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macrocyclic ring show a lower ID 50 (1xX10-8m and 3 x 10-8wm, respectively) than T-2 toxin
(6x10-8m). These findings clearly demonstrated, as already reported,® that the inhibitory
potency depends on a chemical nature, especially, on lipophylicity of side chains in the tri-
-chothecenes. ‘
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Uber die Cumarine der Boennmghausema Jjaponica (SieB.) Naxar

Mitsuet KOZM Kimvive BAsa, MasarumI Minpati,
Harumr Ngpta und Kivosu HAaTa

Osaka Phaymazeutische HochschuleV)

(Eingegangen am 29, Mai 1974)

Aus Rutazeen sind bisher zahlreiche Cumarinderivate isoliert worden, und fiir diese
Familie sind die Cumarine mit der 1,1-Dimethylallyl-Seitenkette typisch. Die Rufa-Arten
sind fiir uns unter anderem deshalb chemotaxonomisch interessant, weil sie Furocumarine
sowie die an der Stelle 3 substituierte Cumarine enthalten, die zum groBen Teil die 3-(1’,1'-
Dimethylallyl)-Cumarine sind. In Japan sind diese Arten nicht wild, nur Ruta graveolens
L. und Ruta chalepensis L. werden als Alzneipflanze geziichtet, aber die dhnlichen Pflanze,
Boenninghausenia japonica (Sies.) Naxar (japanischer Name Matsukazeso), die frither Ruta
Japonica Stes. genannt worden war, wichst in Japan wild, und sie interessiert uns fiir die
Bestandteilsbeziehung mit den Ruta-Arten. Als Cumarine von B. jagbomca sind Bergapten (I)
und Matsukaze-lacton (II)® isoliert worden. :

In Rahmen unserer Untersuchungen iiber die Cumarine sowie die Chemotaxonomie
von Rutazeen haben wir auch dieser Pflanze untersucht.

Die Kréuter, die auf dem Gebirge des GroBbezirk Osaka gesammelt worden waren, wurden
getrocknet und mit Hexan sowie Athylacetat extrahiert und auf die in dem experimentellen
Teil beschriebene Weise aufgearbeitet. Dabei erhielt man aus dem Hexan-Extrakt Xan-
thotoxin (III), ein weiles Bldttchen (IV) vom Schmp. 87—87.5° sowie ein schwach gelbes
‘Nadelchen (V) vom Schmp. 111—112° und aus dem Athylacetat-Extrakt I, II, IIT, Umbel-
liferon (VI) sowie ein schwach gelbes Nadelchen (VII) vom Schmp. 249—250°.

' IV ist weiBes Bldttchen vom Schmp. 87—87.5°, C;H,,0, (M*+ 254). Das Ultraviolett-
(UV)-Spektrum entspricht dem Substitutionstyp des Psoralens. Auf dem Chromatogramm
fluoresziert es im UV-Licht blaue. Das Infrarot(IR)-Spektrum zeigt das Vorhandensein
eines ungesattigten Lactons, eines aromatisierten Ringes, Furanringes und der Doppelbindung.
Das Kernmagnetischresonanz(KMR)-Spektrum® zeigt die fiir die an der Stelle 3 substituierte
6,7-Furo-Cumarine typischen Signale: Zwei Singletten bei = 2.33 (1H), v 2.37 (1H) und ein
breite Singlett bei r 2.69 (1H) entsprechen den drei Protonen der 4-, 5- und 8-Stelle des Cumarin-
komplexes, und ein Dublett bei 7 2.34 (1H, J=2) und ein Dublett-Dublett bei 7 8.20 (1H, J=2

1) Lokalitit: Kawai 2-chome, Matsubava, Osaka.

2) T.Miyazaki und S. Mibashi; Chem. Pharm. Bull. (Tokyo), 12, 1232 (1964); T. Miyazaki, S. Mihashi und
K. Okabayashi, ibid., 12, 1236 (1964).

