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SUMMARY

The velationship between chemical structuve and chromatographic behaviour of heart
glvcosides. VI, Problems encountered in thin-layer chvomatographic structure determina-
tion using silica gel as adsorbent.

On the basis of thin-layer chromatographic data for more than 160 heart glyco-
sides and genins as well as their peracetylated derivatives, the possibility of a thin-
layer chromatographic (TLC) structure determination is discussed. Chromatography-
structure relationships in TLC are connected with special problems originating from
the structure of silica gel, vzz. the ‘‘effect of neighbouring groups’’ and the ‘‘molecular
sieve effect’’. The former is due to the limited amount of free Si—-OH-groups on the
silica gel surface, the mean distance between two of them being about 0.65 nm. The
latteris a result of thesilica gel mean pore diameter being 3.0 nm. Besides these general
effects certain cases of specific adsorption of molecules with a characteristic arrange-
ment of polar groups were observed. In contrast to our paper chromatographic results
intramolecular hydrogen bonding has no influence on the TLC behaviour, at least not
in our systems. All these effects are discussed on the basis of ten tables containing
AR pr values for hydroxy, acyloxy and other groups, for 19 sugar residues and their
derivatives. Finally four examples of the calculation of Rjs values are given.

EINLEITUNG

Die theoretische Grundlage fiir die chromatographische Strukturanalyse (vgl.
die ausfithrlichen Ableitungen in Lit. 2 und 6 und die vorstehende V. Mitt.5) wurde

. ¥ Herrn Prof. Dr. K. ScCHREIBER danken wir fiir zahlreiche freundliche Hinweise.
** 1.-V, Mitt. vgl. Lit. 1—-5.
*** Anfragen bitten wir zu richten an: I.. NovER, Sektion Pharmazie der Martin-Luther-
Universitit, Lehrstuhl fiir Pharmakognosie, 402 Halle/Saale, Weinbergweg 2 (D.D.R.).
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von MARTIN? 1949 in enger Anlehnung an die Papierchromatographie (Pc) entwickelt.

Schon frithzeitig wurde jedoch darauf hingewiesen, dass von der theoretischen Seite
her die Methode nicht auf die Pc beschridnkt, sondern auch auf andere Verteilungs-
systeme und auf adsorptionschromatographische Verfahren anwendbar sei®® Tat-
séichlich hat sich die chromatographische Strukturanalyse, von ihrem Hauptan-
wendungsgebiet, der Pc (vgl. Literatur bei Lit. 2 und 6), ausgehend, auf die Gas-
chromatographie!®=?2 und in den letzten Jahren auch auf die Diinnschichtchromato-
graphie (Dc) ausgedehnt. GRAHAM, BARK und Mitarb. haben z.B. iiber umfangrei-
chere diinnschichtchromatographische (dc) Untersuchungen mit phenolischen Ver-
bindungen an Al,O,-, Cellulosepulver- und Polyamid-Schichten berichtet (vgl. z.B.
Lit. 13 und 14, dort frithere Literatur). Daneben sind Chromatographie-Struktur-
Beziehungen fiir die Dc bei Mutterkornalkaloiden!s, verschiedenen Indolderivatenit—18
und vor allem Steroiden!?-2! untersucht worden.

BESONDERE PROBLEME EINER DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHISCHEN -
STRUKTURANALYSE

Bei den Untersuchungen von LisBoAl’—2! an einer umfangreichen Sammlung
von Steroiden mit Kieselgel G als Schichtmaterial wurde in vielen Fillen keine gute
Ubereinstimmung zwischen den aus verschiedenen Verbindungen berechneten
AR p-Werten fiir eine bestimmte funktionelle Gruppe gefunden. Der Autor stellt
fest, dass man polare Steroide nicht mit apolaren vergleichen kann, da nach seiner
Meinung durch die Entmischung zusammengesetzter Laufmittel (vgl. die Ausfithrung
in der V. Mitt.5) offenbar in der Nihe des Starts Verteilungschromatographie, in der
Nihe der Front aber Adsorptionschromatographie die Grundlage der Trennung
bilden??, Hinzu kommen weitere stérende IFaktoren, welche ‘‘die Anwendbarkeit der
AR p-Werte in der Dc begrenzen’’ (vgl. Lit. 20, S. 102).

Die nicht immer befriedigenden Ergebnisse von LisBoA finden jedoch ihre
Erklirung, zumindest teilweisein der Inkonstanz der Zusammensetzung der mobilen
Phase in Laufrichtung unter den von diesem Autor gewihlten Chromatographie-
Bedingungen. Es wurden einerseits Fliessmittelsysteme verwendet, die eine deutliche
adsorptive Entmischung zeigen, andererseits bemiihte sich der Autor nicht um einen
Ausgleich des Schwerkraft-bedingten Phasengradienten (vgl. hierzu die Ausfithrungen
in der V. Mitt.5).

Eine dc Strukturanalyse an Silicagel stésst aber neben diesen iiberwindbaren
Schwierigkeiten auf weitere, die in der Struktur dieses Schichtmaterials begriindet
sind. Silicagel fiir die Dcist ein sehr feinkérniges Material, dessen Eignung fiir die chro-
matographische Trennung wesentlich auf einem umfangreichen, anden Wianden mit Si--
OH-Gruppen besetzten Hohlraumsystem beruht. Fiir das hier verwendete Kieselgel G
gibt die Herstellerfirma folgende Kenndaten an22: Porenvolumen 0.68 cm?/g, Ober-
fliche 450 m2/g, mittlerer Porendurchmesser 3.0 nm (vgl. auch die Ausfithrungen von
KOHLSCHUTTER UND UNGER?3),

Mit dem Gehalt an Si-OH-Gruppen sowie deren unterschiedlicher Funktion
und Bedeutung fiir den chromatographischen Vorgang haben sich in neuerer Zeit
vor allem EBERT sowie KI1sILEV und Mitarb.26—27 beschiftigt. Danach kann man die:
Si—~OH-Gruppen in solche, die sich im Innern der Silicagel-Matrix und solche, die sich:
an der Oberfliche befinden, einteilen. Letztere sind, soweit sie sich in geeigneter
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TABELLE I ,
AR p-WERTE FUR HYDROXY-GRUPPEN IN DEN SYSTEMEN I-IV (vgl. Fig, 1)
Abkiirzungen: a = axial, a’ = pseudoaxial, e = #Aquatorial, e’ = pseudoidquatorial, b == bisec-

tionell, p = primér, s = sekundéir, t = tertiir; Rhs = Rhamnose und Ac = Acetyl.
In Tabelle I und ebenso in den folgenclcn Tabellen kennzeichnen unterbrochene Strlche innerhalb
einer Gruppe von ARy-Werten fiir eine bestimmte Gruppierung, dass diese Werte nur bedingt
miteinander vergleichbar sind (vgl. hierzu die jeweilige Diskussion im Text),

Hydroxy- Spal- Ausgangsverbindung und AR p-Werte in dewn Systemen.
Gruppe te substituierie Verbindung -
(Nummern aus Tabelle I, I 11 111 IV On
V. Mit.5)
445 7B-Hydroxy-digitoxigenin (45/91) -+o0.17 -+o11 -o.11 +o0.22 —
a(s) 7B8-Hydroxy-digitoxigenon :
(aus 32/92) +0.16 —+o0.13 —+0.23 +0.16 —
58 Digitoxigenin-¢,L-Rhs
.a,et) (aus 8/42) +0.50 -+052 -+0.53 ~+0.67 ==
Ia Ac-digitoxigenin-g, L-Rhs
(aus 8a/42a) +o0.30 -o0.25 -+o0.17 -o.24 —
Ac-rhodexin A (49/93a) “+0.26 +40.18 -o0.10 +o0.25 -~+t0.900
2 16-Desoxy-adonitoxin
(aus 135/112) -+o.41 +40.33 +o0.30 -“+o.40 --0.870
Apocannosid (99/121) +o0.47 +4o0.35 ++o0.22 -4o0.5r —
23 Ac-apocannosid (g9a/121a) “+0.31 +4o0.29 +0.16 +0.33 —
3 Digitoxigenin (1/41) +o0.35 -+o0.25 -o0.25 -+0.36 -0.63
‘ Bufalin (34/123) +o0.34 -+o0.32 <4026 o040 -0.64
ng:toxxgenon (32/44) ~o0.32 +o0.35 +o0.27 -40.35 —
3a Ac d1g1toxxgen1n (za/41a) +o0.43 +o41 +o0.25 -Ho0.42 -1.22
Ac-bufalin (34a/r23a) ‘ +0.36 +0.38 -o017 +0.35 -1I1.I0
4 Cannogenin (98/107) +-0.19 +o0.10 +-0.07 <+0.,26 —
4a Ac-cannogenin (g8a/107a) -+0.30 +o0.27 —+o0.r7 +40.20 -40.96
5 Cannogenol (101/128) +0.03 —o0.04 —0.01 -0.04 -—
5a Ac-cannogenol (rora/128a) +0.38 +4-o0.29 —+o0.19 -+0.31 +40.9I
‘78 I . Digitoxigenin (1/45) —“+o0.r7 +4o0.23 +0.03 +0.13 —
e(s) e e e e e e e e e e e e e e —
2 Digitoxin (25/46) ' +o0.02 40,02 -+0.07 -+0.04 —
I1e 1 Digitoxigenin (1/48%) “+o0.42 -+o0.29 0,25 0,40 -—
e(s) Bufalin (34/51) . +0.38 40,30 -+o0.24 +0.39 —
é Odorosid H (17/50) | +o0.3tr -+40.23 -+0.25 +4+0.33 ~—
3+ - Strophanthidin (ro7/133) “+o0.22 +4-0.24 +H0.294 +40.23 —
t1f ~ .+ ¢ Uzarigenin-¢,L-Rhs : ’
a(s) | o (aus 35/52) +0.26 0,28 440,19 -o0.20
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TABELLE 1 (Forisctzung)

