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Clerodendrum thomsonae Balf. f. has been examined for iridoids. Besides the known
compounds melittoside, aucubin, 8-O-acetylharpagide, reptoside and ajugoside a new iridoid,
8-O-acetylmioporoside, has been isolated using SC and HPLC. The structure and relative
configuration of the new compound have been determined by spectroscopic methods (*H-NMR,
3C-NMR, MS) and by correlation with mioporoside.

Einleitung

Die Gattung Clerodendrum gehort mit etwa 400
Arten zu den artenreichsten der Verbenaceae. Bisher
sind 12 Arten hinsichtlich ihrer Inhaltsstoffe ge-
nauer untersucht worden. Besonders haufig wurden
Flavone, die teils frei, teils als Glucuronide vorlie-
gen [2—7] und ubiquitir vorkommende Phytoste-
rine und Triterpene wie z. B. fg-Sitosterol, a- und
B-Amyrin gefunden. In mehreren Clerodendrum-
Arten wurde auBerdem 24-S-Ethylcholesta-5,22,25-
trien-34-ol nachgewiesen [8—11], dessen Akkumula-
tion moglicherweise ein charakteristisches Merkmal
der Gattung ist [11, 12]. Aus 6 der untersuchten
Arten wurden Diterpene (Clerodendrine A, B, Epi-
caryoptin, Clerodin [10, 13—16] isoliert.

Hinsichtlich des Iridoidvorkommens gibt es bis-
lang nur die Arbeit von Kooiman [17], der ver-
schiedene Pflanzenteile von 13 Clerodendrum-Arten
mittels Papierchromatographie testete und dabei in
vegetativen Teilen von Clerodendrum thomsonae 3
Iridoidglykoside unbekannter Struktur nachwies.
Wir haben nun Clerodendrum thomsonae praparativ
aufgearbeitet und insgesamt 6 verschiedene Iridoid-
glykoside isoliert und identifiziert. Die chemotaxo-
nomische Verwertbarkeit dieser Ergebnisse soll im
Rahmen einer Breitenuntersuchung der Gattung
Clerodendrum in einer spateren Arbeit diskutiert
werden.

Ergebnisse

5 der isolierten Iridoidglykoside waren bekannt
und konnten durch Vergleich mit authentischen
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Substanzen eindeutig identifiziert werden. Hierbei
handelt es sich um Melittosid (1), Aucubin (2a),
Acetylharpagid (3), Ajugosid (4) und Reptosid (5).
Die spektroskopischen Daten des 6. Iridoidglyko-
sids (6a) stimmten mit keiner der bekannten Ver-
bindungen iiberein. Fiir die Iridoidstruktur von 6a
sprechen die UV-(12X 188 nm, loge=3,7), IR-
(v=1717 cm™, 1654 cm™) und die 'H-NMR-Daten
(siehe Tab.I). AuBerdem gibt 6a wie die meisten
Iridoide [18] beim Erhitzen mit wiassrigen Sduren
einen dunklen Niederschlag und eine gefirbte Lo-

Tabelle I. *H-NMR-Daten von 6a, J-Skala, D,0O, TSP-d ,Na
=0 ppm Kopplungskonstanten in Hz, s= Singulett, d =
Dublett, dd = Doppeldublett, m = Multiplett, * verbrei-
tertes Signal, * berechnete Werte nach Emsley er al. [22].

C(HH 583 s*
Jie=15
CQ)H 6,32 dd
J3,4 = 6,5, .13’5 =2
C@4H 5,0dd
‘13‘4 - 6’5’ ‘14‘5 = 1,5
C()H 2,89 m
C@OH 4,47 m
Js6=06
C(To)H 2,30+dd
JG,7¢ = 5,8+
C(7pH 1,84+ dd
Jezp=11,2%,J7475=—13,5
CHOH 2,69d
Jig=15J95=17
C(10) H, 1,53 s
—C-CH, 2,03s
C(IDH 4,76 d
Jr2=15
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sung, in der sich diinnschichtchromatographisch
Glucose nachweisen 1aBt. Die Stellung der funk-
tionellen Gruppen laBt sich bei Annahme einer
Iridoidgrundstruktur folgendermaBen ableiten: Im
'H-NMR-Spektrum ist das C(3)-H Signal ein Dop-
peldublett. Duch Spinentkopplung konnte gezeigt
werden, daB3 eine Fernkopplung zum C(5)-H be-
steht. Das C(4)-H Signal erscheint ebenfalls als

o

breites Doppeldublett. Die C-Atome 4 und 5 sind
also unsubstituiert. AuBerdem sind eine Acetoxy-
gruppe und eine Hydroxygruppe vorhanden. Nach
Vergleich der *H-NMR-Daten von 6a mit denen
von Mioporosid (7) [19], Ajugol (8) und 4 [20] ist zu
erwarten, daB3 die Acetoxygruppe an C(8) steht und
B-standig ist, da die C(9)-H-, C(10)-H,- und C(1)-
H-Signale von 6a gegeniiber denen von 7 signifikant
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Tab. II. Vergleich einiger '"H-NMR-Daten von 7, 8, und 4
mit Daten von 6a.

