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175. Stapelogenin, vermutliche Struktur?)
Glykoside und Aglykone, 276, Mitteilung?)

von U. Eppenberger, W. Vetter und T. Reichstein
(10. V. 66)

1. Einleitung. - In vorstehender Mitteilung [1] wurde iiber die Isolierung von
Stapelogenin (C,,H;3,0,) aus den Samen von Stapelia gigantea N. E. Br, (Asclepiadaceae)
berichtet. Wegen Materialmangels mussten chemische Reaktionen auf ein Minimum
eingeschrinkt werden. Die im folgenden vorgeschlagene Struktur 1 griindet sich in
erster Linie auf physikalische Daten und hat noch stark spekulativen Charakter.

2. Experimentelle Befunde.— Stapelogenin besitzt nach Massenspektrum (Fig. 9)
die Bruttoformel C,,H,,0,3) und zeigt einen fiir eine solche Formel auffallend hohen
Smp. Trotzdem der Stoff im Vakuum unzersetzt sublimiert und ausgezeichnet
kristallisiert, bereitete bereits die Priifung auf Einheitlichkeit Schwierigkeiten. Auch
die reinsten Priparate zeigten im Diinnschichtchromatogramm an SiO, neben dem
Hauptfleck (E) einen zweiten, langsamer laufenden Fleck (G). Nach Trennung durch
priparative Diinnschichtchromatographie gab sowohl das aus der Zone G wie das aus
der Zone E isolierte Material wieder beide Flecke. Wir glauben, dass sich ein Gleich-
gewicht mit einem Nebenprodukt einstellt, doch konnte die wirkliche Ursache nicht
ermittelt werden. Uber ahnliche Erscheinungen berichten TscHescHE und Mitarbeiter
[2a] beim Holadyson (7), was auf Grund dessen Struktur aber leicht verstandlich ist4).
Moglicherweise wird in unserem Fall 1 der gespannte 14, 20-Epoxyring durch Wasser
(oder Alkohol) unter Bildung von 3 zu geringem Teil reversibel geoffnet. Von dieser
Unsicherheit abgesehen glauben wir, dass Stapelogenin (bzw. die Hauptkomponente
unseres Priparates) die Formel 1 besitzt, wobei die Stellung der an C-12 formulierten
zweiten HO-Gruppe am wenigsten gesichert ist. Fiir Formel 1 sprechen die folgenden
Befunde:

Stapelogenin besitzt nach UV.-Spektrum eine und nur eine, vermutlich trisub-
stituierte, Doppelbindung. Thre Anwesenheit wird durch das IR.-Spektrum (Fig. 1,
vgl. Besprechung weiter unten) sowie durch das Protonenresonanz-Spektrum (Fig. 5,
Multiplett bei § = ca. 5,44 ppm entspr. einem Proton) des Di-O-acetylderivates 2
bestétigt. Von den vier O-Atomen des Stapelogenins liegen zwei als HO-Gruppen vor;
dafiir spricht das Massenspektrum nach Behandlung mit DOCH; (Fig. 10), wobei sich
die starke Spitze M-28 des Ausgangsmaterials 1 (s. unten) von 318 auf 320 verschiebt.

1) Auszug aus der Diss. U. EPPENBERGER, Basel, die demnichst erscheint.

2) 275. Mitteilung vorstehend [1].

3) Genaue Massenbestimmung ergab 346, 2160 4 0,0020, Ber. 346, 2143, vgl. 19).

4) 20-Hydroxy-18,20-epoxy-4-pregnen-3-on (analog Formel 9, aber ohne Substituent in 11-Stel-
lung) zeigt nach Buzzerti ef al. [3] einen scharfen Smp., besteht aber nach Papro [4a] aus
einem Gemisch der 20ua- und 208-Alkohole, die leicht ineinander iibergehen, aber wenig Nei-
gung zeigen, in der tautomeren Form als 18-Hydroxyprogesteron zu reagieren. Auch das
kiirzlich von ISELI ef al. [4b] beschriebene 3a-Acetoxy-18-hydroxy-pregnan-20-on-(18->20)-
hemiketal war ein Gemisch von 2 solcher Isomeren, die sich leicht ineinander umlagerten.
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Beide HO-Gruppen sind leicht acetylierbar. Das Di-O-acetylderivat 2 wurde nur
amorph erhalten und war nicht ganz einheitlich. Bei der Diinnschichtchromatographie
gab es neben dem Hauptfleck noch einen stirker polaren Begleiter und sein IR.-
Spektrum (Fig. 2) zeigte in der HO-Region noch eine deutliche breite Bande (zwischen
2,85 und 3,1 g in CCl,). Bei der Verunreinigung kénnte es sich um 4 gehandelt haben.
Die anwesende Menge diirfte aber nur klein gewesen sein, denn das Protonenresonanz-
Spektrum (Fig. 5) blieb auch nach Zusatz von D,0 unverindert, enthielt somit kein
erkennbares Signal, das einer freien OH-Gruppe zukommt. Das Massenspektrum
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5} Hypothetische Formel.

%) Die spez. Drehung dieses Stoffes wurde in einem photoelektrischen Polarimeter, der im Physik-
labor der F. HorFmManN-La RocHe & Co. AG, Basel, gebaut wurde, bestimmt. Wir danken
Herrn Dr. F. BURKHARDT fiir diese Messung.

%) Exper. Teil dieser Arbeit.
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8) Struktur nicht streng bewiesen, aber bis auf kleine Unsicherheit in bezug auf rdumlichen Bau

an C-11 vermutlich richtig.

%) Formel und Identifizierung nach MiTtsunaser & NoMURA [11], von TSCHESCHE ef al. [10b]
bestétigt. Zuerst isoliert von TscHESCHE & GRIMMER [12] und dort als Anhydro-digipurpuro-
genin bezeichnet. Den jetzt giiltigen Namen haben TscHEscHE ¢f al. [10a] vorgeschlagen.

10) 3 = 0,01 x Amplitude [43]. Wir danken Herrn Dr. F. BurkaarDT, Physiklaboratorium der
F. HorFMaNN LA RocHE & Co. AG, Basel, bestens fiir diese Messung.
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(Fig. 11) sowie das Protonenresonanz-Spektrum (Fig. 5) sind ferner gut mit der
Annahme vereinbar, dass der Hauptkomponente unseres Priparates die Formel 2
zukommt, vgl. Diskussion. Da Stapelogenin nur eine Doppelbindung und keine
Carbonylgruppe (vgl. IR.-Spektrum) enthilt, muss es bei der Bruttoformel C,,Hg O,
insgesamt 6 Ringe enthalten, von denen 2 als Epoxidringe anwesend sein miissen.

Hydrierung des Stapelogenins (1) mit Pt in Eisessig lieferte unter Aufnahme von
wenig mehr als 2 Mol. H, ein gut kristallisicrendes Priparat (UE 3), das nach Massen-
spektrum zur Hauptsache aus dem Tetrahydroderivat C,,H,,0, 5 bestand, das aber
noch eine merkliche Menge eines Nebenproduktes C, H,,0, enthielt, das offenbar
durch Hydrogenolyse entstanden war und in der verfiigbaren Menge durch Kristalli-
sation allein nicht abgetrennt werden konnte. Priparat UE 3 lieferte bei der Acety-
lierung jedoch ein krist. Di-O-acetylderivat 6, das sich durch Kristallisation gut
reinigen liess. Dasselbe Produkt wurde erwartungsgemiss auch durch Hydrierung des
amorphen Di-O-acetyl-stapelogenins (2) erhalten. Das reine Di-O-acetylderivat 6
zeigte zum Unterschied vom nicht hydrierten Di-O-acetyl-stapelogenin (2) im IR.
(in CCl,) eine eindeutige Bande bei 2.9 u, die einer assoziierten HO-Gruppe entspricht.
Eine solche ist auch im Protonenresonanz-Spektrum (Fig. 6) sichtbar (verschwindet
nach Zusatz von D,0). Bei der Hydrierung ist somit ein Atherring hydrogenolytisch
gebifnet worden.

1) Schreibweise nach BunzikiEwicz et al. [16], p. XI-XII, Pfeile mit Einzelspitze bezeichnen Ver-
schiebung eines einzelnen Elektrons, Pfeile mit Doppelspitze wie iiblich Verschiebung eines
Elektronenpaares.



