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1 Std. auf 1200 erhitzen. Nach dem Erkalten mit 20 cm3 Athano1 verdiinnen und mit 
20-proz. Perchldrsaure das Salz fiillen. Umkristallisation aus Eisessig. Blauviolette 
Kristalle. 

C2,H2,05C1 Ber. C 70,44 H 4,57% Gef. C 70,45 H 4,64% 
2 - Dimethylaminos tyry l -  4 , 6  - diphenyl  - pyryl iumperchlora t  (XVI) .  

0,77 g 2-Methyl-4,6-diphenyl-pyryliumsulfoacetat und 0,3 g p- Dimethylaminobenzaldehyd 
20 Min. in 30 cm3 Eisessig zum Sieden erhitzen. Mit 20-proz. Perchlorsiiure das Salz 
fiillen. Umkristallisation aus Eisessig. Violette, metallisch glanzende Nadeln. 

C,,H,,O,NCl Ber. C 67,93 H 5,03% Gef. C 67,91 H 5,12% 
2-Di~thylaminostyry1-4,6-diphenyl-pyryliumperchlorat (XVII ) .  Ana- 

log XVI mit 0,36 g p-Diathylaminobenzaldehyd. Violette, metallisch schimmernde 
Kristalle . 

C2,H,,05NC1 Ber. C 70,88 H 5,75% Gef. C 70,99 H 5,75% 
N-Phenyl-2-diiithylaminostyryl-4, 6-diphenyl  - pyr id in iumperchlora t  

( X V I I I ) .  Analog X aus XVII. Lange, rote Niidelchen. 
C,H3,0,N2C1 Ber. C 72,41 H 5,69% Gef. C 72,26 H 5,63% 

Z u s a m  men f a s sung. 
Eine Anzahl 2,6-Distyrylpyryliumverbindungen werden syn- 

thetisiert und durch Umsatz mit primaren Aminen in Distyrylpyri- 
diniumsalze ubergefiihrt. Unter Heranziehung geeigneter Vergleichs- 
subshnzen werden einige Regeln uber Konstitution und Farbe ab- 
geleitet. Das Hauptergebnis ist, dass in den Pyryliumsalzen die 
zweite Styrylgruppe einen nur massig starken, in den Pyridinium- 
salzen sogar nur einen sehr schwachen bathochromen Einfluss ausubt. 

Basel, Institut fur Farbenchemie der Universitat. 

284. Darstellung von Scillarenin, dem primaren Aglykon 
von Scillaren A, mit Hilfe eines adaptiven Enzyms. 

28. Mitteilung iiher Herzglykoside') 
von A. Stoll, J. Renz und A. Brack. 

(13. X. 51.) 

Das Scillaren A ( Ib ,  S. 2305), das Hauptglykosid der weissen 
Meerzwiebe12), wird bei der Hydrolyse mit Saure schon unter ganz 
milden Bedingungen gespalten und zwar in Scillaridin A (111, S. 2305) 
und Scillabiose, ein Disaccharid, das aus Rhamnose und Glucose 
besteht. Das Scillaridin A ist nicht das intakte Aglykon: Bei der 
Hydrolyse ist die zuckertragende Hydroxylgruppe an C 3 des Steroid- 
gerustes durch Wasserabspaltung ausgetreten unter Bildung einer 

l) 27. Mitt., Helv. 34, 1460 (1951). 
A .  Stoll, E .  Suter, W .  Kreia, B. B. Buasemaker & A. Hofmann, Helv. 16, 703 

(1933). 
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neuen Doppelbindung, die in Konjugation zu der bereits im Natur- 
produkt vorhandenen Doppelbindung 45,6 zu stehen kommt. Die 
neu hinzukommende Doppelbindung liegt demnach zwischen C 3 und 
C 4. Fiir die Verteilung der beiden Doppelbindungen des Scillaridins A 
auf die Ringe A und B spricht vor allem die Absorption ini Ultra- 
violett (s. Fig. 2, b)  und die Tatsache, dass Maleinsaureanhydrid 
nicht addiert wird. 

Die Leichtigkeit, rnit welcher der Zuckerrest bei der Hydrolyse 
von Scillaren A unter Wasserabspaltung und Bildung einer neuen 
Doppelbindung schon mit stark verdunnten Sauren entfernt wird, 
ist wohl auf die Nachbarschaft der ursprunglich vorhandenen Doppel- 
bindung 45,6 zuruckzufuhren. Erst wenn diese hydriert ist, kann der 
Zuckerrest abgespalten werden, ohne dass das Hydroxyl an C 3 
eliminiert wird. In  einer entsprechenden Versuchsreihe kann das 
Scillaren A schliesslich in Epi-allo-lithocholsi5urel) iibergefiihrt wer- 
den, ein Beweis, dass das zuckertragende Hydroxyl an C 3 in ,&Stel- 
lung vorhanden ist. 

Bei der enzymatischen Hydrolyse von Scillaren A mit Scillaren- 
ase, einem Enzym, das in der Meerzwiebel enthalten ist, wird aus der 
Zuckerkette dieses Glykosids nur der aussenstehende Glucoserest ab- 
gespalten2). Es entsteht das Proscillaridin A (Ia, S. 2305). 