7 6a 8 4
O—(H:—CH3 - 2,03s = 2,09s
O
CHH 2,38dd  2,69d 2,68d 291 s*
C(H)H 5,58d 5,82s* 555d 5,93 s*
C(10) H, 1,44 s 1,53s 1,35s 1,47 s

zu tieferem Feld verschoben sind (siehe Tab. II)
[21]. Die Verschiebungen haben die gleiche Rich-
tung und GroBenordnung wie beim Vergleich von 8
und 4. _

Das Signal der Methylenprotonen am C(7) er-
scheint als AB-Teil eines ABX-Systems; das Mul-
tiplett des C(6)-H 148t sich durch Spinentkopplung
(C(5)-H) zum X-Teil dieses ABX-Systems vereinfa-
chen. Die Kopplungskonstanten wurden dann nach
Emsley et al. [22] berechnet. Die Konformation des
Cyclopentanringes und die relative Konfiguration
an C(6) wurden durch Vergleich der experimentell
ermittelten Kopplungskonstanten mit den nach
Steyn und Sable [23] fiir alle twist (T)- und envelope
(V)-Konformationen errechneten Werten diskutiert
(vgl. [20]). Eine Ubereinstimmung zwischen den 3
Wertepaaren ergibt sich fiir die "Tg- und die "V-
Konformationen, wenn die OH-Gruppe am C(6)
oberhalb der Ringebene (f) steht und fiir die °Ts-,
die ®V- und die ®T;-Konformationen, wenn die OH-

Tab. III. Ubersicht iiber die Konformationen, bei denen
experimentell und nach Steyn und Sable [23] errechnete
Kopplungskonstanten iibereinstimmen.

Kopplungs-  gemessen berechnet  mogl.

konstante [Hz] [Hz] Konformation

J 55,64 6 5,2

J6a,1a 5.8 6,5 Ty
62,78 11,2 8,5

J5p, 62 6 7,2

J6a,a 5.8 5,4 (A%

Jea, 78 11,2 9.4

Jsp, 8 6 5,1

Je, 18 58 6,5 Ts

Je,7a 11,2 8,5

Jss,68 6 5.4

Jep, 18 58 5.4 sv

Jeg, 70 112 9,4

Jsp,68 6 6,5

Jep, 78 58 5,1 T,

Je&g, 72 11,2 9,6

G. Lammel und H. Rimpler -

Iridoide aus Clerodendrum thomsonae Balf. f., Verbenaceae

Gruppe an C(6) unterhalb der Ringebene (@) stehen
wiirde (siehe Tab. III). Diese Konformationen sind
nur mit einer cis-Verkniipfung der Ringe vereinbar.
Eine a-Stellung der C(6)-OH-Gruppe scheidet aus,
da 6a dann mit 4 identisch sein miite. Aus der
GroBe der Kopplungskonstanten Jyg¢ schlieBen wir
auf eine trans-Anordnung der Protonen, wobei das
C(1)-H aequatorial, das C(9)-H axial angeordnet
ist.

Der Beweis, daB es sich bei 6a um das 6-Epimere
von 4 handelt, gelang durch Acetylierung von 6a
zum Hexaacetat (6b), das IR-spektroskopisch als
Mioporosidhexaacetat identifiziert wurde. 6a ist
demnach 8-O-Acetylmioporosid.

Mit dieser Struktur sind auch die Daten der **C-
NMR-Spektroskopie (sieche Tab.IV) im Einklang.
Fir die p-Stellung der 8-OH-Gruppe spricht die
Ubereinstimmung der chemischen Verschiebungen
von C-1 und C-9 mit Werten der Literatur [24]; die
durch Acetylierung der 8-OH-Gruppe zu erwar-
tende Verschiebung von C-8 zu tieferem, C-7, C-9
und C-10 zu hoherem Feld war, wie ein Vergleich
mit 8 ergab, ebenfalls zu beobachten. Die von der
Konfiguration am C-6 abhéngigen y-Effekte auf die
chemischem Verschiebungen von C-4 und C-8 [24]
konnten ebensowenig wie der J-Effekt auf C-3 iiber-
priift werden, da **C-NMR-Daten von 4 nicht ver-
fligbar waren.

