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3 .  The catalysis by 2-picoline and 2,6-lutidine is 3 times and 
times smaller, respectively, than expected by the base strength 
these pyridine homologues. I n  contrast to the protolytic reactions 

of pyridine derivatives, which H .  C. Brown et al. investigated re- 
cently, these reactions show that steric strain may be important 
for selected proton transfer processes. 

Wissenschaftliche Laboratorien des Farbendepartementes, 
CIBA Aktien,gesellschaft, Basel. 

196. Zur Konstitution des Marinobufagins, 11. Mitteilungl),). 
Uber Krotengifte, 9. Mitteilung3) 

von Stephan Pataki und Kuno Meyer. 

(26. VIII. 55.) 

I n  einer voraiigegangenen Mitteilungl) dieser Reihe war in Uber- 
einstimmung mit Arbciten fruherer Autoren gezeigt worden, dass dem 
Marinobufagin mit grosser Wahrscheinlichkeit die Bruttoformel 
C,4H3,0, zukommt, wobei allerdings auf Grund der Verbrennungs- 
resultate des Acetylderivates die wasserstoffreichere Formulierung 
C,4H340, nicht ganz ausgeschlossen werden konnte. Bei Acetyl- 
bestimmungen mit einem durch Chromatographie an Al,O, gereinig- 
ten Praparat von Marinobufagin wurden praktisch koine fluchtigen 
Sauren (nur etwa 0,4%) erhalten, so dass das Vorliegen einer Acetyl- 
bzw. Propiony14)- Gruppe im Marinobufagin mit Sicherheit ausge- 
schlossen werden konnte. Diese Resultate stellen eine Bestaitigung 
der Befunde von Deulofeu & Mitarb.,) dar. Demgegcnuber gaben aber 
unsere Untersuchungen in bezug auf das Acetylprodukt des Marino- 
bufagins ein von dem der argentinischen hutoren abweichendes Re- 
sultat: wahrend diese etwa 18% fluchtige Sauren nach der Kuhrz- 
220th-Methode ermittelten, gab unser chromatographisch gereinigtes 
Praparat von Acetyl-marinobufagin nur etwa 9 yo fluchtige Saurcn. 
Unsere Befunde machen also ein Mo no-acetylderivat am wahrschein- 
liehsten und stimmten darin mit denjenigen von Jensen 6, uberein, 

l) 1. Mitt., K.  Meyer, Helv. 35, 2147 (1951). 
2, Auszug aus dem 2. Teil der Diss. St. Pataki, Basel 1954. 
3, 8. Mitt., H .  R .  Urscheler, Ch. Tamm & T .  Reichstein, Helv. 38, 883 (1955). 
4, K.  H.  Xlotta & K.  Neisser, Mom. Inst. Butantan  (SZo Paulo) I I ,  89 (1937). 
5 ,  V .  Deulofeu, E .  Duprat & R .  Labriola, Nature 145, 671 (1940). 
‘j) H. Jensen, J. Amer. chem. SOC. 59, 767 (1937). 
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wahrentl nach Deulofeu Mitarb. das Acetylprodukt des Marino- 
bufsgins als D i-acetylderivat zu formulieren w8re. Da die uns damals 
zur T'erfugung stehenden Substanzmengen an diesem Bufogenin keine 
eingehenderen Untersuchungen erlaubten, mussten wir diese Unklar- 
heit und noch andere Fragen bezuglich der Konstitution des Marino- 
bufagins offen lassen. 

Vor ciniger Zeit kamen wir in den Besitz zweier grbsserer Partien 
an getrocknetem Parotissekret der sudamerikanischen Krote Bufo 
rnarinus (L.) Schneid. Die eine wog 34 g und war von 97 Kroten durch 
Ausdrucken der Parotiden und einfaches Trockneiilassen an der Luft 
gewonnen wordenl). Die Aufarbeitung (siehe experiment. Teil dieser 
Arheit2)) gab rund 2,7 g Marinobufagin (ca. 8 % )  und rund 750 mg 
Telocinobufagin (ca. 2 %). Somit lieferte jcdes Tier im Durchsclinitt 
etwa 350 mg Rohgift oder rund 28 mg Marinobufagin zw. 8 mg Telo- 
cinobufagin. Das anderc Muster3) wog 137 g und sol1 von etwa 1000 
Kroten gewonnen worden spin. Es konnten daraus rund 13,3 g Ma- 
rinobufagin (ca. 10%) und 3,7 g Telocinobufagin (ca. 2,6yo) erhalten 
werden. Das Verhaltnis Marinobufagin zu Telocinobufagin scheint 
somit recht konstant zu sein und betragt 4 : 1. Ein weiteres Bufogenin 
konnte nicht aufgefuiiden werden, so dass, naeh den bisherigen Un- 
tersuchungen zu sehliessen, Bufo marinus nur 2 herzaktive Steroid- 
gifte produziert. 

Neue C - ,  H- und 0-Bestimmungen mit den1 frisch gewonnenen 
und sorgfdtig durch Chromatographie an A1,03 gereinigten illarino- 
bufagin ergaben wiederum Werte, die am besten auf die Bruttoformel 
CZ4H3,O5 passten. Ausserdem liessen sich nun auch mit dem Acetyl- 
derivat des neuen Marinobufagin-Praparates Verbrennungswerte er- 
zielen, die mit dieser Formulierung in bestem Einklang standen4). 
Marinobufagin muss deshalb - wenn es sich wirklich urn ein Steroid 

Herr Dr. H.  G. Kugler, Trinidad, hatte die Freundliclikeit, dieses Gift eigenhandig 
zu gewinnen und entsprechend uiiseren Angaben zu trocknen und zum Versand zu bringen, 
wofur ihm aiich hier nochmals bestens gedankt sei. 

2, Wir benutzten fur die Isolierung der Steroide aus dem Rohgift die rasch zum Ziele 
fuhrende Methode von Tschesche & Offe5) .  Das Tori Reichstein und Mitarb.fi) mit Erfolg 
zur Aufteilung des Parotissekretes von Bufo bnfo bufo L. angewandte Verfahren (Ver- 
teilungschromatographie) hat sich bei unserem Material als weniger gunstig erwiesen. 

3, Herr Prof. C. H .  Hassall, University College of the West Indies, Mona, St. An- 
drew, hat auf Veranlassung von Herrn Prof. T .  Reichstein dieses Material fur uns sammeln 
lassen. 13% danken den Genannten aueh an dieser Stelle bestens fur ihre Bemuhungen 
in der Vermittlung dieses kostbaren Materials. 

4, Inzwischen haben Reichstein und Mita.rb. (siehe die vorangeganpene Mitteilung 
dieser Reihe) auch aus Bufo bufo bufo L. Marinobufagin isolieren konnen und die von 
diesen Autoren ermittelten C- und H-Werte des freien Bufogenins und seines Acetats 
lassen ebenfalls eindeutig erkennen, dass dem Rlarinobufogin die Formel C,,H,,O, zu- 
kommcm muss. 

5, R. Tschesche &: H .  A. Offe, Ber. deutsch. ehem. Ges. 68, 1998 (1935). 
'j) 8. Mitt. dieser Reihe. 
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handelt, was auf Grund des Ergebnisses der Selendehydrierungl) an- 
zunehmen ist - entweder eine Aldehydgruppe, eine Hetogruppe, eine 
Doppelbindung im Ringsystem, oder endlich eine 0-Briicke enthalten. 
Eine Aldehyd- bzw. Ketogruppe Iasst sich im UV. und auch im IR. 
nicht nachweisen, da das fur diese Gruppierungen charaliteristische 
Maximum mit der schr ausgepragten Absorptionsbande des a-Pyron- 
ringes zusammenfiillt. Da aber Rcetyl-marinobufagin mit CrO, in 
Eisessig nur wenig Saure gibt, was gelegentlich auch bei Dehydrie- 
rungsversuchen mit anderen Acetyl-bufogcninen, die keine Aldehyd- 
gruppe besitzen, schon beobachtet worden war*), diirfte eine Aldehyd- 
gruppe im Marinobufagin nicht vorhanden sein. Ails den weiter unten 
beschriebenen Abbauversuchen geht ausserdem mit einiger Sicherheit 
hervor, dass auch eine Ketogruppe oder eine Doppelbindung im Ring- 
system des Marinobufagins fehlt (siehe unter Acetoxysaure A (XII)). 
Die Bruttoformel CJ24H3205 findet somit am ehesten durch die Annahme 
des Vorliegens ejnes Oxydringes eine einleiichtende und befriedigende 
Erklarung3). 

Fur die Aufklarung der Konstitution der Bufogenine auf rein 
chemischem Weg hat sich vor allem der oxydative Abbau des Lacton- 
ringes mit KMnO, in Aceton bewahrt4). Dabei entstehen substituierte 
Atiansauren, die sich fur die Abklkung der Funktion und Haftstelle 
der Sauerstoffatome am tetracyclischen Ringsystem als am geeignet- 
sten erweisen. Beim Marinobufagin (bzw. seinem Acetylderivat) er- 
wies sich diese Methode leider als wenig brauchbar, indem praktisch 
nur bei einem einzigen Oxydationsversuch eine einheitliche, kristal- 
lisierte Saure erhalten werden konnte, wahrend alle weiteren Oxyda- 
tionsansatze t rotz  Einhaltung gleicher Bedingungen zu uneinheit- 
lichen amorphen SBuregemischen fuhrten. Wir haben deshalb auf 
anderem Wege versucht, Funktion und Haftstelle der am Sterin- 
skelett befindlichen 0-Atome aufzuklaren (siehe weiter unten). 

