1959 1715

CHEMISCHE BERICHTE

Fortsetzung der
BERICHTE DER DEUTSCHEN CHEMISCHEN
GESELLSCHAFT
92. Jahrg. Nr. 8 S.1715—1982

THoMAS KAUFFMANN und HORST NEUMANN
(mitbearbeitet von KARL LENHARDT)

Zur Konstitution des Phorbols, 11

Uber die reduzierende Gruppe des Phorbols

Aus dem Institut fiir Organische Chemie der Technischen Hochschule Darmstadt
(Eingegangen am 20. Mirz 1959)

Meinem verehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. Dr. h.c. Clemens Schépf,
zum 60. Geburtstag in Dankbarkeit gewidmet. Th. Kauffmann

Die im IR-Spektrum erkennbare Carbonylgruppe des Phorbols ist nicht, wie

A. F. THOMAs und A. MARXER 2) annehmen, in einer schwerverseifbaren Acet-

oxygruppe enthalten, sondern liegt als a.B-ungesittigte Ketogruppe vor, die mit

einer a-stindigen sekunddren oder primiren Hydroxygruppe die in alkalischer
Losung reduzierende Gruppierung des Phorbols bildet.

Crotondl aus den Samen von Croton tiglium L. besitzt neben einer auBerordentlich
starken Hautreizwirkung auch tumorrealisierende Eigenschaften3). Die Strukturauf-
kldrung des Phorbols, dessen Fettsidureester nach R. BOHM, B. FLASCHENTRAGER und
L. LeENDLEY das aktive Prinzip des Crotondls darstellen, verdient daher besonderes
Interesse. Versuche von B. FLASCHENTRAGER und Mitarbb.5 zur Konstitutionsauf-
kldrung des Phorbols stieBen wegen der schweren Zuginglichkeit und der Labilitit
des Phorbols auf ungewohnliche Schwierigkeiten. Die Ergebnisse dieser Unter-
suchungen lassen sich in der Teilformel I zusammnefassen.
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1 11. Mitteil.: TH. KAUFFMANN, A. EISINGER, W. JASCHING und K. LENHARDT, Chem. Ber.
92, 1727 [1959], nachstehend.

2) Experientia [Basel] 14, 320 [1958].

3) 1. BERENBLUM, Cancei Res. 1, 807 {1941]; 1. BEReNsLUM, A. M. A. Arch. Pathol. 14,
471 [1954]; P. Suunik und A. C. RircHig, Cancer Res. 13, 45 [1953]; R. DANEEL und N. Wis-

SENFELS, Naturwissenschaften 42, 128 [1955).
4} Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 177, 212 [1934/1935].
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Wihrend B. FLASCHENTRAGER und Mitarb.’® die Summenformel Co0H23O0¢ oder
C29H3p06 annehmen, wurde von A. F. THoMas und A. MARXER 2 in einer kiirzlich
erschienenen Arbeit dem Phorbol die Formel CioH,50¢ zugeschrieben. AuBerdem
soll Phorbol nach A. F. THoMAas und A. MARXER eine schwerverseifbare Acetoxy-
gruppe enthalien, so daB von den 6 Sauerstoffatomen hochstens 4 in Hydroxygruppen
vorliegen konnten.

Unsere Untersuchungen fiihrten dagegen zur Teilformel II (Summenformel
Ci9H230¢), die in dieser und der nachstehenden Arbeit! begriindet werden soll.

—OH (?7)
—OH tert. (nicht veresterbar, wird beim Hydrieren abgespalten)
—CH(OH)-C(OH)(CH3),

CuHis >C=(I:—CO—CH(OH)—

1 (27) weitere C=C-Doppelbindungen
3(27 Ringe

1. SUMMENFORMEL, DOPPELBINDUNGEN UND SAUERSTOFFUNKTIONEN DES PHORBOLS

Phorbol neigt dazu, mit Kristallosungsmitteln zu Kristallisieren, die sich, wie z. B.
Athanol, durch Trocknen fast nicht oder, wie Essigester, nur unvollstindig entfernen
lassen. Es ist daher trotz mehr als 20 Analysen, die von B. FLASCHENTRAGER und
Mitarbb.5, A. F. THomas und A. MARXER 2 sowie von uns am Phorbol durchgefiihrt
wurden, nicht moglich, eindeutig zwischen den Formeln C;gH,60¢, C190H230¢ und
C,0H280¢ zu entscheiden. Nach den Analysen der Phorbolester Mono-, Di- und Tri-
acetyl-phorbol sowie Tribenzoyl-, Tris-p-nitrobenzoyl- und Bis-p-chlorbenzoyl-
phorbol (siehe die Tab. im Versuchsteil) kann jedoch die von B. FLASCHENTRAGER und
F. v. FALKENHAUSEN®Y angenommene Formel Cy0H230g, auf die auch die Phorbol-
analysen nur schlecht stimmen, nicht zutreffen. Die Phorbolester-Analysen gestatten
dagegen keine Entscheidung zwischen den Summenformeln C;oH>306 und Ci9H2606
fiir Phorbol, da die H-Werte meist besser auf die wasserstoffreichere Formel passen,
wihrend nach den C-Werten eher die wasserstoffirmere Formel vorliegt.

Das Ergebnis der in der nachstehenden ArbeitD beschriebenen Bleitetraacetat-
Spaltung von Phorbol scheint uns jedoch ein starkes Argument gegen die von A. F.
THoMAs und A. MARXER 2) angenommene Formel C1gH¢0¢ zu sein. Bei der Spaltung
der von uns nachgewiesenen «-Glykolgruppe 1) des Phorbols entstehen nidmlich Aceton
und eine als Tiglophorbol bezeichnete Verbindung, die nach den Analysen von Tiglo-
phorbol, Monoacetyl- und Monobenzoyl-tiglophorbo! die Formel C;sH2905 und
sicher nicht die Formel C;¢H;305 besitzt. Da Bleitetraacetat «-Glykolgruppen unter
Entzug von 2 Wasserstoffen spaltet, 148t sich die Bildung von Aceton und einer Sub-
stanz der Summenformel CjgH200¢ nur erkliren, wenn dem Phorbol die Summen-
formel C,9H,30¢ zukommt.

