DIE CHEMIE

(Angew. Chemie, Neue Folge)

86. Jahvgang, Nv. 13/14, Seiten §3—98, 3. April 1943

Die Krétengifte

Neuere Ergebnisse der chemischen und pharmakologischen Forschung

HANS BEHRINGER
Miinchen

Von Dv.
Chewmisches

yev. nat.

Inhalt, (23
tubion der basischen und herazwirksamen Krotengifte. — Pharmakologie der Krétengifte.
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Unter den tierischen Giften nehinen die des Krétenhautsekrets
eine ganz besondere Stellung ein. Wihrend die meisten
Giftstoffe tierischer He1kunft eiweililinliche Natur haben oder
doch in naher Beziehung zu Aminosiuren stehen, findet sich
in den Hautdriisen der Kréten neben solchen, die chemisch
dem Tryptamin nahestehen, eine Reihe stark auf das Herz
wirkender Prinzipien, die sowohl ihrem chemischen Bau als
auch ihrer pharmakologischen Wirkung nach mit den pflanz-
lichen Herzgiften der Digitalis-Giuppe, im besonderen it
denen der Meerzwiebel verglichen werden miissen.

Geschichtliches.

Der Glaube an die Giftigkeit der Kréten ist uralt. Wie so oft,
hat man auch hier schon frith die Giftwirkung mit einer Heilwirkung
in Verbindung gebracht, und so finden sich seit jeher im Heilschatz
vieler Volker allerlei Krotenarzneien. In einem medizinischen Iehr-
gedicht beschreibt der griechische Arzt und Dichter Nikander') (um
150 v. Chr.) die Wirkung eines ,,Krotentrankes®, die sich u. a. auch
auf Herz und Atmung (1) erstreckt haben soll. Auch bei Dioskurides?)
gelten die Kréten als sehr giftig, und man findet dort eine dhnliche
Schilderung der Giftwirkung. Kréten dienen ihm aber auch schon
zur Arzneibereitung. Bei Plinius®) und den spiteren Kompilatoren?)
treten solche empirisch-rationalen Ziige fast vollstindig zuriick. In
diesen Wundergeschichten und abenteuerlichen Begebenheiten
spielen fast nur noch die den Kréten und ihrem Gift zugeschriebenen
ddmonischen und zauberischen Krifte cine Rolle. Das ganze Mittel-
alter hindurch galt die Kréte als Hexen- und Teufelstier, als Krank-
lleitsddmon, als Symbol des Geizes und Neides. FEtwas niichterner
werden die Berichte erst wieder im 16. Jahrhundert. A. Paré®) teilt
einige nicht unglaubhafte Vergiftungsfille durch Krétengift mit,
bei denen wieder die aufgetretenen Zirkulations- und Atmungs-
storungen auffallen. Im 17, und 18, Jalhirhundert werden ganz allge-
mein in den offiziellen Arzneibiichern und Dispensatorien ,,Bufones
exsiccati’’, getrocknete Krotenhiute und XKrétenpulver gefiihrt.
Vor Linfithrung der Digitalis durchh Withering wurden sie als harn-
treibendes Mittel bei Wassersucht, gegen Nasenbluten und gegen
viele andere Leiden gebrauchtf). Noch bis 1829 soll Kroétenpulver
innerlici und duflerlich gegeben worden sein. Auch in der chinesi-
schen Medizin wird Krotengift schon lange verwendet. In dem
alten Arzneibuch Pen-ts’ao kang muh (1596) 7 wird das eingetrocknete

¥ift chinesischer Kréten, Ch’an Su oder Senso genannt, das diese
Kréten beim Reizen sezernieren, als Mittel gegen Krebs, offene
Wunden, Entziindungen usw. beschrieben. Ch-an Su wird lieute
noch in China hergestellt und verwendet.

Die ersten Tierversuche mit Krétengift machte Lawurentins®)
(1768). Bei Hunden beobachtete er Erbrechen und Speichelflufl.
Gemmainger®) glaubte, die Wirkung des Giftes mit der von Strychnin
vergleichen zu kénnen. Erst Vulpiani®) bemerkte neben einer Brech-
und Krampfwirkung des subkutan an Meerschweinchen und Hunde
verabfolgten Krotenhautsekrets eine spezifische Wirkung auf das Herz.
Frosche starben nach systolischem Herzstillstand, und er stellte
auch fest, dafl die Krdte gegen ihr cigenes Gift sowohl als auch
gegeniiber Digitalis-Substanzen sehr widerstandsfihig ist. Fornaral?)
war der erste, der auf Grund seiner Beobachtungen ausdriicklich
anf die den Digitalis-Stoffen duBerst dhnliche Wirkung des Kréten-
gifts hinwies. Auch alle spiteren pharmakologischen Untersuchungen,
die sich mit den Giften der echten Kréten befaliten, so von Kobert,
Phisaliz u. Bertrand'?), Gidon und vor allem von H. St. Faust'),
dann auch von Krakow u. Novare'?) haben ergeben, da} die Wirkung

1 " Adefisoppaxa, lbersetzt von Jacques Grévin in  Deux livres des venins®, Anvers 1558,

) llegl (tn85Awy, iibersetat von Amt. dw Pinet, Lyon 1680.

3) Hist. nat. lib. 8, 48; 82, 18.

4} Eine sehr vollstiindige Besprechung der alten Literatur findet sich bei U, dldrovandi,
De quadruped. digitatis lib. IT p. 607, ed. Barth. Ambrosinus, Bononae 1658,

%) Oeuvres complétes, ed, 1. F, Malgaigne, Paris 1841.

8) Joh. Chr. Schroder, Pharmacopoea medico-physica, Niirnberg 1685, und Samuel Dale,
Pharmacologia seu manuductio ad mat. med., ed. London 1751.

7y 8. C. Li, Pen-t8’a0 kang muh 1596, Kap. 42.

¢) Specimen medicum etc., Vienne 1768, p. 113.

%) Ilustr. Mediz. Ztg., herausg. vou Eubner, Bd. I, 355 [1852].

19) O, R. Béances Soc. Biol, Filiales Associées 8, 133 [1854]; 7, 90 [1855]; Mém. Soc. Biol.
1856, 122. 1) J. de Thérapeut. 4, 882, 929 [1877].

2y C. R.Séances Soc. Biol. Filiales Associées 45, 474 [1893]; 54, 932 [1902]. Bei M. Phisaliz:
Animaux venimeux et venins, B. Mason, Paris 1922, Vol, 11, findet man di. meiste
iltere Literatur.

1%) Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 47, 279 [1002]; 49, 1 [1902].

1) 0. R. Séances Biol, Filiales Assocides 87, 824 [1022]; 88, 371 [1923].
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der Krotengiftstoffe mit der der pflanzlichen Herzgifte der Digitalis-
und Strophantus-Gruppe iibereinstimmt. In letzter Zeit haben sich
Gessner'®) und besonders K. K. Chen u. 4. L. Chen'®) um die Pharnia-
kologie der Krétengifte verdient gemacht. Handowvsky'), und seit
kurzem Raymond-Hdmet'8), haben sich mit den basischen Giften des
Hautsekrets beschéftigt.

Die ersten chemischen Untersuchungen {iber Krotengift
stammen von Pelletier'?). Sie haben sich, wie auch die spiteren von
Fratiolet 1. Cloez?®), Calmets®), sowie von Calmels®?), der glaubte,
im Krotenhautsekret Methylcarbylamin und Isocyanessigsdure ge-
funden zu haben, nicht bestitigen lassen. Den ersten tatsichlichen
Fortschritt verdankt man E. St Fawust'®), dem es gelang, ein zwar
amorphes, aber stickstoff-freies Prinzip init starker Wirkung auf
das Herz zu isolieren. FEr hat auch als erster die Vernmutung aus-
gesprochen, dafl die stickstoff-freien Krotengifte ihrer Struktur nach
in die Klasse der Sterine und Gallensiduren gehdren., Das erste ein-
wandfrei charakterisierte und kristallisierte herzwirksame Kroten-
gift gewannen Abel u. Macht?®) 1912 von der siidamerikanischen
Kréte Bufo marinus. Kurz darauf berichteten Wieland u. Weil24)
iiber die Isolierung des kristallisierten Bufotalins aus den Haut-
driisen der einleimischen FErdkrote. Auch weiterhin waren die
Arbeiten Wielands sowolil fiir das Gebiet der Krotenherzgifte als
auch fiir das der basischen Giftstoffe, deren erster von Handovsky!?)
in kristallisierter Form erhalten wurde, richtunggebend. Mit den
Giften der asiatischen Krotenarten und den Inhaltsstoffen der
chinesischen Droge Senso befafiten sicll die Japaner Shimizes?),
Kodama®®) und vor allem Kotake?®). In Amerika bearbeiten Jensen
und die beiden C'hen?®), in letzter Zeit auch Deulofeu?®) und Slotta®?),
neben Senso in erster Linje die Gifte der in Nord- und Siidamerika
vorkommenden Krotenarten,

Die Zusammensetzung der Krdétenhautsekrete.

Die herzwirksamen und basischen Giftstoffe finden sich
bei den Kréten in bestimmten Hautdriisen, die sich histologisch
von den iiber die ganze Korperoberflache verteilten Schleim-
driisen untersclieiden. Die eigentlichen Giftdiiisen sind meist
zu groleren, warzenférmigen Driisenhaufen vereinigt. Z. B.
finden sich in der Ohrgegend besonders grole solcher Driisen-
pakete, die man ,,Ohrdriisen’’ oder Parotoiden nennt. Wihrenc
die Sekretion der Schleimdriisen willkiirlich vom Tier be-
einfluit wird, kann es das Sekret der Giftdriisen sozusagen
nur durch ,,fremde Hilfe"’, z. B. mit einer Pinzette, ausscheiden.
Die Kréten sind also durchaus passiv giftige Tiere.

Man kennt iber 130 Arten der Gattung Bufo, die mit
Ausnabme Australiens iiber alle Erdteile verbreitet sind. Von
ihnen sind bis jetzt die in Tab. 1 verzeichneten Arten bzw.
Unterarten chemisch und pharmakotogisch untersucht wordemn.
In dieser Tabelle sind auch alle im Hautsekret dieser Kréten
nachgewiesenen toxisch witkenden Stoffe zusanumengestellt.
Wie man sieht, komumen in den meisten Fallen zwei bzw.
drei verschiedene Klassen von Giftstoffen vor:

1. diestickstoff-freien herzwirksamen Bufogenine oder Bufa-
gine und ihre Paarlinge mit Korksinre und Arginin, die
sog. Bufotoxine, und

2. die Basen vom Typus des Bufotenins, Bufotenidins
und Dehydrobufotenins nund das schwefel-haltige Bufo-
thionin, die sich alle vom Tryptophan ableiten, und auBer-
dem noch Adrenalin.

