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107. Uber ein neues Glykosidierungsverfahren II.
Glykoside des 4'-Demethylepipodophylliotoxins

23. Mitteilung tiber mitosehemmende Naturstofie [1]

von M. Kuhn und A. von Wartburg

Pharmazeutisch-chemische Forschungslaboratorien
Sanpoz AG., Basel

(20. TI1. 69)

Summary. 4’-Demethylepipodophyllotoxin-fg-p-glucopyranoside (VIII) and 4’-demethylepi-
podophylotoxin-§-D-galactopyranoside (X) have been synthesized by reaction of the aglycones
111 and IV with the corresponding tetra-O-acctyl-f-pD-hexopyranose in the presence of BF-
ctherate. The suggested confignrations at C-1 of the aglycone moiety in the new glycosides could
be confirmed by NMR.-spectra.

Wie wir kiirzlich mitgeteilt haben, reagieren Podophyllotoxin (I, R = CH,) und
Epipodophyllotoxin (II, R = CH,) mit 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-3-p-glucopyranose
unter dem Einfluss von BF,-Atherat zu Tetra-O-acetyl-epipodophyllotoxin-8-n-
glucosid (V, R = CH,). Fiir den nachgewiesenen hoch stereoselektiven Verlauf dieser
neuen Glykosidierungsreaktion beztiglich der glykosidischen Bindung und fiir die
beim Podophyllotoxin beobachtete Inversion an C-1 wurde ein plausibler Reaktions-
mechanismus abgeleitet [2].

Im folgenden berichten wir {iber die Anwendung des neuen Glykosidierungsver-
fahrens auf 4’-Demethyl-Aglykone vom Podophyllotoxin-Typ, sowie {iber NMR.-
Befunde, die bei Podophyllum-Glykosiden eine eindeutige Zuordnung der Konfigura-
tion an C-1 der Aglykonkomponente erlauben.

Zunichst setzten wir 4'-Demethylpodophyllotoxin (I} (3] und 4'-Demethylepi-
podophyllotoxin (IT) [1] direkt mit Tetra-O-acetyl-g-p-glucopyranose um; dabei tra-
ten jedoch Nebenreaktionen auf, die zu einem schwer trennbaren Gemisch fiithrten. Die
stérende phenolische Hydroxylfunktion wurde deshalb mit dem Benzyloxycarbonyl-
rest blockiert; diese Schutzgruppe war unter den zur Glykosidierung bendtigten
Reaktionsbedingungen stabil und liess sich durch Hydrogenolyse leicht wieder ent-
fernen. Umsatz von I bzw. I1 mit etwas mehr als der molaren Menge Benzyloxycarbo-
nylchlorid in Gegenwart von Pyridin fiihrte selektiv zu den Mono-acylderivaten III
bzw. IV. Die 4’-Position der Schutzgruppe ging aus den NMR.-Spektren hervor:
Die bei I und IT in Dimethylsulfoxid auftretenden Protonensignale der phenolischen
OH-Gruppen — scharfe Singulette bei 8,2-8,3 ppm — fehlen bei den Benzyloxy-
carbonylderivaten III und IV. Bei allen vier Aglykonverbindungen (I-IV) sind hin-
gegen die dem Proton der sekundiren OH-Gruppe an C-1 zuzuordnenden Dublette
[4] im Bereich von 5-6 ppm (] = 6-7 Hz) festzustellen.

4'-Benzyloxycarbonyl-4’-demethylepipodophyllotoxin (IV) reagierte mit 2, 3,4,6-
Tetra-O-acetyl-8-D-glucopyranose und BF,-Atherat bei —15° glatt und lieferte in
hohen Ausbeuten das acetylierte Glucosid V mit weniger als 109, der entsprechen-
den a-Glucosidverbindung [2]. Durch Kristallisation des Rohproduktes wurde ein-
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heitliches Tetra-O-acetyl-4’-benzyloxycarbonyl-4'-demethylepipodophyllotoxin-#-n-
ghucopyranosid (V) erhalten. V entstand auch bei der Glykosidierung von III als
Hauptprodukt, wobei an C-1 der Aglykonkomponente die erwidhnte Konfigurations-
umkehr auftrat 12].
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Die anschliessende Abspaltung der Schutzgruppen bei V konnte in beliebiger
Reihenfolge durchgetiihrt werden. So lieferte die Hydrogenolyse von V mit Palladianm
quantitativ Tetra-O-acetyl-4’-demethylepipodophyllotoxin-g-np-glucopyranosid (VI).
Anschliessende Entacetylierung von VI mittels Zinksalz-katalysierter Methanolyse
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ergab das Glucosid VIII. Als Nebenprodukte traten der entsprechende, durch Offnung
des Lactonrings gebildete Hydroxysidure-methylester {5], sowie wenig Pikroverbin-
dung auf. Beide Nebenstoffe, die zusammen ca. 309, des Reaktionsproduktes aus-
machen, wurden leicht bei der Kristallisation entfernt. Nach einer zweiten Variante
unterwarfen wir das Tetraacetylglucosid V zuerst der Methanolyse in Gegenwart von
Zinkacetat, wobel vollstindige Entacetylierung eintrat und auch die Benzyloxy-
carbonylgruppe teilweise abgespalten wurde. Aus dem anfallenden Gemisch, zur
Hauptsache VII und VIII, liess sich das Benzyloxycarbonyl-Derivat VII leicht ab-
trennen und dann zu VIII hydrogenolysieren.

