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Das Filtrat wurde i.V. verdampft und der Riickstand zwischen CCl,-CHCly;-Methanol-1-n.HCI
(1:1:1:2) verteilt. Die schwere Phase wurde mit Methanol-Wasser (1:2) gewaschen und i.V. zur
Trockne verdampft. Der Riickstand wurde zusammen mit dem oben erwahnten, abgenutschten
Material mit Essigsdureanhydrid-Pyridin nachacetyliert. Nach dem Verdampfen des Essigsdure-
anhydrids und des Pyridins i.V. wurde der Riickstand in siedendem Dioxan gelést und vom
ungeldsten Dicyclohexylharnstoff abgetrennt (1,57 g; 909,); das Filtrat wurde durch eine Saule
von 220 g Aluminiumoxyd (Akt. III) filtriert. Eluiert wurde mit Dioxan, das Losungsmittel
wurde i.V. verdampft. Der Riickstand wurde mit 50 ml heissem Athanol verrieben und mit
gleichviel heissem Wasser versetzt. Die kristalline Fillung wog 5,48 g (74%), Smp. 176-179°.
Zur Analyse wurde aus Athanol-Wasser umkristallisiert, Smp. 180-182°.
Ce2HgO012Ng  Ber. C 62,40 H 540 O 22,79 N 9,39 (O)CH; 3,78%
(1193,26) Gef. ,, 62,23 ,, 5,62 ,, 22,56 ,, 9,71 " 3,789,
Die Mikroanalysen wurden in unseren mikro-analytischen Laboratorien unter der Leitung
von Dr. H. GvseL ausgefiihrt.

SUMMARY

Using p-(p’-methoxy-phenylazo)-benzyloxycarbonyl-{MZ-) and p-nitrobenzyl-
(NB-) as blocking groups for the a-amino- and a-carboxylic functions respectively, a
completely protected pentapeptide unit, occurring in tyrocidine A, has been prepared:
MZ-L-Phe-D-Phe-L-Asp(OCH,)-L-Glu{OCH,)-L-Tyr(OAc)-ONB. The p-nitrobenzyl-
ester group is very resistant towards HBr in acetic acid, the reagent used for inter-
mediary splitting of the MZ-groups. Peptide bonds were formed by means of either
POCl, + triethylamine or by dicyclohexyl-carbodiimide. All the products containing
MZ-groups were obtained in the crystalline state.

Forschungslaboratorien der CIBA AKTIENGESELLSCHAFT, Basel,
Pharmazeutische Abteilung, und
Chemisches Institut der Universitit Ziirich

105. Die Glykoside der Samen von Nerium oleander L.%)
Glykoside und Aglykone, 200. Mitteilung?)
von Herbert Jager, O. Schindler und T. Reichstein
Herrn Prof. Dr. P. KARRER zum 70. Geburtstag gewidmet
(14. I11. 59)

Nertum oleander L. ist eine besonders im Mittelmeergebiet weit verbreitete Apo-
cynacee?), von der vor allem die Blatter schon lange medizinische Verwendung?®)%)
finden. Thre Wirkung verdanken sie zur Hauptsache ihrem Gehalt an digitaloiden
Glykosiden. Bisher wurden aus den Blittern die folgenden vier krist. Glykoside

1) Diss. HERBERT JAGER, Basel 1958.
2) 199. Mitteilung: R. P. MarTIN & CH. Tamm, Helv. 42, 696 (1959).

3) Vgl. z.B. die Monographie von R. CortEsI, Bull. Soc. botan. Genéve 32 (1939-1940), und
weitere Literatur daselbst.

4) F. FLury & W. NEuMANN, Klin. Wschr. 14, 562 (1935).

§) Vgl. auch die Zusammenstellung von R. CorTEsi, Pharmac. Acta Helv. 18, 215 (1943).
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isoliert: Oleandrin4-12), Desacetyl-oleandrin1t), Adynerin1)13-17) und Neriantin 4)17),
Die Konstitution der ersten zwei ist aufgeklirt, die der zwei letztgenannten ist teil-
weise gesichert (vgl. Tab. 1).

Tabelle 1. Die vier bisher aus den Blittern von Nerium oleander isolierten
digitaloiden Glykoside

Spaltstiicke Ver-
Stoff kniip-
Genin Zucker fung18)
Oleandrin . . . . . . Oleandrigenin L-Oleandrose1?) o
Desacetyl-oleandrin . . Gitoxigenin " o
Adynerin . . . . . . A7-Adynerigenin 20) D-Diginose 1) 1]
Neriantin . . . . . . Neriantogenin D-Glucose B

Hauptglykosid ist das Oleandrin. Es besitzt ausgesprochene digitalisartige Wir-
kung, wird Kklinisch beniitzt und in technischem MaBstab fabriziert. Das Desacetyl-
oleandrin unterscheidet sich von Oleandrin lediglich durch die fehlende Acetylgruppe
am O-Atom an C-16, es ist merklich schwicher wirksam??). Adynerin und Neriantin
besitzen keine digitalisartige Wirkung.

In einigen Pflanzen (z.B. Digitalis) enthalten die Samen merklich andere Glyko-
side als Blitter oder Zweige. Die Samen von Nerium oleander sind, soweit wir fest-
stellen konnten, bisher nur von LEULIER?3) %) untersucht worden. Er isolierte Kri-
stalle. Die Beschreibung erlaubt kein Urteil iiber Einheitlichkeit oder Identitit. Wir
vermuten, dass ein Gemisch vorgelegen hat.

Im Folgenden beschreiben wir eine genaue Analyse der Samen unter Kontrolle
durch Papierchromatographie.

%) P. J. LukowskI, J. Pharmacie [3)] 46, 397 (1861).
?) O. SCHMIEDEBERG, Arch. exp. Pathol. Pharmacol. 16, 159 (1882); Ber. deutsch. chem.

Ges. 16, 253 (1883).

8) W. STRAUB, Arch. exp. Pathol. Pharmacol. 82, 327 (1918).

%) M. G. TanRET, C. r. hebd. Séances Acad. Sci. 194, 914 (1932). Daselbst weitere Literatur.

10) A. Winpaus & K. WesTPHAL, Nachr. Ges. Wiss. Gottingen, Mathem.-phys. K1. 1925, 78;
auch K. WEsTPHAL, Diss. Gottingen 1928.

1) W. NEuMANN, Ber. deutsch. chem. Ges. 70, 1547 (1937).

2) R. TscHESCHE, Ber. deutsch. chem. Ges. 70, 1554 (1937).

13) R. TscHESCHE & K. BoHLE, Ber. deutsch. chem. Ges. 71, 654 (1938).

4} R. TscuescrE, K. BoHLE & W. NEUMANN, Ber. deutsch. chem. Ges. 71, 1927 (1938).

%) H. M. CARDWELL & S. SMmITH, J. chem. Soc. 1954, 2012,
)
)
)

—

vgl.

-

P

16) R. TscHESCHE & G. GRIMMER, Chem. Ber. 87, 418 (1954).
7} R. TscHESCHE & G. SNaTZKE, Chem. Ber. 88, 511 (1955).
1) An C-1 des Zuckers, vgl. W. KLYNE, Biochem. J. 47, xli (1950).
19) Konstitutionsbeweis durch Synthese vgl. F. BLINDENBACHER & T. REICHSTEIN, Helv.
2061 (1948).
20) Im Adynerin soll nach TscHEsCHE) die Doppelbindung in 8-Stellung vorliegen und erst
bei der Hydrolyse Verschiebung nach C-7 eintreten; dies ist aber nicht bewiesen.
21) Konstitutionsbeweis durch Synthese vgl. CH. Tamm & T. ReicHsTEIN, Helv..31, 1630
(1948).
%) W. NEUMANN & W. LINDNER, Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 185, 630 (1937).
%) A.LEULIER, ]J. Pharmac. Chim. 74, 157 (1911).
24) A.LEULIER, J. Pharmac. Chim. 75, 108 (1912).
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Beschaffung des Ausgangsmaterials

Fir diese Untersuchung standen uns 3,82 kg ganze, trockene Friichte zur Ver-
filgung 2%), die von der rotbliihenden Form des wildwachsenden Oleanders stammten.
Sie wurden im August 1954 in der Gegend von Athlit (an den Auslidufern des Carmels,
Israel) gesammelt und erreichten uns im Mirz 1955 in ausgezeichnetem Zustand.
1,92 kg Friichte (vgl. Fig. 1) wurden verwendet. Sie lieferten 603,7 g Samen (vgl.
Fig. 1). Die Samenhaare wurden beim Hauptversuch nicht entfernt.

T
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Fig. 1. Photographie von zwei reifen Friichten von Nerium oleander L. sowie einiger reifer Samen,
letztere unter Glas (also massgetreu) aufgenommen (MaBstab jeweils in cm). Photo Dr. L. JENNY

Chemische Untersuchung 2¢)

Vorversuche. Um festzustellen, welche Methode zur Extraktion und Untersuchung
am geeignetsten ist, wurden 13,7 g Samen mechanisch von den grébsten Haaren
befreit (10,0 g), im Exsikkator getrocknet (9,8 g) und anschliessend gemahlen und mit

25) Dieses Material wurde uns freundlicherweise von den TEVA MipDLE EAST PHARMACEU-
TICAL AND CHEMICAL WoRKS LTD., Jerusalem, {iberlassen, welche die fabrikmissige Herstellung
des Oleandrins (Foliandrin) aus den Blittern durchfiihren. Wir méchten auch hier der Direktion
der genannten Firma unseren besten Dank fiir dieses schéne Material aussprechen.

28) Abkiirzungen fiir Losungsmittel etc. vgl. Einleitung zum Exp. Teil.
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Petrolither bei 30° entfettet. Von dem entfetteten Pulver (7,8 g) wurden je 3,9 g mit
und ohne Fermentierung aufgearbeitet 27) 28). Uber die erhaltenen Ausbeuten orientiert
Tab. 2. Die papierchromatographische Priifung der Extrakte ist in den Fig. 2-5

wiedergegeben.

Tabelle 2. Ausbeuten an Rohextrakten bei 2 Vorversuchen und beim Hauptversuch

Ohne Fermen- Mit Fermen- Mit Fermen-
tierung (aus tierung (aus tierung

Extrakte 6,85 g Samen) 6,85 g Samen) Hauptversuch
£ 8 eIE S aus 590 g Samen
in mg in 9% in mg in % ing in %

Pe-Extr.2%) . . . . . . . | 1000 14,6 1000 14,6 86,6 16,3
Ac-Extr. ger3) . . . . . 14,7 0,22 120,2 1,76 8,45 1,43
Chf-Extr. . . . . . . . . 54,1 0,79 23,6 0,36 4,87 0,83
Chf-Alk-(2:1)-Extr. . . . 114,8 1,67 14,8 0,22 1,53 0,26
Chf-Alk-(3:2)-Extr. . . . 19,2 0,28 11,0 0,16 0,49 0,08
202,8 2,96 169,6 2,50 15,34 2,60

Die zwei Vorversuche zeigten, dass durch die Fermentierung ein weitgehender
Abbau von stark polaren Di- oder Triglykosiden zur Monoglykosidstufe stattgefunden
hat. Wie die weitere Priifung zeigte, war dieser Abbau aber nicht vollstindig, denn bei
der fermentierten Probe zeigten die Chf-Alk-(2:1)- und -(3:2)-Extrakte (welche das
stark wasserlsliche Material enthalten) im Papierchromatogramm genau dieselben
Flecke wie die entsprechenden Extrakte des nicht fermentierten Materials3!) (vgl.
Fig. 5). Die Menge war aber, wie erwihnt, sehr stark reduziert. Daher wurde der
Hauptversuch analog mit Fermentierung durchgefiihrt.

Hauptversuch. Fiir diesen wurden 590 g Samen verwendet; sie lieferten nach Fer-
mentierung die in Tab. 2 genannten Ausbeuten. In den vier Extrakten wurden in
Papierchromatogrammen, teilweise erst nach priparativer Anreicherung, insgesamt
28 Flecke erhalten, die zundchst mit den Buchstaben «, A, 5, B,y,C, 4, D, E, F, G,
H,I,K,L,N,O,P,P,%n,0,Q,R,S, T, U, Vund W bezeichnet wurden. Ihre Verteilung
auf die 4 Extrakte ist aus Tab. 3 und den Fig. 3 und 5-7 ersichtlich3?). Tab. 4 enthilt
die Rf-Werte in verschiedenen Systemen.

Fiir den Nachweis der I'lecke diente in erster Linie die KEppE-Reaktion ). Eine
gute Differenzierung der KEDDE-positiven Flecke wurde mit der SbCl;-Reaktion %)
und der UV.-Absorption?®) erzielt. Die zwei letztgenannten Reaktionen erlauben
bereits wertvolle Riickschliisse auf die Konstitution3)3®) (vgl. Tab. 3).

27y W. Nagara, CH. TamMm & T. REIcHSTEIN, Helv. 40, 41 (1956).

28) S. RajagopALaN, CH. Tamm & T. REicHSTEIN, Helv. 38, 1809 (1955).

29) Inklusive die Pe-16slichen Anteile des Ae-Extr.

30) Gereinigt durch Verteilung zwischen 80-proz. Me und Pe zur Entfernung von Fettresten.

31 Durch Nachbehandlung solcher Extrakte (nur im Hauptversuch ausgefiihrt) mit ge-
cigneten Glucosidasen (z. B. aus den Samen von Adenium multiflorum) liessen sie sich so weit
abbauen, dass eine Anzahl dieser Flecke ganz verschwand (siche weiter unten).

32) Es zeigte sich im Laufe der Untersuchung, dass die so bezeichneten Flecke, soweit fest-
stellbar, jeweils nur von einem Stoff hervorgerufen wurden. Daher werden hier dieselben Buch-
stabenbezeichnungen auch fiir die entsprechenden Stoffe verwendet.
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Tabelle 3. Ubersicht iiber die in Papierchromatogrammen nachgewiesenen33) Stoffe.
Reihenfolge zunehmender Polaritit
Iso- g ER PN Schatzungs-
: g |l=s]78(% - e
Flecke und Extr., lie- :_1 R g,,; .§ [ Isolierte weise wirk
; : rung e . T R E e 3 lich enthal-
in denen sie . Identifizierung®) | & |2 |= [ | 5| Menge®)
in R =R Bl bl < tene Menge
gefunden wurden X o | c e |8
Krist. dl>lz 128 a)
34 MR R T ;é . . . -
) 2 M inmg|in % |in mg|in %
A a| - - S48y — | — - - 30 1 0,005
Al + - S8 — |~ —1{ 99,7 |0,017] 400 | 0,068
Bl - - + - - - 30 { 0,005
B| + Adigosid 48) +|+|—-|+}+] 60,6 0,01 400 | 0,068
_______________________ ¥ | + | Digistrosid#) +|~-[=|+[+] 53,6 0,009] 550 (0,093
4 C| + Oleandrin 10)11)12) +|+]—-1+]|+]| 52,2 0,009 350 0,059
4! + Cryptogrando-
sid A48) . + |+ |—-|+]+]| 27,8 | 0,004| 400 | 0,068
D —+ 16-Anhydro-des-
- acetyl-crypto-
= grandosid A%8) . |+ |+ 1+ |+ |+ | 41,2 | 0,007| 350 | 0,059
i E + Odorosid A 49)80) +|—-1-1+1+11505]0,255{ 2400 | 0,407
A F| + Nerigosid ) + |+ —-t+]+]| 250 (0,04 | 1000 0,170
& G| + | 16-Anhydro-des-
acetyl-nerigosid®®) | + {+ |+ [+ { + 25 | 0,004| 450 [ 0,076
H + Digitoxigenin +|=-]=-]-1]- 13 | 0,002 70 | 0,012
% I| + | Oleandrigenin +|+l=]=1= 56 | 0,01 | 350 {0,059
B K| + [ Desacetyl-ole- '
i andrin?) +|+|-]+|+| 61]0,01 | 2200037
::l. L| + Desacetyl-crypto-
0 grandosid A48) +|+}—|+|+]| 183|0,03 600 | 0,101
N + Desacetyl-neri-
gosid %) +|+|—~|+]|+]| 114 | 0,02 450 | 0,076
\ o + Odorosid H81) +!{—|—|—|-11000 | 0,17 | 1900 | 0,322
P + Neritalosid 48) . +|+!-|—-]—-] 800 0,14 | 1250 | 0,212
P,| - - +1- |- - - 20 | 0,003
4 + 16-Anhydro-
strospesid®2)84) . [+ |+ |+ |- | - 80 [ 0,014 350 [ 0,059
0 + Gitoxigenin R (S QT (U R O 120 | 0,017 200 } 0,034
T Q + Strospesid?2)53)84) _ | + 1+ |- | = | —| 297 { 0,050 650 (0,110
b1 R| - - + - - - -
vEl oS- - + ol B e
5 git] - - . N
fary p’s U - - + - - - -
Sl&|v| - - + - -
vayw| - - ¥ - - -

33) Es wurde einmal ein sehr schwacher Fleck zwischen L und N beobachtet und als M

bezeichnet. Er wurde spéter nicht mehr erhalten.
34) Vgl. Beschreibung bei priparativer Isolierung.

38) D. L. KeEpDE, Diss. Leyden 1946; J. E. Busu & D. A. H. TavLOR, Biochem. J. 62, 643

(1952).