%) Naunyn-Schmiedebergs Arch, exp, Pathol. Pharmakol. 118, 343; 118, 325 [1926];
8.-B. Ges, Beford. ges. Naturwiss. Marburg 61, 138 {1026].

1%) J. Pharmacol. exp. Therapeut. 49, 561 [1933] und friiher.

7) Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 88, 138 [1920].

) C. R. Séances Soc. Biol. Filiales Associées 85, 1414 [1941]; C. R. hebd. Séances Acad.
Seci. 214, 506 [1942). ') J. Méd. Chir. Pharm. ete. 40, 75 [1817].

2) C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 32, 592 [1851]; 34, 720 [1852].

21y Zitiert bei Lutembacher, FuBinote 85.

) 0. R. hebd. Séances Acad. Sci, 98, 536 [1884].

23) J. Pharmacol. exp, Therapeut. 4, 319 [1912].

) Ber. dtsch. chem. Ges, 48, 3315 [1913].

%) Acta Scholae med. Univ. imp. Kioto 3, 299 [1920]; 4, 213, 355 [1021/1922].

) Sci. Pap. Inst. physic. chem. Res. 35, 419 [1939] uud {friiher,

) J. Amer, chem. Soc. 59, 767 [1937] und friher,

*) Hoppe-Beyler’s 2. physiol. Chem, 237, 171 [1935]; Liebigs Ann. Chem, 534, 288 [1938];
Nature [Paris] 145, 671 [1940]. #) Mem, Tnst, Butantan 11, 89, 101 [1937]
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Daneben finden sich in den meisten Hautdriisensekreten Chole-
sterin, begleitet von Provitamin D), Phytosterined), manchmal
auch Ascorbinsiure, Glutathion®) u. a. Aus den d&lteren toxi-
kologisch-chemischen Untersuchungen von Phisaliz'?), Flury®?) und
anderen an den Hautsekreten der Frosche, der Geburtshelferkréte,
der Unken und einiger anderer schwanzloser Amphibjen geht iiber-
einstimmend hervor, dall diese Anuren keine Genine oder Toxine
produzieren. Gessner'®) hat diese Frage in letzter Zeit erneut ge-
priift. Er kommt fiir die von ihm untersuchten in Deutschland
heimischen Amphibien, die nicht zu den echten Kréten gehéren, zu
dem Ergebnis, daBl die wirksamen Bestandteile in ihrem Haut-
sekret keine mit den Digitalis-Stoffen vergleichbare pharmakologische
Wirkung ausiiben, sondern daf} es sich dabei um saponin-artige Sub-
stanzen, EiweiBabbauprodukte, Hamolysine und Agglutinine han-
delt, die umgekehrt im Driisensekret der echten Kréten fehlen. Bei
einem stidafrikanischen Krallenfrosch, Xenopus laevis, hat Jensen®?)
aus dem Hautsekret die Base Bufotenidin als Flavianat isolieren
konnen, dagegen gelang esihmnicht, Genine oder Toxine nachzuweisen.

Tabelle 1.

Krotenart und Aus dem Hautsekret wurden isoliert Bearbeiter
Vorkommen Basische Gifte (A); Herzgifte (B) earbelter
Bufo A, Bufotenin Gy, H;(ON,, F. 14{° Handovsky'?)
vulgaris Pikrat, F. 178°, Oxalat F, 94°
Laur, Bufotenidin als Pikrat Wieland u. Mitarh.?7,3%)
Europa, Nord- C3H30N, - GgH,0,N;, F. 198°
asien und Nord-
westafrika B. Bufotalin C,gH,0,, F. 224° Wieland u. Mitarh,2s, 5, 4)
46,36,35)
Bufotalidin C,,H,,0,, F. 228° Dieselben 46, 38)
Bufotalinin Cy,H,;,0,, F.233° Dieselben 45,36)
Bufotoxin C,aHy404" 1 H, O Ny, Dieselben 39, 3%)
Zers.-P. 204°
Bufo A, Bufotenin als Flavianat, F. 187° Jensen u. Chen™,3%)
formosus Bufotenidin als Flavianat, F.200° Chen, Jensen u. Chen®®)
Blgr. Bufothionin C,,,,N,80,, F. 249° Wieland u. Vocke'?)
Japan Adrenalin ¢ H,,NO,, F. 211¢ Chen, Jensen u. (hent®)
B. Gamabufotalin(Gamabufagin, Gatna- | Kotakess), Wieland u.
bufogenin) C,,H,,0;, F. 262° Vocket®), Chen, Jensen
u. Chenf®, )
Bufotalin (Gamabufalin), ¥. 224° Kotake?$), Kondo u.
0hno®?)
Gamabufotoxin CggHyg0,N,- 11,0, Wieland u. Vocke*®), Chen |
Zers.-P. 210° Jensen u. Chen®®)
Bufo A, Bufotenin als Pikrat, F. 178° Deulofeu u. Mitarb,*®)
marinus (L) Dehydrobufoteninals Pikrat, I, 189° | Jensen u. Chen™)
(Bufo Cy,H,,0N, C,H,O,N, Slotte u, Mitarb,?)
paracnemis ?) Adrenalin, F. 211° Abel u, Macht®®), Deulo-
Westindien, ’ feu®®)
Mexiko,
Zentral- und B, Marinobufagin GyIl,,0;, T. 212 bis | dbel u. Mackt®), Jensen??)
Siidamerika 218°
Marinobufagin Cp,HgO4, ¥. 2056—208°? | Slotta u. Mitarh.2)
Marinobufotoxin CuH;e0Ny - H,O, | Jensen u. Chen®)
Zers.-P, 204--205°
Bufo A. Bunfotenin als Pikrat, F. 178° Wieland u. Mitarh,3)
arenarum Dehydrobufotenin als Flavianat, | Jensen u. Chen™®)
Hensel P. 265°, und als Pikrat, T, 182°
Argentinien, Bufothionin, ¥, 249°
Uruguay, Adrenalin, ¥, 210° Jensen®®), Deulofen?)
Siidbrasilien
B. Arenobufogenin Gy HyqO4, F. 252° Wieland u. Mitarb.35)
Arenobufagin Cy,H,04, F. 220° Chen, Jensen u. Chendt, %)
Arenobufagin C,,Hs,04, F. 2329 Deulofen?®)
Arenobufotoxin CgH;O,\N,, F. 204° | Wieland u, Mitarb %)
Arenobufotoxin OHeo0;Ny, Zers.- | Chen, Jensen u. Chen3?)
P, 194—195°

Terner wurden noch bei [olgenden Arten Genine (), Toxine (T}, Baxen (B)

Bufo regularis Reuss

oder Adrenalin (A) gefunden:

......... (G, T, B, A) | Bufo alvarius Gtirard

......... (B, 17)

Bufo viridis Lanr, (G T, B Bnfo mauretanicus Schl, . o)
Bufo valliceps Wgm. .. (G, B,T) Bufo lentiginosus (Shaw) Subspece:
Bufo quercicus Holbr. ........ @, B) Bufo L. fowleri Putn, ..... ... . (G¥.T. 1)

Bufo melanostictu:

s Schneid ... (&)

Bufo 1. americanns Lec,

Giftige A. Bufotenidin als Flavianat, . 200° | Wieland u. Mitarh.37)
Inhaltsstoffe als Pikrat, F. 198°
der Debydrobufotenin als Pikrat, Jensen u, Chen™)
Chinesischen F. 183° bis 184°
Droge Ch'an Su Adrenalin, F, 2120 Chen, Jensen u, Chen™)
(Senso)

B. Cinobufagin C,H,0,, I\ 212°
Cinobufotalin Cpgt0,, F. 249°
Gamabufotalin CyHgO;, F. 262°
(Pseudo-desacetyl-bufotalin CyH,,0,%,

amorph)
Cinobufotoxin C;H0.5N,?
(CioHggOuNy), Zers.-P. 200°

Kotake u, Kuwada®®)
Tschesche u. Offet?, o)
Kotake u. Kuwada®®)
Kondo u. Ohne®?)

Chen, Jensen u. Chen™)

Wie Tab. 1 zeigt, finden sich die basischen Giftstoffe

stets in mehreren Arten. Dagegen fillt die Artspezifitat der
Genine und Toxine auf. Bis heute ist nur ein sicherer Fall
bekannt, wo das gleiche Genin im Sekret zweier verschiedener
Arten aufgefunden wurde: Bufotalin, das Hauptgift unserer
einheimischen Erdkréte, ist auch bei der japanischen Krote
Bufo formosus aufgefunden worden. Ofter finden sich im
Hautsekret einer Krotenart mehrere Genine, die dann, je
nach Menge, als Haupt- und Nebengift unterschieden werden

Dagegen gelang es nie, mehrere Toxine bei ein und derselbett
Krotenart aufzufinden. Der Fall Bufo arenarum, fiir den
Chen, Jensen u. Chen®t) und Wieland u. Mitarb.3%) zwei ver-
schiedene Toxine aufgefunden haben, mufl noch offen bleiben,
da die diesen Toxinen zugrunde liegenden Genine noch nicht
genauer bekannt sind.

Zur Gewinnung der Giftstoffe fiir die chemische
Untersuchung fingt man "die Kréten im Friihjahr wihrend
der Paarungszeit, wo sie sich in Teichen und Tiimpeln aus
der ganzen Umgegend zum Laichgeschidft versammeln. Man
entnimmt ihnen dann durch Druck mit einer Pinzette auf
die Ohrdriisen das Gift, das dabei herausspritzt und in ge-
eigneter Weise in Watte aufgefangen wird. Beiunseren , Kréten
jagden wurden so jedesmal etwa 25000—30000 Tiere , ge-
molken’ und dann wieder freigelassen. Dem scharf getrock-
neten Sekret werden dann mit Chloroform die Genine neben
Sterinen und Fett entzogen, wihrend das Toxin zuriickbleibt
und nachher, zusammen mit den Basen, durch Methanol-
Extraktion gewonnen wird.

