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Zusammen fassung 
Schwcrer Stickstoff ist fur homogene Brutreaktoren von Bedeutung, falls er 

billig genug in technischem MaBstab gewonnen werden kann. Die Rektifikation von 
Stickoxyd durfte von den bisher vorgeschlagenen Verfahren vom energetischen 
Standpunkt aus der vorteilhafteste Prozess sein. Er  laisst sich weitgehend reversibel 
gestalten und weist einen grossen elementaren Trenneffekt auf, der nur vom che- 
mischen NO-HN0,-Verfahren ubertroffen wird. Diesem haftet aber der Nachteil an, 
dass es mit einer Produktion von Schwefelsaure aus reinem Schwefeldioxyd gekoppelt 
werden muss. Bei der NO-Rektifikation fehlen unerwunschte Nebenprodukte, will- 
kommen ist dagegen die Moglichkeit, gleichzeitig die schweren Sauerstoffisotope 170 
und l80 zu gewinnen. 

Es werden Rektifikationsversuche rnit einer glasernen Kolonne besonderer Kon- 
struktion beschrieben, welche die in das Verfahren gesetzten Erwartungen bestatigen. 
In einer 10 mrn weiten Kolonne wird ein idealer Boden auf 10 mm Lange erreicht. 
Wegen des grossen Trennfaktors geniigt daher bei einem Arbeitsdruck von 200 mm Hg 
bereits eine Kolonnenlange von 31 cm zur Verschiebung des Verhaltnisses der beiden 
Isotope um den Faktor e. 
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Die Umwandlung von Steroiden mit Hilfe von Enzymen, die von Mikroorganismen 
gebildet werden, ist in den vergangenen Jahren in zahlreichen Arbeitskreisen ein- 
gehend studiert worden,). Im Vordergrund des Interesses standen dabei, vor allem 
aus praktisch-technischen Griinden, die CID- und C,,-Steroide ; denn unter ihnen fin- 
den sich wichtige Hormone und Abwandlungsprodukte derselben rnit interessanten 
biologischen Eigenschaften. Das Verhalten der herzwirksamen Glykoside und Agly- 
kone gegenuber derartigen mikrobiellen Enzymsystemen ist unseres Wissens bisher 

~~ ~ 

l) Aus der Dissertation von ALICE GUBLER, Base1 1958. 
2, 3. Mitt.: CH. TAMM & A. GUBLER, Helv. 41, 1702 (1958). 
3, Vgl. die folgenden neueren ubersichtsartikel: J. FRIED, R. W. THOMA, D. PERLMAN, 

J .  E. HERZ & A. BORMAN, Recent Progr. Hormone Res. 11, 149 (1955) ; A. WETTSTEIN, Ex- 
perientia 11, 465 (1955) ; S. H. EPPSTEIN, I-’. D. MEISTER, H. C. MURRAY & D. H. PETERSON, 
Vitamines and Hormones 14, 359 (1956); G. M. SHULL, Transact. N. Y. Acad. Sci. Ser. I1 19, 
147 (1956) ; P. TALALAY, Physiol. Review 37, 362 (1957) ; E. VISCHER & A. WETTSTEIN, Angew. 
Chemie 69, 456 (1957) ; E.  VISCHER & A. WETTSTEIN, Advances in Enzymology 20, 237 (1958) ; 
D. H. PETERSON, Steroid-Symposium des 4. Internationalen Kongresses fur Biochemie, Wien, 
1.-6. September 1958. 
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nicht untersucht worden. Es schien uns deshalb gegeben, einen Einblick in den Zu- 
sammcnhang zwischen Konstitution dieser anders gearteten Substrate und die 
Reaktionsfahigkcit dieser Enzyme zu gewinnen. 

I>a sich die Keaktionen mit Mikroorganismen im allgemeinen durch eine ausge- 
pragte Struktur- und Stereospezifitat in bezug auf Ausgangs- und Endprodukte aus- 
zeichnen, eroffnet sich gleichzeitig die attraktive Moglichkeit, rnit ihrer Hilfe zu neuen 
interessanten Cardenolidderivaten zu gelangen, deren Herstellung auf rein chemi- 
schem Wege wegcn der grossen Empfindlichkeit dieser Molekeln auf erhebliche 
Schwierigkeiten stosst. Schliesslich konnen mikrobiologische Reaktionen zur Losung 
von Konstitutionsproblemen von Nutzen sein. 

In der vorliegenden Mitteilung berichten wir iiber die Umsetzung von verschie- 
denen digitaloiden Lactonen und ihren Glykosiden mit Kulturen von Fusariurn lini 
(I~OLLEY) (Fungi i r n f ~ r f e c t i ) ~ ) .  Dieser Organismus ist bei Steroiden bisher nicht ver- 
wendet worden. Alle Umsetzungen wurden bei 25-27' unter aeroben Bedingungen 
in Schuttelkulturen mit wachsenden Organismen durchgefuhrt. Dabei setzten wir 
zunachst nur sehr kleine Substratmengen ein und verfolgten den Reaktionsverlauf 
papierchromatographisch unter Anwendung von bekannten Losungsmittelsystemen 
und Reagenzicn zur Entwicklung der Substanzfleckcn (siehe weiter unten). Beob- 
achtete man einen nierklichen Umsatz, so wurde die Reaktion im praparativen Mass- 
stab wiederholt und, wenn moglich, die Produkte in krist. Form nach ublichen Me- 
thoden isoliert und charakterisiert. In  allen bisher untersuchten Fallen blieb der an 
(1-17 haftende Butenolidring unversehrt. 

I .  Aglykone 
IVir begannen die Versuche rnit Digitoxigenin ( I )  als Substrat, da I der einfachste 

Vertreter der cardiotonisch wirksamen Cardenolide ist und somit den Grundtyp 
dieser Stoffklasse darstellt. Nach einer Reaktionszeit von durchschnittlich 11 Tagen 
konnten wir ein krist. Reaktionsprodukt vom Smp. 207-209" in einer Ausbeute von 
ca. 40% gcwinnen, das nach der Bruttoformel (C,,H,,O,) eine zusatzliche Hydroxyl- 
gruppc enthielt. Nach Smp., Mischprobe, spez. Drehung, Farbreaktion rnit 84-proz. 
H,SO,, Papierchromatogramm (vgl. Fig. 1 und 2), 1R.-Spektrum (vgl. Fig. 5) war 
das Hydroxylierungsprodukt identisch mit Digoxigenin (111) ")")'). Somit ist eine 
Hydroxylgruppe in die 128-Stellung des Digitoxigenins eingetreten a))"). Setzten wir 
als Substrat statt des freien Gcnins I das 3-0-Acetylderivat I1 ein, so wurde gleich- 
zeitig rnit der Einfiihrung der HO-Gruppe an C-12 die Acetoxygruppe verseift, denn 
es entstand ebenfalls Digoxigenin (111). Die Hydroxylierungsreaktion war gegenuber 
dem freien Genin bei I1 bedeutend verlangsamt. 

4, Einige Resultate dieser Arbeit waren Gegenstand einer vorlaufigen Mitteilung : vgl. 
-4. GUBLER & CH. TAMDI, Helv. 41, 297 (1958). 

5, S. SMITH, J .  chem. Soc. 1930, 508. 
6, M, STEICER & T. REICHSTEIN, Hclv. 21, 828 (1938). 
7, S. PATAKI, K. MEYER & T. REICHSTEIN, Helv. 36, 1295 (1953). 
8 )  Die mikrobiologische 12B-Hydroxylierung war bisher nicht bekannt. Nach Abschluss 

unserer Untersuchungen fvgl. auch4)) berichteten A. SCHUBERT, G. LANCBEIN & X .  SIEBBRT, 
Chem. Ber. 90, 2576 (1957), und A.  SCHURERT & R. SIEBERT, Chem. Ber. 91, 1856 (1958), iiber 
die ll,t?-Hydrnxylierung mit Kulturen von CaZonectrza decora in der Pregnan-Reihe. 

9, Inzwischen fand Herr G. JUHASZ, dass auch ein Stamm von Fusariurn awnaceurn und 
Trichotheciurn yoseum Uigitoxigenin (I) in Digoxigenin (111) umwandelt. 
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Im weiteren suchten wir abzuklaren, ob sich durch Modifikation der Digitoxi- 
geninmolekel eine raschere Oxygenierung erzielen liesse. Verwendeten wir zu diesem 
Zweck 3-Dehydro-digitoxigenin (= Digitoxigenon) (VIII) als Substrat, so nahm die 
Reaktioii einen andern, unerwarteten Verlauf. Das Papierchromatogramm des rohen 
Reaktionsproduktes zeigte, dass iieben Ausgangsmaterial VIII (Fleck A) mindestens 

RO 

I (R = H) Digitoxigenin 
F. 248-250"; [ + 19 Me] 

11 (R = Ac) I;. 222-227" 

I11 ( R  = H) Digoxigenin 
F. 220-222" 6)6)  F. 206- 
209" ') [ + 22,5 Me] 13) 

V F. 265' [ + 130 
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VI (R = H) 3-Epi-digitoxigenin VIII F.  200" [+ 33 Chf] 
F. 274-282" [ + 27 Me] l5) 

VII (R = Ac) F. 208-210" 
[+ 43 Chf]15) 

IX F. 247-252" [+ 40 Me] 16) 

RO 
Ac = - COCH,; die Zahlen in eckigen 
Klammern geben die spezifischen Dre- 
hungen fur Na-Licht an. Dabei bedeuten: 
An = Aceton, Chf = Chloroform, Me = 

Methanol. Diese Abkurzungen werden 
auch bei den folgenden Formelschemata 
verwendet. X (R = H) 3-Epi-digoxigenin 

F. 249-262" [ + 27 Me] 16) 
XI (R = Ac) amorph16) 

~ ~~~ 

I") A. WINDAUS & G. STEIN, Ber. deutsch. chem. Ges. 61, 2436 (1928). 
11) F. HUNZIKER & T. REICHSTEIN, Helv. 28, 1472 (1945). 
12) K. MEYER & T. REICHSTEIN, Helv. 30, 1508 (1947). 
la) A. STOLL & W. KREIS, Helv. 16, 1049 (1933). 
14) S. SMITH, J.  chem. SOC. 1935, 1305. 
15) H. P. SIGG, CH. TAMM & T. REICHSTEIN, Helv. 36, 985 (1953). 
16) Exper. Teil dieser Arbeit. 

16 
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drei neue Stoffe (als B, C und D bezeichnet) entstanden waren (vgl. Fig. 3). Durch 
Chromatographie an A1,0, und Trennung an Papierbogen liessen sich alle in krist., 
einheitlicher Form isolieren. Das Hauptprodukt (B) vom Smp. 269-282" (Brutto- 
formel C,,H,,O,), das sich in 15% Ausbeute gebildet hatte, war nach seinen physika- 
lischen und chemischen Eigenschaften (Papierchromatogramm vgl. Fig. 4) mit dem 

Papierchromatogramme 
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Fig. 4 
Chf/Fmd; 3 Std. 

