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172. Isolierung und Identifizierung der Steroide des Giftsekretes
der Berberkrite (Pantherkrote) Bufo mauretanicus L.')*)’).
Uber Krotengifte, 11. Mitteilung?)
von Rosmarie Bolliger und Kuno Meyer.

(14. V. 57.)

In den fritheren Arbeiten dieser Reihe ist in erster Linie iiber die
Tsolierung und Konstitutionsaufkldrung der Bufogenine (Bufadienoli-
de?®)) aus der chinesischen Krotengiftdroge Ch’an Su berichtet worden.
Diese stellt eine wahre Fundgrube fiir solche Steroide dar?). Da die
Beschaffung dieser Droge aber noch mehrere Jahre nach dem Kriege
erhebliche Schwierigkeiten bereitete, aber andererseits bekannt ist,
dass die einzelnen Bufogenine fiir eine bestimmte Krotenspezies nur
beschrankt spezifisch sind, hofften wir, im Giftsekret von leichter zu-
ginglichen Krotenarten die uns besonders interessierenden Bufoge-
nine des Ch'an Su ebenfalls aufzufinden.

Ausser der chinesischen Krotengiftdroge Ch'an Su ist vor allem
das Giftsekret der européischen Erdkrote ( Bufo bufo bufo L.) sehr ein-
gehend untersucht worden™)%). Neben dem in seiner chemischen Kon-
stitution bereits aufgeklarten Hauptbufogenin Bufotalin enthalt das
Giftsekret der europiischen Krote noch zwei weitere auch im Ch'an
Su aufgefundene Bufogenine, ndmlich das Telocinobufagin und das
Hellebrigenin4), doch sind diese beiden Herzgifte in ihrer Struktur
bereits aufgeklirt. Es blieb somit nur noch als letztes verhaltnisméssig
leicht zugingliches Krotengift dasjenige der Aga, der sidamerikani-
schen Krote Bufo marinus. Wie aber vor kurzem gezeigt wurde?), ent-
hilt das Giftsekret dieser Krotenart praktisch bloss zwei Bufogenine,
wovon nur das in seiner Struktur aufgeklirte Telocinobufagin eben-
falls im Ch’an Su enthalten ist. Wir wandten uns deshalb einer noch
wenig untersuchten Kroétenart zu, ndmlich der nordafrikanischen
Berberkrote, die wegen ihrer priachtigen Zeichnung auch Pantherkrote
genannt und zoologisch als Bufo mauretanicus L. bezeichnet wird. Das

1) Auszug aus dem 1. Teil der Diss. Rosmarie Bolliger, Basel 1957.

2) Diese Untersuchung wurde schon vor einigen Jahren durchgefiihrt. Ihre Ver-
offentlichung ist dusserer Umsténde wegen erst jetzt méglich.

3) Uber die Ergebnisse dieser Arbeit ist an der 136, Jahresversammlung der Schwei-
zerischen Naturforschenden Gesellschaft in Basel (22. bis 24. Sept. 1956) kurz referiert
worden.

4) 10. Mitt., J. P. Ruckstuhl & K. Meyer, Helv. 40, 1270 (1957).

5) Zur Bezeichnung ,,Bufadienolid* siehe ,,Vorschlige zur Nomenklatur der Ste-
roide¢, Helv. 34, 1680 (1951).

8) Die mit Buchstaben bezeichneten Fussnoten siche Seite 1664.
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Gift dieser Krote ist u. W. einzig von Gessner?), und zwar in erster
Linie pharmakologisch untersucht worden. Wohl hat Gessner auch den
sogen. Digitaliskérper, d. h. das herzwirksame Prinzip in reiner Form
zu isolieren versucht. Die von ihm in einer Menge von kaum 20 mg
erhaltenen Kristalle zeigten Digitaliswirkung, wiesen aber einen sehr
tiefen Smp. von etwa 114° auf und diirften demzufolge kaum einheit-
lich gewesen sein.

Fiir Vorversuche stand uns eine kleine Menge an trockenem Gift-
sekret zur Verfiigung, das wir uns selbst durch Auspressen der ,,Paro-
tiden* (kompakte, lingliche und warzenférmige Driisenhaufen in der
Ohrgegend) von 10 erwachsenen Exemplaren der Berberkriote ge-
wonnen hatten?). Durch Ausziehen mit Chloroform nach der Methode
von Tschesche & Offe?) liess sich daraus in etwa 24-proz. Ausbeute ein
brauner Extrakt gewinnen, der simtliche chloroformléslichen Steroide
enthielt. Er wurde in Chloroform gelést, durch Verteilen zwischen
verd. HCl und verd. Sodalosung von Ballaststoffen befreit, die nahezu
zwel Drittel ausmachten, so dass schliesslich nur eine sehr kleine
Menge an vorgereinigtem Steroidgemisch zur Verfiigung stand, das
nur etwa 99, des Ausgangsmaterials ausmachte, ein Umstand also,
der eine priparative Aufteilung in die einzelnen Bestandteile wenig
aussichtsreich erscheinen liess. Wir versuchten deshalb, mit Hilfe der
Papierchromatographie Einblick in die Zusammensetzung dieses vor-
gereinigten Extraktes zu gewinnen.

