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2. T ergab mit o-Phenylendiamin bei Siedetemperatur VIII in 949 Ausbeute.
3. Die Umsetzung von I mit 1,8-Diaminonaphtalin in kochendem Nitrobenzol
ergab eine Substanz, die wahrscheinlich das Naphtimidazol V darstellt.

Technisch-chemisches L.aboratorium
der Eidg. Technischen Hochschule, Ziirich
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248. Umwandlung von Kriétengiften (Bufadienoliden)
durch Mikroorganismen.

I1. 123-Hydroxyresibufogenin )
12. Mitteilung iiber Reaktionen mit Mikroorganismen {17%)
von M. Schiipbach und Ch. Tamm
(14. X. 64)

Die Umwandlung von digitaloiden Lactonen (Cardenoliden) durch Mikroorganis-
men ist in den letzten Jahren eingehend studiert worden [3]. Das Verhalten der
Steroid-Krétengifte (Bufadienolide) gegeniiber den mikrobiellen Enzymen wurde je-
doch kaum untersucht. TAMM & GUBLER [4] stellten lediglich fest, dass Kulturen von
Fusarium lini (BoLLEY) Bufalin und 3-Dehydrobufalin in der 128-Stellung zu hy-
droxylieren vermégen. Die beiden Bufadienolide verhielten sich gegeniiber diesem
Organismus somit gleich wie die analogen Substrate der Cardenolidreihe. Die Natur
des an C-17 haftenden Lactonrings beeinflusste die Reaktionen nicht. Auf Grund die-
ser und weiterer Befunde [5] schlossen wir, dass fiir den Angriffsort der Hydroxylase
von F.lini die Stereochemie des Steroidskeletts, insbesondere die cis-Verkniipfung
der Ringe C und D ausschlaggebend ist. Alle bisher untersuchten Verbindungen der
C/D-cis-Reihe enthielten aber noch eine Hydroxylgruppe in 14-Stellung. Um ihren
Einfluss abzukliren, war es wiinschenswert, das Verhalten von Substraten kennenzu-
lernen, die an Stelle des 148-Hydroxyls ein H-Atom oder eine 144, 158-Epoxygruppe
besitzen. Entsprechende 14-Desoxycardenolide und -Bufadienolide sind, abgesehen
von 148-Artebufogenin [5a], das aber noch eine 15-Ketogruppe enthilt, nicht be-
kannt; hingegen enthalten Resibufogenin (1) und 148, 158-Epoxy-14-anhydro-digi-

1) {ber diese Untersuchungen wurde am «International Symposium on the Chemistry of Natural
Products», Kyoto, Japan, 12. — 18. April 1964, berichtet [2].
%) Die Zahlen in eckigen Klammern verweisen auf das Literaturverzeichnis, S. 2225.
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toxigenin (2) einen Oxiranring in der gewiinschten Stellung. Im folgenden berichten
wir iiber die Resultate, die bei der Inkubation dieser beiden Verbindungen mit wachsen-
den Kulturen von F. lini erzielt wurden?3).

Die mikrobiologischen Umsetzungen wurden, wie frither beschrieben [4] [5], in
Schiittelkulturen unter aeroben Bedingungen bei 25-27° durchgefiihrt. Der Reaktions-
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Ac = CH,CO-; NBA = N-Bromacetamid; Chf = Chloroform; Me = Methanol; Py = Pyridin.
Die Zahlen in runden Klammern geben die spez. Drehungen fiir Na-Licht an.

3) Wir moéchten auch an dieser Stelle Herrn Prof. Dr. KuNno MEYER, Basel, fiir dic grossziigige
Uberlassung einer grosscren Menge Resibufogenin herzlich danken.
%) Vgl. Exper. Teil dieser Arbeit.
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verlauf wurde mit Hilfe von Diinnschichtchromatogrammen verfolgt, die Produkte
durch Chromatographie an Silicagel oder Kieselgel gereinigt und in iblicher Weise
charakterisiert bzw. indentifiziert.

Resibufogenin (1) ergab nach einer Inkubationszeit von 10 Tagen in ca. 60-proz.
Ausbeute ein krist. Reaktionsprodukt, das im Diinnschichtchromatogramm einheit-
lich war und langsamer als 1 lief8). Nach dem UV.-Spektrum (4,,,, = 298 my; loge =
3,76) war der Lactonring intakt geblieben. Die Analysenwerte deuteten auf die Formel
Cg4Ha30; eines Monohydroxyderivats von 1 hin. Auf Grund der Abbaureaktionen
(s. unten) kommt ihm die Struktur des noch unbekannten 123-Hydroxyresibufoge-
nins (4) zu®). Bei der Behandlung mit Acetanhydrid in Pyridin bei 37° wurde das Di-
O-acetylderivat 5 (C,sH,a60,) erhalten, das im IR. keine HO-Schwingungen mehr auf-