Die somit wahrscheinlichste Phorbolformel CjoH»30¢ besitzt 12 Wasserstoffe
weniger als ein gesittigter offenkettiger Kohlenwasserstoff mit 19 C-Atomen. Wir

5) a) B. FLASCHENTRAGER, Zanger-Festschrift, Zdrich, S.857 [1934}; b) B. FLASCHEN-
TRAGER und F.v. FALKENHAUSEN, Liebigs Ann. Chem. 514, 252 [1934]; c) K. WAGNER, Disser-
tat., Univ. Leipzig 1929; d) E. BAUMHEIER, Dissertat., Univ. Leipzig 1932.
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miissen daher annehmen, daB beim Phorbol die Summe aus der Zahl der C=0- und
C=C-Doppelbindungen und aus der Zahl der Ringe = 6 ist, wenn man den unge-
wohnlichen Fall einer Dreifachbindung nicht in Betracht ziehen will.

Das Vorliegen einer C=0- und einer C=C-Doppelbindung erkennt man an den
starken Banden bei 5.89 und 6.12 p im IR-Spektrum des Phorbols. Die Anwesenheit
einer zweiten olefinischen Doppelbindung, die im IR-Spektrum wahrscheinlich die
Schulter bei 6.05 . verursacht, geht daraus hervor, daBl Phorbol bei der katalytischen
Hydrierung unter reduktiver Abspaltung einer Hydroxygruppe 3 Moll. Wasserstoff
aufnimmt, ohne daB8 dabei die Carbonylgruppe angegriffen wird. Auflerdem werden
auch 2 Moll. Brom addiert. Im Phorbol wiirden demnach neben der Carbonylgruppe
2 C=C-Doppelbindungen und 3 Ringe vorliegen.

Von den Sauerstoffunktionen des Phorbols wurde die Carbonylgruppe schon er-
wihnt. Diese Gruppe ist nicht, wie A. F. TuoMas und A. MArRXEr 2 auf Grund der
Bildung einer fliichtigen Sdure unter den Bedingungen der Acetylbestimmung an-
nehmen®), in einer schwerverseifbaren Acetoxygruppe enthalten, sondern liegt als
«.B-ungesittigte Ketogruppe vor. Das ergibt sich eindeutig aus den folgenden Unter-
suchungsergebnissen:

1. entsteht bei der Reduktion von Tribenzoyl-phorbol mit Lithiumaluminium-
hydrid in 98-proz. Ausbeute eine von uns als Phorbolo! bezeichnete Verbindung, die
nach dem JR-Spektrum keine Carbonylgruppe enthilt und nach den Analysen und
Molekulargewichtsbestimmungen die Summenformel C;9H30O¢ besitzt. Wire die
Annahme von THoMAs und MARXER 2! richtig, hiitte dagegen unter reduktiver Ab-
spaltung des Acetoxyrestes eine Verbindung der Summenformel C,7H250s gebildet
werden miissen.

2. verschiebt sich die Carbonylbande im IR-Spektrum des Phorbols bei der kataly-
tischen Hydrierung von 5.89 u nach 5.76 w. Gleichzeitig verschwindet die Bande einer
konjugierten C=C-Doppelbindung bei 6.12 @, Die Verschiebung der Carbonylbande,
die man iibrigens auch bei der Hydrierung von Tiglophorbol? beobachtet, ist unver-
stiandlich, wenn man annimmt, daB sich die Carbonylgruppe in einer Acetoxygruppe
befindet. Sie spricht vielmehr fiir eine «.B-ungesittigte Carbonylgruppe. Da Phorbol
keine Aldehydreaktionen zeigt, muB die Gruppierung III angenommen werden.

N I
/c-c-co—cl:— I

Der Irrtum von A. F. THoMas und A. MARXER 2 ist im iibrigen verstindlich, denn
auch wir fanden, daB beim Kochen von Phorbol mit methanolischer Natronlauge das
Salz einer fliichtigen Sdure entsteht. Beim Kochen mit Sduren wird dagegen nach un-
seren Beobachtungen keine Spur einer fliichtigen Sdure gebildet. Die Natur der beim
Kochen mit Alkali abgespaltenen Sdure ist noch unklar. Durch papierchromato-
graphische Untersuchungen konnte sichergestellt werden, daB es sich nicht um Essig-
siure handelt; die Identifizierung mit einer anderen S#ure ist aber auf diesem Weg
nicht gelungen, und Versuche zur Isolierung haben noch nicht zu kristallinen Sub-
stanzen gefiihrt.

6 Uber die Art der Acetylbestimmung wurden keine Angaben gemacht.
110*
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Es sei noch erwiihnt, daB die Carbonylgruppe des Phorbols mit der Carbonyl-Bestimmungs-
methode von F. v. FALKENHAUSEN7) nicht nachgewiesen werden konnte. Dieser Befund ist
interessant, da mit der Methode von F. v. FALKENHAUSEN, die auf der Umsetzung der Car-
bonylverbindung mit iiberschiissigem Phenylhydrazin und Titration des iiberschiissigen
Reagenzes beruht, Ketogruppen besonders dann sehr unvollstindig oder gar nicht erfaBt wer-
den, wenn sie sich in einem hydroaromatischen Ring befinden. Wir vermuten daher, daB die
Ketogruppe des Phorbols in einem derartigen Ring vorliegt. — Nach der Lage der Car-
bonylbande im IR-Spektrum von Phorbol und Tetrahydro-desoxy-phorbol (C19H3,05), das,
wie im Versuchsteil beschrieben, bei der katalytischen Hydrierung von Phorbol unter Addition
von 4 Wasserstoffen und unter reduktiver Abspaltung einer Hydroxygruppe (vgl. Lit.1)
entsteht, kann es sich nicht um einen gespannten Ring handeln.

