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Digitanolglykoside, XVIII D
Die Struktur des Digacetigenins?2

Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitit Bonn

(Eingegangen am 25. April 1967)
|

Das bisher als einheitlich angesehene Digacetigenin, Aglykon des aus portugiesischen Digi-
talis-Drogen gewonnenen Digacetinins, wurde als eine Mischung erkannt, in der etwa 25%;
des Su.6-Dihydro-Analogen vorliegen. Beide Komponenten lieBen sich an mit Silbernitrat
impragniertem Kieselgel trennen. Die fritheren Strukturvorschlige fiir das Digacetigenin
(1, 2) wurden widerlegt und — vor aliem mittels NMR- und massenspektrometrischer Unter-
suchungen — eine neue Strukturformel abgeleitet. Digacetigenin stellt danach 3$3.14-Dihydroxy-
123-acetoxy-AS-14f3-pregnendion-(15.20) (3) dar.

Aus einer portugiesischen Digitalis-Droge wurde 1957 ein als Digacetinin bezeich-
netes Glykosid isoliert3), dessen Aglykon, Digacetigenin, spiter auch aus technischen
Digitoxin-Priaparaten gewonnen werden konnte#, Digacetigenin besitzt die Summen-
formel Cy3H3206 und ist ein mit Essigsdure verestertes C,;-Steroid. Auf Grund seines
chemischen Verhaltens wurde ihm damals die Struktur 1 zugeschrieben, die jedoch
einige Jahre spiter von Shoppee und Lack3) revidiert wurde. Diese Autoren bestitigten
das Vorliegen einer 3p-Hydroxy-AS-en-Gruppierung und eines 15-Ketons, verinderten
aber die Positionen der zweiten Carbonylgruppe, des tertiiren Hydroxyls und der
Acetoxygruppe (2). DaB in der Position 20 eine Carbonylfunktion vorliegt, erkannten
sie vor allem an dem fiir Methylketone typischen NMR-Signal bei v = 7.64. In
Anlehnung an die zu jener Zeit fiir das Digiprogenin angenommene Strukturformel®
— besonders auf Grund der in beiden Fillen zu einem A16-En-15.20-dion fiihrenden
Dehydratisierung und der Analogie in den NMR-Spektren — wurde die tertiire
OH-Gruppe nach C-17 verlegt; inzwischen berichtigten Saros und Mitarbb.7) aller-
dings die Formel des Digiprogenins; dieses besitzt danach keine 17-, sondern eine

1) XVII. Mitteil.: R. Tschesche und G. Marwede, Tetrahedron Letters [London] 1967, 1359.
2) Auszug aus der Dissertat. H. G. Berscheid, Univ. Bonn 1967.

3) R. Tschesche, W. Hammerschmidt und G. Grimmer, Liebigs Ann. Chem. 614, 136 (1958).
4) R. Tschesche, W. Hammerschmidt und G. Snatzke, Liebigs Ann. Chem. 642, 119 (1961).
5) C. W. Shoppee und R. E. Lack, J. chem. Soc. [London] 1964, 3611.

8) D. Satoh, Chem. pharmac. Bull. [Tokyo] 8, 270 (1960), C. A. §8, 9472 (1961); D. Satoh
und M. Horie, ebenda 12, 979 (1964); C. W. Shoppee und R. E. Lack, J. chem. Soc.
[London] 1964, 3619.

7 D. Satoh, S. Kobayashi und M. Horie, Chem. pharmac. Bull. [Tokyo] 14, 552 (1966),
C. A. 65, 12262d (1966); D. Satoh und S. Kobayashi, ebenda 15, 248 (1967).
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14-OH-Gruppe. Die Acetoxygruppe des Digacetigenins schlieBlich kann, wie Shoppee
und Lack aus den NMR-Spektren ableiteten, nur an C-1 oder C-12 haften, Sie ent-
schieden sich fiir die 1-Stellung, da sie bei einem aus Desacetyl-digacetigenin erhalte-
nen Oxydationsprodukt nach Zusatz von Alkali eine bathochrome Verschiebung der
UV-Absorption beobachteten, die auf eine £-Dicarbonylgruppierung zuriickgefiihrt
wurde. Das daraus zu folgernde 1.3-Diol legten sie in Analogie zu dem Spirostendiol
Ruscogenin® in den Ring A9).
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Bei der Uberpriifung der von frijher34 noch vorhandenen Substanzreste mit
modernen physikalischen Methoden kamen wir zu Widerspriichen beziiglich der
Stellung der tertiiren Hydroxyl- und der Acetoxygruppe in 2. AuBlerdem stellte sich
heraus, daB als Begleiter stets eine Dihydroverbindung vorhanden war. Zusitzliches,
von Reichstein zur Verfligung gestelltes Digacetigeninl® versetzte uns in die Lage,
diese Dihydro-Komponente abzutrennen und eine neue Untersuchung aufzunehmen.
Gestiitzt vor allem auf die NMR- und Massenspektrometrie sowie durch eine Ver-
kniipfung mit dem Digitenol Purprogenin (5)11) ergab sich fiir Digacetigenin die
Formel eines 3[3.14-Dihydroxy-12-acetoxy-A5-14f3-pregnendions-(15.20) (3).

Abtrennung des Dihydro-digacetigenins

Nach den Massenspektren des aus verschiedenen Quellen stammenden natiirlichen
Digacetigenins 34,10 und aller daraus gewonnenen Derivate enthielten die Substanzen
stets eine Beimengung mit einem um zwei Masseneinheiten groferen Molekular-
gewicht. Da diese auch in einem CrO;3-Oxydationsprodukt (9) noch vorhanden war,
schied eine vom Digacetigenin durch Ersatz einer Carbonylgruppe durch eine sekun-
dire Hydroxylgruppe sich ableitende Verbindung aus. Es war daher anzunehmen,

8) D. Burn, B. Ellis und V. Petrow, Proc. chem. Soc. [London] 1957, 119, und J. chem. Soc.
[London] 1958, 795.

9) In einer kiirzlich erschienenen Mitteilung von C. W. Shoppee, R. E. Lack und B. C. New-
man, J. chem. Soc. [London] (C) 1967, 339, wurden aufgrund vergleichender Untersuchun-
gen am Ruscogenin jedoch Zweifel an der 1-Stellung der Acetoxygruppe des Digaceti-
genins geduflert, ohne dafB ein neuer Strukturvorschlag erfolgte.

10) Herrn Prof. Dr. T. Reichstein sei auch an dieser Stelle sehr fiir die Uberlassung von | g
Rohdigacetigenin gedankt, aus dem sich 850 mg natiirliches Digacetigenin gewinnen
lieBen. Nach seinem Begleitschreiben (vom 10. Juni 1964) handelt es sich dabei um das
gleiche Material, das auch Shoppee und Lack3) fiir ihre Untersuchungen benutzt haben.

11) D. Satoh, H. Ishii und Y. Oyama, Chem. pharmac. Bull. [Tokyo] 8, 657 (1960), C.A.
55, 16594d (1961); D. Satoh, Annu. Rep. Shionogi Res. Lab. [Osaka) 14, 14 (1964), C. A.
62, 3883 ¢ (1965). Herrn Dr. D. Satoh danken wir sehr fiir eine Purprogenin-Probe.
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daB es sich um ein 5.6-Dihydro-digacetigenin handelte. Dies erklirte auch, warum
natiirliches Digacetigenin nach den iiblichen Methoden der Diinnschichtchromato-
graphie einheitlich zu sein schien. Eine Trennung der beiden Komponenten gelang
erst an mit Silbernitrat imprigniertem Kieselgel!2). Mit dieser Technik lieBen sich
dann auch durch Sdulenchromatographie kleine Mengen reinen Digacetigenins und
der Dihydroverbindung gewinnen, mit denen die notwendigen spektroskopischen
Untersuchungen durchgefiihrt werden konnten.

Die durch hochauflésende Massenspektrometrie ermittelten Summenformeln
betragen C,3H3206 fiir das Digacetigenin — dies entspricht dem friiher bestimmten
Wert3) — und C,3H340 fiir das Dihydro-digacetigenin. Die Massenspektren beider
Verbindungen sind weitgehend analog, die As-Doppelbindung des Digacetigenins
wirkt sich lediglich durch die gegeniiber dem Dihydro-digacetigenin erheblich groflere
Neigung zur Eliminierung der 38-OH-Gruppe aus (vgl. die Diskussion auf S. 3300).

Charakteristische Unterschiede treten in den NMR-Spektren auf: Das Signal fiir
das Vinylproton im Digacetigenin bei T = 4.55 fehlt im Spektrum der Dihydro-
verbindung, und die Signale der anguliren Methylgruppen erscheinen fiir Digaceti-
genin bei T = 8.90 und 9.01, fiir Dihydro-digacetigenin aber bei T = 8.93 und 9.22.
Ordnet man nun jeweils den zuerst genannten Wert der CH3-18-Gruppe, den zweiten
der CH3-19-Gruppe zu, so stimmen die sich ergebenden Verschiebungen von +-0.03
bzw. +0.21 ppm vollig iiberein mit den Differenzen zwischen einem 3f3-Hydroxy-5a-
steroid und dem AS5-En-3f-o0l, nimlich +0.02 ppm fiir CH3-18 und +0.21 ppm fiir
CH3-19 (Zum Vergleich: zum entsprechenden 58-Steroid betragen die Differenzen
+0.02 und +0.06 ppm)1», Da alle {ibrigen Signale in beiden Fillen gleichartig sind,
muB der gesittigte Begleiter des Digacetigenins also ein 5¢.6-Dihydro-Analoges
darstellen (4). — Die obige Zuordnung der Methylsignale bedeutet eine Vertauschung
gegeniiber der von Shoppee und Lack® fiir das Digacetigenin angegebenen Deutung;
sic wird aber durch den auf S.3303/3304 beschriebenen Vergleich mit authen-
tischen Modellsubstanzen bestitigt.

Der Anteil von 4 am natiirlichen Digacetigenin-Gemisch lie sich aus dessen
NMR-Spektrum durch Integration der Methylsignale zu ungefihr 20 —25 %, abschiit-
zen. Ein zuverlissigeres Ergebnis brachte ein. Molekiil-Massenspektrum14}, das im
Dresdener Institut Manfred von Ardennes aufgenommen wurdels): Danach betrigt
der Anteil des Dihydro-digacetigenins etwa 25%,. — DaB in derselben Pflanze ein
gesittigtes (N-freies) Pregnan-Derivat neben seinem AS-ungesittigten Analogen

12) [, J, Morris, Chem. and Ind. 1962, 1238; H. Wagner, J.-D. Goetschel und P. Lesch,
Helv. chim. Acta 46, 2986 (1963).

13) R. F. Ziircher, Helv. chim. Acta 44, 1380 (1961), 46, 2054 (1963); K. Tori und K. Aono,
Annu. Rep. Shionogi Res. Lab. [Osaka) 14, 136 (1964); N. S. Bhaccaund D. H. Williams,
Applications of NMR Spectroscopy in Organic Chemistry, Holden-Day, San Francisco
1964.

14) M. von Ardenne, K. Steinfelder, R. Tiimmler und K. Schreiber, Experientia [Basel] 19,178
(1963); Anwendung auf hochsubstituierte Steroide: M. von Ardenne, R. Tiimmler, Ek.
Weiss und T. Reichstein, Helv. chim. Acta 47, 1032 (1964).

15) Herrn Prof. Dr. K. Schreiber, Gatersleben, sei fiir die Vermittlung dieser Aufnahme
bestens gedankt.
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vorkommt, ist bisher anscheinend erst in einem Fall beobachtet worden 16): in Xysmalo-
bium undulatum R. Br. konnte neben AS-Pregnenol-(33)-on-(20) auch das 5x-Pregnan-
0l-(3B)-on-(20) nachgewiesen werden1!7).

