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wechselnder Tri-ester-Konzentration zeigt, daB Tri-ester keinen Einfluf auf die Mono-
ester-Hydrolyse, folglich keine Affinitéit zu den Phosphatasen haben.

Die wasserloslichen Phosphorsiure-tri-ester des Methanols und Athanols fallen in
hoherer Konzentration EiweiBl, wodurch das Enzym teilweise inaktiviert und so eine
Hemmung der Mono-ester-Hydrolyse vorgetduscht wird.

ITI. Substrate und Enzymmaterial

1. Substrate: Tri-methyl-phosphorsaure-ester als (CH,0),PO (140.0) und
Tri-athyl-phosphorsdure-ester als (C,H;0),PO (182.2), dargestellt nach einem Pa-
tent), — Tri-n-propyl-phosphorsiure-ester als (C;H,0),PO (224.3) und Tri-iso-
propyl-phosphorsiure-ester als (C;H,0);PO (224.3) und Tri-n-butyl-phosphor-
sdure-ester als (C;H,0),PO (266.3) und Tri-isoamyl-phosphorsiure-ester als
(CsH,,0)sPO (308.4), dargestellt nach einem Patent!¢). — Tri-phenyl-phosphorsiure-
ester als (C;H,0),PO (326.3) und Tri-o-kresyl-phosphorsiéure-ester als (CH;-
C,H,0),PO (368.2) und Tri-B-naphthyl-phosphorséiure-ester als (C), H;0);PO
(482.2), dargestellt nach einem Patent!?).

Die verwendeten Substrate waren praktisch frei von anorganischem Phosphat.

2. Enzymmaterial: Als Enzymlosungen, enthaltend ,,saure bzw. ,,alkalische*
Phosphatase, dienten Autolysate aus Schweineleber, Rinderleber und Schweineniere nach
E. Bamann und E. Riedel'), Zubereitungen aus Kaninchenknochen nach M. Mart-
land und R. Rohison!®), Prefsifte aus Kartoffeln, Karotten, Spinatblattern und Aus-
ziige aus ,,Luizym“, Luitpold-Werk, Miinchen. Die Durchfithrung der Versuche er-
folgte nach den Angaben unserer I. Mitteilung?).

221. Rudolf Tschesche und Giinther Snatzke: Uber pflanzliche
Herzgifte, XXIX. Mitteil.: Zur Konstitution des Ouabagenins?

[Aus der Biochemischen Abteilung des Chemischen Staatsinstituts der
Universitit Hamburg]
(Eingegangen am 15. Juni 1955)

Ouabagenin bildet leicht ein 1.5.19-Orthoformiat, in dem 2 freie
Oxygruppen noch acetyliert und zum Keton oxydiert werden konnen.
Die Reduktion des Diketons mit Natriumborhydrid liefert ein neues
Diol, das nur ein Monoacetat ergibt. Es wird dargelegt, daB Ouaba-
genin sehr wahrscheinlich eine 11-Oxy-Verbindung ist und daB alle
seine Hydroxyle aufler dem an C! (-Konfiguration haben miissen.
Fiir die Bildung des 3-Ouabagenin-diacetates aus Aceton-ouabagenin
iiber Diacetyl-aceton-ouabagenin wird angenommen, dafl eine Um-
lagerung auf der Stufe vom Aceton-ouabagenin zu seinem Diacetyl-
Derivat erfolgt.

Ouabagenin, mit seinen 6 Oxygruppen das sauerstoffreichste der bisher
bekannten Cardenolide, ist zuerst durch das bequeme Hydrolysenverfahren
von C. Mannich und G. Siewert?) zuginglich geworden. Diese Autoren

15) Dtach. Reichs-Pat. Nr. 517538 K1.120v. 1. 7. 1927; I.G.Farbenindustrie A.-G.,
Frankfurt a. M.; C.1981 1, 3057. — Dieser Ester wurde uns auBerdem liebenswiirdiger-
weise vom Werk Elberfeld der Farbenfabriken Bayer zur Verfiigung gestellt, wo-
fiir wir auch an dieser Stelle unseren herzlichen Dank aussprechen.

18) Dtsch. Reichs-Pat. Nr. 564321 K. 120 v.17.11.1932; I.G.Farbenindustrie
A.-G., Frankfurt a. M.; C.1933 1, 2172.

17) Amer. Pat. 1856862 Serie 396015 v. 3. 5. 1932, Dow Chemical Company; C.1932
11, 924. 18) Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 229, 125 [1934].

19) Biochem. J. 23, 237 [1929].

1) XXVIIL Mitteil.: R. Tschesche, M.-E. Rithsen u. G. Snatzke, Chem. Ber. 88,
686 [1955]. 2) Ber. dtsch. chem. Ges. 75, 737 [1942].

.
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haben bereits die Stellung von fiinf dieser OH-Gruppen in 1, 3, 5, 14 und 19
angenommen, withrend die 6. Oxygruppe an C-Atom 11 verlegt wurde. Diese
Zuordnung erfolgte im wesentlichen auf Grund von Analogieschliissen; in der
letzten Zeit sind daher eine Reihe von Arbeiten erschienen, um diese Annah-
men zu sichern3-19), Thr Ergebnis kann man dahin zusammenfassen, daB sie
die Verlegung der Oxygruppen an 1, 3, 5, 14 und 19 weiter stiitzen, doch bleibt
die Position der 6. OH-Gruppe ungewiB. Wir haben uns seit lingerer Zeit
ebenfalls bemiiht, diese Frage zu kliren und vor allem auch Anhaltspunkte
fiir die sterische Anordnung dieser Gruppen zu finden.

Bei unseren Untersuchungen sind wir von der Uberlegung ausgegangen,
daB es notwendig ist, ein Verfahren zu finden, das gestattet, méglichst mehrere
OH-Gruppen gleichzeitig zu blockieren, um dann an den verbleibenden Hydr-
oxylen selektive Umsetzungen vornehmen zu kénnen. Dazu schien uns die
Aceton-Verbindung des Ouabagenins, die seit Mannich und Siewert? %)
bekannt ist, als nicht sehr geeignet, da der Acetonrest relativ leicht wieder
abgespalten wird. Die neue Arbeit von Ch. Tamm?3) zeigt denn auch die Un-
bestindigkeit dieses Schutzes, worin wohl auch die Ursache zu suchen ist, da8
es bisher nicht méglich war, den Unterschied der beiden isomeren «- und p-
QOuabagenin-diacetate eindeutig zu kléren.

