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Abstract-7r-[3H]-20-hydroxycholesterol was converted by Digitalis lanatu plants into tigogenin. 7t~-[~H]-20- 
hydroxycholesterol and 7r-[3H]-26-aminodihydrodiosgenin were utilized for the biogenesis of solasodine by 
plants of Solanum luciniatum. These results are discussed in relation to spirostanol and spirosolan alkaloid bio- 
genesis. 

EINFUHRUNG 

Wlhrend bei der biogenetischen Bildung des Spiro- 
ketalsystems der Spirostanole die direkte stereo- 
spezifische Hydroxylierung des Cholesterols in den 
Positionen 16p- und 26 bzw. 27 [l-4] als gesichert 
gelten darf, stand bisher aus, in welcher Weise die 
22-Ketogruppe eingefiihrt wird. Es ist bekannt, 
da13 sich der Abbau der Seitenkette des Cholester- 
ols [5,6] zum Pregnenolon iiber seine 20cr-Hy- 
droxyverbindung vollzieht, es schien daher denk- 
bar, da13 dieses Derivat such Zwischenstufe auf 
dem Wege zu den Spirostanolen sein kiinnte. Die 
22-Ketogruppe in ihrer ketalisierten Form wiirde 
dann aus dem 20ic-Hydroxycholesterol in meh- 
reren Stufen gebildet werden. Wir haben daher 
20a-Hydroxycholesterol markiert und Digitalis 
lanata angeboten, urn einen eventuellen Einbau zu 
priifen. Ferner haben wir such markiertes 26- 
Amino-dihydrodiosgenin hergestellt, urn such 
dessen Verwertung bei der Biogenese der Spiroso- 
lan-alkaloide zu untersuchen. 

*Mitt. XXI: “Zur Biosynthese von Steroidderivaten im 
Pflanzenreich”. Mitt. XX: Phytochemistry 00, OOSOOO. Anmer- 
kungen-Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
fiir die finanzielle Unterstiitzung dieser Arbeit. 

t Herrn Prof. Dr. Macimilian Steiner, Bonn. herzlich zum 70. 
Ceburtstag gewidmet. 

ERCEBNIS UND DISKUSSION 

Biogenese des Spirostanols 

7a-[3H]-20a-Hydroxycholesterol entsprechend 
einer Menge von 2,71.10* Imp/min wurden an 
Digitalis Ianata appliziert und von der Pflanze in 
einem Zeitraum von 36 Tagen zu 80% resorbiert. 
Die Verwertung zu Tigogenin erfolgte mit einer 
Einbaurate von 0,178x (spez. A ktivitgt : 

1,12.1 O4 Imp/min . mg). 
Das neben Tigogenin isolierte Gitogenin 

enthielt keine Aktivitst, 7a-[3H]-20x-Hydroxy- 
cholesterol wird also allein zur Biogenese des 
Tigogenins verwertet. 

Aufgrund dieses Ergebnisses kannte erst ein E-, 
dann F-RingschluBmechanismus in Betracht 
gezogen werden, bei dem zungchst iiber die Hy- 
droxylierung an C-20 und Dehydratisierung zum 
A20(22’-Derivat (6) der E-RingschluB zum Furo- 
stanol(7) erfolgt (Schema I). Ein solches Furostan- 
3/?-26-diol[7] stellt einen experimentell gesi- 
cherten Precursor bei der Bildung von Tigogenin 
in Digitalis-Pflanzen dar. Durch erneute Hydroxy- 
lierung von C-20 (8) und Dehydratisierung bildet 
sich das Furostenolderivat (10). In saurem 
Medium stehen dieser cyclische Enolgther und das 
Spiroketal miteinander im Gleichgewicht. 
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Cholesterol 

miigliche Gleich- 
gewichtsprodukte 

OH 

(16) Pregnenolon 

Schema I, Biogenese des Spiroketalsystems der Spirostanolc 

(15) n ‘6”“-Preg”enolon 

Gestiitzt wird diese Hypothese durch das Vor- 
kommen von A5-Furosten-3&20,26-trio1 in einer 
Trilliumart [S]. Diese Verbindung lh13t sich in vitro 
durch Behandeln mit verdiinnter SPure in Dios- 
genin iiberfiihren. 

