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6. Die Herzglykoside der roten Meerzwiebel (Scilla maritima):
Scillirubrosid
54, Mitteilung iiber Herzglykoside {11
von Albert von Wartburg
{11. I1X. 63)

Die rote und die weisse Varietit der Meerzwiebel, Scilla (= Urginea) maritimna
(Baxker L.), unterscheiden sich morphologisch geringfiigig voneinander, differieren
jedoch signifikant in der physiologischen Wirkung ihrer wichtigsten Inhaltsstoffe.
Beide Drogen enthalten herzaktive Steroidglykoside vom Scilla-Bufo-Typ [2] [3] [41;
aber nur die rofe Meerzwiebel zeigt die seit langem bekannte spezifische Toxizitit der
Sctlla gegen Ratten und andere Nagetiere [2] [5]. Als Triger dieser Wirkung konnte
das Scillirosid (I}, das Hauptglykosid der roten Varietit, erkannt werden [5]. Seine
Begleiter, Scillaren A (IV) [2] (= Hauptglykosid der weissen Varietit [4]), Scilliglau-
cosid (V) [2] und Scillarenin-8-p-glucosid (II) [3}, sowie die fibrigen bekannten
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O—CO—CH
I (R = Glucose) II (R = Glucose) V (R = Glucose)
Seillirosid 6] Scillarenin-f-n-glucosid [3] Scilliglancosid [8]

II1 (R = Rhamnose) {== Scillaren F)
Proscillaridin {7}

IV (R = Scillabiose)
Scillaren A (7]
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Scillaglykoside aus der weissen Meerzwiebel [4] sind zwar cardiotonisch hochaktiv,
besitzen aber keine rattiziden Eigenschaften. Die spezifisch konvulsive Wirkung des
Scillirosids steht somit in keiner direkten Beziehung zu seiner Herzaktivitit, sondern
muss anf besonderen Eigenarten seines chemischen Baus beruhen. Aus den Konstitu-
tionsformeln I-V geht hervor, dass Scillirosid im Vergleich zu den andern Scillaglyko-
siden zwei zusitzliche Strukturelemente enthilt, nimlich an C-8 eine weitere tertidire
Alkoholfunktion und eine Acetoxygruppe an C-6 [6). Es ist zu vermuten, dass diese
charakteristischen Substituenten die rattiziden Eigenschaften des Scillirosids bedin-
gen [9].

Wir berichten im folgenden iiber die Isolierung und Konstitutionsermittlung eines
weiteren Nebenglykosids aus der roten Meerzwiebel. Diese neue Komponente, die wir
als Scillirubresid (VI) bezeichnen, nimmt strukturell eine Mittelstellung zwischen
Scillirosid (I) und den Scillarenin-Glykosiden (II-IV) ein. Das Verhalten des Scilli-
rubrosids bei der orientierenden pharmakologischen Pritfung lieferte erginzende Infor-
mationen iiber die oben diskutierten Struktur-Wirkungsbeziehungen.

Isolierung von Scillirubrosid. 65 kg getrocknete rote Meerzwiebeln wurden nach
frilheren Angaben [3] mit Methanol extrahiert und die vereinigten Methanclausziige
einer Bleifillung unterzogen. Der von den Bleisalzen geklirte Extrakt wurde durch
Einengen im Vakuum unter Einsaugen von Wasser vom Methanol befreit und das
anfallende wisserige Konzentrat der Reihe nach mit Chloroform, Chloroform-Buta-
nol-{9:1), Chloroform-Butanol-(7:3) und reinem Butanol ausgeschiittelt. Die Analyse
der einzelnen Extrakte mittels Diinnschichtchromatographie zeigte, dass die Glyko-
side zur Hauptsache in den Chloroform-Butanol-Ausziigen vorlagen. Neben noch un-
bekannten Stoffen liessen sich hier Proscillaridin A (IIT), Scillirosid {I}, Scillarenin-
f-p-glucosid (IT), Scilliglaucosid (V), Scillaren A {IV) und das neue Glykosid VI er-
kennen. Scillirubrosid (VI), das eine minim kiirzere Laufstrecke als Scillarenin-glo-
cosid (IT) besitzt, erzeugt mit Cer(IV)-Reagens (s. exp. Teil) eine bestéindige Blaufir-
bung?) und hebt sich dadurch deutlich von den tibrigen Glykosiden ab.

Im Chloroform-Auszug konnten mindestens 16 verschiedene Stoffe®) nachgewie-
sen werden, von denen lediglich Proscillaridin A in Substanz isoliert und eindeutig
identifiziert wurde.

Der Butanol-Auszug, der nur geringe Mengen Scillaren A und ein unbekanntes,
stirker polares Glykosid enthielt, wurde vorldufig nicht weiter untersucht.

Die priparative Isolierung der Glykoside erfolgte wie friiher [3] durch Chromato-
graphie der rohen Extrakte an Kieselgel, wobei in diesem Fall wassergesittigte Chlo-
roform-Methanol-Gemische?) als Elutionsmittel dienten.

Die Fraktionierung, die laufend diinnschichtchromatographisch verfolgt wurde,
ergab zunichst eine Vortrennung der Rohglykoside in unpolare Anteile, reines Scilli-
rosid (I}, Mischfraktionen von I 4 VI und stirker polare Anteile (V, IV und unbe-

1) Im Gegensatz zu den Scillarenin-Glykosiden 1I-1V, die mit Cer-Reagens ebenfalls eine anfang-
lich blaue, spiiter aber in lila iibergehende Farbreaktion zeigen, bleibt beim Scillirubrosid die
blaue Farbung iiber lingere Zeit erhalten.

% Darunter finden sich die Aglykone Scillarenin, Scillirosidin und Scilliglaucosidin.