Mit tiberschiissigem Acetanhydrid, Benzoylchlorid und p-Nitrobenzoylchlorid
bildet Phorbol Ester, die nach den Analysen, Acyl-8 und Molekulargewichts-Be-
stimmungen jeweils 3 Acylreste enthalten. Damit sind 3 Sauerstoffatome des Phorbols
in Hydroxygruppen festgelegt. Eine 4., nicht veresterbare Hydroxygruppe erkennt
man an der OH-Valenzbande bei 2.75 . im IR-Spektrum der Triester. Vielleicht liegt
auch das noch iibrige Sauerstoffatom des Phorbols in einer nicht veresterbaren
Hydroxygruppe vor, denn bei der Zerewitinoff-Bestimmung von Phorbol und den
Triestern werden 5 bzw. 2 aktive H gefunden. Die Moglichkeit, daB das 5. aktive H des
Phorbols bei der Zerewitinoff-Bestimmung durch Enolisierung der «.B-ungesittigten
Carbonylgruppe gebildet wird, kann als ausgeschlossen gelten. Bei dem erwihnten
Tetrahydro-desoxy-phorbol, das im Gegensatz zu Phorbol ein gesittigtes Keton ist,
wurden nimlich rund 4 aktive H gefunden9. Tetrahydro-desoxy-phorbol und Phorbol
besitzen aber, wie aus der nachstehenden Arbeit hervorgeht, 1 bzw. 2 tertisire Hydroxy-
gruppen. Entsprechend den Erfahrungen, die bei der Zerewitinoff-Bestimmung von
tertidren Alkoholen gemacht wurden!9, kénnte daher bei der Zerewitinoff-Bestimmung
von Phorbol und Phorbolderivaten HyO abgespalten werden, das 2 Moll. Methan
bildet und daher zu hohe Werte an aktivem H vortiuscht. Eine sichere Entscheidung, ob
im Phorbol 4 oder 5 Hydroxygruppen vorliegen, ist daher vorerst noch nicht méglich.

2. DIE REDUZIERENDE GRUPPE DES PHORBOLS

B. FLASCHENTRAGER und Mitarbb.? haben beobachtet, daB Phorbol Fehlingsche
Losung, ammoniakalische Silbernitratlosung und alkalische Methylenblaulosung redu-
ziert. In saurer Losung wurde dagegen keine Entfirbung des Methylenblaus festge-
stellt. Dementsprechend haben wir gefunden, daB Phorbol in alkalischer Losung

7 Z. analyt. Chem. 99, 241 [1934); nach F.v. FALKENHAUSEN?) werden bei 15 Min.
langem Erhitzen auf 100° pro Mol. Phorbol, Campher, 12-Keto-cholansiure, Glucose,
Benzoin bzw. Dibenzalaceton 0.0; 0.08; 0.25; 0.49; 0.90 bzw. 1.06 Moll. Phenylhydrazin
verbraucht.

8) Unter Beriicksichtigung, daB bei der alkalischen Verseifung aus Phorbol eine fliichtige
Sdure abgespalten wird.

9) Normale Ketone zeigen unter der Einwirkung von Grignard-Reagenzien wenig Nei-
gung zur Enolisierung (s. V. K. BHAGWAT, J. chem. Soc. {London] 123, 1803 [1923]; M. BREDT-
SAVELSBERG, J. prakt. Chem. [2] 107, 65 [1924]). Unter den Bedingungen (10min. Umsetzung
mit CHiMgJ in Pyridin bei 90°), bei denen am Tetrahydro-desoxy-phorbol 4.1 aktive H
nachgewiesen wurden, wird nach den Ergebnissen unserer Messungen Campher hchstens zu
S % enolisiert.

10) PreGL-ROTH, Quantitative Organische Mikroanalyse, S. 237, Springer-Verlag, Wien
1958.
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schon bei Raumtemperatur Tillmans-Reagenz11) rasch entfirbt. In neutraler und
saurer Losung ist es dagegen gegen dieses Oxydationsmittel bestindig.

Im Gegensatz zum Phorbol reduzieren Triacetyl- und Tribenzoyl-phorbol TR in
n/100 NaOH bei Raumtemperatur nicht. Die Reduktionswirkung ist also an eine oder
mehrere veresterbare Hydroxygruppen gebunden. Auflerdem ist auch die Carbonyl-
gruppe des Phorbols fiir die reduzierende Wirkung mitverantwortlich, denn das bereits
erwiihnte Phorbolol, bei dem die Carbonylgruppe reduziert ist, zeigt sich in saurer wie
in alkalischer Losung ebenfalls gegen TR voéllig bestindig.

Da Phorbol in saurer und neutraler Losung TR nicht reduziert und keine Eisen-
chlorid-Reaktion gibt, und da es auBerdem n/;q0 NaOH nicht verbraucht und durch
Diazomethan nicht methyliert wird, enthilt es sicher nicht die fiir aci-Reduktone12)
charakteristische Gruppierung IV. Wegen des neutralen Charakters des Phorbols ist
auch die Gruppierung V nicht méglich, die analog zum Cyclopentandion-(1.2)13)
in alkalischer Losung Reduktionswirkung aufweisen miiBte. Ein vinyloges Redukto-
nat!4 mit der Gruppierung VI diirfte ebenfalls nicht vorliegen, da auch Tetrahydro-
desoxy-phorbol, das keine C=C-Doppelbindung mehr besitzt, in alkalischer Lsung
TR beim Erwirmen reduziert.

