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Decarbobenzoxylievung mit fliissigem Bromwasserstoff

Ausgangsmaterial*) Endprodukt umkrist. aus Smp. Rein-Ausbeute
- +

Z‘Glgz_c LN, Br H2G]g3;jc‘;s_NH2 Methanol/Ather  177-181° 679

Z-Gly— Br H,Gly [ Methanol/Athet/

— © 0
Bz-p1-Cys-NH, Bz-pL-Cys-NH, Essigester 165-170 72%

- +
Z—Cys-NH, Br H,—Cys-NH,
| I | Methanol 230-232° 83%
Z—Cys-NH, Br H,-Cys-NH,
Bz-Gly-NHNH —, Bz-Gly-NHNH -
-+ Mecthanol/Ather 235-237° 889,
Z-D-Phe | Br Hy,—p-Phe -

Bz-Gly-NHNH-

Bz-Gly-NHNH -

Methanol/Ather 230-234° 889,

-+
Z-D-Ala - Br Hy-p-Ala -

*) Schreibweise nach Empfehlungen des 5. Europiischen Peptidsymposium, Oxfords 1962,

ZUSAMMENFASSUNG
Zur Decarbobenzoxylierung von schwerltslichen oder sehr empfindlichen Ver-
bindungen empfiehlt sich die Beniitzung von fliissigem Bromwasserstoff. Er ist ein
ausgezeichnetes Losungsmittel und ldsst sich nach beendigter Reaktion unter mil-
desten Bedingungen entfernen.

Institut fur Organische Chemie der Universitidt Basel

239, Desoxypodophyllinsdure-1 3-D-glucopyranosyl-ester, ein neues
Lignanderivat aus Podophyllum peltatum L. und P. emodi WALL,

13. Mitteilung iiber mitoschemmende Naturstoffe?)
von Max Kuhn und A. von Wartburg
(8. VIIIL. 63)

Vor einigen Jahren berichteten wir iiber das Vorkommen von Lignanglykosiden
in den Wurzeln und Rhizomen von Podophyllum-Arten (Fam. Berberidaceae). Aus
dem indischen P.emodi WALL. konnten damals Podophyllotoxin-g-p-glucosid und
4’-Demethylpodophyllotoxin-g-p-glucosid isoliert' werden?). Diese beiden Glucoside
sind auch im amerikanischen P. peltatum L. (American mandrake) enthalten, be-
gleitet von zwei neuen zuckerhaltigen Lignanen, die als f-Peltatin-f-p-glucosid und

1) 12. Mitt.: M. KuaN & A. voN WARTBURG, Experientia 79, 391 (1963).
) A. StoLL, J. RENz & A. vON WARTBURG, Helv. 37, 1747 (1954); J. Amer. chern. Soc. 76, 3103
(1954); A. StoLL, A. voN WARTBURG, E. ANGLIKER & ]. RENz, ibid. 76, 5004 (1954).
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a-Peltatin-f-p-glucosid charakterisiert wurden?). Alle vier Podophylium-Glucoside
sind antimitotisch wirksam, allerdings wesentlich schwécher als ihre entsprechenden
Aglykone?). Neue Untersuchungen von Podophyllum-Extrakten mittels Diinnschicht-
chromatographie zeigten, dass neben den erwdhnten Hauptglucosiden noch weitere
zuckerhaltige Inhaltsstoffe auftreten koénnen. Im Chromatogramm einer Roh-
glykosidfraktion aus P. peltatum (Fig.1) waren z. B. mindestens 5 unbekannte,
polare Stoffe zu erkennen. Bis jetzt liessen sich drei dieser Verbindungen, die wir
vorldufig als Lignane F, H und J bezeichnen, in einheitlicher Form isolieren. Im
folgenden beschreiben wir die Isolierung und Konstitutionsermittlung des Lignans J3).
Dieser neue Inhaltsstoff weist im Diinnschichtchromatogramm eine Laufstrecke auf,

die zwischen den Werten fiir Podophyllotoxin-glucosid und «-Peltatin-glucosid liegt
(Fig. 1).

=== front

== Lignan F+#
e
- g Fig. 1. Diinnschichichvomatogramm dev Rohglucoside aus
. 2 P. peltatum
- e B Kieselgel; Fliessmittel : Chloroform-Methanol-Wasser (70:25:5)
Anfarbung: 1-proz. Losung von Cer(IV)-ammoniumnitrat in
D —eem ke VO (Y 50-proz. Schwefelsiure
Lignan C: p-Peltatin-glucosid
Lignan A: Podophyllotoxin-glucosid
O } fgf/;f”’””" Lignan D: «-Peltatin-glucosid
I AT s Lignan B: 4’-Demethylpodophyllotoxin-glucosid
. Lignan ]J l
Lignan F | necue glucosehaltige Inhaltsstoffe
Lignan H l

Isolierung von Lignan J. Fir die Gewinnung des neuen Lignans J standen uns
120 g Rohglykoside aus P. peltatum zur Verfiigung®)?). Das Priparat wurde zur
Vortrennung an Silicagelsdulen aufgezogen. Wassergesittigte Chloroform-Methanol-
Gemische eluierten zunichst eine geringe Aglykonfraktion, gefolgt von den neuen
Lignanen F und H und dem Hauptteil des g-Peltatin-glucosids. Dann erschienen

3) A. voN WARTBURG, E. ANGLIKER & J. RENz, Helv. 40, 1331 (1957) und frithere Arbeiten.
4) 11. EMMENEGGER, H. STAHELIN & J. RurscuMany, und J. REnNz & A. voN WARTBURG, Arznei-
mittel-Forsch. 77, 327, 459 (1961).

) Uber Lignan F (CyH,y,015) und Lignan H (CyH,00,,) werden wir spiter referieren.

%) Die Extraktion der Droge erfolgte wie frither beschrieben?). Bei der Ausschiittlung verzichtete
man auf die Chloroform-Butanol-(9:1)-Extraktion und zog dic Glykoside direkt mit Chloro-
form-Butanol-(7:3) aus.