1 = Rohes Hydroxylierungsgemisch aus Uigitoxigenin (I) mit F.  Zini. 
2 = Digitoxigenin (I), authent. 
3 = Digoxigenin (IlI), authent. 
4 = Digoxigenin (TI I )  aus Iligitoxigenin (I), niikro1)iologisch. 
5 = Digoxigenin (111) aus 3-0-Acetyl-digitoxigenin (11), mikrobiologisch. 
6 = 3-Dehydro-digitoxigenin (= Digitoxigenon) (VIII)  authent. 
7 = Rohes Reaktionsgemisch aus 3-Dehydro-digitoxigenin (VIII)  mit F.  Zini. 
8 = 3-Epi-digitoxigenin (VI), authent. 
9 = 3-Dehydro-digoxigenin (IX) a u s  Iligoxigenin (III), spnthet. 

10 = 3-l)ehydro-digoxigenin (IX) aus 3-Dcliydro-digitoxigenin (VIII) ,  mikrobiologisch. 
11 = 3,12-Bisdehydro-digoxigenin ( =  Digoxigenin) (V), authent. 
12 = 3-Epi-digoxigenin (X) aus 3-Dehydro-digoxigenin (IX),  synthet. 
13 ~ 3-Bpi-digoxigcnin (X) aus 3-i)ehydro-digitoxigenin (VII I ) ,  mikrobiologisch. 

bekannten 3-Epi-digitoxigeni~z ( V I )  identisch. Auch das 0-Acetylderivat stimmte mit 
authentischem Material iiberein. Die Analysenwerte des zweiten Stoffes (C) vom 
Smp. 247-252" zeigten, dass 1 0-Atom in das Ausgangsmaterial eingetreten war. Es 

17) Ausgefuhrt bei 22-25". An der Startlinie wurden pro Fleck jcweils 0,05-0,075 mg Sub- 
stanz aufgetragen. Es bedeuten: Be = Benzol. Chf = Chloroform, Fmd = entsauertes Formamid, 
THF = Tetrahydro-furan. Fur weitere Einzelheiten vgl. die Einleitung zum experimentellen Teil. 
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handelt sich um das noch unbekannte 3-Dehydro-digoxigenin ( I X ) .  Die Konstitution 
von IX ergab sich zunachst aus dem UV.- und 1R.-Spektrum, in denen immer noch 
die gesattigte 3-Ketogruppe erkennbar war (vgl. Fig. 6 und Fig. 7). Sie konnte dann 
direkt dadurch bewiesen werden, dass Digoxigenin (111) bei der Dehydrierung mit 
0, und Pt als Katalysatorl8)lg) einen Stoff liefertc, der mit dem auf mikrobiolo- 
gischem Wege erhaltenen in allen Eigenschaften iibereinstimmte. Der neue Stoff war 
von 3,12-Bisdehydro-digoxigenin (= Digoxigenon) (V) verschieden. Da in Poly- 
hydroxy-Steroiden unter diesen Bedingungen vorwiegend 3-standige Hydroxyle de- 
hydriert ~ e r d e n ~ ~ ) ,  nehmen in IX die Ketogruppe die 3-Stellung und die mikro- 
biologisch eingefuhrte HO-Gruppe die 12B-Stellung ein. Mit dieser Zuordnung stimmt 
auch der molekulare Drehungsbeitrag (A[M].-Wert) dieser neuen HO-Gruppc, der 
bei IX + 27" 20" (in Methanol) betragt, im Einklang; denn fur den A[M],-\Yert 
des 12/?-Hydroxyls in Digoxigenin (111) findet man + 18" & 15" (in Methanol). 

Fig. 5. IR.-Absorptionsspektrurnn20) 
Kurve 1 : Digoxigenin (111) aus Digitoxigenin (I) (mikrobiologisch). Fest in KBr, kompensiert 

Kurve 2 :  Digoxigenin (111), authentisch. Fest in KBr, kompensiert mit KBr. 
mit KBr. 
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I ~7 +-...-L 
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loo~'--.--t- I ' , ' , ' i 

-1- 

3 4 5 6 7 / , 8  3 10 11 12 

In CH,Cl,, gesattigte Losung; d = 1,l mm; Banden bei 2,78p (0-H); 5,60-5,62p und 5,72 ,u 
Fig. 6. IR.-Absorptionsspektrum von 3-Dehydro-digoxigenin ( I X )  

(C=O, Butenolidring) ; 5,84 (C=O, 3-Keton) ; 6,12-6,16 p (C=C, Rutenolidring) 
_____ 

la) H. WIELAND, Ber. deutsch. chem. Ges. 45, 484, 2606 (1912); 46, 3327 (1913). 
1Qj R. P. A. SNEEDEN & R. B. TURNER, J.  Amer. chem. Soc. 77, 130,190 (1955); vgl. aucl~ 

,Oj Aufgenommen von den Herren Dr. P. ZOLLER, G. ROTZLER und I<. STICH mit einem 
A. KATZ, Helv. 40, 831 (1957), und CH. TAMM & A. GUBLER, Helv. 41, 1762 (1958). 

PERKIN-ELnlER-IR.-Spektrophotometer, Model1 21, mit NaCI-Prisma. 
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Dem dritten in dieser Umsetzung entstandenen Stoff (D) vom Smp. 249-262" er- 
teilen wir die Konstitution des ebenfalls noch unbekannten 3-Efii-digoxigenins ( X ) .  
Dci- Stoff wurde nur in ausserst geringer Menge gebildet. Er  war isomer rnit Digoxi- 
geiiiri (111). Stellung und Konfiguration der Hydroxyle an C-3 und C-12 liessen sich 
wie folgt bewcisen : Das oben erhaltene 3-Dehydro-digoxigenin (IX) lieferte bei der 
Iiedulition mit NaBH, eine Substanz, die rnit Clem mikrobiologischen Umsetzungs- 
produkt identisch war. Damit ist das Vorliegen des 12P-standigen Hydroxyls gesichert. 

4 

t 3  
w - 
0 

- 2  

: \XHX 

\ 
I I  
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Fig. 7. U Y . - A b s o y p ~ ~ o n s s p ~ k t y e ~  i n  Alkohol21) 

- ;I in rnp 

Iiurve I X :  3-Dehydro-digoxigenin (IX), Maxima bei 218 m p  (loge = 4,22), und 283 m,u (log 8 = 
1,66) ; ber. auf C23H3205. 

Iiurve XXIX : 3-Dehydro-5-anhydro-strophanthidol (XXIX), Maxima bei 219 m p  (log E = 
4,24) und 3055310 m p  (log E = 2,05); ber. auf C,,H,,O,. 

Iiurl-c a: Differenzkurve log ( E X ~ I X - E D ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ) .  Maxima bei 243 m p  (log a = 4,11) 
und 305-310 mp (log E = 2,05). 

Da bei der Reduktion von 3-Iceto-Steroiden rnit Metallhydriden vorwiegend die 
Epimeren mit aquatorialer HO-Gruppe gebildet werden 22), kommt dieser in X, wo 
die Ringe A und B cis-standig verknupft sind, die cr-Stellung zu. 3-Epi-digoxigenin (X) 
zeigtc wie erwartet eine etwas starkere Rechtsdrehung als Digoxigenin (111). Die 
Verschiebung der molekularen Dreliung von I11 nach X (bzw. 3/3 nach 3a) betrug 
-+ 12" & 15" (in Methanol), was rnit den Angaben der Literatur15) sehr gut uberein- 
stimrnt. Das Di-0-acetyl-Derivat XI von X kristallisierte bisher nicht. 

Setzten wir 3-Epi-digitoxigcnin (VI) als Substrat den Pilzkulturen zu, so war 
keiii merklicher Umsatz zu beobachten. Dieser Befund deckt sich init dem Resultat 
des vorhergehenden Versuches mit VIII, wo sich 3-Epi-digoxigenin (X) nur in Spuren 
gcbildct hatte (Diskussion siehc weiter unten). 

Durch eine Anzahl von weiteren Versuchen, in denen das Substrat systematisch 
variiert wurde, bezweckten wir weitere Einzelheiten uber die Beziehung zwischen 

zl) Aufgenommcn \'on den Herren Ur. 1'. ZOLLER, G.  ROTZLER und K. STICH mit einem 
Unican-S P-500-Spektrophotometer mit Sekundar-Elektronenvervielfacher. 

z 2 )  Znr NaBH,-Reduktion von 3-0x0-cardenoliden vgl. SIGG e t  a1.15). 
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Reaktionsfahigkeit der Enzymsystcme von F.  lini und Konstitution der eingesetzten 
Substrate zu erfahren. Schon das Experiment mit 3-Epi-digitoxigenin (VI) hatte ge- 
zeigt, dass relativ geringe Veranderungcn im Molekelbau des Substrats den ganzlichen 
Verlust der Reaktionsfahigkeit des Enzyms, das die 128-Hydroxylierung vermittelt 
hat, nach sich ziehen. So wurde Uzarigenin (XII), das sich von Digitoxigenin (I) 
durch die Verkniipfung der Ringe A und B unterscheidet ( t ram statt cis), sehr vie1 
schlechter umgesetzt. Nach dem Papierchromatogramm war sicher ein neuer Stoff 
mit kleinerem Rf-Wert entstanden, welcher der geringen Menge wegen noch nicht 
untersucht wurde (vgl. Fig. 8). Bei 3-Dehydro-uzarigenin (= Uzarigenon) (XIII) 
liessen sich nach Iangerer Inkubation im Papierchromatogramm zwei neue, aber auch 
nur sehr schwach ausgepragte, langsamer laufende Flecken erkennen, die nach den 
Rf-Werten weder Uzarigenin (XII) noch 3-Epi-uzarigenin (XIV) sein konnten, son- 
dern von sauerstoffreichcren Stoffen verursacht werden (vgl. Fig. 8). Sie wurden 
nicht weiter untersucht. 

245 

i0‘7=” 
/\- 

$=o f i = O  

1 lJr 
O”\/H\ I--W HO‘ ,[Jp 

XIV 3-Epi-uzarigenin26) 

f‘i/FO>/ (‘I’ I’Z 
HO’\/&V 

XI1 U ~ a r i g e n i n ~ ~ ) ~ ~ )  xi11 24) 

Wurde in der Digitoxigeninmolekel die 14-Hydroxygruppe durch eine Doppel- 
bindung ersetzt oder eine zusatzliche Doppelbindung an C-16 eingefiihrt, so trat 
lteine mikrobiologische Oxygenicrung ein, wie aus Versuchen mit 3-0-Acetyl-14- 
anhydro-digitoxigenin (XV) bzw. 3-0-Acetyl-16-anhydro-gitoxigenin (XVI) her- 
vorging. 