Hydroxy- Spal- Ausgangsverbindung und AR pr-Werte in den Systemen

Gruppe le substituierte Verbindung _
(Nummern aws Tabelle I, I 1I Irr v
V. Mitt.h)
1283 I Digitoxigenin (1/53) " +0.34 -+o0.25 +o0.14 -+o0.34
e(s) Bufalin (34/60) “+0.4r +40.3¢4 +o0.21 -Ho0,29
Gitoxigenin (64/95) -+0.34 -+0.34 +o0.2xr -o0.40
Strophanthidin (ro7/137) +0.39 -0.37 +40.26 --0.3T
Oleandrigenin (8z2/97) “+0.32 — -— +0.33
Mittelwert +4o0.36 -+40.33 -+0.21 +40.33
2 Evatromonosid (20/54) “+o0.21 -o0.17 +4o0.15 -o0.25
Digitoxigenin-bis-digitoxosid ‘=
(23/55) +0.26 --0.22 +40.17 -+o0.24
Digitoxin (25/56) “+o0.25  -0.20 +-0.11 40,19
Gitoxin (70/96) +o0.29 -+o0.20 +-0.14 -+0.35
Lanatosid A (27/57) +o0.15 —+o0.21 +0.,08 +o0.21
Mittelwert -+o0.23 -o0.20 ++o0.13 +o0.25
143 14-Desoxy-178H-digitoxigenin
e(a)(?) (169/33) -+0.32 +40.26 +40.07 +0.27
150 Digitoxigenin '
a’(s) (r/61) “+o0.20 +-0.13 +o0.03 +o0.17
158 Digitoxigenin (1/62) +o0.15 --o0.22 -+o0.10 +0.23
e’(s) Corotoxigenin (103/136) “+o0.27 -+o0.24 +o0.15 -+o0.209
16e¢ I Digitoxigenin (1/80) +0.32 -+0.35 +0.31 -+0.45
b(s) —_ e e e e e e e e e e e — — —
2 Digitoxin (25/90) -+0.19  -0.24 <o0.I2 -+0.20
168 I Digitoxigenin (1/64) +0.20 —+0.26 -o0.17 -+o0.24
b(s) Digoxigenin (53/95) -}-0.29 -0.35 -+o0.24 -o0.30
Strophanthidin (xro7/x39) ~+0,22 +40.39 ++0.26 +40.33
Mittelwert -~-0.27 +40.33 +o0.22 -0.29
2 Evatromonosid (20/68) +0.12 -o.12 +4-0.05 +o.26
Odorosid H (17/67) ~o0.21 +4o0.23  +4o.11 +o0.27
Gluc-evatromonosid (22/69) +o0.33 -+o0.28 <4o0.17 +o0.30
Digitoxin (235/70) . -+o0.19 +o0.17 -o0.13  -+0.,16
Digoxin (56/96) +0.23 +4o0.17 <40.16 -+40.32
Purpurcaglykosid A (26/71) “+0.,22 -+o0.15 +o0.12 0,21
Lanatosid A (27/72) +0.23 -+o0.21 4o0.14 -o0.21
‘ Mittelwert —+o0.22 +4o0.19 -0.13 -+o0.24
19 1 Digitoxigenin (1/101) -+0.60 +4o0.50 -+0.51 -+40.62 '
{#) = — e e = — — —
2 . Uzarigenin (35/105) +0.45 -0.49 +0.40 -}0.56 .
3 Mallosid (52/04) +0.48 --0.40 -+0.34 -+o0.50
4 Periplogenin (41/125) ~+0.28 +40.2I1 +o0.25 -+o0.30
Periplorhamnosid (42/126) +o0.30 +o0.24 -+0.35 +0.40
Telocinobufagin (43/129) -+-0.29 “+o0.23 +0.22 -40.31

n Es handelt sich hier um das System O der papierchromatographischen Unter_suchilngen,;
{vgl. Tabelle IT, II. Mitt.2).
b Berechnet fiir das Peracetat.
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Entfernung von ecinander befinden, miteinander durch Wasserstoff-Briicken ver-
bunden. Tir die Adsorptionseigenschaften des Silicagels sind.vor allem die freien,
.zur. Ausbildung von intermolekularen Wasserstoff-Briicken befihigten Hydroxy-
‘Gruppen an der Oberfliche verantwortlich?. Das Dipolmoment der adsorbierten
Verbindung spielt bei der Bindung keine oder nur eine untergeordnete Rolle?5,
KisiLEv und Mitarb.26,27 stellten fest, dass Silicagele verschiedener Herkunft im Zu-
stand maximaler Hydroxylierung unabhédngig von ihrer spezifischen Oberfliche und
Korngrésse an der Oberfliche ca. 8.0 puMol Si-OH-Gruppen/m? enthalten, von denen
etwa 4.3 uMolin freier und etwa 3.7 uMolin gebundener Form vorliegen. Die Autoren
haben daraus einen mittleren Abstand der freien Si-OH- Gruppen von 0.65 nm
berechnet.,

Diese Besonderheiten der Struktur des Slhcage]s haben fiir die chromato-
graphische Strukturanalyse grosse Bedeutung. Auf der einen Seite lisst sich aus dem
Wert fiir den mittleren Porendurchmesser, ableiten, dass die Molekiilgrésse einen
Einfluss auf die Adsorbierbarkeit haben kann. Dieser ‘‘Molekiilsieb-Effekt’’ konnte im
Verlaufe unserer Untersuchungen bei den Herzglykosiden deutlich gemacht werden,
da hier Verbindungen mit recht unterschiedlichem Molekulargewicht aber mit an-
nihernd gleicher Polaritét verglichen werden konnten.

Andererseits bedingt die begrenzte Anzahl von Bindungszentren an der Ober-
fliche des Silicagels, dass bei einer Haufung zur Ausbildung von Wasserstoff-Briicken
befdhigter Gruppierungen in geringer Entfernung von einander innerhalb des ad-
sorbierten Molekiils die Si~OH-Gruppen pro Flicheneinheit nicht melhr ausreichen,
um mit allen polaren Gruppierungen in Wechselwirkung zu treten. Dieser ‘‘Nachbar-
gruppen-Effekt’ ist nur dann eindeutig belegbar, wenn der Einfluss intramolekularer
Wasserstoff-Briicken ausgeschlossen werden kann.

Schliesslich birgt jedes adsorptionschromatographische Verfahren in sich die
Moglichkeit, dass auf Grund der Struktur des Adsorbens spezielle Anordnungen
funktioneller Gruppen innerhalb eines adsorbierten Molekiils eine Bindung besonders
begiinstigen und damit zu sehr schwer voraussagbaren Al)welchungen von der Rps-
‘Wert-Theorie fithren.

Inwieweit unter all diesen Bedingungen eine dc Strukturanalyse moglich ist
wird im folgenden anhand einiger Ergebnisse diskutiert.

DISKUSSION DER POLARITATSBEITRAGE VON HYDROXY-GRUPPEN UND DEREN
ACYL-ESTER '

In Tabelle I haben wir—wie in der II. Mitt.2 fiir die pc Befunde—die 4R ;-
‘Werte fiir einige Hydroxy-Gruppen am Steroidkern aus den dc Ergebnissen (Tabelle I,
V. Mitt.5) zusammengestellt. Bei Vergleich mit den pc Werten aus Tabelle I der II.
Mitt. fdllt auf, dass im allgemeinen die Polaritdtsbeitrige der Hydroxy-Gruppen bei
den verwendeten dc Systemen viel geringer sind. Auch sind die Unterschiede zwischen
den ARj-Werten fiir die einzelnen Hydroxy-Gruppen weniger ausgeprigt. Diese
Tatsache erschwert die praktische Verwendung der erhaltenen dRj-Werte fiir die
Strukturanalyse. Sie beruht auf einer an sich vorteilhaften Eigenschaft der dc
Systeme I-IV (Lit. 5), ndmlich in ihrem im Vergleich zu den pc Systemen bedeutend
grosseren Polarititsumfang. Dieser entspricht nahezu dem von drei in ihrer Polaritit
aufeinanderfolgenden Systemen unser pc Untersuchungen.
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Ohne zunichst die Einzelheiten der Werte zu betrachten, kann man fir die
durch Substitution von Digitoxigenin erhaltenen 4Rp~-Werte folgende Reihe geringer

werdender Polaritdtsbeitrige aufstellen, der wir die in der pc erhaltene gegeniiber-
stellen. ,

De: 19(1:) > 16a(b) ~ 110(c) > 12f(¢) ~ 5fB(a,e) > 168(b) > 11fi(a) ~ rsﬂ(e) ~ 15¢(a’)
~ 1f(a) ~ 7 f(e) .