%) Die Isolierung von Lignan J aus dem Glykosidgemisch von P. emodi verlduft im Prinzip gleich.
Die Abwesenheit der beiden Peltatin-glucoside erleichtert die Fraktionierung wesentlich.
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Podophyllotoxin-glucosid, in den spiteren Fraktionen begleitet von Lignan J, und
zuletzt die stark polaren Glucoside des a-Peltatins und des 4’-Demethylpodophyllo-
toxins. Die Zusammensetzung der einzelnen Eluate wurde laufend durch Diinn-
schichtchromatographie kontrolliert. Alle Fraktionen, die Lignan J enthielten,
wurden zusammengefasst und weiteren Verteilungschromatographien unterworfen,
wobei als stationire Phase 25-proz. wisseriger Athanol und zur Entwicklung Essig-
ester-Benzol dienten. Aus den angereicherten Spitzenfraktionen liessen sich schliess-
lich durch wiederholte Nachchromatographien an Silicagel mit Essigester-Benzol
(85:15) bzw. mit Chloroform-Methanol (99: 1) als Fliessmittel, insgesamt 600 mg
einheitliches Lignan ] isolieren. Da im Rohglykosidpriparat ca. 3 g Lignan ] ent-
halten waren, betrug damit die Ausbeute lediglich 209, ; die grossen Verluste bei der
Isolierung erkliren sich aus dem strukturell bedingten, leicht verlaufenden Zerfall
des Lignans J in Sekundirprodukte. Reines Lignan J stellt ein amorphes, weisses
Pulver dar vom Smp. 123-128°; [«]2* = —151° (in Methanol). Aus den Mikroana-
lysen liess sich die Summenformel Cy,Hg O3 mit drei Methoxylgruppen ableiten.
Erste Hinweise fiir das Vorliegen einer Lignanverbindung ergaben sich aus den
Spektren: im UV. sind ein charakteristisches Maximum bei 289,5 mu (log ¢ = 3,68)
und im IR. (Fig. 2) die fiir aromatische Ringe typischen Banden bei 1590 und
1490 cm~! zu beobachten. Eine weitere auffallende Bande bei 1755 cm~1, die einer
Carbonylschwingung zugeschrieben wird, erscheint fiir ein p-Lacton vom Podo-
phyllotoxin-Typ (1770-1780 cm—1) zu kurzwellig und ist eher mit der Absorption
eines offenen Esterderivates vereinbar. Lignan ] besitzt 5 acylierbare OH-Gruppen,
wie die Bildung eines Penta-O-acetylderivates Cy,H,, 045 (111} zeigte. Bemerkenswert
war ferner die rasche und stark positive Reaktion mit FEHLING'scher Losung.
Diese Befunde und die Loslichkeitseigenschaften von Lignan J deuteten auf das
Vorliegen eines zuckerhaltigen Stoffes hin; exakte Beweise fiir eine Zuckerkom-
ponente erbrachten jedoch erst die im nédchsten Abschnitt beschriebenen Spaltungs-
reaktionen mit Siuren und Basen.

Konstitution der Lignankomponente. Lignan J wurde durch verdinnte Salzsdure
rasch in zwei einheitliche Spaltstiicke zerlegt. Beil dem einen handelt es sich um die
vermutete Zuckerkomponente und zwar, wie aus vergleichenden Papierchromato-
grammen hervorging, um Glucose. Das zweite Spaltstiick, die Aglykonfraktion, fiel
kristallisiert an und verhielt sich im Diinnschichtchromatogramm wie Desoxypodo-
phyllotoxin (= Silicicolin (II)8). Auffallenderweise erfolgte die Spaltung von
Lignan J auch bei der Chromatographie an iiblichen Adsorptionsmitteln; dieses
Verhalten erschwerte, wie bereits erwdhnt, die Reindarstellung von Lignan ] er-
heblich. So zerfiel bei der Fraktionierung von Lignan ] an Silicagel stets ca. 1/, des

8) Desoxypodophyllotoxin wird je nach Herkunft mit verschiedenen Trivialnamen bezeichnet:
als Anthricin aus Anthviscus sylvestris Horrm.: K. NocucHI & M. KawaNawmi, J. pharmac. Soc.
Japan 60, 629 (1940); als Hernandion aus Hernandia ovigera L.: C. HaTa, J. chem. Soc. Japan
63, 1540 (1942); als Silicicolin aus Juniperus silicicola: J. L. HARTWELL, J. M. Jornsoxn, D. B.
Fr1zGErRaLD & M. BELKIN, J. Amer. chem. Soc. 74, 4470 (1952); 75, 2138 (1953); J. L. Hart-
wELL & A. W. SCHRECKER, tbtd. 76, 4034 (1954). — Desoxypodophyllotoxin wurde schon frither
aus P. peltatum isoliert: H. Korop & C. JoRGENSEN, Acta chem. scand. 9, 346 (1955). — Desoxy-
podophyllotoxin ist anch leicht partialsynthetisch durch Hydrogenolyse von Podophyllotoxin,
Podophyllotoxinchlorid oder Epipodophyllotoxin zuginglich: A. W. SCHRECKER, M. M. TralL &
J. L. HarRTWELL, J. org. Chemistry 27, 292 (1956).
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eingesetzten Materials in ein zuckerfreies Spaltprodukt Cy,H,,0; vom Smp. 167-168°,
]2 = —116° (in Chloroform), dessen Identitit mit Desoxypodophyllotoxin (II)8)
durch den Vergleich der IR.-Spektren (Fig. 3) eindeutig bestitigt werden konnte.
Die angefiihrten Reaktionen fithren zur folgenden Spaltungsgleichung:
H,09
CosHg013 —> CapH,,50, +  CgHpO4
Lignan ] Desoxypodophyllotoxin D-Glucose

I R.-Absorptionsspekiven in CH,CI,

(Auf einem PERKIN-ELMER-IR.-Spektrophotometer, Mod. 21, aufgenommen.)
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Fig. 2. Desoxypodophvilinsauve-13-p-glucopyranosyl-ester (I) (== Lignan J)
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Fig. 3. Desoxypodophyllotoxin (V)

obere Kurve: Priparat aus Glucoseester I
untere Kurve: authentisches Praparat aus Juniperus silicicola®)