wics (vgl. Fig. 1). Um die Stellung der neu eingetretenen HO-Gruppe abzukliren,
" wurde das Di-O-acetylderivat 5 mit KMnO, in Aceton abgebaut. Die sauren Anteile
der Oxydationsprodukte lieferten nach Behandlung mit Diazomethan in Ather den
krist. 38, 12f-Diacetoxy-14, 158-epoxy-54, 148, 17aH-dtiansdure-methylester (9). Das
IR.-Spektrum (in KBr) (vgl. Fig. 3) von 9 zeigte keine HO-Bande, wies jedoch bei
3,31 p die typische CH-Schwingung des am Oxiranring haftenden 15«H-Atoms auf
[10]. Die Behandlung des Esters 9 mit LiAlH, fithrte unter Offnung des Oxidrings und
reduktiver Spaltung aller Esterbindungenzum Tetrol 10. Mit Acetanhydrid und Pyridin
lieferte es ein Tri-O-acetylderivat 11, dessen IR.-Spektrum an Stelle der C-H-Schwin-
gung des Epoxids eine freie HO-Bande bei 2,46 y zeigte. Das gleiche Tetrol 10 wurde
durch LiAlH;-Reduktion des bekannten 38, 12§-Diacetoxy-14-hydroxy-58, 144, 17« H-
dtiansdure-methylesters 12 erhalten, der durch O4-Abbau von Di-O-acetyl-digoxige-
nin (8) leicht zugénglich ist. Auch das aus diesem Tetrol bereitete Tri-O-acetylderivat
11 war identisch mit dem durch den Abbau von 128-Hydroxyresibufogenin (4) erhal-
tencn Priparat.

Dic Umsetzung von 148,158-Epoxy-14-anhydro-digitoxigenin (2)?) mit Fusarium
lini ergab nach Inkubation wihrend 9 Tagen, in 50-60-proz. Ausbeute, wieder ein ein-
ziges krist. Reaktionsprodukt?), dessen Analysenwerte auf die Formel Cy3H4,0; eines
Monohydroxyderivats von 2 passten. Auch hier war nach dem UV .-Spektrum (4,,,, =
214 my; loge = 4,17) der Lactonring unversehrt geblieben. Es liegt das noch unbe-
kannte 143,158-Epoxy-14-anhydro-digoxigenin (6) vor. Der Strukturbeweis wurde
wie folgt erbracht: Mit Acetanhydrid-Pyridin lieferte 6 das Di-O-acetylderivat, des-
sen IR.-Spektrum wieder die fiir den 148,156-Oxiranring typische C-H-Schwingung
des 15x-H-Atoms bei 3,31 u, jedoch keine Hydroxylbande aufwies. Wurde nun Di-O-
acetyldigoxigenin (8) mit SOCl,-Pyridin bei —15° und das gebildete 14-Anhydroderi-
vat mit N-Bromacetamid in Accton-Wasser analog zu den Angaben von HOFER ef al.
[71 behandelt, so resultierte Di-O-acetyl-148,158-epoxy-14-anhydro-digoxigenin (7),

3) Das Diinnschichtchromatogramm dcs Rohextrakts liess mindestens vier weitcre, allerdings
schr schwache Flecke erkennen. Es wurde nicht versucht, diese Spuren von Nebenprodukten
zu isolieren.

) Da 12f-Hydroxyresibufogenin (4) stark hygroskopisch ist, lieferten dic C,H-Bestimmungen

keine befriedigenden Analysenwerte. Die Analysenresultate des Di-O-acetylderivats 5 und aller

weiteren Reaktionsprodukte stimmten jedoch mit den postulierten Formeln sehr gut tibereix.

11 ist nach HOFER et al. [7] aus Digitoxigenin (3) durch Wasserabspaltung mit HCl-Methanol

und anschliessende Epoxydation mit N-Bromacetamid leicht erhiltlich.

<
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Fig. 1. IR.-Absorptionsspektrum von Di-O-acetyl-128-hydvoxy-resibufogenin (5) fest in K Br®)
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Fig. 2. IR.-Absorptionsspektrum von Di-O-acetyl-14p,15p-epoxy-14-anhydro-digoxigenin (7) in
CH,Cly-Losung®)
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Fig. 3. IR.-Absorptionsspektrum von 38,12p-Diacetoxy-148,158-epoxy-56, 14B, 17aH-dtiansdure-
methylester (9) fest in KBv?®)

das mit dem obigen durch Hydroxylierung und Acetylierung von 2 erhaltenen Pra-
parat identisch war. Zur Sicherheit wurde 7 mit Ozon abgebaut?®). Der aus den sauren
Anteilen mit Diazomethan resultierende Methylester war identisch mit dem durch den
oxydativen Abbau erhaltenen 34,128-Diacetoxy-14f,158-epoxy-58,148, 17« H-dtian-
siure-methylester (9). Damit ist 128-Hydroxy-resibufogenin (4) nochmals mit Digoxi-
genin verkniipft worden.

8) Aufgenommen mit einem PERKIN-ELMER-IR.-Gitterspektrophotometer, Modell 125, im Spek-
trallabor des Instituts (CH. SENN und W. ScHwaAB).
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Aus diesen Versuchen geht klar hervor, dass sich die 148,158-Epoxide bei der Hy-
droxylierung durch F. lini gleich wie die Substrate mit einer 145-Hydroxygruppe ver-
halten. Fiir die bei beiden Strukturtypen beobachtete 125-Hydroxylierung ist, wie
angenommen, ausschliesslich die cis-Verkniipfung der Ringe C und D massgebend.

