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obtenu (4 partir de ’azolactone pure) par Gréinacher et Mahlert)
qui 'ont purifié par cristallisation dans un mélange d’alcool méthyli-
que et d’éther. Leur produit fondait & 140—1429 (non corr.).

Action de NaOH 1.0-n.;

Un mélange de 1,10 gr. (0,005 mol) de méthylamide et de 20,0 em?® de NaOH 1,0-n.
(4 équivalents) fut chauffé 4 I'ébullition. A cette température, la méthylamide se dissout
entiérement dans lalcali. Iille subit une saponification qui est lente a s’effectuer; Ia
méthylamine libérée s’échappe par l'orifice du réfrigérant. L’opération fut interrompue
aprés 30 minutes. La solution fut refroidie, mais I’alcali ne fut pas neutralisé (!). La
cristallisation fut amorcée. Les cristaux furent séparés aprés glacage et lavés avec le
moins possible d’eau glacée (ol ils sont trés solubles). Ils furent séchés dans le vide sur
du pentoxyde de phosphore. Le produit obtenu était de la méthylamide car:
4,941 mgr. subst. ont donué 11,830 mgr. CO, et 3,240 mgr. H,0
C,H0.N, (220,14) Calculé C 6541 H 7,329,
Trouvé ,, 65,30 ,, 7,349

Je termine ces 4 mémoires en exprmant ma profonde reconnaissance a M.
P. Lecomte du Noiiy pour D'excellent accueil qu'il m’a fait dans son service, pour
toutes les facilités de travail qu'il m’y a accordées et le blenveillant intérét qu’il me
témoigne.

Paris, Institut Pasteur, Service de Biophysique Moléculaire.

64. Acetyldigitoxin, Acetylgitoxin und Acetyldigoxin
(5. Mitteilung iiber Herzglucoside 2)}
von Arthur Stoll und Walter Kreis.
(26. IIL. 34.)

Theoretische Ubersicht.

Beim partiellen Abbau der Digilanide3) mit schonenden Mitteln
bis zur Digitoxinstufe, deren Reprisentanten noch aus einer Aglucon-
und drei Digitoxosemolekeln bestehen, verlieren die genuinen Gluco-
side bei milder Alkalibehandlung 1 Mol. Essigsdure und durch glyko-
lytische Enzyme 1 Mol. Traubenzucker. Die chemischen und die
enzymatischen Spaltungsreaktionen konnen getrennt durchgefithrt
werden und fithren zu wohl definierten Zwischenstufen. In unserer
vorhergehenden 4. Mitteilung wurden die Abspalfung des Acetyls

1} C. Grinacher et M. Mahler, Helv. 10, 262 (1927).

*) 4. Mitteilung: Helv. 16, 1390 (1933).

%) Vorldufige Mitteilungen: A. Stoll und W. Krets, Verh. Schweiz. Naturforsch.
Ges. 1932, 331 und 435; 4. Stoll, ,,Ein Gang durch biochemische Forschungsarbeiten®,
Berlin 1933;. 4. Stoll und W. Kreis, Miinchn. Med. Wochenschr. 80, 723 (1933); C. r.
196, 1742 (1933); Bull. Sci. pharmacol. 40, 321 (1933). Vgl. auch Helv. 16, 1049 (1933)
Z. physiol. Ch. 222, 25 (1933); Helv. 16, 1390 (1933).
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und die dabei entstehenden Desacetyldigilanide A, B und C be-
schrieben, die alsdann auf enzymatischem Wege glatt in die um
1 Mol. Glucose drmeren Glucoside, das Digitoxin, bzw. das Gitoxin
und das Digoxin iibergefiihrt werden konnten. In der vorliegenden
Arbeit werden die Versuche zur enzymatischen Abspaltung der
Glucose aus den Digilaniden unter Erhaltung der Acetylgruppe
und die zum ersten Male in Substanz isolierten Acetylglucoside:
das Acetyldigitoxin, das Acetylgitoxin und das Acetyl-
digoxin bheschrieben. Die Enzyme frischer oder sorgfiltig getrock-
neter Digitalisblitter, die Digilanidase und die Digipurpidase,
spalten unter geeigneten Bedingungen aus den Digilaniden glatt
1 Mol. Glucose ab nach folgenden Gleichungen:

C;sHveols + Hzo = CdsHeeOu + CﬁHmOa

Digilanid A Acetyldigitoxin Glucose

C4DH76020 + HzO = Cy3HegO45 + CeH1204

Digilanid B Acetylgitoxin  Glucose

CioH604 + H20 = CygHge045 + CeH 1204

Digilanid C Acetyldigoxin  Glucose

Durch gelinde Alkalibehandlung lisst sich die Acetylgruppe

leicht so abspalten, dass die wohlbekannten Glucoside Digitoxin,
Gitoxin und Digoxin in sehr guter Ausbeute entstehen nach fol-
genden Gleichungen:

C4sHaeom + H:_,O = 041Hs4013 + 02H4Oz

Acetyldigitoxin Digitoxin  Essigsiure-
C43H6601§ + Hy0 = G HeqOyq + CoH,0,

Acetylgitoxin Gitoxin  Essigsiure
CyaHyO0y5 + H,0 = Gy He, 044 + C,H,0,

Acetyldigoxin Digoxin  Essigsiure

Die beiden Wege des partiellen Abbaus, die wir in unserer 2. Mit-
teilung!) schematisch dargestellt haben und die unter Erhaltung
der physiologischen Wirksamkeit von den genuinen Gluco-
siden, den Digilaniden A, B und C zu Digitoxin, Gitoxin, Digoxin
fithren, sind somit praparativ bearbeitet und analytisch belegt worden,
so dass unsere Untersuchungen in bezug auf die Hauptreaktionen
dieses partiellen Abbaus mit der vorliegenden Abhandlung zu einem
gewissen Abschluss gebracht sind.

Bei der enzymatischen Abspaltung der Glucose, die wir in der
vorliegenden Arbeit zunichst allein erstrebten, war es nicht méglich,
Nebenreaktionen ganz auszuschliessen. Durch die notwendige
laingere Beriihrung der Digilanidlésungen mit dem Enzymmaterial,
das trotz moglichst erschopfender Vorextraktion noch sehr kom-
plexer Natur ist, konnen Reaktionen auch anderer Art katalytisch
beschleunigt werden. Schon die erste Darstellung des Digoxins

1) Helv. 16, 1052 (1933).
38
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durch 8. Smith') aus Blittern der Dig. lanata zeigt, dass ohne be-
sondere Vorsichtsmassnahmen zur Verhinderung von Enzymreak-
tionen aus dem in den Blittern primir vorhandenen Glucosid,
dem Digilanid C, leicht Glucose und Acetyl abgespalten werden
konnen. In Bestitigung dieser Erfahrung haben wir selbst beobachtet,
dass unter gewissen Versuchsbedingungen, auf die wir hier nicht
eingehen konnen, gleichzeitis mit dem Glucoserest auch Acetyl
verloren gehen kann, so dass die Zwischenstufen, die Acetylglucoside,
nur in geringer Ausbeute oder gar nicht mehr gefasst werden konnen.

Wir sind in der vorliegenden Untersuchung noch einer anders-
artigen Umwandlung der Glucoside begegnet, welche die Isolierung
der Acetylglucoside nach der enzymatischen Abspaltung der Glucose
anfinglich sehr erschwert hat. Es treten nimlich sowohl Acetyl-
digitoxin, wie Acetylgitoxin und Acetyldigoxin unter unseren Ver-
suchsbedingungen je in 2 optisch isomeren Formen auf. Diese
Isomerie ist sehr wahrscheinlich durch eine Stereoisomerie am
Zuckeranteil der Molekeln, an der vielleicht auch die Acetylgruppe
beteiligt ist, bedingt. Die Entfernung der Acetylgruppe durch eine
milde und kurze Alkalibehandlung fiihrt von beiden optischen Iso-
meren zu genau denselben desacetylierten Verbindungen Digitoxin,
bzw. Gitoxin und Digoxin.

Die von uns bei den Acetylglucosiden aufgefundene Isomerie
ist daher verschieden von der von Jacobs %) bei kombé-Strophanthin
beobachteten Allomerisierung durch Enzyme, da unsere Isomeren
sich anscheinend nur in den Zuckerkomponenten unterscheiden,
wihrend Jacobs durch Hydrolyse des allomerisierten Produktes ein
yAllostrophanthidin, also ein verindertes Aglucon, erhalten hat.
Uber die Ursachen der Bildung unserer Isomerenpaare besitzen
wir noch keine sicheren Anhaltspunkte.