Desoxypodophyllotoxin (II), das tiber keine freie OH-Gruppe zur Bindung der
Glucose verfiigt, kann allerdings nicht genuin im Lignan ] vorliegen, sondern muss
bei der Hydrolyse als Sekundarprodukt entstehen. Fiir das primire Aglykon ist
vielmehr ein Cyclolignan mit gedffnetem Lactonring in Betracht zu ziehen, z. B.
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Fig. 4. Phenyluvethan des Desoxypodophyllinsiuve-methylestevs (I1X)

die noch unbekannte Desoxypodophyllinsdure?®). Die Glucose ist im Lignan J ent-
weder glykosidisch mit dem priméiren Hydroxyl oder weit wahrscheinlicher iiber
eine Esterbindung mit der Carboxylgruppe der Desoxypodophyllinsiure verkniipft
(Formel I). Durch die Formulierung von Lignan J als Glucoseester I finden die
erwidhnte IR.-Bande bei 1755 cm~!, die Bildung eines Penta-O-acetylderivates (I11I)
sowie der Verlauf der Hydrolyse (unter Lactonisierung der freigesetzten Desoxy-
podophyllinsiure zu Desoxypodophyllotoxin) eine zwanglose Erklirung.
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Fig. 5. Desoxypodophyllinsiure-methylestev (VIII)

Ein weiteres wichtiges Indiz fiir das Vorliegen einer Estergruppierung erbrachte
das Verhalten von Lignan J gegeniiber Basen. Natriummethylat in Methanol be-
wirkte ebenfalls eine prompte Abspaltung der Glucose. Als Aglykon wurde das unter
diesen Bedingungen zu erwartende Desoxypikropodophyllin (IV)19)11) isoliert. Der
basenkatalysierte Zerfall des Lignans ] ldsst sich als eine unter Nachbargruppen-
Beteilung erfolgende innere Umesterung auffassen, wobei die primire OH-Gruppe
der Desoxypodophyllinsdure die Glucose unter Ringschluss zum y-Lacton (== Desoxy-
podophyllotoxin, II) ersetzt, das dann seinerseits der Isomerisierung zum Pikro-
derivat I'V unterliegt. Durch den skizzierten Verlauf der basenkatalysierten Spaltung
ist die Verkniipfung der D-Glucose {iber eine Esterbindung im Lignan J gut begriindet ;

9 Die Podophyllinsiure wurde kiirzlich partialsynthetisch gewonnen: M. KusN & A. voN WART-
BURG, Experientia 79, 391 (1963). Zur Nomenklatur siehe J. RurscHMANN & J. Renz, Helv.
42, 890 (1959).

10) Uber die Isomerisierungsreaktionen des Podophyllotoxins und seiner Derivate: J.L. HARTWELL
& A. W. ScHRECKER, Fortschr. Chem. org. Naturstoffe 75, 84 (1958).

11) Desoxypikropodophyllin ist identisch mit Silicicolin-B, so-Anthricin, iso-Hernandion und
Cicutin: J. L. HARTWELL & A. W. SCHRECKER, J. Amer. chem. Soc. 76, 4034 (1954).
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eine glykosidische Verkniipfung des Zuckers wire unter diesen Bedingungen intakt
geblieben12).

Struktur der Zuckerkomponente. Im folgenden wurde versucht, durch Spaltung
eines geeigneten Derivates von Lignan J und Charakterisierung der dabei anfallenden
Bruchstiicke das an der Esterbindung beteiligte Zuckerhydroxyl sowie die Ring-
grosse der Zuckerkomponente zu bestimmen. Der Weg iiber die klassische Permethy-
lierung war beim Lignan J nicht gangbar, da Vorversuche gezeigt hatten, dass bei
der iiblichen Einfiithrung von Alkylgruppen sowohl Acylwanderung wie auch Ab-
spaltung der Glucose und Lactonisierung eintreten kdénnen. Als gilinstige Schutz-
gruppe fiir die freien Zuckerhydroxyle erwies sich der Phenylurethanrest!3). Lignan J
(I) lieferte mit Phenylisocyanat in Pyridin ein einheitliches, allerdings amorphes
Derivat, dessen Zusammensetzung CgaHgoO1N;, wie erwartet, einem Penta-phenyl-
urethan (V) entsprach. Aus orientierenden Spaltversuchen unter diinnschicht-
chromatographischer Kontrolle der Reaktionsprodukte ging hervor, dass sich das
Urethanderivat V am besten durch Erwirmen in Methanol in Gegenwart von Methan-
sulfonsidure abbauen liess. Dabei konnten als Spaltprodukte ein Zuckerderivat VI,
eine Lignansiure VII und ihr zugehériger Methylester IX nachgewiesen werden.
Bei kurzen Reaktionszeiten bildete sich neben der Zuckerverbindung vorwiegend
freie Saure, bei lingeren Einwirkungszeiten hauptsichlich ihr Methylester. Bei der
priaparativen Aufarbeitung wurde das Gemisch der Methanolyseprodukte mit Chloro-
form behandelt, wobei das Urethanderivat der Glucose ungel6st blieb. Das Zucker-
spaltstiick liess sich durch Umkristallisieren als reines Praparat der Formel C33Hg,0,,N,
gewinnen. Es enthielt 4 Urethanreste sowie 1 Methoxylgruppe und stimmte in allen
Eigenschaften mit dem bekannten §-Methyl-bD-glucopyranosid-2, 3,4, 6-tetra-phenyl-
urethan (VI)4) iiberein. Die chloroformléslichen Aglykonderivate (VII 4 IX) aus
der Methanolyse von V wurden mit Diazomethan behandelt und lieferten ein ein-
heitliches Produkt CgHgOyN, das mit dem unten beschriebenen, durch Partial-
synthese erhaltenen Phenylurethan des Desoxypodophyllinsdure-methylesters (IX)
identisch war (IR.-Spektrum: Fig. 5).

Die Bildung des Methylglykosids VI und der als Primidrprodukt auftretenden
Siaure VII deutete darauf hin, dass die Methanolyse des Glucoseester-Derivates V
iiber den Mechanismus einer Alkyl-Sauerstoff-Trennung verlduft. Bemerkenswert
war ferner, dass lediglich das f-Anomere des Zuckerderivates (VI) gebildet wurde.
Fiir diese Stereospezifitit kann der grosse Rest der Phenylcarbamoylgruppe an C-2
der Zuckereinheit verantwortlich sein, der das intermediir auftretende Carbonium-
Ton A derart abschirmt, dass eine Substitution nur von der §-Seite erfolgen kann??).