Pc?:19(p) > 11et(e) ~ 126(e) > 168(b) > 15¢(a’) ~ 5h(a.e) ~ 1f(a) > 78(e)

Dabei fillt vor allem die vergleichsweise grosse Polaritét der tertiiren Hydroxy-
Gruppein 58-Stellung beiden dc Untersuchungen auf. Sie ergibt ungefidhr den gleichen
Polaritdtsbeitrag wie die dquatoriale Hydroxy-Gruppe in 128. Allerdings erreicht die
Polaritdt dieses Hydroxyls unter bestimmten Voraussetzungen die der Hydroxy-
Gruppen in Ire und r2B auch in den pc Systemen, ndmlich dann, wenn die coaxiale
Sauerstoff-IFfunktion an C(3) acetyliert und damit die Ausbildung einer Wasserstoft-
Briicke unmoglich ist (vgl. die Ausfithrungen in der II. Mitt.2). Bei den pc Unter-
suchungen hatte sich eine deutliche Staffelung der Werte fiir das dRps(sp0H) in Ab-
héngigkeit von anderen Substituenten in Ring A ergeben. Zum Vergleich haben wir
nochmals die im System o erhaltenen Werte (vgl. Tabelle II der 1I. Mitt.) in Tabelle I
mit eingetragen. Die Werte zeigen, dass bei der Pc die Stabilitéit der Wasserstofi-
Briicke C(3)OH- - - OC(3) in dem Masse abnimmt, wie sich die Basizitit der Sauer-
stoff-Funktion an C(3) verringert, also in der Reihenfolge

C(3)-OH > C(3)-O—-Zucker > C(3)-0-COCH,

(vgl. die der II. Mitt. entnommenen Angaben fiir das pc System o, Spalten 3, raund 2z
sowie 3a und die ausfithrlichen Erérterungen in der II. Mitt.2).

Bei den dc Untersuchungen ergibt sich ein ganz anderes Bild. Die Uberein-
stimmung der 4R (580H)-Werte ist weit grosser als bei der Pc (vgl.TabelleI, Systeme
I-1V, Spalten 1a, 2a, 3, 3a, 4a, 5a). Offenbar spielt die oben diskutierte Wasserstoff-
Briicke bei der Dc keine Rolle. Sie ist natiirlich als intramolekulare H-Briicke nach
wie vor vorhanden. Nur reagieren bei den hier untersuchten dc Systemen Adsorbens
und mobile Phase auf den durch H- Brhcken-Bﬂdung bedingten Polantatsverlust
in gleicher Weise.

Die iiberraschende Uniformitét der 4R a7 sﬁoﬂ)-Werte w1rd in den Spalten 1, 2, 4
und 5. durchbrochen. Auf die besonderen Probleme mit den Glykosiden, die eine
58-Hydroxy-Gruppe besitzen (Spalten 1, 2), wird noch ausfithrlich . eingegangen (vgl.
S. 466—470). Bei Cannogenin (Spalte 4) und Cannogenol (Spalte 5) spielen die zusiitz-
liche Sauerstoff-Funktion an C(xg) sowie die unterschiedliche Raumbeanspruchung
der trigonalen Carbonyl- im Cannogenin und der tetragonalen Hydroxymethyl-Grup-
pierung im Cannogenol eine Rolle. Wihrend aber in der Pc neben diesen sterischen
Momenten vor allem die Ausbildung eines konjugierten Systems von Wasserstoff-
Briicken im Strophanthidin und Strophanthidol zu dem auch dort beobachteten
starken Polaritédtsverlust fiihrt, scheinen hier andere Griinde massgebend zu:sein, Im
Gegensatz zu den pc Befunden geht diese Abschirmung der 58-Hydroxy-Gruppe bei
der Acetylierung ndamlich verloren (vgl. die Daten der Spalten 3, 3a, 4a:im pc System o
und in den dc Systemen I-1IV). Wir sind daher der Meinung, dass hier ein solcher
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Nachbargruppen-Effekt vorliegt, wie er auf S. 454 aus der Struktur des Silicagels
abgeleitet wurde.

Die Feststellung, dass die Ausbildung von intramolekularen Wasserstoff-
Briicken in diesen dc Systemen keine experimentell erfassbare Bedeutung fiir das
chromatographische Verhalten der Verbindung hat, trifft natiirlich auch fiir andere
Hydroxy-Gruppen zu. Bei Vergleich der genauen Werte aus den pc und dc Unter-
suchungen kann festgestellt werden, dass z.B. die Polaritéit der 78- und r63-Hydroxy-
Gruppen, die mit der 148-Hydroxy-Gruppe iiber eine H-Briicke verbunden sind (vgl.
Fig. 1), im Vergleich zu den freistehenden OH-Gruppen in 1r«- oder rzp-Position
relativ grésser geworden ist.

Fig. 1. Stereoformel eines Cardenolids mit allen in Tabelle 1 aufgefﬁhrten Hydroxy-Gruppen und
den im Text diskutierten intramolekularen Wasserstoff-Briicken (Abkiirzungen vgl. Kopf zu
Tabelle I),

-Bei den pc Untersuchungen war die gute Ubereinstimmung der fiir die 128- und
168-Hydroxy-Gruppen gefundenen A4Rjs-Werte unabhidngig von der Polaritit der
Verbindung ein wichtiges Indiz fiir die Anwendbarkeit der chromatographischen
Strukturanalyse. Auch die Dc ergibt bei oberflichlicher Betrachtung Werte, die nicht
wesentlich iiber das vertretbare Mass hinaus voneinander abweichen (Differenz der
Extremwerte 0.2 Ry-Wert-Einheiten). Ordnet man jedoch die Verbindungen nach
steigendem Molekulargewicht, wie das in Tabelle I geschehen ist, so wird deutlich
sichtbar, dass die 4R s-Werte abnehmen. Die Reihen werden jeweils vom Digitoxi-
genin angefithrt (MG 3735) und enden bei Lanatosid A (MG ¢969). Hier manifestiert
sich augenscheinlich der sich aus der Struktur des Slhcagels ableitende “Molekulsmb-
Effekt’’ (vgl. S. 454).

Natiirlich ist fiir die I‘ahlgkelt von Verbmdungen, in das Porensystem des
Silicagels einzudringen, in erster Linie nicht ihr Molekulargewicht, sondern ihre
Molekiilgréosse massgebend. Diese ist bei den Geninen annéhernd gleich, wihrend sie
bei den Glykosiden stark von der Konformation der Zuckerkette abhangt uber die
man fo.’igende allgemeine Aussagen machen kann: :

' Die freie Drehbarkeit um die Einfachbindungen an den g1y1c051dlschen Sauer-
stoffatomen ist aus sterischen Griinden eingeschinkt. Aus Réntgenstrukturanalysen
(vgl. die Zusammenfassung?) aber auch aus N.M.R.- und I.R.-Untersuchungen an
‘Kohlenhydratenin Lésung?? ist bekannt, dass Cellobiose und deren Polymere in einer
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Konformation vorliegen, bei der die Ringebenen jeweils benachbarter Glucose-
Molekiile gegeneinander etwas verdreht sind und bei der sich insgesamt lineare Ketten

ergeben (vgl. die schematische Darstellung Fig. 2a, bei der die Verdrehung der Ringe-
benen ausser Acht gelassen wurde).
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Tig. 2. Schematische Darstellung der linearen (a) und gewinkelten (b) Konformation der Zucker-

ketten in Glykosiden. Detail-Zeichnung des markierten Teils der gewinkelten IKonformation (c)
(A == Ring A des Steroidgeriists).

Energetisch wahrscheinlich wemger glinstig ist die in Fig. 2b dargestellt ge-
winkelte Konformation. Bei dieser steht der axiale Wasserstoff an C(4) des voraus-
gehenden Zuckermolekiils jeweils zwischen dem axialen Wasserstoff an C(2) und dem
freien Elektronenpaar des Ringsauerstoffs des folgenden Zuckers (vgl. Tig. 2c). Der
Energiegehalt dieser Konformation ist stark von der nicht gut bekannten Raumer-
filllung (vgl. Lit. 30) des freien Elektronenpaares des Ringsauerstoffs abhéngig. Diese
Ausfithrungen gelten streng nur fiir Zuckerketten, deren Zucker in der Cr- oder N-
Form vorliegen, B-Konfiguration haben und deren glykosidische Bindungen &quatorial
sind. Das trifft jedoch fiir die meisten Digitalis-Glykoside, insbesondere fiir alle in
Verbindung mit den 98-, 128-, 16~ und 163-Hydroxy-Gruppen diskutierten Glykoside
zu.

Die lineare Anordnung der Zuckerkette miisste zu einer stidrkeren Vergrosserung
des Molekiils fithren als die gewinkelte. Allerdings sind die Unterschiede wohl zu
gering, um chromatographisch erfassbar zu sein. Wir haben. daher diese spezielle
Problematik hinsichtlich des Molekiilsieb-Effekts und damit zusammenhéingend auch
die Anzahl der Zucker in den Glykosiden zunichst ausser Acht gelassen und fiir die
AR p-Werte bei beiden Hydroxy-Gruppen (128 und 168) jeweils fiir die Genine und
die Glykoside einen Mittelwert errechnet. Die Mittelwerte machen diesen durch die
Porenweite des Kieselgels hervorgerufenen Effekt besonders deutlich, da sie die bei
den verhiltnismissig geringen Unterschieden stérenden experimentellen Schwan-
kungen ausgleichen*. Auch bei anderen Hydroxy-Gruppen in sehr unterschiedlichen
Stellungen am Steroidkern ist der Molekiilsieb-Effekt nachweisbar (vgl. hierzu jeweils
die Spalten 1 und 2 bei den Hydroxy-Gruppen in 7B8-, 1r«- und 16«-Stellung). Diese
Tatsache macht deutlich, dass es sich tatséichlich um einen allgemeinen Effekt und
nicht um Beispiele spezifischer Wechselwirkungen mit dem Schichtmaterial handelt.