Die beiden Formen der 3 Paare von Acetylglucosiden unter-
" scheiden sich vor allem in ihrer optischen Aktivitit. Wir haben
Anhaltspunkte dafiir, dass die Verbindungen mit geringerer op-
tischer Drehung die primédren und labileren Formen sind, aus denen
die stabileren Isomeren mit stiirkerer Drebung entstehen. Wir be-
zeichnen daher die Acetylglucoside mit der schwicheren optischen
Aktivitdt als «-Formen, diejenigen mit stdrkerer Drehung als
f-Formen. Parallel mit der Verschiedenheit in der optischen Drehung
gehen Unterschiede in der Loslichkeit und in der Krystallform,
80 dass sich «- und g-Form voneinander durch fraktionierte Krystalli-
sation trennen lassen. Wir haben bisher diese Trennung in pri-
parativem Masstab nur bei den Derivaten des Digilanids C voll-
stdndig durchgefithrt und beschreiben im experimentellen Teil
neben der Isolierung der beiden Formen des Acetyldigoxins auch

1) Soc. 1930, 508. 2) J. Biol. Chem. 88, 519 (1930).
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ihre Bigenschaften und ihre Desacetylierung zu identischem Digoxin.
Die g-Formen von Acetyldigitoxin und Acetylgitoxin sind ebenfalls
isoliert und beschrieben, wihrend ihre «-Isomeren noch nicht in
geniigender Reinheit dargestellt wurden. Es ist wohl méglich, dass
ihre Reindarstellung -leichter gelingt, wenn wir die Bedingungen
des enzymatischen Versuchs, wie wir sie bei der Glykolyse des Digi-
lanids C angewandt haben, auch auf Digilanid A und Digilanid B
iibertragen. Wir beniitzten nidmlich fiir die Glucoseabspaltung aus
Digilanid C ein Enzymmaterial, das aus frischen Dig. lanata-Blattern
hergestellt war, und eine geringere Alkoholkonzentration als in
unseren Verbuchen mit den Komponenten A und B, wo “wir in
starkerem Alkohol mit Enzymmafemal aus vorgingig getrockneten
Lanatablittern gearbeitet haben.

Merkwiirdigerweise besitzen Acetyldigoxin « und g trotz ihrer
konstitutionellen Unterschiede, ihrer verschiedenen Ldslichkeit und
Krystallform dieselbe Toxicitdt bei der Katze. FEine Katzen-
einheit entspricht bei Acetyldigoxin «: 0,36 mg, bei Acetyldigoxin §:
0,375 mg, wihrend der vergleichsweise ermittelte Wert von reinem
Digoxin 0,29 mg fiir die Katzeneinheit betragen hatte. Aus orien-
tierenden Versuchen scheint hervorzugehen, dass auch Acetyl-
digitoxin « und g eine dhnliche oder gleiche Toxicitit besitzen!?).

Die oben erwihnte Moglichkeit einer Abspaltung von Acetyl
und Glucose, wie sie bei der Isolierung von Digoxin nach Smith
stattfinden muss und die nun festgestellte Bildung von optisch
isomeren Acetylglucosiden zeigen einmal mehr, wie mannigfaltigen
Verinderungen die genuinen Glucoside bei langsamer Verarbeitung
enzymbhaltigen Materials unterliegen kdnnen. Wir glauben mit Recht
annehmen zu koénnen, dass diesen Umstiénden von fritheren Autoren
nicht immer geniigend Rechnung getragen wurde. Die Isolierung
von Digitoxin, von Gitoxin und Digoxin, die bis vor kurzem als
primire Produkte der Digitalisblitter betrachtet wurden, beweist das.

Wir sehen uns veranlasst, auch einen Vorbehalt zu der Auf-
fassung von C. Mannick zu machen, der in seiner kiirzlich erschienenen
Abhandlung?) seine frither zusammen mit P. Mohs und W. Mauss
beschriebenen Lanataglucoside I, IT und III3) als genuine Glucoside
betrachtet und beispielsweise annimmt, dass sein Lanataglucosid II
dasselbe sei, wie unser Digilanidgesamtpriparat, das er daher vor
uns in Hénden gehabt hitte. Letzteres ist schon deswegen unrichtig,
weil die Darstellung unseres Digilanidgesamtpriparates, wie Mannich
selbst zitiert, bereits am 1. Marz 1930 zum deutschen Patent an-

') Wir verdanken die physiolog. Wirksamkeitsbestimmungen Dr. E. Rothlin,
Leiter unserer pharmakologischen Abteilung.

%) Arch. Pharm. B. deutsch. pharm. Ges. 272, 5 (1934).

%) Arch. Pharm. B. deutsch. pharm. Ges. 268, 453 (1930).
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gemeldet wurde, wihrend er und seine Mitarbeiter erst im Herbst
1930 {iiber ihr Lanataglucosid 11 verdffentlichten.

Greift man iiberdies den von Mannich und seinen Mitarbeitern
8. Z. fir das Lanataglucosid II ermittelten Aglucongehalt!), der
sich erfahrungsgemiiss bis auf 19, genau bestimmen ldsst, heraus,
80 erhilt man ohne Beriicksichtigung des sonst tiblichen Chloroform-
auszuges aus der Agluconmutterlauge schon einen Agluconwert, der
weit uber dem Aglucongehalt von Digitalisglucosiden liegt, die, wie
die Digilanide, 3 Digitoxose, 1 Glucose und 1 Acetylgruppe ent-
halten. Mannich’s Lanataglucosid 11 musste daher mit einem hohen
Prozentsatz von zuckerirmeren Glucosiden, als es die Digilanide sind,
vermischt gewesen sein. Die Komponententrennung nach der von
uns in der 2. Mitteilung beschriebenen Methode fithrt natiirlich nur
zu einwandfreien Ergebnissen, wenn die Digilanide unversehrt und
frei von fremden Beimischungen vorliegen, worauf wir in bezug
auf den quantitativen Vergleich des Komponentenverhiltnisses, den
C. Mannich?) durchfithrt, hinweisen méchten.

Im iibrigen ging aus den ersten Untersuchungen von €. Mannich,
Mohs und Mauss nicht hervor, dass das Lanataglucosid II ein Ge-
misch darstelle, das man in Komponenten zerlegen kinne, wie es
C. Mannich in seiner letzten Arbeit nun angibt. Es ist ihm und
seinen Mitarbeitern in eingehenden Versuchen nicht méglich gewesen,
das Lanataglucosid II durch fraktionierte Krystallisation in ver-
schiedene Xomponenten zu zerlegen®). Den Schluss, dass die iso-
morphe Krystallisation des Digilanid-Gesamtpriparates ein Gemisch
aus mehreren Glucosiden sei, haben wir jedenfalls nicht aus diesem
ganz negativen Versuch gezogen, sondern wie wir in unserer 2. Mit-
teilung?) gezeigt haben, auf Grund ganz anderer, eigener Beobach-
tungen und Uberlegungen. Im iibrigen haben wir das Lanataglucosid IT
von JMannich immer fiir eine von unserem Digilanidgesamtpri-
parat verschiedene Substanz gehalten, so dass wir aus Vermutungen,
die dieser Autor iiber die Zusammensetzung seines Priparates, ohne
sie beweisen zu konnen, gedussert hat, keine Schliisse in bezug auf
Digilanid (A + B + C) ziehen konnten, wie Mannich jetzt annehmen
mochte 3).

Wir haben in unserer 2. Mitteilung®) auf erhebliche TUnter-
schiede in den analytischen Befunden und ihrer Interpretation von
C. Mannich, Mohs und Mauss gegeniiber unseren eigenen KErgeb-
nissen hingewiesen, und es diirfte einem Unbeteiligten schwer fallen,
in den urspriinglichen Angaben, die C. Mannich und seine Mitarbeiter

1 loc. cit. S.467—468.

2) Arch. Pharm. B. deutsch. pharm. Ges. 272, 6 (1934).

3) Arch. Pharm. B. deutsch. pharm. Ges. 268, 457 und 469 (1930).

4) Helv. 16, S. 1053 u.ff. (1933).

5) Arch. Pharm. 272, 6/7 und Fussnote 7 (1934). ) Helv. 16, 1058 (1933).
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iber ihre Glucoside gemacht haben, die chemischen Merkmale,
die sie nach Kenntnis unserer Arbeiten ihren heutigen Priparaten
zuschreiben, zu erkennen.

In bezug auf das Lanataglucosid I, das Lanadigin von Mannich,
miissen wir entgegen der neuesten Mitteilung von Mannich, wir
hitten dieses Glucosid mit unserem Digilanid C fiir iibereinstimmend
angegeben, darauf hinweisen, dass wir auf Grund der Gegeniiber-
stellungen der analytischen Befunde annehmen mussten, dass die
beiden Glucosidpriparate nicht identisch sein konnen?). C. Mannich
nimmt iibrigens in seiner neuesten Arbeit?) an, dass sein frither
beschriebenes Lanadigin nicht unbetrichtliche Mengen der Digi-
lanide A und B enthalten habe. Es wird indessen in der Literatur
eine nicht geringe Verwirrung entstehen, wenn C. Mannick das
Lanadigin, das von ihm bisher als chemisch einheitlicher Stoff3) —
neuerdings identisch mit Digilanid C — betrachtet wurde, nun auf
einmal als ein Gemisch der Digilanide A, B und C bezeichnet, das
nur 759%, andernorts sogar nur 459, Digilanid C enthalten soll4).
Wenn nun selbst Lanadigin (= Lanataglucosid I) keine einheitliche
Substanz mehr ist, so ist anzuzweifeln, ob . Mannich, Mohs und
Mauss8) in ihrer ausfiihrlichen ersten Arbeit iiber die Glucoside der
Dig. lanata iiberhaupt ein reines Glucosid isolieren und zur Analyse
bringen konnten.

Wie bereits erwihnt, sind die wichtigsten Versuche der vor-
liegenden Arbeit, nidmlich die Abspaltung der Glucose aus den
Digilaniden enzymatischer Art. Wir werden darauf im experimen-
tellen. Teil niher eingehen, soweit es fiir diese priparative Arbeit
nétig ist. Uber die eigentlichen Enzymversuche, die iiber die Natur
der Digilanidase und der Digipurpidase Anhaltspunkte geben sollen,
wird in einer besonderen Abhandlung a. a. O. berichtet werden. Im
iibrigen lehnte sich unsere Versuchstechnik weitgehend an friithere
Arbeiten auf dem Gebiet der Herzglucoside an.