Nach Abtrennen der Genine von den Sterinen und Fetten durch
Fillen der Chloroform-Loésung mit Petrolither wird die Genin-
Fraktion der chromatographischen Adsorption unterworfen, die
dann zusammen mit fraktionierter Kristallisation so in dem von
Wieland, Hesse u. Huittel®®) ausgearbeiteten Arbeitsgang in relativ
kurzer Zeit und mit guter Ausbeute die Reindarstellung der drei
Genine Bufotalin, Bufotalinin und Bufotalidin erlaubt. Aus dem
die Basen und das 7Toxin enthaltenden Methanol-Extrakt kann
nach dem Verjagen des Losungsmittels und Aufnehimen in Alkohol
durch Fillen mit Chloroform das Toxin von den Basen abgetrennt
werden. FErsteres kann durch Chromatographie und Kristallisation
aus verd. Alkohol gereinigt werden, wihrend Bufotenin sich durch
Ather-Extraktion von seinem Begleiter Bufotenidin abtrennen und
durch Hochvakuum-Sublimation rein gewinnen 1i6t. Bufotenidin
ist nur in Form seiner Salze mit Pikrinsaure, Flaviansiure usw.
kristallisiert erhalten worden.

Aus dem Sekret eines Tieres erhilt man 2—3 mg lierz-
giftiger Substanzen (von den Weibchen etwas mehr) und nur
rd. 0,1 mg der basischen Giftstoffess).

Die Konstitution
der basischen und herzwirksamen Krétengifte.

A. Die Kroitenbasen.

Auf Grund der ersten analytischen Befunde an den Salzen
des Bufotenins und da es die Fichtenspanreaktion und die
fiir Indol-Derivate charakteristische Farbreaktion mit Glyoxyl-
sdure nach Adamkiewicz, Hopkins u. Cole gibt, wurde Wieland
zu der auch aus biologischen Griinden naheliegenden Ver-
mutung einer engen Strukturverwandtschaft der Krétenbasen
mit Tryptophan gefithrt.

Bufotenin enthilt nur ein ausgesprochen basisches Stick-
stoff-Atom, da es in 4therischer Ljsung nur ein Mol Methyl-
jodid zum Bufoteninjodmethylat aufnimmt. Die freie quartire
Base spaltet lefcht Trimethylamin ab und erwies sich als
identisch mit dem erstmals von Wieland, Hesse u. Mittasch®)
im Senso und spiter auch in einigen anderen Krétenhaut-
sekreten aufgefundenen Bufotenidin. Nach diesem Uber-
gang Bufotenin—Bufotenidin muf3te man annehmen, da3 Bufo-
tenidin ein Betain ist. Wegen dieser gegenseitigen Beziehung
der beiden Kroétenbasen und der Analysen der Salze von
Bufotenin und Bufotenidin glaubte Wieland, dafl dem Bufo-
tenin die Konstitution des am Indol-Stickstoff methylierten
N-Dimethyl-tryptophans zukommt. Bufotenidin war dann als
das entsprechende Betain aufzufassen. Jedoch lieBen schon
die Figenschaften des synthetisch dargestellten N-Methyl-trypto-
phans — es fehlt die fiir die basischen Krétengifte so charak-
teristische Pyrrol-Reaktion — auf keinen nahen Zusammen-
hang solcher Verbindungen mit Bufotenin schlieen. Da sich
schlieflich die thermische Abspaltung von Kohlendioxyd in
keiner Weise erreichien lie} und es inzwischen Wieland, Konz
u. Mittasch®®) gelungen war, fiir Bufotenin aus der Analyse
der kristallisiert erhaltenen freien Base die richtige Summien-
formel zu C,H,;,ON; zu ermitteln, wurde die Aminosiure-
Formel endgiiltig aufgegeben. Jemsen u. Chen®) waren kurz
zuvor aus pharmakologischen Uberlegungen - das Betain
des Tryptophans besitzt im Gegensatz zu Bufotenin keine
Wirkung auf den Blutdruck — zu der Ansicht gekoinmien,
Bufotenin sei ein Tryptamin-Derivat, eine Vermutung, die
danu auch von Wieland experimentell bestitigt wurde.

39y R, Hiittel u. Ii. Behringer, Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 245, 175 [1937]. )

9y Zimmet u. Dubois-Ferritre, C. R. Séances Soc. Biol, Filiales Associées 123, 654 [1938].

3ty Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol, Pharmakol, 81, 319 [1917]; Naturwiss. 7,
618 (19191, 33) J. Amer. chem. Soc. 57, 1765 [1935].

34

34) J. Pharwnacol. exp, Therapeut, 49, 1 [1933].

) H, Wieland u. H. Behringer, Liebigs Ann. Chem. 549, 209 [1941].

%) Ebenda 524, 203 [1936]. 37) Ber. dtsch. chem. Ges, 64, 2099 [1931].
38) Liebigs Ann, Chem, 518, 1 [1934]. 3%) Ber. dtsch. chem, Ges. 85, 1310 [1932].
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Die schwach saure Natur des Bufotenins konnte jetzt
durch eine phenolische OH-Giuppe bedingt sein, was auch
scharf bewiesen werden konnte. Einmal lief sich Bufotenin
mit Methyljodid erschépfend methylieren. Die quartire Base
enthielt jetzt Methoxyl, und das Jodid dieser Base lie} sich
auch aus Bufotenidin durch Methylierung mit Dimethylsulfat
(O-Methyl-bufotenidin) darstellen. Andrerseits gibt Bufotenin
eine FHisen(III)-chlorid-Reaktion und kann in ein Diacetyl-
Derivat iibergefithrt werden, dessen Acetyl-Gruppen sich ge-
trennt bestimmen lassen, da die eine leicht, die andere schwer
abgespalten wird. Man konnte dabei annehmen, daff auller
der Hydroxyl-Gruppe noch der Stickstoff des Indol-Rings
acetyliert worden war und Bufotenin damit in Einklang zwei
aktive Wasserstoff-Atome enthalt. Der Indol-Stickstoff ist
somit, wie die phenolische OH-Giuppe, nicht substituiert.
Da die Gruppierung am basischen Amino-Stickstoff durch die

Beziehung Bufotenin—Bufotenidin

CH, geklart war, fithrten diese Ergeb-

— —oH,—0H, - ¥ nisse Wieland u. Mitarb 38) in Uber-

"\QI;\N y; CHs einstimmung mit der Annahme

Toox vou Jensen u. Chen zur Aufstellung
von Formel (1) fiir Bufotenin.

Wegen der positiven Farbreaktion mit Glyoxylsaure mulite
die o-Stellung im Indol-Ring dieses Oxy-N-dimethyl-trypt-
amins unbesetzt sein, die Seitenkette alsq, wie angenommen,
in B-Stellung angreifen. Dagegen war der Haftort des pheno-
lischen Hydroxyls erst noch zu bestimmen. Diese schwierige
Frage wurde auf synthetischem Weg gelost. Bei der zu er-
wartenden Zersetzlichkeit der damals noch unbekannten Oxy-
indole wurde die Synthese des oben erwihnten O-Methyl-
bufotenidins versucht. In (I) sind als Haftstellen fiir die
Hydroxyl-Gruppe die Kohlenstoff-Atome 4, 5, 6 und 7 moglich.
In der Natur kommen Indol-Derivate it Substitution in 4
oder 7 nicht vor, wolil aber Derivate des 5- und 6-Oxy-indols.
Plhysostigmin (II), ein Urethan des Eserolins (ITI), leitet sich vom

4
-

. 5-Oxy-indol ab. Ab-

NN * komlinge des 6-Oxy-

L [ s~ . o Indols sind die Har-
NN Ny L i mala-Alkaloide. Im

o /NN /NF Harmin (1V) st die

CH, oI, CIL0 N |, OH-Gruppe methy-

([(%% g; %Hu' -NH-CO an ' liert. Wieland nahin

daher an, daf3 im1 Bufo-
tenin entweder ein 3- oder 6-Oxy-N-dimethyl-tryptamin vor-
liegt, und versuchte zuerst die Synthese der in 6-Stellung durch
Methoxyl substituierten quartiren Base. Deren Jodid erwies
sich aber als verschieden vom O-Metliyl-bufotenidin-jodid. Man
wandte sich nun der Synthese des anderen Isomeren zu und
stellte zuerst das 5-Methoxy-indolylamin (VI) auf folgendem
Weg her. Die Grignard-Verbindung des 5-Methoxy-indols liefert
nach der Methode von Majima mit Chloracetonitril das Nitril
(V), dessen Reduktion mit Natrium und Alkohol (VI) ergibt. Die

()Hao(\ﬁ—rr— ~H _ CHOZN - OH, 0N
B - [ 2 o
\‘F{ N Hi
N pStrd \/\N/
u b
W
01[30/\1 . O, CH,y NH,  CH,0/\———.. CIl, OH,-N(CH,),
i > ! J
\/\N/ \/\N/
T (VD) i

erschopfende Methylierung des 5-Oxy-indolyl-g-athylamins
fiihrte zu einem Jodinethylat, das mit O-Methyl-bufotenidin-
jodid identischwar, ebenso wie die Pikrate und Flavianate
der quartiren Basen. Bufotenin war damit als 5-Oxy-indolyl-
ithyl-dimethylamin (VII) und Bufotenidin (VIII) als das
zugehorige Phenolbetain erkannt worden.

€
0, (+)
HO /N - --CH, ~CT, ~N(CH,), \‘/\, —OCH, -CH,--N(CH,),
NNy NNy
vipp  H (vip H
Bufotenin Rufotenidin

Hoshino . Shimodaira®®) haben schlieBlich das Bufotenin
selbst aus 5-Methoxy-(bzw. Athoxy-)indolyl-(3)-essigsanre (IX)
ither die entsprechenden 35-Alkoxy-tryptophole (X) und Bufo-
teninmethyl-(bzw. -dthyl-)iather synthetisiert, indem sie letztere
mit Aluminiumchlorid in Benzol spalteten.

Wilirend man fiir die Bildung der 6-Oxy-indol-Kérper in
der Zelle ohne Zweifel Tyrosin als Muttersubstanz ansehen darf, ist
4%y Liebigs Ann. Chem. 520, 14 [LY35]; Bull. chem, Soc. Jupan 11, 221 [193G].
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eine physiologische Ableitung der 5-Oxy-indol-Kérper, von denen
bisher die basischen Krétengifte und das Physostigmin aus den
Samen von Physostigma venenosum (Calabarbohnen) als einzige

OH,0— 7\ — CH,CO00H OH,07\ - OH,--CH,0H
‘
N > N -
Ny Ny
H 138
ax) x)
, CH,
CI,04 N CH, CH,—Br CH,0/ N\~ CH,—CH, N7
. HN(CH,), L Nom
NNy TN O
H H
Alol, .
i Boanol >~ V1P

natiirliche Vertreter bekannt sind, etwa aus 3,4-Dioxy-phenylalanin
unwahrscheinlich. W<éeland denkt vielmehr an einen méglichen Zu-
sammenhang der biologischen Synthese der beiden Oxy-indol-Koérper
mit der Entstehungsweise der Homogentisinsdure (Alkapton), die
ebenfalls ein phenolisches Hydroxyl in meta-Stellung zur Seiten-
kette tragt. )

Diese eben genannte strukturelle Beziehung zwischen den
tierischen Alkaloiden aus dem Krétenhautsekret und dem Alkaloid
aus den Calabarbohmnen hat bemerkenswerterweise eine biochemische
Parallele gefunden. Sobotka u. Antopol*!) fanden vor kurzem, daf
Bufotenin qualitativ und quantitativ die gleiche hemmende Wirkung
auf Cholinesterase ausiibt wie Physostigmin, das bisher als der
spezifische Hemmstoff dieses Enzyms angesehen wurde.

