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5. Nachbargruppenbeteiligung bei massenspektrometrischen
Fragmentierungsreaktionen: Spermin-Derivate

18. Mitteilung tiber das massenspektrometrische Verhalten von Stickstoffverbindungen?)

von E. Schopp!a) und Manfred Hesse
Organisch-chemisches Institut der Universitdt, CH-8001 Ziirich, Rimistrasse 76

Herrn Prof. Dr. Max Viscontini zum 60. Geburtstag gewidmet

(1.1X.72)

Summary. The mass spectral behaviour of tetraacetyl spermine (2) has been investigated.
The fragmentation reactions are characterized by the neighbouring group participation of the
amide nitrogen atoms. Only a few reactions can be explained by usual pathways (a-cleavage,
onium reactions). Most of the fragment-ions are formed by neighbouring group participation:

1. [M ~ COCH,]*-Ton.

2. Breakdown of one of thetwo 1, 3-diaminopropan moieties: mje 242, 256, 268. This type of
fragmentation is characteristic for all acetylated 1,3-diaminopropan-derivatives e.g. triacetyl-
spermidine.

3. Expulsion of a neutral amine: m/e 169.

4. Sni-type reactions, by which cyclic ions are formed:m/fe 100.

1) 17. Mitteilung, s. [1].
1a) E. Schopp, Teil der geplanten Diplomarbeit, Universitit Zirich.
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Wie in fritheren Arbeiten gezeigt werden konnte, erweist sich die massenspektro-
metrische Untersuchungsmethode als wertvolles Hilfsmittel bei der Strukturaufkli-
rung von Alkaloiden, die als basischen Bestandteil Spermin oder Spermidin enthalten
(vgl. [2]). In den Spektren N-acetylierter Derivate dieser Basen treten signifikante
Signale bei m/e 143, 157 und 169 auf (vgl. z.B. [3]). Je nach Art der Substitution an
den Stickstoffatomen kénnen die entsprechenden Ionen auch bei anderen Massenzah-
len registriert werden, die Massendifferenzen zwischen den drei Signalen bleiben je-
doch konstant, nimlich 14 bzw. 12 m.u., [1] [3] [4] [3].

Im Spektrum von N,N’,N”-Triacetyl-spermidin (1) treten, wie erwihnt, die
Signale bei m/e 143, 157 und 169 auf, wihrend im Spektrum des N,N’,N”, N”-Tetra-
acetyl-spermins (2) die entsprechenden Ionen um 99 m.u. verschoben bei mfe 242, 256
und 268 erscheinen. Die entsprechenden Ionen kénnen somit als Schliisselbruchstiicke
dieser Basen angesehen werden. Nachdem die Fragmentierungsmechanismen, die zur

H R
N—(CHy)—N—(CHy)— X
H,COC (|ZOCH3 COCH,

1 R = H, N,N’,N”-Triacetyl-spermidin
3 R =#nCiHy

N

~H
/N‘(CHz) 3‘—‘N—'(CH2)4‘N—‘(CHz) 3—N\
H,COC I '

COCH, COCH, COCH,
2 (2a-2f, s. Tabelle)

Bildung der entsprechenden Ionen aus 1 fithren, an Hand der Modellverbindung 3
aufgekldrt waren (4], lag es nahe, diese Mechanismen auch auf die Fragmentierung der
Tetraacetylverbindung 2 anzuwenden und experimentell zu iiberpriifen.

Im Spektrum von N, N’,N”, N”-Tetraacetyl-spermin (2) %) treten neben den bereits
erwihnten Signalen bei m/e 242, 256 und 268 auch diejenigen bei m/e 143, 157 und 169
in vergleichbarer Intensitit auf (Fig. 1). Es interessierten also ferner die Fragen,
welche Mechanismen fiir die Bildung der zuletzt genannten Ionen aus 2 verantwort-
lich sind und ob sie die gleichen Ionen sind wie im Falle des Spermidin-Derivates 1.

?) Tetraacetylspermin (2) verdampft im DirekteinlaBsystem des Massenspektrometers (CEC

21-110 B, Heizwendel) bei ca. 350°. Bei den trideuterio-acetylierten Derivaten 2a, 2b, 2¢ und
2d wurde trotz des chemisch eindeutigen Einbaues der D-Atome imMassenspektrometer eine
H, D-Verschmierung festgestellt. Bei den an den Zusseren sekundidren N-Atomen (N(1) und
N(14)) acetylierten Verbindungen 2a, 2¢ und 2d ist der Verschmierungsgrad grésser als bei
2b, in dem nur die tertidren Amidstickstoffe die COCD,-Gruppe tragen. Es werden maximal
+2D-, minimal —4D- im Molekularion und im {M — COCH,]+-Pik registriert. Im 1, 5,10, 14-
Tetraithyl-1, 14-Di(trideuterio)acetyl-spermin (4c), welches bei ca. 280° verdampft, tritt diese
Erscheinung nicht auf. Die Verschmierung im Spektrum von 2a kann durch Abdampien der
Substanz von einer diinnen Schicht oder durch Sittigung des Ionenquellengehduses mit
CH,4OD deutlich bzw. nachweisbar verkleinert werden. Wir schliessen daraus, dass die Ver-
schmierung thermisch bewirkt wird und dass dabei ein Austausch aktivierter Protonen
(>N—H, —COCD,) intermolekular eintritt.
Im Falle deuterierter N, N’,N”-Triacetyl-spermidin-Derivate wurde vermutlich infolge der
niedrigen Verdampfungstemperatur der Probe diese Beobachtung nicht gemacht [1] [3] {4],
wihrend bei analogen Derivaten des Spermin-Alkaloids Chaenorrhin dieses Phinomen dusserst
stark in Erscheinung tritt {5].
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Damit im Zusammenhang steht die Frage nach der Signifikanz dieser Triade als
Hilfsmittel bei der Analyse von Massenspektren unbekannter Spermidin- und Sper-
min-Alkaloide.