Herr Dr. K. K. CHEN, Indianapolis, war so freundlich, die Toxizitdt von 128-Hy-
droxy-resibufogenin (4), 148, 158-Epoxy-14-anhydro-digoxigenin (6) und von 144,158-
Epoxy-14-anhydro-digitoxigenin an der Katze nach HATCHER-BRODY zu priifen??).
Seine Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengestelit, wo zum Vergleich
noch der Wert von Resibufogenin (1) aufgefiihrt ist. Aus den Zahlen der Tabelle geht
hervor, dass 12§-Hydroxyresibufogenin (4) deutlich, wenn auch schwach, wirksam ist,
wihrend alle anderen 148, 158-Oxide, sowohl der Cardenolid- wie auch der Bufadieno-
lidreihe, inaktiv sind.

Toxizitit an dev Katze

Substanz Geometrisches Mittel
der letalen Dosis (Katze)
in mg/kg (= 1 Katzeneinheit)

128-Hydroxyresibufogenin (4) 3,378-4,58311)
Resibufogenin (1) inaktiv [6a]
14#,158-Epoxy-14-anhydro-digoxgenin (6) > 11,273
14#,158-Epoxy-14-anhydro-digitoxigenin (2) > 5,88

Dem ScHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS ZUR FORDERUNG DER WISSENSCHAFTEN (Projekt
Nr. 2535) danken wir fiir die finanzielle Unterstiitzung unserer Arbeit.

Experimenteller Teil

1. Allgemeines. Alle Smp. sind auf dem KorLER-Block bestimmt und korrigicrt; Fehlergrenze
ctwa + 2°. Substanzproben zur Messung der Spektren und der spez. Drehungen wurden ca. 1 Std.
bei 0,02 Torr/60-70° und zur Elementaranalysec 5 Std. bei 0,01 Torr/110° mit Einwaage im
Schweinchen getrocknet. Dic Elementaranalysen verdanken wir dem mikroanalytischen Labora-
torium unseres Instituts (Leitung E. TrHOMMEN). Die Adsorptionschromatographien wurden nach
der Durchlaufmethode [11] an Silicagel (Si0,, Korngrésse 0,15-0,30 mm) und nach Duncan [12]
an Kiesclgel (Si0O,, Korngrosse 0,05-0,2 mm) durchgefiihrt. Diinnschichtchromatographie (= DC)
mit Kicselgel als Adsorbens nach StasL [13]. Entwickeln der Flecke durch Bespriihen mit 20-proz.
SbCly-Losung in Chioroform [14]. Abkiirzungen: Me = Methanol, Md = Methylenchlorid.

2. Kultuy dev Mikvoovganismen. — Kuliuren. Proben einer Schrigagarkultur von Fusayrium lini
(BoLLry) (Herkunft: CENTRALBUREAU VOOR SCHIMMELCULTURES, Baarn, Niederlande (CBS))
wurden direkt als Impfmaterial fiir die Nahrlosung verwendet oder zur Sporulierung auf Reisndhr-
medium (13 g polierter Reis und 25 ml Wasser im ERLENMEYER-Kolben von 500 ml sterilisiert)
iiberimpft. Im letzteren Falle wurde eine wisserige Suspension der drei Wochen alten, bei 27°
inkubierten Kulturen als Impfmaterial verwendet. Zum Versuch wurden 100 ml-ERLENMEYER-
Kolben mit je 20 m] Nihrlosung benutzt. Die Gefisse wurden 30 Min. bei 120° im Dampfautoklav
sterilisiert und dann beimpft. Die ERLENMEYER-Kolben wurden auf ciner rotierenden Schiittel-
maschine (170 Umdrchungen/Min.) bei 27° 3-10 Tage inkubiert, worauf das in Aceton geloste
Substrat nach Sterilfiltration zugegeben wurde.

9) Auffallenderweise musste die Essigesterlosung von 7 viel linger und bei héherer Temperatur
als ablich mit Ozon bechandelt werden.

10y Wir méchten Herrn Dr. K. K. CHEN, Indianapolis, Ind. USA, [ir diese Bestimmungen
bestens danken.

1) Werte bestimmt an 2 Katzen, die kontinuierlichen Tremor zeigten. Méuse zcigten nach der
intravengsen Injektion Hyperaktivitdt, Tremor und Konvulsionen.
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Nahviosung nach CzapEk: 30 g Saccharose; 3,0 g NaNO,; 1 g KH,PO,; 0,5 g MgSO,, 7H,0;
0,5 g KCl und 10 mg FeSO,, 7H,0 mit dest. Wasser ad 1000 ml; pH auf 7,3 eingestellt.

