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30. Die Glykoside der Blitter von Digitelis obscura L. ssp. obscural)
von Kurt Huber und Kuno Meyer
(7. X. 65}

Digitalis obscura L. ssp. obscrra kommt im Osten von Spanien {vom siidlichen Teil
Kataloniens bis hinab zur Sierra Nevada) ziemlich verbreitet vor. In der Literatur 1]
werden auch zwei Fundorte fiir diese Digifalis-Art in Marokko angegeben.

Friihere chemische Unlersuchungen. Diese Pflanze wurde erstmals von NoverLa &
Lonzano [2] auf ihren Gehalt an Glykosiden hin untersucht. Diese Autoren berichte-
ten iiber die Isolierung einer als «Obscuraglykosid» bezeichneten Substanz, die, wie
weitere Untersuchungen [3] zeigten, keine positive LEGaL- und Ravymonn-Reaktion
gab und aunch im UV, keine fiir Cardenolide typische selektive Absorption zwischen
215 und 218 nm zeigte.

Beschaffung des Uniersuchungsmaterials. Herr Dr. C. R. GaviLaNgs?) hatte die
Freundlichkeit, uns das Pflanzenmaterial auf der Sierra de Maind (Alicante) sammeln
zu Jassen?).

Extraktion und Vortrenwune Die Fxtraktinn der cranhiain mamahlanan Rlnttdonon
erfo]gte mit 95-proz. Athanol. Der (im Vakuum) konzentnerte Auszug wurde mit
einer wisserigen Pb{OH),-Suspension gereinigt, filtriert und im Vakuum vom Athanol
befreit. Die so gewonnene wisserige Glykosidlésung extrahierte man der Reilie nach
erschépfend mit den in der folgenden Tabelle genannten Lésungsmitteln.

1}y Zur Taxoncmie siche WERNER [11.

2} Wir danken Herrn Dr. Gavitanes (Las Palmas, Gran Canaria) bestens fiir seine Hilfe bei der
Beschaffung des Drogenmaterials,

3 Als Sammeldaten wurden uns angegeben: 13. 5. 1963, 26. 6. 1963 und 19, 12, 1963. Die Trock-
nung der Bliatter erfolgte bei 43°.
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Der folgenden Tabelle 1 lisst sich entnehmen, dass der grosste Teil der herzaktiven
Substanzen im Chf-Alk-(4:1)-Extrakt enthalten ist. Ein Vergleich der Toxizitit von
D. obscura mit derjenigen des Internationalen D. purpurea-Standards zeigt, dass
D. obscura etwa 2mal toxischer ist.

Eine orientierende Untersuchung der einzelnen Extrakte mit Hilfe der Pchr5) gab
das folgende Bild:

Ae-Extrakt. Im System KAaIser I [5] (absteigend, Laufstrecke der Front 40 c¢cm)
konnten mit SbCl, 6 Substanzen nachgewiesen werden, wovon 2 im UV.-Licht eine
hellblaue Fluoreszenz zeigten. Mit KEDDE-Reagens [4] firbten sich nur 4 Substanzen,
deren unpolarste einen dem Acetyldigitoxin (4) entsprechenden Ri-Wert aufwies.

Tabelle 1. 4usbenten an Rohextrakten aus 1,2 hg Blattpulver von D, obscurat)

Extrakt?) Menge in g in %, Toxizitit Anzahl
mg/lg") K.D.7)

Ae 6,46 0,54

[Soda-Auszug der Ae-Extrakte] [2,87] 10,24]

Chf 7,12 0,59 35408 1700

Chf-ATk-{4:1) 42,3 3,52 27405 13000

Chf-Alk-{3:2) -

D. obseura {Blattpalver) 56 +1 1800}

D. purpurea (Standard) 106 + 8 9 50M)

Chf-Extrakt. Im System Kaisgr II [5] (absteigend, 5 Std.), konnten mit SbhCl;
etwa 8 Substanzen deutlich gemacht werden, wovon 6 im UV..Licht eine hellblaue
Fluoreszenz zeigten. Mit KEDDE-Reagens [4] bespriiht, bildeten sie 3 langgezogene
Flecke, deren Ri-Werte denjenigen der Lanatoside A (3}, B (7) und E (11) entsprachen.

Chf-Alk-(4:1)-Extrakt. Im System KAISER II [5] {absteigend, 3!/;4 bzw. 21 Std.)
liessen sich mit SbCl, 8-9 Substanzen sichtbar machen. Davon firbten sich 5 auch mit
KEepDE-Reagens [4]. Die Rf-Werte (Reihenfolge entsprechend zunehmender Polaritit)
dieser Substanzen entsprachen denjenigen von Lanatosid A (3), Lanatosid E (11),
Purpureaglykosid A (1) und Lanatosid B (7)%), Glucogitaloxin (9), Purpureaglyvkosid B
(5} und Glucogitorosid (8).

1. Untersuchung des Ather-Extraktes. — Der mit verd. Sodalésung griindlich
ausgeschiittelte Ae-Extrakt (Aufarbeitung der vereinigten Sodaausziige siehe weiter

4 Diese in Tab. 1 auifgefithrten Angaben beziehen sich anf das am 1. 6. 1964 gesammelte Blatt-
material.

P IR} RIS CLI Y - L]
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8 Die Toxizititsbestimmung (Methode nach HaTcHER-MaGNUS an der Katze} wurde von den
Herrent Drs. A. Hireimany und H. P. BAcHTOLD in den Pharmakologischen Laboratorien der
F. Hovrmann-La RocHE & Co. AG., Basel, ausgefiihrt, wofiir auch an dieser Stelle bestens
gedankt sei.

) K.D. = Katzendosis. Dic in dieser Kolonne angegebenen Werte sind auf 1,0 kg {!) Droge um-
gerechnet.

8} Dieser Extrakt war {EDDE [4]-negativ und wurde deshalb verworfen.

% Lanatosid B (7) hat praktisch den gleichen Rf-Wert wie I. Im Lanatosid B lasst sich dic
O-Acetylgruppe durch verd. NH,-Losung leicht verseifen, wobei Purpureaglykosid B (5) cnt-
steht, das sich in der Polaritit dann stark vom Purpureaglvkosid A (1) unterscheidet.
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unten) wurde zundchst durch Chromatographie an 5i0, einer groben Aufteilung unter-
zogen. Das erste Drittel der eluierten Substanz (z.T. als farblose, rotbraun, rot oder
griin gefirbte 6lige bzw. amorphe Fraktionsriickstinde erhalten) war KEpDE-negativ.
Nach erneuter chromatographischer Auftrennung des aus den ersten Eluaten ge-
wonnenen rotbraun bzw. rot gefirbten Materials konnte ein (im DC einheitliches} in
gelbroten, feinen Nadeln kristallisierendes Pigment vom Smp. 213-217° (Pigment I)
gewonnen werden.

Aus den nachfolgenden KEDDE-positiven Fraktionen der obigen groben Aufteilung
Hess sich nach erneuter Chromatographie nur eine kristallisierte Substanz vom Smp.
152-162° gewinnen, die sowohl bei der Reaktion nach Keppe [4] als auch mit
Xanthvdrol {17] eine Fiarbung gab {Cardenolid mit 2-Desoxyzucker} und im DC den
gleichen Ri-Wert wie Acelyldigitoxin (4) hatte. Durch Verseifung mit verd. NH,
{1811 entstand aus dem Glykosid vom Smp. 152-162° Digitoxin (nur im DC nach-
gewiesen). Dabei wurde beobachtet, dass «- und f-Acetyldigitoxin sich im Ri-Wert
{DC) zwar wenig, in der Firbung dagegen sehr deutlich unterscheiden {siehe Exper.
Teil).

