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260. Konstitution der Bufotoxine
Uber Krotengifte, 38. Mitteilung?)
von Hannelore O. Linde-Tempel

Pharmazeutisches Institut der Universitit Basel

(15. X. 70)

Summary. The structure of the so-called ‘bufotoxines’ has been elucidated by enzymatic
degradation.

Die Haupttriger der physiologischen Wirkung des Krétengiftes sind die Bufo-
genine (Bufadienolide) sowie ihre Ester mit Suberoylarginin, die Bufotoxine?). Die
1y 37. Mitteilung: [1].

% Der Ausdruck Bufotoxin wurde von Chen et al. [2] als Gruppenbezeichnung fiir alle Suberoyl-
arginin-Derivate der verschicdenen Bufogenine vorgeschlagen.



HEeLvETICA CHIMICA ACTA ~ Vol. 53, Fasc. 8 (1970) —~ Nr. 260 2189

meisten der bis heute beschriebenen Bufogenine, die relativ leicht voneinander ge-
trennt und rein gewonnen werden kénnen, sind in ihrer Struktur aufgeklirt. Dies ist
bei den Bufotoxinen noch nicht bis in alle Einzelheiten méglich gewesen. — Der bis
anhin bestcharakterisierte Suberoylargininester eines Bufogenins, ndmlich der des
Bufotalins, ist das Wielandsche Bufotoxin = Vulgarobufotoxin?) [4], dessen Struktur
von Wieland & Mitarb. [4] [5] [6] in den Hauptziigen aufgeklirt werden konnte.
Da Wieland & Behringer [6] glaubten, dass bei vorsichtiger Oxydation des aus
Bujfo bufo bufo gewonnenen Bufotoxins das (C-3)-Keton entsteht, nahmen sie an, dass
der Suberoylarginin-Rest mit der (C-14)-HO-Gruppe des Bufotalins verestert ist.
Etwas spiter schlug Ssemenzow [7] eine analoge Verkniipfung des Suberoylarginin-
Restes mit einer 5-stindigen HO-Gruppe vor. Nachdem die Konstitution des Bufo-
talins entsprechend 20 aufgekldrt worden war [8], stand der Formelvorschlag von
Wieland & Behringer [6], wenigstens was die Haftstelle des Suberoylarginin-Restes
betrifft, mit 20 im Einklang. Da das aus Bufotoxin erhaltene Keton aber nie ndher
charakterisiert worden war, haben Fieser & Fieser (9] als erste die von Wicland
et al. postulierte Verkniipfungsstelle (C-14) angezweifelt, zumal die angegebenen
physikalischen Daten [6] gut auf die des Ausgangsmaterials [4] passten.

Durch die Vermittlung und tatkriftige Hilfe von Herrn Dr. R. Zelnik, wofiir ihm
auch hier bestens gedankt wird, erhielten wir vom Instituto Butantan in Sao Paulo
(Brasilien) das Giftsekret von einigen Hundert Kréten der Spezies Bufo iclericus
Spix 1824 (B. marinus Boulenger 1882), das durch Ausdriicken des Paratoidensekretes
direkt in 96-proz. Athanol erhalten worden war4). Das erméglichte uns, die Versuche
Wieland’s [4] zur Isolierung der Bufotoxine am Beispiel der erwihnten stidamerikani-
schen Krétenart nachzuarbeiten. Trotz der uns heute zur Verfiigung stehenden neuen
Auftrennungsmethoden war es dusserst miithsam, ein einheitliches Bufotoxin zu ge-
winnen. Um so hoher muss deshalb das experimentelle Geschick Wieland’s und seiner
Mitarbeiter bewertet werden, die ohne chromatographische und spektroskopische
Hilfsmittel das Vulgarobufotoxin isolieren konnten.

Durch wiederholte Chromatographie der rohen Sekrete (s. exper. Teil) konnte nur
ein Bufotoxin, ndmlich Marinobufotoxin (5)%), rein erhalten werden, wihrend die
Resibufogenin (4), Bufalin (12), Telocinobufagin (16), Bufotalin (20) und Hellebrigenin
(24) entsprechenden Toxine 1, 9, 13, 17 und 21 nur indirekt nachgewiesen bzw. nach
partiellem enzymatischen Abbau z.T. als Methyl- oder Athylester der Korkséure-
halbester kristallin erhalten werden konnten®).

Wieland et al. hatten angenommen, dass in den Bufotoxinen die Korksdure das
Bindeglied zwischen dem Bufogenin und dem Arginin bildet [4], wobei die stark
basische Guanidinogruppe endstédndig, d.h. frei ist [6]. Dass diese Annahme richtig
ist, liess sich durch Uberfithrung von 5 mittels Acetylaceton und Diazomethan in das

3) Nomenklaturvorschlag von Chen ef al. [3].