Der gleichzeitige Verschlufl von 3 Oxygruppen gelang uns durch Umsetzung
des Ouabagenins (I) mit Orthoameisensiure-dthylester in methanolischer Salz-
sidure; bereits wihrend des Auflsens trat eine dichte Abscheidung von stéb-
chenférmigen Kristallen eines cyclischen Orthoformiats (III) ein.

Zur Konstitution dieses Kondensationsproduktes zwischen Ouabagenin
und Orthoameisensiure lassen sich folgende Uberlegungen anstellen: Wird
angenommen, daf 3 Oxygruppen im Ring A des Ouabagenins (Ia) cis-stéindig
zueinander angeordnet sind, so miilte sich eine #hnliche 2.4.10-Trioxa-ada-
mantan-Verbindung (II) herstellen lassen, wie sie kiirzlich von H. Stetter
und K. H. Steinacker!!) durch Umsetzung von cis-Phloroglucit mit Ortho-
ameisensiure-ester erhalten wurde. Andererseits ist es aber ebenso méglich,
daB nicht die Hydroxyle 1, 3 und 5, sondern 1, 5 und 19 des Ouabagenins un-
ter Bildung eines 2.6.7-Trioxa-bicyclo-[2.2.2]-octan-Systems herangezogen
werden (III, IITa). Ein Vertreter dieses Verbindungstypus ist z. B. der p-Nitro-
benzoylester des 1-p-Nitrophenyl-4-oxymethyl-2.6.7-trioxa-bicyclo-[2.2.2]-0c-
tans von E. D. Bergmann, E. Bograchov und 8. Pinchas!?). Uber Or-
thoacetate #hnlicher Art wird auch von einigen Steranalkaloiden berichtet !3).

3) A. Meyrat u. T. Reichstein, Helv. chim. Acta 81, 2104 [1948].
y

1) R. ¥. Raffauf u. T. Reichstein, Helv. chim. Acta 81, 2111 [1948].

5) R. P. A. Sneeden u. R. B. Turner, J. Amer. chem. Soc. 75, 3510 [1953].

¢) K. Florey u. M. Ehrenstein, J.org. Chemistry 19, 1174 [1954].

7) C. Djerassi u. R. Ehrlich, J. org. Chemistry 19, 1351 [1954].

8) Ch. Tamm, Helv. chim. Acta 88, 147 [1955].

%) R. P. A. Sneeden u. R. B. Turner, J. Amer. chem. Soc. 77, 130 [1955].

19) R. Tschesche u. R. Petersen, Chem. Ber. 86, 574 [1953].

11) Chem. Ber. 86, 790 [1953]. 1#) J. Amer. chem. Soc. 78, 2352 [1951].

13) a) A. Stoll u. E. Seebeck, Helv. chim. Acta 87, 824 [1954]. b) 8. M. Kupchan,
J. Amer. chem. Soc. 77, 686 [1955].
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Andere cyclische Orthoformiate*), bei denen, wie aus der Bildung eines Diacetates
hervorgeht, eine tertidre und 2 acylierbare OH-Gruppen des Ouabagenins beteiligt sind,
lassen sich auf Grund sterischer Uberlegungen oder aber wegen des Zwanges, Hydroxyle
an unwahrscheinlichen Stellen der Molekel annehmen zu miissen, nicht konstruieren.
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Das Diacetat, mit Pyridin/Acetanhydrid erhalten, zeigt, daB eine tertiare OH-Gruppe,
nédmlich die an C5, bei der Bildung des heterocyclischen Systems beteiligt sein mu8. Da-
mit ist sowohl Formel IT als auch III vereinbar; daB letztere die richtige ist, 1aBt sich
auf verschiedene Weise zeigen.

Die IR-Spektren der Verbindungen III, IV, VIII und IX zeigen ein charakteris -
sches Triplett starker Intensitdt in der Gegend um 980 cm—1, dessen mittlere Bande die
intensivste ist**). Ouabagenin und seine Derivate absorbieren im selben Bereiche nur
unwesentlich. Im Aceton-ouabagenin finden sich dieselben Banden schon ausgeprigt,
aber nur mit mittlerer Intensitat. Das 2.4.10-Trioxa-adamantan von Stetter***) dagegen
hat in dieser Gegend nur eine sehr breite intensive Bande mit der maximalen Absorption
bei 978 cm~1. Eine zweite Bande, die fiir die C—0—-C—0—C-Gruppierung in unseren
oyclischen Orthoformiaten charakteristisch ist und die in VIII und im Aceton-ouabagenin
komplex ist, liegt in der Gegend um 1150 cm~!, wo auch eine Bande der Acetoxygruppe
auftritt. Sie ist aber sehr intensiv bei den Trioxa-bicyclo-octan-Verbindungen und im
Aceton-ouabagenin, wihrend das Di- und Tetraacetat des Quabagenins dort nur
mittlere Absorption zeigen. Im 2.4.10-Trioxa-adamantan liegt diese starke Bande da-
gegen bei 1160 cm-1.

Bei der Oxydation des Orthoformiats mit Chromtrioxyd in Pyridin nach
Poos und Mitarbb.14) wird eine Dioxo-Verbindung gebildet, die mit Chrom-
trioxyd in Eisessig nicht zu einer Sdure weiter oxydiert werden kann. Daher
diirfte keine der Oxogruppen eine Aldehydgruppe sein, und damit scheidet
die Formel II aus. Mit Tritylchlorid ist am Orthoformiat keine Umsetzung
zu erreichen, was nach Florey und Ehrenstein®) gegen eine primire Oxy-
gruppe an C'® spricht, hier aber auch durch sterische Hinderung bedingt sein
konnte.

*) Eine systematische Benennung nach dem Aza-System wiirde hier zu schwer durch-
schaubaren Namen fiihren und ist wegen der geringen Anzahl derartiger Verbindungen
auch kaum erforderlich. Wir referieren diese Stoffe hier als Quabagenin-(1.5. 19) ortho-
formiate.

*#*) Es ist vorgesehen, die aufgenommenen IR-Spektren in der vom Institut fiir Spektro-
chemie und Angew. Spektroskopie, Dortmund-Aplerbeck, herausgegebenen und in Bilde
im Verlag Chemie erscheinenden Randlochkartei niederzulegen.

