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305. Bemerkungen zur Uberfiihrung von Resibufogenin in Bufalin?)?)
Uber Krotengifte, 41. Mitteilung
von Emil Hauser, Hort H, A. Linde und Sigrid Spengel

Pharmazeutisches Institut der Universitit Basel

(12. X 72)

Zusammenfassung. Bei der Reduktion von Resibufogenin 1 mit LiAlH, bei tiefer Temperatur
entsteht nicht wie von Kondo [11], Pettit [7], [8] und Sondheimer [5] beschrieben Bufalin 2,
sondern das Hemiacetal 7.

Schon bevor die Struktur der herzwirksamen Steroide vom Bufo-Scilla-Typ ganz
erarbeitet war, wurden Teilsynthesen des ungesittigten Rings («-Pyron) der Seiten-
kette versucht. So existiert ein Patent von Leopold Ruzicka aus dem Jahre 1944 [2],
das aber mit den Arbeiten Elderfields [3] aus der gleichen Zeit unvereinbar ist. Im
Jahre 1962 berichteten Bertin et al. [4] iiber eine Bufadienolidsynthese, die allerdings
ohne die alle natiirlich vorkommenden Bufadienolide charakterisierende 14 8-Sauer-
stoffunktion ausgefithrt wurde. Einige Jahre spiter beschrieben dann gleich drei
Arbeitsgruppen [5-8] erfolgreich durchgefiihrte Synthesen. Von diesen interessiten
uns die von Pettit [7-8] sowie die von Sondheimer (5] deshalb besonders, weil beide
das Epoxid in Resibufogenin 1 mit LiAlH, in Ather bei etwa —60° zum 14 8-Alkohol
(= Bufalin (2)) reduziert haben wollen, eine Reaktion, die wir schon des &fteren er-
gebnislos versucht hatten. — In einer fritheren Arbeit war die Reduktion von Marino-
bufagin 3 zu Telocinobufagin 4 mit NaBH, resp. BH; beschrieben worden [9]. Heute

1) 40.Mitteilung, siche [1].
2) Teilweise vorgetragen im Pharm. Institut der Freien Universitdt Berlin am 17. 5. 1971.
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wissen wir, dass diese Reduktion nicht eintritt und dass damals vielmehr das isolierte
Telocinobufagin 4 schon im Ausgangsmaterial als Verunreinigung vorhanden war?).
Vor kurzem hat Kamano diese Reduktion eines 14 4,158-Epoxy-bufadienolids wieder
aufgegriffen und gefunden [10], dass sich bei lingerer Einwirkung von NaBH, auf
Resibufogenin 1 die Substanz 5 bildet.

Die Reduktionsversuche von Sondheimer [5] und Pettit {7-8] gehen auf ein japa-
nisches Patent zuriick [11], in dem unter analogen Bedingungen die Reduktion von
Resibufogenin 1 zu Bufalin 2 in 67proz. Ausbeute beschrieben wurde. Interessant ist
die Feststellung anderer Autoren, dass ein 148,158-Steroid-epoxid mit LiAlH,
schwierlg vollstindig zu reduzieren ist [12-14], und dass Pettst neuerdings zur
Reduktion des 148,158-Epoxids 6 drei Stunden in Tetrahydrofuran riickfliessend
erhitzt [15], wihrend er fiir die Reduktion von 1 zu 2 lediglich 1,5 Stunden bei
— 60° benétigte [8].

