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152. Zur Konstitution des Marinobufagins, 111. Mitteilung l) 
Uber Krotengifte, 18. Mitteilungz) 

von Herbert Schroter, Richard Rees und Kuno Meyer 
(28. V. 59) 

In der letzten Mitteilung uber Marinobufagin war gezeigt l) worden, dass diesem 
die Bruttoformel CMHS2O5 zukommen muss. Ferner war auf Grund der Ergebnisse 
von Abbauversuchen fur dieses Bufogenin die Formel eines 38, 5-Dihydroxy-oxido- 
5/?-bufa-20,22-dienolids in Vorschlag gebracht worden, wobei dessen Steroidnatur 
durch das Resultat der Selendehydrier~ng~) als erwiesen angesehen wurde. Genauere 
chemische Anhaltspunkte uber die Art und die Haftstelle der vermuteten Oxido- 
gruppe konnten damals aber nicht erzielt werden. Inzwischen haben REICHSTEIN 
und Mitarb.4) auf spektroskopischem Wege einen zuverlassigen Hinweis fur das 
Vorliegen einer Epoxydgruppe im Marinobufagin gewinnen konnen : Acetyl-tetra- 
hydro-marinobufagin zeigte im IR. eine charakteristische Bande bei 3,318 p, die auf 
Grund der Befunde von HENBEST und Mitarb.5) der CH-Schwingung einer sekundar- 
tertiaren Epoxydgruppe zuzuordnen ist. REICHSTEIN und Mitarb.4) sprachen deshalb 
die Vermutung aus, dass dieser Oxydsauerstoff in Analogie zum Resibufogenin 2, 
sich in 14,15-Stellung des Steroidskelettes befinden durfte. Gleichzeitig und unab- 
hangig davon kam auch THIESSEN~) auf Grund theoretischer tfberlegungen, die auf 
unseren friiheren Abbauergebnissen l) basierten, zur selben Annahme. 

Wie im folgenden ausgefiihrt wird, liess sich nun auf chemischem Wege die fur 
Marinobufagin postulierte Formel I exakt beweisen. Nach dieser unterscheidet sich 
Marinobufagin von dem in seiner Konstitution aufgeklarten Resibufogenin z, einzig 
durch eine HO-Gruppe an C-5. Wir versuchten deshalb, diese beiden Bufadienolide 
iiber das 5-Anhydro-marinobufagon (111) l) miteinander zu verknupfen 7 : Resi- 

l) 11. Mitt., S. PATAKI & K. MEYER, Helv. 38, 1631 (1955). 
2, 17. Mitt., H. LINDE & K. MEYER, Helv. 42, 807 (1959). 
a) H. JENSEN, J .  Amer. chem. SOC. 59, 767 (1937). 
4, H. SCHRBTER, CH. TAMM & T. REICHSTEIN, Helv. 41, 720. (1958). 
s, H. HENBEST, G. D. MEA IAS, U. NICHOLLS &, K. J. TAYLOR, J.  chem. SOC. 1957, 1459. 
6, W. E. THIESSEN, Chemistry & Ind. 1958, 440. 
') Naheliegender ware 'eigentlich der Versuch einer direkten Verkniipfung von Marino- 

bufagin mit Telocinobufagin durch Reduktion der Oxido- zur 14/?-Hydroxy-Gruppe gewesen. 
Am Beispiel des Resibufogenins schien aber bei der Einwirkung von NaBH, oder LiBH, kein 
Rufalin zu entstehen2). Allerdings war bei diesen Versuchen der Verlauf der Reduktion nur 
papierchromatographisch und nicht praparativ verfolgt worden. Bilden sich die gesuchten 
Reduktionsprodukte aber nur in Mengen von 5510%. so lassen sie sich im Papierchromatogramm 
neben der grossen Menge an unverandertem Ausgangsmaterial und anderen Produkten kaum 
nachweisen und konnen leicht iibersehen werden. (Vgl. die folgende Mitteilung dieser Reihe.) - 
Eine andere Mijglichkeit der direkten Verkniipfung von Marinobufagin mit Telocinobufagin ware 
auch vom Hydrochlorid oder Chlorhydrin des Marinobufagins ausgehend denkbar. Am Beispiel 
des Resibufogenins war namlich gezeigt worden, dass dessen Chlorhydrin bei der Acetylierung 
mit Acetanhydrid in Pyridin eine kristallisierte Acetylverbindung gibt, die identisch ist mit dem 
Reaktionsprodukt aus Acetylresibufogenin und HCls). Dasselbe Verhalten fanden wir auch beim 
Marinobufagin. Daraus folgt, dass der Epoxydring in 148,15/?-Stellung sich in der Weise offnet, 
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bufogenon (IV)8) wurde mit Bromsuccinimid bromiert und das so gewonnene rohe 
Bromierungsprodukt direkt mit Pyridin bei 135" umgesetzt. Bei der chromato- 
graphischen Aufteilung an A1,0, konnte eine kleine Menge Kristalle gewonnen 
werden, die zwar nicht ganz einheitlich waren und deshalb einen etwas tieferen Smp. 
als das gesuchte 5-Anhydro-marinobufagon (111) aufwiesen. Mit Hilfe der Papier- 
chromatographie liess sich aber zeigen, dass dieses uneinheitliche Kristallisat tatsach- 
lich zur Hauptsache (mindestens zu 80%) aus 5-Anhydro-marinobufagon bestand, 
wahrend der Rest sich als Ausgangsmaterial I V  erwies. Bei der Wiederholung dieser 
Reaktionsfolge und unter Anwendung der praparativen Papierchromatographie 
hatte zweifellos schliesslich das aus Resibufogenon erhaltene 5-Anhydro-manno- 
bufagon (111) in einheitlichen Kristallen gewonnen werden konnen. Wir haben aber 
davon abgesehen, weil das Ergebnis der papierchromatographischen Identifizierung 
von I11 sehr eindeutig ausgefallen war und somit als ausreichender Beweis fur die 
gegluckte Verknupfung von Marinobufagin mit Resibufogenin betrachtet werden 
kann. Ausserdem lag es uns besonders daran, in diesem Zusammenhang nochmals 
die KMn0,-Oxydation von Acetylmarinobufagin (11) durchzufiihren, urn gewisse 
Unklarheiten, die sich fruherl) bei dieser Abbaumethode ergeben hatten, zu klaren. 
Dabei sollte es auch moglich sein, weitere Beweise fur die Richtigkeit der Formel I 
fur Marinobufagin zu erbringen. 