*+*) Wir danken Hrn. Dr. Stetter sehr fiir die Uberlassung dieser Substanz.

W) G. I. Poos, G. E. Arth, R. E. Beyler u, L. H. Sarett, J. Amer. chem. Soc.
75, 422 [1953].
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Die Ubertragung der Kondensationsreaktion mit Orthoameisensiure-ester
auf Ouabain selbst ergibt laut Papierchromatogramm Ouabain, Ouabagenin
sowie das cyclische Orthoformiat III, ein vierter Fleck mufl dem cyclischen
Orthoformiat des Ouabains (V) zukommen. Diese Annahme kann noch durch
die Berechnung des Ry -Wertes nach E. R. Reichle?®) gestiitzt werden. Die
Ry -Werte (in Butanol-Pyridin-Wasser) sind fiir Ouabagenin + 0.23, fiir das
cyclische Orthoformiat (III) des Ouabagenins + 0.45, withrend Ouabain und
sein Orthoformiat die Werte —0.12 bzw. +0.09 haben. Der berechnete Wert
fiir die letztere Verbindung wiirde sich zu + 0.10 ergeben. Verwendet man fiir
die Kondensation wasserfreies Ouabain und Zinkchlorid in Methanol, so ent-
steht allein der vierte Fleck des cyclischen Orthoformiats des Glykosids (V).
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Die Formeln Ia, IIIa, VIa, VIb und VII stellen schief axonometrische Bilder
der Atomschwerpunkte und deren Verbindungslinien dar

Sterische Uberlegungen fiihren zur gleichen Formulierung der Orthoformiate.
Der cis-Phloroglucit (VIa, b) liegt frei sicher in tris-iquatorialer Form vor,
da einfache 1.3.5-tris-axial substituierte Cyclohexane nicht bekannt sind!®).
Bei der Uberfithrung in das 2.4.10-Trioxa-adamantan muB somit ein Um-
klappen erfolgen. Im Ouabagenin ist eine tris-iquatoriale Anordnung der

15) Mh. Chern. 86, 69 [1955].

18) W. Klyne, Progress in stereochemistry I, S.51; Butterworths Scientific publi-
cations, London 1954.
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1(B).3(B). 5()-Oxy-Gruppen wegen der Kondensation des Ringes A an dieRinge
B und C unméglich. Infolge der starken AbstoBung der Oxygruppen in 1.3-
Stellung liegt daher der Ring A im Ouabagenin wohl vornehmlich in der Boot-
form (Ia) vor. Solche Bootformen sind dann besonders stabil, wenn durch
Briickenschlag die C-Atome 1 und 4 des Cyclohexanringes einander genihert
sind, wie z. B. im Uzarigeninsdure-(19)-lacton-(19—3) (VII). Auch die 3 Ringe,
die das Bicyclo-octan-System (IITa) bilden, miissen Bootform haben.

Bei der Bildung des Systems II aus der Bootform Ia miifite ein Umklappen
in die Sesselform erfolgen, fiir die des Systems III ist dies nicht notwendig,
da die 3 Oxygruppen an C!, C5 und C'® schon in einer sterisch begiinstigten
Anordnung vorliegen.

Das cyclische Orthoformiat ITI setzt der Hydrolyse viel stirkeren Widerstand ent-
gegen als das 2.4.10-Trioxa-adamantan von Stetter!!). Walrige n/,, Hy80,, 50-proz.
Essigsdure und Eisessig sind bei Zimmertemperatur ohne Einwirkung. Bei lingerem
Erwiarmen auf dem Wasserbad tritt allmahliche Spaltung ein. Papierchromatographisch
a8t sich nachweisen, daB dabei ein Gemisch von Ouabagenin und verschiedenen seiner
Dehydratisierungsprodukte entsteht. Auch die von A. Stoll und E. Seebeck!?s) emp-
fohlene Hydrolyse mit verd. Phosphorsiure liefert das gleiche Ergebnis.

Von N-Bromsuccinimid wird III in wiBrigem Dioxan (50-proz.) nicht an-
gegriffen. Hiermit stelit die Feststellung von L. F. Fieser und S. Rajago-
palan??’)in Einklang, da3 OH-Gruppen in 3- und 12(x)-Stellung unter diesen Be-
dingungen nicht dehydriert werden, gleichzeitig werden dadurch die Positionen 6
und 7(x) nochmals ausgeschaltet. Der Versuch der Oxydation mit dem glei-
chen Oxydationsmittel in tert. Butanol scheitert an der zu geringen Loslich-
keit der Substanz in diesem Losungsmittel. Chromtrioxyd in Eisessig erweist
sich als wenig geeignet, da die entstehenden Ketone durch die Siure zum Teil

0 o o 0
Y /Ny
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O_Hj?/\’/\ o, FYY
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sehr schnell unter Bildung sehr wasserloslicher Derivate weiter verindert wer-
den, wie das Auftreten mehrerer Flecke im Papierchromatogramm zeigt. Bes-
ser bewiihrt sich die elegante Methode von Poos und Mitarbb.14), die auBer
der Vermeidung des sauren Milieus noch einen weiteren Vorteil bietet. Nach
iiblicher Vorreinigung durch Ausschiitteln mit Chloroform 148t sich das allein
entstehende Diketon VIII leicht zur Kristallisation bringen, ohne dafl eine
Chromatographie notwendig wird. Dadurch werden mégliche Sekundirreak-
.tionen an Aluminiumoxyd® 8) ausgeschlossen. Saure Bestandteile entstehen

17) J. Amer. chem. Soc. 71, 3938 [1949]; 72, 5530 [1950].
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bei dieser Reaktion nicht, ein geringer in die Natriumcarbonatlosung iiber-
gegangener Anteil erweist sich nach papierchromatographischen Untersuchun-
gen ebenfalls als Diketon VIII und ist durch die Wasserléslichkeit der Ver-
bindung bedingt.

Kurzes Aufkochen in Eisessig liBt das Diketon unverindert. Dieser Be-
fund schlieBt die Moglichkeit aus, daB eine der Ketogruppen die Stellung 15
einnimmt. Eine 14-Oxy-15-keto-Verbindung wiirde sicherlich unter den ge-
wihlten Bedingungen die Oxygruppe an C4 als Wasser verlieren.

