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EINLEITUNG

Schon die Begriinder der Papierchromatographie CONSDEN, GORDON, MARTIN
UND SYNGE haben Formeln fiir den Zusammenhang zwischen dem Ry Wert und dem
Verteilungskoeffizienten einer Substanz abgeleitet®* und MARTIN® hat 1949 aus
diesen Beziehungen die Theorie der chromatographischen Strukturanalyse entwickelt.

Die hierbei von ihm aufgestellte, heute als “MARTIN’sche Beziehung’’ bezeichnete
Gleichung:, '

I
0 — ——— —

AFY = RT In (RF 1) e ()
ist von BATE-SMITH UND WEsSTALL® durch Einfithrung des Ausdrucks Ry = log
(1/Rp — 1) in die Form:

AF0
——— = Ryps + 1
2.3 RT a -+ log e , (2)

gebracht worden. AF° bedeutet hierbei die Menge an freier Energie, die unter Stan-
dardbedingungen nétig ist, um 1 Mol der Substanz von der mobilen in die stationire
Phase oder umgekehrt zu iiberfithren. g, das Phasenverhiltnis, ist gegeben durch

I
=7
(Vm, Vs = Volumen der mobilen bzw. der stationiren Phase) und wird in dieser

Gleichung als konstant betrachtet.

* Wir danken Herrn Prof. Dr. Dr. h.c. mult. K. MorHES und Herrin Prof, Dr. O. BESSLER
fiir ihre stets fordernde Anteilnahme an dieser Arbeit. .
** 1. Mitt. vgl. Lit. 1; I1I. Mitt. vgl. Lit, 2, .
*** Anfragen bitten wir zu richten an: L. NovER, Pharmakognostisches Institut der Universitit
Halle, 402 Halle (Saale), Weinbergweg 2, D.D.IR.
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Die von MARTIN aufgestellte Theorie sagt weiter aus, dass sich die freie Uber-
fiilhrungsenergie (4F°) additiv aus den Energiebeitrigen der einzelnen Teile eines
Molekiils errechnen lassen muss, wenn deren wechselseitige Beeinflussung vernach-
lissigt werden kann. Das gleiche miisste dann auch fiir den Ry-Wert gelten, fiir den
nach Umwandlung von Formel (2):

Ry = Rym® + mAR ppz + ndRpgy + -+ (3)

geschrieben werden kann, wobei in den Rpj-Wert fiir die Grundgruppe oder die
Ausgangsverbindung (= Rp°) der Logarithmus des nur selten experimentell zu
ermittelnden Phasenverhiltnisses ¢ mit einbezogen wird. Man kann also durch
Addition entsprechend Gleichung (3) den Ra- und damit auch den Rp-Wert einer
Substanz errechnen, die sich durch m Substituenten der Art x und » Substituenten
der Art y usw. von der Ausgangsverbindung unterscheidet, sofern man aus den
R y-Wert-Differenzen anderer Substanzen die Grosse der ARjr-Werte dieser Sub-
stituententen bestimmen kann. Zahlreiche Autoren haben sich mit Erfolg dieser
Methode bedient und die Giiltigkeit der MARTIN'schen Theorie in der Papier-, Diinn-
schicht- und Gaschromatographie bestitigt (vgl. dazu die ausfiihrliche Erérterung der
theoretischen Grundlagen und der &lteren Arbeiten durch BRENNER ¢! al.?, BusyS?
und MARCINKIEWICZ ¢t al.0.

In der Papierchromatographie der Steroidhormone sind seit langem Chromato-
graphie-Struktur-Beziechungen genutzt worden (vgl. die Monographien von Bush®
und NEHER!N). Neuere Arbeiten beschédftigen sich mit diesem Gebiet vor allem unter
Verwendung von Diinnschichtchromatographie (vgl. LisBoa!?-29) und Gaschromato-
graphie (vgl. die Zusammenfassung von Kuxksis?l). Aus der angefithrten Vielzahl
von Untersuchungen wird deutlich, dass die Steroide der chromatographischen
Strukturanalyse in besonderer Weise bediirfen. Der Grund dafiir liegt in ihrer grossen
chemischen Mannigfaltigkeit und den geringen Konzentrationen, in denen sie vor-
kommen und zahlreiche physiologische Wirkungen ausiiben. Dabei sind sie jedoch
trotz der uniibersehbaren Zahl verschiedener Derivate eine in sich geschlossene
Gruppe und damit dieser Methode besser zugénglich als andere Naturstoffe.

Fir die herzwirksamen Glykoside sind entsprechende Arbeiten noch nicht
vorhanden, wenn man von einer Publikation von AMATO?? absieht, die versucht, auf
Grund von grosstenteils der Literatur entnommenen Polaritédtsfolgen von Digitalis-
Glykosiden ohne Anwendung der Rp-Wert-Theorie chromatographische Struktur-
analyse zu betreiben. Die von uns durchgefithrten chromatographischen Unter-
suchungen an einer grossen Zahl von Cardenoliden und Bufadienoliden unter ver-
gleichbaren Bedingungen (vgl. I. Mi1rT.!) ermoglichen es erstmals, Betrachtungen
tiber Zusammenhinge zwischen chemischer Struktur und Rj;-Wert auch bei den
Herzglykosiden und ihren Geninen anzustellen.

BEMERKUNGEN ZUR Rj/-WERT-THEORIE |

Die im vorstehenden Kapitel behandelte MARTIN ’sche Theorie sagt aus, dass ein
linearer Zusammenhang zwischen der Struktur einer Substanz und ihrem chromato-
graphischen Verhalten gefunden werden kann, wenrn die Rpr-Wert-Skala der Be-
trachtung zu Grunde gelegt wird. Die Ras-Wert-Skala trigt der Erscheinung Rech-
nung, dass am Start und in der Néhe der Front die Substanzen bei gleichen absoluten
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Polaritéitsunterschieden n#her beieinander liegen als in der Mitte des Chromato-
gramms und dass die chromatographische Trennung im Rp-Wert-Bereich um 0.5 am
besten ist. Wenn auch in einigen Fillen eine lineare Beziehung zwischen Rp-Wert und
chemischer Struktur demonstriert werden konnte, so nur deshalb, weil Rr und Ry
bei Rp-Werten um 0.5 in annidhernd linearer Beziehung zueinander stehen.