12) Bei der bascnkatalysierten Methanolyse von Podophyllotoxin-tetra-O-acetyl-f-p-glucosid
werden nur die Acetylreste, nicht aber die Glucose abgespalten: A. Storr, J. RENz & A. voN
WARTBURG, Helv. 37, 1747 (1954).

13) Phenylurethane wurden kiirzlich bei der Konstitutionsermittlung der Zuckerkomponenten
von Digitalisglykosiden als Zwischenprodukte beniitzt: H. Licari, M. KusN & A. voN WART-
BURG, Helv. 45, 868, 881 (1962).

14y M. L. WorrroM & D. E. PLETCHER, J. Amer. chem. Soc. 62, 1151 (1940).

15) Ein dhnlicher Fall stellt die saure Methanolyse von 1-Mesitoyl-2, 3-dibenzoyl-f-p-glucose dar.
Unter Retention an C-1 wird ebenfalls vorwiegend das entsprechende f-Methylglucosid ge-
bildet (Abschirmung durch den Benzoylrest): B. HELFerIicH, W. P1EL & F. EcKsTEIN, Chem.
Ber. 94, 491, 499 (1961).
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Eine andere Erklirung besteht in der Annahme eines Zwischenproduktes B unter
Beteiligung der —CO—NH-Gruppe des Urethanrestes an C-2, das ebenfalls nur eine
f-Substitution zu VI erleiden kénnte.

Saure VII CH,OR CH,OR CH,OR
| @ | | .
A //—Ox\\ / O\\H // 0\\O~LH3
> for == LOrR )| > [OR
|CH,OH- RO\ / RO\ I/ 0 RO\ |/ H
.‘ CH,SOH O-CO-NH-C¢H, Q\ ’ @ O-CO-NH-C,H;
C=NH-CH;
Urethan V A B Vi

R = CO-NH-C4H,

Aus den bei der Methanolyse von V isolierten Spaltprodukten VI, VII und IX

geht eindeutig hervor, dass im Lignan J die Glucose in der Pyranoseform vorliegt
und am C-1-Hydroxyl mit Desoxypodophyllinsdure verestert ist (Formel I). In
Formel I ist lediglich die Konfiguration an C-1 der Glucose nicht vollig gesichert.
Die vorgeschlagene f-Orientierung stiitzt sich auf den molaren Drehungsbeitrag der
Glucose®). Der berechnete Wert A[M];, Glucose = —184° (in Methanol) ist trotz
relativ grosser Abweichung von dem fiir andere 1j-D-Glucoseester bestimmten In-
krement (A[M], ca. —70° bis —80° in Wasser oder Methanol) nur mit einer §-Kon-
figuration vertriglich. Mit diesen Ableitungen und Befunden ist die Struktur des
Lignans J als Desoxypodophyllinsiure-18-D-glucopyranosyl-ester (I) weitgehend be-
wiesen.
Partialsynthese des Abbauprodukies 1X. Die zu Vergleichszwecken benétigte Verbin-
dung IX war ausgehend von Desoxypodophyllotoxin (II) durch stereospezifische
Offnung des Lactonrings!) zuginglich. Beim Erwirmen von Desoxypodophyllo-
toxin (IT) in Methanol unter Zugabe von Perchlorsiure bildete sich ein Gemisch des
bisher unbekannten Desoxypodophyllinsiure-methylesters (VIII) mit Ausgangs-
lacton II, im Verhiltnis von ca. 1: 1. Eine Trennung der beiden Komponenten gelang
durch Chromatographie an Silicagel. Reiner Desoxypodophyllinsdure-methylester
Cy3HO4 (VIII) bildet farblose Kristalle vom Smp. 137—-138°%; [a)2 = —165° (in
Chloroformt) (IR.-Spektrum: Fig.5). Mit Phenylisocyanat erhielt man aus VIII
ein kristallisiertes Urethanderivat C,,Hg; 0N, das mit Desoxypodophyllinsdure-
methylester-phenylurethan (IX), dem oben beschriebenen Spaltprodukt aus V,
in allen Eigenschaften iibereinstimmte (IR.-Spektrum: Fig. 4). Mit dem freien Hy-
droxysdureester VIII wurden noch folgende Reaktionen ausgefithrt: Erwdrmen von
VIII mit verd. Schwefelsdure in Aceton regenerierte Desoxypodophyllotoxin (II),
ein Beweis fiir die intakte 2 : 3-frans-Konfiguration des Methylesters VIII.

Versuche, um ausgehend von VIII zur freien Desoxypodophyllinsdure zu ge-
langen, fithrten nicht zum Ziel, da bei der alkalischen Hydrolyse Isomerisierung
unter Bildung von Desoxypikropodophyllinsiure®) eintrat. Andererseits ergab
Desoxypodophyllinsdure-methylester (VIII) mit NaOCH, in Methano! ein Gemisch

16) Der molekulare Drehungsbeitrag [M]y, der Glucose wurdc in analoger Weise wie bei Cardenolid-
glykosiden?) berechnet: A[M], = [M]p Glucosecster-[M], Saure bzw. Siuremethylester.

17y W. KLyNE, Biochem. J. 47, XL.1 {1950).

18) A. W. SCHRECKER & M. M. TraAIL, J. org. Chemistry 23, 767 (1958).
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von Reaktionsprodukten, das sich auf Grund der Diinnschichtchromatographie aus
Desoxypodophyllotoxin (II), Desoxypikropodophyllin {IV) und Ausgangsmaterial
(VIII) zusammensetzte. Bei lingeren Reaktionszeiten liess sich nur noch das Pikro-
lacton IV nachweisen. Die Lactonisierung erfolgt unter Beteiligung der benachbarten
primiren OH-Gruppe zuerst zum Desoxypodophyllotoxin (IT), das dann zum Pikro-
derivat (IV) epimerisiert wird. Die Reaktion verlduft somit véllig analog zu der oben
beschriebenen basenkatalysierten Umesterung von Lignan J (I) zu Desoxypikro-
podophyllin (IV).