Volumen 49, Fasciculus 1 (1966) — No. 175 1509

Auf Grund der Bruttoformel sowie phytochemischen Uberlegungen vermuten wir,
dass Stapelogenin ein Pregnanderivat darstellt, da solche in Form von Esterglykosiden
in zahlreichen anderen Asclepiadaceen gefunden wurden [17]. Fiir die Ableitung einer
begriindeten, wenn auch hypothetischen Struktur waren neben den UV.- und IR.-
Spektren vor allem die NMR.- und Massenspektren massgebend. Sie sollen jetzt be-
sprochen werden.
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3. Besprechungen der IR.-Spektren. — Es werden in erster Linie die Banden be-
sprochen, die wir als Stiitze der fiir die Ringe A und B angenommenen Struktur an-
sehen, da sonst keine anderen direkten Beweise fiir diese vorliegen. Die Banden sind
in cm~! angegeben.

Fig. 1, Stapelogenin (1): Die kleine Bande bei 3030 cm~! entspricht der CH-
Schwingung an C-6 [26] [27). Die weitere bei ca. 1670 cm—! zu erwartende ist hier nicht
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Fig. 3. IR.-Absovptionsspekivum von Prip. UE 3 = nicht ganz veines Tetrahydrostapelogenin (5),

12) Aufgenommen von
photometer, Modell

0,76 mg, fest in ca. 300 mg KBrl4)

Herrn CH. SENN auf einem PERKIN-ELMER-Zweistrahl-Gitter-Spektro-
125.

13) Aufgenommen von den Herren W. Scawas & K. AEGERTER auf gleichem Apparat.
14) Aufgenommen von Herrn K. AEGERTER auf gleichem Apparat.
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Fig. 5. Protonenresonanz-Spektrum von Di-O-acetyl-stapelogenin (2), CosH 3,04 (430, amorph enth.
etwas Verunveinigung (evil. 4) ca. 6,8 mg in 0,5 ml CDCl,

sichtbar (evtl. durch H,O-Spuren aus dem KBr, Bande bei 1630, verdeckt). 38-
Hydroxy-A5-steroide zeigen nach JoNEs & ROBERTS [29] ausser der iiblichen Bande
im 3400-3600 cm~ Gebiet auch noch bei kleineren Frequenzen 18 charakteristische
Banden (A-R), von denen aber nur die J-Bande (Kategorie I) sehr stark ist. Von den
schwachen Banden sind besonders in KBr nicht immer alle sichtbar. In Fig. 1 finden
sich Banden in den von JonNes & RoBERTs fiir A, C, E, G, J, K, O, Q und R ange-
gebenen Bereichen. Sie sind in der Figur mit den entsprechenden Buchstaben be-
zeichnet, in Klammer die von JoNEs & ROBERTs angegebene Kategorie. Fiir die
Banden G-I geben die Autoren einen Bereich (1150-1050) an, der gegen zusdtzliche
Substitutionen besonders empfindlich ist. Es ist daher nicht erstaunlich, dass in
unserem Fall gerade hier einige Banden (F, H und I) fehlen, eventuell auch verschoben
und verdeckt sind. Von Interesse ist die scharfe mittelstarke Bande bei 1399 cm?.
Wir vermuten, dass sie der 21-Methylgruppe (neben dem Ketal-C) zukommt.
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Fig. 2, Di-O-acetyl-stapelogenin (2): Wir vermuten, dass die breite Bande bei ca.
3400 cm~! von Verunreinigungen stammt (vgl. Text). Acetoxysteroide zeigen ausser
der starken C=0 Schwingung (hier bei 1732 cm-1) im Gebiet lingerer Wellen eine
Anzahl Banden, deren Lage teilweise charakteristisch ist. Fiir 38-Acetoxy-A®-steroide
geben JoNEs & HERLING [30] 18 solcher Banden, von denen B und F sehr stark sind
(Kategorie I). In Fig. 2 sind Banden feststellbar, die den Bereichen A, B, D, E, F, G,
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Fig. 6. Protonenresonans-Spektrum von Di-O-acetyl-tetrahydrostapelogenin (6), Smp. 740-150°,
CysHygOq (434), ca. 6,2 mg in 0,5 ml CDCly15)
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Fig. 7. Profonenresonanz-Spektrum von 3f-Acetoxy-14f-hydroxy-20-ox0-5-pregnan (15), Priparvat
UE 9, Smp. 148-152°, CoyH,0, (376), ca. 7,2 mg in 0,5 ml CDC,

15) Wir danken den Herren Dr. G. ENGLERT, P. CASAGRANDE & F. MikscH, Physiklaboratorinm
der F. HorFMANN-LA Rocue & Co. AG, Basel, auch hier bestens fiir die Aufnahme dieses
Spektrums. Dazu diente ein VARIAN-100Mhz-Spektrometer, Modell HA 100. Chemische Ver-
schiebungen sind in §-Werten angegeben mit Tetramethylsilan als Nullpunkt.
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Fig. 8. Massenspektrum (Anionenspektyum) von Stapelogenin (1), Prip. UE [-a, Smp. 305-310°
(Zers.), Cy Hyy04 (346), T, = 200°, t, = 60 s7%)
Es ist unsicher, ob die zusitzliche Spitze bei 35817) von einer Verunreinigung stammt oder ob
ein Additionsprodukt mit Sauerstoff vorliegt, wie sie bei Anionenspektren gelegentlich beobachtet
werden [18¢] [18g] [19]%8).

H, I, J, K, M und N entsprechen. Der Bereich der niedrigen Frequenzen ist vom
Lésungsmittel verdeckt. In den Figuren sind die Banden mit den entsprechenden
Buchstaben markiert, in den Klammern die von JoNEs & HERLING [30] angegebene
Kategorie. Die Hauptbande der 128-Acetoxygruppe liegt nach JoNEs ef al. [31] bei
1235 cm~! (in CS,) und fillt hier mit der B-Bande zusammen. Auch hier ist bei
1397 cm~! eine scharfe mittelstarke Bande sichtbar, die vermutlich der 21-CH,-
Gruppe zukommt.

Fig. 3, Tetrahydrostapelogenin (5): Fiir 38-Hydroxy-5a-steroide geben Jones &
RoBERTS [29] 17 Banden (A-Q) an, von denen nur I (Kategorie I) sehr stark ist. In
Fig. 3 finden sich Banden, die den Bereichen von A, D, E, F,G,H,LLK,L,N,O und P
entsprechen oder bei wenig héheren Frequenzen liegen, was einer kleinen Verschiebung
wegen Aufnahme in fester Form (in KBr) statt in CS, entsprechen konnte. Die in
Fig. 1 und 2 auffallend scharfe Bande bei 1399-1397 cm~ ist hier nach 1380 cm—! ver-
schoben und entspricht einer normalen 21-Methylgruppe [28], ist aber auffallend
scharf, eventuell durch rdumliche Fixierung.

Fig. 4, Di-O-acetyl-tetrakydrostapelogenin (6): In diesem Spektrum st bei 3470 cm™?
die Bande einer assoziierten HO-Gruppe deutlich sichtbar. Die C=0-Schwingung der
zwei Acetoxylgruppen liegt an normaler Stelle bei 1736 cm~2, Nach JoNEs & HERLING
[30] zeigen 3B-Acetoxy-5a-steroide im lingerwelligen Gebiet in CS, 15 Banden (A-O),
von denen B und H sehr stark sind (Kategorie I). In Fig. 4 finden sich Banden in den

16) Wir danken Herrn Prof. M. v. ARDENNE und Herrn Dr. R. TUMMLER fiir die Aufnahme dieses
Spektrums. Methodik: vgl. [18].

17) Das verwendete Priparat UE 1-a hatte auch im Kationenspektrum bei 10facher Verstirkung
eine sehr schwache Spitze bei m/e = 360 gezeigt, die von einer Verunreinigung stammen diirfte.

