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225. Neotanghiferin.
Glykoside und Aglykone, 164. Mitteilung?)
von M. Frérejacque, H. P. Sigg und T. Reichstein
(19. TX. 1956)

Aus den Samen von Tanghinia venenifera Poir. wurden von
Frérejacque u. Mitarb. nach Fermentierung die drei krist. Haupt-
glykoside: Desacetyl-tanghinin?) 3) 4) 5), Tanghinin?) %) und Mono-
O-acetyl-neriifolin®) 7) 8) ) (= Cerberin)®) isoliert. In sehr kleiner
Menge erhielten sie daneben noch Tanghiferint) 3). Dieselben Stoffe
wurden nach analoger Vorbehandlung auch von Helfenberger & Reich-
stein10) isoliert. Alle vier Glykoside lieferten bei energischer saurer
Hydrolyse denselben krist. Zucker, die L-Thevetose!!) 4) %), deren
Struktur durch Synthese bewiesen wurde!?). Die Konstitution des
Neriifolins ist abgekldrt!3), diejenige des Tanghinins ist nur teilweise
gesichert14). Uber das Tanghiferin ist bis auf die Zuckerkompenente
wenig bekannt.

Von Sigg u. Mitarb.'*) wurde kiirzlich erneut eine grossere Menge
Samen von Tanghinia venenifera extrahiert, wobei wiederum eine
kleine Menge Tanghiferin isoliert werden konntel?). Es zeigte prak-
tisch dieselben Eigenschaften wie die zwei friither beschriebenen Pri-
parate. Dieses Material sowie der von frither noch vorhandene Vorrat?)
(total ca. 1,2 g) dienten fiir die folgenden orientierenden Untersuchun-
gen. Bereits bei der Aufnahme der IR.-Spektren von einigen Derivaten
ergaben sich schwer erklirbare Widerspriiche!®). Diese wurden erst

1y 163. Mitteilung: O. Schindler & T. Reichstein, Helv. 39, 1876 (1956).

2) V. Hasenfratz, C.r. hebd. Séances Acad. Sci. 213, 404 (1941), frithere Lit. bes.
auch betr. die Priparate von 4. Arnaud siehe daselbst.

3) M. Frérejacque & V. Hasenfratz, daselbst 222, 149

M. Frérejacque & V. Hasenfratz, daselbst 223, 642
. Frérejacque & V. Hasenfratz, daselbst 226, 268
. Frérejacque & V. Hasenfratz, daselbst 222, 815
. Frérejacque, daselbst 225, 695 (1947).
. Frérejacque, daselbst 226, 835 (1948).

. Frérejacque & M. Durgeat, daselbst 228, 1310 (1949).
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elfenberger & T'. Reichstein, Helv. 35, 1503 (1952).

rérejacque, C.1. hebd. Séances Acad. Sci. 221, 645 (1945).
Blindenbacher & T. Reichstein, Helv. 31, 1669 (1948).
Helfenberger & T. Reichstein, Helv. 31, 2097 (1948).
H. P. Sigg, Ch. Tamm & T. Reichstein, Helv. 38, 166 (1955).
) EBin Teil der Glykoside wurde von Frl. L. Cualderon in mehreren Chromato-
grammen getrennt. Wir méchten ihr auch hier fir ihre Hilfe bestens danken.

16) So zeigten Acetyl-tanghiferin und Acetyl-tanghiferigenin im IR.-Spektrum keine

HO-Bande, was schwer mit der biologischen Wirksamkeit des Tanghiferins vereinbar ist.

-
o

EERRE

-
)

e

T
oo

©
LT 2 L S - e ===

1

<t



Volumen xxx1x, Fasciculus vir (1956) — No. 225. 1901

gelost, als sich zeigte, dass alle bisher beschriebenen Préiparate von
Tanghiferin ein Mischkristallisat (oder eine Mol-Verbindung) von un-
gefahr gleichen Teilen Tanghinin und einem neuen Stoff darstellen.
Um Verwechslungen mit den fritheren Priparaten von Tanghiferin zu
vermeiden, mochten wir fiir die bisher in reiner Form unbekannte
Komponente den Namen Neotanghiferin vorschlagen. Dagegen er-
wiesen sich sowohl O-Acetyl-tanghiferint) wie Tanghiferigenint) als
reine Stoffel?), deren Namen daher beibehalten werden.

Im Papierchromatogramm gab Tanghiferin (vgl. Nr. 1 in Fig. 1)
zwei Flecke!8), die sich im System Formamid-Benzol gerade knapp
trennen liessen. Der langsamere zeigte eine Laufstrecke wie Mono-
acetyl-neriifolin und Tanghinin!?), der rascher wandernde (Nr.3 in
Fig. 1) entsprach dem Neotanghiferin. Das Papierchromatogramm er-
wies sich als bisher einzige zuverlissige Kontrolle der Reinheit. — Eine
eindeutige Trennung der Komponenten gelang weder durch fraktio-
nierte Kristallisation noch durch Chromatographie an Al,O;. Da die
verfiigbare Zeit fiir eine normale Verteilungschromatographie in einer
Siule nicht ausreichte, wurde ein Teil durch priparative Chromato-
graphie auf Papierbogen getrennt??). Aus 102 mg Tanghiferin liessen
sich so 38 mg reines umkristallisiertes Neotanghiferin und 21 mg reines
Tanghinin isolieren. Jedes gab im Papierchromatogramm nur noch
einen Fleck. Das isolierte Tanghinin war nach Smp., Mischprobe,
Papierchromatogramm und IR.-Spektrum (vgl. Fig. 4) identisch mit
authentischem Material.

Das Neotanghiferin zeigte Smp. 250-252° [«]¥ = —49,60 4 4°
(¢ = 0,614 in abs. Alk) bzw. [«]® = —48,6°4 2° (¢ = 1,10 in Chf).
Die Analyse passte auf die friither abgeleitetet) Formel O3,H,0,. Das
UV.-Absorptionsspektrum (vgl. Kurve I in Fig. 12) zeigte Maxima
bei 211-212 my (loge = 4,10, ber. auf C;,H,(Oy) und bei 295 mpy
(log ¢ = 1,53). Ersteres ist ca. 5—6 myu kurzwelliger als es einem nor-
malen digitaloiden Lacton entspricht, auch ist die Intensitdt merklich
geringer?!). Das schwache Maximum bei 295 myu wiirde einer Keto-
gruppe entsprechen. Im IR.-Spektrum (in CH,Cl,) (vgl. Fig. 5) wurden
dementsprechend Banden bei 5,58, 5,69 und 6,12 x (Butenolidring)
und 5,85 u (6-Ring-Keton) erhalten??); weitere Banden kénnen einer

17) Bei der Acetylierung von Tanghiferin bleibt das nebenher entstehende leicht
losliche O-Acetyl-tanghinin in der Mutterlauge und bei der energischen Hydrolyse, die
zur Gewinnung von Tanghiferigenin nétig ist, wird Tanghinin weitgehend zerstort.