* Es soll hier noch einmal ausdriicklich darauf hingewiesen werden, dass diese St'tffelung nicht

auf einen irgendwie gearteten Fliessmittelgradienten zurtickzufithren ist (vgl, Ausfuhrungen in der
V. Mitt.h).
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Der Nachweis eines Einflusses der Molekiilgrésse auch auf die Grosse der 4R -
Werte fiir die Hydroxy-Gruppen in 58-Stellung und an C(xg), bei denen gleichfalls.
Werte fiir Genine neben solchen fiir Glykoside vorliegen, scheitert an der Vielfalt der
bei diesen auftretenden sonstigen Wechselwirkungen mit anderen Sauerstoff-Funk-
tionen. Auch die Werte fiir das primire Hydroxyl an C(zg) in Tabelle I diirfen
nimlich nicht miteinander gleichgesetzt werden. Digitoxigenin (Spalte 1) und Uzarige-
nin (Spalte 2) unterscheiden sich durch ihre Konfiguration an C(5), was fiir die Polaritiit
der anguldren Hydroxymethyl-Gruppierung von Bedeutung ist (vgl. Fig. 3). Bei der
trans-Verkniipfung der Ringe A und B im Uzarigenin und seinen Derivaten wird der
anguldre Substituent an C(1xo) von fiinf axialen Wasserstoffatomen gegeniiber nur
drei bei der cis-Verknlipfung abgeschirmt. Die Einfithrung einer Hydroxy-Gruppe in
118 (vgl. Fig. 3, A/B trans, Ry, = OH) hat keinen grossen Einfluss auf das 4Rar(19HO).
(Spalte 3), wihrend eine Hydroxy-Gruppe in 58 (A/B c¢is, R, = OH) wegen der
grosseren Nihe zur Hydroxymethyl-Gruppierung den 4R y-Wert deutlich erniedrigt
(Spalte 4). Auch hier scheint die Ausbildung von Wasserstoff-Briicken keine wesent-
liche Rolle zu spielen. '

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass zwar die in der Pc erhaltene
Polarititsfolge der Hydroxy-Gruppen in der Dc im wesentlichen wiedergefunden wird,.
dass es daneben aber zu einigen charakteristischen Verinderungen kommt, die vor
allem die 58-OH-Gruppe betreffen. Dariiber hinaus lassen schon die 4R3-Werte in
Tabelle I erkennen, dass die aus der Struktur des Silicagels hergeleiteten Stérungen,.
der Nachbargruppen- und der Molekiilsieb-Effekt, tatséichlich Anlass zu Abweichun-
gen von der Rps-Wert-Theorie geben.

RO

H
§

o H
A/B trans-Verknipfung

Fig. 3. Einfluss der Konfiguration an C(s) und von Substituenten in Ring A und C des Steroid-

ringsystems auf den Polaritéitsbeitrag einer 19-OH-Gruppe. (Steroidteilformeln mit den Ringen.
A,BundC)
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TABELLE II

POLARITATSBEITRAGE FUUR DIE I63-FORMYLOXY-GRUPPIERUNG

Ausgangsverbindung AR yr-Wevte in den Systemen
{(Nummern aus Tabelle I,V , Milt.5)
I II III Iv
Genine Digitoxigenin (1/74) —0,01 —o0.06 —o0.,05 -o0.05
-peracetat (I_a/74a) +o0.22 -+4o0.,23 +o.x2 +4o0.18
Strophanthidin (1o07/140) +0.28 +-0.19 +o0.19 Ho0.31
~-peracetat (1o7a/140a) +0.13 -40.16 -+40.02 -0.24
Mittelwert +40.16 -o0.13 -+0.07 -to0.20
Glykoside Evatromonosid (z0/77) —0.10 —o0.08 —0.09 —o0.0I
-peracetat (zoa/77a) —0.,10 —0.02 —0,02 —0.0I
Glucoevatromonosid (22/78) —0,08 —o0.05 —o0,22 —0,02
~-peracetat (22a/78a) ~0,01 +o0.10 —0,0I 0,06
Odorosid H (17/75) ' ~0,07 -+40.0I —0.0I -0.05
-peracetat (x7a/75a) —0.01 —o0.10 —0,06 -—0.02
Qdorobiosid G-peracetat (18a/76a) —0.,05 —O0.15 —0.,IT 0,00
Digitoxin (25/79) —0.12 —0.05 —O0.I7 —O0.05
-peracetat (25a/79a) +0.02 — — --o0.01
Purpureaglykosid A (26/81) —0.16 ~—o0.08 —o0.07 —0.03
-peracetat (27a/81a) +4o0.05 -0.02 +o0.1I +0.01
Mittelwert —o0.06 —0.04 —0.06 —o0.0T

Wihrend Tabelle IT an Hand des Polaritétsbeitrages fiir die besonders hiufig
auftretende 16B-Formyloxy-Gruppierung noch einmal den Einfluss der Molekiil-
grosse auf die dRj-Werte demonstriert, haben wir in Tabelle III fiir zahlreiche
Genine die bei der Acetylierung der 38-Hydroxy-Gruppe erhaltenen AdRj-Werte
zusammengestellt. Diese befinden sich in befriedigender Ubereinstimmung mitein-
ander, da bei den hier vorliegenden Verbindungen Einfliisse der Molekiilgrésse nicht
auftreten kdénnen. Die Kongruenz ist sogar besser als die in den pc Untersuchungen
gefundene (vgl. Tabelle IV, II. Mitt.2). Dort wichen ndamlich die Werte fiir die 58-HO-
Derivate betrichtlich von den anderen ab. Hier hingegen zeigt sich erneut, dass die
Wasserstoff-Briicke zwischen den coaxialen Hydroxy-Gruppen an C(3) und C(5)
keine Polaritéts-vermindernde Wirkung in den dc Systemen hat (vgl. Spalten 1 und 2).
Die fiir die Acetylierung einer dquatorialen Hydroxy-Gruppe erhaltenen Polaritéits-
verluste sind wie auch bei den pc Ergebnlssen geringfligig grosser als bei einer axialen
(Spalte3).

In diesem Z usa.rnmenh'mg muss auf die Bedeutung der Acetyherungsreaktmn
fitr die chromatographische Strukturanalyse hingewiesen werden. Der ungewthnlich
grosse Polarititsumfang der hier verwendeten vier dc Systeme, der mit einer Ver-
ringerung der Unterschiede zwischen den ARpr-Werten fiir einzelne funktionelle
Gruppen einhergeht (vgl. S. 454), eréfinet zugleich die Moéglichkeit zu einer viel um-
fassenderen Ausnutzung der Acetylierungsreaktion zur Differenzierung von Grup-
pierungen mit gleichem Polaritédtsbeitrag, da die meisten Verbindungen mit ihren
Peracetaten in dem gleichen System chromatographiert werden kdnnen.

- J. Chromatog., 39 (1969) 450—474
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TABELLE 111
AR p-WERTE FUR DIE ACETYLIERUNG DER HYDROXY-GRUPPE AN C(3)

Spalte Unacetylievie Verbindung - AR p-Werte in den Systemen
(Nummern aws Tabelle I, V. Mitt.5) 7 77 711 v
X Digitoxigenin (1/1a) —0.30 —0,37 =—0.2I —0.27
(axiales OH, Menabegenin (33/332) —0.25 ~—0.25 —O0.I4 —0.24
5BH) Bufalin (34/34a) . —o0.15 —0.26 —o0.12 —O0.1I7
Oleandrigenin (82/8za) —0.23 — — —0.29
Gitaloxigenin (74/742) —0.07 -—0.08 —0.04 —O.I4
Bufotalin (88/88a) —0.34 =—0.23 —0.16 —o0.28
Canarigenin (141/1412) —0,25 —0.24 =—O.I5 —0.20
Scillaren A (144/1448) ~—~0.,30 —0.34 —O0.I7 —0.24
Xysmalogenin (149/149a) —0.31 —0.34 —0.20 —o0.27
Cerberigenin (153/153a) —0.37 —o0.25 —0.,28 —o0.28
Cannogenin (g8/98a) —o0.38 —o0.42 —0.22 —0.33
Resibufogenin (x58/158a) —0.18 —0.29 —O.1I7 —0.22
3B-Hydroxy-15-0x0-58, 14a-cardenolid
(162/162a) —0.28 —o0.37 —O0.II —0.,23
3p-Hydroxy-5e,14¢,178H-cardenolid
(165/165a) —0,21 —0.36 —0.,2T --0.25
2 Periplogenin (41/414a) ~—0.,22 —0.2I —0.2I ~0.21
(axiales OH, Telocinobufagin (43/43a) ~—0,I3 —0.20 —0,2I ~—0,22
580H) Strophanthidin (107/107a) —~0.,27 —0.25 =—0.I2 -—0,30
Hellebrigenin (123/1232) —0,23 —0.24 —O0.I7 —0.24
Formylstrophadogenin (140/140a) —o0.42 ~—~0.28 —o0.29 -—0.37
1083-Hydroxy-19-nor-periplogenin
(157/x57a) —0.29 —0.22 —0.I9g —0.23
3 Uzarigenin (35/35a) —o0.44 —o0.32 —o0.33 —0.38
(dquatoriales OH, Corotoxigenin (103/103a) —0.41 —0.44 —0.31 —0.39
58H bzw. 5¢H) Carpogenin (100/1004a) —~—0.39 —0.46 —0.17 —0.33

DER EINFLUSS DER ZUCKERKOMPONENTE AUF DAS DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHISCHE
VERHALTEN. DER GENINE

Bei den pc Untersuchungen war versucht worden, das chromatographische Ver-
halten der Zucker, die hinsichtlich ihrer Strukturtypen bei den Herzglykosiden eine
besondere Mannigfaltigkeit aufweisen, durch Parameter ihrer Konstitution, Konfi-
guration und Konformation zu erkliren. Die Verwendung von Glykosiden zu diesem
Zweck ist deshalb besonders vorteilhaft, da in diesen die Konfiguration am anomeren
C-Atom festgelegt ist und daher das oftmals unbekannte Verhiltnis der beiden
Anomeren zu einander ausser Acht gelassen werden kann (beziiglich der Nomenklatur,
Stereochemie und Konformation der Zucker vgl. die Ausfithrungen in der ITI. Mitt.3).

