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Chyomatogvaphie dey destillierbaven Neutralteile

F Eindampfriickstand
rak-
tions- Lésungsmittel roh Kristalle
Nr. mg Habitus mg Smp. |Bezeichnung
14 Pn 163,5 | fluoresz. O1 — - —
5-6 Pn-Hex-(50:50) 16,0 | gelbes Ol
7-10 I’n-Hex-(50:50) 28,5 | gelbes O1 42,0 | 100-125°| Substanzae,
11 Hex-Be-(99,5:0,5) 11,0 | gelbes O1 [
12-16 Hex-Be-(99:1) bis — (75:25) | 19,5
17 Hex-Be-(50:50) 5 gelbes Ol \ .
18 Be 10 gelbes Ol | 5 140-150° | Substanza,
19-22 Be, Be-Chi, Chf 76,5 | braunes Ol - - -

Dic Fraktionen 17 und 18 gaben aus Alk 5 mg fast farblose Kristalle. Sie wurden bei 110-125°
Badtemp. und 0,02 Torr sublimiert!?). Das Sublimat gab aus Ac 2,6 mg grosse Nadeln, Smp.
135-145°. Umkristallisieren aus Me-Ae lieferte 0,6 mg Subst. a,, vom Smp. 147-150°; UV.- und
IR.-Spektren vgl. Iig. 1 und 2. Dic Substanz ist unléslich in Pe, schwer 16slich in Be und gut
1oslich in Chf.

Zusammenfassung

Sarcostin wurde mit Sclen dehydriert. Dabei entstand ein krist. Kohlenwasser-
stoff, der sich mit dem Jacoms’schen Kohlenwasserstoff (III) identifizieren liess.
Ausserdem liess sich in schr geringer Menge ein krist. Keton isolieren, dessen Spektren
ungefihr auf ein Fluorcnderivat passen wiirde, das eine nicht konjugierte, offen-
kettig oder in cinem Sechsring gebundene Ketogruppe enthilt.

Organisch-chemische Anstalt der Universitat Basel

17) Wir danken Herrn J. v. Euw bestens fiir die Reinigung dieser Substanz.

71. Zur Ozonolyse von Bufadienoliden
Uber Krotengifte, 16. Mitteilung )
von Herbert Schriter und Kuno Meyer
(31. 1. 59)

Fiir die Uberfithrung herzwirksamer Genine vom Typus der Cardenolide in die
ihnen zugrunde liegenden Steroidsiuren hat sich der erstmals von MEYER & REICH-
STEIN?) beschriebene Abbau mit Ozon besonders bewihrt, da sich dabei bedeutend
bessere Ausbeuten an kristallisierten Atiansiuren erzielen lassen als beim Abbau mit
KMnO, in Accton?®). Fiir die Gewinnung der Atiansiuren aus den Carden-(20:22)-
oliden sind nach der Ozonmethode?) die folgenden Stufen zu durchlaufen:

1) 15. Mitt. J. P. RucksTuHL & K. MEYER, Helv. 41, 2121 (1958).

%) K.MEYER & T. REIcHSTEIN, Helv. 30, 1508 (1947).

3) M. STEiGErR & T. RercustrIN, Helv. 21, 828 (1938); F. HunzikER & 'I'. REICHSTEIN,
Helv. 28, 1472 (1945).
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In Analogie dazu sollte der Ozonabbau der Bufadien-(20,22)-olide zu dem der
Stufe IV entsprechenden 20-Keto-21-aldehyd$) fithren?), der durch weiteren Abbau
leicht die diesem Aldehyd zugrunde liegende Atiansiure ergeben miisste. Am Bei-
spiel des Acetylbufalins (VI) war aber gefunden worden?®), dass nach reduktiver
Spaltung des Ozonids (entsprechende Stufe IT -»> III) neben grosstenteils amorphen
Neutralprodukten bereits grosse Mengen Siuren gebildet werden, aus dencn nach
Methylierung der kristallisierte Ester XI gewonnen werden konnte, der auf Grund
der Verbrennungsergebnisse isomer zu sein schien mit dem durch Abbau mit KMnO,
aus VI erhaltenen 38-Acetoxy-148-hydroxy-itiansiure-methylester CoaHgeO;. Es er-
gab sich nun, dass der Ester XI in Wirklichkeit die frither schon in Erwigung ge-
zogene Zusammensetzung C,eH,,O, und nicht diejenige des eben erwihnten Atian-
sdureesters CyyHgO; besitzt.
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Fig. 1. UV.-Spektrum von 3B-Acetoxy-143-hydroxy-20-keto-2]-nor-cholansdurc-methylestey (X I)
in Alkohol