Bei dem Versuch, auf die iibliche Art (in Methanol/Wasser mit Natriumacetat) ein
Oxim darzustellen, wird das Trioxa-bicyclo-octan-Geriist anscheinend tiefgreifend ver-
andert, da sich im Reaktionsansatz papierchromatographisch nicht weniger als sechs
Substanzen nachweisen lassen*). Umsetzung mit Hydroxylamin in Pyridin/Athanol ergibt
dagegen eine einzige, schon kristallisierende Verbindung, die nach der Analyse zwei
Stickstoffatome enthilt. Sowohl 11- als auch 12-Keto-Gruppen werden jedoch in der
Cardenolidreibe nicht oximiert. Die auffillige Aufnahme eines 2. N-Atoms in die Molekel
diirfte jedoch auf einer Umsetzung mit dem cyclischen Orthoformiat-System beruhen,

da Orthoameisensiureester unter den gleichen Bedingungen mit Hydroxylamin eben-
falls reagieren.

Das UV-Spektrum des Diketons VIII hat die iibliche Form eines Keto-
cardenolids mit Amax = 218 my (log € = 4.23) und Amax = 283 mp. (log € =
1.85), wihrend das langwellige Maximum im Sarmentogenon bei 294 my
(log £ = 1.74) und im Digoxigenon bei 285 mp. (log £ = 1.82) liegt. Das ent-
spricht den Angaben von O. Schindler und T. Reichstein8), wonach die

_Ketobande in 11-Oxo-Derivaten um 10—15 my langwelliger liegt als in 12-
Oxo-Verbindungen.

Das Diketon VIII wird von Chromtrioxyd in Eisessig nur langsam unter
Abspaltung der Formiatgruppe angegriffen; eine Aldehydgruppe ist demnach
nicht vorhanden.

Die Reduktion des Diketons VIII mit Natriumborhydrid in 80-proz. Di-
oxan!® 29) ergibt zwei Triole, die jedoch wegen der Anwesenheit schwer zu
entfernenden Bors nicht kristallisiert werden konnten. Abspaltung mit Mannit
und n/,, H,80, verbot sich wegen der Wahrscheinlichkeit eintretender Hydro-
lyse. Dagegen 1iBt sich aus dem Triolgemisch leicht ein reines, kristallines
Acetat IX gewinnen. :

Nach der Analyse handelt es sich hier um ein Monoacetat**), withrend im ur-
spriinglichen cyclischen Orthoformiat beide Oxygruppen veresterbar sind. Auf
dem Umweg iiber das Dehydrierungsprodukt VIII ist also mindestens ein
Hydroxyl so epimerisiert worden, daB es nun sterisch gehindert ist und von
Pyridin/Acetanhydrid nicht mehr angegriffen wird. Ein solches Verhalten ist
bei den hier in Frage kommenden Hydroxylen nur von der 113-Oxy-Gruppe??)
bekannt. Die 6. Oxygruppe nimmt daher im Ouabagenin die Stel-

*y Anm. b. d. Korr.: Inzwischen lieB8 sich auch hierbei die gleiche Verbindung
wie bei der Reaktion in Pyridin/Athanol kristallisieren.

18) Helv. chim. Acta 87, 667 [1954].
19) H. P. Sigg, Ch. Tamm u. T. Reichstein, Helv. chim. Acta 88, 166 [1955].
20) 0. Schindler, Helv. chim. Acta 88, 538 [1955].

**) Dieses Monoacetat 1d8t sich mit Pyridin/Chromsiure zur entsprechenden 11-De-
hydro-Verbindung oxydieren, Schmp. 232—240°, Rp-Wert in Pentanol/Wasser 0.45.
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lung 11 ein unter der sehr wahrscheinlichen Voraussetzung des gleichen
Ringsystems wie in den anderen Cardenoliden; die von Mannich?) bereits
vor 13 Jahren vermutete Formel wird so vollauf bestiitigt, und auch neuer-
dings vorgenommene Aromatisierungen®) lassen sich in befriedigender Weise
deuten.

Sowohl in der C/D-cis- wie -trans-Reihe lassen sich die 11a-, 12a- und 12B-Oxy-Gruppen
unter milden Bedingungen verestern. Bei Herzgiften ist das fiir reine 12«-Oxy-cardeno-
lide noch nicht erwiesen, Caudogenin und Inertogenin mit einer vermuteten 11-Keto-
12a-0xy-Gruppierung werden aber ebenfalls leicht acetyliert®). Die 11B-Oxy-Gruppe im
11-Epi-sarmentogenin und 11-Epi-sarnovid ist nach O. Schindler?®) unter diesen Be-
dingungen nicht acetylierbar.

Die Konfiguration der beiden Oxygruppen im Reduktionsprodukt folgt auf Grund
der bekannten Regeln iiber die Konformation der bei der NaBH,-Reduktion entstehen-
den Alkohole. Ungehinderte Ketone geben dabei vorwiegend aquatorial angeordnete
Oxygruppen, sterisch gehinderte dagegen axiale Substitution. Fiir die 3- und 11-Keto-
Gruppen ist dies oftmals nachgewiesen worden!®:2%), und es liegt somit mit gré3ter Wahr-
scheinlichkeit in IX ein 3a-Acetoxy-11p-ol vor.

Nach der Acetylierung a8t sich in der Mutterlauge papierchromatographisch neben
groBen Mengen des gesuchten Produktes IX noch wenig nicht reduziertes Diketon VIIT
nachweisen, ferner tritt ein weiterer Fleck geringer Intensitét bei 0.64 (Pentanol-Wasser)
auf, bei dem es sich um das 38.113-Epiniere handeln muB}, da nach dem Rg-Wert ein
Diacetat kaum in Frage kommt.