4)  Wird das Paratoidensekret einfach an der Luft getrocknet, so werden die Bufotoxine durch
die im Rohgift enthaltenen Enzyme gespalten (vgl. hierzu [4]).

5 Dieses Bufotoxin war von Jensen & Chen [10] aus dem Giftsekret von B. marinus isoliert
worden. Eine kleine Probe dieses nicht ganz einheitlichen Produktes hat uns Herr Prof.
T. Reichstein, Basel, freundlicherweise fiir Vergleichszwecke zur Verfiigung gestellt.

6) Die in dieser Arbeit erwihnten Korksiure-methylester der Genine 4, 16 und 20 waren nach
DC. [System Cloroform-Athanol-(98:2)] mit den spiter von Hdriger et al. [14] partialsyn-
thetisch bereiteten Estern identisch.
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Sub-methyl: CH,;—0~CO~(CHy),—CO -

Pyrimidinderivat 27 beweisen. Damit stand gleichzeitig auch ein fiir die Massen-
spektroskopie geeignetes Derivat zur Verfiigung?), bei dem das M+ sich mit 790 =
Cy4HgoN, Oy ermitteln liess, was fiir Marinobufotoxin (5) selbst die Formel C;H g N,O,
ergibt, die auch durch Verbrennungsanalyse bestitigt wurde.

7y  Herrn Dr. W. Vetter, F. Hoffmann-La Roche & Co. AG., Basel, danken wir bestens fiir die
Mitteilung dieser Methode noch vor ihrer Verdffentlichung [11].
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Die Reihenfolge der Verkniipfung von Arginin, Korksdure und Bufogenin hofften
wir durch stufenweisen enzymatischen Abbau von § mit Hilfe des im Giftsekret ent-
haltenen Fermentes bzw. durch Interpretation des Massen- und des NMR.-Spektrums
ermitteln zu kénnen. Das uns zur Verfiigung stehende Giftsekret war — wie schon ge-
sagt — bei der Gewinnung in 96-proz. Athanol aufgefangen worden, wobei sich ein
weissgrauer Niederschlag gebildet hatte, in dem wir das spezifische, die Bufotoxine
spaltende Ferment vermuteten. Dieser Niederschlag wurde analog wie Strophantho-
biase [12] durch Aufnehmen in 1-proz. NaCl-Lésung und Fillen mit Athanol ge-
reinigt, erwies sich aber als inaktiv. Hingegen gelang es, 5 mit einem Pankreaslipase-
Priparat8) zu spalten, und zwar unter Bildung von Marinobufagin-korksdurehalb-
ester, der als Athyl-?%) bzw. Methylester (6 bzw. 7) rein gewonnen werden konnte, und
von freiem Marinobufagin (8). Die Struktur von 6 und 7 ist durch Massen-, UV.- oder
NMR.-Spektren gesichert. Damit verblieb nur noch, die Haftstelle der Korksdure am
Bufogenin zu bestimmen. Hierzu wurden 3-O-Acetyl-marinobufagin, Bufotalin (20)
und Acetylmarinobufotoxin enzymatisch hydrolysiert. Dabei blieben die beiden
ersteren Stoffe unverindert, wihrend aus Acetylmarinobufotoxin Marinobufagin (8),
aber kein 3-0-Acetyl-marinobufagin gebildet wurde. Damit ist die Verkniipfung des
Suberoylarginin-Restes iiber C-3 in 5 bewiesen.

Auch die Interpretation der Massen- und NMR.-Spektren fiihrte zum gleichen
Ergebnis. Im MS. des oben aus 5 erhaltenen Pyrimidinderivates 27 erscheint u.a. ein
Ton mit m/fe = 539 = C,4,H 40, (genau vermessen). Es entsteht durch Bruch der Amid-
Bindung zwischen Korksiure und Arginin. Dabei bleibt der Steroidteil mit der Kork-
siure verbunden ; die Aminosiure muss daher endstindig sein. Die Verkniipfungsstelle
der Korksidure mit Marinobufagin lisst sich aus dem NMR.-Spektrum von 6 ableiten,
das das typische breite «Singulett» des C-3x-H der AB cis-verkniipften Steroide bei
etwa 5,22 ppm, also verestert (!}, enthilt.

