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221. Adigosid, Strukturbestimmung!)
Glykoside und Aglykone, 282, Mittcilung?2)

von St. Hoffmann, Ek. Weiss und T. Reichstein
(24. V1. 66)

1. Problemstellung. Die Samen des roten Oleanders, Nerium oleander L. (Apo-
cynaceqe) enthalten ein kompliziertes Gemisch von Cardenolidglykosiden. JXGER et al.
(2] konnten nach Fermentierung 28 solcher Stoffe darin nachweisen und 19 davon in
Kristallen isolieren. Von diesen liessen sich 13 mit bekannten Verbindungen identifi-
zieren ; die 6 weiteren waren neu. Bei den letzteren konnte in vier Fillen die Struktur
ermittelt werden; es verblieben zwei nicht vollig aufgekldrte Stoffe, nimlich Subst. A
und Adigosid. Subst. A war ein autoxydables Dienon, das nicht weiter untersucht
wurde. Interessanter war Adigosid. Bei diesem Stoff wurden friither die folgenden
Beobachtungen gemacht, die sich aber zu keinem wirklich passenden Formelbild ver-
cinigen liessen.

2. Frithere Befunde. Die Analyse passte ungefihr auf die Formel C4,H,40Oq. Die
KeDDE- [3]%), KELLER-KILIANI- [4]%) und die Xanthydrol-Reaktion [5]3) waren
positiv, ebenso die Fluoreszenz-Reaktion mit SbCl; [6]6). Das UV.-Absorptions-
spektrum (vgl. Fig. 16 bei [2]) zeigte das Maximum des Butenolidringes bei 215 nm7),
dessen Intensitiit (loge = 4,09 fiir obige Formel berechnet) zwar zu gering war, dessen
Lage aber dafiir sprechen kdunte, dass Adigosid als Aglykon ein Derivat des Gitoxi-
genins mit acetylierter Hydroxylgruppe an C-16 enthalten kénnte. Dafiir sprach auch

1) Auszug aus der Diss. St. HOFFMANN, Basel 1966,

2) 281. Mitteilung: R. BrRANDT ef al. [1].

3) Dicse Reaktion gibt mit allen Butenoliden eine violette Farbung.

4) Diese Reaktion ist positiv bei allen 2-Desoxyzuckern und ihren Glykosiden, soweit sie im
Zuckerrest nicht acetyliert sind und dort keinen zusitzlichen Glucoserest oder anderen in
2-Stellung hydroxylierten Zuckerrest tragen. In den letztgenannten Fillen ist dic Reaktion
meistens negativ oder unsicher.

5) Diese Reaktion ist positiv bei 2-Desoxyzuckern und ihren Glykosiden, auch wenn letztere noch

zusitzliche Glucose- oder andere Zuckerreste tragen. Durch Acetylierung im Zuckeranteil wird

sie deutlich schwiicher, bleibt aber positiv.

Diesc Reaktion ist positiv bei allen 14p-Hydroxycardenoliden, die in 16-Stellung noch eine

Hydroxy- oder Acyloxygruppe oder einc Doppelbindung tragen.

7) Normale Cardenolide (wie Digitoxigenin usw.) zeigen das Maximum bei 217 nm (log ¢ = 4,20~
4,22). Bei 168-Acetoxycardenoliden wird es nach ca. 215 nm verschoben [7], wihrend es bei
freiem Gitoxigenin bei ca. 219 nm liegt [8].

=2



1856 HELVETICA CHIMICA ACTA

die Tatsache, dass Adigosid mit 84-proz. HySO, eine praktisch gleiche Iarbung gab
wie Nerigosid (Formel wie 1 aber 16-stindige HO-Gruppe acctyliert), was auf cin
fihnliches Aglykon deutet. Ferner lieferte Adigosid mit konz, HCI[9] [10] ein Produkt,
das im UV. neben dem Maximum des Butenolidringes noch dasjenige der /134:16.20:22.
Cardatrienolid-Gruppierung zeigte mit A2 — 335 nm®#). Adigosid lieferte nach milder
saurer Hydrolyse einen Zucker, der nach Papierchromatogramm identisch war mit
Diginose, und ein dusscrst schwach polares Aglykon, das im damals verwendeten
System gleich lief wie Adynerigenin [11]. Auch die Glykoside Adynerin und Adigosid
zeigten im Papierchromatogramm sehr dhnliche Laufstrecken?). Es wurde damals
vermutet, sie konnten auch chemisch nahe verwandt sein. Dies hat sich nicht be-
stitigt. Wir beschreiben hier die Strukturermittlung.

3. Isolierung von Adigosid. Die grosste Schwierigkeit fiir die Untersuchung bereitete
dic Gewinnung des nétigen Materials. Es wurden wieder Samen verwendet19). Diese
enthalten kein Adynerin, wihrend in den holzigen Fruchtschalen kein Adigosid, dafiir
aber relativ viel Adynerin vorkommt [11]. Wie schon JAGER ef af. [2] feststellten, ist
die Isolierung von Adigosid nur durch Kombination verschiedener chromatographi-
scher Methoden maglich, wobei mindestens eine Verteilungschromatographie nétig ist.
Als Ausgangsmaterial verwendeten wir 1,3 kg reine, reife Samen1?). Sie lieferten nach
frither beschriebener Methode [12} (mit Fermentierung) die in Tab. 1 genannten
Rohextrakte.

Tabelle 1. Ausbeuten und Zusammensetzung dev vohen Extvakte aus 1,3 kg Samen

Art des Extraktes Ausbeute Flecke im Papierchromatogramm

12) 13 ing in % Bezeichnung nach JAGER ef al. [2]

Pe-Extr. 145 11,15 nicht untersucht :
Ae-Extr. 16,2 1,25 (@0, A, (#). By, C,o,D,EF, G HILKTL
Chf-Extr. 9,1 0,70 frei von B, nicht weiter untersucht

Entwicklung mit KEpDE-Reagens [3]. In Klammern schwache Flecke.

o = unbckannt, A == vermutl. Dienon, § = unbckannt, B = Adigosid, y = Digistrosid, C = Ole-
andrin, § = Cryptograndosid A, D = 16-Anhydro-desacetyl-cryptograndosid A, E = Odorosid A,
I' = Nerigosid, G = 16-Anhydro-desacctyl-nerigosid, H = Digitoxigenin, I = Olecandrigenin,
K — Desacetyl-oleandrin, L = Desacetyl-cryptograndosid A.

Zum Nachweis im Pchr. (Ausfithrung absteigend) dienten die von JAGER et al. [2]
verwendeten Systeme Be-Cy-(1:1)/Fmd (Beladung des Papiers: 339, des Papierge-
wichtes) und Be/Fmd (339, Beladung) sowie im Dchr. die Systeme Cy-iPr-(7:3) [11]

%) Dicse Reaktion geben alle 145-Hydroxycardenolide mit zusitzlicher Hydroxy- oder Acyloxy-

gruppe in 16-Stellung oder einer zusitzlichen 4%-Doppeibindung.

Zur Unterscheidung sind aber dic in Tabelle 2 genannten Systeme geeignet.

Ob Adigosid auch in den Blattern vorkommt, ist unbekannt; diese enthalten aber ctwas

Adynerin.