Tafel 1. Molekularrotationen von Cardenoliden und ihren Derivaten

Substanz Lisgm. My

Sarmentogenin . . . . . . . . . . ... ... Athanol | +86°

" Sarmentogenin-diacetat . . . . . . . . . .. .. .. .. Chif. +43°

Sarmentogenon . . . . . . . . . ... .. Chlf. +54°
. 11-Epi-sarmentogenin-acetat-(3) . . . . . . . . . . . .. - Chlf. +108°

Digitoxigenin-acetat . . . . . . . . .. .. .. ... I Chif. +79°
3-Epi-digitoxigenin-acetat . . . . . . . . .. .. . ... Chif. | +175°

Digoxigenin . . . . . . . . .. 0oL i Chif. | +478°
Digoxigenin-diacetat . . . . . . . . ... ... ... Chlf. | +232°
Digoxigenon . . . . . . . . a0t e e v e e e | Chlf. : +502°

Ouabagenin-orthoformiat-(1.5.19) (IIL) . . . . . . . . .. ‘ Py. | 491°

Ouabagenin-orthoformiat-(1.5.19)-diacetat-(3.11) IV) . . . Py. ' +24°
3.11-Dehydro-ouabagenin-orthoformiat-(1.5.19) (VIII) . . . ‘ Py.  +111°

1B.32.53.113.143.19-Hexaoxy-cardenolid-acetat- (3)-ortho- ; ‘

formiat-(1.5.19) IX) . . . . . . . . .. ... | Py I +144°

Tafel 2. Analyse der Molekularrotationen

AM (38—OH, 11a—OH - 33—0Ac, 1la—OAc) = —43°
AM (33-OH, 128-OH — 38—OAc, 128—0Ac) = +154° |

AM (IIT > IV) = -67°

AM (38—0Ac, 11a~0OAc - 3x—0Ac, 118—OH) — +161°

AM (IV - IX) = +120°

AM (38-0OH, 11a—OH - 3-C=0, 11-C=0) = —32° i AM (IIT > VIII) =+ 20°

AM (33—OH, 128—0OH > 3—C=0, 12-C=0) = +424°
1) H. He—gediis, Ch. Tamm u. T. Reichstein, Helv. chim. Acta 88, 98 [1955].
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Damit ist fiir Ouabagenin nicht nur die Stellung der Oxygruppen zu 1, 3, 5,
11, 14 und 19 bestimmt, es kann auch mit Sicherheit die Konfiguration der-
selben angegeben werden. Die in 1 und 5 miissen $-stindig sein, da sonst die
Bildung eines cyclischen Orthoformiats unmdéglich wire. Das Hydroxyl am
C'! kann nur die a-Konfiguration haben, da es sonst nicht acetylierbar wiire,
und fiir das an C'4 ist wegen der Existenz einer Isoverbindung wie in allen
Cardenoliden die $3-Stindigkeit erwiesen. Lediglich fiir die Oxygruppe an C?
gibt es keinen chemischen Konfigurationsbeweis, die betrachtliche cardiotoni-
sche Wirkung spricht aber sehr fiir 3@, da (in der A/B-cis-Reihe) Epi-digitoxi-
genin und 3-Epi-tanghinigenin physiologisch inaktiv sind1?).

Die Analyse der Molekularrotationen steht mit diesen Ergebnissen in qua-
litativ guter Ubereinstimmung, obwohl einerseits die cyclische Orthoformiat-
Gruppierung betridchtliche Vicinalwirkung zumindest auf das Zentrum C?
ausiiben wird und ferner die der Literatur entnommenen Drehungen meist in
Chloroform und Athanol gemessen wurden, wihrend wir wegen der guten Los-
lichkeit fiir alle dargestellten Derivate Pyridin verwendet haben.

Die Werte fiir eine 3.12-Gruppierung sind, soweit bekannt, mit beriick-
sichtigt. Aus der Tafel 2 geht ebenfalls hervor, daf3 eine 123-Oxy-Gruppe im
Ouabagenin sehr unwahrscheinlich ist.

Tamm?8) hat in seiner ausfithrlichen Arbeit tiber die Struktur des Aceton-
ouabagenins die Isopropyliden-Gruppierung zwischen C* und C'* angenommen,
wihrend frithere Autoren die Formulierung einer 1.3-Briicke vorzogen, aller-
dings ohne Beweise dafiir zu haben. Im {3-Ouabagenin-diacetat sollen aber
die beiden Acetyle die Positionen 3 und 19 einnehmen, in der Reaktionsfolge

B
Aceton-ouabagenin A Diacetyl-aceton-ouabagenin 2(: -Ouabagenin-diacetat
X XI XTI

nimmt Tamm daher beim Schritt B eine Umlagerung an. Da aber diese
Reaktion auch in der umgekehrten Richtung méglich ist®), so miiite der
Schritt C wieder unter Umlagerung erfolgen. Thermodynamisch ist dies aber
wenig wahrscheinlich, da die treibende Kraft der Umlagerung B gerade die
Wanderung der Acetyle aus einer labilen in eine stabilere Lage sein diirfte.
Wir sind daher eher der Ansicht, dal bei der Acetylierung von Aceton-oubage-
nin (Schritt A) die Umlagerung erfolgt und méchten die verschiedene Stabili-
tdt der Isopropyliden-Verbindungen X und XI bei der Hydrolyse als Be-
weis hierfiir ansehen. Man kann papierchromatographisch leicht zeigen (vergl.
Versuchsteil), daB XTI leichter hydrolysierbar ist als X.

Fiir Aceton-ouabagenin mochten auch wir die Tammsche Formel mit der
Briicke von 1 nach 19 als richtig annehmen, eine solche zwischen 1 und 5 1aBt
sich aber vorerst nicht ganz ausschlieBen. Die Formulierung des Acetonids
als 1.19-Verbindung laBt vermuten, dafl seine Bildung genau so wie bei der
Darstellung des cyclischen Orthoformiats-(1.5.19) mit Hilfe methanolischer
Salzsdure moglich ist. Tatséchlich ist das Acetonid auch auf diese Weise aus
Ouabagenin leicht darstellbar. Auch die Riickfiihrung des B-Ouabagenin-
diacetates in seine Aceton-Verbindung (XI) gelingt so, allerdings geht die Reak-

Cﬁemisehe Berichte Jahrg, 88 102
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tion viel langsamer vonstatten, was dafiir spricht, daB sich das Aceton diesmal
an andere Oxygruppen anlagern muf} als bei der Verwendung von Ouabagenin
selbst. Strophanthidol reagiert weder mit Orthoameisensédure-ester noch mit
Aceton unter diesen Bedingungen. Die Auffindung zweier isomerer Acetonide
bei einer Abbausiure des Ouabagenins®) unterstiitzt ebenfalls unsere Annahme,
daB bei der Umlagerung die Isopropyliden-Gruppe wandert (A) und nicht die
Acetyle (B und C).

