Uber die Methylierung
des Cytisins in der jungen Goldregenpflanze*

Von

M. Péhm

Aus dem Pharmakognostischen Institut der Universitit Wien
( Bingegangen am 29. Dezember 1958 )

Die Methylierung des Cytisins, die wihrend der Entwicklung
der jungen Goldregenpflanze in den oberirdischen Organen statt-
findet, wird als ,,Entgiftung* gedeutet.

In unseren fritheren Arbeiten Gber die Alkaloide im Goldregen (Cytisus
laburnum, Laburnum anagyroides) konnten wir zeigen, dafl die Methy-
lierung des Cytisins mit meristematischen Vorgdngen parallel verlduft®2.
Nunmehr versuchten wir festzustellen, in welchen Teilen eines Keim-
pflinzchens die Methylierung stattfindet und was diese fiir die Pflanze
bedeutet. Voraussetzung fiir diese Untersuchungen war die Ausarbeitung
einer expeditiven Methode zur mdglichst genauen Bestimmung geringer
Mengen Cytisin' und N-Methyleytisin (s. exper. Teil).

Wir hofften der Losung unserer Probleme néherzukommen, indem
wir das Schicksal des Cytisins in Keimlingen verfolgten, die ohne Cotyle-
donen aus ruhenden Samen herausoperiert worden waren. Zunichst stell-
ten wir fest, daB sich diese ihrer natiirlichen Néhrquelle und des Haupt-
vorrates an Cytisin beraubten Keimlinge in einer geeigneten Néhrlosung
ebenso rasch entwickelten wie vollstindige Pflinzchen aus normal ge-
keimten Samen. Die Ergebnisse unserer Untersuchungen sind in der
Tabelle zusammengestellt.

* Herrn Prof. Dr. Leopold Fuchs zum 60. Geburtstag gewidmet.

1 M. Péhm, Abhandl. Dtsch. Akad. Wiss. Berlin, Kl. f. Chem., Geol. u.
Botan. 1956, Nr. 7, S. 88.

2 M. Péhm, Mh. Chem. 88, 597 (1957).
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‘ 1 Sttick enthiilt

Untersuchtes Material ‘ 1 Cytisin Y:\Ic-%i?i?ly{-
Same g 312 9
Keimling ohne Cotyledonen ‘ 38 0,5
Keimpfidnzchen aus Keimling ohne 24 7
Cotyledonen, 2 Tage alt
Keimpflinzchen (w. o.), 5 Tage
a) Hypocotyl 15 10
b) Wurzel 3 1
Keimpflinzchen (w. 0.), 7 Tage
a) Hypocotyl 12 10,5
b) Wurzel 4 1,5
Keimpflinzchen (w. 0.), 10 Tage
a) Hypocotyl 5,5 i 13
b) Wurzel 6 ‘ 3
Keimpflanzchen (w. 0.), 14 Tage
a) Hypocotyl 3,5 14
b) Wurzel 5 2,5
Keimpflanzchen (w. 0.), 19 Tage
a) Sprol (Hypo- und Epicotyl) 2,5 15
b) Wurzel 4 2
Keimpflinzchen (w. 0.), 4 Wochen
a) Epicotyl mit Blattchen 3 0,05 4
b) Hypocotyl ; 2,2 11
c) Wurzel 3 2
Keimpflinzchen (w. o.), 3 Wochen
0,29, N-Methyleytisin in der
Nahrlosung :
a) Sprofl 15 91
b) Wurzel 18 73
Keimpfiinzehen (w. 0.), 4 Wochen
0,1% Cytisin ab 8. Tag in ;
der Nihrlésung i
a) Hpicotyl | 0,5 4
b) Hypocotyl . 47 1 20
c) Wurzel ot } 4
Keimpflénzchen aus Same, 4 Wochen ! :
a) Epicotyl mit Blittchen ' 0,2 6,1
b) Hypocotyl ; 7 i 18
¢) Cotyledonen (beide zusammen) 48 ‘ 154
7

d) Wurzel ] 16

Man sieht, daf die Methylierung des Cytisins vor allem im Sprofteil,
bei vollstéindigen Pflanzchen in den Cotyledonen vor sich geht. Fine Neu-
bildung von Cytisin in der Wurzel scheint in den ersten Wochen nicht
stattzufinden, denn die Summe der beiden Alkaloide in einem Pflinzchen
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nimmt allméhlich ab. Auch konnten wir in den Wurzelspitzen, sowohl der
Haupt- wie der Nebenwurzeln, bestehend aus Wurzelhaube, Meristem und
anschliefendem Gewebe (bis zum Beginn des diarchen GefiaBbiindels),
keine Alkaloide nachweisen. )

