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RuDpoOLF TSCHESCHE und HEINRICH OCKENFELS
Uber Kurchi-Alkaloide, VIV

Die Strukturaufklirung des Holonamins

Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Universitit Bonn

(Eingegangen am 8. April 1964)

Fiir das Alkaloid Holonamin wird die Struktur eines 1lax-Hydroxy-A!-4-18(N).
N-desmethyl-conatrien-ons-(3) nachgewiesen. Es entspricht in den Ringen A bis
D dem aus Kurchi-Rinde isolierten N-freien Digitenolderivat Holadyson.

Uber die Isolierung des Alkaloids Holonamin aus der Rinde von Holarrhena
antidysenterica Wall, (Kurchi) wurde in der vorhergehenden Mitteilungl) berichtet.
Die Base kann leicht in reinem Zustand erhalten werden, da sie hervorragend kri-
stallisiert und i. Hochvak. bei 200 —210° unzersetzt sublimiert. Setzt man das penta-
cyclische Conanan-Geriist voraus, so bleibt bei der Zusammensetzung C;;H27NO,
ein Mindergehalt von 8 Wasserstoffatomen, der, wie spiter gezeigt wird, durch
2 olefinische, eine C=N-Doppelbindung und eine Carbonylfunktion erklirt werden
kann. Die nach der ZErRewiITINOFF-Bestimmung vorhandene eine Hydroxylgruppe
muB primidr oder sekundidr gebunden sein, da sie mit Pyridin/Acetanhydrid bei
Raumtemperatur acetyliert werden kann,

Holonamin reagiert nicht mit Brom und nicht deutlich mit Tetranitromethan,
dagegen gut mit 2.4-Dinitro-phenylhydrazin und mit Permanganat. Diese Befunde
weisen auf eine Doppelbindung in Konjugation zu einer Carbonylfunktion hin, die
aus Analogiegriinden in 3-Stellung angenommen wird. Auf Grund des IR- und des
UV-Spektrums wird ein einfach konjugiertes 3-Ketosteroid ausgeschlossen zugunsten
eines Al-4-3-Ketons, wie folgende Daten zeigen: Im Carbonyl-Bereich tritt bei 1656,
1613 und 1597/cm ein charakteristisches Triplett auf (entsprechend 1656, 1616 und
1598/cm bei Holadyson2' und 1661, 1618 und 1600/cm bei 1la-Hydroxy-Al-4-
pregnadien-dion-(3.20)3)), dessen Banden mit kleineren Wellenzahlen fallende Inten-
sitdten zeigen; fiir ein einfach konjugiertes 3-Ketosteroid lige die der C=0-Valenz-
schwingung zuzuordnende Bande mit 1656/cm um etwa 20/cm zu niedrig. Ferner
fehlt die fiir eine Methylengruppe in «-Stellung zur Ketogruppe eines konjugierten
Ketons bei 1418 —1422/cm zu erwartende Bande. Dafiir tritt eine solche bei 1438/cm
auf, die einer Methylengruppe neben der C=C-Doppelbindung eines konjugierten
Ketons zugeschrieben werden kann4. Auch die im Bereich von 1350—-800/cm er-
scheinenden Absorptionsbanden geringerer Intensitdt (1291, 1149, 1102, 951/cm)

1 V. Mitteil.: R. TscHESCHE und H. OCKENFELS, Chem. Ber. 97, 2316 [1964}, vorstehend.
2) R. TscHESCHE, |. MORNER und G. SNATZKE, Liebigs Ann. Chem. 670, 103 [1963}.

3) V. KNITTEL, Diplomarb. Univ. Bonn 1963.

4) R.N. Jones und A. R. H. CoLg, J. Amer. chem. Soc. 74, 5648 [1952].
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entsprechen den fiir Al-4-3-Ketone angegebenen WertenS), Eine klare Entscheidung
zugunsten des gekreuzt konjugierten Dienons erlaubt die sehr scharfe Bande bei
884/cm; bei nur einfachkonjugierten A4-3-Ketosteroiden liegt die entsprechende Bande
zwischen 867 und 862/cm3),

Wihrend die Al4-3-Ketosteroide im UV-Spektrum ein Absorptionsmaximum
annihernd gleicher Intensitit bei nahezu derselben Wellenldnge besitzen wie die ent-
sprechenden A4-3-Ketosteroide, differieren die Spektren der beiden Verbindungs-
reihen an der langwelligen Flanke der Bande erheblich: Die UV-Absorptionskurve
des gekreuzt konjugierten Ketons hat einen bedeutend flacheren Abfall nach lingeren
Wellen als die eines einfach konjugierten Ketons6), und zwar betrdgt der Quotient
Eyg3/Emay fir erstere 0.49, fiir letztere 0.14. Beim Holonamin findet man fiir diesen
Quotienten 0.54; hierdurch wird die Dienon-Struktur gestiitzt.

