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1 Einleitung 1

Einleitung

1.1 Ethnopharmakologische Aspekte der Tropanalkaloide

In seinem Monumentalwerk ,Species plantarum®, das im Jahr 1753 erschien, gab der
Begriinder der modernen bindren Nomenklatur Carl von Linné der in Mitteleuropa be-
heimateten Schwarzen Tollkirsche den latinisierten Namen Atropa belladonna, wobei sich
vom Gattungsnamen auch der Begriff fiir ihre pharmakologisch wirksamsten Inhaltsstoffe,
die Tropanalkaloide, ableitet. Inspiriert wurde Linné dabei von Atropos, der dltesten der
drei griechischen Schicksalsgottinnen (Moiren), auch die ,Unabwendbare“ genannt, da sie
den Lebensfaden, den ihre Schwestern gemessen und versponnen haben, durchtrennt.
Der Beiname belladonna (,schone Frau“) wurde von dem italienischen Krdauterbuchautor
Matthiolus geprigt, der damit auf die feinen italienischen Damen anspielte, die sich fiir
den als Schonheitsideal geltenden trdumerisch-verfiihrerischen, dunklen Blick den Saft
der Tollkirsche zur Erweiterung ihrer Pupillen in die Augen traufelten.



Die zu den Nachtschattengewédchsen (Solanaceae) — in der botanischen Systematik die den
Windengewdchsen (Convolvulaceae) am ndchsten verwandte Familie — gehorende Atropa
belladonna L. hat als Arzneipflanze eine lange
Tradition. Friiheste Nachweise {iiber ihren
Gebrauch finden sich bei den Sumerern, die
sie als Heilmittel bei verschiedenen durch Da-
monen verursachten Krankheiten einsetzten
(Rétsch, 1988). Ihre Verwendung wird in
»,Chemie der Psyche“ (Snyder, 1994) wie folgt
umrissen: ,Extrakte der Tollkirsche (Atropa
belladonna) sind beispielsweise seit Hippo-
krates' Zeiten dazu verwendet worden, Ver-
dauungsstoérungen zu behandeln; sie verlang-
samen die Kontraktionen des Darms und
vermindern die Magensduresekretion. Im
Mittelalter dienten diese Belladonna-Alka-
loide auch als Gifte; todliche Dosen fiihrten
anfangs zu Gedéachtnisverlust, Desorientie-
rung und der Zerstorung anderer geistiger
Féhigkeiten, bevor das Opfer schliefllich tot
zusammenbrach.“ Deutlich wird hieran ins-
besondere auch der enge Dosierungsbereich
der Tropanalkaloide als Wirkprinzip der
Tollkirsche.

i N Gemetne Tollkiv/de.

Abb. 1: Atropa belladonna L.

Noch viel gebrduchlicher war im alten Griechenland allerdings eine andere stark tropan-
alkaloidhaltige Solanaceae: die Alraune (Mandragora officinarum L.). Die Wurzel dieser
eher im siidlichen Europa beheimateten Spezies wurde in der Antike als Andsthetikum,
Antiseptikum, Tonikum und Narkotikum genutzt (Miiller-Ebeling et al., 1999). In Aristo-
teles' ,De somno et vigilia“ (4. Jhd. v. Chr.) wird Mandragora als Hypnotikum aufgefiihrt;
christliche Quellen verzeichnen ebenfalls ihren Gebrauch als Schlafmittel (Schmitz und
Kuhlen, 1989). Bei den alten Agyptern fand die Alraune in erster Linie als Potenzmittel,
Aphrodisiakum und Fruchtbarkeitsspender Verwendung (Rédtsch, 1988). Im Orient zeugt
von der Beliebtheit der Mandragora als Ingredienz von Liebestrdanken auch der hebrédische
Name didaim (von dad = lieben) fiir die kleinen, gelben, wohlriechenden Beerenfriichte
(Fithner, 1925). Diese verbergen sich vermutlich auch hinter den ,goldenen Apfeln der
Aphrodite“ (Miiller-Ebeling et al., 1999). Selbst die Abtissin Hildegard von Bingen (11. Jhd.
n. Chr.) verzeichnete, daf§ durch Alraune Schwermut und Liebesgram zu stillen seien (Lohs
und Martinetz, 1986). Nicht nur deshalb, sondern vor allem auch wegen ihres anthropo-
morphen Aussehens galt und gilt die Alraune als sagenumwobene Zauberwurzel, um
deren Erhalt sich viele Mythen ranken (s. a. Schultes und Hofmann, 1980).
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Weitaus grollere Bedeutung als Heilpflanze hat das Bilsenkraut (Hyoscyamus sp.). Bereits
1500 v. Chr. dokumentierten die alten Agypter ihre Kenntnisse im Ebers-Papyrus (Schultes
und Hofmann, 1980). In assyrischen Keilschrifttexten wird es beschrieben als eine Pflanze,
die ,die Glieder fesselt“ (Schmitz und Kuhlen, 1989). In der Antike behandelte man mit
Bilsenkraut unheilbare Wunden und Spinnenbil3, Geschwulsten und Leisten-, Ful$-, und
Leberschmerzen sowie Lungenleiden (Miiller-Ebeling et al., 1999). Am hdufigsten wurde es
jedoch als Schlafmittel genutzt, was ihm auch zu dem Beinamen ,Hypnotikon“ verhalf
(Schmitz und Kuhlen, 1989). Seine Blitter sind — neben der Alraunenwurzel - angenom-
mener Bestandteil der Dodecatheon-Medizin, eine vermutlich aus den zwolf heiligen
Pflanzen der zwolf olympischen Gotter bereitete Medizin, die gegen alle Krankheiten
wirken sollte (Baumann, 1982). Das Weille Bilsenkraut (Hyoscyamus albus L.) war die
heiligste Pflanze des Apollon, wovon auch noch sein rémischer Name apollinaris zeugt. Da
Apollon eine der bedeutendsten Orakelgottheiten war, ist davon auszugehen, daf das
psychoaktiv bis stark halluzinogen wirkende Bilsenkraut in der Antike auch zu divinato-
rischen Zwecken genutzt wurde. Die delphischen Pythias sowie die in Einsiedelei lebenden
Sibyllen inhalierten den Rauch von Samen oder Kraut, um sich in hellsichtige Ekstase zu
versetzen.

Was die medizinische Verwendung des Bilsenkrauts anbelangt, so beschreibt Dioskurides
(1. Jhd. n. Chr.) in seiner ,De materia medica“ die Fertigung von schmerzstillenden Kata-
plasmen aus den Samen und von analgetischen Pastillen aus den Bldttern (Schmitz und
Kuhlen, 1989). Einschlédgig scheint auch die Verwendung im dentalen Bereich: Roger von
Salerno gibt in seiner , Practica Chirurgiae“ aus dem 12. Jhd. die Bilsenkrautverrducherung
als eine frithe Form der Anésthesie bei Zahnschmerzen an (Lohs und Martinetz, 1986).
Schneider (1974) spricht sogar von einem jahrtausendealten Gebrauch als Zahnmittel; als
Anwendungsart beschreibt er die Verrducherung der Bilsensamen. In zentraleuropdischen
Breiten wurde alternativ das dort endemische Schwarze Bilsenkraut (Hyoscyamus niger L.)
verwendet.

Die ausgiebige Anwendung von stark tropanalkaloidhaltigen Solanaceen-Drogen ist nicht
nur in historischen Quellen dokumentiert: Im ,Antidotarium Nicolai“ (Salerno, 12. Jhd.)
beispielsweise sind sie Bestandteil von knapp einem Fiinftel der dort verzeichneten Rezep-
turen, was dem breiten Einsatz von Opium nahezu gleichkommt (Schmitz und Kuhlen,
1989). Auch an der auffélligen Vielfalt der iiberlieferten Darreichungsformen kann deren
weite Verbreitung abgelesen werden: Die eben zitierte Arbeit nennt als Arzneiformen
neben Pulvern, Trinken, Olen und Salben auch Umschlige, Pflaster, Suppositorien und
Pillen sowie Rducherungen.

Von besonderer Bedeutung waren die Nachtschattengewichse bei der chirurgischen Anés-
thesie. Dies illustriert am besten die Aussage von Schultes und Hofmann (1980) iiber das
Bilsenkraut: ,,Die Pflanze hat den grof3en Vorteil, dal$ sie nicht nur die Schmerzempfind-
lichkeit verringert, sondern auch einen Zustand volligen Vergessens herbeifiihren kann.“
Ihre herausragende Stellung als Betdaubungsmittel bei Operationen und in der Wundarznei
liegt damit auf der Hand und war seit der Antike allgemein bekannt. Eine besonders inte-
ressante Arzneiform stellt der Schlafschwamm dar, der bereits in medizinischen Schriften



des 9. Jhd. wie dem Bamberger Antidotar oder einem Codex aus dem Kloster Montecassino
aufgefiihrt ist. Hierzu wurden Badeschwdmme mit einer Mischung betrdufelt, die neben
dem aus dem Schlafmohn (Papaver somniferum L.) gewonnenen Opium als wichtigste
Bestandteile Drogen der Nachtschattengewdchse Mandragora officinarum und vor allem
Hyoscyamus niger, spdter auch Atropa belladonna enthielt, und in die Nasenldcher des
Patienten eingefiihrt — eine Art mittelalterliches TTS (Transdermales Therapeutisches
System) also. Fiir die Reanimation wurde ein mit Essig getrdankter Schwamm auf die selbe
Weise appliziert. (Schmitz und Kuhlen, 1989)

Doch auch als GenufSmittel fanden diese Nachtschattengewédchse Verwendung:
Hyoscyamus niger wurde von den Germanen und Wikingern in besonderen Bilsengérten
angebaut und diente — neben Divination und Wetterzauber — vor allem auch als Metwiirze
(Miiller-Ebeling et al., 1999). Von einem diesbeziiglichen Gebrauch in unseren Breiten-
graden zeugen heute noch vielfach Ortsnamen, zudem diirfte der Begriff , Pilsener” darin
seinen Ursprung haben (Fithner, 1925). Zum selben Zweck wurden auch die Samen des
Gemeinen Stechapfels (Datura stramonium L.) herangezogen, der laut Marzell (1922) im
16. Jhd. von den Zigeunern aus dem asiatischen Raum nach Europa eingeschleppt wurde.
In den Berichten iiber seine Rulflandreise schreibt Samuel Gottlieb Gmelin 1770, dalk die
Kosaken dem Bier Stechapfelsamen zusetzen, um dessen Rauschwirkung zu verstirken;
ein Brauch, der bereits im alten China und bei anderen Volkern im asiatischen Raum ver-
breitet war. Derart angereichertes Bier kann allerdings schnell zu sehr unangenehmen
Vergiftungserscheinungen wie Mundtrockenheit, Herzjagen und langanhaltenden Sehst6-
rungen fiihren, schlimmstenfalls gar zum Tode. Daher wird in der Polizeiverordnung aus
dem mittelfrdnkischen Eichstdtt im Jahr 1507 den Brauern bei Strafe von fiinf Gulden
verboten, Bilsensamen ins Bier zu mischen (Lohs und Martinetz, 1986). Auf den Zusatz von
Nachtschattendrogen zum Bier nimmt vermutlich auch das vom Bayern-Herzog Wilhelm
IV. erlassene Reinheitsgebot von 1516 Bezug.

Nicht unberiicksichtigt bleiben sollte hier die Rolle der Solanaceendrogen als ,Volksbe-
lustigungsmittel“: Der Neapolitaner Giovan Battista della Porta schreibt in seiner ,Magia
naturalis“ (1558) iiber Alraune, Stechapfel und Tollkirsche, da sie probate Mittel seien,
um einen Menschen zur Belustigung bei festlichen Gelagen fiir einen Tag verriickt zu
machen, ohne ihm gesundheitlichen Schaden zuzufiigen (in: Lohs und Martinetz, 1986).
Noch 1925 berichtet Fiihner von einem derartigen Gebrauch der Wurzel von Scopolia
carniolica im heutigen Lettland und im damaligen Ostpreuflen, einer Solanaceae, die dort
vor allem als Arzneimittel gegen Parkinson kultiviert wurde. Er {iberliefert aullerdem, dafd
»Pilsensam* in den lasziven Badehdusern des Mittelalters als liebesreizende Rducherung
auf die heile Ofenplatte gestreut wurde.

Die stdarkste Rauschwirkung diirften allerdings die sogenannten Hexensalben erzielt
haben, die neben Tollkirsche, Bilsenkraut und spidter auch Stechapfel als wirksamem
Prinzip aullerdem oft hochgiftige Pflanzen wie den Blauen Eisenhut (Aconitum napellus L.,
Ranunculaceae) beinhalteten; dieser enthdlt das Diterpenesteralkaloid Aconitin, dessen
Giftwirkung sich vor allem an den Nervenendigungen der Haut bemerkbar macht. Somit
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wurden die durch die Tropane ausgeldsten deliranten, trotzdem aber — da lebensecht — fiir
wirklich gehaltenen Visionen aufgrund der Hautpardsthesien oft ergdnzt durch die
scheinbare Verwandlung in Tiergestalten. Lohs und Martinetz (1986) formulieren es wie
folgt: ,Aus heutiger Sicht waren die Hexensalben des Mittelalters Rausch- und
GenulBmittel fiir die darmsten Teile der Volkes, die mit der — als Wirklichkeit erlebten —
Halluzination von Flug, Verwandlung, festlichem Gelage, Tanz und Erotik ihrem trostlosen
Leben zu entfliehen versuchten.“

Abb. 2: Michael Herr ,Zauberey*, auch bekannt als ,,Hexensabbath“
(Sammlung Germanisches Nationalmuseum, Niirnberg)

Die Schriften von Dichtern und Philosophen der Antike zeugen davon, daf8 solche Salben
bereits im klassischen Altertum Verwendung fanden. Im Europa des ausgehenden Mittel-
alters kam es allerdings zu einer epidemieartigen Verbreitung dieser Rezepturen, was
neben den schweren Schéddigungen durch chronischen Gebrauch auch vermehrt zu
Todesfillen durch unbeabsichtigte Uberdosierung fiihrte. Dieser Mibrauch konzentrierte
sich ganz tiberwiegend auf den weiblichen Teil der Bevilkerung — mitbedingt durch den
jahrhundertelang anhaltenden Fraueniiberschul als demographischem Faktor. Zu Beginn
der sog. Hexenverfolgung galt denn auch der Fund einer derartigen Salbe und eines
Besenstiels o. 4. als wichtiges Indiz fiir die Durchfiihrung eines Strafverfahrens. Dal} dies in
die gleich einem Massenwahn um sich greifenden Hexenprozesse miindete, ist sicher auch
dem 1487 von dem Dominikaner Heinrich Institoris veroffentlichten Hexenhammer
»Malleus maleficarum® zur Last zu legen, der diesen als praktisches Handbuch Tiir und
Tor 6ffnete: ,Vier Merkmale gehdren zum Bild der Hexe: 1. der Pakt mit dem Teufel, vollzo-
gen 2. durch Geschlechtsverkehr mit ihm, 3. der Schadenszauber gegen Mensch und Vieh



und 4. die Teilnahme am Hexensabbat.“ (Reinhard, 1983) Die Punkte 1., 2. und 4. kdnnen
nach vorangegangenen Erfahrungen mit den aphrodisierenden sowie starke Halluzinatio-
nen auslosenden tropanalkaloidhaltigen ,Flugsalben“ wohl nicht mehr mit Sicherheit
ausgeschlossen werden — schon gar nicht unter den unmenschlichen Torturen der damals
bei derartigen Rechtsprozessen iiblichen Folter. Hieraus ergibt sich ein flieBender Uber-
gang zwischen dem Straftatbestand und den durch Nachtschattendrogen ausgeldsten
Visionen.

Trotz des ursdchlichen Zusammenhangs zwischen dem vor allem unter Frauen um sich
greifenden MiBbrauch von Nachtschattendrogen und der Hexenverfolgung 1463t sich dieses
auf Urdngsten begriindete systematische Vorgehen natiirlich nur durch das Hinzuziehen
weiterer Faktoren erkldren: Die Hexenprozesse waren eine willkommene Profilierungs-
moglichkeit des expandierenden Justizapparates, wurden auf Gemeindeebene politisch
instrumentalisiert und spiegelten das Bestreben der Volksseele wider, fiir erfahrenes
Unbheil einen Stindenbock zu titulieren. (Reinhard, 1983)

Ein weiterer Aspekt ist die den Hexenprozessen zugrundeliegende ideologische Haltung,
dall ndmlich Gott nur dem Unschuldigen die Kraft gibt, die Folter auszuhalten. Zeitgleich
verbreitete sich die geistige Grundeinstellung, dal$ der Schmerz ein unumgénglicher Teil
des gottlichen Plans ist — wohl auch als gesellschaftliche Notwendigkeit in Ermangelung
eines geeigneten Betdubungsmittels bei chirurgischen Eingriffen. Vielleicht liegt hierin
sogar die von Historikern formulierte ,Umbewertung des Schmerzes“ im Europa des 17.
Jhd. begriindet. (Schmitz und Kuhlen, 1989)

Auffdllig ist nicht zuletzt die Synchronizitidt zwischen dem Umsichgreifen der Hexenpro-
zesse und dem von Schmitz und Kuhlen (1989) konstatierten weitgehenden Verschwinden
der Nachtschattendrogen sowie der Solanaceen-Opium-Mischungen als wichtigen Werk-
zeugen der Andsthesie und Narkose aus den Krduter-, Arznei- und Rezeptbiichern des 16.
und vor allem 17. Jhd.. Welcher Arzt oder heilkundlich Tétige wollte schon das Risiko ein-
gehen, dall jemand unter Narkose sich in einen ,Hexensabbat® involviert wihnte? Aus
dem rapiden Riickgang der Solanaceenzubereitungen resultierte ein Uberhandnehmen
der Opiumprédparate als einzigen hochwirksamen Analgetika, was sich auch in dem zu
dieser Zeit sehr populdren Uberbegriff ,Laudanum® fiir Opiumtinkturen widerspiegelt.
Besonderer Beliebtheit erfreute sich das ,Laudanum Sydenhami“, das als Geschmacks-
korrigentien Safran, Gewiirznelken und Ceylonzimt enthélt und noch im DAB 6 (1926) als
»Tinctura opii crocata“ offizinell war.

Wihrend die stark tropanalkaloidhaltigen Arzneipflanzen in Europa ab 1600 also fast vollig
von der Bildfliche verschwanden, hat sich ihre Verwendung in anderen Teilen der Erde
vielfach erhalten. Grundsétzlich ist festzuhalten, dafd an Tropanalkaloiden reiche Nacht-
schattengewdchse auf dem ganzen Globus verbreitet sind und ihre volksmedizinische
sowie rituelle Nutzung auf allen Kontinenten dokumentiert ist. Die folgende Zusammen-
stellung orientiert sich an Fiihner (1925), Rdtsch (1988), Rédtsch (1999) und Schultes und
Hofmann (1980).

Eine der nur wenigen bekannten Heilpflanzen der australischen Ureinwohner ist Duboisia
hopwoodii F. v. MutLier , die als ,bush medicine“ (wilde Heilpflanze) von den bushwalkern
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als Schmerzmittel eingesetzt wird. Unter dem Namen Pituri werden die Bldtter auch
zusammen mit Pflanzenpottasche als Priem gekaut oder — zu Zigarren gedreht — geraucht.
In West- und Zentralafrika werden die Blitter von Datura fastuosa L. nicht nur als Rausch-
mittel, sondern auch als Prophetenpflanze von sog. , Kriminaltelepathen“ genutzt. Datura
metel L. ist die wichtigste asiatische Stechapfel-Art; die fritheste Erwdhnung stammt von
dem arabischen Arzt Avicenna, der sie zu den ,mokederrat (Narkotika) rechnet. In Indien
gehort Datura metel zu den dltesten Heilmitteln. Der Sanskritname der Datura-Pflanze be-
deutet ,gottlicher Rausch®; sie ist dem Gott Shiva geweiht, dem sie nach dem ,Vamana
Purana“ aus der Brust wuchs. Datura-Zubereitungen finden in der indischen Medizin
vielerlei Anwendung: bei Kopfschmerzen, schlechtheilenden Wunden, nervosen Leiden,
Wahnsinn, Rheumatismus, Muskelverspannungen, Krampfen, Asthma, Bronchitis, Furun-
keln und sogar Opiumvergiftungen.

Wohl auch aufgrund ihrer weiten Verbreitung ist die Verwendung von tropanalkaloid-
reichen Nachtschattengewdchsen auf dem amerikanischen Kontinent besonders gut
dokumentiert: Der Mexikanische Stechapfel (Datura inoxia M) ist in Nord- und Mittel-
amerika endemisch. Diese als Toloache bezeichnete Pflanze findet schon in den medi-
zinischen Schriften der Azteken in Form einer schwachen Infusion gegen Fieber oder Gicht
ihren Niederschlag. GroRe kulturelle Bedeutung hat sie bei den Navajo, die Apachen desin-
fizieren Wunden mit dem aus den Bliiten und Wurzeln frisch gepref3ten Saft, und die Zui-
Priester (stidwestliches Nordamerika) nutzen die schmerzbetdubenden Eigenschaften bei
kleineren Operationen, beim Schienen von Knochenbriichen und bei der Sduberung
eiternder Wunden. Eine aus den zermahlenen Samen und Blédttern mit Schmalz herge-
stellte Salbe wird in Mexico von den brujas (,Hexen“) zum aphrodisischen Liebeszauber
verwendet und von den Yaquiindianern zur Erzeugung von Visionen auf den Bauch
gerieben. In Peru wurden unter Zuhilfenahme von Datura inoxia sogar Schidel-
trepanationen vorgenommen. Datura ceratocaula Orr., eine mexikanische Wasserpflanze,
galt bei den Azteken als Schwester der Ololiuqui-Winde (Turbina corymbosa (L.) Rar.; s. 1.3)
und wird bis heute als heilige Medizin angesehen. Bei den Mapuche im siidlichen Anden-
raum hat sich der Gebrauch von Datura ferox L. (bzw. Datura stramonium L. ssp. ferox (L.)
Barciay) erhalten: Die frischen Bliiten finden Verwendung als Lokalandsthetikum bei
schmerzenden Stellen und bei kleinen chirurgischen Eingriffen; zur Induktion schama-
nischer Trancen wird aus ihnen ein Tee gebraut.

Die in Siidamerika beheimateten Engelstrompeten (Brugmansia sp.) — alle acht Spezies
sind baumartig und sog. Kultigene, d. h. ihre Wildtypen sind bis heute nicht bekannt
(Griffin und Lin, 2000) — wurden schon in prikolumbianischer Zeit von den siidameri-
kanischen Indianern kultiviert. Die Bldtter von Brugmansia arborea (L.) Lacern. werden in
Peru zur Behandlung von Tumoren verwendet. Die Mashco in Peru binden frische Blétter
von Brugmansia X insignis (Bars.Robr.) Lockwoop ex R.E.Schurr. auf entziindete oder
schmerzende Stellen; ein Aufgul$ der Blétter dient als Beruhigungsmittel. Mit Brugmansia
X candida Pers. werden in Kolumbien Muskelkrdmpfe, Erysipel, Entziindungen und Erkal-
tungen behandelt. Die Eingeborenen von Peru und Kolumbien brauen aus dem Roten
Stechapfel (Brugmansia sanguinea D.Don.) den vielzitierten Tonga-Trank, dessen un-
glaublicher Effekt erstmals 1846 von dem schweizer Naturforscher Johann J. von Tschudi



beschrieben wurde. Die durch ihn ausgeldsten Visionen werden als Gesprdche mit den
Gottern oder Geistern der Ahnen erlebt. Die Bldtter von Brugmansia sanguinea sind auch
Bestandteil siidamerikanischer Asthmazigaretten; sie werden auflerdem von den
Callawaya-Wanderheilern der Anden duferlich bei Rheuma und Arthritis angewandt.

Wegen ihres Gehalts an Tropanalkaloiden werden auch bestimmte urspriinglich nur in
Stidamerika endemische Erythroxylum-Arten, insbesondere Erythroxylum coca Lawm.
(Erythroxylaceae), genutzt. Werden die getrockneten Blitter pulverisiert und geschnupft,
steigert das tiber die Nasenschleimhaut aufgenommene Cocain das Wohlbefinden bis hin
zu einer leichten Euphorie; pharmazeutisch interessant ist allerdings eher der ausgeprigte
lokalandsthetische Effekt. Rituell wurden die Blitter des Coca-Strauches beispielsweise bei
den Inka eingesetzt, die seine kraftigende Wirkung mit dessen gottlicher Abkunft erklarten
(Rdtsch, 1988). Von den Anden-Volkern werden noch heute Coca-Blitter als Tonikum
genutzt, um in den groBen Hohenlagen leistungsfdahiger zu sein und die Strapazen des
Weges besser zu ertragen; sie sondern beim {iiblichen Kauen mit alkalischen Substanzen
wie Kalk, Pflanzenasche oder Backpulver iiberwiegend das eher amphetamindhnlich
wirkende Ecgonin ab.

1.2 Pharmakologische Bedeutung der Tropanalkaloide

Der ab 1600 zu verzeichnende weitgehende Verzicht auf tropanalkaloidhaltige Arznei-
drogen in Europa hielt indes an bis ins 19. Jahrhundert. Dann aber setzte die neu entdeck-
te Moglichkeit der Gewinnung einer Pflanzenbase als Trager der Wirksamkeit eine syste-
matische Durchforschung der Medizinalpflanzen, darunter auch Atropa belladonna L. und
Hyoscyamus niger L., in Gang. Wie aufwédndig ein derartiges Isolierungsunterfangen des
Wirkprinzips zu Anfang des 19. Jhd. noch war, 143t sich allein daran ablesen, dal} es der
jahrelangen Arbeit mehrerer kooperierender Forscher bedurfte — erste dezidierte Versuche
zur Gewinnung der Pflanzenbase ,Atropium® aus den Bldttern der Belladonna unternahm
Brandes 1820; der Apotheker Mein vereinfachte die Extraktionsmethode erheblich; Geiger
und Hesse gelang dann die Reindarstellung der ,Alkalien“ Atropin und Hyoscyamin — bis
Geiger deren Erkenntnisse in einem (auch in den ,Annalen der Pharmacie“ publizierten)
Vortrag anldRlich seines Geburtstages zusammenfassen konnte (Geiger, 1833). Die Verifi-
zierung des isolierten Produktes erfolgte anhand seines mydriatischen Effekts — eine friihe
Form des ,bio assay“. Diese Entwicklung erméglichte neben der exakteren Wirksamkeits-
bestimmung pflanzlicher Drogen endlich auch eine bessere Handhabung der geringen
therapeutischen Breite der Tropanalkaloide durch den Einsatz der Reinsubstanzen. Nun,
da man das betdubende Prinzip der Solanaceen-Drogen besser einschédtzen konnte, erleb-
te selbst der Schlafschwamm (s. 1.1) in der Mitte des 19. Jhd. eine kurze Renaissance; diese
Applikationsform wurde allerdings durch die Entdeckung und Etablierung der Inhala-
tionsnarkose in den folgenden Jahrzehnten iiberholt (Schmitz und Kuhlen, 1989). In der
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Pharmacopoea Germanica von 1872, dem ersten gesamtdeutschen Arzneibuch (DAB 1),
sind denn auch aufler den reinen Alkaloiden Atropinum und Atropinum sulfuricum stolze
16 Drogen und Drogenzubereitungen aus Nachtschattengewidchsen zu verzeichnen:
Emplastrum Belladonnae, Emplastrum Hyoscyami, Extractum Belladonnae, Extractum
Hyoscyami, Extractum Stramonii, Folia Belladonnae, Folia Hyoscyami, Folia Stramonii,
Oleum Hyoscyami infusum, Radix Belladonnae, Semen Hyoscyami, Semen Stramonii,
Tinctura Belladonnae, Tinctura Stramonii, Unguentum Belladonnae und Unguentum
Hyoscyami.

Im DAB 6 (1926) finden sich sogar die Asthmazigaretten, die in Kapitel 1.1 als Anwen-
dungsart von Brugmansia sanguinea aufgefiihrt wurden, in Form von ,Folia Stramonii
nitrata — Asthmakraut“ wieder. Bei den einheimischen tropanalkaloidreichen Solanaceae
und den daraus gewonnenen Drogen handelt es sich also durchaus um geschitzte Arznei-
pflanzen im Sinne von potenten Pharmaka. Noch heute sind Atropa belladonna L. und
Datura stramonium L. wegen ihres Gehalts an Tropanalkaloiden offizinell; auch in der
aktuellen Fassung der Pharmacopoea Europaea sind diverse pflanzliche Arzneidrogen
aufgefiihrt.
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Abb. 3: Atropin als S-(-)-Hyoscyamin und R-(+)-Hyoscyamin

Allerdings gewinnt mit der aufkommenden Einzelstoff-Therapie in der Medizin um 1900
mehr und mehr die auf chemischem Weg gewonnene Reinsubstanz an Bedeutung. Die
Nachtschattendrogen finden vor allem in Form von Atropin wieder Eingang in die medizi-
nische Therapie. Zu beachten gilt, da es sich beim Atropin um ein durch Trocknung und
Lagerung der Droge gebildetes Razemat des natiirlich vorkommenden S-(-)-Hyoscyamins
mit dem R-(+)-Hyoscyamin handelt, das durch Konfigurationsdnderung am der Carbonyl-
gruppe benachbarten Kohlenstoff der optisch aktiven Tropasdure entsteht. Fiir die phar-
makologische Wirkung ist in erster Linie das S-(-)-Hyoscyamin als Eutomer verantwort-
lich, wohingegen das Distomer R-(+)-Hyoscyamin einen vergleichsweise geringen Effekt
zeigt. Die Wirkstédrke von Atropin gegeniiber reinem S-(-)-Hyoscyamin ist daher nur etwa
halb so grof3; trotzdem wird aufgrund der hoheren Stabilitdt und der eher problematischen
Enantiomerentrennung iiberwiegend das Razemat eingesetzt. Seinem langanhaltenden,
stark dilatierenden Einfluly auf die Pupille verdankt das Atropin den groen Anklang als
lokal appliziertes Hilfsmittel in der Augenheilkunde. Den als Mundtrockenheit beschrie-
benen hemmenden Effekt auf die Schleimsekretion der Atemwege machte man sich im



10

Zuge der verstarkten Entwicklung der invasiven Medizin bei der Narkose zunutze, insbe-
sondere zur Einddmmung der durch Ether induzierten extremen Salivation, damit der
eigene Speichel fiir den Patienten nicht zur Erstickungsgefahr wurde. Zu diesem Zweck
wurde spiter auch das erst 1880 entdeckte Scopolamin, das eine Etherbriicke zwischen
C-6 und C-7 des Tropankorpers aufweist, herangezogen. Da der anfdangliche Erregungs-
zustand des Atropins entféllt und beim Scopolamin so-
fort die lahmende Wirkung auf das Nervensystem ein-
0 tritt, konnte nun in Kombination mit dem Opiumalka-
OH loid Morphin eine vom Exzitationsstadium freie Narkose
erreicht werden (nach Woker, 1953a). Beide Tropane
boten zudem den Vorteil der Ausschaltung bradykarder
o Herzrhythmusstérungen durch Blockade des Vagus, was
zu einer Steigerung der Herzfrequenz fiihrt.

HC—

Abb. 4: Scopolamin

Besagter Vagusnerv, der vom unteren Hirnstamm ausgehend verschiedene Organe, darun-
ter Speicheldriise, Herz, Lunge und Darm, innerviert, war 1921 der Ansatzpunkt des Expe-
riments von Otto Loewi, das den ersten iiberzeugenden Beweis fiir eine chemische Grund-
lage der Erregungsiibertragung zwischen Neuronen lieferte. Hierzu durchspiilte Loewi ein
Froschherz mit intakter Versorgung durch den Vagusnerven, der hauptverantwortlich fiir
die Regulation der Herzfunktion ist, mit einer Salzlésung, die der extrazelluldren Fliissig-
keit des Korpers entsprach. Nun reizte er den Vagus elektrisch, bis das Froschherz nicht
mehr schlug, und leitete dann die umgebende Salzlosung einem zweiten isolierten
Froschherzen zu, das daraufhin ebenfalls aufhérte zu schlagen. Den Stoff, der bei Vagus-
Reizung ausgeschiittet wird und als kardiale Hemmsubstanz fungiert, identifizierte Loewi
als Acetylcholin, den ersten Neurotransmitter tiberhaupt. (Snyder, 1994) Schon bald wurde
Atropin durch die Aufhebung der herzschlagverlangsamenden Wirkung am Vagus als
dessen Antagonist erkannt und fand als wichtige Modellsubstanz Eingang in die pharma-
kologische Forschung.

Die genaue Kenntnis der Molekiilstruktur ebnete nun auch einer gesteuerten chemischen
Modifikation der Naturstoffe den Weg. Hierdurch konnte die Wirkung spezifiziert werden,
was eine sehr viel gezieltere Therapie ermoglichte. Herausragend im Bereich der Tropan-
alkaloide war die Erkenntnis, daf die zentralen Wirkungen, insbesondere die Halluzina-
tionen, durch Quarternisierung am Stickstoff weitestgehend ausgeschaltet werden, da die
resultierenden geladenen Substanzen die Blut-Hirn-Schranke nicht tiberschreiten konnen.

Einen guten Ausgangspunkt fiir einen Uberblick iiber die verschiedenen Einsatzgebiete
synthetisch abgewandelter Tropanalkaloide liefert die Aufstellung von Lindenmann aus
dem Jahr 1961:

Neben Atropin zeigt auch Homatropin, der Mandelsidureester des 3x-Tropanols, die zu
einer Dilatation der Pupille fiihrende ldhmende Wirkung auf den Ziliarmuskel der Iris. In
Form ihrer quartiren Ammoniumsalze Atropinsulfat und Homatropin-hydrobromid sind
beide nach wie vor wichtige Mydriatika in der Ophthalmologie bei der Diagnostik des
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Augenhintergrundes sowie bei Iridozyklitis und Uveitis.

Als Gastropin® ist eine Verbindung aufgefiihrt, die durch Einfiihrung einer Biphenyl-
methylgruppe am Stickstoff gebildet wird und als Ganglienblocker fungiert. Unter dem
selben Préaparatnamen ist heute in Ungarn ein Pirenzepin-haltiges Arzneimittel erhéltlich.
Eher fraglich erscheint die Zusammensetzung des als TCM-Prdparat angebotenen Pulvers
»,Gastropin with Belladonna“ asiatischer Herkunft.

Den wichtigsten Bereich stellen bei Lindenmann die anticholinergen Spasmolytika dar, bei
denen es sich noch ausschlieSlich um quaterndre Derivate der Naturstoffe Hyoscyamin/
Atropin und Scopolamin handelt. Als Arzneimittel verwendet wurden das N-methylierte
Atropin als Nitrat (Eumydrin® und als stirker wirksames Bromid (Pamin®) sowie dessen
N-octyliertes Analogon (Proscalun®). Unter dem Namen Buscopan® findet sich das N-
Butylscopolaminiumbromid, das bis heute als Standardprédparat bei Spasmen des Unter-
bauchs wie Reizdarmsyndrom, Dysmenorrhoe oder Gallen- und Nierensteinkoliken einge-
setzt wird. Als neurotropes Spasmolytikum wurde das Totalsynthetikum Tropenzilium®
genutzt, ebenfalls eine quarternisierte Verbindung, wobei allerdings der Tropankorper in
Position 6 methoxyliert ist und Benzilsdure als Acylkomponente fungiert. Im Lauf der Zeit
wurde dieser Benzilsdureester am Tropan-Stickstoff modifiziert und ist heute als Trospi-
umchlorid (Spasmex®) im Handel. Der antispasmodiale Effekt der Tropane beruht auf
ihrer erschlaffenden Wirkung auf die glatte Muskulatur, wobei sie als kompetitive Antago-
nisten an die acetylcholinergen Muscarin-Rezeptoren des Parasympathikus andocken.

N & cl’
OH
o]
Pamin® Buscopan® TropenZ|I|um Spasmex®

Abb. 5: Wirkstoffe von Pamin®, Buscopan®, Tropenzilium®, Spasmex®

Atropin selbst ist zudem ein unentbehrliches Antidot bei Vergiftungen mit hochwirksamen
Kontaktinsektiziden wie Paraoxon (E 600) oder Parathion (E 605) und Nervenkampfgiften
wie Tabun, Sarin oder Soman. Als Acetylcholinesterasehemmer fiihren diese Phosphor-
und Thionphosphorsdureester zu einer Anreicherung von Acetylcholin, was aufgrund der
acetylcholinergen Erregungsiibertragung auf das Zwerchfell eine Atemldhmung hervor-
rufen kann. Abhilfe schafft intravends injizierte Atropinsulfat-Losung.

Nach Aripova und Yusunov (1989) wurde Scopolamin zum Zeitpunkt ihrer Publikation in
Ruffland aus den Samen von Datura inoxia gewonnen und als sein Hydrobromid in der
Psychiatrie, Chirurgie, Neurologie und Augenheilkunde eingesetzt; als Bestandteil von
Aeron-Tabletten diente es als Antiemetikum und Tranquilizer bei Reisekrankheit. Auch in
der ehemaligen DDR wurde die durch Scopolamin ausgeloste narkotische Lihmung noch
bis in die 1980er in der Psychiatrie zur Bekdmpfung von Erregungszustdnden bei Geistes-
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kranken im Sinne einer ,chemischen Zwangsjacke“ verwendet (nach Hunnius, 1975, zit.
in: Rdtsch, 1999). Pharmazeutisch bedeutender ist jedoch die spezifische Hemmwirkung
des Scopolamins auf das Brechzentrum. Sie wird zur Bekdmpfung von Kinetosen (See-
oder Reisekrankheit) in Form von hinter dem Ohr zu applizierenden Membranpflastern
(z. B. Scopoderm TTS®) genutzt.

Eher neuer ist der therapeutische Ansatz an einem anderen Vagus-innervierten Organ: der
spasmolytische Effekt auf die Bronchialmuskulatur. Einige Tropane wirken als
Bronchodilatatoren bei obstruktiven Lungenerkrankungen wie Asthma bronchiale. Die
durch Quarternisierung von Scopolamin bzw. Atropin erhaltenen Oxitropiumbromid

CH, (Ventilat®) bzw. das sehr viel stirker wirksame Ipra-
t s - . . . .
HC~y Br tropiumbromid (Atrovent®) werden bei chronischer

o Bronchitis lokal als Dosieraerosol angewendet. In
oraler Applikationsform (Itrop®) wird Ipratropium-
bromid aullerdem bei bradykarden Herzrhythmus-
storungen eingesetzt. Jiingeren Datums ist das Bron-

chospasmolytikum Tiotropiumbromid (Spiriva®), das

- ebenfalls als Dosieraerosol — zur Behandlung von
) . . chronisch obstruktiven Lungenerkrankungen (COPD)
Abb. 6: Tiotropiumbromid .
dient.
Das Dibenzheptropin oder Deptropin, ein tricyclischer 3-Tropanolether, wird vor allem in
Thailand als Citrat (Brontina®) im Sinne eines H,-Antihistaminikum mit anticholinergen
Eigenschaften angeboten. Weniger anticholinerg, dafiir umso stirker antihistaminerg und
serotoninerg wirkt das spédter entwickelte Azaanalogon Tropirin (Lavy et al., 1973).
In RuBlland finden zur Behandlung von Asthma bronchiale nach wie vor Datura-Blatter als
Bestandteil von Pudern (Astmatal) und Zigaretten (Astmatin) arzneiliche Verwendung

(Aripova und Yusunov, 1989).

Bei einer ganz anderen Indikation wird das bei Linden-
mann unter dem Namen Cogentin® aufgelistete Methan-
sulfonat des Benzatropins eingesetzt. Als tertidres Amin

kann es ins Gehirn vordringen und dort die Symptome des

Parkinson-Syndroms einddmmen. Als potentieller Arznei-

stoff zur Behandlung von Parkinson galt damals auch das ©

fiir Solanaceae sowie Convolvulaceae als Naturstoff be- o O

H
HC .~ HsCSO,~

schriebene Tigloidin, also das 3p-Tigloyloxytropan, in ) .
Form seines Hydrobromids (z. B. Sanghvi et al., 1968). Abb. 7: Benzatropin-mesilat
Cogentin®, also das Benzatropin-mesilat, wurde in den letzten Jahren wieder vermehrt zur
Therapie von Morbus Parkinson herangezogen. Im asiatischen und russischen Raum wird
vor allem das Hydrobromid als Congentinol® vertrieben.

Das mit einem dem des Deptropin dhnelnden schwefelhaltigen Tricyclus substituierte
Tropatépine wird ebenso bei Parkinson sowie bei Dyskinesien, insbesondere der bei

Neuroleptika als Nebenwirkung auftretenden motorischen Bewegungsstérungen, ange-
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wandt.

Auf diesem Anwendungsgebiet iiberschneidet sich die arzneiliche Wirkung der Tropan-
alkaloide der Atropingruppe der Solanaceae und auch Convolvulaceae (beide Solanales)
mit der der fiir einige Erythroxylaceae (Malpighiales) spezifischen Tropane der Cocain-
gruppe. Abweichend von den 3-Tropanolestern der Solanales tragen die Coca-Alkaloide an
C-2 zusitzlich eine Carboxylgruppe; der Substituent an C-3 ist in der Regel B-stindig. Ihre
im vorigen Kapitel beschriebene euphorisierende Wirkung beruht auf der Fiahigkeit, die
Wiederaufnahme von Dopamin aus dem synaptischen Spalt zu unterbinden. Diese Eigen-
schaft als selektive Dopamin-Reuptake-Hemmer macht man sich in der Nuklearmedizin
zunutze, beispielsweise bei der Kartographierung der Dopamin-Rezeptoren im Gehirn.
Durch die Einfiihrung von natiirlich strahlenden Isotopen werden die Substanzen radio-
aktiv markiert; die y-Strahlung der betroffenen Areale kann dann mittels bildgebender
Verfahren sichtbar gemacht werden.

F Bei den eingesetzten Substanzen handelt es sich um Ab-
wandlungsprodukte des Methylecgonidins, die die aktiven

9 Dopamin-Transporter (DaT) blockieren. Eines der stdrk-

N o/ s Sten dieser phenyltropanbasierenden Psychostimulantien

ist das ITometopane (RTI-55). Von ihm leitet sich das mit '*I
markierte Toflupane (DaTSCAN®) ab, ein wichtiges Radio-
pharmazeutikum zur Fritherkennung von Parkinson. Dem
selben Zweck dient das '*I-haltige Altropane.

Auch Technetium-Komplexe wie das Technepine, bei dem **Tc** als radioaktiver Marker
fungiert, finden in der Nuklearmedizin Verwendung.

Abb. 8: Ioflupane

Cocain selbst besald aullerdem als Lokalandsthetikum

mit lang anhaltender Wirkung groBe Bedeutung, vor H,C °
allem auch wegen seines zusédtzlichen vasokonstrikto- \ o~
rischen Effekts. 1884 fiihrte es der Ophthalmologe Karl

Koller, ein Freund Sigmund Freuds, erfolgreich in die o
Augenchirurgie ein, und fortan wurde es bei operativen I

Eingriffen im Augen-, Nasen-, Ohren- und Halsbereich
klinisch genutzt. Wegen seiner starken Suchtwirkung
wurde in den 1930er Jahren eine Reihe gut wirksamer Synthetika eingefiihrt. Bei diesen
Ersatzstoffen des Cocains handelt es sich beispielsweise um Derivate der p-Aminobenzoe-
sdure (Procain, Tetracain). In der Zahnheilkunde werden wegen ihrer geringen Latenzzeit
tiberwiegend Lidocain und dessen Analogpriparate, die sich vom 2-Amino-acetanilid ab-
leiten, eingesetzt.

Beziiglich der lokalanisthetischen Wirkung sind die Uberginge zwischen den Mitgliedern
der Atropingruppe und der Cocaingruppe ebenso flieBend, denn auch die von Orechoff
und Konowalowa (1933, 1934, 1935) aus Convolvulus pseudocantabricus ScHrexk isolierten

Abb. 9: Cocain

3-Tropanolester Convolamin und sein Nor-Derivat Convolvin zeigen stark ausgeprigte
lokalandsthesierende Eigenschaften. Das im russischen Raum als Cocainersatz bei Augen-,
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Ohren- und Nasenoperationen verwendete Convocain® stellt ebenfalls einen 3-Tropanol-
ester dar und weist im Unterschied zu den meisten modernen synthetischen Lokalanis-
thetika noch ein Tropan-Geriist auf (Lindenmann, 1961). Hier zeichnet sich auch das
Hauptproblem bei der Auffindung in der zeitgendssischen Pharmakotherapie eingesetzter,
von den natiirlichen Tropanalkaloiden abgeleiteter Synthetika ab: Neuere Therapeutika
enthalten oft gar keinen Tropan-Grundkorper mehr, was das Erkennen der zugrunde-
liegenden Leitstruktur deutlich erschwert.

Erst in den letzten Jahrzehnten wurden neuartige Tropanalkaloide natiirlichen Ursprungs
entdeckt, die sich als geeignete Leitstrukturen fiir potente Pharmaka erwiesen. Quelle der
Muttersubstanzen beider neuer Verbindungstypen sind ausgerechnet die Winden-
gewdchse (Convolvulaceae) gewesen, die daher — nach der Isolierung von Ergolinen durch
Hofmann (s. 1.3) — wiederholt das pharmazeutische Interesse weckten.

In Asien wird das aus den SproBachsen der chinesischen Arzneipflanze Bao Gong Teng
(Erycibe obtusifolia Benth.) isolierte Bao Gong Teng A (Yao et al., 1981) aufgrund seiner
stark miotischen Wirkung als Fertigarzneimittel vertrieben. Bei seiner Anwendung in Form
von Augentropfen zeigt Bao Gong Teng A, also das 28-Hydroxy-68-acetoxynortropan, eine
stdrkere Wirksamkeit und dabei weniger unerwiinschte Nebenwirkungen als Pilocarpin
und Physostigmin bei der Behandlung von Glaukomen. Mittlerweile ist seine synthetische
Herstellung moglich, was aufgrund der begrenzten natiirlichen Ressourcen notwendig
wurde (Jung et al., 1992). Das ebenfalls enthaltene Bao Gong Teng C (28,68-Dihydroxy-
nortropan) erwies sich als wirkungslos; durch Diacetylierung konnte allerdings ein ebenso
starkes Miotikum erhalten werden (Chen et al., 1986; Lu et al., 1986).

H\N
OH
YO
o

Bao Gong Teng A

Abb. 10: Erycibe obtusifolia Benth. und das daraus gewonnene Boa Gong Teng A

Unter dem Namen Calystegine — in Anlehnung an die Zaunwinde Calystegia sepium (L.)
Br., aus der sie zuerst isoliert wurden — wird eine Reihe von polyhydroxylierten Nor-
tropanen zusammengefal3t. Bisher konzentrieren sich die Nachweise tiber ihr Vorkommen
auf die beiden Schwesterfamilien Convolvulaceae und Solanaceae. Diese drei bis fiinf
Hydroxygruppen tragenden Nortropane binden spezifisch an die aktiven Zentren Glyko-
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sidase-hemmender Enzyme. Hierbei erwiesen sich insbesondere die tetrahydroxylierten
Calystegine der B-Reihe, allen voran Calystegin B,, als wirkungsvolle B-Glucosidase- und
«-Galactosidase-Inhibitoren (Molyneux et al, 1993; Molyneux et al., 1995). Das N-Methyl-
calystegin B, inhibierte die «-Galactosidase sogar noch stédrker als sein Nor-Analogon
(Asano et al., 1997). Als effektiver Trehalase-Hemmstoff trat Calystegin B, hervor (Asano et
al., 1996). Die Calystegine stellen somit potentielle Wirkstoffe gegen Viruserkrankungen,
Krebs oder Diabetes dar (Schimming et al., 2005).

H\N
OH

OH
HO OH

Calystegin B;

Abb. 11: Calystegia sepium L. und das darin enthaltene Calystegin B,

Im Hinblick auf ihre pharmakologische Bedeutung kénnen die Tropanalkaloide also als
eine der wichtigsten Inhaltsstoffgruppen der Convolvulaceae angesehen werden. Dies
kann auBerdem - wie die im Hauptteil beschriebenen Ergebnisse des Screenings und der
Isolierungen zeigen — hinsichtlich ihrer intrafamilidren Verbreitung behauptet werden.
Daneben enthalten die Windengewidchse auch andere Stoffgruppen von pharmazeu-
tischem Interesse. Das nachfolgende Kapitel 1.3 soll nun einen Uberblick iiber das allge-
meine Sekundirstoffvorkommen bei dieser Pflanzenfamilie bieten und zugleich Bekanntes
aus vorangegangenen Untersuchungen anderer Autoren iiber die Convolvulaceen-Spezies
dieser Arbeit vorstellen.