Wir fanden nun, dass bei vorsichtiger Durchfuhrung des KMn0,-Abbaus von 
Acetylmarinobufagin (11) sich, entgegen den fruheren Befunden l), reproduzierbar 
und ohne Schwierigkeiten die diesem zu Grunde liegende acetylierte Atiansaure V 
in durchschnittlich 45-proz. Ausbeute in Kristallen gewinnen lasst, die nach Methy- 
lierung den bekannten Ester V I  gab1), der einheitlich war. Die methylierten Mutter- 
laugen von V blieben auch nach chromatographischer Aufteilung an A1,0, grossten- 
teils amorph - es konnte lediglich noch eine geringe Menge des kristallisierten Methyl- 
esters VI gewonnen werden - und stellten, wie die papierchromatographische Unter- 
dass die 14~-Hydroxy-15u-chlor-Verbindung entsteht und nicht die 14u-Chlor, l5p-hydroxy- 
Verbindung. (Letztere miisste bei der Acetylierung ein 15B-Acetoxy-Derivat geben und mit CrO, 
zu einem 15-Keton dehydrierbar sein, was aber nicht der Fall ist; was das letztere betrifft, vgl. 
die Bereitung von Resibufogenon aus #Resibufogenin-hydrochlorido8) und diejenige aus kri- 
stallisiertem Resibufogenin im Exper. Teil dieser Arbeit.) Auf Grund dieser Beobachtungen kkime 
somit dem Chlorhydrin des Marinobufagins die Formel A und seiner Acetylverbindung die 
Formel B zu 9. Bei der papierchromatographischen Untersuchung der durch Reduktion der 
beiden Chlorverbindungen A und B mit Zn-Staub in Eisessig erhaltenen rohen Reaktions- 
produkte konnte kein Telocinobufagin bzw. Acetyltelocinobufagin nachgewiesen wwden. - 

-. 

Ac,O 

,,IJ $ t, 
VH B ncu- 

Wir werden diese hier geschilderte Moglichkeit einer direkten Verknupfung von Marinobufagin 
mit Telocinobufagin noch weiterverfolgen, da sie im Erfolgsfalle fur die Konstitutionsaufklarung 
von 14,15-Epoxy-bufadienoliden von prinzipieller Bedeutung ware. 

8) K. MEYER, Helv. 35, 2444 (1952). 
9) Diese Uffnung des Epoxydringes ist also entgegen der MARKOWNIKOFF-Regel erfolgt, 

wofiir in der Steroidreihe noch andere Beispiele vorliegen; vgl. z. B. PL. A. PLATTNER, H. HEUSSER 
& A. €3. KULXARNI, Helv. 32,1070 (1949) ; PL. A. PLATTNER, H. HEUSSER & M. FEURER, Helv. 32, 
587 (1949); L. F. FIESER, Exper. 6, 312 (1950) ; C .  A. GROB & S. WINSTEIN, Helv. 35,782 (1952). 

. 
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I (R = H) Marinobufagin 111 5-Anhydro-marinobufagon IV  Resibufogenon 
F. 239-241" [ + 701 ') F. 181-184' *) [+418) I;. 224-225" [ + 101 ') 

11 (R = 4 ~ )  1%22O0 [+26]') 

V F. 210-215" (Zers.) ') VI F. 159,5-161.5" [+32]') VII (R = H) F. 204-225" [+25]*) 
VIII (R = Ac) F. 78-108" [+42]*) 

LiAlH, 2. CH,N, 

AcO' 
OH 

IX F. 193-195" *) [+20]l) X (R = H) F. 235"/260-262° XI1 F. 164-166" [ + 591 ") 
[+13Me] *) 

[+43 bzw. +46]*) 
XI (R = Ac) F. 149-152"/161-164° 

Q \  

COOCH, COOCH, 
L COOCH, 

I 

OH 
RO' 

OH 
XI11 (R = H) 205-211"*) XV (R = OH) F. 215-232" [+El] *) XVIII F. 168"/178" 

c-21') XVI (R = OAC) F. 195-198" [+ 1011 *) [+ 1601 16) [ + 165]*) 
XlV (R = Ac) F. 182-184" XVII (R = =0) F. 204-213" [+93] *) 

[+141*) 

*) Siehe Exp. Teil dieser Arbeit. 
Ac = CH,CO-; die Zahlen in eckigen Klamrnern geben die auf game Zahlen auf- oder ab- 

gerundete spezifische Drehung an, wobei keine Bezeichnung Drehung in Chloroform, und Me 
Dreliung in Methanol bedeutet. 
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suchung zeigte, ein Gemisch von mindestens 7 Stoffen dar, wovon allerdings 4 nur 
in recht geringer Menge vorhanden waren. Wir haben deshalb hier auf eine erneute 
Aufarbeitung und Untersuchung dieser amorphen Produkte verzichtet, konnten 
aber, wie weiter unten noch ausgefuhrt werden wird, eine Reihe friiher daraus ge- 
wonnener Abbauprodukte lo) in ihrer Konstitution sicherstellen. 

In Analogie zu der vor kurzem am Beispiel des Resibufogenins durchgefuhrten 
Reaktionsfolge haben wir den Acetoxyester VI rnit LiAlH, reduziert, wobei 3j3,5,14, 
20-Tetrahydroxy-21-nor-5@, 14p-pregnan (X) gebildet wurde, das wir als Diacetylver- 
bindung XI charakterisierten. Dasselbe Tetrol X entstand bei der LiAlH,-Reduktion 
des 3~-Acetoxy-5,14-dihydroxy-5p, 14j3-atiansaure-methylesters 11) und gab bei der 
Acetylierung die eben erwahnte Diacetylverbindung XI. Die Identitat dieser beiden 
auf verschiedenem Wege bereiteten Praparate von XI ergibt sich besonders eindeutig 
aus der volligen Ubereinstimmung ihrer 1R.-Spektren. 

Damit ist eindeutig bewiesen, dass Marinobufagin ein 38,5@-Dihydroxy-l4j3, x- 
oxido-Steroid ist. Dass die an C-14 haftende Oxidogruppe als 14,9,15j3-Epoxyd aus- 
gebildet ist, folgt einmal aus dem bereits erwahnten spektroskopischen Befund 
(Bande bei 3,318 p) am Acetyl-tetrahydro-marin~bufagin~) und aus der oben ge- 
schilderten Verkniipfung von Marinobufagin rnit Resibufogenin, dessen Oxido- 
gruppe ja kurzlich z, als 14j3,15@-standig erkannt worden ist. Die 14,15-Stellung des 
Oxydsauerstoffs ergibt sich auch aus den folgenden Umsetzungen. 