—CO—-C(OH)=C(OH)— —CH—(|3=O
1
v ¢l C-OH
| [/ ]\?C//
~CO-C=C—CH(OH)— |
VI V:n=1 oder 2

Dagegen sprechen die neutrale Reaktion des Phorbols und die Erhaltung des
Reduktionsvermégens bei der katalytischen Hydrierung dafiir, daB die im Phorbol
nachgewiesene o.3-ungesittigte Carbonylgruppe mit einem primiren oder sekundiren
Hydroxyl die Gruppierung VII bildet. Entsprechend dem Verhalten von a-Hydroxy-

H H ©
SN i
O OH o o o o
R, I TN EN [ R_ P
C=C-C-C-R ——— C=C—C=——C-R «—+ C=C—C——C-R
7 | 7 R
R H R R
Vil Viia
56
00
—H® R\ | —2¢° R\ 1
— C=C-C=C-R — C=C-C-C-R
r” | rZ
R R
VII b Vil

1) Tillmans-Reagenz (2.6-Dichlorphenol-indophenol) wird im folgenden mit TR abge-
kiirzt.

12} Bezeichnung nach H. v. EULER und H. HAsseLqQuisT, Chem. Ber. 88, 991 [1955).

13) W. DIECKMANN, Ber. dtsch. chem. Ges. 35, 3208 [1902].

14} Die Bezeichnung ,,Reduktonat* wurde von H. v. EULER und B. EisTerRy, Chemie und
Biochemie der Reduktone und Reduktonate, Ferdinand Enke Verlag, Stuttgart 1957, ein-
gefiihrt.
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carbonylverbindungen, wie Glykolaldehyd 15 oder «-Hydroxypropionaldehyd!S geht
daher Phorbol in alkalischer Lésung wahrscheinlich in das mesomere Endiolat-
Monoanion VIIa iiber und bildet bei Anwesenheit eines Oxydationsmittels liber das
Dianion VIIb unter Abgabe von 2 Elektronen die Dehydroverbindung VIII.

Dieser Vorstellung entspricht, daB Phorbol nach den Beobachtungen von B. FrLa-
SCHENTRAGER und Mitarbb. beim schwachen Erwidrmen mit n/;o NaOH 1 Mol. Lauge
verbraucht (Bildung des Endiolats VIIa) und nach unseren Befunden wie ein Reduk-
tonat in n/;; NaOH unter Stickstoff genau 1 Mol. TR reduziert (Bildung von VIIT). —

Die Beobachtung, dal Tetrahydro-desoxy-phorbol in alkalischer Losung TR deut-
lich langsamer verbraucht als Phorbol, 148t sich durch die geringere Endiolatisierungs-
tendenz von IX gegeniiber VII erkliren.

>CH—C[H—CO—CH(OH)— IX

Versuche, die -Hydroxycarbonylgruppe in VII durch Osazonbildung oder Isolierung des
Dehydrierungsproduktes nachzuweisen, fitlhrten bisher nur zu amorphen Substanzen. Auch
die Umsetzung der 8ligen Dehydrierungsprodukte mit o-Phenylendiamin oder Phenyl-
hydrazin ergab keine Kristallisierten Derivate. Offenbar wird das in alkalischer Ldsung durch
schwache Oxydationsmittel gebildete Dehydrierungsprodukt rasch weiter verindert. In neu-
traler oder saurer Losung wird Phorbol nur von starken Oxydationsmitteln, wie Kalium-
permanganat oder Bleitetraacetat dehydriert, die nicht nur an der x-Hydroxycarbonylgruppe
des Phorbols angreifen, so daB stets Gemische verschiedener Substanzen entstehen.

Indirekt gelang jedoch der Nachweis der a-Hydroxycarbonylgruppe durch Messung
der Reaktionsgeschwindigkeit bei der Umsetzung von Phorbol und Phorbolol mit
Bleitetraacetat. Phorbol besitzt, wie aus der nachstehenden Arbeit hervorgeht, eine
«-Glykolgruppe und verbraucht daher in Eisessig 1 Mol. Bleitetraacetat bei Raum-
temperatur innerhalb einer Minute. Ein 2. Mol. des Oxydationsmittels wird in Eis-
essig bei 50° in 50 —60 Min. aufgenommen. Die Geschwindigkeit dieses Reaktions-
schrittes entspricht etwa der Bleitetraacetat-Spaltung von Acyloinen 16, Im Gegensatz
zu Phorbol verbraucht Phorbolo], bei welchem die Xetogruppe des Phorbols zur
sekundiren Hydroxygruppe reduziert ist, in Eisessig bei Raumtemperatur innerhalb
einer Minute zwei Moll. Bleitetraacetat. Es enthilt daher offenbar zwei a-Glykol-
gruppen, von denen die zweite durch Reduktion der Acyloingruppe VII entstanden
sein diirfte.

Es sei noch erwdhnt, daB die Acyloingruppe die von B. FLASCHENTRAGER und
Mitarbb.5 beobachtete Luftempfindlichkeit des Phorbols erklirt1?. SchlieBlich
mochten wir darauf hinweisen, daB Triacetyl-phorbol, das im Gegensatz zu dem stark
reduzierenden Phorbol in einem Gemisch von gleichen Teilen Isopropylalkohol und
nfyo waBriger NaOH gegen TR stundenlang bestindig ist und daher am Hydroxyl
der reduzierenden Gruppe VII acetyliert scin diirfte, nach R. B6HM, B. FLASCHEN-
TRAGER und L. LenpLE? die Giftwirkung des Crotondls zeigt, wihrend Phorbol selbst

15) H. v. EULER und H. HAsSeLQUIST, Ark. Kemi [N. F.] 1, Nr. 24 [1949]; {N. F.] 1, Nr. 30
[1949].

16) E. BAER, J. Amer. chem. Soc. 62, 1605 [1940].

