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Abstract—7x[*H]-25-Hydroxycholesterol and 7x-[*H]-A%2327cholestadien-3f-ol were administered to Con-
vallaria majalis L. plants and the biosynthesized labeled convallamarogenin were isolated in both cases. The

results are discussed in relation to the isomerization of the A2#?%-double bond of desmosterol to the A?

double bond in convallamarogenin.

EINFUHRUNG

Convallaria majalis L. enthélt als Hauptsaponin

(1).

Convallamarosid Dieses trisdesmosidische

0—18-D - Glu

R,0 )

(1) Convallamarosid
Ry = 1 Mol L-Rhamnose u. 1Mol D-Chinovose
Ry = 1Mol D-Glucose u. 1 Mol L-Rhamnose

Furostanolglycosid [1,2] geht bei der sauren
Abspaltung der Zuckerketten in das Spirostanol
Convallamarogenin [3] (2) iiber. Als besonderes

H

(2) Convallamarogenin

Strukturmerkmal enthdlt das Aglykon eine
A**?D_Doppelbindung. Tschesche u. Coll [4]
konnten zeigen, daBl Desmosterol als biogenetische
Vorstufe des Convallamarogenins dienen kann.

* Mitt. XX: “Zur Biosynthese von Steroidderivaten im Pflan-
zenreich”. Mitt. XI1X: Tschesche, R., Giittel, H. W. und Josst,
G. (1974) Phytochemistry 13, 137.
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Cholesterol dagegen wird durch die Pflanze nicht
in dieses Genin iibergefiihrt. Die A?*?7-Doppel-
bindung des Convallamarogenins konnte somit
ihren Ursprung in der A**>3-Doppelbindung des
Desmosterols haben. Weiterhin bewiesen Ron-
chetti und Russo [5], daB die 27-Methylengruppe
im Convallamarogenin stets vom C-2 der Meva-
lonsdure herriihrt. Die endstdndigen C-26- und C-
27-Methylgruppen im Desmosterol besitzen daher,
wie im Cholesterol, keine biologische Gleichwer-
tigkeit.
RESULTAT UND DISKUSSION

Um Hinweise iiber eine Verschiebung der im
Desmosterol vorliegenden A?#?3-Doppelbindung
nach A2%Z7 im Verlauf der Biogenese des Conval-
lamarogenins zu erhalten, wurden 7o-[*H]J-25-
Hydroxycholesterol und 7a-[*H]-A%*%@")-Choles-
tadien-38-ol an Convallaria majalis L. appliziert
und die Pflanzen nach 4 Wochen aufgearbeitet. In
beiden Experimenten konnte radioaktives Conval-
lamarogenin isoliert werden, die Verbindungen
wurden biogenetisch verwendet (Tabelle 1).

R\/Y +h* R -ut R z
®
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3 + OH o /:20
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Schema 1. Tsomerisierung der A**-Doppelbindung nach A*®.

Die Isomerisierung der A**-Doppelbindung (3)
nach A%’ (5) (Schema 1) konnte durch Addition
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Tabelle |

Appliz. resorb. Aktivitdt

spez. Aktivitit des
isolierten Convallamarogenins

Applizierte (Imp/min x 107 7) (Tmp/min-mg x 1077 Einbaurate in ",
72-[*H]-25-Hydroxycholesterol 1.45 1.06 (0,90) (0.14)
72-[*H]-A*"*-Cholestadien-
3f-ol 1.26 0,93 2,36 043
eines Protons an C-24 unter Ausbildung eines Car-  trans-stindige. vom (-3 der Mevalonsdure

bonium-lons an C-25 (4) eingeleitet werden. Die
Riickbildung der Doppelbindung an C-25 (5) voll-
zicht sich dann durch Abspaltung eines Protons an
C-27 oder tiber die Absittigung des Carbonium-
lons durch OH ™ unter Bildung von 25-Hydroxy-
cholesterol (6) und anschlieender Eliminierung
von H,O.

Ob hierbei die 25-Hydroxystufe als Zwischen-
verbindung durchlaufen wird, lieB sich durch
Applikation dieser Verbindung selbst nicht ein-
deutig kldren. da bei der Aufbereitung des Pflan-
zenextraktes in der Cyclohexanphase neben nicht-
metabolisierter Testsubstanz auch die dehydrati-
sierte Form des applizierten tertidren Alkohols
nachgewicsen werden konnte. Da Cholesterol als
biogenctische Vorstufe jedoch nicht in Frage
kommt, scheint eine C-25-Hydroxylase in Conval-
laria majalis nicht vorzukommen. Dic Verschie-
bung der Doppelbindung diirfte daher der wahr-
scheinlichere Weg sein.

R
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H CH, H CH,
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H CH, R
H,C %::/Me 26
26
H \ (B)

Schema 2. NcwmafvProjektir(’m des Seitenkettenendes von
Desmosterol (A) und A2*2".Cholestadien-3f-ol (B).

Das OH-tragende C-26 in Convallamarogenin
stammt vom C-3 der Mevalonsidure, dic Isomeri-
sierung der A’*?*-Doppelbindung im Desmos-
terol nach A7 im Convallamarogenin muB
daher stercospezifisch verlaufen (Schema 2). Es ist
nicht bekannt, welches der beiden endstidndigen
Methylgruppen im Desmosterol, die cis-oder die

herriihrt.

