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~-.~lnino-3,~-dii~ydro-6,7-d~~iyd~voxy-cu~~zarln-hydrobro~iid (2). 15,0 g (0,059 Mol) 3-(2,4, .S-TI-i- 
methoxypheny1)-DL-alanin (1 b) wurden in 75 nil farbloser, 48-prOz. wasserigcr Broniwasserstoff- 
saure unter Inertgas 2,5 Std. r. kocht. Man liess auf 70-80" abkiihlcn und destillierte die uber- 
schussige Bromivasserstoffsaurc zm Wasserstrahlvakuum ab. Der Ruckstand crstarrte nicist 
kristallin, gelegcntlich aber bildetL sich ein Schaum. I n  solchcn Fallen gab man 10-20 in1 Wasser 
zu und dampfte erncut langsam zur Trockene ein. Der Riickstand wurde bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknet, wobei man 16.2 g (100%) eines beigen Produktes mit Smp. 280-283" (Zers.) erhielt, 
das fur die Darstellung von 3 genugend rein war. -4us Methanol-Ather in Gegenmart von SO, uni- 
kristallisiert, crhielt nian ein helles mikrokristallines Pulver vom Smp.  284". IR. (in KBr) : 1750 
em-l (C=O). 
C,H,NO,.HBr (276,lO) Ber. C 39,lS H 3,65 Br 28,9476 Gcf. C 39,35 H 4,OO Rr 28,74y0 

3-(2,4,5-TrihydroxyphenyZ)-~~-aZanin (3). In  250 nil sauerstofffreiem Wasser wurdcn untcr 
Inertgas 27 g rohes 3-A1nino-3,4-dihydro-6,7-dihydroxy-cumarin-hydrobroniid (2) 5 Min. gekocht 
und danach von einer kleinen Menge schwarzen Riickstandes durch Dicalitc filtriert. Das Filtrat 
wurde unter Luftausschluss im Vakuum auf ca. 100 mi eingeengt und niit 25 nil saucrstofffrcicin 
Acetonitril und 27 ml Propylenoxid versetzt. Nach wenigen Minuten begann die Kristallisation, 
das Gemisch verfarbte sich, und nach ca. 2 Std. war das pH auf 5-6 gestiegen. Nun begastc man 
init SO, und tropfte sehr langsam unter Riihrcn 75 ml Acetonitril zu. .4m folgenden Tag wurden 
die schwach gefarbten Kristalle abfiltriert, mit AcetonitrillWasser 3 : 1, dann mit Acetonitril allein 
nachgewaschen und getrocknet. Man erhielt 14,7 g (71%) fast reines 3 vom Smp. 265" (Zers.). Kach 
Umkristallisicren aus vie1 SO,-haltigem Wasser blieb der Smp. unverandert. 1R. (in KRr) : 1632 
cm-l (C=O). 

C,H,,NO, (213,lO) Her. C 50,70 H 5,20 N 6.57% Gef. C 50,53 H 5,53 N 6,65% 
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122. Uber neue Bufadienolide aus Ch'an Su 
iiber Krotengifte, 34. Mitteilungl) 

von Niklaus Horiger, Horst H. A. Linde und Kuno Meyer 
Pharmazeutisches Institut der Universitat Rascl 

(3. V. 69) 

Summary. Two new bufadienolides, isolated from Ch'an Su, are provcd to  bc 19-oxo-cino- 
bufagin (111) and 19-0x0-cinobufotalin (V), respectively. 

Bei der saulenchromatographisclien Aufteilung der chloroformloslichen Bestand- 
teile von Ck'an Ssu lassen sich nach Eindainpfen der einzelnen Fraktionen durch Kri- 
stallisation etwa ein Dutzend Bufadienolide gewinnen 1311. Die Mutterlaugen der 
einzelnen Kristallisate enthalten z. T. noch weitere Substanzen, die sich diinnschicht- 
chromatographisch nachweisen lassen. In der vorliegenden Arbeit berichten wir iiher 

33.Mitt. [ I ] ,  irrtumlicher\yeisc: als 32.hlitt. bezcichnct; 32 .  Mitt. = i2 l .  