(0%0 

I 1  

Interessant war das Verhalten von Dihydro-digitoxigenin (XVII). Bei der Auf- 
arbeitung war nur noch ein geringer Teil des Materials wie ublich regenerierbar. Der 
Rest des Materials hat offenbar durch den Pilz tiefer greifende Veranderungen erfah- 
ren und ist moglicherweise zu kleineren Fragmenten abgebaut worden. Das ver- 
bliebene Material enthielt nach dem Papierchromatogramm kein Ausgangsmaterial 
mehr. Durch Chromatographie an 50, gelang es, Spuren eines krist. Stoffes vom 

23) S. RANGASW.IMI & T HEICHSTE~S, Helv. 32, 939 (1949). 
24) R. TSCHESCHE & I<.-H. URATHGE, Chem. Ber. 85, 1042 (1952). 
25) W. SCHMID, H. P. UEHLINGER, CH. TAMM & 1’. REICHSTEIN, Helv. 42, 72 (1959) 
26) K. MEYER, Helv. 29, 718 (1946). 
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Smp. 207-214" zu isolieren, der im Papierchromatogramm aber etwas langsamer als 
das erwartete Dihydro-digoxigenin (XVIII) lief (vgl. Fig. 10). Zum Vergleich be- 
reiteten wir noch 3-Dehydro-dihydro-digoxigenin (XIX) aus XVIII durch selektive 
Dehydrierung des 3-Hydroxyls mit 0, und Pt19). XIX wanderte etwas rascher als 
XVIII. Eine weitere Aussage iiber diese mikrobiologische Reaktion, bei der er sich 
niclit nur urn eine einfache 12P-Hydroxylierung zu handcln scheint, ist nicht moglich. 

PaPierchromategranzme 17) 
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00 

6 7 8  -- 

0 

Front 0 
Fig. 8 

Be-Chf-('i: 5)jFmd; 
3 Std. 

Fig. 9 
Chf!Fmd; 

3 Std. 

13 14 15 16 " 
0 

Fig. 10 
Clif/Find; 

3 Stcl. 

Fig. 11 
Chi-Fmd; 
sl/, Ski. 

1 - 3-Epi-uzarigenin (XIV), authent 
2 = Uzarigenin (XII),  authent. 
3 : Rohes Reaktionsgemisch aus Uzarigenin (XII)  mit I;. Zini. 
+ = Rohes Reaktionsgemisch aus 3-Uehydro-uzarigenin (= TJzarigenon) (X111) mit I;. liiai. 
.5 = 3-L)ehydro-uzarige1iin (= Uzarigenon) (XIII) .  
IJ = Sarmentogenin (XXIII) ,  authent. 
7 ~~ 3-Dehydro-sarmentogenin (XXIV). 
S = 3, If-Bisdeliydro-sarnnentogerlin (= Sarmentogerion) (XSV) .  
9 = Uihydro-digitoxigenin (XVII). 

1 ( J  ~ ifihydro-digoxigenin (XVIII). 
1 1 =: JCristallisat vom Smp. 207-214" aus Uihydro-digitoxigenin (X\'II) mit F.  Zilzi. 
3 2 =. 3-Uehyclro-dihydro-digoxigenin (XIX). 
13 >= 3-Dehydro-5-anhydro-periplogenin (= j--~nli!.dro-periplogenon) (XXVII),  authent. 
14 = Rohes Reaktionsgemisch aus 3-Dehydro-5-anhydro-periplogenin (XXVII) mit I;. Zitzi. 
15 = Rohes Kcaktionsgcmiscll aus l'eriplogenin ( S X )  mit 1;. Zini. 
10 = F'criplogcnin (XX).  

In diesem Zusammenhang suchten wir noch abzuklaren, ob Cardenolide, die sich 
von Digitoxigenin (I) durch zusatzliche Hydroxylgruppen bzw. Saucrstoffunktionen 
iinterscheiden, durch F.  Zini angegriffen werden. Diese Versuchsreihe enttauschte die 



Strophanthidol 32)33) Coroglaucigenin34)35) 

o,, Pt -* 

XXIII  Sarmentogenin F. 270" [ + 21 All 3'3)37) XXIV €7. 274-286" + 34 Me] la) 

XXV F. 226" [+ 14 D]36)37) XXVI G i t o ~ i g e n i n ~ ~ ) ~ ~ ) ~ ~ )  
-~ __ 
z7) H. M. E. CARDWELL & S. SMITH, J. chem. Soc. 1954, 2012. 
28) S. SMITH, J. chem. SOC. 1930, 2478. 
29) E. LEHMANN, Arch. Pharmaz. 235, 157 (1897). 
30) A. STOLL & J. RENZ, Helv. 22, 1193 (1939). 
31)  P. SPEISER & T. REICHSTEIN, Helv. 30, 2143 (1947). 
32) E. RABALD & J. KRAUS, 2. physiol. Chem. 265, 39 (1940). 
33) W. BLOME, A. ICATZ & T. REICHSTEIN, Pharmac. Acta Helv. 21, 32.5 (1946). 
34) A. STOLL, A. PEREIRA & J.  RENZ, Helv. 32, 293 (1949). 
35) A.  HUNGER & T. REICHSTEIN, Helv. 35, 1073 (19.52). 
36) W. A. JACOBS & M. HEIDELBERGER, J .  biol. Chemistry 81, 765 (1929). 
37) A. KATZ, Helv. 31, 993 (1948). 
38) A. WINDAUS & G. SCHWARTE, Ber. deutsch. chem. Ges. 58, 1515 (1925). 
39) A. WINDAUS, K. WESTPHAL & C. STEIN, Ber. deutsch. chem. Ces. 61, 1847 (1928). 
40) H. HIRSCHMANN & F. B. HIRSCHMANN, J .  -4mer. chem. Soc. 78, 3755 (1956); weitcre Lit. 

daselbs t . 
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Erwartungen. Zwar konnten wir in einem Vorversuch mit Periplogenin (XX) einen 
guten Umsatz zu mindestens zwei, im Papierchromatogramm langsamer wandern- 
den Stoffen wahrnehmen (vgl. Fig. ll), doch konnte dieser aussichtsreiche Versuch 
wegen dcr relativcn Seltenheit dieses Aglykons noch nicht mit grosseren Mengen 
wiederholt werden. ober die 12P-Hydroxylierung von Gitoxigenin (XXVI) ist be- 
reits berichtet worden,). Viillig negative Resultate lieferten Strophanthidol (XXI)aI), 
Coroglaucigenin (XXII), Sarmentogenin (XXIII) sowie 3-Dehydro-sarmentogenin 
(XXIV) und 3,ll-Risdehydro-sarmentogenin (= Sarmentogenon) (XXV). XXIII, 
XXIV und XXV wurden wegen ihrer Sauerstoffunktion an C-11 als Substrate 
eingesetzt, um zu prufen, oh diese die 12P-Hydroxylierung fordert, unterdruckt oder 
die Oxygcnierung nach einer anderen Stellung dirigiert. 3-Dehydro-sarmentogenin 
(XXIV) war noch unbekannt; es wurde aus Sarmentogenin (XXIII) durch kata- 
lytische Dehydrierung rnit 0, und PtI9) hergestellt. Im Papierchromatogramm wan- 
derte das Monoketon XXIV zwischen XXIII und dern Diketon XXV (vgl. Fig. 9). 

Fur eine erfolgreiche mikrobiologische Umsetzung hatte sich in der Androstan- 
bzw. Pregnan-Reihe eine d4-3-Keton-Gruppierung als besonders giinstige strukturelle 
Voraussetzung erwiesen. Es schien uns deshalb wunschenswert, entsprechend ge- 
baute Cardenolidderivate in die Versuche rnit F.  lini einzubeziehen. Das einfachste 
derartige Analogon stellt 3-Dehydro-5-anhydro-periplogenin (= 5-Anhydro-periplo- 
genon (XXVII) dar. Leider war wegen Materialmangel auch hier nur ein Vorversuch 
moglich. Wie bei Periplogenin (XX) waren im Papierchromatogramm des Roh- 
produkts mindestens zwei neue, sehr langsam laufende Flecken zu erkennen (vgl. 
Fig. 11). Als nachsten Stoff pruften wir das sauerstoffreichere 3-Dehydro-5-anhydro- 
strophanthidol (XXIX). XXIX war unbekannt und wurde in Anlehnung an die An- 
gaben von KATZ42) aus Strophantliidol (XXI) durch selektive Dehydrierung der 3- 
Hydroxygruppe rnit 0, und Pt 19) und anschliessende Eliminierung der 5-Hydroxy- 
gruppe durch kurzes Kochcn mit E i s e s ~ i g ~ ~ )  hergestellt. Im UV.-Spektrum war die 
neue or,P-ungesattigte Ketongruppe von XXIX deutlich sichtbar (vgl. Fig. 6). Durch 
Subtraktion der Extinktionswerte von Digitoxigenin (I) wurde die Differenzkurve 
erhalten, deren Absorptionsmaximum bei 242 mp (log F = 4,11) genau der erwarteten 
d4-3-Ketongruppierung entsprach (vgl. Fig. 6). Damit im Einklang war auch das 
1R.-Spektrum (vgl. Fig. 12)43). Als Nebenprodukt bildete sich dabei durch Oxydation 
der angularen Hydroxymethylgruppe an C-10 etwas 3-Dehydro-5-anhydro-strophan- 
thidin (XXXI)44). Auf die Isolierung der beiden Zwischenprodukte XXVIII und 
XXX wurde verzichtet. Das erhaltene A4-3-Keton XXIX wurde von F.  Zini im Ge- 
gensatz zu 3-Dchydro-5-anhydro-periplogenin (XXVII) nicht angegriffen. __ ___ 

41) Mit Strophanthiclin und andern Aldehyden wurden wegen der Sauerstoffempfindlichkeit 
dieser Gruppe kcine mikrobiologischen Versuche unternommen. 

42) A. KATZ, Helv. 40, 831 (1957). Wir danken Herrn Dr. h. KATZ fur die Xngabe der Ver- 
snchsbedingungen vor ihrer Puhlikation. 

43) \'or allem fehltc dort die Bande bei 5,81 p, die fiir die .Aldehydgruppe an C-10 charak- 
teristisch ist, \\-a5 zeigt, dass in diesem Stoff die angularc Hydroxylmethylgruppe nicht oxydiert 
worden ist. 