Wir haben die Reduktion von Resibufogenin unter allen beschriebenen Bedingun-
gen [5] [8] [11] mehrmals wiederholt, z.T. sogar mit Original Peffit’schem LiAIH,4).
Immer steliten wir fest, dass kein Bufalin 2 gebildet wird. Es entsteht eine im be-
schriebenen DC.-System [8] etwa gleichweit wie Bufalin 2 wandernde, aber mit
Schwefelsiure zunichst anders anfirbende Substanz, und zwar als erste und Haupt-
substanz. Sie wurde durch Chromatographie isoliert. Aufgrund der folgenden Ergeb-
nisse formulieren wir sie als Hemiacetal 7, wobei an C(24) ein Gemisch des «- und
f-Hemiacetals entsteht, was aus dem NMR.-Spektrum von 7 mit zwei ineinander
verschachtelten Tripletten bei ~ 4,93 ppm (Aufspaltung ~ 6 Hz) und 5,0 ppm (Auf-
spaltung ~ 4,5 Hz) ersichtlich ist. Das MS.-Spektrum ergibt die Summenformel
CyqHy3,0, (das Ausgangsmaterial hat also in der Reaktion 4 Wasserstoffatome aufge-
nommen). Im IR.-Spektrum fehlt jegliche Carbonylabsorption. Reichlich vorhanden
dagegen sind Banden, die man H-O-Streckschwingungen zusprechen muss. Das UV .-
Spektrum zeigt lediglich Endabsorption. Daraus muss man schliessen, dass aus-
schliesslich das Pyron angegriffen, und dass sein Carbonyl wie auch eine der beiden
Doppelbindungen reduziert wurden. Diese Folgerung fand ihre Bestitigung durch
das NMR.-Spektrum, das das typische schmale C(15)-H-Signal des Epoxids bei
~ 3,38 ppm (Breite bei halber Héhe ~ 3 Hz) noch enthilt, ebenso ein Vinylproton
bei ~ 5,42 ppm, wihrend die 12 Pyronsignale fehlen. Versuche, einheitliche Acetyl-
derivate oder Acetale herzustellen, schlugen mehrfach fehl (im exp. Teil nicht er-
wihnt). Es entstand immer ein entmutigendes Substanzgemisch. Dafiir gelang aber,
diese Substanz mit dem vorhin erwihnten NaBH,-Reduktionsprodukt des Resibufo-
genins von Kamano et al. zu verkniipfen, fiir das die Japaner die Struktur 5 bewiesen
hatten. Es ist naheliegend, 5 und 7 durch Ozonisierung in die gleiche Substanz 8 zu
iberfithren; dabei erhilt man in beiden Fillen nach verschiedenen DC.-Systemen
das gleiche Substanzgemisch, aus dem, in beiden Fillen, die Hauptsubstanz 8 bzw.
die Acetylverbindung 9, chromatographisch isoliert werden konnte. Damit diirfte die
Struktur 7 der bei der LiAlH,-Reduktion entstehenden Substanz gesichert sein. Die
Sondheimer’sche [5] und Pettit’sche [7] [8] Bufadienolidsynthese endet demnach auf

3)  Unverdffentlichte Versuche.
4)  Wir danken Herrn Prof. G. R. Peutit fur dieses LiAlH,, sowie Herrn Dr. W. G. Salmond fir
eine detaillierte Reduktionsvorschrift.
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der Stufe des Resibufogenins 1, weil beide Arbeitskreise sich auf nicht reproduzierbare

Patentangaben [11] verliessen.
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Herrn Prof. Dr. Kuno Meyer sei fiir die wohlwollende Forderung dieser Untersuchung gedankt,
den Herren Drs. W. Avnold, G. Englevt und W. Vetter sowie P. Casagrande, W. Grunauer, B. Meiey
und W. Meister von der Hoffmann-La Roche & Co. AG., Basel und Herrn Dr. C. Pascual, Physi-
kalisch-Chemisches Institui der Universitat Basel fiir die Aufnahme und Mithilfe bei der Interpre-
tation der MS.- und einiger NMR.-Spektren. Die Arbeiten wurden ausserdem vom Schweizevischen
Nationalfonds sur Fovderung dev wissenschaftlichen Forschung unterstiitzt.

Experimenteller Teil

Allgemeines, siche [16].

Reduktion von 1 z2u 7. 1,0 g 1 vom Smp. 160~-170° wurde in Chloroform/Benzol geldst und die
Losung im Vakuum eingeengt, diese Operation mehrmals wiederholt, der Riickstand 1 Std. am
Vakuum getrocknet, in 200 ml abs. Ather aufgenommen (Ather zuniichst fiber Natrium getrocknet,
dann frisch ber LiAlH, destilliert), die Losung auf — 80° abgekithlt und mit 2,7 g LiAlH, in
200 nm abs. Ather unter Rihren innerhalb 20 Min. tropfenweise versetzt. Das Reaktionsgemisch
blieb insgesamt 13/, Std. auf — 80°. Danach wurde unter Rithren bei — 80° vorsichtig mit verd.
Essigsdure angesduert, auf 20° gebracht, mit Wasser verdiinnt und mit Ather/Chloroform 4:1
ausgeschiittelt, neutral gewaschen, getrocknet und eingeengt. 965 mg Reduktionsprodukt, DC.
(Chloroform/Methanol 95:5): kein 2, dafiir noch unverindertes 1 neben einer wenig unpolareren
und drei polareren Substanzen; das Hauptprodukt hatte einen etwas kleineren Rf-Wert als 2.
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Die Reaktion wurde laufend im DC. verfolgt, 2 konnte aber nie nachgewiesen werden. Mischt
man 2 mit dem Reduktionsprodukt, so erhidlt man im DC. (System siehe oben) den zusitzlichen
Fleck von 2, der sich zwar nur geringfiigig aber deutlich vom Hauptprodukt der Reduktion
unterscheidet. 2 verdndert sich in Gegenwart von LiAlH, nur wenig, d.h. es wird nicht reduziert:
15 mg 2 in 5 ml abs. Ather gelost, auf — 80° abgekithlt und innerhalb von 10 Min. mit 40 mg
LiAlH, in 3 ml abs. Ather versetzt, das Gemisch insgesamt 2 Std. bei — 80° gehalten und in
iiblicher Weise aufgearbeitet. DC. (Chloroform/Methanol 95:5): hauptsichlich 2, daneben ein
Fleck mit etwas hoherem und einer mit geringerem Rf-Wert. Der Versuch wurde in gleicher Weise
wiederholt, jedoch mit einer Reaktionsdauer von 4 Std.; DC. (Chloroform/Methanol 95:5): 2 und
drei unpolarere Substanzen.