Sind die im Spektrum des Tetraacetylspermins (2) auftretenden Ionen m/je 143,
157 und 169 dieselben wie im Spektrum des Spermidin-Derivates 13), so muss in 2 oder
einem massenspektrometrischen Abbauprodukt ein N-Acetylaminopropyl-Rest unter
H-Wanderung abgespalten werden. Es lassen sich dafiir die folgenden Mechanismen in
Betracht ziehen:

1. Thermische [1,5]-H-Verschiebung: Dies wiirde bedingen, dass beim Verdamp-
fen der Probe im Massenspektrometer thermisch Triacetylspermidin (1) gebildet wird.

R R R
. - / P
H g CH:—N N HN
~ ~ SN ~x ~
N—CH,—C # C—CH, > C—CH, > C—CH,
b ~ A -~ <z
H,C-—C€=0 H /O HO 0
2 1

R = (CH,),—N—(CH,);—NHCOCH,
)|
COCH,

Diese Art der Reaktion kann ausgeschlossen werden, da 2 unter den Aufnahmebedin-
gungen ein konstantes, zeitlich unabhingiges Spektrum liefert.

2. Eine dhnliche Reaktion, nimlich eine McLafferty-Umlagerung, ldsst sich beim
massenspektrometrischen Abbau der Molekel annehmen. Aber auch diese Méglichkeit
lasst sich ausscheiden: Im Spektrum von 2 wird der Molekularionenpik von Triacetyl-
spermidin (1, M+ = 271) nicht registriert. Die Fragmentionenpiks bei m/je 143, 157
und 169 erfahren in den Spektren der deuterierten Derivate 2a bis 2f Verschiebungen,
die nicht im Einklang mit der Fragmentierung von Spermidin-Derivaten stehen
{siche weiter unten).

Ferner ist bemerkenswert, dass im Spektrum des tetradthylierten Spermin-Deri-
vates 4 (Fig. 5)%) ebenfalls Signale bei m/e 143 und 157 auftreten, wogegen m/fe 169
fehlt. Das Ion 4% kann, da die Acetylgruppen an den N-Atomen 5 und 10 fehlen,

RICOC COCRY
~ ~
N—(CH,)3— N—(CH,),—N—(CH,}§-N
d | L ™~
CR, CR, CR, CR,
- | ! ~
CR; CR; CR} CR},
4 R=R =R =H 4b R=D,R =R’ =H
48 R=R"=H, R =D 4¢c R=R =H,R’=D

nicht im Zuge einer McLafferty-Umlagerung neben N(5) oder N(10) gespalten werden.
Wiirde man trotzdem eine Spaltung zum entsprechenden Spermidin-Derivat anneh-
men, so wiren entsprechende Ionen bei m/e 129, 143 und 155 zu erwarten; von diesen
wird jedoch nur /e 143 registriert.

3)  Die Ionen 143, 157 und 169 besitzen bei beiden Verbindungen 1 und 2 die gleichen elementarcen
Zusammensctzungen.

4y Das Fragmentierungsverhalten der Verbindung 4 wurde an Hand der Derivate 4a bis 4¢
untersucht. Es ist im wesentlichen gekennzeichnet durch [M-R]*+-Reaktionen, a«-Spaltungen
und andere bei derartigen Verbindungen zu erwartende Zerfille.
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Es geht daraus hervor, dass in den Spektren verschiedener Spermidin- und Sper-
min-Derivate Ionen gleicher Masse (m/e 143, 157, 169), teilweise auch gleicher elemen-
tarer Zusammensetzung und teilweise auch mit vergleichbarer Intensitit auftreten.
Eine Differenzierung gelingt jedoch nur durch die Messung deuterierter Derivate.

Tiir die Analytik unbekannter synthetischer oder natiirlicher Spermin- oder Sper-
midin-Derivate bedeutet dieser Befund, dass Spitzen bei m/e 143, 157 und 169 als
Schliisselbruchstiicke fiir diese Verbindungsklasse anzusehen sind, man aber ohne eine
ndhere Untersuchung nicht auf die Zahl der Stickstoffatome in der aliphatischen Kette
schliessen kann (Spermidin, Spermin usw.).

1. Die Ionen mje 242, 256 und 268 und das [M-CH,CO]J+-Signal. ~ Die Uber-
priifung der Fragmentierungsmechanismen, die fiir die Bildung der Ionen mjfe 242,
256 und 268 verantwortlich sind, wurde an Hand der Spektren der deuterierten Deri-
vate 2a bis 2f vorgenommen. Die Verschiebungen der entsprechenden Signale sind
in der Tabelle zusammengefasst. Wihrend das Molekularion von nur geringer Inten-
sitdt ist, ist im oberen Massenbereich der [M — CH,CO]*-Pik signifikant. Wie im fol-
genden berichtet wird, spielt er fiir die Bildung der erwihnten Signale bei 242 und 268
eine entscheidende Rolle. Auf Grund des Befundes, dass im Massenspektrum der hexa-
deuterierten Verbindung 2b (vgl. Fig. 2), des also nur an den mittleren tertiiren Stick-
stoffatomen deuterioacetylierten Derivates, ausschliesslich -COCD; (46 m.u.) und

ret
100+

BN — (CHaY, —?/\/\N’H

| |
COCH3 COCH3 COCH;y COCH4

50 100 150 200 250 300 350 mfe

Fig. 1. Massenspektrum von N(1), N(5), N(10), N(14)- Tetvaacetyi-spermin (2)

100

H
H\N/\/\N-—(CHZ)L—N/\/\N/

84 COCHy  COCDy C0cD;  COCHy

S0 100 150 200 250 300 350 mje

Fig. 2. Massenspektrum vorn N(1), N(14)-Diacetyl-N(5), N(10)-di(trideuterio)acetyl-spermin (2b)
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Iig. 3. Massenspektrum von N(T), N(5), N(10), N(14)-Tetraacetyl-3,3,12,12-tetradeuterio-spermin (2e)
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Tig. 4. Massenspekivum von N(1), N(5), N(10), N(14)-Tetraacetyl-2,2,13,13-tetradeuterio-spermin
(2f)
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Yig. 5. Massenspektrum von N(1), N{14)-Diacetyl-N(7), N(5), N(10), N(14)-tetradthyl-spermin (4)

kein nachweisbarer Anteil - COCH, abgespalten wird, ldsst sich tiber die Ladungsloka-
lisation im Molekularion, welches zum [M — COCH,]+-Pik fiihrt, eine Aussage machen.