Mit diesem System werden die Glykoside in einer andern Reihenfolge eluiert als mit dem

frither [3] verwendeten Gemisch wassergesitt. Essigester + 5%, Methanol {vgl. exp. Teil).
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Tabelle 1. Ausbeuten an Reinsioffen (bez. auf geivocknete Droge)

Glykoside aus Chi-BLN- aus Chi-BLN- Totalausbeute
9:1-Extrakt 7:3-Extrakt

Scillirasid (1) 8438g 186 g 103.4 = 0,159%

Scillarenin-g-p-glucosid (1) li3g 58¢g 17,1 = 0,0263%,

Scillirubrosid {VI) 35g 27g 6,2 = 0,0095%,

Scilliglaucosid {V) -4 03g -4

kannte Stoffe). Mehrfache, systematische Nachchromatographien der einzelnen Gly-
kosidkomplexe lieferten schliesslich die in der Tab. 1 aufgefiihrten Reinpriparate.

Die diesjihrige Droge (Emnte 1964} lieferte rund doppelt soviel Scillarenin-j-p-
glucosid (II) als die frither verwendete Charge (Ernte 1963} [3]; der Gehalt an Scilli-
glaucosid war wiederum sehr gering {2] [3].

Konstitution des Scillirubrosids. Scillirubrosid kristallisiert aus Methanol in farb-
losen Nadeln vom Smp. 200-207°, [o1% == - 40,3° (in Methanol), und besitzt nach
den Elementaranalysen und dem NMR.-Spektrum (Fig. 1) die Bruttoformel C4oH40;.
Das Glykosid zeigt im UV, das charakteristische Absorptionsmaximum des doppelt
ungesittigten Lacton-Sechsrings bei 298 nm (loge = 3,72) und im IR. entsprechende
Banden bei 1710, 1632 ond 1540 cm—? (Fig. 2). Im NMR.-Spektrum (Fig. 1} sind bei
0,73 und 1,07 ppm {je 3H) die Singlette von 2 anguliren Methylgruppen und bei
5,37 ppm (1 H) das Signal eines Vinylprotons einer tentativ an C-4 formulierten
Doppelbindung zu erkennen. Leicht aufgespaltene Dublette bei 7,87 ppm {1 H; [ =
10 cps bzw. 2 cps) und 6,27 ppm (1 H; J = 10 cps) sowie ein ebenfalls schwach gespal-

&
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Fig. 1. NM R.-Spektrum von Scillivubrosid®)

1S
@

9 Auf die quantitative Isolicrung von Scilliglaucosid und Scillaren A wurde verzichtet.

%) Die NMR.-Spektren wurden in Dimethylsulfoxid mit einem VariaN-Spektrographen Mod.
A 60 bei 60 Megahertz und einer Feldinderungsgeschwindigkeit von 1 Hz/s gemessen. Die
Lage der Signale ist in 8-Werten (ppm) angegeben. Als internes Bezugssignal diente Tetra-
methylsilan {§ = 0).
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tenes Singlett bei 7,46 ppm (1 H; J = 2 cps) sind den Protonen an C-22, C-23 und C-21
‘des Lactonringes zuzuordnen.

Scillirubrosid reagierte mit Acetanhydrid in Pyridin zum kristallisierten Tetra-
O-acetylderivat CyH,o0O,, (VII). Die Zahl der Acetylreste liess sich durch 4 NMR.-
Signale im Gebiet von 2,0-2,1 ppm (entspr. je 3 H) festlegen. Der glykosidische Bau
des Scillirubrosids wurde durch die hydrolytische Spaltung bestitigt: Eine orientie-
rende saure Hydrolyse lieferte ein Aglykongemisch und eine einheitliche Zuckerkom-
ponente, die durch dinnschicht- und papierchromatographische Vergleiche sowie
durch Uberfithrung in a-Methyl-D-glucopyranosid als D-Glucose identifiziert wurde.
_Aus der Aglykoniraktion liess sich nach mehrfacher Chromatographie in schlechter

I R.-Absorptionsspektren
(auf einern PRRKIN-ELMER-IR.-Spektrometer, Mod. 21, aufgenommen)
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Fig. 3. Scillivubrosidin IX (in CH,Cly); obere Kurve: aus VI; untere Kurve: aus XI
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Fig. 4. 3-Dehvdroscitlirubrosidin XI = 3-Dehvdro-O-desacetoxy-scillirosidin {in CHL,Cly)
' obere Kurve: aus [X; untere Kurve: aus X11

8 Idieses bei f-Glucosiden hochaktive Pilzferment {Praparat C 1290) erhielten wir vor Jahren
ohne Provenienzangaben von der Firma Las. Dr. WEBER, Kiisnacht-Ziirich. Das Praparat
ergab z. B. die {olgenden Spaltungsquoten: beim Scillirosid ca. 1009%,, beim Altosid 819%,
beim Scillarenin-g-p-glucosid 74%; [3].