Einheitliches, kristallisiertes 4’-Demethylepipodophyllotoxin-#-p-glucopyranosid
(VIII) fallt in mehreren Modifikationen an, die bei 208-212°, 225-227° oder 232-236°
schmelzen; [a]) = —95° (in Methanol). Die Struktur von VIII ist durch den friiher
diskutierten Reaktionsmechanismus der Glucosidierung [2] weitgehend gesichert. Eine
weitere Bestatigung der postulierten 1-Epi-Konfiguration l4sst sich aus dem Vergleich
der NMR.-Spektren erhalten. Zur Erzielung gut strukturierter Signale wurden die
Spektren in Dimethylsulfoxid bei erhdhter Temperatur (80-100°) aufgenommen
(Tabelle).

Protonensignale in DM SO+ D,0 bei 100°

Jin ppm des Protons an

Glucosid C-8 C-5 Cc-2/ /O C-1

C-6’ CH,

~0

Podophyllotoxin-g-n-glucosid 7.38,s 6,50,s 6,37,s 5,97,s 5,02,d, J,,,=8,5Hz
5116
4’-Demethylpodo- 7,35,s 647,s 6,33,s 594,s 5,00, 4, ]J’ s = 8,5 Hz
phyllotoxin-f-n-glucosid [7]
IEpipodophyllotoxin-_ﬂ~D— 7,07,s 6,52, 6,28,s 597,s 5,05,d, J,,o=3Hz
glucosid [2]
4’-Demethylepipodo- 7,02,s 6,48,s 6,23,s 5,95, 5,02,4d, ]1’ s = 3Hz

phyllotoxin-g-p-glucosid (VILI)

Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, erscheint das Proton an C-1 im Aglykonteil der
vier Glucoside als Dublett bei ca. 5 ppm. Bei den Podophyllotoxin-Derivaten wird die
trans-Anordnung der Protonen an C-1 und C-2 durch die Kopplungskonstante J; 5 =
8,5 Hz deutlich gemacht; bei den 1-Epi-glucosiden betrdgt J, , lediglich 3 Hz und
spricht eindeutig fiir die czs-Anordnung der diskutierten Protonen [8].

Aufschlussreich ist ferner die bei Podophyllotoxinglucosiden beobachtete Ver-
schiebung des Signals von H €-8 um ca. 0,35 ppm nach tieferen Feldern. In diesen
Verbindungen liegen der an C-1 pseudo-iquatorial angeordnete Sauerstoff der Glyko-
sidbriicke und das Proton an C-8 des aromatischen Ringes annidhernd in der gleichen
Ebene, wodurch wahrscheinlich ein Entschirmungseffekt erzielt wird [9].

Wir haben schon in einer fritheren Mitteilung darauf hingewiesen, dass sich das
neue Glykosidierungsverfaliren auch mit andern Hexosen ausfithren ldsst i2]: 4'-
Benzyloxycarbonyl-4'-demethylepipodophyllotoxin  (IV) reagierte mit 2,3,4,6-
Tetra-O-acetyl-f-p-galaktopyranose [10] unter dem Einfluss von BF,-Atherat zu
Tetra-O-acetyl-4'-benzyloxycarbonyl-4'-demethylepipodophyllotoxin-f -1 - galakto-
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pyranosid (IX). Nach Abtrennung von ca. 539, «-Galaktosid wurde das Reaktionspro-
dukt zunichst durch Methanolyse entacetyliert und anschliessend der Benzyloxy-
carbonyl-Rest hydrogenolytisch abgespalten. Aus dem anfallenden Rohprodukt
konnte durch Kristallisation reines 4’-Demethylepipodophyllotoxin-g-p-galakto-
pyranosid (X) vom Smp. 270-272° erhalten werden; [«]f = —145° (in Pyridin).

Im Gegensatz zu den bisher gepriiften Podoplyllizm-Glucosiden [11] besitzt das
Galaktosid X praktisch keine cytostatische Aktivitdt mehr. Hingegen zeigte das
Glucosid VIII eine signifikante Mitosehemmung, die durch geeignete Derivierung
ganz betrichtlich verstirkt werden konnte. Uber die Synthese und biologische Wir-
kung derartiger Priparate werden wir an anderer Stelle berichten.

Experimenteller Teil
Unter Mitarbeit von P. Scu6éprFLIN, W.HUBER und R, KuNCKLER

Allgemeines. Die Smp. sind auf dem KoFLERr-Block bestimmt und korrigiert. Dunnschicht-
chromatographien wurden auf Kieselgel-G-Platten mit 15 cm Taufstrecke des Fliessmittels aus-
gefithrt; Sichtbarmachung durch Besprithen mit ciner Lésung von 0,2%, Cer (I'V)-sulfat in 50-proz.
H,50, und Erwédrmen auf 110-130° bis zum Erscheinen der Flecke. Die priaparativen Chromato-
gramme erfolgten an Kieselgel MERcK, Korngrosse 0,05-0,2 mm.

Die IR.-Spektren wurden auf einem PERKIN-ELMER-IR.-Spektrometer, Mod. 21 mit Gitter,
aufgenommen; y, . sind in cm~! angegeben.

