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SUMMARY

Cassaidine-7¢-T and cassaidic acid-7«-T (specific activities
20 mC/mMole) are prepared by reduction of the C-7 keto group
of cassaine with sodium borohydride-T (specific activity 80 mC/
mMole) eventually followed by acid hydrolysis of the alkaloid.
The reduction of the partially hindered keto group yields exclusiv-
ely the equatorial alcohol. The unexpected absence of the axial alcohol
is shown to be due to steric exclusion of its formation by the neigh-
boured cis-positioned methyl group at C-14. The labelled compounds
are suited for the exploration of the occurrence of primary oxidation-
reduction reactions at C-7 in the animal metabolism and, if this
is excluded, for the clarification of the general metabolic fate of
of Erythrophleum alkaloids.

ZUSAMMENFASSUNG

Cassaidin-7¢-T und Cassaidinsdure-7o-T (spezifische Aktivitdt
Jeweils 20 mC/mMol) werden dargestellt durch Reduktion der
Ketogruppe an C-7 von Cassain mit Natriumborhydrid-T (spezi-
fische Aktivitdt 80 mClmMol), gegebenenfalls gefolgt von saurer
Hydrolyse des Alkaloids. Die Reduktion der teilweise gehinderten
Ketogruppe liefert ausschlieflich den dquatorialen Alkohol. Wie
gezeigt wird, geht die unerwartete Abwesenheit des axialen Alkohols
auf den sterischen Ausschiuf} seiner Bildung durch die benachbarte
cis-stdndige Methylgruppe an C-14 zuriick. Die markierten Ver-
bindungen sind geeignet zur Erforschung des Vorkommens von
primdren Redoxreaktionen an C-7 im tierischen Organismus und,
wenn dies ausgeschlossen ist, zur Abklidrung des allgemeinen Stoff-
wechsel-Schicksals der Erythrophleum-Alkaloide.

* Herrn Professor Karl Lohmann zum 70. Geburtstag.
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EINFUHRUNG.

Auf Grund ihrer digitalisartigen Wirkung auf das Herz ¥ und auf das
Digitalis-Rezeptorferment ® haben die Erythrophleum-Alkaloide in den
letzten Jahren zunehmend Interesse gefunden. Obwohl eine Reihe chemisch-
préparativer Arbeiten durchgefiihrt wurde ©-9, liegen noch keine Versuche
zur radioaktiven Markierung vor. Fiir biochemische Untersuchungen benotig-
ten wir ein herzwirksames Alkaloid mit selektiver Markierung und geniigend
hoher spezifischer Radioaktivitit. Als einfachsten Weg zur Erfiillung dieser
Forderungen wihlten wir die Einfithrung von Tritium in den Perhydrophen-
anthren-Kern durch Reduktion der Carbonylgruppe an C-7 von Cassain
mit Natriumborhydrid-T. Bei dieser Reduktion konnen theoretisch vor allem
tritilertes Cassaidin oder/und 7-epi-Cassaidin gebildet werden.

Engel 19, der zuerst die Reduktion von Cassain mit Natriumborhydrid
durchfiihrte, hat der Hydroxygruppe die dquatoriale 3-Position zugeschrieben
und das Produkt daher als identisch mit Cassaidin angesehen. Er berief sich
dabei auf die von Barton Y formulierte Regel, daB sterisch ungehinderte
Ketone iiberwiegend dquatorialen Alkohol liefern. Die betreffende Carbonyl-
gruppe unterliegt jedoch einer gewissen sterischen Hinderung, da sie nach
unserer Erfahrung mit bestimmten Carbonylreagentien wie 2,4-Dinitrophenyl-
hydrazin kaum reagiert. Bei sterisch gehinderten Ketonen wird aber nach
Barton MV iiberwiegend axialer Alkohol gebildet, so daB bei der Reduktion
von Cassain auch oder sogar iiberwiegend das supponierte 7-epi-Cassaidin
(mit axialer Position der Hydroxylgruppe) entstehen miiite. Arya ®® oder
Turner et al.®, die Cassainsidure oder Cassainsdure-Methylester mit Lithium-
aluminiumhydrid beziehungsweise mit Natriumborhydrid reduzierten, haben
jedoch wie Engel 1% geschlossen, daB in jedem Falle nur ein einziges Produkt
mit $-Konfiguration der Hydroxylgruppe an C-7 resultiert. SchlieBlich haben
Clarke et al.®¥ ohne Angabe experimenteller Daten mitgeteilt, daB die Reduk-
tion von Cassain mit Natriumborhydrid fast ausschlieBlich das 78-ol liefert.
In keiner der angefiihrten Arbeiten wurde iiber eine chromatographische
Analyse des Reduktionsprodukts berichtet, so dal} die zitierten Angaben mit
Vorbehalt beurteilt werden miissen.

