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120. Uber die Partialsynthese yon 14C-Podophyllotoxin-~-glucosid 
und zur Darstellung von ''C-Diazomethan. 

6. Mitteilung iiber mitosehemmende Naturstoffe') 
von A. Stoll, J. Rutschmann, A. yon Wartburg und J. Renz. 

(15.111. 56.) 

Die wasserunlosliche Harzfraktion der Rhizome von Podophyl- 
lum-Arten (Fam. Berberidaceae), das sog. Podophyllin, hat neuer- 
dings durch seine mitosehemmenden Eigenschaften Interesse gefun- 
den. Der mengenmassig darin uberwiegende Wirkstoff, das Podo- 
ph yllo toxin, is t eine leicht kris tallisierende, sticks tofffreie Verbindung, 
die in ihrer Molekel einen sterisch besonders labilen Lactonring ent- 
halt. Ausser dem Podophyllotoxin konnten aus dem indischen P. emodi 
WaZZ. in kleinen Mengen noch das Demethyl-podophyllotoxin und 
aus dem nordamerikanischen P. peltatum L. noch zwei weitere, nahe 
verwandte Wirkstoffe, das a- und /?-Peltatin, isoliert werden2). 

Vor kurzem gelang es uns, aus den Rhizomen der indischen und 
der amerikanischen Podophyllum-Droge mehrere einheitliche Glu- 
coside zu isolieren, die sich von den aktiven Verbindungen der Harz- 
fraktion ableiten, und die als Zuckerkomponente je ein Mol Glucose 
enthalten. Das Hauptglucosid dieser Drogen enthalt Podophyllotoxin 
als Aglucon3), wahrend die den drei anderen Agluconen zugeordneten 
Glucoside mengenmassig zurucktreten. Mit Ausnahme des kristalli- 
sierten a-Peltatin-j3-glucosids4) sind diese Wirkstoffe, niimlich das 
Podophyllotoxin-p-glucosid, das 4'-Demethyl-podophylotoxin-~-glu- 
cosid5) und das p-Peltatin-/?-glucosids), amorphe Verbindungen, die 
nicht leicht in einheitlicher Form zu gewinnen sind. Gegenuber den 
Agluconen zeichnen sich aber diese Glucoside durch eine gewisse 
Wasserloslichkeit und durch geringere Toxizitat Bus. 

Im Hinblick auf biologische Versuche interessierte uns besonders 
die Frage der Ausscheidung und Verteilung der Podophyllumgluco- 
side im Organismus. Der chemische Nachweis dieser Verbindungen, 
insbesondere des am leichtesten zuganglichen Podophyllotoxin- 

1) 5. Mitteilung, J. Amer. chem. SOC. 77, 1710 (1955). 
2) Vgl. die Zusammenfassung M .  U .  Kelly & J .  L. Hartwell, J. Nat. Cancer Inst. 14, 

3) A. Stoll, J. Renz & A. von Wartburg, J. Amer. chem. SOC. 76, 3103 (1954); Helv. 

4)  A. Stoll, A. von Wartburg & J. Renz, J. Amer. chem. SOC. 77, 1710 (1955). 
5) A. Stoll, A .  von Wartburg, E. Angliker & J. Renz, J. Amer. chem. SOC. 76, 5004 

6 )  A .  Stoll, A. yon Wartburg, E. Angliker & J. Renz, J. Amer. chem. SOC. 76, 6413 

967 (1954). 

37, 1747 (1954). 
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glucosids in biologischen Materialien, war aber infolge ihrer amor- 
phen Natur, ihrer Labilitat und infolge Fehlens einer geeigneten 
empfindlichen Farbreaktion unsicher und z. T. - besonders wenn es 
sich um sehr geringe Mengen handelte - auch nicht durchfuhrbar. 
Wir erstrebten daher die Synthese einer mit 14C markierten Ver- 
bindung. Dazu achien uns besonders die Methylierung von 4'-De- 
methyl-podophyllotoxin-B-glucosid (I) zum Podophyllotoxin-p-glu- 
cosid (11) geeignet, eine Reaktion, die wir bereits bei der Konstitu- 
tionsermittlung von I herangezogen hatten5). 

