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Aus dem komplexen Rohbasengemisch von Ziziphus amphibia A. Cheval. wurden neben den
bereits beschriebenen Amphibinen-A3), -B, -C, -D und -E4 drei weitere Peptidalkaloide
Amphibin-F, -G und -H isoliert und in der Struktur geklirt (1 —3). Die Amphibine-F und -G
(1, 2) zdhlen zu den Cyclopeptidalkaloiden mit 14 gliedrigem Ringsystem aus trans-3-Hydroxy-
prolin, p-Hydroxystyrylamin und einer z-Aminosdure. Das Amphibin-H (3) weist ein 13 glied-
riges Ringsystem auf, das aus den Aminosduren rrans-3-Hydroxyprolin und Phenylalanin
sowie aus S-Hydroxy-2-methoxystyrylamin gebildet wirds).

Alkaloids from Rhamnaceae, XVIII D

Amphibine-F, -G and -H, further Peptide Alkaloids from
Ziziphus amphibia A. Cheval. 2)

From the complex mixture of crude alkaloids from Ziziphus amphibia A. Cheval., in addition
to the already described Amphibines-A3), -B, -C, -D and -E4), three further peptide alkaloids
Amphibine-F, -G and -H have been isolated and their structures clucidated (1—3). Amphi-
bine-F and -G (1, 2) belong to the class of cyclic peptide alkaloides having a fourteen-mem-
bered ring system made up from trans-3-hydroxyproline, p-hydroxystyrylamine and an
a-aminoacid. Amphibine-H (3) has a thirteen-membered ring system formed from 5-hydroxy-
2-methoxystyrylamine and the aminoacids srans-3-hydroxyproline and phenylalanine3).

In fritheren Mitteilungen3.4 haben wir die Isolierung und Strukturaufkliarung der
Peptidalkaloide Amphibin-A bis -E aus der Rinde von Ziziphus amphibia A. Cheval.
beschrieben. Durch ein modifiziertes Aufarbeitungsverfahren, bei dem die getrocknete
Rinde mit einem Gemisch aus Benzol/waBrigem Ammoniak und wenig Methanol
extrahiert wurde, konnte eine wesentlich hohere Ausbeute an Rohalkaloid erzielt
werden als nach der bisher iiblichen Methode (vgl. 1. ¢.9)). Bei dieser Extraktion

1) XVIIL. Mitteil.: R. Tschesche, H. Wilhelm, E. U. Kaufimann und G. Eckhardt, Liebigs
Ann. Chem., im Druck.

2) Auszug aus der Dissertation C. Spilles, Univ. Bonn 1973/74.

3 R. Tschesche, E. U. Kaufimann und H. W. Fehlhaber, Tetrahedron Lett. 1972, 865.

4) R. Tschesche, E. U. KauBmann und H. W. Fehlhaber, Chem. Ber. 105, 3094 (1972).

S) R. Tschesche, S.T. David, J. Uhlendorf und H. W. Fehlhaber, Chem. Ber. 105, 3106
(1972); R. Tschesche, E. U. KauBimann und G. Eckhardi, Tetrahedron Lett. 1973, 2577.

6) R. Tschesche, R. Welters und H. W. Fehlhaber, Chem. Ber. 100, 323 (1967).
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traten keine schwer trennbaren Emulsionen auf, und man erhielt nach Uberfiihren in
wifrige Citronensdurelosung, Freisetzen der Alkaloide mit Ammoniak und Aus-
schiitteln mit Essigester €in fast farbloses Rohbasengemisch, das von Begleitsubstan-
zen nahezu frei war. Der Extrakt enthielt etwa 15 Dragendorff-aktive Substanzen
und wurde einer mehrstufigen Platten- bzw. Saulenchromatographie an Kieselgel
unterworfen.

Alle Alkaloide ergaben mit Dragendorffs Reagenz eine orange, 1 und 3 mit 50proz.
Schwefelsdure eine rotbraune und 2 eine rotgelbe Firbung. Allein das letztere Alka-
loid reagierte positiv mit Ehrlichs Reagenz Rasche Entfirbung sodaalkalischer Per-
manganatldsung wies auf eine Doppelbindung in den Alkaloiden hin.

Amphibin-F und -G liessen sich in einer Ausbeute von etwa 0.015 %, und Amphibin-
H mit etwa 0.001 %; isolieren.

Die Summenformeln wurden durch hochauflosende Massenspektrometrie und
Elementaranalyse zu CagH36N4O4 (1), C32H39NsO04 (2) und C33Ha3NsOs (3) ermittelt.
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In den mikrobiologischen Untersuchungen der Hydrochloride von Amphibin-F, -G und
-H mit Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pythium debaryanum und Trichoderma viride zeigte
sich weder antibakterietle noch fungizide Wirksamkeit *).