Reaktionen des Digacetigenins

Die Strukturermittlung des Digacetigenins stiitzt sich vorwiegend auf spektro-
skopische Methoden. Die dazu benétigten Derivate und einige ihrer Reaktionen
werden im folgenden kurz beschrieben.

Oxydation von natiirlichem Digacetigenin nach Jones et al.18) mit anschlieBender
Isomerisierung der Doppelbindung ergab das A4-En-3-on 9, das mit methanolischer
KHCO3-Losung zu 10 verseift wurde., Nach dem Strukturvorschlag 25) hitte sich in
diesem Produkt die sekundire OH-Gruppe zu einem Al4-Dien-3-on abspalten
lassen sollen8). Nach Kochen mit methanolischer KOH konnte jedoch kein ent-
sprechender Chromophor nachgewiesen werden (UV- und IR-Spektren).

Desacetyl-digacetigenin3) (6) lieferte durch CrOs3-Oxydation und anschlieBende
kurzzeitige Behandlung mit methanolischer KOH das Tetraketon 8. Dieses wies im
UV-Spektrum die fiir A4-En-3-keto-steroide typische Absorption bei 240 mp auf,
die durch Zugabe von Alkali nicht verindert wurde. Dies steht im Widerspruch zu
den bereits eingangs erwiahnten Angaben von Shoppee und LackS), die bei einem
entsprechenden Oxydationsprodukt in alkalischer Losung UV-Maxima bei 256 und
368 my. gefunden hatten. Eine Deutung dieser UV-Absorptionen ist uns nicht méoglich,
denn auch unter energischeren Oxydationsbedingungen erhielten wir neben 8 lediglich
groBere Mengen an Nebenprodukten, darunter das A4-En-3.6-dion!?’ (massen-
spektrometrisch identifiziert) und durch Offnung des Ringes D gebildete Lactone?. 19
(vg—o um 1775/cm).

Durch katalytische Hydrierung des Digacetigenins und nachfolgende Oxydation
entstand ein 3-Dehydro-dihydro-digacetigenin (13), das zu etwa gleichen Teilen aus
dem 5¢- und 5B-Epimeren bestand (aus den Intensititen der CH3-19-Signale im
NMR-Spektrum abgeschitzt), Verseifung mit KHCOj fithrte zu 14, das mit Chrom-
siure in das gesittigte Tetraketon 12 iibergefiihrt wurde. — Auch aus 14 lieB sich die
sekunddre OH-Gruppe nicht eliminieren, wie es gemilB Strukturvorschlag 25 zu
erwarten gewesen wire: Einwirkung von konzentrierter Salzsiure in Aceton 20
lieferte meben unverindertem Ausgangsmaterial nur geringe Mengen unpolarer
Nebenprodukte, unter denen sich nach dem UV-Spektrum keine Al-En-3-keto-
Verbindung befand.

16} Vgl. die Ubersicht von R. Tschesche, Pfianzliche Steroide mit 21 Kohlenstoffatomen,
in L. Zechmeister (Herausg.), Fortschr. Chem. org. Naturstoffe, Bd. XXIV, 8. 100,
Springer-Verlag, Wien 1966.

17) R. Tschesche und G. Snatzke, Liebigs Ann. Chem. 636, 105 (1960).

18) K. Bowden, 1. M. Heilbron, E. R. H. Jones und B. C. L. Weedon, J. chem. Soc. [London}
1946, 39.

19) H. Hasegawa, Y. Sate und K. Tsuda, Chem. pharmac. Bull. [Tokyo] 9, 409 (1961), C. A.
55, 24827 ¢ (1961).

20) C. C. Bolt, W. J. Mijs, F. J. Zeelen und S. A. Szpilfogel, Recueil Trav. chim. Pays-Bas 84,
626 (1965).
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Digacetigenin-diacetat (11) war frilher4 durch Acetylierung mit KHSO4/Acet-
anhydrid bei 100° dargestellt worden. Es 1468t sich auch unter milderen Bedingungen —
mit Acetanhydrid/p-Toluolsulfonsiure in Fisessig bei Raumtemperatur2l) — gewin-
nen. Die katalytische Hydrierung der AS-Doppelbindung fiihrte auch hier zu einem
Stereoisomeren-Gemisch (15).
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*) Diese Derivate wurden aus dem natiirlichen Digacetigenin-Gemisch gewonnen und
enthalten daher als Nebenprodukt noch die entsprechende 5a-H-Verbindung.

21) J. D. Cocker, H. B. Henbest, G. H. Phillipps, G. P, Slater und D. A. Thomas, J. chem. Soc.
[London] 1968, 6.
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Behandelt man Digacetigenin mehrere Stunden mit methanolischer KOH und
acetyliert anschlieBend wieder, so erhilt man ein Isodigacetigenin-3-acetat (17)4.5),
Durch chromatographische Auftrennung konnten wir jetzt daneben noch das nicht
umgelagerte Digacetigenin-3-acetat (16) fassen, das aus Digacetigenin auch mit
Acetanhydrid in Pyridin entsteht3). Die Mengenverhiltnisse betrugen etwa 759
17B8-H-Isomeres 17 und 259%, 17«-H-Verbindung 16; dies entspricht den bei anderen
143-Hydroxy-20-keto-steroiden aufgefundenen Werten 22-24) und bestétigt, daBl auch
hier die 178-H-Form das thermodynamisch stabilere Isomere darstellt25),

Wie beschrieben, war das Verhalten der Verbindungen 8, 10 und 14 mit der von Shoppee
und Lack® fiir das Digacetigenin angenommenen 1-Acetoxygruppe (2) unvereinbar. Zum
gleichen Ergebnis fithrten die NMR-Spektren authentischer 1.3-disubstituierter Steroide, des
Ruscogenin-diacetates8) (1B.3B-Diacetoxy-AS-spirosten), des 183.33-Diacetoxy-AS-androsten-
ons-(17)8) und des 3B-Hydroxy-1B-acetoxy-AS-pregnenons-(20) 26); sie ergaben ndmlich
deutliche Unterschiede zum NMR-Spektrum des Digacetigenins: Das CHj3-19-Signal dieser
Verbindungen liegt bei T = 8.82 bis 8.86 (Digacetigenin: T = 9.01), das Vinylproton an C-6
bei T = 4.3—4.4 als verbreitertes Dublett mit einer Aufspaltung von 5 Hz (Digacetigenin:
T = 4.55, breites Singulett) und das la-Proton bei T = 5.3 —5.3527) als Quartett mit einer Auf-
spaltung von 4.5 und 11.5 Hz (im Digacetigenin liegt das >CH—OAc—Signa] bei T = 5.6 als
unscharfes Quartett mit etwa derselben Aufspaltung).

Der Beweis, daB im Ring A des Digacetigenins neben der Hydroxylgruppe an C-3
keine weitere Sauerstoff-Funktion vorhanden ist, gelang mit Hilfe der Massen-
spektrometrie. Dazu muBte ein Derivat hergestellt werden, mit dem eine gezielte
Fragmentierung der Ringe A oder B des Steroidgeriistes zu erreichen war. Bei allen
oben beschriebenen Verbindungen beschrinkte sich der elektronenstoB-induzierte
Zerfall nimlich — von der einfachen Eliminierung der Substituenten abgesehen —
nur auf den Ring D; weder die AS-Doppelbindung?8) noch die A4-En-3-on-Grup-
pierung29) (8, 9, 10) leitete eine charakteristische Fragmentierung ein. Da die Dar-
stellung des fiir diesen Zweck besonders geeigneten 3-Monoithylenketals3!) nicht
gelang, entschieden wir uns fiir eine oxydative Aufsprengung der AS-Doppelbindung.

22) H. Mitsuhashi und T. Nomura, Chem. pharmac. Bull. [Tokyo] 11, 1333 (1963), C. A. 60,
5596a (1964).

23) R. Tschesche, G. Briigmann und G. Snatzke, Tetrahedron Letters [London] 1964, 473;
R. Tschesche, P. Welzel und G. Snatzke, Tetrahedron [London] 21, 1777 (1965).

24) D. Lenoir, Dissertat., Univ. Bonn 1967; eine Publikation der Ergebnisse ist in Vorbereitung.

25) 4. Lardon, Helv. chim. Acta 32, 1517 (1949).

26) Alle drei Verbindungen wurden uns von der British Drug Houses Ltd., London, zur

Verfiigung gestellt. Herrn Dr. D. Burn danken wir dafiir auch an dieser Stelle.

In der unter Lit.9 zitierten Arbeit wurden die NMR-Spektren der ersten beiden Ver-

gleichsverbindungen ebenfalls angefiihrt. Dabei ist fiir das la-Proton ein Signal bei

< = 5.6 und 5.8 angegeben, Werte, bei denen unsere Spektren keinerlei Signale aufweisen.

Vgl. H. Budzikiewicz, J. I. Braumann und C. Djerassi, Tetrahedron [London] 21, 18355

(1965).

Zahlreiche von uns vermessene, in den Ringen C und D mehrfach substituierte A4-En-3-

keto-steroide weisen nicht die fiir einfache A4-En-3-ketone typischen Bruchstiick-lonen

mfe 124 auf30),

R. H. Shapiro, J. M. Wilson und C. Djerassi, Steroids 1, 1 (1963); R. H. Shapiro und

C. Djerassi, J. Amer. chem. Soc. 86, 2825 (1964); H. Audier, M. Fétizon und W. Vetter,

Bull. Soc. chim. France 1964, 415.

Z. Pelah, D. H. Williams, H. Budzikiewicz und C. Djerassi, J. Amer. chem. Soc. 86, 3722

(1964); H. Audier, J. Bottin, A. Diara, M. Fétizon, J. Yassi und R. Goutarel, Bull. Soc.

chim. France 1964, 2292,

27

28

29

30

31
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In einem 5.6-Seco-5.6-dioxo-steroid wird der massenspektrometrische Zerfall des Kohlen-
stoffgeriistes erheblich erleichtert, da im Gegensatz zum intakten tetracyclischen Geriist nur
noch eine C—C-Bindung aufzubrechen ist. Dies wird zusitzlich dadurch geférdert, daB fiir die
an C-5 eingefithrte Carbonylgruppe die Voraussetzungen fiir eine ,, McLafferty-Umlagerung32)
gegeben sind. (Entsprechendes gilt auch fiir die meisten anderen Doppelbindungslagen in
einem Steroid.) Das Verfahren ist bereits fiir Strukturermittlungen angewandt worden33,34),
wobei sich als Oxydationsmitiel RuQ435) besonders bewihrte34). Vorhandene Hydroxyl-
gruppen schiitzt man zweckmifig durch vorherige Acetylierung, da sie sonst zu Ketonen
oxydiert werden36),

Als Modellsubstanz zogen wir 38-Acetoxy-AS-pregnenon-(20) heran. Nach RuQy4-
Spaltung und Anreicherung der Seco-Verbindung 18 durch priaparative Schicht-
chromatographie zeigte das Massenspektrum einen intensiven Peak bei mj/e 110,
dem nach Hochaufldsung die Summenformel C7H,;00O zukam. Das primir zu erwar-
tende Bruchstiick m/e 170 (a) wurde also nicht registriert, es trat statt dessen das
durch Verlust von Essigsdure entstandene konjugiert ungesittigte Ion b auf3?, —
Umsetzung des Digacetigenin-diacetates (11) mit RuQ4 lieferte nach chromato-
graphischer Abtrennung von unveridndertem Dihydro-digacetigenin-diacetat (vgl.

