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PETER ROSENMUND
B-Colubrin aus Strychnin

Aus dem Institut fur Organische Chemie der Universitdt Frankfurt a. M.
(Eingegangen am 25. April 1962)

Aus 2-Diazo-strychnin konnte durch Phenolverkochung die mutmagliche biolo-

gische Vorstufe des 3-Colubrins, das 2-Hydroxy-strychnin gewonnen werden.

Durch Methylierung mit Diazomethan erhielt man daraus in guter Ausbeute

B-Colubrin. Die Thioanaloga des Hydroxystrychnins und des 3-Colubrins wer-
den beschrieben.

B-Colubrin (I), ein von K. WARNAT!) aus Strychnin-Mutterlaugen isoliertes Neben-
alkaloid des Strychnins (IT), war bisher wegen seines dem Strychnin weitgehend dhn-
lichen Reaktionsverhaltens und seines spirlichen Vorkommens nur selten Gegen-
stand der Bearbeitung. K. WARNATD erhielt durch einen SPATH-BRETSCHNEIDERschen
Abbau aus B-Colubrin 5-Methoxy-anthranilsdure, S.P. FINDLAY2 durch Chrom-
sdureabbau aus Strychnin wie aus $-Colubrin das gleiche Dioxonucin (VII), welches
bis auf den aromatischen Teil des Molekiils simtliche Atome in unverinderter Ver-
kniipfung enthilt. Eine Kombination beider Befunde ergab, daB dem B-Colubrin die
Konstitution eines 2-Methoxy-strychnins zukommt.
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Nimmt man fir die Biosynthese des $-Colubrins einen #hnlichen Mechanismus an, wie
ihn R. B. WoopwaARrD 3 fuir die des Strychnins vorschlug, so tritt hier an die Stelle des Trypto-
phans das S-Hydroxy-tryptophan bzw. das Serotonin. Das aus den drei Aminosiuren Hydro-
xytryptophan, Dioxyphenylalanin und Glycin bzw. deren biogenen Abbaustufen entstehende
2-Hydroxy-strychnin (III) wird daraufin der Endstufe zu 3-Colubrin methyliert. Das 2-Hydro-
xy-strychnin steht danach zu Strychnin in analogem Verhiltnis wie Tryptamin zum biologisch
hochaktiven Serotonin.

Es war fiir uns daher von Interesse, die postulierte biologische Vorstufe des 3-Colu-
brins kennenzulernen und die pharmakologischen Eigenschaften dieses 2-Hydroxy-
strychnins untersuchen zu lassen. Gleichzeitig war es unser Ziel, einen einfachen
Ubergang des Strychnins in das B-Colubrin zu finden, um so den noch ausstehenden
synthetischen Beweis fiir die Richtigkeit der Warnatschen und Findlayschen Befunde
zu erbringen.