0-c6H1106 

CH,O/\fiOCH, 
I OH 

CH30+OC". 
I1 0 1 4 ~ ~ ~  

Bei Verwendung von l4C-markiertem Diazomethan als Methy- 
lierungsmittel musste sich ein fiir biologische Versuche geeignet mar- 
kiertes Podophyllotoxin-B-glucosid auf einfache Art gewinnen lassen. 

Als Ausgangsmaterial fur die Herstellung von Diazomethan ist 
kiirzlich das N-Nitroso-tosylmethylamin empfohlen worden'). Wir 
konnten die 14C-mark ierte Verbindung im Millimolmasstab auf die 
iin experimentellen Teil ausfuhrlich beschriebene Art in reiner kri- 
s tallisierter Form hers tellen. Die stabile Nitrosoverbindung lief erte 
bei der alkalischen Spaltung in atherischer Losung 14C-Diazomethan 
mit einer Aktivitatsausbeute von 60 -65 % der Theorie, bezogen 
auf Ba14C0,. 

Die Darstellung von l4C-Diazornethan verlauft nach folgendem 
Schema : 

K/NaN, HZPt Tosyl-C1 
Ba14C0, > Na14CN __+ 14CH3.NH2 -, 

8000 NaOH 
NO 

NaNO, I 
TosYI-NH-~~CH, -* Tosyl-N- 14CH3 __+ l4CHzN2 

Essigsaure 

I n  bezug auf Einfachheit und Gesamtausbeute durfte diese 
Synthese von 14C-Diazomethan den bisher veroffentlichten Verfah- 
ren*) g), die vom leichter zersetzlichen Nitroso-methylharnstoff bzw. 

') Th. J .  de Boer & H. J .  Backer, Rec. Trav. chim. Pays-Bas 73, 229 (1954). 
8 )  R. D. H.  Heard, J .  R. Jamieson & S. Solomon, J. Amer. chem. Soc. 73, 4985 

(1951); A. R. Jones & W. J .  Skraba, Science I 17, 252 (1953). 
O )  J. D. Cox & R. J .  Warne, J. chem. Soc. I95 I ,  1896. 
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von (Nitroso-p-methylamino-isobuty1)-methylketon ausgehen, vor- 
zuziehen sein. Die Herstellung von 14C-Methylamin erfolgte im we- 
sent'lichen nach bekannten Methoden8) lo). 

Fur die Umsetzung des so hergestellten radioaktiven Diazo- 
methans mit der freien phenolischen Hydroxylgruppe des 4'-De- 
methyl-podophyllotoxin-p-glucosids (I) wurden in Vorversuchen die 
besten Reaktionsbedingungen ermittelt, da die folgenden Anforde- 
rungen erfullt sein mussten : 

Es war, bezogen auf das 14C-Diazomethan, eine moglichst hohe 
Ausbeute anzustreben. Die Methylierung des amorphen 4'-Demethyl- 
glucosids, die zu einem gleichfalls amorphen Reaktionsprodukt fiihrt, 
sollte moglichst vollstiindig verlaufen, urn so giinstige Vorbedingun- 
gen fiir  die Aufarbeitung und Reinigung des Methylierungsproduktes 
zu schaffen. Die Reaktionszeit war moglichst kurz zu halten, um der 
Umlagerung des biologisch aktiven Glucosids in die stereoisomere, 
biologisch inaktive Pikroverbindung vorzubeugen. Es zeigte sich, 
dass diese Bedingungen nicht ohne weiteres xu erfullen waren, be- 
sonders da eine hohe Ausbeute in bezug auf beide Partner nicht mit 
einer zu kurzen Reaktionszeit in Einklang zu bringen war. Wir haben 
deshalb zuerst einige Modellversuche mit p-Brombenzoeslure und 
mit 8-Naphtol ausgefuhrt, deren Ergebnisse in der folgenden Tab. 1 
zusammengefasst sind : 

Tabclle 1. 
Met h y lierung en mi t Diaz ome t han. 

(Ausbeuten bezogen auf die Komponente im Unterschuss). 

p-Brom- 
benzoesiiure 

/3-Naphtol 

- 
nMol 

5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 
5 

YTMA*) 
d o 1  

4 
4 
4 
4 
8 

16 
4 
8 

16 
7 3  
7 3  

Losungsmittel 

Ather 
Dioxan 
Methanol 
dther 
Ather 
Ather 
Ather + 10% Methanol 
dther + 10% Methanol 
Ather + 10% Methanol 
Dioxan + 10% Methanol 
Dioxan + 10% Methanol 

*) Nitroso-tosyl-methylamin. 