38) Fluoreszenz im UV. nach Spritzen mit SbCl,-Lésung und leichtem Erwirmen?®), vgl.
auch Diss. D. KuTTER, Lausanne 1958 (Prof. L. FaAuconNET). Die Reaktion ist positiv bei Deri-
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Tabelle 4. Relative Laufstvecken in vier Systemen

Bezeich- Be Be-Chi- Chi) Bu-To-
nung der Identifizierung Fmd (7:3)/ Fmd (1:1)/
Flecke Fmd w

o - 2,10

A (Diemon) . . . . . . . . . .. ... .. 1,96

B - 1,86

B Adigosid . . . . . . .. .. ... ... |14

Y Digistrosid . . . . . . . . . . . . ... 1,57

C Oleandrin . . . . . . . .. . ... .. 1,40

é Cryptograndosid A . . . . . . . . . .. | 122

D 16-Anhydro-desacetyl-cryptograndosid A . 1,16

E Odorosid A . . . . . . . . .. . ... 1,00

F Nerigosid . . . . . . . .. .. . ... 0,63

G 16-Anhydro-desacetyl-nerigosid . . . . . . 0,43 1,06

H Digitoxigenin. . . . . . . . . . . . .. 0,35 1,00

I Oleandrigenin . . . . . . . . . . . ., . 0,21 0,92

K Desacetyl-oleandrin . . . . . . . . . . . [0]13 0,82

L Desacetyl-cryptograndosid A . . . . . . . | 0110 0,68

N Desacetyl-nerigosid . . . . . . . . . .. 0,38

(o] OdorosidH . . . . . . . . . .. ... 0,25 1,00

P Neritalosid. . . . . . . . . . . . . .. 0,16 0,78

P, - 0,65

F11 16-Anhydro-strospesid . . . . . . . . . . 0,53

[ Gitoxigenin . . . . . . . . . . . . .. 0,43

Q Strospesid . . . . . . . . . . .. o .. 0,22 4,25

R - 0,13 3,16

S - 0,04 2,06

T - 2,00

U - 1,00

v - 0,60

w - 0,25

vaten von Gitoxigenin, Oleandrigenin und 16-Anhydrogitoxigenin, entspricht also ungefahr der
Reaktion von Prsgz3). 37) Vgl. Exp. Teil dieser Arbeit.

38) A. PeTIT, M. PESEZ, P. BELLET & G. AMIARD, Bull. Soc. chim. France [5] 17, 288 (1950).

3%) Dunkelviolette Flecke bei Betrachtung im durchfallenden UV.-Licht durch den Fluores-
zenzschirm3?)%%). Diese Reaktion ist positiv bei A1%-Cardenoliden (siehe Einleitung zum exp. Teil).

40) E. v. ARX & R. NEHER, Helv. 39, 1664 (1956).

1) Ausfithrung nach J. v. Euw & T. RElcHsTEIN, Helv. 31, 883 (1948).

4%) M. PEsEz, Ann. pharmac. frang. 10, 104 (1952).

43) Wenn die Isolicrung nur mit einem Teil der Extrakte durchgefithrt wurde, so wurde die
Ausbeute so gut wie moglich auf die ganze Samencharge (590 g) umgerechnet.

44) Schitzung auf Grund der priparativen Ausbeuten sowie der Stirke der Flecke im Pchr.
Bei dieser Schitzung ist beriicksichtigt, dass die betr. Substanz auch noch in anderen Gruppen
oder Fraktionen enthalten war. 48) § = schwache Flecke. ) Neuer Stoff.

4% H. LicuTi, Ca. Tamm & T. RercusteIN, Helv. 39, 1933 (1956).

4%) A. Aep1 & T. ReicHsTEIN, Helv. 33, 1013 (1950).

49) S, Rancaswami & T. RE1cHSTEIN, Helv. 32, 939 (1949).

80) S. RanGaswaMl & T. REICHSTEIN, Pharmac. Acta Helv. 24, 159 (1949).

51) A. RHEINER, A. HUNGER & T. REICHSTEIN, Helv. 35, 687 (1952).

52) A. HunGERr & T. REICHSTEIN, Helv. 33, 1993 (1950).

83) A. HunGER & T. REICHSTEIN, Helv. 33, 76 (1950).

5%) W. RirriLr, A. HUNGER & T. REICHSTEIN, Helv. 35, 434 (1952).
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Beispiele fiiv die Kontrolle durch Papierchvomatographie®)
(Schraffierte Flecke bedeuten starke Flecke)
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1. Ca. 0,25 mg des gereinigten Ae-Extr. ausdemVorversuch, Aufarbeitung okne Fermentierung 33).
2. Ca. 0,25 mg des gereinigten Ae-Extr. aus dem Vorversuch, Aufarbeitung mi¢ Fermentierung.
Beim Hauptversuch gleiches Bild %3).

3. Ca. 0,25 mg des Chf-Extr. aus dem Vorversuch, Aufarbeitung mi/ Fermentierung. Beim
Hauptversuch gleiches Bild?33).

. Ca. 0,25 mg des Chf-Extr. aus dem Vorversuch, Aufarbeitung ohne Fermentierung.

. Ca. 0,40 mg des Chf-Alk-(2:1)-Extr. aus dem Vorversuch, Aufarbeitung okne Fermentierung.

. Ca. 0,40 mg des Chf-Alk-(2:1)-Extr. aus dem Vorversuch, Aufarbeitung mit Fermentierung.
Gleiches Bild beim Hauptversuch.

7. Ca. 0,40 mg des Chf-Alk-(3:2)-Extr. aus dem Vorversuch, Aufarbeitung mi¢ Fermentierung.
Gleiches Bild beim Hauptversuch.

8. Ca. 0,40 mg des Chf-Alk-(3:2)-Extr. aus dem Vorversuch, Aufarbeitung oine Fermentierung.
9. Ca. 0,25 mg des gereinigten Ae-Extr. aus dem Hauptversuch. Die Flecke « und § wurden
erst nach priparativer Anreicherung gefunden. Die betr. Stellen sind auf dem Chromatogramm
mit Punkten markiert.
10. Ca. 0,25 mg des Chf-Extr. aus dem Hauptversuch. Die Flecke P, und p wurden erst nach
praparativer Anreicherung gefunden. Die betr. Stellen sind auf dem Chromatogramm mit
Punkten markiert.

Die Chf-Alk-(2:1)- und -(3:2)-Extrakte wurden nur orientierend gepriift (siche
unten). Es wurden keine Versuche unternommen, die darin enthaltenen Stoffe
R-W zu isolieren.

Im Folgenden wird die Trennung des Ae-Extr. und des Chf-Extr. beschrieben.
Diese zwei Extrakte enthalten vorwiegend «—Q32).

Trennung des Ae- und Chf-Extrakts. Von diesem Material (zusammen 13,32 g)
wurden 13,1 g in 3 Portionen an Si0, %) chromatographiert 58). Dabei wurde bereits ein
Teil der Substanzen A, E und Q in reiner krist. Form isoliert. Ausserdem wurden
1,354 g eines Mischkristallisates (vorwiegend O und P, daneben noch N, P}, 7 und g

N

N

58) Qleandrigenin-Derivate spalten bei Chromatographie an ALO, leicht Essigsiure ab, vgl.
K. MEYER, Helv. 29, 718 (1946).

58) Es wurde zunichst je eine Portion Ae-Extr. und Chf-Extr. fiir sich chromatographiert. Es
zeigte sich dabei, dass es vorteilhafter ist, beide Extrakte zu vereinigen und zusammen zu trennen.
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enthaltend, vgl. Fig. 8) abgetrennt, das sich durch Chromatographie an SiO, nicht
weiter trennen liess. Alle amorphen Anteile wurden nach papierchromatographischer
Priifung in vier Hauptgruppen (I-1V) zusammengefasst, entspr. Tab. 5.

Tabelle 5. Zusammenfassung dev bei Chromatographie an SiO, erhaltenen amovphen Fraktionen
und Multterlaugen aus Ae- und Chf-Extr.

Haupt- Menge Vorwiegend ent- | In kleinen Mengen
gruppe in g haltene Stoffe enthaltene Stoffe
I 3,70 x—E F-L
11 3,70 E-O 4, Dund P
111 2,12 O und P N, P, m ¢
v 0,90 Q R, S sehr unrein

Hauptgruppe IV wurde nur im Papierchromatogramm untersucht. Im Folgenden
wird die Trennung der 3 Hauptgruppen I-III beschrieben.

Trennung der Hauptgruppe 1. Dieses Material (3,70 g) wurde durch Verteilungs-
chromatographie??) %) in ca. 250 Fraktionen aufgetrennt. Die meisten dieser Frak-
tionen enthielten aber noch mehrere Stoffe. Sie wurden nach papierchromatographi-
scher Priifung entspr. Tab. 6 in 19 Untergruppen I1/0-1/18 zusammengefasst.

Tabelle 6. Trennung von 3,70 g Matevial, Hauptgruppe I, in 19 Untevgruppen’?)

Unter- Menge . . . In.reinen
gruppe . Flecke im Pchr. Weitere Verarbeitung Kristallen
Nr. n mg isoliert

1/0 465,0 KEDDE negativ nicht weiter untersucht
1/1 21,3 «, A
1/2 76,9 o, A ; an SiO, gereinigt A
1/3 173,2 A
1j4 110.2 A, (B). B } nicht getrennt
I/5 181,4 A (B). B,y
I/6 345,2 B, y, (C) an Al,O,, SiO,, Prap. Pchr. B,y
1/7 4347 B,y C nicht getrennt
I/8 328,5 (B).,y.C, 4, (D) Krist. direkt C
1/9 198,0 C, 4, D Krist. direkt, MI. an SiO, ¢, D
I/10 134,7 G, d,D,E nicht getrennt
I/11 347,6 4, D, E, (F) Kirist. direkt, ML an SiO, D E
1/12 389,0 9),D,EF Kirist. direkt, ML an SiO,,

priap. Pchr. 0. D, E
I/13 225,8 E, F,G H Krist. direkt, ML

durch priap. Pchr.
1/14 37,4 F,G H, 1T
1/15 34,6 F,G,HIKL l . EGH
1/16 546 | F,G H 1, K L (|Frép. Pehr LKL
1/17 31,8 K, L J
1/18 30,0 L Krist. direkt, M. L.
Total 3619.9 durch priap. Pchr.

57 H. Hrcents, CH. Tamm & T. REICHSTEIN, Helv. 36, 357 (1953).
58) Es wurden die Systeme Fmd/Cy-Be, reines Be und Be-Chf-Gemische verwendet.
59) In Klammern sehr schwache Flecke.
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Aus diesen Untergruppen konnten teilweise durch direkte Kristallisation, teilweisé
nach Chromatographie an SiO, oder Al,0, und teilweise erst nach prip. Papier-
chromatographie, ausser den nur in Spuren vorhandenen Stoffen « und 8 sowie
Subst. F, alle anderen Komponenten A-L in Form papierchromatographisch reiner
Kristalle isoliert werden. Die Subst. F wurde aus Hauptgruppe 11 isoliert.

Trennung der Hauptgruppe 11. Dieses Material (3,70 g) wurde einer Gegenstrom-
verteilung nach CrAIG %) 6)3) unterworfen, wobei aber nur teilweise Trennung ein-
trat. Der Inhalt der 200 Gefisse wurde nach dem Ergebnis der Papierchromato-
graphie in vier Untergruppen II/1-11/4 (Tab. 7) vereinigt.

Tabelle 7. Trennung von 3,70 g Material der Haupigruppe 11 in 4 Untergruppens®)

Unter- " . .
gruppen Gefiss Menge Flecke im Pchr. Welte~re Isol}ert
Nr Nr. in mg Verarbeitung rein
111 1-60 795 D,E, F; (§), (G) nicht getrennt
11/2 61-80 1230 E,F,G nochmals verteilt F
11/3 81-120 1060 G, HILKVLN, vereinigt mit
(E), (F) 1/13-118, dann | &L
I1/4 | 121-200 540 | LK, L, N,0,(G).|| prap. Pchr. K.L,N
(H), (P)

Die Untergruppe II/2 wurde nochmals einer gleichen CraiG-Verteilung, aber mit
600 Stufen, unterworfen. Dabei wurde ca. 560 mg Material erhalten, das nur E und F
enthielt. Ein Teil davon (153 mg) wurde durch priparative Papierchromatographie49)
getrennt, wobei reines F in Kristallen %) isoliert wurde.

Die Untergruppen 11/3 und II/4 wurden mit I/13-I1/18 vereinigt und davon 1,8 g
durch priparative Papierchromatographie?®) zerlegt. Es liessen sich dabei die Stoife
G, H, I, K, L und N in Kristallen isolieren. Die eingedampften Mutterlaugen von N
(88 mg) sowie 280 mg langsamer laufende Anteile (enthielten nach Papierchromato-
gramm vorwiegend N und O) wurden mit 1,325 g rohen O-P-Kristallen vereinigt und
an SiO, chromatographiert (sieche bei Hauptgruppe III). Ausserdem wurden 350 mg
noch langsamer laufendes Material erhalten (nach Papierchromatogramm O, P und
kiirzer laufendes), die mit Hauptgruppe III vereinigt wurden.

Trennung von Hauptgruppe I111. Die 1,325 g rohe O-P-Kristalle wurden mit den
oben erwidhnten eingedampften N-Mutterlaugen (88 mg) und den 280 mg N-O-haltigem
Material vereinigt (1,69 g) und an SiO, chromatographiert. Eine brauchbare Trennung
wurde nicht erhalten. Es wurden nur 660 mg Kristalle (vorwiegend O + P) abgetrennt
(nicht weiter untersucht). Die eingedampften Mutterlaugen (900 mg nach Entfernung

80) Vgl. E. HECKER, Verteilungsverfahren im Laboratorium, Weinheim 1955.

81) Es wurde ein Apparat von F. A. v. MeTzscH®2) mit 200 Verteilungselementen verwendet,
wobei nur die obere Phase wanderte. Es wurde im Kreislaufverfahren gearbeitet. Entnommen
wurde zum Schiuss der Gesamtinhalt (beide Phasen) jedes Gefisses. System: Me-W-(7,5:2,5)/
Chf-CCl-(4:6). B

8%) F. A.v. METzScH, Chemie-Ing.-Techn. 25, 66 (1953).

83) Wir danken Herrn Prof. M. BRENNER fiir die voriibergehende Uberlassung dieser Appa-
ratur.

84) Dieser Stoff, ebenso wie Subst. P liessen sich bisher nur aus Dioxan oder Dioxan-Ae
kristallisieren.
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von etwas KEDDE-negativem Material) wurden mit den 2,12 g Hauptgruppe III sowie
den oben erwihnten 350 mg Resten aus Papierchromatogrammen von II (Laufstrecke
wie O und langsamer) vereinigt und das Ganze (3,37 g) nochmals an SiO, chromatogra-
phiert. Es konnten noch 1,32 g Kristalle (vorwiegend O, P mit wenig =, g, P,) isoliert
werden, die auch nicht weiter getrennt wurden.

Ein Teil der Kristalimutterlaugen und der amorphen Fraktionen (ca. 200 mg)
wurde durch priparative Papierchromatographie getrennt, wobei die Stoffe O, P und
p isoliert werden konnten (vgl. Fig. 9).

Die Mutterlauge von p sowie weitere 170 mg dhnliches amorphes Material wurden
ebenfalls auf Papier getrennt, worauf sich auch Subst. 7 in Kristallen isolieren liess.
Bei dieser Trennung wurde auch noch die Anwesenheit sehr kleiner Mengen eines
Stoffes P, beobachtet (Laufstrecke zwischen P und z), der nicht in reiner Form isoliert
wurde (vgl. Fig. 10).

Orientierende Priifung des Chf-Alk-(2:7)-Extraktes. Dieser Extrakt zeigte im
Papierchromatogramm die Flecke (Q), R, S, T, U, V und W (sowie etwas stationires
Material). Von diesen zeigte U dieselbe Laufstrecke wie Digitalinum verum. Nach
Behandlung des Gemisches mit dem Ferment der Samen von Adensum multiflorum5?)
verschwanden die Flecke von R, S, T (U und V wurden sehr schwach) (vgl. Fig. 11),
dafiir erschienen y, C, H, I, M, (ein neuer Fleck, der im Papierchromatogramm an der-
selben Stelle auftritt wie M3%)) sowie Q (vgl. Fig. 12 und 13). Dieser Extrakt diirfte
somit eine Reihe von Diglykosiden enthalten.

Beispiele fiv die Kontrolle duvch Papierchromatogvaphie?8)

7 23 456 789w
o}
0 e 00
/ie 0 e oO 6
, 2
80 £ 00

Ry O‘
8 0 Pé 0

Fid Fad fig 10
BeCH(TNimd Be-Chf-17:5)fFnd, WSd Be-Of-(7.5)/fmd, 20504,
1254
- Ca. 0,2 mg Kristallgemisch aus den Fraktionen 37-62 von Tab. 12. P, und ¢ wurden in
diesem Kristallgemisch erst spiter gefunden.
Ca. 0,3 mg Gemisch der Fraktionen 16 und 18-20 aus Tab. 20.
Ca. 0,05 mg Kristalle aus der P-Zone der prip. Pchr.
Ca. 0,05 mg Kristalle aus der O-Zone der prap. Pchr.
Ca. 0,05 mg Kristalle aus den gemeinsam eluierten z- und g-Zonen der priap. Pchr.
Ca. 0,10 mg ML der Kristalle aus der z+ g-Zone der prip. Pchr.

