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29. Konstitution des Cinobufotalins?)
Uber Krotengifte, 28. Mitteilung?)

von Franz Bernoulli, Horst Linde und Kuno Meyer

(6. XI1. 61)

Cinobufotalin, das zu etwa 1,0-1,293) im Ch’an Su enthalten ist, wurde erstmals
von KoTake & Kuwapa4) in einheitlichen Kristallen gewonnen und als neuer Be-
standteil der chinesischen Krétengiftdroge erkannt5). Die erwdhnten Autoren nah-
men zunichst4) an, dass dieses Bufogenin die Bruttoformel C,3;H;,04 und sein Acetyl-
produkt die Zusammensetzung CyHgeO4 habe, dnderten diese Formeln aber kurz
darauf?) in CygHggQ, bzw. C3004Q, ab und brachten gleichzeitig die Struktur I fiir
Cinobufotalin in Vorschlag. Spiter®) wiesen die genannten japanischen Forscher dann
der Acetylverbindung des Cinobufotalins die Zusammensetzung CyHzeOg zu und
diskutierten die Konstitution II fiir Cinobufotalin?). — Cinobufotalin ist aus C4’an Su
auch von MEYERS) in einheitlichen Kristallen isoliert und durch seine Acetylverbin-
dung charakterisiert worden. Die damals®) fiir das freie Bufogenin und seine Acetyl-
verbindung ermittelten C-, H- und Acetyl-Werte machten die Bruttoformel C,H;,0,
bzw. CogH0q mit 1 bzw. 2 Acetoxygruppen wahrscheinlich. (Eine Wiederholung der
Analyse der Acetylverbindung ergab nun Werte, die gut auf C,sHgeOq passten.) Wenn
diese Formulierung richtig ist, wiirde sich Cinobufotalin vom Cinobufagin (III), dessen
Konstitution kiirzlich aufgeklirt worden ist®), nur durch den Mehrgchalt cines
Sauerstoffatoms unterscheiden. Das IR.-Absorptionsspektrum von Acetylcinobufo-
talin (in KBr mit CaF,-Prisma aufgenommen) weist als besonderes Charakteristikum
eine sehr deutliche Bande in der Region von 3,3 p auf, die der CH-Schwingung einer
tertidr-sekundiren Epoxygruppe zuzuordnen ist!?). Ausserdem finden sich bei 2,78 ¢
ein sehr ausgeprigtes Maximum, und eine schwichere und breitere Bande bei 2,87 u,
weshalb Acetylcinobufotalin noch eine freie HO-Gruppe besitzen muss. Da Acetyl-

1) Auszug aus der Dissertation F. BErnouLLI, Basel 1961.

2) 27. Mitteilung: M. BuarucHa, K. K. CueN, Ex. WEiss & T. ReicusteIN, Helv, 44, 844 (1961).

3) J. P. RucksTuHL & K. MEYER, Helv. 40, 1270 (1957).

4) M. Kotake & K. Kuwapa, Scient. Pap. Inst. physic. chem. Research (Tokio) 32, 1 (1937);
Chem. Zbl. 7937, 11, 1588,

5) Den fritheren Bearbeitern war entgangen, dass das von ibnen jeweils aus Ch’an Su erhaltene
und als Cinobufagin bezeichnete Kristallisat ein Gemisch darstellt, das zu etwa einem Drittel
aus Cinobufotalin bestand. Vergl. hierzu MEYERS).

%) K. MEYER, Pharmac. Acta Helv. 24, 222 (1949).

?) M. Korake & K. Kuwapa, Scient. Pap. Inst. physic. chem. Research (Tokio) 32, 79 {1937).

8) M. Korake & K. Kuwapa, Scient. Pap. Inst. physic. chem Research (Tokio) 39, 361 (1942).

%) M. Komarsu, Annu. Rep. ITSUU Lab., Heft 9, 95 (1958), gibt fiir Cinobufotalin eine andere

Formulierung (11-stindiges statt 9-stindiges Hydroxyl). Dies ist offensichtlich ein Druck-
fehler, denn Herr Dr. KomaTsU hat uns wissen lassen, dass er die in seiner Arbeit angegebene
Formulierung des Cinobufotalins von KoTake & Kuwada®) iibernommen habe.

%2) P. Horer, H. LINDE & K. MEYER, Helv. 43, 1955 (1960).

1) Vgl. hierzu H. ScHROTER, CH. Tamm & T. ReicusteIN, Helv. 47, 720 (1958).
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cinobufotalin durch CrO, in Eisessig nicht verdndert wird, muss diese spektro-
skopisch nachgewiesene HO-Gruppe tertidrer Natur sein. Diese Befunde liessen ver-
muten, dass es sich beim Cinobufotalin um ein Hydroxycinobufagin entsprechend der
Formel V handeln kénnte. Diese Vermutung liess sich — wie im folgenden ausgefiihrt
wird — eindeutig beweisen.

Cinobufotalin (V) gibt bei vorsichtiger Dehydrierung mit CrO, (in Wasser-Aceton-
Schwefelsdure)) ein Keton (VII) vom Smp. 252-253°, dessen Analysenwerte auf die
Formel C,H,,0, passten. Dieses Keton, das mit dem von KoTakE & Kuwapa?)
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11} K. Bowpen, I. M. HeiLsrox, E. R. H. Jones & B. C. L. WEEDoON, J. chem. Soc. 7946, 39;
R. G. Curris, Sir. I. HEiLBroN, E. R. H. JoNEs & G. F. Woobs, ibid. 71953, 457; vgl. auch
H. Heusskr, M. RotH, O. RoHR & R. ANLIKER, Helv. 38, 1178 (1955).
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*) Siche Exper. Teil dieser Arbeit. Ac = CH;CO—; Ts = p-CH,C;H,SO,—; NBS = N-Brom-
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12} H.ScurROTER. R. REEs & K. MevER, Helv. 42, 1385 {1959).

13) K.MeVYER, Helv. 32, 1593 (1949).

14y P.SreiseErR & T. REICHSTEIN, Helv. 30, 2143 (1947).

15} P, SpeISER & T. REICHSTEIN, Helv. 37, 622 (1948); vgl. auch (physikaliche Daten) bei 13).
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beschriebenen Cinobufotalon vom Smp. 246-248° identisch sein diirfte, gibt nach
Erhitzen in Eisessig und Chromatographie an Al,0, unter Wasserabspaltung ein
a, -ungesittigtes Keton CygH,y Qg, welches ebenfalls vor mehreren Jahren®) schon
erhalten, aber nicht als solches erkannt worden war. Der Konstitutionsbeweis fiir
dieses Anhydroketon konnte nun durch Verkniipfung mit Cinobufagin (III) wie folgt
erbracht werden: Cinobufagin wurde zum Cinobufagon deiydriert und dieses mit
Bromsuccinimid unter Belichtung umgesetzt. Das dabei erhaltene rohe Reaktions-
produkt gab nach Chromatographie an Al,O, ein Gemisch, das nach Papierchromato-
graphie zur Hauptsache aus Cinobufagon bestand, aber auch das gesuchte «, f-unge-
sattigte Keton (Anhydrocinobufotalon CygH,,04) enthielt. Letzteres konnte erst mit
Hilfe der praparativen Verteilungschromatographie auf Papier rein erhalten werd:n.
Diesem aus Cinobufagon bereiteten Anhydroketon muss auf Grund seiner Bildungs-
weise aus Cinobufagin die Konstitution VIII zukommen. Es erwies sich nach Smp.,
Mischprobe und IR.-Spektrum als identisch mit dem aus Cinobufotalon erhaltenen
Anhydroketon. Damit war die Konstitution des Cinobufotalins grésstenteils entspre-
chend dem eingangs gegebenen Formelvorschlag V gesichert. Es verblieb nur noch
die Abklirung der rdumlichen Lage der HO-Gruppen an C-3 und C-5, deren Haft-
stellen sich schon aus der Konstitution des Anhydroketons VIII und seiner Bildungs-
weise aus V ableiten lassen. Zur Klirung dieser verbleibenden Teilfrage haben wir den
Weg iiber den oxydativen Abbau zur Atiansiurestufe gewihlt, weil die Kenntnis der
dabei erhéltlichen Abbauprodukte im Zusammenhang mit der Kldrung konstitutio-
neller Fragen bei analog gebauten Naturstoffen der Steroidreihe niitzlich ist.