17 Acyloine sind wie Phorbol auch im kristallinen Zustand autoxydabel, wobei sie unter
Bildung von H,0; zunichst in die entsprechenden «-Diketone {ibergehen, die dann zu Car-
bonsiuren weiteroxydiert werden (B. B. CorsoN, W. L. BENsoN und T. T. GoobpwiN, J. Amer.
chem. Soc. 52, 3988 [1930)).
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vollig ungiftig ist. Es erscheint daher moglich, daB die Giftwirkung des Triacetyl-
phorbols und der im Crotondl enthaltenen Phorbolester mit dem Schutz oder der
Blockierung der reduzierenden Gruppe zusammenhingt.

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

1. Phorbal

a) Isolierung und Charakterisierung: Die Isolierung des Phorbols aus Crotond], in dem es
als Fettsdureester enthalten ist, erfolgte in Anlehnung an die Vorschrift von E. BAUMHEER 59
wie folgt:

500 g Crotond!18) wurden mit 2 [ wasserfreiem. Methanol in einer 5-/-Flasche 3 Stdn. ge-
schiittelt. Die gebildete Emulsion wurde mit einer Losung von 55 g Ba(OH);-8H,0 in
250 ccm Methanol versetzt, dann wurde weitere 15 Stdn. geschiittelt. Hierbei entstand ein
hellgelber bis weiBer Niederschlag von Bariumseifen, der abfiltriert wurde. AnschlieBend
wurde bei 15 Torr und einer Badtemp. von 40—50° das Methanol abdestilliert. Da Phorbol
sauerstoffempfindlich ist, wurde die Verseifung und Destillation unter Stickstoff durch-
gefihrt. Der olige Riickstand wurde mit 1 / Wasser und 250 ccm Ather in Losung gebracht.
Nach der Trennung der Phasen wurde die wiBrige mit 22 H,SO4 auf pu 5 eingestellt und
so lange mit einer gesittigten Na;SO4-Losung versetzt, bis keine weitere BaSO4-Fillung
mehr entstand. Dann wurde das BaSOg4 abfiltriert, das Filtrat mit verd. Natronlauge genau
auf pu 7 (Mercksches Spezialindikatorpapier) eingestellt und schlieBlich mit 2 x 100 ccm
Essigester und 2 X 200 ccm Ather gewaschen. Dann wurde die extrahierte Lsung bei
15 Torr und 30° Badtemp. unter Stickstoff bis zur Gewichtskonstanz eingedampft. Der teils
kristalline, teils 6lige Riickstand wurde mit 100 ccm absol. Athanol bei Raumtemp. digeriert.
Die alkohol. Lésung, die auler Phorbol viel Glycerin enthilt, wurde von den ungeltsten
anorganischen Salzen dekantiert und bei 15 Torr und einer Badtemp. von 40—50° so weit
eingedampft, bis der Riickstand dickfliissig war. Beim Aufbewahren im Eisschrank kristalli-
sierte das Phorbol in rhombischen Blattchen. Nach 2—3 Tagen wurden die Kristalle durch
Anreiben mit wenig eiskaltem Athanol von Schmieren befreit, abgenutscht und mit wenig
Athanol gewaschen. Es wurden bei mehreren Ansitzen je 7—13 g unreines Phorbol vom
Schmp. 230-—233° erhalten. Durch wiederholtes Eindampfen der Mutterlaugen und Auf-
bewahren der Riickstinde im Eisschrank konnten noch weitere 2—5 g Phorbol vom Schmp.
228233 gewonnen werden. Nach zweimaligem Umkristallisieren aus Athanol war der
Schmp. konstant 233—238°. Die Ausbeuten betrugen 6 —12 g. Das aus Athanol kristallisierte
Phorbol eignet sich schlecht zur Analyse, da es Kristalldsungsmittel enthilt, das durch
Trocknen nur teilweise entfernt werden kann. Zur Analyse wurde daher aus Wasser kri-
stallisiertes Phorbol hergestellt. Hierzu wurden 10.0 g Phorbol in 60 ccm H,O bei 45 —50°
geldst. Im Eisbad kristallisierten 7.6 g Phorbol vom konst. Schmp. 246 —248° (Zers.; im
zugeschmolzenen Rohrchen). [a}3: +94.8° (H,0; ¢ = 0.124).

Zur Analyse wurde bei 100° i. Hochvak. getrocknet: kein Gew.-Verlust.

CisH2306 (352.4) Ber. C 64.75 H 8.01 027.24
CisH2606 (350.4) Ber. C 65.13 H 748 027.40
Gef. C 64.84, 65.27 H 7.80, 7.63 O 27.05, 27.26
CioH2306 (352.4) Ber. 5akt. H 1.42 3(C)CH3 12.80
Gef. akt. H bei 21°:0.92 (C)CHj; 10.67
bei 90°: 1.35

Mol.-Gew. 356 (nach RasT in Campher)

18) Das Crotondl wurde von der Fa. C. MeuT, Hamburg, geliefert.
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IR-Spektrum (in KBr): OH-Bande bei 2.91 (scharf) und 3.02p2 (unscharf); C=0-Bande
bei 5.891.; C=C-Bande bei 6.05 (Schulter) und 6.12p. (stark).

