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Phriz).l-I-cyclopantane-caPboxylafe d ' i thy le  [XXXI,  n = 21. Xous avons utilisC le procCd6 dc 

Phdii~l-1-cyclopropaize-carboxylate d'e'thyle [XXXI.  n = 01. I1 a C t C  prCpar6 par un procede 
analogue; ICb. 117-118"/11 Torr ( K O N D O ~ ) ,  Eb. 129-133"/21 Torr), nZ3 = 1,5085, rdt. 66%. 

(Ph~ir~l-l'-cvclopentyl-7')-mCthanol [XXXII ,  tab. 31 c t  (phdnyl-7'-cyclopropyl-1')-me'thanol 
~ S X X I V ,  tab .  31. Synth6tisCs par rCduction des cstcrs correspondants par le hutylate sodique. 

T.cs carbamates correspondants [XXXII I  et  XXX\', tab.  31 ont C t C  prCparCs par la mCthodc 
-1 tlCcritc antCricurcnicxit'a). 

\ ' 4 N  H E Y X I N C E N ' ) ;  Rb. 142-144"/10 Torr, I120 = 1,5145. rdt .  90?". 

RESIJMC 
La synthcse de trois sCries de dCrivCs du (propyn-2'-yl-lr)-l-cyclohexanol-l (A) 

r.;t dCcrite et leur activitC hypnotique d6terminCe. 

Laboratoires de Kecherches LAH,\.z 
Directeur: Dr G. DELTOVR 
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259. Die Bufogenine des Paratoidensekretes 
von Bufo arenarum HENSEL') 

Uber Krotcngiftc, 20. Mitteilungz) 

von R .  Rees, 0. Schindler, V.  Deulofeu und T. Reichstein 
(17. 1X. 59) 

Aus dem Sckret der in Argentinien lebenden Krote Bufo arenarum HENSEL 
haben CHEN, JENSEN & c H E N 3 )  sowie J E N S E K ~ )  Eiristak isoliert, die sie als Areno- 
hufagin bczcichneten. Wenig spater hahen DEULWEU 6), DUPRAT~),  sowie DEULOFEU 
und Mitarb.s) uber die Isolierung von Kristallen aus gleichem Material berichtet. Kurz 
tlarauf beschrieben \VIELAW & BEHRINGER*) die Gewinnung von Kristallen aus 
analogem Sekrct, die sie Arenobufogin nannten. Da es sich als unmoglich crwies, fest- 
zustellen, ob alle oben erwahntcn Praparate im wesentlichen dasselbe Genin ent- 
hielten Y ) ,  hahen SCHROTER und ?clitarb.lo) kiirzlich vorgeschlagen, das Original- 

1) Auszug a m  Iliss. R. REITS. Base1 1959. 
2)  19. Mitteilung: 31. BHARCCH.4,  H. JACEK, I<. MEYEK, 'r. REICHSTEIN & 0. S C H I N D L E R ,  

3) l i .  I < .  ( 'HEN, H. JENSEN & A .  I,. (:HEN, J .  Pharmacol. & cxp. Therap. 49, I (1933). 
4, H. JENSEN, J .  Amer. chcm. SOC. 57, 1765 (1035). 
5 )  V, DEULOFEU, Rol. SOC. quim. Peru 6 (Kr. 3), 27 (1940); Chem. Abstr. 35, 1427 (1941). 
6 )  E. DLIPKAT, Thesis Facultad de Ciencias Exact. Fis. Nat.  Buenos .\ires 1941. 
7)  V, DEULOFKU, E. DUPRAT & R. T A B R I O L A ,  Nature 145, 671 (1940). 

9) Ohne cliromatographische oclcr ahnliche Methoden 1st cs schr schwcr. cinhcitlichc Rufo- 
Renine a m  Gcmisclicn zu isolieren. Zur Rcinheitskontrolle ist das Paperchromatogramm bcsondcrs 
svcrtvoll. I)icse hiethodc war zur Zeit der Isi-rlicrnng der friiheren Praparate kaum bckannt. 

10, H. S C H R ~ T E R ,  CH. TAMM, T. REICHSTEIR & V. DEULOFEU, Hclv. 41, 140 (1958). 

Hcl\.. 42, 1395 (19.59). 

") I-l. \ \ I K I A X I ~  & H. B Z H R I N t i E R ,  Liebigs . h n .  Chem. 549, 209 (1941), b C S .  s. 234. 
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praparat von DEULOFEU 5, (das mit demjenigen von DUPRAT~)  iibcreinstimmt) als 
Arenobufagin zu bezeichnen und als Vergleichssubstanz zu beniitzen. Es war das 
einzige der alten Praparate, das zur Verfiigung stand. Nach Papierchromatogramm 
war es weitgehend einheitlich und enthielt nur eine geringe Menge einer langsamer 
laufenden Verunreinigungll). Dieselben Autoren stellten ferner fest , dass das Sekret 
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von Bufo arenarum ausser Arenobufagin noch andere Bufogenine enthalt, die in 
Papierchromatogrammen Laufstrecken zeigten wie Marinobufagin, Bufotalinin, 
Telocinobufagin, Bufotalidin = Hellebrigenin und Garnabufotalin. 

11) Die Angabe bei SCHROTER et dl"), Fussnote 29a, dass diese Verunreinigung, die wir jetzt 
als Hufarenogin (= y-H) bezeichnen, im Chf/Fmd-System langsamer laufe als Gamabufotalin, 
beruht auf cincm Irrtum. 
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Es interessierte uns, dieses provisorische Resultat auch durch eine praparative 
Trennung sicherzustellen. Wir beschreiben in1 folgenden eine solche Trennung, die in 
allen Stufen papierchromatographisch kontrolliert wurde. 

Insgesamt standeii uns 42,36 g trockcnes Sekret zur Verfiigung, das aus ca. 600 
Tieren stammte. Davon wurden 20,8 g fur die Untersuchung eingesetzt. Zur Vor- 
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Chf/Fmd Chf/Fmd Be-Chf-(7 : 5)/  Be-Cy-(1 : l ) /  He/Vmd. 
ca. 7 Std. ca. 4 S t d .  Fmd Vmd 

ca. 1.5 Std. ca. 3 Std. ca. 3 Std. 
prap. Trog. 2,5 Std. prap. Trog. 6 Sttl. 

trcnnung dicnte eine grobe Verteilungschromatographie12) an Kieselgur mit Wasser 
als ruhender Phase. Die mit Chloroform eluierbaren Anteile (3,80 g;  18,3%) ent- 
hieltcn die Sterine und Bufogcnine. Mit Chloroform-Butanol-(1 : 1) liessen sich noch 
1,57 g (7,55%) Material cluieren, das die Toxine enthielt. Bisher wurden nur die 
Ihfogenine untersucht. 
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Untersuch,ung der Rufogenine. Im genannten Chloroformcstrakt liessen sich (teil- 
weise erst nach praparativer Vorreinigung) durch Papierchromatographie in 5 Syste- 
men (Fig. 1-8) insgesamt 30 Bufogenine nachweisen. Sie wurden zunachst mit den 
Buchstaben K, D, E, A, B, U, J, C, G und y-H bezeichnet13). Zur Erkcnnung diente 
dabei die direkte Photokopie im gefilterten UV.-Licht 14), sowie anschliesscndes Sprit- 
zen rnit SbCl,-Lo~ung~~)~~)~~)~~). Die beim Erhitzen rnit SbCl, entstehenden Farhun- 
gen (vgl. Tab. 1) erlauben teilweise eine zusatzliche Differenzierung. Durch die in1 
folgenden beschriebenen Trennungen liessen sich alle 10 Stoffe in cinheitlichen Kri- 
stallen isolieren (vgl. Tab. 3). Acht davon (R, D, E, A, B, J, C und G )  liessen sich rnit 
bekannten Geninen identifizieren (vgl. Tab. 3). Die zwei weiteren (U und y-H) 
stellen neue Stoffe dar, die wir als Argentinogenin (U) und Rufarenogin (71-H) he- 
zeichnen. 

Ausfiihrung der Trennung. Das Gemisch (3,80 g) wurde zunachst an A1,0, chro- 
matographiert, worauf sich etwas Material abtrennen liess, das ini UV. bei 300 mp 
keine starke Absorption zeigte. Aus den ersten Fraktionen liessen sich ca. 40 mg 
KristaLle (vermutlich Steringemisch) isolieren, die nicht weiter untersucht wurden. 
Von den Bufogenincn liessen sich D und E in einheitlichen Kristallen gewinnen. A l k  
iibrigen Fraktionen waren Gemische. Sie wurden nach dem Ergebnis der papier- 
chromatographischen Priifung in drei Gruppen zusammengefasst (vgl. Tab. 4 ) .  