Zur Brogenese der Lignane. Mit Desoxypodophyllinsidure-18-p-glucopyranosyl-
ester (I) (= Lignan J) ist u. W. erstmals ein zuckerhaltiges Lignanderivat in Form
seines Glucoseesters aufgefunden worden. Es liegt nahe, einen derartig gebauten
Naturstoff mit der Biogenese der Lignane in Beziehung zu bringen. Als Vorldufer
der Lignane werden Phenylpropanoide (C;—C,-Einheiten), speziell Hydroxyzifnt—
sduren, angenommen, die bekanntlich auch als Bausteine des Lignins, der Cumarine
und der Flavonoide auftreten!?). Es ist nun bemerkenswert, dass in den letzten
Jahren von verschiedenen Autoren??) gezeigt werden konnte, dass die im Pflanzen-
reich weit verbreiteten Hydroxyzimtsiuren hiufig als Glucoseester vorkommen.
Folgt man der besonders von ERDTMAN und von BARTON vertretenen Ansicht,
wonach die Lignane durch enzymatische, unter §: f-Kupplung verlaufende Phenol-
oxydation®) gebildet werden, so kann Lignan ] als natiirliches Zwischenprodukt
der Lignan-Biosynthese aufgefasst werden. Dem Glucoserest kénnten wichtige Funk-
tionen bei der Steuerung der Kondensationsreaktionen bzw. als Schutz der freien
Carboxylgruppe zugeschrieben werden. Besonders interessant ist in diesem Zusam-
menhang der i vitro leicht verlaufende Ubergang von Lignan J (I) in Desoxypodo-
phyllotoxin (IT).

Experimenteller Teil *2)

Isolievung von Lignan J (I)2?). 120 g Rohglykosid-Extrakt aus P. peltatum®) wurden in Por-
tionen an Silicagel chromatographiert:

250 g aktives Silicagel 28) wurden mit 187,5 g Wasser vermischt und unter Riihren in eine mit
dem Elutionsmittel gefiillte Glasréhre (@ = 5 cm) eingetragen. Nach Abtropfen des uiberstehen-
den Losungsmittels beschickte man die Sdule mit 6 g Glykosidgemisch, gelést in 7 bis 10 ml
Methanol. Zur Elution diente Chloroform + 39, Methanol, das mit Wasser gesittigt wurde

1%) Vgl. z. B. H. GrRiEsEBacH & W.D. Orr1s, Experientia 77,4 (1961); R. RoBinson, The Structural
Relations of Natural Products, Clarendon Press, Oxford 1955; K. FREUDENBERG, Fortschr.
Chem. org. Naturstoffe 20, 41 (1962).

20y J. B. HARBORNE & J. J. CorNER, Biochem. J. 87, 242 (1961); L. BIRkOFER, CH. KAISER,
W. NouveErINE & U. THoMas, Z. Naturforsch. 7656, 249 (1961); J. J. CORNER, J. B. HARBORNE,
S. G. HumpHRIES & W. D. OL11s, Phytochemistry 7, 73 (1962); V. C. RuNECckLEs & K. Woor-
RICH, tbid. 2, 1 (1963).

21) H. Erpt™ManN & C. A. WACHTMEISTER, Festschrift Prof. A. Storyr, Basel 1957, S.144; D. H. R.
BarTon & T. CoHEN, ibid., S. 133.

2% Alle Smp. sind auf dem KorLER-Block bestimmt. Zur Messung der optischen Drehwerte

wurden die Substanzen bei 80° im Hochvakuum getrocknet. Die Diinnschichtchromato-

gramme wurden vorwiegend auf Kieselgelplatten ausgefithrt und die Lignan-Komponenten
durch Besprithen mit einer 1-proz. Losung von Cer(IV)-ammoniumnitrat in 50-proz.

Schwefelsiure und anschliessendes Erwidrmen auf 120° sichtbar gemacht.

Herstellung des aktiven Silicagels nach: A. SToLL, E. ANGLIKER, F. BarFuss, W. KussMAUL

und J. RENz, Helv. 34, 1460 (1951).
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(Fraktionen a 250 ml). Die Zusammensetzung der einzelnen Eluate wurde mittels Diinnschicht-
chromatographie an Kieselgelplatten (Fliessmittel: Chloroform-Methanol-(70:25), wasserge-
sdttigt) bestimmt (Tab. 1).

Tabelle 1. Vortrennung dev Rohglykoside an Silicagel

Fr. Nr. mg Lignankomponenten
0-10 121 Aglykone
11-12 978 Lignan F, Lignan H, (-Peltatin-glucosid+ wenig Podophyllotoxin-
glucosid
13-15 1889 wenig f-Peltatin-glucosid + Podophyllotoxin-glucosid
16-19 315 Podophyllotoxin-glucosid, Lignan J, a-Peltatin-glucosid
20-30 741 o-Peltatin-glucosid
31-42 448 4’-Demethylpodophyllotoxin-glucosid und polarere Antcile

Diese Vortrennung lieferte aus 120 g Rohglykosiden 12,5 g eines an Lignan J angereicherten
Praparates. Die weitere Fraktionierung erfolgtc an ciner Sdule aus 350 g Silicagel, die wie oben
beschrieben pripariert wurde, wobei das Adsorptionsmittel jedoch mit 350 g 50-proz. Athanol
anstatt mit Wasser impragniert wurde. Nach Auftragen des Priparates (gelost in 14 ml 50-proz.
Athano!) cluierte man mit Essigester+ 109, Benzol (wasscrgeséttigt). Dabci gewann man zuerst
eine kleine Menge Aglykonfraktion, gefolgt von 6,8 g fast reinem Podophyllotoxin-glucosid. Dann
erschienen 2,34 g einer Mischfraktion bestehend aus Lignan J, Podophyllotoxin-glucosid und §-Pel-
tatin-glucosid. Mit Essigester+ 5%, Benzol (wassergesattigt) wurden schliesslich 1,69 g Lignan J,
begleitet von wenig Podophyllotoxin-glucosid und a-Peltatin-glucosid, gewonnen. 1,11 g eines dhn-
lich zusammengesetzten Lignan- J-reichen Priaparates erhielt man durch Nachchromatographie der
obigen 2,34 g Mischfraktion. Die beiden angereicherten J-Praparate wurden vercinigt (2,80 g) und
an 200 g Silicagel, impragniert mit 210 g 30-proz. Athanol, fraktioniert. Wassergesittigter Essig-
ester mit 109, Benzol eluierte zunichst 265 mg Aglykone und Podophyllotoxin-glucosid, dann
folgten 2,32 g stark angercichertes Lignan J. Zweimalige Nachchromatographie dieses Praparates
an Silicagel (impragniert mit 75 Gewichtsteilen Methanol-Wasser-1:3) lieferte 995 mg lignan ],
das noch eine klcine Beimengung von a-FPeltatin-glucosid enthiclt. Die letzte Reinigung crfolgte
durch Verteilung dieses Priparates an wasscrgesittigtem Silicagel und Elation mit Essigester +
159, Benzol (wasscrgesittigt) (Tab. 2).