1.3 Forschungsstand

In diesem Kapitel sollen zum einen die verschiedenen bei Convolvulaceae auftretenden
Sekundirstofftypen aufgezeigt werden, zum anderen flieRen in diesen Uberblick bestehen-
de Forschungsergebnisse zu den 47 in dieser Arbeit untersuchten Arten ein. Besondere
Aufmerksambkeit gilt hierbei den Alkaloiden. Die bearbeiteten Spezies sind fettgedruckt;
ihre korrekte botanische Bezeichnung mit Autor(en) findet sich unter 5.1.
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Die ersten aus Convolvulaceae isolierten Alkaloide {iberhaupt waren die von Orechoff und
Konowalowa (1933, 1934 und 1935) aus den Samen von Convolvulus pseudo-cantabricus
Scurenk erhaltenen Substanzen Convolvin und Convolamin, die als Ester der Veratrum-
sdure mit 3x-Nortropanol bzw. 3x-Tropanol strukturaufgeklart wurden.
Einige Jahre spéter beschrieb Lazur'evskii (1939) die beiden damals noch als Coca-Alka-
loide bezeichneten Stoffe Hygrin und Cuscohygrin nach Isolierung aus Convolvulus
hamadae (Vvep.) Perrov. Dieser Befund wurde von Evans und Somanabandhu (1974)
insofern bestdtigt, als sie Cuscohygrin in den Wurzeln diverser Calystegia- und einer
Convolvulus-Spezies nachwiesen.
Nachhaltig ins Licht des wissenschaftlichen Interesses geriickt wurden die Convolvulaceae
im Herbst des Jahres 1960, als ndmlich Dr. Albert Hofmann auf dem Naturstoffkongress
der Internationalen Union fiir reine und angewandte Chemie (IUPAC) in Sydney Mutter-
kornalkaloide als wirksames Prinzip von Ololiuqui — was die aztekische Bezeichnung fiir
die rituell eingesetzten Samen der Winde Turbina corymbosa (L.) Rar. ist — vorstellte.
Ololiuqui wird in gleicher Weise wie der

De OLILIVHQUI, feu plantaorbicularium foliorums . (ap.x1¥ Meskalinkaktus Peyotl und die Teonanacatl-

LILIVHQVI , quam Coaxihuitl ,
O feu herbam Serpentisalij vocanc,
volubilis herba eft, folia viridia ferens, te-
nuia,cordis figura. caules teretes,virides, te-
nuefq; floresalbos, & longiufculos femen
rotundum fimile Cotiandro,vnde nomen.
radices fibris fimiles. calida quarto ordine
plantaeft luem Gallicam curac  dolores &
frigorc ortos fedat Hatum, ac prazer natu-
ram tumores difcutic puluis refina mixtus
pellic frigus  luxaris auc fractis offibus , &
lumbis feeminarum laxis,aucto robore mi-
rum auxiliatur in modum.S eminis ctiam.
eft vius in medicina, quod tritum,ac deuo-
ratum, illitumg; capiti, & fronti, cum lacte
& Chilli , fercur morbis oculorum mederi .
deuoratum vero, venerem excitat. Acri eft
fapore,, & temperie , velui & plantacius,
impenseé calida  Indorum facrifici curn vi-
deri volebant verfari cum Superis,ac refpé-
faaccipere ab eis,ea velcebatur planta,ve de-

Pilze von den Azteken und benachbarten
Ethnien schon seit prakolumbianischer Zeit
in religiosen Zeremonien und magischen
Heilpraktiken verwendet. Das Auftreten von
Mutterkornalkaloiden bei héheren Pflanzen
war insofern ein erstaunlicher Befund, als
diese bisher nur bei niederen Pilzen, wie den
auf Sti8grdsern (Poaceae) parasitierenden
Claviceps-Arten, bekannt waren. (s. dazu
Hofmann, 1961) In den folgenden Jahren
wurden daher in verschiedensten Arbeits-

fipetent, milleq; phanta(mara,& dzmona obuersatium effigies circumfpeta-
fent. quain re Solano maniaco Diofcoridis {imilis forra(e alicui videri poffit.

kreisen Convolvulaceae dahingehend unter-
sucht. Auch einige der hier bearbeiteten Spe-
zies waren darunter.

Abb. 12: Ololiuqui (aus Hofmann, 1961)

Besonders reichhaltige Quellen an Ergolinen stellen Ipomoea tricolor, Ipomoea muelleri
und Ipomoea hildebrandltii dar. In dlteren Publikationen wird Ipomoea tricolor Cav. noch
mit Ipomoea violacea L. bezeichnet (die vorliegende Arbeit folgt Shinners, 1965); ihre
Samen konnen daher mit dem von Hofmann analysierten ,badoh negro“ gleichgesetzt
werden. Aus dieser mexikanischen Droge konnte er Ergin (Lysergsdureamid) und Isoergin
(Isolysergsdureamid), sowie Chanoclavin, Elymoclavin und Lysergol isolieren. Uber posi-
tive Nachweise, sogar explizit bei den hier bearbeiteten Varietdten ,,Heavenly Blue“ und
»Flying Saucers“, berichten Der Marderosian und Youngken (1966) und Genest und
Sahasrabudhe (1966), nur iiber ,Heavenly Blue“ Taber et al. (1963a), Der Marderosian et
al. (1964) und Wilkinson et al. (1988). Eine dhnliche Vielfalt, dabei aber ein deutlich
geringerer Gehalt an Ergolinen wird fiir Ipomoea muelleri beschrieben (Der Marderosian
et al., 1974). Hier erfolgte der Nachweis der 20 bekannten und 19 unbekannten Mutter-
kornalkaloide diinnschichtchromatographisch; vorherrschend waren Ergin, Isoergin und
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Chanoclavin-1. Dies wird von Gardiner et al. (1965) und von Amor-Prats und Harborne
(1993a) bestitigt. Aus den Samen von Ipomoea hildebrandltii Varxke konnten Stauffacher et
al. (1969) neben Festuclavin das Cycloclavin isolieren; dieses pentacyclische Clavin ist das
einzige Ergolin-Alkaloid, das bisher nicht als Inhaltsstoff aus Claviceps-Sippen oder
verwandten Fungi bekannt war (s. a. Hegnauer, 1989).

Diinnschichtchromatographisch durch Einsatz von van Urk-Reagenz als Detektionsmittel
nachgewiesen wurden Ergolinalkaloide auerdem bei Ipomoea asarifolia (Jirawongse et
al., 1977) und Ipomoea argillicola (Amor-Prats und Harborne, 1993a). Negative Befunde
sind fiir Ipomoea arborescens (Der Marderosian und Youngken, 1966), Ipomoea coptica
(L.) Roem. & Schutr., L. plebeia und I. shirambensis (alle Amor-Prats und Harborne, 1993a)
zu verzeichnen.

Strittig sind die Ergebnisse bei folgenden Arten: Wéhrend bei Jirawongse et al. (1977) und
bei Amor-Prats und Harborne (1993a) der Ergolin-Nachweis fiir Ipomoea pes-tigridis
negativ ausfiel, konstatierten Nair et al. (1987) fiir die Samen einen positiven Befund. In
der ebenfalls untersuchten Evolvulus nummularius konnten keine Mutterkornalkaloide
detektiert werden, dafiir aber Tryptophan in nicht unerheblicher Menge. Uneinheitlich
sind auch die Aussagen tiber Ipomoea coccinea; Groger (1963a; nur Elymoclavin), Pérez-
Amador et al. (1980) und Wilkinson et al. (1987) beschreiben sie als Ergolin-positiv,
Beyerman et al. (1963), Der Marderosian et al. (1964), Der Marderosian und Youngken
(1966), Genest und Sahasrabudhe (1966) und Amor-Prats und Harborne (1993a) hingegen
als Ergolin-negativ. Ebenso sind bei Ipomoea hederacea unterschiedliche Resultate zu
verzeichnen. Wahrend der DC-Nachweis bei Wilkinson et al. (1986) positiv ausfiel, waren
bei Beyerman et al. (1963), Groger (1963a) und Der Marderosian et al. (1964) keine Ergoline
nachweisbar.

Im Zuge dieser durch Hofmann angestoflenen intensivierten Analysen wurden von
Gourley et al. (1969) in den Samen von Ipomoea alba L. Ipalbin und Ipalbidin gefunden,
die als einfache Hexahydroindolizidine einer bis dato noch nicht bei Convolvulaceae
bekannten Inhaltsstoffgruppe angehéren. Kurze Zeit spiater kam das aus den Samen von
Ipomoea muricata Jacq. gewonnene Ipomin hinzu (Dawidar et al, 1977), dessen korrigierte
Strukturformel sich bei Gellert (1982) findet.

Unklar ist die Identitdt des von Varadan et al. (1958; zit. bei Hegnauer, 1964) aus Evolvulus
alsinoides isolierten Evolvins, dessen Hydrochlorid laut Krishnamurthy (1959) deutliche
sympathomimetische Eigenschaften aufweist. Ob es sich hier um das wirksame Agens des
Dekokts aus Bldttern und Bliiten handelt, welches in ldndlichen Gegenden Indiens bei
Dysenterie — einer mikrobiell hervorgerufenen Durchfallerkrankung - genutzt wird
(Siddiqui und Husain, 1991), oder ob die Wirkung eventuell auf die von Baveja und Singla
(1969) neben Betain gefundene unbekannte, wasserlosliche Base zuriickzufiihren ist,
bleibt fraglich.

Durch die umfangreichen phytochemischen Untersuchungen des Arbeitskreises um Prof.
Dr. Eckart Eich (Berlin) konnten dem Alkaloidspektrum der Convolvulaceae sogar noch
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weitere Strukturtypen hinzugefiigt werden:

Als 3-substituierte Indole van Urk-positiv wurden die Ipobscurine in den Samen von
Ipomoea obscura (L.) Ker-Gawr. aufgespiirt. Sie stellen Sdureamide des Serotonin mit p-
Cumarsdure (Ipobscurin A; Eich et al., 1986) dar, die an der 5-Hydroxy-Gruppe des Sero-
tonin mit einem Phenylpropan verethert sind (Ipobscurin B; Eich et al., 1989). Bei den
Ipobscurinen C und D ist das Phenylpropan mit der 4'-Hydroxy-Gruppe der p-Cumar-
sdure zu einer makrolactamartigen Ringstruktur verkniipft (Weigl, 1992; Jenett-Siems et al.,
2003). Bei den Ipobscurinen B, C und D handelt es sich um neue Naturstoffe; auch sonst
sind Serotonin-Konjugate unter den — trotz ihrer nicht-basischen Eigenschaften zu den
Alkaloiden zdhlenden — Hydroxyzimtsdureamiden ausgesprochen selten. Eine identische
Sdureamid-Partialstruktur weisen die zu den Alkamiden zdhlenden aliphatischen Pyrro-
lidinamide aus oberirdischen Teilen von Ipomoea aquatica Forsk. (Tofern et al., 1999a) und
Merremia quinquefolia (L.) H. Harw. f. (Mann, 1997) auf.

Ebenfalls van Urk-positiv reagiert das von Kayser (1994) aus den Samen von Ipomoea pes-
caprae (L.) R. Br. ssp. brasiliensis (L.) vax Oosrtsr. isolierte Tryptophol-11-B-gentiobiosid, das
vermutlich den Auxinen zuzurechnen ist. Falsch-positiv reagierten die Bonaseminole A
und B aus dem Kraut von Bonamia semidigyna (Roxs.) Hauier f. var. semidigyna, die eigent-
lich Benzofurane darstellen (Henrici, 1996).

Die Liste der Alkaloidtypen kann mit der 1,2,3,4-Tetrahydro-g-carbolin-3g-carbonsdure
aus dem Kraut von Merremia aegyptia (L.) Urs. (Henrici et al., 1995) und dem Isochinolin-
alkaloid Iseluxin aus dem Kraut von Iseia luxurians (Moric.) O'DonelL (Schimming et al.,
2000) fortgesetzt werden. Einige Windenarten sind auch zur Synthese von cyanogenen
Glykosiden befdhigt (Jenett-Siems, 1996; Hegnauer, 1964 und 1989). Fiir Dichondra repens,
mit der die hier analysierte Dichondra sericea gern verwechselt wird, wurde von Adsersen
et al. (1988) ein negativer Nachweis gefiihrt.

Eine zentrale Rolle kommt den aus Vertretern des Ipomoea-Subgenus Quamoclit, Sectio
Mina, isolierten Pyrrolizidin-Alkaloiden zu (Jenett-Siems et al., 1998a und 1998b), denn bis
dato war das Auftreten dieser Substanzklasse bei Windengewédchsen nicht bekannt. Die
Convolvulaceen-spezifischen Ipanguline und Minalobine, Ester des Platynecins und des
Trachelanthamidins, haben gerade auch im Hinblick auf die systematische Abgrenzung
der Sectio Mina chemotaxonomische Bedeutung. Mit dem N-Formyllolin konnte deswei-
teren ein 1-Aminopyrrolizidin aus den Wurzeln von Argyreia mollis (Burwm. f.) Crorsy isoliert
werden (Tofern et al., 1999b).

Mittlerweile kann man ohne Zweifel behaupten, dall die Windengewichse aufgrund ihres
bei ein und derselben Familie einzigartigen Reichtums an Alkaloiden eine besondere
Stellung innerhalb der h6heren Pflanzen bekleiden.

Doch auch bekannte Alkaloidtypen konnten durch die intensiven Untersuchungen des
Arbeitskreises Eich um neuartige Strukturen erweitert werden:

Trotz der exzessiven Forschung in diesem Bereich konnte das Ergolin-Spektrum der Con-
volvulaceae noch um das aus den Samen der weilSbliitigen Ipomoea asarifolia (DEesr.)
Roemer & Schurtes gewonnene Ergobalansinin ergédnzt werden (Jenett-Siems et al., 1994b);
es ist das 8-Epimer des Prolin-freien Ergopeptids Ergobalansin, das seinen Namen nach
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Isolierung aus dem als Endophyt auf Grédsern lebenden Pilz Balansia obtecta (Clavicipi-
taceae) erhielt (Powell et al., 1990).

Auf dem Gebiet der Tropanolester konnte mit den Merresectinen eine vollig neuartige
Gruppe an Tropanalkaloiden beschrieben werden (Weigl et al., 1992; Henrici, 1996; Jenett-
Siems et al., 1999; Ghomian et al., 1999). Es handelt sich hierbei um Ester des 3x-Tropanols
mit Nervogensdure und davon abgeleiteten Acylkomponenten. Hierzu kénnen auch das
Consiculin aus den Wurzeln von Convolvulus siculus L. (Jenett-Siems, 1996; Jenett-Siems
et al, 1998c) und das Consabatin aus den Wurzeln von Convolvulus sabatius Viv. ssp.
mauritanicus (Boiss.) Murs. (Mann, 1997) gezdhlt werden, die statt des Aromaten eine teil-
weise gesdttigte Cyclohexenon-Teilstruktur aufweisen.

Mit dem nach der Stammpflanze Convolvulus cneorum L. benannten Concneorin (38-
Vanilloyloxytropan) konnte zudem der erste Ester des 38-Tropanols aus einer Convolvu-
laceae gewonnen werden (Mann, 1997); bislang war nur iiber die Isolierung von 3«-
Tropanolestern berichtet worden.

Fiir die erstmalig aus der Winde Calystegia sepium isolierten Calystegine (Goldmann et al.,
1990) - polyhydroxylierte Nortropanalkaloide, die Bedeutung als Glykosidase-Inhibitoren
haben - konnte gezeigt werden, dal§ sie charakteristische Inhaltsstoffe der Convolvulaceae
sind (Schimming et al., 1998). Ebenso den hydrophilen Tropanalkaloiden zuzurechnen, je-
doch als Tropandiole keine Calystegine, sind die aus chinesischen Erycibe-Arten isolierten
2B,6B8- bzw. 28,78-Dihydroxynortropane Bao Gong Teng C und Erycibellin sowie das in
Position 6 acetylierte Bao Gong Teng A (Chen et al., 1986; Lu et al., 1986; Yao et al., 1981).

Neben den Alkaloiden enthalten die Convolvulaceae eine Vielzahl anderer Sekundérstoff-
wechselprodukte: Sie zeigen eine ausgepragte Neigung zur Akkumulation von Kaffeesdure-
Derivaten. Nach den Erfahrungen im Arbeitskreis Eich (Trumm, 1991; Weigl, 1992; Kayser,
1994; Henrici; 1996; Jenett-Siems, 1996; eigene Vorarbeiten) kénnen die Cumarine eben-
falls als nahezu ubiquitdr angesehen werden. In erster Linie fungieren sie als Phytoalexine,
also als postinfektionell von der Pflanze gebildete Abwehrstoffe gegen pathogene Organis-
men. Am weitesten verbreitet ist das Scopoletin, gefolgt von dessen 7-Glucosid Scopolin
und Umbelliferon; sie werden vor allem in den Wurzeln angereichert.

So verwundert es nicht, dall ausgerechnet Scopoletin und Scopolin aus den Wurzelknollen
von Ipomoea mauritiana isoliert wurden; viel interessanter erscheint die gleichzeitige
Gewinnung von Taraxerol, einem pentacyclischen, einfach ungesittigten, sekundéren Tri-
terpenalkohol, und dessen Acetat, daneben g-Sitosterol (Dharmaratne et al., 1997). Eben-
falls Triterpene, allerdings vom tetracyclischen Dammaran-Typ, sind die Arcapitine A-C
aus den Wurzeln von Argyreia capitata (Vanr) CHoisy (Tofern et al., 1999c).

Auch das Ipomeamaron dient bestimmten Windenarten als Phytoalexin. Diesem dhnelt
strukturell das Merrekentron C, eines der variabel verkniipften Furanosesquiterpene
Merrekentron A-D aus den unterirdischen Teilen von Merremia kentrocaulos (C. B. CLARKE)
Renpie (Jenett-Siems et al., 2001).

Vorwiegend als UV-Schutz photoreaktiver Zellbestandteile dienen die Flavonoide, die bei
Convolvulaceae eine weit verbreitete Inhaltsstoffgruppe darstellen. Zahlreiche Screening-



20

Ergebnisse und Isolierungen des Arbeitskreises bestédtigen dies (Mann, 1997; Tofern, 1999);
besonders erwdhnenswert sind hier die sulfatierten Flavonoide (Mann et al., 1999). Zu den
bereits anderweitig analysierten Windengewdchsen dieser Arbeit gehoéren Evolvulus
alsinoides, bei der Nair et al. (1988a) Glykoflavone und auch Saponine detektierten; diese
beiden Stoffgruppen, aulerdem Proanthocyanine und Naphtochinone, fanden sie auch
bei Evolvulus nummularius. Vom Quercetin abgeleitete Flavonoide, Saponine in Spuren
und einfache Pflanzensduren wiesen Nair et al. (1986) bei Merremia hederacea nach; fiir
Ipomoea mauritiana beschrieben sie ebenfalls Quercetin-Abkémmlinge sowie einfache
Pflanzensduren, wie die bei eigenen Vorarbeiten erhaltenen Syringasdure und Vanillin-
sdure. Neben sechs weiteren fanden Nair et al. (1988b) diese beiden Sduren auch bei
Ipomoea pes-tigridis; diese enthielt allerdings keine Flavonoide.

Aus pharmakologischer Sicht besonders erwdhnenswert ist die Entdeckung neuartiger Lig-
nane im Arbeitskreis Eich: Die von Trumm aus dem Kraut von Ipomoea cairica (L.) Sweer
isolierten Lignanolide vom Dibenzylbutyrolacton-Typ (-)-Arctigenin und (-)-Trachelo-
genin (Trumm, 1991) zeigten eine starke zytostatische Aktivitdt in lymphatischen L 5178y
Zellen der Maus (Trumm et al, 1989) und inhibierten die Replikation des HIV-1 (HTLV-
IIIB) stark (Eich et al., 1990; Schroder et al, 1990). Aus den Samen von Jacquemontia
paniculata var. paniculata (Burm. f.) Haiuier f. konnten zwei neue Lignanamide vom Tetra-
hydrofuran-Typ gewonnen werden, die das Interesse des National Cancer Institutes der
USA (NCI) weckten (Henrici et al., 1994). Die im Rahmen dieser Arbeit hinsichtlich ihres
Alkaloidvorkommens untersuchte Bonamia spectabilis zeichnet sich durch einen beson-
deren Reichtum an Lignanen aus. Tofern isolierte aus den vegetativen oberirdischen
Teilen mit Bonaspectin A und B, Bonaspectin C 4"-g-glucosid und Bonaspectin D 4"-8-
glucosid vier neuartige Sesquilignane sowie die beiden neuartigen Sesquineolignane
Neobonaspectin A und B (Tofern, 1999; Tofern et al., 2000). Kraft gelang die Darstellung
vier weiterer neuartiger Sesquilignane vom Tetrahydrofuran-Typ (Bonaspectin E-H). Im
Test gegen die in Erythrozyten kultivierten Stimme PoW und Dd2 des Malaria-Erregers
Plasmodium falciparum zeigten Bonaspectin C, Bonaspectin D 4'-B-glucosid und
insbesondere Bonaspectin C 4''--glucosid eine vergleichsweise hohe Aktivitét bei geringer
Zytotoxizitdt gegeniiber endothelialen ECV-304 Zellen (Kraft, 2003; Kraft et al., 2002).

An dieser Stelle miissen auch die pharmazeutisch relevanten Glykoretine, die fiir die
Anwendung von Bestandteilen einiger Ipomoea-Arten als Laxantien ausschlaggebend sind,
Erwdhnung finden. Die Samen von Ipomoea hederacea, aber auch I. coccinea und I. pes-
tigridis sind laut Hegnauer (1964) anstelle von Ipomoea nil (L.) Rotu als Kaladana im
Handel. Arzneidrogen wie diese oder das aus Ipomoea purga Hayne gewonnene Jalapen-
harz sind heute jedoch aufgrund ihrer drastischen Wirkung obsolet.
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1.4 Zielsetzung

Die hauptsdchlich in den tropischen und subtropischen Regionen aller fiinf Erdteile be-
heimateten Convolvulaceae diirfen mittlerweile als eine phytochemisch sehr interessante
Familie gelten. Umso mehr besteht das Bediirfnis, die eher liickenhaften Kenntnisse iiber
Vorkommen und Verbreitung ihrer Sekundérstoffe zu erweitern. Dies bezieht sich ins-
besondere auf die bisher kaum analysierten australischen und afrikanischen Winden-
gewidchse, die daher auch den Schwerpunkt dieser Arbeit bilden: von den insgesamt 47
analysierten Spezies sind 19 in Australien und elf in Afrika mit Madagaskar endemisch.
Etwa die Hélfte der untersuchten Arten lag lediglich als Samenmaterial — zumeist aus Wild-
sammlung — vor; diese sollten dem Screening durch Anbau im institutseigenen Gewachs-
haus bzw. im Wirtschaftshof des Botanischen Gartens der FU Berlin zugédnglich gemacht
werden. Bei zehn weiteren Arten sollte das Wildmaterial durch Eigenanbau aufgestockt
werden.

Ziel war eine genauere Charakterisierung der 47 Spezies hinsichtlich ihres Sekundéarstoff-
vorkommens. Diese sollte anhand vorfraktionierter Extrakte aus den nach Pflanzenteilen
aufgetrennten, getrockneten Drogen vorgenommen werden.

Die Fraktionen, die durch Ausschiitteln mit organischen Lésemitteln aus saurer walriger
Losung erhalten werden, beinhalten vor allem stickstofffreie Sekundérstoffe, wie Lignane,
Cumarine, aromatische Pflanzensduren oder Flavonoide. Die Untersuchung ihres Vor-
kommens mit den Methoden der DC und HPLC wurde aufgrund erfolgversprechender
Ergebnisse im Bereich der Alkaloide im Lauf der Zeit zuriickgestellt. Nichtsdestotrotz
resultieren aus diesen Arbeiten zwei den Alkaloiden zuzurechnende Verbindungen.

Die klassischen Alkaloidfraktionen, deren Auszug mit organischen Losemitteln aus der
alkalisierten Wasserphase erfolgt, sollten nach vorangegangener DC- und HPLC-Analyse
der sehr viel aussagekriftigeren GC-MS-Vermessung zugefiihrt werden. Die auf dem Ge-
biet der niedermolekularen stickstoffhaltigen Sekundérstoffe erhaltenen Resultate sollten
gerade auch im Hinblick auf die Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit der Messungen
archiviert werden.

Anliegen des Screenings auf Alkaloide war auflerdem, durch die phytochemischen Ergeb-
nisse, die mithilfe des GC-MS-Screenings gewonnen wurden, einen Beitrag zur systema-
tischen Einteilung der ca. 1700 weltweit vorkommenden Convolvulaceen-Arten zu leisten.
Diese Arbeit unterstiitzt damit umfangreichere kladistische Analysen, die neben den
phytochemischen Merkmalen auch die morphologisch-anatomischen Charakteristika und
die Ergebnisse der Genom-Analyse erfassen und so Klarheit in die oft stark divergierenden
systematischen Unterteilungen durch verschiedene Autoren in Sectiones, Triben und
Untertriben bringen konnen.

Das wichtigste Ziel bestand jedoch in der Identifizierung noch nicht fiir die betreffende
Spezies oder gar die Convolvulaceae allgemein beschriebener Inhaltsstoffe sowie ins-
besondere in der Entdeckung neuer Naturstoffe, die sich als Leitstrukturen fiir die Ent-
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wicklung von Arzneistoffen eignen. Das Hauptaugenmerk lag hier auf den aus pharmako-
logischer Sicht besonders interessanten Alkaloiden. Bei Detektion entsprechender stick-
stoffhaltiger Verbindungen sollten diese anhand eines individuell entwickelten Fraktio-
nierungsschemas mit den Methoden der offenen Sdulenchromatographie, HPLC und DC
isoliert werden. Anschliefend sollten die erhaltenen Reinsubstanzen mittels verschiedener
Verfahren der Massenspektrometrie (EIMS, HRMS, FABMS) und der NMR-Spektroskopie
(‘H-NMR, C-NMR, H-H-COSY, C-H-COSY, HMBC, HSQC, NOE) strukturaufgeklart
werden und gegebenenfalls durch optische Methoden oder Syntheseverfahren zusitzlich
charakterisiert werden.

Aufgrund der oft stark ausgepriagten pharmakologischen Wirkung von Alkaloiden auf den
menschlichen Organismus und der damit verbundenen Potenz als Arzneistoffe sollten
neuartige Verbindungen aullerdem an einem geeigneten Rezeptor-Modell getestet
werden.
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Hauptteil

2.1 Screening

Diese Arbeit befalst sich neben der Isolierung und Strukturaufkldarung einzelner Inhalts-
stoffe mit dem Screening von etwa fiinfzig Convolvulaceenspezies auf Sekundérstoffe. Ziel
war deren phytochemische Charakterisierung; das Hauptaugenmerk lag hierbei auf den
Alkaloiden. Die Ergebnisse des Screenings lieferten auerdem die Basis fiir Isolierungen.
Die untersuchten Arten gehoren den Gattungen Astripomoea, Bonamia, Calystegia,
Convolvulus, Dichondra, Evolvulus, Falkia, Ipomoea, Lepistemon, Maripa, Merremia,
Operculina und Polymeria an, wobei etwa die Hélfte zu den Ipomoeen zdhlen. Die meisten
von ihnen wurden bisher gar nicht oder nur dulerst begrenzt phytochemisch beleuchtet.
Andere wurden lediglich beziiglich einzelner Inhaltsstoffgruppen analysiert. Zu 29 der 47
Spezies dieser Arbeit liegt iiberhaupt keine Literatur vor.

Von nur 14 der 47 Arten war ausreichend Wildmaterial fiir einen Screening-Ansatz vor-
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handen; von allen anderen mulsten eigens Pflanzen aus den von den Expeditionsreisen
stammenden Samen herangezogen werden. Die Anzucht erfolgte im institutseigenen Ge-
wichshaus sowie im Aullenbereich des Wirtschaftshofs des Botanischen Gartens zu Berlin.

2.1.1 Extraktherstellung

Die Pflanzen wurden bei ihrer Ernte nach Pflanzenteilen getrennt, und zwar in erster Linie
Kraut und Wurzeln; reife Friichte wurden abgesammelt und eventuell fiir den Anbau
genutzt. Bei ausreichender GréRe bzw. Menge wurden desweiteren Bliiten, Ausldufer und
lignifizierte Sproflachsen gesondert analysiert. Waren nur wenige Exemplare einer Art
vorhanden und die Pflanzen sehr zierlich, so wurden sie als Ganzpflanze bearbeitet. Die
Drogen wurden grob zerkleinert, um das Trocknen zu beschleunigen und damit Welk-
prozesse und enzymatische Abbaureaktionen méglichst zu unterbinden. Sie wurden im
Trockenschrank bei etwa 40°C schonend getrocknet. Pflanzenteile aus Wildsammlung
wurden vor Ort luftgetrocknet. Erst kurz vor ihrer Verarbeitung wurden die Drogen fein
gemahlen.

Bei der Extraktherstellung gilt es zu beachten, daly ein Methanol-Auszug ein Vielstoffge-
misch darstellt, in dem sich neben den Substanzen des Sekundarstoffwechsels (Cumarine,
Flavonoide, etc., und die fiir diese Arbeit maRgeblichen Alkaloide) auch ubiquitdre Primér-
stoffwechselprodukte (Aminosduren, Fette, Zucker, aromatische Sduren, usw.) befinden.
Grundlage des Screenings war daher die Auftrennung dieses Auszugs in einzelne Extrakte
gemdl’ der eluotropen Reihe. Durch den unten beschriebenen Trennungsgang wurden die
Stoffe nicht nur nach ihrer Polaritdt fraktioniert, ndmlich von lipophil nach hydrophil,
sondern durch den Wechsel des Milieus auch in eher sauer und eher basisch reagierende.
In Abb. 13 ist der Extraktionsvorgang schematisch dargestellt.

Es handelt sich hierbei gewissermafen um eine Konventionsmethode, die verschiedene
Mitglieder des Arbeitskreises im Laufe der Jahre entwickelten und optimierten (Weigl,
1992; Jenett-Siems, 1996; Henrici, 1996; Mann, 1997):

Zunichst wurde — mit Ausnahme von Friichten und Samen - die fein gemahlene Droge mit
Methanol extrahiert (Mengenangaben s. 5.4.1). Nach Entfernen des Losemittels im Vaku-
um wurde der Trockenriickstand der vereinigten Methanol-Extrakte in 2%iger wéRriger
Weinsdure-Losung aufgenommen. Die Abtrennung lipophiler Bestandteile erfolgte durch
Ausschiitteln mit Petrolether.

Da Samen- und Fruchtdrogen besonders fetthaltig sind, wurden diese im Vorfeld mehrere
Stunden mit Petrolether im Soxhlet extrahiert. Die so entfettete Droge wurde getrocknet,
dann erst folgte die Extraktion mit Methanol. Wie oben wurde der Trockenriickstand in 2%
iger wilriger Weinsdure-Losung aufgenommen. Der saure Petrolether-Extrakt entfiel,
ebenso wie bei einigen Wurzeldrogen, da dort der Anteil lipophiler Verbindungen sehr
gering ist.

Nun wurde die weinsaure Wasserphase erst mit Dichlormethan, dann mit Ethylacetat aus-
geschiittelt. Es folgte das Alkalisieren mit wéaBriger Ammoniaklosung auf pH 9-10. Die nun
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basische Wasserphase wurde erneut mit Dichlormethan, in einigen Féllen mit einem
Gemisch aus Dichlormethan/Isopropanol (3:1; V/V) ausgeschiittelt. Hieraus resultierte der
Basen-Extrakt.

| Frichte, Samen

Kraut, Wurzeln,
lignifizierter Sprof3,
Auslaufer, Bliiten

PE-Extrakt
l trocknen
MeQOH-Extrakt
leinrotieren
in 2% Weinsaure-
I[6sung aufnehmen
ausschiitteln PE-Extrakt *

ausschiitteln

CH,Cl,-Extrakt

ausschiitteln

EtOAc-Extrakt

1]

N

alkalisieren mit NH,-
Lésung auf pH 9-10

ausschiitteln

Basen-Extrakt

H,O-Phase

Abb. 13: Extraktionsschema fiir die getrockneten und gemahlenen Drogen
(* entféllt bei Frucht- und Samendrogen)

Die einzelnen Stoffgruppen verteilen sich wie folgt auf die Extrakte:

Der Petrolether-Extrakt (PE) diente lediglich der Abtrennung von:
Chlorophyll-Bestandteilen, Fetten, Hydroxyzimtsdurealkylestern
Im Dichlormethan-Extrakt (CH,CL,) fanden sich:
Lignane, Hydroxyzimtsdureamide, einfache aromatische Sduren, Cumarin-Aglyka
Der Ethylacetat-Extrakt (EtOAc) bestand im wesentlichen aus:
Chlorogensiuren, Flavonoiden
Mit dem Basen-Extrakt erfolgte die gezielte Extraktion der:
Alkaloide
In der ammoniakalischen Wasserphase verblieben teilweise:
Alkaloid-N-oxide, Flavonol-Glykoside
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Alle Extrakte wurden zur Analyse der enthaltenen Verbindungstypen standardmaRig hoch-
druckfliissigchromatographisch mit dem Gradient 70:30 H,O%¢/MeOH, nach 20 min 30:70,
nach 30 min 1:99 aufgespalten und beziiglich der einzelnen UV-Spektren untersucht.
Zusétzlich wurden sie - ebenfalls standardmé&Rig — diinnschichtchromatographisch in drei
Fliefmittelsystemen aufgetrennt:

CHCIl;/MeOH (40:10); drei Platten

CHCl;/MeOH/NH; (40:10:1); zwei Platten

EtOAc/H,O/HCOOH/CH;COOH (40:4:4:8); eine Platte
AnschlieBend wurden je eine der mit neutralem und basischem FliefSmittel entwickelten
Platten mit Dragendorffs Reagenz und mit van Urk-Reagenz bespriiht. Die im sauren
FlieBmittel entwickelte und eine der neutralen Platten wurden mit Naturstoffreagenz
bespriiht. Da das Entfernen von Wasser als Losungsmittel sehr arbeitsaufwiandig und zeit-
intensiv ist, wurde die ammoniakalische Wasserphase nur in einigen Féllen dem Screening
zugefiihrt.
Die umfangreichen Arbeiten im Bereich der nicht-alkaloidischen Pflanzeninhaltsstoffe
einschliefllich Isolierungen wurden zugunsten einer Konzentration auf die pharmazeu-
tisch bedeutsameren Alkaloide nicht in diese Arbeit aufgenommen. Allerdings konnten die
Ergebnisse der DC- und HPLC-Untersuchungen gewissermallen als Vorproben genutzt
werden. Als Verfahren der Wahl beim Screening der alkaloidhaltigen Basen-Extrakte hat
sich in unserem Arbeitskreis die GC-MS-Analytik etabliert — nicht nur aufgrund der hohen
Trennleistung des Gaschromatographen im Vergleich zu den oben beschriebenen Trenn-
methoden, sondern auch wegen der sehr guten Detektierbarkeit der Substanzen mittels
Massenspektrometer. Da die mit dem oben beschriebenen Extraktionsverfahren erhal-
tenen Basen-Extrakte fiir die hochsensible GC-MS-Analytik in der Regel noch zu stark mit
Begleitstoffen verunreinigt sind, wurden sie mit entsprechend kleineren Losemittel-
mengen ein zweites Mal ausgeschiittelt oder alternativ tiber SCX-Kartuschen aufgereinigt.
Die Ergebnisse des GC-MS-Screenings werden in den folgenden Kapiteln veranschaulicht.

2.1.2 GC-MS-Screening

Als Nachweismethode fiir das Alkaloidvorkommen bei Windengewdchsen hat sich im AK
Eich die GC-MS-Analytik etabliert, da die Untersuchung mittels HPLC und DC deutliche
Grenzen hat. So konnen viele Alkaloide, z. B. 3x- und 38-Tropanol, Cuscohygrin oder die
im Rahmen dieser Arbeit erstmals isolierten Bonabiline, mittels der dem Arbeitskreis zur
Verfiigung stehenden Geriéte fiir die Hochdruckfliissigkeitschromatographie nicht detek-
tiert werden, da sie kein UV-detektierbares Chromophor aufweisen. Auch die Moglichkei-
ten der Diinnschichtchromatographie sind begrenzt; so zeigen viele der stickstoffhaltigen
Stoffe keine Loschung auf der DC-Platte. Sie sind dann durch Bespriihen mit Dragendorffs
Reagenz detektierbar, konnen dadurch also sichtbar gemacht werden. Zwar unterscheiden
sie sich in ihren R-Werten, und verschiedene Stoffklassen weisen unterschiedliche Farb-
nuancen auf (Hygrin-Derivate haben im Vergleich zu Tropanolestern eine kréftigere
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Orangefdarbung, 3x- und 38-Tropanol hingegen verfarben sich weinrot), doch lassen sich
die einzelnen Komponenten der komplexen Stoffgemische eines Basenextraktes mit dieser
Methode nur bedingt exakt zuordnen.

Zum Zwecke des Screenings auf Alkaloide bzw. zur Erstorientierung bei Isolierungen
erwies sich somit die GC-MS-Analyse als Mittel der Wahl. Dieses gekoppelte Verfahren
zeichnet sich durch eine hohe Trennleistung aus, und die einzelnen Substanzen lassen
sich anhand ihres Retentionsindex und des zugehoérigen Massenspektrums eindeutig zu-
ordnen. Fiir die Auftrennung der meist sehr komplexen Alkaloidgemische wurde das im AK
Hartmann (TU Braunschweig) unter L. Witte entwickelte und optimierte Temperatur-
programm (s. 5.3.2) verwendet; es wurde auch fiir die an der FU Berlin durchgefiihrten
Messungen iibernommen. Es zielt u. a. auf eine Separation leicht verdampfbarer
Substanzen wie den Hygrinen von schwer fliichtigen Verbindungen wie aromatischen
Tropanolestern oder Ergolinen ab. Die Identifizierung der Naturstoffe erfolgte tiber den
Vergleich der Retentionsindices (RIs) und des zugehoérigen Massenspektrums mit den
Daten von Referenzsubstanzen und -spektren bzw. anhand von Literaturdaten. Unbe-
kannte Verbindungen wurden, wenn mdéglich, einer Stoffklasse zugeordnet, z. T. konnten
sogar konkrete Strukturvorschldge formuliert werden.

Von entscheidender Wichtigkeit fiir die Aussagekraft des Screenings ist hierbei eine Katalo-
gisierung der Substanzen; diese orientiert sich am RI einer Substanz gekoppelt mit Mol-
peak MG und Basispeak BP. Desweiteren erfolgt die Angabe charakteristischer Fragment-
ionen und/oder das Archivieren eines Referenzspektrums. Entsprechende Tabellen der
Convolvulaceen-Inhaltsstoffe gegliedert nach Alkaloidtypen finden sich im Experimen-
tellen Teil unter 5.3.3 und 5.3.4.

Durch das Splitting der Probe im Gaschromatographen wird jeder Substanz eine Reten-
tionszeit zugeordnet, die anhand der Kovats-Alkane als allgemeingiiltigerer Retentions-
index (RI) berechnet werden kann (s. 5.3.3), der bei gleicher stationdrer Phase und glei-
chem Temperaturprogramm von Probe zu Probe reproduzierbar ist. Bei den Rls kénnen
Abweichungen bis zu etwa fiinf Einheiten auftreten, die u. a. durch die Auswertung der
GC-Spektren mittels graphischer Interpolation bedingt sind. So ist es manchmal schwer,
die Peakmitte zu bestimmen, z. B. wenn ein Peak tailt oder sehr breit ist; in einigen Fillen
treten Uberlagerungen auf. Bei komponentenreichen oder durch Begleitstoffe verunreinig-
ten Proben kann es auBerdem zu Ungenauigkeiten kommen, da Stoffe nur nach und nach
von der Sdule eluiert werden. In der Substanzklasse der Mutterkornalkaloide tritt das
Phidnomen auf, daR die Substanzpeaks ,wandern®, d. h. dal} die Retentionindices sogar um
ca. 10-15 Einheiten abweichen kénnen. Anhand der charakteristischen Massenspektren
lassen sich die Verbindungen jedoch einwandfrei den Referenzsubstanzen zuordnen.
Uberhaupt hat man durch die Kopplung der gaschromatographischen Auftrennung mit
der Massenspektrometrie ein sehr empfindliches und spezifisches Verfahren an der Hand,
da sich iiber das Massenspektrum nicht nur bekannte Stoffe sehr genau identifizieren
lassen. Auch unbekannte Komponenten kénnen anhand charakteristischer Fragmentie-
rungsmuster oft in Teilstrukturen bestimmt werden, oder es werden zumindest Anhalts-
punkte fiir die Zugehorigkeit einer Verbindung zu einer der Substanzklassen von Interesse
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erhalten. Hierfiir ist auch die Isolierung und Strukturaufkldrung einzelner Verbindungen
zur Abklarung des Auftretens bestimmter Stoffgruppen von Bedeutung. Hierdurch konn-
ten sogar stereochemische Gesetzmailligkeiten aufgedeckt werden, die sich sowohl auf den
Alkaloid-Grundkorper, als auch auf die angeesterten Acylkomponenten beziehen.

Dem Screening per GC-MS wurden die nach 2.1.1 hergestellten Basen-Extrakte zugefiihrt,
die durch Extraktion von - soweit vorhanden — 50 g getrockneter und gemahlener Droge
und Durchfithrung des dort beschriebenen Trennungsganges erhalten wurden. In der
Regel wurden die Pflanzen in ober- und unterirdische Organe aufgeteilt. Handelte es sich
um recht kleine Individuen mit geringer Ausbeute wurde als Droge die Ganzpflanze
verwendet. Bei grofleren Individuen mit ausgeprdgten Sproflachsen wurden die Blétter
abgetrennt und beide Pflanzenteile separat analysiert. Soweit moglich wurden auch die
Bliiten und Friichte bzw. die von den Fruchtschalen befreiten Samen vermessen. Im Fall
von Ipomoea plebeia standen sogar Keimlinge in ausreichender Menge fiir die Anfertigung
eines Basen-Extraktes zur Verfiigung.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden GC-MS-Spektren von insgesamt 163 Drogen der 47
analysierten Convolvulaceen-Spezies ausgewertet, da in vielen Fillen zusidtzlich Wild-
material zur Verfiigung stand bzw. mehrere Provenienzen vorlagen. Auf eine detaillierte
Wiedergabe der Ergebnisse in Textform wird im Folgenden aufgrund der umfangreichen
Datensitze verzichtet; es sollen jedoch die Resultate des GC-MS-Screenings zusammen-
gefalst und Besonderheiten aufgezeigt werden. Die exakte Zusammensetzung der unter-
suchten Basen-Extrakte kann den Tabellen Tab. 1 bis Tab. 8 und Tab. 10 bis Tab. 13
entnommen werden.

Zur Strukturierung der Befunde wird eine Einteilung nach Stoffgruppen vorgenommen.
Die erste Gruppe bilden die Pyrrolidine (2.1.2.1), gefolgt von den Tropanen. Letztere sauer-
stoffsubstituierten Derivate des zumeist N-methylierten 8-Aza-bicyclo[3.2.1]octans ein-
schlie@lich ihrer Ester muliten als die alkaloidische Hauptinhaltsstoffgruppe der Convol-
vulaceae schlechthin weiter untergliedert werden. Aufgrund ihrer dhnlich ubiquitdren Ver-
breitung werden die einfachen, unsubstituierten Tropane den Pyrrolidinen angegliedert
(2.1.2.1; Tab. 1 und Tab. 2); dasselbe gilt fiir die 3-Acetoxytropane, die bei diversen Arten
die einzigen veresterten 3-Tropanole iiberhaupt darstellen. Als umfangreichster Bereich
werden die 3-Tropanolester (2.1.2.2) anhand ihrer Substituenten weiter unterteilt: Ester
mit aliphatischen Acylkomponenten finden sich in Tab. 3 und Tab. 4, Ester mit aroma-
tischen Acylkomponenten in Tab. 5 und Tab. 6. Die mutmalilich Convolvulaceen-spezi-
fischen Merresectine und Bonabiline sind zusammen mit den nicht identifizierbaren 3-
Tropanolestern in Tab. 7 und Tab. 8 aufgefiihrt. In Tab. 10 schlielich werden die Unter-
suchungsergebnisse beziiglich di- und trisubstituierter Tropane (2.1.2.3) aufgelistet. Eine
weitere Steigerung des Hydroxylierungsgrades am Tropan-Grundkorper fiihrt zu den soge-
nannten Calysteginen, wobei die Triole in der A-Reihe, die Tetraole in der B-Reihe und die
Pentaole in der C-Reihe zusammengefalt werden. Diese zunehmend polaren Polyole
machen als hydrophile Tropanalkaloide allerdings eine Modifikation des Extraktionsver-
fahrens erforderlich und werden daher an anderer Stelle abgehandelt (s. 2.1.3; Tab. 14).
Ebenfalls wichtige Inhaltsstoffgruppen der Convolvulaceae sind die Pyrrolizidine (2.1.2.4;
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Tab. 11) und die Ergoline (2.1.2.5; Tab. 12); die iibrigen per GC-MS nachgewiesenen
stickstoffhaltigen Verbindungen unterschiedlicher Stoffklassen finden sich unter 2.1.2.6;
Tab. 13.

2.1.2.1 Pyrrolidine und einfache Tropane

Langst nicht mehr gelten Hygrin und Cuscohygrin lediglich als Coca-Alkaloide, vielmehr
sind sie seit ihrer Identifizierung bei Convolvulus hamadae (Lazur'evskii, 1939) zu Begriin-
dern einer eigenstdndigen Stoffklasse, den Pyrrolidin-Alkaloiden, geworden. Neben ihrer
Anreicherung bei der Gattung Erythroxylum (Erythroxylaceae; Ordnung Malpighiales)
konnten sie nicht nur in vielen weiteren Convolvulaceae detektiert werden, auch in
Solanaceae wurden sie vermehrt gefunden. Sie konnen so zum einen als chemotaxo-
nomische Gemeinsamkeit innerhalb der Ordnung Solanales angesehen werden, der
sowohl die Solanaceae, als auch die Convolvulaceae angehdren. Zum anderen verdient
ihre intrafamilidre Verbreitung hinsichtlich ihrer Eigenschaft als Familienmerkmal ein
besonderes Augenmerk. Anders als bei den Kokastrauchgewdchsen, bei denen sie nur auf
die Gattung Erythroxylum beschrénkt scheinen, diirften sie innerhalb der Convolvulaceae
sehr viel weiter verbreitet sein.

Die Tatsache, dall sie bei Raumtemperatur als 6lige Fliissigkeiten vorliegen, veranlasste
Wohler (1862), in dessen Laboratorien sie erstmalig — allerdings als Gemisch — gefunden
wurden, zu der dem Griechischen entlehnten Namensgebung Hygrin (vyeog = fliissig). Im
Folgenden wird die Bezeichnung Hygrine gleichbedeutend mit Pyrrolidin-Alkaloide
verwendet.

Wohl am hdiufigsten wurde in Zusammenhang mit Windengewdchsen iiber die Ge-
winnung von Cuscohygrin berichtet (s. 2.2.2). Dies bestétigte sich auch in diesem Arbeits-
kreis: Mann (1997) isolierte es aus den Wurzeln von Convolvulus cneorum und Merremia
cissoides und Jenett-Siems (1996) aus den Wurzeln von Convolvulus farinosus und aus
Convolvulus arvensis und Ipomoea hederifolia. Bei der Strukturaufklarung stellte Jenett-
Siems fest, dal es sich um ein Gemisch verschiedener Konfigurationsisomere handelt, die
im GC-MS und auch préparativ nicht unterschieden werden kénnen. Daher ging sie dazu
tiber, Cuscohygrin laborchemisch herzustellen. Im Zuge dieser Synthese gelang ihr auch
die Darstellung zweier isomerer N-Methylpyrrolidinylhygrine. Die Strukturanalyse zeigte,
dall C-2' des zusétzlichen N-Methylpyrrolidinyl-Ringes bei Isomer A (RI 1570) mit C-4 des
Hygrin-Grundkoérpers verkniipft ist, bei Isomer B (RI 1580) mit C-3. Anhand ihrer Frag-
mentierungsmuster im GC-MS und ihrer Summenformel aus der Hochauflosung wurden
beide von Witte et al. (1987) trotz unklarer Ringverkniipfung bereits als Solanaceen-
Inhaltsstoffe postuliert. Nun aber standen sie als Referenzen zur Verfiigung und ermog-
lichten Jenett-Siems ihre Identifizierung in 15 von 19 untersuchten Convolvulaceen-
Spezies.

Doerk-Schmitz et al. (1994) formulierten bei ihrer Untersuchung von Hyoscyamus albus
zwei N-Methylpyrrolidinylcuscohygrine, Stellungsisomere, deren Retentionsindices und
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Massenzerfall mit hier gefundenen Convolvulaceen-Inhaltsstoffen tibereinstimmen. Auf-
grund der unklaren Stellung des N-Methylpyrrolidinyl-Restes am Cuscohygrin-Grund-
korper werden sie durch die Buchstaben A (RI 2165) und B (RI 2176) unterschieden.

H H 3
2-Pyrrolidon Norhygrin Hygrin
O\/oi O\i
N N
I I
CH, CH,
Hygrolin 2,6-Dehydrohygrin
w I I
N w
' |
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N N N
I I |
CH, CH, CH,
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“CH, o
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o I
CH, N N
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CH, N-Methylpyrrolidinylcuscohygrin A/B

2°,3-N-Methylpyrrolidinylhygrin

Iil (o] 0 (o)
N N N
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2° 4-N-Methylpyrrolidinylhygrin Phygrin

Abb. 14: Strukturformeln einiger nachgewiesener Pyrrolidin-Alkaloide
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Neben der Einfithrung von N-Methylpyrrolidinyl-Ringen entstehen weitere Abkémmlinge
des Hygrins durch Anlagerung einer zusitzlichen Oxopropyl-Seitenkette und gegebenen-
falls Reduktion der Ketogruppe(n). Anhand der GC-MS-Analyse als Solanaceen-Inhalts-
stoffe beschrieben (Witte et al., 1987), konnten 5-(2'-Oxopropyl)hygrin, 5-(2'-Hydroxy-
propyhhygrin und 5-(2'-HydroxypropyDhygrolin auch in Convolvulaceae detektiert
werden (Jenett-Siems, 1996). DaR diese Strukturen als Naturstoffe auftreten, beweist die
Isolierung von 5-(2'-Oxopropyl)hygrin aus der Solanaceae Physalis alkekengi (Basey et al.,
1992).

