Uber die Isolierung und Charakterisierung von vier neuen
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In den sauren Anteilen des Wurzelextraktes von Aristolochia
clematitis L. konnten neben den bekannten Aristolochiasduren-1
und -IT geringe Mengen von vier neuen dhnlichen Siduren nach-
gewiesen werden. Durch Methylierung, Athylierung und De-
carboxylierung des Séuregemisches und Trennung der Umset-
zungsprodukte mit Hilfe der Sdulen- und der Diinnschicht-
chromatographie konnten Abbauprodukte aller vier Sduren iso-
liert und charakterisiert werden. Massenspektrometrische Unter-
suchungen, IR-Spektroskopie und chemische Methoden zeigten,
dafl die neuen Verbindungen den Aristolochiasduren-I und -1T
weitgehend. entsprechen. Zwei Verbindungen sind phenolisch, die
beiden anderen deren Methyldther.

In addition to the already known aristolochic acids I and 1,
small amounts of four new acids of this class have been detected in
the acidic fractions of extracts from the roots of Aristolochia cle-
matitis L. Derivatives of all four acids have been isolated by me-
thylation, ethylation and decarboxylation of the mixture of acids,
and separation of the products by column and thin layer chromato-
graphy. Mass spectrometricinvestigation, IR spectra and chemical
methods showed the new compounds to be very similar to the
aristolochic acids T and II. Two of the compounds are phenols and
the other two the corresponding methyl ethers.

Vor einigen Jahren haben wir unsl—% mit den sauren Inhaltsstoffen
der Wurzel der Osterluzei, Aristolochia clematitis L., beschéftigt, aus
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dem Sduregemisch die Aristolochiasiure-I und die Aristolochiasdure-11
isoliert und die Struktur dieser beiden S#uren aufkliren kénnen. Die
Aristolochiagdure-I (48-I)% 3 konnte durch Abbau als 3,4-Methylen-
dioxy-8-methoxy-10-nitrophenanthrencarbonséure-(1) charakterisiert wer-
den, die Aristolochiasiure-I114 {4S8-II) erwies sich als 3,4-Methylendioxy-
10-nitrophenanthrencarbonséure-(1).

Auf Einzelheiten dieser Arbeiten soll hier nicht nédher eingegangen
werden. Schon damals ergab sich die gut begriindete Vermutung, das
Rohséuregemisch enthielte noch weitere Substanzen vom Typ der Aristo-
lochiasdiure. Diese Siuren sollten sich méglicherweise nur durch Zahl,
Anordnung und Natur der funktionellen Sauerstoffatome an den Ringen A
und C unterscheiden.

A. Schleppnik® konnte einen direkten Hinweis auf die Anwesenheit
phenolischer Sduren im Rohsduregemisch finden:

Er trennte aus dem Gemisch der rohen Decarboxylierungsprodukte die
phenolischen Anteile ab, acetylierte sie und isolierte durch S&ulenchromato-
graphie 2 definierte, neutrale, braungelbe Produkte, die unter Zersetzung
schmolzen. Die genauere Charakterisierung dieser Substanzen unterblieb,
weil sie dem eigentlichen Ziel der Arbeit nicht entsprach. In dhnlicher Weise
konnte er bei der Chromatographie der Methylester und der neutralen De-
carboxylierungsprodukte aus dem Rohséuregemisch nachlaufende, intensiver
gefarbte Zonen feststellen. Er vermutete dort Umsetzungsprodukte anderer
Aristolochiaséuren, fand allerdings immer nur Spuren dieser Substanzen und
verzichtete auf deren Isolierung.

Inzwischen haben wir besonders durch Anwendung der Massen-
spektrometrie die Mdglichkeit erhalten, auch mit minimalen Substanz-
mengen, wie sie bei einer weiteren Bearbeitung dieses Naturstoffkomplexes
zu erwarten waren, zu befriedigenden Ergebnissen zu gelangen.

Wir extrahierten kéufliches, zerkleinertes Wurzelmaterial von Aristo-
lochia clematitis L. in tiblicher Weise; zuerst entzogen wir dem Extrak-
tionsgut mit Benzin die lipoidléslichen Anteile, dann mit Methanol die
polaren Substanzen, unter ihnen die erwarteten Aristolochiasduren. Den
methanolischen Auszug arbeiteten wir so auf, da wir mit mdglichst ge-
ringen Verlusten an labilen und von vornherein nur in Spuren vorhandenen
phenolischen Séuren rechnen konnten. Wir erhielten aus dem dunkel-
braunen Auszug ein braunes Rohsduregemisch, das sich zu einem ocker-
farbigen, erdigen Produkt trocknen liel, und dieses untersuchten wir auf
neue Aristolochiaséuren.

Auf die an sich naheliegende Isolierung der Sauren selbst, etwa durch
fraktionierte Kristallisation und chromatographische Methoden, verzichteten
wir nach — wenig ermutigenden — Vorversuchen. Wir beschrinkten uns daher
vorerst auf chromatographische Trennungen der durch Umsetzung mit Diazo-

¢ Dissertation A. Schleppnik, Universitiat Wien 1958.



H. 3/1965] Isolierung von neuen Aristolochiasduren 863

methan und -dthan erhaltenen Rohester und der rohen Decarboxylierungs-
produkte .

Zur raschen und sicheren Kontrolle aller Anreicherungsversuche bentitzten
wir die Dunnschichtchromatographie der Methylester auf Aluminiumoxid-G
unter Verwendung von Benzol als Laufmittel. Die Methylester treten dabei
als gelbe, scharf begrenzte Flecken auf, die im UV bei 350 myu rosa bis orange
fluoreszieren und noch bei sehr geringen Substanzmengen klar erkennbar
sind. Wir fanden schon beim ersten Versuch zwischen 12 und 15 anderen blau,
resedagrin oder lila fluoreszierende Substanzen eine Gruppe von 3 nahe bei-
einanderliegenden Flecken mit rotlicher Fluoreszenz, die im sichtbaren Licht
gelb gefdrbten Aristolochiastiureestern entsprachen. Die Ry-Werte héngen
bei dieser Trennung stark von der Aktivitdt der AlsOs-G-Schicht ab, sind -
also nicht streng reproduzierbar. Wir konnten die Chromatographie durch
mehrmaliges Laufenlassen der Platten immer so fithren, daf die Flecken deut-
lich abgegrenzt waren und durch Vergleich eindeutig zugeordnet werden
konnten.

Wie erwartet, lief der 4S-II-methylester vor dem AS-I-methylester,
dem AS8-I-ester folgte ein weiterer schwacher Fleck, dem der Methylester
einer neuen ,,Aristolochiasiure-IIT** (4.S-I1I-Me) entsprechen konnte.

Mit Hilfe dieser Kontrollchromatographie fanden wir, dafl sich der
GroBteil der Aristolochiasduren-1 und -IT durch einmaliges Umlésen der
braunen Rohsiuren aus Dimethylformamid (DM F) unter Zusatz von
etwa 1/19 der Menge Wasser abtrennen lief}, ohne dafl merkliche Mengen an
AS-TIT verloren gingen.

