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SUMMARY

On the influence of phenylboronic and diphenylborinic acid on the paper clzromatagraplzzc
mabilities of cardenolides and bufadienolides

Phenylboronic acid and diphenylborinic acid were studied as to their influence
on the paper chromatographic mobilities of cardenolides and bufadienolides with
and without a cis-1,2- or cis-1,3-diol group. At low concentrations, phenylboronic
acid and at higher concentrations, diphenylborinic acid increases the mobility of
nearly all investigated cis-1,3-diols with a tertiary OH-group. At higher concentra-
tions both acids enhance the mobilities of most of the cis-1,3- and cis-1,2-diols with-
out a tertiary OH-group, too.

It is concluded that therc are two basic prerequisites for the derivatization
of cis-1,2- or cis-1,3-diols: (1) the capabilities of the diol to reach an O-0O-distance
like that in phenylboronic acid esters or in diphenylborinic acid complexes; (2) the
absence of a considerable steric hindrance by a substituent near the reactive diol
group. Among the four studied rhamnosides being 1,2-diols two do not react from
hitherto unknown reasons.

EINLEITUNG

In einer vorangegangenen Arbeit! haben wir den Einfluss von Phenyl- und
Diphenylborsiure auf die papierchromatographische Mobilitit je eines cis-1,2- und
cis-1,3-Diols der Cardenolidreihe untersucht. Dabei wurde gefunden, dass Phenyl-
borsdure in niedriger Konzentration nur die Mobilitit des 1,3-Diols, in héherer aber
auch die des'1,2-Diols steigert. Diphenylborsidure erhht nur in hoher Konzentration
die Mobilitit des eis-1,3- und des cis-1,2-Diols. In Ubereinstimmung mit Literatur-
angaben wurde aus den Ergebnissen geschlossen, dass die Beeinflussung der Mobilitat

* Auszugsweise vorgetragen am 24.9.1968 auf der Diskussionstagung des Fachverbandes Natur-
stoffchemie der Chemischen Gesellschaft der D.D.R. in Leipzig.
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auf der Bildung cyclischer Derivate mit den Diolgmppienmgen berubt. Davon aus-
gehend wurde in der vorliegenden Arbeit gepriift, wie weit sich diese Spezifitit auch
auf andere cis-1,2- und cis-1,3-Diole der Cardenolid- und Bufadienolidreihe iiber-
tragen ldsst.

EXPERIMENTELLES

Die methodischen Einzelheiten sind in der vorangegangenen Mitteilung! be-
schrieben. Die Konzentrationsangaben der Diolreagenzien bezichen sich auf die
Formamid-Aceton-Imprignierungsldsung (Phenylborsiure) bzw. auf das Fliessmittel
(Diphenylborsidure).

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Die Ergebnisse der Untersuchung des Einflusses von Phenyl- und Diphenyl-
borsaure auf die Mobilitit der cis-1,2- bzw. cis-1,3-Diole sowic der Vergleichsver-
bindungen ohne cis-Diolgruppierung sind in den Tabelle I bzw. II zusammengefasst.

TABELLE 1

EINFLUSS VON PHENYL- UND DIPHENYLBORSAURE AUF DIE MOBILITAT VON
cis-1,2-DIOLEN DER CARDENOLID- UND BUFADIENOLIDREIHE

Der Einfluss ist charakterisiert durch das Verhialinis der R-Werte in Gegenwart (G) und in Abwe-
senheit (A) des Diolreagenses. 0.E., ohne Einfluss auf die Mobilitat; n.u., nicht untersucht. I = Ace-
tyldigitoxin-e, II = Acetyldigitoxin-§, 111 = ¢ 16-Diacetylgitoxin, IV = §,16-Diacetylgitoxin, V ==
16-epi-Gitoxigenin, VI = Acetyldigoxin-e, VII = Acetyldigoxin-8, VIII = Cymarin, IX = Triace-
tylproscillaridin A.

