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Abstract—After the administration of 4-'4C-cholestanol and 4-!*C-cholestanone to Digitalis lanata plants,
radioactive tigogenin and gitogenin were isolated. 4-'*C-Cholestanol was converted to cholestanone and
radioactive cholestanol was obtained from 4-'“C-cholestanone. 4-'*C-Coprostanol was converted to copro-
stanone, but not to cardenolides or sapogenins.

VOR EINIGEN Jahren haben mehrere Arbeitsgruppen Untersuchungen iiber die Metabolisie-
rung des 4*-Cholesten-3-ons (I) durchgefiihrt. Als Hauptmetabolit der biochemischen
Umwandlung von Cholestenon (I) durch Darmbakterien fanden Rosenfeld und Hellman
Koprostanol neben Cholestanol und Koprostanon.! Nach intravendser Injektion des
44-Cholestenons in Ratten oder bei Behandlung mit Leberhomogenaten konnte Cholestanol
(5x-H) als Hauptmetabolit neben betrichtlichen Mengen Cholestanon isoliert werden.
AuBerdem wurde nachgewiesen, daB Cholestanon in Cholestanol umgewandelt wird,
wihrend Cholesterol nicht aus 44-Cholestenon entsteht.2* Johnson, Waters und Bennett
fanden, daB in Kartoffelblittern die Reduktion des Cholesterins zum Cholestanol (III)
iiber 4*-Cholesten-3-on als Zwischenstufe verlduft. 4

Vor kurzem konnten wir zeigen, daB 44-Cholestenon von Digitalis Pflanzen bei der
Biogenese der Spirostanole Tigogenin (IV) und Gitogenin (V) verwertet wird.’> Die
Untersuchung der Cyclohexan-Phase ergab nach der Aufarbeitung der Pflanzen bei Appli-
kation von 4-'4C-Cholestenon, daB Cholestenon sowohl in Cholestanon (3,6 %, des meta-
bolisierten Cholestenons) als auch in Cholestanol umgewandelt wird. 2,59, des metaboli-
sierten Cholestenons lagen als Cholestanol und 2,99 als Cholestanolester vor. Daraufhin
wurde jetzt auch die Metabolisierung von 4-'4C-Cholestanol und 4-'4C-Cholestanon durch
Digitalis lanata-Pflanzen untersucht, ferner wurde die Verwertung von Koprosterin gepriift.
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ERGEBNISSE

4-14C-Cholestanol wurde durch katalytische Hydrierung von 4-'C-Cholesterol (spez.
Akt. 55,8 mc/mMol) in Cyclohexan/Eisessig (1:1) und PtO, als Katalysator erhalten. Die
chromatographische Untersuchung des Hydrierungsproduktes auf AgNO;-imprignierten
Kiegelgel-G-Platten ergab, dafl quantitativ Cholestanc! entstanden war.

4-14C-Cholestanol wurde in einer Menge entsprechend 5,19 x 107 Imp/min (gemessen
mit dem fensterlosen MethandurchfluBziihler FH 407 mit Handprobenwechsler Bl 503 der
Fa. Friesecke & Hopfner) fiinf 9 Monate alten Digitalis lanata-Pflanzen iiber die Blattober-
fliche angeboten. Die Applikation erfolgte im Friihjahr. Die verwendeten Blitter wurden
zweirrad i Adwtand vom 3 Tagon wuit viver Miscluang wes Sidicandl wd Prirolitins 3B-53°
(1:1) bespriiht und so eine 98,8 %-ige Aufnahme des angebotenen 4-'*C-Cholestanols
errerdn.

—_—
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R
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(II1) Cholestanol (IV) R = H Tigogenin

(V) R =OH Gitogenin

Nach 24 Tagen wurden die Pflanzen* geerntet, dasnicht aufgenommene 4-!4“C-Cholestanol
mit EBssigester von den Blattoberfiachen dogewaschien, die Biatter zerkiewert und menrmais
mit Methanot extrantert. Der Methanoiextrakt wurde im Vakuum eiageengt, der Riick-
stand mit Wasser verdiinnt und zur Entfernung des Chlorophylls mehrmals mit Cyclohexan
extrahiert. AnschlieBend wurdendie Spirostanolglykoside der wissrigen Phase mit Isobutanol
entzogen.