Beim Kochen von Holonamin mit 27 HCI bilden sich in quantitativer Reaktion
2 neue polarere Substanzen, bei denen die IR- und die UV-Banden der Dienon-
Gruppierung verschwunden sind, wihrend im IR Aromatenbanden bei 1603 und
848/cm auftreten. Die Annahme, daBl das Alkaloid hierbei unter Aromatisierung
von Ring A eine Dienon-Phenol-Umlagerung?.8) eingeht, wird durch folgende Experi-
mente bestitigt : Die neu entstandenen Substanzen lassen sich mit Diazosulfanilsidure zu
tiefbraunen Azofarbstoffen kuppeln; sie setzen sich mit Diazomethan bei Raum-
temperatur quantitativ zu 2 erheblich unpolareren Substanzen um, die nicht mehr
mit Diazoniumsalizen reagieren. SchlieBlich zeigen sie im UV eine Absorptionsbande,
die in Lage und Intensitit der Bande des bei Versuchen von DREIDING et al.8
zur Dienon-Phenol-Umlagerung entstandenen 4-Methyl-5.6.7.8-tetrahydro-naph-
thols-(2) entspricht. Bei Alkalizusatz tritt eine bathochrome Verschiebung unter
gleichzeitiger Zunahme der Intensitit auf, die mit den beim Phenol beobachteten
Effekten?.10) auch quantitativ gut iibereinstimmt.

Holonamin besitzt weder eine freie noch eine methylierte Aminogruppe, denn es
bildet mit p-Nitro-benzaldehyd keine Schiffsche Base und zeigt im IR- und im
NMR-Spektrum kein fiir N-Methylgruppen charakteristisches Signal. Uber das
Vorliegen einer C=N-Doppelbindung kann aus dem IR-Spektrum nichts aus-
gesagt werden, weil die Dienon-Banden im gleichen Bereich absorbieren. Es wurde
daher auf die Reaktion von SCHOPF et al. 11.12) zuriickgegriffen, nach der sich Al-Pyr-
roline an o-Amino-benzaldehyd zu einer Pseudobase (I) addieren, die mit dem ent-
sprechenden tiefgelben Dihydrochinazolinium-Derivat (II) im Gleichgewicht steht.
Die gelborange Farbe des aus Holonamin entstehenden Derivates und seine quan-
titative Ausféllbarkeit als Pikrat sprechen fiir das Vorhandensein einer C=N-Doppel-

5) R. N. JonEs, F. HERLING und E. KATZENELLENBOGEN, J. Amer. chem. Soc. 77, 651 [1955].
6) H. RossLErR und K. BRUCKNER, Naturwissenschaften 48, 695 [1961].
7) H. H. INHoFrFeEN und HUANG-MINLON, Naturwissenschaften 26, 756 [1938).

8) A.S. DREIDING, W.J). PUMMER und A.J. TOMASEWSKI, J. Amer. chem. Soc. 75, 3159
[1953]).

9) T. W. CampBeLL und G. M. COPPINGER, J. Amer. chem. Soc. 73, 2708 [1951].

10) L. Dous und J. M. VANDERBELT, J. Amer. chem. Soc. 69, 2714 [1947].

1) CL. ScuoPF und F. OECHLER, Liebigs Ann. Chem. 523, 1 [1936).

12) CL. ScHOPF, H.-K. BL6DORN, D. KLEIN und G. SEitz, Chem. Ber. 83, 372 [1950].
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bindung!3). Das UV-Spektrum des Kondensationsproduktes zeigt grofe Ahnlichkeit
mit dem von SCHOPF et al.12) gemessenen Spektrum des Al-Piperidein-Dihydro-
chinazolinium-Derivates und besonders mit den von TscHescHE und Roy!4) an-
gegebenen Spektren der strukturell verwandten Verbindungen des Conkurchins und

des Conessidins.
H OH
C=0 __ . )
H,N E,N: HN\E j HN~ N2, OH®
+

i 1L

Da die Stickstoff-Funktionen in simtlichen bisher bekannten Alkaloiden der
Holarrhena- und der Funtumia-Gruppe mit den C-Atomen 3 und 20 verkniipft sind
und am C-3 des Holonamins sich eine Ketogruppe befindet, wird eine Bindung des
Stickstoffatoms mit dem C-Atom 20 des Pregnangeriistes angenommen. Ob die
Doppelbindung im Ring E vom Stickstoff nach C-18 oder nach C-20 weist, kann mit
Hilfe des NMR-Spektrums entschieden werden: Die Aufspaltung des Signa's fiir
CHj3 (C-Atom 21) (t = 8.62) in ein Dublett mit J = 7.1 Hz muB} auf ein Proton an
C-20 zuriickgehen und beweist damit die A'®™)_Doppelbindung. Das fiir diese ge-
forderte olefinische Proton an C-18 ist ebenfalls im Spektrum zu finden, und zwar
als Dublett (t = 2.50, J = 3 Hz); die schwache Aufspaltung kann nur auf eine
,,Jong-range-Kopplung* mit dem Proton an C-20 zuriickgehen. Der Ring E des
Holonamins ist mit der A'¥M)_Doppelbindung genau so wie im Funtumia-Alkaloid
Irehlin 15) aufgebaut. Auch beim Irehlin ist nicht nur das Signal fiir CH3-21(t = 8.65,
J = 7 Hz), sondern auch das Signal fiir CH-18 (v = 2.42, J = 3 Hz) zum Dublett
aufgespalten 10},