Die NMR.-Spektren wurden auf einem Varian-Spektrographen, Mod. A-60, bei 60 MHz auf-
genommen. Chemische Verschiebungen sind in ppm angegeben. Als interner Standard diente
Tetramethylsilan mit § yys= 0 ppm. Kopplungskonstanten sind mit J bezeichnet und in Hz ange-
geben. s = Singulett, d = Dublett, ¢ = Triplett, ¢ == Quadruplett, m = Multiplett.

Abkiirzungen: DC. = Diinnschichtchromatographie (-gramm), Flm. = Fliessmittel, Chf =
Chloroform, An = Aceton, DMSO = Dimcthylsulfoxid, MeOH == Methanol, EtOH = Athanol.

1. 4’-Benzyloxycarbonyl-4’-demethylpodophyllotoxin (I11). 15,0 g (37,5 mMol) 4’-Demecthyl-
podophyllotoxin (1) wurden unter Erwdrmen in 450 ml eincs wasserireien Gemisches von 1, 2-1Ji-
chlordthan-Tetrahydrofuran-(1:1) geldst, die Losung bei 20° mit 6 ml (76 mMol) abs. Pyridin ver-
setzt und auf — 10 bis —12° abgekiihlt. Unter Rithren und Feuchtigkeitsausschluss wurde nun
innert 75 Min. 9,5 g Chlorameisensadure-benzylester (90-proz., 50 mMol} in 50 ml 1, 2-Dichlorathan
zugetropft und noch weitere 30 Min. bei — 10 bis — 12° geriithrt. Danach filtrierte man die ausgc-
fallenen Kristalle (Pyridin-hydrochlorid) ab und dampfte das Filtrat im Vakuum auf ca. 200 ml ein.
Nach dem Verdiinnen mit 250 ml 1,2-Dichlordthan wusch man einmal mit 100 ml 1~ HC], dann
dreimal mit je 200 ml Wasser, trocknete die organische Phase iiber Na,SO, und dampfte im Va-
kuum ein. Den Riickstand (21,3 g weisser Schaum) chromatographierte man an der 20-fachen
Menge Kieselgel. Chf-MeOH-(99:1) eluierte zuerst Ncbenprodukte und danach reines II1. Zwei-
malige Kristallisation aus MeOH lieferte 4’-Benzyloxycarbonyl-4’-demethylpodophyllotoxin (111}
in Form farbloser Nadeln vom Smp. 113-114°; [a]} = —88,3° (¢ = 0,515 in Chf) und —65,9°
(¢ = 0,493 in An). — [R. (CHLCl,): 3670, 3600 OH ; 1775 (Schulter) y-Lacton; 1768 O-COO-; 1600,
1510, 1502, 1482 aromat. C=C. - NMR. (DMSO): 7,40 (5 H, s) CgH;-Gruppe; 7,13 (1 H, s) H-C(8);
6,51 (1 H, s) H-C(5); 6,43 (2 H, s) H-C(2"), H-C(6"); 5,98 (2 H, s) Mcthylendioxygruppe; 5,77
(1 H,d, J = 7 Hz) H der sek. OH-Gruppe?) (dieses Signal verschwindet bei Zusatz von D,0); 5,23
(2 H, s) CgH—CHy—; 3,64 (6 H, 5) 2 CH,O-Gruppen; die Signale der H an C-1, C-4 und der CH,-
Gruppe des Lactonrings crscheinen als Multiplett im Bereich von 3,8-4,9 ppm.

CoHyeOpp  Ber. €652 H4,9 0299 2CH;011,69%
(534,52) Gef. ,,65,5 ,,46 ,, 298 .o 11,89

2. A'-Benzyloxycarbonyl-4'-demethylepipodophyllotoxin (1V). Liinc Suspension von 60 g (0,15

Molj feinst gepulvertem 4/-Demethylepipodophyllotoxin (I1) in 1000 m! abs. 1,2-Dichlorathan

1) Bei 4-Demethylpodophyllotoxin (I) erzeugt das Proton der OH-Gruppe ein Signal bei 5,76
(d, ] =7 Hz), das H der phenolischen OH-Gruppe crscheint bei 8,23 (s).
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versetzte man mit 19 ml (0,24 Mol) abs. Pyridin und tropfte unter Rithren und Feuchtigkeitsaus-
schluss bei — 8 bis —10° (Innentemperatur) cine Lésung von 34 g Chlorameisensidure-benzylester
in 100 ml 1, 2-Dichlordthan im Verlauf von 2,5 Std. zu. Man rithrte noch 1 $td. und wusch dann
die Losung dreimal mit je 500 ml Wasscr. Die organische Phase wurde iiber Na,SO, getrocknet und
im Vakuum auf 400 ml konzentriert. Zur Entfarbung filtrierte man durch 10 g Aluminiumoxid
(WoELM, neutral, Aktivitdt 1) und wusch das Adsorbens mit 1, 2-Dichlorithan nach. Die vereinig-
ten Filtrate wurden im Vakuum eingedampft und der Riickstand im Hochvakuum bei 70-80° von
flichtigen Anteilen befreit. Kristallisation des Riickstandes aus 50 ml An unter Zusatz von 100 ml
Ather und danach zweimal aus McOH ergab 57 g reincs IV vom Doppelsmp. 117-119°/202-205°
das noch Kristall-Methanol enthiclt, Zweimalige Kristallisation aus An-Ather licferte reincs 4’-
Benzyloxycarbonyl-4’-demecthylepipodophyllotoxin (IV) vom Smp. 205-207°; [0]3 = —44,5°
(¢ = 0,506 in Chf). - IR. (CH,Cl,): 3600 OH; 1775 y-Lacton (Schulter); 1768 —~O-COO-Gruppc;
1602, 1510 (Schulter), 1502, 1485 aromat. C=C. - NMR. (DMSO): 7,44 (5 H, s) CgH,—; 7,02 (1 H, s)
H-C(8); 6,59 (1 H, s) H-C(5); 6,40 (2 H, s) H-C(2"), H-(6’); 6,03 (2 H, breites s) Methylendioxy-
gruppe; 5,50 (1 H, 4, J = 6 Hz) sek. OH-Gruppe?) (bei Zusatz von D,O verschwindet dicses
Dublett); 5,28 (2 H, s) C;H;—CH,—; 4,75-4,9 (1 H, m) H-C(1) (bei Zusatz von D,0O wird das Multi-
plett zum Dublett bei 4,85 mit J; , = 3 Hz}; 463 (1 H, d, J; , = 5 Hz) H-C(4}; 3,67 (6 H, s)