Der stereochemische Verlauf der Reduktion mit komplexen Borhydriden
wird von den Reaktionsbedingungen wie L&sungsmittel, Temperatur und
Zugabemethode beeinfluBt (Ubersichten 13 1) und 148t sich daher im ein-
zelnen Fall nicht sicher voraussagen. Bei den in der vorliegenden Arbeit zu
beschreibenden Markierungsversuchen war daher Identitit und Einheitlich-
keit des Produkts, das bei der Umsetzung von Cassain mit Natriumborhydrid-T
erhalten wird, eingehend zu priifen.

ERGEBNISSE.

Die im Handel erhiltlichen Cassain-Priparate erwiesen sich wegen
betrichtlicher Verunreinigung mit anderen Alkaloiden als unbrauchbar fir
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die Umsetzung. Bei rigoroser Reinheitspriiffung fanden wir auch in einem
zuniichst fiir rein befundenen Priparat noch ein Fremdalkaloid (Anteil 1-2 %),
das mit keiner der verglichenen Erythrophleum-Verbindungen chromato-
graphisch identisch war (Abbildung 1) und das daher mdglicherweise ein
noch nicht beschriebenes Alkaloid darstellt. Bei der Behandlung mit Natrium-
borhydrid-T nahm es Tritium auf und lieferte ein polareres Produkt, das
die chromatographische Identifizierung des Reaktionsprodukts von Cassain
erschwerte. Das Fremdalkaloid wurde daher iiber praparative Diinnschicht-
chromatographie abgetrennt.

Da das Losungsmittel betridchtlichen EinfluB auf die Ausbeute oder den
zu verwendenden UberschuB an komplexem Hydrid haben kann (Literatur
bei U3, fiithrten wir zwecks Auffindung der Bedingungen fiir einen moglichst
rationellen Einsatz von Natriumborhydrid-T Vorversuche mit verschiedenen
Solventien durch. Dabei wurde gefunden, dafl zur vollstindigen Reduktion
von Cassain mit Natriumborhydrid in Methanol ein Molverhiltnis von 1 : 2,
jedoch in wisserigem Dioxan nur ein Molverhéltnis von 1 : 1 erforderlich ist.
Die Markierung wurde daher in dem letztgenannten Losungsmittel-Gemisch
durchgefiihrt.