In  neuester Zeit sind Enzymsysteme fremder Herkunft gefunden 
worden, die den Glucoserest aus Scillaren A und aus andern Herz- 
glykosiden ebenfalls abzuspalten vermogen. Es sind dies vor allem 
Enzyme aus niederen Pilzen3) und solche, die in gewissen tierischen 
Organen4), wie Herzmuskel, Niere und Leber enthalten sind. Herz- 
glykoside, die in ihrer Molekel Desoxyzucker enthalten, werden auch 
von diesen Enzymen nicht bis zur Aglykonstufe, sondern nur bis 
zu den glucosefreien ' Glykosiden abgebaut. Nur in den wenigen 
Fallen, bei denen ein Aglucon direkt mit Glucose verbunden ist, 
wie i. B. im Scillirosid und im Uzarin, erfolgt der Abbau mit diesen 
Enzymen fremder Herkunft bis zur Agluconstufe. Bis vor kurzem 
galt die Regel, dass enzymatisch aus Herzglykosiden nur Glucosereste 
abgespalten werden konnen. 

Wir versuchten nun, durch Zuchtung eines unserer Pilzstamme 
auf Rhamnose als einziger Kohlenstoffquelle die Bildung von adap- 
tiven Enzymen im Sinne von Karstr0m5) anzuregen, in der Hoffnung, 
damit z. B. den Rhamnoserest aus dem Proscillaridin A abspalten 

l) A .  Stoll & J .  Renz, Helv. 24, 1380 (1941). 
2, A.  Stoll, W. Kreis & A .  Hofmann, Z .  physiol. Ch. 222, 24 (1933). 
3, A .  Stoll, J .  Renz & A .  Brack, Helv. 34, 397 (1951); R. Tschesche, K .  Sellhorn & 

4, A.  Stoll d J .  Renz, Helv. 34, 782 (1951). 
6, H .  Karstrom, Ergebnisse d. Enzymforschung 7, 350 (1938); vgl. auch B.  S. cfould 

& A .  A .  Tytell, J. Gen. Physiol. 24, 655 (1941). 

IT.-H. Brathge, B. 84, 576 (1951). 
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xu konnen. Fur die Kulturen wtlhlten wir Pilzstiimmel), die sich be- 
sonders f i i r  die Spaltung des Scillirosids in Aglucon und Glucose als 
geeignet erwiesen hatten. Es kamen dafur z. B. die folgenden Pilze 
in Frage: Die Penicilliumstamme 833 und 889, der Paecilomyces- 
stamm 904 und Claviceps purpurea. Werden diese Pilze auf glucose- 
haltigen Nahrboden gezuchtet, so enthalten weder Niihrlosung noch 
Mycel Enzyme, die Proscillaridin A zu spalten vermogen. 

Die Pilze wuchsen auf der Nahrlosung, die ausser Pepton nur 
noch 2% Rhamnose enthielt, zuerst nur sparlich. Nach der zweiten 
ifberimpfung zeichnete sich der Pilz 889 (Penicillium spec., Gruppe 
Asymmetrica, Divaricata) gegeniiber den andern durch eine deutlich 
bessere Entwicklung aus, weshalb wir von da an nur noch mit diesem 
Penicilliumstamm weitergearbeitet haben. Nach fiinf Generationen 
zeigte der Pilz auf diesem Nahrboden bereits ein so gutes Wachstum, 
dass wir ihn in grosseren Mengen in Pernbach-Kolben auf einer etwas 
modifizierten Rhamnose-Niihrlosung ziichten konnten. Wir haben 
dann einerseits das gewaschene Mycel und anderseits die Nahrlosung 
auf ihre enzymatische Aktivitiit gegeniiber Proscillaridin A gepruft 
und konnten feststellen, dass in die Nahrlosung ein Enzym iiber- 
gegangen war, das die Rhamnose aus dem Proscillaridin A abspaltete, 
worauf dann auch das intakte primare Aglykon in kristallisierter Form 
isoliert werden konnte. 

Das neue Enzym wird zum grossten Teil an die Niihrlosung 
abgegeben j der Enzymgehalt des Mycels ist wesentlich geringer. Die 
Fahigkeit, aus Scillirosid die Glucose abzuspalten, bleibt dem auf 
Rhamnose gezuchteten Pilz erhalten, und zwar ungefahr im gleichen 
Ausmass wie bei den Kulturen auf glucosehaltiger Nahrlosung. Das 
glucoseabspaltende Enzym ist also ein konstitutives Enzym, d. h. 
es wird unabhlingig von der Nahrlosung in den Zellen stets gebildet. 
Dagegen entsteht das Rhamnose-abspaltende Enzym nur, wenn der 
Pilz auf einer Rhamnose-Niihrlosung gezuchtet wird; es ist ein adap- 
tives Enzym, allerdings nicht gemLss der strengen Definition von 
Karstrorn 2) .  

Bemerkenswert ist, dass die Gegenwart von freier Rhamnose 
als einziger Kohlenstoffquelle in der Niihrlosung genugt, um das neue 
Enzym zu bilden, das dann aus einem enzymatisch sonst nicht spslt- 
baren Rhamnose-Glykosid die gebundene  Rhamnose durch Losung 
der glykosidischen Bindung freizulegen vermag. 

