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The Heart Glycosides of the Arrow Poison of Lophopetalum toxicum LOHER
Summary

From the cytotoxic and positive inotropic acting bark extract of the Philippinan
Lophopetalum toxicum eight heart glycosides have been isolated and their structures
have been elucidated mainly by field-desorption-MS- and 'H- and "C-NMR spectros-
copy. Besides the known k-Strophanthidin (1), Antiarigenin (6) and S-Antiarin (Anti-
arigenin-3-f-0 -a-L-rhamnoside, 10) the following mono- and diglycosides could be
identified: strophanthidin-3-#-0-f-6-desoxy-p-allopyranoside (strophalloside, 2), stro-
phanthidin-3-8-0 -f#-6-desoxy-D-glucopyranoside (= Strophanthidin chinovoside, 3),
strophanthidin-3-$-0-[4-0-f-p-allopyranosyl-§-6-desoxy-D-allopyranoside] (4), stro-
phanthidin-3-8-0-{3-0-f-D-glucopyranosyl-3-6-desoxy-D-talopyranoside] (5), antiari-
genin-3-f-0-[3-0-f-D-gulopyranosyl-f-6-desoxy-D-talopyranoside] (7), antiarigenin-3-
f-0-[4-0-f-p-allopyranosyl-f-6-desoxy-D-allopyranoside] (8), and antiarigenin-3-3-O-
B-6-desoxy-D-allopyranoside (antiallosid) (9). The structure of strophanthidinchinovo-
side (3) could be confirmed by synthesis.

Einfiithrung. — Der von den philippinischen Negritos als Pfeilgift verwendete wiss-
rige Rindenextrakt (1] (2] von Lophopetalum toxicum LOHER®), eines in den Regenwil-
dern Ostasiens (Philippinen, Malaysia, Sumatra, Java usw.) vorkommenden Baumes,
war schon mehrmals Gegenstand phytochemischer Untersuchungen.

") Aus der Dissertation von Helmut Habermeier, Miinchen, 1981.

%) Nach Ding Hou in Flora Malesiana I, 6 2,269 (1962) sind folgende synonyme Bezeichnungen fiir L. toxicum
im Gebrauch: L. celebicus (KOORD.), L. fimbriatum (F.-ViLL.) (VIDAL)., L. fuscescens (Kurz) (KiNG) (RIDL.),
L. intermedium (RIDL.), L.javanicum (ZoLL) (VALETON) (KOORD.), L.oblongifolium (KING) (RIDL.) (LOES.),
L. oblongum (KING) (RipL.) (CaB), L. paucinervum (MERR.), Hippocratea maingayi (VIDAL), Solenospermum
Javanicum (ZoLL.), S.oblongifolium (LOES.), S. paucinervium (LoEs.) und S. toxicum (LOES.).
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Die ersten Arbeiten von Galvialo [3] und Brill & Wells [2] fithrten zur Isolierung von
«Glykosiden» und «Saponingemischen» mit toxischer Wirkung, ohne dass etwas iiber
die Zusammensetzung bzw. Struktur ausgesagt werden konnte. Dieterle et al. [4] [5]
isolierten neben den Triterpenen Lupeol und Betulin ein herzwirksames Glykosid, das
sie Lophopetalid nannten. Uber die Struktur dieses mit Sicherheit ebenfalls nicht rei-
nen Glykosides machten sie keine Angaben. Auch eine kiirzlich von FVillegas-Castillo &
Espejo-Enriquez [6] durchgefiihrte Untersuchung, in deren Verlauf drei Substanzen iso-
liert wurden, brachte keine weiteren Hinweise zu den Strukturen.

Eigene Isolierungsarbeiten, — DC-Untersuchungen und pharmakologische Teste,
ausgefiihrt mit verschiedenen Lésungsmittelfraktionen, ergaben, dass nach Abtrennung
von lipophilen Begleitstoffen durch Toluol-Extraktion alle herzaktiven Verbindungen
in einem mit 70proz. EtOH hergestellten Perkolat enthalten waren. DC an Kieselgel im
System AcOEt/EtOH/MeOH/H,O (100:5:13.4:10) zeigte, dass die Stammrinde von
L.toxicum mindestens 15 Kedde-positive Verbindungen, davon 7-8 Hauptverbindun-
gen, enthielt. Die Fraktionierung des Ethanol-Perkolates nach Abtrennung des Gerb-
stoffanteils erfolgte zunichst durch einfache Verteilungsverfahren zwischen organi-
schen Losungsmitteln und H,O. Die dadurch erhaltenen Et,0-, CHCl,- und drei
CHCI,/EtOH-Fraktionen A, B, C, D und E wurden anschliessend weiter durch Einsatz
von Sdulen-Chromatographie, priaparative DC sowie durch «Droplet Counter Current
Chromatographie» (DCCC) aufgetrennt. Insgesamt konnten nach dem im Exper. Teil
angegebenen Schema sieben Verbindungen rein erhalten werden. Nach den durchge-
fiihrten Farbreaktionen und Hydrolysen musste es sich um Herzglykoside der Carde-
nolid-Reihe handeln.