Die obigen 965 mg Reduktionsprodukt an 500 g SiO, chromatographiert (in Fraktionen von
je 20 ml mit Chloroform/Methanol 95:5 als Elutionsmittel) ergaben: in Frakt. 3941 255 mg 1,
verunreinigt mit einer unpolareren und einer polareren Substanz, in Frakt. 42 65 mg 7 neben einer
unpolareren Substanz und Spuren von 1, in Frakt. 43—44 348 mg 7 mit Spuren einer polareren
Substanz als Verunreinigung, in Frakt. 45-54 192 mg 7, in Frakt. 55-70 68 mg 7 verunreinigt mit
Spuren einer polareren Substanz, in Frakt. 71-88 18 mg polarere Substanzen. Aus den Fraktionen
45-54 kristallisierten aus Methanol nacheinander 100 mg. Kristalle vom Smp. 220-225° und
47 mg Kristalle vom Smp. 221-225°. Die Umkristallisation aus Methanol/Ather ergab nacheinander
60 mg. Kristalle vom Smp. 226-231° (Nadeln) und 40 mg Kristalle vom Smp. 224-230°; DC.
(Chloroform/Methanol 95:5): einheitlich MS.: M+ = 388 (Cy,H,,0,). UV. (Athanol): keine Ab-
sorption. IR. (CHCl,): ~3600 cm—1, ~3425 cm™!, keine Carbonyl- und Doppelbindungsabsorp-
tion im Bereich 1800-1500 cm~!. NMR. (CDCl,/d;-DMSO 5:3): ~5,42 ppm (C(22)—H, schmales
m, Breite bei halber Hohe ~9 Hz), ~ 5,00 ppm (C(24)—H, ¢, Aufspaltung ~4,5 Hz), ~4,93 ppm
(C(24)—H, ¢, Aufspaltung ~6 Hz), ~4,1 ppm (C(3)—aH, sowie C(21)—2H, m mit ~13 Hz Breite
bei balber Hoéhe), ~0,97 und 0,94 ppm (C(19)—3H, s und C(18)—3H, s).

Herstellung der Substanzen 8 und 9. a) Durch Ozonolyse von 7: 100 mg 7, Smp. 220-225° in
20 ml Essigester gel6st, 20 Min. bei — 70° ozonisiert. Die Lsung anschliessend 20 Min. bei — 70°
und 10 Min. bei Raumtemperatur gehalten und danach bei 35° im Vakuum eingeengt. Riickstand
in 1 ml Essigsiure geldst, mit Zinkstaub versetzt und geschiittelt bis KI-Papier nicht mehr ge-
farbt wurde, Zink abfiltriert, mit Chloroform nachgewaschen, bei 35° im Vakuum eingeengt, durch
mehrmaliges Einengen mit Benzol im Vakuum die Essigsiure entfernt. Riickstand wie tiblich
aufgearbeitet: 51 mg, DC. (Chloroform/Methanol 9:1): 1 Hauptfleck, der sich beim Besprithen mit
Tetrazolblaulésung blauviolett firbt und damit das Vorhandensein eines Ketols anzeigt. Keine
Kristallisation. NMR. (CDCly): identisch mit 8 aus b).