3
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Ausbeute ein Anhydrogenin VIII vom Smp. 188-199° isolieren. VIII besass in den
iiblichen Losungsmittelsystemen gleiche oder sehr dhnliche Laufstrecken wie Scilla-
ridin A, war jedoch durch seine blaue Farbreaktion mit Cer(IV}-Reagens leicht unter-
scheidbar. I UV .-Spektrum zeigte das Anhydrogenin VIII Maxima bei 226, 233
und 299 nm und diirfte demnach wie Scillaridin A konjugierte Doppelbindungen an
C-3, C-5 aufweisen. Der Verlanf der sauren Spaltung bildete eine erste Bestiitigung
fiir die an C-4 vermutete Doppelbindung im Scillirubrosid (VI),

ﬁ)=0 ] ‘:ro

- Enzym
o —
I
/( OH . OH
o & RO
N
OR V1 (R = H}: Scillirubrosid IX (R = H): Scillirubrosidin
R VII (R = Ac): Tetraacetylderivat X (R = Ac): 3-O-Acetyl-
OR scillirubrosidin
O
CH,OR |
Pt+—0, | | NaBH,
verd. o
H,S0, O

5k o5k

VIIT Anhydroscillirubrosidin XTI 3-Dehydroscillirubrosidin
== 3-Dehydro-6-desacetoxy-scillirosidin

HCl—Cle(V' T
Zn—AcOH
O - N

O - : | -0
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L —_» 10
MnO, 1
/(\ OH OH
HO ™~ o7~

0—CO—CH, O0—CO—CH;
XIIT Scillirosidin XII 3-Dehydroscillirosidin
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Die weiteren Versuche zur Spaltung des Scillirubrosids (V1) wurden mit dem
schon frither bei andern Scillaglykesiden erfolgreich eingesetzten Pilzferment C-12909)
vorgenommen. Das Fermentpriparat bewirkte beim Scillirubrosid eine einheitlich
vertaufende Hydrolyse zum intakten Aglykon. Sciilirubrosidin (IX) kristallisierte in
farblosen Klitzen vom Smp. 194-198°; [2]® = — 8,6° (in Methanol). Im UV.-Spek-
trum von IX ist lediglich ein Maximum bei 208 nm festzustellen, das dem Lactonring
zukommt; die entsprechenden IR.-Banden liegen bei 1710, 1632, 1540 cm—! (Fig. 3).

Die Integration des NMR.-Spektrums von Scillirubrosidin (Fig. 5) ergab 32 Pro-
tonen, entsprechend der durch Elementaranalysen abgeleiteten Bruttoformel
Cqall530;. Auffallend sind die Signale des «-Pyronrings (7,54; 7,92 und 6,33 ppm), das
Singlett des an C.4 postulierten Vinylprotons (5,27 ppm), die Singlette der beiden
anguliren Methylgruppen {1,12 und 0,78 ppm) sowie das Multiplett des Protons an
C-3 (3,98 ppm). Neue Informationen zur Konstitution des Scillirubrosidins lieferten
die beiden Singlette bei 4,39 ppm (1 H) und 3,28 ppm (1 H) sowie das Dublett bei
4,54 ppm {1 H, J = 6 cps). Diese Signale entsprechen den Protonen von drei OH-
Gruppen, da sie nach Zusatz von D,0O verschwinden; ein in VI zuerst vermutetes Me-
thinproton eines Epoxidringes liegt nicht vor. Die drei Alkoholfunktionen des Scilli-
rubrosidins liessen sich durch Acetylierungs- und Dehydrierungsreaktionen niher
charakterisieren. So lieferte der Umsatz von IX mit Essigsiureanhydrid in Pyridin

FY

-
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Fig. 5. NM R.-Spektrum von Scillirubrosidin (IX)%)

ausschliesslich das 3-Monoacetylderivat CgHaOg {X); in Ubereinsiimmung it den
NMR.-Befunden liegen die beiden nicht acylierbaren OH-Gruppen in tertiliren Bin-
dungen vor. Die Dehydrierung des Scillirubrosidins (IX) mit Saunerstoff und Platin-
katalysator fithrte zum 3-Dehydroscillirubrosidin XI. Dieses 3-Keto-A4-Derivat {Smp.
252-257°; [« = -+ 70° in Chloroform) zeigte im UV. zwei typische Maxima bei 241
bzw. 299 nm und stimmte in allen Eigenschaften mit dem bekannten 3-Dehydro-6-
desacefoxy-scillirosidin (XI) {iberein {Vergleich der IR.-Spektren, Fig. 4). XI war
frither durch Hydrogenolyse von 3-Dehydroscillirosidin (XII} oder direkt aus Scilli-
rosidin (XIII) mittels der fiir En-1,4-diole charakteristischen Umlagerung mit abs.
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alkoholischer Salzsiure erhalten worden [6]. Durch die Verkniipfung von IX mit XII
bzw, XTIl ist die Lage simtlicher Sauerstoff-Funktionen des Scillirubrosids bestimmt ;
die beiden tertidren OH-Gruppen liegen als 88, 148-Glykol vor. Auch die vermutete
B-Konfiguration der sekundiren OH-Gruppe an C-3 liess sich beweisen. Durch Reduk-
tion der 3-Dehydroverbindung XI mit NaBH, in Dioxan-Wasser bildet sich nimlich
in guter Ausbeute Scillirubrosidin (IX) zuriick {Vergleich der IR.-5pektren, Fig. 3).
Da allgemein 3-Keto-A%-steroide mit NaBH, vorzugsweise die entsprechenden 3f-
Hydroxy-A%-Derivate liefern [10], sind damit die Stereochemie an C-3 und die postu-
lierte Lage der isolierten Doppelbindung im Scillirubrosidin fixiert worden. Scilli-
rubrosidin besitzt die Formel IX und kann demnach auch als 6-Desacetoxyscilliro-
sidin bzw. als 8f-Hydroxy-scillarenin bezeichnet werden.

Nach der Charakterisierung der hydrolytischen Spaltprodukte war jetzt noch die
rdumliche Anordnung der Glucosebindung im Scillirubrosid (V1) abzuleiten?). Die in
Herzglykosiden iibliche §-Konfiguration liegt auch beim Scillirubrosid vor, wie aus
der leicht verlaufenden enzymatischen Hydrolyse mit dem Pilzferment C-1290 zu
schliessen ist; dieses Pilzferment vermag, nach unseren bisherigen Versuchen, nur
B-Glucoside zu spalten. Fiir die f-glykosidische Zuckerverkniipfung sprach auch der
nach KLYNE [11] berechnete Drehungsbeitrag der p-Glucose in VI (A4C = — 189" in
Methanol). .

