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72. Bullosid (Teilstruktur)?)
Glykoside und Aglykone, 266. Mitteilung [1]
von G.R.Duncan, Ek. Weiss und T. Reichstein
(24. IL. 65)

Aus den Wurzeln von Pachycarpus distinctus (N.E.BR.) BuLLock isolierten
GOLAB et al. [2] ein neues Cardenolidglykosid, das sie Bullosid nannten. Wegen der
sehr geringen Menge konnte es nicht genauer untersucht werden. Immerhin wurde
festgestellt, dass es einen 2-Desoxyzucker enthilt und demnach schon unter milden
Bedingungen hydrolysierbar ist. Nach der papierchromatographischen Priifung war
der Zucker mit Digitoxose identisch; das Genin zeigte in zwei Systemen eine dhnliche
Laufstrecke wie Digitoxigenin, es waren aber kleine Unterschiede festzustellen, so
dass die Verfasser annahmen, dass ein unbekanntes Genin vorliege.

Kiirzlich wurden Wurzeln von Pachycarpus concolor E. MEY. analysiert [3], wobei
wieder eine kleine Menge Bullosid (total 14,1 mg) isoliert werden konnte. Die Eigen-
schaften der reinen Kristalle entsprachen gut den fritheren Angaben {2]. Wir geben
hier die Resultate der teilweisen Strukturbestimmung. Wegen ungeniigender Material-
menge ist eine vollige Abkldrung nicht gelungen.

Eigenschaften dey vier Digitoxigenin-D-digiloxoside sowie des Bullosids

Stoff Smp. [@lp?) NaJO,-
Ben-
zidin [4]
T Evatromonosid 181-186° ~ 14,6 Me {5] —+
= Digitoxigenin-g-p-digitoxopyranosid 181-184° [6] — 5,5Me [7]
II Digitoxigenin-bis-digitoxosid 187-190° [6] + 9,2Me [7] +
111 Digitoxin = Digitoxigenin-tris-digitoxosid 255-256° [9] +11,9 Me (10, 11} +
v Digitoxigenin-¢-p-digitoxopyranosid 251-255° + 85,1 Me [12] +
v Bullosid 220-223° —10,7 Chi [2] -
218-220° — 8,9 Chf3)
— 7,5Me?)

Bei der Wiederholung der milden sauren Hydrolyse mit etwas grosseren Mengen
konnte einwandfrei gezeigt werden, dass Bullosid als Genin das bekannte Digitoxi-
genin enthilt. Die Laufstrecken im Papierchromatogramm in drei Systemen waren
genau gleich wie bei authentischem Material. Das Genin wurde auch in Kristallen
isoliert und als 3-O-Acetylderivat charakterisiert, so dass ein Zweifel ausgeschlossen

1) Auszug aus Diss. G. R. DUNcAN, Basel 1962.
2) Abklrzungen fiir Losungsmittel usw. vgl. Einleitung zu Exper. Teil.
3) Exper. Teil dieser Arbeit.
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ist. Der Name Bullogenin [2] ist daher aus der Literatur zu streichen. — Weiter wurde
bestitigt, dass der freigesetzte 2-Desoxyzucker in zwei Systemen dieselbe Laufstrecke
zeigt wie Digitoxose. — Die bereits frither [2] daraus abgeleitete Annahme, dass es sich
um Digitoxose handelt, hat sich trotzdem als Irrtum erwiesen. Bisher waren die vier
folgenden Glykoside bekannt, die nur Digitoxigenin und Digitoxose enthalten (vgl.
Tabelle). Sie sind alle von Bullosid verschieden und lassen sich auch im Papierchro-
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Fig. 1. Papievchromatogramm?) Tig. 2. Diinnschichichromatogramm
Be-Chif-(2:1)/Fmd., 3 Std., absteigend, nach Essigester, Silicagel-H (MERcK), aufsteigend,
fritheren Angaben [13], Entwicklung mit nach fritheren Angaben [15]. Entwicklung mit
KEppE-Reagens [14] p-Toluolsulfonsdure [16] und mit Tetranitro-

diphenyl-KOH [17]
1 = 0,05 mg (Pchr) bzw. 0,01 mg (Dchr) Digitoxigenin (A)