Neben Bufotenin und seinem Methylbetain kommt im
Hautsekret mancher Krétenarten und im Senso noch eine
weitere Base, in Bindung an Schwefelsdure, vor. Sie wurde
zum erstenmal von Wieland u. Vocke*?) aus dem Hautsekret
der japanischen Kroéte Bufo formosus isoliert und erhielt den
Namen Bufothionin. H. Wieland u. Th. Wieland*3), denen
es vor einiger Zeit gelang, seine Konstitution aufzuklaren,
fanden seine Zusammensetzung zu C,,H,,N,S0,. Bufothionin
erwies sich als vollkommen neutrale Substanz, die sich weder
in Sauren noch in Alkalien 16st und bein1 Erwarmen 1nit verd.
Salzsaure Schwefelsaure abspaltet, wobei sie in das Chlor-
hydrat einer Base C,,H,,0ON, iibergeht. Der Zusammensetzung
nach unterscheidet sich letztere vom Bufotenin nur durch das
Fehlen zweier Wasserstoff-Atome. Dieses Dehydrobufo-
tenin wurde auch mehrfach als Begleiter des Bufothionins
in Krotenhautextrakten aufgefunden. Der nahe strukturelle
Zusammenhang dieser ,,Spaltbase’ des Bufothionins mit Bufo-
tenin ging sowolil aus der positiven Indol-Reaktion mnach
Hopkins u. Cole als auch aus der Farbung mit Eisen(I11I)-chilorid
hervor, die auf ein phenolisches Hydroxyl hinwies, wahrend
Bufothionin selbst keine FEisenchlorid-Reaktion gibt. Beim
Behandeln des Bufothionins mit Mineralsiuren mullte also
einmal eine phenolische OH-Gruppe, die offenbar vorher durch
Veresterung mit Schwefelsaure blockiert gewesen war, frei-
gelegt worden sein, gleichzeitig aber auch eine basische Giuppe,
wie aus der Natur des Spaltstiicks hervorgeht. In diesem Ver-
halten gleicht das Bufothionin ganz der Amino-dthylschwefel-
saure, die sich ebenfalls als saure- und alkaliunlgslicher Neutral-
korper erweist, deren Schwefelsiure-Rest beim Jirhitzen mit
verd. Salzsaure hydrolytisch abgespalten wiid. Bufothionin
erscheint hiernach als Sulfobetain eines Pheuylschwefelsaure-
esters, das man als Zwitterion formulieren kann (vgl. XI).
Dabei ist offenbar die Bindung

. . )
zwischen Kation und Anion 0.50 (Jr)/cn3

so fest, daB keine Tonisation in NAN Ol = OH-NC
walriger Losung eintritt. Be- NN U em,
riicksichtigt man nun die N (XD

I
schon angedeuteten nahen Be-

ziehungen des Dehydrobufotenins zu Bufotenin und deren
gemeinsanies Vorkominen zusanumen mit Bufothionin in mai-
chen Hautsekreten, so war es naheliegend, dem Dehydro-
bufotenin die Formel eines in der Seitenkette dehydrierten
Bufotenins und damit dem Bufothionin dann Formel (XI)
zuzuerteilen. Daneben war aber eine andere Méglichkeit niclit
ausgeschlossen, dafl namlich durch geringfiigige Verschiebung,
ahnlich wie im KHserolin (III), ein zweiter heterocyclischer
Ring vorlag, was zunichst nicht unwahrscheinlich schien, da
frithere Versuche, die Spaltbase des Bufothionins zu Bufotenin
zu hiydrieren, immer erfolglos waren. H. Wieland u. Th. Wie-
land erhielten dann aber bei der Permanganat-Oxydation vou
Bufothionin Dimethylamin und Ameisensaure, die durch hydro-
lytische Spaltung von N-Dimethyl-formamid gebildet wurden,
das, wenn Formel (XI) richtig war, dabei eigentlichh entstehen

4 Inzymologia [Den Haag] 4, 189 [1937],
) Ebenda 528, 234 [1037].

#) Liebigs Ann, Chem, 481, 215 [(930].
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sollte. Da auch der Verlauf der erschépfenden Methylierung
der Deliydrobase schlieBlich auf die tertiare und aliphatische
Natur des basisclien Stickstoffs hinwies, versuchten sie die im
Bufothionin angenommene Doppelbindung mit Brom nach-
zuweisen bzw. einen Brom-Abbau durchzufithren.

Dieser Abbauversuch, der unter Brom-Anlageiung und
gleichzeitiger Eliminieiung von Bromwasserstoff und hydro-
lytischer Wiederabspaltung eines Brom-Atoms verlauft, fiihrt
zu einem gelben Brom-Korper (XII), der weder die Fichten-
spanreaktion noch die Reaktion nach Hopkins u. Cole und auch
keine Eisenchlorid-Reaktion mehr gibt. Durch Behandeln mi t

HOS8—0 Br Br Br H
! \/\,4.‘}‘3Lfcvrcf N(CH,) N\———- C = O—N(CH)),
[ HH > ‘B >
NNt ANt
H il
\ ———C0—CH—N(CH,); 107 COCH,—-N(CIL,),
ANy N/ \N/CO -
o (XID) H (XIID
Ho/\* ~~~~~~~~ CH.. CO-OH,N(CIT),
\ /\N COOH XTIV

g

verd. Bromwasserstoffsaure lassen sich aus ihm das Brom-Atom
und der Schwefelsdure-Rest hydrolytisch abspalten, und man
gelangt zu einem Oxindol-Derivat (XIII), das durch Alkali
zur offenen Saure (XIV) aufgespalten werden kann. Diese
1aBt sich diazotieren und mit B-Naphtho] zu einem Farbstoff
kuppeln. Durch Siuren wird sie wieder zu (XIII) cyclisiert.

Nachdem diese experimentellen Befunde durchaus im
Sinne der Formulierung (XI) fiir Bufothionin erklart werden
konnten, gelang es schliefllich, die Bedingungen aufzufinden,
unter welchen sich das Dehydrobufotenin zu Bufotenin hy-
drieren lafit. In schwach salzsaurer Lisung wird das Chlor-
hydrat der Bufothionin-Spaltbase mit der theoretisch notwen-
digen Menge Wasserstoff katalytisch zu Bufotenin hydriert,
das in Form des Pikrats und Jodmethylats identifiziert wurde.

Bufothionin ist somit als ein inneres Salz des Schwefel-
sdureesters von 5-Oxy-indolyl-g-vinyl-dimethylamin erkannt
worden. Die Veresterung der Phenol-Gruppe hat ihr Vorbild
in der Phenylschwefelsdure umd im Harnindican. Die un-
gesittigte basische Seitenkette findet ihr Analogon in dem
biogenen Amin Neurin (XV).

CH, = CH—N(CH,),0H
(XV)

B. Die herzwirksamen Krotengifte.

Da die Kréten-Genine und Toxine miteinander groe Ahn-
lichkeit in der Zusammensetzung und ihren sonstigen che-
mischen Figenschaften haben, soll zunichst das ihnen allen
gemeinsame Bauprinzip erlautert werden.

Das ist erstens ihre Zugehorigkeit zur Klasse der
Steroide, wie schon Faust!?®) vermutet hatte. Wieland, Hesse
u. Meyerit) haben dementsprechend versucht, das Bufotalin
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o H, o ,,«J O‘Ha éoon
a4 \/ T No/ / \J/ \/
‘ | vD \ (42
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) Fbenda 483, 272 {1932].
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zu einem Gallensiure-Derivat abzubauen. Der leichteren Uber-
sicht halber sei die fiir das Bufotalin jetzt geltende Struktur-
formel (I) vorweggenommen. Aus dem am Hydroxyl an C,
acetylierten Bufotalin spalteten sie mit konz. Salzsiure je
1 Mol Wasser und Essigsdure ab; es entsteht ein vierfach un-
gesittigter Korper, das 3-Acetyl-bufotalien (IIb). Bei der
katalytischen Hydrierung gelit es unter Aufnahme von mehr
als 4 Mol Wasserstoff in ein Gemisch saurer und neutraler
gesattigter Substanzen itber, aus dem sich neben dem 3-Acetoxy-
bufotalan (IIIb), auf das nachher zuriickgekommen wird,
eine Acetoxy- cholansaure (VIb) abtrennen liel. Der doppelt
ungesattigte Lacton-Ring wurde also in einem Teil der Reak-
tion unter Reduktion der enolischen Gruppe bis zu Methyl
hydrierend aufgespalten.

Diesisteineallgemeine Eigenschaft ungesattigter §-Iactone.
Nach der Verseifung der Acetoxy-cholansiure wurde die Oxy-
sdure durch Wasserabspaltung in eine Cholensiure verwandelt.
Bei der katalytischen Hydrierung geht sie in eine Cholan-
saure (V) iiber, die aber mit keiner der bekannten Cholan-
sauren identisch ist.