3) Dieses Spektrum wurde in CDCl, gemessen,
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und 1.5) entsprechen den zwei Protonen des Furanringes. Weiterhin zeigt es ‘die fir 1,1-
Dimethyl-allylgruppe typischen Sgnalie: Ein Dublett-Dublett bei v 3.76 (1H, /=18 und
10.5) und ein Multiplett bei = 4.89 (2H) entsprechen den drei Protonen der Allylgruppe,
C-CH=CH,, und ein Singlett bei v 8.49 (6H) entsprecht den sechs Protonen der C-Dimethyl
der Dimethylallylgruppe. Aus diesen Daten wurde IV angenommen, daf es mit dem aus R.
chalepensis isolierte Chalepensin® identisch war, und auf den Vergleich des KMR-Spektrums
wurde es mit Chalepensin identifiziert. ,

V ist schwach gelbes Nadelchen vom Schmp. 111—112°, [«]i% +20.5°, Mol. Gew. 356
(Mass.). Auf dem Chromatogramm fluoresziert es im UV-Licht blave. Das IR-Spektrum
zeigt das Vorhandensein eines ungesattigten Lactons, eines aromatisierten Ringes und eines
Esters. Das KMR-Spektrum?® zeigt wie IV, die fiir die an der Stelle 6, 7 substituierte 3-(1',1'-
Dimethylallyl)-Cumarine typischen Signale: Drei Singletten bei 7 2.52 (1H), v 2.80 (1H)
and 7 8.30 (1H) entsprechen den drei Protonen der 4-, 5- und 8-Stelle des Cumarin-komplexes,
1und ein Dublett-Dublett bei 7 8.79 (1H, /=18 und 10.5), ein Multiplett bei v 4.93 (2H) sowie
ein Singlett bei 7 8.53 (6H) entsprechen den neun Protonen der 1,1-Dimethylallyl-Seitenkette,
und zeigt die flir 1-Acetoxy-isopropylgruppe typischen Signale: Drei Singletten bei = 8.03
(8H), 7 8.44 (3H) und v 8.49 (3H) entsprechen den drei Protonen der Acetylgruppe und sechs
Protonen der C-Dimethylgruppe. Weiterhin zeigt es ein ABX-System bei 7 4.91 (1H, Triplett,
J=9) und 7 6.80 (2H, Dublett, J=9). Diese KMR-Datum stimmte mit den in der Literatur
‘beschriebene KMR-Datum des Rutamarins,® das aus dem Rufa graveolens isoliert wurde,
iiberein. Aus diesen Ergebnissen wurde V mit Rutamarin identifiziert. Noch wird das
Asymmetriezentrum in V zu S-Konfiguration entschiedet, da V die negativen Optischer-
rotationsdispersion(ORD)-Kurve gegen das Nodakenetin (VIII), das die positiven ORD-Kurve
zeigte und R-Konfiguration entschiedet wurde, zeigt.