2 = 0,05 mg (Pchr) bzw. 0,01 mg (Dchr) Evatromonosid [5] = Digitoxigenin-mono-digitoxosid (I)
[6], Prap. F. KAISERY)

3 = 0,05 mg (Pchr) bzw. 0,01 mg (Dchr) Digitoxigenin-bis-digitoxosid (II) [6] 9)

4=, . b ,,  Digitoxin (III), Prip. ¥. HorFFMaNN-La RocHE, Basel

5=, . b ,,  Digitoxigenin-a-p-digitoxopyranosid (IV) [12] %)

6= . . w5 . Bullesid (V)
= Gemisch von je 0,01 mg A, I, 1T und III

~I

matogramm (Fig. 1)8) sehr leicht von Bullosid (V) unterscheiden, wihrend dieses im
Diinnschichtchromatogramm (Fig. 2) dhnlich lief wie Digitoxigenin-bis-digitoxosid
(II) und Digitoxin (I1I). Die vier Stoffe I, IT, IIT und IV gaben, entsprechend ihrem
pyranoiden Bau [6] [8] [18] mit NaJO,-Benzidin [4) eine positive Reaktion?). Bullosid
reagierte nicht; wir glaubten daher zunichst, es konnte das noch unbekannte Digi-
toxigenin-digitoxofuranosid vorliegen (das keine benachbarten HO-Gruppen enthilt).
Dagegen spricht, dass die Hydrolyse von Bullosid (V) praktisch gleich rasch verlduft

1) Wir danken Herrn Dr. F. Ka1seEr auch hier bestens fiir cinec Probe dicses Materials.
5) Wir danken Herrn Prof. Dr. W. W. ZorBacH bestens fiir dieses Priaparat.

8) Weitere Systeme zur Differenzierung von A, I, IT und III vgl. Kaiser ef al. [6].
7y Fur IT1 bereits von GisvoLD el al. [19] festgestellt; vgl. auch TscHESCHE ¢f al. [8].
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wie die von I (vgl. Fig. 3). Aus dem Verlauf der partiellen Hydrolyse ist auch ersicht-
lich, dass sich in beiden Fillen als Spaltstiicke nur ezn Cardenolid (Digitoxigenin) und
(bei Entwicklung mit Vanillin-Perchlorsiure [20] nur esn Zucker nachweisen liessen.
Bei analoger Hydrolyse von IIT wurde neben A auch I und II erhalten [6].
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Fig. 3. Diinnschichichvomatogramm, Silicagel G, Essigestey

Ausfithrung nach fritheren Angaben [15], Entwicklung mit Tetranitrodiphenyl-KOH [17]. Kon-

trolle der Hydrolysegeschwindigkeit von Evatromonosid (I) und Bullosid (V) in 0,001x HCI in

Me-W-(99:1) bei 20° nach den angegebenen Zeiten. A = 0,01 mg Digitoxigenin, V = 0,01 mg
Bullosid, T = 0,01 mg Evatromonosid

Bullosida

b&E bhS

27\ (77 (285 285

§ 14
W PPN |

s TR b | koA
AUy a‘,,.’:ufl.m.xwh.,'r',,— WA Nt e

Fig. 4. Massenspektrum von Bullosid (CaqH g0y, M = 664),
aufgenommen unter Registrierung der Anionen nach frither beschriebener Methode [22]
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Die Kldrung der Widerspriiche erbrachte das Massenspektrum (Fig. 4), das unter

Bedingungen aufgenommen wurde, die in vergleichbaren Modellen ein deutliches
Molekel-Ion gegeben hatten [21].
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Fig. 5. IR.-Absovptionsspektrum von Bullosid (V),
1,4 mg fest in KBr (ca. 300 mg)®)

Wie ersichtlich, ist zwar bei m/e 503 (entspr. I(504)-H) eine deutliche Spitze vor-
handen; eine weitere sehr starke Spitze, die wir dem Molekel-Ion zuordnen, ist aber
bei 664°) sichtbar. Das Resultat spricht stark dafiir, dass Bullosid die Formel V
{CaHge0qq = 664,81) besitzt, also entweder ein Thevetosido-digitoxosid oder ein
raumisomeres Disaccharid-Derivat des Digitoxigenins darstellt.
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8) Aufgenommen von Herrn K. LIEBL in einem PERKIN-ELMER-Zweistrahl-IR.-Spektrophoto-
meter, Modell 21, mit NaCl-Prisma.

