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unserem synthetischen 14C-Produkt scheint das aber nicht der Pall zu sein. Each Lnng- 
don & Bloch') wird mit 14C markiertes naturliches Squalen, das biologisch aus 14C-haltigem 
Acetat dergestellt wurde, in der Maus weitgehend in 14C-haltiges Cholesterol ubergefuhrt'; 
dies konnte noch mit nur 20800 c.p.m.2) lieferndem Squalen nachgewiesen werden. Unsrr 
synthetisches ,,Squalen" erwies sich in vivo und in vitro biologisch vollstandig irialrtiv3), 
und weil ein bis 750000 c.p.m. lieferndes Produkt verwendet wurde, glauben wir, dass 
darin weniger als 37: der Molelreln die naturliche Konfiguration besitzen, sofern die 
Molekeln mit unnaturlicher Konfignration nicht die Bildung von Cholesterol aus natur- 
lichem Squalen verhindern. Uiese Rlockierwirkung scheint aber unwahrscheinlich, weil 
regeneriertes ,,Squalen" die Synthese von Cholesterol aus markiertem Acctat offenbar 
nicht becinflusst'). 

Wir danken Herrn Dr. A .  Rheiner fur  seine Hilfe bei der ubersetzung des Menci- 
skripts. 

Chemical Laboratory, University of California, 
Berkeley 4, California. 

91. aber Protsveratrin A und Protoveratrin B. 
6. Mitteilung uber Veratrum-Alkaloidej) 

von A. Stoll und E. Seebeck. 
(31 .  111. 5 3 . )  

Gegen Ende dcs letzten Jahrhuntlerts konnte BaZxber.yer6) aus deli 
Rhizomen von Veratrum album erstmals eiii stark toxisches Alkaloid 
isolieren, das er wegen tier vermuteten Verwandtschaft mit Veratrin 
Protoveratrin nannte. Mit der Reindarstellung des Protoveratrins aus 
tien Rhizorncn von Veratrum album befassten sich im Laufe der %Pi t  
Brecleiiiu?zn7j, PoethkeA), Jacobs9) und Glenlo) .  Aux den lPTixrzeln von Ve- 
ratrum viride konnte vor kurzem KZohsll) ein rolies Protoveralrin ge- 
winnen, tlas er mit Hilfe der Gegenstroniverteilung zwischen Benzol 
unti Acetat-Puffer pH 5,5 in die beiden Alkaloide Protoveratrin unti 
Neoprotoveratrin zerlegte. Klohs gibt fiir das Protoveratrin den Snip. 

l )  R. C. Langrlon & R. Iiloch, J .  Hiol. Cheni. 200, 135 (19.53). 
2, Counts per minute. 
3, G. M .  T'omhinc, 7. L. ChaLhoff, 11 . G'. Dnuben, H .  L. Hrndlocc. 4 1'. . 1 .  S r o e ,  ilni. 

4, 0. M .  Tornkin , ,  I t  . G. Thiuhen, H .  Sheppard X. I. L. Chaikotf, -1. 13101. Chcm. ( ~ I I I  

j) .5. Mittcilung: A .  StoZZ & E .  Brebeck, Helv. 36, 189 (1953). 
G ,  Gy. Sakbergrr, Arch. Pharm. 228,  462 (1890). 
7 )  E. Nredwnann, Apoth. Ztg. 21, 41 (1906). 

9, L. C .  Craig & Mi. A .  Jacobs, J. Biol. Chem. 143, 427 (1942). 

Sor. 74, 6145 (1952). 

Thick) .  

I I  . Poefhke, Arch. Pharm. 275, 357 (1937). 

lo) TY. L. Glen, G. 9. Myws ,  R. Barber, P .  Morozovitch & C. A. Grant, Xatuic. 170, 
932 (1952). 

