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Abstract—The structure of 3-epi-periplogenin, a new cardenolide from the leaves of Adonis vernalis was
elucidated, by UV, IR, '"H-NMR, “C-NMR, MS and comparison with known cardenolides, as 178-(2',5'-
dihydro-5"-oxo-3'-furyl)-58-148-androstane-3a,58,14 8-triol.

EINLEITUNG

Innerhalb der Gattung Adonis (Familie: Ranuncul-
aceae), die sich durch ihren Gehalt an herzwirksamen
Glykosiden charakterisieren [d8t, zeichnet sich das
Friihlings-AdonisrOschen, Adonis vemalis L.—zu-
mindest aufgrund bisheriger Untersuchungen — durch
ein besonders komplexes Glykosidspektrum aus. So
haben Pusz und Biichner {1, 2] in den Bléttern 24, in
den Bliiten sogar 29 Cardenolide nachweisen kdnnen;
davon sind allerdings erst 14 Verbindungen in ihrer
Struktur bekannt, n#mlich die Strophanthidin-
glykoside Cymarin [3], k-Strophanthin-8 [4], k-
Strophanthosid [5], Strophanthidinfucosid [6], Des-
glucocheirotoxin und Strophanthidindigitalosid [7),
das Strophanthidolderivat Cymarol {8], die Adonitoxi-
geninderivate Adonitoxin [9], 3'-O-Acetyladonitoxin
[10], 2-O-Acetyladonitoxin {11}, das Adonitoxi-
genolglykosid  Adonitoxol [12] sowie 16-OH-
Strophanthanthidin  [10], Verpadigin und 3-
Acetylstrophadogenin [11].

Adonis vernalis ist somit die bisher einzige Art der
Gattung Adonis, in der Glykoside der als Isomeren-
paare aufzufassenden Genine Strophanthidin und
Adonitoxigenin bzw. Strophanthidol und Adonitoxi-
genol nebeneinander vorliegen, wihrend Adonis
amurensis Radde et Regel zwar Cymarin und Cymarol
[13], jedoch weder Adonitoxin noch Adonitoxol
enthilt. Hingegen ist Adonis amurensis die einzige Art
der Gattung, in der mit Somalin (Digitoxigenin-
cymarosid) [13] das Glykosid eines Genins ohne
Sauerstoffunktion an C-Atom 19 des Steroidgrund-
kOrpers nachgewiesen werden konnte.

Wie die Untersuchungen von Kubelka et al. [14] zur
Biogenese von Cardenoliden in Convallaria majalis
L. gezeigt haben, stellt die schrittweise Oxidation von
C-Atom 19, also die Folge Me — CH,OH - CHO,
auf der Monoglykosidstufe (entgegen der lange Zeit
hindurch angenommenen umgekehrten Reihenfolge)
einen Hauptweg der Biosynthese der Convallaria-
glykoside dar. Damit nimmt Periplorhamnosid als

Vorldufer von Convallatoxol, Convallatoxin und
Lokundjosid, das durch a-Hydroxylierung an C-Atom
11 entsteht, eine Schliisselstellung ein.