Wie frither [6] festgestellt wurde, wird bei N-substituierten Di- und Triaminen von
demjenigen Stickstoffatom der Substituent abgespalten, der das niedrigere Ionisie-
rungspotential®) aufweist, auch wenn dieser die nachweislich schlechtere Abgangs-

8 Ionisierungspotentiale von Modellverbindungen: CHyCONHCH;,: 8,90 4 0,02 ¢V; CH;CON-
(CH,),: 8,81 + 0,03 ¢V; (CHy),NH: 8,24 4 0,02 eV; (CHy)yN: 7,82 4- 0,02 eV [7]. (Ionisie-
rungspotentiale der hier zur Diskussion stehenden Verbindungen wurden bisher nicht ge-
messern.)
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gruppe tragt. Im Falle der Verbindung 2a miissen die beiden mittleren, tertidren Amid-
stickstoffe als Ladungstrager im Molekularion angesehen wurden. Fiir die Abspaltung
der daran haftenden Acetylgruppe ergeben sich zwei Moglichkeiten: Entweder greift
die zweite flertidre >NCOCH3—Gruppierung an, oder, was auf Grund der experimen-
tellen Resultate wahrscheinlicher ist, die raumlich niher gelegenen sekunddren Amide
sind die angreifende Gruppierung (vgl. Schema 1). Auch fiir die Fragmentierung des
Spermin-Derivates 4 trifft diese Uberlegung zu. Das niedrigste Ionisierungspotential
besitzen die tertidiren Amin-Stickstoffatome verglichen mit den tertidiren Amiden.
Folglich sind auch diese Ladungstrager. Es wird somit ausschliesslich Athyl (29 m.u.)
und kein Acetyl (43 m.u.) aus dem Molekularion abgespalten (vgl. Fig. 5). Bei sym-
metrisch substituierten aliphatischen Diaminen, die sowohl Acetyl als auch Athyl am
selben Stickstoffatom tragen (z.B. N,N'-Diacetyl-N, N'-didthylputrescin), wird aus-
schliesslich ein Verlust von Acetyl beobachtet [6]. Daraus geht hervor, dass die abge-
spaltene Athylgruppe von 4 vom Amin- und nicht vom Amidstickstoff stammt. In
Konkurrenz zur Abspaltung der Athylgruppe (vgl. Schema 1) kann auch der andere
aliphatische (gréssere) Rest abgespalten werden, dies fiihrt zu m/e 171 (d)®) oder es
entsteht — falls N(10) angreift — das Ion m/e 270 (c)®). Diese Konkurrenzreaktionen
sind bei der Fragmentierung von 2 nicht zu erwarten, da, wie erwdhnt, ausschliesslich
der Acetyl-, und nicht der substituierte Alkylrest entfernt wird.

In Analogie zu der Bildung der Ionen 143, 157 und 169 im Massenspektrum des
Spermidin-Derivates 3 [4] werden die Ionen 242, 256 und 268 aus 2 gebildet, d.h. fiir
das Ton 242 gibt es zwei, fiir 256 einen und fiir 268 zwei unabhingige Bildungswege,
die alle, mit Ausnahme eines der Ionen mit Masse 242, nur durch Nachbargruppen-
beteiligungen von zwei oder drei Stickstoffatomen erklirt werden kénnen.

Die Mechanismen sind in den folgenden Schemata (2-6) angegeben.

Schema 2
H  COCH,
\/
| H\ /COCHn
CHy),
(I 2)3 N
N? 2l
1 CH
= \
Ly H"CH,
. l ~
L A
i ]
L > 7N, +NH
I CH, (CHy); {
Yol H (CH,),
B—-N—COCH, N—COCH, N COCH,
| |
((I:Hz)a ((I:HZ)S ((|2H2)3
N N N
H/ \COCH,, W \COCH,, H/ \COCH3
b (mfe 327) b e (mfe 242)

8} In den Spektren der deuterierten Derivate von 4 werden korrekte Verschiebungen fiir die
Tonen 171 und 270 beobachtet, vgl. exp. Teil.
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Eine Bildungsmoglichkeit des Tons m/e 242 besteht in der Spaltung der C(3)-C{4)-
Bindung, gefolgt von einem Ketenverlust. Der zweite Bildungsweg (Schema 2) geht
von dem bereits erwidhnten [M — CH;CO]*-Ion b aus, welches nach H-Transfer-Reak-
tionen (N(10)-H — N(5); C(2)-H — C(6)) in e (m/e 242) tibergeht.

Fiir das Ion mfe 256 ldsst sich eine Aziridinium-Struktur g, postulieren. Im
Molekularion von 2 wird die C(2)-C(3)-Bindung gespalten, das entstandene Ion f
(mfe 298) verliert anschliessend Keten und bildet ¢ (Schema 3).

