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79. Die Biosynthese des Digitoxigenins, Herkunft des (2-20 
Glykosidc iiiitl .\glykone, 2.53. Mittellungl) 

von J.  v .  Euw und T. Reichstein 

( 3  11. 64) 

1:ur die I3iosynthese des Cholesterols (IV) aus -Icetat ist der M'eg uber Mevalon- 
saure (I)3),  Squalen (11)4) und Lanosterol (111) 151 gut gesichert 151 [61. Prinzipiell 
derselbc Weg ist fur die Riosynthese zahlreicher anderer tierischer und yflanzlicher 
Steroide, sowie der Terpene und Carotinoide vorgeschlagen 1:4b] [6; und teilweise 
bewiesen worden [6j (hohere Pflanzen vgl. [7j). Gallensauren (C,,-Steroide) entstehen 
- soweit bekannt - ausschliesslich durch Abbau aus Cholesterol [6] [Sl; auch die 
Bufadienolide dei- Kroten (ebenfalls C,,-Steroide) entstehen aus Cholesterol, wie von 
SIPERSTEIK, MURRAY & TIT~JS 191 fur BiLfo inariizus gezeigt wurde; dasselbe gilt wcit- 
gehend fur Progesteron (61 und wenigstens zum Teil fiir die Pregnanderivate dcr 
Xebcnnierenrinde [lo] 5 ) .  

1.3s war ddher zu vermuten, dass gleiches auch fur die Hiosynthese der Cardenolide 
zutrifft. In Gbereinstimmung mit dieser Annahnie zeigten RAMSTAD & HEAL [ l l j ,  
dass Pflanzen von Dagatalis lanata nach Injektion von ~r.-Mevalonsaure-[2-14C] 
(DL-Form von I) radioaktives Lanatosid-A produzieren. Die Aktivitat des letzteren 
war ganz im Digitoxigenin enthalten, die Zucker (Glucose und Digitoxose) waren 
inaktiv. Kurz darauf beschrieben GREGORY & LEETE [12] einen ganz analogen Ver- 
such rnit DigitaLis purpurea (auch ganze Pflanzen). Sie isolierten das Digitoxigenin 
(VII) und konnten durch Abbau zeigen, dass es in1 Butenolidring keiize Radioaktivitat 
cnthielt. Dies war uberraschend. Ware das Digitoxigenin (VII) nach dem Schema 
I -+ I1 + I11 + VII entstanden und wiirden dabei alle 23 C-Atome von der Mevalon- 
saure stammen, so ware Aktivitat an den C-Atomen Kr. 1, 7, 15 und 22 zu erwarten, 
wobei C-22 etwa 1/4 der Totalaktivitat hatte enthalten mussen. GROS & LEBTE [13] 
zeigten ferncr kurzlich, dass analog (diesmal durch abgeschnittete Blatter von Digi- 
talis pur$wea) synthetisiertes Digitoxigenin tatsachlich an C-15 niarkiert war, uncl 
dass dieses C-Atom ca. der totalen Aktivitat enthielt. Dies spricht stark dafiir, dass 
wenigstens die 19 C-Atome des Sterinkerns aus Mevalonsiiure (I) via Squalen (11) 
gebildet wurden. GREGORY Er LEETE [I21 zeigten ferner, dass nach Verabreichung 
von Na-A~eta t - i l -~~Cj  radioaktives Digitosigenin erhalten wurde, das an C-20 und 
C-23 radioaktiv war, wahrend sich C-21 und C-22 als ina.ktiv erwiesen. Die bisherigen 
Kesultatc zeigen, dass clie C-Atome 22 und 23 nicht aus Mevalonsiiure stammen, sie 

1) 252. Mitteilung s. Ll . j s ) .  
2) Die Ziffern in eckigcn Iilanirnern vern-cisen aui das Literatun 
3) .\bsolutc Konfiguration \rg1. r2:. Synthese beirlrr optisch aktivcr Formcn aus  (+)- und ( - ) -  

Tinalool vgl. [3 j .  
dl Cyclisierung vgl. [:4j. 
&) Herr Dr. S. LIEBERMAN (hricfliche Mitteilung) glaubt, class die Uiosynthcsc allur sleruitlclr 

I lormonr im ticxrischcn u l ~ d  incnschlichcn Organismus iihcr ('holrst.crol \*rrl#nft: c , i i i  ~ ~ - i r l i l i ~ i i  
strcngcr lkweis tlafiir csistiert nbrr nicht, 

- ~~~ ~.. -. 



712 HELVETICA CHJMICA ACTA 

I Mevalonsaure 11 Squalen 111 Lanosterol 
I 

I 

I Y  v V I  VII Digitoxigenin 
Cholesterol Pregnanderivat btiansaure 

HOCH, COOH RO 
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YIV (K = CH,) F 155-257' (Prap 1235) I 
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sagen aber iiber die Herkunft von C-20 und C-21 nichts aus. Diese Befunde sind nach 
GREGORY & LEETE rnit einer Bildung des Digitoxigenins (VII) aus einer Atiansaure 
VI und den Elementen von 2 Mol. Essigsaure vereinbar, wie sie von TSCHESCHE [14] 
vorgeschlagen wurde. Die genannten Autoren machen aber bereits darauf aufmerk- 
sam, dass moglicherweise auch die C-Atome Nr. 20 und 21 aus Mevalonsaure stam- 
men konnten, und dass ein 20-0x0-pregnanderivat V die unmittelbare Vorstufe bei 
der Biosynthese des Digitoxigenins sein konnte. Diese Vorstufe wurde nur 1 Mol. 
fremde Essigsaure zum Aufbau des Cardenolidringes benotigen. Fur den zweiten Weg 
sprechen auch phytochemische Befunde wie sie TSCHESCHE [15] diskutierte. 

Zur Abklarung dieser Frage haben wir das Ammoniumsalz von Mevalonsaure- 
[3J4C] (Ia) bereitet und dieses (19 mg rnit total 0,256 mC = 568320000 dpm) an 19 
junge Pflanzen von Digitalis Zunuta EHRH. 6, verabreicht (vgl. Exper. Teil). Nach 21 
Tagen') wurden die Rlattrosetten kurz iiber den Wurzeln abgeschnitten (total 275 g 
Hatter rnit Stengeln) und die oberirdischen Teile sofort bei ca. 40-50" getrocknet und 
gepulvert. Das trockene Pulver (85 g) gab nach Weichen mit Wasser (Fermentierung) 
und iiblicher Aufarbeitung (mit Reinigung rnit Pb(OH),) 8, die in Tab. 1 genannten 
Ausbeuten an Rohextrakten. 

Tabelle 1. Ausbeute an Rohextrakten aus 85 g getrockneten Rlatteriz u o n  Digitalis lanata nach Ver- 
abreichung von total 0,256 mC ~feval0nsaure-[3-~~C]-~4 mmoniuirtsalz (= 568320000 dpm) 

Art des Extraktes Menge Radioaktivitat in dprn 
in g pro mg total 

~~~ 

Petrolather- 0,86 6540 5 624000 
Chloroform- 3,s 8210 28735000 
Chloroform-Alkohol- (2 : 1) - 0,81 9630 7 800000 
Chloroform-Alkohol-(3 : 2)- 1,27 12000 15 240 000 