Ca. 0,3 mg Gemisch der Fraktionen 11-14 von Tab. 20 und der ML der m+g-Zone der
prap. Pchr.

. Ca. 0,05 mg Kristalle aus der g-Zone der prip. Pchr.
. Ca. 0,05 mg Kiristalle aus der m-Zone der prip. Pchr.
10. Ca. 0,10 mg P;-Zone (amorph) der prip. Pchr.

[ury

NowawN

O
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Der Chf-Alk-(3:2)-Extrakt wurde nur im Papierchromatogramm gepriift, vgl.
Tab. 3 und Fig. 5.

Beispiele fiir die Kontrolle durch Papierchromatographie®)

/1 2 3 ¢ 5 & 6 3 7 &8 9
v U 4
o 70 0 00 0 q O 0
ro 788 i O
Y. ) e 0
v+ 0
;
0 ”
s O L0
e @ ¢ 8 0
7
700 ”8
@0
........................ N e
Y fig 12 fig B fig
To-Bu-(1:0{W Beffmd Be-Chf-(75)imd Chi/Fmd
S5 35td 20Min 8% Std. 3% Std.

1. Ca. 0,30 mg Chf-Alk-(2:1)-Extr. aus urspriinglichem Chi-Alk-(2:1)-Extr. nach Behandlung
mit 4denium-multiflorum-Enzym.

2. Ca. 0,30 mg urspriinglicher Chf-Alk-(2:1)-Extr.

. Ca. 0,10 mg Digitalinum vevum.

4. Ca. 0,20 mg Chf-Extr. aus urspriinglichem Chf-Alk-(2:1)-Extr. nach Behandlung mit Adenium-
multiflorum-Enzym.

. Je ca. 0,04 mg Vergleichssubstanzen®) y, C, H, I.

. Je ca. 0,04 mg Vergleichssubstanzen®) L, N, P, Q.

. Ca. 0,15 mg des Chf-Extr. aus dem Fermentierversuch von Digitalinum verum mit Adenium-
multiflorum-Enzym. 8. Ca. 0,05 mg Strospesid 52)%4), 9. Ca. 0,05 mg Gitoxigenin.

w

[Sl- W2

Untersuchung der isolierten Stoffe

Von den 28 in Papierchromatogrammen nachgewiesenen Stoffen wurden 9 nicht
isoliert. Es sind dies die Substanzen «, f und P,, die nur in sehr kleinen Mengen an-
wesend waren, sowie die stark polaren Substanzen R, S, T, U, V und W, bei denen es
sich teilweise um Di- oder Triglykoside handelt. Von den 19 in Kristallen isolierten
Substanzen konnten 13 mit bekannten Stoffen (vgl. Tab. 8) identifiziert werden. Drei
davon waren Genine, und bei den 10 weiteren handelte es sich um Monoglykoside. Zur
Identifizierung dienten die in Tab. 8 genannten Daten, die Mischproben und die in der
letzten Kolonne erwihnten Reaktionen. Ausserdem wurden in allen Fillen die Farb-
reaktionen mit 84-proz. H,SO,4), die Laufstrecken im Papierchromatogramm (vgl.
Tab. 4) sowie die Farb- und Fluoreszenzreaktionen mit SbClg3%) genau verglichen und
als gleich befunden. Die Konstitution dieser 13 Stoffe war bekannt (vgl. Tab. 10).
Digistrosid (y) ist bisher allerdings nur in Spuren aus den Samen von Strophanthus
vanderijstii STANERY?) isoliert worden, seine Konstitution war unsicher. Die frither?’)
vorgeschlagene Formel konnte jetzt weitgehend gesichert werden.

Bei den 6 verbleibenden Substanzen handelte es sich um neue Stoffe. Sie zeigten
die in Tab. 9 angegebenen Smp. und Drehungen (weitere Eigenschaften siehe Tab. 3).

Von diesen war Subst. A vermutlich kein Cardenolid. Die weiteren fiinf Substanzen
wurden wie in den Tab. 3 und 9 angegeben benannt. Ihre Konstitution konnte bis auf
diejenige von Adigosid (= Subst. B) entsprechend den Formeln XVI bis XIX und der
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Tabelle 8. Identifizierung von 13 aus dem Samen von Nerium oleander isolievten digitaloiden
Lactonen mit bekannten Stoffen

Buchstaben- . - Smp. Gef. [a]p Gef. Weitere
Bezeichnung Identifiziert mit Smp. Lit. [e)p Lit. Identifizierung
Y Digistrosid 173°/205-208° — 16,6 Me?7)| UV., Mikro-
173-175°/ - spaltung, CH-
211-212°497) Bestimmung
C Oleandrin 242-246° — 48,2 Me
250°11) - 52,1 Me
) Cryptograndosid A 115-120° —31,2Me Amorphes
122-124°48) —32,9Me O-Ac-Der.
Pchr.
D 16-Anhydro-desacetyl- 230-232° + 48,0 Me UV., IR., Mi-
cryptograndosid A 230-232°18) +53,2Me krospaltung
0O-Ac-Der.
E Odorosid A 180-185°/ — 5,0Chf
200-206°
183°/198-206°5%0) | — 6,0 Chf
H Digitoxigenin 246-253° +13,8 Me
250°85) +19,1 Me
1 Oleandrigenin 225-230° - 6,9Me
110-115°/223°1Y) [ — 8,5Me
K Desacetyl-oleandrin 235-238° —22,2Me Mikrospaltung
238-240°11) —24,9Me
L Desacetyl-crypto- 203-206° — 4,6 Me
grandosid A 198-199°18) — 3,4Me
(0] Odorosid H 228-232° + 59Me
235-238°51) + 6,0 Me
T 16-Anhydro-strospesid 230-240° +62,2 Me uv, IR.
242-246°52) + 69,4 Me
0 Gitoxigenin 224--230° + 28,0 Me
232°88) + 34,6 Me
Q Strospesid 246-250° +17,0 Me
251-253°67) +15,3Me

Tabelle 9. Smp. und Drehungen dev 6 neuen aus den Samen vorn Nerium oleander
isolievten Substanzen

Bezeichnung Formel Kristallform Smp. []p in Me

A - zugespitzte Prismen aus 180°/202° +51,2
An-Ae

B Adigosid . . . . . . - Drusen aus An-Ae 138-142° —-16,8

F Nerigosid XVI unregelméssige Platten 155-163° -17,0
aus Di-Ae

G 16-Anhydro-desacetyl- | XVII Prismen aus An-Ae 182-186° + 35,6

nerigosid

N Desacetyl-nerigosid XVII1I | diinne Bldttchen aus 211-216° + 9,6
An-Ae

P Neritalosid . . . . . XIX Nadeln aus Di-Ae 135-140° +11,4

88) A. WiNnpaus & G. StEIN, Ber. deutsch. chem. Ges. 61, 2436 (1928).
8) A. StoLL & W. Krets, Helv. 16, 1049 (1933).
6 J. v. Euw & T. REICHSTEIN, Helv. 33, 666 (1950) (als Subst. 763 bezeichnet).
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Zusammenstellung in Tab. 10 aufgeklirt werden. Danach stellen die aus den Samen
von Nertum oleander nach Fermentierung isolierten 15 Glykoside Kombinationen von
5 Geninen mit 4 verschiedenen Zuckern dar. Von den 20 sich so ergebenden Kombi-
nationen wurden somit 5 nicht aufgefunden®). — Die Verkniipfung zwischen Zucker
und Aglykon ergibt sich aus den molekularen Drehungsbeitrigen des Zuckeranteils
(vgl. Tab. 12), sie entspricht durchweg der von KLYNE18) aufgestellten Regel, dass die
weitaus tiberwiegende Zahl der natiirlichen digitaloiden Glykoside dieselbe Konfigu-
ration {«-L oder §-p) an C-1 des Zuckeranteils besitzt.

Tabelle 10. Genine und Zucker der 15 aus den Samen von Nerium oleander isolierien Monoglykoside

Zucker L-Oleandrose D-Diginose p-Sarmentose p-Digitalose
XI XII XIII X1v
Verkniipfung o B B B
A?-Adynerigenin(?) I - Adigosid - -
Digitoxigenin III. . — Odorosid A Digistrosid XV Odorosid H
Gitoxigenin V . Desacetyl- Desacetyl-neri- | Desacetyl-crypto- | Strospesid
oleandrin gosid XVIII grandosid A
Oleandrigenin VI. .| Oleandrin Nerigosid XVI | Cryptograndosid A | Neritalosid XIX|
16-Anhydrogitoxi-
genin VIII - 16-Anhydro- 16-Anhydro-des- 16-Anhydro-
desacetyl- acetyl-crypto- strospesid
nerigosid XVII grandosid A
Tabelle 11. Molekulare Drehungsbeitrige dev Zuckerveste AIM]p in Me
a-L-Oleandrosido-rest in Oleandrin!t) —263 4+ 25
p-p-Diginosido-rest in Odorosid A%7) . . — 93419
p-p-Sarmentosido-rest in Sarmentocymarin?) —-150 4+ 19
B-p-Digitalosido-rest in Strospesid®?) - 39+19
L-Oleandrosido-rest in Desacetyl-oleandrin . —228 + 19
p-Diginosido-rest in Adigosid™) . . —-195 + 19
- ,» Desacetyl-nerigosid . — 58 + 19
. ,» Nerigosid .. . - 834+ 21
” ,» 16-Anhydro-desacetyl- ner1g051d . - 66 + 19
p-Sarmentosido-rest in Digistrosid . . —-157 4+ 19
. ,» Desacetyl- cryptograndosul A —134 + 19
. ,» Cryptograndosid A . —150 + 19
' ,» 16-Anhydro-desacetyl- cryptogrand051d A — 97 4 23
p-Digitalosido-rest in Odorosid H . — 40 419
", ,,» Neritalosid . . — 48 + 22
. ,» 16-Anhydro- strospeSId . — 16 + 24

68) Auf Anwesenheit von 16-Anhydro-desacetyl-oleandrin wurde speziell gepriift. Es sollte
einen im UV. absorbierenden Fleck geben, der zwischen C und ¢§ lduft. Ein solcher Fleck wurde
in den Extrakten nicht aufgefunden. Digitoxigenin-a-L-oleandrosid (bisher unbekannt) sollte im
Chromatogramm wenig schneller als Digistrosid laufen. Es konnte mit dem Fleck f identisch
sein, der nur in wenigen Fraktionen bei der Verteilung beobachtet wurde und sehr schwach war.

) J.v. Euw, F. REBER & T. REIcHSTEIN, Helv. 34, 413 (1951).

79 Berechnet fiir ein §-p-Diginosid des 4?-Adynerigenins, fir das TSCHESCHE & GRIMMER!®)

[e]lp =+ 29° (Me) fanden.
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I (R = H) A7-Adynerigenin?!)  III (R = H) Digitoxigenin =V (R = R’ = H) Gitoxigenin

F. 238-242° [+ 29° Me]11)18) F. 250° [19,1° Me]*) F. 232° [+ 34,6° Me%)
II (R = Ac) F. 163-164° IV (R = Ac) F. 220°[+19° VI (R = H; R’ = Ac)
[+42,4° Me]1§) Chi]49)85) Oleandrigenin F. 110°/223°

[— 8,5° Me]11)

VII (R = R’ = Ac) Di-O-ace-
tyl-gitoxigenin F. 249°¢
[— 8° Chf]10)72)73)

O.
[ ° [ 5°

__|_“_ \‘_
SO AN S Aa
L -
RO X AcO 1'{

VIII (R = H) 16-Anhydro-gitoxigenin X Di-O-acetyl-14-anhydro-gitoxigenin
F. 227° [+ 93° Me] %) F. 158-160°/187-190° [+ 127,4° Me]14)37)
IX (R = Ac) F. 207° [+ 83° Chf]}55)

CHO CHO CHO CHO
| | 1
CH, CH, CH, —
—OCH; CH;0—| OCH, CH,
CH, CH, CH, CH,
XTI r-Oleandrose X1I p-Diginose XIIT p-Sarmentose X1V p-Digitalose

F.62° [+12° W]19) F.90-92° [+ 55° W1]2)74) F. 78-79° [+15,8° W1?)76) F, 119° [+ 106°W]77)

Im Folgenden werden die neuen Stoffe und Digistrosid kurz besprochen.

Subst. A. Der Stoff war methoxylfrei. An der Luft firbte er sich allmihlich gelb.
Die Analysen gaben keine brauchbaren Werte. Die zuerst ausgefithrte CH-Bestim-
mung passte ungefdhr auf die Formel CyyHgq_5,05; die spiter ausgefithrte O-Bestim-

1) Formulierung nach R.TscHescHE & G.GRIMMER?), vgl. auch R. TSCHESCHE &
G. SNATZREYY),

72) H. CoLETTA, Arch. exp. Path. Pharmacol. 117, 261 (1926).

78) A. HuNGER & T. REI1cHSTEIN, Helv. 33, 76 (1950).

%) C. W. SnHoprPEE & T. REICHSTEIN, Helv. 25, 1611 (1942).

75) W. A. Jacoss & N. M. BiceLow, J. biol. Chemistry 96, 355 (1932).

76) H. HAueNsTEIN & T. REICHSTEIN, Helv. 33, 446 (1950).

77) J.D.LaMB & S. SmrtH, J. chem. Soc. 1936, 442.
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mung gab aber einen um ca. 69, zu hohen Wert. UV.- und IR.-Spektren (vgl. Fig. 15
und 17) passten auf ein Dienon ™)7?), Der Stoif wurde nicht weiter untersucht.

|/O\C=o Oc=0 O\c—o
- [
~N | e [
NN LN TN 0Ac \l
J\ OH OH
O /H\ o~ /H\ - \/
CH CH CH
] ALO,
CH, CH, _— CH,
—OCH CH, CH;O
—O0— —O0— —O0——
CH, CH, CH,
XYV Digistrosid (y) 37)%7) XVI Nerigosid (F) XVII 16-Anhydro-desacetyl-
F.173-175°/205-208° {Dioxan-Verbindung) nerigosid (G)
[~-16,2° Me] F.155-163° {—~17,0° Me]37) F.182-186°[ + 55,6° Me]?7)

O\c_o A \——i\cl=o
C\é\ D\on CI/S/(I)E/\OAC

|
[CH XVIIT CH XIX
(';H2 16-Desacetyl-nerigosid (N) Neritalosid (P)
F.211-216° ° ¥ i -Verbi
I I v
00—
CH, CH,q

Adigosid (Subst. B). Die Analysen passten ungefihr auf die Formel C4,H,;O4 mit
einer Methoxylgruppe. Die Fluoreszenzreaktion mit SbCl; war positiv, das UV.-
Absorptionsspektrum zeigte aber nur das Maximum des Butenolidringes bei 215 my,
dessen Intensitit (loge = 4,09 fiir obige Formel berechnet) jedoch auffallend gering
war. Im kurzwelligen UV.-Spektrum waren keinerlei Anhaltspunkte fiir die Anwesen-

8y Die 4,6-dien-3-on-Gruppe in Steroiden zeigt nach L. DorrFMANN, Chem. Reviews 53,
47 (1953), bes. p. 71, ein Maximum bei 284 my (log ¢ = 4,42) und ein Minimum bei 221 mu
(log € = 3,33). Vgl hierzu A. L. WiLDER & C. DjERASSI, ]J. Amer. chem. Soc. 68, 1712 (1946).

) A%8-Cholestadien-3-on zeigt in CS, nach R. N. JoNEs & F. HERLING, J. org. Chemistry
19, 1252 (1954), Banden bei 1666-1669, 1616-1619, 1587, 1222-1228 und 874-875 cm~1; die
ebenfalls als charakteristisch bezeichnete Bande bei 1264-1268 cm~! kann in CH,Cl, nicht fest-
gestellt werden.
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heit einer zusitzlichen isolierten Doppelbindung sichtbar (vgl. Fig. 16802), Bei der
Behandlung mit konc. HCl bei 0° unter Sauerstoffausschluss entstand ein Produkt,
das im UV. neben dem Maximum des Butenolidringes noch dasjenige der A4:16-
Cardatrienolid-Gruppierung zeigte (Ay.,=335 mu) (vgl. Kurve 3 in Fig. 15). Diese
Reaktion deutet auf eine Sauerstoffunktion an C,q (oder C,;)#). Adigosid gab ausser-
dem mit 84-proz. H,SO, genau gleiche Farbungen wie Nerigosid (vgl. Tab. 21), was
auf ein sehr dhnliches Aglykon (bzw. auf Bildung gleicher Carbonium-ionen) deutet.

200 250 300 bl
Nin my ——
Fig. 15. UV.-Absorptionsspekiven in Alk80)

Kurve A: Subst. A, Smp. 196-198°, 4., = 282 mu (log ¢ = 4,42, ber. auf 342,5).

y : Subst. y (= Digistrosid), Smp. 160°/205°, 1., = 217 mu (log & = 4,20, ber. auf 518,7).

D: Subst. D (= 16-Anhydro-desacetyl-cryptograndosid A), Smp. 215-225°, A, = 270 mu
(log € = 4,20, ber. auf 516,7).

