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SUMMARY 

1093 

The NMR.-spectra of pure cis- and trans-2-methylcyclohexylidene acetic acids are 
interpreted with the aid of the double resonance method. These results lead to the 
correct interpretation of many signals in the NMR.-spectrum of cassaic acid methyl- 
ester and therefore to the determination of its side chain configuration as well as to the 
verification of the axial position of its secondary methyl group. The configuration of 
the Erythrophzleum alkaloid cassain (I) is now completely established by this evidence. 
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120. Die Sterine und Bufadienolide der Haut von 
Bufo formows BOULENGER~) 

Uber Krotengifte, 31. Mitteilung2) 

von E. Iseli, M. Kotake, Ek. Weiss und T-Reichstein 
(1 5. V. 65) 

1. Bisherige Literatw. Die Giftstoffe der japanischen Erdkrote Bufo formosus 
BOULENGER (Nomenklatur vgl. GESSNER [2]) sind schon ofters untersucht worden. 
Uber die Basen aus der Haut berichteten WIELAND & VOCKE [3] sowie OHNO et al.  [4] 
(Struktur vgl. die Zusammenstellung bei FIESER & FIESER [5], p. 867-869). Von den 
Steroiden der Haut isolierten KOTAKE [6] und WIELAND & VOCKE [3] das krist. 
Gamabufotalin (18) sowie der erstere [7] krist. Bufotalin (12). Nach HUTTEL & 
BEHRINGER [8] bestehen die Sterine der Haut zur Hauptsache aus Cholesterol und zu 
ca. 5% aus y-Sitosterol. KOMATSU [9] isolierte krist. Bufalin (6) .  Papierchromato- 
graphisch haben BARBIER et al. [lo] in der Haut neben Sterinen 9 Bufadienolide 
nachgewiesen, von denen 6 Laufstrecken zeigten, die mit denjenigen von Resi- 
buf ogenin, Buf alin, Marinobuf agin, Buf otalin, Arenobuf agin und Gamabuf otalin 
identisch waren. Aus den Ovarien konnten OHNO & OHMOTO [ll] Palmitinsaure, 
.y-Sitosterol und Gamabufotalin isolieren, ausserdem durch Papierchromatographie 
Desacetylcinobufagin, Desacetylcinobufotalin, Cinobufotalin, Telocinobufagin und 
Hellebrigenin nachweisen. 

I )  Auszug itus der Diss. E. ISELI, Hasel 1963. 2, 30. Mitt. vgl. E. ISELI ct al. [l]. 
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Die bisher genaueste Untersuchung der Hautsteroide haben OHNO, KOMATSU 8r 
OHMOTO [12] durchgefuhrt. Die Haute von 40000 Tieren lieferten die in Tab. 1 ange- 
gebenen Stoffe. Von diesen war Gamabufotalininol ein bisher unbekannter Stoff, 
dessen Analysen auf die Formel C,,H,,O, passten. 

Tabellc 1. Von OHNO ct al. [12] isolzarte Stofje aus 40000 Tieren (Liz 

2,625 g y-Sitosterol 0,219 g Desacetylcinobufagin 

1,161 Cinobufagin 0,101 Dcsacctyl-cinobufotalin 
0,941 Bufalin 19,964 Gamabufotalin 
2,003 Cinobufotalin 0,238 Gamabufotalininol 

12,47 Resibufogenin 0,327 Hcllebrigcnin 

0,738 Telocinobu fagin CZ6H3606 

--- Front--- I t  
z 0 orange-vioictt 

x 2 8  icuchtend blau X1 leuchlend blau 

P 

Fig. 1 
Dunnschichtchromato~ramni 

0% 
OR’ L Fig. 2 

Fig. 3 
Pa$ierchromatograMzme 

SO,-G, Cy-Est-(3 : 7) 4), BC-Cy-(l: 1)/ Be-Cy-(1 : l)/ 
40 &tin., SbC1, Fmd, 711, Std. Fmd, 15 Std. 

Fig. 1 zeigt ein Dunnschichtchromatogramm [13] aufstcigend. Bei 110” getrocknet untl heiss 
mit SbCI, (gesattigte Lijsung in Chloroform) bespriiht. 

Im folgenden beschreiben wir die moglichst vollstandige Analyse der Hautsteroide ; 
sie war abgeschlossen bevor uns die Resultate von OHNO et al. [12] bekannt wurden. 
s, In Cheni. Ahstr. [12] sind die Ausbeuten zum Teil falsch referiert. Herr Dr. OHNO tcilte uns mit, 

class es sich bei den angegebenen Mengcn um Rohkristalle handclte. Von Gamabufotalin wurden 
ausserdem noch weitere Mengen durch direkte Kristallisation aus dem Extrskt crhalten. 

4, Abkurzungen fur Losungsmittel etc. vgl. Einlcitung zum Exper. Teil. 
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2. Beschaffung des Ausgangsmateriuls. 500 Tiere wurden von dem einen von uns 
(M. K.) im Marz 1958 gefangen. Die Haute wurden mit Athanol extrahiert (vgl. Exper. 
Teil) . Die eingedampften Losungen lieferten 209,l g zahflussigen Extrakt, der personlich 
nach Base1 iiberbracht wurde und dort im Januar 1959 in sehr gutem Zustand ankam. 

3. Kontrolle durch Diinnschicht- sowie PaPierchronzutographie. Alle Trennungen 
wurden durch Dunnschichtchromatographie [13] unter Entwicklung mit SbC1, [14] 
sowie durch Papierchromatographie [15] [16] kontrolliert. Fur die letztere dienten 
vorwiegend die in Fig. 2-6 angegebenen Systeme. Zur Erkennung der Flecke diente 
die Photokopie bei Belichtung mit monochromatischem Licht von ca. 300 nm [17] 

L N 

Fig. 4 Fig. 5 
Uc!Fmd, 4 Std. Rc-Chf-(7:5)/ 

Fmd, 2 Sttl. 

Fig. 6 
Chf/Fmd, 
211, Std. 

Die Fig. 2-6 zeigen Papicrchromalogrdmlnc [15] [16], Ausfiihrung absteigend. Schematisiert 
aber massgetreu. Lokalisierung durch Photokopie [17] und anschliessende Farbung mit SbCl,, 
vgl. Tabellc 24) 5 ) .  Buchstabcnbezcichnung der Stoffe vgl. Tabelle 2. Die zum Vergleich herange- 
zogenen Stoffc sind: cr-A = cr-Artcbufogcnin [23], ,%A = p-Artcbufogenin [ 2 3 ] ,  GI = Gama- 
bufotalininol [12], J = Jamaicobufagin 1241, H1 = Hellebrigenol [Z]. 

6, Das Papierchromatogramm wird zucrst mindcstciis 30 Min. bei 90’ getrocknet (es sol1 frei von 
Impragnicrmittel sein), dann durch eine gcskttigtc Losung von SbCJ, in CHCl, gezogen und 
anschliessend 3-5 Min. auf ca. 110” erhitzt. 
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Tabelle 2. Fdrbungen der Flecke mit SbCl, [14] 5, 
~ 

Substanz Freies Genin 0-Acetylderivat 

Tageslicht UV.-Licht Tageslicht TJV.-Licht 

R = Resibufogcnin 

C = Cinobufagin 
U4 = Bufalon 
U3 = Bufotalon 

B = Bufalin 

U2 = 3-cpi-Bufalin 

Ct = Cinobufotdlin 
M = Marinobufagin 

Bt = Bufotalin 

U5 = unbekannt 
Bn = Bufotalinin 

T = Telocinobufagin 

Ag = Argcntinogenin 

Des-C = Dcsacetyl- 
cinobufagin 

Des-Bt = Desacetyl- 
bufotalin 

Ab = Arenobufagin 

H = Hcllcbrigenin = 
Bufotalidin 

Des-Ct = Dcsacetyl- 
cinobuf otalin 

G = Gamabufotalin 

UG = unbekannt 

TJ7 = unbekannt 
US = unbekannt 

blassviolett 

grungelb 
violett 
gelb + 
olivbraun 
schwach 
griinblaugrau 
farblos 
griingelb7) 
violettblau 
braunviolett 
(gelbbraun) 6, 
gelb -+ 
graublau 
violett 
orangc -+ 
gelbgriin 
rotvinlett j 
violettblau 
farblos, gelb7) 

rotviolett 

rotbraun 
(violett) 6,  

gclb 
violctt 
olivgclb 

rotbraun 

farblos 
brauuorange 
orangcbraun 
orangebraun 

rotbraun 

olivgelb 
weissblau 
(weissgelb) @) 

grungrau 
(grauviolett) 6) 

farblos, o h 7 )  

rosaviolctt 
(griingraublau) 6, 

gclb -+ orangebraun 
rotblaugrau 
(griinblau + (violcttbraun) 6, 

graublnu) 5, 

farblos farblos 
griinblau') 
orangc + griin 

rotviolett j 
bl auviolctt 
rotblau + 
blaugrau 
(grunblau + 
blaugrau) B ,  

gelbgriin 

farblos 
farblos 

graubraun 

gelbgrun 

orangebraun 

gelbgriin 

schwach 
blaugrau 

gelbgriin 
violett 
braun 

gelb + 

blass 
braunviolctt 

braungrau 

rotviolctt 
blau 
farblos 

farblos 
gelb, griingrau7) 
olivgelb griingelb 

leuchtend 
karminrot 
braunrot violctt 

lcuchtcnd 
smaragclgriin 
hellblau 
hellblau 

schwach 
braun 
gelbbraun 

goldbraun 
braun 

braun 

gelbbraun 

rotbraun 

blass 
braungelb 

farblos 

gelbgriin 

ockerbraun 

sowie zusatzliche Entwicklung mit SbC1, [14]. Die Farbe der Flecke im Tageslicht 
und UV.-Licht (vgl. Tab. 2) erlaubt eine weitere Differenzierung [18]. 

