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Flavonolignans, Silymarin

Die Friichte von Silybum marianum (Haller) ent-
halten ein Flavonoidgemisch, aus dem bisher neben
Taxifolin die drei Flavonolignane Silybin!, Sily-
dianin? und Silychristin® isoliert und in ihrer
Struktur aufgeklart wurden. Flavonolignane sollen
entsprechend ihrer Struktur durch Kondensation
aus Taxifolin und Coniferylalkohol entstehen. Pro-
blematisch fiir Biosyntheseuntersuchungen was bis-
her die Pflanzengréfie von 2 bis 3 m. Durch Kulti-
vierung unter besonderen Gewichshausbedingungen
erhielt man Pflanzen zwischen 30 und 50 cm Héhe.
Obwohl bei den Gewichshauspflanzen die Zeitdauer
der Fruchtbildung gegeniiber Pflanzen im Freiland
verlingert und das Gesamtgewicht der Friichte pro
Bliitenstand vermindert war, war der Gehalt der
Flavonolignane und ihre prozentuale Zusammen-
setzung nicht beeintrichtigt.

Um erste Hinweise auf den postulierten Biosyn-
theseweg und die Rolle des Taxifolins zu erhalten,
wurde [1-'*C]Acetat an Silybumpflanzen appliziert
und die Gesamt- und die spezifischen Radioaktivi-
taten aller Flavonoide bestimmt. Das [1-14C]Acetat
verfiitterte man zu drei verschiedenen Zeitpunkten
und zwar 10, 20 und 25 Tage nach Blithbeginn mit-
tels Dochtmethode. Bei einer Fruchtbildungsperiode
von insgesamt 30 Tagen betrugen damit die Inkor-
porationszeiten 20, 10 und 5 Tage. Nach dem Aus-
reifen der Friichte wurden diese pulverisiert, mit
Petrolather die Lipoide und mit Methanol die Fla-
vonoide extrahiert*. Zum Nachweis der ["*C]Mar-
kierung der einzelnen Flavonoide wurde der Metha-
nol-Extrakt diinnschichtchromatographisch mit den
FlieBmitteln a. Chloroform-Aceton-Ameisensiure
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9:2:1, und b. Dichloréithan-}ilhy]acetal-Eisessig
80:10:10 auf Fertigplatte Kieselgel Fy;4 60 (Merck,
Darmstadt) oder mit c. Chloroform-Methyliithyl-
keton-Methanol-Ameisensdure 60:20:14:5 auf Poly-
amid-Platten aufgetrennt®. Von den Diinnschicht-
chromatogrammen, die man mit den 3 Verfahren er-
hielt, fertigte man mit Rontgenfilmen Structurix
D10 (Fa. Gaevert, Belgien) Autoradiogramme an.
Zur Bestimmung der spezifischen Radioaktivitat wur-
den die Flavonoide aus dem Methanolextrakt durch
chromatographische Verfahren rein isoliert und die
Radioaktivitdt dieser Verbindungen gemessen. Die
Konzentration der Flavonoide ermittelte man durch
Messung der Extinktion bei 287 nm unter Einsatz
von Standardsubstanzen.

Tab. I zeigt die Verteilung der [**C]Radioaktivi-
tat auf die Neutralfett- und Flavonfraktion und den
Riickstand bei den drei verschiedenen Inkorpora-
tionszeiten. Den hochsten Gesamtradioaktivitits-
gehalt mit nahezu 8% des applizierten [*C]Acetats
ermittelte man in den Friichten mit der Einbauzeit
von 20 Tagen, bei einer Inkorporationszeit von 10
Tagen war der Anteil 67 und nur 0,027 bei der

Tab. I. Radioaktivititsverteilung in Silybumfriichten nach
verschiedenen Einbauzeiten.

Einbauzeit 5 10 20

[d] [uCi] [1Ci] [1Ci]
Dichlormethanfraktion 0,10 28 20

(Neutralfette)

Methanolauszug 0,05 20 22
davonFlavonoide 0,02 16 12
Riickstand 0,10 13 37

% der appl. Rad. 0,02 6.1 7.9

Pro Bliitenstand wurden 1 mCi [1-"C] Acetat in 1 ml Wasser
appliziert.