Bvluuferungen zu den Figuren 7-70. Die Fig. 1-10 stellen schematisierte, aber massgetrcuc 
Reispicle von Papierchromatogrammen dar. Davon betreffen Fig. 1-8 freie Geninc und Fix.  
9-1 0 0-Acetylderivate. Ausfiihrung wie friiher beschriebcnlz) 14) 17), aber mit vorfcinerten 

Tabelle 1. Farbunfeia der Flecke mit SbC1, nach ErlzitZm16) 16) 17) 

- 
R 
n 
E 
'4 
B 
c 
J 
c 
<; 

Stoff 

Hesibufogenin 
Bufalin 
Marinobufagin 
Eufotalinin 
Telocinobufagin 
Argentinogenin 
Arenobufagin 
Hellebrigenin 
Hellebrigenol 

w-H nufarenogin 
H Gamabufotalin 
Ac-R O-A4cetyl-telo- 
.\c-y-H 0-.4cetyl-bulareno 
Xc- J 0-.\cetyl-areno- 
Ac-1: O-.%cetyl-argentino 
Ac H O-Acetyl-gama- 

Tageslich t 

hell violett 
blassgelb-griinblau 
graubraun-violett 
orange-gelbgriin 
violett 
farblos 
farblos 
orange-griingelb 
braungelb 
farblos-blaugran 
gelb-blau 
violett 
farblos 
farblos 
schwach graugelb 
blaugrau 

UV.-Licht 

grauviolett 
schwach orangebraun 
gelborsnge 
gelb 
violett 
farblos 
farblos 
gelb 
braungelb 
farblos-gelbl,rauii 
gelbbraiin 
schwarz-violett 
iarblos 
farblos 
gelb 
schwach gelbbraun 

13) Die Reihenfolge entspricht abnehmender Laufstrecke im System von Fig. 1 
14) R. HERNASCONI, H. P. SIGC & T. REICHSTEIN, Helv. 38, 1767 (1955). 
15) R. NEHER & A. WETTSTEIN, Helv. 34, 2278 (1951). 
16) D. LAWDAY, Nature 170, 415 (1952). 
1') K. BOLLIGER & K. MEYER, Helv. 40, 1659 (1957). 
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Systemen'*). Bcdeutung der Ruchstabcnbezeichnungcn vgl. Tab. 1. Bei den Systemen ist das 
7 ' 0 ~  dem schragen Stricli stchcnde LosungsniittelZo) oder Gcmisch die bewegliche, das nach dem 
schragcn Stricli strhende dic ruhende Phasc. Bei krist. Rinzelstoffen wurden jcweils 0.05 mg 
aufgctragen, bei Gcmischcn ctwas mchr, bei amorphen Praktionen etwa 0,2 mg. Rci ldcntifizie- 
rungcn wurdcn die zu vcrgleichenden Probcn jewcils auf demselben I'apier nebencinander laufen 
gelassen. 

Zeit Arenobufagin (I) Argentinogenin (VII) Bufarenogin (111) 

0' 
5-15' 
30' 
GO' 
2-3 Std. 

0' 
5-15' 
30' 
60' 
2-3 Std. 

Mass gelb 
ocker 
ocker 
schmutzig gclb 
braungrau 

schmutzig gelb 
gelborange 
griingelb 
grungelb 
griin 

farblos 
blassgelb 
hell gelbbraun 
gelb mit Griinstich 
farblos 

rnit 84-proz. H,SO, 
blass gelb 
ocker 
schmutzig gelb 
blass grau 
farblos 

mit konz. H,SO, 
griingelb 
gelborange 
hellgriin 
hellgriin 
braungrau 

griinbraun 
gelbbraun 
gelbbraun 
braun 
dunkelgrun 

Di-0-acetyl- Di-0-acetyl- 
arenobufagin (11) argentinogenin (VIII 

schmutzig gelb 
gelborange 
gelborange 
griingelb 
griin gclb 
griin 

0' 
1-5' 
15 30' 
60' 
2-3 Std. 

braungelb 
griinbraun 
graugriin 
schmutzig grun 
schmutzig griin 
grau 

0' 
5' 
15' 
30' 
GO' 
2-3 Std. 

farblos 
blass gelb 
blass gelb 
farblos 
farblos 

farblos 
gclb 
rotlich gelb 
rotlich gelb 
braungrau 

1)i-0-acetyl- 
bufarenogin ( IV)  

farblos 
blass gelb 
blass gelb 
farblos 
farblos 

farblos 
farblos 
hellgrun 
farblos 
farblos 
farblos 

l'rennung der Gruppe I .  Zweimalige Wiederholung der Chromatographie an A1,0, 
lieferte R, D und E in reiner kristallisierter Form. Dahei wurde noch 240 mg Material 
(letzte Fraktionen) erhalten, das die Flecke E, J und y-H zeigte; es wurde mit 
(;ruppe I1 vereinigt. 

18) Schwer trennbare Stoffe werden in der Kegel am besten in Systemen getrennt, in denen 
sic nur einc geringe Laufgesch\\.indigkeit zeigen, wobei entsprechend lang chromatographiert 
wcrdcn mussID). 

19) I;. H. ('.\HI'ENTER & G. 1'. HESS, J .  Amcr. chem. SOC. 78, 3351 (1056), vgl. auch 0. REN- 

90) Rbkiirzungen fiir Losungsmittel vgl. Einleitung zuin Exper. Teil. 
liOS&N, O. SCHINDLER & T. REICHSTNIN, He]\'. 42, 182 (1959). 
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Trennung der Gruppe II. Dies Material, das 6 Bufogenine enthielt, wurde zu- 
nachst durch Vertcilungschromatographie 28) in 121 Fraktionen aufgetrennt (vgI. 
Tab. 10 im Exp. Teil). Dazu diente Propylenglykol-Wasser- (4 : I)  als ruhende Phasc: 

160-1 75"/ 

270-278" 23) 
neu 

210-2110 23) 

Tabelle 3 Die : r I i ~  aus dem Sekret uon Bufo arenarum isolierten Bufogriiiize 
sowic Gamabu/otalin ( H )  -urn Vergleich 

210-2120 

270-278' 
227-230" 

Identifizierung 
bzw. 

neuer Name 

Smp. 

Lit. gefunden 

85-169" 21) 90-12V 
218-230" p2) 220-234O 

ia 
nach 
Lit. 

> 
bier 

gefunden 

Buch- 
tabenbe 
cichnun 

K Kesibufogenin 
0-Acetvl- , , 

- 5,4 ChfZ2) 
- 1.1 Cllf2261 

- 6,l ('hf 
- 1.5 Chf 

n Bufalin 
0-Acetvl- ,, 

- 8,7 ChfZ3) 
- 6,O ChfZ3) 
+ 10,O Chfz4) 
+ 25,7 C h P )  
-t 19,2 Chf12) 
+ 30.6 CW261 

- X,5 Chf 
- fi ,5Ctlf  
+10,1 (:iIr 
+23,7 C,hf 
+ 18,8 Chf 
+ 29,4 Chi' 

+ 4,9 Chf 

f 23,6 C,hf 
- 20,6 Chf 

nich t bestimni t 
+69,2 C:hl 
+ 54,5 Mc 
+ 40,4 Chf 

16,6 ,411 

+ 32,6 Chi' 
nicht bestimmt 

nicht bestininit 

E Rlarinobufagin 
0-Acetyl- ,. 
Bufotalinin 
0-Acetyl- ,, 
Telocinobufagin 

A 

B 

1; 
AC-1- 

+ 4.4 ~ ~ 2 3 )  

+ 22,9 Chf 
- 
- 

0-Acetyl- ,, 

Argentinogenin 
Di-0-acetvl- . . - I amornh 
.\renobufagin + 53,O Mez1) J 

-4c- J 
c 

G 

l)i-0-acetyl- ,, 

Bufotalidin = 

Hellebrigenin 
O-x\cetyl- ,, 
Hellebrigenol 

+ 18,0 AnzS) 

+ 33,7 Chf 26) 

+ 5,3 M e z e )  

+ 36.3 Chf "61 
240-245" 

Di-0-acetvl- ., 

Bufarenogin neii 1 230-233' +11,3 Me 
+ 25,7 Chf 

- 
- 

+ 1.3 Mez7) 
- 13,O Mez7) 
- 11,4 Chf z7) 

Di-0-acetyl- ,, 

Gamabufotalin 
288-290" 

254-260' 27) 

Di-0-acetyl- .. 257-259' 27) 

21) H. LINDE h li .  MEYBR, I'harmac. Xcta Helv. 33, 327 (1958). 
%%) I<. MEYEH, Helv. 35, 2444 (1952). 
") K. MEYER, Pharmac. Acta Helv. 24, 222 (1949); Helv. 32, 1238 (1949). 

I<. MEYER, Helv. 34, 2147 (1951). 
a) J. SCHMUTZ. Helv. 32, 1442 (1949). 
re) A. KATZ, Helv. 40, 831 (1957). 
27) J. P. RUCKSTUHL & K. MEYER, Helv. 40, 1270 (1957). 
ns) I n  Klammern = Schwache Vlecke. 
*") Ausluhrung nach H. H ~ c ~ n i i s ,  CH. T a i v M  & T. REICHSTEIX, Helv. 36, 357 (1353). 
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I I a a15 1ng 
I l l )  114 nip 
I T c  637 nig 
I l t l  41 111g 

und Henzol-Clilorofoi-m-(~enii~clic (\,on (1 : 1) auf (4 : 1) steigend), dann reines Chloro- 
form als bewegliche Phase ,O). 