b) Bestimmung der beim Erhitzen von Phorbol mit methanol. NaOH abgespaltenen fliichtigen
Sdure: Wihrend Phorbol beim 1/,stdg. Erhitzen mit 3.52 HSO4 auf 100° keine Spur einer
fliichtigen Saure bildet, wird, wie der folgende Versuch zeigt, beim Kochen mit methanol.
NaOH eine fliichtige Sidure abgespalten: 12.76 mg bet 100° i. Hochvak. getrocknetes Phorbol
wurden mit 4 ccm methanol. NaOH (4 g NaOH + 50 ccm dest. Wasser + 50 ccm Methanol)
30 Min. unter RiickfluB auf 100° erhitzt. Die abgespaltene fliichtige Siure wurde wie bei der
Acetylbestimmung nach R. KunN und H. RoTH !9) bestimmt. Bei der Titration gegen Phenol-
phthalein wurden unter Beriicksichtigung des in Kontrollversuchen festgestellten Blind-
wertes 1.59 ccm 0.01 # NaOH verbraucht. Berechnet fiir eine einbasige Sdure, wurden somit
0.33 Mole Sidure/Mol Phorbol nachgewiesen. Die mit NaOH neutralisierte Ldsung der
Sdure wurde zur Trockne eingedampft. Der amorphe Riickstand (1.6 mg) enthielt nach der
papierchromatographischen Untersuchung mit der Methode von L. BROwN20) nur Spuren
von Natriumacetat. Die Annahme von A. F. THoMAs und A. MARXER 2}, daB es sich bei der
fliichtigen Sdure um Essigsiure handelt, die aus einer schwerverseifbaren Acetoxygruppe
stammt, ist somit widerlegt. Uber Versuche zur Isolierung und Aufklirung der fliichtigen
Sdure wird spiter berichtet werden.

2. Phorbolester

a) Triacetyl-phorbol: In Anlehnung an eine Vorschrift von E.Baumheir 39 wurden
300 mg Phorbol vom Schmp. 246 —248° in 10 ccm Pyridin (Fa. MERCK, reinst) und 2.5 ccm
Acetanhydrid gelost. Das Reaktionsgemisch wurde 24 Stdn. im Eisschrank aufbewahrt und
dann in 50 ccm Eiswasser gegossen, wobei unreines Triacetyl-phorbol als amorphe gelblich-
weiBle Masse ausfiel. Nach 24stdg. Aufbewahren im Eisschrank wurde die inzwischen durch-
kristallisierte Substanz abgenutscht. Es wurden 265 mg Kristalle vom Schmp. 112—117¢
erhalten. Nach mehrmaligem Umkristallisieren aus Essigester war der Schmp. konstant
122 —123°. Ausb. 112 mg (27.5 % d. Th., ber. fiir Triacetyl-phorbol).

[«]3: +80.2° (CHCl3; ¢ = 0.843).

C25H3409 (478.5) Ber. C 62.75 H 7.16 0 30.09
C2sH3,05 (476.5) Ber. C 63.01 H 6.77 0 30.22
Gef. C 63.09, 62.89 H7.17,7.01 O 29.95

CasH3409 (478.5) Ber. 3COCHj; 9.44 2akt. H 0.42

Gef. COCHj; 9.34, 10.2221)  akt. H bei 90° 0.48
Mol.-Gew. 450 (nach RAsT in Campher)

Nach unseren Analysen handelt es sich bei der Substanz vom Schmp. 122—123° um ein
Triacetyl-phorbol. Es sei daher erwihnt, daB von E. BAUMHEIERS D bei der Acetylierung des
Phorbols mit Acetanhydrid in Pyridin eine Substanz vom Schmp. 119° erhalten wurde, die
als Tetraacetyl-phorbol der Summenformel C,3H330¢ angesprochen wurde. Wie aus der Tab.
hervorgeht, stimmen die von E. BAUMHEIER ermittelten Analysenwerte der Substanz vom
Schmp. 119° ebenfalls gut auf ein Triacetyl-phorbol, wenn man fiir Phorbol die Summen-
formel C;9H2506 annimmt.

19) Ber. dtsch. chem. Ges. 66, 1274 [1933]. 20) Biochem. J. 47, 598 {1950].

21) Bei 1/;stdg. Verseifung mit methanol. NaOH; die Menge der unter diesen Bedingungen
aus Phorbol abgespaltenen flichtigen Sdure (s. 1b)), die 1.95 %, COCHj entspricht, wurde
bei der Berechnung des COCH3-Wertes abgezogen.
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Die Mutterlauge des von uns dargestellten Triacetyl-phorbols vom Schmp. 122123
enthilt vermutlich Diacetyl-phorbol und eventuell Monoacetylverbindungen des Phorbols.
Da diese Substanzen kiirzlich von A. F. THoMAs und A. MARXER 2) dargestellt und analysiert
wurden (s. Tab.), wurde die Trennung der in der Mutterlauge enthaltenen Verbindungen
nicht versucht.

b) Tribenzoyl-phorbol: Nach E. BAUMHEIER 59 wurden 3.0 g (8.23 mMol) Phorbol in 16 ccm
iiber BaO getrocknetem Pyridin geltst. Unter Umrithren und Kiihlen mit Eis wurden 150 g
(168 mMol) Benzoylchlorid zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 1 Stde. mit aufgesetztem
Calciumchlorid-Rohr auf 100° erhitzt, sodann gekiihlt und in Eiswasser gegossen. Nach
zweitagigem Stehenlassen wurde das abgeschiedene braune Ol mit 2 x 200 und 1 x 100 ccm
Ather ausgeschiittelt. Die vereinigten Atherausziige wurden mit 2 x 100 ccm » HCI und
2 x 100 ccm 7 NaCOj ausgeschiittelt. Danach wurde mit Wasser gewaschen, bis die Wasch-
wisser neutral reagierten. Die iiber Na;SO4 getrocknete dther. Lésung wurde eingedampft
und das als Riickstand erhaltene dunkelbraune Ol in siedendem Aceton gelost. Nach Zusatz
von etwas Tierkohle und gutem Durchschiitteln wurde heifl filtriert. Beim Erkalten des
Filtrats kristallisierten 4.8 g Tribenzoyl-phorbol vom Schmp. 210—212° (86 % d. Th.). Nach
zweimaligem Umkristallisieren aus Aceton wurden 3.5 g Nadeln vom konst. Schmp. 215°
erhalten (61 % d. Th., ber. fiir Tribenzoyl-phorbol).

