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Structure Elucidation of Gelsemium-Alkaloid C (14-Hydroxy-
gelsemicin) by NMR- and Mass-spectrometry

The structure of a further minor alkaloid of Gelsemium
sempervirens (L.) Ait., preliminary designated as Gelsemium
alkaloid C, could be. elucidated as 14-hydroxygelsemicin.
NMR- and mass-spectrometry was most useful for this purpose,
beside chemical reactions; the spectra are discussed in detail.

Die Struktur eines weiteren Nebenalkaloides aus Gelsemium
sempervirens (L.) Ait., vorldufig als Gelsemium-Alkaloid C
bezeichnet, konnte als 14-Hydroxygelsemicin erkannt werden,
wobei sich neben chemischen Befunden vor allem die Ergebnisse
der NMR- und Massenspektrometrie als wertvoll erwiesen; die
Spektren werden néher besprochen.

Aus einem Extrakt der Wurzeldroge von Gelsemium sempervirens
haben wir neben den bereits bekannten Alkaloiden Gelsemin?2 3 (I),
Gelsemicin? (IT) und Gelsedin® (I1I) noch zwei weitere, als Gelsemium-
Alkaloid A (IV) baw. C (V) bezeichnete Alkaloide in gréBeren Mengen
isoliert. ’

Gelsemium-Alkaloid A konnte auf Grund seines charakteristischen
Fragmentierungsverhaltens und durch chemische Befunde als N-1-
Methoxygelsemin identifiziert werden?.

Im folgenden wird iiber die Ergebnisse der Strukturermittlung des
Gelsemium-Alkaloids C berichtet; die pharmakologischen Eigenschaften
der beiden neuen Nebenalkaloide aus Gelsemium sempervirens werden in
einem anderen Zusammenhang besprochen werden.
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R =H: Gelsemin (I) R, R, =H: Gelsedin (ITT)

R = OCHj: Gelsemium- R = H, R; = OCHj: Gelsemicin (II)
Alkaloid A = R = OH, R; = OCHgs: Gelsemium-
N-1-Methoxy- Alkaloid C =
gelsemin (IV) 14-Hydroxy-

gelsemicin (V)

Ein Vergleich der CD-Kurve des Gelsemium-Alkaloids C (V) mit den
CD-Kurven von Gelsemin (I) und N-1-Methoxygelsemin [= Gelsemium-
Alkaloid A (IV)] einerseits und Gelsedin und Gelsemicin andererseits
laBt klar erkennen, dall das Alkaloid C zur Gelsedin-Reihe gehért
(s. Abb. 1). Diese Zuordnung wird auch durch die auBerordentliche
Toxizitdt des Alkaloids C bestétigt: Derivate des Gelsemins sind wesent-
lich weniger toxisch als Gelsedin-Derivate.

Aus dem Massenspektrum ergibt sich fiir V- das Molekulargewicht 374,
die Bruchstiicke im oberen Massenbereich lassen auf die Anwesenheit
von mindestens einer ‘Methoxygruppe im Molekiil schliefen. Das Ion
m/fe 168 hesitzt die hdchste Intensitét (Abb. 2). In den Massenspektren,
von Alkaloiden der Gelsedin-Reihe! beobachtet man das Auftreten eines
Schliisselbruchstiickes bei m/e 152. Die Verschiebung des Schliissel-
bruchstiickes um 16 Masseneinheiten zur Masse 168 im Massenspektrum
des Alkaloids V kann durch die Anwesenheit eines weiteren Sauerstoffs
im oxindolfreien Teil erklart werden. Damit im Einklang ist auch das im
Vergleich zu Gelsemicin (MG = 358) um 16 Masseneinheiten hohere
Molekulargewicht. Dafl das Ton 168 zwei Sauerstoffatome enthilt, wurde
durch Hochauflgsung bestéitigt (Exakte Masse = 168,103 = CoH14NOy).
Durch Deuteriumoxidaustausch konnte gezeigt werden, daBl V zwei
aktive Wagsserstoffatome besitzt.

Mit dem Eintritt der beiden Deuteriumatome in das Ton 168 (Ver-
schiebung zur Masse 169 und 170) wird die Anwesenheit der beiden
aktiven Wasserstoffatome im oxindolfreien Teil des Alkaloids C sehr
wahrscheinlich. Das in den Magsenspektren von Gelsedin und Gelsemicin
auftretende Schliisselbruchstiick m/e 84 wird durch Deuteriumoxid-
austausch um eine Masseneinheit verschoben. Dadurch wird einerseits
die Anwesenheit der freien Aminogruppe bestatigt und andererseits die
Stellung der OH-Gruppe auf den Pyranring beschrinkt, da sonst eine
weitere Verschiebung dieses Bruchstiickes hétte eintreten miissen.
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Die Acetylierung des Alkaloids C mit Essigsdureanhydrid in Pyridin
Heferte ein Diacetylderivat mit dem Molekulargewicht 458 und der
erwarteten Verschiebung des Schliisselbruchstiickes 168 zu den Massen 210
bzw. 252. Die Oxydation des Alkaloids C mit Kaliumdichromat in Eis-
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Abb. 1. CD-Kurven von Gelsemium-Alkaloiden
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Abb. 2. Gelsemium-Alkaloid C (14-Hydroxygelsemiein)