Schema 37)
H  COCH,
/4
N
2|
CH,
3|
il
( >CH, H,C——CH, ~ COCH,
L R — -/ - 5 g
" 1\|I—CC)CH3 lTI—COCH:, m* mfe 256)
(C'H2)4 ($Hz)4
N—COCH, N-COCH,
| |
(CHy)y (CHy),
N N
H/ \COCHa H/ \COCH3
2t f
(mfe 370) (mfe 298)

Beide Bildungswege fiir das Ion m/e 268 gehen vom [M — COCHj]*-Ion a aus,
vgl. Schema 4. Entweder wird im Zuge einer Wasserstofftransfer-Reaktion (C(3)-H —
N(5)) die Ladung von N(1) auf N(5) iibertragen unter Spaltung der C(2)-N(1)-Bin-
dung — dabei entsteht h (/e 268) — oder es wird zunichst eines der H von N(1) mit
der Ladung auf N(5) tibertragen (Weg 2). Im nachfolgenden Reaktionsschritt wird
durch die an N(1) gebundene CO-CH4-Gruppe ein C(3)H an den Carbonylsauerstoff
unter erneutem Ladungstransfer iibergeben. Schliesslich fragmentiert das Ion zu i
(m]e 268), wobei die Ladung wieder am N(5) lokalisiert ist. Speziell bei diesem Mecha-
nismus ist also ein mehrfacher Ladungswechsel zwischen den benachbarten Stickstoff-
atomen anzunehmen.

Die Verschiebung der relevanten Signale in den Spektren der deuterierten Ver-
bindungen 2a bis 2f stimmen mit den angegebenen Formulierungen iiberein.

2, Pik-triade 143, 157, 169. — Wie bereits zu Beginn dieser Arbeit erwidhnt, sind
im Spektrum von 2 Signale bei m/e 143, 157 und 169 vorhanden; die entsprechenden
Tonen haben aber andere Bildungswege, wie diejenigen der Spermidinderivate 1
und 3.

In den Spektren der deuterierten Derivate 2a bis 2f werden die Piks bei m/e 143
und 157 teilweise so verschmiert, dass strukturelle Zuordnungen nicht sinnvoll sind.

7) Die durch metastabile Ubergingc markierten Reaktionen werden auch in den Spektren der
deuterierten Derivate angezeigt.




HeLveTrica CHiMICA AcTa — Vol. 56, Fasc. 1 (1973) — Nr. 5 133

Schema 47)
CH, H
| |1 COCH,
. C H-N7
HNZr ( O |
| 2 CH, CH,
| I
HC_, H 3 (‘:H2 (!:H
H(i: ) CH Weg 1 CH
cH Weg 2 il m* 1
«— NS > HN+
|, ) 1. C(3)—H — N(5) |
HN; (CHy), 2.1%2 (CHyly
—— N—COCH; N—COCH,
I |
(CH,), (CHs
i
N N
H” COCH, H”~ COCH,
a h
(me 327) (mfe 268)
CH, cH
L .
N
\CN// SoH ?H
| CH
C'Hz I
.
(b —
du (CH,)
CILB " II\I—COCHa
l ((l:Hz)a
N
H” SCOCH,
i
(m/e 268)

Hingegen wird das Signal bei m/e 169 im Spektrum von 2 klar verschoben. Dem ent-
sprechenden Ion kommt die Struktur m zu. Es ist damit analog zu einem Fragment-
Ton im Spektrum des bereits erwihnten Spermidin-Derivates 3 zu formulieren [4]:

Im Ion b” (mfe 327, Schema 2) kann der Stickstoff N(10) am C(6) angreifen, was
zum cyclischen Ion j fithrt. Dieses spaltet nach Keteneliminierung (k, m/e 285) den
am C(6) haftenden Rest zusammen mit demn Wasserstoff an N(10) als primires Amin
ab (vgl. [6]). In Ubereinstimmung mit dieser Formulierung stehen die Verschiebungen
dieses Signals in den Spektren der deuterierten Derivate; es geht daraus eindeutig
hervor, dass im Ion m (m/e 169) die Acetylgruppe nicht innen, sondern aussen
sitzen muss (vgl. Schema 5).

Ausser den voranstehend diskutierten Ionen werden im Spektrum von 2 noch eine
Reihe weiterer Ionen registriert, die durch andere Spaltungsreaktionen entstanden
sind. Durch «-Spaltung entstehen die Ionen mfe 171, 72, 43, bzw., nach Ketenelimi-
nierung, 129 (n) und 30.
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Schema 5

H  COCH, H COCH, H COCH,
\N/ H COCH, W H COCH, W
1 \/ L \./ o
(CH,), X (CHy), N (CH,),

&

H N5 (H,C); COCH, NH (H,O), H NH
Cne SNyt \l\f e
»CH —_— 10 > _ [/ /\
CH, \‘\/ e
l N

, j k
He (mje 285)
CH,

L] 1o
N—-COCH
|
(?th
/N\ H COCH,

COCH, \¢/
b 1
(me 327) MeCs
Ne—=—m\
£ e
\\/
m
mfe 169)

3. Syi-artige Reaktion. — Basispik im Spektrum von 2 ist m/e 100. Auf Grund der
Verschiebungen, die dieses Signal in den Spekiren der deuterierten Derivate 2a bis 2f
erfihrt, kommt ihm die Struktur o zu. Metastabile Piks weisen darauf hin, dass das
Ton sowohl aus m (m/e 169) als auch aus n (m/e 129) gebildet wird. Es scheint, dass
bei beiden Reaktionen unter Nachbargruppenwirkung N(1) bzw. die daran befind-
liche Acetylgruppe am C(4) unter Eliminierung eines neutralen Amins mit N(5)
(Syi-artige Reaktion [8]) angreift (vgl. Schema 68)). Derartige Syi-artige Reaktionen
sind bei massenspektrometrischen Abbaureaktionen immer dann zu erwarten, wenn
zwei funktionelle Gruppen an einer aliphatischen Molekel haften.