Total 57 399 000 

Der Chloroform-Extrakt wurde einer milden sauren Hydrolyse [17] unterworfen. 
Die dabei erhaltenen rohen Genine gaben nach Chromatographie an A1,0,: 
115 mg krist. Digitoxigenin (Prap. Nr. 1230) mit 9500 dpm/mg entspr. 3560000 

27 mg krist. Gitoxigenin (Prap. Nr. 1231) mit 8900 dpm/mg, entspr. 3480000 dpm/ 

Beide Genine waren nach Papierchromatographie und Dunnschichtchromato- 
graphie einheitlich. Das Digitoxigenin wurde acetyliert und das krist. O-Acetylderi- 

6, Hicrzu dicnten kultivierte Pflanzen eines ausgesuchten Stammes (a A-Pflanzenr), die vorwic- 
gcnd Digitosigeninglykosidc und fast keine Digoxigcninglykoside produzicren. Sie wurden 
tins von der Direktion dcr Firma SANDOZ-AG., Rasel, in der Versuchsgartnerei dieser Firma 
im Klushof zur Verfiigung gestellt. Wir mochten der Firma SANDOZ sowie besonders den 
Herren Dr. J.  RUTSCHhlANN und Dr. E. ANGLIKER auch hier fur ihre Hilfe bestens danken, 
cbcnso Herrn P. ACHERMAWN fur die gartnerische Betrcuung der Pflanzen. 

7, Diese Zeitspanne war offcnsichtlich etwas zu lang und hat vermutlich dam gefiihrt, dass auch 
in efalschen)) C-Atornen (C-21 sowie C-22-23) eiiw gcringe Aktivitat gefnntlen wurde, was 
vielleicht durcli Riickreaktionen verursacht wirtl. 

dpm/mMol bzw. total 1090000 dpm; 

mMol bzw. total 240000 dpm. 

~ _ _ _  

u, Methodik vgl. rlfij. 
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vat (VIII, Priip. h'r. 1232, 120 mg) den1 Ozonabbau [18] unterworfen. Der crhaltene 
( Ayoxylsiiure-ester IX9) wurdc wie ublich [19] rnit KHCO, in wasserigem Methanol 
verseift, worauf neben dem krist. Ketol X die GlyosylsHme (XI) isoliert und als krist. 
Derivat mit sym.-N, N-Dibenzyl-diathylamin, das wahrscheinlich die Struktur XI1 
besitzt, isoliert. Abbau des Ketols X in wasserigem DioxanlO) lieferte neben der 
Atiansaure XI11 [ZO] Formaldehyd (XV), der als krist. Dimedonderivat XVI isoliert 
wurdc. Urn bei der anschliessenden ScHaiIur-Reaktion r2l.l eine Lactonbildung r22' 
dcr SBure XlII  sowie fremdcs C02 aus der Acctosylgruppc auszuschalten, haben wii-  

die Saure XI11 rnit CH,N, in den krist. Methylester XIV (Priip. 1235) ubergefiihrt. 
Dann wurdc rnit SOC1, und Pyridin 1231 Wasser abgespalten und der entstandene 
ungesnttigte Ester XVII 1201 Zuni gesattigten Ester XVIII [ZO] i26j hydriert. Ener- 
gische Verseifung lieferte die krist. 3@-HydroxyatiansHure (XIX) (48 mg), die dem 
SCHMIDT-A%bbau durch Erwiirmen mit konz. H,SO, und NaN, in frisch gereinigtem 
Cliloroform unterworfen wurde. Das entstandene CO, wurde als BaCO, (26,3 mg 
h a p .  1236) isoliert. Uber die ReIundenen Aktivitaten oricntiert Tabelle 2 ) .  

Diskussion der Resultate. ~ Die gefundenen \Verte zeigen eindeutig, dass 
Ci2tom Nr. 20 aus Mevalonsaure stammt. Das BaCO, (Prap. 1236) zeigte jedoch 
eine merklich zu geringe Aktivitat, namlich spezifisch nur 76,5 o/o und total nur 68 
tier thcoretisch zu erwartenden Menge. Dies durfte zwei Grunde haben. 

a) In Vorversuchen war cs uns nicht intjglich, bci der SCHMIDT-Reaktion eineri 
erheblichen Rlindwert ganz auszuschalten. Durch Arbeiten in reinem N,, Reinigung 
des NaN, und Reinigung des Chloroforms unmittelbar vor jedem Versuch konnte er 
merklicli herabgesetzt, aber nie ganz auf 0 gebracht werden. Daher haben wir auch 
die Totalmengc an -4ktivitat bestimmt. Diese gibt aber nur einen Minimalwert, weil 
die ScHivIm-Reaktion nicht zu 100 :lo verlauft. Zum 'i'ergleich wurde eine ungefahr 
aquivalente Menge Cyclol iesan~arbonsaure-~~-~~C] unter gleichen Bedingungen dem 
SCHMIDT-Abbau unterworfen und die Radioaktivitat des entstandenen RaCO, be- 
stimmt (Tab. 2). Die Totalausbeute betrug hier ca. 95 %, gleichzeitig liess sich eine 
merkliche Verdiinnung durcli fremcles CO, feststellen Is), spez. Aktivitat nur 64,5 O/" 
der Theorie. 

h)  Aus den Zahlen gelit weiter hcrvur, dass die C-Atonic Sr. 21, 22 und 23 in 
unsercm Versuch nicht vdlig inaktiv warm, sondern auch eine geringe Markierung 
erhalten hatten. Wir glauhen, class dies auf Ruckreaktionen bei der relativ langen Ein- 

!') Nach ZINGG i(: MEYER -1s b; wird hei tlcr rcdulitiven Spaltuiig des Ozonids tlcr Glykolsiui-c 
ester erhalten. 1Xes scheint \'on tlcn Hedingungen nbhangig zu sein. M'ir rcduzierten nach 
1 as~Eiv et al. [18c; rnit Zn-Staub in Gegcnivart von Wasser bci 0" und erhielten nur Glyoxyl- 
s5ure (XI). Glykolsaure gibt mit svm.-N, l\'-Dibenzyl-diatliylamin ein krist. Salz der Zusam- 
tncnsetzung C,,H,,O,N, voni Snip. 11 9-1 ZO", das sich v o n  XI1 leicht unterscheiden laisst. 

"') Dioxan ist als Losungsniittlcr Iiir den .\l)bau Init NaJO, niclit giinstig, \wil cs (lie Keaktion 
stark zu vcrzogern scheint und die -4ufarbcitung etwas erschwert. Es hattc aber den Vorteil. 
im Blindvcrsuch lreincn Forinaldehytl zu bilden, .cvahrend aus Methanol sowie aus Tetra- 
hydrofuran auch nach \-ielcn Rcinigurigsversucheii inimer crhebliche Mcngcn von Formal- 
tlehyd entstanden. 
I k  IVasserabspaltung rnit SOCI,+ I'yridin nach I)ARZENS 724, rerlauft sehr vicl raschcr untl 
glatter als diejenige mit POCI,+Py 1201, vgl. dam [ZSj. 

