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Abstract-After the administration of 4-14C-cholestanol and 4-14C-cholestanone to Digitalis fanata plants, 
radioactive tigogenin and gitogenin were isolated. 4-*4GCholestanol was converted to cholestanone and 
radioactive cholestanol was obtained from 4-14C-cholestanone. 4-‘4CCoprostanol was converted to copro- 
stanone, but not to cardenolides or sapogenins. 

VOR EINIGEN Jahren haben mehrere Arbeitsgruppen Untersuchungen iiber die Metabolisie- 
rung des d4-Cholesten-3-ons (I) durchgefuhrt. Als Hauptmetabolit der biochemischen 
Umwandlung von Cholestenon (I) durch Darmbakterien fanden Rosenfeld und Hellman 
Koprostanol neben Cholestanol und Koprostanon. l Nach intravenaser Injektion des 
d4-Cholestenons in Ratten oder bei Behandlung mit Leberhomogenaten konnte Cholestanol 
(Sa-H) als Hauptmetabolit neben betrtichtlichen Mengen Cholestanon isoliert werden. 
Aul3erdem wurde nachgewiesen, da13 Cholestanon in Cholestanol umgewandelt wird, 
w&rend Cholesterol nicht aus d4-Cholestenon entsteht.*e3 Johnson, Waters und Bennett 
fanden, dal3 in Kartoffelbllttern die Red&ion des Cholesterins zum Cholestanol (III) 
tiber d4-Cholesten-3-on als Zwischenstufe verlauft. 4 

Vor kurzem konnten wir zeigen, dab d4-Cholestenon von Digitalis Pflanzen bei der 
Biogenese der Spirostanole Tigogenin (IV) und Gitogenin (V) verwertet wird.5 Die 
Untersuchung der Cyclohexan-Phase ergab nach der Aufarbeitung der Pflanzen bei Appli- 
kation von 4-i4C-Cholestenon, dag Cholestenon sowohl in Cholestanon (3,6x des meta- 
bolisierten Cholestenons) als such in Cholestanol umgewandelt wird. 2,5 % des metaboli- 
sierten Cholestenons lagen als Cholestanol und 2,9 % als Cholestanolester vor. Daraufhin 
wurde jetzt such die Metabolisierung von 4-14C-Cholestanol und 4-14C-Cholestanon durch 
Digitalis Zanata-Pflanzen untersucht, ferner wurde die Verwertung von Koprosterin geprtift. 

Gj * Zur Biosynthese von Steroidderivaten im PS anzenreich 12. Mitt.6 

1 R. S. ROSENFELD und L. HELLMAN, J. Biol. Chem. 233,1089 (1958). 
: ~I$Sro~~, F A. Frsri und F. C. HICKEY, 1. Bid. Chem. 213,325 (1955). 

. ABRAHAM und J. L. CIWKOFF, J. Biol. Chem, 221,435 (1956). 
4 D. F: JOHNSON: J. A. WATERS und R. D. B ENNEIT, Arch. B&hem. Biophys. 108,282 (1964). 
s R. T~CHWXJI, H. HULPKE und R. FRITZ, Phytochetn. 7,2021(1%8). 
6 11. Mitt., R. TXHESCHE, R. BECKER und R. HOMBACH, 2. IVaturforschg. 23 b, 1615 (1968). 
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ERGEBNISSE 

4°CCholestanol wurde durch katalytische Hydrierung von 4i4C-Cholesterol (spez. 
Akt. 558 mc/mMol) in Cyclohexan/Eisessig (1 :l) und PtOl als Katalysator erhalten. Die 
chromatographische Untersuchung des Hydrierungsproduktes auf AgNOJmpragnierten 
Kieselgel-G-Platten erg&, da8 quantitativ Cholestanol entstanden war. 

4-“C-Cholestanol wurde in einer Menge entsprechend 5,19 x 10’ Imp/mm (gemessen 
mit dem fensterlosen Methandurchtlullziihler FH 407 mit Handprobenwechsler B1503 der 
Fa. Friesecke & Hopfner) funf 9 Monate alten Digitalis Zmatu-Pfianzen tiber die Blattober- 
flache angeboten. Die Applikation erfolgte im Frtihjahr. Die verwendeten Blatter wurden 
zweimail in A*~ 7% 3 TagZs ti<‘Z&X +&&&Y% a%% S-X&n& wrjl P+tX&&.r 3+58” 
(1: 1) besprtiht und so eine 98,8 “/aige Aufnahme des angebotenen 4J’GCholestanols 
err&&. 

