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Abstract-It has been demonstrated that 7-3H-A 8C14)-5p-pregnen-3,20-dione (I) and 7&H-pregnenolone 
(II), but not 6-3H-A’-progesterone (III) were utilized for the biogenesis of digitoxigenin by plants of Digit& 
fanata. These results are discussed in relation to the 14/I-hydroxylation of the cardenolides. 

EINFtfHRUNG 

WAEHREND hinsichtlich Progesteron und Pregnenolon als Vorstufen der Cardenolidbio- 
genese keine Zweifel bestehen und die 2 zusgtzlichen C-Atome zur Bildung des Lacton- 
ringes vermutlich in Form von Acetyl- oder Malonyl-CoA zur C&itufe eingefihrt werden,’ 
ist zwar iiber das Problem der 14b-Hydroxylierung dieser Stoffklasse verschiedentlich 
gearbeitet worden, ohne da13 aber entschiedende Erkenntnisse erzielt werden konnten. 
Eingehend haben sich mit dieser Frage Caspi und Mitarb.2 befaBt, sie erwogen zunachst 
eine 14a_Hydroxylierung, Abspaltung von Wasser zur A14-Doppelbindung (oder such 
nach A8(14)), Epoxydierung in /3 und &fnung des Epoxidringes zu einem 14/?-Hydroxyl. 
Damit vergndert sich zugleich die Verkniipfung der Ringe C/D von truns nach cis. 

Gegen diese Vorstellungen sprechen folgende Griinde. Einmal berichten die genannten 
Autoren selbst, da13 l-3H-14u-Hydroxy-progesteron von Digitalis-Pflanzen nicht zur 
Digitoxigeninsynthese verwertet wird, eine Inversion des 14a-OH nach fi demnach aus- 
zuschlieBen ist. Zum anderen kommen Verbindungen mit einer A14-Doppelbindung 
nicht in Frage, da A14-Progesteron, wie wir zeigen konnten,3 nicht ausgenutzt wird. 
Ferner haben Canonica und Mitarb.4 weder mit 15,%3H-4-14C-Progesteron noch mit 
15a,15~,21,21,21-3H,-4-14C-Pregn-5-en-3~-ol-20-on einen Einbau in Cardenolide fest- 
stellen kijnnen. Die beiden 3H an C-15 werden nicht von der 14/3-Hydroxylierung erfaDt. 
Aberhart und Caspi5 haben ferner eine A *(14)-Zwischenstufe in Erwggung gezogen; dabei 

sollte eventuell die 14@OH-Gruppe von der Seitenkette her eingefihrt werden. Pflanzen- 
versuche hierzu liegen jedoch anscheinend nicht vor. 

Da13 die 14/I-Hydroxylierung auf der Pregnanstufe ablguft, ergibt sich aus der Wirk- 
samkeit von S/3-Pregnan-3/3,14/%diol-20-on6 und SI3-Pregnan-3D,1413,21-triol-20-on,’ die 

* Mitt. XVIII: “Zur Biosynthese von Steroidderivaten im Pllanzenreich”. Mitt. XVII: TSCHESCHE, R. 
und LEINERT, J. (1973) Phytochemistry 12, 1619. 
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beide keine Doppelbindung im Ring B enthalten. Auch 5&14,%Pregnan-3/3-ol-20-on3 
hatte nur eine sehr bescheidene Aktivitlit bei der Cardenolidbiogenese gezeigt, so da13 es 
nicht wahrscheinlich ist, daB dieses eine Zwischenstufe auf dem Hauptweg der Biogenese 
darstellt. 

HERSTELLUNG DER VERSUCHSSUBSTANZEN 

Nachdem die bisherigen Versuche eine 14@Hydroxylierung vom Ring D her ausschliessen, 
haben wir zwrei im Ring B substituierte Pregnanderivate hergestellt und auf ihre Brauch- 
barkeit zur Cardenolidbiogenese bei Digitalis lanata-Pflanzen gepriift. ES wurden synthe- 
tisiert: 7-3H-A8’14)-5B-Pregnen-3,20-dion (I) und 6-3H-A7-Progesteron (III). 