Die weiteren Versuche in gréflerem MaBstab, ndmlich die ,,préaparative
Methylierung und die anschlieBende Sdulenchromatographie der Methylester,
konnten wir deshalb mit einer Rohsdure unternehmen, aus der ein GroBteil
der beiden Hauptsduren (I und II) bereits entfernt war. Wir kristallisierten
also die Rohsdure aus DM F-—Wasser (10:1) um und methylierten die Siduren
aus der Mutterlauge mit dtherischer Diazomethanléosung. Der dunkelbraune
Abdampfrickstand wurde in CHCl3 gelost, von unléslichen harzigen Produk-
ten abgetrennt, liber eine kurze Al;O3-Séule filtriert und die Loésung der Kri-
stallisation iberlassen. Der ausgeschiedene Kristallbrei enthielt fast ausschlieB-
lich die Methylester der beiden Hauptsiduren, in der Mutterlauge befanden
sich alle fluoreszierenden Substanzen, eingeschlossen die Ester aller Aristolo-
chiaséuren. Die Mutterlauge wurde im Vakuum eingedampft und, wie von
A. Schleppnik beschrieben, chromatographiert. Der A4S-II-methylester lieB
sich dabei recht gut als gelbe Bande vom AS-I-Me trennen. Dieser lief dahin-
ter als breites, dunkler gefdrbtes, orangegelbes Band von der Séule ab. In den
letzten Fraktionen des AS-I-Me tritt dann der AS-III-Me auf, stindig vom
Ester der AS-I uberlagert. Diese Trennung ist zwar nicht vollstindig, 148t
aber in einer Stufe zumindest starke Anreicherung bis auf ein Verhiltnis von
etwa 1:1 der beiden Ester zu. Wir haben die Chromatographie mehrmals wie-
derholt, kleine Mengen fast reinen AS-IIT-Me erhalten und diesen aus Aceton
umkristallisieren kénnen. Er bildete dann feine hellgelbe Nadeln, die bei
270-—272° schmolzen und auf der Diinnschichtplatte einheitlich waren.

In den letzten Fraktionen des AS8-TII1-Esters konnten wir diinnschicht-
chromatographisch einen weiteren Aristolochiasdureester feststellen. Wir
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ordneten diesen Fleck, der im Diinnschichtechromatogramm nach den
Estern der AS8-1X, 48-1 und AS-11I als vierte, ganz dhnliche, aber nicht so
intensive rote Fluoreszenz auftritt, dem Methylester einer ,,Aristolochia-
siure-IVY (A8-1V-Me) zu.

Aus der Al;O3-Sdule lduft der 48-IV-ester fast gleichzeitig mit drei
scharf begrenzten, orange bis rot gefdrbten Ringen aus. Wir konnten
diese Ringe aber allein schon auf Grund ihres Verhaltens auf der Diinn-
schichtplatte Substanzen zuschreiben, die kaum als Verbindungen vom
Typ der Aristolochiasduren angesprochen werden kénnen*. Zur Auf-
trennung dieser ,nachlaufenden Fluoreszenzen* haben wir eine eigene
diinnschichtchromatographische Methode entwickelt,; uns aber vorerst mit
diesen Substanzen nicht weiter beschaftigt.

In reiner Form haben wir durch Chromatographie, Kristallisation und
Sublimation die Methylester der AS-1, AS-TI, AS-III und 4S-IV erhalten
konnen. Der gleiche Habitus der UV-Absorptionskurven der Methylester
von AS-I, AS-1I, AS-III und AS-IV bewies das Vorhandensein des
Phenanthrenringsystems auch in 4S-111 und 48-1V.

Wir haben reinen Aristolochiasdure-I-methylester (Schmp. 284-—286°),
reinen Aristolochiasiure-II-methylester (Schmp. 276--277°), reinen
Aristolochiaséure-ITI-methylester (Schmp. 277°) und — wie sich erwies —
nicht vollstdndig reinen Aristolochiasdure-1V-methylester (Schmp. 238—
240°) massenspektrometrisch untersucht.

Das Massenspektrum des 4S-I11- Me ist mit dem des 4S-T-methylesters
identisch, der AS-ITI-Me ist also ebenfalls ein Methylendioxy-methoxy-
nitrophenanthrencarbonsiuremethylester (Mol.-Gewicht 355). Er kann
sich vom AS-I-Me nur durch die gednderte Position eines oder mehrerer
Substituenten unterscheiden.

Der A8-TV-Me zeigt ein Molekillion bei der MZ 385 und analoge
Spaltungen. Er enthélt also eine zusétzliche Methoxylgruppe.

Wir hatten damit schon sehr wesentliche Anhaltspunkte, konnten
aber noch nichts dariiber aussagen, ob die Methoxylgruppen schon im
Molekiil der Séuren selbst vorhanden waren oder erst durch die Methy-
lierung phenolischer OH-Gruppen eingefithrt wurden. Um diese Frage,
also die Anwesenheit phenolischer Aristolochiasiuren zu klidren, haben wir
eine kleine Menge (1 g) Rohséure mit Diazodthan genau analog der Methy-
lierung édthyliert, die Athylester vorgereinigt, auf einer Al,Os-Siule
chromatographiert und die einzelnen Fraktionen diinnschichtchromato-
graphisch aufgetrennt. Wir erhielten so AS-Il-dthylester (AS-1I-Et,
Schmp. 197—198°) und die wichtigeren Athylester der Aristolochia-
sduren-I, -IIT und -IV. Der 48-I-dthylester (Schmp. [nach Umldsen aus

* Sje wandern als scharfe Zonen knapp hinter den Estern und fluores-
zieren blaBlila bis resedagriin.
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Aceton] 277—280°) war massenspektrometrisch, abgesehen von einer
geringen Verunreinigung durch AS-Il-dthylester, einheitlich. Das
Molekillion liegt bei der MZ 369, bei 383 wurde keine Spitze gefunden.
Diese Spitze hétte dem Athylierungsprodukt einer AS-1 (4S-Ia) ent-
sprochen, bei der die Methoxylgruppe durch eine OH-Gruppe ersetzt wire.
Trotzdem konnten wir die Anwesenheit eines derarfigen phenolischen
Analogen der A48-I erst dann mit Sicherheit ausschliefien, als wir die
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phenolischen Decarboxylierungsprodukte untersucht und auch dort keine
entsprechende Substanz gefunden hatten. Der ,, Aristolochiasiure-111-
dthylester* schmilzt nach diinnschichtchromatographischer Isolierung und
Kristallisation aus Aceton unscharf von 187—200°. Auf der Diinnschicht-
platte erscheint er einheitlich. Das Massenspektrum des ,,4S-111- Bt ist
mit dem des AS-1- Bt identisch, zusatzlich aber treten um 14 nach héheren
Massenzahlen verschobene Spitzen auf, die das Vorhandensein geringer
Mengen des Athylierungsproduktes einer phenolischen Aristolochia-
séure-IITa beweisen (48-111a- £1).