Bei der oben erwihnten groben chromatographischen Aufteilung konnte nach der
Elunierung des Acetyldigitoxins eine geringe Menge eines KEDBE-negativen Produktes
von der Siule geidst werden, welches nach erneuter Chromatographie Kristalle vom
Smp. 241-246° gab (Substanz a). Weitere Angaben s1ehe weiter unten {(Fermentierung
des Chi-Alk-(4:1)-Extraktes).

Die mit roter Farbe in verd. Sodalosung loslichen Anteile des Ae-Extraktes (siche
oben) wurden nach dem Ansiuern in Ae zuriickgeschiittelt. Das dabei erhaltene
dunkelbraune Produkt war grosstenteils in An l8slich. Der unldsliche Anteil (etwa
109} erwies sich im DC als einheitlich (das in An l§sliche Material gab 7 Flecke und
wurde nicht niher untersucht) und dirfte ein bisher in der Gattung Digitalis noch
nicht beobachtetes Flavon (Pigament IT) vom Zers.-Punkt bei etwa 320° sein. Uber die
Pigmente T ur 1 IT soll spiter in anderem Zusammenhang berichtet werden.

2. Untersuchung des Chloroform-Extraktes. — Nach chromatographischer
Aufteilung liess sich nur ein kleiner Teil der Fraktionen [mit Chi-Me-(4:1)] kristalli-
sieren. Die Kristallisate waren nach DC nicht einheitlich und konnten auch nach er-
neuter Chromatographie an Si0, nicht in die einzelnen Komponenten zerlegt werden.
Die Kristalliraktionen enthieiten nach Pchr die Lanatoside A (3), B (7) und E {11}.
Nach lingerem Einwirken von verd. NH;-L8sung bestand das Produkt nach DC aus

1 Zur Verseifung von O-Acetylgruppen, vor allem im Zuckeranteil acetylierter Glykoside, ist
vicifach die von REICHSTEIN und Mitarb. 119) angegebene Methode (KHCO, in wisserigem
Methanol} verwendet worden. Sehr verdiinntes NH,; wurde von den ruménischen Autoren 181
zur verseitung <er Formylgruppe in Gitaloxigenin-Glvkosiden eropfohlen, wobei offenbar
O-Acetylgruppen {(im Zuckeranteil) nicht angegriffen wurden. Wir fanden (siche Exper. Teil),
dass mit verd. NH;-Lésung auch dic in der 3. Digitoxose-Molekel der Lanatoside befindliche
O-Acetylgruppe leicht und aunf einfachere Weise als mit {HCQ;,; verseift wird. Lisst man auf
ein Gemisch, das nach DC ctwa aus gleichen Teilen des x- und §-Isomeren besteht, verd. NH,
einwirken, so erscheint nach einer gewissen Zeit im DC neben dem Fleck des Digitoxins (2) nur
noch der des §-Acetyldigitoxins, Dass das x-Isomere (mil axialer Acetoxygruppe)} leichter ver-
scift wird, erscheint wenig wahrscheinlich, Unter dem Einfluss des verd. NH; konnte aber die
Acylwanderung [von C-3 (axial) = « nach C-4 (quatorial} = J siehe Formel 4} viel rascher
verlaufen als die Verseifung der Acetoxygruppe,
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i R=H Ry = Ghweosyl R, =H : Purpureaglykosid A [6]
2 R=H Ry, =H R, =H : Digitoxin {73 [8]
3 R=Ac R, =0Glucosy]l Ry=H : Lanatosid A [7] _
4 R=Ac R, =H R, =H : Acetyldigitoxin [9]
58 R=H R, = Glucosyl R, = OH : Purpureaglykosid [6]
6 R=—H R, =H Ry, = OH  : Gitoxin [10]
7 R=Ac R; = Glucosyl R; = OH : Lanatosid B [7]
8 R=Ac R =H Ry = OH  : Acetylgitoxin [11]
9 R=H R, = Gluecosyl R; = OCHO: Glucogitaloxin [12]
10 R=H R, =H R, = OCHO : Gitaloxin {12]
il R = Ac R; = Glucosyl R, = OCHO: Lanatosid E [14]
12 R=Ac Ry= R, = OCHO: Acetylgitaioxin [15]

13  Glucogitorosid [16]

den Lanatosiden A (3) und B (7) sowie aus den Purpureaglykosiden A (1) und B (5)
[Verseifung sowoh! der Formyl- (an C-16} als auch z.T. der O-Acetylgruppe in der
Zuckerkette]. — Aus diesem Glykesid-Gemisch liess sich dann das Lanatosid 4 (3) als
einheitliches Kristallisat gewinnen.

3. Untersuchung des Chloreform-Alkohol-(4:1)-Extraktes. — Versuche zur
Auftyennung der Primirglykoside. Weder durch Verteilungschromatographie an Hyflo
SupercelfWasser als ruhender Phase und wassergesittigtem Methylithylketon oder
Chloroform-Butanol-Gemischen als beweglicher Phase [20], noch mit wasserhaitigem
810, und wassergesittigtem Essigester [21] gelang es, einheitliche Kristallisate zu ge-
winnen. Diese gaben alle im DC 2-3 Flecke, die ungefihr den Rf-Werten der Pur-

PRSI ) UL P A
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Isolierung der Substanz A. Nur aus der Verteilungschromatograplie mit Chloro-
form-Butanol-Gemischen liess sich ein einheitliches, allerdings KEDDE-negatives
Kristallisat vom Smp. 207-214° gewinnen, das wir vorliufig als Substanz A bezeich-
nen. Diese gab eine positive Xanthydrol-Reaktion {auf 2-Desoxyglykoside} und liess
sich auf fermentativem Wege in ein Desgluco-Produkt iiberfihren, das sich im DC
identisch mit der aus demn Ae-Extrakt isolierten Substanz a erwies. Die IR.-Spektren
der beiden Substanzen A und a zeigen keine signifikanten Unterschiede. Der Mehr-
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gehalt an Glucose in Substanz A hat keinen wesentlichen Einfluss auf die Struktur des
IR.-Spektrums.

Da eine Auftrennung der Primarglykoside, wie eben erwiahnt, eriolglos blieb, ver-
suchten wir eine Aufteilung der Glykoside auf der Desgluco-Stufe zu erziclen. Die Ab-
spaltung der endstindigen Glucose liess sich relativ leicht mit Fermentgemischen aus
Schimmelpilzen) durchfithren. Den Fermentierungsansidtzen wurden durch Aus-
schiitteln mit Chf die Desgluco-Produkte entzogen, die je nach Drogenmuster zwi-
schen 24 und 519, des zur Fermentierung eingesetzten Chi-Alk-{4: 1)-Extraktes aus-
machten. Die hierauf durch Ausschiitteln der Fermentierungslosung mit Chf-Alk-{4:1)
zurlickgewonnenen nichtfermentierten Anteile betrugen zwischen 34 und 54°;. Sie
wurden nachfermentiert und gaben wiederum in Chi ldsliche Anteile, die im DC
praktisch dasselbe Fleckenmuster zeigten, wie die aus den ersten Fermentierungsan-
sitzen erhaltenen Gemische der Desgluco-Produkte. Bei gewissen Drogenchargen
machten wir die Beobachtung, dass unter Beriicksichtigung der bei der Fermentierung
abgespaltenen Glucose (Purpureaglvkosid A - Digitoxin + Glucose) die Summe der
durch Chf und Chf-Alk-(4:1) ausschitttelbaren Anteile kleiner war als die Menge des
jeweils zur Fermentierung eingesetzten Materials [Chf-Alk-{4:1)-Extrakt]. Diese
aVerlustes machten 3,69, (Fehlergrenze) bis 379, aus und entsprachen jeweils den
durch Eindampfen der wisserigen Phasen erhaltenen Trockenriickstinden. Es han-
delte sich demnach bei diesen «Verlusten»—wenn man von der Glucose absieht —um
Material, das nach {oder infolge) der Fermentierung nicht mehr ausschiittelbar ist.
Tab. 2 illustriert an einem Beispiel diese Beobachtung.