Fiir die Papierchromatographie der leicht wasserloslichen Derivate eignete sich bei
diesen Untersuchungen ausgezeichnet das Gemisch Butanol-Pyridin-Wasser 3:1:3 (leichte
Phase), das fiir die Papierchromatographie der Zucker hiufig verwendet wurde. Die

weniger hydrophilen Verbindungen trennt man besser in Pentanol-Wasser?). Die Rp-Werte
zeigt Tafel 3. )

Tafel 3. Rp-Werte einiger Ouabagenin-Derivate in Bu-Py-Wa 3:1:3
(leichte Phase) und P/Wa

| Bu/Py/Wa | P/Wa
Quabain . . . . . . . .. ... o000 0.43 0.88
Oubagenin . . . . ... ... .. .. .. ..., 0.63 0.78
B-Ouabagenin-diacetat . . . . . . . .. .. ... e 0.75 0.66
Ouabagenin-tetraacetat . . . . . . . . . .. .. ... 0.88 0.26
Aceton-ousbagenin . . . . . . ... .. ..., 0.80 0.49
Diacetyl-aceton-ouabagenin . . . . . . . . P . 0.84
Ouabagenin-orthoformiat . . . . . . ... ... ... 0.74 0.69
Ouabagenin-orthoformiat-diacetat . . . . . . . . . L 0.79 0.26
3.11-Dehydro-ouabagenin-orthoformiat . . . . . . . . . 0.83 0.42
’ -dioxim(?) . . . . 085 - 0.31
18.3x.50.118.148.19-Hexaoxy-cardenolid-acetat- (3 )-ortho-
formiat-(1.5.19) . . . . . . .. .. .. .. ... 0.81 0.49
Ouabain-orthoformiat . . . . . . . . . . . ... ... 0.54
Strophanthidol . . . . . . . .. .. ... ... L. 0.85

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft vielmals fiir die finanzielle
Unterstiitzung dieser Arbeit.

Beschreibung der Versuche

Das verwendete Ouabagenin wurde nach der Methode von Mannich und Siewert?)
gewonnen und das dabei anfallende Acetonid mit 0.6-proz. Schwefelsiure gespalten. An-
schlieBend wurde die Losung mit Bariumcarbonat entséunert und nach Filtration einge-
dampft. Das nach Aufnehmen des Riickstandes in Athanol und Einengen der Losung
ausfallende Genin wurde fiir die nachfolgenden Versuche direkt verwendet, soweit nicht
besondere Angaben gemacht werden. Das Kochen des Acetonids mit salzsdurehaltigem
Athanol empfiehlt sich weniger, da dabei schon geringe Mengen von Nebenprodukten
(Dehydratisierung ?) aus dem Ouabagenin entstehen, wie sich papierchromatographisch
nachweisen laBt.

Die TR-Spektren wurden von E. Hohmann in der Organ. Abteil. des Chemischen
Staatsinstituts Hamburg mit einem Perkin-Elmer-Apparat (in KBr), die UV-Spektren
mit einem Beckman-Spektrophotometer aufgenommen. Die Schmelzpunkte wurden auf
einem Heiztisch nach Kofler bestimmt und sind nicht korrigiert. Die Analysen wurden
von Dr. R. Kretz im Institut f. Organ. und Pharmaz. Chemie der Universitit Graz
und von Dr. F. Pascher, Bonn, ausgefiihrt.

2y R. Tschesche, G. Grimmer u. F. Seehofer, Chem. Ber. 86, 1235 [1953)].
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Ouabagenin-orthoformiat- (1.5.19) (III): 1.98 g Ouabagenin (aus Nitrobenzol
oder Athanol umkrist.) wurden mit 84 cem 0.54-proz. methanol, Salzsiure unter Riihren
mit 5.0 cem Orthoameisensiure-dthylester versetzt. Dabei trat oft beréits wih-
rend des Losens eine kristalline Fillung des Orthoformiats auf (0.74 g). Durch Ein-
engen der Losung konnten nochmals 0.63 g krist. Materials gewonnen werden. Beim
volligen Eindampfen der Mutterlauge entstand ein gelblicher Schaum, aus dem beim
Umkristallisieren noch eine weitere Menge Kristalle erhalten werden konnten. Eine ge-
ringe gelbliche Verunreinigung lie sich mit Methanol leicht auswaschen. Eine Entfer-
nung der Séure vor dem Eindampfen bot keine Vorteile, eine Fallung mit Ather/Petrol-
ather lieferte das gleiche Material.

Die Verbindung ist gut 16slich in Methanol, Athanol sowie in Pyridin, mit Wasser
1a0¢ sie sich aus diesen Losungsmitteln nicht ausfillen. MaBig ist die Lislichkeit in Aceton
und Dioxan. Aus Pyridin/Ather/Petrolither oder Dioxan/Petrolither wurden dicke, oft
zu Drusen vereinigte Prismen vom Schmp. 286—290° und aus Aceton/Petrolather dicke,
stumpf abgeschrigte, kleine Siulen vom Schmp. 203—304° erhalten.

[]§: +20.2° + 2° (Pyridin, ¢ = 1.187).

CyaH330; (448.5) Ber. C64.27 H7.19 Gef. C63.98 H7.11

Es ist nicht notwendig, aus Nitrobenzol umkristallisiertes Ouabagenin zu verwenden,
gleich gute Ergebnisse erhilt man auch mit solchem, das nach der Spaltung des Acetonids
durch Einengen der alkoholischen Lisung zu erhalten ist.

An Stelle der methanol. Salzsiure konnte auch ein Methanol verwendet werden, in
das eine geringe Menge Bortrifluorid geleitet worden war. GroBlere Mengen davon sowie
von Chlorwasserstoff sind zu vermeiden, da sie Anla8 zur Bildung von Dehydratisierungs-
produkten geben.

Diacetat des Ouabagenin-orthoformiats-(1.5.19) (IV): 184 mg Ouaba-
genin-orthoformiat (IIT) wurden in 10 ccm Pyridin und 1.2 ccem Acetanhydrid
2 Tage bei Zimmertemperatur stehengelassen. Die iibliche Aufarbeitung ergab 272 mg
Rohprodukt, das in 3 cem Chloroform/2 cem Ather gelést wurde; die Lésung mit Petrol-
ather bis zur Triibung versetzt, lieferte 172 mg Kristalle vom Schmp. 175—181°. Eine
nochmalige Kristallisation aus Chloroform/Petrolather ergab tetraederartige Kristalle, oft
zu kugeligen Aggregaten vereinigt, die bei 184—185° schmolzen, dann wieder fest wurden,
um endgiiltig bei 230—231° zu schmelzen.