Mit den beschriebenen Experimenten und Ableitungen ist die Konstltutlon des
Scillirubrosids im Sinne der Formel VI gesichert.

Pharmakologische Befunde®). Scillirubrosid {VI) und sein Aglykon IX erwiesen
sich an der Katze erwartungsgemaiss als herzaktiv, wirkten jedoch im Vergleich zu
anderen Scillaglykosiden etwas schwiicher (Tab. 2).

Tabelle 2. Toxizitdt von Scillastoffen

Scilladienolide LD nach HATCHER
Scillirubrosid (VI) 0,180 mg/kg
Scillirubrosidin (IX) 0,495 mgfkg
Scillirosid (1) [12] 0,120 mg/kg
Scillirosidin (X1I1X) [12] 0,057 mglkg
Scillarenin-§-p-glucosid (I1) f3] 0,112 mg/kg
Scillarenin [7] 0,125 mgfkg
Scilliglaucosid (V) {8] 0,069 mg/kg
Scilliglancosidin [8)] 0,064 mg/kg

Im akuten Toxizitdtsversuch an weiblichen Ratten?®} erwiesen sich Scillirubrosid
rind 380mal Seiltimhrocidin S0mal wanlrrnr rnfhrr ale Qrilliractid hewr Qrillivacidia

Eine dhnlich geringe Toxizitit gegen Ratten wie VI und IX zeigt auch Scillaren A [5].

7) Die bei Herzglykosiden iibliche Lage der Zuckerkomponentt am C-3-Hydroxyl dés Aglykons
ergab sich ans der Bildung des oben erwihnten Tetracetylderivates VII; bei einer an sich még-
lichen Verkniipfung des Glucoserestes an einem der beiden Glykolhydroxyle wire die Bildung
einer Pentaacetylverbindung zu erwarten.

8) Die pharmakologischen Versuche wurden von Herrm Dr. J. 'GRAUWILER in unserer medizinisch-
biologischen Forschungsabteilung (Leitung: Dr. A. CERLETTI) ausgefiihrt.

%) Je 10 Tiere im Gewicht von 135-200 g. Applikation einer 0;1-proz. und eincr 1-proz. Suspen-
sion in Gelatine (29} mit der Schlundsonde.
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Aus diesen pharmakologischen Befunden geht hervor, dass die 6f-Acetoxygruppe
des Scillirosids (1) ein fiir seine spezifisch rattizide Wirkung ausschiaggebendes Struk-
turelement darstelit.

Zur Biogenese der Scillaglykoside. Bei der strukturellen Ahnlichkeit des Scilli-
rubrosids (VI} mit Scillirosid (I) und den Scillarenin-Glykosiden (II-1V) liegt es nahe,
zwischen diesen Naturstoffen eine direkte biogenetische Beziehung zu suchen. So ist
z. B. die Bildung des Scillirosids nach der Reaktionsfolge II > VI - I denkbar.
Nachdem S1pERsTEIN, MURRAY & TiTUs [13! die Entstehung der Krotengifte Marino-
bufagin und Marinobufotoxin {in Bufo marinus) aus Cholesterol gezeigt haben, ist fir
die pflanzlichen Bufadienolide (Scilladienolide) eine analog verlaufende Biosynthese
anzunehmen. Als geeignete Abbavprodukie der Pflanzensterine und Vorldufer der
Scillastoffe kommen prinzipiell sowohl C,,-Steroide (Gallensdurederivate) als auch
Cy-Steroide (die Vorstufen der Cardenolide) in Betracht. TSCHESCHE & BRASSET [14]
zeigten kiirzlich, dass die Pflanze den Weg iiber Pregnane beniitzt, wie aus der Syn-
these von radioaktivem Hellebrin nach Applikation von {21-MC}-A5-Pregnen-3§-ol-
20-on-glucosid in Helleborus atrorubens hervorgeht. Die bei den Cardenocliden disku-
tierten pflanziichen Pregnanverbindungen [15] [16] kommen somit auch als Vorldufer
der Scillaglykoside in Frage. Unter den zahlreichen aus Scrophulariaceen {Digitalis-
Arten) und Asclepiadaceen isolierten Pregnanderivaten [16] [17] beanspruchen Sar-
costin (X1IV) [18] und Lineolon (XV} [18] unser besonderes Interesse, da sie wieScilli-
rosidin (XIIT) und Scillirebrosidin (IX) eine 88,145-Glykolgruppierung enthalten;
moglicherweise werden die Stoffe IX, XIIT, XIV und XV aus einem gemeinsamen
C,y-Vorlidufer gebildet.

HO

! H

(_HOH—(. H, ~L o L.co—cH,

IID o

\' ~J L

| OH
/ \/ HO™ ™%
X1V Sarcostin [18] XV Lineplon = Desacylcynanchogenin [18]

Experimenteller Teil 1"’)
unter Mitarbeit von 8. Wagner und A. Nussbaumer

1. Isolierung der Glykoside. - a} Extrakiion der Droge: 63 kg getrocknete und zerkleinerte
Mecrzwiebeln wurden erschépfend mit Methanol extrahiert. Die vereinigten Methanolausziige
engte man im Vakuum auf ca. 15 | ein, versetzte mit dem gieichen Volumen Wasser und fithrte
dann nach fritheren Angaben [3] eine Fillung mit Bleiacetat durch. Nach Entfernen der gelbroten
Blelsa.lze wurde das wasseng -methanolische Filtrat im Vakuum unter Emsaugen von Wasser au[
WA 8§ LIOEUUGINMI L. L) 1010 TOSTUE (GY AAUHIGUSLL G DUILMLLLILY LAGL WLE LAUALIL ALCUAl JU el st
e 750 mi Chloroform, Chloroform-Butanol-(9:1), Chloroform-Butanol-(7:3) und zum Schluss noch
mit 1,5 1 reinem Butanol ags. Die jeweils iiber Nay,SO, getrockneten Ausziige lieferten nach dem

