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and the absorbancy at 280 nm was determined. The fractions corresponding to the main peak (tube Nos.
30—41) were collected and the solvent was removed by lyophilization. The residue dissolved in H,O (5 ml)
was applied to a column of CM-cellulose (2.0 x 12 cm), which was eluted successively with H,O and 0.01m
ammonium acetate buffer (pH 6.9, 130 ml) and then with a gradient formed from 0.1M ammonium acetate
buffer (pH 6.9, 400 ml) through a mixing flask containing 0.01 M ammonium acetate buffer (pH 6.9, 150 ml).
Individual fractions (5 ml each) were collected and the absorbancy at 280 nm was determined. The fractions
corresponding to the main peak (tube Nos. 83—106) were collected and the eluate was applied to a column
of Amberlite XAD-II (3.0 X 3.0 cm) for desalting. The desired compound was then eluted with 709, aqueous
MeOH. The solvent was evaporated off 4z vacuo and the residue was dissolved in H,O (5 ml). The solution,
after addition of 2-mercaptoethanol (0.4 ml), was incubated under N, at 50° for 72 hr. During this period,
the substance with Rfs 0.20 disappeared and a substance with Rfg 0.33 was detected on TLC. The solution
was applied to a column of Sephadex G-10 (3.0 X 84 cm) and fractions eluted with 3% AcOH (tube Nos.
26—44; 7 ml each) were collected. The solvent was removed by lyophilization to give a white fluffy powder:
yield 70 mg (overall yield 36.1%). Rf, 0.33, Rf (cellulose)®® 0.43, Rf; (cellulose) 0.69. [a]p —30.7° (¢=
0.49, 19 AcOH). Lit» [«]d —383.4° (c=1, 1% AcOH). Amino acid ratios in 4~ MSA hydrolysate:
Tyt g5 Valg ssMety.93Glys 0o ISy gsPhey 49ATgs 05 TrPg.93ASP1.01 (Tecovery of Gly, 92.4%). Amal. Caled for
C, HyoN,,0,65-3AcOH-3H,0: C, 52.23; H, 6.53; N, 16.30. Found: C, 52.90; H, 6.58; N, 16.85.

b) III (150 mg) was treated with 1M TFMSA-thioanisole in TFA (4 ml) at 0° for 2 hr, then dry ether
was added. The resulting precipitate (positive to Met test) was collected by filtration, washed with ether
and dissolved in H,O (10 ml). The solution was treated with Amberlite CG-400 (acetate form) for 30 min,
then filtered, and the filtrate was lyophilized. The crude product (positive to Met test) was purified by
column chromatography on CM-cellulose essentially in the manner described above: yield 25 mg (overall
yield 20.19%). Rf 0.33, Rf, (cellulose) 0.43, Rf; (cellulose) 0.69. [«]5 —30.0° (c=0.5, 1% AcOH). Amino
acid ratios in 4N MSA hydrolysate: Tyry g9Valy gsMety geGly, oo Hisy osPhe; ssATE2.10TTP1.01ASPo 97 (TeCOVery
of Gly, 89.5%). Anal. Caled for C;yHgyN,;046S-3AcOH-6H,0: C, 51.69; H, 6.67; N, 15.82. Found: C,
51.67; H, 6.46; N, 15.71.