1 : 14-Anhydro-di-O-acetyl-gitoxigenin, Smp. 160-190°; bei 215 myu betrigt log ¢ = 4,28
(Uberlagerung des Cardenolid-Maximums durch isolierte Doppelbindung).

2 : 16-Anhydro-desacetyl-oleandrin, Smp. 228-230°, 4., = 271 mu (log ¢ = 4,29 ber. auf
516,7).

3 : Reaktionsprodukt der Subst. B mit konz. HCl (amorph), A,y = 216 mu (log ¢ =
4,12) und Ay,, = 335 my (log ¢ = 3,56 ber. auf 354).

80) Aufgenommen von Herrn Dr. P. ZoLLER mit einem Unicam-SP 500-Spektrophotometer.

802) Die Wirkung einer isolierten Doppelbindung auf solche Spektren ist in den Figuren 16a,
16d und 16f bei W. Scumip, H. P. UEHLINGER, CH. Tamm & T. RricusTEIN, Helv. 42, 72 (1959),
gut sichtbar.

81) H. Hecepts & T. REICHSTEIN, Helv,, 38, 1133 (1955); vgl. auch R. TscHESCHE &
R. PETERSON, Chem. Ber. 86, 574 (1953).
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Da im Geninteil von Adigosid eine freie HO-Gruppe wegen der grossen Wanderungs-
geschwindigkeit im Papierchromatogramm unwahrscheinlichist, undsicheine Acetoxy-
gruppe im IR.-Spektrum nicht nachweisen lisst (vgl. Fig. 18), bleibt die Natur dieser
Sauerstoffunktion noch offen. Die milde saure Hydrolyse im MikromaBstab lieferte
einen Zucker mit einer Laufstrecke wie D-Diginose (Nr. 2 in Fig. 22 und 23) sowie ein
Genin, das im Papierchromatogramm dieselbe Laufstrecke zeigte wie A7-Adynerige-
nin18)17)82) (Smp. 238-242°; [e]p = + 29° in Me). Dieser Stoff entsteht nach R. TscHE-

100 K—
80
\ b

= B0
= a
= 4
>

20

0

199 200 %0 300 350
Ain my ——

Fig. 16. UV.-Absorptionsspektrum von Adigosid (Subst. B), Smp. 138-142°, in Alkohol
(c = 0,00096 Mol pro l,d = 0,101 cm) im kurzwelligen Gebiet
Kurve a = Normalkurve, Kurve b stellt das untere Zehntel einer Kurve mit 10fach gedehnten
Ordinaten dar, zur genauen Ablesung der Werte bei geringer Durchlissigkeit®2). Maximum bei
215 my, log ¢ = 4,09, ber. auf C,)H,;Oy = 534,6; log ¢ fiir 280 my ist 1,76 und fiir 300 my ergibt
sich 1,65

SCHE & G.GRIMMER'$) bei der Hydrolyse von Adynerin (das von diesen Autoren als 48-
Verbindung formuliert wird) unter Verschiebung der Doppelbindung. Die molekulare
Drehung von Adigosid passt aber nicht gut zur Annahme, dass es aus A7-Adynerigenin
und p-Diginose zusammengesetzt ist (vgl, Tab. 11). Die grossen Unterschiede in Smp.
und Drehung schliessen eine Identitit von Adigosid mit Adynerin aus.

82) Wir danken Herrn Prof. R. TscHEsCHE auch hier bestens fiir die Uberlassung einer kleinen
Probe seines Originalpriaparates. Dieser Stoff zeigte allerdings im Papierchromatogramm eine
viel grossere Laufgeschwindigkeit als Digitoxigenin, was kaum mit der Anwesenheit von mehr
als einer HO-Gruppe vereinbar ist.

82a) Methodik vgl. K. SticH, G. RotzLER & T. REICHSTEIN, spitere Mittcilung.

63
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Fig. 17. I R.-Absorptionsspektrum von Subst. A
(Smp. 180-193°) in CH,Cl,, d = 0,221 mm®)
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Fig. 18. IR.-Absorptionsspektvum von Adigosid (= Subst. B)
(Smp. 138-142°) in CH,Cl,, d = 0,2 mm83)
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Fig. 19. IR.-Absorptionsspektven in CH,Cly, d = 0,2 mm®3)
Kurve a: authentisches Digitoxigenin (Smp. 246-250°)
Kurve b: Genin von Digistrosid (Subst. y) (Smp. ~ 250°)

83) Aufgenommen von Herrn Dr. P. ZoLLER mit einem PERKIN-ELMER double beam IR.-
Spektrophotometer, Modell 21, mit NaCl-Prisma.



Volumen xri1, Fasciculus 111 (1959) — No. 105 995

Digistrosid (Subst. y). Die Analyse passte auf die Formel C4H,0,. Das UV.-
Absorptionsspektrum (Kurve y in Fig. 15) zeigte nur das Maximum des Butenolid-
ringes bei 217 mu. Der Smp. stimmte gut iiberein mit dem aus Strophanthus vande-
rifstii??) isolierten Priparat. Die milde saure Hydrolyse im MikromaBstab lieferte einen
Zucker mit einer Laufstrecke wie D-Sarmentose (Nr. 3 in Fig. 22 und 23) sowie ein
krist. Genin, das nach Smp., Papierchromatogramm, Farbreaktionen und IR.-Spek-
trum (vgl Fig. 19) mit Digitoxigenin identisch war. Nach Tab. 11 passt die molekulare
Drehung gut zur Annahme, dass ein g-Derivat der D-Sarmentose vorliegt.

100

2 Quronidssiphert
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Fig. 20. IR.-Absorptionsspektrum von Subst. D
{Smp. 215-225°) fest in KBr®) (1,1 mg in 310 mg KBr)
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Fig. 21. IR.-Absorptionsspekiven in CHyCl,, d = 0,221 mm?3)
Kurve a: authentisches 16-Anhydro-strospesid (Smp. 247-249°)
Kurve b: Subst. 7z (Smp. 230-240°)

Nerigosid (Subst. F). Dieser Stoff kristallisierte bisher nur aus Dioxan oder
Dioxan-Ather. Nach Trocknung bei 90° passte die Analyse auf die Formel Cg,H 44O, +
CH;O,. Das UV.-Absorptionsspektrum (Kurve F in Fig. 28) zeigte nur das Maximum
des Butenolidringes bei 216 mu. Die milde saure Hydrolyse im MikromaBstab lieferte
einen Zucker mit einer Laufstrecke wie D-Diginose und ein Genin, das im Papier-
chromatogramm dieselbe Laufstrecke zeigte wie Oleandrigenin. Die molekulare
Drehung (Tab. 11) passt gut zur Annahme, dass ein §-p-Diginosid des Oleandrigenins
vorliegt. Dazu passt auch die positive Fluoreszenzreaktion.
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16-Anhydro-desacetyl-nerigosid (Subst. G). Die Analyse passte gut auf die Formel
C3oH 407 + H, 0. Das UV.-Absorptionsspektrum (Kurve G in Fig. 28) zeigte das fiir
Cardadien-(16,20:22)-olide typische Maximum bei 270 mu. Ein Stoff mit gleicher
Laufstrecke im Papierchromatogramm und mit demselben Maximum im UV. ent-
stand beim Kontakt von Nerigosid mit aktivem Al,O, (vgl. Kurve 1 in Fig. 28). Die
milde saure Hydrolyse lieferte einen Zucker, der wieder eine Laufstrecke wie p-Digi-
nose zeigte, und ein krist. Genin, das nach Smp., Mischprobe, Farbreaktionen und
Papierchromatogramm mit 16-Anhydro-gitoxigenin identisch war. Die molekulare
Drehung (Tab. 11) passt zur Annahme, dass ein $-D-Diginosid des 16-Anhydro-gitoxi-
genins vorlag.

Desacetyl-nerigosid (Subst. N). Die Analyse passte gut auf die Formel C,yH 404. Ein
Stoff mit gleicher Laufstrecke entstand bei der Verseifung von Nerigosid mit KHCO,
in wisserigem Methanol. Die milde saure Hydrolyse im MikromaBstab lieferte einen
Zucker mit gleicher Laufstrecke wie p-Diginose und ein krist. Genin, das nach Smp.,
Mischprobe, Farbreaktionen und Papierchromatogramm mit Gitoxigeninidentisch war.

Beispiele fiir die Kontrolle durch Papierchromatographie?8)

7123 7 23 4 56 ¢e7 8 90 nr
¢ 00
00
O O r () O () O -70 O
(0
0 0
0 0 08
N I S N e
Fig. 22 Fig. 23 Fig % Fig. 25 Fig.2%6 Fig 27
To-MA-(LIYN  To-Bu-ls:lfW  Be-CH-(75fnd  CHJFmd Beffnd  Be-Ch-(75)/fmd
225td 16 8td. 21Std 25td, 710Min. 2Std. 3% Sta.

. Je ca. 0,05 mg p-Sarmentose (unterer Fleck) und p-Diginose (oberer Fleck)

Ca. 0,10 mg Zucker aus der milden sauren Hydrolyse der Subst. B

Ca. 0,10 mg Zucker aus der milden sauren Hydrolyse der Subst. ¢

Ca. 0,075 mg Subst. P aus prip. Pchr.

Ca. 0,02 mg amorphes Gemisch aus Subst. P nach 40stiindigem Kontakt mit Al,O,4

Ca. 0,05 mg Subst. z

Ca. 0,20 mg Reaktionsprodukt der Subst. P mit wisserig-methanolischem KHCO,

Ca. 0,05 mg Subst. Q

Ca. 0,05 mg Oleandrin

Ca. 0,10 mg krist. 16-Anhydro-desacetyl-oleandrin aus Oleandrin nach 60stiindigem Kontakt
mit AL O,

11. Ca. 0,05 mg Oleandrigenin

12. Ca. 0,05 mg 16-Anhydro-gitoxigenin, hergestellt durch milde saure Hydrolyse von 16-
Anhydro-desacetyl-oleandrin

SOBNAU A WN M

Neritalosid (Subst. P). Auch dieser Stoff kristallisierte bisher nur aus Dioxan oder
Dioxan-Ather. Die Analysc passte nach Trocknung bei 90° auf die Formel C,,H,,0, +
C,H0,. Das UV.-Absorptionsspektrum zeigte nur das Maximum des Butenolidringes
bei 217 mu (Kurve P in Fig. 29). Im Kontakt mit Al,O, lieferte Neritalosid einen Stoff,
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1

200 50 300
Nin mp.——
Fig. 28. UV.-Absorptionsspektren in Alk™)
Kurve F = Nerigosid (Subst. F), Smp. 154-165°, A, = 216 mu (log £ = 4,22 ber. auf 664,7)
Kurve G = 16-Anhydro-desacetyl-nerigosid (Subst. G), Smp. 173-185°, A, = 270 mu (log & =
4,30 ber. auf 534,7)

Kurve 1 = Gemisch aus amorphem (reinem) Nerigosid nach Kontakt mit AlL,0;, A,,, bei
216 mu (log &€ = 4,11 ber. auf 576,7), A, bei 272 mu (log £ = 3,52 ber. auf 516,7)

log £ —
~

1

200 250 300 3a0
Ninmy —
Fig. 29. UV .-Absorptionsspektren in Alk™)
Kurve P = Neritalosid (Subst. P), Smp. 135-140°, A, = 217 myu (log ¢ = 4,23 ber. auf 663)
Kurvers — 16-Anhydro-strospesid (Subst.z), Smp. 230-240°, 4,,,, =270 mu (log e=4,19ber. auf 532)

Kurvel = Gemisch aus amorpher (reiner) Subst. P nach Kontakt mit AlO,, Ay = 217 mu
(log & = 4,00 ber. auf 592), A, = 270 mpu (log & = 3,37 ber. auf 532)
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der im UV. ein Maximum bei 270 mu aufwies (Kurve 1 in Fig. 29) und im Papier-
chromatogramm (Nr. 5 in Fig. 24) dieselbe Laufstrecke besass wie 16-Anhydro-
strospesid (Subst. ). Verseifung von Neritalosid mit KHCO, in wisserigem Methanol
lieferte einen Stoff, der im Papierchromatogramm (Nr.7 in Fig. 25) dieselbe Laufstrecke
zeigte wie Strospesid. Es liegt daher ein 8-p-Digitalosid des Oleandrogenirs vor.

Im Handbuch iiber Sterine, Gallensiuren und verwandte Naturstoffe von LETTRE-INHOFFEN-
TscHESCHE, 2. Aufl. (Stuttgart 1954), wird auf S. 313 Oleandrigenin-g-p-digitalosid beschrieben.
Dies beruht, wie uns Herr Prof. R. TscHEscHE freundlicherweise mitteilte, auf einem Irrtum.
Die Beschreibung betrifft in Wirklichkeit das im Digitalose-Anteil acetylierte Priparat, dem
zuerst53) filschlicherweise®) die Konstitution XIX zugeschrieben wurde.

Die Ausfithrung dieser Arbeit wurde durch einen Beitrag aus dem Evrr LiLLy Research Grant
GRANT sehr erleichtert, wofiir auch hier bestens gedankt sei.

Experimenteller Teil

Alle Smp. sind auf dem KorLErR-Block bestimmt und korrigiert. Fehlergrenze in beniitzter
Ausfiihrungsform bis 200° ca. 4- 2°, dariiber ca. 4 3°. Substanzproben zur Bestimmung der opt.
Drehung und zur Aufnahme der UV.- und IR.-Spektren wurden 45 Min. bei 60-70° und 0,02 Torr
getrocknet, zur Analyse, wo nicht anderes erwidhnt, 5 Std. bei 0,01 Torr und 90° iiber P,O;.
Ubliche Aufarbeitung bedeutet: Eindampfen im Vakuum, Aufnehmen in Chf-Ae-(1:4), Waschen
mit 2-n. HCI (zweimal), 2-n. Na,CO; (zweimal), W (zweimal), Trocknen iiber Na,SO, und Ein-
dampfen im Vakuum. Die Adsorptionschromatographie wurde nach dem Durchlaufverfahren?8)
an alkalifreiem Al,0,8%) oder Silicagel (Korngrosse 0,15-0,3 mm), die Verteilungschromatographie
nach friither beschriebener Methode5?) durchgefiihrt. Ausfiihrung der Papierchromatogramme von
Steroiden57)86)87) und Desoxyzuckern®®), der KELLER-KiL1aNI-Reaktion4!), der Xanthydrol-Reak-
tion1?), der Farbreaktionen mit 84-proz. H,S0,*!), der KEDDE-Reaktion?5) nach fritheren Angaben.

Fir Losungsmittel wurden folgende Abkiirzungen verwendet: (Ac),O = Acetanhydrid,
AcOH = Eisessig, Ae = Diidthylather, Alk = 96-proz. Athanol, An = Aceton, Be = Benzol,
Bu = n-Butanol, Chf = Chloroform, Cy = Cyclohexan, Di = Dioxan, Fmd = Formamid,
Me = Methanol, McK = Methylathylketon, Pe = Petrolidther, Pgl = Propylenglykol, Py = Pyridin,
To = Toluol, W = Wasser. Ferner bedeutet ML eingedampfte Mutterlauge, Pchr = Papier-
chromatographie oder Papierchromatogramm(e). Die Verhdltniszahlen beziehen sich auf Volumteile.

Awustiihrung der Priifung auf Gitoxigenindevivate durch Fluoveszenzveaktion wmit SbCl, auf
Papier (in Kombination mit normaler SbCly-Farbrveaktion)®®). Das vom Fmd durch Einhiingen
in den Trockenschrank bei ca. 90° weitgehend befreite Papier wurde mit einer kaltgesitt. Losung
von SbCl, in Chf gespritzt. Das so imprignierte Papier wurde tiber einer elektrischen Heizplatte
solange erwdrmt, bis sich cben deutlich HCl-Nebel bildeten. Dann wurde das Papier im unge-
filterten UV.-Licht%) betrachtet. Alle Gitoxigenin-, Oleandrigenin- und 16-Anhydro-gitoxigenin-
Derivate zeigten intensiv blaue Fluoreszenz. Beim Einhalten dieser Versuchsbedingungen ist es
leicht moglich, Digitoxigeninderivate von den oben erwihnten Gitoxigeninderivaten auf Papier
zu unterscheiden. Anschliessend wurden die Papiere iiber der Kochplatte vorsichtig weiter erhitzt,
bis die bei Tageslicht beobachtbaren Farbreaktionen deutlich wurden. Die 16-Anhydro-cardeno-
lide waren ausscrdem im durchfallenden UV.-Licht (Hauptstrahlung bei 253,7 my) bei Betrach-
tung durch einen Fluoreszenzschirm??) als dunkle Flecke sichtbar. Bei geniigend hoher Konzen-
tration, wie sie z. B. bei der prdparativen Papierchromatographie angewendet wird, war es
moglich, auch Cardenolid-Derivate ohne Doppelbindung an C-16 auf diese Weise im Fluoreszenz-
licht zu erkennen.

8) T. RercesTEIN & C. W. SHoPPEE, Disc. Trans. Farad. Soc. 1949, 305.

J.v. Euw, A. LarpoN & T. ReicHsTEIN, Helv. 27, 1292, Fussnote 2 (1944).
O. ScuINDLER & T. REIcHSTEIN, Helv. 34, 108 (1951).