18) Kleine Spitzen unsicherer Provenienz bei M+ 14 wurden bei dieser Methodik auch frither
beobachtet (vgl. Fig. 7 = Sarcostin bei [18g]); auch die bei Utendin (Fig. 9 bei [18g]) gefun-
dene Spitze bei m/e = 401 (M + 35) stammt nicht von einer Verunreinigung, sondern von Addi-
tion von 38Cl, das von friitheren Versuchen in Spuren noch in der Apparatur enthalten war
und das sich sehr leicht addiert.
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Massenspektrum von Stapelogenin (1), Prip. UE 1-b (rveinstes Priparat), Smp. 295-300°

(Zers.)19) 20)

346 > 286+ CH,COOH m* 236,4 Gef. 236,5
286 > 268+ HOH m* 251,1 251,3
268 > 250+ HOH m* 233,4 233,5

Analoge Spitzen bei deuteriertem Praparat (Fig. 10):

1

»

346 CyHgOy = M+ 348 = M+ (sehr schwach)

328 CyHyO4 = M-18 (HOH) 329 = M-19 (HOD)

318 C H,0, = M-28 (C;H)) 320 (ca. 53%); 319 (ca. 459); 318 (ca. 2%)
286 2602 = M-60 (CHCOOH) 288 (ca. 37%); 287 (ca. 50%); 286 (ca. 13%,)
268 = M-60-18 269 (ca. 259%,); 268 (ca. 68%); 270 (ca. 7%)
253 = M-60-18-15 (CHy)

145 Cy,Hy, 145

138 evtl. C,H,,0 (35) 139 evtl. CH,,DO

fiir A-M angegebenen Bereichen oder bei sehr wenig tieferen Frequenzen (evtl. teil-
weise Losungsmitteleffekt). Sie sind in Fig. 4 mit den entsprechenden Buchstaben
bezeichnet, in Klammern die von JoNES & HERLING [30] angegebene Kategorie. Der
weitere Bereich (entspr. N und O) ist vom Lésungsmittel verdeckt. Dabei ist die sehr
starke Bande bei 1234 cm-! ziemlich breit durch Uberlappung der von der 3g-
Acetoxy- und der 124-Acetoxy-Gruppe herrithrenden Anteile (letztere sollte bei wenig
tieferen Frequenzen absorbieren als erstere), sie ist aber nicht aufgespalten, was fiir
dquatoriale Lage spricht [30] [31]. Die zweite Bande bei 1034-1018 cm™? ist aber
deutlich aufgespalten, wobei der 1034-Anteil vermutlich der 128-Acetoxygruppe zu-
kommt [31}. Auch in diesem Spektrum ist die scharfe Bande der 21-Methylgruppe bei
1381 cm~! noch sichtbar, trotz Uberlagerung durch die starke Bande der zwei Acetyl-
gruppen mit Maximum bei 1364 cm—.

19) Aufgenommen im Physiklabor der F. HorFmMann-La RocHE & Co. AG, Basel, auf einem
Associated Electrical Industries Ltd. MS-9-Gerdt mit Direkteinlasssystem, vgl. [20]. Der
Ionisierungsstrom betrug 100 uA bei 70 eV. Fiir die Hilfe bei der Aufnahme der Spektren
danken wir Herrn P. MEYER. Gefundene Werte fiir vermessene Spitzen vgl. exp. Teil.

Die berechneten Atomgewichte (vgl. exp. Teil) stammen aus den Tabellen von BEvnoN &
WiLLiams [22].

Ber. nach der Formel: m* = mZ[m,, vgl. p. 546 bei BEvyNon [21] sowie p. XIII bei Bubzi-
KIEWICZ ¢f al. [24].

In CHZOD geldst, eingedampft und anschlicssend ca. 10~! bis 10-2 mg Substanz auf eincm
Keramikstab direkt in die Ionenquelle eingefiihrt [25].
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Fig. 10. Massenspektrum von Stapelogenin (1), Prip. UE 1-b, nack Behandlung mit CH,0D?2)1%),
Die urspriinglich bei m/e = 318 liegende M-28-Spitze ist jetzt verschoben und besteht auf
Grund der Intensititsbestimmung (vgl. Kap. 5 in [23], sowie Vol. 1, p. 17 in [24]) aus 53% d,-
Material (320), 459, d,-Material (319) und ca. 2%, d,-Material (318).

Metastabile Ionen: Ber. 348 - 288+ CH,COOH m* 238,5 Gef. 238,4

» 320> 301+ HOD m* 284 , 284
,, 288> 2694+ HOD m* 252 ,, 252
» 269> 2504+HOD m* 233, ,, 233
» 250> 2354 CH, m* 221,5 ,, 221,7

Versuchsweise Zuordnung vgl. Fig. 9.
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Fig. 11. Massenspektrum von Di-O-acetyl-stapelogenin (2), Prip. UE 2-c amorph
Metastabile Ionen: Ber. 402 > 360+ C,H,O (Keten) m* 322,3 Gef. 322,1

., 370> 310+ CH,COOH m* 260 . 260
, 342> 2824 CH,COOH m* 233 . 233
,, 310> 250+ CH;COOH m* 201,6 ,, 201,8
Versuchsweise Zuordnung:

430 = M+ (sehr schwach) 310 = M-60-60

402 CyHy,0O4 = M-28(C,H,) 295 = 310-15 (CH,)

388 = M-42 (Keten) 282 = M-28-60-60

370 CyyHg 04 = M-60 (CH,COOH) 267 = 282-15 (CH,)

360 = M-28-42 (Keten) 250 = CygHyy = M-60-60-60

355 = M-60-15 (CH,) 235 = 250-15 (CH,)

342 = M-28-60 (CH,COOH) 145  C, Hy,

327 = M-28-60-15 (CH,) 120 evtl. C,H,, (36)
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Fig.12. Massenspektrum von Di-O-acetyl-tetvahydrostapelogenin (6), Prap. UE 4-b, Smp.145-150°19)
Metastabile Tonen:

Ber. 416 > 356+ CH,COOH (60) m* 305 Gef. 305
. 374> 328+ C,H O (46 = Athanol?) m* 289 ,, 289
., 356> 312+ CyH,0 (44 = Acetaldehyd) m* 273,5 ,, 273,7
,» 356 > 296+ CH,COOH (60) m* 246,2 ,, 246
,» 328 > 268+ CH,COOH (60) m* 218,9 ,, 219
., 312> 252+ CH,COOH (60) m* 204 . 204

Versuchsweise Zuordnung:
434 = M+ 328 = 374-46 (Athanol ?)
416 = M-18 (H,0) 312 = 356-44 (Acetaldehyd)
404 = M-30 (Formaldehyd?) 296 = 356-60 (CH,COOH)
401 = 416-15 (CH,) 281 = 296-15 (CH,)
374 = M-60 (CH,COOH) 268 = 328-60 (CH,COOH)

356 = 416-60 (CH,COOH) 253 = 268-15 (CH,)
341 = 356-15 (CH,)

4. Besprechung der Protonenresonanz-Spektren. —Die Fig. 5, 6 und 7 geben
die NMR.-Spektren der Acetylverbindungen 2, 6 und 15 wieder. Im Spektrum von 2
(Fig. 5) sind neben den Signalen von zwei Acetylgruppen (6 = 2,03 und 2,06 ppm) zwei
scharfe Methylsignale (bei 1,05 und 1,41 ppm als Singlette) sichtbar, die an sich mit
einem normalen Pregnangeriist vereinbar wiren. Im hydrierten Produkt 6 (Fig. 6)
finden sich beide Signale nicht nur bei merklich héherem Feld (bei 0,81 und 1,22 ppm),
sondern eines ist weiter zu einem Dublett (J = 6,3 Hz) aufgespalten. Dies beweist,
dass im Stapelogenin kein normales Pregnanderivat mit zwei tertiir gebundenen
Methylgruppen an C-10 und C-13 vorliegen kann. Die Spektren sind jedoch sehr gut
mit den angegebenen Formeln 2 und 6 vereinbar. Versuchsweise Zuordnungen sind in
den Fig. 5 und 6 eingesetzt. Als Vergleich sind die in Tab. 1 zusammengestellten Werte
von vier dhnlich gebauten Stoffen 8-11, deren Struktur gesichert ist, angegeben.
Fig. 7 zeigt, dass im Spektrum von 15 kein zusétzliches C-21-Methylsignal bemerkbar
ist, das auf die Anwesenheit eines Halbketals 25 deuten wiirde. In der Lésung sind
somit sicher weniger als 5%, einer solchen Form vorhanden??).

23) Das Beispiel erlaubt auch die Berechnung des Wertes, die eine 148-Hydroxy-20-oxo-Gruppie-
rung fiir die Verschiebung der Lage der Methylsignale an C-18 und C-19 nach R. F. ZHRCHER
[44] beitrigt. Fir diese Gruppierung war bis jetzt noch kein Wert bekannt.
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Fig. 13. Massenspektrum von 38-Acetoxy-148-hydroxy-20-ox0-58-pregnan (18), Prip. UE 9,
Smp. 148--152° 19)

Metastabile Ionen: Ber. 376 > 291+ 85 m* 225  Gef. 225
» 358 > 298+ CH,COOH m* 248 ,, 248
,» 348 > 290+ 58 m* 242 . 242
. 348 > 288+ CH,COOH m* 238 ,, 238

5 290 > 2304+ CH,COOH wm* 183,5 ,, 183,5
. 272> 212+ CH,COOH m* 165,2 ,, 165
Versuchsweise Zuordnung:

376 = M+ 212 = 272-60 (CH;COOH)
358 = M-18 (H,0) 290 = M-86

348 = Cy,H,,0, = M-28 (C,H,) 280 = 34860 (CH,COOH)
343 = 358-15 (CH,) 273 = 201-18?