4. Durchfuhrung der Trennzcngew. Da fraktioniertes Ausschiitteln aus Wasser mit 
organischen Losungsmitteln wegen starker Emulsionsbildung ungiinstig war, wurde 

6) Wenigcr haufig. 
7) In hoher Konzentration. 
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1 Rcsibufogenin (R) 2 (R=H) Desacctylcinobufagin 4 Bufalon (174) 
(Des-C) 

3 (R=Ac) Cinobufagin (C) 

5 Bufotalon (U3) 6 Bufalin (13) 7 3-epi-Bufalin (IJ2) 

8 (R=H) Desacetylcinobufotalin 10 Msrinobufagin (M) 

9 (R=Ac) Cinobufotalin (Ct) 

11 (R=H) Desacetylbufotalin 

12 (R=Ac) Bufotalin (Bt) 
(Des-Ct) (Des-Bt) 

OH H 
15 Argentinogcnin (Ag) 

OH 
13 Rufotalinin (Bn) 14 Tclocinobufagin (T) 

0 
II 

OH H 
16 Arenobufagin (Ab) 17 Hellebrigenin (H) 18 Gamabufotalin (G) 

: Bufotalidin 



109s IIELVKSTICA CHIMICA ACTA 

das rohe Material zunachst einer groben Verteilungschromatographie rnit Petrolather, 
Chloroform und Butanol als Fliessmittel und Wasser an Kieselgur [16] als ruhender 
Phase unterworfen. Aus den so erhaltenen Konzentraten wurden die Sterine von den 
Geninen weitmoglichst durch Chromatographie an SiO, abgetrennt. Aus den Sterinen 
wurden die nur in kleiner Menge anwesenden Komponenten X1 und X2 durch 
Chromatographie an A1,0, angereichert und schliesslich durch Verteilungschromato- 
graphie isoliert . 

Bci den Bufogeninen wurde auf die Verwendung von A1,0, weitmoglichst verzich- 
tet, um Sekundarreaktionen [19] [20] auszuschliessen. Die besten Trennungen wurden 
crreicht durch Verteilungschromatographie an Cellulose-Formamid*) sowie durch 
Chromatographie an vie1 feinem 50, nach Duncan [Zl], wobei das best geeignete 
System zuerst jeweils durch Papierchromatographie bzw. Dunnschichtchromato- 
graphie ausgesucht wurde. Die schliesslich verbliebenen Gemische wurden durch pra- 
parative Papierchromatographie im Schlitztrog [22] aufgetrennt. Von den insgesamt 
22 papierchromatographisch nachgewiesenen Steroiden (3 Sterine und 19Bufadienolide) 
liessen sich in dieser Weise die 3 Sterine und 16 Bufadienolide in einheitlichen Kristal- 
len und die drei letzten Bufadienolide (R, U5 und Ag) in amorpher aber papierchroma- 
tographisch reiner Form fassen (vgl. Tab. 3 ) .  Schliesslich wurden noch kleine Mengen 
von drei Stoffen (U6, U7 und U8) in amorpher Form isoliert, die bei 300 nm nicht 
selektiv absorbierten und daher auf der Photokopie nicht sichtbar waren, also lteine 
Rufadienolide darstellen. Mit SbCl, zeigte nur U6 bei Tageslicht eine Farbung; alle 
drei zeigten aber im UV. starke Fluoreszenz. 

5. Identifizierungen. Ausser dem Sterin X1, dessen Identifizierung rnit 7a-Hydroxy- 
cholesterol nicht ganz sicher ist, konnten alle in Kristallen isolierten Stoffe durch 
direkten Vcrgleich rnit bekannten Steroiden eindeutig identifiziert werden. In  allen 
Fallen wurde die Mischprobe gemacht und die Laufstrecke im Papierchromatogramm 
rnit authentischem Material direkt verglichen. In vielen Fallen wurde die Identitat 
durch Aufnahme der 1R.- und NMR.-Spektren9) sowie durch Bereitung der 0-Ben- 
zoyl- oder 0-Acetylderivate weiter gesichert. In einzelnen Fallen konnten auch 
Massenspektren lo) aufgenommen werden. 

Von den drei amorphen Praparaten (R, U5 und Ag) wurde R = Kesibufogenin als 
krist. 0-Acetylderivat charakterisiert und als solches identifiziert. Das nur in ltleiner 
Menge anwesende Ag war nach Papierchromatogramm, Farbreaktionen sowie Lauf- 
strecke seines Di-0-acetylderivates identisch mit Argentinogenin. Das in Spuren 
vorhandene U5 wurde nicht identifiziert. 

Die drei Nebenprodukte U6, U7 und ti8 wurden ebenfalls nicht identifiziert. 

6. Diskussion der Resultate. - Sterine. Die Sterine bestandcn in unserem Material 
zur Hauptsache aus Cholesterol. Dies steht in Ubereinstimmung mit den Resultaten 

Ansgefuhrt analog dcr Mcthodc von HEGEDUS et ul. (Kicselgur-Wasser) [16], vgl. Exper. Teil. 
Wir danken Herrn Dr. R. ZORCHER, Physiklaboratoriuni dcr CIBA ~KTIENGESKLLSCHAFT,  

Easel, auch hicr bcstens fur die L'hfnahme von Protonenresonanzspektren. Sic waren bcsondcrs 
zur Erkennung des Ketons U3 sowie des 3-epi-Bufalins wertvoll. 
Wir tlankcn IIcrrn Ih. H. HURZELER, Physiklaboratorium dcr CIRh AKTIENGESELLSCHAFT. 
Easel, auch hicr bcstcns fur tlic :\ufnahmc rlcr h'fassenspcktrcn von Bufalin und 3-0-Acctpl- 
buf  d i n .  
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Tahcllc 3. Physikalische Duteia dev isolierten Steroide und ihrer Oevivate somie die evhaltenen A us- 
heuten atis 204,9 g Hautextrakt von 4.90 Krijten uizd Schatzztng rler wiyklich vorhandenen Menge 11) 

Schatzung dcr 
Ausheute wirklich vor- 

Buchstabenbe- an Kristallcn handenen Menge 
zeichnung und Name Formel- Hier gefunden Wcrtc dcr in mg in mg 
Lit. fur Strulrtur nummcr Smp. Literatur in "/o in "/o 

Z = Cholesterol 

X1 = 7a-Hpdroxy- 
cholesterol 14) [261 

X2 = 7,!-Hydroxy- 
cholcstcrol [26] ") 

R = Rcsibufo- 1 
gcnin [19) 

:k-R = 0-Acctyl- 
resibufogenin 

C = Cinobufagin [31] 3 

Ac-C -= 0-Acctyl- 
cinobufagin 

U4 = Bufalon [33] 4 

173 = Bufotalon [34] 5 

B = Rufalin [33] 6 

Ac-R = 0-Acctyl- 

U2 = 3-epi- 7 
bufalin 

Bufalin [3S] 

Ac-172 = 0-Acctyl- 
3-epi-bufalin 

C t  = Cino- 9 
bufotalin [37] 

Ac-Ct = O-Acetyl- 
cinobufotalin 

M = Malino- 10 
bufagin 1381 

147-148" 
[ - 36,9] 
208-216" 

165-167" 

nicht 
kristallisiert 

[+ 5.51 

167/211-228' 
[- 0.71 
167-170/ 
21 0-2 13" 
[-3,2j 
197-201 O 
[ -  0,61 

[+2,91 

[+ 5,71 

[ - 5x41 
231-244" 
[ -  5,61 

C- 1Sl 

219-234." 

263-274" 

232-241" 

259-269" 

[- 12,4Me] 
230-235" 

251-255" 
[+ 9,81 
204-216" 
[+20,51 
215-217" 
[+ 8,61 

147-148' 13) 

[ -  36,41 [ 8 ]  
186-1 87 O 1,5 
[ - 891 [27] 0,0007% 
174-176" [27] X,5 
[+41 ~281 0,004 Yv 
113-140/ 
155 -168' [29] 
120-130/ 
200-218° [24' 
1- 7J! [291 
218-230" 74 
[ - l , l j  (301 0,036% 
216-217" [321 40 

0.01 9% 
r - ~ , G I  
204-205° 
i-1,6] [32] 
241-243" 8,5 
[-3,0] [32] 0,004% 
272-277' 12 
[+9, l j  [32] 0,0060/, 
244-248" 353 
[-8,7] [32] 0,172u/, 
230-248' 
[-8,7] [321 
268-273" 32 

[- 12,OMcI [35] 
228-235" 
[+21,01 [361 
259-262' 54 
[+10,7] [32] 0,026% 
212- 214' 
[+23,81 [321 
224- 225" 45 
[+ 10,0] [39] 0,0220/, 

0,0167/, 

80 
0,039% 

40 

65 
0,031 74 
550 

0.019% 

0,268Y" 

80 
0,039% 

130 
0,063% 

Rohe Schatzung auf Grund dcr erhaltcncn Aushcuten und tler Stiirke tler Fleckc im Papicr- 
chromatogramm. 
In Chloroform, sofern nichts andcres angegebcn. 
Es wurdc nur cin lrleiner Tcil gereinigt. 
Nicht eindeutig identifiziert. 
In der fruhercn Lit. irrtiimlich als 7j%fIydroxycholesterol bezeichnct. 
In  der fruheren Lit. irrtiimlich als 7cc-Hydroxycholesterol bczeichnet. 
Nnr als 0-Acetyldcrivat kristallisiert. 
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Tabcllc 3 (Fortsetzung) 