Dic folgenden, mit einer Al-Pyrrolin-Struktur zunichst nicht zu vereinbarenden Befunde
lassen sich durch die Annahme einer sehr schnell verlaufenden, reversiblen Addition von
Alkohol an die C=N-Doppelbindung erkliren:

I. Im [R-Spektrum des Holonamins tritt bei Verwendung von normalem Chloroform als
Loésungsmittel eine intensive NH-Bande auf, die sich {iber den Bereich von ca. 3100—3500/cm
erstreckt und einer stark assoziierten NH-Gruppierung entspricht. Das Losungsspektrum in

13) Bei der diinnschichtchromatographischen Priifung des kristallinen Pikrates im System C
traten tiberraschenderweise neben dem Fleck der Pikrinsdure zwei Alkaloidflecke im
Verhiltnis von etwa 1: 4 auf, wobei der unpolareren Base der gréBere Fleck entsprach.
Dieser Befund kann folgendermaBen erklirt werden: In dem wasserhaltigen System
findet zunichst Hydrolyse des Pikrates statt. Da das Kation auf der Adsorptionsschicht
festgehalten werden wiirde, muB man die Riickbildung der Pseudobase annehmen; bei
der Addition des Hydroxyl-lons kénnen jedoch zwei Epimere entstehen. Die beiden Sub-
stanzen lagern sich auf der Platte nicht ineinander um, wie durch zweidimensionale
Diinnschichtchromatographie gezeigt werden konnte.
R. TscHescHE und A. C. Rov, Chem. Ber. 89, 1288 [1956]. In dieser Publikation ist auf
S. 1293, vierte Zeile von unten, an Stelle von ,,auf das 100fache verdiinnt*‘,,auf das 20fache
verdiinnt‘‘ zu setzen.
15} M.-M. JaNoT, MINH TRUONG-HO, Qui KHuoNG-Huu und R. GouTarer, Bull. Soc.
chim. France 1963, 1977.
16) R. GOUTAREL, Privatmitteil. 1963.
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Tetrachlorkohlenstoff dagegen zeigt diese Bande nicht. Verwendet man dthanolfreies Chloro-
form17), so verschwindet die Bande praktisch vollstindig.

2. Der ReInpDEL-HorpE-Test verliuft eindeutig positiv und weist somit ebenfalls auf eine
NH- oder NH,-Gruppe hin. Auch hier waren giinstige Bedingungen fiir eine Alkohol-
Addition gegeben, da die Reaktion, wie iiblich, auf 4dthanolgetrinktem Papier ausgefiihrt
wurde.

3. Bei der Diinnschichtchromatographie im methanolhaltigen System C erscheint Holon-
amin im Vergleich zu Conessin extrem unpolar, wihrend es im methanolfreien Gemisch D
nur eine sehr kurze Laufstrecke aufweist. Beide Systeme enthalten geringe Mengen Wasser.
Es scheint also bei Abwesenheit von Methanol ein Molekiil Wasser an die C=N-Doppel-
bindung addiert zu werden, wihrend ein groBer Methanol-UberschuB eine Methanol-
Addition bewirkt. DaB die jeweils aus dem einen System eluierten ,,Addukte** in dem anderen
System wieder mit Holonamin identische Laufstrecken ergeben, ist ein Beweis fiir die voll-
stindige Reversibilitat der Addition.

4. Quantitativ 148t sich durch Verfolgung der unterschiedlichen Werte der spezif. Drehung
bei Gegenwart verschiedener Mengen Athanol die Einstellung cines Gleichgewichtes zwischen
Holonamin und seinem Alkohol-Addukt nachweisen: Es fiel zundchst auf, dafl bei Verwen-
dung normalen Chloroforms bei verschiedenen Messungen unterschiedliche Werte gefunden
wurden, deren Schwankungen die apparativ bedingte Fehlerbreite erheblich iiberschreiten.
Bestimmt man den optischen Drehwert in athanolfreiem Chloroform17) und gibt definierte
Athanolmengen zu, so dndert sich die Drehung sofort, und zwar wird bei jedem Alkohol-
gehalt ein bestimmter Drehwert gefunden. Die dabei beobachtete Zunahme der optischen
Drehung mit steigendem Alkoholgehalt 148t sich durch das neue Asymmetrie-Zentrum an
C-18 im Alkohol-Addukt erkldren.