Nr.  Cardenolid bzw. Reagierende 100-R¢ (G]A) Nichtreaktive
Bufadienolid cis-1,2-Diol- Vergleicks-
gruppierung Phenylborsdure Diphenyl- verbindung
borsdure
0.1% 5% 5%
1 Digitoxin Digitoxosyl- o0.E.* 17/24* n.u. I; I
c 3,40H
2 16-Acetyl-gitoxin o.E.” 75/19****  45[12* L Iv
3 16-epi-Gitoxigenin-
mono-digitoxosid nu. 50/3* nu. Vv
4 16-epi-Gitoxigenin-
bis-digitoxosid nu. 43/3* n.u. \’4
5 16-epi-Gitoxin n.u. 37/3* n.au. v
6 Digoxin o.E.” 50/4* o.u. vi; Vi1
7 . Convallatoxin Rhamnosyl- o.E.*" 62/14** 20/11°* VIIL
2,3-OH
8 Ouabain o.E.”" 70/1°" o.E.""
9 Evomonosid nu. o.E.* .~ o.E."
10 Proscillaridin A o.E." o.E.* .5 oE.” X

* Mit formamidgesittistem Propyléther—-Tef.rahydrofuran (2:1) als Fliessmittel (modifiziert
nach Lit. 14).
** Mit formamidgesittigtem Chloroform-Tetrahydrofuran (4:1) als Fliessmittel (modifiziert
nach Lit. 15). o
=" In Gegenwart von 1%, Phenylborsiure.
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Die im Zusammenhang mit der vorliegenden Untersuchung wesentlichen Struktur-
elemente der eingesetzten Verbindungen sind in der Fig. 1 und Tabelle IT1 dargestelit.
Weitere Einzelheiten zur Struktur siehe z.B. Lit. 2-4.

Ha\cﬁz HOCH3
HOE_ ") R
. HO 7 OH}s oH
HO OH S
a

HOCH2

OH A
CH3
HO
OH

OH
d

Fig. 1. a, Steroidgeriist mit den besprochenen OH-Gruppen; R = Butenolid bei Cardenoliden bzw.
Pentadienolid bei Bufadienoliden. b, f-p-Digitoxosylrest. ¢, §-p-Glucasylrest. d, a-L-Rhamnosylrest.

Nachweis der Reaktion mit den Diolgruppierungen

Um die Spezifitit des Angrifis der Diolreagenzien zu charakterisieren, werden
paralicl zu den Diolen —soweit verfiigbar— Vergleichsverbindungen chromatogra-
phiert (s. Tabeilca I und II). Bei den Vergleichsverbindungen ist mindestens ¢ine der
beiden OH-Gruppen der jeweiligen Diolgruppierung fiir die Derivatbildung nicht
mehr verfiigbar. Der Vergleich zeigt, dass sich nur von Verbindungen mit freier cis-
1,2- oder cis-1,3-Diolgruppierung rascher wandernde Derivate bilden. Die Notwen-
digkeit des Vorhandenseins von zwei freien OH-Gruppen der Diolgruppierung be-
weist die Bildung cyclischer Derivate. Die in der Literatur diskutierte Moglichkeit
der Ausbildung einer zus#tzlichen koordinativen Bindung bei der Derivatbildung mit
Phenylborsdure® S ist in der Mehrzahl der vorliegenden Fille ausgeschlossea infolge
Fehlens einer zur Diolgruppierung benachbarten Sauerstoffunktion.

Einfluss der Diolreagenskonzentration

 Bei den in den Tabellen I und II angegebenen Diolreagenskonzentrationen
sind die Diole vollstindig in die mobileren Derivate umgewandelt. Die Erhdhung
der chromatographischen Mobilitit ist von der Reagenskonzentration unabhingig.
Bei Unterschreitung der Grenzkonzentration wird nur cin Teil des Diols in das mo-
bilere Derivat umgewandelt, oder es tritt iiberhaupt keine Beecinflussung der Mobi-
Litdt ein.