Tabelle 2. Chrvomatogvaphie von Lignan | an Silicagel

Fr. Nr. mg Lignankomponenten
1-5 66 Aglykon (= krist. Desoxypodophyllotoxin)
6-7 27 Lignan J+ wenig Podophyllotoxin-glucosid
8-12 434 reinstes Lignan J

13-20 235 Lignan J+ wenig a-Peltatin-glucosid

21-23 182 reines a-Peltatin-glucosid

Total liessen sich (nach analoger Aufarbeitung samtlicher Zwischenfraktionen) 600 mg ein-
heitliches Lignan ] {= Desoxypodophyllinsiure-18-p-glucopyranosyl-ester, I} isolieren. Das
Analyscenpriparat wurde aus Aceton-Ather umgefdllt und lieferte ein weisses Pulver vom Smp.

123-128°; [a]¥ = —151,5° (¢ = 0,575 in Mecthanol). IR.-Spektrum: Fig. 2; UV.-Spcktrum in
Methanol: 4, = 289 mu (loge = 3,68).

CyeH34053  Ber. €581 H 59 0360 (3)CH;0 16,19,

(578,57) Gef. ,, 58,1 ,, 55 ,, 363 " 16,4%,

Penta-O-acetyldevivat I11: 50 mg Lignan J (I) wurden mit 1 ml Essigsdureanhydrid und 1 ml
abs. Pyridin iiber Nacht bei Zimmertemp. stehengelassen. Nach iiblicher Aufarbeitung fielen
72 mg rohes Acetylderivat an, das man zur Reinigung zwcimal an der 80fachen Menge trockencm
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Kieselgel chromatographierte. Chloroform cluierte 34 mg reines, amorphes Pentaacctat 111 vom
Smp. 83-90°,

CyeHyyOy  Ber. €579 H56 0365 (3)CH;O 11,8 (5)CH,CO 27,39,

(788,75) Gef. ,, 581 ,, 5,7 ,, 36,3 ., 11,5 " 28,99,

Hydrolyse von Desoxypodophyllinsdure-18-D-glucopyranosyl-ester (Lignan J) (I). — a) Mit ver-
diinnier Salzsiure: 30 mg Lignan J (I) wurden mit 0,5 ml 2~ Salzsdure 4 Std. auf 60° erwirmt.
Nach dem Abkiihlen versetzte man die Lésung mit 0,5 ml Aceton und neutralisierte mit Silber-
carbonat. Die Silbersalze wurden entfernt, das klare Filtrat mit 3 ml Wasser verdiinnt und zweimal
mit je 5 ml Chloroform extrahiert. Die vereinigten Chloroformphasen liefertcn nach dem Ein-
dampten 15 mg krist. Aglykonfraktion, die im Diinnschichtchromatogramm (Kieselgel, Fliess-
mittel: Chloroform+ 19, Methanol, oder Al,O4-Platten, Fliessmittel: Benzol-Chloroform-2:1) die
gleiche Laufstrecke und Anfarbbarkeit wie Desoxypodophyllotoxin (II) zeigte. Aus der wisserigen
Phase konnten 9 mg einhcitliche Zuckerfraktion isoliert und mittels Papierchromatographie als
Glucose identifiziert werden (z. B. WHATMAN Nr. 3, Fliessmittel: Butanol-Eisessig-Wasser 4:1:5,
Besprithen mit Anilinphtalat).

by Durch Chromatographie an Silicagel: 110 mg Lignan J (I) wurden an 15 g Silicagel, wasser-
gesdttigt, aufgezogen. Mit Essigester-Benzol-(4:1), wassergesittigt, liessen sich 29 mg Vorfraktion
cluicren; dic spateren Fraktionen cnthielten reinstes Lignan J. Umkristallisation der Vorfraktion
aus Methanol und Methanol-Wasser lieferte flache Stibchen vom Smp. 167-168°; [¢]ff = — 96,0°
(¢ = 0,651 in Methanol) und —116,3° (¢ = 0,503 in Chloroform). Das Priparat gab mit authenti-
schem Desoxypodophyllotoxin (I1) (isoliert aus Juniperus stlicicola®)) keine Smp.-Depression und
verhielt sich auch im Diinnschichtchromatogramm wie dic Testsubstanz; Vergleich des IR.-
Spcktrums siehe Fig. 3.

CgoHpO;,  Ber. C66,3 H 56 0281 (3)CH;0 23,49,
(398,41) Gef. ,, 66,3 ,, 57 , 27,9 ,, 23,3%

Basenkatalysierte Spaltung von I zu I'V. 22 mg Lignan J (I) in 0,5 ml abs. Mcthanol wurden mit
0,1 m! Natriummethylat-Losung (4,6 mg Natrium/1 ml abs. Methanol) bei Zimmertemp. versetzt.
Diinnschichtchromatographie einer Probe zeigte, dass schon nach 15 Min. kein Ausgangsmaterial
mchr vorlag. Nach einstiindigem Stehen bei 20° wurde mit Eiscssig angesiuert und die Lésung
im Vakuum eingedampft. Der Riickstand lieferte aus Methanol-Wasser 6 mg Kristalle vom Smp.
161-170°. Der Misch.-Smp. mit Desoxypikropodophyllin (IV)11) war ohne Erniedrigung und die
Laufstrecken im Dinnschichtchromatogramm (Al,O4-Platten, IFlicssmittel: Benzol-Chloroform
2:1) waren gleich.

