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135. Scillarenin-j-D-glucosid,
ein neues Herzglykosid aus der roten Meerzwiebel
52. Mitteilung iiber Herzglykoside [1]%)
von Albert von Wartburg
(15. V. 64)

Aus der roten Varietit der Meerzwiebel, Scilla (= Urginea) maritima (BARER) L.,
konnten Storr & RENz [2] die drei herzaktiven Glykoside Scillirosid (I), Scillaren A
(IT) und Scilliglaucosid (= Scillaren F) (III) gewinnen. Scillirosid, das ratizide Prinzip
der Droge [3], wurde bisher nur in der rofen Scilla gefunden, wihrend Scillaren A und
Scilliglaucosid auch in der medizinisch wertvollen weissen Varietdt der Meerzwiebel
vorkommen [4]. Der chemische Bau der drei Wirkstoffe ist heute genau bekannt: es
handelt sich um Bufadienolide, die als gemeinsames Strukturelement eine zusitzliche
Doppelbindung an C-4 des Steroidgeriistes tragen (Formeln I-III) [5] [6] [7].

Neben den angefithrten Hauptkomponenten enthilt die rote Meerzwiebel eine Reihe
noch nicht untersuchter Begleitstoffe. Im Diinnschichtchromatogramm der Roh-
glykosid-Fraktion fillt speziell ein unbekanntes Glykosid (V) auf, das eine etwas
kitrzere Laufstrecke als Scillirosid zeigt. Wir berichten im folgenden iiber die Isolie-
rung und Konstitutionsermittlung dieses neuen Scillastoffes.

Isolierung des newen Glykosids. Getrocknete rote Meerzwiebeln wurden mit Methanol
extrahiert, die vereinigten Methanolausziige mit Wasser verdiinnt und einer Blei-
fallung unterworfen. Das nach Abtrennung der Bleisalze anfallende Filtrat konzentrier-
te man im Vakuum und schiittelte anschliessend mit Chloroform und Chloroform-
Butanol-(7:3) aus. Die Diinnschichtchromatogramme der beiden Ausziige zeigten,
dass der neue Stoff und die {ibrigen Glykoside fast ausschliesslich im Chloroform-
Butanol-Extrakt enthalten waren. Die Rohglykoside konnten durch mehrfache Chro-
matographie an Kieselgel in Proscillaridin A (IV) [4]%), das neue Glykosid (V),
Scillirosid (I) und Scillaren A (IT) aufgetrennt werden3).

Konstitution von V: Die neue Scilla-Komponente, C,0H,,0,, kristallisiert aus abs.
Alkohol in feinen farblosen Prismen vom Smp. 208-212°; [«]%) = — 54,2° (in Methanol).
Die nahe chemische Verwandtschaft zu den Hauptglykosiden ging aus dem fiir
Bufadienolide typischen UV .-Maximum bei 298 my (loge = 3,76) sowie aus den mar-
kanten IR.-Banden bei 1705, 1630 und 1535 cm—! hervor. Mit Essigsdureanhydrid
lieferte V ein kristallisiertes Tetraacetylderivat, C3gHyyOy5 (VI). Durch schonende Ver-
seifung mit KHCO, in wisserigem Methanol liess sich aus VI das Glykosid V re-
generieren.

Die Einzelheiten des chemischen Aufbaus ergaben sich aus den Spaltungsreaktio-
nen: Erwirmen mit verdiinnter Schwefelsdure in Methanol zerlegte das Glykosid V
1) Die Zahlen in eckigen Klammern verweisen auf das Literaturverzeichnis, S. 1233.

?) Proscillaridin A (IV) wurde nicht in Substanz isoliert, sondern lediglich diinnschichtchromato-
graphisch nachgewiesen.

%) Das frither in grosserer Menge auftretende Scilliglaucosid (III) [2] liess sich in der jetzigen
Scilla-Charge nur in Spuren nachweisen.
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in ein Anhydroaglykon C,,Hy,05 vom Smp. 226-248°; [«]X = — 63,5° (in Chloroform-
Methanol-4:1), das sich mit Scillaridin A (VII) [4] als identisch erwies (Vergleich der
IR.-Spektren: Fig. 1). Die Zuckerkomponente verhielt sich im Papier- und Diinn-
schichtchromatogramm wie p-Glucose und wurde durch Uberfiihrung in a-Methyl-D-
glucosid-(1,5) charakterisiert.
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Die enzymatische Hydrolyse des Glykosids V mit einem kiuflichen Pilzferment 4)
fiibrte in guter Ausbeute zu einem primédren Genin CyHg,O, vom Smp. 215-236°;
[«)®¥ = — 20,3° (in Methanol). Die physikalischen Konstanten des Aglykons, insbe-
sondere die Laufstrecken im Diinnschichtchromatogramm und das IR.-Spektrum
(Fig. 2), stimmten mit den Eigenschaften des bekannten Scillarenins (VIII) [9] iiberein.