Dass auch beim Vulgarobufotoxin der Suberoylarginin-Rest an C-3 haftet, konnte
ebenfalls auf enzymatischem Wege bewiesen werden. Herr Prof. T. Reichstein hatte
die grosse Freundlichkeit, uns ein Bufotoxin-Priparat, das in seinem Laboratorium
-aus dem Giftsekret von Bufo bufo bufo isoliert worden war [13], fiir enzymatische
Abbauversuche zu iiberlassen. Aus den erhaltenen sauren Anteilen wurde nach Ver-
esterung mit Atherischem Diazomethan der Methylester 19 des 3-O-Suberoyl-
bufotalins kristallin gewonnen. Dieser war identisch mit einem spéter durch Um-
setzen von Bufotalin mit Korksidureanhydrid und anschliessende Methylierung herge-
stellten Vergleichspriaparat [14]9).

Wie oben ausgefiihrt, wurden ausser 5 keine weiteren Bufotoxine rein gewonnen.
Hingegen konnten in enzymatisch abgebauten Bufotoxin-Gemischen die Athyl- bzw.
Methylester der Korksdurehalbester einer Reihe von Bufogeninen (siehe oben) nach-
gewiesen bzw. daraus isoliert werden. Der Umstand, dass bei der DC.-Analyse ein be-
stimmtes Bufogenin, seine Korksidureester sowie das dazugehorige Toxin nach Be-
sprithen mit konz. H,SO,-Athanol-{1:1) und Erhitzen dieselben Farbungen zeigen,
erleichterte den Nachweis bzw. die Identifizierung und das Trennungsverfahren sehr.

8  Wir danken Herrn Dr. O. Klemm von der Schweiz. Ferment AG. in Basel bestens fiir die Uber-
lassung dieses Priparates.
%) Die Fermentierungslésungen enthielten jeweils rund 13%, Athanol.
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Mangels Substanz haben wir darauf verzichtet, auch bei den {iibrigen Bufogenin-
korksiureestern die Verkniipfungsstelle exakt zu ermitteln. Es diirfte aber kaum ein
Zweifel dariiber bestehen, dass bei allen Bufotoxinen das Suberoylarginin wie bei 5
mit der HO-Gruppe an C-3 verestert ist, d.h. die gleiche Haftstelle am Steroidskelett
einnimmt wie die Zucker in den Steroid-Glykosiden, obwohl in letzter Zeit hier Aus-
nahmen beobachtet wurden [15].

Die Feststellung der Haftstelle des Suberoylarginin-Restes war bereits vor einiger
Zeit bekanntgegeben worden [16], und dieses Ergebnis wurde kiirzlich von japani-
schen Autoren bestitigt [17], die aus Ch'an Su die sauren 3-O-Suberoylester des

' . i
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Resibufogenins, Cinobufagins und Bufalins erhielten und als Methylester charakter:-
sierten, die sich als identisch mit den entsprechenden auf synthetischem Wege
bereiteten Estern erwiesen. Uber die Isolierung einer Reihe weiterer Korksiurehalb-
ester von Bufogeninen aus C#'an Su wurde bereits in einer Mitteilung dieser Reihe
berichtet [14].

Vor einigen Jahren ist das Dehydrobufotenin, das Wieland & Mitarb. erstmals [18]
aus dem Giftsekret der japanischen Kréte isoliert und als ein 5-Hydroxy-N, N-di-
methyltryptamin (mit Doppelbindung in der aliphatischen Seitenkette) angesehen
haben [19], von verschiedenen Arbeitsgruppen zur selben Zeit als cyclisches Betain
entsprechend Formel 25 erkannt worden [20] [21]. Da wir 25 im Laufe dieser Unter-
suchungen isolieren konnten, haben wir diese «Krétenbase» in ihre Diacetylver-
bindung iibergefiihrt; die dafiir schon vorgeschlagene Formel 26 [20] wird nun durch
das in der Figur wiedergegebene NMR.-Spektrum bewiesen.

Die Massen- und NMR.-Spektren wurden in den Laboratorien der F. Hoffmann-La Roche & Co.
AG., Basel, aufgenommen. Den Herren Dres. W. Arnold, A. Divscherl, G. Englert und W. Vetter sowie
den Herren P.Casagrande, B. Meier und W. Meister sei auch hier bestens fiir die Elementaranalyse
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bzw. fiir die Aufnahme und die Hilfe bei der Interpretation der Spektren gedankt. — Dem Schwei-
zerischen Nationalfonds zuv Fovderung dev wissenschaftlichen Forvschung danken wir fuir die Unter-
stiitzung dieser Arbeit.

Experimenteller Teil

Allgemeines. - Alle Smp. wurden auf dem Kofler-Block bestimmt und sind korrigiert. Fehler-
grenze bis 200° 4 2°, darliber ca. 4- 3°.

Abkiivzungen: DC. = Diinnschicht bzw. Diinnschichtchromatographie, Fr. = Fraktion(en),
Si0, = Kieselgel (zur Sdulenchromatographie «Merck» 0,05—~0,2 mm, zur DC. «Camag» mit 5%,
CaS0O,), M+ = Molekel-Ion, ML.. = Mutterlaugen(riickstinde).

