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119. Zur absoluten Konfiguration von Cassain 
von H. Hauthl), D. Stauffacherl), P.  Niklausl) und A. Melera2) 

(15. V. 6.5) 

Die Stereochemie der Alkaloide aus Erythrophleuwt-Arten war Gegenstand zahl- 
reicher Untersuchungen [l] [a]. Dabei konnte fur Cassain (I), den bekanntesten Ver- 
treter dieser Alkaloidklasse, die absolute Konfiguration der C-Atome 3, 5 ,  8, 9 und 10 
abgeleitet werden, wahrend die bisher angenommene axiale Stellung der Methylgruppe 
an C-14 kurzlich wieder angezweifelt wurde [2]. Uber die Konfiguration der cr,b-unge- 
sattigten Estergruppierung lagen dagegen bisher keinerlei Untersuchungsergebnisse 
vor. Gestutzt auf eine eingehende Untersuchung von Protonenresonanzspektren 
gelang es uns nun, fur Cassainsaure-methylester und somit auch fur das Cassain die 
aus Formel I ersichtliche Stereochemie der Seitenkette zu beweisen und die axiale 
Stellung der Methylgruppe an C-14 zu bestatigen. 

Cassain (I) 

I) Pharmazeutisch-chcmische Forschungslaboratorien, SANDOZ AG., Base1 
2, Forschungslaboratorium der VARIAN AG., Zurich. 
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Um den Einfluss der Stereochemie an Ring C und der Seitenkette auf das Pro- 
tonenresonanzspektrum abzuklaren, untersuchten wir zunachst das Verhalten von 
einfachen Modellsubstanzen. Hierzu wahlten wir die zwei stereoisomeren Racemate 
von 2-Methylcyclohexyliden-essigsaure (11, 111, R = H), die wir auf folgende Weise 
erhielten. H COOR 

I (yH 
I1 (cis) I11 (trans) 

2-Methylcyclohexanon lieferte bei der Umsetzung mit Phosphonoessigsaure- 
triathylester [3] ein Gemisch der Athylester3) (11, 111, R = C,H,), aus dem nach Ver- 
seifen die Hauptmenge der trans-Verbindung (11, R = H) kristallin abgetrennt wer- 
den konnte. Die an cis-Verbindung angereicherte Mutterlauge wurde vorsichtig via 
Saurechlorid in den Athylester zuriickverwandelt, der nun seinerseits durch prapara- 
tive Gas-Chromatographie 4, in cis- und tram-Isomere aufgetrennt werden konnte. 

Die physikalischen Daten der reinen Verbindungen sind in Tab. 1 zusammenge- 
stellt. Die deutlichen Unterschiede der 1R.-Absorptionsspektren von I1 (R = C,H,) 
und I11 (R = C,H,) sind aus den Fig. 1 und 2 ersichtlich. 
Tabellc 1. Physikalische Daten der stereoisomeren 2-Methylcyclohexyliden-essigsa~~re-iithy~este~ und 

der entsprechenden freien Sauren 

I1 (cis) 111 (trans) 

Athylester Sdp. 12 Torr 108-109' 
(R  = C,HA n 3  1,4768 

0,9676 
UV.-Maximum (nm) 219 

(R = H) PKGcs') 7,45 

1R.-Banden (cm-I)6) 1710; 1640 
freie Saure Smp. 72-75" (Subl.) 

UV.-Maximum (nm) 5 ,  225 

-~ 

113-1 14" 
1,4798 
0,9714 
217 
1712; 1642 
69-7 1 O 

7,33 
220 

Die Zuordnung ((cis)) und ((trans )> erfolgte zunachst auf Grund von Modellbktrach- 
tungen. Der in grosserer Menge angefallenen Komponente wurde die trans-Konfigura- 
tion zugesprochen, da diese bei der Synthese aus sterischen Griinden bevorzugt sein 
musste. Gestiitzt wurde diese Zuordnung durch die physikalischen Daten : Der cis- 
Athylester (IT, R = C,H,) siedet etwas tiefer als der trans-Athylester (111, R = C,H,), 
und die cis-Saure (11, R = H) sublimiert leichter als die traas-Saure (111, R = H). 
3, Gaschromatographisch bestimmtcs Verhaltnis von cis: trans = 2:  8. 
4, Die Trennung wurde in unseren physikalisch-chemischen Laboratoricn durch Herrn Dr. 