3. Umselzung von Resibufogenin (1) mit Fusavium lini. Eine Lésung von 500 mg Resibufogenin
(1) vom Smp. 90°/160-170° in 69 ml Aceton wurde, gleichmissig verteilt, steril zu 69 100-ml-
ERLENMEYER-Kolben gegeben und 10 Tage bei 27° auf der rotierenden Maschine geschiittelt.
Hierauf wurde der Inhalt jedes Kolbens mit 5 ml Methanol versetzt, 2 Std. stehengelassen und
abgenutscht. Der Riickstand wurde noch zweimal analog mit Methanol behandelt. Die vereinigten
Filtrate wurden im Vakuum vom Methanol befreit und auf ca. 800 ml eingeengt. Die resultierende
triibe wisserige Losung wurde viermal mit Chloroform-Athanol-(85:15) ausgeschiittelt. Die Aus-
zlige ergaben nach Waschen mit wenig Wasser, Trocknen mit Na,SO, und Eindampfen im Va-
kuum 630 mg Rohprodukt, das im Diinnschichtchromatogramm (Fliessmittel: Md-Me-(93:7))
einen starken gelbvioletten Fleck von 128-Hydroxyresibufogenin (4) (Rf-Wert: 0,12) und 4 sehr
schwache Flecke (Rf-Werte: 0,03/0,25/0,45/0,51) (vgl. Rf-Wert von Resibufogenin (1): 0,45; griin-
blau) zeigte. Das Rohprodukt wurde an 35 g Silicagel chromatographiert. Zum Eluieren dienten
je 70 ml Losungsmittel pro Fraktion.

Dic Fraktionen 1-6 (eluiert mit Md) ergaben 103 mg gelbes Ol, verworfen.

Die Fraktionen 9-14 (eluiert mit Md-Me-(98:2)) ergaben ca. 115 mg Rohprodukt, das im DC
mehrere Flecke zeigte, aber nur zumn kleinsten Teil noch Edukt I enthielt.

Die Fraktionen 15-18 (eluicrt mit Md-Me-(95:5)) ergaben 340 mg Rohprodukt (im DC ein-
heitlich), das aus Aceton-Ather 300 mg Kristalle lieferte. Nach Umkristallisieren reincs 728-
Hydroxyresibufogenin (3p,12p-Dihydroxy-14,158-epoxy-53-42%22-bufadienolid) (4) in groben Pris-
men vom Smp. 157-163° (Sintern ab 107°). Smp. der erstarrten Schmelze 158-163° (ohne Sintern).
fe]3 = 0° + 2° (¢ = 1,090 in Methanol). UV.-Spektrum in Athanol: Mgy = 298 my; log & = 3,76.

CpH3y0;5 (400,5)  Ber. C 71,97 H 8,05%  Gef. C73,09;70,92 H 8,62; 8,19%

4. Di-O-acetyl-12f-hydroxy-resibufogenin (5) aus 4. 108 mg 4 vom Smp. 153-163° (Sintern ab
107°) wurden mit 2 ml abs. Pyridin und 1,8 ml Acetanhydrid 24 Std. bei 37° stehengelassen. Hier-
auf wurde im Vakuum eingedampft und der Riickstand mehrmals mit Benzol im Vakuum ab-
gedampft. Es resultierten 130 mg Rohprodukt, das durch Chromatographic an 8 g Silicagel mit
Mc-Md-(98:2) als Losungsmittel gereinigt wurde. Aus Aceton-Ather resultierten 111 mg Koérner
vom Doppelsmp. 168-172°/210-215°. {a]ff = +46° + 3° (¢ = 0,791 in Mecthanol). Im TR.-
Spektrum (in CH,Cly) Banden bei 5,70-5,85 4 (C=0, Cumalinring + Acetyl und 8,10 g (-O-CO-CHj,)),
IR.-Spektrum (fest in KBr) Banden bei 3,31 ¢ (CH, Epoxid); 5,78 u (breit, C=0, Cumalinring +
Acetyl), 6,11 g (C=C, Cumalinring) und 8,05 x4 (-OCOCH,).

CyaHyeO; (484,6)  Ber. € 69,40 H 7,48%  Gef. € 69,23 H 7,60%

5. Umsetzung von 148, 156-L poxy-14-anhydro-digitoxigenin (2) mit Fusavium lini. Eine Losung
von 500 mg 148,158-Epoxy-14-anhydro-digitoxigenin (2) vom Smp. 210-220° in 80 ml Accton
wurde, gleichmiéssig verteilt, steril zu 80 100-ml-ERLENMEYER-Kolben gegeben und 9 Tage bei
27° auf der rotierenden Maschine geschiittelt. Hierauf wurden die vereinigten Kulturldsungen mit
500 ml Methanol 1 Std. geschiittelt, vom Mycel abgenutscht und dieses nach Zerkleinern nochmals
mit 400 ml Methanol geschiittclt und abgenutscht. Die vereinigten Filtrate wurden im Vakuum
vom Methanol befreit und auf 500 ml cingeengt. Die resultierende triibe wisserige Losung wurde
viermal mit Chloroform ausgeschiittelt. Nach Waschen der Ausziige mit wenig Wasser, Trocknen
iiber Na, SO, und Eindampfen im Vakuum resultierten 640 mg Rohprodukt, das im Diinnschicht-
chromatogramm (Fliessmittel: Md-Me-(93:7)) einen starken Fleck von 148,158-Epoxy-14-anhy-
dro-digoxigenin (6) (Rf-Wert 0,15) und 6 sehr schwache Flecke (Rf-Werte: 0,05/0,20/0,24/0,36/
0,42/0,55) (vgl. Rf-Wert von 14f,158-Epoxy-14-anhydro-digitoxigenin (2): 0,42) zcigte. Das Roh-
produkt wurde an 35 g Silicagel chromatographiert. Zum Eluieren dicenten je 40 ml Lésungsmittel
pro Fraktion.

Die Fraktionen 1-7 (eluiert mit Md) ergaben 23 mg Ol, verworfen.