Nach unseren Erfahrungen sollten 4Rp~Werte aber auch dann an Stelle von
Rp-Wert-Beziehungen verwendet werden, wenn nur qualitative Aussagen iiber das
chromatographische Verhalten einer Substanz gemacht werden sollen. Wenn in
zahlreichen Publikationen versucht worden ist, die Unzuverldssigkeit, die dem Rp-
Wert als physikalisch-chemischer Konstante einer Verbindung anhaftet, durch die
Angabe von Ry-Werten zu verringern, so muss das aus der Sicht der Rp-Wert-
Theorie abgelehnt werden (vgl. dazu z.b. BRENNER2). Auch ist die Benutzung von
Rxy-Werten keinesfalls einfacher als die von AR j-Werten. Die vorteilhafte Verwen-
dung von ARp-Werten auch in dieser Hinsicht beruht darauf, dass fiir die beim
experimentellen Arbeiten zu beobachtenden Rp-Wert-Schwankungen insbesondere
dussere Faktoren, die den Phasenquerschnitt im gesamten Chromatogramm éndern,
verantwortlich sind. Zu solchen Einfliissen gehéren unseres Erachtens z.B. Schwan-
kungen der Temperatur, der Luftfeuchtigkeit, Anderungen in der Zusammensetzung
des Systems durch das unterschiedlich schnelle Verdunsten einzelner Komponenten,
Ungenauigkeiten bei der Herstellung des Laufmittels oder der Imprignierung des
Papiers. Diese Faktoren lassen jedoch die ARj-Werte unbeeinflusst, da bei deren
Berechnung nach Formel (3) das Phasenverhiltnis g, das in den Ry-Wert der Grund-
gruppe einbezogen ist, durch die Subtraktion der Rpy-Werte zweier Substanzen
eliminiert wird (vgl. auch Busn?). Dies gilt jedoch nicht, wenn sich die qualitative:
Zusammensetzung des chromatographischen Systems, d.h. seine Eigenschaft als
Elektronendonator bzw. -acceptor, dndern. In diesen Fillen werden sowohl die
Rp- als auch die AR pr-Werte beeinflusst, wobei die AR p-Werte der einzelnen Gruppen
unabhingig voneinander variieren. Darauf beruhen z.B. die Niitzlichkeit chromato-
graphischer Spektren (vgl. Lit. 24, S. 173) sowie der Erfolg bei zweidimensionalen.
Trennungen mit verschiedenen Losungsmittelsystemen. Andererseits wird hierdurch
die Anwendbarkeit von TFormeln sehr eingeschrinkt, die die Ubertragung von
ARpr-Werten von einem System in andere gestatten sollen (vgl. z.B. KABASAKALIAN
UND Bascu?3), Die Rpy-Wert-Beziehungen verschieben sich dariiberhinaus auch bei
lokalen Verdnderungen der Phasenzusammensetzung innerhalb des Chromatogrammes.
(vgl. Lit. 1) und bei Wechselwirkungen zwischen Substanz und Trédgermaterial, d.h.
Abweichungen von der reinen Verteilungschromatographie.

BETRACHTUNG DER AUFTRETENDEN FEHLER

Bei der Diskussion der IFehlerbreite chromatographischer Ergebnisse zeigen
sich die Rps-Werte den Rp-Werten gleichfalls iiberlegen. So wiirde die unabhingig
von der Lage der Flecke auf dem Chromatogramm allgemein geforderte, maximale
Schwankungsbreite der Rp-Werte von -o0.0z (Lit. 10), im mittleren Rp-Bereich
(0.50) einem AR von 4 0.035 und in der Néhe des Starts bei Rr 0.10 einem ARjs von
4 o0.100 entsprechen. Substanzen im mittleren Rp-Bereich zeigen jedoch in Uber-
einstimmung mit der Forderung nach einem konstanten Rjs-Fehler-Bereich, eine
grossere Schwankungsbreite in den Rp-Werten, als soche in der Nédhe des Starts und

J. Chromatog., 32 (1968) 123—~140



126 L. NOVER, G. BAUMGARTEN, M. LUCKNER

der Front. Es muss geradezu als Voraussetzung fiir die Anwendung der Durchlauf-
chromatographie bezeichnet werden, dass die Rp-Wert-Schwankungen mit kleineren
Rp-Werten immer geringer werden.

In unseren Versuchen haben wir in den Systemen o, I und II* jedes Chromato-
gramm fiir sich nach ARy-Werten ausgewertet, die auf mitchromatographiertes
Digitoxigenin bezogen waren. In den Systemen III, IV und V wurden, da hier die
Schwankungsbreite der Rp-Werte geringer war, die von verschiedenen Chromato-
grammen erhaltenen Rp-Werte zunidchst gemittelt und die mittleren Rp-Werte der
Berechnung der Rp-Werte zugrunde gelegt. Obwohl in den Systemen o-II die
Rp-Werte z.T. grosseren Schwankungen unterworfen waren, blieben die ARjs-
Werte in engen Grenzen konstant. Fiir alle Systeme zeigen die einzelnen Rp-Werte
eine Streuung von - 0.03 bis maximal 0.08 Rp~-Wert-Einheiten und die erhaltenen
Mittelwerte eine Streuung (“standard deviation’) von -+ 0.02-0.04 Einheiten. Das
gilt fiir die Auswertung von vier bis sechs Einzelergebnissen.

