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Abstract—It has been demonstrated that 7-3H-A3U4.58-pregnen-3,20-dione (I) and 7e-3H-pregnenolone
(ID), but not 6-*H-A"-progesterone (IIT) were utilized for the biogenesis of digitoxigenin by plants of Digitalis
lanata. These results are discussed in relation to the 148-hydroxylation of the cardenolides.

EINFUHRUNG

WAEHREND hinsichtlich Progesteron und Pregnenolon als Vorstufen der Cardenolidbio-
genese keine Zweifel bestehen und die 2 zusétzlichen C-Atome zur Bildung des Lacton-
ringes vermutlich in Form von Acetyl- oder Malonyl-CoA zur C,;-Stufe eingefiihrt werden,’
ist zwar iiber das Problem der 14p-Hydroxylierung dieser Stoffklasse verschiedentlich
gearbeitet worden, ohne daB aber entschiedende Erkenntnisse erzielt werden konnten.
Eingehend haben sich mit dieser Frage Caspi und Mitarb.? befaBt, sie erwogen zunéchst
eine 14a-Hydroxylierung, Abspaltung von Wasser zur A'#-Doppelbindung (oder auch
nach A%U4) Epoxydierung in 8 und Offnung des Epoxidringes zu einem 148-Hydroxyl.
Damit verdndert sich zugleich die Verkniipfung der Ringe C/D von trans nach cis.

Gegen diese Vorstellungen sprechen folgende Griinde. Einmal berichten die genannten
Autoren selbst, daB 1-*H-14a-Hydroxy-progesteron von Digitalis-Pflanzen nicht zur
Digitoxigeninsynthese verwertet wird, eine Inversion des 14e-OH nach B demnach aus-
zuschlieBen ist. Zum anderen kommen Verbindungen mit einer A'*-Doppelbindung
nicht in Frage, da A'4-Progesteron, wie wir zeigen konnten,® nicht ausgenutzt wird.
Ferner haben Canonica und Mitarb.* weder mit 158-3H-4-14C-Progesteron noch mit
154,158,21,21,21-3H;-4-1#C-Pregn-5-en-38-0l-20-on einen Einbau in Cardenolide fest-
stellen kénnen. Die beiden *H an C-15 werden nicht von der 148-Hydroxylierung erfaBt.
Aberhart und Caspi® haben ferner eine A3(!#-Zwischenstufe in Erwigung gezogen; dabei
sollte eventuell die 148-OH-Gruppe von der Seitenkette her eingefiihrt werden. Pflanzen-
versuche hierzu liegen jedoch anscheinend nicht vor.

DaB die 14B8-Hydroxylierung auf der Pregnanstufe ablduft, ergibt sich aus der Wirk-
samkeit von 58-Pregnan-38,148-diol-20-on® und 5B-Pregnan-38,148,21-triol-20-on,” die
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beide keine Doppelbindung im Ring B enthalten. Auch 58,148-Pregnan-38-o0l-20-on®
hatte nur eine sehr bescheidene Aktivitit bei der Cardenolidbiogenese gezeigt, so dal} es
nicht wahrscheinlich ist, daB dieses eine Zwischenstufe auf dem Hauptweg der Biogenese
darstelit.

HERSTELLUNG DER VERSUCHSSUBSTANZEN

Nachdem die bisherigen Versuche eine 148-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-A*(9.58.Pregnen-3,20-dion (I) und 6-*H-A7-Progesteron (11I).

- (@] (1) {1)
7-:H-Aa(‘4) 54 -Pregnen-3,20 dion 7T »’H-Pregnenolon 6-3H-/V- Progesteron