Absorptionsspektren
Die IR-Spektren von 1, 2 und 3 sind weitgehend denen anderer 14-4 bzw. 13glied-
rigers Peptidalkaloide analog. Sie weisen die typischen Absorptionen fiir sekundéire

*) Herrn Prof. Dr. F. Schinbeck, Universitit Bonn, Institut fiir Pflanzenkrankheiten,
danken wir fiir die Durchfiihrung dieser Untersuchungen.
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Amide (3400, 1680 und 1640cm~1), N-Methylgruppen (2770), C -- C-Doppelbindungen
(1610) und Phenolidther (1210 und 1025) auf. 3 zeigt bei 2820 cm~! die fiir O-Methyl-
gruppen charakteristische Bande.

Im UV-Spektrum von Amphibin-F tritt nur eine starke Aromatenendabsorption
mit schwachen Schultern bei 250 und 280 nm auf. Amphibin-G besitzt zusétzlich
Absorptionsmaxima bei 290, 282 und 273 nm, die fiir Tryptophan als Molekiilbau-
stein sprechen. Amphibin-H gibt Banden bei 321 und 268 nm, die fiir den 2,5-Dialk-
oxystyryl-Chromophor typisch sind? und somit auf ein 13gliedriges Ringsystem
hinweisen5).

Die in Deuteriochloroform aufgenommenen 'H-NMR-Spektren zeigen bei 8 — 0.6 bis
1.2 ppm den Signalkomplex der C-Methylgruppen, entsprechend 6 Protonen fiir 1 und 2 und
9 Protonen fiir 3. Die Resonanzen der Protonen der N,N-Dimethylaminogruppen von 2 und
3 liegen bei 8 = 2.5 und 2.3 ppm. Im Spektrum von 1 erscheint das Signal fiir die N-Methyl-
aminogruppe infolge der Kupplung mit dem N—H als Dublett bei 8§ — 2.5 ppm. Zwischen
3 = 2.0 und 5.0 ppm iiberlagern sich die Signale der Benzylprotonen des Phenylalanins
(Amphibin-F und -H) bzw. Methylprotonen in Nachbarschaft zur Indolgruppc des Trypto-
phans (Amphibin-G) mit denen der a-H-Atome der Aminosduren und den C-4- und C-5-
Protonen des Hydroxyprolins. Das C-2-Proton des 3-Hydroxyprolins liefert ein Dublett bei
3 =42ppm (J = 5—6 Hz; vgl. I.c.4). Im Spektrum von 3 tritt bei 8 — 5.95 ppm das
Dublett (J/ = 9 Hz) fiir das dem Aromaten benachbarte cis-Olefinproton auf. Das andere
Olefinproton erscheint infolge der Kupplung mit dem benachbarten NH als Quartett bei
8 = 6.85 ppm. Der Unterschied in der chemischen Verschiebung der Olefinprotonen in den
l4gliedrigen Cyclopeptidalkaloiden 1 und 2 ist sehr viel geringer (um 25 Hz); ihre Signale
erscheinen als Multiplett im Bereich 8§ = 6.2 bis 6.8 ppm. Die Absorptionen der Amid- und
Aromatenprotonen liegen um 8 = 7.0 bis 8.0 ppm.

Massenspektren

Die massenspektrometrische Analyse von Amphibin-F bis -H gibt Aufschluf} iiber
die in den Alkaloiden enthaltenen Bausteine und deren Verkniipfung. Basispeak in
allen Spektren ist jeweils das durch a-Spaltung der terminalen N-methylierten Amino-
sdure gebildete Fragment a, welches im Falle von 1 einen charakteristischen Sekun-
dirzerfall unter Abspaltung eines Athylradikals erleidet, woraus auf das Vorliegen von
N-Methylisoleucin geschlossen wird®. Das Aminfragment 4 weist bei 1 und 3 auf
Phenylalanin, das Ion § bei 2 auf Leucin bzw. Isoleucin hin. Die Peaks der Ionen 6
und 7 sind charakteristisch fiir Hydroxyprolin, 8 fiir die in den 14gliedrigen Peptid-
alkaloiden 1 und 2 enthaltene Hydroxystyrylamin-Einheit und 9 fiir die Methoxy-
hydroxystyrylamingruppe 13gliedriger Alkaloide. Das Tryptophan im Amphibin-G
liefert die Fragmente 10 und 119,