Eine ahnliche Beobachtung wurde bei Penicillium chrysogenuma) gemacht. Dieser 
Pilz bildet auf synthetischen Nahrboden keine pektinabbauenden Fermente. In der Nahr- 

1) A. Stall, J .  Renz & A .  Brack, Helv. 34, 397 (1951). 
2) H. Karstrom, Ergebnisse d. Enzymforachung 7, 354 (1938). Die Bildung der 

adaptiven Enzyme in einem Mikroorganismus ist abhangig von der Gewohnung des Or- 
ganismus an die spezifischen Substrate. In unserm Fall wilre das apezifische Substrat 
das Proscillaridin A und nicht Rhamnose. 

a) H. J. Phuff, Arch. Biochem. 13, 67 (1947). 
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losung sind also weder die Pektinase, welche die glykosidischen Bindungen des Pektins 
aufspaltet - wobei unter anderem hauptsiichlich Galakturonsiiure frei wird - noch die 
Pektinesterase (Pektase) vorhanden, welche die mit Methanol veresterten Carboxyl- 
gruppen freilegt. Wird bei der Ziichtung des Pilzes aber als Kohlenstoffquelle z. B. die 
D-Galakturonsiiurel), das Produkt der Hydrolyse des Pektins, verwendet, so werden in 
die Nahrlosung die Pektinase und die Pektinesterase abgeschieden. 

Bei andern Pilzen, wie z. B. bei dem Parasiten Botrytis cinerea Pemz) und bei 
Aspergillus niger ZI. Tiegh3) erwies sich hingegen die Pektinase als ein konstitutives und 
die Pektinesterase als ein adaptive8 Enzym, das in Gegenwart von Pektin reichlich ge- 
bildet wird. 

Unser a.uf Rhamnose geziichteter Penicilliumstamm 889 vermag 
also mit Hilfe seines konstitutiven Enzyms das SciUirosid in Seilli- 
rosidin und Glucose, und mit seinem adaptiven Enzym das Proscil- 
laridin A in dss bisher uiizugangliche primSre Aglykon und Rham- 
nose zu spalten. Wenn wir den iiber 14 Generationen nur auf Rhamnose 
gezuchteten Pilz wieder ausschliesslich auf Glucose ziichten, so ver- 
liert er die Fahigkeit, das Proseillaridin A-spaltende Enzym zu bilden, 
wieder. 

Es sei hier noch darauf hingewiesen, dass das adaptive Enzym 
von Penicillium 889, welches das Proseillaridin A spaltet, bisher als 
konstitutives Enzym noch nicht angetroffen wurde, im Gegensatz 
z. B. zur Pektinase, die sowohl als adaptives (in Penicillium chryso- 
genum) als auch als konstitutives Enzym (in Botrytis und Aspergillus) 
vorkommt. Es handelt sich also in unserer Arbeit um die Bildung 
eines bisher unbekannten Enzyms. 

Pig. 1. 
Scillarenin aus 50-proz. Alkohol. 

1) Andere Kohlenstoffquellen, die eur Bildung der pektinspaltendenEnzyme fiihrten, 
waren ausser Pektin und Pektinsiiure nur noch Schleimsiiure und L-Galaktonsiiure, also 
Verbindungen, welche in der Konfiguration mit der ~-Galakturonsilure iibereinstimmen. 

2) E.  Gaurnann & E. Bohni, Helv. 30, 24 (1947). 
9 E. Gaurnann & E. Bohni, Helv. 30, 1591 (1947). 



Volumen XXXIV, Fasoiculus VII (1951) - No. 284. 2305 

Zur Spaltung von Proscillaridin A haben wir die Niihrlosung, 
auf der das Pilzmycel wahrend 14 Tagen gewachsen war, bei einem 
pH von 5,5 und bei 37O auf das Glykosid einwirken lassen. Nach der 
Fermentation wurde das Abbauprodukt der wiisserigen Losung mit 
Chloroform entzogen und durch Chromatographie an Aluminium- 
oxyd gereinigt . Das bisher unbekannte primare Aglykon, das wir 
Sci l larenin (11, s. S. 2306) nennen wollen, kristallisiert aus 50-proz. 
Alkohol in charakteristischen durchsichtigen, dachformig abge- 
schnjttenen Prismen (Fig. 1). 

Sein Schmelzpunkt liegt unscharf bei 214-234O (Xofler-Block). 
Das Scillarenin zeigt in Chloroform einen schwach positiven ([XI: = 
+13,5O) und in Methanol einen schwach negativen Drehwert ([XI? = 
-16,5). Bei der I/iebermam’schen Farbreaktion wird die gleiche Farb- 
folge von Rosaviolett nach Dunkelgrun beobachtet wie bei Scillaren A 
und Proseillaridin A. 