Viel grosser als der eben diskutierte Versuchsfehler ist dagegen der Bereich,
in dem die bei verschiedenen Verbindungen fiir die gleiche Gruppe gefundenen AR -
Werte auch dann variieren kénnen, wenn die Beeinflussung durch Nachbargruppen
ausgeschlossen ist. Hier werden zwischen den Extremwerten stets Differenzen von
etwa 0.2 Rp-Wert-Einheiten gefunden. Dieser Unterschied, der nur zu einem ge-
ringen Teil auf die versuchsbedingten Schwankungen der einzeinen Rp-Werte
zuriickzufithren ist, wird wahrscheinlich durch die Fernwirkungen der funktionellen
Gruppen bedingt. Die Theorie von der Additivitit des Ras-Wertes gilt eben nur an-
gendhert, worauf schon MARTIN® eindringlich hingewiesen hat. So verarmt z.B.
durch die Einfithrung eines elektronegativen Substituenten der iibrige Teil des
Molekiils an Elektronen, wodurch die Fihigkeit einer anderen funktionellen Gruppe
zur Ausbildung von Wasserstoffbriicken beeintrichtigt werden kann. Dariiber hinaus
ist in dem durch die trans-Verkniipfung zwischen Ring B und C konformativ starren
Steroidmolekiil die Erscheinung wichtig, dass sich eine Anderung des Torsionswinkels
in einem Teil des Ringsystems iiber alle Ringe fortsetzt und mit einer sich mit der
Entfernung abschwichenden Wirkung die relative Lage der Substituenten zueinander
verdndert* ™,

KONFORMATION DER GENINE

Bei Untersuchungen iiber den Zusammenhang zwischen chemischer Struktur
und chromatographischem Verhalten bei Steroiden sind konformationstheoretische
Betrachtungen unentbehrlich (vgl. Lit. 26, 30 und 31). Es geniigt hier nicht, die
im Molekiil enthaltenen Substituenten nach ihrer Art und Anzahl festzustellen.
Es muss dariiber hinaus ihre Konfiguration und ihre genaue Lage in Beziehung zum
Steroidringsystem beriicksichtigt werden. Uber die Konformation von Herzglyko-
siden liegen nur wenig Informationen vor, doch bietet die Betrachtung dieser Steroid-
abkémmlinge keine besondere Schwierigkeit. Die in der I. Mitt.! gezeigten Raum-

¥ Zusammensetzung der Chromatographie-Systeme o=V, vgl. I. Mitt.1,
** Naheres iiber diese ‘‘conformational transmission’’ findet sich bei ELIEL e/ l.2® und
Bucourt unp HainavuTr?. Reiches Material {iber solche Fernwirkungen innerhalb des Steroid-
molekiils kann auch den NMR-Untersuchungen von ZURCHER?® (vgl. auch??) entnommen werden.
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formeln geben das Molekiil sicherlich richtig wieder, abgesehen von den Fillen, in
denen es eine Doppelbindung enthilt.

Besonderer Erorterung bedarf nur der fiinfgliedrige Ring D, der sowohl in den
Cardenoliden als auch in den Bufadienoliden mit Ring C cis-verkniipft und durch die
mindestens dreifache Substitution (Methyl an C,;, Butenolid- bzw. Cumalinring an
C,7, Hydroxyl an C,,) starker sterischer Beanspruchung ausgesetzt ist.

Ausgehend von den Arbeiten von BucourRT UND HAINAUT?, CROSS UND
CraBBE? und FisHMAN3®, kommen wir hier zu der in Fig. 1 gezeigten Halbsessel-
Konformation fiir Ring D, wobei von folgenden Voraussetzungen ausgegangen wurde:

(1) Die fiir die nicht planaren 5-Ringe charakteristische Pseudorotation ist
durch die Bindung an das Steroid-ringsystem aufgehoben.

(2) Der Diederwinkel an der Ring C und D gemeinsamen Bindung soll még-
lichst nahe dem in der normalen Cyclohexan-Sesselkonformation sein.

(3) Die sterische Behinderung zwischen den Substituenten soll méglichst
klein sein.

TFig. 1. Steroidteilformel (Ringe C und D); Halbsesselkonformation fiir Ring D. Das Teilmolekiil
in der Abbildung ist zur besseren Anschauung in einer von der iiblichen Projektion abweichenden
gezeigt. An den Ringbindungen stehen die Werte fiir die Torsionswinkel nach Angaben von
BucourT unND HAINAUTZ?, R = Butenolid- bzw. Cumalinring (vlg. I. Mitt.}, Fig. 1).

Eine weitere Méglichkeit wire eine Briefumschlag-Konformation, die sich
von der hier gezeigten im Wesentlichen dadurch unterscheidet, dass der Dieder-
winkel zwischen C,;; und C,; null ist und damit die beiden Bindungen an den C-
Atomen ekliptisch sind. Wir haben daher der Halbsesselform aus energetischen
Griinden den Vorzug gegeben, und in der folgenden Diskussion beziehen sich die
Konformationsangaben fiir Substituenten am Ring D stets auf diese.

PDISKUSSION EINIGER BEI HERZGLYKOSIDEN GEFUNDENER ARM-VVERTE FUR HYDROXY-
GRUPPEN

In Tabelle I sind die aus Angaben von Tabelle I der I. Mitt.?! errechneten
ARy-Werte fiir einige, sich in verschiedenen Stellungen des Steroidringsystems
befindende Hydroxy-Gruppen zusammengefasst. Dabei ist bei der jeweiligen Gruppe
unter der Konfigurations- auch die Konformationsbezeichnung und in Klammern die
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TABELLE I

AR 37-WERTE FUR HYDROXY-GRUPPEN IN DEN SYSTEMEN I-1V
Abkiirzungen: @ == axial; ¢ = #quatorial; @’ = pseudoaxial; ¢’ = pseudoiiquatorial; b = bisecti-
onell; p = primir; s = sekundiir; ¢ = tertidir; Rhs = Rhamnose.
Die unterbrochenen Querstriche sollen andeuten, dass die durch diese Linien voneinander ge-
trennten Werte nicht miteinander vergleichbar sind (s. Diskussion).
Die beiden Systeme o und V wurden bei der Aufstellung der Tabelle nicht Dberiicksichtigt, da
dort nur wenige der notwendigen Daten vorhanden sind.