Nach einigen Tastversuchen, die wir mit einer Reihe von einheit-
lichen Bufogeninen vor allem aus Ch’an Su ausfiihrten, erwiesen sich
fir die Aufteilung von Bufogenin-Gemischen vor allem zwei Systeme
als besonders geeignet, die Modifikationen der von Zaffaront und Mit-
arb.19) beniitzten Methode zur Analyse von Nebennierenrindenhor-
monen darstellen und in der Folge dann z. T. auch von Reichstein und
Mitarb.™) fiir die Papierchromatographie der Bufogenine der européi-
schen Erdkrote mit Erfolg angewandt wurden. Es sind dies die beiden
folgenden Systeme:

1. Ruhende Phase: Propylenglykol-Wasser 4:1; Bewegliche Phase: Benzol-Chloroform
1:1.
2. Ruhende Phase: Formamid; Bewegliche Phase: Benzol-Chloroform 6:4.

Durch Besprithen der Papierchromatogramme mit Antimontri-
chlorid-Losung (ndhere Angaben siehe Exper. Teil) liessen sich die
gewanderten Substanzen sichtbar machen. Die dabei erzielten Flecken

%) 0. Gessner, Sitzungsber. d. Gesellsch. z. Beforderung der gesamten Naturw., Mar-
burg 61, 138 (1926), bes. S. 169—192.

8) Wir danken Herrn Prof. Dr. Edmond Sergent, Direktor des Instituts Pasteur in
Algicr, herzlich fiir die Besorgung und Ubersendung dieser Tiere.

9) R. T'schesche & H. A. Offe, Ber. deutsch. chem. Ges. 68, 1998 (1935).

0y A. Zaffaroni, R. B. Burton & E. H. Keutmann, Science 111, 6 (1950); 4. Zaffa-
ront & R. B. Burton, J. biol. Chemistry 188, 763 (1951).
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sind z. T. verschieden gefirbt und zeigen ausserdem im ultravioletten
Licht noch zusétzliche Fluoreszenzfarben, was fiir die Tdentifizierung
der einzelnen Substanzen von ganz erheblichem Wert ist, weil da-
durch neben den Rf-Werten noch weitere Kriterien fiir die Erkennung
der einzelnen Bufogenine nutzbar gemacht werden kénnen!?).

Die RF-Werte einer grisseren Anzahl reiner Bufogenine in diesen
beiden Systemen sind in Tab. 5 der 10, Mitt. dieser Reihe4) enthalten.
Die dort angegebenen Zahlen sind Durchschnitts- und keine Absolut-
Werte.

Daraus geht hervor, dass die beiden Bufogenine Bufotalin und
Bufalin im System Propylenglykol-Wasser gleiche Rf-Werte zeigen,

Propylenglykol-Wasser 4:1/ || Formamid/Benzol-

Benzol-Chloroform1 :1 Chloroform 6:4
Marino- Rohextrakt Rohextrakt
Bufalin bufagin Bufo maur. Bufo maur.
é Ji

O

0.0
0

Front eben abgetropft Front eben

. , abgetropft
Laufzeit 3 Std. 30 Laufzeit 3 Std.

O

Fig. 1.

wihrend im System mit Formamid diese Werte deutlich verschieden
sind. Genau umgekehrt verhilt sich das Paar Bufalin-Cinobufotalin,
das nur im System Propylenglykol-Wasser getrennt werden kann. Das
Paar Cinobufagin-Resibufogenin ist demgegeniiber mit keinem der

11) Mit Antimontrichlorid geben allerdings nicht nur die Bufogenine Farbungen,
sondern auch andere Substanzen.
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beiden Systeme aufteilbar, doch lassen sich diese beiden Bufogenine
mit Hilfe der klassischen Chromatographie an Al,O, glatt trennen.
Marinobufagin und Cinobufotalin weisen in den beiden beniitzten Sy-
stemen beinahe dieselben Rf-Werte auf. Thre Firbungen mit Anti-
montrichlorid sind aber deutlich verschieden, so dass beim Vorliegen
eines einzigen dieser Bufogenine eine sichere Identifizierung méglich ist.

Nachdem uns damit zwei brauchbare papierchromatographische
Verfahren zur Aufteilung und Identifizierung von Bufogeninen zur
Verfiigung standen, haben wir diese fiir die Aufklirung des oben
erwihnten vorgereinigten Giftextraktes beniitzt und erhielten dabei
die in Fig. 1 wiedergegebenen Verteilungsbilder.

Es lassen sich, wie man sieht, vor allem drei Substanzen erken-
nen, die durch griossere Laufstrecken charakterisiert sind. Die durch
Antimonchlorid hervorgerufenen Fiarbungen im Tageslicht und unter
der UV.-Lampe sowie die Wanderungsstrecken zeigen, dass zwei die-
ser Flecken durch Bufalin und Marinobufagin, die zum Vergleich auf
einem dieser Papierchromatogramme als Reinsubstanzen mitaufge-
tragen worden waren, hervorgerufen sein miissen, wihrend die grosse
Laufstrecke und die Farbung des untersten Flecken fiir das Vorliegen
von Resibufogenin spricht. Neben diesen drei Hauptbufogeninen ent-
hilt der Rohextrakt moch eine Reihe weiterer, viel stirker polarer
Substanzen, die, aus der Grosse der Flecken zu schliessen, nur einen
relativ sehr geringen Anteil der drei Hauptgenine ausmachen.