Acknowledgement The authors wish to thank the staff of the Analysis Center of Kyoto University
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From the fronds of Dennustaedtia scandens (BLuME) MOORE a new acylglucose was
isolated and identified as 1,4-di-O-p-coumaroyl-g-p-glucose. As further extractives, the
following compounds were isolated: p-hydroxybenzoic acid, methyl p-coumarate,
pinocembrin-7-O-B-p-glucoside, vitexin and isovitexin.
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In Fortsetzung unserer chemischen und chemotaxonomischen Untersuchngen von Filices
wurde Dennstaedtia scandens (Brume) Moore (jap. Name: Tsurukaguma) auf die Inhaltsstoffe
untersucht. Die oberirdischen Teile enthalten neben p-Hydroxybenzoesdure, p-Cumarsiure-
methylester und den bekannten Flavonoiden (Pinocembrin-7-O-g-p-glukosid,® Vitexin® und
Isovitexin®) eine neue Acylglukose (I). Pinocembrin, das fiir Gymnospermen charakteristisch
ist,® kommt bei den Farnen bisher nur in D. wilfordii Moore vor® und C-Glykosylflavone
sind nur in Arten von Cyathea (Vitexin),% Sphenomeris(Vitexin und Orientin)% und Lindsaca
(Vitexin)4® nachgewiesen worden. In der vorliegenden Mitteilung wird iiber die Struktur
der neuen Verbindungen berichtet.

Die Verbindung (I) kristallisierte als farblose Nadeln vom Schmp. 235—236° und [o]%
—17.1° (¢=0.4, MeOH). Das IR-Spektrum zeigt die Bande bei 3440 (OH), 1705, 1700 (Schu-
Iter) (Ester-Carbonyl), 1630 (konjugierte Doppelbindung), 1600, 1515 und 825 cm-1 (p-di-
substituiertes Aromat). Im PMR-Spektrum (C;D;N) sind die Signale bei 6 4.2—5.6 (bH),
5.9 (1H, t, /=9 Hz) und 6.56 (1H, d, /=10 Hz, anom. Proton) ersichtlich, die den Protonen
des Zucker-Anteils zugeordnet werden konnen. AuBerdem erscheinen acht Protonen der
p-di-substituierten Aromate als zwei Dubletten (je 4H, J=8 Hz) bei ¢ 7.16 und 7.56 sowie
vier Protonen der t7ans-di-substituierten Doppelbindungen als zwei Dubletten (je 2H, [ =16 Hz)
bei 6.60 und 7.98. Das UV-Spektrum weist die Absorptionsmaxima bei 230 und 319 nm
auf, deren Lage mit denen des p-Cumarsdureesters gleich sind. Im Massenspektrum treten
die charakteristischen Fragmente fiir p-Cumarsiure bei m/e 164, 147 und 119 auf. Bei der
sauren Hydrolyse lieferte I p-Glukose und bei der alkalischen Hydrolyse p-Cumarsiure.
Diese Befunde sprechen fiir das Vorliegen einer Di-O-p-cumaryl-g-p-glukose. Die Verknii-
pfungsstellen der beiden p-Cumarsduren konnten dem Vergleich der 13C-NMR-Verschiebungen
von I mit denen der 1-O-Acyl-g-p-glukose? (siehe experimentellen Teil) entnommen werden.
Die Verschiebungen von C-1, C-2 und C-6 sind annihernd gleich, aber C-3 und C-5 sind um
1.7—3 ppm nach héheren Feldern und C-4 um 0.9 ppm nach niedrigeren Feldern verschoben.
Damit handelt es sich bei dem Naturstoff um 1,4-Di-O-p-cumaryl-$-p-glukose (I). 1,4-Di-O-p-
cumaryl-f-p-glukose ist unseres Wissens erstmals in den Pflanzen aufgefunden worden.®
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Experimenteller Teil

Betreffend Gerdte und Technik, siehe frithere Mitteilungen dieser Reihe.)) 1C-NMR-Spektren wurden
mit einem JEOL-Gerdt JNM-FX-100S (in C;D;N mit Tetramethylsilan als innerer Standard) bei 25 MHz
und 25° aufgenommen (Spektrale Breite: 6 kHz, Pulswinkel: 45°, Wartezeit: 0.4 s, Datenpunkt: 8192,
Repetitionszeit: 1.5 s).