Phenylborsaure
Phenylborsiurse wird in zwei Konzentrationen gepriift. Die Verbindungen, die
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TABELLE L

- 173

UBERSICHT UBER DIE STRUKTUR DER CHROMATOGRAPHIERTEN CARDENOLIDE

UND BUFADIENOLIDE

A B
Verbindung Ry R Sonstige
Strukturmerkmale
Digitoxin A -(Digitoxose), —
16-Acetylgitoxin A ~(Digitoxose); 168-0COCH;
16-epi-Gitoxigenin-mono-
digitoxosid A -Digitoxose 16a-OH
16-epi-Gitoxigenin-bis-digitoxosid A Digitoxose), 16a-OH
16-epi-Gitoxin A -(Digitoxose)s 16¢-OH
Digoxin A  -(Migitoxose)s 125-OH
Convallatoxin A -Rhamnose 58-OH, 19=0
QOuabain A -Rhamnose 18.58,11,19-0H
Evomonosid A -Rhamnose —
Proscillaridin A B -Rhamnose A4
Strophanthidin A -H 5-OH, 19=0
Strophanthidol A -H 56,19-OH
Cymarol A -Cymarose 58,19-0H
Convallatoxol A -Rhamnose 58,19-OH
7B8-Hydroxydigitoxigenin A -H 78-OH
Digoxigenin A -H 128-0H
Gitoxigenin A -H 168-OH
Gitoxin A -(Digitoxose); 165-OH
Acetyl-gitoxin-e A -(Digitoxose),-3""-acetyl- 165-OH
digitoxose
Acetyl-gitoxin- A -(Digitoxose),-4"’-acetyl- 168-OH
digitoxose
Lanatosid B A -(Digitoxose),-3""-acetyl- 168-OH
digitoxose-glucose
Desacetyl-lanatosid B A -(Digitoxose)s-glucose 168-CH
Diginatin A -(Digitoxose)s 124,165-OH
Eanatosid A A -(Digitoxose);-3""-acetyl- —
digitoxose-glucose
Lapatosid C A -(Digitoxose),-3""-acetyl- 128-OH
digitoxose-glucose
Desacetyl-lanatosid A A ~(Digitoxase)s-glucose —
Desacetyl-lanatosid C A -(Digitoxose);-glucose 128-OH
Acetyl-digitoxin-a A -(Digitoxose),-3"-acetyl- —
) - digitoxose
Acetyl-digitoxin-£ A -(Digitoxose),-4"""-acetyl- —
- digitoxose
,16-Dizcetyl-gitoxin A -(Digitoxose)s-3'*-acetyl- 168-OCOCH,

digitoxose

(Fortsetzung S. 174)
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TABELLE 11 (Fortsetzung)
Verbindung Ry; R, Sonstige
Strukturmerkmale