18) Alle drei bisher isolierten Préparate verhielten sich genau gleich.

1%) Diese zwei Glykoside zeigen in dem genannten System praktisch gleiche Lauf-
strecken.

20) Wir danken den Herren Dr. R. Neher & E. v. Arx auch hier bestens fiir ihre
Mitteilungen iiber praktische Erfahrungen zu dieser Methodik vor deren Publikation;
vgl. Helv. 39, 1664 (1956).

1) Digitaloide Lactone zeigen im Durchschnitt Apnax = 217 my, log e = 4,22.

22) Der Butenolidring zeigt normalerweise in CH,Cl, im Mittel Banden bei 5,60,
5,75 und 6,15 u. Die 7-Ketogruppe eine solche bei 5,85 p.
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HO-Gruppe (2,77 u), einer Acetoxylgruppe (Schulter bei 5,72-5,74 u
und Banden bei 8,10 x und 9,70-9,71 x) und einer Methoxylgruppe
(8,88 u) zugeschrieben werden.
Beispiele fiir die Kontrolle durch Papierchromatographie??)
Uberall: System Formamid: Benzol 27), Temperatur 20%. Die untere Linie ist die
Losungsmittelfront.
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,05 mg O-Acetyl-tanghiferin, friheres Praparat?)
,05 mg Tanghiferigenin, fritheres Praparat?)
,05 mg Tanghiferigenin?®)
,05 mg O-Acetyl-tanghiferigenin?®)
10 = 0,10 mg Gemisch aus saurer Hydrolyse von Tanghiferin

23) Ausfithrung nach Schindler & Reichstein®t), aber Tranken des Papiers durch
zweimaliges Tauchen in 20-proz. Formamid in Aceton wie bei Hegediis & Mitarb.25)
angegeben. Entwickelt mit Kedde-Reagens?$).

24y 0. Schindler & T. Reichstein, Helv. 34, 108 (1951).

25) H, Hegediis, Ch. Tamm & T. Reichstein, Helv. 36, 357 (1953).

26) J. K. Bush & D. A. H. Taylor, Biochem. J. 52, 643 (1952).

27) Die gepriiften Stoffe wanderten jetzt viel schneller als frither'?), als Benzol-
Chloroform-(9:1) als bewegliche Phase verwendet wurde. Moglicherweise sind Unter-
schiede im Papier die Ursache, da sonst dieselbe Methode beniitzt wurde.

28) Exper. Teil dieser Arbeit.
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Bei einem Versuch, Tanghiferin bereits bei 20° mit HCI in wisse-
riger Essigsdure??) zu spalten, liess sich aus dem rohen Gemisch in
409, Ausbeute das bisher noch unbekannte Desacetyl-tanghiferin iso-
lieren. Es zeigte Smp. 232-235°, [«]2%% = —14,0° (in Chf). Die Analyse
passte auf die Formel Cy3,H,,0,. Das UV.-Absorptionsspektrum (Kurve
I in Fig. 12) ist praktisch identisch mit demjenigen von Neotanghi-
ferin (I). Auch das IR.-Spektrum (Fig. 6) ist sehr dhnlich, nur fehlen
die der Acetoxylgruppe entsprechenden Banden bei 5,72 und 8,10 u.

Die Acetylierung von Desacetyl-tanghiferin gab das bekannte
O-Acetyl-tanghiferint). Letzteres konnte, allerdings in viel schlech-
terer Ausbeutel?), auch wieder direkt aus Tanghiferin bereitet werden.
Beide Priparate waren nach Papierchromatogramm (Nr. 4, 5, 6) ein-
heitlich und mit dem alten Priparat?)identisch. Auch die Mischprobe
bestitigte die Tdentitdt. Das IR.-Absorptionsspektrum ist in Fig. 7
wiedergegeben. Bemerkenswerterweise zeigt es in der Gegend von 2,8 u
keine Bande. Das bedeutet, dass der Stoff keine freie HO-Gruppe
besitzen diirfte. Neotanghiferin enthilt somit keine tertidire HO-
Gruppe (an C-14), wie sie normalerweise in digitaloiden Lactonen vor-
kommen. Deutliche Banden sind u.a. sichtbar bei 5,569, 5,70 (unsym-
metrisch durch Acetoxylgruppe) und 6,13 u (Butenolidring), 5,86 u
(6-Ring-Keton) und Banden bei 8,13 und 9,71 u (Acetoxylgruppe). —
Der Acetylgehalt wurde auf Grund der integralen Absorptionen der
¥ (C=0)-Funktionen nach der Methode von Ramsay3°) berechnet?!).
Beim Vergleich mit analogen Stoffen (siehe Fig. 8) wurden folgende
Werte erhalten:

0O-Acetyl-tanghiferin: A%%) = 5,3-10+
0O-Acetyl-tanghinin (enth. 2wei Acetoxylgruppen): A = 5,4-104
O-Acetyl-digitoxigenin (enth. eine Acetoxylgruppe): A = 4,4-10%

Im O-Acetyl-tanghiferin diirften demnach in Ubereinstimmung
mit der fritheren Annahme?) zwei Acetoxylgruppen enthalten sein.

Herr Dr. Chen hatte die Freundlichkeit, Desacetyl-tanghiferin
sowie Neotanghiferin biologisch an der Katze und am Frosch zu prii-
fen33). Wie erwartet34), zeigten diese zwei Préparate keinerlei digitalis-

2%) 5,5 Vol Wasser, 1 Vol konz. HCl und 3,5 Vol Eisessig; H. Kiliani, Ber. deutsch.
chem. Ges. 63, 2866 (1930).

30) D. A. Ramsay, J. Amer. chem. Soc. 74, 72 (1952). .