Acetylcinobufotalin (VI) wurde mit KMnO, in Aceton oxydiert und gab dabei
neben betrichtlichen Mengen amorpher neutraler Anteile die kristallisierte Siure
XII vom Smp. 215-217° (Zers.), deren Methylester XIIT den Doppel-Smp. 175-178°/
185-186° zeigte und Analysenwerte gab, die gut auf die Formel C,;H,,O4 passten. Der
Ester XTII wird durch KOH in wisserigem Methanol nicht nur verseift, sondern
grosstenteils auch strukturell verdndert, denn nach Methylierung und Acetylierung
des Verseifungsproduktes wurde der Ester XIII nicht mehr zuriickgebildet. In Ana-
logie zum Verhalten der Abbauester aus Acetylresibufogenini®), Acetylmarinobufa-
gin%) und Acetylcinobufagin®) gegeniiber starkem Alkali diirfte auch hier neben der
Verseifung eine Epimerisierung an C-17 eingetreten sein, was bei den genannten Ab-
bauestern eindeutig bewiesen werden konnte%)12)19),

Durch lingeres Stehenlassen mit KHCO, in wisserigem Methanol oder mit
dtherischer Diazomethanlésung?) wird beim Ester XIII nicht nur die 16-stindige
Acetoxygruppe, sondern auch diejenige an C-3 verseift bzw. umgeestert, wobei aus-
schliesslich die Trihydroxyverbindung IX entsteht. Dieser Befund spricht dafiir,
dass die Hydroxylgruppe an C-5 zu der Acetoxygruppe an C-3 cis-orientiert ist, wo-
durch bekanntlich die Verseifung dieser Estergruppe ausserordentlich erleichtert

16) K. MEYER, Helv. 35, 2444 (1952).

17) St. Pataki & K. MEYER, Helv. 38, 1631 (1955).

18) 7. P. RucksTuHL & K. MEYER, Helv. 47, 2121 (1958).

1% H. Linoe & K. MEVER, Helv. 42, 807 (1959).

20) Vgl. hierzu M. Zinge & K. MEYER, Helv. 43, 145 (1960), und ganz besonders H. BREDERECK,
R. S1EBER & L. KamMPHENKEL, Chem. Ber. 89, 1169, 1173 (1956).
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wird?!). Die Einwirkung von KHCOj, auf die Estersdure XII fithrt demgegeniiber zu
eciner ganzen Reihe von Produkten. In einem Modellversuch, bei dem reines, kristalli-
siertes XII verwendet wurde, konnten die einzelnen Bestandteile des Verseifungs-
produktes (nach Veresterung mit Diazomethan) durch Chromatographie an Al,Oy
isoliert und identifiziert werden. Es liessen sich dabei (in der Reihenfolge ithrer Eluier-
barkeit) die Ester XIIT (aus unverdndertem XII; ca. 309,), XI (Verseifung an C-3;
ca. 309,), X (Verseifung an C-16; ca. 15%) und IX (Verseifung an C-3 und C-16;
ca. 109,) in Kristallen gewinnen, wihrend das fiinfte Produkt, vermutlich der unge-
sattigte Ester XXIX, der geringen Mengen wegen nur mit Hilfe des Diinnschicht-
chromatogramms in den Mutterlaugen des Esters XI nachgewiesen werden konnte.
Bei priparativen Verseifungsansitzen wurde jeweils die rohe Abbausdure aus VI, die
nur zu ctwa der Halfte aus XII besteht, eingesetzt. Die chromatographische Auftei-
lung des methylierten rohen Verseifungsproduktes gab dann neben dem Ester XIII
in erster Linie den 16-Hydroxyester X und wenig Ester IX. Der 3-Hydroxyester XI
wurde nicht erhalten,

Das ungleiche Verhalten des Esters XIIT und seiner freien Sdure XII gegeniiber
KHCO, scheint in erster Linie dadurch bedingt zu sein, dass die Sdure XII in KHCO,-
Losung weitgehend in Form des Carboxylat-Anions vorliegt, wodurch die Acetoxy-
gruppen vor einem nucleophilen Angriff elektrostatisch abgeschirmt werden. Moglicher-
weise ist bei der Bildung des Esters X auch ein «Anhydridmechanismus»??) an der
Verseifung der 16-stindigen Acetoxygruppe mitbeteiligt. In Modellversuchen mit 34-
Acetoxy-5,14-dihydroxy-58, 14p,17aH-dtiansdure (XVII) bzw. deren Methylester
(XXIII) liess sich wenigstens dieser durch das Atiansiure-Anion verursachte elektro-
statische Effekt deutlich machen: wahrend beim Ester durch KHCO; glatt und
quantitativ Verseifung der 3-Acetoxygruppe eintritt, wird bei der freien Sdure unter
den gewihlten Reaktionsbedingungen hochstens 1/3 der eingesetzten Substanz in
die 3-Hydroxy-Verbindung {ibergefithrt.

Die fiir den zuletzt beschriebenen Modellversuch benétigte 38-Acetoxy-5, 14-di-
hydroxy-583, 148,170 H-4tiansdure (XVII) ist sowohl aus Acetylperiplogenin4)1%) wie
aus Acetyltelocinobufagin (XXVIII)13) relativ leicht herstelibar. Bisher konnte sie
aber nicht in Kristallen gewonnen werden. Ausgehend von XXVIII haben wir uns
cine grossere Menge der rohen Abbausdure XVII bereitet. Da daraus wiederum keine
Kristalle erhalten werden konnten, haben wir die reine Sdaure auf folgendem Umweg
gewonnen: der Ester XXIII wurde mit KOH zur Siure XXI verseift und diese mit
Diphenyldiazomethan in den Benzhydrylester X VIII iibergefithrt. Etwa in gleicher
Ausbeute wurde neben XVIII ein weniger polarer Ester erhalten, der aber bei der
Behandlung mit Pyridin-Acetanhydrid unverdndert blieb. Da er bei der Hydrierung

2y H, B. HENBEST & B. J. LoverLt, Chemistry & Ind. 7956, 278; ]. chem. Soc. 7957, 1965;
S. M. KupcHaNn & W. S. JornsoN, J. Amer. chem. Soc. 78, 3864 (1936); S. M. KupcHAN,
W. S. JounsoN & S. Rajacoraran, Tetrahedron 7, 47 (1959); S. M. KupcHAN & C. R. Nara-
YANAN, J. Amer. chem. Soc. 87, 1913 (1959); S. M. KuecHan, P. SLape & R. J. Youne,
Tetrahedron Letters Nr. 24, 22 (1960). Der von HENBEST et al. vorgeschlagene Mechanismus
der alkalischen Hydrolyse von 1,3-Diol-monoestern ist inzwischen berichtigt worden;
TH. C. Bruice & Tn. H. Firg, Tetrahedron Letters Nr. 8, 263 (1961).