Bei der Umsetzung von reinem Cassain mit Natriumborhydrid-T (80 mC/
mMol) wurde nach Uberfithrung in das Hydrochlorid ein Produkt isoliert,
dessen Radioaktivitidt (20 mC/mMol) beim mehrfachen Umbkristallisieren aus
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ABB. . Priifung der Ausgangsverbindung Cassain (Priparat B. G. : Engel Bahn 4) auf
Reinheit durch Diinnschichtchromatographie auf Kieselgel HF,;, mit dem FlieBmittel
Cyclohexan : CHCl; : Methylamin (5:4:1). 1 = Erythrophleguin, 2 = Cassamin, 3 =
Cassamidin, 4 = Cassain, 5 = Cassaidin, 6 = Coumidin, 7 = Erythrosuamin, x = unbe-
kanntes Alkaloid. Lokalisation der Verbindungen mit Dragendorff’s Reagenz.
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ABB. 2, Priifung der markierten Derivate auf radiochemische und chemische Reinheit
durch Papierchromatographie mit dem FlieBmittel Methyldthylketon-tertidres Butanol-
Trimethylamin-Wasser (300:20:15:70): a) Cassaidin-7a-T, b) Cassaidinsdure-7a-T. Die
Lokalisation und Hohe der Radioaktivitdt wurde mit dem Scanner und Integrator gemessen.
Das Alkaloid oder die Sdure wurden mit Dragendorff’s Reagens beziehungsweise mit dem
KMnO,-Spray lokalisiert (jeweiliger Streifen des Papierchromatogramms unter der Scanner-
Aufzeichnung).
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Methanol konstant blieb. Als Ort der stabilen Trittummarkierung kam auBer
der gewiinschten Reduktion der Ketogruppe an C-7 auch die Séttigung der
C,C-Doppelbindung A 8 in Frage, da unter vergleichbaren Bedingungen
die Reduktion solcher Doppelbindungen wiederholt beobachtet worden ist
(Literatur bei 13). Nach Behandeln des 78-ols Cassaidin mit Natrium-
borhydrid-T wurden in dem isolierten Material aber nur 0.15 9 der Radio-
aktivitit gefunden, die bei Einsatz des 7-Ketons Cassain resultiert hatten.
Auf Grund dieses Ergebnisses kann das oben beschriebene Produkt hoher
spezifischer Aktivitdt praktisch nur durch Reduktion der Carbonylgruppe
an C-7 von Cassain entstanden sein.

Zwecks Klidrung der Frage der Epimerenbildung wurde das Produkt
einer eingehenden Analyse durch Verteilungs- und Adsorptionschromatogra-
phie mit zahlreichen Losungsmittel-Systemen (vergleiche experimentellen
Teil) unterworfen, darunter auch der Priifung in dem System, das die beiden
C-7-Epimeren der 143-Methylanalogen (vergleiche Diskussion) trennen 148t 4.
Unter allen Bedingungen resultierte immer nur eine einzige, wohlumschriebene
Ansammlung von Radioaktivitit in Hohe von authentischem Cassaidin
(Abbildung 2). Danach wird iiberraschend ausschlieflich das 73-OH Epimere
gebildet. Bemerkenswerterweise wird bei der Reduktion von Cassain mit
Lithiumaluminiumhydrid statt Natriumborhydrid — nach den chromato-
graphischen Analysen zu urteilen — gleichfalls nur Cassaidin erhalten.

Zwecks Sicherung der Identitit des oben beschriebenen, markierten
Produkts haben wir es der Hydrolyse unterworfen. Die isolierte Sdure zeigte
die gleiche spezifische Radioaktivitit wie das eingesetzte Alkaloid (20 mC/
mMol), wonach dessen Dimethylaminoaethanol-Komponente Tritium nicht
in nachweisbarem Umfang aufgenommen hatte. Bei der chromatographischen
Analyse in verschiedenen Losungsmittel-Systemen verhielt sich das saure
Hydrolyseprodukt einheitlich wie authentische Cassaindinsdure (Abbildung 2).
Wie bei dem Alkaloid ergab sich also auch bei seiner Stammséure kein Hinweis
auf die Anwesenheit des 7«-OH Epimeren. Wenn dieses Epimere bei der
angewandten Reduktionsmethode iiberhaupt gebildet wird, dann konnte sein
Anteil in den untersuchten Produkten entsprechend der Empfindlichkeitsgrenze
des angewandten Nachweisverfahrens nur weniger als 0.1 9 betragen haben.

