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Abstract—The sequence periplorhamnoside — convallatoxol — convallatoxin — convalloside, i.e. stepwise oxidation
of C-19 followed by glucosidation, is one of the major biosynthetic routes of cardenolide metabolism in Convallaria
majalis. Two different pathwayslead to lokundjoside : one involving 58-hydroxylation of rhodexin A, the other involv-
ing 11e-hydroxylation of periplorhamnoside. Glucosidation takes place mainly with convallatoxin and to a smaller
extent with convallatoxol and rhodexin A.

EINFUHRUNG

Die Cardenolid-Glycoside von Convallaria majalis leiten
sich-soweit bisher bekannt—von den fiinf Geninen
Periplogenin (1), Strophanthidol (2), Strophanthidin (3),
sowie Sarmentogenin (4) und Bipindogenin (5) ab, die
sich entweder in der Oxidationsstufe des C-Atoms 19
unterscheiden oder in der Anzahl bzw. Position der

Hydroxylgruppen.

Nur drei dieser Genine (1-3) konnten bisher in sehr
kleiner Menge als solche aus Convallaria isoliert werden
[1], die Hauptmenge liegt in Form von Monoglycosiden
(zebunden an Rhamnose, Gulomethylose oder Allo-
methylose) oder von Diglykosiden (mit endstindiger
Glucose) vor (Tab. 1).

Um Einblick in den Verlauf der Biogenese der
wichtigsten Monoglykoside zu erhalten, hatten wir in

(1) R, =Me Periplogenin
(2) R, = CH,OH Strophanthidol
(3) R, =CHO  Strophanthidin

H Sarmentogenin
Bipindogenin

Tabelle 1. Aus Convallaria majalis bisher isolierte Reinglycoside bekannter Struktur und ihr Anteil am Gesamt-Cardenolidgehalt

{1,2]

Rhamnose Rhamnose + Glucose Gulomethylose Allomethylose
Periplogenin Periplorhamnosid Perigulosid Peripallosid
3% 2% 1%
Strophanthidol Convallatoxol Convallatoxolosid Desglucocheirotoxol Strophanollosid
1040% £409%, 5% 2%
Strophanthidin Convallatoxin Convallosid Desglucocheirotoxin Strophallosid
5409, 3-20% 1,5%
Sarmentogenin Rhodexin A Rhodexosid
2% 2%
Bipindogenin Lokundjosid
2-30%

Es ist bekannt, daB die Glykosid-Zusammensetzung bei einzelnen Convallaria-Populationen sehr unterschiedlich sein kann;
trotzdem sind zur Orientierung die bisher bekannten Richtwerte angegeben.
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einem ersten Versuch eine Verbindung mittlerer Oxida-
tionsstufe, nimlich Convallatoxol, vorgegeben [3]. Als
Folgeprodukt lieB sich die oxidierte Verbindung Con-
vallatoxin isolieren; daraus konnte man schlieBen, daB
die Biosynthese von niederen zu h6heren Oxidationsstufen
verlauft.

Allerdings ist schon frither die Reduktion von
Strophanthidin zu Strophanthidol durch den Pilz Psilo-
cybe semperviva [4], bzw. von Convallatoxin zu Con-
vallatoxol durch tierische Enzyme [5,6] beschrieben
worden. Es war daher zu priifen, ob nicht doch auch in
Convallaria eine Reaktion in dieser Richtung (Convalla-
toxin — Convallatoxol) méglich ist; verliuft hingegen
die Biosynthese nur iiber eine schrittweise Oxidation des
C-19, so sollte auch die Vorstufe der Reaktion Convalla-
toxol — Convallatoxin, also der Schritt Periplorham-
nosid — Convallatoxol, nachzuweisen sein.