31) Wir danken Herrn Dr. P. Zoller fur die Ausfithrung dieser Rechnung.

32) A = (10%/CdA?) f log (I,/I) dA; Flankenkorrekturen nicht beriicksichtigt.

33) Wir danken Herrn Dr. K. K. Chen, Indianapolis, auch hier bestens fir die
Uberlassung seiner Resultate.

34} Allgemein wurde bisher angenommen, dass eine Hydroxygruppe in 14-Stellung
fiir die digitalisartige Wirkung nétig ist. Entsprechende Modelle ohne diese HO-Gruppe
aber mit 148-Konfiguration sind jedoch unseres Wissens bisher nicht hergestellt worden.
Herr Dr. K. K. Chen ist heute der Ansicht (Privatmitteilung vom 8. Mai 1956), dass die
sterische Anordnung an C-14 moglicherweise wichtiger ist als die Anwesenheit einer
HO-Gruppe. Folgende Modelle sind bekannt: 38-Hydroxy-14«-cardadien-(5,20:22)-olid
von L. Ruzicka, T. Reichstein & A. First, Helv. 24, 76 (1941), ist nicht gepruft. 3a-
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artige Wirkung (Desacetyl-tanghiferin mit 2,5 mg/kg an der Katze33)
und 28-60 mg/kg am Frosch, Neotanghiferin bis 7,8 mg/kg an der
Katze und 12,7-51 mg/kg am Frosch).

Wie bereits frither gezeigt wurde?) lisst sich krist. Tanghiferi-
genin durch energische saure Hydrolyse von Tanghiferin mit HCI in
wisseriger Essigsfure (,,Kiliani-Mischung*)?®) gewinnen. Dass dies
moglich ist, ist ein Zeichen fiir die grosse Bestindigkeit des Genins
gegeniiber Siuren, die wiederum durch das Fehlen der tertiiiren HO-
Gruppe leicht verstindlich wird. Bei Wiederholung der Reaktion er-
hielten wir noch ein krist. Nebenprodukt, das sich als O-Acetyl-tanghi-
ferigenin erwies. Der Stoff wurde auch durch Acetylierung von Tanghi-
ferigenin erhalten. Tanghiferigenin erwies sich nach Papierchromato-
gramm einheitlich und identisch mit dem fritheren Prdparat?). Die
Analyse stimmte wiederum befriedigend auf die Formel C,,H,,0,. Die
Lactontitration gab jedoch einen zu tiefen Wert (254 statt 372). Das
UV.-Absorptionsspektrum (vgl. Xurve VI in Fig. 12) zeigte wieder
Maxima bei ea. 212 mu (log ¢ = 4,17) und 295 mu (log ¢ = 1,50). Es
war also praktisch gleich wie beim Neotanghiferin, insbesondere zeigte
das kurzwellige Maximum wieder die abnormale Lage (ca. 5 mu kurz-
welliger als iiblich). Das IR.-Absorptionsspektrum (in Nujol) (Fig. 8)
zeigte u.a. Banden bei 2,87 (HO-Gruppe), 5,52, 5,77 und 6,16 u (Bu-
tenolidring, wobei die 5,52 u Bande ebenfalls abnormal kurzwellig ist)
ung 5,88 u (6-Ring-Keton).

O-Acetyl-tanghiferigenin gab bei der Analyse Werte, die auf eine
Mono-acetylverbindung C,;H;,0; passten. Es war gegen CrO, in Eis-
essig bei 20° mehrere Std. bestédndig, so dass es keine Aldehydgruppe
enthalten kann. Das UV.-Absorptionsspektrum (analog Kurve VI in
Fig. 12) zeigte wieder Maxima bei 212 my {(log ¢ = 4,14) und 290-292
my (log ¢ = 1,66). Im IR.-Spektrum in CH,Cl, (Fig. 7) waren u.a.

Hydroxy-14«-carden-(20:22)-olid von L. Ruzicka, Pl. A. Plattner & G. Balla, Helv. 25,
65 (1942), miisste schon wegen der 3a-HO-Gruppe unwirksam sein. 38-Hydroxy-14«-
carden-(20:22)-olid (,,14-Desoxy-thevetigenin‘‘) von J. Fried, R. Q. Linville & R. C. Elder-
field, J. org. Chemistry 7, 362 (1942}, ist unwirksam, K. K. Chen, Ann. Rev. Physiol. 7,
684 (1945) (nach Privatmitteilung von Herrn Dr. Chen vertrug eine Katze 14,26 mg/kg und
Frosche 32-—120 mg/kg). Hingegen gab 21-Hydroxy-norcholen-(20:22)-sdure-lacton (=
,»3,14-Bisdesoxy-thevetigenin derselben Autoren) bei Froschen systolischen Herastill-
stand mit 210 — 380 mg/kg, war aber unwirksam an der Katze (K. K. Chen, F. 4. Steldt,
J. Fried & R. C. Elderfield, J. Pharmacol. and Exp. Therap. 74, 381 (1942), sowie Privat-
mitt. Dr. K. K. Chen vom 8. 5. 1956). Xysmalogenin von R. Tschesche, M. E. Riihsen &
G. Snatzke, Ber. deutsch. chem. Ges. 88, 686 (1955), soll an C-14 keine HO-Gruppe tragen,
fiir die Katze toxisch sein, fur den Frosch aber nicht. Marinobufagin enthélt nach S. Pa-
taki & K. Meyer, Helv. 38, 1631 (1955), an C-14 keine HO-Gruppe und zeigt neben
Krampfwirkung doch deutliche digitalisartige Wirkung. Iis triagt aber an C-14 moglicher-
weise eine Athergruppe.

35) Hohere Dosen konnten wegen Substanzmangel nicht versucht werden. Auch
ist die Applikation héherer Dosen wegen der geringen Wasserloslichkeit schwierig. Der
als Lésungsvermittler zugegebene Alkohol ist in der bendtigten Menge selbst schon sehr
toxisch.
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Banden bei 5,57, 5,69 und 6,12 x4 (Butenolidring), 5,85 u (6-Ring-
Keton) sowie 5,77, 8,13 und 9,73 u (Acetoxylgruppe) sichtbar. Da-
gegen war in der Gegend von 2,8 ux wieder keine Bande vorhanden,
wodurch die Abwesenheit einer HO-Gruppe erneut bestatigt wird.