Das Scillarenin besitzt die Zusammensetzung (3,4H&4 und ent- 
halt im Gegensatz zum Scillaridin A (111) die sekundiire Hydrosyl- 
gruppe an C 3  noch. Das UV.-Spektrum (Fig. 2, a )  ist demnach 
praktisch identisch mit demjenigen von Scillasen A, d. h. es tritt 
nur das fur den Lactonring charakteristische Maximum bei 300 m p  
und log E = 3,72 in Erscheinung. Beim Scillaridin A (Fig. 2 )  tritt 
hingegen noch ein weiteres Maximum bei 230 mp und log E = 4,23 
auf, das chara,kterisfisch ist fur zwei konjugierte Doppelbindungen, die 
auf zwei Ringe verteilt sind. 

Fig. 2. 
UV. - Spektren. 

Scillarenin (a), Scillaridin A (b) und Scillarenon (c) in abs. Alkohol. 
145 
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Bei der Acetylierung von Scillarenin mit Essigslureanhydrid und 
Pyridin entsteht eine Monoacetylverbindung C,,H,40,, die bei 240- 
243O schniilzt und in Chloroform einen schwach negativen Drehwert 
([MI$’ = -23,4O) aufweist. Die acylierbare sekundare Hydroxylgruppe 
an C 3 wird sehr leicht und unter Bildung einer Doppelhindung abge- 
spalten, wobei Scillaridin A (111) entsteht. Diese Reaktion verlauft 
schon rnit 0,05-n. wasserig-methanolischer Schwefelsaure bei 35O. 

0 ’ ‘co i ’  , 
Saure 

____+ 

\/A/ 
111 Scillaridin A 

. 
Ia Proscillaridin A: R = Rhamnose 
Ib Scillaren A: R = Rhamnose-Glucose 

Enzym 

CrO, oder 

Oppenuuer 
____t 

11 Scillarenin IV Scillarenon 

Die sekundare Hydroxylgruppe des Scillarenins wird mit tert. 
Aluminiumbutylat nach Oppenauer, oder durch vorsichtiges Be- 
handeln mit Chromsaure-Eisessig in der K d t e  oder mit tert. Butyl- 
chromatl) zum Keton oxydiert. Das Oxydationsprodukt, das Scil la - 
r enon  (IV) kristallisiert aus Aceton in kleinen Prismen und liisst 
sich im Hochvakuum gegen 200° sublimieren. Der Schmelzpunkt 
liegt bei 245-2550; der Drehwert betriigt in Chloroform [E]? = + 63,3O. 
Das 3-Keton zeigt in alkoholischer Losung im Ultraviolett xw-ei 
Absorptionsmaxima (Fig. 2, c), eines bei 300 m p  und log E = 3,74, 
das andere bei 240 m p  und log E = 4,25. Das erste Maximum ent- 
spricht dem doppelt ungesattigten Lactonsechsring, das zweite einer 
a,  8-ungesattigten Ketongruppierung. 

Das Scillarenon ist in allen Eigenschaften identisch mit Anhydro- 
telocinobufagon2), einem Abbauprodukt, das aus dem Krotengift 
Telocinobufagin der chinesischen Droge Ch’an Su erhalten wurde. 

l) R. V.  Oppenauer & H .  Oberruuch, h a l e s  asoc. quim. argentina 37, 246 (1949) ; 

2, Kuno Meyer, Helv. 32, 1593 (1949). 
Chem. Abstr. 44, 3871 (1950). 
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Da in dem Oxydationsprodukt des Scilla-Aglykons und in dem Abbau- 
produkt des Krotengiftes die doppelt ungesattigte Lactonseitenkette 
noch unversehrt erhalten ist, so ist die Identitat von Scillarenon 
mit Anhydro-telocinobufagon ein eindeutiger Beweis, dass d i e  
Sc i l la -Herzglykos ide  u n d  d i e  Kro teng i f t e  den  gleichen 
doppel t  ungesa t t i g t en  Lac tonsechsr ing  e n t h a l t e n .  

Das Scillarenin besitzt wie die anderen Aglykone mit einem 
6 gliedrigen Lactonring (Scillirosidin, Hellebri enin) eine hohe Wirk- 

In  der folgenden Tabelle 1 sind die Toxizitiitswerte des Aglykons 
und der natiirlich vorkommenden Scillareninglykoside vergleichs- 
weise zusammengestellt. 

Tabelle 1. 
Toxizitiitswerte von Scillarenin und seinen naturlich vorkommenden Glykosidstufen 

samkeit auf das Herz. Die Toxizitiit nach Hate a erl)  liegt bei 0,125 mg. 

Zuckerrest 

- 

Rhamnose 
Rhamnose+ Glucose 

Rhamnose+ 2 Glucose 

I I Toxizitat 
nach Hatcher 

mg/kg I MiiE; /kp  

0,125 0,326 
0,157 0,295 
0,145 0,215 
0,172 0,201 

Substanz 

I- I I 

Vergleicht man die letale Infusionsdosis nach Hatcher in Millimol, 
so hat das Scillarenin ungefahr die gleiche Wjrksamkeit wie das 
Rhamnoglykosid Proseillaridin A ; die beiden hohermolekularen, 
glucosehaltigen Stufen sind deutlich wirksamer. 