Die Glykosidspaltung erfolgte durch vierstiindiges Erhitzen mit einer Mischung aus 6 n
Schwefelsdure und Athanol (1:1); diese Phase war mit Benzol iiberschichtet. Die in der
iiblichen Weise gewonnenen Aglvkone wurden mittels mehrfacher Schichtchromatographie
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auf Kieselgel PF,s, (Merck)-Platten getrennt und gereinigt. Der diinnschichtchromato-
graphische Vergleich der isolierten, radioaktiven Spirostanole mit authentischen Ver-
gleichsproben von Tigogenin und Gitogenin ergab, daB die Peaks der Radiochromato-
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 fiinfmal umkristallisiert.
Nach der 2. Kristallisation blieb die spezifische Aktivitit des Tigogenins mit 1550 4 122
Imp/min mg und die spez. Akt. des Gitogenins mit 1287 + 43 Imp/min mg konstant. Die
Gesamtaktivitit des Tigogenins betrug 209-250 Imp/min und die des Gitogenins 359-073
Imp/min.

Aus der Cyclohexanphase konnte ein Teil des applizierten Cholestanols unverdndert
zuriickgewonnen werden. Unter dessen Beriicksichtigung und auch des von den Blittern
abgewaschenen Cholestanols ergab sich ein Metabolisierungsgrad von 76% (3,69 x 107
Imp/min). 0,579, des metabolisierten Cholestanols wurde in Tigogenin eingebaut sowie
0,97 % in Gitogenin.

Mittels priparativer Schichtchromatographie der Cyclohexanphase konnte ein Metabolit
isoliert werden, der durch chromatographischen Vergleich in verschiedenen L&sungs-
mittelsystemen als Cholestanon erkannt wurde. Von der zweiten bis zur fiinften Kristallisa-
tion dieser Fraktion (120 mg) zusammen mit 100 mg inaktivem Cholestanon verblieb eine
konstante spez. Akt. von 5922 + 228 Imp/min mg in den Kristallen und in den Mutterlaugen
Die Gesamtaktivitit des Cholestanons betrug 1,3 x 10% Imp/min (3,53 %, des metabolisierten
Cholestanols). Ein weiterer Metabolit aus der Cyclohexanphase enthielt 9,8 5, der Aktivitit
des umgewandelten Cholestanols. Da durch Verseifung mit 5 9/-iger methanolischer KOH
Cholestanol quantitativ zuriickerhalten wurde, muB es sich um einen Cholestanolester
handeln.

Bei einem parallelen Versuch wurde unter gleichen Bedingungen 4-!'C-Cholestanon
angeboten. 4-'*C-Cholestanon (spez. Akt. 55,8 mc/mMol) wurde in einer Menge ent-
sprechend 6,97 x 107 Imp/min fiinf 9 Monate alten Digitalis lanata Pflanzen iiber die
Blattoberfliche appliziert. Nach 24 Tagen hatten die Pflanzen 88,69, des angebotenen
4-14C-Cholestanons aufgenommen. Nach Abzug des von den Blittern abgewaschenen
Cholestanons und des in der Cyclohexanphase enthaltenen nicht umgewandelten Chole-
stanons ergab sich ein Metabolisierungsgrad von 66,3 % (4,09 x 107 Imp/min).

Die Glykoside wurden wie angegeben isoliert und hydrolysiert. Durch priparative
Schichtchromatographie im System n-Heptan/Aceton (4:1) und vierfache Entwicklung der
Platten konnten radioaktives Cholestanol (R, = 0,6) und Tigogenin (5a-H) (R, =0,5) und
durch Chromatographie im System Chloroform/Methanol (25:1, vierfache Entwicklung)
radioaktives Gitogenin (5x-H) (R, = 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 4- 102 Imp/min mg konstant. Die Einbaurate
in Cholestanolglykosid betrug 0,5 %;. Dariiber hinaus wurde aus der Cyclohexanphase freies
Cholestanol mit einer Gesamtaktivitit von 1,47 x 10¢ Imp/min (3,6 %, des metabolisierten
Cholestanons) und Cholestanolester mit einer Gesamtaktivitit von 0,92 x 105 Imp/min
(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 Aktivitiit der Kristalle und der Mutterlaugen umkristallisiert. Schon nach der
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ersten Kristallisation wurde eine gleichbleibende spezifische Aktivitit von 6912 + 360 Imp/
min my im Twgogenn and nadn der zweten Kswiisation cine spezifisdne AKGVIAL voa
8610 & 302 Imp/min mg im Gitogenin gefunden. Die Gesamtaktivitit des Tigogenins
betrug 1.002.240 Imp/min (2,45 %-ige Einbaurate) und des Gitogenins 2.410.800 Imp/min
(5,83 >)-ige Binbaurate}.