11) M .  IY. Klohs, R. A4rons, ill. D .  Draper, F. Keller, AS. KostPr, It'. MaledL & li'. J .  1'~-  
f r a r r k ,  Am. Sw. 74, 5107 (1952). 
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855n, die spezifische Drehung in Chloroform [a]: = - 8,3O und die 
Bruttoformel C,,H,,O,,N an. Fur das Neoprotoveratrin bestimmte er 
den Smp. 255,4-255,8O, die spezifische Drehung in Pyridin = 

- 39", in Chloroform [ M I ?  = - 3,Sn und die Bruttoformel C,lH,,O,,?U'. 
I n  eigenen Untersuchungen uber die Veratrum-Alkaloide konnten 

wir das nach den Angaben von Jacobs aus Veratrum album isoliertt. 
und von ihm als ein einheitliches Alkaloid beschriebenel) Protovera- 
trin niit Hilfe der Gegenstromverteilung zwischen Benzol und Acetat- 
puffer pH 5,5 in zwei einheitliche Alkaloide zerlegen. Bur Unterschei- 
dung vom Ausgangsmaterial schlagen wir dafiir die Bezeichnungen 
Protoveratrin A und Protoveratrin B2) vor, wahrend wir fur das Ge- 
misch der beiden den in der Literatur bisher gebrauchlichen Namen 
,,Protoveratrin" beibehalten mochten. 

Reines Protoveratrin A kristallisiert aus Alkohol in yuadratischen 
Blattchen, die im Kupferblock zwischen 259O und 262O, auf dem 
Kofler-Block indessen zwischen 302 O und 304 unter Zersetzung und 
Aufschaumen schmelzen. Protoveratrin A lnesitzt in Pyridin eine spe- 
zifische Drehung [cr]: = - 44,l O & Y o ,  in Chloroform [a]$ = - 12,l 
f 2 O .  Reines Protoveratrin H kristallisiert aus Alkohol ebenfalls in 
yuadratischen Blattchen, die im Kupferblock zwischen 254O untl255 O ,  

auf dem Kofler-Block zwischen 285O und 290O unter Zersetzung und 
Aufschaumen schmelzen. Protoveratrin B hat in Pyridin eine spezi- 
fische Drehung [ E ] :  = - 39,8O & 2O, in Chloroform [ c r ] ~  = - 3,5O f2". 
Auf Grund des Smp. und der spezifischen Drehungen in Pyridin untl 
Chloroform konnte unser Protoveratrin R aus Veratrum album mit 
dem von Klohs beschriebenen Neoprotoveratrin aus Veratrum viride 
identisch sein. 

Protoveratrin A und Protoveratrin R losen sich in 84-proz. Schwc- 
felsaure farblos auf; im Verlaufe von einer bis zwei Std. farbt sich die 
LosungvonProtoveratrinA kornblumenblau, vonProtoveratrin B grun. 

Fur Protoveratrin schlug 8aZxberger die Bruttoformel C,,H,,O,,W 
vor, die von Poethke,) auf C,,H,,O,,N abgeandert wurde. Da Poethkc 
nach der alkalischen Hydrolyse des Protoveratrins ausser dem amor- 
phen Protoverin, dem er die Bruttoformel C28H,,0,,N zuschrieb, zwei 
mit Wasserdampf fluchtige Sauren (Essigsaure und ( -)-cc-Methyl- 
buttersaure) und eine nicht fluchtige Saure ( (  +)-cr-Methyl-cr-oxy- 
butterssure) fand, fasste er das Protoveratrin als einen Tri-ester 
des Protoverins auf. Jacobs bestatigte in seiner ersten Arbeit die von 
Poethke fur das Protoveratrin vorgeschlagene Bruttoformel, anderte 
sie dann aber auf C,,H,,0,,N4) ab, als er fiir das kristallisierte I'roto- 

* )  L. G. Craig d. W. A. Jocobs, 1. c. 
2, Wir folgen damit zugleich einem privat iibermittelten Vorschlag von Prof. L)r. 

Otto Krayer, Harvard Medical School in Boston (USA.). 
3, W .  Poethke, Arch. Pharm. 275, 571 (1937). 
3, IV. A .  Jacobs & L. C. Craig, J. Biol. Chem. 149, 271 (1943). 
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verin die Bruttoformel C,,H,,O,N fand. Die von ihm fur das Proto- 
veratrin angegebene Bruttoformel wurde auch von Glen und von Klohs 
iibernommen, obgleich letzterer bei der Bestimniung der mit Wasser- 
tlampf fliichtigen SBuren 2,59 anstatt 2,O Mol fand. 