%) Die Fehlergrenze der Apparatur ist nach brieflicher Mitteilung von Herrn Prof. M. v. ARDENNE
bei Molekulargewichten dieser Grosscnordnung sicher kleiner als £ 0,5 Masseneinheit.
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Nach diesem Resultat schien es angezeigt, den vermutlichen zweiten Zucker auch
noch direkt nachzuweisen?)11). Dazu wurde eine Probe mit Kiriani-Mischung [24]
energisch hydrolysiert, wobei Digitoxose vollig zerstort wird. Es wurde tatsdchlich ein
Zucker erhalten, der im Papierchromatogramm, im Diinnschichtchromatogramm
sowie im Papierelektropherogramm??) gleich lief wie Thevetose. Nach KaAUuFMANN
et al. [25] lassen sich Thevetose und ihre raumisomeren Zucker mit Hilfe der 3 ver-
wendeten Methoden eindeutig unterscheiden. Unsicher ist noch ob die p- oder die -
Form der Thevetose vorliegt, sowie die Struktur des zweiten Zuckers, der ein 2-
Desoxyzucker sein muss. Die analytischen Befunde sprechen dafiir, dass dieser
Desoxyzucker entweder Digitoxose oder ein Raumisomeres davon ist. Bei der milden
sauren Hydrolyse des Bullosids diirfte daher eine Biose freigesetzt werden, die unge-
fahr die Formel VI besitzt und die im Papierchromatogramm in den zwei verwendeten
Systemen zufillig gleich lduft wie Digitoxose. Sofern sich nochmals Material gewin-
nen lisst, sollte es nicht schwer sein, diese Biose zu isolieren. Ein ganz dhnlich ge-
bauter Zucker, die Thevetosido-(1 - 4)-cymarose, ist in anderen Asclepiadaceen vor
nicht langer Zeit gefunden [26] und kiirzlich kristallisiert [27] worden.

Wir danken dem SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS fiir einen Beitrag an die Kosten dieser
Arbeit. Ausserdem dankt der eine von uns (G. R.D.) der CANADIAN FOUNDATION FOR THE AD-
VANCEMENT OF PHARMACY fiir eine finanzielle Beihilfe. Herrn v. Euw danken wir fiir die Ausfiih-
rung einiger Diinnschichtchromatogramme.

Experimenteller Teil

Alle Smp. sind auf dem KoFLER-Block bestimmt und korrigiert, Fehlergrenze in beniitzter
Ausfiithrungsform bis 200° ca. £ 2°, dariiber ca. 4 3°.

Es werden die folgenden Abkiirzungen beniitzt: Ae = Didthylather, An = Aceton, Alk =
Athanol, Be = Benzol, Bu = #-Butanol, Chf = Chloroform, Cy = Cyclohexan, Dchr = Diinn-
schichtchromatographie, Eg = Athylacetat, Fmd = Formamid, Fr — Fraktion, iPr = Isopro-
panol, Me = Methanol, Mek = Methyl-dthyl-keton, ML = eingedampfte Mutterlauge, Pchr =
Papierchromatographie, Thf = Tetrahydrofuran, To = Toluol, W = Wasser. Die Verhiltnis-
zahlen bedeuten iiberall Volumteile.