Weitere Aufgabe der vorliegenden Arbeit war es, einen
Bildungsweg fiir Lokundjosid, ebenfalls ein Haupt-
glycosid von Convallaria, aufzufinden. Dazu sollte
festgestellt werden, auf welcher Stufe die Hydroxyl-
gruppen an C-5 und C-11 eingefiihrt werden. Verschie-
dene Arbeiten [7-9] haben gezeigt, daB die Hydroxylie-
rung von Steroiden an einemnicht aktivierten sekundéren
C-Atom durch direkten Austausch des Wasserstoffatoms
gegen die Hydroxylgruppe erfolgt. Der Einbau der
Hydroxylgruppe kann dabei auf verschiedenen Stufen
stattfinden: Bei Digitalis lanata fanden Tschesche und
Mitarb,, daB die Hydroxylierung an C-12 auf der
Cardenolidstufe méglich ist, die Einfilhrung der Hy-
droxylgruppe an C-16 aber bereits auf der Pregnanstufe
erfolgen muB [10]. Andere Untersuchungen [11, 12]
weisen darauf hin,daB Lanatosid A durch Hydroxylierung
an C-12 in Lanatosid C iibergefithrt werden kann, daB
also diese Reaktion auf der Stufe der Tetraglycoside
verlaufen kann. Bei Convallaria sollte zunédchst Vorgabe
von Periplorhamnosid zeigen, ob die OH-Gruppe an
C-11 auf der Monoglycosidstufe eingefiihrt wird (Peri-
plorhamnosid — Lokundjosid).

Eine Hydroxylierung des tertidren C-5 auf der
Monoglycosidstufe (Rhodexin A — Lokundjosid) war
eher nicht zur erwarten: Zwar vermogen Pilze (Absidia
orchidis und Mucor parasiticus [13-15), Digitoxigenin
in Periplogenin umzuwandeln, d.h. durch Pilzenzyme
kann die 58-OH-Gruppe in Cardenolide ohne Anderung
der Konfiguration eingefiihrt werden. Bei hoheren
Pflanzen galt aber das Vorliegen einer Doppelbindung
an C-5 als Voraussetzung fiir eine Hydroxylierung an
dieser Stelle [16, 17], in Strophanthus kombé und Helle-
borus niger findet nimlich die Einfiihrung der 55-OH-
Gruppe bereits auf der C-21-Stufe (A*-Pregnenonol-38-
20-on) durch Wasseranlagerung an die Doppelbindung
statt [18-20]. Wir erwarteten daher als Folgeprodukt
von Rhodexin A lediglich die glucosidierte Verbindung
Rhodexosid.

ERGEBNISSE

Fiir alle Versuche wurden Glycoside verwendet, die
wir aus Convallaria isoliert, anschlieBend durch Tritiie-
rung im Laktonring nach Haberland und Mitarb. [21].
markiert* und durch priparative Papierchromatographie

* Nur Convallatoxol wurde durch Reduktion von Convalla-
toxin mit NaBT, und durch Photoassimilation mit '4CO,
hergestellt.

gereinigt hatten. Die Losung der markierten Prikursoren
wurde Ende April in 2-8 Blitter von Convallaria ein-
saugen gelassen; 8-14 Tage spater arbeiteten wir das
Material auf und ermittelten die Menge der gebildeten
Folgeprodukte, deren Identifizierung durch Papier- und
Diinnschichtchromatographie mit mehreren FlieB-
mitteln, zusitzlich durch enzymatische Spaltung oder
Acetylierung vorgenommen wurde.

Glucosidierung von Convallatoxin

Eine wiBrige Loésung von 15mg Convallatoxin-3H
(10,34 mCi/mMol, entsprechend 6,44 x 10® dpm) wurde
zur Applikation an acht Convallaria-Blitter verwendet.
Nach 10-tigigem Stoffwechsel lieB sich radiochromato-
graphisch auBer nicht umgesetztem Convallatoxin nur
eine stirker polare Substanz, nimlich Convallosid,
nachweisen (1,25 x 10® dpm, entsprechend 19,5% der
eingesetzten Convallatoxin->H-Menge), die Zone von
Convallatoxol wies keine Aktivitit auf.

Folgeprodukte von Convallatoxol

Nach der Applikation von Convallatoxol-3H (32,5 mCi/
mMol, entsprechend 4,74 x 107 dpm) hatten wir Con-
vallatoxin (3,03 x 10° dpm, entsprechend 6,4 % Einbau)
nachweisen konnen [3]; daneben zeigte eine Zone mit
dem R -Wert von Convallosid bzw. Convallatoxolosid
Aktivitit (4,4 x 10° dpm, entsprechend 1% der einge-
setzten Menge). Da sich diese beiden Diglycoside chro-
matographisch schlecht trennen lassen, war eine ein-
deutige Identifizierung zunéchst nicht mdoglich. Enzy-
matischer Abbau des Gemisches mit g-Glucosidase
lieferte aber Convallatoxin und Convallatoxol im Ver-
hiltnis 2:1. Dieses Ergebnis 148t erkennen, daB Con-
vallatoxol nicht nur zu Convallatoxin oxydiert, sondern
zu einem geringen Teil (ca 0,35%) auch zu Convalla-
toxolosid glucosidiert wird.