Im Gegensatz zu den in der 4. Mitteilung beschriebenen Desa-
cetyldigilaniden, von denen nur die Komponente C krystallisierte,
sind Acetyldigitoxin, Acetylgitoxin und Acetyldigoxin (« und g) sehr
schon krystallisierende Stoffe. Wir haben sie in der Tafel (Figur 1

1) Helv. 16, 1058 (1933). 2) loc. cit. S.7.

%) Arch. Pharm. B. deutsch. Pharm. Ges, 268, 453 (1930).

4) Wir lesen in der Fussnote der Arbeit von C. Mannich, Arch. Pharm. B. deutsch.
pharm. Ges. 272, 8 (1934): ,,Auf meine Veranlassung hin hat die Firma P. Beiersdorf
& Co. A.-G. Hamburg, welche das Lanadigin fabrikmassig herstellt, Praparate verschie-
denster Herstellung nachgepriift. Dabei hat sich die Anwesenheit der Digilanide A und B
bestatigt. Jedoch ist das Mischungsverhiltnis der drei Glykoside in den Priparaten
aus verschiedenen Chargen das gleiche; das war auf Grund der Tatsache, dass dort nach
einem festgelegten Verfahren gearbeitet wird, zu erwarten. Nach den dort ausgefiihrten
Analysen besteht dieses Lanadigin aus rund 30%, Digilanid A, 259% Digilanid B und
459 Digilanid C*, %) loe. cit. :
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bis 4) abgebildet und gleichsam als Nachtrag noch die Krystallbilder
von Desacetyldigilanid C (Fig. 5), das wir in der vorhergehenden
Mitteilung allein nicht bringen wollten und von Digoxin (Fig. 6)
dessen charakteristische Krystallformen unseres Wissens bisher noch
nicht abgebildet wurden, beigefiigt.

Es fallt auf, dass die S-Formen der neuen Acetylglucoside so
ahnlich krystallisieren, dass man an einen Krystallisomorphismus wie
bei den Digilaniden, wenn auch nicht so ausgeprigt, denken musste.
Da die traunbenzuckerfreien Acetylglucoside g aunch dhnlich wie die
Digilanide krystallisieren, so diirfte es schwer sein, diese beiden
Gruppen von Glucosiden voneinander zu trennen, wenn Gemische
entstehen sollten, z. B. bei einer unvollstindigen enzymatischen
Glykolyse. Der grosse Unterschied in der Krystallform der beiden
optischen Isomeren « und g des Acetyldigoxins ist indessen frappant.

Dass die Acetylgruppen in unseren Priparaten bei der enzy-
matischen Abspaltung der Glucose tatsichlich erhalten geblieben
sind, geht aus dem Laugenverbrauch bei der sogenannten Lacton-
titration hervor, der doppelt so gross ist, als er fiir die Offnung des
Lactonrings allein nétig wire; die eine Hélfte ist eben fiir die Ver-
seifung der Acetylgruppe verbraucht worden.

Aus unseren Versuchen geht ferner eindeutig hervor, dass das
Acetyl in den genuinen Glucosiden, den Digilaniden, nicht an der
Glucose sitzen kann, sonst hiitte es bei der milden enzymatischen
Behandlung mit dem Traubenzucker abgespalten werden miissen.
Das Acetyl sitzt wahrscheinlich an einer Digitoxosemolekel, und
zwar an derjenigen, die bei der sauren Hydrolyse als Digilanidobiose
abgespalten wird und daber im Digilanid die Glucose trigt. Die
Isolierung des Disaccharids, das bekanntlich aus Digitoxose und
Glucose besteht, gelingt nimlich leichter, wenn die Acetylgruppe
aus den Digilaniden vorgingig der sauren Hydrolyse durch milde
Alkalibehandlung entfernt worden warl). Der eindeutige Beweis
fir die Bindung des Acetyls an Digitoxose wiirde natlirlich am
besten durch die Isolierung der Acetyl-digilanidobiose erbracht.

Experimenteller Teil

1. Allgemeines zur Darstellung der neuen Glucoside.

Der zuerst beschrittene Weg zur Gewinnung von Acetyldigitoxin
lehnte sich an das Verfahren zur Darstellung von Proscillaridin A
aus frischen Meerzwiebeln an?). Frische Blatter der Digitalis lanata
wurden fein zerkleinert, mit Essigester iiberschichtet und 3 Tage bei
Zimmertemperatur sich selbst iiberlassen. Die genuinen Digilanide
A, B und C verloren dabei unter dem Einfluss des frei gelegten

1) Vgl. dazu unsere 4. Mitteilung, Helv. 16, 1393 (1933).
2) Helv. 16, 729 (1933).



Fig. 1. Acetyldigitoxin £ (oben: aus Fig. 2. Acetylgitoxin
wisserigem Methanol, unten: aus Me- (aus wiisserigem Methanol)
thanol, langsam gewachsener Krystall)

Q
Fig. 3. Acetyldigoxin « Fig. 4. Acetyldigoxin §
(aus Chloroform-Methanol-Ather) (aus wisserigem Methanol)

Fig. 5. Desacetyldigilanid C Fig. 6. Digoxin
{aus wasserhaltigem Methanol) (aus verdinntem Alkohol)
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Enzyms je 1 Mol Glucose und gingen in die entsprechenden glucose-
freien Verbindungen: Acetyldigitoxin, Acetylgitoxin und Acetyl-
digoxin iiber. Nach 3 Tagen wurde der iiberstehende KEssigester
abgegossen und fiir die eigentliche Extraktion der Glucoside beiseite
gestellt. Den nassen Blattbrei sittigten wir nun mit Ammonium-
sulfat, um die Glucoside auszusalzen und pressten ihn hydraulisch
ab. Der Pressruckstand wurde hierauf wie bei der Gewinnung des
Digilanids!) mit Essigester extrahiert, wobei der vorher zur Uber-
schichtung des Breies wihrend der enzymatischen Spaltung ge-
brauchte Essigester mitverwendet wurde. Den durch Filtration
geklirten, tiefgriinen Essigesterauszug, der neben den Blattfarb-
stoffen noch andern Ballast enthilt, dampften wir im Vakuum bei
niedriger Temperatur vorsichtig zur Trockne und behandelten den
Bindampfriickstand mit viel Ather. Zum Unterschied gegeniiber
der Darstellung der genuinen Digilanide, die in Ather ungeldst
bleiben, gingen die enzymatisch abgebauten Glucoside zum fiiber-
wiegenden Teil in den dtherischen Auszug iber. Diese Beobachtung
entspricht der von uns allgemiein beobachteten Regel, dass die
Laslichkeit der Glucoside in mit Wasser nicht mischbaren organischen
Losungsmitteln (Chloroform, Essigester und Ather) mit der Ab-
spaltung der Glucose zunimmt, so auch beim Ubergang von Scil-
laren A in Proscillaridin A oder von Desacetyldigilanid A in Digi-
toxin. Die entglucosierten Digilanide als ,,Tannoide* sind also im
vorliegenden Reinheitsgrade in Ather erheblich 16slich. Diese
Loslichkeit geht indessen mit steigender Reinheit sebr stark zuriick,
so dass die Substanzen in reinstem Zustand fast dtherunléslich sind.

Wir beniitzten also die Atherloslichkeit des Rohproduktes
fiir die Abtrennung der Acetylglucoside von einem Teil der Begleit-
stoffe und kochten mehrmals mit Ather aus. Die gesammelten
dtherischen Lgsungen wurden im Vakuum bei niederer Temperatur
vollstindig eingedampft. Den Riickstand digerierten wir zur weiteren
Reinigung griindlich und erschépfend mit Petrolither, der die
Glucoside ungelost lisst, jedoch viel Begleitstoffe, wie Chlorophyll,
Carotinoide, Phytosterine u. a. aufnimmt. Das so gewonnene ,,Rein-
tannoid** losten wir in Methanol-Wasser 1:1 und unterwarfen es
in bekannter Weise einer Behandlung mit unléslichem Gerbstoff-
fallungsmittel, filtrierten und dampften die Losung im Vakuum
bei niedriger Temperatur auf ein kleines Volumen ein, wobei sich die
Glucoside ausschieden und abfiltriert werden konnten. Man krystalli-
sierte sie unter Zusatz von Tierkohle aus verdiinntem Alkohol um
und erhielt verschiedene Krystallfraktionen, die aber nicht einheit-
lich waren. Die bei den Digilaniden so auffallende, strenge Krystall-
isomorphie war verloren gegangen. Trotzdem gestaltete sich die

1) Helv. 16, 1062 (1933).
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Trennung in die Einzelkomponenten A, B und C dusserst schwierig.
Am besten liess sich durch fraktionierte Krystallisation und frak-
tioniertes Auflésen in verschiedenen Lidsungsmitteln die Kompo-
nente A (Acetyldigitoxin) isolieren, und zwar auf Grund ihrer Leicht-
loslichkeit in Chloroform, wihrend die Reindarstellung der Kom-
ponenten B und C aus dem Gemisch der traubenzuckerfreien Acetyl-
glucoside nie vollstindig gelang. Wir liessen es bei einer Anreicherung
von Acetylgitoxin und Acetyldigoxin in einzelnen Fraktionen be-
wenden, da inzwischen ihre Reindarstellung auf anderem Wege
erreicht wurde, nimlich ausgehend von den einheitlichen Digilaniden
A, B und C und Abspaltung des Glucoserestes mit aus Digitalis-
blattern hergestellten Enzympriparaten. Im folgenden soll der Kiirze
wegen nur dieser Weg ausfiihrlich beschrieben werden.