Mit Pyridin/Acetanhydrid entsteht bei der iiblichen wéBrigen Aufarbeitung in
quantitativer Reaktion als einheitliches Produkt ein Diacetat, dem formal der Mehr-
gehalt von 1 Mol. Wasser zukommt; die ZEREWITINOFF-Bestimmung hatte dagegen
nur 1 aktives H ergeben. Das Vorhandensein von ,,Kristallessigsdure in einem nor-
malen Monoacetat ist auf Grund der Aufarbeitungsbedingungen unmoglich, die
Bildung eines Enolacetates durch Acetylierung der tautomeren Enolform des Ringes
A scheidet wegen der im IR und UV unveridndert auftretenden Dienon-Banden aus.
Es bleibt als Erklirung daher nur die formale Addition von 1 Mol. Essigsdure an
die C=N-Doppelbindung zZum Amid IV. Damit in Ubereinstimmung steht der
negative Ausfall der REINDEL-HopPE-Reaktion beim Diacetat, die, wie gezeigt, auf
die C=N-Doppelbindung zuriickgeht. Fiir die Amidstruktur spricht ferner die Un-
16slichkeit des Diacetates in verdiinnten Siuren und die schwichere Reaktion mit
DRAGENDORFFs Reagenz. Unabhingig von uns beobachteten JANOT et al. an dem in
Ring E ebenso wie Holonamin gebauten Alkaloid Irehlin ebenfalls die formale
Addition eines Molekiils Essigsiaure!5),

Arbeitet man den Acetylierungsansatz unter AusschluB von Wasser auf, so ent-
steht in quantitativer Reaktion ein einheitliches Produkt, das auf Grund der Analyse
ein Triacetat darstellt und ebenfalls formal ein Mol. Wasser mehr enthélt. Da nach
dem IR-Spektrum im Triacetat immer noch der Dienon-Chromophor vorhanden ist,

17) Das handelsiibliche Chloroform wurde dreimal mit Wasser gewaschen, iiber Calcium-
chlorid getrocknet und fraktioniert. Das so vorgereinigte Ldsungsmittel schickte man
unmittelbar vor der Messung iiber eine Sdule, die mit Aluminiumoxyd der Aktivitits-
stufe 1 gefiillt war.
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kann nur eine Acetylierung der OH-Gruppe des Diacetates an C-18 erfoigt sein, so
daB dem Triacetat die Struktur 11I zugeordnet werden muB. Dafiir spricht auch die Un-
16slichkeit in verdiinnten Sduren, der negative Ausfall der REINDEL-HoPPE-Reaktion,
die nur langsam eintretende DRAGENDORFF-Fiarbung und vor allem die leichte Um-
wandlung der Acetate ineinander: Es konnte diinnschichtchromatographisch gezeigt
werden, daBB im Acetylierungsansatz zunichst nur das Triacetat vorliegt; dieses geht
unter Verseifung bei der wiBrigen Aufarbeitung vollstindig in das Diacetat iiber;
umgekehrt wird das Diacetat mit Pyridin/Acetanhydrid bei Raumtemperatur quan-
titativ ins Triacetat {ibergefithrt. Die leichte Verseifbarkeit des Triacetates zum
Diacetat kann mit der Hydrolyse der O-acetylierten Halbaminal-Gruppe erklart
werden, da echte Ester normalerweise stabiler sind. Damit ist indirekt gezeigt, daB
dem Diacetat die Struktur IV und nicht etwa die eines N.O-diacetylierten Halb-
aminals mit einer freien priméidren oder sekundiren Hydroxylgruppe zukommt;
einen weiteren Hinweis hierfir geben die spiter angefithrten UV-Spektren.

Bei der Bildung des Triacetates konnte die N.O-diacetylierte Halbaminal-Gruppierung
durch direkte Addition von Acetanhydrid an die C=N-Doppelbindung entstehen. Eine andere
Maoglichkeit wiire die primére Addition von Essigsidure mit nachfolgender Acetylierung der
Hydroxylgruppe an C-18. Beriicksichtigt man auBerdem die Acetylierung der urspriinglich
im Molekiil enthaltenen Hydroxylgruppe, so wiirde im ersten Fall nur eine Zwischenstufe
durchlaufen werden, wihrend auf dem zweiten Reaktionsweg mindestens 2 Intermediir-
produkte entstehen miiBten. DaB man bei der Priifung des Reaktionsverlaufes mittels Diinn-
schichtchromatographie nur ein Zwischenprodukt fand, ist ein Hinweis auf eine primire
Addition von Acetanhydrid. Dazu kommt, daB dieses Zwischenprodukt bereits nach 2 Min.
ausschlieBlich vorliegt; diese schnelle Reaktion ist nur mit der Annahme einer Acetanhydrid-
Addition erkldrbar, da Essigsiure nur in molaren Mengen und erst durch eine Acetylierung
der urspriinglich vorhandenen freien Hydroxylgruppe entstehen kdnnte, die ihrerseits
langsamer verlaufen sollte.