Bei Uberpriifung dieser noch etwas unklaren Verhaltnisse unter 
Verwendung einheitlicher Praparate fanden wir, dass das Protovera- 
trin A bei der alkalischen Hydrolyse in ein Mol Protoverin, zwei  Mol 
Essigsaure, ein Mol (-)-a-Methyl-buttersaure und ein Mol (+)-cr-Me- 
thyl-cr-oxy-buttersiiure gespalten wird. Demnach ist das Protovera- 
trin A ein Tetra-ester, fur den sich aus den Spaltprodukten die Brutto- 
formel C,,H6,O1,N, entsprechend einem Molekulargewicht von 793,91, 
ergibt. Diese Bruttoformel steht in guter Ubereinstimmung mit un- 
seren Elemcntaranalysen und Molekulargewichtsbestimmungen. 

Was das Alkamin anbetrifft, so erhielten sowohl Jacobs wie Klohs 
bei der alkalischen Hydrolyse des Protoveratrins mit methanolischer 
Natronlauge als basisches Spaltprodukt das Protoverin. Diesen Be- 
funden stehen die von Glen1) in einer vorlaufigen Mitteilung gemachten 
Angaben gegenuber, der nach dor alkalischen Hydrolyse des Proto- 
veratrins als Alkamin das Iso-protoverin isolierte. Da aber aus den 
Arbeiten von Jacobs bekannt ist, dass sich das Protoverin beim Er- 
warmen mit methanolischer Natronlauge in Iso-protoverin umlagert, 
so ist es naheliegend, dass eine solche Umlagerung auch bei der alkali- 
schen Hydrolyse des Protoveratrins eintreten kann. Urn die Frage nach 
dem genuinen Alkamin endgultig abzuklaren, verseiften wir das Proto- 
veratrin A moglichst schonend mit der berechneten Menge Pottasche 
in wasseriger-methanolischer Liisung bei Zimmertemperatur und er- 
hielten schliesslich das kristallisierte Protoverin. Damit durfte bewiesen 
win, dass das genuine Alkamin von Protoveratrin A das Protoverin ist. 

Das Protoveratrin B haben wir nach den von Klohs fur das Neo- 
protoveratrin gemachten Angaben verseift und die von ihm heschrie- 
benen Spaltprodukte aufgefunden. Sie ergeben fur das Protoveratrin B 
die gleicha Bruttoformel C41H63015N, welche auch fur das Neoproto- 
veratrin bestimmt wurde. Wahrend h'lohs von der aus dem Neoproto- 
veratrin erhaltltcnen cr-Methyl-buttersaure nicht angibt, oh es sich da- 
bei um die racemische oder die optisch aktive Form der Saure handelt, 
fanden wir, dass bei der Hydrolyse von Protoveratrin B die optisch 
aktive ( - )-cr-Methyl-butters&ure freigesetzt wird. 

Nachfolgend sind die Hydrolysenprodukte von Protoveratrin A 
und Protoveratrin B, sowie die wichtigsten Daten der beiden Ester- 
alkaloide zusammengestellt. 

2 Mol Essigsaure 
P r o t o v e r a t r i n  B + Protovcrin+ 1 Mol ( -  )-cc-Methyl-buttersaure i 1 Mol (+  )-a-Methpl-a-oxp-buttersaure 

-~ 

l) I f - .  L. Glen, 1. c. 



Volumen XXXVI, Fasciculus 111 (1953) - No. 91. 721 

2 Mol Essigsaure 
P r o t o v e r a t r i n  B --+ Protoverint I 1 Mol (-)-sr-Methyl-huttersaure 1 1 Mol ( + )-cc-Methyl-cc,b-dioxy-buttersaure 

Demnach unterscheidet sich das Protoveratrin B vom Protovera- 
trin A nur durch eine zusgtzliehe Hydroxylgruppe an Stelle eines 
Wa%sserstoff atoms im ( + ) - cr-Methyl- x-oxy-buttersiiurerest . 

Tabelle 1. 
Eigenschaften von Protoveratrin A und Protoveratrin B. 