Bei der Einwirkung von katalytischen Mengen HC10, auf den Ester IX liess 
sich als einziges in Kristallen fassbares Produkt der Ketocster XV gewinnen12). 
Das UV.-Absorptionsspektrum zeigte das fur so einen Ester envartete Maximum bei 
292 mp (log E = 1,43). Das 1R.-Spektrum wies eine stark assoziierte HO-Bande bei 
3,OO-3,05 ,M auf, wahrend die iibrigen Banden nichts besonderes zeigten. Der Ester XV 
liess sich als kristallisiertes Acetylderivat XVI charakterisieren und gab bei der 
Dehydnerung rnit CrO,, wie zunachst rnit Hilfe der Dunnschichtchromatographie 14) 

festgestellt werden konnte, zwei Produkte, die sich durch Chromatographie an Sili- 
cage1 praparativ voneinander trennen licssen. Die dabei zuerst gewonnene Substanz 
(Nebenprodukt) erwies sich als identisch rnit 3,15-Diketo-atien-(4)-saure-methylester 
(XVIII) 16), warend die zweite Substanz, die das Hauptprodukt darstellte, erst mit 
polareren Losungsmitteln eluiert werden konnte. Diese besitzt die Formel XVII und 
kann demzufolge leicht durch Erwarmen rnit Eisessig unter Abspaltung von H,O 
ebenfalls in XVIII ubergefiihrt werden. 

lo) Sie aurden dortl) mit den Nummern X, XI, XIV, XV und XVIII naher bezeichnet. 
11) P. SPEISER & T. REICHSTEIN, Helv. 30, 2143 (1947); 31, 622 (1948); vgl. auch K. MEYER, 

Helv. 32, 1593 (1949). 
18) Mit Hilfe der Diinnschichtchromatographie nach KIRCHER und Mitarb.'3), modifiziert nach 

E. STAHL, Die Pharmazie 11, 633 (1956). konnten im rohen Reaktionsprodukt neben dem Keto- 
ester XV, der das Hauptprodukt bildete, noch etwas A4usgangsmaterial IX und noch zwei polarere 
Substanzen nachgewiesen werden14). 

13) I. G. KIRCHER, I. M. MILLER & G. I. KELLER, Analyt. Chem. 23, 420 (1951). 
14) Dieses Verfahren wurde in jiingster Zeit auch von REICHSTEIN uud Mitarb. zur linter- 

suchung von Steroiden rnit Erfolg beniitzt; vgl. die diesbeziigliche Arbeit von H. JAGER, H. 
TOBIAS, E. WYSS, 0. SCHINDLER & T. REICHSTEIN, Helv. 42, im Druck. Herrn H. TOBIAS 
mijchten wir auch hier bestens fur seine uns freundlichst erteilten Ratschlage danken. 

16) Wir danken Herrn Dr. E. VISCHER von der CIBA A.G.,  Easel, bestens fur die freundliche 
Uberlassung von Vergleichsmaterial. 
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Das beim KMn0,-Abbau von Acetylmarinobufagin (11) friiher l) erhaltene Saure- 
gemisch war grosstenteils amorph und wurde von uns als ({Acetoxysaure B)) bezeich- 
net. Diese gab nach Methylierung und chromatographischer Aufteilung an A1,0, nur 
amorphes Material = u Acetoxysaure-B-methylester n. Aus der t Acetoxysaure B o wie 
auch aus deren Methylester konnte nach Verseifen mit KOH in Methanol, Methylie- 
rung rnit Diazomethan und anschliessender Chromatographie ein als (( Oxysaure-B,- 
methylester )) bezeichnetes kristallisiertes Produkt (Smp. 198-201") erhalten werden, 
das bei der Acetylierung den ({ Acetoxysaure-B,-methylester P (Smp. 171-177") lie- 
ferte. Dieser Ester besitzt als auffallendstes Merkmal, zum Unterschied vom Abbau- 
ester VI aus Acetylmarinobufagin, eine Ketogruppe. Da der durch chromatographische 
Aufteilung an Also, gereinigte (( Acetoxysaure-B-methylester)) auch nach Animpfen 
rnit dem bei 171-177" schmelzenden a Acetoxysaure-B,-methylester D nicht zur Kri- 
stallisation gebracht werden konnte, vermuteten wirl), dass die Verseifung des uAcet- 
oxysaure-B-methylesters )) mit KOH von einer Umlagerung begleitet war. Dieselbe 
Umlagerung erfahrt auch die amorphe t Acetoxysaure B o unter der Einwirkung von 
KOH, denn sie gibt nach Methylierung und Acetylierung ebenfalls den kristallisier- 
ten ((Acetoxysaure-B,-methylester R. Die beim Abbau des Resibufogenins gemachten 
Reobachtungen ,) sprechen dafiir, dass der friiher aus Acetylmarinobufagin erhaltene 
amorphe u Acetoxysaure-B-methylester )) zu einem erheblichen Ausmass aus dem Keto- 
ester XVI bestanden hatte Is), welcher bei derverseifung mit KOH und durch anschlies- 
sende Methylierung den kristallisierten Ester XI11 (((Oxysaure-B,-methylester ))) l) 
geliefert hat. Letzterer gab dann bei der Acetylierung den Acetoxyester XIV. Diese 
Annahme konnten wir wie folgt beweisen: ein Gemisch der beiden Ester XV und XVI 
wurde mit KOH in Methanol-Wasser gekocht und das nach iiblicher Aufarbeitung 
gewonnene rohe Verseifungsprodukt methyliert. Dieses (= XIII) envies sich als ein- 
heitlich und war identisch rnit dem ((Oxysaure-B,-methylester 9). Umsetzung rnit 
Pyridin-Acetanhydrid gab den Ester XIV, der ebenfalls identisch war mit dem 
friiher l) beschriebenen t Acetoxysaure-B,-methylester g17). 