Mit Hilfe einer etwas griosseren Menge Rohextrakt!?) (ca. 1 g)
hofften wir, auch diese Stoffe identifizieren zu kénnen. Wir nahmen
damit zunichst eine chromatographische Aufteilung an Al,O,; vor und
zerlegten das Gemisch nach dem Durchlaufverfahren in 28 Fraktionen,
die alle im System Formamid/Benzol-Chloroform (6:4) papierchroma-
tographisch untersucht wurden. Uber das Ergebnis orientiert die Fig.2.

Die ersten vier Fraktionen waren sehr leicht loslich in Pentan.
Aus Methanol liessen sich leicht Kristalle gewinnen, die im Gemisch
mit y-Sitosterin keine Smp.-Depression!3) zeigten und bei der Acety-
lierung die fiir dieses Sterin typische Acetylverbindung vom Smp. 133
bis 1349) lieferten'?).

Die Fraktionen 5—21 waren amorph. Im Papierchromatogramm
erwiesen sie sich als einheitlich, gaben bei der Acetylierung praktisch

12) Wir méchten auch an dieser Stelle der Pariser-Vertretung der F. Hoffmann-
La Roche AG. und Herrn Friedrich Celo, Amphibienhandlung in Zweibriicken, bestens fir
ihre Hilfe bei der Beschaffung von rohem Giftsekret der Berberkréte danken.

13) Die Mischprobe vermag hier allerdings nichts iiber die Identitat auszusagen, da
y-Sitosterin im Gemisch mit Cholesterin keine Depression gibt (vgl. ©)).

14) Dieses Pflanzensterin ist zum ersten Male'®) im Tierreich im Giftsekret der
curopéischen Erdkrote und spatert) auch im chinesischen Kroétengift Ch’an Su aufge-
funden worden.

13y R. Hiittel & H. Behringer, Z. physiol. Chem. 245, 175 (1937).
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quantitativ eine gut kristallisierende Acetylverbindung, die in den
beiden fir Acetyl-resibufogenin (IT) charakteristischen Kristallmodi-
fikationen (feine, flache Ni#delchen bzw. kompakte, gleichmissige
Rhomben) erhalten werden konnte. Ausserdem liess sich eine kristal-
lisierte HOL-Verbindung gewinnen, die sich als identisch mit dem frii-
her®) beschriebenen Resibufogenin-hydrochlorid (ITI) erwies!¢). Da-
mit ergibt sich, dass im Giftsekret der B. mauretanicus als Haupt-
bufogenin das amorphe, herzunwirksame Resibufogenin enthalten ist,

Formamid|Benzol-Chloroform 6:4
5—21 22 23 24 25 26 27 28
o]
0 0 0O O
o 0
o 8 ©
S 0
o O
front —
Laufreit 2%15 Laufzert 2425

Fig. 2.

denn die Fraktionen 5—21 machen mengenmissig rund 659%, des ge-
samten eluierten Materials aus.

Aus den Fraktionen 22 —24 konnten Kristalle gewonnen werden,
die nach Smp., Mischprobe, Drehung, Farbreaktionen und papier-
chromatographischem Verhalten identisch mit Bufalin (IV) waren.

18) Die in der vorliegenden Arbeit angegebenen Smp. der Acetylverbindung und des
Hydrochlorids sind wesentlich tiefer als die frither fir diese Substanzen publizierten. Da
die hier gefundenen Daten jeweils durch Smp.-Bestimmungen von Testsubstanzen verifi-
ziert wurden, sind die fritheren diesbeziiglichen Angaben, die vermutlich auf eine fehler-
hafte Einstellung der Kofler-Apparatur zuriickzufiihren sind, hinfillig und durch Sub-
traktion von ca. 6° zu korrigieren.
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Licht in den folgenden Losungsmitteln an: ohne Bezeichnung = Chloroform, Al = Alko-
hol, An = Aceton.

2) K. Meyer, Helv. 35, 2444 (1952).

by Vgl. Exper. Teil dieser Arbeit.

¢} K. Meyer, Pharmac. Acta Helv. 24, 222 (1949).

4) Hypothet. Teilformel nach St. Pataki & K. Meyer, Helv. 38, 1631 (1955).

e) J.J. Abel & D. 1. Macht, J. Pharmacol. exp. Therap. 3, 319 (1911—1912).

Ny H.Jensen & K. K. Chen, J. biol. Chemistry 87, 755 (1930).

gy H.Jensen & E. A. Evans jr., J. biol. Chemistry 104, 307 (1934).

my K. H. Slotta & K. Neisser, Mem. Inst. Butantan (Sao Paulo) 11, 89 (1937).

1) V. Deulofew & J. RB. Mendive, Liebigs Ann. Chem. 543, 288 (1938). )

Ky V. Deulofeu, E. Duprat & R. Labriola, Nature 145, 671 (1940).

