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14. Umwandlung von Kroétengiften (Bufadienoliden)
durch Mikroorganismen
1V.73-Hydroxybufalin, 73-Hydroxyresibufogenin
und 12a-Hydroxyresibufogenin
16. Mitteilung tiber Reaktionen mit Mikroorganismen [1

von L. Gsell und Ch. Tamm

Institut fiir Organische Chemic der Universitit Bascl

(3. XI1. 68)

Summary. Bufalin (1) was transformed to 7 8-hydroxybufalin (2) by an aqueous suspension of
the mycelium of Absidia orchidis VUiLL. (HaGEM.}. Incubation of resibufogenin (9) under the same
conditions yiclded 12a-hydroxyresibufogenin (7) and, under changed conditions, another mono-
hydroxylated derivative which possesses most likely the structure of 7f8-hydroxyresibufogenin
(10). The corresponding cardenolide 3-O-acetyl-14 5,15 f-epoxy-14-anhydro-digitoxigenin (17)
gave both the 7f- and the 12a-monohydroxylated derivatives 18 and 22 and another mono-
hydroxylated product 21 of unknown structure. All microbial transformnation products are new.

Uber das Verhalten der steroidartigen Krotengifte (Bufadienolide) gegeniiber mi-
krobiellen Enzymsystemen ist noch sehr wenig bekannt. So ist lediglich die 128-Hy-
droxylierung von Bufalin {2], 3-Dehydrobufalin |2], Resibufogenin [3} [2b] und Ma-
rinobufagin 4] beschrieben worden. I'n Rahmen unserer Untersuchungen iiber die
Substratspezifitit der Hydroxyvlasen von Mikroorganisimen haben wir das Verhalten
von Bufalin (1), Resibufogenin (9) und dem strukturell eng verwandten 3-O-Acetyl-
14, 15p-epoxy-14-anhydro-digitoxigenin (17) gegeniiber Kulturen von A4 bsidia orchidis
(VvirL.) HaceM. studiert. Von diesem1 Mikroorganismus ist bekannt, dass er RE1cH-
STEIN’s Subst. S (Cortexolon) in den 1f-, 68-, 114- und 11 8-Stellungen zu hydroxy-
Heren vermag [5]. Beil Progesteron werden durch A. orchidis die 68-, 7a- und 11x-
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Stellungen hydroxyliert |6]. Bei A4Androsten-3,17-dion ist noch zusdtzlich eine
14 a-Hydroxylierung beobachtet worden [7]. Die Umsetzung des Cardenolids Digitoxi-
genin fithrte zu Acovenosigenin A (1-Hydroxylierung), Periplogenin (5-Hydroxy-
lierung), 7f#-Hydroxydigitoxigenin sowie zu 18,58- und 14,78-Dihydroxydigitoxi-
genin [8]. In 4, 5-Dehydrodigitoxigenon und 38,14, 21-Trihydroxy-14 §-pregnan-20-on
finden die Hydroxylierungen ebenfalls in den 1§-, 78- und 123-Stellungen statt [9].

Unsere eigenen Versuche, iiber die im folgenden berichtet wird, fithrten wir, in
Anlehnung an die Methodik von Nozaxki?), mit wisserigen Mycelsuspensionen von
Absidia orchidis in Schiittelkulturen unter aeroben Bedingungen bei 25-27° durch,
wobei eine Aktivierung der Hydroxylasen durch Vorinkubation mit Progesteron vor-
genommen wurde?).

Bufalin (1)3) ergab nach einer Inkubationszeit von 16 Std. in ca. 65-proz. Ausbeute
ein krist. Reaktionsprodukt, das im Diinnschichtchromatogramm einheitlich war und
langsamer als 1 lief. Das Diinnschichtchromatogramin des Rohproduktes hatte min-
destens vier weitere, allerdings bedeutend schwichere Flecke erkenmen lassen. Es

O\ =0 OO0 <O~ 20
r\ ! N N N =
/\/\/\/ > /\I/k/\/ /\/k/\/
’ H 1 orch. \ OH
HO” \/H\/ RO~ \/}'{\/ SOR A0 N }f{\/ SOAc
1[11] 2 R=H 41712
3 R— Ac |
~ !
1) KMnO, | 1) O4 etc.
2) CH,N, 2) CH,N,
v Y
C HZ()I I COOCH,
/ ~
’/\/ LislH, R N
-« OH
\/\OH AcO/\/H\/\Or\c

61
Ac = CH,CO—

wurde aber nicht versucht, diese Nebenprodukte zu isolieren, da sie sich nur in Spuren
gebildet hatten. Das Hauptprodukt vom Smp. 253-256° enthielt nach den IR.- und
NMR.-Spektren den intakt gebliebenen Pentadienolidring. Die Analysenwerte deute-
ten auf die Formel CyH,,04 eines Monohydroxyderivates von 1 hin. Auf Grund der
Abbaureaktion (siehe unten) kommt ihm die Struktur des noch unbekannten 7§-Hy-
droxy bufalins (2) zu. Bei der Behandlung mit Acetanhydrid in Pyridin bei 37° wurde

1 Wir dankcn Herrn Dr. Y. Nozaki, SHionogt & Co. L.tp., Osaka, Japan, fir dic Uberlassung
ciner Kultur von Absidia orchidis und die Angaben iiber experimentelle Einzelhceiten.

2) Die Hydroxylierungen verlaufen unter diesen Bedingungen wesentlich selektiver. Bei Digi-
toxigenin wird dadurch die 18-Hydroxylicrung zu Gunsten der 5§- und 7§-Hydroxylierung
zuriickgedrangt {107,
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das Di-O-acetylderivat 3 (CogHy30,) erhalten, das im IR.-Spektrum (vgl. IFig. 1) keine
starken HO-Schwingungen mehr, dafiir im NMR.-Spektrum zwei 3-Protonen-Signale
erkennen liess, die den Acetylgruppen zuzuordnen sind. Um die Stellung der einge-
fithrten Hydroxylgruppe abzukldren, wurde das Di-O-acetylderivat 3 mit KMnOj in
Aceton abgcbaut. Die sauren Anteile der Oxydationsprodukte lieferten, nach Be-
handlung mit Diazomethan in Ather, einen krist. Atiansiure-methylester, der sich in
allen Eigenschaften als identisch mit dem 3{,7f-Diacetoxy-14 8-hydroxy-5(,14 8,
17 H-dtiansdure-methylester (6) [1] erwies. 6 ist durch Abbau von Di-O-acetyl-7 -
hydroxy-digitoxigenin (4) mit O, usw. kiirzlich erhalten worden [1]. Durch Reduktion
mit LiAIH, in Tetrahydrofuran unter Riickfluss wihrend 2 Std. liess sich der Abbau-
ester 6 in das krist. Tetrol 5 iiberfithren.

Resibufogenin (9)3) unterscheidet sich von Bufalin (1) nur dadurch, dass an Stelle
der 14 -Hydroxygruppe ein 145,15 p-Oxiranring getreten ist. Es war daher auch bei
diesem Substrat eine 75-Hydroxylierung durch Absidia orchidis zu erwarten. Nach
einer Inkubationszeit von 18 Std. konnte in ca. 33-proz. Ausbeute ein krist. Reaktions-
produkt gewonnen werden, das im Diinnschichtchromatogramm einheitlich war und
langsamer als 9 lief (Fleck A). Neben wenig Ausgangsmaterial waren auf dem Diinn-
schichtchromatogramm noch drei weitere noch langsamer wandernde Nebenprodukte
(Flecke B, C und D) zu erkenmen. Die im Vergleich zu Bufalin schlechtere Ausbeute an
Hauptprodukt kénnte auf den labilen Charakter des Epoxids zuriickzufiithren sein,
der die Bildung von Nebenprodukten sowohl wihrend der Inkubation wie auch bei
der anschliessenden chromatographischen Trennung verursachen kénnte. Ein Ver-
such, bei welchem Resibufogenin (9) portionsweise in Abstdnden von 2 Std. zum
Pilzmycel gegeben wurde, hat andererseits gezeigt, dass die Hydroxylierung nicht
spezifisch nur an einem C-Atom erfolgt, sondern in vermehrtem Masse Nebenprodukte
liefert.