Die Vcrtei111ngschroniatograpliie crlaubte, die Genine E, U und y-H in reiner 
krist. Form zu gewinnen. Ferner wurdcn Mischungen von jeweils 2-3 Komponenten 
erhaltcn, die wir in 4 Vntergruppen zusammenfassten (vgl. Tab. 5). Von diesen wur- 
den 1113 und IId nicht getrennt. Aus Untergruppe I I a  liessen sich nach Chromato- 
grapliie an A1,0, die Genine E und -1 in Kristallen gewinnen. Die Trennung von 

E, I\ ('lironiatogr. an .4120s 
E, -\, n nicht getrcnnt 
6 1'- J Praparatire Pchr 
.I1 1ll-H nicht getrennt 

IXcses Systcin ha t  sicli [riilierl? ;(I> giinstig erivieseii. E s  ist aticli leiclitcr, die erhaltcnen 
Eluate von T'r~rpylenglykol zu lwfrricii als \ Y I I ~  lpormamid, das bei \-eri\-endung dieses Stoffes als 
ruhcntlcr I'hasc in (lie El intc  gelangt. 

E. vox .\HS R li. XEHER. Hell-. 39, 1664 (19.56). 
3 1 )  Es liaritlelt sich 11111 eine grche Schatzung, wobei neben den erhaltenen JIcngcn auch die 

I~rihtallisierbarkeit soivie die Grijshe der Flecke in1 l'apiercliromatogramn~ bcriicksichtigt sind. 
1:crrior aucli nicht getrennte Misc1iflakti~)iien. 

3:') Rrenolrufagin \r.ird an AI,O, tcilweise in .irgentinogenin iuntl Bufarciiogin iilxxgefiihrt 
( s d i c  unten). 11ii iirsyriinglichcn Srlcret war tlalier siclier mehr Arenobufagin i int l  \\-en@ Argen- 
~inogenin so\\-ic Hularenogin vcirhandwi. 
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Die Identifizierung der bekannten Geninc erfolgte durch Smp., Drehung, Misch- 
probe, Papierchromatogramm und Farbreaktionen mit SbCl, auf Papier sowie 
84-proz. H,SO, auf Tiipfelplatte. Ferner wurden in allen Fallen auch die 0-Acetyl- 
L'erbindungen hergestellt und niit authentischem Material verglichen. Die Uberein- 
stimmung der physikalischen Daten ist aus Tab. 3 ersichtlich. 

Im folgenden werden noch die zwei neuen Genine kurz besprochen. 
Wir glauben, dass Bufarenogin und Argentinogenin die Formeln I11 und VII be- 

sitzen. Diese Vermutung stiitzt sich auf folgende Befunde : Arenobufagin wird durch 

I 

11 

C 
It KO.. / 

(R = H) Arenobufagin 
F. 218-224" [ + 69,2 Chfj31) \\\ F. 230-233" [+11,3 Me]31) 

(R  = XC) 230-240" ") 
[ + 40,4 Chf]  

111 (R = H) Bufarenogin 

[ + 54,s Me, I\. (R = Ac) F. 285-290" 
[ + 2.5,7 Chf: 34) 

0 
\ 

0 

V (K = R' ~ H) F. 165" 
;+9i,i ~1k:35)36) 

VI (R = XC, R' = CH,) 
F. 123-1L8" 35) 

\'1I (R = H) Argentinogenin 
F. 227-230" [-  20,6 Chf734) 

\ ' I 1 1  (K = .Zc) amorph32) 

Die Zahlen in eckigeii Iilamrnern gcbcn die spez. Wehung fur Sa-1,icht In den vermerkten 
T.osungsmittelnzo) an. 

Icontakt an A1,0, teilweise verandert; dabei entstehen zwei Stoffe, die im Papier- 
chromatogramin genau gleiche Laufstrecken und gleiches Verhalten beim Erhitzen 
init SbC1, zeigten wic Bufarenogin und Argentinogenin. Wenn es sich tatsachlich um 
clicse zwei Stoffe handelt3'), so durften sie daher dasselbe C-Skelett und dieselbc 
L'erteilungder 0-Atome besitzen wie Arenobufagin. Fur letzteres ist von HOFER, Lrxm 

34) Expcr. Teil dieser rlrbeit. 
35) 0. \vI?;TERSTEINER & 11. AIOOKE, J. bi01. ('helll. 162, 725 (1946). 

\'gl. auch die in 3-Stellung nicht substituierte SBure Lei J .  B a K s B T . r  c" T. KKICHSTEIK. 
Helv. 21, 926 (1938) und friihcre Lit. daselbst, sowie Diss. J .  KOLLERSTROM-EARNETT, Zurich 1953. 

Der Versuch soll, sobaltl dies inoglich wird, auch in praparativem MaBstab durchgefiihrt 
werden. Sobald die Identitat cler zwei ails 9renobufagin entstehenden Stoffe gesichert ist. knnnen 
die Formeln TIT uud 1.11 als bewicsen angesehen werden. 
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Sr M E Y E R ~ )  dic Formel I bewiesen worden. Sie entspricht im tetracyclischen Anteil 
genau dem S i n ~ g c n i n ~ ~ )  und unterscheidet sich von diesem lediglich durch die Hexa- 
dienolid-Seitenkette an Stelle dcs Rutenolidringes. Wie von RENKONEN et aL40) kiirz- 
lich gezeigt wurde, wird Sinosid (ein Glykosid des Sinogenins) durch Kontakt an 
A1,0, teilweise in Caudosid (isomeres 11-Keto-12a-hydroxy-Derivat) umgelagert. 
Wir glauben, dass die Bildung von Bufarenogin eine analoge Isomerisierung darstellt , 
wobei wir aber die raumliche Lage der neuen HO-Gruppe in 12-Stellung noch offen 
lasscn mochten. 

Tabelle 6. Ubevsicht uber die erhallenen Ausbeuten 
iuid Scliatiung dev iilt irockenen Sekret wirklich vorhandenen Mengen 

Isoliert aus 
20.8 g Trockensckrct 

13uch- 
stabcn- 
bezeich- 

nung 

hTamc 
Menge 

Gruppe in mg in % aus I 
Schatzung 

der wirklich vorhandenen 

in mg in % 

I> 

E 

I A I Rufotalinin 

Thifalin 

Marinobufagin 

€3 I Telocinobufagin 

hrgent in~gcnin~~)  

A r c n o b ~ f a g i n ~ ~ )  
Hellebrieenin 
Hcl lebrigenol 
13~farenogin3~) 

I1 1 49 = 0.24 I 90 = 0.43 
210 = l ,o I1 I126 = 0,61. I 

I1 I140 = 0.07 I 290 = 1.2 
185 = 0,9 
20 = 0.1 

11 44 r-7 0’21 140 = 0.67 

Die folgenden Eigenschaften von Rufarenogin stclicii niit der Formel I11 gut in 
Einklang. Die Analyse passte am bcsten auf die Zusaminensetzung C,,H,,O,. Acety- 
licrung lieferte eiii krist. Derivat, dessen Analyse auf einc Di-0-acetyl-Verbindung 
(IV) C,,H,,O, passte. Das UV.-Spektrum (Fig. 11) von Rufarenogin zeigte das 
Masimum des Hcxadienolidringes in normaler Lage (298 mp), aber mit leicht erhohter 
Extinktion (E = G133)41). In1 1R.-Spebtruni (Fig. 13) sind die fur dcn Hexadienolid- 
ring typischen Randen (bei 3,29 p nur kleine Zacke; 5,86 p komplexe Hauptbande; 
- .-.___ 

as) P. HOPER, H. LIXDE & I<. MEYER, Tetrahedron Letters, 1959 Nr. 7, 8 
89)  0. RENKONES, 0. SCHINDLER & T. REIcHsrEiN, Croatica chemica hcta  29, 239 (1957). 
*@) 0. RENKONEN, 0. SCHINDLER & T. REICHSTLIW, Helv. 42,182 (1959). 
41) Bufalin zeigte in demselben Apparat in Alk ein Maximnm bei 298 my, E : 5836. Die 

Ilifferenz (6086-5836 = 250) ist noch etwas grosser als erwartet. Die isolierte Iietogruppe von 
11-Keto-12cc-hydroxy-steroiden zeigt ein Maximum bci ca. 313 my, E = 49 und in l l-Kcto-12~- 
hydroxy-steroiden bei ca. 286 mp, c: = 3647 ,  vgl. G. RAUMGXRTNER & CH. TAMM, Helv. 38, 441 
(1955) und fruhere Titeratur dasclbst. Die Konfiguration sollte abcr nach Hydrierung des Bufa- 
dienolidringcs auf Gruncl des li\.r.-Spektrurns leicht feststellbar win. 
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6,13 und 6,52 p) ausser der erstgenannten alle sehr deutlich. Die H a ~ p t b a n d e ~ ~ )  
zeigt ausserdem bei ca. 5,93 p eine kleine Schulter (deutlicher bei Aufnahme mit 
CaF,-Prisma) . 