Bruttoformel . . . . . . . . .  
Smp. Cu-Block . . . . . . . .  
Smp. Kofler-Block . . . . . . .  
[E]: in Pyridin . . . . . . . .  
[n]E in Chloroform . . . . . . .  
Kristallisation aus Alkohol . . .  

F a r h r e a k t i o n  mit 84-p rOZ.  
Schwefelsiiure nach 2 Min. . .  
nach 90 Min. . . . . . . . .  - 

Protoveratrin A 

C,,H,,Ol,N 
259-262O (Zers.) 
302--304O (Zprs.) 
-44,lO 1 2 '  

- 12,lO 4- 20 
quadratische 

Blattchen 

farblos 
hlau 

~~ 

Protoveratrin B 

C41H63015K 

254-255O (Zers.) 
285-290O (Zers.) 
- 39,s' & 2' 

- 3 3 0  5 20 
quadratische 

Klattchen 

farblos 
griin - 

Entsprechcnd der nahen chemischen Verwandtschaft zeigen Pro- 
t overatrin A uiid Protoveratrin B in ihrer pharmakodynamischen Wir- 
kurig (Blutdrucksenkung usw.) nur geringfiigige Unterschiedel). 

Experimentel ler  Tei l .  
1. P r o t o v e r a t r i n  A u n d  P r o t o v e r a t r i n  B. 8,O g mehrinals aus Alkohol um-  

Iiristallisiertes Protoveratrin, das wir nach den Angaben von Jacob.+) aus den R,hizomen 
von Veratrum album isolierten, wurden der Vorschrift von KZohs3) folgend, der Gegen- 
xtromverteilung zwischcn Benzol und 2-mol. Acetatpuffer pH 5,5 unterworfen. Die Frak- 
tionen 1-16, die zusamrnen 4,8 g wogen, loste man in 24 em3 Chloroform und 35 em3 
dlkohol und destillierte dann a m  der auf 3 0 4 0 O  erwarmten Losung das Chloroform 
unter vermindertem Druek soweit ab, bis das Protoveratrin A auszulrristallisieren hegann. 
Nach 24stiindigem Stehen hei 3O wurden die Kristalle ahfiltriert und unter denselben Re- 
tfingungen aus Alkohol-Chloroform nochmals umkristsllisiert. Dabei erhielt man 2,9 g 
rcines Protoveratrin A in quadratischen Blattchen, die im Kupferhlock zwischen 259-262", 
auf dem Iiofler-Block indessen zwischen 302-304O unter Zersetzung und Aufsch~nmen 
schmolzen. Die Kristalle farbten sich ctwa 30" unterhalb ihres Zcrsetzungspunktes all- 
rnahlich dunkelhraun. 

C41H63014X (793,91) Ber. C 62,Ol H 7,99% Gef. C 61,90 H 7,79% 
[E]: = -44,lO & 2O (in Pyridin; c = 1J2) 

[a]: = - 12,1* & 2O (in Chloroform; c = 3,2) 
10 mg Protoveratrin A losen sich in 2 01313 84-proz. Schwefclsaure farblos auf. Im 

I-vrlaufe von 2 Std. farht sich die Losung kornhlumenblau; nach 24 Std. ist sie dunkel- 
violett gefarbt. 

l) Privatmitteilung von Prof. Dr. E .  Rothlin, Basel. 
z, L. C. Craig& W .  A .  Jucobs, J. Biol. Chem. 143, 427 (1942). 
3, M .  W. Klohs und Mitarbeiter, 1. c. 
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Die Fraktionen 16-24 der Gegenstromverteilung lieferten 3,2 g rohes Protovera- 
trin B; daraus aus Chloroform-Alkohol 2, l  g quadratische Blattchen, Smp. im Kupfer- 
block zwischen 25P255O und auf dem Kofler-Block zwischen 285-290°, unter Zers. und 
Aufschaumen; die Kristalle farbten sich etwa 30O unterhalb des Zersetzungspunktes all- 
mahlich braun. 

C,,H,301,N (809,91) Ber. C 60,80 H 7,84% Gef. C 60,70 H 8,050/, 
[a]: = - 39,8O & 2" (in Pyridin; c = 1,24) 
[a]: = - 3,5O f 2O (in Chloroform; c = 3,l) 

10 mg Protoveratrin B losen sich in 2 em3 84-proz. Schwefelsaure farblos auf; im 
Verlaufe von einer Std. farbt sich die Losung griin; nach 24 8td. ist sie dunkelviolett 
gefarbt. 

