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Abstract-Callus cultures from cotyledons of Cussia angustifoliu were shown to contain dianthrones. Proof 
of their structures was obtained by co-chromatography (TLC), oxidative cleavage and UV analysis. The 
basic components chrysophanol, physcion, rheum emodm, aloe emodin and rhein have been isolated and 
identified by UV and IR analysis. 

Zuaammenfassung-In Kalluskulturen aus den Keimbllttern von C’ussiu angustifolia wurden Dianthrone 
nachgewiesen und durch Cochromatographie, oxidative Spaltung und UV-Spektroskopie identtfiziert. Die 
am Aufbau des Inhaltsstoff-Spektrums beteihgten Anthrachmone Chrysophanol, Physcion, Rheumemodin, 
Aloeemodin und Rhem wurden isohert und ihre Identitat durch UV- und IR-Spektroskopie abgesichert. 

EINLEITUNG 

SEIT einigen Jahren werden in steigendem MaDe Kalluskulturen aus Arzneipflanzen 
angelegt, urn die Voraussetzungen fur eine mijgliche in vitro-Produktion pharmazeutisch 
wichtiger pflanzlicher Stoffwechselprodukte zu erarbeiten.ls2 In diesem Sinne wurden in 
unserem Institut Kalluskulturen aus den Keimblattern von Cussiu angustzfilia Vahl isoliert. 
Nach oxidativer Hydrolyse konnten wir darin die Anthrachinone Chrysophanol, Physcion, 
Rheumemodin, Aloeemodin, und Rhein dc nachweisen3 und damit gleichzeitig mit Furuya 
und Kojlma4 erstmalig i.iber das Auftreten von Anthracen-Derivaten in Kalluskulturen 
berichten. An dieser Stelle sollen die Ergebnisse der detaillierten chemischen Analyse folgen. 

Grundverbindungen 

ERGEBNISSE 

Die bereits dc nachgewiesenen Grundverbindungen Chrysophanol, Physcion, Rheum- 
emodin, Aloeemodin und Rhein3 wurden aus einem oxidativ hydrolysierten Gesamt- 
extrakt durch praparative DC isoliert und ihre Identitat durch UV- und IR-Spektroskopie 
abgesichert. Nach saurer Hydrolyse eines Gesamtextraktes wurde neben einem Gemisch 
oxidierter und reduzierter Anthracen-Aglykone Glucose als Zuckerkomponente dc nachge- 
wiesen. 

* Teil der Dissertation S. Baier, Mtinster (1971). 

1 REINHARD, E. (1967) DAZ 107, 1201. 
z BECKER, H. (1969) Mitt. Dtsch. Pharmaz Ges. 39, 273. 
3 BAIER, S. und FRIEDRICH, H. (1970) Naturwissenschuften 57, 548. 
4 FIJRUYA, T. und KOJIMA, H. (1971) Phytochemistry 10, 1607. 
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Dianthron-glucoside 

Die Glucoside wurden aus einem Gesamtextrakt mit Ather ausgefallt,5 der besonders 
interessierende Dianthron-Komplex durch Saulenchromatographie an Sephadex LH20 
abgetrennt6 und nach saurer Hydrolyse untersucht. 

Die Identifizierung der Emzelverbindungen erfolgte dc durch Cochromatographie mu 
partialsynthetisch hergestellten Vergleichssubstanzen, durch den dc Nachweis der Spalt- 
produkte nach der oxidativen Spaltung7 und durch UV-Spektroskopie.8sg Die Ergebnisse 
sind in Tabelle 1 zusammengestellt. 

TABELLE 1. DIANTHRONE IN KALLUSKULTUREN AUS SENNA 

Chrysophanol-Anthron 
Chrysophanol-Dmnthron 
Pahmdin D 
Rheldin B 
Palmldm C 
Senmdme A + B 
Palmldm B 
Rheldm A 
Senmdrne C + D 
Rheumemodln-Dlanthron 
Palmldm A 
a-Aloeemodm-Dlanthron 
8-Aloeemodm-Dlanthron 