Schatzung der 
Ausbeute wirklich vor- 

Buchstabenbe- an I<ristallcn handenenMenge 
zeichnung und Name Formcl- Hier gefundcn Werte der in mg in mg 
Lit. fur Struktur nummer Smp. Literatur in Yv in yo 

4c-M = O-Acetyl- 
marinobnf agin 

Bt = Bufotalin 1341 12 

Ac-Ut = O-Rcctyl- 
bufotalin 

L'5 = unbekannt 

Bn = Bufotalinin 13 
[411i0) 

hc-Bn = 0-Acetyl- 

T = Tclocino- 14 
bufotalinin 

bufagin [42] 

Ac-T = 0-hcetyl- 
telocinobufagin 

Ag = Argentino- 15 
gcnin [20] 

Ac-Ag = O-Acetyl- 
argcntinogcnin 

Des-C = Desacetyl- 2 
cinobufagin [31] 

Ac-lles-C = 0-Acetyl- 
cinobuf agin 

Des-Bt = Desacetyl- 11 
bufotalin !18b] 

Ac-Des-Bt = 0- 

Rb = Arcno- 16 
hcctylbufotalin 

bufagin [44] 

Ac-Ab = Di-O-acetyl- 

€I = I-Iellebrigenin = 17 
arcnobufagin 

Bufotalidin [25a] 

Ac-H = 0-Acetyl- 
he1 lebrigenin 

Dcs-Ct = Desacetyl- 8 
cinobufotalin 1371 

191-221" 
[+ 2&91 
156-1 58/ 
227-231" 
[+ 5,01 
247-260' 
[+ 5SI 
amorphl8) 

105/213-233" 

[+ 1921 

157-1591 
205-206" 
[+ 591 
2 5 5-2 70 O 

[+ 22.91 
amorph I*) 

amorph 1s) 

179-1810 
I+ 1 9 s l  
199-2020 
1- 1.41 
160-1 65 / 
218-235' 
[+ 40,01 
249-264' 
[+5,31 
225-232" 
[ + 67,51 

228-249" 
[+ 43.51 

232-235' 
[+ 19,5] 

220-247' 

153-1 57 / 

194-220O 

14S/220° [40] 
218-225' [18c] 
[+5,4] [40] 
263-269' 
[+3.71 [321 

[+25,7J 139; 

195-2010 [18c] 
200-2200 [20] 
[+ 1921 [18c] 
235-243" 
[ + 30.61 [lSc] 
160-1 75 / 

[-4,4] [32] 
2 7 0-27 8 O 

[+22,91 [321 
227-230" 
[ - 20,61 [201 
amorph la) [20] 

210-21l0 1321 

1357 
0,6627; 

7 
0,003% 
13 
0,006% 

42 
0,020yo 

14 
0,0070/, 

180-182° 18 
[+22,0] [43] 0,009.,b 
204-205" 
[-1,61 [321 
210-223" [18bl 76 

[+ 30,O IXoxan] 
263-269' 
[+3,71 [321 
231-233' [451 143 
[+69,21 [203 0,070% 
[ + 53 Me] [29] 
246-248" [46] 
[+40,41 [201 
150/237' [25a] 25 
239-249" [18b] 0,OlZqg 
[+17,2] [18b] 
[+18  An] [25a] 
242-247" [25a] 

0,037 74 

r + 33.71 

1960 
0,9550/, 

15 
0,0077(, 
50 
0.0240,/, 

105 
0,0SO.,b 

30 
0.014% 

45 
0 , 0 2 2 ~ / ,  

255 
0,124 Yv 

330 
0,161y0 

60 
0,0290/, 

55 
0,026% 

18) Nach Papierchromatograinm einheitlich. 
lg) l~ormcl nicht sicher bcwicscn. 
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Tabelle 3 (Fortsetzung) 

Schatzung dcr 
Ausbeute wirklich vor- 

Buchstabenbe- an Kristallen handenenMenge 
zcichnung und Name Formel- Hicr gefunden Wcrte der in mg in mg 
Lit. fur Struktur nummer Smp. [alDIz) Literatur in yo in yo 
Ac-Des-Ct = 0- 

Acetyl-cinobufotalin 
G = Gama- 18 

bufotdin [47] 

Ac-G = Di-O-acetyl- 
gamabufotalin 

UtjZ1) unbekannt 

777 21) unbekannt 

USz1) unbekannt 

212-214" 
[+23,81 W] 

260-269" 261-2630 r6i 2136 2400 
[-  13,7 Me] [+ 1,3 MelZi) 1,04% 1,170/, 

V8bl 
253-264" 265-266" [32] 
[ - 8,01 [-10,41 1321 

arnorph 12 80 
0,006% 0.039% 

0,002yo 0,00.5y0 
arnorph 5 10 

amorph 8 20 
0,004y0 O,O1OyO 

von H ~ ~ T T E L  & BEHRINGER [8]. Ob daneben noch etwas y-Sitosterol (oder andere 
schwach polare Sterine) anwesend waren, haben wir nicht gepruft zz )  

Neben Cholesterin waren zwei starker polare Sterine vorhanden, die sich durch 
die blaue Farbung mit SbC1, leicht feststellen lassen. Von diesen war X2 identisch mit 
7~-Hydroxycholestero123). Von X1 wurden nur 1,5 mg in Kristallen erhalten; nach 
der Laufstrecke im Papierchromatogramm sowie nach den Farbreaktionkn lag wahr- 
scheinlich 7ar-Hydroxycholesterol vor, obwohl der Smp. erheblich hoher lag als die 
Literaturwerte (Tab. 3). Es ist bekannt, dass 70(- und 7~-Hydroxycholesterol bei der 
Autoxydation von Cholesterol entstehen ([5], p. 257). 

Bwfudienolide. In Ubereinstimmung mit fruheren Befunden [6] [7] [3] ist Gama- 
bufotalin 18 mit uber 1% das Hauptbufogenin des Extraktes, gefolgt von Bufotalin 12 
rnit schatzungsweise 0,95% und Bufalin 6 rnit ca. 0,26%. Ausser Gamab~fotalininol~~), 
das wir aus unserem Extrakt nicht isolieren konnten und das darin nach papierchro- 
matographischer Kontrolle (vgl. Fig. 5 und 6) vermutlich nicht anwesend war, haben 
wir alle von OHNO et ul. [12] isolierten Stoffe (Tab. 1) ebenfalls erhalten. Ausserdem 
isolierten wir 8 weitere krist. Bufadienolide, Bufalon 4 (U4), Bufotalon 5 (U3), 3-epi- 
Bufalin 7 (U2), Marinobufagin 10 (M), Bufotalin 12 (Bt), Bufotalinin 13 (Bn), 
Desacetylbufotalin 11 (Des-Bt) und Arenobufagin 16 (Ab) in teilweise erheblichen 
Mengen sowie zwei weitere, einen unbekannten Stoff U5 und Argentinogenin 15 (Ag), 

20) Dkses Praparat hatte ca. 20% hrenobufagin enthalten, das leicht iiberselien wird, weil cs rnit 

21) Zeigte bei 300 nm keine Absorption, daher kein Bufadienolid. 
22) Eine Abtrcnnung solltc iiber das Dibromid rnoglich sein, vgl. BERGMANN [48j. 
23) Wir danken Herrn Prof. S. BERGSTROM, Karolinska Inst., Stockholm, fur rcine Proben von 

7a- und 7~-Hydroxycholestero1 und Herrn Dr. F. HUNZIKER, DR. WANDER AG, Bern, fur eine 
Probe von Di-O-acetyl-7~-hydroxy-cholesterol. 

p4) Wir danken Herrn Prof. I<. MEYER sowic H e m  Dr. S. OHNO auch hicr bestcns fur die ober- 
lassung einer Probe des Originalpraparates. 

SbCI, keine Farbung gibt. 
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in amorpher Form. Die meisten dieser Stoffe sind aus anderen Krotenarten bereits 
friiher isoliert worden. Noch nie wurde die Isolierung von Bufalon 4 (U4), Bufotalon 5 
(U3) sowie 3-epi-Bufalin 7 (UZ) aus solchem Material beschrieben; alle drei waren aber 
durch Teilsynthese bereits friiher bereitet worden. Bufalon (U4) kommt vermutlich 
auch im Sekret von Bufo marinus vor, denn die fruher [24] daraus in amorpher Form 
isolierte Substanz L ist nach Papierchromatogramm und  Farbreaktion m i t  SbCl, 
identisch rnit Bufalon (U4). 

Zur Reschaffung dcs Hautcxtraktes standen uns Mittcl aus tlcn i\rheitsbcschaf€ungskretliten 
dcs Huntles (RUNDESAMT FUR INUUSTRIE, GEWERBE U N D  ARBIPIT in Bern) zur Verfiigung. Einen 
Beitrag an dic weiteren Kosten dicscr Arbeit erhielten wir vom ScHwEIzERIscmm NATIONALFONDS 
ZUR FORDERUNG DER WISSENSCHAFTLICHEN FORSCHUNG. E S  sei auch hier bcstens fur  dirsc Hilfe 
geclankt. 

Experimenteller Teil 
Allc Smp. wurdcn auf den1 1<oFLER-BIock bestimmt und sind korrigicrt. Fehlcrgrcnze in be- 

niitzter Ausfiihrungsforni bis 200" ca. & Z", dariiber ca. & 3*. Ubliche Aufarbeitung bedeutct: 
Eindampfcn im Vakuum, Aufnehmen in Ch€-Ae-(l:3), Waschen mit 2~ HCI, Z N  Na,CO, und 
Wasser, Trocknen uber Na,SO, und Eindampfen iin Vakuum. Substanzproben zur Drehung und 
fur Ahsorptionsspcktrcn wurden 1 Std. bei 70" nnd 0 , O l  Torr getrocknet. Fur die Adsorptions- 
chromatographien nach tler Durchlaufmethode [49] clientc A120, ((( WOELM )) neutral, eingestellt 
nuf die jcwciligc .4ktivitatsstufe nach Angabe des Herstellers) sowie SiO, (((DR. BENDER & DR. 
H ~ B E I N  AGO, Ziirich, cngporig 0,15-0,3 mm, odcr ~ M E R C K O  0,05-0,2 mm Korngrosse). Vcrteilungs- 
chromatographien an gereinigtem Kicselgur [I 61 (Hyflo-Super Ccl) oder an gereinigtc; Ccllulosc 
[SO] (Typ HR-L 600, MIKROTECHNIK GMBH, Miltenbcrg a. M.) ; Diinnschichtchromatographie 
und Papierchromatographie vgl. Fig. 1-6. 