O
0 = (Y X
— ——
AcO OH JoH JOH

+

AcO L8] CHO
18, m/e 390 (1.5%) a, mfe 170 (<2%) b, m/e 110 (92%) c

Fufinote zum Formelschema auf S. 3293) und einem nicht identifizierten Neben-
produkt den 5.6-Seco-5-keto-6-aldehyd 7. Dessen Massenspektrum wies den Molekiil-
Peak m/e 520 (6%; rel. Intens.) auf und ebenfalls einen dem Ion b zuzuschreibenden
Peak bei m/e 110 (629 rel. Intens.; nach Hochauflésung C;H;00). Demnach trigt
der Ring A des Digacetigenins auBBer der 3p-OH-Gruppe keinen weiteren Substituen-
ten. Beim Vorliegen einer zusitzlichen Acetoxygruppe an C-1 hitte man nimlich
anstelle des Ions m/e 110 eines mit m/e 108 (¢), moglicherweise auch um 60 (AcOH)
bzw. 120 (2 AcOH) Masseneinheiten schwerere Bruchstiicke, finden miissen.

Auch die Formulierung des Ringes D in 25 hielt einer Uberpriifung nicht stand:
Bei einer 17-Hydroxy-20-keto-Gruppierung sollte man durch Reduktion mit NaBH,4
und nachfolgende Reaktion mit Perjodsdure die Abspaltung von Acetaldehyd (C-

32) F. W. McLafferty, Determination of Organic Structures by Physical Methods, Bd. 2,
S. 129—149, Academic Press, New York 1962.

33) R. E. Corbett und S. G. Wyllie, J. chem. Soc. [London] (C) 1966, 1737.

34) W. R. Chan, D. R. Taylor, G. Snatzke und H.-W. Fehlhaber, Chem. Communications
[London} 1967, 548.

35) G. Snatzke und H.-W. Fehlhaber, Liebigs Ann. Chem. 663, 123 (1963).

36) L. M. Berkowitz und P. N. Rylander, J. Amer. chem. Soc. 80, 6682 (1958).

37) Die bei den Formeln in Klammern angegebenen Werte sind die relativen Intensititen der
entsprechenden Peaks, bezogen auf den base peak.-Einem Vorschlag von H. Budzikiewicz,
C. Djerassi und D. H. Williams, Interpretation of Mass Spectra of Organic Compounds,
S. XII, Holden-Day, San Francisco 1964, entsprechend, benutzen wir in den Fragmen-
tierungsschemata, um die Verschiebung eines Elektronenpaares zu symbolisieren, einen
vollen Pfeil, fiir ein einzelnes Elektron einen Halbpfeil.
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Atome 20 und 21) erwarten38). Wihrend bei dem als Testverbindung eingesetzten
17a-Hydroxy-3p-acetoxy-5a-pregnanon-(20) Acetaldehyd als 2.4-Dinitro-phenyl-
hydrazon abgefangen werden konnte, verlief ein unter gleichen Bedingungen mit dem
Digacetigenin durchgefiihrter Versuch negativ. Da die Carbonylgruppe in 20 durch
die NMR-Spektren der verschiedenen Derivate (Singulett um T = 7.65 fiir das
CHs3-21) und die Massenspektren (Abspaltung von 43 Masseneinheiten fiir COCH3)
gesichert war, muBte daher die Position 17 fiir die tertidire Hydroxylgruppe bezweifelt
werden.

Eine Kldrung dieser Frage und auch der Stellung der Acetoxygruppe im Digaceti-
genin brachte eine eingehende Untersuchung der Massen- und NMR-Spektren,
wozu wegen der Haufung der Substituenten im Ring D geeignete Modellverbindungen
herangezogen werden mufBten.

Massenspektrometrische Untersuchungen

15-Keto-androstane und deren 17-Alkyl-Analoga sind nach den grundlegenden
Arbeiten von Djerassi und Mitarbb.39-41) durch das Auftreten eines Fragment-Ions
charakterisiert, das durch Spaltung der Bindungen C-12/C-13 und C-8/C-14 und
Verschiebung eines H-Atoms auf den die positive Ladung tragenden Ring D entsteht
(e). Durch die Synthese einer Reihe von deuterium-markierten Verbindungen konnten
sie zeigen, dall die Wasserstoffverschiebung iiberwiegend aus der 7x- oder der 9u-
Position — eine Unterscheidung zwischen diesen beiden Moglichkeiten lief sich nicht
treffen — erfolgt4V), Auffallend ist, daB e bei den Verbindungen mit 148-Konfigura-
tion in erheblich groBerer Intensitit als bei den entsprechenden 14«-Isomeren auftrat
(22--27Y%; gegeniiber 4.5—7 % Xs0)41). Dies scheint uns dafiir zu sprechen, daf3 bei
den 14#-Verbindungen eine ,,McLafferty-Umlagerung*32) ablauft (d — d’); im Gegen-
satz zu den 14a-Isomeren ist der Abstand zwischen dem 7a-H und dem Carbonyl-
sauerstoff hier mit 1.6—1.7 A fiir eine derartige Reaktion optimal40,42),

R
R N R
7 OH
h > - — .
H
H '/—(\.)4. dl *

d €, m/e [96+R]

Gestiitzt wird diese Annahme durch die Massenspektren der 15.20-Diketo-steroide
19—22. Die beiden 14B3-Verbindungen 1924 und 2043 liefern intensive Peaks fiir
das dem Ion e entsprechende Bruchstiick f; bei 20 verlduft der Zerfall allerdings

38) Vgl. z. B. H. Mitsuhashi, T. Sato, T. Nomura und I. Takemori, Chem. pharmac. Bull.
[Tokyo] 13, 267 (1965), C. A. 63, 2120e (1965).

39) H. Budzikiewicz und C. Djerassi, J. Amer. chem. Soc. 84, 1430 (1963).

40) C. Djerassi, G. von Mutzenbecher, J. Fajkos, D. H. Williams und H. Budzikiewicz, J. Amer.
chem. Soc. 87, 817 (1965).

41) A. R. van Horn und C. Djerassi, Steroids 9, 163 (1967).

42) H. Budzikiewicz, C. Djerassi und D. H. Williams, Structure Elucidation of Natural
Products by Mass Spectrometry, Bd. 2, S. 65ff., Holden-Day, San Francisco 1964.

43)] D. Satoh, Chem. pharmac. Bull. [Tokyo] 10, 43 (1962), C. A. 58, 4618a (1963); fiir die
Uberlassung einer Probe 33-Hydroxy-A5-14B.178-H-pregnentrions-(11.15.20) (20) danken
wir Herrn Dr. D, Satoh.
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durch den Einflu3 der zusétzlichen 11-Ketogruppe zumindest teilweise iiber das Ion g,
wie ein metastabiles Ton anzeigt. Dagegen fehien diese Peaks in den Spektren der
14a-Verbindungen 2144 und 2245). Als fiir den Ring D typische Fragmente findet man
statt dessen nur die Abspaltung der C-Atome 15—21 (M — 98 in 22), bei 21 verbunden
mit dem Verlust zweier zusitzlicher H-Atome (M — 100); die Zuordnung dieses
ungewdhnlichen Fragments wurde durch das 38-OD-Derivat4?) gestiitzt, in dem der
Peak um eine Masseneinheit verschoben ist. Beides tritt interessanterweise in betricht-
lichem MaBe auch in dem 148-Steroid 19 ein (die Zusammensetzung der Bruchstiicke
wurde hier durch hochauflésende Massenspektrometrie bestitigt)37).

O

A
|

AcO

" on
M- 98 (46%) <——— f, m/e 139 ;.CTSE(;
. .
o | (19: 73%) (ber. 106.75)
M- 100 (22%) <281
19( %) (20: 100%)
+
0 O :
\g \;é . \—éo
o = O = - é
. *9,%/‘,\@
—_— —
! 0 OH Lol
HO HO
20 g, mje 181 (27%)

HO 0
M- 100 (92%) <2H] M- 98 (14%) )
21 22
Um die Fragmentierung von Verbindungen kennenzulernen, die der von Shoppee
und Lack3 fiir den Ring D des Digacetigenins angenommenen Struktur entsprechen,
haben wir die 17«-Hydroxy-15.20-diketo-steroide 25, 28 und 29 synthetisiert. 15«-
Hydroxy-progesteron46) wurde mittels 2.2-Dimethoxy-propan in den Dienoldther 23

44) G. Snatzke, H. Pieper und R. Tschesche, Tetrahedron [London] 20, 107 (1964).

45) Dargestellt aus 11-Keto-progesteron durch mikrobiologische Hydroxylierung an C-1546)
und anschlieBende CrO3;-Oxydation. Ein dhnlicher Weg wurde von 4. Schubert, G. Lang-
bein und R. Siebert, Chem. Ber. 90, 2576 (1957), beschritten.

Wir danken der Firma E. Merck AG, Darmstadt, — insbesondere Herrn Dr. K. Briickner —
firr die Durchfithrung der mikrobiologischen Hydroxylierungen von 11-Keto-progesteron
und Progesteron.

Die Deuterierung der OH-Gruppe erfolgte in der Ionenquelle des Massenspektrometers
CH 4 mittels gasférmigem D,0O nach der von J. L. Courtney und J. S. Shannon, Tetra-
hedron Letters [London] 1963, 13, angegebenen Methode.

46

47
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iibergefiihrt48) und dann nach Barforn et al.49 mit Sauerstoff und Kalium-tert.-butylat
in tert.-Butylalkohol in eine 17«-Hydroperoxy-Verbindung umgewandelt. Anschlie-
Bende Reduktion mit Zink in Eisessig fiihrte unter gleichzeitiger Abspaltung der
Schutzgruppe zum 15«.17a¢-Dihydroxy-progesteron (24), das mit Chromsiure in
Aceton zu 25 oxydiert wurde. Anwendung der gleichen Hydroxylierungsmethode
auf die gesittigte Verbindung 26 und die 3-Athoxy-Verbindung 27 — beide waren bei
lingerer Hydrierung iiber Palladiumkohle in Athanol entstandens®) — ergab nach
chromatographischer Auftrennung und Oxydation die 17x-Hydroxy-15.20-diketone
28 und 2950,

O o} 0
1) 0,/KOC(CH,), «OH Won
2) Zn/AcOH CrO;
“OH 01 )
CH3O O O
25

23 24

OCH,;
X e
OCH,
15a-Hydroxy-progesteron

l}l,/Pd/czl{,()ll l

O 1) 0,/K0C(CH,), )
2) %n/AcOH wOH
3} Cro, Ce ‘
—— —_— —
I”()H (§) “ C?O+
R 3 R H R
26: R = OH 28: R =0 h, M-87(100%)
27: R = OC2H5 29: R = H
OC,Hg

Alle drei 17«-Hydroxy-15.20-diketo-steroide lieferten im Massenspektrum als
base peak e¢in Ion M — 87, das durch Verlust der C-Atome 16 und 17 einschlieBlich
der Seitenkette und eines zusitzlichen Wasserstoffatoms entstand (bestitigt durch
hochauflosende Massenspektrometrie). Wahrscheinlich entspricht es einem von

48) A. L. NuBbaum, E. Yuan, D. Dincer und E. P. Oliveto, J. org. Chemistry 26, 3925 (1961).

49) E. J. Bailey, D. H. R. Barton, J. Elks und J. F. Templeton, J. chem. Soc. [London] 1962,
1578.

Zur Bildung von Athoxyverbindungen bei der Hydrierung ungesittigter Ketone vgl.
z. B. J. C. Babcock und L. F. Fieser, J. Amer. chem. Soc. 74, 5472 (1952), und M. Verzele,
M. Acke und M. Anteunis, J. chem. Soc. [London] 1963, 5598.

Die 58-Konfiguration in diesen Verbindungen lieB sich aus den NMR-Spektren ableiten.
Bei 3-OR-substituierten Sa-Steroiden liegt das CHj-19-Signal um t = 9.18, bei 5B-
Steroiden um t = 9.0313); bei der 3£-Athoxy-Verbindung 29 liegt es bei T = 9.05 und bei
der Vorstufe von 28, dem 3£.150¢.17a-Trihydroxy-5B-pregnanon-(20), bei t = 9.01. Uber
die Konfiguration an C-3 lieB sich dagegen wegen der im allgemeinen nur geringen
Unterschiede zwischen den Beitrdgen von 3a- und 3(3-Substituenten nichts aussagen.

