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S- und N-Atome angenomienen Maxima Temperaturfaktoren, deren Betrige von
B = 44,2 A2bzw. B = 10,5 A2 unnatiirlich hoch ausfielen. Zudem ist auch die Geometrie
des Anions Ausserst unbefriedigend: wihrend fiir NCS—-Ionen Abstinde N-C von
1,25 A und C-S von 1,59 A zitiert werden, ergeben sich hier Werte von 0,82 A bzw.
1,00 A (!1) bei einem Bindungswinkel von 169° (oder 0,82 A bzw. 1,45 A bei einem
Bindungswinkel von 139°, falls das S-Atom symmetrisch zur zweizihligen Drehachse
bei x, 1/2-y, 1/2-z angenommen wird). Die statistische Unordnung diirfte wahrschein-
lich nicht nur in bezug auf die zweizahlige Drehachse sondern auch beziiglich der
Anordnung von S- und N-Atomen vorhanden sein. Der relativ schlechte R-Faktor
von 12,5%, diirfte nicht zuletzt auf die Unzuldnglichkeit unseres Strukturfaktor-
modells zur Behandlung der Unordnung der Thiocyanatgruppe (etwa 15%, der Gesamt-
elektronenzahl) zuriickzufiihren sein. Die Packung der Molekeln im Kristall ist aus
Fig. 6 ersichtlich. Sie ist, wie schon erwihnt, einem stark verzerrten Kochsalzgitter
vergleichbar. Die kiirzesten intermolekularen Kontakte bestehen zwischen Wasser-
stoffatomen von Methylgruppen (2,32 A). Der kiirzeste solche Kontakt eines Geriist-
atoms zu einem Wasserstoffatom betrigt 2,59 A.

Fiir die Ausfithrung dieser Arbeit standen Mittel des SCHWETZ. NATIONALFONDS ZUR FORDE-

RUNG DER WISSENSCHAFTLICHEN FORSCHUNG zur Verfiigung. Wir sprechen ferner der CIBA (U.K.)
unseren Dank aus fir ein CIBA Research Fellowship (verlichen an B.T.K.).
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259. Cardenolide und Pregnanderivate aus den Wurzeln von
Trachycalymma fimbriatum (WEIMARCK) BULLOCK?)
Glykoside und Aglykone, 322. Mitteilung?)
von R. Elber, Ek. Weiss und T. Reichstein

Institut fur Organische Chemie der Universitit Basel
(15. X. 69)
Summary. The roots of Trachycalymma fimbriatum (WEIMARCK) BULLOCK contain both car-

denolide and pregnaneglycosides. Elimination of 2-deoxysugars by mild acid hydrolysis gave a
mixture from which some anhydroderivatives and the following compounds could be isolated:

i) Auszurg aus Diss. R. ELBER, Basel 1965.
2) 321.Mitt.: I'. BRUSCHWEILER, K. ST6cKEL & T.REICHSTEIN [1].
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uzarigenin (1), ascleposide = 3-O-(6-deoxy-S-p-allopyranosyl)-uzarigenin (4), coroglaucigenin (6)
and two pregnane derivatives (H and J). Compound H could be identified as 3,14 -dihydroxy-
5,17 a-pregnan-20-one {10}, Compound J is probably a new substance, for which we tentatively
assign structure 18, i.¢. 38,88, 14 f-trihydroxy-5«, 17«-pregnan-20-one. We suspect H and J to be
artefacts produced from the corresponding 17 §-derivatives during acid hydrolysis. 17-iso-H is
probably a precursor in the biosynthesis of uzarigenin. The cardenolides of Trachycalymma
fimbriatum are the same as found in Asclepias glaucophylia, a closely related species, while the
pregnanc derivatives of the latter are distinctly higher hydroxylated.

1. Trachycalymma fimbriatum (WEIMARCK) BULLOCK [2] (= Asclepias fimbriata
WrimMaRrck [3]) ist eine afrikanische Asclepiadacee, die soweit uns bekannt bisher nur
in Siidrhodesien und dort besonders im hohen, bergigen Gebiet (ca. 1900 m . M.) des
Inyanga Districts gefunden wurde. Die jdhrliche Regenmenge betrdgt dort durch-
schnittlich 2,50 m. Im Winter gibt es strenge Fréste. Die Pflanze wichst nur auf

Fig.1. Standortaufnahme einer fruchtenden Pflanze von Tvachycalymma fimbriatum (WEIMARCK)

BurLock im Inyanga District, ca. 1900 m . M. Aufgenommen von Herrn Dr. I. B. PoLE Evans?)

3)  Wir danken Herrn Dr. I. B.PoLE Evans (t} auch hier fir dieses Material, ebenso fiir seine wei-
teren Angaben (Briefe vom 11.12.1957, 5.8.1960 und 12.1.1965) und die Photographien der
Pflanze. Herbarmaterial sandte er direkt nach Kew.
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Dolorit-Untergrund. Sie wird ca. 30—45 cm hoch (Abbildung vgl. Fig. 1), ihre ober-
irdischen Teile sterben nach dem Fruchten ab. Die frische Pflanze enthilt reichlich
Milchsaft, der einen sehr unangenehmen Geschmack besitzt. Die Wurzeln sind sehr
bitter und verbreiten beim Trocknen einen stechenden Geruch; getrocknet riechen
sie dhnlich wie die Wurzeln von Xysmalobium-Arten.

2. Beschaffung des Ausgangsmaterials. Das folgende Material wurde von Herrn
Dr. Pore EvanNs im Sommer 1960 im Inyanga Distrikt (Siidrhodesien) auf ca.
1900 m Hohe nahe dem locus classicus gesammelt3). Blatter und Stengel wurden wie
iiblich getrocknet, die fleischigen Wurzeln wurden in Scheiben geschnitten und eben-
falls gut getrocknet. Das Material erreichte uns am 7. 10. 1960 in ausgezeichnetem
Zustand: Probe a = 35 g Samen; Probe b = 675 g getrocknete Blatter und Stengel,;
Probe ¢ = 2800 g getrocknete Wurzeln.

Voruntersuchung: Auf Grund orientierender Priifungen [4] waren alle drei Proben
frei von Alkaloiden; sowohl die Samen wie die ganzen Pflanzen enthielten aber reich-
liche Mengen von Cardenoliden sowie anderer Glykoside, die 2-Desoxyzucker ent-
hielten. Uber weitere chemische Untersuchungen ist uns nichts bekannt. Wir be-
schreiben hier eine priparative Analyse der Wurzeln.

3. Extraktion und Vortrennung der Extrakte. Bisher wurde nur Probe ¢ (Wurzeln)
untersucht. 960 g getrocknete Wurzeln wurden fein gepulvert, in Wasser geweicht

Tabelle 1. Ausbeuten an rvohen Extrakten aus 960 g getvockneten Wurzeln von Trachycalymma
fimbriatum#4)

Art des Extraktes Ausbeuten  Reaktionen Flecke im PC. [8]7) und DC.

ing in% Keppe Xant- direkt mit nach milder saurer Hydrolyse
[61°%)  hydrol Extrakt
[73%)
Pe- 13,41 1,40 — - nicht untersucht
Ae- gereinigt 13,55 1,41 + J®

+ A,C(D),a By A C(D)E,F,H
Chi- 4,00 042+ 4 (A)C, D A" (4 B

(
Chf-Alk-(2:1)- 7,24 0,75 + + (C)D,E (4"
D

v (312)- 2,01 0,21 + — nicht untersucht

In Klammern schwache Flecke, nicht isoliert. Kursiv = sichtbar bei Entwicklung mit KEppE
Reagens. Uberstrichen = sichtbar bei Entwicklung mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin [9]. P wurde
nur sichtbar mit SbCl; auf Papier oder mit Cer(IV)-sulfat bzw. p-Toluolsulfonsidure nach Erhitzen
auf SiO,-Diunnschichtplatte.

4) Abkiirzungen fir Lésungsmittel vgl. Einleitung zum Exper. Teil.

5) Dieses Reagens gibt mit allen Butenoliden violette Flecke. Empfindlichkeit beim Nachweis von
Cardenoliden im PC. ca. 0,005 mg.

$) Dieses Reagens gibt mit allen 2-Desoxyzuckern sowie ihren Glykosiden im Mikroreagensglas
eine rote Farbung. Empfindlichkeit ca. 0,001 mg Zucker.

7) Entwickelt mit KEppE-Reagens [6]5), 2,4-Dinitrophenylhydrazin [9]8) sowie SbCl, [10]%).

8) Empfindlichkeit zum Nachweis von Pregnan-20-on sowie 17a-Pregnan-20-on-Derivaten ca.
0,01 mg im PC.

9) Unspezifisches Reagens. 2-Desoxyzucker und ihre Derivate geben blaugraue Farbung, stark
hydroxylierte oder ungesittigte Steroide geben verschiedene Farbungen.
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Tabelle 2. Eigenschaften dey isolievten Stoffe und einigey Derivale

Bezeich- Art des Ex- Identifiziert als Formel Literatur Ausbeute Schitzung
nung der traktes, aus Nr. in mg der nngefahr
Substanz dem der Stoff vorhandecnen
(teilweise nach Mengen 1)
Hydrolysc)
isoliert wurde?) inmg in%
Cardenolide
A Cht p-Anhydro-uzarigenin 5 [28] 27,0 1003%) 0,010
A Ae Uzarigenin 1 [14] 440 700 0,073
Ac-A - O-Acetyluzarigenin 2 [14] - -
Bz-A - 0-Benzoyluzarigenin 3 neu - -
B Chfund f-Anhydrocoroglaucigenin 9 (17) 80,7 120%3) 0,013
Chf-Alk-(2:1) [30]
C Ae Ascleposid 4 (18] 74,7 200 0,021
D Ae und Coroglaucigenin 6 [29] 27,2 140 0,015
Chi-Alk-(2:1) 41,9
Ac-D - Di-O-acetylcoroglaucigenin 7 [29] - -
[17]
Pregnanderivate
¥’ Ac und Chf 34-Hydroxy-5a-A1- 16 neu 24,0
pregnen-20-on 11,6 13
F Acund Chf  3f-Hydroxy-5a, 17¢-Al- 12 neu 11,6 1807%%) 0,019
pregnen-20-on 10,0
H Ae 38,14 8-Dihydroxy-50,17 a- 10 (243 472 900 0,094
pregnan-20-on [25]
Ac-H - 3[)’—Aceto>€y-14 p-hydroxy- 11 [26] - -
5a,17x-pregnan-20-on
] Ae 34,88,14 p-Trihydroxy- 18°? neu 71,6 150 0,016
5a,17a-pregnan-20-on
Ac-] - 33-Acctoxy-8f,14 f-dihydroxy- 192 neu - -
5¢,17a-pregnan-20-on
r Ae Ahnlich, aber verschieden von Subst. T neu ? 12,7 50 0,005

aus Asclepias glaucophylla [18°
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sowie evhaltene Ausbeuten und Schitzung dev ungefihr vovhandenen Mengen