1) K. Meyer, Helv. 34, 2147 (1951).

my Hypothet. Teilformel nach H. R. Urscheler, Ch. Tamm & T. Reichstein, Helv. 38,
883 (1955).

o)y H. Wieland, G. Hesse & K. Hiittel, Liebigs Ann. Chem. 524, 203 (1936).

°) H. Wieland & (. Hesse, Liebigs Ann. Chem. 517, 22 (1935).

P}y J. Schmutz, Pharmac. Acta Helv. 22, 373 (1947).

a) J. Schmutz, Pharmac. Acta Helv. 32, 1442 (1949).
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Auch die Eigenschaften der Acetylverbindung deckten sich mit den-
jenigen des Acetyl-bufalins (V)7).

Die Mutterlaugen der Fraktionen 22 —24 und die amorphe Frak-
tion 25 wurden vereinigt, acetyliert und an Al,O, chromatographiert.
Dabei konnten drei kristallisierte Acetyl-Verbindungen, nimlich Ace-
tyl-resibufogenin (I1), Acetyl-bufalin (V) und Acetyl-marinobufagin
(VII) in reiner Form gewonnen werden. Letzteres diirfte zur Haupt-
sache oder sogar ausschliesslich aus Fraktion 25 stammen. Diese
Fraktion gab nidmlich im Papierchromatogramm (Formamid) einen
sehr deutlichen Flecken mit einem Rf-Wert, der etwas kleiner war
als der des Bufalins, was typisch fiir
Formamid/Benzol-Chloroform 6 :4 Marinobufagin ist. Einen analogen
Flecken zeigte auch das Papierchro-
matogramm der sehr uneinheitlichen

Marinobufagin 26 Bufotalinin

8 Gis” Fraktion 26. Wir haben deshalb von
0 velb letzterer nochmals ein Papierchroma-
togramm mit dem System Iorma-

rosa mid/Benzol-Chloroform 6:4 angefer-
8 blau tigt, wobei wir auf demselben Papier-
O gelb O streifen auch die beiden Bufogenine

Marinobufagin und Bufotalinin mit-
laufen liessen. Wie aus Fig. 3 ersicht-
lich ist, enthielt diese Fraktion zur
Hauptsache die beiden Bufogenine
O 0 violett Marinobufagin und Bufotalinin neben
einer Reihe anderer, in viel geringerer
Menge vorkommender Substanzen. Da
keines dieser beiden Bufogenine in
Kristallen gefasst werden konnte, ver-
suchten wir durch Bereitung und Iso-
lierung der krist. Acetylverbindungen
obige Befunde noch zu erhirten. Das
rohe Acetylierungsprodukt aus Frak-
tion 26 wurde an Al,O,; chromato-
Fig. 3. graphiert und liess sich dabei in zwei
kristallisierte Substanzen aufteilen:

die erste erwies sich in bezug auf Smp., Mischprobe und Farb-
reaktionen (mit konz. H,S0, und SbCly) als identisch mit Acetyl-
marinobufagin (VI1), die zweite auf Grund derselben Kriterien als
identisch mit Acetyl-bufotalinin (IX)¢). Auch im Papierchromato-

Laufzeit 1745

17) Dabei macht allerdings der Smp. des Acetyl-bufalins (V) aus B. mauretanicus
eine Ausnahme, indem wir dafiir hier den relativ eng begrenzten Wert 233—237° fanden,
withrend V aus Ch’an Su im besten Fall zwischen 223—234° schmolz. Der frither angege-
bene Smp. 230—247° firr V ist zu hoch (vgl. 19)). N

18) Wir danken Herrn Prof. T. Reichstein bestens fir die Uberlassung von reinen
Proben Bufotalinin und Acetyl-bufotalinin,

105
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gramm??®) zeigten diese Acetylverbindungen vollige Ubereinstimmung
mit den entsprechenden Derivaten von Marinobufagin und Butotalinin.

Aus den vereinigten Fraktionen 27 und 28 liess sich eine geringe
Menge Kristalle gewinnen, die unscharf bei ca. 200° schmolzen. Im
Papierchromatogramm zeigten sie Rf-Werte und Farbungen mit Anti-
montrichlorid, die genau denjenigen des Hellebrigenins (X)) entspra-
chen. Nach Acetylierung liessen sich relativ leicht Kristalle gewinnen,
die sich in allen Punkten als identisch mit Acetyl-hellebrigenin (XI)
erwicsen. Besonders dic tiefrosa bis permanganatfarbene IFarbung mit
konzentrierter Schwefelsiure, die nur wenige Sekunden bestehen
bleibt und auffallenderweise weder vom freien Hellebrigenin noch mit
84-proz. Schwefelsiure gegeben wird, stellt einen sehr strikten Beweis
fiir das Vorliegen von Acetyl-hellebrigenin dar. Auch im Papier-
chromatogramm zeigte die aus Fraktionen 27 und 28 gewonnene Ace-
tylverbindung im Vergleich mit authentischem Acetyl-hellebrigenin
absolute Ubereinstimmung der Rf-Werte und der Firbungen mit
Antimontrichlorid.