Gesammelt von Herrn E. HAUSER, damals in Gargnano, im Febr. 1960, am Westufer des Garda-

sees, wo dic Pflanzen teils kultiviert, teils verwildert unweit der Strasse wachsen und reichlich

fruchten. — Wir danken Herrn HAUSER fiir dic Beschaffung des Matcerials und die recht miih-

same Trennung von Samcen und Fruchtschalen,

13) Abkiirzungen vgl. Einleitung zum Exper. Teil.

13) Auf die Gewinnung von Chf-Alk-Extrakien, welche dic stirker polaren Anteile enthalten,
wurde hicr verzichtet.

)
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und Cy-iPr-(4:1) an Kieselgel G?). Zur Differenzierung von Adigosid und Adynerin
und der Genine Adigenin und Adynerigenin im Pchr. ist System Be-Cy-(3:2)/Pgl
(33% Beladung) [11] geeignet; vgl. Tabelle 2.

Tabelle 2. Unterscheidung von Adynervin, Adigosid, Adynevigenin und Adigenin

System Laufzeit Relative Laufstreckel?)

Pchr. Be-Cy-(3:2)/Pgl 4 Std. Adynerin: Adigosid 1,56
Pchr. Be-Cy-(3:2)/Pgl 10 Std. Adynerigenin: Adigenin 2,01
Dechr. Cy-iPr-(7:3) 2 Std. Adynerin: Adigosid 0,49
Dchr. Cy-iPr-(4:1) 2 Std. Adynerigenin: Adigenin 0,45

In beiden Féllen findet zwischen Pchr. und Dchr. somit eine Umkehrung der relativen Laui-
strecken statt.

Da Adigosid (Fleck B) nur im Ae-Extrakt nachgewiesen werden konnte, haben wir
nur diesen Teil préiparativ getrennt. Nach Vorversuchen erwies sich folgendes Ver-
fahren als erfolgreich: Die 16,2 g Material wurden zunichst einer normalen Chromato-
graphie an Si0, unterworfen, wobei sich das gesamte B in einem Konzentrat (2,36 g)
anreichern liess, das ausserdem noch die Stoffe «—F enthielt. Dieses Konzentrat wurde
an viel feinem Si0, nach DUNcAN [13] chromatographiert, wobei sich alles B in einem
zweiten Konzentrat (709 mg) anreichern liess, das daneben nur noch (a), (A), (),
C und E enthielt. Dieses Gemisch wurde durch Verteilungschromatographie an Fmd
auf Cellulose (Fliessmittel: Be-Cy-(1:1)) in 207 Fraktionen getrennt, wobei sich ein
Teil des Adigosid (49,6 mg) bereits in reinen Kristallen abtrennen liess. Der Rest lag
als Gemisch mit C vor, das teilweise noch Spuren f# und E enthielt. Dieses Gemisch
wurde erneut an Si0, nach DuncaN (Fliessmittel: Chf-iPr-(96:4)) getrennt, worauf
nochmals 217 mg reines Adigosid in Kristallen isolicrt werden konnten. Das jetzt noch
verbleibende Gemisch (104 mg) wurde durch prdparative Diinnschichtchromato-
graphie [14] [15] unter Verwendung von 3,5-Dihydroxy-pyren-8, 10-disulfonsaurem
Natrium als Fluoreszenzindikator [16]15) getrennt, wobei noch 52,6 mg reines Adigosid
erhalten wurden. Die totale Ausbeute an reinen Kristallen betrug somit 320 mg =
0,0246%,. Wir schitzen, dass die verwendeten Samen etwa 450 mg = 0,035%, ent-
halten haben. Die Eigenschaften des neuen Priparates entsprachen gut den fritheren
Angaben [2]; die neuen Kristalle zeigten lediglich meistens einen Doppel-Smp.

4. Konstitutionsermittlung. Mit Hilfe des nun reichlich vorhandenen Materials liess
sich zeigen, dass Adigosid Formel 2 besitzt. Diese stiitzt sich auf folgende Befunde:
Das mit der Methode von ARDENNE [17] unter geeigneten Bedingungen aufgenom-
mene Anionen-Massenspektrum (Fig. 1) zeigte eine kleine, aber deutliche Spitze bei
m/fe = 617 entsprechend M — 1. Die Deutung der weiteren stirkeren Spitzen ist auf
Grund der Formel 2 leicht méglich (vgl. Fig. 1), auch wenn die vermutete elementare
Zusammensetzung der zugehoérigen Tonen nicht bewiesen ist. Auch die frither ausge-
fithrte Analyse passt gut auf die Bruttoformel CgH;,0, (618,78). Sie erklirt auch die
Befunde der Spektren. Die Lage des Maximums im UV. bei 215 nm wird gut ver-
14y Mittelwert aus 3 Bestimmungen. Erfahrungsgemiss sind Rf-Werte weniger gut reproduzierbar

im Gegensatz zum Rf-Wert-Verhiltnis (relative Laufstrecke).

15) Wir danken Herrn Prof. Dr. S. PETERSEN, FARBENFABRIKEN BaYER A.G., Leverkusen, be-
stens fiir die Uberlassung des Indikators.
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standlich?) und fiir die Intensitit berechnet sich jetzt der relativ gut passende Wert
loge = 4,16; auch die Abwesenheit einer Acetoxylbande bei ca. 8 y im IR.-Spektrum
(Fig. 18 bei (2]) wird verstindlich. Die Acetylierung von Adigosid 2 lieferte das krist.
Mono-O-acetylderivat 3 (C4,H;40,,), dessen IR.-Spektrum in CCl, (Fig. 3) noch eine
schwache, aber deutliche HO-Bande bei 2,77-2,78 u zeigte und eine scharfe Acetoxyl-
bande bei 8,12 . Im NMR.-Spektrum (Fig. 6} fallen die Signale der zwei anguldren
Methylgruppen zusammen, die Signale der drei sekundiren Methylgruppen (Zucker
und Isovalerylrest) sind nur teilweise getrennt. Sehr deutlich ist je ein Signal der
Acetyl- sowie der Methoxyl-Gruppe. Durch Kontakt mit AL, O, wird beim Adigosid (2)
die 16-stindige Isovaleryloxygruppe teilweise abgespalten [18]. Der dabei entstehende
Stoff (vermutlich 4) zeigte im Pchr. dieselbe Launfstrecke wie 16-Anhydro-desacetyl-
nerigosid (4); das Rohprodukt gab zudem im UV. ein Maximum in der richtigen Lage
bei 270 nm. Ferner lieferte Adigosid bei milder alkalischer Verseifung mit KHCO, in
wisserigem Me [19] einen stdrker polaren Stoff, der nach Pchr. mit Desacetyl-
nerigosid (1) identisch war.
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18) Exper. Teil dieser Arbeit.
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Die Zahlen in grossen eckigen Klammern
0= geben dic spez. Drehung firr Na-Licht in
CH, den vermerkten Lésungsmitteln??) an.