Durch diese Versuche ist gezeigt, daB Digitalis lanata-Pflanzen sowohl Cholestanol in
Cholestanon (3,53 %;) als auch umgekehrt Cholestanon in Cholestanol (6,35 %) umwandeln.
Da die Einbaurate des Cholestanons in Spirostanole wesentlich héher als die des Cholestanols
ist, erfolgt wahrscheinlich zuerst Hydrierung des 44-Cholestenons zum Cholestanon und
anscuoedend ber Y5 ren ber Sprovesdneernese. Do ber Dosyrivese der Spirosiznoe
aus Troessensd bprSse Soenizhs pe Dapbenon 201 CoOESIanon vorangenen, Wie &8 2n
obigen Formelschema angegeben ist.

Bennett, Sauer und Heftmann konnten nach Applikation von 4-'4C-Progesteron an
Digitalis Janata neben Cardepoliden anch Szx-13-Pregnan-3,20-dion und S5z-H-Pregnan-
3B-ol-20-on isolieren. Der erste Schritt diirfte hier die Isomerisierung der 44-Doppelbindung
des Propesterons 3» b D 29800np w0b 205850Denbe DIpbrrerony sem, 225 weire b
Reduktion der 3-Keto-Gruppe zum 5x-H-Pregnan-38-ol-20-on folgt. Auch bei diesen
letztgenannten Metavoiiten durfte cine gegenscitige Umwandtung aufircten’ Diese
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 (58-H) enthalten. Als Erklirung bietet sich an, daB in den Pflanzen bei
der Absittigung der A4-Doppelbindung Ring A/B-cis-Derivate entstehen, von denen aus
dieBiopenese ber Carbenohbe weiver doiauit. 5T véxan, Hed the Yneminsdne ¥iybherung
A*ungesittigter Steroide vorwiegend in die 58-H-Reihe fithrt. Die Bildung der 5a-H-
Dexivase Qlntie auseinar £ - Fatastwadeur anfalgon, e davon Bildung wold vive foommnise
beteiligt ist.

Die bisherigen Ergebnisse verschiedener Arbeitskreise deuteten auf eine Biogenesefolge
Cholesterin — 20«-Hydroxycholesterin — Pregnenolon — Progesteron — Cardenolide hin.,
Caspi et al.® stellten kiirzlich diesen Weg dadurch in Frage, daB sie nach Metabolisierung
einer Mischung von 4-!%C-Cholesterin und 7-*H-20«-Hydroxycholesterin bei Digitalis
lanata-Pflanzen wohl *H-markiertes, nicht aber *4C-markiertes Progesteron fanden. Sie
schlossen daraus, daB entweder zunichst eine Spaltung der Seitenkette zwischen C-23 und
C-24 eintritt oder aber unter Annahme eines Weges iiber die Pregnanstufe zumindest die
Verinderangen am Tholkseringerdst, <A, Hydrorung der £-Doppelbindrng wadjoder
HyaGroxyierungen an T-14 vzw. €©-12 und C-20 vorausgenen midren.

Zur Priifung der einen dieser Vermutungen wurde 4-'*C-Koprostanol (VI) Digitalis
lanata-Pflanzen angeboten.

HO 6]
H

(VD) Koprostanol (VII) Koprostanon
8 J. A. F. WICKRAMASINGHE, P. C. HIrscH, S. M. MUNAVALLI und E. Casp1, Biochemistry T, 3248 (1968).



Vergleich der Spirostanolbiogenese aus Cholestanol und Cholestanon 375

Die Herstellung von (VI) erfolgte durch Hydrierung von 4-!4C-Cholestenon (spezifische
Aktivitit 55,7 mc/mM) (I) zu Koprostanon (VII) mit 10 %, Pd auf Aktivkohle als Katalysator
in Isopropanol/KOH? und erneuter Hydrierung von VII mit PtO, in Eisessig/HBr. Nach
dieser Methode !° wurde in einem Vorversuch 88 % an Koprostanol (VI) erhalten, das von
seinem C-3-Epimeren (Epikoprostanol) durch Verteilungschromatographie getrennt
wurde.!! Hierbei wurden priparative Diinnschichtplatten mit 2-Phenoxyéithanol imprig-
niert und dreimal in n-Heptan entwickelt. Das Imprignierungsmittel lie8 sich durch Chroma-
tographie auf Kieselgel mit Cyclohexan/Essigester 3:2 wieder entfernen.