Der Diskussion iiber Beziechungen zwischen der Struktur und dem chromato-
graphischen Verhalten bei Zuckern sind enge Grenzen gesetzt. Wegen der vielen
polaren Gruppen auf engem Raum kommt es zu mannigfaltigen Wechselwirkungen,
die es notwendig machen, die Zucker als Einheit durch einen 4Rjr-Wert zu erfassen
und- zu versuchen, allgemeine Gesetzmiéissigkeiten zwischen dessen Grésse und der
Struktur festzustellen. Besondere Schwierigkeiten. machen dabei Zucker. solcher
Konfigurationsreihen (Talose-; Idose-Konfiguration), bei denen mehrere energetisch
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nahezu gleichwertige Konformeren méglich sind. Diese wurden daher bei der Dis-
kussion der pc Befunde ausgeklammert und das gleiche geschieht in dieser Arbeit.

Neuerdings hat AMATO®! versucht, auf der Grundlage von der Literatur ent-
nommenen Rp-Wert-Tabellen fiir Hexosen und Hexamethylosen mit Hilfe der Rps-
Wert-Theorie das chromatographische Verhalten dieser Zucker aus ihren Struktur-
elementen vorauszuberechnen. Dabei wurden Unterschiede in der Konformation und
im Anomerenverhiltnis vollstéindig ausser Acht gelassen, und es kann nur als Zufall
bezeichnet werden, dass die in ihrer Grosse zwar willkiirlich aber doch einheitlich
festgesetzten Korrekturfaktoren diese strukturellen Unterschiede so gut ausgeglichen
haben, dass die berechneten und gefundenen Werte vorziiglich mltemander tiberein-
stimmen.

Bei unseren pc Untersuchungen war eine Polaritétsfolge fiir glykosidisch ge-
bundene Zucker gefunden worden (vgl. Tabelle V), diein den wesentlichen Ziigen der
auch flir freie Zucker erhaltenen entsprach und die durch die in der III. Mitt.? dar-
gelegte Theorie befriedigend erklirt werden konnte., Inzwischen haben KaAUrMANN
et al.®2 ausfiihrlich iiber die pc und dc Trennung von zahlreichen in diesem Zusammen-
hang interessierenden Zuckern in freiem Zustand berichtet. Dabei hat sich gezeigt,
dass die nach Chromatographie an Kieselgel mit Athylacetat—Isopropanol-Methanol
(70:15:15) gefundenen Reihen abnehmender Polaritéit flir 6-Desoxy-hexosen und
3-O-Methyl-6-desoxy-hexosen stark von den pc Polarititsfolgen abweichen und damit
in keiner Wiese mit der in der III. Mitt.3 entwickelten Theorie vereinbar sind.

Unsere dc Ergebnisse an einem gegeniiber den pc Untersuchungen betrichtlich
erweiterten Material glykosidisch gebundene Zucker sind in den Tabellen IV und V
zusammengefasst. Sie zeigen, dass auch bei der Dc der Pc vergleichbare 4R p-Wert-
Sequenzen erhalten werden (Tabelle V). Diese Ubereinstimmung macht besonders
deutlich, wie weit die Ergebnisse mit freien Zuckern von denen mit glykosidisch
gebundenen verschieden sein kénnen. Demnach kann die in der III. Mitt. fiir die Pc
abgeleitete Theorie iiber den Zusammenhang zwischen Struktur und chromato-
graphischem Verhalten bei Zuckern auch auf die Dc iibertragen werden, wobei gilt,
dass offenbar den sterischen Momenten gréssere Bedeutung zukommt, wihrend die
unterschiedliche Stabilitdt der intramolekularen Wasserstoff-Briicken keinen ent-
scheidenden Einfluss hat (vgl. S. 455).

EinVergleich der absoluten Werte, die in den pc und dc Untersuchungen fiir die
Zucker gefunden wurden, gibt noch einmal Anlass, auf den Nachbargruppen-Effekt
hinzuweisen. Die relative Polaritit der nur noch wenige polare Gruppierungen auf-
weisenden Zucker (2,6-Didesoxy-hexosen und deren 3-O-Methyl-Derivate) im Ver-
gleich zu den 6-Desoxy-hexosen bzw. deren 3-O-Methyl-Derivate ist in den dc Sys-
temen wesentlich héher. Man erhilt z.1B: bei der Pc im System I fiir Diginose einen
ARy von —o0.13 und fiir Digitalose +1.01 bei der Dc aber +0.13 und. +0.55. In der
Dc werden eben die Méglichkeiten zur Ausbildung von Wasserstoff-Briicken durch
die begrenzte Zahl von Si-OH-Gruppen an der Oberfliche des Silicagels eingeschrankt,
ein Effekt, der sich um so stirker ausprégt, je mehr polare ‘%ubstxtuenten auf engern
Raum gehduft sind. :

Wenn auch eine vollsta.nchge Berechnung des Pol'trltatsbeltrages eines Zuckers
aus den ARp-Werten seiner funktionellen Gruppen derzeit noch unméglich ist, so
lassen sich doch auch bei Zuckern iiber das chromatographische Verhalten einiger
Gruppierungen detaillierte Aussagen machen. Wir hatten bereits Fragen zur Struktur
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TABELLE IV

R jp-WERT-BEITRAGE DER 3,D-FORMEN GLYKOSIDISCH GEBUNDENER ZUCKER-RESTE
(AN DIGITOXIGENIN, WENN NICHT ANDERS ANGEGEBEN)

Zucker® AR pr-Werte in den Systemen
I II 11r Iv

6-Desoxy-hexosen

Allomethylose (Alms) (1/3) ) -+0.47 -+0.39 “+o0.47 “+o0.52

Glucomethylose (Glms) (1/5) +0.54 ~+0.46 “+0.54 -+0.60

Rhamnose (Rhs) (1/7) -+0.68 -+ 0,62 -+0.72 “+o0.73

Gulomethylose (Gums) (101/102) “+o0.37~ +0.42 o4 +o0.51

TFucose (TFes) (1/9) -+ 0.69 +0.57 —+0.64 -+ 0.77
3-0-Methyl-G-desoxy-hexosen

Thevetose (Ths) (1/13) “+o0.19 -+ 0.04 +o.rz1 -o.21

Acofriose (Afs) (82/84)V “+o0.59 +o0.35 --0.57 +o0.57

Digitalose (Dls) (1/17) -+o0.55 “+0.43 ~+0.37 - 0.6
2-Desoxy-hexoser

2-Desoxy-allose (2-Des-Als) (1/4) +0.53 “+0.44 -4-o0.50 +0.49

2-Desoxy-glucose (2-Des-Gls) (1/6) ~+0.60 +0.61 ~+0.58 “4-0.77
2,6-Didesoxy-hexosen

Digitoxose (Dxs) (1/20) +o0.15 +o0.09 ~-0.15 +o0.13

Canarose (Cns) (35/38) +o0.13 “+0.32 ~+-0.28 --0.28

Boivinose (Bvs) (107/120)° +0.16 +o0.009 “+o.12 -}-0.06
3-O-Methyl-2,6-didesoxy-hexosen

Cymarose (Cys) (1/28) —0.09 —0.07 ~0.05 — 0,06

Oleandrose (Ols) (82/86)4 —o0.08 —0.12 —0.14 —0.16

Sarmentose (Srs) (82/87) —0.06 —o0.18 —o0.04 —0.12

Diginose (Pns) (1/30) +o0.13 +4~0.03 ~+0.06 “+o.15

» Es handelt sich in Wirklichkeit um den jeweiligen Glykosyl-Rest.

b Aus e, L-Acofriose mit AR s (7/8).

¢ Aus dem Strophanthidinglykosid mit 4Ry (20/117). Diese Werte sind etwas unsicher (vgl.
Diskussion zu Tabelle X).

4 Ause,L-Oleandrose mit AR s (28/29).

von Odorobiosid, Glucodigifucosid und deren Isomeren in der ITI. Mitt.8 zum Anlass
fur eine Diskussion iiber Polaritédt und Konformation von Acetoxy- bzw. Methoxy-
Gruppierungen an Zuckern genommen. Tabelle VI vereinigt noch einmal die pc
Refunde in erweiterter Form mit den entsprechenden der Dc.