Die genannten Reaktionen wurden alle im MikromaBstab ausgefithrt. Um die
Struktur eindeutig zu beweisen wurde Adigosid (2) zunichst einer milden sauren
Hydrolyse [20] unterworfen. Der Zucker wurde in krist. Form erhalten und eindeutig
mit D-Diginose (8) identifiziert. Der rohe Geninteil war ein Gemisch, das nach Pchr.
neben dem Hauptprodukt 6 noch eine kleine Menge (ca. 5-6%,) 16-Anhydro-gitoxi-
genin [21] enthielt. Durch Chromatographie an SiO, liess sich Adigenin (6) daraus in
reiner Form erhalten, kristallisierte aber bisher nicht. Das amorphe Priparat zeigte
im UV. wieder ein Maximum bei 215 nm (loge = 4,13). Durch Acetylierung wurde
jedoch das gut kristallisierte 3-O-Acetyl-adigenin (7) (Prdp. STH 4) gewonnen, das
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fiir die endgiiltige Strukturabklirung besonders geeignet war. Analyse, Massenspek-
trum (Fig. 2), IR.-Spektrum (Fig. 4 und 5) und Protonenresonanzspektrum (Fig. 7)
passen gut auf die angegebene Formel 7 (C40H,,0, = 516,65). Besonders aufschluss-
reich war das Massenspektrum (Fig. 2). Die Molekelspitze bei m/e = 516 ist erwartungs-
gemiiss nur schwach. Die weiteren Spitzen bei mfe = 456, 432, 414, 396, 372, 354 und
336 sind aus der Formel 7 leicht verstindlich (versuchsweise Zuordnung vgl. bei IFig. 2),
auch wenn die vermutete Zusammensetzung der entsprechenden Ionen nicht durch
genaue Vermessung der Massenzahlen bewiesen werden konnte. Von diagnostischem
Wert sind weiter besonders die zwei starken Spitzen bei m/fe = 203 und 228. Gleiche
Spitzen wurden beim Digitoxigenin gefunden und von SPITELLER [22] als 11 und 10
gedeutct. Sie treten nicht nur beim Digitoxigenin, sondern bei allen 14f-Hydroxy-
cardenoliden auf, die an den Ringen A, B und C ausser der 3-stindigen RO-Gruppe
keine weiteren Substituenten tragen. Das Auftreten dieser zwei Spitzen hat uns zuerst
auf die Spur der richtigen Formel gefithrt. Dementsprechend diirfte die schwache
Spitze bei m/e = 263 vermutlich dem Ion 9 entsprechen.

5. Teilsynthese. Die angegebene Formel 7 liess sich durch Teilsynthesc bestétigen.
Das bekannte 3-Mono-O-acetyl-gitoxigenin (5) wurde zu diesem Zweck mit Iso-
valerylchlorid in Py umgesetzt. Das nach chromatographischer Reinigung in Kristallen
erhaltene Reaktionsprodukt {Prip. STH 6) war nach Smp., Misch-Smp., Drehung,
Dchr. und IR.-Spektrum (Fig. 5) mit dem Naturprodukt identisch. Das analog be-
reitete 16-O-n-Valeryl-Derivat zeigte zwar im Dchr. und Pchr. ebenfalls gleiche Lauf-
strecken wie das natiirliche 7, blieb aber auch nach Animpfen mit 7 amorph.

6. Isolierung des Isovalerylrestes als Isovaleriansdureansiid. 3-O-Acetyl-adigenin (7)
zeigt beim Schmelzen teilweise Umwandlungen. Ausserdem ist auch bekannt, dass
Isovaleriansdurederivate hdufig mit analogen Derivaten der n-Valeriansdure oder der
Methylathylessigsdure isomorph sind. Aus den Spektren ist ausserdem nicht mit
Sicherheit ersichtlich, dass es sich bei dem Valerylrest tatsichlich um Isovaleriansiure
und nicht um eine genannte isomere Saure handelt'?). Um dies sicherzustellen, wurde
eine Probe Adigenin (6) mit Anilin gekocht. Dabei wird der Valerylrest weitgehend ins
Anilid iibergefiihrt. Dieses liess sich aus dem entstandenen Gemisch durch Chromato-
graphie in Kristallen isolieren und durch Mischprobe sowie IR.-Spektrum mit
authentischem Isovaleriansiureanilid identifizieren. Es ist bekannt, dass die Anilide
von Isovaleriansiure, Methyldthylessigsiure und #-Valeriansdure nicht isomorph sind
und bei der Mischprobe Schmelzpunktsdepressionen geben. Das erwdhnte Experi-
ment beweist somit cindeutig, dass im Adigosid (2) wirklich ein Isovalerylrest vorliegt.

7. Konfiguration der Verkniipfung. Aus den molekularen Drehungen von Adigosid
(2), ¢ = —116° + 12° (in Me), und Adigenin (6), ¢ = — 35,5° 4 12° (in Me), ergibt
sich fiir den Zuckerteil ein Drehungsbeitrag von A¢ = —80,5° 4= 24°. Dies spricht
stark dafiir, dass die p-Diginose entsprechend der Regel von KLyYNE [23] g-pyranosi-
disch gebunden ist. Fir a-Methyl-p-diginopyranosid wurde frither gefunden ¢ =
+143,3° 4~ 4° (in An) [24], und daraus berechnet sich fiir §-Methyl-D-diginopyranosid
¢ = ca. — 206°.

17) Das isomerc Derivat mit n-Valerylrest wurde teilsynthetisch bereitet. Es konnte auch nach
Impfen mit 3-O-Acetyl-adigenin nicht kristallisiert werden. In allen bisher gepriiften Systemen
zeigte es im Pchr. dieselbe Laufstrecke wic 3-O-Acetyl-adigenin.
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8. Biologische Priifung. Herr Prof. CHEN hatte die Freundlichkeit, Adigosid an der
andsthesierten Katze zu priifen®). Sein Bericht vom 6. 5. 1965 lautet wie folgt:
‘It gives me pleasure to report to you our results on your adigoside. One cat survived
4.912 mg/kg; another 11.287. The animal receiving the larger dose vomited when
5.648 mg/kg had been injected, and showed afterwards nodal rhythm, ventricular
premature beats, and bundle-branch-block. These changes occur with active glycosides
but in this case they did not become more serious to cause death. Had we had more
material, we might have run more experiments with larger doses. Judging from the
results of these two animals, we conclude that adigoside has a very weak, if any,
cardiotoxic action.

Realizing the novel structure of this glycoside, my Japanese colleague, Dr.
KEN ITo, my assistent Mr. TERRY Davrs, and I worked together for one whole day so
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Fig. 3. IR.-Absovptionsspekitvum von O-Acetyl-adigosid (3) (Prap. STH 2), Smp. 121-124°
0,0095 M in CCl,, d = 1,0 mm?2L).
Dic schwache Bande bei 3,53 u diirfte der Methoxylgruppe im Zucker entsprechen. Vgl. [35]
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Fig. 4. IR.-Absorptionsspektrum von 3-O-Acetyl-adigenin (7T) (Prip. STH 4), Smp. 189-193°.
0,045m in CH,Cly, d = 0,2 mm?2?)

20) Wir danken Herrn Prof. K. K. CHEN, Indiana University, Indianapolis, USA, und seinen Mit-
arbeitern auch hier bestens fiir die Miihe und die Uberlassung der Resultate. Methodik vgl. [25].

21) Aufgenommen von den Herren Cu. SENN, W. ScuwaB und Dr. U. HeiprIicH auf einem PER-
KIN-ELMER-Zweistrahl-Gitter-Spektrophotometer, Modell 125.
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Vig. 5. [RR.-Absorptionsspektven von 3-O-Acetyl-adigenin (7).
Obere Kurve = Prip. STH 4 (aus Adigosid), Smp. 189-193°, ca. 0,9 mg [est in ca. 300 mg KBr 21).
Unterc Kurve (209, nach unten verschoben) = Prap. STH 6 (durch Teilsynthese aus 5 bereitet),
Smp. 194-198°, ca. 0,8 mg fest in ca. 300 mg KBr 1)
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I'ig. 6. Protonenvesonanzspektrum von O-Acetyl-adigosid (3) (Prap. STH 2), Smp. 12/-124°,
CygyH6044 (600,82), aufgenommen in CDCly bei 60 MHz 2%

that there was no mishap in the procedures and no misinterpretation of our results.
It was absolutely positive that the cther anesthesia was uniform and the amount of
ethanol was harmless. I am therefore confident of this report.’

