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Zur Prufung der Moglichkeit, o b  Hydroxyloganin (4a) oder dEpihydroxyloganin (5a) Zwischen- 
rtufen in der Biogenese von Secologanin (2a) und der Indolalkaloide sind, wurden beide Verbin- 
dungen in radioaktiv markierter Form hergestellt. D a m  reduzierte man die Ketocarbonsaure 6 
mit [’H]Natriumborhydrid und veresterte die Hydroxycarbonsauren 9* bzw. 11 mit [“CIDiazo- 
methan. Futterungsversuche rnit Catharanthus roseus G. Don ergaben, dan 4 a  und 5a mit groner 
Wahrscheinlichkeit keine Vorstufen von 2a und der Indolalkaloide sind. Durch Isolierungsver- 
suche wurde aunerdem gezeigt, da8 4a  kein naturlich vorkommendes lridoidglycosid in Menyanthes 
trifoliata ist . 

Investigations of the Biosynthesis of Indole Alkaloids. 
Feeding Experiments with Synthetic Radioactively Labelled Hydroxyloganin Derivatives l)  

Hydroxyloganin (4a) and 6-epihydroxyloganin (5a) were synthesized with a radioactive label to 
check the hypothesis that these compounds lie directly on the biosynthetic pathways to secologa- 
nin (2a) and the indole alkaloids. The labels were introduced by reduction of the keto acid 6 with 
sodium [’Hlborohydride and esterification of the hydroxy acids 9* or 11 with [‘4C]diazomethane. 
According to feeding experiments with Calharanthus ro.seus G. Don it is highly improbable that 
4 a  and 5 a  are precursors of 2a and the indole alkaloids. Moreover, isolation experiments showed 
that 4s is not a naturally occurring iridoid glycoside in Menyanthes rrijoliata plants. 

Eine Schlusselreaktion in der Biogenese der Indolalkaloide’) und weiterer Natur- 
stoffe 3, ist die Uberfuhrung des Monoterpen-Bausteins Loganin (1) in Secologanin 
(2a), das dann mit Tryptamin in Art einer Mannich-Reaktion zu Strictosidin (Isovinco- 
side)4) (3), der ersten stickstoffhaltigen Vorstufe der Indolalkaloide, kondensieren 
kann. Beim Ubergang von 1 in 2a erfolgt Spaltung des Cyclopentanringes unter Bil- 
dung einer 6 ,  E-ungesattigten Aldehydgruppe. Als mogliche Zwischenstufen lassen sich 
hierbei Hydroxyloganin (4a) 5 ,  und 6-Epihydroxyloganin (5a) formulieren, die durch ei- 
ne enzymatische Fragmentierung z. B. in Form der Phosphorsaureester 4b und 5b zu 
2a gepalten werden konnen 6). So gelang es vor kurzem, das 6-Epihydroxyloganin-Deri- 
vat 5c in vitro mit sehr guten Ausbeuten in das Secologanin-Derivat 2b zu iiberfiihren’). 
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In dieser Arbeit beschreiben wir nun die Synthese und Verfiitterung von radioaktiv 
markiertem Hydroxyloganin (4a*) und GEpihydroxyIoganin (5a*). AuBerdem wurde 
untersucht, o b  4a ein natiirlich vorkommendes Iridoidglycosid ist. 
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Synthese von 6-Epihydroxyloganin (5a) 
Zur Synthese von 5a acetylierten wir den Alkohol 8a5) mit AcetanhydridIPyridin zu 

8b. Spaltung der Acetalgruppe in 8b rnit Perchlorsaure in waBriger Essigdure fiihrte 
zu den Aglykonen 8c, die mit Po-Tetra-0-acetylglucose in Gegenwart von Bortri- 
fluorid . Ether nach mehrfacher chromatographischer Reinigung rnit 4% Ausbeute 
GEpihydroxyloganin-hexaacetat (8d) lieferten. Durch Hydrolyse mit Bariumhydroxid 
in wal3rigem Methanol erhielt man die Hydroxycarbonsiure 11, die rnit Diazomethan 
zu 5a verestert wurde. Dessen Acetylierung mit Acetanhydrid in Pyridin ergab wieder- 
um das Hexaacetat 8d. Das IR-Spektrum von 8d zeigt fur die Carbonylgruppen Ab- 
sorptionen bei 1760, 1740 und 1705 cm-' und fur die Enolether-Doppelbindung bei 
1645 cm- I .  Das 'H-NMR-Spektrum stimmt weitgehend rnit dem des Hydroxyloganin- 
hexaacetats (4c) uberein. So findet man fur 3-H ein Dublett bei S = 7.41 (J3,4 = 1 Hz) 
und fur die Methoxycarbonylgruppe ein Singulett bei 3.71 '). 