22) E. GAETJENS & H. MoRaWETz, J. Amer. chem. Soc. §3, 1738 (1961); vgl. hierzu auch M. L.
BeENDER & M. C. NEVEU, ibid. 80, 5388 (1958); T. C. Bruick & U. K. Panpir, ibid. 82, 5858
(1960).
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mit Pd-Kohle in Alkohol in die Sdure XXI tiberging, muss es sich bei diesem Neben-
produkt um den Benzhydrylither XIX handeln. Acetylierung von XVIII gab den
3-Acetoxyester XX, aus dem sich durch Hydrierung mit Pd-Kohle die Acetoxysiure
XVII in Kristallen vom Smp. 205-208° gewinnen liess.

Dass dem oben erwdhnten, durch partielle Verseifung mit KHCO4 erhaltenen Ester
X die Konstitution eines 3f8-Acetoxy-16f-hydroxy-esters zukommt — der Ester XI
ist dann eine 33-Hydroxy-16f-acetoxy-Verbindung — ergibt sich aus den nachfolgend
geschilderten Umsetzungen.

Stehenlassen von X mit Tosylchlorid in Pyridin bei 20° gab in méssiger Ausbeute
das 16-Tosylat XXV. Die Ausbeuten an XXV hétten vermutlich gesteigert werden
koénnen, wenn X bei héherer Temperatur tosyliert worden wire. Bessere Ausbeuten
an XXV wurden durch Tosylierung des Esters IX bei 30° und Acetylierung des dabei
erhaltenen 16-Tosylates XXIV erzielt 23).

Durch Kontakt mit AL,O, ging der Ester XXV unter Abspaltung der Tosyloxy-
gruppe in den ungeséttigten Ester XXIX {iiber, der bei der Hydrierung mit Pd-Kohle
ein Gemisch gab, aus dem 3f-Acetoxy-5-hydroxy-58,14f,17H-dtiansdure-methyl-
ester (XXX)14) und 3p-Acetoxy-5,14-dihydroxy-58,148,178H-itiansiure-methyl-
ester (XXXI)1) isoliert werden konnten. Der Ester XXV liess sich ausserdem noch
auf dem folgenden Wege mit einem bekannten und beziiglich der Asymmetriezentren
C-3 und C-5 abgekldrten Steroid verkniipfen: durch LiAlH,-Reduktion wurde u.a.
das Tetrol XX VT gebildet. Dieses und seine Acetylverbindung XXVII waren mit den
entsprechenden Abbauprodukten aus Telocinobufagin bzw. Marinobufagin!?) iden-
tisch. Damit sind auch die beiden Hydroxyle an C-3 und C-5 des Cinobufotalins be-
ziiglich ihrer rdumlichen Lage eindeutig entsprechend der Formulierung V abgeklirt.

Der CIBA AG., Basel, danken wir bestens fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit.

Experimenteller Teil

Alle Smp. wurden auf dem KorLER-Block bestimmt und sind korrigiert; Fehlergrenze bis
200° + 2°, dariiber 4+ 3°.

Abkiirzungen: Ac = CH,CO-, AcOH = Eisessig, (Ac);0 = Acetanhydrid, A = Didthyldther,
Al = 95-proz. Athanol, An = Aceton, Bz = Benzol, Chf = Chloroform, Ee = Essigester, Me =
Methanol, ML = Mutterlaugenriickstinde, Pe = Petrolither, Pn = Pentan, Py = Pyridin,
W = Wasser.

Cinobufotalon (VII) und Anhydrocinobufotalon (VIII)

Cinobufotalon (VII). 300 mg Cinobufotalin (V) vom Smp. 254-258° (mehrmals aus An um-
kristallisiert) wurden in 25 ml An gelost, auf 0° abgekiihlt und langsam mit 0,3 ml Kiriani-
Mischung (CrO, 266,7 g, 230 ml konz. H,SO, ad 1000 ml W) versetzt. Nach 10 Min. wurden
20 ml W und 500 mg krist. Na-Acetat zugegeben, im Vaknum bei méglichst niedriger Temperatur
vom An beifreit und hierauf mit Chf erschépfend extrahiert. Dieses hinterliess nach Waschen mit
W, Trocknen iiber Na-Sulfat und Eindampfen im Vakuum rund 300 mg éSligen Riickstand, der
aus Me (bei —70°) kristallisicrte. Nach Zugabe von A 230 mg Kristalle von VII, Smp. 251-252°,
die nach zweimaligem Umléscn (crst aus An-A, dann aus Me-A) bei 253-253,5° schmolzen;
[a]f = +14,7° £ 2° (¢ = 1,63 in Chi). Dic aus den ersten Eluaten einer iiber Silicagel chromato-

) H. Munr, A. HuNGER & T. ReicHSTEIN, Helv. 37, 403 (1954), haben demgegeniiber beob-
achtet, dass Periplogenin bereits bei 23° z. T. in 3-Stellung tosyliert wird. Der diesem
Butenolid entsprechende Atiansdure-methylester XXIT bleibt, wie wir fanden, bei der Ein-
wirkung von Tosylchlorid in Pyridin bei 20° unverédndert,



246 HELVETICA CHIMICA ACTA

graphierten Probe von VII gewonnenen Kristalle wurden vereinigt und aus A-An umbkristallisiert:
Smp. 256-258°. Zur Analyse wurde 4 Std. bei 60° im Hochvakuum {iber P,O; getrocknet.

Cysllyy0, (456,51)  Ber.C 68,40 H 7,06 O 24,53% Gef.C68,18 H 7,0l O 24,56%

Anhkydrocinobufotalon (VIII). — a) Aus VII. 50 mg VII vom Smp. 252-253,5° wurden in
0,5 ml Eisessig gelost und in einem Reagenzglas von 8 cm Linge und 8 mm lichter Weite 1 Std.
erhitzt (Olbadtemperatur 150°). Nach Aufnehmen in A-Chi-(4:1) wurde mit verd. Sodalésung
und W gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und eingedampft. Der Riickstand wurde an Al,O,
chromatographiert. Die mit Chf, Chf-Me (49:1), -(19:1) eluierte Substanz (15 mg) gab aus An-A
feine seidenglinzende Nadelchen vom Smp. 208-212°; [l = +48,7° & 2° (¢ = 1,03 in Chf);
Amaz = 236 mu, log ¢ = 4,25 (in Al). Zur Analyse wurde 6 Std. bei 0,01 Torr und 100°
getrocknet.