Das Resultat ist unerwartet, denn das analog gcbaute Oleandrin (12) (Oleandri-
genin-a-L-oleandrosid) besitzt nach CHEN eine relativ hohe Toxizitdt: geometrisches
Mittel der letalen Dosis (MLD) 0,1971 mg/kg (Katze) [26]. Adigosid (2) unterscheidet
sich chemisch vom Oleandrin (12) aber lediglich durch Isomerie im Zuckerteil sowie
durch Ersatz der 16-stindigen Acetyl- durch cine Isovaleryl-Gruppe. Es ist ferner
bekannt, dass der Austausch des Zuckers L-Oleandrose gegen p-Diginose bei

22) Wir danken Herrn Dr. R. F. ZUrRcHER, Physiklabor der CITBA A.G., Bascl, auch hier bestens
fiir die Aufnahme und Interprctation dieser Spektren. Fiir das Spektrum Fig. 6 diente ein
VariaN-Spektrograph, Modell DP-60, fiir das Spektrum Fig. 7 diente cin VaRran-Spektro-
graph, Modell HA-100. Als internc Bezugssubstanz diente Tetramethylsilan, das zugleich
Nullpunkt der ppm-Skala ist. Signale bei kleiner Feldstirke werden positiv gezihlt. Weitere
Angaben siehc bei ZURCHER [36].
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Cardenoliden ohne grossen Einfluss auf die Wirksamkeit ist2%). Die bestenfalls sehr
niedrige Toxizitdt des Adigosid zeigt daher, dass der Ersatz der Acetoxylgruppe in
16-Stellung durch eine Isovaleryloxygruppe die Toxizitit fiir die Katze praktisch
vollig vernichtet.
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Fig. 7. Prolonenvesonanzspektrum von 3-O-Acetyl-adigenin (7) (Prip. STH 4), Smp. 189-793°,
CyoH 0, (576,65), aufgenommen in CDCly bei 100 M Hz 22)

Zur Beschaffung des Pflanzenmaterials standen uns Mittel aus den Arbeitsbeschaf{ungs-
krediten des Bundes (BUNDESAMT FUR INDUSTRIE, GEWERBE UND ARBEIT in Bern) zur Verfii-
gung. Eincn Beitrag an dic weiteren Kosten dieser Arbeit erhiclten wir vom SCHWEIZERISCHEN
NATIONALFONDS ZUR FORDERUNG DER WISSENSCHAFTLICHEN FORSCHUNG. Wir méchten auch hier
bestens fiir diese Hilfe danken.

Experimenteller Teil

Allgemeines. Alle Smp. sind auf dem KorFLER-Block bestimmt und sind korrigiert; Fehler-
grenze in beniitzter Ausfithrungsform bis 200° ca. 4- 2°, darither 4- 3°, Substanzproben fiir op-
tische Messungen wurden 1 Std. bei 60° und 0,02 Torr getrocknet. Zur Adsorptionschromatogra-
phic nach Duncan [13] diente Kieselgel «MErck» (Korngrésse 0,05-0,20 mm), fiir Diinnschicht-
chromatographie (Dchr.) Kieselgel G nach StaHL [14]. Wo nichts anderes angegeben, wurde bei
der Dchr. durch Bespritzen mit 20-proz. p-Toluolsulfonsiure in Alk und anschliessendes Erhitzen
auf 110° entwickelt. Ausfithrung der Papierchromatographie (Pchr.) von Steroiden [37] und Des-
oxyzuckern (38] nach fritheren Angaben.

Es wurden die folgenden Abkiirzungen beniitzt: Ac,0 = Acetanhydrid, Ae = Ather, Alk =
Athanol, An = Aceton, Be = Benzol, Bu = #»-Butanol, Chf = Chloroform, Cy = Cyclohexan,
Eg = Athylacetat, Fmd = Formamid, Fr. = Fraktion, iPr = Isopropanol, Me = Methanol,
Mek = Butanon, Pe = Petrolather, Pgl = Propylenglykol, Pn = Pentan, Py = Pyridin, To =
Toluol, W = Wasser.

Extvaktion der Samen (ausgefiibrt am 10. 5. 1964). 1,3 kg Samen, dic noch etwas Flughaare
enthiclten, wurden in eciner Schlagmiihle fein gemahlen. Das Pulver wurde 6mal mit je 7,5 1
Pe bei 30-35° unter gelegentlichem Riihren 30 Min. stehengclassen und jeweils abgenutscht. Das

23) Vom Oleandrigenin-g-p-diginosid (== Nerigosid) ist lcider die biologische Wirkung nicht be-
stimmt worden. Dagegen wurden die entsprechenden Glykoside mit Digitoxigenin gepriift und
zcigten anndhernd gleiche Wirksamkeit. Digitoxigenin-f-p-diginosid (= Odorosid A) zcigte
einc MLD von 0,1859 mg/kg [27]. Digitoxigenin-«-L-oleandrosid (= Beaumontosid) zeigte cinc
MLD von 0,1734 mg[kg [28].
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entfettete Pulver trocknete man 16 Std. bei ca. 50°. Die vercinigten Pe-Losungen gaben beim
Eindampfen 125 g (9,2%) braungelbes Ol (nicht untersucht).

Zur Fermenticrung [39]) wurde das trockene Samenpulver mit 8 I W angeteigt, mit 400 ml
Chf und 30 ml To vermischt und 14 Tage bei 25° unter gelegentlichem Rithren stehengelassen,
danach scharf abgenutscht und zweimal mit wenig W gewaschen. Die Filtrate wurden bei 0°
aufbewahrt. Das fcuchte Samenpulver wurde mit 10 1 530-proz. Alk 30 Min. unter gelegentlichem
Umschwenken auf 55-60° erwirmt, dann durch eine ca. 1 cm dicke Schicht Kieselgur (vorher
mit 50-proz. Alk ausgckocht) abgenutscht und mit 50-proz. Alk nachgewaschen. Das verbliebene
Samenpulver wurde nochmals gleich behandelt, dann mit 10 1 70-proz. Alk und anschliessend noch
3mal mit je 10 1 96-proz, Alk in gleicher Weise cxtrahiert. Der letztc Extrakt gab mit KeppEe-
Reagens [3] keine Farbung mehr. Der Wasscrauszug und dic 6 alkoholischen Extrakte wurden
vereinigt und im Vakuum auf ca. 1,5 1 eingecngt. Dic Suspension wurde unter Schiitteln langsam
mit 5 | 96-proz. Alk versctzt, wobei ein Niederschlag ausfiel, der abgenutscht und mit Alk nach-
gewaschen wurde. Das klare Filtrat wurde im Vakuum auf ca. 1 1 cingeengt und 5mal mit je 1 1
Ac, dann noch 5mal mit je 1 1 Chf ausgeschiittelt. Dicse Ausziige wurden der Reihe nach 2Zmal mit
150 ml W, einmal mit 150 ml kalter 2N Sodaldsung und 2Zmal mit 150 ml halbgesittigter Nay,SO,-
Losung gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und cingedampft. Es resultierten 36,5 g roher Ae-
Extrakt (noch fetthaltig) und 9,1 g Chi-Extrakt. Dic wisserigen Phasen wurden verworfen.