Die Verbindung (I1) (7e-3H-Pregnenoclon) ist im Handel erhiltlich* und wurde als solche
eingesetzt. 6-3H-A"-Progesteron (III) wurde aus Progesteron (IVa) bereitet.® Zunichst
wurde das Didithylenketal (IVb) hergestellt, dabei wird die A*-Doppelbindung nach A®
verschoben, Allylbromierung und anschlieBende Dehydrobromierung liefert ein A®7-
Dien (V), aus dem bei der Deketalisierung die AS-Doppelbindung nach A* zuriickwandert
und die A7-Position erhalten bleibt. Die Wanderung der Doppelbindung ist mit einer
intermedidren Protonierung verbunden, so daB eine Tritierung an C-6 mdglich wird.
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Verbindung (I) wurde aus A7-Progesteron (V1)® hergestellt. Es lieB sich in Pyridin mit
einem Pd/C-Katalysator hydrieren,® wobei keine Verinderung an der A7-Doppelbindung
eintrat. Die Hydrierung an A* fiihrt zu einem Gemisch von gleichen Teilen 5a- und
5B-Verbindung (VII), die auf Diinnschichtplatten getrennt werden konnten. Das 5B-Derivat
erlaubte mit einem Pt-Katalysator in Esssigsiure eine Verschiebung der A”-Doppelbindung
nach A4 (VIII).'° Der Vorgang ist mit einer intermedifiren Protonierung verbunden, so
daBan C-7 3H eingebaut werden kann. Allerdings ist die Position des *H an C-7 nicht sicher
als a auszumachen, Analogieschliisse sprechen jedoch vorwiegend fiir diese Stellung.

* Standardverfahren der Firma Amersham Buchler GmbH & Co KG, D 3300 Braunschweig, Postfach
1120.
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Im inaktiven A®4.Derivat (VIII) lieB sich im NMR der Verlust eines vinylischen
Protons erkennen, dic Doppelbindung konnte durch den Molekularpeak in der Massen-
spektrometrie gesichert werden. Die Position der Doppelbindung als A3# ergibt sich aus
dem Vergleich der NMR-Werte fiir die Protonen an C-18 und C-19 mit den nach Ziircher!*
berechneten Werten fiir die A3®- und A3(.Verbindung, die nur mit letzterer hinreichend
iibereinstimmen.

o] (o]
—— —— ~
(¥ ° b °
A-Progesteron
(vir) ('vir)
A7-5/S - Pregnen-3, 20-dion Aa(14)—5ﬁ'Pregnen-3, 20-dion
ERGEBNISSE

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

TABELLE 1, METABOLISIERUNG DER PREGNANDERIVATE IN Digitalis lanata PFLANZEN NACH 21 TAGEN

Applizierte Aktivitit 3H/“C
(dpm x 10°%) vorher nachher Einbau
7-3H-A%14).5 8- Pregnen-3,20-dion (T) 1,74 6,7 2,9 43%
4-14C-Progesteron 0,26
7a-3H-Pregnenolon (11) 10,9 13,3 6,8 51%
4.14C.Pregnenolon 0,82
6-3H-A7-Progesteron (I1I) 1,70 1,28 0 —
4-1“C-Progesteron 1,33

Die Ergebnisse zeigen, daB nur die Verbindungen I und IT 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, daB 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 fiir Digitoxigenin (IX) herausgestellt hat,
erhebt sich die Frage, in welcher Weise von ihr aus die 148-Hydroxylierung erfolgen konnte.
Fine einfache Wasseranlagerung scheint bei der tertidren Natur der C-Atome 8 und 14

11 ZURCHER, R. F. (1963) Helv. Chim. Acta 46, 2054,
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nicht sehr wahrscheinlich. Als weitere Mdglichkeit bietet sich ein 8,14-Epoxid an. Eine
Verbindung mit einer derartigen Gruppierung ist das p-Diginose-glykosid Adynerin, ein
herzunwirksames Cardenolidderivat aus Nerium oleander L., das sich dort in kleinen
Mengen als Nebenglykosid findet. Nach Reichstein und Mitarb.!? liegt ein g-Epoxid vor.
Die katalytische Hydrierung seines Aglykons Adynerigenin (X) in Form des Acetylderivats
(synthetisches Material) liefert u.a. Dihydro-digitoxigenin unter Offnung des Epoxidringes
und Bildung eines 148-Hydroxyl, die beiden zusétzlichen H-Atome nimmt der ungesittigte
Lactonring auf. Damit ist eine 148-Hydroxylierung aus dem 8,14-Epoxid zunéchst auf rein
chemischem Wege dargetan. Ob das 8,14-Epoxid oder aber ein Ather zwischen C-14 und
einem C-Atom der Seitenkette nach Caspi® eine Zwischenstufe darstellt, miissen weitere
Versuche lehren.