44) Das IK.-Spektrum stimmte mit demjenigen, das K A T Z ~ ~ )  publiziert hatte, gut uberein. 
Vor allem trat 1x5 5,81 ,ti die Aldehydbande auf. U'ir erreichten jedoch den in der Lit.42) ange- 
gebenen Smp. nicht, (la sich dieser Aldehyd als ausserst luftempfindlich erwies. Xuch die von 
uns gefundene spez. llrehung wich etwas ab. A4n der Identitat der beiden Praparate ist jedoch 
nicht z u  zweifeln. 
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OH OH 
XXVII F. 250" XXI  F. 138-142"/152"/222° XXVIII nicht isoliert 
[ + 90 Chf] 45) [+37 Me]32)33) 

XXIX F. 232-240" XXX nicht isoliert XXXI F. 212-225" 
[+ 83 Chf] 16) [+ 170 Chf-Me-(95: 5 ) ] 4 2 )  

F. 190-210" [+147 Chf]I6) 

3 4 5 6 r P 8  3 10 11 12 

Fig. 12. 1R.-Absorptionsspektrum von 3-Dehydro-5-anhydro-strophanthidol (SXIX)  20). In 
CH,Cl,, gesattigte Losung; d = 0,5 mm; Banden bei 2,79 ,/I (0-H) ; 5,61 p und 5,73 p (C=O, 

Butenolidring) ; 5,99 EL (A4-3-Keton) ; 6,17 p (C=C, Butenolidring) 

11. Glykoside 
Die Leichtigkeit der 12~-Hydroxylierungsreaktion an Digitoxigenin (I) durch 

F.  Zini ermunterte uns, die Umsetzungen auf geeignete Glykoside auszudehnen. Die 
Reaktionsfahigkeit des erwahnten Mikroorganismus veranderte sich gegenuber diesen 
Substraten wesentlich, denn an keinem der eingesetzten freien oder acetylierten 
Glykoside konnten wir bisher eine Oxygenierung beobachten. Sofern die freien 
Glykoside keine endstandige D-Glucosereste enthielten, blieben sie auch nach langerer 
Inkubationszeit unverandert. Bei den 0-Acetylderivaten wurden die Acetoxygruppen 
weitgehend verseift und die freien Glykoside erhalten. Diese Ergebnisse werden durch 
die in Tab. 1 aufgefuhrten Versuche, wo sich noch Einzelheiten uber Reaktions- 

45) H. HELFENBERGER & T. REICHSTEIN, Helv. 35, 1503 (1952). 
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hedingungen und Ausbeuten' finden, belegt. Dazu ist folgendes zu bemerken : In den 
Versuchen Nr. 1-8 handelt es sich um Glykoside bzw. deren 0-Acetylderivate, die 
sich alle von Digitoxigenin (I) ableiten und sich somit nur im Zuckerteil voneinander 
unterschciden. Konstitution und Anzahl der Zucker scheinen die Aktivitat der 
hydroxylierenden Enzymsysteme nicht wesentlich zu beeinflussen. Die Abspaltung 
i'on endstiindigen n-Glucosereste weist auf eine Glucosidase in F. Zini hin. Es ist be- 
kannt, dass viele Mikroorganismen Glucosidasen e n t h a l t e ~ ~ ~ ~ ) .  Fur die Aktivitat 
dieses Enzyms scheint es unwichtig zu sein, ob der Glucoserest an einem Zucker oder 
an das Aglykon direkt gebunden i ~ t ~ ~ )  (vgl. Versuche 7 und 12). Bei den acetylierten 
1)-Glucosereste enthaltenden Glykosiden kommen Glucosidase und Esterase zur 
iliirkung. So lieferten z .  B. Hepta-0-acetyl-echujin (XXXIX) (Vers. Nr. S), das 
acetylfreie Monoglycosid Somalin (XXXVI), Hepta-0-acetyl-k-strophanthosid 
(XLIV) und Tetra-O-acetyl-k-strophanthin-/3 (XLVI) freies Cymarin (XLVII) (Ver- 
suche Nr. 10 und 11) und schliesslich Tetra-0-acetyl-strophanthidin-P-D-glucosid 
(XLIX) Strophanthidin (Versuch Nr. 12). 
I .  ~ ig i tox igen in -~ -~ ig i tox~s ) .~ -D-Dig i toxos~~~~D-~ ig i toxosy~  XXXII (R = H) : D i g i t ~ x i n ~ ~ ) ~ ~ )  

I I I XXXIII :  R = Ac") 
OR OR (OR), 

2 Digitoxigenin-L-Rhamnosyl S X X I V  (R = H) : Evomonosid 49)50) 

I XXXV: K = AC 50)51) 
(OR), 

3 .  Digitoxigenin-D-Cymarosyl XXXVI (R = H ) :  Somalin 52) 

I 
OK 

XXXVII: K = Ac 53) 

4. Uigitoxigenin-o-~J.marosJ-l-D-G~uc~sJ-l-D-~lucoSy~ XXXVIII (R = H) : Echujin54) 
I I XXXIX: R = A c ~ ~ )  

(OR), (OR), 
.i. Gitoxigenin-D-Cymarosyl : XL (R, = R, = H) : 16-Desacetyl-honghelosid A55) 

I I XLI (R, = Ac; R, = H) : Honghelosid A55) 

0% OR, XLII: (R, : R, = Ac)") 

6 Strophanthidin- ~ -C~~marosy l -~ -g lucosy l -~ -g lucosy l  XLIII (R = H) : k-Strophunthosid56) ; 
I I X1,IV: R = Ac56) 

(OR), (OR), 
7 .  Strophanthidin-D-cymaros).l-D-glucosyl XLV (R = H ) :  K-StrophulztRin-B56)57) 

XVLVI: R = A c ~ ~ )  
(OR14 

46) Literatur vgl. bei .4. STOLL & J. RENZ, Enzymologia 7, 362 (1939); A. STOLL, J. RENZ & 
.I. BRACK, Helv. 34, 395 (1951); CH. TAMM, I'ortschr. Chcm. Organ. Naturstoffe 13, 137 (1956) ; 
sowic auch C .  H. HASSALL & €3. S. M'. SnfrTH, C,hemistry & Ind. 1957, 1570. 

47) Ahnliche Eigenschaften zeigen z. B. die aus Aspergillus oryzae gewonnenen Enzym- 
pr>iparate ((<Takadiastase)). (<Takaamylase)), ((Luizyma) ; vgl. R. MAULI, CH. T A ~ ~ M  & T. REICH- 
s'rmx, Helv. 40, 284 (1057) ; kveitere Literatur daselbst. 

4 8 )  \V. A. JACOBS & A\. HOFFMANN, J .  biol. Chemistry 67, 333 (1926). 
49) A. MEYRAT & T. KEICHSTEIN, Pharmac. -4cta Helv. 23, 135 (1948). 

51) F. &KTAVY & T. KEIC-HSTEIN, Helv. 31, 3655 (1948). 
52) M. HARTMANN & E. SCHLITTLER, Hclv. 23, 548 (1940). 
53) S. KANGASWAMI & T. KEICHSTEIN, Pharmac. i\cta Helv. 24, 159 (1949). 
54)  J .  C. HRSS, .%. HTJNCER & T. REICHSTEIN, Helv. 35, 2202 (1952). 
55) A. HLWGER & T. REICHSTEIN, Helv. 33, 76 (1950). 
56)  A.  STOLL, J. REKZ & \,%T. I<RF:IS, Helv. 20, 1484 (1937). 
57) 11'. .I. J.ACOUS & ,\. HOFFM~XS, J .  biol. Chemistry 67,609 (1926). 

5(') C,H. T A M M  & J .  1'. ROSSELET, Hdv.  36, 1309 (1953). 
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8. Strophanthidin-D-cymarosyl XLVII: C y m a ~ i n ~ ~ ) ~ ' )  
I 

OH 

9. Strophanthidin-D-glucosyl XLVIII (R = H) : Strophanthidin-,8-~-glucosid~~)~~) 
I XLIX: R = A C " ) ~ ~ )  

(OR), 

20 
20 

17 
18 

17 
14 

Tabelle 1. Umsetzung von Glykosiden und 0-Acetyl-glykosiden mi t  Kulturen uon 
Fusarium lini bei 25-27" 

Digitoxin (XXXII) 9 
Tetra-0-acetyl-digitoxin 28% 

Digitoxin (XXXII) 53% 

Evomouosid (XXXIV) 61) 

(XXXIII) + 

Evomonosid (XXXIV) -t 14% 
Tri-0-acetyl-evomonosid ca. 67 % 

(XXXV) 

Somalin (XXXVI) 9 
Somalin (XXXVI) + 40 "/b 
Mono-0-acetyl-somalin 

(XXXVII) 

Substrat 

9 
9 

16 

Digitoxin (XXXII) 
Tetra-0-acetyl-digitoxin 

(XXXIII) 

Somalin (XXXVI) 28% 
Somalin (XXXVI) 37% 

Honghelosid A (XLI) + 47 yo 

~~ ~ 

Evomonosid (XXXIV) 
Tri-0-acetyl-evomonosid 

(XXXV) 

25 

9 

9 

5, 

Somalin (XXXVI) 
Mono-0-acetyl-samalin 

(XXXVII) 

Cymarin (XLVII) 52% 

Cymarin (XLVII) + 21 % 
k-Strophanthin-/I (XLV) 4% 

Strophanthidin 51 % 

Strophanthidin 57 yo 

Echujin (XXXVIII) 
Hepta-0-acetyl-echujin 
XXXIX 

Di-0-acetyl-honghelosid A 
(XLII) 

Hepta-O-acetyl-k-stro- 
phanthosid (XLIV) 

Tetra-0-acetyl-k-stro- 
phanthin-,8 (XLVI) 

Strophanthidin-j_l-D-gluco- 
sid (XLVIII) 

Tetra-o-acetyl-strophan- 
thidin-b-D-glucosid 
( X I J X )  

Reak- 
tions- 

dauer in 
Tagen 

yo d.Theorie 
Reaktionsprodukte bezogen 

auf reine 
Kristalle 60) 

16-Desacetyl-honghelosid 

58) F. C. UHLE & R. C. ELDERFIELD, J. org. Chemistry 8,162 (1943). 
59) R. MAULI, CH. TAMM & 1'. REICHSTEIN, Helv. 40,284 (1957). 
60) Die tatsachlichen Ausbeuten diirften wesentlich hoher als die in der liolonne angegebenen 

61) Da nach der papierchromatographischen Iiontrolle keine Umsetzung erfolgt war, wurde 

6 z )  Dieser Stoff wurde nur papierchromatographisch nachgewiesen. 

Zahlen scin. 

auf die Regenerierung des Ausgangsmaterials verzichtet. 
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Einen Hinweis auf die unterschiedliche enzymatische Spaltbarkeit von verschie- 
den gebundenen Acetoxygruppen vermittelt Versuch Nr. 9, mit Di-0-acetyl-honghe- 
losid A (XLII). Das Hauptprodukt war Honghelosid A (XLI). Von den beiden 
Acetylgruppen wurde praktisch nur diejenige, die am Zucker haftete, abgespalten, 
wahrend das Enzym die 16-standige Acetoxygruppe fast unversehrt liess. Das acetyl- 
frcie Glykosid (XL) trat nur in Spuren auf. Es sei daran erinnert, dass die Verhaltnisse 
bei der basenkatalysierten Hydrolyse gerade umgekehrt liegen, indeni die 16-Acetoxy- 
gruppen viel rascher als die im Zuckerrest gebundenen Acetylgruppen abgespalten 
werden. 