Da wir bisher nicht in der Lage waren, diese Oxydationsversuche 
mit KMnO, wieder aufzunehmen und die dabei gcbildeten Produkte 
eingehender zu analysieren, mochten wir im folgenden nur eine kurze 
Schilderung der bei dieser Abbaumethode gewonnenen vorlaufigen 
Resultate geben. 

A b b a u v e r s u c h e m i t K M n 0 4. 
Acetyl-marinobufagin (VI)  gab mit KMnO, in Rceton5) saure 

und neutrale Anteile. Die sauren Bestandteile liessen sich - vor allem 
l) H .  Jensen, J. Amer. chem. SOC. 59, 767 (1937). 
2, K .  Meyer, Helv. 35, 2444 (1952). 
3) Herr Dr. H .  M .  E.  Cardwell, Oxford, hat in cincrn Brief an uns vom 5. Juli 1954 

dieselbe Vermutung ausgesprochen, obwohl auf Grund der von ihm aufgenommenen 1R.- 
Spektren die Existenz eines Oxydrings nicht mit Sicherheit abgeleitet werden kann. 

4, K .  Meyer, Helv. 32, 1993 (1949) und friihere Mitteilungen. 
5 ,  K .  Meyer, Helv. 32, 1238 (1949). 

103 
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in einem Fall - in eine kristallisierte Acetoxysaure A (XII)  und in 
eine amorphe Acetoxysaure B (XI)  aufteilen. Die Neutralteile waren 
amorph. Sie diirften hochstens Spuren Ausgangsmaterial V I  enthal- 
ten haben, denn im UV.-Licht konnte keine selektive Absorption 
zwischen 290 -300 m p  (a-Pyronring) festgestellt werden. Ebensowenig 
liess sich zwischen 350-355 mp eine solche beobachten. Damit ist 
auch die Anwesenheit eines Lactons-(2l -+ 14) der 20-Keto-pregnan- 
21-saure ausgeschlossen, das sich bisher immer l) aus den neutralen 
Anteilen der KMn0,-Oxydationvon Acetyl-bufogeninen, die mit Sicher- 
heit ein 14-standiges Hydroxyl besitzen, isolieren liess. Dies ist sehr 
bedeutungsvoll j denn das Fehlen dieses Hetolactons in den Neutral- 
produkten der KMnO,-Oxydation ist ein wichtiges Indiz dafur, dass 
Narinobufagin uberhaupt keine HO- Gruppe an C-14 tr&gt2). 

K r i s t a l l i s i e r t e  A e e t o x y s a u r e  A ( X I I ) .  
Diese Saure gab, in wenig Chloroform gelost, auf Zusatz von 

Tetranitromethan keine Gelbfarbung. Der mit atherischem Diazo- 
mcthan bereitete Acetoxysaure-A-rnethylester (XIII)  liess sich in 
Kristallen gewinnen. Die Analysenwerte passten besser auf die wasser- 
stoffreichere Formel C,,H,,O, als auf die Formel C23H3406, die auf 
Grund der Bruttoformel des Marinobufagins eigentlich zu erwarten 
war. Dieser Ester zeigt zwischen 220 und 360 m p  keine selektive 
Absorption (z. B. Ketogruppe), und das 1R.-Spektrum3) lasst lediglich 

0 
'CO 0 \ C O  

1 
-hi/ A ~ O H  ~ -I\/ xcerwein- 

0 0 0 RO -0 OH 
I Marinobufagon I1 Aiihgdro-marinobufagon I11 (R = H) Anhydro- 

amorph") [ + 22Ib) F. 239-241" [ + 701') marinobufagin 
a) F. 173-203" [ + 151b) 
b) F. 172-203" [ + 651b) t 

IV (R = Ac) 
a) F. 184-191" [ - 26Ib) 
b) F. 161-177" I [+ 21b) 

1 + 
V VII 

l) K .  Me?ycr, Helv. 32, 1993 (1949) und fruhere Arbeiten. 
2)  Die typische Bande bei ca. 355 mp (log& = ca. l,6) ist erstmals von uns am 

Beispiel des Lactons der 3~-Acetoxy-l4-oxy-14-i~o-20-keto-pregnan-21 +Lure4) beobachtet 
worden (bisher unveroffentlicht). Inzwischen haben W.Schlcge1, Ch. Tamm & 1'. Heichstein, 
Helv. 38,1013 (1955) ananderen analoggebautenLactonen diesen Befund bestatigen konnen. 

3) Herrn Dr. H. M .  E. Cardwell, Oxford, sei auch hier bestens fur  die Aufnahme 
und Interpretation des 1R.-Spektrums gedankt. 

4)  K.  Meyer, Helv. 32, 1238 (1949). 
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V Marinobufagin VI  Acetyl-marinobufagin VII Dianhydro-marino- 
F. 212-213'a)C)d)[+ 111') F. 203-204'a)d)h) bufagin 
F. 218-219°e)g)h)1) F. 216-218'e) F. 245-2460a) 
F. 224-225' [+ lO]f)h)  F. 194-220" [ + 261b)f) F. 233-248' [ - 1101b) 

\ 

OH 
OH / I  -" 

I X  F. 127-129") [+ 38Ib) / I  XI11 Aoetoxysaure- 
A-methYleshr 

methylester - amorphb) F. 210-2150b) __+ F.159,5-161,5O 
amorphb) 

VIII Tetrahydro-marinobufagin 
a) F. 225-227"k) 
b) F. 212-213°a)k) 207-210° [ + 321b) g' 

215-231' [+ 381b) 

X Acetoxysaure-B- CH,Nz X I  Acetoxysaure B XI1 Acetoxysaure A CHzNz 

r $- 32Ib) 
11) KOH 2) CH,N, Cz3H3606 1 1) KOH 2) CH,N, 

XIV Acetoxysaure- XV Oxysaure-B,- XVI Oxysaure-A,- XVII Acetoxysaure- 
B,-methylester Ac,O methylester methylester Ac,O A,-methyl- 
F. 171-177' t------- F. 198-201' F.189-193' ___+ ester 

F. 150-152' 
+ 43Ib) 

XVIII Ketosaure-B,-methylester X I X  Ketosaure-A,-methylester 
F. 201-204' [ + 41') CZ,H,ZO, F. 203-206" [ + 95Ib) 

Ac = CH,CO-. Die Zahlen in eckigen Klammern geben die auf ganze Grade auf- oder 
abgerundete spez. Drehung fur Na-Licht in Chloroform an. 

a)  H .  Jensen & E .  A. Evans, jr., J. biol. Chemistry 104, 307 (1934). 
h )  Vgl. Exp. Teil dieser Arbeit. 
c )  J .  J .  Abel & D. I .  Mucht, J. Pharmacol. and Exp. Therap. 3, 319 (1911-1912). 
6) H. Jensen & K.  K .  Chen, J. biol. Chemistry 87, 755 (1930). 
e )  P. Deulofeu & J .  R. Mendive, Liebigs Ann. Chem. 534, 288 (1938). 
f )  K.  Meyer, Helv. 34, 2147 (1951). 
g )  K. H. Slotta & K.  Neisser, Mem. Inst. Butantan (Sao Paulo) I I ,  89 (1937). 
h)  V .  Deulofeu, E.  Duprat & R. Lscbriola, Nature 145, 671 (1940). 
1) R. Tschesche & H .  A .  Offe, Ber. deutsch. chem. Ges. 69, 2361 (1936). 
k) H. Jensen, J. Amer. chem. SOC. 59, 767 (1937). 
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das Vorhandensein von Estergruppen und einer HO- Gruppe erkennen ; 
eine C =C-Bindung (6  p-Region) kann ausgeschlossen werden. 

Die Verseifung der Acetoxysaure A (XII)  mit alkoholisehem KOH 
ist mit einer Isomerisierung verbunden, wie die weiteren Umsetzun- 
gen des dabei erhaltenen Verseifungsproduktes zeigten. D iem lieferte 
nach Methylierung niit Diazomethan den kristallisierten Oxys" aure- 
A,-methylester (XVI), der Formel C21H3205 (in obereinstimmung mit 
C24H3205 fur Marinobufagin). Der Ester zeigte zwischen 220 und 
360 mp keine selektive Absorption. Das 1R.- Spektruml) laisst a,usser 
HO- und Estergruppen nichts Besonderes erkennen. Acetylierung des 
Oxyesters A, in Acetanhyclrid-Pyridin gab den kristallisierten Acet- 
oxysaure-A,-methylester (XVII), der eindeutig verschieden war vom 
Acetoxyssure-A-methylester (XIII) .  ~ Dehydrierung des Oxysaure- 
A,-methylesters (XVI) in Cr0,-Eisessig-Losung lieferte den Ketoester 
XIX, uber dessen Rruttoformel nichts Restimmtes ausgesagt werden 
kann, da die Analysenergebnisse unter sich ausserordentlich stark 
divergierten. Diescs Dehydrierungsprodukt kann nicht einheitlich 
gewesen sein. Im UV. zeigte die Substanz niimlich zwei Ahxima, das 
eine in der Region von 300 mp (log F = 1,12), was fur das Vorliegen 
einer Keto-Gruppe spricht, das andere lag etwa bei 240 mp (log E 

= 1 , G ) .  Dieses kurzwelligere Naximum muss verursacht sein durch 
eine geringe Verunreinigung mit einem a, ,k-nngesBttigten Keton. 
Dafur spricht auch das IR.-Spektrum, das in der Region von ca. 6 p 
eine neue Bande zeigt, die fur eine C=C-Bindung typisch istl). Dass 
dieses Dehydrierungsprodukt XIX z. T. aus einem a,p-ungesiittigten 
Keton bestand, wird durch die bei der Dchydrierung des Marino- 
bufagins (siehe weiter unten) gemachten Hefunde erhiirtet. 