Es wurden folgende Abkiirzungen henutzt: Ac = CH,CO-, Ac,O = Acetanhydrid, AcOH = 
Hisessig, Ae = Diathylather, Alk = Athanol, An = Aceton, Be = Benzol, Bu = n-Hutanol, 
Chf = Chlorpform, Cy = Cyclohexan, Des = Uesacetyl, Dchr = Dunnschichtchromatogramm 
uncl Diinnschichtchromatographie, Est = Athylacetat, Fmd = Formamid, Fr = Fraktion(cn), 
Mc = Mcthanol, M L  = eingedampftc Mutterlauge, n.w.u. =: nicht weiter untersucht, Pc = 
I'ctrolather, Pchr = Papierchromatogramm und Papicrchromatographie, Pgl = 1,2-Propylen- 
glykol, iPr = Isopropanol, Py = Pyridin, Wr = Wasser. 

1. Ausfuhrung der A cetylierungen: 1 Gewichtstcil Substanz wurde niit 10 Volumenteilen abs. 
P y  und 8 Volumenteilcn Ac,O 16 Std. bei 37" stehengelasscn; dann crfolgte iibliche Aufarbcitung 
(siehc oben). 

2. Beschaffuiag des Ausgangsmaterials. 500 japanische KrOten, Rufo formasus BOULENGER, 
wurdcn im Marz 19.58 in der Saitama Prafektur, ca. 70 km nordwcstlich von Tokio, Japan, gefangen 
und enthautct. Die Haute wurden sofort in Alk cingelegt und so nach Osaka transportiert. Dort 
wurde die abfiltricrte alkoholische Losung bei ca. 20 Torr eingedampft. Die Haute wurden noch 
dreinial je 2 Wochcn in Alk eingelcgt und die jewciligen Filtrate bei Normalclruck eingedampft. 
Dic vereinigtcn Eindampfriickstande ergaben 209,l g dunkelbraunes, zahfliissiges, inhomogenes 
Material. Es kam im Januar 1959 in sehr gutem Zustand in Base1 an, wo cs bis zur Vcrarbeitung 
bei 0' aufbewahrt wurtle. 

3.  Vortrennung durch grobe Verteilungschromatogra~h~e an Kieselgur- U'nsser als ruhende Phase. 
1 kg gereinigtes Kieselgur [16] (Hyflo Super Cel) wurdc rnit 1 kg W gut vcrmischt, gesiebt und mit 
Pe in Chromatographierohr Nr. 4 [16! eingestopft. 204,9 g KrStenextrakt (cntspr. ca. 490 Tieren) 
wurden rnit 320 ml W und 40 ml Me vcrfliissigt, mit 200 g gcrcinigtem Kieselgur innig vermischt, 
im Vakuum von Me befreit, auf die Saule aufgetragcn und mit organischen Losungsmitteln 
steigender Polaritat eluiert. Pro Tag wurden 2-4 Fr. zu ca. 1000 ml entnommen, vgl. Tab. 4. 

Die Fr. A 28 und A 23 enthicltcn (ausser Spuren G) nur Stoffe, die im System von Fig. 6 keine 
merkliche Wandernng zeigten (vermutlich auch Basen und Bufotoxine) ; sie wurden nicht weiter 
untersucht. Das leichter cluierbare Material wurcle zur Vortrennung der Sterine sowie zur Trennung 
clcr Stcrinc und Rufadienolicle in den 6 angcgcbcncn Gruppen durch Chromatographic an SiO, 
wc4ter vorgetrennt, vgl. Tab 
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Tabelle 4. Grobe Verteilun~sch.roma~~gqu~hie von 2049 g Eztrukt 

1103 

Fraktions-Fir. Eluiernittel Eindampfruckstand Weitere 
Verarbeitung 

Menge in g Flecke im PchrZS) 

A 1-3 
A 4  
tz 5 
A 6  
A 7 
A 8-14 

Pe 
Pe 
Chf 
Chf 
Chi 
Chi 

A 15--27 

A 28 
A 29 

Chf-B~-(9: 1) 
bis Hu 

BU 
Mc (9 Liter) 

~ -~ 

59,75 Sterinc 
10,4 Sterme, R, C 

11,94 Sterine, C, €3, M, Bt, Bn 
10,33 Stcnne, C, B, M, Bt, Bn, T, Ab, H, C 
13,03 Sterine, B, M, Et, (En), T, Ab, H, 

Des-Ct, G 

4,23 Sterine, C, B, M, Bt 

9,74 Ab, G 

Chrornat. M 
Chromat. B 
Chromat. C 
Chromat. D 
Chromat. E 
Chrornat. F 

Chromat. U 

4,76 (G), Rcst stationhr 
48,O stationar 

n.w.u. 
n.w.u. 

4. Isolierung der Sterine. Von Cholesterin wurdc nur cine Probe (lurch Kristallisation von Fr. 
B 2-20 gewonnen fsiehe dort). Zur Isolicrung von X1 und X2 wurden die Fr., die diese reichlich 
enthielten, jedoch lceine (oder fast keine) Bufadienolide, in 6 Portionen an Al,Os (hkt. 11) weiter 
angereichert, vgl. Tab. 6. 

Chromatographie R. Die 273 mg Fr. Q 5-13 wurden einer Verteilungschromatographie unter- 
worfen. Die Saule wurdc mit 150 g gcrcinigtem Kieselgus, das rnit 15 g Pgl (frisch bei 12 Torr 
destilliert) homogen vermischt und gesiebt worden war, in Pentan suspendicrt cingcfiillt. Zum 
Eluieren dientc reines Pentan. Pro Std. wurdcn 2 Fr. zu 15-25 ml genommen. 

Die Fr. 1-109 (290 mg) enthielten Z und eine Spur X1 (n.w.u.). Dic Fr. 110-133 (10 mg) 
zeigten auf der Platte (Pig. 1) nur den X1-Fleck und gabcn aus Ae-Pe 1.5 mg krist. X1. Die Fr. 
134-191 (44 mg) zcigten die Flecke X1 und X2; sie wurden nicht weitcr gctrennt. Die Fr. 192-235. 
(31 mg) zeigten nur den XZ-Fleck und gaben aus Ae-Pn 8,s mg krist. X2. Die Iir. 236-265 gaben 
total nur noch 2 mg Ruckstand, der lrein X2 mehr enthielt. 

5. Trennung der Bufogenine. Die von den Sterinen weitgehend befreiten Bufogenine wurden 
erneut in Gruppen zusammcngefasst und teilwcisc durch Verteilungschromatographie an Cellu- 
lose-Fmd (Chromatogr. U ,  V und W), teilweise an ieinem SiO, nach DUNCAN [2l] (Chromatogr. Y, 
Z, AA-AH) weiter chroniatographiert. I>abei konnten Gamabufotalin (G), Bufotalin (Bt), Cino- 
bufotalin (Ct), Bufalin (B), 3-epi-Bufalin (UZ), Marinobufagin (M). Telocinobufagin (T), Areno- 
bufagin (Ab) und Desacetyl-bufotalin (Des-Bt) in Kristallen isoliert werden. 

Verteilungssuule. 1,8 kg Cellulose wurden rnit 0,05 N LiOH uncl Vr gewaschen, im Vakuum voll- 
standig getrocknet, mit 800 g reinem Fmd und soviel An vcrsetzt, class ein dicker Brei entstand. 
Dieser wurde auf der Maschine 1 Std. geschiittelt, d a m  im Vakuum vom An befreit. Das gesiebte 
Pulver wurde in Be aufgeschlammt und in eine SLule Nr. 4 [16j eingefiillt. Laufgeschwindigkcit 
beim Eluieren ca. 40-50 Tropfen pro Min., entsprechend 3-4 Fr. h 450 ml pro Tag. Jedc Fr. wurde 
ini Vakuum eingedampft, der Riickstand in Chf aufgenommen und zur Entfernung des Fmd mit W 
gewaschen, iiber Na,SO, gctrocknet und im Vakuum eingedampft. Dieselbe Saule diente fur alle 
drei Chromatographien (vgl. Tab. 7) .  

Fur die folgenden 7 Chromatographien nach DUNCAN [21] wurde Saule Kr. 2 [16] verwenrlet. 
Bei Y ,  Z und AA immer dieselbe Saule mit 700 g Silicagel BMERCK), pro Std. 2 Fr. h 25 ml. Bci 
AC wurden 600 g regeneriertes Kieselgel (MERCKV beniitzt nach Waschcn mit Chf-Me und 4-stundi- 
gem Trocknen bei 90-120", pro Std. 2 Fr. ?I 35 ml. Fur AF, AG und AH dienten 350 g Kieselgel 
BMERCK)), pro Std. 2 Fr. h 20-25 ml (vgl. Tab. 8). 

Die in den bisherigen Chromatographien nicht in reiner Form isolicrten Genine waren jetzt 
so weit angereichert, dass sie durch praparative Papierchromatographie isoliert werden konnten. 
Es wurden so R, C, U3, U4, Des-Ct. Ah, €1, Des-Bt, US, Rn, Ag uncl Des-C isoliert, ebenso die 
Substanzen U6, U7 und U8. Vgl. Tab. 9. 