Chromalographie: Als Losungsmittelsystem fur die DC. (analytisch und praparativ) wurde,
wenn nichts anderes angegeben, jeweils das System benutzt, das auch bei der Saulenchromato-
graphie der entsprechenden Gemische verwendet wurde. Die angegebenen Verhiltniszahlen fiir
Losungsmittelgemische bedeuten Volumenteile. Zur Sichtbarmachung der gewanderten Sub-
stanzen wurde erst mit konz. H,SO,-Athanol (1:1) bespriiht, anschliessend auf etwa 100-120°
erhitzt.

Nachweis des Argininvestes: Sa-positiv bedeutet: Die Losung der Substanz, auf Filterpapier
aufgetragen, wurde mit Sakaguchi-Reagens I (40 mg a-Naphtol, 20 ml Athanol, 16 g Harnstoff,
84 ml Wasser) bespriiht und im heissen Luftstrom getrocknet. Hierauf wurde mit Sakaguchi-
Reagens II (5 g NaOH, 95 ml Wasser, 0,66 ml Br,) bsepriiht, wobei sich ein rosaroter Fleck bildete.

Amnalytisches: Die Molekulargewichte wurden massenspektroskopisch mit dem MS 9 der Firma
AEI bei 70 eV und mit Direkteinlass bestimmt. Die NMR.-Spektren sind in CDCly mit Tetra-
methylsilan (= 0 ppm) als internem Standard aufgenommen. Die UV.-Spektren sind in 96-proz.
Athanol aufgenommen und in nm (&) angegeben.

Auftrennung der mit Athanol konservierten rohen Giftsekrete. — Vorreinigung. Es stan-
den 3alkoholische Suspensionen zur Verfiigung, die das Giftsekret von 100, 200 bzw.400 Kréten ent-
hielten. Sie wurden filtriert. (Der Riickstand der ersten Suspension wog nach dem Waschen mit
Athanol und Trocknen 8,2 g. Er gab mit 1-proz. NaCl eine opalisierende Loésung, die filtriert und
mit Athanol versetzt wurde. Der dabei gebildete Niederschlag wies keine nennenswerte Bufotoxin-
spaltende Wirkung auf.) Die filtrierten alkoholischen Lésungen, gesondert im Vakuum bei 35°
Badtemperatur eingedampft, ergaben 9,0 g, 12,8 g bzw. 28,0 g Riickstinde. Diese wurden einzeln
wie folgt aufgetrennt. Beispiel: 12,8 g wurden in Methanol-Chloroform geldst; die Losung wurde
an 300 g Hyflo Super Cel absorbiert, diese Masse mit 1000 g Seesand (mit Chloroform und Methanol
gewaschen) vermischt, bei 50° getrocknet und im Chromatographierohr nach dem Durchlaufver-
fahren mit den folgenden Lésungsmitteln extrahiert: 2 1 Ather: 917 mg Riickstand, Sa-negativ;
11 Ather-Chloroform-(4:1): 73 mg Riickstand, Sa-negativ; 2,51 Ather-Chloroform-(1:1): 680 mg
Riickstand, Sa-negativ; 3 1 Chloroform und 2 ] Chloroform-Methanol-(9:1) : total 9,88 g Riickstand,
Sa-positiv. ~ Sie Sa-positiven Rickstinde der einzelnen Chargen (7,47 g, 9,88 g und 20,85 g)
wurden vereinigt (total 38,20 g) und in Portionen weiter aufgetrennt.

Chromatographische Auftrennung dev Sa-positiven vorgereinigten Anteile (38,2 g). — Chromato-
graphie 1. 8,2 g wurden an 750 g SiO, mit Chloroform-Methanol-Wasser-(80:20:2,5) aufgetrennt.
Durchlaufgeschwindigkeit: 55 ml/2 Std., Saule 180x 3,5 cm. 0-1250 ml: 1560 mg, Sa-negativ.
1251-2000 ml: 195 mg, Sa-positiv, siehe Chromatographie 4. 2001-3600 ml: 2400 mg, Sa-positiv,
siehe Chromatographie 2. 3601-6900 ml: 970 mg (nicht untersucht).

Chyomatographie 2. Die 2400 mg Sa-positiven Anteile aus Chromatographie 1 wurden an 750 g
Si0, mit Aceton-Chloroform-Methanol-Wasser-(6:2:1:1) aufgetrennt. Durchlaufgeschwindig-
keit: 60 m1/20 Min., Sdule 180 x 3,5 cm. 0-2000 ml: verworfen. 2001-3600 ml: 240 mg Gemisch,
enthielt nach DC. 1 und 9. 3601-8100 ml: 1970 mg Gemisch, nach DC. zur Hauptsache 5 ent-
haltend, siehe Chromatographie 3.