A. WEHRLI ausgefiihrt mit einem modifizierten PC-5-Apparat (Dr. W. NESS, Kiisnacht ZH). 
Kolonnendimension: Lange 2,40 ni, Innendurchmesser 10 mm; Trager : Celite C 22 CARLO ERBA; 
Korngrosse: 250-300 p ;  Stationare Phase: hpiezon L; Temperatur: 210"; Trigergas: Helium, 
Stromung : 200 ml/Min. ; Dctcctor : 4-Filament-Hitzdrahtdetector; Recorder: Speedomax 
XI-X,; Probenmenge: 100 pl/Schub. 

5 ,  Aufgenommen in Hcxan als Losungsmittel mit UV.-Spektrographcn BECKMAN DK 2. - Den 
IUPAC-Regeln cntsprechend wird in der Helvetica Chimica Acta ab 1965 die bisherige Be- 
zeichnung mp durch nm (= Nanometer) ersetzt. 

6, Aufgenommen in CC14 mit einem PERXIN-ELMER- 1R.-Spektrographen, Mod. 21. 
') Cemessen in 80-proz. wasserigcr Methylcellosolve nach [4] ; Fehlcr d pK = & 0,03. 
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DR 

I 1 
c= c C- CHJ Ha,  He 

& 
CH3 A A 
(a) 

Fig. 1. IH.-Absorptionsspektracm von cis-2-Meth~vlc~clohexylzden-esszgsa~~re-ath~~lester6) 

1 

Fig. 2. IH.-Absorptionsspektrum von trans-2-Mathylcy~lohexyl~den-essigsuure-dthylester~) 

Der Unterschied der pK-Werte entspricht ebenfalls dieser Zuordnung, ist doch bei 
der cis-Saure (11, R = H) die Solvatation des Anions durch sterische Behinderung 
beeintrachtigt, was einen hoheren pK-Wert zur Folge hat (Tab. 1). 

Die Protonenresonanzspektrens) der cis- und der tram-Verbindungen zeigen be- 
merkenswerte Unterschiede, die es ermoglichen, die getroffenen Zuordnungen zu 
bestatigen, wobei wir zur Vereinfachung der Interpretation die Spektren der freien 

'M 

8 )  Die Aufnahme dcr Protonenresonanzspektren erfolgte mit einem VARIAN-Kernresonanz- 
spektrographen A-60. Chemische Verschiebungen sind mit 8 bezeichnet und in ppm angegeben. 
Als interner Standard dicnte Tetramethylsilan (TMS) mit BTMS = 0. Zur Aufnahme gelangten 
ca. 10-proz. Losungen. 

69 
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I OR 11 CH3 
DR 

TMS Ye "OH m 

NMR 60 mc 6302131 1 H  
L 

1H 
- 

11 H 

I ,  
80 7 0  6 0  5 0  4 0  30 20 10 O F  

Fig. 4. 60-niHz-NMR.-Spektrz.1wz von trans-2-~~~ethylcyclohe~vlzdEn-esszgsalLre (in CCI,) 8 ,  

M 

Das Signal eines einzelnen Ringprotons erscheint bei aussergewohnlich ticfem 
Feld, seine chemische Verschiebung (cis: 6 = 4,l;  trans: 6 = 3,5) und seine Form sind 
bei den beiden Isomeren deutlich verschieden. Doppelresonanzexperimente (DK) g, 

ergaben, dass es sich bei der cis-Verbindung um das Kingproton der CH-CH,-Grup- 
pierung handelt, wahrend das Signal fur das entsprechende Proton der trans-Ver- 
bindung bei 6 w 2 zu suchen ist. Das Proton, dem das Multiplett bei 6 = 3 3  zuzu- 
ordnen ist, envies sich als ein H-Atom der CH,-Gruppe in cr-Stellung zur Doppel- 
bindung; das Signal des zweiten H-Atoms dieser Gruppe befindet sich bei 6 = 2,2.  
Der grosse Unterschied in der chemischen Verschiebung analoger Protonen der beiden 
Isomeren - A S  z 1,5 ppm bei der CH,-Gruppe, A6 z 2,O beim Proton der CH-CH,- 
Gruppe - kann seine Ursache nur in der magnetischen Anisotropie der Carbonyl- 
gruppe haben. Dies wiederum bedeutet, dass in einem Falle die Carboxylgruppe sich 
auf der Seite der CH-CH,-Gruppe (ctciso, IV), im anderen Falle sich auf der Seite der 
CH,-Gruppe (((trans,), V) befindet. Damit ist die von uns getroffene Zuordnung von 
a c i s ~  und ((tram )) vollauf bestatigt worden. 