Im Parotissekret von Bufo mauretanicus konnten somit eindeu-
tig neben dem Phytosterin y-Sitosterin die 5 Bufogenine Resibufo-
genin, Bufalin, Marinobufagin, Bufotalinin und Hellebrigenin nach-
gewiesen werden. Die ungefihren Ausbeuten an den einzelnen Bufo-
geninen — bezogen auf das getrocknete Parotissekret — sind in folgen-
der Zusammenstellung in 9, aufgefiihrt, wobei die Werte fiir die 3
zuletzt genannten nur als Schitzungen zu gelten haben:

Resibufogenin . . . 11 Bufotalinin . . . . 0,1
Bufalin. . . . . . 2 Hellebrigenin. . . . 0,1
Marinobufagin. . . 0,3

Experimenteller Teil.

Alle Smp. wurden auf dem Kofler-Block bestimmt und sind korrigiert; Fehlergrenze
bis 250° etwa -- 29,

Papierchromatographie: Verwendetes Papier: Whatman Nr.1, in Streifen
von 47 cm Lange und 10 cm (fiir 3 Substanzen) bzw. 14 em (fiir 5 Substanzen) Breite
geschnitten. Ca. 10 cm vom oberen Rand wurden mit Bleistift die Startlinie und auf dieser
die Startpunkte in einem gegenseitigen Abstand von 2,5 cm angebracht. Verwendete
Systeme: 1. Formamid?°)/Benzol-Chloroform 6:4; 2. Propylenglykol-Wasser 4:1/Benzol-
Chloroform 1:121). Die Impragnierung der markierten Streifen erfolgte durch einmaliges
langsames Durchziehen durch ein Gemisch von 7 Teilen Aceton und 3 Teilen stationirer
Phase und anschliessende Trocknung durch senkrechtes Héngenlassen (Startlinic oben)
an der Luft wahrend 15 Min. Mit Hilfe von fein ausgezogenen Glaskapillaren oder Mikro-
pipetten wurden 50—200+ Substanz, in wenig Methanol oder Aceton geldst, auf die
Startpunkte aufgetragen. Alle Chromatogramme wurden absteigend ausgefithrt. Die Glas-
kammern wurden in einem temperaturregulierten Raum auf 209 4 19 gehalten. Die Satti-

19) Uber die Papierchromatographie der Acetyl-bufogenine wurde in der 10. Mitt.
dieser Reihe berichtet.

20) Wir beniitzten direkt ,,Formamid puriss. z. A. Kp.; 77—78%¢ der Firma
Fluka AG. in Buchs,

21} Die cinzelnen Phasen der crwihnten Systeme waren vor der Verwendung durch
kraftiges Schiifteln und anschliessende Schichtentrennung gegenseitig gesittigt worden.
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gung der Kammern erfolgte durch Einhangen eines Filtrierpapierstreifens, der mit den
jeweils beniitzten Losungsmitteln getrankt worden war. Die Laufzeit betrug im
allgemeinen etwa 3 Std. Die Trocknung der fertigen Chromatogramme erfolgte in der
Weise, dass die Papierstreifen horizontal in einem Rahmen fixiert, 1 Std.im Troekenkasten
bei 60° und hierauf 1 Std. in Vakuumtrockenkasten auf 1200 gehalten wurden, wobei
beim letzteren von der gegeniiberliegenden Seite des Abzughahns her vorsichtig Luft
einstromen gelassen wurde. Dadurch crzielt man eine relativ rasche und griindliche
Trocknung??). Die Entwicklung der Chromatogramme erfolgte durch Bespriihen mit einer
20-proz. Losung von Antimontrichlorid in Chloroform und anschliessendes Erhitzen der
Papierstreifen im Wiarmekasten auf 80° walrend 5—10 Min. Die Abgrenzungen der Flek-
ken wurden sofort mit Bleistift markiert und die im Tageslicht und unter der UV.-Lampe
erhaltenen Farben notiert, da diese bald verblassen und einheitlich in helles Graublau bzw.
Graubraun iibergehen.

Gewinnung des Giftsekretes: Fiir die eigene Giftgewinnung standen uns 10
aunsgewachsene Berberkriten zur Verfiigung®). Die Tiere wurden mit der linken Hand
kraftig um den Leib gefasst und in hockender Stellung auf ein Brett gedriickt, das von
einer Glasplatte (siche Fig. 4) tiberdeckt war. Mit Hilfe einer Pinzette oder noch besser

b

rechte Hand

linke Hand <—— Jischkante
™~

Fig. 4.