L. NOVER, G. BAUMGARTEN, M. LUCKNER

Hy- Ausgangsverbindung u. subst. Verb, AR p-Werte in den Systemen
dvoxy- (Nummern aus Tabelle I der I. Mit.1)
Gruppe I I7 rygs v
78 Digitoxigenin (1/38) +o0.282 <4 o0.2901 — —_
5‘(}7 Digitoxin (9/39) +0.206 +-0.285 — —_
Acovenosigenin (94/41) +0.218 -+ 0.281 (-4 0.043) -+ 0.083
18 Digitoxigenin (1/94) +0.615 +40.738 -+ o0.473 -+ 0.662
a(s) 7B-Hydroxy-digitoxigenin (38/41) +o0.551 -+40.728 — _—
5B
a(e)(?)
Spalte1 Rhodexin A (83/113) —_— — -+ 0.846 +1.103
Digoxigenin-¢L.-Rhs* (aus 71/1009) —_— — +o0.982 -+ 1.235
2 16-Desoxyadonitoxin® (aus 105/120) — + 0.950 -+ 0.656 -~0.863
3 16-Desoxyadonitoxol® (aus 107/139 —_ —_— - 0.437 --0.686
4 Digitoxigenin (1/88) +0.562 -o0.714 -0.454 -+ 0.613
Digoxigenin (71/108) +0.535 < o0.706 40,486 0,710
Bufalin (32/90) +o0.556 -+o0.819 — —_—
5 Cannogenin (97/114) +o0.472 +0.638 +o0.340 +0.560
Adonitoxigenin (104/145) — +0.580 -+ 0.284 -+ 0.526
6 Cannogenol (101/137) —0.088 +4-0.048 —o0.050 - 0,035
19-Hydroxy-bufalin® (aus 32/141) —0.058 -+ 0.065 — —_
15¢ - . .
7 5) Digitoxigenin (1/40) +-0.656 -o0.672 — —
1688 Digitoxigenin (1/42) +0.813 +40.855 - o0.530 40,747
b(s) Odorosid H (2/48) +0.836 - o0.900 +0.548 4 0.846
Odorobiosid G (3/49) — — -+ 0.712? +-0.799
Evatromonosid (5/43) +4-0.806 +0.844 — —
Glucoevatromonosid (8/44) — —_ 4+ 0.585 + 0.833
Digitoxin (9/45) +0.839 +4o0.787 — —
Lanatosid A (11/406) —_ +o0.773 -+o.541 - 0.614
Purpureaglykosid A (12/47) —_ — -+ o0.547 “-0.715
Strophanthidin (114/145) — +0.913 - o0.5290 -0.825
Cannogenin (97/104) +0.956 -+o0.971 +40.585 - 0.859
Digoxigenin (71/79) +0.576? +0.741 -+0.498 - 0,700
Digoxin (74/80) — - 0.731 40,431 -0.630
Mittelwert +0.850 40,835 +40.533 +0.757
Differenz der LExtremwerte 0.150 0.240 0.154 0.245
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TABELLE I (Fortsetzung)

Hy- Ausgangsverbindung u, subst, Verb, AR pg-Werte in den Systemen

droxy- (Nummern aus Tabelle I dev I, Mitt.})

Gruppe I II 1[I v

ﬁ@ D%gitoxi'genin (z/71) : +1.203 +41.349 +0.8909 - 1.203

z(s) Digitoxin (9/74) +1.199 1,235 — —_
LEvatromonosid (5/72) “+1.215 -+41.367 — —
Digitoxigenin-bis-digitoxosid (7/73) +1.246 H1.355 — —
Lanatosid A (1 1/77) — +1.169. +4o0.921 - 1.050
G}tox3genm (42/79) +0.966 +1.235 <0.867 +1.154
Gitoxin (45/80) —_ +1.1799 +0.844 -0.030
Oleandrigenin (63/81) “+1.224 ~— —

Strophanthidin (114/110)
Convallatoxin (120/112)
Desglucocheirotoxin (r31/x11)

+0.824 - 1.204
-+ 0.933 -+ 1.210
- 0.972 4 1.231

N
L]

Mittelwert ~4-1.166 4 1.246 +-0.90 I.1
Differenz der Extremwerte 0.280 o.xgs o.r 52 + o.zgg
ITIN Digithigenin (1/82) +1.110 ~+1.346 +40.082 --1.285
'e(_s) Bufalin (32/87) +1.143 ~1.365 — —
Digitoxigenin-g,L-Rhs® (aus 1/83) —_ “+1.33¢4 +1.020 -1.269
Odorosid H (2/84) +1.044 -1.402 +40.994 - 1.401
Strophanthidin (114/85) — “+1.011 +0.766 4 o0.920
19 Digitoxigenin (1/'101) +1.361 —41.648 +1.166 +1I1.525
"(‘,;,j Desacetylrhodexin B (52/107) — - —_— +r1.22x 4+ 1.430
Periplogenin (88/137) “+o0.711 40982 +40.652 -0.921
Telocinobufagin (go/141) “+o0.747 +o0.804 — —

Die Werte fiir die mit a gekennzeichneten Verbindungen wurden ausgehend von der ersten
der in Klammern angegebenen Substanzen berechnet. Zwei Werte sind mit ? verschen. Sie wurden
bei der Berechnung der Mittelwerte und der Differenz der Extremwerte nicht beriicksichtigt, da
sie aus unerklidrlichen Griinden grésserec Abweichungen zeigen.

Art der Hydroxy-Gruppe vermerkt. Hinter den Namen fiir die Stammverbindung,
an welche die jeweilige Hydroxy-Gruppe angefiigt zu denken wiire, geben zwei in
Klammern geschriebene Zahlen die laufenden Nummern der Stammverbindung und
der substituierten Verbindungen in der Tabelle I der I. Mitt.! an, so dass dort leicht
die genaue Konstitution ermittelt werden kann.

Tabelle I beweist die Gliltigkeit der MARTIN’schen Theorie bei den Herzgly-
kosiden, besonders im Hinblick auf die Werte fiir die 123- und 168-stéindige Hydroxy-
Gruppen. Im ganzen wird folgende Reihe fiir die Polaritéitsbeitrige der Hydroxy-
Gruppen sichtbar: ‘

7B(e) < 1B(a) ~ 5B(a) (Dg) ~ 15¢(a’) < 16f(b)
12f8(e) &~ 110t(e) < 19(p) (Dg).

Diese Polarititssequenz hat jedoch nur begrenzte Aussagekraft, da der Polari-
titsbeitrag einer Hydroxy-Gruppe, z.B. in 18-, 58-, 78- und 164-Stellung durch
Wechselwirkungen mit den bei Herzglykosiden stets vorhandenen Substituenten
(38- und 14p-Hydroxy-Gruppen, r7-ungeséttigter Lactonring) stark beeinflusst
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werden kann. Bei den Hydroxy-Gruppen in Stellung 58 und 19, in denen eine be-
sonders vielfiltige Wechselwirkung auch mit andern, in Nachbarschaft befindlichen
Substituenten zu beobachten ist, haben wir der Einfachheit halber den Wert einge-
setzt, der bei der Einfithrung dieser Gruppen in das Digitoxigenin (Dg) gefunden
wird. In der nun folgenden Diskussion sollen einige der Faktoren eingehender be-
sprochen werden, die die Grésse des Polarititsbeitrages von Hydroxy-Gruppen be-
einflussen.