I ? )  7)iv S~.~~srrr,,r--l~1:aktion v( rI%ut't I)ci ( ' \  (.Iohcsnn(.;rrl,onsr~uI-1. l)cwits 1)c.i tit. 41) , also mrrklic~ll 
ic.i t . l i tc.1 ;tIs I H . ~  SLS, iiingc*rc %<,i t  at11 50 ' c.rwiirmt. \ v c n l < * i i  inu. I t i i n  sic zu I )ctmtlc . i i ,  
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lhbcllc 2 Getundenc Had~oakt ivatat '~)  des O-Acet~,l-dajiztoxzgeni11F ( 1'11 I) und d r r  darrcu\ cvlial 
ieneui A bbauflrodaikte 

Prap. Stoff 
Nr. 

Mol-Gcw. Gcfundcne Radioaktivitat 
(in Iilammern bercchnetc) 

dpm/mg dpm/mMol total 
~~ ~ ~ 

1232 O-AcetJ.l-digitoxigenin (VIII) 41 6,57 8 880 3 699 000 

1233 Glyoxylsaurederivat XI1 2 0 6 3  130 38000 
1.234 1~orrnaldch);d-dimedoii X\yl 292,3X 71 20 760 
123.5 Wtiansaiure-ester XIV 392,52 8 920 3 501 000 

Eingesetzte Atiansanre X I X  320,46 (10937) 14) (3501 000) l4) 523XOI) 
(48 mg) 
davon ' Is fur C-20 Ixrechnct = (700000) ( 104760) 

1236 BaCO, aus XIX 197,4 2710 
total 26,3 mg 
statt bcr. 29,G mg 

~~ ~~~~ 

1237 Cyclohexancarbonsaure- 128.17 1100 
!7-1%] (25 mg) 

total 56,2 mg 
statt ber. 38,4 mg 

1238 BaCO, aus 1237 197,4 464 

535000 
71 300 

( 104 760) ( 7(JO 000) 15) 

141 000 27 500 

91 000 
26 060 

(141 000) (27 500) 

wirkung (21 Tage) in der Pflanze beruhtI6). Nimmt man an, dass in der Atiansaure 
XIX die nicht durch fette Punkte hervorgehobenen C-Atome Nr. 1,2,3,5,6,7,9,11, 
12, 13, 15,16, 17, 18 und 19 (total 15 Stuck) eine ungefahr gleich starke Aktivitat wie 
die erwahnten C-Atome Nr. 21, 22 und 23 enthalten hatten, also ca. 20000 dpm/mMol 
pro C-Atom, so ergibt sich fur diese 15 C-Atome total 300000 dpm/mMol = 8,5 yo der 
total in der Atiansaure XIX enthaltenen Menge. Es waren dann in den 5 hervor- 
gehobenen C-Atomen Nr. 4, 10, 8, 14 und 20 somit nur ca. 91,5 yo der in XIX gefun- 
denen Menge zu erwarten, das sind ca. 3200000 dpm/mMol und am C-20 somit ca. 
640000 dpmlmMo1, ber. fur die eingesetzten 48 mg total ca. 96000 dpm. 

Obgleich mit diesen Befunden ein direkter Reweis fur die Herkunft des C-Atoms 
Nr. 21 in Digitoxigenin (VII) noch nicht erbracht ist, kann nach den Befunden von 
GREGORY & LEETE [12] mit markierter Essigsaure kaum daran gezweifelt werden, 
dass auch dieses aus der Mevalonsaure stammt. Daniit ist die Herkunft der C-Atome 
entsprechend XX + XXI -+ XXII bewiesen. Es wird zudem sehr wahrscheinlich, 
dass diese Biosynthese wie, von GREGORY & LEETE r12j angedeutet, iiber das 20- 

- 
Die Bestimmung der Iiadioaktivitat wurdc von Herrn Dr. I;. KALRERER im lsotopcnlabor 
dcr Firma SANDOZ AG, Basel, ausgefiihrt, wofur auch hicr bestens gcdankt sei. Die organi- 
schen Stoffe wurden im Sauerstoffkolben verbrannt. das CO, in einer methanolischen Atha- 
nolamin-Losung absorbiert und nach Zusatz von Tolnol- Scintillator-T~osung im Fliissigkeits- 
Scintillationszahlcr gemessen, vgl. [27], 
Berechnet aus den Wcrten von I'raparat 123.5. 
Berechnet fur den Fall, dass die ganze Radioaktivitat ron XIX in tlcn .5 fettgedruckten C- 
Atomen konzentriert ware, also in C-20 daher 1/5 dcr total vorhandenen Menge. 
Es kann tcilweise aurh damn liegen, dass wir relativ hochaktives Digitoxigenin unvcrdiinnt 
nbgrl~aut hahen, so dass kleinc. :\ktivitStcrr I L O C . ~  messhar ivarcn. 
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Oxoderivat V erfolgt. Dieses wurde also auf ahnlichem Wegel') entstehen wie Pro- 
gesteron, das ausschliesslich (oder zumindest vorzugsweise) via Cholesterol gebildet 
wird [6]. Unsicher bleibt, in welchem Zeitpunkt die 14P-standige Hydroxylgruppe 
sowie der Zuckerrest im Digitoxin eingefuhrt werden. Auf Grund des gleichzeitigen 

L& 
& + !  % f 

COOH 

HO HO 
xx XXL XXII  

h~gnan-~4nte i l  Essigsaure nicht aus C-Geriist dcr 
aus Mevalonsaure Mcvalonsaurc Cardenolide 

Vorkommens von Cardenoliden und Yregnanderivaten lassen sich aber einige Ver- 
mutungen aufstellen. Aus verschiedenen Cardenolid fiihrenden Pflanzen (z. B. aus 
Digitalis-Arten18) sowie besonders aus vielen Asclepiadaceen) wurden zahlreichc 
Glykoside von Pregnanderivaten isoliert (vgl. Formeln XXIII-XXXV 19). Alle sind 
ursprunglich mit Zuckern verknupft, wie sie auch in Cardenoliden vorkommen [43]. 
Von diesen Pregnanderivaten kommen XXIII-XXVII sowie XXIX als direkte Vor- 
stufen fur die Biosynthese von Cardenoliden kaum in Frage, es durfte sich eher urn 
Endprodukte einer Seitenlinie handeln. Rein formal konnten jedoch Stoffe vom 
Typus XXVIII 25) sowie XXXII-XXXIII oder XXXIV und XXXV 1421 bzw. ihre 
Glykoside sehr wohl Vorstufen zur Biosynthese der Cardenolide darstellen, ein Be- 
wcis steht vorlaufig aus. In diesem Zusammenhang ist von Interesse, dass kurzlich 
das Keton XXXV in einer Asclepiadacee aufgefunden w u r ~ l e ~ l ) ~ ~ ) ,  die auch Uzari- 
genin enthalt. Oh die 17wPregnanderivate XXVIII und XXXIII als solche in der 