Applikation 5 Tage vor Fruchtreifung. Wie weitere
Untersuchungen ergaben, war die Hauptmenge der
applizierten Radioaktivitat im Stengel und im Bli-
tenboden festgehalten worden. Die hichste Markie-
rung der Flavonoidfraktion erzielte man durch eine
Applikation 10 Tage vor der Fruchtreifung. Dabei
wurde ca. 1,2% des [*C]Acetats in die Flavonoide
inkorporiert. Die Flavonolignane und die Neutral-
lipide gehoren damit zu den Verbindungen, die in
einem spiten Abschnitt der Fruchtbildung syntheti-
siert werden. Bei der Applikation 5 Tage vor der
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Fruchtreifung war der Einstrom der Radioaktivitit
nur noch gering. Die Friichte waren zu diesem Zeit-
punkt schon voll ausgebildet, waren jedoch noch
nicht vollstindig pigmentiert. Die meBbaren Radio-
aktivititen in den untersuchten Verbindungen las-
sen jedoch auch zu diesem Zeitpunkt noch auf eine
Flavonoidbiosynthese schliellen.

Mit Hilfe der Autoradiographie konnte nachge-
wiesen werden, dal} alle Flavonoide radioaktiv mar-
kiert waren. Neben den Flavonoiden waren die Neu
trallipide in der Fliefmittelfront und nicht niher
identifizierte Verbindnugen am Startpunkt markiert.
Die spezifischen Aktivititen der Flavonoide sind in
Tab. II aufgefiihrt. Wahrend erwartungsgemill die
Werte bei der Einbauzeit von 5 Tagen sehr niedrig
lagen, hatten die spezifischen Aktivititen nach 10

Tab. II. Spezifische Aktivitdten und Gehalt der Flavonoide in
den Silybumfriichten.

Einbauzeit 5 10 20 Gehalt
[d] [dpm-10—3/m] [mg/100 g
Friichte]

Silybin 20 301 202 440
Dehydro-Silybin 21 348 217 170
Silydianin 46 485 231 1260
Silychristin 18 298 255 200
Taxifolin 11 209 143 740

Pro Bliitenstand wurden 1 mCi [1-"C] Acetat in 1 ml Wasser
appliziert.

Tagen Einbau bis zu doppelt so hohe Zahlen wie
nach 20 Tagen. Silydianin hatten bei diesen Pflan-
zen mit 485 000 bzw. 46 000 dpm/um bei Applika-
tion 10 bzw. 5 Tage vor Fruchtreifung die hochsten
Werte. Die spezifischen Aktivititen der 3 iibrigen
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Flavonolignane waren wesentlich niedriger und
untereinander dhnlich hoch. Bei der Applikation
20 Tage vor der Fruchreifung zeigte zwar das Sily-
christin die hochste spezifische Aktivitat, die Werte
der iibrigen Verbindungen waren jedoch in der
gleichen GroBenordnung. Die spezifischen Aktivita-
ten des Taxifolins waren innerhalb der Flavonoide
immer am niedrigsten; daraus kann gefolgert wer-
den, dall dieses Flavonoid nicht die Vorstufe der
drei Flavonolignane ist bzw. ein frei vorkommendes
Taxifolin nicht in Flavonolignane iibergefiihrt
wird. Die spezifischen Aktivitidten deuten vielmehr
darauf hin, dal} alle Flavonoide eine gemeinsame
Vorstufe haben, aus der sie bei der Ausreifung ge-
bildet werden. Um die Verteilung der Radioaktivi-
tit in den Flavonolignane zu ermitteln, wurde chro-
matographisch isoliertes Silybin mit konstantem
spezifischem Gewicht durch die Pyridinhydro-
bromidschmelze abgebaut . Im Abbauprodukt wur-
den diinnschichtchromatographisch vier gelbfluores-
zierende markierte Substanzen nachgewiesen, wobei
eine als Quercetin identifiziert wurde. Nach Abtren-
nung dieses Quercetins mittels priparativer Diinn-
schichtchromatographie wurde eine spezifische Akti-
vitidt ermittelt, die mit der des eingesetzten Silybins
genau iibereinstimmte. Damit ist nachgewiesen, daf}
die gesamte Radioaktivitit im Flavongrundkérper
enthalten war.

Durch die realtiv hohe Inkorporation des mar-
kierten Acetats in die Flavonoide ist diese in vivo
Verfahren geeignet ['*C]Flavonolignane zu pripa-
rieren. Die Hohe der spezifischen Aktivitdten dieser
Verbindungen lidBit eine Klidrung analytischer und
pharmakokinetischer Probleme erwarten.
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