Schema 6 8)

CH CH
- \2 4 51 +2
M —> (I,H2 NH
)1 ;) m* \() m* gHz
<—.
O 4\/ ""/|\ "
] PNI/ CH, C'Hz
CH, (i;H2
0
m 2l O N.
(mfe 169) {rmfe 100) el N
!
CH,
n
(nfe 129)

8)  Abgesehen von den Ionen m und n kénnen noch eine Anzahl weiterer Tonen als Vorstufen
fir h angesehen werden.
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4. Synthese der deuterierten Verbindungen. — Abgesehen von der dodeka-
deuterierten Verbindung 2a, die durch Deuterioacetylierung von Spermin erhalten
wurde, sind die anderen Derivate ausgehend von Putrescin (5) gemiss Schema 7 dar-
gestellt worden.

Umsetzung von 5 mit 3-Brom-propionitril fithrt zum Dinitril 6, welches bei der
Acetylierung in 7 iibergeht. Die reduktive Acetylierung (H,/PtO /ESSlgsaureanhvdrld)
von 7 liefert schliesslich Tetraacetylspermin 2.

Zum Dekadeuterioderivat 2¢ (C(2)D,, C(13)D,, N(1)COCD,, N(2)COCD,) ge-
langt man durch Reduktion von 7 in Gegenwart von D,/Pt0,/(CD,C0),0. Hydrolyse
(2n HCI, 150°) von 2¢ und Acetylierung mit (CHz;CO),O fiihrt zur Tetradeuterio-
verbindung 2f. Das mit (CD,CO),0 umgesetzte Dinitril 6 liefert, weiterbehandelt wie
im Schema 7 angegeben, 2b, oder mit D,/PtO,/(CD,CO),0 reduziert, 2d. Die Syn-
these der an C(2) und C(12) tetradeuterierten Verbindung 2 e gelang durch D,0/Dio-
xan-Behandlung von 7 in Gegenwart katalytischer Mengen KCN. Da gleichzeitig auch
die >NCOCH s-Reste einen partiellen Deuterierungsgrad aufwiesen, musste das erhal-
tene Spermin-Derivat entacetyliert und erneut acetyliert werden.

Das Tetraidthylderivat 4 wurde aus 2 durch Diisobutylaluminiumhydrid-Reduktion
gefolgt von Acetylierung bereitet; durch LiAlD,-Reduktion erhielt man unter ande-
rem eine Octadeuterioverbindung, die bei der Acetylierung in 4b umgewandelt wurde.
Die Verbindungen 4a und 4c¢ wurden in {iblicher Weise gewonnen.

Schema 7

H,N—(CH,),—NH, 5
l Br—(CH,),—C=N

N=C—~(CH,)yN—(CH,)}; N—(CHp),—-C=NX 6
H H

l (CH,CO0),0

N=C—(CHy);—N—(CH,);—~N—(CH,),—C=N 7
|
COCH, COCH,

l H,/PtO,/(CH,C0),0

H 12 13 14 /H
N—CH ~—( H, —CH —~N (CH,),4 ~N~CH —CH,—CH —N

H,COC” | l SCOCH,
COCH,  COCH,

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass sich das Fragmentierungsverhalten
von Tetraacetylspermin (2) ganz in dasjenige anderer polyfunktioneller Alkane und
Alicyclen einfiigt [9]. Wie bei diesen Verbindungen gezeigt werden konnte, ist ein Teil
der Fragmentierungen unabhingig von der oder den anderen Gruppen in der Molekel.
Eine Reihe von Fragment-Ionen, jedoch, lassen sich nur dadurch erkliren, dass man
gegenseitige Wechselwirkungen der Gruppen annimmt. Im speziellen wird das Frag-



136 HerveTrica CriMica Acta — Vol. 56, Fasc. 1 (1973) — Nr. 5

mentierungsmuster von 2 durch derartige Nachbargruppeneffekte beeinflusst. Man
hat vier Arten von Ionen zu unterscheiden:
1. [M — COCHg]+-Ion: m/e 327.

2. Tonen, die durch den Zerfall einer der 1,3-Diaminopropan-Einheiten entstehen:
mle 242, 256, 268.

3. Ausstossung eines neutralen Amins: m/e 169.
4. Syi-artige Reaktionen: m/e 100.

Wir danken dem Schweizerischen Nationalfonds fur die Unterstiitzung dieser Arbeit. Ferner
sind wir den Herren Dr. H.-J. Veith (Universitat Zirich) ftir die Aufnahme der Niederauflosungs-
spektren und Dr. W. Vetter (Hoffmann-La Roche & Co AG, Basel) fiir ein hochaufgelostes Massen-
spektrum zu Dank verpflichtet.

Experimenteller Teil

Allgemeine Bemerkungen. Abdampfoperationen wurden am Rotationsverdampfer bei ca. 40°
durchgefithrt. Zur priparativen und Diinnschichtchromatographie (DS.) wurde Kieselgel (Merck
PF,;, bzw. HF,;,) und Alox (Merck PF,;, Typ E bzw. HF,;,) verwendet. Laufmittel war Chloro-
form, dem 2,5-309, Methanol zugesetzt war. Als Sprithreagentien zum Anfirben wurden Kalium-
hexajodoplatinat und Cer(IV)-sulfat-Lésungen verwendet. Simtliche synthetisierten Verbin-
dungen ausgenommen 7 sind Ole. Der Smp. von 7 wurde mit dem Gerit Mettler FP-2 gemessen. —
Die Infrarot-Spektren (IR.) wurden in CHC], aufgenommen und sind in cm~! aufgeftihrt. Die
NMR.-Spektren wurden, wenn nicht anders angegeben, in CDCl; aufgenommen mit Tetra-
methylsilan als internem Standard. Chem. Verschiebungen in ppm (§), s == Singulett, ¢ = Quar-
tett, m = Multiplett. Die Massenspektren (MS.) wurden mit dem Gerit CEC Typ 21-110B
(70 €V, Direkteinlass, Heizwendel) aufgenommen. Angaben in mfe (rel.%) ab mfe 80 (>359%
ausser M 7). Die Hochauflésung der Piks im Spektrum von 2 wurde mit dem Data-System DS 20
(A.E.I. Manchester) ausgefiihrt.