2587

Summen- Smp. [«]p A g in M) Reaktionen
formel (loge)
(Molekular- Gef. Werte Literaturwerte —
gewicht) 300
_ £ =
~ . "8 =
€ = 2 g 9z & £
5 Z £ T 4 3
a 52} = 0 Q 2, 5]
5 4 2 @ 5 5 5
MoAa oK R m & e
Cardenolide
CoaH 5,04 260-264° 261-265° 201 (4,23) + - +
356,5) [—24,2 L 2Ch{] [—26 + 2Chf]j 206 (4,23)
211 (4,22)
C,3H;,0,4 248-252° 230-246° + - -
(374,5) [+13,7 &+ 4Chf] [+14 4+ ZAlk]
CysHggOp 262-270° 267-268° +
(416,5) [+1,6 4 2Chf] [+8 & 2Chi]
CypHgsOy 270-272° - 226 (4,35) +
(478,6) [+10,5 4+ 2Chf} 272 (2,90)
279 (2,80)
CpgHyy 0y 248-252° 247-250° 201 (4,23) + - +
(372,5) [+19,1 [+19 212 (4,21)
4 2Chf-Me-(1:1)] + 2Chf-Me-(1:1)]
CooH,,05- H,O 257-261° 248-251° + - - +
(538,6) [—26,1 £+ 2Me) [—27 + 2Me]
CoH3, 05 252-256° 249-250" + -
(390,5) [+24,2 4+ 3Me] [+23 4+ 3Me?
CyrHygO, 213-215° 222-223° +
(474,6) [+9,7 + 4Chi] [+9 4+ 3Chf;
Pregnanderivate
Cy Hyy O, 188-192° - -~ + +
(316,5) [+52,4 4 ZAn]
Cy,Hy00, 139-141/148-150° - 195 (3,95) 14 - + +
(316,5) [+117 4+ 2An] 278 (1,72)
[+98 4+ 3 An]
Cy Hgy Oy 218-222° 195-198° [24] 277 (1,91) - + - -
(334,5) [—47,2 + 3An)] 215-220° [25;
CyaHg60, 166-168° 165-167° 219 (2,06) 15) - +
(376,5) [—46,4 4+ 2An] [—48Chf] 281 (1,71)
Cy1Hy, Oy 213-217° - 275 (2,13) - + + - -
(350,5) [—27,5 4+ 3Me]
Cy,H,0; 144-146° - -~ + +
(392,5) [—34,4 + 2Chf]
? 191-196° - 234 (1,45)18) - - + +

(=500 ?) [—120 + 50 Me]
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und anschliessend nach fritherer Vorschrift [5] mit wisserigem Alkohol extrahiert,
Nach Reinigung mit Pb(OH), wurde aus wisseriger Losung fraktioniert ausgeschiit-
telt; es resultierten die in Tab. 1 genannten Ausbeuten an Extrakten, die in Papier-
chromatogrammen (PC.) und Diinnschichtchromatogrammen (DC.) untersucht
wurden.

Der Petrolither-Extrakt sowie der Chloroform-Alkohol-(3:2)-Extrakt wurden
nicht untersucht. Bei der Priifung der drei anderen Extrakte im PC. und DC. wurden
im Ather-Extrakt zundchst nur drei KEDDE-positive Stoffe (A, C, D; vgl. Fig. 24
und 9) nachgewiesen, sowie drei KEDDE-negative Stoffe (x, 8, y; vgl. Fig. 7), die aber
mit Ketonreagens [9] nachweisbar waren. Im Chloroform-Extrakt liessen sich eben-
falls die Stoffe A, C, D und im Chf-Alk-(2:1)-Extrakt die Stoffe C, D und E nach-
weisen. Eine grossere Anzahl anderer Flecke wurden nach milder saurer Hydrolyse
der Extrakte erhalten (vgl. Tab. 1}; sie diirften vorwiegend den entstandenen Spalt-
produkten (teilweise Anhydroderivaten) entsprechen.

4. Untersuchung des Atherextraktes. Durch Chromatographie an Al,O; und SiO,
liessen sich die drei KEpDE-positiven Stoffe A, C und D in reinen Kristallen isolieren
(vgl. Tab. 2). Die in diesemn Extrakt nachgewiesenen Ketone «, § und y konnten nicht
rein erhalten werden. Das gesamte wieder vereinigte amorphe Material wurde einer
milden sauren Hydrolyse [14] unterworfen. Dabei wurde ein Gemisch von Zuckern
abgespalten, in dem sich in Papierchromatogrammen [15] Cymarose und Digitoxose
nachweisen liessen, sowie zwel weitere nicht identifizierte Zucker.

Die rohen Genine (die aber teilweise noch schwerer hydrolysierbare Glykoside
enthielten) wurden durch wiederholte Chromatographie an viel feinem S$iO, nach
Duncan [16], zum Teil auch an Al,O; getrennt, wobei sich F, F', H, J und P in
Kristallen isolieren liessen (vgl. Tab. 2 und Besprechung weiter unten).

5. Untersuchung des Chloroformextrakts. Vorversuche zeigten, dass dieses Material
nach milder saurer Hydrolyse teilweise dieselben Spaltstiicke lieferte wie der Ae-
Extrakt. Daher wurde das gesamte Material einer solchen Hydrolyse unterworfen,
worauf sich durch Chromatographie an Al,0O, teilweise auch an Si0, noch die Stoffe
A" und B sowie weitere Mengen von F und F’ isolieren lessen.

6. Untersuchung des Chloroform-Alkohol-(2: 1)-Extrakts. Dieses Material wurde wie
der Chi-Extrakt behandelt, worauf sich kleine Mengen der Stoffe B und D isolieren
liessen. Subst. E blieb bei der milden sauren Hydrolyse unverdndert. Sie wurde nicht
isoliert, war aber nach PC. in 2 Systemen mit Frugosid [17] identisch.

In Tab. 2 sind die Eigenschaften der isolierten Stoffe und einiger ihrer Derivate
zusammengestellt. A”, A, B, C, D und H konnten mit bekannten Stoffen identifiziert
werden. Glykosid P zeigte sehr ahnliche Eigenschaften wie Substanz T von NASCIMENTO

10} Rohe Schitzung des Gehaltes in simtlichen Extrakten auf Grund der Ausbeuten und der
Starke der Flecke im PC. oder DC.

) In Alk, ausscr bei Ac-H, das in Cy gemessen wurde.

12) Prifung auf diec Anwesenheit von 2-Hydroxyzuckern in Glykosiden.

13) Vermutlich urspriinglich nicht oder in wesentlich kleinerer Menge in der Pflanze vorhanden und

erst bei der milden sauren Hydrolyse entstanden.

14y Endabsorption. Das wirkliche Maximum liegt bei tiefcren Wellenlangen.

1%} Diese Bande stammt von der Acctoxylgruppe, vgl. LaARDON & REICHSTEIN [23].

18} Dezogen auf Mol.-Gewicht 500.
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Fmd; 2,5Std. 2,5 Std. 18 Std. Fmd; 3 Std. Fmd; 2,5 Std. Fmd; 3 Std.

Fig.2-7 sind Beispiele von Papierchromatogrammen?), schematisiert aber massgetreu. Ausfithrung

absteigend nach fritheren Angaben [8]. Wo keine Front (gestrichelt) eingezeichnet ist, wurde sie

ablaufen gelassen. Fig.2-4 entwickelt mit KEDDE-Reagens [6]%), Fig.5-6 mit SbCl, [10]%) und
Fig.7 mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin-Reagens [9]8).

et al. [18] aus Asclepias glaucophylla, deren Struktur auch noch nicht aufgeklért ist.
Es war aber doch von ihr verschieden. Die Struktur von F und F’ konnte aufgeklirt
und diejenige von | wahrscheinlich gemacht werden (siehe unten). In Tab. 2 sind auch
die erhaltenen Ausbeuten zusammengestellt; ebenso wird eine rohe Schitzung der in
den Wurzeln wirklich voerhandenen Menge gegeben. Im folgenden werden die einzelnen
Stoffe noch kurz besprochen.

7. Besprechung der isolierten Stoffe. — 7.1. Cardenolide. Die 5 isolierten Cardenolide
A", A, B, Cund D konnten nach Smp., Drehung, Misch-Smp., Laufstrecke im PC. und
Farbung mit H,S0, mit authentischem Material von «38»Anhydro-uzarigenin (5),
Uzarigenin (1), «f#»-Anhydrocoroglaucigenin (9), Ascleposid (4) und Coroglaucigenin
(6) identifiziert werden. Bei A und D wurden auch die O-Acetylderivate hergestellt
und verglichen, bei A noch das bisher unbekannte O-Benzoylderivat (3).

7.2. Pregnanderivate. —7.2.1. Substanz H. Dieser Stoff besitzt die Struktur 10 eines
38,14p-Dihydroxy-5a-17«-pregnan-20-ons. Das freie Keton ist zuerst in einer Patent-
schrift :24) (mit Smp. 195-198°) beschrieben und ist kiirzlich von MITSUHASHI ef al.
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Fig.8-9 sind Beispiele fir Dunnschichtchromatogramme4?). Ausfithrung aufsteigend auf Linienglas
[11]. Entwicklung mit Cer({IV)-sulfat-Reagens [12]. Die angegebenen Farben wurden nach ca.
5 Min, bei 110° erhalten. Lin = Lineolon [13] ist zum Vergleich angegeben.

[25] zusammen mit seinem 178-Isomeren wieder bereitet worden, die aber einen
héheren Smp. (215-220°) fanden. Das 3-O-Acetylderivat 11 ist schon von PLATTNER
et al. [26] genau beschrieben worden. Wir fanden fiir unser Praparat (Smp. 218-222°)
zunichst durch Analyse und Massenspektrum (Fig. 21)17) die Bruttoformel Cy;H3,0,.
Die UV.- (Tab. 2), IR.- (Fig. 15) und Protonenresonanz-Spektren (Fig. 28)18) sowie
der Verlauf der optischen Rotationsdispersion (Fig. 26)'°) sprachen sehr stark fiir
Formel 10. Durch Bereitung des 3-O-Acetylderivates 11 und direkten Vergleich
desselben mit dem Originalpriparat von PLATTNER et al. [26] konnte die Identitit
bewiesen werden?). Reduktion von Substanz H mit NaBH, gab ein krist. Triol 15,
das gegen Pb(OAc), bestindig war (eine HO-Gruppe an C-17 wird damit ausge-

17} Wir danken Herrn Prof. G. SPITELLER, Organisch-chemisches Institut der Universitat Gottin-

gen, auch hier bestens fiir die Ausfithrung und Diskussion dieses Spektrums. Zur Auinahme

diente ein ATtLAs-Massenspcktrometer Modell CH-4.

Wir danken Herrn P.D. Dr. R.F.ZURCHER, Physiklabor der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT,

Bascl, auch hier bestens fir die Ausfithrung dieses Spektrums und seine Hilfe bei der Interpre-

tation. Zur Aufnahme diente cin modifizierter VariaN-Spektrograph, Modell V-4302 bei 60

MHz und 21°. Dic Signale sind auf 0,01 ppm genau.

19) Wir danken Herrn Prof. W. KLy~NE, Chem. Dept., Westficld College, London N.W. 3, auch hier
bestens fiir dic Aufnahme der ORD.-Spektren.

20) Wir danken Herrn Dr. B.ENGEL (1), ETH Zirich, auch hicr bestens {fiir die chrlassung einer
Probe des Originalpriparates von PLATTNER et al.

18
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schlossen). Dehydrierung von Substanz H mit CrO, lieferte das krist. Diketon 14,
das gegen verd. HCl in Aceton stabil war (Ausschluss einer 5-HO-Gruppe).

7.2.2. Substanz F (12) und Substanz I’ (16). Diese zwei Stoffe sind schwer trennbar.
Es gelang uns weder im PC. noch im DC. Systeme zu einer eindeutigen Differenzierung
zu finden. Bei der Chromatographie an AlL,O; wird jedoch F’ etwas rascher eluiert.
In kristallisierter Form lassen sich die zwei Stoffe durch den Smp., die optische
Rotationsdispersion und auch durch ihr IR.-Spektrum (Fig. 13 und 14) voneinander
unterscheiden. Es ist bekannt, dass bei A4-Pregnen-20-onen die 17p-Verbindung
stabiler ist als die 17¢-Verbindung [31]. In Ubereinstimmung damit scheint ¥ durch
Alkali (vermutlich auch durch Kontakt an Al,O,) in F’ umgelagert zu werden.

0 o

~Co ~co
E— M
N ~
N NG N AP
OH
RO™ NN HO™ S
it © il

1 (R = H) Uzarigenin (A)

F. 230-246° [+ 14 Alk] [14]

2 (R = Ac) F. 267-268°
[+ 8 Chf] [14]

3 (R = Bz) F.270-272°
[+ 10 Chif]2h)

4 (R = 6-Desoxy-g-p-allo-
pyranosyl-Rest)
Ascleposid (C) F. 248-251°
[—27 Me] [18]

O
~CO

RO .
| N
H,C
NS
OH

NV N
RO i

6 (R = R’= H) Coroglauci-
genin (D)
I 249-250° [ + 23 Mc] [29]

7 (R=R = Ac)F.222-223°
[+9 Chif} [29] [17]

8 (R = 6-Desoxy-f-p-allo-
pyranosyl-Rest, R’ = H)
Frugosid (E) F. 160-170/

237-242° [ - 17; 80-proz. Mc)

17

21y Vgl. Exper. Teil dieser Arbeit.