Die schrittweise Fragmentierung der Verbindungen 1—3 folgt den in fritheren Ar-
beiten fiir 13-9 und 14gliedrige4.10 Peptidalkaloide angegebenen Regeln und liefert
die in Tab. 1 wiedergegebenen und mittels Hochauflgsung in ihrer Zusammensetzung
gesicherten Fragmente, mit deren Hilfe die Verkniipfung der Bausteine ermittelt wer-
den kann,

7 E. Zbiral, E. L. Ménard und J. M. Miiller, Helv. Chim. Acta 48, 404 (1965).
8) K. Biemann, J. Seibel und F. Gapp, J. Amer. Chem. Soc. 83, 3795 (1961).
9 F. Weygand, A. Prox, H. H. Fessel und K. K. Sun, Z. Naturforsch. 20B, 1169 (1965);

P. Pfiinder, Liebigs Ann. Chem. 707, 209 (1967).
100 H. W. Fehlhaber, Z. Analyt. Chem. 235, 91 (1968).
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Abb. 2. Massenspektrum von Amphibin-G (2)
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Abb. 3. Massenspektrum von  Amphibin-H (3)
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Tab. 1. Charakteristische Bruchstiickionen in den Massenspektren der Amphibine.
(In den Formeln steht X fiir das volistindige Ringsystem)

ton*) Struktur

m/e
1 2 3
R = CH(CH3)C;Hs R = CH,-Indolyl R = Clg
R!=H R! = CH, R! = CHy
R? = CH,C¢Hs R? = CH,CH(CIl;), R?= CH,CslH,
R*=H RS = H 1 = OCH,
M7 504 557 605

+
8 H,C-N=CHR 100 187 72
n
+
b 11,C-N=CH-CO-NH-GlI-CO-X 590
R CH(CH,),
b' HyC-N=CH-CO-X 447 427
&t
j’#
¢ H-CO-NI-CH-CO-X: 534
CTI(CHy),

d OCN-CH-CO-X?
CH(CHg),
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Tab. | (Fortsetzung)
+
e CH=C-XT 491
(cn,),né OH
f onc-x* 405 371 435
g 0=C=X 404 370 434
h H,-X* 378 344 408
+
j X 376 342 406
k' H,C—y-gﬂ—co~h§:] 197 284
R!R
m lhc—y—qn—co—ﬁn=gn 171
R'R CH(CH,),
P Q—CONH—(FH—CEO* 243 209 243
H R?
q [;)-coﬁn=CH—R’ 215 181 -
H
R3
r o@cn:lcn 229 229 259
[ﬁE OCN
H
R3
s [‘SO‘@‘C”:?“ 203 203 233
¥ NH,
H
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t o@-cxn 186 186 216
[»’G/S
Hn
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+
u HO-@'CH=CI—H' 308 274 338
1

OCN-CH-CO-NH
he

+! Die Bezeichnung der Ionen entspricht der in 1. c. ¢ verwandten.
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Hydrolysen

Die Alkaloide wurden katalytisch hydriert und Dihydroamphibin-F anschlieBend
einer reduzierenden N-Methylierung!? unterworfen. In den sauren Hydrolysaten der
so erhaltenen Verbindungen wurden die N,N-Dimethylaminosiuren papierchromato-
graphisch und die Aminosiuren als Dansylderivate 12 dinnschichtchromatographisch
nachgewiesen. Dabei fand man N,N-Dimethylisoleucin, Phenylalanin und p-Tyramin
(N-Methyldihydroamphibin-F), Leucin und p-Tyramin (Dihydroamphibin-G), N,N-
Dimethylalanin, Valin und_PhenylaIanin (Dihydroamphibin-H). Im alkalischen Hydro-
lysat von 2 lieB sich papierchromatographisch N,N-Dimethyltryptophan nachweisen.

Umsetzung der Alkaloide 1 bis 3 mit Ozon und anschlieBende Hydrolyse mit waB-
rigem Bromwasserstoff 47 erlaubte im Vergleich mit authentischem Material den
papierchromatographischen Nachweis von trans-3-Hydroxyprolin.

Zur Identifizierung des Chromophors in 3 wurde Dihydroamphibin-H alkalisch
hydrolisiert. Es entstand ein f3-Phenylithylaminderivat?, dem aufgrund chromato-
graphischen Vergleiches mit jsomeren Verbindungen dieses Typs nur die Struktur von
-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)athylamin (12) oder pB-(5-Hydroxy-2-methoxyphenyl)-
athylamin (13) zukommen konnte. Kupplung des durch Hydrolyse gewonnenen
Produktes sowie der synthetisch erhaltenen Verbindungen 1213 und 13 (s. u.) mit
Diazosulfanilsiure lieferte orangefarbene Azofarbstoffe, deren UV-Spektren (vgl.
1. c.19) die Identitit von 13 und dem aus Dihydroamphibin-H erhaltenen Pheny{-
athylaminderivat bewiesen.