Tabelle 2. Desgluco- Produkle und « Verlustes nach Fermentievung des Chf-Alk-(d:1)-Extrakies

Chi-Alk-(4:1)-Extrakt Chi-Auszug Chi-Alk-(4:1}- Tm Wasser Glucose!?)  Verlust

Auszug verblieben
ing ing in% ing in% ing in % in 9% in 9%
1. Fermentierung 13,2 5,71} 43,3 4,84 36,8 2.70 20,35 10,2 10,3
1. Nachfermentierung 4,84 1,27 20,2 2.3 +7.6 1,24 23,7 6.2 19,5
2. Nachfermenticerung 2,3 (.40 17,5 1,24 34,0 1,66 28,7 4,1 24,6

Fine verdorbene Drogencharge!®) gab auffallenderweise cinen Chi-Alk-{4:1}-
Extrakt, der nach Fermentierung und Autarbeitung die geringsten « Verluste» (3,69;)
zelgte.

Aus Tab. 2 ist u.a. auch ersichtlich, dass bei der Nachfermentierung jeweils weni-
ger Desgluco-Produkte gebildet werden, und dass prozentual auch die Anteile an
#Varlnotan s mrinah o .

Iy Wir méchten auch an dieser Stelle der Firma Rorn & Haas, GasH., Dannstadt, fiir das uns
iiberlassenc Muster <icses Enzympraparates bestens danken. Nach Angaben der genannten
Firma enthilt das als Priaparat E, L. 33-63 bezeichnete Fermentgemisch Peletinasen, Cellulasen
und andere f-Glucosidasen aus Schimmelpilekulturen (Wirkungsoptimum bei pH 4-3,5,
Dic Menge der abgespaltencen Glucose wurde auf der Basis Purpureagivkosid A (MG. 927) >
Digitoxin (M(:. 765)+ Glucose (MG. 180) berechnet.

Iiese war in angeschimmeltem und feuchtem Zustand cingetroffen. Nach Auslesen der am
meisten verdorbenen Anteile wurde der Rest bei 45° getrocknet, wobei cine stark braun ge-
farbte Drogz resulticrte.

12

13
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Die im Wasser verbliebenen, nicht mehr ausschiittelbaren Anteile (= «Verluste»)
waren KEDDE-negativ. Die Priifung auf 2-Desoxyzucker (Digitoxose) mit Xanthydrol-
Reagens gab kein eindeutiges Resultat, da das gepriifte Material stark gefirbt war.
Im Pchr und im DC liess sich Glucose leicht nachweisen. Sie konnte ausserdem in
Form des kristallisierten Phenylosazons isoliert und charakterisiert werden. Digitoxose
war weder im Pchr noch im DC nachweisbar. Die beobachteten ¢Verlustes konnen
somit nicht allein durch die Abspaltung der Glucose erklirt werden, sondern miissen
eine andere Ursache haben. Dass unter dem Einfluss des Enzympréiparates grossere
Zuckerreste, wie z.B. Digilanidobiose, abgetrennt werden, ist unwahrscheinlich, da
dieses Disaccharid durch das verwendete Fermentpriparat sehr rasch in Glucose und
Digitoxose gespalten wird. Da zudem der Hauptteil der mit Chf-Alk-(4:1) aus-
schitttelbaren Glykoside nach DC ein Gemisch der Purpureaglykoside A und B und
der Lanatoside A, B und E darstellt (sieche weiter unten), kénnen die «Verluste» auch
nicht dadurch erklart werden, dass Glvkoside mit mehreren Glucoseresten urspriing-
lich vorgelegen hatten.

Um hier einen gewissen Einblick zu gewinnen, wurde versucht, die Glucose quanti-
tativ zu bestimmen. Dazu wurden die eingeengten Wasserphasen (der ausgeschiittel-
ten Fermentierungsansitze) verwendet. Sie stellten einen stark gelbbraun gefirbten
Sirup dar. Mit den fiir den Glucosenachweis spezifischen Testpapieren («LiLLy Tes-
Tape»), wie sie zur Glucosebestimmung im Harn verwendet werden, konnte ein
Glucosegehalt von #ur rund 102, (bezogen auf den Trockenriickstand) ermittelt wer-
den. Mit der Methode nach FEHLING (Austillung von CugO) enthielt der Trocken-
riickstand demgegeniiber 60%) an reduzierenden Stoffen (als Glucose berechnet). Ob-
wohl mit dieser Methode auch andere reduzierende Stoffe erfasst werden, ergibt sich
trotzdem noch ein «Verlust» von 409, 14), ’

Aufarbeitung der durch Fermentierung gewonnenen Desgluco-Produkte. —
1. Isoiferung von Digitoxin (2). Nach Chromatographie an 5i(, liess sich aus einer
Reihe von Fraktionen {mit Chi-Me-(4:1)] nicht ganz reines Digitoxin (2) gewinnen,
das aber nach erneuter Auftrennung an SiO, véllig rein erhalten werden konnte,

2. Isolierung von Gitaloxin (10). Bei der eben unter 1. erwidhnten 5i0,-Chromato-
graphie waren Digitoxinkristallisate erhalten worden, die im DC mit SbCl, nur einen
schwach blau fiuoreszierenden Fleck gaben, dessen Rf-Wert identisch mit dem des
Digitoxins war. Im Pchr (Systern K a1ser I [5]) hingegen liess sich neben einem im UV,
nicht fluoreszierenden Fleck (Digitoxin) ein schwiicherer, durch eine polarere und hell-
blau leachtende Substanz hervorgerufen, feststellen. Durch priparative Pchr konnte
das polare Produkt in papierchromatographisch einheitlichen Kristallen vom Smp.
256-260° gewonnen werden. Es erwies sich beim direkten Vergleich¥) als Gitaloxin
(10). Nach dem Verseifen mit verd. NH. [18] entstand darane Gitavin (4}

3. Isolierung von Giloxin (6) und Anveicherung des Glykosids GX. Im Anschluss an
das Gemisch Digitoxin-Gitaloxin wurde ein weiteres Gemisch zweier KEDDE-positiver

) Nach Abschluss dieser Untersuchungen wurde mit einem Belegmuster eines nichtfermentierten
Chf-Alk-(4:1}-Extraktes die FEHLING sche Probe ausgefiihrt, die stark positiv ausfiel. Fiir eine
quantitative Bestimmung der reduzierenden Bestandteile reichte die zur Verlfiigung stehende
Menge des Musters leider nicht mehr aus.

15) Wir danken Herrn Dr. F, KA1SER, C. F. BoEHRINGER & SOHNE, GMBH, Mannheim, bestens fiir
die Uberlassung dieser und einer Reihe weiterer Proben von Digitalisglykosiden.
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[5] Substanzen eluiert. Die im DC nach dem Bespriihen mit SbCly-Losung erhaltenen
Flecke dieser beiden Substanzen zeigten im UV. die fiir Gitoxigeninglvkoside charak-
teristische hellblaue Fluoreszenz. Durch priparative DC liess sich das unpolare
Produkt rein erhalten und als Gitoxin (6) identifizieren. Die polarere Substanz mit
Gitoxigenincharakter — vorldufig als GX bezeichnet — konnte nicht frei von 6 erhalten
werden. Eine Identifizierung auf Grund des Ri-Wertes im DC war nicht maéglich,
Von den bekannten Gitoxigeninglykosiden, die im DC polarer als Gitoxin sind und
dhnliche Rf-Werte wie die Substanz GX haben, kommen nur Strospesid [22] und
Verodoxin [23] in Frage. Beim direkten Vergleich mit diesen Glykosiden zeigte sich
aber, dass die Substanz GX deutlich polarer ist. Gitoxigeninglykoside, die eine Einheit
Glucose mehr besitzen, wie z. B. Digitalinum verum [10] [24" 122}, Glucoverodoxin [25)
usw. kommen a priort in Wegfall, da bei der Fermentierung die endstindige Glucose
abgespalten worden wiire. Abgesehen davon sind diese Glucoprodukte im DC wesent-
lich polarer als GX.