Maximum bei 280 my und log € = 1,60, ber. auf C,H,,04 (448,58)

Zunichst stellten wir fest, dass der Ester XI im UV, bei 280 myu ein schwaches
Maximum zeigte (Fig. 1), wie es fiir Verbindungen mit einer gesittigten Ketogruppe
typisch ist. Auch im IR. (Fig. 2) konnte die fiir eine aliphatische Ketogruppe charak-
teristische Bande beobachtet werden, die allerdings gegeniiber der Norm (5,80 bis

%) Formulierung des Ozonids nach H. STAUDINGER, Ber. deutsch. chem. Ges. 58, 1088 (1925).
Vgl. auch R. CrieGEE, Liebigs Ann. Chem. 583, 1 (1953).

5) Formulierung des aus dem Ozonid mit Zn in AcOH erhaltenen Produktes als Glykolsiurc-
ester, entsprechend den Befunden von ZiNgG & MEYER (sieche spiatere Mitteilung).

8) Diese Bezeichnung ist formal richtig. Das die Aldehydgruppe bildende C-Atom ist aber
das C-22-Atom des Hexadienolid-Ringes.

7) Natiirlich nur unter der Annahme, dass beide Doppelbindungen des «-Pyron-Ringes durch
Ozon angegriffen werden.

8) K. MEYER, Helv. 32, 1238 (1949).
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5,86 u) infolge Assoziation (vermutlich mit der 14-stindigen HO-Gruppe, deren Bande
dadurch ebenfalls cine Verschiebung von 2,80 g nach 2,95 u erfahrt) nach etwa 5,88 u
verlagert ist. Ein ganz analoges spektrales Verhalten zeigte auch der aus Acetylbufo-
talin (VII) durch Ozonolyse gewonnenc 16-Acetoxyester XII. In Ubereinstimmung
damit zeigte der Ester XI eine positive LEGAL-Reaktion und gab (allerdings in
schlechter Ausbeute) ein Semicarbazon, dessen Stickstoffgehalt sehr gut auf die
Formel CyH,;04N, stimmte. Bei der Hydrierung des Esters XI mit PtO,, H,0 in
Eisessig wurde unter intramolekularer Abspaltung von Methanol das Lacton XIII
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gebildet, dessen IR.-Spektrum die fiir y-Lactone typische Bande bei 5,66 4 aufweist
(Fig. 3). Daraus folgt, dass es sich bei XI um einen y-Ketocarbonsiureester handelt, dem
die Konstitution des 38-Acetoxy-14f-hydroxy-20-keto-21-nor-cholansiure-methyl-
esters (XI) zukommen muss.
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Fig. 2. IR.-Absorptionsspektvum von 38-4cetoxy-148-hydvoxy-20-keto-21-nov-cholansiure-
methylester (XT) in CH,Cly, ¢ = 0,0625-m., Schichtdicke 0,2 mm
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Fig. 3. IR.-Absorptionsspekirum von 3B-Acetoxy-14f-hydroxy-20E-hydroxy-21-nor-cholansdure-
lacton-(23 > 20) (XI11I) in CH,Cl,, ¢ = 0,0644-m., Schichtdicke 0,2 mm