Struktur der isolierten Herzglykoside. — Glykosid DI (2). Bei dem Glykosid vom
Schmp. 170-174° sollte es sich auf Grund seines Molgewichtes [M]* 550 um ein Mono-
glykosid handeln. Es lieferte bei der Hydrolyse mit 2y CF,;COOH ein Aglykon, das
durch den [(M + H) — Z]*-Basis-Pik®) bei m/z 405 und Vergleichschromatographie als
k-Strophanthidin (1) identifiziert werden konnte. Fiir den Zucker kam auf Grund des
[Z + H]*-Piks bei m/z 147 und der Massendifferenz von 146 zwischen dem [M + HJ'-
Pik bei m/z 551 und dem Basis-Pik nur die Struktur einer Desoxyhexose in Frage. Ein
Vergleich der relativen Retentionszeit im Zuckeranalysator [7] mit den acht insgesamt
méglichen diastereoisomeren 6-Desoxyhexosen ergab Identitit mit 6-Desoxyallose und
der Mischschmelzpunkt mit authentischem Strophallosid die Struktur Strophanthidin-
3-B-0-B-6-desoxy-D-allopyranosid (2). Dieses Glykosid ist bisher bereits aus Strebus
asper LOUR [8], Antiaris toxicaria LESCH [9], Mansonia altissima A. CHEv. [10] und
Convallaria majalis L. [11] isoliert worden. Strophallosid ist das erste aus einem Vertre-
ter der Celastraceen-Familie isolierte Strophanthidinglykosid.

Glykosid D2 (3). Bei dem Glykosid vom Schmp. 168-175° lag nach dem FD-MS
wieder ein Strophanthidin-desoxyhexosid vor. Diesmal lieferte das Glykosid mit den in
der Probe genuin vorhandenen Na*- und K*-Mengen charakteristische [M + Me]'-To-
nen bei m/z 589 [M + K]* und m/z 573 [M + Na]*. Von den in Frage kommenden
Zuckern kamen nach dem DC auf Kieselgel nur Rhamnose, Quinovose oder Fucose in

% Z = Zucker-H,0 im FD-MS.
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Frage. Auf mit Dinatriummonohydrogenphosphat imprignierten Kieselgelfertigplatten
[12] und im Zuckeranalysator hatte der unbekannte Zucker gleiche Laufhéhe bzw.
Retentionszeit wie Chinovose. Da der Zucker durch f-Glucosidase aus Siissmandeln
und Schnecken-Enzym gut spaltbar war und die Kopplungskonstante des Dubletts bei
4,31 und 4,9 ppm fiir das anomere Zucker-Proton 7,8 Hz betrug, musste die Quinovose
B-verkniipft vorliegen. Zum endgiiltigen Strukturbeweis synthetisierten wir das Glyko-
sid durch Kupplung von k-Strophanthidin mit a.-Acetobromchinovose, nach einer von
Hurtenstein & Satzinger [13] modifizierten Kénigs-Knorr-Reaktion in Dichlorethan mit
Fetizon-Reagenz als Katalysator [14] und nachfolgende Hydrolyse des gebildeten Stro-
phanthidin-3-0-f-6-desoxy-D-glucopyranosid-triacetates mit methanolischem NH,.
Synthetisches und isoliertes Strophanthidinchinovosid ergaben im Mischschmelzpunkt
keine Depression. Bisher sind Herzglykoside mit Quinovose als Zuckeranteil nur in der
Digitoxigeninreihe gefunden worden.

Glykosid D3 (8). Da dieses Glykosid (Schmp. 227-230°) im FD-MS einen
[M + H]*-Pik bei m/z 567, einen [Z + H]*-Pik bei m/z 147 und einen [(M + H) — Z]*-
Pik bei m/z 421 lieferte, musste das Aglykon eine um 16 héhere Masse (OH-Gruppe)
als das k-Strophanthidin und der Zucker eine Masse von 146 besitzen. Durch verglei-
chende DC- und Ionenaustausch-Chromatographie konnte das Aglykon als Antiarige-
nin (12-Hydroxystrophanthidin) und der Zucker als 6-Desoxyallose identifiziert wer-
den. Damit hat Glykosid D3 die gleiche Struktur wie das bisher nur einmal von Reich-
stein et al. [8] aus den Samen von Antiaris toxicaria LESCH isolierte Antiallosid (Anti-
arigenin-3--0-f-6-desoxy-D-allopyranosid) (9).

Glykosid E (4). Auf Grund der nachgewiesenen [M + K]*- und [M + Na]*-Piks m/z
751 und 735 musste es sich bei dem Glykosid vom Schmp. 187-192° um ein Diglykosid
handeln. Da nach Sdurehydrolyse k-Strophanthidin und durch Ionenaustausch-Chro-
matographie je eine Desoxyhexose und eine Hexose nachweisbar waren, mussten die
Piks bei m/z 689 bzw. 427 von {M — COJ* und [(M + Na) — Z' — Z]**) stammen (s.
Fig. 1).

Die Hexose musste demnach die Masse 162, die Desoxyhexose die Masse 146 besit-
zen. Durch DC und Jonenaustausch-Chromatographie liessen sich die Zucker als 6-
Desoxyallose und Allose identifizieren. Die Verkniipfung der 6-Desoxyallose direkt an
das Aglykon war aus dem nach Partialhydrolyse nachgewiesenen Strophanthidin-3-O-
desoxy-allo-pyranosid (s. Glykosid D1) ableitbar. ;

Nach den fiir die anomeren C-Atome gefundenen Kopplungskonstanten von
'J =160 Hz im "C-NMR-Spektrum des Glykosides mussten beide Zucker S-O-ver-
kniipft vorliegen. Die Anwendung der Kiyne-Regel [15] wies auf Zucker in der bD-Form
hin: Die Differenz aus den molekularen Drehungen von Glykosid E ([M], = +50°) und
k-Strophanthidin ([M], = +178°) ergab fiir die beiden Zucker einen Wert von —128°.
Die Berechnung zeigte unter Zugrundelegung der molekularen Drehwerte von Methyl-
B-D-allopyranosid (—99°) [17] und Methyl-#-6-desoxy-D-allopyranosid (—109°) [18] eine
Drehung von —208°. Die Abweichung von 80° ist nach Literaturangaben [19] im Rah-
men des iiblichen.