Chromatographie 3: Isolierung von 5 und Bereitung von 27. Die 1970 mg Gemisch aus Chro-
matographie 2 wurden an 750 g SiO, mit Chloroform-Methanol-Wasser-(80:20:2,5) aufgetrennt.
Durchlaufgeschwindigkeit: 20 ml/Std., Fr. zu 20 ml, Sdule 180x 3,5 cm. Fr. 1-197: 30 mg, ver-
worfen. Fr. 198-215: 270 mg Gemisch, aus 80-proz. Athanol 190 mg 5, das nach DC. noch etwas
1 enthielt. Fr. 216-274: 920 mg, aus 80-proz. Athanol 570 mg reines kristallines 5 vom Smp.
174-179°; [}t = +24° 4 2° [in Chloroform-Methanol-(1:1)]; 4., 300 (5450).

max

CyeHgoN,Op (712)  Ber. C 64,02 H 7,92 N 7,86% Gef. C64,19 H 791 N 7,90%
138
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Fr. 275-292: 110 mg, aus 80-proz. Athanol 40 mg Kristalle, nach DC. Gemenge von 5 und 13.
Fr. 293-500: 268 mg, nach DC. Gemisch aus 5, 13 und 21.

100 mg 5 wurden in 4 ml einer filtrierten Mischung aus Methanol, gesdttigter wisseriger
KHCO4-Losung und Acetylaceton (1:1:2) 16 Std. auf 50° erwdrmt. Nach dieser Zeit war die
Lésung nur noch schwach Sa-positiv. Sie wurde 6mal mit Chloroform ausgeschiittelt, und die ver-
einigten Chloroformausziige bei 20°/0,1 Torr eingedampft: 110 mg. Diese wurden in wenig Metha-
nol gelost, mit dtherischer CH,N,-Lésung versetzt, im Vakuum zur Trockene gebracht undan75g
Si0, (Sdule 70% 2,5 cm) mit Chloroform-Isopropanol-(9:1) chromatographiert. Durchlaufge-
schwindigkeit: 15 ml/Std., Fr. zu 15 ml. Die Fr. 13-18 gaben 40 mg Riickstand, der 2mal durch
priparative DC. mit dem System Essigsdure-dthylester (mit Wasser gesattigt) und 1mal mit dem
System Aceton-Benzol-Petroldther-(1:1:1) von den hauptsichlich unpolareren Nebenprodukten
befreit wurde. Es wurden 12 mg amorphes 27 erhalten. M+ = 790 = C,,H,,N,O,.

Chromatographie 4. Die Sa-positiven 195 mg der Chromatographie 1 sowie 80 mg ML. der
Kristalle aus Fr. 198-215 von Chromatographie 3 wurden vereinigt und an 200 g SiO, mit Chloro-
form-Methanol-Wasser-(80:20:2,5) chromatographiert. Durchlaufgeschwindigkeit: 15 ml/Std.,
Fr. zu 15 ml, Sdule 100 x 2,6 cm. Fr. 1-16: verworfen. Fr. 17-37: 100 mg, nach DC. 1 neben wenig
5. Fr. 38-70: 130 mg Gemisch, nach DC. 1 und 5 (etwa 1:1). Fr. 71-80: 18 mg Gemisch, nach DC.
5 neben wenig 1.

Chromatographie 5: Isolievung von 25. 9,88 g vorgereinigtes Sa-positives Gemisch wurden an
750 g SiO, mit Chloroform-Methanol-Aceton-Wasser-konz. NHg-Losung-(20:10:60:10:2) chro-
matographiert. Durchlaufgeschwindigkeit 30 ml/30 Min., Fr. zu 30 ml. Sdule 180 x 3,5 cm. Fr.
1-25 verworfen. Die Fr. 26-81 gaben beim Eindampfen 75 mg kristallines 25, Smp. ca. 240° (Zers.).
Die ML. waren Sa-negativ und wogen 1,1 g. Die Fr. 82-94 wurden nicht weiter untersucht. Fr.
95-157: 5,5 g Sa-positives Gemisch, sieche Chromatographie 6. Fr. 158-192: 3,37 g Sa-positives
Gemisch, siehe Chromatographie 7. Die weiteren Eluate wurden nicht weiter untersucht.