Zeit 

15 Min. 
15 Min. 
15 Min. 
24 Std. 
24 Std. 
24 Std. 
24 Std. 
24 Std. 
24 Std. 
6,5 Std. 
60 Std. 

Farbe 
nach 

Zeaktion 

farblos 
farblos 
farblos 

gelb 
gelb 
gelb 

farblos 
gelb 
gelb 
gelb 
fast 

farblos 

AUS- 
beute 
- 

80 Yo 
78% 
16% 
14% 
39 % 
59 Yo 
38% 

83 % 
43% 
81 Yo 

72 % 

lo) F.  L. J .  Xixma, W .  Hendriks, K .  Helle, U .  Hollstein & R. van Ling, Rec. Trav. 
chim. Pays-Bas 73, 161 (1954); V.  E. Maimind, B. V .  Tokarew & M. M .  Schernjakin, 
Doklady Akad. Nauk. SSSR 81,195 (1951); Chem. Zbl. 1952,4289. 
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Wie aus der Tab. hervorgeht, reagieren Phenole erstaunlich 
langsam mit Diazomethan, besonders wenn im Resktionsmedium 
kein Methanol vorhanden ist. In  reinem Methanol scheint die Zer- 
setzung des Diazomethans, selbst in Anwesenheit der sonst in Ather- 
losung sehr rasch reagierenden Carbonsiiure, der vorherrschende Vor- 
gang zu sein. 

Auf Grund der Modellversuche wurde die Methylierung des 4’- 
Demethyl-podophyllotoxin-,!I-glucosids in Dioxan-Methanol (9 : 1) mit 
einem kleinen Uberschuss an 14C-Diazomethan wahrend 40 Std. 
durchgefuhrt. Das rohe Methylierungsprodukt wurde zur Reinigung 

Wasser und Essigester verteilt, 
Demethylverbindung abtrennen 

in einer Craig-Apparatur zwischen 
wobei sich die noch unveriinderte 
liess (Fig. 1). 

0 ‘2 6 6 8 10 f2 14 16 4 8  90 I t  14  9 6  1 s  

Fig. 1. 
Craig-Verteilung des Methylierungsproduktes (29 Transfers). 

35W Moo WW 1000 1900 la00 1700 800 Kw U W  13ao lZOQ ROO xxx)  900 800 7oocni’ 
Fig. 2. 

IR-Absorptionsspektren in KBr. 
(1 mg Substanz auf 300 mg KBr, Yerkin-Elmer Mod. 21). Gestrichelte Kurve: l*C-Podo- 
phyllotoxin-/3-glucosid. Ausgezogene Kurve: Podophyllotoxin-@-glucosid aus P. emodi. 

Die Spitzenfraktionen 13 -22 lieferten in ca. 47-proz. Ausbeute 
(bezogen auf die Aktivitiit) einheitliches 14C-Podophyllotoxin-j3-glu- 
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cosid, mit der spezifischen Aktivitiit von 0,942 mc/mM. Das mar- 
kierte Glucosid schmolz bei 152-153O und besass in Methanol den 
optischen Drehwert = - 74,S0, in guter Ubereinstimmung rnit 
dem naturlichen, aus P. emodi isolierten Podophyllotoxin-p-gluco- 
sidll). Auch die Infrarotspektren des naturlichen und des partial- 
synthetisch hergestellten Glucosidpriiparates sind identisch (Fig. 2). 

Uber Ergebnisse von Tierversuchen rnit diesem markierten Podo- 
phyllotoxinglucosid sol1 spater berichtet werden. 

Experimenteller Teil. 
Die 14C-Analysen sind mit einer fur die nasse Verbrennung modifizierten Apparatur 

nach Anderson et  a1.12) und mittels Proportional-Gasziihlrohren ausgefiihrt worden. 
Die hochaktiven Praparate wurden fur die Aktivitatsbestimmungen mit der 300- bis 
lOOOfachen Menge der entsprechenden inaktiven Verbindungen verdiinnt. Die Mikro- 
analysen verdanken wir unserem mikroanalytischen Laboratorium (Dr. W. Schoniger) 
und die 1R.-Spektren Dr. M .  Kohler von unserem spektralanalytischen Laboratorium 
(Dr. H .  (7. L e e m n n ) .  