111. Diskussion der Ergebnisse 

Die beschriebenen Versuche zeigcn, dass in Fusar ium 1in.i sicher vier Enzym- 
systeme zur Wirkung gelangcn kdnnen. Das eine vermittelt die Einfiihrung von 
Hydroxylgruppen in die 12P-Stellung des Sterinskeletts (12/I-Hydroxylase), das 
zweite reduziert stereospezifisch 3-standige Ketogruppen zur aquatorialen Hydroxyl- 
gruppe (Hydrogenase), ein weiteres vermittelt die Hydrolyse von Acetoxygruppen 
(Esteruse), und das vierte begiinstigt die Abspaltung von /I-glykosidisch gebundenen 
endstandigen n-Glucoseresten (P-Glucosiduse). Es ist auffallend, dass diese enzyma- 
tischen Umsetzungen, insbesondere die Oxygenierung, bei den Cardenoliden viel 
langsamer verlaufen als in der Androstan- bzw. Pregnan-Reihe, wo wir fur diesen 
Vergleich einige charakteristische Vertreter auf ihr Verhalten gegeniiber F.  Zini ge- 
priift haben63). Vermutlich wird &eser Unterschied zur Hauptsache durch die /I- 
standige Verknupfung der Ringe C und D bei den Cardenoliden bedingt. 

Die Verseifung von Acetoxygruppen durch Mikroorganismen ist kein neuer Be- 
fund; sie ist bei acetylierten Pregnanderivaten schon haufig beobachtet worden 
(vgl. 7)). - Auch Glucosidasen werden, wie bereits erwahnt, oft in Mikroorganismen 
angetroffen. 

Aus den mitgeteilten Ergebnissen kann man den Schluss ziehen, dass F. Zini nur 
einige wenige Vertreter der Cardenolidreihe, namlich die relativ sauerstoffarmen 
Genine Digitoxigenin (I), Gitoxigenin (XXVI) und eventuell Periplogenin (XX) in 
der 12P-Stellung hydroxylieren kann. Es handelt sich offenbar um eine biologische 
Reaktion, die auf geringe Anderung im Molekelbau des Substrats sehr empfindlich ist. 
Anderung in der Verknupfung der Kinge A und B (Bsp. Uzarigenin), Epimerie an 
C-3 (Bsp. 3-Epi-digitoxigenin) und zusatzliche HO-Gruppen bringcn die Reaktion 
beinahe zum Erlahmen. Bei 3-Dehydro-digitoxigenin (VIII) tritt das reduzierende 
Enzymsystem in den Vordergrund, das die 3-Ketogruppe ausschliesslich in die aqua- 
toriale HO-Gruppe ~ e r w a n d e l t ~ ~ ) .  Im Vergleich zum Genin wird das 3-Keton VIII 
nur noch sehr langsam oxygeniert. Beim isomeren 3-Dehydro-uzarigenin (XIII) 
(Ringe A und B trans verknupft) wird merkwiirdigerweise die 3-Ketogruppe nicht 
reduziert, denn unter den Reaktionsprodukten findet sich weder Uzarigenin (XII) , 
das wegen des aquatorialen 3-Hydroxyls am ehesten erwartet wurde, noch 3-Epi- 
uzarigenin (XIV). Aber auch in 3-Dehydro-sarmentogenin (XXIV) und 3,ll-Dis- 
dehydro-sarmentogenin (= Sarmentogenon (XXV)) wurden die Ketogruppen nicht 
merklich reduziert. 

63) A. GUBLER & CH. TAMM, Helv. 41, 301 (1958). 
e4) Vgl. das analoge Verhalten von 3-Dehydro-gitoxigenin2) 
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Eine Doppelbindung an C-14 an Stelle der 14j3-Hydroxygruppe des Digitoxigenins 
unterbindet die 3 2,B-H ydroxylierung vollig, ebenso eine zusatzliche Doppelbindung 
an C-16. Bemerkenswert und noch ungeklart ist das Verhalten von Dihydro-digitoxi- 
genin (XVII) gegeniiber F.  Zini. Der hydrierte Butenolidring scheint im Mikro- 
organismus weitere Reaktionen auszulosen. Die Einfuhrung der d4-3-Ketongrup- 
pierung brachte weder eine qualitative noch quantitative Verschiebung der mikro- 
biologischen Reaktion mit sich. War ein Genin mikrobiologisch hydroxylierbar, so 
setzte sich auch das entsprechende ungesattigte Keton urn (z. B. Digitoxigenin (I) 
und 3-Dehydro-5-anhydro-periplogenin (XXVII)). Blieb das Genin unverandert, so 
reagierte auch das d4-3-Keton nicht, wie Strophanthidol (XXI) und 3-Dehydro-5- 
anhydro-s t rophan thidol (XXIX) zeigten. 

Die mikrobiologische 12b-Hydroxylierung von Digitoxigenin (I) besitzt eine in- 
teressante Parallele in der ganz kurzlich von BKOWN et al.65) sowie REPKE 66)  beobach- 
teten lZ~-Hydroxylierung von Digitoxin, Gitoxin und Digitoxigenin im menschlichen 
und tierischen Organismus. Allerdings ist die Hydroxylierung von Glykosiden auf 
mikrobiologischem Wege noch nicht gelungen. Moglicherweise sind dafur rein ste- 
rische Grunde verantwortlich. Vielleicht wird das Enzym von den stark hydroxylier- 
ten Stoffen, seien es Aglykone oder Glykoside, durch die HO-Gruppen abgefangen 
und kann nicht mehr zur Wirkung gelangen. 

Einen weiteren bemerkenswerten Hinweis auf die Substratspezifitat vermittelten 
uns die Versuche an den C19- und C,,-Sterviden Androsten-(4)-dion-(3,17), Testo- 
steron, Progesteron und Cvrtexon mit dem gleichen Stamm von F. Zini, wo statt der 
128-Hydroxylierung fast ausschliesslich 15a-Hydroxylierung eintrat 'j3). Die 148- 
standige HO-Gruppe in Digitoxigenin (I)  scheint den enzymatischen Angriff an C-15, 
wahrscheinljch aus sterischen Grunden, zu verhindern und in die 12-Stellung zu 
dirigieren67). Diese Befunde zeigen deutlich, dass derartige enzymatische Reaktionen 
in verschiedenen Steroidklassen ganz verschieden verlaufen kijnnen und dass ent- 
sprechende Analogieschliisse nur mit Vorsicht zu ziehen sind. 

Wir danken der SANDOZ AG., Basel, fur die Unterstiitzung dieser Arbeit. Ferner mochten 
wir Herrn Dr. CH. STOLL, Institut fur spezielle Botanik, ETH, Zurich, fur seine grosse Hilfe und 
zahlreichen Ratschlage bei der Zuchtung der Mikroorganismen unscren besten Dank aussprechen. 

Experimenteller Teil 6 8 )  

Alle Smp. sind auf dem KoFLER-Block bestimmt und korrigiert, Fehlergrenze bis 200" etwa 
2", dariiber etwa -j= 3". Substanzproben zur Messung der spez. Drehung, zur Aufnahme der 

UV.- und 1R.-Spektren wurden 1 Std. bei 0,02 Torr und 60-70" und zur Analyse bei 0,Ol Torr 
iiber P,O, (im Schweinchen) bei der angegebenen Zeit und Temperatur getrocknet. ubliche Auf- 
arbeitung bedeutet : Eindampfen im Vakuum, Aufnehmen in Chloroform oder Chloroform- 
AlkohoL(3: l ) ,  Waschen mit 2-n. HCl, 2-u. Na,CO,-Losung und Wasser, Trocknen iiber Na,SO, 
und Eindampfen. Die Adsorptionschromatograrnme wurden nach der Durchla~fmethode~~) rnit 
neutralem Al,O, der Aktivitatsstufe I der Fa. M. WOELM, Eschwege, Deutschland, oder an Silicagel 
(SiO,, Korngrossc 0,15-0,30 mm) durchgefuhrt. Zur Papierchromatographiewurde PapierWHATMAN 

65)  D. T. BROWN, S. E. WRIGHT, G. T. OKITA, Nature 180, GO7 (1957). 
@) I<. REPKE, Naturw. 45, 94, 366 (1958). 
67)  Es konnte sich auch um die Wirkungen von zwei verschiedenen Hydroxylasen handeln. 
68) Bei einem Teil der Experimente war Herr W. ZURCHER in geschickter und gewissenhafter 

69) T. REICHSTEIN & C. W. SHOPPEE, Disc. Farad. SOC. Nr.  7, 305 (1949). 
Weise behilflich. 
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Nr. 1 und als stationare Phasen F ~ r m a m i d ~ ~ )  (Impragnieren mit Formamid-Aceton-(1 : 3 )  oder (1 :4) 
nach 71) oder W a s ~ e r ~ ~ )  sowie Losungsmittekysteme von  KAISER^^) verwendet. Entwicklung mit 
H A Y M O N D - I < ~ ~ ~ ~ ~ S ~ ~ ) ,  K ~ n ~ ~ - R e a g e n s 7 4 )  oder Tetranitr~diphenyllosung~~) der Cardenolide und 
mit SbCL-Keagen~'~) der Cardanolide. Farbreaktion rnit 84-proz. und konz. H,S04 nach Lit.76). 

Bei den Chromatogrammen werden die nachstehenden Abkurzungen beniitzt : Chf = Chloro- 
form, M e  = Methanol. 

I. Kultur der Mikroorganismen 
Proben einer Schragagarkoltur von Fusariurn lini (BOLLEY) (Herkunft : Centralbureau voor 

Schinzrnelcultuves, Baarn, Niederlande) wurden zur Sporulierung auf Rcisnaihrmedium (13 g 
polierter Reis und 25 ml Wasser in ERLENMEYER-KOlben von 500 ml) iiberimpft. Eine wdsserige 
Suspension cler drei Wochen alten, bei 27" inkubierten Kulturen wurde als Impfmaterial ver- 
wendet. Zum X'ersuch kamen 100-ml-ERLENMEYER-Kolben Init je 20 Nahrlosung (3 g Na90 , ;  
1 g KH,PO,; 0,5g MgSO,, 7 H,O; 0 , 5 g  KC1; 0,01 g FeSO,, 7H,O; 30g Saccharose und Wasser 
ad 1000 ml) zur Anwendung. Diese wurden bei 120" wahrend 20 Min. ini Dampfautoklaven steri- 
lisiert. Die Kulturgefasse wurden hierauf mit je 1 nil Sporensuspension 5-6 Tage bei 27" auf ciner 
rotierenden Schuttelniaschine (170 U./Min.) inkubiert, worauf das in Aceton geloste Substrat 
nach Stcrilfiltration zugesetzt wurde. 