Die Konfiguration von 8d an C-I und C-l 'ergab sich aufgrund der Synthesefuhrung 
und der annahernden Ubereinstimmung der Molrotation der bekannten GEpiloganin- 
Derivate 10a ([MI? = - 346") und 10b ([MI:: = - 720°)9) rnit den synthetischen 
6Epihydroxyloganin-Verbindungen 8b ([M]hO = - 408") und 8d ( [ M ] g  = - 612")'0). 

Synthese der radioaktiv markierten Hydroxyloganin-Derivate 4a* und 5a* 
und Futterungsversuche 

Fur eine Markierung rnit radioaktiven Isotopen war die Methylgruppe der Ester- 
funktion in 4a und 5a besonders gut geeignet, da diese im letzten Reaktionsschritt der 
Synthesen eingefuhrt werden kann und auRerdem diese Art der Markierung bei Bioge- 
nese-Untersuchungen rnit Loganin (1) bereits erfolgreich angewendet worden war'). 
Um hierbei jedoch eine Verfalschung der Verfiitterungsergebnisse durch eine mdgliche 
intermediare Umesterung ' I )  zu vermeiden, wurde bei Hydroxyloganin (4a) zusatzlich 
noch eine Markierung rnit dem Radioisotop )H an C-6 durchgefiihrt. In 6Epihydroxy- 
loganin (5a) wurde nur die Methylgruppe des Esters markiert, da  hier eine Umesterung 
nicht zu befurchten war'2). 

12 13 
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Die spezifische Einfuhrung des 3H-Isotops an C-6 gelang durch Reduktion der Keto- 
carbonsaure 6 zur Hydroxycarbonsaure 7 b* mit [3H]Natriumborhydrid in Isopropyl- 
alkohol/Ether. Zur Markierung mit dem I4C-Isotop wurde [63H]Hydroxyloganinsaure 
(9*) mit [ '4C]Dia~~methan  verestert. In gleicher Weise fuhrte man die Umsetzung der 
6Epihydroxyloganinsaure (11) zu 5a* durch. 

Fur die Tracer-Versuche wurden jeweils etwa 5 mg 4a* und 5a* in Wasser gelost und 
in der bereits beschriebenen Weiset3) an junge SproMinge von Catharunthus roseus G. 
Don ( Vinca rosea L.) verfuttert. Als Tragermaterialien bei der Aufarbeitung verwende- 
te man die Indolalkaloide Catharanthin (12) und Vindolin (13). In einem Kontroll- 
Experiment wurde zusatzlich die bereits bekannte Vorstufe [CO:4CH,]Loganin (1*) 
appliziert . Hierdurch sollte sichergestellt werden, daB die verwendeten Pflanzen Indol- 
alkaloide produzieren und die Methoden der Markierung, Verfutterung und Aufarbei- 
tung geeignet sind. 

Ergebnisse und Diskussion 
Die Ergebnisse der Futterungsversuche sind in Tab. 1 wiedergegeben. Wahrend man 

fur [COi4CH,]Loganin (1*) die erwarteten Einbauraten fand, waren die nach Verfutte- 
rung von 4a* und 5a* isolierten Indolalkaloide nahezu inaktiv. Inouye*) und Mitarbei- 
ter haben unabhangig von uns gefunden, da8 4a* und 5a* auch in Lonocera morrowii 
und Adinapululifera nicht als Vorstufen in der Biosynthese von Secologanin (2a) fun- 
gieren. 

Tab. 1. Absolute Einbauraten (in To) bei der Verfiitterung von rnarkiertern I*, 4a*  und 5a* an 
Catharanthus roseus G .  Don 

Verfiitterte Verbindungen Einbauraten 
Catharanthin (12) Vindolin (13) 

[CO:4CH3,6-3H]Hydroxyloganin (4a*) < 0.02 < 0.01 
[CO~4CH,]6-Epihydroxyloganin (5a*) < 0.01 < 0.01 
[COi4CH3]Loganin (1') 0.26 0.13 

Es lassen sich hierfur drei mogliche Erklarungen formulieren: 
I. Hydroxyloganin (4a) und 6-Epihydroxyloganin (5a) sind keine Vorstufen in der 

Biogenese von Secologanin (2a) und der Indolalkaloide 1 4 ) .  