Zur Synthese von 13 wurde Gentisinsiure-5-benzyldther!S durch Methylierung mit
Dimethylsulfat in 14 iibergefiihrt und anschlieBend mit Lithiumaluminiumhydrid zum
Benzylalkohol 15 reduziert. Oxidation mit Bleitetraacetat in Pyridin!6 fiihrte zum
Aldehyd 16, der mit Nitromethan zu 17 umgesetzt wurde. Aus diesem erhielt man
durch Reduktion mit Lithiumalanat das Amin 18, das nach saurer Abspaltung der
Benzylgruppe £-(5-Hydroxy-2-methoxyphenyl)ithylamin in Form seines Hydrochlo-
rids 13a lieferte.

OCHjy OCH,
CH,0 R
Homﬂz NH,;
OH oC H’C.Hg

12

R
CO,CHy
CH,OH
CHO
CH=CH-NO,
CH,CH,NH,

13
13a: Hydrochlorid

1) R. E. Bowmann, J. Chem. Soc. 1950, 1342,

12) W. R. Gray und B. S. Hartley, Biochem. J. 89, 380 (1963).

13} F. A. Raminez und A. Burger, }. Amer. Chem. Soc. 72, 2781 (1950).

14} R. Tschesche, L. Behrendt und H. W. Fehlhaber, Chem. Ber. 102, 50 (1969).
159 H. Baganz und R. Kratiner, Arch. Pharm. (Weinheim) 293, 393 (1960).

1600 R. E. Partch, Tetrahedron Lett. 1964, 3071.
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Wir danken Herrn P. Garnier, Montpellier, fiir dic Beschaffung der Droge, Herrn Dr.
E. U. Kaufimann fiir deren Voruntersuchung und Hinweise zu Beginn der Arbeit sowie
Fraulein G. Borchmann, Friulein C. Jischke und Herrn B. Lawrenz fiir ihre experimentelle
Mitarbeit.

Unser Dank gilt ferner der Stiftung Volkswagenwerk fiir die zur Anschaffung des Massen-
spektrometers bereitgestellten Mittel, sowie der Deutschen Forschungsgemeinschaft fir die
Bereitstellung des 90-M Hz-Kernresonanzspektrometers und die Gewidhrung von Sachmitteln.

Experimenteller Teil

Dic Schmelzpunkte wurden mit einem Mikroskop-Heiztisch nach Weygand, die optischen
Drehungen mit dem Perkin-Elmer-Polarimeter 141 bestimmt. Zur Aufnahme der Absorp-
tionsspektren dienten folgende Gerite: Perkin-Elmer 221 (IR), Varian A 60 und Bruker-
Spektrospin HX 90 (NMR), Cary 14 (UV) und Dichrographe-2 von Roussel-Jouan (CD).
Dic Massenspektren wurden mit dem Massenspektrometer MS 9 (A.E.L.) durch Verdampfen
der Substanzen in der lonenquelle (bei ca. 200°C) bei einer Elektronenenergie von 70 eV
aufgenommen. Die Elementaranalysen fiihrte das Mikrochemische Laboratorium Dr.
F. Pascher, Bonn, aus.

Zur Diinnschicht- und priiparativen Schichtchromatographie (SchC) dienten Kieselgel
PF3s4 und G 60 (Merck) sowie Aluminiumoxid neutral (Woelm), zur Sdulenchromatographie
(SC) Kieselgel Woelm 0.05—0.2 mm. Fiir die Papierchromatographie wurde die Sorte 2043 b
(Schleicher & Schiill) benutzt. Es kamen folgende Laufmittelsysteme zur Anweadung.

System A: Methylenchiorid/Methanol (50:2); System B: Chloroform/Methanol (49:1);
System C: Cyclohexan/Aceton (3:2); System D: Essigester/Benzol/Athanol (10:5:1);
System E: Benzol/Pyridin/Eisessig (40:10:1)17; System F: Chloroform/Benzylalkohol/Eis-
essig (70:30:3)18); System G: n-Butanol/Chloroform (3:97)19); System H: n-Butanol/
Citratpuffer pH 420); System I: Butanon/Eisessig/Ameisensdure/Wasser (40:2:1:6)21);
System K : n-Butanol/Eisessig/Wasser.