(II) Cholestanon 

(III) Cholestanol (IV) R = H Tigogenin 
(V) R = OH Gitogenin 

Nach 24Tagen wurden die PfIanzen* geemtet, dasnicht aufgenommene 4J4GCholestanol 
mitt Es&ester vun den B’lsttoberffiichen abgewaschen, &e Btitter ze&e>nert ufrd me&m&s 
rnit Met&a& extrsitirert. Der Methaao1extrakt w&e im Vakuum eingeengt, Cser R’ic-- 
stand mit Wasser verdiinnt und zur Entfemung des Chlorophylls mehrmals mit Cyclohexan 
extrahiert. AnschlieDendwurdendie Spirostanolglykoside derw%ssrigenPhasemit Isobutanol 
entzogen. 

Die Glykosidspaltung erfolgte durch viersttindiges Erhitzen mit einer Mischung aus 6 n 
Schwefels$iure und bithanol (1: 1); diese Phase war mit Benz01 tiberschichtet. Die in der 
tibIichen Weise gewouneneu Aglykone wurden mitt& mehrfacher Schichtchromatographie 

* Wir mijchten an dieser Stelle Heron Prof. Dr. M. Steiner fUr die Arbeitsmaglichkeit danken, die e-r uns 
im Gewllchshaus des Instituts ftlr Pharmakognosie, Bonn, ekgerliumt hat. Hen-n Glkrtnermeister Bchtle sei 
filr die Aufzucht und Betreuung der F%nzen gedanlct. 

’ R. D. BBNNE?T, H. H. SAULUX wad E. IIEFIMANN, Phyiochem. 7,41 (1968). 
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auf Kieselgel PF 25, (Merck)-Platten getrennt und gereinigt. Der dtinnschichtchromato- 
graphische Vergleich der isolierten, radioaktiven Spirostanole mit authentischen Ver- 
gleichsproben von Tigogenin und Gitogenin ergab, da8 die Peaks der Badiochromato- 
gramme (aufgenommen mit dem fensterlosen Scanner LB 2720 der Fa. Berthold) die 
gleichen R,-Werte wie die Vergleichsproben zeigten. 

Das radioaktive Tigogenin (35 mg) wurde mit 100 mg inaktivem Material und das aktive 
Gitogenin (126 mg) mit 153 mg inaktivem Gitogenin vermischt und funfmal umkristallisiert. 
Nach der 2. Kristallisation blieb die spezifische Aktivitit des Tigogenins mit 1550 f 122 
Imp/mm mg und die spez. Akt. des Gitogenins mit 1287 f 43 Imp/min mg konstant. Die 
Gesamtaktivitat des Tigogenins betrug 209.250 Imp/mm und die des Gitogenins 359.073 
Imp/min. 

Aus der Cyclohexanphase konnte ein Teil des applizierten Cholestanols unverandert 
zurtickgewonnen werden. Unter dessen Beriicksichtigung und such des von den Blattern 
abgewaschenen Cholestanols ergab sich ein Metabolisierungsgrad von 76% (3,69 x 10’ 
Imp/min). 0,57x des metabolisierten Cholestanols wurde in Tigogenin eingebaut sowie 
0,97 % in Gitogenin. 

Mittels priiparativer Schichtchromatographie der Cyclohexanphase konnte ein Metabolit 
isoliert werden, der durch chromatographischen Vergleich in verschiedenen Losungs- 
mittelsystemen als Cholestanon erkannt wurde. Von der zweiten bis zur funften Kristallisa- 
tion dieser Fraktion (120 mg) zusammen mit 100 mg inaktivem Cholestanon verblieb eine 
konstante spez. Akt. von 5922 f 228 Imp/mm mg in den Kristallen und in den Mutterlaugen 
Die Gesamtaktivitit des Cholestanons betrug 1,3 x lo6 Imp/mm (3,53 % des metabolisierten 
Cholestanols). Ein weiterer Metabolit aus der Cyclohexanphase enthielt 9,8 % der Aktivitit 
des umgewandelten Cholestanols. Da durch Verseifung mit 5 %-iger methanol&her KOH 
Cholestanol quantitativ zurtickerhalten wurde, mu8 es sich urn einen Cholestanolester 
handeln. 