Ausgehend von der Tatsache, daBl Adonis amurensis
mit Somalin, Cymaro! und Cymarin Glykoside von
Geninen aller drei Oxidationsstufen enthiilt, erschien
es uns von Interesse, das Glykosidspektrum von
Adonis vernalis auf das Vorkommen von Geninen und
Glykosiden mit kernsténdiger Me-Gruppe an C-Atom
10 zu untersuchen. Unsere Erwartungen konnten
bestitigt werden durch die Isolierung und Iden-
tifizierung eines Cardenolidaglykons, 3-epi-Periplo-
genin 1, aus dem Kraut von Adonis vemalis, iiber die
wir im folgenden berichten.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Als Ausgangsmaterial stand uns ein #Athanolischer
Extrakt aus dem blithenden Kraut von Adonis vernalis
der Firma Chemische Werke Minden zur Verfligung,
dessen Gesamtglykosidgehalt, berechnet als Adoni-
toxin, mit 0,39 g/100 ml ermittelt wurde (Baljetreak-
tion, Ausfiihrung nach [15]). Durch SC an ALQ, und
anschlieBende praparative DC an Kieselgel G erhiel-
ten wir nach Kristallisation aus CHCl,-MeOH in einer
Ausbeute von 0,037% des Gesamtglykosidgehaltes
ein Produkt, das in nadelférmigen Kristallen vom
Schmp. 211-214° resultierte, positive Kedde-Reaktion
und mit Vanillin-H,80, eine blaugraue Farbreaktion
ergab. Das zundchst als Substanz ‘blau’ bezeichnete
Cardenolid [12] war aufgrund von dc Vergleichen in
dem von uns fir Genine und schwach polare
Glykoside verwendeten StandardflieBmittel (s. Ex-
perimentelles) nicht identisch mit den Aglykonen Sar-
mentogenin, Sarverogenin und Periplogenin, die mit
Vanillin-H,SO, ebenfalls Blaufirbung unterschied-
licher Schattierungen ergeben, sondern erwies sich als
deutlich polarer. Da jedoch auch nach energischer
Hydrolyse von 1 keine Zuckerkomponente nach-
zuweisen war, mufite es sich gleichfalls im ein Agly-
kon handeln.
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Im FD-Massenspektrum lieferte 1 Peaks mit den
Massenzahlen 391 (38%, entspr. M+1) und 390
(100%) und hat demnach bei Zugrundelegung eines
C,;-Grundgeriistes die Summenformel C,3H;,0;. Im
Vergleich zu Digitoxigenin als einfachstem Car-
denolidaglykon mit der Masse 374 spricht dieser Be-
fund fiir das Vorliegen einer weiteren OH-Gruppe im
Molekiil. Das UV-Spektrum zeigte mit Aoy 217 nm
(log € 4,06} das fiir den Butenolidring charakteri-
stische Maximum, im [R-Spektrum waren die Banden
der OH-Valenzschwingung {3450 cm™') und des
Butenolidringes (1815, 1755 und 1620 cm™') sichtbar.

Das 'H-NMR-Spektrum (100 MHz, TMS, 8§-
Werte), wegen der geringen Loslichkeit in CDCl, im
Losungsmittelgemisch CDCL-CD.OD (3:2) auf-
genommen, zeigte folgende Signale: 088 ppm (s, 6
H, Me an C-10 und C-13), 2,81 (m, 1H, 17 «-H),
3,98 (breites m, W,,, =21 Hz, 1 H, 38-H), 4,82 und
5,06 (AB-Spektrum, J =18 HZ, 2H, C-21) und 5,92
(r, J7=1,5 Hz, 1H, C-22). Die fir die Protonen an
C-Atom 17 und 22 ermittelten chemischen Ver-
schiebungen stehen in sehr gutem Einklang mit den
Ergebnissen von Tori und Aono [16] (60 MHz-
Spektren in CDCl,), die Signale des AB-Systems der
Protonen von C-Atom 21, in 60 MHz-Spektren auf-
grund ungiinstiger Signal/Rausch-Verhdltnisse oft nur
als Quartett auszumachen, erscheinen wie z.B. im 100
MHz-Spektrum des Procerosids [17] an der iblichen
Stelle. Ein bei Verwendung des LOsungsmittel-
gemisches CDCl;-CD;0OD eventuell zu erwartender
Losungsmitteleffekt war somit nicht zu beobachten.
Bei der Beurteilung der Verkniipfung des Butenolhid-
ringes, der Ringe C und D des Steroidgrundgeriistes
sowie der Substitution dieser beiden Ringe kommt der
Signallage des Protons an C-Atom 17 eine
Schlisselstellung zu [16]: Derivate von 58,148~ und
58,14a-Cardenoliden lassen keine separaten Signale
fiir das 17«-Proton erkennen, wihrend 148-OH-
5B,148-Cardenolide ohne Substituenten an zu C-
Atom 17 benachbarten C-Atomen ein Multiplett bei
2,80-2,84 ppm zeigen. Hydroxylierung der C-Atome
12 bzw. 16 verschiebt das Signal des 17a-Protons zu
tieferem Feld. Bei 53, 148, 17a-Cardenoliden mit 148-
stindiger OH-Gruppe tritt das 178-Proton bei 3,22-
3,25 ppm in Resonanz.

Dempnach enthilt 1 einen B-stindigen Butenolidring
und, da die Ringe C und D cis-Verniipfung aufweisen,
eine B-stindige OH-Gruppe an C-Atom 14,
Dariiberhinaus sind die C-Atome 12, 15 und 16 nicht
substituiert.