Analog liegen die Verhiltnisse beim AS-IV-dthylester, nur zeigte der
entsprechende Fleck auf der Diinnschichtplatte bei mehrmaligem Laufen-
lassen schwache Aufspaltung. Die Substanz sintert bei 155°C und
schmilzt dann bei 195°. Sie zeigt im Massenspektrum zwei Spitzen mit
den MZ 399 und 413, letztere als Hauptmenge. Das Auftreten einheit-
licher Methylester (4S8-I11-Me, AS-1V-Me) nach der Methylierung des
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Sduregemisches und das Vorhandensein von jeweils zwel entsprechenden
Athylierungsprodukten beweist, daB urspriinglich je zwei Sduren vor-
liegen, ndmlich eine Methoxy-methylendioxy-nitrophenanthrencarbon-
sdure (AS-1II) und die entsprechende Hydroxy-methylendioxy-nitro-
phenanthrencarbonséure (4S-IITa) bzw. eine Dimethoxymethylendioxy-
nitrophenanthrencarbonsiure (A48-IV) und eine ihr entsprechende
Hydroxy - methoxy - methylendioxy - nitrophenanthrencarbonsure  (48-
IVa). DaB die Methoxyl- und die Hydroxylgruppen bei AS-1II und
AS-ITTa bzw. 48-1V und 4S-IVa an den gleichen Positionen des Ring-
systems sitzen, ist durch die chromatographische Einheitlichkeit und den
scharfen Schmp. der Methylester (Methylierungsprodukte) bereits weit-
gehend gesichert. Xinen weiteren Beweis fanden wir spéater in der Iden-
titdt der methylierten phenol. Decarboxylierungsprodukte mit den neu-
tralen Decarboxylierungsprodukten von A8-I1Tund AS-1V (D-111, D-1IV).

Da wir die vier neuen Aristolochiasduren AS-IIT und AS-JI1a, AS-IV
und AS-IVa {iber ihre Ester nur schwierig fassen und nicht befriedigend
charakterisieren konnten, und da wir fiir weitere Untersuchungen be-
quemer zugingliche Derivate in gréferen Mengen herstellen wollten,
haben wir die von A. Schleppnik entwickelte Methode der direkten
Decarboxylierung der Rohséuren und der anschliefenden Sdulenchromato-
graphie der Decarboxylierungsprodukte mit geringfiigigen Anderungen auf
unser Problem iibertragen. Wir decarboxylierten also die braune Roh-
séure wie iiblich mit Naturkupfer C in Chinolin und isolierten die neutralen
und phenolischen Produkte.

Die neutralen Verbindungen, die in Form von braunen, stark riechen-
den, oligen Eindampfriickstinden anfielen, reinigten wir grob durch
Chromatographie und Auskochen mit Benzin. Dabei fiel schliellich ein
tief orange gefirbtes, kristallines Produkt an. Wir chromatographierten
auf einer AlpO3-Séule (Akt. 1—2 nach Brockmann). Das Chromatogramm
wurde mit Benzin und steigenden Anteilen Benzol entwickelt. Dabei
konnte die decarboxylierte 4S-11 (D-1I) glatt abgetrennt werden. Nach
einer kurzen Zwischenfraktion lief die decarboxylierte AS-I (D-I) als
breite, unscharf endende Bande aus der Sdule ab. Ebenso unscharf trat
danach, von den letzten Resten iiberlagert, eine weitere Bande auf.

Alle Fraktionen wurden diinnschichtchromatographisch koutrolliert
(Aluminiumoxid-G, Benzol—Benzin, 2 : 3). In den letzten Fraktionen von
D-1 lieB sich eine neue, ganz dhnliche, tiefer gefirbte Substanz feststellen.
Sie sei im folgenden als Decarboxylierungsprodukt ITI (D-IIT) bezeichnet.
Die auf der Sdule nachlaufende breite, orange Bande entsprach einer
weiteren, ebenfalls ganz dhnlichen, rotorangen Substanz, dem Decarboxy-
lierungsprodukt IV (D-IV). Beide neuen Substanzen lieBen sich durch
weitere Chromatographien feiner reinigen. Versuche, sie durch fraktio-
nierte Kristallisation vom Decarboxylierungsprodukt I abzutrennen,
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blieben erfolglos, wie die diinnschichtchromatographische Kontrolie
zeigte.

Das orange gefirbte Decarbexylierungsprodukt III (D-I1I) schmilzt
nach Umkristallisieren aus Methylenchlorid—Benzin und Sublimation
(140—160°, 0,002 Torr) bei 215—218°C. Wir nahmen auf Grund des
Schmelzpunktintervalls dus Vorhandensein schwer abtrennbarer Ver-
unreinigungen an, doch konnten wir auch nach mehrmaliger Wiederholung
von Chromatographie, Umldsen und Sublimation immer wieder den glei-
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chen Schmelzbereich feststellen. Auf der Dimnschichtplatte gaben alle
Proben immer nur einen Fleck. IR-Spektrum und Massenspektrum be-
wiesen, dal} das Decarboxylierungsprodukt IIT (D-TIT) dem AS-TI1-Me
entsprach und daher von der 48-I11 stammte. .

Die derberen zinnoberroten Kristalle des Decarboxylierungsproduktes
1V (D-1V), schmelzen nach Kristallisation aus Tetrachlorkohlenstoff oder
besser aus Methylenchlorid—Benzin und nachfolgender Sublimation
{140—160°, 0,002 Torr) scharf bei 270—272°. Diinnschichtchromato-
graphisch ist D-IV einheitlich. Wir konnten es spektroskopiseh (IR-,
Massenspektrum) dem Aristolochiasiure-IV-methylester und daher der
AS-IV zuordnen.

Die Massenspektren der diinnschichtchromatographisch isolierten
Athylester hatten eindeutig die Anwesenheit zweier phenolischer Aristo-
lochiasfiuren im urspriinglichen Extrakt erwiesen und die Zuordnung
dieser Sduren zu den nichtphenolischen Sduren AS-III und AS-IV er-
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méglicht. Die Anwesenheit einer zur AS-I analogen phenolischen Aristo-
lochiasdure in Spuren, in der die Methoxylgruppe am C-8 durch eine
OH-Gruppe ersetzt wire (48-Ia), konnte allein auf Grund der Massen-
spektren nicht ausgeschlossen werden. Mit Sicherheit konnte eine der-
artige Entscheidung durch die Alkylierung der phenolischen Decarboxy-
lierungsprodukte getroffen werden. Wir haben einen Teil dieses Gemisches
mit Diazomethan methyliert, einen anderen mit Diazoédthan &thyliert.
Die entstandenen Substanzen lieBen sich wie die neutralen Decarboxy-
lierungsprodukte trennen und reinigen. Es wurden jeweils nur zwei Ver-
bindungen isoliert. Die beiden Methylierungsprodukte entsprachen den
neutralen Decarboxylierungsverbindungen D-IIT und D-IV. Schmelz-
punkt und Mischschmelzpunkt waren identisch (215—217° bzw. 269—
272°). Eine weitere Bestéitigung fir die Identitit (D-IIla-Me = D-II1
bzw. D-TVa-Me = D-1V) ergaben die Infrarotspektren.

Damit war der Beweis erbracht, dafl alle Substituenten der neuen
phenolischen und nichtphenolischen Aristolochiaséiuren (AS-IIT und
AS-IITa bzw. AS-IV und A48-1Va) am Phenanthrenring die gleichen
Positionen besetzen.

Die Athylierungsprodukte waren den neutralen Decarboxylierungs-
produkten in ihren REigenschaften sehr &hnlich. Die Massenspektren
zeigten die erwarteten Molekiilionen und Bruchstiicke. Die Schmelz-
punkte lagen erwartungsgemif etwas tiefer: D-IIla-£f, Schmp. 190—
192°, D-IV a-Ei, Schmp. 260—262°.