Das Hauptprodukt vom Smp. 152-155° (Fleck A) enthielt nach den IR.- und
NMR.-Spektren sowohl den intakt gebliebenen Pentadienolidring wie den Oxiran-
ring. Die C,H-Bestimmung deutete, unter Berficksichtigung von einer Molekel Kri-
stallwasser, auf die Formel Cy,H;,0; eines Monohydroxyderivates hin4). Auf Grund
der weiteren, im folgenden beschriebenen Reaktionen handelt es sich bei diesem Um-
setzungsprodukt iiberraschenderweise um das noch unbekannte 12«-Hydroxyresibu-
fogenin (7). Seine Struktur wurde wie folgt bewiesen: Mit Acetanhydrid-Pyridin lie-
ferte 7 das Di-O-acetylderivat 8, dessen IR.- und NMR.-Spektren (vgl. Fig. 2 und 3)
wiederum die fiir den 14 5,15 8-Oxiranring, den Pentadienolidring und die zweil Acetyl-
gruppen typischen Merkmale aufwies.

Die Oxydation von 7 mit CrO,;-H,50, in Aceton (Methodik nach [14]) ergab ein
krist. Diketon, das nach allen {iblichen Kriterien identisch mit dem durch Oxydation
des bekannten 128-Hydroxyresibufogenins (14) [3] erhaltenen Diketon 13 war. Damit
ist die Konstitution des Hauptproduktes der mikrobiologischen Umsetzung von Resi-

3)  Fir die grossziigige Uberlassung von Bufalin und Resibufogenin sei Herrn Prof. Dr. K. MEYER,
Basel, auch an dieser Stelle bestens gedankt.

Da die Substanz stark hygroskopisch ist, lieferten die C, H-Bestimmungen keine befriedigen-
den Werte. Die Analyscnresultate des Di-O-acetylderivates und aller weiteren Reaktionspro-
dukte stimmten jedoch mit der postulierten Formel schr gut tibercin. Auch Resibufogenin (9)
[13] und 128-Hydroxyresibufogenin [37 kristallisicren bevorzugt mit Kristallwasser.

)
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bufogenin gesichert. Neben dem Diketon 13 wurde durch Chromatographie in geringer
Ausbeute ein kristallines Nebenprodukt isoliert, das im Diinnschichtchromatogramin
langsamer als das Ausgangsprodukt lief, aber im IR.-Spektrum noch eine HO-Bande
zeigte. Es diirfte sich um das 3-Dehydro-12«-hydroxy-resibufogenin (12) handeln.

Zur weiteren Erhirtung der Struktur von 7 bauten wir sein Di-O-acetylderivat 8
oxydativ mit KMnO, in Aceton ab. Nach Veresterung der sauren Anteile des Oxyda-
tionsgemisches mit Diazomethan wurde als Hauptprodukt der amorphe 38,12« Di-
acetoxy-14 4,15 5-epoxy-5p,14 5,17 «H-4tiansdure-methylester (15) erhalten. Das Pri-
parat war in allen physikalischen Eigenschaften identisch mit dem Methylester, der
durch Abbau von Di-O-acetyl-12¢-hydroxy-14 4, 15 8-epoxy-14-anhydro-digitoxige-
nin (16) (s. unten) mit Ozon usw. bereitet worden war. Der Versuch, den Epoxyester
15 mit LiAlIH, zu reduzieren, scheiterte, indem die Reaktion sehr uneinheitlich verlief
und keines der zahlreichen Produkte fassbar war.

Im Einklang mit der chemisch bewiesenen 12x-Hydroxygruppe ist auch die Lage
der NMR.-Signale der 18- und 19-Methylgruppen in Di-O-acetyl-12a-hydroxy-resi-
bufogenin (8), dem Abbauester 15 und dem weiter unten beschriebenen Di-O-acetyl-
12¢-hydroxy-14 8,15 f-epoxy-14-anhydro-digitoxigenin (16) (vgl. Tabelle). Der fiir
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Fig.3. NMR.-Spektrum von 3,12-Di-O-acetyl-120-hydroxy-resibufogenin (8) in CDCI5)

5 Aufgenommen mit cinem PERKIN-ELMER-IR.-Gitterspektrophotometer, Modelt 125, im Spek-
trallaboratorium unseres Instituts (K. AEGERTER und W. ScHwAB).

§)  Aufgenommen mit einem VarRian-Spektrometer A-60 (60 MHz) im Spektrallaboratorium un-
scres Instituts (K. AEGERTER). Chemische Verschicbungen in 8-Werten, bezogen auf ¢ =0 fir
Tetramethylsilan.
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eine 12x-Acetoxygruppe berechnete Beitrag der chemischen Verschiebung auf diese
anguldren Methylgruppen stimint, wie die Tabelle zeigt, sehr gut auf die fiir die drei
Verbindungen 8, 16 und 15 berechneten Werte7).

Von den drei im Diinnschichtchromatogramm erkennbaren Nebenprodukten
(Flecke B, C und D) konnte das dem Fleck B entsprechende in reiner krist. Form ge-
wonnen werden. Auch nach Acetylierung und erneuter Sdulenchromatographie gelang
es nicht, die zwei weiteren Nebenprodukte rein zu erhalten. Dem krist. Nebenprodukt
vom Smp. 248-258° kommt vermutlich die Struktur des 7§-Hydroxyresibufogenins
(10) zu. Das IR.-Spektrum (vgl. Fig. 4} zeigte neben einer starken HO-Bande die Ban-
den des intakten Pentadienolidringes. Mit Acetanhydrid-Pyridin wurde ein Di-O-
acetylderivat erhalten, dessen NMR.-Spektrum neben dem Epoxidring zwei Acetyl-
gruppen erkennen liess. Die chemischen Verschiebungen der 18- und 19-Methyl-
gruppen im NMR.-Spektrum bei 0,80 und 1,94 ppm sind am besten mit den berechne-
ten Werten (0,823 und 1,045 ppm) des Di-O-acetyl-78-hydroxy-resibufogenins (11) zu
vereinbaren?). Fiir den Abbau von 12 zum 38, 7-Diacetoxy-14 3,15 f-epoxy-5 3,14 -
dtiansdure-methylester (23) und die Verkniipfung mit dem analogen Cardenolid 18
reichte die vorhandene Menge nicht. Die Konstitution von 78-Hydroxyresibufogenin
(10) ist infolgedessen nicht voéllig bewiesen, jedoch sehr wahrscheinlich.

Fiir die Durchfithrung der obigen Strukturbeweise ben&tigten wir das noch unbe-
kannte 7 5-Hydroxy-14f3, 15 -epoxy-14-anhydro-digitoxigenin (18) als Ausgangsmate-
rial. Um es zu erhalten, setzten wir 3-O-Acetyl-14 3, 15 f-epoxy-14-anhydro-digitoxi-
genin (17), das aus Digitoxigenin leicht zuginglich ist {3] [16], mit einer wésserigen
Mycelsuspension von A4 bsidia orchidis um. Nach einer Inkubationszeit von 8-11 Stun-
den erschienen im Diinnschichtchromatogramm ein Hauptfleck (Fleck A) und 3 wei-
tere polarere Nebenflecke (Flecke B, C und D). Nach Chromatographie an Kieselgel
konnte das Hauptprodukt vom Smp. 253-255° in ca. 45-proz. Ausbeute erhalten
werden. Die Signale der TR.- und NMR.-Spektren (vgl. Fig. 5 und 6) zeigten den in-

Bestimmung des Verschiebungsbeitvags dev 12a-Acetoxygruppe auf die anguliven Melhylgruppen in
CDCly (in ppm)7)

Verbindung Di-O-acetyl-12«- Di-O-acetyl-12«-
hydroxy-resibufo- hydroxy-143,158-
genin (8) cpoxy-14-anhydro-

digitoxigenin (16)
C-18 C-19 C-18 C-19

58,14 a-Androstan 0,692 0,925 0,692 0,925

3B8-OAc 0,008 0,058 0,008 0,058

143,15 8-Epoxy-17 f-C,H,0,) - - 0,24 0,03

144,15 -Epoxy-17 f-C;H,0,7) 3,080 0,020 - -

Summe 0,780 1,003 0,940 1,013

Gefunden 0,835 0,985 1,005 1,005

Berechnet fur 12a-~Acctoxy + 0,055 — 0,018 + 0,06(5) —0,00(8)

1) C4H,0, == Butenolidring
by C;H,0, = Pentadienolidring

7y Tfar Einzelheiten vgl. Gserr & Tamy [15].
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takt gebliebenen Oxiran- sowie den Butenolidring an. Die Verbindung besitzt die
Struktur des erwiinschten 7p-Hydroxy-144,15p-epoxy-14-anhydro-digitoxigenins
(18). Diese Struktur wurde wie folgt bewiesen: Mit Acetanhydrid-Pyridin lieferte 18
das Di-O-acetylderivat 19, dessen IR.- und NMR.-Spektren wieder die fiir den Oxiran-
ring, den ungesdttigten Lactonring sowie die Acetylgruppen typischen Banden bzw.
Signale aufwiesen.