CaeHyoOp (438,50) Ber. C71,21 H 6,89 021,80% Gef. C71,04 H 7,17 O 22,029

b) Aus Cinobufagin (I11). 2,29 g Cinobufagin (IIT) vom Smp. 211-214° wurden in 40 ml
AcOH gel6st, im Lauf von 2 Std. mit 25 ml 2-proz. CrOy-AcOH-Losung versetzt und anschliessend
14 Std. bei 20° stehengelassen. Nach Zugabe von einigen ml Me wurde nach 3 Std. im Vakuum
grosstenteils vom AcOH befreit, in Chloroform aufgenommen, dieses neutral gewaschen und wie
iiblich aufgearbeitet. Der neutrale Riickstand wurde in An aufgenommen, und nachdem Kristalli-
sation einsetzte, A-Pe zugegeben. Es wurden 1,77 g Cinobufagon vom Smp. 232-239° erhalten.
Diese wurden in 110 ml CCl, geldst, mit 3,65 g N-Bromsuccinimid (NBS) versetzt und in einem
Kolben iiber einer UV.-Lampe, die durch Wasserbadringe so abgedeckt war, dass die Offnung des
kleinsten Ringes ungefihr der Grosse des Fliissigkeitsspiegels im Kolben entsprach, 90 Minuten
unter Riickfluss gekocht. Nach dem Abkiihlen wurde vom NBS abfiltriert, die Losung einge-
dampft und in 30 ml trockenem Py 90 Min. unter Riickfluss gekocht. Nach Verjagen des Py im
Vakuum, Neutralwaschen des Riickstandes in A-Chf-(4:1), wurde in Bz-Chf-(3:2) gelost und
durch eine Sdule. von 35 g Al,O, filtriert. Das Filtrat gab nach Verdunsten des Ldsungsmittels
und Aufnehmen in An-A 590 mg Kristalle vom Smp. 234-240°, die nach Papierchromatogramm
[ System Formamid/Pe-Bz-(3:2)] neben Anhydrocinobufotalon (VIII) grisstenteils aus Ausgangs-
material VII bestanden. Da die ML der Kristalle vom Smp. 234-240° keine selcktive Absorption
im UV. (Bufadienolid) aufwiesen, wurden die Kristalle allein an 20 g Al,O, chromatographiert.
Dic Fraktionen mit Pe-Bz-(1:4) bis Bz cluierten ein Gemisch (total 167 mg) von VII und VIII,
das nach Papierchromatographie (System siehe oben) etwa 209, VIII enthielt. 110 mg dieses
Gemisches wurden in Me geldst und auf 16 Bogen WrATMAN-Papier Nr. 1 (18 ecm x 64 cm), dic mit
Formamid impragniert worden waren, gleichmissig auf der ganzen Linge der Startlinien auf-
getragen. Die Bogen wurden hierauf im Schlitztrog?) mit Pe-Bz-(3:2) bis zum Abtropfen der
mobilen Phase entwickelt. Nach dem Trocknen (1/, Std.) an der Luft wurden die im UV. sicht-
baren Zonen markiert und herausgeschnitten. Die ausgeschnittenen Papierstreifen wurden zer-
kleinert, mit W geweicht, mit der gleichen Menge Mc versetzt und im Wasserbad bei 50° 1 Std.
mazeriert. Nach Abnutschen wurde diese Extraktion wicderholt und hierauf in analoger Weise
noch je zweimal mit Me-W-(2:1) und reinem Me durchgefiihrt. Die vereinigten Ausziige wurden
im Vakuum vom Me befreit und die verbliebene wisserige Losung mit Chf extrahiert. Nach Ver-
jagen des Chf im Vakuum wurde der Riickstand in Bz aufgenommen und an 15 g AL O, wie unter
a) beschrieben chromatographiert. Es konnten 20 mg VIII vom Smp. 199-208° erhalten werden,
die nach einmaligem Umli6sen bei 201-208° schmolzen. Mischprobe mit dem oben beschriebenen
Anhydrocinobufatalon (VIII) Smp. 199-209°%; [a]}) = +40,4° 4 5° (¢ = 0,443 in Chf); 4., =
235 myu, log ¢ = 4,2 (in Al). Das IR.-Spektrum war identisch mit dem des aus Cinobufotalin
erhaltenen Anhydrocinobufotalons (VIII).

KMnO,-Abbau des Acetylcinobufotalins (VI)

Acetylcinobufotalin (VI). Eine durch Chromatographic an Al,O,4 gereinigte, mchrmals aus An
umkristallisierte Probe von Cinobufotalin vom Smp. 254-258° wurde in Py-(Ac),O acetyliert.
Aus der rohen Acetylverbindung VI konnten durch mehrmaliges Umldsen aus An-A Kristalle

29) E. voN ArRX & R. NEHER, Helv. 39, 1664 (1956).
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(Nadelchen) vom Smp. 221-222° erhalten werden. Zur Analyse wurde 24 Std. bei 110° und 0,01
Torr getrocknet.

CygHggOgq (500,57) Ber. C67,18 H 7,259  Gef. C67,46 H 7,309,

3B,168-Diacetoxy-5-hydroxy-14,158-epoxy-58, 148, 170 H-dtiansdure (XII) wund Methylester
XIII. 4,0 g Acetylcinobufotalin (VI) vom Smp. 213-218° wurden in 200 ml An geldst, auf 0°
abgekiihlt, allmihlich (innert 30 Min.) unter stindigem Umschwenken mit 4,0 g fein gepulvertem
KMnO, versetzt und hieranf 2 Std. bei 20° auf der Schiittelmaschine belassen. Nach dieser Zeit
war nahezu alles KMnO, verbraucht. Nun wurden noch 1,5 g gepulvertes KMnO, (wie oben)
zugegeben und noch weitere 3 Std. geschiittelt. Die noch sehr wenig KMnO, enthaltende Suspen-
sion wurde im Vakuum stark eingeengt, mit wenig W versetzt, weiter im Vakuum konzentriert
unter allmihlichem Austausch des An gegen W. Die wisserige MnO,-Suspension wurde dann mit
verd. H,SO, eben kongosauer gemacht und wiederholt mit Chf extrahiert. Eine Schichten-
trennung liess sich in der Regel erst durch Zentrifugieren erzielen. Die dunkelbraun gefirbten
Chf-Ausziige wurden jeweils einmal mit W gewaschen, vereinigt, im Vakuum auf kleines Volumen
eingedampft mit viel A versetzt, von den ausgefallenen braunen Flocken durch Filtration ge-
trennt und im Vakuum auf etwa 20-30 ml konzentriert. Nach dem Versetzen mit A-Chf-(4:1)
wurde im Scheidetrichter mit verd. Na,CO,-Lésung in saure und neutrale Anteile aufgetrennt.
Die sauren Anteile (2,3 g) gaben ans An-A klare, zu Drusen vereinigte Kristalle von X1I, die bei
215-217° (Zers.) schmolzen. Kristalle und ML wurden vereinigt, mit dtherischem Diazomethan
verestert und in trockenem Py mit (Ac),O nachacetyliert (15 Std. bei 35°). Der nach iiblicher
Aufarbeitung erhaltene rohe Ester wurde an Al,O4 chromatographiert. Bz, Bz-Chf-(19:1), -(9:1)
und -(4:1) eluierten 1,17 g. Aus An-A 850 mg Nidelchen (XIII) vom Doppel-Smp. 175-178°]
185-186°; [a]fy = +35,7° -k 2° (¢ = 1,40 in Chf). Zur Analyse wurde 3 Std. bei 100° iiber P,O;
bei 0,01 Torr getrocknet.