330 = M-28-18 272 = 290-18

316 = M-60 (CH,COOH) 231 = 291-60 (CH,COOH)
291 = M-85 (Ring D) 230 = 290-60 (CH,COOH)

Wie aus Tab. 1 ersichtlich ist, zeigt das Signal der 21-Methylgruppe im Di-O-
acetyl-stapelogenin (2) eine ganz dhnliche Lage wie bei den dhnlich gebauten Stoffen
8, 9 und 11. Im Tetrahydroderivat 6 liegt es bei ca. 0,2 ppm héherem Feld. Eine ganz
dhnliche Lage, allerdings mit merklich grésserer Kopplungskonstante, zeigt es bei der
analog substituierten Verbindung 10.

5. Besprechung der Massenspektren.—5.1. Anionenspekirum von Stapelogenin (1)
(Fig. 8): Von Stapelogenin (1) konnte auch ein Anionenspektrum aufgenommen
werden?9), Die stirkste Spitze liegt bei m/e 345 = M-1; auch die um 18 Einheiten
{(H,O) niedrigere Spitze bei m/e 327 ist deutlich sichtbar.

5.2. Kationenspektren von Stapelogenin (1), Dideuterostapelogenin wid der Modell-
substanzen 15, 16, 17 und 18: Im Massenspektrum des Stapelogenins ist die Molekel-
spitze (M = 346) deutlich. Die stirkste Spitze liegt bei m/e 318 = M-28. Die genaue
Ausmessung zeigt, dass sie einer Partikel C,,H,s0, entspricht, bei deren Bildung somit
nicht CO, sondern Athylen abgespalten wurde. Eine weitere starke Spitze liegt bei
m/fe 286 = M-60 und diirfte dem Verlust von Essigsdure entsprechen (vgl. metastabiles
Ton bei m/e 236,5). Diese Partikel verliert kein Athylen mehr, sondern Wasser unter
Bildung von m/e 268. Es finden somit gleich zu Anfang zwei verschiedene Zerfalls-
reaktionen statt. Von diagnostischem Wert ist aber vor allem der Verlust von Athylen.
Ein solcher Vorgang wird gelegentlich bei Retro-DI1ELS-ALDER-Prozessen beobachtet
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Fig. 14. Massenspektrum von 30-Acetoxy-148-hydvoxy-58-itiansiuve-methylester (16),
Prap. AL 630, Smp. 15401%)

Metastabile Ionen: Ber. 364 = 304+ 60 m* 253,9 Gef. 254

,, 392> 201+101 m* 2150 ,, 2151
., 304> 272+32 m* 2436 ,, 243,8
., 231> 213+18 m* 19,4 ,, 1965
332> 231+101 m* 160,7 ,, 1609
Versuchsweise Zuordnung:
392 = M+ 304 = M-28-60
374 = M-18 (H,0) 292 = M-100
364 CyH,;,0p = M-28 (C,H,) 291 = M-101 (Ring D)
360 = M-32 (CH30H) 272 = 304-32
344 = ... .. 232 = M-60-100
332 = M-60 (CHzCOOH) 231 = M-60-101
314 = M-60-18 (H,0) 213 = M-60-101-18
203 = evtl. C;sHy,

[32], bei Steroiden ist er selten?). Hingegen wurden deutliche M-28-Spitzen, die auf
Athylenverlust deuten, kiirzlich bei einigen 148-Hydroxy-20-oxo-pregnan-Derivaten
beobachtet, so bei Drevogenin P (12) und seinen Estern [8] und dem analog gebauten
17aH-Desacyl-kondurangogenin-A (13) und seinen Estern [9], sowie beim Digipur-
purogenin-II (14) [9]. TscHescHE und Mitarbeiter [9b] haben angenommen, dass in
der Gruppierung 19 dabei die C-Atome 15 und 16, entspr. Schema a in Formel 19,
eliminiert werden und dafiir den Mechanismus 20 - 21 vorgeschlagen. Obgleich ein
strenger Beweis fehlt glauben wir, dass ihr Vorschlag prinzipiell richtig ist. Sie haben
bisher nur die Spektren von Stoffen mit zusitzlicher 128-Hydroxygruppe publiziert.
Zur Kontrolle, dass diese bei der Reaktion nicht beteiligt ist und dass es sich beim
Verlust der 28 Masseneinheiten tatsichlich um Athylen handelt, haben wir noch das
Keton 15 synthetisiert. Auch dieses zeigte im Massenspektrum (Fig. 13) sehr deutlich
die Spitze bei M-28 = 348. Die Vermessung zeigte, dass sie einem Ion CyHgO, ent-
spricht, also tatsichlich Athylen abgespalten worden ist. Eine M-28-Spitze, die dem
Ton CyH,y,O4, also dem Verlust von Athylen entspricht, wurde bemerkenswerter-
weise auch im Spektrum des Esters 16 erhalten (Fig. 14), und Purprogenin (17)2)

24) Den Verlust von Wasser und Athylen aus prim. Alkoholen und ihren Estern beschreiben
McLAFFERTY [37] sowic SPITELLER & SPITELLER [38]; Athylenverlust bei Estern von Amino-
sfuren vgl. BIEMANN ef al. [39], und bei Isoheptansiurenitrilen vgl. BEUGELMANS [40].
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Fig. 15. Massenspektrum von Purprogenin (17), Smp. 247-257° 19) 25)
Metastabile Ionen: Ber. 318 > 180+ 138 m* 102,4 Gef. 102,2

., 2128
Versuchsweise Zuordnung:
362 = M+ 283 = 301-18 (H,0)
344 = M-18 (HyO) 263 = 318-55 (C4H,0)
326 = M-18-18 180 C,H,,0, = 318-138
318  C,yH,50, = M-44 (C,H,0) 145 = evtl. C;;Hyy
301 = 344-43(CH,CO)
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Fig. 16. Massenspektrum von 3f-Acetoxy-148-hydroxy-5f-dtiansiure-lacton (18),
Prip. AL 513, Smp. 166-768° 19)
Metastabile Ionen: Ber. 360 > 300+ CH,;COOH m* 250 Gef. 250
. 332> 2724+ CH,COOH m* 223 ,, 223

,» 300> 285+ CH, m* 271 ,, 271
» 2075
Versuchsweise Zuordnung:
360 = M+ (sehr schwach) 314 = M-28-18
359 = M-1 300 = M-60 (CH;COOH)

332 CyH,,0, — M-28 (CO ca. 90%) 285 = 300-15 (CHy)
CaoHypgO, = M-28 (C,H, ca. 10%) 272 = 332-60 (CH,COOH)

331 = CyoH,p0, = M-1-28 (C,H,) 256 = M-60—44 (CO,)

329 = M-1-30 241 = 256-15

28) Wir danken Herrn Dr. D. Saton, Shinogi Rescarch Laboratories Osaka, Japan, auch hier
bestens fiir das Praparat.
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Tabelle 1. Vergleich der wichtigsten Signale in den NMR.-Spektren von 2 und 6 mit denjenigen von
4 Modellsubstanzen bekannter Struktuyr

(0-Werte in ppm fiir Tetramethylsilan als Nullwert)

Stoff 19-CH; 21-CH; -OAc -0OAc 18-CH, 30-H u. 20-H  Quelle
115-H od. bzw.
12a~-H Litcratur

2 » 1,05/s 1,41/s 2,03/s 2,06/s 3,93; 4,03 3o, 120 — Fig. 5
symmetr. ca. 4,57
Quartett ca. 4,92
Jap =8,5Hz
6 0,81/s 1,22/d 2,02/(s 2,08/s 3,77, 4,00 3, 120 ca. Fig. 6
J=6,3Hz einseitig ca. 4,77 3,85
modifiz.
A B-System
Jap =9,0Hz
8 0,87]s 1,46/s 1,96/s 2,00/s 3,65; 3,83 3a, 118 — Nr. 20236
A B-Quartett ca. 4,73 26)
Jap=ca.9Hz
9 1,23/s 1,49/s 2,03/s - 3,73; 3,93 [2b]
A B-Quartett
Jap=8Hz
10 0,99/s 1,20/d 1,97/s 2,06/s 3,45; 3,75 ca. 4,91 ca.4,7? Nr.10127
J=63Hz einseitig
modifiz.
A B-Quartett??) 28)
11 1,37/s ca. 3,77 71
Jap=9,5Hz