A m o r p h e  Acetoxgs i iure  B ( X I ) .  

Methylierung der rohen amorphen Acetoxysaure B (XI)  mit 
Diazomethan lieferte den Ester X, der auch nach chromatographischer 
Reinigung nicht in Kristallen gewonnen werden konnte. Die Ver- 
seifung des amorphen AcetoxysBure-B-methylester (X) rnit alkoholi- 
schem KOH ist aueh hier -c.ermutlich von einer Isomerisierung be- 
gleitet (siehe weiter unten). Nethylierung des rohen Verseifungs- 
produktes gab den kristallisierten OxysBure-B1-methylester (XV) der 
Formel C21H3z05. Derselbe Ester liess sich auch durch analoge Ver- 
seifung und Remethylierung der amorphcn Rcetoxysaure B (XI)  ge- 
winnen. Die Absorptionskurve des Esters X I T  im UV. zeigt einen sehr 
charakteristischen Verlauf : das eigentliche Maximum liegt bei 292 mp 
und log E = 1,51, was fur das Vorliegen einer Ketogruppe spricht. Die 
bei ca. 240 m p  sehr schwach ausgepragte Schulter konnte durch die 

1) Herrn Dr. H .  M .  E.  Cardwell, Oxford, denken wir bestens fur diese Aufnahme. 
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Anwesenheit eines a,p-ungesattigten Ketons verursacht sein. Die ge- 
ringe Hohe der Extinktion spricht allerdings dafur, dass eine solche 
Verbindung nur in geringer Menge im Ester XV cnthalten sein konnte. 
Das 1R.-Spektruml) lasst das Vorliegen einer HO- Gruppe und einer 
Carbonylgruppe erkennen. - Acetylierung des Oxyesters X V  gab den 
Aeetoxysaure-El-methylester (XIV), der zum Unterschied zum Acet- 
oxysaure-B-methylester (X)  in Kristallen gewonnen werden konnte. - 
Dehydrierung des Oxyesters Bl (XV) mit CrO, in Eisessig lieferte das 
kristallisierte Produkt XVIII, das denselben Smp. wie der Oxyester B, 
(XV) zeigte, aber in der Mischprobe eine eindeutige Depression ergab. 
I n  bezug auf die spez. Drehung und das UV.-Rbsorptionsspektrum 
bestand praktisch Identitiit zwischen dem Dehydrierungsprodukt 
XVIII und dem Ausgangsester XV. Andererseits zeigte das 1R.- 
Spektruml) von XVIII aber gegenuber demjenigen des Esters XV 
eine ausgepragte Verbreiterung der Carbonylbande (in der Region 
von 5,75-5,SO p), die sich aueh beim Ubergang des Oxyesters XVI 
in sein Dehydrierungsprodukt XIX beobachten liess. 

Hydr i e rungsve r suche .  
Da diese eben geschilderten Abbauversuehe einen ganz betracht- 

lichen Aufwand an Substanz erforderten und ausserdem in so unuber- 
sichtlicher Weise verliefen, versuchten wir auf anderen Wegen Ein- 
blick in die Konstitution des Marinobufagins zu gewinnen. 

Fur die Aufklarung des Steroidanteils des Glykosids Scillaren A 
haben vor Iangerer Zeit schon StoZZ & Mitarb.,),) durch reduktive 
offnung cies a-Pyronringes substituierte Cholansauren erhalten kon- 
nen, die durch weiteren Abbau in Allocholansaure2) bzw. 3P-Oxy- 
allocholansaure ubergefuhrt werden konnten. Diese Hydrierung des 
b-Lsctonringes verlauft allerdings nieht einheitlieh. Bur Hauptsaehe 
wurden dabei einfach die beiden Doppelbindungen im Lactonring ab- 
gesattigt, und nur zum kleineren Teil geht der a-Pyronring durch re- 
duktive Offnung in die Seitenkette der Gallensiiuren uber. Auch diese 
Methode erfordert recht betrachtliche Snbstanzmengen, weil fur den 
weiteren Abbau nur die sauren Anteile der hydrierenden Spaltung 
verwendet werden konnen. Wir haben trotzdem solche Hydrierungs- 
versuche unternommen, allerdings weniger in der Absicht, die dabei 
gebildeten Sauren weiter abzubauen, als vielmehr in der Erwartung, 
dass es gelingen konnte, eindeutige Beweise fur den eingangs postu- 
lierten Oxydring im Marinobufagin zu finden. 

Wie zu erwarten, gab Marinobufagin bei der Hydrierung mit 
PtO,,H,O in Eisessig zur Hauptsache neutrale Produkte. Daneben 

l )  Auch diese Aufnahme verdanken wir Herrn Dr. H .  M .  E .  Cardwell, Oxford. 
2, A .  Stoll, A.  Hofmann & A. Helfenstein, Helv. 18, 644 (1935). 
3, A. #toll& J .  Renz, Helv. 24, 1380 (1941). 
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entstand ein Gemisch von Sauren, das nicht kristallisierte und aus 
dem auch nach Methylierung und chromatographischer Reinigung 
keine Kristalle gewonnen werden konnten. Dagegen gelang es, das 
Neutralprodukt in zwei Substanzen VIIIa und VIIIb aufzuteilen, die 
vcrmutlich identiseh sind mit den beiden von Jensenl) als a- und p- 
Hexahydro-marinobufagin bezekhneten Hydrierungsprodukten. - 
Ein analog durehgefuhrter Hydrierungsversuch mit Acetyl-marino- 
bufagin (VI) lieferte wieder in erster Linie Neutralstoffe, aus denen 
sich aber kein einheitliches Produkt gewinnen liess. Aus den sauren 
Anteilen konnte dagegen nach Methylierung der Ester IX einer 
Acetyl-marinobufaginsaure gewonnen werden. Das 1R.-Spektrum2) 
zeigte eine sehr scharfe Bandc bei 2,82 p, was fur das Vorliegen einer 
e inz igen  tertiaren HO-Gruppe an C-5 oder C-14 spricht. Wie spater 
gezeigt wird (siehe weiter unten), besitzt Marinobufagin tatsachlich 
eine solche HO-Gruppe und zwar an C-5. Diese Rande bei 2,82 ,u ist 
also durch das ursprunglich schon vorhandene tertiare Hydroxyl be- 
dingt und nicht durch eine neuc infolge rcduktiver Offnung eines 
Oxydringes entstandene HO- Gruppe. Bei 5,77 ,u findet sich ausserdem 
noch ein Extinktionsmaximum, das der Carbomethoxygruppe zu- 
kommt und die richtige Intensitat zeigt, wie sie sich erfahrungsgemass 
aus dem Zusammenwirken einer solchen Gruppe mit einer Acetoxy- 
gruppe ergibt. Da ausserdem im IR.  jegliche Andeutung einer C=C- 
Bindung fehlt, die Formel dieses Acetyl-marinobufagin-saure-methyl- 
esters aber am besten auf C,,H,,O, passt (substituierter Acetoxy- 
cholansaure-methylester minus 2 H-Atome), scheint der im Marino- 
bufagin vermutete Oxydring nicht geoffnet worden zu sein. 

Dehydr i e rungsve r suche  m i t  Mar inobufagin .  
Marinobufagin gab, in Eisessig mit CrO, behandelt, ein amorphes 

Ncutralprodukt, das nach chromatographischcr Reinigung in zwei 
Substanzen aufgeteilt werden konnte. Die erste (11) war kristallin, 
die zweite amorph. Letztere diirfte das eigentliche Marinobufagon (1)s) 
der Formel C24H3005 darstellen. Diescs zeigte im UV. mit Ausnahme 
des fur den cr-Pyronring typischen Maximums keine weitere Absorp- 
tion. Die spezifische Drehung war etwas hoher als die des Marino- 
bufagins, was dem Ubergang einer 3-standigen HO-Gruppe in die CO- 
Gruppe bei anderen Steroiden entspricht. Das kristalline Dehydrie- 
rungsprodukt I1 aber zeigte eine sehr vie1 hohere spez. Drehung. Die 
Analysenwerte passten sehr gut auf die Formel C2,HZ80,, liessen also 

If H .  Jensen, J. Amer. chem. SOC. 59, 767 (1937). 
2, Herrn Dr. H .  M .  E .  Cardwell, Oxford, danken wir bestens fur die Aufnahme 

dieses Spektrums sowie fur dessen Interpretation. 
3, H .  Jensen & E. A .  Evans, jr., J. biol. Chemistry 104, 307 (1934), erhielten bei 

der Dehydrierung mit CrO, ebenfalls ein amorphes Produkt, das sie nicht naher unter- 
suchten. 
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erkennen, dass die Dehydrierung von einer Wasserabspaltung beglei- 
tet war. Dieses Anhydro-marinobufagon (11) zeigte nun im UV. (siehe 
Fig. 1) 2 typische Maxima, das eine bei 294 mp, das andere bei 238 mp. 