1. Toluolsulfonyl-14C-methylamid. 197,5 mg Ba14C03 (1 mM, 5,17 mc) wur- 
den znsammen mit 300 mg Natriumazid in ein einseitig zugeschmolzenes Supremaxrohr 
(20 x 250 mm) gebracht. Das senkrecht in einem elektrischen Ofen stehende Rohr wurde 
durch ein anfangs bis fast auf den Boden reichendes Glasrohrchen rnit reinem Stickstoff 
gespiilt. Nach Einwerfen von 1,5 g moglichst sauberem Kalium erhitzte man unter weite- 
rem Einleiten von Stickstoff in den oberen Teil des Rohres innerhalb 45 Min. auf 400O 
und darauf innerhalb 15 Min. auf 800°, welche Temperatur man noch 10 Min. einhielt. 
Nach dem Abkiihlen schnitt man den von der Schmelze bedeckten Teil des Rohrs in ca. 
2 cm lange Stiicke, die in einen mit Tropftrichter und absteigendem Kiihler versehenen 
Kolben von 300 om3 Inhalt eingefiillt wurden. Nun fiigte man 4 mM inaktives Kalium- 
cyanid und dann durch den Tropftrichter 100 cm3 n. Schwefelsaure zu und destillierte 
die Blausaure mit ca. 15 om3 Wasser in die rnit 6 cm3 n. Natronlauge beschickte, rnit Eis 
gekiihlte Vorlage. Die AktivitBtsausbeute war in Vorversuchen rnit schwach aktivem 
Material zu 90 -94% bestimmt worden, in Ubereinstimmung rnit der Li te ra t~r '~) .  

Die so erhaltene Losung von Nal*CN (ca. 4,9 mM, 4,7 mc) wurde aus einem Tropf- 
trichter durch leichten Unterdruck in ein rnit 200 mg vorhydriertem Platin-Katalysator 
und 10 cm3 2-n. Schwefelsaure beschicktes und mit Wasserstoff gefulltes Hydrierkolb- 
chon von 100cm3 Inhalt eingesogen. Die Losung nahm beim Schiitteln bei Zimmer- 
temperatur und Atmospharendruck innerhalb 5 Std. das berechnete Volumen Wasser- 
stoff auf, worauf das entstandene Methylamin durch iiberschiissige Natronlauge frei- 
gesetzt und in Salzsbure abdestilliert wurde. Die saure Losung hinterliess beim Ein- 
dampfen im Vakuum 320 mg kristallisiertes 14C-Methylamin-hydrochlorid (Ausbeute bei 
der Hydrierung ca. 96%). 

Das Hydrochlorid loste man nun in einem mit Tropftrichter versehenen verschlosse- 
nen Kolbchen in 5 cm3 W'asser und 5 cm3 Dioxan, kiihlte die Losung auf ca. -loo und 
setzte 10 cm3 2-n. Natronlauge zu. Zu der magnetisch geriihrten Losung tropfte man nun 
bei 15O innerhalb 15 Min. 1,5 g Toluolsulfochlorid in 5 em3 Dioxan. Nach 30 Min. Riihren 
wurde auf dem siedenden Wasserbad kurz erwgrmt und darauf die Losung im Vakuum 
zur Trockne eingedampft. Den Riickstand loste man mit Hilfe von moglichst wenig 2-n. 
Natronlauge in Wasser, filtrierte die Losung durch Hyflo klar und schiittelte nach An- 

11) A. Stoll, J .  Renz & A. won Wartburg, Helv. 27, 1747 (1954). 
12) R. C .  Anderson, Y .  Delabarre & A. A. Bothner-By, Anal. Chemistry 23, 1298 

13) F.  L. J .  Sixma, H .  Hendriks, K .  Helle, U.  Hollstein & R. van Ling, Rec. Trav. 
(1952). 

chim. Pays-Bas 73, 161 (1954). 
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sauern mit Schwefelsaure dreimal mit Ather aus. Nach dem Abdestillieren verblieben 
775 mg Toluolsulfonyl-methylamid (= Tosyl-methylamid), das sind 88%, bezogen auf 
Methylamin- hydrochlorid. 