Dabei kann zunichst festgestellt werden, dass dc und pc Ergebnisse gut mit-
einander iibereinstimmen. Vergleicht man die Angaben der Spalte Ta mit denen der
Spalte 1b, so fillt auf, dass die Methylierung am C(3)-Hydroxyl bei Zuckern mit
‘Glucose-Konfiguration (dquatoriales OH; Glucomethylosid, Canarosid) mit einem
grosseren Polaritétsverlust verbunden ist als bei solchen mit Galaktose- oder Mannose-
(beide ebenfalls dquatoriales OH; Fucosid bzw. Rhamnosid) und Allose-Konfigura-
tion (axiales OH ; Digitoxoside). Fucose und Rhamnose sind beide durch je eine axiale,
B-stindige Hydroxy-Gruppe (an C(4) bzw. an C(2)) ausgezeichnet, die auf Grund ilirer
Stellung und Wechselwirkung mit dem freien Elektronenpaar des Pyran-Sauerstoffs
die besonders grosse Polaritédt dieser Zucker vor allem im Verglelch zur  Gluco-
rncthylose bedingen (vgl. I11. Mitt.3).

Aus sterischen Griinden ist die freie Drehbarkeit um che Ring-C-O-Einfach-
bindung bei einer Methoxy-Gruppierung an einem Sechsring in Sesselkonformation
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stark eingeschréankt. Die stabilste, in einigen Fillen einzig mégliche* Konformation
ist in den Beispielen der Fig. 4 dargestellt. Sie entspricht der Konformation, die fiir
Methylisopropylather, der in seinen sterischen Beziehungen den in Fig. 4 stirker aus-
gezogenen Gruppierungen analog ist, durch genaue Analyse des I.R.-Spektrums ge-
funden wurde?®®. Aus Fig. 4 ist ersichtlich, dass die oben erwdhnten Unterschiede
zwischen den ARp-Werten fiir die Methylierung der dquatorialen Hydroxy-Gruppe
an C(3) des Zuckers dadurch erklirt werden kénnen, dass bei der Galaktose- und
Mannose-Konfiguration der polare Teil (die B-Seite mit der axialen Sauerstoff-
Funktion) von der Methylierung unbeeinflusst bleibt, wihrend die Methylgruppe bei
der Glucose-Konfiguration die beiden dquatorialen Sauerstoff-Gruppierungen an den
benachbarten C-Atomen mehr oder weniger stark abschirmt. Die fiir die Digitoxose
gefundenen Ergebnisse konnen nicht direkt mit den anderen verglichen werden, da
hier die Hydroxy-Gruppe an C(2) fehlt und die Methoxy-Gruppierung an C(3) axial ist.

CH3

B Qrrr1rtiine

&
i 3
= OH
3-0-Methy!-B,D- glucomethylosid

O

OR

i

H

3-0O-Methyi-B,D- golaktormethylosid

[ [ T CH3

O,
Huunc/

3-0-Methyl-8,D-mannomethylosid
Fig. 4. Konformation der Mcthoxyl-Gruppierungen in 3-O-Methyl-hexamethylosen.

Bei den in Tabelle VI, Spalte 2 fiir die Dc und Pc (System o) dargestellten Werte
handelt es sich um das ARy fiir den Austausch einer Acetyl- gegen eine Methyl-Grup-
pierung am C(3)-Sauerstoff des jeweiligen Zuckers. Hier unterscheiden sich die Werte:
fiir eine dquatoriale von denen fiir eine axiale Gruppierung. Es sei dazu auf die bereits.
in der ITI. Mitt.? gegebene Erkldrung fiir diese Befunde verwiesen, die auch gilt, wenn
die hier gezeigte energetisch giinstigere Konformation fiir die Methexy-Gruppierung
der Diskussion zu Grunde gelegt wird. :

—-_‘—'TDE durch eine Drehung von 180° um die C-O-Einfachbindung erhaltene energetisch:
weniger glinstige andere IKonformation einer dquatorialen Mcthoxy-Gruppicrung ist nur moglich,.

wenn der Ring an den beiden benachbarten C-Atomen zwei axiale Wasserstoff-Atome besitzt
(vgl. Fig. 4 der I1T. Mitt.b),

J. Chromatog., 39 (1969) 450~474
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AR p-WERTE FUR ZUCKER IN ABHANGIGKEIT VON POLAREN SUBSTITUENTEN IN NACH-
BARSCHAFT ZUR GLYKOSYLOXY-GRUPPE. BESONDERHEITEN DER 5B-HYDROXY-
GLYKOSIDE

Intramolekulare Wasserstoff-Briicken sind bei den pc Systemen die Ursache
dafiir, dass das AR pr(G1ucosey fiir die Bindung an verschiedene Zucker in Glykosiden
stark varriiert, je nach der Art des Zuckers mit dem die Glucose verkniipft ist (Vgl.
hierzu Tabelle IV, III. Mitt.?). Im Gegensatz dazu ist das ARarGilucose) in den dc
Systemen unabhingig von der Art des voraufgehenden Zuckers (vgl. Tabelle VII).
Auch dieser Befund steht in Ubereinstimmung mit der Tatsache, dass intramole-
kulare H-Briicken bei diesen dc Systemen ohne Einfluss auf das chromatographische
Verhalten sind.

TABELLE VII
ARpr-WERTE FUR DEN GLUCOSYL-REST IN BINDUNG AN VERSCHIEDENE ZUCKER BZW. GENINE

Voraus- Unglucosylievie Vevbindung AR p-Werde in den Systemen
gegangeney (Nummern aus Tabelle I, V. Miil.5) —-
Zucker 11 I11I 1V
¢, L-Ths Neriifolin (14/16) +0.93 +0.79 +-0.87 +0.07
Desacetyltanghinin (150/151) -+ 0.88 -l-0.90 +1.01 -+-1.06
e, L-Rhs Desglucoscillaren A (aus 144/146
mit ARsr 48/49) -4 1.08 4-0.96 ~+1.08 -r.18
B.p-Dxs Evatromonosid (20/22) +4-0.99 +o0.90 ~+1.15 -+1,02
Dg-bisdigitoxosid (23/24) ~+0.99 +4-0.94 ~+0.96 +1.26
Digitoxin (25/26) ~+1.10 -+ 0.98 ~+1.09 --I.10
Gitorosid (68/609) --1.20 -}-r.06 “+1.2 “+1.12
Gitoxin (70/71) +1.13 “-0.98 +1.08 +r.15
Lanadoxin (77/78) ~+1.01 - 1.03 -+ 1.02 -l 1.05
Gitaloxin (79/81) - 1.06 - 0.95 +1.19 +r.12
Canaridigitoxosid (142/143) -+ 1.04 -+ 1.08 +1.10 “+1.14
£.,p0-Dls Odorosid H (17/18) - 0.97 - 0.95 -+1.01 - 1.05
Mittelwert -+1.03 -+ 0.96 - 1.07 “4-r1.10
-_— Digitoxigenin (1/2) -+0.87 -+ 0.86 --0.86 - 0.99
Scillarenin A (144/145) -+ 1.06 ~+o0.92 +0.92 --1.09
Uzarigenin (35/36) -+ 0.79 ~+0.93 +-0.89 -+ 1.00
Mittelwert +-0.91 - o.90 -+ 0.89 ~+1.03

Man muss daher fordern, dass auch die bei den pc Untersuchungen aufge-
tretenen Unterschiede zwischen den 4R -Werten eines Zuckers in Bindung an 58H-
bzw. 580H-Genine (vgl. Tabelle V, III. Mitt.) bei der Dc nicht nachweisbar sind, da
diese ebenfalls in der Ausbildung intramolekularer H-Briicken begriindet sind. Die
in Tabelle VIII zusammengestellten diesbeziiglichen Ergebnisse befinden sich jedoch
im Widerspruch dazu. Diese Tatsache ist aber offenbar keine Folge dessen, dass die
oben aufgestellte Forderung unberechtigt ist. Denn eine genaue Analyse der Ergeb-
nisse in Tabelle VIII zeigt, dass im Gegensatz zu den Befunden der Pc die Differenz
zwischen den 4Ry -Werten der Zucker in Bindung an 58H- bzw. 580H-Genine ab-
hingig von der Art des Zuckers ist. Besonders liberrascht aber, dass bei einem Teil
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TABELLE VITI