EINFLUSS INTRAMOLEKULARER WASSERSTOFFBRUCKEN UND STERISCHER MOMENTE
AUT DIE GROSSE DER POLARITATSBEITRAGE VON HYDROXY-GRUPPEN

Bei Betrachtung von Tabelle I fillt zunichst auf, dass die Zeriidre Hydroxy-
Gruppe an C; und die sekunddre an C; praktisch identische Polaritdtsbeitrige (AR -
Werte), liefern. Offenbar sind also nicht die Art der Hydroxy-Gruppe, sondern ihre
Konformation und die sterische Umgebung fiir die Polaritit von ausschlaggebender
Bedeutung. Beide Hydroxy-Gruppen sind nédmlich £-stédndig und axial, befinden sich
in 1,2-Stellung zu der in Bezug auf Ring A dquatorialen Gruppierung an C,, und sind
in gleicher Weise mit der ebenfalls axial angeordneten Hydroxy-Gruppe an C; durch
eine Wasserstofibriicke verbunden (vgl. Fig. 2).

H

Cyo

0

”{\ H !_1_0_;_____.
9

Fig. 2. Ausbildung intramolekularer Wasserstoffbriicken zwischen den Sauerstoff-Funktionen an
C,, Gy, Gy und Cy,,.

Solche Wasserstoffbriicken zwischen 1,3-diaxialen Hydroxy-Gruppen sind
wohlbekannt und auch fiir die Cardenolide diskutiert (vgl. Lit. 24, S. 459 /). Sie sind
besonders stabil, weil beide Sauerstoff-Funktionen koplanar sind und weil bei der
Ausbildung der H-Briicke ein Sechsring entsteht (vgl. Lit. 34). Bei den untersuchten
Herzglykosiden ist eine betrichtliche Abnahme der Energie dieser Wasserstoff-
briicke (= Zunahme des Polarititsbeitrages der 58-Hydroxy-Gruppe) beim Ubergang
vom Genin zu der in Stellung 3 glykosidierten Verbindungen zu bemerken. Dieser
Effekt muss auf die geringere Basizitit des glykosidischen Sauerstoffatoms gegen-
tiber dem hydroxylischen zuriickgefiihrt werden.

Eine Verringerung der Polaritit der Hydroxy-Gruppe an C; (= Abnahme des
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ARp-Wertes) ist in der Reihe: 1g-unsubstituierte - 1g-oxo- — 1g9-hydroxy-substi-
tuierte Verbindung sowohl bei den Geninen als auch bei den Glykosiden nachweisbar.
Als Erkldrung bieten sich eine zusiitzliche Wasserstoff-Briickenbindung zwischen
der Sauerstoff-Funktion an C,, und der Hydroxy-Gruppe an C; (s. ebenfalls Fig. 2)
sowie eine zundchst abnehmende (—CHj; -~ CHO) dann wieder zunehmende (—CHO —
CH,OH) sterische Abschirmung durch den Substituenten an C,;, an. Im ganzen
ergibt sich folgende Reihe fiir den Polarititsbeitrag der 58-Hydroxy-Gruppe:

Glykoside > Genine
1g-unsubst. > 19-0x0 > 19-OH Z 10-unsubst. > 1g9-0%0 > 19-OH
Spalte: 1 2 3 4 5 6

Bei den 19-Hydroxy-Geninen (z.B. Cannogenol (xo1)) kann die Einfiihrung
der Hydroxy-Gruppe in Stellung 5 sogar apolaren Einfluss haben. Anscheinend ist
die Ausbildung eines ‘‘konjugierten’’ Systems gleichwertiger Wasserstoffbriicken im
Strophanthidol (137) bzw. Hellebrigenol (141) durch Resonanz energetisch besonders
begiinstigt.

In interessanter Ubereinstimmung damit befinden sich die Daten, die man dem
System o entnehmen kann (Tabelle II). Die Differenz zwischen den AR p-Werten der
beiden ersten Spalten von Tabelle IT hat dhnliche Ursachen wie der Unterschied
zwischen Genin und Glykosid, der fiir die ARy (spom) bei Tabelle I diskutiert wurde.

TABELLE Il
AR FUR DIE 58-HYDROXY-GRUPPE IM SYSTEM O

Spalte Ausgangsverb. 1. subst. Verb. Substituenten in B-Stellung an ARy
(Nummern aus Tabelle I der I. Mitt1) ‘
Cs Cio
1 Digitoxigenin (1/88) -+ 0.631
—QOH —CH,
Bufalin (32/90) -+ 0.639
2 Acetyldigitoxigenin (1/88) +1.222
—OAc —CH,
Acetylbufalin (32/90) + 1.103
3 Acetylcannogenin (97/114) —OAc —CHO -+ 0.963
4 Acetylcannogenol (101/137) —OAc —CH,0Ac +o0.907
5 Acetylrhodexin A (83/113) -+ o.gorx
—O—AcRhs —CH,
Acetyldigoxigenin-acetyl-e,L-rhamnosid® + 1.052
(aus 71/1009)
6 16-Desacetoxy-acetyladonitoxin® —O—AcRhs —CHO -+ 0.866
(aus 105/120)
7 16-Desacetoxy-acetyladonitoxol® —O—AcRhs —CH,0Ac +0.834

(aus 107/130)

a Die Werte fiir diese Verbindungen wurden ausgehend von der ersten]der in Klammern
angegeben Substanzen berechnet. .
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Dort fithrte die glykosidische Bindung der freien Hydroxy-Gruppe an C; zu einer
Stérung des Resonanzeffektes zwischen der von den beiden 1,3-diaxialen Hydroxy-
Gruppen an C; und C; ausgebildeten Wasserstoffbriicke und zu einer weiteren
Schwiichung derselben durch die geringere Basizitit des glykosidischen Sauerstoff-
atoms gegeniiber dem hydroxylischen. Hier bewirkt die Acetylierung (Spalte 2) das
gleiche, wobei der Schwund an Basizitit und damit die Zunahme des AR (580u)—
wie zu erwarten—noch grésser ist, was ein Vergleich mit den Zahlen fiir die Glyko-
side (Spalte 5) deutlich macht. Die Neukniipfung einer Wasserstoffbriicke zwischen
dem Carbonyl des Acetylrestes und der Hydroxy-Gruppe in 58-Stellung ist bei
Vorliegen der fiir die Essigsdureester nachgewiesenen cisoiden Konformation (vgl.
IIT. Mitt.2) unmoglich, und die Aufhebung dieser durch Resonanz stabilisierten,
Konformation wiirde die Wasserstoffbriicke energetisch ungiinstig machen.