5 «f»-Anhydro-uzari-
genin (A”)
F. 261-265° [ — 26 Chi] [28]

0
H ~CO
0
PN —
H,C
PTG N

NI
HO I

9 «f»-Anhydrocoroglauci-
genin (B) F. 247-250°
[— 19 Chi-Me-(1:1)] [17] [30]
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O
i Il
~Ne——-..C—cH, ~Ne—..C—CH,
Ro/\/}fl\/ Ro/\/ﬁ\/
10 (R = H) Subst. H 12 (R = Hj Subst. F.
F.195-198° [24] F.139-141°/148-150°
F. 215-220°; a = —97,5° [25] [+117 An] [+ 98 An]2)2%)
F.218-222° [—47 An] a = —64°!
a = —94°1% 13 (R = Ac) F. 103-106°
11 (R = Ac) F. 165-167° [+ 74 Chf]2)
[— 48 Chi] [26]
i NaBH, l
Cr0, ™ ) K,COq | CH,4
A |
O ?H CO
o —CH, ¢ >N—..C—H, |/\’~—J
H
OH
/\/\/ HO/\/IEI\/ Ro/\/}il\/
14 F.208-210°[— 27 An]?) 15 F.177-180° [~ 8 Me] %) 6 (R = H) Subst. F
F. 188 192° [+ 52 An]2)
o a = +85°Me
I 17 (R = Ac) F. 102-103"
[\ - C—CH, [+ 36 Chi] [27]
OH
NSNS
OH
RO™ N : ,
H Ac = CH,CO-; Bz = CgH;,CO-. a = 0,01 x Ampli-
18 (R = H) Subst. J, tufic der Rotationsdispcrsion in Methanol‘. Ein Ausruofe-
hypothetische Formel zeichen (!) bedeutet, dass das kurzwellige Extremum
F.213-217°[— 28 Me] 2) nicht ganz erfasst ist, der absolute Wert von a also
a= —94°! etwas grosser ist. Die Zahlen in langen eckigen Klam-
19 (R = Ac) F. 144-146° mern geben die spez. Drehung {iir Na-Licht in den ver-
[— 34 Chij?) merkten Lésungsmitteln an.

Die Massenspektren von F und F’ (Fig. 19 und 20)2%) passen auf die Formel
CyH;,0, (316), wobei in beiden Fillen auch deutliche Fragmente bei den Massen-
zahlen 273 (= 316 — 43) und 255 (= 316 — 18 — 43) auftreten, was der Abspaltung
der CH,;CO-Gruppe entspricht. In den IR.-Spektren (Fig. 13 und 14) ist ausser der
Ketogruppe (bei 3,92 bzw. 5,87 u) die Absorption einer >C:C<H Gruppe sichtbar,

(bei 3,278 sowie bei 6,07 bzw. 6,09 u) deren Lage firr eine A*-Doppelbindung in
Steroiden charakteristisch ist [32]. Die Stereochemie an C-17 ergibt sich aus der

22) Dieses Keton stellt das labile Isomere dar.

2y Wir danken Herrn Dr. H. HUrRzELER, Physiklaboratorium der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT,
Basel, auch hier bestens fur die Aufnahme dicses Spektrums und seine Hilfe bei der Interpre-
tation. Zur Aufnahme diente ein ATLas-Massenspektrometer Modell CH-4 mit direktem Ein-
lass-System. Die Elektronenenergie betrug 70 eV, der Elektronenstrom 35 pAmp.
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optischen Rotationsdispersion (Fig. 25), wobei F’ (16) einen stark positiven und F
(12) einen stark negativen CorroNn-Effekt zeigte?t).

Um die abgeleiteten Strukturen zu beweisen, wurde die folgende Teilsynthese
durchgefiihrt: 3-O-Acetyl-H (11) wurde mit Pyridin-SOCI, [33] behandelt, worauf das
krist. O-Acetylderivat 13 isoliert werden konnte. Ein Stoff gleicher Bruttoformel und
mit gleichem Smp. ist von PLATTNER et al. [27] beschrieben worden. Auf Grund der
stark verschiedenen Drehungen diirfte es sich bei unserem Priparat um das 170-
Isomere 13 und bei der Substanz von PLATTNER ¢t al. [27] um das 17f-Isomere 17
gehandelt haben, wie es diese Autoren auch formuliert haben. Verseifung des Acetyl-
derivates 13 mit KHCO, in wisserigem Methanol gab eine sehr kleine Menge von
Kristallen, die nach Smp., Misch-Smp. und PC. mit Subst. F (12) identisch war. Die
Hauptmenge des Acetylderivates 13 wurde mit K,CO, verseift, worauf sich wiederum
etwas Kristalle isolieren liessen, die erwartungsgeméss nach Smp., Misch-Smp., Lauf-
strecke im DC. und IR.-Spektrum mit F’ (16) identisch waren.

7.2.3. Substanz | (vermutlich 18). Dieser Stoff liess sich schwer von H abtrennen.
Die zwei Stoffe liefern auch Mischkristalle. Analyse und Massenspektrum (Fig. 23)17)
von J passten auf die Formel Cy,H;,0, (350). Der Stoff enthalt nach IR.-Spektrum
(Fig. 16) eine Ketogruppe. Er liefert eine Mono-O-acetyl-derivat 19, das im Protonen-
resonanzspektrum neben dem Signal der Acetoxylgruppe (bei 2,03 ppm) ein solches
der ~COCH,-Gruppe bei 2,15 ppm zeigt. Im IR.-Spektrum zeigt 19 noch starke HO-
Absorption. Mit NaJO,-Benzidin [21] auf Kieselgel [1]25) gibt Substanz ] keine
Reaktion, wohl aber mit Pb(OAc), [20]. Mit letzterem reagiert auch O-Acetyl-J (19).
Ein solches Verhalten zeigen 88, 148-Dihydroxysteroide [34] [35]. Als wahrscheinliche
Struktur fiir Subst. ] glauben wir daher Formel 18 vorschlagen zu kénnen. Die
Konfiguration an C-17 ergibt sich aus der optischen Rotationsdispersion (Fig. 26)1%).
Die 5a-Konfiguration ist schon darum wahrscheinlich, weil die anderen, oben be-
schriebenen aus Trackycalymma fimbriatum isolierten Steroide an C-5 dieselbe
Konfiguration zeigten. Aber vor allem sind die Signale im Protonenresonanzspektrum
von O-Acetyl-], insbesondere auch die Lage der zwei Methylsignale |36] mit der vor-
geschlagenen Formel gut vereinbar (vgl. Berechnung im Exper. Teil).

7.2.4. Glykosid P. Dieser Stoff wurde nur in sehr kleiner Menge isoliert?6). Er
zeigte dhnlichen Smp., praktisch gleiche Laufstrecken im PC. und DC., fast gleiches
IR.-Spektrum (Fig. 18) und gleiche Farbreaktion mit konz. H,50, wie Subst. T,
die NASCIMENTO ¢t al. [18] aus Asclepias glaucophylla isoliert hatten. Hingegen war die
Drehung (soweit feststellbar) stark verschieden und die Xanthydrolreaktion war bei P
deutlich positiv, wihrend sie bei Subst. T aus Asclepias glaucophylla negativ war??).
Substanz P ist ein KEDDE-negatives Glykosid. Nach energischer saurer Hydrolyse

24) Wir danken Herrn Dr. F. BurkHARDT, Physiklaboratorium der F. HoFFMaNN-LA ROCHE &
Co. AG., Basel, auch hier bestens fiir die Aufnahmen der ORD.-Spektren.

25) Die NaJO,-Benzidin Probe [21] ist auf Papier nicht immer zuverlissig, weil die Cellulose auch
langsam mit NaJO, reagiert.

26) Das beschriebene Priparat wurde aus Extrakten nach milder saurer Hydrolyse isoliert, wobei
die Hauptmenge gespalten sein diirfte. Die isolierte Menge ist somit nur der kleine Teil, der bei
dieser Hydrolyse nicht gespalten wurde.

27y Wir danken Herrn Dr. J.von Euw fiir die Ausfuhrung dicser Reaktion. Es wurden beide Pra-
parate gleichzeitig unter genau gleichen Bedingungen zur Reaktion gebracht.

163
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37] wurde ein Zucker erhalten, der nach DC., PC. und Papierelektrophorese [38] [39]
mit Thevetose identisch ist28), Auf Grund der positiven Xanthydrolreaktion muss
ausserdem noch mindestens ein 2-Desoxyzucker darin enthalten sein. Im Massen-
spektrum (Fig. 24) liess sich keine Spitze eines Molekel-Tons feststellen, jedoch viele
Spitzen, die darauf deuten, dass das Glykosid ein Disaccharid enthilt, das mit
Asclepobiose [40] identisch ist oder isomer sein kénnte. Glykosid P zeigt im UV. bis
196 nm herunter keine selektive Absorption, diirfte somit keine C=C-Doppelbindung
enthalten; im IR. (Fig. 18) ist keine CO-Absorption sichtbar, wohl aber starke HO-
Absorption, sowie eine kleine Bande bei 3,52 u, die von einer Methoxygruppe her-
rithren kénnte. Eine Analyse konnte nicht ausgefithrt werden.

8. Diskussion der Resultate. Bei Betrachtung der isolierten Stoffe ist ersichtlich,
dass die sekundéren Inhaltstoffe von Trachycalymma fimbriatum eine grosse Ahnlich-
keit mit denjenigen der verwandten A4 sclepias glaucophyila [18] zeigen. Die Cardenolide
sind weitgehend dieselben, wobei es wahrscheinlich ist, dass die hier beschriebenen
Anhydro-derivate 5 und 9 als Artefacte durch versehentlich zu hohe Saurekonzentra-
tion bei der milden sauren Hydrolyse entstanden sind. Gréssere Unterschiede zeigen
die Preganderivate. In Asclepias glaucophylla sind Esterglykoside von Sarcostin und
Lineolon vorherrschend. Hier wurden insbesondere Substanz H und Substanz J er-
halten, die urspriinglich auch in Form von Glykosiden vorlagen. Die Stoffe F und F’
kénnten vielleicht auch aus H oder seinem 178-Isomeren entstanden sein. Trotzdem
ist eine grosse Verwandtschaft sichtbar. Substanz J unterscheidet sich von Lineolon
vermutlich nur durch das Fehlen der 12f-stindigen HO-Gruppe und der Doppel-
bindung. Bet Substanz H fehlt auch noch die 8-stindige HO-Gruppe. Das gleich-
zeitige Vorkommen von Substanz H und Uzarigenin ist vermutlich biogenetisch be-
dingt. H oder ihr 178-Isomeres (bzw. ein Glykosid dieser Stoffe) diirfte die Vorstufe
bei der Biosynthese des Uzarigenins (oder eines Glykosids desselben) darstellen, da

2,5 3 35 4 5 [ 7 8 9 10 5 p2 25
I —1 L — 1 1 i A 1 VI
100
) o~ e~ 9
@ ~ B mg, 2288 4 8' 82, & IN
3 87 S S E=Re @ ! 25
L Y @ e El 0,3
80 E - + Ry = D t + 2.4
[N 2 = [t S [l 23
o ~N - le) = iy () 1| = N ' @
HRGY ® @il o CIAIESH ® 2 3
5 0. S el o } > 23
60 - RS c=0 (V7 [ e 3[ -]
= ©w -] o= 3 @ i o [
FERS + 1 ® m}“} a2 3 | = & =
=1 3 T gl g 2 S &
o ] o & Zjorlfl® =
40 3 o S 2
2l [{Ho ) 2 27
&l - ] b
0 L ) fest in KBr . qu 22 o
w0
¥ ale = g 30.10.63
~ > -0
0 bl NN
i I I S R N S S | T T T 77177
4000 3000 2000 1500 1000 cm™ 500 400

Fig.10. IR.-Absorptionsspektrum von «fr-Anhydvo-uzavigenin (A") (5), Prip. RKE-15 vom
Smp. 260-264°
1,0 mg fest in ca. 300 mg KBr??)
8) Wir danken Ferrn Dr. H. Kaurmann fir die Ausfithrung der Papierelektrophorese.