Norhygrin, Hygrin, die beiden mutmalfilichen Enantiomerenpaare (Hartmann et al., 1986)
Hygrolin A und Hygrolin B, 2,6-Dehydrohygrin und Phygrin konnten auf der Grundlage
von Literaturangaben und Referenzwerten bestimmt werden (Jenett-Siems, 1996; Henrici,
1996; Mann, 1997; Tofern, 1999). Hinzu kommt das Hygrin-5-on, das anhand interner
Vergleichsdaten identifiziert werden konnte. Zudem werden das 2-Pyrrolidon und das N-
Methyl-2-pyrrolidon aufgefiihrt, bei denen es sich um Biosynthese-Vorstufen des Hygrins
handelt.

Wichtigstes Merkmal fiir das Auffinden der Hygrine im GC-MS-Spektrum ist ihr Basispeak,
der in der Regel bei m/z 84 liegt. Bei Derivaten mit zusidtzlicher Oxopropyl-Kette treten die
Massenfragmente m/z 140 bzw. m/z 142 in den Vordergrund. Weiterfithrende Informa-
tionen zu Retentionsindices, Molpeaks und anderen Fragmenten des Massenspektrums
finden sich unter 5.3.3.1. Neben den in Tab. 1 und Tab. 2 aufgefiihrten Verbindungen
— geordnet nach steigendem Retentionsindex — konnen zahlreiche unbekannte Derivate
beobachtet werden, die sich jedoch mangels Vergleichsdaten und wegen zu geringer
Konzentration fiir eine Isolierung der Identifizierung entziehen. Thr Vorhandensein
verwundert nicht, sind doch aufgrund des Bausteinprinzips der Hygrine aus N-Methyl-
pyrrolidinyl- und Oxopropyl-Einheiten viele weitere Varianten denkbar; zudem treten oft
auch reduzierte Formen auf. (Zusammenstellung einiger Strukturformeln s. Abb. 14)

Bei einigen Verbindungen liefert das Massenspektrum Anhaltspunkte, wie die Verschie-
bung pragnanter Peaks um 14 Einheiten fiir die Ausbildung von Methylethern.

In der Literatur finden sich in erster Linie Berichte iiber die Identifizierung von Cusco-
hygrin und auch Hygrin; Quelle sind hierbei hauptsidchlich Convolvulus-Arten (siehe auch
2.2.2). Im Rahmen dieser Arbeit war es nun von Interesse, inwieweit sich das Auftreten von
Pyrrolidin-Alkaloiden auch fiir andere Gattungen der Convolvulaceae feststellen 143t, und
welche Strukturvarianten auftreten.

Durch die umfassenden Untersuchungen der vorliegenden Arbeit an 47 Convolvulaceen-
Spezies mit Subtypen kann grundsétzlich festgestellt werden, dal Pyrrolidine in der Tat
ein gattungsiibergreifendes Familienmerkmal sind. Wie Tab. 2 zeigt, konnen Alkaloide
vom Hygrin-Typ fiir die Gattungen Bonamia, Convolvulus, Evolvulus, Maripa, Merremia,
Operculina und Polymeria mehrfach beschrieben werden; Einzelnachweise liegen fiir die
Genera Astripomoea, Calystegia, Dichondra, Falkia und Lepistemon vor. Die GC-MS-
Analyse der insgesamt 25 Vertreter des Genus Ipomoea, der bei weitem umfangreichsten
Gattung der Convolvulaceae, erbrachte in 23 Féllen positive Resultate (Tab. 1).



%0 Eo) )
o = =
g as} aa}
3 2 =
w 5. &
=) = a2
. XS @
S =N QT O
S RS 2 . L2 %
E g 4 2 g < 3 % g 2 . 5 B s Be B
2 S 3 3 S 2 " ] S S T S - N hS N S = 3] o< © S
f S =2 2 ) Q N S = = 5 Q &= N ® 3 N x S
S s 2 & T 03 S S 3 S s £ T =2 g ¥ 3 3 g = S & SZ 8Sg 8
Q ) = = S ~ S = = ) Q S = [ g » 3 Q N S Q S S a S §
s £ ® 3 5§ & g & € ¥ =} 5§ § O % & T T = § £ ¢& ¢££ g£= %
S S S 3 S S S 8 5 < = 2 £ £ S S Q S 3 = 5 Eg &g =
= ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~2 <N~
N-Methyl-2-pyrrolidon +3 ?3 +13
2-Pyrrolidon +1 +1 +3 +3 +13
Norhygrin 1
Hygrin +13 %4 +34 ta12 +1 +1 +i137 +1 +3 +13 +1 +35 +3 +139 +1 +1 +13 +13 +13 +1 +1
Hygrolin A ?3
Hygrolin B +13
2,6-Dehydrohygrin +5 +1
Hygrin-5-on +5 +1 +1
5-(2'-Oxopropyl) hygrin +1 +34 +1 +3 +3 +1 +1 +1
5-(2'-Hydroxypropyl)hygrin +1 +1 +1 +35 +1 +1 +3
5-(2'-Hydroxypropyl)hygrolin +1 +4 +1 +1 +1 +3 +3 +1 1 +1 +1
2',4-N-Methylpyrrolidinylhygrin +34 +1 +1 +1 +5 +1 +1 +1 +1
2',3-N-Methylpyrrolidinylhygrin + 34 +1 +1 +1 +1 +1 +5 +1 +1 +1 +1 +1 +1
Cuscohygrin +1 +1 +34 t+12 |+ +1 +3 +1 +1 +3 +13 +35 +139 t+1 +1 +13 s12 +1 +168 ti13 tais
Phygrin +1 2,
N-Methylpyrrolidinyl-cuscohygrin A +1
N-Methylpyrrolidinyl-cuscohygrin B +1
Nicotin + 3 + 34 +28 + + 7 +3 +3 +35 + 3 +3 +3 +1 +2 +3 +138 |t13
Nortropan-3-on +34 | +1 +1 +35 +1 +3 +13 +a13
Cyclotropin 2, +128 1 +35 +13 +1 +136 1
Tropan—3—0n +4 + 18 +1 +7 +35 +3 + 139 +1 +1 +13 +1368 13 +1
Nortropan-3«x-ol +1 +13
Nortropan-38-ol + 10 +1 +1 i1 +1
Tropan-3x-ol +34 +3 + +7 +13 +35 + 139 +13 +123  t13 +136 t13 2,
Tropan-38-ol +4 + 1248 +1 +1 +17 +a +13 +35 +1379 +1 +1 +1 +13  +ti1ze tiz3  +1
3x-Acetoxynortropan +1 +35 +13 +1
3B-Acetoxynortropan
3x-Acetoxytropan +1.2 +34 +1 +7 +13 +35 +139 +1 +3
3B-Acetoxytropan +4 +7 +3 +3

Tab. 1: GC-MS-Tabelle Hygrine und einfache Tropane in Ipomoea-Arten
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Hygrolin A 24
Hygrolin B +3
2,6-Dehydrohygrin +1 +3
Hygrin-5-on +13 +12 +3 +24 + 24 +13
5-(2'-Oxopropyl)hygrin +13 + + + +1 +3 +3 +5 +5 +1 +24 +13
5-(2'-Hydroxypropyl)hygrin +13 |+ +13 +1 +1 +3 +35 +5 +13 +13
5-(2'-Hydroxypropyl)hygrolin +3 +1.2 +3 +35 +1 +1
2',4-N-Methylpyrrolidinylhygrin +3 +1 +13 +3 +1 +1 +1 +3 +3 +s +15  +1 +13
2',3-N-Methylpyrrolidinylhygrin +3 +1 +13 | +1 +3 +1 +1 +1 +3 +3 +s +15  +1 +13
Cuscohygrin +3 +3 +13 + 12 +3 +13 +1 +1 +3 +3 +6 +5 +15 +13 +13 +3 t23 t3
Phygrin ?3 +1 +3 +1 +i15  +1 +3
N-Methylpyrrolidinyl-cuscohygrin A +3 +1 +5
N-Methylpyrrolidinyl-cuscohygrin B +3 +1 +5
Nicotin + 3 + +3 + 1 ? 3 +3 + 36,7 + 3 + 36 +5 + 24 + 24 +13 +3 +3 +1.23
Nortropan-3-on +13 +12 +13 +13 +1 +1 +3
Cyclotropin +3 ? 1 +13 +123 +13 ? 1 + +3 +3 + 3 + 5 +35 + + +13
Tropan-3-0n +3 +1 +13 +1 +3 +1 + 13,7 +1 +3 +3 +5 + 135 +1 +13 23
Nortropan-3«-ol +3 +1 +s +3
Nortropan-38-ol +3 +123 |+ +3 +s
Tropan-3«-ol +1 +13 +1 +13 +1 +3 +3 +5 +1 +2 +1 +23
Tropan-38-ol +1 +13 +123 | t13 +1 +1 +1 +3 +3 +3 +5 +135 +1 +3
3x-Acetoxynortropan +135 |t
3B-Acetoxynortropan +1
3x-Acetoxytropan +3 +1 +13 +3 +135  t13 +1
3B-Acetoxytropan +1 +3 +5 +13

Tab. 2: GC-MS-Tabelle Hygrine und einfache Tropane in anderen Gattungen
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Ausnahmen bilden Ipomoea coptica, vermutlich aufgrund der geringen Drogenmenge von
nur 20 g Ganzpflanze, und Ipomoea ochracea, bei der im GC-MS ausschliefdlich Alkaloide
mit Indol-Grundgeriist, ndmlich Agroclavin (s. 2.1.2.5) sowie Harman und 1-Acetyl-S-
carbolin (s. 2.1.2.6), detektiert werden konnten; weitere Inhaltsstoffe letzterer Art sind die
ebenfalls eine Indol-Partialstruktur aufweisenden Ipobscurine, die sich zwar der GC-MS-
Analytik entziehen, jedoch diinnschichtchromatographisch nachgewiesen werden konn-
ten. Normalerweise kommt eine ganze Reihe von Verbindungen vom Hygrin-Typ neben-
einander vor; nur in den Gattungen Maripa, Operculina und Polymeria sind sie eher
vereinzelt anzutreffen.

Die beiden wichtigsten Vertreter der Pyrrolidin-Alkaloide mit fast ubiquitdrem Vorkom-
men sind Hygrin und Cuscohygrin. In nahezu jeder Art présentieren sie sich als die Haupt-
verbindungen dieses Typs, wobei Cuscohygrin vor allem in den Wurzeln akkumuliert wird
und oft die iiberragende Hauptkomponente des Basenextraktes darstellt. Hygrin ist meist
in geringerer Konzentration enthalten.

Aufféllig im Hinblick auf Verbreitung und Gehalt sind auch das 2',4- und das 2',3-N-
Methylpyrrolidinylhygrin, reichen sie doch beziiglich ihrer Konzentration in mehreren
Féllen an die beiden vorgenannten heran. Diese zwei Stellungsisomere des Cuscohygrins
treten meist vergesellschaftet auf.

Derivate mit einem zusitzlichen Oxopropyl-Rest einschlieflich der hydrierten Formen
sind regelmdRig in den Proben festzustellen. Sie sind in etwa der Hélfte der untersuchten
Arten vorzufinden; von den verwendeten Referenzsubstanzen liegen meist zwei oder alle
drei nebeneinander vor.

Norhygrin und die Enantiomere Hygrolin A und Hygrolin B, sowie Hygrin-5-on, 2,6-
Dehydrohygrin und Phygrin lassen sich in nicht ganz einem Fiinftel der untersuchten
Arten detektieren, vollig unabhéngig von der Zugehorigkeit zu bestimmten Genera.

Die beiden N-Methylpyrrolidinylcuscohygrine treten nur in Einzelfdllen und dabei stets
vergesellschaftet auf. Sie konnten gefunden werden in Calystegia silvatica, Convolvulus
sagittatus, Falkia repens und Ipomoea tenuirostris. Ihr Auftreten kann also als sporadisch
bezeichnet werden und ist ebenfalls nicht auf eine bestimmte Gattung begrenzt.

Nicotin kann in 32 von 48 Fillen nachgewiesen werden, teilweise in nicht unerheblicher
Konzentration. Da es neben dem Pyrrolidin- auch einen Piperidin-Ring aufweist, nimmt es
hier eine Sonderrolle ein. Hinsichtlich seiner Bedeutung fiir die Pflanze steht fest, dal$ es
eine repellente Wirkung gegeniiber Schadlingen, insbesondere Blattldusen, besitzt. AuRer-
dem liel§ sich beobachten, dal§ Pflanzen in der Lage sind, es aus der Luft aufzunehmen. So
fiihrte der Zigarettenkonsum einiger Handwerker im Gewachshaus zu einer signifikanten
Erhohung des Nicotin-Gehalts bei den dort angebauten Winden. Daher lassen sich leider
nur vage Aussagen iiber die tatsdchliche Verbreitung und den Gehalt bei Convolvulaceae
machen.
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Aufgrund der dhnlich weiten Verbreitung innerhalb der Convolvulaceae sind die einfachen
Tropane mit den Hygrinen jeweils in einer Tabelle zusammengefallt (Tab. 1 und Tab. 2;
unterer Bereich). Dies macht auch deshalb Sinn, weil die Substanzpeaks dieser Verbin-
dungsgruppen im selben Bereich des GC-MS-Spektrums zu finden sind — begriindet durch
die strukturelle Verwandschaft zwischen Alkaloiden vom Pyrrolidin-Typ und unsubstitu-
ierten Tropanen, deren dhnliche Molmassen und der demzufolge eng zusammenliegenden
Retentionsindices im GC-MS. Da bereits in der Einleitung ausfiihrlich tiber die Geschichte
und Bedeutung der Tropan-Alkaloide berichtet wurde, sei dieser Aspekt hier ausgespart.

H\N Hsc\N Hac\N

OH

A
(o} OH

Nortropan-3-on 3x-Tropanol 3B-Tropanol

Abb. 15: Nortropan-3-on, 3x-Tropanol und 38-Tropanol

Neben den beiden Epimeren 3«- und 38-Tropanol und dem um zwei Wasserstoff-Atome
drmeren Tropan-3-on werden auch die demethylierten Nor-Derivate erfalst, aullerdem
Cyclotropin. In vorangegangenen Arbeiten wurde das Auftreten dieser lediglich Sauerstoff-
substituierten Tropane bei Convolvulaceae mittels GC-MS-Vermessung der Basen-Extrak-
te schon mehrfach beschrieben (Jenett-Siems, 1996; Henrici, 1996; Mann, 1997; Tofern,
1999; Schimming, 2003). Bestdtigt wurden diese Befunde zudem durch Isolierung von
Tropan-3-on (Mann, 1997) und 3«- und 38-Tropanol (diese Arbeit unter 2.2.4.1).

Anhand der erzielten Ergebnisse 148t sich ein dhnlich ubiquitdres Vorkommen wie bei den
Pyrrolidin-Alkaloiden konstatieren. In nur elf der analysierten Arten waren keine einfachen
Tropane detektierbar, wobei allerdings allein bei Ipomoea coccinea und bei Polymeria
ambigua sowie bei den oben erwdhnten zugleich Hygrin-freien Ipomoea coptica und
Ipomoea ochracea keinerlei Verbindungen vom Tropan-Typ nachgewiesen werden konn-
ten. Die librigen Spezies lieferten im Bereich der 3-Tropanolester durchaus positive Ergeb-
nisse, was zu der Annahme fiihrt, dall die einfachen Tropane lediglich mengenmaflig
unterhalb der Nachweisgrenze lagen, da sie als biosynthetische Vorstufen genuin vor-
handen sein sollten.

In der Regel liegen mehrere unsubstituierte Tropane vergesellschaftet vor, also von zwei
bis zu allen sieben nebeneinander. Die 3-Epimeren treten hierbei oft paarweise auf, wobei
allerdings beobachtet werden kann, daf zumeist eines stark tiberwiegt.

In diesem Zusammenhang ist die Gattung Bonamia besonders zu erwdhnen. Bei den
untersuchten Arten tritt 38-Tropanol und z. T. auch das korrespondierende 3B-Nortro-
panol in sehr hohen Konzentrationen auf. Dies ist beispielsweise im Kraut von Bonamia
spectabilis der Fall. Denkbar wire hier, dal§ kein 3x-Tropanol akkumuliert wird, da dieses
als Acylkomponente der Bonabiline weiterverestert wird, wobei zur Esterverkniipfung ein
spezifisches Enzym vonnéten ist, das nur 3x-Tropanol als Substrat umsetzen kann.
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Gesondert zu erwidhnen ist auch die mittelamerikanische Bonamia trichantha, da hier
ausschliellich Tropanole der 38-Reihe nachgewiesen werden kénnen. Dies sind ganz vor-
herrschend 3B-Tropanol, das im Wurzelextrakt sogar die absolute Hauptverbindung
darstellt, begleitet von nicht unerheblichen Mengen an 38-Nortropanol. Weder einfache
3u-Tropanole noch deren Ester sind detektierbar, dafiir aber in Wurzeln und Sprof8achsen
die am Stickstoff substituierten homologen N-Carbomethoxy- und N-Carboethoxy-
nortropan-38-ol. In keiner weiteren der knapp 50 untersuchten Convolvulaceen-Spezies
konnten diese Acetamidotropane detektiert werden. Dies mag auch darauf beruhen, daf}
diese Art scheinbar nicht zur Synthese von Calysteginen in der Lage ist (s. 2.1.3), was im
Gegenzug zu einer Akkumulation von deren Vorstufen, insbesondere von 3B-Tropanol
fihrt.

Anders bei der Gattung Convolvulus: Hier tritt ganz deutlich 3x-Tropanol in den Vorder-
grund. Es ist beispielsweise die dominierende Komponente des Basenextrakts des Krautes
von Convolvulus sabatius.

Ebenfalls in Tab. 1 und 2 aufgefiihrt sind die 3-Acetoxytropane. Sie wurden den einfachen
Tropanen angeschlossen, da diese simplen Ester in mehreren Fillen die einzigen detek-
tierbaren veresterten Tropane sind, so bei Bonamia trichantha, Ipomoea cholulensis,
Ipomoea tenuirostris und Lepistemon urceolatum. Insgesamt konnten in 18 Arten ein bis
drei Vertreter dieser Substanzgruppe, die 3x-Acetoxynortropan, 38-Acetoxynortropan, 3«-
Acetoxytropan und 38-Acetoxytropan umfaft, gefunden werden.

Zusitzlich zu den publizierten Resultaten (Jenett-Siems et al., 2005b) konnte durch Hinzu-
ziehen einer weiteren GC-MS-Messung der Wurzeln von Merremia hederacea (Wildmate-
rial) das Inhaltsstoffspektrum um 38-Tropanol und 3x-Acetoxytropan erweitert werden.
Die Acetoxytropane nehmen unter biogenetischen Gesichtspunkten innerhalb der
3-Tropanolester vermutlich eine Sonderstellung ein. Auf diese wird in der Diskussion
unter 3.1 ndher eingegangen.

2.1.2.2 3-Tropanolester

Die ersten aus Convolvulaceae isolierten Alkaloide iiberhaupt waren Ester des 3«-
Tropanols mit aromatischen Acylkomponenten: Orechoff und Konowalowa gewannen aus
den Samen von Convolvulus pseudocantabricus Scurenk. ein Alkaloid, das sie als Convolvin
bezeichneten (1933), und aullerdem das Convolamin, das sie als Ester mit Veratrumsédure
identifizierten (1934). Convolvin wurde als N-demethylierte Form des Convolamins
strukturaufgeklart (1935). Spédter beschrieben Aripova et al. (1977) die Gewinnung von
Convolidin, dem 3«-Vanilloyloxynortropan, aus den Wurzeln von Convolvulus krauseanus
Rar. & Scumaih. sowie des 3x-Vanilloyloxytropans (Aripova und Yunusov, 1979).

Der Zuwachs an Referenzsubstanzen durch Isolierungen und die iiber Jahre gewonnenen
Erfahrungswerte ermoglichten in der Zwischenzeit die Identifizierung einer Vielzahl von
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Tropanalkaloiden. Mittlerweile kann behauptet werden, dal die Ester der beiden epime-
ren 3-Tropanole angesichts ihrer weiten Verbreitung sowie der Vielfalt der Strukturvari-
anten der Acylkomponente die groflte Inhaltsstoffgruppe innerhalb der Convolvulaceae
darstellen. Durch die Vermessung zahlloser Basen-Extrakte von Convolvulaceae war es
auBerdem moglich, beziiglich des Auftretens von Stereoisomeren folgende GesetzmaRig-
keiten aufzustellen: Im GC-MS erscheint unter den als Standardbedingungen etablierten
Versuchsparametern stets der 3x-Tropanolester vor dem 3B-Tropanolester und bei alipha-
tischen Acylresten die threo-Form vor der erythro-Form. So 148t sich bei Basenpaaren —
also Verbindungen gleicher Molmasse mit iibereinstimmendem Massenspektrum, aber
unterschiedlichen RIs — meist die Konfiguration aus ihrer Reihenfolge im GC-MS ableiten.
Wihrend in den vorangegegangenen Arbeiten des Arbeitskreises (Jenett-Siems, 1996;
Henrici, 1996; Mann, 1997; Tofern, 1999) noch alle Tropane in einer Tabelle zusammen-
gefalst werden, wurde hier aufgrund des umfangreichen Datenmaterials dazu {ibergegan-
gen, diese Verbindungsklasse in verschiedene Kategorien einzuteilen. Die per GC-MS
nachgewiesenen 3-Tropanolester einschlieSlich der am Stickstoff demethylierten Derivate
werden aus Griinden der Ubersichtlichkeit im Folgenden anhand ihrer Substituenten auf-
geteilt. Dies erschien auch vor dem Hintergrund mutmaRlicher biogenetischer Zusam-
menhédnge sinnvoll. Die Verbindungen sind jeweils nach steigenden Retentionsindices
(RIs) geordnet; diese Vorgehensweise wurde vereinzelt zugunsten der Gliederung nach
Substituentengruppen aufgeweicht.

In den ersten beiden Tabellen Tab. 3 und Tab. 4 finden sich die aliphatischen 3-Tropanol-
ester in Ipomoea-Arten und in Spezies anderer Gattungen; um ein besseres Gesamtbild zu
vermitteln, werden auch die 3-Acetoxytropane hier nochmals aufgefiihrt, da sie ja eben-
falls aliphatische Tropanolester darstellen.

Tab. 5 und Tab.6 enthalten die 3-Tropanolester mit aromatischen Substituenten. Acyl-
komponenten sind fast durchgidngig Benzoesdure und Hydroxyzimtsdure, wobei diese
jeweils in den verschiedensten Varianten hydroxyliert und/oder methoxyliert sein kénnen;
hinzu kommt Nicotinsdure.

Den dritten Teil bilden die als Convolvulaceen-spezifisch zu erachtenden 3-Tropanolester
—zum einen die Merresectine mit ihren hydrierten Formen wie Consabatin und Consiculin
(Merresectine s.l.), zum anderen die Bonabiline — in den Tab. 7 und Tab.8. Mit in die
Tab. 7 und Tab.8 aufgenommen wurden 3-Monoester mit nicht abschlieBend identifi-
zierbaren Substituenten (s. a. weiter unten).

Dreizehn Spezies finden keinen Niederschlag in den Tabellen des Kapitels 2.1.2.2:
Bonamia dietrichiana, B. trichantha, Evolvulus glomeratus, Ipomoea cholulensis,
L coccinea, 1. ochracea, I. pes-tigridis, I. pubescens, 1. tenuirostris, I. tiliacea, Lepistemon
urceolatum und Polymeria ambigua, bei denen auller einfachen Tropanolen und/oder
deren acetylierten Derivaten keine weiteren Tropan-Alkaloide gefunden werden konnten.
Aullerdem entfillt Ipomoea ternifolia var. leptotoma, von der nicht geniigend Biomasse fiir
einen Screening-Ansatz zur Verfiigung stand. Grenzfille bilden Ipomoea coptica, Merremia
pterygocaulos und Operculina riedeliana, die nur unbekannte Verbindungen enthalten, bei
denen es sich aber laut Massenspektrum um 3-Tropanolester handeln kénnte.
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3x-Acetoxynortropan +1 +35 +13

3B-Acetoxynortropan

3x-Acetoxytropan +12 +34 +7 +13 +35 + 1,39 +3

3B-Acetoxytropan +4 + 7 +3 +3

3ux-Propionyloxytropan 2, +35

3B-Propionyloxytropan

3w-Isobutyryloxytropan

3B-Isobutyryloxytropan +7

3-(Hydroxybutyryloxy)tropan

3x-(2'-Methylbutyryloxy)nortropan

3u-(2'-Methylbutyryloxy)tropan +7

3B-(2'-Methylbutyryloxy)tropan +2 +7

3x-Isovaleroyloxytropan

3B-Isovaleroyloxytropan

3-(Hydroxypentanoyloxy)nortropan

3-(Hydroxypentanoyloxy)tropan

3B-Tigloyloxynortropan

3w-Tigloyloxytropan +1 +3

3B-Tigloyloxytropan +3

3«-(Hydroxyisovaleroyloxy)tropan

3B-(Hydroxyisovaleroyloxy)tropan

3u-(Hydroxybutyryloxy)tropan

3B-(Hydroxybutyryloxy)tropan

3w-(3'-Hydroxy-2'-methyl-butyryloxy)tropan +1

3B-(3'-Hydroxy-2'-methyl-butyryloxy)tropan +1 +3

(Astrimalvin B)

Astrimalvin A-N-oxid

Tab. 3: GC-MS-Tabelle aliphatischer 3-Tropanolester in Ipomoea-Arten

1 Wurzeln (ggf. mit Rhizomen) 4 Blatter
2 (verholzter) Sprof3
3 Kraut 6 Bliiten

5 Ganzpflanze

7 Friichte mit Samen

8 Samen

9 Keimlinge

38



[77)
QV g 2 g 3
N N ] . < =
Q ) < = = .2 N N N
Q ] ‘: E = © S © <] N} N 1NN <
S F § § § £ s = 3 S & § § § & § &
S S § § 0§ ¥ £ & ¢t > f 5 2 §F § 3 B
S 1) ~ a) %) 7] = o~ E I S E = S S Y} E b
N S = 2 @ Q 3 =2 S S S N < = S S g S
s > ¢ £ 0§ £ 5 % £ 0% f % 3§ oS o:o:® oS
s f % § £ £ % £ £ ¥ 3 o3 0§ OfEo§ %8 %
£ § £ T & § § £ £ § & & § & g & & ¢t
5 § ¥ § § § = s T %2 § § § &8 § &8 i %
< & © © S S A A &/ & = = = = = <SS o <
3x-Acetoxynortropan + 135
3B-Acetoxynortropan
30('ACEtOthI'Opan +3 +13 +3 + 135 +1
3B-Acetoxytropan +3 +5 +13
3x-Propionyloxytropan +3 +1 +24
3B-Propionyloxytropan +1 +4
3u-Isobutyryloxytropan +15 +1
3B-Isobutyryloxytropan +1
3-(Hydroxybutyryloxy)tropan +1
3w-(2'-Methylbutyryloxy)nortropan +s +1
3w-(2'-Methylbutyryloxy)tropan +135
3B-(2'-Methylbutyryloxy)tropan +135
3w-Isovaleroyloxytropan +3 +3
3B-Isovaleroyloxytropan +3 +3
3-(Hydroxypentanoyloxy)nortropan +1
3-(Hydroxypentanoyloxy)tropan +13
3B-Tigloyloxynortropan +1
3w-Tigloyloxytropan +3 +135
3B-Tigloyloxytropan +3 +3 +15
3«-(Hydroxyisovaleroyloxy)tropan +1 +1
3B- (Hydroxyisovaleroyloxy)tropan +1
3x-(Hydroxybutyryloxy)tropan +1 +13
3B-(Hydroxybutyryloxy)tropan +1 24
3w-(3'-Hydroxy-2'-methyl-butyryloxy)tropan +15 +1
3B-(3'-Hydroxy-2'-methyl-butyryloxy)tropan +13 +1 +3 +15 +1
(Astrimalvin B)
Astrimalvin A-N-oxid +13

Tab. 4: GC-MS-Tabelle aliphatischer 3-Tropanolester in anderen Gattungen

1 Wurzeln (ggf. mit Rhizomen) 4 Blatter 7 Friichte mit Samen
2 (verholzter) Sprof 5 Ganzpflanze 8 Samen
3 Kraut 6 Bliiten 9 Keimlinge
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3x-Benzoyloxynortropan +3 +3
3u-Benzoyloxytropan +3 +3 +1 +3
3B-Benzoyloxytropan (Tropacocain) +34 +3
3x(?)-Nicotinoyloxynortropan +13 +13
3x-Nicotinoyloxytropan +34 +3 +3 +3 +13 +13
3B-Nicotinoyloxytropan
3w-(4'-Methoxy-benzoyloxy)nortropan +1 +13 t13es t13
3B-(4'-Methoxy-benzoyloxy)nortropan +3 +1
3u-(4'-Methoxy-benzoyloxy)tropan (Datumetin) +1 +1 +1368 t13
3x-(4'-Hydroxy-benzoyloxy)tropan (3«-p-Cochlearin) +1 +34 +13 +5 +9 +13  +13  +s3
3B-(4'-Hydroxy-benzoyloxy)tropan (38-p-Cochlearin) +1 +1 +s +13
3x-Vanilloyloxytropan (Phyllalbin) +1 +13 +139 +1 +1 +13
3B-Vanilloyloxytropan (Concneorin) +13 +1
3w-Veratroyloxynortropan (Convolvin) +3
3u-Veratroyloxytropan (Convolamin) +35
3-(Hydroxy-methoxy-benzoyloxy)-tropan +1
3B-(x',y'-Dimethoxy-4'-hydroxybenzoyloxy)tropan +13
3B-Cumaroyloxytropan +1 +1
3x-(Dimethoxy-hydroxy-benzoyloxy)tropan
3B-(Dimethoxy-hydroxy-benzoyloxy)tropan
3w-trans-Feruloyloxytropan +1 +1 +1 +1
3B-trans-Feruloyloxytropan +1 +13 +1
3u-trans-Isoferuloyloxytropan ?3
+1

3B-trans-Isoferuloyloxytropan
3x-(3',4",5'-Trimethoxy-cinnamoyloxy)tropan
3B-(3',4',5'-Trimethoxy-cinnamoyloxy)tropan
3x-Sinapoyloxytropan

3B-Sinapoyloxytropan

Tab. 5: GC-MS-Tabelle aromatischer 3-Tropanolester in Ipomoea-Arten

1 Wurzeln (ggf. mit Rhizomen) 4 Blatter
2 (verholzter) Sprof 5 Ganzpflanze
3 Kraut 6 Bliiten

7 Friichte mit Samen
8 Samen
9 Keimlinge
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3x-Benzoyloxynortropan

3u-Benzoyloxytropan +s

3B-Benzoyloxytropan (Tropacocain) +5

3x(?)-Nicotinoyloxynortropan

3x-Nicotinoyloxytropan +1 ?3 +1

3B-Nicotinoyloxytropan +3 +1

3w-(4'-Methoxy-benzoyloxy)nortropan

3B-(4'-Methoxy-benzoyloxy)nortropan

3x-(4'-Methoxy-benzoyloxy)tropan (Datumetin)

3x-(4'-Hydroxy-benzoyloxy)tropan (3x-p-Cochlearin) +1 +1

3B-(4'-Hydroxy-benzoyloxy)tropan (38-p-Cochlearin) +16 t24  t+2

3w«-Vanilloyloxytropan (Phyllalbin) +1 +1 +3 +13 +2 +24  +3

3B-Vanilloyloxytropan (Concneorin) +3 +1 +3 +13 t2a |[+o2a +1

3u-Veratroyloxynortropan (Convolvin)

3ux-Veratroyloxytropan (Convolamin)

3-(Hydroxy-methoxy-benzoyloxy)-tropan +3

3B-(x',y'-Dimethoxy-4'-hydroxybenzoyloxy)tropan

3B-Cumaroyloxytropan +1 +s

3u-(Dimethoxy-hydroxy-benzoyloxy)tropan +13

3B-(Dimethoxy-hydroxy-benzoyloxy)tropan +1 +13

3«-trans-Feruloyloxytropan +1 +2

3B-trans-Feruloyloxytropan +1 +1 +2 +2 +1

3u-trans-Isoferuloyloxytropan +3 +3

3B-trans-Isoferuloyloxytropan +3 +3

3w-(3',4",5'-Trimethoxy-cinnamoyloxy)tropan +1

3B-(3',4',5'-Trimethoxy-cinnamoyloxy)tropan +3 +1

3«-Sinapoyloxytropan +1 +2

3B-Sinapoyloxytropan +13

Tab. 6: GC-MS-Tabelle aromatischer 3-Tropanolester in anderen Gattungen

1 Wurzeln (ggf. mit Rhizomen) 4 Blétter
2 (verholzter) Sprof3 5 Ganzpflanze
3 Kraut 6 Bliiten

7 Friichte mit Samen
8 Samen
9 Keimlinge
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Ipomoea abrupta
L. arborescens

I argillicola

L asarifolia

L. bonariensis

I coptica

+

3w-(4'-Methoxybenzoyloxy)nortropan
(Merresectin A)

3B-(4'-Methoxybenzoyloxy)nortropan
(38-Merresectin A)

Consabatin
4'-Dihydroconsabatin-Isomer

3u-Dehydromerresectin E (Merresectin H)

L cristulata

I tricolor cv. ,Flying Saucers”
L tricolor cv. ,Heavenly Blue“

(Kanarische Inseln)

L hederacea

I hildebrandltii
I lonchophylla
L mauritiana
I. muelleri

L plebeia

L shirambensis

+
o
+
“

+
w

I tricolor cv. ,Heavenly Blue“

+
©  (BAYWA)

+

I velutina

4'-Dihydroconsabatin

Consiculin

3x-(4'-Hydroxy-3'-prenyl-benzoyloxy)tropan +34
(Merresectin E)

3B-(4'-Hydroxy-3'-prenyl-benzoyloxy)tropan

(38-Merresectin E)

3w-(4'-Hydroxy-3'-methoxy-5'-prenyl-benzoyloxy)

tropan (Merresectin D)

3B-(4'-Hydroxy-3'-methoxy-5'-prenyl-benzoyloxy)
tropan (38-Merresectin D)

3x-Dehydromerresectin C (Merresectin F)
3a-Merresectin C +1

3B-Merresectin C

Bonabilin B

Bonabilin A

unbekannte 3-Nortropanolester *

unbekannte 3-Tropanolester * +3 +34

Tab. 7: GC-MS-Tabelle Convolvulaceen-spezifischer 3-Tropanolester in Ipomoea-Arten

7 Friichte mit Samen
8 Samen
9 Keimlinge

4 Blatter
5 Ganzpflanze
6 Bliiten

1 Wurzeln (ggf. mit Rhizomen)
2 (verholzter) Sprof3
3 Kraut

+3 +3

+35 + 139 +1

* Anzahl der Verbindungen:  +
++
+++
++++

+ 136

1-5
6-10
11-15
16-20
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3x-(4'-Methoxybenzoyloxy)nortropan
(Merresectin A)
3B-(4'-Methoxybenzoyloxy)nortropan
(3B8-Merresectin A)
Consabatin + 1367 +3 ?3 +3
4'-Dihydroconsabatin-Isomer + 13,67 +3
3u-Dehydromerresectin E (Merresectin H) +13
4'-Dihydroconsabatin +1367 +3 ts
Consiculin +13
3x-(4'-Hydroxy-3'-prenyl-benzoyloxy) tropan +13 +137 +3 +1
(Merresectin E)
3B-(4'-Hydroxy-3'-prenyl-benzoyloxy)tropan (38- +1
Merresectin E)
3x-(4'-Hydroxy-3'-methoxy-5'-prenyl-benzoyloxy) +1 +3
tropan (Merresectin D)
3B-(4'-Hydroxy-3'-methoxy-5'-prenyl-benzoyloxy) +1
tropan (38-Merresectin D)
3x-Dehydromerresectin C (Merresectin F) +1 +3
3x-Merresectin C + 25 +3 +1 ?,
3B-Merresectin C +1 +1
Bonabilin B +13
Bonabilin A +13
unbekannte 3-Nortropanolester * +13 +1 +1
++ 3
unbekannte 3-Tropanolester * ++13 | +++3 +367 | +13 +3 ++3 +3 + 24 + 24 + 2, 2, 2,
+4 A+
Tab. 8: GC-MS-Tabelle Convolvulaceen-spezifischer 3-Tropanolester in anderen Gattungen
1 Wurzeln (ggf. mit Rhizomen) 4 Blatter 7 Friichte mit Samen * Anzahl der Verbindungen:  + 1-5
2 (verholzter) Sprof3 5 Ganzpflanze 8 Samen ++ 6-10
3 Kraut 6 Bliiten 9 Keimlinge +++ 11-15

++++ 16-20
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Abb. 16: Acylkomponenten detektierter aliphatischer und aromatischer 3-Tropanolester

Das Basenpaar bei RI 1700 und RI 1707 im GC-MS-Spektrum der Wurzeln und Rhizome
von Falkia repens (Tab. 4) konnte durch die Gewinnung des Astrimalvin B aus der
Wurzelrinde von Astripomoea malvacea eindeutig als 3«-(threo-3'-Hydroxy-2'-methyl-
butyryloxy)tropan und 3B-(threo-3'-Hydroxy-2'-methylbutyryloxy)tropan identifiziert
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werden, wobei letzteres dem Astrimalvin B entspricht. Diese hier erstmals aus einer
Convolvulaceae isolierte Substanz konnte auch in den Wurzeln von Convolvulus sagittatus
und im Kraut von Evolvulus alsinoides und Ipomoea plebeia sowie zusammen mit dem 3«x-
Epimer in den Wurzeln von Ipomoea abrupta und Operculina aequisepala nachgewiesen
werden. Weitere anhand ihres Massenzerfalls (s. a. 2.2.4.2) als 3-Tropanolester identifizier-
bare Substanzen mit MG 241 BP 124 traten als Verbindungspaar bei RI 1671 und RI 1678 in
den Bldttern von Maripa panamensis (Provenienz Guanche) auf. In Zusammenhang mit
dem von Jenett-Siems et al. (2005b) publizierten 3-(Hydroxyisovaleroyloxy)tropan bei RI
1669 konnen sie mit 3x- und 3p-(Hydroxyisovaleroyloxy)tropan gleichgesetzt werden. In
dieser Blattdroge fand sich auferdem eine Substanz mit RI 1723 MG 241 BP 124, die
zudem in der Stengelprobe aus Guanche enthalten war sowie in einer fritheren Krauternte
von Ipomoea plebeia. In einer zusidtzlichen Stengelprobe von Maripa panamensis aus
Gamboa hingegen wurde eine Substanz mit RI 1738 MG 241 BP 124 beobachtet, die auch
in den Bldttern von Maripa nicaraguensis und im Kraut von Ipomoea abrupta detektiert
werden konnte. Denkbar wire angesichts der oben beschriebenen GesetzmiGigkeit,
derzufolge im GC-MS zuerst die threo-Form einer Verbindung und danach die erythro-
Form von der Sdule eluiert wird, dafd RI 1723 und RI 1738 das erythro-Basenpaar des 3-
(3'-Hydroxy-2'-methylbutyryloxy)tropans darstellen. Da es sich hier allerdings eher um
eine Hypothese handelt, flieen diese Verbindungen in die unbekannten 3-Tropanolester
(Tab. 7 und Tab. 8) ein.

Aus dem Bereich der aromatischen 3-Tropanolester seien die Feruloyloxytropane heraus-
gegriffen, da es sich hier um eine Gruppe nah verwandter Verbindungen handelt, deren
Zuordnung sich in der Vergangenheit oft als schwierig erwies — denn neben den 3«-/38-
Epimeren treten vor allem Strukturvarianten in der Acylkomponente in Form von cis- und
trans-Ferulasdure sowie deren Isoformen auf. Eingedenk dieser Problematik synthetisierte
P. Bachmann die acht mdéglichen Isomere als Referenzsubstanzen zur GC-MS-Vermessung
(Witte, 2000).

3«-cis-Feruloyloxytropan 2497  3«-trans-Feruloyloxytropan 2680
3B-cis-Feruloyloxytropan 2520  3«-trans-Isoferuloyloxytropan 2730
3«-cis-Isoferuloyloxytropan 2546  3B-trans-Feruloyloxytropan 2733
3B-cis-Isoferuloyloxytropan 2570  3B-trans-Isoferuloyloxytropan 2775

Tab. 9: von P. Bachmann synthetisierte 3-Feruloyloxytropane mit RIs (nach Witte, 2000)

Es wird sofort ersichtlich, daR die cis-Isomere insgesamt sehr viel niedrigere RlIs als die ent-
sprechenden trans-Isomere aufweisen. Damit kdnnen in den 47 Spezies dieser Arbeit alle
3-Feruloyloxytropane der cis-Reihe ausgeschlossen werden. Sehr gut zuordnen 148t sich
das 3«-trans-Feruloyloxytropan, da es als einziger Vertreter der trans-Reihe einen Reten-
tionsindex unter 2700 besitzt. Aufgrund des mehrfachen Auftretens als 3-Epimerenpaar
war aullerdem die Identifizierung des 3B-trans-Feruloyloxytropans moglich. Beide sind
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Bestandteil des Inhaltsstoffspektrums von Convolvulus sagittatus, Ipomoea bonariensis,
Ipomoea plebeia und Maripa panamensis. Nur das 3«-Isomer enthielten die Wurzeln
beider Kultivare von Ipomoea tricolor, nur das 3B-Isomer war in den Wurzeln von
Convolvulus graminetinus und Maripa nicaraguensis und in der Stengelprobe aus Gamboa
von Maripa panamensis zu finden.

Aufféllig ist, dal bei beiden Vertretern der Dichondreae, Dichondra sericea und Falkia
repens, zwei Verbindungen mit abweichenden Retentionsindices aufgefunden wurden. Sie
konnten mithilfe der Isolierung von 3-trans-Isoferuloyloxytropan aus den Wurzeln und
Rhizomen von Falkia repens (s. 2.2.4.2.1.8) als 3-Epimerenpaar der trans-Isoferulasdure
identifiziert werden. Dies kann als erfolgreiche Verkniipfung zwischen der Isolierung von
Einzelsubstanzen und der GC-MS-Analyse der Extrakte gewertet werden, denn hinsicht-
lich der Substitution mit trans-Ferulasdure bzw. trans-Isoferulasdure lassen sich kaum
signifikante Unterschiede in den 'H-NMR- und den EI-Massenspektren erkennen; die
Identitét als 38- trans-Isoferuloyloxytropan kann allerdings aufgrund des deutlich hheren
RIs klar festgestellt werden. Diese gemeinsame Besonderheit ist nicht weiter verwunder-
lich, denn auch sonst weisen diese zwei Spezies ein dhnliches Inhaltsstoffspektrum auf.
Beide enthalten in erster Linie aliphatische und aromatische Ester der 3-Tropanole, wobei
diese meist als [somerenpaare auftreten. Allerdings {iberwiegt bei Dichondra sericea stets
deutlich der 3x-Tropanolester, wohingegen bei Falkia repens die Ester beider epimerer 3-
Tropanole in nahezu gleicher Menge bzw. eher mit einem leichten Uberschu8 des 38-
Tropanolesters vorliegen (s. a. 3.3).

Die oben zitierten Inhaltsstoffe von Convolvulus-Arten Convolvin und Convolamin konn-
ten mittlerweile nicht nur fiir eine lateinamerikanische Evolvulus-Art beschrieben werden
(Fonseca und Salive, 1972), sondern wurden im Rahmen dieser Arbeit auch in den Samen
von Ipomoea asarifolia nachgewiesen, womit deren Verbreitung um die Gattung Ipomoea
erweitert werden kann.

Interessant sind aullerdem die Ergebnisse beziiglich Ipomoea tricolor, bei der neben den
Tropanen zugleich die Ergoline Hauptalkaloidtyp sind:

Bei zwei der drei untersuchten Exemplare — ndmlich dem Kultivar ,Flying Saucers“ und
dem Kultivar ,Heavenly Blue“ Provenienz BAYWA, Gunzenhausen - stellen 3x(?)-Nicoti-
noyloxynortropan und Merresectin A die basischen Hauptinhaltsstoffe dar, im Kraut
gefolgt von Tropan-3-on, in den Wurzeln von Cuscohygrin und den beiden epimeren
3-Tropanolen. Bemerkenswerterweise tritt Merresectin A im Kraut des Kultivars ,Flying
Saucers“ als Basenpaar auf, was die Existenz eines 33-Isomers nahelegt. Dieselbe Verbin-
dung kann in den Wurzeln der aus Gunzenhausen stammenden Individuen des Kultivars
»,Heavenly Blue“ wiedergefunden werden, zusammen mit groeren Mengen Datumetin,
das als N-methyliertes Merresectin A verstanden werden kann. Dal$ es sich bei RI 2228 MG
261 BP 110 tatsdchlich um das 38-Merresectin A handeln diirfte, 148t sich zudem aus
der Beobachtung ableiten, dall hier von den ebenso benzoylierten 3-Tropanolestern
p-Cochlearin und Vanilloyloxytropan ebenfalls ganz tiberwiegend die 38-Isomere akku-
muliert werden. Wéhrend bei Ipomoea tricolor cv. ,Flying Saucers“ keinerlei Mutterkorn-
alkaloide gefunden werden konnen (s. dazu 3.1.4), sind sie bei Ipomoea tricolor cv.
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»Heavenly Blue“ (BAYWA) durchaus als Peaks mittlerer GréRe présent (s. a. 2.1.2.5), wobei
der im Vergleich zu der im Folgenden beschriebenen Provenienz geringere Gehalt mogli-
cherweise auch auf die durch den Postversand bedingte ldngere Zeit bis zur Verarbeitung
der Droge zuriickgefiihrt werden kann.

Etwas abweichend gestalten sich ndmlich die Ergebnisse beziiglich der von den Kana-
rischen Inseln stammenden Ipomoea tricolor cv. ,Heavenly Blue“, vermutlich auch weil
das Saatgut am wenigsten chemisch behandelt wurde (Begasung, Fungizide; s. a. 3.1.4).
Die oberirdischen Teile sind dominiert von den Ergolinen (s. 2.1.2.5) mit Chanoclavin als
Hauptkomponente; dies gilt erwartungsgemdld insbesondere fiir die Samen und {iber-
raschenderweise auerdem fiir die hier erstmals untersuchten Bliiten. Im Kraut werden
zunehmend Tropanalkaloide — allen voran Merresectin A und 3«-p-Cochlearin — angerei-
chert, die in den Wurzeln dann die vorherrschende Stoffgruppe darstellen, wohingegen
Ergoline nur noch in kleineren Mengen anzutreffen sind. Interessanterweise kommt es in
den Wurzeln auch zu einer Akkumulation von 38-Tropanol; im Gegensatz zu den anderen
Wurzelproben dieser Spezies iibersteigt dessen Konzentration die des 3x-Tropanols bei
Weitem, was 3B-Tropanol zugleich zur Hauptkomponente des Basen-Extraktes macht.
Diese Befunde konnen gleichsam als Splitting des der Pflanze zur Verfiigung stehenden
chemischen Abwehrarsenals angesehen werden: Wiahrend die Tropanalkaloide die
Wurzeln vor Fral3feinden schiitzen, sind es in den oberirdischen Teilen, insbesondere in
den reproduktiven Organen, die Ergoline.

Da Merresectin A als Nor-Derivat des aus Solanaceae bekannten Datumetin (Erst-
beschreibung: Siddiqui et al., 1986) unter Umstdnden keine Convolvulaceen-spezifische
Verbindung ist und zudem keine bei den Merresectinen s.l. sonst durchgingig auftretende
Isoprenyl-Seitenkette am Aromaten trdgt, seine Erstbeschreibung jedoch zeitgleich mit
dem Merresectin B erfolgte, was sich auch im Namen niederschlégt, ist es sowohl bei den
aromatischen 3-Tropanolestern (Tab. 5 und Tab. 6), als auch bei den Merresectinen s.l.
(Tab. 7 und Tab. 8) aufgefiihrt.

Hinsichtlich des Vorkommens der bisher nur fiir Convolvulaceae beschriebenen Merresec-
tine kann beobachtet werden, dald sich deren Verbreitung auf einzelne Mitglieder der
Genera Convolvulus und Merremia konzentriert. Eine ausgesprochene Akkumulation
dieser Ester der Kuramersdure und abgeleiteter Verbindungen ist bei Convolvulus sabatius
und auch bei Merremia quinata festzustellen. Allerdings kénnen durchaus auch fiir die
Gattungen Bonamia, Evolvulus, Operculina und Polymeria positive Resultate verzeichnet
werden und fiir etwas mehr als ein Drittel der Ipomoea-Arten (9 von 23). Keinerlei Hinwei-
se auf diesen Strukturtyp fanden sich bei fiinf Gattungen, von denen jedoch jeweils nur ein
Vertreter dem Screening unterzogen wurde. Im Einzelnen sind dies Astripomoea malvacea,
Calystegia silvatica, Dichondra sericea, Falkia repens und Lepistemon urceolatum.
Zusammenfassend konnen — wie auch innerhalb des Genus Merremia (Jenett-Siems et al.,
2005b) — Merresectin C und Merresectin E am héufigsten nachgewiesen werden.

Die aus den Wurzeln von Bonamia spectabilis gewonnenen Bonabiline, Ester des
3x-Tropanols mit bisher einzigartigen monoterpenoiden Acylkomponenten (s. 2.2.4.2.4),
konnten in keiner anderen Spezies detektiert werden.
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2.1.2.3 Di- und trisubstituierte Tropane

Trotz der weiten Verbreitung von Tropanalkaloiden innerhalb der Convolvulaceae wurden
Tropan-diester bisher nur vereinzelt aus Windengewédchsen isoliert: Aripova und Abdilali-
mov (1993) erhielten 68-Acetoxy-3«x-veratroyltropan als Convolacin aus den Wurzeln von
Convolvulus subhirsutus Rcr. & Scavara. und Henrici (1996) 3«,68-Di-p-methoxybenzoyl-
oxytropan als Merredissin aus den Wurzeln von Merremia dissecta (Jacq.) HaiLir f.. Uber
das Vorkommen von trisubstituierten Tropanen wurde bei dieser Familie iiberhaupt noch
nicht berichtet.