Zur Entscheidung, ob die HO-Gruppe ini C-Ring des Bufarenogins 2 2 ~ -  oder 
12b-Konfiguration besitzt, sind auch die Vergleiche der molekularen Drehungen 
kaum geeignet, weil die Drehungen von Steroiden mit 12-standigen HO-Gruppen 
sehr stark von dem am C-17 stehenden Substituenten beeinflusst ~ e r d e n ~ ~ ) .  Wir 
mochtcn die Frage der Konfiguration an C-12 daher vorlaufig offen l a s ~ e n ~ ~ ) .  

Argentinogenin. Wir glauben, dass diesem Stoff Formel VII zukommt, dass es 
sich somit um ein Dehydrierungsprodukt von Arenobufagin (I) handelt. Dafiir 
sprechen ausser der oben genannten Rildung aus I die folgenden Befunde. Die Ana- 
lyse passte ungefahr auf die Formel C,4H,o06. Das UV.-Spektrum (Kurve V in 
Fig. 11) zeigte ein Maximum, das ca. 10 mp kurzwclliger liegt als bei Bufalin, aber 
vie1 intensiver ist. Die Differenzkurve gegeniiber Bufalin (Kurve A in Fig. 11) ergiht 
ein Maximum bei ca. 287 mp, log E = 4,03. Dieses sollte der Absorption der Dios- 
phenol-Gruppierung im Ring C entsprechen, vorausgesetzt, dass die Totalabsorption 
sich rein additiv aus den Absorptionen beider Systeme (Ringe und Hexadienolid) 
zusarnmenset~t4~). In der Tat wurde fur V ein ahnliches Maximum (281 mp, E -= 

7000 in Alk) gefundens6). Argentinogenin zeigte ausserdem mit FeC1, in ca. 30-proz. 
wasserigem Alkohol eine intensive graublaue F a r b ~ n g ~ ~ ) .  Acetylierung lieferte cin 
Derjvat, das bisher nicht kristallisiertc. Das rohe, sicher noch unreine Praparat zeigte 
im UV. (Kurve VIII, AcU, in Fig. 11) zwei deutlich getrennte Maxima bei 247 und 
bei 296 mp, von denen das erste der acetylierten Diosphenolgruppe entspricht4s). Fur 
das 0-Acetylderivat VI fanden WINTERSTEINER & MOORE 36) ein Maximum bei 
243 mp ( E  = 7800). Das 1R.-Spektrum (vgl. Fig. 12) von Argentinogenin zeigte im HO- 
Bercich drei scharfe Banden bei 2,89, 2,96 und 3,03 p. Obgleich eine sicherc Aussage 
uber HO-Banden bei Aufnahme eincs Festkorpers in KBr unmoglich ist, scheint es 
am wahrscheinlichsten, dass diese 3 Banden den 3 HO-Gruppen in VII entsprechen 
und dass zwei davon stark assoziiert sind. Von den Hexadienolid-Bandcn ist diejenigc 
bei 5,85 p zusammengesetzt, die zwei folgenden (bei 6,15 und 6,51 p) aber sehr 

42) Sie enthalt ausser der bekannten Bande des Hexadienolidringes43) auch noch die Absorp- 
tion der Ketolgruppe. In normalen Steroiden liegt die CO-Streckschwingung der 12a-Hydroxy- 
11-keto-Gruppe bei 5,883 y (in CHCI,) und diejenige der 12B-Hydroxy-11-keto-Gruppe bei 5,86 p 
(in CS,). Vgl. J .  ELKS, G .  H. PHILLIPPS, T. WALKER & L. J .  \\'YMAN, J. chem. Soc. 1956, 4330 
und friihere Titeratur daselbst, sowie D. H. 1%'. DICKSON & J .  E. PACE. J ,  chem. Sac. 1955, 447 
und weitere Iiteratur daselbst. 

43) R. N. J O N E S  & 17. HERLING, J. org. Chemistry- 19, 1252 (1951). 
44) Die Diffcrenz der molekularen Drehung zwischen 12a- und 12b-Hydroxy-Derivat ist z. B. 

bei Atiansaurecstern vie1 grosser als bei analogen Cholansaureestern, \-gl. B. KOBCHLIN & 1'. 
REICHSTEIN, Helv. 25, 918 (1942). 

46) Sie sollte sich leicht durch Abbau liisen lassen. 
46) H. P. KOCH, J .  chem. SOC. 1948, 1123; E. A. BRAWIM:, ibid. 1949, 1902; A .  E. GILLhnr 

& E. S. STERN, Electronic .Absorption Spectroscopy in Organic Chemistry, p. 195 (London 
1054). 

47) Es ist uns kein anderes Bufogenin bekannt, das eine positive l2eCl3-Reaktion gibt. 
48) Die durch die Acetylierung bewirkte hypsochrome Verschiebung des Maximums um fast 

40 my ist fur die hexacyclischen Diosphenole typisch, vgl. T,. DORFMAN, Chem. Rev. 53,47 (1953), 
bes. Tab. 15, sowie I,. FIESER & M. FIESER, Natural Products related to Yhcnanthrene, p. 105, 
3. ed. (NCIV York 1949). 
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xharf 4y). Dazu koinint einc charakteristische scharfe Bande bei 6,02 p, die lZufalin 
nicht zeigt und die von der Diosphenolgruppe im Ring C hcrriihren durfte50). 

.4renobzrfagin ( J ) .  Das reine Praparat gab Analysenwerte, die auf die fruhcr an- 
gegebene Forme15)s)7)8) C,,H,,O, passten. Das 1R.-Spektrum ist aus Fig. 14 ersicht- 
lich. Die komplese Hande mit Schwerpunkt 5,85 p zeigt bei Aufnahme mit CaF,- 
Pri.;ma eine deutliche Zacke bei 5,OO p sowie eine Schulter bci ca. 5,03 p, die vcr- 

3 -  
w 

c n  

0 

- 
2 -  

1 -  

- 
20 0 250 300 350 

Fig. 1 1 .  1.' I'.-.~bsorpfio~r.sspeklren in 141kohoC51) 
[ -  .\rgentinogenin, Smp. 227-230", Maxima bei 198 mp, log P = 4,17, uritl bci 289 mp, 

log C' 4,1763, bcr. auI CPIHSOOR (414,5). 
y -H Bufarenogin, Snip. 229-232", Maxima bei ca. 202 mp, log F = 4,12, untl bci 29s m:l, 

log E = 3,7813, ber. auf C,,H,,20, (416.5). 
I )  I3iifalin, Snip. Z44-248", Maxima 1x3 198 mp, log e = 4.1 3 ,  und bei 298 nip, log E - 3,7061, 

bcr. auf ('dlHMOP (386,s).  
. \c- I' T>i-O-acet~l-argcntinogeiiin (amorph. roll), Maxima bei 147 mp, log E = 3,65, und bei 

298 nip, log F = 3,34, ber. auf C',,H,,O, (498,s). 
Differrnzkur\.c log ( F ~ ~ ~ ~ , . ~ ~ ~ , , ~ , ~ ~ . ~ , ~ , , - c . ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ , )  4 1 ) ,  Naxiinum bei 187 nip, log F := 3.Y7. I 

mutlich voii der Iietolgruppierung herriihrt. Das Di-0-acetyl-Derivat ltristallisicrte 
gut, Smp. und Analysenwertc (C,,H,,O,) standen in ausgezeichneter Ubcreinstimmung 
mit den Werten von DuPRAP). Herr Dr. CHES hatte die Frcundlichkeit, das reine 
.Irenobufagin biologisch an dcr Katze zu prufen. Als geometrischcs Mittel dcr letalen 

19) Dcr Hexadienolidring zeigt noch eine sch\\-achc I3andc (C'H-Schwingung) bei 3,L.j 3 , 9  !L, 

50) ll-H!.drosy-12-lieto-cholen-(c). ll)-s%ure (\vie Formel 1' ohne Subr;tituent an C-3)3G) gal) 

5l) r\ufgcnonirnen \on Hcrrn I<. STICH und G. KOTZLER auf einem selbstreRistriereiiden 

die abcr nieist erst bei \~cr\\-endung \.on ca. 3-5 nig p r o  Pastille deutlich sichtbar wird, 

in ('H2Cl, ncllen der Hande bei 5,X6 ji (Carboxyl) eine scharfe Uande bei 5.99 ,u. 

I ~ r r : ~ ~ r , ~ ~ - S ~ ~ i ~ k t r ~ ~ ~ ~ l i o t o n i c t e r  I)k 2 mit Sekuntl~ielclctrorieniervieliaclier If' 2s. 
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or 1- l... . 