Herstellung der Enzympriparate.

2) Aus getrockneten Blittern. Frische Blitter der Dig.
lanata wurden vorsichtig und ohne die Temperatur von 43° zu
iiberschreiten getrocknet; das Material behielt dabei eine recht
kriftige enzymatische Wirksamkeit. Um die in den Blittern primér
enthaltenen Glucoside zu entfernen, wurden sie einer Vorextraktion
unterzogen, die darin bestand, dass man z. B. 500 g trockene, fein
pulverisierte Blitter mit 2500 c¢m? eines Gemisches von 5 Volum-
teilen Chloroform mit 2 Volumteilen Alkohol 15 Minuten lang riihrte,
filtrierte und mit 1250 cm?® des gleichen Gemisches nachspiilte.
Die Extraktion des Blattpulvers wird zuniichst in gleicher Weise
wiederholt und dann durch portionenweises Nachwaschen auf der
Nutsche mit 1 Liter Alkohol und hierauf mit 4 Liter eines Gemisches
von gleichen Teilen Alkohol und Wasser vervollstindigt. So wird
ein nahezu erschopft extrahiertes Blattpulver bzw. Enzympriparat
erhalten, das praktisch frei ist von Glucosiden, von Blattfarbstoffen,
Phytosterinen, loslichen Kohlehydraten etc., also ein Material,
das beim Enzymversuch an das Losungsmittel gleicher Zusammen-
setzung, wie es fiir die Vorextraktion zuletzt verwendet wurde,
nur noch so geringe Mengen von Stoffen ahgibt, dass diese die Iso-
lierung der enzymatisch gebildeten Glucoside nicht mehr zu storen
vermdogen.

b)Aus frigschen Blattern. Zur enzymatischen Hydrolyse
hat sich z. B. bei der Komponente C des Digilanids ein Enzym-
priparat aus frischen Blittern unter Verwendung eines Losungs-
mittels geringerer Alkoholkonzentration als zweckmissig erwiesen.
3 kg frische Blatter von Dig. lanata wurden mittels einer Steinwalzen-
miihle zu einem feinen Brei zerrieben und hierauf mit 1560 cm?
Alkohol versetzt, der mit dem Wasser des Blattbreis auf etwa 309,
verdiinnt wurde. Um die Vorextraktion zu begiinstigen, fiigten wir
noch 3300 em3 30-proz. Alkohol hinzu und rithrten eine Stunde lang
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durch. Dann wurde filtriert, mit 1650 em3 30-proz. Alkohol nach-
gewaschen und der Riickstand nochmals 1% Stunden lang mit
6600 cm3 30-proz. Alkohol geriihrt, wiederum abgenutscht, mit
1650 cm3 30-proz. Alkohol nachgewaschen, scharf abgesaugt und
sogleich fiir den Enzymversuch verwendet (siche 4. Abschnitt).

2. Acetyldigitowin.

a) Darstellung. Das zuletzt mit Alkohol-Wasser 1:1 vor-
extrahierte Enzympriparat aus trockenen Dig. lanata-Blittern
(siehe erster Abschnitt unter a) wird in eine Auflésung von 2 g Digi-
lanid A in 1500 cm? 50-proz. Alkohol eingetragen und die Suspension
wihrend 3 mal 24 Stunden bei Raumtemperatur (20—25°) gertihrt,
dann filtriert und mit 1500 em? 50-proz. Alkohol nachgewaschen.
Der klare, griinlich braun gefirbte Extrakt wird nun 1 mal mit
600 cm?® und noch 2 mal mit je 300 cm? Chloroform ausgeschiittelt. |
Die abgetrennten vereinigten Chloroformlésungen werden mit 2 Liter
Wasser gewaschen, worauf man zur Erleichterung der Schichten
trennung nach dem Schiitteln zweckméissig 200 cm?® einer gesittigten
Kochsalzlosung hinzufiigt. Die wieder abgetrennte Chloroform-
losung schiittelten wir nochmals mit 1200 cm3 Wasser und 120 cm?
Kochsalzlosung aus und erhielten nach dem Einengen der getrockneten
- Chloroformlésung im Vakuum zur Trockne 1,9 g Riickstand.

Reinigung wund fraktionierte Xrystallisation des
Rohproduktes. Trotz der Vorextraktion des Enzympriparates
erwies sich eine Reinigung des erhaltenen Glucosides mit einem
gerbstoffillenden Mittel vorteilhaft. Wir 16sten die erhaltenen
1,9 g in 2 Liter Alkohol, versetzten die Losung mit einer Aufschlim-
mung von 20 g frisch dargestelltem alkalifreiem Bleihydroxyd und
rithrten die Suspension wihrend einer Stunde. Dann wurde filtriert,
nachgewaschen und das klare Filtrat durch Einengen im Vakuum
auf etwa den 4. Teil des urspriinglichen Volumens vom Alkohol
befreit. Durch Ausschiitteln mit 300 cm?®und hierauf noch mit 150 em?3
Chloroform wird das zum Teil ausgeschiedene Glucosid aufgenommen
und durch Eindampfen der Chloroformlésung im Vakuum in einer
Ausbeute von 1,6 g gewonnen. Dieses rohe Acetyldigitoxin muss
noch durch eine Reihe von Krystallisationen von gewissen Ballast-
stoffen, die mengenmissig zwar nicht betrichtlich sind, aber dusserst
hartnickiz dem Glucoside anhaften, befreit werden.

Die in der theoretischen Ubersicht erwihnte Bildung von wahr-
scheinlich zwei isomeren Glucosiden wihrend der enzymatischen
Spaltung erschwert die Isolierung von einheitlich krystallisierten
Substanzen sehr, im besonderen bei den Komponenten A und B,
etwas weniger bei Acetyldigoxin C. Wir haben daher vorerst sowohl
in der A- wie in der B-Reihe nur je eine Modifikation, wahrscheinlich
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die p-Formen der entglucosierten Acetylkdrper isoliert, nimlich
diejenigen, die unter unseren Versuchsbedingungen als Hauptmenge
gewonnen wurden. Bei A verfuhren wir wie folgt:

6,4 g, aus 4 Versuchen vereinigtes, rohes Acetyldigitoxin losten
sich in 64 em3 Chloroform bis auf eine Tritbung, die durch Filtration
beseitigt wurde. Das durch Nachwaschen auf 70 cm?® gebrachte
klare Filtrat wurde mit 800 em3 trockenem Ather versetzt. Nach
dem Kratzen an der Glaswand begann bald die Ausscheidung von
krystallinischen Krusten, und man konnte nach 24 Stunden 4,3 g
eines fast weissen krystallinischen Produktes abfiltrieren. Die
Mutterlauge lieferte beim Eindampfen im Vakuum einen etwas
tettigen Riickstand von 1,6 g, der beim Behandeln mit 25 cm3 Ather,
wobei sich dieser gelb farbte, 1,2 g eines ebenfalls fast weissen Pro-
duktes zuriickliess. Die beiden Fraktionen, 5,5 g, wurden zusammen
in 330 ecm?® warmem Methanol gelést und noch warm mit 220 em?
warmem Wasser versetzt. Nach dem Erkalten schieden sich rosetten-
formig angeordnete Krystalle aus, die {iber Nacht den ganzen Kolben-
inhalt durchsetzten. Die Ausbeute betrug an abfiltrierten Krystallen
4,3 g (I), also weitaus die Hauptmenge, withrend der kleinere Anteil
von 1,2 g (II) in Lésung blieb und durch Eintrocknen derselben im
Vakuum erhalten wurde. Die Teilung in die Fraktionen I und IT
bildet gleichzeitig eine rohe Trennung in die beiden oben erwihnten
Isomeren. Wir beschreiben hier nur die Weiterverarbeitung der
Hauptfraktion (I).

Die 4,3 g wurden wieder in 270 ecm3® Methanol gelost und die
erwirmte Losung mit 180 cm?® warmem Wasser verdiinnt. Die oben
beschriebene Krystallisation setzte alsbald ein und lieferte andern-
tags beim Abfiltrieren 3,9 g eines weissen Produktes. Zur weiteren
Fraktionierung erwirmten wir die 3,9 g mit 200 cm3 Methanol auf
dem Dampfbade. Bevor alle Substanz gel6ést war, begann schon die
Auskrystallisation eines zuerst in Losung gegangenen Teiles in
Form charakteristischer rautenformiger Plittchen. Nach einer
Stunde konunten 0,53 g dieser Krystalle durch Filtration gewonnen
werden. Die Mutterlauge lieferte nach dem Einengen auf ca. 80 cm?
eine zweite Krystallisation in denselben typischen Formen und in
einer Menge von 1,9 g. Das Filtrat wurde durch eine Zugabe von
Methanol auf 180 e¢m? gebracht und mit 120 em? warmem Wasser
versetzt, worauf eine Krystallisation einsetzte, die beim Abfiltrieren
noch 1,4 g eines weniger einheitlichen Glucosidpriparates lieferte.
Wir 16sten es in 50 cm® heissem Methanol und erhielten nach dem
Einengen der Losung auf dem Dampfbad auf ca. 15 em3 nochmals
eine Krystallisation von grosser Reinheit in den typischen rauten-
formigen Krystallen und in einer Ausbeute von 1,02 g.

