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NMR.-Spektrum zeigte 0,85 D-Atome pro CH,-Gruppe. Im Massenspektrum waren 0,81 D-Atome
pro Molekel zu erkennen, wovon 0,62 als d;-Derivat und 0,19 als d,-Derivat.
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162. 3-O-Phosphoryl-digitoxigenin
Partialsynthetische Versuche in der Reihe der Herzgifte, 3. Mitteilung?)

von Ludwika Sawlewicz, Horst H. A.Linde und Kuno Meyer
Pharmazeutisches Institut der Universitit Basel

(26. V1.70)

Zusammenfassung: Die Bereitung von 3-O-Phosphoryl-digitoxigenin (III), seines Dinatrinm-
und Piperaziniumsalzes sowie seines Dimethylesters IV wird beschrieben.

Die Gruppe der chemisch sehr nahe verwandten herzwirksamen Steroid-Glykoside
ist durch die ihnen gemeinsame, weitgehend selektive Wirkung auf den Herzmuskel
ausgezeichnet; fiir diese ist grundsitzlich der Geninanteil verantwortlich, wiahrend
die an C-3 haftende Zuckerkomponente dafiir nur von sekunddrer Bedeutung ist,
was vergleichende Versuche mit Glykosiden und den ihnen zugrundeliegenden Geninen
sowohl beim Tier als auch beim herzinsuffizienten Menschen ergeben haben [2].

Im Rahmen von teilsynthetischen Versuchen in der Reihe der Steroid-Herzgifte
beabsichtigten wir u.a. auch, den Zuckeranteil der bekanntesten und in der Medizin
meistgebrauchten Glykoside vom Typus des Digitoxins durch Reste zu ersetzen, die
der Gesamtmolekel eine besonders hohe Wasserldslichkeit verleihen. Hier wird in
Ergdnzung fritherer Arbeiten?) in dieser Richtung die Bereitung des im Titel genann-
ten Phosphorsdureesters beschrieben.

Zur Gewinnung von 21-O-phosphorylierten Steroiden, die frither nur durch mehr-
stufige Verfahren zuginglich waren (s. z.B. [4]), sind in neuerer Zeit verschiedene
1) 2.Mitt. [1].

2) Erste Versuche in dieser Richtung waren von uns bereits vor lingerer Zeit durch Bereitung der

gut wasserldslichen Kaliumsalze der Bernsteinsdurehalbester von Digitoxigenin und von
verwandten Aglykonen unternommen worden [3].
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direkte Methoden bekannt geworden [5] [6]. Von diesen kommt fiir die Bereitung von
3-O-Phosphorsiure-cardenolidestern nur das unter milden Bedingungen durchfiihr-
bare von Brownfield & Shultz [6] beniitzte und von Tener [8] erstmals zur Phosphory-
lierung von Nucleosiden beschriebene Verfahren in Frage: Man lisst Mono-S-cyano-
dthylphosphorsdureester (8-CEB) und N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) in
Pyridin bei Raumtemperatur auf das Carbinol einwirken, wobei der entsprechende
saure Mono-f-cyanodthylphosphorsiureester entsteht. Digitoxigenin (I) liess sich so
leicht in II tiberfithren. Zur Abspaltung der Cyanodthylgruppe beniitzten wir statt
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der iiblicherweise verwendeten verd. NaOH eine Lésung von NH; [7], die den
Butenolidring nicht angreift, oder NaJ in Methylithylketon [8]. Der Phosphorsiure-
monoester IIT gab im DC. und PC. [7] nur einen Fleck. Von III wurde das Dinatrium-
salz und entsprechend den Angaben von Brownfield & Shultz (6] das kristallisierte
Piperaziniumsalz und ausserdem mit dtherischem Diazomethan der Dimethylester IV
hergestellt.

Zum Konstitutionsbeweis von III wurde dieses mit saurer Phosphatase hydroly-
siert, was diinnschichtchromatographisch reines Digitoxigenin (I) ergab.

Bei der pharmakologischen Priifung erwies sich das Na-Salz von IIT an der Katze
(Methode nach Halcher) bis zu 5,4 mgfkg als wirkungslos, wihrend die mit dem
Dimethylester ermittelte Hafcher-Dosis im Mittel 0,7 mg/kg betrug.

Der Direktion der F. Hoffmann-La Roche & Co. AG, Basel, danken wir bestens fiir die Unter-
stiitzung dieser Arbeit, Herrn Prof. Dr. 4. Hérlimann und Herrn Dr. H. P. Bdchtold fiir die phar-
makologische Priiffung und Herrn Dr. 4. Dirscher! (alle F.Hoffmann-La Roche & Co. AG) fir die
Ausfithrung der Mikroanalysen.