1 

Kurve 

Kurve 

I =  

2 =  

4,29; bei 235 

= 4,28 und 

my, 

bei 

Ersteres entspricht dem a-Pyronring, letzteres, dessen Intensitst 
grosser ist, muss durch eine a,p-ungesattigte Carbonyl-Gruppe be- 
dingt sein. Auch im IR.2) lasst sich deutlich eine a,pungesattigte 
Ketogruppe erkennen. Ausserdem zeigt das Spektrum, dass keine 
weitere HO-Gruppe mehr in der Molekel enthalten sein kann. Die 
ausserordentlich grosse Ahnlichkeit des ungessttigten Ketons I1 mit 
Anhydro-telocinobufagon3) oder Scillarenon4) wird durch die Gegen- 
uberstellung der 1R.-Spektren dieser beiden Substanzen illustriert 
(siehe Fig. 2). - Das kristallisierte Anhydroprodukt I1 lasst sich auch 
durch einfaches Erhitzen des amorphen Marinobufagons (I) in Eis- 
essig erhalten. Es war deshalb naheliegend anzunehmen, dass Marino- 
bufagin ein 3,B-Dioxy-steroid ist, was sich durch die folgenden Be- 
funde beweisen liess. Vergleicht man das im UV. kurzwelligere Maxi- 
mum des Anhydro-marinobufagons mit dem analogen Maximum an- 

l) Aufgenomnien mit einem Beckman- Quartz-Spektfophotometer Model1 DU. 
2, H e m  Dr. H .  M .  E .  Cardwell, Oxford, danken wir bestens fur die Aufnahme und 

a) K.  Meyer, Helv. 32, 1593 (1949). 
4, A. StoZZ, J. Renz & A.  Brack, Helv. 34, 2301 (1951). 

Interpretation dieses Spektrums. 
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derer qj3-ungesgttigter Keto-steroide, so ergibt sich aus der Lage 
(238 mp) und Intensit& (log F = 4,28) eine vollige Ubereinstimmung 
rnit den bei 3-Keto-d 4-steroiden gefundenen Werten. Diese Tatsache 

- ,; 7 

lasst sich durch einen weiteren spektroskopischen Vergleich erharten : 
das Spcktrum des 2,4-Dinitrophenylhydrazons des Anhydro-marino- 
bufagons (siehe Fig. 3 )  deckt sich vollkommen mit demjenigen des 
Anhydro-telocinobufagons ( Scillarenon), das, wie aus fruheren Unter- 
suchungen2) hervorgeht, eindeutig eine 3-Keto-A 4-Verbindung ist. 

Dass Marinobufagin ein 3,5-Dioxy-steroid ist, musste sich auch 
auf Grund der spezifischen Drehung seines Dianhydroderivates VII, 
das als ein ~ l ~ ; ~ - S t e r o i d  zu formulieren ist, ableiten lassen. Dianhydro- 
marinobufagin ist schon von Jensen dt Evans3) aus Marinobufagin 
durch Erhitzen rnit verd. H,SO, in Athanol bereitet worden, doch ist 
von diesen beiden Autoren die spez. Drehung nicht bestimmt worden. 
Dianhydro-marinobufagin lasst sich auch - allerdings in schlechter 
Ausheute (5,5 yo) - &us Acetyl-marinobufagin durch thermische Zer- 
setzung oder besser mittelst POC1, in Pyridin (24 yo) gewinnen. Der 
Vergleich der molekularen Drehungen von Steroiden mit verschie- 
denem konjugiertem Diensystem (siehe Tabelle 1 4 ) )  zeigt nun deutlich, 
dass es sieh bei dem Dianh ydro-marinobafagin (VII )  wirklich urn 
eine ~I~;~-Verbindung handeln muss. Das UV.-Spektrum des Dianhy- 

1) Aufgenommen durch Vermittlung von Herrn Dr. H. M .  E. Cardwell, Oxford, mit 
einem Perkin-Elmer-Spektrophotometer. 

2, K.  Meyer, Helv. 32, 1593 (1949). 
3, H .  Jensen & E.  A .  Evans, jr., J. biol. Chemistry 104, 307 (1934). 
4, Die Tab. ist dem Buche von L. P. Pieser & M .  Pieser, ,,Natural Products Related 

to Phenanthrene", 3 r d  Edition 1949, Seite 210, entnommen und stutzt sich auf die Ar- 
beiten von D. H.  R. Barton, J. chem. SOC. 1946, 512. 
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droproduktes VII (siehe Fig. 1) zeigt neben dem charakteristischen 
Maximum bei ca. 300 mp (cr-Pyronring) 2 Maxima bei 228 und 235 mp, 
die fur das 03;5-System typisch sindl). Das 1R.-Spektrum weist keine 

Dien [MD 1 

2:3 4:5 
3:4 5:6 
4:5 6:7 
5:6 7:s 
7:s 9:11 
7:s 14:15 
8:9 14:15 

Dianhydro-marinobufagin 

+ 531 
- 363 
- 75 
- 538 
+ 27 
- 252 
- 152 
- 400 

HO-Bande mehr auf, zeigt aber eine starkere Bande bei 8,s p (Sauer- 
stoffbrucke ?). 

48 
290 a m ,  250 - F f 0  370 330 

Fig. 3. 
UV.-Absorptionsspektrum in Chloroforniz). 

~4iihydro-marinobufagon-2,4-dinitrophenylhydrazon, Maxima bei 260 mp, log E = 4,26 
und bei 388 mp, log E = 4,48. Schulter bei 295 mp, log E = 4,16. 

l) Vgl. hierzu A .  StoZZ, J. Renz & A .  Brack, Helv. 34, 2305 (1951). 
2, Aufgenommen mit einem Beckman-Quartz-Spektrophotometer Model1 DU. 
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Aus den obigen Befunden geht also eindeutig hervor, dass 2 O- 
Atome des Marinobufagins als HO-Gruppen vorliegen, die an C-3 und 
C-5  des Sterinskelettes zu placieren sind. Die Frage ihrer riiumlichen 
Lagc laisst sich wenigstens z. T. eindeutig durch Vergleich der spezifi- 
schen Drehungen von Marinobufsgin und seinem Acetylderivat mit 
denjenigen der 4 moglichen 3,.5-Dioxy-koprostane bzw. -cholestane 
und ihren Acetylderivaten beantworten, die alle bekannt sindl). Da 
Marinobufagin ein positives Acetylierungsinkrement besitzt, muss 
dieses Bufogenin dem Koprostantypus angehoren, d. h. die HO- 
Gruppe an C-5  ist 8-standig angcordnet. I n  dieser Reihe besteht aber 
kein grosser Unterschied in bezug auf die Acetylierungsinkrenientc 
zwischen den an C-3 epimeren Verbindungen. In  Analogie zu allen 
bisher in ihrer Konstitution eindeutig aufgeklarten Bufogeninen durfte 
abcr auch f i i r  Marinobufagin die ,L?-Orientierung der 3-stiindigen HO- 
Gruppe Gultigkeit haben. Dies Iasst sich noch durch Vergleich des 
Acetylicrungsinkrementes von Marinohufagin mit dehjenigen nahe 
vcrwandter Steroide, bei denen die 3@,5/?-0rientierung der HO- 
Gruppen eindeutig bewiesen ist, noch weiter erharten (siehe Tab. 2)2). 

+ 2503)5) 

+ 1029) 
+ 16j1"), + 15411) 
+ 11412) 

+ 2035)7) 
Strophanthidin . . 
Periplogenin . . . 
Telocinobufagin . . 
Hellebrigenin . . . 
Marinobufagin. . . 

+ 84 
+ 80 
+ 82 
+ 84, + 73 
+82, +74 

Tabellc 2. 
Molekulardrehungen in Chloroform. 

Geniri 

+ 1663)4) 
+ 1236)7)S) 
+ 209) 
+ 8 1 1 0 )  

+ 4012), +3213) 

I Monoacetat Acetylierungs- 
inkrement 

l) PI. A. Plattner, H. Heusser & A .  B. Kulkarni, Helv. 31, 1885 (1948). 
2, A n m e r k u n g  b e i  d e r  K o r r e k t u r :  Wir haben inzwischen noch das 3@,5B- 

Cyclo-carbodioxy-marinobufagin (C2,H3,0,) herstellen konnen [Smp. 270-273O, [a]: = 
+ 22,3O & 2O (c = 0,7607 in Chloroform); Ber. C 70,40 H 7,09%, Gef. C 70,44 H 7,31%]. 
Daraus folgt, dass auch die an C-3 befindliche HO-Gruppe @-standig angeordnet ist. 