Uber die Position der Carboxyl- und der Nitrogruppe am Phenanthren-
ring lieBen sich durch die Hydrierung der Ester Aussagen machen. Wir
erhielten bei der Hydrierung eines Methylestergemisches von AS-T11-Me
und AS-TV-Me ecine intensiv gelbgriin fluoreszierende Lésung. Durch
Diinnschichtchromatographie an Al,O3-G mit Benzol—Methylenchlorid
21 als Laufmittel, konnten in der alkoholischen Lésung mindestens vier
vorlaufende, stark fluoreszierende Begleitsubstanzen festgestellt werden.
Der ebenfalls stark fluoreszierende Fleck des Hauptproduktes (Lactam-
gemisch) blieb am Start héingen, wanderte auch mit Methylenchlorid
allein nur unwesentlich und konnte erst nach Zusatz von einigen Prozenten
Methanol zum Laufen gebracht werden. Die Bedingungen fiir die diinn-
schichtchromatographische Trennung des Lactamgemisches lielen sich
direkt auf die S#ule iibertragen. Nach der Chromatographie auf einer
kleinen Aluminiumoxidsiule konnten wir das Hydrierungsprodukt der
beiden Ester massenspektrometrisch als Lactamgemisch identifizieren.
Carboxyl- und Nitrogruppe miissen demnach in der dafiir sterisch giinsti-
gen peri-Stellung vorliegen. Als wahrscheinlichste Moglichkeit kann fiir
AS-ITT und A4S8-1V die Formulierung als entsprechend substituierte
10-Nitrophenanthrencarbonséure-(1) gelten, also der Typus der beiden
Hauptsiuren, Aristolochiaséure-I und -I1.
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Auch biogenetische Uberlegungen lassen sowoh! die umgekehrte
Formulierung als 1-Nitrophenanthrencarbonséure-(10) als auch die Struk-
tur einer 4-Nitrophenanthrencarbonséure-(5) sehr unwahrscheinlich er-
scheinen. Beide Strukturen sind aber allein auf Grund der bisherigen
Untersuchungen nicht mit Sicherheit auszuschlieBen. Die endgiiltige
Sicherung der Formel wird erst durch chemischen Abbau méglich sein.

Die vollkommene Analogie aller untersuchten Verbindungen ldft es
auch sebr wahrscheinlich erscheinen, dal die Methylendioxygruppe wie bei
den beiden Hauptsduren die 3,4-Position des Phenanthrenringes besetzt,
einen exakten Beweis dafiir besitzen wir aber noch nicht.

Demnach ergeben sich fiir die vier neuen Aristolochiasduren als wahr-
scheinlichste Teilstrukturen die in der nebenstehenden Formeliibersicht 1
angegebenen Formeln. Fir die 4S-IIT und AS-I1la scheidet allerdings
das C-8 als Sitz der Methoxyl- bzw. Hydroxylgruppe aus. Die Formel mit
der Methoxylgruppe am C-8 entspricht der 48-1.

S. Sasagawa hat in einigen Arbeiten™?® iiber Inhaltsstoffe der chinesi-
schen Droge Fang-Chi, die aus Rhizomen der Aristolochia debilis besteht,
tiber das Auftreten zweier Aristolochiasduren berichtet, die nicht mit der
AS-T identisch sind. Eine dieser Sduren, die ,,Aristolochiasiure-C*
konnte er durch Umwandlung in ein Methylendioxy-methoxy-phenan-
thren als 3,4-Methylendioxy-6-hydroxy-10-nitrophenanthrencarbonsdure-
(1) charakterisieren. Diese Saure gibt, wie er beschreibt, nach Diazomethan-
methylierung ein Produkt vom Schmp. 260°. Nach Decarboxylierung und
Methylierung entsteht aus der Sdure eine Verbindung mit dem Schmp.
293—295°.

Die Aristolochiasdure-C aus der Aristolochia debilis scheint also mit
unserer Aristolochiaséure-IITa nicht identisch zu sein.

Im nachfolgenden Teil werden wir die spektrographischen Befunde im
Detail besprechen.

Diskussion der Massenspektren

Die Massenspektren der 4.S-methylester zeigen zwel Spaltungsrich-
tungen. Als Hauptspaltungsreaktion findet vom stark ausgeprigten Mole-
kiilion die Eliminierung der Nitrogruppe zum Hauptbruchstiick der M Z
M—46 statt. Dieses bildet unter Abspaltung der Methylgruppe das Ton der
MZ M—61, fir das eine cyclische Formulierung méglich erscheint. Dies 143t
die zweimalige Abspaltung eines Radikals leichter erkliren, die durch

" Masao Tomita und Sadayo Sasagawa, Yakugalku Zasshi 79, 973 (1959);
Chem. Abstr. 53, 21841d.

8 Masao Tomata und Sadayo Sasagawa, Yakugaku Zasshi 79, 1470 (1959);
Chem. Abstr. 54, 6688i.

? Sadayo Sasagawa, Yakugaku Zasshi 82, 921 (1962); Chem. Abstr. 59,
1552g.

537%
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metastabile Peaks bei den M Z 250 (ber. 249,8) in AS-11-Me, 280 (ber. 279,7)
in AS-I-Me und AS-I11-Me und 310 (ber. 309,7) in AS-IV-Me gesichert
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scheint. Die folgende zweimalige Abspaltung von 28 MUE fiihrt unter
Ringverengung zum Ion der MZ M—117. Als Nebenreaktion tritt mit
geringer Intensitdt die Spaltung der HEstergruppe auf (MZ: M-—31,
M—59).
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Bei Vorhandensein einer Methoxylgruppe im Ring C tritt ein zusitz-
liches Fragment M—76 auf. Dies kann einer Abspaltung von CH0 vom
Hauptbruchstiick M—46, wie sie zum Beispiel bei Anisol!® beobachtet

10 (. S. Barnes und J. L. Occolowitz, Austral. J. Chem. 16, 219 (1963).
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wurde, entsprechen. Es wire aber auch eine Abspaltung der Methylgruppe
von Fragment M—61 in Erwigung zu ziehen, da unter unseren Bedin-
gungen schwache metastabile Peaks bei 265 (ber. 264,8) in AS-1-Me und
-III-Me bzw. bei 295 (ber. 294,7) in AS-IV-Me auftraten, die den Uber-
géngen 294 — 279 bzw. 324 — 309 entsprechen wiirden. Da diese schwachen
metastabilen Peaks von stabilen Tonen hoher Intensitit iberlagert werden,
ist ihr Erkennen schwierig, und eine sichere Deutung des Fragments

i i 0
Ol 0 %
NO, -NO, o + Hy W
—

_—_%)/Z
(] »

R Ry R R,
M—AG M_a-]
~CO
M-88
NO, J—co

1 Ry

M—76 scheint nur durch Markierung der phenolischen AS-IIl a mit
CDyN3 oder durch Aufnahme eines Spektrums mit einem hochauflésenden
Gerit moglich.