Die bisherigen Umsetzungen lassen sich schematisch wie folgt
darstellen:

I Neotanghiferin <—— II Tanghiferin » III Tanghinin

C3,H,60, (Isomorphe Mischung) Cy3oH 404,
F. 250 — 252¢ F. 242 - 2500 F. 127-130°
[—48,6 Chf]28) [~ 64 Alk]}?) [ 79 Alk]

— 10)
[—49,6 Alk]%®) ep\ / [-62, 0 Me — 84 Me]

AA% Aeetyl "1&9
IV  Desacetyl- Acetyl. v 0. Acetyl- VI Tanghiferigenin
tanghiferin tanghiferin C,sH,,0,
C,H,,04 Ca4H4SOm F. 272 — 2800 (Zers.)
F. 232235 F. 236 - 238° [+ 61,9 Chf]%)28)
[— 14,0 Chf]28) [—45,5 Alk}Y)
[ — 38,1 Chf]?8) 54 l Acetyl

VII O-Acetyl-tanghiferigenin
Cyp:H,,0, F.238—241°
[+ 63,1 Chf]28)

Material und Zeitmangel erlaubten es nicht, alle Reaktionen auch
noch mit reinem Neotanghiferin durchzufiihren. Es ist aber kaum ein
Zweifel moglich, dass die Stoffe IV, V und VI tatsidchlich aus dem
Neotanghiferin stammen. Weiterhin ist es hochst wahrscheinlich, dass
der im Neotanghiferin enthaltene Zucker tatsichlich L-Thevetose dar-
stellt, doch wire eine Nachpriifung mit reinem Neotanghiferin or-
wiinscht. Die Drehungen von I, I1 und III sprechen dafiir, dass im

0

=0 0
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~ §

{ I
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Tanghiferin ein Gemisch ungefihr gleicher Teile von I und III vor-
gelegen hat. Die Resultate der biologischen Priifung sind damit auch
ungefihr vereinbar. Versucht man auf Grund der bisherigen Resultate
eine hypothetische Formel fiir Tanghiferigenin aufzustellen, so kommt
man zu dem in Formel VIII (R =H) angegebenen Bild, wobei die
7-Stellung fiir die angenommene Ketogruppe nur eine der Moglich-
keiten darstelit. Die abnorm kurzwellige Absorption des Butenolid-
120
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rings ist aber durch Formel VIII nicht erklirbar2é) und wiirde eher
fiir die Gruppierung IX sprechen. Noch weniger sind die folgenden
orientierenden Vorversuche, die mit dem O-Acetyl-tanghiferigenin
noch durchgefiihrt werden konnten, mit Formel VIII erklédrbar.

Es wurde versucht, die im O-Acetyl-tanghiferigenin vermutete
Ketogruppe mit NaBH, in Dioxan-Wasser (6 Std. bei 20°) zu redu-
zieren. Das Material blieb dabei praktisch unverindert, lediglich Ver-
seifung der Acetoxylgruppe trat in geringem Umfang ein. In einem
weiteren Versuch wurde 3 Std. mit NaBH, in wisserigem Methanol
gekocht. Hierauf zeigte das Rohprodukt mit Raymond- sowie Hedde-
Reagens keine Fiarbung mehr. Der Butenolidring ist unter diesen Be-
dingungen offenbar vollstindig reduziert worden. Die Aufarbeitung
gab ein Gemisch, aus dem sich in schlechter Ausbeute (ca. 229%,)
Kristalle (Praparat HPS 70) isolieren liessen, die unscharf schmolzen
und moglicherweise ein Gemisch von Raumisomeren darstellten. Die
Analyse (O-Best.) passte auf die Formel C,3H,;,0,. Im UV.-Absorp-
tionsspektrum (Kurve HPS 70 in Fig. 12) war kein kurzwelliges Maxi-
mum mehr sichtbar, wohl aber noch eines bei 295 my, log ¢ = 1,47.
Das IR.-Spektrum in CH,CIl, (Fig. 11) zeigte u.a. Banden bei 2,75 u
(HO-Gruppe), 5,61 u (gesittigtes 5-Ring-Lacton und sogar fiir dieses
recht kurzwellig) sowie 5,88 u (6-Ring-Keton). — Danach wire die
Doppelbindung des Butenolidrings vollstindig hydriert, die vermutete
Ketogruppe aber nicht angegriffen worden.

Weiter versuchten wir, O-Acetyl-tanghiferigenin (VII) mit Ozon
abzubauen?®?). Im ersten Versuch wurde in abs. Chloroform gearbei-
tet38) und die intensiv blaue Lésung (O,-Uberschuss) 20 Min. bei
— 80° stehengelassen. Die reduktive Spaltung??) gab 80 9%, umkristalli-
siertes Ausgangsmaterial! Die Mutterlaugen enthielten noch mehr da-
von, denn sie gaben noch positive Raymond-Reaktion. Daneben zeig-
ten sie aber deutliches Reduktionsvermdgen, was fiir die Bildung von
etwas Ketol spricht. In einem zweiten Versuch wurden 60 mg in
Athylacetat-Chloroform-(3:1) bei — 20° ozonisiert. Auch hier blieb
die Hauptmenge unverindert. — Die Mutterlaugen aus beiden An-
sitzen (32 mg) wurden mit KHCO, in wisserigem Methanol ver-
setzt3”’) und die neutral gebliebenen Anteile (21 mg) mit HJO, be-
handelt. Es entstanden nur 7 mg saure Anteile, die bisher nicht kri-
stallisierten.

Diese Vorversuche deuten darauf hin, dass der Butenolidring im
Tanghiferigenin sich auch gegeniiber O, abnormal verhilt3?). Da

36) W. D. Paist, E. R. Blout, F.C. Uhle & R. C. Elderfield, J. org. Chemistry 6,
273 (1941), fanden fiir g-Cyclohexyl-«,S-butenolid allerdings auch ein Maximum bei ca.
209 my.

‘ﬁ ) Methodik vgl. K. Meyer & T'. Reichstein, Helv. 30, 1508 (1947).

38) 0-Acetyl-tanghiferigenin ist in Athylacetat sehr schwer loslich.