%) Auigenommen von den Herren CH. SENN & W. ScHwaB auf einem PERKIN-ELMER Zwecistrahl-
Gitter-Spektrophotometer Modell 125.

2
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TFig.14. I R.-Absorptionsspektrum von 38-Hydroxy-5u-A"-pregnen-20-on (F’') (16), Prip. RKE-9
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1,0 mg fest in ca. 300 mg KDBr29)
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Vig.15. IR.-Absovptionsspektrum von 3f,14B-Dikydvoxy-5a,17 a-pregnan-20-on (H) (10), Prip.
RKE-3 vom Smp. 218-222°
0,9 mg fest in ca. 300 mg KBr29)
23 3 38 4 3 .8 20..%
100
80 w{g/\
. £
el 8 2
£
=y ?
@ OH f
8 40 HO ™ < 1.
z H »
£ Subst. 3 (RKE 11) = g i
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Lin CHyCly 83V VL2 14081 3.4.63
TLfest in KBr *3E8 g 83 IL 4077 2.4.63
0 | E—Y | T T 1T 1T T o 1am
4000 3000 2000 1500 1000 cm™t 500 400

FFig.16. IR.-Absorptionsspektrum von Substanz [ =
pregnan-20-on (18), Prip. RKE-11 vom Smp. 213-217°

vermutlich 38,88,143-Trikydroxy-5o,17 a-

Obere Kurve = gesdttigte Losung in CH,Cl,, untere Kurve 0,9 mg fest in ca. 300 mg KBr2®)
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Trig. 18. I R.-Absovptionsspektrum vom Glykosid P, Prip. RKE-13 vom Swmp.191-196"
0,3 mg fest in ca. 50 mg KBr {(Mikropastille) 29)
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Fig.19. Massenspekivum von 3[}»Hyd70xy-5o¢, 17 a-A"-pregnen-20-on (Subst. ) (12}, Prip. RKE-2

vom Smp. 139-141°[148-150°

Temperatur der Ionenquelle >>100°, Tiegeltemperatur > 100°23). Versuchsweisc Zuordnung: M =
316 (1009%); 301 = M — CH,; 298 = M — H,0; 283 = M — CH,; — H,0; 273 = M — CH,CO; 255 =

M — CH,CO— H,0
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Fig.20. Massenspektrum vom 3 f3-Hydroxy-5a-AM-pregnen-20-on (Subst. F') (16), Prip. RKE-9 vom
Smp. 188-792°23)

Versuchsweise Zuordnung: wie bei Fig.19

100
| SP 232
ao | ™| 28.6.63
80 | "'g-—CHJ -
32 ~
70} ot H ”
Z B
Zsot
o
§g1 Ca1H34 O3 3
= M= 334
Lot
k)
T 30 f
[»4
20 + 2z
5 2
0 b g 5] l
. L nl. L .

20 40 60 80 100 120 %0 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340m/e

Fig.21. Massenspektrum von 38,148-Dikydvoxy-Sa, 17 a-pregnan-20-on (Subst. H) (18), Prip.
RKE-3vom Smp. 218-222°17)30)
Versuchsweise Zuordnung M = 334; 316 = M —18; 301 = 316 —CH, (m* gef. 287; ber. 286,7);
283 = M-2H,0 — CHa, 273 =M —-H,0— CHCO 255 =M —-2H,0- CHCO 249 = M - C,;H,0O
(Ring D+ Seltenkette+H) 246 = 20 213 = ?; 203 = 21; 155 = 22 oder 23; 149 event. 21—
C,H, (Butadien aus Retro—DIELs—ALDER—Spaltung) 30

aNE __
T °
N AL s L ¢
™ ‘ CH,’ H Loen, He—— . bcm,
HO 0N RN HO % /( oder HO” \)
H H H
20 Cotlyyd = 246 H1] 21 Cygbly, = 203 41) 22 C,H,,0, = 155[42] 23

30) Die Spitze bei mfe 149 kann teilweise auch vom Untergrund (Phtalester aus Vorpumpendél)
stammen [42].
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Fig.22. Massenspektrum von [48-Hydroxy-Sa, |7 a-pregnan-3, 20-dion (Dehydro-H), Prip. RKE-5
(14) vom Smp. 208-210°17)

Versuchsweise Zuordnung: M = 332; 314 (1009%) = M - H,0; 304 = M — C,H, oder CO; 299 =

M~—H,0-CH,; 281 = M—2H,0—CH,; 271 = M—H,0-CH,CO; 256 = M — H,0— CHy~

CH,CO; 247 = M~ C,H,0 (Ring D+ Seitenkette+ H); 244 (analog 20); 229 = 244 — CH,; 201

event. C;;H,, (analog 21 mit zusitzlicher Doppelbindung, Abspaltung von H,O aus Enol).
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TFig.23. Massenspektrum von Subst. | (Prip. RKE-11) vom Swmp. 213-217°, vermutlich 38,88, 144-
Trihydroxy-So, 17 a-pregnan-20-on (18)17)
Versuchsweise Zuordnung: M = 350 (96,1%); 335 = M~(.)H3; 332 = M- 1,0 (m* gef. 316;
ber. 315); 317 = M —H,O - Cli3 (m* gef. 302; ber. 302,7); 299 = 1W~2HZO-C‘H3 (m* gef.
281,5; ber. 282,0); 275 = M — CHa - CHZCOOH; 208 = M — CgH,,0, (?); 168 = event. 24; 155 =
event. 22 oder 23. Keine Abspaltung der Seitenkette (CH,CO = 43) feststelltar.

O

]
‘CH,” Sp—.-C—CH,

HO g
24 Cy4H,,0, = 168 [42]
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Fig.24. Massenspektrumvon Glykosid P (Pvap. RKLE-13) vom Smp. 191196
Temperatur der Ionenquelle >-100°, Ticgeltemperatur =>100°23). Das Spektrum enthilt im Be-
reich héherer Massenzahlen cine ganze Reihe schwacher Spitzen, die sich bis oberhalb mfe 500 ver-
folgen lassen, dic hier aber nicht wiedergegeben sind. Dic hier sichtbaren Spitzen bei mje 304, 272,
234, 228, 219, 214, 202, 188, 173, 161, 160, 145, 141, 128, 117, 99, 85, 74 und 59 lassen sich leicht
deuten, wenn man annimmt, dass das Glykosid ein Disaccharid C1aHpg0g (322) cnthalt. Vgl. die
MS. von Asclepobiose, Marsectobiose und Pachybiose sowie besonders des (— }-Methyl-lilacinobio-

sids [43].
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+68,21(260my)
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F
o
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-20} F R
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-40k H
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I'ig.25. Optische Rotationsdispeysion in Methanol?)
3p-Hydroxy-5«, 17 a-AM-pregnen-20-on (I) (12) zeigt a = — 64°1; 38-Hydroxy-5a-/%pregnen-
20-on (F’) (16) zeigt @ = + 85°. Fehlergrenzen fiir [@] zwischen 260-280 nm == + 142°; zw. 290 bis
330 nm == - 37°: zw. 340-700 nm = J- 28°.
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Iig.26. Optische Rotationsdispersion in Methanoll®)

3p,14p-Dihydroxy-5a, 17 a-pregnan-20-on (H) 10 zeigt @ = —94°!31). Subst. ] (vermutlich =
3p,8B,14-Trihydroxy-5«,17 a-pregnan-20-on (18) zeigt a = — 94°!
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Fig.27. Optische Rotationsdispersion von Glykosid P in Methanol?!)
Fchlergrenze 4 50°. Es ist kein CorTon-Effekt sichtbar.

schon wiederholt gezeigt wurde, dass 20-Oxopregnan-Derivate die Vorstufen bei der
Biosynthese der Cardenolide sind [44].

Zur Beschaffung des Pflanzenmaterials standen uns Mittel aus den Arbeitsbeschaffungskredi-
ten des Bundes (BUNDESAMT FUR INDUSTRIE, GEWERBE UND ARBEIT in Bern) zur Verfiljgung. Einen

31) MitsuHASHI ef al. [25] fanden fiir 10 die Extrema bei 262 nm mit ¢ = + 4328° und bei 302 nm
mit @ = —5427° in Me (gibt @ = —97,5°). Das entspr. 17 §-Isomere zeigte @ = -+ 20,6°.
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I'ig. 28. Protonenvesonanzspektrum von 30,148-Dihydvoxy-5a,17 a-pregnan-20-on (H)y (10) vom
Smp. 218-222° in CDCI,®)

Beitrag an die weiteren Kosten dieser Arbeit erhielten wir vom SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS
ZUR FORDERUNG DER WISSENSCHAFTLICHEN IFORSCHUNG. Es sei auch hier fiir diese Hilfc bestens
gedankt.

Experimenteller Teil

1. Allgemeines. — Alle Smp. wurden auf dem KorLER-Block bestimmt und korrigiert; Feh-
lergrenze in beniitzter Ausfithrungsform bis 200° etwa 4 2°, dariiber etwa 4 3°. Substanzproben
zur Bestimmung der Drehung und zur Aufnahme der Spektren wurden eine Std. bei 0,02 Torr und
60-70° getrocknet, zur Analyse 3 Std. bei 100° und 0,01 Torr iiber P,0;. Ubliche Aufarbeitung be-
deutet: Eindampfen im Vakuum, Aufnehmen in Chf-Ae-(1:3), Waschen mit 2~ HCI, 2nx Soda-
16sung und W, Trocknen oiber Na,50, und Eindampfen im Vakuum. Ausfithrung der Adsorptions-
chromatographie an Al,0, [45]3%) oder Si0, [16]3%). Die Papierchromatogramme wurden absteigend
nach fritheren Angaben (8] ausgefiihrt. Besprithen der Papiere mit KEDDE-Reagens [6], DNPH-
Reagens (9] oder mit SbCly-Reagens [10]. Diinnschichtchromatographie auf Rillenplatten [117.
Die Platten wurden mit p-Toluolsulfonsidure [12] oder mit Cer (IV)-sulfat [12] entwickelt.

Abkurzungen: AcOH = Eisessig, (Ac),0 = Essigsdureanhydrid, Ae = Didthylather, Alk =
Alkohol, An = Aceton, Be = Benzol, Bu = #n-Butanol, Chf = Chloroform, Cy = Cyclohexan,
DC. = Diinnschichtchromatogramm (e), DNPH = 2,4-Dinitrophenylhydrazin, Eg = Essigsdure~
dthylester, Fmd = Formamid, Fr. = Fraktion(en), iPr = Isopropanol, Me = Methanol, ML. =
cingedampfte Mutterlauge, PC. = Papierchromatogramm(c), Pe = Petrolather Sdp. 40-60°, Pn
= Pentan, Py = Pyridin, To = Toluol, W = Wasser.

2. Extraktion der Wurzeln und Vortrennung der Extrakte. — 960 g fein gemahlenes,
hellbraunes Wurzelpulver wurden nach fritherer Vorschrift [5] in W geweicht und dann mit wisse-
rigem Alk extrahiert. Die vereinigten Extraktc wurden mit Pb(OH), gereinigt und das schliesslich
erhaltene wisserige I{onzentrat wurde nacheinander erschépfend mit Ae, Chf, Chf-Alk-(2:1) und
Chf-Alk-(3:2) ausgeschiittelt. Ausbeuten an Extrakten vgl. Tab.1.