Versuclie zur Isolierung und Cliarakterisicruiig der 13ufacLienolide unter diesen nocli 
unbekannten Stoffen. 

Die Aufarbeitung der Clz'afz Sub-Droge uiid die s~u:enclironiatograpliisclie duf- 
trennung der cliloroforml6slichen Bestandteile wurden schonender als fruher 1 31 
durchgefuhrt (siehe exper. Teil). Die Fraktionen, die nach DC. die gleichen Substanzen 
enthielten, wurclen vereinigt und zur Kristallisation gebracht. Die eingedainpften 
Mutterlaugen wurden durcli wiederholte Siiulenchrornatograpliie miiglichst von den 
kristallisierenden bereits bekannten Bufogeninen befreit. 

Die Mutterlaugen von Resibufogenin j4j bzw. Cinobufagin i 53 entliielten nach UC. 
nocli 3 weitere unpolarere Substanzen, die in kleinen Mengen isoliert wurden. Da sie 
aber in1 UV. nicht die fur Bufadienolide typisclie Absorption bei etwa 300 nni zeigten, 
wurden sie nicht naher untersuclit (im exper. Teil nicht beschrieben). 

Die Mutterlaugen des Rufalins 161 zeigten ini DC. noch zwei weitere Flecke von 
kleineren Rf-Werten, die sich in der Farbung stark voneinander unterschieden. Sie 
wurden beide nach DC. einheitlich erhalten. Die unpolarere Substanz = I ergab Kri- 
stalle voin Smp. 195-200"; die polarere = I11 kristallisierte bisher nicht, lieferte aber 
eine krist. Acetylverbindung vom Smp. 192-195'. 

Die Bufotalin :7] bzw. Cinobufotalin [8] enthaltenden Mutterlaugen zeigten ini DC. 
nocli einen weiteren Fleck einer polareren Substanz, die denselben Rf-Wert aufwies 
und die gleiche Farbung gab wie Desacetylcinobufotalin r21. Da dieses nach unseren 
bisherigen Beobachtungen aus Cinobufotalin nur bei der Chromatographie an A1,0, 
und nicht an Kieselgel, das wir liier ausschliesslich verwendeten, entsteht, haben wir 
auch diese sich wie Desacetylcinobufotalin verhaltende Substanz = V so lange chro- 
inatographisch aufgetrennt, bis sie im DC. nur noch einen Fleck gab. Sie kristallisierte 
hishcr noch niclit, aber ihre Acetylverbindung VI  ergah Icristalle vain Snip. 225-238". 

Die Mutterlaugen von Arenobufagin 19 I zeigten ini DC. noch einen unpolareren 
Doppelficck, dessen oberer (unpolarerer) Teil sicli \vie Cinohufagin und dessen unterer 
Teil sicli wie Resibufogenin anfarbte. Nach Sauienchromatographie wurde die unpo- 
larere Substanz VlII in feinen Nadelchen, Snip. 130-135", nach DC. nicht ganz eiii- 
heitlich, erhalten. VIII zeigte saure Eigenschaften, indem es sich aus Chloroform niit 
verd. Sodalosung ausscliutteln liess, worauf der Snip. auf 137-1 39" anstieg. VIII gab 
niit atherisclier Diazomethanl6sung ein kristallisiertes Metliylierungsprodukt I X  voni 
Smp. 103-105". (Zur Iconstitution sielie unten.) 