Chyomatographie 6: Isolierung von 25 und 5. Die 5,5 g Gemisch aus Chromatographie 5/Fr.
95-157 wurden an 750 g SiO, mit Chloroform-Methanol-Wasser-(80:20:2,5) chromatographiert.
Durchlanfgeschwindigkeit 20 mi/Std., Fr. zu 20 ml, Siule 180X 3,5 cm. Fr. 1-39 wurden ver-
worfen. Fr. 40-53: 430 mg, Sa-negativ. Fr. 54—144: 210 mg, nicht weiter untersucht. Fr. 145-151:
50 mg, Sa-positiv. Aus den Fr. 152-179 wurden beim Eindampfen 82 mg kristallisiertes 25 erhalten
und 1,0 g ML., Sa-positiv. Fr. 180-186: 240 mg, Sa-positiv. Fr. 187-210: 800 mg, Sa-positiv;
aus 80-proz. Athanol 460 mg kristallisiertes 5. Fr. 211-380: 1,85 g, Sa-positiv, nicht weiter unter-
sucht.

Chromatographie 7. 3,37 g Sa-positives Material der Chromatographie 5/Fr. 158-192 wurden
an 750 g SiO, mit Chloroform-Methanol-Aceton-Wasser-konz. NHg-Losung (20:10:60:10: 2) chro-
matographiert. Durchlaufgeschwindigkeit 25 ml/30 Min., Fr. zu 25 ml, Siule 180x 3,5 cm. Fr.
1-52: 1,32 g, Sa-negativ, nicht weiter untersucht. Fr. 53-93: 410 mg, Sa-positiv, nicht weiter
untersucht. Fr. 94-117: 220 mg, Sa-positiv, sieche Chromatographie 8. Die Fr. 118-159 (290 mg,
Sa-positiv) und 160-230 (450 mg, Sa-negativ) wurden nicht weiter untersucht.

Chromatographie 8. Die Eindampfriickstinde der Fr. 94-117 von Chromatographie 7 wurden
an 70 g SiO, mit Chloroform-Methanol-Wasser-(80:20:2,5) chromatographiert. Durchlauf-
geschwindigkeit 15 ml/30 Min., Fr. zu 15 ml, Saule 70x 2,5 cm. Fr. 1-40: 115 mg, Sa-negativ,
nicht weiter untersucht. Fr. 41-59: 20 mg, Sa-positiv, nach DC. 5. Fr. 60-78, 24 mg: Sa-positiv,
nach DC. 5 und 13 (etwa 1:1). Fr. 79-97: 27 mg, Sa-positiv, nach DC. 13 und wenig 5. Fr. 98-115:
17 mg, Sa-positiv, nicht weiter untersucht.

Enzymatischer Abbau der Bufotoxine und Beschreibung der isolierten Substanzen. -
Fiir diesen Abbau wurden 5 mg Substanz, in 1 ml 80-proz. Athanol geldst, mit einer Suspension
von 5 mg Pankreaslipase®) in 5 ml 1-proz. NaCl-Losung versetzt und 18 Std. bei 37° geriihrt.
Hierauf wurde mit 2N HCl angesduert und 3mal mit Chloroform extrahiert. Die organischen
Phasen wurden jeweils 1mal mit 2n HCI, 2mal mit 28 Na,CO4-Losung, 1mal mit Wasser gewa-
schen, iiber Na, SO, getrocknet, filtriert und im Vakuum eingedampft: Neutralteil = Bufogenine
und Bufogenin-korksaure-dthylester. Die alkalischen Ausziige wurden mit 25 HCl angesiuert und
3mal mit Chloroform ausgeschiittelt: saure Anteile = Bufogenin-korksdurehalbester.

2 und 3 aus rohem 1. 90 mg 1, das nach DC. wenig 5 enthielt (sieche Chromatographie 4, Fr.
17-37), gaben nach Fermentierung 64 mg neutrale und 20 mg saure Anteile. Die neutralen Anteile
wurden an 50 g SiO, mit Essigsiduredthylester-Chloroform-Petroldther-(70:15:15) aufgetrennt,
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wobei 39 mg eines Gemisches erhalten wurden, das 2 angereichert enthielt. 2 konnte durch pripa-
rative DC. (Schichtdicke 2 mm, mit 0,5% Leuchtpigment ZS Super « Riedel de Haén») rein erhalten
werden. Aus Methanol-Ather Kristalle vom Smp. 104-108°. M+ = 568 = C4,H0,. — Die sauren
Anteile (20 mg) wurden in einigen Tropfen Methanol gelést und mit dtherischer Diazomethan-
lssung verestert. Nach Vortrennung des rohen Esters 3 an 30 g SiO, mit Essigsdureidthylester-
Chloroform-Petrolather-(70:15:15) und anschliessender priparativer DC. konnten 10 mg 3 (aus
Methanol-Ather) vom Smp. 115-118° (Sint. bei 57°) isoliert werden. M+ = 554 = C4qH,40,.