[«]®: ~33.0° (CHCIl3; ¢ = 0.672).

CaoHapO9 (664.7; Tribenzoyl-phorbol) Ber. C 72.27 H 6.07 0 21.66
C4oH330y (662.7; Tribenzoyl-phorbol) Ber. C 72.49 H 5.78 021.73
C33H3603 (560.5; Dibenzoyl-phorbol) Ber. C 70.72 H 6.45 0 2291

Gef. C 72.46,72.30 H 6.04, 6.08 O 21.50

CsoH4oOg (664.7) Ber. 2 akt. H 0.30 Gef. akt. H bei 20°: 0.25; bei 90°: 0.34
Mol.-Gew. 639 (nach Rast in Campher)

IR-Spektrum (in KBr): OH-Bande bei 2.79 4 ; mehrere CO-Banden zwischen 5.65 und 5.95p..

Die Substanz vom Schmp. 215°, bei der es sich nach den oben angefiihrten Analysen-
ergebnissen um ein Tribenzoyl-phorbol der Summenformel C4Hs000 handelt, wird von
K. WAGNER ) und F.BaumHEierS® als Dibenzoyl-phorbol der Formel CiyH3;0; an-
gesehen. Wie aus d-r Tab. hervorgeht, stimmen die von diesen Autoren erhaltenen Analysen-
werte ebenso wie unsere Analysen auf ein Tribenzoyl-phorbol, wenn man fiir Phorbol die
Summenforme! Cy9H»30¢ oder Ci9H2606 annimmt.

c) Tris-p-nitrobenzoyl-phorbol: 182 mg (0.5 mMole) Phorbol und 1.85g (10 mMole)
p-Nitrobenzoylchlorid, das vorher durch kurzes Kochen mit Thionyichlorid und anschlieBende
Vakuumdestillation aus einem Schwertkolben regeneriert worden war, wurden in je 15 ccm
getrocknetem Pyridin geldst. Die Losungen wurden vereinigt, wobei Erwdrmung auf 60°
eintrat, 2 Tage bei Raumtemp. aufbewahrt und dann in 90 ccm Eiswasser geschiittet. Es
schied sich eine gelbbraune, dtherunlésliche Substanz ab, die beim Durchreiben kristallisierte.
Durch mehrfaches Umkristallisieren des Rohproduktes (215 mg) vom Schmp. 175 —185° aus
Isopropylalkohol wurden 68 mg Kristalle vom konst. Schmp. 188 —190° erhalten. Die Aus-
beute betrigt, ber. fiir Tris-p-nitrobenzoyl-phorbol, 16.6 % d. Th., [a]}*: —28.2° (CHCI;,
¢ = 0.633).

CaoH37N304s (799.8; Tris-p-nitrobenzoyl-phorbol) Ber. C 60.07 H 4.66 N 5.20

CioH3sN3Oy5 (797.8; Tris-p-nitrobenzoyl-phorbol) Ber. C 60.22 H 4.42 N 5.29

C1aH14N2012 (650.6; Bis-p-nitrobenzoyl-phorbol) Ber. C 60.91 H 5.25 N 4.30
Gef. C59.78 H 4.65 N 5.17,5.03
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Die Mutterlauge der Substanz vom Schmp. 188 —190° wurde nicht niher untersucht, da
uns nur an der Tris-p-nitrobenzoyl-Verbindung gelegen war, aus deren Stickstoffgehalit be-
sonders deutlich zu erkennen sein muBte, daB im Phorbol 3 Hydroxygruppen verestert werden
kdnnen.

3. Phorbolo!

Eine Losung von 1.0 g (1.5 mMole) Tribenzoyl-phorbol in 50 ccm absol. Ather wurde unter
Riihren tropfenweise in eine Losung von 0.5 g (13 mMole) Li4/H4 in 30 ccm absol. Ather
gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 1 Stde. mit aufgesetztem Calciumchlorid-Rohr unter
RiickfluB erhitzt, dann in einer Eis/Kochsalz-Mischung gekithlt und unter Riihren tropfen-
weise mit 10-proz. Schwefelsiure versetzt, bis keine Wasserstoffentwicklung mehr beobachtet
wurde, und bis die Lésung pu 5 zeigte. Dann wurde mit 27 NaOH genau pu 7 eingestellt
(MEercksches Spezialindikatorpapier) und das Aluminiumhydroxyd abfiltriert. Nach Ab-
trennung des Athers wurde die wiBrige Phase des Filtrats zur vollstindigen Entfernung des
Benzylalkohols mit 2 x 50 ccm Ather ausgeschiittelt und dann bei 15—18 Torr und einer
Badtemp. von 40° zur Trockne eingedampft. Aus dem v&llig trockenen Verdampfungsriick-
stand wurde das Phorbolol mit 30 ccm absol. Athanol herausgeldst. Die filtrierte alkohol.
Losung wurde bei 15 Torr und 40° Badtemp. bis zur Gewichtskonstanz eingedampft. Beim
Anreiben des Sligen Riickstands mit wenig Essigester trat Kristallisation ein. Nach ein-
maligem Umkristallisieren des rohen Phorbolols vom Schmp. 224 —225° (459 mg) aus Essig-
ester wurden 370 mg Kristalle (rechteckige Blittchen) vom konst. Schmp. 225—226° und
[«]%: +56° (Athanol; ¢ = 0.766) erhalten. Eine kleinere Menge Phorbolol konnte noch aus
dem abfiltrierten Aluminiumhydroxyd gewonnen werden. Das Hydroxyd wurde hierzu im
Soxhlet 8 Stdn. bei 30 Torr mit Athanol extrahiert, wobei das Losungsmittel von Zeit zu
Zeit erneuert wurde. Aus den Athanolextrakten konnten, wie oben beschrieben, 67 mg
Phorbolol vom Schmp. 224 —225° erhalten werden. Die Gesamtausbeute an fast reinem
Phorbolol vom Schmp. 224 —225° betrug damit 526 mg (98 % d. Th., bez. auf eingesetztes
Tribenzoyl-phorbol). Zur Analyse wurde das aus Essigester kristallisierte Phorbolol noch-
mals aus wenig Wasser umkristallisiert. Der Schmp. blieb dabei konstant 225 —226°.