Nach den beschriebenen Beobachtungen wird Tritium praktisch aus-
schlieBlich an C-7 des Perhydrophenanthrenkerns addiert. Fiir die genaue
Position des Tritiums sind die Feststellungen maBgebend, daf die markierten
Produkte genau ein Viertel der spezifischen Aktivitit des eingesetzten Natrium-
borhydrid-T aufwiesen und kein austauschbares Tritium (das nach Segel 19
in der gebildeten Hydroxylgruppe lokalisiert sein kann) enthielten.* Die
Befunde insgesamt lassen den SchluB zu, daB den markierten Derivaten die
Konstitution von Cassaidin-7«-T zukommt :

* Diese Festellungen stehen in Ubereinstimmung mit den gegenwirtigen Anschauungen
iiber den Mechanismus der Reduktion von Ketonen mit komplexen Borhydriden (Uber-
sichten (13, 1)),
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H

CH, CH,
Cassaidin-7«-T : R = —CH,CH,N(CH,),
Cassaindinsiure-7a-T : R = —H
DISKUSSION.

Zur Erklirung der absoluten Stereospezifitit der Reduktion von Cassain.

Unsere Feststellung, daB ausschlieflich der Aquatoriale Alkoho! erhalten
wird, ist nicht im Einklang mit der Barton’schen Regel, da} in Abhédngigkeit
vom Grade der sterischen Hinderung der Ketongruppe iiberwiegend eine
dquatoriale oder axiale Hydroxylgruppe resultiert. Eine Erkldrung bietet
dagegen die von Cram und Greene ¢ vorgeschlagene Regel, die von der
sterischen Hinderung des Sawerstoffs im Ubergangszustand zur tetraedrischen
Anordnung ausgeht. Danach koordiniert sich wahrscheinlich zundchst das
Metall des komplexen Hydrids mit der Carbonylgruppe und dem LOsungs-
mittel. Der Carbonylsauerstoff wird dadurch zu einer stark raumfordernden
Gruppe und dazu tendieren, sich zwischen die am wenigsten volumingsen
Gruppender Nachbarschaft zu orientieren. In der hier diskutierten Verbindungs-
klasse ist die angrenzende volumingseste Gruppe die Methylgruppe an C-14,
die nach den Ergebnissen von Clarke et al.® (vergleiche Tabelle 1) einen
dirigierenden EinfluB auf die sterische Position der Hydroxylgruppe ausiibt.

Zwecks quantitativer Erfassung der sterischen Behinderung der Hydroxyl-
gruppe durch benachbarte Methyl- oder Methylengruppen haben wir die
betreffenden Abstinde zwischen den Atomkernen bei Perhydrophenanthren-
Derivaten gleicher Ringverkniipfung vermessen. Wie aus Tabelle 1 her-
vorgeht, wird aus den verschiedenen Ketoverbindungen unabhdngig von der
dquatorialen oder axialen Position derjenige Alkohol bevorzugt gebildet, bei
dem der gennante Abstand am groBten ist. Mit der Verkiirzung des Abstandes
von 3.6 auf 2.8 A nimmt der Anteil an gebildetem Alkohol von maximal
85 % auf maximal 27 °{ ab, um bei 2.4 A auf Null zu fallen. Offenbar wird
zwischen einem Abstand von 2.8 und 2.4 A der durch die bezeichneten
Kernabstdnde definierte, minimale Raumbedarf der Hydroxylgruppe unter-
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TaseLLE 1. EinfluB der sterischen Behinderung durch die Methyl- oder Methylengruppe
an C-14 auf die Bildung von dquotarialem (7B-OH) oder axialem (72-OH) Alkohol bei der
NaBH,-Reduktion der Ketoderivate von Perhydrophenanthren-Verbindungen mit trans-
Verkniipfung der Ringe A/B und B/C sowie gegebenenfalls C/D. Als Maf} der Hinderung ist
der Abstand zwischen den Atomkernen der Hydroxylgruppe und der Methyl- oder Methylen--
gruppe benutzt, der an Dreiding-Molekiilmodellen vermessen wurde. Die Tatsache, daf}
die Abstinde bei den Epimeren differieren, ist durch die Verzerrung des Ringes C durch
die exozyklische C,C-Doppelbindung A (8 bezichungsweise durch den Fiinferring D
erklart.

