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Diosgenin-acetat (1) wurde iiber 3f,168-Diacetoxy-26-chlor-5-cholesten-22-on (2) zu 38,168-
Diacetoxy-5,25-cholestadien-22-on (3) umgesetzt. Permanganat-Oxidation zu (25R/S)-3B,16p-
Diacetoxy-25,26-dihydroxy-5-cholesten-22-on (4), Verseifung, Acetylierung und Siurekatalyse
ergab das 25 R/S-Isomerengemisch des Nuatigenin-diacetats (25R/S-5). Nach Entacetylieren lieBen
sich die Isomeren chromatographisch trennen. Partielle Verseifung von 3 und Tritylierung ergab
16B-Acetoxy-3B-trityloxy-5,25-cholestadien-22-on (3b), das analog zu 4b oxidiert wurde. Nach
Acetylierung, Saurckatalyse und Verseifung wurde das 25R/S-Isomerengemisch des Nuatigenin-
3-tritylethers (25R/S-7) chromatographisch getrennt. Acetylierung und Etherspaltung ergab
Nuatigenin-26-acetat (5a), das mit Acetobromglucose und Silbersalicylat zum Glucosid 8 um-
gesetzt wurde.

Steroid Saponins with More than One Sugar Chain, XII"

A Partial Synthesis of Nuatigenin and Nuatigenin 3-p-p-Glucopyranoside from Diosgenin

Diosgenin acetate (1) was converted via 3f,16f-diacetoxy-26-chloro-5-cholesten-22-one (2) into
3B,16B-diacetoxy-5,25-cholestadien-22-one (3). Permanganate oxidation to (25 R/S)-3B,16B-diacet-
oxy-25,26-dihydroxy-5-cholesten-22-one (4), saponification, acetylation, and acid catalysis gave
the C-25 isomers of nuatigenin diacetate (25R/S-5). They were separated chromatographically
after de-acetylation. Partial saponification of 3 and reaction with trityl chloride resulted in 1683-
acetoxy-3p-trityloxy-5,25-cholestadien-22-one (3b). Oxidation to 4b, acetylation, acid catalysis,
and saponification yielded the C-25 isomers of nuatigenin 3-trityl ether (25R/S-7). Chromato-
graphical separation, acetylation, and cleavage of the ether gave nuatigenin 26-acetate (Sa). By
treatment of Sa with acetobromoglucose in the presence of silver salicylate the glucoside 8 was
formed.

Die Ergebnisse der pharmakologischen Voruntersuchungen an den 26-Desglucoavena-
cosiden A und BY und die Erwartungen, die sich an diese Verbindungen kniipften,
veranlaBten uns, zum einen das Aglycon Nuatigenin? partialsynthetisch auf einfachere
Weise als bisher in die Hand zu bekommen und andererseits die natiirliche Zuckerkette
in 3-Stellung durch nur eine Glucoseeinheit zu ersetzen. Ein derartig verkleinertes

Y XI. Mitteil.: R. Tschesche und W. Wiemann, Chem. Ber. 110, 2416 (1977).
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© Verlag Chemie, GmbH, D-6940 Weinheim, 1978



1978 Steroidsaponine mit mehr als einer Zuckerkette, XII 3301

»26-Desglucoavenacosid“ konnte infolge des nahezu doppelten Gewichtsanteils an
Nuatigenin eventuell verstirkte pharmakologische Wirkungen zeigen.

Synthese des Aglycons

Wir wihlten als Ausgangsstufe der Synthese handelsiibliches Diosgenin, denn es ist
bis auf die axiale Substitution an C-25 mit Isonuatigenin?, dem durch saure Katalyse
entstehenden Isomerisierungsprodukt des Nuatigenins, identisch?¥. Zum Angriff an
C-25 wurde die schon linger bekannte Offnung der Spiroacetalringe E und F mit Chlor-
wasserstoff in Acetanhydrid® zu 3p,16B-Diacetoxy-26-chlor-5-cholesten-22-on (2) mit
anschlieBender Dehydrohalogenierung zu 3B,16B-Diacetoxy-5,25-cholestadien-22-on (3)
benutzt %,

Die nicht sehr befriedigenden Ausbeuten an 2 (maximal 23% *) waren nicht zu steigern. Im-
merhin ist aber bemerkenswert, da der nach Auskristallisieren verbliebene sirupdse und un-
einheitliche Riickstand nach alkalischem Verseifen und kurzzeitigem Ansduern betrdchtliche
Mengen an Diosgenin riickzugewinnen gestattet (es konnten bis zu 40% wieder auskristallisiert
werden). Die anschlieBende Chlorwasserstoff-Abspaltung zu 3 mit Lithiumchlorid in Dimethyl-
formamid © lieferte ein Produkt, das chromatographisch besser und mit héheren Ausbeuten ge-
reinigt werden konnte als iiber Kristallisation.

Verbindung 3 konnte mit Kaliumpermanganat in Aceton selektiv an der 25,26-Doppel-
bindung der Seitenkette hydroxyliert werden, womit — abgesehen von dem C-25-Iso-
merengemisch — praktisch die offenkettige Form des Nuatigenins bzw. Isonuatigenins
vorlag. Die in der Struktur nahe verwandten, ebenfalls aus Diosgenin hergestellten Ver-
bindungen 3B-Acetoxy-5,20(22),25-furostatrien und 3B,6a-Diacetoxy-20(22),25-furostadien
wurden dagegen nur im Ring E oxidiert und fiihrten nicht zum Nuatigenin. Gleiche Selek-
tivitdt zeigten Bromierungsversuche (Pufferung mit Pyridin 7 ®).