HC—
H,CO

fo) OCH,

(o]

Abb.17: Merredissin

Das mag auch darin begriindet liegen, dal diese komplexeren Verbindungen nicht so
einfach zu identifizieren sind, treten doch je nach Substitutions- und Acylierungsmuster
ganz unterschiedliche Basispeaks auf. Von den Solanaceae und den Erythroxylaceae her
sind zahlreiche 3,6- bzw. 3,7-disubstituierte und 3,6,7-trisubstituierte Tropane bekannt,
somit auch eine Reihe von Kernfragmenten der Massenspektrometrie beschrieben.
Wesentliche Anhaltspunkte liefert die Arbeit von Christen et al. (1993): Als Indiz fiir eine
3,6-Disubstitution beispielsweise kann m/z 94 als Basispeak herangezogen werden; hierbei
ist die 3-Hydroxy-Gruppe acyliert, wihrend die Ethylenbriicke, die von C-6 und C-7 ausge-
bildet wird, nur hydroxyliert sein kann oder ebenfalls eine Acyloxy-Gruppe tragt.
Denselben BP 94 weisen die trisubstituierten 3-Acyloxy-6,7-dihydroxytropane auf. Anhand
der Zerfallsionen im Massenspektrum koénnen neben Angaben iiber die Stellung der
Substituenten auch Aussagen {iiber ihre Art getroffen werden. Bei Tropanalkaloiden, die
sowohl am Piperidin-Ring, als auch am Pyrrolidin-Ring substituiert sind, entsteht das
wichtigste Massenfragment zur Ermittlung der Positionen der Substituenten durch
Abspaltung der Ethylenbriicke. Trdgt diese beispielsweise eine Hydroxy-Gruppe, so
resultiert ein auffilliges Signal bei [M — 44]*; sind die Positionen 6 und 7 hydroxyliert, liegt
es bei [M - 60]". Bei Veresterung der Hydroxygruppe(n) vergrollert sich die Abgangsgruppe
um die Acylkomponente.

Befindet sich hingegen in Position 3 eines briickensubstituierten Tropans lediglich eine
Hydroxy-Gruppe, liegt der Basispeak bei m/z 113, beim entsprechenden Tropan-3-on bei
m/z 111. Die analogen 3-Hydroxy-6-acyloxy-nortropane weisen einen Basispeak mi/z 99 auf
(Jenett-Siems et al., 2005b).

Laut Al-Said er al. (1986) priagen auch 3-Acyloxy-7-hydroxy-tropane einen Basispeak
m/z 94 aus. Bei dem am Stickstoff demethylierten entsprechenden Nortropan erscheint als
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Basispeak m/z 81 sowie ein deutliches Zerfallsion m/z 125. Als einen weiteren Monoester
eines Dihydroxynortropans beschreiben Johns et al. (1971) das (+)-2x-Benzoyloxy-38-
hydroxy-nortropan. Das Massenspektrum weist als grofites Signal des fragmentierten
Tropankoérpers m/z 108 aus; m/z 125 ist ebenfalls ein auffilliges Fragment. Das Hydrolyse-
produkt 2,3-Dihydroxynortropan zeigt als Basispeaks m/z 82 und m/z 140.

Die in dieser Arbeit aufgefiihrten mutmaflichen 2-Acyloxy-7-hydroxy-nortropane weisen
mit m/z 81 und m/z 125 als Basispeaks und einem halbmaximalen m/z 108 identische
Zerfallsionen wie die 3-Acyloxy-7-hydroxy-nortropane und die 2-Acyloxy-3-hydroxy-nor-
tropane auf. Die entsprechenden Tropane zeichnen sich durch Basispeaks bei m/z 95 und
m/z 81 bzw. m/z 82 aus. Die postulierte 78-Konfiguration leitet sich daraus ab, dal die
Substituenten der Ethylenbriicke aus sterischen Griinden in der Regel exo-stdndig sind.
Die folgenden Ausfiithrungen basieren zudem auf der Erfahrung — z. B. im Bereich der
Pyrrolizidin-Alkaloide oder bei den 3-Tropanolestern aus Falkia repens (s. 2.2.4.2.1 und
3.3) und Astripomoea malvacea (s. 2.2.4.2.2 und 3.4), dall die in einer Droge vorhandenen
Konglomerate verwandter Verbindungen in der Regel identische bzw. voneinander abge-
leitete Einzelkomponenten aufweisen. Anhand dessen kénnen in Tab. 10 recht konkrete
Strukturvorschlidge gemacht werden. Ist ein zweiter Basispeak angegeben, so treten bei
mehreren Nachweisen beide auf oder sie sind dquivalent.

Tab. 10: per GC-MS detektierte di- und trisubstituierte Tropane

Weil es sich bei den Strukturvorschldgen um nicht durch Isolierung bestitigte Molekiilstruk-
turen handelt, sind diese mit Anfiihrungszeichen versehen. Beziiglich Referenzliteratur fiir die
ibrigen Substanzen s. a. 5.3.3.2. Die Substituenten am Tropan-Grundkérper sind aus systema-
tischen Griinden numerisch geordnet. Sind zwei Positionen durch ,/“ getrennt (z. B. 6/7), kann
der Substituent sich alternativ in beiden befinden. Da im AK Hartmann (TU Braunschweig) die
Vergabe der Positionen der Kohlenstoff-Atome genau umgekehrt wie in dieser Arbeit (s. a.
2.2.4.3) erfolgt, ist das von Ionkova et al. (1994) beschriebene 3-Tigloyloxy-6-hydroxy-tropan
hier als 3-Tigloyloxy-7-hydroxy-tropan aufgefiihrt.

Verbindung RI MG BP Droge

3,6/7

7B8-Hydroxy-tropan-3-on? 1346 | 155 43(59) Polymeria calycina, Kraut
Merremia hederacea, Kraut (GH '95)

3,6-Dihydroxytropan (38?,68?) 1365 157 96(113) Ipomoea tiliacea, Wurzeln
Ipomoea tiliacea, Ausldufer

3-Hydroxy-6-butyryloxy-tropan 1634 | 227 113  Operculina aequisepala, Wurzeln
Operculina aequisepala, Kraut

3-Hydroxy-6- 1730 | 241 113  Operculina aequisepala, Wurzeln
(2'-methylbutyryloxy)tropan Operculina aequisepala, Kraut
»3a?-Tigloyloxy-7B8-hydroxy- 1778 | 239 94  Evolvulus alsinoides, ganze Pflanze
tropan“ Evolvulus alsinoides, Kraut
»3B2-Tigloyloxy-78-hydroxy- 1786 | 239 94 | Evolvulus alsinoides, ganze Pflanze
tropan® Evolvulus alsinoides, Kraut

Polymeria calycina, Kraut
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Verbindung RI MG BP Droge
3-Tigloyloxy-7-hydroxy-tropan 1825 239 94 | Evolvulus alsinoides, Kraut
»Xx-Hydroxy-y-tigloyloxy-tropan“ 1834 239 94 | Ipomoea abrupta, Kraut

Evolvulus alsinoides, Kraut
»3-Tigloyloxy-6/7-hydroxy- 1868 | 239 94 | Evolvulus alsinoides, Kraut
tropan®
»3-Tigloyloxy-68/7B-methyl- 2013 339 94 | Evolvulus alsinoides, Kraut
butyryloxy-68/7B-hydroxy- Polymeria calycina, Kraut
tropan®
»3-Tigloyloxy-68,7B8-dihydroxy- = 2037 255 94  Evolvulus alsinoides, Kraut
tropan®
»3-Tigloyloxy-68/7B-methyl- 2088 339 94 | Evolvulus alsinoides, Kraut
butyryloxy-68/7B8-hydroxy-
tropan®
»X-Hydroxy-y-(2'-methylbutyryl- 2131 | 339 82(124) Evolvulus alsinoides, Kraut
oxy)-68/7B-tigloyloxy-tropan® Polymeria calycina, Kraut
»X-Hydroxy-y-(2'-methylbutyryl- 2156 339 (82)124 Evolvulus alsinoides, Kraut
oxy)-68/7B-tigloyloxy-tropan® Polymeria calycina, Kraut
»X-(3'-Hydroxy- 2308 355 94 Evolvulus alsinoides, Kraut
2'-methylbutyryl-oxy)?-y-
tigloyloxy-68/7B-hydroxy-
tropan®
3B?2-(3'-Methylbutyryloxy- 2261 | 341 94 | Astripomoea malvacea, Kraut
2'-methylbutyryloxy)-6/7-
hydroxy-tropan
3B?-(3'-Tigloyloxy-2'-methyl- 2332 | 339 94 | Astripomoea malvacea, Kraut
butyryloxy)-6/7-hydroxy-tropan Astripomoea malvacea, Wurzelrinde
(6/7-Hydroxy-Astrimalvin A)
3B?-(3'-Tigloyloxy-2'-methyl- 2445 337 138  Astripomoea malvacea, Wurzelrinde
butyryloxy)-6,7-epoxy-tropan Astripomoea malvacea, Kraut
(6,7-Epoxy-Astrimalvin A)
2,(6)7
»22,7B82-Dihydroxy-nortropanol“ ~1335 143 99  Ipomoea asarifolia, Wurzeln&Rhizom
»22,782-Dihydroxy-nortropanol ~1350 143 99  Ipomoea asarifolia, Wurzeln&Rhizom
»2-Methylbutyryloxy-752- 1700 227 81  Ipomoea asarifolia, Wurzeln&Rhizom
hydroxy-nortropan®
»2a-Methylbutyryloxy-78- 1708 241 (81)95 Ipomoea velutina, Kraut
hydroxy-tropan* Ipomoea velutina, Wurzeln
»2B2-Methylbutyryloxy-6/78- 1717 | 241 82(95) Convolvulus graminetinus, Kraut
hydroxy-tropan“ Ipomoea plebeia, Kraut (2001)
,2B2-Tigloyloxy-6/7B-hydroxy- 1760 239 55(82) Ipomoea velutina, Kraut
tropan* Convolvulus graminetinus, Kraut
»2-Tigloyloxy-6/7-hydroxy- 1778 239 (95)96 Convolvulus sagittatus, Kraut

tropan
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Verbindung RI MG BP Droge
»202-Tigloyloxy-7p-hydroxy- 1802 225 81(125) Ipomoea asarifolia, Wurzeln&Rhizom
nortropan® Ipomoea asarifolia, Sproachsen

Ipomoea asarifolia, Blatter
Convolvulus sagittatus, Wurzeln
»2-Tigloyloxy-6/7-hydroxy- 1806 | 239 95(96) Convolvulus sagittatus, Wurzeln
tropan®
»2-Tigloyloxy-6/782-hydroxy- 1813 239 55/82 Ipomoea velutina, Wurzeln
tropan® Ipomoea abrupta, Sproachsen
Ipomoea abrupta, Wurzeln
»22-Hydroxy-782-tigloyloxy- 1815 | 225 81(125) Convolvulus graminetinus, Wurzeln
nortropan®
2«-Tigloyloxy-7B-hydroxy- 1818 (281) 82/95 Ipomoea velutina, Kraut
tropan (deacetyliertes Ipvelutin) 239 Ipomoea abrupta, Sproachsen
Convolvulus graminetinus, Kraut
Convolvulus sagittatus, Kraut
»2-Tigloyloxy-6/7-hydroxy- 1825 239 95(96) Convolvulus sagittatus, Kraut
tropan
»213-Tigloyloxy-6/7-hydroxy- 1845 239 82(124) Convolvulus graminetinus, Kraut
tropan®
»2-Tigloyloxy-7B-hydroxy- 1860 | 225 (81)125 Ipomoea velutina, Wurzeln
nortropan® Convolvulus sagittatus, Kraut
»2o2-Hydroxymethylbutyryloxy- 1870 257 95  Ipomoea velutina, Kraut
7B8-hydroxy-tropan“
»2B2-Hydroxymethylbutyryloxy- 1877 257 95  Ipomoea velutina, Kraut
7B8-hydroxy-tropan®
»x-Hydroxy- 2088 @ 255 95  Ipomoea velutina, Kraut
2u?-tigloyloxy-7B-hydroxy-
tropan®
»X-Hydroxy- 2097 @ 255 95  Ipomoea velutina, Kraut
2p2-tigloyloxy-78-hydroxy-
tropan®
»213-Tigloyloxy-2/3,6/7- 2113 255 82(94) Convolvulus graminetinus, Kraut
dihydroxy-tropan“
2,3
2-Hydroxytropan-3«-ol 1348 157 82  Bonamia spectabilis, Kraut

Aus der Gruppe der an der Ethylenbriicke sowie in Position 3 substituierten Tropandi- und
-triole einschliel}lich Estern konnten vier bekannte Verbindungen detektiert werden. In
den Wurzeln und Ausldufern von Ipomoea tiliacea wurde das bei Freitas et al. (1996) be-
schriebene 3,6-Dihydroxytropan (RI 1365) nachgewiesen; da beide Proben ganz {iiber-

wiegend 3B-Tropanol enthalten und aus sterischen Griinden der Briickensubstituent zu-

meist exo-stdndig ist, kann eine 38,68-Konfiguration vermutet werden. Kraut und Wurzeln
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von Operculina aequisepala enthalten sowohl das bei Jenett-Siems et al. (2005b) aufge-
fiihrte 3-Hydroxy-6-butyryloxy-tropan (RI 1634), als auch eine von Ionkova et al. (1994) als
3-Hydroxy-6-(2'-methylbutyryloxy)tropan (RI 1730) identifizierte Verbindung. Dort ist
auBerdem das im Kraut von Evolvulus alsinoides nachweisbare 3-Tigloyloxy-7-hydroxy-
tropan (RI 1825) aufgefiihrt.

Daneben kénnen in diesem Bereich auch unbekannte Substanzen beschrieben werden:
Wegen der Ahnlichkeit des Massenzerfalls, jedoch des um 20 erhéhten Retentionsindex
im Vergleich zu dem von Henrici (1996) und Jenett-Siems et al. (2005b) beschriebenen
6B8-Hydroxy-tropan-3-on, kénnte es sich bei RI 1346 MG 155 BP 43/59 um dessen
7-Isomer, also das 7B-Hydroxy-tropan-3-on handeln.

Der Nachweis von fiinf Verbindungen unterschiedlicher Retentionsindices (RI 1778,
RI 1786, RI 1825, RI 1834 und RI 1868) mit MG 239 BP 94 konzentriert sich vor allem auf die
oberirdischen Teile von Evolvulus alsinoides. Wie jeweils ein Fragment m/z 55 bestétigt, ist
eine der beiden Hydroxygruppen mit Tiglinsdure verestert. Dall es sich hier und in den
folgenden Féllen nicht um die konstitutionsisomere Angelikasdure handeln diirfte, kann
aus der Tatsache abgeleitet werden, dall aus Convolvulaceae bisher ausschlieBlich Tiglin-
sdure als Acylkomponente isoliert wurde. Als Briickensubstituent kann in vier Fillen die
unveresterte Hydroxygruppe ausgemacht werden, da ein auffélliges Fragment m/z 195 auf-
tritt, das [M - 44]* entspricht und durch Abspaltung der fiir 6/7-hydroxylierte Tropane
charakteristischen Abgangsgruppe H,C-CHOH entsteht. Bestdtigend wurde RI 1825
bereits bei Witte et al. (1987) und Ionkova et al. (1994) als 3-Tigloyloxy-6-hydroxy-tropan
(hier: 7!) beschrieben. Lediglich bei RI 1834 ist m/z 195 nur gering ausgepragt, dafiir jedoch
das Zerfallsion m/z 156 von hoher Intensitdt, was auf ein abweichendes Substitutions-
muster hinweist.

Hinzu kommen sechs weitere Stoffe, die vermutlich einen zusdtzlichen Substituenten
tragen, was sich in ihrer deutlich erhohten Molmasse niederschlédgt. Bei einem dieser tri-
substituierten Tropane, RI 2037 MG 255 BP 94, diirfte es sich aufgrund der Differenz von 16
Masseeinheiten zu MG 239 um eine Hydroxygruppe handeln; begriindet durch [M - 60]*
mit m/z 195, das durch Verlust der Abgangsgruppe HOHC-CHOH entsteht, kann von einer
dihydroxylierten Ethylenbriicke ausgegangen werden. Eine Erh6hung der Molmasse auf
MG 339, wie sie bei RI 2013, RI 2088, RI 2131 und RI 2156 zu verzeichnen ist, macht mit
einer Massedifferenz von 100 Einheiten Methylbuttersdure als dritten Substituenten wahr-
scheinlich, wofiir auch das stets vorhandene Massenfragment mi/z 57 spricht. Die Lokalisa-
tion der Methylbuttersdure und der Hydroxygruppe an der C-6-C-7-Briicke kann bei
RI 2013 MG 339 BP 94 und RI 2088 MG 339 BP 94 durch ein deutliches Zerfallsion m/z 195
—entsprechend [M - 144]* — untermauert werden. Da dieses bei RI 2131 MG 339 BP 82/124
und RI 2156 MG 339 BP 82/124 fehlt, und zudem eine Verschiebung der Basispeaks beob-
achtet werden kann, ist von einem verdnderten Substitutionsmuster auszugehen. Anhand
der auffélligen Fragmente [M - 83]* mit m/z 256 und [M - 127]* mit m/z 212 ist
anzunehmen, daR Tiglinsdure hier als einziger Briickensubstituent fungiert. Fiir RI 2308
MG 355 BP 94 wire entsprechend die hydroxylierte Methylbuttersdure als zusitzlicher
Substituent vorstellbar. Dald die Ethylenbriicke lediglich OH-substituiert ist, konnte
anhand von [M - 44]" mit m/z 311 vermutet werden. Das Piperidin-Ringsystem des
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Tropans triige folglich die beiden anderen Substituenten. Denkbar wire auch eine
Hydroxygruppe und ein dimerer Substituent vergleichbar der Acylkomponente des
Astrimalvin A-N-oxid (s. 2.2.4.2.2.1).

Die GC-MS-Spektren der Basen-Extrakte der ober- und unterirdischen Teile von Astripo-
moea malvacea weisen neben den unter 3.4 ausfiihrlich beschriebenen 3-monosubstitu-
ierten Tropanol- und Nortropanolestern auch anhand ihrer Basispeaks m/z 94 und m/z 138
als di- und trisubstituierte Tropane identifizierbare Verbindungen auf. Da die beiden aus
der Wurzelrinde isolierten Astrimalvine 38-Tropanolester darstellen, liegt wahrscheinlich
auch bei diesen Substanzen eine 3B-Konfiguration vor. Der in Kraut und Wurzelrinde
detektierte RI 2332 MG 339 BP 94 diirfte den beim Astrimalvin A-N-oxid (s. 2.2.4.2.2.1) als
3-Tigloyloxy-2-methylbuttersdure strukturaufgekldrten Substituenten und zusétzlich an
der Ethylenbriicke eine Hydroxy-Gruppe tragen, und kann somit als 6/7-Hydroxy-
Astrimalvin A angesehen werden. Dementsprechend konnte bei dem nur im Kraut
vorkommenden RI 2261 MG 341 BP 94 die Tiglinsdure durch 2-Methylbuttersidure ersetzt
sein. Der Basispeak von RI 2445 MG 337 BP 138 stellt interessanterweise ein fiir Scopin-
Ester typisches Fragment dar (El-Shazly et al., 1997); auch mit der Summenformel stimmig
wire ein 6,7-Epoxy-Astrimalvin A. Diese Strukturvorschldge fiir die oligosubstituierten
Tropane in Astripomoea malvacea konnen durch die Isolierung der Astrimalvine und die
darausfolgende Strukturaufkldrung ihrer Acylreste als derart wahrscheinlich angesehen
werden, dal$ die Anfithrungszeichen entfallen.

HoC o) Ausgehend von dem im Rahmen dieser Arbeit aus den
\ Vi oberirdischen Teilen von Ipomoea velutina gewonne-
Yo o nen Ipvelutin (s. 2.2.4.3.1 und 3.7), das im GC-MS

deacetyliert als 2«-Tigloyloxy-7B-hydroxy-tropan vor-
liegt (RI 1818 MG 239 BP 82/95), lassen sich einige
Aussagen tiiber weitere, offensichtlich verwandte Ver-
bindungen treffen.

Im GC-MS-Spektrum des Krautes von Ipomoea velutina finden sich zwei Isomerenpaare
mit dhnlicher Fragmentierung wie Ipvelutin, allerdings differierender Molmasse. Zum
einen ist dies MG 257 BP 95 bei RI 1870 und RI 1877; anhand von m/z 73 kann auf Hydroxy-
methylbuttersdure als Substituent geschlossen werden. MG 255 BP 95 bei RI 2088 und
RI 2097 hingegen erzeugen ein auffilliges Zerfallsion m/z 55, was auf Tiglinsdure als
Acylkomponente hinweist. Dald die Hydroxygruppe jeweils an der Ethylenbriicke sitzt,
beweisen die Zerfallsionen [M - 44]" bei m/z 213 bzw. m/z 211. Aufgrund {iberein-
stimmender Massenspektren und der Differenz der Retentionsindices um knapp zehn
Einheiten kann vermutet werden, daf hier Epimerenpaare vorliegen, vergleichbar den

Abb. 18: Ipvelutin

3«- und 3B-Tropanolestern. Naheliegend ist, daf$ es sich um die 2-Epimere handelt. Der im
Kraut von Convolvulus graminetinus detektierte RI 2113 MG 255 BP 82 diirfte — begriindet
durch die Unterschiede im Massenzerfall — iiber ein abweichendes Substitutionsmuster
verfiigen. Nicht nur im Kraut, sondern auch in den Wurzeln von Ipomoea velutina findet
sich RI 1708 MG 241 BP (81)95, bei dem es sich aufgrund der Fragmente m/z 197 ([M - 44]*)
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und m/z 57 (C,Hs) um das 2x-Methylbutyryloxy-78-hydroxy-tropan handeln diirfte. Ein
Isomer mit RI 1717 tritt in den Krautdrogen von Convolvulus graminetinus und Ipomoea
plebeia auf. Bei RI 1860 erscheint ein dem Ipvelutin strukturell verwandtes Nortropan; es
weist neben dem durch Demethylierung um 14 verringerten Molpeak MG 225 einen
Basispeak bei m/z 125 auf sowie ein auffélliges Fragment bei m/z 81. Neben RI 1813 ist es
die Hauptverbindung der Wurzeln von Ipomoea velutina. Trotz gleicher Molmasse wie
Ipvelutin zeigen RI 1760 (Kraut) und RI 1813 (Wurzeln) abweichende Basispeaks bei mi/z 82
und m/z 55 und stellen demnach Konfigurationsisomere dar. RI 1760 kann aullerdem im
Kraut von Convolvulus graminetinus nachgewiesen werden, RI 1813 in den Wurzeln und
Sprof3achsen von Ipomoea abrupta. In deren SproRachsen tritt zudem Ipvelutin selbst auf.
Als weitere Verbindung, die im Kraut von Ipomoea abrupta gefunden werden kann, weist
RI 1834 MG 239 mit m/z 94 einen abweichenden Basispeak auf und diirfte damit zur
Gruppe der weiter oben beschriebenen 3-substituierten Tropane zdhlen.

Auch im Kraut von Convolvulus graminetinus findet sich als Hauptkomponente Ipvelutin.
Der Basen-Extrakt der Wurzelprobe wird (neben Cuscohygrin) dominiert vom Nortropan
RI 1815 MG 225 BP 81(125). Bei dieser Substanz existiert kein Fragment [M - 44]*, dafiir
jedoch ein auffilliger Peak mit m/z 100, was dahingehend interpretiert werden kann, dafl
die Tiglinsdure in diesem Fall den Briickensubstituenten darstellt.

Die basische Hauptverbindung des Krautes von Convolvulus sagittatus weist wie Ipvelutin
einen Molpeak MG 239 auf. Das Massenspektrum zeigt allerdings gewisse Unterschiede,
und auch der Retentionsindex ist mit RI 1825 leicht erhoht. Trotz Zuhilfenahme eines 'H-
NMR der Basenfraktion konnte nicht abschlieBend festgestellt werden, ob tiberhaupt, und
wenn ja, in welcher Position, Abweichungen in der Stereochemie auftreten (s. a. 2.2.4.3.1).
Aufgrund der charakteristischen Signale der Protonen (s. 2.2.3.1, 2.2.4.2.1.7 und 2.2.4.2.2)
lalt sich allerdings Tiglinsdure als Acylkomponente bestdtigen. Aus dem Massenfragment
[M - 44]* mit m/z 195 kann geschlossen werden, dal} sich die Hydroxygruppe an der
Ethylenbriicke befindet. Ein dhnliches Zerfallsspektrum weist RI 1778 MG 239 BP (95)96
auf. Es findet sich zudem der Nortropanolester RI 1860 MG 225 BP (81)125 aus den
Wurzeln von I. velutina (s. 0.). In den Wurzeln von Convolvulus sagittatus ist (auch hier
neben Cuscohygrin) die Hauptverbindung ein Nortropanolester mit RI 1802 MG 225 und
dem zugehorigen Basispeak mi/z 81 mit m/z 125, begleitet von geringen Mengen einer
N-methylierten Verbindung RI 1806 MG 239 BP 95(96), die — wie aus den Massenspektren
ersichtlich wird — den Tropanen im Kraut verwandt ist.

Interessanterweise kann der Nortropanolester RI 1802 in allen untersuchten Pflanzen-
teilen von Ipomoea asarifolia, also in unterirdischen Teilen, Sproffachsen und Blittern,
wiedergefunden werden. In den Wurzeln und Rhizomen findet sich zusétzlich ein
Nortropanolester RI 1700 mit einer um zwei Masseeinheiten erhéhten Molmasse MG 227,
was — zusammen mit einem intensiven Fragment bei m/z 57 — auf Methylbuttersdure als
Substituenten schlieBen ld[3t. Desweiteren treten zwei Verbindungen mit MG 143 BP 99 bei
RI 1335 und RI 1350 auf, die die unveresterten Grundstufen darstellen diirften.

Mit dem 2-Hydroxy-tropan-3«-ol im Kraut von Bonamia spectabilis konnte aufSerdem ein
Strukturtyp ohne Briickensubstitution nachgewiesen werden.
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2.1.2.4 Pyrrolizidine

Seit der Erstbeschreibung von Pyrrolizidinalkaloiden bei Convolvulaceae (Jenett et al,
1991) formte sich mehr und mehr das Bild, dalk diese als chemotaxonomische Marker fiir
den Subgenus Quamoclit, Sectio Mina (Austin, 1975 und 1980; Verdcourt, 1957), innerhalb
der Gattung Ipomoea aufgefasst werden konnen. Daher war es auch in dieser Arbeit von
Interesse, speziell Arten dieser Sektion der Analyse zuzufiihren bzw. sdmtliche Arten
anhand von Vergleichsspektren gezielt auf diese Stoffklasse hin zu untersuchen.

Alle 18 Vertreter der Sectio Mina sind auf dem amerikanischen Kontinent, von den USA bis
Argentinien, endemisch. Ipomoea cholulensis und Ipomoea cristulata stammen, wie die
meisten von ihnen, aus Mexico. Neben den weitreichenden morphologischen Gemein-
samkeiten, wie den auffillig roten, rohrenférmigen Korollen mit tellerartigem Endstiick,
dhneln sie sich auch in phytochemischer Hinsicht sehr stark.

Typisch fiir Winden der Sectio Mina sind Ester des (-)-Trachelanthamidins (Minalobine)
und vor allem des (-)-Platynecins (Ipanguline). Verkniipft sind diese beiden Necinbasen
mit sonst recht seltenen Necinsdauren, die daher als charakteristisch fiir Convolvulaceae
angesehen werden konnen. Im Vordergrund steht hierbei, neben ebenfalls ungewthn-
lichen Salicylsdure- und Phenylessigsdure-Resten, die 2,3-Dihydroxy-2-methyl-butter-
sdure. Sie wird von Roeder (1995) als so spezifisch erachtet, dall dieser in seinem Review
der erythro-Form den Namen Ipangulinsdure und dem threo-konfigurierten Pendant den
Namen Isoipangulinsdure gab. Bisher konnten 48 Ipanguline, bei denen es sich um 7- bzw.
9-Monoester und 7,9-Diester des (-)-Platynecins handelt, detektiert werden. Zudem
wurden mittlerweile 21 verschiedene Minalobine entdeckt, die allesamt 9-Monoester sind,
da das ihnen zugrundeliegende (-)-Trachelanthamidin iiber nur eine Hydroxyfunktion
verfiigt.
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Abb. 19: Ipangulin A Abb. 20: Minalobin R

Beziiglich des Pyrrolizidin-Grundkérpers lassen sich die gefundenen Substanzen anhand
ihrer massenspektrometrischen Fragmentierung leicht unterscheiden. Die wichtigsten
Signale der Ipanguline sind m/z 82, 95, 122 und 138-140. Je nach Substitutionsmuster
fungieren unterschiedliche Fragmente als Basispeak: bei den 7-Monoestern findet er sich
in der Regel bei m/z 82 zusammen mit einem stark ausgeprédgten Signal bei m/z 139;
teilweise wird er von letzterem in seiner Intensitdt noch ibertroffen. Bei den 9-Mono-
estern hingegen ist neben m/z 82 der Peak bei m/z 95 von groller Bedeutung; diese beiden
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dominieren das Massenspektrum, einer von ihnen stellt den Basispeak. Die 7,9-Diester
verfiigen iiber Basispeaks grofSerer Masse: m/z 122, 138 und 140 priagen das Bild; auch hier
sind die Fragmente bei m/z 82 und m/z 95 markant.

Die Minalobine zeigen ihren Basispeak stets bei m/z 124, zusammen mit einem Fragment
groller Intensitdt bei m/z 83. Im Gegensatz zu den 3-Tropanolestern, die durch den glei-
chen Basispeak charakterisiert sind, haben sie nur ein sehr schwaches Signal bei m/z 140
und kein Fragmention bei m/z 94. Dafiir weisen sie einen Ausschlag bei m/z 95 auf; dieses
Signal fehlt bei den Tropanen.

Aullerdem verfiigen alle Ipanguline und Minalobine iiber unterschiedliche Retentions-
indices (RI) im GC-MS, sodal} die gefundenen Verbindungen anhand ihres RIs in Kombi-
nation mit dem Massenspektrum eindeutig den Referenzen zugeordnet werden kénnen.

In Kraut und Wurzeln von Ipomoea cholulensis liegen, wie in den meisten in diesem
Arbeitskreis untersuchten Arten der Sectio Mina, ausschlief3lich Ester des Platynecins vor.
Insgesamt lassen sich 19 verschiedene zur Ipangulin-Reihe zu zdhlende Verbindungen
verifizieren, wobei die mengenmillig dominierenden Isoipangulin A; und Ipangulin C,
sind. Weitere deutliche Signale konnen als Ipangulin A,, Isoipangulin und Ipangulin B,
Ipangulin D, und Ipangulin X, identifiziert werden. Alle anderen sind nur in Spuren vor-
handen. Im Kraut, aber vor allem in den Wurzeln finden sich zudem zwei respektive vier
weitere Verbindungen dieses Typs, die sich allerdings keiner der bekannten Substanzen
zuordnen lassen.

Allein Isoipangulin D,, konnte im Kraut von Ipomoea coccinea nachgewiesen werden, was
bereits von Jenett-Siems et al. (2005a) publiziert wurde. Nun kann der Ipangulin-Befund
durch die Untersuchung weiterer Pflanzenteile untermauert werden: in den Friichten mit
Samen tritt in grofSer Menge Ipangulin D,s auf, daneben Ipangulin D,,. Dort Nebenalkaloid
ist Ipangulin Dy, in der aullerdem analysierten Samenprobe das Hauptalkaloid, begleitet
von Ipangulin D;;. Der Unterschied beziiglich der vorherrschenden Base mul$ nicht auf der
Verschiedenheit der Drogen beruhen, sondern kdonnte mit dem Entwicklungsgrad der
Samen zusammenhéngen: die Friichte mit Samen wurden teilweise noch unreif geerntet;
die Samen hingegen waren bereits voll ausgereift und konnten so problemlos von ihren
Fruchtschalen getrennt werden.

Tab. 11: GC-MS-Tabelle Pyrrolizidinalkaloide in Ipomoea sp. der Sectio Mina

linke Seite rechte Seite
1 Wurzel * in Spuren
3 Kraut + deutlicher Peak
7 Friichte mit Samen ++ mittelgroBer Peak
8 Samen +++ Hauptkomponente
Al junge Individuen der Provenienz A mit ersten Bliiten
7! eines dieser Ipanguline B Individuen der Provenienz B, die hinsichtlich ihrer Entwicklung
ist Hauptkomponente zwischen A Tund A II liegen

All Individuen der Provenienz A mit zahlreichen reifen Friichten
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Z 3 3 S S S S
~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~

Anhydroplatynecin +1,3 +378 +1,37 * + * * * +

9-Acetylplatynecin +7
7-(2'-Methylbutyryl)platynecin |+

Minalobin E +7

9-(2'-Methylbutyryl)platynecin | +3

Minalobin G +1,3 ¥

Isoipangulin D; +3

Ipangulin Ds +3 +

Minalobin L +13 * *

Minalobin M +13 * i *

Ipangulin D, +3

Ipangulin Dg +13

Minalobin O +1,3,7 + A *

Isoipangulin Dy +13 +7

Ipangulin Dy 4+ 137 *

Ipangulin C, +1,3

Minalobin Q +13 * *

Ipangulin Cq +13 *

Isoipangulin Dy, +3 47

Ipangulin Dy, +, +1s * + * *

Ipangulin D5 +3

Ipangulin Dy, +78 | +137 ++ * * ++

Ipangulin X, +13

Ipangulin D;s +7  +137 +++ |+ + + | |

Isoipangulin C, +1,3

Ipangulin C, +3

Ipangulin D, +137 * *

Ipangulin Dy 137 * + * * *

Ipangulin C; +1

Ipangulin Cs +13

Isoipangulin A, +13

Ipangulin A, +13

Isoipangulin B, +1,3

Ipangulin B, +13

Ipangulin A, +3

unbekannte Ipanguline (Anzahl) +1 3 +137 +) +@® ‘ |+ 3 +@

unbekannte Minalobine (Anzahl) +37 +@3)
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Die basischen Hauptinhaltsstoffe von Ipomoea cristulata sind Minalobin O und Ipangulin
D5 — eine Besonderheit, da in der Regel lediglich Ester mit identischem Grundkérper auf-
treten. Dieses Phdnomen findet sich sonst nur noch bei Ipomoea sloteri, allerdings enthal-
ten die Basenextrakte von Wurzeln und Kraut neben Isoipangulin C; in hoher Konzentra-
tion nur geringe Mengen fiinf weiterer Ipanguline und zweier Minalobine (Jenett-Siems et
al., 2005a). Der Befund konnte aufgrund der beschrinkten Drogenmenge nicht durch
Isolierung tiberpriift werden. Anders bei Ipomoea cristulata, aus der Minalobin O in Rein-
form gewonnen werden konnte und durch die Aufkldrung seiner Struktur und relativen
Stereochemie zur Identifizierung weiterer Verbindungen beitrdgt. Zusédtzlich kénnen acht
andere Minalobine gefunden werden, darunter Minalobin E, G, L, M und Q. Insgesamt
zwolf Ipanguline lassen sich bekannten Verbindungen zuordnen, wobei Ipangulin D;, und
vor allem Ipangulin D;s in ihrer Quantitét alle anderen tibertreffen. In Kraut und Wurzeln
konnen zudem vier noch nicht identifizierte Verbindungen dieses Typs detektiert werden,
die gleichermallen in beiden Drogen auftreten. Es wurden jeweils zwei Provenienzen
untersucht, bezeichnet mit A und B, die sich in ihrer phytochemischen Zusammensetzung
jedoch kaum voneinander unterscheiden. Auffillig bei den Friichten ist, dall die Haupt-
komponente ein bisher nicht beobachtetes Ipangulin darstellt, das im Weiteren als RI 2540
MG 397 BP 82/95 gefiihrt wird. Sein Massenspektrum erlaubt den Schluf, dal} es sich um
einen Platynecin-9-ester handelt. Drei andere mutmaRliche Ipanguline mit dhnlichen RIs,
von denen sich zwei mit denen in Kraut und Wurzeln decken, begleiten es, abgesehen von
den in Tab. 11 aufgefiihrten bekannten Substanzen.

Interessant ist die Tatsache, dafd im Kraut von Ipomoea cristulata (A 1, Kr) die Minalobine
G, L, M, O und Q und aullerdem drei unbekannte Verbindungen, die sich u. a. anhand
ihres Basispeaks bei m/z 124 aber durchaus als weitere Minalobine identifizieren lassen, zu
finden sind, daneben die Ipanguline Dy, D5 und Ds. In den Wurzeln (A I, Wu) hingegen
treten fast ausschlieflich Ipanguline auf, von denen das Ipangulin D;s mengenmdfig die
vorherrschende Verbindung ist; hinzu kommt nur ein einziges Minalobin, ndmlich das
Minalobin O, das im Kraut von iiberragender Dominanz, in den Wurzeln jedoch in weitaus
geringerer Konzentration vorhanden ist. Hierzu muf} festgestellt werden, dal es sich bei
den untersuchten Individuen um recht junge Pflanzen handelte, die nur vereinzelt zur
Bliite gekommen sind; Fruchtbildung fand noch nicht statt.

Erstaunlicherweise kehrt sich das Verhéltnis mit zunehmendem Alter der Pflanzen mehr
und mehr um (s. Tab. 11, rechte Seite): So nimmt die Menge an Minalobinen im Kraut (B,
Kr; A II, Kr) konstant ab, bis nur noch die einstige Hauptkomponente Minalobin O in
Spuren zu finden ist, wohingegen die Peaks von Ipangulin D;; zusammen mit seiner Iso-
form Ipangulin Dy, in immer groBerem MaR das GC-MS-Spektrum dominieren. In den
Wurzeln (B, Wu; A II, Wu) ist dies genau umgekehrt, d. h. Minalobin O wird zur bestim-
menden Leitsubstanz in Begleitung anderer Trachelanthamidin-Ester, insbesondere
seines threo-Derivats Minalobin M, wihrend von den Ipangulinen nur noch Spuren
enthalten sind. Es stellt sich somit die Frage, inwiefern biogenetische Vorgidnge und die
Speicherung der Pyrrolizidinalkaloide einen Einflu3 auf die Verteilung der Minalobine und
Ipanguline in der Pflanze haben.

Betrachtet man die Ipanguline D,, und D;s (Jenett-Siems et al., 2005a), 1463t sich feststellen,
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dall beide die 2-Hydroxy-2-methyl-3-tigloyloxybuttersdure als Substituenten tragen,
zudem fast identische Massenspektren und nur einen geringen Unterschied in ihren
Retentionsindices aufweisen. Eingedenk der Tatsache, dal} die threo-Form im GC-MS
immer vor der erythro-Form von der Sdule kommt, deutet alles darauf hin, dall bei
Ipangulin D,s; (RI 2375) der Substituent threo-, bei Ipangulin D,s (Rl 2387) erythro-
konfiguriert ist. Damit ist die Necinsdure der Hauptbestandteile der Alkaloidfraktionen des
Krautes (Minalobin O) und der Wurzeln (Ipangulin D;s) identisch, ndmlich erythro-
2-Hydroxy-2-methyl-3-tigloyloxybuttersdure. Man kann nun spekulieren, ob lediglich die
enzymatische Ausstattung von Ipomoea cristulata die Bildung dieses Substituenten
begiinstigt, oder ob die Pflanze moglicherweise in der Lage ist, zum Zwecke des Transports
eine nachtrigliche Hydroxylierung zum Ipangulin D,s durchzufiihren bzw. dieses zur
Speicherung zum lipophileren Minalobin O zu reduzieren. Dieser Sachverhalt wére eine
eingehendere Untersuchung wert.

Fraglich ist die Rolle des Anhydroplatynecins. Es wurde in allen acht der in diesem Arbeits-
kreis untersuchten Spezies der Sectio Mina gefunden (Jenett-Siems et al., 2005a). Stelljes et
al. (1991) vermuten, dafl es im Sinne eines Artefakts durch Hitzeeinwirkung bei der
Aufarbeitung und gaschromatographischen Vermessung aus Estern des Platynecins ent-
steht. Die vorgenommenen Analysen zeigen jedoch, dal es auch bei der ausschlief3lich
Minalobine-fithrenden Ipomoea lobata (Cerv.) TrewL. (Syn.: Mina lobata Cerv.) auftritt. Die
Minalobine tragen als Trachelanthamidin-Ester keinen Sauerstoff-haltigen Substituenten
in Position 7 der Necinbase; somit ist ein RingschluR, der bei den Platynecin-Estern unter
Wasserabspaltung zwischen den beiden Hydroxygruppen stattfinden kann, eher unwahr-
scheinlich. Anhydroplatynecin koénnte also vielleicht doch eine Substanz biogenen
Ursprungs sein.

2.1.2.5 Ergoline

Die Ergoline sind die wohl bekannteste Sekundirstoffgruppe der Convolvulaceae. Vor
ihrer Entdeckung in Windengewichsen (s. 1.3) waren sie bereits als Stoffwechselprodukte
des bevorzugt auf Roggen parasitierenden Pilzes Claviceps purpurea beschrieben worden.
Dessen hornartige Sklerotien fanden schon im 16. Jahrhundert Einsatz in der Geburtshilfe,
woher auch der Name Mutterkorn stammt. Die vom Tryptophan abgeleiteten Inhalts-
stoffe, auch Mutterkornalkaloide genannt, werden von pharmazeutischen Chemikern
gerne als ,dirty drugs“ bezeichnet, da sie sowohl an serotoninergen, als auch an dopa-
minergen sowie an «x-adrenergen Rezeptoren angreifen. Die Wirkung ist dabei insbeson-
dere vom zugrundeliegenden Strukturtyp abhéngig sowie vom Substitutionsmuster. Die
groflten Gruppen stellen die Clavine, die einfachen Lysergsdureamide und die Ergopeptine
dar.

Die Detektion der Ergoline im Labor erfolgt anhand ihrer Indol-Partialstruktur, die mit van
Urk-Reagenz eine himmelblaue bis dunkelblaue Farbung entwickelt. Detailliertere
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Informationen konnten durch das GC-MS-Screening der unter 2.1.1 hergestellten Basen-
Extrakte erhalten werden.

In der nachfolgenden Tab. 12 sind die im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesenen Mutter-
kornalkaloide nach Spezies aufgeschliisselt. Verbindungen, denen keine exakte Struktur-
formel zugeschrieben werden kann, deren Massenspektrum aber ganz klar eine Zugeho-
rigkeit zur Substanzgruppe der Ergoline erkennen 148t, sind durch ihr Molekulargewicht
(MG), ihren Basispeak (BP) und ihren Retentionsindex (RI) charakterisiert. Stoffe, bei
denen diese Kennzahlen nicht eindeutig auszumachen sind, werden unter ,weitere
Ergoline“ zusammengefal3t.

Tab. 12: GC-MS-Tabelle Ergolinalkaloide
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N-Methyl-seco-agroclavin  + 3 4 +3,5 +3 +s  ts
Cycloclavin +3
MG 224 BP 167 RI2197 +3 +3g
MG 226 BP 226 RI 2248 +3
8-Epicostaclavin ? +3
Festuclavin +3 +35
AgrOClaVin +34 + 3 +35 +1,3 *+368 +3 +3 + 1,3
Chanoclavin +34 +1248 +1 +3 +35 +1368 | +3
MG 270 BP 168 RI 2458 +3 +2 2,
MG 270 BP 168 RI 2468 +4 +35 +3
MG 268 BP 237 RI 2479 +34 +248 +1 +35 +68 +3 +3
Elymoclavin +34 +248 +1 +35 +3568 +3
MG 252 BP 252 RI 2658 +34 + +3 +3 +3 +3
Lysergsdureamid (Ergin) +34 +1248 +1 +3 +3.568 +3 +3
x-Hydroxylysergsdureamid +1,24,8 136
y-Hydroxylysergsdureamid +248
Ergometrin (Ergobasin) +34
weitere Ergoline +3,4 +++++3 +++3 | +13 +3 +++3 ++3

++5 +++++ g
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Legende zu Tab. 12: Abstufung = Anzahl
1 Wurzeln (ggf. mit Rhizomen) 6 Bliiten + 1-5

2 (verholzter) Sprof3 7 Friichte mit Samen ++ 6-10

3 Kraut 8 Samen +++ 11-15

4 Blatter 9 Keimlinge ++H++ 16-20

5 Ganzpflanze +H+++ tiber 20

Ein wichtiges Unterscheidungsmerkmal im Massenspektrum ist das Molekulargewicht,
denn die Lysergsdureamide weisen bedingt durch den dritten Stickstoff eine ungerade
Massenzahl auf. Clavine und Lysergsdure-Derivate hingegen haben eine geradzahlige
Molmasse, was auf alle nur durch ihre Kennzahlen charakterisierten Ergoline zutrifft. Allen

gemeinsam sind die Zerfallsionen, die durch Fragmentierung des Ergolin-Ringsystems
entstehen: m/z 209-207, m/z 183-181, m/z 167, m/z 154, m/z 144, m/z 130. A*>'°-Ergoline
weisen ein typisches Fragmentionenpaar bei m/z 168/167 auf. Clavine zeichnen sich durch
einen auffdllig grolen Molpeak aus, der zugleich als Basispeak fungieren kann, wenn
dieser nicht alternativ bei [M-1]* liegt. (Voigt et al., 1974)

H,C—R CH,OH
= CH,
- R,= H
“CH,
H CH,OH
| R,= bty
/N CHy
H

R=H: Agroclavin . R1: Lysergsaureamid (LSA)
R=0H: Elymoclavin Chanaclavin- R.: Ergometrin

Abb. 21: bei Convolvulaceae héufig auftretende Ergoline

Anhand dessen kénnen folgende Aussagen iiber die in Tab. 12 aufgefiihrten Verbindungen
getroffen werden:

MG 224 BP 167 RI 2197 diirfte aufgrund des Zerfallsionenpaares bei m/z 168/167 iiber
eine 9,10-Doppelbindung verfiigen.

Da Molpeak und Basispeak bei MG 226 BP 226 RI 2248 identisch sind, kann hier von
einem an C-10 gesdttigten Clavin ausgegangen werden.

MG 270 BP 168 RI 2458 weist nicht nur ein starkes Signal als Molpeak auf, sondern auch
ein Fragmentpaar m/z 168/167. Es konnte sich hier um das bereits mehrfach in
Convolvulaceae detektierte, vermutlich aus Elymoclavin gebildete Penniclavin handeln
(Groger, 1963b; Lee et al., 1979).

Nur 10 RI-Einheiten héher im GC-MS-Spektrum liegt MG 270 BP 168 RI 2468. Aufgrund
des nahezu identischen Zerfallsmusters wére ein Isomer wie Isopenniclavin denkbar.
MG 252 BP 252 RI 2658 wird nach Elymoclavin von der GC-Sédule eluiert und tritt meist
mit diesem vergesellschaftet auf. Die Molmasse entspricht zudem der des aus den
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Wurzeln von Securidaca longipedunculata isolierten Dehydroelymoclavin (Costa et al.,
1992).
Gerade bei Ergolinen ist jedoch die exakte Aufkldrung der Molekiilstruktur essentiell, da
mehrere Stereozentren vorliegen, was eine Isolierung unabdingbar macht.

Vergleicht man die unter Forschungsstand (1.3) aufgefiihrten Literaturstellen mit den
erhaltenen Resultaten, so kénnen die positiven Befunde fiir Ipomoea tricolor, I. muelleri
und I hildebrandltii sowie I. asarifolia und I. argillicola durchweg bestétigt werden, ebenso
die negativen fiir Ipomoea arborescens, I. coptica, 1. plebeia und I. shirambensis sowie
Evolvulus nummularius. Wie erwartet, fiel insbesondere Ipomoea hildebrandtii durch
ihren ausnehmend hohen Gehalt an Ergolinen auf.

Denkwiirdig ist die Tatsache, dal$ in einem der untersuchten Kultivare der als reichhaltige
Quelle an Ergolinen bekannten Prunkwinde Ipomoea tricolor, namlich in Ipomoea tricolor
cv. ,Flying Saucers“, keine Mutterkornalkaloide nachgewiesen werden konnten, zumal
dies den von Der Marderosian und Youngken (1966) und Genest und Sahasrabudhe (1966)
erhaltenen Ergebnissen widerspricht. Fiir beide Provenienzen des Kultivars ,Heavenly
Blue“ hingegen konnte der Reichtum an Ergolin-Alkaloiden deutlich untermauert werden;
zudem konnte gezeigt werden, dal8 nicht nur in den eingehend untersuchten viersamigen
Kapselfriichten, sondern auch in anderen Pflanzenteilen wie Kraut, Bliiten und sogar
Wurzeln Ergoline enthalten sind. Mogliche Griinde werden in der Diskussion erortert
(s.3.1.4).