3 4  
Fig. 12. fll'.-Spektrarm von .4vgentinogrnin (U), Smp. 227-230" 

1,2 mg fest in IiRr, nicht vibriertsl) 

3 4 5 7 3 p 9 10 11 12 13 14 15 
Fig. 13. IX.-Spektvzlm zlon Bufarenogenin ( ~ J - H ) ,  Smp. 229-232" 

1,33 mg fest in KBr, nicht vibrierts2) 

1:ig 14 I I<.-Spektvum von Arenobufagin ( J ) ,  Smp.  218-22J" 
0.82 und 4,31 mg fest in KBr, nicht vibrierts2) 

Dosis bei intravenoser Infusion fand er an 10 Ticrcn 0,0767 f 0,0067 mg/kg53). Das 
Praparat war somit etwas tosischer als das friiher gepriifte hlateria153. 

sn) Aufgenoinmeii von dcn Hcrrcn I<. STICH und G. ROTZLISR mit einem PERKIN ELMER 

@) Brief vom 7. Juli 105X. W'ir danken Herrn Dr. I<. I<. CHEN, Indianapolis, auch hier bestens 

54)  ('HEN, JENSEN LCC CHES~) fanden fur ihr Praparat friiher 0,093 nig/kg. 

tloublc beam 1R.-Spektrophotometer Modell 21 mit NaCl Prisma. 

fiir die t'berlassung seiner Resultate. 
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Diskussion der Ergebnisse 
Von den von SCHROTER et aZ.lO) im Sckret von Bufo arenarunz papierchromato- 

graphisch nachgewiesenen 6 Gcninen konnten fiinf mit den vermuteten Stoffen auf 
praparativem Wege identifiziert werden. Lediglich das sechste, das eine sehr ahnliche 
Laufstreckc wie Gamabufotalin gezeigt hatte, war nicht mit diesem identisch, son- 
dern erwies sich als neuer Stoff (Bufarenogin). Ausserdem konnten 4 wcitere Genine 
(Resibufogenin, Bufalin, Argentinogenin und Hellebrigenol) isoliert werden. Von 
diesen ist Argentinogenin cin neuer Stoff. Hellebrigenol ist nach Hellebrigcnin das 
zweite Bufogenin, das bisher sowohl aus pflanzlichem 55) wie aus tierischcm Materials6) 
isoliert werden konnte. 

Die zwei neuen Genine (Bufarenogin und Argentinogenin) entstehen vermutlich 
auch durch Kontakt von Arenobufagin an A1,0,. Da Bufarcnogin (y-H) papier- 
chromatographisch auch in Rohextrakten57) nachweisbar war, die noch nicht mit 
A1,03 behandelt wurdcn, ist es sehr wahrschcinlich, dass dieser Stoff bereits im rohen 
Sekret enthaltcn war. Reim Argentinogenin (U) ist es jcdoch vorlaufig unsicher, ob 
das isolierte Praparat nur teilweise oder vollstandig wahrend der Aufarbeitung aus 
Arenobufagin durch Kontakt an A1,0, entstanden ist. Aus Bhnlichen Grunden ist es 
nicht besoriders auffallend, dass bei dcr Iiier beschriebenen Isolierung das Arcno- 
bufagin nicht als Hauptprodukt crhalten wurde, denn ein gewisser Teil ist sicher bei 
dcr wiederholten Chromatographie an A1,03 in andere Stoffe umgelagcrt worden. 
Es ist durchaus moglich, dass ausser Arenobufagin und Rufarenogin auch noch ein 
weiteres Isonieres (raumisomcr an C-12) in dem Gemisch enthaltcn war. Rei den 
cntsprechenden Stoffen der Cardenolidrcihe (Caudogenin und y-Caudogenin) ist es 
bckannt, dass sie schwer trennbar sind40). 

Dcr cine von uns (I<. R.) dankt dcm SchweizeviscRen Xutionalfonds PUY Fovdevuitg dev wisse9i- 
schnftlichcn Fovschung fiir cincn Beitrag an (lie Kostcn dieser Xrbeit. 

Experimenteller Teil 
Xllc Srnp. wurtlen auf dcm K O F L E R - ~ ~ O C ~  liestimmt unil sind korrigicrt. 1;ehlcrgrenzc in ver- 

wcndeter Xusfiihrungsform bis 200" 2,', dariibcr etwa & 3 '. fibliche A4ufarbcitung bcdeutet: Ein- 
dampfcn im Vakuum, Aufnehmen in Chloroform-&her-( 1 : 3) (odcr in anderem Liisungsmittcl 
Palls erwahnt), \VdschCn init 2-11, HCI, 2-n. Na,CO,-Losung und Wasscr, 'l'rockncn iiber Na,SO, 
und Xixidampfen zulctzt im Vakuum. Zur 12dsorptionschromatographie nach dcm Durchlaufver- 
fahrenS) diente .21,0,, das ohnc Xnwendung von Saurc von Alkali bcfreit"), abcr nur bci 
180-190" reaktiviert wurde, odcr Silicagel fiir Chromatographie, KornhTosse 0.13-0,3 rnmeu). Die 
~~erteilungschroniatogramme wurden nach HEGEDUS und ;LIitar1).28) ausgefuhrt. Substanzproben 
m r  Drehungsbestimmung uvrden 1 Std. bei 60-70°/0,02 Torr getrocknet; zur Analyse, wo nichts 
anderes erwahnt, 5 Std. bei 0 , O l  Torr und 100' mit Einwaagc im Schwcinchen. Allc Verhaltnis- 
zahlen bcdcutcn \'erhaltnissc von Volumina. Es gcltcn die folgendcn Ahkiirzungcn: Ac = CH,CO, 
;\c = 1)iathylather. -41 = 95-proz. iithanol, An = .4ccton, Be ~ Renzol, Bu = n-Butanol, 

66)  H. BERNASCONI, Diss. Hasel 1957. 
66) Hellebrigenol ist inzwischen in schr kleinen Xengcn auch im Sekret von Birjo marinus 

67) Es war auch in kleincr Menge im Originalpraparat von krist. Xrenobufagin nachweisbar, 

68) T. REICHSTEIN & C .  W. SHOPPEH, Disc. Transact. Faraday SOC. 7, 305 (1949). 
69) J .  v. Euw, A. LARDON & T. REICHSTEIN, Helv. 27, 1292 (Fussnote 2) (1944). in Abande- 

60) nczogen von der Firma DR. RENDER Rt DR. HOBEIN A. G., Zurich 6. 

nachgewiesen worden, vgl. M. BARBIER et al., Helv. 42, 2486 (1959). 

das aber auch mit A40, behandelt worden war. 

rung der dortigen Vorschrift bei 185" reaktiviert. 
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Chf = Chloroform, Cy = Cyclohcxan, Fmd = Formamid, Me = Methanol, Pe = Petrolathcr, 
Pgl = l,Z-Propylenglykol, Py = Pyridin, M' = Wasser; ferncr Fr  = Fraktion, ML = einge- 
dampfte Mutterlauge, n. u. = nicht wciter untersucht, Pchr = Papierchromatographic und 
Papierchromatogrammc. 

Vortrennung des getrockneten Drusensekretes durch grobe Verteilungschromato- 
graphie. - 20,X g trockenes Sekret (hcllhraune Lamellen) wurdcn im Morscr zerstossen, 
mit 100 in1 W angcriihrt und 2 Std. auf der Maschine geschiittelt. Dic triibe schleimige Losung 
wurdc hierauf rnit 150 g gcrcinigtem Kieselgur'*) 29) und 200 g Scesand vermischt, moglichst 
homogenisiert in Chf encrgisch aufgcschlemmt und auf eine Saule Kr. 349) gebracht, die mit 
100Og Kicselgur-m'asscr-(1 : 1) in Chi suspendicrt gefiillt war. Dann wurde wie friiherlz) chromato- 
graphicrt. Laufgeschwindigkrit ca. 800 ml pro 24 Std., wobci taglich 4 Fraktionen zu je ca. 200 ml 
abgetrennt wurden. 

E s  wurden rnit Chf 18 Fr eluiert, die nach dem Eindampfen 3.80 g gelben Schaum licferten. 
Davon gabcn die beidcn letzten Fr  zusammen nur noch 20 mg Riickstand. 

Uie Fr 19-26, eluicrt rnit Chf-Ru-(1 : l), gaben insgesamt 1,57 g braunen Schaum, n. u. 
Trennung des Sterin-Genin-Gemisches an A120,. - 3,80 g der obigen mit Chf eluierten 

Fr  \rurdcn an 110 g .41,0, chromatographiert (Tab. 7). 

Tabelle 7. Chromatographie uon 3,80 g Chi-Extr. an AZ20, 

Flecke Menge 
im Pchr in mg 

Fraktions- 

Flecke 
im Pchr 

Eindampfriickstand 
LosunEsmittel 

R. D 
D 
D, E 
E 

I j e 3 8 0 m l p r o  Fr - 
IMengt 

40 -(Sterine) 
57 D 

95 E 
- 

I I lin me 

Endpr. 

Gruppe I 
I M L =  

1 
2 4  

5 
6 
7 

8-10 
11-12 
13-16 
17-18 
19-21 

-- 

~ 

Be-Chf-(9:1\ . . .  1 
Be-Chf-(9:1) . . .  
Be-C,hf-(7:3) . . .  
Be-Chf-(7:3) . . .  
Re-Chf-(7:3) . . .  
Be-Chf-(7:3) . . .  
Be-Chf-(1:l) . . .  
Be-Chf-(1:l) . . .  

Chf . . . . . . .  
k-C'hf-(3:7) . . .  