50

51
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Djerassi et al.40) auch fiir 15-Oxo0-androstan — allerdings in geringer Intensitit —
aufgefundenen Bruchstiick, fiir das der Verlust der C-Atome 16 und 17 sowie des
14-stindigen Wasserstoffs durch Deuterium-Markierung bewiesen werden konnte (h).
Fragmentierungen, wie wir sie fiir die 15.20-Diketo-steroide 19 —22 gefunden hatten,
weisen die Verbindungen 25, 28 und 29 nicht auf,

Obwohl Digacetigenin nach dem Strukturvorschlag 25 an C-17 eine andere Konfi-
guration besitzt, sollte man auf Grund der grofen Intensitit der M — 87-Peaks bei den
Modellsubstanzen erwarten, daB ebenfalls eine derartige Fragmentierung eintritt.
Weder aus dem Molekiil-Ion noch aus einem Tochter-Ion (z. B. M — H,0, M — AcOH
etc.) des Digacetigenins oder seiner Derivate wurde jedoch eine Abspaltung von
87 Masseneinheiten beobachtet. Auch dies sprach also gegen die Annahme einer
17-Hydroxygruppe. Wie bereits eingangs vermerkt, hatten sich Shoppee und Lacks
bei der Aufstellung der Formel 2 an die damals fiir das Digiprogenin angenommene
Struktur, ein 33.17-Dihydroxy-As-pregnentrion-(11.15.20)6), angelehnt. Inzwischen
haben Saroh und Mitarbb.?) aber erkannt, daB es sich um ein 38.14-Dihydroxy-ASs-
14B-pregnentrion-(11.15.20) handelt. Wegen der Ahnlichkeit der NMR-Spektren
und des chemischen Verhaltens lag es nahe, auch im Digacetigenin die tertidre OH-
Gruppe an C-14 anzunehmen. Deshalb untersuchten wir die Fragmentierung einiger
143-Hydroxy-15.20-diketo-steroide: das als Modellsubstanz synthetisierte 14-Hydro-
xy-3f3-acetoxy-5a.14B3-pregnandion-(15.20) (30) und dessen 14-Acetat 3324 sowie
3-Dehydro-A4-digiprogenin (31) und Digiprogenin-3.14-diacetat (32)52),

Die Massenspektren der beiden 143-Hydroxy-Verbindungen 30 und 31 weisen den
base peak bei M — 98 auf sowie verhdltnismaBig grole M — 28-Peaks. Fiir 30 konnte
durch Markierung mit Deuterium, hochauflosende Massenspektrometrie und mit
Hilfe metastabiler Ionen bewiesen werden, daf3 die beiden Fragmente durch stufen-
weise Eliminierung der 15-Carbonylgruppe (i) und der C-Atome 15—21 entstehen
(i)24.37), Ein den Ionen e bzw. f, den fiir 148-H-Verbindungen typischen Bruch-
stiicken, entsprechendes Fragment k wurde bei 30 nicht gefunden, wohl aber bei 31;
anscheinend wirkt sich hier wieder die zusétzliche 11-Ketogruppe aus. Das gleiche
Fragment-Ion findet sich auch — wenngleich mit geringer Intensitit — bei den
beiden 14B-Acetoxy-Verbindungen 32 und 33. Es geht hier durch Abspaltung von
Keten aus dem primar gebildeten Ion 1 hervor (fiir beide Bruchstiicke wurden bei 32
die Summenformeln durch HochaufiGsung bestitigt). M — 98-Peaks fehlen dagegen
in den Spektren beider 14-Acetate, jedoch wurden bei 33 wieder die Fragmente i und j
(jetzt als M — 70 und M — 140) registriert, deren Bildung nur durch eine vorherige
Ketenabspaltung aus der 14-Acetoxygruppe erklirt werden kann. — Es ergibt sich
somit, daf} 14f-Hydroxy-15.20-diketo-steroide durch einen intensiven M — 98-Peak (j)
ausgezeichnet sind, wihrend man bei ihren 14-Acetaten statt dessen Ionen der Massen 197
Q) und 155 (K) findet.

Genau dies beobachtete man nun aber beim Digacetigenin und seinen Derivaten,
allerdings waren die Intensititen dieser charakteristischen Peaks — offenbar durch

52) Herrn Dr. D. Satoh mochten wir auch an dieser Stelle bestens fiir eine Probe Digiproge-
nin7) und Digiprogenin-diacetat danken. 31 wurde aus dem Digiprogenin durch CrOs-
Oxydation gewonnen.

Chemische Berichte Jahrg. 100 211
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den EinfluB3 der iibrigen Substituenten — in der Regel wesentlich geringer als bei den
Modellsubstanzen. Beim Digacetigenin selbst und jenen Derivaten, die noch die
A5-Doppelbindung aufweisen, machte sich auBerdem die bevorzugte Eliminierung
des 3B-Substituenten sehr storend bemerkbar. Ubersichtliche und verhiltnismaBig
einfache Fragmentierungsmuster erhielt man daher nur von den 5.6-Dihydro-Ver-
bindungen.

So erkennt man im Massenspektrum des (natiirlichen) Dihydro-digacetigenins
(Abbild. 1) die durch Abspaltung von CO und Methylvinylketon gebildeten Bruch-
stiicke M — 28 und M — 98 (den Ionen i bzw. j entsprechend). Alle iibrigen bedeuten-
den Fragment-Ionen entstanden daraus durch Sekundirzerfille, wie durch metastabile
Jonen angezeigt wird: aus dem M — 28-Ion durch Abspaltung von Essigsdure das den
base peak ergebende Ion mfe 318, durch nachfolgende H;O-Eliminierung m/e 300
und durch Abspaltung der COCHj-Seitenkette m/e 275; aus dem M — 98-Ion durch
Verlust von Essigsdure m/e 248, (Diese Zuordnungen wurden durch die mittels
Hochauflésung bestimmten Summenformeln der Fragmente bewiesen; vgl. Tab. 3 im
Versuchsteil.) Entsprechende Peaks finden sich in den Spektren der anderen Digaceti-
genin-Derivate; die besonders charakteristischen Bruchstiicke M — 28, M — 98
und M — 28/98 — AcOH (bzw. H,O in den Desacetyl-Verbindungen) sind in Tab. 1
zusammengestellt.
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Tab. 1. Charakteristische Peaks in den Massenspektren des Digacetigenins (3) und seiner
Derivate. Die in Klammern angegebenen relativen Intensitidten sind Spektren entnommen,
die unter gleichen Bedingungen mit dem Massenspektrometer CH 4 erhalten wurden

Verbindung
*

lon 4 13 3» 6+ 9 10

Mt 406 (3%) 404 (12%) 404 (8%) 362 (8%) 402 (26%) 360 (14%)
M — 28 378 (16 %) 376 (14%) - 334 (7%) 374 (17%) 332 (6%)
M — 28 — H,0 316 (38%) 314 (1002
M — 28 — AcOH, 318 (100%) 316 (100%) 316 (46%) 314 (100%)

M — 98 308 (129) 306 (34%) 306 (4%) 264 (6%) 304 (27%) 262 (21%)
M — 98 — H,0 288 (990 246 (1420 -

M —98 — AcOH 248 27%) 246 (41%) 246 (12%) 244 (37%)

*) base peak: M — H,0 (mje 386).
**) pase peak: M — H,0 — COCH3; (m/e 301).

Durch das Auftreten der M — 98-Peaks — die Abspaltung der C-Atome 15—21 —
war zundchst nur geklirt, daBl diese C-Atome auller den Carbonylgruppen in 15
und 20 keine weiteren Substituenten tragen. Den Beweis, daB die tertidre OH-Gruppe
tatsdchlich an C-14 sitzt, erbrachte das Massenspektrum des Dihydro-digacetigenin-
diacetates (Abbild. 2). Es traten hier Bruchstiicke mit den Massenzahlen 197 und 155
auf, die, wie durch Hochauflosung ermittelt wurde, vier bzw. drei Sauerstoffatome
enthielten, also mit den bei den Modellverbindungen aufgefundenen Fragmenten 1
und k iibereinstimmen. Daneben findet man auch das durch Verlust von Keten, CO
und Methylvinylketon entstandene Bruchstiick M — 140 (j entsprechend), dazu
M — 140 — AcOH (/e 290) und M — 140 — 2 AcOH (m/e 230) und auch M —
98 — AcOH (m/e 332); weitere Fragmente sind auf die stufenweise Abspaltung von
Essigsdure und der COCHj3-Seitenkette zuriickzufiithren (siehe Abbild. 2).

Wie eingangs dieses Abschnitts geschildert, iibt die Konfiguration an C-14 einen
entscheidenden Einflul auf die Fragmentierung der 15-Keto- und 15.20-Diketo-
steroide aus. Wegen der engen Analogie zwischen den Massenspektren der Digaceti-
genin-Abkommlinge und der 143-Hydroxy-15.20-diketo-steroide 30—33 darf man
daher auch fiir das Digacetigenin die 148-Konfiguration annehmen. Uber die Stereo-
chemie an C-17 148t sich aus den Massenspektren dagegen nichts aussagen.

Eine interessante Abweichung von den Modellverbindungen weisen die Massen-
spektren der Tetraketone 8 und 12 auf. Neben dem zu erwartenden Peak M — 98
zeigen sie einen intensiven M — 97-Peak (vgl. Abbild. 3). Er entstand, wie durch
Hochauflésung ermittelt wurde, durch den Verlust von CsHs0;, d.h. der C-Atome
15—21 unter Ubertragung eines H-Atoms auf den Molekiilrest. Eine derartige
Fragmentierung ist typisch fiir 12-Keto-steroide39.53), Nach den von Djerassi und
TokeésS3) an deuterium-markierten 12-Keto-pregnanen durchgefiihrten Untersuchun-
gen findet die Wasserstoffverschiebung hier iiberwiegend aus der 20-Stellung, in
geringem MabBe (ca. 109;) aber auch aus der 16-Stellung statt. Da in unseren Tetra-
ketonen 8 und 12 an C-20 kein Wasserstoff zur Verfiigung steht, bleibt hier nur die
zweite Moglichkeit. Es ist anzunehmen, daB3 die Fragmentierung — wie bei der Bildung
des Tons M — 98 (j; vgl. S. 3300) — durch eine Spaltung der Bindung C-14/C-15
eingeleitet wird, worauf sich eine ,,McLafferty-Umlagerung* der Carbonylgruppe

53) C. Djerassi und L. Tokés, J. Amer. chem. Soc. 88, 536 (1966).
211*
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12 anschlieBft (m — n). Analog verhilt sich auch Purprogenin (5)11), dessen
Massenspektrum einen intensiven Peak M — 99 (infolge der 15-OH-Gruppe Verlust

von 99 statt 97 Masseneinheiten) zeigts4),
Helv. chim. Acta 49, 1505 (1966).

n

54} Vgl. auch die Fig. 15 in der Arbeit von U. Eppenberger, W. Vetter und T. Reichstein,
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Abbild. 3. Massenspektrum des Desacetyl-dihydro-digacetigenin-Oxydationsproduktes 12.
Metastabiles Ion: 192.3 (Ber. 192.1 fiir 360 — 263)
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Damit war ein wichtiger Hinweis fiir das Vorliegen einer Sauerstoff-Funktion an
C-12 gegeben. Aus den massenspektrometrischen Untersuchungen lieB sich also
folgern, daB3 Digacetigenin ein 14-Hydroxy-12-acetoxy-15.20-diketo-steroid sein muB.
Die Konfiguration an den C-Atomen 12 und 17 blieb dabei offen.