1. Allgemeine Arbeitsvorschrift fitr die Acetylierung von Aminen

1.1. Zu den Lésungen von 5 bis 500 mg Amin in ca. 5 ml Pyridin (abs.) wurden unter Kithlung
ca. 5 ml Essigsiureanhydrid (Merck, p.a.) getropft, so dass die Reaktionstemperatur 40° nicht
iiberstieg. Nach 12 Std. Stehen bei 20° wurde das Lésungsmittel bei 10-3 Torr abgedampft und
der Riickstand chromatographiert.

1.2. Die Deuterioacetylierung wurde analog Versuch 1.1., jedoch mit d4-Essigsdureanhydrid
(Fluka, purum, > 99 Atom %, D) ausgefiihrt.

Die Ausbeuten nach den Vorschriften 1.1. und 1.2. betrugen 80-95%,.

2. N(1), N(5),N(10), N(14)-Tetraacetyl-spermin (2)
2.1. Aus Spermin. Nach Vorschrift 1.1. erhielt man Verbindung 2. IR.: 3440, 3330 (RCONHR),
2980, 2965, 2860, 1655 (RCONR,), 1625+ 1520 (RCONHR). NMR. (60 MHz): = 3,3 (breites,

H
s-artiges m, ca. 12H, 6 x —CH,—(NCOR)), 2,12 (s, ca. 6H, 2><R>NACOCH3), 1,99 (s, ca. 6H,

2 x R;NCOCH,),~ 1,7 (breites m, ca. 8H, 4 x (C)—CH,—(C)). MS.: 370 (M +, 1), 327 (30, C;gH,; N, O,),
309 (8, CygHyoN,O,), 298 (7), 268 (32, Ci HyN;O,), 256 (25, Cy3HygN3O,), 242 (14, CHyNyOy),
213 (8, C;;H, N,0,), 199 (5, C,;H,,N,0,), 183 (6), 171 (10), 169 (19, C,H,,N,0), 157 (9, CgH,,N,0),
143 (19, C,H;N,0), 129 (43, CgH,;;3N,0), 112 (16, C4H,,NO), 110 (26), 100 (100, C;H,,NO), 98 (35,
CeH,,N), 84 (67, C;H(N) (vgl. Fig. 1).

2.2. Aus N(1), N(6)-Bis(B-cyanodthyl)-putrescin (6). 20 mg der Verbindung 6 (vgl. Versuch 11)
wurden in 7 ml Essigsiureanhydrid mit H, und 100 mg PtO, (4dams-Katalysator, Heraeus)
hydriert. Nach 12 Std. wurde vom Katalysator abfiltriert, die Losung eingedampft und der Riick-
stand durch Schichtchromatographie gereinigt. Ausbeute: 33 mg (90%,); vgl. [6]. Das nach dieser
Vorschrift bereitete Priparat erwies sich aufgrund von NMR.- und MS.-Spektren sowie von DS.
als identisch mit 2 (Versuch 2.1.).

3. N(1),N(5), N(10), N(14)- Tetra(tvideuterioacetyl)-spermin (2a). Diese Verbindung wurde aus
Spermin nach Vorschrift 1.2, bereitet. MS.: 382 (M, 1), 336 (40), 318 (11), 307 (8), 274 (39),
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263 (27), 249 (10), 248 (11), 219 (10), 205 (7), 186 (7), 177 (6), 175 (5), 173 (7), 172 (22), 161 (8),
147 (11), 143 (7), 133 (43), 115 (17), 110 (29), 103 (100), 98 (30), 93 (19), 84 (80).

4. N(7),N(5), N(10), N(14)- Tetradthyl-spermin. 37 mg (0,1 mMol) 2 wurden in 5 ml trockenem
Benzol gelost. Dazu gab man unter trockenem N, 20 mMol Diisobutylaluminiumhydrid (Fiuka,
purum). Nach 24 Std. Kochen unter Riickfluss wurde unter Kithlung zuerst mit wassergesittigtem
Ather, dann mit gesittigter Seignettesalz-Losung und schliesslich mit wenig 28 HC! hydrolysiert.
Danach stellte man die Lésung mit Na,CO, alkalisch und extrahiertc mit CHCI,. Ausbeute: 28 mg
(90%)- (Die Reduktion mit LiAlH, ergab ein komplexes, schwerer trennbares Gemisch). IR.: 3250~
3100, 2930, 2860, 2820, 1460, 1570. NMR. (60 MHz, CCl,): ca. 3,5 (m, 2x NHR,), 3,1-2,1 (m,
10 x (N)—~CH,—), 2,0-0,8 (m, 4x CH,—CH,, 4x (C)—CH4—(C)). MS.: 314 (M™).

5. N(1),N(5), N(10), N(14)-Tetra(8-trideuteriodthyl)-spermin. Verbindung 2a wurde analog
Vorschrift 4 reduziert. MS.: 326 (M).

6. N(7), N(9), N(10), N(14)-Tetra(a, o-dideuteriodthyl)-spevmin. 38 mg (0,1 mMol) 2 wurden in
5 ml trockenem Tetrahydrofuran gelést und zu einer Suspension von 5 mMol LiAlD, (Merck,
Deuterierungsgrad 999,) in 5 ml Tetrahydrofuran getropft. Nach 12 Std. Kochen unter Riickfluss
wurde tropfenweise mit gesdttigter Seigmettesalz-Losung unter Kihlung hydrolysiert und an-
schliessend wenig 2n HCI zugegeben. Danach stellte man mit Na,CO, alkalisch und extrahierte
mit Chloroform. Ausbeute: 23 mg (909%,). MS.: 322 (M+).