4. Nachweis von Acetyldigitoxin (4) und Acetyigitaloxin (12), Diese beiden Glykoside
wurden bei der Chromatographie der durch Fermentierung gewonnenen Desgluco-
Produkte als erste KEDDE-positive [57 Substanzen von der $i0,-Siule eluiert und
waren sehr schwer von dem sie begleitenden Digitoxin-abzutrennen. Bei einem durch
Nachfermentierung gewonnenen Gemisch von chloroformisslichen Desgluco-Produk-
ten (siehe Tab. 2) konnte nach erneuter Chromatographie an Si0, ein Kristallisat ge-
wonnen werden, das nach DC (in zwei verschiedenen Systemen) einheitlich zu sein
schien, nach Pchr {System Kaiser I [6]) dagegen 2 Substanzen enthielt, deren Ki-
Werte denjenigen von Acetyldigitoxin {4) und Acetylgitaloxin (12) entsprachen.
Wegen Substanzknappheit wurde auf eine Aunftrennung dieser beiden Glykoside im
priparativen Pchr verzichtet. Nach Verseifen einer kleinen Probe mit verd. NH,-
Lésung konnte sowohl im DC als auch im Pchr Digitoxin (2), Acetylgitoxin (8) und
Gitoxin (6) nachgewiesen werden. Der Nachweis von Acetyldigitoxin (4) und Acetyl-
gitalexin (12) in den durch Fermentierung des Chi-Alk-(4:1)}-Extraktes gewonnenen
Produkten ist indirekt auch ein Beweis dafiir, dass in der Pflanze die Lanatoside A (3)
und E (11) enthalten sind. Diese Lanatoside konnten auch im Chf-Extrakt nachge-
wiesen werden (siche oben).

5. Isolierung von Substanz a. Aus den mit Chf extrahierbaren Anteilen der 2.
Nachfermentierung (siehe Tab. 2) eines Chf-Alk-(4:1)-Extraktes konnte nach der
Chromatographie an 5i0, ein einheitliches Kristallisat vom Smp. 241-246° und
[#] = — 237 erhalten werden, welches im Pechr und im DC sehir polar war (wesentlich
polarer als Gitoxin)!8): Substanz a. Die gleiche Substanz war auch im Ae-Extrakt
{siche Exper. Teil) aufgefunden worden. Sie stellt ein 2-Desoxvglykosid (positive
Maalhydivlpeoba) das, D tadh uoiier Liydiulyse gewonnene slUckertell enthielt
nach DC und Pchr neben Digitoxose noch einen weiteren, polareren 2-Desoxyzucker
(positive Xanthydrolprobe), der bisher aber noch nicht identifiziert werden konmte.
Der Aglykonanteil bestand nach DC aus mindestens 4 Substanzen. Er wurde nicht
weiter untersucht. — Die Substanz a zeigt im UV, nur Endabsorption. Damit kann es
sich bei diesem Glykosid nicht um ein Cardenclid handeln. Auch die KeEbDE-Reak-

18) Substanz a kommt in der P{lanze - wic oben bereits erwihnt — in genuiner Form als Glucosido-
Verbindung (= Substanz A) vor.
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tion [3] fiel negativ aus. Da die Digitanolglvkoside — wenigstens die bisher aufge-
fundenen -- im Bereich von 300 nm selektive Absorption zeigen, diirfte die Substanz a
auch nicht dieser Stoffklasse angehéren. Dass es sich schliesslich um ein Saponin
handeln kénnte, ist auf Grund des IR.-Spektrums wenig wahrscheinlich, da diesem
die fiir Saponine typischen Banden fehlen. Das Molekulargewicht wurde mit rund 700
ermittelt. Die Elementaranalyse passte auf die Bruttoformel CggH,,0,,.

Der eine von uns (K. H.) dankt dem STIPENDIENFONDS ZUR UNTERSTUTZUNG VON DOKTORAN-
DEN AUF DEM GEBIETE DER CHEMIE fiir das ihm gewihrte Stipendium. Dem SCHWEIZERISCHEN
NaTioNarLFoNDs danken wir fiir einen Beitrag an die Kosten dieser Arbeit und Frl. SIGRID SPENGEL
fiir ihre gewissenhafte und sorgfiltige experimentelle Mitarbeit.

Experimenteiler Tei}

Alle Sinp. sind auf dem KorrLer-Block bestimmt und korrigiert. Fehlergrenze bis 200°, £ 2°,
dariiber + 3°. Zur Siulenchromatographie wurde meist Kieselgel (Si0, s MErcK», 0,05-0,2 mum)
verwendet.

Abkiirzungen: Ac,0 = Acetanhydrid, AcOH = Eisessig, Ae = Diathylither, Alk = Athanol,
An = Aceton, Bz = Benzol, Bu = #-Butanol, Chif = Chloroform, Di = Dioxan, DC = Diinn-
schichtchromatographie oder Diinnschichtchromatogramm, Fmd = Formamid, KeppEe-(+) bzw.
-{—) = KEDDE-positiv bzw. -negativ, Fr = Fraktion{en), Me = Methanol, Mek = Methyl-lithy!-
keton, ML = eingedampfte Muatterlauge(n}, Pchr = Papierchromatographie baw. Papierchremato-
gramm, Pe = Petroldther, Pn = n-Pentan, RV = Rotationsverdampfer, SbCl, = 20-proz. Sb(l,
in Chi, Py = Pyridin, To = Toluol, Tr. = Tropfen, UV. fiir DC und Pchr = UV.-Licht von ca.
350 nm, W = Wasser.