Fir die Hydroxylgruppe wird die 11a-Stellung angenommen; der Beweis erfolgt
indirekt durch den Vergleich verschiedener physikalischer Werte gegeniiber den bei
anderen Al4-3-Ketosteroiden gefundenen: Fiihrt man in die Il1a-Position eines Al.4-
3-Ketosteroids eine Hydroxylgruppe ein, so werden der Circulardichroismus, das
NMR-Spektrum und die UV-Absorption beeinfluBt; die Abweichungen der NMR-
und UV-Banden gegeniiber anderen Al4-3-Ketosteroiden konnten nach G. SNATZKE18)
durch eine Wasserstoff briickenbindung zwischen der 1lx-Hydroxylgruppe und den
n-Elektronen der Al-Doppelbindung zustandekommen. So sollte Holonamin (V)
wie andere Al-4-3-Ketosteroide (ohne 11a-Hydroxylgruppe) einen negativen Circular-
dichroismus aufweisen (Aeg,, = —0.29+0.12 bei 346 mu)!9. Man fand jedoch

18) G. SNATZKE, Privatmitteil. 1963; fiir NMR vgl. auch R. F. ZURCHER, Helv. chim. Acta
46 ,2054 [1963].
19) L. VELLUZ und M. LEGRAND, Angew. Chem. 73, 603 [1961].
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ein ins Lingerwellige verschobenes Triplett mit positivem Cotton-Effekt, dessen
Ae- und A-Werte gut mit den Werten des Holadysons (VI)2 und denen des als
Vergleichssubstanz synthetisierten 11a-Hydroxy-Al-4.pregnadien-dions-(3.20) (VII)3
iibereinstimmen:

Ae-Werte
Holonamin +0.57 (344.5 mp) +0.70 (356.5 mp) +0.44 (373 my)
Holadyson +0.38 (345 mp) +0.45 (358 my) +0.29 (374 my)
Vergleichssubstanz +0.71 (345 my) +0.87 (358 my) +0.64 (374 mp)
N. O Hg
HO, HO., H HO.,
O (o) (o)
Holonamin Holadyson Vergleichssubstanz
(v) (V1) (vin

Das UV-Spektrum der drei erwihnten Substanzen ist ebenfalls gegeniiber anderen
Al4-3-Ketosteroiden, die bei 244 mp. mit e = 1500020) absorbieren, bathochrom
verschoben, und zwar um etwa 3 mp. Dagegen liegt das Absorptionsmaximum des
11a-Acetoxy-Al4-pregnadien-dions-(3.20) wieder bei 244 my; da hier keine Wasser-
stoffbriickenbindung mehr stattfinden kann, stimmt dieser Befund mit der oben an-
gegebenen Deutung der Abweichungen iiberein. Fiir Holonamin-diacetat wurde
Amax = 243.2 mp. gefunden, so daB die bathochrome Verschiebung beim Holonamin
2.6 myp. betrigt und damit den Werten der beiden Vergleichssubstanzen nahekommt.
Aus der Lage des Maximums im UV-Spektrum des Diacetates folgt ferner, daB im
Diacetat die 11a-Hydroxylgruppe acetyliert ist und nicht etwa eine O-Acetylgruppe
an C-18 haftet; damit erscheint die Struktur IV des Holonamin-diacetates gut
gestiitzt.

Absorptionsmaxima
11a-OH 112-OAc Almax
{my] (mp] (my]
Holonamin 245.8 (¢ = 18000) 243.2 (g == 17400) 2.6
Holadyson 247.5 (¢ = 16300) fehlt 3.5
Vergleichssubstanz 247 (¢ = 15780D) 244 (e = 16800) 3.0

SchlieBlich wurden die Abweichungen im Kernresonanz-Spektrum gemessen. Bei
einem Al4.3-Ketosteroid ergeben die Protonen an C-1, C-2 und C-4 ein ABC-Spek-
trum, wobei H, nur mit H,) koppelt. Im AB-Quartett der beiden Protonen an C-1
und C-2 gibt demnach der A-Teil das iibliche Dublett, wihrend das urspriingliche
B-Dublett weiter aufgespalten wird. In diesem Bereich tritt auBerdem das Dublett
von CH-4 auf. Man findet nun im NMR-Spektrum des Holonamins und der Ver-
gleichssubstanz (VII) gegeniiber einem Dienon ohne 11a-OH-Gruppe, z. B. dem
O-Acetyl-1-dehydro-10a-testosteron2l), eine starke Verschiebung nach kleineren

20) L. F. Fieser und M. FIesER, Steroide, S. 24, Verlag Chemie, Weinheim/Bergstr. 1961.
21) R. WENGER, H. DUTLER, H. WeHRLI, K. SCHAFFNER und O. JEGER, Helv. chim. Acta 45,
2420 {1962).
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7-Werten. In der folgenden Tabelle sind die nicht verschobenen t-Werte fiir CH-2
ebenfalls angefithrt. Das Auftreten des ABC-Spektrums ist ein weiterer Hinweis fiir
die Dienon-Gruppierung.