Besondere Bedeutung kommt der Signallage der
Protonen von C-Atom 19 zu. Die Resonanzen beider
kernstindiger Me-Gruppen, am C-Atom 10 und 13,
fallen bei einem fir die 19 Me-Gruppe mit 0,88 ppm

3-epi-Periplogenin (1)
Periplogenin (2)
Digitoxigenin (3)

P. JuniorR und M. WICHTL

ungewOhnlich hohem Feld zusammen. Dieser Befund
kann, da Losungsmitteleffekte offensichtlich auszu-
schlieBen sind, nur dahingehend interpretiert werden,
daB das Steroidgrundgeriist durch eine OH-Gruppe in
umittelbarer Nachbarschaft zur 19 Me-Gruppe sub-
stituiert sein muB. Formal kommen demnach die C-
Atome 1, 5, 9 und 11 in Betracht, doch waren auf-
grund der Tatsache, daB8 das Spektrum im Bereich von
etwa 3,5-5 ppm keine weiteren Signale eines Protons
zeigte, die Positionen 1 und 11 auszuschlieBen, es
solite sich somit um eine tertiire OH-Gruppe handeln.
Durch Inkrementrechnungen anhand der in [18] tabel-
lierten Daten konnte Position 9 ebenfalls eliminiert
werden, da Hydroxylierung von C-Atom 9 das Signal
der 19 Me-Gruppe in Sa- und 58-Steroiden deutlich
zu tieferem Feld verschiebt. Mit gleicher Begriindung
schied das Vorliegen ciner Sa-OH-Gruppe und damit
trans-Verkniipfung der Ringe A und B aus. Da 1
aufgrund von dc Vergleichen und unterschiedlichem
Schmp. nicht mit Periplogenin (38,538,148 -
Trihydroxy-58,148 -card-20(22)-enolid)  identisch
war, andererseits Einfilhrung einer 58-OH-Gruppe
nach [16] allein nicht das Auftreten des Signals von 19
Me bei so hohem Feld bewirkt, konnte das Molekiil
keine 3B8-OH-Gruppe enthalten. Vergleicht man die
'H-NMR-Spektren von Digitoxigenin und 3-epi-
Digitoxigenin im Hinblick auf Lage und Multiplizitdt
der Signale des 3a- bzw. 38-Protons [19], so wird der
Einflu einer a-stindigen OH-Gruppe deutlich: Das
axiale 38-Proton im 3-epi-Digitoxigenin (3,58, breites
m, W,,=20 Hz) erfihrt relativ zum &4quatorialen
3a-Proton im Digitoxigenin (4,02, s, W,,=8 Hz)
eine Verschiebung zu hoherem Feld. Die Stellung des
Protons an C-Atom 3 im Spektrum von 1 bei 3,98
ppm (breites m, W,,,=21 Hz) mul demnach axial
sein, die Verschiebung zu tieferem Feld im Vergleich
zum 38-Proton des 3-epi-Digitoxigenins liegt im
Effekt der ebenfalls axial angeordneten 58-OH-
Gruppe begriindet [20]. Die Inkrementrenchnung
nach [16] fir 1 als 3«,5814B-Trihydroxy-58,14p-
card-20{22)-enolid beziglich der kernstdndigen Me-
Gruppe, ausgehend von 38-Acetyl-periplogenin als
Modellsubstanz, zeigt gute Ubereinstimmung der be-
rechneten und gefundenen Werte (Tabelle 1).

Das  durch Interpretation der 'H-NMR-
spektroskopischen Daten erzielte Ergebnis war in-
sofern noch mit einer gewissen Unsicherheit behaftet,
als, die Inkremente der 3a- und 58-OH-Gruppe
unabhiingig voneinander beriicksichtigt sind, ein
moéglicher Einflul3 der Kombination beider Sub-
stituenten jedoch mangels fehlender Daten nicht in die
Rechnung eingeht.