3%) Auch dieser Befund wire mit der Gruppierung IX eher besser vereinbar als mit
Formel VIII. Uber die Wirkung von Alkylgruppen auf die Geschwindigkeit der Ozonisierung
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andererseits auch die vermutlich vorhandene Ketogruppe sich von
NaBH, nicht reduzieren liess; wihrend alle bekannten Steroid-Ketone
von diesem Reagens reduziert werden, besteht die Moglichkeit, dass
Tanghiferigenin nicht das normale Cardenolidgeriist enthéalt.

w0 X0
AT

2000 1500
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40—

Fig. 4.
IR.-Absorptionsspektrum in CH,C1,37)10%)
Kurve A = Tanghinin authentisch 0,063-m., d = 0,227 mm (Mikrozelle).
Kurve B = (um 10%, T nach unten versetzt) == Tanghinin, isoliert aus Tanghiferin,
0,053-m., d = 0,227 mm (Mikrozelle).
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Fig. 5.
IR.-Absorptionsspektrum in CH,Cl,.
Neotanghiferin 0,063-m., d = 0,227 mm (Mikrozelle).

konnten wir allerdings in der Literatur keine genauen Angaben finden. Die Bildung von
Epoxyden aus Athylenen mit Persiuren (die hochst wahrscheinlich eine analoge Reaktion
darstellt) wird hingegen durch Alkylsubstituenten stark beschleunigt, vgl. D. Swern,
Chem. Rev. 45, 1 (bes. 48 — 49) (1949). Konjugation der Doppelbindung mit CO verlang-
samt die Anlagerung von Ozon betriachtlich, vgl. R. C. Noller, J. F. Carson, H. Martin &
K. 8. Hawkins, J. Amer. Chem. Soc. 58, 24 (1936); L. Long, Chem. Rev. 27, 437 (1940).

40) Alle hier wiedergegebenen IR.-Absorptionsspektren wurden von Herrn Dr.
P. Zoller in einem Perkin-Elmer double beam IR.-Spectrophotometer Modecll 21 mit
NaCl-Prisma aufgenommen.
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Fig. 6.
IR.-Absorptionsspektrum in CH,Cl,.
Desacetyl-tanghiferin 0,05-m., d = 0,227 mm (Mikrozelle).
’005000 4000 3000 2000 1500 1000 990 800 am'
7 T ™ SRS e T R T T T T T

L »_,\,.A.H\
!

= e,
T WJU W/ fm

5 6 7 g g v n Gw
Fig. 1.
IR.-Absorptionsspektrum in CH,CL,.
0O-Acetyl-tanghiferin 0,023-m., d = 0,206 mm.
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Integrierte Absorptionen der »(C=0) Banden39)32),
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TR.-Absorptionsspektren in Nujol.
Tanghiferigenin, d = 0,02 mm.
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TR.-Absorptionsspektrum in CH,Cl,.
0-Acetyl-tanghiferigenin 0,062-m., d = 0,227 mm (Mikrozelle).
Identische Kurven gaben die anderen Praparate
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TR.-Absorptionsspektrum in CH,Cl,.
Rohes Praparat Nr. HPS 70 (Reduktionsprodukt von Tanghiferigenin)
0,065-m., d = 0.206 mm,
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UV.-Absorptionsspektrum in Alkohol41).
Kurve T = Neotanghiferin, Maxima bei 211—212 mg, log ¢ = 4,10, und bei 295

mu, log e = 1,53. Ber. auf C;,H,,0, (574,68). Desacetyl-tanghiferin
gab eine praktisch identische Kurve, die Maxima lagen bei 212 my,
log & = 4,10, und bei 297 my, log ¢ = 1,60. Ber. auf C,,1,,0, (532,65).

Kurve VI = Tanghiferigenin, Maxima bei 212—213 mpu, log e = 4,17, und bei
295 my, log e = 1,50. Ber. auf C,,H;,0, (372,49). O-Acetyl-tanghi-
ferigenin gab eine fast identische Kurve, die Maxima lagen bei 212 mg,
log ¢ = 4,14, und bei 292, log ¢ = 1,56. Ber. auf C,;H;,0, (414,52).

Kurve HPS 70 = Priaparat HPS 70, Maximum bei 295 my, log ¢ = 1,47. Ber. auf
Cp H,,0, (374,50).

Experimenteller Teil.

Alle Smp. sind auf dem Kofler-Block bestimmt und korrigiert. Fehlergrenze in
beniitzter Ausfithrungsform bis 200° etwa 4 29, dariiber etwa 4 3°. Substanzproben zur
Drehung wurden 1 Std. bei 70° und 0,01 Torr getrocknet. Ubliche Aufarbeitung bedeutet:
Abdest. der organ. Phase im Vakuum, Zusatz von Wasser, Ausschiitteln mit Chf-Ae-(1:3),
Waschen mit verd. HCl (bei CrO,;-Oxydationen mit H,S0,), Sodalésung und Wasser,
Trocknen iiber Na,S0, und Eindampfen im Vakuum. Alle Chromatographien wurden nach

41y Aufgenommen von Herrn Dr. P. Zoller in einem Unicam SP 500. Fir den kurz-

welligen Bereich (von ca. 230 bis 190 myu mit log ¢ uber ca. 3,5) dienten 0,1 mm Zellen,
fiir ca. 245 bis ca. 230 mu (mit log ¢ ca. 2,5—3,5) 1 mm und fiir langere Wellen 10 mm Zellen.
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dem Durchlaufverfahren4?) an alkalifreiem Al,0,%%) ausgefiihrt. Es gelten die folgenden
Abkiirzungen: Ae = Ather, Alk = Athanol, An = Aceton, Be = Benzol, Chf = Chloro-
form, Me = Methanol, Pe = Petrolather.