Penta-phenylurethan (V) des Desoxypodophyllinsiure-15-nD-glucopyranosyl-esters (I). 320 mg im
Hochvakuum getrocknetes Lignan J wurden in 3 ml abs. Pyridin gelést, mit 0,88 ml Phenyliso-
cyanat versetzt und 4 Std. auf 40° erwarmt. Nach dem Abkiihlen auf 15° fiigte man 0,5 ml Methanol
zu, liess 1/, Std. stehen und dampfte die Lésung im Vakuum ein. Der Riickstand wurde in Benzol
aufgenommen, wobei 29 mg kristallisierter Diphenylharnstoff ungelgst blieben. Die Benzollésung
wurde eingedampft und das rohe Phenylurethan an trockenem Silicagel chromatographiert. Mit
Benzol-Chloroform-Gemischen liess sich zunidchst Phenylmethylurethan auswaschen. Reines
Chloroform eluierte dann 560 mg Penta-phenylurethan V. Das Praparat bildete ein farbloses,
amorphes Pulver vom Smp. 184-197° (Zers.); [«]}? = — 89,3° (¢ = 0,627 in Chloroform).

CegH;9015N;  Ber. C64,4 H51 0245 N60 (3)CH;O 7,9%
(1174,18) Gef. ,, 64,3 ,, 52 , 240 , 59 " 7,6%

Methanolyse des Penta-phenylurethans V. Eine Losung von 413 mg Penta-phenylurethan in
9 ml abs. Methanol wurde mit 1 ml Methansulfonsdure 1 Std. 45 Min. unter Riickfluss erwarmt.
Man versetzte mit Wasser und engte im Vakuum bei 40° auf ca. 10 ml ein. Das rein wisserige
Konzentrat wurde mit 20 ml Wasser verdiinnt und mit Essigester extrahiert. Die vereinigten,
neutral gewaschenen Essigesterphasen lieferten nach Eindampfen 438 mg Spaltprodukte. Beim
Digerieren mit 5 ml Chloroform blieben 175 mg rohes Zuckerurethan VI ungelsst. Die chloroform-
I6slichen Anteile (280 mg) wurden mit dtherischer Diazomethanlésung methyliert und lieferten
280 mg Aglykonfraktion (IX}.

f-Methyl-D-glucopyranosid-2, 3,4, 6-tetra-phenyluvethan (VI). 173 mg in Chloroform unlésliche
Anteile aus obiger Methanolyse lieferten nach Umkristallisation aus Methanol 125 mg farblose
Néidelchen vom Smp. 220-230°; [a)fY = +11,3° {¢ = 0,443 in Pyridin). Das Priparat erwies sich
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nach Misch-Smp., Vergleich der IR.-Spcktren und Verhalten im Diinnschichtchromatogramm als
identisch mit f-Methyl-p-glucopyranosid-2, 3,4, 6-tctra-phenylurethan4) (V).
CysHyyO0N, Ber. C62,7 H 51 0238 N84 CHO4,6%
(670,68) Gef. ,, 62,8 , 50 , 236 81 . 46%

Desoxypodophyllinsgure-methylester-phenyluvethan (1X). — a) Aus Methanolyse von V. 280 mg
methylierte Aglykonfraktion aus der Methanolyse von V wurden an Silicagel, impréigniert mit 209,
Wassecr, chromatographicrt. Benzol-Chloroform-(3:1) eluierten 154 mg Material, das im Dinn-
schichtchromatogramm cinheitlich war (Silicagel, Fliessmittel: Chloroform+ 19, Methanol). Aus
Methanol-Ather-Pentan resultierten farblose Kristalle vom Smp. 98-110°; [«]¥ = —147,5° (¢ =
0,756 in Methanol). Das Priparat war nach Misch-Smp. und Verhalten bei der Diinnschichtchro-
matographie und nach dem IR.-Spektrum (Fig. 4) mit dem unten beschriebenen Phenylurethan
1X des Desoxvpodophyllinsdure-methylesters identisch.

CgoHgyOpN  Ber. €656 H 35,7 0262 N2,5 CH0O22,6%
(549,58) Gef. ,, 656 ,, 59 , 261 , 29 . 23,1%

by Aus Desoxypodophyllinsiure-methylester (VI11): Eine Loésung von 1,72 g Desoxypodophyllin-
saure-mcthylester (VIII) in 5 ml abs. Pyridin wurde mit 1,2 g Phenylisocyanat versetzt und 2 Std.
auf 40° erwarmt. Nach Abkiihlen auf 20° fiigte man 1 ml Wasser zu, liess 15 Min. stehen und dampfte
im Vakuum zur Trockne cin. Den Riickstand nahm man in Benzol auf, wobei Diphenylharnstoff
ungelost blieb. Die Benzollssung wurde durch eine Schicht Kieselgel {3 g} und AL, Oq (2 g) filtriert
und ergab nach Eindampfen 1,51 g farblosen Schaum. Aus Methanol-Ather-Pentan kristallisierten
885 mg Phenylurethan IX vom Smp. 92-105°; [a]} = —148,6° (¢ = 0,562 in Methanol). Das
Priparat stimmte in allen Eigenschaften mit dem oben crhaltenen Spaltprodukt IX iiberein. IR.-
Spektrum siehe Fig. 4.
CgoH4 0N Ber. €656 H57 0262 N25 CHO 2269
(549,58) Gef. ,, 658 ,, 57 ,, 258 ,, 2,6 . 22,5%,