1) Helv. chim. Acta 14, 997 [1931].
2) J. Amer. chem. Soc. 73, 3008 [1951).
3) Nature [London] 162, 155 [1948].
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Theoretisch bietet die Einflihrung einer Sauerstoff-Funktion in die p-Stellung zum Stick-
stoff (a) am aromatischen Ring keine Schwierigkeiten. Benzolkerne mit OH-Substitution wie
auch mit priméren oder sekundidren Aminosubstituenten neigen bei Einwirkung von Oxy-
dationsmitteln leicht zur Bildung von Chinonen, wobei in o- oder p-Stellung der Eintritt des
Sauerstoffes erfolgt. Im Falle des Strychnins muB zuvor der Lactamring gedffnet werden.
Eigene Versuche an der Strychninsidure (VIII) mit Oxydationsmitteln, deren oxydierende
Wirkung auf dem Ubergang eines Metallions von hoherer in niedrigere Wertigkeitsstufe
beruht, wie CelY — Celll, oder TII > TII fithrten immer nur zu Verbindungen wahrschein-
lich dimeren Charakters, wie sie bereits H. WIELAND beschrieben hat4). Bei Verwendung von
Kaliumnitrosodisulfonats) dagegen kann man aus Isostrychninsiure in 50-proz. Ausbeute das
entsprechende monomere Chinonimin (IX) isolieren. Die Ubertragung dieser Reaktion auf
Strychninsidure wird aber auf Schwierigkeiten stoBen, da im erforderlichen sauren Reaktions-
medium — die Substanz wird lingere Zeit in wiBriger Suspension bei einem pH um 5 ge-
schiittelt — ein RingschluBl der Strychninsiure zuriick zum Strychnin zu erwarten ist; Strych-
nin seinerseits ist jedoch gegen derartige Oxydationen stabil.
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Da 2-Diazo-strychnin den gleichen sterischen Bau besitzt wie Strychnin®), schien
eine Phenolverkochung zu 2-Hydroxy-strychnin aussichtsreich. Gleichwohl stellt die
schon beschriebene® thermische Stabilitit des Diazostrychnins eine priparative
Schwierigkeit dar. Wir konnten mit Riicksicht auf eventuelle Verdnderungen des Mole-
kiils — die Umwandlungdes Strychnins in Isostrychnin in wiBriger L5sung bei 160° ist
ein Beispiel — keine scharfen Bedingungen wihlen, sondern beschrinkten uns auf Tem-
pera turen um 100°, wobei das Alkaloid noch sicher stabilist. Stundenlanges RiickfluB-
kochen in 2n H,;SO4 hat aber noch keine vollstindige Umsetzung der Diazonium-
verbindung zur Folge. Stets konnte nach 2—3stiindiger Reaktionsdauer ein erhebli-
cher Prozentsatz Ausgangsmaterial durch Kupplung mit 3-Naphthol oder die inten-
sive Stickstoffentwicklung bei Zugabe von Kupferpulver in die noch warme Reak-
tionslosung nachgewiesen werden. Um Nebenreaktionen nicht zu stark in den Vorder-
grund treten zu lassen, brachen wir die Reaktion stets nach etwa 3 Stunden ab.

Die Ansitze waren im Durchschnitt zu 60%; in wiBriger Natronlauge loslich und
kuppelten mit diazotierter Sulfanilsidure; ein kristallines Pikrat bestand aus mehreren
Komponenten und lieB sich nach den iiblichen Methoden nicht weiter reinigen. Die
Papierchromatographie unter Anwendungdes L&sungsmittels H(s. Versuchsteil, S, 2642)
zeigte nicht weniger als 7 deutlich voneinander unterschiedene Banden auf, von denen
die eine vom Rg-Wert 0.34 die intensivste Reaktion mit diazotierter Sulfanilsdure
lieferte. Durch Elution und Versetzen mit wiBriger Pikrinsiure lieB sich ein in Nadeln
fallendes Pikrat gewinnen. Die amphotere Base IIl ist schwer 16slich und zeigt eine

4) H. WIELAND, F. CALVET und W. MOYER, Liebigs Ann. Chem. 491, 107 [1931].
5) H. J. TEUuBER und E. FAHRBACH, Chem. Ber. 91, 713 [1958].
6) P. ROSENMUND, Chem. Ber. 94, 3342 [1961].
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charakteristische Rotverschiebung des UV-Spektrums im Alkalischen. Die Azokupp-
lung mit 2-Hydroxy-strychnin erfolgt vermutlich in 3-Stellung, da die 1-Stellung
durch Wasserstoffatome des C-16 sterisch gehindert ist. Probeweise wurden weitere
Banden des Chromatogramms untersucht, deren geringe Substanzmengen jedoch eine
genaue Erforschung nicht aussichtsreich erscheinen lieBen. Aus III konnten wir mit
Acetylchlorid kein Phenolacetat erhalten.
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Das mit rund 309, Ausbeute aus Aminostrychnin gewonnene IIl reagiert mit
Diazomethan in Chloroform trige zur Methoxylverbindung. Chromatographisch
— im Losungsmittel H — konnten wir, auBer etwas Ausgangsmaterial, eine weiter-
laufende Bande isolieren, welche mit diazotierter Sulfanilsiure nicht mehr kuppelte.
Durch Elution mit Essigsiure isolierten wir die in Natronlauge unlésliche, keine Ver-
schiebung des UV-Spektrums mehr zeigende Base. Die Elementaranalyse lieferte die
Werte des B-Colubrins; Schmelzpunkt sowie UV- und IR-Spektrum waren mit den
entsprechenden Daten des Naturstoffs identisch.