19} Alie Smp. sind auf dem KorLER-Block bestimmt. Zur Messung der optischen Drehwerte wur-
den die Substanzproben bei 80° im Hochvakuum getrocknet. Die Dinnschichtchromatogra-
phien wurden auf Kieselgel-Platten ausgefiihrt, wobei als Fliessmittel Chloroform-Methanol-
Wasser-(70:25:5} oder Methylenchlorid-Methanol-Wasser-(75:23:2) dienten. Die Sichtbar-
machung der Scillagiykoside erfolgte durch Besprithen der Platten mit einer 1-proz. Lasung
von Cer(lV)-ammoniumnitrat in 50-proz. Schwefelsiure und anschliessendes Erwidrmen auf
90-100°,
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Eindampfen: 9,5 g Chloroform-Extrakt; 161,8 g Chloroform-Butanol-{9:1)-Extrakt; 79,4 g Chloro-
form-Butanol-(7:3)-Extrakt; 21,9 g Butanol-Extrakt.

Die Diinnschichtchromatographie zeigte, dass die Scillaglykoside fast ausschliesslich in den
beiden Chloroform-Butanol-Extrakten vorlagen. Der Chloroform-Extrakt enthielt ca. 1 Dutzend
unbekannte Spurenstoffe und die Aglykone Scillarenin, Scillirosidin und Scilliglaucosidin, sowie
Proscillaridin A und sehr wenig Scillirosid. Im Butanol-Extrakt liessen sich geringe Mengen
Scillaren A und ein stirker polares, noch unbekanntes Glykosid nachweisen.

b) Aufarbeitung des Chloroform-Extraktes: Der Extrakt wurde in 50 ml eines Gemisches von
Essigester mit 3% Methanol gelost und auf eine nach Duxcan [19] préparierte Siule aus 500 g
Kieselgel (MErck, Korngrésse 0,05-0,2 mm) aufgezogen. Die Elution erfolgte mit dem gleichen
Lisungsmittelgemisch in Fraktionen & 500 ml. Uber den Trennverlaul orientiert Tab. 3.

Die Proscillaridin-A-haltigen Fraktionen 10-14 wurden an 400 g Kieselgel nachchromato-
graphiert, wobei als Elutionsmitte! ein Gemisch von Chloroform-Methanol-Wasser-(60:6:0,3) ver-
wendet wurde, Dabei konnte eine einheitliche Proscillaridin-A-Fraktion abgetrennt werden, die
aus Methanol farblose Kristalle vom Smp. 219-232° lieferte (siche unten). Die restlichen Fraktio-
nen der beiden Chromatogramme wurden nicht weiter untersucht.

Tabelle 3. {solierung von Proscillaridin A

¥r, Nr. mg Komponenten

1 125 Ballaststoffe

2 1780 unbekannte Stoffe 3 Scillarenin

3 26935 unbekannte Stoffe + Scillirosidin

4 860 Scillirosidin 4 unbekanntes Aglykon

5 394 unbekannte Stoffe

6-9 913 unbekanntes Aglykon + Scilliglaucosidin
10-14 614 Proscillaridin A 4 unbekannte Stoffe
15-20 315 unbekannte Stoffe + Scillirosid
21 1018 unbekannte Stoffe

¢} Aufarbeitung des Chloroform-Butanol-(9:7)-Extraktes: Zur Vortrennung wurde der Extrakt
zundchst an grobkémmigem Kieselgel chromatographiert: In eine Lésung von 10 g Extrakt in
20 m! Methanol rithrte man 20 g Kieselgel ein und verdampfte dann das Lésungsmittel im Vakuum.
Mit dem derart imprignierten Pulver beschickte man eine SAule aus 500 g grobem Kieselgel
(Merck, Korngrsse (,2-0,5 mm). Im Unterschied zu den fritheren Angaben [3] wurde im vorlie-
genden Fall ein Gemisch von Chloroform-Methanol-Wasser-{60:6:0,5) zur Elution verwendet. Die
Zusammensetzung der einzelnen Fraktionen (je 500 ml Eluat) wurde wiederum mittels Diinn-
schichtchromatographie ermittelt. (Yber den Trennverlauf an insgesamt 16 Siivlen orientiert Tab. 4.

Tabelle 4. Vortrennung des Chlovaform-Butanol-(9:T}-Extrakies

Fr. Nr. g Glykosidkomponenten
1-3 1.5 unpolare Anteile, Aglykone
4-6 7.5 Proscillaridin, Scillirosid
7-10 71,6 reines Scillirosid
11-12 16,4 Sciilirosid, Scillarenin-glucosid
13-18 16,3 wenig Scillirosid, Scillarenin-glucosid,
Scillirubrosid
19-23 34 Scillarenin-glucosid, Scillirubrosid,
Scilliglaucosid
24 32,7 Scilliglancosid, Scillaren A und stédrker

polare Anteile
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Die Fraktionen 1-6 und Fraktion 24 wurden nicht weiter anfgearbeitet. Die auf Scillirosid
{Fr. 7-10) folgenden Fraktionen 11-12 wurden mehrmals an Kieselgel mit Chloroform-Methanol-
Wasser-Gemisch (60:6:0,5) nachchromatographiert. Dabei liessen sich weitere 10,2 g einheitliches
Scillirosid abtrennen, sowie 4,7 g einer Mischfraktion aus Scillarenin-g-n-glucosid und Scilli-
rubrosid gewinnen. 1,3 g Mischiraktion gieicher Zusammensetzung ergab die Nachchromatogra-
phie der Fr. 19-23. Zusammen mit ¥r. 13-18 lagen somit 22,3 g eines Gemisches ans Scillarenin-
f-p-glucosid und Scillirubrosid vor. Dieses Material wurde in zwei Portionen an je 500 g {fein-
kérnigem Kieselgel {Korngrisse 0,05-0,2 mm) mit Chloreform + 109, Methanol, wassergesittigt,
chromatographiert, wobei sich folgende Auftrennung ergab {Tab. 5).