3, 1'. Reichstein & H. Rosenmund, Pharmac. Acta Helv. 15, 150 (1940). 
4, H. Schwarz, A .  Katz & T. Reichstein, Pharmac. Acta Helv. 2 I ,  250 (1946). 
5 ,  P. Speiser, Helv. 32, 1368 (1949). 
6 ,  W .  8. Jacobs & A.  Hoffmann, J. biol. Chemistry 79, 519 (1928). 
') A. Katz & T .  Reichstein, Helv. 28, 476 (1945). 
8 ,  A. StoZZd2 J .  Renz, Helv. 22, 1193 (1939). 
g, K. Meyer, Pharmac. Acta Helv. 24, 222 (1949). 

lo) H. R. Urscheler, Ch. Tamm & T .  Reichstein, Helv. 38, 883 (1955). 
11) J. Schmutz, Helv. 32, 1442 (1949). 
12) K .  Meyer, Helv. 34, 2147 (1951). 
13)  Wir fanden bei einer erneuten Bestimmung [m]'," = + 8,lO lo (in Chloroform); 

(Mittel aus 2 Bestimmungen). 
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Schliesslich haben wir versucht, die Gewinnung des oben erwghn- 
ten Dianhydro-marinobufagins (VII )  susgiebiger zu gestalten, da wir 
beabsich tigten, dieses fur weitere Abbauversuche zur Ahklhmg der 
Funktion des funften 0-Atoms heranzuxiehen. Die Reaktionsfolge 
V + I + I1 + I11 -+ V I I  gab aber nur zu 8 %  das gesuchte Dien, so 
dass auf Grund unserer Versuche in dieser Richtung die Umsetzung 
rnit POCl, in Pyridin immer noch die ergiebigste ist. 

E xp er imen t e 11 er Teil. 

Alle Smp. sind auf dem Kofler-Block bestimmt und korrigiert; Fehlergrenze bis 
200O ca. & 2", dariiber ca. & 3O. Ubliche Aufarbeitung bedeutet: Eiudampfen im Vakuum, 
Aufnehmen in Ather-Chloroform (4 : l), Waschen mit 2-n. HC1 (bei Cr0,-Oxydationen mit 
2-n. H,SO,), Wasser, 2-n. Sodalosung und Wasscr, Trocknen iiber Na,SO,, Filtrieren und 
Eindampfen. Substanzproben zur Bestimmung der spez. Drehung wurden jeweils 30 Min. 
bei 60° und 0,02 Tom, zur Analyse, wo nichts anderes vermerkt, 2 Std. bei SOo und 0,02 
Torr iiber P,O, getrocknet. 

Gewinnung d e r  Bufogec ine  a u s  d e m  g e t r o c k n e t e n  P a r o t i s s e k r e t  von 
Bufo m a r i n u s  (L.) Schneid. 1. Mit Hilfe der Verteilungschromatographiel). 5,4 g rohes, 
getrocknetes und fein gemahlenes Sekret wurde iiber einer Mischung von 700 g Hyflo 
Super Cel-Wasser ( 1 : l )  chromatographiert. (Dimensionen des Rohres 4,5 cm auf 90 cm, 
Durchflussgeschwindigkeit ca. 60 cm3 pro Stunde.) Petrolather und Petrolather-Benzol- 
Gemische bis zu einem Gehalt von 23% Benzol eluierten 46 mg Material. Aus Aceton; 
Ather Kristalle vom Smp. 140-153° (y-Sitosterin ?). Die Fraktionen Petroltither-Benzol 
(mit 23-40% Benzol) eluierten 114 mg Material, das amorph blieb. Petroliither-Benzol- 
Gemische (mit 40-50% Benzol) eluierten 408 mg rohes Marinobufagin, woraus sich 
300 mg Kristalle vom Smp. 216-220° isolieren liessen. Aus den Fraktionen rnit reinem 
Benzol konnten 235 mg Telocinobufagin vom Smp. 195-208O gewonnen werden. Mit 
Chloroform konnten nur geringe Mengen amorpher Substanz, die nicht naher untersucht 
wurden, eluiert werden. Hingegen liess sich rnit Butanol eine ganz betriichtliche Menge 
(ca. 20% des eingesetzten Rohgiftes) eines amorphen, stark dunkel gefarbten Produktes 
gewinnen, das bisher nicht untersucht wurde, weil es mit Sicherheit keine Bufogenine 
enthielt . 

2. Nuch Tschesche & Offez). Das zur Verfiigung stehende Giftmaterial (rund 161 g) 
wurde im Morser grob zerkleinert und hierauf mit dem gleichen Gewicht an trockenem 
Sand in einer Schlaginiilile fein gemahlen. Das Gift-Sand-Gemisch wurde in Portionen 
(bis 120 g) im Sozhlet-Apparat mit neutralem Chloroform erschopfend extrahiert. Die so 
gewonnenen, dunkelgelb gefarbten Chloroformausziige wurden im Vakuum eingeengt, rnit 
verd. Sodalosung, mit verd. HC1 und schliesslich mit Wasser gewaschen, iiber Na,SO, ge- 
trocknet, filtriert und im Vakuum eingedampft. Aus den Soda- bzw. HC1-Ausziigen liessen 
sich 200 mg Sauren bzw. 120 mg Basen gewinnen, die nicht naher untersucht wurden. Im 
ganzen wurden aus 161 g Rohgift 36 g neutraler Rohextrakt gewonnen, der in Portionen 
an AI,O, chromatographicrt wurde. Die jeweiligen Eluate rnit Benzol-Chloroform (1 : 4) 
und reinem Chloroform gaben 16,05 g (10% des trockenen Giftsekrets) rohes Marino- 
bufagin. Durch Umkristallisieren aus Aceton-Ather liessen sich daraus 13,78 g Kristalle 
vom Smp. 223-225O gewinnen; [a]: = + 10,lo & 2O (c = 1,4710 in Methanol). 

Zur Analyse wurde Marinobufagin im Achatmorser verrieben und 24 Std. im Hoch- 
vaknum bei 40° iiber P,O, getrocknet und im Scliweinchen eingewogen. 

l) Vgl. H .  Hegedus, Ch. Tumm & T.  Reichstein, Helv. 36, 357 (1953). 
,) R. Tschesche & H .  A .  Offe, Ber. deutsch. chem. Ges. 69, 2361 (1936). 
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C,,H,,O, Ber. C 71,97 H 8,05 0 19,98% 
(400,50) Gef. ,, 72,OO ,, 8,lO ,, 19,710/,1)2) 

Chloroform-Methanol (49 : 1) eluierte 4,39 g (2 ,70/ )  rohes Telocinobufagin. Aus 
Aceton-Ather 2,26 g Kristalle vom Smp. 202-211O. 

Ace t y l -  m a r  ino  b u fag  i n  (VI). Marinobufagin wurde durch Stehenlassen wahrend 
20 Std. in Pyridin-Acetanhydrid bei 20O acetyliert. Das nach ublicher Aufarbeitung ge- 
wonnene rohe Acetat wurde an A1,0, chromatographiert. Samtliche Fraktionen des 
Chromatogramms lieferten Kristalle, die bei etwa 190-220° schmolzen. Sie wurden ver- 
einigt ; mehrmals aus Aceton-Ather umkristallisiert, gaben sie rhombische Prismen vom 
Smp. 195-220°. 

Fur die Analyse wurde das Acetylderivat im Achatmorser verrieben, 24 Std. im 
Hochvakuum bei 40° iiber P,O, getrocknet und im Schweinchen eingewogen. 

CZGH3,OG (442,53) Ber. C 70,56 H 7,74 0 21,69% 
C ~ ~ H ~ G O B  (444354) i) 9 ,  70924 ,, 8916 ), 21,60076 

Gef. ,, 70,71 ,, 7,81 ,, 21,65Yo3) 
O x y d a t i o n  des  Acety l -mar inobufagin  m i t  CrO,. 97 mg VI (Smp. 195 bis 

218O) wurden in 2 0111, Eisessig gelost, mit 0,9 6111, 2-proz. Cr0,-Eisessig-Losung (entspr. 
1,2 0) und nach 3 Std. nochmals mit 0,45 em3 derselben Cr0,-Losung versetzt. Nach wei- 
teren 5 Std. war CrO, noch deutlich nachweisbar. Nun wurden einige Tropfen Methanol 
zugefiigt und uber Nacht stehengelassen. fTbliche Aufarbeitung gab 71 mg Neutrales und 
16 mg saure Anteile. Letztere kristallisierten nicht. Das Neutralprodiikt gab aus Aceton- 
Ather reines Acetylderivat VI vom Smp. 199-218O. 

K M n 0 , - A b b a u  d e s  A c e t y l - m a r i n o b u f a g i n  ( V I ) .  500 mg VI vom Smp. 
195-220° wurden in 40 em3 Aceton4) gelost, mit 0,5 g fein gepulvertem KMnO, versetzt 
und bei Raumtemperatur auf der Maschine geschiittelt. Nach 20 Min. war alles KMnO, 
verbraucht. Nach Abdampfen des Acetons im Vakuum wurde der Ruckstand im Morser 
staubfein verrieben, mit verd. H,SO, eben kongosauer gemacht und hierauf viermal rnit 
40 cm3 Chloroform extrahiert. Die Chloroformauszuge wurden jeweils einmal mit dest. 
Wasser gewaschen, im Vakuum eingeengt und mit der 3fachen Menge (Volumen!) Ather 
ve,r.raetzt. Diese Losung wurde mit verd. Na,CO,-Losung erschopfend ausgezogen. Die 
alkalischen Auszuge ergaben nach Versetzen mit verd. HCl und Extraktion mit reinem 
Chloroform 252 mg saure Anteile. Die mit Na,CO,-Losung erschopfend ausgezogene 
Chloroform-Atherlosung hinterliess nach LVaschen mit H,O, Trocknen uber Na,SO,, Fil- 
trieren und Eindampfen 160 mg n’eutralstoffe, die amorph blieben und mit den neutralen 
Anteilen weiterer Oxydationsversuche vereinigt und erneut dem Abbau rnit KMnO, unter- 
worfen wurden. - Die sauren Anteiie wurden mit Aceton verflussigt und gaben nach 
einiger Zeit kornige Kristalle vom Smp. 210--215O (Zers.). Es konnten im ganzen 126 mg 
kristallisierte Acctoxysaure A (XII) und 122 mg amorphe Acetoxysaure B (XI) gewonnen 
werden. 