Zur weiteren Verkniipfung wurde 3,7-Di-O-acetyl-7 f-hydroxy-digitoxigenin (20),
dessen Struktur gesichert ist, mit SOCl, in Pyridin bei —15° behandelt und das ge-
bildete 14-Anhydroderivat sofort mit N-Bromacetamid i1 Aceton-Wasser [16] umge-
setzt. Das resultierende Produkt war mit dem auf mikrobiologischem Wege erhaltenen
Priparat 19 in allen Eigenschaften identisch. Damit ist die 73-Hydroxygruppe von 18
bewiesen. Im Hinblick auf die chemische Verkniipfung mit weitern mikrobiellen Um-
wandlungsprodukten wurde das Diacetat 19 noch mit Ozon abgebaut. Aus den sauren
Anteilen wurde, nach Methylierung mit Diazomethan, der 34,7 p-Diacetoxy-145,15f-
epoxy-5f3,14 5,17« H-dtiansdure-methylester (23) erhalten.

Von den drei Nebenprodukten, welche nach der Umsetzung von 17 mit 4. orchidis
im Diinnschichtchromatogramm (Iflecke B, C und D) festgestellt wurden, konnte eines
durch Chromatographie an Kieselgel abgetrennt werden. Es verhielt sich im Diinn-
schichtchromatogramm einheitlich, bestand aber nach dem1 NMR.-Spektrum aus
einem Gemisch von zwel Substanzen im Verhiltnis von ca. 1:1 (Gemisch B). Nach
Acetylierung des Gemisches mit Acetanhydrid-Pyridin und nochmaliger Chromato-
graphie an Kieselgel konnte eines der beiden Acetylderivate in reiner krist. Form ab-
getrennt werden. Es handelt sich um das Di-O-acetyl-12«-hydroxy-14 4,15 -epoxy-
14-anhydro-digitoxigenin (16). Die Konstitution dieser Verbindung wurde wiederum
mit Hilfe des Ozonabbaus und anschliessender Veresterung der sauren Anteile mit
Diazomethan bewiesen. Der resultierende Methylester war nach dem IR.-Spektrum
identisch mit dem durch oxvdativen Abbau von 3,12-Di-O-acetyl-12x-hydroxy-
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resibufogenin (8) erhaltenen 38,12a-Diacetoxy-14§,15-epoxy-55, 14,17 «H-itian-
siure-methylester 15.

Die zweite Komponente des Gemisches B konnte weder als solche noch als Acetyl-
derivat rein erhalten werden. Hingegen kristallisierten in geringen Mengen zwei weitere
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Nebenprodukte, welche aber nicht den urspriinglichen Nebenflecken B, C oder D im
Diinnschichtchromatogramm entsprachen. Beim einen diirfte nach den IR.- und UV.-
Spektren ein Derivat des Progesterons vorliegen. Progesteron war als Aktivator dem
Pilzmycel zugegeben worden. Beim anderen vom Smp. 253-255° handelt es sich, nach
den1 Verhalten bei der Chromatographie und im Dinnschichtchromatogramm, ver-
mutlich um ein weiteres Monohydroxyderivat 21 von 144,155-Epoxy-14-anhydro-
digitoxigenin. Seine Konstitution konnte noch nicht aufgeklidrt werden.

Diskussion dey Ervgebnisse. Die Hydroxylierung von Bufalin durch eine wisserige
Mycelsuspension von A4bsidia orchadis verlauft gleich wie bei Digitoxigenin. In beiden
Fillen tritt die Hydroxylgruppe in die 78-Stellung ein, d.h. im Gegensatz zu der bei
den A4%-3-Ketonen der Androstan- und Pregnanreihe beobachteten Hydroxylierung in
den 18-, 6f-, 7a-, 11a-, 115- und 14a-Stellungen herrscht bei den Cardenoliden und
Bufadienoliden mit 14 g-stindiger HO-Gruppe die 7f-Hydroxylierung vor. Demzu-
folge bewirkt der Ersatz des 17§-Butenolidrings durch den 173-Hexadienolidring
keine Anderung der Reaktivitit. Hingegen wird Resibufogenin (9) unter den gleichen
Bedingungen in der 12«-Stellung hydroxyliert. Erst wenn das Substrat in kleineren
Dosen zur Mycelsuspension gegeben wird, bildet sich auch etwas 7 8-Hydroxyresibufo-
genin. Das bestdtigt die Beobachtung, dass héhere Substratkonzentrationen die 74-
Hydroxylierung hemmen [8}. Auch bei den Cardenoliden bewirkt die Einfithrung eines
14,15 p-Oxiranrings, wenn auch in geringem Masse, eine Bevorzugung der 120-Hy-
droxylierung gegeniiber der 7f-Hydroxylierung. 12e-Hydroxylierungen sind in der
Cardenolid- und Bufadienolidreihe bisher nicht beobachtet worden. Zum Schluss sei
noch erwihnt, dass weder Scillarenon (3-Oxo-A%*-Bufalin) noch Bufotalin (16-Ace-
toxybufalin) durch 4. orchudis uigesetzt wurden. Auch nach langerer Inkubationszeit
und bei Zugabe von KCN [4] war kaum eine Umsetzung zu beobachten. Ebensowenig
liessen sich Sarmentogenin (11a-Hydroxydigitoxigenin) und Digoxigenin (125-Hy-
droxydigitoxigenin) durch A. orchidis umwandeln.

Es st kaum ein Schimmelpilz bekannt, der wie Absidia orchidis das Steroidgeriist
an so verschiedenen C-Atomen zu hydroxylieren vermag. Daher ist es auf Grund der
vorliegenden Resultate schwierig, Aussagen {iber die Stereospezifitit des betreffenden
Enzymsystems zu machen.

Wir danken dem SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS ZUR FORDERUNG DER WISSENSCHAFTLI-
CHEN ForRscHUNG (P’rojekte Nr. 2535 und 3970) far dic finanziclle Unterstiitzung.

Experimenteller Teil

1. Allgemeines. Die Smp. wurden auf dem KoFLER-Block bestimmt und sind korrigiert; Feh-
lergrenze ctwa. 4- 2°. Substanzproben zur Messung der spez. Drehungen und Spcktren wurden ca.
5 Std. bei 60-70°/0,02 Torr und zur Elementaranalyse 12 Std. bei 1007/0,02 Torr getrocknet. Diec
Elementaranalysen verdanken wir dem mikroanalytischen Laboratorium des Instituts (E. THOM-
MEN). Die TR.-Spektren wurden entweder mit dem PERKIN-ELMER-IR.-Gitterspektrometer, Mo-
dell 125, oder mit einem BECKMAN-Spektrophotometer, Modell IR-8, die NMR.-Spektren mit cinem
VariaN-Spektrometer, Modell A-60, im Spektrallaboratorium des Instituts (K. AEGERTER und
W.ScawaB) aufgenommen. Zur Sdulenchromatographie dienten Al,O, (Aktivititsstufe 11-TII),
Kieselgel (Korngrssse 0,05-0,20 mm) nach Duncan {17] und Silicagel (Korngrésse 0,15-0,33 mm).
Fir die Diunnschichtchromatographie (DC.) nach Starr (vgl. [18]) wurde Kieselgel G als Adsor-
bens verwendet. Die Flecke wurden durch Besprithen mit 20proz. SbCl,-Losung in Chloroform
[19] oder durch J,-Dampic sichtbar gemacht.
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2. Kultur dev Mikvoovganismen. Proben ciner Schriagagarkultur von Absidia ovchidis (VuiLL.)
Hacem. (Herkunft Dr. Y. Nozaxki, SuioNoacI & Co., LTp., Osaka, Japan) wurden dirckt als Tmpf-
material fiir die Ndhrlosung verwendet. Nahrlosung: 3,5% Glucose, 39, Bacto-Pepton, 0,5%,
Maislauge. Zum Versuch wurden 1000-ml-ERLENMEYER-Kolben mit je 100-200 ml Nihrlosung be-
nutzt. Dic Gefasse wurden 30 Min. bei 120° im Dampfautoklaven sterilisiert und dann beimpft. Dic
ErRLENMEYER-Kolben wurden auf ciner roticrenden Schitttelmaschine (170 Umdrehungen/Min.)
bei 27° 48 Std. inkubiert, worauf je ERLENMEYER-Kolben 30 mg Progesteron in 0,5 ml Accton zu-
gegeben wurde. Nach weiteren 16 Std. Schiitteln wurde das Mycel durch Filtration auf cinem
Gazestoff gesammelt, leicht ausgepresst und mit dest. Wasser gewaschen und wiederum auf die
ERrRLENMEYER-Kolben mit je 100-200 ml dest. Wasser verteilt. Zu dieser Mycelsuspension wurde
das Substrat, gelost in wenig Methanol oder Aceton, gegeben.