Die 3 aus Methanol krystallisierten Fraktionen (0,53 g, 1,9 g
und 1,02 g = 3,45 g) wurden zusammen in 40 cm3 Chloroform geldst
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und mit 200 cm3 Ather versetzt, worauf sogleich eine krystallinische
Ausscheidung einsetzte, die aus kugeligen Gebilden mit strahliger
Struktur bestand (Ausbeute 3,2 g). Dieses wenig ausgeprigte Krystal-
lisationsvermagen in Chloroform-Ather ist charakteristisch fiir die
vorliegende Form des Acetyldigitoxins, wihrend die andere, isomere
Form im Gegensatz dazu aus Chloroform-Ather in sehr schén aus-
gebildeten rechteckigen Blittchen zu krystallisieren scheint.

Die Wiederholung der Krystallisation mit den 3,2 g der kugeligen
Gebilde aus Methanol ohne Wasserzusatz lieferte 2,74 ¢ von den
typischen rautenférmigen Krystallen in analysenreinem Zustand.

b) Eigenschaften. Wie bereits erwihnt, krystallisiert das
Acetyldigitoxin (f) aus Methanol in kleinen glinzenden Rauten-
formen, die bei lingerem Stehen zu ziemlich dicken Prismen aus-
wachsen (Figur 1 der Tafel) und die im Exsikkator unter Verwittern
ziemlich leicht Krystallosungsmittel verlieren. Die Substanz ist
susserst schwer loslich in Ather, dagegen spielend 16slich in Chloro-
form, etwa 10mal leichter als Digitoxin, nimlich 1 Teil in weniger
als 10 Gew.-Teilen Chloroform, wihrend Digitoxin nach unserer
Beobachtung etwa 100 Gew.-Teile zur Losung braucht. 1 Teil Acetyl-
digitoxin 168t sich ferner in ca. 120 Teilen Methanol. Sehr charak-
teristisch ist die dusserste Schwerloslichkeit in Wasser. Es ist darin
noch bedeutend schwerer loslich als Digitoxin, das etwa 100 000
Teile Wasser zur Lésung braucht. Bringt man eine 1-promillige
alkoholische Lésung von Acetyldigitoxin durch Wasserzusatz - auf
eine Verdiinnung 1:100 000, so beginnt nach einiger Zeit die Aus-
scheidung. FErst in einer Verdiinnung von 1:200 000 bleibt die
Losung langere Zeit klar. Auf dieser leichten Féllbarkeit durch
Wasser aus relativ verdiinnten alkoholischen oder methanolischen
Losungen beruht die Abtrennung von der isomeren Form, die durch
Wasserzusatz viel weniger leicht ausgeschieden wird (siehe weiter
oben). Fiir die therapeutische Verwendung wire die Schwerloslich-
keit des vorliegenden Acetyldigitoxins in wisserigen Medien natiirlich
ungiinstig.

Acetyldigitoxin beginnt sich im Kapillarrohr bei ca. 200° (korr.)
zu verfarben. Der Schmelzpunkt resp. Zersetzungspunkt liegt sehr
unscharf zwischen 210 und 225° (korr.). Die Keller-Kiliani’sche
Farbreaktion ist mit der von Digitoxin identisch.

Polarisation: 0,2399 g im Hochvakuum bei 100° getrocknete Substanz, geltst
zu 25 cm? Pyridin (¢ = 0,9596) drehten bei 20° im 2 dm-Rohr um 0,32° nach rechts

[a]3 = + 16,70

Bei der Lactontitration ist wie bei allen Acetylglucosiden darauf zu achten,
dass auch die Acetylgruppe 1 Mol Lauge verbraucht; die cm?® NaOH sind daher fir
die Berechnung des Mol.-Gew. zu halbieren, oder das durch Titration gefundene Mol.-Gew.
ist zu verdoppeln.
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0,2036 g im Hochvakuum bei 100° getrocknete Substanz verbrauchten 4,95 cm3
0,1-n. NaOH. ’
Cy3Hge0y4  Ber. Mol.-Gew. M = 807
Gef. M/2 =411 M = 822

Elementaranalyse (Dr. Eoth, Heidelberg): Bei 100° im Hochvakuum getrocknete
Substanz.
4,258; 4,235 mg Subst. gaben 9,99; 9,96 mg CO, und 3,285; 3,255 mg H,0.
Cy;HgeOyy Ber. C 63,98 H 8,259,
Gef. ,, 64,02; 64,14 ,, 8,63; 8,60%

¢) Saure Hydrolyse des Acetyldigitoxins. 1,5 Acetyl-
digitoxin 16sten wir in 82 cm? Alkohol in der Wirme, kiihlten die
Losung auf 40° ab und fiigten im Laufe von 4 Stunden 75 ¢m? einer
wissrigen n. H,SO, portionenweise hinzu. Die einzelnen Portionen
wurden so bemessen, dass gerade keine Ausscheidung oder nur eine
schwache Trilbung entstand.

Zur Vervollstindigung der Hydrolyse wurde der Ansatz noch
2 Stunden lang bei 40° gehalten, mit gleichviel Wasser von 40°
versetzt und weitere 2 Stunden bei 40° stehen gelassen. Man liess
dann langsam auf Zimmertemperatur abkiihlen und iiber Nacht
stehen, wobei sich zunichst nur ein einzelner Krystall in Form eines
diinnen langen Spiesses ausgeschieden hatte. Durch Umschwenken
vermehrten sich die Krystallkeime und eine reichliche Krystallisation
einheitlich aussehender, diinner, langer Prismen setzte ein, die, nach
24 Stunden abfiltriert (Agluconfraktion I) 0,46 g = %/, der Theorie
betrug. Die Mutterlauge wurde mit 200 c¢cm3 Wasser verdiinnt und
daraus der Alkohol im Vakuum vertrieben bis auf ein Volumen von
300 em3. Ein weiterer Teil des Aglucons hatte sich dabei ausge-
schieden; wir nahmen es zusammen mit dem gelGsten Anteil durch
Ausschiitteln. mit 200 und mit 100 ¢m? Chloroform auf und wuschen
die Chloroformlésung 2mal mit je 50 e¢m?® Wasser, um mitgerissene
Saure zu entfernen. Der nach dem Eindampfen im Vakuum zur
Trockne erhaltene Riickstand wurde mit Methanol hochgezogen,
im Vakuum bei 60° getrocknet und wog noch 0,24 g (II. Fraktion).
Die Gesamtausbeute an Digitoxigenin belief sich somit auf 0,70 g
oder 46,69, des angewandten Glucosids.

CisHg;014  Ber. Gehalt an Aglucon C,3H, 0, (Digitoxigenin) = 46,39,
Gef. = 46,69,

Die Agluconfraktion I (0,46 g) wurde aus verdinntem Alkohol
umkrystallisiert und zeigte dann den Schmelzpunkt von 245° (korr.).
Das Priparat stimmte auch in der Farbreaktion, in den Loslichkeits-
verhiltnissen und Krystallisationseigenschaften mit Digitoxigenin
iiberein. Beim Trocknen im Hochvakuum bei 100° verloren die
Krystalle nicht an Gewicht.

Polarisation: 0,3577 g Substanz, gelost zu 25 em® in Methanol (¢ = 1,4308)
drehten bei 20° im 2 dm-Rohr um 0,51° nach rechts.
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[ i;;) == + 17,89, in Ubereinstimmung mit dem aus Digilanid A erhaltenen
Digitoxigenin?).

d) Alkalische Hydrolyse des Acetyldigitoxins zum
Digitoxin. Bei der alkalischen Abspaltung der Acetylgruppe aus
den Digilaniden entstehen die relativ leichter loslichen Desacetyl-
digilanide, denen in Léosung ein starker Uberschuss von Alkali schid-
lich wire. Man muss sich daher bei der Alkalibehandlung der ge-
nuinen Glucoside auf ein Minimum des Alkalis beschrinken. Die
alkalische Hydrolyse des Acetyldigitoxins fithrt indessen zu dem
susserst schwer loslichen Digitoxin, das, kaum gebildet, sich durch .
Krystallisation der schiidlichen Wirkung chemischer Reagentien
entzieht. Statt der mild wirkenden Calciumhydroxyd-Losung in
geringem Uberschuss wie bei den Digilaniden verwendeten wir fiir
die Verseifung von Acetyldigitoxin einen grosseren Uberschuss von
0,2-n. KOH, den wir einer methylalkoholischen Losung des Acetyl-
digitoxins zusetzten.

0,6 g Acetyldigitoxin losten wir in 50 cm?® Methanol, kiihlten
die Losung auf etwa 12° ab und versetzten sie mit 50 cm? einer
wisserigen 0,2-n. KOH. Schon nach einer Minute begann die Krystal-
lisation des acetylfreien Produktes in glinzenden Blittchen, die ganz
an die Erscheinung beim Umkrystallisieren von Digitoxin aus ver-
diinntem Alkohol erinnerte. Die Krystallisation wurde durch fort-
wihrendes Kratzen mit einem Glasstab beschleunigt und war nach
10 Minuten vollstindig. Wir neutralisierten nun die alkalische Fliissig-
keit mit 0,1-n. HCl, wovon 93,0 em?® notig waren, was einem Laugen-
verbrauch von 7,0 cm?®-0,1-n. KOH bei der Acetylabspaltung ent-
spricht, wihrend die Theorie nur 6,0 cm?® 0,1-n. Lauge verlangt
hitte. Wahrscheinlich hatte unter unseren Verseifungsbedingungen
ein kleiner Teil des Glucosids Offnung des Lactonrings erlitten.