Die Fraktionen 3-10 (123 mg, cluiert mit Md-Me-(98:2)) licferten aus Aceton-Ather 58 mg
krist. 748,75B-Epoxy-14-anhydro-digitoxigenin (2) vom Smp. 205-218°.

Die Fraktionen 11-13 (eluiert mit Md-Me-(96:4)) ergaben 13 mg amorphes Material.

Die Fraktionen 14-20 (310 mg cluiert mit Md-Me-(96:4)) ergaben aus Accton-Ather Kristalle
vom Smp. 250-262°. Nach Umkristallisieren aus Aceton-Ather reines 748, 158-Epoxy-14-anhydro-
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digoxigewin (38, 128-Dikydvoxy-14,158-epoxy-54-A2CD-cardenolid) (6) in Prismen vom Smp. 254—
264°. [a}¥f = +50° + 2° (¢ = 1,663 in Methanol). UV.-Spektrum in Athanol: A opar = 214 mu-
log ¢ = 4,17.

CyeHyyOy (388,5)  Ber. C 71,10 H 8,30%  Gef. C 70,86 H 8,289

6. Di-O-acetyl-14f3,15f-epoxy-14-anhydro-digoxigenin (7) aus 6. 82 mg 148,158-Epoxy-14-an-
hydro-digoxigenin (6) vom Smp. 254-264° wurden mit 3 ml abs. Pyridin und 2,7 ml Acetanhydrid
17 St. bei 40° stehengelassen. Hicrauf wurde im Vakuum vollstindig eingedampft und der Riick-
stand mehrmals mit Benzol im Vakuum abgedampft. Es resultierten 110 mg Rohprodukt, das
durch Chromatographic an 5 g Silicagel mit Md-Mz-(98:2) als Lésungsmittel gercinigt wurde.
Aus Aceton-Ather 90 mg Kristalle vom Smp. 212-216°. Nach Umbkristallisicren aus Aceton-Ather
Prismen vom Smp. 214-217° (Sintern bei 210°). [o]# = +72° + 2° (¢ = 1,319 in Me). Im IR.-
Spektrum (vgl. Fig. 2) (fest in KBr) Banden bei 3,31 x4 (C-H, Epoxid); 5,77 u (C=0, Acetyl+
Butenolidring); 6,13 x4 (C=C, Butenolidring) und 8,13 u (-O-COCH,). Nach Smp., Misch-Smp.,
DC und IR.-Spektrum identisch mit Praparat, das aus 8 bereitet wurde (s. unten).

CyHggO; (472,6) Ber. C68,62 H 7,689, Gef. C68,38 H 7,899

7. Di-O-acetyl-148,158-epoxy-14-anhydro-digoxigenin (7) aus Di-O-acetyldigoxigenin (8). Eine
I.6sung von 524 mg 8 vom Smp. 224-228° in 2,6 ml Pyridin wurde bei —40° mit einem auf — 40°
gekiihlten Gemisch von 2,6 ml Pyridin und 0,55 ml SOCI, versctzt und 100 Min. bei ca. —15°
unter H,O-Ausschluss stehengelassen. Hierauf wurde mit Eis zerlegt, die Lésung mit 28 H,SO,
auf pH 1 gebracht und mit Ather-Chloroform-(3:1) ausgeschiittelt. Nach Waschen mit 2N
Na,CO4-Losung und Wasser, Trocknen iiber Na,SO,; und Eindampfen resultierte 506 mg farb-
loses Rohprodukt, das im DC (Fliessmittel Ather) praktisch nur cinen Fleck zcigte. Aus Aceton-
Ather kristallisierten 438 mg Di-O-acetyl-14-ankydro-digoxigenin vom Smp. 197-200° und 31 mg
vom Smp. 189-195°. Eine Losung von 200 mg der obigen Kristalle vom Smp. 197-200° in 9 ml
Aceton wurden der Vorschrift von HoFERr et al. (7] entsprechend mit einer Ldsung von 140 mg
N-Bromacetamid in 2,3 ml Wasser versetzt, worauf die Ldsung sich gelb firbte. Nach Stehen
wiahrend 17 Std. bei 22° hatte sich die Losung entfarbt; sie wurde nochmals mit einer Lésung
von 55 mg N-Bromacetamid in 0,5 ml Wasser versetzt. Nach 5 Std. Stehen wurde mit 7 ml Wasser
verdiinnt und das Aceton im Vakuum entfernt. Die wisserige Suspension wurde griindlich mit
Chloroform ausgeschiittelt, die Ausziige mit 1N NaOH und Wasser gewaschen, iiber Na,SO, ge-
trocknet und im Vakuum eingedampft. Das Rohprodukt (213 mg) wurde an 200 g Kieselgel nach
Duncan [12] mit Ather als Lésungsmittel chromatographiert (100-ml-Fraktionen). Die Fraktio-
nen 19-21 lieferten aus Ather und einer Spur Aceton 130 mg Kristalle vom Smp. 206-210°. Nach
Umkristallisieren wurde reines Di-O-acetyl-14f, 158-epoxy-14-anhydro-digoxigenin (7) in Prismen
vom Smp. 213-216° (Sintern bei 209°) erhalten. [«)¥ = +72° 4 2° (¢ = 1,352 in Mcthanol). Der
Misch-Smp. mit cinem Préparat von 7, das aus 6 erhalten worden war (s. oben), war gleich, cbenso
das IR.-Spektrum und die Laufstrecke im DC.