CostlggOg (464,54) Ber. C 64,64 H 7,819  Gef. C 64,80 H 7,98%

38,5,168-Trihydroxy-14,15B-epoxy-58, 148,178 H-dtiansdure (XIV) (?). 480 mg Diacetoxy-
ester XIII vom Smp. 174-177°/185-186° wurden in 20 ml Me gel8st, mit 2 ml 25-proz. KOH
versetzt und 1 Std. unter Riickfluss gekocht. Nach dem Versetzen mit verd. HCI (bis zur eben
kongosauren Reaktion) wurde im Vakuum vom Me befreit und die verbliebene wisserige Suspen-
sion 3mal mit Chf ausgeschiittelt, wobei sich 89 mg Substanz extrahieren liessen. Dieses Material
wurde nicht weiter untersucht. Das in W und Chf Unlésliche wurde durch Absaugen isoliert,
griindlich mit W und Chf gewaschen und im Exsiccator getrocknet: 291 mg. Aus Me-A zu Ro-
setten vereinigte 3seitige Platten vom Smp. 230-235° (Zers.).

38.5,168-Tvikydvoxy-14,158-epoxy-58,148,178H-dtiansdure-methylester (XV) (?). 250 mg
Séure XIV wurden mit einigen Tropfen Me bedeckt und mit iiberschiissigem #therischem Diazo-
methan versetzt. Nach beendeter Reaktion wurde im Vakuum zur Trockne gebracht. Der Riick-
stand gab aus An-A Rhomben vom Doppel-Smp. 219-228°/232-234°; [a)}l = +53,3° 4 2°
(¢ = 1,780 in Chfi).

3B, 16B-Diacetoxy-5-hydroxy-14,158-epoxy-58, 148, 17BH-dtiansdure-methylester (X VI) (?). Nach
Acetylierung des Esters XV in (Ac),0-Py wurden aus A-Pe feine Prismen vom Smp. 199-201°
und [ot]%‘)) = +87,3° 4 2° (¢ = 1,683 in Chf} ) erhalten. Zur Analyse wurde 3 Std. bei 100° und
0,02 Torr getrocknet.

CasHygOp (464,54) Ber. C 64,64 H 7,81 O 27,569 Gef. C 64,84 H 7,84 027,17%

Verseifungsversuche mit KHCO,

1. Mit 3B,168-Diacetoxy-5-hydvoxy-14,15-epoxy-58,148, 17aH-itiansdure (XII). — 3B,168-
Diacetoxy-5-hydroxy-14,158-epoxy-58, 148, 170 H-dtiansduve-methylester (XII1I), 38,5-Dikydroxy-
168-acetoxy-14,15B-epoxy-58,148, 1 7a H-dtiansduve-methylester (X 1), 3B-Acetoxy-5,16B-dihydroxy-
14,15B-epoxy-58,148, 170 H-dtiansdure-methylester (X), 3B-Acetoxy-5-hydroxy-14,15B-epoxy-dtien-
(16)-siaure-methylester (XXIX) (?) und 38,5,768-Trikydvoxy-14,158-cpoxy-58,7148,17aH-dtian-
sdure-methylester (IX).

) Fiir die auf analoge Weise aus den Abbauestern von Acetylresibufogenin, Acetylmarino-
bufagin und Acetylcinobufagin erhaltenen an C-17 epimeren Ester wurde ebenfalls eine um
10-30° hohere Drehung als bei den entsprechenden 17«H-Estern gefunden?2)12)19),
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a) Modellversuch. 225 mg XII vom Smp. 214-215° (Zers.) wurden in 10 ml Me geldst, mit
300 mg KHCO, in 4 ml W versetzt und die klare Losung 110 Std. bei 20° stehengelassen. Nach
dem Neutralisieren mit 1n HCI (3,0 ml) wurde im Vakuum vom Me befreit, die verbliebene wis-
scrige Losung mit Chf extrahiert und dieses nach dem Tocknen iiber Nay,SO, im Vakuum ver-
dampfit. Der Riickstand wurde in wenig Me geldst und mit dtherischem Diazomethan verestert.
Im Diinnschichtchromatogramm [Kieselgur G, Ee-Pe-(7:3), Sichtbarmachen der Flecke durch
Besprithen mit SbCl;-Chf-(1:4) und Erhitzen auf etwa 100°] 4 Flecke, die sich in den Rf-Werten
stark voneinander unterschieden und in der Reihenfolge zunehmender Polaritit den Estern XIII,
X, XTI und IX entsprachen. — Die chromatographische Auftrennung an Al,O, gab das folgende
Resultat: Bz, Bz-Chf(19:1), -(9:1), -(4:1) und -(3:2) eluierten 60 mg rohen Ester XII1: aus An-A-
Kristalle vom Smp. 174-175°/184-185°. Bz-Chf-(3:7) gab 19 mg Eindampfriickstand. Aus An-A
etwa 10 mg Kristalle von XI vom Doppel-Smp. 105-110°/195-210°; nach dem Umlésen aus An-A
Smp. 220-223°. Im Diinnschichtchromatogramm (siche oben) nur 1 Fleck.-Chf eluierte 82 mg
Substanz. Aus An-A kurze, kleine an der Wand haftende Prismen und auf diesen lange, spiessige
in die Losung ragende Prismen. Nach Abgiessen der Mutterlauge [gibt im Diinnschichtchromato-
gramm (siehe oben) 4 Flecke, deren Rf-Werte den Estern — Reihenfolge entsprechend zunehmender
Polaritit — XXIX, XIII, X und XI entsprachen] wurden beide Kristallformen durch Auslesen
getrennt. Die langen Prismen wurden aus An-A umkristallisiert: Smp. 215-222°; [))} = +27,2°
+ 2° (¢ = 1,11 in Chf): Ester XI. Im Diinnschichtchromatogramm (siehe oben) gaben die Kri-
stalle nur 1 Fleck. [Acetylierung einer kicinen Probe gab den Ester XIII.] Die kleinen Prismen
schmolzen nach dem Umldsen aus An-A bei 195-198°; [«]¥ = +17,6° & 2° (¢ = 1,71 in Chf):
Ester X. Im Dinnschichtchromatogramm (siehe oben) nur 1 Fleck. [Acetylierung einer kleinen
Probe gab den Ester XII1.] — Chf-Mec-(99:1) eluierte 17 mg Ester IX vom Smp. 184-187° (siche
unter 2}. .