Tabelle 5. Auftrennung der Mischfraktionen

Fr. Nr. g Glykosidkomponenten
1-5 0,165 unpolare Anteile, Ballaststoffe {verworfen)
6-7 1,536 Seillirosid
8-9 3,767 Scillirosid + Scillarenin-glucosid
10-12 12,427 Scillarenin-glucosid + wenig Scillirubrosid
13-23 4,433 Scillirubrosid + wenig Scillarenin-glucosid
24 0,716 Scilliglancosid + polare Anteile (verworfen)

Mehrfache Nachchromatographie der einzelnen Mischfraktionen und sinngemisse Xombina-
tion der angereicherten Priparate lieferten schliesslich aus dem Chleroform-Butanol-(9:1)-Ex-
trakt folgende Ausbeuten an Reinstoffen: 84,8 g Scillivosid, 11,3 g Scillarenin-f-p-glucosid sowie
3,5 g Scillirubrosid.

d} Auftrennung des Chloroform- Butanol-(7 :3}- Extraktes - Die Aufarbeitung erfolgte in der oben
beschriebenen Weise durch systematische Chromatographie an grobkémigem und an feinkérnigem
Kieselgel unter diinnschichtchromatographischer Kontrolle. Die Ausbeuten an Reinglykosiden
betrugen: 18,6 g Scillirosid, 5,8 g Scillarenin-f-p-glucosid, 2,7 g Scillirubrosid, 0,3 g Scilliglauco-
sid, sowie 7,2 g eines Gemisches aus Scilliglaucosid, Scillaren A und stirker polaren Anteilen.

2. Beschreibung der isolierten Reinglykoside. — a) Proscillaridin 4 (I1[). Das aus dem
Chloroform-Extrakt gewonnene Rohkristallisat wurde zweimal aus Methanel umkristallisiert und
lieferte farblose Prismen vom Smp. 219-232°%; [«)fy = —92,9° (¢ = 0,501 in Methanol) [4]. Die
Identifizierung erfolgte durch Misch-Smp., Farbreaktionen, Vergleich des IR.-Spektrums und der
Laufstrecken im Diinnschichtchromatogramm.

b} Sciflirosid (I}. Aus Methanol-Wasser farblose Blittchen vom Smp. 163-171°; [a«]}f =
—58,4° (¢ = 0,488 in Methanol) [2]. Identifizierung nach Misch-Smp., IR.-Spektrum, Diinn-
schichtchromatographie und Farbreaktionen.

c) Scillavenin-f-p-glucosid (IT}. Aus Methanol farblose, feine Nadeln vom Smp. 188-191°;
aus abs, Alkchel Prismen vom Smp. 188-222°; [o]fy = - 50,2° (¢ = 0,508 in Methanol) [3]. Das
Priparat wurde durch Vergleich des IR.-Spektrums sowie durch Misch-Smp., Rf-Werte und
Farbreaktionen identifiziert.

PR - . — - - — - — - - LR - IR
UL DU HHEHAMLUSEKE (¥ [ L83 UD LLUL WA VAUA ML LA LIAIUA T\ o f A bh DA b Uk AR AR A Ll s e

(0,3 g) wurde erneut an Kieselgel chromatographiert. Die mit Chloroform-Methanol-Wasser-
(60:6:0,5) eluierten Spitzenfraktionen lieferten aus Methanol 55 mg farblose, zu Biischeln ange-
ordnete Prismen vom Smp. 165-167°; [a)} = +10B,7° {¢ = 0,543 in Methanel) [4]. Das IR.-Spek-
trum, die Laufstrecken und Farbreaktionen in den Diinnschichtchromatogrammen stimmten mit
den entsprechenden Daten eines Testpriparates iiberein.

e) Secillirubrosid (VI). 6,2 g Rohkristallisat wurden zweimal aus Methanol umkristallisiert.
Feine, farblose Nadeln vom Smp. 200-207°; [a]l} = —40,2° {¢ = 0,521 in Methanol). [R.-Spek-
trum: Fig. 2; UV.-Spektrum in Methanol: 4_,, = 298 nm (loge = 3,72}); NMR.-Spektrum: Fig. 1.
LiEBERMANN-Reaktion: rosa-lila-blau-blaugriin.