Die Hauptspaltungsrichtung der Athylester beginnt mit einer Ab-
spaltung der Nitrogruppe zum Ion der MZ M—46, die durch einen meta-
stabilen Peak bei der MZ 254 (ber. 253,2) in AS-T1- Bt belegt ist. Die nach-
folgende Eliminierung von Athylen ist ebenfalls von einem metastabilen
Peak (MZ 240, ber. 239,7 in AS-II-Et) begleitet. Das entstehende Ton bei
der M7 265 scheint wieder durch Bildung eines fiinfgliedrigen Ringes, dhn-
lich dem Ion 149 in Phthalsdureestern®! stabilisiert zu sein. Die nach-
folgende Abspaltung von 28 bzw. 29 M £ diirfte CO bzw. CHO entsprechen.

Bei den Spektren der Decarboxylierungsprodukte ist Bruchstiick-
bildung nur mehr mit sehr geringer Intensitét zu beobachten. Bei D-II, D-TIT
und D-TII a-Et tritt Abspaltung der Nitrogruppe mit ca. 209, relativer

1 F. M. Emery, Anal. Chem. 32, 1495 (1960).
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Intensitdt vom Molekiilion auf. Diese Abspaltung fehlt bei den analogen
Produkten D-I, D-IV und D-1V a- Et vollstdndig. Eine Abspaltung der Me-
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thylgruppe, wie sie bei o- und p-Dimethoxybenzol mit grofer Intensitit be-
obachtet wurde?0, tritt bei uns nicht auf. Die Eliminierung von neutralem
oder geladenem NO, wie sie sonst bei aromatischen Nitroverbindungen
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auftritt 12, konnten wir bei den Decarboxylierungsprodukten, wie auch bei
den HEstern nie feststellen. Es haben also die Methoxylgruppen einen
dirigierenden EinfluB auf die Abspaltung der Nitrogruppe. Ahnliche Er-
scheinungen wurden auch bei anderen Verbindungen, wie zum Beispiel
Dinitrophenylhydrazonen bemerkti®. Mangels geniigend Vergleichssub-
stanzen erscheint es uns jedoch voreilig, daraus Schliisse auf die Positionen
der Methoxylgruppen zu ziehen.

Das Lactam der AS-I zeigt im Massenspektrum vom Molekiilion als
héchster Spitze starke Abspaltung von 15 M E, begleitet von einem meta-

M-102 M~103

stabilen Peak MZ 264 (ber. 263,8), danach von 28 M E. Dies entspricht
dem normalen Verhalten von Phenol-methyldthern14. Im Gemisch der Hy-
drierungsprodukte aus 4S-I1T- Meund AS-IV-Me war das Spektrum wieder
zu finden, aullerdem zeigte es sich in etwa gleicher Intensitdt nochmals,
u.zw. um 30 M E nach hoheren Massenzahlen hin verschoben. Gleiches
Intensitdtsverhdltnis der Bruchstiicke zueinander sowie das Nichtauffinden
eines Molekiilions bei den MZ 312 und 342, deuten darauf hin, da8 keine
Aminophenanthrencarbonséure vorliegt, die durch den Orthoeffekt Wasser
abspalten wiirde, sondern nur ein Gemisch der Lactame der Aristolochia-
séuren 111 und IV.

Die Massenspektren wurden auf einem Massenspektrometer Typ CH4
der Firma Atlas MAT Bremen aufgenommen. Die Proben wurden unter
Verwendung der Vakuumschleuse in die TO4-Tonenquelle eingefithrt.

12 J. H. Beynon, R. A. Saunders und A. E. Williams, Ind. Chim. Belg. 29,
311 (1964).

13 . Spitelier, unverdffentlicht.

14 H. Budzikiewicz, C. Djerassi und D. H. Williams, Interpretat. mass
speetra org. compounds, Holden Day 1964, S. 174ff.
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Die Verdampfungstemperatur betrug etwa 120—130°15, die Elektronen-
energie 70 eV.

Herrn Doz. Dr. G. Spiteller und Fr. Dr. M. Spiteller- Friedmann danken
wir fitr ibre reiche Hilfe bei der Aufnahme und Interpretation der Spek-
tren. Dem Osterreichischen Forschungsrat danken wir fiir die Uberlassung
des Gerétes.

IR-Spektren

Von allen isolierten 48-Methylestern und Decarboxylierungsproduk-
ten wurden die Infrarotspektren aufgenommen, um die massenspektro-
metrischen Zuordnungen durch zusétzliche Beweise zu stiitzen und mog-
licherweise weitere Hinweise auf die Natur unserer neuen Verbindungen zu
erhalten.

Die IR-Spektren der neutralen Decarboxylierungsprodukte D-TIT
und D-1V stimmen mit denen der entsprechenden methylierten phenoli-
schen Decarboxylierungsprodukte nach Lage und Intensitét der Banden
vollkommen iiberein.

Die Spektren der Methylester zeigen im Gebiet zwischen 1410 und
1640 cm~1 groBe Ahnlichkeit mit denen der jeweiligen Decarboxylierungs-
produkte.

Zwischen 1640 und 1580 cm~! zeigt sich ein sehr charakteristisches
Bandensystem. Eine weitere Bandengruppe von 1560 bis 1500 ecm-1
wird von der asymmetrischen Valenzschwingung der Nitrogruppe (1520—
1540 em~1) iiberlagert, ist daher nicht ganz charakteristisch.

Durch ihr sehr spezifisches Bild konnte eine zusammenhingende Ban-
denfolge von 1480 bis 1410 cm~? als wertvolles Argument zur Zuordnung
der Decarboxylierungsprodukte zu den jeweiligen Estern verwendet werden.

Diese drei breiten Absorptionsbereiche bestdtigen die massenspektro-
metrisch gesicherfe Zugehorigkeit von D-1IT zu 4S-I11-Me und von D-IV
zu AS-IV-Me.

Die symmetrische Valenzschwingung der Nitrogruppe konnte in allen
Fillen zwischen 1340 und 1360 cm~! als intensive Bande festgestellt
werden.

Eine scharfe, sehr intensive Bande zwischen 1040 und 1060 em~! tritt
bei allen untersuchten A4S-Derivaten auf. Sie entspricht wahrscheinlich
CO-Valenzschwingungen der Sauerstoffatome in den Athergruppierungen.

Vollig lagekonstant lief sich bei 940 cm—! eine scharfe Bande mittlerer
Intensitdt in den Spektren aller untersuchten Substanzen auffinden. Am
ehesten 148t sich diese Bande als CH,-Deformationsschwingung der Methy-
lendioxygruppe deuten.

15 (. Spiteller und M. Spiteller- Friedmann, Mh. Chem. 94, 742 (1963).
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Die IR-Spektren wurden auf einem Gerdt des Typs Perkin Elmer
Modell 237 nach der Kaliumbromidmethode aufgenommen.

Experimenteller Teil

Alle Schmelzpunkte wurden am Heizmikroskop nach Kofler bestimmt,
alle Destillationen (Sublimationen) wurden im Kugelrohr durchgefithrt. Die
dabei angegebenen Temperaturen beziehen sich auf das Luftbad.

Isolierung der Rohsduren

4,9 kg zerkleinerte, trockene Wurzeln von Aristolochia elematitis L. wur-
den in einem Extraktor mit Benzin (Sdp. 60°) entfettet und anschlieBend mit
Methanol extrahiert. Nach Verdampfen des Methanols blieben 900 g ziher,
brauner Sirup, dessen Trockengewicht zu etwa 550 g ermittelt wurde, das sind
ungefdhr 119, bezogen auf trockene Wurzeln.