)
8)
)
87) E. ScHENKER, A. HUNGER & T. REI1cHSTEIN, Helv. 37, 680 (1954).
)
)
)

®

G

o

%) O. RENKONEN & O. ScHINDLER, Helv. 39, 1490 (1956).
89) D. Lawbpay, Nature 170, 415 (1952).
90) Gewdhnliche QQuecksilber-Quarz-Lampe.
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Ausfithrung dey priparativen Papierchromatographie. Auf den wie iiblich getrockneten Papier-
chromatogrammen wurden im durchfallenden UV.-Licht wie oben beschrieben die Substanzzonen
angezeichnet. Zur zusitzlichen Kontrolle wurden an beiden Seiten schmale Streifen abgeschnitten
und mit KEppe-Reagens oder SbCly-Reagens entwickelt. Die Lokalisierung mit Hilfe des Fluo-
reszenzschirmes erlaubt es, auch soilche Zonen quantitativ zu erfassen, die nicht genau parallel
zum oberen Rand des Papiers verlaufen. Die in ca. !/, cm? grosse Stiicke zerteilten Papiere wur-
den mit soviel W angeriihrt, bis ein Papierbrei erhalten wurde. Dann wurde dasselbe Volumen
Me zugesetzt, kurz (ca. 5 Min.) auf 50° erwirmt und das Losungsmittel auf der Nutsche abgesaugt.
Das Papierpulver wurde in derselben Art noch viermal mit Me extrahiert. Die vereinigten Eluate
wurden im Vakuum soweit konzentriert, bis eine wisserige Losung zuriickblieb. Diese wurde
viermal mit Chf ausgeschiittelt und die Chf-Extrakte mit W, 10-proz. KHCO,-Lésung und W
gewaschen, fiber Na,SO, getrocknet und im Vakuum eingedampit.

Ausfichrung dev Hydrolyse mit 0,05-n. Hy,SO, im Mikvomafstab. 2 mg Substanz wurden in
1 m] Me gel6st, mit 1 m10,1-n. H,SO, versetzt und 30 Min. unter Riickfluss gekocht. Dann wurde
mit 1 ml W verdiinnt und das Me im Vakuum abdestilliert. Die verbleibende wisserige Losung
wurde 30 Min. auf 65° erwirmt, abgekiihlt und viermal mit Chf oder Chf-Ae-(1:4) ausgeschiittelt.
Die organischen Ausziige wurden mit W, 10-proz. KHCO,-Lésung und W gewaschen, iiber Na,SO,
getrocknet und im Vakuum eingedampft (Geninteil). Die wisserige Losung sowie das erste Wasch-
wasser wurden vereinigt, im Vakuum von Chi-Resten befreit und mit frisch bereitetem, neutral
gewaschenem BaCO, neutralisiert. Die neutrale, klarfiltrierte Losung wurde im Vakuum einge-
dampft; der Riickstand (Zuckerteil) diente fiir die papierchromatographische Untersuchung?s).

Extraktion der Samen und Vortrennung der Extrakte

Vorversuche. 13,7 g frisch entnommene Samen wurden mechanisch weitmdoglichst von Haaren
befreit (10,0 g), in einer Kaffeemiihle fein gemahlen und 24 Std. bei 12 Torr iiber CaCl, getrocknet.
Das Pulver (9,8 g) wurde elfmal mit je 40 ml Pe bei 30-35° entfettet. Die vereinigten Pe-Extrakte
gaben 1,98 g (= 14,6%) Pe-Extr. (fettes Ol, verworfen).

a) Vom trockenen Samenpulver (7,8 g) wurde die Hilfte nach fritherer Vorschrift®) fermen-
tiert und weiter behandelt; sie lieferte die in Tab. 2 genannten Ausbeuten. Der rohe Ae-Extr.
(140,3 mg) wurde zwischen Pe und 80-proz. Me verteilt®?) und lieferte 20 mg Pe-Extr. (fettes Ol,
verworfen) sowie 120,2 mg gereinigten Ae-Extr.

b) Die zweite Hilfte (3,9 g) entfettetes Samenpulver wurde sofort mit 50 ml 50-proz. Alk
30 Min. auf 70° erwiarmt und anschliessend wie iiblich?®) weiter extrahiert. Es lieferte die in
Tab. 2 genannten Ausbeuten. Die papierchromatographische Priifung der 4 Extrakte jeder Probe
ist in den Fig. 2 bis 5 wiedergegeben.

Hauptversuck. 590 g Samen (nicht enthaart) wurden in einer elektrischen Miihle fein gemahlen
und 48 Std. bei 12 Torr iiber CaCl, getrocknet. Das Pulver (575 g) wurde wie oben entfettet und
wie bei a) weiter behandeclt und lieferte die in Tab. 2 genannten Ausbeuten. Emulsionen, die beim
Ausschiitteln mit Chf und Chf-Alk-(2:1)-Gemischen entstanden, wurden durch Zentrifugieren
getrennt.

Priifung auf Bestindigheit gegen SiOy. 50 mg Ae-Extr. wurden in wenig Be-Chf-(1:1) geldst,
an 2 g SiQ, in einer kleinen Sdule adsorbiert und 16 Std. bei 20° stehengelassen. Dann wurde mit
Chf und Chf-Me-(9:1) eluiert. Das vereinigte Eluat (50 mg) zeigte im Pchr. genau dieselben Flecke
wie das urspriingliche Material.

Trennung des Ae- und Chf-Extrakies. — a) 1,5 g Ae-Extr. wurden an 90 g Silicagel chromato-
graphiert. Zum Eluieren jeder Fraktion dienten je 100 ml der in Tab. 12 genannten Lésungsmittel.

Die Fr.19-23 gaben aus Ae 14,7 mg rohe Subst. A. Die amorphen Anteile (261,1 mg) der
Fr. 17-36 wurden zusammen mit 491,1 mg analogem Material aus Chromatogr. Tab. 14 nochmals
chromatographiert (siehc unten). Die Fr. 38—40 gaben aus An-Ae 186 mg rohe Subst. E und die
Fr. 41 lieferte analog noch 23 mg rohe Subst. E, die noch wenig F und G enthielt. Alle amorphen
Anteile von Fr. 3741 wurden vereinigt (338,5 mg) zu Hauptgr. I, ebenso alle amorphen Anteile
von Fr. 42-56 (294,7 mg) zu Hauptgr. II.

81) J.v. Euw, H. Hess, P. SPEIsER & T. REICHSTEIN, Helv. 34, 1821 (1951).
92) O. ScHINDLER & T. REICHSTEIN, Helv. 36, 1007 (1953).
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Tabelle 12. Trennung von 1,5 g Ae-Extr. durch Chromatographie an Si0,%,)5)

Eindampfriickstand
Fr.- Roh Kristalle Amorphe
Nr. Losungsmittel .Ant.el}et
Menge| Pchr. bzw. | Menge Smo. Pchr. bzw. V(Ia;emlg
in mg | KEppE-R. | in mg P Keppe-R. | 20 Hauptgr.
1-12) Be-Chf-(1:2) 30,5| negativ |amorph - nicht
13-16( ,, ,, -(1:4) 0,5 » . - }untersucht 17-36 ge-
17 (. - 04| A, () " - meinsam mit
I | e R [
19-23| ,, ., - ., 29,9 14,7 [182-191°| A Si0, chrom.
24 | ¢nt 74| A, () |amorph - und 22 mg
25-30] ,, 74| A, B, (f) . - l Subst. A ab-
31-36| Chi-Me-(99,5:0,5) |230,0| A-G . - getrennt.
37 N PR, 85,91 B-H . - l
38-40| ,, ., I 352,7 186 1190-200°{ E 3: H
41 |, . . . |1083 23 | 175-195°| E, (F), (G) [
42-45| ,, .. .. .. |1450]| E-K amorph 4256
46-51§ ,, ,, -(99:1) 32,7 I-T. " } I
52-56| ,, ., -(97.5:2,5) {117,5{ G-P .
57-61| ,, ., R 2704 } 144 220-230°) O,P,(N),(n) l
62 | .. . -(95:5) 4.8 215-227° | O,P,(n), (o). 57-66
Py 111
63-66, ., ' 39,0 0O-Q amorph l
67-68| ,, ., -(9:1) 78,4 | negativ nicht
untersucht _J

Die Fr. 57-62 gaben aus Me-Ae¢ insgesamt 144 mg Mischkristallisat, vorwiegend O und P mit
wenig N, 7, ¢ und P,%) (vgl. Fig. 8). Sie wurden zusammen mit weiteren analogen Kristallen
sowie amorphen Anteilen aus Hauptgr. II, die vorwiegend N, O und P enthielten, an SiO, chro-
matographicrt (vgl. Tab. 19). Verarbeitung der Mutterlaugen sowie Fr. 63-66 (zusammen 180 mg)
gemeinsam mit Hauptgr. I11.

b) 1,5 g Chi-Extrakt wurden analog an 90 g Silicagel chromatographiert. Zum Eluieren jeder
Fraktion dicnten hier je 150 ml der in Tab. 13 genannten Losungsmittel.

Die Fr. 11-13 gaben aus An-Ae 30,2 mg rohe Subst. E. Die Fr. 42-45 gaben aus Me-Ae 280 mg
Kristallgemisch O, P (Verarbeitung wie oben). Die Fr. 54-57 gaben aus Me-Ae 63 mg rohe Subst.Q.
Die amorphen Anteile wurden wie in der Tab. vermerkt zu den Hauptgruppen I-IV vereinigt.

6,95 g Ae-Extr. und 3,37 g Chf-Extr. wurden vereinigt und das Ganze (10,32 g) an 450 g Sili-
cagel chromatographicrt. Zum Eluieren jeder Fraktion diente je 1 1 der in Tab. 14 genannten
Losungsmittel.

Die Fr. 4 gab aus Ae 27,4 mg rohe Subst. A, Smp. 177-186°. Die amorphen Anteile (491,1 mg)
von Fr. 3-9 wurden mit den 261,1 mg analogem Material von Tab. 12 vereinigt und zusammen
(752,2 mg) nochmals an 100 g Silicagel chromatographiert, wobei aber nur noch 22 mg krist.
Subst. A (Smp. 184-194°) abgetrennt werden konnten. Die ML ging zu Hauptgruppe I.

Die Fr. 12-15 gaben aus An-Ae zusammen 760 mg rohe Subst. E. Die Fr. 22-23 gaben aus
Me-Ae 930 mg rohes Mischkristallisat O-P (N, x, ¢, P,) und die Fr. 29-31 gaben aus Me-Ae 234 mg
krist. Subst. Q. Die amorphen Anteile wurden wie in Tab. 14 angegeben zu den Hauptgruppen
I-IV vereinigt.

Trennung der Haupigruppe I. Das gesamte amorphe Material (3,70 g, enthaltend haupt-
sachlich die Stoffc a~E), in 25 ml gereinigtem Fmd gelost, wurde mit 50 g gereinigtem Kieselgur
(Hyflo Super Cel) vermischt auf eine wic folgt bereitcte Sdule gegeben:

93) Die Flecke p und P, wurden erst spiter in diesem Material entdeckt.
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Tabelle 13. Trennung von 1,5 g Chi-Exir. an 90 g Si0,5)

Eindampfrickstand
].;rl:- Losungsmittel Rob Kristalle Amorp.he.Anteile
’ ll\lenge Pchr. bzw. Menge Sm Pehr vereinigt zu
in mg | KEppE-R. | in mg p- : Hauptgruppen
1-5 | Chif 45,4 negativ amorph nicht untersucht
6-10} ,, 68,1 A-E » I
13| 91,5 30,2 | 165-195° | E,(F),(G) 6-14
14 » 15,6 E-H amorph l I
15-22| ,, 56,0 E-1 " ‘ ~
23-37| Cht-Me-(99:1) | 25,8 | E-N . 15-41
38-41| , , -(98:2) | 300| E-O . [ I
42-45| ,, ,, ' 440,3 280 185-225° | O,P,(N), l 260 mg
4649 ,, ,, " 62,1 O-¢ amorph (). (@). (R 42-33
50-53| .. ., -(96:4) | 81,5| N-Q . l I
54-57| ,, ,, v 182,1 63 225-241° | Q
58-61| ,, ., " 25,8 Q-S amorph 58-70
62-70| ., . -(8:2) | 245 0-S . } v

Tabelle 14. Chromatographic von 10,3 g Ae- und Chf-Extr. an Si0,

Eindampfriickstand
Fr.- Roh Kristalle
NT. Lésungsmittel Vereinigt
Menge Pchr. bzw. Menge Smp. Pehr. zu Hauptgr.
inmg| Keppe-R. | inmg
1-2 | Chf-Be-(90:10) 63 | negativ amorph nicht untersucht
3-9 nochmals
3 ., 50 A, (d) ), an SlO, chro-
2 151 27,4 |177-186°| A et g?-erlt/[ noch
56 | . . . 124 | A, B, () |amorph g A AL
zusammen mit
7-9 | Chf 185 | A-E v amorphen
10-11} ,, 1793 | C-G » Teilen von
10-12 zu 1
12 ' 801 105 |170-198°| E
13-15| Chif-Me-(99:1) | 2622 655 |168-194°| E, (F), (G) l 13-21
i6-19| ,, , 989 | E-N amorph I 11
20-21} ,, ,,-(98:2) 414 | I-P '
22-23, ,, ,, " 1881 930 |180-220°| O,P,(N},
(@).(@): || ML von 22-28
24-26| ., ., 524 | Lo amorph 111
27-28| ,, ,, -(96:4) 171 | N-Q v
29-31 ,, ,, " 478 234 [220-245°| Q
32-36| ,, ,, -(80:20)| 630 | Q,R,S amorph v
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750 g gereinigtes Fmd wurden mit 500 g gereinigtem Kiesclgur gut durchgeknetet, dann mit
1000 g weiterem Kieselgur gut vermischt, zweimal gesiebt, in Be-Cy-{1:9) aufgeschwemmt, wie
beschricben in eine Sdule Nr. 3 gefiillt und wie ublich%?) gestopft. Das auf Kieselgur-Fmd ver-
teilte Material wurde auf die mit Be-Cy-(1:9) iiberschichtete Sdule gegeben und gut angedriickt.
Dann wurde direkt mit der Verteilungschromatographie begonnen. Laufgeschwindigkeit ca.
35 ml/Std. Es wurden Fraktionen von 250 ml abgetrennt. Jede fiinfte Fr. wurde im Pchr. unter-
sucht, im Zweifelsfalle auch dazwischenliegende Fr. Fraktionen derselben Zusammensetzung
wurden vereinigt und im Vakuum bei 45° auf 10-20 ml eingeengt. Diese Konzentrate wurden
in 50 ml Chf aufgenommen und zur Entfernung von Fmd etc. mit 50 ml W, 20 ml W, 20 m1l ge-
sittigte KHCO,-Losung und noch zweimal mit je 20 m1 W gewaschen. Die wisserigen Phasen
wurden noch viermal mit je 50 ml Chf ausgeschiittelt. Die Chf-Ausziige wurden iiber Na,SO,
getrocknet und eingedampft. Uber das Resultat orientiert Tab. 15.

Tabelle 15. Verteilungschromatographie von 3,70 ¢ Hauptgruppe 1

Eindampfriickstand
Fr.Nny, | Unter- Bewegliche Roh Kristalle
gruppe Phase Menge| ~ Pchr. bzw. Menge Smp. Pehr.
in mg KEDDE-R. in mg
1-41 1/0 Be-Cy-(1:9), 465 negativ amorph
-(1:4), -(1:2)
42-47 I/l | Be-Cy-(1:1) 213 & A .
48-55 1/2 oo 769 | o, A "
56-65 1/3 by " 173,2| A "
66-71 1/4 v 1102| A, (). B -
7279 I/5 o . 1814 A, (). B,y "
80-90 1/6 P 345,2| B, (C) .
91-103 1/7 o 434,7| B, », C "
104-119 | 1/8 W (3:2) 328,5| p, C, 6, (B), () 230-243° | C
120130 | 19 | . . -(3:1) |198,0|C, 4 D } 402 | 9332460 | C
131-134 I/10 A 134,7( C,4, D, E amorph
135-146 /11 - " 3476 | 4. D, E, (F) 182-198° E
147-158 1/12 | Be 389,0) (5), D,E, F l 506 190-200° E
159-172 1/13 . 2258 | E-H 178-195° E, (F)
173-180 I/14 " 374 | F-I amorph
181-192 I/15 . 34,6 | F-L "
193-214 1/16 | Be-Chf-(9:1) 54,6 | F-L ”
215-231 1/17 ooon -(3:1) 318 K, L "
232-250 1/18 oo -{1:1) 300 L 1 180-195° L
Total 3619,9

Die Gr. I/0 (KEDpDE-negativ) wurde nicht untersucht. Die Gr. I/1 bis I/3 (Fr. 42-65) wurden
vereinigt (271 mg griines 1) und an 9 g Silicagel chromatographiert, worauf sich 35,6 mg krist.
Subst. A, Smp. 170-180°, abtrennen liessen. Die ML und amorphen Anteile (ca. 235 mg; ent-
hielten die Subst. &) wurden nicht untersucht.