Reduzierte Verbindung Vermessene Gruppen Abstand (A) Anteil (%)
Cassaidin 73-OH <= 14o-Methyl 3.5 100 «
7-epi-Cassaidin b T0-OH <> 14o-Methyl 2.4 0«
3-Acetyl-14-epi-cassaidinsiure-
methylester 78-OH < 143-Methyl 2.8 22@
3-Acetyl-7,14-epi-cassaidinsdure-
methylester 7%-OH <= 143-Methyl 3.6 60
78-Hydroxysteroide ¢ 78-OH <= 143-Methylend 2.8 bis  27¢
Ja-Hydroxysteroide ¢ 79-OH < 143-Methylend 3.6 73-85¢

a Diese Arbeit. ¥ Hypothetische Verbindung. ¢ 3 Isomerenpaare.
d Als Teil des Rings D. ¢ Literatur bei (3.

schritten, der nach Messungen an Courtauld Atommodellen bei 2.5 A liegt.
Danach ist unsere Feststellung, daB bei der Reduktion von Cassain mit
Natriumborhydrid das hypothetische 7-epi-Cassaidin nicht erhalten wird,
offenbar allein durch die sterische AusschlieBung seiner Bildung erklirt, das
heiBt, von der Wahl des Reduktionsmittels und der Reaktionsbedingungen
unabhingig.

Zur biochemischen Anwendung der markierten Erythrophleum-Verbindungen.

Nach dem Ergebnis der Testung am Digitalis-Rezeptorferment (NaK)-
ATPase ¥ (Tabelle 2) ist die Herzwirksamkeit des durch Reduktion erhal-
tenen Cassaidins gleich der Wirksamkeit des Naturprodukts und &hnlich der der
Ausgangsverbindung Cassain einzuschitzen. Die eingangs gestelle Forderung
der Herzwirksamkeit ist danach erfiillt. Das fiir Cassain beschriebene
Verfahren erdffnet einen Weg zur selektiven Markierung derjenigen Erythro-
phleum-Alkaloide, die wie Coumingin, Coumingidin, Cassamin, Erythro-
phleguin, Ivorin oder Erythrosuamin an C-7 eine Ketogruppe haben. Die
spezifische Radioaktivitdt der markierten Derivate 148t sich in Anpassung an
die Erfordernisse des zu bearbeitenden biochemischen Problems chne weiteres
erheblich steigern, da Natriumborhydrid-T wesentlich hoherer spezifischer
Aktivitit als hier verwandt im Handel erhéltlich ist.
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TaBeLLE 2. Testung der biochemischen Wirksamkeit einiger Alkaloide und eines herzwirk-
samen Steroids an der (NaK)- ATPase der Zellmembran des Herzmuskels von Meersch-
weinchen (Methodik bei (2)).

Verbindung H;* M
Cassain (Ausgangsverbindung) ............. ... ... ... . ... 0.5
Cassaidin (authentisches Praparat) ............................ 0.4
Cassaidin (Reduktionsprodukt von Cassain) .................... 0.3
Quabain (Vergleichsstandard) ............... ... ... ... 0.6

a Konzentration, die fiir eine 50 %ige Hemmung des Enzymsystems bendtigt wird.