Isolierung und Auftrennung der Rohalkaloide: 26 kg getrocknete Rinde wurden fein gemah-
len und in 4-kg-Portionen je fiinfmal mit 6 Liter eines Gemisches aus Benzol/konz. Ammo-
niak/Methanol (100:1: 1) extrahiert. Jeweils 2 Liter des gelb-griin gefdrbten Extraktes wurden
viermal mit je 50 ml Sproz. wiBr. Citronensiure ausgeschiittelt. Die vereinigten wiaBrigen
Losungen wurden nach Filtration mit Ammoniak auf pH 8 —9 eingestellt und mehrmals mit
etwa 500 ml Essigester extrahiert. Nach Trocknen iiber Natriumsulfat und Abdampfen des
Losungsmittels i. Vak. erhielt man 28 g, entspr. etwa 0.11 % (bez. auf die trockene Droge),
eines gelben schaumigen Rohalkaloidgemisches. Dieses wurde durch Chromatographie auf
Kieselgel M im System A in die in 1. c.4) angegebenen Fraktionen vorgetrennt. Die weitere
Reinigung erfolgte durch Sidulen- oder Dickschichtchromatographie.

Amphibin-F (1): Die Fraktionen, welche das zunichst mit ZA-84 bezeichnete Alkaloid
enthielten, wurden mitteis SC im System B und anschlieBende mehrfache SchC in den Syste-
men A und D aufgetrennt. Dabei fiel 1 als farbloses, amorphes Pulver in einer Menge von
etwa 110 mg an; [x]¥: —171° (¢ = 0.26; CHCI;).

Ca9H36N4O4 (504.6) Ber. N 11.10 Mol.-Masse 504.2737
Gef. N 11.02 504.2701 (MS)

1D M. Brenner, A. Niederwieser und G. Pataki, Experientia 17, 145 (1961).
18) Z. Deyl und J. Rosmus, J. Chromatogr. 20, 514 (1965).

199 M. Cole, J. C. Fleicher und A. Robson, J. Chromatogr. 29, 618 (1965).
200 E. F. McFarren, Analyt. Chem. 23, 168 (1951).

21) L. Reis, J. Chromatogr. 4, 458 (1960).
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IR (CHCI3): 3380 (NH), 2780 (NCHj3y), 1686 (Amide), 1620 (C=C), 1220 und 1030 cm-!
(Phenolither). — UV (Methanol): starke ,,Endabsorption** mit Schultern bei 280 und
250 nm. NMR (CDCl3): 8 = 0.6—1.0 ppm (m. 2 C-Methylgruppen), 2.50 (d, NCH3),
4.31 (d, J = 6 Hz, 2-H am Hypro), 6.2—6.8 (m, Olefin), 6.9 -7.5 (m, Aromaten, N—H).

Amphibin-G (2): Aus den mit ZA-10 und ZA-11 bezeichneten Fraktionen konnten durch
SchC in den Systemen B und C sowie durch wiederholte SchC im System A 180 mg 2 abge-
trennt werden, das aus Tetrachlorkohlenstoff in farblosen Nadeln vom Schmp. 182—185°C
kristallisierte; {«]3: —218° (¢ = 0.24, CHCl;).

IR (CHCly): 3450 und 3380 (NH), 2780 (NCH3), 1680 (Amid), 1620 (C=C), 1225 und
1030 cm~1 (Phenoldther). — UV (Methanol): Anax 290 (log £ 3.71), 282 (3.79) und 273 nm
(3.80). — CD (Athanol): Ac = +1.2 (290 nm), -+1.5 (280), +1.8 (265). —12.5 (237) und
+5.3(223). — NMR (CDCl;): 8 = 0.5—1.3 ppm (m, 2 C-Methylgruppen), 2.5 (s, N(CH3)5),
4.3 (d, J = 6 Hz, 2-H am Hypro), 5.4 (m, N—H), 6.3—6.9 (m, Olefin, N—H), 7.0-7.7
(m, Aromaten, N—H).

C33H3gNsOy4 (557.7) Ber. N 12.56 Mol.-Masse 557.3002
Gef. N 12.69 557.3031 (MS)

Amphibin-H (3): Aus der ZA-12 enthaltenden Fraktion wurden durch SC im System A
und mehrfache SchC in den Systemen C und D etwa 150 mg einheitliches 3 isoliert. Kristalli-
sation aus Chloroform/Petrolither ergab ein feinkristallines Pulver vom Schmp. 205°C;
{x]?: —570° (¢ = 0.12, Methanol).

IR (CHCl3): 3320 (NH), 2820 (OCH3), 2770 (NCH3), 1680 und 1640 (Amide), 1610 (C=C),
1210 und 1025 cm~t (Phenolither). — UV (Methanol): Apyax 268 (log £ 4.19), 321 nm (4.01). —
NMR (CDCl3): 8 = 0.7 ppm (dd, J = 6 Hz, 2 C—CHj3), 1.3 (d, J — 6 Hz, C—CHy),
2.3 (s, N(CH3)y), 3.8 (s, OCHa), 5.95 (d, / = 9 Hz, 1 Olefinproton), 6.7—7.8 (m, Aromaten,
NH und 1 Olefinproton), 8.55 (m, 1 NH).