11. Aglykone 
Urnwandlung uon Digitoxigenin ( I )  in Digoxigenin ( I I I )  durch Fusarium lini. Eine Losung 

von 55 mg I vom Smp. 244-250" in 11 ml Aceton wurde auf 11 100-ml-ERLENMEYER-Kolhen (je 
20 ml Nahrlosung enthaltend) steril verteilt und 11 Tage bei 25-27" unter Beliiftung auf einer 
rotierenden Maschine (170 U./Min.) geschuttelt. Nach 11 Tagen zeigte das Papierchromatogramm 
kein Ausgangsmaterial mehr. Die Nahrlosung wurde abgenutscht, das Mycel mit Chloroform und 
anschliessend rnit Alkohol griindlich nachgewaschen und ausgepresst. Das Filtrat wurde im 
Valtuum bei 40-50" vom hlkohol weitgehend befreit und dreimal rnit je 400 ml Chloroform und 
zweimal mit Chloroform-Alkohol-(3 : 1) ausgeschiittelt. Diese Ausziige wurden mit wenig Wasser 
gewaschen, iiber Xa,S04 getrocknet nnd im Vakunm eingedampft. Es resultierten 52 mg Roh- 
produkt (Papierchromatogramm vgl. Fig. 1). das an 1,6 g Al,O, chromatographiert wurde. Zum 
Nachwaschen jeder Fraktion dienten je 5 ml Losungsmittel. 

Die Fraktionen 1-3 (eluiert mit Be-Chf-(9: 1)) gaben 8,8 mg 01; KEDua-Realrtion negativ, 
uerworfen. 

Die Fraktioncn 4-14 (eluiert rnit Re-Chf-(4: 1) und (1 : 1)) ergaben wenig amorphes Material; 
KEDDE-Reaktion negativ, verworfen. 

Die Fraktionen 15-21 (24 mg, eluiert mit Chf) ergaben aus Aceton-Ather 20 mg reines Di- 
goxigenin (111) in Prismen vom Smp. 207-209"; [ a ] g  = +22,5" & 2" (c = 1,0614; Methanol). 
Misch-Smp. rnit authent. Material war gleich. Farbreaktion mit 84-proz. H,S04, Laufstrecke im 
Papierchromatogramm (vgl. Fig. 2) und 1R.-Spektrum (vgl. Fig. 5 )  stimmtcn mit denjenigen von 
authent. Material iiberein. Ausbeute ca. 40% der Theorie. 

Trocknung zur Analyse: 5 Std. bei 120" (OAR). 
C23H3405 (390,23) Rer. C 70,74 H 8,78% Gef. C 70,49 H 8,60% 

Urnwandlung von 3-0-Acetyl-digitoxigenln (11) in Digoxigenin (111) durch F. lini. Eine Losung 
von 125 mg I1 vom Smp. 220-226" in 25 ml  Aceton wurde zu 25 100-ml-ERLENMEYER-Kolbeli 
steril zugegcben und bei 25-27" auf der rotierenden Maschine (170 U./Min.) unter Beliiftung ge- 
schuttelt. Nach 20 Tagen wurde, wie bei I beschrieben, anfgearbeitet. Es resultierten 150 mg 
Kohprodukt, das an 4 g Al,O, chromatographiert wurde. Zum Nachwaschen jeder Fraktion dien- 
ten je 12 ml Losungsmittel. 

- 

70)  0. SCHINDLER & T.  REICHSTEIN, Helv. 34, 108 (1951). 
71) H. HEGEDUS, CH. TAMM & T. REICHSTEIN, Helv. 36, 357 (1953). 
72) E. SCHENKER, A. HIJNCER & T. REICHSTEIN, Helv. 37, 680 (1954). 
73) F. KAISER, Chem. Ber. 88, 556 (1955). 
74) I .  E. BUSH & D. A. H. TAYLOR, Biochem. J .  52, 643 (1952). 
75) D. LAWDAY, Nature 170, 415 (1952). 
76) J .  v. Euw & T. REICHSTEIN, Helv. 31, 883 (1948). 
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Die Fraktionen 1-11 (eluiert mit Be-Chf-(9: 1)) gaben 10 mg 01; KEDDE-Reaktion negativ, 
verworfen. 

Die Fraktionen 12-14 (31 mg, eluiert rnit Be-Chf-(3:1)) ergaben aus Aceton-Ather 20 mg 
0-Acetyl-digitoxigenin (111) in Prismen vom Smp. 218-226". Nach Mischprobe und Papier- 
chromatogramm identisch rnit authent. Material. 

Die Fraktionen 15-18 (eluiert mit Be-Chf-(1 : 1)) gaben wenig amorphes Material. 
Die Fraktionen 19-23 (39 mg, eluiert mit Chf) gaben aus Aceton-ather 30 mg Digoxigenin 

( I I I )  in Nadeln vom Smp. 210-213° (Ausbeute 24%). Nach Misch-Smp., Papierchromatogramm 
(vgl. Fig. 2) und Farbreaktion identisch rnit authent. Material. 

Urnwandlung uon 3-Dehydro-digitoxigenin (= Digitoxigenon) ( V I I I )  in 3-Ejbi-digitoxigerzi11 
( V I ) ,  3-Dehydro-digoxigenin ( I X )  und 3-Epi-digoxigenin ( X )  durch F. lini. Eine Losung von 225 mg 
VIII vom Smp. 200" in 45 ml Aceton wurde steril zu 45 100-ml-ERLENMEYER-KOlben gegeben 
und bei 25-27" auf der rotierenden Maschine (170 U./Min.) unter Beluftung geschiittelt. Nach 
14 Tagen wurde wie bei I beschrieben aufgearbeitet. Es resultierten 340 mg Rohprodukt, das im 
Papierchromatogramm vier Flecken (A-D) zeigte (vgl. Fig. 3). Es wurde an 8 g AI,O, chromato- 
graphiert. Zum Nachwaschen jeder Fraktion dienten je 35 ml Losungsmittel. Resultat s. Tab. 2. 

Tabelle 2 

13-17 

18-21 
22-28 

Eluat 

Be-Chf-(4: 1) 

Be-Chf-(4: 1) 
Be-Chf-(4: 1 )  

Eigenschaften, Identif. 
oder weitere Verarbeitung 

Losungsmittel 

negativ, verworfen 
9-12 Be und Be-Chf-(9: 1) 
1-8 1 Be-Pe-Gemische 

aus An-Ae 90 mg VIII, Smp. 194-198" 
Fleck A 

Gemisch A + B 
aus An-Ae 27 mg VI, Smp. 269-282" I 34mg 1 Fleck B 
amorph, Flecke C+ D: 

Prap. Papierchromatogramm 
1 29-37 1 Be-Chf-(l:l), Chf, 

Chf-Me(95+ 5) und(9:l) 
I 1 I I J 

Fraktionen 13-17 : Nach Umkristallisieren aus Aceton-Ather 3-Dehydro-digitoxigeni~ ( V I I I )  
in Prismen vom Smp. 194-198". Nach Misch-Smp. und Papierchromatogramm (Fig. 3, Fleck A) 
identisch rnit Ausgangsmaterial. Ausbeute 41 76. 

Fraktionen 22-28 : Nach Umkristallisieren aus Aceton-Ather 3-Epi-digitoxigenin ( V I )  in 
Prismen vom Smp. 269-282". Nach Mischprobe, Papierchromatogramm (vgl. Fig. 3), 1R.-Spek- 
trum, Farbreaktionen mit 84-proz. H,SO, und 0-Acetyl-Derivat (Smp. 199-209", bereitet nach 
Lit.I5)) identisch rnit authent. Material. Ausbeute 12,5%. 

Fraktionen 29-3777) : Das Material (70 mg) wurde in 5 ml Chloroform-Methanol-(I : 1) ge- 
lost und nach Auftragen auf 10 Papierbogen (Breite 17 cm, ca. 7 mg Substanz pro Bogen) irn 
System Chloroform/Formamid (Impragniercn mit Formamid-Aceton-(1 : 4) nach 71)) (Laufzeit 
3-4 Std.) getrennt. Die ausgeschnittenen substanzhaltigen Papierzonen wurticn mit Methanol 
eluiert, die Msungen eingedampft, cler Riickstand in Chloroform aufgenornmen, zweimal mit 
Wasser gcwaschcn, uber Na,SO, getrocknct und eingedampft. Es resultierten 24 mg rohes C- 
haltiges und 8 mg rohes I)-haltiges Material. 

Das C-haltige Rohprodukt gab aus Aceton-Ather 12 mg reines 3-Dehydro-digoxigenin ( I X )  
in Platten vom Smp. 247-252" (Monohydrat); [cc]g = t-39" 3" (c = 0,803 in Methanol); 
[a]? = + 41" 4" (c = 0,512; Methanol). 1R.-Spektrum vgl. Fig. 6, UV.-Spektrum vgl. Fig. 7; 
Papierchromatogramm vgl. Fig. 4. - Trocknung zur Analyse: 5 Std. bei 120" (S). 

C23H3205,Hz0 (406,50) Ber. C 67,951 H 8,43% Gef. C 68,37 H 7,85% 

77) Zur  Methodik der praparativen Papierchromatographie vgl. E. VON ARX & R. NEHER, 
Helv. 39, 1664 (1956). 
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Das D-haltige Rohprodukt gab aus Aceton-Ather 3 mg 3-EPi-digoxigenin ( X )  in Nadeln zu 
lhusen vercinigt vorn Snip. 242-251'. Nach Mischprobe, Papierchromatogramm (vgl. Fig. 4), 
1K.-Spektrum und Farbreaktion mit 84-proz. H,SO, identisch rnit Praparat, das durch NaBH,- 
Xeduktion von IX erlialten wurde (siehe unten). 

3-Dehydro-digoxigenin ( I X )  aus 111. Eine Suspension von 22 mg PtO,,H,O in 3 in1 bidest. 
Wasser wurde 1 Std. in H,-Atmosphare bei 22" geschuttelt. Hierauf wurde eine Losung von 
100 m g  Digoxigenin (111) voni Smp. 208-212" in 15 ml Aceton und 8 ml bidest. Wasser zugegehen 
uiid '24 Std. bei 22" in O,-Atmosphkre geschiittclt. Nach Abfiltrieren des Pt und Nachwaschen 
mit Accton wurde das Filtrat im Vakuum vom Aceton befreit und rnit Chloroform ausgeschiittelt. 
Die Ausziige wurden mit wenig Wasser gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und im Vakuum 
eiugedampft. Es resultierten 95 mg Rohprodukt. Aus Aceton-Ather 85 mg Platten vom Smp. 
248-253", [ c L ] ~  = + 39' & 4" (c = 0,803 ; Methanol). Nach Mischprobe, Papierchromatogramm 
(vgl. Fig. 4), 1K.-Spektrum (vgl. Fig. 6) und Farbreaktion mit 84-proz. H,SO, (zitronengelb 
(0 Min.), griingelb (10 Min.),gelb (40Min.). gelbrot (50Min.), mauve mit griiner Randzone (1,5 Std.), 
violett-rot (3  Std.)), identisch mit Praparat, das aus VIII mikrobiologisch erhalten wurde. 