11. Im Gegensatz zu Loganin (1) werden 4a und 5a nicht an den Ort der Alkaloid- 
biogenese transportiert . 

111. Die Bildung und Spaltung von Hydroxyloganin 4a bzw. 5a erfolgen in einem 
Multienzym-Komplex, so da8 freies 4a und 5a von den Pflanzen nicht verwertet wer- 
den kann. 

Hierbei scheint die Erklarung I am wahrscheinlichsten zu sein, da  eine unterschied- 
liche Permeabilitat der Zellmembran gegenuber Loganin (1) und Hydroxyloganin (4a) 
bzw. 6Epihydroxyloganin (5a) - wenngleich mbglich - auaerst uberraschend ware. 

* ) H .  Inouye, Kyoto Universitat, personliche Mitteilung. 
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Gegen das Vorliegen eines ausschlieBlich enzymgebundenen 4a bzw. 5a spricht, daB die 
Vorstufen Desoxyloganin Is), Loganin (1) und Secologanin (2a) 16)  aus Pflanzenmateria- 
lien isoliert werden konnten. 

Aufgrund der Fiitterungsversuche mufi man daher annehmen, daB die Spaltung des 
carbocyclischen Ringes in Loganin (1) nicht uber eine Hydroxylierung an C-8 verlauft. 
Als Alternative lieBen sich schwefelanaloge Hydroxyloganin-Derivate formulieren. So 
konnte vor kurzem Znouye ") Paederosid, das an C-7 eine Mercaptomethyl-Gruppe 
tragt, aus der Kletterpflanze Puederu scundens isolieren. Eine weitere Moglichkeit, der 
eine grofiere Wahrscheinlichkeit zukommt, ist die Fragmentierung von 1 durch Oxida- 
tion wie in 14 und 15 wiedergegeben oder iiber einen entsprechenden RadikalprozeB. I n  
uitro-Versuche, Loganin-Derivate durch Oxidation mit Bleitetraacetat zu fragmen- 
tieren, ergaben jedoch ausschlieBlich den Tricyclus 16'@. Als Zwischenstufe wird hier- 
bei allerdings ein Radikal vermutet, in dem der Cyclopentanring geoffnet ist. 

Versuche zur Isolierung von Hydroxyloganin (4a) aus Pflanzenextrakten 

Zur Absicherung des negativen Biogenese-Befundes und urn festzustellen, o b  Hydro- 
xyloganin (4a) eventuell ein natiirlich vorkommendes Iridoidglycosid ist, untersuchten 
wir Extrakte von Menyunthes trifoliuta auf ihren Gehalt an 4a. Diese Pflanze wurde ge- 
wahlt, da  hieraus bereits eine Vielzahl von Iridoiden und Secoiridoiden isoliert werden 
konnte. 

Besonders geeignet fiir den Nachweis von nur in geringen Mengen vorkommenden Natur- 
stoffen ist die umgekehrte Isotopenverdiinnungsanalyse. Im vorliegenden Fall konnte diese je- 
doch nicht angewendet werden, d a  keine ausreichenden Mengen an Hydroxyloganin (4a) zur Ver- 
fiigung standen. Wir fiihrten daher eine Makroisolierung mit [CO~4CH,,6-3H]Hydroxyloganin- 
hexaacetat (4c*) als Indikator durch. Hierzu wurden frisch geerntete Stengel und Bltttter von 
Menyunrhes rrifoliatu in iiblicher Weise aufgearbeitet (s. Exp. Teil) und die Glycosid- und Zucker- 
Fraktion mit n-Butanol extrahiert. Zur besseren Handhabung wurde das Glycosid-Zucker-Ge- 
misch unter milden Bedingungen mit PyridinIAcetanhydrid acetyliert und das Substanzgemisch 
durch Saulenchromatographie an Kieselgel in sechs Fraktionen aufgeteilt. Die Fraktion mit dern 
RF-Wert des Hydroxyloganin-hexaacetats 4c  wurde nochmals durch Zugabe von 4c' durch mul- 
tiplikative PSC an Kieselgel aufgetrennt und die entsprechende Zone im Radiochromatogramm 
'H-NMR-spektroskopisch auf ihren Gehalt an 4c  untersucht. Aus dem Fehlen des Signals der 
Methoxycarbonylgruppen im 'H-NMR-Spektrum dieser Fraktion kann geschlossen werden, da8 
Hydroxyloganin (4a) nicht oder zu weniger als O.OOOl% in Menyunthes trifoliutu enthalten ist. 
Aus den weiteren Fraktionen des Extraktes konnten die bereits bekannten Iridoide und Secoiri- 
doide Loganin (l), Foliarnenthin j9), Menthiafolin 20) und Swerosid 21) in ihrer acetylierten Form 
isoliert werden . 
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Diese Arbeit wurde von der Deuischen Forschungsgemeinschaft und der Nuffield Foundation, 
England, gefordert. Herrn Prof. H .  Inouye von der Kyoto Universitat, Japan, danken wir herz- 
lich fur die Ubermittlung unveraffentlichter Ergebnisse. 

