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glykosids Tomatin. Saxper und GriseBacu konnten zei-
gen, dal} 1-'*C-Na-Acetat durch junge Tomatenpflanzen
in Tomatin eingebaut wird 8. Es wurde daher jungen
Tomatenpflanzen 4-'*C-Cholesterin angeboten, um zu
priifen, ob Tomatidin daraus gebildet wiirde.

Tomatidin

In unseren Versuchen wurden die groften Blatter
von 4 Wochen alten Tomatenpflinzchen [Solanum lyco-
persicum (,,Hellfrucht“)] mit einer wiBrigen Losung von
2% TWEEN 20 gewaschen. In die Blattspreite wurde
eine alkoholische Losung von 4-'*C-Cholesterin mit
einer kleinen Pipette aufgetragen. Nach dem Eintrock-
nen besprithte man mit einer Mischung von Silicon-
ol/Petrolidther 1:1. Durch diese Oberflichenbehandlung
wird die applizierte Substanz vor Luftoxidation ge-
schiitzt und gleichzeitig nahezu vollstindig in die pflanz-
lichen Gewebe eingeschleppt?. Nach 7 bzw. 14 Tagen
wurden die Pflanzen oberhalb der Wurzel abgeschnit-
ten und nach Zerkleinerung 48 Stdn. mit 2-proz. Essig-
sdure unter Rithren extrahiert 8. Der Extrakt wurde mit
willrigem Ammoniak versetzt und das Alkaloid mit
Isobutanol extrahiert. Der Auszug wurde eingedampft

H. Saxper u. H. Grisesacu, Z.

[1958].

7 R. D. Bexxerr u. E. Herrvass, Phytochemistry 4, 577
[1965].

8 R. Kun~ u. I. Low, Chem. Ber. 85, 416 [1952].

Y. Saro, A. Karz u. E. Moserric, J. Amer. chem. Soc.

74, 538 [1952].
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Zur Biosynthese von Steroid-Derivaten
im Pflanzenbereich

5. Mitt. *: Versuche zur Aufkldarung von
Zusammenhiingen zwischen der Digitanol- und
Cardenolidbiosynthese

R. Tscuescue und B. Brassat
Organisch-Chemisches Institut der Universitdat Bonn
(7. Naturforschg. 21 b, 894--895 [1966] ; eingegangen am 6. Juni 1966)

In zahlreichen Pflanzen aus den Familien der
Asclepiadaceen und Scrofulariaceen sind Steroid-
Derivate mit 21 C-Atomen gefunden worden, die als ge-
meinsame Strukturmerkmale eine 35-OH-Gruppe, eine

' 4. Mitt.: R. Tscuescue u. H. Hurexe, Z. Naturforschg., im
Druck.

* R. Tscuescue, Angew. Chem. 73, 727 [1961].

3 R. Tscuescue, Bull. Soc. chim. France 1965, 1219.

NOTIZEN

und zur Spaltung der Glykoside mit 1-n. HCl am Riick-
fluB erhitzt. Es zeigte sich, daB ca. 30% des applizier-
ten 4-C-Cholesterins metabolisiert worden war, 1%
war in Tomatidin inkorporiert worden (bei 14-tdgiger
Inkubation 1,5%). Tomatidin sowie das daraus darge-
stellte O.N-Diacetat wurde durch diinnschichtchromato-
graphischen Vergleich mit authentischen Proben identi-
fiziert. (Die Radiochromatogramme wurden mit dem
Scanner LB 2720 der Fa. Berthold ausgezahlt.)

Nach Reindarstellung durch préparative Platten-
chromatographie wurde das erhaltene Tomatidin mit
100 mg inaktivem authentischem Material versetzt und
die Mischung 9-mal aus Methanol/Ammoniak umkri-
stallisiert. Die 2. bis 9. Kristallfraktion zeigte eine
gleichbleibende konstante spezifische Aktivitat.

Tomatidin: 430+ 12 Imp/mg min,
Tomatidin O,N-Diacetat: 340+ 10 Imp/mg min.

(Die Aktivitdten wurden mit dem fensterlosen Methan-
durchflufizdahler FH 407 der Fa. Frieseke und Hopfner
gemessen. Zihlausbeute 12%.) Zur weiteren Sicherung
der erhaltenen Ergebnisse wurde das Tomatidin durch
Abbau nach Marker ? in A'%-Allopregnen-3/-0l-20-on
iibergefiihrt. Das verbleibende Pregnangeriist enthielt
die gesamte Radioaktivitét.

