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POLYACETYLENVERBINDUNGEN IN GEWEBEKULTUREN 
VON CENTAUREA RUTHENICA LAM. 

R. JENTE 

Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Technischen Universit;it, Berlin 

(Received in Germuny 26 Februury I91 I : Received in the UK for puhlicutinn 22 Much 197 I) 

Meinem Lehrer Herrn Prof. Dr. F. Bohlmann zum 50. Geburtstag. 

Akstrart-Though polyacetylenic compounds of the types I, II and III can be found in plants of Cenruureu 
ruthmicaLam., thepolyacetylenesIVandXVIexistin tissueculturesofthisplantinverylowconcentrations. 
Feeding experiments with the radioactive precursors V. VII, IX, XIIb verify the structures supposed by 
results of UV-spectroscopy and TLC. Coincidentally, the biogenesis of the acetylene IV from the precursor 
XIIb is proved. There are biogenetic relationships between the polyacetylenes of the plant and of the 
tissue culture. 

Zusammeofasswg- Wahrend in Pflanzen Cenraurea rurhenica Lam. Polyacetylenverbindungen der 
Typen I, II und III vorkommen, lindet man in Gewebekulturen dieser Ptlanze die Polyine IV und XVI 
in sehr geringen Konzentrationen. Fiitterungsversuche mit den radioaktiven Vorstufen V, VII. IX, XIIb 
bestatigen die durch UV-Messung und Diinnschichtchromatographie vermuteten Strukturen. Gleichzeitig 
wird dabei die Biogenese von Verbindung IV aus XIlb bewiesen. Es bestehen biogenetische Baiehungen 
zwischen den Polyacetylenverbindungen in der Ptlanze und der Gewebekultur. 

IN ANGIOSPERMEN, vor allem in den Familien Compositae und Umbelliferae. sind 
Polyacetylenverbindungen weit verbreitet. l4 doch kommen sie such in niederen 
Pflanzen. insbesondere Basidiomyceten-Arten. vor.lp4 Es war nun naheliegend zu 
untersuchen, in welchem Ausmass Gewebekulturen aus hiiheren Pflanzen zur 
Polyinbildung befahigt sind. 

Eine an Polyin-Inhaltsstoffen reiche Pflanze stellt Centaurea mthenica Lam. aus der 
Tribus Cynareae dar. s*6 In den Wurzeln kommen als Hauptpolyine Verbindungen 
vom Typ I in einer Konzentration bis zu nahezu 05% des Frischgewichtes vor. 
daneben Verbindungen vom Typ II. In den oberirdischen Teilen ist die Konzentration 
an Acetylenverbindungen eine Zehnerpotenz get-urger; man findet dort neben 
Verbindungen vom Typ I die analogen Tetrainen-Derivate vom Typ III. 

H,C-CH=CH_(C~),-CH=CH-CH-CH, 

I I 
R R’ 

I: R =CI:OAc:OH 
‘R’ = OAc. OH 

H,C-CH=CH-(C=L),-fCH=CH),-CH-CH, 

I I 
R R’ 

II: R=R’=OH 
R = R’ = OAc 
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H$-(C=C),, CH=CH-CH-CH, 

I I 
R R’ 

III: R = Cl 
R’ = OAc oder OH 

Sowohl von den Blslttern als such von den Wurzeln liessen sich auf Agamahrbiiden’ 
Gewebekulturen gewinnen und fortpflanzen. Es sind zwei verschiedene Kultur- 
bedingungen eingehalten worden : Wachstum im Licht-Dunkel-Wechsel(l2 : 12 Stdn.) 
bei Raumtemperatur und Wachstum unter Lichtausschluss bei 25”. 

Wihrend in den Atherextrakten der oberirdischen Teile und der Wurzeln von 
Centaurea ruthmica die Polyine aufgrund ihrer charakteristischen, emplindlichen 
UV-Spektren’ erkennbar sind, zeigt der Atherextrakt vom Kallus allgemein kein 
Polyin-Spektrum. Erst nach chromatographischer Aufirennung des Extraktes von 
Licht-Dunkel-Kallus auf einer ptiparativen Dtlnnschichtplatte und Eluieren weisen 
zwei Zonen UV-Spektren mit charakteristischen Polyin-Maxima auf. Erstaunlicher- 
weise lindet man nicht das erwartete En-triin-en-Spektrum var. sondem den Triin- 
dien-Chromophor.’ 