Die Substanzen I, 111, V und VIII absorbieren alle in1 LJL'. selektiv in1 Bereich von 
292-300 nin (logc = 3,59-3,80) und konnen deninach Rufadienolide sein. Restatigt 
wurde die Anwesenhcit eines x-Pvronringes durch clic IR.-Spektren (Banden bei etwa 
1720, 1630 und 1535 ciiirl) und die NMK.-Spektren (in CDC1,) niit den fur einen x-  
I'yronring typischen Signalen bei etwa 8,0 ppni (Quartett; J - 10 Hz und 2,5 Hz: 
C(22)-H); 7,25 ppni (Dublett; J = 2,5 Hz: C(21)--H) und G,3 ppni (Dublett; J = 10 

Die Konstitution der Substanz I ergibt sich aus den von KAhL4NO et al. !11] ver- 
iiffentlichten Daten fur Resibufagin (: 19-Oxoresibufogenin), die init den unsrigen 
uhereinstiinmen. 

Das NMK.-Spektruni von Suhstanz I11 zeigte Signale bei: 9,47 ppni (1 H, ver- 
breitetes Singulett mit Signalbreite bei halber Hiihc von 3 Hz: C( 19)-z41deliyd-H) ; 
5,5 pprn ( I  H,(juartett; J = 9,5 Hz und 1,5 Hz: C(16)-rxH); etwa4,25 ppin (1 H, brei- 

Hz: C(23)--H). 
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I I  
\4 

111 K = H 19-Oxocinobufagin 
amorph 

1 V  R: -CO-CH, 
Smp. 192-195" 

T'II R : H Cinobufagin [S] 

Smp. 138-140' [lo] 

Snip. 103-105" [lo] 

VIII  R = -CO-(CH,),-COOH 

I X  R = -CO-(CH,),--COOCH3 

tes Singulett: C(3)-clH); etwa 3,67 ppin (1 H,  Dublett; J = 1,5 Hz: C(15)-c(H); 2,83 
pprn (1 H, Dublett; J = 9,5 Hz: C(17)-clH); 1,9 pprn (3 H, Singulett: C(16)-Acetoxy- 
gruppe) ; 0,93 ppm (3  H, Singulett : 18-CH3, berechnet 1121 : 0,92 pprn). Das Mf zeigte 
wz/e 456 entsprechend C,,H,,O,. Aus diesen Daten ergibt sich fur dieses 19-Oxobufa- 
dienolid die Struktur 111. 

NMR.-Spektrum der Substanz V: Signale bei 10 pprn (1 H, verbreitetes Singulett 
niit Signalbreite bei halber Hohe von etwa 2 Hz: C(19)-Aldehyd-H); 5,33 ppm (1 H, 
Quartett; J = 9,5 Hz und 2 Hz: C(16)-clH); 4,09 ppm (1 H,  breites Singulett: C(3)-  
a H ) ;  3 3 5  ppm (1 H, Dublett; J = 2 Hz: C(15)-aH); 2,72 ppin (1 H,  Dublett; J =- 

9,5 Hz: C(17)-aH); 1,87 ppin (3 H,  Singulett: C(l6)-Acetoxygruppe); 0,82 ppin ( 3  H, 
Singulett: 18-CH3, bereclmet 1121 0,82 pprn). - Das M+ der Acetylverbindung \'I 
zeigte m/e 514 entsprechend C28H3409. Das IR.-Spektruni von VI  wies bei etwa 2,80,u 
eine scharfe Hande auf, die bedingt sein kann durch eine H-Briicke von C(5)-OH nach 
der C(3)-Acetoxy- bzw. nach der 19-Oxo-Gruppe, letzteres vor alleiii, da  das C(l9)- 
Aldehydproton ini NMR. gegenuber demjenigen in I und I11 uin 0,5 ppm nach niedri- 
gerem Feld verschoben ist. Danach kommt fur dieses Bufadienolid ein 5B-OH oder 
ein 8B-OH in Frage. Auf Grund der chemischen Verschiebung der 18-Methylgruppe 
wird aber ein SB-OH ausgeschlossen, da dieses nach GSELL & TAMM i 121 fur das 18- 
CH, einen Wert von 1,103 ppm geben musste. Dass V tatsachlich eine C(5)--OH- 