Zur weiteren Sicherung des Ergebnisses diente das
PBC-NMR-Spektrum von 1, aufgenommen in CDCl;~
CD,;0D (3:2), ein Losungsmittelgemisch, das auch
von Tori et al. [21] zur Spektroskopie verschiedener
Cardenolidaglykone verwendet wurde. Da zur Unter-
suchung nur 3,5 mg Substanz, geldst in 0,3 ml
Losungsmittel, zur Verfiigung standen, war mit Ab-
weichungen der chemischen Verschiebungen infolge
eines Konzentrationseffektes zu rechnen [22]. Zur Er-
mittlung des AusmaBes der Abweichung nahmen wir
zum direkten Vergleich das Spektrum von Digoxigenin
in gleicher Konzentration auf. Der erwartete Konzen-
trationseffekt lieB alle C-Atome bei hdherem Feld
{0,1-0,5 ppm) in Resonanz treten. Dartberhinaus er-
wies es sich als notwendig, die von Jones et al [23]
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Tabelle 1, Inkrementrechnung der 'H-NMR-chemischen Verschiebungen der
18 Me- und 19 Me-Gruppe von 3-epi-Periplogenin nach [16]

Produkt 18 Me (ppm) 19 Me (ppm)
3B-Acetylperiplogenin 0,88 0,97
-3B-OAc:  ~0,01 -0,06
3a-OH: 0,01 -0,04
Ber. fiir 3-epi-Periplogenin 0,88 0,87
Gef. 0,88 0,88

verdffentlichten Spektren von Digitoxigenin und
Periplogenin, aufgenommen in CDCl, (0,1 M), zum
Vergleich mit dem von 1 heranzuziehen, wobei auf-
grund eines Losungsmitteleffektes eine Verschiebung
der Signale von 1 zu tieferem Feld in Betracht zu
ziehen war. Dieser Effekt zeigte sich jedoch aus-
schlieBlich bei den C-Atomen des Butenolidringes,
wie die Befunde von Tori et al. [21] bestétigten. Die
'3C.chemischen Verschiebungen von 1 und Periploge-
nin 2 sowie Digitoxigenin 3 nach [23] sind in
Tabelle 2 wiedergegeben. Die Zuordnung der Signale
fiir 1 erfolgte anhand des ‘off-resonance’ entkoppelten
Spektrums und durch Vergleich der **C-chemischen
trum beweist zunidchst das Vorliegen von 23 C-
Atomen, durch Uberlagerung sind jedoch nur 22 Sig-
nale sichtbar. Die Multiplizitdt der iiberlagerten Sig-
nale wurde mit Hilfe eines in DMSO-d, aufgenom-
menen ‘off-resonance’ entkoppelten Spektrums er-
mittelt (s. Experimentelles). Neben den Signalen zweier
kernstindiger Me-Gruppen und der C-Atome des
Butenolidringes sind drei C-Atome nachzuweisen, die
durch eine OH-Gruppe substituiert sind. Damit
bestitigt sich der ms Befund, daf8 1 die Summenfor-

mel C;3H,;,05 zukommt. Die Signale bei 74,91 und
85,01 ppm bleiben nach ‘off-resonance’-Entkopplung
Singuletts, womit das Vorhandensein von zwei
tertidren OH-Gruppen im Molekiil bewiesen ist. Von
den fiir die zusitzliche OH-Gruppe formal méglichen
Positionen 5, 8, 9 und 17 entfallen 8, 9 und 17, da das
Signal von C-Atom 14 im Vergleich mit den Resonan-
zen von Digitoxigenin und Periplogenin keine Ver-
schiebung erfdhrt. Hydroxylierung einer der drei
Positionen wiirde C-Atom 14 um =5 ppm ver-
schieben, im Falle von Position 17 sollten auch die
Signale des Butenolidringes einer deutlichen Ver-
schiebung unterliegen. Im Vergleich zum Spektrum
des Digitoxigenins tritt die 19 Me-Gruppe von 1 bei
um 7.74 ppm hoéherem Feld in Resonanz—
charakteristisch fiir einen ‘y-gauche’-Effekt [24]}—,
die C-Atome 7 und 9 zeigen den gleichen Tieffeld-
effekt wie die des Periplogenins. Bei Hydroxylierung
von C-Atom 9 wirde die 19 Me-Gruppe einen
wesentlich geringeren ‘y-trans’-Effekt aufweisen.
Somit enthilt 1 an C-Atom 5 eine B-stindige OH-
Gruppe, die Ringe A und B sind demnach cis-
verkniipft. Auffillige Unterschiede zeigen die Spek-
tren von Periplogenin und 1 lediglich in den Resonan-