C33H43NsOg (605.7) Ber. N 11.07 Mol.-Masse 605.3213
Gef. N 10.67 605.3193 (MS)

Hydrierungen: 30 mg des jeweiligen Alkaloids wurden, in etwa 20 ml Methanol gelést,
iiber Palladium/Aktivkohle im offenen GefiB hydriert. Nach etwa 5 h wurde die Losung
durch eine Glassinterfritte vom Katalysator abfiltriert und i. Vak. eingedampft. Der Riickstand
konnte mittels SchC im System B chromatographisch gereinigt werden. Die Hydrierungs-
produkte wurden massenspektrometrisch als Dihydroderivate identifiziert.

Dihydroamphibin-F (amorph).
C29H1gN4O4 Mol.-Masse Ber. 506.2893 Gef. 506.2880 (MS).

IR (CHCI3): 3390 (NH), 2780 (NCH3), 1665 und 1635 (Amide), 1220 und 1035 cm™!
(Phenolither). — UV (Mecthanol): Anax 225 (log £4.05) und 275 nm (3.10). — NMR (CDCl;):

= 0.6—1.0 ppm (m, 2 C—CHj), 2.35 (d, NCH;), 4.0 (d, 2-H des Hypro), 6.8—7.5 (m,
Aromaten, NH).

Dihydroamphibin-G (amorph). [a]}: +119° (¢ = 0.2, CHCl;).

C;3;H41NsO4 Mol.-Masse Ber. 559.3158 Gef. 559.3168 (MS).

IR (CHCI;): 3455 und 3390 (NH), 2865 (NCH;), 1655 (Amide), 1210 und 1040 cm-!
(Phenolither). — UV (Methanol): Amax 273 (log € 3.71), 281 (3.72) und 289 nm (3.68). —

NMR (CDCl3): 8 = 0.8—1.3 ppm (m, 2 C-Methylgruppen), 2.8 (s, N(CHj3),), 6.0 (m, NH),
7.0 —7.7 (m, Aromaten, NH).
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Dihydroamphibin-H: Aus Methylenchlorid/Aceton Nadeln vom Schmp. 281°C; [«]#:
—381° (¢ = 0.15, Methanol).

C33H4sNsOg Mol.-Masse Ber. 607.3369 Gef. 607.3348 (MS).

IR (CHCI3): 3410 (NH), 2820 (OCH3), 2770 (NCHj3), 1670 (Amide), 1230 und 1040 cm~!
(Phenolither). — UV (Methanol): Amax 226 (log € 4.1) und 250 nm (3.5). — NMR (CDCl;):
8 = 0.7ppm (dd, J = 6 Hz, 2 C—CHy), 1.3 (d, J = 6 Hz, C—CHj), 2.3 (s, N(CH3)y),
3.8 (s, OCH,), 6.0—7.8 (m, Aromaten, NH).

N-Methyldihydroamphibin-F: 20'mg 1 wurden in 50 ml Methanol mit 0.2ml 36proz.
Formalinldsung versetzt und iiber Palladium/Aktivkohle bei Atmosphirendruck 6 h hydriert.
Nach Zusatz von 50 ml Benzol wurde iiber eine mit Kieselgel in Benzol/Methanol (1:1)
gefiillte Filtriersdule von Katalysator und Verunreinigungen befreit. Das Filtrat wurde
i.Vak. zur Trockne gebracht und mittels SchC im System C mehrfach gereinigt. Kristalli-
sation aus Aceton/Cyclohexan erbrachte 15 mg feiner Nadeln vom Schmp. 152—156°C;
[@]¥: —119° (¢ = 0.05, CHCly).

C30H4N4O4 Mol.-Masse Ber. 520.3050 Gef. 520.3039 (MS)

IR (CHCl3): 3490 (NH), 2815 (NCHj3), 1670 und 1635 (Amide), 1230 und 1030 cm™!
(Phenoldther). — NMR (CDCl3): 8§ = 0.6—1.1 ppm (m, 2 C—CHj), 2.45 (s, N(CH3)),
4.2 (d, J == 5 -6 Hz, 2-H am Hypro), 6.9—7.5 (m, Aromaten, NH).