Periplorhamnosid: Prdkursor von Convallatoxol und
Lokundjosid

Applikation von 15,3 mg Periplorhamnosid->H (1,43 x
10° dpm, entsprechend 23,06 mCi/mMol) an acht Con-
vallaria-Blatter lieferte nach 14 Tagen auf dem Papier-
chromatogramm fiinf radioaktive Zonen mit den R,
Werten von Periplorhamnosid, Convallatoxol, Convalla-
toxin, Lokundjosid und Glucoperiplorhamnosid. Die
Aktivitit des isolierten Convallatoxol-*H betrug 2,35 x
107 dpm, entsprechend einer Einbaurate von 1,7%.
Convallatoxin->H war in geringerer Menge gebildet
worden; die Einbaurate entsprach 0,129 des ver-
abreichten Periplorhamnosids (1,76 x 105 dpm), bzw.
6,0% bezogen auf die direkte Vorstufe Convallatoxol.

Die Zone von Lokundjosid zeigte 3,64 x 10° dpm,
entsprechend 0,26 9 der eingesetzten Periplorhamnosid-
3H-Menge. Das Verhiltnis der Einbauraten von Peri-
plorhamnosid fiir Convallatoxol (1,7 %;) und fiir Lokund-
josid (0,26%) entspricht ungefihr der prozentuellen
Beteiligung dieser Glycoside am Gesamtcardenolid-
gehalt der verwendeten Pflanzen, bei denen Lokundjosid
ca 5%, Convallatoxol aber etwa 25 %, des Gesamtgehaltes
ausmachte.

Das Papierchromatogramm wies weiters Aktivitit auf
der Hohe von Glucoperiplorhamnosid auf (ca 4 x 10°
dpm, also weniger als 0,03 % der eingesetzten Menge an
Periplorhamnosid-°H). Aus Mangel an Glucoperiplo-
rhamnosid konnte aber eine sichere Identifizierung in
diesem Fall nicht durchgefiihrt werden.



Biogenese von Cardenolid-Glycosiden in Convallaria majalis: umwandlungen auf der Monoglycosidstufe

Rhodexin A: Hydroxylierung zu Lokundjosid, Gluco-
sidierung zu Rhodexosid

Vorgabe von Rhodexin A-3H (5,6 mg, entsprechend
8,69 mCi/mMol bzw. 2,02 x 108 dpm) an acht Con-
vallaria-Blatter fithrte scheinbar nur zu einem einzigen
Folgeprodukt mit dem R -Wert von Rhodexosid. Mehr-
fache Papier- und Diinnschichtchromatographie erlaubte
jedoch eine Auftrennung in zwei Substanzen: Lokund-
josid (9,75 x 10° dpm, entsprechend 0,49 % Einbau) und
Rhodexosid (9,45 x 10° dpm, entsprechend 0,47%
Einbau.

DISKUSSION

Unsere Ergebnisse brachten zundchst den Nachweis,
daB in Convallaria majalis aus Periplorhamnosid durch
schrittweise Oxidation an C-19 Convallatoxol und
Convallatoxin gebildet werden, daB also die Folge
CH, - CH,OH - CHO auf der Monoglycosidstufe
einen Hauptweg der Biosynthese darstellt; eine Reaktion
in umgekehrter Richtung lieB sich nicht beobachten.
Periplorhamnosid nimmt bei der Biogenese der Con-
vallaria-Glycoside eine Schliisselstellung ein: es ist nicht
nur Vorldufer von Convallatoxol, sondern auch von
Lokundjosid, das daraus durch a-Hydroxylierung des
C-11 entsteht.