Wegen der sehr geringen Menge dieser nattirlichen Polyacetylenverbindungen 
(Konzentration im Normalkallus maximal 5.10~‘“/, des Frischgewichtes) ist eine 
Strukturaulklirung durch NMR-. IR- und Massenspektroskopie nicht durchftihrbar. 
Die Strukturen kiinnen durch diinnschichtchromatographischen Vergleich mit 
entsprechenden Testsubstanzen zunlchst wahrscheinlich gemacht werden. Danach 
hat die weniger polare Substanz den gleichen R,-Wert wie der Alkohol XVI, die 
starker polare wie das Diol IVb, welches durch UV-Bestrahlung aus IVa erhaltlich 
ist. IVa lasst sich tiber die Wittig-Reaktion synthetisieren.**’ 

H,C-(C=C)3-CH=CH~H=CH-CH-CH, 
t 

IVii I 

t I I 
h-v 

OH OH 

H,C--(C=J,4IH=CH-CH=CH-CH-CH,-CH, 
C t I I 

OH OH 

IVb 

IVa’* ” und XVI’,” sind wiederholt aus Pflanzen der Tribus Cynareae isoliert 
worden, doch kommen sie stets in geringer Konzentration vor. 

Bisher ist es noch nicht gelungen, aus den Gewebekulturen, die unter Ausschluss 
von Licht feztichtet wurden, ohne weitere Behandlung Polyine zu isolieren. Werden 
jedoch diese Kulturen nach einer vierwtichigen Dunkelperiode ftir cu. sechs Wochen 
dem Tageslicht ausgesetzt, enthalten such sie die beiden Triindien-Verbindungen. 
Kein Unterschied ist festzustellen zwischen Gewebekulturen aus Blatt und Wurzel. 

Zum Beweis der vermuteten Strukturen sind verschiedene, aus dem Biogenese- 
Schema ftir diese Polyine i2* i3 bekannte radioaktiv markierte Vorstufen als Emulsion 
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dem Kallus unter sterilen Bedingungen verabreicht und danach die Polyine 
dtinnschichtchromatographisch aufgetrennt worden. XVI wird mit entsprechendem 
inaktivem Naturstoff verdiinnt und bis zur konstanten spezif. Aktivitiit kristallisiert. 

Die Radioaktivitat im Diol IV lslsst sich dadurch zeigen, dass zunlchst nach 
Zugabe von Tragermaterial IVa und IVb mit UV-Licht bestrahlt wird. Nach 
d~nnschichtchromato~aphischer Trennung der Isomeren lhst sich nun die trurrs. 
trans-Verbindung IVa bis zur konstanten spezif. Aktivitit kristallisieren. Durch diese 
Methode erfasst man jedoch nur einen Teil der Gesamtaktivitiit im Diol IV. 

Die Fiitterungsversuche sind in Tab. 1 zusammengestellt. Obgleich bei den 
Versuchen die Bedingungen variierten, ist doch ein deutlicher Anstiegder Einbauraten 
von Vet-such 1 zu Versuch 6 zu erkennen, wie es nach dem Biogenesc-Schema 
(Schema 1) zu erwarten ist. Zum Unterschied zu Vet-such 5 wurde bei Versuch 6 
Kallus verwendet. der nur unter Ausschluss von Licht gewachsen war. Die spezif. 
Aktivitat vom [2,3-3H,] XIIb ist nur geringfiigig h&her als die spezif. Aktivitliten der 
isolierten Verbindungen XVI und XIV. Das kiinnte derart gedeutet werden, dass 
unter diesen Bedingungen der Kallus kaum in der Lage ist, Polyin-Systeme aufzubauen. 
Dagegen geht die Oxydation der reaktiven Methylen~up~ und gleichzeitige 
Umlagerung zu XIV und die anschliessende Wasserabspaltung praktisch unver- 
mindert weiter. Die Oxydation von XVI zu IV geht offensichtlich langsam vor sich. 
In Versuch 5 und 6 kann das Diol IV nicht gefunden werden. Was~rabspaltung und 
Oxydation am C3 zum Diol IV halten in Versuch 5 und 6 mit dem Angebot an 
unmittelbarer Vorstufe nicht Schritt, so dass als Hauptverbindung XIV entsteht, ein 
Naturstoff, der ebenfalls in ~ntaurea-Arten vorkommt. 1 ’ 1st dagegen die eingef~tte~e 
Vorstufe im Biogenese-Schema weiter vorstehend, werden lediglich wieder die 
beiden Triindien-Verbindungen gefunden, die dann allerdings in hiiheren 
Kon~ntrationen als im Kallus unter Normal~dingungen vorliegen, sofern eine 
biologische Vorstufe mit vorgebildetem TrimAnteil verabreicht wird. 