Experimenteller Teil

Allgemeines. Alle Smp. wurden auf dem Kofler-Block bestimmt und sind korrigiert; Fehler-
grenze bis 200° etwa + 2°, dariiber etwa + 3°. — Abkiirzungen: Ae = Diithylither, AcOH = Eis-
essig, Alk = Athanol, An = Aceton, Bu = n.Butanol, Bz = Benzol, Chf = Chloroform, Cy =
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Cyclohexan, DC. = Dinnschichtchromatogramm, DCC = Dicyclohexyl-carbodiimid, E = Essig-
saure-dthylester, Me = Methanol, ML. = Mutterlaugenriickstinde, PC. = Papicrchromatogramm,
Py = Pyridin, S$i0Q, = Kieselgel (zur Siulenchromatographie «Merck» 0,05-0,2 mm, zur DC.
«Camag» D5 mit 0,59, Leuchtpigment ZS Super « Riedel-De Haén»), W = Wasser.
3-0-[Mono-B-cyanodthylp hosphoyyl)-digitoxigenin (L[I) aus I. — a) Phosphorylievungsveagens.
15 g saurer Ionenaustauscher (Dowex 50 W x 8, 200-400 mesh, H*-Form), in cinem Becherglas
durch mehrmaliges Dekantieren mit W ncutralgewaschen, wurden in 10 ml W suspendiert und mit
5 g Ba-Salz von 8-CEB versetzt und so lang geriihrt, bis kein Ba-Salz mehr sichtbar war. Hierauf
wurde das Gemisch in cine Sdule (@ = 2 cm) gegeben und solange mit W (Uberdruck) gewaschen,
bis das Eluat neutral recagierte. Die Eluate wurden in cinem Kolben, der 10 ml Py enthiclt, gesam-
melt und im Vakuum bei 50-60° eingedampft. Der Riickstand wurde 10-12mal mit je 10 ml trok-
kenem Py versetzt und dieses wieder im Vakuum entfernt, und schliesslich nach 2 Std. Trocknen
bei 40°/0,1 Torr in 10 ml Py gelost. Diese Losung enthilt ectwa 260 mg f-CEB {P-Reagenz) pro ml.

b) Umsetzung von [ mit dewn P-Reagenz. 936 mg Digitoxigenin (I) (2,5 mMol) wurden mit 4,3 ml
P-Reagenz (entspr. 7,5 mMol) und 10 ml Py versetzt und im Vakuum cingedampft. Nach Versct-
zen mit 10 ml trockenem Py wurde wiederum im Vakuum zur Trockene gebracht und dieses Ver-
fahren noch 5mal mit je 10 ml Py wiederholt. Hierauf wurde der Riickstand in 10 ml Py gelost, mit
ciner Losung von 4,17 g (ctwa 20 mMol) DCC in 77 ml Py, die 1-2 Std. im voraus bereitet worden
war, versetzt und 24 Std. verschlossen bei 20° stehengelassen. Nach dieser Zeit war im DC. [Chf-
Alk-(10:1)] kein I mehr nachweisbar. Es wurde nun mit 13 ml W versetzt und 24 Std. bei 20° ste-
hengelassen. Der ausgefallene Dicyclohexylharnstoff wurde abgenutscht und mit W gewaschen,
Das Tiltrat dampfte man im Vakuum ab, gab 5 ml 2~ Na,CO4-Lésung und 2 ml W zu und extra-
hierte 4mal mit Chf. Die Chf-Extrakte wurden fiber Na,50, getrocknet und im Vakuum einge-
dampft. Der Riickstand cnthielt u.a. nur sehr wenig I. Dic alkalischen, wisscrigen, mit Chf aus-
geschiittclten Phasen wurden mit 2n HCI auf pH 4 gebracht und 4mal mit je 10 ml Chf-Alk-(4:1)
extrahiert. Die Chf-Alk-Auszige wurden 3mal mit je 3 ml W gewaschen, sorgfiltig von der Wasser-
phase abgetrennt und direkt im Vakuum eingedampft. Der Riickstand wurde 2mal mit Chf-Alk-
(4:1) versetzt und dieses im Vakuum verjagt: 1,173 g IT als leicht gelb gefarbter Schaum. Kedde-
Rcaktion [9] stark positiv, ebenso der Nachweis auf P und N.

3-0-Phosphoryl-digitoxigenin I111. — a) Duvch Verseifen von 11 mit NHy-Losung. Die obigen
1,173 g I1 wurden in 4 ml Me, 85 ml W und 4,25 ml 25-proz. NHy-Losung gelost und in verschlosse-
nem 500-ml-Rundkolben 2 Std. auf 80-90° erwarmt. Hierauf daimmpfte man im Vakuum ab, nahm
den Riickstand in 5 1inl N HCI auf, wobei sich ein Niederschlag bildete, und schiittelte 4mal mit je
10 ml Chif-Alk-(4:1) aus. Die Chf-Ausziige wusch man 3mal mit je 3 ml W, trennte sic sorgfaltig
vom W ab und dampfte sie im Vakuum cin: 920 mg Rickstand = rohes 111, [¢]} = 0° 4 3° (in
Alk). Kedde-Reaktion [9] stark positiv.