VII ist schwach gelbes Nadelchen vom Schmp. 249—250°, Cy,H;,0, (M+ 352). Auf
‘dem Chromatogramm fluoresziert es im UV-Licht blaue. Das IR-Spektrum zeigt das Vor-
handensein’ eines ungesattigten Lactons, eines aromatisierten'Ringes und einer Hydroxyl-
gruppe. Das UV-Spektrum ist verwandt mit Umbelliferon. Das KMR-Spektrum® zeigt
‘die fiir die 7-Oxy-Cumarine typischen Signale: “Zwei Dubletten bei = 1.97 (1H, J=9.5) und
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4) R.M. Brooker, J.N. Eble und N.A. Starkovsky, Lioydia, 30, 73 (1967).
5) I. Novak, K. Szendrei und E. Minker, Acta Pharm. Suecica, 4, 179 (1967).
6) Dieses Spektrum wurde in DMSO-d, gemessen.
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7 3.63 (1H, J=9.5) entsprechen den zwei Protonen der 3- und 4-Stelle das Cumarinkomplexes,
und ein Dublett bei 7 2.29 (1H, J=9), ein Dublett-Dublett bei 7 2.89 (1H, /=9 und 2) und
ein Dublett bei 7 2.82 (1H, J=2) entsprechen den drei Protonen der 5-, 6- und 8-Stelle des
Cumarinkomplexes. Weiterhin zeigt es die fiir die an der Stelle 3 (oder 4), 6, 7 substituierte
Cumarine geeignete Signale: Drei Singletten bei v 2.80 (1H), v 8.14 (1H) und = 2.15 (1H) ent-
sprechen den drei Protonen der 5-, 8- und 4 (oder 3)-Stelle des Cumarinkomplexes. AuBerdem
sind ein Methoxy-Singlett bei 7 6.19 und ein Hydroxy-Singlett bei 7-0.28 zu erkennen. VII
bildet sich bei der Behandlung mit 10 proz. wiBriger Kalilauge eine gelbe Losung, aus der
beim Ansduern sich die Ausgangsmaterial und geringen Umbelliferon bilden. VII liefert
mit Essigsdureanhydrid und Natriumacetat ein Monoacetat (VII-Acetat) vom Schmp. 240
—242°, Zusammensetzung Cy,H;,0 (M+ 394). Durch Ozonspaltung und nachfolgende
hydrolytische Zersetzung des Ozonids erhdlt man aus VII ein gelbes harzartigen Reaktions-
produkt, die sich an einer Kieselgelsdule VI, VII und g-Resorcinaldehyd (IX) trennen lassen.
Auch VII-Acetat liefert durch Ozonspaltung und nachfolgende hydrolytische Zersetzung des
Ozonids ein gelbes harzartigen Reaktionsprodukt, sich an einer Kieselgelsiule VI, IX und
2-Hydroxy-4-acetoxy-5-methoxy-benzaldehyd (X) trennen lassen. Aus diesen Ergebnissen
wurde VII angenommen, daB es mit dem aus dem Daphne mezereum sowie Ruta graveolens
isolierte Daphnoretin? identisch war, und auf den Vergleich der IR- und KMR-Spektren
wurde es mit Daphnoretin identifiziert.

Bei diesem Versuche wurde es bewiesen, daB Boenninghausenia japonica (Stes.) Naxar
sechs derselbe Cumarine enthielt, die aus den Rufa-Arten isoliert worden waren, daB drei von
diesen die an der Stelle 3 substituierte, charakteristische Cumarine waren. So erklirt sich,
daf diese Pflanze mit den Rufa-Arten chemotaxonomisch nahe ist.

Experimentelles

Die UV-Spektren und die ORD-Kurve wurden mit dem JASCO ORD/UV-5, die IR-Spektren mit dem
Hitachi EPI-G2, die KMR-Spektren mit dem NEVA Model A-60 Analytisch NMR Spektrometer (TMS als
innerer Standerd) und die Massenspektren mit dem Hitachi RMU-7L Mass Spektrometer (Direkteinla®)
aufgenommen. Die Schmelzpunkte sind mit dem Biichi Schmelzpunktbestimmungs Apparat nach Dr.
Tottoli bestimmt worden. -

Isolierung der Imhaltsstoffe aus B. japonica——6,6 kg getrocknete, zerkleinerte Kriuter extrahierte
man 5 Stdn. dreimal mit Hexan sowie Athylacetat unter dem Riicklauf und erhielt einen schwarzegriinen
Hexan-Extrakt (110 g) sowie einen schwarzegriinen AtOAc-Extrakt (223 g).

Der Hexan-Extrakt wurde an 2 kg Kieselgel-Saulen mittels Hexan/AtOAc chromatographiert und
die folgenden Fraktionen (Fraktionsgréfe 250 ccm) getrennt: Nr. 1-68 (1:0), Nr. 69-90 (6: 1), Nr. 91-199
(5: 1), Nr. 200-297 (3: 1), Nr. 298-326 (2: 1), Nr. 327-360 (1: 1) [( ) zeigt das Verhiltnis des Losungsmittels,
v/v]. Die Fraktionen von 82-111 gaben durch Umkristallisieren aus Hexan eine wichsern Substanz. Von
der Mutterlauge wurde IV durch Chromatographieren von Al,0,-Sdulen mittels CHCl, erhielt. Die Frak-
tionen von Nr. 112-130 wurden an Kieselgel-Saulen mittels Hexan/AtOAc rechromatographiert und lieferten
V. Die Fraktionen von Nr. 186-203 ergaben durch Umbkristallisieren aus Hexan/AtOAc III.