Da sichergestellt ist. dass im Diol XIV eine trans-Doppelbindung vorliegt. ist zu 
vermuten. dass es sich beim Kallus-Produkt IV urn das Isomere Tetradecadien- 
(4c.6t)-triin-@.lO.l2)diol-(1.3) handelt, was im Einklang steht zur schwereren 
Isomerisierbarkeit als Verbindung IVb. Gleichzeitig wird bci diesen Versuchen die 
biogenetische Umwandlung von XIIb in IV bewiesen. 

Als wahrscheinlicher Biogeneseweg fir die Polyine der Pflanze und der 
Gewebekultur kann der folgende angenommen werden, wobei jedoch die Reihenfolge 
der einzelnen Schritte evtl. such vertauscht werden miisste (Schema 1). Das Schema 
1Hsst erkennen, dass die Polyine der Gewebekultur von Centaurea ruthenica Lam. in 
biogenetischer Beziehung zu den Polyinen der Pflanze stehen. 

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE 

Die UV-Spektren wurden in &her mit dem Beckman-R~ording-S~ktrophotomet~ DK 1 und das 
NMR-Spektrum wurde mit dem Varian HA 100 mit TMS als innerem Standard aufgenommen. Die 
Schmelzpunkte hestimmte man mit dem Leitz-Heiztischmikroskop. Die Aktivitltsbestimmungen fiihrte 
man im Beckman-Fliissigkeitsszintillationsspektrometer aus. Fiir die Diinnschichtchromatographien 
verwandte man SiO,HF 254, fir ptiparative Zwecke in einer Schichtdicke von 05 mm. Die Synthesen 
der radioaktiven Verbindungen sind in vorhergehenden Publikationen beschrieben (s. Tab. 1). 
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%XEMA 1. BIOGEN~~SCHE BEZIEHUNGEN ZWISCHEN DEN ,T,LYACETYLEN”ERBIND,,N~EN DER PFI_ANZE “ND 

DER GEWEBEKULTUR 

H,C+CH,);<H=CHqCH,)i-CO,R 
-1HJ 

-+ R ,-(C=C),-CH, -CH=CH (CH,),--C02R 

VIII: R, = H,C-CH==CH 

IX: R, = H,C-C=C 

X 

I c 
Rd. 

R,-(C=C),-CH,-CH=CH -(CH,), CH,OR, Xl: R, = H,C-CH=CH; R, = H 

I 
701 

Xlla: R, = H,C<=C; R, = H 

XIIb: R, = H,C-C=C; R, = AC 

R,--(C=C),<H=CH-CH-(CHz),-CHzOH 

t 

I’ 

XIII: R, = H,C-CH==CH 
OH XIV: R, = H#<=C 
-H,O 

R,-jC=C),-CH=Cti-CH=CH-(CH,),-CH,OH XV: R, = H,C<H=CH 

-IJ$/ t 

[R,-(C=C),-CH=CH-(CH2)L_CH20H] 

,lo~ xv-R, = H&--C= (Gewebekultur) 

xx 

R,--CH=CH-CH==CH, 
XXI: R3 = H,C -CH=CH--(Cs)3 ---- I (Wurzel. Spross) 

XXII: R, = H,C<H=CH+C=QCH==CH---, II (Wmzel) 

XXIII: R, = H,C-_(C=C), ----HI (Spross) 

Annrcht und Fortpjlnnzwg der Gewebekulturen.* BlattstGckchen von Centaurea ruthenica Lam. wurden 
mit Leitungswasser gespiilt. 5 Min. mit NatriumhypochloritlBsung (cu 1.5% freies Chlor) unter Zusatz 

von 1 Tropfen Teepol behandelt und mit sterilem Wasser gewaschen. Die so vorbehandeltm Blattstiickchen 

wurdm mehrmals eingeschnitten und auf dm Agarnlihrbodm’ gel*. Entsprechend wurden ca 2 mm 

dicke Wurzelquerschnitte. von denen die Aussenschicht entfernt worden war. behandelt. Nach erfolgter 