3. Umsetzung von Bufalin (1) mit Absiudia orchidis. Eine Losung von 400 mg Bufalin (1) vom
Smp. 240-243° in 20 ml Methanol wurde auf 16 1000-ml-ErRLENMEYER-Kolben verteilt, in welchen
das Pilzmycel in je 100 ml Wasser suspendiert war. Die Kolben wurden 16 Std. bei 27° auf der ro-
ticrenden Maschine geschiittelt. Nach Abfiltrieren des Mycels und Nachwaschen mit Methylen-
chlorid-Mecthanol-(9:1) wurde dic wisserige Lésung viermal mit Methylenchlorid-Methanol-(9:1)
extrahiert. Die Ausziige ergaben nach Trocknen iiber Na,SO, 412 mg Rohprodukt, das im Dunn-
schichtchromatogramm (Fliessmittel Ather) einen starken Fleck von 7 8-Hydroxybufalin (2) (Rf-
Wert 0,44), einen schwachen Fleck von Bufalin (1) (Rf-Wert 0,55) sowic 4 weitere schr schwache
Flecke (Rf-Werte < 0,4) zcigte. Das Rohprodukt wurde an 40 g Silicagel chromatographiert. Zum
Eluicren dienten je 50 ml Lésungsmittel pro Fraktion (Benzol mit steigenden Mengen Methanol).

Die Fraktionen 1-6 (cluiert mit Benzol) ergaben 24 mg gelbes Ol; verworfen.

Die Fraktionen 7-16 (eluiert mit Benzol-Methanol-(99:1 bis 98:2)) crgaben 3 mg amorphes
Material.

Dic Fraktionen 17-24 (cluicrt mit Benzol-Methanol-(98: 2 bis 94:6)) ergaben 58 mg amorphes
Material. Nach DC.: Gemisch von Edukt 1 und wenig 7 §-Hydroxybufalin (2).

Dic Fraktionen 25-31 (cluiert mit Benzol-Methanol-(94:6 bis 90:10)) crgaben 260 mg Roh-
produkt (im DC. cinheitlich), das aus Methanol-Accton 155 mg Prismen vom Smp. 245-251° lie-
ferte. Nach Umkristallisieren aus Methylenchlorid-Ather resultierte reines 7 -Hydroxybufalin (2)
vom Smp. 253-256° [a]? = —7,5 + 2° (¢ = 0,537 in Methanol). Das IR.-Spektrum (fest in KBr)
zeigte Banden bei 3380 cm~! (breit, —OH), um 1700 cm-?! (relativ breit, C=0, Pentadienolidring),
1630 und 1535 cm~1 (C=C, Pentadienolidring). Das NMR.-Spcktrum (in (CI);),SO) zeigte Signale
bei: 0,63 und 0,89 ppm (18- und 19-Methyl), 5,55 ppm (~OH), und 7,99 7,55 und 6,29 ppm (Pro-
tonen des Pentadienolidrings mit charakteristischer Kopplung)?).

CoaHyyOp (402,50  Ber. €71,61 HB,51%  Gef. € 71,53 118,479

Die IFraktionen 33-37 (cluiert mit Benzol-Methanol-(90:10 bis 60:40)) crgaben 55 mg amor-
phes Material, das nicht weiter untersucht wurde.

4. Di-O-acetyl-7 B-hydvoxy-bufalin {3} aus 2. 148 mg 7 -Hydroxybufalin {(2) vom Smp. 245 bis
251° wurden mit 1,2 ml abs. Pyridin und 1,05 ml Acctanhydrid 24 Std. bei 40° stchengelassen.
Nach Eindampfen im Vakuum — zuletzt nach Zugabe von Benzol — resultierten 165 mg Rohpro-
dukt, das an 5 g Silicagel mit Methylenchlorid-Methanol-(98:2) gereinigt wurde. Aus Methanol
wurden 154 mg Kristalle vom Smp. 200-206° erhalten. Nach Umkristallisieren aus Methanol-
Aceton resultierte reines 3 vom Smp. 204-206°. [«]}f = —23° £ 2° (¢ = 1,097 in Methanol). Im
IR.-Spektrum (in Mcthylenchlorid) (Fig. 1) Banden bei 1720 cm~1 (C=0, Acetyl und Pentadienolid);
1635 cm~1 (C=C, Pentadienolid) und 1230 cm~! (-OCOCH,;). Das NXMR.-Spektrum in CDCl, zeigte
Signale bei 0,75 und 1,03 ppm (18- und 19-Methyl); 2,11 und 2,01 ppm (Acetylgruppen); 5,06 ppm
(2 H geminal zu den Acetoxygruppen) und die Protonen des Pentadienolidrings bei 7,73 ppm
(Quartett mit J = 10 bzw. 2,5 Hz), 7,22 ppm (verbreitertes Dublett mit / = 2,5 Hz) und 6,25 ppm
(Dublett mit J = 10 Hz).

CosHyeO, (486,6)  Ber. C69,11 H7.87%  Gef. C69,15 HR15%

5. KMnO,-Abbau von 3,7-Di-O-acetyl-7 B-hydrvoxy-bufalin (3): 3,7 B-Diacetoxy-14B-hydvoxy-
58,148,17 « H-atiansdure-methylester (6). Eine Losung von 100 mg 3 in 3 ml Aceton (frisch iiber
KMnO, destilliert) wurde unter Rithren wihrend 4 Std. portionsweise mit insgesamt 220 mg fein
gepulvertem KMnO, versctzt (zu Beginn 125 mg, nach 30 Min. 50 mg, nach 2 Std. 45 mg KMnO,).
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Das braun gefarbte Gemisch wurde abgedampft, der Rickstand in 40 ml H,O suspendicrt und die
Suspension mit 2~ H,SO, auf pH1 gebracht. Hicrauf wurde durch Einleiten von SO, unter Kithlung
entfdrbt und mit Chloroform-Ather-(4:1) ausgeschiittelt. Nach Waschen der Ausziige mit wenig
Wasser und Trocknen iiber Na,SO, resultierten 101 mg Rohprodukt, das in 100 ml Ather geldst und
mit frisch zubereiteter dtherischer Diazomcethanlésung versctzt wurde. Nach Stchen wahrend 15
Min. wurde cingedampift und der Eindampfriickstand (98 mg) an 30 g Silicagel mit Ather-Petrol-
dther-(7:3) als Elutionsmittel chromatographiert (10 ml pro Fraktion).

Die Fraktionen 9-11 ergaben nach Umkristallisicren aus Petrolither-Ather 29 mg reinen Ester
6 vom Smp. 137-140°. [a]} = +27° 4 2° (¢ = 1,086 in Methanol). Das IR.-Spektrum in Methy-
lenchlorid zcigte Banden bei 3570 cm~1 und 3450 cm ! (-OH, frei bzw. assoziiert), 1730 und 1720
cm~! (C=0, Acetyl und Pentadicnolidring) sowie 1225 cm~! (-OCOCH,). Nach Smp., Misch-Smp.
und IR.-Spektrum ist das Praparat mit dem aus 4 gewonnencn Abbaucster identisch.