Risher ist nur bewiescn, dass der Prcgnananteil des Digitoxigenins aus Mevalonsaure entstcht. 
Es fehlt noch der Beweis, class der Weg weiter iihcr Squalen und Lanosterol (oder ein ahn- 
liches Sterol) verlauft. Die Endresultate waren dieselben, wenn an Stelle von Squalen und 
1,anosterol Zwischenprodukte mit eincr Isopentenyl-Einheit weniger durchlaufen wiirden. 
IXc X'orstufc von XX warc dann ein 17-Tsopropylandrostan. Solche Stoffc sinrl aher in der 
Natur bisher noch nie beohachtet wortien. 
Von TSCHESCHE & BUSCHAUER [ZS]. als nigitanol-(;lykositl~ bczeichnet. 
Eine Zusammenstellung gibt TSCHBSCHE !l5], cloch sind vielc tler darin gcgebenen Formcln 
iibcrholt, claher werdcn die wichtigsten ncuen Resultate zusammengestcllt. Eine gute ncue 
Zusammenstellung der aus Dzgifalis purpuren untl I ) .  Za~zatu bishcr isolierten Digitanol- 
Glykoside gcben SHOPPEE et al. [20:. 
'I'eilsynthcsc vgl. [34j. 
Isolierung aus Truchycnlymna finzbria.tunt neben Uzarigenin, vgl. ~351. 
Zuerst von TSCHESCHE & GRIMMER [39] isoliert und dort als Anhydro-digipurogenin bezeich- 
net. Von TSCHESCHE, BRUGMANN, l h R Q U A 4 R D T  & MACHLEIDT [401 als Digipurpurogenin-I1 
bezeichnet. 
Formel und Identifizicrung nach MITSUIIASHI Cyr ~LOZIIURA [33 a]; vgl. [41:. 
Sol1 nach MITSUHASHI & NOhlUK.4 [33 a] init Iso-cligipurpurogonin-I1 identisch win, tias von 
TSCHESCHE, B R ~ G M A N N  et  al.  [40] erwiihnt, aber nicht beschriehen wurde. 
Die 17tr-l'regnan-20-one stellen bei 14@-Stcroiden dic stabilere Form dar i44j. das gilt auch  
fiir 14@-1-I~tlrozy-Dcrivate [45i ; dic €<(xnktion ist nuch hicr rvversibcl, wo1)c.i im Gleichgewicht 
<!as \.crh8ltrris von X X S I I :  S S S I l l  -.= ca. 1 :4 crrcicht wird [33al. 
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YXT-I Sarcostin XXVII Lineolon = I k s n c b l  XXVIII 
provisorische Formcl cynanchogenin, 3/3,14p- Dihydroxy-5a. 

r321 r331 provisorischc Formel 1 7a-pregnan-20-on2") 21) 

r321 r33 

CH3 I 
CH, 
I 

CH3 
S O H  I & &'' 

H OH \ H OH 
HO HO HO 

XXIX y-Digiprogenin '3h] XXX Purprogenin 137 XXXI Purpnigenin [38j 

XXXII I)igipurpurogenin-IIz2) = XXXIII Ramanon 23)24) S X X I V  3b-Hydroxy-Sa- 
Isoramsnon 23) pregnan-20-on [42: 

CH3 
I X XXV 3@-Hydroxy-A5-pregnan-20-on [42 J 

Hier sintl nur die Formeln von Pregnanderivaten 
gegeben (nicht alle streng bewiesen), die aus 
Pflanzen isoliert wurden, welche gleichzeitig 
auch Cardenolide produziercn. 

HO 
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Pflanze vorkomnien oder erst bei der Isolierung aus den 178-Derivaten entstehen25), 
ist nicht vollig sicher. Bei XXITI, XXIV und XXVI ist die 17~-Konfipration stabil 
iincl gut gesichert. 

Bereitung der DL-Mevalonsaure- [3-14C] Ia. - Fur die Bereitung der radio- 
n ktiven Mevalonsaure (Ia) haben wir die partielle Iieduktion 1461 von kauflicher z6)  

OH OH 
XXXVI (K = 14) 1 a XXXVIII 
XXXVII (R = C'H,) 

~-Hydro~y-~-methyl-glutarsaure-L3-~~Cj (XXXVI) in der von TSCHESCHE & MACH- 
LEIDT [47] beschriebenen Ausfiihrungsforrn benutzt. Die Menge von LiAlH, ist kri- 
tisch und die Iieaktion wurde durch Vorversuche rnit inalrtivem Material geubt. Das 
entstandene Gemisch der 3 Stoffe XXXVI, Ia und XXXVIII konnte durch prapara- 
tive Papierchromatographie im System A von TSCHESCHE & MACHLEIDT [47] gut 
gctrennt werden. Aus 34,Z mg XXXVI (mit 0,510 mC) wurden 19 mg NH,-Salz von Ia 
(papierchromatog-aphisch rein) erhalten (mit total 0,256 mC). 

Xachtrag bei der Korrektur: Herr Prof. TSCHESCHE sandte uns kurzlicli ein Manu- 
skript (R. TscHEscHE & G. LILIESWEISS, Zeitschr. f .  Naturforsch. Teil B, im Druck). 
Darin wird gezeigt, dass P-D-Glucopyranosid von Pregnen~lon-Zl-~~C in Pflanzen von 
Digitalis lanata in radioaktives Digitosigenin iibergefuhrt wird. Papierchromatogra- 
phisch licssen sich daneben Xysmalogenin, Digoxigenin und Gitoxigenin in radio- 
aktiver Form nschweisen. Dies steht in guter ifbereinstimmung rnit obigen Befunden 
und zeigt ausserdem, dass die 14-standige HO-Gruppe in das fertige Pregnangeriist 
eingebaut wird. Unsicher bleibt, ob dies vor oder nach der Rildung des Butenolid- 
ringes erfolgt. Wir danken Herrn Prof. TSCHESCHE auch hier, dass er uns das Manu- 
skript vor der Publikation zur Einsicht sandte. 

\Vir danken dcr ClBh AKTIENGESELLSCHAFT, Uasel, auch hier fur einen Beitrag an die KO- 
sten dieser Arbeit, nnd den Herren Proff. 11. . ~ K I G O N I  und C1.i. TAMM sowie Herrn Dr. EK. WEISS 
fur Litcraturhinweisc, und ehenso Herrn H. S.%UI?R fur seine Hilfe bei der Korrektur r k s  Manu- 
sltriptes. 

Experimenteller Teil 
Is'areitz4ng der ~ ~ - l ~ ~ e v a l o n s i i u v e - [ 3 - ~ " C !  (la). 34,2 mg ~-Hytlroxy-~-rnethyl-glutarsii~re-[3-~~C] 

(SXXVl) wurtlcn in 1 Tropfcn Methanol verflussigt, hci 0' mit atherischer Diazomethanlosung 
his zur  bleibcnden Gclbfiirbung vcrsetzt und 5 hlinuten stchengelassen. Nach Eindampfen wurde 
dcr Dimcthylcster XXXVII hei 0,06 Torr und 70 -75' Badtcmporatur destilliert (Ausbeute 36 mg). 