* Herm Dr. S. K6hn sei fiir die Anzucht der Gewebekulturen gedankt : Herrn Prof. A. T. James (Unikver 

Research Laboratory. Colworth House. Shambrook) danke ich fiir die Freundlichkeit. mir in seiner 

Abteilung eincn Einblick in die Gewebekultur-Technik gewHhrt zu haben. 
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Kallusbildung wurde das Gewebe auf Schriigagar in weiten Reagenxglrisem kultiviert. Es wurde “Medium 
A” (ohne Reibsaft) nach Kohlenbach verwandt Die Licht-Dunked-W~h~l-Kulturen (12: 12 Stdn.) 
wurden bei Raumtemp. mit Osram-L-Rbhren (65 W/31 R) bestrahlt. Dunkelkulturen wuchsen im 
Brutschrank bei 25”. 

Durchj&ruag der Inkubatiomn (ollgemeine Arbeitsvorsckrift). Die praktisch wasserunliislichen 
Verbindungen V. VII. IX. XIIb. die mit i4C oder Tritium markiert ware- wurden unter Zuhilfenahme von 
Saccharose-monostearat (I mg/IOO ml) in bidestilliertem Wasser emulgiert, dazu gab man die gleiche 
Fliissigkeitsmenge doppeltkonzentriertes Nihrmedium (“Medium A”’ ohne Agar und Reibsaft) und 
autoklavierte 5 Min. bei 115”. Die inku~tionen erfolgten bei Raumlicht und Raumtemp. unter 
wiederholtem Umschiitteln. 

Aufarbeitung der inkubierten Gewebekulturen auf Polyine (allgemeine Arbeitsvorschrift). Die Versuchs- 
an&Itze wurden nach beendeter Inkubation durch MuII fdtriert. Der Kallus wurde zutichst durch 24stdg 
Stehenlassen in Ather bei 2’ extrahiert (= iitherextrakt). dann unter Zusatz von Methanol in einem 
Miirser zerrieben und 2 Stdn. bei - 20” aufbewahrt. Der Brei wurde filtriert und der methanol&he Extrakt 
nach Zusatz von Wasser mit &her grfmdlich ausgeschhttelt. Man vereinigte die Atherphasen mit dem 
zuerst gewonnenen Atherextrakt und destillierte den &her i. Vak. ab. Der Riickstand wurde in c(t 2 ml 
Methanol gel&t und I Stde. bei - 20” aulbewahrt. Nach Abzentrifugieren der ausgeflockten Stoffe wurde 
der klare. methanolische Uberstand eingedampft (i. Vak.), der RtIckstand wieder in &her gel&t und auf 
einer praparativen Minnschichtplatte aufgetragen. Nach xweimaligem Entwickeln (&her: Petrolilther, 
1:4 und 4: I) wurden die im UV-Licht erkennbaren Zonen mit &her extrahiert und auf ihre UV-Spektren 
untersucht.’ Proben der Zonen mit den UV-Maxima 348,325, 305 nm und 328, 307,289 nm wurden mit 
XVI. IV bzw. XIV als Testsubstanxen auf analytischen Dlinnschichtplatten auf gleiche Wanderungsge- 
schwindigkeit tiberpriift; Laufmittel :~ther~etro~th~ (I : 1) fur XVI und ather fiir die Diole IV und XIV. 
Durch die spektroskopischen Messungen ergaben sich die Mengen von XVI, IV und XIV. 

Bestimmung der Radioakziuitiit (allgemeine Arbeitsvorschrift). XVI : Ein Teil der Gesamtmenge wurde mit 
5-10 mg inaktivem XVI definiert verdiinnt und bii zur konstanten spezif. Akt. abwechselnd ilber Kohle 
filtriert und kristaltisiert. Teilweise iiberprtifte man das bereits aktivitatskonstante Material durch emeute 
Dilnnschichtchromatogphie. Eluieren und Kristallisieren. Schmp. I04”.‘b IV: Zu einem TeiI des DioIs 
wurden ca 0.5 mg inaktives, synthetisches IVas*9 und co 05 mg inaktives IVb als Trrigermaterial gegeben. 
Anschliessend bestrahlte man in 20 ml Ather 30 Min. mit UV-Licht und trennte danach das Dial IVa aus 
dem Isomerengemisch dihmschichtchromatographisch ab. Der bei diesen Operationen entstandene Verlust 
an IVa (in der RegeI60% Ausb.) wurde hei der Berechnung der Gesamtakt, bertlcksichtigt. Man verdiinnte 
emeut mit 10-20 mg inaktivem synthetis~hem Material und reinigte wie fir XVI beschrieben bis zur 
konstanten spezif. Akt. Schmp. 97-99”.9 XIV: Analog der Methode ftIr XVI beschrieben wurde mit co 
10 mg inaktivem. synthetixhem XIV” verdfinnt und die spedf. Akt. bestimmt. Schmp. 103”.” 