Infolge der nicht fixierten Seitenkette des Cholesten-Derivates 3 fallen bei 4 die 25R- und

258-Isomeren im Verhditnis 1:1 an. Eine chromatographische Trennung des Diastereomeren-
gemisches erschien wenig aussichtsreich. Sie wurde auf die Stufe des Nuatigenins (6) verschoben.

6 kann aus 4 nicht direkt durch Verseifen der Acetate und sauren Riickschlufl des
Spiroacetals erhalten werden, denn der sechsgliedrige Ring F des Isonuatigenins ist unter
diesen Bedingungen bevorzugt. Um die Bildung des Spiroacetals aus der Ketogruppe an
C-22, der sekundaren Hydroxygruppe an C-16 (B) und der tertidren an C-25 zu erzwingen,
wurde 4 zunichst energisch alkalisch verseift (das 16B-Acetat ist recht stabil!). Das ent-
stehende Produkt braucht nicht erst isoliert zu werden. Es hat vermutlich Semiacetal-
struktur (3p,22,25,26-Tetrahydroxy-5-furosten 7). Bei gleich anschlieBender milder Acety-
lierung reagieren nur die beiden reaktionsfihigen Hydroxygruppen an C-3 und C-26.
Die saure Aufarbeitung dieses Reaktionsproduktes ergab dann Nuatigenin-diacetat
(C-25-Isomerengemisch). Sein Massenspektrum stimmte erwartungsgemif iiberein mit
dem von authentischem Material .

3 R. Tschesche und W. Schmidt, Z. Naturforsch., Teil B 21, 896 (1966).

Y F. C. Uhle, . Org. Chem. 27, 656 (1962).

) A. Tépfer, Dissertation, Univ. Bonn 1975.

) R. P. Holysz, J. Am. Chem. Soc. 75, 4432 (1953).

7 W. Fiihrer, Dissertation, Univ. Bonn 1978.

® J. Wolinsky, R. W. Novak und K. L. Erickson, J. Org. Chem. 34, 490 (1969).

9 R. Tschesche, M. Tauscher, H. W. Fehlhaber und G. Wulff, Chem. Ber. 102, 2077 (1969).
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Nach Entfernen der Acetatreste konnten die 25R- und 25S-Isomeren durch Chromatographie
an Kieselgel isoliert werden. Die deutlichen Polaritdtsunterschiede diirften durch unterschiedliche
intramolekulare Wasserstoffbriicken der freien primiren Hydroxygruppe an C-26 mit den Spiro-
acetal-Sauerstoffatomen bedingt sein. Am Molekiilmodell kann unschwer erkannt werden, daf3
beim 25 R-Isomeren nur am Ring F Wechselwirkung eintreten kann, wihrend natiirliches Nuati-
genin die Briicke zum Ring E bildet?.

CHz

AcO

1, Diosgenin-acetat 2 3

CH,OH
OH CH,4

CH0ACc

25 R-6 6, Nuatigenin

Der Vergleich des auf diese Weise gewonnenen Nuatigenins mit authentischem Material
fiel sowohl spektroskopisch als auch in den physikalischen Daten befriedigend aus.
Das 25R-Isomere ist etwas polarer, schmilzt hoher ® und dreht etwas stirker nach links.
Die Struktur des Nuatigenins® ist damit auch partialsynthetisch abgesichert.

Die **C-NMR-Signale der Verbindungen 1—5 liefien sich durch Vergleich mit den Verschie-
bungen bei Cholesterin-acetat ! und Diosgenin ' ?, Beriicksichtigung der Reaktionsfolge, Linien-
verdopplungen bei den Isomerengemischen 4 und 5 und Zuhilfenahme der iiblichen Verschie-
bungs- und Inkrementetabellen zuordnen (Tab. 1).

10} Bei den referierten Schmelzpunkten von Nuatigenin und Isonuatigenin ist zu beachten, dafl
diese in friiheren Veroffentlichungen ' zum Teil versehentlich vertauscht worden sind !

LD H. J. Reich, M. Jautelat, M. T. Messe, F. J. Weigert und J. D. Roberts, J. Am. Chem. Soc. 91,
7445 (1969).

12 g Eggert und C. Djerassi, Tetrahedron Lett. 42, 3635 (1975).



1978 Steroidsaponine mit mehr als einer Zuckerkette, XII 3303

Tab. 1. '*C-Verschiebungen der Verbindungen 1—5. 3-Werte, TMS interner Standard, Losungs-
mittel CDCl,, Konzentration ca. 60 mg/ml. Die MeBwerte fiir 25 R-5 ergaben sich durch Vergleich
mit 25 R/S-5 und 258-5