CypHyOyp (562,64) Ber.C640 H75 0284%  Gef. C642 H7,8 02849
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3. Reaktlonen des Scillirubrosids. — Teira-O-acetyl-scillirubrosid (V11}: Eine L8sung von
100 mg Scillirubrosid (VI) in 1 ml abs. Pyridin und 1 ml Essigsureanhydrid worde 17 Std. bei
20° stehengelassen. Man verdampfte die Losungsmittel im Valkuum, nahm)den Riickstand in
Chloroform auf und schiittelte mit 2N Salzsiure, gesittigter KHCO,-1.6sung und Wasser aus. Die
Chloroformphase wurde fiber Na,SO; getrocknet und eingedampit. Das anfallende rohe Acetat
chromatographierte man an neutralem Aluminiumoxid und kristallisierte die diinnschichtchroma-
tographisch einheitlichen Spitzenfraktionen aus Methanol-Ather-Pentan. Ausbeute ca. 50 mg
farblose Kristalle vom Smp. 163-167°; [«]fy = —12,3° (¢ = 0,619 in Chioroform). IR.-Spektrum
in CH,Cl,: 3700, 3550 (OH), 1755, 1230 {Acetat), 1720, 1640, 1606, 1542 (Lacton-Sechsring) cm=1,

CyeHyoOy (730,80) Ber. €625 H69 030,7%  Gel. C624 H69 031,09

Hyadrolyse vor Scillirubrosid {VI). — a) Mit verdiinnier Schwefelsdure: Eine Losung von 200 mg
Scillirabrosid (V1) in 12 m! Methanol wurde mit 12 ml 25 H,50, auf dem Dampibad erwidrmt.
Nach 5 Min. begann die Abscheidung farbloser Kristalle. Nach 20miniitiger Reaktionszeit ver-
diinnte man mit 10 ml Wasser und engte im Vakuum auf 15 ml ein. Das auskristallisierte Aglykon-
gemisch wurde an Kieselgel chromatographiert und lieferte 60 mg Spitzenfraktion, die diinnschicht-
chromatographisch noch nicht véllig einheitlich war. Mehrfache Umkristallisation aus Alkohol
lieferte 18 mg farbloses Anhydroagiykon VIIT vom Smp. 188-198°, UV.-Spektrum: A = 226;
233,5 und 299 nm (loge = 4,31; 4,30 und 3,74).

Die nach Abtrennung des Aglykonteils verbleibende Hydrolysenltsung wurde mit BaCO,
nentralisiert und nach Entfernung der Bariumsalze eingedampft. Der- anfallende-farblose Sirup
(91 mg) zeigte im Diinnschichtchromatogramm (Kieselgel; Flm.: Chloroform-Alkohol-(4 :6} ; Ent-
wicklung: Benzidin-Natriumperjodat-Reagens) die gleiche Laufstrecke wie D-Glucose. Zur ein-
dentigen Charakterisierung wurde der Zuckersirup durch 20stdg. Erwirmen mit 15 ml 0,1~ abs.
methanolischer Salzsdure in das u-Methyl-D-glucopyranosid tbergefiihrt. Farblose Prismen vom
Smp. 168-171°; [e}}) = +165,4° (¢ = 0,573 in Methanol). Die Identifizierung erfolgte durch
direkten Vergleich mit einem Testpriparat (Misch-Smp., IR.-Spektren, Diinnschichtchromato-
graphie), )

b) Mit Pilsferment: 514 mg Scillirubrosid (VI) in 16,75 ml abs. Alkohol wurden mit 750 mg
kiuflichem Pilzferment C-1290%) in 334 ml 0,02 Acetatpuffer versetzt (pH = 5,05) und die Sus-
pension 3 Tage bei 37° geriihrt. Danach schiittelte man die triibe Reaktionslésung erschépfend mit
Chloroform aus und wusch die vereinigten Chloroformextrakte mehrmals mit Wasser. Die tiber
Na,S0, getrocknete Chloroformphase lieferte nach Eindampfen 400 mg rohe Aglykonfraktion.
Nach dem Umkristallisieren aus Aceton wurden 273 mg'!) einheitliches Seillirubrosidin (IX) vom
Smp. 194-198° (letzte Reste bis 210°) gewonnen; [a]}? = —8,6° {¢ = 0,522 in Methanol). UV.-
Spektrum: 4,,,, = 298 nm (loge = 3,72); IR.-Spektrum: Fig. 3; NMR.-Spektrum: Fig. 1.

Cp H,4,0; (400,50} Ber. C 72,0 H81 O 20,0% Gef. C720 H B0 0199%

3-0-Acetyl-scillirubrosidin (X): 223 mg Scillirubrosidin (IX) wurden mit 2 mil abs. Pyridin
und Z ml Essigsiureanhydrid 2 Tage bei 20° stehengelassen. Die farblose Losung wurde im Vakoum
cingedampft, der Riickstand in Chloroform auigenommen und mit 28 Salzsiure, gesdttigter
KHCO4-Losung und Wasser gewaschen, Nach Trocknen und Eindampfen der Chloroformphase
fielen 230 mg rohes Acetat an. Aus Aceton farblose Kristalle vom Smp. 224-232°; [«}¥ = —5,2°
{¢ = 0,580 in Chloroform).

C..H..N. i442 533 Rer CM0A W77 O 270 Maf CADZT RO M2 00/

tmax

3-Dekydroscillivubrosidin (X1} (= 3-Dehydro-6-desacetoxy-scillivosidin) : 100 ing Pt0y,H,0, in
16 ml Wasser suspendiert, wurden mit H, reduziert. Nach Verdringen des Wasserstoifes durch
Stickstoif wurde eine Lisung von 173 mg Scillirubrosidin (IX) in 35 ml Aceton’ zugegeben und
anschliessend 22 Std. mit reinem Sauerstoff geschiittelt. Die vom Katalysator abfiltrierte Lisung
wurde eingedampft und der Riickstand aus Aceton umbkristallisiert. 103 mg grobe Polyeder vom
Smp. 253-261°; {a]}} = +70,3° (¢ = 0,540 in Chloroform). UV.-Spektrum: 4,,,, bei 241 und 298
nm {loge = 4,21 und 3,76). IR.-Spektrum siehe Fig. 4.