I)er Dinicthylestcr XXXVII (36 mg) wurde in 1 ml abs. Tetrahydrofuran gelost und unter 
Riihrcn in  N,-htmosphare untcr H,O-Ausschluss bei 0" die frisch bereitete, durch Glasfritte unter 
-V, filtrierte, klarc Losung von 4,6 nig (= 1,25 Nol.) LiA111,27) in 1.7 ml Tetrahydrofuran inner- 
halb 10 Min. zugetropft. Dann wurdc noch 10 Min. bei 20" geriihrt. Hierauf wurdcn G mg NaBH, 
in 1 ml Wasser zugegebcn und erneut 4 Std. bci 20" geruhrt. Hierauf wurden 2 ml O , ~ N  Ba(OH),- 

86) Bezogcn von der NEW ENGLAND NUCLEAR CORP., 575 Albany Strcct, Boston 18, Mass. 1JS.A. 
p7) Viir die Gehaltsbestimmung wurdcn jeweils 5 ml der IAsuug rnit 1 ml Methanol und 5 ml 

Wasser vcrsetzt und rnit O , ~ N  HCI gegen Phenolphtalein titriert. 
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I,osung zugegeben und die Mischung 10 Std. bci 20" stehengelassen. llaiin wurden heiss 4(J mg 
(NH,),S04 zugegcben, das Tetrahydrofuran im Vakuum entfernt und heiss mit 2 N H,S04 bis 
zur ebeii kongosauren Reaktion versetzt. Ilas BaSO, wurtle clurch cine Mikronutsche abfiltricrt 
ontl mit lrlcinen I'ortionen Wasser und Mcthanol gcwvaschen. Das im Vakuum von Methanol h- 
Ireite, leicht trubc Filtrat wurdc in cincm I ~ U T S C H E R - S T I S U D E L - A I ) ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ )  mit Na,SO, hall) gc- 
sittigt und dann 6 Std. kontinuierlich niit Ather extrahiert, wobei die Vorlagc jeweils nach 2 Std. 
gcwechselt wurde. Dic Hauptmenge war bereits nach 2 Std. extrahiert. Die rohen Extrakte 
zrigten unter der -4therschicht kleine Mengen wasserigcr I'hasr. Es wurdc tropfcnweise Aceton 
1)is zur homogencn Mischung zugrgebcn und iibcr Na,S04 unter oftercm Umschiitteln getrocknet. 
Die so von eventuell mitgerissener H,S04 sicher befreiten Atherlosungcn gabcn nach Eindampfcn 
32 mg rohes Gemisch von XXXVI, l a  (Lacton) und Triol XXXVIIT. 

IXeses wurde auf 4 rnit Losungsmittelgemisch vom System h van TSCHESCHE & MACHLEIDT r47; 
sowie Methanol ausgewaschencn Papierblattern (\\TH.LThIAN [I) von 11,4 x 40 cm im System A von 
TSCHESCHE & MaCHLlZrDT [47 1 (n-I'ropanol-n-Butanol-konz. iSH3-Wasscr 6:  2 : 1 : 2) getrennt. 
Xusfiihrung absteigcnd. Laufzcit ca. 1 2  Strl. bis die Front den unteren Rand geratle erreicht hattc. 
Die Trennung ist trotz hoher Beladung gut reproduzierbar. Laufstrecken von Zone 1 (XXXVI) 
0- 8,5 em, Zonc 2 (iUevalonsaure) ca. 14-17 cm und Zone 3 (Triol XXXVIII) ca. 23-25 cm. Um 
Substanzverluste durch Spritzcn usw. zu vermeiden, wurden gleiche Papicrc niit einem Gemisch 
der inaktiven Stoffe XXXVI, I und XXXVIII in clcmselben Trog laufen gelassen. Diese wurden zur 
Entwicklung mit 1O-prwz. Phosphormolybdansaurc in Alkohol gespruht und anschliessend 15 Min. 
auf 100-110" crhitzt. Dabei farbt sich nur die untcrstc Zone (Triol XXXVIII) dunkelgraublau. 
1,asst man tlas trockene Papier anschliessend am Tagcslicht liegen, so farbt sich cler Cntergruntl 
in 1-3 Std. langsam blau, die Zonen dcr 3-Hydrox~~-3-metli~I-glutarsaure (XXXVI) und tler 
Mevalonsaure (I a) tretcn als hellgelbc Bander hervor. 

Beim aktiven Material wurde die Zone der Mevalonsaurc nach der Vorlage zunachst aus- 
geschnitten und nur klcine Streifen dcr Zonen 1 und 3 zur  Kontrolle entwickelt, worauf sich fest- 
stellen liess, dass Zone 2 verlustlos gewonnen wordcn war. Anschliessendc Elution mit Methanol 
gab 5,O mg NH,-Salz vom Ausgangsmaterial (Zone l ) ,  39,O mg P\'H4-Salz der Mevalonsaure I n  
(Zone 2) und 7,5 mg Trio1 XXXVIII (Zonc 3).  

1963 in Saatschalen gesat, am 6 .  Juni 
pikiert) wurclen am 8. Jnli in Topfe gepflanzt. Vor Clem Versuch (19. Aug. 1963) wurden die Basis 
der Rosette und der Wurzelhals gewaschen und getrocknet. Uann wurdc mit einer Nahnadel ein 
hygrophilcr Baumwollfadcn [48j so durchgezogen, class er nioglichst auf der ganzen Lange ini 
Gewebe vcrblieb untl nur auf einem Ende cit. 2-4 cm heraushing. Dies braucht etwas ubung, 
da Iligitalis lanutu keinen Stamm cntwickelt ; unterhalb der Rosette bcginnen sich gleich die 
Wurzcln auszubrcitcn. Beriihrt der Faden zwischendurch die L\ussenluft, so wird nachher die 
Fliissigkeit (lurch Kapillarwirkung auf Blatter und Wurzeln vertcilt, statt in die Zirkulation auf- 
genommen zu werdcn. Umgebung der Einstichstelle in ca. 1--2 mm Abstand vom Faden 
wurde vorsichtig mit S fett bestrichcn. Dann wurcle fur jede Pflanze 1 mg radioaktives 
Ammonium-mcvalonat in 1 ml Wasser in cinem kleinen, unten zugespitztcn Glasrohrchcn so an- 
gebracht, dass dcr Faden bis z u m  unterstcn Ende eintauchtc. Bei gelungcnem Versuch war die 
Fliissigkeit nach ca. 2-4 Std. cingesaugt, cs wurde dann rnit 1 ml dest. Wasser nachgcspult. Bei 
einigen Pflanzen war die Fliissigkeit schon nach ca. 15 Min. abgesaugt, es liess sich dann leicht 
feststellen, dass die Hauptmcnge durch Kapillarwirlrung auf die Zwischenraume zwischen den 
Blattsticlcn und Wurzeln vertcilt war. Insgesamt wurden 19 Pflanzen am 19. uncl 20. August 
1063 so bchanrlelt, clann im Freicn weiter kultiviert. 