4) Dieses Pilzferment (Praparat C 1290) erhielten wir vor Jahren ohne Provenienzangaben von
der Firma Lab. Dr. WEBER, Kiisnacht-Ziirich. Das Fermentpriparat entwickelt bei Herz-
glykosiden mit g-glykosidisch verkniipften Glucoseeinheiten eine hohe Aktivitit. Die Spaltungs-
quoten betragen z. B. beim Scillirosid praktisch 1009, bei Desacetyllanatosid A ca. 50%,
bei Altosid ca. 409% und bei Scillaren A ca. 309, (vgl. [8]).
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IR .-Absorptionsspektven in Nujol
{Auf einem PErRKIN-ELMER-IR.-Spektrophotometer, Mod. 21, aufgenommen)
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Fig. 1. Scillaridin A
obere Kurve: aus Scillaren A — untere Kurve: aus Glykosid V
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Fig. 2. Scillavenin
obere Kurve: aus Proscillaridin A — untere Kurve: aus Glykosid V

Mit den angefiihrten Reaktionen ist die neue Scilla-Komponente V als D-Glucosid
des Scillarenins definiert. Die Zuckereinheit ist erwartungsgemass mit dem sekunda-
ren Hydroxyl an C-3 verkniipft, wie u.a. aus der Bildung des T'etra-acetylderivates VI
hervorgeht.

Als Abschluss der Strukturermittlung war noch die Konfiguration der Zucker-
bindung in V zu bestimmen. Die Berechnung des molekularen Drehungsbeitrags der
D-Glucose lieferte einen ersten Hinweis fiir die nach der KLYNE’schen Regel [10] abzu-
leitende g-glykosidische Verkniipfung; der gefundene A[M]p-Wert = — 225° geht
allerdings weit iiber die normale Fehlergrenze hinaus. Entscheidend fiir die Zuordnung
der §-Konfiguration war der experimentelle Befund, wonach das oben erwihnte Pilz-
ferment bisher nur §-D-Glucoside zu spalten vermochte?); so wird z.B. das als a-D-
Glucosid erkannte Scilliglaucosid nicht angegriffen [8].

Mit den vorliegenden Resultaten ist die Konstitution des Glykosids V als Scillare-
nin-f-D-glucosid weitgehend gesichert.

Tabelle 1. Toxizitdt von Scillavenin-Glykosiden

Glykosid Zucker LD nach HaTCHER
mg/kg

Proscillaridin A L-Rhamnose 0,125

Scillarenin-f-p-glucosid D-Glucose 0,112

Scillaren A L-Rhamnose-D-Glucose 0,145

Glucoscillaren A L-Rhamnose-D-Glucose-p-Glucose 0,175
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Pharmakologische Wirkung. Scillarenin-f-p-glucosid (V) erwies sich an der Katze
als hochwirksam?). In Tab. 1 sind die Aktivitdten der bekannten Glykoside, die sich
vom Scillarenin (VIII) ableiten, aufgefiihrt. Dabei ist die Feststellung interessant, dass
Scillarenin-f-p-glucosid (V) stirker wirkt als Proscillaridin A (= Scillarenin-o-1.-
rhamnosid). Wie schon frither — speziell an Cardenoliden — beobachtet wurde, ist auch
in diesem Fall der Ersatz eines Desoxyzuckers durch D-Glucose mit einer Aktivitits-
steigerung verbunden [11].