Tabelie 2. '*C-chemische Verschiebungen von 3-epi-Periplogenin,
Periplogenin und Digitoxigenin (int. Standard TMS)

C-Atom  3-epi-Periplogenin

Periplogenin*  Digitoxigenin*®

1 29,591
2 29,591
3 67,221
4 41,331
5 74,915
6 36,16 ¢
7 23771¢
8 40,80 d
9 38,924
10 39,681
11 21,13 ¢
12 39,86
13 49,375
14 85,01s
15 32,70
16 26,83 t
17 49,55d
18 15,67 q
19 15,96 q
20 175,36 s
21 73,791
22 117,304
23 175,59 s

24,85¢ 29,65
27,94 27,91¢
67,98 66,87
36,92° 33,36°
74,64 36,00°
35,23° 26,49¢
23,74° 21,35%
40,80 41,82
39,02 35,51®
40,71 35,42
21,52 21,18°
40,02 40,04
49,48 49,62
85,37 85,50
33,00 33,13¢
26,84 26,91
50,74 50,96
15,72 15,79
16,72 23,70
174,49 174,50
73,49 73,45
117,66 117,66
174,49 174,50

*Nach {23], die mit a—d bezeichneten Signale sind austauschbar.
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zen der C-Atome 1, 2 und 4, die fiir 1 jeweils zu
tieferem Feld verschoben erscheinen. Dieser Effekt ist
zweifelsfrei auf das Vorliegen einer a-stindigen OH-
Gruppe an C-Atom 3 zuriickzufiihren, wie die Ver-
gleiche mit bekannten 58-Steroiden belegen [22]. Wei-
tere Hinweise hierauf liefern auch die geringen, aber
dennoch signifikanten Verschiebungen der C-Atome 6
zu tieferem und 10 zu héherem Feld.

Die Zuordnung der 'H-NMR- und '*C-NMR-
spektroskopischen Daten fithrt damit zu einem
Ubereinstimmenden Ergebnis, das die Identitat von
Substanz ‘blau’ mit 3-epi-Periplogenin eindeutig
sichert. Dieses Ergebnis steht auch in Einklang mit
dem chromatographischen Verhalten des 3-epi-
Periplogenins: Die Ursache fiir die geringe Polaritit
des Periplogenins liegt nach Befunden von Fechtig et
al. [25] in der Bildung von intramolekularen H-
Briicken zwischen den axialen OH-Gruppen der C-
Atome 3 und 5, da das nach Oxidation an C-Atom 3
erhaltene Periplogenon im Gegensatz zu 3-Ketover-
bindungen aus Cardenoliden ohne 58-OH-Gruppe
polareren  Charakter aufweist. Aufgrund der
dquatorialen OH-Gruppe an C-Atom 3 ist 3-epi-
Periplogenin offenbar nicht zur Ausbildung in-
tramolekularer H-Briiken befihigt, sodaB die Polari-
tatsdifferenz der beiden Epimere hierin ihre Erklarung
findet.

In den Kapiteln iiber Struktur-Wirkungsbezie-
hungen bei Cardenoliden und Bufadienoliden in
‘Baumgarten: Die herzwirksamen Glykoside’ [26], ein
Werk, das bis heute seine Bedeutung aufgrund der um-
fangreichen und detaillierten Darstellung
herzglykosidhaltiger Pflanzen und ihrer Inhaltsstoffe
bewahrt hat, finden einige 3-epi-Verbindungen, unter
ihnen auch 3-epi-Periplogenin, Erwdhnung. Da
weiterhin die Glykoside 3-epi-Emicymarin und 3-epi-
Periplocymarin  aufgefihrt sind, wobei jedoch
Literaturhinweise beziiglich des Vorkommens und der
Isolierung fehlen, andererseits die Cardenolide Al-
loperiplogenin  {27], Alloemicymarin [28] und Al-
loperiplocymarin [29] nicht erwédhnt sind, steht zu
vermuten, daB es sich um die entsprechenden 17a-
Verbindungen handeln sollte.