Bei der Verseifung der Acetoxysaure V mit KOH in wasserigem Methanol und 
Methylierung der dabei gebildeten Hydroxysaure war friiherl) ein Ester vom Smp. 
189-193" erhalten worden. Dieser hatte bei der Acetylierung ein als ((Acetoxysaure- 
A,-methylester )) bezeichnetes Produkt gegeben, das scheinbar verschieden war vom 
Methylester VI. Dieser Befund muss nun auf Grund der kiirzlich beim Abbau des 
Resinobufogenins gewonnenen Resultate als sehr zweifelhaft erscheinen. Dort konnte 
ntimlich gezeigt werden, dass 14p, 15~-Oxido-atiansauren durch Alkali keine Isomeri- 
sierung an c-17 erfahren. Eine solche wird nur bei der Verseifung der 14p,15p-Oxido- 
atiansaureester beobachtet. Um diese Unstimmigkeit abzuklaren, haben wir sowohl 
die Acetoxysaure V wie ihren Methylester VI rnit KOH in wasserigem Methanol ver- 
seift. Die nach iiblicher Aufarbeitung der Verseifungsansatze gewonnene rohe Saure 
wurde jeweils methyliert und hierauf an A1,0, chromatographiert. 

16) Die Rildung der 15-Keto-Verbindung beim Abbau von I1 mit KMnO, kann nicht durch 
das Oxydationsmittel verursacht worden sein, sondern muss durch die zum Ansauern der Oxy- 
dationsansatzc verwendete H,S04 bedingt sein. 

Am Beispiel der Abbausauren aus 14a- bzw. 14B-Artebufogenin war schon gezeigt wor- 
den2), dass die 15-Keto-14~-atiansaure durch Alkali leicht und quantitativ in die stabilere 
15-Keto-l4,!?-atiansaure umgelagert wird. 
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+20 

+ 3 2  

Im ersten Fall (Ausgangsmaterial Acetoxysaure V) erwies sich das dabei erhaltene 
Produkt als einheitlich und bestand ausschliesslich aus dem der Acetoxysaure V zu- 
grunde-liegenden 38, 5-Dihydroxy-148, 15~-oxido-5j3,14@-atiansaure-methylester (IX) 
vom Smp. 193-195" und [a],, = + 21". Dieser erwies sich als identisch rnit dem friiher 
erhaltenen ((Oxysaure-A,-rnethylestero (Srnp. 189-193", [aID = + 20") l) und gab bei 
der Acetylierung den Acetoxyester VI. 

Im zweiten Fall (Ausgangsmaterial Acetoxyester VI) ergab die chromatographi- 
sche Aufteilung zwei Stoffe. Der polarere war identisch mit dem obigen Ester IX. Der 
zuerst eluierte Ester schmolz bei 204-225". Auf Grund der spezifischen Drehung (vgl. 
Tab.) und in Analogie zu den Befunden, die bei der Verseifung des S@-Acetoxy- 
148, 158-oxido-58, 14~-atiansaure-methylesters (aus Acetylresibufogenin) gemacht 
wurden, muss dem zuerst eluierten Ester (Smp. 204-225") die Konstitution eines 
17a-~tiansaureesters entsprechend Forrnel VI I  zukommen und seiner Acetylver- 
bindung die Formel VIII. 

+25 

+42  

Tabelle. [ U ] D  in Chloroform (auf ganze Grade auf- bzw. abgcrundet) 

R = H 

R = -\c 

R = H  

R = -\c 

Die friiherl) rnit (( Oxysaure-A,-methylester D und ((Acetoxysaure-A,-methyIester )) 
bezeichneten Substanzen sind also rnit dem Exter IX bzw. VI  identisch, weshalb 
diese beiden Namen h i n f u g  geworden und zu streichen sind. 

Der Direktion der F. HoFFMANN-LA ROCHE & Co. AG., Basel. danken wir bestens fiir dic 
Untcrstiitzung dicscr Arbeit. 

Experimenteller Teil 
Alle Smp. wurden auf dern KOFLER-Block bestimmt und sind korrigicrt ; Pehlergrenze bis 

200' -+ 2". dariiber etwa & 3". Es werden folgcndc Abkiirzungen bcniitzt: AcOH = Eisessig. 
Ac,O = Acetanhydrid, A = Ather, An = Aceton, Bz = Benzol, Chf = Chloroform, Fmd = 
Formamid, Hex = Hexan, Mc = Mcthanol, Pe = Petrolather, Pn = Pcntan, Py = Pyridin. 
W = Wasser. 

Marinobufagin-chlorhydrin ( A ) .  210 mg Marinobufagin (I)  vom Smp. 219-224" wurden in 
3 ml Chf gelost, mit 6 ml einer bei 20" bereiteten gesattigten Losung vnn trockenem HCl in Chf 
versetzt und 16 Std. bei 20" stchcngclassen. Hierauf wurde im Scheidetrichter erst rnit verd. 
Sodalosung entsauert, dann rnit W gewaschen, iiber Sulfat getrocknet, filtriert und im Vakuum 
eingedampft. Dcr Riickstand (240 mg) gab aus einem Gemisch von An-Chf-Me beim Eindampfen 
73 mg reines Chlorhydrin A in glanzenden, feinen Blattchcn vom Smp. 211-212" (Zers.) la) ; 

I*) Die Smp.-Werte sind infolge der Zersetzung der Substanz abhangig von der Heizgeschwin- 
digkeit. Diese betrug von 200" weg etwa 3"/Min. 
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[ a ] g  = + 22,O" & 3" (c = 0,644 in Me). Aus der Mutterlauge liessen sich noch 72 mg Kristalle 
vom Smp. 203-208" (Zers.) und 20 mg Kristalle vom Smp. 173-180" isolieren. 