Durch die Umwandlung von 3p, 16&22,26- 
Tetrahydroxycholest-5-en [9] in Diosgenin bei 
einer Dioscoreu-Art mu13 such die Bildung des 
Furan-Ringes durch Dehydratisierung der OH- 
Gruppe an C-22 in Betracht gezogen werden. uber 
das 22-Hydroxycholesterol erfolgt zwar der Abbau 
zum Pregnenolon, es wird jedoch nicht zur Bil- 
dung von Tigogenin in Digitalis larzatu Pflanzen 
verwertet [IO]. Die 22-Hydroxygruppe entsteht 
mijglicherweise durch Addition von H,O an die 
A20’zz’-Doppelbindung. Ein 22-Ketocholester- 
01 [6, lo] scheidet ebenfalls als Metabolit aus. 
Reaktionen an C-22 zu Spirostanolen sind daher 
wohl nur dann miiglich, wenn eine Hydroxylie- 
rung an C-l 6, bzw. C-26 bereits erfolgt ist. Das der- 
zeitige Untersuchungsergebnis zur Biogenese des 
Spirostanol-Grundgeriistes und einen daraus 
abgeleiteten Biogeneseweg zeigt Schema 1, 

Biqewst~ tier Spirosolan-A lkaloitle 

Ob such bei der Biogenese der Spirosolan-Alka- 
loide die E- und F-Ringverkniipfung zu dem 

Azaoxaspiransystem iiber 20cx-Hydroxycholesterol 
und eventuell iiber ein 26-Aminofurostanol ver- 
ltiuft, wurde durch Applikation markierter Verbin- 
dungen an Solamwz lacirziatum gepriift. 

Da beide Verbindungen zu Solasodin mctaboli- 
siert werden, kann fiir die Bildung des Azaoxaspi- 
ransystems (19) ein wie in Schema 1 dargelegter 
Weg angenommen werden. Beim Z-Amino- 
A20”2’-furostenol (18) schlieflt sich hei der Be- 
handlung mit Stiure in vitro der F-Ring [I I] (19) 
(Schema 2). In saurem Milie,u ist als miiglicher 
Gleichgewichtspartner der Spirosolan-Alkaloide 
nicht ein solches 26-Amino-A”1”“-furostenol. 
sondern das Azomethin (20) mit offenem E-Ring 
anzusehen. 

Durch die Auffindung des Verazins [ 121 (21) als 
Nebenalkaloid in Veratrum album. das nach einer 
16@OH-Einfiihrung (20) in ein Spirosolan-Alka- 
loid iibergehen wiirde. mu0 @her au& ein Reak- 
tionsweg iiber die prim&e SchlieBung des F- 
Ringes diskutiert werden. Da 16&Hydroxy- [I] 
und 16,&26-Dihydroxycholesterol [4] zwar YLI den 
Spirostanolen, nicht aber zu Spirosolan-Alka- 
loiden metabolisieren, darf angenommen werden, 
da0 die Einfiihrung der 26-NH,-Gruppc ein viel- 
leicht der 16/I-Hydroxylierung vorausgehcnder 
Schritt sein kann. 



Zur Biogenese des Tigogenins 

Tabelle 1. Metabolisierung zu Solasodin in S&mum lnciniaturn nach 5 Wochen 
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Applizierte 
Substanz 

Appliz. resorb. 
Aktivitit 
Imp/min 

x 1o-8 

Spez. Aktivitlt 
des isolierten 

Sdasodins 
Imp/min mg 

x 1o-4 
Einbaurate 

in “/;, 

7&H-20s(- 
Hydroxycholesterol 2,Ol 1,53 0,40 0,31 

7a-3H-26-Amino- 
dihydrodiosgenin 8,05 4,86 0,43 0.11 

Schema 2. 