B,16-Diacetyl-gitoxin A -(Digitoxose),~4""-acetyl- 168-OCOCH;;
digitoxose

16-epi-Gitoxigenin A -H 16c-OH

Acetyl-digoxin-a A -(Digitoxose),;-3""-acetyl- 128-OH
digitoxose

Acetyl-digoxin-8 A -(Digitoxose),-4"’-acetyl- 128-O0H
digitoxose

Cymarin - A -Cymarose 58-0OH, 19=0

Triacetyl-proscillaridin A B -2°,3’,4’-Triacetylrhamnose A

3-Acetyl-strophanthidin A CH;CO- 58-OH, 19=0

Digitoxigenin ... - A -H -

bei 0.1 % Phenylborsiure schneller als die Ausgangssubstanzen wandern, weisen alle
eine cis-1,3-Diolgruppierung mit einer tertiiren OH-Gruppe auf (Tabelle II): 38,58-
OH (Nr. 1), 58,19-0H (Nr. 2-4), 78,148-OH (Nr. 5) und 145,16-OH (Nr. 7-13).
Bei 59, Phenylborsiure werden auch die Mobilititen der Diole ohne tertiare OH-
Gruppen erh6ht, nimlich der cis-1,2-Diole (Digitoxoside: Tabelle I, Nr. 1-6; Rham-
noside: Tabelle I, Nr. 7, 8) und der cis-1,3-Diocle (Glucoside: Tabelie IT, Nr. 14-17).
Beurteilt nach der zur MobilitiitserhShung bendtigten Phenylborsiurekonzentration
reagiert bei Ouabain (Tabelle I, Nr. 8) die Diolgruppierung im Rhamnosylrest (vgl.
Tabelle I, Nr. 7) und nicht z.B. die 58,19-Diolgruppierung (vgl. Tabelle I, Nr. 2-4).
Nach Literaturangaben’ reagiert bei Glucosiden die 4,6-CH-Gruppierung (cis-1,3-
Diol) bevorzugt vor der 2,3-OH-Gruppierung (trans-1,2-Diol). Die cis-1,3-Diole (125,
148-OH) Digoxigenin (Tabelle II, Nr. 6) sowie Acetyl-digoxin-¢ und -8 (nicht in der
Tabelle enthalten) wandemn selbst bei der hohen Phenylborsiurekonzentration nicht
schneller. Im Gegensatz zu den beiden schon erwihnten Rhamnosiden (Tabelle I,
Nr. 7, 8) reagieren zwei andere Rhamnoside (Tabelle I, Nr. 9, 10) Gberraschender-
weise nicht.

Diphenylborsdure

Bei den meisten cis-1,3-Diolen mit tertiirer OH-Gruppe tritt schon bei 19
Diphenylborsdure eine ErhShung der Mobilitit ein (Tabelle I, Nr. 1: 38,55-0OH;
Nr. 2-4: 58,19-OH; Nr. 7, 8, 11: 148,168-OH). Warum nicht alle 143,165-OH-Diole
reagieren (Tabelle II, Nr. 9, 10), ist bisher nicht erklarbar. Dagegen wird die Mobi-
litdt von cis-1,2- und cis-1,3-Diolen ohne tertiire OH-Gruppe (Tabelle I, Nr. 2:
Digitoxosyl-3,4-OH; Nr. 7: Rhamnosyl-2,3-OH; Tabelle II, Nr. 15-17: Glucosyl-
4,6-OH) erst durch 5% Diphenylborsiaure erhdht. Das mit Phenylborsdure reagie-
rende Ouabain (Tabelle I, Nr. 8) reagiert nicht mit 5%, Diphenylborsiure. Die mit
Phenylborsiure nicht reagierenden Rhammnoside (Tabelle I, Nr. 9, 10) sowie das
128,145-Diol Digoxigenin reagieren auch picht mit 5% Diphenylborsdure. Die Mo-
bilititserhhung durch Diphenylborsdurekomplexbildung ist nicht so gross wie die
durch Phenylborsiureesterbildung. Offenbar wird die bei der Komplexbildung mit
Diphenylborsiure zu erwartende Steigerung der Mobilitit durch den apolaren zweiten
Phenylrest durch die negative Ladung des Komplexes fiberkompensiert.
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Einfluss der Diolstruktur auf die Diolderivatbildung mit Phenyl- und Diphenylborsdure