b) Pripavativer Versuch. 5,2 g Acetylcinobufotalin (VI) vom Smp. 220-222° wurden (wie
oben beschrieben) mit KMnO, in An abgebaut. Es wurden 3,3 g saure Anteile und 1,8 g ncutrale
Anteile erhalten. Die nentralen Anteile gaben nach erncuter KMnO,-Oxydation 1,15 g Séduren.
Die vereinigten rohen Sduren (4,45 g) wurden in 200 ml Me geldst, mit 4,5 g KHCO, in 40 ml
W versetzt und 220 Std. bei 20° stehengelassen. Nach dem Neutralisieren mit 1x HCl wurde im
Vakuum vom Me befreit, die verbliebene wisserige Lésung mit Chf extrahiert und dieses nach
dem Trocknen iiber Na,SO, im Vakuum verdampft. Der Riickstand wurde in wenig Me geldst,
mit iiberschiissigem #therischem Diazomethan methyliert und hierauf an Al,O chromatogra-
phiert. Pe-Bz-(1:3) und Bz eluierten 370 mg Substanz. Daraus konnten 320 mg kristallisierter
Diacetoxyester XIII vom Doppel-Smp. 170-176°/181-182° gewonnen werden. Die Fraktionen
mit Bz-Chf-(19:1) stellten Gemische der beiden Ester XIIT und X dar. Bz-Chf-(9:1), -(4:1),
-{2:3),-(7:3), Chf und Chf-Me-(99:1) eluierten 1,8 g Substanz. Aus An-A 500 mg Kristalle des
Esters X vom Smp. 195-197° (dic Mischprobe mit dem Ester IX vom Smp. 186-188° schmolz
bei 156-184°); [“]i)i? = +17,6° + 2° (¢ = 1,71 in Chi). Die ML des Esters X (1,3 g) wurden erneut
an Al,O, chromatographiert und gaben dabei 400 mg rohen Ester X, rund 500 mg Gemisch der
Ester X und IX und 300 mg rohen Ester IX, Der Ester XI wurde bei dicsem Versuch nicht
aufgefunden.

2. Mit 38, 16p-Diacetoxy-5-hydvoxy-14,158-epoxy-58, 148, 170 H-dtiansdure-methylester (X I11).
—38,5,168- Trihydroxy-14, 15p-epoxy-58, 148, 17aH-dtiansdure-methylester (IX). 232 mg Ester XII1
vom Doppel-Smp. 172-176°/184-186° wurden in 10 ml Mec geldst, mit 250 mg KHCO; in 4 ml W
versetzt und 110 Std. bei 20° stehengclassen. Nach dem Zufiigen von 2,5 ml 1xn HCl wurde im
Vakuum vom Mc befreit und wie iiblich aufgearbeitet (Extraktion mit Chf usw.). Das rohe Ver-

seifungsprodukt (= IX) wog 210 mg und gab aus An-A 150 mg zu Drusen vereinigte Prismen
vom Smp. 186-188°.

3. Mit 3-Acetoxy-5,14-dikydroxy-58, 14, 17aH-dtiansdure (XVIT). — 30-Acetoxy-5,14-dihy-
drvoxy-5B, 148, 17aH-dtiansduve-methylester (XXIII) und 38,5,74-Tvihydvoxy-55, 1483, 170 H-dtian-
sduve-methylestey (XXII). 90 mg Acetoxysdurc XVII vom Smp. 205-208° wurden in 4 ml Me
gelost, mit 120 mg KHCO; in 1,6 ml W versetzt und 100 Std. bei 20° stehengelassen. Nach Neu-
tralisation mit 1n HCI (1,2 ml) wurde im Vakuum vom Mec befreit und die verbliebene wisserige
Losung erschépfend mit Chi extrahiert. Dieses gab nach Waschen mit W, Trocknen iiber Na-
Sulfat, Filtriercn und Eindampfen im Vakuum 75 mg Riickstand, der nach Veresterung mit



Volumen xrv, Fasciculus 1 (1962) — No. 29 245

dtherischem Diazomethan an AlLO, chromatographiert wurde. Bz-Chf-Gemische mit steigendem
Gehalt an Chf und reines Chi eluierten rund 2/3 des eingesetzten Materials: aus An-A 38 mg Kri-
stalle des Esters XXIIT vom Smp. 182-184° 26) und 11 mg kristallisierte ML, Mit Chf-Me-(99:1),
-(49:1) und -(19:1) wurden 25 mg Substanz von der Saule gelost: 17 mg Kristalle des Esters X XTI
vom Smp. 234-237° und 8 mg kristallisierte ML.

4. Mit 38-Acetoxy-5,14-dihydvoxy-58,14B, 170H-dtiansdure-methylester (XXIII). — 38,5,14-
Trikydroxy-58,148,17aH-dtiansdure-methylestey (XX II). 93 mg Methylester XXIII vom Smp.
182-184° wurden wie unter 3. beschrieben mit KHCO, verseift und aufgearbeitet. Das erhaltene
Rohprodukt wurde mit dtherischem Diazomethan methyliert. Es zeigte im Diinnschichtchroma-
togramm [Kieselgur G, System Ee-Pe-(7:3), mit Chf-SbCl;-(4:1) bespriiht und auf 100° erhitzt]
pur 1 Fleck. Aus An-A 75 mg Kristalle des Esters XXII vom Smp. 233-235° und 13 mg kristalli-
sicrte ML.

33, 5, 16-Trihydroxy-14, 153-epoxy-54, 148, 17aH-fitiansdure-methylester (IX) aus
XIII durch CH,N,. — 300 mg Ester XIII vom Doppel-Smp. 172-176°/184-186° wurden in 3 ml
Me gelést, mit 3 ml atherischem Diazomethan (entsprechend 300 mg Nitrosomethylharnstoff)
versetzt und 27 Std. bei 2°stehengelassen. Das nach Verdampfen des Lésungsmittels im Vakuum
erhaltene Produkt wurde an 9 g AL, O, chromatographiert. Die durch Elution mit Bz-Chf-(3:7),
Chf und Chf-Me-(99:1) gewonnenen Anteile (total 245 mg) gaben aus An-A 160 mg zu Drusen
vereinigte Prismen vom Smp. 186-188°, ohne Depression mit dem unter 2. beschriebenen Ester
IX. el = +1,7° & 2° (¢ = 1,50 in Chf).

Bereitung von kristallisierter 338-Acetoxy-5, 14-dihydroxy-53, 14, 17« H-atianséiure
(XVIY). — 38,5, 74-Trikydvoxy-58, 748, 170 H-dliansdure (XXI) und Methylester (XX1I). 650 mg
Ester XIII vom Smp. 182-184°28) (durch KMnO,-Abbau von XXVII1I1%) gewonnen) wurden in15
m! Me geldst, mit 5 ml W und 2 ml 25-proz. KdH-Lbsung versetzt und 1 Std. unter Riickfluss ge-
kocht. Nach dem Abkiihlen wurde im Vakuum vom Me befreit, mit verd. HCl kongosauer gemacht
und die ausgefallene Siure abgenutscht. Diese gab aus Me kornige Prismen von XXI vom
Smp. 203-233° (Zers.). Nach nochmaligem Umlésen aus Me, Smp. 212-242° (Zers.). Eine Probe
davon wurde mit Adtherischem Diazomethan verestert und aus An-A kristallisiert: Ester XXII in
farblosen Rhomben, Smp. 235-237° 15),