Der AtOAc-Extrakt wurde an 2 kg Kieselgel-Saulen mittels Hexan/AtOAc chromatographiert und die
folgenden Fraktionen (FraktionsgroBe 200 ccm) getrennt: Nr. 1-151 (3: 1), Nr. 152-324 (2: 1), Nr. 325-396
(1:1), Nr. 397-453 (0:1) [( ) zeigt das Verhéltnis des Loésungsmittels, v/v]. Die Fraktionen von Nr.
18-21 und die von Nr. 25-37 ergaben jeder durch Umkristallisieren aus Hexan/AtOAc I und III. Die Frak-
tionen von Nr. 57-88 wurden an Kieselgel-Siulen mittels Hexan/AtOAc rechromatographiert und lieferten
VI. Die Fraktionen von Nr. 309—324 wurden an Al,O4-Siulen mittels CHCl, rechromatographiert und
lieferten II. Die Fraktionen von 325-432 ergaben durch Umbkristallisieren aus Aceton sowie MeCOAt VII
und auch wurden die Mutterlaugen an Polyamid mittels MeOH rechromatographiert und lieferten VII,

Bergapten (I) WeiBen Nadeln aus AtOH, Schmp. 188-189°, der Mischschmelzpunkt mit der authen-
tischen Probe zeigte keine Erniedrigung, das IR-Spektrum stimmte mit dem der authentischen Probe iiberein.
Ausbeute 50 mg.

Matsukaze-lacton (II) Weibes Nadelchen aus Aceton Schmp. 264—265° [Lit. Schmp. 267—268°],
das IR-Spektrum stimmte mit dem in der Literatur beschriebene IR-Spektrum des Matsukaze-lactons iiberein.
Ausbeute 1.2 g.

7) R. Tschesche, U. Schacht und G. Legler, Ann., 662, 113 (1963); J. Reisch, I. Novak und E. Minker,
Planta Medica, 16, 372 (1968).
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Xanthotoxin (III) WeiBen Nadeln aus AtOH, Schmp. 146—147°, der Mischschmelzpunkt mit der
authentischen Probe zeigte keine Erniedrigung, das IR-Spektrum stimmte mit dem der authentischen Probe 7
iiberein. Ausbeute 1.94 g.

Umbelliferon (VI) Weibes Nadelchen aus AtOAc, Schmp. 225—227°, der Mischschmelzpunkt mit
der authentischen Probe zeigte keine Erniedrigung, das IR-Spektrum stimmte mit dem der authentischen
Probe iiberein. Ausbeute 50 mg.

Chalepensin (IV) ‘Weiles Blittchen aus Hexan, Schmp. 87—=87,5° [Lit. Schmp. 89—90°]. IRNu

cm—1: 1730 (C=0); 1625 (C=C); 1590, 1490 (aromatische Ring). UVE my (log &): 206 (4.39); 247 (4.40);
293 (4.10); 330 (3.94). Ber. fiir C;¢H,,04: C, 75.57; H, 5.55; Mol. Gew., 254.27. Gef.: C, 75.53; H, 5.72;
Mol. Gew. (Mass.), 254. Das KMR-Datum stimmte mit dem in der Literatur beschriebene Datum iiberein.
Ausbeute 1.5 g. .

Rutamarin (V) Schwach gelbes Nadelchen aus Hexan/AtOAc, Schmp. 111—112°, [«] +20.5°
(¢=0.34, CHCl,) [Lit. Schmp. 107—108°, [«]i#% +19.6° (¢=0.056, CHCl,)], Mol. Gew. (Mass.), 356. IRNu*
cm~1: 1750, 1710 (C=0); 1630 (C=C); 1590, 1490 (aromatische Ring). ORD (¢=0.34, CHCl;) [«]'? (my):
420.5° (589); +20.5° (578); +29.4° (500); +26.5° (420); +5.9° (400); +0.0° (394); —11.7° (390); —41.2°
(380); —94.2° (374); —176.5° (369); —29.4° (360). ORD (¢=0.20, MeOH) [«]*? (mp): —9.9° (500); —19.9°
(450); —99.5° (400); —179.1° (380); —318.4° (370); —368.2° (366); —228.8° (360). Das KMR-Spektrum
stimmte mit dem in der Literatur beschriebene Spektrum iiberein. Ausbeute 69 mg.