2 CHyO-Gruppen. ¢,y 0,0 Ber. C652 H49 0299 2CH,011,6%
(534,52)  Gef. ,,650 ,,49 ,,299 , 11,99

3. Tetra-O-acetyl-d'-benzyloxycarbonyl-4’-demethylepipodophyllotoxin-f-p-glucopyvanosid (V). —
a) Durch Glykosidierung von IV mit 2,3,4,6-Tetva-O-acetyl-8-p-glucopyranose und BF,-Atherat.
267 g (0,5 Mol) 4’-Benzyloxycarbonyl-4’-demethylepipodophyllotoxin (IV) wurden unter Xr-
wirmen in 700 ml trocknem 1, 2-Dichlordthan gel6st. Bei + 15° gab man anschliessend unter Riih-
ren 260 g (0,75 Mol) fein gepulverte 2, 3,4, 6-Tetra-O-acetyl-f-p-glucopyranose zu. Sobald sich der
grosste Teil des Zuckers geldst hatte, kithlte man rasch auf —15° und tropfte dann unter starkem
Rithren innert 15 Min. 175 ml (1,4 Mol) Bortrifluorid-Atherat zu. Nach 30 Min. versetzte man lang-
sam mit einer Losung von 175 ml abs. Pyridin in 850 ml 1, 2-Dichlorithan, wobei die Innentcmpe-
ratur auf 0 4 5° gehalten wurde. Dann verdiinnte man mit 1500 ml 1, 2-Dichloridthan und wusch
viermal mit je 1000 ml Wasser. Die organische Phasc wurde iiber Na,SO, getrocknet und im
Vakuum cingedampft. Den im Hochvakuum bei 70° getrockneten Riickstand nahm man in 1250 ml
EtOH unter Erwédrmen auf und liess dic warme Losung unter kriaftigem Rithren und Eiskithlung
in 3750 ml Wasser laufen. Die entstandene Suspension wurdc nach 1 Std. Rithren abgenutscht und
der Niederschlag mit 1000 ml EtOH-Wasser-(1:3) nachgewaschen. Das im Hochvakuumn bei 75°
getrocknete Glucosidicrungsprodukt nahm man in 3000 ml heissem MeOH auf, filtrierte von wenig
Unloslichem ab und dampfte das Filtrat im Vakuum ein. Nach Wiederholung der Fillungsopera-
tion aus EtOH-Wasser wurden 429 g rohes V, [¢]3} = —41,8° (¢ = 1,550 in Chf) erhalten. Im DC.
(Flm. Benzol-Pyridin-9:1) zcigte dieses Produkt eincn Hauptfleck (V); das entsprechende «-
Glucosid lauft etwas rascher und ist nur in geringer Menge (ca. 5%,) vorhanden. Zweimalige Kristal-
lisation aus Benzol-Cyclohexan lieferte 341 g reincs Tetra-O-acetyl-4’-benzyloxycarbonyl-4'-
demethylepipodophyllotoxin-f-p-glucopyranosid (V) in Form farbloser Nadeln vom Smp. 172 bis
175%; [y = —50,1° (¢ = 1,984 in Chi). - IR. (CH,Cl,): 1770 (Schulter) y-Lacton; 1760 CH,CO-
und OCOO-Gruppe; 1602, 1510, 1505, 1485 aromat. C=C. — NMR. (CDCl,): 7,45 (5 H, 5) CgHy—;
6,92 (1 H, s) H-C(8); 6,61 (1 H, s) H-C(5); 6,34 (2 H, 5) H-C(2"), H-C(6); 6,04 (2 H, s) Methylen-
dioxygruppe; 5,30 (2 H, s) CgH,-CH,-0; 3,71 (6 H, 5s) 2CH O-Gruppen; 2,17 (3 H, s), 2,05 (3 H, s),
2,02 (3H,s), 1,90 (3 H, s) 4CH;CO-Gruppen.