E xp er imen  t e l ler  Teil. 
1.  Zi ich tung  des  Pilzes. Der Pilzstamm 889 (Penicillium spec., Gruppe Asym- 

metrica, Divaricata) wurde auf einer Nlhrlosung, die neben 1% Pepton nur noch 2:4 
Rhamnose als Kohlenstoffquelle enthielt, iiberimpft. Nach funf Generationen auf dem- 
selben Nahrboden wurde der Pilz zur Produktion von grosseren Mengen auf folgender 
Niihrlosung weitergeziichtet : 

KH,PO, 1,3 g Pepton 5 8  g 
Na,HPO, 0,7 g L-Rhamnose 20,O g 
MgSO,, 7 H,O 0,6 g Leitungswasser ad 1000 om3 
ZnSO,, 7 H,O 

Diese Losung wurde 20 Min. bei 107O sterilisiert, das pH betrug 6,3. Fernbach-Kolben mit 
je 1,6 1 Inhalt wurden mit je 300 om3 dieser Nahrlosung beschickt und nach Beimpfen 
mit den Pilzsporen in der Regel 14 Tage bei 24O bebriitet. Der F'ilz hildet dam eine ge- 
schlossene Myceldecke und zeigt normale Sporulation. 

In  Vorversuchen mit Enzympraparaten aus Mycel und aus dem Kulturfiltrat 
zeigte sich, dass letzteres in unveranderter Form die beste Aktivitat aufwies. 

0,0287 mg = lo-' molar 

1) Die Werte, die an der Katze bestimmt wurden und sich auf 1 kg Tier bei intra- 

2, A.  StoZZ & W. Kreis, Helv. 34, 1431 (1951). 
venoser Infusion beziehen, verdanken wir Herrn Prof. E. Rothlin, Baael. 



2308 HELVETICA CHIMICA ACTA. 

2. D a r s t e l l u n g  von Sci l larenin.  Die Nahrlosung von 10 Fernbach-Kolben 
(ca. 2,8 1) hatte nach 14tagiger Bebriitung ein pH von 7,6. Nach dem Abpressen der Niihr- 
losung, Waschen des Mycels mit Aceton und Trocknen rnit Ather wog dieses 10-12 g. 
Die Niihrlosung wurde mit n. Salzsaure auf ein p H  von 5,5 gestellt, mit 1 g Proscillaridin A 
in 50 cma Alkohol und etwas Toluol versetzt und in einem Thermostaten bei 37O wiihrend 
48 Std. durch langsames Riihren in Bewegung gehalten. Der durch fiinfmaliges Aus- 
schutteln mit je 500 cm3 Chloroform und Eindampfen der Chloroformlosung gewonnene 
Riickstand war ein gelber Lack (0,90 g). Er wurde in 90 cm3 reinem Chloroform gelost und 
an einer Saule aus 27 g neutralem A1,0, chromatographiert. Der gelbe Farbstoff des 
Priiparates wurde zum grossten Teil in den oberen Partien der Saule festgehalten. Mit 
reinem Chloroform und mit Chloroform, das 0,5% Methanol enthielt, konnten Frak- 
tionen eluiert werden, aus denen sich beim Anreiben mit Methanol sofort kleine Polyeder 
abschieden. Durch weiteres Auswaschen der Siiule mit Chloroform-Methanol 9 : 1 wurde 
nur noch wenig gelbes Harz eluiert, aus dem keine kristallisierte Substanz mehr gewonnen 
werden konnte. Mit Chloroform-Methanol 9 : 1 sollte etwa noch vorhandenes Proscil- 
laridin A eluiert werden, was jedoch in diesem Versuchsansatz nicht der Fall war. Die 
Kristalle wurden abfiltriert und mit wenig Methanol ausgewaschen. Das nahezu farblose 
Kristallpulver wog 475 mg, was einer 65-proz. Ausbeute von Aglykon aus Proscillaridin A 
entspricht. Nach dem Aufnehmen des Rohkristallisats in 16 cm3 siedendem abs. Alkohol 
und Abkuhlen kristallisierte aus der Mar filtrierten Losung das Scillarenin in einheitlichen 
kurzen Prismen, die an den Enden dachartig abgeschragt sind (Fig. 1). Die Kristallisation 
wurde durch Zugabe von etwas Wasser vervollstiindigt (0,32 g). Die Kristalle schmelzen 
unscharf und unter Gelbfarbung zwischen 214-234O (Kofler-Block). Zur Analyse wurde 
das Aglykon nochmals aus absoluteni Alkohol kristallisiert und dann bei 105O im Hoch- 
vakuum getrocknet. 

C,,H,,O, (384,25) Ber. C 74,95 H 8,39% Gef. C 74,80: 74,88 H 8,46; 8,590/, 

Optische Drehung. 
26,3 mg Substanz in 1,976 cm3 Methanol; c = 1,331; 1 dm-Rohr 

[a]: = - 16,50f20 
30,4 mg Substanz in 1,956 cm3 Chloroform-Methanol ( 4 :  1); c = 

[XI: = + 3,2O & Z0 

a; = - 0,220 * 0,020 

.20 - - + 0,05O & 0,02O 
,555; 1 dm-Rohr; 

23,3 mg Substanz in 1,973 cm3 Chloroform; c = 1,181; 1 dm-R,ohr; 

.20 ,, - - + 0,16O f 0,02" [a]: = + 13,50 f 20 
Bei der Liebermann'schen Farbreaktion zeigt das Scillarenin wie Scillaren A und 

Proscillaridin A einen ubergang von Rosaviolett nach Dunkelgriin. 