Durch die Arbeiten von Stoll u. Mitarb.4%) war spiter die Kon-
stitution der pflanzlichen Herzgifte der Meerzwiebel-
Gruppe bekanntgeworden. Fr konnte den wichtigsten Gift-

stoff der Meerzwiebel "
Scilla maritima, das PN
Scillaren A (VII) zum ‘ OH
hydroxylfreien  Grund- / N \ \ |
Lacton, dem «-Scillan ‘ UH Co
(VIII), abbauen; daneben /\‘/\/l No/

hatte er noch, in Analo-
gie zur Bildung der Acet- \/ \/
oxy-bufocholansiure bei 1,
der Hydrierung des Ace- /c'\
tylbufotaliens, eine Saureerhalten, cu  cn,
die sich in diesem Fall als identisch / \/ \ |
mit Allocholansdure (IX) eiwies. ! H: Co

G H,, 04— O—
(VID)

Auch der Versuch, die Kroten- /\/\/ \”/
herzgifte an die chemisch so sehr
ahnliche Gruppe der Scilla-Glyko- \/ \/ (Vi
side anzuschlieBen, blieb ohne Er- o,
folg®). Die Uberfiihrung der bei ”3 LN
der katalytischen Hydrierung des PHz
Bufotaliens (IIa) entstehenden 7 \;/ \ 600t
beiden diastereomeren Oxy-bufo- L
talane (IITa) in die hydroxyl- ./ \./\/
freien Grund-Lactone (VI) ergab @ | |
wiederum zwei von x-Scillan ver- N\ N\ @
schiedene Korper. H

Wenn auch die Versuche, das Bufotalin mit den Gallen-
sauren oder mit der Gruppe der pflanzlichen Herzgifte vom
Typ des Scillarens A in Beziehung zu setzen, mifigliickt sind,
so braucht doch die Hypothese von der Steroid-Natur der
Krotengifte nicht aufgegeben zu werden. Denn es ist nahe-
liegend, die Verschiedenheit beide Male auf Stereoisomerie
statt auf Strukturisomerie zuriickzufiithren, da noch lange nicht
alle sterisch moéglichen Cholansiuren und Scillane bekannt sind.

Eine iiberzeugende Stiitze fiir die Steroid-Natur der Krten-
herzgifte wurde durch das Ergebnis der Selen-Dehydrierung
verschiedener Krotengenine beigebracht. Wieland u. Hesset®)
haben zuerst aus Bufotalin Chrysen erhalten. Spiter haben
dann Tschesche u. O ffet?’) und Jensen'®) aus dem Gemiscli von
Cinobufagin und Cinobufotalin, den wichtigsten Gemninen der
chinesischen Droge Senso, und kiirzlich

Jensen?) auch aus Marinobufagin, das ;CHL
v-Methyl-cyclopentenophenanthren (X) erhal- PN /<

ten. Diese Kohlenwasserstoffe entstehen be- H,
kanntlich auch aus Sterinen und Gallensauren #\/%\ /" 1

bei der Selen-Dehydrierung, das Chrysen bei N e
. . SN
etwas holierer Reaktionstemperatur.

Der zweite charakteristische Bestandteil aller bisher unter-
suchten Genine und Toxine ist, wie Wieland, Hesse u. Hiittels6)
zuerst amn Bufotalin und einigen anderen Geninen fanden,
ein doppelt ungesittigter 3-Lacton-Ring als Seitenkette am
Cholan-Ringsystem. Er ist die Ursache der fiir alle bislang
gepriiften Genine gleiclien charakteristischen Absorptionsbande
im Ultraviolett bei 300 mp. Diese Bande entspricht dem

) Stoll, Ilnfj/mlmu Helfenstein, Helv. chim. Acta 18, 644 [1935].
i8) Lidn Ann, Chem. 517, 22 [1935]. 17) Ber, dtsch, chem. Ges, 68, 1993 [1935].

48) J. Amer, chem. Soc. 57, 2733 [1935).
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Chromophor der drei konjugierten Doppelbindungen in diesem
Lacton-Ring und findet sich auch bei den Herzgiften der
Meerzwiebelgiuppe und beim Cumalin-

"
¢ sdureester (X1).
C11,000--C CH Fin weiteres Beweisimoment fiir das
1 Vorhendensein des doppelt ungesiattigten
HO =0 § [0 Ringes i d Krés Cetiue
(XD No/ -Lacton-Ringes in  den roten-Geninen

bildet die Ozon-Spaltung, die ebenfalls von
Wieland u. Mitarb.#5,38) zuerst am Acetyl-Derivat des Bufotalins
(Ib) durchgefithit wurde. Neben Ameisensiaure, die durch Ab-
losung des das Enolhyd:oxyl tragenden Kohlenstoff-Atoms eut-
stelit, fand man Glyoxylsaure, die durch die Reaktion vou Hop-
kins u. Cole nachzuweisen war. Jensen®®) fand dann spiter bei
der Ozonisation des Cinobufagin- und -bufotalin-Gemisches und
heim Marinobufagin neben Oxalsiure ebenfalls Glyoxylsiure,
die er hier alsDinitrophenylliydrazon fassen konnte. Schliefilich
wurde von Kotake®?) ain acetylierten Gamabufotalin und von
Kondo®81) am Acetyl-psentcdo-desacetyl-bufotalin der gleiche Be-
fund erhoben.

Ein weiteres wichtiges Argument fiir den Bau des Lacton-
Ringes e:gibt der Verlauf seiner Aufspaltung mit methyl-
alkoholischemn Kali, den gleichfalls Wieland, Hesse n. Hiittel38)
an den Geninen von Bufo vulgaris untersucht haben. In
Analogie zum Scillaren A und Scillaridin A wird dabei der
Lacton-Ring zum Kaliumenolat

1T o (XTD . N .
Uy U eines Carbonsiureesters aufge-
-0 o U CH spalten (XIT)-
} e L0 Das Bemerkenswerte an
(e =0 o ¢! . . : g
OO, S e
o/ ok oui dieser Reaktion ist also die

Veresterung des Carboxyls im
Augenblick der Offanung des Lactous. DaB in diesen Fillen
die Enol-Gruppierung bestandig ist, geht auf das Konju-
gationsbestreben der Doppelbindungen zuriick, wie das
schon von Thiele fiir B,v-ungesittigte Aldehyde und Ketone
vorhergesagt -und von Wieland u. StenzI®®) am Beispiel
des Phenyl-isocrotophenons (XII1) bestatigt wurde. Beim

C,II; CO CH,- CH_CH  C¢H, -» C;H; C=CH CH_CH- C,H,

(X1 ONa

Nebengift Bufotalinin aus Bufo vulgaris gelang es sogar, das
freie Enol, den farblosen Bufotalininsiuremethylester, zu
fassen. FEr zeigt dasselbe Absorptionsspektium wie die Stamm-
substanz.

Bei den nur 23 (-Atome enthaltenden Herzgiften der
Digitalis-Gruppe verlauft die alkalische Aufspaltung des hier
einfach ungesattigten I.acton-Ringes, wie Jacobs®!) gezeigt hat,
ganz anders:

halt man eine kristallisierte Saure, dieisomer mit dem Ausgangs-
material ist, im Gegensatz zu diesen1 aber keine Aldel: vd-Reak-

i H
/s ¢ N S/ [P
— 0 {u e 0 CH
AN AN
] em co ‘ 7 G COONa
NSNS Nos NN\ NONa
‘ oH P Vom
NSNS &I NSNS
O 00O, o 0. CO--Cl,
\ I
tionen mehr gibt. Die Aldehyd- U
oder Enol-Giuppe ist also unter ¢oooen
Bildung eines Oxido-Ringes ver- NN
schlossen worden. Die im1 Bufo- ‘ ¢ coon
talin vorhandene freie tertidre / \/ AVANYS
Hydroxyl-Giuppe wird aus die-
sen Giiinden an das C-Atom O/\/\/

14 verlegt. Die anndere, wie noch
zu zeigen ist, ebenfalls tertidre OH-G1ruppe des Bufotalins kann
fiir die Enoldther-Giruppietung nicht in Frage kommen, da sie
ja urspriinglich durch den Acetyl-Rest verschlossen ist und
dieser wahrend der Isomerisierungsieaktion eslalten bleibt.
In Analogie zum Bufotalon verlauft die Alkali-Spaltung
des Bufotalidins?®®), des Gamabufotalins®?) und sehr wahrsclein-
lich auch des Cinobufagons?) ebenfalls unter Offnung des
Lacton-Rings und anschlieBender Ausbildung eines Oxido-
Ringes. Diese drei Krotengenine enthalten somit auch eine
tertidre Hydroxyl-Gruppe an (;, des Cholan-Geriists.
NachdemErgebnis deralkalischen Aufspaltungmuf3 man in
Analogie zum Scillaren A und den anderen pflanzlichen Herz-
giften und Steroiden nun auch dieHaftstelle der Lacton-Seiten-
kette am kondensierten Ringsystem 2n das C-Atom 17 verlegen.
Ebenso muf} diesetn Kollenstoff-Atomdiegleiche Konfiguration
wie dort zukommnien, denn Aglykone und Glykoside de1 C,3-Herz-
giftgruppe mit entgegengesetzter Koufiguration an diesem
C-Atom geben, wie an mehreren Beispielen von Jacobs®?) und
Tschescheb®) gezeigt wurde, wegen der zu groflen Entfernung
der fraglichen Gruppen, mit Alkali keine Isoveibindungen.
Die Grundkérper der Kroten-Genine und der Meerzwiebel-
Aglykone unterscheiden sich also von den Aglykonen der
anderen pflanzlichen Herzgifte mit nur 23 Kohlenstoff-Atomen
und einem ungeséattigten v-Lacton-Ring um ein C-Atom, das
am Aufbau des doppelt ungesittigten Lacton-Ringes teil-
nimint. Die erwalinte Artspezifitat der Kréten-Genine wird

nun, wie bei den pflanzlichen Geninen, soweit nicht etwa

R oo " . sterische .ITnterscllicdg im Ste'roid»(}errﬁst vor-

YANVAN N NN ’ o \\/\ 2() l{andell sind, durch die verschiedene Zahl und

A S R A o o Stellung von Hydroxyl- upd Acetyl«(.}mppen,

YAVAVAVER Y ‘ ok - Noxk manchmalauchdurch zusatzliche Doppelbindungen

* e 011 on o1 p im Vierringgeiiist verursacht. Jedochistesbisheute
o *L noch nie gelungen, zwei Genine ineinander oder in

_“U/\/ Digitoxigenin }l o, i ‘(‘ —cw, ein gemeinsames Derivat iiberzufiilicn. Deshalb
AN AVZN ‘ sollen im folgenden fiir die wichtigsten Genine

| o 0o A | (‘\.H COUK nocli die Griinde erortert werden, die fiir die

/\()/\(J/ /\o/\on Verteilung der OH-Gruppen bzw. Doppelbin-

Die freie Aldehyd-Giuppe bildet mit dem am C-Atom 14
befindlichen tertidren Hydroxyl ein Halbacetal, die Carboxyl-
Gruppe lactolisiert sich mit dem fieien Acetalhydroxyl, und
es entsteht so — wieder unter Wasseraustritt — eine mit der
Muttersubstanz isomere Verbindung, das sog. Isogenin. Vor-
aussetzung fiir das Eintreten dieser Isomerisierung ist also die
FExistenz einer reaktionsfahigen und raumlich in richtigem Ab-
stand vom Lacton-Ring befindlichen Hydroxyl-Gruppe an C,,.