EXPERIMENTELLES 

Dir IR-Spektren wurden in CHCl, und die NMR-Spektren 
in CDCl, mit TMS als Standard aufgenommen. Die Aktivitlts- 
messungen erfolgten mit dem fensterlosen Methandurch- 
flul3zghler FH 407 und dem Handprobenwechsler BL503 von 
Frieseke und Hoepfner, die Aufnahme der Radiogramme mit 
dem Scanner LB 2720 in Kombination mit dem Methandurch- 
RuDzIhler FH 524 von Berthold. Zur prsparativen DC 
wurde Kieselgel PF,,, (Merck) verwen’det und als Laufmittel 
dienten die Systeme CH,Cl,/Aceton und AcOEt/Petrol. (Sdp. 
5@70“) in unterschiedlichen Mischungsverhgltnissen. 

20cc-Hydro.uycholestrrol. 1 g (2,8 mMo1) Pregnenolonacetat, 
gel&t in Et,O, wurden tropfenweise zu einer vorbereiteten Iso- 
hexyl MgBr-Liisung (50 mMo1) zugegeben und der Ansatz 5 St 
unter Rlickflulj erhitzt. Danach tauschte man den Et,0 gegen 
wasserfreies Dioxan aus und kochte die Liisung weitere 12 hr. 
Nach dem Abkiihlen hydrolysierte man durch Hinzufiigen von 
Hz0 (0”) und gab schlie5lich eine 50%ige NH,Cl-LGsung zu. 
Die Reaktionslasung wurde mit Et,0 ausgeschiittelt, die Ather- 
phasen gewaschen, getrocknet (MgSO,) und der Et,0 abge- 
zogen. Aus dem kristallinen Riickstand 1ieD sich mit Hilfe der 
prlparativen DC die gewiinschte Verbindung in reiner Form 
isolieren. Ausbeute: 0,89 g (79,5%). Schmp. 138-140”. IR: keine 
Ketobande, NMR: 1%Me 0,80; 26-Me 0,88; 19-Me 0,99; 21-Me 
1,25; 6-H 5,38 ppm. C2,H4,,02 ber. 402,6 gef. m/e 402; 384 (M- 
18). 

7a-[3H]-20a-Hydroxycholesterof. 7x-[3H]-Pregnenolon 
wurde von der Firma Amersham/Buchler GmbH Braunschweig 
bezogen und-wie bei der Herstellung der Vergleichssubstanz 
beschrieben-zum 7a-[‘HI-20a-Hydroxycholesterol umgesetzt. 

26-Aminodihydrodiosgenin; (a) Dihydrodiosgenin. Zu 20 g 
(0,15 Mol) wasserfreies A1C13 in Et,0 wurden unter Riihren 
und Eiskiihlung 1,4 g (0,035 Mol) LiAlH, zugefiigt. Diese Reak- 
tionslijsung versetzte man tropfenweise mit einer Et,0 Liisung 
von 1,5 g (3,5 mMo1) Diosgenin, riihrte 45 min bei 0” und 
erhitzte danach 2 hr unter RiickfluD. Urn den Reagenziiber- 

schuB zu zerstiiren, gab man AcOEt, MeOH und zuletzt Hz0 
zu. Die wPGrige Phase wurde mit HCl angesluert, man trennte 
die gtherische Phase ab und dampfte ein. Den Riickstand kris- 
tallisierte man aus Aceton urn. Ausbeute: 1,27 g (84”/,). Schmp. 
164-167”. NMR: 18-Me 0,8; 21-Me 0.95; 19-Me 1,Ol; 16-H und 
22-H 3,38 und 3,45; 3-H 4.3; 6-H 5,3 ppm. 