3-Epi-digoxigenin ( X )  aus TX.  Zu einer Losung von SO mg 3-Dehydro-digoxigenin (IX) vom 
Smp. 248-254" in 2,5 ml Dioxan-Wasser-(.C:l) wurde wahrend 1 Std. cine Losung von 19 mg 
NaHH, in 2 ml Dioxan-Wasser-(4:1) bei 22" zugetropft. Hierauf wurde noch 6 Std. bei 22" 
stehengelassen. dann bei 0" mit 2-n. H,SO, bis zur kongosauren Reaktion versetzt, mit 3 ml Wasser 
versetzt und mit Chloroform ausgeschuttelt. Nach Waschen rnit Wasser und Eindampfen im 
Vakuum resulticrten 60 mg Rohprodukt, das mit 8 ml Methanol, 8 ml0,l-n. H,SO, und 180 mg 
D - B h m i t  30 Min. unter Riickfluss gekocht wurde. Nach Entfernen des Methanols im Vakuum 
wurde mit Chloroform ausgeschiittelt, die Ausziige wurden rnit Wasser gewaschen, iiber Na,SO, 
getrocknet und im Vakuum eingedampft. Der Ruckstand (42 mg) gab aus Aceton-Ather 41 mg 
Kristalle vorn Smp. 246-256". Nach Umkristallisieren aus Aceton-Ather Nadeln in Drusen vom 
Smp. 249-262"; [a]: = +27" & 3" (c = 0,721; Methanol). 1R.-Spektrum (fest in KBr): Banden 
bei 2,94-2,96 p und 3,06 p (0-H), 5,54 fi und 5,76-5,80 p (C=0, Butenolidring) und 6,15 fi (C=C, 
Butenolidring) . Papierchromatogramm vgl. Fig. 4. Farbreaktion rnit 84-pror. H,SO,: zitronen- 
gelb (0 Min.), orange (30 Min.), rot (40 Min.), mauve mit griiner Randzone (1,s Std.), gelbbraun 
(3 Std.). - Trocknung zur Analyse: 5 Std. bei 110" (S). 

C,,H,,O, (390,SO) Rer. C 70,74 H 7,78% Gef. C 71,17 H 8,70% 
Di-O-acetyZ-3-epz-digoxigenin ( X I ) .  11 mg 3-Epi-digoxigenin (X) vom Smp. 246-256" wurden 

mit 0,5 ml Pyridin und 0,3 ml Acetanhydrid 48 Std. bei 22" stehengelassen. Die iibliche Aufarbei- 
tung gab 1 2  mg Kohprodukt, das auch nach Chromatographie an A1,0, bisher nicht kristallisierte. 

Umsetzung von Dihydro-digitoxigenin ( X V I I )  mit F. lini. Eine Losung von 70 mg Dihydro- 
digitoxigenin (XVII) vom Smp. 200-210" in 14 ml Aceton wurde steril zu 16 100-ml-ERLENMEYER- 
Kolben gegeben und bei 25-27" auf der rotierenden Maschine (170 U./Min.) nnter Beluftung ge- 
schiittelt. Nach 9 Tagen wurde wie bei I beschrieben aufgearbeitet (im Papierchromatogramm 
war kein Ausgangsmaterial mehr sichtbar). Das Rohprodukt (60 mg) wurde an 2 g SiO, chromato- 
grapiiiert. Zuni Nachwaschen der Fraktionen wurden je 7 ml Losungsmittel verwendet. 

Die Fraktionen 1-3 (eluiert mit Be) gaben nur Spuren amorphes Material. 
Die Fraktionen 4-10 (eluiert rnit Be-Chf-(l:4)) gaben 1 mg amorphes Material. 
Die Fraktionen 11-14 (9 mg, eluiert mit Chf) gaben a m  Acetou-Ather-Petrolather 2,6 mg 

Kristalle vom Doppelschmelzpunkt 88"/210-228". Nach Umkristallisieren aus Aceton-Ather- 
Petrolather 1 mg Nadeln vom Smp. 207-214". Papierchromatogramm vgl. Fig. 10. 

3-Dekydro-dihydro-dzgoxigenin ( X I X )  aus X V I I I .  Eine Suspension von 30 mg PtO,, H,O in 
2 ml bidest. Wasser wurde 1,5 Std. in H,-Atmosphare bei 22" geschiittelt. Hierauf wurde eine 
Losung von 33 mg Dihydro-digoxigenin (XVIII) vom Smp. 215-218" in 8 ml Aceton und 3 ml 
Wasser zugegeben und 23 Std. bei 22" in 0,-Atmosphare geschiittelt.Die weitere wie bei I X  
lmcliriebene hufdrbeitnng ergab 31 mg Rohprodukt, das nach dem Papierchromatogramm noch 
Ausgaiigsmaterial enthielt. Die gesamte Menge wurde deshalb in wenig Chloroform gelost und 
auf 3 Papierbogen (17 cm breit) aufgetragen und im System Chloroform-Formamid (Impra- 
gnieren mit Aceton-Formamid (4: 1) 71) (3 Std.. auf Front)) getrennt. Die beiden substanzhaltigen 
Papierbogen wurden nach Ausschneiden rnit Chloroform-Methanol-(1 : 1) extrahiert, die Extra kte 
eingedampft und zwischen Wasser und Chloroform verteilt. Die Chloroformlosungen gaben nach 
Trocknen iiber Na,SO, und Eindampfen 3,5 mg rohes XVIII und 1.5 mg rohes XIX. Die letztere 
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Fraktion gab aus Aceton-Wther l l , 5  mg Kristalle vom Smp. 166-186". Nach Umkristallisieren aus 
Aceton-Ather XIX in Prismen vom Smp. 179-194" [a]? = + 28" & 3" (c = 0,627 ; Methanol). 
Laufstrecke im Papierchromatogramm vgl. Fig. 10. 

3-Dehydro-sarmentogenzrz ( X X I V )  aus X X I I I .  Eine Suspension von 100 mg PtO,, H,O in 
12 ml bidest. Wasser wurde 1 Std. in H,-Atmosphare bei 22" geschuttelt. Hierauf wurde eine 
Losung von 170 mg Sarmentogenin (XXIII) vom Smp. 270" in 40 ml Aceton und 14 ml bidest. 
Wasser zugegeben und 24 Std. bei 22" in 0,-Atmosphare geschiittelt. Die weitere, wie bei I X  
beschriebene Aufarbeitung ergab 150 mg Rohprodukt. Aus Aceton-Ather 145 mg Kristalle vom 
Smp. 270-280". Nach Umkristallisieren aus Aceton-Ather Prismen vom Smp. 275-284" (Zers.) ; 
[a]? = + 34" j= 2" (c = 0,982; Chloroform-Methanol (1 : 1)). Papierchromatogramm vgl. Fig. 9. 
Farbreaktionen rnit 84-proz. H,SO,: braungelb (0 Min.), braungelb mit blauer Randzone (10 Min.), 
blaugraugriin (30 Min. his 1 Std.), hellgrun (3 Std.) .  1R.-Spektrum (fest in KBr): Banden bei 
2,97-2,99 p (0--H) ; 5,61 p und 5,73 p (C=O, Butenolidring), 5,87 p (C=O, 3-Keton) und 6,19 p 
(C=C, Butenolidring) ; UV.-Spektrum in Alkohol: Maxima bei 217,5 mp (log E = 4,19) und 
283 mp (log e = 1,66). - Trocknung zur Analyse: 15 Std. bei 120" (S). 

C,,H,,O, (388,48) Ber. C 71,l H 8,3 0 20,6% Gef. C 71,4 H 8,6 0 20,8% 

3-Dehydro-5-anhydro-strophanthidol ( X X I X )  und 3-Dehydro-5-anhydro-strophanthidin ( X X X  I )  
aus ,XXI .  Eine Suspension von 40 mg Pt@,,H,O in 6 ml bidest. Wasser wurde 1 Std. in H,- 
Atmosphare bei 22" gcschiittelt. Hierauf wurde eine Losung von 190 mg Strophanthidol (XXI) 
vom Smp. 138-140" in 20 ml Aceton und 14 ml bidest. Wasser zugegeben und 24 Std. bei 22" in 
0,-Atmospharegeschiittelt. Die weitere wie bei I X  aus I11 beschriebene Aufarbeitung lieferte 200 mg 
Rohprodukt, das sofort in 12 ml Eisessig gelost wurde. Die Losung wurde 20 Min. in N,-Atmo- 
sphare auf 100" erhitzt, dann im Vakuum eingedampft. Die weitere iibliche hufarbeitung mit 
Chloroform ergah 185 mg Rohprodukt, das an 5,5 g A1,0, chromatographicrt wurde. Zum Nach- 
waschen jeder Fraktion dienten je 20 ml Losungsmittel. 

Die Fraktionen 1 4  (eluiert mit Be-Chf-(4:1)) gaben 1,9 mg amorphes Material; KEDDE- 
Reaktion negativ, verworfen. 

Die Fraktionen 5-15 (31 mg eluiert rnit Be-Chf-(1 : 1)) gaben aus Aceton-Ather 16,5 mg 
3-Dehydro-5-anhydro-st~ophanthidin ( X X X I )  in Prismen vom Smp. 190-210"; [ a ] g  = + 147" & 
4" (c = 0,438; Chloroform). Beim weiteren Umkristallisieren zersetzt sich der Stoff. 1R.-Spek- 
trum (in CH,CI,) Banden bei 2,78 p (0-H) ; 5.59 p und 5,72 p (C=O, Butenolidring) : 5,81 p 
(angulire Aldehydgruppe) ; 5,98 p (A4-3-Keton) und 6,15 p (C=C), Butenolidring). Nach Papier- 
chromatogramm und 1R.-Spektrum mit authent. Material identisch. 

Die Fraktionen 16 und 17 (eluiert mit Chf) gaben 12,4 mg amorphes Material. 
Die Fraktionen 18-21 (41 mg, eluiert mit Chf) gaben aus Methanol 26 mg Kristalle vom 

Smp. 230-238". Nach Umkristallisieren aus Aceton-bther 3-Dehydro-5-anhydro-strophanthidol 
( X X I X )  in Prismen vom Smp. 232-240", [ G C ] ~  = +83" & 3" (c = 0,673; Methanol). UV.-Spek- 
trum vgl. Fig. 7. 1R.-Spektrum vgl. Fig. 12. Farbreaktionen rnit 84-proz. H,S@,: gelb (0 Min.), 
orange-gelb mit griinlichem Rand (1 Min.), orange-gelb (15 Min.), gelb (1-12 Std.). - Trocknung 
zur Analyse: 5 Std. bei 100" (OAB). 