Entfetiung des vohen Ae-Extvakies [40]. Die 36,5 g Material wurden in 500 ml 80-proz. Me ge-
16st und mit 500 ml Pe ausgeschiittelt. Die methanolisch-wasserige Phase wurde noch 2mal mit
je 400 ml Pe ausgeschiittelt und die Pe-Ausziige noch 2mal im Gegenstrom mit je 400 ml 80-proz.
Me ausgeschiittelt. Dic Pe-Losungen gaben nach Trocknen und Eindampfen noch 20 g dunkel-
braunes Ol; Kenpe-Rcaktion negativ; verworfen.

Die methanolisch-wésserigen Phasen wurden vercinigt, im Vakuum vom Me befreit und die
verblichenc wisserige Suspension 3mal mit 500 ml Chf ausgeschiittelt. Die gewaschencn und iiber
Na, S0, getrockncten Ausziige gaben beim Eindampfen im Vakuum 16,2 g gereinigten Ae-Extrakt.
Resultat der Priifung im Pchr. vgl. Tabelle 1.

Erste Chromatographie. Fiir die erste Anreicherung diente cine Siule aus 1 kg Kieselgel
«Mercx» (Korngrésse 0,05-0,20 mm). Resultat vgl. Tabelle 3.

Tabelle 3. Chromatographie von 16,2 g geveiwigtem Ae-Lxtrakt an T kg SiO,

Eindampfriickstand
Fr.-Nr. Losungsmittel Menge KeppE-Reaktion bzw. Weitere Verarbeitung
500 ml je Fr. in mg Flecke im Pchr.

1-4 Chf 66,4 negativ verworfen

5-9 Chf-Me-(99:1) 20,6 ncgativ verworfen
10 Chf-Mc-(98:2) 8,3 negativ verworfen
11 Chf-Mc-{98:2) 2,0 negativ verworfen
12a Chf-Me-(98:2) 345,2 negativ verworfen
12b Chf-Me-(98:2) 3031 o, A, (F), (B), (), (9) nicht getrennt
13 Chf-Me-{98:2) 311,1 (), A, B, B,», C, D
14 Chf-Me-(98:2) 400,7 (A), B, B,».C, D l
15 Chf-Me-(98:2) 410,2 (A, (B), B,y,C, 6, D zur Chromat. Fabclle 4;
16 Chf-Me-(98:2) 236,1 (p), B, y, C, D, (K) ' 2,359 g
17 Chf-Me-(98:2) 284,6 B,y,C 0, D, E, (I
18 Chf-Me-(98:2) 716,7 B,y,C,DE, I
19 Chf-Me-(98:2) 1333,3 ((BY,».C, D EF nicht getrennt
20 Chf-Me-(98:2) 1603,4 frei von B nicht getrennt
21 Chf-Mc-(98:2) 1182,7 frei von B nicht getrennt
22 Chf-Me-(98:2) 803,1 frei von B nicht getrennt
23 Chf-Me-(98:2) 584,5 frei von B nicht getrennt
Rost Chf-Me-(1:1) 5768,8 frei von B nicht getrennt

Total 14380 = 86%,
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Tabelle 4. Chromatographic von 2,359 g Gemisch (Fr. 1318 von Tab. 3) an 1,9 kg Si0,
nach DUNCAN

Eindampfriickstand
Fr.-Nr. Lésungsmittel Menge Keppe-Reaktion bzw. Weitere Verarbeitung
120 ml je Fr. in mg Flecke im Dchr. oder Pchr.
1-28 Cy-iPr-(4:1) - — —
29-45 Cy-iPr-(4:1) 101,1 negativ verworfen
4649 Cy-iPr-(4:1) 22,8 schwach positiv nicht getrennt
50-60 Cy-iPr-(4:1) 79,0 positiv nicht getrennt
61-70 Cy-iPr-(4:1) 82,9 Endprodukt
71-74 Cy-iPr-(4:1) 47,5 7 P (A) nicht getrennt
75-79 Cy-iPr-(4:1) 38,7 » B A nicht getrennt
80 Cy-iPr-(4:1) 10,7 v B, A, o, (E) nicht getrennt
81--84 Cy-iPr-(4:1) 95,1 B (A E, C nicht getrennt
85-90 Cy-iPr-(4:1) 146,5 M, EC nicht getrennt
91-94 Cy-iPr-(4:1) 200,3 B, (E), C
95-100  Cy-iPr-(4:1) 235,4 B, (E), C
101-105 Cy-iPr-(4:1) 82,4 B, (E), C zur Verteilungschromat.
106-110  Cy-iPr-(4:1) 67,5 B, (E), C Tabelle 5; 709 mg
111-115  Cy-iPr-(4:1) 52,3 B, (E), C
116-120  Cy-iPr-(4:1) 38,4 B, E, C, Pigment
121-125 - Cy-iPr-(4:1) 32,8 B,E C
126-130  Cy-iPr-(4:1) 122,2 E, (C), (9), (D) nicht getrennt
131-135  Cy-iPr-(4:1) 158,8 E, (C), (d), (D) nicht getrennt
136-140  Cy-iPr-(4:1) 70,9 E, (C), (), D nicht getrennt
141-145  Cy-iPr-(4:1) 40,9 E D nicht getrennt
146-149  Cy-iPr-(4:1) 5,9 E.D nicht getrennt
Rest Cy-Me-(1:1) 392,7 (E), D, F nicht getrennt

Total 2124,8 = 90,5%

Zuweile Chvomatographie. Die Fr. 13-18 von Tabelle 3 wurden vereinigt (2,359 g), in wenig Chf
gelost, mit 10 g Kieselgel gut vermischt, im Vakuum getrocknet und auf die Saule gebracht. Diese
wurde aus 1,9 kg SiO, nach Duncan [13] bercitet. Uber das Resultat orientiert Tabelle 4.

Dritte Chromatogvaphie (Vevteilungschromatographie) [37b]. 1 kg Cellulose (HR-L 600, bezogen
von der Firma MIKROTECHNIK, Miltenberg, Deutschland) wurde nacheinander mit je 4 1 Chf, Me,
Chf und An bei 30° gewaschen und abgenutscht, dann 16 Std. bei 50-60° getrocknet. Das trockenc
Pulver (920 g) wurde mit 295 ml (= 359%,) Fmd und soviel An vermischt, dass ein diinner Brei
entstand. Es wurde 30 Min. auf der Maschine geschiittelt und anschliessend bei 12 Torr und 50°
getrocknet. Die so imprégnierte Cellulose wurde in Be-Cy-(1:1) (gesittigt mit Fmd) aufge-
schwemmt, griindlich homogenisicrt und in die mit demsclben Lésungsmittel gefiillte Siulc ein-
gestopft.

Dic 709 mg Material (Fr. 91--125 von Tab. 4) wurden in wenig Chi gelost, mit 5 g impragnierter
Cellulose vermischt, im Vakuum bei 20° getrocknet und dann in Be-Cy-(1:1) auf die Siule ge-
presst, worauf sofort mit der Chromatographie begonnen wurde. Das Eluiermittel wurde zu 3/,
mit Fmd gesittigt. Jede fiinfte der in Tabelle 5 genannten Fr. wurde im Pchr. untersucht. Frak-
tionen gleicher Zusammensetzung wurden vereinigt, im Vakuum bei 45° auf 5-10 ml eingeengt,
mit 15 ml Chf aufgenommen und zur Entfernung des Fmd mit 20 ml 10-proz. KHCO,-I.6sung
und 3mal mit je 20 ml W gewaschen. Dic wisserigen Phasen wurden noch 3mal im Gegenstrom
mit je 15 ml Chf ausgeschiittelt. Die vercinigten Chf-Ausziige wurden iiber Na,SO, getrocknet
und eingedampft. Uber das Resultat orientiert Tabelle 5.