In Tabelle IV sind die Angaben iiber die Konstitution und Konformation der
gepriiften Diolgruppierungen sowie die zur Mobilititserh6hung erforderlichen Diol-
reagenskonzentrationen zusammengefasst. Danach ist die erste wichtige Vorausset-
zung fiir die Derivatbildung die Erreichung eines O—-O-Abstandes im Diol, der etwa
dem O-QO-Abstand in der Phenylborsdure (2.38 A, Lit. 7) bzw. in den Phenylboi-
sdureestern (2.42 A berechnet pach Lit. 8) bzw. Diphenylborsiurekomplexen (2.37;
2.48 A berechnet nach Lit. 9, 10) entspricht. Der O-O-Abstand der Diolgruppierun-
gen (Tabelle IV) weicht von dem der untersuchten Borsiduren vor allem bei der
123,148-OH- und der 148,168-OH-Gruppierung (Tabelle IV Nr. 7, 8) stark ab. Im
ersteren Fall (di-iquatoriales cis-1,3-Diol, in dem beide OH-Gruppen Substituenten
des gleichen Sechsringes sind) ist eine hinreichende Anniherung der O-Atome in-
folge der Starrheit des Steroidgeriistes nicht méglich. 148-OH und 168-OH sind Sub-
stituenten des gleichen Fiinfringes, der offenbar geniigend flexibel ist, um die erfor-
derliche Annzherung der O-Atome zu ermoglichen.

TABELLE IV

BEZIEHUNGEN ZWISCHEN KONSTITUTION DER DIOLGRUPPIERUNGEN UND IHRER
REAKTIVITAT MIT DIOLREAGENZIEN

Die Reaktivitit spiegelt sich wider in den Reagenskonzentrationen, die fiir die MobilitatserhGhung
erforderlich sind. prim = primir; sec = sekundir; tert = tertiir. a = axial; e = dquatorial. k. M. =
5% Diolreagens bewirken keine Mobilititserhohung. n.u. = Nicht untersucht.

Nr. Diolgruppierung  Konstitution Konformation Phenyl- Diphenyl- O-O-Abstand
der borsdure  borsdure im Diol*
OH-Gruppen (%) (%) (4)

1 Digitoxosyl-3,4- 1,2-Diolsec, sec a,e 5 5 R 28

2 Rhamnosyl-2,3-  1,2-Diol sec, sec a,e 5= 5 28

3 Glucosyl4,6- 1,3-Diol sec, prim e, — 5 5 24%

4 Steroid-38,56- 1,3-Diol sec, tert a,a 0.1 1 26

5 Steroid-58,19- 1,3-Diol tert, prim a, — 0.1** 1** 2.3

6 Steroid-73,14- 1,3-Diol sec, tert ee 0.1 5 2.7

7 Steroid-125,144-  1,3-Diol sec, tert e,c k.M. k.M. 4.8

8 Steroid-148,166- 1,3-Diol sec, tert — = 0.1 1%:5 32

* Messungen am Dreiding-Stereomodell.
** Bei dieser Konzentration tritt nur bei einem Teil der gepriiften Diole dieser Gruppe cine Mo-

bilitatserh6hung cin.
=** Bei der Rotation erreichbarer Minimalabstand.

} Die zweite wichtige Voraussetzung fiir die Derivatbildung ist das Fehlen einer
starken sterischen Hinderung. Ein Beispiel dafiir ist die fehlende Reaktivitit der
58,19-OH-Gruppierung des Ouabains (s. unter Phenylborsdure). Der wesentliche Unter-
schied zwischen Cuabain und den reaktiven 58,19-Diolen (Tabelle II, Nr. 2-4) be-
steht darin, dass Quabain am Ring A statt 2 (38,58) drei axiale Sauerstoffsubsti-
tuenten (15,38,5f6) besitzt. Im Falle des 3,16-Diacetyl-178-hydroxy-17«-gitoxigenins
wurde ebenfalls eine sterische Hinderung der Derivatbildung durch den 168-0O-Acetyl-
rest beobachtet''. Beide o.g. Bedingungen scheinen auch bei den Rhamnosiden Evo-
monosid!? und Proscillaridin A'3 (Tabelle I, Nr. 9, 10) erfiillt zu sein, doch reagieren
sie iiberraschenderweise weder mit Phenylborsiure noch mit Diphenylborsiure.
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Da die Rhamnoside Convallatoxin und Ouabain (Tabelle I, Nr. 7, 8) mit
Phenylborsdure glatt reagieren, ist die Annahme nicht von der Hand zu weisen, dass
sich die Rhamnosylreste in beiden Vergleichspaaren unterscheiden, z.B. in unter-
schiedlicher Konformation (1 C, C 1) vorliegen.