Das ausgeschiedene Digitoxin wurde abfiltriert und in einer
Menge von 0,4 g (809 der Theorie) als weisse Krystallmasse er-
halten. Die Substanz wurde nach den Angaben M. Cloetta’s?) mehr-
mals umkrystallisiert, und zwar zweimal aus verdinntem Alkohol,
einmal aus Chloroform-Ather und nochmals aus verdiinntem Alkohol.

Die so erhaltene Substanz zeigte einen Schmelzpunkt von
252°% (korr.) und erwies sich in der Farbreaktion, den Ldoslichkeits-
und Krystallisationseigenschaften als identisch mit Digitoxin aus
Digitalis purpurea.

Polarisation: 0,5184 g im Hochvakuum bei 95° getrocknete Substanz, geldst
in Dioxan zu 25 cm? (¢ = 2,0736) drehten im 2 dm-Rohr bei 209 um 0,20° nach rechts.

[a]?)c = + 4,8 in Ubereinstimmung mit aus Digitalis purpurea isoliertem und mit
dem aus Desacetyldigilanid A gewonnenen Digitoxinpriparat?).

1y Helv, 16, 1091 (1933).

2} Arch. exp. Path. Pharmakol. 88, 119 (1920).
3) Helv. 16, 1399 (1933).
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Elementaranalyse (Dr. Roth, Heidelberg): I. Bei 95° im Hochvakuum ge-
trocknete Substanz:

4,470; 4,226 mg Subst. gaben 10,47; 9,87 mg CO, und 3,265; 3,140 mg H,0

IT. Bei 110° im Hochvakuum getrocknete Substanz:

4,300; 4,444 mg Subst. gaben 10,25; 10,59 mg CO, und 8,61; 8,56 mg H,0

CyHeOp Ber.  C 64,36 H 8,449,
Gef. I ,, 63,88; 63,70 ,, 8,17; 8,32,
I ,, 65,01; 64,99 ,, 8,61; 8,56%

3. Acetylgitoxin.

a) Darstellung. Das fiir die Abspaltung der Glucose aus
Digilanid B verwandte Enzympriparat wurde aus 500 g Blattmrehl
von Digitalis lanata bereitet, wobei in gleicher Weise wie bei dem
Abbau von Digilanid A vorextrahiert wurde. In einer Losung von 2 g
Digilanid B in 1500 ¢m3 50-proz. Alkohol suspendierten wir das aus
500 g Droge gewonnene, scharf abgepresste Enzymmaterial und liessen
es wihrend 3 Tagen bei Raumtemperatur (20—25°) unter Umriithren
einwirken. Nach dem Abnutschen und Nachwaschen mit im ganzen
3 L 50-proz. Alkohol schiittelten wir das Filtrat einmal mit 800 und
noch zweimal mit je 400 ¢m?3 Chloroform aus, verdampften die ver-
einigten Chloroformausziige im Vakuum zur Troekne und erhielten
1,95 g Riickstand. Das rohe Glucosid wurde zur weiteren Reinigung
in 2 L Alkohol gelost und wie bei Acetyldigitoxin mit einer Sus-
pension von 20 g Bleihydroxyd in 2 L Wasser versetzt. Nach dem
Abfiltrieren des Bleiniederschlages schiittelten wir die alkoholisch-
wiisserige Losung einmal mit 800 und noch zweimal mit je 400 cm?®
Chloroform aus und verdampften die vereinigten Chloroformausziige
im Vakuum zur Trockne (1,6 g).

Der Trockenriickstand wurde unter Zugabe von 1,6 cm?® Methanol
in 50 em3 Chloroform aufgelost und die Losung mit 150 em3 Ather
versetzt. Anderntags konnte von einer krystallinischen Ausscheidung
abfiltriert werden. Beim Eindampfen des Filtrats im Vakuum zur
Trockne hinterblieb ein gelblicher o6liger Riickstand, aus dem sich
beim Behandeln mit 50 cm3 Ather eine feste Substanz ausschied,
die abfiltriert und mit der ersten Ausscheidung vereinigt wurde.
Wir erhielten so 1,36 g eines vorgereinigten Glucosidpriparates,
das nun in 80 ¢cm?® Methanol aufgelost und mit 8 cm?® Wasser versetzt
wurde. Die Losung kochten und entfirbten wir mit 0,1 g Tierkohle
und versetzten sie nach dem Erkalten und Filtrieren mit 45 em?
Wasser. Nach und nach schieden sich Krystallbiischel aus, die,
nach einer Stunde abfiltriert, 0,35 g wogen. Der aus der Mutter-
lauge durch Eindampfen im Vakuum erhaltene Trockenriickstand
(1 g) wurde in einer Mischung von 20 em? Chloroform und 10 e¢m3
Methanol aufgelost und die Lésung mit 120 em3 Ather versetzt. Die
dabei auftretende flockige Triibung filtrierte man ab und verdiinnte
das Tiltrat mit weiteren 30 em?® Ather, ohne dass nun Triibung auf-
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trat. Nach eintéigigem Stehen hatte sich eine nicht einheitlich er-
scheinende Krystallisation (0,7 g) gebildet. Eine gleiche Umkrystalli-
sation dieser Substanz aus Chloroform-Methanol-Ather verbesserte
die Einheitlichkeit der Krystallformen nicht. Wir vereinigten das
abfiltrierte Produkt, 0,3 g, mit dem weiter oben gewonnenen krystalli-
sierten Priparat (0,35 g) und losten in 65 cm?® Methanol. Von einem
geringen ungelosten Riickstand wurde abfiltriert und das Filtrat
mit 44 cm3 Wagser versetzt. Nur langsam begann die Krystallisation
des Glucosids in gleichmiissigen, feinen, verfilzten Nadelchen. Nach
2 Tagen wurden 0,40 g abfiltriert. Man wiederholte damit gleicher-
weise die Umkrystallisation aus Methanol-Wasser und beobachtete
dieselbe langsame Ausscheidung der feinen verfilzten Nidelchen
von Acetylgitoxin (0,25 g). Einer gewissen Trigheit dieser Substanz
in der Krystallisation und der Beimengung des optisch isomeren
Acetylgitoxins, das bisher noch nicht rein dargestellt wurde, ist es
wohl zuzuschreiben, dass die Ausbeute an einheitlichem Priparat,
wie es im folgenden beschrieben wird, nicht besser ist.

b) Eigenschaften. Acetylgitoxin (8) krystallisiert aus Metha-
nol-Wasser, wie erwihnt, in feinen Nidelchen, bzw. langen, diinnen
Prismen (Fig. 2 der Tafel). 1 Teil des Priparates ldst sich in 80—100
Teilen Methanol; in Wasser und in Ather ist es sehr schwer léslich.
Im Kapillarrohr erhitzt, beginnt es sich oberhalb 200° zu verfirben
und schmilzt unter Zersetzung bei 220—225° (korr.).

Bei der Keller-Kiliani’schen Farbreaktion verhilt es sich quali-
tativ wie Digilanid B, jedoch treten die Farbzonen, sowohl die obere
blaue, wie auch die untere, rote, viel intensiver in Erscheinung. Von
der Farbreaktion des Gitoxins ist sie kaum zu unterscheiden.

Polarisation: 0,1921 g Subst. gelsst zu 15 em?® Pyridin (¢ = 1,28) drehten bei
20¢ im 2 dm-Rohr um 0,40° nach rechts.

[0]3) = + 15,7°
Elementaranalyse (Dr. Roth, Heidelberg): Subst. bei 95° im Hochvakuum
itber P,0; getrocknet
4,334; 4,455 mg Subst. gaben 10,00; 10,275 mg CO, und 3,190; 3,245 mg H,O0.
CisHeOs; Ber. C 62,74 H 8,00%
Gef. ,, 62,93; 62,90 ,, 8,05; 7,97%

¢} Alkalische Hydrolyse des Acetylgitoxins (8) zu
Gitoxin. 0,20 g Acetylgitoxin wurden in 25 cm?® Methanol geldst
und unter Umschwenken allmihlich mit 25 em3 wisseriger 0,2-n.
KOH versetzt. Schon nach 10 bis 20 Sekunden begann die Krystalli-
sation des acetylireien Produktes in ganz kleinen Plittchen. Nach
10 Minuten wurde neutralisiert und filtriert (0,16 g). Die erhaltene
Substanz zeigte die fiir Gitoxin charakteristische Schwerldslichkeit
in Alkoholen und nach der Reinigung durch Digerieren mit Alkohol-
Pyridin-Gemisch, Umkrystallisieren aus verdiinntem Alkohol und
Chloroform-Methanol-Ather den hohen Schmelzpunkt von 280° (korr.).
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Polarisation: 0,1332 g Substanz, gelést in 14,8 cm?® Pyridin (¢ = 0,896) drehten
beim Licht der D-Linie um 0,053° (Mittelwert aus 5 Ablesungen) und bei einer Wellen-
linge von A = 5461 my um 0,063 (Mittelwert aus 5 Ablesungen) nach rechts.

[} = + 2,96° ()70, = + 3,52°.

Smith?) fand fir Gitoxin [o] %), = + 3,50.

Fiir das aus Desacetyldigilanid B durch enzymatischen Abbau erhaltene Gitoxin
hatten wir gefunden?):

[o] 2361 =+ 3,54

Elementaranalyse (Dr. Roth, Heidelberg): Subst. bei 95 im Hochvakuum iber
P,0; getrocknet.