122 
319 
189 
87 

303 
218 

~ 

495 
552 
310 
175 

22-23 1 26-26 
27-28 

Chf-Me-(99:1) . . 
Chf-Me-(95:5) . . 
Chf-Me-(1:l) . . .  

190 
88 
86 

I 29 I M e . .  . . . . .  I 12 1 30 1 GemischB1) 
f3yo AcOH . . .  260 

- 
Endprodukt 
oder weitere 
Verarbeitung 

- 

Gruppe I11 
376 mg 

n. u. 

Fr  1 zeigte im UV. keine sclektive Absorption bei 300 my.; n. u. 
Die Fr  2 4  gaben aus Me 40 mg krist. Steringcmisch, Smp. 143-146". keine selcktive UV.- 

l'r 5 gab aus Me-Ae 57 mg rcines Bufalin (U). Die ML ging zu Gr. I. 
Fr 6 war ein Gemisch und ging zu Gr. I.  
Fr 7 lieferte aus An-Ac 95 mg reines Marinobufagin (E). Die ML ging zu Gr. I. 
Dic Fr  8-10 waren ein Gcmisch und wurden rnit Gr. I vereinigt. 
-411~ weiteren Fr warcn ebenfalls Gemische. DiC Fr 11-21 (Gruppe 11) wurden zur Verteilungs- 

chromatogaphie verwendet. Die Fr  22-29 (Gruppe 111) wurden durch prap. Yapicrchromato- 
graphic gctrennt. 

Absorption bei 300 mp;  n. 11. Die M L  ging zu Gr. 1. 

Gemisch gleicher Teile Chf, Me und Athylacetat. 
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Losungsmittel 
50 ml 

pro Fraktion 

Z'reiataungderGruppe I. Die I-? 6,  8, 9 und 10 sowie die ML von 2-5 und 7 von Tab. 7 wurden 
\rerc.inigt (910 rng) und nochmals an 30 g A1,0, chromatographiert (Tab. 8). 

Roll 

Menge Flecke 
in mg irn Pchr 

-.raktionh- 
Nr. 

1 4  
5-8 
9-14 

-__ 

Enclpr. 
Endpr. 
acetyliert 
Endpr. 
nicht getrennt 
nicht getrennt 
Endpr. 

1 Endpr. 

15-16 
17-19 

20 

Tabellc 8. Chromatographie voii 910 +ng Gvirppc I an Al,O, 

Eindampfriickstand 
I.osungsmi ttel 

100 ml 
pro Fraktion 

Kristalle Endprodukt 
oder weitere 
\-erarbertung 

. . . . . . .  Chromat. 
. . .  Tabelle 9 

Be 428 L), K 
Bc-Chf-(X:Z) I 38 I 1) I 
He-('hf-(7 3 )  . . .  I 218 I E I 117 1 218-222" I Krist. = Entlpr. 

101 mg RIL zu 
GruDDc TI 

He-Chf-(l:I) . . .  
C h i  . . . . . . .  
('hf-Me-(9:1) . . .  

A1 
60 
18 

T)ie Fr I - X  (466 nip) von Tab 8 wurden nochmals an 15 g .\lz03 chromatographiert (Tab .  9).  

Tabelle 9. Chronzalographic von 466 nag an  .41203 

;raktions- 
Nr. 

1-3 
4-7 
8-1 0 

11-14 
15-16 

17 
18 -20 
21 23 
24-25 

f'e-Be-(3 7) . . .  

Re . . . . . .  
Be-Chf-(O 1)  . . .  

I'e-Re-(lS X5) . . 

Re-Chf-(9 1) . . .  
Be-Clif-(9 1) . . .  
Be-<'hf-(8 2) . . .  
Be-('hf-(7 3 )  . . .  
Be-Chf-(l I )  . . .  

3 0 
55 
33 
70 

110 
22 
40 
4 (5 
24 

- 
- 

- 

90-120" 

230-240" 

Ilic I;r 11-14 (70 nig) wurden rnit 0,7 ml a h .  Py und 0,5 ml (..\c),O 20 Std. bei 37" stcher 
gclassen. 1)ie iiblichc Aufarbcitung gab 78 rng ncutralcs Rohprotlukt. Aus An-Ae 52 ing krist. 
3-O-Acetyl-rcsibufojienin, voni Smp. 214-228' . 

Die E'r 1.5-16 gahen aus Au-\V nach 1mpfen2l) 35 rng krist. Rcsihufogcnin (R) .  
Trriznung 7!on (;rupfic I I .  Die Fr 11--21 von Tab. 7 ( 1 . 5 3  g) wurdcn mit den RIL der Fr 9 14 

und den Fr 15--20 von Tab. 8 (0,24 g) vcrcinigt und das Ganze (1,77 g) clurch Verteilungschroma- 
tographie getrennt. Ilazu dicnte S2nle Nr. 3 ,  sic war gcfiillt mit einer Mischung von 500 i: trockc- 
nem gereinigtem I<ieselgurZ9) (Hyflo Super Ccl), das mit 500 ml l'gl-\V-(4: 1 )  impragnicrt und 
in Ijc-Chf-(l: 1 )  suspendiert war. Das Substanzgcmisch wurdr in 50 in1 Chf gclost, rnit 50 ml Be 
vcrdiinnt, mit 50 g trockenem gcreinigtem Kicselgur vc~rmischt auf dic SYule gchracht. Pro Tag 
wvurden 4 Fraktioncn zu jc 200 ml aufgcfangcn. 1)iesc wurdcn einzeln rnit 3-proz. KHC0,-Losung 
und 2 nil W gcwaschcn, iibcr Na,S04 gctrocknet und im Vakuurn ringedampft. l h r  das Rrsul- 
tat orientirrt Tab. 10. 

TrennungderCvuppr I l a .  I)ic l'r X 1 6  \ ~ ) n  'I'ab. 10 (208 mg) wurclcn an 6 3  g AIIO, chroma- 
t(igraphicrt (Tab. 11). 
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Tabelle 10. VeIEvteilungschromatoRraph~e von 1.77 ,q Gemisch von Gruppe 11 

86 

;raktions- 
Rir. 

205-218O 

1-3 
4 

5-7 
8 .16 

17-25 

30-59 
60-71 

26-29 

72-79 

100-1 2 1 
88-99 

A 
(El, A 
A 
A 

;raktions- 
Nr. 

} 24 200-216" 

} 25 201-218" 

1-5 

13-14 
15-16 
17-18 
19-21 
22-23 
24--26 

6-12 

27-28 

Eluiermittel 
200 ml 

pro Fraktion 

Re-Chf-(1:l) . . . 
Be-Chf-(1:l) . . . 
Re-Chf-(1:l) . . . 
Be-Chf-(1:l) . . , 

Be-Chf-(1:l) . . . 
Be-Chf-(1:l) . . . 
Re-Chf-(1:l) . . . 
Be-Chf-(1:l) . . . 
Be-Chf-(l:4) . . . 
Be-Chf-(1:4) . . . 
Chf . . . . . . . 

Eindampfruckstand 

lenge 
n mg 

32 
23 

157 
208 

114 
132 
637 
41 

108 
143 
36 

- 

- 

Roh I Kristalle 

Flecke Menge Smp, 
im Pchr 1 in mg 1 

75 

44 
- 

200-2 10 

226-230" 

Tabelle 11. Trennung von 208 mg Gruppe I I a  an Al,O, 

Losungsmittel 
20 ml 

pro Fraktion 

Be-Chf-(8:2) . . . 
Be-Chf-(7:3) . . . 
Be-Chf-(6:4) . . . 
Be-Chf-(6:4) . . . 
Be-Chf-(4:6) . . . 
Be-Chf-(4:6) . . . 
Be-Chf-(l:4) . . . 
Chf . . . . . . . 
Chf-Me-(g:l) . . . 

Endprodukt 
oder weitere 
Verarbeitung 

nicht getrennt 
nicht getrennt 
Endpr. 
IIa C,hromat. a 
A1,0, Tab. 11 
I1 b nicht getr. 
Endprodukt 
I I c  R a p .  Pchr 
I I d  nicht getr. 
Endpr. 
Endpr. 
nicht getrennt 

Eindampfriickstand 

- 
Mengc 
in mg 

35 
70 
15 
1 2  
15 
22 
10 
13 
11 

- 

Roh 1 Kristalle 

E E 1 29 1208-214" 

E, 4 

- A 

A I - /  

Flecke 
im Pchr 

E 

A 

A 

Endprodukt 
bzw. weitere 

Verarbeitung 

Endpr. 
Endpr. 
nicht getrennt 

Endpr. 

Endpr. 

Endpr. 
Endpr. 

Trennung derGvuppe I I c .  Die lir 30-59 von Tab. 10 (637 mg) wurden auf 120 Papierblattern 
(WHATMAN Nr. 1, 19x 39 cm) im System Se-Chf-(7:5)/Fmd chromatographiert. Auf jedem Rlatt 
wurden auf der Startlinie 5 mg Gcmisch aufgetragen. Laufzeit 5l/,-6 Std. - Die ausgeschnitte- 
nen 3 Zonen (B, U, J) wurden mit Me und Me-W eluiert. Die im Vakuum van Me befreiten Eluatr 
(wasserige Phase) wurden mit Chf ausgeschiittelt und dann die mit KHC0,-Losung und \V gc- 
waschenen Ausztige im Vakuum eingedampft. 