C-Atom 1 2 3 25R/S-4  25R-5 2585

(20MHz) (20MHz) (23MHz) (0MHz) (23MHz) (23 MHz)
1 37.2 37.2 369 372 37.0 37.0
2 279 279 277 280 278 278
3 74.2 74.3 739 74.4 73.9 739
4 38.4 38.5 38.1 384 38.1 38.1
5 140.5 140.7 139.7 140.6 139.7 139.7
6 123.1 123.0 122.3 123.0 1224 1224
7 32.1 31.6 313 324 31.8 31.8
8 31.7 31.6 31.1 31.9 314 31.4
9 50.3 503 498 50.3 50.0 50.0
10 36.9 36.9 36.6 36.9 36.8 36.8
1 21.4 215 214 21.5 214 214
12 40.0 35.1 349 35.1 39.7 39.7
13 40.5 423 419 424 404 404
14 56.9 54.4 54.0 544 56.4 56.4
15 32.2 31.9 31.6 32.6 32.0 32,0
16 81.2 76.2 75.8 76.1 80.7 80.8
17 62.7 556 552 55.7 62.0 61.7
18 16.4 133 13.2 13.3 16.2 16.2
19 19.4 19.4 19.3 19.4 19.3 19.3
20 419 439 435 440 38.4 38.3
21 14.6 16.8 16.7 17.1 14.6 14.6
2 109.7 2135 212.5 215.3 120.2 120.1
23 31.7 40.0 39.7 35.7 33.0 32.8
24 29.1 35.3 39.5 40.0 33.8 33.1
25 30.5 28.0 144.8 723 82.1 82.4
26 67.2 51.0 110.0 70.3 69.8 70.4
27 17.3 17.7 227 239 209 21.0
3-0Ac 1711 1714 170.5 171.5 170.5 170.5
21.0 21.2 21.1 2.3 208 20.8
16,26-OAc  — 170.6 169.8 170.8 171.0 1711
- 209 20.7 21.0 26.0 239

Synthese des 3-Mono-Glucosids 9

Eine selektive Reaktion der beiden Hydroxyfunktionen des Nuatigenins gelang nicht.
Damit konnte das freie bifunktionelle Aglycon nicht als Ausgangsbasis einer Glycosid-
synthese benutzt werden. Der Syntheseweg wurde durch Einfithrung der Triphenyl-
methoxygruppierung an C-3 abgewandelt.

3 wurde durch kurzzeitige alkalische Behandlung selektiv zu 16B-Acetoxy-3B-hydroxy-
5,25-cholestadien-22-on (3a) verseift und dieses anschlieBend mit Tritylchlorid zu 16p-
Acetoxy-3p-trityloxy-5,25-cholestadien-22-on (3b) umgesetzt. 3b konnte nicht analysen-
rein erhalten werden, da trotz mehrfachen Uberschusses an Tritylchlorid und langerer
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Reaktionsdauver kein vollstindiger Umsatz eintrat und chromatographische Trenn-
probleme bestanden.

Deshalb wurde nur grob von nicht umgesetztem Ausgangsmaterial abgetrennt und
danach mit Kaliumpermanganat in Acetonldsung oxidiert. Wie bei 3 — 4 zeigte sich ein
empirisches Verhdltnis von ca. 5:2 (Permanganat: 3b) am giinstigsten. Das polarere
Produkt (25R/S)-16B-Acetoxy-25,26-dihydroxy-3p-trityloxy-5-cholesten-22-on (4b) lieB
sich chromatographisch gut von den mitgeschleppten Verunreinigungen (in der Haupt-
sache Tritylalkohol) abtrennen.

CH

3 :R=Ac 25 R/S—4b
3a:R=H
3b:R = Ph3C

8:R = Ac
99R=H

R! r? R®
25 R/S-5b | PhyC CH;, CHz0AC
7 + 25 R-T7| PhsC CH, CH,OH

bzw.
PhsC CH;OH CHjg
Sa|H CHjy CH;OACc

Im weiteren wurden dann in einem Arbeitsgang nacheinander das 16p-Acetat unter
energischen Bedingungen abgespalten, die Position 26 durch Neuacetylierung blockiert,
das Produkt kurzzeitig mit Sdure geschiittelt und sofort wieder alkalisiert, um den Trityl-
ether nicht zu gefdhrden, aber das neueingefiihrte 26-Acetat wieder fiir die Isomeren-
trennung zu entfernen. Es resultierte das C-25-Isomerengemisch des Nuatigenin-3-trityl-
ethers (7).

Dieses konnte noch besser als die Nuatigenin-Isomeren durch Chromatographie an Kieselgel
aufgetrennt werden. Die Schmelzpunkt-, Drehwert- und Polaritéitsdifferenzen waren analog.
Die Massenspektren zeigten wie bei allen Nuatigenin-Derivaten die charakteristische Fragmen-
tierung (a) bis (fjusw." P unter Beriicksichtigung der jeweiligen Substituenten.
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Nach erneuter Acetylierung, saurer Etherspaltung und chromatographischer Ent-
fernung des Tritylalkohols erhielt man Nuatigenin-26-acetat (5a) als Vorstufe fiir die
Glycosidsynthese. Es wurde mit a-Acetobromglucose in Gegenwart von Silbersalicylat !
in modifizierter Koenigs-Knorr-Synthese umgesetzt. Die Isolierung des gewiinschten
Nuatigenin-3-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranosid)-26-acetats (8) gestaltete sich
schwierig; die chromatographischen Trennprobleme liefen sich aber durch mehrere
Stufen mit verschiedenen Laufmittelsystemen bewiltigen.