Uber die Stabilitit der Tritiummarkierung im tierischen Stoffwechsel
liegen noch keine speziellen Untersuchungen vor. Da wir beim Studium der
Biotransformation des Cassains durch Leberschnitte oder -homogenate von
verschiedenen Species in vitro das Reduktionsprodukt Cassaidin nicht gefunden
haben @7, scheint es unwahrscheinlich, dafl Redoxreaktionen an C-7 im
Stoffwechsel der Erythrophleum-Alkaloide vorkommen. Die Entscheidung,
ob Cassaidin-7«-T und analog markierte Alkaloide in vivo unter Verlust des
Tritiums zu den entsprechenden 7-Ketonen dehydrogeniert werden konnen,
148t sich mit Hilfe des von Wenzel et al."® fiir entsprechend markierte Steroid-
alkohole beschriebenen Verfahrens leicht treffen, bei dem Vorkommen und
Geschwindigkeit der betreffenden Oxydation durch Messung von HTO in
Harn oder Atemiuft verfolgt werden.

EXPERIMENTELLER TEIL.

Die Schmelzpunkte wurden auf dem Kofler-Block bestimmt und sind
korrigiert. Die Fehlergrenze betréigt iiber 200° 4 3°. Die Aufnahme der UV-
Spektren erfolgte in wisseriger Losung mit dem Beckman DK-2A Spektral-
photometer. Als Sorptionsmittel fiir die Diinnschichtchromatographie dienten
Kieselgel G und Kieselgel HFy;, (Firma E. Merck AG, Darmstadt), als
FlieBmittel die Systeme Chloroform-Methanol (7:3), n-Butanol-Eisessig-
Wasser (4 : 1: 5), Cyclohexan-Chloroform-Didthylamin (5:4: 1) oder Cyclo-
hexan-Chtoroform-Methylamin (5:4:1). AuBerdem wurde auf Al,O; PF,
(Fa. E. Merck) mit Tetrahydrofuran-Methylenchlorid (1:9) chromatogra-
phiert . Fiir die Papierchromatographie wurde das Papier 2043 5 Mgl der
Fa. Schleicher und Schiill benutzt. Chromatographiert wurde absteigend in den
FlieBmitteln Methylithylketon-tert. Butanol-Trimethylamin-Wasser (300 : 20 :
15 : 70), Methyldthylketon-tert. Butanol-konz. Ammoniak-Wasser (300 :20:
15 : 70) oder Methyldthylketon-tert. Butanol-Wasser (300 : 15 : 70). Das Sicht-
barmachen der Flecken erfolgte im UV-Licht (Spezial-Analysenlampe PL 320
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HANAU, max. Intensitit bei 254 nm) sowie durch Bespriithen mit Dragen-
dorff’s Reagens @ oder mit 0.1 » KMnQ, in 0.1 n H,S0,?”. Die Radio-
aktivitdt der Verbindungen wurde mit dem Fliissigkeits-Szintillations-Spektro-
meter PACKARD-TRI-CARB Modell 4322 (Szintillator : 50 mg POPOP,
4 g POP, 120 g Naphthalin in 1 1 Dioxan) gemessen. Die Verteilung und
Aktivitit der auf Diinnschichtplatten oder Papier chromatogrammen befind-
lichen markierten Derivate wurde mit dem Radiochromatogramm-Scanner
PACKARD Modell 7201 bestimmt. — Das benutzte NaBH,-T stammte vom
Radiochemical Centre, Amersham (England), TRA.45 und hatte nach dem
Infrarotspektrum eine chemische Reinheit von 100 %.

Reinigung von Cassain. — Je 25 mg Alkaloid (Pridparation von B. G.
Engel) gelost in 0.2 ml CHCl;, wurden strichformig auf eine mit Kieselgel
HF,;, beschichtete Platte (MaBe : 20 x 20 cm, Schichtdicke 0.25 mm) auf-
getragen. Durch Entwicklung der Platten im System Cyclohexan-Chloroform-
Methylamin (5: 4 : 1) konnte das Fremdalkaloid klar von Cassain abgetrennt
werden (vergleiche Abbildung 1). Das Cassain-haltige Band wurde aus der
Schicht herausgeschabt und das Alkaloid mit Chloroform eluiert. Der Riick-
stand erwies sich bei chromatographischer Analyse in den obengenannten
Lasungsmittelsystemen als einheitlich und identisch mit Cassain.