Experirnenteller Teil 

Spektren und sonstige Methoden wie vorstehendZ2). - Optische Drehungen: Perkin-Elmer 141 
Polarimeter, Mikrokiivette. - Radioaktivitatsmessungen: Fliissigkeits-ScintiIlationsZihler 
Packard-Tricarb 3314 und Nuclear-Chicago Mark I 6860, zur Messung wurden die Proben gege- 
benenfalls unter Zugabe von Methanol in 15 ml fliissigem ScintillatorZ2) gelbst. - Analytische 
(0.2 mm) und praparative Schichtchromatographie (PSC): Kieselgel P, 254 (E. Merck), LOsungs- 
mittelsysteme: 1) Ether, 2) HexanIEssigester (1  : 1). 3) Chloroform/Methanol (1 : l) ,  4) Chloro- 
form/Methanol/Essigsaure (10: 10: l) ,  5) Ether/Chloroform/Isopropylalkohol (50: 50: 1). 

( -)-6fiAceioxy- 7a-(aceioxymeihyl)- I a-meihoxy- I ,  4a a,5,6,7,7aa-hexahydrocyclopenta[cJpyran- 
4-carbonsaure-meihylester (8b): 200 mg (0.66 mmol) des Alkohols 8a5) wurden in 2 ml wasser- 
freiem Pyridin und 2 ml Acetanhydrid 4 h bei 20°C geriihrt. Man engte i .  Vak. ein und destillierte 
den Riickstand im Kugelrohr. Sdp. 140°C (Ofenternp.)/lO-'Torr, Ausb. 205 mg (91%), [a]? = 
-119.3" (c  = 0.7 in CHCI,), [MI? = -408". - IR (CHCI,): 1740 (Acetat), 1705 (C=O), 
1640cm-'(C=C). - UV(Ethano1): L,,,a,(lg E) = 235nm(4.02). - 'H-NMR(CDCI3):6 = 7.41 
(d, J = 1.5 Hz; CH), 4.98 (m,  CH), 4.74 (d, J = 6 Hz; CH), 4.16 (m; CHJ, 3.70 (s; CH,), 3.52 
(s; CH,), 2.05 (s; CH,), 1.99 (s; CH,), 3.2- 1.2 (m; 5 aliphat. H). 

CI6Hz2O8 (342.3) Ber. C 56.13 H 6.48 Gef. C 56.20 H 6.37 

( - )-bS-Acetoxy- 7a-(acetoxymethyl)- I a-(2.3,4,6-teira-O-aceiy~-~-~-g~ucopyranosy~oxy)- 
1,404 5,6,7,7aa-hexahydrocyclopenta[cJpyran-4-carbonsliure-meihylester (8d): 200 mg (0.58 
mmol) 8b wurden in 30 ml Essigslure, 1 ml Wasser und 0.5 ml 7Oproz. Perchlorslure 2 h auf 
60°C erhitzt. Man kilhlte auf 0°C ab, neutralisierte die Perchlorsaure mit Natriumhydrogen- 
carbonat und engte i .  Vak. ein. Verteilung des Riickstands zwischen Ether und Wasser sowie Ein- 
dampfen der org. Phase ergaben 8c als gelbes 61, das durch PSC an Kieselgel (System 1) gereinigt 
wurde (Ausb. 160 mg, 85%). Zu einer LOsung von 8c  in 5 ml wasserfreiem 1,2-Dichlorethan wur- 
den bei 0°C 174 mg (0.50 mmol) 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-~~-glucopyranose und 2.5 ml Bortri- 
fluorid . Ether gegeben. Man riihrte 4 h bei 20°C unter weiterer Zugabe von 260 mg (0.75 mmol) 
der Tetraacetylglucopyranose, verdiinnte mit 100 ml Chloroform und neutralisierte mit konz. 
Natriurnhydrogencarbonat-Losung. Eindampfen der org. Phase ergab 580 mg eines weiBen 
Schaums, der durch multiplikative PSC an Kieselgel aufgetrennt wurde (System 1 und 2; 8d: R ,  
= 0.32 im System 1). Ausb. 16 mg (4%), [a]: = - 93' ( c  = 0.1 in CHCI,), [MI? = - 612". - 
IR (CHCI,): 1760(Acetat), 1740(Acetat), 1705 (C=O), 1645 (C=C), 1235 cm-I. - UV (Etha- 
nol): Lax (Ig E) = 232 nm (4.03). - 'H-NMR (CDCI,): 6 = 7.41 (d, J = 1 Hz; CH), 5.6-4.8 
(m; 6 CH), 4.3- 3.75 (m; CH, 2 CHJ, 3.71 (s; CH,)s), 2.94 (m; CH), 2.16- 1.98 (m; 6 CH,), 
2.8 - 1.2 (m; 4 aliphat. H). 