Im Massenspektrum zeigte 8 die erwartete Nuatigenin-Fragmentierung®: Das hochaufgeldste
Molekiil-Ion 802 bestitigte die Summenformel C,3Hg,0,4, Abspaltung von Methyl ergab 787,
von Essigsdure 742. Die Bruchstiicke (a) = 729, (b) = 630, (c) = 601, (d) = 197, (¢) = 185 und
(fy = 184 konnten identifiziert werden. Die Fragmente 331 und 471 (=802 —331) wiesen auf den
Zuckeranteil hin (Tetraacetylglucosylrest). Die Abspaltung noch vorhandener Substituenten
ergab weitere Aufschliisselung: 455 = 802 — 3B-Substituent, 411 = 802 — 331 — AcOH, 395 =
455 — AcOH, 381 = (a) — 3B-Subst., 299 = (b) — 331, 282 = (b) — Tetraacetylglucose, 267 =
282 — Methyl, 253 = (c) — Tetraacetylglucose = Ringe A bis D, 137 = (d) — AcOH.

100 L3 197 x5

(%] {d)

rel. 331

Int. 381

395

an

400

601

/ x50 fe) 726

{a)

500 600 700 800 mie

Massenspektrum von Nuatigenin-3-(2,3,4,6-tetra-0-acetyl-p-D-glucopyranosid)-26-acetat (8),
aufgenommen bei 70 eV (180°C)

Das Protonenresonanzspektrum fiel erwartungsgemiB aus. Es zeigte fiinf scharfe Signale im
Bereich um & = 2 (Acetyl) und war im iibrigen im Agiyconanteil mit 5 und 5a vergleichbar. Ebenso

13 G. Wulff und G. Réhle, Angew. Chem. 86, 173 (1974); Angew. Chem., Int. Ed. Engl. 13, 157
(1974).



3306 R. Tschesche und W. Fiihrer Jahrg. 111

wiesen die Signale der Zuckerprotonen gegeniiber anderen Tetraacetylglucosiden keine Besonder-
heiten auf. Die f-Konfiguration des Glucosids wird durch die Vicinalkopplung von 7 Hz des
C-1-Protons der Glucose bestitigt.

Das acetylfreie Glucosid 9 konnte aus 8 durch die iibliche Entacetylierung '* !> erhalten
werden. Es fiel allerdings nicht kristallin an, so daf eine genaue Charakterisierung auf
Schwierigkeiten stieB, aber bei Verbindungen dieser Substanzklasse stellt dieses keine
Besonderheit dar. Die Konstitution der Verbindung 9 als (208,225,255)-22,25-Epoxy-
3B-(B-p-glucopyranosyloxy)-S-furosten-26-ol diirfte zweifelsfrei aus dem Reaktions-
schema folgen; bedauerlich bleibt nur die geringe Gesamtausbeute von unter 2% aus
Diosgenin.

An dieser Stelle mochten wir dem Verband der Chemischen Industrie fiur die Gewdhrung eines
Stipendiums unseren Dank aussprechen, desgleichen dem Minister fir Wissenschaft und Forschung
des Landes Nordrhein-Westfalen fiir die Bewilligung von Sachmitteln und der Farbwerke Hoechst AG
fir die Uberlassung von Chemikalien.

Experimenteller Teil

Schmelzpunkte: Schmelzpunktkapillargerdt Biichi SMP-60 und Mikroskopheiztisch nach
Kofler-Weygand. — Drehwerte: Perkin-Elmer-Polarimeter 141, — NMR-Spekiren: Varian
EM-360, Bruker WP-80 und WH-90. — Massenspektren: MS-9, MS-30 und MS-50 (A.E.L) im
DirekteinlaBverfahren (70 eV, im aligemeinen 70 —120°C), Auflsungsvermdgen bei den exakten
Massenbestimmungen zwischen 11000 und 14000. — Die Elementaranalysen wurden im mikro-
analytischen Labor des Institutes ausgefiihrt.

Die Diinnschichtchromatographie an Kieselgel G (Merck) wurde wie iiblich durchgefiihrt .
Angefiirbt wurde mit 40proz. Schwefelsdure (Erhitzen auf 150°C). Die Re-Werte beziehen sich
auf 10 cm Laufstrecke. Die priaparative Schichtchromatographie erfolgte auf selbstgestrichenen
Platten mit Kieselgel 60 PF,5, (Merck) in einer Dicke von ca. 5 g/dm?.

Laufmittelsysteme:
A Cyclohexan/Aceton (10:3) D Chloroform/Methanol (55:4)
B Cyclohexan/Aceton  (100:55) E Cyclohexan/Aceton (11:2)
C Petrolether 60—90/ (10:4) F Cyclohexan/Aceton (5:2)
Essigester

3B,16 B-Diacetoxy-26-chlor-5-cholesten-22-on (2) wurde mit leichten Abwandlungen der Literatur-
angaben ® hergestellt: 10.0 g (22 mmol) Diosgenin-acetat/600 ml Acetanhydrid; 3 h Gaseinleitung
(HCl), 3h RiickfluB; Hydrolyse in 21 Eiswasser. Zur Riickgewinnung von Diosgenin wurde der
nach Auskristallisieren der Substanz verbliebene sirupdse Riickstand in der zehnfachen Menge
einer 5proz. Losung von Kaliumhydroxid in Ethanol 2 h unter Riickflu8 erhitzt. Dann gofl man
in das flinffache Volumen Wasser und lieB absitzen. SchlieBlich wurde in warmem Ethanol
aufgenommen, nach Ansduern mit verd. Salzsdure eingeengt und aus Aceton auskristallisiert.
Ausb. 2.8 g 2 (24%) und 3.5 g Diosgenin (38 %), daraus resultieren bei Abzug ca. 40% an 2.