4 Z = Desoxyhexose-H,0, Z' = Hexose-H,0.
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Fig.1. FD-Massenspektrum von Glykosid E

Zur Festlegung der Verkniipfungsstellen der beiden Zucker wurden zunichst durch
Vergleiche mit eigenen Referenzspektren und solchen der Literatur [20-23] die C-
Atome des Strophanthidingeriistes zugeordnet und die Signale fiir den Zuckerbereich
festgelegt.

Im 'H-breitbandentkoppelten *C-NMR-Spektrum des Glykosides E waren die Si-
gnale zwischen 61,348 und 101,635 ppm sowie ein Signal bei 17,488 ppm den 12 Zuk-
ker-C-Atomen zuzuordnen. Durch Aufnahme des Spektrums von Methyl-f-p-allopy-
ranosid in (D6)DMSO und Vergleiche mit Literaturwerten [24-26] konnten die Allose-
Signale im "C-NMR-Spektrum von Glykosid E festgelegt werden. Die Zuordnung fiir
die Desoxyallose-Signale wurde aus den von Gorin & Mazurek [27] fiir Hexosen und
die entsprechenden 6-Desoxyhexosen ermittelten Verschiebungsregeln abgeleitet.

Von den C-Atomen der glykosidierten OH-Gruppe in Glykosid E konnte man das
Signal bei 101,635 ppm, dem C(1) der Allose, die Signale bei 97,818 und 81,44 ppm
dem C(1) bzw. C(4) der Desoxyallose zuordnen. Da letzteres gegeniiber dem C(4) der
freien Desoxyallose bzw. dem Methyl-$-6-desoxyallopyranosid (72,4-72,7 ppm) nach
der Berechnung um ca. +9 ppm tieffeldverschoben war, musste eine (1-4)-Verkniip-
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fung vorgelegen haben. Hierfiir spricht auch, dass das C(2")-Signal der Allose im Ge-
gensatz zu Disacchariden, bei denen eine (1--2)- oder (1—3)-Verkniipfung vorliegt
[27], keine Hochfeldverschiebung zeigte. Stattdessen war eine geringe C(3’)-Verschie-
bung nach hoherem Feld zu beobachten [28]. Damit ist Glykosid E als Strophanthidin-
3-$-0-[4-0-p-p-allopyranosyl-#-6-desoxy-D-allopyranosid] (4) identifiziert. Dieses
«Allostrophallosid» ist damit zum ersten Mal in der Natur gefunden worden. Als einzi-
ges Diglykosid der Strophanthidinreihe mit einer 6-Desoxyallose war bisher das Gluco-
Strophallosid aus Erysimum crepidifolium [29] bekannt.

Glykosid F (5). Die Hydrolyse von Glykosid F (Schmp. 201-205°) lieferte k-Stroph-
anthidin, Glucose und ein Monosid, das im DC gleiches Laufverhalten wie Strophal-
losid zeigte. Der zweite Zucker gab im Zuckeranalysator einen in unmittelbarer Nihe
von 6-Desoxymannose und -gulose liegenden Pik. In Frage kamen 6-Desoxyidose, -al-
trose oder -talose, da das FD-MS des Diglykosides mit dem von Glykosid E praktisch
gleich war: [M + K]*- bzw. [M + Na]*-Ionen bei m/z 751 und 735, [M + H]*-Pik bei
m/z 713, Abspaltung von Glucose (m/z 573 = [(M + Na) — Z']*) und 6-Desoxyhexose
(m/z 427 =[(M + Na) - Z' — Z]*, 128 ={Z — H,0]"). Ein direkter Vergleich mit au-
thentischen Zuckern ergab Identitat mit der aus Sarmentosid A durch Hydrolyse ge-
wonnenen 6-Desoxytalose. Diese musste als f-verkniipfte 6-Desoxy-D-talopyranose
vorliegen, da sich nach der Klyne-Regel im Vergleich zu dem fiir f-D-Methyltalopyra-
nosid in der Literatur angegebenen Wert von [M], = —51° [30] ein Wert von —46°
errechnete. Auch die endstindige Glucose musste f-glykosidisch gebunden sein, da die
Hydrolyse mit Schneckenenzym und f-Glucosidase innerhalb von 24 Std. das Stroph-
allosid lieferte. Hierfiir sprachen auch die Kopplungskonstanten von 'J = 156 (8-Glu-
cose) und 155 Hz (#-Desoxytalose) im “C-NMR-Spektrum von Glykosid F (s. Fig.2
und Fig.3).