Umgekelirt kann man also aus der Aufspaltung des Lacton-
Ringes auch anf das Vorhandensein einer tertiaren Hydroxyl-
Gruppe an C, schliefen. Diese Bildung eines Oxido-Ringes
bei der Alkali-Behandlung zeigen nun nicht nur die pflanz-
lichen Herzgifte der C,;-Reihe, sonde:n auch das Scillaren A und
Scillaridin A und zahlreiche Krotengenine. So z B. 6ffnet das
Keton Bufotalon (XIV), das man dutrch Dehydrierung der se-
kundiren OH-Giruppe an €, im Bufotalin mit Chromsaure er-
halt, nach Wieland u. Hesse8) in Pyridin mit walrigem Alkali
chenfalls den Lacton-Ring. (Hier kann natiirlich keine Ver
esterung der Carboxyl-Gruppe eintreten.) Beim Ansauern er-
49 B. Kotake u. K. Kuwwada, Sci. Pap. Inst. physic. chem. Res, 32, 79 [1937].

3% Ber, dtsch. chem. Ges. 40, 4825 [1907).
31y Jacobs u, Collins, J. biol. Chemistry 61, 387 [1924].
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dungen im Geriist malligebend waren.

Fiir die Stellung der sekundiren Hydroxyl-Gruppe am
C-Atom 3 des Bufotalins, das von allen Geninen am ein-
gehendsten untersucht wurde, war zunichst die Analogie zu
den zahlreichen Alkolholen der Steroid-Giuppe, fiir die sie
genau bewiesen ist, mallgebend. Diese Annahme konnte nun
kiirzlich%) durch die oxydative Aufspaltung ven Ring A des
Bufotalins sichergestellt werden.

Die beiden erwiahnten stereoisomeren Oxybufotalane (I11a)
wurden durch Wasserabspaltung in die entsprechenden Bufo-
talene (XV) tibergefiihrt. Diese konnten mit Osmiumtetroxyd

H,0 H,0
; ; |
Wiy s ‘/A\w/ N S [/\\l/ NS
N | : , i
NN /N HOG N 00\,
(XV) 1o HO,C

nach der Methode von Criegee iiber die Osmiumsiureester in
die beiden Glykole iibergefiihrt werden. Mit Bleitetraacetat
lieBen sie sich zu den entsprechenden Dicarbonsiuren auf-
spalten. Unter Verlust von Kohlendioxyd und Wasser gingen

5ty M. Kotake u. T. Kubota, Soi. Pap, Inst, physic. chem, Res. 84, 824 [1938].
$3) J. biol, Chemistry 61, 387 {1924]. 54) Ber. disch. chem. Ges. 71, 654 [1938].
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diese beim Frhitzen auf 2900 im Stickstoff-Strom in cyclische
Ketome iiber. Wie man aus der Chemie der Gallensiauren weil},
konnen so nur Dicarbonsauren reagieren, die durch Offnung
des Rings A des kondensierten Ringsystems entstanden sind®s).
Die festzulegende sekundire OH-Gruppe befindet sich also an
diesem Ring. Allerdings sind mit diesen Umsetzungen auch
neben ¢, noch ¢, und C, als Haftstellen fiir das Hydroxyl
vereinbar. Da aber bei Naturstoffen jedes Beispiel fiir einen
solchen Haftort fehlt, ist C; gemall Formel (Ia) als gesichert
anzusehen.

Im Bufotalin ist nun noch die Position der acetylierten
Hydroxyl-Gruppe zu bestimmen. Wegen seiner leichten Her-
ausspaltbarkeit als Essigsaure unter Aufrichtung einer Doppel-
bindung [Ubergang Bufotalin (I) in Bufotalien (II)] hat man
schon frither angenommen, dal diese mit einem tertidren
Hydroxyl verestert ist. ¥s bleiben dann noch die Haftstellen
5, 8 oder 9, u. U. auch 7 iibrig, weil Hydroxyl an dieser Stelle
ebenfalls unter Siureeinwirkung leicht abgespalten wird. Diese
letztere Stellung konnte nun ausgeschlossen werden, indem die
tertidre Natur des acetylierten Hydroxyls bewiesen wurde3).
Die katalytische Hydrierung von Bufotalin liefert zwei stereo-
isonlere Tetrahydrobufotaline (XVI); sie lassen sich durch
Alkali zu den entsprechenden Oxysduren (XVII), die gleich-
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zeitig an der Acetyl-Giuppe verseift sind, aufspalten. Durch
Erhitzen auf 150° konnte eine der Sauren unter Wasserab-
spaltung in das Lacton (XVIII) zuriickverwandelt werden.
Letzteres unterscheidet sich von Tetrahydrobufotalin nur durch
das Fehlen der Acetyl-Gruppe. Dieses Trioxybufotalin liefert
bei der Chromsiure-Oxydation nur ein Monoketon (XIX).
Daraus geht hervor, daf das freigelegte Hydroxyl ebenfalls
tertiar gebunden ist. DaB dies auch fiir das OH an €, im
Bufotalin zutrifft, wurde schon friither durch dessen Oxydation
zum Monoketon Bufotalon bewiesen und wird nun erneut
bestatigt.

Fiir den Standort der Acetyl-Gruppe bleiben nach dem
Gesagten also nur noch die Méglichkeiten C;, €3 und C, iibrig.
Mafgebend fiir die Entscheidung zwischen diesen drei Stellen
ist die Beschaffenheit der zwei Doppelbindungen im Bufo-
talien (I1a), das, wie oben erwihnt, durch Finwirkung von
konz. Salzsiure auf Bufotalin unter Abspaltung von Essig-
saure und Wasser entsteht. Die beiden Doppelbindungen sind
leicht katalytisch hydrierbar, und sie sind auch nicht kon-
jugiert zueinander, da ste im Ultraviolettspektrum keinen op-
tischen Effekt ausiiben. Aus der Steroid-Chemie weill man,
daB die Lage 14—15 einer Doppelbindung im Cholan-Ring-
system einen stabilen Endzustand darstellt, der durch kata-
lytische Einwirkung von Salzsaure von anderen Lagen her
eingenommen wird, und daB aullerdem diese Doppelbindung
leicht abhydriert wird. Es ist somit sicher, dal} eine der beiden
Doppelbindungen des Bufotaliens an dieser Stelle steht.
Wiirde die zweite

1,0
‘ ch’) ‘ Doppelbindung durch
: ‘ Abspaltung von Essig-
/ i P £ g
" N /\' 0\/\1/\ sgure von Cg aus her-
Ce g v ‘ - u=k=15 vorgehen, so kommen
/ \\:/ \}/ / \‘/ ’\3/ die beiden Lagen 8-—9
A 7‘ 0—COCH, | 4 1 oder 7—8 in Irage,
NN NSNS dann hitte man aber

in beiden Fillen ein konjugiertes System, und auflerdem wire
ihre katalytische Hydrierung nach den bisherigen Erfahrungen
ausgeschlossen, und damit auch Cgfiir die Stellung des Acetoxyls.

53) Vgl. dazu H. Wieland u. E. Dane, Ilpppe-Seyler’s Z, physiol, Chem, 210, 208 [1932].
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Eine von(, aus entstehende Doppelbindung kaun sich zwischen
8—9 oder 9—11 legen.; 8—9 kommt naclh dem Gesagten nicht
in Frage, aber auch einte Lage Cp—C,, ist nicht moéglich. Von
Wieland, Rath u. Benend®®) wurde vor kurzem gezeigt, dall die
reaktionstrdge, nicht hydrierbare Doppelbindung des Zymo-
sterins an dieser Stelle liegt. Dagegen ist die Lage 5—6, die
vom C-Atom 5 aus entsteht, der katalytischen Hydrierung
zuganglich, und mit der bisher fiir Bufotalin benutzten Formel
ist ein befriedigendes Strukturbild gegeben.

Allerdings muf} nocl auf einen Befund hingewiesen werden,
der noch der Klirung bedarf. Im Keton des Bufotaliens, dem
Bufotalienon (XX), sollte in Analogie zum Cholestenon (XXIT)
die Doppelbindung i
C;—Cg in Konjuga- PN
tion zum Carbonyl e U CH
nach C—C; ver- /\/\‘ I
schoben sein und das . CH ¢=0 L
vierfach ungesattig- L‘/ \‘/ NS 4 \:/\i/
teKeton sollte daher (X
wie Cholestenon im @ o/\/ NS
Ultraviolett-Absor p- (XXD)
tionsspektrun ein Maximum bei etwa 235 mp aufweisen. Man
findet aber nur das fiir den ungeséttigten Lactou-Ring charak-
teristische bei 300 mp. Nun kann inan heute aber nicht mit
Sicherheit sagen, ob dieses zweite Maximum neben dem sehr
ausgeprigten bei 300 my iiberhaupt in Erscheinung treten
miilte, wenn man Bufotalienon analog dem Cholestenon auf-
fafit. Da das Bufotalienon auch durch lingeres Behandelu
mit Chlorwasserstoff in Ather nicht veriandert wird®?), kénnte
es auch so sein, daf} die stark ungesittigte Natur der restlichen
Molekel einer solchen Verschiebung der Doppelbindung ent-
gegenwirkt.

Im Sekret von Bufo vulgaris koniinen neben dem Haupt-
gift Bufotalin noch zwei Nebengifte Bufotalinin und Bufo-
talidin®, 6 vor. Sie sind neben dem fraglichen Cinobufo-
talidin %) und einem noch nicht niher bekannten Genin aus
dem Sekret von Bufo arenarum?) die einzigen Genine, die
acetyl-frei sind und sechs Sauerstoff-Atome im Molekiil tragen.
Von den vier O-Atomen, die hiernach im Cholan-Geriist stehen
niiissen, sind drei als alkoholische Hydroxyle nach Zerewstinoff
nachzuweisen. Die Funktion des vierten Sauerstoff-Atoms ist
noch nicht bekannt. Ebenso ist es bisher nicht gegliickt, die
nach der Summenformel in1 Bufotalinin zu erwartenden Doppel-
bindungen im Ringsystein scharf zu erfassen. Bufotalidin ent-
hilt nach dem Ergebnis der Alkali-Spaltung sicher eine tertiire
Hydroxyl-Gruppe an C,,. Mehr 148t sich iiber diese beiden
Geuine bisher nicht aunssagen.