C,H,,O,Cl (436,96) Ber. C 65,96 H 7.61% Gef. C 66.18 H 7,74% 

Acetylmurinobufagin-chlorhydrin ( B )  . a) Aus Marinobufagin-chlorhydrin (A).  70 mg A vom 
Smp. 211-213" (Zers.) wurden in 1,5 ml Py gelost, rnit 1,0 ml Ac,O versetzt und 14 Std. bei 45" 
stehengclassen. Nach Eindampfen im Vakuum, Aufnehmen in Chf, Neutralwaschen rnit verd. 
HCl, verd. Sodalosung und W, Trocknen iiber Sulfat, Filtrieren und Eindampfen wurden 80 mg 
Rohprodukt erhalten, das zum Unterschied vom Ausgangsmaterial A in den iiblichen Losungs- 
mitteln leicht loslich war. Aus An glanzende, feine Blattchcn vom Smp. 204-205° (Zers.) ; 
[ a ] g  = + 18" f 2" (c = 0,994 in Me). 

b) Aus Acetylmarinobufagin (11). 200 mg I1 vom Smp. 195-222' wurden in 1 ml Chf gelost, 
mit 6 ml einer bei 20" bereiteten gesattigten Losung von trockenem HCI in Chf versetzt und 14 Std. 
bei 20" stehengelassen. Analoge Aufarbeitung wie bei A gab 225 mg Riickstand. Aus An 120 mg 
Kristalle, die zunachst nicht ganz einheitlich warenla). Nach dem Umlosen aus An feine, glanzende 
Blattchen; Smp. und Misch-Smp. rnit dem unter a) erhaltenen Chlorhydrin 204-205" (Zers.) 18). 

Resibufogenon ( I V )  aus Resibufogenin. 1,0 g Resibufogenin vom Smp. 113-140"/155-168° 
(aus An/W) wurde in 10 ml AcOH gelost und bei 20" im Laufe von 4 Std. portionsweise mit ins- 
gesamt 11 m12-proz. CrO,-AcOH-Losung versetzt. Dann wurde mit einigen Tropfen Me versetzt 
und 16 Std. bci 20" stehengelassen. Die iibliche Aufarbeitung (Eindampfen im Vakuum, Auf- 
nehmen rnit W und Chf-A (1:4),  Waschen der organischen Phase rnit verd. H,SO,, verd. Soda- 
losung und W, Trocknen iibcr Suliat und Eindampfen) gab 980 mg Rohprodukt. Aus An-A 
800 mg Kristalle (glanzende, lange Prismen) vom Smp. 177-180'. Umlosen aus An gab 600 mg 
IV vom Smp. 179-182' und 150 mg vom Smp. 178-181'; Misch-Smp. mit dem aus Resibufogenin- 
hydrochlorid erhaltenen Resibufogenons)20) vom Smp. 179-183' ohne Depression. 

5-Anhydro-marinobufagon (ZII) uus Resibufogenon ( I  V ) .  250 mg IV vom Smp. 179-182" 
wurden in 20 ml CCl, gelost. rnit 117 mg Bromsuccinimid (entspr. 1 Aquivalent) versetzt und 
30 Min. auf dem Dampfbad im Sieden gehalten. Nach dem Erkalten wurde vom Ungelosten ab- 
filtriert, das Filtrat im Vakuum zur Trockne gebracht, der Riickstand in Chf-8 (1 :4) aufgenom- 
men und im Scheidetrichter mit verd. HCl, verd. Sodalosung und W gewaschen. Nach dem 
Trocknen der organischen Phase iiber Sulfat, Filtrieren nnd Eindampfen wurde der Ruckstand 
(400 mg) an 8 g neutralem A1,0, chromatographiert. Mit Pe-Bz (1 : 3) liessen sich total 170 mg 
eines gelbbraunen 01s eluieren, das stark halogenhaltig war (BEILSTEIN-Probe) und nicht zur 
Kristallisation gebracht werden konnte. Die spateren Fraktionen rnit reinem Bz und Bz-Chf- 
Gemischen enthielten unverandertes Ausgangsmaterial (140 me). Das zuerst eluierte gelbbraune 
Cjl (170 mg) wurde in 10 ml trockenem Py gelost und in zugeschmolzener Ampulle 1 Std. auf ca. 
140' erhitzt (Xyloldampf). Das nach iiblicher Aufarbeitung gewonnene Rohprodukt wurde an 
neutralem A1,0, chromatographiert. Die ersten Fraktionen rnit Bz-Chf (9 : 1) bestanden nach 
Papierchromatogramm [Fmd/Hex-Bz(1 : l)] zur Hauptsache aus Resibufogenon (IV) und ent- 
hielten nur wenig des gesuchten Stoffes 111, wahrend die spateren Eluate mit demselben Lijsungs- 
mittcl das umgekehrte Verhaltnis aufwiesen. Letztere gaben aber nur 26 mg Ruckstand und wur- 
den nochmals an A1,0, chromatographiert. Bz-Chf (19: 1) eluierte etwa 10 mg Material. Aus An-A 
ca. 5 mg Kristalle vom Smp. 208-226", die im Gemisch rnit authentischem 5-Anhydro-marino- 
bufagon (111) vom Smp. 232-238" I) keine Depression zeigten und im oben erwahnten Papier- 
chromatogramm zwei Flecke gaben. Der grossere, rnit einem Rf-Wert von 0.4. entsprach in 
Farbung (mit SbC1,) und Wanderungsgeschwindigkeit genau dem 5-Anhydro-marinobufagon 
(111). wahrend der zweite, bedeutend kleinere Fleck, rnit einem Rf-Wert von 0,6, dem Resibufo- 
genon (IV) zukam. Das Verhaltnis der beiden Ketone 111 und IV durfte etwa 4:  1 betragen haben. 

3~-Acetoxy-5-hydroxy-14~. 15@~xido-5/?, 14,!l-atiansaure ( V )  und deven Methylester ( V I ) .  3 , l  g 
Acetylmarinobufagin (11) vom Smp. 195-222" wurden in 20 ml Aceton geldst und im Laufe von 

la) Bei der papierchromatographischen Untersuchung im System Pe-Bz(4 : 6) /Propylen- 
glycol-W(4 : 1) wurdc ein Hauptfleck erhalten sowie ein kleinerer Fleck eines langsamer laufenden 
Nebenproduktes. 