Entfettung des rohen Athev-Extraktes. 27,1 g roher Ae-Extrakt wurden in 300 ml 80-proz. Me
geldst, von wenig unlgslichem Material filtriert und 3mal mit je 600 ml Pe ausgeschiittelt. Die Pe-
Extrakte wurden 2mal mit je 200 ml 80-proz. Me gewaschen. Anschliessend wurden die vereinten
wisserigen Me-Extrakte im Vakuum von Me befreit und der wisserige Riickstand noch einmal mit
500 m! und 2mal mit je 300 ml Chf ausgeschiittelt. Ausbeuten vgl. Tab.1.

32) Aluminiumoxid WoELM, neutral, zur Chromatographie, eingestellt auf die jeweils angegebene
Aktivitat.
33) Kieselgel 0,05-0,20 mm Korngrésse der Firma E.Merck AG. Darmstadt.
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3. Untersuchung des gereinigten Ather-Extraktes. — 3.1. Vorversuch. Zur Orientierung
wurden zuerst 1,95 g Ac-Extrakt an 60 g Al,O,; chromatographiert (vgl. Tab.3).

Tabelle 3. Chromatographic von 1,95 g Ae-Extrakt an 60 g Al,04, Akt 11

Fr. Nr. Elutionsmittel Eindampfriickstand
200 ml/Fr.
Menge Keppe-  Flecke Weitere Verarbeitung
in mg Reaktion im PC.3%) bzw. Endprodukt
1- 3 Be 48,0 — amorph
4- 6 Be-Chf-(9:1) 19,0 — ] Weiterverarbeitung
7- 9 Be-Chif-(8:2) 48,0 (+) ((A)) vgl. Tab. 4
10-14 Be-Chi-(6:4) 451,6 + A .
15-16 Be-Chf-(4:6) 337,4 + A } krist. Subst. &
17-18 Be-Chf-(4:6) 79,6 — \ amorph
19-22 Be-Chi-(2:8) 394,8 — Weiterverarbeitung
23-25 Chf 191,1 - | vgl. Tab. 4
26-29 Chf-Me-(99:1) 1954 + D Fr. 27: krist. Subst. D
30-32 Chf-Me-(95:5) 41,8 (+) amorph
33-34 Chf-Me-(9:1) 16,1 (+) } Weiterverarbeitung
35-36 Chi-Me-(3:1} 13,6 (+) vgl. Tab.4
37-39 Chf-Me-(1:1) 201,5 + C krist. Subst. C

Substanz A. Aus den Fr. 10-16 kristallisierten aus Ae-Pe 96,5 mg Rohkristalle vom Smp. 230
bis 236°, nach PC noch nicht rein. Nach mehrfachem Umkristallisieren aus An-Ae 31,6 mg reine
Kristalle A, Smp. 248-252°. Weiterverarbeitung der ML. vgl. Tab.4.

Substanz C. Die rohen Fr.37-39 enthielten noch Al,O,. Sie wurden in 60 ml Chf aufgenommen,
einmal mit 15 ml 2nx H,SO, sowie je 2mal mit 25 ml 2N Sodalésung und mit 25 ml W gewaschen.
Nach iiblicher Aufarbeitung wurden 152,5 mg weisser Schaum erhalten. Daraus konnten nach
mehrfachem Umkristallisieren aus An-Ae 24,7 mg reine krist. Subst. C vom Smp. 254-263° crhal-
ten werden. Weiterverarbeitung der ML. vgl. Tab.4.

Tabelle 4. Chromalographie dev amovphen Fr. und dev ML, dev kvist. Fv. aus Tab.3 (1,53 g Substanz)
an 50 g Al,04, Akt 11

Fr. Nr. Eluierungsmittel Eindampfriickstand
150 ml/Fr.
Menge KEDDE- DNPH- Flecke
in mg Reaktion Reaktion im
PCH)
1- 2 Be-Chf-(9:1) 54,1 + o
3-4 Be-Chi-(8:2) 4,3 + o
5-6 Be-Chf-(6:4) 33,0 + o
7 Be-Chi-(4:6) 359,8 + o
8-12 Be-Chf-(4:6) 581,9 + (+) (x, B)
13-14 Be-Chi-(1:9) 297,1 (+) (o, B)
15-16 Be-Chf-(1:9) 80,2 + 53
17-19 Chf 72,7 + )
20-21 Chf-Me-(9:1) 151,6 + b4
22-23 Chf-Me-(3:1) 36,2 + + Y

Keine der Fraktionen kristallisierte.

31) In Klammern schwache Flecke.
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Substanz D. Dic Fr. 26-29 enthielten nach PC alle Subst. D, jedoch nur Fr. 27 (27,6 mg) kri-
stallisierte. Aus Chi-Ae-P¢ 5,2 mg rohes DD vom Smp. 236-241°. Weiterverarbeitung der ML und
der ¥r. 26, 28-29 vgl. Tab. 4.

Dic Fr. 7,13, 16 und 20 gaben mit Xanthydrol eine positive Reaktion. Entsprechend ihrem
Gehalt an den mit DNPH-Reagens im PC. nachweisbaren Substanzen o, p und y wurden die Fr.
in 4 Gruppen vercint und anschliessend jede Gruppe fiir sich mild sauer hydrolysiert.

Milde sauve Hydrolyse dev Fr.1-7 von Tabelle 4. 360 mg Substanz wurden in 20 ml Me gelost,
mit 20 ml 0,In H,S0, versetzt und 20 Min. unter Riickfluss gekocht. Anschliessend wurde mit
20 ml W versetzt und nach Entfernung des Me im Vakuum bei ca. 50° nochmals 60 Min. lang auf
60° erwirmt. Nun wurde dic wisserige Losung einmal mit 60 ml und 2mal mit je 40 ml Chf extra-
hiert. Nach @blicher Aufarbeitung wurde die in Tab.5 angegebene Menge Geninteil erhalten. Die
nach Extraktion mit Chf iibrig gebliebene wisserige Phase wurde mit frisch bereitetem BaCO,
neutralisiert und durch Celite filtriert. Nach Zugabe von wenig BaCQO, wurde das Filtrat im Vaku-
um zur Trockene cingeengt. Der Riickstand wurde in 15 ml An-Ae-(1:2) aufgenommen, durch
Celite filtriert und griindlich mit An-Ae-(1:3) nachgewaschen. Die vereinten Filtrate wurden im
Vakuum eingedampft, worauf die in Tab. 5 aufgcfithrten Mengen an Rohzucker erhalten wurden.

Die Fr. 8-14, 15-19 und 20-23 von Tab.4 wurden nun analog mild sauer hydrolysiert; Resultat
vgl. Tab.5.

Tabelle 5. Ausbeuten an rohen Geninen und Zuckern nach milder sauver Hydvolyse dev Fy. von Tab. 4

Ausgangsmaterial Spaltprodukte
Fr.v. Tab.4 Menge Mengen in mg I'lecke der Geninc
in mg Genin Zucker im DC.
17 360 241,4 24,1 F,F’3%), H
8-14 800 3923 135,3 F.F.H]
15-19 130 49,5 25,0 . .
20-23 150 508 29 3 nicht weiter untersucht

Ter Geninteil aus Fr. 8-14 gab beim Stehen Kristalle, welche mit An-Ae gewaschen wurden:
40 mg; nach DC. Mischkristalle H+ J. Dic fibrigen Rohgenine waren amorph. Die 40 mg Misch-
kristalle H+ J wurden an 1,2 g Al,O4 Akt. Il chromatographiert. Die Fr.4-6, eluiert mit Be-Chi-
(8:2), licferten 14,9 mg rohes H; aus An-Ac 4,4 mg krist. Subst. H vom Smp. 218-222°. Die Fr. 8
bis 12, eluiert mit Be-Chf-(6:4) und -(2:8), lieferten 13 mg rohcs J; aus Mc-An-Pe 5,0 mg krist.
Subst. J vom Smp. 210-212°. Analog wurden auch die Genine aus Fr. 1-7 und die ML. der Genine
von Fr. 8-14 an Al,O, chromatographiert, wobei aber nur noch 28,4 mg krist. Subst. H crhalten
wurden. Das ganze restliche Material der Genine der Fr. 1-14 wurde daher alkalisch hydrolysiert.
Dic rohen Zucker aus der Hydrolyse wurden nur im PC. untersucht [15]. Dabei konnte Cymarose,
Digitoxose und zwei weitere, unbekannte Zucker nachgewiesen werden.

Alkalische Hydrolyse. 400 mg Geningemische wurden in 20 ml 1N methanolischer NaOH ge-
16st und die Losung 2 Std. unter Rickfluss gekocht, dann mit 20 ml1 W versetzt und im Vakuum
bei 40-50° vom Me befreit. Der wisserige Rickstand wurde 3mal mit je 80 ml Chf-Alk-{4:1)
extrahiert, die organischen Phasen 3mal mit je 20 ml halbgesattigter Na,SO,-Losung gewaschen.
Nach Trocknen iiber Na,SO, und Eindampfen im Vakuum wurden 340 mg Neutralteil erhalten.
Dieser wurde an Al,O; chromatographiert, vgl. Tab.6. Dic Wasserphase der alkalischen Hydro-
lyse wurde mit 84-proz. H,PO, schwach angesauert (pH ca. 4) und 3mal mit je 80 ml Chf extra-
hiert. Dic organischien Phasen wurden 3mal mit je 40 ml halbgesattigter Na,SO,-Lésung gewaschen,
u. s. w., und heferten 20 mg Saurcteil, welcher jedoch nicht weiter untersucht wurde.

3.2. Hauptversuch. Dic Hauptmenge des gereinigten Ae-Extraktes, 10,0 g, wurde analog wic im
Vorversuch (3.1.) an 300 g AlL,O, Akt.II chromatographiert. Dabei wurden 392 mg reine krist.
Subst. A vom Smp. 240-250° und 22 mg reine krist. Subst. D vont Smp. 252-256° erhalten. Dic die

3%) F und ¥ waren weder im DC. auf Kieselgel noch im PC in verschicdenen Systemen unter-
scheidbar (vgl. auch Theoret. Teil 7.2.2.).
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Tabelle 6. Chromatographic von 335 mg Neutvalteil aus alkalischey Hydvolvse an 12 g A1,04, Akt. 1T

Fr. Nr. Losungsmittel Eindampfriickstand
40 ml/Fr.
Menge Flecke Weiterverarbeitung
in mg im DC.3%) bzw. Endprodukt
1- 2 Be-Chf-{9:1) 25,0 amorph, verworfen
. , An-Ae: 7,8 mg
3 Be-Ch{-(9:1) 47,9 F Subst. F
4-5 Be-Chf-(8:2) 71,0 F Smp. 176,—186"’
6 Be-Chf-(8:2) 11,0 (F") (H) amorph, verworfen
7- 8 Be-Chif-(6:4) 40,8 H An-Pe: 4 mg Subst. H,
Smp. 200-206°
9 Be-Chf-(6:4) 6,0 H, ] amorph, verworfen
10-12 Be-Chf-(4:6) 21,6 ] An-Pec: 4,6 mg
Subst. J, Smp. 202-206°
13-15 Be-Chif-(2:8) 12,7
16-18 Chf 22,1
19-21 Chf-Me-(9:1) 31,8 amorph,
22 27 Chf-Me-(8:2) bis-(1:1) 8.9 nicht weiter untersucht
28-29 Chf-Me-(1:1)+19%, AcOH 64,5

Substanz C enthaltenden, gereinigten Fr. wurden noch an SiO, mit Chf und Chf-Me-Gemischen
chromatographiert, wonach noch 50 mg krist. Substanz C vom Smp. 257-261° erhalten wurden.

Milde sauve Hydyvolyse. Die gesamten amorphen Fr. und die ML. der Kristalle des Hauptver-
suches, insgesamt 8,0 g Substanz, wurden vereinigt und analog wie im Vorversuch mild sauer
hydrolysiert und aufgearbeitct. Es wurden folgende Ausbeuten erhalten: Neutralteil (Aglykone):
6,189 g; Saurcteil (aus Sodaauszug}: 0,107 g, nicht weiter untersucht. Die Zucker wurden hier

nicht isoliert.