Die Interpretation ist hiermit aber noch nicht erschopft. Auffallend ist, dass die 
chemische Verschiebung der CH,-Signale bci beiden Isomeren nahezu gleich ist (cis: 
6 = lJ6, Jobs- = 7,2 Hz; trans: 6 = lJ0, Jobs, = 6,7 Hz). Die Methylgruppe der cis- 
Verbindung wird also durch die magnetische Anisotropie der Carbonylgruppe nicht 
beeinflusst. Wie am Kalottenmodell gezcigt werden kann, ist dies nur dann der Fall, 
wenn die Methylgruppe die sterisch begunstigte axiale Stellung einnimmt (IV). Dies 
wird durch die Aufspaltung des Vinylprotons durch ein einziges axiales Proton in ein 
Dublett (Jobs. = 1,2 Hz) bestatigt (ctallylic coupling))) [5] lo). Im Gegensatz dazu zeigt 
bei der trans-Verbindung das Signal des Vinyl protons bei ungefahr gleicher Halb- 
wertsbreite nur e i w  scharfe Spitze, was auf ein Triplett mit kleincr Kopplungs- 

g, Die Doppelresonanzexperimentc wurden 1x1 100 MHz mit einem VAR1.m-Kernresonanz- 

lo) Ihss das Proton der CH-CH,-Gruppe nicht mit dem Vinylproton koppelt, konnte durch ein 
spektrographen HR-100 ausgefuhrt. 

Doppelresonanzexperiment gezeigt werden (vgl. Fig. 3). 
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Dies wiederum verlangt das Vorhandensein von 2 Allylprotonen 
aber nur dann moglich ist, wenn die Methylgruppe die aquatoriale 

konstante hinweist. 
in axialer Lage, was 
Lage einnimmt (V). 

OH \ 

IV (cis) V (trans) 

Gestutzt auf die erfolgreiche Deutung der Protonenresonanzspektren der Modell- 
substanzen I1 und 111, wandten wir uns der Untersuchung von Cassain (I) zu. Um die 
Interpretation zu vereinfachen, verwendeten wir den Cassainsaure-methylester (VI), 
der durch vorsichtige Verseifung von Cassain und anschliessende Veresterung der 
freien Saure mit Diazomethan in einfacher und schonender Weise erhalten wurde. 

I 
SOW w02m 

80 1 0  6B 5 0  4 0  30 2 0  10 o r  'M 

Fig. 5. 60-MHz-NMR.-S~ektrzcm von Cassaznsaure-methylester ( V I )  (in CnCl,) 8, 

Das bei 60 MHz aufgenommene Protonenresonanzspektrum *) des Cassainsaure- 
methylesters (VI; Fig. 5) zeigt im Bereich von 6 = 2,s-3,5 sich uberlagernde Multi- 
pletts zweier Protonen, die im 100-MHz-Spektrum9) getrennt erscheinen (Fig. 6a). 
Wie die Untersuchung mit Hilfe der Doppelresonanz (DR) 9, ergab, ist das Multiplett 
bei 6 = 3,05 dem Proton an C-14 zuzuordnen (Fig. 5): bei der Einstrahlung auf die 
Methylgruppe entsteht aus dem Multiplett ein Dublett (Job, z 3-4 Hz; Fig. 6b). 
Diese chemische Verschiebung des Protons an C-14 zeigt, dass es von der magneti- 
schen Anisotropie der Carbonylgruppe in der Seitenkette nicht beeinflusst wird. Da 
gleichzeitig auch die chemische Verschiebung der CH,-Gruppe an C-14 mit 6 = 1,04 
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(Jobs. z 6-7 Hz) durchaus normal ist, kann die Carbomethoxygruppe an der Doppel- 
bindung sich nicht auf der Seite der CH-CH,-Gruppe befinden. 