CyuHy O, P-H,O  Ber. €58,46 H 7,89 H,0 3,819
(472,51) Gef. ,, 58,77 ,, 8,20 ,, 3,879%

b) Duvch Umsetizen von IT mit NaJ in Methyldthylketon. Eine Losung von 200 mg trockenem 11
in 5 ml trockenem Methylathylketon wurde mit 200 mg NaJ versetzt und 15 Std. gekocht. Hierauf
wurde im Vakuum abgedampft, der Riickstand zwischen Chf und W verteilt, dic wisscrige Phase
mit 2~ HCl auf pH 4 gebracht und 5mal mit je 30 ml Chf-Alk-(4:1) extrahiert. Dic organischen
Phasen wurden der Reihe nach mit W gewaschen, im Vakuum eingedampft und der Riickstand
durch 3maliges Versctzen mit Bz und Verdampfen desselben im Vakuum getrocknet: 77 mg Riick-
stand (= III), der im DC. [E-Cy-(5:2) und Chf-Alk-(10:1)] oder imn PC. [Bu-AcOH-W-(5:3:2)]
(nach Trocknung des Papiers mit gesittigter Lésung von SbCly in Chf bespritht und crhitzt oder
mit Kedde-Reagenz bespritht) nur einen Fleck gab.

Dinatviumsalz von II11. Einc Losung von 189 mg ILI in trockencm Alk wurde mit methanoli-
schem NaOH auf ein pH von etwa 7 gebracht. Die nach Zufiigen von Ae ausgefallene Substanz
(205 mg) crgab, aus Mc kristallisicrt, 170 mg Di-Na-Salz. Im PC. (siche bei ITT) nur ein Fleck.

CysHg3sNa,O,P-3,2H,0  Ber. C49,68 H 7,14 H,0 10,37%
(556,11) Gef. ,, 50,08 ,, 7,21 ,, 10,549

Piperaziniumsalz von I11. Einc Lsung von 225 g I{I in Me wurde mit ciner Lésung von
Pipcrazin in Me bis zur schwach alkalischen Reaktion versetzt. Der nach Zugabe von viel Ac aus-
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gefallene Niederschlag wurde abfiltriert (225 mg} und aus viel Me kristallisiert: 177 mg Nadeln vom
Smp. 228-235°, [a]f = +10,7° & 3° (in W).
CopHysN,O,P-2,1H,0 Ber. C536,06 H8,57 N4,84 P535 H,06,54%
(578,47) Gef. ,, 5581 ,, 8,59 ,, 507 ,,574 , 6739

Enzymatische Dephosphorylievung von 111 zu I. Eine Losung von 10 mg Dinatriumsalz von ITI
in 1 ml W wurde mit 8 mg «Saure Phosphatase gereinigt» (C. F. Boekringer & Séhne, Mannheim)
versetzt und 80 Std. bei 37° stehengelassen. Hierauf wurde mit Chf extrahiert, welches nach dem
Waschen mit W, Trocknen tiber Na,SO,, Filtrieren und Eindampfen 8 mg rohes I hinterliess. Aus
An-Ae Kristalle vom Smp. 243-247°, Misch-Smp. mit Digitoxigenin (I) ohne Erniedrigung, im DC.
ein einziger Fleck.

Dimethylester I'V von {11. Eine Losung von 920 mg III in wenig Me wurde mit dtherischem
Diazomethan bis zur bleibenden Gelbfirbung versetzt. Nach 2 Min. wurde der Uberschuss an Di-
azomethan im Vakuum entfernt und der Riickstand (965 mg) aus wenig An-Ae kristallisiert:
660 mg Kristalle vom Smp. 213-220°. Nach 2maligem Umldsen aus Chf-Ae 610 mg Blittchen vom
Smp. 215-220°. Die vereinigten ML. (355 mg) wurden an 80 g SiO, mit Chf-Alk-(20:1) chromato-
graphiert, wobei (aus Chf-Ae) noch 125 mg einheitliche Kristalle von IV, Smp. 217-222°, erhalten
wurden. [ajlz)“ = +19,4° & 2° (in Chf). 4, = 215 nm (loge = 4,2).

CysHgyO,P  Ber. C62,23 H 8,15 P6,24 OCH,;12,86%
(482,54) Gef. ,,61,86 ,, 7,93 . 634 . 12,749,
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163. 33-Hydroxy-14, 153-epoxy-163-acetoxy-58,
14-card-20(22)-enolid aus Gitoxigenin
Partialsynthetische Versuche in der Reihe der Herzgifte, 4. Mitteilung [1]
von Ursula Boffo, Horst H. A. Linde und Kuno Meyer
Pharmazeutisches Institut der Universitdt Basel
(26. V1. 70)

Zusammenfassung. Die Teilsynthese von 3f-Hydroxy-14,15f-epoxy-16 f-acetoxy-58, 14 8-
card-20 (22)-enolid (IX) wird beschrieben.

Fiir Vergleichszwecke benétigten wir das im Titel genannte Epoxid IX sowie
dessen Acetylverbindung VIII. Diese beiden Cardenolide wurden ausgehend von
Di-O-formylgitoxigenin (I) bzw. Di-O-acetylgitoxigenin (II) {iber ihre 14-Anhydro-