CyaHyggOg9  Ber. €59,7 H5,1 0352 2CH;O 7,29
(864,81) Gef. ,,596 ,, 52 ,, 351 o 1.29%

b) Durch Glykosidierung von III1 wmat 2,3,4,0-Telva-O-acetyl-B-v-glucopyranose und BF -
Athevat. 10,7 g (20 mMol) 4’-Benzyloxycarbonyl-4’-demethylpodophyllotoxin (ITI) wurden unter
Erwéarmen in 30 ml 1, 2-Dichlorathan gelést und bei + 15° mit 14,0 g (40 mMol) 2, 3,4, 6-Tetra-O-
acetyl-f-p-glucopyranose versetzt. Man ruhrte 5 Min. unter Feuchtigkeitsausschluss, kithlte auf
—15° und tropite zur viskosen Lésung innert 5 Min. 7 ml (56 mMol) BIF,-Atherat. Nach 1-stiindi-
2)  Beim 4’-Demcthylicpipodophyllotoxin (I1) gibt das I'roton der OH-Gruppe ein Signal bei 5,43

(d, J = 6 Hz), das H der phenolischen OH-Gruppe erscheint bei 8,25 (s) 1].
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gem Rithren bei — 15° gab man cine Lésung von 7 ml abs. Pyridin in 20 ml 1, 2-Dichlordthan und
danach 100 ml 1, 2-Dichlordthan zu. JYann wurde dic Losung fitnfmal mit je 50 ml Wasser ausge-
waschen, die organische Phase itber Na,S0O, getrocknet und im Vakuum cingedampft. Den Rick-
stand, gelost in 50 ml warmem EtOH, tropfte man zu 150 ml ksltem Wasser und rithrte bis sich
ein korniger Niederschlag bildete. Nach dem Abfiltrieren und Nachwaschen mit EtOH-Wasser-
(1:4) erhiclt man 17,5 g rohes V. Mehrmalige Kristallisation aus Benzol-Cyclohexan licferte reines
Tetra-O-acetyl-4’-benzyloxycarbonyl-4’-demethylepipodophyllotoxin-f-p-glucopyranosid (V).

4. Tetra-O-acetyl-4’-demethylepipodophyllotoxin-f-p-glucopyranosid (V' I). Eine Suspension von
3,0 g Palladium-Kohle (109% Pd) in 125 ml EtOH versetztc man mit einer Losung von 28,9 g
(30 mMol) V in 125 il An und 1 ml Eisessig und hydrierte bei 20° unter Atmosphirendruck. Nach
beendeter Abspaltung der Benzyloxycarbonylgruppe (Produktekontrolle im DC. mit dem ¥Flm.
Chf-MecOH-99:1) wurde der Katalysator abfiltriert und mit 30 il An nachgewaschen. Die ver-
einigten Filtrate konzentrierte man im Vakuum auf EtOH, wobei 23,4 g VI auskristallisicrten. Zur
Analysc wurde aus An-EtOH umkristallisiert. Reines Tetra-O-acetyl-4’-demethylepipodophyllo-
toxin-f-p-glucopyranosid (VI) zeigte den Smp. 228-230°; [a]& = —63,8° (¢ = 1,019 in Chf). - IR.
(CH,Cly): 3530 OH; 1775 (Schulter) p-Lacton; 1755 CH CO; 1620, 1518, 1503, 1485 aromat. C=C. -
NMR. (DMSO): 8,23 (1 H, s) H der phenolischen OH-Gruppe (das Signal verschwindet bei Zusatz
von D,0); 7,00 (1 H, s) H-C(8); 6,53 (1 H, s) H-C(5); 6,18 (2 H, s) H-C(2), H-C(6"); 6,02 (2 H, ¢
mit Feinaufspaltung, J ca. 1 Hz) Methylendioxygruppe; 3,60 (6 H, s) 2CH4O-Gruppen; 2,05
(3 H,5s), 2,00 (3H,5s),1,93 (3H, s),1,80 (3 H, s} 4CH,COO-Gruppen.

Cy;HggOq;  Ber. C57,5 H 53 0372 2CH,0 8,59%
(730,67) Gef. ,,57,7 ,, 51 ,, 37,2 .. 8,5%

5. 4’- Bensgyloxycarbonyl-4'-demethylepipodophyllotoxin-f-p-glucopyranosid (VII). Eine Losung
von 34,2 g (40 mMol) Tetra-O-acetyl-4’-benzyloxycarbonyl-4’-demethylepipodophyllotoxin-g-p-
glucopyranosid (V) und 7,35 g (40 mMol) wasscrfreiem Zinkacetat in 350 m1 McOH wurde 22 Std.
unter Rithren und Rick{luss gekocht. Danach setzte man 2 ml Eisessig zu, erwdrmte 2 Min. unter
Riickfluss und dampfte die jetzt klare Losung im Vakuum ein. Dep Riickstand nahm man in 200
ml Chi-n-Butanol-(4:1) aut und wusch zweimal mit je 50 ml Wasser. Die Waschwisser extrahierte
man mit 50 ml Chf-x-Butanol-(4:1) nach. Dic vereinigten organischen Phasen wurden tiber Na, SO,
getrocknet und im Vakuum cingedampft. Der Riickstand (28,0 g) zeigte im DC. {¥1m. Isopropyl-
acetat-MeOH-(4:1), wassergesittigt) 4 Flecke mit folgenden Rf-Werten: ~0,49 (VII) ~0,42,
Hydroxysdurc-methylester von VII; ~0,35 (VIII}); ~0,28, Hydroxysdurc-methylester von VII%.
Kristallisation aus 70 ml MeOH lieferte 13,2 g fast einheitliches VII. Zur Analyse wurde das KKri-
stallisat in Essigester-An gelost, faserfrei filtriert und das An im Vakuum catfernt, wobei reines
4’-Benzyloxycarbonyl-4’-demecthylepipodophyllotoxin-f§-p-glucopyranosid (VII) vom Smp. 170
bis 176°, [oc]lz)l = —95,7° (¢ = 0,658 in Chf) anficl (nach scharfer Trocknung im Hochvakuum bei
120°). — IR, (CHClg): 3400 (breit) OH; 1767 C=0; 1603, 1510, 1503, 1458 aromat. C=C. - NMR.
(DMSO): 7,45 (5 H, 5) CgHy; 7,15 (1 H, 5) H-C(8); 6,62 (1 H, s) H-C(5); 6,36 (2 H, s) H-C(2%),
H-C(6'); 6,07 (2 H, s) Methylendioxygruppe; 5,27 (2 H, s) CgH,~CH,—0O-; 3,65 (6 H, s) 2CH,0O-
Gruppen. CystlgeO15 Ho,0 Ber. €58,8 H54 0358 2CH,08,7%