7. N(1), N(14)-Diacetyl-N(1), N(5), N(70), N(14)-tetvadthyl-spermin (4). 15 mg N(1), N(5), N(10)-
N(14)-Tetradthyl-spermin wurden nach Vorschrift 1.1. acetyliert. IR.: 2960, 2930, 2880, 2810,
1630 (breit, H,C—CONR,). NMR. (100 MHz): 3,2-3,5 (g-artiges m, 4 X OCl}T‘CHz), 2,2-2,7 (m,

R
6 x Ry;N—CH,—), 2,08 (s, 2 OC—CH,), 2,1-0,9 (m, 10 x (C)—CH,—(C)). MS.: 398 (M+), vgl. Fig. 5.

8. N(7), N(14)-Diacetyl-N(T), N(5), N(10), N(14)-tetra(B, 5, f-trideuteriodthyl)-spermin (4a). Die
Acetylierung von 10 mg der durch Versuch 5 hergestellten Verbindung erfolgte analog Versuch
1.1. MS.: (Signalschwerpunkte) 410 (M+, 6), 378 (10), 307 (13), 279 (24), 191 (30), 177 (25), 160 (6),
146 (5), 131 (100), 117 (32), 101 (34), 87 (29).

9. N(7), N(14)-Diacetyl-N(1), N(5), N(10), N(14)-tetra-(x, o-didenteriodthyl)-spermin (4b). Diese
Verbindung gewann man aus N(1), N(5), N(10), N(14)-Tetra(S-trideuteriodathyl)-spermin (15 mg)
gemiss Versuch 1.1. MS. (Signalschwerpunkte): 406 (M+, 3), 375 (6), 304 (8), 276 (14), 189 (26),
177 (8), 176 (15), 175 (8), 161 (4), 146 (3), 130 (100), 100 (43), 86 (33).

10. N(7), N(14)-Di(trideuterioacetyl)-N(1), N(5), N(10), N (1 4)-tetradthyl-spermin (4c). Durch
Deuterioacetylierung von N(1), N(5), N{10), N(14)-Tetraithyl-spermin analog Versuch 1.2. erhielt
man 4c. MS. (Signalschwerpunkte): 404 (M+, 9), 375 (9), 301 (11), 273 (14), 188 (45), 176 (5),
175 (20), 174 (12), 160 (4), 157 (5), 146 (4), 131 (100), 114 (30), 98 (62), 84 (48).

11. N, N’-Di-(B-cyanodthyl)-putvescin (6). 3,5 g (40 mMol) Putrescin (5, Fluka, puriss.) wurden
in 50 ml trockenem Benzol gelost, und unter Kithlung tropfte man 5,4 g (40 mMol) 8-Brompropio-
nitril (Fluka, purum) in 15 ml Benzol wihrend 1 Std. zu. Es wurde 10 Std. bei 20° stehengelassen,
die ausgefallenen Hydrobromide abfiltriert, das Filtrat eingeengt und der erneut ausgefallene
Niederschlag abfiltriert. Nach dem Abdampfen des Losungsmittels wurde der Rickstand (1,2 g)
an Kieselgel (Laufmittel: Methanol/Chloroform 3:7) 2mal chromatographiert. Ausbeute: 0,82 g
(4,2 mMol). MS.: 194 (M~+, 7), 154 (10), 123 (25), 101 (10), 97 (9), 96 (15), 84 (40), 83 (100).

12, N, N’-Di-(B-cyanodthyl)-N, N’-diacetyl-putrescin (7). Die Acetylierung von 6 wurde geméss
Versuch 1.1. durchgefithrt. Kristalle aus CHCl,/Hexan. Smp. 105-107°. IR.: 2980, 2920, 2860,
2240 (R—C=N), 1640 (R—CONR,). MS.: 278 (M+, 6), 235 (39), 217 (8), 196 (15), 193 (7), 167 (8),
154 (10), 153 (11), 139 (5), 126 (13), 125 (12), 123 (50), 114 (8), 100 (10), 97 (12), 87 (7), 84 (32),
83 (100).

13. N, N'-Di-(B-cyanodthyly-N, N’'-di(trideuterioacetyl)-puirescin (7). 30 mg der Verbindung 6
acetylierte man mit dg-Acetanhydrid (vgl. Versuch 1.2.). Die aus Chloroform/Hexan umkristalli-
sierte Substanz wurde direkt zu 2b und 2d weiterverarbeitet.

14. N{7), N(14)-Diacetyl-N(5), N(10)-di(trideunterioacetyl)-spermin (2b). 14 mg 7a wurden ent-
sprechend Vorschrift 2.2. mit H,/PtO, in Hexadeuterioessigsiureanhydrid®) reduktiv acetyliert
und gereinigt. MS.: 376 (M), vgl. Fig. 2.

9  Verwendung von (CH4CO),0 hatte unvollstindige Deuterierung am Nitrilkohlenstoffatom
zur Folge, vgl. [6].
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15. N(I), N(14)-Di(trideuterioaceiyl)-N(5), N(10)-diacetyl-2,2,13,13-tetradeuterio-spermin (2c).
14 mg (0,05 mMol) des Dinitrils 7 reduzierte man in Gegenwart von 70 mg PtO, (4dams-Kataly-
sator, Heraeus) in 1 ml dg-Essigsdureanhydrid mit Dy, 12 Std. Die Aufarbeitung und Reinigung
erfolgte analog Vorschrift 2.2. Ausbeute: 17 mg (0,045 mMol). MS.: 380 (M+, 1), 337 (43), 309 (11),
303 (9), 275 (30), 261 (31), 248 (7), 247 (5), 218 (9), 204 (6), 186 (3), 185 (3), 176 (7), 174 (11),
162 (5), 157 (3), 148 (11), 134 (42), 112 (30), 105 (100), 98 (30), 84 (55).

16. N(7), N(5), N(10), N(14)- Tetra(trideuterioacetyl)-2, 2,13, 1 3-tetradeuterio-spermin (2d). Ana-
log Vorschrift 15 wurden 14 mg 7a in die Hexadecadeuterio-Verbindung 2d iiberfithrt. MS.: 386
(M+, 7), 340 (53}, 322 (14}, 309 (11), 278 (53), 265 (37), 251 (18), 221 (12), 207 (8), 189 (4), 188 (5),
179 (8), 174 (26), 161 (6), 149 (9), 148 (9), 147 (9), 135 (45), 115 (18), 112 (30), 105 {100), 98 (28),
84 (62).