Experimenteller Teil$)

Isolierung von Scillavenin-f-D-glucosid (V). — a) Extraktion: Frische rote Meerzwiebeln
{Ernte 1963) wurden in Scheiben geschnitten und im warmen Luftstrom bei 60° rasch getrocknet.
500 g Drogenschnitzel zerkleinerte man unter Zugabe von 4 1 Methanol und presste den erhaltenen
Brei ab. Der Drogenriickstand wurde noch zweimal mit je 1 | Methanol ausgeriihrt. Die vereinig-
ten tiefrot gefirbten Methanolextrakte engte man im Vakuum bei 60° auf 1 1 ein, verdiinnte mit
dem gleichen Volumen Wasser und versctzte mit 150 ml 30-proz. Bleiacetatlésung. Durch Zu-
tropfen von 25 ml 2N wisserigem Ammoniak wurde der pH-Wert der Losung auf 6,3 eingestellt
und anschliessend die ausgefdllten gelbroten Bleisalze abfiltriert. Das hellgelbe Filtrat dampite
man im Vakuum unter Einsaugen von ca. 200 ml Wasser auf 750 ml ein. Das rein wéisserige Kon-
zentrat wurde zuerst zweimal mit je 100 ml Chloroform und dann, nach Sittigen mit Butanol,
5mal mit Chloroform-Butanol-(7:3) ausgeschiittelt. Die wisserige Losung wurde verworfen. Die
jeweils mit Wasser gewaschenen und iiber Na,SO, getrockneten Ausziige lieferten nach dem Ein-
dampfen 101 mg Chloroform-Extrakt und 1190 mg Chloroform-Butanol-Extrakt. Das extra-
hierte Drogenpulver wog nach dem Trocknen 422 g.

Diinnschichtchromatographische Bestimmungen (Kieselgel, Flm: Methylenchlorid-Methanol-
Wasser 75:23:2) zeigten, dass die Glykoside fast ausschliesslich im Chloroform-Butanol-Extrakt
vorlagen. Der Chloroformauszug wurde deshalb nicht weiter untersucht.

Das oben beschriebene Verfahren wurde in der «Pilot plant» mit 15 kg getrockneter Droge
wiederholt, wobei rund 30 g Chloroform-Butanol-(7:3)-Extrakt anfielen. Der Extrakt zeigte im
Diinnschichtchromatogramm die gleiche Glykosidzusammensetzung wie der im Laborversuch
gewonnene Chloroform-Butanol-Auszug.

b) Chromatographie des Chlovoform-Butanol-Extraktes: In eine Lésung von 10 g Glykosid-
fraktion in 20 ml Methanol wurden 20 g Kieselgel (MERCK, Korngrosse 0,05-0,2 mm) eingetragen.

Tabelle 2. Vortrennung der Rohglykoside (10 g)

Fr. mg Glykosidkomponenten

1-4 318 Aglykone + anderc wenig polare Anteile

5-6 209 Proscillaridin A + unbekannte Begleitstoffe

7-9 422 Scillarenin-glucosid + unbekannte Begleitstoffe
10-12 819 Scillarenin-glucosid

13 255 Scillarenin-glucosid + Scillirosid
14-20 4348 Scillirosid + wenig unbekannte Begleitstoffe
21-26 1545 Scillaren A + stirker polare Anteile

5) Die Bestimmung des HATCHER-Wertes wurde von Herrn Dr. W. ScHALCH in unserer medizi
nisch-biologischen Forschungsabteilung (Leitung Dr. A. CERLETTI) ausgefiihrt.

Alle Smp. sind auf dem KorLEr-Block bestimmt. Zur Messung der optischen Drehwerte
wurden die Substanzen bei 80° im Hochvakuum getrocknet. Die Diinnschichtchromatogramme
wurden auf Kieselgel-Platten ausgefiithrt und die Bufadienolid-Komponenten durch Bespriihen
mit einer 20-proz. Losung von SbCl, in Chloroform oder mit einer 1-proz. Losung von Cer-(IV)-
ammoniumnitrat in 50-proz. Schwefelsdure und anschliessendes Erwdrmen auf 90-100° sicht-
bar gemacht. Mit dem Cer-Reagens zeigt Scillirosid eine leuchtend gelbe Farbreaktion, Scilli-
glaucosid wird griinlich, Proscillaridin A, Scillaren A und das neue Glykosid V werden blau
angefdrbt. — Abkiirzung: Flm = Fliessmittel.