C2,H3sOl, (658.6) Ber. C 52.88 H 5.81 Gef. C 52.39 H 5.61 

( - I -  I a-(fi~Glucopyranosyloxy)-6Bhydroxy- 7a-(hydroxymethyl)- I.&a,5,6,7,7aa-hexahydro- 
cyclopenia[cJpyran-4-carbonsliure-methylesier (6-Epihydroxylogonin) ( 5  a): 13 mg (0.02 mmol) 
8d in 1.0 ml Methanol wurden zu 60 mg (0.35 mmol) Bariumhydroxid in 5 ml Wasser gegeben, 
und 16 h wurde bei 20°C geriihrt. Man engte i .  Vak. ein, nahm den Riickstand in wenig Wasser 
auf und chromatographierte iiber eine kurze Saule mit 2 g saurem Ionenaustauscher IR 120 (E. 
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Merck) und Wasser als Eluens (20 ml). Eindampfen i .  Vak. ergab die Carbonslure 11 als farblo- 
ses Glas, das, in 5 ml Methanol gelost, mit ether. Diazomethan-Losung umgesetzt wurde, bis kei- 
ne Entfarbung mehr eintrat (10 min). Man fiigte 1 Tropfen EssigsBure zu, dampfte i. Vak. ein und 
reinigte den Ruckstand durch PSC an Kieselgel (System 3). Ausb. 4.5 mg ( 5 5 q o ) .  

Eine Losung von 4.0 mg (10 mmol) 5 a  in 1 ml wasserfreiem Pyridin und 1 ml Acetanhydrid 
wurde 20 h bei 20°C geriihrt und anschlieflend i .  Hochvak. zur Trockne eingedampft. Ein Ver- 
gleich der IR- und UV-Spektren sowie des diinnschichtchromatographischen Verhaltens (CD an 
Kieselgel in den Systemen 1 und 2) des Riickstandes mit 8d zeigten keinen Unterschied. 

( - )-a-Methylbenzylammonium-Salz von (-)-6bAcetoxy- I a-methoxy-4-(methoxycarbonyl)- 
1,4aa,5,6,7, 7aa-hexahydro-f6-3H]cyclopenta[c]pyran-7a-carbonsUure (7b*): Ca. 130 mg (0.48 
mmol) der Ketocarbonsaure 6 in 50 ml Ether [Umsetzung von 155 mg (0.69 mmol) des entspre- 
chenden Ketons (6, H statt C0,H) in der bereits beschriebenen Weise 5); (berechnet entsprechend 
einer 70proz. Ausb.)] wurden mit 20 ml Isopropylalkohol und 4.8 mg (0.12 mmol) Natriumbor- 
hydrid 1 5  min bei 0 ° C  geruhrt. AnschlieRend gab man 0.96 mg (0.020 mmol) [3H]Natriumborhy- 
drid (3H: 1.10' 10'' dpm/mmol) und 3.0 mg (0.08 mmol) Natriumborhydrid in 4 ml Isopro- 
pylalkohol zu und riihrte 48 h bei 20°C. Zur Vervollstlndigung der Reaktion wurden danach 
nochmals 22.8 mg (0.60 mmol) Natriumborhydrid zugefiigt. Die weitere Aufarbeitung und Acety- 
lierung erfolgten wie iiblich. Zur Trennung der Antipoden wurde der ether. Extrakt der ( i)-[3H]- 
Acetoxysiure 7b* i .  Vak. eingedampft, der Ruckstand zusammen mit 2.5 g des (-)-a-Methyl- 
benzylammonium-Salzes der inaktiven Slure 7 b  und 45 mg (0.45 mmol) ( - )-a-Methylbenzyl- 
amin in wenig Ether gelost und durch Zugabe von Petrolether zur Kristallisation gebracht. Man 
kristallisierte dreimal aus Ether/Petrolether urn. Die Mutterlaugen wurden unter Zugabe von 
0.70 g des (-)-a-Methylbenzylammonium-Salzes von 7 b  aufgearbeitet. Schmp. 129- 130°C. 
Ausb. 2.90 g ('H: 4.4 . lo8 dpm/mmol, Radioaktivitatsausb. 1.3%). 