(Fig. 15) zeigte erwartungsgemaiss eine Spitze bei M-44, die dem Ion C; H,0,, also
Abspaltung von Acetaldehyd entspricht. Dass diese Reaktion sehr stark von den
Substituenten abhéngig ist, zeigt das Spektrum des Lactons 18 (Fig. 16). Obwohl hier
ein 6-Ring-Prozess (siche Deutungsversuche) unter Abspaltung von Athylen und
Bildung eines Ketons leicht formulierbar ist 37 - 38, findet dieser Vorgang nur in
sehr untergeordnetem Ausmass statt. Im Spektrum von 18 (Fig. 16) ist bei 332 (M-28)
nur eine sehr schwache Spitze sichtbar, und diese besteht ausserdem zu ca. 909, aus
dem Ion Cy;Hj,04, das unter CO-Verlust entstanden ist, und nur ca. 10%, entsprechen
dem Ion CyH,g0,. Dafir ist allerdings eine starkere Spitze bei mje = 331 sichtbar,
die dem Ion C,,H,,0, entspricht, also durch Verlust von Athylen und einem H-Atom
entstanden ist. In den Spektren der Stoffe 12, 13 und 14 sowie ihrer Ester ist der

28) Prap. AS-536/2 (Dr. J. KaLvopa), aufgenommen im Physiklaboratorium der CIBA-AKTIEN-
GESELLSCHAFT AG, Basel, in CDCl, bei 100 MHz. Wir danken Herrn Dr. K. HEUSLER fiir die
Uberlassung dieses Spektrums. Es zeigte ferner ein sehr deutliches Dublett von Dubletten bei
2,49, 2,54, 2,61 und 2,66 ppm ungewisser Herkunft (evtl. 17a—H).

2%) Vielleicht teilweise Kopplung nach C-20.

28) Aufgenommen im Physiklaboratorium der CIBA-AKTIENGESELLSCHAFT AG, Basel, in CDCl,
bei 60 MHz, Wir danken Herrn Dr. K. HEUSLER fiir die Uberlassung dieses Spektrums.
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Verlust von Athylen nur in relativ geringem Masse feststellbar, viel gewichtiger ist die
Spaltung nach Schema b (Formel 19) unter Bildung von M-85, die von TSCHESCHE
und Mitarbeitern [9b] entsprechend 22 > 23 > 24 formuliert wird?®). Die vorge-
schlagenen Mechanismen erkldren, warum Prozess a streng stereospezifisch ist [8] [9b]
und nur stattfindet, wenn die HO-Gruppe an C-14 und die Seitenkette an C-17
f-stindig angeordnet sind, wihrend Prozess b auch in der 178H-Reihe gut verlaufen
kann. Prozess b ist aber von den anderen Substituenten abhingig, denn im Spektrum
des Ketons 15 ist die Spitze relativ schwicher. Eine analoge Spaltung nach Schema b
(Formel 19) zeigt auch der Ester16 (M-101 in Fig. 14), wihrend Purprogenin offenbar
in anderer Weise gespalten wird (M-19 in Fig. 15).

5.3. Deutungsversuche: Wie oben gesagt, lassen sich die Massenspektren am
leichtesten deuten, wenn man annimmt, dass Stapelogenin im Massenspektrometer
auf zwei verschiedenen Wegen zerfillt; der eine beginnt mit der Abspaltung von
Athylen und der zweite mit dem Verlust von Essigsiure.

5.3.1. Abspaltung von Athylen: Fiir die Abspaltung von Athylen bei den Ketonen
vom Typus 15 ist ausser dem von TscHESCHE und Mitarbeitern [9b] vorgeschlagenen
8-Ring-Prozess 20 > 21 auch noch ein anderer denkbar. Sollte beim Verdampfen in
der Ionenquelle ein Teil des Hydroxyketons 19 in das Halbketal 2539 iibergehen, so
wire zu erwarten, dass in einem dem 8-Ring-Mechanismus dhnlichen, sehr giinstigen
6-Ring-Prozess [331[34] (vgl. Formel 25) dasselbe Fragment-Ion 21 entstehen kénnte.
Im Stapelogenin liegt nach unserem Formelvorschlag 1 ein Derivat eines 148-
Hydroxy-20-oxo- pregnans vor, bei dem der genannte 6-Ring preformiert ist und bei
dem die Abspaltung von Athylen, die hier durch Vermessung des Bruchstiickes M-28
bewiesen ist, entsprechend dem Ubergang 26 -> 27 besonders begiinstigt sein sollte.

5.3.2. Abspaltung von Essigsdure: Der zweite Prozess, die Bildung von M-60 =
CioH360, (Fig. 9), kénnte ganz oder teilweise durch die Reaktion 28 - 29 eingeleitet
werden, in Analogie zu dem von BIEMANN [23], AUDIER ¢f al. [35a), MUTZENBECHER
et al. [35b] sowie PELAH et al. [36] genau untersuchten Verhalten von Ketalen. Das so
entstandene Ion 29 entspricht einem Typus, von dem bekannt ist, (vgl. p. 228,
Vol. 2 in [24]), dass er zum Verlust von Essigsiure neigt. In unserem Fall kénnte dies
auf verschiedenen Wegen geschehen, wobei das entstehende Fragment-Ion M-60
aber offenbar weiter noch 1 oder 2 Mol. Wasser verlieren kann unter Bildung der
Partikel m/e = 268 und 250, die beide im Spektrum sichtbar sind und von denen die
letztgenannte auf Grund der Vermessung (vgl. Fig. 9) den erwarteten Kohlenwasser-
stoff C,gH,, darstellt. Hierbei ist zu beachten, dass im Spektrum des deuterierten
Stoffes (Fig. 10) im M-60-Gebiet zwei nahezu gleich starke Spitzen bei m/e = 287 und
288 auftreten. Falls der Essigsdureverlust gesamthaft iiber das Ion 29 verlduft, muss
daher angenommen werden, dass dieses auf mindestens 2 Wegen weiter zerfillt, wobei
ca. 509, eines Deuteriums mit dem Acetoxyrest abgehen. Falls sich eine OD-Gruppe
wie angenommen an C-12 befindet, wire eine teilweise Beteiligung derselben denkbar.
Die urspriingliche m/e = 268-Spitze (M-16-18) des Stapelogenins (Fig. 9) liegt im

29) Die Abspaltung von Ring D ist eine oft beobachtete Reaktion bei Steroiden, vgl. BIEMANN
(p. 339 bei [23]), BUDzIKIEWICZ ef al. (p. 94 u. 97, Vol. 2 [24], und weitere Lit. daselbst).

%) In Chf-Losung ist im NMR.-Spektrum des Hydroxyketons 15 (Fig. 7) kein Halbketal 25 nach-
weisbar. Die Bildung solcher Stoffe ist bekanntlich stark von den Bedingungen abhingig und
wird z. B. durch katalytische Mengen von Siure ausserordentlich beschleunigt.

96
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deuterierten Stoff (Fig. 10) jedoch vorwiegend bei 269, diese Partikel enthilt also
erwartungsgemiss noch ein Deuterium.

Die Abspaltung der Essigsdure kénnte beim Stapelogenin 1 aber teilweise auch
nach dem Schema 30 - 31 - 32 erfolgen. Falls dieser Mechanismus allein fiir den
Verlust der Essigsiure verantwortlich wire, wiirde er stark fiir die Anwesenheit einer
HO-Gruppe in 12-Stellung beim Stapelogenin sprechen. Es miisste dann aber im
deutcrierten Produkt nur noch die m/e = 287-Spitze auftreten. Da die Spitze bei 288
jedoch fast gleich stark ist, so kann der Zerfall des Stapelogenins bestenfalls nur zu
ca. 509%, nach dem Schema 30 &> 31 - 32 erfolgen.