[}
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Anschliecssend verdampfte man das Losungsmittel im Vakuum bei 60° und verbrachte das derart
imprignierte Pulver auf eine nach DuNcan [12] bereitete Sdule (Durchm. 45 mm) aus 400 g Kiesel-
gel. Zur Elution dienten je 400 ml wassergesittigter Essigester + 59 Methanol; ab Fraktion 20
wurde der Methanolzusatz auf 109, erhoht. Die Glykosidkomponenten jeder Fraktion wurden
im Diinnschichtchromatogramm bestimmt (Kiesclgelplatten; Flm: Methylenchlorid-Methanol-
Wasser 75:23:2) (Tab. 2).

In gleicher Weise wurden noch zwei weitere Chromatographien mit je 10 g Glykosidfraktion
ausgefithrt. Die Fraktionen 10-12 der drei Chromatogramme wurden vereinigt und lieferten 2,66 g
rohes Scillarenin-glucosid. Zweimalige Nachfraktionierung dieses Priparates an je 400 g Kieselgel
ergaben schliesslich 1,74 g einheitliches Glykosid V; Ausbeute ca. 0,129/, bezogen auf getrocknete
Droge. — Scillarenin-f-p-glucosid kristallisierte aus Methanol-Wasser in feinen Prismen vom
Smp. 179-186° oder aus abs. Alkohol in Prismen vom Smp. 208-212°; [} = —54,2° (¢ = 0,508
in Methanol). IR.- und UV.-Spektren: siche theoretischer Teil. LIEBERMANN-Reaktion: rosa-lila-
blau-blaugriin-griin.

CyoH,30,.0,5H,0 (3535,66) Ber. C649 H7,8 027,4% Gef. C650 H7,6 O 27,99

Nach dem Trocknen im Hochvakuum bei 120°:

C3pH Oy (546,64) Ber. €659 H7,8 026,49 Gef. C657 HS81 O 2679

Scillavenin-tetva-O-acetyl-B-p-glucosid (VI). Eine Ldsung von 600 mg Scillarenin-glucosid (V)
in 6 ml abs. Pyridin wurde mit 6 ml Essigsiureanhydrid versetzt und unter Feuchtigkeitsaus-
schluss liber Nacht stehengelassen. Nach Eindampfen der Ldsungsmittel im Vakuum bei 60°
wurde der Riickstand in Chloroform aufgenommen und der Reihe nach mit 2N Salzsdure, gesat-
tigter KHCO4-Losung und Wasser ausgeschiittelt. Die tiber Nay,SO, getrocknete Chloroformphase
lieferte 751 mg rohe Acetylverbindung, die durch Chromatographie an Aluminiumoxid gereinigt
wurde. Das Spitzenpraparat (535 mg) kristallisierte aus Aceton-Ather in farblosen Nadeln vom
Smp. 176-178°; [¢]% = —22,7° (¢ = 0,507 in Chloroform).

CyeH0Oq5 (714,81)  Ber. C63,9 H7,1 029,19 Gef. C63,9 H7,0 O 2949

Desacetylierung von VI: 200 mg kristallisiertes Tetraacetylglucosid VI wurden in 40 ml
Methanol gelést und nach Zugabe von 8 ml 2,5-proz. KHCO,;-Losung 10 Tage bei 20° stehengelas-
sen. Dann konzentrierte man die Loésung im Vakuum bei 40° Badtemperatur auf ca. 8 ml und
schiittelte erschépfend mit Chloroform-Isopropanol-(4:1) aus. Die vereinigten organischen Phasen
wurden mit Wasser gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und eingedampft. Man gewann 146 mg
rohes Scillarenin-glucosid, das wie oben beschrieben durch Chromatographie an Kieselgel gereinigt
wurde. Das Spitzenprfipa,rat (109 mg) kristallisierte aus Methanol-Wasser in farblosen Prismen
vom Smp. 176-186°; [a]fy = —52,6° (¢ = 0,523 in Methanol). Die Identitit des Priparates mit
Scillarenin-f-p-glucosid wurde durch Misch-Smp., Vergleich der IR.- und UV.-Spektren und
durch das Verhalten im Diinnschichtchromatogramm gesichert.