3. A c e t y l i e r u n g  d e s  Sci l larenins .  100 mg Scillarenin wurden in 1 cm3 Pyridin 
gelost und blieben nach Zugabe von 0,2 cm3 Essigsaureanhydrid iiber Nacht bei Zimmer- 
temperatur stehen. Beim Eindampfen im Vakuum krhtallisierte der Riickstand bereits; 
er wurde mit Wasser gewaschen, filtriert und getrocknet (100 mg). Die noch rohe Acetyl- 
verbindung wurde ails 6 cm3 siedendem Methanol, in dem sie sich gerade loste, um- 
kristallisiert. Beim Erkalten der filtrierten Losung schieden sich 57 mg Polyeder ab, 
doch konnte aus der Mutterlauge durch Zusatz von Wasser noch eine weitere Kristall- 
fraktion gewonnen werden. Der Schmelzpunkt der reinen Acetylverbindung liegt bei 
240-243O (Kofler-Block). Zur Analyse wurde das Acetylscillarenin bei l l O o  im Hoch- 
vakuum getrocknet. 

C,,H,,O, (426,25) Ber. C 73,20 H 8,03% Gef. C 72,99; 73,04 H 8,03; 8,31% 

Optische Drehung. 
26,7 mg Substanz in 1,956 om3 Chloroform; c = 1,365; 1 dm-Rohr; 

ct: = - 0.32O 0,02O [a]: = - 23,4O & 20 
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Alkal i sche  T i t r a t i o n :  6,682 mg Substanz wurden mit 0,Ol-n. KOH wiihrend 
3 Std. zum Sieden erhitzt. Nach dem Abkiihlen wurde die unverbrauchte Lauge mit 
0,Ol-n. Salzsilure zuriicktitriert. Es waren 3,005 cm3 Lauge verbraucht worden, was zwei 
Mol Alkali entspricht: 1 Mol fur  die Offnung des Lactonrings und 1 Mol fur  die Ab- 
spaltung der Acetylgruppe. 

Aquivalentgewicht : Ber. 192; Gef. 222. 
4. W a s s e r a b s p a l t u n g  a u s  Sc i l la ren in ,  u b e r g a n g  i n  Sc i l la r id in  A. Die 

Losung von 100 mg Scillarenin in 100 cm3 Methanol wurde mit 100 cm3 0,l-n. Schwefel- 
siiure vermischt und blieb wiihrend 24 Std. bei 35O stehen. Dabei schied sich eine kri- 
stalline Substanz ab. Man konzentrierte noch etwas und filtrierte die Ausfiillung (60 mg) 
ab. Der Mutterlauge konnten mit Chloroform noch 40 mg Substanz entzogen werden. 
Die vereinigten Fraktionen wurden mit 5 om3 abs. Alkohol aufgekocht und das Unlosliche 
nach kurzem Stehen abfiltriert (42 mg). Zur Reinigung kristallisierte man die Substanz 
aus siedendem abs. Alkohol, wofiir man die ca. 400fache Menge benotigte, urn. Beim 
Abkiihlen kristallisierte das Scillaridin A in kurzen Prismen, die unter Gelbfiirbung und 
Zersetzung bei 244-2500 schmolzen (Kofler-Block). Zur Analyse wurde die Verbindung 
zwei Stunden im Hochvakuum bei l l O o  getrocknet. 

C,,B,,O, (366,25) Ber. C 78,64 H 8,26% Gef. C 78,51 H 8,23% 

Optische Drehung. 
20,l mg Substanz in 1,977 cm3 Chloroform-Methanol (4: 1); c = 1,Ol; 1 dm-Rohr; 

a: = - 0,62O f 0,02O [a]: = - 61,30 f 20 

Die Anhydroverbindung aus Scillarenin ist in allen Eigenschaften identisch mit 
Scillaridin A, das schon durch gelinde saure Hydrolyse aus Proscillaridin A oder Scillaren A 
leicht entsteht. 