17. N(1), N(5), N(10), N(I4)-Tetvaacetyl-3,3,12, 1 2-tetradeuterio-spermin (2e), s. [10].

17.1. N, N’-Di-(B-cyano-B, B-dideuterio-dthyl)-N, N'-diacetyl-putrescin (7b). Zu einer Losung von
28 mg (0,1 mMol) 7 in 10 ml frisch destilliertem, trockenem Dioxan gab man unter Argon eine
Losung von 50 mg trockenem Kaliumeyanid in 10 ml D,0 (D-Gehalt > 99,7%,). Nach 10 Min,
Lei 20° wurde das Reaktionsgemisch bei 10-3 Torr zur Trockne gebracht (40°) und der Riickstand
mit 20 ml Dioxan/Wasser 1:1 versetzt. Dicse Behandlung hat man nach erneutem Abdampfcn
noch 2mal wiederholt. Nach dem letzten Eindampfen wurde 7b aus dem Riickstand mit rektifi-
ziertem, trockenem CHCly extrahiert und diese Losung durch Filtrieren iber 30 g Alox (Woelm),
das zuvor mit 5 ml D,0, dann mit trockenem Dioxan gespiilt worden war, vom IKCN befreit. Nach
Abdampfen des Chloroforms erhielt man 26 mg (O 092 mMol) Substanz = 929%,. MS.: D-Gehalt1?):
dy—d, = 0%, d; = 4%, dy = 39%, d; = 36%, dg = 15%, d; = 5%, dg = 1%. Auf die Angabe
des Spektrums wird aufgrund der D-Verteilung verzlchtet (vgl. 17.2)).

17.2. 25 mg der Verbindung 7 b reduzierte man mit H,/PtO,/Essigsdureanhydrid (vgl. Versuch
2.2.). Das MS. des Reduktionsproduktes zeigtc die entsprechende D-Verteilung wie Verbindung
7b. Da angenommen werden musste, dass dic zusitzlichen D-Atome in den Methylgruppen der
mittelstindigen Acetylgruppen lokalisiert sind, wurde das Reduktionsprodukt entacetyliert und
anschliessend erncut acetyliert. Dazu l6ste man das gesamte Produkt in 3 ml 2~ Salzsdure und
erhitzte 36 Std. luftfrei bei 150°/10~3 Torr im Bombenrohr. Nach Verdampfen des Lésungsmittels
acctylierte und reinigte man den Riickstand wie iiblich (Versuch 1.1.). Ausbeute: 15,5 mg (0,042
mMol). MS.: 374 (M*, 1), vgl. Fig. 3. D-Gehalt): dy—d, = 0%, dy = 11%, dy = 89%, ds—
dg = 0%.

18. N(7), N(5), N{10), N(14)-Tetraacetyl-2, 2,13, 13-tetradeuterio-spermin (2f). 25 mg der deute-
ricrten Substanz 2d cntacetylierte man wie im Versuch 17.2. angegeben und acetylierte das emt-
standene Hydrochlorid wie tiblich. Ausbeute: 12 mg (0,032 mMol). MS.: 374 (M+), vgl. Fig. 4.
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6. Steroide und Sexualhormone
246. Mitteilung [1]

Die Partialsynthese von Batrachotoxinin A

von R.Imhof, Frl. E. Gossinger, Walter Graf, Frau L. Berner-Fenz, H. Berner,
Frl. R. Schaufelberger und Heinrich Wehrli
Laboratorium fiir Organische Chemie
der Eidgendssischen Technischen Hochschule, Zirich

(7. X.72)

Summary: In addition to the preliminary communication [1] a detailed description of the
first partial synthesis of steroidal alkaloid batrochotoxinin A (1) is presented.

Zwischen 1963 und 1969 berichteten Witkop et al. iiber die Isolierung der drei
Steroidalkaloide Batrachotoxinin A (1), Batrachotoxin (2) und Homobatrachotoxin
(3) aus der Haut des kolumbianischen Pfeilgiftirosches Phyllobates aurotaenia [2] [3]
[4] [5] sowie iiber die réntgenographische Strukturaufkldrung des Grundkérpers 1
4] {6] und dessen Uberfithrung in die Pyrrolester 2 und 3 [5]. Die ungewdhnliche,
ausserordentlich komplexe Struktur von Batrachotoxinin A (1) sowie die hohe Toxizi-
tat?) bei gleichzeitig bemerkenswerten pharmakologischen Eigenschaften?) veran-
lassten uns 1969 zur Aufnahme von Studien zur partialsynthetischen Erschliessung
des aus natiirlichen Quellen nur sehr schwer zuginglichen Grundkérpers Batracho-
toxinin A (1). '

Im Rahmen dieses Arbeitsprogrammes berichteten wir seither tiber die Darstel-
lung der Modellverbindungen 10 (8] [9], 16 [10], 26 [11], 35 [12] [13] [14] und 46 [14],
iiber die Bereitung des fiir die Synthese von 1 bendtigten Ausgangsmaterials 58 [15]
sowie in Form einer vorldufigen Mitteilung [1] {iber die erstmalige Partialsynthese
von Batrachotoxinin A (1).

In der vorliegenden abschliessenden Arbeit sollen eingangs die bereits erwdhnten
Modellstudien, welche die Grundlagen zur Erarbeitung des Konzepts der Partial-
1} z.B.: 2 DLy, == 2 y/kg Maus [5].
2y Zur Beeinflussung des Natrinm-Kaliumionen-Gleichgewichts an Zellmembranen von Nerven-

zellen durch 2 vgl. z.B. Albuguerque et al. [7).