Die bei der Ozonolyse von Acetylbufalin gewonnenen und hier mitgeteilten Er-
gebnisse gestatten nun auch eine zwanglose Erklirung analoger Befunde friitherer
Autoren: die von KoTAKE & KuB0TA®) aus Diacetylgamabufotalin durch Einwirkung
von Ozon erhaltene «Diacetyl-dtio-gamabufotalinsiure» der vermeintlichen Formel
CyH360, vom Smp. 225° diirfte in Wirklichkeit (entsprechend der gesicherten Kon-
stitution des Gamabufotalins1%)) die Zusammensetzung Cy,H,,O4 besitzen und wire
somit als 38,11«-Diacetoxy-148-hydroxy-20-keto-21-nor-cholansiure zu bezeichnen.
Dem gegeniiber muss die von OHNO) ebenfalls aus Diacetylgamabufotalin durch
Oxydation mit KMnO, in Aceton?) erhaltene Siure vom Smp. 253°, von der der
japanische Autor angenommen hatte, dass sie isomer!?) sei mit der Sdure CyH,,0,
von KoTAKE & Kusota?®), in Wirklichkeit 3f,11a-Diacetoxy-144-hydroxy-itian-
sdurel®) sein. Bemerkenswert sind in diesem Zusammenhang die Befunde von
OnNo11): Ozonolyse von «Acetyl-pseudo-desacetyl-bufotalin» und nachtrigliche Oxy-
dation mit Essigsiure und H,0, gab dieselbe Sdure wie die Oxydation mit KMnO,.
Dies veranlasste uns, die bei der Ozonolyse von Acetylbufalin (VI) erhaltenen Neu-
tralprodukte einer Nachbehandlung mit verschiedenen Oxydationsmitteln zu unter-
werfen. Wohl konnten dabei jeweils geringe Mengen Siuren gewonnen werden, doch
liess sich in keinem Fall die gesuchte 3f8-Acetoxy-14f-hydroxy-dtiansdure bzw. ihr
Methylester fassen.

Der Verlauf der Ozonolyse von Acetylbufalin (VI) und den andern Bufadienoliden
kann wie folgt interpretiert werden: in einem ersten Schritt wird die nukleophilere
Doppelbindung an C-20/C-21 des Hexadienolid-Ringes angegriffen. Das dabei ge-
bildete Primdrozonid geht rasch unter Losung der C-C-Bindung in das Sekundir-
ozonid iiber (entsprechend Formel VIII), wobei ein 8gliedriger Ring gebildet wird.

%) M. Kotake & K. KuBota, Scient. Pap. Inst. phys. chem. Res. (Tokyo) 34, 824 (1937/
1938); Chem. Zbl. 1939, II, 1681.

10) K. MEYER, Helv. 32, 1599 (1949).

11y 'S. OnvNo, J. pharmaceut. Soc. Japan 60, 236 (1940); Chem. Zbl. 1941, 1I, 1399.

12y Diese Annahme ist verstindlich, da die Bruttoformel C,,H,,0, eine sehr dhnliche prozen-
tuale Zusammensetzung aufweist wie Cy,H3,0,. Demgegeniiber ist aber der Methoxylgehalt der
Methylester um rund 1%, verschieden (vgl. 3)).
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Reduktive Spaltung mit Zink in Eisessig liefert zunidchst die ungesittigte Ketosidure
IX, welche durch weitere Reduktion in die gesittigte Ketosdure X iibergefiihrt
wird13). Diescs Resultat zeigt, dass nur die C-20/C-21-stindige Doppelbindung durch
Ozon angegriffen wird. Die Resistenz der zwischen C-22 und C-23 liegenden «,8-un-
gesittigten Doppelbindung im Ozonid VIII gegen weiteren elektrophilen Angriff von
Ozon ist in Anbetracht der benachbarten elektroaffinen Carbonyl- bzw. Ozonid-
Gruppierung versténdlich14)1%),

Der Direktion der F. HorFrmMann-La RocHE & Co. AG., Baser danken wir bestens fiir die
Unterstiitzung dieser Arbeit.

Experimentelles. ~ Alle Smp. sind auf dem Korrer-Block bestimmt und korrigiert;
Fehlergrenze bis 200 ca. 4 2°, dariiber ca. + 3°.

3B-Acetoxy-14p-hydroxy-20-keto-21-nor-cholansdure-methylester (XI). Die Gewinnung dieses
Esters geschah nach den frither gemachten Angaben®). Aus 721 mg Acetylbufalin (VI) wurden
411 mg rohe Sdurc X und 348 mg neutrale Antcile erhalten. X wurde mit dtherischem Diazo-
methan methylicrt und der rohe Methylester an Al,O, chromatographiert. Es konnten dabei im
ganzen 180 mg kristallisierter Ester XI vom Smp. 130-134° gewonnen werden. — Dic LEGAL-
Probe!8) gab sofort cine intensiv blutrotec Firbung. Die UV.- und IR.-Spektren sind im Theore-
tischen Teil dicscr Arbeit wiedergegeben (Fig. 1 und 2).