4-4C-Koprostanol (2,02:107 Imp/min) wurde drei 9 Monate alten Digitalis lanata-
Pflanzen in der beschriebenen Weise appliziert. Nach 26 Tagen wurden die Pflanzen auf- -
gearbeitet, der Methanolextrakt mit Cyclohexan ausgeschiittelt und danach mit Wasser
verdiinnt.

Aus der Cyclohexanphase wurde durch mehrfache Diinnschichtchromatographie
Koprostanon (58-H) (VII) isoliert, das durch Vergleich der R,~-Werte und durch Kokristal-
lisation mit authentischem Material identifiziert wurde. Die spezifische Aktivitit des
Koprostanons war 2160 Imp/min mg, seine Gesamtaktivitiit 216.000 Imp/min. Bei einem
Metabolisierungsgrad von 78 %, errechnet sich ein Umsatz des metabolisierten Koprostanols
von 0,138 9 in Koprostanon.

Zur Trennung der Cardenolidglykoside von den Spirostanolglykosiden bedienten wir
uns eines Verfahrens von Euw-Reichstein,'? nach dem sich bei der Verteilung die Cardeno-
lidglykoside vorwiegend im Chloroformextrakt der wilrigen Methanolphase und die
Glykoside der Spirostanole im Chloroform-Athanol-Extrakt befinden. Wir benutzten zur
Spirostanol-Extraktion Isobutanol. Nach der Hydrolyse der Cardenolidglykoside mit
0,1 nHCl und der Spirostanolglykoside mit 6 n H,SO,/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 Diinnschicht-
platten mit Chromschwefelsidure 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 (58-H-Derivate), die allerdings in Digitalis auch nicht vorkom-
men.

Unter gleichen Bedingungen wurde auch 4-1#C-Cholesterin (2,23-107 Imp/min, spezifische
Aktivitit 55,8 mc/mM) appliziert, um 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.® !* Die vergleichsweise geringe Aktivitit der beiden letzten Cardeno-
lide konnte wegen der Fehlergrenze der MeBanordnung nicht quantitativ bestimmt werden,

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

? G. SLomp, JR., Y. F. SHEALY, J. L. JoHNSON, R. A. DONIA, B. A. JOouNSON, R. P. HoLysz, R. L. PEDERSON,
A. O, JenseN und A. C. OtT, J. Am. Chem. Soc. T, 1216 (1955).
10 1., Ruzicka, H. BRUNGGER, E. EICHENBERGER und J. MEYER, Helv. chim. Acta 17, 1415 (1934),
1t D, 1. CARGILL, Analyst 87, 865 (1962).
12 3. v. Euw und T. REICHSTEIN, Helv. chim. Acta 47, 711 (1964); J. v. Euw und T. REICHSTEIN, Helv. chim.
Acta 49, 1468 (1966.)
13 R. TscHescHE, H. HULPKE und H. SCHOLTEN, Z. Naturforschg. 22b, 677 (1967).
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Spirastanate . Digltatis micat verwendet werden. Der Tinvnaa von Cactesterin, nidat doet
von Koprostanol in Cardenolide deutet ferner darauf hin, daB auf der Cholesterinstufe
keine Absittigung der 4°-Doppelbindung erfolgen kann. Dieses Ergebnis spricht mehr
fiir den bisher angenommenen Biosyntheseweg der Cardenolide iiber Pregnenolon und

Progesteron.
O 0

R,
R,

OH

HO
H

(VIII) R;=R;=H Digitoxigenin
(IX) R;=H, R, = OH Gitoxigenin
(X) Rj=0H, R, = H Digoxigenin

Eine Erklirung der Befunde von Caspi und Mitarb.? kénnte vielleicht darin gesucht
werden, daf die Hydroxylierung des Cholesterins an C-20 ein relativ langsamer enzy-
matischer Prozess 1st, der nocn durch geichzeitly zugetigies 2Va-Hydroxycholesterin
stark iniubiert wird. Die Hemmung eines Enzymsystems durch sein Exfolgsprodukt st
vielfach beobachtet worden. Es wire dann zu verstehen, daB kein *C-markiertes Proge-
steron aus 4-'#C-Cholesterin in den Pflanzen gefunden werden konnte.

Anerkenmung-—Wir danken der Deuwdhen Forsdhungspgemeinscnaft vichmals far die finanzielie Unter-
stiitzoang Jivsar At