Die Verkniipfungsweise ergab sich wiederum aus "“C-NMR-Vergleichsmessungen.
Gegeniiber den Glucosevergleichswerten der (1 —-4)-verkniipften Disaccharideinheiten
in Hellebrin und Scillaren A zeigte das C(2”)-Atom von Glykosid F eine Hochfeldver-
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Fig. 2. 20,15-MHz-*C-NMR-Spektrum von Glykosid F (D6)DMSO/TMS, 'H-breitbandentkoppelt)
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Fig. 3. 20,15-MHz-3C-NM R-Spektrum von Glykosid F (D6)DMSQ/TMS, Zuckerbereich gespreizt)

schiebung von ca. 0,9 ppm, wihrend die {ibrigen Glucosesignale bis auf 0,1 ppm genau
gleich lagen. Colson & King [28] fanden nur bei (1—2)- und (1 —3)-verkniipften Hexo-
sen gegenliber Rhamnose eine entsprechende Hochfeldverschiebung. Da "C-NMR-
Vergleichswerte fiir 6-Desoxytalose und Methyl-f#-6-desoxy-p-talosid in der Literatur
nicht bekannt sind, errechneten wir diese aus den Literaturwerten der f-b-Talo-pyra-
nose [31] und den in [27] angegebenen Verschiebungsregeln. Wenn man die fiir Methyl-
f-6-desoxy-D-talo-pyranosid errechneten “C-NMR-Werte um die durch die Glykosi-
dierung bedingten Verschiebungen korrigiert, kommt man zu einer (1—3)-Verkniip-
fung, so dass fiir Glykosid F die Struktur des bisher nicht bekannten Strophanthidin-
3--0-[3-0-p-D-glucopyranosyl-f-6-desoxy-D-talopyranosid] (5) geschrieben werden
kann.

Glykosid G1 (7). Das Glykosid vom Schmp. 231-236° lieferte bei der Hydrolyse als
neues Aglykon Antiarigenin sowie die Zucker 6-Desoxytalose und Glucose. Da die
Verschiebung des C(12)-Atoms im “C-NMR-Spektrum in der gleichen Gréssenord-
nung lag wie beim Digoxigenin [20], ist damit zugleich die 12-8-OH-Konfiguration fir
das Antiarigenin, die frither von Martin & Tamm [32] nicht eindeutig angegeben wer-
den konnte, bewiesen. Das Glykosid G1 war weder durch Schneckenenzym noch durch
reine a- oder S-Glucosidase spaltbar. In Ubereinstimmung damit erschienen im FD-
MS die Signale (s. Exper. Teil). Daraus war ableitbar, dass die 6-Desoxytalose direkt
an das Aglykon gebunden war. Die f-Verkniipfung folgte aus den nahezu identischen
BC-NMR-Werten fiir diesen Zucker in Glykosid F und Gl. Gleichzeitig war hiermit
auch die (1-3)-Verkniipfung der beiden Zucker festgelegt. Die Zuordnung der f-p-
Gulose-Signale erfolgte wieder durch Vergleiche mit Zuckern dhnlicher Konformation
und an Hand der Verschiebungsregeln. Die Verschiebungen der *C-NMR-Signale fur
die Gulopyranose waren mit dieser Verkniipfungsweise in Einklang.

Daraus ergibt sich fir Glykosid G1 die Struktur des bisher ebenfalls nicht beschrie-
benen Antiarigenin-3-8-0 -[3-0-f-D-gulopyranosyl-£-6-desoxy-D-talopyranosid] (7).
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Glykosid G2 (8). Das Glykosid vom Schmp. 215-218° verhielt sich bei der FD-MS-
Fragmentierung wie das Diglykosid G1. Es lieferte bei der Sdurehydrolyse Antiarige-
nin, das Antiallosid (A-allomethylosid), das auch genuin im Extrakt enthalten ist,
6-Desoxyallose und einen zweiten Zucker, der im Zuckeranalysator gleiche Retention
wie Allose, ff-Galactose bzw. f-Talose hatte. Die flr eine endstindige Hexose und
einen 6-Desoxyzucker charakteristischen Piks bei m/z 589 und 443 stammten von den
Ionen [(M + Na) — Z']" und [(M + Na)—Z' — Z]*.
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Da im “"C-NMR-Spektrum des Glykosides die fiir C'(5) von f-Galactose und f-
Talose charakteristischen Signale bei 75,97 und 76,47 ppm [31] fehlten, musste Allose
vorliegen. Die (1--4)-Verkniipfungsweise liess sich wie bei Glykosid E aus den charak-
teristischen Signal-Verschiebungen fiir die C(1'), C(3’) und C(4") der Zucker ableiten.
Das Signal bei 81,52 ppm, das im Glykosid G2 dem C(4) der 6-Desoxyallose zuzuord-
nen war, liefert, wenn man davon das Verschiebungsinkrement fiir eine Glykosidierung
(9 ppm) abzieht, den gleichen Wert von 72,52 ppm, wie man ihn fiir das Methyl-f-6-
desoxyallopyranosid findet. Glykosid G2 ist somit Antiarigenin-3-§-0-[4-O-f-p-allo-
pyranosyl-§-6-desoxy-D-allopyranosid] (8).

Von den weiteren im Extrakt nachweisbaren 8§ Kedde positiven Substanzen konn-
ten drei als k-Strophanthidin, Antiarigenin und S-Antiarin ( = Antiarigenin-3-O-¢-L-
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rhamnosid (10) [33] identifiziert werden. Bei den anderen in Spuren vorhandenen Gly-
kosiden handelt es sich um zuckerreichere Glykoside der beiden oben genannten Agly-
kone. Die positiv inotrope Wirkung der isolierten Glykoside, gemessen am Papillar-
muskel des Meerschweinchens in einer Versuchsanordnung nach Reiter [34], ergab mit
1,4-3,3 x 107 mol/l ED,,-Werte, dic im Wirkbereich der Herzglykoside Convallatoxin
oder k-Strophanthosid liegen. Die Cytotoxizitit, bestimmt durch den *H-Thymidin-
Einbau-Test an Ascites-Zellen [35] ergab Hemmwerte zwischen 60 und 90%. Da ein
Lophopetalum-Extrakt nach Abtrennung der Cardenolide noch eine hohe Cytotoxizitit
aufwies, muss in der Lophopetalumdroge noch ein zweites cytotoxisches W1rkpr1nz1p
vorhanden sein.