Mit Methyljodid in alkalischer Losung wird Hydroxy-strychnin am Stickstoff me-
thyliert. Die deutliche langwellige Verschiebung des UV-Spektrums im Alkalischen
legt nahe, daB es sich um ein Isomeres des B-Colubrins, ein Phenolbetain, handelt.
SchlieBlich liefert B-Colubrin selbst mit Methyljodid ein quartires Salz, das sich
deutlich vom Betain unterscheidet.

Sowohl in chemischer als auch in pharmakologischer Hinsicht diirfte ein Vergleich
des B-Colubrins mit seinem Thioanalogon, dem 2-Methylmercapto-strychnin (VI),
interessant sein. Das in befriedigender Ausbeute zugiingliche 2-Rhodan-strychnin
lieB sich mit Zink und Salzsiure zum entsprechenden Mercaptan I'V reduzieren, einer
sauren Verbindung, im Gegensatz zu 2-Hydroxy-strychnin bereits in verdiinntem
Ammoniak 18slich. Der relativ niedrige Schmelzpunkt von 138 —142° spricht gegen
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die Ausbildung eines inneren Salzes, was bei der sauren Natur der Mercaptogruppe
denkbar wire. In alkalisch-wiBriger L8sung wird Mercaptostrychnin vom Luftsauer-
stoff zu einem amorphen Distrychnin-disulfid (V) oxydiert.

Mit Diazomethan reagiert Mercaptostrychnin stiirmisch. Das Chromatogramm
des Reaktionsansatzes kurz nach der Zugabe von Diazomethan zeigt die Flecken fiir
Distrychnin-disulfid, Mercaptostrychnin und Thiocolubrin (VI). Bei langer Reak-
tionsdauer, wie sie zur Methylierung von Hydroxystrychnin notwendig ist, verschwin-
det der Fleck des Mercaptostrychnins. Fast an der gleichen Stelle tritt eine nicht-saure
Substanz auf. Aus Materialmangel konnte die interessante Erscheinung nicht weiter-
verfolgt werden. Ein Pikrat der Substanz schmolz, da wahrscheinlich nicht rein, un-
scharf bei 208 —213°, Das 2-Methylmercapto-strychnin (VI) dagegen konnte iiber sein
Pikrat in guter Ausbeute rein erhalten werden. Die Loslichkeitseigenschaften der
kristallinen Base stimmen weitgehend mit denen von $3-Colubrin iiberein.

Wie Hydroxystrychnin reagiert auch Mercaptostrychnin mit Methyljodid am Stick-
stoff; das IR-Spektrum zeigt eine freie SH-Gruppe. Die etwas zu hoch gefundenen
Analysenwerte werden dahin interpretiert, daB zum geringen Teil Abspaltung von
Jodwasserstoff zum Thiobetain auch in neutraler Lésung erfolgt ist. Das aus Thio-
colubrin mit Methyljodid erhaltene quartire Salz zeigt anderen Schmelzpunkt und
andere Kristallform.

Ich habe der Firma HorFMANN-LA RocHe, Basel, welche mir freundlicherweise eine Probe
reines {3-Colubrin-sulfat zu Vergleichszwecken tiberlieB, zu danken. Mein Dank gilt ferner
Herrn Prof. Dr. TH. WieLAND, der mir in liebenswilirdiger Weise manchen Ratschlag erteilte,
sowie Fraulein RENATE WETZEL fiir die Anfertigung der IR-Spektren.