CpHlgeO; (472,6) Ber. C68,62 H 7,68%  Gef. C 68,40 H 7,61%

8. KMnO-Abbau von Di-O-acetyl-12B-hydroxy-resibufogenin (5): 38,168-Diacetoxy-148,158-
epoxy-5, 14S-atiansdure-methylester (9). 105 mg 5 vom Smp. 155-163°/193-199° wurden in 7 ml
frisch iiber KMnO, destilliertem Aceton gelést und unter Riihren wihrend 4 Std. portionsweise
mit insgesamt 230 mg fein gepulvertem KMnO, versetzt (am Anfang 125 mg, nach 30 Min. 55 mg
und nach 2 Std. 50 mg KMnO, zugegeben). Nach 4 Std. war die Lésung immer noch leicht rot-
lich. Sie wurde im Vakuum vollstindig cingedampft, der Riickstand etwas zerrieben, mit 15 ml
Wasser versctzt und mit 25 H;50, auf pH 1 gebracht. Unter Eiskiihlung wurde SO, in die Sus-
pension bis zur volligen Entfirbung eingeleitet. Die wisserige, farblose Suspension wurde 6mal
mit Chloroform-Ather-(3:1) ausgeschiittelt, die Lésungen wurden iiber Na,SO, getrocknet und
im Vakuum cingedampft. Das saure Rohprodukt (ca. 100 mg) wurde in 15 ml Ather gelést und
mit einer frisch bereitcten dtherischen Diazomethanlésung im Uberschuss versetzt. Nach dem Ein-
dampfen resultierten 95 mg roher Ester, der an 6 g Silicagel grob chromatographicrt wurde (25 ml
Losungsmittel pro Fraktion). Die mit Benzol-Chloroform-(4:1) eluierten Fraktionen ergaben ca.
70 mg Rohprodukt, das im Diinnschichtchromatogramm 2-3 Flecke zeigte, die sehr nahe bei-
einander lagen (Fliessmittel: Ather). Die spiteren Fraktionen ergaben noch ca. 20 mg Gemisch
(noch Edukt enthaltend), das nicht weiter verarbeitet wurde. Die obigen 70 mg Rohprodukt
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wurden an 10 g Kicsclgel nach DuNcaN [12] mit Petroldther-Ather (3:7) als Losungsmittel chro-
matographiert. (Fraktionen zu 10 ml.) Aus den Fraktionen 4-7 wurden aus Ather-Petrolither
32 mg Kristallc crhalten. Nach Umbkristallisieren ans Ather-Petroldther resultierte reiner Ester
9 in verfilzten Nadeln vom Smp. 176-181° (beginnt bei 170° zu sublimieren). [x]f} = +32° + 2°
(¢ = 0,911 in Me). Im IR.-Spektrum (vgl. Fig. 3) (fest in KBr) Banden bei 3,31 x4 (C-H, Epoxid),
5,76 u (C=0, Ester) und bei 8,10 4 (-O-CO-CH,). Der Misch-Smp. mit einem Préiparat von 9,
das durch Abbau von 7 gewonnen worden war (s. unten} war gleich, ebenso das IR.-Spektrum
und dic Laufstrecke im DC (Fliessmittel: Ather).