Der wesentlichste Faktor fiir die Leichtigkeit der Derivatbildung ist nach den
Ergebnissen dieser Untersuchung die Beteiligung einer tertidven OH-Gruppe (Ta-
belie IV, Nr. 1-3 bzw. 4-6 und 8). Alle iibrigen Faktoren zeigen demgegeniiber unter
den angewandten Bedingungen keinen erkennbaren Einfluss. So ist z.B. keinUnter-
schied zwischen 1,2- und 1,3-Diolen (Tabelle IV, Nr. 1, 2 und 3) ohne tertilire OH-
Gruppe in bezug auf die zur Derivatbildung erforderliche Reagenskonzentration er-
kennbar. Die Konformation der OH-Gruppen bei cis-1,3-Diolen (Tabelle IV, Nr.
4-6, 8) kann ohne erkennbaren Einfluss erheblich variieren.

Anwendungsmdaglichkeiten
Die Vielzahl der 1,2- und 1,3-Diole in der Cardenolid- und Bufadienolidreihe

erdffnet breite Anwendungsmdéglichkeiten fiir den Einsatz von Diolreagenzien zur
besseren chromatographischen Trennung von Cardenolidgemischen. Z.B. werden 16-
Acetylgitoxin und Acetylgitoxin-¢, die sich in den iiblichen chromatographischen
Systemen nur schwer trennen lassen, mithelos in Gegenwart von 0.1 %, Phenylborsiure
getrennt.’

Der in dieser Arbeit gefiithrte Nachweis, dass nur cis-1,2- und cis-1,3-Diole
mit Phenyl- bzw. Diphenylborsiure reagieren, und dass beide Dioltypen z.T. durch
Wahl der Reagenskonzentration unterschieden werden kdnnen, erdfinet vorteilbafte
AnalysemOglichkeiten. Z.B. lisst sich bei der Acetylierung des Gitoxins, das je eine
derivatbildende 1,2- und 1,3-Diolgruppierung neben zwei weiteren, acetylierbaren
OH-Gruppen enthalt, feststellen, bei welchen Acetylderivaten eine Diolgruppierung
noch bzw. nicht mehr frei vorliegt. Zur Differenzierung zwischen 1,2- und 1,3-Diolen
kann dic Anwendung weiterer Diolreagenzien' zweckmaissig sein. Einschrankend
muss jedoch festgestellt werden, dass eine eindeutige Interpretation der Ergebnisse,
wie gezeigt, nur bei nachgewicsener Reaktion mit dem Diolreagens moglich ist, da
in einzelnen Fallen sowohl bei cis-1,2- als auch bei cis-1,3-Diolen keine Reaktion
eintritt. Entsprechend der leichteren Zugfinglichkeit und grisseren Stabilitit ist die
Phenylborsdure der Diphenylborsdure vorzuziehen.
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Diphenylborsdure unterschiedlich beeinflusst. Phenylborsiure erhéht in niedriger
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Konzentration (0.1 %}) nur die Mobilitit der meisten cis-1,3-Diole mit tertidirer OH-
Gruppe, aber in héherer Konzentration (59;) auch die der meisten cis-1,2- und cis-
1,3-Diole ohne tertiire OH-Gruppe. Diphenylborsdure erhoht die Mobilitit der cis-
1,3-Diole mit tertigdrer OH-Gruppe erst in einer Konzentration von 1Y, und die der
cis-1,2- und cis-1,3-Diole ohne tertiire OH-Gruppe mit Ausnahme des Ouabains
ebenfalls in einer Konzentration von 5%,. Die strukturelien Voraussetzungen fiir die

Mobilitdtserh6hung werden diskutiert.
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