Die B-Zoncn licfcrtcn 140 mg Extrakt, dieser gab aus Me-Ae 51 mg reines krist. Telocino- 
bufagin (B) vom Smp. 204-208". 

Die I:-Zonen lieferten 50 mg Extrakt, dcr an I ,2 g A1,0, chromatographiert wurde. Die rnit 
Chf eluierten Anteile (20 m g )  gaben aus Me-Ae 13 mg reines krist. A4rgentinogenin (U) vom Smp.  

Die J-Zonen lieferten 240 mg Extrakt. Ilieser gab aus Me-Ae 140 rng reincs Arcnobufagin 
vom Smp. 216-220". 

'I'vennung dev Gruppc  111. Die Fr 22-29 von Tab. 6 (370 mg) wurden auf 10 Papierblattern 
wie oben, aber im System Chf-Fmd, getrennt (6 mg Gemisch pro Rlatt). Laufdauer Z1/, Std. Die 
Aufarbcitung dcr Zonen L', C und G wie oben gab: 

224-.228". 
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$0 mg Extrakt aus U-Eluat, dcr an 2.5 g A1,03 chromatographicrt wurde. Die mit Chf-Me- 
(99:l) und Chf-Mc-(97:3) eluierten Anteile (46 mg) gaben aus Me-Ae 18 mg krisj. Argentino- 
genin. Smp. 226-230". 

250 mg Extrakt aus C-Eluat, der an 7,5 g A1,0, chromatographiert wurde. Die mit Chf-Me- 
(99:l) und Chf-Me-(97:3) eluierten Anteile (96 mg) gaben aus Mc-Ac 54 mg krist. Hellebrigenin 
(C.) v i m  Smp. 228-234". 

20 mg Extrakt aus G-Eluat, dcr an 1.2 g Al,O, chromatographiert wurdc. Die mit Chf-Me- 
(97: 3) und Chf-Me-(95:5) eluierten Antcilc (9 mg) gaben aus Mc-Ac 5 mg krist. Hcllebrigenol (G) 
voni Doppel-Smp. 158-165"/240-245". 

Beschreibung und Identifizierung der isolierten Stoffe. - H = Resibufogenin. Aus 
h - \ V  farblosc Prismen, Smp. 90-120", [a]g = -6.1" f 1,5" (c = 1,G in Chf). Nach Pchr und 
l;ar?ircaktionen mit SbCl, und 84-proz. H,SO, identisch rnit authentischem Material. 

3-0-Acetyl-resibujogenin. Aus An-Pe farblose Nadeln, Smp. 220-234", [a]g = - 1,5' f 1.5' 
(c = I,5 in Chf). Sach Mischprobe, Pchr und Farbreaktionen mit SKI, und 84-pror. H,SO, 
iclentixh rnit authcntischem Material. 

L) = Bufalin. Aus Me-Ae farblose Prismen, Smp. 242-244", [a]g = -8.5" f 2" (c = 0,95 
in Chf). Nach Mischprobe, Pchr und Farbreaktionen mit SKI, und 84-proz. H,S04 identisch rnit 
authtntischem Material. 

.3-O-Acetyl-bujalin. 15 mg Bufalin (obiges Praparat) wurden mit 0,15 ml abs. P y  uncl 0.1 ml 
(Ac),O 16 Std. bei 37' stehengclassen. M c  iibliche Aufarbeitung gab 16 mg Rohprcdukt. Aus 
An-Ac 11 mg farblose Nadeln, Smp. 240-243". [a]g = -6.5'' & 4" (c = 0,54 in Chf). Nach 
Mischprobe, Pchr und Farbreaktionen rnit SKI,  und 84-proz. H,S04 identiich rnit authentischem 
Material. 

f< = Murinolujagin. Aus An-Ac farblose Prismcn, Smp. 220-224". [a]$ = +lo0  f 1' 
(c = 2,29 in Chl). Sach Mischprobc, Pchr und Farbrcaktioncn mit SbCl, und 84-proz. H,SO, 
idcntisch mit authentischem Material. 

3-0-Acetyl-marinobufagin. 21 mg Marinobufagin (obiges Praparat) wurden rnit 0,2 ml abs. Py 
untlO,15 ml (Ac),O 20 Std. bei 37" stehengelassen. Die ubliche Aufarbeitung gab 20 mg Rohpro- 
tlukt. Aus An-Ac 13 mg farblosc, zu Buscheln vereinigte Prismcn, Smp. 196-216". Nach Um- 
kristallisieren Smp. 196-224", [a]g = +23,7" f 2' (c = 1,08 in Chf). Nach Mischprobe, Pchr 
und Farbrcaktionen mit SbCl, und 84-proz. H,S04 identisch rnit authentischcm Material. 

A = Bufotulinin. Aus Me farblose Oktaeder, Smp. 200-220", [a]f: = + 18.8 f 1,5" (c = 1,5 
in Chf). Nach Mischprobe, Pchr und Farbreaktioncn rnit SbCI, und 84-proz. H,SO, idcntisch rnit 
authentischem Material. 

3-0-Acetyl-bufolalinin. 18 mg nufotalinin (obiges Praparat) wurdcn in 0,2 ml abs. P y  und 
0,15 ml (Ac),O 48 Std. bei 20" stehengelassen. Die iibliche Aufarbeitung gab 18 mg Hohprodukt. 
Aus Mc-Ac 10,s mg farblose Nadeln, Smp. 240-250'. Nach IJmkristalIisicrcn Smp. 24G-254", 
'x]g = +29,4" 3" (c = 0,74 in Chi). Nach Mischprobe, Pchr und Farbreaktioncn mit SbC1, 
und 84-proz. H,S04 identisch rnit authentischcm Material. 

B = Telocinobufagin. Aus Mc farblose Prismen, Smp. 210-212". [a]E = + 4.9" f 2' (c = 1,3 
in Chf). Nach Mischprobc, Pchr und Farbrcaktionen rnit SKI, und 84-proz. H,S04 identisch mit 
authcntischem Material. 

3-0-Acetyl-felocinobufagin. 40 mg Tclocinobufagin (obiges Praparat) wurden mit 0,4 ml abs. 
Py und 0.35 ml (Ac),O 16 Std. bei 37O stehengclassen. Die ubliche Aufarbeitung gab 40 mg Roh- 
produkt. Aus An-Ae 25 mg farblose Prismcn. Smp. 265475'. Nach Umkristallisieren Smp. 
270-278". La];; = +23,6" f 2" (c = 0.9 in Chf). Nach Mischprobc, Pchr und Farbreaktionen 
mit SbCI, und 84-proz. H,S04 identisch mit authcntischcm Material. 

U = Argenlinogenin. Aus Mc-Ac farblose Kamer, Smp. 227-230". [a]$ = -20,6" f 2" 
(c = 1,188 in Chf). Trocknung zur Analysc 5 Std. bei 0.01 Torr und 110" iiber PZOs gab l.OZo/, 
(;ewichtsverlust. 

C,H,O, (414,48) Ber. C 69,54 H 7,30% 
C,H,O, (416,SO) Ber. ,, 69.21 ,, 7,74% Gcf. C 69,09 H 7,50y! 

I'kr Stoff gab mit FeCI, in wiisserigcm Alk eine intensive graublauc Fiirbung. UV.- und 1R.- 
Spektren vgl. theoret. Teil. Der Stoff gab mit SbCI, auf Papierlo) weder im Tageslicht noch im 
UV.-Licht eine Farbung. Farbreaktion mit 84-proz. H,SO, vgl. Tab. 2. 
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0-A cety-Zavgentinogenin ( VIZI). 27 mg Argentinogcnin-MI. (Kristallisation der an A1,0, ge- 
reinigtcn Eluate von prap. Pchr) wurdcn rnit 0,3 ml abs. Py  und 0,25 ml (Ac),O 20 Std. bei 37" 
stehengelassen. Die iibliche Aufarbeitung gab 26 mg ncutrales Rohprodukt, aus dem sich auch 
nach Chromatographic an A1,0, keinc Kristallc erhaltcn liessen. Im Pchr (System Bc/Fmd, vgl. 
Fig. 10) zeigte das Praparat die 1,4fache Laufstrecke von 0-Acetyl-telocinobufagin. UV.-Spek- 
trum vgl. Fig. 11. 

J = Avenobujagin. Aus Me-Ae farblose Yrismen, Smp. 21S-224", [ o L ] ~  = + 545' -j= 2" 
(c = 0,95 in Me). Trocknung zur Analyse gab kcinen Gcwichtsverlust. 

CmH3,06 (416,49) Ber. C 69,21 H 7,740/6 Gef. C 69,06 H 7,7676 
Das Praparat gab rnit SbC1, auf Papicr15) kcine Farbung. - Nach Mischprobe und Pchr 

identisch mit dem Originalpraparat. Farbreaktionen Tab. 1 und 2. UV.- und 1R.-Spektren sowie 
Toxizitat an der Katze siche theoret. Teil. 