R,-Werte 
Lau$:lttel Lauflmttel 

2t Oxldatmnsprodukte 

> 0.94 0,92 Chrysophanol Chrysophanol 
Chrysophanol + Phywon 

0,84 Chrysophanol + Rhem 
0,72 
0.70 

t%&ophanol + Rheumemodin 

0.61 Chrysophanol + Aloeemodm 
0,48 Rhem + Rheumemodm 
0.38 Rhem + AJoeemodm 
0.33 Rheumemodm 
0,20 Rheumemodln + Aloeemodm 
0,14 Aloeemodm 
0,lO Aloeemodm 

UV-Absorptlonsmaxima (nm) 

258 292 356 
270 365 
272 362 
270 372 
272 362 
270 37s 
270 362 
270 371 
270 370 
277 365 
277 363 
270 365 
270 365 

* Benzol/Eisesslg (100%) (4: I), Sorbens: Kleselgel G akt.“’ 
-t Petrolather (4~60”)/;ithylformiat/Amewnsaure (90:4: 1); Sorbens: Kieselgel G/Kteselgur G (1 6) ‘I 

Von den nachgewiesenen Verbindungen waren die Derivate des Chrysophanols mengen- 
maBig am starksten vertreten. Die Rheinderivate konnten hingegen nur nach dem Auftragen 
groljerer Extraktmengen eindeutig lokalisiert und identifiziert werden. Fur das Vorkommen 
weiterer Derivate des Physcions neben Palmidin D wurden keine Anhaltspunkte gewonnen. 
Das auf den Chromatogrammen nachgewiesene Chrysophanol-Anthron diirfte be1 der 
Aufarbeitung der Dianthrone entstanden sein und ist demzufolge als Abbauprodukt 
anzusehen. 

Aglucone 

Die Untersuchung der Aglucone, die bei der Gewinnung der Glucoside abgetrennt 
wurden, ergab ein mit den Ergebnissen der Analyse der Glucoside im wesentlichen iiberein- 
stimmendes Bild. Neben den Anthrachinonen Chrysophanol, Physcion, Rheumemodin, 
Aloeemodin und Rhein liegen sich Chrysophanol-Anthron sowie die von Chrysophanol, 
Rheumemodin und Aloeemodin abgeleiteten Dianthrone abtrennen. Es waren dies die 
Iso-Dianthrone des Chrysophanols und Rheumemodins, die Palmidine B, C und D, Rheidm 
A sowie vermutlich Palmidin A und die beiden Iso-Dianthrone des Aloeemodins. Die 
letztgenannten, im unteren R,-Bereich hegenden Verbindungen wurden jedoch durch eine 
intensiv gelbbraun gefarbte Zone teilweise tiberlagert, so da13 ihr Nachweis gestiirt wurde 

s MICHAUD, M. J. (1967) Bull Sot. Pharm Bordeaux 106, 13.5. 
6 ZWAVING, J. H (1968) J. Chromatog. 35, 562. 
7 STOLL, A., BECKER, B. und KUBMAUL, W. (1949) Helv. Chrm. Acta 32,1892. 
’ AUTERHOFF, H. und SCHERFF, F C (1960) Arch. Pharm. 293, 918. 
9 MOES, A. (1964) J. Pharmac. Belg. 19, 173. 

lo FRIEDRICH, H. und BAIER, S. (1973) Planta Med 23, 24. 
” LABADIE, R. P. (1971) Dwertatlon, Leiden. 
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und ihre Identifizierung demzufolge unsicher ist. Die im oberen Rf-Bereich liegenden Ver- 
bindungen wurden durch oxidative Spaltung’ sowie durch Cochromatographie identi- 
fiziert. Mit Ausnahme von Rheidin B wurden weitere Rhein-Derivate nicht gefunden. 

Gehaltsbestimmung undpharmakologische Priijiing 

Der Gesamtgehalt der Kallusgewebe an Anthracen-Derivaten wurde photometrisch nach 
DAB 7 DDR bestimmt. Die gefundenen Werte lagen im Mittel bei 0,4x und damit bei 
etwa einem Viertel von denen guter Handelsware. Damit stehen die Ergebnisse der phar- 
makologischen Priifung an Ratten in Ubereinstimmung: In 4-fach hiiherer Konzentration 
als die Handelsdroge verabfolgt, zeitigten die Kallusgewebe an den Versuchstieren eine nur 
wenig schwachere Abfiihrwirkung. 