Die Gr. I/4 (Fr. 66-71) und 1/5 (Fr. 72-79) wurden nicht untersucht. Die Gr. 1/6 (Fr. 80-90,
345,72 mg) wurde in 2 Portionen (a und b) an Al,O; chromatographiert. Chromatographie von
Teil a (100 mg) vgl. Tab. 16.

Bei der papierchromatographischen Priifung der erhaltenen Fraktionen wurden zwei schwache
Flecke gefunden, die vorher nicht im Gemisch enthalten waren. Der eine, C,, hatte dieselbe
Laufstrecke wie Desacetyl-oleandrin (Subst. K), der andere, C,, hatte denselben Rf-Wert wie
16-Anhydro-desacetyl-oleandrin (vgl. Fig. 30).
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Tabelle 16. Chromatographie von 100 mg (Teil a) der Fy. 80-90 von Tabelle 15 an 10 g Al,04

Eindampfriickstand
Fr.Nr. Lés.ungsmittel Roh Kristalle
je15 ml Menge Pchr. bzw. Menge S Pch
in mg KeDDE-R. in mg TP car.
1- 7 Be-Chi{-(1:1) 8,9 negativ amorph
8-12 oo (1:3) 1,1 " .
13-21 oo 8,2 7, (C) .
22 oo -(1:9) 3,3 - 1,2 244-248° o
23 oo 23,4 7, (B), (C), (Cy) | amorph
24 v 13,0 - ca. 2 130-200° B, (y)
25-26 v 18,9 - 4,3 138-142° B
27-28 PN 8,4 - ca. 2 133-192° B, C,
29 O, 2,8 B, C, amorph
30 poo 2,3 - 0.1 162-223° ¢, B
31-37 Chf-Me-(98:2) 4,4 C. B amorph

Die Fr.1-12 wurden nicht untersucht. Die Fr, 13-21, die ML von Fr. 22, sowie die Fr. 23
und 24 (Kristalle und ML), zusammen 46,7 mg, wurden mit 122 mg analogem Material aus Chro-
matographie des Teils b) vereinigt und dienten zur Chromatographie an SiO, (Tab. 17).

Die Fr. 22 gab aus Ae 1,2 mg reine Subst. C.

Die Fr. 25-26 gaben aus Ae 4,3 mg reine Subst. B. Die ML von Fr. 25-26 sowie alle weiteren
Fr. 27-37 (Kristalle und ML) wurden vereinigt (32,5 mg) und zusammen mit 55,1 mg analogem
Material aus Chromatographie von Teil b) durch prip. Pchr. getrennt.

Die Chromatographie von 245 mg Teil b) an 22,5 g Al,O, lieferte noch 6 mg Subst. C und
10,3 mg Subst. B, Smp. 132-150°. Die ML aller Fraktionen, die reines B geliefert hatten, wurden
vereinigt und nochmals an SiO, chromatographiert, worauf sich noch 8,7 mg reine Subst. B
vom Smp. 135-145° isolieren liessen. Totale Ausbeute: 23,3 mg B und 7,2 mg-C.

Tabelle 17. Trennung von 168,7 mg Gemischen von Tabelle 16 (a+b),

die Subst. y enthielten, an 5 g Silicagel

Eindampfriickstand
Fr.-Nr. Losungsmittel MROh "y Kristalle
enge enge
in mgg in mgg Smp. Pchr.
1- 4 Be-Chf-(1:3) 3,1 amorph
5 oo : 4,6 ”
6 o 8,7 Spur 155-170° B,y
7 o 15,1 ca. 2 160-174° B,y
8 v 32,3 168-180°/ ¥
13,6 202-205°
9 R 36,9 172-175°/ y
205-208°
10-11 o 31,3 3.6 240-246° C
12-13 Chf 8.2 Spur 150-250° » C, C,
14-16 Chf-Me-(98:2) 3,6 amorph
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Die Fr. 1-4 wurden nicht untersucht. Die Fr. 8 und 9 gaben aus An-Ae 13,6 mg reine Subst. y.
Die ML wurden mit den Fr. 5-7 und 10-16 vereinigt (127 mg) und dienten zusammen mit den
87,6 mg oben erwihnten Fraktionen von Tab. 16 (a+b) zur prip. Pchr.

Trennung der amorphen Teile von Tab. 16 und 17 durch priparative Papierchromatographie.
Von den insgesamt 214,6 mg Gemisch wurden 160 mg auf 40 Papierbogen (WHATMAN Nr. 3) im
System Be-Cy-(1:1)/Pgl getrennt (Laufzeit 9 Std., Front abgetropft), es wurden nur die Zonen B
(65 mg roher Extrakt) und y (63 mg roher Extrakt) ausgeschnitten. Zone B gab aus An-Ae
37,3 mg krist. Subst. B, Smp. 133-140°, und Zone y gab aus An-Ae 40 mg Subst. y vom Doppel-
Smp. 170°/205-212° (vgl. Fig. 31).

Die Gr. I/7 (Fr. 91-103) sowie die ML von Gr. I/8 (Fr. 104-119) von Tab. 15 wurden nicht
getrennt.

Die ML von Gr. I/9 (Fr. 120-130) wurde an SiO, chromatographiert und lieferte ca. 1 mg
reine Subst. D, das verbleibende Material wurde nicht untersucht.

Die Gr. 1/10 (Fr. 131-134 von Tab. 15) wurde nicht untersucht.

Die Gr. I/11 (Fr. 135-146 von Tab. 15) wurde zweimal an SiO, chromatographiert und lieferte
15,2 mg krist. Subst. D, das verbleibende Material wurde nicht untersucht.

Die ML der Gr. I/12 (Fr. 147-158 von Tab. 15) (140 mg) wurden ebenfalls zweimal an SiO,
chromatographiert und gaben 9,1 mg krist. Subst. D. — Die ML (120 mg) wurden durch prip.
Pchr. an 30 Papierbogen (WHATMAN Nr. 1) im System Be-Cy-(1:1)/Fmd getrennt (Laufzeit
21 Std., Front abgetropft). Es wurde nur die Zone H ausgeschnitten, sowie diejenige Zone, die
0 und D enthielt, die sich im beniitzten System schlecht voneinander, aber gut von E und C
trennen (vgl. Fig. 32). Zone H gab 4,6 mg Extrakt und aus An-Ae 2,2 mg reine Subst. H. Die
Zone 6+ D gab 71,4 mg Extrakt und aus An-Ae 15,9 mg reine Subst. D, Smp. 230-232°. Die ML
lieferte aus An-W 27,8 mg fast reine Subst. §, Smp. 115-118°, die nach Pchr. noch eine Spur D
enthielt (vgl. Fig. 33).

Die ML der Gr. I/13 (Fr. 159-172 von Tab. 15), die Gr. 1/14-1/17 (Fr. 173-231) und die ML
von Gr. I/18 (Fr. 232-250) wurden vereinigt (ca. 0,3 g) und zusammen mit den Untcrgruppen
1I/3 und IT/4 der CralG-Verteilung (insgesamt 1,81 g) durch prip. Pchr. getrennt (siehe unten).

Trennung der Haupigruppe II durch Gegenstromverteilung nach Craig®). Fiir die beiden
folgenden Verteilungen diente eine Glasapparatur®) mit 200 Elementen, die das Arbeiten im
Kreislaufverfahren®) erlaubte. Jedes Element fasste 25 ml ruhende Phase, wihrend man die
Menge der beweglichen Oberphase zwischen 0 und 30 ml variieren konnte.

Bei der ersten Verteilung wurde das Material tiber 400 Stufen verteilt. Die Apparatur wurde
dabei so eingestellt, dass die Oberphase 15 ml betrug und dass nach 33 Schiittelbewegungen von
dem Phasentransport eine Wartezeit von 90 Sec. eintrat. Dies geniigte zur volligen Trennung der
Phasen. Zur Untersuchung wurde jeweils der ganze Inhalt (beide Phasen) eines Elementes ent-
nommen. Es wurde das System von Me-W-Chf-CCl,-(7,5:2,5:4:6) verwendet. Dieses Gemisch wurde
geschiittelt und nach Trennung wurden die leichte und die schwere Phase beniitzt. Zur Trennung
gelangten 3,70 g Hauptgruppe II (bestehend aus Fr. 42-56 von Tab. 12, 1441 von Tab. 13 und
13-21 von Tab. 14); das Material enthielt hauptsichlich die Stoffe E-O und wenig §, D und P.

Nach Durchfithrung von 200 Verteilungsschritten befand sich im Element 100 noch kein
KeDDE-positives Material, wihrend Element 90 eine Spur davon enthielt. Es wurden deshalb
im Kreislaufverfahren nochmals 200 Verteilungsschritte durchgefiihrt. Dann wurde der Inhalt
jedes 10. Elements im Vakuum eingedampft und der Riickstand im Pchr. gepriift. Nach dem
Ergebnis wurde der Inhalt aller Elemente in dic 4 Untergruppen II/1-11/4 vereinigt (vgl. Tab. 7).

Untergruppe II/1 (795 mg) wurde nicht weiter getrennt.

Die Untergruppe 11/2 (1,23 g, vorwiegend enthaltend E, ¥ und G) wurde einer zweiten
genau gleichen Verteilung iiber 600 Stufen unterworfen, worauf gerade die raschest laufenden
{polaren) Anteile bis in die letzten Elemente gelangt waren. Der Inhalt jedes 10. Elements wurde
im Pchr. gepriift und, da nur eine schwache Trennung erreicht war, wurde der Inhalt von je
10 Elementen entsprechend Tab. 18 zusammengefasst. Keine der Fraktionen kristallisierte.

Der Inhalt der Elemente 1-100 sowie 111-200 wurde nicht weiter getrennt.

Der Inhalt der Llemente 101-110 (153 mg) wurde auf 30 Papieren (WHATMAN Nr. 1) im
System Be/Fmd priparativ getrennt (Laufdauer 5 Std., Front abgetropft und Subst. E teilweise
ebenfalls). Die Zone F lieferte 78,6 mg Extrakt (von Fmd befreit). Dieser wurde an Silicagel gerei-
nigt. Das so crhaltene farblose Glas (64,6 mg) gab aus Di-Ac 40,5 mg krist. Subst. F, Smp. 155-163°.
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Tabelle 18. Zweite CRAIG-Verteilung von 1,23 g Gemisch der Untergruppe 1|2
(Subst. IZ, F und G)

Eindampfriickstand
Element Menge Resultat der
Nr. in mg Pchr. Habitus
1- 80 10,3 KeDDE-negativ | gelbes Ol

81- 90 12,2 E, F, (D) () " »

91-100 33,2 E, F, (D) hellgelber Schaum
101-110 153,3 EF fast farbloser Schaum
111-120 406,9 EF " » »
121-130 307,8 E,F, (G) " " »
131-140 127,9 EF G " ' »
141-150 57,0 (E), F, G " " "
151-180 86,1 G, (F) (I) (L) " »r "
181-200 14,4 G-L . " "

Trennung dev Untergruppen 11|13 und II|4. Dieses Material wurde vereinigt (1,6 g), dazu
kamen noch die ML der Untergr. I/13 sowie die Untergr. I/14-1/18 (188,4 mg). Von diesem Ma-
terial (ca. 1,9 g) wurden 1,81 g auf insgesamt 180 Papierbogen (WHATMAN Nr. 1) im System
Be-Ch{-(9:1)/Fmd priparativ getrennt (Laufzeit 61/, Std., Front abgetropft, ebenso Subst. E
und teilweise Subst. F).

Bei der Verarbeitung der ersten 60 Blitter wurden folgende Rohextrakte (von Fmd befreit)
und Kristallisate erhalten.

Zone G (45 mg) lieferte aus An-Ae 12,0 mg Kristalle, Smp. 182-186°; diese enthielten nach
Pchr. vorwiegend G und wenig H. Die ML wurde an 1,5 g SiO, gereinigt und gab noch 8,2 mg
gleiche Kristalle, Smp. 184-187°. Kristalle und ML wurden spiter vereinigt und zusammen mit
amorphem H (aus diesen 60 sowie den 120 weiteren Papierblidttern) nochmals durch prip. Pchr.
getrennt (siehe unten).

Zone H (14,1 mg), gelbes Harz, gab auch nach Reinigung an SiO, keine Kristalle; es wurde
zusammen mit dem oben erwihnten Material nochmals durch priap. Pchr. gereinigt (siehe unten).

Zone T (39,9 mg) gab aus An-Ae 12,1 mg krist. Subst. I, Smp. 225-230°.

Zone K (56,1 mg) gab aus An 28,0 mg krist. Subst. K, Smp. 228-233°.

Zone L (141 mg) gab aus An-Ae 53,4 mg krist. Subst. L, Smp. 202-205°.

Zone M (20,4 mg) gab aus An-Ae 2,1 mg rohe Subst. N, Smp. 205-215°. Nochmalige Kon-
trolle der ML durch Pchr. zeigte, dass eine Subst. M gar nicht mehr nachweisbar war33). Es
wurden nur noch die Flecke von N und L erhalten.

Zone N (93,5 mg) gab aus An-Ae 38,1 mg krist. Subst. N, Smp. 213-220°.

Die Zone O-P (115 mg) und analoges Material (235 mg) aus den weiteren 120 Papierblittern
sowie alle amorphen Anteile von Tab. 19 wurden mit Hauptgr. III vereinigt. Das Ganze (3,31 g)
diente zur Chromatographie an SiO, (siehe unter Hauptgruppe 111, Tab. 20).

Bei der Verarbeitung der weiteren 120 Papierblitter wurden die G-Zonen so ausgeschnitten,
dass sie moglichst frei von H waren, wobei ein Teil von G in die H-Zone gelangte. Eine M-Zone
wurde nicht ausgeschnitten. Bei einem Teil der Papiere war die Trennung zwischen N- und O-Zone
nicht gut. Beide Zonen wurden deshalb zusammen ausgeschnitten. Erhalten wurden:

G-Zone (70 mg) aus An-Ae 14,6 mg Subst. G, Smp. 170-185°, nach Pchr. rein.

H-Zone (86,1 mg) amorph, enthielt noch G und I und wurde wie oben erwihnt verwendet.

I-Zone (70,2 mg) aus An-Ae 44,2 mg Subst. I, Smp. 225-230°.

K-Zone (89,7 mg) aus An 32,9 mg Subst. K, Smp. 228-235°.

L-Zone (292,4 mg) aus Me-Ae 130 mg Subst. L, Smp. 200-203°.

N-Zone (30,1 mg) aus Me-Ae 14,6 mg Subst. N, Smp. 210-215°.

N+ O-Zone (278 mg) wurde zusammen mit den rohen O-P-Kristallen (1,325 g) an SiO,
chromatographicrt (siehe unten).

O-P-Zone (235 mg) wurde wie oben erwdhnt mit Hauptgr. IIT getrennt.
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Fig 30 Fig1 gl Fig33
Be/Fmd, 35t Be-Cy-M1/Al  BeCy{r1)/ Be/fmd
10Std Whalmanks3  Fmd ISl I5td, WMin
Ca. 0,2 mg Untergruppe 1/6.
Ca. 0,2 mg Untergruppe 1/6 nach Chromatographie an Al,O, (Tab. 16).
Ca. 0,05 mg Desacetyl-oleandrin (= Subst. K)3).
Ca. 0,05 mg 16-Anhydro-desacetyl-oleandrin??).
Ca. 0,2 mg Untergruppe 1/6 nach Chromatographie an Al,O, (Tab. 16). Bespriiht mit KEpDE-
Reagens.
Ca. 0,2 mg Untergruppe 1/6 nach Chromatographie an AL,O4 (Tab. 16). Bespriiht mit SbCl,-
Reagens.
7. Ca. 0,05 mg Kiristalle aus der B-Zone der prap. Pchr.
8. Ca. 0,05 mg Kristalle aus der y-Zone der prip. Pchr.
9. Ca. 0,2 mg Untergruppe 1/12, bespriiht mit KEpDE-Reagens.
10. Ca. 0,2 mg Untergruppe 1/12, bespriiht mit SbCl,-Reagens.
11. Ca. 0,05 mg Kristalle des §-D-Eluats, aus An-Ae.
12. Ca. 0,05 mg Kiristalle des §-D-Eluats, aus An-W.

o

Isolierung von H. Hierzu diente folgendes Material:
45 mg G-Zone der ersten 60 Papierblatter
14,1 mg H-Zone der ersten 60 Papierblitter
86,1 mg H-Zone der zweiten 120 Papierblitter

145,2 mg Material wurden auf 30 Papierblittern (Nr.63 von MacHary & NaGeL, Diiren,
Deutschland)®) im System Be/Fmd priparativ getrennt (Laufzeit 16 Std., Front abgetropfit).

Die eng ausgeschnittenen H-Zonen gaben nach Reinigung 24,4 mg Extrakt. Aus An-Ae
13,0 mg krist. Subst. H, Smp. 246-253°.

Untersuchung der Hauptgruppe III

Vortrennung der O-P-Kristalle. Die 1,325 g O-P-Kristalle von Tab. 12, 13 und 14 wurden
vereinigt mit 88 mg N-ML der obigen prip. Pchr. sowie mit 280 mg N-O-Zone der letzten 120
Blitter der obigen prap. Pchr. Dieses Material (1,69 g) wurde an 40 g Silicagel chromatographiert.
Zum Eluieren jeder Fraktion dienten je 125 ml der in Tab. 19 genannten Losungsmittel.

