryptofanu, czy hydroksylacja pierscienia indolowego
nastepuje w troche pdzniejszym czasie w wyniku konwersji wtornych uformowanego szkieletu
alkaloidu.

Psilocybina powstaje z tryptofanu*® lecz nie wiadomo w jakiej doktadnie kolejnosci, jesli w ogdle,
nastepuja konieczne reakcje przemiany (dekarboksylacja, N-metylacja, 4-hydroksylacja, oraz O
-fosforylacja). W biosyntezie psylocyny mozna by sie dopatrzy¢ analogii do biologicznego
powstawania serotoniny i graminy. Ten drugi zwigzek powstaje z tryptofanu w wyniku dealkalizacji
do 3-aminometyloindolu poprzedzajacego stopniowa N-metylacje.'**° Serotonina biosyntetyzowana
jest, jak wykazaly liczne badania, z tryptofanu via 5-hydroksytryptofan,* tak wiec poczatkowo przez
hydroksylacje tryptofanu poprzedzajaca dekarboksylacje.
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Jednakze wyniki w Tabeli 1 ukazuja, ze 4-hydroksytryptofan, ktérego dotychczas nie napotkano w
naturze, w przeciwienstwie do tryptofanu, nie petni funkcji prekursora psilocybiny. Tryptamina,
ktora jest tatwo wytwarzana z tryptofanu przez P.cubensis®, lepiej stuzy jako prekursor psilocybiny
niz tryptofan. Jesli tryptamina metylowana jest do N-metylotryptaminy, to jest to nawet lepszy
prekursor znakowanej psilocybiny ukazujac, ze ponad potowa psilocybiny wywodzi sie od
wprowadzonych prekursorow znakowanych (Expts. Nos. 38, 42). Analogiczna pochodna dimetylu
N,N-dimetylotryptamina moze by¢ uwazana za kiepski prekursor, sadzac po procentach przylaczania.
Sa one zdecydowanie nizsze niz dla np. tryptofanu i z pewnoscia nie sa zgodne z N,N
-dimetylotryptaming bedaca biogenetycznie blizej psilocybiny niz tryptofan.

Niemniej jednak, uwzgledniajac inne czynniki, niska procentowos$¢ wtaczalnosci N,N
-dimetylotryptaminy nie czyni jej mato prawdopodobnym produktem posrednim. Jesli poréwnane
zostana "czynniki ostabienia" dla tego sktadnika i dla psylocyny (Expts. Nos. 21,27), widoczne staje
sie, ze psylocyna jest okoto dziesie¢ razy efektywniej witaczana w psilocybine. Ta duza réznica
naprowadzita nas na zbadanie absorpcji réznych prekursoréow z podltoza kultury przez grzyba, z tymi
uderzajacymi réznicami przedstawionymi na Rys. 2. W czasie, w ktorym podano zwiazki oznakowane,
12-15% objetosci kultury byla zajeta przez komorki. Oznacza to, ze N,N-dimetylotryptamina (Rys. 2)
tak naprawde do pewnego stopnia powstrzymywana jest przed wnikaniem do komoérek, gdyz w tym i
dwoch innych eksperymentach w ktéoryms momencie z plynnego podioza zniklo nie wiecej niz 7%
tego oznakowanego materiatu, zazwyczaj duzo mniej. Ta kiepska absorpcja prekursora zostata
potwierdzona niska aktywnoscia obecna w metanolowym wyciagu grzyba.