NMR-Spektren und Circulardichroismus

Das NMR-Spektrum des (natiirlichen) 5«.6-Dihydro-digacetigenins (4) dhnelt
auBlerordentlich stark dem des 14-Hydroxy-38-acetoxy-5«.143-pregnandions-(15.20)
(30)24). Die Lage der Methylsignale ist in beiden Fillen nahezu gleich (vgl. Tab. 2
unter 3. und 4.), die geringfiigigen Abweichungen von 0.02—0.03 ppm kdnnen auf
den EinfluB} des zusatzlichen Substituenten an C-12 im Dihydro-digacetigenin zuriick-
gefiihrt werden; nach den bisher bekannten Daten ist sowohl bei «- als auch bei
B-stindiger 12-Acetoxygruppe nur mit kleinen Verschiebungen der Signale fiir die
anguldren Methylgruppen zu rechnen!3), Beim Digacetigenin und seinem 3-Acetat
sind die Singuletts fiir CH3-18 und CHj3-21 nur wenig, dasjenige fiir CH3-19 aber um
etwa —0.2 ppm gegeniiber 4 verschoben. Dies entspricht dem schon erwéihnten
Beitrag einer AS-Doppelbindung gegeniiber einem Sa-Steroid 13),

Durch die Acetylierung der 14p-OH-Gruppe oder die Isomerisierung an C-17 tritt
gegeniiber dem Digacetigenin-3-acetat (16) eine charakteristische Verschiebung der
Methylsignale fiir CH3-18 und CH3-21 ein. Beide Reaktionen bewirken auf das
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Tab. 2. Methylsignale in den NMR-Spektren: EinfluB der Epimerisierung an C-17 (a) und
der Acetylierung der 14@3-OH-Gruppe (b) im Digacetigenin und zwei Vergleichssubstanzen.
Die Genauigkeit der angegebenen t-Werte und ihrer relativen Anderungen ist besser als

+0.02 ppm
Verbindung CH3-19 CHj3-18 CHj;-21
1. Digacetigenin (3) T =9.01 7 = 8.90 T = 7.64
2. Digacetigenin-3-acetat (16) T = 9.00 T = 8.91 T = 7.64
a: 17f-H-Isomeres (17) +0.01 ppm —0.41 ppm +0.04 ppm
b: 3.14-Diacetat an +0 —0.19 ppm +0.13 ppm
3. 5a.6-Dihydro-digacetigenin (4) T =9.22 T =8.93 T = 7.68
4. 3B.14-Dihydroxy-5e.143-pregnan-
dion-(15.20)-3-acetat  (30)24 T = 9.20 T = 8.95 T = 7.65
a: 17p-H-Isomeres?% +0 —0.29 ppm +0.12 ppm
b: 3.14-Diacetat  (33)24) +0.01 ppm —0.20 ppm +0.12 ppm
5. Digiprogenin-3-acetat *} T = 8.87 T = 8.87 T = 7.68
a: 17B-H-Isomeres *) **) —0.04 ppm —0.21 ppm +0.07 ppm
b: 3.I4-Diacetat (32) —0.05 ppm —0.11 ppm +0.04 ppm

* Diese NMR-Spektren stellte uns Herr Dr. D. Satoh zur Verfiigung, wofiir ihm auch an dieser Stelle gedankt sei.
*% D, Satoh und Mitarbb.® unterschieden, bevor die Strukturen endgiiltig geklirt waren, das Digiprogenin von

seinem 17@-H-Isomeren durch Voranstellen von ,,v bzw. ,a%.

CHj3-21-Signal eine schwache diamagnetische, auf das CHs3-18-Signal eine betricht-
liche paramagnetische Verschiebung. Ebenso verhalten sich die in Tab. 2 aufgefiihrten
Vergleichssubstanzen, 3p.14-Dihydroxy-5a.143-pregnandion-(15.20)-3-acetat (30) und
Digiprogenin-3-acetat (die Absolutwerte der Methylsignale sind hier durch die
11-Ketogruppe etwas verdndert). Auffallend ist jedoch die mit —0.41 ppm gegeniiber
den Vergleichssubstanzen besonders starke Verschiebung des CHj-18-Signals im
178-H-Isomeren 17 des Digacetigenin-3-acetates. Hier macht sich der EinfluB der
12-Acetoxygruppe bemerkbar, die in der Isoverbindung in Wechselwirkung mit der
Seitenkette tritt und dadurch deren Konformation dndern diirfte; dies fiihrt dann zu
einer anderen diamagnetischen Abschirmung der 18-Methylgruppe.

Das Signal fiir das Proton an C-17 erscheint bei den Vergleichsverbindungen als
Quartett (X-Teil eines ABX-Spektrums) mit Aufspaltungen von etwa 4.5 und 8 Hz,
zentriert bei T = 7.0 (30) bzw. 6.9 (Digiprogenin-3-acetat). Beim Digacetigenin (3)
und beim Dihydro-digacetigenin (4) liegt es um © = 6.8, die Aufspaltung ist mit
4.5 und 9 Hz etwa gleich groB. Die geringfiigige paramagnetische Verschiebung
wird wieder durch den Substituenten an C-12 verursacht, dhnlich wie man es bei
Cardenolid-Derivaten beobachtet hat55).

Eine weitere Ubereinstimmung zeigt sich beim Circulardichroismus. Digacetigenin-
3-acetat (16) weist ein Ae,, von +1.7 (289 mp), sein 17B-H-Isomeres (17) von
—2.9 (290 mp.) auf, und die Vergleichssubstanz 30 ein Ac_,, von +1.3 (294 mp),
deren 173-H-Isomeres von —2.9 (300 my). Von zahlreichen weiteren Beispielen
weiB man, daB der Ubergang von einer B-stindigen zur a-stindigen COCHj3-Seiten-
kette (= 17a-H — 178-H) eine Anderung des Ac, ,,~-Wertes um etwa —3 bis —6
Einheiten verursacht, und zwar unabhiingig von der Konfiguration an C-14 und
unabhingig von der Gegenwart einer OH-Gruppe an C-12, C-14 und C-15 oder einer

55) K. Tori und K. Aono, Annu. Rep. Shionogi Res. Lab. [Osaka] 15, 130 (1965), C. A. 65,
8220d (1966).
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Carbonylgruppe an C-1523,24,44), Daraus folgt, daB Digacetigenin die 17x-H-Konfi-
guration und das Isomerisierungsprodukt 17 die 178-H-Konfiguration besitzen
miissen.

Nach den IR-Spektren besteht zwischen der tertiiren Hydroxylgruppe und der
Carbonylgruppe an C-20 eine starke Wasserstoffbriickenbindung: Beim Digaceti-
genin (3) und dem 3-Acetat 16 findet man auch in stark verdiinnter CCly-Losung eine
breite OH-Bande um 3350/cm, deren Lage mit den fiir 148-Hydroxy-20-keto-17«-H-
steroide bekannten Werten23,24) {ibereinstimmt, und die vc_-Schwingung des 20-
Ketons liegt um 1700/cm (CCly); sie erscheint nach Aufhebung der Wasserstoffbriicke
im 3.14-Diacetat 11 bei dem iiblichen Wert von 1710/cm. Dies bedeutet, daB3 die
tertidre OH-Gruppe cis-stindig zur Seitenkette, also ebenfalls $-stindig angeordnet
sein muB.

Die Konfiguration der genuinen Acetoxygruppe im Digacetigenin lieB sich aus dem
NMR-Spektrum bestimmen. Das Signal der JCH—OAc-Gruppe um t = 5.6 ist
aufgespalten zu einem Quartett mit den Kopplungskonstanten 5 und 11 Hz. Es kann
sich also nur um ein axiales Wasserstoffatom (neben nur einer Methylengruppe)
handeln, denn das entsprechende 4dquatoriale wiirde als Triplett auftretenS6). Damit
kommt der Acetoxygruppe also die 12B3-Position zu, wie es auch Shoppee und Lack>
bereits diskutiert haben.

Zur weiteren Stiitzung der Struktur 3 fiir das Digacetigenin wurde es mit dem
Purprogenin (5)11) verkniipft. Jones-Oxydation18) von 5 lieferte das schon aus
Desacetyl-digacetigenin (6) erhaltene Tetraketon 8. Die Diinnschichtchromatogramme
beider Oxydationsprodukte erwiesen sich in drei Systemen als identisch, und die
Massenspektren der beiden chromatographisch gereinigten Reaktionsprodukte
stimmten {iberein. Wegen der geringen zur Verfiigung stehenden Substanzmengen
lieB sich allerdings das in beiden Fillen als Nebenprodukt entstandene A4-En-3.6-dion
nicht vollstindig abtrennen und auch keine Kristallisation erreichen.

Einer der Befunde, die Shoppee und Lack5) zur Annahme der Position 17 fiir die tertidire
Hydroxylgruppe gefiihrt hatten, war die zu einem A16-En-15.20-diketon fithrende Dehydrati-
sierung des Digacetigenins. Diese Reaktion stellt indessen keinen Widerspruch zur Struktur
3 dar, denn sie ist auch bei 143-Hydroxy-15.20-diketo-steroiden moglich, wie Sartoh et al.”)
am Digiprogenin und am 15-Dehydro-purpnigenin gezeigt haben. Eine analoge transanulare
Wasserabspaltung aus einem a-Hydroxy-keton wurde an einem Sesquiterpen ebenfalls beob-
achtets7).

Die fiir Digacetigenin abgeleitete Strukturformel, 3B.14-Dihydroxy-12f-acetoxy-
As-14B-pregnendion-(15.20) (3), ordnet sich zwanglos in die Reihe der bisher bekann-
ten Digitanole ein. Sie besitzen damit alle eine cis-Verkniipfung der Ringe C und D
und bis auf Digifologenin und Diginigenin eine 142-OH-Gruppe16.58),

Anm. b. d. Korr. (12. August 1967) : Unmittelbar nach der Ubersendung unseres
Manuskripts an Herrn Prof. C. W. Shoppee, Sydney, teilte uns dieser mit, daB auch
seine Arbeitsgruppe inzwischen zu der Strukturformel 3 fiir das Digacetigenin ge-

56) K. Tori und E. Kondo, Steroids 4, 713 (1964).

57 O. Lindwall, F. Sandberg, R. Morsén und T. Norin, Tetrahedron Letters [London] 1965,
4203.

58) Vgl. die Ubersicht von T. Reichstein, Naturwissenschaften 54, 53 (1967).
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langte, und zwar im wesentlichen auf Grund einer neuen Interpretation der fritheren3.9
Ergebnisse und weiterer NMR-Daten. Diese Arbeit ist nun erschienen (Eingangsdatum
des Manuskripts: 23. Mai 1967)%®,

Herrn Dr. D. Satoh, Shionogi & Co., Ltd., Osaka, sind wir nicht nur, wie bereits mehrfach
erwihnt, fiir die Uberlassung einer ganzen Reihe von Vergleichssubstanzen, sondern auch
fir die Mitteilung von Forschungsergebnissen vor deren Publikation zu groflem Dank ver-
pflichtet. Der Stiftung Volkswagenwerk danken wir [iir die zur Anschaffung der Massenspektro-
meter zur Verfiigung gestellten Mittel, den Damen G. Gerusel, U. Schroter und L. Winterfeld
und den Herren H. Lander und E. Kirmayr fiir die Aufnahme der Spektren.