5.4. Massenspektrum von Di-O-acetyl-stapelogenin (2) (Fig. 17): Im Spektrum
dieses Stoffes ist die Athylenabspaltung nach Schema a (Formel 19} durch Vermessung
der Spitze bei m/e 402 = M-28 entspr. dem Ion CyyHgoOf bewiesen. Erwartungsgemass
sind auch zwei weitere zugehorige Spitzen bei m/fe 342 = 402~60 und m/je 282 = 342-60
sichtbar. Dass auch hier die zweite Zerfallsreaktion (Formel 28a - 29a - M-60)
stattfindet, sogar in besonders hohem Masse, ist aus der Tatsache crsichtlich, dass ein
dreifacher Verlust von je 60 Masseneinheiten zu beobachten ist unter Bildung der
Spitzen mfe = 370, 310 und 250, von denen die letztgenannte besonders stark ist und
auf Grund der Vermessung wieder den Kohlenwasserstoff C,,H,, darstellt3!). Von
Interesse ist ferner das Auftreten von zwei Spitzen, einer schwachen bei m/e 388
(vermutlich M-42) sowie einer stirkeren bei mfe 360 (= 402-42), durch metastabiles
Ton belegt (vgl. Fig. 11), die auf Abspaltung von Keten deuten. Analoge Spitzen
wurden in den Spektren von 1, 12, 13, 14 und 15 nicht beobachtet.

5.5. Massenspektrum von Tetrahydrostapelogenin (5)3%): Das Massenspektrum
dieses Stoffes unterscheidet sich erwartungsgemiss stark von demjenigen von 1
(Fig. 9). Die dem Molekel-Ion entspr. Spitze (350) ist dusserst schwach. Die stirkste
Spitze bei m/e = 332 entspr. 3-18, durch Vermessung als C,,H;,04 gesichert. Die an-
schliessend bei m[e = 316 gefundene starke Spitze entspricht nach Vermessung einem
Ion CyH,,0,. Wir glauben, dass sie durch H,O-Verlust von einer Verunreinigung
Cy,H,, 04 stammen konnte, die durch die Hydrogenolyse bei der Bereitung von 5 neben
diesem entstanden ist, bei der Kristallisation von 5 aber nicht entfernt wurde. Dafiir
spricht die Tatsache, dass im Massenspektrum des Di-O-acetylderivates 6, das sich
durch Kristallisation offenbar besser reinigen liess, sich keine Spitzen {inden, die sich
auf einen Grundkérper CyHy,0O5 oder CyH,yO, beziehen lassen. Die weitere sehr
starke Spitze bei mje = 288 (C,gHy50,) entspricht anf Grund des metastabilen Ions
(gef. 250,5) der Reaktion 332 - 288 unter Verlust von Acetaldehyd. Diese Reaktion
diirfte einer Spaltung entspr. Schema ¢ (Formel 33) gleichkommen, in Analogie zur
Abspaltung von Formaldehyd aus Tetrahydrofuran nach DUFFIELD et al. [41]33).
Die positive Ladung verbleibt dabei vorwiegend auf der 288-Partikel. Die relativ
schwache Spitze bei m/e 286 kénnte dem Ubergang 332 - 286 entsprechen, also der

31) Beim freien Stapelogenin ist die Spitze bei mfe = 286 (M-60) viel stirker als 250. Dies ist
verstandlich, da der Verlust von Essigsiurc bei Acetoxyderivaten leichter erfolgt als der
‘Wasserverlust bei analogen Hydroxyverbindungen.

32) Das verwendete Priparat war nicht ganz rein, es wird daher keine Figur gegeben.

33} Massenspektren von Furanderivaten und anderen O-Heterocyclen geben REED & REID [42]
sowie BARNES & OccoLowirz [43] an.

~
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Abspaltung von Athanol, obwohl eine solche sonst selten beobachtet wird34), Eine
weitere deutliche Spitze bei mje = 270 kann als 288-18 gedeutet werden.

5.6. Massenspektrum wvon Di-O-acetyl-tetrahydrostapelogenin (6) (Fig. 72:) Im
Spektrum dieses Stoffes ist das Molekel-Ion (mfe = 434) wieder nur sehr schwach.
Die Spitze bei mje = 416 (M-18) ist deutlich sichtbar. Am stirksten ist hier aber die
Spitze bei mfe = 356, deren Bildung nach 41660 (Essigsiure) durch ein metastabiles
Ion (305 in Fig. 12) belegt ist. Die schwache Spitze bei m/e = 374 ist vermutlich als
41642 (Abspaltung von Keten) zu deuten. Auch hier findet sich ausserdem eine
starke Spitze bei m/e = 312, die einer Reaktion 356 - 312 unter Abspaltung von
Acetaldehyd (44) entspricht und die durch ein zugehdriges metastabiles Ton bei m/e =
273,7 (Fig. 12) gesichert wird. Die relativ starke Spitze bei m/e = 328 konnte auf den
ersten Blick die Reaktion 356 - 328 (Abspaltung von Athylen) vermuten lassen. Ein
entsprechend metastabiles Ton bei 302 ist aber nicht feststellbar. Hingegen findet sich
ein metastabiles Ion bei 289, das stark dafiir spricht, dass die 328-Spitze auf Grund der
Reaktion 374 - 328 (Abspaltung von Athanol) entstanden ist. Dieselbe Reaktion ist
etwas weniger ausgeprigt, wie oben erwihnt, auch im Massenspektrum vorn freien
Tetrahydrostapelogenin (5) beobachtet worden.

5.7. Spitzen kleiner Massen: In den Spektren von 1, 2, 5 und 6 treten eine ganze
Anzahl von Spitzen kleinerer Massen auf, die wenig spezifisch sind, von denen aber
einige doch bei 3-Hydroxysteroiden besonders deutlich sind. Sie werden hier nicht
weiter besprochen. Hervorzuheben im Spektrum des Stapelogenins (1) ist aber die
deutliche Spitze bei m/e = 138. Sie diirfte einem Ion 35 entsprechen, das seine Ent-
stehung einer Retro-DIELs-ALDER-Reaktion nach dem Schema 34 - 35 verdankt.
Dafiir spricht, dass diese Spitze im deuterierten Produkt (Fig. 10) nach m/e = 139
verschoben ist und weder im Tetrahydroderivat 5 noch im acetylierten Produkt 2
auftritt. Im Spektrum des letztgenannten Stoffes 2 (Fig. 11) ist aber erwartungsgemiss
eine deutliche Spitze bei m/e = 120 sichtbar, die wenigstens teilweise vom Ion 36 her-
rithren konnte. Eine entsprechende Spitze tritt beim Cholesterin [45] nicht auf. Das
Auftreten von Spaltstiicken, die der genannten Reaktion 34 - 35 entsprechen,
scheint stark von den weiteren Substituenten in den Ringen C und D abzuhingen.
Im Spektrum von Purprogenin (Fig. 15) ist bei m/e = 138 keine bemerkenswerte
Spitze sichtbar, wohl aber eine starke Spitze bei 180. Dass sie der Reaktion 318 -
180 + 138 entspricht, wird durch ein metastabiles Ton bestitigt. Die Vermessung der
zwel Spitzen 318 = C,,H,;0, und 180 = C,;H;,0, zeigt, dass es sich bei der abge-
spaltenen Partikel um 138 = CyH,,0O handelt, was genau der Zusammensetzung des
Tons 35 entspricht.

6. Diskussion der Resultate. — Obwohl ein strenger Beweis fehlt, spricht die
Gesamtheit der Resultate stark dafiir, dass die fiir Stapelogenin vorgeschlagene
Struktur 1 im Prinzip richtig ist. Unsicher ist vor allem die Lage der in 128-Stellung
angenommenen HO-Gruppe. Dazu kann folgendes bemerkt werden: Wenn die unter
5.7. gegebene Deutung der im Massenspektrum von Stapelogenin beobachteten
mje = 138-Spitze als Ton der Form 35 richtig ist, kann sie sich nicht in den Ringen A
und B befinden. Die sicher nachgewiesene Abspaltung von Athylen zeigt ferner, dass

84) Eine Spitze bei mfe 268, die dem analogen Ubergang 314 - 268 (Abspaltung von Athanol)
entsprechen wiirde, fehlt.
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sie auch nicht an C-15 und C-16 sitzen kann. Als Haftstelle verbleiben nur C-11 und
C-12. Wegen der leichten Acetylierbarkeit scheidet 118-Stellung aus. Von den ver-
bleibenden 3 Stellungen 11, 12« und 123 scheint uns die letztgenannte am wahr-
scheinlichsten. Sie ist auch am besten mit der Lage des 19-Methylsignals in den NMR.-
Spektren vereinbar (vgl. ZURCHER {44]). Die anderen beiden Moglichkeiten (11a und
12x) konnen aber nicht ausgeschlossen werden.