Bei einem parallelen Versuch wurde unter gleichen Bedingungen 4-i4C-Cholestanon 
angeboten. 4-‘4C-Cholestanon (spez. Akt. 55,8 mc/mMol) wurde in einer Menge ent- 
sprechend 6,97 x 10’ Imp/n& funf 9 Monate alten Digitulis Zanutu Ptlanzen iiber die 
BlattoberlZiche appliziert. Nach 24 Tagen hatten die Ptlanzen 88,6x des angebotenen 
4J4C-Cholestanons aufgenommen . Nach Abzug des von den Bliittern abgewaschenen 
Cholestanons und des in der Cyclohexanphase enthaltenen nicht umgewandelten Chole- 
stanons ergab sich ein Metabolisierungsgrad von 66,3 % (4,09 x 10’ Imp/mm). 

Die Glykoside wurden wie angegeben isoliert und hydrolysiert. Durch praparative 
Schichtchromatographie im System n-Heptan/Aceton (4 : 1) und vierfache Entwicklung der 
Platten konnten radioaktives Cholestanol (RI = 0,6) und Tigogenin (5a-H) (Rf = 0,5) und 
durch Chromatographie im System Chloroform/Methanol (25 : 1, vierfache Entwicklung) 
radioaktives Gitogenin (5a-H) (Rf = 0,55) isoliert werden. Die Cholestanolfraktion (11 mg) 
wurde mit 70 mg inaktivem Material kokristallisiert. Von der ersten bis zur vierten Kristal- 
lisation blieb die spezifische Aktivitit mit 2545 f 102 Imp/mm mg konstant. Die Einbaurate 
in Cholestanolglykosid betrug 0,5 %. Dartiber hinaus wurde aus der Cyclohexanphase freies 
Cholestanol mit einer Gesamtaktivitit von 1,47 x 106 Imp/mm (3,6x des metabolisierten 
Cholestanons) und Cholestanolester mit einer Gesamtaktivitat von 0,92 x lo6 Imp/mitt 
(2,25 % des metabolisierten Cholestanons) erhalten. 

Die aktive Tigogeninfraktion (45 mg) wurde mit 100 mg inaktivem Tigogenin und die 
‘aktive Gitogeninfraktion (130 mg) mit 150 mg inaktivem Gitogenin bis zur konstanten 
spezifischen Aktivitit der Kristalle und der Mutterlaugen umkristallisiert. Schon nach der 
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ersten Kristallisation wurde eine gleichbleibende spezi&che Aktivitit von 6912 f 360 Imp/ 
mitn mg im Tiyppxim WI& n&n &x 3zw2bzn X&~l=tion km spti~he Ahivirt;it volf 
8610 f 302 Imp/mm mg im Gitogenin gefunden. Die Gesamtaktivitlit des Tigogenins 
betrug 1.002.240 Imp/nun (2,45 %-ige Einbaurate) und des Gitogenins 2.410.800 Xmp/min 
(5,!89%-ige Einbauratt$. 

Durch diese Versuche ist gezeigt, da8 Digitalis hata-Manzen sowobl Cholestanol in 
Cholestanon (3,53 %) als such umgekehrt Cholestanon in Cholestanol(6,35 %) umwandeln. 
Da die Einbaurate des Cholestanons in Spirostanole wesentlich hiiher als die des Cholestanols 
ist, erfolgt wahrscheinlich zuerst Hydrierung des d4-Cholestenons zum Cholestanon und 
an&!&&%&~& llet Az?Xr&?xJ bel S~X&&&%&?E%& zsei &?r %u5@&!!r& her s&YQ‘F&&& 
aus C~&&UX+ &z% .e%&& .e& D_@&& zum ~&>.&~220~ Y0rag&2eq w>e es im 
obigen Formelschema angegeben ist. 