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

1. 2-Hydroxy-strychnin (I11): 2.0 g 2-Amino-strychnin, gelost in 10 ccm 21 H,804, werden
mit 8 ccm 5-proz. NaNO,-Losung diazotiert. Die so erhaltene Diazoniumsalzlgsung wird mit
500 ccm 27 H3SO4 verditnnt und 3 Stdn. unter RilckfluB gekocht. Man setzt danach der noch
siedenden Losung eine Spatelspitze Kupferbronze zu und wartet die heftige Stickstoffent-
wicklung ab, wonach man abkiihlt, vom Kupfer abfiltriert, schwach ammoniakalisch macht
und mehrmals mit Chloroform extrahiert. Die vereinigten Chloroformlésungen dampft man
i. Vak. ein, suspendiert den Riickstand (1.9 g) in 15 ccm Methanol und 138t langsam in der
Wirme insgesamt 50 ccm 2n# NaOH zutropfen. Darauf versetzt man mit 200 ccm Wasser,
filtriert nach 1stdg. Stehenlassen in der Kilte von Ungeldstem ab und neutralisiert das Filtrat
mit Essigsiure genau auf pH 7. Das Ausgeschiedene wird in Chloroform aufgenommen, der
Rickstand davon (0.9—1.2 g) in 10-proz. Ameisensiure geldst und auf Schleicher & Schill-
Chromatographierbdgen aufgetragen mit einer Belastung von 0.8 mg pro cm Auftragslinge.
Man chromatographiert absteigend im Losungsmittel H (sek.-Butanol/Ameisens&ure/Wasser
= 75:15:10). Die Bande mit Rp-Wert 0.34 wird mittels 1 Essigsdure eluiert und das Eluat
mit wilBr. Pikrinsdure versetzt, wobei das Pikrat des 2-Hydroxy-strychnins in feinen Nadeln
ausfallt. Ausb. ca. 409;, ber. auf Aminostrychnin. Die Loésung des Pikrates in Dimethyl-
formamid/Wasser (1 ;: 1) wird liber einer lonenaustauschersiule Dowex 2 in die Chloridform
iibergefiihrt, welche nach dem Einengen i. Vak. und Versetzen mit Ammoniak die freie Base
liefert. Sandige, duBerst schwerldsliche Kristalle. Schmp. itber 340°. Die 2 mal aus Dimethyl-
formamid/Wasser umkristallisierte Verbindung ergab:

C21H22N203 (346.4) Ber. C71.96 H 6.33 N8.00 Gef. C72.08 H6.25 N7.71
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2. B-Colubrin (I): 400 mgreines, feingepulvertes III werden in einem Gemisch von frisch
mit Ca entwissertem Methanol und reinem, siurefreiem Chloroform (300ccm 1: 1) in der
Wirme geldst, abgekiihlt, sodann mit der &ther. Ldsung von Diazomethan aus 2.5 g Nitroso-
methylharnstoff versetzt und 48 Stdn. bei 5° aufbewahrt. Der Riickstand aus der anschlieBend
eingedampften Lésung wird, wie unter 1. beschrieben, im Lésungsmittel H chromatographiert.
Das B-Colubrin hat den Ry-Wert 0.37. (Die Flecken werden durch Besprithen mit Fluorescein
unter der UV-Lampe sichtbar.) Das Pikrat des B-Colubrins, wie unter 1. erhdltlich, fallt
zunéchst in feinen, gelben Nidelchen. Beim Erwidrmen wandeln sie sich um in derbe Prismen,
zum Teil in Oktaeder mit aufgesetzter Pyramide. Ausb. 849, ber, auf 2-Hydroxy-strychnin.
Zur Darstellung der Base schiittelt man das Pikrat mit Chloroform und Natronlauge, dampft
die Chloroformphase ein und kristallisiert den Riickstand aus verd. Methanol um. Schmp.
222°. {aJ: —156° (c = 0.042, in Chlf.). Vollige Identitdt der IR-Spektren von natiirlichem
und synthetischem g-Colubrin.