6. 38,75,14,20-Tetvakydroxy-5,143-21-nor-pregnan (§) aus 6. Einc Losung von 49 mg Ab-
bauester 6 vom Smp. 137-140° in 7 ml Tetrahydrofuran (frisch durch basisches Al,Oj; filtriert)
wurde unter Rithren mit 100 mg LiAlH, versetzt und 2 Std. unter Riickfluss gekocht. Nach Ab-
kithlung der Losung wurde mit Eis zerlegt, mit 2nx H,50, auf pH 1 gebracht und dic Lésung fiinf-
mal mit Ather ausgeschiittelt. Nach Waschen der Ausziige mit wenig Wasser, Trocknen iiber
Na, SO, und Eindampfen im Vakuum resultierten 35 mg Rohprodukt, das aus Aceton 21 mg Roh-
kristallisat lieferte. Nach Umkristallisieren aus Accton reines 5 in Prismen vom Smp. 221-224°.
[} = +9° 4+ 2° (¢ = 0,582 in Methanol). Das IR.-Spektrum (fest in KBr) zeigte cine breite
Hydroxylbande bei 3250 cm~!, hingegen im Bereich der C=0-Schwingungen keinerlei Signale.

CyolTy,Q, (338,5)  Ber. C70,97 H10,13%  Gef. C70,81 H10,16%

7. Umselzung von Resibufogenin (9) mit Absidia orchidis. - a) Eine Losung von 500 mg 9 vom
Smp. 90 > 160-170° in 15 ml Methanol wurde auf 25 1000-ml-ERLENMEYER-Kolben verteilt, in
welchen das Pilzmyecel in je 100 ml Wasser suspendicrt war. Die Kolben wurden 18 Std. bei 27°
auf der rotierenden Maschine geschiittelt. Nach Abfiltrieren des Mycels und Nachwaschen mit
Methylenchlorid-Methanol-(9:1) wurde die wiésserige L.osung viermal mit Methylenchlorid-Me-
thanol-(9:1) extrahiert. Die Ausziige ergaben nach Trocknen iiber Na,SO, 527 mg Rohprodukt,
das im Diinnschichtchromatogramm (Fliessmittel: Methylenchlorid-Methanol-(93:7)) cinen star-
ken Fleck (A) von 12«-Hydroxyresibufogenin (7) (Rf-Wert 0,4), einen schwachen IFleck von Resi-
bufogenin (9) (Rf-Wert 0,5) sowie drei weitere polare Nebenflecke (B, C und D) zeigte. Das Roh-
produkt wurde an 100 g Kieselgel chromatographiert. Zum Eluiercn dienten je 100 ml Ldsungs-
mittel pro Fraktion {(Benzol mit steigenden Mengen Methanol).

Die Fraktionen 1-6 (cluiert mit Benzol-Methanol-(100:0 bis 94:6)) ergaben 21 mg gelbes O1;
verworfen.

Die Fraktioncen 7-10 (eluiert mit Benzol-Methanol-(96:4)) ergaben 69 mg amorphes Material.

Die Fraktionen 11 -14 (cluiert mit Benzol-Methanol-(96:4)) ergaben 79 mg amorphes Material,
das auch Edukt enthielt.

Die Fraktionen 15-19 (cluiert mit Benzol-Methanol-(96:4)) ergaben 165 mg im DC. cinheitli-
ches Rohprodukt, das aus Nitromethan-Aceton-(1:1) 120 mg Kristalle vom Smp. 149-160° lieferte.
Nach Umbkristallisieren aus Methanol reines /2o-Hydvoxyresibufogenin (3f3,12a-Dihyvdvoxy-148,
15B-epoxy-58-A20, 2-bufadienolid) (7) vom Smp. 152-153°. [o]fF = +37° 4+ 2° (¢ = 0,895 in
Mcthanol). Das 1R.-Spcktrum (fest in KBr) zeigte Banden bei 1745 und 1705 cm~1 (C=0, Penta-
dicnolidring) und 1535 cm~! {C=C, Pentadienolidring). Das NMR.-Spcktrum {in {CD,},50) zeigte
Signale bet 0,91 und 0,65 ppm (19- und 18-Methyl); 3,58 ppm (150-H); 4,15 ppm (Dublett mit
J = 4Hzdes 38-OH); 4,71 ppm (Dublett mit / = 4 Hz des 12«-OH) bei 3,9 ppm (2 H geminal zu
-OH); bei 3,15 ppm (17«-H); 7,81, 7,52 und 6,29 (Pentadienolid) mit den fiir sie charakteristischen
Kopplungen?).

CyyHg,05 (400,5)  Ber. C71,97 H 8,059,

CaaHypO5(H,0) (418,5) . ., 0887 ,, 819%  Gef. C69,38;69,38 H 8,95; 8,419,

Dic Fraktionen 20-24 (eluicrt mit Benzol-Methanol-(94:6)) ergaben 74 mg amorphes Material,
das noch wenig 7 enthielt.

Die Fraktioncen 25-30 (cluiert mit Benzol-Methanol-(90:10)) ergaben 63 mg amorphes Mate-
rial.
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Die Fraktionen 31-33 (eluiert mit Benzol-Methanol-(70:30)) ergaben weitere 74 mg amorphes
Material.

b} Je 0,5 ml einer Losung von 309 mg 9 vom Smp. 90 = 160-170° in 15 ml Methanol wurden
nach 0, 2, 4 und 6 Std. zu 8 1-Liter-ERLENMEYER-Kolben gegeben, in welchen das Pilzmycel in je
100 ml Wasser suspendiert war. Die Kolben wurden insgesamt 9 Std. auf der rotierenden Maschine
geschiittelt. Nach Abfiltrieren des Mycels und Nachwaschen mit Methylenchlorid-Methanol-(9:1)
wurde die wésserige Losung dreimal mit Methylenchlorid-Methanol-(9:1) extrahiert. Die Ausziige
ergaben nach Trocknen iiber Na,SO, 363 mg Rohprodukt, das im Diinnschichtchromatogramm
(Fliessmittel: Ather-Methanol-(95:5) einen starken Fleck (A) von 12«-Hydroxyresibufogenin (7)
(Rf-Wert 0,6), einen schwachen Fleck des Edukts (Rf-Wert 0,65) und 7 §-Hydroxyresibufogenin
(10} (Rf-Wert 0,4; Fleck B) und zwei sehr schwache Flecke (C und D) zeigte (Rf-Werte 0,45 und
0,25). Das Rohprodukt wurde an 25 g Kieselgel chromatographiert. Zum Eluieren dienten je 100 ml
Lésungsmittel pro Fraktion (Ather mit steigenden Mengen Methanol).

Die Fraktionen 1-3 (eluiert mit Ather) crgaben 144 mg gelbes Ol; verworfen.

Die Fraktionen 4-7 (eluiert mit Ather-Methanol-(99:1)) ergaben 30 mg amorphes Material,
das neben wenig Ausgangsmaterial vor allem 7 enthielt.

Die Fraktionen 8 und 9 (cluiert mit Ather-Methanol-(99:1)) ergaben 45 mg reines 12a-
Hydroxyresibufogenin (7). Nach Umbkristallisieren aus Nitromethan-Aceton Kristalle vom Smp.
153-155°.

Die Fraktionen 10-12 (eluiert mit Ather-Methanol-(99:1)) ergaben 27 mg amorphes Material,
das neben 7 noch 10 enthielt.

Die Fraktionen 13-19 (eluiert mit Ather-Methanol-(99:1 bis 97:3)) ergaben 54 mg amorphes
Material, das zur Hauptsache 10 enthielt. Aus Aceton-Ather 25 mg reines 7 §-Hydroxyresibufogenin
(38,7 B-Dihydvoxy-148,15 -epoxy-5 -A%,22-bufadienclid) (10} in Prismen vom Smp. 248-258°
(Zers.). [a]ff = +27° + 2° (c = 0,743 in Methanol). Das 1R.-Spektrum (fest in KBr) (Fig.4)
zeigte Banden bei 3480 cm—! (-OH, rel. scharf), 1745 und 1715 cm~! (C=O, Pentadienolid) und
1535 em~! (C=C, Pentadienolid).