5 .  O x y d a t i o n  v o n  Sc i l la ren in  nach Oppenauer .  Die Lijsung von 0,6 g Alu- 
minium-tert.-butylat in 10 cm3 abs. Benzol wurde mit 10 cm3 trockenem Aceton ver- 
mischt, von einer geringen amorphen Fiillung durch eine trockene Glasfilternutsche ab- 
filtriert und nun mit 120 mg fein gepulvertem und hochvakuumtrockenem Scillarenin 
versetzt. Die Substanz ging beim Umschiitteln allmiihlich in Liisung. Man kochte unter 
Feuchtigkeitsausschluss wiihrend 20 Std. am Riickfluss und beobachtete allmiihliche 
Gelbfhrbung. Das Losungsmittel wurde im Vakuum abgedampft und der Eindampfriick- 
stand in 30 cm3 Chloroform aufgenommen, das man zuerst mit n. Schwefelsilure, dann 
mit Wasser wusch und mit Calciumchlorid trocknete. Der beim Eindampfen zum Teil 
histallisierende Riickstand wurde mit abs. Benzol gewaschen, wobei 100 mg eines weissen 
Kristallpulvers hinterblieben. Bei der Chromatographie an einer Aluminiumoxydsiiule 
konnten mit Chloroform-Benzol (1 : 1) 60 mg kristallisierte Anteile eluiert werden, die in 
siedendem Aceton gelost wurden. Aus der auf dem Dampfbad etwas konzentrierten 
Losung schieden sich bald wasserklare Prismen (50 mg) des Oxydationsproduktes, des 
Scillarenons, ab. Sie schmolzen bei 245-255O (Kofler-Block) und wurden zur Analyse 
nochmals aus Aceton umkristallisiert und dann bei 100O irn Hochvakuum getrocknet. 

C,,H,,O, (382,25) Ber. C 75,35 H 7,91% Gef. C 75,35 H 8,14% 

Optische Drehung. 
21,3 mg Substanz in 1,984 cm3 Chloroform; c = 1,073; 1 dm-Rohr; 

u20 - -+0,68O & 0,02O [u]: = + 63,30 Ji 20 

Das Scillarenon ist in allen Eigenschaften identisch mit Anhydro-telocinobufagon, 
einem Abbauprodukt des Krotengiftes Telocinobufagin. Auch der Mischschmelzpunkt 
mit einem Vergleichspriiparatl) zeigt keine Depression. 

1) Wir danken Herrn Dr. Kuno Meyer fur  die Uberlassung einer kleinen Probe von 
Anhydro- telocinobufagon. 
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Das Scillarenon wird auch erhalten durch vorsichtige Oxydation von Scillarenin 
mit Chromsiiure. Zur Losung von 100 mg Scillarenin in 8 cm3 Eisessig fiigte man bei 
Zimmertemperatur 1 cm3 einer 2-proz. Chromsaure-Eisessiglosung hinzu und liess das 
Gemisch wiihrend 2 Std. bei Oo stehen, um es dann mit etwas Methanol zu versetzen 
und nach weiteren 15 Std. einzudampfen. Der Eindampfriickstand wurde in Chloroform 
gelost und die %sung nacheinander mit n. Schwefelsaure, kalter n. Sodalosung und mit 
Wasser gewaschen, mit Calciumchlorid getrocknet und eingedampft. Die Chromato- 
graphie an Aluminiumoxyd in der oben beschriebenen Art und die Kristallisation aus 
Aceton lieferten reines Scillarenon in etwas geringerer Ausbeute als bei der Oppelzauer- 
Oxydation. 

Auch das neuerdings von Oppenauer vorgeschlagene tert. Butylchromat ist fur  die 
Oxydation von Scillarenin zum 3-Keton geeignet. 

6. E n z y m a t i s c h e  S p a l t u n g  v o n  Sc i l l i ros id  rnit d e m  n u r  a u f  R h a m n o s e  
gezuchte ten  P i l z s t a m m  889. 250 em3 Nahrlosung, die wie im 1. und 2. Abschnitt 
beschrieben hergestellt wurde, stellte man mit Salzsaure auf pH 5,5 ein und vermischte 
sie mit einer Losung von 100 mg Scillirosid in 5 om3 Alkohol. Nach 48stiindigem langsamem 
Ruhren bei 370 wurde die Losung mit Chloroform ausgeschiittelt und das Chloroform ab- 
gedampft, wobei 100 mg eines gelblichen Lackes zuriickblieben. Man loste diesen in Chloro- 
form-Benzol 2 : 1 auf und liess die Losung durch eine Saule aus M,O, passieren. Mit 
Chloroform-Methanol (199 : 1) konnten 65 mg gut kristallisierendes Scillirosidin eluiert 
werden, was einer Spaltung von ca. 85% entspricht. 

7. E n z y m a t i s c h e  S p a l t u n g  v o n  Sci l l i rosid m i t  d e m  n u r  a u f  Glucose g e -  
z i ich te ten  P i l z s t a m m  889. Die Ziichtung des Pilzes erfolgte wie im l. Abschnitt 
beschrieben wurde, doch enthielt die Nahrlosung an Stelle von Rhamnose 2% Glucose. 
Bei der Ziichtung des Pilzes auf Glucose wurde etwa die doppelte Menge Mycel gebildet 
(ca. 20 g in 10 Fernbach-Kolben) als bei den Kulturen auf Rhamnose. Die enzymatische 
Aktivitiit gegeniiber Scillirosid von 250 om3 dieser Nahrlasung wurde wie im 6. Abschnitt 
beschrieben bestimmt. Die Spaltung von Scillirosid in Aglucon und Glucose betrug eben- 
falls ca. 850/. 