T-Werte
CH-1 CH-2
Holonamin 2.06/d/Jy,» = 11 Hz 3.89/2d/Jy, = 11 Hz; J, 4= 2Hz
Vergleichssubstanz 2.15/d/Jy; = 10.6 Hz 3.84/2d/J, » = 10.6 Hz; J> 4 = 2 Hz
0-Acetyl-1-dehydro- 3.00/d/J;,> = 10 Hz 3.79/2d/Jy2 = 10 Hz; J;4=2Hz

10a-testosteron

Wegen der Analogie in den physikalischen Daten bei den erwihnten Verbindungen
darf die 11a-Stellung der Hydroxylgruppe und damit die Struktur V fiir Holonamin
als gut gesichert gelten. Holonamin ist damit in den Ringen A bis D identisch mit dem
aus dem gleichen Rindenmuster isolierten Digitenolderivat Holadyson2). Die beiden
Substanzen diirften in engem biogenetischem Zusammenhang stehen, da sie sich nur
im heterocyclischen Ring E unterscheiden: Wihrend Holonamin die Schiffsche Base
des 20-Amino-18-aldehyds darstellt, ist Holadyson das cyclische Halbketal des ent-
sprechenden 18-Hydroxy-20-ketosteroids. Da letzteres in der offenen Form nicht
existiert 22), scheint die Annahme einer beiden Steroiden gemeinsamen Vorstufe,
etwa in Form des 20-Keto-i8-aldehyds, plausibel. Aus diesem konnte einerseits durch
enzymatische Reduktion das 18-Hydroxy-20-ketosteroid entstehen, das sich zum
cyclischen Halbketal Holadyson stabilisiert; andererseits wiirde sich bei der hydrie-
renden Aminierung der 20-Amino-18-aldehyd bilden, der sich durch Kondensation
zur stabilen Schiffschen Base Holonamin weiteren biochemischen Verdnderungen
entzieht. Diese Annahmen setzen die Maoglichkeit einer Oxydation an C-18 unter
Ausbildung einer Aldehydgruppe voraus, da das bei einer stufenweisen Oxydation
entstehende C-18-Carbinol wegen der leichten Hemiketalbildung wohl nicht an-
gegriffen werden wiirde. Durch hydrierende Aminierung des einfachen C-20-Ketons
und nachfolgende Oxydation an C-18, jetzt allerdings nur bis zum Alkohol, diirften
die Alkaloide des Holarrhimin-Typs und durch deren cyclisierende Kondensation 23)
die des Conanan-Typs entstehen,

Wir danken der FARBWERKE HoOECHST AG fiir die Beschaffung der Kurchi-Rinde und
Herrn Dr. W. MEisk fiir die freundliche Hilfe bei der Abfassung des Manuskripts.

BESCHREIBUNG DER VERSUCHE

Einzelheiten iiber die allgemeinen Verfahren und MeBmethoden sowie die Isolierung des
Holonamins24) finden sich unter 1. c.1).

Holonamin kristallisiert aus Benzol in farblosen Nidelchen vom Schmp. 257—259°.
[a)3!: —14.84+0.5° (Methanol, ¢ = 1.1); [«]3*: —2.340.2° (thanolfreies Chloroform, ¢ = 1.0).

22} L. LABLER und F. SorM, Chem. and Ind. 1958, 1661; Collect. czechoslov. chem. Commun.
24, 2975 [1959].

23) vgl. auch L. LABLER und F. Sorm, Collect. czechosloy. chem. Commun. 28, 2345 [1963].

24) Die Moglichkeit, daB Holonamin wihrend der ammoniakalischen Aufarbeitung der
Rinde entstanden ist, kann noch nicht vollig ausgeschlossen werden; immerhin konnte
V. KNITTEL in unserem [nstitut zeigen, da im Ring E analog gebautes 1la-Acetoxy-
Ad-pregnen-ol-(18)-dion-(3.20)-hemiketal-(18—20) unter den Bedingungen der Extraktion
kein Alkaloid ergibt,
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Rg.s3 = 0.72 (System B); Rcon = 1.40 (System C) bzw. 0.24 (System D); Rr = 0.42 (System
E). Zur Analyse wurde die Substanz i. Hochvak. bei 200—210° sublimiert.
C21H37NO; (325.4) Ber. C77.50 H 8.36 N 4.30 1akt. H 0.31
Gef. C77.54 H8.69 N4.31 akt. HO0.36
77.54 8.52 4.39
77.13  8.45
Mol.-Gew. (in Campher nach RaAsT) 362