Die 660 mg Kristallgemisch wurden nicht getrennt. Die ML (ca. 900 mg) wurden mit dem
anderen oben erwiahnten Material und mit folgendem, die Hauptgruppe III bildenden Material
vereinigt:

180 mg amorphe Anteile von Fr. 57-66 von Tab. 12
300 mg " M .. 42-53 . 13
1640 mg . i e 22-28 . 14

Das Ganze (3,37 g) wurde an 125 g SiO, chromatographiert. Zum Eluieren jeder Fraktion

dienten je 300 ml der in Tab. 20 genannten Losungsmittel.

%) Es handelt sich um sehr dichtes Papier, das eine langsame Wanderung der Front ergibt.
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Tabelle 19. Chromatographie von 1,69 g O- P-Gemisch an Si0,

Eindampf{riickstand
Fr.-Nr. Lésungsmittel Roh Kristalle
Menge | Menge Smp Pchr.%) bzw.
in mg in mg . KEepDE-R.
1 Chf 4,8 — - negativ
2 " 12,6 - - "
3 Chi-Me-(98,5:1,5) 18,8 - — +
4 e e 35,6 120-135° N,0.P
5 b 112,9 122-133° N,O,P
6 b 535,2 660 125-135° O, P, (N) ()
7 e 440,7 125-133° O, P, (n) (o)
8 [N 176,8 124-132° O, P, (n) (o) (Py)
9 N 151,7 125-135° O, P, () (o) (Py)
10-13 s e ~(95:5) 86,3 amorph — O—

Tabelle 20. Chromatographie von 3,31 g Haupigr. 111 an SiO,

Eindampfriickstand
Fr.-Nr. Losungsmittel Roh Kristalle
ﬁen}fge i?;ntﬁ;{ Habitus Pchr.
1- 8 Chf; Chf-Me-(99:1) 143,3 4 amorph -
9-10 Chf-Me-(98,5:1,5) 157,5 positiv v —

11 v 61,5 i krist. N, 7, (O,P)

12 e 434,1 " » O,P,n, N

13 P 1157,0 | O, P, =, (N) . 0, =, (P), (N)

14 b 661,7 positiv v O, n, (P)

15 I o .362,2 O,P,n -, 0P,

16 I 94,2 - krist. | O, (P) ()

17 v 49,2 O,Pn amorph -

18 v 32,2 - " -

19 oo -(97,5:2,5) 28,0 O,P=x . -

20 o e - 45,0 . -
21-23 e 102,9 . -
24-26 o ., -(96:4) 51,4 " —
27-28 oo -(92:8) 114 . -
29-30 e -(85:15) 32,5 + " —

Die Fr. 11-16 gaben aus An-Ae 1,32 g krist. Gemisch (N, &, O, P), nicht weiter getrennt. Auch
die Fr. 1-10, die Fr. 17, sowie die Fr. 21-30 wurden nicht weiter getrennt.

Die ML von Fr. 15 wurde priparativ auf Papier getrennt, gab aber kein brauchbares Resultat.

Die ML von Fr. 16 wurde mit den Fr. 18-20 vereinigt und das Ganze (ca. 200 mg) auf 30
Papierbogen (WHATMAN Nr. 1) im System Be-Chf-(7:4)/Fmd getrennt (Laufzeit 20 Std., Front
abgetropft, auch N abgetropft). Ausgeschnitten wurden die Zonen O, P und n+ ¢%); sie lieferten
die folgenden Mengen an Extrakten (von Fmd befreit) (vgl. Fig. 9):

Die O-Zonen (70,6 mg) gaben aus Me-Ae 54 mg krist. O, Smp. 228-232°.

Die P-Zonen {79,0 mg) wurden an 2 g SiO, gereinigt. Die Eluate gaben aus Di-Ae 41 mg
krist. P, Smp. 135-140°.

95) 7z und p waren immer sehr schwach, P, wurde erst spiter nach préparativer Anreiche-
rung differenziert.
%) Die Anwesenheit von g wurde erst nachtréglich entdeckt.
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Die n+g-Zonen (44,0 mg) gaben aus An-Ae 11,2 mg krist. p, Smp. 226-230°. Die ML (ca.
30 mg) wurden zusammen mit 170 mg ML von Fr. 11-14 von Tab. 20 auf 30 Papierbogen (WHAT-
MAN Nr. 1) im System Be-Chf-(7:5)/Fmd priparativ getrennt (Laufzeit 20 Std., Front abge-
tropit, ebenso Subst. O). Ausgeschnitten wurden nur die n, ¢ und P,%)-Zonen. Nach Reinigung
und Entfernung des Fmd wurden erhalten:

Dic m-Zonen (17,2 mg) wurden an SiO, gereinigt (11,8 mg) und gaben aus An-Ae 7,8 mg
Subst. 7, Smp. 230-240°.

Die p-Zonen (12,8 mg) gaben aus An-Ae 6,8 mg Subst. ¢, Smp. 224-230°.

Die P,-Zonen (4,2 mg) kristallisierten bisher nicht. Nach Pchr. enthielt das Eluat noch ein
Gemisch von P, 7 und wenig P, (vgl. Fig. 10).

Orientierende Priifung des Chf-Alk-(2:7)-Exirakts. 15 mg des rohen Extrakts wurden in 5 ml
W, das ca. 39, Mc enthielt, gelost und mit einer leicht tritben Losung von 35 mg Adenium-multi-
florum-Enzym%?) in 1,5 ml W versetzt. Nach Zusatz von 0,05 ml To wurde die Losung wihrend
10 Tagen bei 34-36° gehalten. Hierauf wurde mit der 5fachen Menge 96-proz. Alk versetzt,
kurz auf 50° erwirmt und durch eine diinne Schicht Kieselgur (HyFLO-SuPER-CEL) filtriert.
Das klare Filtrat wurde im Vakuum vom Alk befreit und die wisserige Losung (ca. 3 ml) nach-
cinander je viermal mit 10 ml Chf, 10 ml Chf-Alk-(4:1) und Chf-Alk-(2:1) ausgeschiittelt. Die
organischen Phasen wurden mit W, 2-n. Sodalésung und W gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet
und im Vakuum eingedampft. Es resultierten 4,2 mg Chf-Extrakt, 8,0 mg Chf-Alk-(4:1)-Extrakt
und 2,1 mg Chf-Alk-(2:1)-Extrakt. Die Extrakte wurden nur in Pchr. untersucht (vgl. Fig. 11-13).

Um die Wirksamkeit des Ferments zu priifen, wurden 15 mg Digitalinum verum den genau
gleichen Bedingungen unterworfen. Dieser Versuch lieferte 5,2 mg Chf-Extrakt und 5,6 mg
Chf-Alk-(2:1)-Extrakt. Pchr. der Extrakte vgl. Fig. 14. Das Fermentpraparat war somit wirksam.

Beschreibung und Identifizierung der isolierten Substanzen

Farbreaktionen werden hier nur soweit angegeben, als sie nicht in den Tab. 3 und 21 ver-
zeichnet sind. Formulierung der bekannten Stoffe vgl. Tab. 10.

Tabelle 21. Farbreaktionen mit 84-proz. HySOM)47)

Stoff 1 5 10/ 207
Substanz A farblos farblos farblos farblos
Adigosid gelbocker braungelb braunocker ocker,

griiner Rand
Nerigosid gelbocker braungelb braunocker ocker,
griiner Rand
16-Anhydro-des- gelbocker braunorange braun, rotbraun,
acetyl-nerigosid roter Rand griiner Rand
Desacetyl- griinlichgelb orange ocker ocker,
nerigosid griiner Rand
Neritalosid gelborange gelb, rotstichig | gelb, rotstichig | hell rotorange
Stoff 45’ 90’ 1807 24 Std.
Substanz A farblos sehr schwach sehr schwach fast farblos
braunlich braunlich
Adigosid braunoliv olivgriin graugrin gelbbraun
Nerigosid braunoliv olivgriin graugriin gelbbraun
16-Anhydro-des- olivgriin olivgriin graugriin gelbbraun
acetyl-nerigosid
Desacetyl- orange, braunoliv graugriin gelbbraun
nerigosid griiner Rand
Neritalosid hell lachsrot schwach schwach gelbbraun
gelbbraun briunlich

97) Die Anwescnheit von Spuren einer Subst. P, wurde erst hier entdeckt.
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Subst. A. Aus Ae, dann aus An-Ae farblose, zugespitzte Prismen, die sich beim lingeren Stehen
an der Luft gelblich firben. Smp. 180°/202°(dabei langsame Umwandlung in Nadeln).[a]}= + 51,2°
+ 4° (c = 0,66 in Me). Zur Analyse wurde 5 Std. bei 100° und 0,01 Torr iiber P,O4 getrocknet.
Gewichtsverlust 109.

CopHy0y (342,46) Ber. C 77,16 H 8,82%  Gef. C 77,20 H 8,56% kein OCH,
O-Bestimmung (ausgefiihrt nach lingerem Lagern in Kontakt mit Luft)
Ber. O 14,029  Gef. O 20,40%

Wir vermuten, dass beim Lagern Autoxydation stattgefunden hat. Das UV.-Absorptionsspektrum
in Alk zeigte ein Maximum bei 282 mu (log ¢ = 4,42, ber. auf M = 342,5), eine Schulter zwischen
235 und 255 my und ein Minimum bei 219 myu (vgl. Kurve A in Fig. 15). Das TR.-Spektrum in
CH,Cl, (vgl. Fig.17) zeigt alle fiir eine Dienon-Gruppierung charakteristischen Absorptions-
stellen 7?) und ausserdem eine starke Bande bei 2,99 u.

Die Subst. A gab mit Tetranitromethan keine Farbung; auch 84-proz. H,SO, erzeugte keine
Firbungen. Die Substanz sublimierte bei 0,01 Torr zwischen 160 und 170° unter teilweiser Zer-
setzung.

Subst. B = Adigosid. Aus Ae-An farblose Kristalldrusen, Smp. 138-142°. [« = —16,8 + 2°
(c = 0,88 in Me). Zur Analyse wurde 6 Std. bei 0,01 Torr und 90° iiber P,O; getrocknet, Ge-
wichtsverlust 2,29%,. Einwaage im Schweinchen.

CgoHygOg (534,67) Ber. C 67,49 H 8,67% Gef. C67,86 H 9,009

Das UV.-Absorptionsspektrum in Alk zeigte ein Maximum bei 215 myu (log ¢ = 4,09) und
cine schwache Schulter zwischen 260 und 290 my (Fig. 16). Das IR.-Absorptionsspektrum wurde
in CH,Cl, (vgl. Fig. 18) und in KBr aufgenommen. Bei 8,1 u (Acetoxygruppe) ist keine Bande
feststellbar. Die Farbungen mit 84-proz. H,SO, sind mit denjenigen von Nerigosid (XVT) iden-
tisch.

Einwirkung von konz. HCl auf Subst. B. 2,5 mg Adigosid (Smp. 128-140°) wurden bei 0° in
N,-Atmosphire in 0,03 ml konz. HCI gelost und 2 Std. bei 0° stehengelassen. Die iibliche Auf-
arbeitung bei 0° lieferte 1,40 mg schwach gelbes Ol, von dem sofort ein UV.-Absorptionsspektrum
in Alk aufgenommen wurde (vgl. Nr. 3 in Fig. 15).

Milde saure Hydrolyse®®) von Subst. B. Das Genin (1,2 mg, amorph) hatte im Pchr. (System:
Be/Fmd) denselben Rf-Wert wie das A?-Adynerigenin vom Smp. 238-242°, [a]p =+ 29° (Me)
von TscHEsSCHE!3)16). Der Zucker (0,5 mg gelblicher Sirup) lief im Pchr.8%) gleich wie Diginose
(vgl. Nr. 2 in Fig. 22 und 23).

Subst. y = Digistrosid. Aus An-Ae Gallerte, die beim Anreiben kristallin wurde (unregel-
missige, farblose Platten). Doppel-Smp. 172°/205-208° (Umwandlung in Nadeln). [¢]} = — 16,6
+ 2° (c = 1,23 in Me).

CaoHygO, (518,7) Ber. C 69,46 H 8,94%  Gef. C 69,29 H 8,999

Das UV.-Spektrum in Alk weist nur ein Maximum bei 217 my (log ¢ = 4,20) auf (vgl. Kurve y
in Fig. 15).

Milde saure Hydrolyse von Subst. y. 1,4 mg roher Geninteil®) gaben aus An-Ae 1,2 mg farb-
lose Prismen, Smp. 240-250°. Farbreaktion mit 84-proz. H,SO, und Laufstrecke im Pchr. (Sy-
stem: Be-Chf-(7:5)/Fmd) gleich wie bei Digitoxigenin. Das IR.-Spektrum in CH,Cl, war mit
demjenigen von Digitoxigenin identisch (vgl. Fig. 19).

Der Zucker (0,5 mg farbloser Sirup) wurde im Pchr.®8) mit Sarmentose identifiziert (vgl.
Nr. 3 in Fig. 22 und 23).

Subst. C = Oleandrin. Aus An-Ae farblose Prismen, Smp. 242-246°, [«]% = —48,2 4 2°
(c = 1,23 in Me). Misch-Smp. mit authentischem Oleandrin («Folinerin», Smp. 248-251°, aus
Oleanderblittern) ohne Depression. Auch die Farbreaktionen mit 84-proz. H,SO, und SbCl,-
Reagens waren identisch. Vgl. auch Tab. 3. Der Vergleich im Pchr. erfolgte im System von Fig. 6.

Subst. 8 = Cryptograndosid A. Aus An-W farblose Nadeln, Smp. 115-120°; [a]f} = —31,2 4
2° (c = 1,49 in Me). Misch-Smp. mit einer authentischen Probe von Cryptograndosid A (Smp.
98) Siehe Einleitung zum experimentellen Teil.
64
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112-120°) aus Cryplostegia grandiflora’®) ohne Depression. Die Farbreaktionen mit 84-proz.
H,SO0, und mit SbCl,-Lsung waren gleich, ebenso die Laufstrecken im Pchr. (System von Fig. 6).
Unser Priparat zeigte cbenso wie das authentische Material noch einen schwachen, etwas kiirzer
laufenden Fleck, welcher von der entsprechenden 16-Anhydro-desacetyl-Verbindung (= Subst. D)
herriihrte.

Acetylievung von Subst. 6. 12 mg Subst. § (Smp. 115-120°) wurden in 0,12 ml Py und 0,10 ml
(Ac),O geldst und 48 Std. bei 20° stehengelassen. Die iibliche Aufarbeitung gab 12,6 mg neutrales
Rohprodukt, das amorph blieb. Es wurde mit ebenfalls amorphem, entsprechendem Material aus
Cryptostegia grandiflora®s) im Pchr. (System: Be-Cy-(1:1)/Fmd) verglichen. Beide Stoffe hatten
denselben Ri-Wert.

Subst. D = 16-Anhydyvo-desacetyl-cvyptograndosid A. Aus An-Ae farblose Korner, Smp.
230-232°, [a)¥ =+48,0 4 2° (c = 1,24 in Me). Authentisches 16-Anhydro-desacetyl-crypto-
grandosid A aus Cryplostegia grandiflora8) sowie die Mischprobe schmolzen gleich. Auch die
Farbreaktionen mit 84-proz. H,SO, und mit SbCl;-Reagens sowie die Laufstrecken im Pchr.
(System von Fig. 6) waren gleich.

Das UV.-Spektrum in Alk zeigte ein Maximum bei 270 mg (log £ = 4,20) und eine schwache
Schulter zwischen 215 und 230 mu (vgl. Kurve D in Fig. 15). IR.-Spektrum in KBr vgl. Fig. 20.

Acetylierung von Subst. D. 10 mg Subst. D (Smp. 230-232°) wurden in 0,1 ml Py und 0,07 ml
(Ac),0 gelost und 48 Std. bei 20° stehengelassen. Die {ibliche Aufarbeitung gab 11,2 mg Neutral-
produkt. Aus Ae-Pentan 7,4 mg farblose Blittchen, Smp. 225-230°, [a]}f = +41,2 4 4° (c = 0,65
in Chf). Misch-Smp. mit authentischem Acetylderivat (Smp. 223-228°) aus Cryptostegia grandi-
flova®8) ohne Depression; auch die Laufstrecken beider Priparate im Pchr. waren gleich (System:
Be-Cy-(1:1)/Fmd).

Subsi. E = Odovosid A. Aus An-Ae farblose Nadelbiischel, Doppel-Smp. 180-185°/200-206°,
(@] =-5942° (c = 1,02 in Chf), [@)f =—-4,3 £ 2° (c = 1,16 in Me). Misch-Smp. mit
authentischem Odorosid A (Smp. 182-196°) aus Nerium odorum SorL?®) ohne Depression. Farb-
reaktionen mit 84-proz. H,SO, und mit SbCls-Reagens bei beiden Priparaten gleich, ebenso die
Laufstrecken im Pchr. (System: Be/Fmd, 4 Std.).

Subst. F = Nerigosid. Aus Di-Ae farblose, unregelmissige Platten, Smp. 155-163°, [oc]f)a =
—17,0 4- 1,5° (¢ = 1,59 in Me).