CagH 5,05 (400,5) Ber. C71,97 H8,05% Gef. C71,11 H 8,26%
CyyHy, 05, H,O (418,5) .. ., 6887 ,, 816%

8. Di-O-acetyl-12w-hydroxy-resibufogenin (8) aus 7. 100 mg 12«-Hydroxyresibufogenin 7 vom
Smp. 152-155° wurden mit 1,2 ml abs. Pyridin und 1,1 ml Acetanhydrid 24 Std. bei 35° stchenge-
lassen, Nach Eindampien im Vakuum - zuletzt nach Zusatz von Benzol — resultierten 112 mg
Rohprodukt, das an 5 g Silicagel mit Methylenchlorid-Methanol-(98: 2) gereinigt wurde. Aus Ather-
Methanol 98 mg reines 8 in Kristallen vom Smp. 208-217°. [a]? = +37° + 2° (¢ = 1,032 in
Chloroform). Das IR.-Spektrum (fest in KBr) (Fig.2) zeigte Banden bei 1730 cm™! {C=0, Acetyl
und Pentadienolid}, 1530 cm™! (C=C, Pentadienolid}, 1230 cm~! (-OCOCH,) und 3020 cm~! {C~H,
Epoxid). Das NMR.-Spektrum (Fig.3) in CDCl; zeigte Signale bei : 0,99 und 0,84 ppm (19- und
18-Methyl); 2,05 und 2,12 ppm (Acetylgruppen); 3,66 ppm (15«-H}); 5,10 und 4,97 ppm (3«-H und
128-H); die Protonen des Pentadienolids bei 7,73, 7,22 und 6,25 ppm mit ihren charakteristischen
Kopplungen?).

9. Di-O-acetyl-7 B-hydroxy-vesibufogenin (11) aus 10. 18 mg nicht ganz reines 7§-Hydroxy-
resibufogenin (10) wurden mit 0,5 ml abs. Pyridin und 0,45 ml Acetanhydrid 24 Std. bei 35° ste-
hengelassen. Nach Eindampfen im Vakuum - zuletzt nach Zusatz von Benzol — resultierten 18 mg
Rohprodukt, das an 2 g Silicagel mit Methylenchlorid-Mcthanol-(98 : 2) gereinigt wurde. Aus Ather-
Petroldther 12 mg reines 11 vom Smp. 185-200°. Das NMR.-Spektrum in CDCl, zeigte Banden bei
0,80 und 1,04 ppm (18- und 19-Methyl}); 2,03 und 2,06 ppm (Acetylgruppen}; 3,61 ppm (15«-H);
5,1 und 4,8 ppm (breit) (2 H geminal zu den Acetoxygruppen) und die Protonen des Pentadienolid-
rings bei 6,25, 7,25 und 7,74 ppm mit den charakteristischen Kopplungen?).

10. KMnOg-Abbau von 3,712-Di-O-acetyi-12a-hydvoxy-vesibufogenin (8): 3f,12a-Diacetoxy-
148,15 B-epoxy-14-anhydro-585,148,17 a H-dtiansiuve-methylester (15). Eine Losung von 100 mg 8
vom Smp. 208-217° in 3 ml Aceton (frisch itber KMnO, destilliert) wurde unter Rithren wihrend
4 Std. portionsweise mit insgesamt 220 mg fein gepulvertem KMnO, versetzt (zu Beginn 125 mg,
nach 30 Min. 50 mg, nach 2 Std. 45 mg KMnO,). Das braun gefarbte Gemisch wurde abgedampft,
der Ruckstand in 40 ml Wasser suspendiert und mit 25 H,SO4 auf pH 1 gebracht. Hierauf wurde
durch Einleiten von SO, unter Kiihlung entfirbt und mit Chloroform-Ather-(4:1) ausgeschiittelt.

11
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Nach Waschen der Ausziige mit wenig Wasser und Trocknen itber Na,SO, resultierten 99 mg Roh-
produkt, das in 10 ml Ather gelst und mit frisch zubereitcter dtherischer Diazomethanldsung ver-
setzt wurde. Nach Stehen wihrend 15 Min. wurde eingedampft und der Riickstand (96 mg) an 30 g
Silicagel mit Ather-Petroldther-(7:3) als Elutionsmittel chromatographiert (10 ml pro Fraktion).

Die Fraktionen 9-11 crgaben 34 mg amorphes Material, das iin Diinnschichtchromatogramm
cinheitlich war, aber bisher nicht kristallisierte. Es handelt sich um den reinen Ester 15. [a]¥ =
+45° - 2° (¢ = 1,380 in.Mcthanol). Das IR.-Spcktrum in Methylenchlorid zeigte Banden bei
1730 cm™! (breit, C=0) und 1225 cm~! (-OCOCH,) und ist identisch mit dem IR.-Spektrum des
aus 16 erhaltenen Abbaucsters.

11. 3,72-Bisdehydvo-12a-hydvoxy-vesibufogenin (13) aus 7. Eine Losung von 25 mg 12«-Hydr-
oxyresibufogenin (7) vom Smp. 152-155° in 2 ml reinstem Aceton wurde auf 0° abgekiihlt und mit
0,035 ml CrO;-Losung [14] (2,67 g CrOy; 2,30 ml H,50,; H,0O ad 10 ml) versetzt. Nach 10 Min.
Rithren bei 0° wurde das Aceton im Vakuum entfernt, die wisserige Losung dreimal mit Ather
extrahiert, die Extrakte mit wenig Wasser gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und im Vakuum
eingedampft. Es resultierten 25 mg Rohprodukt, das im DC. neben wenig Ausgangsprodukt einen
schnelleren Fleck zeigte (vermutlich 3-Dehydro-12a-hydroxy-resibufogenin (12)). Das Rohprodukt
wurde daher nochmals in 2 ml Aceton aufgenommen, mit 0,035 ml CrO4-Ldsung versetzt, 10 Min.
bei 20° stehengelassen und wie oben aufgearbeitet. Das Rohprodukt zeigte im DC. neben ganz
wenig Ausgangsprodukt zwei unpolarere Flecke von gleicher Starke. Nach Chromatographiean 2 g
Kieselgel mit Chloroform-Methanol-(96:4) als Losungsmittel (Fraktionen zu 3 ml) resultierten aus
den Fraktionen 1 und 2 11 mg rohes 13, das aus Aceton-Ather Kristalle vom Smp. 265-269° liefer-
te. Das IR.-Spektrum in Methylenchlorid zeigte Banden bei 3025 em™! (schwach, C—H, Epoxid),
1745, 1725 und 1715 cm~! (C=0) und 1540 cm~! (C=C, Pentadienolid). Nach Misch-Smp. und IR.-
Spektrum identisch mit dem aus 12f-Hydroxyresibufogenin (14) bereiteten 3,12-Bisdchydro-
resibufogenin (13).

Die Fraktionen 3-5 ergaben 7 mg rohes 3-Dehydro-12a-hydroxy-resibufogenin (12), das aus
Aceton-Ather Kristalle vom Smp. 260-264° licferte. Das IR.-Spektrum in Mcthylenchlorid zeigte
neben den fiir 13 crwiahnten Banden eine OH-Schwingung bei 3590 cm—1,

12. Umsetzung von Mono-O-acetyl-143,15B-epoxv-T14-anhydro-digitoxigenin (17) mit Absidia
orchidis. Eine Lésung von 700 mg 17 vom Smyp. 170-175°, bereitet nach [16], in 15 ml Methanol
wurde auf 30 1-Liter-ERLENMEYER-Kolben verteilt, in welchen das Pilzmycel in je 200 ml Wasser
suspendiert war. Nach Schiitteln der Kolben auf der rotierenden Maschine wihrend 8 Std. wurde
das Mycel abfiltriert und ausgepresst (Losung 1). Das gleiche Mycel wurde wiederum auf 25 1-
Liter-ERLENMEYER-Kolben verteilt und cinc weitere Losung von 450 mg 17 vom Smp. 168-175°
in 15 ml Methanol zugegeben. Nach Schiitteln wihrend 11 Std. wurde das Mycel abfiltriert, aus-
gepresst und nachgewaschen (Lésung 2). Dic Losungen 1 und 2 wurden separat im Umlaufver-
dampfer im Vakuum auf 800 ml cingeengt und je viermal mit Methylenchlorid-Methanol-(95:5)
extrahicrt. Die organischen Phasen wurden filtriert, iiber Na,SO, getrocknet und im Vakuum ein-
gedampft. Es resultierten 981 mg bzw. 597 mg Rohprodukte, welche im Diinnschichtchromato-
gramm dicselben JFlecke zeigten: ein Hauptprodukt (I'leck A) neben 3 polareren Nebenprodukten
(Flecke B, C und D).

a) Die vereinigten Rohprodukte (1,58 g) wurden an 400 g Kieselgel chromatographiert. Zum
Eluieren dienten je 45 ml Losungsmittel (Methylenchlorid-Mcthanol-{96:4)) pro Fraktion.