0:_1:Io Ho&o .:_:i::O 

T 
I J ) (II) (III) 

7_3”_‘$a(14) 5~-Pregnen-3,2Odion 7 n -‘H - Pregnenolon 6.%A’- Progesteron 

Die Verbindung (II) (7a-3H-Pregnenolon) ist im Handel erhaltlich* und wurde als solche 
eingesetzt. 6-3H-A7-Progesteron (III) wurde aus Progesteron (IVa) bereitet.* Zun~chst 
wurde das Diathylenketal (IVb) hergestellt, dabei wird die A4-Doppelbindung nach A5 
verschoben, Allylbromierung und anschlieI3ende Dehydrobromierung liefert ein A5s7- 
Dien (V), aus den1 bei der Deketalisierung die As-Doppelbindung nach A4 zuriickwandert 
und die A’-Position erhalten bleibt. Die Wanderung der Doppelbindung ist mit einer 
intermediaren Protonierung verbunden, so da13 eine Tritierung an C-6 miiglich wird. 

(IYa) (IYbl (PI LYI) 

PrOQeStWJll ~5-Pregnen-3,ZO-diiithylenketaI ~s’T-Prspnadien-3.20-di61hylenketal A’~P,0g&F% 

Verbindung (I) wurde aus A’-Progesteron (VI)* hergestellt. Es lie0 sich in Pyridin mit 
einem Pd/C-Katalysator hydrieren,9 wobei keine Verlnderung an der A’-Doppelbindung 
eintrat. Die Hydrierung an A4 fiihrt zu einem Gemisch von gleichen Teilen 5a- und 
5,%Verbindung (VII), die auf Diinnschichtplatten getrennt werden konnten. Das SD-Derivat 
erlaubte mit einem Pt-Katalysator in Esssigs$ure eine Verschiebung der A7-Doppelbindung 
nach A*(r4) (VIII). lo Der Vorgang ist mit einer intermediaren Protonierung verbunden, so 
da8 an C-7 3H eingebaut werden kann. Allerdings ist die Position des 3H an C-7 nicht sicher 
als CL auszumachen, Analogieschliisse sprechen jedoch vorwiegend fiir diese Stellung. 

* Standardverfahren der Firma Amersham Buchler GmbH & Co KG, D 3300 Braunschweig, Postfach 
1120. 

8 ANTONUCCI, R., BERNSTEIN, S., LENHARD, R., SAX, K. J. und WILLIAMS, J. H. (1952) J. Org. Chem. 17, 
1369. 

9 FREIFELDER, H. (1971) Practical Cufalyric Hydrogenation, p. 132, Wiley-Interscience, London. 
lo WIELAND, H. und BENEND, W. (1943) Ann. Gem. 554, I. 
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Im inaktiven A*(14)-Derivat (VIII) lie0 sich im NMR der Verlust eines vinyl&hen 
Protons erkennen, die Doppelbindung konnte durch den Molekularpeak in der Massen- 
spektrometrie gesichert werden. Die Position der Doppelbindung als A*‘14’ ergibt sich aus 
dem Vergleich der NMR-Werte fiir die Protonen an C-l 8 und C- 19 mit den nach Ziircher l 1 
berechneten Werten fi.ir die A8’g’- und A8”4)-Verbindung, die nur mit letzterer hinreichend 
iibereinstimmen. 

(m)-oc15+o -odo 
H H 

A7-Progesteron 

tm) (pm) 

A7-5,3 - Pregnen-3,20-dim 
8 (14) 

A -5,8-Pregnen-3, 20-dion 

ERGEBNISSE 

Die durch 3H markierten Pregnanderivate I-III wurden Digitalis-lanata-Pflanzen 
zusammen mit 4-14C-Analogen in der friiher beschriebenen Weise4 angeboten. Die Tabelle 1 
gibt die nach 21 Tagen erhaltenen Ergebnisse wieder. 