2, Die Zahlen in runtlcn Kla~nnicrn gcbcn die auf ganzc Gratle auf- oder nbgci-undetc spczifischc 
Drehung fur Na-Licht in Chloroform an. 
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Gruppe besitzt, konnte durch Dehydrierung zur 3-Ketoverbindung und anschliessen- 
de Wasserabspaltung hcwiesen werden. Das so erhaltene Produkt zeigte bei etwa 
242 nm die fur eine 3-I<eto-A4-Verbindung typisclie selektive Absorption. 

Die Konstitution von VIII und damit auch fur I X  ergibt sich aus dem von KAniA- 

xo et al. I 101 veroffentlichten Daten fur 3-0-Suberyl-cinobufagin und dessen Methyl- 
ester, die mit den von uns gefundenen Datcn iibereinstimmen. 

Dell1 SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS Z U R  FBRDERUNG DEK \\'ISSENSCHAFTLICHEN FOR- 
SCHUNG danken wir fur die Unterstiitzung dieser ;\rhcit. l'rl. S. SPENCEL (Pharmazeutisches Insti- 
t u t  der Univcrsitat Basel) danken wir herzlich fur die Rufnahme der NMR.-Spektren sowie Herrn 
Dr. W. VETTER (F. HOFFMANN-LA KOCHE & C o .  XG, Basel) fur die Aufnahnie der MS.-Spektren. 

Experimentelles. - 1, Allgernrines. Alle S m p .  wurclen auf dcm KOFLER-BIOC~ bestimmt unrl 
sind korrigicrt. Fehlergrcnzc i 2". 

A bkiivzutzgen: Ac,O = Essigsaureanhydrid, AcOH = Essigsaurc, A = Diathylather, Alk = 

Kthanol, An = Aceton, Bz = Benzol, Chf = Chloroform, Cy = Cyclohexan, DC. = Diinnschicht, 
Dunnschichtchromatographic bzw. dunnschichtchromatographisch, E = Essigsaureiithylester, 
Fr. = Fraktion(en), Isop = lsopropanol, SiO, = Kicselgel (zur Saulcnchromatographie (IMERCKO 
0,05-0,2 mni, zur DC. (ICA&IAG)) D5 niit 0,.576 Ixuchtpignient Z S  Super (IRIEDEL-L~E HABNH), I@+ 
: ,Molekelion, Mc = Methanol, MI,. = Mutterlauge(n)riiclrstanclc, Pe = Petrolather, P y  = l'yri- 
din, \V = U'asser. 

UC.-Chrornutfl~ruphie: Zur Sichtbarmacliung der Substanzcn wurde nach Bespriihcri rnit konz. 
HzS04-.41k-(l : 1) auf etwa 100-120" erhitzt. 

Analytzsches ; Die Molekulargewichtc wurdcn massenspektroskopisch bei etwa 70 CV untl mit 
Llirekteinlass bestimmt. Die NMR.-Spektren sind in CDCl, init Tetraniethylsilan (= 0 ppni) als 
internem Standard aufgenomnien. Als Losungsmittcl fur die tl\'.-Spektren diente 96-proz. hlk, 
fur die 1R:Spektrcn Mcthylcnchlorid. 