Der Einfluss einer 19-Oxo-Funktion ist in Tabelle II (Spalten 3 und 6) wie in
Tabelle I zwar deutlich sichtbar, aber nicht sehr gross. Auffallend ist, dass bei Vor-
handensein einer Acetoxymethylgruppe (Spalten 4 und 7) oder einer Formylgrupre
(Spalten 3 und 6) and C,, praktisch gleiche Werte fiir das ARM(sﬁoH) gefunden
werden, widhrend in Tabelle I der Polaritéitseinfluss einer 58-Hydroxy-Gruppe bei
108 Hydroxymethyl- (Spalten 3 und 6) deutlich geringer ist als bei rof-Formyl-
Verbindungen (Spalten 2z und 5). Der S. 131 diskutierten Zunahme der Raumbean-
spruchung beim Ubergang von der trigonalen Formyl- zur tetragonalen Hydroxy-
methyl- bzw. Acetoxymethyl-Gruppe wirkt hier (Tabelle II) die Schwichung der
Wasserstoffbriicke zwischen den Sauerstoff-Funktionen an C; und C,4 bei der Uber-
fithrung der 19-Oxo- in die 19-Acetoxy-Gruppierung entgegen, wihrend sich im
anderen Fall (Tabelle I) beide Einfliisse addieren. Die wieder zu diskutierende Was-
serstoffbriicke zur Carbonyl-Gruppe des Acetylrestes an C, ist aus sterischen Griinden
unmdoglich.

In Ubereinstimmung mit den oben diskutierten Griinden &ndert sich der
Polarititsbeitrag der 19-Hydroxy-Gruppe, wenn bei den zur Berechnung heran-
gezogenen Verbindungen der Substituent an C; verschieden ist. Der ARaz00m) fiir
die 58-Hydroxy-Genine (Periplogenin (88), Telocinobufagin (go)) liegt betrdchtlich
tiefer als der fiir die an C; unsubstituierten Genine und Glykoside (vgl. Tabelle I).

Auch der relativ niedrige Einfluss der rra-Hydroxy-Gruppe (Tabelle I) in
Gegenwart einer 19-Oxo-Funktion (Ubergang von Strophanthidin (114)) zu Nigresci-
genin (85)) ldsst sich &dhnlich erkliren. Die Nidhe der Sauerstoff-Funktionen in
rro-Position und C,, ermdglicht sogar die Ausbildung eines fiinfgliedrigen Lacton-
ringes im Sarmentosigenin E, wobei Ring B eine flexible Konformation (Wannen-
oder Twist-Form) einnimt?®. In &Hhnlicher Weise koénnte man fiir Nigrescigenin
(= Sarmentosigenin A) eine Halbacetal-Form mit Fiinfring formulieren. Eine
andere Moglichkeit zur wechselseitigen Beeinflussung beider Gruppen wire durch
eine Wasserstoffbriicke 11« OH — 19 CHO unter Ausbildung eines siebengliedrige
Ringes gegeben. _

Zuletzt miissen noch die sehr niedrigen Werte fiir die dquatoriale Hydroxy-
Gruppe in 7f3-Stellung erértert werden. Die sterischen Besonderheiten dieser Hydroxy-
Funktion werden am besten in der schon in Fig. 1 verwendeten Betrachtungsweise
des Steroidmolekiils veranschaulicht (Fig. 3). Die 78-Hydroxy-Gruppe und das in
Herzglykosiden stets vorhandene Hydroxyl an C,, stehen 1,3-koplanar zueinander.
Es ist deshalb anzunehmen, dass sich in gleicher Weise wie zwischen den 38- und 13-
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bzw. 58-Hydroxy-Gruppen eine starke Wasserstoffbriicke ausbildet (vgl. S. 130).
Dariiber hinaus ist die Hydroxy-Gruppe an C, von den Substituenten am Ring D
und den Ringen C und D abgeschirmt. Dass diesem sterischen Moment eine betricht-
liche Bedeutung zukommt, geht u.a. aus den Untersuchungen von LisBoA?? hervor,
der zeigen konnte, dass die 73-Hydroxy-Gruppe bei Steroiden ohne Hydroxyl am
C,4 bereits einen relativ geringen Polaritéitsbeitrag liefert.

Fig. 3. Geninteilformel mit Substituenten an Ring B, C und D.

Auch die in Fig. 3 zum Vergleich eingetragenen Hydroxy-Gruppen an C,; und
C,s werden sterisch und im Talle der 168-Hydroxy-Gruppe zusitzlich durch intra-
molekulare Wasserstoffbriicken in ihren Moglichkeiten zu Wechselwirkungen mit
dem Losungsmittelsystem eingeschrinkt.

ANDERUNGEN DER Rar-WERTE BEI DER UMWANDLUNG EINER IG-CARBONYL- IN EINE
I9-HYDROXY- ODER IQ-ACETOXY-GRUPPE

In Tabelle II1 sind die ARp-Werte zusammengestellt, die bei Ersatz der 19-Oxo-
durch eine 19-Hydroxy- bzw. rg-Acetoxy-Gruppierung bei verschiedenen Geninen
und Glykosiden erhalten werden. Neben dem bereits diskutierten engen Zusammen-
hang zwischen den Gruppen an C,, C, und C,, zeigt sich hierbei, dass in Ubereinstim-
mung mit unseren Ausfithrungen (S. 130-132) die Art des Zuckers in den untersuchten
Glykosiden auf das ARpr(-cmo—cHgomy praktisch keinen Einfluss hat (vgl. Spalte 2).
Eine Erklirung des Unterschiedes, der bei Vergleich des in Stellung 5 unsubstituierten
Glykosids (Adonitoxin (ros)) mit dem entsprechenden Genin (Cannogenin (97))
sichtbar wird, kann z.Z. nicht gegeben werden.