( - ) - I  a-(~-~Glucopyranosyloxy)-6a-hydroxy- 7a-(hydroxymelhyl)- I, 4aa,5,6,7,7aa-hexahy- 
dro- fCOi4CH, 6-3H]cyclopenta[c]pyran-4-carbonsUure-methylester (fCOi4CH3, &'H]Hydroxy- 
loganin) (4a*): 79 mg (0.12 mmol) [d3H]Hydroxyloganin-hexaacetat (4e*) (3H: 3.6.  10' dpm/ 
mmol; die Herstellung von 4c* aus 7b* erfolgte analog zur Synthese des inaktiven Hydroxyloga- 
nin-hexaacetat~~))  in 4 ml Methanol wurden zu 250 mg (1.70 mmol) Bariumhydroxid in 15 ml 
Wasser gegeben, und 16 h wurde bei 20°C geriihrt. Man engte i. Vak. ein, arbeitete wie fur 11 auf 
und erhielt 38 mg (81%) [C3H]Hydroxyloganinslure (9.). 17.8 mg (0.083 mmol) ['4C]Diazald 
(I4C: 2.35 . 10" dpm/mmol) in 12 ml Ether wurden tropfenweise zu einer auf 65 - 70°C erhitzten 
Losung von 2 g Kaliumhydroxid in 3 ml Wasser und 10 ml Ethanol gegeben. Das freigesetzte 
['4C]Diazomethan destillierte man zusammen mit Ether in eine eiskalte Losung von 38 mg (0.097 
mmol) 9* (3H: 3.6.  lo8 dpm/mmol) in 10ml Methanol. Das Endstiick des Kiihlers tauchte dabei 
in die Lt)sung ein. Es wurde mit 10 ml Ether gewaschen und anschlieRend mit 428 mg (2.0 mmol) 
inaktivem Diazald in 20 ml Ether in der oben beschriebenen Weise umgesetzt, bis die methanoli- 
sche Losung eine gelbliche Farbung zeigte (10 min). Man gab 1 Tropfen Essigsaure zu, dampfte i. 
Vak. ein und reinigte den Riickstand durch zweifache PSC an Kieselgel (Systeme 3 und 4). Ausb. 
17.6 mg (45%) (I4C:6.3 . lo8 dpm/mmol, 'H: 3.6.  lo8 dpm/rnmol, ''C-Radioaktivitat~au~b. 
2.2%). 

( - ) - I  a-(~-~Glucopyranosyloxy)-6~-hydroxy- 7a-(hydroxymethyl)- I, 4a a.5,6,7.7aa-hexahy- 
dro-[CO~4CH~cyclopenta[c]pyran-4-carbons~ure-me~hyles~er (fCO~4CHd&Epihydroxyloganin) 
(Sa*): 30 rng (0.046 mmol) 6-Epihydroxyloganin-hexaacetat (8d) wurden in der bereits beschrie- 
benen Weise hydrolysiert und mit ['4C]Diazomethan aus 21.4 mg (0.10 mmol) [I4C]Diazald 
(I4C: 3.96 . lo9 dpm/mmol) umgesetzt. Nach zweifacher PSC an Kieselgel (Systeme 3 und 4) 
Ausb. 9.6 mg (52%) (14C: 6.1 . lo8 dpm/mmol, ''C-RadioaktivitPt~au~b. 3.7%). 
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Verfurrerung uon 1'. 4a*  und Sat an Catharanthus roseus G .  Don (Vinca rosea L.)  und Iso- 
lierung der Alkaioide Catharanrhin (12) und Vindolin (13): Je 30 Reagenzglaser (1 ml) wurden mit 
Laungen von ca. 5 mg I* ,  4a*  und Sat in 6 ml Wasser gefiillt. In die Losungen gab man Bliiten 
oder Knospen tragende Triebe von jungen Catharanrhus roseus G .  Don-Pflanzen, die zur Vermei- 
dung eines Luftverschlusses der Kapillaren rnit einem Rasiermesser unter Wasser auf die Lange 
von 2-  3 cm zurechtgeschnitten wurden. Nach 72 h Inkubation bei 29- 30°C und hoher Luft- 
feuchtigkeit zerkleinerte man die Triebe im Mixer in 100 ml Methanol, gab 73 mg 13 und 73 mg 
12 . HCI in 40 ml Methanol sowie 2 Tropfen wal3r. Ammoniumhydroxid-Losung als inaktive Tra- 
gersubstanzen zu und perkolierte das Pflanzenmaterial in einer Glassaule (4 x 30 cm) mit 3 Liter 
Methanol. Die Losung wurde i .  Vak. eingedampft und der Riickstand zwischen 100 ml 2proz. 
Wsinsaure und 100 ml Petrolether (60-80°C) verteilt. Man wusch die organische Phase noch- 
mals rnit 50 ml 2proz. Weinsaure und die vereinigten walk. Phasen mit 50 ml Petrolether, stellte 
die walk. Phase mit 2 N NaOH auf pH 4 ein, extrahierte mit Chloroform, wusch mit konz. NaCI- 
Losung und trennte nach Eindampfen i .  Vak. durch PSC an Kieselgel (System 1) auf. 