Beschreibung der Versuche

Die Schmelzpunkte wurden auf einem Mikroskop-Heiztisch nach Weygand, die optischen
Drehungen mit dem Perkin-Elmer-Polarimeter 141 bestimmt. Die IR-Spektren wurden mit
einem Perkin-Elmer-Spektrophotometer, Modell 221 (mit Gitter-Prismen-Austauschein-
heit), die UV-Spektren am Cary 14 (in Methanol) und der Circulardichroismus (= CD) mit
dem Dichrograph Roussel-Jouan (in Dioxan) vermessen. Zur Aufnahme der NMR-Spektren
diente der Varian A-60, teilweise unter Benutzung des Speichergerites TADC-1024 (soweit
nicht anders angegeben, wurde CDCl; verwendet mit Tetramethylsilan als internem Standard).
Die Massenspektren wurden mit den Gerdten CH 4 (Atlas MeB- und Analysentechnik GmbH)
und MS 9 (A. E. I.) bei einer Elektronenenergie von 70 eV aufgenommen; die Substanzen
wurden iiber eine Vakuumschleuse direkt in die Ionenquelle eingefithrt und dort bei Tempe-
raturen von ca. 70° (CH 4) bzw. 200° (MS 9) verdampft. Die analytische Diinnschichtchromato-
graphie (= DC) wurde ausgefiihrt, wie frilher beschrieben59); zur Anfirbung von Keto-
steroiden erwies sich hédufig die Verwendung von Chromschwefelsiure oder Jod-Dampf als
‘glinstig gegeniiber Chlorsulfonsdure/Eisessig®). Zur priparativen Schichtchromatographie60)
dienten Kieselgel H (mit Anthracen als Fluoreszenzindikator) oder Kieselgel HF2s4, 366
(E. Merck AG). Zur Siulenchromatographie wurde Kieselgel (Gebr. Hermann, Koin)
verwendet, das durch Sieben auf einheitliche Korngréfie gebracht wurde.

,,Wie iiblich aufgearbeitet bedeutet, dafl die Reaktionsansitze in Eiswasser gegossen und
mit Chloroform erschopfend extrahiert wurden; die organische Phase wusch man je nach
Reaktionsmedium mit 2-proz. wilr. NaHCO;3-Losung oder 0.1 n H;SO4 und Wasser neutral,
trocknete sie iiber wasserfreiem NaySO4 und dampfte i. Vak. bei 40—45° zur Trockne ein.

Natiirliches Digacetigenin

a) Das von Reichstein zur Verfiigung gestellte, aus den Mutterlaugen der Cardenolid-
gewinnung aus Digitalis purpurea stammende Rohdigacetigenin 10} (1.0g) wurde durch Chroma-
tographie an Kieselgel mit Chloroform/Athanol (30:1) gereinigt. Man erhielt so 850 mg
natiirliches Digacetigenin, das aus Cyclohexan/Aceton in feinen Nadeln vom Schmp. 171 bis
174" kristallisierte. [¢]%': +47° (¢ = 0.3, Methanol) (Lit.3: Schmp. 164—170°, [2]¥*: +57°).
CD: Agpax = +1.71 (290 my) und —0.07 (347 mp).

IR: OH-Banden bei 3621 und 3340/cm (¢ = 0.003 m in CCly).

Das natiirliche Digacetigenin wies bei der Diinnschichtchromatographie (Kieselgel G) in
den verschiedensten Laufmittelsystemen, auch unter Anwendung der Keilstreifentechnik und

582) C, W. Shoppee, N. W. Hughes, R. E. Lack und B. C. Newman, Tetrahedron Letters [London]
1967, 3171.

59) R. Tschesche, W. Freytag und G. Snatzke, Chem. Ber. 92, 3053 (1959).

60) H. Halpaap, Chemie-Ing.-Technik 35, 488 (1963).
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Mehrfachentwicklung, stets nur einen Fleck auf. Auf Kieselgel G mit 5-proz. Silbernitrat12)
(Herstellung durch Aufschlimmen von je ! g Kieselgel in 4 ccm. 1.25-proz. AgNO3-Losung
fiir eine 8 x 12 cm groBe Platte, anschlieBendes Trocknen und Aktivieren bei 120°) erhielt man
im System Chloroform/Athanol (20 : 1) zwei Flecke mit den Rr-Werten 0.23 (Digacetigenin,
3) und 0.31 (Dihydro-digacetigenin, 4).

b) Aus einem hochangereicherten Digacetigenin-glykosid-Gemisch aus einer Gitalin-
fraktion einer portugiesischen Digitalis-Droge von der Fa. Boehringer6!) (1.8 g) wurde durch
priaparative Schichtchromatographie (zweimalige Entwicklung mit Chloroform/Methanol
10: 1) ein Digacetigenin-glykosid (0.5 g) isoliert, das nach Hydrolyse mit Salzsiure ent-
sprechend 1. ¢.3) 0.26 g einer Genin-Mischung lieferte. Daraus wurden durch erneute prépara-
tive Schichtchromatographie mit Chloroform/Isopropylalkohol (20:1) 98 mg natiirliches
Digacetigenin abgetrennt. Es erwies sich in allen Eigenschaften als identisch mit dem oben be-
schriebenen.

Abtrennung des Dihydro-digacetigenins (4): 145 mg natiirliches Digacetigenin wurden an
62 g Kieselgel/10 %, AgNO; 12) chromatographiert. Man eluierte zunichst mit 750 ccm Chloro-
form, dann mit 800 ccm Chloroform/Athanol (50 : 1) und fing Fraktionen von je 8 ccm auf.
So wurden erhalten:

a) 69 mg stark angereichertes Dihydro-digacetigenin, das bei erneuter Chromatographie
an 26 g Kieselgel/10%, AgNQ; mit Chloroform und Chloroform/Athanol-Gemischen (1%,
dann 1.5% Athanol) 20 mg reines, amorphes Dikydro-digacetigenin (4) lieferte, das nicht zur
Kristallisation gebracht werden konnte. [o}%': +31° (¢ = 0.4, Methanol).

IR (CHCl3): 3605 und 3330 (OH), 1740 (Acetat und 15-Keton), 1697 (20-Keton) und
1230/cm (Acetat).

NMR: t = 9.22 (s, CH3-19), 8.93 (s, CH;-18), 7.88 (s, 1283-Acetat), 7.68 {s, CH3-21), 6.85
(q, / = 4.5 und 9 Hz, 17¢-H) und 5.65 (@, / = 5und 11 Hz, 12a-H).

CD: gnax = +1.0 (288 mp) und —0.05 (343 my).

Die Summenformel wurde durch hochauflésende Massenspektrometric zu Ci3H 3406
bestimmt (s. Tab. 3).

b) 51 mg reines Digacetigenin (3), das aus Cyclohexan/Aceton/Chloroform in feinen Nadeln
vom Schmp. 170—173° kristallisierte. [a]¥: +37° (¢ = 0.2, Methanol).

IR (CHCIl3): 3600 und 3330 (OH), 1742 (Acetat und 15-Keton), 1697 (20-Keton) und 1230/
cm (Acetat).

NMR: 1 =9.01 (s, CH3-19), 8.90 (s, CH;-18), 7.84 (s, 1203-Acetat), 7.64 (s, CH3-21),
6.82 (q, / = 4.5 und 9 Hz, 17¢-H), 5.6 (g, J = 5 und 11 Hz, 12a-H) und 4.55 (s, Vinyl-
proton).

CD: Aepax = +1.4 (289 my) und —0.06 (344 my).

Die Summenformel wurde durch hochaufldsende Massenspektrometric zu Ci3H3,04
bestimmt (s. Tab. 3).

Desacetyl-digacetigenin (6): 15 mg reines 3 wurden in einer Mischung von 6 ccm Methanol,
I ccm Chioroform und 1 ccm 0.2 n KXHCO3-Losung 27 Stdn. bei Raumtemperatur stehen-
gelassen. Nach iiblicher Aufarbeitung und Umkristallisieren aus Cyclohexan/Aceton konnten
8 mg 6 als farblose Kristalle vom Schmp. 270° gewonnen werden. [a]¥': +64° (¢ = 0.1,
Methanol).

C21H3005 (362.2) Mol.-Gew. gef. 362 (Massenspektrum)

Oxydation des Desacetyl-digacetigenins zu 8: Das obige Desacetyl-digacetigenin wurde in

8 ccm Aceton unter Eiskiihlung durch tropfenweise Zugabe von Chromsdure-Standardlosung

61) Herrn Dr. F. Kaiser von der C.F. Boehringer & S6hne GmbH, Mannheim-Waldhof,
danken wir bestens fiir die Uberlassung dieses Materials.
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Tab. 3. Durch hochauflésende Massenspektrometrie bestimmte Summenformeln von

Molekular- und Bruchstiick-Ionen. Die Messungen erfolgten mit dem Massenspektrometer

MS 9 bei einem Aufidsungsvermégen von 12000 bis 15000 (10 %-Tal-Definition) mit Perfluor-
tributylamin als Referenzsubstanz

Ver- Ber. Gef. Abweichung
bindung Ion Summenformel Masse Masse in mmu
3 M+ Cy3H3,06  404.2199 404.2199 —
M — CO — AcOH CyoH2303 316.2038 316.2041 +0.3
M — 98 — H,O Ci13H403  288.1725 288.1725 —
4 M+ Ca3H340¢ 406.2355 406.2349 —0.6
M — CO Cy2H3405  378.2406 378.2407 +0.1
M — CO — AcOH CyoH3p03 318.2195 318.2192 —0.3
M — CO — AcOH — H;0 CyoH230, 300.2089 300.2091 +0.2
M — CO — AcOH — COCH; Ci13H2702  275.2011 275.2010 —0.1
M — 98 CigHz30,4 308.1987 308.1987 —
M — 98 — AcOH CiH240, 248.1776 248.1777 +0.1
7 b C7H100 110.0732 110.0735 +0.3
8 M+ C2iHxO5 358.1780  358.1784 +0.4
M — CO C0Ha6Og 3301831  330.1839 +0.8
M — 97 Ci¢H2 03 261.1491  261.1481 ~1.0
M — 98 CigH2003 260.1412 260.1409 —0.3
15 M — 98 — AcOH CaoHzs04 3321987  332.1987 —
M — 140 CH30s 3502093  350.2092 ~0.1
M — 140 — AcOH C1sH2603  290.1882 290.1879 —0.3
M — 140 — 2 AcOH C16H220 230.1671 230.1669 —0.2
1 CioH1304 197.0814 197.0814 —
k CsH1103 155.0708 155.0710%) +0.2
18 b C7H100 110.0732 110.0731 —0.1
19 Mt Cy3H3404 374.2457 374.2457 —
M — 98 Ci15H,30, 276.2089 276.2086 —0.3
M — 100 CisH2602 274.1933 274.1928 —0.5
f CsH110, 139.0759 139.0759 —
25 M+ CyH,304 344.1987 344.1979 —0.8
M -— 87 Ci7H210, 257.1541 257.1543 +0.2
29 M — 87 C19Hp90,  289.2167 289.2163 —0.4
32 1 C1oH1304 197.0814 197.0820 +0.6
k CgH1103 155.0708 155.0709 **)  +0.1
* Das Bruchstiick macht nur etwa 60 % der Intensitit des Peaks m/e 155 aus; der Rest wird durch ein lon Ci2H g
hervorgerufen.
** Das Bruchstiick macht etwa 807 der Intensitiit des Peaks m/e 155 aus; der Rest wird durch ein Ion Ci2H ¢
hervorgerufen,

oxydiert. Nach iiblicher Aufarbeitung resultierten 4 mg amorphes Material, das laut DC aus
einer Hauptkomponente (ca. 90 %) und mindestens zwei Nebenprodukten bestand. Davon ist
eines nach dem Massenspektrum durch Uberoxydation entstandenes A4-En-3.6-dion (Mole-
kiil-Peak m/e 372 und der fiir A4-En-3.6-diketo-steroide typische Peak bei m/e 13762)),

UV: Anax 240 my., nach Zugabe von NaOH keine Verschiebung.

Die Summenformel wurde durch hochaufiosende Massenspektrometriec zu Ci1H60s
bestimmt (s. Tab. 3).