3B,16B-Diacetoxy-5,25-cholestadien-22-on (3) wurde aus 2 durch Eliminierung gewonnen™:
1.0 g 2 (1.9 mmol) wurde mit 1 g Lithiumchlorid (wasserfrei) in 300 ml absol. Dimethylformamid
3 Tage bei 120°C geriihrt. Zur schichtchromatographischen Reinigung wurde System A benutzt.

14 G. Zemplén und E. Pascu, Ber. Dtsch. Chem. Ges. 62, 1613 (1929).
15) G. Wulff, G. Rohle und W, Kriiger, Chem. Ber. 105, 1097 (1972).
16) R, Tschesche, W. Freytag und G. Snatzke, Chem. Ber. 92, 3053 (1959).
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Einige Daten der (bekannten) Verbindungen 1—3!7:
Verbindung Molmasse  Schmp. Rp (System A)

1 C;4H,,0, 456.7 200°C 0.85
2 C3,H4,ClOs 5352 212°C 0.54
3 C;31H4605 498.7 208°C 0.61

(25R/S)-3B,16 B-Diacetoxy-25,26-dihydroxy-5-cholesten-22-on (25R/S-4): Zu 1.0g 3 (2 mmol)
in 200 ml Aceton tropfte man unter RiickfluB und Rithren wéhrend 2h eine Losung von 0.4 g
Kaliumpermanganat (ca. 5 mmol, empirisches Verhiltnis) in 40 ml Wasser und 60 ml Aceton.
Nach Verschwinden der Violettfirbung (ca. 3 h) iiberpriifte man den Umsatz (DC), filtrierte den
Niederschlag ab, der mit warmem Aceton griindlich nachgewaschen wurde, und engte die klare
Losung i. Vak. bis auf etwa 50 ml ein. Zum Aussalzen wurden 50 ml konz. Natriumchloridlésung
zugesetzt. Nach viermaligem Ausschitteln mit Chloroform, Trocknen iiber Natriumsulfat und
Abdampfen des Losungsmittels wurde das Rohprodukt auf 5 Platten 20 x 20 cm im System B
chromatographiert. Die Produktzone (etwa unteres Drittel) ergab nach Elution mit Aceton
0.67 g (63%). Schmp. 155—160°C (unscharf, Isomerengemisch), Rr = 0.1 (System A).

'H-NMR (CDCl;): & = 0.92 (s, CH;-18), 1.05 (s, CH;3-19), 1.17 (s, CH3-27), 1.20 (d, J = 7 Hz,
CH;-21), 2.06 (s, Ac-16), 2.12 (s, Ac-3), 3.49 (s, CH,-26), 5.38 (d, J = 4 Hz, 6-H). — MS (70eV):
mfe = 532 (0.001%, M ™), 530 (0.01%, M — 2H), 514 (4%, M — H,0), 472 (1.5%, M — AcOH),
454 (98%, 514~ AcOH), 253 (95%, Geriist Ringe A bis D), 43 (100%, CH;CO™").

C3H450,-H,0 (550.7) Ber. C67.60 H9.1 Gef C67.74 H 8.87

(25R/S)-Nuatigenin-diacetat (25R/S-5): 0.6 g 25R/S-4 (1.13 mmol) wurden mit der doppelten
Menge Kaliumcarbonat (1.2 g) in 10 ml Wasser und 80 ml Methanol gemischt und 4 h unter Riick-
fluB geriihrt. Nach Einengen bis zur volligen Trockenheit i. Vak. (mit Benzol) wurde der Riick-
stand in 15 ml Pyridin (p. a.) suspendiert und bei 0°C mit 7 ml Acetanhydrid versetzt. Nach Stehen-
lassen iiber Nacht bei gleicher Temp. wurde in 50 ml Wasser gegossen und mit Chloroform dreimal
ausgeschiittelt. Die Chloroformphase wurde zweimal mit je 30 ml 5~ HCI kriftig geschiittelt,
dann nach 1/2 h mit Natriumsulifat getrocknet und schlieBlich eingeengt. Zur Isomerentrennung
wurde dieses Rohprodukt eingesetzt, fiir analytische Zwecke wurde auf drei Platten 20 x 20 cm
aufgetragen und im System B oder C chromatographiert (Produktzone im oberen Drittel). Ausb.
nach Elution mit Aceton 0.46 g (80%) Isomerengemisch. Schmp. 143 — 149 °C (unscharf, Gemisch)
aus verd. Ethanol, Rr = 0.63 (System A).

C;31H 606 (514.7) Ber. C72.34 H9.01 Gef. C72.57 H 8.89

Nuatigenin (6): 0.26 g 25R/S-5 (0.5 mmol) (Rohprodukt) wurden in 50 ml Methanol mit 1.2 ml
1 N KOH 30 min auf 50°C erwidrmt oder 5h bei Raumtemp. stehengelassen. Nach Ausflocken
des Produktes mit Wasser wurde dieses fiinfmal mit Benzol ausgeschiittelt, die Losung auf 1 mi
eingeengt, auf 2 Platten 40 x 20 cm aufgetragen und im System D chromatographiert (Laufzeit
ca. 8 h, Produkt oberhalb der Mitte). Elution der oberen Zone mit Aceton ergab nach Umkristalli-
sieren des Produktes aus verd. Ethanol 90mg (42%). Schmp. 209 —211°C!%, [«]3° = —82°
(0.1proz. in Chloroform), Rg = 0.29 (System A), 0.55 (System D).