Seitenansicht der Giftgewinnung.

mit Zeigefinger und Daumen wurden die langlichen, etwas hervorstehenden Driisenpakete
in der Ohrgegend moglichst tief gefasst und kriftig gepresst, wodurch das Sekret an das
Glas spritzte. Durch Verschieben des Tieres auf der Unterlage wihrend des ,,Melkens*
liess sich das ausgepresste Sekret gleichméssiger auf der Glasplatte verteilen. Die mit
Giftsekret chargierten Platten wurden (Gift nach oben) in horizontaler Lage an einem
vor direktem Sonnenlicht geschiitzten, trockenen Ort aufbewahrt, bis das Sekret trocken
war. Das Trockensekret sprang in lackartigen Schuppen vom Glas ab oder konnte leicht
abgeschabt werden. (Werden die Glasplatten vor der Verwendung mit einer hauch-
diinnen Schicht Vaselin- oder Silicondl eingestrichen, so 16st sich das trockene Gift
spielend leicht von der Unterlage.) Die Trocknung des Giftes soll moglichst langsam sich
vollzichen, damit die Bufotoxine durch die im Sekret enthaltenen Enzyme méglichst voll-
standig in die freien Bufogenine gespalten werden. Das in frischem Zustand nach faulen-
dem Kohl stinkende Sckret ist nach dem Trocknen beinahe geruchlos. Wir fanden, dass
sich noch eine ganz respektable Menge Giftsekret gewinnen ldsst, wenn man nach crfolgter

22) Wenn die mit Formamid imprignierten Streifen nicht vollig trocken sind, lassen
sich mit 8bCl; keine Farbflecken hervorrufen. Wird withrend des Trocknens nicht stindig
ein Luftstrom durchgeleitet, so schligt sich Formamid vor allem an den kiihleren Teilen
des Kastens nieder und ist dann auch bei stundenlangem Evakuieren kaum wegzubringen.
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erster Giftgewinnung kurz darauf (ca. 30-—40 Min.) eine zweite vornimmt. Dann scheinen
die Giftorgane vollig leer zu sein, denn wir konnten erst wieder nach 4—6 Wochen nennens-
werte Mengen ,,abmelken‘.

Vorversuch: Wir erhielten von den 10 eingesetzten Tieren total 1,899 g trockenes
Sckret, das mit etwa dem gleichen Volumen reinem Seesand gemischt, im Mérser fein ver-
rieben und mit Chloroform befeuchtet in der Extraktionshiilse im Soxhlet 24 Std. mit
Chloroform extrahiert wurde. Nach Verjagen des Chloroforms verblieben 0,457 ¢ Roh-
cxtrakt (23,99,) als brauner Schaum. Dieser wurde in Chloroform gelést und mit verd.
HCI und verd. Sodaltsung von basischen bzw. sauren Bestandteilen befreit. Die mit Was-
ser gewaschene Chloroformlésung wurde nach dem Trocknen iiber Natriumsulfat im Va-
kuum cingedampft und ergab 167 mg neutralen Riickstand (Schaum), entspr. 8,8%, des
eingesetzten Trockengiftes.

Der so vorgereinigte neutrale Giftextrakt wurde iiber 5 g Al,O, nach dem Durchlauf-
verfahren chromatographiert und in 12 Fraktionen aufgeteilt. Mit Ausnahme einer ein-
zigen Fraktion, die ca. 4 mg kristallisiertes Bufalin (Smp. 234—240°%) gab, blieben alle
Fraktionen amorph. Papierchromatographisch liessen sich darin mit Sicherheit Resibufo-
genin, Bufalin und Marinobufagin nachweisen. Die Papierchromatogramme wiesen da-
neben noch eine Reihe anderer Flecken auf, die aber nicht mit Sicherheit einem bestimm-
ten Bufogenin zugeschrieben werden konnten. Nach Acetylierung der ersten amorphen
Fraktionen konnte Acetyl-resibufogenin (II) in Kristallen gewonnen werden.

Tabelle 1.

Aufteilung von 985 mg vorgereinigtem Extrakt an Al,O,.

Erak- . ' Menge Ergebnj‘sse der Habitus,
tions- Eluierungsmittel inm Papier- bei Krist. Sm
Nr. & chromatographie - Smp-
1—4 | Petrolather-Benzol ( 1:4) 58 — feine Nédelchen
(Aceton), 146—149°,
y-Sitosterin
5 Petrolather-Benzol ( 1:4) 20 { Resibufogenin amorph
6—7 | Benzol 128 | Resibufogenin amorph
8—10 | Benzol-Chloroform (19:1) | 102 | Resibufogenin amorph
11—13| Benzol-Chloroform { 9:1) | 106 | Resibufogcnin amorph
14—16| Benzol-Chloroform  ( 4:1) 46 | Resibufogenin amorph
17—19| Benzol-Chloroform ( 3:2) 68 | Resibufogenin amorph
20—211 Benzol-Chloroform ( 3:7) 67 | Resibufogenin amorph
22 Benzol-Chloroform  ( 3:7) 30 | Resibufogenin+ Prismen
Bufalin (Aceton-Ather)
23 Chloroform 85 | Bufalin+ Marino- | Bufalin 239 — 2429
bufagin (?)
24 Chloroform 28 | Bufalin+ Marino-
bufagin (?)
25 Chloroform 20 { Marinobufagin amorph
26 Chloroform-Methanol (99:1) 67 | Marinobufagin+ amorph
Bufotalinin
27 Chloroform-Methanol (99:1) 27 | Hellebrigenin ca. 200°
28 Chloroform-Methanol (49:1) 12
Total | 864