Oxydation des Digacetigenins zu9: 100 mg natiirliches Digacetigenin-Gemisch oxydierte man
in 15 ccm Aceton unter Eiskithlung mit 0.18 ccm Chromsdure-Standardldsung, versetzte dann
mit Eiswasser und extrahierte mit Chloroform. Die organische Phase wurde i. Vak. zur

62) C. Djerassi, J. Karliner und R. T. Aplin, Steroids 6, 1 (1965).
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Trockne eingedampit und der Riickstand an 20 g Kieselgel mit Chloroform/1 %, Methanol
chromatographiert. Aus Cyclohexan/Aceton erhielt man 36 mg leicht gelbliche Kristalle vom
Schmp. 177 —180°. Das Produkt enthielt laut DC etwa 25% der 4.5-Dihydro-Verbindung.

IR (CHCly): 1740 (Acetat und 15-Keton), 1695 (20-Keton), 1665 und 1610 (A4-En-3-keton)
und 1230/cm (Acetat).

UV: Apax 238.5 mu (log € = 3.94).
Cy3H3006 (402.2) Mol.-Gew. gef. 402 und 404 (Massenspektrum)

Das aus 9 (7 mg) durch Entacetylierung mit KHCO3 (2 ccm 0.27 wiBr. KHCO;3-Losung
und 12 ccm Methanol) gewonnene amorphe 10 war laut DC identisch mit einem friiher4
durch Oppenauer-Oxydation von Desacetyl-digacetigenin erhaltenen Produkt. Es wurde in
6 ccm 0.1 7 methanol. KOH in Stickstoffatmosphire 1 Stde. unter Riickflul gekocht und dann
wie {iblich aufgearbeitet. Das Reaktionsgemisch bestand laut DC aus mehreren unpolaren
Zersetzungsprodukten, sein UV-Spektrum wies oberhalb 220 mu. keine selektive Absorption
auf.

Digacetigenin-diacetat (11): 40 mg natiirliches Digacetigenin lieB man mit 40 mg p-Toluol-
sulfonsdure in einer Mischung von 2 ccm Eisessig und 0.5 ccm Acetanhydrid 13 Stdn. bei
Raumtemperatur stehen. Dann wurde mit 50 ccm Eiswasser versetzt, der Niederschlag
abfiltriert und {iber KOH getrocknet. Umkristallisieren aus Benzol/Cyclohexan lieferte 35 mg
Kristalle vom Schmp. 228 —234° (Lit.4: 218—223°), Da vom natiirlichen Digacetigenin
ausgegangen wurde, enthielt die Substanz noch etwa 25 9 Dihydroprodukt; eine diinnschicht-
chromatographische Auftrennung, selbst mit AgNO;-imprigniertem Kieselgel G, gelang aber
nicht.

IR (CCly): 1750—1740 (Acetate und 15-Keton), 1710 (20-Keton) und 1230/cm (Acetate).
NMR: © = 9.00 (s, CH3-19), 8.72 (s, CH3-18), 7.97 (s, 3(3-Acetat), 7.93 (s, 14{3-Acetat),
7.83 (s, 12B-Acetar), 7.77 (s, CH3-21) und 4.57 (Vinylproton).
CD: Agmay = +0.55 (276 mp) und —1.02 (311 mp).
Cy7H3603 (488.2) Mol.-Gew. gef. 488 und 490 (Massenspektrum)

Hydrierung des Digacetigenin-diacetates zu 15: 20 mg 11 wurden iiber 65mg vorhydriertem
PtO; in 20 ccm Eisessig bei Raumtemperatur und Normaldruck hydriert. Nach 5 Stdn, war
die Wasserstoff-Aufnahme beendet, es wurde vom Katalysator abfiltriert und die Losung
i. Vak. zur Trockne gebracht. Nach Reinigung durch priparative Schichtchromatographie
(Benzol/Aceton 3 : 1 auf Kieselgel H) erhielt man 12 mg Kristalle, die aus Chloroform/Cyclo-
hexan Nadelbiischel vom Schmp. 206° (mit Umwandlungspunkt bei etwa 185°) lieferten.

IR (CCly): 1750 und 1735 (Acetate und 15-Keton), 1710 (20-Keton) und 1220/cm (Acetate).

C27H3305 (490.3) Mol.-Gew. gef. 490 (Massenspektrum)

Hydrierung des Digacetigenins und nachfolgende Oxydation zu 13: 90mg natiirliches Digace-
tigenin wurden iiber 100 mg vorhydriertem PtQ; in 12 ccm Eisessig bei Raumtemperatur
unter Normaldruck 70 Stdn. hydriert. Das nach Entfernen des Katalysators und Eindampfen
erhaltene Reaktionsgemisch wurde in 60 ccm Aceton suspendiert und unter Eiskiithlung und
Riihren mit 0.6 ccm Chromsdure-Standardlosung oxydiert. Man arbeitete wie tGiblich auf und
erhielt 85 mg amorphes Material, das sich im DC ebenso verhielt wie das bei der Darstellung
von9 gebildete, aus dem natiirlichen Dihydro-digacetigenin stammende Nebenprodukt (s. oben).

IR (CHCI3): 3320 (143-OH), 1745 (Acetate und 15-Keton), 1705 (3- und 20-Keton) und
1240/cm (Acetate).

NMR (CDCl3): T = 9.00 (s, CH3-19; das Signal wird in Benzol-Losung aufgespalten zu
zwei etwa gleich intensiven Signalen bei T = 9.47 und 9.37, was fiir das Vorliegen eines
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Stereoisomeren-Gemisches an C-5 spricht), 8.90 (s, CH3-18), 7.84 (s, 12B3-Acetat), 7.64 (s,
CH3-21) und 5.6 (q, J = 5 und 11 Hz, 12a-H).

Cy3H3,06 (404.2) Mol.-Gew. gef. 404 (Massenspektrum)

Verseifung zu 14: 30 mg 13 lieB man in einer Mischung von 30 ccm Methanol, 2 ccm Chloro-
form und 5 ccm 0.2 n KHCO;3-Losung bei Raumtemperatur 16 Stdn. stehen. Ubliches Auf-
arbeiten ergab 27 mg amorphes Material.

IR (CHCl3y): 3600 (128-OH), 3300 (143-OH), 1740 (15-Keton) und 1700/cm (3- und 20-
Keton).

24 mg 14 kochte man in 10 ccm Aceton mit 0.6 ccm konz. Salzsdure in Stickstoffatmo-
sphire 20 Min. unter RiickfluB, neutralisierte die Lésung mit NaHCOj3 und arbeitete wie iib-
lich auf Neutralteile auf. Das Reaktionsprodukt bestand nach DC (Chloroform/Athanol
20: 1) zu iiber 90 %/ aus unverdndertem Ausgangsmaterial, daneben lieBen sich zwei unpolarere
Verbindungen erkennen. Das UV-Spektrum wies im Bereich von 210 bis 280 my kein Ab-
sorptionsmaximum auf.

Oxydation zu 12: 20 mg 14 wurden in 20 ccm Aceton mit 0.05 ccm Jones-Reagens 40 Min.
im Eisbad, anschliefend weitere 30 Min. bei Raumtemperatur oxydiert. Nach Aufarbeiten
resultierten 20 mg farbloses, amorphes Produkt, das laut DC (Chloroform/Methanol 60 : 1)
aus zwei Verbindungen bestand; die polare Substanz stellte offensichtlich durch Uberoxy-
dation entstandenes Lacton!9) dar, wie die Lactonbande bei 1780/cm im lf{-Spektrum der
Mischung anzeigt. Die unpolare Substanz wurde durch préparative Schichtchromatographie
(Chloroform/Methanol 60: 1 auf Kieselgel HF, zweimaliges Entwickeln) abgetrennt; man
erhielt so 11 mg amorphes 12.

IR (CHCl3): 3300 (148-OH), 1745 (15-Kelon), 1712 (3- und 12-Keton) und 1698/cm

(20-Keton). C31H2305 (360.2) Mol.-Gew. gef. 360 (Massenspektrum)

Alkalische Isomerisierung des Digacetigenins: 50 mg natirliches Digacetigenin-Gemisch
wurden in 10 ccm 0.05n methanol. KOH in Stickstoffatmosphire 12 Stdn. geriihrt. Dann
neutralisierte man mit H,SOy4, versetzte mit 10 ccm Wasser und extrahierte mit Ather. Nach
dem Trocknen der Atherphase und Abdampfen des Losungsmittels erhielt man 45 mg Iso-
merengemisch, das aus Aceton/Cyclohexan 26 mg Kristalle vom Schmp. 245—247° (Lit.4):
245—251°) lieferte. 20 mg davon wurden mit 1 ccm Aceranhydrid und 1.5 ccm Pyridin acety-
liert (14 Stdn. bei Raumtemperatur). Nach Aufarbeiten konnte durch préparative Schicht-
chromatographie (Chloroform/Athanol 20: 1) in zwei Komponenten aufgetrennt werden:

a) 5 mg amorphes Digacetigenin-3-acetar (16, unpolare Komponente), das mit dem aus
Digacetigenin durch Acetylierung mit Acetanhydrid/Pyridin erhaltenen Produkt? identisch
war (IR- und NMR-Spektren und DC).

IR (CCly): 3340 (148-OH; in 0.003 m CCls-Losung bei 3365), 1740 (Acetate und 15-Keton),
1700 (20-Keton) und 1230/cm (Acetate).

NMR: T = 9.00 (s, CH3-19), 8.91 (s, CH3-18), 7.98 (s, 38-Acetat), 7.85 (s, 123-Acetat),
7.64 (s, CH3-21), 5.6 (q, J = 5 und 11 Hz, 12x-H) und 4.55 (Vinylproton).

CD: Aemax = +1.7 (289 mp) und —0.04 (345 my).

b) 16 mg Isodigacetigenin-3-acetat (17), das aus Chloroform/Petrolither 11 mg Kristalle
vom Schmp. 242 —243° ergab (Lit.9): 235—240°).

IR (CHCl3): 3580 (14B3-OH; in 0.003 m CCls-Losung bei 3593), 1740 —1700 (Acetate und
Ketone) und 1230—1195/cm (Acetate).

NMR: © = 9.01 (s, CH3-19), 8.50 (s, CH3-18), 8.07 (s, 12B3-Acetat), 7.98 (s, 38-Acetat),
7.68 (s, CH3-21) und 4.5 (Vinylproton).

CD: Aggmax = —2.96 (290 mu), —2.67 (309 my) und —2.25 (319 my, Schulter).
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Die RuOy4-Spaltungen wurden nach einem modifizierten Verfahren mit katalytischen Mengen
RuOy und iiberschiiss. NaJO4 vorgenommen3): Dazu wurde eine zweiphasige Mischung von
etwa 10 mg RuO4 in 5 ccm CCly und 5 ccm 5-proz. wilr. NaJO4-Losung bis zur eintretenden
Gelbfirbung intensiv geriihrt und dann eine Lgsung von 50 mg Substanz in 5 cem CCly
langsam zugetropft. Nach etwa 1 Stde. weiteren sehr intensiven Riihrens hatte sich die zu-
nichst schwarzbraune Mischung wieder gelb gefirbt, man extrahierte sie dann mit Chloro-
form und brachte die organische Phase i. Vak. zur Trockne. Der dunkelbraune Eindampf-
rickstand wurde wie folgt chromatographisch gereinigt:

a) Das aus dem 3f-Acetoxy-AS-pregnenon-(20) gebildete 18 wurde durch priparative
Schichtchromatographie mit Chloroform/Athanol (20: 1) und zweimaliges Entwickeln ange-
reichert.

b) Das aus dem Digacetigenin-diacetat erhaltene Reaktionsgemisch wurde durch Chromato-
graphie an 10 g Kieselgel (Elution mit Chloroform/Athanol-Gemischen) vorgereinigt und dann
durch prédparative Schichtchromatographie (Chloroform/Isopropylalkohol 30: 1, zweimalige
Entwicklung) aufgetrennt. Man erhielt so 3 mg Dihydro-digacetigenin-diacetat (unpolarste
Zone), das aus dem eingesetzten Diacetat-Gemisch zuriickgeblieben war (vgl. S. 3309), 2 mg
eines nicht nidher identifizierten Nebenproduktes (mittlere Zone) sowie 4 mg Seco- Verbindung
7 (polare Zone). 7 und 18 wurden durch ihre Massenspektren identifiziert (vgl. S. 3295).