TABELLE 1. METABOLISIERUNG DER PREGNANDERWATE IN Digitalis lanata PFLANZEN NACH 21 TAGEN 

Applizierte Aktivittit 
(dpm x lo-*) 

3H/‘4C 
vorher nachher Einbau 

7-3H-A*(14)-5&Pregnen-3,20-dion (I) 1,74 697 2,9 43% 
4-14C-Progesteron 426 
7a-3H-Pregnenolon (II) 10,9 13,3 638 51% 
4-14C-Pregnenolon 0,82 6-3H-A7-Progesteron (III) 1,70 1,28 0 - 
4-14GProgesteron 1,33 

Die Ergebnisse zeigen, da13 nur die Verbindungen I und II zur Cardenolidbiogenese 
verwertet werden, nicht aber das Derivat III. Zwar verschwinden bei der Metabolisierung 
ca. 50% des Tritiums, der Rest findet sich im isolierten Digitoxigenin (IX) wieder. Uber die 
Ursache dieses Verlustes kann nichts ausgesagt werden, doch ist zu bedenken, daD beide 
Substanzen nicht mit gleicher Geschwindigkeit metabolisiert werden miissen. Auch kann 
der Verlust allein methodisch begriindet sein. 

DISKUSSION 

Da die Verbindung I sich als eine Vorstufe fur Digitoxigenin (IX) herausgestellt hat, 
erhebt sich die Frage, in welcher Weise von ihr aus die 14/I-Hydroxylierung erfolgen konnte. 
Eine einfache Wasseranlagerung scheint bei der tertiiiren Natur der C-Atome 8 und 14 

I1 Z~~RCHER, R. F. (1963) Helv. Chim. Acta 46,2054. 
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nicht sehr wahrscheinlich. Als weitere Maglichkeit bietet sich ein 8,lCEpoxid an. Eine 
Verbindung mit einer derartigen Gruppierung ist das D-Diginose-glykosid Adynerin, ein 
herzunwirksames Cardenolidderivat aus Nerium oleander L., das sich dort in kleinen 
Mengen als Nebenglykosid findet. Nach Reichstein und Mitarb.12 liegt ein /%Epoxid vor. 
Die katalytische Hydrierung seines Aglykons Adynerigenin (X) in Form des Acetylderivats 
(synthetisches Material) liefert u.a. Dihydro-digitoxigenin unter ijffnung des Epoxidringes 
und Bildung eines 14p-Hydroxyl, die beiden zusgtzlichen H-Atome nirnmt der ungesgttigte 
Lactonring auf. Damit ist eine 14&Hydroxylierung aus dem 8,14-Epoxid zun;ichst auf rein 
chemischem Wege dargetan. Ob das 8,lCEpoxid oder aber ein &her zwischen C-14 und 
einem C-Atom der Seitenkette nach Caspi5 eine Zwischenstufe darstellt, miissen weitere 
Versuche lehren. 

Problematisch bleibt jedoch die Einfiihrung einer A8(‘4)-Doppclbindung in das 

Pregnanskelett. Da die gesgttigten SSPregnanderivate wie die A5-Verbindungen sich in 
gleicher Weise als gute Vorstufen herausgestellt haben, ist eine erneute Dehydrierung an 
C-5 und Verschiebung der Doppelbindung iiber den Ring B hinweg nicht wahrscheinlich. 
Dazu kommt, daD sich die Al-Verbindung 111 als unwirksam herausgestellt hat. Wir 
mSchten daher eine direkte Dehydrierung unter Wegnahme der axialen H-Atome an C-8 
und C-14 bevorzugen, dabei ist such eine primgre Dehydrierung zu As(‘) durch Wegnahme 
der axialen H am C-8 und C-9 und Verschiebung der Doppelbindung nach A8(J4) denkbar. 
Dieser letzte Weg kannte such die schwache Aktivitgt des 5/?,14fl-Pregnan-3/3-ol-20-ons 
erklgren. 