Di-0-Acety2-arenobufagin. 22 mg Arenobufagin (obiges Praparat) wurden mit 0,2 ml abs. Py  
nnd 0,15 ml (Ac),O 20 Std. auf 37" erwarmt. Die ubliche Aufarbeitung gab 23 mg Rohprodukt. 
.\us Me 15 mg farblose Blattchen, Smp. 227-230". Nach Umkristallisieren Smp. 230-240", 
rmj"D" = +40,4" & 2" (c = 0,97 in Chf), Trocknung zur Analysc gab kcinen Gcwichtsverlust. 
Farbreaktioncn vgl. Tab. 1 und 2. 

C,,H,,O, (500,57) Ber. C 67,18 H 7,257; Gcf. C 67,36 H 7,12% 
C = Bujotal idin = Hellebrigenin. Aus An-he farblose Korner, Smp. 234-236'. [a]b= + 16.6' 

- C 2" (c = 1 ,O in An). Nach Mischprohe, Pchr und Farbreaktionen rnit ShC1, und 84-prOz. H2S0, 
idcntisch rnit authentischcm Material. 

3-U-Acetyl-hcllebrigenin. 30 mg Hcllebrigenin (obigcs Praparat) wurdcn rnit 0,3  ml abs. Py 
und 0,2  ml (Ac),O 16 Std. bei 37" stehengelassen. Die iibliche Aufarbeitung gab 33 mg neutrales 
Kohprodukt. Aus An-Ae 20 mg farblose Blattchen, Smp. 240-246"'. Nach Umknstallisieren, 
S i p .  248-251°, [m jg  = + 32,G" & 2" (c = 1,16 in Chf). Nach Mischprobe, Pchr und Parbrcak- 
tioncn niit SbCl, und 84-proz. H,SO, identisch rnit authentischem Material. 

G = Hellebrigenol. Aus Me-Ac farblose Yrismen, Smp. 158-165"/240-245". Nach Mischprobc, 
Pchr und Farbreaktionen mit SbCl, und 84-proz. H,SO, identisch rnit authentischem Material. 
Letztere zeigte die folgendeii Farben: oliv (O'), braunviolett (1-5'). violett (15'), grau (30'), grau- 
jiriin (45'), hellgrau (1-2 Std.). 

Di-0-acetyl-hellebvigenol. 1 mg Hellebrigenol (obiges Praparat) wurde rnit 10 mg abs. P y  
nnd 8 mg (Ac),O 20 Std. bei 37" stehcngelassen. Die iibliche Aufarbeitung gab 1 mg neutrales 
Rohprodukt. Dieses zeigte im Pchr dicselbe Laufstrecke nie authcntisches Material, auch die 
Farbreaktionen mit SbCI, waren genau gleich. 

y-H = Bufavrnogin.  Aus Me-Ac farhlose Prismen, Smp. 230-233", [a]h6 = + 11,3" & 2" 
(c = 1,3 in Me). Laufstrecke im Ychr, UV.- und 1R.-Spektren vgl. theorct. Teil. Farbreaktionen 
q l .  Tab. 1 und 2. - Trocknung zur Analyse gab keincn Gewichtsverlust. 

C24H3206 (416,49) Ber. C 69,19 H 7,74 0 23,06% Gef. C. 68,37 H 7,79 0 22,750/, 
Di-0-acetyl-bufavenogin. 21 mg Kristall-ML wurden rnit 0,2 mi abs. Py  und 0,lS ml (Ac),O 

15 Std. bei 37" stehengelassen. Die iibliche Aufarbeitung gab 22 mg neutralcs Rohprodukt. Aus 
An-Ae 1 2  rng fcine farblose Nadeln, Smp. 280-283". Nach Umkristallisieren Smp. 288-29O', 
i ~ ] g  = +25,7" 3O (c = 0,86 in Chf). Laufstrecke im l'chr vgl. theoret. Teil. Farbreaktion rnit 
84-proz. H,S04: farblos (O ' ) ,  blassgclb (1-30'), farblos nach 1-3 Std. - Trocknung zur Analyse 
;ah keinen Gewichtsverlust. 

C2,H,,0s (500,56) Bcr. C 67,15 H 7,2476 
C,,H,,O, (502,59) Eer. ,, 66,92 ,, 7,620; Gef. C 66,36 H 7,667" 

Die Mikroanalysen wurden unter der Leitung von Herrn E. THOMMEN in1 Rlikrolabor des 
Institiits ausgefiihrt. 

Zusammen f assung 

Die praparative Isolierung von 10 krist . Bufogenirxn aus dem Paratoidensekret von 
Bujo ayenayurn HENSEL wird beschrieben. Von diesen liessen sich die folgenden acht 
mit bekannten Geninen identifizicren: Resibufogenin (R), Rufalin (D), Marino- 
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bufagin (E), Bufotalinin (A), Telocinobufagin (B), Arenobufagin (J), Hellebrigenin 
= Bufotalidin (C) und Hellebrigenol (G). Zwei waren neue Stoffe, sie wurden als 
Argentinogenin (U) und Bufarenogin (y-H) bezeichnet. Diese zwei Stoffe bilden sich 
nach papierchromatographischen Befunden auch aus Arenobufagin durch Kontakt 
mit A1,0,. Da bei der Isolierung an A1,0, chromatographiert wurde, ist es unsicher, 
wieviel von diesen zwei Stoffen im ursprunglichen Extrakt enthalten war. Nach 
papierchromatographischen Resultaten kornmt aber wenigstens Bufarenogin im 
Sekret vor. Es werden Strukturformeln fur diese zwei Stoffe vorgeschlagen, die gut 
begriindet, aber noch nicht vollig gesichert sind. 

Organiscli-chemische Anstalt der Universitat Basel, 
und Laboratorio de Quimica, Facultad de 

Ciencias Exactas y Naturales, Buenos Aires 

260. Die Glykoside der Rhizome yon Apocynum cannabinurn L. 
3. Mittellung') 

Glykoside und Aglykonc, 208. Mitteilung2) 

von T. Golab3), C. H. Trabert, Herb. JBger und T. Reichstein 
(17. TX 59) 

Schon scit langerer Zeit wird vor allern in Russland aus den Stengeln verschiede- 
ner Apocynzcm-Arten ( A  pocynaceae) eine baumwollahnliche Bastfaser (G Kendyr R, 
((Tourkafasero) hergestellt 4)5)6). Ebenfalls schon lange bekannt, aber technisch wenig 
ausgenutzt, ist der Kautschukgehalt der Blatter und Stengel, der bis zu 8,5% be- 
tragen kann4)6)7). Die Samen enthalten 12-20% fettes 61, das als Speiseol venvend- 
bar ist4). 

Die Verwendung der Rhizome von Apocynurn cannabinurn L. (syn. A .  platy- 
phyllum GREENE, Kanadischer Hanf, Hundswurger, Black Indian hemp) *) in dcr 
Volksmedizin (11.a. als Diureticum) wurde schon vor mehr als 100 Jahren in den 
USA beschrieben ')"). Die Rhizome waren dort friiher auch offizinell. Zahlreichc Ver- 
suche, daraus einen reinen Wirkstoff zu isolieren, waren zunachst erfolgloslo). Erst 

1) 1. Mitteilung: siehe 14): 2. Mitt.: C. H. TRmmT, Arzneimittel-Forschg. 9 (19.59) (in1 
I h c k ) .  Wcitcrc Inhaltstoffe vgl. 4. Mitt.: C. H. TRARERT, l'lanta medica 7, (Heft 4) (in1 Druck). 

3) 207. Mittcilung: A .  KURITZKES, J .  v. Euw c1: T. REICHSTEIN, Helv. 42, 1502 (1959). 
3) Auszug aus dcr Diss. T. GOLAB, Bascl 1059. 
*) I<. GARBER, Z.  Acker- u. Pflanzenhau 92, 94 (1950). 
5) M. ULMANN, wcrtvolle I(autschukpf1anzen dcs gem%ssigten Klimas, Akadcmie-Verlag 

6 )  F. und G, TORLER-WOLFF, Rlikrosknpischc IJntersuchungen pflanzlichcr Fascrstoffe. 

7) J .  G, GXISCOM, Amcr. J .  med. Sci. 12, 55 (1833). xitiert nach SCHINDLER~).  
8 )  H. SCHINDLBR, Arzneimittcl-Forsclig. I, 283 (19.51). 
!I) M. L. KNAPP, Amcr. Med. Rev. and Journ. 3, 194 (182G), ziticrt nach WOOD'"). 
10) Vgl. die Literaturzusammcnstcllungen bei SCHINDLER~), ferner bci H. C. WOOD, J. Amer. 

med. Assoc. 43, 1953 (1004); A. WINDATJS & I,. HERMANNS. Her. deutsch. chcm. Gcs. 48, 979 
(191 5) ; F. 0. MEYER, Phar~nazie 4, 431 (1949). 

Tierlin 1051, p. 75ff. 

2. Aufl., Lcipzig 1951. p. 88ff. 