Je ein Drittel des Rohextraktes wurde mit 500 ml 15proz. NaHCO3z-Lé-
sung unter Erwirmen behandelt, dann 250 ml Hs0 zugesetzt und die ent-
standene Suspension mit CHClg extrahiert. Durch Absaugen der wéfBrigen Lo-
sung Uber eine Celit-Schicht konnten noch unlésliche, schwarze Flocken abge-
trennt werden. Die klare, dunkle Lésung ergab nach Ansduern mit HCI gelb-
braune, schmierige Rohséduren. Diese wurden tiber Celit filtriert, der Filter-
kuchen im Wasserbad mit 15proz. Bicarbonatlésung digeriert und die braun-
orange gefirbte Lisung vom Celit abgesaugt. Die vereinigten Filtrate wurden
in der Kiilte vorsichtig mit Salzsdure bis zur deutlich sauren Reaktion (pH 2—
2,5) versetzt. Die Sduren fielen in ockerfarbigen Flocken aus und lieflen sich
nach Stehen iiber Nacht leicht abfiltrieren. Die Rohséuren wurden zuerst im
Vakuumexsiccator tiber CaCly und dann bei 100° im Vak. getrocknet. Ausb.
33 g (gelbliche, kriimelige Masse).

Fraktionierte Kristallisation der Rohsduren

10 g Rohsdure wurden in der ausreichenden Menge DMF in der Hitze
gelost, dann 1/19 des Volumens warmes Wasser zugesetzt und die Losung zur
Kristallisation stehen gelassen. Nach zwei Tagen wurden die Kristalle ab-
filtriert, mit DM F—Wasser 1:10 gewaschen und getrocknet. Sie bestanden
zum GroBteil aus A8-T und AS-II. In der Mutterlauge befanden sich noch
immer grofle Mengen der beiden Séduren, daneben aber die anderen Aristo-
lochiaséiuren und Verunreinigungen. Die Mutterlauge wurde im Vak. einge-
dampft und der Riickstand (7 g) direkt methyliert.

Diazomethan-Methylierung und Grobreinigung des Methylestergemisches

7 ¢ Eindampfrickstand aus den Mutterlaugen der Rohsédurekristallisation
wurden in 25 ml DMF in der Warme geldst, mit 10 ml Methanol verdiinnt
und in mehreren Portionen in 500 ml dther. Diazomethanlésung (5—10facher
UberschuB) eingegossen. Das Reaktionsgemisch triibte sich sofort unter Gas-
entwicklung und es schieden sich im Verlauf von ca. 20 Min. von Verunreini-
gungen herrithrende, braunschwarze, harzige Produkte aus. Die Atherlésung
wurde filtriert und eingedampft. Der nach Vertreiben der Loésungsmittel-
reste im Vak. zuriickbleibende braune, harzige Riickstand wurde mehrmals
mit CHCl3 ausgekocht und dieses noch heifl filtriert. Die erkaltete Losung
wurde iiber eine Al;O3-Sdule laufen gelassen. Beim Einengen des gelbbraunen
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Eluates kristallisierte ein Teil der Rohester aus. Dimnschichtchromatogra-
phisch lie sich feststellen, daf diese Esterfraktion fast ausschlieBlich aus den
Estern der AS-I und AS-IT bestand. Der AS-II1-Me liel sich darin nur in
Spuren nachweisen. Bei der weiteren Untersuchung konnte daher auf diese
Fraktion (1,2 g) verzichtet werden. Der Abdampfrickstand der Mutterlauge
wurde noch einmal mit Benzol—CHCl3 (1:1) auf einer kurzen AlsOjs-Sdule
chromatographiert und die Losung dann eingedampft (1,64 g).

Saulenchromatographie der Methylester

Die Chromatographiesdule wurde bis zu einer Hohe von 60 em mit dem
Adsorbens gefallt (AloO3 nach Brockmann, Akt. 1-—2). Der Eindampfrickstand
des Estergemisches (1,64 g), eine gelbbraune Masse aus Kristallen und éligen
Substanzen, wurde in CHzCls in der Wérme gelost und mit 30 g AloOjz versetzt.
Nach Abdampfen des Losungsmittels im Vak. war das Estergemisch noch nicht
vollstdndig adsorbiert. Die letzten kristallisierten Reste lielen sich durch
Zusatz von weiteren 20 g frischem AlsO3 und Aufkochen mit Benzol auf dem
Adsorbens niederschlagen. Nach Eindampfen und 2stdg. Trocknung im Vak.
bei 100° konnte das mit dem Estergemisch beladene AlaO3 auf den Sdulenkopf
aufgebracht werden. Dann wurde das Chromatogramm zuerst mit Benzol,
dann mit Benzol + 29, CH.Cly und spédter mit immer steigenden Anteilen der
polaren Komponente entwickelt. Nach Durchlauf von etwa 10 Litern des
Loésungsmittelgemisches trat der AS-1I-Me als erste gelbe Substanz im Eluat
auf. Wir nahmen von da an Fraktionen von unterschiedlichem Volumen ab,
meist 750-—1000 ml, bis die letzte gelbe Zone aus der Sdule eluiert war. Dann
wurde die Séule mit Benzol—CHoCls durchgewaschen. Diinnschichtchromato-
graphische Kontrolle der aufgefangenen Fraktionen auf 0,25 mm dicken
Al»03-G-Schichten mit Benzol als Laufmittel, ergab folgendes Bild.

Fraktionen vor den AS-Estern blaue, vorlaufende Fluoreszenzen
(10 Liter)

2 Fraktionen (zusammen 41) 340 mg AS-II-Me und wenig fluoreszierende
Verunreinigungen

1 Fraktion 135 mg Gemisch von 4S-11-Me und 4S-1-3

6 Fraktionen 523 mg AS-I-Me

{ Fraktion 26 mg Gemisch von 48-I-Me und AS-T11-

(13 Liter) Me

3 Fraktionen 22 mg Gemisch, in dem A4S-III-Me tber-
wiegt, Spuren von AS-IV-Me, fluo-
reszierende Verunreinigungen

3 Fraktionen 43 mg Gemisch von A4S-I-Me, AS-TII-Me,

AS-IV-Me, grofiere Mengen an fluo-
reszierenden Verunreinigungen

Nachlauf: Benzol—CHsCls Spuren AS-IV-Me, Spuren 4S-1-Me,
Substanzen aus roten Ringen

Die vor dem Auftreten der 4S-Methylester aufgefangenen Fraktionen
enthielten eine Reihe von blau fluoreszierenden Substanzen. Derartige Stoffe
iiberlagerten das Chromatogramm in allen Fraktionen. Sie bestanden aus
Olen, die sich leicht durch Umldsen von den Estern abtrennen lieBen.
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Die rohen Methylester der 4S-1 und 4S-1I wurden aus DM F umgelést
und im Vak. sublimiert. So konnten 450 mg reiner AS-I-Me und 324 mg
reiner 4 8-I1-Me erhalten werden. Aus den drei Fraktionen, die den AS-111-Me
als Hauptmenge enthielten, liefen sich durch fraktionierte Kristallisation aus
Aceton 7 mg reiner AS-III-Me vom Schmp. 270—272° isolieren.