Hauptversuch: 6,155 g Trockensekret wurden analog wie im Vorversuch im
Soxhlet extrahiert und gaben total 1286 mg Rohextrakt (Schaum). Die Hauptmenge der
chloroformloslichen Bestandteile — namlich 1050 mg — war schon im Laufe von 2 Std.
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extrahiert. Der Rohextrakt wurde direkt tiber 20 g Al,O, filtriert, wobei 985 mg hellgelb-
braun gefirbtes Material (als Schaum) resultierte, das in iiblicher Weise an 30 g Al,0,
nach dem Durchlaufverfahren in 30 Fraktionen aufgeteilt wurde (siehe Tab. 1).

a) y-Sitosterin. Die Fraktionen 1—5 gaben aus Methanol feine Nadelchen (sehr
gut loslich in Ather und Pentan), nach einmaligem Umkristallisieren Smp. 146—1490.
Sie zeigten im Gemisch mit y-Sitosterin vom Smp. 148——1509 keine Depression. Die durch
Acetylierung in Pyridin-Acetanhydrid gewonnene Acetylverbindung kristallisierte aus
Aceton-Ather in diinnen, seidenglinzenden Blattchen vom Smp. 132—134° und zeigte
mit authentischem Acetyl-y-sitosterin keine Depression.

b) Resibufogenin (I). Die Mutterlauge der Frakt. 5 und die Fraktionen 6—21,
die alle amorph waren, gaben im System Formamid-Benzol-Chloroform 6:4 einen einzigen
Flecken, bedingt durch Resibufogenin (I), das als sehr wenig polare Substanz eine Wande-
rungsgeschwindigkeit aufweist, die beinahe derjenigen der Losungsmittelfront entspricht.
Der Mutterlaugenriickstand von Fraktion 5 und die Fraktionen 6—21 wurden vereinigt
(ca. 500 mg) und fiir die folgenden Umsetzungen eingesetzt.

1. Acetyl-resibufogenin (II). 200 mg wurden in Pyridin-Acetanhydrid durch
Stehenlassen wihrend 24 Std. bei 20° acetyliert. Aus Aceton-Ather 180 mg flache, lange
Nadelchen oder dicke, rhombische Plattchen. Smp. 215—2220; o]} = — 3,45° (¢ = 2,325
in Chloroform). Die Farbungen mit konz. Schwefelsiure waren genau gleich wie diejenigen
mit authentischem Acetyl-resibufogenin aus Ch’an Su.

2. Resibufogenin-hydrochlorid (III). 100 mg wurden mit 5 cm® Chloroform,
das bei Zimmertemperatur mit trockenem HCl-Gas gesittigt worden war (10,3 mg HCl/
cm?), versetzt und 24 Std. in dicht verschlossenem Gefiss stehengelassen. Hierauf wurde
mit 20 cm® Chloroform versetzt und rasch mit wenig Sodalésung und Wasser ausgeschiit-
telt. Die neutral gewaschene Chloroformlésung wurde tber Natriumsulfat getrocknet,
filtriert und im Vakuum verdampft. Der Riickstand gab aus Aceton-Ather farblose Blatt-
chen vom Smp. 208—218°. Beilstein-Probe positiv. Eine Probe dieses Hydrochlorids
wurde wie frither 2) an Mg-Silikat chromatographiert. Smyp. 214—219°. Misch-Smp. mit
authentischem Resibufogenin-hydrochlorid vom Smp. 217—222°: 215—221°.

c) Bufalin (IV). Die Fraktionen 22—24 gaben, in einer Spur Aceton gelost, auf
Zusatz von Ather Kristalle, die zwischen 230—238° schmolzen. Die Kristalle wurden ver-
einigt und zweimal aus Aceton-Ather umkristallisiert. Smp. 2392420 (Sint. ab ca. 2279).
Misch-Smp. mit authentischem Bufalin vom Smp. 240—242° (Sintern ab 235°):
238—2419 (Sint. ab 2309). Die Farbreaktionen mit konz. Schwefelsiure und SbCl; waren
identisch mit denjenigen des Bufalins. — Diein iiblicher Weise bereitete Acetylverbindung
schmolz bei 233—237°. Authentisches, durch Chromatographie an Al,O, gereinigtes Ace-
tyl-bufalin vom Smp. 222—232° gab bei der Mischprobe keine Depression (224—2349).

d) Acetyl-resibufogenin (II), Acetyl-bufalin (V) und Acetyl-marino-
bufagin (V1I). Die Mutterlaugen der Fraktionen 22—24 und die amorphe Fraktion 25
wurden vereinigt, in Pyridin-Acetanhydrid acetyliert (erhalten ca. 70 mg) und an ALO,
nach der Durchlaufmethode chromatographiert. Petroliather-Benzol (1:1) und (1:3)
eluierten 20 mg Material. Aus Ather feine Kristallnadelchen vom Smp. 212—218° (Acetyl-
resibufogenin (IT)). Benzol, Benzol-Chloroform (19:1), (9:1) und (4:1) eluierten 22 mg
Substanz. Aus Ather feine Prismen vom Smp. 226—2386° (Acetyl-bufalin (V)). Die Eluate
mit Benzol-Chloroform (3:2) und (3:7) gaben rund 14 mg, die aus einer Spur Aceton auf
Zusatz von Ather kristallisierten; Smp. 198—213°, Misch-Smp. mit Acetyl-marinobufagin
(VII) (Smp. 196—216°) ebenso. Die Farbreaktionen mit konz. Schwefelsiure und SbCl,
waren genau gleich wie diejenigen von authentischem Acetyl-marinobufagin. Auch im
papierchromatographischen Verhalten!?) bestand vollige Ubereinstimmung mit authenti-
schem Acetyl-marinobufagin.