Cy Hy Oy (398,48) Ber.C723 H76 0201% Gel. C724 H 17,5 0199%

11} Die Spaltungsquote betrug mindestens 75%.d. Th.
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¢ =3-Dehvdroscillirubrosidin {XI) stimmte in allen Eigenschaften mit 3-Dehvdro-6-desacetoxy-
scillirosidin tiberein, das nach fritheren Angaben durch Reduktion von 3-Dehydroscilliresidin
{X1I) mittels Zink-Eisessig hergestellt wurde [6]. Das Vergleichspriparat schmolz bei 252-257°;
[¢1 = +71.7° {¢ = 0.516 in Chloroform) (Vergleich der IR.-Spektren: Fig. 4).

Reduktion ven 3-Dehydro-G-desacetoxy-seillivosidin zu Scillivubrosidin (I X) mit NaBH,: 1,32 g
3-Dehydro-6-desacetoxy-scillirosidin (XI) (aus Séillirosidin bereitet) wurden in 26 ml 75-proz.
wiisserigem Dioxan aufgenommern und innert 1 Std. unter Rithren mit der Lésung von 156 mg
NaBH, in 13 ml 75-proz. wiisserigem Dioxan versetzt. Nach 3stdg. Riihren bei 20° siduerte man
mit 0,25 ml Essigséure an, wobei eine deuatliche Hy-Entwicklung eintrat. Nach Zugabe von 100 ml
Wasser konzentrierte man die Lisung im Vakuum und schiittelte erschépfend mit Chloroform-
Butanol-{9:1) aus. Die vereinigten Extrakte wurden mit Wasser, gesittigter KHCO,-Losung und
crneut mit Wasser gewaschen, iiber Na,S0, getrocknet und eingedampft. Im Riickstand liessen
sich diinnschichtchromatographisch wenig Ausgangsmaterial, ein Hauptprodukt mit gleicher Lauf-
strecke wie Scillirubrosidin und in geringer Menge ‘ein sicht identifizierter Begleitstoff (3-epi-
Scillirubrosidin ?) feststellen (Kieselgel, Fim: Chloroform + 6%, Methanol oder trockenes Iso-
propyvlacetat). Durch Chromatographie des rohen Reaktionsproduktes an Kiéselgel mit Chloro-
form + 29, Methanol konnte nicht umgesetztes 3-Dehydroderivat X1 entfernt werden, Die Aud-
trennung der Reaktionsprodukte erfolgte durch erncute Chromatographie an Kieselgel mit trocke-
nem Isopropylacetat als Elutionsmittel. Dabei liessen sich 824 mg rohes Scillirubrosidin (IX) ge-
winnen. Ein im Diinnschichtchromatogramm langsamer laufender Begleitstoff {evtl. 3-epi-Scilli-
Tabrosidin} wurde nicht weiter untursucht. Das Spitzenpriparat kristallisicrte aus Aceton in
groben Polvedern vom Smp.194-198° {Reste bis 220°); [oJ30 = —9,1° (¢ = 1,603 in Methanot).
UV.-Spektrum: A,.,, bei 298 nm (loge = 3,77). ’ B

CpyH3,0; (400,50)  Ber. C72,0 H81 ©200%  Gef. C725 HS80 O 20,3%

Das Priparat stimmte in allen Eigenschaften mit Scillirubrosidin (1X) iiberein (Misch-Smp.,
Diinnschichtchromatographie; Vergleich der IR.-Spektren: Fig. 3; NMR.-Spektrum: Fig. 1).

SUMMARY

. The isolation of scillirubroside (VI), a new glycoside from the red variety of squill
[Scilla (= Urginea) maritima (BAKER L.)] is described. Acid hydrolysis splits the new
compound into D-glucose and the anhydrogenin VIII. The intact aglycone, scilli-,
rubresidin (IX), is obtained by enzymatic degradation of VI. Selective oxidation of
seillirubrosidin (IX} furnishes the 3-dehydro derivative, which is identical with 3-
dehydro-6-desacetoxy-scillirosidin (XI). Although scillirubroside (VI), structurally,
differs little from scilliroside (1), it lacks the specific toxicity against rats.
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7. Trennung und stereochemische Zuordnung von zwei
substituierten isomeren Thioxanthenoxiden

von W. Michaelis, O. Schindler und R. Signer
(15. 1X. 65}

Die Oxydation von 9-[(N-Methyl-3"-piperidyl)-methyl]-thioxanthen (I, Methixen
G.N.1}) mit Peressigsiure lieferte zwei sterecisomere Sulfoxide (II), deren Trennung
durch priparative Papierchromatographie gelang [1]. Um die stereochemische Zu-

sordnung der beiden Isomeren durchfithren zu kdnnen, wurde eine ergiebige pripara-
tive Trennmethode bend&tigt ; diese wird im folgenden beschrieben.

1. Trennung der stereoisomeren Sulfoxide II. — Da die Trennung der beiden
Stereoisomeren durch Adsorptionschromatographie an Aluminiumoxid nicht gelang,
wurde ein verbessertes Modell der friiher beschriebenen Apparatur zur multiplika-
tiven Verteilung {2] eingesetzt, bei dem die leichtere Phase bewegt wurde.

Die Verhiltnisse einer solchen multiplikativen Verteilung kénnen durch folgende
Gleichung beschrieben werden [3]:

n—1 K-p+1

Vmax = 7 U, Ko ° (1)
Dabei bedeuten: V, - ausgeflossenes Volumen beim Konzentrationsmaximum
n: Anzahl der theoretisch wirksamen Kammern
v, Volumen der bewegten Phase

Konzentration in bewegter Phase

: Vertei izi = —
K erteilungskoeffizient Konzentration in ruhender Phase

Volumen der bewegten Phase

e Volumenkoeffizient = Volumen der ruhenden Phase °

1y Methixen-Hydrochlorid = Wirksubstanz von Tremaril® WaNDER.