Problematisch bleibt jedoch die Einfilhrung einer APU9-Doppelbindung in das
Pregnanskelett. Da dic gesittigten 58-Pregnanderivate wie die A3-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, daB sich die A’-Verbindung III als unwirksam herausgestelit hat. Wir
mochten daher eine direkte Dehydrierung unter Wegnahme der axialen H-Atome an C-8
und C-14 bevorzugen, dabei ist auch eine primére Dehydrierung zu A*® durch Wegnahme
der axialen H am C-8 und C-9 und Verschiebung der Doppelbindung nach A%¢'*> denkbar.
Dieser letzte Weg kdnnte auch die schwache Aktivitit des 58,14p8-Pregnan-35-ol-20-ons
erkldren.

Schliefilich bleibt als weitere Mdglichkeit eine 7a- oder 78-Hydroxylierung zu diskutieren,
die durch eine spezifische Hydroxylase erfolgen kénnte. Wie von hier aus aber eine Doppel-
bindung A%U4 sich bildet, ohne daB die A7-Stufe durchlaufen wird, steht dahin. Durch
die Wirksamkeit der Verbindung II ist auch eine 7-Ketostufe ausgeschlossen, da in diesem
Fall die gesamte Tritiummarkierung hiitte verloren gehen miissen,

HO

(IX) (X)
Digitoxigenin Adynerigenin

EXPERIMENTELLES

Die Schmelzpunkte bestimmte man auf dem Mikroskop-Heiztisch nach Weygand. Die IR-Spektren
wurden mit dem Spektrometer Modell 221 der Firma Perkin Elmer gemessen. Die Aufnahmen erfolgten in
CCl,. Fur die NMR-Spektren benutzten wir das Varian A 60 Gerdt und als Losungsmittel CDCl; mit
Tetramethylsilan als Standard. Die Massenspektren wurden mit dem CH 4 Gerit der Firma Atlas gemessen.
Zur praparativen DC benutzte man Glasplatten der GroBe 20 < 20 cm mit 20 g Kieselgel PF,54 der Firma
E. Merck. Die Aktivierung betrug eine Stunde bei 135°. Die spezifischen Aktivitdten wurden mit dem
MethandurchfluBzihler FH 407 und Handprobenwechsler Bl 503 der Firma Frieseke und Hépfner gemessen.
Das aktive Material wurde in Losung auf Aluminiumschélchen aufgetragen und zur Trockne eingedampft.
Fiir die Radiochromatogramme benutzten wir den Scanner 1.B2720 der Firma Berthold).

12 JANIAK, P. StT., WEIss, EK., Euw, J. v. und REiCHSTEIN, T. (1963) Helv. Chim. Acta 46, 374.
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AS-Pregnen-3,20-didithylenketal. 5 g Progesteron wurden mit 50 ml frisch destillieriem Athylenglykol in
700 ml Toluol und mit 200 mg p-Toluolsulfonséure zum Sieden erhitzt. Zunichst destilliert man ca. 400 ml
Toluol ab und entfernte anschlieBend restliches H,O tiber ein mit CaH, gefiillten Soxhlet. Das Toluol wurde
abdestilliert, der Riickstand mit CH,Cl, aufgenommen, die Lisung mit 2 %-iger NaHCO;-Lasung gewaschen,
noch einmal mit H,O ausgeschiittelt und getrocknet (Na,SO,). Nach Abdampfen des CH,Cl, verblieb ein
schwachgelbes 01, aus dem in Aceton-MeOH geldst, Kristalle erhalten werden konnten. Ausbeute: 4,5 g
(70%;) Schmp. 180-182°. Im IR war keine Ketobande feststellbar. NMR.*) 19-H 0,78 (0,79); 18-H 1,03 (1,04);
21-H 1,28; Ketal 3,90; 6-H 5,28, ppm. C,sH;350., ber. 402,6 gef. mfe 402, 303 (M-99, 55%); 340 (M-62,
60%).