Nachweis von 12 und 4, 10 und 2 sowie 11 und 3 aus einem Gemisch von 1 und 9. 10 mg des
Gemisches von 1 und 9 aus Chromatographie 2 wurden fermentiert. Der Neutralteil enthielt nach
DC. neben Bufalin (12) und Resibufogenin (4) [System Essigsdureidthylester-Petrolather-(2:1)]
die 12 und 4 entsprechenden Korksiure-ithylester 10 (siche weiter unten) und 2 [System Essig-
siureithylester-Petrolather-(1:1)]. — Die sauren Anteile wurden mit Methanol verfliissigt, mit
atherischer CH,N,-Losung methyliert und durch priparative DC. [Essigsiureédthylester-Chloro-
form-Petroldther-(70:15:15)] aufgetrennt. Es konnte dabei nur amorphes 11 isoliert werden, das
nach DC. und MS. noch 3 enthielt. M+ = 556 = C3,H,;O,.

10, 6 und 8 sowie 7 aus Gemisch von 9 und 5. 580 mg ML. aus den Fr. 216-274 und 187-210
der Chromatographien 3 bzw. 6 wurden fermentiert. Den Neutralteil (317 mg) chromatographierte
man an 200 g SiO,; Eluierungsmittel: Essigsiureithylester-Chloroform-Petrolather-(70:15:15)
(Sdule 100 x 2,0 cm). Fr. 1-36: nicht weiter untersucht. Fr. 37-38: 12 mg, aus Aceton 6 mg 10 vom
Smp. 128-138°; 4, .. 300 (e = 5500); M+ = 570 = Cy,H,O,. Fr. 39: 6 mg Gemisch, nicht weiter
untersucht. Fr. 40—44: 125 mg, aus Aceton-Ather 76 mg Kristalle (Prismen) von 6 vom Smp.
138-142°; 4., 300 (e = 5800); el = +23° 4 2° (in Chloroform); M+ = 584 = Cg,H,iO4; NMR.:
C(3)-aH = 5,22 ppm, C(18)-3H = 0,78 ppm, C(19)-3H = 1,01 ppm, Athyl = 4,10 ppm (Quartett
7 Hz = CH,) und 1,23 ppm (Triplett 7 Hz = CH;). Fr. 45-98: kein Ruckstand. Fr. 99-128:
74 mg, aus Chloroform-Aceton-Ather 40 mg 8 vom Smp. 218-222° (Sintern ab 212°), keine Smp.-
Depression mit authentischem 8 [22]. — Die sauren Anteile der Fermentierung (135 mg) wurden an
80 g SiO, vorgetrennt. 1800 ml Essigsduredthylester-Petrolather-Chloroform-(70:15:15) eluierten
total 8 mg Substanz (verworfen). 2800 ml Chloroform-Isopropanol-(9:1) lésten 96 mg Gemisch
von der Saule; 60 mg davon wurden in Methanol-Ather mit iiberschiissigem #dtherischem CH,N,
methyliert und an 50 g SiO, mit Essigsiureithylester-Petroldther-Chloroform-(70:15:15) chro-
matographiert (Sdule 70 x 2,5 cm), Durchlaufgeschwindigkeit 5 m1/30 Min., Fr. zu 5 ml. Fr. 1-23:
9 mg Gemisch, nicht weiter untersucht. Fr. 24-27: 29 mg, aus Aceton-Ather 12 mg Kristalle von
7, Smp. 103-112°; 4, .. 300 (¢ = 5150); M+ = 570 = C,3H40;.

Enzymatischer Abbau von Acetylmarinobufotoxin, 3-0-Acetyl-marinobufagin und Bufotalin (20).
Je 5 mg rohes Acetylmarinobufotoxin (5 mg 5 in 20 Tropfen Pyridin und 5 Tropfen Essigsiure-
anhydrid 16 Std. bei 20° acetyliert, nach DC. [Chloroform-Isopropanol-(9:1) und Essigsdureédthyl-
ester-Petrolather-Chloroform-(70:15:15)] einheitlich und frei von 5), 3-O-Acetyl-marinobufagin
und Bufotalin wurden fermentiert. Dabei blieben die beiden zuletzt genannten Bufadienolide
unverindert, wihrend im Reaktionsgemisch von Acetylmarinobufotoxin durch DC. (mit obigen
Systemen) Marinobufagin (8), aber kein 3-O-Acetyl-marinobufagin nachweisbar war.