Isolierung von Neotanghiferin und Tanghinin aus Tanghiferin durch
priaparative Papierchromatographie??). Es wurde Whatman Nr.1 Filterpapier
verwendet, das in Faserrichtung in Bahnen von 45 X 19 cm geschnitten wurde. Zur Auf-
nahme dienten Metalltroge aus rostfreiem Stahl4), die gleichzeitig 10 Papierbahnen (im
Abstand von 15 mm) frei hingend aufnehmen konnten. Auf jedem Papier wurde 8 cm
vom oberen Ende mit Bleistift eine 17 cm lange Startlinie markiert (je 1 ¢cm vom Rand
blieb also frei). Das trockene Papier wurde 2,5 cm vom oberen Rand umgefaltet, um spéter
in das Loésungsmittel eingehiingt werden zu kénnen. Dann wurde durch eine 20-proz.
Losung von entsiuertem Formamid in Aceton gezogen, 10 Min. an der Luft (mit Startlinie
oben) hangengelassen und diese Behandlung noch einmal wiederholt. Anschliessend wurde
1,7 mg Tanghiferin in wenig Chf-Me gelost auf die Startlinie aufgetragen und mit Be
(mit Formamid zu 809, gesittigt) absteigend chromatographiert, bis die Front das untere
Ende des Papiers erreicht hatte. Die Papiere wurden hierauf 16 Std. in leichtem Luftstrom
im Dunkeln getrocknet (das Formamid verdampft dabei fast vollstindig). Dann wurde
auf jeder Seite ein 1,5 cm breiter Strzifen abgeschnitten, mit Kedde-Reagens gespritzt
und die mittlere Bahn danach markiert. — Die zwei markierten Zonen wurden heraus-
geschnitten, zerkleinert und mehrmals mit Me-Wasser-(1:1) bis -(9:1) extrahiert. Die
Extrakte wurden im Vakuum auf ein kleines Volumen eingeengt und mehrmals mit Chf-
Ae ausgeschiittelt. Die mit wenig verd. HC], Sodalosung und Wasser gewaschenen und
iiber Na,S0, getrockneten Auszlige wurden eingedampft.

102 mg Tanghiferin wurden auf 60 Papierbahnen so getrennt und gaben 45 mg
Material aus rascher wandernder Zone (papierchromatographisch einheitlich), 36 mg
Material aus langsamer wandernder Zone (papierchromatographisch einheitlich) und 8 mg
Gemische (aus Zwischenzone). Verluste (hauptsichlich im entwickelten Rand) somit
total ca. 13 mg.

Die 36 mg aus langsamer laufender Zone gaben aus Me-Ae 21 mg Tanghinin in farb-
losen Blattchen, Smp. 126 —130° Nach Mischprobe, Papierchromatogramm und IR.-
Spektrum (Fig. 4) identisch mit authentischem Tanghinin.

Die 45 mg Material aus der rascher wandernden Zone gaben aus An-Ae 38 mg Neo-
tanghiferin in farblosen Nadeln, Smp. 250—252°, [a]{§ = — 48,6° + 2° (¢ = 1,1 in Chf),
[a3 = — 49,6° 4+ 4° (¢ = 0,514 in abs. Alk). Trocknung zur Analyse 5 Std. bei 100°
bei 0,01 Torr iiber P,0;.

CyHigOp Ber. C66,87 H 8,07 0O 24,91%
(575,68) Gef. ,, 66,561 ,, 8,07 ,, 25,06%

UV.- und IR.-Spektren sowie Resultat der biolog. Priifung siehe theoret. Teil.

Desacetyl-tanghiferin. 100 mg Tanghiferin vom Smp. 242—250° wurden in
8 cm?® Eigessig gelost, mit 8 cm® Wasser und 1,5 em3 konz. HCI versetzt und 48 Std. bei
200 stehengelassen, wobei sich die Mischung stark gelb fiarbte. Die {ibliche Aufarbeitung
gab 78 mg Rohprodukt, das an 3 g Al,O; chromatographiert wurde.

Die mit Chf eluierten Fraktionen (17 mg) enthielten nach Papierchromatogramm
sowohl Neotanghiferin wie Desacetyl-tanghiferin. Die mit Chf-Me-(99:1) eluierten Anteile
(47 mg) gaben aus An-Ae 33 mg Desacetyl-tanghiferin in farblosen Prismen, Smp. 232—
235°, [a]}§ = — 14,0° 4- 2° (¢ = 0,892 in Chf). Trocknung zur Analyse 5 Std. bei 0,01
Torr und 100° iiber P,O, (Schweinchen).

CyoH, 05 (532,65) Ber. C 67,64 H 8,33%  Gef. C 67,45 H 8,51%

UV.- und IR.-Spektren sowie Resultat der biol. Priifung siehe theoret. Teil.

42) T. Reichstein & C. W. Shoppee, Disc. Faraday Soc. 1949, 305.

43) J.v. Euw, A. Lardon & T. Reichstein, Helv. 27, 1292, Fussnote 2 (1944), aber
reaktiviert bei 185°.

44) Wir danken der Ciba Aktiengesellschaft und den Herren Dr. R. Neher und
E. v. Arz hier fiir die freundliche Uberlassung solcher Trige.
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O-Acetyl-tanghiferin?). a) Aus Desacetyl-tanghiferin. 10 mg Desacetyl-
tanghiferin (Mutterlauge des Analysenpréiparats, aber papierchromatographisch einheit-
lich) wurden in 0,5 cm? abs. Pyridin und 0,2 ¢cm?® Acetanhydrid 48 Std. bei 20° stehen-
gelassen. Die {ibliche Aufarbeitung gab 12 mg neutrales Rohprodukt. Es wurde an Al,O,
chromatographiert. Die mit Chf eluierten Anteile (9 mg) gaben aus Alk-Ae 5 mg farblose
Prismen, Smp. 236—238° Nach Papierchromatogramm und Mischprobe identisch mit
dem friiher beschriebenen Préparat?).

by Aus Tanghiferin. 56 mg Tanghiferin vom Smp. 240—247° wurden wie oben
acetyliert. Das neutrale Rohprodukt (65 mg) gab nach mehrmaliger Kristallisation aus
Alk-Ae 22 mg farblose Prismen, Smp. 235—238°, [«] = — 38,1° 4+ 2% (¢ = 1,261 in
Chf). Trocknung zur Analyse 3 Std. bei 0,01 Torr und 100° iiber P,0;.

CyH;O0p Ber. C 66,21 H 7,85 O 25,949,
(616,72) Gef. ,, 66,73 ,, 7,99 ,, 25,91% ,

Nach Mischprobe und Papierchromatogramm identisch mit fritherem Préparat?)
sowie mit Material aus Versuch a). IR.-Spektrum siehe theoret. Teil.