(714,67) Gef. ,,589 ,,55 ,, 355 . 8,89%

6. 4’-Demethylepipodophyliotoxin-f-D-glucopyranosid (VIIT). — a) Duvrch Entacetylievung von
VI. Zu einer heissen Losung von 14,61 g (20 mMol) Tetra-O-acetyl-4’-demethylepipodophylio-
toxin-B-p-glucopyranosid (VI) in 600 ml MeOH gab man 8,80 g Zn(OOCCH,),-2 H,0 sowie 0,5 ml
Wasser und erwarmte unter Riickfluss. Nach einiger Zeit schicd sich ein Bodeunkdrper aus, der bis
zum Ende der Reaktion nicht mehr in IL.osung ging. Nach 48 Std. konzentrierte man im Vakuum
auf 200 ml, setzte 35 ml Wasser und 3 ml Eisessig zu, wobei sich der Bodenkdrper aufléste. Man
konzentrierte im Vakuum auf ca. 35 ml und extrahierte zweimal mit je 100 ml Chf-z-Butanol-(4:1).
Die organischen Phasen wurden zweimal mit je 20 ml Wasser gewaschen und die Waschwisser zwei-
mal mit je 40 ml Chf-n-Butanol-(4:1) nachextrahiert. Die vercinigten organischen Phasen crgaben
nach Trocknung itber Na,50, und Eindampfen im Vakuum 7,80 g rohes Glucosid V1IT das nach
DC. (Flm. Isopropylacetat-MeOH-(4: 1), wassergeséttigt) noch geringe Anteile an nicht vollstandig
entacctyliertem VI enthielt. Aus den wiassrigen Phasen schied sich im Verlauf der Extraktion cine
gelatingse Masse (Zn-Salze) aus, dic durch tropfenweise Zugabe von Eisessig in Losung gebracht
wurde. Ernente Extraktion der so behandelten wissrigen Phasen gab noch weitere 2,73 g robes
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Glucosid VIII, das nach DC. aus VIIT (Rf-Wert 0,31) und dem Hydroxysiure-methylester von
VIIL (Rf-Wert 0,25) bestand. Die 7,80 g Rohglucosid wurden an der 100-fachen Menge Kieselgel
chromatographiert. Isopropylacetat-MeOH-(85:15), wassergesittigt, eluicrte zuerst 582 mg Neben-
produkte, dann 6,10 g VIII das noch geringe Mengen Hydroxysdure-methylester enthielt. Dicses
Material wurde mit den 2,73 g Rohglucosid aus den wissrigen Phasen vereinigt und zweimal aus
MeOH kristallisiert, wobei 6,89 g (619, d.Th.) analysenrcincs 4’-Demethylepipodophyllotoxin-
f-p-glucopyranosid (VIII) vom Smp. 225-227° {nach Trocknung im Hochvakuum bei 120°) und
(@]} = —94,5° (¢ = 1,006 in MeOH) anfielen. — IR. {Nujol): 3320 (breit) OH; 1760 y-Lacton;
1612, 1520, 1505, 1482 aromat. C=C. — NMR. (DMSO}: 8,25 (1 H, s) H der phenolischen OH-
Gruppe (bei Zusatz von D,0 verschwindet das Signal); 7,10 (1 H, s) H-C(8); 6,55 (1 H, s) H-C{(5);
6,22 (2 H, s) H-C(2"), H-C(6"); 6,04 (2 H, 5) Methylendioxygruppe; 5,08 (1 H, breites s, J,,, = ca.
3 Hz) H-C(1) (nach Zusatz von D,0); 3,62 (6 H, 5) 2 CH;0-Gruppen. - NMR. (DMSO+ D,O bei
100°): 7,02 (1 H, s) H-C(8); 6,48 (1 H, 5) H-C(5); 6,23 (2 H, s) H-C(2"), H-C(6"); 5,95 (2 H, s)
Methylendioxygruppe; 5,02 (1 H, schart ausgcbildetes d, [, , = 3 Hz) H-C{1); 3,65 (6 H, )