Extraktion der Blitter, — Beispicl: 1,2 kg lufttrockene, staubfein gemahlene Blitter wurden
mit 21 Alk aufgeschlimmt und 1 Std. unter gelegentlichem Riithren im Wasserbad bei 60° stehen-
gelassen. Hierauf wurde noch warm durch eine mit Hyflo Superce] gedichtete Nutsche filtriert, die
Blattpulverschicht sorgfiltig abgehoben und diese mit 1,3 ] frischem Alk wie bei der ersten Ex-
traktion ausgezogen und durch dieselbe Nutsche filtriert. Dieses Verfahren wurde so lange wieder-
holt, bis das extrahierte Blattpulver nur noch sehr wenig bitter schmeckte (was nach 7-9 Ex-
traktionen der Fall war). Die einzelnen Filtrate wurden gesondert im Vakuum bei 50° eingeengt
(der erste Extrakt auf etwa 200 ml, die spédteren jeweils auf etwa 50 ml} und vereinigt. Der total
etwa 600-700 ml betragende, dunkelgriin gefarbte, etwas viskose Extrakt wurde mit 600-700 ml
einer Aufschlimmung ven frisch (aus 1,3 kg Bleiacetat-trihydrat) gefalltem und mit kaitem Wasser
neutral gewaschenem Pb(OH), versetzt und 30 Min. geschiittelt. Hierauf wurde durch eine mit
Hyflo Supercel gedichtete Nutsche filtriert, der Pb{OH),-Niederschlag mit 300 ml 50-proz. Alk
nachgewaschen, der Filterriickstand abgehoben, in 500 ml 50-proz. Alkohol aufgeschlammut,
15 Min. geschiittelt, abgenutscht und noch 2mal mit 80-proz. Alk in gleicher Weise ausgezogen.
Die vereinigten Filtrate (etwa 3,5 1) wurden mit verd. H,SO, auf ein pH von 3,8 gebracht und imn
RYV bei 40° und etwa 12 Torr vom Alk befreit (Endvolumen 700-800 ml). Dic wisserige Glykosi:-
16sung wurde nun im Scheidetrichter 8mal mit je 1,51 Ae, 6mal mit je 1 1 Chf, 7-9mal mit je 11
Chf-Alk-(4:1) (bis KEpDDE-( - }) ausgeschiittelt. [Die mit Chf-Alk-(3:2) extrahierte Substanz war
KEDDE-( ~).] Alle Ausziige passierten der Reihe nach noch 3 Scheidetrichter, die je 150 ml W ent-
hielten, und wurden dann iber Na,S0, getrocknet, filtriert und im Vakuum eingedampft. Dic
Aa.Aneriion unirden ale mn-nms nach aucBislich Smal mit in 1530 ml wravd  Qadalicine mawnccho
Die Tot gefarbten wisserigen Soda- Ausziige wurden nach de.m Ansduern mit verd. HzSUa mit \¢
erschépfend extrahiert und die Ae-Phasen nach Waschen mit W und Trocknen iiber Na,50, und
Filtrieren im Vakuum eingedampft. Der dabei erhaltene Riickstand enthielt das Pigment 11
{siche weiter unten). Uber die aus den verschiedenen Ausschiittelungen erhaltenen Ausbeuten
orientiert ein in Tab. 1 im Theoret. Teil wiedergegebenes Beispicl.

Untersuchung des Ae-Extraktes. — Vortrennung durch Chromatographic an Si0,. Ein mit
verd. Na,COy-Lésung ausgeschiittelter Ae-Extrakt {Trockengewicht 12,3 g} wurde dber cine mit
Pe-Bz-(1:1) bereitete Si0,-Siule (300 g) chromatographiert (Fr zu 100 ml}. In 67 Fr konnten total
11,3 g (919,) der eingesetzten Substanzmenge wieder von der Sdule eluiert werden. - Die mit
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TPe-Bz-(1:3) gewonnenen Eluate gaben 33 myg dligen, farblosen Eindampiriickstand, der KEbpg-{ —
war und nicht weiter untersucht wurde. Das hierauf mit T'e-Bz-(1:0), Bz, Chf und Chi-Me-{9:1}
eluierte, ebenfalls KEppe-{—) Material war rotbraun bzw. griin gefarbt, wog 680 mg und enthielt
Pigment I (siche weiter unten), Beim weiteren Durchwaschen der Saule mit Chf-Me-(9:1) konnte
im ganzen 9,8 g KEDDE-(+} Material erhaiten werden. Mit dem gleichen Lésungsmittelgemisch
liessen sich hierauf noch 640 mg Substanz eluicren, dic KEDBE-(—) war: cnthielt dic Substanz a
{siche weiter unten). Die folgenden mit Chi-Me-(4:1} und Me gewonnenen Fr enthielten ebenfalls
nur KEDDE-{—} Material, das nicht niher untersucht wuwle. Die KEppE-{+) Fr-Rickstinde
zeigten im DC jeweils mehrere Flecke.

Isolierung von Pigment I. Die oben erwihnten, das Pigment I enthaltenden Fr-Riickstande
(680 mg) der Gross-Chromatographie wurden nochmals an Si0, aufgeteilt. Aus den Fr mit Bz-Pe-
(7:3) konunte eine kleine Menge ciner in gelbroten Nadeln kristallisierenden Substanz vom Smp.
213-217° isoliert werden. Weitere kleine Mengen dieses Farbstoffes liessen sich nur auf folgende
Weise gewinnen: die ML wurden auf einer kleinen Si0O,-Sdule so lange mit Chf-Bz-(3:7) entwickelt,
bis der gelbrote Farbstoff als isolierte Zone gut abgegrenzt war. Nun wurde das Durchwaschen
unterbrochen, das Si0; vorsichtig ausgestossen, die Farbstoffzone abgetrennt und diese mit
Chf-Me-(3:1) eluiert. Es konnten so im ganzen nur 17 mg des Pigmentes I gewonnen werden. Die
Acetylverbindung bildet hellgelbe Nidelchen vom Smp. 130-132°,

Isolierung vown Acetyldigitoxin (). Der erste KeppE-(+) reagierende Eindampfriickstand
(2,6 g) der Chf-Me-(9:1)-Eluate der obigen Gross-Chromatographie wurde nochmals in 44 Fr an
5i0, aufgeteilt. Aus der 37. Fr {mit Chf-Me-{99:1}} konnten Kristalle gewonnen werden, die nach
dem Umlésen aus Me-Ae 47 mg Nidelchen vom Smp. 152-162° gaben. Im DC [System Chf-Me-
{9:1)] nur ein Fleck, der den gleichen Ri-Wert wie Acetyldigitoxin aufwies. Nach Verseifen mit
verd. NH, liess sich im DC ein polarerer Fleck mit dem Rf{-Wert dcs Digitoxins nachweisen. as
isolierte Acetyldigitoxin stellte ein Gemisch von x- und g-Acetyldigitoxin dar. Unterscheidung der
beiden Digitoxine im DC: wird die Platte {Rillenglas} [26] langsam erhitzt, so ist der anftretende
Fleck in seinem oberen Teil viclett (§-Acetyldigitoxin), im gleich daran anschliessenden unteren
Teil {o-Acetyldigitoxin} braun gefirbt. Beim weiteren Erhitzen gehen die beiden Farben in ein ein-
heitliches Graublan iiber'?). Wir haben das aus D, obscura isolierte Acetvldigitoxin-Gemisch nach
StoLL & Kreis [9] in das o- und §-Isomere getrennt: das f-Acetyldigitoxin (feine Nadeln) schmolz
bei 230-245° [die Mischprobe mit authentischer Substanz!?) bei 225-242°, die Mischprobe mit dem
a-Produkt bei 150-170°; das a-Acetyldigitoxin (rechteckige, klare (Juadern) schmolz bei 208-
220°]. — Wird 0,5 mg des Mischkristallisates, in 2 Tr. Chf und 2 Tr. Me geltst, mit 1 Tr. 1x NH,-
Losung versetzt und in kurzen Zeitabstinden im DC kontrolliert, so lasst sich in diesen schliesslich
neben Digitoxin nur noch f-Acetyldigitoxin nachweisen.

Isolierung der Subsianz a. Das mit Chf-Me-(9:1) bei der obigen Gross-Chromatographie
cluierte KEpDE-(— } Material (640 mg) wurde nochmals an einer 5iQ;-Saule aufgetrennt. Die aus
den Fr mit Chf-Me-(19:1) und -(9:1} gewonnenen Eindampfriickstinde gaben aus An-Me 122 mg
{cine Nidelchen vom Smp. 207-210° {rohe Substanz a). Durch priaparative Pchr wurde analog
wie bei der Isolierung des Gitaloxins (siche weiter unten) reinc Substanz a vom Smp. 241-246°
erhalten. Weitere Einzelheiten iiber dieses Produkt siehe weiter unten (Fermentierung des
Chi-Alk-{4:1)-Extraktes).