Die Fr.115-139 gaben aus An-Ae 49,6 mg rcines Adigosid, Smp. 141-145°/158°. Die einge-
engte Mutterlauge (137,5 mg) wurde mit den Fr. 140-173 vercinigt und das Ganze (361,2 mg)
nochmals nach DuNcaN chromatographiert; vgl. Tabelle 6.
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Tabelle 5. Verteilungschvomatographie von 709 mg Gemisch (Fr. 91-125 von Tab. 4)

Eindampirickstand
Fr.-Nr. Losungsmittel Menge Flecke im Pchr. Weitere Verarbeitung
60 ml je Fr. in mg
1-25 Be-Cy-(1:1) — — —

26-89 Be-Cy-(1:1) 50,3 (), (A), (f), (Pigment) nicht getrennt

90-98 Be-Cy-(1:1) 51 (A), (8), ((B)), Pigment nicht getrennt

99-106 Be-Cy-(1:1) 5,7 (A), (), ((B)), Pigment nicht getrennt
107-114  Be-Cy-(1:1) 13,0 M, (B), ((C) nicht getrennt

115-122  Be-Cy-(1:1) 26,2 B, ((C) Aus An-Ae 49,6 mg
123-131 Be-Cy-(1:1) 65,2 B, (C) krist. B, Smp. 141-145°/
132-139  Be-Cy-(1:1) 95,7 B, (O 158°, ML (137,5 mg)
zur Chromat., Tab. 6

140-148  Be-Cy-(1:1) 101,0 B, ((f) zur Chromat., Tab. 6;
149-156 Bc-Cy—(l :1) 56,9 B, (©) 223,9 mg

157-173 Be-Cy-(1:1) 66,0 B, C
174--190 Be-Cy-(1:1) 42,9 B, C, ((E)) nicht getrennt

191-199  Be-Cy-(1:1) 21,2 (B), C, (E) nicht getrennt

200-207 Be-Cy-(1:1) 17,8 By, C, B nicht getrennt

Rest Be-Chf-(1:1) 60,3 C, E nicht getrennt

Total 627,3 = 889,

Tabelle 6.

Chvomatographie von 361,2 mg Gemisch aus Fr. 115-173 von
nach DUNCAN

Tabelle 5 an 340 g Si0,

Eindampfriickstand
Fr.-Nr L.osungsmittel Menge I"lecke im Dchr. Weitere Verarbeitung
25 ml je Iir. in mg
1-34 Chf-iPr-(96:4) — — -

3540 Chi-iPr-(96:4) 217,5 B Endprodukt
4142 Cht-iPr-(96:4) 43,2 B, (C) N

. Dchr.
43-44 Chf-iPr-(96:4) 437 B, (C) Togp b
45 Chi-iPr-(96:4) 17,9 B, C ¢ me
46 Chi-iPr-(96:4) 8,7 B, C nicht getrennt
47-48 Chif-iPr-(96:4) 10,6 (B), C nicht getrennt
49--57 Chi-iPr-(96:4) 13,3 ((B)), C nicht getrennt

Total

355,0 — 98,59

Praparative Diinnschichtchvomatographie von 104,8 mg Gemisch (Fr. 41—45 von Tab. 6). 150 g
Kiesclgel G und 20 mg 3,5-Dihydroxy-pyren-8, 10-disulfonsaures Natrium als Fluorcszenzindika-
tor {16]35) wurden mit 300 ml Mce-W-(1:1) gut vermischt. 5 Glasplatten {20 x 20 ¢cm) wurden mit
diesemn Brei gleichmaissig bestrichen [14] [15] und 1 Std. bei ca. 100° aktiviert. Auf jeder Platte
5. Ca. 20 mg Substanz wurden auf der Startlinie aufge-
tragen und aufsteigend im System Chf-iPr-(95:5) chromatographicrt. Wenn die Front den oberen
Rand nahezu erreicht hatte, wurde getrocknet und cin zweites Mal genau gleich chromatogra-

befanden sich dann ca. 15 g trockenes SiO

phicrt. Auf den crneut getrockneten Platten wurden die im UV.

-Licht gut sichtbaren Zonen her-

ausgekratzt und mit Chi-Me-(9:1) cluiert. Erhalten wurden 76,4 mg rohes Adigosid und 19,7 mg

rohes C;

letzteres wurde nicht weiter gercinigt. Das rohe Adigosid, das noch etwas I'luoreszenz-

indikator enthiclt, wurde zur Reinigung an 74 g SiO, nach DunNcax chromatographicrt; Fliess-
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m.ittel Chi-iPr-(95:5). Die Fr. 29-32 lieferten reines Adigosid (52,6 mg). Die Fr. 28 (14,4 mg) ent-
hielt auch schon vorwiegend Adigosid, daneben eine nicht identifizierte Verunreinigung.

Adigosid (2) (B; Prdp. STH 7). Aus An-Ac farblose, zu Drusen vereinigte fcine Nadeln mit
Doppel-Smp. 141-145°/158°; [¢]} = ~20,8° 1 2° (¢ = 1 in Me). Nach Smp., Mischprobe, Dre-
hung und Laufstrecken im Pchr. sowie Dchr. (Systeme: Be/Fmd, Be-Cy-(1:1)/Fmd, Be-Cy-(3:2)/
Pgl, Cy-iPr-(7:3)) identisch mit frither beschriebenem Analyscnpriparat [2]. Farbreaktionen und
Spektren vgl. Theoret. Tcil dieser sowie der fritheren Arbeit [2].

Cy5H340, (618,78)  Ber. C 67,93 H 8,80%  Frither Gef. C 67,86 H 9,00% (2]

4'-0-A cetyl-adigosid (3) (Prap. STH 2). 27 mg krist. Adigosid vom Smp. 141-145°/158° wur-
den in 0,8 ml abs. Py und 0,65 ml Ac,O 36 Std. bei 20° stehengelassen. Dann wurde im Vakuum
eingedampft, der Riickstand in 15 ml! Chf-Ae-(1:3) aufgenommen, je zweimal mit 4 ml 2x HCL,
10-proz. KHCO,-Lssung und W gewaschen, iiber Na, SO, getrocknet und eingedampft. Das Roh-
produkt (leicht gelblicher Schaum) war nach Pchr. (Be-Cy-(1:1)/Fmd) und nach Dchr. (Cy-iPr-
(4:1)) nicht ganz rein und wurde an 18 g SiO, chromatographiert. Man erhielt 22,9 mg reinc Elunate.
Dicse gaben aus Ae-Pn 19,2 mg farblose, zu Drusen vereinigte feinec Nadeln, Smp. 121-124°,
[a]f = —18,0° 4+ 2° (¢ = 1,06 in Mec). IR.-Spektrum vgl. Tig. 3, NMR.-Spektrum Fig. 6. Zur
Analyse wurde 5 Std. bei 0,01 Torr und 80° iiber P,O, getrocknet: Gewichtsverlust 0,999,.