Ein Vergleich der Massenspektren von 4 und 6a
zeigte, daB die Konfiguration am C-6 einen deutli-
chen EinfluB auf die Fragmentierung ausiibt. Aus
der relativen Intensitdt der wichtigsten Massen-

Tab. IV. 3C-NMR-Daten von 6a, J-Skala,
TMS =0 ppm off-resonance-Signale: s = Singulett,
Dublett, t = Triplett, q = Quartett.

CD,0D,
d=

Acetyl-C=0 173,29 s
C-1 94,09 d
C-3 142,00 d
C4 101,32d
C-5 37,06 d
C-6 71,92d
C-7 4742t
C-8 88,05 s
C-9 49,26 d
C-10 22,45q
Acetyl—CH, 22,23q
C-I 99,97d
C-2 74,78 d
C-3 78,02 d
C-4 71,65d
C-5 78,02d
C-¢ 62,91t




G. Lammel und H. Rimpler -

Abb. 1. Wichtige Fragmente im

Iridoide aus Clerodendrum thomsonae Balf. f., Verbenaceae 711

T™MS -0 &
Massenspektrum der TMS-Aether H N -l e ]'-'
von 8-O-Acetylmioporosid 6a und X
Ajugosid 4.
) (o) _— o
-c-0 ' C - H
b o il s O0-tms HC ﬁ—O CH;' o5-Tms
m_
@ =812 . T.282
6a: 1,64% 6a:2,50%
4 : 0,09% 4 :461%
TMS -0 H +
H t AN
~ ] |
o —_— i
CH; o TMms
CH;  o-Tms
m_
=312 T-222
6a: 10,30% 6a: 32 13%
2,56% 4 . 48,57%

zahlen 148t sich ableiten, daB3 bei 4 die Abspaltung
von TMSOH leichter erfolgt als bei 6a (siehe
Abb. 1).

Material und Methoden

Das Pflanzenmaterial wurde durch eigenen An-
bau gewonnen; ein Belegexemplar befindet sich im
Herbar des Instituts fiir Pharmazeutische Biologie
der Universitit Freiburg.

Bei der HPLC wurde mit folgender Gerédtekom-
bination gearbeitet: Pumpen 6000 A, Differential-
Refraktometer R 401 (Waters); Spektral Detektor
SF 770 (Schoeffel); Probensammeleinrichtung PWK
C 7400 (Siemens). Als Sdulenmaterialien wurden
fir analytische Zwecke Porasil (Waters) und p-
Bondapak-C,, (Waters), fiir priparative Zwecke
Partisil 10 ODS (Whatman) verwendet. Als FlieB-
mittel wurden Dichlormethan-Methanol-Wasserge-
mische (90:10:1 — 70:30: 3) und Methanol-Wasser-
gemische 10—35% verwendet.

Die NMR-Spektren wurden mit einem Varian
T 60 Spektrometer aufgenommen, fiir Spinentkopp-

lungsexperimente wurde mit einem Bruker WH 250
Gerit gearbeitet. Die *C-NMR-Daten wurden mit
einem Bruker WH 90 Puls Spektrometer gemessen.

GC/MS: Gaschromatograph 9610 Finnigan, ge-
koppelt mit Finnigan 4000 Massenspektrometer.
Verwendete Saulen: Glas 2m, OV 225, 3%, Gas-
chrom Q 80—100 mesh; Glas 4 ft, OV 17,3%, Chro-
mosorb W 80— 100 mesh. Ionenquellen- und Saulen-
temperatur 210°C (OV 225 Sdule); Ionenquelle
220 °C, Saulentemperatur 290 °C (OV 17 Saule).
Die Iridoidglykoside wurden mit TMSi-S Univer-
salreagenz (Serva) silyliert: Je 0,3 mg Substanz
wurden mit 30 pl TMSi-S 2 Stunden bei Raumtem-
peratur umgesetzt.

Fir die IR-Spektroskopie verwendeten wir ein
Beckman-Microlab-600-Gerit, fiir UV-Spektren ein
Uvikon-820-Gerat.