Tanghiferigenin?®) und O-Aecetyl-tanghiferigenin aus Tanghiferin. 400
mg Tanghiferin vom Smp. 242—250° wurden mit 14 cm? ,,Kiliani-Mischung® (4,9 em?
Eisessig, 1,4 cm? konz. HCl und 77 em?® Wasser)?®?) 45 Min. auf 1000 erhitzt, worauf alle
Kristalle gelost waren. Die iibliche Aufarbeitung gab 290 mg neutrales Rohprodukt, das
an 8,7 g Al,O, chromatographiert wurde. Die mit Be-Chf-(9:1) bis -(1:1) eluierten Frak-
tionen (60 mg) gaben aus An-Ae 51 mg O-Acetyl-tanghiferigenin, nach Umkristallisieren
Smp. 230—234° (Sintern ab 2209), [«]} = + 62,0° 4- 20 (¢ = 1,169 in Chf). Nach Misch-
probe, Papierchromatogramm und IR.-Spektrum identisch mit dem aus Tanghiferigenin
bereiteten Praparat (siche unten).

Die mit Be-Chf-(1:1), reinem Chf und Chf-Me bis zu 5% Me-Gehalt eluierten An-
teile (139 mg) gaben aus An-Ae 48 mg reines Tanghiferigenin, in farblosen Prismen, Smp.
265-—278° (Zers.). Zur Drehung und Analyse wurde noch dreimal umkristallisiert. Smp.
272—280° (Zers.), {a]f§ = + 61,9° + 2° (¢ == 1,090 in Chf). Zur Analyse wurde 10 Std.
bei 0,01 Torr und 50° iiber P,O, getrocknet.

CysH3,0, (372,48) Ber. C 74,16 H 8,669  Gef. C 73,83 H 8,629

Die Lactontitration (4,921 mg 2 Std. mit 1 em?® 0,1-n. KOH in Alk gekocht und
dann potentiometrisch titriert) ergab ein Aquiv. von 254. Gleichzeitig und analog behan-
deltes Digitoxigenin ergab ein Aquiv. von 372 (ber. 374,5). Tetranitromethan gab keine
Gelbfarbung. Farbung mit 84-proz. H,SO,: zitronengelb (0’), blaugriin (15%), blau (2 Std.).
Misch-Smp. mit dem fritheren Praparat?) ohne Erniedrigung, auch nach Papierchromato-
gramm waren beide Priparate einheitlich und identisch. UV.- und TR.-Spektren siehe
theoret. Teil.

O-Acetyl-tanghiferigenin aus Tanghiferigenin. 52 mg Tanghiferigenin vom
Smp. 265— 280° wurden in 1 ¢cm? abs. Pyridin und 0,5 em? Acetanhydrid 48 Std. bei 20°
stehengelassen. Die iibliche Aufarbeitung gab 57 mg neutrales Rohprodukt. Mehrmaliges
Umkristallisicren aus An-Ae lieferte 30 mg Prap. HPS 64 in farblosen Prismen, Smp.
238 —241° (Sintern ab 2309, [«]8 = + 63,1° 4 2° (¢ == 1,101 in Chf). Trocknung zur
Analyse 24 Std. bei 0,01 Torr und 20° iiber P,0;.

CpH;,0;  Ber. C72,43 H 8,27 019,309
(414,52) Gef. ,, 72,41 ,, 8,29 ,, 19,18%

Tetranitromethan gab keine Gelbfarbung. Firbung mit 84-proz. H,S0,: farblos (0'),
leicht hellgelb (3’), hellgriin (13—30"), blau (50—110"), blaugriin (2 Std.) — verblasst nach
4 Std. Farbung mit konz. H,S0,: hellgelb (0'), gelb mit blauem Rand (3"}, tiefblaun (20—
90’), intensiv griin mit Blaustich (110), grasgriin (2 Std.), schmutzig grau-griin (4 Std.).

UV.- und IR.-Spcktren siehe theoret. Teil.

Verhalten gegen CrO,. 14 mg O-Acetyl-tanghiferigenin vom Smp. 238-—2419
wurden in 1 cmn?® Risessig gelost mit 0,5 cm? 2-proz. CrO,-Eisessig-Losung versetzt und
4 Std. bei 20° stehengelassen, worauf noch CrO, anwesend war. Die iibliche Aufarbeitung
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gab 14 mg neutrales Rohprodukt. Aus An-Ae 11 mg Prismen, Smp. 237—239°. Die Misch-
probe mit dem Ausgangsmaterial schmolz gleich.

Reduktion mit NaBH,. a) Bei 20°. 40 mg O-Acetyl-tanghiferigenin vom Smp.
235-—238° wurden in 10 cm?® Dioxan-Wasser-(4:1) gelost, innerhalb 30 Min. mit 50 mg
NaBH, in 5 ecm3 Dioxan-Wasser-(4:1) versetzt und 6 Std. bei 20° stehengelassen. Dann
wurde mit 2-n. H,80, bis zur kongosauren Reaktion versetzt und im Vakuum auf 5 cm?
eingeengt. Die iibliche Aufarbeitung gab 55 mg Rohprodukt. Es wurde mit 10 cm?® Me,
200 mg p-Mannit und 16 cm? 0,1-n. H,80, 30 Min. unter Riickfluss gekocht. Erneute
Aufarbeitung gab 45 mg neutrales Rohprodukt. Aus An-Ae 31 mg Kristalle, Smp. 235—
238°. Nach Mischprobe und Papierchromatogramm identisch mit Ausgangsmaterial. Kedde-
Reaktion: stark positiv. Die Mutterlauge gab im Papierchromatogramm zwei Flecke, die
O-Acetyl-tanghiferigenin sowie Tanghiferigenin entsprachen.

b) In kochendem Me-Wasser. 80 mg O-Acetyl-tanghiferigenin wurden in 4 em? Me
gelost, innerhalb einer Std. mit 95 mg NaBH, in 3 c¢m?® Me-Wasser-(1:1) versetzt und
anschliessend 3 Std. unter Riickfluss gekocht. Aufarbeitung wie oben gab 80 mg Roh-
produkt, das weder mit Raymond- noch mit Kedde-Reagens eine Farbung gab. Es wurde
an 2,4 g Silicagel chromatographiert. Die mit Chf-Me-(95:5) eluierten Anteile zeigten das
in Fig. 11 wiedergegebene IR.-Spektrum und gaben aus An-Ae 18 mg farblose Kristalle,
Smp. 185—203°, Zweimaliges Umkristallisieren aus An-Ae gab 7 mg Priparat HPS 70
in farblosen Prismen, Smp. 193—208°. Zur Analyse wurde 5 Std. bei 0,01 Torr und 100°
iber P,0; getrocknet (Schweinchen).