In weiteren analog durchgefuhrten Oxydationsansatzen liessen sich jeweils nur 
wenig oder gar keine Kristalle aus den sauren Anteilen gewinnen. Auch nach Aufteilung 
des KMnO, in mehrere kleinere Portionon, die in Tntervallen von jeweils 5 Min. zugegeben 
murden, konnten nur geringe Mengen der kristallisierten Acetoxysaure A (XII) erhalten 
werden: 500; 500; 1000 mg VI ergaben neben 82; 66; 0 mg krist. Saure XI1 jeweils 240; 
216; 619 mg amorphe Skure XI und 73; 156; 292 mg Neutrales. 

Auch die Nachoxydation der amorphen Saure XI mit KMnO, in Aceton oder mit 
CrO, in Eisessig oder mit 30-proz. H,O, in Eisessig lieferte keine Kristalle cler Saure Amehr. 

I) J .  Unterzaucher, Ber. deutsch. chem. Ges. 73, 391 (1940); Mikrochem. 36/37, 706 

,) Diese Bestimmung wurde im niikroanalytischen Labor der Sandoz AG., Basel, 

3, Herrn Prof. A .  StoZZ sei auch hier bestens fur diese Saucrstoffbestimmung gedankt. 
4, Gereinigt durch mehrstundiges Kochen uber KMnO, und langsames Abdestil- 

(1951). 

ausgefiihrt, wofur auch an dieser Stelle Herrn Prof. A .  StoZZ bestens gedankt sei. 

lieren iiber frischem KMnO,. 
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Ace t o x y s a u r e  -A-  m e t  h yles  t e r  ( X I I I ) .  30 mg kristallisierte Acetoxysaure A 
wurden in einigen Tropfen Methanol gelost, mit atherischer Diazomethanlosung ver- 
sctzt und 10 Min. stehengelasscn. Nach Eindampferi im Vakuum wurde direkt an 1 g A1,0, 
chromatographiert. Die Eluate mit Benzol gaben 27 mg Rohprodukt vom Smp. 154-160n. 
Nach mehrmaligem Umkristallisieren aus Accton-Ather konnten 14 mg dcs reincn Nsters 
XI11 Tom Smp. 159,5--161,5O erhalten werden; [a]; = + 31,s'' & 3O (c = 0,5967 in 
Chloroform). 

C,,H,,O, (406,50) Ber. C 67,95 H 8,430/, 
C,,H,,O, (408,52) Ber. ,, 67,61 ,, 8 3 8 %  Gef. C 67,60 H 8,730,; 

Das 1R.-Spektrum zeigt bei 2,82 p und 5,76 p Absorptionsbanden, ([tertiare] HO- 
Gruppe, Acetoxy- bzw. Carbomethoxy-Gruppe). 

Oxysaure-A, -methyles te r  ( X V I ) .  285 mg Acetoxysaure A (XII) wurden in 
10 em3 Methanol rnit 1,5 em3 25-proz. KOH-Losung versetzt und 40 Std. bei 35O stehen- 
gelassen. Nach Aufarbeitung und Methylierung wurdcii 250 mg Rohprodukt erhalten, das 
an 8 g A1,0, chromatographiert wurde. Die Fraktionen niit rcinem Chloroform bis Chloro- 
form-Methanol (49: I )  lieferten 167 mg Oxyshure-A,-methylester (XVI) vom Smp. 
178-1 90" und 57 mg Mutterlauge. 2maliges Umkristallisiercn ails Aceton-Ather gab 
prism. Platten vom Smp. 189-193O (Tropfchenbildung ab 180"); [a]'," =+19,9O & 2O 
(c = 1,2571 in Chloroform). 

C21H3205 (364,47) Ber. C 69,20 H 8,8596 Gef. C 69,22 H 9,13% 
Das UV.-Absorptionsspektrum zeigt nichts. Das 1R.-Spektrum weist eine breite 

Bande bei 3,08 p (HO-Gruppen) und eine solche bei 5,73 p (Estergruppe) auf. Eine 
-C=C-Gruppierung ist nicht sichtbar. 

Ace t ox y s  Lure -A, - m e t  h yles  t e r  ( X V I I ) .  20 mg Oxysaure-A,-methylester 
(XVI) vom Smp. 189-193'' wurden wie iiblich in Acetanhydrid-Pyridin acetyliert und 
aufgearbeitet. Aus Aceton-Ather Kristalle vom Smp. 150-152O; [a]'," = + 42,6O & 4" 
(c = 0,2110 in Chloroform). 

C23H3406 (406,50) Eer. C 67,95 H 8,430/, Gef. C 62,Ol H 8,1376 
K e  t o s a u r  e - A , - m e t h y l  e s t e r ( X I  X ). 100 mg Oxysaure-A,-methylester (XVI) 

vom Smp. 178-190" wurden in 2 cm3 Eisessig gelost, mit 2 om3 2-proz. Cr0,-Eisessig- 
Losung versetzt und bei 20" stehengelassen. Nach 2 Std. war kein CrO, mehr nachweisbar. 
Ein weiterer Zusatz von 1,0 em3 2-proz. CrO,-Eisessig-Losung war nach 3 Std. verbraucht. 
Nach nochmaligem Zufugen von 1 em3 dieser Cr0,-Losung konnte nach weiteren 3 Std. 
noch CrO, nachgewiesen werden. Nun wurde rnit einigen Tropfen Methanol versetzt, iiber 
Nacht stehengelassen und hierauf wie iiblich aufgearbeitet. Es resultierten 80 mg Roh- 
produkt, das aus Aceton-Ather in Nadeln und Platten kristallisierta. Smp. 203-206" 
(Tropfchenbildung ab 188O); [a]E =+95,1n & 2" (c = 0,6940 in Chloroform). 

C,,H,,O, (362,45) Ber. C 69,58 H 8,34% 
Gef. ,, 65,64 ,, 8,03% Gef. C 71,92 H 8,1904 (ETH) 

Das UV.-Absorptionsspektrum zcigt eiri Maximum bei 295 mp und log E = 1 ,I  2 
(in Athanol). Das 1R.-Spektrum weist Banden auf bei 2,94 p und 3,04 p (HO-Gruppen); 
5,76 p und 5,97 p (Carbonyl-Gruppen); 6,05 p (C =C-Doppelbindung). 

Acetoxysaure-B-methyles te r  (X) .  652 mg amorphe Acetoxysaure B (XI) 
wurden in Methanol rnit uberschussigem atherischem Diazomethan methyliert. Aus dem 
rohen Ester liessen sich auch nach chromatographischer Aufteilung uber A1,03 keine Kri- 
stalle gewinnen. 

O x y s a u r e - B , - m e t h y l e s t e r  (XV) .  520 mg amorphe Acetoxysaure B (XI) wur- 
den in 10 em3 Methanol gelost und mit 3,3 em3 25-proz. KOH-Losung 45 Std. bei 35" 
stehengelassen. Nach iiblicher Aufarbeitung und anschliessender Methylierung mit Diazo- 
methan wurden 460 mg Rohprodukt erhalten, die nach chromatographischer Aufteilung 
an A1,0, 140 mg Kristalle vom Smp. 180-197O gabon. Nach dreimaligem Umlosen am 
Aceton-Ather stieg der Smp. des in Nadeln kristallisierenden Oxyesters B, XV auf 198-201° 
(Tropfchenbildung ab 182O). Das iibrige Material der obigen Chromatographie blieb amorph. 
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500 mg amorpher Acetoxysiiure-B-methylester (X) gaben nach analoger Verseifung 
und Methylierung, gefolgt von chromatographischer Reinigung des rohen. Methylesters, 
115 mg Ester XV, der nach mehrmaligem Umkristallisieren aus Aceton-Ather ebenfalls 
bei 198-201O schmolz. Die Mischprobe gab keine Depression; [ a ] g  = - 1,7O i: 3O; 
- 3,70 & 3 O  (c = 0,5706 bzw. 0,5312 in Chloroform). 

C,,H,,O, (364,47) Ber. C 69,20 H 8,85% Gef. C 69,15 H 8,85% 
Das UV.-Absorptionsspektrum (in Alkohol) weist bei 292 mp und log E = 1,51 ein 

Maximum auf. Das IR.-Spektrum zeigt zwei Banden bei 3,03 p (Hydroxyl) und 5,78 p 
(Carbonyl). 

Ac c t o x y s aur  e - B - me t h  y le  s t e r  ( X I  V). 15 mg Oxysaure-B,-methylester (XV) 
vom Smp. 175-194O wurden im Hochvakuum bei 50° getrocknet, in 0,3 em3 abs. Pyridin 
gelost, mit 0,2 cm3 Acetanhydrid versetzt und 42 Std. bei ZOO stehengelassen. Ubliche Auf- 
arbeitung gab 16 mg R'ohprodukt. Aus Ather-Petrolather Kristalle vom Smp. 171 -177O; 
[a]; = + 24,8O & 3O (c = 0,4420 in Chloroform). 

Der weiter oben beschriebene und durch Chromatographie gereinigte amorphe 
Acetoxysaure-B-methylester (X) wurde in Ather-Petrolather mit diesem Ester XIV an- 
geimpft, kristallisierte aber nicht. 