25) I n  Klammern schwache Flccke. 
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Tabelle 5. Chromatogvaphien der Fr. A 1-14 a$% SZO, 

Chro- Ein- Frak- Eluiermittel Eindampfruckstantl Weitere 
mat. gesetzte tions- 
Nr. Substanz Nr. 

in g- 

Ver- 
Menge Fleckc Kristalle arbeitung 
in mg im PchrZ5) in mg - 

M A 1-3 je 1500 ml 
58,35 1-4 Pe-Be-(1 : 1) 42383 Yzs). Z n.w.u. 
SiO, bis -(1:4) 
600 5.4 Pc-Be-(l:4), Be, 8114 2, X1, X2 Chromat. N 

10-12 Chf, Chf-Me-(q:l) GO70 2, X1, X2 Chromat. 0 
Be-Chf-(35 :65) 

bis -(I :I) 

B A 4  je 700 ml 
10,4 1 Pe-Be-(I :1) 3295 Yre) n.w.u. 
SiO, 
200 2-20 Pe-Be-(l:l), Be, 4164 2. X1, X2 226 Z MLzu 

Re-Chf bis C,hf Chromat. I< 
21-22 Chf-Me-(9: 1) 1567 2, XI, X2, C Chromat. 0 

bis -(1: 1) 

C A -5 je 400 ml 
4,12 1 Pe 1567 Y Z 6 )  n.w.u. 
SiO, 2-10 Pe bis Pe-Rc-(l:4) 1439 2. (X) Chromat. J 

11-18 Pe-Be-(l:4), Re, 130 2, X Chromat. I< 

19-20 Chf-Me-(9: 1) 1256 (Z), X, C, R, M, Bt  Chromat. 0 
Be-Chf bis Chf 

bis -(1: 1) 

D A 6  je 900 ml 
9,l 1-2 Pe-Be-(1 : 1) 2899 Y 2 6 )  n.w.u. 
SiO, 3-13 Pc-Bc-(l:4), Be, 
300 bis Re-Chf-(1 :4) 684 2, (C) C,hromat. I< 

14-17 Chf 702 Z, XI,  X2 Chromat. 0 
18-32 Chf 462 C, B, M, Bt, Bn Chromat. V 
33--45 Chf-Me-(98 : 2) 2919 M, Bt, En, T, Chromat. W 

bis - ( l : l )  Ab, H, G 

10.33 1-3 Pe-Be-(I : 1) 711 Y26) n.w.u. 
$30, 4-8 Pe-Be-(l:4), Be 217 2, x Chromat. I< 
325 9-12 Be-Chf bis -(1 : 1) 56 2, X, C.  (M) Chromat. 0 

13-28 Chf, Chf-Me-(98:2) 5452 C, B, M, Bt, U5, Chromat. V 

29-34 Chf-Me bis (1 : 1) 4455 T, Ab. H, Des-Ct, G Chromat. W 

E A 7 je 1000 ml 

En, T, Ag, Ah, €1, G 

F A 8-14 je 1300 ml 
13,026 1 Pe-Re-(1 : 1) 2553 Y26) n.w.u. 
SiO, 2-8 Pe-Bc-(l:4), Be, 235 2 Chromat. I< 
390 bis Bc-Chf-(I :4) 

9-13 Chf 1765 C, B, M ,  Bt, Bn, Chromat. V 
T, Ag 

14-25 Chf-Me-(99: 1) 4284 Bt, T, Ag, Ab, MI zu 
his -(I : 1) Des-Bt, H, G 15 G Chromat. W 

26) Als Y wurde ein Fleck bezeichnet, der im Pchr etwas langsamer lief als 2, aber von der Saule 
immer zuerst eluicrt wurde. Der Fleck war schon ohne SbC1,-Rehandlung braun. Eine Isolie- 
rung von reinem Y gelang nicht. 
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Tabclle 6. Anreicherung zlon X I  und X 2  an Al,03 

11 05 

Chro- Ein- Frak- Eluiermittel Eindampfriickstand Weitere 
mat. gesetztc tions- Ver- 
Nr. Substanz Nr. Menge Flccke im Pc1irz5) ar beitung 

in mg in g 

N M 5-9 
8,114 

250 
A W ,  

J C 2-10 
1,439 

43 
*1,03 

je 800 ml 
1-10 Be bis Be-Chf-(2:3) 5977 2 n.w.u. 

11-13 Chf bis Chf-Me-(98:2) 166 Z, XI, X2 Chromat. Q 
14-15 Chf-Me-(1 : 1) 72 (Z), (R), (C)  Chromat. V 

jc 140 ml 

Re-Chf-(Z : 3) 
1-18 Pe-Be, Be bis 880 z n.w.u. 

19-22 Chf 79 z, x1, x2 Chromat. Q 
23-31 Chf-Me his (1: l )  157 (C) ,  (M) Chromat. V 

K B2-20 je 500 ml 
C 11-18 1-10 Be his Chf 2418 Z (Probe krist.) n.w.u. 
D 3-13 11-13 Chf. u. 255 Z, XI,  X2 Chromat. Q 
E 4-8 Chf-Me-(95 : 5) 
F 2-8 14-18 Chf-Me bis (1: l )  1754 (C), (M) Chromat. V 
4,785 

145 
A1203 

0 M 10-20 
E 9-12 
D 14-17 
c 19-20 
B 21-22 

9,651 

250 
A1208 

je 800 ml 
1-3 Be-Chf bis -(2:8) 777 2 n.w.u. 
4 Chf 956 Z, X1, X2 Chromat. P 
5-17 Chf bis 2131 schnelle Geninc Chromat. W 

8-19 Chf-Me-(l: 1) + 1446 schnclle Geninc Chromat. W 
Chf-Me+ : 1) 

5% AcOH 

~ ~- 

P 0 4  je 100 ml 
0,956 1-3 Re-Chf-(Z: 8 )  655 z n.w.u. 
A1,0, 4-5 Chf 207 Z, S1, X2, R Chromat. Q 
30 6 8  Chf, Chf-Me-(98:2) 58 (R), (C), (M), Bt Chromat. W 

~ 

Q J 19-22 je 60 ml 
K 11-13 1-4 Be-Chf bis-(3:7) 187 Z 
N 11-13 5-13 Be-Chf-(3:7) 
P 4-5 Chf, Chf-Me-(g:l) 273 2, X1, X2 

0,632 

20 
*k4'3 

n.w.u. 

Chromat. R 

A4usfuhrung im Schlitztrog [22]. Papier WHATMAN 1, Blattgrosse 1 9 x  46 cm. Impragnicren 
mit Fmd durch einfaches Durchziehen durch einc Losung von An-Fmd-(4: 1). Lokalisierung der 
Zonen durch Photokopie [171. Die ausgeschnittenen Zonen wurden zerkleinert, dreimal mit Me 
ausgezogen und die Papierschnitzel jeweils unter hohem Druck ausgcpresst. Das Eluat wurde im 
Vakuum eingcdampft, der Ruckstand in Chf aufgenommen, mit W gewaschen, iiber Na,SO, ge- 
trocknet, im Vakuum eingedampft und durch Filtration durch etwas A1,0, (Akt. 4) gereinigt. 

70 
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Tabelle 7. Verteilungschromaiographzen der Bufadaenolide 

Chro- Ein- Frak- Eluiermittel Eindampfriicltstand Weiterc 
mat. gcsetzte tions- Ver- 
Nr. Substanz Nr. Menge Flecke Kristalle arbeitung 

in p. in mg im I'chrZ6) in mg 

U A 15-27 1-3 Chf - 
9,74 4 Chf 159 Chromat. AA 

5-6 Chf 230 Al) prap.PchrAK 
7-32 Chf, Chf-Me-(95:5) 992 G 570 G ML zu 

Chromat. AH 
33-38 Chf-Me-(95 : 5) 379 G, U6 Chromat. AH 
39-68 Chf-Me-(1 : l ) ,  Me ? fast nur stationar n.w.u. 

- 

V D 18-32 
E 13-28 
F 9-13 
J 23-30 
I< 1 6 1 8  
N 14-15 
Q 14 
9,705 

1-5 Be 

8-13 Re 
14-20 Be 
21-22 Bc 
23-30 Re 
31-56 Be 

57-75 Be-Chf-(9.1) 
7G-90 Be-Chf-(1 : 1) 

6-7 BC 

uncl Chf 
91-99 Chf 

- 

2006 
996 

1130 
128 

1702 
465 

306 
867 

145 

R, C Chromat. AA 
c, I3 Chromat. 2 
B, U2, Ct,  bl Chromat. Y 
B, Ct, M, Bt n.w.u. 
(M), Bt 1035 Bt 
Rt, U5, Bn Chromat. AC 

Bn, T, Ag Chromat. A F  
T, Ag, Des-C, .4b, Chromat. .4G 

H, G. Chromat. ,4H 
Des-Bt, H, G 

W 1) 33-45 1-3 
E 29-34 4-7 
F14-25 8-12 
0 5-18 13-14 
P 6-8 15-38 

15,20 39-48 
49-52 
53-56 

Bc 
Be 
Be 
He 
Be, Be-Chf-(S): I )  
Be-Chf-(1 : 1) 
Chf 
Chf 

57-63 Chf 

2455 
314 
91 

459 

264 
1274 
2281 

168 

R, C 
C, B, It1 
Rt 59 Bt 
Bt 

Bt, Rn, T, Des-Bt 
T, Ag, Ab, H 
(; 1358 G 

G 

Chromat. AA 
Chromat. 2 

Chromat. AC 

Chromat. A F  
Chromat. .4G 
ML 
Chromat. A H  
Chromat. A H  

6. Beschreibung und Identifiizievung der isolierten Stoffe. Drchungen wo nichts anderes erwahnt 
in Chf. 

a) Sterinc. - Cholesterol (2).  Aus Chf-Me farblose flache Nadeln, Smp. 147-148', [a];; = 
-36,9" & 2" (c = 1 , l U ) .  Nach Dchr, Farbreaktion mit SbC1, uric1 Mischprobc identisch rnit 
authentischem Material. 