Bennett, Sauer und Heftmann konnten nach Applikation von 4J’GProgesteron an 
Dig&&s hrata nebe22 tidenokkn such 5rz-H-Pregnan-3,20-dion und 5x-H-Preplan- 
3fi-ol-20-on isolieren. Der erste Schritt dtirfte hier die Isomerisierung der d’-Doppelbindung 
derr ~.?~g&&~~~ ja &e .P-Sk+>>w~g UR& a~xti8k~be Xp&iwmg s&n, ati wzh%e die 
Red&ion der 3-Keto-Gruppe zum Sa-H-Pregnan-38-ol-20-on folgt. Auch bei diesen 
let&mm&en M&l&&2 h&f@ eine gq+n&ige Umwsnc2lung ~&=&xL~ we 
Beobachtung ist deswegen bemerkenswert, weil Progesteron als Vorstufe der Cardenolide 
Digitoxigenin, Digoxigenin und Gitoxigenin angesehen wird, letztere aber die Ringe A und 
B cis-konfiguriert (5p-H) enthalten. Als Erkliirung bietet sich an, da8 in den Pflanzen bei 
der Abszittigung der d4-Doppelbindung Ring A/B-cis-Derivate entstehen, von denen aus 
di~%~unese berC &%&. E&&‘urlxanr&, hfi &u~neti+ne?&biierunr 
d4-ungesiittigter Steroide vorwiegend in die 5@H-Reihe fuhrt. Die Bildung der SC+H- 
Deti~&+&&& a%.+&%~ &- ZK&~~&SX&%@~, &I&&YX% %&r&g w&e<= &YZX,%~ 
beteiligt ist. 

Die bisherigen Ergebnisse verschiedener Arbeitskreise deuteten auf eine Biogenesefolge 
Cholesterin --f 20a-Hydroxycholesterin +- Pregnenolon --f Progesteron + Cardenolide hin. 
Caspi et al.* stellten ktirzlich diesen Weg dadurch in Frage, da8 sie nach Metabolisierung 
einer Mischung von 4-i4C-Cholesterin und 7JH-20a-Hydroxycholesterin bei Digitalis 
Zanata-Pllanzen wohl 3H-markiertes, nicht aber 14C-markiertes Progesteron fanden. Sie 
schlossen daraus, da8 entweder zuniichst eine Spaltung der Seitenkette zwischen C-23 und 
C-24 eintritt oder aber unter Annahme eines Weges iiber die Pregnanstufe zumindest die 
ver&&sUng!X% am ~&X&&&, d.k. H&&r%ng der d~-Dq!&%&&qJ u%d+&r 
H yhroxfiewen an C-24 ‘trzw. C-12 unb C-16 vorausgezlen mtien. 

Zur Prtifung der einen dieser Vermutungen wurde 4-14C-Koprostanol (VI) Digitalis 
lanata-Pllanzen angeboten. 

(VI) Koprostanol (VII) Koprostanon 

* J. A. F. WIG -Om, l’. C. I-hwCH, S. M. MUNAVALLI und E. OSPI, Biochemistry 7,3248 (1968). 



Vexgleich der Spirostanolbiogenese aus Cbolestanol und Cbolestanon 375 

Die Herstelhmg von (VI),erfolgte durch Hydrierung von 4-“C-Cholestenon (spezifische 
Aktivitiit 55,7 mc/mM) (I) zu Koprostanon (VII) mit 10 % Pd auf Aktivkohle als Katalysator 
in Isopropanol/KOHg und erneuter Hydrierung von VII mit PtOl in Eisessig/HBr. Nach 
dieser Methode lo wurde in einem Vorversuch 88 % an Koprostanol (VI) erhalten, das von 
seinem C-3-Epimeren (Epikoprostanol) durch Verteilungschromatographie getrennt 
wurde.” Hierbei wurden priiparative Diinnschichtplatten mit 2-Phenoxyiithanol imprag- 
niert und dreimal in n-Heptan entwickelt. Das ImprZignierungsmittel lieg sich durch Chroma- 
tographie auf Kieselgel mit Cyclohexan/Essigester 3 : 2 wieder entfemen. 

4-“C-Koprostanol (2,021O’ Imp/min) wurde drei 9 Monate alten Digitalis lanata- 
Pflanzen in der beschriebenen Weise apphziert. Nach 26 Tagen wurden die Pflanzen auf- 
gearbeitet, der Methanolextrakt mit Cyclohexan ausgeschtittelt und danach mit Wasser 
verdtinnt. 

Aus der Cyclohexanphase wurde durch mehrfache Diinnschichtchromatographie 
Koprostanon ($9-H) (VII) isoliert, das durch Vergleich der &Werte und durch Kokristal- 
lisation mit authentischem Material identifiziert wurde. Die spezifische Aktivitit des 
Koprostanons war 2160 Imp/mm mg, seine Gesamtaktivitit 216.000 Imp/mm. Bei einem 
Metabolisierungsgrad von 78 % errechnet sich ein Umsatz des metabolisierten Koprostanols 
von 0,138 % in Koprostanon. 