SchlieBlich bleibt 21s weitere MGglichkeit eine 7u- oder 7/3-Hydroxylierungzu diskutieren, 
die durch eine spezifische Hydroxylase erfolgen kiinnte. Wie von hier aus aber eine Doppel- 
bindung A8(14) sich bildet, ohne da13 die A7-Stufe durchlaufen wird, steht dahin. Durch 
die Wirksamkeit der Verbindung II ist such eine 7-Ketostufe ausgeschlossen, da in diesem 
Fall die gesamte Tritiummarkierung hgtte verloren gehen miissen. 

ux) (Xl 

Digitoxigenin Adynerigenin 

EXPERIMENTELLES 
Die Schmelzpunkte bestimmte man auf dem Mikroskop-Heiztisch nach Weygand. Die IR-Spektren 

wurden mit dem Spektrometer Model1 221 der Firma Perkin Elmer gemessen. Die Aufnahmen erfolgten in 
Ccl,. Fiir die NMR-Spektren benutzten wir das Varian A 60 Gertit und als LGsungsmitteI CDCI, mit 
Tetramethylsilan als Standard. Die Massenspektren wurden mit dem CH 4 Gertit der Firma Atlas gemessen. 
Zur priiparativen DC benutzte man Glasplatten der Gri58e 20 x 20 cm mit 20 g Kieselgel PFZs4 der Firma 
E. Merck. Die Aktivierung betrug eine Stunde bei 135”. Die spezifischen AktivitBten wurden mit dem 
MethandurchAuBz&hler FH 407 und Handprobenwechsler B1503 der Firma Frieseke und Hiipfner gemessen. 
Das aktive Material wurde in LGsung auf Aluminiumsch~lchen aufgetragen und zur Trockne eingedampft. 
Fi.ir die Radiochromatogramme benutzten wir den Scanner LB2720 der Firma Berthold). 

lz JANIAK, P. ST., WEISS, EK., Euw, J. v. und REICHSTEIN, T. (1963) Helv. Chim. Acta 46, 374. 
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A5-Pregnen-3,20-d~tithylenketal. 5 g Progesteron wurden mit 50 ml frisch destilliertem Athylenglykol in 
700 ml Toluol und mit 200 mg p-Toluolsulfonsiiure zum Sieden erhitzt. Zunlichst destilliert man cu. 400 ml 
Toluol ab und entfernte anschliei3end restliches H,O iiber ein mit CaH2 gefilllten Soxhlet. Das Toluol wurde 
abdestilliert, der R&&stand mit CHzClz aufgenommen, die Losung mit 2 %-iger NaHCO,-L&_mg gewaschen, 
noch einmal mit H,O ausgeschiittelt und getrocknet (Na2S0,). Nach Abdampfen des CH,Cl, verblieb ein 
schwachgelbes 61, aus dem in Aceton-MeOH gel&t, Kristalie erhaiten werden konnten. Ausbeute: 4,5 g 
(70%) Schmp. 180-182”. Im IR war keine Ketobandefeststeiibar. NMR.*) 19-HO,78 (0,79); 18-H 1,03 (l&i); 
21-H 1,28; Ketal 3,90; 6-H 5,28, ppm. C25HJs04, ber. 402,6 gef. m/e 402, 303 (M-99, 55%); 340 (M-62, 
60%). 