Isolz'erung des Digztoxigerzzns (Vila). Am 9. Sept. 1963 wurden die Rosetten dcr 19 bchdrl- 
tlcltcn Pflanzen ubcr dcm Wurzelhals abgeschnittcn (total 275 g) und bei 40-50" getrocknet 
(85 g). Dieses Material wurde gepulvert und rnit 300 ml Wasser und 2 nil Toluol vermischt 20 Std. 
bei 20" verschlossen stehengelassen. Dann wurde rnit 300 ml Alkohol versetzt, auf 70" erwarmt 
und abgenutscht. Der Riickstand wurde noch 8mal rnit je 400 ml wasserigem Alkohol von 50 
auf 90% steigendem Xlkoholgehalt bei 70" extrahiert und clann verworfen. - Die vereinigten 
Auszuge wurden im Vakuum auf 500 ml eingcengt, dann rnit dem aus 100 g Bleidiacetat-trihydrat 

Rehandlzing der Pflansen. Die Pflanzen (am 10. 

as) Beim Einfullen und bei der Extraktion ist darauf zu achten, dass keine TrBpfchen von was- 
serigrr H$O, uberkriechen Ironnen. 
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kalt bereiteten, griindlich niit Wasser gewaschenen und in  500 ml Alkohol suspendierten Pb(OH), 
versetzt und 10 Min. energisch geschuttelt. Hierauf wurde durch ein rnit wenig Kieselgur (Hyflo 
Super Cel) gedichtetes Filter gcnutscht, das klare ITiltrat rnit verd. H,SO, auf plI = 6 gebracht 
und unter Kontrolle des pH im Vakuum auf 300 ml eingeengt. Es wurde mit 900 ml Alkohol 
versetzt, ausgefallenes PbSO, abfiltriert und das Filtrat 3mal mit je 300 ml Pctrolather ausgeschiit- 
telt. Die 2mal rnit je 50 ml 75-proz. Alkohol gewaschenen und iiber Na2S0, getrockneten Petrol- 
iitherausziige gaben nach Eindampfen 860 mg clunklen Riickstand. 

Die wasserig-alkoholischen Losungen wurden im Vakuum auf 100 ml eingeengt und 5mal 
niit jc 300 ml Chloroform, dann 3mal mit je 150 nil Chloroform-Alkohol-(2 : 1) [49] ausgcschiittelt. 
Dicsc Ausziige wurden ini Gegenstrom rnit 30 ml Wasscr, 25 ml 2 N SotlalKsung und 30 ml Wasser 
gev.-aschen, getrocknet und eingedampft. Die verbliebene wasserige Phase und das erste Wasch- 

r wurden im Vakuum auf 50 in1 eingeengt, rnit 5 g wasserfreiem Na,SO, versetzt und 4mal 
J 1 150 ml Chloroform-hlkohol-(3 : 2) [50] ausgeschiittelt. Diese Ausziige wurtlen mit wenig 

halbgesattigter Ka,SO,-Lijsung sowie init 2 N Sodalosung, tlic halb mit Na,SO, gcsattigt war, 
gewaschen. Ausbeutc vgl. Tdhelle 1. 

LXe 3,5 g Clilorofor1ncxtr~i1;t wurden in 40 ml Methanol und 40 ml 0 , l ~  wisserigcr H,SO, 
20 Min. unter Ruckfluss gekocht. Dann wurde (bas Methanol im Vakuum entfernt und der Riick- 
stand (40 ml) noch 20 Min. auf 60" erwarmt, abgckiihlt und +ma1 mit je 150 ml Athylacetdt aus- 
geschiittclt. Die mit 20 ml W cr, 2mal mit je 15 ml 2~ Sodalosung bei 0" und noch 2mal mit 
je 1.5 ml Wasser gewaschenen und iiber Xa,SO, getrockneten .4uszuge gaben beim Eindampfen 
1 ,5  g Riickstand. Es wurde an 50 g A1,0, (WOELM, neutral, Akt. 11) chromatogrdphiert. 

I:r. 1-4 (cluiert mit Benzol sowie Benzol-Chloroform von 20.--300,/, Chf-&halt) gaben 376 mg 
gclbcs Eluat, loslich in Petrolather. 

l;r. 5-9 (eluiert mit Renzol-Chloroform bis .iOO,: Chloroturmgehalt) gaben 101 mg dunkelgriincs 
Eluat, 1Bslich in Ather. 

Fr. 10-24 (341 mg, eluiert rnit Benzol-Chloroform-Gemischen und reinem Chloroform) gaben 
aus Aceton-Ather total 112 mg krist. Digitoxigenin (VI la ) ,  davon 105,5 mg vom Smp. 261-263" 
(Prip.  1230) und 6,5 mg vom Smp. 258-263", beide nach Diinnschichtchromatogramm einheitlich. 
Die eingcdampften Muttcrlaugen (130 mg) lieferten nach Chromatographie an 7 g SiO, noch 3 mg 
krist. Digitoxigenin, total 115 mg. Aktivitat vgl. Theorct. Teil. 

Die Fr. 29-.31 (24 mg, eluiert mit Chloroform unter Zusat:z von 1 4 %  Methanol) enthielten 
nach Papierchromatogramm noch etwas Digitoxigenin und Digoxigenin, gabcn aber keine Kn- 
stalk. 

Die Fr. 32-36 (100 mg, eluiert mit Chloroform untcr Zusatz von 2-4% Methanol) gaben aus 
Aceton-Ather 27 mg krist. Gitoxigenin in farblosen rhornboidalen Blattchen, Smp. 242-244O 
(Priip. 1231). Nach Papicrchromatogramm einheitlich; Aktivitiit vgl. Theoret. Teil. 

Die weiteren Fr. 38-48 gaben noch 104 mg amorphes Material, das bisher nur im Papier- 
chroinatogramm untersucht wurdc. 

.4bbuzt rles D,igitoxzgeizins. Die 115 mg radioaktives I>igit.oxjgenin wurden mit 0,5 ml abs 
l'yridin und 0,3 ml Acctdnhydrid 20 Stcl. bci 30" stehengelassen. Die iibliche Aufarbeitung gab 
125 mg neutrales Rohprodukt. Aus Aceton-Ather 103 mg reinste Kristallc, Smp. 231-232" (Prap. 
1232, hktivitat vgl. Theoret. Teil), sowic 19 mg Kristalle, Smp. 222-23l0, und 2,5 mg amorphen 
~~utterlaugenriickstand. 

Die 124 mg Kristalle (VIII) wurden in 9 ml frisch gereinigtem Athylacetat bei - 80' 40 Min. 
ozonisiert (ca. 4% 0, in 0, mit ca. 110 ml/Min.). Dann wurde die blaue Losung noch 20 Min. bei 
- 80" stehengelassen, anschlicssencl ini Vakuuni bei 0" auf ca. 5 ml eingcengt, mit 0,5 ml Eisessig, 
0,s ml Wasser und, unter Kiihlung auf 0' und Schiitteln, mit 100 mg Zinkstaub versetzt und ge- 
schiittelt bis K J-Starkepapier nicht melir geblLut wurde. wdch I'iltration wurde mit etwas Na- 
.Acetatlosung versetzt, im Vakuum cingedampft, in Chloroform-Ather-(1 : 3) gelost, mit Wasser 
und vcrd. Sodalosung gewaschen, iiber Na,SO, gctrocknet und eingedampft. Ausbeute 140 mg 
roher Glyoxylsaure-ester IX. Die SodalBsungen wurden bei 0' mit HCl angesiuert und mit 
Chloroform-Kther-(l: 3) ausgeschiittelt. Die iiber Na,S04 geklarten und mit atherischer Diazo- 
methanlosung methylierten Ausziige gaben beim Eindampfen nur 4,6 mg ccIMethyZester von 
Suwve I $29).  