9. Abbau von Di-O-acetyl-148,158-epoxy-14-anhydvo-digoxigenin (7) mit Oy eic.: 38,128-Diace-
toxy-148,158-epoxy-58,148, 170 H-dtiansdure-methylester (9). In eine Losung von 125 mg 7 vom
Smp. 203-212° in 10 ml Essigcster (getrocknet durch Filtrieren durch eine Sdule mit basischem
AlyO,) wurde wahrend 10 Min. bei — 70° ein 4-proz. O,4/0O,-Gemisch eingeleitet (Geschwindigkeit
100 ml/Min.). Die violettblaue Losung war auch nach Stechen in der Kélte wihrend 90 Min. noch
blau und wurde dann kurz auf 0° erwdrmt, worauf sic sich sofort entfarbte. Die wicder auf — 70°
gekiihlte Losung wurde nochmals wihrend 5 Min. mit dem O,4/O,-Strom behandelt (Geschwindig-
keit 200 m1/Min.) und hierauf 45 Min. in der Kilte stehengelassen. Nach Eindampfen im Vakuum
bei —10° wurde das rohe Ozonid in 3 ml Eisessig gelést und mit einem Tropfen H,O sowie mit
Zn-Staub in kleinen Portionen versetzt (leichte Erwdrmung). Nach 5 Min. wurde feuchtes KJ-
Starkepapier von der Reaktionslosung nicht mehr gefarbt. Nach 10 Min. wurde filtriert, der
Riickstand mit Chloroform nachgewaschen und das Filtrat im Vakunm cingedampft. Der Riick-
stand wurde in Md aufgenommen und mit wenig Wasser neutral gewaschen. Das nach Trocknen
iiber Na,SO, und Eindampfen resultierende Rohprodukt (120 mg) wurde in 15 ml Me geldst und
mit eincr kalt zubereiteten Losung von 230 mg KHCO, in 6 ml HyO versetzt. Nach 20 Std.
Rithren bei 22° wurde das Me im Vakuum entfernt und dic wisserige Suspension mit Chloroform-
Ather-(9:1) ausgeschiittelt. Die Ausziige wurden mit wenig Wasser gewaschen, iiber Na,SO,
getrocknet und eingedampft. Es rcsultierten 92 mg Rohprodukt (Ketol), das in 16 ml reinstem
Me gelost und mit 16,5 ml NaJO,-Losung (zu einer Suspension von 625 mg NaJO, in 50 m]l Wasser
wurden einige Tropfen 28 H,S0, gegeben; pH = 1,5-1,8) versetzt wurde. Nach 3 Std. Stehen
im Dunkeln bei 22° wurde das Me im Vakuum entfernt, die Lésung mit 25 H,SO, auf pH 1 ge-
bracht und viermal mit Chloroform-Ather-(3:1) ausgeschiittelt. Die Ausziige wurden mit wenig
Wasser gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und eingedampft. Es resultierten ca. 100 mg rohe
Atiansgure, diec in Ather geldst und mit einem knappen Uberschuss an frisch bereiteter dtherischer
Diazomethanlésung versetzt wurde. Nach 15 Min. Stehen wurde eingedampft. Da der rohe Methyl-
ester (92 mg) im DC betrachtliche Mengen eines langsamer laufenden Nebenprodukts zeigte, wurde
er mit 2,5 ml Acetanhydrid in 3 ml Pyridin versetzt und 16 Std. bei 35° stehengelassen. Nach
Eindampfen im Vakuum, Aufnehmen des Riickstandes in Chloroform, Waschen der Lésung mit
2N HCI, 2N Na,CO,4-Losung und Wasser, Trocknen iiber Na,SO, und Eindampfen im Vakuum
war im DC der Fleck des Nebenprodukts verschwunden. Das Rohprodukt (ca. 100 mg) wurde nach
DuNncaN [7] an 70 g Kieselgel mit Ather als Losungsmittel chromatographiert. (Fraktionen zu
30 ml) Dic Fraktionen 9-11 ergaben aus Ather 60 mg Kristalle vom Smp. 177-183°. Nach Um-
kristallisieren aus Ather resultierte reiner Ester 9 in fein verfilzten Nadeln vom Smp. 182-184°
(Sublimieren ab 170°. [x]fy = +32° 4- 2° (¢ = 1,239 in Chloroform). Das IR.-Spektrum (in
CH,CL,) zeigte Banden bei 5,76 p (C=0, Ester) und 8,10 u (-O—CO-CH,). In KBr war die Bande
bei 3,31 p erkennbar. Der Misch-Smp. mit einem Priparat von 9, das durch Abbau von 5 gewon-
nen worden war (s. oben), war gleich, ebenso das Verhalten im DC.

CosH360; (448,54) Ber. C 66,94 H 8,099  Gef. C 67,07 H 8,159,

10. 36,128,174, 20- Tetvakydvoxy-21-nor-58, 143-pregnan (10) (Tetrol 10) aus 38,12B-Diacetoxy-
14-hydroxy-58,148, 170 H-dtiansdure-methylester (12). Eine Losung von 200 mg Methylester 12 vom
Smp. 185-189° in 25 ml trockenem Tetrahydrofuran-Ather-(1:1) wurde zu einer Suspension von
400 mg [iAlH, in 25 ml des gleichen Losungsmittelgemisches getropft. Nach 3 Std. Kochen unter
Riickfluss wurde das iiberschiissige LiAlH, mit Eis zerstort, 25 H,SO, bis zur kongosauren Reak-
tion zugegeben und dic Atherphase abgetrennt. Die wisscrige Phase wurde noch viermal mit
Chloroform ausgeschiittelt. Die vereinigten Ather-Chloroform-Extrakte wurden mit wenig Wasser
neutral gewaschen, iiber Na, SO, getrocknet und eingecdampft. Es resultierten 120 mg Rohprodukt,
das aus Aceton 106 mg Kristalle lieferte. Nach Umkristallisieren reines Tetrol 10 vom Smp. 247-
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250°. [y = + 2° £ 2° (¢ = 1,210 in Methanol). Das IR.-Spektrum (fest in KBr) zeigte eine
breite, nicht aufgeloste Bande bei 2,96-3,07 u. (H-O-) und keine C=0-Schwingungen.
CyoHy 04 (338,47)  Ber. €70,97 H 10,139, Gef. C 69,90 H 10,10%

11. 3B,728,74, 20-Tetrahydvoxy-21-nor-58, 14B-pregnan (10) (Tetrol 10) aus 3B,728-Diacetoxy-
14,75B-epoxy-55,74B, 170.H-Gtiansdure-methylester (9). Eine Losung von 35 mg 9 vom Smp. 177
183° in 10 ml frisch iiber basischem AlLOQ, gereinigtem Ather wurde unter Riithren mit 100 mg
LiAlH, versetzt. Nach 3 Std. Kochen unter Riickfluss wurde das iiberschiissige LiAlH, unter
Kiihlung mit Eis zersetzt und 2N H,SO, bis zur kongosauren Reaktion zugesetzt. Nach Aus-
schiitteln mit Chloroform, Waschen der Ausziige mit wenig Wasser, Trocknen {iber Na,SO, und
Eindampfen resultierten 33 mg Rohprodukt. Aus Accton 14 mg Kristalle vom Smp. 220-242°,
die aber laut DC (Fliessmittel Md-Me-(85:15)) nicht ganz einheitlich waren. Nach Umkristalli-
sieren aus Aceton wurden 11 mg reines Tetrol 10 vom Smp. 235-247° erhalten. Der Misch-Smp.
mit dem aus 12 erhaltenen Priparat war gleich, ebenso die Laufstrecke im DC.