As*‘-Pregnadien-3,2O_ditithylenketaI. 1 g A5-Pregnen-3,20-diSithyienketa1 wurden in 25 ml Ccl, gel&t. 
Nach Zugabe von 0,5 g N-Bromsuccinimid und 0,2 g Azo-his-isobutyronitril erhitzte man am RiickfluBkiihier 
zum Sieden bis zur leichten Braunflirbung (ca. 5 Min.). Danach wurde sofort ca. 1 g 1,8-Bis-(dimethyiamino)- 
naphthalin hinzugegeben. Nach weiteren 10 Min. Sieden der Losung wurde der entstandene Niederschiag 
abfiitriert und anschiie8end der Ccl, abdestiiiiert. Den Riickstand iijste man in 50 ml Benz01 und erhitzte 
weitere 20 Min. mit 1,8-Bis-(dimethyiamino)-naphthaiin. Der gesamte Versuch wurde unter N2 ausgeftihrt. 
Nach dem Abktihlen der Losung entfernte man die Base mit 5 %-iger HCl und wusch mit NaHCO&jsung 
neutral. Nach Ausschtittein mit Hz0 wurde getrocknet (Na$O,). Nach dem Abdamnfen des Losunns- 
mittels verbiieb ein geibliches 01, aus dem r&t Aceton weiBe feine Nadein vom Schmp. 188” erhai& 
werden konnten. Ausbeute: 0,44 g (45 %) IR: keine Ketobande. NMR: 19-H 0,959 (0,967); 18-H 0,715 
(0,734); 21-H 1,28; Ketal3,91; 6-, 7-H 5,37 (J6,5 Hz), ppm. C25H3h04, ber. 400,5 gef. m/e 400, 301 (M-99, 
85 %); 338 (M-62, 75 %). 

A’-Progesteron. Man iijste 200 mg A 5~7-Pregnadien-3,20-di&thylenketal in 10 ml 70 %-iger HOAc und 
erhitzte 30 Min. unter Nz mit RtickfluDktihler. Nach dem Abkiihlen wurden 50 ml Eiswasser hinzugegeben, 
nach 3 Stunden war der Niederschiag voiistiindig. Er liei sich jetzt gut fiitrieren und iieferte nach mehr- 
maligem Umkristailisieren aus wassrigem Aceton biiittchenfijrmige Kristaiie vom Schmp. 121’. Ausbeute: 
110 mg (70%). UV: X,,, (MeOH) = 237 nm. IR: C-C 1620/cm, a$-unges. C-O 166O/cm (s); C-O 17OO/cm 
(m). NMR: 19-H 1,193 (1,178); 18-H 0,567 (0,550); 21-H 2,14; 7-H 5,25; 4-H 5,82, ppm. CllH2s02, ber. 
312,5 gef. m/e 312. 

A’-5&Pregnen-3,20-dion. 80 mg A’-Progesteron wurden in 4 ml Pyridin gelost und 20 mg PdjC (10 %) 
hinzugegeben. Die Hydrierung erfolgte bei Raumtemperatur (30 Stunden), anschliei3end wurde CHzCil 
hinzugeftigt, der Katalysator abfiltriert und das Pyridin mit 5 %-iger HCl ausgewaschen. Nach Neutralisieren 
mit NaHC03 wurde die Losung getrocknet (Na,SO,). Die Trennung des Rohproduktes erfoigte mit Benzoi/ 
Essigester (9: 1) auf DC-Piatten unter zweimaliger Entwicklung. Die oberste Zone enthieit das gesuchte 
Produkt, Schmp. 154-156, Ausbeute 25 mg (30%). NMR: 18-H 1,026 (1,035); 19-H 0,550 (0,541); 7-H 
5,25, ppm. IR: C-O 1700, 1720/cm. CZ1H3e02, ber. 314,5 gef. m/e 314. 

As(r4)-5B-Pregnen-3,20-dion. Zu 110 mg A’-5&Pregnen-3,20-dion in 5 ml HOAc gel&t, gab man 20 mg 
PtO, und hydrierte mit Ht unter Normaidruck 3 Stunden bei 60”. Der Katalysator wurde abfiltriert, die 
Losung mit NaHC03 neutralisiert und die Substanz mit CH,Ci, extrahiert. Die organischephase wusch man 
mehrmais mit H20, trocknete (Na,SO,) und dampfte das Losungsmittei ab. Das Rohprodukt lie8 sich auf 
DC-Platten trennen, Laufmittel: Benzol/Aceton (10: 1), Schmp. 148-152”. Ausbeute: ia. 60 mg (55 %). IR: 
C-O 17OO/cm, 1720/cm. NMR: 19-H 0,90 (0,91); 18-H 0,85 (0,83); 21-H 2,14, ppm. keine Vinyl-Protonen. 
&H3,-,02, ber. 314,5, gef. m/e 314. 