") Aus diescm Material konnte hier kein reiner Stoff isoliert \\erden. 



Volumen 47, Fasciculus 3 (1964) - No. 79 721 

Die 140 mg roher GZyoxylsuure-ester I X  wurden in 9 ml Methanol geldst, mit 150 mg KHCO,, 
in 4,s ml Wasscr vcrsetzt und 20 Std. bei 20" steliengelassen. Dann wurde das Methanol im Vakuum 
entfernt und das kristallin ausfallende Ketol X 6mal rnit je 15 ml Chloroform ausgeschiittelt. 
Waschen mit Wasser, Trocknen und Eindampfen gaben 98 mg rohes Ketol X .  Die wasserigen 
Anteilc wurden im Vakuum auf ca. 4 ml eingeengt, mit verd. HC1 bis zur  kongosauren Reaktion 
versetzt uncl 3mal rnit je 15 ml Chloroform ausgeschuttelt. Die mit wenig Wasser gewaschenen, 
iiber Na,SO, getrockneten und rnit atherischer Diazomethanlosung wic oben methylierten Aus- 
ziige gaben beim Eindampfen 22,s mg eMethyZester von Siiure Zs, Smp. 150-163° 28). 

Die verbliebene wasserige Phase und das erste Waschwasscr wurden mit Na&O, neutrali- 
siert, im Vakuum auf 3 ml eingeengt, rnit 2~ H,SO, bis zur kongosauren Reaktion versetzt, mit 
Na,SO, halb gesattigt und im KUTSCHER-STEUDEL-Apparat mit Ather extrahiert (Details wie 
bei l a  beschrieben). Nach 5 Std. wurden 5,2 mg Extrakt erhalten, nach weiteren 16 Std. noch 
2,2 mg. Das Ganze (7,4 mg) wurde in 0,5 ml Methanol rnit 25 mg synz.-N,N-Dibenzyl-athylen- 
diamin 2 Min. leicht gckocht und dann nach Zugabe von Aceton und Ather durch Kochen das 
Methanol bis zur beginnenden Kristallisation verdriingt. Es kristallisierten 13 mg rohes Derivat 
X I I  vom Smp. 143-148'. Umkristallisicrcn aus Methanol-Ather gab 5,3 mg reinste Kristalle, 
Smp. 153-154" (Prap. 1233, Aktivitat vgl. Theoret. Teil) sowie 4.1 mg weitere Kristalle vom Smp. 
150-152'; nach Mischprobe identisch rnit analysiertem, nicht radioaktivem Praparat 1228 a 
(siehe unten). 

Abbau des Ketols X mil NaJO,. 98 mg rohes Ketol X wurden in 6 ml frisch gereinigtem 
Dioxan gelost, mit 150 mg NaJO, in 3 ml Wasser versetzt und 24 Std. bei 20" stehengelassen. 
Dann wurde im Vakuum bei 12 Torr und 30" fast zur Trockene eingedampft, wobei Dioxan und 
Wasser vollstandig bei - 80" aufgefangen wurden (Verarbeitung siehe unten). 

Der Ruckstand wurdc mit verd. H,SO, bis zur kongosauren Reaktion versetzt und 3mal mit 
j e  15 ml Chloroform-Ather-(l : 3) ausgeschiittelt (Verarbeitung der verbliebenen sauren wasse- 
ngcn Phase auf Formaldehyd siehe unten). Die Ausziige wurden einmal rnit 1 ml Wasser, dann 
3mal bei 0" mit je 1 ml 2~ Na,CO,-Losung und 2mal mit 1 ml Wasser gewaschen. Trocknen und 
Eindampfen gab 43,s mg neutrale Anteile, die noch reduzierendes Ketol X enthicltcn (siehe unten). 
Die Sodaausziige wurden erneut rnit HCl bis zur kongosauren Reaktion versetzt, rnit Chloroform- 
Ather ausgeschiittelt, rnit Na,SO, getrocknet, rnit CH,N, methyliert und eingedampft. Erhalten 
wurden 55 mg roher Ester X I V .  

Die neutralen Anteile (43,5 me) wurden nochmals gleich Wie obcn, aber bei pH=3 mit 60mg 
NaJO, nachoxydicrt und gaben noch 12 mg rohen Ester XIV, sowie 27,9 mg Neutralcs, das alka- 
lische SilberdiamminlSsnng nicht mehr reduzierte. Es war ein Gemisch und bestand nach Diinn- 
schichtchromatographe zur Hauptsache aus 3~-Acetoxy-l4-hydroxy-20-oxo-5~-pregnan-2l-saure- 
lacton [51]. 

Die vereinigten rohen Estcr X I V  (67 mg) gaben aus Ather farblose Nadeln (35 mg), Smp. 155- 
157' (Prap. 1235, Aktivitat vgl. Theoret. Teil). Nach Mischprobe identisch rnit authentischem 
Material. 

Isolierung des Formaldehyds. Die verbliebenen ersten sauren w&serigcn Phasen wurden mit 
Na2C0, neutralisiert und im Vakuum bei 12 Torr und 30' zur Trockne gedampft, wobei das 
Destillat bei - 80' ausgefroren wurde. Die Destillate wurden rnit den Dioxan-Wasser-Destillaten 
vereinigt, mit 15 mg Dimedon versetzt, 1 Std. auf 100" erhitzt und im Vakuum auf 3 ml eingeengt. 
Beim Abkiihlcn kristallisierten farblose Nadeln. Umkristallisieren aus Methanol-Wasser gab 10 mg 
reines Dimcdonderivat, Smp. 191-193" (Prap. 1234, Aktivitat vgl. Theoret. Tcil), sowie 2 mg 
weniger rcine Kristalle; nach Mischprobe identisch mit authentischem Matcrial. 

Ungesuttigter Ester X V I I .  66 mg Ester XIV wurden in 0,s ml abs. Pyridin bei 0" unter H,O- 
Ausschluss mit 0.1 ml reinstem SOCl, versetzt und 1 Std. stehengelassen. Zerlegen mit Eis, Aus- 
schiitteln mit Chloroform-Ather, Waschen rnit Z N  HC1, Sodalosung und Wasser, Trocknen und 
Eindampfen gaben 62 mg krist. Ester XVII. 

kIydrierung. Die 62 mg roher Ester XVII wurdcn in 2 ml Eisessig mit 24,s mg PtO,+ H,O 
hydriert. Die Gasaufnahme war nach 30 Min. bccndet, es wurde noch 20 Min. Ianger geschiittelt. 
Filtration, Eindampfen, Aufnehmen in Chloroform-Ather, Waschen usw. gab 62 mg krist. Riick- 
stand, Smp. 12&128°. Authentischer reiner Ester XVIII schmolz bei 12&129', die Mischprobe 
bei 120-128". 