Im Falle von Ipomoea bonariensis (Wurzeln) sind die Ergebnisse kritisch zu beurteilen, da
eine Verwechslung der Droge mit den Wurzeln einer zeitgleich aus dem Arboretum
Chatenay-Malabry bei Paris zugesandten Sticfocardia-Art aufgrund unzureichender
Etikettierung nicht abschlieBend ausgeschlossen werden konnte. Abgesehen von diesem
Zweifel an der Identitdt der Droge kann aber definitiv festgehalten werden, dal} es sich um
eine Wurzeldroge handelt, die eine ganze Reihe an Ergolinen enthélt, darunter Chano-
clavin, Elymoclavin und Lysergsdureamid. Bisher war man davon ausgegangen, dal}
Wurzelmaterial keine Vertreter dieser Stoffklasse enthilt (z. B. Taber ef al., 1963b). Anhand
der vorliegenden GC-MS-Daten kann gezeigt werden, da Mutterkornalkaloide durchaus
in allen Pflanzenteilen auftreten. Dies trifft ebenfalls fiir Ipomoea asarifolia und Ipomoea
tricolor cv. ,Heavenly Blue“ zu. Auch bei den Proben von Ipomoea velutina und Ipomoea
ochracea, in denen Agroclavin als einzige (bekannte) Verbindung gefunden werden konn-
te, wurde dieses sowohl im Kraut, als auch in den Wurzeln detektiert. Dal bisher nur in
seltenen Féllen in den Wurzeln von Convolvulaceae Ergoline nachgewiesen wurden, mag
auch darauf beruhen, dal§ bei den zahlreichen Untersuchungen ab den 60er Jahren in der
Regel nur Samenmaterial der betreffenden Arten der Analyse zugefiihrt wurde.

Die Erfahrung im Labor hat gezeigt, daly nicht nur Ergoline, sondern durchaus auch ande-
re Sekundirstoffe mit Indol-Partialstruktur eine positive van Urk-Reaktion hervorrufen
—in diesem Zusammenhang sei auf die Ipobscurine und das Tryptophol-gentiobiosid hin-
gewiesen. Selbst Benzofurane wie die Bonaseminole kdnnen eine falsch-positive Reaktion
auslosen. Auch diese Tatsache sollte bei den nachfolgend beschriebenen Féllen bertiick-
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sichtigt werden.

Die Literatur zu Ipomoea hederacea beziiglich des Ergolinvorkommens ist — wie unter 1.3
ausgefiihrt — nicht einheitlich. Wilkinson et al. (1986) verzeichnen ein positives Ergebnis,
Beyerman et al. (1963), Groger (1963a) und Der Marderosian et al. (1964) aber konnten
keine Blaufiarber nachweisen. Allein bei Groger wird der Benenner dieser Art mit JacQuin
korrekt angegeben. Es konnte sich bei Wilkinson et al. also durchaus um eine Verwechs-
lung mit der Ergolinalkaloid-reichen Spezies I. nil handeln, was darauf beruht, daf
L hederacea unter anderen Autorennamen laut Austin (1986) ein Synonym fiir Ipomoea nil
(L.) Roru darstellt; dies vermutet auch Hegnauer (1964 und 1989). Der positive Ergolin-
Befund mufl aullerdem deshalb in Frage gestellt werden, weil die GC-MS-Analyse von
Kraut und Wurzeln nicht nur keine Mutterkornalkaloide, sondern gar keine Alkaloide
zutage brachte, was fiir eine sehr eingeschriankte Biosyntheseleistung der Pflanze in
diesem Bereich spricht.

Die Identifizierung von Elymoclavin in den Samen von Ipomoea coccinea wird von Groger
(1963a) und von Wilkinson et al. (1987; hier zusammen mit sechs weiteren Ergolinen) be-
schrieben. Der Nachweis erfolgte jedoch nur anhand von 0.5 g respektive 2 g Droge, zudem
lediglich diinnschichtchromatographisch, und konnte durch die um einiges exaktere GC-
MS-Analyse nicht bestétigt werden. O. g. Befunde sind daher als eher unwahrscheinlich
anzusehen, zumal die Drogenmenge fiir den Screening-Ansatz dieser Arbeit mit 50 g
Friichten mit Samen deutlich gr6Ber war, noch dazu ausreichend um eine Reihe von
Pyrrolizidinalkaloiden nachzuweisen.

Ahnlich verhilt es sich mit Ipomoea pes-tigridis. Weder in Kraut und Wurzeln, noch in den
bei Nair et al. (1987) als Ergolin-positiv (per DC) beschriebenen Samen konnten Mutter-
kornalkaloide nachgewiesen werden. Damit unterstiitzt die vorliegende Arbeit die nega-
tiven Befunde von Jirawongse ef al. (1977) und Amor-Prats und Harborne (1993a).

2.1.2.6 Sonstige

Im GC-MS finden sich weitere stickstoffhaltige Verbindungen, die jedoch keine einheit-
liche Stoffklasse bilden (s. Tab. 13). In der Hauptsache handelt es sich um biogene Amine,
die durch Decarboxylierung aus Aminosduren entstehen. Auffillig ist, daf diese biogenen
Amine fast ausschlie@3lich in oberirdischen Organen detektiert wurden.

NH, Phenylethylamin leitet sich vom Phenylalanin ab und konnte
©/\/ im Kraut von Evolvulus glomeratus, Ipomoea tricolor (beide
Kultivare), Operculina aequisepala und Operculina riedeliana,

in der Ganzpflanze von Ipomoea muelleri und in den Bliiten
von Convolvulus sabatius nachgewiesen werden. In etwa der Hélfte der Proben traten
zudem homologe Amide auf. Das Methanamid und das Ethanamid wurden bereits als

Inhaltsstoffe von Hewittia sublobata (Henrici, 1996), Merremia quinquefolia — neben einer
Reihe weiterer Derivate — (Mann, 1997) und Merremia medium (Tofern, 1999) identifiziert.

Abb. 22: Phenylethylamin



NH, Das aus Tyrosin gebildete Tyramin tritt im Kraut von Bonamia

/©/\/ spectabilis, Evolvulus glomeratus, Merremia quinata und
HO Operculina riedeliana, in den Spro8achsen von Ipomoea asarifolia
Abb. 23: Tyramin und in Kraut und Wurzeln der von den Kanarischen Inseln
stammenden Ipomoea tricolor cv. ,Heavenly Blue“ auf. In beiden

Drogen von Ipomoea tricolor fand sich zusidtzlich dessen N-Acetyl; die methoxylierte Form
konnte im Kraut von Bonamia spectabilis nachgewiesen werden.

NH, Aus Tryptophan entsteht das Tryptamin, das lediglich in den
©j/\/ Bliiten von Evolvulus glomeratus zusammen mit mehreren
N N-substituierten Derivaten und im Kraut von Operculina

,L riedeliana gefunden werden konnte.

Abb. 24: Tryptamin

Der unsubstituierte Grundkorper des Tryptamins/Tryptophans ist

Indol. Dieses 2,3-Benzopyrrol konnte jeweils im Kraut von Convolvulus

©j sabatius, Evolvulus glomeratus cv. ,Blue Daze“, Ipomoea tricolor
N cv. ,Heavenly Blue“ (beide Provenienzen) und Operculina riedeliana

,!, detektiert werden, bei Convolvulus sabatius auch in den Bliiten. Im

Abb. 25: Indol Vorfeld wurde es bereits als Inhaltsstoff des Krauts von Hewittia
sublobata und Merremia aegyptia beschrieben (Henrici, 1996).

AN Ebenso vom Tryptophan leiten sich die B-Carbolin- oder auch

w Harmala-Alkaloide ab. Uber deren Vorkommen bei Convolvulaceae

'|4 Z wurde bereits berichtet: Harman (2-Methyl-B-carbolin) und

CH, Norharman konnten im Kraut von Merremia quinquefolia (Mann,

Abb. 26: Harman 1997) detektiert werden, nur Norharman in den Bldttern von

Argyreia hookeriund im Kraut von Ipomoea batatas (Tofern, 1999).

Bei der vorliegenden Arbeit konnte anhand von Referenzmaterial auerdem 1-Acetyl-g-

carbolin in das Screening miteinbezogen werden. Verbindungen dieses Typs treten bei

Convolvulaceae offensichtlich ausgesprochen haufig auf, ndmlich in 20 der 47 unter-

suchten Arten. Sie konnten in neun der dreizehn Gattungen nachgewiesen werden, wobei

von den Carbolinalkaloid-freien Gattungen jeweils nur eine Spezies untersucht wurde. Ein

negativer Gattungsbefund mul} somit als begrenzt aussagekriftig gelten. Die von Henrici

(1996) aus dem Kraut von Merremia aegyptia isolierte 1,2,3,4-Tetrahydro-g-carbolin-
3B-carbonsdure konnte in keiner der gescreenten Arten gefunden werden.
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Tab. 13: GC-MS-Tabelle sonstiger stickstoffhaltiger Verbindungen
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2.1.3 Calystegin-Analytik

Beziiglich ihrer Analytik nehmen die Calystegine unter den Tropan-Alkaloiden eine Son-
derrolle ein. Diese liegt vor allem darin begriindet, dall sie als polyhydroxylierte und somit
ausgesprochen polare Verbindungen nicht mit organischen Losemitteln aus der Wasser-
phase extrahiert werden kénnen. Demzufolge miissen sie mit einem vom konventionellen
Trennungsgang (s. 2.1.1) abweichenden Verfahren gewonnen werden, wobei sich die
Ionenaustausch-Chromatographie als sehr hilfreich erwies. Auch bei der Detektion sind
besondere Mallnahmen erforderlich: Bevor die Calystegine der hochsensiblen GC-MS-
Analytik zugefiihrt werden konnen, miissen sie — um ihre Verdampfbarkeit zu gewdhr-
leisten - silyliert werden (s. 5.3.4). Daher wurden sie bei Mann (1997) und Tofern (1999) als
hydrophile Alkaloide gesondert abgehandelt. In Anlehnung hieran erhalten die Calystegine
im Hauptteil und im Experimentellen Teil dieser Arbeit ein eigenes Kapitel. Andererseits
zédhlen sie aus biogenetischer Sicht ganz klar zu den Tropanen und werden daher an dieser
Stelle diskutiert.

Calystegine sind polyhydroxylierte Nortropane mit mindestens drei OH-Gruppen, von
denen sich eine an einem Briickenkopf-Kohlenstoff befindet. Tritt ein Substituent in Posi-
tion 3 auf — was bei allen bisher bekannten Derivaten mit Ausnahme der Calystegine As
und A; der Fall ist — ist dieser B-stdndig; es handelt sich also durchweg um 38-Tropanol-
Abkommlinge. Thre Einteilung erfolgt anhand der Anzahl der OH-Gruppen: Die trihydroxy-
lierten Calystegine gehoren der A-Reihe an, die tetrahydroxylierten der B-Reihe und die
pentahydroxylierten der C-Reihe. Desweiteren treten N-methylierte Verbindungen auf
(Asano et al., 1997), die bisher allerdings nur in Solanaceae gefunden werden konnten. Die
Calystegine entstammen dem bekannten Biosyntheseweg der Tropanalkaloide mit 38-
Tropanol als Zwischenstufe, was auch fiir Convolvulaceae eindeutig bewiesen werden
konnte (Scholl et al., 2001).

Entdeckt wurden die Calystegine bei der Suche nach Mediatoren zwischen hoheren
Pflanzen und symbiotischen Bakterien der Rhizosphére. Tepfer ef al. (1988) fanden heraus,
daB diese Inhaltsstoffe der einheimischen Winde Calystegia sepium das Bodenbakterium
Rhizobium meliloti 41 selektivim Wachstum fordern, da dieses in der Lage ist, die Tropane
als Kohlenstoff- und Stickstoff-Quelle zu nutzen. Neben anderen polyhydroxylierten Alka-
loiden, wie z. B. den Indolizidinen Swainsonin und Castanospermin, fielen die Calystegine
auBerdem durch ihren Hemmeffekt gegeniiber verschiedenen Glykosidasen auf. Ihre
Wirkung als Glykosidase-Inhibitoren variiert dabei je nach Lage und Stellung der Hydroxy-
Gruppen. Beispielsweise zeigt Calystegin C, eine etwa hundertmal stirkere inhibitorische
Aktivitdt gegeniiber B-Glukosidase als Calystegin C,, das ebenfalls die x-Mannosidase
hemmt, die jedoch von Calystegin C, nicht beeinfluft wird (Kato et al., 1997). Auswirkung
hat dies unter anderem auf die Glykoproteinbiosynthese, da die Calystegine als Zucker-
mimeten die Metabolisierung gewisser Kohlenhydrate und Glykoproteine unterbrechen
konnen. Das prddestiniert sie fiir die Erforschung ihrer antiviralen und zytostatischen
Potenz (Dréger, 1996; Asano et al., 2000).
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Gerade auch aufgrund ihrer Bedeutung als gemeinsames chemotaxonomisches Merkmal
der beiden groRten Familien der Ordnung Solanales — den Convolvulaceae und den
Solanaceae — wurde die Analytik der Calystegine im Arbeitskreis Eich kontinuierlich
weiterentwickelt. Wurden sie anfanglich diinnschichtchromatographisch mit einem leicht
basischen FlieBmittel getrennt und mittels Silbernitrat-Natronlauge-Reagenz detektiert
(Henrici, 1996; Mann, 1997), ging man alsbald zum weitaus empfindlicheren und zudem
aussagekraftigeren Nachweis mittels GC-MS {iiber (Tofern, 1999; Schimming, 2003). Als
besonders geeignet fiir die Probengewinnung erwies sich das von Drédger (1995) ange-
wandte Verfahren der Extraktion mit anschlieBender Aufreinigung unter Verwendung
eines stark sauren Kationenaustauschers. Auch im Rahmen dieser Arbeit wurden mehrere
Proben angefertigt und vermessen. Die Resultate flossen in die umfangreichen Reihen-
untersuchungen von Schimming (2003) an insgesamt 128 Convolvulaceen-Spezies aus 29
Gattungen beziiglich des Vorkommens von Calysteginen ein. Die Ergebnisse des GC-MS-
Screenings von etwa der Hélfte der hier bearbeiteten Arten finden sich dort. Sie sind in der
nachfolgenden Tab. 14 zusammengefaldt. Soweit nicht anders angegeben, wurden 10 g
getrocknete Droge fiir das Screening verwendet.

Tab. 14: Calystegin-Vorkommen bei den hier bearbeiteten Spezies
(nach Schimming, 2003)

Art Pflanzenteil A3 A5 AG A7 B1 B2 Bg B4 C]
Astripomoea malvacea Wurzelrinde - - - - = == = =
Kraut e e e e e e I

Blétter (3.0 g) - === =] = ===

Bonamia dietrichiana Kraut (7.0 g) - = === == =] =
Bonamia spectabilis Kraut B I T T
Bonamia trichantha Blatter - = = == =] = =] =
Calystegia silvatica Wurzeln +  + - -+ o+ | -  + -

Blatter + - - - + + - 4+ -

Bliiten - - - -+ + | - 7 -
Convolvulus graminetinus Blatter (2.5 g) S T A
Convolvulus sabatius Kraut (5.0 g) + - - -+ o+ - = 4+

Bliiten (5.0 g) + - - -+ 2 _ | _
Convolvulus sagittatus blithendes Kraut - - - - - - | -] =

|
|
|
|
|
+
|
|
|

Dichondpra sericea Kraut (2.0 g)
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Art

Evolvulus glomeratus cv. ,Blue
Daze*“

Evolvulus nummularius

Falkia repens

Ipomoea asarifolia

Ipomoea mauritiana

Ipomoea plebeia

Ipomoea tenuirostris

Ipomoeas tricolor (Kanarische
Inseln)

Lepistemon urceolatum

Maripa panamensis

Merremia pterygocaulos

Operculina aequisepala

Operculina riedeliana

Polymeria ambigua

Polymeria calycina

Pflanzenteil

Kraut

Kraut (3.0 g)

Wurzeln

Kraut

Blatter

Bliiten (pink)
Bliiten (2.0 g)
Wurzeln (8.0 g)
Kraut

Blitter

Bliiten (5.0 g)

Blatter

Blatter
Bliiten (2.1 g)

Pericarp

blithendes Kraut
(3.0g

Blatter

Pericarp (3.85 g)
Sprosse

Blatter

junge Blatter
dltere Blétter
Pericarp

Samen

Kraut

Sprosse, Friichte
Sprosse (3.0 g)
Blédtter

As

As

A

B:

B,

Bs

B,

Ci
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Ubereinstimmend mit Schimming et al. (2005) enthalten etwas weniger als die Hélfte der
untersuchten Proben mindestens ein Calystegin.

Fiir die Gattungen Bonamia, Calystegia, Convolvulus, Dichondra, Falkia, Lepistemon und
Maripa wurden deutlich positive Befunde erhalten. Von den fiinf untersuchten Ipomoea-
Arten konnte allein in den Bliiten von Ipomoea tricolor Calystegin B, nachgewiesen
werden, was fiir ein eher sporadisches Auftreten innerhalb dieses Genus spricht. Dies
scheint ebenso fiir die Gattung Merremia zu gelten, von der allerdings nur ein Exemplar
untersucht wurde, fiir das zudem das Vorkommen von Calystegin C, nicht eindeutig belegt
werden konnte. Keine Calystegine wurden in den Gattungen Evolvulus, Operculina und
Polymeria detektiert. Bei den beiden letzten Genera wird vermutet, da das Fehlen von
Calysteginen ein taxonspezifisches Merkmal darstellt.

Als am weitesten verbreitet gelten die Calystegine der B-Reihe. Die erhaltenen Resultate
stimmen hiermit {iberein: Calystegin B, tritt am h&dufigsten auf, gefolgt von Calystegin B,.
Dritthdufigste Verbindung ist das Calystegin As, wobei festgestellt werden kann, dal die
Calystegine der A-Reihe insbesondere in den beiden nah verwandten Gattungen
Calystegia und Convolvulus akkumuliert werden.

H—
N
H\N H\N

OH
HO

OH
OH OH

HO OH HO OH
Calystegin A; Calystegin B, Calystegin B,

HO OH

Abb. 27: die am hdufigsten nachgewiesenen Calystegine A;, B; und B,
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2.2 Isolierung und Strukturaufklirung von Alkaloiden

Im nun folgenden Teil der Arbeit werden die anhand der Ergebnisse des GC-MS-
Screenings angestrebten Isolierungen beschrieben. Die Strukturaufkldrung der Einzel-
stoffe erstreckt sich tiber Alkaloide aus den Bereichen Pyrrolidine, Pyrrolizidine und ganz
tiberwiegend Tropane. Eine Ausnahme bilden die Hydroxyzimtsdureamide, die sich wegen
ihrer fehlenden basischen Eigenschaften ganz grundlegend von den iibrigen, hier bearbei-
teten Alkaloidtypen unterscheiden. Dies hat zur Folge, dall sie nicht im Basen-Extrakt
lokalisiert sind und somit auch nicht per GC-MS nachgewiesen wurden. Anstelledessen
erfolgte ihre Detektion mittels HPLC und DC. Entsprechend ihres Auftretens im sauren
Dichlormethan-Extrakt zu einem friitheren Zeitpunkt des Trennungsgangs werden sie den
im Basen-Extrakt enthaltenen Alkaloiden vornangestellt.

2.2.1 Hydroxyzimtsdureamide

Die Hydroxyzimtsdureamide zdhlen aufgrund ihrer nicht-basischen Eigenschaften erst
nach neueren Definitionen zu den Alkaloiden. Sie setzen sich aus einer Hydroxyzimtsdure
und einem primdren Amin zusammen, die sdureamidisch miteinander verkniipft sind.
Vertreter dieser Stoffgruppe konnten aus diversen Convolvulaceae gewonnen werden. In
den Samen von Ipomoea obscura wurden — aufgrund ihrer positiven van Urk-Reaktion —
die Serotonin-Konjugate Ipobscurin A, B, C und D entdeckt (Eich et al., 1986; Eich et al.,
1989; Weigl, 1992; Jenett-Siems et al., 2003). Die einzelnen Ipobscurine konnen gleichsam
als Stufen eines mutmalilichen Biosyntheseweges angesehen werden, der vom Ipobscu-
rin A, dem Sdureamid von Serotonin mit p-Cumarsdure, iiber Veretherung mit einem
Phenylpropan zum Ipobscurin B fiihrt, aus dem durch Cyclisierung die beiden makro-
lactamartigen Ipobscurine C und D gebildet werden, die cis-/ trans-Isomere darstellen. Im
Arbeitskreis Eich erfolgte aulerdem die Isolierung von N-trans-Feruloyltyramin (Trumm,
1991; Jenett-Siems, 1996; Mann, 1997) und N-trans-p-Cumaroyltyramin (Tofern, 1999),
beide Sdureamide des in S-Stellung aromatisch substituierten Ethylamins Tyramin.

Hydroxyzimtsdureamide werden iiberwiegend in Zusammenhang mit den reproduktiven
Organen hoherer Pflanzen und ihrer Abwehrreaktion auf Noxen beschrieben. Beispiels-
weise wurden sie als dominierende phenolische Komponenten der reproduktiven Organe
verschiedenster Bliitenpflanzen identifiziert, wobei ihre Anreicherung durch das Kappen
blithender Individuen induziert werden kann (Martin-Tanguy et al., 1978). Bei mechani-
scher Verletzung der Pflanze kommt es in der Umgebung der Wunde zu einem Konzentra-
tionsanstieg: In den Blittern der Tomate 143t sich eine Verzehnfachung des Gehalts an N-
trans-p-Cumaroyltyramin und N-trans-Feruloyltyramin feststellen. Neben Lycopersicon
esculentum zeigten auch Solanum tuberosum und Nicotiana tabacum (alle Solanaceae)
eine signifikante Erhohung des Gehalts an N-frans-Feruloyltyramin bei Verletzung der
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Pflanze. Von den beiden Tyraminamiden kann angenommen werden, dal} sie Teil des
chemischen Abwehrarsenals bei Verwundung sind, um die Pflanze gegen Pathogene und
Angriffe von Fralfeinden zu schiitzen (Pearce et al, 1998). Zur Pathogeneinkapselung
induziert die Pflanze einen lokalen Zelltod. Unterstiitzend werden die Wande der apopto-
tischen Zellen durch Einlagerung phenolischer Verbindungen verstirkt; dazu zdhlen u. a.
p-Cumaroyl- und Feruloyltyramin, die mit anderen vermutlich auch zu der charakteristi-
schen Autofluoreszenz des befallenen Gewebes fithren (Beerhues, 1992). Dies wird durch
die Arbeiten von Keller ef al. (1996) untermauert: Insgesamt vierzehn Verbindungen
wurden in Zusammenhang mit der Infektion sowohl einer Zellsuspensionskultur ober-
flachensterilisierter Bldtter von Solanum tuberosum L. cv. ,Datura“ mit Kulturfiltrat, als
auch von Bldttern der Kartoffelpflanze mit einer Sporensuspension von Phytophthora
infestans, eines bei Pflanzen Mehltau verursachenden Oomyceten, identifiziert. Neben den
Putrescinamiden und p-Hydroxybenzaldehyd zeigten die beiden hier zellwandgebun-
denen Hydroxyzimtsdureamide den stdrksten Anstieg der Akkumulationsrate; N-frans-p-
Cumaroyltyramin wurde aufferdem in grofen Mengen ins Kulturmedium abgegeben.

Es ist auffillig, dald gerade Solanaceae als Untersuchungsobijekte fiir das Auftreten und die
physiologische Erforschung dieser beiden bei Convolvulaceae regelméllig auftretenden
Hydroxyzimtsdureamide genutzt werden. Dies ist jedoch nicht verwunderlich, bertiick-
sichtigt man deren enge Verwandschaft als Schwesterfamilien innerhalb der Ordnung
Solanales.

Auch aus pharmakologischer Sicht scheinen die Hydroxyzimtsdureamide nicht uninte-
ressant zu sein: Im Zuge der aktivitdtsgeleiteten Fraktionierung des Ethanolauszugs der
Knollen von Allium bakeri (,Xiebai“; Liliaceae) wurden N-frans-p-Cumaroyltyramin und
N- trans-Feruloyltyramin als aktives Prinzip bei der Inhibierung der Aggregation menschli-
cher Blutpliattchen (Thrombozyten) isoliert. Es wurde vermutet, daf§ diese Hemmwirkung
in Zusammenhang steht mit einer inhibitorischen Aktivitdt gegeniiber 5-Lipoxygenase
oder Thromboxan-Synthetase (Okuyama et al., 1986). In zwei weiteren Arbeiten wurden
N-cis- und N-trans-Feruloyltyramin als Hemmstoffe der in vitro Prostaglandin-Biosyn-
these aus dem Aceton-Extrakt der Sproflachsen der indonesischen Arzneipflanze Ipomoea
aquatica (,Kangkung“; Convolvulaceae) isoliert. N-trans-Feruloyltyramin und das eben-
falls getestete N-p-Cumaroyltyramin zeigten aufgrund ihrer Phenol-Teilstruktur moderate
inhibitorische Aktivitdt gegeniiber der Prostaglandin-Synthetase (ICs;: 270 yuM bzw.
280 uM), jedoch keine Aktivitdt gegeniiber der Arachidonat-5-lipoxygenase, da dafiir eine
3,4-Dihydroxy-Substitution essentiell erscheint (Tseng et al., 1986 und 1992).

Ebenfalls einen interessanten Ansatz liefern die Versuche von Nishioka et al. (1997): Nach
Gewinnung aus dem Methanolextrakt der genieBbaren Teile der Friihlingszwiebel (Allium
fistulosum; Alliaceae) zeigte N-trans-p-Cumaroyltyramin eine recht hohe inhibitorische
Aktivitdt gegeniiber der «-Glucosidase der Hefe; erstaunlicherweise hemmte es die
intestinale «x-Glucosidase der Ratte kaum.

N-trans-Feruloyltyramin und N-trans-p-Cumaroyltyramin sind im Alkaloid-Trennungs-
gang (s. 2.1.1) wegen ihrer fehlenden Basizitdt im sauren Dichlormethan-Extrakt anzu-
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treffen. Detektierbar sind sie anhand ihrer Eigenfluoreszenz auf der DC-Platte, wobei
ersteres intensiv blau leuchtet, letzteres schwédcher und dunkler, sowie ihrer Anfarbbarkeit
mit Echtblausalz B — beide reagieren nach Bespriihen mit einer braunen Fiarbung. Beim
Screening mittels HPLC sind sie aufgrund ihrer charakteristischen UV-Spektren gut zu
erkennen. Thre Anreicherung in zwei der untersuchten Spezies ermoglichte ihre jeweilige
Isolierung, was in den folgenden beiden Kapiteln dargelegt wird.

2.2.1.1 Isolierung und Strukturaufkldrung von N-frans-p-Cumaroyltyramin (1)

Abb. 28:
Operculina riedeliana (Ouiver) QOSTSTR.
in Queensland, Australien

Herkunft:
Australien

Beschreibung:
The Convolvulaceae of Malaysia (Ooststroom, 1939);
Australian Plant Census (CHAH, 2006)

Die in Australien heimische Operculina riedeliana (Ouiver) Ooststr. ist beziiglich ihrer
basischen Inhaltsstoffe eher unspektakuldr, enthélt sie doch nur einige einfache Pyrro-
lidin- und Tropanalkaloide (s. 2.1.2). Ihre vorrangige Uberlebensstrategie ist vielmehr die
Produktion von Biomasse: Zum einen bildet sie grofe Bldtter mit einem Durchmesser von
bis zu 20 cm aus und klettert schnell in die Hohe, zum anderen ist ihr die Ausbreitung iiber
ein grolles Territorium mittels flacher kabelartiger Ausldaufer méglich, wobei jeweils etwa
vier bis acht Sproflachsentriebe miteinander verwachsen und so einen robusten Seitenarm
bilden.

Der Riickstand des methanolischen Extraktes dieser Ausldufer wurde in 2%iger waRriger
Weinsdurelosung aufgenommen und entsprechend der eluotropen Reihe ausgeschiittelt.
Die saure Dichlormethan-Phase zeigte in der HPLC einige ungewohnliche Peaks, die
genauer untersucht werden sollten. Dazu wurde der Trockenriickstand in Chloroform auf-
genommen und an einer Kieselgel-Sdule mit einem Gradientensystem aus Chloroform mit
steigendem Anteil Methanol aufgetrennt. Nach diinnschichtchromatographischer Kon-
trolle wurden Fraktionen gleicher Zusammensetzung vereinigt (Abb. 29). Fraktionen 20-23
wurden mittels priaparativer HPLC (Gradient: 90:10 H,O%¢/MeOH nach 50:50 in 50 min)
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weiter separiert. Der nach 29.5 min aufgefangene Peak B mit UV-Maxima bei 204, 226, 293
und 309 nm wurde der Strukturaufklarung zugefiihrt.

Opeculina vie Bty st 11 q«,er:.u\‘nm vedeliaua, ;“fu.{er a - ‘“di""“‘m Aol
- \ o . &y
whoanTRR K | €L ERD S | 83 s
v
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Abb. 29: DC der Kieselgel-Sdule der Ausldufer von Operculina riedeliana
(FlieBmittel: EtOAc/H,O/Ameisensdure/Eisessig, 40:4:4:8)

Im "H-NMR fallen zunichst die Signale im aromatischen bzw. olefinischen Bereich auf:
vier Dubletts mit je zwei Protonen bei § 7.39 (H-2/H-6), 6 7.05 (H-2'/H-6"), 6 6.78 (H-3/
H-5) und 6 6.71 (H-3'/H-5") mit J ~ 8.5 Hz, die sich anhand ihrer leicht unterschiedlichen
Kopplungskonstanten zwei para-disubstituierten Aromaten zuordnen lassen, desweiteren
zwei Dubletts je eines Protons bei 6 7.43 (H-7) und bei 6 6.38 (H-8) und einer auffillig
grollen Kopplungskonstante (/= 15.7 Hz), die in Zusammenhang mit den chemischen Ver-
schiebungen der Wasserstoffatome typisch fiir eine trans-Doppelbindung ist. Das Signal
bei 6 7.43 weist eine Tieffeld-Shift auf; vermutlich befindet sich dieses Proton in -Position
zu einer Carbonyl-Gruppe. Auffillig tieffeldverschoben ist auch das aromatische Signal bei
6 7.39. Es liegt nahe, dall der elektronenziehende Einfluly einer Doppelbindung dafiir
verantwortlich ist, und damit der Aromat in Konjugation zu dieser steht. Das alles spricht
fiir trans- p-Cumarsdure als Acylkomponente.

Im aliphatischen Bereich finden sich zwei Tripletts (6 3.45 und & 2.75) mit einer
identischen Kopplungskonstante von 7.4 Hz, die einen Dacheffekt zeigen. Da beide zwei
Protonen entsprechen, muf$ es sich um miteinander koppelnde, also benachbarte Methy-
lengruppen handeln. Das recht tiefe Signal bei 6 3.45 (CH,-8') spricht fiir den Einflul} eines
Sauerstoff- oder Stickstoffatoms. Der Molpeak im EIMS liegt bei m/z 283; die ungeradzah-
lige Masse macht einen stickstoffhaltigen Naturstoff wahrscheinlich. So kann Tyramin als
zweite Komponente eines Sdureamids postuliert werden.

Das Massenspektrum untermauert die Vermutung, dal es sich um N-#rans-p-Cumaroyl-
tyramin handelt: Die Fragmente grolter Intensitdt entstehen durch fiir Phenylethylamine
typische McLafferty-Umlagerung (m/z 120) und durch «-Spaltung in Nachbarschaft zur
Carbonyl-Gruppe (m/z 147 als Basispeak und m/z 164), wobei letztere durch CO-Verlust in
m/z 119 und nach Hydrierung des Amins in m/z 137 iibergehen. m/z 107 wird durch
Benzyl-Spaltung im Tyramin-Teil gebildet, woraus unter Verlust der OH-Gruppe das
Tropylium-Ion mit m/z 91 resultiert; als Pendant entsteht nach Hydrierung m/z 177.
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Abb. 30: Fragmentierung von N-frans-p-Cumaroyltyramin (1) im EIMS

Die endgiiltige Bestdtigung der Identitit der Substanz lieferte der Vergleich mit den
Kopplungsmustern der Einzelstoffe (Pouchert, 1983 und 1993) sowie mit Literaturdaten
(Rondest et al., 1968; Nishioka et al., 1997; Tofern, 1999).

2.2.1.2 Isolierung und Strukturaufklidrung von N-frans-Feruloyltyramin (2)

Abb.31: Ipomoea plebeia R. Br.

Herkunft:
Queensland, Australien

Beschreibung:

Robert Brown's vermischte botanische Schriften
(Brown, 1827);

Flora Australiensis (Bentham, 1863-1878)

Ipomoea plebeia R. Br. ist ebenfalls ein australischer Endemit; sie ist auf kieshaltigen
Boden in FluBbetten und an flachen Hédngen zu finden. Die zierlichen Sproflachsen, wie
auch die langgezogen herzformigen Blétter sind behaart. In den Blattachseln tragt diese
auch als ,Bellvine“ bezeichnete Winde kleine, weille, trompetenférmige, gestielte Einzel-
bliiten. Durch Selbstbestdubung ist sie in der Lage, sehr viele ihrer schwarzbraun gestreif-
ten, ebenfalls behaarten Samen auszubilden, die nach der Reife aus den Spaltkapseln auf
den Boden fallen und dort schnell neue Individuen mit tief eingeschnittenen Keimbléttern
hervorbringen. So ist es dieser Art moglich, trotz relativer Anfilligkeit der Pflanzen fiir
Schidlinge und FraRfeinde, durch ihre groBe Nachkommenschaft ihr Uberleben zu
sichern.
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w k - /,W Beim Screening fiel der saure Dichlor-
1 ~ A \ methan-Extrakt des Krautes auf, da er fast
) ausschlielllich aus einer einzigen Substanz
zu bestehen schien, die im HPLC ein
= interessantes UV-Spektrum (Ama. = 198 nm,
| 220 nm, 293 nm und 317 nm) zeigte.

. Diese Verbindung sollte strukturaufgeklart
L | ‘ : , : , — werden; dazu wurde der Dichlormethan-
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WAVELENGTH Extrakt direkt zur Vermessung gegeben.

Abb. 32:
UV-Spektrum von N- tfrans-Feruloyltyramin (2)

Die meisten Signale des "H-NMR-Spektrums liegen im olefinischen/aromatischen Bereich.
So finden sich dort zwei Dubletts bei § 7.43 und § 6.40 fiir je ein Proton einer trans-
Doppelbindung, die sich durch ihre groe Kopplungskonstante von J ~ 15.7 Hz deutlich
von einer cis-stdndigen unterscheiden lid(3t. Das eine Dublett liegt mit § 7.43 (H-7) sehr tief,
ist also eher elektronenarm, was fiir den "M-Effekt durch die Nachbarschaft beispielsweise
eines Aromaten spricht. Es gibt auerdem drei Signale, die aufgrund ihrer gemeinsamen
Kopplungskonstanten zusammengehodren miissen: ein Dublett bei 6 7.11 (H-2) mit einer
meta-Kopplung (J = 1.7 Hz), ein Dublett bei 6 6.79 (H-5) mit einer ortho-Kopplung (J =
8.1 Hz) und ein Doppeldublett bei § 7.02 (H-6) mit einer meta- und einer ortho-Kopplung
(J=1.8 Hz und 8.6 Hz). Es handelt sich hierbei um einen 1,3,4-trisubstituierten Aromaten.
Einer der Substituenten ist vermutlich die bei § 3.87 auszumachende Methoxy-Gruppe, ein
Singulett bestehend aus drei Wasserstoffatomen mit charakteristischem ppm-Wert.
Dazwischen finden sich die typischen Signale fiir das AA'BB'-System eines para-
disubstituierten Aromaten (6 7.05 und § 6.71), d. h. je zwei Protonen bilden ein Dublett aus
und koppeln mit J ~ 8.3 Hz. Die beiden Tripletts im aliphatischen Bereich (5§ 3.46 und
6 2.75) zeigen neben einem Dacheffekt identische Kopplungskonstanten (J = 7.3 Hz) und
entsprechen je zwei Protonen, sind also vermutlich zwei benachbarte Methylengruppen.
Das tieffeldverschobene Triplett bei 6 3.46 (CH.-8') mul} unter dem EinfluB eines elek-
tronenziehenden Heteroatoms wie Stickstoff oder Sauerstoff stehen. Da die chemischen
Verschiebungen und auch die Kopplungskonstanten des para-disubstituierten Aromaten
und der beiden Methylengruppen nahezu identisch mit denen des N-trans-p-Cumaroyl-
tyramin sind, kann man auch hier von einem sdureamidisch gebundenen Tyramin
ausgehen.

Durch Vergleich mit Literaturdaten (Yoshihara et al., 1978; Okuyama et al., 1986) konnte

abgesichert werden, dall es sich bei Verbindung 2 um das N-trans-Feruloyltyramin
handelt.
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Abb.33: N-frans-Feruloyltyramin (2)

2.2.2 Pyrrolidinalkaloide

Der Grundkérper der Pyrrolidin-Alkaloide besteht aus einem N-Methylpyrrolidin-Ring,
der in «-Stellung zum Stickstoff mit einer Cs;-Seitenkette verkniipft ist, welche eine keto-
nische Sauerstoffsubstitution am mittleren C-Atom tragt. Der einfachste Vertreter dieser
Stoffgruppe ist das Hygrin. Strukturvarianten entstehen durch Einfiihrung eines weiteren
Oxopropyl-Restes, Konjugatbildung mit einem oder zwei weiteren N-Methylpyrrolidin-
Ringsystemen oder durch Reduktion einer oder beider Ketofunktionen zum Alkohol. Die
wohl bekanntste Verbindung dieser Stoffgruppe ist das Cuscohygrin, bei dem der endstin-
dige Kohlenstoff der 2-Oxopropyl-Kette mit dem dem Stickstoff benachbarten Kohlenstoff
eines zweiten N-Methylpyrrolidin-Ringes verbunden ist.

Bekannt wurden die Pyrrolidinalkaloide erstmalig durch Gewinnung der rohen Hygrin-
basen aus den Blittern des Coca-Strauches (Wohler und Lossen, 1862; Lossen, 1865); die
beiden Hauptkomponenten dieser Fraktion konnten von Liebermann in Reinform ge-
wonnen und nach eingehenden Analysen als Hygrin und Cuscohygrin formuliert werden
(1889 und mit Cybulski 1895).

Lange Zeit firmierten die Pyrrolidine lediglich als Inhaltsstoffe der Gattung Erythroxylum,
bis 1939 Lazur'evskii im Rahmen der Untersuchung einer Reihe von Convolvulus-Arten
tiber die Isolierung von Hygrin und Cuscohygrin aus Convolvulus hamadae berichtete.
Weitere diesbeziigliche Ergebnisse folgten: Aripova et al (1972) gewannen aus den
Wurzeln von Convolvulus erinacius und dem Kraut von Convolvulus subhirsutus neben
dem Tropan Convolvin auch Cuscohygrin. 1974 beschrieben Evans und Somanabandhu
ebenfalls Cuscohygrin als charakteristischen Bestandteil der Wurzeln einiger britischer
Convolvulaceae, namentlich Calystegia sepium, C. soldanella, C. sylvestris und Convolvulus
arvensis.

Aus pharmakologischer Sicht sind die Pyrrolidin-Alkaloide wohl eher zu vernachléssigen,
wenngleich das Cuscohygrin bei den Untersuchungen von Watson et al. (1983) die primére
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zelluldre Immunantwort bei Mdusen deutlich hemmte; zudem zeigte es einen leicht
immunsuppressiven Effekt bei der humoralen Abwehr. In Bezug auf Hygrin findet sich
kein Bericht tiber eine biologische Aktivitdt (Woker, 1953a; Novék et al., 1984).

Chemotaxonomisch hingegen kommt ihnen hinsichtlich ihrer eventuellen Rolle als
Familienmerkmal eine gewisse Bedeutung zu. Daher wurde ihr Vorkommen im Rahmen
des Alkaloid-Screenings via GC-MS dokumentiert. Die Ergebnisse in diesem Bereich sind
in Kapitel 2.1.2.1 aufgefiihrt und erldutert.

Aus den Wurzeln von Bonamia spectabilis und den Wurzeln und Rhizomen von Falkia
repens konnte das bei den Windengewidchsen wohl am weitesten verbreitete Pyrrolidin,
das Cuscohygrin, gewonnen werden. Im Folgenden wird exemplarisch die Isolierung aus
den Wurzeln der Bonamia-Art beschrieben.

2.2.2.1 Cuscohygrin (3)

Die Wurzeln von Bonamia spectabilis wurden gemdll dem Extraktionsschema unter 2.1.1
fraktioniert. Der so erhaltene Basen-Extrakt (s. 5.4.2.1 bzw. 5.4.4.5) wurde sdulenchromato-
graphisch an Kieselgel aufgetrennt; das Elutionsmittel setzte sich aus Chloroform, Metha-
nol und einer kleinen Menge walriger Ammoniak-Losung zusammen, wobei der Anteil an
Methanol stetig erhoht wurde. Die mit reinem Methanol bzw. einer Methanol-Ammoniak-
Mischung von der Sdule eluierten Fraktionen 96-Ende zeigten nach Besprithen mit
Dragendorffs Reagenz zwei positive Substanzzonen. Sie wurden vereint und mittels priapa-
rativer Diinnschichtchromatographie weiter separiert. Die im FlieBmittelgemisch Chloro-
form/Methanol/NH; konz. (50:50:1; V:V:V) bei R; 0.18-0.22 zu findende Bande Z wies keine
Fluoreszenzloschung bei 254 nm auf, zeigte aber nach Besprithen mit dem Detektions-
mittel eine leuchtendorangene Farbung. Der entsprechende Bereich wurde mit dem
Spatel von der DC-Platte gekratzt, und das Kieselgel mit 10%iger Natriumcarbonat-Lésung
extrahiert. Die mit Dichlormethan ausgeschiittelte Substanz sollte als vermutlich stick-
stoffhaltige Verbindung strukturaufgekladrt werden.

Die Peaks im 'H-NMR liegen alle zwischen § 1.54 und § 3.27; es sind also keine signal-
gebenden Protonen an ungesittigten C-Atomen vorhanden und somit keine aromatische
Teilstruktur. Auffillig sind die jeweils drei H-Atomen entsprechenden Singuletts bei § 2.44
und § 2.46, deren chemische Verschiebung zwei N-CH;-Gruppen vermuten ld(3t. Da keine
Signalaufspaltung erkennbar ist, muly es sich hierbei um zwei tertidre Stickstoffatome
handeln.

Bestimmend im EIMS ist der Basispeak mit m/z 84, der zusammen mit dem Verhalten bei
der DC-Untersuchung einen deutlichen Hinweis auf ein Hygrin-Derivat gibt. Er verdankt
seine Entstehung der durch den Stickstoff dirigierten «-Spaltung. Es resultiert das
N-Methyl-pyrrolinium-Kation, das durch Ausbildung einer Doppelbindung am Stickstoff,
da vierbindig, positiv geladen ist. Gegenstiick ist das Fragment bei m/z 140. Ebenfalls einen
auffilligen Peak, jedoch von weitaus geringerer Intensitit, stellt das Fragmention bei
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m/z 98 dar; es entsteht durch «-Spaltung zur Carbonylgruppe. Der Stickstoff bestimmt also
in sehr viel stirkerem Mal3e die Zerfallsreaktion. Eingedenk der Tatsache, dal es sich auf-
grund der zwei N-Atome um einen Molpeak geradzahliger Masse handeln muf3, findet sich
ein sehr kleiner Peak bei m/z 224, jedoch mit korrespondierenden Signalen bei m/z 223
(M-H) und m/z 209 (M-CHs). Fiir m/z 224 kann die Summenformel C,sH.,N,O postuliert
werden.

Das “C-NMR-Spektrum weist insgesamt sieben Peaks auf. Aufgrund des Sachverhalts, dafl§
relativ wenige Signale auftreten, ist davon auszugehen, dal} es sich um ein symmetrisches
Molekiil handelt, und somit mehrere davon zusammenfallen. Das Signal bei 203.97 ppm
lalt sich anhand seines ppm-Wertes einer zweifach alkylsubstituierten Carbonylgruppe
zuschreiben. Bei 42.11 ppm findet sich eine Methylgruppe, die aufgrund ihrer Lage im
Spektrum an ein Stickstoffatom gebunden sein mufB. Da das Molekiill zwei N-CHs-
Gruppen aufweist, entspricht das Signal zwei C-Atomen. Die iibrigen Peaks, die sich einer
Methin- und vier Methylen-Gruppen zuordnen lassen und in ihrer Intensitdt dem Signal
der N-CH;-Gruppen dhneln, beinhalten also ebenfalls jeweils zwei Kohlenstoff-Atome.
Bringt man all diese Daten in Zusammenhang, liegt die Vermutung nahe, dal3 es sich bei
der isolierten Substanz um Cuscohygrin handelt.
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Abb. 34: Cuscohygrin (3)

Da Cuscohygrin im Arbeitskreis bereits aus den Wurzeln von Convolvulus farinosus
(Jenett-Siems, 1996) und aus den Wurzeln von Convolvulus cneorum und Merremia
cissoides (Mann, 1997) isoliert wurde, konnten die Signale anhand der Referenzdaten
zugeordnet werden.

2.2.3 Pyrrolizidin-Alkaloide

Seit der Isolierung von Ipangulin/Isoipangulin A und Ipangulin/Isoipangulin B aus
Ipomoea hederifolia (Jenett et al., 1991; Jenett-Siems et al, 1993) und damit der Erst-
beschreibung von Pyrrolizidinalkaloiden als Inhaltsstoffe einer Convolvulaceae haben sie
sich als eine charakteristische Stoffgruppe insbesondere fiir die Sectio Mina etabliert.
Urspriinglich selbst ein Gattungsname (z. B. hiel§ Ipomoea lobata frither Mina lobata) wird
Mina nun als Sektion dem Taxon Quamoclit untergeordnet (Austin und Hudman, 1996).
Bezeichnete Quamoclit bei Verdcourt noch eine eigenstindige Gattung, wird dieser
Oberbegriff von Austin bei der Unterteilung des Genus Ipomoea in drei Subgenera letzt-
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endlich zur Untergattung umgestaltet (Verdcourt, 1957; Austin, 1979 und 1980). Aufgrund
der intrafamilidren chemotaxonomischen Bedeutung der Pyrrolizidine, namentlich ihrer
Konzentration auf den Ipomoeen-Subgenus Quamoclit Sectio Mina, und der Giftigkeit
zahlreicher ihrer Vertreter war die Untersuchung ihrer Verbreitung in den hier bearbei-
teten Spezies Teil dieser Arbeit.

Pyrrolizidinalkaloide bestehen aus einer Necinbase, die als alkoholischer Grundkoérper
vorliegen kann oder mit einer oder mehreren Necinsduren verestert ist. Necinbasen
konnen als zwei Pyrrolkorper, bei denen der Stickstoff und das benachbarte C-Atom
identisch sind, angesehen werden; am Kohlenstoff neben dem gemeinsamen C-Atom be-
findet sich eine Hydroxymethylgruppe. Abweichend von diesem bicyclischen Ringsystem
gibt es auch die sog. Otonecine, die als N-methylierte Azacyclooctan-4-one aufgefasst
werden konnen. Der Pyrrolizidin-Grundkorper kann tiber Hydroxygruppen verfiigen, die
vornehmlich in Position 7, aber auch an C-2 oder C-6 lokalisiert sind; viele weisen eine
Doppelbindung zwischen C-1 und C-2 auf. Je nach rdumlicher Anordnung der Wasser-
stoffatome und Substituenten in den Positionen 1, 8 und, wenn vorhanden, 7 ergeben sich
verschiedene Stereoisomere. Als Beispiele seien die in Convolvulaceae hédufigen Necin-
basen (-)-Trachelanthamidin (1x,8«) und (-)-Platynecin (18,8x,78) aufgefiihrt. Die Necin-
sduren konnen recht unterschiedlicher Natur sein, beispielsweise Cs- oder C,-Carbonsiu-
ren oder zur Ausbildung eines weiteren Makrozyklus fithrende C,o-Dicarbonsduren.

Die daraus resultierende Vielfalt an Strukturen wird nach stereochemischen
Gesichtspunkten gegliedert: insbesondere ist die Stellung der Substituenten an C-7
und/oder C-9 ausschlaggebend; H-8 ist mit wenigen Ausnahmen «-orientiert. Bei der Ein-
teilung in Gruppen, wie sie z. B. Hartmann und Witte (1995) vornehmen, spielt zudem die
Art der Necinsdure(n) eine Rolle.

Beziiglich ihrer Bedeutung fiir die Pflanze sind die Pyrrolizidinalkaloide ganz klar als FraR-
gifte einzuordnen; sie dienen der Abschreckung von Herbivoren und bieten so der Pflanze
Schutz. Diese Toxizitdt machen sich auch bestimmte Schmetterlingsarten zunutze: die
Raupen von Lepidoptera wie Thyria jacobaeae besitzen die Fihigkeit, die Alkaloide ihrer
Nahrungsquelle, in diesem Fall Senecio-Arten, zu akkumulieren und sich dadurch selbst
vor Fralfeinden zu schiitzen.

Fiir den Menschen sind nicht alle Pyrrolizidinalkaloide giftig. Voraussetzung fiir ihre Toxi-
zitdt sind eine 1,2-Doppelbindung im Necinteil und eine mindestens fiinf C-Atome
besitzende verzweigte Carbonsdure als Esterkomponente. Erst dann kdnnen sie ihre can-
cerogenen, mutagenen und teratogenen Eigenschaften entfalten. In Form von Dehydro-
pyrrolizidinen fungieren sie aktiviert durch die Allylstruktur als Alkylantien, die Biopoly-
mere angreifen. Dies konnen z. B. RNS oder DNS sein, bei denen sie durch ihre Anlagerung
zu Strangbriichen und anderen Schéidigungen fithren und damit insbesondere die Zelltei-
lung unterbinden. Besonders giftig sind die Diester, die in der Lage sind, gleich zweifach
mit nukleophilen Systemen zu interagieren; dadurch kann es zum sog. Cross-linking, also
der irreversiblen Vernetzung zweier DNS-/RNS-Strdnge kommen. Als Ort ihrer Metabo-
lisierung ist die Leber besonders gefdhrdet.
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Abb. 35: das fiir den Menschen toxische Pyrrolizidinalkaloid Symphytin

Die bei den Windengewdéchsen gehduft auftretenden Ipanguline und Minalobine sind also
fiir Menschen nicht giftig. Gegeniiber anderen Fralfeinden wie Insekten oder Raupen
konnten die Pflanzen jedoch zumindest ungenief3bar sein.