Die Fraktionen 1-44 ergaben 26 mg gelbes Ol; verworfen.

Die Fraktion 45 ergab 114 mg gelben Schaum, der neben wenig 17 unpolarcre Substanzen ent-
hielt.

Dic Fraktionen 46-49 ergaben 945 mg Rohprodukt, welches aus Aceton-Ather 265 mg Kristalle
vom Smp. 251-254° lieferte und dem Fleck A auf dein Diinnschichtchromatogramm entspricht.
Nach Umbkristallisieren aus Aceton-Ather reines 7 §-Hydroxy-14B,15 B-epoxy-14-anhydro-digitoxi-
genin (18) vom Smp. 253-255°. [x]} = +64° 4- 2° (¢ = 0,492 in Chloroform). Das IR.-Spektrum
(fest in KBr) (Fig. 5) zeigte Banden bei 3520 cm~! (-OH, relativ scharf), 1780 und 1740 cm—! (C=0,
Butenolidring), und 1630 ¢cm~! (C=C, Butcunolidring). Das NMR.-Spektrum in (CD,),SO (Fig.6)
zeigte Signale bei: 0,94 und 0,90 ppm (19- und 18-Methyl); 3,56 ppm {15«-H); 3,87 und 3,5 ppm
(H geminal zu —OH); 4,18 und 4,04 ppm (Hydroxylprotonen); 4,82 und 5,92 ppm (Butenolidring).

CoeHypO5 (388,5)  Ber. C71,10 H8,30%  Gef. C71,31;71,44 H 8,29; 8,26%
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Fraktion 50 ergab 93 mg amorphes Material. Aus Aceton-Ather 12 mg Kristalle vom Smp.
217-225°; vermutlich ein Hydroxylierungsprodukt von Progesteron. Das IR.-Spektrum in Me-
thylenchlorid zeigte Banden bei 3590 cm~! (-OH, nicht assoz.), 1705 und 1680 cm~1 (C=0, 20-Oxo
bzw. 3-Ox0) und 1610 cm~! (C=C). UV.-Spektrum in Athanol: Amax = 243,5 nm; ¢ = 16400.

Die Fraktionen 51-53 ergaben 118 mg amorphes Material, das im IDC. uneinheitlich war und
keine Kristalle lieferte.

Die Fraktionen 54-58 lieferten 57 mg amorphes Material, das aus Aceton 21 mg dicke Nadeln
vom Smp. 253-255° ergab. Vermutlich liegt ein Monohydroxyderivat (21) von 14,15 -Epoxy-14-
anhydro-digitoxigenin vor. Das IR.-Spektrum in KBr zeigte Banden bei 3370 cm~! (-OH, assoz.},
1785 und 1740 cm~! (C=0, p-Lacton), 1752 cm~! (Funfringketon ?) und 1610 cm™! (C=C).

Die Fraktionen 45-62 ergaben 89 mg amorphes Material, das noch «Gemisch B» enthijelt.

Die Fraktionen 63-85 ergaben 26 mg polareres Material, das nicht weiter untersucht wurde.

Die Fraktionen 59-98 ergaben 111 mg polare Substanzen, die u.a. die Flecke C und D enthiel-
ten. Nicht weiter untersucht.

b) Isolierung des Substanzgemisches B. Die angefallenen Mutterlaugenriickstinde und unein-
heitlichen Fraktionen (Fraktionen 45-58) der obigen Chromatographie (total 1,02 g) wurden noch-
mals an 450 g Kieselgel chromatographiert. Als Eluationsmittel diente Methylencbhlorid-Methanol-
(94:6) in Fraktionen zu 40 ml.

Die Fraktionen 1-14 ergaben 9 mg gelbes Ol; verworfen.

Die Fraktionen 15-22 ergaben 188 mg gelbliches Material, das u.a. 18 enthielt.

Die Fraktionen 23-30 (198 mg) ergaben aus Aceton-Ather 89 mg reines 18 vom Smp. 250-254°.

Die Fraktionen 31-35 lieferten 23 mg im DC. uneinheitliches Rohprodukt.

Die Fraktionen 36-44 ergaben 329 mg amorphe Substanz, die im DC. nur einen Fleck (Fleck B)
zeigte, deren NMR.-Spektrum aber ein Gemisch zweier Substanzen im Verhiltnis von ca. 1:1 er-
kennen liess (Gemisch B der Substanzen B; und B,).

13. Di-O-acetyl-7 B-hydrvoxy-14 8,15 B-epoxy-14-anhydvo-digitoxigenin (19) aus 18. 177 mg 7-
Hydroxy-14 5,15 f-epoxy-14-anhydro-digitoxigenin (18) vom Smp. 251~254° wurden mit 3 ml
abs. Pyridin und 2,8 ml Acetanhydrid 22 Std. bei 35° stehengelassen. Nach Eindampfen im Va-
kuum ~ zuletzt nach Zugabe von Benzol — resultierten 189 mg Rohprodukt, das an 50 g Silicagel
mit Methylenchlorid-Methanol-(98:2) gereinigt wurde. Aus Ather-Pentan 135 ing reine Kristalle
vom Smp. 192-194°. [a)¥ = +32,5° + 2° (¢ = 1,416 in Chloroform). Das IR.-Spektrum in Me-
thylenchlorid zeigte Banden bei 1790 und 1745 cm~* (C=0, y-Lactonring), 1725 cm— (C=0, Acetat)
und 1235 cm™! {(-OCOCH,;). Das NMR.-Spektrum in CDCl, zeigte Signale bei 1,06 und 0,96 ppm
(19- und 18-Methyl); 2,00 und 2,05 ppm (Acetylgruppen); 3,58 ppm (152-H); 5,09 und um 4,8 ppm
(H geminal zu Acetyl) und 4,78 sowie 5,83 ppm (Protonen des Butenolidrings mit den charakteri-
stischen Kopplungen).

14. Di-O-acetyl-12a-hydvoxy-145,15 B-epoxy-14-anhydro-digitoxigenin (16) aus dem Gemisch B.
300 mg des amorphen Gemisches B wurden mit 1,8 ml abs. Pyridin und 1,5 ml Acetanhydrid 24
Std. bei 35° stehengelassen. Nach Eindampfen im Vakuum — zuletzt unter Zugabe von Benzol —
zeigte das Rohprodukt im Diinnschichtchromatogramm nur einen Fleck. Es wurde an Kieselgel
mit Methylenchlorid-Methanol-{97 : 3) als Elutionsmittel (Fraktionen zu 50 ml) chromatographiert.
Nach Abtrennen der ersten 500 ml (verworfen) ergaben die Fraktionen 1 und 2 3 mg Ol; verwor-
fen. Fraktion 3 ergab 9 mg im DC. unreine Substanz. Die Fraktionen 4-6 (236 mg) ergaben nach
lingerem Stehenlassen aus Ather-wenig Pentan 105 mg feine Kristalle vom Smp. 198-200°. Nach
zweimaligem Umbkristallisieren aus Ather-Pentan reine Kristalle vom Smp. 199-202°. [o]% =
+111° {¢ = 0,987 in Chloroform). Das IR.-Spektrum in Methylenchlorid zeigte die typischen Ban-
den des ungesittigten p-Lactonrings, sowie der Acetylgruppen. Das NMR.-Spektrum in CDCly
zeigte Signale bei : 1,005 und 1,00 ppm (18- und 19-Methyl); 2,07 und 2,13 ppm (Acetylgruppen);
3,65 ppm (15a-H); 2,98 ppm und der Kopplungskonstante [ = 10 Hz (17a-H); bei 5,05 ppm
(zwei H geminal zu den Acetoxygruppen) und 4,80 sowie 5,86 ppm (Butenolidringprotonen mit
den charakteristischen Kopplungen).

C,H;40, (472,6) Ber. C68,62 H7,689  Gef. C68,82 H7,899

Die Fraktion 7 ergab 19 mg im DC. unreine Substanz.
Die FFraktionen 9-15 ergaben 21 mg polarere Nebenprodukte, die nicht weiter untersucht wur-
den.
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Aus den Mutterlaugenriuckstidnden von 16 (130 mg) konnten keine weiteren Kristalle erhalten
werden.