20) Das Belegpraparat besass jetzt den angegebenen Smp. Der fruher8) zu 18&188' bestimmte 
Snip. ist ctwas zu hoch. Wir konnten jerzt im besten Fall 181-184" finden. 
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15 Min. unter stancligern Umschwenken portionsweise rnit insgesamt 2.4 g fein gcpulvertem 
KMnO, versetzt, wobei darauf geachtet wurde, dass die Temperatur zwischen 20 und 25" blieb. 
In genau gleicher Wcise wurden noch 1.2 g gepulvertes KMnO, im Laufe von 20 hlin. und schliess- 
lich noch 1.5 g KMnO, wahrend 10 Min. eingetragen. Hierauf wurde das Reaktionsgemisch noch 
3 Std. auf langsam laufender Schuttelmaschine in standiger Bewegung gehalten. Nach dieser 
Zeit war praktisch alles KMnO, verbraucht. Nun wurde im Vakuum zur Trockne eingedampft, 
die clunklen Brocken im Morser leicht zerdrdckt und das rcsultierende feine Pulver mit so vicl 
W versetzt, bis sich ein diinner Brei gebildet hattc. Dieser wurde mit verd. H,SO, eben kongo- 
saucr gemacht, dreimal Init den1 34fachen Volumen Chf durchgeschiittelt und hierauf zentrifu- 
giert. llie dunkelbraun gefarbten Chf-Ausziige wurden der Rcihe nach je einmal mit W gewaschen, 
iiber Sulfat getrocknet, filtriert und im Vakuum stark eingccngt. Beim Versetzen mit vicl Ather 
bildeten sich dunkle, leicht sedimentierende Flocken. Die iiberstehende G s u n g  war praktisch 
aasscrhell und konnte durch Dckantieren vom ausgefallenen, flockigen MnO, befreit werden. 
Letztcres wurdc clurch Aufschlcmmcn in einem Gemisch von hi-Chf (9 : l),  Sedimentierenlassen 
und Abdekanticrcn ausgcwaschen. Die A-Chf-Auszuge wurden im Vakuum konzentriert, wobei 
die Acetoxysaure V bereits kristallisiertc. Ausbeute 1.35 g rohcs Kristallisat. h'ach zweimaligem 
IJmlosen aus An lag der Smp. bei 205-215". Eine durch wiederholtes Umkristallisieren gewonnene 
Spitzenfraktion schmolz bei 228-229' (Zers.) z ' ) .  Der aus V mit atherischer Diazomcthanlosung 
bercitcte Methylester V I  schmolz bei 155-161"; eine durch wiederholtes Umlosen aus An--X ge- 
wonnene Spitzcnfraktion schmolz bei 161-162". 

3~,5,14,20-Tetrahydroxy-21-nor-5/?, 74fi-pvegnan ( X )  und 3~,20-Diacetoxy-5,74-dihydroxy-21- 
nor-5,6,14,9-pregnan ( X I ) .  - 1. .Durch Reduktion des Abbauestcrs VI aus Acetylmarinobufagin (IT). 
117 mg Acetoxysaure V vom Smp. 205-215" wurden rnit iiberschiissiger atherischer Uiazomethan- 
losung vcrsctzt. Nach Abklingen der Reaktion wurde die entstandene Losung im Vakuum zur 
Trockne gebracht. l k r  Ruckstand wurde in 20 ml trockenem Ather gelost, die so bereitete 
Losung in die Suspension von 250 mg LiAlH, in 20 ml trockenem Ather unter Umschwenken 
langsam cingetropft, wahrend 1 Std. gcriihrt und dann 15 Std. bei 20" stehengelassen. Hierauf 
wurde unter Kiihlen mit verd. H,SO, kongosauer gemacht und die Atherlosung im Scheide- 
trichter neutral gewaschen und in iiblicher U'cise aufgearbeitet: 104 mg neutrales Rohprodukt. 
.\us Me-A 47 nig rcchtcckige Prismcn vorn Uoppel-Smp. 235"/260-262"; [a],, = + 13.8" 3" 
(c = 0,7768 in Chf). 40 mg dieses Tetrols X wurden in 0,5 ml Py und 0,4 ml Ac,O acetyliert 
und gaben nach iiblicher Aufarbeitung 43 mg Rohprodukt : aus A-Pn 28 mg Nadelchen vom Smp. 
52-75". Pu'ach dcm IJnilosen aus A-Pn wurde der I)oppcl-Smp. 149 -152"/161-164" beobachtet; 
[a]$ = +42,6" 5 3" (c = 0,7518 in Chf). 

C,,H,0,(422,54) Ber. C 68.22 H 9,07% Gcf. C 68,51 H 9,220/, 

2. h r c h  licduktion von 3/?-Acetoxy-5.14-dihydroxy-5,9,14~-atiansaure-methylester (XII) ll). 
72 mg XI1 vom Smp. 160-166" wurden in 10 ml trockenem hi gelost, unter Riihren langsam in 
cine Suspension von 250 mg LiAlH, in 20 ml A unter Umschwenken getropft und 15 Std. bei 
20" stehengelassen. Die Aufarbeitung geschah wic oben unter 1, beschrieben : 59 mg neutrales 
Kohproclukt. A u s  Me-A 35 mg rechteckige Prismcn vom Srnp. 220-252", die nach dem Umlosen 
keinen deutlichen Doppel-Smp. zeigten und bei 229-258" schmolzen; [ a ] g  = + 13,3" 4" (c = 

0,6739inMe) .Misch-Smp. mit d e n  unter l .  beschriebenenTctro1 X ohne Depression. - 3 4 m g  dieses 
Tctrols X wurden in 0,5 ml Py und 0,5 ml Ac,O acetyliert und gaben nach iiblicher Aufarbeitung 
43 mg Rohprodukt. Aus &-Pn 30 mg Nadclchen vom Doppel-Smp. 152-154°/162-165"; [aJD = 

+46" f 3" (c = 0,650 in Chf). Misch-Smp. niit der a u s  V l  erhaltencn niacetoxyverbindung XI 
ohne Uepression. Auch die 1K.-Spektren der beiden nach 1. und 2. bereitetcn Praparate von XI 
zcigtcn vollige Ubereinstimmung. 

3/?,5-Dihydroxy-14/?, 15/?-oxido-5/?, 14/3-atiansaure-methylester ( I X )  . -1. DurchVerseifender Acet- 
oxysaure V. 300 mg Acetoxysaure V vom Smp. 200-208O (Zers.) wurden in 10 ml Me gelost, mit 
l , 5  ml 25-proz. KOH-Losung versctzt und 10 Std. bei 37' stehengelasscn. Nach Verdampfen des 
Me im Vakuum untcr Zugabe von etwa 5 ml W wurdc rnit verd. H,SO, versetzt und erschopfcnd 
mit Chf cxtrahiert. I)ie Chf-Ausziigc gaben nach den1 Waschen mit W, Trocknen iiber Sulfat, 