Ein zweiter Bildungsweg fiir Lokundjosid lieB sich—
eher unerwartet—mit dem Befund nachweisen, daB
Lokundjosid auch durch Hydroxylierung von Rhodexin
A in Stellung 5 gebildet werden kann; Convallaria
verfiigt demnach offenbar wie gewisse Pilze iiber ein
Enzymsystem, das den Austausch von Wasserstoff gegen
Hydroxyl am tertidren C-5 ermdglicht. In weiteren Ver-
suchen miiBten daher vor allem Vorlaufer von Periplo-
rhamnosid und Rhodexin A gesucht werden.
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Lokundjosid stehen Ergebnisse noch aus; Glucosidierung
ist tauch hier zu erwarten, da Glucolokundjosid zwar
noch nicht isoliert, aber chromatographisch bereits
nachgeweisen werden konnte.

EXPERIMENTELLES

Fiir die PC wurde Papier Schleicher & Schiill 2043b Mgl
verwendet; Systeme: (a) PeOH-C,H.-H,0O (i:1:2), Oberphase,
609 stationiire Phase. (b) Toluol-n-BuOH (4:1); (c) Toluol-n-
BuOH (2:1), wassergesittigt, 35 % stationdre Phase. (d) CHCl,—
THF-HCONH, (100:100:13) [22]; {¢) C4H,, gesittigt mit
HCONH,, Papier 5 Min in HCONH,-Me,CO (1:4) imprég-
niert. TLC: Si gel G Merck; Systeme: (f) CHCl,-MeOH-H,0
(7:3:1), Unterphase. (g CHCl,-MeOH-H,O (9:1:1), Unter-
phase. Die Auszihlung der radioaktiven Zonen erfolgte mit
Hilfe eines 4n-Papierchromatogramm-Scanners der Fa. Tracer-
lab bzw. nach Auskratzen vom TLC in Aquasol (New England
Nuclear) im Fliissigszintillationszihler (Fa. Beckman LS-230).

Tritiierung [21] von Rhodexin A. 14,0 mg kristallines und
chromatographisch reines Rhodexin A wurden in 0,5 ml DMF
gelost und 65l tritilertes Wasser (Radiochemical Centre,
Amersham, 5Ci/ml) zugesetzt. Als basischen Katalysator ver-
wendeten wir 0,3ml Tridthylamin. Das Reaktionsgemisch
wurde 6 Stunden im verschlossenen GefaB auf 70° erhitzt. Nach
dem Abkiihlen neutralisierten wir mit 0,6 N HOAc, brachten
die Losung unter vermindertem Druck zur Trockene und reinig-
ten den Riickstand durch PC (System a). Auszihlung mittels
PC-Scanner ergab 5,05 x 10°® dpm, entsprechend 16,21 pCi/mg
Rhodexin A.

Markierung von  Periplorhamnosid und  Convallatoxin.
Erfolgte ebenfalls nach der oben angegebenen Vorschrift unter
Beriicksichtigung der Mengenverhiltnisse.

Verabreichung der markierten cardenolide, Isolierung der
Folgeprodukte. Wie in [3] angegeben.

Acetylierung von Lokundjosid-> H. Den nach Elution vom PC
erhalten Riickstand 16sten wir in 0,4 ml C;H,N p.A., versetzten
mit 0,3 ml Ac,O p.A. und lieBen das Reaktionsgemisch 48
Stunden bei Zimmertemperatur verschlossen stehen. Anschlie-

. 647 1,7% . . 0,26% L. 049% .
Convallatoxin <t—= Convallatoxol <=  Periplorhamnosid = ——. Lokundjosid «—— Rhodexin A
—ey ]
19,5% 9 10,35 % 0,03% i 10.47 %
Convallosid «------ Convallatoxolosid (Glucoperiplorhamnosid ?) Glucolokundjosid? Rhodexosid

Schema 1. Biosynthesewege in Convallaria majalis.

Die Glucosidierung der besprochenen Monoglycoside
verliuft mit sehr unterschiedlichen Ausbeuten: Peri-
plorhamnosid wird—wenn {berhaupt—nur in sehr
geringem AusmaB zu Glucoperiplorhamnosid umge-
setzt; dieses Ergebnis steht im Einklang damit, daB
unsere Versuche, Glucoperiplorhamnosid in Convallaria
nachzuweisen, bisher negativ verlaufen sind.