Isoliernng von Pigment If. Die aus den Sodaausziigen der Ae-Extrakte gewonnene branngelbe
Substanz wurde mit An versetzt, das einen grossen Teil der farbenden Bestandteile aufnahm und
ein gelbgriines Pulver ungelost zuriickliess. Dieses konnte in viel Chi-Me in Losung gebracht wer-
don wsamd ashied cinh Taales \1?.,..,1...,",:““ Aac 'nc11nn=m|++n]l: urinAdar a]c rmlhlwl-m. Isicht oriing
stichiges kristallines Pulver aus. Smp ca. 320° (Zers) Die -\cetyherblndung - in Py— r\cz() be-
reitet — gab nach Zmaligem Umldsen aus Essigester hellgelbe, feine Nadelchen, Smp. 214-218°.

Untersuchung des Chf-Extraktes.—13,9 g Chi-Extrakt (aus 2,35 kg Blattpulver) wurden
an 300 g Si0, in 69 Fr aufgeteilt (Fr zu 100 ml}. Zum Entwickeln der Chromatographie diente zu-
nichst Chf-Bz-(1:1), Chf-Bz-(3:1}, Chf und Ch{-Me-(99:1) bzw. -(49:1). Erst von der 24, Fr mit
Chf-Me-{24:1} an wurden nach dem Verdampfen des Lésungsmittels Riickstdnde erhalten. Aus

i’j Herrn Dr. A, voN WARTBURG, $SaNDoz AG., Basel, danken wir fiir dic Uberlassung von a- und
f-Acetyldigitoxin-Proben.
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24 Fr (bis Chf-Me-(4:1)] liessen sich im ganzen etwa 8 g Substanz gewinnen, dic z.T. ein griin, z. T,
ein braun gefarbtes Ol darstellten. Die ersteren waren eindeutig Keppg-( ), di¢ spiiteren KEDDE-
{?). Aus diesen Fr konnten keine Kristalle gewonnen werden. Sie wurden nicht mehr weiter unter-
sucht. Die Fr 48-54 [mit Chi-Me-(4:1}] gaben nach dem Verdampfen 3,7 g Substanz, die cindeutig
KEDDE-{+ ) war. Aus den Fr 50-53 konnten total 1,26 g Kristalle gewonnen werden, die nach dem
DC mehrere Substanzen enthielten. Eine erneute Aufteilung an Si0, gab 0,59 g eines Kristallisates,
das im DC [System Chf-Me-{9:1)] nur noch 2 Flecke, im Pchr {System Karser 1) dagegen 3 Flecke
gab, deren R{-Werte denjenigen der Lanatoside A, B und E entsprachen. Dass diese Glykoside in
diesem Mischkristallisat wirklich vorlagen, liess sich wie {olgt beweisen: 0,48 g des Mischkristalli-
sates wurden in 8 ml Me und cinigen Tr. Chf geldst, mit 2,5 ml einer wisserigen 1n NHj-Losung
versetzt und 11/, Tage bei 20° stehengelassen. Das Reaktionsgemisch wurde hicrauf mit W ver-
diinnt, das Me im Vakuum entfernt, die wisserige Losung mit Chi-Alk-(4:1) extrahiert, dieses {iber
Na, SO, getrocknet, filtriert und eingedampft. Der erhaltene Riickstand gab im DC 4 Flecke, deren
Rf-Werte denjenigen von Lanatosid A und B und Purpureagiykosid A (aus Lanatosid A cntstan-
den) und Purpureaglykosid B (aus Lanatosid B und E entstanden) entsprachen.

Isolierung von Lanatosid A (3). Bei der chromatographischen Aufteilung dieses 4-Komponen-
ten-Gemisches an 15 g SiO, liess sich lediglich ans einem Teil der Fr mit Chi-Me-{19:1) ein cinheit-
liches Kristallisat (73 mg) gewinnen, das bei 238-243° schmolz und identisch mit Lanatosid A (3)7)
war.

Untersuchung des Chf-Alk-(4:1)-Extraktes. - Versuche zur Auftvennung der Primir-
glykoside. — 1. Durch Verteilungschromatographie an mit W (1:1) beladenem Hyflo Supercel als
stationirer und mit W-gesittigtem Mek als mobiler Phase [20] konnte keine Auftrennung erzielt
werden. Alle Fr enthielten nach DC praktisch dasseibe Gemisch von mindestens 4 KEDPDE-(+)
Substanzen.

2. Eine Verteilungschromatographie an Iicselgel mit 12,59 W als stationdirer und W-ge-
sittigtem Essigester als mobiler Phase [21] ergab cine teilweise Auftrennung des Gemisches, wobei
aber immer Mischkristallisate erhalten wurden, die auch nach erneater analoger Verteilung nie zu
einheitlichen Substanzen fiihrte. Zur Priifung auf Einheitlichkeit im DC bewihrte sich am besten
die organische Phase des Gemisches von Chi-Me-Bz-W-{6:3:1:1). Diec Rf-Werte der Flecke ent-
sprachen jeweils ungefibr denjenigen der Purpureaglykoside A und B.

3. Isolievung von Subsianz A. Bei einer wie unter 1. durchgefiihrten Verteilungschromato-
graphie, wobei W-gesittigte Chi-Bu-Gemische als mobile Phase verwendet wurden, liess sich cben-
falls keine vollige Auftrennung der KEDDE-{+) Substanzen erzielen, dagegen gelang es, cin in Me
sehr schwer losliches KEDDE-(—) Kristallisat zu isolieren, das nach DC einheitlich war. Aus
Me-Chf feine Nidelchen: Substanz A, Smp. 207-214%; [o]® = —22,4°[s = 1,124 in Chi-Me-{1:1)).
Enzymatische Spaltung: 10 mg in 4 m! W+ 1 ml An + 0,1 mi Me suspendiert, mit 2 mg Enzym-
priparat E. L. 33-6311) versetzt und 16 Std. bei 37° stehengelassen. Danach war im DC neben dem
Fleck der sehr polaren Substanz A der Fleck der weniger polaren Substanz a deutlich sichtbar.

4. Schiiesslich wurde noch versucht, durch praparative DC eine Auftrennung der Bestandtcile
des Chi-Alk-{4:1)-Extraktes zn erzielen. Da die gewanderten Zonen zu nahe ancinander lagen,
blieb auch dieser Versuch erfolglos.

Feymeniative Spaltung des Chf-Alk-(4:1)-Extraktes. 13 g Rohextrakt wurden mit 400 ml W
unter Erwdrmen erst mit 100 ml An, dann mit 8 ml Me versetzt, wodurch erst véllige Losung
erreicht werden kannte 7n diecer gah man 400 eor Raweootoozop o 0T T 28 00 Uil T Sl
'W). Nach Zugabe von 20 Tr. Toluol wurde unter gelegentlichem Umschwenken bei 37° stchenge-
lassen. Schon wenige Minuten nach der Enzymzugabe wurde die Losung tritbe vnd nach einigen
Std. bildete sich ein weisser Niederschlag, der sich mit der Zeit vermehrte. In regelmissigen Ab-
stinden wurden kleine Proben der Fermentierungslbsung im DC {System Mek (mit W gesdttigt)]
untersucht, wobei die den Desgluco-Produkicn entsprechenden Flecke sténdig grosser wurden.,
Nach 4 Tagen wurden nochmals 110 mg Enzym (in etwas W geltst) zugegeben. Nach total 10tigi-
gem Fermentieren war der urspriingliche pH-Wert von 3,3 auf etwa 4,4 abgesunken. Obwohl nach
dieser Zeit noch nicht alle Glucosido-Produkte gespalten waren, wurde die Lésung im Vakuum b
50° auf etwa 200 ml eingeengt, zunichst erschépfend mit jeweils 250 m1 Chf und dann noch griind-
lich mit Chi-Alk-{4:1) extrahiert. Die mit W gewaschenen und iiber Na,50, getrockneten organi-
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schen Phasen wurden filtriert und im Vakuwum zur Trockne gebracht. Erhalten wurden: 4,49 g
Chi-Extrakt und 5,25 g Chi-Alk-(4:1)-Extrakt. [Die in Chi-Alk-{4:1) léslichen Anteile gaben
nach erneuter Fermentierung wicderum mit Chf extrahierbare Desgluco-Produkte, die nach DC
dassclbe Substanzgemisch wie nach der 1. Fermentierung enthielten. Sie wurden zum Nachweis
von Acetyldigitoxin {4) und Acetvlgitaloxin (12) beniitzt (siche weiter unten),]