IR-Banden: in CCls 3605/cm; in Chlf. 1656, 1613, 1597, 1291, 1149, 1102, 951 und 884/cm
(Al4.3-Keton) und 1438/cm (—CH;—CH=CH—CO®—). UV-Spektrum: i,,x = 245.8
+0.2 my. (¢ = 18000; Ejg3/Emax = 0.54). Circulardichroismus (in Dioxan, ¢ = 6.35 mg/
2.13 g): Ae = +0.57 (344.5 my), +0.70 (356.5 my) und +0.44 (373 my). NMR-Spektrum:
T = 2.06/d/J; =11 Hz (1): CH-I;2.50/d//13,20 = 3Hz (1): CH-18; 3.89/2d//, = 11 Hz (1),
Ja2,4 = 2 Hz (1): CH-2; 8.62/s (3): CH3-19; 8.62/d/J = 7.1 Hz (3): CHj-21.

Holonamin ist 16slich in Chloroform; es ist unléslich in 27 NaOH und wird von 22 NaOH
in 15 Stdn. bei 60° nicht verindert. Die REINDEL-HoPPE-Reaktion ist deutlich positiv, wenn
man sie in der iiblichen Form auf Papier ausfiihrt, das vorher mit einer Mischung von Atha-
nol/Aceton (1:1) getrinkt worden ist. Das Alkaloid reagiert mit DRAGENDORFFs und mit
MAYERs Reagenz; auf dem Chromatogramm gibt es sich durch Loschung der Fluoreszenz
im kurzwelligen UV-Licht (254 my) zu erkennen. Kaliumpermanganat wird durch Holon-
amin in schwefelsaurer Losung schnell entfirbt, dagegen wird kein Brom in Eisessig addiert;
mit Tetranitromethan tritt in Chloroform nur eine sehr schwache Gelbfirbung auf. Beim
Bespriithen mit 2.4-Dinitro-phenylhydrazin und anschlieBendem Erwérmen auf ca. 100° ent-
stehen auf der Kieselgelplatte gelbrote Flecken, die beim Nachsprithen mit 27 NaOH dunkel-
braun werden.

Dienon-Phenol-Umlagerung: 8 mg Holonamin wurden in 2 ccm 2n# HCI 6 Stdn. in einem
Bad von 110° erhitzt. Nach dem Erkalten versetzte man die klare Loésung mit 2 ccm 22 NaOH
und stellte mit n/;0 NaOH bzw. n/io HCI genau auf den Neutralpunkt ein; der farblose Nie-
derschlag wurde in Chloroform (10, 10, 5 ccm) aufgenommen, die vereinigten Extrakte
wurden bei 35° i. Vak. eingedampft. Der farblose Riickstand wurde im System D chromato-
graphisch untersucht: Er enthielt nur noch Spuren Holonamin und zwei neue polarere
Produkte, die beide auf der Diinnschichtplatte beim Besprithen mit Diazosulfanilsdure zu
tiefbraunen Farbstoffen kuppelten.

Das Reaktionsgemisch gab folgende charakteristische Banden: IR: 3595, 1603 und 848/cm;
UV (Methanol): 222 mp. (e =9000?) und 279 my (e = 1550); UV (Methanol + wiBr.
Natronlauge): 241 mu (e = 11300) und 292 my. (¢ = 2900). Es loste sich in 27 HCI und, bis
auf einen geringen Rest, in 2n NaOH. Die DRAGENDORFF- sowie die REINDEL-HoPPE-Reak-
tion sind deutlich positiv. Mit o-Amino-benzaldehyd entstehen tiefgelbe Dihydrochinazoli-
nium-Derivate. Zur Methylierung léste man das Reaktionsgemisch in Methanol, versetzte
mit der gleichen Menge éther. Diazomethanldsung und lie iiber Nacht bei Raumtemperatur
stehen; die in quantitativer Reaktion entstandenen Methylierungspfodukte waren erheblich
unpolarer und kuppelten nicht mehr mit Diazoniumsalzen.