'H-NMR (CsD;N): & = 0.84 (s, CH;-18), 1.03 (s, CH;-19), 1.11 (d, J = 7 Hz, CH;-21), 1.35
(s, CH;-27), 3.82 s, CH,-26), 54 (d, J = 4 Hz, 6-H).

C;7H4,0, (430.7) Ber. C 7531 H9.83 Gef. C 7501 H9.69

'7 Die Daten der Massen- und *H-NMR-Spektren von 2 und 3 sind in Lit.% publiziert, letztere
sind in der Zuordnung der Acetatsignale (an C-3 und C-16) durch Austausch zu korrigieren !
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(25R)-Nuatigenin (25R-6): Die nach Verseifung von 25R/S-5 anfallende chromatographische
Unterzone ergab nach Elution mit Aceton ebenfalls 90 mg (42%), Schmp. 227 —228°C (aus wiB-
rigem Ethanol), [«]3° = —86° (0.1proz. in Chloroform), Rg = 0.25 (System A), 0.47 (System D).

'"H-NMR (CsD;sN): § = 0.87 (s, CH5-18), 1.03 (s, CH;-19), 1.14 (d, J = 7 Hz, CH,-21), 1.58
(s, CH;3-27), 3.7 (s, CH,-26), 54 (d, J = 4 Hz, 6-H).

C;7H,,0, (430.7) Ber. C7531 H9.83 Gef. C7535 H9.79

Nuatigenin-diacetat (5): 6 wurde in der iiblichen Weise wieder acetyliert (Pyridin/Acetanhydrid
2:1), nach Kiristallisation aus wiBrigem Ethanol ergaben sich farblose Kristalle vom Schmp.
159—160°C. [«]3° = —74° (0.1proz. in Chloroform), Rg = 0.63 (System A).

'H-NMR (CDCl,): § = 0.76 (s, CH;-18), 095 (d, J = 7Hz, CH;-21), 1.0 (s, CH,-19), 1.15
(s, CH3-27), 2.0 (s, Ac-3), 2.07 (s, Ac-26), 3.91 (d, J = 11 Hz, 26-H), 4.22 (d, J = 11 Hz, 26-H), 5.43
(d, J = 4 Hz, 6-H). — MS siehe Lit.?). Die MS-Daten gelten auch fiir 25R/S-5.

C3Ha6O0¢ (5147 Ber. C72.34 H9.01 Gef. C72.71 H 9.02

16B-Acetoxy-3B-trityloxy-5,25-cholestadien-22-on (3b): 20g 3 (4 mmol) wurden in 200 ml
Ethanol bei 70°C gelost, mit 4 ml 1 N KOH versetzt und 15 min bei dieser Temp. geriihrt. Danach
wurde die Losung in 300 ml verd. Ammoniumchloridlésung gegossen und das ausfallende rohe
Zwischenprodukt 168-Acetoxy-38-hydroxy-5,25-cholestadien-22-on (3a) viermal mit Chloroform
ausgeschiittelt, der Extrakt iiber Natriumsulfat getrocknet und durch Einengen isoliert (1.74 g,
95%). Zusammen mit 3 g Chlortriphenylmethan (ca. 11 mmol, dreifacher UberschuB) wurde es in
10 ml Pyridin unter FeuchtigkeitsausschluB 8 h bei 110°C gerithrt. Nach weiterem Stehenlassen
iber Nacht bei Raumtemp. wurden 100 ml Dichlormethan zugegeben. Mehrfaches Waschen mit
Wasser, Trocknen iiber Natriumsulfat und Einengen fiihrten zu einem gelben Ol, das durch
Sdulenchromatographie (250 g Kieselgel, System E) anndhernd gereinigt wurde. Ein relativ
reines Produkt lieB sich erst nach mehrstufiger Chromatographie gewinnen (Platte 40 x 20 cm,
System A, Elution mit Aceton, Kristallisation aus wiBrigem Ethanol). Ausb. (bei 1/10 Ansatz
nach schichtchromatographischer Reinigung) etwa 70%, Rohprodukt etwa 2.5g Rp=0.74
(System A).

'H-NMR (CDCl,): & = 0.82 (s, CH;-18), 0.96 (s, CH;3-19), 1.1 (d, J = 7 Hz, CH,-21), 1.71
(s, CH;-27), 1.94 (s, Ac-16), 4.72 (s, CH,-26), 494 (d, J = 4 Hz, 6-H), 7.2—7.7 (m, Trityl-H). —
MS (70 eV): m/e = 638 (0.3%, M — AcOH), 438 (6%, M — Tritylalkohol), 378 (9%, 438 — AcOH),
253 (7%, Geriist Ringe A bis D), 243 (100%, Trityl-Kation).

Es gelang nicht, die Substanz analysenrein zu gewinnen, erst die niachste Stufe erbrachte akzep-
table Werte.

(25R/S)-16B-Acetoxy-25,26-dihydroxy-3f-trityloxy-5-cholesten-22-on (25 R/S-4b): 2.5 g des grob-
gereinigten, viskos-oligen Rohproduktes 3b (ca. 2.4 mmol) wurden in 200 ml Aceton unter Riick-
fluf3 erhitzt. Nach Zutropfen von 0.95 g Kaliumpermanganat in 40 ml Wasser und 100 ml Aceton
wihrend 2h und Verschwinden der Permanganatfarbung wurde abfiltriert, nachdem DC vollige
Unmsetzung zeigte. Die Aufarbeitung erfolgte wie bei 4, allerdings wurde mit Dichlormethan aus-
geschiittelt. Chromatographiert wurde auf 5 Platten 20 x 20 cm im System B (Laufzeit 2 h, Produkt
unterhalb der Mitte, mitgeschleppter Tritylalkohol u. & im oberen Drittel). Elution mit Aceton
filhrte zu 0.88 g (50%), Schmp. 112 —118°C (unscharf, Isomerengemisch, Erweichung schon ab
95°C), Rg = 0.15 (System A).