[«]§: +4.5° £ 2° (Pyridin, ¢ = 0.678).

CosH36010 (532.8) Ber. C63.14 H 6.81 CH,CO 16.10
Gef. C63.20 H 6.90 CH,CO 16.41

3.11-Dehydro-ouabagenin-orthoformiat-(1.5.19) (VIII):

a) mit Chromtrioxydin Pyridin: 2.27 g Orthoformiatdes Ouabagenins (IIT),
in 50 ccm Pyridin gelost, wurden mit einer Suspension von 2.02 g Chromtrioxyd in
35 cem Pyridin versetzt, worauf der Chromsiure/Pyridin-Komplex sofort in Lisung ging
und nach etwa 10—15 Min. eine dichte Abscheidung brauner, amorpher Flocken begann.
Nach 24 Stdn. wurde mit 100 g Eis versetzt und nach Zugabe von 5 ccm Methanol noch-
mals 24 Stdn. stehengelassen. AnschlieBend wurde sechsmal mit 150 ccm Chloroform
ausgeschiittelt. Die Chloroform-Losung wurde filtriert, um braune Flocken zu entfernen
und mit moglichst wenig 22H,S0,, eiskalter 2nNa,CO; und schlieBlich mit Wasser ge-
waschen. Die Chloroform-Lésung hinterlie8 nach dem Trocknen und Eindampfen 2.66 ¢
eines braunen Schaumes. Er wurde mit wenig Dioxan ausgekocht, wobei ein betricht-
licher Riickstand blieb. Dieser wurde im Soxhlet-Apparat mit Dioxan extrahiert. Es
entstand eine leicht gelbliche Losung, die nach dem Versetzen mit Petrolither 586 mg
schwach griinlich gefirbte Kristalle lieferte. Aus der Mutterlauge konnte beim Ein-
dampfen, ebenso aus dem ersten Dioxan-Auszug mit Petrolither, weiteres kristallisiertes
Material gewonnen werden. Beim Umbkristallisieren aus Dioxan/Petrolither wurden
diinne Stabchen erhalten, die meist zu Biischeln vereinigt waren, vom Schmp. 257—258°.
Aus Pyridin/Ather/Petrolither entstanden flache breite Blattchen von einem unscharfen
Schmp. von 256—280°. . .
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Als besonders brauchbares Losungsmittel zum Umkristallisieren und vor allem zum
Anreiben erwies sich Acetonitril, das allein oder auf Zusatz von Ather/Petrolither sechs-
eckige Prismen vom Schmp. 270—272°, nach Sintern bei 260°, lieferte. Aus Methanol/
Ather/Petroliather Sternchen diinner Stibchen vom Schmp. 271-272°,

[x]ff: +24.9° 4 3° (Pyridin).

CyqHp05 (444.5) Ber. C64.85 H6.50 Gef. C 64.66 H 6.32

b) mit Chromtrioxyd in Eisessig: 224 mg Ouabagenin-orthoformiat-(1.5.19)
wurden in 14 cem gegen CrO; bestéindigem Eisessig gelost und innerhalb 1 Stde. portions-
weise mit insgesamt 5.6 ccm einer 2-proz. Chromtrioxyd-Losung in Eisessig versetazt.
Nach einer weiteren Stunde fiigte man 2 ccm Methanol zu und brachte nach 2stdg. Stehen-
lassen i. Vak. zur Trockne (weiBer Schaum, 103 mg). Nach Losen in Methanol wurde
wieder eingedampft, in Chloroform aufgenommen und mit wenig 2 » H,SO,, 2 n Na,CO,
und Wasser ausgeschiittelt. Nach dem Trocknen iiber Natriumsulfat wurde eingedampft
und dann aus Dioxan/Petrolather umkristallisiert. Es resultierten 18.4 mg rohe Kristalle,
die sich nach weiterer Reinigung mit dem nach a) dargesteliten Produkt identisch erwie-
sen. Im sauren und natriumcarbonatalkalischen Waschwasser findet sich im wesentlichen
dasselbe Produkt, im letzten Waschwasser dagegen tritt vor allem eine Substanz mit
groBerem Rp-Wert (Pentanol-Wasser) auf, die bisher nicht kristallisiert werden konnte.

Dioxim(?) von VIII: 50 mg des 3.11-Dehydro-ouabagenin-orthoformiats-
(1.5.19) wurden mit 79 mg Hydroxylamin-hydrochlorid in 1cem Pyridin und
1.5 ccm Athanol 1 Stde. auf dem Wasserbad erwiirmt. Danach wurde die Losung zur
Trockne eingedampft, der Riickstand mit Wasser aufgekocht und das Ungelgste abfil-
triert. Dieses Material (42 mg) wurde aus Pyridin unter Zusatz von Ather/Petrolither
umkristallisiert und zu Biischeln vereinigte lange Nadeln erhalten, die bei 302—303°
schmolzen. Sie sind praktisch unléslich in Wasser und den meisten organ. Losungsmitteln
auller Pyridin und Morpholin. Eine geringe Loslichkeit besteht auch in Dioxan.

[«]8: —72.0° + 2° (Pyridin, ¢ = 1.000).

Cp H300sN, (474.5) Ber. C60.75 H6.37 N 590 Gef. C60.80 H6.75 N 5.84

1(8).3(x).5(3).11(8).14(B).19-Hexaoxy-cardenolid-acetat-(3)-orthoformiat-
(1.5.19) (IX): 132mg 3.11-Dehydro-ouabagenin-orthoformiat-(1.5.19) wur-
den in 20 cem 80-proz. Dioxan gelost und mit 84 mg Natriumborhydrid in 10 cem
80-proz. Dioxan versetzt. Nach 14stdg. Aufbewahren bei Zimmertemperatur wurde auf 0°
gekiihlt und die Losung mit 2 » H,S0, auf pg 2 gebracht. Dann wurde das Dioxan i.Vak.
unter gleichzeitigem Zutropfen von 60 ccm Wasser entfernt und die verbleibende Lo-
sung auf ein kleines Volumen eingeengt. AnschlieBend wurde sie mit je 80 cem Chloro-
form fiinfmal ausgeschiittelt, die Chloroform-Lésung in der iiblichen Weise gewaschen
und eingedampft. Es hinterblieben 122 mg Rohprodukt. Sie wurden mit 5 ccm Pyridin
und 1.5 ccm Acetanhydrid zunéchst 1 Stde. auf dem Wasserbad erhitzt und das Ge-
misch dann noch 2 Tage bei Zimmertemperatur stehengelassen. Die tibliche Aufarbei-
tung ergab 111 mg, die beim Umbkristallisieren aus Methylenchlorid/Petroléther 48 mg
Drusen lieferten. Methylenchlorid ergab dichte Biischel feinster Nidelchen vom Schmp.
171-174°. Aus der Mutterlauge konnte mit Petrolither eine weitere kleine Menge Kri-
stalle gewonnen werden. Dagegen konnten aus Chloroform oder Chloroform/Petroléather
nur amorphe Abscheidungen erzielt werden.