Versuche 
Versuch 1. Fiitterungsemulsion 50 ml; Inkubationszeit 39 Stdn.; Spezif. Akt.: [9,10-‘H,] V 8.10” 

tpm/mMoI/verdtInnte IVa 299.10’ tpm/mMoI. 
Verrrrrh 2. F~tte~n~emulsion 65 ml; Inkubations~it 48 Stdn.; Spezit Akt.: [P,IO-‘H,] V X~lO’* 

tpm/mMoI; verdilnntes XVI 6.6.10s tpm/mMoi; unverdnnntes XVI (ber.) 60. IO’* tpm/mMoI; verdiinn- 
tes IVa 1.34. I@ tpm/mMoI. 

Versuch 3. FfItterungsemulsion 55 ml; Inkubationszeit 87 Stdn.; Spezif. Akt.: [IS-‘*C] VIl 7.1. IO9 
tpmlmMo1; verdtinntes XVI 7.28’ lo5 tpm/mMoI; unverdilnntes XVI (ber.) 3.9.109 tpm,‘mMol. 

Versuch 4. Ftltterungsemulsion 33 ml; Inkubationszeit 20 Stdn.; Spezif. Akt.: [16-‘*Cl IX 7.39.10s 
tpm/mMoI; verdnnntes XVI 4.43. IOs tpm/mMoI; unverdilnntes XVI (ber.)2+ 10s tpm/mMol; verdunntes 
IVa 6.4*tpm/mMol. 

Versuch 5. Ffittemngsemulsion 75 ml; Inkubationszeit 144 Stdn.; Spezif. Akt.: [2,3-‘El,] XIlb 2.2.10’ 
tpm/mMol; verdunntes XVI 2.2. lo6 tpm/mMoI; unverdunntes XVI (her.) 1.04. 10r’tpm/mMoI; verdfinntes 
XIV 1.3*10’ tpm/mMol; unverd&rntes XIV (ber.) 154+tpm/mMol. 

Versuck 6. F~tterun~muls~on 45 ml; Inkubationszeit 72 Stdn.; Spezif. Akt.: [2,3-‘H,] XIIb l-6. lo9 
tpm/mMoI; verdiinntes XVI 49~1O’tpm/mMoI; unverdtinntes XVI (ber.) 1.3. IO9 tpm/mMoI; verdiinntes 
XIV 2.24.10s tpm/mMoI; unverdtinntes XIV (her.) 1x57. lo9 tpm/mMoI. 

5~stell~~ am ~tr~ecud~n~4t.~~tri~~8.10.12~~2~1.3) (IVb) uus IVa IVas** (250 mg) in 50 ml 
bither wurde I Stde. mit UV-Licht bestrahlt. Danach erfolgte dtinnschichtchromatographische 
Auftrennungdes Reaktionsgemisches(entwickeIn zweimal injCther/PetroI&her4: 1). Daszurtlckgewonnene 
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starker polare lsomere IVa wurde emeut in 30 ml Ather 45 Mm. bestrahlt. Nach abermaliger dilnnschicht- 
chromatographischer Trennung erhielt man insgesamt 55 mg IVb, Ausb. 22%. IVb konnte nicht kristallin 
erhalten werden. 
NMR (in CDCI,): 

a b c d e f g h 

H,C+C=Q-CH=CH-CH=CH<H-CH,-OH 
C t I 

OH 

‘H s 78M) 
‘H d 4.55 (J = 10 Hz) 
‘H dd 344(J = IO + IO) 
“H dd 3.22(J = I5 + 10) 

‘H dd 41)2(J = 15 + 5.5) 
‘H q 5.48(J = 5.5) 
OH m 8.18 
‘H t 6.14(J = 5.5) 
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