essig ergab eine Verbindung mit dem Molekulargewicht 372 und einem
Schliisselbruchstiick mje 167. Aus diesen beiden chemischen Befunden
kann auf die Anwesenheit einer sekundidren OH-Gruppe im Alkaloid C
geschlossen werden, die sich an C-14 oder an C-17 befindet; die Stellung
an C-17 ist dabei wegen der Hemiacetalgruppierung weniger wahrschein-
lich. Die genaue Stellung der OH-Gruppe folgt schlieBlich aus einem
Vergleich des NMR-Spektrums von Alkaloid C mit dem NMR-Spektrum
des Gelgemicins.
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Im NMR-Spektrum des Gelsemicins treten im Bereich 3,2 bis 4,5 ppm
auller den Signalen der beiden Methoxyl-Gruppen die Signale von
4 Protonen auf (s. auch Tab. 1):

1. Der AB-Teil eines ABX-Systems mit Schwerpunkt bei 4,28 ppm.
Dieses Signal mufl der CHy-Gruppe neben dem Sauerstoff (C-17) zuge-
ordnet werden.

Tabelle 1. NMR-Spektren von Hydroxygelsemicin (Gelsemium-
Alkaloid C) und Gelsemicin

Hydroxygelsemicin Gelsemicin
Zuordnung Lage Aufspaltung t Lage
N-OCH3; 3,97 8 3,98
Ar-OCH3 3,80 S 3,81
Han C9 7,28 D 8Hz 7,38
C-10 6,63 DD 8und 2 Hz 6,63
C-12 6,63 D 2H=z v 6,55
C-6 1,95 (AB-Teil eines 4BX-Systems 2022 *
2,11 {JAB = 16Hz, J,x = 3,5, Jpx = 3 Hz
C-5 3,56 DT 9und 3 Hz 3,66
C-20 2,95 TD 7 und 3,56 Hz ~2,90*
C-3 3,38 Halbwertsbreite 3 Hz 3,48
C-14 4,38 8§ 2,8—3,0%*
C-15 2,0% ~2,0%
C-16 2,45 DT 9 und 4 Hztt 2,50
C-17 4,27 (AB-Teil eines 4ABX-Systems 4,22
441 Y\Jap = 11Hz, Jax = 4, Jegx < 2Hz 4,34
Athyl-CHs 1,87 Quintett 7 Hz ~ 1,80
Athyl-CHz 1,07 Triplett 7,2 Hz 1,00

‘Die Spektren wurden in CDCls-Lésung mit TMS als innerem Standard
aufgenommen. D = Dublett, T = Triplett.

* Durch Uberlagerung verdeckt.
t Wenn nichts anderes angegeben, zeigt sich im NMR-Spektrum des
Gelsemicns die gleiche Aufspaltung.
1t Aufspaltung beim Gelsemicin: D 6 Hz.

2. Ein doppeltes Triplett bei 3,66 ppm mit Aufspaltungen von 9 Hz
und zweimal 3 Hz.

3. Ein Dublett bei 3,48 ppm mit einer Aufspaltung von 6 Hz. Eines
dieser beiden letzteren Signale muB vom H-Atom an C-3 stammen, das
andere Signal konnte von einem H-Atom herriihren, das sich in «-Stel-
lung zum N-Atom befindet.

Im Spektrum des Gelsemium-Alkaloids C tritt der AB-Teil des
ABX-Systems (s. Tab. 1) bei 4,34 ppm auf, das doppelte Triplett ist
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erhalten geblieben (3,56 ppm), aus dem Dublett ist jedoch ein. ver-
breitertes Singulett geworden (3,38 ppm, Halbwertsbreite 3 Hz). Durch
Doppelresonanz konnte gezeigt werden, daB das Signal bei 3,56 ppm
nicht von dem H an C-3 stammt. Die 9 Hz-Aufspaltung kommt durch
Kopplung mit einem benaclibarten H-Atom zustande, dessen Signal bei
2,45 ppm als Quintett auftritt (entstanden durch eine Aufspaltung von
9 Hz urnid 2 Aufspaltungen von etwa 4 Hz). Dieses Signal Kann nicht von
dem Proton einer CHy-Gruppe stammen, da es keine Aufspaltung ent-
hélt, die von einer geminalen Kopplung hLerrithren kénnte. Die eine Auf-
spaltung von 4 Hz kommt durch Kopplung mit dem: Signal bei 4,41 ppm,
das dem einen H-Atom an C-17 zugeordnet werden muB, zustande.
Demzufolge mufl das Signal bei 2,45 ppm von dem H-Atom an C-16
stammen. Die zweite Aufspaltung von etwa 4 Hz kommt sehr wahr-
schéinlich dureh Kopplung mit dem H-Atom an C-15 zustande. Das
Signal bei 3,56 ppm muB dann von dem H-Atom an C-5 stammen, das
mit den beiden H-Atomen an C-6 gekoppelt ist, und zwar jeweils mit
etwa 3 Hz.