Hydrolysen: 10 mg des jeweiligen Dihydroalkaloids bzw. des N-Methyldihydroalkaloids
im Falle von 1 wurden in 2 ml 6 N HCl im Bombenrohr 24 h auf 120 —140°C erhitzt. Das
Hydrolysat wurde im Exsikkator iiber KOH zur Trockne gebracht und in | ml Wasser
aufgenommen.

0.2 ml der Losung wurden zur Umwandlung der Aminosiduren in die Dansylderivate12)
mit 0.1 ml 0.1 N Hydrogencarbonatlésung und 6 mg Dansylchlorid, geldst in 1 ml Aceton,
versetzt. Nach 24 h bei Raumtemp. wurde bis zur klaren Lésung mit Aceton versetzt und die
DNS-Aminosiduren durch zweidimensionale Diinnschichtchromatographie auf Kieselgel G
nachgewiesen. Die erste Entwicklung wurde im System E, die zweite nach halbstiindigem
Trocknen der Platten bei 110°C in den Systemen F oder G vorgenommen. Die DNS-Amino-
sduren sind als hellgelb fluoreszierende Flecke erkennbar. Die N,N-Dimethylaminosiuren
konnten durch direkte Chromatographie des Hydrolysats auf Papier in den Systemen H und 1
unter Zuhilfenahme authentischer Vergleichssubstanzen nachgewiesen werden. Das Anfirben
geschah mit Thymolblau-Reagenz22). 2 wurde zusdtzlich mit Bariumhydroxid alkalisch
hydrolisiert23) und zum Nachweis des N,N-Dimethyltryptophans auf Papier chromato-
graphiert. Die Aminosdure wurde mit Ehrlichs Reagenz sichtbar gemacht24).

Nachweis des trans-3-Hydroxyprolins: Ca. 50 mg 1, 2 oder 3 wurden jeweils nach dem
Verfahren von Zbiral und Mitarbb.?) einer Ozonolyse und anschlieBenden Hydrolyse unter-
worfen. Es wurde im Vergleich zusammen mit 4-Hydroxyprolin, cis-3-Hydroxyprolin und
trans-3-Hydroxyprolin in den Systemen rerr-Amylalkohol/2,4-Lutidin/Wasser (178:178:110)25}
und n-Butanol, gesittigt mit 10proz. Didthylamin26), auf Papier chromatographiert. Auf-
grund der Rg-Werte und der Farbreaktionen mit Isatin-Reagenz wurde in allen Hydrolysaten
eindeutig trans-3-Hydroxyprolin identifiziert.

22) V.M. Ingram, J. Biol, Chem. 202, 193 (1953).

23) G. Paraki, Diinnschichtchromat. i. d. Aminosdure- und Peptidchemie, S. 135, W. de
Gruyter, Berlin 1966.

24) R. A. Heacock und M. E. Mahon, J. Chromatogr. 17, 338 (1965).

25) F. Irreverre, K. Monita, A. V. Robertson und B. Wittkop, J. Amer. Chem. Soc. 85, 2824
(1963).

260) J, C. Sheehan und J. G. Whirney, J. Amer. Chem. Soc. 85, 3863 (1963).
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Alkalische Hydrolyse von Dihydroamphibin-H: 20 mg Dihydroamphibin-H wurden nach
dem von Zbiral und Mitarbb.7! angegebenen Verfahren mit wiBr.-alkoholischer Natron-
lauge hydrolysiert. Das Reaktionsprodukt wurde an Kieselgel durch SchC im System K
getrennt. Nach Ansprithen mit sodaalkalischer Diazosulfanilsdureldsung waren zwei orange-
rote Zonen erkennbar (Re-Werte 0.52 und 0.89). Von verschiedenen, unter gleichen Bedingun-
gen chromatographierten Vergleichssubstanzen wiesen nur f3-(5-Hydroxy-2-methoxyphenyl)-
dthylamin (13) und {3-(4-Hydroxy-3-methoxyphenyl)ithylamin (12) den gleichen R:-Wert
und die gleiche Farbreaktion wie die polarere Substanz auf. Deren Kupplungsprodukt mit
Diazosulfanilsidure lieferte ein UV-Absorptionsmaximum bei 331 nm (vgl. dazu 1. c.14),

Darstellung von B-(5- Hydroxy-2-methoxyphenyl)iithylamin (13)

5-Benzyloxy-2-mnethoxybenzoesiure-merhylester (14): 20 g Gentisinsdure-5-benzylither!s)
wurden mit 45 ml Dimethylsulfat und 120 g Kaliumcarbonat in 1.3 Liter Aceton 24 h unter
RiickfluB erhitzt. Abkiihlen, Filtrieren und Einengen i.Vak. ergab in 70 -75proz. Ausb.
ein in feinen Nadeln vom Schmp. 42— 45°C langsam kristallisierendes Ol.