46 
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Verseifung. Die 62 mg Ester XVIII wurden in 3 ml Methanol, 130 mg KOH und 0,2 ml 
Wasser 5 Std. unter Ruckfluss gekocht. Nach Zusatz von 1.5 ml Wasser wurde das Methanol im 
Vakuum entfernt und die alkalische wasserige Losung 2mal rnit jc 20 ml Ather ausgeschiittelt. 
Waschen, Trocknen und Eindampfen gab 8 mg Neutrales, daraus Kristalle vom Smp. 130-136"; 
nach Mischprobe identisch mit Methylester uon X I X .  

Die alkalische wasserige Phase wurdc mit HC1 bis zur kongosauren Reaktion versetzt und 
3mal mit je 12 ml Chloroform ausgeschiittelt. Die rnit wenig Wasser gewaschenen und iiber Na,SO, 
getrockneten Ausziige gaben bcim Eindampfen 49 mg rohe Suure X Z X .  Aus Ather farblose Nadcln, 
Smp. 227-230" ; authentisches Material und Mischprobe ebcnso. 

SCHMIDT-A bbau. Verwenclet wurde Chloroform, das unmittelbar vor clcm Versuch wie folgt 
gereinigt wurde: Mit konz. H,SO, geschiittelt, bis diese farblos blieb, dann rnit Wasser und 
O , ~ N  NaOH gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet, rnit reinem krist. Ba(OH), geschuttelt und unter 
N, filtriert. - NaN, .  Kaufliches NaN, wurde unter N, in C0,-freiem Wasser gelost, tropfenweise 
mit wasseriger Ba(OH), versetzt bis keine weitere Triibung mehr entstand, erhitzt, unter N, fil- 
triert, im Vakuum stark eingeengt und unter Zusatz von Alkohol kristallisiert. Abgenutscht, mit 
50-proz., dann rnit 90-proz. CO,-freiem Alk. gewaschen. Die Kristallc waren frei von Ba uncl von 
C0,-Ionen. 

In kleinen Dreihalskolben rnit Riickflusskiihler wurden unter reinstcm N, 0,3 ml konz. 
H,SO, eingetragen, dann wurden 48 mg der aus radioaktivem Digitoxigenin erhaltenen 3B-Hydro- 
xy-5/?-atiansaure, in 0,6 ml frisch gercinigtem Chloroform gelost, zugegeben und mit 0,6 ml 
Chloroform nachgewaschen. Unter Riihren (Magnet) wurden in leichtem N,-Strom (Gliihlampcn- 
stickstoff, 99,99-proz., 10 ml/Min.) bei 3545" allmahlich 100 mg NaN, durch ein Pulverzugabe- 
rohr innerhdlb 20 Min. in  klcinen Portionen zugegeben, die Temperatur am Schluss auf 51" ge- 
steigert und noch 11/, Std. bci dieser Temperatur geriihrt, worauf keine Zunahme der BaC0,- 
Abscheidung mehr sichtbar war. Anschliessend wurden nochmals 50 mg NaN, zugegeben und 
noch 13/, Std. im N,-Strom geriihrt, wobei aber keine merkliche Zunahmc des BaC0,-Nieder- 
schlagcs mehr feststellbar war. 

Das abziehende Gas passierte zuerst den Riickflusskiihler, dann einc Vorlage 1 mit 1 ml 
10-proz. BaC1,-Losung, eine Vorlage 2 rnit 6 ml kalt gesattigter wasseriger Ba(OH),-Losuug und 
Vorlage 3 mit 5 ml gleicher Ba(OH)z-IBsung. Nach den angegebenen Z1/, Std. wurde in der ersten 
Vorlage eine ganz leichte Triibung beobachtet, die 3. Vorlage (Kontrolle) blieb vollig klar. 

Vorlage 2 wurde unter N, zuerst auf 100" erhitzt, dann erkalten gelassen. Hierauf wurde das 
BaCO, unter N, auf Glasnutsche abfiltriert, rnit wenig Wasser und reinem Methanol gewaschen. 
Ausbeute 26,3 mg, ilktivitat vgl. Theoret. Teil. 

Verarbeitung des Kolbenriickstandes. Die H,SO,-Losung wurde rnit Eis zersetzt und 3mal mit 
Chloroform ausgeschiittelt. Die rnit Wasser gewaschenen und getrockneten Ausziige gaben beim 
Eindampfen 21 mg Ruckstand. Dic sauren wasserigen Phasen wurden rnit KOH (in der Kalte) 
stark alkalisch gemacht und 4mal rnit Chloroform ausgeschuttelt. Ausziige 2mal mit wenig 
Wasser gewaschcn usw. und im Vakuum cingedampft, gaben 27,5 mg Riickstand. 

SCHMIDT-A bbau uon Cy~lohexancarbonsaure-[7-~~C]. 25 nig Cyclohexancarbonsaure-~7-~~CJ 
(Prap. 1237 rnit 1100 dpm/mg) wurden genau wie oben behandelt und gaben 56,2 mg BaCO, (Prap. 
1238 mit 464 dpmlmg). Die Abscheidung von BaCO, begann flier schon bci 35-40", 

Vergleichsfir@orat von X I I  aus inoktiver Glyoxylsaure. 200 mg Glyoxylsaure (frisch im Mole- 
kularkolben bei 0,Ol Torr und 120-130" Badtemperatur destilliert) und 500 mg sym.-N, N-Diben- 
zyl-athylendiamin wurden in 5 ml Methanol 3 Min. gekocht, dann wurde Ather zugegeben und bis 
zur Kristallisation eingeengt. Umkristallisieren aus Methanol-Ather gab farblose Blattchen, Smp. 
158-159" (Zers.). Bei 0,Ol Torr nicht unzersetzt sublimierbar. 

C,,H,,O,N, (296,36) Ber. C 72,94 H 6,80 N 9,45% Gef. C 73,16 H 6,80 N 9,29% 

Vergleichspr&fiarat a m  GlykolsiZwe. 25 mg Glykolsaure und 70 mg sym.-N, N-Dibenzyl-athy- 
lendiamin wurden in 1 ml Methanol gelost und dieses nach Zugabe von Ather teilweise verdrangt. 
Farblose Blattchen, Smp. 119-120°. 

C,,H,,O,N, (392,44) Ber. C 61,05 H 7,19 N 7.14% Gef. C 61,OO H 7,24 N 7,21% 

Die Mikroanalysen wurden von Herrn E. THOMMEN im Mikrolabor unseres Instituts ausge- 
fiihrt. 
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SUMMARY 

Mevalonic-[3-14C] acid (Ia) has been prepared by partial reduction of B-hydroxy- 
p-methyl-glutari~-[3-~~C] acid. After introduction of the ammonium salt of Ia  into 
Digitalis lanata plants by the vick technique, crist. radioactive digitoxigenin was 
isolated. This contained a significant amount of radioactivity in C-20 position. From 
this, together with results of former authors, it follows that the biosynfhesis of 
digitoxigenin from mevalonic acid (probably via squalene) proceeds through a preg- 
nane derivative. The latter needs only one molecule of acetate to form the butenolide 
ring. Institut fur Organische Chemie 

der Universitat Base1 
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