C2H24N,0; (364.4) Ber. C72.51 H6.64 N7.69 Gef. C72.64 H6.72 N 6.91

3. B-Colubrin-N-methojodid: 100 mg I werden, in 1 ccm Methanol geldst, mit 100 mg
Methyljodid versetzt. Die bald in Nadeln ausfallende quartire Verbindung wird abgesaugt
und aus Wasser umkristallisiert, woraus das Methojodid in Schuppen ausfilit. Schmp. 318°
(Zers.).

C23H27IN20; (506.4) Ber. C54.55 H 5.38 N 5.53 Gef. C54.49 H5.70 N 5.51

4. 2-Hydroxy-strychnin-N-methoperchlorar: 200 mg IIT werden in 2 ccm Methanol unter
Zusatz weniger Tropfen 30-proz. Kalilauge geldst. Dazu fiigt man 150 mg Merhyljodid, worauf
nach einigen Stunden Kristalle erscheinen, welche abgesaugt und in Wasser aufgenommen
werden. Perchlorsiure fillt die Verbindung in Nadeln. Aus Wasser Schmp. 328°.

UV-Absorption in Wasser: Ay, 262 my, 293 my..
in 0.57 NaOH : A,y 267 my, 294 my.

C22H24N203-HClO4 (464.9) Ber. C 56.83 H5.42 N 6.03 Gef. C56.69 H 5.35 N 5.89

5. 2-Mercapto-strychnin (IV): 2.0 g 2- Amino-strychnin, geldst in 10 ccm 27 H2SO04, werden
mit 8 ccm einer 5-proz. Ldsung von NaNOQO; in Wasser diazotiert, die Diazoniumsalzldsung
in eine Mischung aus 3 g Kupfer(I)-rhodanid, 250 ¢ Kaliumrhodanid und 250 ccm Wasser,
welche auf 70° erwdrmt ist, in diilnnem Strahl eingerithrt und das Ganze unter heftigem,
schiumendem Rilhren innerhalb von 5 Min. auf 90° erhitzt. Unter lebhafter Stickstoffent-
wicklung hellt sich die anfangs kaffeebraune, klare Lgsung unter leichter Triilbung nach
Orangegelb auf, wobei die Stickstoffentwicklung aufhdrt. Man kiihlt, macht ammoniakalisch
und extrahiert mit Chloroform, bis die Chloroformphase nicht mehr nennenswert gefirbt ist.
Das Lésungsmittel wird i. Vak. abgedampft, der gelbbraune, halbfeste Riickstand in 2n
Essigsaure aufgenommen und in der Hitze mit widBr. Pikrinséure gefdllt. Ausb. 3.7 g Pikrat.
Zur Reinigung 18st man in 20 ccm Dimethylformamid und fuigt solange Wasser hinzu, bis bei
Handwirme eben Trilbung auftritt. Beim Abkilhlen fallen zunidchst schmierige Anteile,
welche verworfen werden. Das durch weiteres Versetzen mit Wasser erhaltene Kristallisat
wird nochmals umkristallisiert, das reine Rhodanstrychninpikrat durch Behandeln mit Chloro-
form und Natronlauge in die farblose Base iibergefiihrt, welche unmittelbar mit 30 ccm 2n
HCl, 20 ccm Athanol und 20 g Zinkgranalien 6 Stdn. unter RiickfluB erhitzt wird. Nach Mag-
gabe des Verbrauches an Salzsdure fiigt man wenig konz. Salzsdure hinzu, dampft gegen
Ende den Alkohol durch den Kithler ab und 148t im Eisschrank auskristallisieren. Das Zink-
doppelsalz 18st man nach dem Absaugen in 150 ccm heiBem ‘Wasser, macht natronalkalisch
und fillt mit H5S. Das Filtrat davon wird unter AusschluB von Sauerstoff i. Vak. auf 30 ccm
eingeongt und mit 2n Essigsiure das Mercaptostrychnin bei pH 8 als weiBes Pulvar ausgefalit.
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Ausb. wechselnd zwischen 300 und 600 mg. Aus Methanol kommen winzige, zu kugeligen
Aggregaten vereinigte Nadeln. Schmp. 139—142° (Aufblidhen bei 110°).