CioH300¢ (354.4) Ber. C 64.38 H 8.53 0 27.09
CioH2506 (352.4) Ber. C 64.75 H 8.01 02724
Gef. C 64.64, 64.73 H 8.28, 8.19 O 26.69, 26.70
Ci9H30¢ (354.4) Ber. 2(C)CH; 8.49 §akt. H 1.43

Gef. (C)CH; 10.19 akt. H bei 90°: 1.46
Mol.-Gew. 339 (kryoskop. in Wasser)

IR-Spektrum (in KBr): breite OH-Bande von 2.72—3.20p; keine C=0-Bande, breite
C=C-Bande zwischen 5.95 und 6.23u.

Die Substanz ist leicht 15slich in Wasser, Methanol und Athanol, dagegen in Ather fast
unldslich. Im Gegensatz zum Phorbol tritt beim Erwdrmen mit verd. Natronlauge keine
Braunfirbung auf, und Tillmans-Reagenz wird in n/;p NaOH auch beim Erwirmen nicht
entfirbt. In Eisessig verbraucht Phorbolol 2.2 Aquivv. Bleitetraacetat bei Raumtemp. inner-
halb 1 Min.

Zur Isolierung des Benzylalkohols, der bei der Lithiumaluminiumhydrid-Reduktion von
Tribenzoyl-phorbol gebildet wird, wurden die oben erwihnte Atherphase und die Ather-
extrakte vereinigt, mit Na,SO4 getrocknet und eingedampft. Hierbei wurden 0.46 g eines
schwach gelblichen Ols erhalten, das quantitativ bei 205—206°/763 Torr destillierte. Nach
dem Siedepunkt und der sofortigen Polymerisation auf Zusatz eines Tropfens konz. Schwefel-
sdure handelt es sich um reinen Benzylalkohol. Die Ausbeute betrug 4.26 mMole. Da theore-
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tisch aus den eingesetzten 1.50 mMolen Tribenzoyl-phorbol 4.50 mMole Benzylalkohol ge-
bildet werden, zeigt die Ausbeute an Benzylalkohol, daB ein Tribenzoyl-phorbol vorlag.

4. Tetrahydro-desoxy-phorbol

1.0 g Phorbol wurden in 40 ccm Wasser mit 100 mg vorhydriertem Pt-Katalysator2$5) bei
Raumtemp. unter Wasserstoff geschiitteit. Die Hydrierung war nach 32 Stdn. nach Auf-
nahme von 2.9 Aquivv. H, beendet. Die filtrierte Losung wurde i. Vak. eingedampft. Der
olige Riickstand kristallisierte beim Anreiben mit Ather. Es wurden 205 mg Kristalle vom
Rohschmp. 192 —198° erhalten. Nach mehrmaligem Umkristallisieren aus Essigester (100 mg/
30 ccm) wurden 95 mg Nadeln vom konst. Schmp. 203.5° erhalten. Die Ausbeute an reinem
Tetrahydro-desoxy-phorbol betrug somit nur 9.8 %,.

[o]3: +134.2° (absol. Athanol; ¢ = 0.85). Die Substanz reduziert in r/;o NaOH bei 40 bis
50° Tillmans-Reagenz. KMnO4 wird nur sehr langsam entfirbt.

CioH3205 (340.7) Ber. C67.03 H9.47 023,50 4akt. H 1.18
Gef. C 66.88, 67.23 H 9.35,9.45 023.27 akt. H bei 21°: 0.84
bei 90°: 1.20

IR-Spektrum (in KBr): breite OH-Bande von 2.70 —3.20p.; C=0-Bande bei 5.74; keine
C=C-Bande.

Die Mutterlauge des Tetrahydro-desoxy-phorbols vom Schmp. 203.5° enthilt nach der
papierchromatographischen Untersuchung neben Tetrahydro-desoxy-phorbol noch 3 weitere
Substanzen. Versuche zur Trennung durch Siulenchromatographie haben noch nicht zu
kristallisierten, einheitlichen Verbindungen gefiihrt.

S. Tribenzoyl-tetrahydro-desoxy-phorbol

Eine Losung von 30 mg Tetrahydro-desoxy-phorbol vom Schmp. 203° und 0.10 ccm
Benzoylchlorid in 7 ccm Pyridin wurde 3 Tage bei Raumtemp. aufbewahrt. Das Reaktions-
gemisch wurde anschlieBend wie bei der Darstellung von Tribenzoyl-phorbol aufgearbeitet.
Beim Eindampfen der getrockneten ither. Phase bildete sich ein 8liger Riickstand, der beim
Anreiben mit wenig Isopropylalkohol/Wasser (1:1) kristallisierte. Nach dreimaligem Um-
kristallisieren des Rohprodukts (35 mg) aus Isopropylalkohol/Wasser (1:1) wurden 7 mg
Nadeln vom konst. Schmp. 223 —224° erhalten. Die Ausbeute betrigt, ber. fur Tribenzoyl-
tetrahydro-desoxy-phorbol, 12.3 % d. Th.

C4oH4403 (652.8) Ber. C73.59 H6.80 O 19.61 Gef. C73.34 H7.02 O 19.92

25) Darstellung nach R. WILLSTATTER und E. WALDSCHMIDT-LEITZ, Ber. dtsch. chem. Ges.
54, 121 [1921].