3-0-Benzoylcholesterol. 80 nig Cholesterol aus B u f o  formosus vom Smp. 147-148' wurden in 
1,6 ml abs. Py gclost, bei 0" rnit 0,56 ml Benzoylchlorid versetzt und 20 Std. bei 20" stehengelassen. 
Dann wurde mit 1 ml Me vcrsctzt und noch 3 Std. stehengelassen. Nach iiblicher Aufarbeitung 
wurde das neutrale Roliprodukt an 9 g A1,0, (Akt. 11) chroniatographiert und aus An-Ae kristalli- 
siert. Farblose PIattchen mit den1 bekannten Doppel-Smp. fliissiger Kristalle 147-151"/168", 
[ ~ ] g  = - 17,5" 3: 4" (c = 055). Nach Mischprobe untf 1R.-Spektrum identisch rnit authcntischem 
Material. 

7u-Hydroxycholesterol ( X I ) .  Es wurden nur 1,s nig leicht braun gefarbte Kristalle erhalten. 
Smp. 208-216". Laufstrecke im Pchr und Dchr sowic Farbung rnit SbCI, gleich wie bei authen- 
tischem Material. Die Identitat ist nicht vollig gesichert. 

7~-Hydroxycholesterol (X2) .  Aus Ae-Pe farblose kornige Kristalle, Smp. 165--167", [u]g = 
+5,5" 3" (c = 0,72). Nach Dchr, Fabung rnit SbCl,, Mischprobe und 1R:Spektrum (fest in 
KBr) identisch rnit authentischem Material. 
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Tabelle 8. Tremufig der Bufaclienolide nach DUNCAN an feinem Kieselgel ~ M E R C K ~  

Chro- Ein- Frak- Eluiermittel Eindampfriickstand Wcitere 
mat. gesetzte tions- Vcrarbeitung 
Nr. Substanz Nr. Menge Flecke Kristalle 

in g in mg im Pchr25) in mg 

Y V 14-20 1-3 Chf-B~-(85:1.5) - 

SiO, 1 5  Chf-Ru-(85:15) 11 
1,13 4-14 Chf-B~-(85: 15) 90 

700 16-18 Chf-Bu-(85:15) 111 
19-20 Chf-Bu-(85: 15) 121 
21-22 Chf-Bu-(85: 15) 3 79 
23 Chf-B~-(85 : 15) 65 
24-29 Chf -B~- (85 :  15) 228 
30-31 Chf-Bu-(85: 15) 13 
32-112 Chf-B~-(85: 1.5) 41 

34 1 13-1 83 Chf-B~-(85 : 15) 

L74, 7:3 
13, Ct, hl 
Ct 
R, Ct 
B 
B, U2, M 
U2, M 
U2, M 

T 
(W. (TI 

prap. Pchr. AE 
n.w.u. 

54 C t  
11 B 
270 B2’) 

n.w.u. 
32 TJ2 MI, zu Y 30-31 
45 Mas) 

ll.w.u. 
Chromat. A F  

Z 1’8-13 1-7 Chf-Bu-(85: 15) - 

W 8-12 8-16 Chf-B~-(85 : 15) 98 u 4 ,  u3 prap. Pchr. AE 

1,31 17-23 Chf-B~-(85 : 15) 47 (R), (C),  ([J3), (n) n.w.u. 
SiO, 24-27 Chf-Bu-(85:15) 300 I3 siehc Y 21 -22 
700 28-32 Chf-Bu-(85:15) 196 €3 72 B 

33-70 Chf-Bw(85: 15) 92 (M) n.w.u. 

.AA u 4 1-16 Chf-Bu-(85:15) 492 Y ,  (C) 
V 6-7 17-29 Chf-Bu-(85:15) 505 R, C, U7 
W 4-7 30- 129 Chf-Me-(3 : 1) 2790 (R), (C), u. 

4,62 stationar 

n.w.u. 
prap. Pchr. A D  
n.w.n. 

AC V 31-56 1-10 Est 
W 15--38 11-24 Est 
0,924 25-34 Est 
SiO, 35-104 Est 
GO0 105-262 Est 

263-305 Chf-Me-(l: 1) 

AF V 57-75 1 6  Chf-iPr-(SS : 15) 
W 3948 7-8 Chf-iPr-(85:15) 
Y 113-183 9-13 Chf-iPr-(85:15) 
AC 11-24 14-22 Chf-iPr-(85: 15) 
AC 35-104 

- 

77 

335 
65 
39 

101 

49 
90 

138 

(Bt) n.w.u. 
Rt, TJ8, ITS, Bn 
(IJS), Bn,  A g  

prap. Pchr. AR 
p a p .  Pchr. A 0  

0,746 23-25 Chf-iF’r-(85 : 15) 29 (T) n.w.u. 
26-39 Chf-iPr-(85 : 15) 132 T 42 T 

AG V 76-90 1-27 Chf-iPr-(85:15) 128 - n.1v.u. 
W 49-52 28-32 Chf-iPr-(85:lS) 276 -4b. (Des-Rt) 101 Ah 
AC 105-262 39-51 Chf-iPr-(85 : 1 5) 262 (Ab), Des-Bt 61 Dcs-Rt 

2,18 

27) Zusammen mit Kristallen aus Fr. 1. 24-27. 
**) Zusammen mit Kristallen aus MI, von Fr. Y 24-29. 
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Tabelle 8 (Fortsetzung) 

Chro- Ein- Frak- Eluiermittel Eindampfriickstand Weitere 
mat. gesetzte tions- Verarbeitung 
Nr. Substanz Nr. Menge Flecke Kristalle 

in g in mg im PchrzL) in mg 

AG Sic), 52-58 Chf-iPr-(85:15) 109 (T), Dcs-Bt prap. Pchr. AM 
350 59-70 Chf-iPr-(85: 15) 95 Des-C, Des-Bt, p a p .  Pchr. AP 

71-84 Chf-iPr-(85:15) 160 Iles-C, H, G p a p .  Pchr. AL 
85-110 Chf-iPr-(85: 15) 100 Dcs-C, H, G n.w.u. 

111-130 Chf-iPr-(85: 15) 30 Des-Rt, G, US prap. Pchr. AN 
131-192 Chf-iPr-(85:15) 132 Des-Ct, (US) prap. Pchr. AJ 

H, G 

AH V91-99 1-12 Chf-iPr-(85:15) - 

W 53-56ML 13-24 Chf-iPr-(85: 15) 28 - n.w.u. 
W 57-63 2 5 4 0  Chf-iPr-(85:15) 112 (G), U8 prap. Pchr. -4N 
U8-32ML 41-46 Chf-iPr-(85-15) 59 H, G n .w.u . 
U 33-38 47-72 Chf-iPr-(85:15) 412 (H), G 193 G 

1,866 73--108 Chf-iPr-(85:15) 123 G ,  U8 n.w.u. 
SiO, 109-140 Chf-iI'r-(85: 15) 66 Iles-Ct, G prap. Pchr. AJ 
350 141-190 Chf-iPr-(85: 15) 606 Des-Ct u. n.w.u. 

stationar 

b) BufudicnoZzdc. In  allen FUlen wurden die krist. Praparate mit authentischem Material 
<lurch direkten Vcrgleich der Laufstrecke im Pchr (Fig. 2-6). Fiirbung mit SbCl, (Tab. 2) und 
Mischprobe identifiziert. Bei dcr Beschreibung tler Praparatc wcrden nur zusatzliche Kritericn 
erwahnt. 

Resihufogenin (R) 1. Das amorphe Praparat (vgl. prap. Pchr AD) wurde durch das krist. 
0-Acetylderivat charakterisiert. 

3-0-Acetylresihufogenin (Ac-R).  46 mg Praparat R gaben nach ublicher Acctylierung 51 mg 
neutrales Rohprodukt. Aus Ae nach Rckristallisation farblose F'rismen, beim Erhitzen Triibung bei 
167", Smp. 211-228", [a]g  = -0.7' & 2" (c = 1,04). 

Citzobufagin (C) 3. Aus An-Ae farblose, rhombisch begrenzte Kristalle, Doppcl-Smp. 167-170"/ 
210-213", [ x ] g  = -3,2" f 2" (C = 0,93). 

3-O-Acetylcinobufagin (Ac-C).  45 mg krist. C gaben bei der Acetylierung 52 mg amorphes 
Rohprodukt. Aus Ac farblose, wollige Nadelchen, Smp. 197-201", [a]g = - 0,6" 2" (c = 1,03). 

Bufalon (U4) 4. Aus An zu Biischeln vereinigte, farblose Nadcln, Smp. 219-234" (Sintern ab 
210°), [a]: = +2,9" f 3" (c = 0,7). Auch nach 1R.-Spektrum (in CH,CI,) identisch mit authen- 
tischem, teilsynthetisch bereitetem Material. 

Bztfotulon (U3) 5 .  Aus An farblosc Nadeln, Smp. 263-274", [a]$ = +5,7' A: 4" (c = 0,45). 
Auc,li nach 1R.-Spektrum (in CH,CI,) sowic ProtonenresonaIizspektrumR) (in CDC1,) identisch mit 
authentischem, teilsynthctisch bereitetem Material. 