Damit ist aber zugleich bewiesen, dafl das Signal bei 3,48 ppm im
Spektrum des Gelsemicins [und bei 3,38 ppm im Spektrum des Gelse-
mium-Alkaloids C (Hydroxygelsemicin)] vom H-Atom an C-3 stammt.
Daraus, daBl beim Ubergang vom Gelsemicin zum Hydroxygelsemicin
die 6 Hz-Aufspaltung verlorengeht, kann geschlossen werden, daf} die
zusitzliche OH-Gruppe sich an C-14 befindet, und zwar in der quasi-
dquatorialen Anordnung (Modellbetrachtung). Dafi keine Kopplung
zwischen dem an C-14 verbleibenden H-Atom, dessen Signal bei 4,38 ppm
auftritt, und dem H-Atom an C-3 beobachtet wird, kann dadurch erklirt
werden, daf} diese beiden H-Atome einen Torsionswinkel von etwa 90°
einschliefen.

Das Signal des H-Atoms an C-20 liegt bei 2,95 ppm (gekoppelt mit
der CH,-Gruppe des Athylrestes), die Existenz des H-Atoms an C-15
folgt aus der Aufspaltung des Signals. Die beiden H-Atome an C-6
liefern den 4AB-Teil eines A BX-Systems mit Schwerpunkt bei 2,4 ppm.
Auch darans kann geschlossen werden, dal — sofern das Geriist des
Gelsemicins erhalten geblieben ist — die zusitzliche OH-Gruppe sich an
C-14 befinden muB, da sémtliche anderen H-Atome erhalten geblieben
.sind.

Die Ubereinstimmung im Oxindolteil der beiden Alkaloide ergibt sich
aus der Ubereinstimmung der Signale der aromatischen Protonen.

Auf Grund der erwihnten Befunde kommt dem Gelsemium-Alkaloid.
C die Struktur eines 14-Hydroxygelsemicins zu.

Fir die Aufnahme des Circulardichroismus danken wir Frl. U. Wagner,
fir die Aufnahme des hochaufgeldsten Massenspektrums Herrn Dr,
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Dipl.-Ing. K. Varmuza. Fiir das stets férdernde Interesse mochten wir
Herrn Prof. Dr. U. Schmidt auch an dieser Stelle verbindlichen Dank
sagen.

Experimenteller Teil

Die OD-Kurven wurden mit einem Roussel-Jouan Dichrographen Modell B
aufgenommen. Die Aufnahme der Massenspektren erfolgte bei einer Elek-
tronenenergie von 70 €V und einer Temperatur im DirekteinlaBsystem von
etwa 100° mit den Gerdten CH-7 bzw. SM-1 der Firma, Varian. Die NMR-
Spektren und die Doppelresonanzspektren wurden mit’ einem HA-100
D-Gerdt der Firma Varian registriert.

Reindarstellung von V

Die Herstellung des alkaloidhiltigen Extraktes und die Trennung durch
Sgulenchromatographie wurde bereits ausfiithrlich beschrieben!. Fur die
Reindarstellung von V verwendeten wir 280 mg der sdulenchromatographisch
gewonnenen Fraktionen 127—151. Nach drelmahgem Umkristallisieren aus
Aceton fielen 45 mg kristallines Alkaloid V — in Form durchscheinender
prismatischer Bliattchen — an, die bei papier- sowie diinnschichtchromato-
graphischer Kontrolle einheitlich erschienen. Vor Aufnahme der CD-Kurven,
NMR- und Massenspektren wurde die Substanz noch durch Sublimation im
Hochvak. bei etwa 250 °C gereinigt.

Acetylierung des Alkaloids C (V)

2mg von V wurden in 0,5 ml Pyridin gelost und nach Zugabe von
0,5 ml AecoO 2 Stdn. aaf 100° erhitzt. Der Abdampfrickstand lieferte ein
Massenspektrum mit Molekulargewicht 458.

Oxydation von 'V

2mg von V wurden in 0,5 ml Eisessig gelost und mit 0,25 ml einer
gesédtt. Losung von KpCreO7 in HoO versetzt; anschlieBend wurde 4 Stdn.
auf 100° erhitzt. Das Reaktionsgemisch wurde mit K2COg neutralisiert und
it CHpCly extrahiert. Der Abdampirickstand lieferte ein Massenspektrum
mit Molekulargewicht 372 und einem Schliisselbruchstiick 167.
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