Dihydrochinazolinium-Derivat: 12.1 mg (}/,0 mMol) o-Amino-benzaldehyd 16ste man bei
40° unter intensivem Schiitteln in 6.4 ccm Citratpuffer (pH 4.6—4.8). Nach dem Abkiihlen
auf 25° gab man 0.64 ccm dieser Losung zu 0.1 ccm nf1p HCL, die 3.25 mg (!/190 mMol)
Holonamin geldst enthielt, Die anfinglich schwache Gelbfirbung verstirkte sich innerhalb
von 5—10 Min. zu einem kriftigen Gelborange. Nach dreitigigem Stehenlassen wurden ca.
0.3 ccm einer kaltgesittigten wiBrigen Pikrinsdurelosung zugegeben. Das sogleich ausfallende
hellgelbe Pikrat wurde nach kurzem Stehenlassen abgesaugt; Schmp. 249 —251°,
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UV-Spektrum: 6.5 mg (!/so mMol) Holonamin wurden mit 1ccm einer Ldsung von
2.4 mg (/5o mMol) o-Amino-benzaldehyd in 1 ccm wasserfreiem Methanol und 1 ccm wasser-
freier methanol. n/sg HCl versetzt. Die Lésung wurde nach 30 Stdn. mit wasserfreiem Methanol
verdiinnt; die Absorption blieb iiber 5 Tage unverdndert: Ap,, = 242 mp. (e = 38500; in
diesem Wert ist die Absorption der Dienon-Gruppierung mit € = 18000 bei Apax = 245.8 mp
enthalten), 288 my (e == 10300) und 382 my. (= = 1890).

Holonamin-diacetat: 90 mg Holonamin wurden in 4 ccm Pyridin mit 4 ccm Acetanhydrid
versetzt und 18 Stdn. bei Raumtemperatur stehengelassen, die L6sung in ca. 40 ccm Wasser
gegossen und durch Zugabe von festem Na,COj; alkalisch gemacht. Es wurde dreimal mit
Chloroform (40, 25, 25 ccm) extrahiert, die vereinigten Chloroform-Extrakte wurden zweimal
mit je 25 ccm Wasser gewaschen und nach Trocknen iiber MgSQO4 bei 40° i. Vak. eingedampft;
die Reste von Pyridin konnten durch mehrmaliges Abdampfen mit Benzol entfernt werden.
Der kristalline Riickstand (124 mg) ergab aus Aceton 64 mg (549 d. Th.) farblose tafel-
formige Kristalle. Schmp. 232—234°, [a]2°: +127 4 3° (Chif., ¢ = 0.95), Rr = 0.43 (System
D), Ry.s3 == 0.82 (System B). Zur Analyse wurde i. Hochvak. 7 Stdn. bei 115° iiber P05
getrocknet; bei der Acetylbestimmung verseifte man 30 Min. mit 1» methanol. NaOH.

CsH33NOs (427.5) Ber. C 70.23 H 7.78 N 3.28 2Acetyl 20.1
Gef. C70.24 H7.53 N3.50 Acetyl22.8
70.45  1.86

IR: 1658, 1618, 1600 und 883/cm (Al.4-3-Keton), 1722 und 1237/cm (O-Acetyl). UV:
Amax = 243.2 mp. (e = 17400, Ejg3/Enax = 0-45). Das Diacetat ist unldslich in 2» HCI,
miBig 16slich in Chloroform und schwer 18slich in Benzol. Der REINDEL-HoPPE-Test verlauft
negativ. Auf der Diinnschichtplatte bilden sich bei der DRAGENDORFF-Reaktion rote Flecke,
die jedoch im Gegensatz zum Holonamin langsam entstehen und nach etwa einem Tag wieder
verblassen. Unter kurzwelligem UV-Licht (254 my.) erscheint das Diacetat als dunkler Fleck.

Holonamin-triacetat: 60 mg Holonamin wurden in 5 ccm Pyridin mit 5§ ccm Acetanhydrid
18 Stdn. bei Raumtemperatur stehengelassen. Man dampfte den Ansatz bei 40° i. Vak. unter
mehrmaligem Zusatz von wasserfreiem Benzol zur Trockne ein. Der kristalline Riickstand
(96 mg) ergab aus wasserfreiem Ather 64 mg (74% d. Th.) farblose Nidelchen. Schmp. 178
bis 180°, [«]2°: +19443° (Chlf., ¢ = 0.9), Rr = 0.81 (System D), Ry s3 = 0.85 (System B).
Zur Analyse wurde i. Hochvak. 3 Stdn. bei 115° iiber P,Os getrocknet; zur Acetylbestimmung
verseifte man 30 Min. mit 127 methanol. NaOH.

C37H3sNOg (469.6) Ber. C 69.06 H 7.51 N 2.98 3 Acetyl 27.5
Gef. C69.52 H 7.54 N 3.42 Acetyl 29.6
68.63 7.26 3.38
69.75 7.64

IR-Banden: 1656, 1619, 1598 und 882/cm (Dienon), 1721 und 1231/cm (O-Acetyl). Das
Triacetat ist unldslich in 22 HCl, dagegen gut léslich in Chloroform und in Benzol. Die
ReINDEL-HoppE-Reaktion ist negativ. Die DRAGENDORFF-Reaktion verlduft wie beim Di-
acetat. Auch das Triacetat kann unter kurzwelligem UV-Licht (254 my) als ,,Loschung*
erkannt werden.