Jedenfalls diirfte Stapelogenin ein Pregnanderivat von neuartigem Bau sein.
Pregnanderivate mit 18, 20-Epoxyringen sind zwar in Apocynaceen verschiedentlich
beobachtet worden [2] [46] und analoge Alkaloide finden sich in dieser Familie sehr
reichlich [47]; es fehlt ihnen aber durchwegs die Substitution mit Sauerstoff in
14-Stellung. 144-Hydroxypregnan-Derivate finden sich umgekehrt in Asclepiadaceen
reichlich [48], sie tragen jedoch immer eine unsubstituierte 18-Methylgruppe. Im
Stapelogenin 1 ist erstmals ein Vertreter gefunden worden, in dem beide C-Atome
(14 und 18) oxygeniert sind.

‘Wir danken Herrn Dr. W. STOCKLIN fiir seine Hilfe bei der Korrektur.

Experimenteller Teil

Di-O-acetyl-stapelogenin (2). 18,9 mg Stapelogenin (Prap. UE 1b, Smp. 295-300°; reinstes
Praparat) in 0,75 ml abs. Pyridin + 0,52 ml Acetanhydrid wurden 48 Std. bei 28-30° stehen-
gelassen. Zerlegen mit Eis und Wasser, Ausschiitteln mit Chloroform-Ather-(1:3), Waschen mit
verd. HCl und Sodalésung, Trocknen mit Na,SO, und Eindampfen gab 23,8 mg farbloses Harz.
Dieses zeigte auf der Diinnschichtplatte an SiO, (Kieselgel G, « MERCK») in den Systemen Athyl-
acetat-Cyclohexan-(7:3) und Chloroform-Alkohol-Aceton-(8:1:2) nach Entwickeln durch ca.
5 Min. Erhitzen auf 100° und Spriithen mit 20-proz. p-Toluolsulfonsiure in Alkohol 3-5 Flecke,
wobei neben dem Hauptfleck (UE 2c; Rf = 0,485) noch ein weiterer relativ starker Fleck (UE 2a;
Rf = 0,232) auftrat. Beide gaben bei obiger Entwicklung braunrote Farbung, nach Stehen lang-
sam in violett iibergehend. Sie wurden durch praparative Diinnschichtchromatographie in letzt-
genanntem System getrennt, wobei zum Sichtbarmachen ein Fluoreszenzindikator zugesetzt
wurde®). Das aus der Ue-2c¢c-Zone eluierte Material (10,7 mg farbloses Harz) verhielt sich genau
gleich. Aus diesem Grund wurde das Material beider Zonen wieder vereinigt (14,4 mg). Da es bei
der Kontrolle mit Diinnschichtchromatographie immer noch Spuren von Verunreinigung zeigte,
wurde es nochmals mit praparativer Diinnschichtchromatographie gereinigt. So wurden 9,0 mg
UE 2 gewonnen, das nur noch die Flecke UE 2c und UE 2a zeigte; es diente zum Protonenreso-
nanz- sowie zum Massenspektrum. Das aus der Zwischenzone eluierte Matcrial (4,2 mg) zeigte
neben UE 2c und UE 2a noch ca. 109, einer unbekannten Begleitsubstanz; es diente zur Hydrie-
rung (s. unten).

Eine zweite Portion von 12,1 mg Stapclogenin (Prip. UE la, Smp. 305-310°, etwas weniger
rein) wurde analog behandelt und lieferte 14,7 mg Rohprodukt, aus dem nach priparativer Diinn-
schichtchromatographie 8,6 mg reines UE 2 (amorph) resultierte, das wieder nur noch die zwei
Flecke UE 2c und UE 2a gab. Es wurde zum Hydrieren verwendet (s. unten). Ein weiterer ana-
loger Versuch mit 9,5 mg Stapelogenin (Prap. UE 1¢, Smp. 278-285°) gab noch 6,2 mg gereinigtes
UE 2 (amorph).

Tetvahydrostapelogenin (5). 3,400 mg Stapelogenin (Prap. UE 1b vom Smp. 295-300°) wurden
in 2 ml Eiscssig mit dem vorhydrierten Pt aus ca. 8 mg PtO, 24 Std. bei 22° hydriert. Die Aufnahme
betrug 0,49 ml H, (22° und 734 Torr), entspr. 2,04 Mol. H,. Aufnehmen in Chloroform—Ather—(?) 1),
Waschen mit Wasser, KHCO3; und Wasser, Trocknen iiber Na,SO, und Eindampfen gab farblose
Nadeln, Smp. 215-220°. Dieses Praparat UE 3a diente zum Massenspektrum, es zeigte im Diinn-
schichtchromatogramm an SiO, (Kieselgel G, ¢ MERck») im System Chloroform-Alkohol-Aceton-

3%) Verwendet wurden pro 30 g Kieselgel H 10 mg 3-Hydroxy-pyren-5, 8, 10-trisulfonsaures Na-
trium [49]. Wir danken Prof. Dr. S. PETERSEN, Farbenfabrik Bayer, Leverkusen, auch hier fiir
die Uberlassung des Materials.
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(9:1:1) nur einen Fleck (Rf = 0,22). Das Material aus der Mutterlauge zeigte neben dicsem Haupt-
fleck noch zwei weitere Flecke mit Rf = 0,133 und 0,34. Alle drei gaben bei Entwicklung durch
Erhitzen und Sprithen mit p-Toluolsulfonsiure intensiv gelbe Farbungen, nach Stehen farbte sich
der Hauptfleck UE 3 braungelb. Dieses Material diente zur Acetylierung (s. unten).

Eine weitere gleiche Hydrierung mit 14,864 mg Stapelogenin (Prip. UE 1a vom Smp. 305—
310°; Kristalle zweiter Qualitit) gaben 11,2 mg Rohprodukt. Dieses gab 3,7 mg Kristalle (Prip.
UE 3b) vom Smp. 218-220°, [a]%f = +31,4° £+ 1,5° (¢ = 0,14 in Me); weitere 3,9 mg Kristalle
vom Smp. 210-214° (Prap. UE 3¢) zeigten auf der Platte im obigen System neben dem Haupt-
fleck UE 3 noch einen im UV. nach Spriihen mit p-Toluolsulfonsiure intensiv gelbgriin fluores-
zierenden zweiten Fleck (Rf = 0,51). Die Kiristalle (Prip. UE 3a und UE 3b) dienten zum IR.-
Spektrum; zur Acetylierung wurden 3,9 mg Kristalle (Prap. UE 3c) und 3,5 mg Mutterlauge
verwendet.

Di-O-acetyl-tetrahydrostapelogenin (6). — a) Aus § durch Acetylierung: 3,6 mg krist. Tetrahydro-
stapelogenin 5 (Prip. UE 3a/UE 3b, Smp. 215-220°) wurden mit 1,2 ml abs. Pyridin und 0,1 ml
Acetanhydrid 24 Std. bei 28-30° stehengelassen. Die Aufarbeitung wie oben ergab 3,8 mg farb-
loses Neutralprodukt. Es zeigte im Diinnschichtchromatogramm von SiO, (Kieselgel G, « MERCK»)
mit Fluoreszenzindikator®) im System Chloroform-Alkohol-Aceton-(96:2:2) neben dem Haupt-
fleck UE 4b (Rf = 0,43) noch zwei weitere schwach auftretende Begleitsubstanzen UE 4a (Rf =
0,244) und UE 4c (Rf = 0,57). Dieselben drei Stoffe liessen sich auch im System Athylacetat-
Cyclohexan-(7:3) nachweisen, mit den Rf-Werten 0,435; 0,32 und 0,54. Es wurde durch prap.
Diinnschichtchromatographie im erstgenannten System getrennt. Die UE-4b-Zone lieferte nach
Eluierung mit Chloroform 2,9 mg neutrales Rohprodukt, das auf der Platte nur den UE-4b-Fleck
zeigte und auch nach Massenspektrum fast rein war. Es kristallisierte nach mehrwéchigem Ste-
hen und gab aus Ather-Pentan bei — 14° farblose Nadeln, Smp. 135-150°, die zum Impfen ver-
wendet wurden. Eine weitere Portion (3,9 mg Kristalle von Prap. UE 3¢ und 3,5 mg Mutterlauge
UE 3) wurde analog behandelt und lieferte 8,6 mg Rohprodukt, aus dem nach prap. Diinnschicht-
chromatographie 2,9 mg reines UE 4b (Kristallisation s. bei b) und 3,8 mg cines Gemisches von
UE 4b/UE 4c¢ gewonnen werden konnte.

b) Aus 3 durch Hydvievung: 11,913 mg Di-O-acetyl-stapelogenin (farbloses Harz) wurden in
2 ml Eisessig mit dem vorhydrierten Pt aus 25 mg PtO, wie oben hydriert. Die Aufarbeitung
lieferte 11,2 mg neutrales Rohprodukt, das wieder dieselben drei Flecke zeigte, wobei hier UE 4c¢
stirker als UE 4a vertreten war. Die Trennung durch prip. Diinnschichtchromatographie im
System Athylacetat-Cyclohexan-(7:3) gab vorerst 5,1 mg UE 4b (amorph), das nur noch einen
Fleck zeigte. Die UE-4c-Zone lieferte 2,8 mg rohes Material, das im Massenspcktrum kein brauch-
bares Resultat lieferte. Die 5,1 mg UE 4b gaben aus Ather-Pentan 2,7 mg Kristalle, Smp. 138
145°, die sich als fast reines 6 erwiesen.