--f ........... 4 a 

Fig. 6.  Aaisschnitt aus dern IOO-MHz-NMR.-Spektrfim van Cassainsaure-methylester (VI) 
(in CDCl,) *)7 

Eine Aussage uber die Konfiguration der CH-CH,-Gruppe erhalt man aus dem 
Signal des Vinylprotons bei 6 = 5,71, das als Dublett auftritt (Jobs. z 1 Hz; Fig. 5 
und 6a). Da demnach das Vinylproton an C-18 nur durch das axiale Proton an C-12 
aufgespalten wird [ 5 ] ,  kann wie bei cis-2-Methylcyclohexylidenessigsaure (V ; Fig. 4) 
geschlossen werden, dass die CH,-Gruppe an C-14 die axiale Lage einnimmt. Diese 
Folgerung findet insofern eine Bestatigung als das bei der Entkopplung mit der CH,- 
Gruppe auftretende Dublett (Fig. 6b) der Spin-Spin-Wechselwirkung der Protonen an 
C-14 und C-8 entspricht. Letzteres befindet sich, wie durch Doppelresonanz (DR) 7 
gezeigt werden konnte, bei 6 = 2,18 (Fig. 5 ) ,  entsprcchende Einstrahlung vereinfacht 
das Multiplett bei 6 = 3,05 zu einem Quadruplett mit der Kopplungskonstante der 
CH,-Gruppe (Fig. 6c). Aus der Grosse der Spin-Kopplung der H-Atome an C-8 und 
C-14 mit Jobs. z 3-4 Hz (Fig. 6b) ergibt sich ein Betrag von 45" (bzw. 120") fur den 
aus der NEWMAN-Projektion ersichtlichen Winkel zwischen den Bindungen der H- 
Atome an C-8 und C-14 [6]. Wie eine Betrachtung am DREInrNG-Modell zeigt, bedeutet 
dies - unter der Voraussetzung, dass der Ring C in cler stabileren Sesselform vor- 
liegt -, dass an C-14 die CH,-Gruppe die axiale und das H-Atom die aquatoriale 
Lage einnehmen muss. 
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SUMMARY 

1093 

The NMR.-spectra of pure cis- and trans-2-methylcyclohexylidene acetic acids are 
interpreted with the aid of the double resonance method. These results lead to the 
correct interpretation of many signals in the NMR.-spectrum of cassaic acid methyl- 
ester and therefore to the determination of its side chain configuration as well as to the 
verification of the axial position of its secondary methyl group. The configuration of 
the Erythrophzleum alkaloid cassain (I) is now completely established by this evidence. 

Pharmazeutisch-chemische Forschungslaboratorien, 
SANDOZ AG., Base1 und 

Forschuiigslaboratorium der VARIAN AG., Zurich 
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120. Die Sterine und Bufadienolide der Haut von 
Bufo formows BOULENGER~) 

Uber Krotengifte, 31. Mitteilung2) 

von E. Iseli, M. Kotake, Ek. Weiss und T-Reichstein 
(1 5. V. 65) 

1. Bisherige Literatw. Die Giftstoffe der japanischen Erdkrote Bufo formosus 
BOULENGER (Nomenklatur vgl. GESSNER [2]) sind schon ofters untersucht worden. 
Uber die Basen aus der Haut berichteten WIELAND & VOCKE [3] sowie OHNO et al.  [4] 
(Struktur vgl. die Zusammenstellung bei FIESER & FIESER [5], p. 867-869). Von den 
Steroiden der Haut isolierten KOTAKE [6] und WIELAND & VOCKE [3] das krist. 
Gamabufotalin (18) sowie der erstere [7] krist. Bufotalin (12). Nach HUTTEL & 
BEHRINGER [8] bestehen die Sterine der Haut zur Hauptsache aus Cholesterol und zu 
ca. 5% aus y-Sitosterol. KOMATSU [9] isolierte krist. Bufalin (6) .  Papierchromato- 
graphisch haben BARBIER et al. [lo] in der Haut neben Sterinen 9 Bufadienolide 
nachgewiesen, von denen 6 Laufstrecken zeigten, die mit denjenigen von Resi- 
buf ogenin, Buf alin, Marinobuf agin, Buf otalin, Arenobuf agin und Gamabuf otalin 
identisch waren. Aus den Ovarien konnten OHNO & OHMOTO [ll] Palmitinsaure, 
.y-Sitosterol und Gamabufotalin isolieren, ausserdem durch Papierchromatographie 
Desacetylcinobufagin, Desacetylcinobufotalin, Cinobufotalin, Telocinobufagin und 
Hellebrigenin nachweisen. 

I )  Auszug itus der Diss. E. ISELI, Hasel 1963. 2, 30. Mitt. vgl. E. ISELI ct al. [l]. 