Durch eine einzige derartige Sdulenchromatographie konnten nur geringe
Mengen an AS-IV-Me isoliert werden. Die 4S5-IV-Me-Fraktion war aulerdem
so stark durch Ester der 4S-1 und 4S-III und durch dlige Substanzen ver-
unreinigt, daf fraktionierte Kristallisation aussichtslos erschien. Nach mehr-
mals wiederholter Sdulenchromatographie fielen schliefilich 8 mg einer Ester-
fraktion an, die zum GroBteil aus AS-IV-Me bestand. Die noch vorhandenen
oligen Nebenprodukte lieBen sich als Vorlauf bei der Kugelrohrdestillation
(140—160°, 0,002 Torr) ubertreiben, der Ester selbst ging dann zwischen
180 und 210° iiber.

Aus CH»Cl; und wenig Benzin kristallisierten neben. feinen Nadeln gelbe,
derbe Prismen aus (2 mg). Die Nadeln erwiesen sich diinnschichtchromato-
graphisch als Gemisch von AS-III-Me und AS-IV-Me, die Mutterlauge
enthielt 4S-111-Me, AS-IV-Me und Spuren an fluoreszierenden Substanzen.
Die derben Kristalle zeigten bei der Diinnschichtchromatographie nur éinen
einheitlichen Fleck, den des AS-IV-Me. Im Massenspektrum war allerdings
auch in dieser Substanz noch eine Verunreinigung mit der MZ 355 (AS-1-Me
oder AS-III-Me) nachweisbar. Nach Sublimation im Vak. (180—210°,
0,002 Torr): Schmp. 238-—240°.

Athylierung mit Diazodthan und Chromatographie der Athylester

Eine Lésung von 1 g Rohsédure in 10 ml DM F und 5 ml Athanol wurde in
Portionen zu einer #ther. Diazodthanlosung (100 ml) gegossen. Nach 10 Min.
wurde das iiberschiissige Diazodthan mit wenig Eisessig zerstért, die &ther.
Lésung mit 10proz. KOH ausgeschiittelt, getrocknet und eingedampft. Das
Rohestergemisch lieB sich aus Aceton umkristallisieren. Die anfallenden
Kristalle (250 mg) bestanden zum GroBteil aus AS-I-Et, sie enthielten nur
wenig AS-1I- £t und nur Spuren AS-III-Athylierungsprodukt. Der Abdampf-
ritckstand der Mutterlauge, in CHCl3 gelost und iiber eine kurze AlpO3-Séule
gereinigt, ergab nach dem Eindampfen 300 mg schmieriges Kristallisat. Ein
Teil davon (120 mg) wurde auf wenig AlsOs als Tréiger niedergeschlagen und
trocken auf eine S#ule (AlaO3 nach Brockmann, Akt. 1—2, Fillung 1,1 X 13 cm)
aufgetragen. Das Chromatogramm konnte wie bei den Methylestern mit
Benzol entwickelt werden; als der AS-II-Et bis auf geringe Reste aus der
Saule gelaufen war und die ersten Spuren des AS-I-E¢t im Eluat auftraten,
wurde die Chromatographie unterbrochen, die Fillung aus der Séule gestoBen
und nach der Farbintensitét des Adsorbens in 4 Zonen geteilt: eine stark gelb
gefarbte Kopfzone, eine schwicher gefirbte Zwischenzone, die stark gelb
gefdrbte Hauptzone des AS-I-esters und eine schwach gelbliche Zone knapp
vor dem Saulenboden. Die einzelnen Fraktionen wurden mit CHaCly eluiert
und durch Dinnschichtchromatographie auf 0,256 mm dicken AlxO3-G-
Schichten mit Benzol als Laufmittel auf ihre Zusammensetzung gepriift.

Die ,,Kopfzone* und die ,,Zwischenzone enthielten die Athylierungs-
produkte der neuen Ssuren AS-III, AS-IV und, wie sich spéter massen-
spektrometrisch zeigen lieB, 4S-I11a und 4S-IV a.

Aus den mit Benzol eluierten ersten Esterfraktionen konnte der AS-I1-Et
durch Kristallisation aus Aceton und Sublimation (180—200°, 0,002 Torr) in
reiner Form isoliert werden. Schmp. 197—198°,
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Aus der Hauptzone lie§ sich mit CHyCla der 4.5-1- Et neben wenig 4S-11- B¢
eluieren und durch Kristallisation aus Aceton reinigen. Schmp. 277—280°.

Zwischenzone und Kopfzone wurden nach dem oben beschriebenen, diinn-
schichtchromatographischen Verfahren weiter aufgetrennt. Die Diinnschicht-
chromatogramme der Athylester zeigten das gleiche Aussehen wie die der
Methylester und liefen analoge Verunreinigungen erkennen. Nach drei-
maligem Lauf (Laufstrecke 15 cm) waren die etwa 5 mm breiten Zonen der
Athylierungsprodukte um jeweils 10—15 mm voneinander getrennt. Die ein-
zelnen Zonen wurden von den Platten abgeschabt, die Substanzen mit CHsClz
aus dem Adsorbens eluiert und erneut diunnschichtchromatographiseh ge-
reinigt. Nach Ry-Werten geordnet, tritt auf der Dimnschichtplatte zuerst der
AS-11- £t auf, dahinter wandert, gut abgetrennt, 4.5-1-Ft, knapp darauf folgt
das chromatographisch einheitliche AS-II1-Athylierangsprodukt. Schmp. und
Massenspektrum bewiesen seine Uneinheitlichkeit. Es bestand aus dem
AS-JI1-Et und dem Athylierungsprodukt der phenolischen AS-ITTa (4S-
Il a-Et).

Als letzte Zone tritt, deutlich vom AS-IIL-dthylierungsprodukt getrennt,
das AS-IV-Athylierungsprodukt auf, ebenfalls laut Massenspektrum und
Schmp. uneinheitlich. Von den beiden Gemischen konnten je 1-—1,5 mg er-
halten werden (AS-1I1-Bt und AS-I1Ta-Et, AS-IV-Et und A48-1Va-E@).
Beide Gemische wurden nach Trocknung bel 100° uud 0,005Torr zur
massenspektrometrischen Untersuchung verwendet. Schmp. der AS-III-
Athvherungsprodukte nach chromatographischer Reinigung: 187—200°.
Schmp. der AS-IV-Athylierungsprodukte nach chromatographischer Reini-
gung: 155—195°,

Decarboxylierung der Rohsduren

14,5 g braune Rohsiure wurden, gelést in 300 ml frisch destilliertem
Chinolin, nach Zusatz von 6 g Naturkupfer-C im Luftbad bis zum Aufbrausen
erhitzt. Nach schwachemn Sieden (10 Min.) wurde auf Zimmertemp. abge-
kithlt, mit 200 ml Ather verdiinnt und filtriert. Das Filter wurde 2mal mit je
200 ml Ather nachgewaschen Die vereinigten Atherlosungen wurden unter
Kihlung 3mal mit je 300l 4n-HCl ausgeschiittelt. Die Salzsiurephase
wurde noch 4 Stdn. mit Ather extrahiert und dieser der Atherlosung zugefiigt.
Auch der braune Schlamm, der nach Abfiltrieren des Kupferpulvers am Filter
geblieben war, enthielt noch beachtliche Mengen an Decarboxylierungs-
produkten Er wurde daher mehrmals mit CHCl; ausgekocht und diese Losuna
mit der Atherlésung vereinigt. Die CHCl;-Atherlosung warde durch Schut‘oeln
mit Wasser und NaHCOj3-Losung gewaschen und dann 6mal mit 15proz. KOH
ausgeschiittelt. Die kirschroten, alkalischen Lésungen wurden sofort mit HCI
angeséivert und mit CHCls ausgeschiittels. Die Lésung der phenolischen
Decarboxylierungsprodukte wurde getrocknet, im Vak. eingedampft und der
Rickstand unter Verschtuf bei tiefer Temp. autbewahrt (60 mg).