K e  t o s a u r e  - B, - me t h  yles  t e r  ( X V I I I  ). 200 mg Oxysaure-B,-methylester (XV) 
vorn Snip. 182-195O wurden in 2 em3 Eisessig gelost, rnit 1 em3 5-proz. Cr0,-Eisessig- 
Losung versctzt, die nach 2% Std. verbraucht war. Nach Zugabe von 0,5 em3 5-proz. 
GO,-Eisessig-Losung konnte noch nach 5 Std. CrO, nachgewiesen werden. Nach dieser 
Zeit wurde mit einigen Tropfen Methanol versetzt, iiber Nacht stehengelassen und 
hierauf wie ublich aufgearbcitet. Das Rohprodukt (174 mg) kristallisierte aus Aceton- 
Ather teilweise (55 mg). Die Kristalle zeigten einen Smp. von 201-203O (Tropfchen- 
bildung ab 185O). Die Mischprobe mit dem Oxyester XV vom Smp. 198-201° schmolz 
bei 170-198O. Auch mit dem Ketoester XIX vom Smp. 203-206O wurde eine Smp.- 
Erniedrigung erhalten (194-199O). [a]E = + 4,0° & 3O (c = 0,7479 in Chloroform). 

C,,H,,O, (362,45) Ber. C 69,58 H 8,34% 
C,,H,,O, (364,46) ,, ,, 69,20 ,, S,850/, Gef. C 69,12 H 8,56% 

UV.-Absorptionsspektrum: A,,, = 282-283 mp; log E = 1,61 (Schulter bei ca. 
235 mp; log E = 2,2) (in dthanol). IR.-Spekt,rum: 2,90 p (Hydroxyl), 5,78 p, 5,87 ,u 
(Carbonyl). 

Te t rahydro-mar inobufagin  V I I I a  u n d  V I I I b .  204 mg Marinobufagin vom 
Smp. 219-224O zvurden in 6 em3 Eisessig mit 26 mg PtO,,H,O bei 1 5 O  hydriert. Das Roh- 
produkt gab nach ublicher Aufarbeitung 123 mg Neutrales und 80 mg Sauren. Die Neu- 
tralteile wurden an 4 g A1,0, chromatographiert. Die Eluate mit Chloroform licferten 
45 mg Tetrahydro-marinobufagin VIIIa in Lamellen vom Smp. 207-229O, die aus Aceton- 
At,her noch zweimal umkristallisiert wurden. Smp. 215-231O; [ c c ] ~  = + 37,8O & 2O 
(c = 0,9781 in Chloroform). 

Aus den Fraktionen mit Chloroform-Methanol (49 : 1 bis 19 : 1) liessen sich 68 mg 
Kristalle = Tetrahydro-marinobufagin VIIIb vom Smp. 199-205O gewinnen, die in 
Aceton leichter loslich waren als VIIIa. Nach zweimaligem Umkristallisieren stieg der 
Smp. auf 207-210O; [ c c ] ~  = + 31,8O 

Die sauren Anteile der obigen Hydrierung blieben amorph. Sie wurden rnit atheri- 
schem Diazomethan methyliert und das erhaltene Gcmisch der Methylester chromato- 
graphisch aufgeteilt. Es konnten aus keiner Fraktion Kristalle erhalten werden. 

(I  X ). 446 mg Acetyl-marino- 
bufagin (VI) vom Smp. 195--220° wurden in 9 em3 Eisessig mit 29 mg PtO,,H,O bei 17O 
hydriert. Das rohe Hydrierungsprodukt liess sich in 247 mg neutrale und 195 mg same 
Anteile aufteilen. Die Neutralprodukte wurden an 8 g A1,03 chromatographiert. Aus den 
crsten Praktionen rnit Benzol-Chloroform (2: 3) und (1 : 4) liessen sich keine einheitlichen 
Kristallisate gewinnen. Die letzteu Fraktionen mit Benzol-Chloroform (1 : 4) ergaben eine 

3O (c = 0,5345 in Chloroform). 

Ace t y l -  m ar ino  b u fag  i n s  a u r  e - m e t h y le  s t e r  
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scheinbar einheitliche Substanz (20 mg) vom Smp. 173-176O; [ m ] g  = +26,9O & 30 
(c = 0,4077 in Chloroform). 

Die spateren Eluate rnit Chloroform und Chloroform-Methanol gaben uneinheitliche 
Kristallisate oder nur amorphes Material. 

Die sauren Ante& wurden mit uberschiissigem Ltherischem Diazomethan methyliert 
und an A1,0, chromatographiert. Petrolather-Benzol ( 1 : l )  bis (3:7) gab 41 mg Acetyl- 
marinobufaginsaure-methylester (IX) vom Smp. 127-129O (aus Ather-Petrolather) ; 
[a]: = + 38,5O & 2 O  (c = 0,8827 in Chloroform). 

C,,134z06 (462,61) Ber. C 70,10 H 9,15% Gef. C 70,06 H 9,31% 
1R.-Spektrum: sehr ausgepragte Bande bei 2,82 p (tertiares HO), scharfe Bande bei 

Die spateren Eluate gaben teils uneinheitliche Kristallisate teils amorphes Material. 
D e h y d r i e r u n g  v o n  Mar inobufagin  rnit CrO,. 227 mg Marinobufagin (V) 

vom Smp. 219-224O wurden in 4 cm3 Eisessig gelost und mit 2 cm3 2-proz. Cr0,-Eisessig- 
Losung bei 20° stehengelassen. Nach 2 Std. war kein CrO, mehr nachweisbar. Ein weiterer 
Zusatz von 1 cm3 Cr0,-Losung war nach 2 Std. ebcnfalls verbraucht. Nach nochmaligem 
Zufiigen von 0,5 om3 Cr0,-Losung konnte nach weiteren 2 Std. noch CrO, nachgewiesen 
werden. Nun wurde rnit einigen Tropfen Methanol versetzt, 15 Std. stehengelassen und 
hierauf wie iiblich aufgearbeitet. Das rohe Dehydrierungsprodukt (220 mg) wurde an 7 g 
-41,0, chromatographisch aufgeteilt. Benzol-Chloroform (3 : 2) bis (1 : 4) eluierten 59 mg 
kristallisiertes Material, das den Rohsmp. 230-240° zeigte. Die Fraktionen mit reinem 
Chloroform hinterliessen nach dem Eindampfen ein farbloses 01. 

Mar inobufagon (I). Das olige Material aus obiger Chromatographie liess sich 
nicht kristallisieren; [ m ] E  = + 22,2O -j= 3O (c = 0,6739 in Chloroform). 

UV.-Absorptionsspektrum A,, = 298 mp; log E = 3,70 (in Athanol). 
A n h y d r o - m a r i n o b u f a g o n  (11). Die Rohkristalle vom Smp. 230-240° aus 

obigem Chromatogramm wurden aus Aceton-Ather umkristallisiert und gaben Plattchen 
vom Smp. 239-241O; [m]’,’ = +70,0° 

Cz4H,,0, (380,46) Ber. C 75,76 H 7,42% Gef. C 75,73 H 7,46% 
UV.-Absorptionsspektrum A,,, = 238 mp, log E = 4,28; A,, = 294 mp, log E = 

3,85 (Athanol). 1R.-Spektrum: 5,83 p (Carbonyl), 6,Ol p, 6,20 p, 6,53 p (Doppelbindung), 
8,5 p (Oxyd-Ring?). 

Anhydro-marinobufagon (11) lasst sich aus dem amorphen Marinobufagon (1) durch 
kurzes Erhitzen (10 Min.) in Eisessig auf 125O gewinnen. Es liessen sich in einem Fall aus 
160 mg Rohprodukt (nach anschliessender chromatographischer Aufteilung) 126 mg 
Kristalle von I1 gewinnen. 

An h y d r  o ~ m a r  i n  o b u f a g  o n - 2 , 4  - d i n i  t r o p h e n y 1 h y d r a  z on. 100 mg Anhydro- 
marinobufagon (11) (Kristalle und krist. Mutterlaugen) wurden mit 120 mg 2,4-Dinitro- 
phenylhydrazin in 5,5 om3 Athanol, das 1 cm3 Eisessig enthielt, 5 Min. am Riickfluss 
erhitzt. Nach Verdampfen des Alkohols im Vakuum wurde direkt uber 7 g M,O, chromato- 
graphiert. Benzol-Chloroform ( 9 : l  bis 3 : l )  gab 45 mg rohes Hydrazon vom Smp. 179- 
190°. Nach zweimaligem Umkristallisieren aus Chloroform-Athano1 (1 : 10) stieg der Smp. 
auf 189-192O (Zers.). 

5,77 p (Estergruppe). 

2O (c = 1,0707 in Chloroform). 

C,oH,,O,N, Ber. C 64,27 H 5,745 N 9,99% 
(560,59) Gef. ,, 64,OO ,, 5,82 ,, 9,92% 

UV.-Absorptionsspektrum: 3,,,, = 260 mp, log F = 4,26; Schulter = 290 mp, 
log E = 4,14; A,,, = 385 mp, log E = 4,48 (in Chloroform). 