DISKUSSION 

Die Untersuchung zeigte, da13 das Inhaltsstoff-Spektrum der Kallusgewebe nur z.T. mit 
dem der Sennesblgtter des Handels identisch ist und qualitativ wesentliche Unterschiede 
gegeniiber diesem aufweist. AufRallig ist vor allem der geringe Gehalt an Sennosiden. Man 
mul3 jedoch berticksichtigen, da13 die Kulturen aus Kotyledonen angelegt wurden und eine 
vollige ffbereinstimmung ihres Inhaltsstoff-Spektrums mit dem ausgewachsener Pflanzen 
von vornherein kaum zu erwarten war.12 Entgegen den Beobachtungen anderer Autoren, 
da13 Kallusgewebe haufig andere Inhaltsstoffe bilden als die Mutterpflanze,l zeigte die 
Untersuchung aber such, da13 die gleichen Grundverbindungen am Aufbau des Inhaltsstoff- 
Spektrums in Keimblatt und Kallus beteiligt sind. Insbesondere lie13 sich das in den Keim- 
blattern nachgewiesene Physcion’O such aus dem Kallusgewebe isolieren. 

Ob sich bei den Kulturen die Befahigung zur Synthese dieser Verbindungen such weiter 
erhalten wird, miissen kiinftige Untersuchungen zeigen. Die genetische Instabilitat von 
Kallusgeweben, die sich teilweise in Anderungen ihrer Wuchsform ;iuBern kann, sowie der 
EinfluB nicht-genetischer Faktoren, etwa der Kulturbedingungen, kijnnten moglicherweise 
den Verlust bestimmter Syntheseleistungen oder such Verschiebungen innerhalb des 
Stoffwechsels bedmgen.1*13”4 Inwieweit sich nun in den Kallusgeweben Synthese und 
Akkumulation der Anthracen-Derivate, z.B. durch Wuchsstoffgaben, steuern lassen,’ mu13 
sich jedoch aus weiteren Untersuchungen ergeben. Erste Versuche zeigten indessen, da13 
von einer modifizierten Zusammensetzung des Nahrbodens und verlnderten physikalischen 
Kulturbedingungen zumindest keine qualitativen Vergnderungen im Inhaltsstoff-Spektrum 
der Kulturen zu erwarten sind. 

EXPERIMENTELLES 

Pflanzenmaterial und KaIIuskuItur. Dre an den Kotyledonen steriler Keimpflanzen von Cassia angustifotia 
Vahl induzierten Kallusgewebe wurden auf einem Nahrboden aus Mmeralsalzen nach Murashige und 
Skoog, r5 Vitaminen nach Remert und White,r6 Aminosiiuren nach Koblitz,17 Kokosmilch (15 ‘A), Sac- 
charose (4x), Agar (1 ‘A) sowie 4,0 mg/l2,4-D und 0,05 mg/l Kmetm in 3-4wdchigen Passagen 1 Jahr lang 
im Licht (Bestrahlung mit lOO-W-Birnen im 12-h-Rhythmus) und bei 30” kultrviert.‘8~‘9 Fur die chemische 
Analyse wurden die Gewebe 2 Tage bei 50” unter Frrschluftzufuhr getrocknet, anschliegend fein gepulvert. 