Isolierung der Inhaltsstoffe 1.6 kg der getrockneten oberirdischen Teile von D. scandens (BLUME)
Moore, die im Dezember 1978 in Wulai/Taiwan/China gesammelt worden waren, wurden mit heiem MeOH
(31 % 3) extrahiert. Der konzentrierte MeOH-Extrakt (1.51) wurde iiber Aktivkohle (110 g) mit MeOH
(101) und MeOH/CHCl, (7: 3, v/v; 101) eluiert. Die mit MeOH eluierten Fraktionen wurden zur Trockne
gebracht und an Kieselgel (100 g) mit CHCl,/MeOH in steigender Polaritidt sdulenchromatographisch auf-
getrennt. Die mit CHCl; eluierten Fraktionen ergaben nach Rechromatographie (Kieselgel 30 g, CHCI,)
20 mg p-Cumarséuremethylester und die mit CHCl;/MeOH (9: 1, v/v) eluierten Fraktionen nach priparativer
DC (Kieselgel, Laufmittel: CHCl;/MeOH (5: 1, v/v)) 6 mg p-Hydroxybenzoesdure. Aus den mit CHCly/
MeOH (4:1,v/v) und CHCl;/MeOH (7:3,v/v) eluierten Fraktionen fielen 40 mg Vitexin aus. Das
Filtrat wurde an Kieselgel (30 g) rechromatographiert, wobei die mit CHCl,/MeOH (9: 1, v/v) eluierten
Fraktionen 100 mg Pinocembrin-7-O-f-p-glukosid und 15 mg Di-O-p-cumaryl-g-n-glukose (I) ergaben.
Die bei der Aktivkohle-Sdaulenchromatographie mit MeOH/CHCI, (7: 3, v/v) eluierten Fraktionen wurden
zur Trockne gebracht und an Kieselgel (80 g) mit CHCl,/MeOH in steigender Polaritit zweimal chromato-
graphiert. Die mit CHCl;/MeOH (4:1, v/v) eluierten Fraktionen ergaben 70 mg Isovitexin.

p-Cumarsduremethylester -Aus Benzol Nadeln vom Schmp. 138°. IR #XBZ cm-1: 3370, 1685,
1635, 1600, 1585, 1515, 1435, 1200, 1170, 985 und 835. Im Mischschmelzpunkt und IR-Spektrum war
es mit p-Cumarsduremethylester identisch.

p-Hydroxybenzoesidure Aus CH,COOC,H; Nadeln vom Schmp. 219°. TR X% cm—': 3370, 1675,
1610, 1595, 1510, 1245, 855. Im Mischschmelzpunkt und IR-Spektrum war es mit p-Hydroxybenzoesiure
identisch.

Pinocembrin-7-0-f-p-glukosid——Aus MeOH Nadeln vom Schmp. 138—140° und [«]5 —89.0° (¢=0.2,
MeOH). IR »53} em~': 8350, 1635, 1575, 1500, 1445, 1290, 1175, 1075, 1025, 765, 700. PMR (C,D,N, 100
MHz) §: 2.87 (1H, dd, /=18 Hz und 4 Hz), 3.21 (1H, dd, /=18 Hz und 12 Hz), 3.8—4.6 (6H), 5.47 (1H, dd,
J=12 Hz und 4 Hz), 5.76 (1H, d, /=7 Hz), 6.63 (2H, br.s), 7.3—7.6 (5H, m). Es stimmte mit den Literatur-
Angaben iiberein.®

Vitexin Aus MeOH Nadeln vom Schmp. 261° und [«]§ —12.4° (¢=0.89, Pyridin). IR »XB cm—1:
3150-—3400, 1640, 1600, 1565, 1500, 1175, 1090, 825. PMR von TMS-Vitexin (CCl,, 60 MHz) 6: 3.5—4.8
(6H), 5.14 (1H, d, /=9 Hz, anom. Proton), 6.51 (1H, s), 6.79 (1H, s), 7.20 (2H, d, =8 Hz), 8.08 (2H, d,
J=8Hz). Es stimmte in allen Eigenschaften mit Vitexin iiberein.