Cassaidin-Ta-T-hydrochlorid. — 19.0 mg (5.10~% Mol, 40 mC) Natrium-
borhydrid-T (spezifische Aktivitdt 80 mC/mM) wurden in 3 ml 85-proz. wésser.
Dioxan gelost und unter leichtem Schiitteln innerhalb von 20 Min. tropfen-
weise mit einer Losung von 202.8 mg (5.10~* Mol) Cassain in 5 ml Dioxan
versetzt. Der Ansatz wurde 15 Stdn. (iiber Nacht) bei 20° stehen gelassen.
Nach diinnschichtchromatographischer Feststellung der Vollstdndigkeit der
Reaktion wurde mit 0.2 ml Eisessig neutralisiert, nach Beendigung der Wasser-
stoffentwicklung mit 5 ml Wasser versetzt und i.Vak bei einer Wasserbad-
temperatur von 60° auf ca. 5 ml eingeengt. Die erhaltene wésser. Losung wurde
in einen Schiitteltrichter iiberfithrt (z.T. auskristallisierte Substanz mehrfach
mit CHCl, iiberspiilt) und 20 mal mit je 3 ml CHCI; fiir 5 Min extrahiert.
Nach Einengen der vereinigten Extrakte i.Vak. (60°) und Trocknen iiber
P,O; i.Vak. wurde das Rohprodukt (Ausbeute 186 mg= 919%() in 2 ml absol.
Methanol gelost, mit 0.1 ml konz. HCI versetzt und unter Umschiitteln bis
zur ersten bleibenden Triibung mit Ather versetzt. Das nach 48 Stdn. bei
—150 C in verwachsenen Nadeln auskristallisierte Cassaidin-7«-T. HCI wurde
nach Dekantieren mit wenig kaltem Ather gewaschen und iiber P,O; i. Vak.
(0.1-1 Torr) bei 130° getrocknet. Ausbeute 118 mg. Schmp 235-237° *. Das
Produkt gab bei Mischung mit authentischem Cassaidinhydrochlorid keine
Depression des Schmelzpunktes und war diinnschichtchromatographisch mit

* Ruzicka und Dalma ® bestimmten den Schmp. des Cassaidinhydrochlorids im
Hochvakuum zu 251°, den der Cassaidinsdure unter gleichen Bedingungen zu 275-277°;
Engel 49 fand (ebenfalls im Hochvakuum) einen Schmp. von 246-249° fiir die Base und von
278-2790 fiir die Siure.
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der Vergleichssubstanz identisch (Abbildung 2). UV (H,0) : Ay 230 nm,
¢ = 16850. Die spezifische Aktivitdt betrug 20 mC/mM.

Cassaidinsdure-Te-T. — 20.0 mg (4.5.10-3Mol) Cassaidin-7«-T-HCI
wurden mit 0.8 ml 1n HCI versetzt, durch kurzes Erhitzen zum Sieden gelGst
und 5 Std. unter RiickfluBl gekocht. Der groBte Teil der entstandenen Cassaidin-
sdure-7o-T fiel bereits wihrend der Reaktion in Form farbloser Kristalle aus.
Nach dem Abkiihlen wurde der Ansatz 2 Stdn. bei 0° stehen gelassen. Dann
wurde iiber eine G4-Fritte abgesaugt, mit wenig Eiswasser gewaschen und
1.Vak. iiber P,O; getrocknet. Ausbeute nach Umkristallisieren aus Essigester :
12.6 mg = 83 %,. Schmp. 264-267°. Spezifische Aktivitit : 20 mC/mMol.
Die papier- und diinnschichtchromatographische Priifung ergab das Vorliegen
einer chemisch und radiochemisch einheitlichen Verbindung, die mit einer
Vergleichssubstanz identisch war (Abbildung 2).
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