C,3H,,0, (374,50) Ber. 017,09%  Gef. 0 17,17%

Farbreaktion mit 84-proz. H,80,: farblos (0—3’), hellgriin (13—507), hetlblaugrin
(80’), hellgriin (90'—2 Std.), verblasst nach 4 Std. Farbung mit konz. H,S0,: hellgelb (0"),
hellgelb mit orange Tupfen (3’), intensiv gelb mit schmalem blauem Rand (13—30°), gelb
und blau (50'), tief blaugriin (80’), blau (90’—2 Std. 15’), blau mit Niederschlag (4 Std.).
Die Farbungen mit konz. H,S0, sind deutlich verschieden von denjenigen, die mit HPS 64
erhalten wurden.

UV.-Spektrum siehe theoret. Teil.

Abbauversuche mit Qzon. a) Bei — 80°. In die Losung von 102 mg O-Acetyl-
tanghiferigenin vom Smp. 237—241° in 10 em?® abs. Chf wurde bei — 80 wihrend 10 Min.
ozonhaltiger 0, (200 cm?3/Min.) eingeleitet. Die blaue Losung wurde 30" bei ~ 80° stehen-
gelassen und dann bei 0° im Vakuum eingedampft. Der kristalline Riickstand wurde in
3 cm® Tisessig gelost und mit etwas Zn-Staub geschiittelt, bis KJ-Stirke-Papier keine
Blaufirbung mehr zeigte. Filtration und iibliche Aufarbeitung gab 100 mg neutrales
Rohprodukt. Aus An-Ae 80 mg Kristalle, Smp. 235—240°. Nach Mischprobe und IR.-
Spektrum lag unverandertes Ausgangsmaterial vor. Die Mutterlaugen (20 mg) gaben noch
stark positive Raymond-Reaktion, die Reduktionsprobe mit alkalischer Ag-Diammin-
Losung war aber auch deutlich positiv. Verarbeitung siehe unten.

b) Bei — 20°. 60 mg O-Acetyl-tanghiferigenin vom Smp. 235—240° und obige 20 mg
Mutterlaugen wurden in 9 cm3 Athylacetat-Chf-(3:1) geldst und bei — 20° wihrend 15
wie oben ozonisiert. Weitere Behandlung wie oben gab 80 mg neutrales Rohprodukt.
Aus An-Ae 47 mg Kristalle, Smp. 235—238°, nach Mischprobe und IR.-Spektrum iden-
tisch mit Ausgangsmaterial. Untersuchung der 32 mg Mutterlaugen siche unten.

Priifung der Ozonisierungsprodukte. Die 32 mg Mutterlaugenprodukt vom
Versuch b) (die auch die amorphen Teile von Versuch a) mitenthielten) waren noch
teilweise kristallisiert. Sie wurden in 5 cm?3 Me gelést, mit 25 mg KHCO, in 1 cm?® Wasser
versetzt und 40 Std. bei 18° stehengelassen. Die Aufarbeitung gab 9 mg saure (nicht
untersucht) und 21 mg neutrale Anteile. Letztere wurden in 3 cm? reinstem Dioxan mit
50 mg HJO, in 0,3 cm3 Wasser 16 Std. bai 209 stehengelassen. Die tibliche Aufarbeitung
gab nur 7 mg saure Anteile, die bisher nicht kristallisierten. Der Neutralteil (14 mg)
zeigte noch positive Raymond-Reaktion.

Die Mikroanalysen wurden im Mikrolabor (Leitung E. Thommen) der Organisch-
chermrischen Anstalt der Universitiat Basel ausgefithrt.
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Zusammenfassung

Tanghiferin erwies sich als isomorphe Mischung (evtl. molekulare
Verbindung) von ungefihr gleichen Teilen Tanghinin und eines wei-
teren Stoffes, der Neotanghiferin genannt wurde. Die Trennung ge-
lang durch préiparative Papierchromatographie. Neotanghiferin und
Desacetyl-tanghiferin zeigten an der Katze und am Frosch keine digi-
talisartige Wirkung. Tanghiferigenin, das Aglykon des Neotanghi-
ferins, enthélt nur eine (wahrscheinlich sekundéire) HO-Gruppe und
vermutlich eine hexaecyclische Ketogruppe. Zwei weitere Sauerstoff-
atome diirften in einem Butenolidring enthalten sein, dessen Doppel-
bindung aber vermutlich keinen weiteren Substituenten trigt. Die
bisherigen, allerdings nur vorldufigen Resultate sprechen dafiir, dass
Tanghiferigenin nicht das normale Cardenolid-Geriist enthilt.

Laboratoire de Chimie
du Muséum d’Histoire Naturelle, Paris,
Organisch-chemische Anstalt
der Universitdt Basel.

226. Die Glykoside der Samen von
Strophantus Ledienii Stein
2. Mitteilung!)?)
Glykoside und Aglykone, 166. Mitteilung?)
von H. Lichti, Ch. Tamm und T. Reichstein.
(26. IX. 56.)

Vor einiger Zeit wurde iiber eine orientierende chemische Analyse
der Samen von Strophanthus Ledienii Stein berichtet!), die aus
der Gegend von Matadi (stidwestl. Teil des Congo belge), dem locus
classicus dieser seltenen Art stammten. Damals standen nur einzelne
Samen zur Verfligung. Die daraus nach Fermentierung bereiteten Ex-
trakte konnten daher nur papierchromatographisch untersucht wer-
den. In dieser Weise konnte die Anwesenheit von Periplocymarin,
Cymarin, Cymarol und Emicymarin als Hauptglykoside sehr wahr-
scheinlich gemacht werden. Im Papierchromatogramm war ferner ein
weiterer, sehr langsam wandernder Fleck sichtbar, der nicht identi-
fiziert werden konnte.

1y Erste Mitt.: H. Hess, P. Speiser, O. Schindler & T. Reichstein, Helv. 34, 1854
(1951).

2) Auszug aus Dissertation H. Lichti, Basel (1956).

8) 165. Mitteilung: W. Nagala, Ch. Tamm & T. Reichstein, Festschrift fur Prof.
A. Stoll, Basel (1957).