I2 FAIRBAIRN, J. W. und SHRESTHA, A. B. (1967) Phytochemistry 6, 1203. 
I3 REINERT. J. (1965) Ber. Dtsch. Bot. Ges. 78, 1. 
r4 REINERT; J. (1968) Naturwissenschaften 55, i70. 
I5 MURASHIGE, T. und SKOOG, F. (1962) Physiol. Plant. 15,473. 
I6 REINERT, J. und WHITE, PH. R. (1956) Physiol. Plant. 9, 177. 
I7 KOBLITZ, H (1967) Qual. Plantar. 14, 70. 
IS BAIER, S. (1971) Drssertation, Munster. 
I9 FRIEDRICH, H. und BAIER, S. (1973) 2. Pflanzenphysiool. 69, 168. 
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Extraktzon und Aufbereztung der Extrakte. Zur Gewinnung der Dlanthrone wurden 20,O g Gewebe mit 
4 x 200 ml MeOH jeweils 10 Mm rnlt emem SchnellrtihrgerBt extrahlert. Nach Abzentrlfugieren wurden 
die Ldsungen verem$ und bei 30” unter vermmdertem Druck auf 100 ml eingeengt. Daraus wurden.durch 
Zugabe von 600 ml Ather (peroxldfrel) die Glucoside ausgefallt und sofort gefriergetrocknet Die Ather- 
iosung enthaR die Agrucone. 0,5g des Giucosldmederschlages wurden auf eme Sephadex LHZO Sauk 
gebracht (Saule 40 x 650 mm, beschlckt mlt 60 g Sephadex m 300 ml 70% MeOH) und mit 70% MeOH 
eluiert. Die ersten 4 Zonen (150ml) wurden zusammen aufgefangen und bei 30°C unter vermmdertem 
Druck zur Trockne emgedampft Der Ruckstand wlrd mit 200 ml 2,5 “/, HzSO, 15 Mm. Irn Wasserbad 
hydrolyslert und die Losung nach dem AbPuhIen mit J x XRJ ml &her (peroxldfi’eij extrahlert. Die waBrrlge 
Phase wurde dc auf Zucker untersucht, die Atherlosungen veremlgt, durch Ausschtitteln mlt 400 ml 0,05 M 
Boraxlosung” und 400 ml Boratpuffer (pH 7,36),‘* m drew Fraktlonen aufgetrennt, die nach Ansauern und 
erneuter Atherextraktlon dc untersucht wurden. 

Dunnschzchtchromatographie. Anthrachznone. Laufmittel: Petrolather (4&60”)-EtOAc-HOAc (45: 5: 3);” 
Sorbens. Kleselgel G; Detektion : KOH (5 %, methanohsch) Dzonthron-Aglucone. (1) Laufmlttel: Benzol- 
HOAc (4: 1) *’ Sorbens: Kieselgel G; die Platten mussen unmlttelbar vor dem Auftragen der Substanzen 
durch 30 M;n. Erhitzen auf 120” aktlvlert werden! Detektlon: Pyrldu-MeOH (1 .l) I1 (2) Laufmlttel . 
Petrolather (40-60”)-HCO*Et-HC02H (90.4: 1). .I1 Sorbens. Kleselgel G/Kleselgur G (1 .6), Detektlon. 
Pyrldm-MeOH (I : I) Zuckev (1) Laufmittel. EtOAc-Pyrldrn-Hi0 (12.5.6Ez2 Sorbens. Cellulose, 
Detektlon: Amlmohthalat. (2) Laufmlttel’ MeCN-CS,-H,O (17:l .2).23 Sorbens: Kleselgel G (4 x 
entwickeln); Detektlon : An&phthalat. Die Herstellung der bergle&substanzen erfolgte nach‘ den 
bekannten Verfahren 8,11*24 

Pharmakologixhe Untersuchung. Die abfuhrende Wlrkung der Kallusgewebe wurde nach der Methode 
von Louz5 mit der Handelsdroge verghchen Verwendet wurden mannhche Albmo-Ratten (Gewicht 
400-450 g), denen die Drogen m wal3rlger Aufschwemmung mlt der Schlundsonde oral verabrelcht wurden. 
Danach wurden die Tiere fur 16 hr unter Beobachtung gestellt. Wahrend der Versuchsdauer bekamen sle 
Futter und Wasser ad hb. 

Anerkennzzgen-Die pharmakologische Prufung der Kallusgewebe wurde von Herrn Dr. S Magda, 
Pharmakologlsche Abteilung der Fa. Roha-Werk, Bremen, durchgefiihrt. Wlr danken Herrn Dr. Magda 
such an dieser Stelle sehr herzhch fur seine Hilfsbereitschaft. Herrn Dr. W. Pllarczvk fur die Genehmlaunn 
zur Durchfuhrung der Versuche. Wlr danken der Fa. Roha-Werk, Bremen, fur die finanzielle Unterstut&g 
dleser Arbert 

” LEMLI, J., DEQKJEKER, R. und CUVEELE, J. (1964) Planta med. 12, 107 
21 LEMLI J , DEQUEKER, R. und CUVEELE, J. (1964) Pharmac Weekblad 99,589. 
” SHELL~RD, E J und JOLLIFFE, G. H (1969) J Chromatog. 40,458 
23 WIELE, H. und HORAK, E. (1970) J. Chronzatog. 47, 527. 
24 K~VGET, R. (1967) Planta Med. 15, 233 
” LOU, T. C (1949) J Pharm Pharmacol. 1, 673. 