Als vierten herzgiftigen Stoff haben Wieland n. Alles®®)
im Hautsekret der Erdkrote das Bufotoxin aufgefunden.
Es ist, wie jetzt3) erkannt wurde, als Ester des Bufotalins
mit der Saurekomponente Suberylarginin aufzufassen. Bei
der Sdurespaltung erhilt man Bufotalien (ITa), neben Arginin
und Korksdure. Wie die Genine enthilt das Bufotoxin eben-
falls den doppelt ungesittigten 3-Lacton-Ring, wie sein UV.-
Absorptionsspektrum zeigt. Die beiden Doppelbindungen des
letzteren konnen bei der katalytischen Hydrierung mit ge-
eigneten Katalysatoren erfaBt werden. Der Suberylarginin-
Rest ist an das tertidre Hydroxyl an C;, des Cholan-Ring-
systems zu verlegen, da das Toxin mit Chromséaure zu einem
Monoketon oxydiert werden kann und fiir die dritte acetylierte
Hydroxyl-Gruppe gleiche Stellung wie im Bufotalin an-
genommen werden darf. Leider gelang es bis jetzt nicht, zu
entscheiden, ob das Suberylarginin durch ein Carboxyl der
Korksdure an das Bufotalin gebunden ist, was am wahrschein-
lichsten ist, oder ob Arginin als Briicke zwischen Genin und
Korksiure fungiert. Immerhin konnte man bei der Finwirkung
alkoholischer Barytlauge ein Barium-Salz isolieren, das zwei

\ |
NSNS

H
10,0 PAAN
e C CH
NN
O lem oo
N \/ | No 7
; | 0—CO(CHp)—CO—NH
H 0!
N !‘\/ 110,0—CH—(CH)yC Hy-N : CQVH,),
0—C0—CH, (XXII)
Bufotoxin

56y Liebigs Anu., Chem, 548, 21 [1941]. 57) Nicht veroffentlicht.
58) H. Kondo u. 8. Okno, J. pharmac, Soc, Japan 58, 235 [1938].
5%} Ber. dtsch. chem. Ges. 55, 1789 [1922].
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Aquivalente Barium und Methoxyl euthielt. Danach ist der
Lacton-Ring auch hier in der frither eréiterten Weise getffnet
worden und ein Barium-Enolat eines Methylesters entstanden.
Das zweite Aquivalent Barium muB von dem freien Carboxyl
des Suberylarginins gebunden worden sein. Dies ist nicht
unwichtig, da sich diese Carboxyl-Gruppe bei der Titration
des Bufotoxins, selbst in Alkohol, nur zu etwa 229, erfassen
14Bt, ein Zeichen dafiir, dal die freie Carboxyl-Gruppe dem
schwicher sauren Rest, dem Arginin, angehdrt. Aus diesen
Griinden ergibt sich fiir Bufotoxin die Formel (XXITI).

Anschlielend hieran soll gleich das, was man iiber die
anderen Kréten-Toxine weil}, besprochen werden. Das Gama-
bufotoxin aus Bufo formosus, das Wieland u. Vocket?) zuerst
isolierten, kann seiner Formel nach gleichfalls als Suberyl-
argininester des Gamabufogenins aufgefal3t werden. Dies wird
bestatigt durch die Feststellung Kondos®), daBl das aus ilim
entstehende Spaltgenin (Anhydrogamabufogenin), wie das
(vamabufogenin selbst, die fiir den ungesattigten Lacton-Ring
charakteristische UV.-Absorptionsbande bei 300 mp aufweist.
Auch das Arneobufotoxin von Wieland u. Mitarb.35) zeigt
dieselbe Bande. Welclies Genin diesem Toxin zugrunde liegt,
ist nocli nicht sicher zu entschieiden. Mit Ausnahme des Marino-
bufotoxins von Jemsen u. Chentl), das mit Wahrscheinlich-
keit ebenfalls ein Suberylargininester des Marinobufagins ist,
lassen sich iiber die Genine der anderen isolierten Bufotoxine
keine naheren Angaben machen.

Die Genine der anderen Krotenarten konnen weniger aus-
fithrlich besprochen werden, da einerseits schon bei Bufotalin
auf die analogen Frgebnisse fiir die anderen Giftstoffe hin-
gewiesen wurde, andererseits iiber einige ndher untersuchte
Giftstoffe bei den einzelnen Bearbeitern keineswegs immer
Ubereinstimmung besteht und somit die weitere Entwicklung
erst abgewartet werden mufBl. Dies gilt besonders fiir das
Pseudo-desacetylbufotalin aus Senso von Kondo u.
Mitarb.%2).

Aus der wiederholt genaunten chinesischen Droge Senso
ist vou Shimizu83), Kodama®), Kotake®t) und Tschesche u. Offet?)
eine Reihe herzgiftiger Piinzipien isoliert worden. Das Haupt-
Genin vom Schmp. 223% wurde Cinobufagin genannt. Wie
Kotake u. Kuwada®) vor kurzem fanden, besteht dieses Cino-
bufagin aber aus einem Gemisch sehr nalie miteinander ver-
wandter Genine, die Mischkristalle von dem angegebenen
Schimelzpunkt bilden und durch chromatographische Adsorp-
tion voneinander getrennt werden kénnen. Der Hauptbestand-
teil des fritheren Cinobufagins behielt diesen Namen, das
Nebengift bekam den Namen Cinobufotalin. Sie miissen
nach dem Ergebnis der Selen-Dehydrierung und der UV.-Ab-
sorption des Gemisches der beiden Genine als Steroide mit
doppelt * ungesittigtem &-Lacton-Ring als Seitenkette be-
trachtet werden. Auf Grund der von Kolake kiirzlich?6) er-
hobenen Befunde kénnen auch noch Angaben iiber die Anord-
nung der Hydroxyl- bzw. Acetoxyl-Gruppen im Cholan-Ring-
system gemacht werdemn.

Cinobufagin enthalt drei hydrierbare Doppelbindungen,
wovon eine also im Ringgeriist untergebracht werden muB.
Durch Chromséure-Oxydation erhilt man ein Monoketon,
woraus auf eine sekundire OH-Gruppe geschlossen werden
muB, die Kotake aus den schon besprochenen Griinden an das
C-Atom 3 verlegt. Aus dem Verlauf der schon frither

erorterten  alkalischen  Auf-

H,0—-00—0 O, /](2}[ spaltung des Cinobufagons
[ \CH ergibt sich die Anwesenheit

/ \\/ \ Il I einer freien tertidren Hydro-

WO || | gm 6o xyl-Gruppe an (. Fir die
N\ l\ No/ Stellung der acetylierten OH-

otr Gruppe an (C;,, wie es Formel

UO‘\ S\ (XXIm) (XXIII) zeigt, haben Kotake

Cinobufagin (Kotake) u. K“wada26) fOlgende Argu'
mente beibringen koénnen.

Es gelang ihnen zunachst, auf einem 4hnlichen Weg, wie
oben beim Bufotalin gezeigt wurde, nachzuweisen, dal} die im
Cinobufagin urspriinglich acetylierte OH-Gruppe sekundire
Funktion hat, da sie sich leicht zur Carbonyl-Gruppe de-
hydrieren 1aBt. Andererseits kann sie nicht acetyliert werden.
Diese Tatsache ist, nach den Erfahrungen an den Gallensauren,
ein Kennzeichen fiir eine an C;, oder C;; befindliche sekundire
Hydroxyl-Gruppe. Aullerdem gibt Cinobufagin die Rezktion

nach Hammarsten. Fiir den positiven Ausfall dieser Reaktion
ist an einer Reihe von Beispielen gezeigt worden, daf hierzu
zwel sekundiare Hydroxyle an C; und C,, und eine Doppel-
bindung zwischen C,—C; oder Cy—C, oder eine OH-Gruppe
an C, des Cholan-Ringsystems notwendig sind. Da Cinobufagin
kein Brom addiert und mit Benzopersidure kein Oxyd gibt,
glaubt Kotake, dal die Doppelbindung im Cinobufagin nach
Cg—C, zu verlegen ist. Da aber Cinobufagin und sein Anhydro-
Derivat leicht hydriert werden, mufl man nach den oben an-
gefiihrten Erfahrungen an den Cholestenolen annehmen, dafl
diese Doppelbindung durch den Katalysator vor der Hydrierung
mindestens nach Cg—C; hin verschoben wird.

Dem Cinobufotalin kommt eine um 1 Mol Wasser
teichere Formel als Cinobufagin zu. Es liefert mit Cliromsaure
ein Diketon und besitzt nur zwei Doppelbindungen, eben die
im Lacton-Ring. Es soll, da es auch die Reaktion nach Ham-
marsten zeigt, das zweite sekun-

H
dare Hydroxyl an C, tragen HSC~CO——0‘ CH, AN
und im iibrigen wie Cinobufagin -0 on
gebaut sein (Formel XXIV). e ‘/ \i/ N 1 }

Uber die anderen aus Senso > - CH ©O
isolierten Genine Bufalin, Ci- INANS i No/

nobufotalidin und Pseudo- o
desacetyl-bufotalin liegt /N \.”
umfangreichesVersuchsmaterial HO ci . (XXIV?

P inobufotalin (Kotake)
der frither genannten Autoren
vor. Ks ist aber schwierig, nach den sich in manchen Punkten
widersprechenden experimentellen Angaben und der Ver-
wirrung, die in der Deutung der Versuche herrscht, ein klares
Bild zu geben, und es muf} hier daher auf eine Erorterung ver-
zichtet werden.

Aus dem Hautsekret der japanischen Kréte Bufo for-
mosus wurden verschieden benannte Genine isoliert, die sich
aber als miteinander identisch erwiesen haben: Gamabufotalin
von Kotake$s), Gamabufogenin von Wieland u. Vocke*?) und
Gamabufagin von Chen, [Jensen u. Chen’s).