2.2.3.1 Minalobin O (4)

Aus Samen von Ipomoea cristulata, die dem Herbar des Arizona Sonora Desert Museums
(ASDM) entstammten, konnten im institutseigenen Gewdchshaus mehrere Individuen
angezogen werden. Die eher schlanken SproRachsen dieser Winde werden einige Meter
lang und tragen drei- oder fiinffach gelappte spitz zulaufende glattrandige Blatter. Augen-
fallig sind die meist mehrfach verzweigten Bliitenstdnde mit ihren roten Bliiten, wobei die
Kronblitter zu einer schmalen R6hre verwachsen sind und einen tellerartigen Rand aus-
bilden, der von den fast weillen Staubblittern iiberragt wird. Dieses Erscheinungsbild ist
typisch fiir Ipomoeen des Subgenus Quamoclit Sectio Mina.

Abb. 36:

Ipomoea cristulata Haiver f.

in ihrem natiirlichen Habitat
(Gila Wilderness, Arizona, USA)

Herkunft: Mexiko, Stidwesten und Zentrum der USA
Beschreibung: Vascular Plants of Arizona (Austin, 1998);
Mededeelingen van's Rijks Herbarium Leiden (Herzog, 1922)
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Wie aufgrund ihrer morphologischen Merkmale erwartet, zeigten die GC-MS-Unter-
suchungen von Kraut und Wurzeln das Vorhandensein mehrerer Pyrrolizidin-Alkaloide,
wobei diese sich tiberraschenderweise sowohl Verbindungen der Ipangulin-Reihe, erst-
malig beschrieben fiir Ipomoea hederifolia (Jenett-Siems et al., 1993), als auch solchen der
aus Ipomoea lobata bekannten Minalobin-Reihe (Jenett-Siems et al., 1998a) zuordnen
lieBen. Der Basenextrakt des Krautes von Ipomoea cristulata wurde von einer Substanz
dominiert und daher als Verbindung 4 direkt der Strukturaufklarung zugefiihrt.

Der Basispeak im EIMS bei m/z 124 zusammen mit einem ausgepriagten Peak bei m/z 83
deutet auf ein verestertes 1-Hydroxymethyl-Pyrrolizidin hin (Mohanraj et al., 1982). Dies
ist auch bei den Minalobinen stets der Fall, unabhéngig von der angeesterten Necinsdure
(Jenett-Siems et al., 2005a). Aus Analogiegriinden, insbesondere aufgrund der Uberein-
stimmung der GC-MS-Daten einiger Inhaltsstoffe (s. 0.) mit den eindeutig als Trachelan-
thamidin-Derivate identifizierten Minalobinen aus Ipomoea lobata (Jenett-Siems et al.,
1998a), kann davon ausgegangen werden, dall es sich auch hier um einen Ester des
(-)-Trachelanthamidins handeln muf3, d. h. das Proton an C-8 und der Substituent an C-1
sind beide «-stdndig. Der Vergleich mit den NMR-Daten von (-)-Trachelanthamidin und
seinem 1B-Isomer (-)-Isoretronecanol (Knight et al., 1997) und die von Réder (1984) ange-
stellte Beobachtung, dal Necinbasen ganz tiberwiegend in der 8x-Form auftreten, unter-
mauern dies.

Die Methylengruppen in den Positionen 2, 6 und 7 priagen im 'H-NMR zwei Multipletts
aus: H-2u und H-6u bei § 1.20-1.28; und H-2d, H-6d, beide Protonen an C-7 zusammen
mit dem Methin-Proton H-1 bei § 1.36-1.44. Im "*C-NMR lassen sich die Werte den ent-
sprechenden Kohlenstoffatomen wie folgt zuordnen: C-1 liegt bei 40.4 ppm, C-7 bei 25.8
ppm, C-2 und C-6 bei 31.4 und 30.9 ppm (vgl. Jenett-Siems et al., 1998a). Folgt man den Er-
gebnissen von Hagan und Robins (1990) und von Mohanraj und Herz (1982), so kann man
der weiter von der Hydroxymethylgruppierung entfernten Position 6 stets den niedrigeren
Wert im ®C-NMR zuordnen, hier also 30.9 ppm dem C-6 und damit 31.4 ppm dem C-2.

In ihren detaillierten Untersuchungen fanden Mohanraj und Herz (1982) aullerdem
heraus, daB die Anordnung der Protonen an C-3, C-5 und C-8 im 'H-NMR einer stets
gleichen Abfolge unterliegt, wobei es bei den beiden Methylengruppen zur Ausbildung von
zwei Einzelsignalen kommt. Vom Hochfeld zum Tieffeld gehend ergibt sich bei
verschiedenen 1-Hydroxymethylpyrrolizidin-Estern jeweils diese Reihenfolge: H-3; und H-
5; bilden nahe beieinander liegende Signale aus (4: § 2.20), gefolgt von je einem Proton
entsprechenden Multipletts fiir H-5, (4: § 2.49), H-3, (4: § 2.8-2.9) und H-8 (4: § 2.8-2.9);
wie im Fall der hier isolierten Verbindung 4 kénnen die Signale fiir H-3; und H-5; und die
fiir H-3, und H-8 zusammenfallen.

30 2.0
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Abb. 37:

Abfolge der Signale am Beispiel
— von Curassavin

30 20 (aus Mohanraj und Herz, 1982)
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Durch die Nachbarschaft zum Stickstoff liegen die ppm-Werte im *C-NMR ebenfalls im
tieferen Feld: C-3 und C-5 bei 53.1 bzw. 52.0 ppm, und C-8 bei 65.3 ppm. Von Mohanraj
und Herz (1982) und in der iibrigen von Roeder (1990) in seinem Review zitierten Literatur
wird C-3 in der Regel der hohere Wert zugeschrieben. Dementsprechend kann man bei
Verbindung 4 also C-3 53.1 ppm und C-5 52.0 ppm zuordnen.

Auch Richtung Tieffeld verschoben, ndmlich bei 67.9 ppm, befindet sich das Signal fiir C-9
bedingt durch den Einfluf§ des Sauerstoffs. Dieser bewirkt auch bei den zugehorigen Proto-
nen dieser Methylengruppe eine charakteristische Tieffeld-Shift mit Werten von 6 4.35 und
6 4.21 ppm. Die beiden Signale werden in der Literatur (Culvenor et al., 1965; u. a.) bevor-
zugt anhand der Buchstaben ,,d“ und ,u“ unterschieden, wobei ,d“ fiir downfield und ,u“
fiir upfield steht, 6 4.35 also H-9d und 6 4.21 also H-9u entspricht. H-9d und H-9u liegen
als Doppeldubletts vor und zeigen eine deutliche geminale Kopplung von J = 11.4 Hz.
Mohanraj und Herz (1982) kommen zu dem Ergebnis, dall die Differenz der chemischen
Verschiebungen AH-9 der beiden Protonen an C-9 bedingt wird durch die Stereochemie
der Necinsdure und die daraus resultierende Behinderung der freien Drehbarkeit. Je
weniger die Rotation um die C-9/Sauerstoff-Bindung eingeschrédnkt ist, desto geringer ist
die Differenz. Bei mit einer threo-stindigen dihydroxylierten aliphatischen Sdure
veresterten liegt AH-9 bei Werten um die 0.5-0.6 ppm; eine erythro-Ausrichtung zieht
weitaus niedrigere AH-9-Werte zwischen 0.0 und 0.2 ppm nach sich. Bei Verbindung 4
betragt AH-9 0.14 ppm.

Massenspektrometrisch ergibt sich ein Molgewicht von m/z 339; mittels Hochauflosung
kann eine Summenformel von C;sH29NOs postuliert werden. Das *C-NMR weist im Tieffeld
bei 174.7 ppm und 169.2 ppm zwei Signale von tertidren C-Atomen auf. Chemische
Verschiebung und Art der Signale deuten darauf hin, dafl es sich um zwei Carbonyl-
Gruppen handelt, die jeweils Teil einer Esterpartialstruktur sind. Gesucht werden also zwei
kurzkettige Sduren, auf die insgesamt zehn Kohlenstoff-, fiinfzehn Wasserstoff- und fiinf
Sauerstoffatome entfallen, wobei eine der beiden zur Esterbildung mindestens eine
Hydroxygruppe tragen muf.

Durch die hochauflésende Massenspektrometrie kann gezeigt werden, dal§ das Signal bei
m/z 83 nicht nur von dem durch «-Spaltung entstandenen Fragment des Pyrrolizidin-
Grundkorpers CsHyN* hervorgerufen wird, sondern auch von einem Zerfallsion, das die
Summenformel CsH;O aufweist und einem einfach ungesdttigten Carbonyl-Rest
entspricht. Das Pendant mit m/z 256 (M-Cs;H-O) tritt ebenfalls auf. In Zusammenhang mit
zwei olefinischen Methylgruppen a drei Protonen bei 6 1.78 (s) und 6 1.77 (d), von denen
letztere mit einem olefinischen Proton bei 6 6.87 (g) koppelt, kann als Substituent eine
2-Methyl-2-butensdure formuliert werden.
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Abb. 38: HRMS von Verbindung 4 mit Zerfallsionen

Naheliegend ist eine Verkniipfung mit Angelikasdure oder Tiglinsdure, die als
Komponenten von Naturstoffen — gerade auch bei Pyrrolizidinalkaloiden — weit verbreitet
sind. Um welche von beiden es sich hier handelt, ergibt der Vergleich mit den 'H-NMR-
Daten im umfangreichen Review von Logie ef al. (1994) und in der dort zitierten Literatur
(Bohlmann et al., 1977 und 1979; Roeder et al., 1984 und 1991): Wahrend bei Angelikasdure
als Esterbestandteil das olefinische Proton einen Wert von etwa 6 6.1 aufweist und die Me-
thylgruppen bei etwa § 1.9 und 6 2.0 liegen, befindet es sich bei Tiglinsdure bei etwa 6 6.8
und die Methylgruppen haben eine fast identische chemische Verschiebung um § 1.78.
Auch anhand der Signalaufspaltung, insbesondere der Methylgruppe in Position 2, die bei
Angelikasdure ein Dublett oder gar ein Dublettquartett ausbildet, bei Tiglinsdure hingegen
meist nur als Singulett erscheint, lassen sie sich gut differenzieren. Hinzu kommen charak-
teristische Unterschiede im "C-NMR (Asibal et al., 1989; Huizing et al., 1985; Mody et al.,
1979; Roeder und Rengel, 1990): Liegen die Signale fiir die Methylgruppen weit aus-
einander bei Werten von ca. 16 und 20 ppm, kann man auf Angelikasdure riickschliel3en,
bei hochfeldverschobenen Werten (etwa 12 und 14 ppm) und enger stehenden Signalen
auf Tiglinsdure. Der 2-Methylgruppe entspricht jeweils der hohere Wert. Da bei der
vorliegenden Verbindung 4 die Methylgruppen bei 12.2 und 14.4 ppm zu finden sind und
auch die 'H-NMR-Werte eindeutig dafiir sprechen, mufy es sich hier also um einen
Tiglinsdure-Baustein handeln.

Auf die zweite Necinsdure entfallen demnach ebenfalls fiinf C-Atome, dazu acht H- und
zwei O-Atome. Im *C-NMR verbleiben aulier der Carbonylgruppe bei 174.7 ppm und zwei
Methylgruppen bei 13.9 und 22.6 ppm noch zwei Signale bei 77.1 ppm (quartédres C-Atom)
und 75.2 ppm (tertidres C-Atom), an die — ersichtlich aus der chemischen Verschiebung —
jeweils ein Sauerstoffatom angrenzen mulf. Aus dem 'H-NMR wird ersichtlich, dal§ eine
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der Methylgruppen (6 1.25, d) mit dem Methin-Wasserstoff (5 5.09, q) koppelt, die andere
(6 1.38, s) jedoch nicht. Daraus 148t sich schlieffen, dal es sich um 2,3-Dihydroxy-
2-methyl-buttersdure handelt. Nun existieren zwei Moglichkeiten der sterischen Anord-
nung der Methylgruppen CH;-4' und CH;-5'": Sie konnen sich entweder in rdumlicher Ndhe
befinden und dementsprechend erythro-konfiguriert sein, oder sie stehen einander gegen-
tiber und sind damit threo-standig. Dieser stereochemischen Thematik haben sich Greiner
und Ortholand (1992) gewidmet und beide Isomere stereoselektiv synthetisiert. Dabei
konnten sie beobachten, daf man anhand der chemischen Verschiebungen der Methyl-
gruppen im 'H-NMR-Spektrum Riickschliisse auf die Konfiguration ziehen kann. Bei der
threo-Form unterscheiden sie sich kaum (6 1.29 und 6 1.20); A liegt damit unterhalb 0.1
ppm. Anders bei erythro-Anordnung der Methylgruppen (Singulett bei 6 1.43 und Dublett
bei § 1.15), bei der die Differenz der §-Werte mit 0.28 ppm deutlich dartiiber liegt. Die
daraus abgeleiteten Aussagen von Stermitz et al. (1993) tiber Ipangulin und Isoipangulin
konnten von Jenett-Siems (1996) durch die synthetische Herstellung threo-konfigurierter
2,3-Dihydroxy-2-methyl-buttersdure aus Tiglinsdure und Vergleich mit den Hydrolyse-
produkten von Ipangulin A und Isoipangulin A bestitigt werden. Bezieht man in die Uber-
legungen mit ein, dall das Signal fiir das Methyl-Dublett hier — bedingt durch die Vereste-
rung der Hydroxygruppe am benachbarten Kohlenstoff — etwas tiefer liegen mul3, ergibt
sich fiir den Substituenten von Verbindung 4, daf er in der erythro-Konfiguration vor-
liegen muB. Verbindung 4 kann somit als 9-0-(erythro-2-Hydroxy-2-methyl-3- tigloyloxy-
butyryl)-(-)-trachelanthamidin identifiziert werden.

Abb. 39: Minalobin O (4)

Da mittels GC-MS =zahlreiche Minalobine detektiert werden konnten, die sich nur
beziiglich ihrer Substituenten unterscheiden, wurde eine fortlaufende alphabethische
Kennzeichnung in Korrelation mit steigendem Retentionsindex gewdhlt. Daran orientiert
tragt der isolierte Naturstoff die Bezeichnung Minalobin O. Aufgrund der Beobachtung,
dall im GC-MS stets das threo- vor dem erythro-Isomer von der Sdule eluiert wird, diirfte
das als Nebenalkaloid auftretende Minalobin M das 9-O-(threo-2-Hydroxy-2-methyl-3-
tigloyloxy-butyryl)- (-)-trachelanthamidin sein (s. 2.1.2.4).
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2.2.4 Tropanalkaloide

Wie in der Einleitung ausgefiihrt, sind Tropan-Alkaloide fester Bestandteil des Inhaltsstoff-
spektrums der Convolvulaceae. Erste Hinweise auf ihr Vorkommen lieferte die positive
Reaktion mit Dragendorffs Reagenz auf der DC-Platte. Die so detektierten Verbindungen
lieBen sich jedoch aufgrund der begrenzten Zahl an Vergleichssubstanzen nur bedingt
identifizieren, d. h. lediglich iiber Anhaltspunkte wie unterschiedliche Farbnuancen, Rs-
Werte oder Fluoreszenzloschung bei 254 nm. Sehr viel detailliertere Hinweise konnten den
von den Basen-Extrakten angefertigten GC-MS-Spektren entnommen werden: Anhand der
Retentionsindices und vor allem der zugehorigen Massenspektren konnen Inhaltsstoffe
einer bestimmten Substanzgruppe zugerechnet werden, und bereits bekannte Ver-
bindungen durch den Vergleich mit Referenzdaten identifiziert werden. Durch dieses
Screening erhielt man eine Vorstellung von Art und Menge der enthaltenen Stoffe. Denn
entscheidend fiir die Extraktion und Fraktionierung einer grofleren Drogenmenge im
Sinne einer Isolierung einzelner Verbindungen war nicht nur die Entdeckung bisher noch
nicht aus Convolvulaceae isolierter oder gar gdnzlich unbekannter Inhaltsstoffe, sondern
auch deren relativer Gehalt und damit die Realisierbarkeit ihrer Gewinnung als Reinsub-
stanz. Aufgrund ihrer chemotaxonomischen Bedeutung und auch ihrer pharmakolo-
gischen Relevanz waren Tropanalkaloide von besonderem Interesse. Unter diesen
Gesichtspunkten fielen insbesondere die Basen-Extrakte der unterirdischen Teile von
Astripomoea malvacea, Bonamia spectabilis, Convolvulus sabatius und Falkia repens auf,
wobei die GC-MS-Daten vor allem auf 3-Tropanolester schliel3en lief3en.

Die zumeist durch intensive Kultivierung dieser Arten erhaltene Biomasse wurde getrock-
net und gemahlen zu Extrakten verarbeitet, und diese mittels verschiedener Techniken
fraktioniert. Grundlage aller Auftrennungen des Methanol-Extraktes war eine Art modifi-
zierter Stas-Otto-Trennungsgang (s. 2.1.1), bei dem der Trockenriickstand zum einen
anhand eines Polaritdtsgradienten von apolar zu polar aufgeschlossen wird und zum
anderen durch die basischen Eigenschaften der Alkaloide, die erst durch Zusatz von
Weinsdure-Losung in ihre Salze und dann durch Zugabe von Ammoniak-Lésung wieder in
die freien Basen umgewandelt werden. Sodann wurde die Basen-Fraktion mittels diverser
sdulen- und diinnschichtchromatographischer Verfahren weiter aufgeschlossen.
Malfgeblich fiir die Aufklarung der Molekiilstruktur der so erhaltenen Einzelstoffe war die
Aufnahme von EIMS- und 'H-NMR-Spektren. Bei unbekannten oder nicht abschlielfend
identifizierten Substanzen wurden weitere spektrometrische Methoden, wie HRMS oder
FABMS, und spektroskopische, wie *C-NMR oder NOE, sowie zweidimensionale, wie H-H-
COSY, C-H-COSY/HSQC oder HMBC, hinzugezogen.

Auf diesem Wege gelang die Isolierung und Strukturaufkldarung der im Folgenden
beschriebenen Tropanalkaloide.
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2.2.4.1 Einfache Tropane

Der Grundkorper aller in Convolvulaceae auftretenden Tropane ist das 8-Aza-bicyclo
[3.2.1]octan, welches am Stickstoff zumeist methyliert ist. Ist der Grundkorper lediglich
sauerstoffsubstituiert oder hydroxyliert, handelt es sich um Vertreter der in diesem
Unterpunkt zusammengefassten unveresterten oder auch einfachen Tropane.

Da an ihnen das prinzipielle Verhalten der Substanzklasse der Tropane gegeniiber
gingigen Analysemethoden, wie Fragmentierung im Massenspektrometer oder Signal-
beschaffenheit bei der Kernresonanzspektroskopie, besonders gut ersichtlich wird, sollen
diese Mechanismen hier ausfiihrlich abgehandelt werden — zumal sie die Grundlage fiir die
Strukturaufklarung der komplexeren Verbindungen in den darauffolgenden Kapiteln
darstellen.

2.2.4.1.1 Tropan-3-on (5)

Im Zuge der Isolierung mehrerer 3-Tropanolester aus den Wurzeln und Rhizomen von
Falkia repens (s. 2.2.4.2.1 und 5.4.4.2) konnte eine Verbindung gewonnen werden, die
ebenfalls positiv mit Dragendorffs Reagenz reagierte, jedoch nicht die klassische orangene
Féarbung aufwies, sondern eher zum Sepiafarbenen tendierte.

Das Signal fiir die relative Molekiilmasse im EIMS fand sich bei m/z 139, was in
Zusammenhang mit den GC-MS-Daten von Falkia repens die Vermutung nahelegte, daf}
es sich hier um das Tropan-3-on (5) handelt. Sein Fragmentierungsmuster und die diesem
zugrundeliegenden Zerfallskaskaden wurden in verschiedenen Publikationen dokumen-
tiert (Blossey et al., 1964; Budzikiewicz et al., 1964). Die mithilfe deuterierter Derivate
gewonnenen Erkenntnisse sollen im Folgenden erldutert werden.
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Abb. 40: Massenzerfall des Tropan-3-on unter «x-Spaltung der C,-C;-Bindung
(aus Budzikiewicz et al., 1964)
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Der Massenzerfall wird von zwei funktionellen Gruppen dirigiert, ndmlich der Carbonyl-
funktion und vor allem der Methylamino-Gruppe. Stark begiinstigt ist die Spaltung der
C-C-Bindung in Nachbarschaft zum Stickstoff, da die positive Ladung durch Bildung eines
Ammoniumions unter Einbeziehung des freien Elektronenpaars des Heteroatoms
stabilisiert wird.

Diese «-Spaltung kann auf zwei Arten vollzogen werden, ndmlich zum einen durch Bruch
der C,-C;-Bindung (Abb. 40) und anschliefSende homolytische Spaltung zwischen C-5 und
C-6 (bzw. umgekehrt, da es sich um ein symmetrisches Molekiil handelt). Dies fiihrt zum
Verlust von Ethylen und damit zum Fragment m/z 111; durch CO-Abspaltung entsteht
hieraus m/z 83. Durch Deuterierung wurde bewiesen, dal es alternativ dazu zu einer
Umlagerung eines der beiden Wasserstoff-Atome an C-4 nach C-7 kommt und somit ein
sekundédres Radikalion entsteht, welches sich unter Verlust eines Ethylradikals weiter
zersetzt. Das so gebildete Fragment m/z 110 (HRMS: 110.06049; entspricht CsHzNO*) liegt
wohl hauptsédchlich in Form seines aromatischen Tautomers, dem 4-Hydroxy-N-methyl-
pyridinium-Kation, vor.
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Abb. 41: Massenzerfall des Tropan-3-on unter «x-Spaltung der C,-C,-Bindung
(aus Budzikiewicz et al., 1964)

Wahrscheinlicher ist jedoch die Spaltung der C,-C,-Bindung (Abb. 41), da in diesem Fall
das freie Radikal durch die Nachbarschaft zur Carbonylgruppe resonanzstabilisiert ist.
Dies 1da(3t sich auch aus der grolleren Intensitdt der Signale der im Folgenden beschrie-
benen Fragmente ableiten (dquivalent giiltig ausgehend vom Bruch der C,—Cs-Bindung).
Aus dem so entstandenen priméren Radikalion resultieren durch Spaltung der C;-C,-
Bindung Keten und das Fragment m/z 97. Auch hier kann es — ebenfalls durch Deuterie-
rungsexperimente untermauert — zur Ausbildung eines sekunddren Radikalions kommen,
wobei der Wasserstoff an C-5 nach C-2 wandert. Durch Abspaltung eines Acetyl-Radikals
entsteht das 2-Methylen-N-methyl-pyrrolinium-Kation mit m/z 96 (HRMS: 96.081261;
entspricht CsH;oN*). Im Sinne der Regel, dall Fragmente mit gerader Elektronenzahl sehr
viel stabiler sind als solche mit ungerader, kann letzteres unter Protonenabspaltung auch
aus m/z 97 gebildet werden.
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Den wichtigsten ProzeR stellt die nach Bruch der C,-C,-Bindung stattfindende McLafferty-
Umlagerung dar, bei der sich unter Ausbildung eines sechsgliedrigen Ubergangszustandes
eines der Wasserstoff-Atome an C-6 alternativ an den Carbonylsauerstoff oder an C-2
anlagert. Hieraus resultiert das N-Methyl-pyrrolium-Kation mit m/z 82, das den Basispeak
im Massenspektrum verkorpert (HRMS: 82.065648; entspricht CsHsN*).

Als zweitgrofSten Peak kann man im EIMS-Spektrum m/z 42 ausmachen, wahrscheinlich
das N-methylierte Hydrocyanat HC=N*—CHj;. Nach Deuterierung in den Positionen 2, 4, 6
und 7 resultierte jeweils das identische Fragment (Blossey et al., 1964), woraus geschlossen
werden kann, dal3 es sich bei dem dreifach gebundenen Kohlenstoff um C-1 respektive C-5
handeln mul. Aufgrund seiner hohen Stabilitédt stellt m/z 42 den Endpunkt der Zerfalls-
kaskade dar.

Die hochauflésende Massenspektrometrie fordert fiir das Fragment m/z 110 noch eine
weitere Zusammensetzung zutage, namlich C;H;,N* (HRMS: 110.09693). Ein entsprechen-
des Ion konnte in keiner der herangezogenen Literaturstellen wiedergefunden werden. So
1aBt sich nur vermuten, dafl es durch direkten CO-Verlust und anschlielende Abspaltung
eines Protons entsteht.

HiC—

Abb. 42: Tropan-3-on (5)

Zur Absicherung der Struktur wurde die Substanz aullerdem Kernresonanz-Messungen
unterzogen; es wurden ein 'H-NMR-, ein H-H-COSY- und ein "*C-NMR-Spektrum
aufgenommen.

Im 'H-NMR-Spektrum ist der auffélligste, da drei Protonen umfassende Peak das Singulett
der isoliert liegenden N-Methyl-Gruppe bei § 2.34. Da es sich bei Tropan-3-on um ein
symmetrisches Molekiil handelt, bilden magnetisch dquivalente Protonen jeweils ein
gemeinsames Signal aus. Das ist bei H-1 und H-5 der Fall, die zu einem breiten Singulett
zusammenfallen; aufgrund der Nachbarschaft zum Heteroatom Stickstoff ist es mit § 3.57
das am meisten tieffeldverschobene Signal. Durch die Ndhe zur Carbonylgruppe ebenfalls
stark entschirmt sind die beiden dquatorialen Protonen an C-2 und C-4 (§ 2.84). H-2e und
H-4e priagen ein gemeinsames Doppeldublett (dd) aus, da sie zum einen mit den
benachbarten H-1 und H-5 koppeln (J = 3.4 Hz) und zum anderen mit den an denselben
C-Atomen befindlichen axialen Protonen H-2a und H-4a (J = 16.2 Hz). Letztere zeigen nur
diese geminale Kopplung und erscheinen daher als Dublett (d; ebenfalls J = 16.2 Hz) bei
6 2.25. Die Methylen-Protonen in den Positionen 6 und 7 werden anhand ihrer Stellung
beziiglich des gewinkelten Grundkorpers unterschieden: So werden die in Richtung des
Cycloheptan-Ringes, insbesondere C-3 weisenden als endo-standig, und die von diesem
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fort gerichteten in rdumlicher Ndhe zum Piperidin-Stickstoff befindlichen als exo-stindig
bezeichnet. Die beiden endo-stindigen Protonen H-6n und H-7n bilden bei § 1.68 ein
charakteristisches Dublett aus, das aufgrund ihrer nahezu axialen Orientierung eine
vicinale Kopplungskonstante von 8.2 Hz aufweist. Zusédtzlich dazu interagieren die exo-
standigen Protonen mit den wie sie selbst dquatorialen H-1 und H-5. Aufgrund des
hierdurch recht komplexen Kopplungsmusters ist das Signal fiir H-6x und H-7x bei § 2.18
nur noch als Multiplett zu deuten. Die Zuordnung der 'H-NMR-Signale erfolgte mithilfe
des H-H-COSY und wurde durch Vergleich mit Referenzdaten (Ohashi et al, 1971)
abgesichert.

Auch aus dem C-NMR wird klar ersichtlich, daf§ es sich bei Tropan-3-on um ein
symmetrisches Molekiil handelt. So weist das Spektrum fiir die acht C-Atome nur fiinf
Signale auf, da jeweils die von C-2 und C-4, von C-1 und C-5 und von C-6 und C-7 zu
einem etwa doppelt so groBen zusammenfallen. Auffdllig ist das Signal fiir C-3, ein
Singulett (s), das als Teil einer Carbonyl-Gruppe einen ppm-Wert von 209.4 hat. Im
aliphatischen Bereich sind die Signale fiir C-2/C-4 und C-6/C-7 anzutreffen, ndmlich bei
47.3 ppm und 27.4 ppm. Im 135 DEPT weisen beide nach unten, sind also Tripletts (7), was
ihre Eigenschaft als Methylen-Gruppen bestétigt. Durch den EinfluR des benachbarten
Stickstoffs tieffeldverschoben finden sich C-1/C-5 bei 60.9 ppm. Als tertidre C-Atome
pragen sie ein Dublett (d) aus, d. h. im 135 DEPT bleiben die Signale oberhalb der
Nulllinie. Die N-CH;-Gruppe zeigt mit 38.3 ebenfalls einen erhéhten ppm-Wert. Signale
fiir Methylgruppen werden als Quartetts (q) bezeichnet. Die *C-NMR-Signale wurden
anhand der Publikation von Wenkert et al. (1974) zugeordnet. Die hier ermittelten Werte
weichen — wie auch im Falle des 'H-NMR - aufgrund der recht unterschiedlichen
technischen Voraussetzungen geringfiigig von den in der Literatur angegebenen ab.

Bei ihren Untersuchungen zur Konformation der Tropane stellten Bishop et al. (1966) fest,
daB die N-Methylgruppe bevorzugt die dquatoriale Position einnimmt. Eine Unter-
scheidungsmaoglichkeit der beiden N-Konformere findet sich bei Wang et al. (1987): Im
BC-NMR-Spektrum weist eine dquatoriale N-Methylgruppe Werte von 40-43 ppm auf,
wohingegen eine axiale bei 32-33 ppm zu finden ist. Aufgrund der rdumlichen Nihe
weisen bei axialer N-Methylgruppe die Kohlenstoffe in den Positionen 2 und 4 zudem
Werte unter 30 ppm auf, wihrend sie bei dquatorialer Ausrichtung in der Regel iiber
35 ppm liegen. Damit kann fiir das Tropan-3-on (5) und alle weiteren in dieser Arbeit
beschriebenen Tropanalkaloide eine &#quatoriale Orientierung der N-Methylgruppe
angenommen werden. Die Stereochemie der N-Oxide wird im Exkurs zu den Kapiteln 3.3
und 3.4 gesondert behandelt.

2.2.4.1.2 3a-Tropanol (6)

Die Isolierung neuartiger 3-Tropanolester aus den Wurzeln von Bonamia spectabilis
(s. 2.2.4.2.4 und 5.4.4.5) erbrachte aullerdem eine Verbindung, die nach Bespriithen mit
Dragendorffs Reagenz eine dunkelweinrote Farbung aufwies.
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In deren EI-Massenspektrum féllt neben dem Molpeak m/z 141 ein Fragment bei m/z 124
ins Auge. Die Massendifferenz von 17 Einheiten weist auf das Vorhandensein einer
Hydroxylgruppe hin und kommt durch deren Verlust zustande. Im Ubrigen dhnelt das
Spektrum dem des Tropan-3-on (s. 2.2.4.1.1). Die GC-MS-Ergebnisse im Blick ist
Verbindung 6 also vermutlich 3x-Tropanol.

Wie beim 3-Tropanon ist auch der Massenzerfall des 3x-Tropanols (vgl. Budzikiewicz et
al., 1964; Ethier und Neville, 1986) geprdgt von den durch den Stickstoff dirigierten
«-Spaltungen. So entsteht durch das Aufbrechen der Bindungen zwischen C-1 und C-7
und zudem C-5 und C-6 unter Ethylenabspaltung das Fragment m/z 113. Aufgrund der
alkoholischen Teilstruktur kommt es jedoch nicht zum CO-Verlust; stattdessen wird die
Hydroxylgruppe an C-3 abgespalten, und die freien Elektronen an C-3 und C-5 bilden eine
Bindung aus (m/z 96). Aufgrund der nun paarweise vorliegenden, also geradzahligen
Elektronen ist dieses Fragment besonders stabil. Alternativ dazu findet nach Spaltung der
C,-C;-Bindung auch beim Tropanol eine Wasserstoff-Wanderung von C-4 nach C-7 statt,
die unter Verlust eines Ethylradikals zur Bildung eines 3-Hydroxy-N-methyl-
3,4-dihydropyridinium-Kations mit m/z 112 fiihrt.

Die homolytische Spaltung der C,-C,-Bindung fiihrt zum einen durch McLafferty-Umlage-
rung zur Ausbildung des N-Methyl-pyrrolium-Kations, also des Basispeaks m/z 82, wobei
sich einer der Wasserstoffe in Position 6 an C-2 anlagert und ein Isopropyl-Radikal abge-
spalten wird. Fragment m/z 83 entsteht vermutlich durch einen dhnlichen Prozel}, jedoch
mit zweifacher Wasserstoff-Umlagerung. Zum anderen erfolgt im Anschlu der Bruch der
Bindung zwischen C-3 und C-4, und damit die Abspaltung von Acetaldehyd. Hieraus
resultiert das Fragment m/z 97, das sich durch Absto8en eines Wasserstoffs unter Ausbil-
dung einer Doppelbindung in das stabilere 2-Methylen-N-methyl-pyrrolinium-Kation mit
m/z 96 umwandelt. Laut Blossey et al. (1964) ist dies der dominierende Bildungsweg; zwei
Drittel des Peaks sind hierauf zuriickzufiihren. Endprodukt der Massenfragmentierung ist
auch beim Tropanol aufgrund weiterer Bindungsbriiche HC=N*—CH; mit m/z 42.

Zur Abklarung der Stereochemie wurde das '"H-NMR-Spektrum herangezogen. Neben dem
durch Nachbarschaft zum Stickstoff bei 6 3.37 liegenden breiten Singulett der beiden
Methin-Protonen an C-1 und C-5 findet sich im tieferen Feld ein Triplett bei § 4.11 — das
Signal fiir H-3, da unter dem Einflul{ der geminalen Hydroxygruppe stehend. Die Signal-
aufspaltung als Triplett ist kennzeichnend fiir ein B-stindiges Proton in Postion 3 und
somit fiir 3x-Tropanol. Die Kopplungskonstante von 4.9 Hz entsteht durch Resonanz mit
den beiden achsialen Protonen an C-2 und C-4 (Sarazin et al., 1991). Deren Signal befindet
sich bei 6 2.47 und kann lediglich als Multiplett gedeutet werden; im Spektrum der
kommerziell erworbenen Reinsubstanz ist das Triplett eines Dubletts (td) mit J = 4.0 Hz
und 14.7 Hz klar zu erkennen. Das Dublett der dquatorialen H-2e und H-4e zeigt auch
diese charakteristische geminale Kopplungskonstante von J = 14.7 Hz und liegt mit § 1.81
wesentlich hoher. Ebenfalls charakteristisch ist das Dublett bei § 2.32 mit J = 8.1 Hz, also
der vicinalen Kopplungskonstante der endo-stindigen Protonen H-6n und H-7n. Durch
den Einflul der rdumlich nahen 3-OH-Gruppe liegt das Signal tieffeldverschoben in
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Relation zu dem der beiden exo-stdndigen H-6x und H-7x, die sich als Multiplett bei 6 2.07
wiederfinden. Das gut zu erkennende, da drei Protonen entsprechende Singulett der
N-Methyl-Gruppe ist bei 6 2.49 angesiedelt. Zum Datenabgleich wurden die Arbeiten von
Chazin und Colebrook (1986) und Lounasmaa (1988) herangezogen.
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Abb. 43: 3x-Tropanol (6)

Die Identitdt von Verbindung 6 wird durch die Aufnahme eines '*C-NMR-Spektrums ab-
schliellend bestétigt. Im Hochfeld finden sich die Signale fiir die Methylen-Gruppen in den
Positionen 2, 4, 6 und 7, wobei C-6 und C-7 bei 24.5 ppm und C-2 und C-4 bei 37.3 ppm
zusammenfallen. Im Bereich der Methyl-Gruppen erscheint ein Peak bei 39.3 ppm, was
auf die Nachbarschaft zu einem Heteroatom - in diesem Fall Stickstoff — hinweist. Die
beiden Signale im Tieffeld sind Dubletts und damit tertidren C-Atomen zuzuordnen, die
ebenfalls deutlich den EinfluB eines benachbarten Heteroatoms zeigen. Im Falle von C-1
und C-5 (62.2 ppm) ist das der Piperidin-Stickstoff; die Hydroxygruppe an C-3 entschirmt
noch etwas mehr und verschiebt das Signal zu 62.8 ppm. Die Werte wurden analog der
Arbeiten von Wenkert et al. (1974) und Lounasmaa et al. (1975) zugeteilt.

Der Vergleich mit den von der Reinsubstanz aufgenommenen Spektren und den Literatur-
daten beweist eindeutig, daR es sich bei Verbindung 6 um 3a -Tropanol handelt.

2.2.4.1.3 3p3-Tropanol (7)

Die im Trennungsgang (s. 2.1.1) erhaltene Wasserphase der Wurzelrinde von Astripomoea
malvacea wurde aufgeschlossen (s. 2.2.4.2.2 und 5.4.4.3.2) und lieferte eine Verbindung,
deren dunkelweinrote Farbung nach Bespriihen mit Dragendorffs Reagenz ebenfalls ein
zwar hydroxyliertes, jedoch unverestertes Tropan vermuten liel3.

Die Aufnahme eines EI-Massenspektrums zeigte dann, dal3 es sich wie bei Verbindung 6
(s. 2.2.4.1.2) auch hier um ein 3-Tropanol handeln muB3. So finden sich neben dem
Basispeak bei m/z 82 und m/z 141 als Molpeak identische Fragmente bei m/z 124, m/z 113,
m/z 112, m/z 97, m/z 96, m/z 83 und m/z 42.

Im 'H-NMR hingegen sind in Hinblick auf die Lage der Signale und auch auf die Signalauf-
spaltung deutliche Unterschiede zu erkennen, was auf die Eigenschaft von Verbindung 7
als Stereoisomer, sprich 3p-Tropanol, hindeutet. Da dieses allerdings noch nicht aus
Convolvulaceae isoliert wurde, bestand ein gewisses Interesse an seiner Strukturauf-
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kldrung und damit der Bestdtigung seiner Identitét.

OH

Abb. 44: 38-Tropanol (7)

Beim 38-Tropanol kann das hier axiale H-3 als Teil eines A,B,X-Systems aufgefasst werden
und miilSte theoretisch ein Triplett eines Tripletts ausbilden; das Signal erscheint jedoch
durch Zusammenfallen einiger nahe beieinander liegender Peaks als Quintett-artiges bzw.
Septett-artiges Multiplett (Parello et al., 1963) bei 6 4.02 bzw. 6 3.87 (J = 5.6 Hz). Da das
dquatoriale H-3 des 3x-Tropanol im Gegensatz dazu als einfaches Triplett ausgeformt ist,
fungiert es im Sinne eines Unterscheidungsmerkmals.

Die Existenz eines weiteren benachbarten Protons wirkt sich im Vergleich zum Tropan-3-
on (s. 2.2.4.1.1) ganz klar auf die Beschaffenheit der Signale der Protonen an C-2 und C-4
aus. Analog zu diesem ldBt sich das Dublett eines Doppeldubletts bei § 2.03 den
dquatorialen Protonen H-2e und H-4e zuordnen, wobei sich J = 3.0 Hz auf die Kopplung
mit H-1/H-5 bezieht und J = 5.9 Hz auf die mit H-3. Die Kopplungskonstante der
geminalen Kopplung von 11.9 Hz findet sich auch bei den axialen Protonen H-2a und H-4a
wieder, deren Signal eine Verschiebung von 6 1.78 aufweist. Verglichen mit 3x-Tropanol
kehrt sich also die Reihenfolge der Signale um. Dies ist auch bei den Protonen an C-6 und
C-7 der Fall. Zur Erklirung kann das Molekiilmodell herangezogen werden, an dem klar
ersichtlich wird, dal} die starke Tieffeldverschiebung der endo-stindigen H-6n und H-7n
beim 3«-Tropanol (5§ 2.32) verglichen mit 38-Tropanol (5§ 1.91 bzw. § 1.55) in der
rdumlichen Ndhe zur Hydroxygruppe an C-3 begriindet liegt. Der §-Wert des Multipletts
der exo-stindigen H-6x und H-7x bleibt mit 6 2.22 bzw. § 2.00 relativ konstant. Das von H-
1 und H-5 gemeinsam ausgeprégte breite Singulett liegt bei 6 3.68.

Da die chemischen Verschiebungen in Abhédngigkeit vom Losungsmittel stark variieren
konnen, sollen an dieser Stelle auch die Werte in deuteriertem Chloroform aufgefiihrt
werden, die sich aus der Vermessung einer aus den Wurzeln und Rhizomen von Falkia
repens isolierten Verbindung — ebenfalls identifiziert als 38-Tropanol — ergeben.

Durch Aufnahme des '"H-NMR-Spektrums in deuteriertem Chloroform (CDCl;) resultiert
im Vergleich zu deuteriertem Methanol (MeOD) als Losemittel eine deutliche Signal-
verschiebung in Richtung Hochfeld. Aulerdem ist die Signalaufspaltung der in CDCl;
geldsten Verbindung teilweise feiner.
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Tab. 15: '"H-NMR-Daten von 33-Tropanol in deuteriertem Methanol und Chloroform

in MeOD * Signal (Jin Hz) in CDCI; ** Signal (Jin Hz)
H-1/H-5 3.68 brs 3.18 £(3.2)
H-2e / H-4e 2.03 ddd (3.0; 5.9; 11.9) 1.82 ddd (3.0; 6.0; 12.9)
H-2a / H-4a 1.78 dr(2.1; 12.4) 1.67 dt (2.1; 12.6)
H-3 4.02 »quint“(5.6) 3.87 »sept“(5.6)
H-6x/ H-7x 2.22 m 2.00 m
H-6n/H-7n 1.91 d (8.0) 1.55 d (8.0)
N-CH; 2.63 s 2.30 s

* Astripomoea malvacea, Wurzelrinde ** Falkia repens, Wurzeln und Rhizome

Betrachtet man das '*C-NMR, so sind die Unterschiede beziiglich der chemischen Ver-
schiebungen nur minimal, und zwar sowohl beim Vergleich der Spektren von 3«- und 38-
Tropanol, als auch in MeOD verglichen mit CDCl; als Losungsmittel. Die Werte der in
CDCl; vermessenen Verbindung aus Falkia repens sind in Klammern angegeben. Da es
sich beim 38-Tropanol ebenfalls um ein symmetrisches Molekiil handelt, fallen auch hier
einige Signale zusammen. So bilden die beiden Methylen-Gruppen in Position 6 und 7 ein
Triplett bei 25.9 (26.7) ppm aus, die in Position 2 und 4 ein Triplett bei 39.5 (39.7) ppm. Die
in Nachbarschaft zu einem Heteroatom befindlichen C-Atome zeigen auffallend gréfere
ppm-Werte: Die an den Stickstoff angrenzenden C-1 und C-5 bilden ein gemeinsames
Dublett bei 62.0 (60.6) ppm aus; als Trager der Hydroxygruppe ist C-3 bei 64.0 (63.6) ppm
angesiedelt. Das Quartett der N-Methyl-Gruppe befindet sich bei 38.6 (38.7) ppm.

2.2.4.2 Ester der 3-Tropanole

Bereits in der Einfiihrung zu Kapitel 2.2.4 wurden Astripomoea malvacea, Bonamia
spectabilis, Convolvulus sabatius und Falkia repens als Quellen fiir eine Vielzahl von
Tropanalkaloiden aufgefiihrt. Hierbei stellen die Ester der beiden 3-Hydroxytropane, also
des 3x- und des 3B-Tropanols, den iiberwiegenden Teil dieser Verbindungen dar.
Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit der im Folgenden beschriebenen Substanzen soll
an dieser Stelle einleitend auf die Grundziige der Analytik von 3-Tropanolestern
eingegangen werden. Die Schilderung der Strukturaufkldrung der einzelnen Verbindungen
baut dann jeweils darauf auf.

Die Ester der beiden Stereoisomere des 3-Tropanols weisen allesamt ein charakteristisches
Fragmentierungsschema im EIMS auf. Die folgenden Ausfithrungen basieren auf den
Untersuchungen von Parello et al. (1963), Blossey et al. (1964) sowie Kan-Fan und
Lounasmaa (1973).
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Schliisselbruchstiicke im Spektrum sind m/z 124 als Basispeak und m/z 140. Ersteres ent-
steht durch homolytische Spaltung der C-O-Bindung unter Eliminierung des radi-
kalischen Acylats. Parello et al. (1963) formulieren dieses Fragment durch Briickenbildung
zwischen dem Stickstoff und C-3. Das wiirde bedeuten, da hierbei eine Konformations-
umkehr des Piperidin-Ringes von der Sessel- zur Wannenform stattfinden miifte. In einer
neueren Arbeit stellen Ethier und Neville (1986) es als 2-Propenyl-N-methyl-pyrrolinium-
Kation dar, das unter Abspaltung von Propen oder Cyclopropan weiter zu m/z 82 zerfallen
kann. Sie postulieren aulerdem eine indirekte Entstehung von m/z 124 durch Sauerstoff-
Verlust aus m/z 140. Ebendieses markante Bruchstiick entsteht durch «-Spaltung am
Carbonyl unter Bildung eines Acyl-Radikals. Schon Parello et al. machten die Beobach-
tung, dal bei den Estern des 3B-Tropanols m/z 140 kleiner ausféllt als bei denen des
3ux-Tropanols, was im Folgenden durchaus seine Bestdtigung findet.

Die weitere Zerfallskaskade folgt prinzipiell dhnlichen Gesetzmdilligkeiten wie die der
beiden 3-Hydroxytropane. Auch bei den veresterten 3-Tropanolen findet eine Abspaltung
von C-6 und C-7 als Ethylen statt, und zwar entweder nach Verlust der Acylkomponente
tiber Tropidin zu m/z 95 und dem N-Methylpyridinium-Ion mit m/z 94 oder auch unter
deren Beibehaltung als [M-28]* bzw. [M-29]*. Alternativ kann einleitend der Bruch der
C,-C,-Bindung erfolgen. Unter Verlust zweier oder dreier der Piperidin-C-Atome
einschlieflich der Acylkomponente entstehen identische Fragmente wie beim Zerfall des
3-Tropanols (s. 2.2.4.1.2 und 2.2.4.1.3), ndmlich m/z 97 und m/z 96 sowie m/z 83 und
m/z 82. Thre relative Intensitét ist allerdings geringer.

Auch die Kernresonanzspektren der Ester dhneln denen der Alkohole; es ergeben sich
lediglich kleinere Abweichungen in den chemischen Verschiebungen aufgrund des
elektronenziehenden Effekts des Acylrestes. Die Spektren wurden zumeist in deuteriertem
Chloroform aufgenommen; die folgenden Angaben beziehen sich also darauf. In anderen
Losemitteln wie Methanol oder Aceton in deuterierter Form konnen die Signalaufspaltung
und die 6-Werte zum Teil leicht variieren.

HC— HC~

N - T
o\(o o
R

Abb.45: Grundstruktur der 3x- und 38-Tropanolester

Kennsignale bei der "H-NMR-Spektreninterpretation sind die im tieferen Feld liegenden
Signale fiir die Protonen, die sich an den Heteroatomen benachbarten Kohlenstoffen
befinden. Das ist insbesondere das Signal fiir H-3 mit einer Kopplungskonstante von ca. 5
Hz. Wie bei den unveresterten Verbindungen erscheint es bei den Estern des 3x-Tropanols
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als deutliches Triplett, bei denen des 38-Tropanols hingegen als Quintett-/Septett-artiges
Multiplett. Aufgrund der Nachbarschaft zum Sauerstoff liegt H-3 bei etwa 5 ppm, bei den
3ux-Estern etwas tiefer als bei den 38-Estern (Singh et al., 1979). Die unter dem EinfluR3 des
Stickstoffs stehenden H-1 und H-5 sind auch bei den Estern isochron, d. h. sie bilden ein
gemeinsames breites Singulett bei §-Werten um 3.1-3.2 ppm aus. Sehr viel groQer — da drei
Protonen entsprechend — und schlanker erscheint das Signal der N-Methyl-Gruppe bei
etwa 6 2.3.

Angrenzend hieran im hoheren Feld finden sich die Methylengruppen, wobei jeweils
chemisch dquivalente Protonen zu einem Signal zusammenfallen. So priagen die beiden
endo-standigen H-6n und H-7n ein zumeist gut erkennbares Dublett mit typischen
J ~ 8 Hz bei ungefidhr 6 1.9 aus, wahrend die exo-stdndigen H-6x und H-7x als Multiplett
bei 6 2.0-2.2 zu finden sind. Abhédngig von der Stereochemie an C-3 variiert die Lage und
Beschaffenheit der Signale der Protonen in Position 2 und 4. Bei den 3x-Tropanolestern
sind die dquatorialen H-2e und H-4e als charakteristisches breites Dublett mit einer
geminalen Kopplungskonstante von etwa 15 Hz leicht wiederzufinden; das Signal liegt um
6 1.7. Das Dublett eines Tripletts der axialen H-2a und H-4a ist tiefer angesiedelt (5 2.1-2.4)
und in der Regel nur noch als Multiplett zu deuten. Umgekehrt verhilt es sich bei den
3B-Tropanolestern: Hier liegt das Signal der axialen Protonen H-2a und H-4a im hoheren
Feld bei ca. § 1.8; in einigen Fillen ist als Grundmuster noch das Triplett erkennbar. Die
geminale Kopplungskonstante fillt bei den 38-Estern mit ungefdhr 12 Hz etwas kleiner
aus. Das Dublett-Dublett-Dublett der d4quatorialen H-2e und H-4e hingegen ist im tieferen
Feld angesiedelt bei meist iiber 6 2.0. Oft erscheint es nur als einfaches Dublett mit der
charakteristischen geminalen Kopplung. Je nach Menge und Reinheitsgrad der isolierten
Substanz sowie der Art der Acylkomponente ergeben sich in bestimmten Féllen kleinere
Abweichungen von diesem Schema; sind diese gravierender bzw. nur punktuell, so konnen
sie als gezielte Hinweise auf strukturelle Besonderheiten gedeutet werden.