(b) 26Joddihydrodiosgenin. 1,2 g (2,9 mMo1) Dihydrodios- 
genin, gel&t in IO ml Pyridin wurden bei 0” unter Riihren mit 
2,3 g (0,012 Mol) p-Toluolsuffonylchlorid versetzt. der Ansatz 
wurde 25 h bei 0” geriihrt und anschliel3end mit 250 ml H,O 
verdiinnt. Die Isolierung des Ditosylates erfolgte nach dem 
iiblichen Verfahren. NMR: 18-Me 0.8; 27-Me 0,85; 21-Me 0,95; 
19-Me 1,03; 6 Protonen Me- 2.45; 16-H und 22-H 3,8 bzw. 
3,9; 8 Protonen H-O 7,5 ppm. 2,06 g des Ditosylat-Prohpro- 
duktes in 15 ml H,O und 60 ml Aceton gel&t. hydrolysierte 
man bei 2stiindigem Kochen und weiterem 15stiidigem Stehen 
bei 0” zum Monotosylat. NMR: 3 Protonen Me- 2,45; 4 Pro- 
tonen H- 7,s ppm. 1.55 g Monotosylat wurden 60 Stunden 
bei Zimmertemperatur mit 0.87 g (5,8 mMo1) NaI in 10 ml 
Methylgthylketon geriihrt, anschlieBend wurde der Ansatz mit 
100 ml. H,O versetzt. das Reaktionsprodukt mit CH,Cl, auf- 
genommen und wie iiblich aufbereitet. Ausbeute: 1.4 g. Schmp. 
115-l 17”. NMR: 2 Protonen 26-CHZ 3,2 ppm. 

(c) 3j-Acetyl-26-phthalimidodihydrodiosgetlitl. I.4 g 26-Joddi- 
hydrodiosgenin (Rohprodukt) und 0,541 g (2,92 mMo1) K- 
Phtlialimid in 6 ml DMF riihrte man 70 h bei Zimmertempera- 
tur. Man verdiinnte anschliel3end mit SOml lO%iger NaCl- 
LGsung, trennte das ausgefallene Produkt durch Filtration ab 
und trocknete es. Auswaage: 1,45 g. Schmp. 148-151” (mehr- 
mals aus CH,CI, umkristallisiert). NMR: 26-CH, 3,45; Hm 
7,75 ppm. 26-Phthalimidodihydrodiosgenin wurde in 25 ml 
Essiglureanhydrid 10min zum Sieden erhitzt. nach 15 h 
Stehen bei Zimmertemperatur wurde wie iiblich aufbereitet. 
Die Reinigung erfolgte iiber prlparative DC. Ausbeute 1,03 g 
(68%gesamt). Schmp. 126131”. NMR: 18-Me 0.8; 27-Me 0,85; 
21-Me 0.95; 19-Me 1.03; Me-CO 2,02; 26-CHz 3.45; 16-H und 
22-H 3,5 und 3,6; 3-H 4.3; 6-H 5.3; H-O 7,75. C,,H,,O,N ber. 
587,7 gef. m/e 587. 

(d) 26-Aminodihvdrodiosaenin. 250 mg (0,425 mMo1) 34-Ace- ~ I 

tyl-26-phthalimidddihydro&osgenin - wurden mit i15mg 
(4,25 mMo1) Hydrazinhydrat in 10 ml MeOH zungchst 4 h bei 
60” und anschlieoend weitere 15 h bei Zimmertemperatur hy- 
drazinolysiert. Isolierung und Reinigung des 26-Aminodihydro- 
diosgenins erfolgte mit Hilfe prgparativer DC. Ausbeute: 
160mg(94%).Schmp. 144_148”.NMR: 18-Me0,8;27_Me0,91; 
21-Me 0,93; 19-Me 1.0; 26-NH, 1,2; 26-CHZ 2,5; 16-H und 22- 
H 3,3 und 3,4; 3-H 4,3; 6-H 5,3 ppm. C2,H,,0ZN ber. 415.6 gef. 
m/e 415. 

7a-[‘HI-26-Aminodihydrodiosgenin. 3-p-Acetyl-26.phthalimi- 
dodihydrodiosgenin setzt man mit einer Bquivalenten Menge 
N-Bromsuccinimid in Ccl, in Gegenwart katalytischer 
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