15. Di-O-acetyl-7 B-hydvoxy-148,155-epoxy-14-anhydro-digitoxigenin (19) aus Di-O-acetyl-7 -
hydroxy-digitoxigenin (20). Eine Lésung von 62 mg 20 vom Smp. 161-164° in 1 ml abs. Pyridin
wurde bei 0° mit 0,25 ml SOCI, versetzt und 2 Std. bei 0° stchengelassen. Hierauf wurde mit Eis
zerlegt und die gelbe Losung dreimal mit Methylenchlorid ausgeschiittelt. Nach dreimaligem Wa-
schen mit 28 HClund NaHCOj;-Losung, Trocknen tiber Na, SO, und Eindampfen resultierten 57 mg
Rohprodukt, welches im Diinnschichtchromatogramm einheitlich war (reiner Ather, Rf-Wert: 0,5;
R{-Wert von 20: 0,4) und an Kieselgel (15 g) mit Ather als Losungsmittel gereinigt wurde. Aus
Pentan-wenig Aceton kristallisierten 31 mg Di-O-acetyl-7 f-hydvoxy-14-anhydvo-digitoxigenin vom
Smp. 123,5-127°. [e]}¥ = —15° 4 2° (¢ = 0,944 in Chloroform). Das IR.-Spektrum (in Methylen-
chlorid) zeigte Banden bei 1785 und 1750 cm—! (C=0O, Lactonring); 1725 cm~! (C=0, Acetat);
1630 cm~! (C=C, scharf) und 1230 cm~t (-OCOCH,). Es sind keine OH-Banden zu sehen.

Eine Losung von 25 mg obiger Kristalle in 1,5 ml Aceton wurde mit 25 mg N-Bromacetamid
(frisch aus heissem Benzol umkristallisiert) in 0,5 ml Wasser versetzt und 16 Std. bei 20° stehen-
gelassen. Darauf wurde das Aceton im Vakuum entfernt, wenig Wasser zugegeben und viermal mit
Methylenchlorid extrahiert. Nach zweimaligem Waschen der Extrakte mit Wasser und Trocknen
tber Na, SO, resultierten 23 mg Rohprodukt, das an 20 g Al,O, (Aktivitdtsstufe II-III) chromato-
graphiert wurde. Als Elutionsmittel diente Ather-Methanol-(98:2) in Fraktionen zu 5 ml. Nach
Abtrennung von 35 ml Lésungsmittel ergaben die Fraktionen 1-3 2 mg amorphes Material, das
nicht weiter untersucht wurde. Die Fraktionen 47 (7 mg) ergaben aus Ather-Petrolither verfilzte
Nédelchen vom Smp. 235-242° Im DC. einheitlich. Das IR.-Spektrum in Mcthylenchlorid zeigte
die Banden von 19 mit zusitzlichen starkeren Banden im Fingerprintgebiet bei 1370, 1240, 1210
und um 870 cm™1,

Die Fraktionen 8-11 (10 mg) lieferten aus Ather-Petrolither reines Di-O-acetyl-7 B-hydroxy-
148,15 B-epoxy-14-anhydro-digitoxigenin (19) in feinen Warzen vom Smp. 192-194°. Im DC. ein-
heitlich. Das IR.-Spektrum in Methylenchlorid zeigte die typischen Banden des Butenolidrings
und der Acetylgruppen. Nach Misch-Smp., DC. und IR.-Spektrum mit dem aus 17 iiber 18 ge-
wonnenen Priaparat identisch.

16. Abbaw von Di-O-acetyl-12a-hydroxy-148,15f-epoxy-14-anhydro-digitoxigenin (16) mit O,
usw. zu 3B, 12a-Diacetoxy-140,15-epoxy-58, 148, 17 a H-dtiansdure-methylester (15). In eine Lésung
von 80 mg 16 vom Smp. 198-200° in 7 ml Essigester (mit basischem Al,O, getrocknet) wurde wih-
rend 10 Min. bei —70° ein 4proz. O,;/0,-Gemisch eingeleitet (Geschwindigkeit 100 ml/Min.) und
bei —70° wihrend 80 Min. stchengelassen. Nach Eindampfen im Vakuum bei 20° wurde das rohe
Ozonid in 1,5 ml Eisessig geldst und mit einem Tropfen Wasser sowie mit Zn-Staub in drei kleinen
Portionen versetzt und kurze Zeit geschiittelt. Nach Filtration und zweimaligem Nachwaschen mit
Wasser, Ausschiitteln mit Methylenchlorid, Trocknen mit Na,SO, und Eindampfen im Vakuum
resultierten 84 mg Rohprodukt. Dicses wurde in 5 ml Methanol geldst und mit 2 ml einer kalt zu-
berciteten Losung von 2,3 g NaHCO; in 60 ml Wasser versetzt. Nach Rithren wihrend 20 Std. bei
20° wurde das Mecthanol im Vakuum entfernt und die wisserige Suspension fiinfmal mit Methylen-
chlorid extrahiert. Die Ausziige wurden mit Wasser gewaschen, tiber Na,S0, getrocknet und einge-
dampft. Es resultierten 64 mg Rohprodukt (Ketol), das in 3 ml reinstem Methanol gelost und mit
40 mg H;JOg4 in 1 ml Wasser versetzt wurde. Nach 14 Std. Stehen im Dunkeln bei 20° wurde das
Methanol im Vakuum entfernt, die Lésung viermal mit Mcthylenchlorid extrahiert, mit wenig
Wasser gewaschen, tiber Na,SO, getrocknet und eingedampfit. Es resultierten 59 mg rohe Atian-
siure, die in Ather gelost und mit einem knappen Uberschuss an frisch bereiteter Diazomethan-
16sung versctzt wurde. Nach 10 Min. Stehen wurde eingedampft. Es resultierten 60 mg roher Atian-
siure-methylester, der im Diinnschichtchromatogramm cincn cinzigen Fleck zcigte (reiner Ather,
Rf-Wert 0,6). Das Rohprodukt wurde an 40 g Kieselgel mit Ather als Lésungsmittel chromato-
graphiert.

Die ersten 60 ml Losung crgaben 3 mg Ol; verworfen.

Die Fraktionen 14 (zu je 8 ml) ergaben 47 mg rcinen 3f,72a-Diacetoxy-14 8,15 B-epoxy-
58,745, 17 o H-atiansduve-methylester (15), der bisher nicht kristallisierte. [oz]]%s = +46,5° 4- 2°
(¢ = 1,160 in Methanol). Das IR.-Spektrum in Mecthylenchlorid zeigte Banden bei 1730 cm?
(C=0, Ester) und 1230 cm~! (-OCOCH,) und ist identisch mit dem IR.-Spektrum des aus 8 erhal-
tenen Abbauesters.
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15. Synthese der Purpurin-8-carbonsiure; Beitrag zum
Boletol-Problem
Vorldufige Mitteilung?)

von A. Brim?) und G.H. Eugster
Organisch-Chemisches Institut der Universitidt Ziirich

(3. XII. 68)

Zusammenfassung. Eine neue und in bezug auf die Stellung der Substituenten eindeutige Syn-
these von Mecthoxybenzanthronen wird beschrieben. Oxydativer Abbau an 1,8,10,11-Tetra-
methoxybenzanthron fithrte zu 5,7,8-Trihydroxy-anthrachinon-1-carbonsiure; an 1,8,11-Tri-
methoxybenzanthron zu 5,8-Dihydroxyanthrachinon-1-carbonsiure. 5,7,8-Trihydroxy-anthra-
chinon-1-carbonsdure ist weder mit «Boletol» noch mit «Isoboletol» von K6GL & DE1ys identisch.

Erneute Isolierung der mit Oxydasen blau werdenden Farbstoffe aus Boletus satanas, B. luvi-
dus und B. calopus gab kein «Boletol», sondern in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen anderer
Autoren Variegatsdure (Luridussiaurc) und weitere Verbindungen.

Boletol ist vorderhand als Naturprodukt zu streichen.

1) Eine ausfithrliche Mitteilung soll in dieser Zeitschrift erscheinen.
2) Dissertation A. BrRAM, Universitat Zirich, in Vorbereitung.