A3 7-Pregnadien-3,20-dicithylenketal. 1 g A>-Pregnen-3,20-didthylenketal wurden in 25 ml CCl, geldst.
Nach Zugabe von 0,5 g N-Bromsuccinimid und 0,2 g Azo-bis-isobutyronitril erhitzte man am RiickfluBkiihler
zum Sieden bis zur leichten Braunfarbung (ca. 5 Min.). Danach wurde sofort ca. 1 g 1,8-Bis-(dimethylamino)-
naphthalin hinzugegeben. Nach weiteren 10 Min. Sieden der Lésung wurde der entstandene Niederschlag
abfiliriert und anschlieBend der CCly abdesiilliert. Den Rickstand 10sie man in 50 ml Benzol und erhiizie
weitere 20 Min. mit 1,8-Bis-(dimethylamino)-naphthalin. Der gesamte Versuch wurde unter N, ausgefiihrt.
Nach dem Abkiihlen der Losung entfernte man die Base mit 5 %-iger HCI und wusch mit NaHCO;-Losung
neutral. Nach Ausschiitteln mit H,O wurde getrocknet (Na,SO,;). Nach dem Abdampfen des Ldsungs-
mittels verblieb ein gelbliches O], aus dem mit Aceton weifle feine Nadeln vom Schmp. 188° erhalten
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; Ketal 3,91; 6-, 7-H 5,37 (J 6,5 Hz), ppm. C25H1404, ber. 400,5 gef. m/e 400, 301 (M-99,
85%); 338 (M-62, 75%).

A"-Progesteron. Man 10ste 200 mg A% 7-Pregnadien-3,20-didthylenketal in 10 ml 70%-iger HOAc und
erhitzte 30 Min. unter N, mit RiickfluBkiihler. Nach dem Abkiihlen wurden 50 ml Eiswasser hinzugegeben,
nach 3 Stunden war der Niederschlag vollstandig. Er lieB sich jetzt gut filtrieren und lieferte nach mehr-
maligem Umkristallisieren aus wiassrigem Aceton blittchenformige Kristalle vom Schmp. 121°, Ausbeute:
110 mg (70%). UV: Apax (MeOH) = 237 nm. IR : C-C 1620/cm, a,B-unges. C~O 1660/cm (s); C-O 1700/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. C;;H2350,, ber.
312,5 gef. mfe 312.

A7-5B-Pregnen-3,20-dion. 80 mg A7-Progesteron wurden in 4 ml Pyridin geldst und 20 mg Pd/C (10%;)

hinneecahen Die Hudrierune Arfnlnfp bei Raumtemperatur (‘m Qtnndnn\ anschlieRend wurde CH,Cl,
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hinzugefiigt, der Katalysator abﬁltnert und das Pyridin mit 5 %-i 1ger HCl ausgewaschen Nach Neutralisieren
mit NaHCO; wurde die Losung getrocknet (Na,SO,). Die Trennung des Rohproduktes erfolgte mit Benzol/
Essigester (9:1) auf DC-Platten unter zweimaliger Entwicklung. Die oberste Zone enthielt das gesuchte
Produkt, Schmp. 154-156, Ausbeute 25 mg (309%). NMR: 18-H 1,026 (1,035); 19-H 0,550 (0,541); 7-H
5,25, ppm. IR: C-0 1700, 1720/cm. C;1H300., ber. 314,5 gef. m/e 314,