8. V e r h a l t e n  von Prosc i l la r id in  A gegeni iber  d e m  n u r  a u f  Glucose ge-  
z i ich te ten  P i l z s t a m m  889. Fur diesen Versuch wurden 1350 cm3 Niihriosung und 
500 mg Proscillaridin A verwendet. Ansatz und Aufarbeitung waren analog, wie sie fiir 
die Rhamnose-Niihrlosung (2. Abschnitt) beschrieben sind. Das Rohprodukt wurde eben- 
falls chromatographiert. Aus den mit reinem Chloroform und 0,5-proz. methanolhaltigem 
Chloroform eluierten Fraktionen, in denen das Aglykon hatte enthalten sein miissen, 
kristallisierten in zwei Fraktionen nur ganz kleine Mengen feiner Nadeln aus, die wohl 
e k e  positive Liebermann-Reaktion zeigten, aber mit Scillarenin nicht identisch waren. 
Die geringe Substanzmenge reichte nicht aus, um diese Verbindung weiter zu unter- 
suchen. Dagegen konnte unverandertes Proscillaridin A aus der Saule mit Chloroform- 
Methanol 9 : 1 wieder eluiert und kristallisiert werden. Der Nachweis von Scillarenin 
verlief demnach negativ. 

9. V e r h a l t e n  v o n  P r o s c i l l a r i d i n  A gegeni iber  d e m  z u e r s t  a u f  R h a m n o s e ,  
d a n n  wieder  a u f  Glucose gez i ich te ten  P i l z s t a m m  889. Der Pilz, der wahrend 
14 Generationen an eine Rhamnose-Nahrlosung angewohnt war, wurde nun wieder auf 
einer Glucose-Nahrlosung geziichtet. Es sollte gepriift werden, ob er die Fiihigkeit, 
adaptiertes Enzym - das Proscillaridin A spaltet - zu bilden, beibehalt, auch wenn er 
wieder auf Glucose geziichtet wird. 

Die Nahrlosung von 10 Fernbach-Kolben (2,7 1) wurde wie im 2. Abschnitt beschrie- 
ben mit 1 g Proscillaridin A angesetzt, 48 Std. bei 370 gehalten und dann aufgearbeitet. 
Die Chromatographie der chloroformloslichen Anteile an Aluminiumoxyd lieferte bei der 
Elution mit reinem Chloroform eine Fraktion, aus der noch etwa 5 mg Scillarenin isoliert 
werden konnten, was einer Spaltung von ca. 0,7% entspricht. Nach einer weiteren wieder 
nur auf einer Glucose-Nahrlosung durchgefiihrten Kultur des Pilzes hatte derselbe seine 
Fahigkeit, Proscillaridin A zu spalten, ganzlich verloren. 
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Z u s a mm enf a s s ung. 
Durch Kultur des Penicilliumstammes 889 auf einer Nahr- 

losung, die als Kohlenstoffquelle ausschliesslich Rhamnose enthielt, 
wurde ein Enzym gebildet, das Proscillaridin A in das bisher unzu- 
gangliche primare Aglykon Sci l larenin und Rhamnose spaltet. 
Durch Oxydation der im Scillarenin erhaltenen Hydroxylgruppe an 
C3 konnte ein a, B-ungesattigtes Keton gewonnen werden, das sich 
als identisch erwies mit dem Anhydro-telocinobufagon, einem Abbau- 
produkt des Krotengiftes Telocinobufagin. Da in beiden PrSiparaten 
der doppelt ungesattigte sechsgliedrige Lactonring unversehrt ge- 
blieben ist, so beweist ihre Identitat, dass Scillaglykoside und 
Krotengifte dieselbe Lactonseitenkette besitzen. 

Pharmazeutisch-chemisches Laboratorium ,,Sandoz", Basel. 

285. Probleme der Blutgerinnung. 

P-Heparin, ein neaer, blutgerinnungshemmender 
Mucoitinschwefelsaureester 

von R. Marbet und A. Winterstein. 
(13. X. 51.)  

4. Mitteilungl). 

Bei der Fabrikation von Heparin aus Rinderlungen sind uns in 
betrSchtlicher Menge Nebenprodukte angefallen, die ihrer chemischen 
Natur naqh - ebenso wie Heparin selber - als Mucoitinschwefel- 
sgureester anzusprechen sind. Ihrem physiologischen Verhalten nach 
unterscheiden sich diese Nebenprodukte vom Heparin durch ihre sehr 
vie1 geringere blutgerinnungshemmende Wirkung. WSihrend reinstes 
Heparin aus Rindslungen (d. h. der Mucoitin-trischwefelsaureester) 
eine Wirksamkeit von 130 i. E./mg besitzt, weist das Gemisch der 
Nebenprodukte nur einen Titer von 3 bis 5 i. E./mg auf. 

Die nahere Untersuchung dieser Nebenprodukte erscheint sowohl 
theoretisch als auch praktisch von Interesse. Sie stellen ein ideales 
Ausgangsmaterial fur die Erforschung der Mucopolysaccharide dar, 
die als integrierende Bestandteile der Grundsubstanzen des Mesen- 
chyms eine wichtige Rolle im Rheumaproblem spielen2). Ferner 
scheint es denkbar, dass in diesen Nebenfraktionen Zwischenstufen 

l) 3. Mittdung, siehe Helv. physiol. pharmacol. aota 9, 24 (1951). 
2, Siehe hiezu R. Marbet & A .  Winterstein, Exper. 1951 im Druck. 