Der Nihrlosung, mit der wir unsere , Keimlinge ohne Cotyledonen'
aufzogen, setzten wir in einigen Versuchsreihen auch Cytisin und N-Me-
thyleytisin in Konzentrationen von 0,01 bis 19, zu. In den Cytisin-Lo-
sungen konnten sich die Keimlinge nicht entwickeln; nur wenn die Keim-
pflinzchen erst spéter in Cytisinldsung ,,umgepflanzt* wurden, konnten
sie gedeihen, und zwar 4 Tage alte Pflinzchen in Cytisin-Konzentrationen
bis 0,02%,, 8 Tage alte bis 0,2%,. Zunichst entwickelten sich diese Plinz-
chen normal, nach einigen Wochen zeigte sich aber eine merkbare Hem-
mung des Wachstums des Epicotyls mit den Blittchen; diese Hemmung
konnte noch deutlicher durch Betupfen mit einer 0,1-proz. Lisung von
Cytisin in Wasser erzielt werden. Das Epicotyl beginnt sich erst dann
rasch zu entwickeln, wenn im Sprof das Cytisin zum gréBten Teil methy-
liert ist (bei vollsténdigen Pflinzchen auch in den Cotyledonen); das Epi-
cotyl enthilt dann fast nur mehr N-Methyleytisin (ebenso wie die Spitzen
der WurzelschéBlinge im April). Die Leistungsfdhigkeit des Sprosses
hinsichtlich der Methylierung des Cytisins scheint aber begrenzt zu sein;
ein Zusatz von Methionin zur Néhrlosung erwies sich als bedeutungslos.

Die Beigabe von N-Methyleytisin zur Nahrlosung hatte auf die Ent-
wicklung der Keimlinge keinen deutlichen EinfluBl, obwohl das reichlich
aufgenommene Alkaloid die Methylierung des vorhandenen Cytisins
hintanzuhalten, vielleicht sogar fiberfliissig zu machen scheint. N-Methyl-
cytisin zeigte bei lokaler Anwendung keine Wirkung auf die Entwicklung
des Epicotyls.

Unsere Untersuchungen fithrten zu dem SchluB, dafl Cytisin gewisse,
die Entwicklung der jungen Goldregenpflanze hemmende Eigenschaften
aufweist, das N-Methyleytisin dagegen nicht; die Methylierung bedeutet
in vorliegendem Fall also eine Art von Entgiftung. Ob dem N-Methyl-
cytisin auch eine aktive Rolle bei den Wachstumsvorgéngen, vielleicht
als Antagonist des Cytisins, zukommt, oder ob es nur physiologisch neu-
tral ist, kann noch nicht entschieden werden.

Experimenteller Teil

a) Néhrlosung: 1 Teil Knopsche Lésung + 4 Teile HsO. In 100 ml
dieser Flussigkeit wurden 1g Glucose und 0,5 g Glycin aufgeldst.

b) Extraktion der Alkaloide: Je 20 entsprechende Teile gleichaltriger
Pflanzchen wurden mit einem Platzchen NaOH und etwas Sand zerrieben.
Die Extraktion dieses Pulvers erfolgte in einem Mikroextraktor mit Chloro-
form. Der Extrakt wurde im Vak. eingedampft und getrocknet.
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¢) Quantitative Bestimmung der Alkaloide: Obiger Trockenextrakt
wird in einer genau gemessenen Menge Chloroform geldst. Ein aliquoter
Teil dieser Losung (10—809%,) wird am Startpunkt eines Papierchromato-
gramms aufgetragen. Die Chromatographie erfolgt wie frither beschrieben?
mit dem System Methyl-isobutylketon : Pyridin : Wasser (2:1:2); das
lufttrockene Chromatogramm wird iiber P20s vollstéindig getrocknet und
von Spuren von Pyridin befreit. Durch Entwickeln eines Kontrollstreifens
mittels dther. Eisenchloridlosung? wird die Lage der Alkaloide am Papier
ermittelt. Die entsprechenden Zonen des Chromatogramms werden 30 Minu-
ten in eine 2-proz. Loésung von Risen(ITI)-chlorid in Ather getaucht,
wobei sich am Papier die Eisenkomplexe der Alkaloide bilden; das iiber-
schiissige Fisenchlorid wird nun mit Ather vollsténdig extrahiert, ohne daB
die Papierstiickchen mit Luft in Beriihrung kommen. Die Eisenkomplexe
werden mit 2-proz. Salzséure zerstért und das Eisen als Berlinerblau (Zeiss-
Pulfrich-Photometer, Filter S 75) bestimmt. Blind- und Testwerte miissen
bei jeder Bestimmung neu ermittelt werden. Diese Arbeitsweise ermoglicht
die Bestimmung von 10y Cytisin oder N-Methylcytisin mit einer Genauig-
keit von 4 59,.

3 M. Pohm und F.Galinovsky, Mh. Chem. 84, 1197 (1953).