2. Gewiimung dev clzlovoion?zldslichen .4?zteile uiis Ch'aiz Sir. 2,432 kg Ch'an Su-Scheibcn wurden 
in tler Kugclmuhle pulverisiert uncl in einc grosse Clironiatograpliicsaule, die zur  Halfte mit Chf 
gcfullt war, untcr kraftigem Riihren eingetragen und so langc be1 20" mit Chf perkoliert, bis diescs 
nach Eindampfen i m  Vakuuni keine Riickstande mchr gab: 620 g Extrakt (als gelbbrauner 
Schauni). I h r c h  I'erkolation rnit Chf-Me-(95 : 5) wurclen noch weitere 5 1  g Eindampfruckstande 
(als dunkelbrauner Sc,haum) gewonnen. 300 g des Chf-Extraktcs wurden \vie friihcr !3j beschrie- 
ben von den Sterinen bcfreit und hierauf in 2 Portionen an je 1 kg Sic), nach der Durchlaufmethode 
init Bz-Chf-(3:7), Chf, Chf-Nc (199: l ) ,  (99: l ) ,  (49: l ) ,  (19: 1). (4 :1) ,  (1 : I )  undChf-Me ( l : l) ,  das1% 
-4cOH cnthielt, chromatographiert. Die einzelnen Fr. cler beiden Chroniatographien wurden auf- 
grund des TIC. [Systcme Pe-Bz-An-(1 : 1 : 1) und Cy-Isop-(7 : 3)] zu Cruppen vereinigt. 

3 .  Zsolievung uoz. XssibufugLrz ( I )  ztnd 19-Oxocinobzifngin ( I I I ) .  Die Gruppe dcr in erster Linie 
nufalin enthaltenden Fr. (34 g) gab aus Me 11,2 g krist. Bufalin. Die ML. murden in 2 Portionen 
nochmals an je 300 g SiO, aufgetrcnnt. Die Eluate rnit Bz-Chf-(85: 1.5) und Chf enthielten nach 1 X .  
in crster Linic Bufalin und Cinobufagin. Die init Chf-Me-(199: 1) und (99.1) gewonnencn Fr. gaben 
total 4,06 g Eintlanipfruclrstantle, die nach DC. I und 111 ncbcn Bufalin enthielten. Durch Kristalli- 
sation licsscn sich tlztraus 700 nig Bufalin abtrenncn. L)ie M1,. wurden an  200 g S O ,  rnit E-C>--(l : I) 
aufgeteilt. k b e i  wurden gegen Ende dcr Chroniatographie 500 nig crhalten, die neben Cinobufota- 
lin I enthielten, untl 290 mg, die neben Cinobufotalin I11 enthielten. Die 500 nig wurdcn nochmals 
an 600 g SiO, rnit 13 aufgetrennt. I)ie Fr., die nach DC. I cnthicltcn, wordcn vereinigt und irn Va- 
kuum eingedampft: 60 mg. h u s  8 nig Kristalle (Nadeln) vom Smp. 195-200". I<RMANO et al. 
[ I l l  fandcn hierfiir den Snip. 210-212". Die ohigen 290 nig, die 1LI enthielten, wurden an  300 g 
SiO, mit Chf-Me-(49: 1) chrornatographicrt. Die Fr., die nach 1)C. am nieisten 111 enthieltcn 
( =  116 mg Eindanipfriickstande) wurdcn auf 6 DC.-f'latten 20 x 20 em,  Schichtdicke 0,5 mm, 
1'liessn:ittcl Chf-Me-(97 : 3) aulgetrennt. Die im UT'.-Licht (254 nm) an1 starksten erscheincndc 
clunkle Zone wurdc marlriert und jeweils deren innercr und aussercr 'Teil gcsondert herausgeschabt. 
Ik.itl<. l'cile \\ urtlcn fur sich mit C'hf-Mc-(85 : 15) untcr lcichtcm Erwarmen cxtrahiert. 1)as aus (lcin 
inncrcn 7'cil gewonncne .Material (19 mg) war I X - r e i n ,  clic aus dein Busscren Tcil erhaltcocn 10 tng 
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waren nach 1JC. nicht ganz einhcitlich. lllle I~ristallisation. rsuchc vcrliefcn ncgstix.; sie wurtlcn 
aufgegeben, d a  I11 schon nach wenigen Min. weitgchencl zersctzt ist (in1 I X .  festgestellt). ~ Die 
Acetylverbindung IS' ~ in Py/Ac,O bcreitet - gab nach praparativer L)C. aus  wenig Me unt r r  Zu- 
satz yon A-Pe feine, zu Kosetten vereinigtc Prismen win Snip. 192 195". 