EXPERIMENTELLER TEIL

Die IR-Spektren wurden in CHCl; und dic NMR-Spcktren
in CDCly mit TMS als Standard gemessen. Die Aktivititsmes-
sung erfolgte mit dem fensterlosen Methandurchflulzihler FH
407 und dem Handprobenwechsler BL 503 von Frieseke und
Hoepfner, die Aufnahme der Radiogramme mit dem Scanner
LB 2720 in Kombination mit dem Methandurchflulzibler FH
524 von Berthold. Zur priiparativen DC wurde Kieselgel PF. o
{Merck) verwendet mit CH,Cl/Accton und AcOEL Petrol
(Sdp. 50--707) in unterschiedlichen Mischungsverhiltnissen,

25-Hydroxycholesterol. 0.2 g (0.37 mmol) 27-Nor-23-ketocho-
lesterylacetat wurden mit 2,32 g (15.2 mmol) CHMgl in E1,O
unter N, 4 h zum Sicden erhitzt, danach der E6O gegen was-
serfreies Dioxan ausgetauscht und der Ansatz weitere 2 h
erhitzt. AnschlicBend wurde die Reaktionslosung mit H-O(O).
dann mit ciner gesidttigten NH,CH8sung versetzt. die Mischung
4 x Et,0 ausgeschittelt. die vereinigten Atherphasen getrock-
net (Na,SO,) und der Ather abdestilliert. Die Umkristailisation
des Rohproduktes aus MeOH ergab 0.162 g (857,) feine Nadeln.
Schmp. 1791807, [%]5° —38.6. IR: keine Ketobande. NMR:
18-Me 0.65; 21-Me¢ 1.02: 19-Me 1.05; 26- und 27-Mc L.3&: 25-
OH 2.5:3-OH 2,65, 6-H 54 ppm. C.-H,, O, ber. 4026 gef e
402.

AT _Cholestadien-3f-0l. 0,2 g {0.378 mmol) 27-Nor-25-
ketocholesterylacetat. gelost in Et, O, wurden in cine vorberei-
tete Triphenyiphosphinmethyleniésung (0,275 g = 1 mmol) un-
ter N, bet Zimmertemperatur getropft und | h zum Sieden
erhitzt. AnschlieBend tauschte man den Et,O gegen Dioxan aus
und erhitzte weitere 5 h. Zur Vervollstindigung der Desacety-
licrung wurde die Reaktionsidsung mit 50 ml H,OMcOH (1:2)
und 10 ml einer 59, igen KOH versetzt und 1 h gekocht, Das
Reaktionsprodukt wurde mit Et, O extrahiert und schlieBlich
das Rohprodukt aus MeOH umkristatiisiert. Ausbeute 0,139 g
{76°;). Schmp. 130-131°C. [2]5> --39.5. IR: keine Kctobande:
CH,=CR, 885/cm. NMR: 18-Me 0.68: 21-Mc 0.98: 19-Me 1.0}
26-Me. 1,7; 3-OH 2.31: 27-CH, 4.68; 6-H 54 ppm. C,-H,,0
ber. 384.6 gef. mie 384,

72-1? H1-25-H ydroxycholesterolund To=[ Y H -A72 - Choles-
tadien-3f-ol. Ausgangsprodukt fiir beide Verbindungen bildete
27-Nor-25-ketocholestervlacetat. Dieses setzte man mit ciner
dquivalenten Menge N-Bromsuccinimid in Tetrachlorkohlen-
stoff in Gegenwart von Azo-bis-isobutyronitril bis zur begin-
nenden Gelbfiarbung zum 7%-Brom-Derivat um. Das dabei aus-
gefallene Succinimid wurde abfiltriert und die beim Abkiihlen
auskristallisierende 72-Brom-Verbindung abgetrennt sic wurde
mit einer geringen Menge Petrol gewaschen und sorgliltig
getrocknet (NMR: 6-H 588; 78-H 4,7). Den katalvtischen Br-
[*H]-Austausch fiihrte die  Firma Amersham/Buchler.
Braunschweig durch. Das so markierte 27-Nor-25-ketocholes-
terylacetat wurde. wic bereits bei der Hersteliung der Ver-
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gleichssubstanzen beschrieben, zu den gewiinschten Verbin-
dungen umgesetzt und diese auf chromatographischem Wege
isoliert und gereinigt.

Pflanzenversuche. Fiir jeden Versuch wurden je 2 Blitter von
5 Pflanzen (Convallaria majalis) mit Hilfe einer 2%igen
willrigen Tween 20-Losung von ihrer Wachsschicht befreit,
dann wurde die dthanolische Losung der markierten Verbin-
dung aufgebracht und nach dem Verdunsten des EtOH mit
einer Losung Siliconsl/Petrol bespriiht. Nach 4 Wochen wurde
der nichtresorbierte Aktivititsanteil von den kontaminierten
Blattern mit Essigester abgespiilt, anschlieBend zerkleinerte
man die Pflanze einschlieBlich der Wurzeln sorgfiltig und
extrahierte mit MeOH. Diesen Extrakt engte man ein, nahm
den Riickstand mit H, O auf und schiittelte die Losung mit Cyc-
lohexan aus. Die braunrot gefiarbte wilBrige Phase enthielt das
gewiinschte Convallamarosid, das mit 3 N dthanolisch-
wiBriger H,SO, in der Siedehitze zum Convallamarogenin
hydrolysiert wurde. Das Aglykon isolierte man durch mehrma-
lige priparative DC und cokristallisierte mit authentischer
Vergleichssubstanz bis zur konstanten spezifischen Aktivitit.
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