In einem zweiten Ansatz von 12,167 mg Di-O-acetyl-stapelogenin erhielten wir nach analoger
Behandlung 12,3 mg neutrales Rohprodukt, aus dem nach prap. Diinnschichtchromatographie
10,2 mg rohes UE 4b gewonnen werden konnte. Dieses wurde mit dem reinen 6 aus Versuch a)
vereint und lieferte nach 2maligem Umbkristallisieren aus Ather-Pentan 6,2 mg farblose Nadeln,
Smp. 145-150°, [ajf)f' = —2°41° (¢ = 0,25 in Chf), nach Diinnschichtchromatographie und
Misch-Smp. identisch mit den auf Weg a) bereiteten Kristallen. Dieses Praparat diente zum NMR.-,
IR.- und Masscnspektrum.

3B-Acetoxy-14p-hydroxy-55-pregnan-20-on (15). 159,4 mg Mono-O-acetyl-digitoxigenin (Smp.
222-225°) wurden nach beschriebener Methode [45] zum 38-Acetoxy-144,21-dihydroxy-20-oxo-
5p-pregnan abgebaut. Anschliessend wurden 70 mg rohes 3f-Acetoxy-148, 21-dihydroxy-20-oxo-
58-pregnan nach friitherer Vorschrift [46] mit 100 mg frisch kristallisiertem Tosylchlorid im Hoch-
vakuum 1/, Std. bei 25-30° getrocknct, dann gelost in 1 ml cines Gemisches von 10 Vol.-9, abs.
Pyridin und 90 Vol.-%, trockenem, alkoholfrcicm Chloroform und 12 Std. bei 20° stehcngelassen.
Dann wurde, mit Chf-Ather-(1:3) verdiinnt und die organische Phase mit 2~ HCl, Wasser, 2N
Sodaldsung bei 0° und Wasser gewaschen, getrocknet und eingedampft. Es blieben 118 mg rohes
Tosylat, das mit der Lésung von 150 mg Natriumjodid in 4 ml Aceton 5 Min. leicht gekocht
wurde (Fallung von Na-Tosylat). Nach Abdampfen des Acetons im Vakuum wurde der Riickstand
mit ca. 1 ml Eisessig {ibergossen (Jod-Ausscheidung). Es wurde cin wenig Zn-Staub zugegeben
und bis zur Entfirbung leicht geschiittelt. Dann wurde im Vakuum eingedampft, der Riickstand
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mit Wasser und Ather ausgeschiittelt, die Atherldsung neutral gewaschen, getrocknet und einge-
dampft. Es blieben 34 mg Rohprodukt, das nach prip. Diinnschichtchromatographie mit Fluores-
zenzindikator®) im System Athylacetat-Cyclohexan-(5:1) 18 mg reines Methylketon (amorph)
lieferte. Aus Ather-Pentan konnten 10,2 mg farblose Nadeln vom Smp. 148-152°, [¢]3 = + 37,2°
+ 1,8°, kristallisiert werden. Das Material (Prip. UE 9) diente zum Massenspektrum (Fig. 13),
NMR.-Spektrum (Fig. 7) und zur Bestimmung der Rotationsdispersionl?)36). Letztere zeigte
einen positiven CorTon-Effekt: a = + 39,1 in Dioxan [52] [53], mit Gipfel bei 305 nm und {ajy,

+720° 4- 5°, sowie Tal bei 266 nm und [a]p —320° + 50°.

Vermessene Spitzen von Massenspekirven
Stapelogenin (1) (Fig. 9)

M Gef. 346,2160 + 0,0020 CyHyoO,  Ber. 346,214320)
M-18 ,, 328,2043 4 0,0017 Cy1Hys04 . 328,2038
M-28 ,, 318,1841 + 0,0020 CioH604 ,, 318,1831
M-60 ,, 286,1942 + 0,0028 CoHp60, .. 286,1932
M-96 ,, 250,1718 4 0,0025 CipHyo ., 250,1721
M-201 ,. 145,1020 4 0,0014 CiHy, ,, 145,1017
Di-O-acetyl-stapelogenin (2) (Fig. 17)
M-28  Gef. 402,2010 4 0,0040 CoaHyOp  Ber. 402,2042
M-60 ,, 370,2168 + 0,0037 Ca3H3e04 ,, 370,2144
M-180 . 250,1712 4+ 0,0025 CioHop .. 250,1721
M-180 .. 250,1712 4+ 0,0025 CioHs, . 250,1721
M-285 ., 145,1028 4- 0,0014 CiiHyg .. 145,1017

Prapavat UE 3 = Tetrahydrostapelogenin 5, vevmutlich Hydrogenolysenprodukt Co H o4Oy (M*) als

Verunreinigung enthaltend

M-18 Gef. 332,2348 + 0,0016 Cyr 3,0, Ber. 332,2351
M*-18 ,, 316,2412 4+ 0,0015 CoyHy0y ., 316,2402
M-62 ,, 288,2096 4 0,0014 CioHp50, ,, 288,2089
Di-O-aceryl-tetyahydrostapelogenin (6) (Fig. 12)
M-106  Get. 328,2400 4 0,0015 (ca. 85%) CooH3,0p  Ber. 328,2402
M-106 ,» 328,2035 £ 0,0015 (ca. 15%) Co1HogO4 , 328,2038
M-122 ., 312,2099 -+ 0,0015 Cy1Hpg O, . 312,2089
3B-Acetoxy-14f-hydroxy-20-ox0-3f-pregnan (15) (Fig. 13)
M-28 Gef. 348,2305 + 0,0034 Co1HgoO,  Ber. 348,2300
3f-Acetoxy-14p-hydroxy-5f-dtiansiure-methylester (16) (Fig. 14) ’
M-28 Gef. 346,2242 4 0,0036 CpHy0Op  Ber. 364,2250
Puvprogenin (17) (Fig. 15)
M-44 Gef. 318,1831 + 0,0031 CpH,0,  Ber. 318,1831
M-182 ,, 180,0791 -+ 0,0018 CioH 50,4 ,, 180,0786
3B-Acetoxy-148-hydroxy-5f-dtiansiure-lacton (18) (Fig. 16)
M-28 Gef. 332,2350 4 0,0016 (ca. 909%,) CyyH30,  Ber. 332,2351
M-28 » 332,1991 £ 0,0016 (ca. 10%,) CooH 50, . 332,1987
M-29 ,, 331,1918 + 0,0016 CyoHyO, . 331,1900

Der eine von uns (U.E.) dankt dem Fonds fiir wissenschaftliche Ausbildung (J. R. Gercy AG)
fiir ein Stipendium, das ihm die Ausfithrung seiner Dissertation gestattete. Wir danken dem
SCHWEIZ. NATIONALFONDS ZUR FORDERUNG DER WISSENSCHAFTLICHEN FORSCHUNG fiir einen Bei-
trag an die Kosten dieser Arbeit.

36) Dazu diente ein photoelektrischer Polarimeter, der im Physiklabor der F. HorFrFmanN-La
RocHE & Co. AG, Basel, gebaut wurde.
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SUMMARY

Stapelogenin, CyHgyO,, shows a double bond and two hydroxyl groups which can

be acetylated. On the grounds of UV .-, IR.-, and NMR.-spectra as well as mass spectra,
the probable structure is that of a 38,128-dihydroxy-(18, 208), (148, 20a)-diepoxy-A5-
pregnene (1). The exact position of the hydroxyl group, assumed to be 128, is par-
ticularly unsure, as it could also be situated in 11~ or 12x-position.
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