Wir danken Frau Prof. Dr. Oliveros-Belardo und Frau Dr. P. Zara (Manila) fiir die Beschaffung des
Drogenmaterials; Herrn Prof. Dr. T. Reichstein (Basel) danken wir fiir die Uberlassung von Antiallosid, §-An-
tiarin, Strophallosid und Thollosid, Herrn Prof. Dr. W. Kubelka (Wien) fiir Strophanollosid und Herrn Dr.
Liptak (Debrecen) fiir die Synthese von Strophanthidinchinovosid.

Experimenteller Teil

Allgemeines. Schmelzpunkte (Schmp.) auf dem Kofler-Mikroheiztisch. DC am Kieselgel 60 Fs, (Merck) in
dem System A: (AcOEt/EtOH/MeOH/H,0 (100:5:13,4:10) fiir Aglykone und Glykoside; System B: CHCI,/
MeOH/H,0O (64:50:10) sowie System D: Aceton/CHCly/MeOH/H,0 (10:2:4:1) fur Zucker. Detektion fur
Herzglykoside und Aglykone Kedde-Reagens, fiir Zucker konz. H,SO, oder Anilin/Ph,NH/85% H,PO,/MeOH
(2 ml/2 g/10 ml/ad 100 ml). HPLC: M 6000 A, U6 K (Waters Ass.); y-Bondapak-C-18/300 x 4 mm ID, CH;CN/
H,0 (20:80 u. 10:90); Detektion bei 220 nm mit Spektralphotometer LC75 (Perkin Elmer); Zuckeranalysator
(ZA): (ZA 5100, Biotronik ) mit dem stark basischen Ionenaustauscher DA-X4-20, Durrum-Siule (0,6 x 27 cm),
Sdulen-Temp. (58°), Boratpuffer (pH 9,1/0,3M), Reagens-(Orcin/H,S0,, 0,1%), Pufferdurchfluss 60 ml/Std.
«Droplet counter current chromatography» (DCCC): Gerit (Tokyo-Rikakikai) mit 300 Glassdulen (40
cm x 2,0 mm), Durchflussgeschwindigkeit: 20 ml/Std., mittlerer Druck 10 kp/em?, t = 20°. Drehung: Polarime-
ter der Fa. Zeiss (LEPA2) in MeOH/UVASOL (Nr. 6602). UV-Spektren in EtOH, Angabe A,,,, in nm (log ).
IR-Spektren in KBr Beckman IR, 8,60-MHz-'H-NMR-Spektren auf Varian A-604 mit TMS als int. Standard (6
in ppm). 20,15 MHz-'3C-NMR-Spektren auf Bruker-WP-80 mit Lésungsmittel (Dg)DMSO/TMS. FD-MS mit
Varian MAT731 und Varian Spektro-System 200 (Temp. der Ionenquelle ca. 40°, Quellendruck 107 Torr,
Auflésungsvermégen ca. 2000).

Herkunft der Drogen. a) Siiden der Philippinen, gesammelt im Jahre 1976 von Frau Prof. Dr. Oliveros-Be-
lardo®); b) Provinz Laguna (Philippinen), gesammelt im Jahre 1980 von Frau Zara®).

Isolierung der Glykoside. — Gepulverte Stammrinde (854 g) wurde im Soxhlet mit insgesamt 3 1 Toluol 2
Tage lang vorextrahiert, der getrocknete Riickstand eine Nacht mit ca. 300 ml 70proz. EtOH angefeuchtet und
dann im Perkolator so lange mit 8 1 70proz. EtOH extrahiert (ca. 5 Tage), bis das Eluat keine Kedde-positive
Reaktion mehr gab. Nach dem Eindampfen auf ca. 1,51 wurde das Perkolat mit einer 10proz. wissr. Pb(OAc),
versetzt, von der dunkelbraunen Fillung abfiltriert, im Uberstand durch weitere Zugabe von Pb(OAc), auf
Vollstandigkeit der Fallung geprift und anschliessend dekantiert. Die Fillungen wurden nochmals mit 70proz.
EtOH gewaschen, die Waschfliissigkeit mit dem dekantierten Uberstand vereinigt und erneut auf 1,5 | eingeengt.
Nach Ausféllung iiberschiissigen Bleis mit 10proz. wissr. (NH,),SO,-Losung wurde die wiederum auf 1,5 1
eingeengte, nunmehr vom Alkohol weitgehend befreite Losung 6mal hintereinander mit je 1 1 Et,O ausgeschiit-
telt. Die gesammelten Et,O-Phasen ergaben 0,5 g Extrakt A. Schiitteln gegen H,O ergab 0,4 g Extrakt A; und
0,06 g H,O-Extrakt A,. Extrakt A, wurde mit dem wissr. Ausgangsextrakt vereinigt und mit CHCl; ausge-
schiittelt 0,26 g Extrakt B. Die weiteren Ausschiittelungen ergaben mit 3 1 CHCl;/EtOH (9:1) 0,2 g Extrakt C,
mit CHCL,/EtOH (4:1) 0,15 g Extrakt D, mit CHCI;/EtOH (2:1) 1,9 g Extrakt E und mit CHCl;/EtOH (3:2) 6,5
g Extrakt F.