e) Acetyl-marinobufagin (VII) und Acetyl-bufotalinin (IX). Da die
Fraktion 26, die auf Grund der Papierchromatographie (Fig. 3) vor allem Marinobufagin
und Bufotalinin enthielt, nicht zur Kristallisation gebracht werden konnte, wurde sie in
iiblicher Weise acetyliert und das rohe Gemisch der Acetylverbindungen an Al,0, chroma.-
tographiert. Das mit Benzol-Chloroform (4:1) und der ersten Fraktion (3:2) eluierte
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Material gab aus einer Spur Aceton auf Zusatz einiger Tropfen Ather eine kleine Menge
Kristalle (rhombische Prismen), die zwischen 200 und 222° schmolzen = Acetyl-marino-
bufagin (VII). Die mit Benzol-Chloroform (3:2) und reinem Chloroform eluierte Substanz
liess sich ebenfalls aus einer Spur Aceton auf Zusatz einiger Tropfen Ather zur Kristalli-
sation bringen. Smp. 232—244° (Zers.); Misch-Smp. mit authentischem Acetyl-bufotali-
nin (IX) vom Smp. 235—243° (Zers.) ohne Depression. Die Farbungen mit konz. Schwefel-
saure und ShCl, sowie das papierchromatographische Verhaltenl?) zeigten villige Uber-
einstimmung mit authentischem Acetyl-bufotalinin.

f) Acetyl-hellebrigenin (XI). Aus den vereinigten Fraktionen 27 und 28
konnte aus wenig Aceton auf Zusatz von Ather eine geringe Menge Kristalle isoliert wer-
den; Smp. sehr unscharf bei ca. 200°% Im Papierchromatogramm (Formamid/Benzol-
Chloroform) gaben sic praktisch nur einen Flecken, dessen Rf-Wert ca. 0,06 betrug. Mit
Antimontrichlorid farbte dieser sich gelb-griin. Authentisches Hellebrigenin zeigte im Ver-
gleich denselben Rf-Wert und die ndmliche Farbung mit SbCl,. Kristalle und Mutterlauge
der Fraktionen 27 und 28 wurden vereinigt und acetyliert. Das rohe Acetat wurde an
Al O, chromatographiert und gab drusige Kristalle, die bei 228-—237° (Zers.) schmolzen.
Sie zcigten mit authentischem Acetyl-hellebrigenin (XI) vom Smp. 218—247° (Zers.)
{papierchromatographisch einheitlich) den Misch-Smyp. 220—244° (Zers.). — Sehr typisch
fiir Acetyl-hellebrigenin ist seine Firbung mit konz. H,SO,: werden einige Kristalle auf
konz. H,80, aufgestreut, so nehmen diese ganz kurze Zeit (einige Sek.) cine intensive
Rosa- bis Permanganat-Farbung an. Hellebrigenin selbst zeigt dieses Verhalten nicht.
Mit 84-proz. H,80, gibt auch Acetyl-hellebrigenin nur eine Gelbfarbung. Das aus B. mau-
retanicus gewonnene Acetyl-hellebrigenin zeigte nun dasselbe Verhalten gegeniiber konz.
H,S0, wie das authentische Acetyl-hellebrigenin und gibt auch mit Antimontrichlorid
dieselben Farbungen. Auch im Papierchromatogramm??) liess sich véllige Ubereinstim-
mung feststellen.

Zusammenfassung.

Im Giftsekret der Berberkrote, das durch Auspressen der Paro-
tiden von Bujfo mauretanicus L. gewonnen worden war, liessen sich
sowohl mit Hilfe der Papierchromatographie wie auch auf pripara-
tivem Wege eindeutig die folgenden Bufogenine nachweisen: Resibufo-
genin, Bufalin, Marinobufagin, Bufotalinin und Hellebrigenin. Die
papierchromatographischen Ergebnisse machen es sehr wahrschein-
lich, dass ausser den genannten noch andere Bufogenine im Giftsekret
von B. mauretanicus enthalten sind. Das Hauptbufogenin dieser
Krotenart ist das herzinaktive Resibufogenin.

Pharmazeutische Anstalt der Universitit Basel.

173. 2-Methyl- und 2,4-Dimethyl-dihydro-nicotinséureester
von H. Kiihnis, L. Kuss und P. Karrer.
(14. V. 57.)

Vor kurzem wurden von K. Tsuda et al.l) zwei neue, einfache
Dihydro-pyridin-Abkémmlinge beschrieben, die sie aus A-Amino-
crotonsiure-dthylester und Acrolein bzw. Crotonaldehyd erhielten.
Sie gaben ihnen (ohne Beweis) die Konstitution des 2-Methyl-1,4-

1Y K. Tsuda, Y. Satoh, N. Ikekawa & H. Mishima, J. org. Chemistry 21, 800 (1956).