6,10 g des obigen Neutralteils wurden an 600 g SiO, chromnatographiert (vgl. Tab.7).

Tabelle 7. Chromatographie von 6,10 g Geninteil an 600 g Si0,

Fr. Nr. Eluierungsmittel Substanz
500 ml/Fr.
Menge Flecke im Weiterverarbeitung
in mg DC.u. PC3%)  Dbzw. Endprodukt
1- 3 Be 35,4 l
;_ g I]:;Z-E:igg ]g;’g amorph; Si0,-Chrom.
10-17 Be-Chif-(6:4) bis -(2:8) 37,4 [
18-19 Chi 31,8 (F/F") %) l ]
20-21 Chf-Me-(99: 1) 21,2 (FJF) amorph; _
22-23 Chf-Me-(95:5) 182,0 rjEr ) SiOyChromatographic
24 Chtf-Me-(9:1) 2294,7 (F/F/,H, ]) amorph; S5i0,-Chrom.
25 Chf-Me-(9:1) 1813,8 H,J Mischkristalle H+ J;
S10,-Chromatographie
26 Chf-Me-(9:1) 463,4 H,]J amorph; SiO,-Chrom.
27-28 Chi-Me-(9:1) 140,8 (H, ])
29-30 Chf-Me-(8:2) 87,4 H,
31-32 Chi-Me-(7:3) 61,0 amorph;
3334 Chf-Me-(6:4) 77.6 nicht weiter untersucht
35-36 Chf-Me-(1:1) 10,2
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Einzig Fr. 25 kristallisierte und liefcrte aus Chf-Eg-Ac 285 mg Mischkristalle H+ J.

Fiir die weiteren Trennungen wurden meist Chromatographien nach DuNcaN [16] mit 300-600-
facher Menge SiO, und Chf+ 5% iPr als Eluierungsmittel durchgefithrt. Zunichst konnte nur
Substanz F (aus Fr. 18-23, siehe unten) und die Hauptsubstanz H (aus Fr. 25 u. 26) krist., rein er-
halten werden. Die Subst. F’, J und P wurden crst nach mehreren weiteren mithsamen Trennungen
krist. und rein erhalten. In einem Fall wurde auch noch einmal Subst. A isoliert. Auf eine alkali-
sche Hydrolyse wurde beim Hauptversuch verzichtet. Von Subst. H wurden insgesamt 435 mg
reine Kristalle erhalten. Die Isolierung der anderen Substanzen wird im folgenden beschrieben.

Substanz F: Die Fr. 18-23 von Tab. 7, 235 mg Substanz, wurden an 150 g SiO, mit Eg nach
Duncan chromatographiert; pro Fr. 12 ml Loésungsmittel. Davon gaben die Fr. 16-18, 93 mg,
nach Kristallisation und mehrfacher Umkristallisation aus An-Ae 11,6 mg reine Kristalle vom
Smp. 147-150°.

Substanz F’: 150 mg an Substanz F’ angereichertes Gemisch wurden an 60 g SiO, mit Be-An-
(3:1) chromatographiert; pro Fr. 15 ml. Die Fr. 12-15, 55,7 mg F’ (+ wenig F ?), lieferten aus An-
Pc 7,0 mg Substanz F’ vom Smp. 178-182° sowie 9,2 mg vom Smp. 172-180°. Die folgenden Fr.
enthielten noch 55,6 mg Gemische von F/F’, H u. J.

Substanz | (neben H und A): 1,35 g verschiedene Gemische, nach weitgehender Abtrennung
von krist. Substanz H, wurden an SiO, nach DuncaN chromatographiert; vgl. Tab.8.

Tabelle 8. Chromatographie von 1,35 g Gemischen an 350 g Si0,

Fr. Nr. Eluiermittel Substanz
15 ml pro Fr.
Menge Flecke im Weiterverarbeitung
in mg DC.u. PC3Y)  bzw. Endprodukt
1- 35 Chf-iPr-(95:5) 285,0 {F/F’)3%)
36— 42 ST 87,5 F/F’ amorph;
43— 55 TN 70.0 F/F’ nicht weiter untersucht
56— 68 oo 152,3 H krist. H
69— 74 oo 52,7 (A)H(]) nicht weiter untersucht
75— 82 oo 61,3 AH)]J krist. A
83-101 Yoo 238,3 ] * J
102-105 oo 71,2 C (D) nicht weiter untersucht
126155 oo 103,5 (D)P amorph, > Subst. P
156-400 oo 206,3 — nicht weiter untersucht

Die Fr. 56-68 gaben aus An-Pe 49,7 mg krist. Substanz H vom Smp. 217-222°, Fr. 75-82 ga-
ben aus An-Pe 16,4 mg krist. Subst. A vom Smp. 241-246°. Aus den Fr. 83-101 konnte nach mehr-
facher Umkristallisation aus An-Me-Pe 29 g reine krist. Subst. J vom Smp. 209-214° sowie 33 mg
vom Smp. 206-208° erhalten werden.

Substanz P: Die Fr. 126-155 von Tab. 8, 103 mg, wurden an 55 g SiO, mit Chf+ 59, iPr chro-

matographiert; pro Fr. 10 ml. Die Fr. 2640, 44,2 mg, gaben aus An-Ae 8,7 mg krist. Subst. P vom
Smp. 191-196° sowie 4 mg vom Smp. 190-196°.

4. Untersuchung des Chloroform-Extrakts. — Milde saure Hydyrolyse. 3,5 g Chf-Extrakt
wurden wie oben beschrieben mild sauer hydrolysicrt und aufgearbeitet, wobei die Genine mit Chf
und Chf-Alk-(4:1) extrahiert wurden.

Ausbeuten: Neutralteil (Genine): Chi-Extr.: 2,385 g; Chf-Alk-(4:1)-Extr.: 0,085 g nicht wei-
ter untersucht; Sauren (aus Sodaauszug): 0,058 g (n. w. u.). Die wisserige Zuckerlésung wurde
ebenfalls nicht weiter untersucht.

2,3 g des Chf-léslichen Neutralteils wurden an 125 g Al,O; Akt.11I chromatographiert, vgl.
Tab.9.
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Tabelle 9. Chrvomatogrvaphie von 2,3 g Chf-loslichem Geninteil an AL0,

Fr. Nr.  Eluierungsmittel Substanz
100 ml/Fr.
Menge  Flecke im KED- Weiterverarbeitung
in mg PC. u. DC.39) DE- bzw. Endprodukt
Reak-
tion

1- 6 Be 394,5 -

7-11  Be-Chf (95:5) 22,9 - } amorph;
1215 Be-Chi-(9:1) 10.8 _ nicht weiter untersucht
16-17 Be-Chf-(6:4) 44,5 F/F’35) — krist. ¥’
18-19 Be-Chf-(6:4) 17,5 F/F’ —
20-21 Be-Chf-(1:3) 57,0 F/F’ — krist. F
22 Be-Chf-(1:3) 31,5 (F/F’, A", A (+) nicht weiter untersucht
23 Be-Chf-(1:3 23,0 A" (A, A) + .
2427 Chi ) 99.5 A" (A%, A) L ] krist. Subst. A” '
28-29 Chfi 1/2% Me 287 A" (A A L nach Chrom. an SiO,
30-31 oo ” 50,5 (A, A,B,H, ] + krist. Subst. B
32-35 Chf-Me-(99:1) 167,0 (A, A,B H, ] + nach Chrom. an SiO,,
36-39 Chf-Me-(98:2) 126,3 (B)YB(H, ) + siehe Chf-Alk-(2:1)-
4042 Chf-Me-(95:5) 85,0 (B)BH,])P? + Extrakt (5.)
43 Chf-Me-(95:5) 16,4 D (D) +
44-47 Chf-Me-(9:1) 19,6 D (D', D") +
48-51 Chf-Me-(8:2) 10,9 (D,D’, D" +
52-55 Chf-Me-(1:1} 10,9 (D, D', D" + nicht weiter untersucht
56-61 Chi-Me-{1:1)+ 1%, AcOH 640,3 c,ch +
62-63 Chf-Me-(1:1)+ 2% AcOH 52,0 cc,c +
64-69 Chf-Me-(1:1) 4+ 5% AcOH 150,8 <), c,c” +

Die Fr. 16-17 gaben aus An-Pn 15,4 mg rohes F/, nach DC. noch unrein. Kristallisation aus
An-W und An-Ae-Pn gab 5,8 mg reines F’ vom Smp. 188-192° und 3,9 mg vom Smp. 184-188°.

Die Fr. 20-21 gaben aus An-Pn 20,1 mg rohes F. Zweimaliges Umkristallisieren aus An-W gab
10 mg fast reines F vom Smp. 139-141°.

Die ML. der Fr. 16-17 und 20-21 und die Fr. 18-19 (total 61 mg) wurden nochmals an Al,O,4

chromatographiert und lieferten noch 1,9 mg krist. F” vom Smp. 187-192°. Die verbleibenden Ge-
mische wurden nicht getrennt.

Die Fr. 23-29 von Tab.9 (151,2 mg) wurden an 100 mg SiO, mit Chf-iPr-(87:12,5) chromato-
graphiert; 15 ml pro Fr. Die Fr. 11-16 (72,3 mg) gaben aus Me-Ae 20,5 mg reine Substanz A”, Smp.
260-263° sowie 6,5 mg vom Smp. 256-259°.

5. Untersuchung des Chloroform-Alkohol-(2:1)-Extrakts. — Mlde saure Hydrolyse.
7,2 g Chf-Alk-(2:1)-Extrakt wurden wie oben beschrieben hydrolysiert, jedoch aus Versehen mit
1~ H,50, statt 0,18 H,SO,. Die neutralen «Genine» wurden mit Chf-Alk-(2:1) und -(3:2) ausge-
schiittelt.

Ausbeuten: Neutralteil: Chf-Alk-(2:1)-Extr. 3,164 g; Chf-Alk-(3:2)-Extr. 1,520 g, enthielt
nach PC. noch relativ viel Subst. E, nicht weiter untersucht. Der Sodaauszug und die dic Zucker
enthaltende restliche Hydrolyselosung wurden ebenfalls nicht weiter untersucht. Der neutrale
Chf-Alk-(2:1)-Extr. wurde an 150 g Al,O; Akt.IV chromatographiert, vgl. Tab.10.

Die Fr. 30-42 wurden zusammen mit den Fr. 3042 von Tab. 9 (total 835 mg) zwecks Isolie-
rung von Substanz B an 650 g SiO, mit Chf+12,59%, iPr nach Duncan chromatographiert; pro Fr.
30 ml Loésungsmittel. Wegen eines Kollektordefekts wurde ein Grossteil der Substanz nicht getrennt.

Aus den Fr. 98-123, 247 mg, wurden jedoch aus An-Ae 53,2 mg krist. Substanz B vom Smp. 248
bis 252° sowie 27,5 mg vom Smp. 246-249° erhalten.
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Tabelle 10. Chromatographie von 3,16 g Chf-Alk-(2:1)-lbslichem Neutralteil an Al,04

Fr.Nr.  Eluierungsmittel Substanz
100 ml/Tr.
Menge KEn- Fleckeim Woeiterverarbeitung
inmg DE- PC.u. DC3Y) bzw. Endprodukt
Reak-
tion

1- 5 Be 127,5 -

6~ 9 Be-Chf-(98:2) 35,9 -
10-13  Be-Chi-(95:5) 230 - (F|F) %)
14-17  Be-Chi-(9:1) 430 - (F'/E) amorph,
1821 Be-Chi-(8:2) 453 _ (F'/F) nicht weiter untersucht
22-25  Be-Chf-(6:4) 344 (+) (A" A A)
26-29  Be-Chif-(2:8) 1470 + (A, A, B H, )
30-34  Chf 97,8 4+ B(R, H,J)
35-38 Chf-Mc-~(99:1) 141,1 -+ B(B, H,JI) Krist. B nach Chrom.
39-42 Chf+2,59% Me 168,4 + B (B} H, ] an Si0,
43-44 Cht-Me-(95:5) 127,5 + D Krist. D
45-46 Chf-Me-(95:5) 71,7 + DD, D", P2
4750 Chf-Mc-(9:1) 11,4 + D (D, D", P?)
51-54  Chi-Me-(8:2) 64  + DD, D", P
55-60  Chf-Me-(7:3) 299 4+ C(C, ¢ E)
61-66  Chi-Me-(1:1) 379+ C (¢, ¢ E) amorph,
67-72  Chi-Mc-(L:1)+1% AcOH 7352  + C(CL e T) nur im DC. und PC.
73-78  Chi-Me-(1:1}+2% AcOH 3532  + C(C,C" E) untersucht
79-84  Chf-Me-(1:1)+5% AcOH 380,0  + C(C'.C" E)
85-90  Chi{-Mc-(1:1)+10% AcOH 207,0  (+) (C, ¢/, C" E)
91-95  Chf-Me-(1:1)4+10% AcOH 64,3  —

Fr. 44 gab aus An-Ac 25 mg reine Kristalle D vom Smp. 238-240° sowie 16,9 mg vom Smp.
238-244°.