Cg;H6044 (660,82)  Ber. C 67,25 H 8,549  Gef. C 66,82 H 8,619,

Abspaltung von Isovaleriansdurve aus Adigosid an Al,04. 4,0 mg krist. Adigosid (2) wurden in
wenig alkoholfreiem Chf (frisch durch Al,O5 Akt.T filtriert [41]) geldst, auf eine trockene Sdule
von 3 g ALO,; (¢ WoELM neutrals, Akt. I) gegeben und 48 Std. verschlossen im Dunkeln stehen-
gelassen. Dann wurde mit Chf-Me-(1:1) cluiert. Der erhaltene farblose Schaum (3,8 mg) zeigte
im Pchr. (Be-Chf-(9:1)/Fmd) neben dem Fleck des Ausgangsmaterials einen zweiten, wenig lang-
samer laufenden Fleck von gleicher Laufstrecke wie 76-Anhydro-desacetyl-nerigosid (4). Das Roh-
produkt gab im UV.-Absorptionsspektrum ein Maximum bei 270 nm (log & = 3,65 ber. auf 534,7);
dies witrde einer Mischung von ca. 78%, 2 und ca. 229, 4 entsprechen.

Milde alkalische Verseifung von Adigosid mit KHCOg4 [19]. 2 mg krist. Adigosid (2) wurden in
0,5 ml Me geldst, mit 0,2 ml einer Losung von 50 mg KHCO; in 1 ml W vermischt und 5 Tage
bei 20° stehengelassen. Dann wurde im Vakunm zur Trockne eingedampft, der Riickstand mit
5 ml Chf aufgenommen, zweimal mit 5 ml W gewaschen, die wasserigen Phasen dreimal mit 5 m]l
Chf nachgewaschen, die vereinigten Chf-Ausziige iiber Na,SO, getrocknet und eingedampft.
Man erhiclt 1,6 mg farblosen Schaum, der im Pchr. (System Be-Chf-(7:5)/Fmd) gepriift wurde.
Adigosid war nur noch in Spuren nachweisbar; dafiir trat ein neuer, viel langsamer laufender
Fleck auf, der diesclbe Laufstrecke hatte wie 76-Desacetyl-nevigosid (1).

Milde sauve Hydyolyse von Adigosid [20). 194,2 mg krist. Adigosid (2) wurden in 25 mi Me
gelost, mit 25 ml 0,1x H,S0, versetzt und 30 Min. unter Riickfluss gekocht. Dann wurde mit 25 ml
W verdiinnt, das Me im Vakuum bei 30° Badtemperatur unter Schiitteln entfernt und der amorphe
Niederschlag nach halbstiindigem Stehen bei 0° abgenutscht, mehrmals mit kleinen Mengen W
gewaschen und im Vakuum iiber KOH getrocknet. Es verblieben 132,1 mg rohes Genin. Das Filtrat
und die Waschwasser wurden zur Spaltung von Mcthylglykosiden noch 1 Std. auf 60° erwirmt,
anschliessend abgekiihlt und dreimal mit je 15 ml Chf ausgeschiittelt. Die mit wenig W, 10-proz.
KHCO,-Losung und W gewaschenen und iiber Na,SO, getrockneten Ausziige hinterliessen noch
18,4 mg Genin; Ausbeute total 150,5 mg,

Die saure wisserige Phase und das erste Waschwasser wurden im Vakuum von Chf-Resten
befreit, mit reinem, frisch aus Ba(OH), mit CO, gefalltem und mit heissem W gewaschenem
BaCO, heiss ncutralisiert und durch cin mit BaCQO, gedichtctes Filter genutscht. Das leicht triibe
Filtrat wurde mit ca. 10 mg frischem BaCO; versetzt und im Vakuum vollstindig eingedampft.
Der trockene Riickstand wurde in wenig An aufgenommen, mit abs. Ae versetzt, filtriert und mit
An-Ae nachgewaschen. Die klare Losung wurde mit 1 mg BaCO, versetzt, im Molekularkolben ein-
gedampft und der Riickstand bei 0,01 Torr und 100° Badtemperatur destilliert. Das farblose De-
stillat (32,5mg) gab aus Ac-Pn 19,2 mg farblose Kristalle, Smp. 80-84°, [a]} = +59,2° - 2°
{¢ = 1,4 in W). Nach Mischprobe und Laufstrecke im Pchr. (Systeme: To-Mck-(1:1)/W und To-
Bu-(4:1)/W, nach RENKONEN & ScCHINDLER [38]) identisch mit authentischer D-Diginose (8).
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Adigenin (6) (Prip. STH 3). Das rohe Genin war nach Pchr. (System: Be-Cy-(1:1)/Fmd)
nicht ganz einheitlich. Neben 6 enthiclt es etwas 16-Anhydro-gitoxigenin. Es wurde daher an
160g S'i()2 nach Duncan chromatographicrt; Eluiermittel Cy-iPr-(4:1). Erhalten wurden 110,5 mg
reines Material als farbloses Harz, [o]¥ = —7,5° 4 2° (¢ = 1,14 in Me), Agax = 215nm (loge =
4,13 ber. auf 474).

3-0-Acetyl-adigenin (7) (Prap. STH 4). 25,6 mg reines, amorphes Adigenin (6) wurden in
0,6 ml abs. Py und 0,48 mi Ac,O 36 Std. bei 20° stechengelassen. Aufarbeitung wic bei 3 gab
27,8 mg neutrales Rohprodukt, das nach Pchr. (System: Be-Cy-(1:3)/Fmd) und Dchr. (Cy-iPr-
{4:1)) cinheitlich war, Aus Ac-Pn wurden 18,6 mg farblose Stabchen erhalten, Smp. 189-193°,
[ = ~12,0° + 2° (¢ = 1,02 in Chf). IR.-Spektren (Fig. 4 und 5), NMR.-Spcktrum (Fig. 7)
und Massenspektrum (Fig. 2). Trocknung zur Analyse 5 Std. bei 0,01 Torr und 80° dber P,05; Ge-
wichtsverlust 0,359%,.

CyotlyOy (516,65)  Ber. C 69,74 H 8,58%  Gef. C 69,92 H 8,689,

Isovaleriansiure-anilid aus Adigenin (6). 45 mg reines Adigenin (amorph) in 0,5 m! frisch dest.
Anilin wurden 2 Std. unter Riickfluss gekocht (Badtemperatur 210°). Nach Erkalten wurde das
Reaktionsprodukt in 15 ml Ae geldst und je dreimal mit je 5 ml 2§ HCIL, 2n NaOH und W ge-
waschen, {iber Na,SO, getrocknet und eingedampft. Das neutrale Produkt (39 mg) zeigte im
Dchr. (System: Cy-iPr-(9:1), entwickelt mit CelV-Sulfat-Schwefclsiure [14]) neben Isovalerian-
saureanilid 5 weitere Flecke (Zersetzungsprodukte des Genin-Anteils usw.). Chromatographie an
40g Si0, (Eluiermittel: Cy-iPr-(9:1)) lieferte 6,2 mg leicht gelbliches Anilid. Sublimation bei 0,02
Torr und 65-70° sowie Kristallisation aus Pn gab 2,7 mg farblose Nadeln, Smp. 112-114°. Nach
Mischprobe, Dchr. (System: Cy-iPr-(9:1)) und IR.-Spektrum identisch mit authentischem Ver-
gleichsmaterial.