Jak wykazata TLC, pozostajaca w podtozu aktywnos¢ zastosowanych indoli nie hydroksylowanych,
nadal gltéwnie (nie miej niz 74%) jako sktadniki pierwotnie podane po 44h. Wspdtczynnik pH podtoza
byl, jak mozna sie bylo spodziewac¢, decydujacy dla trwatosci indoli 4-hydroksylowanych.
Wspdtczynnik pH podtoza kultury wynosit na poczatku 5,2 a nastepnie nieco opadt do 4,8-5,0 miedzy
czwartym i dziesiatym dniem, po czym powoli sie zwiekszyt. Oznacza to, jakkolwiek, ze indole
4-hydroksylowane, podczas eksperymentu mialy sensowna stabilnos¢. Tak wiec w podtozu o pH 5,2
psylocyna po 44h pozostata niezmieniona w 63%, lecz szybko zostata zniszczona przy pH powyzej 7.




biosynteza psilocybiny http://www.psilosophy.info/rffuwmcnbbeboakhvchaubgbj

+ N,N-dimetylotryptamina-*H

o DL-tryptofan-"C

& DL-4-OH-tryptofan-*H

a N-metylotryptamina-*H

40
e X 4-OH-tryptamina-*C
il A tryptamina-"C
20 |~ —— e psilocyna-*H
[ J 0 . ! |
0256 26 48 A

Rys. 2. Absorpcja prekursorow z podioza przez P.cubensis. Procent pozostalej w podtozu wprowadzonej radioaktywnosci.

Krzywe na Rys. 2 pokazuja, jak oczekiwano, ze absorpcja jest najgwattowniejsza na poczatku,
osiggajac maksimum po 24h poprzedzajacych powolne (mniej niz 10%) uwalnianie radioaktywnosci z
powrotem do podioza przez nastepne 96h. Jesli do przybliZonego oszacowania klarownosci
prekursorow z medium wykorzystamy punkty z poczatkowych czesci krzywych, otrzymywane sa
nastepujace przyblizone okresy poitrwania dla: psylocyny = 2h, tryptaminy = 8h, tryptofanu = 16h, a
N,N-dimetylotryptaminy ponad 40h.

Powyzsze dane moga sugerowac nastepujaca sekwencje formowania psilocybiny (Rys. 3):
tryptofan - tryptamina — N-metylotryptamina — N,N-dimetylotryptamina — psylocyna — psilocybina.

Doswiadczenia z podwdjnie znakowang N-metylotryptaming i N,N-dimetylotryptaming trwaja by
upewnic sie, ze zwiazki te zostaly przeksztalcone in toto w psilocybine bez wczesniejszej demetylacji.**
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Rys. 3. Mozliwy szlak biosyntezy psilocybiny, jak pokazaly obecne badania.

Dane w Tabeli 1 wskazuja rowniez, ze grzyb moze wykorzystywac kolejny szlak do psilocybiny gdyz
takze 4-hydroksytryptamina jest dobrze wtaczana do psilocybiny. Wtedy grupa hydroksylowa pojawia
sie juz na poziomie tryptaminy tak wiec przed etapami N-metylacji. Mozna zauwazy¢, ze u zwierzat
4-hydroksytryptamina jest najwidoczniej metabolitem 4-hydroksytryptofanu.?'. Gdy
4-hydroksytryptamina zostalta wprowadzona do kultury, prowadzito to okazjonalnie do powstawania
rowniez matych ilosci jednego lub dwoch "psilocybinopodobnych" zwiazkow, ktére prawdopodobnie
byly estrami fosforowymi 4-hydroksytryptaminy i jej N-metylo pochodnej, niedawno wyizolowanej
baeocystyny.*

Wyglada wiec na to, ze Psilocybe cubensis wykorzystuje dwa szlaki psilocybinowe. Dalsze badania z
N-metylo-4-hydroksytryptamina-*C-*H i podwojnie oznakowanych tryptamin jak i doswiadczenia na
"widocznych mediatorow" ktdére sa obecnie w toku® wymagane sa by ukazac czy grzyb normalnie
stosuje wiecej niz jeden szlak od tryptofanu do psilocybiny. Dotychczas jedynie tryptamina i
psylocyna zostaty wyizolowane z grzyba jako "widoczni mediatorzy" tego procesu.

Podziekowania. Badanie to zostalo wsparte przez Swedish Natural Science Research Council.
JestesSmy wdzieczni za pomoc techniczna Panny B. Jerkeman. Psilocybine uprzejmie dostarczyt Dr. A.
Hofmann, Sandoz AG.
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