4,319; 4,170 mg Subst. gaben 9,90; 9,57 mg CO, und 3,260; 3,160 mg H,0O

C,:H,,0,, Ber. C 63,05 H 8,26% -
Gef. ,, 62,52; 62,59 ,, 8,45; 8,48%

Verschiedene, bei der Darstellung des vorstehend beschriebenen,
schon krystallisierten Acetylgitoxins (8) aus den Krystallisations-
mutterlaugen gewonnene Glucosidpriparate, die weniger gut und
nicht einheitlich krystallisierten, lieferten bei der alkalischen Hydrolyse
reines Gitoxin in guter Ausbeute. Die unversehrte Gitoxinmolekel
ist also auch dem isomeren Produkt eigen.

4. Acetyldigovin o und f.

a) Darstellung des isomeren Gemisches (x + f8). Als
Enzympriparat fitr die Abspaltung der Glucose aus Digilanid C
verwendeten wir ein aus lebenden Blittern der Dig. lanata frisch
bereitetes und mit 30-proz. Alkohol vorextrahiertes Material und
liessen die enzymatische Reaktion statt in 50-proz. Alkohol und
bei 20—25° wie bei den Kompounenten A und B, bei Digilanid C in
30-proz. Alkohol und wenigstens zeitweise bei 35° ablaufen.

Ein aus 3 kg frischen Dig. lanata-Blittern gewonnenes Enzym-
priparat (5. Abschnitt 1, b) wurde in noch feuchtem Zustand in eine
Losung von 6,7 g Digilanid C in 6,6 L 30-proz. Alkohol eingetragen.
Man riihrte die Suspension wahrend 3% Tagen und hielt sie tags-
itber bei 35° wiahrend sie sich nachts auf Zimmertemperatur ab-
kithlte. Nach dem Abnutschen wurde noch mit 214 L 30-proz. Alkohol
portionenweise nachgewaschen und das Filtrat mit 2,1 L Alkohol
vermischt, um den Ubergang des Glucosids in Chloroform bei darauf-
folgendem Ausschiitteln zu erleichtern. Portionen von je 3 L. der
Losung wurden mit 600 ecm3 und hierauf noch mit 300 em?3 Chloroform
ausgeschiittelt. So erhielt man etwa 9 L der vereinigten Chloroform-
losungen, die nun mit 3 L Wasser durchgeschiittelt wurden. Ent-
standene Emulsionen brachte man durch Alkoholzusatz zum Ver-
schwinden. Das Waschwasser wurde nochmals mit Chloroform
ausgeschiittelt, wobei abermals ein Alkoholzusatz zur Erleichterung
der Schichtentrennung notwendig war. Die alkoholhaltigen Chloro-

1) Soc. 1931, 23. 2) Helv. 16, 1403 (1933).
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formlosungen verdampften wir nun im Vakuum bei niederér Tempera-
tur zur Trockne, 16sten den griinlich gefirbten Riickstand in 3600 cm?
Alkohol und rithrten die Lésung zusammen mit einer feinen Auf-
schlammung von 60 g frisch dargestelltem alkalifreiem Bleihydroxyd
in 3600 em3® Wasser 1 Stunde lang, filtrierten und schiittelten das
klare Filtrat mif 1500 ¢m?® und dann noch mit 750 em?® Chloroform
ans. Die vereinigten Chloroformausziige dampiten wir im Vakuum
zur Trockne, verrieben den Riickstand mit 250 cm3 Ather zu feiner
Suspension, erwirmten bis zum Sieden des Athers und filtrierten
5,15 g des sehon ziemlich reinen Gemisches der beiden Acetyldigoxine
« und B ab; der Atheranteil wurde verworfen.

b) Trennung der beiden Acetyldigoxine « und §. Von
den beiden Isomeren zeigt das eine («) eine auffallende Schwer-
loslichkeit in den Alkoholen und eine sehr gute Krystallisierbarkeit
sowohl aus Chloroform-Methanol-Athergemischen wie aus verdiinnten.
Alkoholen. Wir verwendeten nach weniger erfolgreichen Vorver-
suchen in anderer Richtung hauptsichlich diese ausgeprigten Eigen-
schaften des Acetyldigoxins «, um es von der S-Form, die leichter
léslich ist und aus Methanol-Chloroform-Ather weniger leicht krystalh-
siert, abzutrennen.

Die 5,15 g des vorgereinigten Gemisches von Acetyldigoxin o
und g (s1ehe vorstehender Abschnitt) behandelten wir zunichst
mit 30 em?® heissern Methylalkohol, wobei ein Teil ungelost blieb,
liessen einige Zeit stehen und filtrierten 1,15 g eines weissen Pulvers
ab. Das Filtrat versetzten wir mit 100 em3 Ather, worauf zuerst
eine Tritbung und dann reichlich Krystallisation eintrat. Nach
20 Stunden konnten 2,2 g Substanz abfiltriert werden, die mit dem
in Methanol ungelést gebliebenen Anteil (1,15 g) zur Hauptfraktion I
vereinigt wurden (3,35 g) und welche die «-Form angereichert ent-
hielt. Die idtherisch-methanolische Mutterlauge mit vorwiegend
dem f-Isomeren lieferte beim Einengen im Vaknum bei niedriger
Temperatur 1,8 g Riickstand (Hauptfraktion II). Natirlich stellt
diese erste Aufteilung des Gemisches in die beiden Hauptfraktionen I
und II erst eine rohe Trennung der beiden isomeren Formen des
Acetyldigoxins dar.

Die a-reiche Fraktion I (3,35 g) losten wir in einem Gemisch
von 50 em?® Chloroform und 50 cm?® Methanol auf und fiigten, ohne
von einer leichten Trilbung abzufiltrieren, 300 cm3 Ather hinzu.
Nach zweitigigem Stehen konnten 3,05 g eines krystallinischen
Priparates abfiltriert werden. Wir nahmen diese Substanz mit einem
warmen Gemische von 200 cm3 Alkohol und 40 em3 Wasser auf,
kochten die noch leicht gefirbte Losung unter Zusatz von 0,15 g
Entfarbungskohle dreimal auf, kithlten etwas ab und filtrierten

durch eine diinne Talkschicht. Das klare, nun farblose Filtrat ver-
39
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dinnten wir mit 260 cm3 Wasser und liessen iiber Nacht stehen.
Anderntags hatten sich neben der Hauptmenge des Glucosids in
schon ausgebildeten, grossen prismatischen Einzelkrystallen («-Form)
ganz feine Haarbiischel der p-Form ausgeschieden. Wir hatten
offenbar zuviel Wasser zugesetzt; die Trennung der Isomeren war
in diesem Krystallisationsversuch nicht geférdert worden.

Das aus Alkohol-Wasser ausgeschiedene Glucosidgemisch (1,12 g)

wurde mit einer weiteren Ausscheidung, die nach dem Eindampfen
des Filtrates im Vakuum auf die Hilfte und einstiindigem Stehen
erhalten, worden war (1,36 g), vereinigt, fein gepulvert und mit
30 em® Methanol bis zum Sieden erhitzt, wobei ein erheblicher Teil
ungelost blieb. Nach dem FErkalten konnten 0,74 g abfiltriert
werden. Aus dem auf 15 em?®im Vakuum eingeengten Filtrat schieden
sich bald 1,04 g kleine Krystalle aus. Dieses Produkt stellt Acetyl-
digoxin « von grosser Reinheit dar. Es konnte durch Auflésen in
einem Gemisch von 20 em?® Chloroform und 20 em?® Methanol und
Zugabe von 100 cm? Ather in ganz einheitlichen, rechteckigen Blitt-
chen erhalten werden (1,0 g). Die f-Form des Acetyldigoxins ist
in diesem Losungsmittelgemisch so leicht loslich, dass sie daraus
nieht auskrystallisiert. '
' Die in Methanol ungelost gebliebene Fraktion (0,74 g) von
Acetyldigoxin o war mit einer hartnickig anhaftenden, schwer-
1oslichen, nicht glucosidischen Substanz verunreinigt, die aus dem
Enzympriparat stammen musste, und die durch Aufitsen des Pri-
parates in einem Gemisch von gleichen Vol.-Teilen Chloroform und
Methanol und Zufiigen von Ather beseitigt werden konnte. Hierbei
scheidet sich zuerst die schwerlosliche Verunreinigung in Form
einer Triibung aus. Die durch Filtration geklirte Liosung scheidet
das Gluocosid in Krystilichen aus. Diese Operation wird so oft
wiederholt, bis bei der Atherzugabe keine Triibung mehr auftritt.
So kann auch aus dieser Fraktion reines Acetyldigoxin « gewonnen
werden. Die Ausbeute an «-Glucosid kann durch Aufarbeiten der
verschiedenen Mutterlaugenpriparate noch erhéht werden, wenn
die bereits beschriebenen Methoden sinngemiss zur Anwendung
gelangen.