%) Former Director of the Philippine Women’s University Natural Science Center, Manila.
) National Science Dev. Board, Bicutan, Taguig, Metro Manila.
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1. Glykoside DI und D2. Die Extrakte C und D wurden jeweils in wenig EtOH geldst und an Kieselgelsdu-
len (Kieselgel 60 fiir DC) mit AcOEt/MeOH (95:5) fraktioniert. Die weitere Auftrennung und Reinigung der
erhaltenen Vorfraktionen erfolgte durch prip. DC in AcOEt/MeOH/H,O (100:13,4:10), Elution mit CHCI,/
EtOH (2:1) und anschliessende Polyamid-Sdulenchromatographie mit H,O. Die Glykoside-D1- und -D2-halti-
gen Fraktionen wurden nach Membranfiltration gefriergetrocknet.

2. Glykoside D3, E und F. Der Extrakt E wurde an Kieselgelsdulen in den Systemen AcOEt/MeOH (9:1)
und AcOEt/EtOH/MeOH/H,0 (100:5:13,4:10) vorfraktioniert und die Fraktion weiter durch prip. DC und
Polyamidchromatographie wie bei der Isolierung der Glykoside D1 und D2 aufgetrennt.

3. Glykoside E, F, G1 und G2. Der Extrakt wurde in EtOH aufgenommen, die Lésung nach mehrtigigem
Stehen im Eisschrank von den Niederschldgen ( Dulcit) abzentrifugiert und das zur Trockne eingedampfte Sub-
stanzgemisch an Kieselgelsdulen (Kieselgel 60 fiir die DC) im System AcOEt/EtOH/MeOH/H,0 (100:5:13,4:10)
vorgetrennt. Nach Reinigung (ber Polyamid wurden zwei Sammelfraktionen erhalten (E/F und G1/G2). Das
Glykosidgemisch E/F wurde in einer DCCC-Apparatur mit dem 2-Phasen-System CHCl;/MeOH/PrOH/H,O
(5:6:1:4) nach der aufsteigenden Methode (Glykosid F) getrennt. Die Auftrennung des (G1/G2)-Gemisches
erfolgte analog im System CHCl,/MeOH/PrOH/H,O (45:70:5:40). Glykosid-Ausbeuten: D1 =28,1 mg;
D2 = 22,7 mg; D3 = 14,8 mg; E = 89,3 mg; F = 100,0 mg; Gl = 35,3 mg; G2 = 27,5 mg.

Hydrolyseverfahren. — 1. CF;COOH-Verfahren. } mg Glykosid wurde in 3 ml 28 CF;COOH [36] geldst
und 1 Std. am Riickfluss erhitzt. Nach dem Eindampfen wurde mit MeOH p. 4. aufgenommen und erneut
eingedampft. Der letzte Riickstand wurde in H,O aufgenommen und mit Diisopropylether p. A. ausgeschiittelt.
Die beiden Phasen dienten zur Analyse auf Zucker, Monoglykoside und Aglykone.

2. Mikrohydrolyse auf der DC-Platte [37]. Die zu hydrolysierenden Glykoside wurden in MeOH gelést und
strichfdrmig auf die DC-Platten aufgegeben. Die Platten wurden in einer 1 ¢m hoch mit konz. HCI gefiillten
Glaskammer 60 Min. im Trockenschrank bei 100° der HCI-Atmosphire ausgesetzt. Nach Entfernung von HC!
durch 2stdg. Féhnen im Abzug wurde mit CHCI;/MeOH/H,O (64 :50:10) chromatographiert. Der Ri-Bereich
0- ca. 0,7 diente dem Zuckernachweis, der dariiberliegende Bereich zum Sichtbarmachen der Cardenolide.

3. Enzym-Hydrolyse. Das Weinbergschnecken-Enzym wurde, wie von Reichstein et al. [38] beschrieben,
gewonnen. Die Glykoside (5-10 mg) wurden in ca. 10 ml H,O (pH = 5,0) geldst, in ein Zentrifugenglas tiber-
fiihrt, 2 ml der Enzympriparation zugegeben und das Gemisch in einem auf 42° thermostatisierten Olbad 2
Tage bzw. 8 Tage hydrolysiert. Anschliessend wurden 10 ml heisses EtOH zugegeben und zentrifugiert. Die
EtOH-Phasen dienten zur Analyse. In dhnlicher Weise wurde mit a-Glucosidase (Maltase) (Fa. Serva Nr. 22828)
und B-Glucosidase (Emulsin) (Fa. Serva Nr.228307) verfahren. Bedingungen: a-Glucosidase, pH 6,0, 35°, 8
Tage, f-Glucosidase, pH 5,0, 35°, 2 Tage.

Glykosid DI (2): CyoHyyO1 (550,6); Schmp.: 170-174° ([8]: 163-165°, 183-186°, [14]: 177-181°). DC: R;
0,54 (A). HPLC (20% CH,CN/H,0): R(Giyk. D1)/R(Convallatoxin) = 1,5; ZA: tg(6-Desoxyallose)/tr (Rham-
nose) = 1,33. UV: 217 (4,22). IR (KBr): 1780, 1730 (y-Lacton), 1710 (CHCO). FD-MS: 551 (45,4 [M + H["),
550 (22,8, [M1Y), 486 (28,1, (M —2 (H,0-CO)]"), 405 (100,0 [(M +H)—-Z]", 387 (31,2,
[(M + Hy—Z - H,0]"), 369 (23,5, [(M +H)~Z —2 H,01"), 359 (46,1, [(M + H) — Z - H,0—-CO}"), 358
(15,8, [M —Z—H,0—-COJ"), 354 (79,9, [(M +H)—~Z—-2H,0-CH,]"), 341 (58,3, [(M+H) —Z-2
H,0—COl"), 340 (69,9, [M — Z — H,0—COJ]"), 147 (93,5, [Z + H]*").