Die erschopfend mit Chf und Chf-Alk-(4:1) extrahierte wisserige Losung der Enzymspaltung
wurde im RV bei 12 Torr und 30-60° zum Sirup eingedampft {enthiclt 3,26 g Trockenriickstand).
Reduziert FEHLING sche Lisung. — Nachweis der Glucose als Phenylosazon: eine Probe des Sirups
{entsprechend 200 mg Trockensubstanz} wurde mit der Losung von 0,8 g Phenvlhydrazin-hydro-
chiorid und 1,2 g krist. Na-acetat 10 Min. auf dem Dampibad erhitzt. Der nach dem Abkiihlen
erhaltcne Niederschlag wurde abfiltriert und aus Alk umkristallisiert: feine, gelbe Nidelchen von
Glucosephenylosazon, Smp. 203-205°, — Versuch zur annidhernd gquantitativen Ermittiung des
Glucosegehaltes: aliquote Anteile des Sivups entsprechend jeweils 113 mg Trockenriickstand wur-
den mit FEuLING scher Losung!®) gekocht, das ausgeschiedene CuyO bis zur Gew.-Konstanz ge-
gliiht und gewogen: 32 mg bzw. 33 mg CuO (159 mpg CuC entsprechen 180 mg Glucose).

Hydrolyseversuche: a) eine Probe des Sirups (entsprechend 700 mg Trockenriickstand) wurde
in 15 ml 0,1n H,50, 90 Min. auf 80-85° erhitzt. Durch Ausschiittcln mit Chf liessen sich 15 mg
eines braunen, amorphen Riickstandes gewinnen, der Keppe-(—) war und deshalb nicht weiter
untersucht wurde. — b) Eine weitere, gleich grosse Probe des Sirups wurde in analoger Weise, wic
_ _ unter &) beschrichen, mit 1 1z, HySO, hydrolysiert. und gab 29 mg mit_Chl cxtrahierbares
KEDDE-{ —) Material.

Untersuchung der Desgluco-Produkte. = 1. Isolieritng von Digitoxin (2). 5,6 g Chf-Extrakt
{aus der Fermenticrung) wurden an 120 g SiO, chromatographiert. Dic Fr I-8 (mit Chf) enthielten
39 mg KeppE-(—) Material, dic Fr 9-28 [mit Ch{-Me-{99:1), -(49:1)+ und -(19:1}] gaben 1,0 g
KEDDE-(— ) Substanzen, die Fr 29-38 [mit Chf-Me-(9:1} und -(4:1)]4,2 g Kebpe-{+) Riickstinde.
Die weiteren Fr (bis reines Me) eluierten nur noch wenig Substanz [KeppEe-{ ?)]. Die einzelnen Fr
wurden in An geldst und zur Kristallisation eingeengt. Aus den Fr 33-38 konnte ein Kristallisat
(288 mg) gewonnen werden, das im DC [System Chi-Me-(9:1) den Rf-Wert des Digitoxins besass
und fast einhcitlich war. Durch erneute Aufteilung an 4,5 g $i0, konnten aus den ersten Fr 172 mg
vollig reines Digitoxin vom Smp. 260-264° erhalten werden; [a)f® = +15,5° {¢ = 1,361 g in Chf
mit 0,5-proz. Alk). Auch das spcktrale Verhalten {im UV. und IR.) und dic Laufstrecke im Pchr
(System Kaiser I [5]) zeigte vollige Ubereinstimmung mit Digitoxin.

2. Isolierung von Gitaloxin (10). Die Eindampfriickstande der bei wiederholter chromatographi-
scher Aufteilung von uncinheittichem Digitoxin an 5i0, erhaltenen (spiiteren} Fr, gaben im DC
nach Besprithen mit SbCl; und Erwirmen den fiir Digitoxin typischen Fleck, der aber (im Unter-
schied zum reinen Digitoxin} im UV. ausserdem eine hellblaue Fluoreszenz aufwies (Gitoxigenin-
derivat}. Die Isolierung dieser dem Digitoxin anhaftenden Verunreinigung wurde mit Hilfe der
praparativen Pchr wie folgt durchgefiihrt: 18 cm breite und 48 cm lange Papierbogen (WHATMAN
Nr. 1} wurden 3mal durch eine Lésung von Fmd-An-{i:4) gezogen und 15 Min. hingengelassen.
Hierauf wurden 106 mg Digitoxin-Mischkristallisat in 2 m1 Chif gelést, und diese Lésung als Band
iber die ganze Startlinie von 10 imprignierten Papierbogen gleichmissig verteilt. Entwicklung
absteigend im System KatsEr I [Xylol-Mek-(1:1), gesdttigt mit Fmd], Laufzeit 21/, Std. Nach
Trocknen der Papierbogen bei 100° (10 Min.} wurden aus diesen schipale Kontrollstreifen jeweils
an den Kandern Und In ter Mitie Nerausgescnnitien, mit SHL L, Despruiit und ernttzt. An Hand cie-
ser Kontrollstreifen wurden clie Papierchromatogramme markiert. Die das Digitoxin enthaltende
Zone (unpolarste} sowie die etwas polarere Zwischenzone wurden verworfen. Die polarste Zone
wurde herausgeschnitten, die einzeinen Streifen in kleine Schnitzel geschnitten und diese 16 Std.
bei 0° in W geweicht. Der Papierbrei wurde dann 4mal mit Chi ausgezogen. Die Chi-Lésungen
wurden zur Entfernung des Fmd noch je 3mal mit 100 ml W ausgeschiittelt, iiber Na,S0, ge-
trocknet und im Vakuum verdampft. Der Riickstand wurde nochmals in gleicher Weise an 2 Bogen
imprégniertem Papier aufgetrennt. Das dann erhaltene Rohprodukt war im Pchr einheitiich und

18) Diese Methode der Glucosebestimmung ist natiirlich nicht spezifisch und gibt zudem nur
approximative Werte. Die Vergdrungsprobe mit Bickerhefe ist spezifischer, versagte aber im
vorliegenden Fall.
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gab ans An-Pe 9 mg vollig reines Gitaloxin; Smp, 256-260°. Die Mischprobe mit authentischem
Gitaloxin 1) (Smp. 249-253") schmolz bei 252-258°, Verseifung einer kleinen Probe mit verd. NH,
gab Gitoxin (6), das als einheitlicher Fleck im DC nachgewiesen wurde.