Buful in  ( B )  6 .  Aus An farblose, kurze, dickc Prismen, Smp. 232-241°, [a]: = -9,4" & 2' 

3-0-AcetyZbufuZ~n ( A c - D ) .  91 mg krist. B gaben 99 mg rohes 0-Acetylderivat. Aus An farblosc 
Prismen, Smp. 231-244", [a]g = -5,6" & 2" (c = 1 , l O ) .  

3-epi-BufuZin (UZ) 7. Aus An farblose, zu Rosetten vereinigte Nadelchen, Smp. 25%269", 
[ =I,, 23- - - 1 , 5 O  f 2" (c = 1.04) ; [ x ] g  = - 12,4" f 3" (c = 0.7 in Me). Auch nach 1R.-Spektrum 
(in CI1,CI, sowie fest in KBr) identisch mit authentischem, teilsynthetisch bereitetem Material. 

3-0-AcetyZ-3-epi-bufuZin (Ac- UZ). 10 mg krist. U2 gaben 10,5 mg acetyliertes Rohprodukt. 
Aus An-Ae (nach Impfen!) farblose Nadcln, Smp. 230-235". 

(c = 1 , O Z ) .  
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Tabelle 9. Praparative Papwrchromatographien [22] 

Chro- Ein- System Eluierte Eindampfriickstand Bemerkungen 
mat. gesetzte Zahl der Zone und weitere 
Nr. Substanz Papierblatter Menge Flecke Kristalle Verarbeitung 

in g Laufzeit in mg in1 Pchr25) in mg 

AD AA 17-29 Be-Cy-(l:4)/Fmd 1 74 R Endprod. amorph 

10-12 Std. 3 5 u7 Endprod. amorph 
0,505 45 Blatt 2 82 c 40 C 

~~ 

AE Y 4-14 Be-Cy-(l:l)/Fmd 1 28 IJ3 12 u 3  
2 8-16 25 Blatt 2 16 U1 8,5 U4 

0,183 10 Std. 

AJ AH 109-140 Chf/Fmd 1 50 Des-Ct 18Des-Ct 
AG 131-192 9 Blatt 

- 

0,141 211, Std. 

A K  U 5-6 Chf /Fmd 1 70 Ab 42 Ab 
0,229 15 Blatt 

211, Std. 

AL AG.71-84 Chf/Fmd 1 40 H 25 H 
0,160 9 Blatt 

211, sta. 
AM AG 52-58 Chf/Fmd 1 27 Des-Bt 1.5 Des-Bt 

0.109 7 Rlatt restliches 
211, sta. Eluat zu AY 

AN AH 2 5 4 0  Chf/Fmd 1 1 2  U6 
AG 111-130 6 Blatt 

0,142 21/, Std. 

Endprod. amorph 

A 0  A F  14-22 Be-Chf-(7 : 5)/Fmd 1 22 Bn 13 Rn 
0,138 9 Blatt 2 18 xg Endprod. amorph 

5 Stcl. 

Al-’ AG 59-70 Be-Chf-(7 : 5)/Fmd 1 11 
AM Rest 9 Blatt 2 80 

0,141 4 Std. 
3 56 

AR A F  9-13 Be-Chf-(7:5)/Fmd 1 23 
0,090 9 Matt 2 1 2  

411, Std. 3 12  
4 8 

T 
(T), Des-C, 

(Des-Et) 
Des-C, 
Des-Bt, H, G 

Bt 
U8 
u 5  
Bn 

n.w.u. 
prap. Pchr. AS 

n.w.u. 

n.w.u. 
Endprod. amorph 
Endprod. amorph 
n.w.u. 

AS A P 2  Be/Fmd 3 32 1)es-C 18 Des-C 
0,080 12 Blatt 

36 Std. 

29) Trennung schlecht, da zu vie1 aufgetragen. 
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Cinobufotalin (Ct)  9. A4us An-Ac farblose Tctracder, Snip. 251-255", (Sintern ab  246'). [a]g I 

3-0-Acetylcinobufotalin (Ac-Ct). 45 mg krist. Ct gaben 49 mg acetyliertes Rohprodukt. Aus 

Marinobufagin ( M )  10. 4us An-Ae farblose diinne Plattchen, Smp. 215-217", [a]g = + 8,G" & 

3-0-Acetylmar~~obufagin (Ac -M) .  18 nig krist. M gaben 18 mg rohcs ilcctyldcrivat. Aus An 

Bufotalin (Bt )  12. Aus An farblose Prismen, Smp. 227-231", (tcilwcise auch 156-158"), 

3-0-6cetylbufotaZin (Ac-Bt).  133 mg krist. Rt gabcn 140 mg acctyliertes Rohprodukt. hus  

Subst. U5. Amorph, nicht aufgeklart. 
BufotaZinin (Bn)  13. Aus An-Ae farblose Khombocder, Snip. 213-233", (Gasentwicklung bci 

105"), [a]: = + 19,2" & 3" (C = 0,82). 
3-0-A cetylbufotulinin (Ac-Bn) .  16 mg Bn (Kristall-ML) gaben 16 mg rohcs Acetylderivat. Das 

Praparat kristallisicrte nicht und war nach Pchr nicht ganz einheitlich. Der Hauptfleck zeigte 
glcichc Laufstreckc und gleiche Farbung rnit SbCI, wie authentisches Material. 

Telocinohufugin ( T )  14. Aus An-Re farblose Prismen rnit Doppel-Smp. 157-159°/205-2060, 

3-0-Acetyltelocinobufugzn (Ac-1%). 100 mg T (Kristall-MI.) gaben 107 mg acetyliertes Koh- 
produkt. Aus A4n (nach Impfen) farblose kleine Oktdeder, Smp. 255-270", [a12 = +22,9" f 2" 
(C = 1,05). 

Argentinogenin (Ag)  15. Das Praparat blieb amorph. Die Iclcntitat ist durch folgende Befuntlc 
gut gesichert. Laufstrecke im Pchr genau gleich wie bei authcntischem Material. Absorption in der 
Photokopic bei 300 nm. Mit SbCl, keine Farbung. Im Gliihrohr cntsteht rnit einer Spur FeCl, in 
hlk-W einc intensiv graublaue Farbung. Dieses Verhalteii wurtle bisher bei keincm andcren Bufo- 
genin beobachtct. 

Di-0-ucetylargeiztinogen~n ( A c - A g ) .  12,5 mg amorphes Prap. Ag gabcn 14 mg acetyliertes Roh- 
produkt. Das Praparat blieb amorph. Im Pchr zeigte cs genau cliesclbe Laufstrcckc wie authen- 
tisches, ebenfalls amorphes Vcrgleichsmatcrial. 

Desacetylcinobufagin (Des-C) 2. Aus -4n-A~ farblose klcinc Korner, Smp. 179-181". [a]g = 

3-0-Acetylcinobufu~in ( A  c-Ues-C). 17 mg krist. Dcs-C gabm 20 mg acctyliertes Rohprodukt. 
Aus An-Ac farblose Kristalle, Smp. 199-202", [a]: = - 1,4" 3. 3" (c = 0,561. Die Identifizierung 
wurde rnit dem 0-Acetylderivat von C durchgef~hrt. 

Desacetylbufotalzn (Des-Bt) 11. Aus An, dann aus Me farblose, klarc Plattchen, Smp. 218-235O 
(Triibung bei 160-165"), [a]? = +40,0" & 2" (c = 0,9). 

3-0-AcetyZb~ifotaZiiz (-4c-Des-Bt). 122 mg krist. Des-Rt gaben 120 mg rohcs Acetylderivat. Aus 
An-Ae, dann aus Me farblose Plattchen, Smp. 249-264', [a]? = +5,3" 

Arenobufagin (Ab)  16. Aus An grobc, farblose, zu Drusen vereinigte Prismen, Smp. 225-232", 
[a]: = +67,5" f 2" (C = 1,02). 

I)i-O-acetyIarenobu~~gzn (Ac-Ab).  38 mg krist. Ab gabcn 43 mg rohes Acetyldcrivat. Aus An 
(nach Impfen) farblose, kurze, ciicke Prismen, Smp. 228-249' (Sintern ab 200"), [a]: = + 43,5" f 
2" (C = 1,03). 

HeZlebrigenin = Bufotalidin ( H )  17. Rus An farblose Plattchcn mit Doppel-Smp. 153-157'/ 
232-235", [a]: = +19,5" f 2" ( C  = 1 , O l ) .  

3-0-Acetylhellehrigenin = 3-0-Acetylbufofalidin ( A  c - H ) .  18 mg Prap. H (Kristdll-ML) gaben 
15 mg rohes Acetyldcrivat. Aus An farblose Plattchcn, Smp. 220-247" (Zers.), [a]g = + 34,3" f 
3" (C = 0.73). 

Desacetylcinobufotalin (Des-Ct) 8. Aus An farblose, flachc Stabchen, Smp. 245-251" (Gas- 
entwicklung bei 160"), [a]g = + 32,O" * 2" (c = 1,0 in Mc). 

3-O- Acetylcinobufotalin (Ac-Ues-Ct). 29 mg Prap. Des Ct  (Kristall-ML) gaben 31 mg rohes 
Acctylderivat. Es war nach Pchr njcht cinheitlich. Der Hauptfleck zeigte gleiche Laufstrecke und 
Farbung mit SbC1, wie authentischcs Matcrial. 

+9,8O f 2" (C = 1,06). 

An-Ae farblosc Prismen, Smp. 204-216", [a]: = +20,5" f 3" (c = 0,75). 

2" (C = 1,05). 

farblosc Nadcln, Smp. 191-221", [ a ] g  = +28,9" $ 3" (c = 0,74). 

[a]g = +5,0" f 2" (C = 1,04). 

An-Ae kleine, farblose Plattchcn, Smp. 247-260", ra]g = + 5,5" f 2" (c = 1.09). 