Isolierung

700 g des gefriergetrockneten und gemahlenen
Pflanzenmaterials wurden mit 71 reinem Ethanol
und danach zweimal mit 41 70% Ethanol je 30
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Minuten lang unter RiickfluB erhitzt. Die vereinig-
ten Extrakte wurden auf etwa 150 ml eingeengt,
anschlieBend mit 320 g Celite 545 verrieben und im
Vakuum iiber Kieselgel vollstindig getrocknet. Der
an Celite gebundene Rohextrakt (155 g) wurde an
einer Celitesdule aufgetrennt. Durch Elution mit
Hexan/Dichlormethan 1:1 erhielten wir eine lipo-
phile Fraktion; anschlieBende Elution mit Dichlor-
methan/Methanol 1:1 ergab die hydrophile Frak-
tion. Der hydrophile Anteil (52,5 g) wurde erneut
an Celite gebunden und nach der Trocknung im
Vakuum an Kieselgelsiulen mit Dichlormethan-
Methanol-Wassergemischen (80:20:2 — 70:30: 3) ge-
trennt und an Sephadex G 15 durch Elution mit
Wasser weiter aufgereinigt. Auf diese Weise wurden
in der ersten Fraktion die Iridoide 5, 3, 4, 6a, in der
zweiten Fraktion 2a und in der dritten Fraktion 1
angereichert. Aus der dritten Fraktion kristallisierte
beim Stehen in methanolischer Losung insgesamt
1,28 g 1 aus (0,18% bezogen auf das Trockengewicht
der Droge); die Iridoidmenge aus der zweiten Frak-
tion war deutlich geringer (0,1%). Da bei der ersten
Fraktion nur die Hauptmenge von 3 und 5 mit den
beschriebenen sdulenchromatographischen Verfah-
ren isoliert werden konnten, wurde zur Abtrennung
von 4 und 6a iiber HPLC getrennt. Die Konzen-
tration der 6-Epimeren 4 und 6a ist von allen in
Clerodendrum thomsonae enthaltenen Iridoiden am
niedrigsten (unter 0,05%).

Identifizierung

Bekannte Verbindungen wurden durch direkten
Vergleich mit authentischen Substanzen identifi-
ziert.

1: DC,HPLC, IR, NMR, MS
2a: DC,HPLC, 2b: IR

3. DC,HPLC,IR

4. DC,HPLC, IR, MS

S: DC, HPLC, IR, NMR

Als FlieBmittel fiir die DC von Iridoidglykosiden
wurden Dichlormethan-Methanol-Wassergemische
(80:20:2 — 70:30: 3), fiir Zucker Acetonitril-Schwe-
felkohlenstoff-Wasser (85:5:10) verwendet. Als
Spriithreagenz verwendeten wir Vanillin/H,SO,.

Acetylierung

30 mg 6a wurden 20 Stunden lang bei Raumtem-
peratur mit 3 ml einer Mischung von Pyridin/Acet-
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anhydrid (1:1) umgesetzt. Das Gemisch wurde auf
Eis gegossen und dann mit Ether ausgeschiittelt. Die
aetherische Phase wurde nacheinander mit 0,1 N
HCI, gesittigter NaHCO,-Losung und H,O gewa-
schen, mit Na,SO, getrocknet und eingeengt. Durch
Kristallisation aus absolutem Ethanol erhielten wir
26 mg 6b, Schmelzpunkt 174—175 °C. Bei der Ace-
tylierung von 2 a verfuhren wir analog.

Eigenschaften der Verbindungen

6a: [a]5 =—151,8 (c =2,0 MeOH).

Massenspektrum der silylierten Verbindung: m/e
(% Basispeak) 451 (0,77), 435 (0,56), 372 (1,64), 361
(84,51), 331 (8,68), 319 (6,34), 312 (10,3), 283 (2,5),
271 (14,14), 243 (10,41), 223 (90,0), 222 (32,13), 217
(37,57), 204 (18,73), 193 (7,01), 192 (6,05), 191
(30,25), 169 (18,71), 147 (32,63), 133 (20,77), 129
(22,68), 103 (33,27), 73 (100).

IR (KBr): 3400 cm™ (m), 2920 cm™ (w), 1717 cm™
(s), 1708 cm™ (s), 1654 cm™ (m), 1374 cm™ (m),
1260 cm™ (s), 1074 cm™ (m), 1033 cm™ (w), 1013
cm™ (w), 961 cm™ (w).

6b: IR (KBr): 2910cm™ (m), 1746 cm™ (s),
1723 cm™ (s), 1659 cm™ (w), 1429 cm™ (m), 1364
cm™ (s), 1254 cm™ (s), 1228 cm™ (s), 1057 cm™
(w), 1035cm™ (w), 1014cm™ (w), 958 cm™ (s),
868 cm™ (W).

1: Massenspektrum der silylierten Verbindung:
m/e (% Basispeak) 539 (0,25), 451 (0,25), 398 (2,97),
361 (15,37), 309 (2,63), 308 (0,59), 297 (1,95), 271
(2,71), 243 (3,05), 219 (5,09), 218 (6,54), 217 (24,46),
204 (11,29), 191 (10,96), 169 (4,5), 147 (16,48), 129
(9,85), 103 (16,39), 73 (100).
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