2CH,0-G . ,
sO-GTUpPen. . 1 0  Ber. C57.6 H54 037,0 2CH,011,0%

(562,52)  Gef. ,,57,4 ,,53 ,, 366 , 11,0%

b) Durch Hydrogenolyse von V II. Eine Losung von 6,97 g (10 mMol) 4’-Benzyloxycarbonyl-4/-
demethylepipodophyllotoxin-f-p-glucopyranosid (VI1) in 100 ml An-Wasser-(4:1) gab man zu
einer Suspension von 1,0 g Palladium-XKohle (109, 1’d) in 20 ml Wasser und hydrierte bei 20° unter
Atmosphirendruck. Produktekontrolle im DC. mit dem Fim. Isopropylacetat-MeOH-(4:1), was-
sergesattigt. Nach beendeter Abspaltnng der Benzyloxycarbonylgruppe wurde der Katalysator
abfiltriert und mit 100 ml warmem An-Wasser-(3:1) nachgcwaschen. Die Filtrate wurden im
Vakuum auf Wasser konzentriert. Das auskristallisierte Produkt nutschte man ab und trocknete
bei 80° im Hochvakuum: 5,07 g rohes Glucosid VI1I. Zwcimalige Kristallisation aus MeOH ergab
4,01 g reines 4’-Demethylepipodophyllotoxin-f-p-glucopyranosid (VIII) vom Smp. (223° sintern)
227-229°. Der Smp. hingt stark von Trocknungstemperator und -dauer ab. Nach 5 Std. Trock-

nung im Hochvakuum bei 120° schmilzt VITI bei 232-236°; [oJf} = —93,0° (¢ = 1,021 in MeOH).
CorHgOp3 Ber. €57,6 H54 037,0 2CH,011,0%,
(562,52) Gef. ,,38,0 ,,56 ,, 373 .o 10,99

7. Tetra-0-acetyl-4'- benzyloxycarbonyl-4'-demethylepipodophyliotoxin-- v - galaktopyvanosid
(1.X). 27 g {30 mMol) 4’-Benzyloxycarbonyl-4’-demecthylepipodophyllotoxin (1V) 1éste man unter
Erwirmen in 70 ml abs. 1,2-Dichlordthan, kithltc die Losung auf +15° ab und setzte 28 g (80
mMol) fein gepulverte 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl--p-galaktopyranose zu. Man rithrte bis sich der
tiberwiegende Teil des Zuckers geldst hatte, kithlte dann auf —15° ab und tropfte unter Rithren
und Feuchtigkeitsausschluss innert 3 Min. 18 ml (144 mMol) eiskaltes Bortrifluorid-Atherat zu.
Nach 45 Min. Rithren bei — 15° setzte man unter Kithlung cine Lésung von 18 ml abs. Pyridin in
35 ml 1,2-Dichlordathan tropfenweise zu, verdiinnte mit 200 ml 1, 2-Dichlordthan uwad wusch die
Loésung viermal mit je 100 ml Wasser aus. Die organische Phase wurde oiber Na,SO, getrocknet
und im Vakuum cingedampft. Den Riickstand (56,6 g) nahm man in 150 ml heissem EtOH auf und
tropfte die Lésung unter intensivem Riihren und Eiskiihlung in 450 ml Wasser cin. Nach 1 Std.
wurde dic entstandenc Fallung abgenutscht und mit 100 ml EtOH-Wasser-(1 : 3) nachgewaschen.
Das Reaktionsprodukt (45 g) nahm man in 300 m] heissem McOH auf, entfernte ungelostes Mate-
rial {0,27 g) und dampfte das Filtrat im Vakuum ecin. Nach Trocknung im Hochvakuum wurden
44,7 g rohes Tetraacetat IX ([a]%{' = —33,1°, ¢ = 0,527 in Ch{) erhalten. Im DC. (Flm. Benzol-
Pyridin-9:1) zeigte das Prodnkt einen Hauptfleck (IX) und das ctwas schneller wandernde o-
Galaktopyranosid. Zur Abtrennung dieses Nebenproduktes chromatographierte maa an der 60-
fachen Menge Kieselgel. Benzol-Pyridin-~(95: 3) eluierte zuerst das a-Galaktosid-Derivat, dann eine
Mischiraktion und anschliessend reines IX. Die Kontrolle der Fraktionen erfolgte im DC. wie
oben. Durch Nachchromatographie der Mischfraktionen wurden total 37,43 g reines IX erhalten,
das nicht zur Kristallisation gebracht werden konnte. Amorphes Tetra-O-acetyl-4’-benzyloxy-
carbonyl-4’-demethvlepipodophyllotoxin-f-n-galaktopyranosid (1X) zeigte den Smp. 125-127%;
[a|}f = —44,0° (¢ = 0,534 in Chf). ~ IR. (CH,Cl,): 1770 (Schulter) y-Lacton; 1750 C=0; 1600,
1510, 1503, 1483 aromat. C=C. - NMR. (CDCl): 7,38 (5 H, 5) CgH,-; 6,88 (1 11, ) H-C(8); 6,59
(1 H, s) H-C(5); 6,30 (2 H, s) H--C(2"}, H-C(6"); 6,01 (2 1, s) Mcthylendioxygruppe; 5,27 (2 11, s)
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CeH;,CH,-0; 3,68 (6 H, s) 2CH;0-Gruppen; 2,18 (3 H, s), 2,12 (3 H, s), 1,97 (3 H, 5), 1,86 (3 H, s)
4 CH,COO-Gruppen.