38,5, 14-Trihydroxy-58, 148, 170 H-dtiansdure-benzhydyylestey (XVIII) und 38-Benzhydryloxy-
5, 14-dihydvoxy-50, 148, 1 7a H-dtiansdure-benzhydrylester (X I1X). 400mg Saurc XXI vom Smp. 212—
242° (Zers.) wurden in 10 ml Dioxan geldst, mit 800 mg frisch bereitctem Diphenyldiazomethan 7)
in 20 ml Isopropyldther 22 Std. unter Feuchtigkeitsausschluss riickiliessend gekocht. Nach
Verdampfen der Lésungsmittel im Vakuum wurde in Chf-A-(1:4) aufgenommen und mit verd.
HC], verd. Sodalésung und Wasser mehrmals gut durchgeschiittelt. Die organische Phase hinter-
liess nach dem Trocknen iiber Na,SO, und Verdampfen im Vakuum 1,35 g 6liges Material, das
an 30 g Al,0, chromatographiert wurde. Die mit Pe-Bz und Bz eluierte Substanz (620 mg) wurde
verworfen. Aus den Fraktionen mit Bz-Chf-(9:1), -(4:1) und -(3:2) wurden 270 mg Riickstand
erhalten, der aus An-A 230 mg Kristalle mit undeutlichem Doppel-Smp. 187°/195° gab (= Ester
XIX). [Eine Probe wurde in Py-(Ac),O umgesetzt und blieb dabei unverindert. Eine weitere
Probe wurde in Alkohol mit der 1,5-fachen Menge 10-proz. Pd-Kohle hydriert, vom Katalysator
abfiltriert und die Losung im Vakuum eingedampft: aus Me-A-Kristalle vom Smp. 245-250°
(Zers.) (= XXI). Methylierung mit Diazomethan gab den Ester XXII, Smp. 225-235°, und
Acetylierung des letzteren den Ester XXIII, Smp. 180-184°] Die spéteren Eluate mit Bz-Chi-
(3:2) enthielten ein Gemisch der Ester X VIIT und XIX. Mit Chf allein wurden 220 mg Substanz
von der Siule abgeldst. Aus An-A 140 mg Kristalle vom Smp. 107-110° (= Ester XVIII). Die
Fraktionen, die Gemische von XVIII und XIX enthielten, gaben nach erneuter Chromatographie
noch weitere 90 mg des kristallisierten Esters XVIII vom Smp. 107-110°,

3B-Acetoxy-5, 14-dihydvoxy-58, 148, 170 H-dtiansdure-benzhydrylester (XX) wund krvistallisievie
Acetoxysdure XVII. 190 mg des Esters XVIII wurden in Py-(Ac),O acetyliert. Die Acctyl-

26) Die frither!3)14)15) beschriebene bei 159-161° schmelzende Modifikation des Esters XXIII
konnte nicht mehr erhalten werden. Die Sammlungspraparate hatten sich in der Zwischenzeit
verdndert und zeigten den Doppel-Smp. 155-166°/180-182°.

%) Nach Organic Synthesis 24, 53 (1944).
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verbindung XX gab aus An-A schuppige Plittchen vom Smp. 173-175°. 160 mg des Esters XX
wurden in Al mit 240 mg 10-proz. Pd-Kohle hydriert. Es resulticrten 120 mg rohe Acetoxy-
sgure XVII. Aus An-A 100 mg Kristalle vom Smp. 205-208°,

Abbauprodukte aus 3(3,5,16-Trihydroxy-14,153-epoxy-5(,143,17«H-iitianséure-
methyl-ester (IX) und dessen 3-0-Acetyl-Derivat (X).

38,5-Dihydvoxy-16f-tosyloxy-14,15B-epoxy-58, 148, 1 7o H-dtiansdure-methylester (XXIV) und
38-Acetoxy-5-hydroxy-168-tosyloxy-14,153-epoxy-58, 148, 170 H-dtiansdure-methylester (XXV). a)~
aus dem Ester I1X. 354 mg Ester IX vom Smp. 181-186° wurden in 3,5 ml trockenem Py gelost,
mit einer Losung von 245 mg p-Toluolsulfochlorid in 3,5 ml Py versetzt und 15 Std. bei 20°
stehengclassen. Nach Zufiigen von 1,75 ml W wurde noch weitere 2 Std. bei 20° stehengelassen.
Hierauf wurde die Lésung im Vakuum unter mehrmaligem Zufiigen von wenig W auf ein kleines
Volumen cingeengt, mit verd. HCl kongosauer gemacht, mit Chf-Al-(9:1) extrahiert, dieses
neutral gewaschen und in iiblicher Weise aunfgearbeitet. Das neutrale Rohprodukt gab aus An
401 mg farblose Kristalle von XXIV, vom Smp. 120,5-123° (Zers.). Eine Probe gab nach dem
Umlésen aus An Prismen vom Smp. 122-123,5° (Zers.); [a]?) = +25,3° L 2° (¢ — 1,542 in Me).
Zur Analyse wurde 14 Std. bei 0,01 Torr und 20° getrocknet.

CysHygO4S (534,65)  Bor. S5,99%  Gef. S 5,77%

213 mg XXI1V vom Smp. 120,5-123° (Zers.) wurden in 2 m] trockenem Py und 1,5 m! Acet-
anhydrid 15 Std. bei 40° stehengelassen. Nach iiblicher Aufarbeitung resultierten 225 mg Roh-
produkt. Aus An-A-Pn 208 mg zu Drusen vereinigte Nadeln von XXV, vom Smp. 147-150°
(Zers.). Nach Umlosen aus An-A-Pn stieg der Smp. (nach rascherem Erhitzen) auf 154-154,5°
(Zers.); [a]% = +31,6° 4 2° (¢ = 1,646 in Chif). —~ 110 mg ML von XXIV wurden wie oben acety-
liert und anschlicssend an 4 g Silicagel chromatographicrt. Bz-Chf-(3:7) und Chf eluierten 100 mg
Substanz. Aus An-A-Pn 59 mg Kristalle XXV vom Smp. 153-153,5° (Zers.).

b) Aus dem Ester X.160 mg Ester X vom Smp. 195-197° wurden wie unter a) beschricben
zunachst 15 Std. bei 20°, hierauf noch 15 Std. bei 30° tosyliert. Das rohe Tosylat XXV (187 mg)
gab nach 2maligem Umlbscn aus An-A-Pn 93 mg zu Drusen vereinigte Nadeln vom Smp. 154,5-
155° (Zers.). Die Mischprobe wie auch das Verhalten im Diinnschichtchromatogramm crgab vol-
lige Identitit mit dem aus IX bereiteten Ester XXV,