Tomatenpflanzen ' sind somit in der Lage, Chol-
esterin zur Biosynthese von Tomatidin heranzuziehen.
Es bleibt offen, ob die Biosynthese iiber Spirostanol-
Derivate verlduft oder ein paralleler Weg beschritten
wird.

10 Wir mochten an dieser Stelle Herrn Professor Dr, M.
Steiner, Institut fiir Pharmakognosie, Bonn, vielmals fiir
die Uberlassung eines Gewiichshauses danken. Herrn
Gértnermeister Ecurie sei fiir die Betreuung der Pflanzen
gedankt.

Sauerstoffunktion an C-20 und im Steroidgeriist bis zu
drei weitere Sauerstoffunktionen enthalten. Die 35-OH-
Gruppe dieser sogenannten Digitanol-Derivate % 3 ist im
nativen Zustand glykosidiert.

Die biochemische Bedeutung dieser Substanzklasse
ist bislang ungekldrt. 1960 haben Tscuescue und
Snarzke # die Vermutung ausgesprochen, dal} sie im
A5-Pregnenol-33-on-20 eine gemeinsame biogenetische
Vorstufe haben. Nachdem Tscuescue und Livienwerss
der Nachweis der Biosynthese von radioaktiv markier-
ten Cardenoliden aus 21-'4C-Pregnenolonglucosid an
Digitalis lanata gelungen war, erschien es denkbar, daf}
es sich bei den stirker hydroxylierten Digitanolen um
Zwischen- oder Nebenprodukte bei der Cardenolid-Bio-
synthese handelt.

4 R. Tscuescue u. G. S~arzke, Liebigs Ann. Chem. 636,
105 [1960].
5 R. TschnescHe u.

265 [1964].
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NOTIZEN

Zur Uberpriifung dieser Zusammenhinge behandel-
ten wir Blitter von Digitalis purpurea mit 21-4C-
Pregnenolonglucosid. Diese Pflanze enthélt neben Digi-
toxigenin (I) und anderen Cardenoliden das Digitanol-
Derivat Digipurpurogenin (II) in Form seines Tri-
digitoxosids Digipurpurin, das in Digitalis lanata nicht
vorkommt.

0

g
! oy €=0
|

H

I Digitoxigenin II Digipurpurogenin

Die Applikation erfolgte durch Einstellen der abge-
schnittenen Digitalisblatter in eine wilirige Losung des
radioaktiven Pregnenclonglucosids. Die Blétter blieben
wihrend der Inkubationszeit im Gewéchshaus bei 18
bis 22 °C unter zusitzlicher kiinstlicher Beleuchtung
(15 Stdn./Tag) *. Die eingesetzte Aktivitit betrug
0,65mC = 1,7-108Imp./Min. (gemessen im fenster-
losen Methandurchflulzéhler FH 407 mit Handproben-
wechsler BL 503 der Fa. Friesecke & Hopfner). Nach
11 Tagen hatten die Blitter 15,5% der Aktitivit auf-
genommen.

Die Aufarbeitung geschah zunéchst durch Homogeni-
sieren und mehrmaliges Extrahieren mit Methanol. Die
Herstellung eines Radiochromatogramms und die Ab-
schitzung der Peakflichen ergab, daB mindestens 70%
des aufgenommenen 21-C-Pregnenolonglucosids meta-
bolisiert worden waren.

Aus dem Extrakt wurden Chlorophyll und andere
stark lipophile Substanzen durch Phasenverteilung
zwischen Methanol/Wasser und Cyclohexan entfernt.
Zur weiteren Anreicherung schiittelte man die wasser-
haltige Phase mit Chloroform aus.

Im Interesse einer einfachen Aufirennung des Ge-
misches schien es angebracht, die Glykoside einer sau-
ren Spaltung zu unterwerfen. Allerdings bewirkt die
Sédurebehandlung auBlerdem eine Umlagerung der im
nativen Digipurpurogenin enthaltenen 12a-Hydroxy-
gruppe nach 125. Durch geeignete Wahl der Reaktions-
bedingungen lie} sich diese Umlagerung jedoch prak-
tisch quantitativ gestalten, so dall bei der weiteren
Auftrennung des Substanzgemisches die 123-Hydroxy-
verbindung Digipurpurogenin II als einheitliches Folge-
produkt anfiel.