Hydyolyse von Scillavenin-g-p-glucosid (V). — a) Mit verdiinnter Schwefelsdure: Eine heisse
Lsung von 250 mg Scillarenin-glucosid in 15 ml Methanol wurde mit 15 ml vorgewdrmter Schwe-
felsdure versetzt. Aus der anfinglich klaren Hydrolysenldsung schieden sich beim Erhitzen unter
Riickfluss sofort glitzernde Kristalle ab. Nach 20-miniitigem Kochen verdiinnte man mit 10 ml
Wasser und engte dann die Reaktionslésung im Vakuum auf 15 ml ein. Die Aglykonfraktion
wurde abfiltriert (155 mg) und das Filtrat mit Chloroform ausgeschiittelt. Aus den Chloroform-
ausziigen gewann man noch weitere 10 mg rohes Aglykon. Die verbleibende saure wisserige Phase
wurde zur Entfernung des Chloroforms im Vakuum konzentriert, mit Bariumcarbonat neutrali-
siert und nach Abfiltrieren der Bariumsalze eingedampft. Als Riickstand gewann man 102 mg
farblosen Zuckersirup, der im Dinnschichtchromatogramm (Kieselgelplatte; Flm: Chloroform-
Alkohol 4:6, Sichtbarmachung mit Benzidin-Natriummetaperjodat-Reagens) die gleiche Lauf-
strecke wie D-Glucose zeigte.

Scillavidin A : 155 mg Aglykonfraktion lieferten aus abs. Alkohol farblose, stark lichtbrechende
Prismen vom Smp. 226-248° (ab 210° Gelbfiarbung); [«)¥ = —63,5° (¢ = 0,473 in Chloroform-
Methanol 4:1). .

CyyHgyO, (366,50) DBer. C78,7 HB83 013,1% Gef. C784 HS81 0133%

Das Aglykon stimmte vollig mit Scillaridin A7) iiberein. Vergleich der IR.-Spektren: Fig. 1.
Diinnschichtchromatographie: Kieselgelplatten; Flm: Chloroform + 49, Methanol.
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D-Glucose: 102 mg Zuckersirup wurden iiber P,O; getrocknet und durch 20-stdg. Erwdrmen
mit 15 ml 1N methanolischer Salzsiure in das Methylglykosid iibergefithrt. Ubliche Aufarbeitung
lieferte 39 mg kristallisiertes o-Methyl-p-glucosid-(1,5)> vom Smp. 167,5-168,5°; [a]3 = +164,9°
(¢ = 0,543 in Methanol).

b) Mit Pilsfeyment: 300 mg Scillarenin-glucosid, teilweise gelést in 10 ml abs. Alkohol,
wurden mit der Losung von 600 mg kiuflichem Pilzferment C 1290%) in 200 ml 0,02M Acetat-
puffer (pH = 4,9) versetzt und die Suspension 72 Std. bei 37° geriihrt. Anschliessend schiittelte
man die tritbe, mit feinen Kristallen durchsetzte Losung sechsmal mit je 20 ml Chloroform aus.
Die mit Wasser gewaschenen und {iber Na,SO, getrockneten Chloroformphasen lieferten nach dem
Eindamptfen 245 mg Aglykonfraktion. Die Fermentlésung wurde mit Butanol gesittigt und drei-
mal mit je 20 ml Chloroform-Butanol-(2:1) ausgezogen. Aus dem Chloroform-Butanol-Extrakt
gewann man 8 mg amorphes Material. Die diinnschichtchromatographische Priifung (Kieselgel-
platten; Flm: Chloroform-Methanol-Wasser-70:25:5 oder Chloroform + 69, Methanol) zeigte,
dass im Chloroformauszug ein Aglykon mit der Laufstrecke des Scillarenins (VIII) vorlag, wihrend
der Chloroform-Butanol-Extrakt ein Gemisch des Aglykons mit nicht umgesetztem Glykosid V
bildete. Die Aglykonfraktion wurde zuerst an Aluminiumoxid und dann an Kieselgel chromato-
graphiert und ergab 156 mg einheitliches Scillarenin (Spaltungsquote ca. 749, d. Th.). Aus
Aceton charakteristische Polyeder vom Smp. 215-236°; [a]%’ = —20,3° (¢ = 0,517 in Methanol)3}.
IR.-Spektrum: Fig. 2.

CyyHpeO, (384,50)  Ber. C 750 H84 016,7% Gef. C74,8 HS81 016,69

SUMMARY

The isolation of scillarenin-§-p-glucoside, a hitherto unknown glycoside from the
red variety of squill (sea onion, Scilla maritima (BAKER) L.), is described. The structure
of the new compound has been elucidated by acid hydrolysis to p-glucose and the
anhydrogenin scillaridin (V1I), and by enzymatic degradation to the true aglycone
scillarenin (VIII).
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