Isovitexin Aus MeOH Nadeln vom Schmp. 231—232° und [e]% +27.2° (¢c=3.0, MeOH). IR pX5:
cm—': 3150—3400, 1650, 1610, 1570, 1500, 1175, 1090, 830. PMR von TMS-Isovitexin (CDCl,, 60 MHz)
0: 3.3—4.1 (6H), 4.86 (1H, d, /=9 Hz, anom. Proton), 6.48 (1H, s), 6.53 (1H, s), 6.95 (2H, d, /=9 Hz),
7.77 2H, d, /=9 Hz). 5 mgin5 ml 2~ HClwurden 5 h auf 100° erwdrmt. Nach Abdampfen der Reaktions-
lgsung konnte man diinnschichtchromatographisch (Avicel SF, Laufmittel: 15 proz. CH,COOH) neben
Isovitexin auch Vitexin durch Vergleich mit authent. Material nachweisen. Rf: 0.39, 0.17 (Isovitexin
0.39, Vitexin 0.17). Es stimmte in allen Eigenschaften mit Isovitexin iiberein.

1,4-Di-0-p-cumaryl-g-p-glukose (I) Aus MeOH Nadeln vom Schmp. 235—236° und [«]¥ —7.1°
(¢=0.4, MeOH). Amnal. Ber. fur C,,H,,0,4: C, 61.27; H, 4.72. Gef.: C, 60.95, H, 4.51. MS m/e: 308, 164,
147, 119. PMR (C;D4N, 60 MHz) 6: 4.2—5.6 (5H, m), 5.9 (1H, t, /=9 Hz), 6.56 (1H, d, /=10 Hz), 6.60
(2H, d, =16 Hz), 7.98 (2H, d, /=16 Hz), 7.16 (4H, d, /=8 Hz), 7.56 (4H, d, =8 Hz). *C-NMR (C,D,N)
0:167.1, 166.3 (je s, C-9’, C-9"), 161.7, 161.5 (je s, C-4/, C-4"), 146.6, 145.8 (je d, C-2/, C-6’, C-2", C-6"), 130.8
(d, C-7", C-77), 126.0, 125.8 (je s, C-1’, C-1”), 116.8 (d, C-8’, C-8”"), 114.8, 114.3 (je d, C-8’, C-5’, C-3”, C-5");
Zucker-Anteil: 95.7 (d, C-1), 77.3, 76.0 (je d, C-3, C-5), 74.3 (d, C-2), 72.0 (d, C-4), 61.9 (t, C-6). Literatur-
Angaben von 1-O-Acyl-f-p-glukose:? 95.7 (C-1), 79.0 (C-3, C-5), 74.0 (C-2), 71.1 (C-4), 62.1 (C-6).

Saure Hydrolyse von I 9 mg I wurden in 5 ml 5 proz. HCI 3 h auf dem Wasserbad erwiarmt. Nach
iblicher Aufarbeitung wurden 2.5 mg Ol von [«]% +37.0° (¢=0.25, H,0) erhalten, das nach Trimethylsilylie-
rung gaschromatographisch identifiziert wurde. /z: 9.8, 14.0 (p-Glukose Z: 9.8, 14.0) (Kolonne (2.6 (I.D.) x
2000 mm) mit 1.5 proz. SE-30 auf Chromosorb W, Kolonnentemp. 170°, Trigergas: N,, DurchfluB-Geschwind-
igkeit: 60 ml/min, Detektor-Temp. 190°).

Alkalische Hydrolyse von I-——5 mg I wurden in 3 ml ethanolischer KOH-Losung (3 proz.) 1h zum
Sieden erhitzt. Nach Zugabe von H,O wurde angesiuert, mit Ather extrahiert und eingeengt. Der Riickstand
wurde aus MeOH/H,O kristallisiert. 1 mg farblose Nadeln vom Schmp. 210°, die im IR-Spektrum mit p-
Cumarsédure identisch waren.
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