3f-Acetoxy-5-hydroxy-14,15p-epoxy-dtien-(16)-sdure-meihylester (X X1X) aus dem Ester XXV,
255 mg Ester XXV vom Smp. 152-153° (Zers.) wurden in wenig Bz gelost, auf eine mit Pe-Bz-
(3:1) bereitete Sdule von 8 g ALLO, (¢MERCK» standardisiert nach BRockMANN, pH = 9,5) ge-
geben und nach volligem Eindringen in die Sdule 15 Std. bei 20° stehengelassen. Hierauf wurde
das Chromatogramm in iiblicher Weise nach der Durchlaufmethode entwickelt (Fraktionen zu
je 25 ml). Aus den mit Pe-Bz-(1:3) (2 Fraktionen), Bz (4 Fraktionen), Bz-Ch{-(19:1), -(9:1) und
-(4:1) (je 2 Fraktionen) eluierten Anteilen (total 105 mg) konnten 98 mg Kristalle von XXIX
erhalten werden, Smp. 161-163°. Umlésen aus An-A-Pn gab zu Drusen vereinigte Nadeln vom
Smp. 162-163°; [w]H = +78,1° £ 2° (¢ = 1,27 in Chf). UV.-Absorptionsspektrum: Aman =
233 my, log ¢ = 3,72 (in Al). — Die spiteren Eluate (total 102 mg Eindampfriickstand) bestanden
nach Diinnschichtchromatogramm zur Hauptsache aus Ausgangsester XXV. Sie wurden noch-
mals an ciner mit Bz bereitete Al,O4-Sdule (4 g) adsorbiert und nach 42stdg. Verweildauer in
gleicher Weise wie nach dem Durchlaufverfahren eluiert. Es wurden aus den crsten Eluaten er-
halten: 27 mg XXIX und 18 mg XXV. Die mit Bz-Chf-(3:2) und -(3:7) cluierten Anteilc (total
36 mg) gaben aus Chf-A 17 mg Kristalle vom Smp. 200-240°, die nach dem Acetylieren 14 mg
Kristalle von XXIX vom Smp. 157-162° gaben. Schliesslich licferten die mit Chf und Chf-Me-
(9:1) eluierten Anteile (total 20 mg) aus An-A 7 mg Kristalle vom Smp. 115-122° (Zers.) (=XXIV).
[Nach Acetylierung: Ester XXV vom Smp. 154-154,5° (Zers.).]

3p-Acetoxy-5-hydroxy-50, 140, 178H-dtiansdure-methylester (XXX) aus Ester XXIX. 116 mg
Ester XXIX vom Smp. 159-163° wurden in wasserfreiem Al geldst, mit 240 mg 10-proz. Pd-Kohle
versetzt und 31/, Std. bei 20° in der Schiittelbirne hydriert, wobei 24,4 ml H, aufgenommen
wurden. Die vom Katalysator abfiltrierte Losung wurde im Vakuum zur Trockne gebracht und
an 4 g Al,O, chromatographiert. Mit Pc-Bz-(1:3) liessen sich 39 mg roher Ester XXX eluieren.
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Aus A-Pn 22 mg zu Drusen vereinigte Nadeln vom Smp. 150-155°, Die aus der Mutterlauge
gewonnene Kristallfraktion schmolz bei 153-157°; [zx]]%l = +57,9° 4- 3° (¢ = 0,90 in Chf)2).

3p-Acetoxy-5,14-dikydvoxy-50, 148, 178H-dtiansdure-methylestey (XX XI). —a) aus Ester XX I X .
In Fortsetzung des obigen Chromatogramms eluierten Bz-Chf-(4:1) und -(3:2) 50 mg rohen Ester
XXXI. Aus An-A 26 mg zu Drusen vereinigte Prismen vom Smp. 184-186°; [a]}f = +12,4° +2°
(¢ = 1,50 in Chf) und 11 mg vom Smp. 180-184°. Die Mischprobe mit dem aus Telocinobufagin
erhaltenen Ester XXXI vom Smp. 185-186° [siche weiter unten sub b)] gab keine Depression.

b) aus Acetyltclocinobufagin (XX VIII). 100 mg 38-Acetoxy-5, 14-dihydroxy-20-keto-58, 148,
17«H-pregnan-21-siure-lacton-(21->14) ) (XXXII) vom Smp. 222-225°, das als Neutralstoff
beim KMnO,-Abbau von XXVIII erhalten worden war 3), wurde mit 1,0 g KOH in 4 ml W und
4 ml Me 30 Min. auf dem Dampfbad unter Riickfluss gekocht. Nach Entfernen des Mc im Vakuum
und Zufiigen von soviel W, dass das ausgeschiedene K-Salz eben in Lésung ging, wurde mit verd.
HCI bei 0° vorsichtig kongosauer gemacht, die ausgefallene Siure abgenutscht, mit W neutral
gewaschen, in 5 ml W und 40 mg KHCO, gelést, mit 1 ml 30-proz. H,O, versetzt und 15 Std. bei
20° stehengelassen. Nun wurde mit verd. H,SO, angesiuert, mit Essigester ausgeschiittelt, die
Essigesterausziige einmal mit W gewaschen, iiber Nay,SO, getrocknet und im Vakuum eingedampift.
Nach Acetylierung des Riickstandes in Py-(Ac),O und iiblicher Aufarbeitung wurde an AlLO,
chromatographiert. Die mit Bz-Chf-(19:1), -(9:1), -(4:1) und -(3:2) eluierten Anteile (total 60 mg)
gaben nach Zmaligem Umlésen anus An-A zu Drusen vereinigte Prismen von XXXI vom Smp.
184-186°.

38,5,74,20-Tetrahydroxy-21-nor-58, 148, 170 H-pregnan (XX VI) und 3B,20-Diacetoxy-5,714-di-
hydroxy-21-nor-50,140, 17aH-pregnan (XX VII) aus dem Ester XX V. 93 mg XXV vom Smp. 154—
155° (Zers.) wurden in 10 ml Tetrahydrofuran geldst, bei 0° allmihlich mit 500 mg LiAlH, ver-
setzt und das Reaktionsgemisch 14 Std. bei 20° stehengelassen. Hierauf wurde unter Kiihlen mit
verd. H,S0, kongosauer gemacht, die Lésung im Vakuum vom Tetrahydrofuran befreit und im
Scheidetrichter mit Chf-Al-(9:1) ausgezogen. Die organische Phase gab nach dem Neutral-
waschen, Trocknen iiber Na,SO,, Abfiltrieren und Verdampfen im Vakuum 68 mg Rohprodukt.
Nach 2maligem Umlosen aus Me-A 14 mg zu Drusen vereinigte Prismen (= XXVI) vom Smp.
217-250°. Acetylierung dieser Kristalle (in Py-(Ac),O )gab nach iiblicher Aufarbeitung 16 mg
Rohprodukt. Aus An-A-Pn 9 mg farblose Plittchen (XXVII) vom Smp. 157-162°, nach zwei-
maligem Umlésen Smp. 161-163,5°; [a]ft = +44,0° & 3° (¢ = 0,72 in Chf). (Der frither?) be-
schriebene Doppel-Smp. 149,5-152°/161-164° konnte hier nicht beobachtet werden. Im Diinn-
schichtchromatogramm [Pe-Essigester-{1:1)] zeigten aber beide Ester dieselben Laufstrecken.) —
Aus den ML von XXVI (54 mg) liessen sich nach Acetylierung und Chromatographic an ALO;,
mit Bz-Chf-(3:2) noch 25 mg (roh) des Esters XXVII cluieren, die zwar schon bei 150-152°
schmolzen, sich aber im Diinnschichtchromatogramm als einheitlich erwiesen und sich dabei wie
das bei 161-163,5° schmelzende Produkt verhielten. Die spiateren Eluate waren nicht einheitlich
und enthielten auf Grund des Diinnschichtchromatogramms neben XXVII noch 4 weitere nicht
identifizierte Substanzen. '

SUMMARY

The structure of cinobufotalin is shown to be 38, 5-dihydroxy-14,158-epoxy-168-
acetoxy-5p-bufa-20,22-dienolide.

Pharmazeutisches Institut der Universitit Basel

%) P. SpeiseEr & T. RercusTEIN') fanden den Doppel-Smp. 75°/155° und [a]p = + 59° (in Chf);
vgl. hierzu anch Helv. 37, 622 (1948).