Zur Trennung der Cardenolidglykoside von den Spirostanolglykosiden bedienten wir 
uns eines Verfahrens von Euw-Reichstein,12 nach dem sich bei der Verteilung die Cardeno- 
lidglykoside vorwiegend im Chloroformextrakt der wtirigen Methanolphase und die 
Glykoside der Spirostanole im Chloroform-Athanol-Extrakt befinden. Wir benutzten zur 
Spirostanol-Extraktion Isobutanol. Nach der Hydrolyse der Cardenolidglykoside mit 
0,l nHC1 und der Spirostanolglykoside mit 6 n H2S04/Athanol 1: 1 wurden die Aglykone 
chromatographisch getrennt. 

In der Cardenolid-Fraktion traten im Radiochromatogramm neben Koprostanol drei 
nicht identifizierte Peaks auf, die jedoch weder Digitoxigenin (VIII), Gitoxigenin (IX) noch 
Digoxigenin (X) zuzuordnen waren, wie sich eindeutig durch Anspriihen der Dtinnschicht- 
platten mit Chromschwefelsaure und den Vergleich der Laufstrecken der Fluoreszenzzonen 
mit den radioaktiven Zonen herausstellte. 

In der Spirostanolphase trat lediglich Koprostanol auf, es waren weder Smilagenin noch 
Sarsasapogenin entstanden (5p-H-Derivate), die allerdings in Digitalis such nicht vorkom- 
men. 

Unter gleichen Bedingungen wurde auch4-“CCholesterin (2,23*10’ Imp/mm, spezi&che 
Aktivitit 55,8 mc/mM) appliziert, urn die Einbauraten von Koprostanol und Cholesterin 
zu vergleichen. Durch Kokristallisation konnten Digitoxigenin (Einbaurate : 0,09 % bezogen 
auf metabolisiertes Cholesterin) und chromatographisch Gitoxigenin und Digoxigenin nach- 
gewiesen werden. **I3 Die vergleichsweise geringe Aktivitat der beiden letzten Cardeno- 
hde konnte wegen der Fehlergrenze der MeDanordnung nicht quantitativ bestimmt werden. 

Diese Versuche zeigen, daB Koprostanol und Koprostanon keine Zwischenstufen fur 
die Biosynthese der Cardenolide darstellen und such anscheinend fur den Aufbau der 

9 G. SLOMP, JR., Y. F. SHEALY, J. L. JOHNSON, R. A. Dow, B. A. JOHNSON, R. P. HOLYSZ, R. L. PEDERSON, 
A. 0. JENSJXN und A. C. Ox-r, J. Am. Chem. Sot. 77,1216 (1955). 

lo L. RUZICKA, H. BR~NGGER, E. EI CHENBEROER und J. MEYER, &lo. chim. Acru 17,1415 (1934). 
I’ D. I. CARGILL, Analyst 87,865 (1962). 
I’ J. v. Euw und T. REI-IN, Helu. dim. Actu 47,711 (1964); J. v. EUW und T. REICHSTEIN, Helu. chim. 

Actu 49, 1468 (1966.) 
I3 R. Tsc~~scrq H. HULP~ und H. SCHOL’IEN, 2. Narurforschg. 22b, 677 (1967). 
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Spikostanale in Dr’gzhdh tit&t verwendet wxdeu. Der lWt3aau w-m Cmh&erin, nidut &x-t 
von Koprostanol in Cardenolide deutet femer darauf hin, daB auf der Cholesterinstufe 
keine Absiittigung der ds-Doppelbindung erfolgen kann. Dieses Ergebnis spricht mehr 
ftir den bisher angenommenen Biosyntheseweg der Cardenolide iiber Pregnenolon und 
Progesteron. 

(VIII) RI = R2 = H Digitoxigenin 
(IX) RI= H, R2 = OH Gitoxigenin 
(X) RI = OH, R2 = H Digoxigenin 

Eine Erkliirung der Befunde von Caspi und Mitarb.* k&We vielleicht darin gesucht 
werden, d& die Hydroxyherung des Cholesterins an C-20 ein relativ langsamer enzy- 
matischer Prozess ist, aer no& tturc’h g+eicbzeitig ZugeFgtes 2~a-I3y~oxyc~&zsterin 
stank inhibi& wird. Die Hemmung 6% Exqmsy&ems dur& seiln Erf0~gspr0&kt it 
vielfach beobachtet worden. Es w&e dann zu verstehen, daI3 kein “C-markiertes Proge- 
steron aus 4-14C-Cholesterin in den Manzen gefunden werden konnte. 