6. Beschreibung der isolierten Stoffe. — PC. vgl. Fig.2-7, DC. vgl. Fig.8-9, UV.-Daten
vgl. Tab.2, IR.-Spektren vgl. Fig.10-18.

Substanz A" = «Br-Anhydvo-uzarigenin (5) (RKE-15). Aus Me-Ac feine Nadeln vom Smp. 260
bis 264°, [¢]& = —24,2° + 2° (¢ = 1 in Chi). Die Substanz war nach Smp., Misch-Smp., Drehung,
Laufstrecke im PC. und IR.-Spektrum identisch mit authentischem «f»-Anhydro-uzarigenin.

CyHypO, (356,48)  Ber. € 77,49 H9,05%  Gef. C77,12 H9,15Y%

Substanz A = Uzarvigenin (1) (RKE-12). Aus An-Ac Drusen vom Smp. 248-252°, (o} =
+13,7° + 4° (¢ = 0,53 in Chf). Die Substanz war nach Smp., Misch-Smp., Drehung, Farbreaktion
mit 84-proz. HySO, und Laufstrecke im PC. identisch mit authentischem Uzarigenin.

O-Acetyl-uzavigenin (2). 42,7 mg Substanz A vom Smp. 248-252° wurden in 1 ml Py und 0,8 ml
Ac,O gelost und 16 Std. bei 37° stehengelassen. Nach iiblicher Aufarbeitung wurden 43 mg Roh-
acetat erhalten. Mehrfaches Umkristallisieren aus An-Ae gab 17,4 mg feine Nadeln vom Smp. 262
bis 270°, [e]ff = +1,6° -+ 2° (¢ = 1,1 in Chf). Das Acetylderivat war nach Smp., Misch-Smp.,
Farbreaktion mit 84-proz. H,$0, sowic nach Laufstrecke im PC. identisch mit authentischem 3-
O-Acctyl-uzarigenin.

O-Benzoyl-uzarvigenin (3) (RKE-70). Nach einstindigem Trocknen bei 0,01 Torr und 60-70°
Badtemperatur wurden 31,8 mg Substanz A vom Smp. 248-252° in 0,6 ml Py gel6st, auf 0° abge-
kithlt, mit 0,2 ml ebenfalls auf 0° gekithltem Benzoylchlorid versetzt und 20 Min. bei 0° und an-
schliessend 15 Std. bei 22° stehengelassen. Nach Zusatz von 0,5 ml Me wurde die Lésung nochmals
2 Std. bei 22° stehengelassen. Nach iiblicher Aufarbeitung wurden 32,8 mg Rohbenzoat erhalten,
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welches nach mehrmaligem Umkristallisieren aus An-1e 14,1 mg reines Benzoat in Blittchen vom
Smp. 270-272° gab; {a}ff = +10,5° 4- 2° (¢ = 1,1 in Chf).
CyoHgO5 (478,60)  Ber. € 75,28 H 8,009%  Gef. C75,03 H 8,09%

Substanz B = «f» Anhydvocoroglaucigenin (9) (RKE-16). Aus An-Ae Plittchen vom Smp. 248
bis 252°, [a}ff = —19,1° + 2° (¢ = 1 in Chf-Me-(1:1)}. Die Substanz war nach Smp., Misch-Smp.,
Drehung sowie Laufstrecke im PC. und Farbreaktion mit konz. H,S0, identisch mit authentischem
«f»-Anhydrocoroglaucigenin.

CyHyyO, (372,49 Ber. C74,16 H 8,669,  Gef. C74,22 H 8,689,
23113274

Substanz C = Ascleposid (4) (RKE-T). Aus Me-An-Ae feine Nadeln vom Smp. 257-261°, [o]%
= —26,1° £ 2° (¢ = 1 in Me). Der Zuckertest nach FeicL [19] ist positiv. Bei der MANNICH-
Spaltung [46] im Mikromassstab [47] entstand nach PC. Uzarigenin, «f»-Anhydro-uzarigenin und
als Zucker 6-Desoxy-allose. Nach Smp., Misch-Smp., Laufstrecke im PC. und Farbreaktion mit
konz. H,S0, ist Substanz C identisch mit authentischem Ascleposid.

CypH, Og-H,O (538,66) Ber. C64,67 HB861%  Gef C64,84 H 8,689,

Substanz D = Coroglaucigenin (6). Aus An-Pe Nadeln vom Smp. 252-256°, [a]} = +24,2°
4 3% (¢ = 0,8 in Me). Nach Smp., Misch-Smp., Drehung, Laufstrecke im PC. und Firbung mit 84-
proz. H,S0, ist Substanz D identisch mit authentischem Coroglaucigenin.

Di-O-acetylcovoglaucigenin (7). 20,1 mg krist. Substanz D vom Smp. 248-252°, gelést in 1 ml
Py und 0,8 ml Ac,O, wurden 24 Std. bei 20° stehengelassen. Nach @blicher Aufarbeitung wurden
25,3 mg Rohacetat erhalten, welches nach Reinigung an SiO, (1 g, Eluierungsmittel Chf) und
mehrfacher Umkristallisation aus An-Ae 7,2 mg feine Nadeln vom Smp. 213-215° lieferte; [a]f =
+9,7° + 4° (¢ = 0,6 in Chf.). Das Acetylderivat war nach Smp., Misch-Smp., Drehung und Lauf-
strecke im PC. identisch mit authentischem Di-O-acetylcoroglaucigenin.

Substanz F' = 3f8-Hydroxy-5u-AY-pregnen-20-on (16) (RKE-9)35). Aus Me-An-Pe oder An-W
Nadeln vom Smp. 188-192°, [a]} = +52,4° 4+ 2° (¢ == 0,9 in An). Massenspektrum vgl. Fig. 20.
ORD.-Spektrum vgl. Fig.25.

Substanz F = 3B-Hydvoxy-5o, 17 a-A14-pregnen-20-on (12) (RKE-2)21)35), Aus An-Pe oder An-
W flache Nadeln mit Doppel-Smp. 139-141°/148-150°, [e]3} = +117° £ 2° {¢ = 1 in An) und
[a]ff = +98° 4 3° (¢ = 0,7 in An) (letztercs Prap. vielleicht nicht ganz rein). Massenspektrum
vgl. Fig.19, ORD.-Spektrum vgl. Fig. 25.

Substanz H = 38,148-Dikydroxy-5a,17 a-pregnan-20-on (10) (RKE-3). Aus An-Ae Plittchen
vom Smp. 218-222°, [a}3f = —47,2° 4 3° (¢ = 0,8 in An). Massenspektrum vgl. Fig. 21, Protonen-
resonanzspektrum vgl. Fig. 28, ORD.-Spcktrum vgl. Fig. 26.

CpHyOy (334,48)  Ber. C7540 H10,25%  Gef. C7514 H 10,289

O-Acetyl-H = 38-Acetoxy-143-kydroxy-5o, 17 a-pregnan-20-on (11) {RKE-4). 120 mg Kristalle
1 vom Smp. 218-222°, gelost in 1,5 ml Py und L,2 ml Ac,0, gaben nach 24 Std. Stehen bei 20” und
nach uiblicher Aufarbeitung 138 mg Rohacctat. Dieses kristallisierte nicht und wurde an 40 g
Al,O5 Akt.II chromatographiert; pro IFr. 20 ml Eluierungsmittel. Aus Fr. 25-30, eluiert mit Be-
Chi-(1:1) wurden 100 mg weisser Schaum erhalten. Kristallisation und Umkristallisation aus An-
Pe lieferte 36,6 g reine Plattchen vom Smp. 166-168°; [a]ff = —46,4° 4= 2° (¢ = 1 in An). Das
Acetat war nach Smp., Misch-Smp., Laufstrecke im DC. und Drehung identisch mit authentischem
Material [26]%%). Das IR.-Spektrum in CS, zeigt u.a. folgende Banden: 2,78 u (-OH); 5,77
(-O-CO-CHy); 5,87 (-C-CO-CHy); 7,28 (=C-CHj); 7,37 (-CO-CH,); 8,08 (nicht aufgespalten,
iquat. >C-0O-Ac) und 9,76 u (-C-OH).

CogHggOy (376,52) Ber. C73,36 H 9,649, Gef. C73,26 H 9,609

Dehydro-H = 14 8-Hydroxy-5a, 17 a-pregnan-3, 20-dion (14) (RKE-5). 34,5 mg Substanz H
vom Smp. 218-222° geldst in 5 ml An wurden nach JonEs [48] mit 0,1 ml (vierfachem Uberschuss)
einer CrO4-H,S0,-Lésung %) oxydiert. Nach 15 Min. bei 20° wurden vorsichtig 20 ml W zugesctzt
und das An im Vakuum entfernt. Der wésserige Riickstand wurde nun mit 2mal 40 ml Chi-Ae-(1:3)

36) Losung von 2,67 g CrQ4 in 4 ml W, versetzt mit 2,3 ml konz. HySO, und verdannt auf 10 il mit
W.

164
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extrahiert und gab nach iblicher Aufarbeitung 34,2 mg Rohprodukt. Nach Kristallisation aus
An-Pe konnten 18,8 mg reine Nadeln vom Smp. 208-210" sowie 8,9 mg vom Smp. 206-210° gewon-
nen werden ; fot]lz)z = —27,4 £+ 2° (¢ = 1 in An). Im IR.-Spektrum in CH,Cl, waren u.a. Banden
bei 2,80 p (-OH); 5,87 u (Keton-CO}; 7,23 y {(SC-CHy) und 7,37 p (-CO~CH,). Massenspektrum
vgl Thig. 22.

CyiHyO4 (332,47) Ber. C75,86 H 9,709, Gef. C74,43 H 9,559,

Wasserabspaltungsversuch mit vevdiinnteyr HCI. (Prufung auf 5-Hydroxy-Gruppe). 10 mg De-
hydro-H vom Smp. 208-210° versetzt mit 1 ml ciner Lésung von 0,5%, konz. HCl in An wurden
nach fritherer Vorschrift [497 6 Std. bei 20° stehengelassen. Nach Neutralisation der Lésung mit
KHCO, und Zugabe von 2 ml W wurde das An im Vakuum entfernt. Der wisserige Riickstand gab
nach Extraktion mit 3mal je 30 ml Chf-Ae-(1:3) und nach uiblicher Aufarbeitung 8,1 mg Rohpro-
dukt. Dieses gab nach Kristallisation aus An-Pe 4,0 mg Kristalle vom Smp. 206-208°, welche nach
Smp., Misch-Smp., Laufstrecke im DC. und PC., sowie nach UV.-Spektrum mit dem Ausgangs-
material identisch waren.