Die erhaltenen Aglykone lieflen sich durch Phasen-
verteilung zwischen Wasser/Methanol und Chloroform
von den Zuckern trennen. Aus dem Eindampfriickstand
der schweren Phasen wurde durch Sédulenchromatographie
an SiO, mit Chloroform und steigenden Mengen Essig-
ester als Laufmittel sowie anschlieBende Schichtchro-

* Herrn Prof. Dr. M. Steiver, Direktor des Pharmakogno-
stischen Instituts der Bonner Universitdt, sei auch an die-
ser Stelle herzlich fiir die Erlaubnis zur Benutzung des
Gewichshauses gedankt.

% J. v. Evw u. T. Rewcnsteiy, Helv. chim. Acta 47, 711
[1964].
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matographie an Kieselgel G (Merck) eine Digipurpuro-
genin II enthaltende Fraktion gewonnen. Nach Mischen
mit authentischem Digipurpurogenin II und Acetylie-
ren des Substanzgemisches mit Acetanhydrid in Pyridin
fiel durch Kristallisation reines Digipurpurogenin II-
acetat an, welches keine nachweisbare Radioaktivitit
enthielt. Aus der von den Pflanzen aufgenommenen
Aktivitdit und der bei der Acetylierung eingesetzten
Substanzmenge ergibt sich unter Beriicksichtigung der
Empfindlichkeit der benutzten Ziéhlapparatur und der
Reproduzierbarkeit der MefBwerte fiir die Einbaurate
der Radioaktivitdt in das Digipurpurin der Pflanze ein
Héchstwert von 1,110 3 Prozent.

Aus einer weiteren bei der chromatographischen An-
reicherung der Aglykone anfallenden Fraktion lief} sich
radioaktives Digitoxigenin isolieren. Durch Cokristalli-
sation sowohl des Digitoxigenins als auch seines Ace-
tats mit authentischem inaktivem Material gelangte
man in allen Fillen zu Prdparaten, deren spezifische
Aktivitdt sich bei weiterem Umkristallisieren nicht mehr
dnderte und fiir die Kristalle und die eingedampften
Mutterlaugen den gleichen Wert besal3. Die Einbaurate
betrug hier mindestens 0,12 Prozent. Damit erhalt die
von Tscuescue und Livienwesss ® an Digitalis lanata be-
obachtete Biosynthese von Digitoxigenin aus Pregneno-
longlucosid auch fiir Digitalis purpurea ihre Bestdti-
gung.

Die Entstehung des radioaktiven Digitoxigenins
konnte man auch dadurch erkliren, da3 die Pflanze
das angebotene Pregnenolon abbaut, wobei die mar-
kierte Acetylgruppe in Form von 2-4C-Acetyl-CoA wie-
der zum Aufbau von Steroiden verwendet wird. In die-
sem Fall miifite sich Radioaktivitit im gesamten Ste-
roidgeriist des Digitoxigenins nachweisen lassen. Um
diese Moglichkeit auszuschliellen, wurde das Digitoxi-
genin nach einer Vorschrift von v. Evw und Rercustei ¢
abgebaut. Dabei konnte die gesamte Radioaktivitit im
Butenolidring lokalisiert werden, und zwar ausschlie-
lich im C-21. Damit gewinnt die Vermutung an Ge-
wicht, dall der Aufbau des Butenolidrings der Cardeno-
lide durch Angliederung von Malonyl-Co-A bewirkt
wird. Wahrend der Gehalt der Pflanze an Digipurpuro-
genin etwa ein Zehntel des Digitoxigeningehalts — be-
zogen auf die Molzahlen — betrégt, entsprechen die
Gesamtaktivitdten beider Substanzen bei weitem nicht
diesem Zahlenverhiltnis. Die im Digitoxigenin nachge-
wiesene Aktivitit liegt mindestens um das Hundert-
fache hoher als die Gesamtaktivitit des Digipurpuro-
genins. Auf Grund dessen ist nicht anzunehmen, daf}
die Biosynthese beider Substanzen miteinander gekop-
pelt ist.

Aus den vorliegenden Befunden geht jedoch nicht
eindeutig hervor, dall zwischen Pregnenolon und Digi-
purpurin kein biogenetischer Zusammenhang besteht.
Moglicherweise entsteht Digipurpurin nicht in den
Blattern der Pflanze. Denkbar ist auch, daf3 seine Bio-
synthese auf bestimmte Entwicklungsphasen der
Pflanze oder auf bestimmte Jahreszeiten beschrankt ist.
Versuche, diese Fragen zu klédren, sind aufgenommen
worden.