Die spezifische Aktivitat des Produktes betrug 0,942 mc/mM, die Aktivitatsaus- 
beute, bezogen auf Ba14C0,, 76,2%. 

2. N i  t r  0 s  o - t oluolsul  fo  n y 1 - m e t  h y la  m i d  und  Diaz ome t h an. Der im folgen- 
den beschriebene Versuch wurde zur Bestimmung der Diazomethanausbente mit schwach 
aktivem Material durchgefiihrt. 

750 mg Tosyl-methylamid wurden in 5 cm3 Eisessig gelost und bei Oo unter magne- 
tischem Ruhren mit 1 cm3 45-proz. Natriumnitritlosung tropfenweise versetzt. Nach 
15 Min. verdunnte man die Losung mit 100 em3 Wasser, schuttelte dreimal mit Ather 
aus und wusch die Auszuge mit Wasser und Natriumhydrogencarbonat saurefrei. Nach 
dem Eindampfen erhielt man 840 mg hellgelbes, kristallisiertes Nitrosoprodukt. Dieses 
Ioste man in 25 em3 Ather und fiigte bei Oo eine Losung von 200 mg Kaliumhydroxyd in 
5 cm3 90-proz. Alkohol zu. Nach 10 Min. wurde das freigesetzte Diazomethan abdestilliert 
und in einer Ltherischen Losung von 835 mg p-Nitro-benzoesaure aufgefangen. Der Ather 
wurde durch Schutteln rnit Natriumcarbonat-Losung von iiberschussiger Saure befreit 
und eingedampft. Man erhielt durch Sublimation des Eindampfruckstandes im Hoch- 
vakuum 590 mg reinen p-Nitro-benzoesaure-methylester vom Smp. 95-96O und der 
gleichen molaren Aktivitat wie das Ausgangsmaterial. Dies entspricht einer Ausbcute von 
80% der Theorie. 

3. 14C - P o  d o  p h y 110 t ox i n  - j3 - g lu  c osid. 770 mg T~syl-~~C-methylamid (0,942 nit/ 
mM) wurden, wie unter 2. beschrieben, nitrosiert und aus dem Nitrosoprodukt das 14C- 
Diazomethan freigesetzt. Dieses wurde in einer Losung von 1,67 g reinem 4'-Demethyl- 
podophyllotoxin-8-glucosid in 50 em3 Dioxan und 5 em3 Methanol aufgefangen ( Quarz- 
kolben)l4). 

Die Losung blieb 40 Std. bei Zimmertemperatur stehen und wurde dann im Vakuum 
zur Trockne eingedampft. Den Ruckstand (1,80 g) verteilte man nach Craig in zwei 
gleichen Portionen zwischen je 40 em3 Essigester und Wasser uber 29 Stufen. Die ver- 
einigten Fraktionen 13-22 (vgl. Fig. 1 im theoretischen Teil) aus beiden Verteilungen 
wurden konzentriert und nach wiederholter Zugabe von Aceton vollstandig zur Trockne 
eingedampft. Anschliessend nahm man in trockenem Aceton auf, filtrierte die leicht triibe 
Losung und dampfte das blanke Filtrat zum Schaum ein. Das reine methylierte Glucosid 
wurde auf diese Weise in wasserfreier Form als weisses amorphes Pulver gewonnen. Aus 
den Nebenfraktionen 9-12 und 23-29 liess sich nach erneuter Verteilung noch eine 
geringe Menge reinen Materials isolieren. 

Zusammen erhielten wir nach dem Trocknen im HV. (15 Std. bei 95O) 1140mg 
reines 14C-Podophyllotoxin-j3-glucosid, das bei 152-153O (Kofler-Block) schmolz und in 
Methanol den optischen Drehwert [a]: = - 74,8O (c = 0,5) besass. 

C,,H3,01, Ber. C 58,33 H 5,60 0 36,08 (3)CH30 16,15%, 
(576,536) Gef. ,, 58,36 ,, 5,56 ,, 35,86 ,, 15&% 

Die 1R.-Absorptionsspektren von naturlichem und 14C-Podophyllotoxin-~-glucosid 
sind im theoretischen Teil abgebildet (Fig. 2). 