'H-NMR (CDCl,): § = 0.84 (s, CH;-18), 0.96 (s, CH5-19), 1.11 (s, CH5-27), 1.12 (d, J = 7 Hz,
CH;-21), 1.97 (s, Ac-16), 3.34 (s, CH,-26), 4.86 (d, J = 4 Hz, 6-H), 7.2—7.7 (m, Trityl-H). — MS
(70 eV): m/e = 732 (0.001%, M ™), 730 (0.01%, M — 2H), 714 (4%, M — H,0), 672 (0.1%, M —
AcOH), 654 (3%, 714 — AcOH), 472 (1.7%, M — Tritylalkohol), 253 (10%, Geriist Ringe A bis D),
243 (100%, Trityl-Kation).

C43HeoO6 (733.0) Ber. C78.65 H 825 Gef C78.51 H 832
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Nuatigenin-3-tritylether (7): 220 mg 25 R/S-4b (0.3 mmol) wurden mit 330 mg Natriumcarbonat,
2ml Wasser und 40 mi Methanol 4 h unter RiickfluB erhitzt. Nach Eindampfen zur volligen
Trockenheit i. Vak., Suspendieren des Riickstandes in 5 ml Pyridin und 7.5 ml Acetanhydrid
stand der Ansatz etwa 3 h bei 20°C. Nach Zusatz von 60 ml Wasser wurde dreimal mit Chloroform
ausgeschiittelt, diese Phase dreimal schnell mit 4 N HC] gewaschen und gleich i. Vak. eingedampft,
um Etherspaltung zu vermeiden. Das auf diese Weise gewonnene Zwischenprodukt Nuatigenin-
26-acetat-3-tritylether (25R/S-5b) wurde als Isomerengemisch ohne weitere Reinigung in 40 mi
Methanol aufgenommen (evtl. etwas Benzolzusatz zur besseren Auflosung), mit 0.5 ml 1 N KOH
versetzt und 15 min auf 50 °C erwidrmt. Nach Eindampfen i. Vak. und Aufnehmen in wenig Benzol
wurde auf 2 Platten 20 x 20 cm im System A chromatographiert. Elution der obersten Zone mit
Aceton lieferte 70 mg (35%) 7, Schmp. 112—114°C, [«]3° = —50° (0.1proz. in Chloroform),
Rg = 0.64 (System A).

'H-NMR (CDCl,): & = 0.73 (s, CH;-18), 0.95 (s, CH;-19), 0.97 (d, J = 6.5 Hz, CH3-21), 1.16
(s, CH3-27), 3.4 (s, CH,-26), 49 (d, J = 4 Hz, 6-H), 7.2—7.7 (m, Trityl-H). - MS (70eV): mle =
657 (0.1%, M — CH,;), 654 (0.3%, M — H,0), 641 (0.5%, a), 513 (0.8%, ¢), 413 (1.2%, M — Trityl-
alkohol), 282 (1%, b — Tritylalkohol), 253 (1.5%, Geriist Ringe A bis D), 243 (100%, Trityl-
Kation), 155 (13%, d), 143 (2%, e).

C.sHs560, (673.0) Ber. C82.10 H 839 Gef. C 8249 H 8.59

(25R)-Nuatigenin-3-tritylether (25R-7): Elution der zweitobersten Zone der vorstehenden
Chromatographie ergab ebenfalls 70 mg (35%), Schmp. 126 —128°C, [«]3’ = —52° (0.1proz.
in Chloroform), Rg = 0.51 (System A).

'H-NMR (CDCl3): 8 = 0.75 (s, CH;-18), 0.97 (s, CH;-19), 1.0 (d, J = 6.5 Hz, CH,-21), 1.32
(s, CH3-27), 343 (s, CH,-26), 49 (d, J = 4 Hz, 6-H), 7.2—17.7 (m, Trityl-H). — MS (70 eV): m/e
identisch mit 7 (s. 0.).

C,u6Hs560, (673.0) Ber. C82.10 H8.39 Gef. C81.30 H 845

Nuatigenin-26-acetat (5a): 70 mg 7 wurden in 2 ml Pyridin und 1 ml Acetanhydrid 3 h stehen-
gelassen. Dann wurde mit 10 ml Wasser versetzt und dreimal mit Chloroform ausgeschiittelt.
Ohne Isolierung der jetzt optisch einheitlichen Verbindung 5b wurde eingeengt, in 30 ml Tetra-
hydrofuran aufgenommen, mit 2 ml konz. Salzsdure versetzt, in homogener Losung 30 min stehen-
gelassen, danach mit Wasser bis zur starken Triibung verdiinnt und dreimal mit Chloroform aus-
geschiittelt. Nach kurzem Trocknen iiber Natriumsulfat und Einengen wurde auf 1 Platte 20 x 20cm
im System F chromatographiert (Laufzeit 3 h, Produkt im unteren Drittel, Tritylalkohol oberhalb
der Mitte). Elution mit Aceton ergab 50 mg (71%). Schmp. 168 —170°C, [a]3° = —77° (0.1proz.
in Chloroform). Rg = 0.33 (System A), 0.56 (Cyclohexan/Aceton 10:7), 0.48 (Cyclohexan/Essig-
ester 20:13).