Die Hauptfraktion II (1,8 g) léste sich in 20 cm?® Methanol
beim Erwirmen nicht klar auf. Wir filtrierten von der Trubung
ab und versetzten das Filtrat mit 4 cm3 Wasser. Beim Abkiihlen
krystallisierten feine verfilzte Nadelchen aus, die den ganzen Inhalt
des Gefdsses durchsetzten und einen zusammenhingenden Krystall-
kuchen bildeten. Das abfiltrierte Priparat (0,6 g) war in Methanol
spielend loslich, sodass es in 3 ¢m?® Methanol glatt in Losung ging.
Diese Losung blieb .beim Versetzen mit 15 cm3 Ather im Gegensatz
zur «-Form klar. Erst beim Eindunsten auf ein kleines Volumen
bildeten sich Biindel von nadelférmigen Krystallen (0,3 g), die ab-
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filtriert und in 6 cm?® Methanol gelost wurden. Die Zugabe von
nur 0,6 cm® Wasser bewirkte eine dicke Ausscheidung, die durch
Erwirmen wieder in Losung gebracht wurde. Bei langsamem Ab-
kithlen und Stehenlassen iiber Nacht hatte sich ein Teil des nun
reinen Acetyldigoxins § in sehr dinnen, langen Prismen ausge-
schieden und wurde abfiltriert. Aus der Mutterlauge konnte durch
weitere Zugabe von wenig Wasser noch eine weitere einheifliche
Krystallisation gewonnen werden. Auf dem Filter erscheinen die
Krystalle von Acetyldigoxin £ rein weiss und seidenglinzend. Bei
weiterem Umkrystallisieren aus Methanol-Wasser erfubren sie keine
Verinderung ihrer Higenschaften. Aus den Mutterlaugen -konnten
unter Veérwendung der beschriebenen Methoden weitere Mengen des
reinen Acetyldigoxins f# erhalten werden.

¢) Eigenschaftenund Analysedes Acetyldigoxins a. Aus
einem Gemisch von Chloroform-Methanol 1:1 krystallisiert die
Substanz nach Atherzusatz in schén ausgebildeten, quadratischen
bis rechteckigen, diinnen, glinzenden Blittchen (Fig. 3 der Tafel),
die beim Stehen an der Luft nicht verwittern. Aus verdiinntem
Alkohol krystallisiert Acetyldigoxin « in schonen flachen Prismen
aus. Die getrocknete Substanz beginnt beim Erhitzen im Kapillar-
rohr bei 222° weich zu werden und schmilzt nnter Zersetzung bei
2309 (korr.). 1 Teil Acetyldigoxin « braucht zur Losung bei ge-
wohnlicher Temperatur etwa 80 Teile Methanol und etwa 650 Teile
Athanol; in Chloroform ist es bedeutend schwerer lislich als Acetyl-
digitoxin.

Polarisation: 0,2369 g im Hochvakuum bei 100° getrocknete Substanz, geldst
zu 25 em® Pyridin (¢ = 0,9476) drehten bei 20° im 2 dm-Rohr um 0,34° nach rechts.
[€)3 = + 18,0°

Lactontitration: 0,1836 g im Hochvakuum bei 100° getrocknete Substanz
verbrauchten 4,41 c¢cm3 0,1.n. NaOH

C;3HegOr;  Ber. Mol.- Gew. M = 823
Gef. M/2 = 416 ,, = 832

Elementaranalyse (Dr. Roth, Heidelberg): Bei 100 im Hochvakuum getrocknete

Substanz 4,347; 4,142 mg Subst, gaben 9,95; 9,50 mg CO, und 3,12; 2,98 mg.H,0.
Cy3HesOr5 Ber. C 62,74 H 8,09%,
Gef. ,, 62,43; 62,55 ,, 8,03; 8,05,

d) Eigenschaften und Analyse des Acetyldigoxins f.
Ans konzentrierter methylalkoholischer Lisung wird die Substanz
beim Zusatz von 10 bis 209, Wasser in feinen, langen seidenglinzenden
Prismen (Fig. 4) ausgeschieden und ist in dieser Krystallmodifikation
in Methanol und Athanol spielend 16slich. Es scheint noch eine andere
Modifikation von Acetyldigoxin B zu bestehen, die in Methanol
und Athanol schwerer 16slich ist und die erhalten wurde, als man eine
Pyridinlésung, die zur Bestimmung des optischen Drehvermogens
gedient hatte, im Vakuum bei niedriger Temperatur eindampfte
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und den erhaltenen Riickstand zur Befreiung von Pyridinresten
mit trockenem Ather behandelte. Die so erhaltene Form brauchte
zur Losung etwa 40 Teile Methanol und 120 Teile Athanol. Nach
Wasserzusatz zu solchen alkoholischen Losungen wurden wieder die
in Methanol und Athanol spielend leicht 16slichen Krystalle erhalten.
In Chloroform lost sich Acetyldigoxin 8 schwer auf und #Ausserst
schwer in Ather und Wasser.

Beim Erhitzen der aus Methanol-Wasser krystallisierten Sub-
stanz im Kapillarrohr tritt bei ca. 170° ein teilweises Schmelzen
ein (Abgabe von Xrystallosungsmittel?). Die Substanz erstarrt
bet weiterer Temperatursteigerune wieder und schmilzt schliesslich
bei 258° (korr.) unter Zersetzung.

Bei der Keller-Riliant’schen Farbreaktion verhilt sich Acetyl-
digoxin f wie die o-Form und auch wie Digoxin: Tiefblaue Zone in
Eisessig, braune Zone in der Schwefelsiure.

Polarisation: 0,1930 g im Hochvakuum getrocknete Substanz, gelést zu 25 cm?
Pyridin (¢ = 0,772) drehten im 2 dm-Rohr bei 20° um 0,459 nach rechts.

[0]3) = + 20,20
Lactontitration: 0,1760 g im Hochvakuum bei 100 getrocknete Substanz
verbrauchten 4,25 cm? 0,1-n. NaOH.
CygHgqOy; Ber. Mol.-Gew. M = 823
Gef. M/2 414 ,, == 828
Elementaranalyse (Dr. Roth, Heidelberg): Bei 100° im Hochvakuum getrock-
nete Substanz.

I. 4,206; 3,992 mg Subst. gaben 9,60; 9,11 mg CO, und 2,90; 2,81 mg H,O.
IT. 3,724; 3,854 mg Subst. gaben 8,49; 8,82 mg CO, und 2.66; 2,765 mg H,0.

CiHeOp; Ber. € 62,74 H 8,099,
Gef. I. , 62.25; 62,24 ,, 7,72; 7.88°)
IL ,. 62,1S; 62,41 ,, 7,99; 8,01%

e) Alkalische Hydrolyse des Acetyldigoxins « zu
Digoxin. Die Bedingungen zur Abspaltung der Acetylgruppe waren
die gleichen wie bei der Entacetylierung von Acetyldigitoxin und
Acetylgitoxin. 0,6 g Acetyldigoxin « wurden in 20 e¢m?® warmem
Methylalkohol aufgelost. Der auf etwa 12° abgekiihlten Losung
fiighen wir 20 ¢m?® einer wasserigen 0,2-n. KOH hinzu, worauf schon
nach wenigen Minuten die Krystallisation des acetylfreien Produlkts
begann. Durch Kratzen mit einem Glasstab beschleunigten wir die
Ausscheidung und neutralisierten nach im ganzen 10 Minuten langer
Alkalieinwirkung mit 0,1-n. HCl. Die ausgeschiedenen Krystalle
wurden abfiltriert (0,44 g) und zweimal aus verdiinntem Alkohol
umkrystallisiert, worauf das Priparat in der Iarbreaktion, dem
Schmelzpunkt und in den Loslichkeits- und Krystallisationseigen-
schaften mit Digoxin iibereinstimmte. Die lufttrockene Substanz
zeigte im Hochvakuum bei 100° keine Gewichtsabnahme.
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Polarisation: 0,1975 g Substanz, gelost zu 25 cm? in Pyridin (¢ = 1,580) drehten
bei 20° im 2 dm-Rohr bei einer Wellenlinge von A = 5461 my um 0,41°% beim Lichte
der D-Linie um 0,33° nach rechts.

20 20
(K]55, = + 13,0° (0]} = + 10,49
in Ubereinstimmung mit dem von Smith!) beschriebenen und dem von uns?) aus Des-

acetyldigilanid C erhaltenen Digoxin.

Elementaranalyse (Dr. E. Wiedemann, Basel): 3,695 mg Subst. gaben 8,540 mg

CO, und 2,758 mg H,0
CyHe 01, Ber. C 63,06 H 8,269,
Gef. ,. 63,03 ,, 8,339,

f) Alkalische Hydrolyse von Aceftyldigoxin f zu
Digoxin. Eine auf 12° gekiihlte Losung von 0,5 g Acetyldigoxin 8
in 20 em3 Methylalkohol wurde mit 20 em?® wiisseriger 0,2-n. KOH
versetzt. Schon nach 2 Minuten begann die Krystallisation der
acetylfreien Substanz, die in genau gleicher Weise wie bei der Ent-
acetylierung von Acetyldigoxin-« aufgearbeitet wurde.

Die so gewonnene Reinsubstanz war in allen Eigenschaften
identisch sowohl mit dem aus Desacetyldigilanid C dureh enzymatische
Glucoseabspaltung als auch mit dem aus Acetyldigoxin « durch
Entacetylierung gewonnenen Digoxin. -

Als schirfstes Kriterium fir den Vergleich diente die Bestim-
mung des optischen Drehvermdogens?).

Polarisation: 0,2340 g Subst., gelost zu 15,1 em?® Pyridin (¢ = 1,55) drehten
bei 20° im 2 dm-Rohr das Licht der D-Linie um 0,33° Licht von A == 5461 my um 0,41°
nach rechts.

20 g 20 9r0
[az]D == + 10,7 fo sae1 = T 13,25

Aus beiden optischen Isomeren des Acetyldigoxins war somit

bei der Abspaltung der Acetylgruppe unter kurzdauernder Alkali-
einwirkung identisches Digoxin erhalten worden.

Basel, Wissenschaftliches Laboratorium der Chemischen Fabrik
vorm. Sandoz.

1) Soc. 1930, 508.
?) z. B. Helv. 16, 1407 (1933).
3) Vgl. auch vorigen Abschnitt e).