2. B e s t i m m u n g  d e s  Molekulargewichtes  v o n  P r o t o v e r a t r i n  A. 317 nig; 
286 mg Protoveratrin A wurden in 10,OO em3 0,l-n. Schwefelsaure gelost und nach Zu- 
gabe von 3 Tropfen Methylrot mit 0,l-n. Natronlauge zuriiclrtitriert: verbraucht 5,97 cm3; 
6,42 em3 0,1 -n. NaOH. 

C,,H,,O1,N Mo1.-Gew. Ber. 793,91 Gef. 786,6; 798,8 
3. Alkal i sche  H y d r o l y s e  v o n  P r o t o v e r a t r i n  A. I n  einem mit Riickflusskuhler 

versehenen Kolben wurden 3,0 g Protoveratrin A mit 15 em3 2-n. alkoholischer Kalilauge 
iind 15 cm3 Wasser 1 Std. zum lebhaften Sieden erhitzt. Nach dem Abdestillieren des 
Alkohols im Vakuum wurde die dunkelgefarbte wasserige Losung mit 30 em3 30-proz. 
Phosphorsaure versetzt und mit Wasserdampf destilliert. In  Fraktionen von je 25 em3 
hestimmtc man zuerst die optische Drehung und titrierte dann die Sauren mit 0,141. 
Natronlauge in Gegenwart von Phenolphtalein. 

1. Fraktion a: = -0,75O 60,O em3 0,l-n. NaOH 
2. Fraktion a$ = Oo 
3. Fraktion 
4. Fraktion 
5. Fraktion 
6. Fraktion 
7. Fraktion 
8. Fraktion 
9. Fraktion 
Gefunden total 

21,l em3 ,. 
9,9 cm3 ,. 
6,7 cm3 ., 
4,7 em3 ,, 
3,5 cm3 ., 
2, l  em3 ,, 
1,6 em3 ,, 
0,9 cm3 ,, 

110,5 em3 0,l-n.  NaOH 
Berechnct fur 3 Saureiiquivalente 113,3 em3 0,l-n. NaOH. 

( -  )-a-MethyZ-buftersuure: Bar. 385,7 mg; Gef. gemass opt. Drehungl) 375,O mg. 
Idenfifizierung der Essigsaure und der ( - )-a-Methyl-butlersuure: Nach dem Abdestil- 

lieren des Wassers aus 160 em3 des neutralisierten Destillates wurden die Salze der Essig- 
saure und der ( - )-a-Methyl-buttersaure in iiblicher Weise mit p-Phenylphenacylbromid 
in die entsprechenden Ester ubergefuhrt. 700 mg dcr rohen Ester wurden auf einc aus 
60 g Aluminiumoxyd bereitete Saule gcbracht und mit Petrolather-Benzol 3: 1 eluiert, 
wobei Fraktionen von je 25 om3 aufgefangen wurden. Von der 12. Fraktion an bis zur 
22. Fraktion wurde die Saule mit Petrolather-Benzol 3:2 eluiert. 

Aus den ersten fiinf Fraktionen (90 mg) erhielt man nach dem Umkristallisieren 
ails Ather-Petrolather unverandertes p-Phenylphenacylbromid zuriick, Smp. 123-125O. 
Ails den Fraktionen 6-11 (270 mg) kristallisierte BUS Ather-Petrolather der p-Phenyl- 
phenacylester der ( -  )-cr-Methyl-buttersaure aus, Smp. 70-72", Misch-Smp. mit einem 
authentischen Praparat ebenso. AUB den Fraktionen 14-22 (395 mg) erhielt man nach 
dem Umkristallisieren aus Ather-Petrolather grosse Blattchen vom Smp. 109--111O5 die 
sich als p-Phenylphenacylester der Essigsaure erwiescn. 