,l) Nach einiger Zeit verandert sich der Smp. (vermutlich infolge Isomerisieru ng zur 15-Keto- 
verbindung) und wird bei 223"- . . 260" (Zers.) gefunden. 
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Filtrieren, Eindampfen. Verfliissigen des Riickstandes mit wenig Me, Versetzen mit iiberschussi- 
gem atherischem Diazomethan und volligem Eindampfen im Vakuum 272 mg Ruckstand. Aus 
An-A dicke prismat. Platten von I X  (215 mg). Smp. 189-192,5" zz) ; [ a ] g  = + 21.2' f 2" (c = 

1,575 in Chf). Die Mutterlauge (57 mg) wurde an Also, chromatographiert. Die rnit Bz-Chf (7 :3) 
eluierte Substanz gab noch 42 mg Ester I X  vom Smp. 189-193". Eine Spitzenfraktion (nach 
zweimaligem Umlosen aus An-A) schmolz bei 193-195". - Acetylierung: 200 mg IX wurden wie 
ublich in Py-Ac,O acetyliert und gaben aus An-A schon ausgebildete rhombische Platten vom 
Smp. 158-161", die nach zweimaligem Urnlosen aus An-A bei 161-162" schmolzen und rnit dem 
oben beschriebenen Praparat von VI keine Depression gaben. 

2. Durch Verseifen des Acetoxysaure-methylesters VI. 790 mg des Esters VI vom Smp. 
159-162" wurden in 26 ml Me gelost, rnit 4.0 ml25-proz. KOH versetzt und 10 Std. bei 40" stehen- 
gelassen. Analoge Aufarbeitung wie oben unter 1. beschrieben gab 710 mg rohes Methylesterge- 
misch, das an 30 g A1,0, sorgfaltig aufgeteilt wurde (Fraktionen von 70 ml). Es wurde zunachst 
rnit Bz (2 Fraktionen) und dann rnit Bz-Chf (19:1), (9: 1) und (4:l) (je 3 Fraktionen) durchge- 
waschen. Erst von der 12. Fraktion weg [Bz-Chf (7: 3)] liess sich Substanz von der Saule ablosen. 
Die Fraktionen 12-20 [7 Fraktionen rnit Bz-Chf (7 : 3) und 2 Fraktionen (3 : 2)] hinterliessen nach 
dem Eindampfen total 325 mg einheitliche Substanz (siehe weiter unten). Die Fraktionen 21-24 
[Bz-Chf (3 : 2 ) ]  (125 mg) waren olig. Die Fraktionen 25-26 [Bz-Chf (1 :1)], 27-28 [Bz-Chf (1 :3)] 
und 29-30 [Bz-Chf (1 :9)] hinterliessen nach dem Eindampfen 220 mg Substanz. Aus An-A 
nach zweimaligem Umlosen 160 mg glanzende, rhombische Blattchen vom Smp. 190-195", die 
sich identisch erwiesen rnit dem Ester IX. 

3/?,5-Dihydroxy-14/?,75/?-oxido-5~, 14~,77u-atiansaure-methylester ( V I I )  und3~-Acetoxy-5-hydroxy- 
14~,75/?-oxzdo-5~, 148, 17a-dtzansaure-methylester ( V I I I ) .  Die 325 mg Substanz aus den Fraktionen 
12-20 des oben erwahntenChromatogramms gaben aus An-A 260 mg Kristalle, die nach zweimaligem 
Umlosen aus An-A und einmaligem Umkristallisieren aus An allein dicke, lange Prismen von 
VII gaben. die bei 204-225" schmolzen; [a]g  = +24,7" f 2" (c = 2,317 in Chf). 240 mg VII 
vom Smp. 204-225' wurden in 1 ml Py gelost, mit 0.7 ml Ac,O versetzt und 16 Std. bei 35" 
stehengelassen. Das nach ublicher Aufarbeitung erhaltene Rohprodukt (270 mg) wurde an 8 g 
A1,0, chromatographiert. Die mit Pe-Bz (1 : 1) und (1 : 3) sowie Bz und Bz-Chf (9: 1) und (4: 1) 
cluierten Anteile gaben aus A-Pn Kristalle, die zunachst alle zwischen 75 und 92" schmolzen. 
Nach zweimaligem Umkristallisieren aus A-Pn grobe Prismen von VIII, vom Smp. 78-108"; 
[ a ] g  =+41,6O f 2" (c = 1,931 in Chf). 

3/?,5-Dihydroxy-75-keto-5/?-dtiansaure-methyleste~ ( X V )  und 3~-Acetoxy-5-hydroxy-l5-keto-5/?- 
iitians~uve-methylester ( X V I ) .  140 mg I X  vom Smp. 179-191", in 15 ml An gelost, wurden rnit 
0,001 ml HC10,Z) 10 Min. auf 70" erwarmt. t'lbliche Aufarbeitung gab 140 mg Rohprodukt. Dieses 
gab im Dunnschichtchromatogramm (AcOH-Cyclohexan (1: 1)) 4 Flecke: dcr grosstk und am 
raschesten wandernde Fleck wurde durch den gesuchten Ester XV hervorgerufen, ein wesentlich 
kleinerer und etwas langsamer wandernder Fleck war durch Ausgangsmaterial I X  bedingt. Die 
restlichen beiden Flecke waren sehr klein und zeichneten sich durch eine sehr kurze Laufstrecke 
pus. Das ganze Rohprodukt wurde deshalb an 4.5 g Silicagel chromatographiert (Fraktionen von 
15 ml). Aus den rnit Bz-Chf (3:7) (2 Fraktionen) und Chf (3 Fraktionen) eluierten Anteilen 
(total 113 mg) konnten 96 mg Kristalle von XV erhalten werden, die bei 207-228" schmolzen. 
'Umlosen aus  Chf-A gab 70 mg Prismen vom Smp. 215-232"; [m]:: = + 81.8" f 2" (c = 1,046 in 
Chf). UV.-Absorptionsspektrum: I,,, = 292 mp, log E = 1,43 (in Alkohol). - Acetylierung: 
50 mg XV vom Smp. 215-222' wurden in Py-Ac,O 16 Std. bei 40" stehengelassen. Das nach 
iiblicher hufarbeitung gewonnene rohe Acetat wurde aus An-A zweimal umkristallisiert und gab 
dabei rhombische Platten von XVI vom Smp. 195-198" (Sint. ab 185") ; [a13 = + 101.5" & 2' 
(c = 1,396 in Chf). 