3. Isolievung von Gitoxin (6) und Nachweis einer polareven Substanz GX. Die Kristallisate aus
den Fr 4448 der obigen Chromatographie waren nach DC praktisch idenatisch, aber nicht einheit-
lich. Sie enthielten zur Hauptsache eine unpolare Substanz, die im DC nach dem Bespriihen mit
$bCl, und Erwiirmen einen im UV. lebhaft hellblau flucreszierenden Fleck [27] mit dem Ri-Wert
des Gitoxins gab. Die das Gitoxin enthaltenden Kristallisate {91 rog) wurden mit 6 ml Chi-Me-(19:1}
versetzt, erwdrmt und von den schwer ldslichen Anteilen abfiltriert. Filtrat und Filterriickstand
waren nach DC praktisch identisch. Trotzdem wurden nur die 15slichen Anteile an 2 g SiQ,
chromatographiert, wobei keine Auftrennung des Gemisches erzielt werden konnte. — Priparative
DC: 50 mg des Gemisches wurden jeweils als Band auf 5 Kieselgeiplatten [Schichtdicke 1,0 mm
enthaltend 0,59 Leuchtpigment LS Super (RiEprL-DE Hain AG.}] auf der Startlinie aufge-
tragen. Die Entwicklung erfolgte im System Chif-Me.(9:1). Nach dem Trocknen der Flatten wur-
den im UV. die aui hellgriin leuchtendem Grund dunkel erscheinenden Binder (Zonen) markijert.
Das obere Band (= Gitoxin} wurde herausgeschabt und das Kieselgel 2mal mit Chf-Me-{1:1}
cluiert. (Zwischen dem unteren und oberen Band wurde eine breite, die anderen Zonen etwas fiber-
lappende Mittelzone intakt gelassen, um die in der oberen Zone enthaltene Substanz méglichst
einheitlich zn erhalten.) Das Eluat der oberen Zone wurde ans Me-Chi kristallisiert und gab 7 mg im
DC vailig einheitliches Gitoxin; Smp. 268-273°; Mischprobe mit authentischem Gitoxin 268-274°.
Anch die RI-Werte im Pchr stimmten mit diesem véllig iiberein. — Das aus der unteren Zone iso-
lierte Material enthielt 2ur Hauptsache die polarere Substanz GX. T

Feymentierungsversuck der Lanatoside A und B. Je 1 mg Lanatosid A und B wurden unter den
gleichen Bedingungen fermentiert wie der oben beschriebene Chi-Alk-(4:1)-Extrakt. Die Fermen-
tierungsprodukte enthielten nach DC nur die Acetylverbindungen der Desglucolanatoside A und B
{= Acetyldigitoxin {4) und Acetylgitoxin {(8)}.

Nachweis vor Acetyldigitoxin (4) und Acelylgitaloxin (12). Als Untersuchungsmaterial wurden
die 2,3 g Desgluco-Produkte (in Chf lésliche Anteile} verwendet, die durch Nachfermentierung des
Chi-Alk-(4:1)-Extraktes {= 4,84 g, siche Tab, 2) der 1. Fermentierung (siche oben) erhalten wor-
den waren. Durch Chromatographie an 25 g SiO, wurde das Gemisch in 32 Fr aufgeteilt. Aus dem
Verdampfungsriickstand von 2 Fr [mit Chi-Me-{96,5:3,5)] konnten aus An 18 mg Kristalle erbalter
werden, die nach DC in verschiedenen Systemen einheitlich zu sein schienen. Im Pchr (System
Karser I) gaben diese Kristalle aber 2 Flecke, deren Rf-Werte denjenigen des Acetyldigitoxins (4)
und Acetylgitaloxins (12) entsprachen. Das durch Verseifung einer Probe des Mischkristallisates
in verd. wiisserig-methanolischem NH, erhaltene Produkt gab im DC (System Chf-Me-(9:1)) und
Pchr (System Karsgr I} Flecke, deren Rf-Werte denjenigen des Digitoxins (2} und Acetylgitoxins
(8) bzw. Gitoxins (6} entsprachen.

Isolierung von Substanz a nach Fermentierung, Nach Chromatographie an S$i0, des Chif-
Auszugs (0,4 g) der 2. Nachfermentierung (2,3 g, siehe Tab. 2) liess sich nach Eindampfen von 4 Fr
[Chi-Me-(13:1)] 53 mg einer im DC einheitlichen Substanz gewinnen, die aus An-Me 30 mg feine
Nidelchen vom Smp. 204-210° gab. Durch erneute chromatographische Aufteilung konnte
schliesslich der Smp. auf 241-246° gebracht werden. [a]p = —23°[¢ = 1,00 in Chf-Me-{1:1}]. Die
Molekulargewichtsbestimmung (in An, Einwaage ca. | mg) mit dem MEcaroLAB Osmometer gab
den Wert 697 4- 45.

CopHgaOyp (684,8) Ber. C63,14 H892Z 0 28.04% Gef. CAIIT HERT N7 710/

ZUSAMMENFASSUNG

Aus den getrockneten Blittern von Digitalis obscura, deren Toxizitit (an der
Katze nach HATCHER-MaGNUS) rund 2mal hoher ist als die des Internationalen
D. purpurea-Standards, konnten die folgenden «genuinen» Glykoside isoliert werden:
o- und f-Acetyldigitoxin sowie Lanatosid A. Ein beim Ausschiittlungsverfahren ge-
wannener Chloroform-Alkchol-(4:1)-Extrakt, der rund 709, der Gesamttoxizitit in
sich vereinigte, wurde anf enzymatischem Wege partiell abgebant. Danach konnten
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die folgenden Desgluco-Produkte in Kristallen isoliert werden: Digitoxin, Gitoxin,
Gitaloxin, Acetyldigitoxin und Acetylgitaloxin. Damit kann das mit Hilfe der Papier-
chromatographie in den Blittern wahrscheinlich gemachte Vorkommen der Lanatoside
A, B und E, des Glucogitaloxins, der Purpureaglyvkoside A und B sowie des Gluco-
gitorosids als gesichert gelten,

Ein als Begleitsubstanz des Gitoxins anftretendes vorliufig als GX bezeichnetes
Gitoxigenin-( ?)-glvkosid konnte nur stark angereichert erhalten werden. Es liess sich
nicht mit einem bekannten Glykosid identifizieren.

Da Digoxigeninglykoside in Digitalis obscura nicht nachgewiesen werden konnten,
nimmt diese in bezug auf die chemische Zusammensetzung ihrer Glykoside eine Mittel-
stellung zwischen D. purpurea L. und D. lanaia EBRH. ein.

Neben den genannten fiir Digstalis-Arten typischen Inhaltsstoffen wurden zwei
unbekannte Glvkoside isoliert, die nicht zu den Cardenolid- und vermutlich auch
nicht zu den Digitanol-Glvkosiden oder den Saponinen zu zihlen sind. Sie werden
vorliufig als Substanz A hzw. Substanz a (Desgluco-Produkt von A) bezeichnet.
Substanz a ist miglicherweise identisch mit dem «Obscuraglyvkosids von NoverLa &
Lonzavo [2].

Uber die in D. sbscura aufgefundenen — zumindest {iir-die (attung Digitalis —
neuen Pflanzenpigmente wird in anderem Zusammenhang ausfiihrlich berichtet

den!?). . . .. .
wer ) Pharmazeutisches Institut der Universitit Basel
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31. Synthese und pharmakologische Eigenschaften
einiger Pyridyl-pyrazol-5-one
von J. Biichi, P, Fabiani, H. U. Frey, A. Hofstetter und A. Schorno
(7. X. 63)

A, Einleitung. — Seit KNorr [1] im Jahre 1883 das Antipyrin® {1-Phenyl-2,3-
dimethyl-pyrazol-5-on) hergestellt und damit ein Antipyreticom von ausgezeichneter
Wirkung gefunden hat, ist eine Vielzahl von Pyrazol-5-on-Derivaten synthetisiert
worden, von denen allerdings nur wenige eine Bedeutung als Arzneimittel erlangt
haben, so die folgenden Antipyretica und Analgetica:

UHS R, I,
3 I -H Antipyrin® (HoECHST)
[‘.H/NU 0 ~CH,
i II -CH Larodon® {RocHE)
™CH,
IIT  -N(CHy), Pyramidon® (HoEcHST)
IV -NH-S0,Na Melubrin® {(HoEcHsT)
vV —N-S50Q;Na Novalgin® (HoEcHST)
!

CH,
| -

@

iy

VI Vi
Tenagin® (BeiErRspoRF)  Piperylon (Sanpoz)