Die Zahlenangaben fiir das System o beziehen sich auf die peracetylierten
Verbindungen. Es handelt sich also hier um das ARwy(crO->CH30Ac). Die hierbei
gefundenen Werte sind negativ und fiir alle Paare praktisch gleich. Dies liegt z.T.
in der Tatsache begriindet, dass, wie auch schon andere Autoren (vgl. Lit. 24, 5. 460)
fanden, die Acylierung von polaren Hydroxy-Gruppen einen grésseren Pclaritéits-
verlust bedeutet als die Acylierung von weniger polaren, da die eingefiihrte Acyl-
gruppe mit ihrem apolaren Alkylrest sterisch nur wenig gehindert ist, wenn auch die
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Hydroxy-Gruppe frei zugiinglich gewesen ist. Zum anderen fiithrt die Acylierung bei
Hydroxy-Gruppen, die stark Wasserstoffbriicken-gebunden und daher wenig polar
sind, zu einer Schwichung dieser Bindungen, wodurch ein Polarititsgewinn erreicht
wird, der dem Acylierungseffekt entgegengerichtet ist (vgl. 8. 132).

Um den Einfluss der Acylierung noch deutlicher zu machen, haben wir fiir die
3B-Hydroxy-Gruppe, fiir die besonders viele Versuchsdaten vorlagen, in Tabelle IV
diedR M(3BOH—>380AcC) fiir das System o zusammengetragen. Die Angaben in Spalte 1
stimmen innerhalb enger Grenzen miteinander iiberein und zeigen, dass Substituenten -
im Steroidkern, die nicht in unmittelbare Wechselwirkung mit der 38-Hydroxy-
Gruppe treten, den bei der Acetylierung dieser Gruppe entstehenden Polaritétsverlust
nicht beeinflussen. Dagegen sind die Werte fiir die 58-Hydroxy-Genine (Periplogenin
(88) und Telocinobufagin (go), Spalte 3) betrédchtlich kleiner, was wieder durch den
Einfluss intramolekularer Wasserstoffbriicken bedingt ist. Obwohl die Werte fiir
Uzarigenin (33) und Canarigenin (152) (Spalte 2) bei Vergleich mit den Werten von
Spalte 1 noch innerhalb der iiblichen Schwankungsbreite liegen, wurden sie bei der
Berechnung des Mittelwertes nicht beriicksichtigt, da die 38-Hydroxy-Gruppe bei
Uzarigenin #dquatorial und bei Canarigenin pseudoaxial steht, wihrend bei allen
anderen in Tabelle IV aufgefiithrten Verbindungen die Hydroxy-Gruppe an C; axial
angeordnet ist.

In Tabelle IV haben wir ausnahmsweise auch die Rp-Werte der unacetylierten
und acetylierten Verbindungen eingetragen, aus denen die 4Rpj-Werte berechnet
wurden. Hiermit soll gezeigt werden, dass die ermittelten 4Ra-Werte von der Grosse
der Rp-Werte unabhingig sind und deshalb ein Phasengradient (vgl. I. Mitt.}) in

TABELLE IV

ARp; FUR DIE REAKTION 380H — 380Ac IN SYSTEM 0O

Spalte Verbindung® Rp-Werte dev ARy
acelyl, unacetyl.
Verbindung

1 Digitoxigenin (1) 0.157 0.695 —1.087
Menabegenin (31) 0.0835 0.558 —I1.142
Bufalin (32) 0.250 0.803 —1.086
Gitoxigenin (42/68) 0.024 0.240 —1.100
Oleandrigenin (63/42) 0.0785 0.518 ~—1,101
16-Propionylgitoxigenin (69) 0,153 0.625 ~—0.967
Xysmalogenin (155) 0,087 0.578 —1.158
3f-Hydroxy-15-0x0-58,140-cardenolid (177) 0,136 0.622 —1.021
Mittelwert —-1.082
2 Uzarigenin (33) 0.101 0.61 —T1.T42
Canarigenin (152) 0.084 0.553 —1.129
3 Resibufogenin (x75)" 0.505 0.919 —1.046
4 Periplogenin (88) 0.0417 0.120 -——0.496
Telocinobufagin (go) 0.0713 0.207 -—0.532

aWenn nicht anders vermerkt, finden sich die unacetylierte und die acetylierte Verbindung
unter der gleichen Nummer in Tabelle I der I. Mitt.t,

b Der Rp-Wert des Acetylresibufogenins liegt ausserhalb des fiir I j-Berechnungen zu-
lissigen Rp-Wert-Bereichs (s. S. 94, I. Mitt.?),
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Startndhe nicht nachweisbar ist. In analoger Weise kann dies auch mit den AR -

Werten der 128- und 165-Hydroxy-Gruppen, die in Tabelle I zusammengestellt sind,
fiir die anderen Systeme nachgewiesen werden.

BEFUNDE BEI VERANDERUNGEN DES SUBSTITUTIONSMUSTERS VON RING D

Bereits auf Seite 127 wurde darauf hingewiesen, dass der Cyclopentanring in
den Herzgiftgeninen zahlreiche Substituenten trigt (vgl. Fig. 1 und 3), die in viel-
facher Weise miteinander in Wechselwirkungen stehen. Im folgenden soll zunichst
besprochen werden, welchen Einfluss die fiir die Cardenolide und Bufadienolide
charakteristischen ungeséittigten Lactonringe auf die Polaritit der Verbindungen
haben und welche Nachbargruppeneffekte dabei auftreten.

In Tabelle V sind die ARa;-Werte zusammengestellt, die bei Ersatz des Buten-
olidringes durch den Cumalinring erhalten werden. Bei Vergleich der einzelnen
Ergebnisse ist erkennbar, dass ein Einfluss von Substituenten an den Ringen A, B und
C auf den erhaltenen Wert nicht feststellbar ist (Spalte 1), dass aber die Substituenten
an Ring D den 4Ry-Wert wesentlich verédndern kénnen (Spalten 2 und 3).