ABOU_58_Pregnen-3,20-dion. Zu 110 mg A7-5B-Pregnen-3,20-dion in 5 ml HOACc gelGst, gab man 20 mg
PtO, und hydrierte mit H, unter Normaldruck 3 Stunden bei 60°. Der Katalysator wurde abfiltriert, die
Lésung mit NaHCO; neutralisiert und die Substanz mit CH,Cl, extrahiert. Die organische Phase wusch man
mehrmals mit H,0, trocknete (Na,SO,) und dampfte das Lisungsmittel ab. Das Rohprodukt lieB sich auf
DC-Platten trennen, Laufmitiei: Benzol/Aceton (10:1), Schmp. 148-152°. Ausbeuie: ca. 60 mg (55%;). IR:
C-0 1700/cm, 1720/cm. NMR: 19-H 0,90 (0,91); 18-H 0,85 (0,83); 21-H 2,14, ppm. keine Vinyl-Protonen.
C21H3002, ber. 314 5 gef m/e 314.
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Firma Amersham Buchler GmbH herstellen*). Zur Synthese wurde A*7-Pregnadien,3,20-dion iiber PtO,
katalytisch tritiert. (AI)-73H-Pregnenolon wurde von der oben erwihnten Firma bezogen*). (III) 6-3H-A"-
Progesteron entstand nach dem Standardverfahren TR1* unter Protonierung des A®%’-Pregnadien-3,20-
didthylenketals mit 70%-iger Essigsidure 3H,O. Die als Standard angebotenen 4-4C-Progesteron und
4-14C-Pregnenolon wurden von der erwidhnten Firma kéuflich erworben*.

Pflanzenversuche. Fur jeden Versuch benutzte man vier Pflanzen von Digitalis lanata. Fiinf gut ausge-
bildete Bldtter wurden zunédchst markiert, anschlieBend mit einer 2 %;-igen wissrigen Losung von Tween 20
gewaschen. Auf die so priparierten Blitter wurde mit einer feinen Spritze die in 0,5 ml Aceton geldste
Substanz moglichst in die Blattspreiten aufgetragen. Nach dem Eintrocknen sprithte man eine Losung von
SilicondI in Petroldther (1:1) auf. Der letztgenannte Vorgang wurde nach zwei Tagen wiederhoit. Die
Pflanzen blieben 21 Tage im Gewichshaus bei ca. 25°. Zur Isolierung wurden samtliche Blitter der Digitalis
lanata Pﬂanzen kurz ﬁber der Wurzel abgeschnitten Die mit aktivem Material behandelten Bldtter sonderte

ol dia il 1.¢ Aktivitit mit Essigester ab. Darauf wurden alle Blitter mit einem
marn au uuu Wusch aic ul\«u\. \dusvo\,u\.yyu- AKUVital it LOBAEVQEUL AU, 3/ALGUL VW ULULLE QY DGl 1y Vilivisg

Ultra-Turrax in methanolischer Ldsung fein zerkleinert, man filtrierte vom Ungelosten, dieses wurde im
Soxhlet mit MeOH extrahiert. Beide methanolischen Losungen wurden vereinigt und eingedampft, der
Riickstand mit H,0 aufgenommen und das Gemisch mit Cyclohexan ausgeschiittelt. Es wurde so lange
extrahiert, bis das gesamte Chlorophyll entfernt war und eine gelblichbraune wissrige Phase zurlickblieb.
Die Cardenolidglykoside wurden der wissrigen Phase mit CHCI; entzogen und anschlieBend mit CHClz—
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MeOH, 2:1 und CHCl;-MeOH, 3:2 extrahiert. Zur Hydrolyse der Cardenolidglykoside wurde das CHCl;
eingedampft, mit 25 ml MeOH und 25 ml 2 N H,SO, 20 Min. unter RickfluB zum Sieden erhitzt. Nach
Neutralisation mit gesittigter NaHCO;-Losung wurde das MeOH abdestilliert und die wissrige Phase mit
CH,Cl, extrahiert. Die weitere Trennung der Cardenolide erfolgie durch zweimalige priparative DC mit
CHCI13:-MeOH, 9:1 als Laufmittel und anschlieBender fiinfmaliger Cokristallisation mit reinem Digitoxi-
genin, bis sich ein konstantes 3H/'*C-Verhiltnis herausgebildet hatte.

Anmerkungen—Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die finanzielle Unterstiitzung der
Arbeit und Herrn Professor Dr. M. Steiner, Institut fiir Pharmakognosie der Universitit Bonn, fiir die
Erlaubnis zur Benutzung des Gewichshauses.