CyoHygOp+ C,HgO, (664,7) Ber. C 65,03 H 8,48%  Gef. C 64,96 H 8,66%

Das UV.-Absorptionsspektrum in Alk zeigte nur ein Maximum bei 216 mu (log ¢ = 4,22,
ber. auf M = 664,7) (vgl. Kurve F in Fig. 28). Farbreaktion mit 84-proz. H,SO, vgl. Tab. 21.

Milde saure Hydvolyse von Subst. F. 2 mg Subst. F (Smp. 155-163°) wurden wie iiblich mit
0,05-n. HySO,4 hydrolysiert. Das Genin (1,5 mg, roh) zeigte im System Be-Chf-(7:5)/Fmd, 5 Std.,
dieselbe Laufstrecke wie Oleandrigenin. Der Zucker (0,6 mg fast farbloser Sirup) wurde im Pchr.58)
mit Diginose identifiziert (Systeme von Fig. 22 und 23).

Abspaltung von AcOH aus Subst. F auf Al,04. 2,0 mg farbloser Kristallmutterlaugenriickstand
der Subst. F (zeigte im Papier nur einen Fleck, der im UV.-Licht nicht sichtbar war) wurden in
wenig Be-Chf-(1:1) gelost und in eine aus 200 mg alkalifreiem Al,O, bereitete Siule eingeschwemmt.
Nach 48 Std. wurde mit Chf erschépfend eluiert und der erhaltene farblose Schaum (1,2 mg,
amorph) im Pchr. (System von Fig. 6, 6 Std.) gepriift. Das Chromatogramm zcigte ncben dem
F-Fleck einen neuen, wenig kurzer laufenden Fleck, der UV.-Licht stark absorbierte und den-
selben Rf-Wert hattc wie die Subst. G. Das UV.-Absorptionsspektrum des Rohproduktes zeigte
ein Maximum bei 216 mu (log € = 4,11 ber. auf 576) und ein zweites bei 272 my (log ¢ = 3,52
ber. auf 516). Dies entspricht ca. 789, Subst. F und 19% Subst. G (vgl. Kurve 1 in Fig. 28).

Verseifung von Subst. F mit KHCO,. 2 mg farbloser Kristallmutterlaugenriickstand der
Subst. F wurden in 0,5 ml Me gelost, mit 0,05 ml einer Losung von 50 mg KHCO, in 1 ml W
vermischt und 10 Tage bei 20° stehengelassen. Dann wurde im Vakuum zur Trockne eingedampft,
der Riickstand mit 0,1 ml Chf versetzt, zentrifugiert und 0,01 ml der tiberstehenden Lésung
papierchromatographisch gepriift (System: Be-Chf-(7:5)/Fmd). Subst. F war nur noch in Spuren
nachweisbar. Dafiir trat ein neuer, viel langsamer laufender Fleck auf, der im UV.-Licht nicht
sichtbar war und dieselbe Laufstrecke besass wie Subst. N.
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Subst. G = 16-Anhydro-desacetyl-nerigosid. Aus An-Ae farblose Prismen, Smp. 182-186°.
[]§ =+ 55,6 4- 3° (c = 0,8 in Me).

CeoHOq (534,67) Ber. C 67,39 H 8,67% Gef. C 67,55 H 8,60%

Das UV.-Spektrum in Alk zeigt das fiir 4%-Cardadienolide typische Maximum bei 270 my
(log ¢ = 4,30, ber. auf M = 534,7) (vgl. Kurve G in Fig. 28). Farbreaktionen mit 84-proz. H,SO,
vgl. Tab. 21,

Milde saure Hydrolyse von Subst.G. 2 mg Subst. G (Smp. 180-184°) gaben 1,1 mg krist.
Genin, Smp. 220-225°. Misch-Smp. mit 16-Anhydro-gitoxigenin (Smp. 218-222°) (Herstellung
vgl. weiter unten) ohne Depression; beide Priparate hatten im System von Fig. 3 denselben
Rf-Wert. Der Zucker (0,5 mg Sirup) konnte im Pchr. in 2 Systemen mit Diginose identifiziert
werden. Systeme: To-Bu-(4:1)/W und To-MeK-(1:1)/W, je 20 Std. Laufzeit.

Subst. H = Digitoxigenin. Aus An-Ae farblose, gut ausgebildete Prismen, Smp. 246-253°,
[@)® =+13,8 + 2° (c = 1,01 in Me). Authentisches Digitoxigenin und die Mischprobe schmolzen
bei 246-250°. Auch die Farbfolge mit 84-proz. H,SO, und SbCl;-Ldsung waren identisch. Beide
Prédparate besassen im System Be-Chf-(7:5)/Fmd denselben Rf-Wert.

Subst. I = Oleandrigenin. Aus Me-Ae farblose Koérner, Smp. 225-230°, [«]¥ =-6,9 4 3°
(c = 0,89 in Me). Die Mischprobe mit authentischem Oleandrigenin (Smp. 223-228°) schmolz
ohne Depression. Farbreaktionen mit 84-proz. H,SO, und mit SbCly-Reagens und die Laufstrecke
im Pchr. (System von Fig. 3) bei beiden Priparaten gleich.

Subst. K = Desacetyl-oleandrin. Aus An farblose Blittchen, Smp. 235-238°, [a]f)" =-22,2
+ 2° (c = 1,00 in Me).

Milde saure Hydrolyse von Subst. K. 2 mg Subst. K (Smp. 232-236°) gaben 1,1 mg krist.
Genin, Smp. 220-230°, Misch-Smp. mit Gitoxigenin (Smp. 220-224°) ohne Depression. Beide
Proben hatten identische Farbfolgen mit 84-proz. H,SO, und SbCl;-Reagens; auch die Lauf-
strecken im Pchr. waren gleich (System: Chf/Fmd). 0,6 mg Zucker (Sirup) wurde im Pchr. mit
Oleandrose identifiziert (Systeme der Fig. 22 und 23).

Subst. L = Desacetyl-cryptograndosid A. Aus Me-Ae farblose Kristalldrusen, Smp. 203-206°,
[a]]’j‘ =-—4,6 4 1,5° (c = 1,71 in Me). Misch-Smp. mit authentischem Material aus Cryptostegia
grandiflora*8) ohne Depression. Auch die Farbreaktionen mit 84-proz. H,SO, sowie die Farbungen
mit SbCly-Reagens waren gleich. Der Vergleich der Rf-Werte erfolgte im System Be-Chf-(7:5)/
Fmd (Laufzeit 41/, Std.).

Subst. N = Desacetyl-nerigosid. Aus An-Ae farblose, diinne Blittchen, Smp. 211-216°,
[«)} =+9,6 £ 1,5° (¢ = 1,54 in Me). Farbreaktionen mit 84-proz. H,SO, vgl. Tab. 21.

CyoH,4eO5 (534,67) Ber. C 67,39 H 8,67%  Gef. C 67,12 H 8,77%

Milde saurve Hydrolyse von Subst. N. 2 mg Subst. N (Smp. 211-216°) gaben 1,3 mg krist.
Genin, Smp. 215-220°. Misch-Smp. mit Gitoxigenin (Smp. 220-224°) ohne Depression. Farb-
reaktionen mit 84-proz. H,SO, und SbCl,-Reagens sowie die Laufstrecke im Pchr. (System Chf/
Fmd, 4 Std.) gleich wie bei Gitoxigenin. Der Zucker erwies sich im Pchr. als Diginose. Systeme
der Figuren 22 und 23.

Subst. O = Odorosid H. Aus Me-Ae farblose, zu Rosetten vereinigte Stibchen. Smp. 228-232°,
[oz]]z)4 = 4594 2° (c = 1,32 in Me). Misch-Smp. mit einer authentischen Probe aus Nerium
odorum SoL3!) (Smp. 230-235°) ohne Depression. Farbreaktionen mit 84-proz. H,SO, und SbCl,-
Reagens bei beiden Priparaten gleich; auch die Laufstrecken im Pchr., System Be-Chf-(7:5)/
Fmd, Laufzeit 10 Std., waren identisch.

Subst. P = Neritalosid. Aus Di-Ae farblose Nadeln, Smp. 135-140°, [a]} = —11,4 - 2°
(c = 1,05 in Me).

CgoH,Oy0+ C,HgO, (680,6) Ber. C 63,51 H 8,29% Gef. C 63,49 H 8,46%

Das UV.-Spektrum in Alk zeigt nur ein Maximum bei 217 mu (log € = 4,23, ber. auf M =
680,6) (vgl. Kurve P in Fig. 29). Farbreaktionen mit 84-proz. H,SO, vgl. Tab. 21.
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Abspaltung von AcOH aus Subst. P auf Al,05. 15 mg amorphe?®) Subst. P (gab im Pchr. nur
cinen Fleck) wurden mit Chf in eine mit 0,5 g alkalifreiem Al,O, bereitete Sdule eingeschwemmt
und 40 Std. bei 20° stehengelassen. Dann wurde mit Chf-Me-(96:4) erschopfend eluicrt. Keine
der drei getrennt aufgefangenen Fraktionen kristallisierte. Bei der papierchromatographischen
Untersuchung der wieder vereinigten Fraktionen zeigte es sich, dass neben dem P-Fleck ein
neucr, im UV.-Licht stark absorbierender Fleck entstanden war, dessen Laufstrecke mit der-
jenigen von Subst. 7 iibereinstimmte (vgl. Fig. 24). Das UV.-Absorptionsspektrum des Eluats
zeigte ein Maximum bei 217 mu (log € = 4,00, ber. auf M = 592) und ein zweites bei 270 mu
(log € = 3,37, ber. auf M = 532) (vgl. Kurve 1 in Fig. 29). Dies entspricht einem Gemisch von
ca. 75%, Subst. P und 259, Subst. 7.

Verseifung von Subst. P mit KHCO,. 2 mg Subst. P (Smp. 135-140°) wurden, wie bei Beschrei-
bung der Subst. 1" angegeben, mit wisserig-methanolischem KHCO, verscift. Bei der papier-
chromatograpbischen Untersuchung des Reaktionsprodukts konnte neben wenig Ausgangs-
material ein Stoff nachgewiesen werden, dessen Laufstrecke gleich war wie diejenige von Stro-
spesid (Subst. Q) (vgl. Fig. 25).

Subst. w = 16-Anhydro-strospesid. Aus Me-Ae farblose Platten, Smp. 230-240°, [a]® =
+62,2 + 4° {c = 0,69 in Me). Misch-Smp. mit authentischen Proben aus Strophanthus boivinii
BaiLL.1%%) und Adenium madtiflorum2) (Smp. 238-242°) ohne Depression. Die Farbreaktionen mit
84-proz. H,50O, und SbCl;-Losung sowie die Laufstrecken im Pchr, (System Chf/Fmd, 4 Std.)
warcn bei beiden Priparaten identisch. Das UV.-Spektrum in Alk zeigte nur ein Maximum bei
270 mu (log € = 4,19, berechnet auf M = 532,7) (vgl. Fig. 29). Das IR.-Spektrum von Subst.
stimmte mit demjenigen von 16-Anhydro-strospesid tiberein (vgl. Fig. 21).

Subst. ¢ = Gitoxigenin. Aus Mc-Ac farblose Blattchen, Smp. 224-230°, [a]E} = + 28,0 4 2°
(¢ = 0,92 in Me). Misch-Smp. mit authentischem Gitoxigenin (Smp. 225-230°) ohne Depression.
Die Farbreaktionen mit 84-proz. H,SO, und mit SbCl;-Losung sowie die Laufstrecken im Pchr.
(System Chf/Fmd, 4 Std.) waren identisch.

Subst. Q = Strospesid. Aus Me-Ac farblose Stibchen, Smp. 246-250°, [a]} = +17,0° 4 2°
(c = 1,18 in Me). Smp. und Misch-Smp. mit authentischem Material aus Nerium odorum SoL101)
und Adenium multiflorum®)®) waren gleich, ebenso die Farbreaktionen mit 84-proz. H,SO, und
SbCly-Reagens und die Laufstrecken im Pchr. (System: Chf/Fmd, 12 Std.).

Zu Vergleichszwecken wurden noch die folgenden Substanzen hergestellt:

16-Andydro-desacetyl-oleandrin8)102) Oleandrin wurde nach bekannter Vorschrift48) durch
Kontakt mit Al,O, in 16-Anhydro-desacetyl-oleandrin iibergefiihrt. Das Produkt kristallisiertc
in farblosen Nadeln, Smp. 228-232°, [aj’f)“ =+20,8 4+ 3° (¢ = 0,7 in Me). Im Pchr. lief es nur
schr wenig langsamer als Oleandrin, konnte aber im UV.-Licht eindeutig als A1¢-Butenolid er-
kannt werden (vgl. Fig. 26). Das UV.-Absorptionsspektrum in Alk zeigte nur ein Maximum bei
271 mu (log &€ = 4,29, berechnet auf M = 516,7) (vgl. Kurve 2 in Fig. 15).

16-Anhydro-gitoxigenin)192) (VITI). 4 mg 16-Anhydro-desacetyl-oleandrin (Smp. 228-232°)
wurden wie iiblich mit 0,05-n. H,SO, hydrolysiert und gaben aus An-Ae 2,1 mg Prismen, Smp.
218-222°. Die Laufstrecke dieser Substanz im Pchr. lag zwischen denjenigen von Oleandrigenin
und Desacetyl-oleandrin (vgl. Fig. 27).

14-Anhydvo-di-O-acetyl-gitoxigenin4) (X). 50 mg Di-O-acetyl-gitoxigenin (Smp. 240-244°)
(VII) wurden in 0,6 ml Py gelost, auf — 15° abgekiihlt, mit 0,06 ml vorgekiihltem, destilliertem
Thionylchlorid versetzt und in cine 2 ml fassende Ampulle eingeschmolzen. Nach 25 Min. bei
—15° wurde die gelbe Losung, in der sich wenig farblose Nadeln abgeschieden hatten, mit wenig
Eis versetzt, in Chf-Ae aufgenommen und wie iiblich aufgearbeitet. Es resultierten 46,3 mg
weisser Schaum, welcher aus Ae 27,9 mg Sternchen gab. Beim Erwirmen sctzte bei 80° Zer-

99) Bei Durchfithrung dicses Versuches war es uns noch nicht gelungen, dic Subst. P zu
kristallisieren.

100y O. ScHiNnDLER & T. RErcusTEIN, Helv. 35, 643 (1952).

101) W. RiTTEL, A. HUNGER & T. REIcHSTEIN, Helv. 36, 434 (1953).

102y G. Hessg, Chem. Ber. 70, 2264 (1937).
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platzen der Kristalle ein. Die Substanz besitzt einen Doppel-Smp. 158-160°/187-190°, [a]} =
+127,4 4 2° (¢ = 1,03 in Me). Sie war papierchromatographisch einheitlich. Zur Analyse wurde
6 Std. bei 100° und 0,01 Torr iiber P,O4 getrocknet (Gewichtsverlust 7,3%,).

CyHy0, (456,5) Ber. C 71,02 H 7,95%  Gef. C 70,97 H 8,25%

Das UV.-Absorptionsspektrum in Alk steht mit dem Vorliegen einer isolierten Doppelbindung
neben dem Cardenolidring in Einklang (vgl. Kurve 1 in Fig. 15). Das Priparat enthdlt hoch-
stens Spuren von 14,16-Dianhydro-O-acetyl-gitoxigenin.

Die Mikroanalysen wurden im Mikroanalytischen Laboratorium (Lcitung Herr E. THOMMEN)
unseres Instituts ausgefiibrt.

SUMMARY

By the use of absorption, partition and paper chromatography as well as counter-
current distribution 18 pure crystalline cardenolides (B,y,C,8,D,E,F, G, H, LK, L
N, O, P, w, p and Q) and a further crystalline KEDDE-positive compound (A) were
isolated after fermentation of the seeds of Nerium oleander L. The compounds H, I
and g were identified with known genins ; namely Digitoxigenin (H), Oleandrigenin (I)
and Gitoxigenin (g). Of the remaining 15 compounds, 14 were found to be glycosides
composed of the 4 genins H, I, p and 16-Anhydro-gitoxigenin with the following
sugars: L-Oleandrose, p-Diginose, p-Sarmentose and p-Digitalose. 10 of these glyco-
sides have previously been isolated in pure form. They are: Digistroside (y), Oleandrin
(C), Cryptograndoside A (8), 16-Anhydro-desacetyl-cryptograndoside A (D), Odoro-
side A (E), Desacetyl-oleandrin (K), Desacetyl-cryptograndoside A (L), Odoroside H
{0), 16-Anhydro-strospeside (7r) and Strospeside (Q). The other 4 are new compounds
whose structures were elucidated and which were named as follows: Nerigoside (F),
16-Anhydro-desacetyl-nerigoside (G), Desacetyl-nerigoside (N) and Neritaloside (P).

The structure of substance B has not yet been fully determined. It was named
Adigoside. It is possibly closely related to Adynerin in structure.

Substance A is most probably a conjugated dicnone.

Nine other KEDDE-positive compounds were detected by paper chromatography,
three of which («, 8, P,) were present in very small concentrations. The other 6 com-
pounds (R, S, T, U, V and W) were not examined individually. They are probably
diglycosides composed of some of the mentioned 18 cardenolides with one molecule
of D-glucose. The corressponding spots in the paper chromatograms disappeared or

diminished greatly after fermentation with the crude glucosidases from the seeds of
Adenium multsflorum.

Organisch-chemische Anstalt der Universitit Basel