Die neutralen Substanzen fielen nach Verdampfen des Lésungsmittels als
braunorange geftirbte, olige, von Kristallen durchsetzte Masse an. Diese
wurde in Benzol—CHCly aufgenommen und auf einer Al;03-Sdule chromato-
graphiert. Am S#ulenkopf blieben grofie Mengen braun gefirbter Substanzen
zuriick, das Eluat war nur mehr schwach braun und ergab beim Einengen
reichlich Kristalle. Diese wurden abiiltriert und mit Benzin gewaschen.
Der olige Riickstand nach Verdampfen der Mutterlauge wurde in Benzin auf-
genommen und {iber Nacht stehen gelassen. Es fielen erneut schéne Kristalle
aus, die abgesaugt, mit Benzin gewaschen und mit dem Erstkristallisat vereinigt
wurden. Insgesamt wurden 7 g neutrale Decarboxylierungsprodukte erhalten.
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Séulenchromatographie der neutralen Decarboxylierungsprodukte

Die Chromatographiesdule wurde mit AlaO3z (Akt. 1—2, Séulenfilllung
35 x 4,3 ecm) trocken gefullt und 7 g der rohen Decarboxylierungsprodukte,
die auf 70 g AlsO3 adsorbiert waren, aufgebracht. Unter diesen Bedingungen
mubB die Sdule als stark iberladen angesehen werden, trotzdem lieBen sich die
decarboxylierten 4S-T und 4S-II (D-I, D-II) leicht voneinander trennen.
Das Chromatogramm wurde mit Benzin und steigenden Anteilen Benzol ent-
wickelt. Die letzten Fraktionen (D-IV) wurden mit reinem Benzol aus der
Séule eluiert.

Es wurden 14 gefarbte Fraktionen zu je 1000 ml aufgefangen und ihre
Zusammensetzung diinnschichtchromatographisch gepriift. Die ersten hell-
gelben Fraktionen enthielten reines D-II und dieses wurde aus Benzol um-
kristallisiert (Schmp. 172—174°). Dann folgte als Zwischenzone ein Gemisch
von D-IT und D-I, das nicht weiter untersucht wurde. Die folgenden Frak-
tionen, die reines D-I enthielten, wurden vereinigt und das D-I nach Ver-
dampfen der Losungsmittel aus CCly umkristallisiert (Schmp. 210—212°).
In den letzten Eluaten der breiten, orange gefédrbten Zone des D-T tritt das
Decarboxylierungsprodukt der AS-I1I (D-I11} auf. D-IIT und Reste von D-I
liefen gleichzeitig von der Sdule ab. Nach diesen Eluaten konnten noch einige
schwicher gelb gefarbte Fraktionen gesammelt werden, die D-IV neben
Spuren von D-TIT und D-I enthielten.

Alle Fraktionen, die D-III in verwertbaren Mengen enthielten, wurden
vereinigt und erneut auf einer Al>O3-Séule (20 X 2 em) mit Benzin—Benzol
chromatographiert. Nach 3maliger Wiederholung dieser Trennung wurden
34 mg an dunnschichtchromatographisch reinem D-IIT erhalten. Nach
2maligem Umkristallisieren aus CH3Cla—Benzin und Sublimation im Vak.
(140—160°, 0,002 Torr) hatte D-III den Schmp. 215—218°.

Das zinnoberrote D-IV konnte aus den drei Fraktionen, in denen es fest-
gestellt worden war, nach 2maliger Chromatographie auf einer kleinen AlsOs-
S#dule als Reinstoff isoliert werden. Nach Kristallisation aus CH3Cls—Benzin
und Sublimation (140—160°, 0,002 Torr) schmilzt D-IV bei 270—272°; Aush.
156 mg.

Methylierung und Athylierung der phenolischen Decarboxylierungsprodulkite

Die Umsetzung der phenol. Decarboxylierungsprodukie mit Diazomethan
und Diazodthan erfolgte in gleicher Weise, die Auftrennung wurde wie bei den
neutralen Decarboxylierungsprodukten durchgefiibrt.

Fir die Methylierung wurde ein Drittel der Substanz (20 mg) in Tetra-
hydrofuran geldst, mit Methanol versetzt und in 100 ml dther. Diazomethan-
lésung gegossen. Nach einigem Stehen wurde das Losungsmittel abgedampft,
der Riickstand in Benzol aufgenommen und die Lésung iiber eine kurze
AlpO3-Saule filtriert. Beim Einengen der Lésung schieden sich Kristalle ab,
die analog der Trennung der neutralen Decarboxylierungsprodukte isoliert
werden konnten.

So wurden 2 Methylierungsprodukte erhalten: Schmp. 215—218° bzw.
Schmp. 270—272°.

Bei der Athylierung ergaben sich ebenfalls zwei definjerte Substanzen:
D-I1Ia-Et, orange gefirbte Kristalle mit dem Schmp. 190—192° und D-1V a- E¢
zinnoberrote Kristalle vom Schmp. 260—262°.

Von jeder dieser Substanzen wurden 4—35 mg erhalten.
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Katalytische Hydrierung des Methylestergemisches der Awristolochiasduren 11T
und IV (AS-1II-Me, AS-IV-Me)

4,5 mg eines Methylestergemisches, das durch fraktionierte Kristallisation
erhalten worden war und AS-III-Me und 4S-IV-Me in ungeféhr gleichen
Teilen enthielt, wurde in Athanol mit 10proz. Pd-Tierkohle und Wasserstoff
hydriert (Apparatur nach H. Bretschneider und G. Burgerl®). Nach Auf-
nahme von etwas mehr als 3 Molen Hs war die Hydrierung beendet. Die
fluoreszierende Losung wurde filtriert, dag Lésungsmittel verdampft und der
Riickstand im Vak. destilliert (210-—230°, 0,002 Torr).

Das Destillat wurde in CH2Cly aufgenommen und auf einer kleinen AloOg-
Séule chromatographiert. Fluoreszierende Verunreinigugngen wurden mit
CH2Cl> aus der Sidule eluiert, wahrend das Hauptprodukt am Sdulenkopf
haften blieb und erst durch Zusatz von 209, CH30H wanderte. Das Losungs-
mittel dieser Fraktion wurde verdampft und der Riickstand, das Gemisch der
beiden Lactame ITI und IV, im Vak. bei 100° getrocknet.

16 H. Bretschneider und @. Burger, Chem. Fabrik 11/12, 124 (1937).