CypsHyyOq9  Ber. €59,7 H51 0352 2CH;07,29

(864,81} Gef. ,,59.8 ,, 52 ,, 352 o 11%

8. 4’-Demethylepipodophyllotoxin-B-D-galaktopyranosid (X). Zu einer Losung von 1,23 g (6,7
mMol) wasserfreiem Zinkacetat und 0,5 g (6 mMol) wasserfreiem Natriumacetat in 50 ml abs.
MeOH gab man 8,65 g (10 mMol) Tetraacetat IX und erwdarmte unter Riickfluss. Nach jewelils
2 Std. wurden ca. 10 ml abdestilliert und die Lésung durch Zugabe von MeOH wieder auf das ur-
spriingliche Volumen gebracht. Nach 15,5 Std. setzte man 1,5 ml Eisessig zu, dampfte im Vakuum
bei 50° Badtemperatur ein und nahm den kristallisierten Riickstand in 100 ml Chf-Isopropanol-
(4:1) auf. Man wusch dic Lésung zweimal mit je 10 ml Wasser und schiittelte die Wasserphasen
viermal mit je 10 ml Chf-Isopropanol-(4:1) aus. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber
Na,S0O, getrocknet und iin Vakuum eingedampft. Der Riickstand (7,0 g) zeigte im DC. (Flm. Iso-
propylacetat-MeOH-Wasser-80:20:12) zwei Hauptflecke; die langsamer laufende Verbindung
entspricht X, der schneller laufende Anteil stellt 4’-Benzyloxycarbonyl-4’-demethylepipodophyl-
lotoxin-f-p-galaktopyranosid dar. Zur vollstindigen Abspaltung der Benzyloxygruppe nahm man
das Gemisch der Entacetylierungsprodukte in 80 ml An auf, gab die Losung zu einer Suspension
von 1 g Palladium-Kohle (5% Pd) in 20 ml Wasser und hydrierte bei Atmospharendruck und
Zimmertemperatur (Produktekontrolle im DC. wie oben). Nach erfolgter Hydrogenolyse (ca. 20
bis 30 Min.) wurde der Katalysator abfiltriert und zuerst mit 30 ml warmem An-Wasser-(1:1) und
dann mit 30 ml warmem An nachgewaschen. Die Filtrate wurden im Vakuum auf 20 ml konzen-
triert, wobei X auskristallisierte (4,095 g). Umkristallisation aus 400 ml MeOH-Wasser-(95:5)
ergab 2,50 g 4’-Demethylepipodophyllotoxin-f-p-galaktopyranosid (X) in Form farbloser Nadel-
chen vom Smp. 270-272°; [oc]lz)l = —145,0° (¢ = 0,531 in Pyridin}. — IR. (Nujol): 3500, 3400 OH;
1762 y-Lacton; 1610, 1520, 1510, 1490 aromat. C=C. - NMR. (DMSO): 8,20 (1 H, s} H der phenoli-
schen OH-Gruppe (das Signal verschwindet bei Zusatz von D,0); 7,04 (1 H, s) H-C(8); 6,52
(1 H, s) H-C(5); 6,20 (2 H, s) H-C(2"), H-C(6’); 6,00 (2 H, s} Methylendioxygruppe; 5,03 (1 H, 4,
J1,2 = 3 Hz) H-C(1); 3,61 (6 H, s) 2CH;0-Gruppen.

Cy;HgpOy3  Ber. C57,6 H3534 0370 2CH,011,09,
(562,52) Gef. ,,57,7 ,, 52 ,, 3067 .o 11,29

LITERATURVERZEICHNIS

[1) 22.Mitt.: M. Kusn, C. KELLER-JUSLEN & A.voN WARTBURG, Helv. 52, 944 (1969).
[2] M.KUuEN & A.voN WARTBURG, Helv. 57, 1631 (1968).
[3] M. V.NADKARNI, P.B.MaURY & J.L.HARTWELL, J. Amer. chem. Soc. 74, 280 (1952); M.V.
NaDxarni, J.I. HARTWELL, P.B.MAURY & J.LEITER, J. Amer. chem. Soc. 75, 1308 (1953).
[4] O.L.CraPMAN & R.W.KiNG, J. Amer. chem. Soc. 86, 1256 (1964).
[5] M.KunN & A.voN WARTBURG, Helv. 57, 163 (1968).
[6] A.StoLL, J.RENZ & A.vOoN WARTBURG, J. Amer. chem. Soc. 76, 3103 (1954); Helv. 37, 1747
(1954).
[7] A.StoLL, A.vON WARTBURG, E. ANGLIKER & J.RENzZ, J. Amer. chem. Soc. 76, 5004 (1954).
[8] E. ScHREIER, Helv. 47, 1529 (1964).
[9] N.S.Bracca & D.H. WiLLiams, «Applications of NMR. Spectroscopy in Organic Chemistry »,
p.1891f., Holden Day Inc., 1964.
[10] J.CompTOoN & M.L.WorLrroM, J. Amer. chem. Soc. 56, 1157 (1934).
[11] H. EMMENEGGER, H. STAHELIN, J. RUTSCHMANN, J. RENzZ & A.voN WARTBURG, Arzneimittel-
Forschung 77, 327, 459 (1961).