TH-NMR (CDCl;): & = 0.8 (5, CH;-18), 0.96 (d, J = 6 Hz, CH,-21), 1.0 (s, CH,-19), 1.17
(s, CH;-27), 2.1 (s, Ac-26), 3.87 (d, J = 11 Hz, 26-H), 4.18 (d, J = 11 Hz, 26-H), 54 (d, J = 4 H,
6-H). — MS (70 eV): mje = 472 (0.7%, M*), 457 (0.4%, M — CH,), 454 (1%, M — H,0), 412
(0.6%, M — AcOH), 399 (25%, a), 300 (9%, b), 282 (10%, b — H,0), 271 (32%, c), 253 (10%,
¢ — H,0), 197 (100%, d), 185 (28%, ¢), 184 (25%, ), 137 (39%, d — AcOH).

CysHesOs (472.7) Ber. C73.69 H9.38 Gef. C73.81 H9.22

Nuatigenin-3-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-p-glucopyranosid )-26-acetat (8): 50 mg 5a (0.11 mmol)
wurden mit 200 mg a-Acetobromglucose (0.49 mmol) und 150 mg Silbersalicylat'> in 1.5 mi
absol. Diethylether in Suspension bei Raumtemp. unter Licht- und Feuchtigkeitsausschlu3
geriihrt. Dann wurde abfiltriert, griindlich mit Ether und Dichiormethan nachgewaschen, ein-
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geengt und mehrstufig chromatographiert: Zur Abtrennung von Tetraacetylglucose und Neben-
produkt (Orthoester an C-2 der Glucose'®) auf 1 Platte 40 x 20cm im System Cyclohexan/
Essigester (20:13) (Laufzeit 8 h, Tetraacetylglucose lduft nur wenige cm, der Orthoester — 15.6
mg — liegt direkt oberhalb der Hauptzone). Danach wurde die Hauptzone (nach Elution mit
Aceton) auf einer 40 x 20-cm-Platte im System Cyclohexan/Aceton (10:7) gereinigt (nicht um-
gesetztes Sa liegt jetzt oberhalb 8, Zuckerderivate unterhalb). Nach Elution mit Aceton ergab sich
eine Ausb. von 30 mg (35%). Schmp. 188 —189°C (aus Ether), [«]2° = —33° (0.1proz. in Chloro-
form), Rg = 0.51 (Cyclohexan/Aceton 10:7).

'H-NMR (CDCl;): & = 0.78 (s, CH;3-18), 0.97 (d, J = 6.5 Hz, CH;-21), 1.02 (s, CH;-19), 1.18
(s, CH;-27), 2.03 (s, Ac), 2.05 (s, Ac), 2.08 (s, Ac), 2.10 (Ac), 2.11 (s, Ac), 3.88 (d, J = 11 Hz, 26-H),
418 (d, J = 11 Hz, 26-H), 52 (d, J = 7 Hz, 1-H-Glucose), 5.4 (d, J = 4 Hz, 6-H). — MS (70¢eV):
mfe = 802 (0.1%, M™), 787 (0.07%, M — CHj,), 742 (0.3%, M — AcOH), 729 (6%, a), 630 (0.01%,
b), 601 (1.6%, c), 471 (0.5%, M — Tetraacetylglucosyl), 455 (13%, M — Tetraacetylglucose), 411
(1%, 471 — AcOH), 395 (3%, 455 — AcOH), 381 (14%, a — Tetraacetylglucose), 331 (19%,
Tetraacetylglucosylrest), 299 (5%, b — 331), 282 (50%, b — Tetraacetylglucose), 267 (12%,
282 — CHj3), 253 (22%, Geriist Ringe A bis D), 197 (90%, d), 185 (30%, ¢), 184 (18 %, f), 137 (25%,
d — AcOH), 43 (100%, CH,CO™).

Ca3He;0:4 (803.0) Ber. C64.32 H7.78 Gef. C64.87 H7.71

Nuatigenin-3-8-p-glucopyranosid (9): 12.1 mg 8 (0.015 mmol) wurden in 5 ml absol. Methanol
mit 1.5mi 0.01 N methanolischer Natriummethylat-Losung 5h unter RiickfluB erhitzt !4 !
Nach dem Abkiihlen versetzte man mit 2 ml dest. Wasser und schiittelte dreimal mit frisch destil-
liertem Chloroform (HCl-frei, Umlagerungsgefahr!) aus. Die Chloroformphasen enthielten das
nach DC einheitliche Glucosid, das aber nach Einengen (Ausb. 5.2 mg, 58%) nicht kristallisierte
und sich auch aus Methanol nicht umbkristallisieren lieB, sondern sirupos-lackartig verblieb.
Infolgedessen waren die Analysenergebnisse und Drehwertmessungen schwankend. Ry = 0.39
(Chloroform/Methanol 65:9). — 'H-NMR (Cs;D;N): & = 0.87 (s, CH;-18), 1.05 (s, CH5-19),
1.13(d, J = 7Hz, CH;-21), 1.37 (s, CH5-27), 5.1 (d, J = 7 Hz, 1-H-Gluc.), 54 (d, J = 4 Hz, 6-H).
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