Obwohl auch Convallatoxol nur zu einem kleinen
Teil glucosidiert wird (fast die 20-fache Menge wird
durch Oxidation in Convallatoxin iibergefiihrt), diirfte
diesder Hauptwegfiir dieEntstehungvonConvallatoxolo-
sid sein. Die hohe Einbaurate von Convallatoxin in Con-
vallosid weist darauf hin, daB Convallosid in der
Hauptsache aus Convallatoxin durch Glucosidierung
entsteht; man kann aber nicht ausschlieBen, daB daneben
kleine Mengen von Convallosid durch Oxidation von
Convallatoxolosid gebildet werden. Die Folge Periplo-
rhamnosid — Convallatoxol — Convallatoxin — Con-
vallosid stellt somit einen der wichtigsten Biosynthe-
sewege der Cardenolide in Convallaria dar.

Rhodexin A wird etwa in gleicher Menge zu Lokund-
josid hydroxyliert und zu Rhodexosid glucosidiert. Fiir

Bend wurde unter vermindertem Druck zur Trockeneeingedampft
und der Riickstand iiber H,SO, conc. im Exsiccator belassen,
bis der Geruch nach C,;HN verschwunden war. Das Rohacetat
wurde—gel6st in CHCl,-MeOH (1:1)}—fir PC and TLC
verwendet.

Enzymatische Spaltung mit B-Glucosidase [23]. Das isolierte
Diglycosid 16sten wir in 0,5ml Acetatpuffer vom pH = 4,99
nach Walpole [24] (eine Mischung von gleichen Teilen 0,06 N
HOAc und 0,14 N NaOAc-Losung), fiigten 2,5 mg B-Gluco-
sidase zu und lieBen die Losung verschlossen bei 30° stehen.
Nach 48 Stunden wurde mit dem gleichen Volumen EtOH
versetzt und 3 Min im siedenden Wasserbad erhitzt. Nach
Filtration dampften wir den EtOH ab, setzten 3 ml H,O zu und
extrahierten das Cardenolid durch Ausschiitteln mit 3 mal 5 ml
CHCI,-EtOH (9:1). Der Riickstand der organischen Phase
wurde fiir die PC verwendet.

Identifizierung der Folgeprodukté. Convallosid aus Convalla-
toxin: die Identitit des isolierten Convallosids-*H wurde durch
PC des Diglycosides (System a, Laufzeit 30 Stunden) sowie des
nach enzymatischer Spaltung mit B-Glucosidase erhaltenen
Convallatoxins->H (System d, Laufzeit 16 Stunden) sichergestellt.

Convallosid und Convallatoxolosid aus Convallatoxol. Die
Identifizierung der beiden Diglykoside erfolgte durch PC
(System a, Laufzeit 30 Stunden). Die PC der nach enzymatischer
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Spaltung mit p-Glucosidase resultierenden Monoglycoside
Convallatoxin und Convallatoxol erfolgte im System d und
nach erneuter Elution im System c.

Convallatoxol aus Periplorhamnosid. Das isolierte Convalla-
toxol-*H chromatographierten wir im System d, nach anschlie-
Bender Elution im System a und nach erneuter Elution im System
¢, um die Identitit des Folgeproduktes zu sichern.

Lokundjosid aus Periplorhamnosid. Durch PC im System d und
—nach erneuter Elution—im System a konnte das Folgeprodukt
eindeutig als Lokundjosid identifiziert werden. Ein Teil des
erhaltenen Priparates (2 x 10° dpm) wurde anschlieBend acety-
liert und die Identitit des hergestellten Lokundjosid-*H-
acetates durch PC im System e sowie durch TLC im System g
gesichert.

Lokundjosid aus Rhodexin A. Die Identifizierung von Lokund-
josid->H (und gleichzeitige Abtrennung von Rhodexosid-*H)
erfolgte durch TLC im System f und PC im System d. Zur Siche-
rung der Identitit wurde die Lokundjosid-Zone mit MeOH
cluiert, der Riickstand (9 x 10° dpm) acetyliert und das
Reaktionsprodukt im System e und nach Elution im System g
chromatographiert.

Rhodexosid aus Rhodexin A. Die Identitit von Rhodexosid-*H
wurde durch PC im System d sowie durch PC des nach enzy-
matischer Spaltung mit B-Glucosidase erhaltenen Rhodexin
A-*H im System b und nach erneuter Elution im System a
gesichert.
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