Perjodat-Spaltungen

a) 50 mg I7a-Hydroxy-3f-acetoxy-5a-pregnanon-(20) reduzierte man in einer Mischung
aus 5 ccm Dimethylformamid und 5 ccm Wasser mit 30 mg NaBH 464 und arbeitete wie tiblich
auf. Das Reaktionsprodukt wurde in 6 ccm wifir. Methanol (1 : 1) gelést, mit 150 mg NaJOy4
versetzt und 30 Min. auf 40° und anschlieBend 1 Stde. auf 55° erwiirmt; dabei leitete man Stick-
stoff durch die Reaktionsldsung in eine eisgekiihlte Vorlage mit salzsaurer 2.4-Dinitro-phenyl-
hydrazin-Lésung. Der darin entstandene feinkristalline Niederschlag von Acetaldehyd-[2.4-
dinitro-phenylhydrazon} wurde durch DC (zweimalige Entwicklung mit Benzol/Petroldther
3: 1) mit authent. Material identifiziert6s),

b) 20 mg natiirliches Digacetigenin wurden in 1.5 ccm Dioxan/Wasser (4:1) mit 10 mg
NaBH4 reduziert und, wie oben beschrieben, mit NaJO, umgesetzt. Es konrrte hierbei kein
2.4-Dinitro-phenylhydrazon gefa3t werden.

17a-Hydroxy-15-oxo-progesteron (25) : Eine L6sung von 600 mg I5a-Hydroxy-progesteroni6}
und 16 mg p-Toluolsulfonsdure in einer Mischung von 5 ccm Dimethylformamid, 5§ ccm 2.2-
Dimethoxy-propan und 0.2 ccm Methanol wurde 31/, Stdn. unter RickfluB gekocht, Dann
neutralisierte man mit NaHCOs, goB3 in 250 ccm Eiswasser und rithrte diese Mischung 11/,
Stdn. Der Niederschlag (588 mg) wurde scharf getrocknet (23; Dienoldther-Banden im IR-
Spektrum bei 1650 und 1626/cm, CH3O-Signal im NMR-Spektrum bei T = 6.43).

Zu einer mit Sauerstoff gesattigten Lésung von 0.6 g Kalium in 25 ccm trockenem tert.-
Butylalkohol gab man 500 mg Dienoldther 23 und schiittelte diese Losung dann auf der Ma-
schine in ciner Sauerstoffatmosphire von etwa 10 Torr Uberdruck49). Nach 45 Min. waren
40 ccm Sauerstoff aufgenommen worden (ber. 32 ccm). Die entstandene rotbraune Losung
wurde in 35 ccm 30-proz. Essigsdure eingeriihrt, diese Mischung dann bei 50° i. Vak. weit-
gehend eingeengt und nach dem Abkiihlen in 50 ccm Eiswasser gegossen. Der gebildete farblose
Niederschlag wurde abfiltriert und das Filtrat nach S#ittigen mit Natriumchlorid mit Essig-
ester ausgezogen. Niederschlag und organische Phase wurden vereinigt und i. Vak, zur Trockne

63) G. Snatzke und W. Nising, unverdffentlichte Versuche.
64) D. Taub, R. D. Hoffsommer und N. L. Wendler, J. Amer. chem. Soc. 81, 3291 (1959).
65) Vgl. E. Stahl, Diinnschichtchromatographie, S. 198, Springer-Verlag, Berlin 1962,
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gebracht. Der Riickstand wurde mit 2 g aktiviertem Zinkstaub in 75 ccm Eisessig 27 Stdn.
geschiittelt. Nach dem Abfiltrieren von liberschiiss. Zink engte man i. Vak. ein, schlimmte in
25 ccm Methanol auf und rithrte in 150 ccm Eiswasser ein. Dann wurde erschépfend mit
Chloroform/Methanol (1:1) extrahiert und wie iiblich auf Neutralteile aufgearbeitet. Das
rohe Reaktionsprodukt (485 mg) wurde an 50 g Kieselgel mit Chloroform/Athanol (20: 1)
chromatographiert. Nach 200 mg unpolaren Nebenprodukten wurden 220 mg [5a.l17a-
Dihydroxy-progesteron (24) eluiert. Es lieferte aus Petrolither/Aceton Kristalle vom Schmp.
192 —-196°.

IR (CHCl3): 3600 und 3450 (OH), 1706 (20-Keton), 1660 und 1615/cm (A4-En-3-on).

UV: Apax 241 myp. (log € = 4.0).

NMR: v = 9.28 (s, CH3-18), 8.81 (s, CH3-19), 7.77 (s, CH;3-21) und 4.23 (Vinylproton).

54 mg 24 wurden in 40 ccm Aceton mit 0.2 ccm Chromsiure-Standardldsung unter Eis-
kithlung oxydiert. Nach Aufarbeiten resultierten 53 mg 17a-Hydroxy-15-oxo-progesteron (25),
aus Cyclohexan/Aceton rhomboederformige Kristalle vom Schmp. 238 —247°. [a]%: +104°
(¢ = 0.25, Chif.) (Lit.66): Schmp. 267 —268°, [«]¥: +98°).

IR (CHCIl3): 3600 und 3480 (172-OH), 1736 (15-Keton), 1703 (20-Keton), 1660 und 1610/cm
(A4-En-3-on).

UV: Apax 240 mu (log € = 4.2).

NMR: t = 9.18 (s, CH;3-18), 8.81 (s, CH3-19), 7.66 (s, CH3-21) und 4.22 (Vinylproton).

CD: Aepax — +5.37 (299 my), —1.16 (332 mp), —0.99 (344 my) und —0.33 (359 my).

Die Summenformel wurde durch hochaufldsende Massenspektrometrie zu Ci1H,504
bestimmt (s. Tab. 3).

17a-Hydroxy-15.20-diketone 28 und 29: 850 mg [5a-Hydroxy-progesteron wurden in 120
ccm Athanol gelost und iiber 2g 5-proz. Palladiumkohle bei Normaldruck und Raumtem-
peratur hydriert, bis keine Wasserstoff-Aufnahme mehr erfolgte (18 Stdn.). Das nach dem iib-
lichen Aufarbeiten erhaltene Reaktionsgemisch (26 -- 27) wurde, wie fiir 23 beschrieben,
hydroxyliert und dann an 200 g Kieselgel chromatographisch aufgetrennt:

a) Durch Elution mit Chloroform/Aceton (6: 1) erhielt man 430 mg I5a.17a-Dikydroxy-
3&-dthoxy-50-pregnanon-(20). 215 mg davon wurden in 65 ccm Aceton mit 0.3 ccm Chrom-
sidure-Standardldsung oxydiert. Nach iiblicher Aufarbeitung erhielt man 193 mg 17a-Hydroxy-
3&-dithoxy-5-pregnandion-(15.20) (29), das aus Petroldther/Essigester Kristalle vom Schmp.
128 —135° lieferte. [o]3: +14° (¢ = 0.4, Chlf.).

IR (CHCI3): 3600 und 3500 (17«-OH), 1738 (15-Keton) und 1706/cm (20-Keton).

NMR: t = 9.23 (s, CH3-18), 9.05 (s, CH3-19), 7.68 (s, CH3-21) und 8.81 und 6.56 (t bzw.
q, J = 7 Hz, 3-Athoxygruppe).

CD: Agpax = +4.38 (300 my).

C23H3604 (376.2) Mol.-Gew. gef. 376 (Massenspektrum)

b) Chloroform/Aceton (4 : 1) eluierte 95 mg 3&.15a.17a-Trihydroxy-53-pregnanon-(20), von
dem 40 mg in 10 ccm Aceton mit 0.1 ccm Chromsdure-Standardlésung oxydiert wurden. Das
Reaktionsprodukt lieferte durch Umkristallisieren aus Petroldther/Chloroform 15mg 17a-Hy-
droxy-5f-pregnantrion-(3.15.20) (28) vom Schmp. 196°. [«]¥: 4 28° (¢ = 0.5, Chif.).

IR (CHCl3): 3600 und 3500 (172-OH), 1740 (15-Keton) und 1705/cm (3- und 20-Keton).

NMR: t = 9.21 (s, CH3-18), 8.96 (s, CH3-19) und 7.67 (s, CH3-21).

CD: Agpax = +4.9 (301 my).

Cy1H3904 (346.2) Mol.-Gew. gef. 346 (Massenspektrum)

66) Q. El-Tayeb, S. G. Knight und C. J. Sih, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 93, 411
(1964).
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Oxydation des Digiprogenins zu 31: 20 mg Digiprogenin wurden in 10 ccm Aceton mit 0.1
ccm Chromsdure-Standardlésung unter Eiskithlung oxydiert. Das nach dem Aufarbeiten
resultiecrende Gemisch wurde durch priparative Schichtchromatographie (zweimaliges Ent-
wickeln mit Chloroform/Isopropylalkohol 20: 1) in zwei Komponenten aufgetrennt; man
erhielt so:

a) 6 mg amorphes 31 (unpolare Zone).
IR (CHCl3): 3300 (148-OH), 1745 (15-Keton), 1710 (11-Keton), 1695 (20-Keton) und 1665
und 1613/cm (A4-En-3-on).
UV: Apax 237 mu (log € = 3.9).
C1Hz605 (358.2) Mol.-Gew. gef. 358 (Massenspektrum)

b) 3 mg amorphes, durch Uberoxydation entstandenes I4-Hydroxy-A4-pregnenpentaon-
(3.6.11.15.20) (polare Zone), das auf Grund des fiir A4-En-3.6-diketo-steroide typischen
Peaks m/e 137 (63 % rel. Intens.) im Massenspektrumo2) identifiziert wurde.

IR (CHCI3): 3300 (1483-OH), 1745 (15-Keton), 1715 (11-Keton) und 1690/cm (20-Keton
und A4-En-3.6-dion).

UV: Apax 242 mu (log € = 3.85).
C21H240¢ (372.2) Mol.-Gew. gef. 372 (Massenspektrum)

Oxydation des Purprogenins zu8: 6.5 mg 5 wurden in 6 ccm Aceton mit 0.1 ccm Chromsdure-
Standardlosung unter Eiskithlung etwa 5 Min. oxydiert. Da das nach dem Aufarbeiten
erhaltene Produkt laut Massenspektrum im wesentlichen aus nur an C-3 oxydiertem Material
bestand (M+ = 360; der durch Abspaltung der C-Atome 15—21 gebildete Peak lag wie beim
Purprogenin bei M — 99), wurde es weitere 10 Min. unter den gleichen Bedingungen nach-
oxydiert. In dem so erhaltenen Oxydationsprodukt war die Hauptkomponente laut DC mit
dem aus Desacetyl-digacetigenin dargestellten 8 identisch (FlieBmittelsysteme: Chloroform/
Isopropylalkohol (20 : 1), Cyclohexan/Dioxan (2: 1) und Benzol/Aceton (6: 1); in den ersten
beiden Systemen wurde zweimal, im letzten einmal entwickelt). Durch préparative Schicht-
chromatographie mit Chloroform/Isopropylalkohol wurde sie angereichert. Im Massen-
spektrometer zeigte sich, dafl neben 8 noch das durch Allyloxydation entstandene A4-En-3.6-
dion vorhanden war (vgl. auch S. 3308). Durch fraktionierte Verdampfung in der Ionenquelle
gelang es, Massenspektren aufzunehmen, die den fast reinen Verbindungen entsprechen und die
identisch mit denen der aus Desacetyl-digacetigenin gewonnenen Oxydationsprodukte sind.

[184/67)