Bullosid aus Pachycarpus concolor (Prip. GD 14). Aus Me-Ae 14,1 mg farblose Rosetten,
Smp. 218-220°; [« = —8,9° £ 3° (¢ = 0,83 in Chi), []F = ~7,5° &+ 5° (¢ = 0,41 in Me), vgl.
Tabelle. Mischprobe mit authentischem Bullosid aus P. distinctus [2] ohne Depression. Die Lauf-
strecken im Pchr (System Be-Chf-(7:5)/Fmd und Chf/Fmd) und im Dchr (Eg) waren gleich,
ebenso die Farbfolgen in 84-proz. H,SO, sowie die IR.-Spektren in KBr (Fig, 5). Das UV.-
Absorptionsspektrum in Alk zeigte ein symmetrisches Maximum bei 217 nm, loge = 4,12 (ber.
auf CgH,.0,,+3 H,0 = 718,86). Die Farbreaktionen zum Nachweis von Glykolgruppen mit
Pb(OAc), [28], NaJO,-Benzidin [4], NaJO,-p-Nitranilin [29] und NaJO,-p-Anisidin [30] waren
negativ. Die Stoffe I, II, III und IV gaben mit allen vier Reagentien eine deutlich positive Reak-
tion. Pb(OAc), ist am wenigsten spezifisch und reagiert auch mit Cymarin, ist aber zur Unter-
scheidung von Bullosid von I, II, IIT und IV trotzdem brauchbar. Am besten bewihrten sich
Perjodat-Benzidin [4] und Perjodat-p-Anisidin [30]. Keine eindeutigen Resultate zeigten Perjodat-
KMnO, [31] sowiec Perjodat-Fuchsinschweflige Sdure [28]. Von dicsen gab Perjodat-KMnO, auch

10y Bisher hatte kein Grund vorgelegen, die letzte Reserve an Bullosid fiir einen solchen Versuch
einzusetzen, da es ca. 2 mg Material benétigt, wenn das Resultat sicher sein soll.

1y Die FeicL-Reaktion (Furforoltest) [23] hatte frither ein negatives Resultat ergeben, weil sie
vermutlich mit zu wenig Material ausgefiihrt worden war. Diese Reaktion erlaubt den Nach-
weis von Hexosen und Pentosen in Glykosiden mit ca. 0,01 mg. Bei 6-Desoxyhexosen ist sie
je nach Zucker bis zu 10mal weniger empfindlich.

13} Wir danken Herrn Dr. H. KAUurMANN fiir die Ausfithrung dieses Versuches.
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bereits mit Cymarin (Aldehydgruppe) cine deutliche Reaktion. Trocknung zur Analyse (2mal je
3 Std. bei 80° und 0,02 Torr iiber P,O, bis zur Gewichtskonstanz) gab 6,6%, Gewichtsverlust;
filr CyeH;,04,+ 3 H,O (718,86) ber. 7,19,.

CasllseOy; (664,81)  Ber. C 65,0 H859% Gef. C64,2 H839%MW)

Dic Bestimmung des Digitoxose-Gehalts mit Xanthydrol-Reagens nach KAIser ef al. [6]
(Messung bei 530 nm), ausgefithrt mit 1 mg Substanz, gab in zwei Messungen 6,75 bzw. 9,79 ;
fiir CygH; 603y, + 3 H,O (718,86) ber. 20.69%,. Es gelang uns allerdings nicht, so gut reproduzierbarc
Werte wie KAISER ef al. [6] zu erhalten, und bei Helveticosid (= Strophanthidin-digitoxosid,
534,63} erhielten wir auch nur 13,69, statt 27,79, . Es scheint aber, dass der Thevctosido-Rest die
Farbbildung herabsetzt.

Praparative Hydvolyse. 34,7 mg Kristallmutterlaugen von Bullosid (nach Pchr einheitlich)
wurden mit 0,058 H,S50, hydrolysiert [32]. Das rohe Genin (12,2 mg) zeigte im Pchr (Systeme
Be/Fmd, Be-Chf-(7:5)/Fmd und Thf-Be-Cy-(1:3:6)/Fmd) zwei Flecke mit Laufstrecken wie
Digitoxigenin und Anhydrodigitoxigenin!4). Es wurde durch praparative Dchr an SiO, mit Chi+
7% iPr als Flicssmittel getrennt. Das Anhydrogenin (roh 3,3 mg, nach Pchr und Dchr identisch
mit Anhydrodigitoxigenin4)} wurde nicht weiter untersucht. Das rohe Digitoxigenin (8,9 mg) gab
aus Me-Ae 6,3 mg farblose Nadeln, Smp. 234-244°, Nach Mischprobe, Farbreaktion mit 84-proz.
H,SO, und Pchr identisch mit authentischem Material.