(I)7-3H-AS(14)-5/?-Pregnen-3,20-dion. Die Verbindung IieB sich nach dem Standardverfahren TR3 der 
Firma Amersham Buchler GmbH herstellen*). Zur Svnthese wurde A **‘-Pregnadien,3,20-dion iiber PtOa 
kataiytisch tritiert. (JI)-73H-Pregnenolon wurde von dkr oben erwlihnten Firma bezogen*). (III) 6-3H-A7- 
Progesteron entstand nach dem Standardverfahren TRl* unter Protonierung des As*‘-Pregnadien-3,20- 
dilithyienketais mit 70 %-iger Essigsliure 3H10. Die als Standard angebotenen 4-r4C-Progesteron und 
4-‘4C-Pregnenolon wurden von der erwlihnten Firma kiiufiich erworben*. 

Pfanzenversuche. Fiir jeden Versuch benutzte man vier Pflanzen von Digitalis lanata. Fiinf gut ausge- 
biidete Bllitter wurden zunachst markiert, anschiiei3end mit einer 2 %-igen wtisrigen Liisung von Tween 20 
gewaschen. Auf die so priiparierten Bliitter wurde mit einer feinen Spritze die in 0,5 ml Aceton gelijste 
Substanz mijglichst in die Blattspreiten aufgetragen. Nach dem Eintrocknen sprtihte man eine Lijsung von 
Siiiconiii in Petrol&her (1: 1) auf. Der ietztgenannte Vorgang wurde nach zwei Tagen wiederhoit. Die 
Pflanzen biieben 21 Tage im Gewlichshaus bei ca. 25”. Zur Isoiierung wurden siimtiiche Bllitter der Digitalis 
Zunata Pflanzen kurz tiber der Wurzei abgeschnitten. Die mit aktivem Material behandelten Biatter sonderte 
man ab und wusch die nicht eingescheppte Aktivitiit mit Essigester ab. Darauf wurden alle Bl&tter mit einem 
Ultra-Turrax in methanoiischer Liisung fein zerkieinert, man filtrierte vom Ungeiosten, dieses wurde im 
Soxhlet mit MeOH extrahiert. Beide methanolischen Liisungen wurden vereinigt und eingedampft, der 
Ruckstand mit Hz0 aufgenommen und das Gemisch mit Cyclohexan ausgeschiitteit. Es wurde so iange 
extrahiert, bis das gesamte Chlorophyll entfernt war und eine geibiichbraune w&ssrige Phase zuriickblieb. 
Die Cardenolidgiykoside wurden der wlissrigen Phase mit CHCi3 entzogen und anschiieBend mit CHCis- 

* In Kiammern berechnete Werte nach Ziircher.” 
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MeOH, 2: 1 und CHC13-MeOH, 3 : 2 extrahiert. Zur Hydrolyse der Cardenolidglykoside wurde das CHCIJ 
eingedampft, mit 25 ml MeOH und 25 ml 2 N HzS04 20 Min. unter RiickfluB zum Sieden erhitzt. Nach 
Neutralisation mit gestittigter NaHCOs-Losung wurde das MeOH abdestilliert und die wassrige Phase mit 
CH,Cl, extrahiert. Die weitere Trennung der Cardenolide erfolgte durch zweimalige prlparative DC mit 
CHC&MeOH, 9: 1 als Laufmittel und anschliel3ender fiinfmaliger Cokristallisation mit reinem Digitoxi- 
genin, bis sich ein konstantes 3H/L4C-Verhiiltnis herausgebildet hatte. 
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