Enzymatischer Abbau von vohem Telocinobufotoxin 13. 27 mg Substanz aus den Fr. 79-97 der
Chromatographie 8 wurden fermentiert. Den Neutralteil, der nach DC. u. a. aus Marinobufagin (8)
und vor allem Telocinobufagin (16) bestand, trennte man durch praparative DC. [Essigsidure-
dthylester-Chloroform-Petrolither-(70:15:15)]. Dabei konnte 16 in Kristallen erhalten werden.
Smp. 150-156°/200-204° (aus Chloroform-Ather); Misch-Smp. mit authentischem Telocinobufagin
[23] (Smp. 146-148°/200~-205°): 147-156°/200-206°. ~ Die sauren Anteile trennte man nach der
Veresterung mit dtherischem CH,N, durch priparative DC., zunichst im System Essigsdureithyl-
ester-Chloroform-Petroliather-(70:15:15), dannim System Essigsiureithylester-Petroldther-(2:1).
Der Telocinobufagyl-methyl-korksiureester (15) (unrein) blieb amorph. M+ = 572 = CygH,O.

20, 18 und 19 durch enzymatischen Abbau von Vulgarobufotoxin (17) {13]. 10 mg 17 (Priparat
Prof. Reichstein) wurden fermentiert. Der Neutralteil enthielt nach DC. [Essigsaureathylester-Pet-
rolather-(2:1)] Bufotalin (20) und [Essigsiureithylester-Petrolither-(1:1)] Bufotalyl-athyl-kork-
siureester (18). 18 konnte durch priaparative DC. [Essigsiureithylester-Petrolather-(1:1)] rein
erhalten werden, blieb aber amorph. M+ = 628 = C,gH;,0,. — Die sauren Anteile wurden in wenig
Methanol geldst, mit dtherischem CH,N, verestert, und 19 durch praparative DC. [Essigsaure-
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ithylester-Petrolather-(1:1)] isoliert. Der Riickstand gab aus Aceton-Ather Kristalle von 19,
Smp. 153-170°; M+ = 614 = Cy;;H,O,.

Enzymatischer Abbaw des « Rohbufoloxinsy (Priparat Prof. T. Reichstein). 15 mg «Rohbufo-
toxin» (nach DC. [Chloroform-Methanol-Wasser-(80:20:2,5)] aus 13 und 21 nebst weiteren Sub-
stanzen bestehend) wurden fermentiert. Aus dem Neutralteil konnte durch préiparative DC.
{Essigsdureithylester-Petrolither-(2:1)] amorphes Hellebrigenin (24), das noch etwas Telocino-
bufagin (16) enthielt, isoliert werden. M+ = 416 = CyH;,0,. Die sauren Anteile wurden in wenig
Methanol mit dtherischem CHyN, verestert und durch priparative DC. [Essigsdureithylester-
Petroldther-(1:1)] aufgetrennt. Der dabei isolierte amorphe Hellebrigenyl-methyl-korksaureester
(23) enthielt nach DC. [Essigsduredthylester-Petroldther-(1:1)] und MS. noch etwas Telocino-
bufoginyl-methyl-korksadureester (15). M+ = 586 = Cy3H,40,.

25. Beim Eindampfen der vereinigten Fr. 26-81 von Chromatographie 5 fielen 75 mg Kristalle
aus, die bei etwa 240° (Zers.) schmolzen, in Chloroform, Methanol, 28 NaOH, 2~ HCl unldslich
waren, in 80-proz. Athanol aber in Losung gebracht werden konnten. Apax 225 (25250) ; 295 (4580)
(siehe hierzu [24]). M+ = 202 = C,H;;N,O.

Acetylverbindung 26 aus 25. 30 mg 25 wurden in 1 ml Pyridin und 0,7 ml Essigsdureanhydrid
50 Min. auf 140° erhitzt. Hierauf wurde im Vakuum eingedampft, der Riickstand in Chloroform
aunfgenommen, mit 2N HCl und Wasser gewaschen (!}, iber Na,SO, getrocknet, filtriert und im
Vakuum verdampft. Der Riickstand gab aus Aceton-Ather leicht zersetzliche Kristalle von 26,
die nach DC. [Essigsduredthylester-Petroldther-(1:1)] einheitlich waren. Smp. 132-134° (Smp.
nach [24]:140-141°). 2_ . 215 (21700); 240 (25100); 273 (8400} ; 333 (7450). NMR .-Spektrum siche
Figur. M+ = 288 = C;;H{N,0,.

Pikvat von 25. 10 mg 25 wurden in 80-proz. Athanol gelst und mit einer gesittigten, salz-
sauren, wasserigen Pikrinsdureldsung versetzt. Beim Einengen der Losung fielen gelbe Kristalle
des Dehydrobufoteninpikrates aus. Smp. 92-106°/180-186° (Smp. nach [19]: 186°).
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