Daphnoretin (VII) Schwach gelbes Nadelchen aus MeCOAt, Schmp. 249—250° [Lit. Schmp. 244—247°

und 256—258°1.” IREY! cm-1: 3350 (OH); 1720 (C=0); 1620, 1580, 1500 (aromatische Ring)., UVAE my,
(log &): 228 (4.23); 268 (3.87); 325 (4.28); 346 (4.32). Ber. fiir C;yH,,0,: C, 64.77; H, 3.43; Mol. Gew., 352.3.
Gef.: C, 64.68; H, 3.57; Mol. Gew. (Mass.), 352. Die IR-und KMR-Spektren stimmten mit den in der Litera-~
tur beschriebene Spektren iiberein. Ausbeute 1.56 g.

VII-Acetat 500 mg VII wurde in 4 ccm Ac,O bei Gegenwart 400 mg AcONa 1.5 Stdn. zum Sieden
erhitzt. Das Gemisch wurde in H,0O gegossen und nach einigen Stunden ausgeschiedene Kristalle filtriert.
Durch Umldsung aus Aceton bildeten sie weiles Nadelchen vom Schmp. 240—242° [Lit, Schmp. 235-—237°].
Ber. fiir Cy,H,,04: C, 63.96; H, 3.58; Mol. Gew., 394.3. Gef.: C, 63.83; H, 3.70; Mol. Gew. (Mass.), 394.
Ausbeute 510 mg.

Ozonspaltung von VII In eine Loésung von 500 mg VII in 100 ccm CHCl, wurde bei 0° ozonhaltiger
Sauerstoff (2.5 Vol-9% O;) mit einer Strémungsgeschwindigkeit von 1000 ccm/Min. 2 Stdn. eingeleitet.
Nach Entfernen des Losungsmittels im Vak. hydrolysierte man das Ozonid durch Versetzen mit 50 ccm
H,0 und 18 stdg. Stehenlassen bei Raumtemperatur. Die rotbraune Losung wurde noch 20 Min. auf
70° erwdrmt und dann mit At,0 extrahiert. Aus der Atherldsung erhielt man durch Eindampfen einen
grobtenteilen kristallisierten Riickstand. Durch Siulenchromatographie des Ruckstands an Kieselgel
wurden mit Hexan/AtOAc IX (30 mg), VI (45 mg) und VII (85 mg) erhielt.

p-Resorcinaldehyd (IX) Schwach gelbes Nadelchen aus Hexan/AtOAc, Schmp. 136—137°, der
Mischschmelzpunkt mit der authentischen Probe zeigte keine Erniedrigung, das IR-Spektrum stimmte
mit dem der authentischen Probe iiberein.

Ozonspaltung von VII-Acetat 400 mg VII-Acetat wurde bei 0° in 100 ccm CHCl, wie VII ozonisiert.
Aus dem Reaktionsgemisch erhielt man durch Siulenchromatographie an Kieselgel mit Hexan/AtOAc VI
(48 mg), IX (20 mg) und X (35 mg).

2-Hydroxy-4-acetoxy-5-methoxy-benzaldehyd (X) Schwach gelbes Nadelchen aus Hexan/AtOAc
vom Schmp. 89—90°, der Mischschmelzpunkt mit der authentischen Probe zeigte keine Erniedrigung, das
IR-Spektrum stimmte mit dem der authentischen Probe iiberein.

Dankesworte Wir danken Frau Magister H. Takeda in unserem Institut fiir die Durchfithrung der
Mikroanalysen und Herrn Dr. A. Numata und Herrn Dr. S. Matsunaga in unserem Institut fiir die Aufnahme
der KMR- und Mass-Spektren.
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