3-0-Acetyl-gitoxigenin (5) [29] [30]. 1,1 g Di-O-acetyl-gitoxigenin [42] [21] vom Smp. 250-251°
wurden in 250 ml Me geldst, mit einer Losung von 300 mg K,COy in 10 ml W versetzt und 14 Std.
auf der Maschine bei 20° geschiittelt. Hierauf wurde mit HCI ncutralisiert, das Mc im Vakuum
cntfernt und dreimal mit 60 ml Chi ausgeschittelt. Die mit W gewaschenen und iiber Na,SO,
getrockneten Ausziige hinterliessen 1 g neutrales Rohprodukt, das nach Dchr. (System: Eg) neben
5 noch Ausgangsmaterial, sowie Gitoxigenin enthiclt. Es wurde an 700 g SiO, (Eluicrmittel: 1ig)
chromatographiert. Es resultierten 197,5 mg reincs 5, aus An-Ac 135 mg farblose Stabchen,
Smp. 218-224°, Weitere Fraktionen gaben noch 251,5 mg nicht ganz reines 5.

3-0-Acetyl-adigenin (7) teilsynthetisch (Prip. STH 6). 56,5 mg 3-O-Acctyl-gitoxigenin vom
Smp. 218-224° wurden in 1,3 ml abs. Py gelost, unter HyO-Ausschluss bei 0° tropfenweise mit
0,45 ml kauflichem, frisch dest. Isovaleriansiurechlorid versetzt und 3 Std. bei 0°, sowie 12 Std.
bei 20° stehengelassen. Anschlicssend wurde mit 0,45 ml Me versetzt und noch 2 Std. stehengelas-
sen. Dic iibliche Aufarbeitung mit Chf-Ae-(1:3) gab 222,3 mg neutrales Rohprodukt, das nach
Dchr. (System: Cy-iPr-(4:1)) neben 7 vorwiegend stark polare Verunreinigungen enthielt (ver-
mutlich aus dem nicht ganz rcinen Isovaleriansiurechlorid stammend). Es wurde an 250 g SiO,
chromatographicrt (Eluiermittel: Cy-iPr-(4:1)). Dabei resulticrten 59,8 mg Rohprodukt, das nur
noch den Fleck von 7 zeigte, Kristallisation aus Ae-Pn gab zunichst farblose Nadeln vom Smp.
173-176°. Nach crneutem Kristallisicren und Animpfen mit einer Spur Prip. STH 4 wurden
18,5 mg farblosc Stibchen erhalten, Smp. 194-198°, [o]}F = —12,8° 4- 2° (¢ = 1,22 in Chf). Nach
Mischprobe, Dchr. (System: Cy-iPr-(4:1)), Drchung und IR.-Spektrum (vgl. Fig. 5) identisch mit
dem aus Adigosid erhaltenen Prap. STH 4.

Teilsynthese des n-Valeviansduve-Derivates. 52,6 mg 3-O-Acetyl-gitoxigenin vom Smp. 218-
224° wurden in 1,2 ml abs. Py gelost, mit 0,41 ml kduflichem, frisch dest. %»-Valeriansiurcchlorid
in gleicher Weise wie oben umgesetzt und aufgearbeitet. Man erhielt 538,6 mg neutrales Roh-
produkt, das nach Dchr. (System: Cy-iPr-(4:1)) ebenfalls polare Verunreinigungen cnthielt, die
durch eine Si0,-Chromatographic an 300 g SiO, (Eluiermittel: Cy-iPr-(4:1)) abgetrennt wurden.
Man erhielt 48 mg nach Dchr, reines #-Valeriansidure-Derivat, das auch nach Animpfen mit Prip.
STH 4 nicht kristallisierte, aber im Pchr. und Dchr. (Systeme: Cy/Dimethyl-Fmd; Me-W-(88:12)/
Olivendt; Cy-iPr-(4:1)) gleiche Laufstrecken zeigte.

Dic Mikroanalysen wurden von Herrn E. TroMMEN im Mikrolabor unscres Institutes aus-
gefiihrt.



Volumen 49, Fasciculus 6 (1966) — No. 221 1871

SUMMARY

This publication reports the preparative isolation of adigoside from the seeds of
Nerium oleander L. with a yield of 250 mg crystalline adigoside per kilogram of seeds.
Mild acid hydrolysis of adigoside gave crystalline p-diginose (8) and amorphous
adigenin (6), which in turn gave a crystalline mono-O-acetyl derivative 7. With the
aid of physical methods, degradative reactions and partial synthesis of 7, the structure
of adigenin was proved to be that of 16-O-isovaleryl-gitoxigenin. On the basis of
molecular rotation it was shown that the sugar in adigoside (2), in accordance with the
K1LvNE Rule, is bound in the §-p-pyranosidic form. Adigoside showed no (or at the
most very weak) digitalis type activity on the cat. This lack of activity must be due
to the esterification of the 16-hydroxyl group by isovaleric acid, as it is known that an
acetyl residue in the same position enhances rather than lowers the activity of
168-hydroxy-cardenolides.

Institut {iir Organische Chemie
der Universitit Basel
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222. Multiple Formen der Aldolase in Organextrakten der Ratte
Uber Aldolasen, 8. Mitteilung?)
von Ph. Christen, U. Rensing?), A. Schmid und F. Leuthardt
(25. V1. 66)

Bisher waren zwei Formen der Aldolase im Siugerorganismus bekannt; das in der
Leber vorkommende Enzym unterscheidet sich in seiner enzymatischen Spezifitit
wesentlich von der Aldolase des Skelettmuskels [2]. Beide Enzyme sind isoliert
worden [3]. Es bliecb unbekannt, ob die Aldolaseaktivititen anderer Organe auf das
- alleinige oder gemeinsame — Vorkommen dieser beiden bekannten Aldolasen oder auf
die Existenz weiterer, unbekannter Aldolasen zuriickzufiihren sind [4] [5].

In der vorliegenden Mitteilung berichten wir iiber die Charakterisierung und Auf-
trennung der Aldolaseaktivititen von Organcextrakten der Ratte mittels Stiirkegel-
elektrophorese.

Experimentelles. — 1. Material: Bezugsquellen: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydro-
genase, «-Glyccrophosphat-Dehydrogenase, Triose-Isomerase, NAD, NADH, Fructose-1, 6-di-
phosphat, Fructose-1-phosphat (beide als Cyclohexylammoniumsalze): Fa. BOEHRINGER, Mann-
heim; p-Nitroblautetrazoliumchlorid p. a., Phenazin-methosulfat rein: SErva ENTWICKLUNGS-
LABOR, Heidelberg; losliche Stéirke fiir Gelelektrophorese: CoNNAUGHT MEDICAL RESEARCH
[.aBoraTORIES, Toronto; Agar-Agar in Federkielform: Fa. MErck, Darmstadt.

2. Versuchstiere: Mannliche, 8-18 Monatc alte Albinoratten (Mus novvegicus albinus).

3. Methoden: 3.1. Die Proteinkonzentvation und die Aldolaseakiivitdt der Rohextrakte wurden
wic in fritheren Arbeiten bestimmt [1]. Bei der Aktivitdtsbestimmung wurde vor Zugabe des Sub-
strates die spontane Extinktionsabnahme bestimmt und als Nullaktivitit von der nach Substrat-
zusatz gemessenen Aktivitdt abgezogen.

1) 7. Mitteilung siehe [17.
?) Stipendiat der Deutschen Forschungsgemeinschaft.