Fraktion 1; R ,  = 0.27: Catharanthin (12). Man loste in 5 ml mit Chlorwasserstoff gesattigtem 
Msthanol und gab Ether zu, bis gerade keine bleibende Triibung auftrat. Die ausgefallenen, farb- 
losen Nadeln des Hydrochlorids kristallisierte man bis zur konstanten Aktivitat aus Methanol/ 
Ether um (s. Tab. 1). 

Fraktion 11; R ,  = 0.07: Vindolin (13). Umkristallisation bis zur konstanten Aktivitat aus 
Chloroform/Ether (s. Tab. 1). 

Versuche zur Isolierung oon Hydroxyloganin (4a) aus Menyanthes rrifoiiara: 19.3 kg Blatter 
und Stengel (geerntet 1972 am Erdwallsee/Heiliges Meer, Deutschland) wurden mit dest. Wasser 
gewaschen und rnit 20 Liter MethanoV0.2 M Phosphat-Puffer pH 6.2 (4:  1) im Mixer zerkleinert. 
Man filtrierte, wusch rnit insgesamt 20 Liter des Extraktionsmittels nach und engte bei 35 "C i. 
Vak. ein. Der Riickstand wurde mit 300 ml Wasser verdiinnt, mit 5 x 300 ml Petrolether, 
5 x 300 ml Ether und nach Sattigen mit Natriumchlorid rnit 10 x 400 ml n-Butanol extrahiert. 
Die n-Butanol-Phase wurde i .  Hochvak. eingedampft und der Riickstand (1 19.8 g) in 250 ml was- 
serfreiem Pyridin und 250 ml Acetanhydrid 24 h bei 0 ° C  und 24 h bei 20°C geruhrt. Nach Einen- 
gen i .  Hochvak. nahm man in Ether auf und wusch mit 300 ml 1 N HCI, konz. NaHC0,- und 
konz. NaCI-Losung. Abdampfen des Ethers ergab 51.8 g eines braunen 01s. 25.9 g dieses 0 1 s  
wurden durch Saulenchromatographie an Kieselgel (System 2) in 6 Fraktionen aufgetrennt. Die 
Fraktion mit dem R,-Wert des Hydroxyloganin-hexaacetats (4c) (463 mg) (DC an Kieselgel im 
System 2, R ,  = 0.25) trennte man nochmals unter Zugabe von 0.5 mg [COi4CH3, 6-3H]Hydroxy- 
loganin-hexaacetat (4c*) durch multiplikative PSC an Kieselgel in den Systemen 1, 2 und 5 
auf und untersuchte die entsprechende Zone im Radiochromatogramm (43 mg) rnit Hilfe der 
' H-NMR-Spektroskopie. 4c konnte nicht nachgewiesen werden (Nachweisgrenze: ca. O.OOOl% 
bei 20 mg 4c im Extrakt). Aus den weiteren Fraktionen wurden Foliamenthin-pentaacetat 1 9 ) ,  

Menthiafolin-tetraacetat *o), Swerosid-tetraacetat 2' )  und Loganin-pentaacetat 9) isoliert . 

') Uber die Ergebnisse der Untersuchungen, die 1973- 1975 durchgefiihrt wurden, ist bereits 
mehrfach vorgetragen worden. 

2, Ubersichtsartikel von A .  R .  Barrersby in The Alkaloids, Chem. SOC. Spec. Period. Rep. 1, 31 
(1971); J .  Staunton, ebenda 2, 1 (1972). 

3, A .  R. Barrersby und R. J .  Parry, J .  Chem. SOC., Chem. Commun. 1971, 30, 31; C.  R. Hur- 
chinson, A .  H.  Heckendorf, P.  E. Daddona, E. Hagaman und E. Wenkert, J. Am. Chem. 
SOC. 96, 5609(1974); A .  R .  Barrersby und R. J .  Parry, J .  Chem. SOC., Chem. Commun. 1971, 
901. 
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$) G. N .  Smith, Chem. Commun. 1968,912; A .  R .  Battersby, A .  R .  Burnett und P. G. Parsons, 
J .  Chem. SOC. C 1969, 1187; J .  Stockigt und M .  H. Zenk, J .  Chem. SOC., Chem. Commun. 
1977, 646. 