38, 168- Diacetoxy-148-hydroxy-20-keto-21-nov-cholansiure-methylester (X I1)17). 202 mg Acetyl-
bufotalin (V1) vom Smp. 257-265° wurden in 20 ml reinem Essigester wie frither®) beschrieben
ozonisiert und bis zum rohen Reaktionsprodukt aufgearbeitct. Dieses wurde in 50 ml Mcthanol
gelost, mit einer Losung von 500 mg Natriumperjodat (NaJO,)?*®) in 12 ml Wasser versetzt und
17 Std. bei 20° stchengelassen. Dann wurde im Vakuum vom Methanol befreit, die wisserige
Ldsung mit HCI anf pH = 2 gebracht und mit Chloroform ausgeschiittelt. Die mit Wasser ge-
waschenen und iiber Na,S50, getrockneten Ausziige gaben nach dem Lindampfen 207 mg Riick-
stand. Dieser wurde in Chloroform-Ather-(1:3) gelést und mehrmals mit 2-n. Sodalésung und
cinmal mit Wasser ausgeschiittelt. Dic mit Na,SO, getrockneten Chloroform-Ather-Lésungen
gaben beim Eindampfen 71 mg ncutrales Material (nicht weiter untersucht). Die vereinigten
Sodaausziige und Waschwasser gaben nach Ansiuern und Ausschiitteln mit Chloroform-Ather-
(1:3) 131 mg rohe Sédure. Diese wurdc mit einigen Tropfen Methanol iibergossen, im {Jberschuss
mit dtherischer Diazomethanloésung versetzt und 10 Min. bei 20° stehengelassen. Hicrauf wurde
im Vakuum zur Trockne gebracht und der rohe Ester an 4 g Silicagel chromatographiert. Die mit
Benzol-Ather eluierten Anteile gaben aus Ather-Petroldther 65 mg zu Drusen vereinigte Prismen
vom Smp. 148-150°. Nach Umkristallisieren stieg der Smp. auf 150-152°; [a]{f = —5,7° + 1,5°
(c = 1,885 in Chloroform). LEGAL-Probc: blutrot. Das UV.-Spektrum zeigte véllige Uberein-
stimmung mit demjenigen des Esters XT. Das TR.-Spcktrum wies wie der Ester XI eine nach
5,88 u verlagerte Ketobandc auf.

CyH,,0q (504,62) Ber. C 66,65 H 8,39°%  Gef. C 66,46 H 8,529%

Semicarbazon des Esters X1 (X1V). 30 mg des Esters X1 wurden in 0,5 ml Methanol geldst,
mit 1 ml Semicarbazid-Lésung!®) versctzt und iiber Nacht stehengelassen. Hierauf wurde das
Methanol im Vakuum weitgehend verjagt und der Riickstand mit einigen Tropfen Wasser ver-

13) 'W. ScuNEIDEWIND, Ber. deutsch. chem. Ges. 21, 1323 (1888).

19y Vgl. hierzu L. LoNg, Jr., Chem. Rev. 27, 437 (1940).

18) Wir méchten Herrn Prof. Dr. C. A. GroB auch an dieser Stelle fiir die dieses Problem
betreffende Diskussion bestens danken.

18) Ausfiihrungsform siehe bei K. RevYLE & T. REICHSTEIN, Helv. 35, 98 (1952).

17) Dieser Versuch ist der Dissertation HERBERT SCHROTER (Basel 1958) entnommen.

18) Diese Behandlung ist im Falle der Ozonolyse von Bufadien-(20,22)-oliden vermutlich
unnétig. Ob sie auf das Endergebnis von Einfluss ist, wurde nicht untersucht. Sie wurde unter-
nommen, um eincn evtl. entstandenen a-Ketoaldehyd zur Atiansiurestufe abzubauen.