ARp-WERTE DER ZUCKER-RESTE F{i NE BINDUNG AN 5-UNSUBSTITUIERTE UND
5-HYDROXYLIERTE 58-GENINE

Zucker-Rest Genin (Genin|Glykosid) AR p-Werte in den Systemen
I Ir Irr v
B.p-Rhamnosyl- Digitox’igcnin (t/7) . -+0.68 - 0.62 +o.72 +0.73
Stlophanthtdm (ro7/110) +1.17 ~+1.00 +r1.14 4-1.28
o, D-Rhamnosyl- Dlgxtomgemn (r/8) +o0.40 -+o0.40 +o0.47 +0.47
Strophanthldm (to7/111) -+0.59 ~+ 0,48 +0.63 -+ 0.61
o, L-Rhamnosyl- Sarmentogenin (48/49) -+0.33 +0.33 +o0.40 +0.44
Gitoxigenin (64/65) “+0.34 -+ 0.35 -+o.50 —+o0.51
Oleandrigcnin (82/83) +0.48 —_ — “+0.47
Strophauthldm (ro7/r12) -+0.65 ~+0.61 +0.78 - +40.73
Periplogenin (41/42) +0.64 + 0.67 +o0.75 +o0.79
Hellebrigenin (123/124) “+o0.71 —_ 4+ 0.69 ~+0.65
Strophanthidol (125/126) --0.66 - 0.70 +0.85 “+-0.89 -
B,p-Thevetosyl- Digitowigenin (1/13) +o0.19 -+ 0.04 +o0.11 +o0.21
Strophanthldm (107/115) —+0.46 +0.37 “+o.51 ~+o0.52
B.p-Digitoxosyl- Digitoxigenin (1/20) +o.15 - 0.09 +o0.15 . -+-o.r3
Gitoxigenin (64/68) © —0.,02 —0,05 - 40,03 ~+0.09
Digoxigenin (53/54) “+o0.02 -+ o0.01 4+ 0,16 +o0.04
Uzarigenin (35/37) +o0.18 -+o0.14 +o0.17 +4-o.t5
Gitalo'cigenin (74/77) +0.06 -+ o0.07 +o.11 --0.14
Strophdnthxdm (1o07/117) “+o0.34 +4-0.36 +0.36 ~+o0.32
Strophanthidol (&25/127) +o0.24 -+0.32 +0.37 4+ 0.38
£,p-Cymarosyl- Digitoxigenin (/28) —o0.09 — 0,07 — 0,05 —0.06
C'mnogcnin (98/99) —o0.17 —o.21 —o0.03 —O0.IL5
Stroph'mthldm (ro7/121) —o.171 - 0,04 40,12 +4-o0.10
Strophanthidol (125/128) +o.15 -+o0.15 40,11 “+0.23
B,p-Gulomethyl-
osyl- Cannogenol (10o1/102) “+0.37 -+o0.42 - 044 -+o.51
Strophanthidin (107/113) -+ 0.64 +o0.59 +0.37 -+ 0.66
Tetrahydro- Digitoxigenin (r/31) —o0.35 —0.45 —o0.30 —0.33
pyranyl- Strophanthidin (107/122) —0.33 —~0.32 —o0.23 —0.37
Peracetyl-8,p- Digitoxigenin (x/7a) —0.36 —0.39 —0.29 —o.27
rhamnosyl- Strophanthidin (1o7/1104a) —o0.27 —0.27 — 0,20 —0.32
Peracetyl-c, 1.~ Sarmentogenin (48/aus g4oa) —0.33 —0.41 0,36 —0.27
rhamnosyl- Olcandrigenin (82/83a) —o0.29 —0.47 —o0.18 —o0.32
Periplogenin (41/42a) —0.,40 - —0.,38 —0.32 . —0.43
Strophanthidin (1o7/1r2a) —0.36 —o0.33 — 0,27 —o0.40
Hellebrigenin (rz23/124a) —0.34 —o0.36 —o0.24 —o0,23
Peracetyl-f,p- Digitoxigenin (x/zoa) —o0.25 —0.38 —0.16 —o0.31
digitoxosyl- Uzarigenin (35/37a) —0.38 —o0.25 —0.38 —0.3.4
Gitaloxigenin (74/774a) —0.34 —0.34 —0,12 —0,31
Strophanthidin (107/1174a) —0.31 —o0.30 —o0.23 —0,33 -
Peracetyl-S,n- Digitoxigenin (r/za) —0.23 —0.43 —0.24 —0,27
glucosyl- Uzarigenin (35/36a) —0.36 — 0,34, —0.34 —0.31
Scillaren A (144/145a) — 0,26 —~0.43 —0.24 —o0.22

Strophanthidin (107/108a) —0,21 —0.21 ‘- —0,20 . —0,27
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der Zucker, ndmlich bei den peracetylierten sowie der 2,3,4-Iridesoxy-pentose
(= 2-Hydroxy-tetrahydropyran) die Ergebnisse in Uybereinstimmung mit den theo-
retischen Erwartungen sind (vgl. unteres Drittel von Tabelle VIII), d.h., dass die
gleichen 4R,-Werte unabhingig vom Substituenten in 58-Stellung des Genins er-
halten werden.

Es ist bedauerlich, dass gerade fiir diese Gruppe von 4dRys-Werten ein direkter
Vergleich mit den in Tabelle V der III. Mitt. zusammengestellten pc Befunden nicht
moglich ist, da der Polaritédtsumfang der pc Systeme nicht ausreicht, um die not-
wendigen Genine und ihre peracetylierten Glykoside bzw. Tetrahydropyranylither
in einem System zu chromatographieren. Um dennoch zu diesen sehr wichtigen An-
gaben zu gelangen, haben wir den Rpy-Wert des Strophanthidins fiir das System o
aus dem R;;-Wert im System I berechnet. Eine solche Ubertragung von Ra;-Werten
zwischen zwei Systemen ist im allgemeinen sehr bedenklich (vgl. unsere Ausfithrungen
inder 1I. Mitt.2). In diesem speziellen FFall sind die beiden Systeme in ihrer Zusammen-
setzung und ihren elektronischen Eigenschaften jedoch so nahe verwandt (System o:
Heptan—Methyldathylketon (3:2)/Formamid; System I: Xylol-Methyldthylketon
(r:1)/Formamid, vgl. I. Mitt.!), dass wir diese rechnerische Ubertragung fiir gerecht-
fertigt halten. Dazu wurden die Rar-Werte aller in beiden Systemen chromato-
graphierten Verbindungen (insgesamt 27, vgl. Tabelle I, I. Mitt.) miteinander ver-
glichen und ein mittlerer Ubertragungs-Ras(system 1->0) VOn -+I.10 mit einer Standard-
abweichung von o 0.06 erhalten. Man errechnet daraus fiir Strophanthidin (Ras in
System I +0.75) einen Ry im System o von -+1.85, mit dem die fehlenden Angaben
im System o berechnet werden kénnen (vgl. Tabelle IX).

Es zeigt sich, dass, wie zu erwarten, sowohl das 2-Hydroxy-tetrahydropyran
als auch die peracetylierten Zucker in gleicher Weise wie die unacetylierten Zucker
unterschiedliche AR -Werte fiir die Bindung an 58H- bzw. 580H-Genine ergeben.

TABELLE IX

ARpM-WERTE FUR PERACETYLIERTE ZUCKER-RESTE UND DEN TETRAHYDROPYRANYL-REST IM
SYSTEM O DER PAPIERCHROMATOGRAPHISCHEN UNTERSUCHUNGEN
(BER. AUS TABELLE I, I, MITT.})

Zuckev-Rest Genin AR p-Werte
im Systen 0
Tetrahydropyranyl- Digitoxigenin —1I.54
Strophanthidin —1.04
Peracetyl-f, b-rhamnosyl- Digitoxigenin —0.55
Strophanthidin —~0.2
Peracetyl-e, p-rhamnosyl- Digitoxigenin —0.94
, Strophanthidin —0.61
Peracetyl-f,n-digitoxosyl- Digitoxigenin —1I1.04
Gitaloxigenin —-1.009
Canarigenin —1.0I
Strophanthidin —0.70

J. Chromatog., 30 (19609) 450~474
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Das steht in Ubereinstimmung mit der fiir die Pc diskutierten Begriindung ftir diesen
Befund und zugleich imm Gegensatz zu den dc Ergebnissen (vgl. Tabelle VIII).

Die in Tabelle VIII dargestellten AR p-Wert-Unterschiede sind also nur rein
dusserlich den bei den pc Untersuchungen erhaltenen dhnlich. Sie haben offenbar
nichts mit den intra-molekularen Wasserstoff-Briicken im Ring A der 580H-Genine
zu tun. Es handelt sich wahrscheinlich um eine durch die Struktur des Silicagels
besonders bevorzugte Anordnung polarer Gruppen innerhalb des jeweiligen Molekiils
(vgl. die Ausfilhrungen S. 454). Diese Vermutung wird durch die Angaben fiir das
ARps avoxo,s80m) in Tabelle X gestiitzt. Auch dort haben wir den hier vorgelegten dc
Ergebnissen Berechnungen aus den fritheren pc Untersuchungen gegeniibergestellt.
Auf eine genaue Interpretation der Ergebnisse in Tabelle X wird im folgenden ver-
zichtet, weil diese sinngeméss aus den Erorterungen iiber die 580H-Gruppe abgeleitet
werden kann (vgl.1I. Mitt.2 und diese Mitt. S.455). Den betrédchtlichen Unterschieden
bei den 4R jra9.0xo0,580H) in den pc Systemen (vgl. vor allem System o, Spalte 2), die
auf die Wirkung intramolekularer Wasserstoff-Briicken zuriickgehen, steht auch hier
die Uniformitidt der Werte in den dc Systemen (Spalte 2) gegeniiber. Es soll hier nur
noch auf einen wesentlichen Punkt hingewiesen werden :

In der Dcist das dRar(19.0x0,5801) abhédngig von der Art des Zuckers, in der Pc
dagegen nicht (Spalte x). Diese Abhiéingigkeit ist ecin starker Hinweis darauf, dass die
spezifische Anordnung der polaren Gruppen zueinander durch ihre Wechselwirkung
mit den Si—~-OH-Gruppen an der Silicagel-Oberfliche der Grund fiir diesen Polaritéts-
gewinn ist. Dieses Zusammenwirken geht verloren, wenn die Hydroxy-Gruppen des

Zuckermolekiils acetyliert werden (vgl. die Angaben in Spalte I mit denen in
Spalte 2). '

DIE VORAUSBERECHNUNG VON Rp7~-WERTEN IN DER DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE

Dic bisherigen Ausfiihrungen haben deutlich gemacht, dass auch bei Verwendung
von Dc-Systemen mit Silicagel als Adsorbens prinzipiell eine Analyse von Chromato-
graphie-Struktur-Beziehungen moglich ist. Allerdings filhrt die Struktur des Silicagels
zu Abweichungen von der Rp-Wert-Theorie, wie sie in den Verteilungssystemen der
Pc nicht auftreten. Auf der anderen Seite sind offenbar die hier verwendeten dc
Systeme dadurch ausgezeichnet, dass intramolekulare Wasserstoff-Briicken keinen
Polaritdts-vermindernden Einfluss haben. Damit wird der wichtigste IFaktor eliminiert,
der die Anwendbarkeit der Rp~-Wert-Theorie in der Pc kompliziert. Die Uberein-
stimmung zwischen den 4Rj-Werten fiir bestimmte Gruppierungen ist in der Dc
daher zum Teil besser als in der Pc. Die praktische Bedeutung einer dc Struktur-
analyse wird jedoch durch das Auftreten spezifischer Wechselwirkungen zwischen
Molekiilen mit einer bestimmten Anordnung polarer Gruppierungen und dem Ad-
sorbens eingeschriankt, da diese Stérungen zur Zeit kaum vorhersagbar sind.