5 )  L.-F. Tietze, Chem. Ber. 107, 2499 (1974). Die Synthese der Iridoidglycoside konnte inzwi- 
schen erheblich verbessert werden: L.-F. Tietze und U. Niemeyer, Chern. Ber. 111, 2423 
(1978); L.-F. Tietze und P. Marx, ebenda 111, 2441 (1978); L.-F. Tietze und R.  Fischer, unver- 
offentlichte Ergebnisse. 

h, Weitere mogliche Vorstufen konnten durch Futterungsversuche ausgeschlossen werden: 
H .  Inouye, S. Ueda, K. lnouye und Y.  Takeda, Tetrahedron Lett. 1971,4073; A .  R. Batters- 
by, J .  Am. Chem. SOC., 163 rd. meeting, Boston 1972. 

7, G. Kinast und L.-F. Tietze, Chem. Ber. 109, 3626 (1976); L.-F. Tietze, J .  Am. Chern. SOC. 96, 
946 (1974). 

8)  Ez t r i t t  zusatzlich ein schwaches Singulett bei 6 = 3.69 auf. Es muB daher angenommen wer- 
den, daB 6Epihydroxyloganin-hexaacetat (8d) nicht vollig rein ist. Die Verunreinigung diirfte 
etwa 10% berragen. 

9, A .  R. Battersby, E. S .  Hall und R. Southgate, J .  Chem. SOC. C 1969, 721. 
I") Inzwischen ist es gelungen, die verschiedenen C-1- und C-1'-lsomeren von Iridoidglycosiden zu 

synthetisieren und 'H-, I3C-NMR- und massenspektroskopisch sowie chiroptisch eindeutig zu- 
zuordnen. L:F. Tietze, U. Nietneyer, P. Marx und K.-H. Gliisenkamp, Tetrahedron 36, 1231 
(1980); L.-F. Tietze, U. Niemeyer, P. Marx, K.-H. Gliisenkamp und L.  Schwenen, ebenda 36, 
735 (1980). 

1 1 )  R.  Guarnaccra, L .  Botta und C. J .  Coscia, J. Am. Chem. SOC. 96, 7079 (1974). 
12) K. M .  Mudyastha, R .  Guarnaccia, C. Baxter und C. J .  Coscia, J .  Biol. Chem. 248, 2497 

13) A .  R .  Buttersby, R .  S. Kapil, J .  A .  Martin und L.  Mo, J.  Chem. SOC., Chem. Comrnun. 1968, 

14) Es ist hierbei jedoch durchaus denkbar, daB anstelle von Hydroxyloganin (4a) Hydroxyloga- 

15) A .  R .  Buttersby, A .  R. Burnett und P. G. Parsons, Chem. Commun. 190, 826; H. Inouye, S. 

16) A .  R. Battersby, A .  R .  Burneff und P. G.  Parsons, J .  Chem. SOC. C 1969, 1t87; I .  Souzu und 

1 7 )  H.  Inouye, S .  Inouye, N. Shimokawa und M .  Okigawa, Tetrahedron Lett. 1968, 683. 
'8)  J .  J .  Patridge, N .  K. Chadha, S .  Faber und M .  R. Uskokork, Synth. Commun. 1, 233 (1971). 
19) P. Loew, Ch. t i .  Szczepanski, C. J .  Coscia und D. Arigoni, J .  Chem. SOC., Chem. Cornmun. 

20) A .  R .  Battersbv. A .  R .  Burnett. G. D. Knowles und P. G. Parsons, J .  Chem. SOC.. Chern. 

(1973). 
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nin-phosphat (4b) als Vorstufe dienen konnte. 

Ueda, Y. Aoki  und Y.  Takeda, Tetrahedron Lett. 1969, 2351. 

H. Mitsuhashi, Tetrahedron Lett. 1970, 191. 

1968, 1276. 

Commun. 1968,'1277. 
2 1 )  H. Inouve. S. Ueda und Y. Nakamura. Tetrahedron Lett. 1966, 5229; H. H. A .  Linde und M .  

S .  Ragab. Helv. Chim. Acta 50, 991 (1967). 

(1981), vorstehend. 
12) A .  R.  Buttersby, M.  Thompson, K.-H. Glusenku/tip und L.-F. Tietzr, Chem. Ber. 114, 3430 
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