Desoxypodophyllinsiure-methylestey (VIII). 10 g Desoxypodophyllotoxin (II) (hergestellt
durch Hydrogenolyse von Podophyllotoxin?4)) wurden in 300 ml Methanol gelést, mit 0,5 ml
70-proz. Perchlorsdurc versetzt und 10 Std. unter Ruckfluss erwdrmt. Dann fiigte man weitere
0,3 ml Perchlorsiurc zu und kochte erneut 10 Std. unter Ruickfluss. Anschliessend ncutralisierte
man mit BaCO,, entfernte die Bariumsalze und engte das Filtrat im Vakuum auf ca. 50 ml ein.
Das Konzentrat wurde in 200 ml Wasser gegossen und mit Chloroform ausgeschiittelt. Die ver-
cinigten Chloroformphasen wurden mit Wasser gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und einge-
dampft. Der Riickstand zeigte im Diinnschichtchromatogramm auf Kieselgel mit Chloroform -+
19, Methano! als Fliessmittel zwei Flecke, dic dem Methylester VIII (langsamer laufend) und dem
Ausgangsmaterial zukamen. Zur Abtrennung des Mcthylesters wurde das Methanolysegemisch an
trockenem Silicagel chromatographicrt. Mit Benzol-Chloroform-Gemischen liessen sich zunachst
4,5 g Desoxypodophyllotoxin eluieren. Die spiteren Fraktionen und die Eluate mit reinem Chloro-
form lieferten 4,4 g einheitlichen Desoxypodophyllinsaure-methylester (VIII). Aus Ather farblose
Kristalle vom Smp. 137-138°; [a]® = —159,7° (¢ = 0,588 in Methanol) und — 165,0° (¢ = 0,606 in
Chloroform). IR.-Spektrum siehe Fig. 5.

CygHpgOy Ber. C64,2 H 6,1 029,7 CH,O 28,89,
(430,45) Gef. ,, 63,9 ,, 6,0 , 29,3 ,, 2889,

Desoxypodophylletoxin (I1I) aus Desoxypodophyllinsdure-methylester (VIII). 250 mg Methyl-
ester VIII in 4 ml Aceton wurden mit 1 ml Wasser und 0,2 ml Methansulfonsaure 20 Std. unter
Riickfluss gekocht. Man versetzte mit 5 ml Wasser, entfernte das Aceton durch Einengen im
Vakuum und schiittelte das rein wéisserige Konzentrat mit Chloroform aus. Die Chloroform-
extrakte wurden neutral gewaschen und eingedampft. Der Riickstand lieferte aus Athanol 210 mg
Kristalle vom Smp. 166-169°; [x]3 = -~ 122,6° (¢ = 0,608 in Chloroform). Das Priparat stimmte
in allen Eigenschaften mit Desoxypodophyllotoxin (II) iberein. IR.-Spektrum siehe Fig. 3.

Basenkatalysievte Lactonisierung von VIII zu Desoxypodophyllotoxin (I1) und Desoxypikvo-
podophyilin (IV). Eine Losung von 50 mg Methylester VIII in 3,5 ml abs. Methanol wurde mit
0,5 ml einer Natriummethylat-Lésung (20 mg Naj/ml) versetzt und bei Zimmertemp. stehenge-

2} A, W. ScHRECKER, M. M. TraiL & J. L. HarrweLL, J. org. Chemistry 27, 292 (1956).



Volumen xLvi, Fasciculus v1 (1963) - No. 239-240 2139

lassen. Nach 1, 2, 4, 8 und 15 Min. wurden je 0,4 ml Losung abpipettiert, mit 0,1 ml 5-proz. Essig-
sdure in Methanol versetzt und mittels Diinnschichtchromatographie analysiert (Al,O,-Platten,
Fliessmittel: Chloroform-Benzol-1:2). Nach einer Reaktionszeit von 1-4 Minuten liess sich
Desoxypodophyllotoxin (II) neben Desoxypikropodophyllin (IV) und Ausgangsmaterial (VIII)
nachweisen. Spéter trat nur noch die Pikroverbindung IV auf; nach ca. 15 Min. begann Desoxy-
pikropodophyllin (IV) in der Reaktionslosung auszukristallisieren.

SUMMARY

The isolation of lignan J, Cy4Hj3,0;4, @ new compound from the roots and rhizomes
of American Podophylium peltatum L. and Indian P. emodr WALL. is described.
Lignan ] is easily cleaved to desoxypodophyllotoxin and p-glucose. By degradation
of its penta-phenylurethane, the structure of lignan J has been deduced as the
15-p-glucopyranosylester of desoxypodophyllinic acid. It is suggested that glucose
esters of this type may act as intermediates in the biogenesis of lignans.

Pharmazeutisch-chemische Forschungslaboratorien
SANDOZ AG., Basel

240. Etudes sur les matiéres végétales volatiles CLXXXVII!).
Présence de maaliol et de valéranone dans I’huile essentielle
de Spikenard (Nardostachys jatamansi DC.) chinoise

par Yves-René Naves
Dédié au Professeur THEODORE POSTERNAK pour son soixantiéme anniversaire.

(9 VIII 63)

L’huile essentielle de Spikenard?) est obtenue a partir d’une valérianacée: Nar-
dostachys jatamansi (Roxs.) DC. (= Patrinia jatamansi WALLICH = Valeriana spica
VAHL), qui croit dans I'Himalaya. Depuis 1955, elle est distillée réguliérement en
Chine, dans le nord-est du Ssen-tch’ouan?).

Elle renferme une forte proportion de sesquiterpénes parmi lesquels ont été iden-
tifiés le calaréne (ou f-gurjunéne) (I), le f-maaliéne (I1I}4), et Uaristoléne (IIT)5).

Jai examiné, en 1957, avec l'assistance technique de Mme D. Marcovict, 'huile
essentielle de Spikenard de Chine et nous en avons isolé par distillation, succédant
aux sesquiterpénes, des fractions se solidifiant a froid, d’oll nous avons retiré, par
recristallisations, du (+)-maaliol (IV). Ce produit s’est révélé identique a un échan-

1) CLXXXVIe comm.: Bull. Soc. chim. France, & l'impression.

?) Cf. E. GILpEMEISTER & FRrR. HorrmanN, Die atherischen Ole, 4e éd. par W. Treiss & K.
Bournort, 7, 542, Akademie-Verlag, Berlin 1961.

3) CuaiaNG Hsi-CHaNG, Perfum. essent. Oil Rec. 49, 15 (1958).

4y G. BcH1, F. GREUTER & T. Tokorovama, Tetrahedron letters 7962 (78), 827; cf. au sujet
du calaréne: J. UrkoC, J. KRepiNskY, V. HEroUuT & F. SorwM, ibid. 1963 (4), 225.

3) P. PEsNELLE & G. Ourisson, Bull. Soc. chim. France 7963, 913.