C,,H,,O, (386,48) Ber. C 71,48 H 7,82% Gef. C 71,06 H 8,07% 
Die Fraktionen 22-28 (eluiert rnit Chf-Me-(99:1), (98:2), (9: l )  und (4 : l ) )  ergaben 52 mg 

amorphes Material, das im Papierchromatogramm mehrere Flccke zeigte. Nicht weiter untersucht. 
Umsetzungen von. meiteren Aglykonen u n d  deren A bzwandlungsprodukte mit Fusarium lini. Die 

folgenden Stoffe wurden mit Kulturen von F .  linz, genau wie bei Digitoxigenin (I) beschrieben, 
umgesetzt, aufgearbeitet und das Rohprodukt papierchromatographisch gepruft. In Klammern 
sind jeweils die eingesetzten Mengen, Reaktionszeit und Verweis auf Resultat bzw. Papier- 
chromatograrnm angegeben: Uzarigenin (XTI) (5 mg ; 24 Tage; Fig. 8) ; 3-Dchydro-uzsrigenin 
(= CJzarigcnon) (XIII)  (15 mg; 28 'l'age; Fig. 8);  Periplogenin (XX) (5 mg; 24 Tage; Fig. 11); 
3-Dehydro-5-anhydro-periplogenin (XXVII) (5 mg;  15 Tage; Fig. 11). 

Bei 3-Epi-digitoxigenin (VI), 3-0-Acetyl-4-anhydro-digitoxigenin (XV), 3-@-Acetyl-16-an- 
hydro-gitoxigenin (XVI), Strophanthidol (XXI) ,  Coroglaucigenin (XXIT), Sarmentogenin 
(XXIII),  3-Dehydro-sarmentogenin (XXIV), 3,ll-Bisdehydro-sarmcntogenin (= Sarmentoge- 
non) (XXV) und 3-T)ehydro-5-anhydro-strophanthidol (XXIX) war auch nach Reaktionszeiten 
von 24 Tagen keine merkliche Umsetzung festzustellen. 

17 
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111. Glykoside und 0- Acetyl-glykoside 

Von den freien Glykosiden wurden Aceton-Wasser-Losungen und von den O-Acetyl-glyko- 
siden Aceton-Losungen steril zu den Kulturcn gegeben und weiter, wie bei der Umsetzung von 
Digitoxigenin (I) beschrieben ist, behandelt und aufgearbeitet. Dabei wurde mit Chloroform, 
Chloroform-Alkohol-(4 : 1) und (2 : 1) ausgeschiittelt. Die eingedampften Rohextrakte wurden ge- 
wogen und im Papierchromatogramm gepruft und diesen Resultaten entsprechend weiter wie 
iiblich an AI,O, chromatographiert. Die erhaltenen Kristallisate wurden durch Mischprobe, 
Papierchromatogramm und Farbreaktion mit 84-proz. H,SO, mit authentischem Matcrial ver- 
glichcn und idcntifiziert. Zu den einzelnen Versuchen (vgl. Tab. 1) ist folgendes zu bemerken: 

Versuch N r .  I: Digitoxin (XXXII)  ; blieb unverandert. 
Versuch N v .  2:  1. Tetrcc-0-acetyl-digito~zn ( X X X I Z I )  aus X 'XXI I :  45 mg Digitoxin (XXI1) 

wurden mit 1 ml abs. Pyridin und 0.4 ml Acetanhydrid 48 Std. bei 22" stehcngelassen. Die iiblichc 
Rufarbeitung gab 69 mg Rohprodukt, das im Papierchromatogramm nur einen Fleck gab (Rf- 
Wert : im System Benzol ges. Thioathylenglykol/Aceton-Thioathylen#lyol-(3 : 1) auf Front). Es 
kristallisierte auch nach Chromatographie an AI,O, bisher nicht. 

2. 150 mg papierchromatographisch einheitliches amorphes XXXIII  gab nach der Umsetzung 
160 mg rohen Chloroform-Extrakt, der an 4,5 g A1,0, chromatographiert wurde. Die Be-Chf- 
Gcmische eluierten 42 mg amorphes XXXIII .  Die Chf-Me-Gemische eluierten 77 mg rohes Digi- 
toxin ( X X X Z I ) .  Aus Aceton-Ather 26 mg reines XXXII in Prismen vom Smp. 247-250". 

Versuch Nr.  3: Evomonosid (XXXIV) ; blieb unverandert. 
Versuch N Y .  4 :  15 mg Tri-0-acetyl-evomonosid (XXXV) lieferten 13 mg Chloroformextrakt ; 

daraus 5 mg rohes XXXV und aus Methanol-Ather 1.7 mg Evomonosid (XXXIV) vom Smp. 
212-221". 

Versuch N r .  5 :  Somalin (XXXVI) blieb unverandert. 
Vevsuch Nr .  6: 25 mg Mono-0-acetyl-somalin (XXXVII) lieferten 35 mg Chloroformextrakt ; 

davon aus Aceton-Ather 10 mg Somalin (XXXVI) vom Smp. 186-197". 
Versuch Nr.  7: 35 mg Echujin (XXXVIII) liefcrten 59mgChloroform-Alkohol-(4: 1)-Extrakt; 

davon aus Methanol-Ather 6 mg Somalin (XXXVI) vom Doppel-Smp. 105-111"/188-200", Xach 
Umkristallisiercn aus Methanol-Athcr Nadeln vom Smp. 140-158". 

Versuch Nr.  8:  35 mg Hepta-0-acetyl-echujin (XXXIX) lieferten 39 mg Chloroforn-,4lkohol- 
(4: 1)-Extrakt; davon aus Methanol-Ather 6 mg Somalin (XXXVI) vom Hoppel-Smp. 127"/ 
212-223". 

Versuch Nr.  9: 45 mg Di-0-acctyl-honghelosid A (XLII) lieferten 61 mg Chloroformextrakt, 
der statt  an A1,0, an SiO, chromatographicrt wurde. Es resultieren aus Aceton-Ather 20 mg 
Honghclosid A (XII) vom Smp. 187-207" und aus Aceton-Ather-Petrolather 1,l mg 15-Desacetyl- 
honghelosid A (XL) vom Smp. 154--195". 

Versuch N v .  70: 15 mg Hepta-0-acetyl-k-Strophanthosid (XLIV) lieferten 70 mg Chloro- 
form-Alkohol-(Z: 1)-Extrakt; davon aus Methanol-Ather 3 mg Cymarin XLVII vom Smp. 131- 
133". 

Versuch N Y .  7 1:  30 mg Tetra-0-acctyl-k-strophanthin-b (XLVI) ergaben 43 mg Chloroform- 
Xlkohol-(2: 1)-Extrakt; davon aus Methanol-Ather 4 mg Cymarin (XLVII) vom Smp. 129-131' 
sowie 6 mg einer amorphen Eraktion, die nach dem Papierchromatogramm nur k-Strophanthin-p 
(XLV) enthielt. 

Vevsuch N r .  72: 20 mg Strophanthidin-B-D-glucosid (XLVIII) ergaben 40 mg Chloroform- 
Alkohol-(4: 1)-Extrakt ; davon a u s  Methanol-Ather 7,s mg Strophanthidin vom 1)oppel-Smp. 
135-140"/198-201°. 

Vevsuch Nv. 73: 20 nig Tetra-0-acetyl-strophanthitlin-B-D-glucosid (XLIX) lieferten 26 mg 
ChIoroform-Alkohol-(2 : 1)-Extrakt ; davon aus Methanol-Ather 6,5 mg Strophanthidin vom Smp. 
133-135". 

Die Mikroanalysen verdanken wir den mikroanalytischen Laboratorien der SANDOZ AG., 
Rase1 (S) (Leitung: Dr. E. SCHONIGER), nnd der Organisch-chemischen Anstalt der Universitat, 
Basel (OAB) (Leitung: E. THOMMEN). 
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Zusammenjassung 
Das Verhalten verschiedener digitaloider Aglykone und Glykoside gegeniiber 

Kulturen von Fusarium lini (BOLLEY) wurde untersucht. 
Digitoxigenin (I) ging durch 12,B-Hydroxylierung in Digoxigenin (111) iiber. 3-0- 

Rcetyl-digitoxigenin (11) ergab ebenfalls Digoxigenin (111). 3-Dehydro-digitoxigenin 
(= Digitoxigenon ; VIII) lieferte 3-Epi-digitoxigenin (VI) (Reduktion der 3-Keto- 
gruppe zur aquatorialen Hydroxygruppe), 3-Dehydro-digoxigenin (IX) und 3-Epi- 
digoxigenin (X). IX  und X sind neue Stoffe. IX  wurde aus Digoxigenin (111) durch 
katalyt. Dehydrierung mit 0, und Pt  hergestellt. NaBH,-Reduktion von IX  ergab 
3-Epi-digoxigenin (X) . 

Bei Dihydro-digitoxigenin (XVII), Uzarigenin (XII), 3-Dehydro-uzarigenin 
(= Uzarigenon ; XIII), Periplogenin (XX), 3-Dehydro-5-anhydro-periplogenin 
(XXVII) wurden papierchromatographisch neue Umwandlungsprodukte nach- 
gewiesen, wahrend 3-Epi-digitoxigenin (VI), 3-O-Acetyl-S4-anhydro-digitoxigenin 
(XV), 3-0-Acetyl-16-anhydro-gitoxigenin (XVI), Strophanthidol (XXI), Coroglauci- 
genin (XXII), Sarmentogenin (XXIII), 3-Dehydro-sarmentogenin (XXIV) (erstmals 
hergestellt), 3, Sl-Bisdehydro-sarmentogenin (XXV) und 3-Dehydro-5-anhydro- 
strophanthidol (XXIX) (erstnials hergestellt) unverandert blieben. 

Bei einer Anzahl von untersuchten Glykosiden und deren 0-Acetyl-Derivaten 
wurde keine Hydroxylierung beobachtet. Hingegen wurden in den letzteren die 
Acetoxygruppen verseift sowie endstandige ,B-glykosidisch gebundene D-Glucosereste 
abgespalten. 

F.  Zilzi (BOLLEY) enthalt somit mindestens 4 Enzymsysteme, namlich eine 12p- 
Hydroxylase, eine Esterase, eine Hydrogenase und eine p-Glucosidase. 

Organisch-chemische Anstalt der Universitat, Base1 

23. Synthesen auf dem Phenothiazin-Gebiet 

Neue Phenothiazinderivate 
von J.-P. Bourquin, G. Schwarb, G. Gamboni, R. Fischer, L. Ruesch, 

S. Guldimann, V. Theus, E. Schenker und J. Renz 

3. Mitteilung I) 

(15 .  XII. 58)  

In  unserer 1. und 2.  Mitteilung haben wir Derivate des Phenothiazins beschrieben, 
die am Kohlenstoffatom 3 mit Mercaptogruppen substituiert waren,). In  der vor- 
liegenden Mitteilung berichten wir uber die Darstellung und Eigenschaften von Ver- 
bindungen, welche sowohl am Phenothiazin-Stickstoff als auch am C-3 dieses Ring- 
geriistes durch verschiedenartige Substitutionen gekennzeichnet sind. 

1) 2. Mitteilung, Helv. 41, 1072 (1958). 
2) 1. Mitteilung, Helv. 41, 1061 (1958). Vgl. die Hinweise auf die Bezifferung des Pheno- 

thiazin-Ringes. 