6,2 mg krist. Genin vom Smp. 234-244° wurden mit 0,1 ml abs. Pyridin und 0,08 ml Acetan-
hydrid 48 Std. bei 20° stehengelassen. Die tibliche Aufarbeitung gab 7 mg neutrales Rohprodulkt.
Aus Ae 2 mg farblose Prismen, Smp. 209-221°. Nach Mischprobe, Farbreaktion mit 84-proz.
H,50, und Pchr (Be-Cy-(1:1)/Fmd) identisch mit authentischem 3-O-Acctyl-digitoxigenin.

Der rohe Zucker (17,7 mg) zcigte im Pchr (Systeme To-Bu-(4:1)/W) und To-Mek-(1:1)/W)
nur einen Fleck mit Lauistrecke wie Digitoxose.

Partielle Hydrolyse mit Kontrolle durch Diimnschichtchromalographie (vgl. Fig. 3}. 0,5 mg Eva-
tromonosid (I) und 0,5 mg Bullosid (V) wurden in je 0,050 ml 0,001x HCl in Me-W-(99:1) gelost
und verschlossen bei 20° stehengclassen. Nach 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180 Min., 6 Std. und 3 Tagen
wurden Proben von 0,001 ml (enthaltend 0,01 mg Substanz) herausgenommen und zum Dchr ver-
wendet. Resultat vgl. Fig. 3. Auch nach 14 Tagen war in beiden Ansitzen neben Digitoxigenin
noch Ausgangsmaterial als cinziges weiteres Cardenolid nachweisbar.

Energische sauve Hydrolyse. 3,1 mg Bullosid aus Kristallmutterlaugen, aber papierchromato-
graphisch cinheitlich, wurden mit 0,3 ml Kiliani-Mischung nach Vorschrift [24] hydrolysiert.
Danach wurde im Vakuum bei 0° iiber KOH im Exsiccator cindampfen gelassen. Die nach Aus-
schiitteln mit Chloroform erhaltene wiasserige Phase wurde auf dic gleiche Art cindampfen ge-
lassen. Der Riickstand zeigtc im Papierchromatogramm (System To-Bu-(1:1)/W, Laufzeit 25 Std.,
Entwicklung mit Anilinhydrogenphtalat [33]) eincn mit Thevetose (Laufstrecke 12,5 cm) genau
gleich laufenden braunen Fleck. Auf der Diinnschichtplatte (Kieselgel G «MERCK», Laufmittel
Eg-iPr-Me-(70:15:15), Laufzeit 60 Min., Entwicklung einmal mit Anilinhydrogenphtalat, ein
weiteres Mal mit p-Toluolsulfonsdurc) wurde ebenfalls nur ein I7leck erhalten, der genau wie Theve-
tose lief (Rf = 0,33). Auch bei der Papierclektrophorese [25]12) (Papier WHATMAN Nr. 3; Borat-
Puffer vom pll = 10,3; 1500 V; 65 mA; Dauer 41/, Std. [25]) zeigte der Zucker die gleiche Laut-
strecke wie Thevetose.

SUMMARY

Bulloside was found to be the glycoside of digitoxigenin with a disaccharide. The
latter ist most probably either thevetosido-digitoxose, not yet known in pure state,

or a stereoisomer of this biose. ] ) i
Institut fiir Organische Chemie

der Universitdt Basel
1) Wir danken Herrn Dr. J. KirsTEN, Uppsala, Schweden, fiir die Ausfiihrung dieser Ultramikro-
analysc (Einwaage 0,34 mg).
14) -, f- und §-Anhydro-digitoxigenin lassen sich in dicsen Systemen nicht trenncn.
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