Zur Analyse kam das an der Luft haltbare Pikrat. Man gewinnt es durch Versetzen der
willr. Losung des Zinkdoppelsalzes mit Pikrinsdure. Es 148t sich aus Dimethylformamid/
Wasser umkristallisieren zu dunkelgelbem Pulver, welches in Natronlauge restlos l8slich ist.
Kein Schmp., langsame Verkohlung ab 150°.

Cz]szNzozs'CgH3N307 (595.6) Ber. C54.45 H4.23 N11.76
Gef, C54.41 H4.33 N 11.56

6. 2-Methylmercapto-strychnin (§-Thiocolubrin, VI): 500 mg aus Methanol umkristallisier-
tes Mercaptostrychnin (IV) werden, in 100 ccm Methanol gelést, mit dther. Diazomethan aus
2.5 g Nitrosomethylharnstoff versetzt. Unter Aufschiumen liuft die Reaktion innerhalb
kurzer Zeit ab. Man dampft nach 1/; Stde. das Lésungsmittel ab und chromatographiert den
Riickstand, wie unter 1. und 2. beschrieben, im L3sungsmittel H. Darin haben Mercapto-
strychnin, Thiocolubrin und das unten beschriebene Distrychnin-disulfid die Rr-Werte 0.48,
0.53 und 0.23. ﬂ-.ThiacaIubrin bildet aus Methanol derbe Prismen vom Schmp. 170—172°.
[aJd2: —148° (¢ = 0.15, in Chlf.).

C22H24N20,2S (380.4) Ber. C69.44 H6.36 N 7.36 Gef. C 69.20 H6.33 N 7.44

7. Distrychnin-disulfid (V): Mercaptostrychnin (AV), in wiBr. Natronlauge geldst, wird
unter Durchleiten von Luft geschiittelt, bis das Filtrat an der Luft keine Nachfillung mehr
ergibt. Man fillt aus Dimethylformamid/Wasser zu einem amorphen Pulver um. Ausb. quan-
titativ.

Ca2H43N404S2 (730.9) Ber. € 69.01 H5.79 N 7.67 Gef. C68.70 HS5.37 N 7.48

8. B-Thiocolubrin-methojodid: Thiocolubrin (VI) wird in methanol. L8sung mit Methyljodid
versetzt und 1 Stde. bei 40° stehengelassen. Die ausgefallenen Nadeln werden abgesaugt und
aus Wasser umbkristallisiert. Lanzettférmige, leicht gebogene Nadeln. Schmp. 311° (Zers.).

C23H27IN20,S (522.4) Ber. C 52.88 H5.21 N5.36 Gef. C52.87 H5.11 N5.55
9. 2- Mercapto-strychnin-N-methojodid: 100 mg Mercaptostrychnin (IV) werden in 1 ccm
Methanol geldst unter Zusatz eines Uberschusses an 2n KOH und Methyljodid. Das nach

wenigen Min. ausfallende quartire Salz wird abgesaugt und aus Wasser zu langen Nadeln
umkristallisiert. Schmp. 322° (Zers.).

C22H3sIN,0,S (508.4) Ber. C51.97 H4.96 N5.51 Gef. C5241 H5.18 N 5.81
Die Verbindung zeigt im IR-Spektrum bei 660/cm eine ausgeprigte SH-Bande.