An h y d r o - t e l  o c i n  o b u f a g on  - 2 , 4  - d i n  i t r o p  h e n y 1 h y d r a  z o n. 70 mg Anhydro- 
telocinobufagonl) vom Smp. 225-255O wurden wie oben mit 105 mg 2,4-Dinitrophenyl- 
hydrazin umgesetzt. Nach chromatographischer Rcinigung wurden 53 mg rohes krist. 

l) K. Meyer, Helv. 32, 1593 (1949); vgl. auch A. Stoll, J. Relzz & A. Brack, ibid. 34, 
2301 (1951). 
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Hydrazon vom Smp. 246-256" erhalten. Umlosen aus Chloroform-Athanol(1 : lo)  liess den 
Smp. auf 252-255" (Zers.) ansteigen. UV.-Absorptionsspektrum: Amax = 260 mp, log E 

= 4,26; Schulter = 295 mp, log a = 4,16; A,,, = 388 mp, log E = 4,48 (in Chloroform). 
i l4 -Anhydro-mar inobufagi i i  ( I I I a  u n d  I I I b ) .  368 mg Anhydro-marino- 

bufagon (11) vom Smp. 236-239O wurden 1 Std. bei 80" im Hochvakuum getrocknet, 
hierauf in 130 em3 abs. Isopropanol rnit ca. 3 g Aluminiumisopropylat linter Feuchtigkeits- 
ausschluss in der Weise gekocht, dass in 7 Std. etwa 35 em3 Tsopropanol-Aceton abdestil- 
lierten. Dann wurde im Vakuum eingeengt,, mit verd. H,SO, versetzt und mit Chloroform 
ausgeschuttclt. Die mit verd. H,SO, und tVasser gewaschene Chloroformlosung wurde 
uber Na,SO, getrocknet, abfiltriert und eingedampft. Es resultierten 370 mg Rohprodukt, 
das an 12 g A1,0, chromatographiert wurde. Die Eluate mit, Benzol und Benzol-Chloro- 
form (4: 1) liefertcn 236 mg Kristalle, die nach zweimaligem Umlosen aus Aceton-Ather 
Nadeln vom Smp. 173-203" gaben (IIIa) ;  [ a ] g  = + 14,8O & 2" (c = 1,4114 in Chloroform). 

UV.-Absorptionsspektrum: A,,, = 300 mp, log F = 3,72 (in Athanol). 
Die Fraktionen mit Benzol-Chloroform (4:1) bis zu reinern Chloroform gaben 83 mg 

Kristalle, die aus Aceton-Ather Korner vom Smp. 172-203" lieferten (IIIb). Die Misch- 
probe mit dem obigen Material vom Smp. 173-203" schmolz bei 171-203"; [a]1," 
+ 64,9O 5 20 (c = 1,3234 in Chloroform). 

UV.-Absorptionsspektrum: A,,, = 300 mp; log F = 3,72 (in Athanol). 
Acety l ie rung  d e r  b e i d e n  A 4-A4nhydro-marinobufagine.  46 mg IIIa vom 

Smp. 173-203O wurdcn 1 Std. bei 60" im Hochvakuum getrocknet und anschliessend in 
Pyridin-Acetanhydrid durch Stehen bei 20O wahrend 48 Std. acetyliert. Each iiblicher 
Aufarbeitung wurde an 1,5 g A1,03 chromatographiert. Benzol bis Benzol-Chloroform 
(3:2) gaben 37 mg Rohprodukt. Aus Aceton-Ather Kristalle vorn Smp. 184-191" (IVa) 
(Sintern ab  162"); [a]: = - 26,0° 

31 mg IIIb vom Smp. 163-200" wurdeu wie oben acetyliert und aufgearbeitet. Das 
Rohprodukt lieferte nach zweimaligem Umkristallisieren aus Aceton-Ather Kristalle vom 
Smp. 161-177" (IVb); [ct]g =+2,2" 5 4O (c = 0,2246 in Chloroform). 

D i a n h y d r o - m a r i n o b u f a g i n  ( V I I ) .  1. Aus A4-Anhydro-marinobufug~n ( I I I a ) .  
167 mg l I I a  (Kristalle und Mutterlaugen) wurden in 20 em3 Methanol gelost und mit 
15 em3 2-proz. HC1-Methanol 24 Std. bei 35O stehengelassen. Ubliche Aufarbeitung gab 
150 mg Rohprodukt, das an 4 g A1,0, chrornatographiert wurde. Aus den mit Benzol- 
Chloroform (4: 1) erhaltenen Eluaten wurden 65 mg Dianhydro-Verbindung isoliert. Diese 
wurden dreimal aus Aceton-Ather umkristallisiert und gaben 25 mg (15%) etwas gelb- 
stichiger Kristalle vom Smp. 233-248"; [a]'," = - 110,lO 3" (c = 0,3450 in Chloroform). 

C,,H,,O, (364,46) Ber. C 79,08 H 7,74% Gef. C 78,82 H 8,12o/, 
UV.-Absorptionsspektrum: A,,, = 228 mp, log E = 4,29; A,,, = 235 mp, 

log E = 4,30; A,,, = 300 mp, log E = 3,62 (in Athauol). 
2. Aus Acetyl-rnarinobufugin (81) durch thermische Zersetzung. 113 mg VI vom 

Smp. 195 -219" wurden im Molekularkolben 2 Std. auf 190-210° (Badtemperatur) und 
0,02 Torr erhitzt. Das Sublimat (57 mg) wurde iiber 2 g A1,0, chromatographiert und 
gab 5 mg reines Dianhydro-marinobufagin (OII) vom Smp. 226--240°. Aus dem im Mole- 
kularkolben verbliebenen gelb gefarbten Ruckstand liessen sich auch nach chromato- 
graphisclier Reinigung keine Kristalle gewinnen. 

3. A u s  Acetyl-marinobufagin ( V I )  durch POCI,. 70 mg VI vom S p. 195-239" 
wurden in 3 em3 abs. Pyridin gelost und mit 0,7 em3 POCI, 24 Std. bei a mtemperatnr 
stehengelassen. Nach ublicher Aufarbeitung wurden 54 mg Rohprodukt erhalten, aus 
dem riach Chromatographie an Al,O, 14 mg Dianhydro-Verbindung VII vom Smp. 224- 
250O isoIiert werden konnten. 

2" (c = 1,0735 in Chloroform). 

Die Analysen wurden, wenn nichts anderes vermerkt, im Mikrochcmischen Labora- 
torium der Organisch-chemischen Anstalt der Universitat Basel (Leitung E. Thornmen) 
ausgefiihrt. 
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SUMMARY. 
Marinobufagin, which has the formula C24H32057 is a 3,5-di- 

hydroxysteroid on the basis of chemical evidence. /?-Orientation of 
the C-5 HO-group can be deduced from molecular rotation differences 
between Marinobufsgin and some of its derivatives. The spatial ar- 
rangement of the HO-group at c-3 is most probably the same1). 
Marinobufagin contains no tertiary hydroxyl at (3-14 and the fifth 
oxygen-atom of this genin must be located in an oxide-ring of un- 
known size, abont which no precise statements can be made. 

Pharmazeutische hnstalt der Onivcrsitat Hasel. 

197. uber die katalytische Reduktion aliphatischer 
Carbonsaureamide 

van A. Guyer, A. Bieler und G .  Gerliczy. 
(14. IX. 55.) 

Nebst der Uberfuhrung aliphatischer Carbonsaureamide in die 
entsprechenden Alkylamine auf dem Weg uber die Nitrile 

ist auch die direkte katalytische Reduktion versucht worden : 

H .  Adkins  und Mitsrbeiter haben in ihre Versuche zur katalytischen 
Reduktion von Carbonsauren und ihren: berivaten mit,Hilfe von 
Kupfer-Chrom-Oxyd als Katalysator auch die Carbonsaureamide ein- 
bezogen. Es zeigte sich dabei, dass fur die Reduktion der Amide 
extremere Bedingungen anzuwenden sind als fi ir  die ubrigen SBure- 
derivate. H .  Adk ins  & B .  W o j c i k 2 )  glaubten bei der Hochdruckreduk- 
tion verschiedener Monocarbonsaureamide mit Anwendung einer Sus- 
pension von Kupfer-Chrom-Oxyd in Dioxan Ausbeuten bis zu 40-70 '% 
an primaren und 25-60% an sekundaren Aminen erhalten zu haben. 
Diese Zahlcn wurden indessen nach neueren Untersuchungen von 
H .  J .  Schneider, H .  Adkins d? 8. H. McElvain3) dahin berichtigt, dass 
z. B. aus Laurinsaureamid neben vie1 Laurylalkohol nur 36-70 % 
Amine, und zwar vorwiegend sekundares neben wenig primarem Amin, 
erhalten werden. Auch S. Ueno & S. Takase4) erhielten bei Anwen- 
dung von Kupfer-Chrom-Oxyd aus hohermolekularen Monocarbon- 

R-CONH2 = R C N  + HZO ; R 4 N +  2 H2 = R-CH2-NHz 

R-CONHZ + 2 Hz == R-CH2-NHz + HzO 

1 )  See ~ ~ o t n o t e  2, page 1642 of this communication. 
2)  H. Adkzns & B.  Wojcik, J. Amer. chem. SOC. 56, 247, 2419 (1934). 
3) H. J.Schneider, H. Adkins & S.M. McElvain, J. Amer. chem. SOC. 74,4287 (1952). 
4) S. Ueno & X. Takase, J. SOC. chem. Ind., Japan, 42, Suppl. binding, 409 (1939); 

44, Suppl. binding, 29 (1941). 
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