Glykosid D2 (3): CogHgp04q (550,6); Schmp.: 168-175%; [alff = +8,7° (¢ = 0,43, MeOH). DC: R; 0,46 (A).
HPLC R (Glyk. D2)/R(Convallatoxin) = 1,4; ZA: rg (Chinovose)/fg (Rhamnose) = 2,58. UV: 217 (4,14). IR:
1780, 1730 (CHCO) 'H — NMR((D)DMSO, 90 MHz): 10,059 (s, H — C(19)); 5,94 (s, H — C(22)); 4,96 (s, 2H,
H— C(21)); 0,86 (s, 3H — C(18, 19)); 3,054,1 (Zucker); 4,35 (/ = 7,8 Hz, anom. H); Glykosid D2-Triacetat:
Schmp.: 266-267°. 'TH — NMR (CDCly): 2,0 (s, 3 HOAc); 2,05 (s, 6H, OAc); 3,75 (s, 1 OH—C(5)), 1,4-1,9 (m, 1
OH—C(3) und CH,). FD-MS: 589 (63,7, [M + *°K]"), 573 (100,0, [M + ¥Na]"), 551 (3,1, [M + H]*"), 545 (63,7,
[(M + 2Na)—COJ™), 443 (5,5, [(M + ¥K) — Z]7), 359 (21,0, (M + H) — Z — H,0—COT*).

Synthese von Glykosid D2 (3, Strophanthidinchinovosid). k-Strophanthidin (0,1 g) und 0,57 g frisch zuberei-
tetes Silbercarbonat-Zeolith-Reagens [32] wurden in einem 50 m] Glaskolben mit 15 ml CH,Cl, versetzt. Davon
wurden 5 ml auf dem Olbad unter Riihren abdestilliert, um Wasserspuren zu entfernen. Zu der auf 120° erhitz-
ten Suspension wurden 0,3 g Acetobromchinovose [13] in 15 ml Dichlordthan auf einmal zugegeben und wieder
5 ml abdestilliert. Anschliessend wurde mit aufgesetztem Kihler 30 Min. und mit Alufolie geschiitztem Kolben
30 Min. unter Rihren weiter erhitzt. Es wurde abfiltriert und das Filtrat eingedampft. Aus EtOH kristallisiert
k-Strophanthidin-f-6-desoxy-D-glucopyranosid-triacetat vom Schmp. 226-267° in 62proz. Ausbeute. Die Hy-
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drolyse erfolgte durch 3tdgiges Stehen in MeOH, das durch Einleiten von NH;-Gas bei (° zuvor gesittigt
worden war. Die Losung wurde eingedampft und die Substanz auf einer Kieselgel-Sdule (fiir DC) mit CH,Cl,/
MeOH (85:15) eluiert, Die das Glykosid enthaltenden Fraktionen wurden zusammengefasst, eingedampft und
der Riickstand aus MeOH/EtOH kristallisiert. Schmp. 170-178°. Im Misch-Schmp. mit natirlichem Glykosid
D2 (168-175°) entstand keine Depression. Spektrale Daten wie isoliertes Glykosid.

Glykosid D3 (9): CyHy40q; (566,6); Schmp.: 227-230° ([8]: 227-230°) DC: R; 0,42 (A); R(Glyk.D3)/
R(Convallatoxin) = 0,23. ZA: 1z (6-Desoxyallose)/tx (Rhamnose) = 1,33. UV: 217 (4,14). IR: 1730, 1625
(C=0). FD-MS: 589 (9,5, [M + Nal*), 567 (49,2, [M + H]*), 566 (100,0, M ™), 538 (4.5, [M — COJ"), 421 (34,0,
(M +H)—Z]"), 420 (34,1, [M —Z]*), 412 (37,8, [M — Z — H,0]"), 374 (704, [M — Z — H,0—COJ*), 356
(53,0, [M — Z — 2H,0—COJ"), 147 (53,3, [Z + H]*), 128 (24.4, [Z — H,01%), 110 (11,0, [Z — 2H,01"), 110 (11,0,
[Z - H,01"), 84 (3,6, [Z — C,H;0—H,01").