Der unterschiedliche Polaritéitsbeitrag von Cumalin- und Butenolidring wird
moglicherweise massgeblich durch deren teilweise Polarisation bedingt (Fig. 4),

@
0._0° 0.__0®
HC™
T or
Butenolidring Cumalinring

TFig. 4. Polarisierte Formen der Laktonringe an C,..

die nach neueren Untersuchungen bei den Cardenoliden auch fiir die pharmalolo-
gische Wirkung spezifische Bedeutung haben soll (vgl. z.B. REPKE3® und WASSER-
MANN®) und in diesem Zusammenhang auch experimentell ermittelt worden ist®,
Nach Fig. 4 miisste der Cumalinring ein geringeres Dipolmoment als der Butenolid-
ring besitzen, wodurch die in allen Fillen negativen 4Rp-Werte in Tabelle V ver-
stidndlich werden.

Die Abschirmung des Dipols der Lactonringe durch Substituenten an Ring D
nimmt zu in der Reihe der:

14f, 158-Epoxy- — 148-Hydroxy- — 14f-Hydroxy-, 168-Hydroxy- — 14f8-Hydroxy-, 164-
Acctoxy- Derivate.

Dieser Effekt hat fiir die Polaritit des Butenolidringes, da dessen Dipol
weniger frei zuginglich ist, gréssere Bedeutung als fiir die des Cumalinrings. Das
fithrt zu der beobachteten Verminderung der Rps-Wert-Differenzen bei den 16f-
Hydroxy- und 163-Acetoxy-Verbindungen (Spalte 2) sowie zu der Zunahme der

ARp-Werte beim Vergleich der 148-Hydroxy- mit den 14f, 158-Epoxy-Derivaten
(Spalte 3).
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Der Polarititsbeitrag der Lactonringe wird ausser durch die Substituenten an
Ring D auch durch ihre Stellung am C-Atom 17 beeinflusst. Das kann hier nur fiir die
Cardenolide gezeigt werden, da uns 17H-Bufadienolide nicht zur Verfiigung standen.
Die Fig. 1 und 3 machen die besondere Stabilitit und die gréssere Polaritét der 178H-
gegeniiber den r7e¢H-Verbindungen verstéindlich. Durch die Isomerisierung der in der
Natur besonders hidufig vorkommenden 1y«H-Cardenolide an C,; kommt der unge-
sittigte Lactonring in die pseudoiquatoriale Lage, wobei ein Energiegewinn erzielt
wird und sowohl der Lactonring, als auch die an Ring D stehenden Hydroxy-Gruppen
leichter zuginglich werden.

Die Rp-Wert-Differenzen zwischen r7oH- und 178H-Verbindungen betragen
fiir das Paar Digitoxigenin (1) und Menabegenin (3r) 4+ 0.310 und bei den ent-
sprechenden acetylierten Verbindungen + 0.255. Dagegen findet man fiir die 3/-
Acetoxy-15-0x0-583,14p-cardenolide (178/180) nur den Wert von +o0.072 (vgl
Tabelle I der I. Mitt.!), was durch das FFehlen der Hydroxy-Gruppe an C;, erklédrt
werden kann (s.o.).

Abschliessend soll noch kurz auf den Einfluss hingewiesen werden, den Ande-
rungen in der Verkniipfung der Ringe des Steroidgeriistes auf die Polaritédt ausiiben.
Stets haben wir gefunden, dass Verbindungen mit #ans-Verkniipfung polarer als
solche mit cis-Verkniipfung sind. Das kann fiir die Ringe A/ dem Vergleich von
Digitoxigenin (1) mit Uzarigenin (33) und fiir die Ringe C/D dem Beispiel der Ver-
bindungen (178/179) entnommen werden. Der bei der cis-trans-Isomerisierung auf-
tretende Polarititsgewinn wird jedoch in beiden Ifédllen zum grossten Teil durch
hydrophile Substituenten bedingt. Digitoxigenin und Uzarigenin unterscheiden sich
ausser in der Konfiguration an Cg; vor allem in der Konformation der Hydroxy-
Gruppe an C; (Digitoxigenin—axial, Uzarigenin—-dquatorial). Fiirdie 33-Acetoxy-15-0x0-
5p8-cardenolide (178/179) bedingt der Ubergang der 14f- in die 14e-Konfiguration
zugleich eine Konformationsinderung des Substituenten an C,;: der Butenolidring,
im ersten Fall pseudoaxial, nimmt im zweiten I7all die polarere und stabilere pseudo-
dquatoriale Lage ein.
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ZUSAMMENTFASSUNG

Die MARTIN’sche Theorie {iber den Zusammenhang zwischen chemischer
Struktur und chromatographischem Verhalten bildet den Ausgang fiir eine Diskus-
sion iiber die vorteilhafte Anwendung von ARas-Werten nicht nur bei der chromato-
graphischen Strukturanalyse sondern auch bei einer rein qualitativen Auswertung
von Chromatogrammen, d.h. auf dem klassischen Feld der Rp- und relativen Rp-
Werte.

In fiinf Tabellen werden aus den chromatographischen Daten fiir iiber 180
Herzglykoside und ihre Genine ARpr-Werte fiir verschiedene funktionelle Gruppen
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am Steroidkern zusammengestellt. Diese demonstrieren liberzeugend die Giiltigkeit
und den Wert der MARTIN’schen Theorie bei diesen von den Steroiden abgeleiteten
Naturstoffen. Die Konformationstheorie der Steroide wurde in erweiterter Form auf
die Herzglykoside iibertragen und neben intramolekularen Wasserstoff-Briicken

und sterischen Taktoren zur Erkldrung der experimentellen Ergebnisse herange-
zogen.

SUMMARY

Starting with MARTIN’s theory on the relationship between chemical structure
and chromatographic behaviour the advantages are discussed which arise by the
use of Rps values not only in the case of chromatographic structure determination

but also in the qualitative area of chromatography, ¢.c. in the common field of Ry and
relative Ry values.

From the chromatographic data of about 180 heart glycosides and their genins
ARy values for several groups in the steroid moiety are calculated and listed in
five tables, giving strong evidence for the validity and value of MARTIN's theory for
these steroid derivatives. The interpretation of the experimental results is based on
steroid conformation theory extended to cardenolides and bufadienolides. The in-

fluences of intramolecular hydrogen bonding and steric hindrance on the chromato-
graphic behaviour are discussed.
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