l) Die reinc ( - )-cr-Methyl-buttersawe besitzt nach J. Fried, H .  L. White & 0. IVin- 
twsteiner (Am. Soc. 72, 4621 (1950)) in Wasser eine spezifische Drehung von [a]: = - 25". 
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(+ )-a-~ethyZ-a-oxy-buttersiiure : Nach der Wasserdampfdestillation der fliichtigen 
Rauren wurde der Destillatjmsriickstand 4 Std. in einem Extraktor mit Ather extrahiert. 
Aus der dunkelgefarbten Atherlosung fiihrte man die Saure in 20 om3 n. Natronlauge 
iiber, sauerte mit 50-proz. Schwefelsaure an und extrahierte erneut mit Ather. Nach dem 
Trocknen der Atherlosung iiber Natriumsulfat und Abdestillieren des Losungsm!ttels 
blieben 386 mg kristallisierte ( + )-a-Methyl-cr-oxy-buttersaure zuriick; aus wenig Ather 
und vie1 Petrolather lange Nadeln vom Smp. 72-73". 

[a]: = + 8,5O 2O (in 0,2-n. Natronlauge; c = 0,88)l) 

Zur weiteren Identifizierung wurde die Saure in iiblicher Weise in den p-Phenyl- 
phenacylester iibergefiihrt : aus Ather grosse Prismen vom Smp. 118-1190. 

C,,H,,,O4 (312,35) Ber. C 73,06 H 6,45% Gef. C 72,98 H 6,54% 
4. D i e  Gewinnung v o n  P r o t o v e r i n  a u s  P r o t o v e r a t r i n  A, Zu einer Losung 

von 174 mg Pottasche in 1,75 cm3 Wasser fiigte man 10 cm3 Methanol und 500 mg Proto- 
veratrin A hinzu. Bei iifterem Umschwenken ging das Protoveratrin A im Verlaufe von 
2 Std. in Losung. Nach 24stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur wurde das Methanol, 
das angenehm esterartig roch, im Vakuum abdestilliert und die klare wasserige Losung 
nach Zugabe von 20 om3 Wasser mit Chloroform im Extraktor erschopfend digeriert. 
Schon nach zweistiindiger Extraktion fielen aus der Chloroformlosung feine I 1; a d e n  1 aus, 
die nach dem Abfiltrieren und Trocknen 163 mg wogen. Einmaliges Umkristallisieren aus 
wenig Methanol lieferte 133 mg reines Protoverin in feinen Nadeln voni Smp. 220-222" 
(Zers.) ; Misch-Snip. mit authentischem Protoverin ohne Depression. 

[a]'," = - 15,7O & 2O (in Pyridin; c = 1.1) 

Zu  s ammenf  a s sung. 
Protoveratrin aus den Rhizomen von Veratrum album wurde 

mittels Gegenstromverteilung zwischen Benzol unct Acetatpuffer pH 
.5,5 in zwei einheitliche Alkaloide, Protoveratrin A und Protovera- 
trin B, zerlegt. Protoveratrin B durfte mit dem aus Veratrum viride 
isolierten Neoprotoveratrin identisch sein. 

Protoveratrin A, dem die Bruttoformel C,,H,,O,,N zukommt, ist 
wie die Komponente B ein Tetra-ester. Alkalische Hydrolyse spaltet 
Protoveratrin A in ein Mol Protoverin, zwei Mol Essigsaure, ein Mol 
( -- ) - a-Me t hyl- bu t tersaure und ein Mol ( + ) - a -Methyl- a- ox y -butter siiure. 

Protoveratrin A und Protoveratrin B unterscheiden sich nur da- 
durch, dass die B-Komponente an Stelle der ( +)-a-Methyl-a-oxy- 
buttersaure des Protoveratrin A die ( +)-a-&fethyl-a,B-dioxy-butter- 
same tragt. Die geringen Unterschiede in der pharmakodynamischen 
Wirkung der beiden Alkaloide finden damit ihre Erklarung. 

Pharmazeutisch-chemisches Laboratorium 
,,Xccrzdox", Basel. 

1)  Fur die ( + )-cr-Methyl-cr-oxy-buttersaure, die als Spdtprodukt des Germitrins 
und des Germerins vorkornmt, geben J .  Fried, H .  L. White & 0. Wintersteiner (1. c.) den 
Smp. 72,5-73,5" und cine spez. Drehung in 0,2-n. Natronlauge von [a]: 7 f12" an. 