[a]g = +5,9" & 2" (C = 1,08). 

+ 1 9 y  f 2" (c = 0.92). 

3" (c = 0,68). 
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Gamabufotalin (G) 18. Aus Me-Ae farblose Stabchen. Schwer loslich in Chf und An. Smp. 260- 

Dz-0-Acetylgamabufotalzn (Ac-G) .  134 mg krist. G gaben 165 mg acetyliertes Rohprodukt. 

Die Substanzen U6, U7 und U8 waren amorph und wurden nicht aufgeklart. 

269", [ x ] g  = -13.7" & 2" (c = 1,0 in Me). 

Aus An farblose Nadclchen, Smp. 253-264", [a]: = - 8' + 2" (c = 1,08). 

SUMMARY 

In the skin of the Japanese toad Bufo formosus BOULENGER three sterols and 19 
bufadienolides have been traced by thin layer and paper chromatography. Combining 
different preparative chromatographic methods a complete qualitative separation 
could be achieved. From 490 animals the following amounts of the 3 sterols and 16 
crystalline bufadienolides were obtained (amounts in mgs) : cholesterol (ca. 20000; 
only a fraction was purified), 7a-hydroxy-cholesterol (1.5, identification tentative), 
7~-hydroxy-cholesterol(8.5), cinobufagin (40), bufalone (8.5), bufotalone (12), bufalin 
(353), 3-epi-bufalin (32), cinobufotalin (54), marinobufagin (45), bufotalin (1357), 
bufotalinin (13), telocinobufagin (42), desacetyl-cinobufagin (18), desacetyl-bufotalin 
(76), arenobufagin (143), hellebrigenin = bufotalidin (25), desacetyl-cinobufotalin (18), 
gamabufotalin (2136). The following three were obtained in amorphous form: resi- 
bufogenin (74, identified as crystalline 0-acetyl-derivative), argentinogenin (14) and 
U5 (7, not identified). 

Ten of the mentioned bufadienolides have already been isolated by former workers 
from BGfo formosus. 

Faculty of Science, Osaka City University, 12 Nishi-ogimachi, 
Kita-ku, Osaka, Japan, und 

Institut fur Organische Chemie der Universitat Basel, Schweiz 

LITERL4TURVERZEICHNIS 

[l] E. ISELI, EK. WEISS, T. REICHSTEIW & K. K. CHEN, Hclv. 47, 116 (1964). 
[2] 0. GESSNER, tTierische Gifte o in HEFFTERS Handb. d. exptl. Pharmakologie Erg.-Wcrk 

Bd. VI, 38 ff  (J .  Springer, Berlin 1938). Teilweise auch als Bufo vulgaris formosus, Bufo bufo 
fcvmosus KOTAKE und Bufo bufo japonicus bezeichnet. 

[3] H. WIELAND L? F. VOCKE, Liebigs Ann. Chem. 487, 215 (1930). 
[4: S. OHNO, T. OHMOTO & 111. KOMATSU, Yakugaku Zasshi 87, 1339 (1961); Chem. Abstr. 56, 

[5] L. F. FIESER & M. FIESER, ((Steroidel), iibersctzt von H. GRUNEWALD, Verlag Chernic, 

161 M. KOTAKE. Liebigs Ann. Chem. 465, 11 (1928). 
[7] M. KOTAKE, Sci. Papers 'Inst. physic. chem. Research 9, 233 (1928); Chem. Abstr. 23, 1413 

[S] R. HUTTEL & H. BEHRINGER, Z. physiol. Chem. 245, 175 (1937). 
[9] M. KOMATSU, Ttsuu Kenkyusho Nempo 9, 45 (1958) ; Chem. Abstr. 54, 2582i (1960). 

7391 (1962). 

Weinheim 1961. 

(1929). 

[lo] M. BARBIER, M. BHARUCHA, K. K. CHEN, V. DEULOFEIJ, E. ISELI, HERB. JAGER, M. KOTAKE, 
R. REES, T. REICHSTEIN, 0. SCHINDLER & EK. WEISS, Hclv. 44, 362 (1961). 

[ll] S. OHNO & T. OHMOTO, Yakugaku Zasshi 87, 1341 (1961); Chem. Abstr. 56, 7391i (1962). 
1121 S. OHNO, M. KOMATSU & T. OHMOTO, Yakugaku Zasshi 87, 1345 (1961); Chem. Abstr. 56, 

7391 (1962). 



1112 HELVETICA CHIMICA ACTA 

[I31 E, STAHL, Angew. Chem. 73, 646 (1961), u. friihere Lit. daselbst; K. RANDERATH, tDiinn- 
schicht-Chromatographie w, Verlag Chemie, Weinheim 1962 ; (I Diinnschicht-Chromatographie I), 
herausgegeben von E. STAHL, Springer-Verlag, Berlin 1962; Bufogenine vgl. R. ZELNIK & 
L. M. ZITI, J. Chromatogr. 9, 371 (1962). 

[14] R. NEHER & A. WETTSTEIN, Helv. 34, 2278 (1951). 
[15] 0. SCHINDLER & T. REICHSTEIN, Helv. 34, 108 (1951). 
[I61 H. HEGEDUS, CH. TAMM & T. REICHSTEIN, Helv. 36, 357 (1953). 
[17] W. ARNOLD, R. BUHRER, J. v. Euw, E. LUSCHER, 0. SCHINDLER, I<. STICH, 1’. ZOLLER & 

T. REICHSTEIN, Helv. 46, 178 (1963). 
[18] a) R. BOLLIGER & K. MEYER, Helv. 40,1659 (1957) ; b) J. P. RUCKSTUHL & K. MEYER, Helv. 

40, 1270 (1957); c) H. R. URSCHELER, CH. TAMM & T. REICHSTEIN, Helv. 38, 883 (1955); 
d) H. SCHROTER, CH. TAMM, T. REICHSTEIN & V. DEULOFEU, Helv. 41, 140 (1958). 

[19] H. LINDE & I<. MEYER, Helv. 42, 807 (1959). 
[ZO] R. REES, 0. SCHINDLER, V. DEULOFEU & T. REICHSTEIN, Helv. 42, 2400 (1959). 
[21] G. R. DUNCAN, J. Chromatogr. 8, 37 (1962). 
[22] E. v. ARX & R. NEHER, Helv. 39, 1664 (1956). 
[23] M. S. RAGAB, H. LINDE & K. MEYER, Helv. 45, 1794 (1962) und friihere Lit. daselbst. 
[24] M. BARBIER, H. SCHROTER, K. MEYER, 0. SCHINDLER & T. REICHSTEIN, Helv. 42, 2486 

[25] a) J. SCHMUTZ, Helv. 32, 1442 (1949); b) A. KATZ, Helv. 40, 831 (1957). 
[26] H. HEYMANN & L. F. FIESER, Helv. 35, 631 (1952) ; W. KLYNE, Helv. 35, 1224 (1952). 
[27] L. F. FIESER, J.  E. HERZ, M. W. KLOHS, M. A. ROMERO & T. UTNE, J. Amer. chem. SOC. 74, 

[28] L. RUZICKA, V. PRELOG & E. TAGMANN, Helv. 27, 1149 (1944). 
[29] H. LINDE & K. MEYER, Pharmac. Acta Ilelv. 33, 327 (1958). 
[30] K. MEYER, Helv. 35, 2444 (1952). 
[31] P. HOFER, H. LINDE & K. MEYER, Helv. 43, 1955 (1960). 
[32] K. MEYER, Pharmac. Acta Helv. 24, 222 (1949). 
[33] K. MEYER, Helv. 32, 1238 (1949). 
[34] K. MEYER, Helv. 32, 1993 (1949). 
[35] CH. TAMM & A. GUBLER, Helv. 42, 473 (1959). 
[36] CH. TAMM, Helv. 43, 338 (1960). 
[37] F. BERNOULLI, H. LINDE & K. MEYER, Helv. 45, 240 (1962). 
[38] H. SCHRBTER, R. REES & K. MEYER, Hclv. 42, 1385 (1959), u. friiherc Lit. daselbst. 
[39] K. MEYER, Helv. 34, 2147 (1951). 
[40] H. WIELAND & F. J. WEIL, Ber. deutsch. chem. Ges. 46, 3315 (1913); H. WIELAND, Sitzungs 

bcr. bayr. Akad. d. Wiss. 1920, 329; Chem. Zbl. 1921, I, 100. 
[41] H. SCHROTER, CH. TAMM & T. REICHSTEIN, Helv. 41, 720 (1958). 
[42] K. MEYER, Helv. 32, 1593 (1949). 
[43] P. HOFER & K. MEYER, Helv. 43, 1495 (1960). 
[44] P. HOFER, H. LINDE & I<. MEYER, Tetrahedron Letters Nr. 7, 8 (1959) ; Helv. 43, 1950 (1960) 
1451 V. DEULOFEU, Bol. SOC. quim. Peru 6, Nr. 3, 27 (1940); Chem. Abstr. 35, 1427 (1941); 

[46] E. DUPRAT, Thesis Facultad de Cicncias Exact. Fisic. Nat., Buenos Aires 1941. 
[47] K. MEYER, Helv. 32, 1599 (1949). 
[48] W. BERGMANN, J. biol. Chemistry 107, 527 (1934). 
[49] T. KEICHSTEIN & C. W. SHOPPEE, Discuss. Farad. SOC. 7,  305 (1949). 

(1959). 

3309 (1952). 

V. DEULOFEU, E. DUPRAT & R. LABRIOLA, Nature 145, 671 (1940). 

[50] S. A. SIMPSON, J. F. T A I T ,  A. WETTSTEIN, R. NEHER, J. V. EUW, 0. SCHINDLER & T. KEICH 
STEIN, Helv. 37, 1163 (1954). 