3B, 148,208-Trvihydroxy-5a, 17 a-pregnan (15) (RKE-7) aus Subst. H. 32,3 ing Substanz H vom
Swp. 218-222° wurden mit einer Losung von 12,2 mg NaBH, in 1 ml 95-proz. Alk versetzt und
3 Std. bei 20° stehengclassen. Nach Ansduern des Gemisches mit 2n H,50, auf pH ca. 4, wurde
2mal mit je 30 ml Chf-Ac-(1:3) extrahiert. Nach ablicher Aufarbeitung, wurden 25,3 mg Rohpro-
dukt erhalten, welches nach mechrfacher Umkristallisation aus An-Pe 14,2 mg reine Kristalle in
Form von Dlidttchen vom Smp. 177-180° gaben: [x]ff = —8,4° 4+ 2° (¢ == 1 in Me). Im IR.-
Spektrum (fest in KBr) Banden bei 2,92 4 (-OH); 7,24 4 (>C~CH3); 7,31 u (-C-CH,) sowie weitere
Banden bei 9,20; 9,62; 10,02; 10,30; 10,57; 11,12; 11,25 und 11,72 p.

Versuch zur NaJO,-Oxidation von 38,148,20&-Tvikydroxy-50., 17 w-pregnan 15 (Priifung auf 17
Hydroxygruppe). In einem Destillationskdlbchen wurden 10 mg 15 vom Smp. 177-180° in 1 ml Me
gelsst und mit ciner I.6sung von 30 mg NaJO, in 0,3 ml W versetzt. Nun wurde 8 Std. bei 20° CO,
durch diese Losung und weiter durch einc Vorlage mit ciner gesittigten, eisgekithlten wiésserigen
Ldsung von p-Nitrophenylhydrazin-hydrochlorid geleitet. Dabei fiel kein Hydrazon aus. Das
Reaktionsgemisch wurde nun mit 2 ml W versetzt und das Me im Vakuum entfernt. Nach Extrak
tion mit 3mal je 10 ml Chf und @iblicher Aufarbeitung wurden 10,9 mg Rohprodukt erhalten. Aus
An-Ae wurden 7,5 mg reine Kristalle, Plattchen vom Smp. 178-181° erhalten. Diese waren nach
Smp., Misch-Smp., Laufstrecke im DC. und IR.-Spektrum identisch mit dem Ausgangsmaterial.

Teilsynthese dey Substanzen F und F' aus O-Acetyl-H. — O-Acetyl-anhydro-H = O-Acetyl-F.
Vorversuch. 39,5 mg O-Acetyl-H (11) vom Smp. 164-166° in 0,4 ml Py gelost und auf ca. —10° ge-
kithlt, wurden nach fritherer Vorschrift [33) tropfenweise mit 0,1 ml ebenfalls auf — 10° gekithltem
SOCl, versetzt und anschliessend 10 Min. bei 0° stehengelassen. Nach vorsichtigem Zusatz von 5
ml Eiswasser wurde das Reaktionsprodukt 3mal mit jc 20 ml Chf extrahiert. Dic Chi-Extrakte
wurden mit 2mal je 5 ml 2§ HCI, einmal 5 ml 2~ Sodaldsung und 2mal je 5 ml W gewaschen und
durch cine diinne Schicht SiO, filtriert. Nach uiblicher Aufarbeitung des Filtrates wurden 44 mg
braunes Ol erhalten, welches nicht kristallisierte. Reinigung durch Chromatographie an SiO, vgl.
Tab.11.

Tabelle 11. Chromatographie von 99,7 mg vohem O-Acetyl-anhydvo-H an 100 g Si0, nach DuNcaN

Fr. Nr. Losungsmittel Substanz
15 ml/Fr.
Menge Weiterverarbeitung
in mg
1- 10 Ae-Cy-(1:3) 17,9 3. Hydrolyseversuch
11- 41 oo 59,4 2.7
42-100 oo 23,4 1.”

Tr. 23-24 (18 mg) lieferten krist. O-Acetyl-anhydro-H.

Hauptversuch. 61,8 mg O-Acetyl-H voin Smp. 166-168° wurden wie im Vorversuch beschrie-
ben behandelt. Als Rohprodukt wurden 55,7 mg gelbes Ol erhalten, aus welchem sich keine Kri-
stalle isolicren liessen. Chromatographie an SiO, vgl. Tab.11.
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O-Acetyl-anhydvo-H = O-Acetyl-F = 3f-Acetoxy-5«,170-A-pregnen-20-on  (13) (RKE-17).
Aus An-W 12,7 mg reine Kristalle, Plittchen vom Smp. 103-1067; [a]{f = +73,7° £+ 2° (c = 0,9
in Chf).

Hydrolysen von O-Acetyl-anhydvo-H. —-1. Versuch: Dic 23,4 mg Material der Fr. 42-100 von
Tab.11 wurden in 3,2 ml Me gelost, mit 32 mg KHCOj, in 1,25 ml W versetzt und 24 Std. bei 20°
stehengelassen. Nach Zugabe von 6 ml W und Entfernung des Me in Vakuum wurde der wisserige
Riickstand 3mal mit je 50 ml Chf-Me-(1:3) extrahiert, Ubliche Aufarbeitung lieferte 25,3 mg Roh-
produkt, welches nach DC. nur zu ca. 509 verseift war.

2. und 3. Versuch: 56,4 mg Fr. 11-41 sowie 17,4 mg der Fr. 1-10 von Tab.11 wurden analog,
jedoch 48 Std. bei 20° hydrolysiert. Es wurden total 55 mg Rohprodukt erhalten, das nach DC.
ebenfalls nur zu ca. 509, verseift war.

4. Versuch: 80 mg vereinte Rohprodukte aus Versuch 1-3 wurden analog, jedoch 60 Std. bei 20°
und unter Schiitteln auf der Maschine hydrolysiert. Nach iiblicher Aufarbeitung wurden 41 mg
braunes Ol als Rohprodukt erhalten, welches jedoch nach DC. immer noch ca. 20%, Ausgangsma-
terial enthielt. Das Rohprodukt wurde an 50 g SiO, mit Chf chromatographiert; pro Fr. 15 ml
Eluierungsmittel. Die Fr. 6-15, 22,6 mg, enthielten u.a. noch Ausgangsmaterial. Dic Fr. 16-20,
6,2 mg, enthielten nur Subst. F; aus An-Ac-Pe 1,5 mg Nadeln vom Smp. (139-) 147-149°. Sic wa-
ren nach Smp., Misch-Smp. und Laufstrecke im DC. identisch mit authentischer Substanz F.

5. Vevsuch: 22,6 mg von Fr. 6-15 wurden in 10 ml Me geldst und mit einer Lésung von 20 mg
K,CO, in 50 mg W versetzt und dann wihrend 24 Std. bei 20° stehengelassen. Nach iiblicher Auf-
arbeitung wurden 23 mg Rohprodukt erhalten, welches nach Kristallisation aus Ae-Pn 1,5 mg Na-
deln vom Smp. 190-193° gab. Diese waren nach Smp., Misch-Smp., Laufstrecke im DC. und 1R -
Spektrum identisch mit authentischer Substanz F’. Nach Chromatographie von 18,2 mg ML. an
3 g Al,O; Akt.11I konnten aus Fr. 7-10, 6,4 mg eluiert mit Be-Chf-(9:1), aus An-Ac-Hexan noch-
mals 2,2 mg Substanz F’ vom Smp. (176°-) 186-190° gewonnen werden.

Substanz J, vermutlich = 38,88,148-Tvihydroxy-5a,17 a-pregnan-20-on (18) (RKE-T1). Aus
An-Me-Pn lingliche Plattchen vom Smp. 213-217°, Sintern ab 208°; [oc]%)s = —275° 4+ 3°(c = 0,8
in Me). Massenspektrum vgl. Fig.23. ORD.-Spektrum vgl. Fig.26.

CpyH,;,0, (350,48) Ber. €C71,96 H9,78%  Gef. C72,13 H 9,80%

O-Acetyl- J ,vermutlich = 33-Acetoxy-8 8,14 -dihydroxy-5a, 17 a-pregnan-20-on (19} {RKE-14).~
1. Ansatz. 30,2 mg letzte ML. der Substanz J geldst in 1 ml Py und 0,8 mil Ac,O wurden 24 Std. bei
20° stehengelassen. Nach iiblicher Aufarbeitung wurden 33,8 mg Rohacetat erhalten, das jedoch
nicht kristallisierte. Es wurde deshalb an 35 g SiO, nach Duncan mit Chf als Eluierungsmittel ge-
reinigt; pro Fr. 10 ml. Aus Fr. 33-36 wurden 17 mg fast reines Acetat erhalten; Kristallisation
siehe unten. — 2. Ansatz. 20 mg Kristalle J vom Smp. 209-214° in 1 ml Py gelést und mit 0,8 ml
Ac,O versetzt, gaben nach 44 Std. Stehen bei 20° und nach iiblicher Aufarbeitung 22 mg Rohace-
tat. Vereinigt mit 17 mg Acetat aus 1. Ansatz, aus Ae-Pe 19 mg reines O-Acetyl-J in Plattchen
vom Smp. 144-146° sowie 9 mg vom Smp. 142-146°, ()2 = — 34,4 4 2° {¢ = 1,1 in Chi). Der

Tabelle 12. Bevechnung dev Lage der Methylsignale in 19 nach ZURCHER [36]

C19-H C18-H

(0 in ppm) {6 in ppm)
50,14 8-Androstan 0,767 0,992
38-OAc 0,050 0,008
88-OH 0,183 0,183
144-OH 0,017 —-0,025
170-CO-CH, ~0,017%) 0,23357)
Ber. fiir 19 1,000 1,391
Gef. 0,983 1,370

37) Privatmitteilung von Herrn P.D. Dr. R.ZUrcHER. Berechnung des Beitrags aus dem Proto-
nenresonanzspektrum von Subst. H (10).
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Nachweis auf Glykole mit Pb(OAc), [20] ist deutlich positiv, ebenso bei der freien Substanz J. Be-
rechnung der Lage der Methylsignale vgl. Tab.12.

Weitere deutliche Signale lagen bei 2,03 ppm (s, 3H = Acetyl) und bei 2,15 ppm (s, 3H =
21-CH,).

Glykosid P (RKE-13). Aus An-Ac farblose Plittchen, Smp. 191-196°, [a}® = —120° 4 50°
{¢ = 0,01 in Me)?%). Massenspelktrum vgl. Fig.24, ORD. vgl. Fig.27. Die Reaktion mit Xanthydrol
[7] war positiv, ebenso der Zuckertest nach Fricr {19). Der Stoff zeigte einen dhnlichen Smp. wie
Substanz T aus Asclepias glaucophylla von NascIMENTO ef al. [18] und der Misch-Smp. mit Sub-
stanz T zcigte keine Erniedrigung. Auch die Laufstrecken im1 PC. und DC. waren dusserst dhnlich,
ebenso die Farbreaktion mit H,SO,. Die Stoffe sind aber doch nicht identisch, denn sie zeigen

stark verschiedenc Drechung und Substanz T von NascIMENTO gab bei der Xanthydrolreaktion
keine I%rbung.

Hydrolyse nach KiL1aNt ism Mikvomassstab [37]. 3 mg Substanz P wurden mit 0,3 ml Kirrani-
Mischung?3) 1 Std. auf 100° erwirmt. Danach wurde im Exsikkator iiber KOH im Vakuum bei 20°
eingedampft, sodann 0,5 ml W zugegeben und 3mal mit 1 ml Chf extrahiert. Die Chf-Extrakte
wurden noch mit 0,5 ml W gewaschen. Die beiden wisserigen Phasen wurden vereinigt, im Vaku-
um von restlichem Chf befreit und im Exsikkator iitber KOH im Vakuum bei 20° eingedampft.
Ausbcute: 1,9 ing. Geschitzter Gehalt an Zucker ca. 0,6 mg. Der Zucker zeigte im DC., System
Eg-iPr-Mc-(70:15:15), im PC., System To-Bu-(1:1)/W, 27 Std., sowie im Papierelektrophero-
gramm ) die gleiche Laufstrecke wic Thevetose.

Die Analysen wurden von Herrn E. THoMMEN, im Mikrolabor unseres Instituts ausgefiihrt.
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