4. I so l ierz~wg von 19-Oxocznobz~fofnZin ( V ) .  Die (kuppe  der nach I X .  zur Hauptsachc Bufotnlin 
und Cinobufotalin enthaltenden 1;r. (8.1 g), wurdc in wenig Chf gclost, init 10 g SiO, verriebcn untl 
tliescs nach dem Trocknen auf einc niit Cy-Isop-(9: 1) bereitcte Saule von 300 g SiO, gcgeben. C~y- 
Isop-(9: 1) und (4 : 1) eluierten 6,52 g Gemische von Bufotalin und Cinobufotalin. Mit Cy-Isop- (7 : 3) 
wurden total 1.42 g von der Saulc gelost, die nach DC. fast reines 5' darstellten. Sie \vurden noch- 
mals, wie vorgehend beschrieben, an 135 g SiO, chromatographiert wobei 1,27 g nach DC. cinheit- 
liches V resultierte; [a]: = + 19. 5 2" (c = 1,37). V kristallisierte nicht und envies sich als sehr 
leicht zersctzlich; es gab nach Acetylierung - in  Py/Ac,O ~ S:T, das aus Me-A in fcinen Nadeln kri- 
stallisiertc. Smp. 225-238"; [a]?; = +28" + 2" (G = 1,lO). 

5. Dehydrierzrng von V und anschliessende Wasserabspaltung. Eine Iijsung von 30 nig V in 0,s ml 
An wurde bei 0" rnit 1 Tropt'en KILI.omL6sung [13] versctzt. Nach 10 Min. wurde 1 Tropfen \.I? 
zugefiigt und 3mal mit Chf ausgeschuttelt. Nach Verdampfen des Chf im Vakuum crhitztc man den 
Ruckstand in 2 in1 AcOH 2 Std. auf 90". Eindanipfen im Vakuum, Aufnchtncn in Chf und liiltric- 
rcn durch etwas h1,0, und Vcrdampfen gab 20 mg. Das TJV.-Spektrum des so erhaltenen I'roduk- 
tes zeigte bei 293 nm das fur den cr-Pyronring typische Maximum sowie bei 242 nm eine stark ausge- 
pragtc Schulter ctwn gleicher Intcnsitat. Das Vorlicgen eines CI,  ,!-ungesattigten 3-Kctons wirtl 
durch die Bandc in1 1R.-Spektrum bei 6,O ,LL bestatigt. 

6. IsoZierung uow L'f f I u n d  Bereitung von I X .  Die Gruppe der hauptsachlich Arenobufagin 
enthaltenden Fr. (7,l  g) wurdc in Me gelost und gab 3,6 g krist. Arenobufagin. Dic MI*. (3 ,5  g) 
wurden an  350 g Sic), niit Chf, Chf-Me-(199: I ) ,  (49: I), (19: 1) und (4: 1) aufgetrennt. Dic Eindampf- 
riickstande 280 mg der Fr., die gemass DC. VI I I  cnthielten, wurden in A%Chf-(4: 1) gelost und im 
Scheidetrichter mit verd. Soclalosung ausgezogen. Die mit A-Chf-(4 : I )  gewaschenen Sodaausziigc 
wurden mit HC1 eben kongosauer gemacht, mit Chf extrahiert, dieses nach Waschen rnit W iiber 
Na,SO, getrocknet, filtriert und eingedampft. Der Ruckstand gab aus An-d 118 mg fcinc Prismen 
vom Smp. 137-139:'. L)cr niit atherischem Diazoniethan bereitete Methylester IX schmolz bei 
103-105". 
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