Die spezifische Aktivitat betrug 0,942 mc/mM in flbereinstinimung mit der Aktivi- 
t a t  des Tosyl-methylamids. Auf dieses bezogen berechnete sich die Ausbeute der Methy- 
lierungsstufe auf 47,5%. 

Die Abwesenheit von radioaktiven Verunreinigungen wurde dadurch bewiesen, dass 
ein durch Verdiinnung rnit reinstem inaktivem Material erhaltenes Praparat bei einer 
weiteren Craig-Verteilung in der Spitzenfraktion keine Abnahme der spezifischen Aktivitat 
zeigte. 

~ 

14) Vgl. die Modellversuche, die in Tab. 1 zusammengestellt sind. Dabei erwies sich 
das Gemisch von Dioxan-Methanol (9: 1) am geeignetsten zur Methylierung einer pheno- 
lischen Hydroxylgruppe mit nur einem geringen Uberschuss an Diazomethan. 
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Z u s a mme n f a s sung. 
4'-Demethyl-podophyllotoxin-B-glucosid wird mit radioaktivem 

Diazomethan in 14C-Podophyllotoxin-~-glucosid iibergefuhrt. Es wird 
uber eine verbesserte Synthese von 14C-Diazomethan berichtet. 

Pharmazeutisch-chemisches Laboratorium 
flandox, Basel 

121. Zur Bedeutung der Metallkomplexbildung in der Biochemie. 
uber das Komplexbildungsvermogen einer Ovalbuminfraktion 

von G. H. W O E  und S. Fallab. 
(26. 111. 56.) 

Bei unseren Untersuchungenl) uber das Cu2+-Bindungsvermogen 
von Proteinen, Peptiden und Aminosauren war das Verhalten von 
Ovalbumin2) und Fibrinogen besonders aufgefallen. Die unerwarteten 
Messresultate liessen sich nur unter der Annahme deuten, dass diese 
Proteine als Komplexbildner eine gewisse Spezifitat gegenuber Fe 2+ 

besitzen. 
Ein Vergleich der Komplexstabilitaten von zahlreichen ein- 

fachen Verbindungen der verschiedensten Strukturen mit M2+-Ionen 
lasst erkennen, dass sie in erster Naherung unabhangig von der 
Ligandenstruktur sind3). In  der Reihe der 3-d-Elemente zeigt Cu2+ 
immer die starkste Komplexbildungstendenz. Es folgen dann, mit 
abnehmender Elektronegativitiit 4), Ni 2+, Go2+, Zn2+, Fe2+, Mn2+ und 
dann in der Reihe der Erdalkalien Mg2+. Immerhin findet man Ver- 
bindungen, in denen der ,, Spreitungsfaktor" KCuB+/KBea+ erheblich von 
der Norm abweicht - z. B. in Dipyridyl und o-Phenanthrolins) -, wor- 
aus eine gewisse Fe+2-Spezifitiit abzuleiten ist. Dennoch ist in jedem 
Fall Kcus+ > KFeB+ . 

Wir hatten schon fruher angedeuteta), dass die strenge Gultig- 
keit dieser Regel fur die ungehemmte Wirkungsweise von Metall- 
fermenten eine Gefahr darstellen muss. Denn bei den im Serum stets 
vorhandenen Cu2+ ware in diesem Fall die Erhaltung eines solchen 
Fermentes nur denkbar, wenn besondere sterische oder andere mor- 

l) G. H.  Woljf, S. Fallab & H. Erlenmeyer, Exp. I I, 440 (1955); G. H. Wolff & 
S. Fallab, Helv. 39, 837 (1956). 

2, Purissimum pulvis, Bohny & Co. AG., Basel. 
9 H. Irving & R. J .  P. Williams, J. chem. Soc. 1953, 3192. 
4, D. Chapman, Nature 174, 887 (1954). 
5, P. G. Liiuger, S. Fallab & H. Erlenmeyer, Helv. 37, 1050 (1954). 
G, P .  G. Lauger, 8. Fallab & H. Erlenmeyer, Helv. 38, 92 (1955). 