IR (CHCl3): 2820 (OCHj), 1735 (Ester), 1240 und 1040 cm~! (Phenolither). — NMR
(CDCl3): & = 3.75 ppm (s, OCHj), 3.83 (s. CO,CH3y), 4.98 (s. OCH,Ph), 6.95-7.5 (m,
3 Aromatenwasserstoffe) und 7.35 (s, monosubst. Aromat).

5-Benzyloxy-2-methoxybenzylalkohol (15): 16 g 14 in 200 ml absol. Ather wurden unter
Rithren langsam zu S g Lithiumalanat in 100 m]l Ather gegeben und das Gemisch 24 h bei
Raumtemp. gehalten. Hierauf setzte man 1 ml Wasser und 20 m! Methano! zu und filtrierte.
Einengen i.Vak. und Umkristallisation des Riickstandes aus Aceton/Petrolither ergab
12 g 15 in hellgelben Blittchen vom Schmp. 48°C.

NMR (CDCl3): & = 3.8 ppm (s, OCHj), 4.68 (s, —CH,0H), 5.02 (s, —OCH; —Ph),
6.8—7.5 (m, 3 Aromatenwasserstoffe) und 7.4 (s, 5 Aromatenwasserstoffc).

5-Benzyloxy-2-methoxybenzaldehyd (16): Die Losung von 8 g 15 in 400 ml Pyridin wurde
nach Zugabe von 0.02 mol Bleitetraacetat 2 d bei Raumtemp. geriihrt. EingieBen des Reak-
tionsansatzes in Eiswasser, Ansduern mit HCI, Absaugen des erhaltenen Nicderschlages und
Unmkristaliisieren aus wenig Chloroform ergab Blattchen vom Schmp. 108°C (70 ---75%,).

NMR (CDCly): 8§ -- 3.8 ppm (s, OCH3), 5.0 (s, CH,Ph), 6.6 —7.5 (m, 3 Aromatenwasser-
stoffe), 7.38 (s, S Aromatenwasserstoffe) und 10.5 (s, 1 Aldehydproton).

2.4-Dinitrophenylhydrazon von 16: Gelbe Nadeln aus Athanol/Wasser vom Schmp. 210°C.

5-Benzyloxy-2-methoxy-w-nitrostyrol (17): 4 g 16 wurden nach dem Verfahren von Gairaud
und Lappin2? in das Nitrostyrol 17 ubergefiihrt. Orangefarbene Nadeln aus Chloroform/
Petroldther vom Schmp. 98 --102°C.

B-(5-Benzyloxy-2-methoxyphenyl )dthylamin (18): 2.8 g 17 wurden mit Lithiumalanat in
wasserfreiem Tetrahydrofuran zum Amin reduziert (vgl. dazu I c.28)). Erhalten wurden
1.9 g 18 als farbloses Ol.

NMR (CDCl3): § - 1.6 ppm (s, NH3), 2.78 (m, —CH;--CH;-), 3.65 (s, OCH3), 4.93
(s, OCH;Ph), 6.8 (m, 3 Aromatenwasserstoffe) und 7.4 (s, 5 Aromatenwasserstofie).

Hydrochlorid von 18: Versetzen von 18 mit 6 N HCI ergab ein kristallines Hydrochlorid
vom Schmp. 186°C.

27 C. B. Gairaud und G. R. Lappin, J. Org. Chem. 18, 1 (1953).
28) N. G. Gaylord, Reductions with Complex Metal Hydrides, Interscience, New York 1956.
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B-( 5-Hydroxy-2-methoxyphenyl)dthylamin-hydrochlorid (13a): Die Lésung von 1 g
18-Hydrochlorid in 6.5 ml Eisessig und 3 ml konz. HCI wurde 3 h bei 75°C gerithrt. Nach
Einengen i. Vak. trat Kristallisation ein. Die Kristallmasse wurde in etwas Aceton aufgenom-
men, erhitzt, abgekihlt und abgesaugt. Man erhielt 0.4 g (609;,) chromatographisch reines
13a in fast farblosen Nadeln vom Schmp. 189°C.

IR (KBr): 3340 (OH), 2800—3100 (CH und Ammonium), 2500 und 2030 (Ammonium),
1595 und 1490 (Aromaten) und 1220 cm~! (Phenolither). — NMR (D;0): 8§ = 4.02 ppm
(m, —CH;—CH;~-), 4.86 (s, OCH3) und 2.2 (m, 3 Aromatenwasserstoffe).

[CoH14NO,]CI (203.7) Ber. C117.41 Gef. C117.29
[430/73]