Einer Mitteilung von Herrn Prof. Reichstein ver-
danken wir den Hinweis, daB 3-epi-Periplogenin
bisher noch nicht natiirlich vorkommend aufgefunden
wurde, sodaB dieses Cardenolid erstmals aus Adonis
vernalis isoliert und identifiziert worden ist.

Zur Klidrung der Frage, ob sich die Ubereinstim-
mung zwischen Adonis vernalis und Convallaria ma-
jalis auf eine gewisse Ahnlichkeit im Glykosidmuster
beschrankt oder sich moglicherweise auch auf die
Biogenese der herzwirksamen Glykoside erstreckt,
bedarf es zundchst einer weiteren Auftrennung des
Glykosidkomplexes von Adonis vernalis im Bereich
der mittel bis stark polaren Cardenolide. Anhand
chromatographischer Untersuchungen in diesem Be-
reich konnten Glykoside des Strophanthidols und
moglicherweise auch des 3-epi-Periplogenins bereits
nachgewiesen, jedoch noch nicht isoliert werden.

EXPERIMENTELLES

Die NMR-Spektren wurden im Fourier-Transform-Ver-
fahren aufgenommen, der Schmp. ist unkorrigicrt angegeben.

P. JUNIOR und M. WICHTL

Extraktion. Zur Aufarbeitung gelangten 3,51. Adonisex-
trakt (EtOH-Gehalt ca 35%) entsprechend 13,65 g
Gesamtglykosiden, berechnet als Adonitoxin. Zur Vor-
reinigung wurden Ballastoffe mit Bleiacetatlosung und
im Filtrat iiberschiissige  Bleionen mit Dinatriumhy-
drogenphosphatldsung ausgefallt (jeweils 10 proz. waBrige
Losungen). Die resultierende gelb gefirbte Losung wurde
i. Vak. auf 21 eingeengt und zur Gewinnung der
Glykoside mit CHCl;, CHCl,-EtOH (2:1) und CHCl;-
EtOH (3:2) ausgeschiittelt. Die CHCl,-Fraktion, Aglykone
und schwach polare Glykoside enthaltend, unterzogen wir
einer sc Trennung: S kg Al,O; neutral, Aktivititsstufe II,
70%x10 cm Saule, 11,5 g CHCl,-Extrakt (entspr. 2,1 g
Gesamtglykoside), FraktionsgroBe 2,5 1. Als mobile Phase
diente CHCl, mit steigendem Anteil an MeOH. Der
Riickstand der durch Vereinigung aller Fraktionen mit
Zusatz von 1% MeOH erhaltenen Sammelfraktion lieferte
nach préparativer DC an Kieselgel G im System CHCl,-
MeOH-H,0 (85:14:1) und mehrmaligem Umkristallisieren
aus CHC1,-MeOH neben 9 mg (0,066%) Strophanthidin 5
mg (0,037%) 3-epi-Periplogenin (1): lange farblose Nadeln
vom  Schmp. 211-214°, C,;H,,O; (390), FD-
Massenspektrum 390 (100%). '>C-NMR-Spektrum (‘off-
resonance’ entkoppelt, 25 MHz, in DMSO-d,, TMS als int.
Stand. 8§-Skala): 176,40 (s, C-20), 173,92 (s, C-23), 116,32
(d, C-22), 83,91 (s, C-14), 73,14 (¢ und s, C-21 und C-5), 66,
13 (1, C-3), 50,19 (d, C-17), 49,41 (s, C-13), 32,36 (¢, C-15),
30,31 (¢, C-2), 29,68 (¢, C-1), 26,46 (1, C-16), 23,68 (1, C-7),
21,00 (¢, C-11), 16,28 (q, C-19) und 15,79 (g, C-18). Die
Resonanzen der C-Atome 4, 6, 8, 9, 10 und 12 sind von den
Signalen des Losungsmittels iiberlagert.

Anerkennungen—Wir danken Herrn Prof. Dr. T. Reichstein,
Basel fir die Uberlassung von Vergleichssubstanzen, Herrn
Dr. K. Steinbach, Fachbereich Chemie der Philipps-
Universitait Marburg, fiir die Aufnahme des Massenspek-
trums, Herrn Dr. S. Berger, ebenfalls Fachereich Chemie, fiir
die Aufnahme der NMR-Spektren sowie der Firma
Chemische Werke Minden fiir die Uberlassung des
Adonisauszuges.
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