Im “C-NMR &dhneln die Werte denen der unveresterten Tropanole (s. 2.2.4.1.2 und
2.2.4.1.3). Lediglich das Signal fiir C-3 ist durch die Veresterung der Hydroxyfunktion ins
tiefere Feld verschoben (vgl. hierzu Wenkert ef al., 1974, und Lounasmaa et al., 1975).

2.2.4.2.1 3-Tropanolester aus Falkia repens L. f.

Anders als die klassischen Vertreter der Convolvulaceae ist Falkia repens L. f. ein
ausdauernder Bodendecker. Die Verbreitung dieses zierlichen, leicht behaarten Krautes ist
auf den Stiden Afrikas mit Schwerpunkt auf der 6stlichen Kapregion begrenzt. Man findet
es dort im grasigen Flachland, gerne in der Ndhe von Wasser. Die kriechenden
Sproflachsen tragen langgestielte, herz- bis nierenférmige Bldttchen und von September
bis Dezember auch etwa ebensolange einbliitige Pedunkel mit blaBvioletten, am Rand
leicht gelappten Trichterbliiten.
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Abb. 46:
Falkia repens L. f. im Schaugewéchshaus
des Botanischen Gartens Berlin

Herkunft: Kapland, Siidafrika

Beschreibung:

Flora of the Cape Peninsula (Salter, 1950);
Flora of Southern Africa (Meeuse und
Welman, 2000);

The Levyns Guide to the Plant Genera of the
Southwestern Cape (Trinder-Smith, 2003)

Die in Afrika beheimatete Gattung Falkia gehort zum phytochemisch bisher kaum
beleuchteten Tribus Dichondreae s.l.. Nach der GC-MS-Untersuchung der Ganzpflanze
konstatierte Tofern (1999) ,eine fiir Convolvulaceen einzigartige Vielfalt an aliphatischen
Tropanol-Estern“. Im Einzelnen beschrieb sie: 3x- Acetoxynortropan, 3«- Acetoxytropan,
3a- und 3B-Tigloyloxytropan, 3«-Isobutyryloxytropan, 3x- und 3B-(2- oder 3-Methyl-
butyryloxy)tropan und 3«- und 38-(3-Hydroxy-2-methylbutyryloxy)tropan. Es sollte nun
versucht werden, mehrere dieser Verbindungen zur Bestdtigung ihrer Molekiilstruktur zu
gewinnen, zumal es sich fast ausschlief{lich um noch nicht aus Convolvulaceae isolierte
Substanzen handelt.

Hierfiir wurde diese Art {iber mehrere Jahre im gemaRigt-temperierten Gewédchshaus des
Wirtschaftshofs des Botanischen Gartens der Freien Universitdt Berlin kultiviert und in
regelmifBigen Abstidnden durch Vereinzeln vermehrt. Die ober- und unterirdischen Teile
der Individuen wurden separiert, getrocknet und gemahlen. Von den 560 g Wurzeln und
Rhizomen wurde ein Methanol-Extrakt hergestellt, und der Trockenriickstand dem
Trennungsgang unterzogen (s. 2.1.1). 512 mg Basen-Extrakt wurden an einer Kieselgel-
Sédule fraktioniert; FlieBmittel waren Portionen von je 100 mL Chloroform mit steigendem
Anteil Methanol unter Zusatz von 0.5 mL widlriger Ammoniaklosung (s. 5.4.4.2). Einzelne
Verbindungen konnten direkt der Analyse zugefiihrt werden; ein Teil der Fraktionsgrup-
pen wurde der prdparativen Diinnschichtchromatographie unterzogen. Fraktionen 2-5
enthielten ein aliquotes Gemisch mehrerer Substanzen nahezu identischer Polaritit, das
daher dem innovativen Verfahren der Alkaloid-Trennung durch GrélenausschluB-
chromatographie an Sephadex LH-20 unterzogen wurde. Neben Tropan-3-on und
3B-Tropanol konnten insgesamt acht 3-Tropanolester gewonnen werden, deren Isolierung
und Strukturaufklarung im Folgenden beschrieben wird.

2.2.4.2.1.1 3a-Acetoxytropan

Fraktionen 20-32 wurden bei einem Flielmittelverhiltnis von 98:2:0.5 (Chloroform:
Methanol:NH; konz.) von der Kieselgel-Sdule (s. o0.) eluiert. Die diinnschichtchromato-
graphische Uberpriifung anhand von Dragendorffs Reagenz wies sie als ein und dieselbe
Verbindung aus. Sie wurden direkt der Strukturanalyse unterzogen.
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Das 'H-NMR weist alle fiir 3-Tropanolester typischen Signale auf: das breite Singulett von
H-1 und H-5 bei 6 3.10, das drei Protonen entsprechende Singulett der N-Methyl-Gruppe
bei 6 2.28, das Dublett mit /= 7.7 Hz der endo-stdandigen H-6n und H-7n bei 6 1.93 und ein
Dublett-Dublett bei § 2.01 fiir H-6x und H-7x. Betrachtet man das Signal von H-3 bei
6 4.97, erkennt man ein klares Triplett mit /= 5.3 Hz. Hieraus wird ersichtlich, daf$ es sich
um einen Ester des 3«-Tropanols handelt. Dafiir sprechen auch Lage und Signalauf-
spaltung der Methylen-Protonen in den Positionen 2 und 4. Das breite Dublett der dquato-
rialen H-2e und H-4e liegt bei § 1.70 und das Triplett eines Dubletts der axialen H-2a und
H-4a bei 6 2.12. Die Signalzuordnung wurde durch Aufnahme eines H-H-COSY bestétigt.
Zusétzlich findet sich bei 6 2.04 ein drei Protonen entsprechendes Singulett. Die Art des
Signals und seine chemische Verschiebung sprechen fiir eine Methyl-Gruppe in Nachbar-
schaft zur Carbonyl-Funktion eines Esters oder eines Sdureamids.

Mit einem Basispeak von m/z 124 und charakteristischen Fragmenten bei m/z 140, m/z 97,
m/z 96, m/z 95, m/z 94, m/z 83, m/z 82 und m/z 42 weist auch das EI-Massenspektrum deut-
lich auf einen 3-Tropanolester hin. Der Molpeak liegt bei m/z 183, wofiir durch hochauf-
l6sende Massenspektrometrie (HRMS) eine molekulare Zusammensetzung von C,,H;;NO,
ermittelt werden kann. In Verbindung mit einem auffélligen Fragment bei m/z 43, entspre-
chend der elementaren Zusammensetzung C,H;O, wird der Verdacht auf Acetylierung der
3x-Hydroxygruppe des Tropanols erhértet. Durch «-Spaltung auf der anderen Seite der
Carbonyl-Gruppe entsteht zudem das Bruchstiick m/z 168, das durch Verlust der Methyl-
gruppe zustandekommt. m/z 155 resultiert aus der Abspaltung von C-6 und C-7 als
Ethylen. Als Referenz diente die Arbeit von Brachet et al. (1997).

Zur endgiiltigen Absicherung der Struktur wurde ein *C-NMR-Spektrum aufgenommen.
Von den insgesamt sieben Peaks entfallen fiinf auf den Tropan-Teil der isolierten Ver-
bindung: die Tripletts der Methylen-Gruppen bei 36.5 ppm (C-2 und C-4) und 25.6 ppm
(C-6 und C-7), die Dubletts der Methin-Kohlenstoffe in Nachbarschaft eines Heteroatoms
bei 67.5 ppm (C-3) und 59.8 ppm (C-1 und C-5) und das Quartett der N-Methyl-Gruppe bei
40.4 ppm. Es verbleiben das Signal eines quartdren Kohlenstoffs bei 170.4 ppm, was fiir ein
Carbonyl-C und zwar als Teil einer Ester-Funktion spricht, und eines bei 21.6 ppm. Die
chemische Verschiebung dieses Quartetts deutet auf eine Methyl-Gruppe hin, die an ein
quartidres und zudem doppelt gebundenes C-Atom angrenzt.

Zieht man all diese Ergebnisse zusammen, so ist die erhaltene Substanz zweifellos 3a -
Acetoxytropan (8).

HC—

Abb. 47:
3x-Acetoxytropan (8)

stimmen mit den von Evans und Major

\fo Die chemischen Verschiebungen im '"H-NMR
"
2 (1966) publizierten iiberein.
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2.2.4.2.1.2 30 -Acetoxytropan-N-oxid (9)

Bei einem Fliefmittelverhéltnis von 96:4:0.5 (Chloroform:Methanol:NH; konz.) wurden
mehrere Fraktionen von der Kieselgel-Sdule (s. 0.) eluiert, die laut Kontroll-DC eine ganze
Reihe Dragendorff-positiver Substanzen enthielten. Ahnliche Fraktionen zwischen 51 und
71 wurden vereint und exemplarisch die Fraktionsbereiche 54-56 und 61-67 GC-MS-ver-
messen. Hauptverbindungen in 61-67 waren neben Cyclotropin, 3x-Acetoxynortropan
und Cuscohygrin 3«x-Acetoxytropan und 3«-(3'-Hydroxy-2'-methylbutyryloxy)tropan.
Daraufhin wurde von den Fraktionsbereichen 61-67 und 68-71 eine priaparative DC mit
dem FlieSmittel Chloroform:Methanol:32%ige wéalrige Ammoniaklésung (40:10:1; Zwei-
fachentwicklung) angefertigt. Zone 61N wurde der Strukturaufklarung zugefiihrt.

Das EIMS weist alle fiir 3-Tropanolester charakteristischen Fragmente auf: ein sehr grofRer
Peak bei m/z 124 zusammen mit m/z 140 und die beim Zerfall der Tropan-Teilstruktur
entstehenden m/z 96, m/z 95, m/z 94, m/z 83, m/z 82 und m/z 42. Als Pseudo-Molpeak tritt
m/z 183 auf. Der iibliche Basispeak m/z 124 wird noch {iiberragt von einem Fragment mit
m/z 43. Als H;C—C=0" ist dies eine typische Abgangsgruppe bei acetylierten Verbindun-
gen. Vermutlich handelt es sich also auch hier um ein Acetoxytropan, denn das 'H-NMR
zeigt dhnliche Signale wie bei Verbindung 8. Anhand des Tripletts bei 6 5.08 wird ersicht-
lich, dall es sich um eine 3x-Substitution handelt. Das drei Protonen umfassende Singulett
der Methyl-Gruppe des Acetyl-Restes liegt bei 6 2.07. Auffallend ist eine deutliche Tieffeld-
verschiebung des breiten Singuletts der Protonen an C-1 und C-5 zu § 3.64 (statt § 3.10)
und des drei Protonen entsprechenden Singuletts der N-Methyl-Gruppe zu § 3.36 (statt
6 2.28). Auch das breite Dublett der axialen H-2a und H-4a ist klar tieffeldverschoben,
namlich bei 6 3.18 (statt 6§ 2.12).
Betrachtet man das '*C-NMR, so konzentrieren sich die Abweichungen von Verbindung 12
ebenfalls auf den Bereich um den Stickstoff. So liegen sowohl C-1 und C-5 mit 70.5 ppm
(statt 59.8 ppm), als auch das N-CH; mit 54.5 ppm (statt 40.4 ppm) bei sehr viel gréBeren
Werten.
Falt man diese Ergebnisse zusammen, weist alles auf eine Verdnderung am Stickstoff hin:
So kénnte dieser beispielsweise oxidiert vorliegen. Zur Uberpriifung wurde die Substanz
dem FABMS zugefiihrt, in der Hoffnung, daf mit dieser Methode der Molpeak des N-Oxids
sichtbar gemacht werden konnte. Dies war der Fall, denn das grolte Fragment im
(+)-FABMS ist m/z 200, also [M+H]*. So erklirt sich auch das mit 28 % rel. Int. recht grolRe
Fragment m/z 156 im EIMS, entsteht es doch durch
Abgang der Acetylgruppe direkt aus dem N-Oxid (m/z
199), dessen Molpeak allerdings nicht beobachtet werden
kann; ein Pseudo-Molpeak findet sich bei m/z 183.
Verbindung 9 konnte somit als das N-Oxid von
3 Verbindung 8 identifiziert werden, ndmlich als 3a-

H3c\N/°

Acetoxytropan-N-oxid.

(0]
\I% Abb. 48: 3x-Acetoxytropan-N-oxid (9)
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2.2.4.2.1.3 3B-Acetoxytropan-N-oxid (10)

Die mit dem FlieSmittel 98:2:0.5 (Chloroform:Methanol:NH; konz.) von der Kieselgel-Saule
(s. 0.) eluierten Fraktionen 2-5 enthielten ein komplexes Gemisch Dragendorff-positiver
Substanzen. Dessen Auftrennung an Sephadex LH-20 (s. 2.2.4.2.1.5 und 5.4.4.2.5) und
anschlieBende prédparative Diinnschichtchromatographie (s. 2.2.4.2.1.6 und 5.4.4.2.6)
fithrten zu der Einzelsubstanz Seph 18 C.

Das EI-Massenspektrum ergibt ein dhnliches Bild wie bei der zuvor als 3x-Acetoxytropan-
N-oxid strukturaufgekldarten Verbindung 9. Neben dem Pseudo-Molpeak m/z 183 zeigt es
die fiir 3-Tropanolester typischen Fragmente bei m/z 140, m/z 124, m/z 96, m/z 95, m/z 94,
m/z 83, m/z 82 und m/z 42. Das Fragment m/z 124, sonst Basispeak, wird auch hier tiberragt
von m/z 43, das auf eine acetylierte Substanz hinweist. Zur Klarung der Frage, ob es sich
bei Verbindung 10 ebenfalls um ein N-Oxid handelt, wurde wiederum ein (+)-FABMS
aufgenommen. Mit dem Peak bei m/z 200, entsprechend [M+H]", ergibt sich ein positiver
Befund.

Das 'H-NMR bringt jedoch deutliche Unterschiede im Tropan-Teil zutage. Noch recht
dhnlich sind die chemischen Verschiebungen der N-Methyl-Gruppe mit 6 3.49 und der
Methin-Protonen an C-1 und C-5 mit 6 3.58. Allerdings erscheinen letztere als Triplett,
dessen Kopplungskonstante von 3.2 Hz sich bei den &dquatorialen H-2e und H-4e
wiederfindet. Abweichend von Verbindung 9 bilden diese hier ein Dublett-Dublett-Dublett
aus, das aullerdem eine geminale Kopplung von 13.8 Hz aufweist. Die dritte Kopplungs-
konstante von 6.2 Hz korreliert mit der von H-3, das bei § 5.03 als Quintett-artiges
Multiplett vorliegt. Beide Signalaufspaltungen sprechen fiir einen 38-Tropanolester. Die
axialen H-2a und H-4a sind bei Verbindung 10 viel hoher angesiedelt, ndmlich als Dublett-
Dublett bei 6 2.77. Dies ist auch bei dem charakteristischen Dublett mit / = 8.6 Hz der
endo-standigen H-6n und H-7n mit 6 1.86 der Fall. Das Multiplett der exo-stdndigen H-6x
und H-7x liegt unverdndert bei 6 2.15. Nahezu identisch ist auch das Methyl-Singulett des
Acetyls mit § 2.03.

Die vorliegende Substanz konnte also als 3p-Acetoxytropan-N-oxid (10) identifiziert
werden.

Abb. 49: 38-Acetoxytropan-N-oxid (10)
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2.2.4.2.1.4 3a-(2'-Methylbutyryloxy)tropan (11)

Die Auftrennung des Basen-Extraktes der Wurzeln und Rhizome von Falkia repens erfolgte
an einer Kieselgel-Sdule (s. 2.2.4.2.1 und 5.4.4.2). Fraktionen 9-12 enthielten laut Kontroll-
DC und Bespriihen mit Dragendorffs Reagenz ein und dieselbe stark dominierende Base
und wurden daher vereinigt. Zur Aufreinigung wurden sie der prdparativen Diinnschicht-
chromatographie zugefiihrt und mit dem FlieBmittelgemisch CHCl;/MeOH/NH; konz.
(40:10:1; Dreifachentwicklung) separiert. Die Hauptkomponente liel§ sich so als Substanz
9A gewinnen und wurde anschlief$end strukturaufgeklart.

Zwei Signale prdgen das tiefere Feld des "H-NMR-Spektrums: ein Triplett bei § 5.04 und
ein breites Singulett bei 6 3.29. Beide sind Kennsignale fiir 3-Tropanolester, wobei das
Triplett mit der typischen Kopplungskonstante von 5.1 Hz darauf hindeutet, daR sich der
Substituent an C-3 in «-Stellung befindet. Das breite Singulett wird von H-1 und H-5 aus-
gebildet. Bei 6 2.40 ist das drei Protonen entsprechende Singulett der N-Methyl-Gruppe
angesiedelt. Mit dem Dublett der endo-stindigen H-6n und H-7n (J= 7.9 Hz) bei 6 1.82 und
dem Dublett der dquatorialen H-2e und H-4e (J = 14.8 Hz) bei 6 1.74 finden sich zwei
weitere charakteristische Signale. Die exo-stindigen H-6x und H-7x liegen bei 6 2.07 als
Multiplett vor, die axialen H-2a und H-4a ebenfalls als Multiplett bei 6 2.38.

Die Zuordnung der Signale wurde durch Aufnahme eines H-H-COSY bestitigt. Auch das
EIMS weist darauf hin, dal$ es sich bei Verbindung 11 um einen 3-Tropanolester handelt:
Es wird geprédgt durch den Basispeak mit m/z 124 und weitere typische Fragmente mit
m/z 140, m/z 96, m/z 95, m/z 94, m/z 83 und m/z 82. Der Molpeak liegt bei m/z 225, wofiir
mittels HRMS die elementare Zusammensetzung C;3H»NO, ermittelt werden kann. Er wird
durch das Ion [M+H]" mit m/z 226 im (+)-FABMS bestitigt.

Die Acylkomponente diirfte also auller der Carbonyl-Gruppe iiber vier gesittigte und
durchgidngig protonierte C-Atome verfiigen, was sich auch im Massenfragment m/z 57
(C,Hy") widerspiegelt. Im aliphatischen Bereich des 'H-NMR-Spektrums finden sich fiinf
zusdtzliche Signale. Ins Auge fallen zwei Dublett-Quartetts bei § 1.69 und ¢ 1.50 fiir je ein
Proton mit dhnlichen Kopplungskonstanten und zwei weitere Signale, die jeweils drei
Protonen entsprechen. Bei letzteren diirfte es sich um Methylgruppen handeln, wobei die
eine ein Triplett bei § 0.93 mit / = 7.4 Hz ausbildet. Dieses koppelt im H-H-COSY mit
beiden Dublett-Quartetts, die zudem jeweils eine geminale Kopplung aufweisen, was
typisch fiir Methylen-Gruppen ist. Die andere Methylgruppe etabliert sich als Dublett bei
6 1.15 mit /= 7.1 Hz. Im H-H-COSY zeigt sie eine Korrelation zu einem Proton, das ein
Multiplett bei 6 2.33 ausbildet, bei dem sich auch eine Kopplungskonstante von etwa 7 Hz
wiederfindet.

Im "C-NMR lassen sich die beiden Tripletts bei 25.3 ppm und 35.5 ppm den vier Methy-
len-Gruppen (C-6/C-7 und C-2/C-4) zuordnen, das Dublett bei 60.0 ppm C-1 und C-5, das
bei 65.9 ppm dem C-3 und das Quartett bei 41.4 ppm der N-Methyl-Gruppe. Neben diesen
Signalen des Tropan-Grundkérpers finden sich ein weiteres Methylen-Triplett bei 22.7
ppm, ein Methin-Dublett bei 29.7 ppm und zwei Methyl-Quartetts bei 16.4 und 11.7 ppm.
Aullerdem erscheint das markante Singulett eines Carbonyl-Kohlenstoffs bei 175.5 ppm.
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Anhand dieser Daten 1408t sich als Acylkomponente die 2-Methylbuttersdure postulieren.
Diese Vermutung kann durch folgende Fragmente im EIMS untermauert werden: m/z 183
wird durch Ethylen-Verlust — einhergehend mit der Wanderung eines der y-stdndigen
Protonen an die Carbonylgruppe unter Ausbildung eines sechsgliedrigen cyclischen
Intermediats (McLafferty-Umlagerung) — und Abspaltung von Methylen gebildet, m/z 196

entsteht durch den Verlust der terminalen H;C—CH,-Kette und m/z 210 durch Abgang der
endstidndigen Methyl-Gruppe.

Bei Verbindung 11 handelt es sich also um das 3a -(2'-Methylbutyryloxy) tropan.

Abb. 50: 3x-(2'-Methylbutyryloxy)tropan (11)
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2.2.4.2.1.5 33-(2'-Methylbutyryloxy)tropan (12)

Mit den Fraktionen 2-5 der zur Auftrennung des Basen-Extraktes der Wurzeln und Rhi-
zome von Falkia repens verwendeten Kieselgel-Sdaule wurde ein reichhaltiges komplexes
Gemisch einer Reihe von Dragendorff-positiven Substanzen eluiert. Es wurden zahlreiche
Versuche unternommen, dieses Konglomerat auf der DC-Platte zu trennen. Verschie-
denste FlieSmittelzusammensetzungen wurden herangezogen; hier einige Beispiele:

« Aceton/H,O/widllr. NH;-Losung 25% (90:7:3)
- Ethylacetat/Isopropanol/waRr. NH;-Losung 25% (45:35:15)
+ Chloroform/Methanol/wildr. NH;-Losung konz. (45:5:1; 1x und 2x entwickelt)

Anstelle von willriger Ammoniak-Losung kam auch Diethylamin zum Einsatz.

Doch mit keinem dieser FlieBmittel konnte der angestrebte Trennungserfolg erzielt
werden. Daher wurde eine bisher noch nicht fiir Alkaloide verwendete Trennmethode aus-
probiert, ndmlich der Aufschlull des Mehrkomponentengemisches durch GréRenaus-
schluBchromatographie an Sephadex LH-20 (Henke, 1994). Als Elutionsmittel diente
Aceton. Aufgrund ihrer Einheitlichkeit wurden Fraktionen 13-15 der Sephadex-Séaule
vereint und der Strukturaufklirung zugefiihrt. Eine weitere Aufreinigung war nicht
notwendig.

Anhand des EIMS wird ersichtlich, da es sich um einen 3-Tropanolester handelt:
dominant ist der Basispeak mi/z 124, daneben treten die iiblichen Fragmente bei m/z 140,
m/z 96, m/z 95, m/z 94, m/z 83 und m/z 82 auf. Der Molpeak ist mit dem von Verbindung 11
identisch und liegt bei m/z 225. Auch die Fragmente m/z 210, m/z 196 und m/z 183 sind
vorhanden. Davon abweichend erscheint ein auffilliges Fragment mit m/z 208, das laut
HRMS die molekulare Zusammensetzung C;sH»,NO* hat. In Zusammenhang mit der
mittels HRMS ermittelten Summenformel C;3H»sNO, und dem Fragment m/z 57 (C4Hs")
wird ein weiteres 3-(2'-Methylbutyryloxy)tropan wahrscheinlich.

Das 'H-NMR korrespondiert mit dem von Verbindung 11. Die chemischen Verschie-
bungen liegen bei dhnlichen Werten: das breite Singulett von H-1 und H-5 bei 6 3.23, das
schlanke Singulett der N-Methyl-Gruppe mit dreifacher Intensitdt bei § 2.34, das markante
Dublett (J = 8.1 Hz) der endo-stindigen Protonen H-6n und H-7n bei 6 1.67 und das
Multiplett der exo-stindigen H-6x und H-7x bei 6 2.05. Auch die Signale des 2-Methyl-
butyryl-Restes stimmen {iberein: Die beiden drei Protonen entsprechenden Peaks der
Methyl-Gruppen liegen als Dublett bei § 1.10 und als Triplett bei § 0.88 vor, die jeweils mit
etwas iliber 7 Hz koppeln. Die Methylen-Gruppe findet sich in zwei aufeinanderfolgenden
Dublett-Quartetts bei 6 1.63 und § 1.44 wieder, die auller dieser Kopplungskonstante von
7 Hz eine geminale von 14 Hz aufweisen. Der Methin-Wasserstoff bildet hier ein Sextett bei
6 2.31 mit J=6.8 Hz aus.

Allerdings weist das Spektrum bei genauerer Betrachtung einige gravierende Unterschiede
auf. So weichen die Signale der Protonen an C-2 und C-4 in Lage und Art von denen der
Verbindung 15 ab. Die axialen H-2a und H-4a bilden ein breites Triplett mit einer gemina-
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len Kopplung von 11.4 Hz aus. Diese Kopplungskonstante findet sich bei den dquatorialen
H-2e und H-4e wieder, zusammen mit / = 3.0 Hz und J = 5.6 Hz. Letztere stellt die
Kopplung der &dquatorialen Protonen an C-2 und C-4 mit dem unter EinfluR des
alkoholischen Estersauerstoffs stehenden H-3 bei 6 5.00 dar. Wie bei Parello et al. (1963)
beschrieben erscheint das «-stindige H-3 als unregelméliges Septett, das keine
einheitliche Kopplungskonstante aufweist. In die Wertetabelle wurde das Signal daher als
Multiplett aufgenommen. Es handelt sich hier also um das 38-Stereoisomer.

le——35¢ —| ppm ' 5I0

Abb. 51: Signalaufspaltung von H-3 bei Parello et al. (links) und bei Verbindung 12 (rechts)

Die Kopplungssequenzen von Alkohol und Acylkomponente finden im H-H-COSY ihre
Bestdtigung: Die beiden Methylen-Protonen in Position 3' koppeln nicht nur
untereinander, sondern auch mit CH;-4' (6§ 0.88, 1), wahrend CH;-5' (6 1.10, d) dies mit
dem Sextett bei ¢ 2.31, also H-2', tut. Die Signalzuordnung im Bereich der
Acylkomponente wird somit bekraftigt. Im Tropan-Teil korreliert das breite Singulett von
H-1 und H-5 zum einen mit den exo-stindigen H-6x und H-7x, die wiederum mit den
geminalen endo-stindigen H-6n und H-7n koppeln. Zum anderen zeigt es eine Korrelation
zu H-2 und H-4, die mit dem Signal von H-3 in Verbindung stehen. Fraglich ist jedoch, ob
es durch Lagerung der isolierten Substanz zu einer Isomerisierung in Position 3
gekommen ist. So konnte beobachtet werden, da in dem mehrere Wochen spiter
aufgenommenen H-H-COSY die Signale fiir die axialen und die dquatorialen Protonen an
C-2 und C-4 zu einem breiten Multiplett zusammenfallen und aus dem von H-3 gebildeten
Septett ein Quintett geworden ist.

Die Peaks im "*C-NMR sind vergleichbar mit denen von Verbindung 11: Auf den Tropan-
Teil entfallen die beiden Tripletts bei 26.8 ppm (C-6/C-7) und bei 35.4 ppm (C-2/C-4), die
beiden Dubletts bei 60.5 ppm (H-1/H-5) und bei 66.3 ppm (H-3) und das Quartett der N-
Methylgruppe bei 38.6 ppm. Nahezu identisch sind auch die ppm-Werte des
2'-Methylbuttersdure-Restes: Die Methylgruppen erscheinen bei 11.5 ppm (CH;-4') und
bei 16.6 ppm (CHs-5'), das Methin in Position 2' bei 29.7 ppm und das Methylen-Triplett
(C-3') bei 18.9 ppm. Mit Abstand tiefstes Signal ist auch hier der Carbonyl-Kohlenstoff bei
176.4 ppm.
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Somit kann Verbindung 12 zweifelsfrei als 3p-(2'-Methylbutyryloxy)tropan identifiziert

werden.
HyC
(0]
3
(o}
Abb. 52: 38-(2'-Methylbutyryloxy)tropan (12)
2.2.4.2.1.6 3B-(2'-Methylbutyryloxy)tropan N-oxid (13)

Im vorhergehenden Kapitel wurde die Problematik der Auftrennung der Fraktionen 2-5
der Kieselgel-Sdule beschrieben. Fraktionen 18-23 der Sephadex-Sdule enthielten ein
Gemisch mehrerer Dragendorff-positiver Substanzen, die anhand einer priaparativen DC
separiert werden sollten. Dies gelang mit dem FlieBmittel CHCl;/MeOH/NH; konz.
(48:2:0.2) durch Zweifachentwicklung. Die als Seph 18 B 1 gewonnene Substanz wurde der
Vermessung unterzogen.

Die Ahnlichkeit des 'H-NMR-Spektrums mit dem der Verbindung 12 fillt sofort ins Auge.
Allerdings sind die Signale im Tropan-Teil durchweg tieffeldverschoben. Am auffilligsten
ist dies bei den unter dem Einflul des Stickstoffs stehenden Protonen. So liegt die
N-Methyl-Gruppe bei § 3.53 (statt 6 2.34) und das breite Singulett, das H-1 und H-5
gemeinsam ausbilden, bei 6 4.04 (statt 6 3.23). Doch auch die Methylen-Gruppen
unterliegen einer Tieffeld-Shift: Die exo-stdndigen Protonen H-6x und H-7x erscheinen als
Multiplett bei 6§ 2.09 (statt 6 2.05), und das Dublett der endo-stdndigen H-6n und H-7n mit
der charakteristischen Kopplungskonstante von 8.5 Hz liegt bei 6 1.83 (statt 6 1.67). Die
axialen H-2a und H-4a fallen zu einem breiten Multiplett bei § 2.73 (statt & 1.76)
zusammen und die dquatorialen H-2e und H-4e zu einem bei 6 2.14 (statt 6 1.85). Anhand
des unregelmiRigen Septetts bei § 5.04 (statt § 5.00) kann auf einen 3B-Tropanolester
geschlossen werden.
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Die verbleibenden und damit der Acylkomponente zuzurechnenden Signale sind nahezu
identisch mit denen der Verbindung 12. Das einem Wasserstoff entsprechende Sextett bei
6 2.33 (J = 6.9 Hz) koppelt mit dem Methyl-Dublett bei § 1.11. Auch das drei Protonen
umfassende Triplett bei § 0.88 steht fiir eine Methyl-Gruppe. Die beiden Protonen des
Methylen-Kohlenstoffs liegen als Multipletts bei 6 1.62 und 6 1.43 vor. Es diirfte sich also
hier ebenfalls um einen 2-Methylbuttersdure-Rest handeln.

Beide Strukturbestandteile konnen anhand ihrer Kopplungssequenz im H-H-COSY
verifiziert werden. Zur weiteren Absicherung wird ein “C-NMR-Spektrum erstellt: Die
Signale der dem Stickstoff benachbarten Kohlenstoffe C-1/C-5 (70.2 ppm) und N-CHjs
(50.1 ppm) weisen im Vergleich zu Verbindung 12 eine starke Tieffeldverschiebung um
10 ppm auf. Die restlichen Ring-Kohlenstoffe hingegen liegen leicht hochfeldverschoben
bei 64.8 ppm (C-3), 31.9 ppm (C-2/C-4) und 24.9 ppm (C-6/C-7). Diese Abweichungen
weisen erneut auf eine Oxidation des Stickstoffs hin.

Das EIMS dhnelt dem der Verbindungen 11 und 12: Es zeigt die typischen Fragmente der
3-Tropanolester bei m/z 124 (Basispeak), m/z 140, m/z 96, m/z 95, m/z 94, m/z 83 und
m/z 82. Aullerdem finden sich das durch Verlust einer Methyl-Gruppe entstandene
m/z 210, [M-OH]* als m/z 208, m/z 196 durch Abgang der endstdndigen Ethyl-Gruppe und
das durch McLafferty-Umlagerung gebildete m/z 183. Aufféllig ist der ungewd6hnlich grof3e
Molpeak mit 42% rel. Intensitdt. Mittels Aufnahme eines (+)-FABMS und dem dort
erscheinenden Ion [M+H]* 242 kann bewiesen werden, dal} es sich hier um ein im EIMS
nicht sichtbares N-Oxid handelt.

Verbindung 13 stellt somit das 33-(2'-Methylbutyryloxy)tropan-N-oxid dar.

0

Abb. 53: 38-(2'-Methylbutyryloxy)tropan-N-oxid (13)
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2.2.4.2.1.7 3pB-Tigloyloxytropan-N-oxid (14)

Die Separation des Basen-Extraktes der Wurzeln und Rhizome von Falkia repens erfolgte
an einer Kieselgel-Saule (s. 2.2.4.2.1 und 5.4.4.2). Die weitere Auftrennung der Fraktionen
2-5 gestaltete sich recht schwierig. Den gewiinschten Erfolg brachte der Einsatz einer
Sephadex-Sédule, deren Fraktionen 18-23 ein Mehrkomponentengemisch enthielten
(s. 5.4.4.2.5). Dieses wurde mittels prdparativer Diinnschichtchromatographie in
Einzelstoffe zerlegt (s. 5.4.4.2.6); FlieBmittel war eine Mischung aus Chloroform, Methanol
und konzentrierter walriger Ammoniak-Losung (48:2:0.2; Zweifachentwicklung). Anhand
ihrer positiven Reaktion mit Dragendorffs Reagenz wurde Substanz Seph 18 B 2 gewonnen
und der Strukturaufklarung zugefiihrt.

Das EIMS weist alle fiir 3-Tropanolester typischen Zerfallsionen auf: m/z 124 als Basispeak,
zusammen mit m/z 140, m/z 96, m/z 95, m/z 94, m/z 83, m/z 82, m/z 42, und zudem das
4-Hydroxy-N-methyl-pyridinium-Kation mit m/z 110.

Zur Bestitigung wird das 'H-NMR-Spektrum in Kombination mit dem H-H-COSY
herangezogen. Ausgehend von dem charakteristischen Dublett der endo-stindigen H-6n
und H-7n mit einer Kopplungskonstante von 8.0 Hz lassen sich die Protonen im Tropan-
Teil eindeutig zuordnen. So koppelt dieses Signal bei § 1.64 mit einem Multiplett bei
6 2.31, das den exo-stindigen H-6x und H-7x zuzurechnen ist. Dieses wiederum steht in
Korrelation zu dem breiten Singulett von H-1 und H-5 bei § 3.82, das mit den axialen
Protonen an C-2 und C-4 koppelt, die ein Multiplett bei 6 2.15 ausprdgen. Die Kopplungs-
sequenz ldlt sich mit den geminalen dquatorialen H-2e und H-4e fortsetzen, deren
Multiplett bei 6 1.95 eine Korrelation mit einem Multiplett bei § 5.04 aufweist. Dieses ist
dem unter Einflul von Sauerstoff stehenden H-3 zugehorig; anhand der Signalaufspaltung
kann auf einen 3B-Tropanolester geschlossen werden. Das Singulett der N-Methyl-Gruppe
ist bei 6 3.64 angesiedelt.

H3C\N/0

H OTigl

Abb. 54: Kopplungssequenz von Verbindung 14 im H-H-COSY
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Als relative Pseudo-Molekiilmasse kann im EIMS m/z 223 ausgemacht werden. Daraus laf3t
sich — in Verbindung mit einem Fragment bei m/z 55 — schliefen, dafd der Acyl-Rest die
Zusammensetzung CO-C,H; hat. Dementsprechend diirfte er also eine Doppelbindung
enthalten. Im '"H-NMR findet sich lediglich ein olefinisches Proton bei 6 6.84, das im H-H-
COSY mit einem drei Wasserstoffen entsprechenden Dublett (J = 6.5 Hz), also einer
Methylgruppe, bei § 1.81 koppelt. Das wird durch die Aufspaltung des Signals zum
Quartett mit /= 6.4 Hz bestdtigt. Es verbleibt eine Methylgruppe, die als Singulett bei § 1.84
vorliegt, also keine benachbarten Protonen hat. Auch im H-H-COSY findet sich keine
Korrelation. Aufgrund ihrer chemischen Verschiebung liegt es nahe, dal} die Methylgruppe
ebenfalls an die Doppelbindung angrenzt.

Zieht man diese Informationen zusammen, kann Tiglinsdure als Acylkomponente postu-
liert werden. Um dies zu iiberpriifen, wurden Literaturdaten hinzugezogen. Im Rahmen
ihrer phytochemischen Analyse von Nierembergia hippomanica gewannen Pomilio et al.
(1996) 3B-Tigloyloxytropan (Tigloidin), dessen dort angefiihrtes Massenspektrum
identische Zerfallsionen aufweist wie die hier untersuchte Substanz. Basey und Woolley
(1973a) erhielten Tigloidin aus den Wurzeln und Rhizomen von Physalis alkekengi L. var.
franchetti; in der Publikation sind die Signale im "H-NMR angegeben. Beziiglich der Acyl-
komponente und fiir H-3 ergeben sich vergleichbare Werte. Im Bereich um den Stickstoff
hingegen sind die Signale bei der hier isolierten Verbindung 14 stark tieffeldverschoben:
H-1 und H-5 liegen bei § 3.82, nicht wie dort angegeben bei § 3.1-3.3, die N-Methyl-
Gruppe bei 6 3.64 anstelle von 6 2.32. Diese Werte lassen erneut ein N-Oxid vermuten. Fiir
ein (+)-FABMS stand jedoch nicht mehr ausreichend Substanz zur Verfiigung. Allerdings
wurde von Yamaguchi et al. (1974) ebenfalls aus den Wurzeln von Physalis alkekengi L. var.
franchetti das N-Oxid des 3«x-Tigloyloxytropans isoliert. Beriicksichtigt man, dall es sich
hierbei um das 3-Stereoisomer handelt, stimmen die §-Werte von H-1 und H-5 und der
N-Methyl-Gruppe im 'H-NMR gut {iberein. Auch sie konnten im EIMS lediglich die nicht
oxidierte Verbindung mit m/z 223, also [M-16]", detektieren.

Demzufolge handelt es sich bei Verbindung 14 um 3p3-Tigloyloxytropan-N-oxid.

H3C\N/O

Abb. 55: 38-Tigloyloxytropan-N-oxid (14)
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2.2.4.2.1.8 3pB-trans-Isoferuloyloxytropan (15)

Der Basen-Extrakt der Wurzeln und Rhizome von Falkia repens wurde an einer Kieselgel-
Sdule aufgetrennt (s. 2.2.4.2.1). Diinnschichtchromatographisch konnten in den Fraktio-
nen 51 bis 71 — eluiert bei einem FlieBmittelverhdltnis von 96:4:0.5 (Chloroform:Methanol:
NH; konz.) — Mehrkomponentengemische Dragendorff-positiver Substanzen ausgemacht
werden. Anhand einer parallel zur Sdulenchromatographie an Kieselgel 60 durchgefiihrten
DC-Reihenuntersuchung jeder zweiten Fraktion wurden mehrere Bereiche vereinigt:
51-53, 54-56, 57-60, 61-67 und 68-71. Um Anhaltspunkte fiir die Zusammensetzung dieser
komplexen Gemische zu erhalten und etwaige Hauptkomponenten bestimmen zu
konnen, wurden Fraktionen 54-56 und 61-67, die laut DC die grol3te Anzahl verschiedener
Verbindungen enthielten, exemplarisch der GC-MS-Analyse zugefiihrt. Dominant waren
in 54-56 3x-Acetoxynortropan, 3x-Acetoxytropan und ein 3-Feruloyloxytropan. Da zwei
von ihnen bislang noch nicht aus Convolvulaceae isoliert wurden, sollte dies zur
Absicherung des Befundes geschehen.

Aufgrund der Anreicherung einer Substanz in den Fraktionen 51-53 und des hoéheren
Gewichts des Trockenriickstandes wurden diese zur praparativen Diinnschichtchromato-
graphie herangezogen. Nach zweimaliger Entwicklung im Flielmittel CHCl;:MeOH:
NH; konz. (40:10:1) zeigte der mit Dragendorffs Reagenz bespriihte Randstreifen eine
positive Farbreaktion; der entsprechende Bereich wurde ausgekratzt und eluiert. So
konnte die Reinsubstanz 51L als Verbindung 15 gewonnen und alsdann der Struktur-
analyse zugefiihrt werden.

DaR es sich bei Verbindung 15 um einen 3-Tropanolester handelt, kann aus dem EIMS
abgelesen werden. Es zeigt den typischen Basispeak m/z 124 und weitere Fragmente mit
m/z 140, m/z 96, m/z 95, m/z 94, m/z 83, m/z 82 und m/z 42. Damit kann das Nortropan
ausgeschlossen werden.

Das 'H-NMR bringt eine auffillige Haufung der Signale im Bereich der ungesittigten
Kohlenwasserstoffe zutage. Zwei Dubletts bei 6 7.58 und § 6.30 zeigen dieselbe grole
Kopplungskonstante von 15.9 Hz und korrelieren zudem {iber einen Dacheffekt mitein-
ander. Es diirfte sich um olefinische Protonen handeln, wobei die sehr grole Kopplungs-
konstante auf eine trans-Doppelbindung hinweist. Die Tieffeld-Shift des einen Protons zu
6 7.58 kann durch B-Stellung zu einer Carbonylgruppe erkldart werden. In besagtem
Bereich des Spektrums befinden sich drei weitere Signale: ein breites Singulett bei § 7.06,
ein breites Dublett bei 6 6.98 und ein Dublett bei § 6.85. Die Signalaufspaltung deutet auf
einen 1,3,4-trisubstituierten Aromaten hin. In diesem ABX-System koppeln die benach-
barten H-5' und H-6' mit / = 8.0 Hz und die mefa-stindigen H-2' und H-6' mit kleiner
Kopplung, die hier nur noch an der Breite der Signale zu erkennen ist. Beide Struktur-
elemente werden durch die Korrelationen im H-H-COSY bestétigt.

Dieses zweidimensionale Spektrum hilft auch bei der Zuordnung der Signale des Tropan-
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Teils. Ausgangspunkt ist das charakteristische Dublett der endo-stindigen H-6n und H-7n
mit 8.4 Hz, das sich bei 6 1.88 findet. Diese koppeln mit den exo-stdndigen H-6x und H-7x,
die demzufolge das Multiplett bei 6 2.14 ausbilden. Dies wiederum zeigt eine Korrelation
zu dem breiten Singulett von H-1 und H-5, das durch die Nachbarschaft zum Stickstoff im
tieferen Feld bei 6 3.55 liegt und mit dem Signal der dquatorialen Protonen an C-2 und C-4
bei 6 1.94, ebenfalls ein Multiplett, in Verbindung steht. Da diese in geminaler Position
sind, koppeln sie mit den auch als Multiplett vorliegenden axialen H-2a und H-4a bei
6 2.06. Den Endpunkt der Kopplungssequenz stellt das Signal von H-3 dar, das durch den
Einflul$ des veresterten Sauerstoffs bei § 5.16 liegt und bei der vorliegenden Verbindung 15
ein Multiplett ausprigt. Es handelt sich also um einen Ester des 38-Tropanols. Das drei
Protonen entsprechende Singulett der N-Methyl-Gruppe ist bei § 2.52 angesiedelt. Es
verbleibt ein markantes Singulett ebenso grofer Intensitdt, das mit seiner chemischen
Verschiebung zu § 3.88 einer aromatischen Methoxy-Gruppe zuzurechnen ist.

Der Molpeak im EI-Massenspektrum ist m/z 317, was der molaren Masse von 3-Feruloyl-
oxytropan entspricht. Aulerdem finden sich die Zerfallsionen m/z 302 (Abspaltung einer
Methyl-Gruppe), m/z 194 (Verlust des Aromaten mit Substituenten) und m/z 91
(Tropylium-Ion). Durch «-Spaltung am Carbonyl entsteht nicht nur m/z 140, sondern auch
dessen Pendant m/z 177. Ebenfalls eine «-Spaltung ist der Bruch der Bindung zwischen
Carbonyl und Doppelbindung, woraus m/z 149 resultiert. Als Referenz wurde die Arbeit
von Gnecco Medina et al. (1983) herangezogen.

Verbindung 15 kann also in Kombination mit dem recht charakteristischen Retentions-
index im GC-MS (s. 2.1.2.2) als 33-trans-Isoferuloyloxytropan strukturaufgeklart werden.

HC—

Abb. 56: 38-trans-Isoferuloyloxytropan (15)

Zur abschlieBenden Bestdtigung der Identitit wird ein “C-NMR aufgenommen. Die
Referenzdaten in der oben zitierten Arbeit beziehen sich jedoch zum einen auf 3«-trans-
Feruloyloxytropan und zum anderen auf deuteriertes Pyridin als Losungsmittel und
konnen im Fall des *C-NMR daher nur bedingt als Vergleich dienen. Aus diesem Grund
wird die Verteilung der chemischen Verschiebungen auf die C-Atome von Aromat und
Doppelbindung anhand des Inkrementsystems vorgenommen.



110

Tiefstes Signal im *C-NMR ist der Carbonyl-Kohlenstoff (C-9') bei 166.4 ppm, der durch
den Einflull der in Konjugation stehenden Doppelbindung etwas hoher liegt als bei
anderen 3-Tropanolestern. Die olefinischen C-8' und C-7' sind bei 117.2 und 144.4 ppm
angesiedelt, wobei das tiefere Dublett dem in B-Stellung zum Carbonyl befindlichen C-7'
zuzuordnen ist. Dall es sich hierbei tatsdchlich um die C-Atome der Doppelbindung
handelt, wird unterstiitzt durch die Regel, dal die Addition beider Werte etwa 260 ppm
ergeben muf; im vorliegenden Fall sind es 261.6 ppm. Die drei weiteren Dubletts der
protonierten aromatischen Kohlenstoffe verteilen sich wie folgt: C-2' liegt bei 114.3 ppm,
C-5'bei 110.9 ppm und C-6' bei 122.5 ppm. Die verbleibenden Singuletts entfallen auf C-1'
(130.0 ppm) und die beiden sauerstoffsubstituierten C-3' (149.1 ppm) und C-4'
(151.4 ppm); dabei bewirkt die Methoxy-Substitution eine starkere Tieffeld-Shift. Die para-
Stellung der Methoxy-Gruppe wird zudem durch den auffillig hohen ppm-Wert von C-4'
untermauert.

120.0 113.3 122.5 110.9

OCH, OCH,

nach Inkrementsystem gemessen

Abb. 57: *C-NMR-Werte der Acylkomponente von Verbindung 15

Die Peaks des Tropan-Teils liegen allesamt im aliphatischen Bereich und werden analog zu
den bisher erhaltenen Spektren zugeordnet: Die Tripletts entfallen auf die Methylen-
Gruppen, also 25.9 ppm auf C-6/C-7 und 34.7 ppm auf C-2/C-4. Das Dublett bei 60.5 ppm
bezeichnet H-1 und H-5, das bei 65.8 ppm H-3. Das Quartett der N-Methyl-Gruppe liegt
bei 37.7 ppm. Damit féllt das Signal bei 56.0 ppm der H;C—O-Gruppe zu.
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2.2.4.2.2 Astrimalvine aus Astripomoea malvacea (Kiorzscu) MEEUSE

Aus Uganda wurden dem Arbeitskreis von Dr. Bernardina Onegi Blitter und Wurzelrinde
von Astripomoea malvacea zugesandt. Das Screening der Basen-Extrakte brachte mehrere
Verbindungen zutage, bei denen es sich, da Dragendorff-positiv, allem Anschein nach um
Alkaloide handelte. Anhand der Massenspektren aus dem GC-MS konnten viele jedoch
keinen Referenzsubstanzen zugeordnet werden und auch nicht abschliefend den Pyrroli-
zidin- oder Tropan-Alkaloiden zugeschrieben werden. Allerdings wies die Wurzelrinde
eine mengenmilig absolut dominierende Hauptverbindung auf, deren Isolierung sich
formlich anbot. Nach Erhalt weiterer Drogen wurden insgesamt 262 g Wurzelrinde der
phytochemischen Untersuchung im Labor zugefiihrt, und die beiliegenden vier Samen zur
Anzucht der Art im institutseigenen Gewdchshaus verwendet. So gelang es, ein blithendes
Exemplar von Astripomoea malvacea zur Verifizierung der Spezies und zur Anfertigung
eines Herbarbelegs sowie photographischer Aufnahmen zu gewinnen.

Abb. 58: Astripomoea malvacea (Kiotzscn) MEeeust im instituteigenen Gewdchshaus
Herkunft: Uganda, Zentralafrika
Beschreibung: Upland Kenya Wild Flowers (Verdcourt, 1974);

Flora Zambesiaca (Gongalves, 1987);

Les Convolvulaceae dans la flore d'Afrique Centrale (Lejoly und Lisowski, 1993)

Die Gattung Astripomoea umfalit etwa zwolf Spezies, deren Verbreitung auf Afrika
beschrénkt ist. Folgt man der Einteilung von Gongcalves (1987) bzw. Lejoly und Lisowski
(1993), so handelt es sich bei der untersuchten Spezies vermutlich um Astripomoea
malvacea (KiorzscH) Meeusk var. malvacea Veroc., die aufder in Uganda auch im trocknen
und bewaldeten Grasland Kenias und in der Baumbuschsteppe Tansanias weit verbreitet
ist, daneben in Zambia, Zimbabwe, Malawi, Mosambik, Zaire und Siidafrika. Astripomoea
malvacea ist ein sich liber Gras und Biische schlingendes, ausdauerndes Kraut, das als
Savannenpflanze einen verholzenden Wurzelstock ausbildet, aus dem einige bis viele se-
parate Sprollachsen austreiben. Diese leicht windenden Sproflachsen haben eine warzige
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Oberfldche, die den Eindruck vermittelt, gepunktet zu sein, da sich die schwarzbraune
Farbe der Warzen deutlich vom Griin des Untergrunds abhebt. Die einen cremeweilien
Milchsaft fithrenden Pflanzen verstromen einen wiirzig-aromatischen Geruch. Ihre Bldtter
sind elliptisch bis breit eiformig mit stumpfer Spitze und vor allem auf den Unterseiten mit
Sternhaaren bedeckt. In der Bliitezeit von Juni bis Oktober tragen sie auffillige altrosa
Trichterbliiten mit leichter Farbvertiefung im Schlund.