51 mg nicht ganz einheitliches 8 in 0,5 ml Pyridin und 0,3 ml Essigsiureanhydrid 16 Std. bei
37° acetyliert. Die iibliche Aufarbeitung ergab 54 mg rohes 9. «Trockensiulenchromatographie»®)
an 2,5 g SiO, mit Chloroform/Methanol 95:5 ergab 39 mg 9, das nach DC. (Chloroform/Methanol
95:5) noch eine polarere Verunreinigung enthielt. Die weitere Reinigung erfolgte durch prap. DC.
mit Petrolither/Aceton 65:35 als Fliessmittel und ergab 19 mg nach DC. (Petrolither/Aceton
65:35) fast einheitliches 9. Aus Methylenchlorid/Petroldther kristallisierten 12 mg Plattchen vom
Smp. 165-170°. DC. (Petrolither/Aceton 7:3, Chloroform/Methanol 98:2) einheitlich. MS.:
M+ = 388 (CyHgyOp). IR. (CHCLy): keine HO-Banden, ~1745 cm~! (Schulter) und ~1709 cm™%
NMR. (CDCl,): ~4,86 ppm (C(21)—2H, s), ~3,57 ppm (C(15)—aH, «s», Breite bei halber Héhe
3 Hz), ~1,06 ppm (C(18)—3H und C(19)—3H, s).

b) Durch Ozonolyse von 5: 34 mg 5, Smp. 181-185° (erhalten durch NaBH,-Reduktion von 1,
wie bei Kamano [10] beschrieben) wurden wie unter a) ozonisiert. Die Reinigung des so erhaltenen
Materials durch prip. DC. im System Petroldther/Aceton 7:3 lieferte 13 mg nach DC. (Petrolither/
Aceton 7:3) einheitliches 8 und 5 mg unreines Produkt. Blauviolette Farbung beim Bespriithen
des DC. mit Tetrazolblauldsung. Keine Kristallisation. NMR. (CDCl,): identisch mit 8 aus a).

13 mg 8 wurden in 0,7 ml Pyridin und 0,5 ml Essigsiureanhydrid 3!/, Std. bei 37° acetyliert.
Die iibliche Aufarbeitung ergab 16 mg rohes 9, das nach prap. DC. mit Petrolather/Aceton 65:35
als Fliessmittel 6 mg eines nach DC. (Petroldther/Aceton 7:3) nur ganz schwach verunreinigten
Produktes lieferte. Aus Methylenchlorid/Petrolither kristallisierten 3 mg Plattchen vom Smp.
164-170°, die nach DC. (Petrolither/Aceton 7:3, Chloroform/Methanol 98:2) einheitlich waren.

5 Durchlaufmethode mit «Silica Gel Woeim for Dry-Column Chromatography»
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MS.: M+ = 388 (Cy3H,,0;). IR. (CHCLy): keine HO-Banden, ~1745 cm™! (Schulter) und
~1709 cm™t. NMR. (CDCly): ~4,86 ppm (C(21)—2H, s), ~3,57 ppm (C(15)—a H, «s», Breite bei
halber Héhe 3 Hz), etwa 1,06 ppm (C(18)—3H und C(19)—3H, s).

Die IR.- (in CHCl,), NMR.- (in CDCl;) und Massen-Spektren von 9 aus Versuchen a) und b)
waren identisch; Misch-Smp. 164-169°. Das DC. und Misch-DC (Petroldther/Aceton 7:3, Chloro-
form/Methanol 98:2) der aus a) und b) bereiteten Verbindungen 8 bzw. 9 waren ebenfalls identisch.
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306. Vier neue Metabolite von Giberella zeae:
5-Formyl-zearalenon, 7’'-Dehydrozearalenon, 8'-Hydroxy-
und 8'-epi-Hydroxy-zearalenon

von G. Bolliger und Ch. Tamm

Institut fiir Organische Chemie der Universitit Basel

(18. IX. 72)

Summary. From cultures of Gibberella zeae ergosterol, zearalenone (1) and hitherto unknown
minor metabolites, i.e. 5-formyl-zearalenone (6), 7-dchydrozearalenone (8), 8’-hydroxyzearalenone
(9) and 8’-epi-hydroxyzearalenone (11) were isolated. The production of zearalenone and its con-
geners proved to be very strongly dependent on the conditions of culture.

5-Formyl-zearalenone (6) as well as 3-formylzearalenone (4) were synthesized from zearalenone
(1) and characterized by the di-O-methyl derivatives 7 and 5 respectively. The structure of 7’-
dehydrozearalenone (8) was deduced from spectral data. The di-O-methyl derivatives 10 and 12
respectively of the two corresponding epimeric 8’-hydroxy derivatives 9 and 11 yielded the same
f-diketone 13. The keto-enol equilibrium of 13 was studied.

1. Einleitung. — Aus Kulturen von Gibberella zeae (Gordon) (Schw.) Petch. (Fusa-
rium graminearum Schwabe) (Fungi imperfecti) sind bisher Zearalenon (1) [1] sowie
die Pigmente Rubrofusarin [2] [3] und Aurofusarin [2] [4] isoliert worden. In der
Literatur finden sich Hinweise, dass der Mikroorganismus auch Ergosterol zu synthe-