[l$: +27.1° & 2° (Pyridin, ¢ = 0.664).

Fein zerrieben schmilzt das Acetat bei 166—170°, gemischt mit dem Acetat IV
vom Schmp. 1756—178°/230—231° ergab sich ein Misch-Schmp. von 162—-170°.

CogH340p (490.5) Ber. C63.65 H 6.99 CHyCO 8.77 Gef. C63.94 H 7.13 CH,CO 9.47

Ouabagenin-acetonid (X): 55mg Ouabagenin (aus Nitrobenzol umkristalli-
siert) wurden unter Riihren in 2.5 cem 0.54-proz. methanol. Salzsiure mit 0.4 ccm Ace-
ton versetzt. Nach 15 Min. wurde die bald aufgetretene amorphe Abscheidung abfil-
triert (46 mg) und aus Nitrobenzol oder Dimethylformamid umkristallisiert. Schmp. 297
bis 300°.

Ouabagenin-acetonid-diacetat (XI): 33 mg 8-Ouabagenin-diacetat wurden
mit 2.5 cem 0.54-proz. methanol. Salzsiure und 0.4 ccm Aceton bei Zimmertemperatur
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stehengelassen. Nach einigen Stunden hatte sich erst ein geringer Teil umgesetzt, nach
4 Tagen war aber nur mehr Acetonid nachweisbar. Die Lésung wurde darauf mit Amber-
lite IRA 410 durch Schiitteln entsiuert und anschlieBend i. Vak. zur Trockne eingedampft.
Aus Aceton/Petrolither wurden wenige Kristalle erhalten, die bei 261° schmolzen. Die
schlechte Ausbeute scheint durch die Adsorption an den Ionenaustauscher bedingt zu
sein.

Zur Verseifung nach Sneeden und Turner®) l6st man XI bzw. X in heilem Eis-
essig (¢ = 0 Min.) und trigt sofort einen Tropfen auf einen Papierstreifen auf (£ = 1 Min.),
verdiinnt kalt mit der gleichen Menge Wasser (f = 3.5 Min.), trigt nach 5 Min. nochmals
einen Tropfen auf und entwickelt. Das Papierchromatogramm zeigt im ersten Fall
etwa 5—109%, der Verbindung XTI neben unverindertem XI an, aber bereits nach 5 Min.
sind nur mehr 59, Acetonid vorhanden, wihrend der Rest hydrolysiert ist. Die Mengen
wurden aus der Intensitit der Farbflecke im Papierchromatogramm nach dem Einsprii-
hen mit dem Reagens nach Kedde geschitzt. Obwohl nun zum Losen des Aceton-ouaba-
genins (X) in Kisessig lingeres Kochen erforderlich ist, zeigt das Chromatogramm bei
gleicher Arbeitsweise, wie oben angegeben, nach dem Verdiinnen mit Wasser noch etwa
509% Acetonid an, erst nach lingerem Stehenlassen tritt véllige Hydrolyse ein.

222. Rudolf Tschescheund Gernot Grimmer: Uber pflanzliche Herz-
gifte, XXX, Mitteil.V): Neue Glykoside aus den Blittern von Digitalis
purpurea und Digitalis lanata

[Aus der Biochemischen Abteilung des Chemischen Staatsinstituts
der Universitit Hamburg]

(Eingegangen am 27. Juni 1955)

Aus den Blittern von Digitalis purpurea und Dig. lanata wurde
Strospesid isoliert. Ferner findet sich hier neben dem bekannten -
Diginin das cardiotonisch unwirksame Digifolein C,;H,,04, das eben-
falls p-Diginose enthilt. Nur aus Dig. purpurea konnte herzunwirk-
sames Digipurpurin, CaoHg,0;,, isoliert werden. Bei der Saurespal-
tung gab es 3 Moll. p-Digitoxose und ein Anhydrogenin C,,H,,0,,
das durch Verlust einer Oxygruppe aus dem wahren Aglykon Digipur-
purogenin C,;H,,0; entstanden war. In Dig. lanata wurde unter den
stirker wasserloslichen Glykosiden eine weitere Verbindung in Form
des Heptaacetates Cy;H,0,4 (C,H,0), aufgefunden, welche die Be-
zeichnung Glucogitofucosid erhielt. In ihr ist Gitoxigenin mit Fucose
und Glucose verkniipft. Es konnte festgestellt werden, daB sich
Digitalinum verum in den Bléttern von Dig. lanata acetylfrei findet.

Bei Arbeiten, welche die Isolierung des 1948 von japanischer Seite be-
schriebenen ,,Digicorin* zum Ziele hatten?), waren wir in den Blittern von
Dig. lanata auf mehrere neue Glykoside gestoBen, von denen wir zundchst
Gitorin beschrieben haben?®). Dieses Glykosid ist inzwischen von M. Ishi-
date und M. Okada#*) auch in den Blittern von Dig. purpurea nachgewiesen
worden. In einer weiteren Arbeit haben diese Autoren die Angaben iiber die
Isolierung von -,,Digicorin“ widerrufen®). Inzwischen erschienen zwei Ar-

1) XXIX. Mitteil.: R. Tschesche u. G. Snatzke, Chem. Ber. 88, 1558 [1955].

2) K. Tamura, Y. Kobayashi u. K. Tokita, Jap. J. med. Sei. 1, 206 [1948].
%) R. Tschesche, G. Grimmer u. F. Neuwald, Chem. Ber. 85, 1103 [1952].

%) Pharmac. Bull. Jap. 1, 304 [1953].

5) M. Ishidate, M. Okada u. Y. Sasakawa, Pharmac. Bull. Jap. 1, 186 [1953].