12. 38,728,20-Triacetoxy-14-hydroxy-21-vnor-50, 143-pregnan (11) aus 10. Eine Losung von
50 mg Tetrol 10 vom Smp. 247-250° in 1,2 ml abs. Pyridin und 1,0 ml Acetanhydrid wurde
17 Std. bei 40° stehengelassen. Hierauf wurde im Vakuum eingedampft und der Ruckstand noch
5mal mit Benzol abgedampft. Die 78 mg Rohprodukt wurden an 5 g Silikagel mit Md-Me-(98:2)
als Lésungsmittel chromatographiert. Aus Aceton-Ather wurden 57 mg Kristalle vom Smp. 163—
166° erhalten. Nach Umkristallisieren aus Aceton-Ather reines 11 in Quadern vom Smp. 164-166°.
[a)3 = +29° + 2° (¢ = 1,437 in Me). Das IR.-Spektrum (CH,Cl,) zeigte Banden bei 2,46 4 (HO};
5,76 p (C=0, Ester) und 8,05 p (~O-CO-CHy,).

CygH O, (464,6) Ber. C 67,21 H 8,689  Gef. C 66,99 H 8,65%

SUMMARY

Incubation of resibufogenin (1) with cultures of Fusarium lini (BOLLEY) yielded
the unknown 128-hydroxyresibufogenin (4). The structure of 4 was proved by the de-
gradation of its diacetyl derivative 5 to methyl 38, 128-diacetoxy-14f, 158-epoxy-58,
14p,17aH-etianate (9) which was identical with the degradation product obtained
from 144,158-epoxy-14-anhydro-digoxigenin diacetate (7). The latter was prepared
from di-O-acetyl digoxigenin (8). Incubation of 14, 158-epoxy-14-anhydro-digitoxi-
genin (2) with F. ini led to the 12f8-hydroxy derivative 6, its diacetate being identical
with 7. LiAlHreduction of both the epoxyester 9 and the hydroxyester 12 derived
from digoxigenin gave the same tetrol 10.

Institut fitr Organische Chemie
der Universitit Basel
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249. Umwandlung von Krétengiften (Bufadienoliden)
durch Mikroorganismen

111. 123-Hydroxymarinobufagin?)
13. Mitteilung iiber Reaktionen mit Mikroorganismen [1]%)
von M. Schiipbach und Ch. Tamm
(14. X. 64)

Mit Hilfe mikrobieller Enzyme ist es moglich, neue Bufadienolidderivate zu berei-
ten, die man auf rein chemischem Wege nicht oder nur iiber sehr viele Stufen syntheti-
sieren kann. Es ist nicht ausgeschlossen, dass diese neuen Verbindungen oder von
ihnen abgeleitete Ester und Glykoside spéiter auch in tierischen oder pflanzlichen Ma-
terialien entdeckt werden, womit ihre Identifizierung vereinfacht ist. Ausserdem kén-
nen diese neuen Stoffe unsere Kenntnisse iiber die Beziehungen zwischen Konstitution
und biologischer Wirksamkeit vertiefen. Nachdem wir in der vorausgegangenen Mit-
teilung [1] iiber die 128-Hydroxylierung von Resibufogenin mit Kulturen von Fusa-
riwm lini (BOLLEY) berichtet hatten, beschreiben wir jetzt die Resultate, die bei der
Inkubation von Marinobufagin (1) mit dem gleichen Organismus erzielt wurden?3).
Marinobufagin (1) unterscheidet sich von Resibufogenin lediglich durch eine zusitz-
liche Hydroxygruppe an C-5 [2].

Da nach den bisherigen Erfahrungen [3] die Hydroxylierungsgeschwindigkeiten
mit zunehmender Zahl von HO-Gruppen rasch abnehmen, war es nicht verwunderlich,
dass auch bei 1 mit F. lini nur eine sehr langsame Reaktion stattfand. Erst bei Zusatz
von KCN zur Nihrlgsung (10-3M KCN) trat in Analogie zu fritheren Beobachtungen
[4] eine befriedigende Umsetzung ein. Sie wurde wie iiblich unter Beliiftung in Schiit-
telkulturen bei 27° vorgenommen. Nach 17 Tagen zeigte das Diinnschichtchromato-

1) Uber diese Untersuchungen wurde am ¢International Symposium on the Chemistry of Natural
Products», Kyoto, Japan, 12.-18. April 1964, berichtet [1a].

2) Die Zahlen in eckigen Klammern verweisen auf das Literaturverzeichnis, S. 2233.

3) Wir mochten Herrn Prof. Dr. Kuno MEYER, Basel, erneut fiir die grossziigige Uberlassung einer
grosseren Menge Marinobufagin danken. ’