3,15-Diketo-5-hydvoxy-5~-~t~ansuure-methylester ( X V I I ) .  120 mg XV vom Smp. 215-232", in 
6 ml AcOH gelbst, wurden zunachst mit 0,4 ml einer 2-proz. CrO%-AcOH-Losung und dann im 
Laufe von 8 Std. portionsweise (0.2 ml) mit weiteren 1,4 ml derselben Cr0,-Losung versetzt. 
Nach Zusatz von einigcn Tropfen Me und Stehenlassen wahrend 16 Std. wurde in iiblicher Weise 
aufgearbeitet. Es resultierten 90 mg Neutralprodukt, das aus Chf-& 72 mg Kristalle vom Smp. 

22) Die Mischprobe mit dem friiher') beschriebenen B Oxysaure-A,-methylester o vom Smp. 
189-193' ( [ a ] ~  = + 20") schmolz ebenso. 

88 
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17G- -192" gab, die im Diinnschichtchromatogramm (Bssigcster-Cyclohexan (1 : 4)) 2 Flecke ver- 
ursachtcn. Kristalle und hhtterlaugen wurden vercinigt und a n  3 g Silicagel chromatographiert. 
Bz-Chf (4: 1) eluierte in 4 Fraktionen zu je 10 ml total 12 mg Substanz. Alle diese Fraktionen ga- 
hen nach dem Eindampfen aus A-Pn dieselben prismat. Nadcln vom Smp. 168-177" (= XVIII, 
siehe weiter untcn). L)ie 3 folgenden Fraktioncn rnit Ez-Chf (3:  2) eluierten nur 4 mg 01, Aus den 
nlchstcn Fraktionen niit Bz-Chf (2 : 3) und 1 Fraktion rnit Chf allein wurden total 44 nig Kiick- 
stand erhalten: aus Chf-A Prismen vorn Smp. 202-210" (Sintern a b  170"). Nach dem Umkristalli- 
sieren aus Chf-X 37 mg Prismen, Smp. 204-213" (Sint. ah 170"); [a];: = +93,0" 2" (c = 1,151 
in Chf). UV.-Spektrum: 3.,,,, 282-286 mp, log E = 1 , G l  (in hlkohol) (Diketon!). 

3, 75-Dzkr to-~l ien-(4) -su~~e-metky les t~v  ( X V I I I ) .  30 mg XVII vom Smp. 204-213' wurden 
in 4 ml hcOH gclost und 20 hlin. auf 60" erwarmt. Nach tiblicher hufarbcitung 27 mg Rohprodukt. 
Dieses wurde an I g Silicagel chromatographisch aufgetcilt. Analog wie bei dcr oben beschriebenen 
Chromatographic (siehe unter Ester XVII) wurcle zunachst der Ester XVIIT cluicrt. Es konnten 
total 5 mg fcine l'rismcn vom Smp. 168-176" erhalten werden. Ilic Hauptmenge (20 mg) war 
unverandertes Ausgangsmaterial XVII. Gemeinsames Umloscn dcr oben erhaltcncri Kristalle 
yon XVIII (siche unter Ester XVII) mit den hier gcwonncncn Kristallen von XVIII (total 14 mg) 
gab 9 mg Kadeln voni Smp. 168-169" unter Wicdercrstarren zu Rhomben, clic bci 178" schmolzen. 
hfisch-Smp. rnit genau gleich schmelzendem authentischem 3,15-Diketo-aticn-(4)-s~ure-methyl- 
ester15) ohne Depression; [zjg = + 165" f 4" (c = 0,7309 in Chf). Das UV.-Spektrum zeigte das 
erwartetc Maximum bei 238 mp (log E = 4,21). Die 1R.-Spcktrcn der Vergleichss~bstanz~5) und 
des hier beschricbenen Esters XVIII zeigten vollige Ubereinstinimung. 

3 ~ , 5 - n i h y d r o x y - 1 5 - k c t o - 5 ~ ,  14~-atiansaarve-mcthylestev ( X I I I )  und 3~-Acetoxy-5-hydroxy-l5-  
keto-@, 14B-atiansiiure-methylester ( X I V ) .  20 mg Hydroxyester XV vorn Smp. 210--230" und 20 mg 
dcs Acetoxyesters XVI vorn Smp. 19G198" wurden in 5 ml Me gelost, rnit 1 ml 25-proz. KOH- 
Losung versetzt und 2 Std. auf dem llanipfbad gekocht. Nach dem Abkuhlen wurdc rnit verd. 
HC1 neutralisiert, im Vakuum vom Mc bcfreit, rnit verd. HC1 eben kongosauer gemacht, mit 
Chf-K (1 :4) ausgeschiittelt und die Chf-L-Lijsung wie iiblich aufgearbeitet : 35 mg Rohprodukt. 
I k s e s  wurde in einigcn Tropfen Me gelost, mit atheriseher Uiazomcthanlosung methyliert und 
im Vakuum vorn Losungsmittclgcmisch befreit. Uer Ruckstand gab aus An-A 29 mg lange, 
diinne Prismen (= XIII)  vom Smp. 205-211". Mischprobe rnit dem eOxyslure-B,-methylester 
Snip. 198-201"~, der jetzt bei 192-211" schmolz, bei 202-211". - Acetylierung: 25 mg XI11 vom 
Smp. 205-211' wurclen in 10 Tropfen Py gelost, mit 7 Tropfen Ac,O vcrsctzt und 24 Std. bei 40" 
stehengelassen. Nach iiblicher hufarbeitung wurdc an 1 g Also3 chromatographiert. Das rnit Bz, 
Bz-Chf (19: l ) ,  (9: 1) und (4: 1) eluierte Material gab aus A-Pn feine Nadelchen vom Smp. 175-181". 
Dicscr sticg nach zweimaligem Umlosen aus A-Pn auf 182-184. Misch-Smp. mit dem aAcetoxy- 
saure-B,-methylester Smp. 171 -177"~)~  der jctzt bci 172-178' schmolz, 176-184"; = + 14,3" 
j. 2' (c = 1,119 in Chl) .  

Basel unter der Leitung von Herrn E. THOMMLN ausgefuhrt. 
Die Mlikroanalyscn wurden im khkrolabor der Organiscli-chcniischcn hnstalt der Universitat 

SUMMARY 

On the basis of new degradation work i t  is shown that Marinobufagin is 3j3,5-Di- 
hydroxy-14/?, 15/?-eposy-5~-bufa-20,22-dienolide. At the same time the structure of 
the degradation products, which were described in our previous communication on 
this subject, could be elucidated. 
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