Glykosid E (4): C35sHs,0,5 (712,8); Schmp.: 187-192°; [«]d" = +7,63° (¢ = 0,488 MeOH). DC: R; 0,22 (A).
HPLC: R(Glyk. E)/R (Convallatoxin) = 0,71. ZA: tg(6-Desoxyallose)/ g (Rhamnose) = 1,33; fg (Allose)/tg
(Rhamnose) = 3,05. UV: 217 (4,21). IR: 1780, 1735 (C=0). PC-NMR ((D)DMSO): 6-Desoxytalopyranose:
97,82 (C(1"); 72,44 (C(4")); 70,44 (C(3")); 70,20 (C(2")); 67,60 (C(5')); 17,48 (C(6)). Allose: 101,64 (C(1")); 73,95
(C(5"); 71,28 (C(3™); 70,44 (C(2")); 67,35 (C(4")); 61,35 (C(6™). FD-MS: 751 (50,8, [A + K]*), 735 (100,0,
[M + Nalh), 723 (17,8, [(M + K)— CO]"), 707 (63,7, [(M + Na) — Co]*), 689 (7,0, [M — COJ"), 589 (10,2,
M+K)—2Z1H, 573 (17,3, [(M+Na)—ZT"), 545 (6,7, [(M+Na)—Z —COJ"), 527 (3,8,
[(M + Na)— Z' — CO—-H,0["), 443 (8,3, (M + K)—Z' — Z]"), 27 (11,9, [(M + Na) - Z' — Z}"), 409 (54,
[((M+Na)—Z'—Z H,01"), 399 (5,4, (M +Na)—Z' —Z—CO}"), 379 (8,6, M +2 Nal*"), 128 (8,6,
[Z — H,0I"), 110 (2,7, [Z ~ 2 H,0]"). DCI-MS: 733 (6,6), 732 (22,2), 731 (67,7), 730 (100,0), 714 (10,2), 713
(20,0), 712 (4,5), 702 (4,4), 686 (4,4), 569 (11,5), 568 (30,2), 552 (4,0), 551 (11,1), 550 (2,0), 423 (7,5), 422 (26,6),
406 (12,6), 405 (8,0), 404 (5,5).

Glykosid F (5): CysHy,0,5 (712,8); Schmp.: 201-205°; [a]5 = +9,35° (¢ = 0,871, MeOH). DC: R; 0,2 (A).
HPLC: R(Glyk.E)/R(Convallatoxin) = 0,71. ZA: fp (6-Desoxytalose)/ty (Rhamnose) = 0,88, 1z (Glyk. F)/rx
(Rhamnose) = 4,92. UV: 217 (4,19), IR: 1775, 1735, 1710 (C=0). *C-NMR((Dg)DMSO): 6-Desoxytalopyra-
nose: 97,82 (C(1%); 72,4 (C(3')); 70,49 (C(5%); 70,31 (C(4"); 67,65 (C(2"); 17,43 (C(6")); p-Glucopyranose:
104,06 (C(5")); 76,50 (C(3")), 7352 (C(2")); 70,13 (C(4")); 61,17 (C(6™).

Glykosid G1 (T): C3sHs,044 (728,8); Schmp.: 231-235%; [l = +8,69° (¢ = 0,6207, MeOH). DC: R; 0,17
(A). HPLC: R(Glyk. G1)/R(Convallatoxin) = 0,17, in 10% CH,CN/H,0 = 1,17; ZA: ty (Gulose)/tg (Rham-
nose) =2,5. UV: 217 (4,17). IR: 1735, 1720 (C=0). PC-NMR: B-Desoxytalopyranose 97,88 (C(1"); 81,4
(C(3Y); 70,62 (C(5Y); 70,62 (C(4)); 67.89 (C(2"); 17,67 (C(6)); f-p-Gulopyranose: 102,24 (C(1")); 73,59
(C(5™); 71,83 (C(3")); 69,10 (C(2")); 67,89 (C(4")); 60,82 (C(6")). FD-MS: 751 (100,0, [M + Nal"), 723 (31,5,
[(M + Na) — COT"), 589 (9,6, [(M + Na)— Z'T%), 443 (6,9, {(M + Na) — Z' — Z]%), 387 (12,9, [M + 2Na]**).
DCI-MS: 748 (9,3), 747 (22,2), 746 (44,4), 729 (12,8), 718 (6,6), 585 (16,6), 584 (57,7), 567 (16,6), 566 (11,1); 489
(31,1), 488 (100,0), 472 (15,5), 471 (57,7), 470 (11,1), 438 (37,7), 421 (26,6), 420 (24.4), 410 (10,0), 403 (13,3), 402
(15,5).

Glykosid G2 (8): C35Hs,040 (728,8); Schmp.: 215-218°; [a]f = 5,62 (¢ = 0,55, MeOH). DC: R; 0,15 (A).
HPLC: R(Glyk.G2)/R (Convallatoxin)=0,17, in 10% CH;CN/H,0=1,33; ZA: 1tz (6-Desoxyal-
lose)rg(Rhamnose) = 1,33; tg (Allose)/tR (Rhamnose) = 3,05. UV: 217 (4,14). IR: 1785, 1735, 1720 (C=0).
BC.NMR: 6-Desoxyallose: 97,87 (C(1'): 72,52 (C(4)); 70,56 (C(1")); 70,56 (C(2)); 67,52 (C(5')); 17,55 (C(6");
f-p-Allopyranose: 101,7 (C(1")); 74,07 (C(5")); 71,40 (C(3")); 70,56 (C(2")); 67,52 (C(4")); 61,67 (C(6")) FD-
MS: 767 (28,4, [M + K]"), 751 (100,0, [M + Na]*), 723 (19,7, [(M + Na) — COJ"), 589 (6,4, (M + Na)—Z'T%),
443 (1,6, [(M + Na)— Z'— Z]M), 387 (10,1, [M + 2 Na**). DCI-MS: 748 (12,2), 747 (34,4), 746 (66,6), 730
(12,2), 729 (20,0), 728 (15,5), 718 (22,2), 700 (21,1), 585 (34,4), 584 (100,0), 568 (16,6), 567 (25,5), 566 (11,1), 556
(23,3) 538 (13,3), 438 (55,5), 421 (28,8), 420 (15,5), 410 (20,0).
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