In der IV. Mitt.4 dieser Reihe haben wir anhand einer grossen Zahl von Acetyl-
Derivaten des Gitoxins und Digitoxins trotz der hier diskutierten Bedenken erfolg-
reich Gebrauch von einer dc Strukturanalyse gemacht. Dort handelt es sich allerdings
im Vergleich zu den hier untersuchten Verbindungen um ein recht homogenes Unter-
suchungsmaterial. Zum Abschluss dieser Arbeit sollen gleichfalls noch einige Rps-
Wert-Berechnungen angefithrt werden, die zeigen, dass bei sorgfiltiger Beachtung
der besonderen Problematik auf der Basis eines umfangreichen Vergleichsmaterials

J. Chwvomalog., 39 (1969) 450—474
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TABELLE XI
BERECL:*i{'NG DER Rp-WERTE FUR BOVOSID A (104)
CHO

Al-Th5-O

Bovosid A - e
R - und AR p-Werte in den Systemen
I Ir IrI v
Digitoxigenin () : —o0.20 —0.34 —0.46 —0.33
+ARp 19-0x0 (35/103) -+0.20 “+0.24 +o.12 -+o0.20
+ ARy 178-Butenolid- - 178-Cumalin-Rest
(ro7/123) —0.05 — 0.04 -+0.01 —o0.10
+d Ry 58H — 50 (101/105) —0.07 —0.03 —0.02 —o0.01
4 ARy, L-Ths (153/154) 0,20 +-o0.12 +0.24 +0.28
R Bovosid A ber. -+0.08 —o0.05 —0.11 -+0.04
gef. ~+o0.06 —n —0.17 —0.05

» Bovosid A wurde in diesem System versehentlich nicht chromatographiert.

TABELLE XIIL
BERECHNUNG DER Rj7-WERTE FUR PERACETYL-LOKUNDJOSID (93a)
CHy

ACQr sy CHq

RO,

Peracetyl-lokundjosid (R = Peracetyl-g, .-rhamnosyl-Rest)

Rar-und AR pr-Werte in den Systemen

I 17 1ir v

Digitoxigenin (1) - 0.20 —0.34 —0.406 ~—0.33
+ AR ar 110COCH, (1a/48a) 40,12 +0.16 +0.06 +o0.07
+ AR 50H (8a/42a)0 ~+o0.30 -o.25 -+-0.17 +o.24
+ ARar 6, 1-Rhs (41/42) +0.64 -+0.67 -+0.75 +0.79
+ AR 31 ¢, L-Rhs —- oc,L-.Rhs-pc;racetat (rzz/riza)s -~ 1.01 —0.94 —1.05 —I.13
R ar Peracetyl-lokundjosid ber. —0.I5 — 0,20 —0.53 —0.26

gef, —0.15 —0.41I —0.56 —0.28

1

o Bei der Berechnung miissen die besonderen Probleme bei den 580H-Glykosiden bertick-
sichtigt werden (vgl. hierzu die Diskussion zu Tabelle VIII, S. 466-468 und Tabelle X, S. 470).
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TABELLE XIIT
BERECHNUNG DER Rj-WERTE VON ERYCANOSID (I19)
CHO

CHy

N |

Erycanosid {R = ¢, D-Glucosyl-3’-acetyl-f,p-digitoxosyl-Rest)

Ry~ und AR pr-Werte in den Systemen

I II iz v

Digitoxigenin (1) —0.20 —o0.34 —0.46 ~-0.33
+ AR a1 B,0-Dxs (74]77) +o0.06 -+0,07 —+o.11 +o.14
+ AR pr 19-0%x0-580H (28a/r21a)d +40.50 +0.47 ~+o0.19 +0.44
+ AR pr 3’~-Acetyl an Dxs (26/27) —0.35 —0.36 —0.37 —0.33
+ AR a7 B,0-Gls (vgl. Tabelle VII) --1.03 -+ 0.96 —+1.07 +1.10
+ AR pr B, D-—a,L-Konfig. der Gls (13/14) 4 0.00 +o.15 “+o0.07 +0.06
Rpr Exycanosid ber. “+1.04 -+ 0.95 -+ 0.61 - 1,08

gef. —4-1.03 +0.78 —+o0.59 +1.07

» Die Verwendung dieses Wertes aus Tabelle X erfolgte wegen der Ahnlichkeit des Substitu-
tionsmusters in 4’-Acetyl-cymarose und der hier vorliegenden 3’-Aceiyl-4’-glucosyl-digitoxose
(vgl. die Diskussion zu Tabelle X). Lediglich prinzipielle Erwédgungen haben uns veranlasst, an
dieser Stelle nicht den Mittelwert aus Tabelle X zu verwenden, der praktisch zu dem gleichen
Ergebnis gefiihrt hiitte,

TABELLE XIV

BERECHNUNG DER f 7-WERTE FUR ERYCANOSID-PERACETAT (I 10a)

R - und AR p-Werte in den Systemen

7 Ir Iir IV
Digitoxigenin (1) —0,20 —0.34 —0.406 —0.33
+AR a1 B,0-Dxs-f,0-Gls (64/69) “+1.18 +r1.01 -+1.30 ~1.21
+ARpr Peracetylierung von 8,p-Dxs-f3,0-Gls
(143/1434) - —1.53 —1.63 —I.48 —1.66
+A4Rpr 19-0x0-580H (vgl. Tabelle X) o +0.44 C 4-0.44 -o0.20 +0.45
-+ ARar f,D- > e, L-Konfig. der Gls (13a/144a) —o0.10 —o0.08 ~+0.08 —0,03
R Erycanosid peracetat ber. —o0.21 —o0.60 —o0.36 —0.36
gef, —0.,07 —o0.42 —0.54 —0.29

die Vorausberechnung bzw. rechnerische Kontrolle von Rpy-Werten auch in der Dc
moglich ist (vgl. Tabellen XI-XIV).

- Wihrend die ersten beiden Beispiele (Bovosid A und Peracetyl-lokundjosid;
Tabellen XI und XII) nur zur Illustration der Methode dienen, haben wir in Tabellen
XIIT und XIV noch einmal die Berechnung der Rj-Werte fiir Erycanosid und dessen
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Peracetat angefiithrt. Erycanosid wurde von BAUER et al.3¢ isoliert und seine Struktur
als Strophanthidin-2-desoxy-B,D-cellobiosid angegeben. Bei unseren pc Untersuchun-’
gen hatten wir auf Grund des chromatographischen Verhaltens dieser Substanz die
angegebene Struktur bezweifelt® und eine neue vorgeschlagen, die dann durch einige
mikrochemische Reaktionen gesichert werden konnte®®. Danach handelt es sich bei
Erycanosid um das Strophanthidin-«,D-glucosyl-3’-acetyl-B,D-digitoxosid, was auch

durch das chromatographische Verhalten in den dc Systemen bestitigt wird (vgl.
Tabellen XIII und X1IV).

ZUSAMMENTASSUNG

Auf der Grundlage von chromatographischen Daten fiir mehr als 160 Herz-
glykoside und -genine sowie deren Peracetate (vgl. V. Mitt.5) wird {iber die Moglichkeit
einer diinnschichtchromatographischen Strukturanalyse diskutiert. Das Verfahren
stosst auf spezifische Schwierigkeiten, die in der Struktur des Schichtmaterials be-
-griindet-sind. Der mittlere Porendurchmesser und die begrenzte Anzahl von Si—OH-
Gruppen an der Oberfliche des Silicagels geben Anlass zu Komplikationen bei der
Anwendung der Rp-Wert-Theorie, wenn Verbindungen mit sehr unterschiedlicher
Molekiilgrésse verglichen werden (Molekiilsieb-Effekt) bzw. bei Hadufung von polaren
Gruppen auf engem Raum (Nachbargruppen-Effekt). Dariiber hinaus konnten Fille
spezifischer Adsorption beobachtet werden. Im Gegensatz zu den papierchromato-
graphischen Befunden haben bei der Diinnschichtchromatographie, zumindest in
unseren Systemen, intramolekulare Wasserstoff-Briicken keinen Einfluss auf das
chromatographische Verhalten der Verbindungen. Die Vorausberechnung von Rjz-

Werten ist jedoch auch in der Diinnschichtchromatographie moglich und wird an
vier Beispielen belegt. '
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