Kotake u. Kubota®®) haben u
vor kurzemfiirdasGamabufo- Ho 2N
talin die Strukturformel(XXV) AN C CH
vorgeschlagen. Dieses Genin HG C (L‘H (’ o
zeigt, wie oben schon erwihnt, [ R Y
dic gleiche UV.Absorption wie "\’ N Mo/
die bisher besprochenen; auclh l Coopor
die Alkali-Spaltung verlauft 0/ NS \OH(?) (XXV)

gleichartig, womit der Lacton-
Ring und eine tertiare OH-
Gruppe an Cy, sichergestellt sind. Die beiden anderen Hydroxyle
sind leicht acetylierbar. Mit konz. Salzsidure 148t sich aber nur
eine der drei OH-Gruppen unter Aufrichtung einer Doppel-
bindung als Wasser abspalten. Das so entstehende Anhydro-
gamabufotalin lagert jedoch katalytisch nur 2 Mol Wasserstoff
an, enthalt also eine schwer hydrierbare Doppelbindung im
Cholan-Geriist. Kondo u. Ohno%®) konnten aber im Anhydro-
gamabufotalin keine solche schwer hydrierbareDoppelbindung
finden. Da iiberdies Hydroxyl von C, ebenfalls leicht als
Wasser abgespalten wird, mufl man die Stellung der zweiten
sekundiren OH-Gruppe im Gamabufotalin noch offen lassen

Zum Schlufl soll noch ein Genin Erwihnung finden, das
sich vielleicht in einem Punkt von den bisher besprochenen
nichit unwesentlich unterscheidet, wenn sich die Befunde von
Jensen®) bestitigen lassen. Das Marinobufagin aus der siid-
amerikanischen Kréte Bufo marinus soll danach an Stelle
der Methyl-Gruppe an Cyy oder C;; des Gallensdure-Skeletts
eine angulire Oxymethyl-Gruppe tragen. Es wire dann mit
dem pflanzlichen Herzgift Ouabain zu vergleichen, fiir welches
eine solche angulire Oxymethyl-Gruppe an C,, von Fieser®)
und Tschesche®®) als gesichert angenommen wird. Fiir Marino-
bufagin ist, wie schon frither angegeben wurde, ebenfalls ein
doppelt ungesittigter Lacton-Ring als Seitenkette am Steran-
Geriist bewiesen worden. Von den drei vorhandenen alkoho-
lischen Hydroxyl-Gruppen ist eine tertiir, femsen verlegt sie,
wegen des Verlaufs der Alkali-Spaltung, die hier allerdings nur
zu einer amorphen ,, Anhydrobufaginsiure” fithrte, nach C,,.
Die beiden anderen sind leicht acetylierbar?8) und kénnen
daher entweder sekundir oder primair sein. Mit alkoholisch-
walriger Schwefelsaure werden zwei der drei OH-Gruppen
unter Aufrichtung je einer Doppelbindung als Wasser ab-

Gamabufotalin (Kotake)

0) J. pharmac, Soe, Japan 59, 186 [1939]. 1) J. biol. Chemistry 87, 755 [1930],
$2) H. Kondo u. S. Ohno, J. pharmac. Soc. Japan 58, 15 [1937].
%) J. Pharmacol, exp. Therapeut. 8, 347 [1916]. ®) Liebigs Ann, Chem. 485, 1 [1928].
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) Liebigs Ann. Chem, 465, 11 [1928]. %) J. Pharmacol. exp. Therapeut, 49, 26 [1933].
$7) J. biol. Chemistry 114, 705 [1936].
%8) Tschesche u. Haupt, Ber. dtsch, chem, Ges. 70, 43 [1937].
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gespalten; eine davon wird das tertidare Hydioxyl an (,, sein.
Die Stellung der zweiten leicht acetylierbaren OH-Giuppe
1aBt Jensen noch offen. Das

I IOI diitte Hydroxyl soll sich

3 PAUN Lo
; G ¢m hun in einer Oxymethyl-
I~ NN | Gruppe an C,, oder Cyy fin-
O HOGIL, ‘ . ow oo den, denn mit  50%iger
YANVAVYS No/ Schwefelsaure bei 70° lie-
I | o fert Marinobufagin Formal-

dehyd. Es zeigt damit ein
dahnliches Verhalten wie das
schon genannte Ouabain.
Schlie@lich gibt Jensen an, dall es ihm gelungen ist, im

\/\/ (XXVD

Marinobufagin (Jensen)

Analytisch-technische Untersuchungen

Cliromsaure-Oxydaticusprodukt  des Marinobufagins eine
Aldehyd-Gruppe mnachzuweisen. Da Tschesche u. Offe®®) in
diesem Genin noch drei Doppelbindungen durch katalytische
Hydrietung gefunden haben, schreibt Jensen dem Marino-
bufagin Formel (XXVI) zu.

Fiir die anderen in Tab. I aufgefiihrten Kréten-Genine ist die
chemische Untersuchung kaum oder meeist iiberhaupt nicht iber
die Aufstellung der Bruttoformel hinausgekonimen, oder sie sind nur
pharmakologisch gepriift worden. Bei den beiden Geninen der siid-
anlerikanischen Krotenart Bufo arenarum miissen dje gegenseitigen
Beziehungen erst noch aufgeklart werden, so dafl es sich im Rahmien
dieser Zusammenfassung eriibrigt, niaher darauf einzugehen.

Eingeg. 2. Juli 1942. [A. 39]. (SchluB folgt.)

%) Bhenda 69, 2561 {19361,

Zur colorimetrischen Bestimmung des Sauerstoffs in stromenden Gasen

Von Dr.-Ing. HEINRICH MACURA und Dipl-Chem. GUNTHER WERNER
Mitt. aus dem Schlesischen Kohlenforschungsinstitut dev Kaisevr-Wilhelm-Gesellschaft, Breslau

u diesemn Zweck benutzen Hofer u. v. Wartenberg') einealka-

lische Natriumhydrosulfit-Losung, der eine bestimmte
Menge Indigocarmin (35,5’-Indigo-disulfonsaure) zugesetzt ist?).
Der Farbstoff wird in dieser Losung verkiipt; der durchperlende
O,-haltige Gasstrom oxydieit die Leukoverbindung wieder zum
Farbstoff, wobei die Farbe von (Gelb in Blaugriin iibergeht, die
durch zwei empirische Vergleichsfarben — Guineaechtgelb
und Columbiagriind) — festgelegt sind. Der Verlauf der Farb-
vertiefung zwisclien den beiden Fichténen wird beobachtet und
die dazu e.forderliclie Gasmenge mit dem Gasmesser bestimmt.

Dieses Verfaliren, das fiir die Betriebskontrolle gedacht
war, wurde von uns zu einer Prédzisionsbestimmung ausgebaut
und in einigen wesentlichen Punkten abgeandert. Die lfarb-
inderung der verkiipten Indigocarmin-Losung hangt stark vom
Alkali-Zusatz ab. In bicarbonatalkalischer Idsung geht
die Farbanderung von Gelb zu Blau, ohne rote Nuaticen zu
durchlaufen. In stark alkalischer Loésung bildet sich das
Na-Salz der 5,5-Indigo-disulfon aure, das eine unrein gelbe
Farbung gibt und nicht verkiipbar ist.

In 0,15n-Natronlauge gibt Indigocarmin eine blaugrine
Losung, deven Farbe beim Verkiipen rein gelb wird und bei
der Oxydation die FFarbténe Orange, Rot, Violett durchlauft
und bei Blaugriin endet. Diese Farbskala gestattet einen sehr
genauen Farbvergleich, weil sie viel differenzierter ist als der
Farbumschlag von Gelb zu Blau. Deshalb legten wir sie
unserem Veirfahien zugrunde.

Die eingangs genannten Ve:gleichsfarben sind fiir diese
Farbskala unbrauchbar, weil sie deren Fnden zu nahe liegen.
Unsere Vergleichsfarben — Naphtholorange und Indigo-
carmin —— liegen weiter nach der Mitte der Skala, wodurclht
die Farbentwicklung der Reaktionslésung Vorlauf und Auslauf
erhilt. Erstdadurch wird ein genauer Farbvergleichinéglich. Da
ferner die Ablesegenauigkeit eines Gasmessers in keinem Ver-
haltnis zur Schirfe steht, mit der die Farbgleichheit in Re-
aktions- und Vergleichslosung zu erfassen ist, arbeiten wir mit
konstanter Stromungsgeschwindigkeit (0,51/min)und bestimmen
die Dauer der Farbianderung mit der Stoppuhr auf volle
Sekunden. Der O,-Wert wi-d einem Konzentration-Zeit-Dia-
gramm entnommen.

Die Apparatur (Abb.1) ist grundsatzlich die gleiche ge-
blieben; sie steht in einem Kasten, in den lediglich durch eine
Milchglasscheibe das Licht einer Soffittenlampe (40—60 Watt)
fallt. Die beiden Flaschen sollen méglichst den gleichen Durch-
messer haben wie das Abso:ptionsgefall. Dieses wird mit
300 cm3 destilliertem Wasser, 5cm? kalt ges. Indigocarmin-
Losung und 1cm?® 4n-NaOH gefiillt, der Tropftrichter bis
zum- Ende des Auslaufs mit 109%iger Natriumhydrosulfit-
Loésung. Damit wihrend der Messung kein Hydrosulfit nach-
tropft, wird an einem Draht ein Stiickchen Filterpapier be-
festigt und unter den Tropftrichter gebracht. Hierauf wird
der Gasstrom auf 0,51/min eingestellt und durch einen Stro-
mungsmesser am Gasaustrittsrohr kontrolliert; gegen Schwan-

1) a) Diese Ztschr. 38, 9 [1925]. b) Dieselben, Diss. T. H. Danzig 1923; o) Sachlich unver-
dinderte Ausziige in: ¥, Bayer: Gasanalyse, Encke Stuttgart. I. u. II. Aufl. 1938 u. 1941.

2) Pranzen, Ber. dtsch. chem. Ges. 39, 2069 [1906].

3) Der I. G. Farbenindustrie A.-G., Ludwigshafen a, Rh., sind wir fiir die L"berlussuug
dieser Farbstoffe zu Dauk verpflichtet.
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kungen ist das Verfahren wenig empfindlich. Als Gasein-
leitungsrohr dient eine Jenaer Tritte G 1. Das Absorptions-

co X

Abb. 1. Der besseren Ubersicht wegen ist der Tropfenfinger weg-

gelassen und nur die fiir ihn bestimmte Bohrung im Stopfen an-

gedeutet. Die punktierten Linien bezeichnen die ILage des
Beleuchtungsschlitzes.

rohr wird dann 1 min mit dem Gasstrom gespiiit, Hydrosulfit
zugegeben, bis eben reine Gelbfarbung auftritt, und die Zeit
bestimmt, in der sich die Farbe vou Orange bis zum blauen
Eichton entwickelt.

Tubelle 1.
Streuung der Analyscnwerte
% Oy t s At fiir MefBfehler = 4 25
10 67 9 0,07
0,9 76 12 0,08
0,8 88 18 0,03
0,7 106 25 0,03
0,6 129 30 0,02
0,5 159 43 0,02
0,4 192 48 0,02
0,3 240 &0 0,01
(4,2 320 180 0,01
0,1 500 0,005

Tab. 1 enthalt die Daten, die unserer Fichkurve (Abb. 2)
zugrunde liegen.
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FEichkurve: Diagramm aus O,-Konzentration in Vol.-%,
und Zeit in Sekunden.

\ih\

\___\-

Abb. 2.
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