19) 1,5 g krist. Na-Acetat und 1,0 g Semicarbazid-HCl werden im Mérser fein zerrieben und
allméhlich unter Umrithren mit 10 ml Methanol versetzt. Hierauf wird durch ein Faltenfilter
filtriert.
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setzt. Das ausgeschiedene Rohprodukt wurde abgesaugt und aus verdiinntem Methanol um-
kristallisiert. Es konnten nur 7 mg Kristalle (Nadeln) vom Smp. 208-212° gewonnen werden.

CyrHl4g06N, (505,64) Ber. N 8,35% Gef. N 8,45%

3B-Acetoxy-148-hydroxy-20&-kydroxy-21-nor-cholansdure-lacton-(23 > 20) (XIII). 70 mg des
Esters XI vom Smp. 130-134° wurden in 3 m! reinem Eisessig gelost und mit 20 mg PtO,, H,0
bei Normaldruck in Wasserstoffatmosphére geschiittelt. Die Hy-Aufnahme war nach 40 Min.
beendet und betrug 8,8 ml (berechnet 7,2 ml). Das nach iiblicher Aufarbeitung gewonnene rohe
Hydrierungsprodukt war neutral und gab aus Aceton-Ather-Petrolather 36 mg feine zu Drusen
vercinigte Nadeln vom Smp. 198-223°. Nach dem Umldsen aus Aceton-Ather-Petrolither wies
das Lacton XIII den Doppel-Smp. 202-206°/217-222° aui. Da XIII vermutlich ein Gemisch der
beiden an C-20 epimeren Lactone darstellt, wurde auf dic Bestimmung der spez. Drchung ver-
zichtet.
CosH4e05 (418,55) Ber. C 71,74 H 9,15 -OCH, 00% Gef. C 71,75 H 9,36 —OCH, 00%

Das IR.-Spcktrum (Fig. 3) ist im Theoret. Teil wiedergegeben. Die HO-Bande liegt zum
Unterschied zu dcrjenigen des Esters XI bei 2,81 u (keine Assoziation).

Die Analysen wurden im Mikrolabor (Leitung E. THoMMEN) und die Aufnahmen der IR.-
Spektren im Spektrallabor (G. RoTzLER) der Organisch-chemischen Anstalt der Universitit Basel
ausgefiihrt.

Zusammenfassung

Bei der Einwirkung von Ozon auf Bufadienolide und anschliessender reduktiver
Spaltung der dabei gebildeten Ozonide werden neben Neutralstoffen auch reichliche
Mengen von Siuren gebildet, aus denen keine Atiansduren, sondern nur 20-Keto-21-
nor-cholansiuren isoliert werden konnten. Ozon greift somit nur die sekundir-
tertiiire Doppelbindung des zweifach ungesittigten Lactonringes der Bufadienolide an.

Pharmazeutische Anstalt der Universitit Basel

72. Oxalacetat-Carboxylase und Biotin
von G. Semenza, L. S. Prestidge, D. Ménard-Jeker und M. Bettex-Galland
(3. 11. 59)

Eine Reihe von Carboxylierungs- und CO,-Ubertragungsreaktionen scheinen biotin-
abhingig zu sein. In den meisten Fillen weiss man jedoch noch nicht, auf welche
Weise das Biotin in die Reaktion eingreift. Gewshnlich kann die Aktivitdt der zell-
freien Fermentpriparate aus Mangeltieren durch Zugabe von Biotin oder normalen
Gewebsextrakten nicht wieder hergestellt werden. In verschiedenen Fillen konnte
gezeigt werden, dass die gereinigten Enzyme kein Biotin oder nur eine unbedeutende
Menge davon enthielten: so zum Beispiel das «malic enzyme» OcHoA’s?), die
Carbamylphosphat-Citrullin-Transcarbamylase aus Lactobacillus arabinosus3), die

1) 8. OcHoa, A. MEHLER, M. L. BLaNncHARD, T. H. Jukgs, C. E. HoFFMaNN & M. REegavw,
J- biol. Chemistry 170, 413 (1947). Spater ist jedoch darauf hingewiesen worden, dass die fiir die
Biotinbestimmung verwendete Mcthode vielleicht nicht geeignet war?).

2) H. C. LIcHSTEIN, Vitamins and Hormons 9, 27 (1951).

3) J.M. RaveL, M. L. GrRoNa, J. S. HumparEYS & W. SHIVE, J. Amer. chem. Soc. 80, 2344
(1958).