In ihrer Heimat wird Astripomoea malvacea volksmedizinisch genutzt.
In der Acta Tropica fiihrt Haerdi (1964) zwei Anwendungsgebiete auf:
»1. bei Ankylostomiasis (Hakenwurmkrankheit) Wurzelabsud trinken

2. Bldtter und Wurzelabsud gegen eitrigen, verhidrteten Abszel trinken“
Es ist anzunehmen, daf der Therapieerfolg wohl wie bei der ebenfalls gegen Ankylo-
stomiasis verwendeten Operculina turpethum auf Milchsaftbestandteile zuriickzufiihren
ist, die — wie bei anderen Vertretern dieser Familie — vermutlich stark abfithrend wirken.
Erstaunlicherweise wurden bei der Priifung auf Alkaloide mit Mayers und Dragendorffs
Reagenz negative Resultate erhalten (Haerdi, 1964). Diesem fritheren Ergebnis kann durch
die im Folgenden beschriebenen Isolierungen klar widersprochen werden.
Einen anderen Schwerpunkt setzt die Anwendung durch die Nyanja des Nyasalandes
(Malawi): eine Infusion der Wurzeln von Astripomoea malvacea wird als lokal appliziertes
Ophthalmikum genutzt; auerdem wird der Saft der Bldtter und Bliiten bei Entziindungen
auf den Augapfel gegeben. Der zerkleinerte Wurzelstock wird zudem bei Schwellungen
und Entziindungen in Form eines Breiumschlags verwendet. (Watt und Breyer-Brandwijk,
1962)

2.2.4.2.2.1 Astrimalvin A-N-oxid (16)

Die aus Uganda stammende getrocknete
Wurzelrinde (262 g) von Astripomoea malvacea
wurde fein gemahlen und dreimal mit Metha-
nol, dann mit einer Mischung aus 2%iger waR-
riger Weinsdurelésung und Methanol extra-
hiert. Der Trockenriickstand des Auszugs
wurde dem Trennungsgang (s. 2.1.1) unterzo-
gen; hierbei wurden 78 mg Basen-Extrakt
gewonnen. Dieser wurde mittels prédparativer
HPLC unter Verwendung eines FlieBmittel-
gemisches aus 0.5%iger wilriger Phosphor-
sdure und Methanol mit einem Gradienten von
75:25 nach 45:55 in 80 min aufgetrennt. Die
nach 57 min aufgefangene Fraktion 13 bestand
aus einer Dragendorff-positiven Substanz, die

Abb. 59: wissenschaftliche Zeichnung

von Astripomoea malvacea
(nach Lejoly und Lisowski, 1993)  als Verbindung 16 der Strukturaufklarung

zugefiihrt wurde.
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Das EIMS zeigt — abweichend vom Fragmentierungsmuster im GC-MS - einen deutlichen
Basispeak bei m/z 124, daneben weitere Zerfallsionen bei m/z 140, m/z 110, m/z 96, m/z 95,
m/z 94, m/z 84, m/z 83 und m/z 82, was eher fiir einen 3-Tropanolester spricht als fiir ein
Pyrrolizidin-Alkaloid. Auch die relative Intensitit von m/z 140, der bei Tropanolen sehr viel
starker ausgepragt ist als bei Pyrrolizidinen, weist in diese Richtung. Der Molpeak liegt bei
m/z 323, weitere Fragmente bei m/z 309, m/z 294, m/z 240, m/z 224 und m/z 183. m/z 309
1aBt das Vorliegen einer terminalen Methyl-Gruppe vermuten; m/z 294 diirfte durch Ethyl-
Abspaltung entstehen.

Tab. 16: 'H-NMR- und *C-NMR-Daten von Astrimalvin A-N-oxid und Astrimalvin B

Astrimalvin A-N-oxid (16) Astrimalvin B (17)
Position 'H-NMR in CDCl; 'H-NMR in MeOD !3C-NMR 'H-NMR inMeOD 3C-NMR
in MeOD in MeOD
1 438 brs 414 brs 73.4 3.62 brs 63.2
2a 225 m 238 m 32.0 1.88 brt (12.2) 36.2
2e 203 m 214 m 211 m
3 514 m 522 m(,sept“) 64.0 5.10 m(,sept“) 66.4
4a 225 m 238 m 32.0 1.88 brt (12.2) 36.2
4e 203 m 214 m 211 m
5 438 brs 4.14 brs 73.4 3.62 brs 63.2
6x 225 m 238 m 24.6 223 m 26.1
6n 225 m 2.26 d (8.0) 1.93 d (8.0)
7x 225 m 238 m 24.6 223 m 26.1
7n 225 m 2.26 d (8.0) 1.93 d (8.0)
N-CH; 3.64 s 347 s 53.0 257 s 38.8
1' 174.6 176.2
2! 2.72 quint (7.0) 2.73 quint (7.0) 46.3 2.41 quint (7.2) 33.8
3' 511 m 5.08 quint (7.0) 73.0 3.86 quint (6.6) 70.3
CHs-4'  1.26 d (7.0) 1.25 d (7.0) 17.5 1.15 d (6.4) 20.5
CH;-5' 1.17 d (7.0) 1.17 d (7.0) 13.4 1.07 d (7.0) 13.5
1" 168.4
2" 129.7
3" 6.83 ¢ (6.5) 6.84 ¢ (6.5) 139.0
CH;-4" 1.79 d (6.5) 1.80 brs 12.1

CHs-5" 1.80 brs 1.80 brs 14.4
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Die 'H-NMR- und "“*C-NMR-Werte von Verbindung 16 sind in Tab. 16 (linke Spalten)
aufgefiihrt. Dal3 es sich um ein Tropan handelt, findet seine Bestdtigung im H-H-COSY (in
MeOD; Abb. 60), aus dem sich folgende Kopplungssequenz ableiten ldf3t: Ein unregel-
maliges Septett, wie es fiir H-3 der 38-Tropanole charakteristisch ist, bei § 5.22 koppelt
mit zwei Multipletts bei § 2.38 und § 2.14, die den axialen und den dquatorialen Protonen-
paaren an C-2 und C-4 entsprechen. Das dquatoriale Protonenpaar H-2e/H-4e bei § 2.14
steht in Korrelation mit den Briickenkopf-Protonen H-1 und H-5 bei § 4.14. Deren
markantes breites Singulett wiederum koppelt mit dem Multiplett der exo-stdndigen
Protonen H-6x und H-7x der Ethylen-Briicke bei 6 2.38 und mit dem Dublett bei 6 2.26, das
die fiir die endo-stindigen H-6n und H-7n typische Kopplungskonstante von 8.0 Hz zeigt.
Die Protonen der Methylen-Gruppen an C-6 und C-7 koppeln auch untereinander. Das
drei Wasserstoffen entsprechende Singulett bei 6 3.47 wird von der am Stickstoff befind-
lichen Methyl-Gruppe ausgebildet. Es ergibt sich das bicyclische Ringsystem der Tropane,
das allem Anschein nach 3-monosubstituiert ist.
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Abb. 60: H-H-COSY von Verbindung 16 (in MeOD)
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Dartiberhinaus kann folgende Sequenz aus dem H-H-COSY abgeleitet werden: Ein drei
Protonen entsprechendes Dublett bei 6§ 1.17 koppelt mit einem Quintett gleicher
Kopplungskonstante (/= 7.0 Hz) bei § 2.73, das wiederum mit einem tieffeldverschobenen
Quintett (ebenfalls /= 7.0 Hz) bei 6 5.08 in Korrelation steht. Dieses zeigt eine Kopplung zu
einer weiteren Methyl-Gruppe in Form eines Dubletts bei 6 1.25 mit / = 7.0 Hz, dessen
Intensitdt drei Protonen entspricht. Als weitere Partialstruktur kénnen also zwei vicinale
Methyl-Gruppen an zwei benachbarten Methin-Kohlenstoffen formuliert werden, von
denen einer unter dem Einflul} eines Heteroatoms steht.

Es féllt zudem das zu einem Quartett aufgespaltene Signal eines olefinischen Wasserstoffs
bei § 6.84 ins Auge, das mit dem entsprechend tieffeldverschobenen Signal einer Methyl-
Gruppe bei 6 1.80 koppelt (in CDCl;: Dublett mit identischer Kopplungskonstante; in
MeOD: breites Singulett). Seine chemische Verschiebung deutet auf das in B-Stellung zu
einer Carbonyl-Gruppe befindliche Proton einer Doppelbindung hin (Riicker et al., 1988).
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Abb. 61: C-H-COSY von Verbindung 16 (in MeOD)
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Anhand des C-H-COSY konnen den protonierten Kohlenstoffatomen die “C-NMR-Werte
zugeordnet werden. Das "C-NMR-Spektrum selbst zeigt drei weitere Signale — wie auch
aus der Differenz zur im HRMS ermittelten Summenformel C;sH»NO, hervorgeht.

Auf den Tropan-Teil entfallen zwei Tripletts fiir je zwei symmetrische Methylen-Gruppen
bei 32.0 ppm (C-2/C-4) und 24.6 ppm (C-6/C-7), das durch die Nachbarschaft zum Stick-
stoff tieffeldverschobene Methin-Dublett der ebenfalls symmetrischen C-1 und C-5 bei
73.4 ppm, das durch den Einflul} des Sauerstoffs bei 64.0 ppm liegende Dublett des
tertidren Kohlenstoffs C-3 und das Quartett der N-Methyl-Gruppe bei 53.0 ppm.

Die vermutete Doppelbindung wird durch das mit dem Quartett bei § 6.84 im '"H-NMR
korrespondierende Signal im *C-NMR bei 139.0 ppm bestétigt, zusammen mit dem Singu-
lett eines durchweg substituierten Kohlenstoffs im olefinischen Bereich bei 129.7 ppm.
Hierzu gehdren zwei Methyl-Quartetts bei 14.4 und 12.1 ppm, deren chemische Ver-
schiebung im "H-NMR zu § 1.80 dafiir spricht, dall sie an ungesittigte Kohlenstoffatome
angrenzen. Desweiteren finden sich ein Dublett im heteroaliphatischen Bereich bei
73.0 ppm, das mit dem Quintett bei § 5.08 koppelt, und ein Dublett im aliphatischen
Bereich bei 46.3 ppm mit Korrelation zu dem Quintett bei 6 2.73. Den anhdngenden
Methyl-Gruppen kénnen die Quartetts bei 17.5 ppm und 13.4 ppm zugeordnet werden.

Es verbleiben zwei Singuletts quartdrer Kohlenstoffe bei 174.6 und 168.4 ppm. Ihre Lage im
Spektrum 148t Carbonyl-Kohlenstoffe als Teil einer Ester-Funktion vermuten. In
Zusammenhang mit der auf den Acyl-Rest entfallenden Summenformel von C,H;50; aus
dem HRMS werden zwei Acylkomponenten wahrscheinlich, d. h., dal an die mit dem
Tropanol veresterte Sdure eine weitere kurzkettige Sdure angeestert ist. Die Zerfallsionen
m/z 240 und m/z 224 aus dem EIMS weisen die Differenz von 16 Einheiten, also eines
Sauerstoffs, auf. m/z 240 diirfte durch «-Spaltung an der Carbonylgruppe entstehen,
m/z 224 durch zusitzliche Sauerstoffabspaltung. Die terminale Acyl-Komponente setzt
sich aufgrund der Differenz zur relativen Molekiilmasse (323 — 240 = 83) und nach Abzug
der Carbonyl-Einheit (83 — 28 = 55) folglich aus weiteren vier C- und sieben H-Atomen
zusammen.

Damit kommt als Substituent eine der ungesittigten Cs-Sduren in Frage, also Senecio-
sdure, Angelikasdure oder Tiglinsdure. Anhand der von Logie et al. (1994) festgehaltenen
signifikanten Unterschiede im '"H-NMR konnen diese leicht differenziert werden. Wahrend
das olefinische Proton bei den Estern der Angelikasdure zwischen § 6.0 und § 6.2 liegt,
findet sich das der Tiglinsdure-Ester zwischen 6 6.7 und 6 6.9. Im Fall der Verbindung 16
erscheint ein Quartett bei 6§ 6.84; auch die vergleichsweise kleine Kopplungskonstante von
6.5 Hz spricht fiir eine cis-Stellung der beiden Methylgruppen. Das Singulett des isolierten
olefinischen Protons der Seneciosdure ldge deutlich hoher bei etwa § 5.6. Ein weiteres
Indiz fiir Tiglinsdure sind die sehr eng beieinanderliegenden Methyl-Gruppen mit einer
chemischen Verschiebung um 6§ 1.8. Ebenso dafiir spricht die Signalaufspaltung im
'"H-NMR (in CDCl;), also ein mit dem Dublett einer Methylgruppe koppelndes Quartett
und eine isolierte Methyl-Gruppe in Form eines Singuletts.
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Fir die zweite Acylkomponente verbleiben fiinf C-Atome, acht H-Atome und zwei
O-Atome. Auch hier muR es sich um eine Cs;-Sdure handeln, in diesem Fall jedoch gesittigt
und Sauerstoff-substituiert. Anhand der aus H-H-COSY und C-H-COSY ermittelten Daten
ergibt sich folgende Kopplungssequenz:

2.73 quint

/_\ |.| 4\ 5.08 quint

1.17d Hsc

134
RO\C/463 C

/730 CH3 1.25d

I orR 5
(0]

Abb. 62: aus den Kernresonanzspektren ermittelte Strukturdaten und Kopplungssequenz
der zweiten Acylkomponente von Verbindung 16

Anhand des HMBC konnen den zwei Estercarbonyl-Signalen die entsprechenden
BC-NMR-Werte zugeordnet werden: Die Carbonyl-Gruppe der Tiglinsdure erscheint bei
168.4 ppm und koppelt mit dem breiten Singulett der Methylgruppen bei § 1.80, das
seinerseits mit beiden olefinischen Kohlenstoffen bei 139.0 ppm und 129.7 ppm korreliert.
Das Signal der anderen Carbonyl-Gruppe bei 174.6 ppm zeigt eine Korrelation mit dem
Quintett des singuldren aliphatischen Protons bei § 2.73 und eine mit den Protonen der
benachbarten Methyl-Gruppe mit 6§ 1.17. Diese beiden Signale wiederum koppeln mit dem
durch den EinfluB des Sauerstoffs tieffeldverschobenen Methin-Kohlenstoff bei 73.0 ppm,
der auBerdem mit den Protonen der leicht tieffeldverschobenen Methyl-Gruppe bei 6 1.25
in Verbindung steht. Damit ist der Sauerstoff an den zur Carbonyl-Funktion B-stdndigen
Kohlenstoff gebunden; es handelt sich bei der zweiten Acylkomponente also um die
3-Hydroxy-2-methylbuttersdure. Deren relative Konfiguration kann unter Einbeziehung
der Arbeit von Greiner und Ortholand (1992) anhand der Lage der Methyl-Gruppen im "H-
NMR bestimmt werden. Bei der threo-Form nidmlich liegen beide Signale nahe zusammen
(6 1.20 und 6 1.29), wédhrend sie bei der erythro-Form eine weitaus grofere Distanz
aufweisen (6 1.43 und 6 1.15). Im Falle der Verbindung 16 befinden sie sich mit 6 1.25 bzw.
5 1.26 und 6 1.17 eng beieinander und lassen auf eine threo-Konfiguration schlie3en.
Insbesondere die Verkniipfung der Tiglinsdure mit der Hydroxygruppe der 3-Hydroxy-2-
methyl-buttersdure findet im HMBC Bestdtigung: Das zum Sauerstoff geminale Proton bei
6 5.08 steht in Korrelation mit der Carbonyl-Funktion der Tiglinsdure bei 168.4 ppm.

Abschlief$end fillt eine Tieffeldverschiebung der Protonen an C-1/C-5 und C-2/C-4 und
der N-CH;-Gruppe und zugleich der an den Stickstoff angrenzenden Kohlenstoffe auf, was
auf eine Abweichung von der Dialkylmethylamin-Struktur am Tropan hinweist.

Den Verdacht, dal es sich auch bei Verbindung 16 um ein N-Oxid handelt, bestitigt das
(+)-FABMS; das Fragment [M+H]* findet sich nicht bei m/z 324, sondern bei m/z 340. Es ist
also in der Tat ein zusétzliches Sauerstoff-Atom vorhanden.
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Abb. 63: Astrimalvin A-N-oxid (16)

Damit konnte Verbindung 16 als 33-(threo-3'-Tigloyloxy-2'-methylbutyryloxy)tropan-
N-oxid strukturaufgekldrt werden. Fiir diesen mit seinen zwei untereinander verkniipften
Acylkomponenten einzigartigen Tropanolester wird der Trivialname Astrimalvin A-N-oxid
vorgeschlagen.

2.2.4.2.2.2 Astrimalvin B (17)

Da es sich bei der aus dem Basen-Extrakt der Wurzelrinde von Astripomoea malvacea iso-
lierten Verbindung 16 um ein N-Oxid gehandelt hatte, wurde die verbliebene Wasserphase
aufgearbeitet, um eventuell weitere dieser aufgrund des zusétzlichen Sauerstoffatoms
hydrophileren Substanzen zu gewinnen. Hierzu wurde die dem Trennungsgang unter-
zogene, nun ammoniakalische Wasserphase zur Trockne eingedampft. 25.6 g braune Paste
wurden mit destilliertem Wasser, Salzsdure und Zinkpulver versetzt und der Ansatz iiber
Nacht geriihrt. Nach der Reduktion wurde das Filtrat alkalisiert, und die basischen
Bestandteile mit Dichlormethan ausgeschiittelt. Zur Abtrennung der mitgefiihrten
Cumarine wurde eine Reinigung an einer SCX-Kartusche vorgenommen. Die Basen
wurden nun iiber pridparative Diinnschichtchromatographie mit dem Fliemittelgemisch
CHCl;/MeOH/NH; konz. (40:10:1) aufgetrennt. (s. 5.4.4.3.2) Zwei Dragendorff-positive
Fraktionen wurden der Strukturaufklarung zugefiihrt, wobei Substanzbande B als 38-
Tropanol verifiziert wurde (s. 2.2.4.1.3). Substanzbande A liel sich wie folgt identifizieren.

Betrachtet man das Zerfallsmuster im EIMS, erschliet sich schnell die vorliegende
Stoffgruppe. Der Basispeak bei m/z 124 und weitere spezifische Zerfallsionen bei m/z 140,
m/z 110, m/z 96, m/z 95, m/z 94, m/z 83 und m/z 82 lassen hinter Verbindung 17 einen
3-monosubstituierten Tropanolester vermuten. Fiinf dieser Fragmente kénnen durch die
hochauflésende Massenspektrometrie in ihrer molekularen Zusammensetzung bestétigt
werden. Diese weist aulerdem C,3H,;NO; als Summenformel fiir den Molpeak bei m/z 241
aus. Ebenfalls durch die Hochauflosung untermauert werden die Massenfragmente
m/z 226 nach Verlust einer Methyl-Gruppe und m/z 224 nach Abspaltung einer freien
Hydroxy-Gruppe.
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Das 'H-NMR-Spektrum (s. Tab. 16, rechte Spalten) bekriftigt den Verdacht auf einen
3-Tropanolester und weist diesen durch das unregelméillige Septett bei § 5.10 als Vertreter
der 3B-Reihe aus. Durch ihre Kopplungssequenz im H-H-COSY konnen die einzelnen
Signale den entsprechenden Protonen des Tropan-Grundkoérpers zugeschrieben werden.
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Abb. 64: H-H-COSY von Verbindung 17 (in MeOD)

Ausgehend vom markanten Signal des H-3 bei 6 5.10 konnen Korrelationen zu einem
Multiplett bei 6§ 2.11 und zu einem breiten Triplett bei § 1.88, die auch untereinander
koppeln, beobachtet werden. Erfahrungsgemdl prégen die axialen Protonen an C-2 und
C-4 ein auf der Multiplizitédt eines Tripletts basierendes Signal aus. H-2a und H-4a bilden
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also das breite Triplett bei 6 1.88, H-2e
und H-4e das Multiplett bei § 2.11. Beide
Signale zeigen eine Kopplung mit dem
typischen breiten Singulett der dem
Stickstoff benachbarten H-1 und H-5 bei
6 3.62, das wiederum mit den exo-

362brs  q1ggbrt

stdndigen Protonen an C-6 und C-7 in
Form eines Multipletts koppelt. Deren
Identitdt wird durch die Kopplung zum
endo 1.93d 5.10 "sept” charakteristischen Dublett mit J = 8.0 Hz
der endo-stindigen H-6n und H-7n

Abb. 65: Kopplungssequenz des Tropan-Teils o
von Verbindung 17 im H-H-COSY bekraftigt.

Eine weitere Kopplungssequenz im H-H-COSY ergibt sich ausgehend von den beiden
Methylgruppen-Dubletts bei § 1.15 und 6 1.07:
Die Methyl-Gruppe bei 6 1.07 koppelt mit dem

Quintett bei § 2.41, jedoch nicht mit dem bei & 3.86; i:i;t

die Methyl-Gruppe bei & 1.15 koppelt mit dem 0 OH RABHEial
Quintett bei 5 3.86, nicht aber mit dem bei 6 2.41. H H \,
Allerdings weisen die beiden Quintetts eine R CH,
Korrelation zueinander auf. Die Tieffeldverschie- 154
bung des Quintetts bei 6 3.86 deutet auf die Nach- H,C

barschaft zu einem Heteroatom hin. Bei diesem 107d

handelt es sich aller Wahrscheinlichkeit nach um die

ir.n EIMS be.obachtete freie Hydroxylgruppe. Da'[S sie Kopplungssequenz der Acylkom-
sich am gleichen C-Atom befindet wie die terminale ponente von Verbindung 17 im
Methyl-Gruppe und nicht der Carbonyl-Funktion H-H-COSY

benachbart ist, beweisen folgende Zerfallsionen im

EIMS: m/z 197 entsteht durch intramolekulare McLafferty-Umlagerung unter Bildung
eines sechsgliedrigen Ubergangszustandes und Wanderung des Hydroxyl-Protons an die
Carbonyl-Gruppe; es kommt zur Abspaltung von Acetaldehyd. Die gleiche Bindung wird
auch ohne McLafferty-Umlagerung gespalten, was zum Abgang einer Hydroxyethyl-
Gruppe und damit zu m/z 196 und m/z 45 fiihrt.

Abb. 66:

Anders als bei Verbindung 16 (Astrimalvin A-N-oxid) ist die 3-Hydroxy-2-methylbutter-
sdure bei Verbindung 17 unverestert. Die Lage der Methylgruppen-Dubletts im "H-NMR
1aBt auch hier auf eine threo-Konfiguration schliefen (s. 2.2.4.2.2.1 und Greiner und
Ortholand, 1992). Unterstiitzt wird dies zudem durch die Arbeit von Maskens und Polgar
(1973): Dieser zufolge weist die Signalaufspaltung im '"H-NMR von H-2 und H-3 der
Hydroxymethylbuttersdure zu Quintetts klar auf eine threo-Orientierung der Substituen-
ten hin; bei erythro-Stellung von H-2 und H-3 wird ein Quartett oder ein Dublett-Quartett
ausgebildet. Die Differenz der chemischen Verschiebungen von H-2' und H-3' der
Verbindung 17 spricht mit A6 1.45 ebenfalls fiir eine threo-Konfiguration.
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Es handelt sich bei Verbindung 17 also um das 3(3-(threo-3'-Hydroxy-2'-methyl-
butyryloxy)tropan, das den Trivialnamen Astrimalvin B erhielt.

HiC—

Abb. 67: Astrimalvin B (17)

Das ®C-NMR bestédrkt durch Art und Lage der Signale die vermutete Strukturformel von
Verbindung 17. Sehr einfach lassen sich den beiden im 135 DEPT nach unten gekehrten
Tripletts die Kohlenstoffe C-2 und C-4 (36.2 ppm) und C-6 und C-7 (26.1 ppm) des Tropan-
Rings zuordnen. Das dazwischenliegende Dublett (33.8 ppm) kann dem C-2' der Hydroxy-
methylbuttersdure zugeschrieben werden. Im heteroaliphatischen Bereich findet sich bei
63.2 ppm das gemeinsame Dublett von C-1 und C-5 und bei 66.4 ppm das von C-3. Etwas
tiefer bei 70.3 ppm angesiedelt ist das Dublett von C-3', das unter dem Einflul der freien
Hydroxygruppe steht. Am weitesten ins Tieffeld verschoben ist der Carbonyl-Kohlenstoff
der Ester-Gruppierung mit 176.2 ppm. Hinzu kommen drei Methyl-Quartetts, wobei das
tiefstgelegene bei 38.8 ppm von der N-Methyl-Gruppe ausgebildet wird. Erfahrungsgemafl
liegt die der Hydroxy-Gruppe benachbarte Methyl-Gruppe CH;-4' etwas tiefer (20.5 ppm)
als die an C-2' angrenzende CH;-5' (13.5 ppm).

Die Strukturdaten in den Kernresonanzspektren sprechen deutlich dagegen, dall es sich
hier um ein N-Oxid handelt, was nach erfolgter Reduktion der Wasserphase mit Zink/HCl
auch unwahrscheinlich wére. Trotzdem wurde zur Absicherung ein (+)-FABMS aufge-
nommen. Dieses bestitigt die Molmasse [M]* 241 unzweideutig durch die Fragmentionen
[M+H]* 242 und [M+Na]* 264. Freilich spricht die Tatsache, dal Verbindung 17 im
Trennungsgang nicht mit Dichlormethan aus der basischen Wasserphase ausgeschiittelt
werden kann, dies nach Reduktion mit Zink/HCI allerdings gelingt, eindeutig dafiir, dal
Astrimalvin B genuin als N-Oxid vorliegt.

Vergleicht man die 'H-NMR-Werte der beiden aus Astripomoea malvacea isolierten
Verbindungen 16 und 17, fillt die enorme Tieffeldshift des Signals der axialen Protonen
H-2a und H-4a beim Astrimalvin A-N-oxid (6 2.38 versus 6 1.88) ins Auge.

Die Lage des Signals der dquatorialen H-2e und H-4e hingegen wird kaum beeinfluf3t:
Beim Astrimalvin A-N-oxid findet sich das entsprechende Multiplett bei § 2.14, beim
Astrimalvin B bei 6 2.11. Fiir Astrimalvin A-N-oxid kann dies als Hinweis auf die rdumliche
Nédhe von H-2a und H-4a zum N-Oxid-Sauerstoff gedeutet werden, der sich damit in
axialer Stellung befindet. Die N-Methylgruppe verbleibt also beim N-Oxid in dquatorialer
Position (s. a. Exkurs zu 3.3 und 3.4).
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2.2.4.2.3 3-Tropanolester aus Convolvulus sabatius Viv.

Abb. 68:
Convolvulus sabatius Viv.

Herkunft: Mittelmeerraum

Beschreibung:

Contributions a la connais-
sance de la flore du Maroc II
(Murbeck, 1923);

Flora Europaea

(Stace, 1972)

Convolvulus sabatius Viv. ist eine biischelartig wachsende, perennierende Pflanze mit
verholzendem Strunk, von dem zahlreiche liegende sowie hochwachsende Sprofachsen
ausgehen. Die behaarten Blitter sind langgezogen elliptisch mit abgerundeten Enden, die
Trichterbliiten blauviolett mit weillen Staubgefilen. Diese Convolvulus-Art bevorzugt
trockene, kalkreiche Felsen und ist endemisch an den Kiisten Nordwest-Italiens und
Siziliens; urspriinglich stammt sie aus dem Nordwesten Afrikas, namentlich Marokko und
Algerien (Stace, 1972). Das Verbreitungsgebiet wurde von Hansen (1980) um die Ionischen
Inseln und Korfu, und damit Griechenland, erweitert. Die Ansiedlung dieser Spezies in den
Kiistenregionen ist aufféllig und kénnte auf eine Streuung der Samen durch Treiben {iber
das Mittelmeer hinweisen, vergleichbar der Ozeaniiberquerung der Samen anderer
Convolvulaceae wie etwa Merremia discoidesperma (Gunn, 1977).

Convolvulus sabatius Viv. umfalt die beiden Unterarten ssp. mauritanicus (Boiss.) Mugs.
und ssp. sabatius. Die Abgrenzung der Subspezies mauritanicus durch Murbeck in den
Contributions a la flore du Maroc (1923) erfolgt anhand ihrer auffallend langen Flaum-
haare, der diinneren und an der Basis abgestumpfteren Bldtter und der weicheren Kelch-
blitter, die zudem etwas verlidngert sind. Um welche dieser beiden Unterarten es sich bei
den im Gartencenter Pluta erworbenen Individuen handelte, lieR sich nicht abschliefend
klaren. Daher wird die im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Art im Folgenden lediglich
mit Convolvulus sabatius Viv. bezeichnet. Als sog. Blaue Mauritius ist sie nicht nur hier in
Europa, sondern auch im asiatischen Raum eine beliebte Zierpflanze.

Die Untersuchung der Wurzeln von Convolvulus sabatius Viv. ssp. mauritanicus (Borss.)
Murs. ergab zwei Dragendorff-positive Substanzen (Mann, 1997), von denen eine als
Merresectin B (Weigl, 1992) identifiziert werden konnte. Die andere wurde als Consabatin
neu beschrieben und beinhaltet — wie auch das aus den Wurzeln von Convolvulus siculus
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isolierte Consiculin (Jenett-Siems et al, 1998c) — eine cyclohexenylhaltige Acylkompo-
nente. Am aliphatischen Kohlenstoff in Position 1 des Acylteils befindet sich zudem eine
Hydroxygruppe, wodurch ein Asymmetriezentrum ausgebildet wird.

Durch Isolierung einer entsprechend grofen Substanzmenge sollten weitere Analysen zur
Ermittlung der absoluten Konfiguration von Consabatin ermdoglicht werden. Auflerdem
war von Interesse, ob weitere Tropan-Alkaloide mit der Nervogensdure verwandten
Acylkomponenten auftreten.

Aus Griinden der Einheitlichkeit werden ausgehend vom Consabatin auch die darauf-
folgenden Merresectine so beziffert, dal sich die Isoprenyl-Seitenkette stets in Position 3'
befindet und der Rest in Position 5' variiert.

2.2.4.2.3.1 Consabatin (18)
- Zur Isolierung des Consabatin standen 1.8
) kg getrocknete Wurzeln von Convolvulus
' i sabatius aus dem Freilandanbau im Bota-
Hygrin g»‘ 5 - |  nischen Garten der FU Berlin zur Verfii-
Consabatin é k; "’ gung. Die gemahlene Droge wurde mit
i ® 5 B | Methanol extrahiert, und der Trocken-
Cuscohygrin & - - .
- X riickstand dem Trennungsgang unterzo-
Merresectin B 8‘; e *, gen (s. 2.1). Aus der alkalisierten Wasser-
. v g 1 phase konnten mit Dichlormethan 460 mg
Merresectin E | ¢ .
‘ Rohbase gewonnen werden. Diese
—— o TN T L wurden mithilfe der prdparativen HPLC
‘ fraktioniert. Der das Consabatin enthal-
e tende Doppelpeak 5+6 wurde der
Abb. 69: DC der HPLC-Fraktionen préparativen DC zugefiihrt.

Eine Auftrennung des Gemisches wurde durch Einsatz des FlieSmittels CHCl;/MeOH/NH;
konz. (80:20:2; V/V/V) erzielt. (s. 5.4.4.4.1) Zone A bei einem R;von 0.45 konnte wie folgt als
Consabatin identifiziert werden.

Dal} es sich bei der isolierten Verbindung um einen 3-Tropanolester handeln mulf3, wird
aus dem EIMS klar ersichtlich. Neben dem markanten Basispeak bei m/z 124 finden sich
die tiblichen Fragmente bei m/z 140, m/z 97, m/z 96, m/z 95, m/z 94, m/z 83 und m/z 82.
Hinzu kommen der Molpeak mit [M]* 347 und weitere Signale bei m/z 330 (Abspaltung
einer Hydroxy-Gruppe) und m/z 223 (Pendant zu m/z 124).

Erste Informationen iiber die Struktur des Acylrestes konnen dem 'H-NMR-Spektrum
entnommen werden. Es finden sich die charakteristischen Signale des Tropan-Teils,
ndmlich das breite Singulett von H-1 und H-5 bei 6 3.14, das drei Wasserstoff-Atomen ent-
sprechende Singulett der N-Methylgruppe bei § 2.30 und das Dublett der endo-stindigen
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H-6n und H-7n mit der typischen Kopplungskonstante von 8.1 Hz bei § 1.70. Die exo-
standigen H-6x und H-7x erscheinen als Multiplett bei § 2.02, und die Protonen in den
Positionen 2 und 4 bilden zwei Multipletts bei 6 2.20 und § 1.72 aus. An der Stelle des
Signals fiir das dem Sauerstoff geminale H-3 erscheint in deuteriertem Chloroform ein
breites Triplett, das zwei Protonen entspricht. Durch Aufnahme des '"H-NMR-Spektrums in
Aceton-Ds kann es in zwei einzelne Tripletts aufgetrennt werden, wobei das einfache
Triplett bei 6 5.02 mit einer Kopplungskonstante von 5.1 Hz Verbindung 18 eindeutig als
3u-Tropanolester ausweist. Das andere bei § 5.15 ist weiter aufgespalten zum Triplett-
Triplett mit / = 1.4 Hz und J = 7.4 Hz. Letztere Kopplungskonstante findet sich in dem
breiten Dublett bei 6 2.96 wieder, das der zwischen zwei Doppelbindungen befindlichen
Methylen-Gruppe CH,-1" zugeordnet werden kann. Das Triplett-Triplett wird also von
H-2" ausgebildet. Die beiden Methyl-Gruppen der Isoprenyl-Seitenkette treten als
Singuletts bei 6 1.73 (CH;-4") und 6 1.60 (CH;-5'"") auf. Markant, da am weitesten im
Tieffeld liegend, ist aullerdem das Singulett des an der Doppelbindung des Cyclohexens
befindlichen H-2' bei 6 6.40.

Abb. 70: "H-NMR-Spektrum von Verbindung 18 (in CDCls)
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Es verbleiben mehrere Signale im aliphatischen Bereich, von denen vier den Methylen-
Protonen der gesdttigten Ringkohlenstoffe zugeordnet werden kénnen: Die tieffeldver-
schobenen Dublett-Dublett-Dubletts bei 6 2.74 und § 2.62 mit einer auffilligen geminalen
Kopplungskonstante von 17.1 Hz entfallen auf die beiden der Carbonylgruppe benach-
barten Protonen an C-5'. Das Triplett-Triplett bei 6 2.37 wird von dem einem der beiden
Protonen an C-6' ausgebildet, wihrend sich das Dublett-Triplett des anderen H-6' bei
6 2.24 mit dem Multiplett der axialen H-2a und H-4a bei 6 2.20 iiberschneidet.

Zur endgiiltigen Absicherung der Molekiilstruktur wurde ein *C-NMR-Spektrum erstellt.
Am weitesten im Tieffeld bei 197.7 ppm und 173.8 ppm liegen die Singuletts der beiden
Carbonylgruppen, wobei die chemischen Verschiebungen zum einen auf ein «,f-unge-
sdttigtes Keton und zum anderen auf eine Estercarboxyl-Funktion hinweisen. Im aroma-
tischen Bereich finden sich zwei Singuletts bei 140.8 und 134.8 ppm und zwei Dubletts bei
141.0 und 119.7 ppm, von denen je eins auf die beiden Doppelbindungen entfillt. Das
Singulett bei 72.0 ppm und das Dublett bei 70.4 ppm sind den beiden sauerstoffsub-
stituierten Kohlenstoffen C-3 (d) und C-1' (s) zuzurechnen. Ebenso im heteroaliphatischen
Bereich befinden sich die iiber den Stickstoff verbundenen C-1 und C-5, die zu dem
Dublett bei 59.9 ppm zusammenfallen; die N-Methylgruppe prédgt ein Quartett bei
40.2 ppm aus. Die Methyl-Gruppen des Isoprenyl-Restes liegen aufgrund ihrer Nachbar-
schaft zur Doppelbindung bei 25.8 und 17.7 ppm. Es verbleiben sieben Tripletts, die
anhand von Vergleichsdaten (Jenett-Siems et al., 1998c) zugeordnet werden kénnen: Auf
die Methylen-Gruppen des Tropanrings entfallen die Signale bei 36.3 ppm (C-4), 36.2 ppm
(C-2), 25.4 ppm (C-7) und 25.3 ppm (C-6). Die Peaks der Methylen-Gruppen des
Cyclohexen-Ringes liegen bei 34.1 ppm (C-5') und bei 34.0 ppm, und der Peak der
Methylen-Gruppe C-1" der Isoprenyl-Seitenkette bei 27.4 ppm.

Es konnte somit zweifelsfrei gezeigt werden,
dall es sich bei der erhaltenen Verbindung 18
um das von Mann (1997) aus den Wurzeln von
Convolvulus  sabatius ssp. mauritanicus
isolierte Consabatin handelt. Anhand von
NOE-Messungen in DMSO konnte sie zeigen,
dall die tertidre OH-Gruppe an C-1' B-stindig
sein mul$.

Abb. 71: Consabatin (18)
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2.2.4.2.3.1.1 Synthese der Mosher-Ester zur Bestimmung der absoluten Konfiguration
des Consabatin

Es sollte nun im nichsten Schritt die absolute Konfiguration des Chiralitdtszentrums an C-
1' des Consabatins (18) gekldart werden, also ob die angeesterte 1B5-Hydroxy-3-prenyl-
cyclohex-2-en-4-on-carbonsdure in der S- oder in der R-Konfiguration vorliegt. Da die vor-
bereitenden Auskristallisierungsversuche fiir die Rontgenstrukturanalyse nicht von Erfolg
gekront waren, wurde eine nallichemische Methode herangezogen: die Bildung der sog.
Mosher-Ester (Dale und Mosher, 1973). Dieses urspriinglich fiir sekundédre Alkohole
etablierte Verfahren 148t sich auch auf andere Stoffgruppen wie tertidre Alkohole (Izumi et
al., 1994) oder sogar Hemiacetale (Broom et al., 1994) iibertragen.

Hierzu wurden die in Form einer braungelben, viskosen Masse zur Verfiigung stehenden
12.2 mg Consabatin aliquot auf zwei Spitzkolben aufgeteilt und in wenig Dichlormethan
gelost. Unter Stickstoff-Begasung wurden den beiden Losungen nun Dimethylamino-
pyridin (DMAP) und Triethylamin (TEA) zugefiigt, danach das (+)- bzw. (-)-konfigurierte
2-Methoxy-2-trifluormethyl-phenylessigsdurechlorid ((+)- bzw. (-)-MTPA-chlorid). Beide
Ansdtze wurden iiber Nacht geriihrt, und die Reaktion jeweils durch Zusatz von
3-[(Dimethylamino)propyllamin (3-DMAPA) terminiert (s. 5.4.4.4.1.1).

Die Detektion der Mosher-Ester mit Dragendorffs Reagenz wurde durch die Tatsache
erschwert, dall es sich bei den Reaktionsmitteln {iberwiegend um stickstoffhaltige Ver-
bindungen handelt, die ebenfalls einen positiven Nachweis ergeben. Durch chromato-
graphischen Vergleich mit einer Mischung aus DMAP, TEA und 3-DMAPA wurden die
MTPA-Ester selektioniert und mittels praparativer DC in Reinform gewonnen. Es folgte die
Aufnahme der fiir diese Methode erforderlichen '"H-NMR-Spektren mit H-H-COSY.

Der S-MTPA-Ester und der R-MTPA-Ester des Consabatins zeigen identische "H-NMR-
Spektren, allerdings treten stereochemisch bedingte Abweichungen in den chemischen
Verschiebungen korrespondierender Signale auf.

Markant sind das breite Singulett von H-2' bei 6 6.92/6.89, das sich am zur Carbonyl-
Gruppe B-stindigen, ungesittigten Kohlenstoff befindet, und die ebenso im tieferen Feld
lokalisierten Tripletts von H-3 und H-2'"". Letzteres zeigt ein breites Signal bei 6 5.06/5.05
mit einer Kopplungskonstante von etwa 7 Hz, das im H-H-COSY eine Korrelation mit dem
breiten Dublett der Methylen-Protonen an C-1'" bei § 2.95/2.96 aufweist; zudem ist eine
W-Kopplung mit H-2' zu erkennen. Das Triplett kleinerer Kopplungskonstante bei
6 5.22/5.25 (H-3) korreliert mit dem Signal der axialen H-2a und H-4a bei 6 3.39/3.39 und
weist aulerdem eine W-Kopplung zu einem Multiplett bei § 3.09/3.18 auf, dessen
Intensitidt zwei Protonen entspricht. Somit konnte vermutet werden, dald es sich um das
sonst als markantes breites Singulett ins Auge fallende Signal von H-1 und H-5 handeln
mull. Seine Aufspaltung zum Multiplett diirfte auf der durch die MTPA-Substitution
auBergewoOhnlich groflen Acylkomponente beruhen, wie dies in dhnlicher Form bei den
Merresectinen B und D zu beobachten ist (s. 2.2.4.2.3.2 und 2.2.4.2.3.3). Besonders sperrige
Reste konnen also zur Aufhebung der magnetischen Aquivalenz der Protonen an C-1 und
C-5 fithren.
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Das Multiplett von H-1/H-5 zeigt deutliche Korrelationen mit dem breiten Dublett der
dquatorialen H-2e und H-4e bei § 1.92/1.98 mit geminalen 16 Hz. Eine weitere Kopplung
zeigt auf das breite Dublett der endo-stdandigen H-6n und H-7n bei 6 2.12/2.14, das mit
etwa 16 Hz eine ungewohnlich grolle Kopplungskonstante ausprdgt. Den geminalen H-6x
und H-7x weist eine schwache Kopplung im H-H-COSY das Multiplett bei § 2.47/2.50 zu.
Die Signale der N-Methyl- und der Methoxy-Gruppe konnten sowohl beim S-MTPA-
Consabatin, als auch beim R-MTPA-Consabatin anhand eines zuvor aufgenommenen
Spektrums differenziert werden. Aufgrund der Tatsache, dall das Singulett der N-Methyl-
Gruppe im Spektrum wandern kann, d. h. bei subsequenten Aufnahmen Abweichungen
im ppm-Wert des Signals auftreten konnen, das Singulett einer Methoxy-Gruppe beziig-
lich seiner Lage jedoch konstant bleibt, kann das Methyl-Singulett bei 6 3.55 (S-MTPA-
Consabatin) sowie das bei 6§ 3.50 (R-MTPA-Consabatin) der jeweiligen Methoxy-Gruppe
zugeordnet werden. Im Gegensatz zu diesen in beiden Spektren identische ppm-Werte
aufweisenden Signalen zeigen die chemischen Verschiebungen der anderen Methyl-
Singuletts eine Hochfeld-Shift: Beim S-MTPA-Consabatin wandert das Signal bei § 3.62
(alteres Spektrum) zu 6 3.57 (neuere Aufnahme), beim R-MTPA-Consabatin von & 3.60
nach 6 3.54. Hier handelt es sich somit um die N-Methyl-Gruppen.

Anhand ihrer H-H-COSY-Korrelation lassen sich die Methylen-Gruppen CH,-5' und CH,-6'
als zwei Paare benachbarter Multipletts bei § 3.78 und 6§ 3.76/3.78 und 3.75 sowie bei
6 2.29 und 6 2.24/2.30 und 2.25 identifizieren.

Die Methyl-Gruppen der Isopren-Einheit erscheinen als Singuletts bei § 1.76 und 6 1.61/
6 1.73 und 6 1.57, wobei der hohere ppm-Wert CH;-4" zugeordnet werden kann. Die H-H-
COSY-Korrelation von CH;-5'"" mit einem der beiden H-6' diirfte auf die rdumliche Nédhe
dieser Protonen hindeuten.

Nach der Zuordnung der Signale kénnen die ermittelten ppm-Werte in Relation gestellt
werden. Daraus ergeben sich die in Tab. 17 aufgefiihrten Abweichungen.

Anhand des Vorzeichens der Differenz A (S — R) 148t sich die Lage des Strukturelements
im Raum bestimmen: Ein negativer Wert deutet auf eine Position oberhalb, ein positiver
auf eine Position unterhalb der MTPA-Ebene hin. Ein positives Vorzeichen spiegelt hierbei
die Tieffeld-Shift der Signale wider und entspricht dem mit L, bezeichneten Substituenten.
Der Substituent L; wird durch negative Vorzeichen charakterisiert. Besonders gut ver-
anschaulicht wird die Methode (Dale und Mosher, 1973) durch die Modelle von Ohtani et
al. (1991), wobei es zu beachten gilt, daly aufgrund der Verdnderung der Prioritdten der
Substituenten das (+)-MTPA-chlorid den R-MTPA-Ester ergibt und das (-)-MTPA-chlorid
den S-MTPA-Ester. In Abb. 72 ist die Verteilung der positiven und negativen Ad-Werte
dargestellt.
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Tab. 17:

'"H-NMR-Signale der Mosher-Ester und deren konfigurationsabhingige Differenzen

Position S-MTPA-Consabatin R-MTPA-Consabatin AS(S-R)

1 3.09 m 3.18 m -0.09
2a 3.39d(7.3) 3.39d(7.2) +0

2e 1.92 brd (16.6) 1.98 brd (16.4) -0.06
3 5.22 t(4.4) 5.25 t(5.1) -0.03
4a 3.39d(7.3) 3.39d(7.2) +0

4e 1.92 br d (16.6) 1.98 brd (16.4) -0.06
5 3.09m 3.18 m -0.09
6x 247 m 2.50m -0.03
6n 2.12 brd (16.1) 2.14 brd (15.8) -0.02
7x 247 m 2.50 m -0.03
7n 2.12 brd (16.1) 2.14 brd (15.8) -0.02
N-CH; 3.57s 3545 +0.03
2' 6.92s 6.89 s +0.03
5'd 3.78 m 3.78 m +0

5'u 3.76 m 3.75m +0.01
6'd 2.29m 2.30 m -0.01
6'u 2.24m 2.25m -0.01
1" 2.95 brd (7.4) 2.96 brd (7.0) +0.01
2" 5.06 br ¢t (7.0) 5.05 brt(7.3) +0.01
CH;-4" 1.76 s 1.73 s +0.03
CH;-5" 1.61s 1.57 s +0.04
Aromat 7.36-7.45 m 7.38-7.49 m -0.03
O-CH; 3.55s 3.50s +0.05

Aus dem Verteilungsmuster positiver, negativer und neutraler Werte kann nun die Stellung
der einzelnen Strukturbestandteile im Raum abgeleitet werden. Das Ringgeriist des
Tropans zeigt durchweg negative Vorzeichen und entspricht somit dem mit L; bezeichne-
ten Substituenten. Anders bei der an das Chiralititszentrum angrenzenden Doppel-
bindung und der benachbarten Isopren-Seitenkette: Hier finden sich tiberwiegend positive
Werte. Diese Teilstruktur kann also dem Substituenten L, zugeschrieben werden. Neutrale
Werte deuten darauf hin, dal der betreffende Teil des Molekiils in der MTPA-Ebene liegt.
Dies ist bei CH,-5' und CH,-6' der Fall, deren Differenzen mit - 0.01 und + 0.01 kaum von

Null verschieden sind.
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-0.03

+0.04

Abb. 72: Mosher-Ester des Consabatin mit Differenzen der §-Werte

Durch die Synthese der sog. Mosher-Ester und den Vergleich ihrer Protonenresonanz-
spektren kann fiir das Consabatin (18) eindeutig die 1' R-Konfiguration ermittelt werden.

2.2.4.2.3.2 Merresectin B (19)

Die Basen-Fraktion aus den Wurzeln von Convolvulus sabatius wurde mittels praparativer
HPLC aufgetrennt. Der in einem FlieBmittelgemisch aus 0.5%iger wélriger Phosphorsidure
und Methanol (Gradient: 80:20 nach 40:60 in 60 min) nach 49 min eluierte Peak 9 konnte
als Verbindung 19 direkt der Strukturaufklarung zugefiihrt werden.

see | (2 +3 +4 Hygrine)

5+6

3688 -

Consabatin, Merresectin D, Merresectin E,
6 3x-Tropanol

288 - 9

mnVolt

188 - 9

Merresectin B

T T T T T T T
-] 18 28 38 48 58 68 78
time, min

Abb. 73: HPLC-Lauf der Basen-Fraktion
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Das 'H-NMR-Spektrum weist im tieferen Feld vier markante Signale auf: Das Singulett bei
5 7.67 entspricht zwei Wasserstoff-Atomen und 143t aufgrund seiner Lage auf aromatische
Protonen schlieen. Das Triplett bei § 5.24 mit / = 4.0 Hz macht einen 3x-Tropanolester
wahrscheinlich. Bei § 5.08 findet sich ein dhnliches Signal, das allerdings zwei Protonen
entspricht und zum Quartett-Triplett mit / = 1.5 Hz und J = 7.3 Hz aufgespalten ist. Die
zweite Kopplungskonstante findet sich in einem vier Protonen umfassenden Dublett bei
6 2.92 wieder. Die geringe Signalaufspaltung konnte auf einen symmetrischen Struktur-
bestandteil hinweisen, bei dem jeweils eine Methylengruppe an eine Doppelbindung
grenzt. Bei dem Dublett bei 6 4.73 mit J= 7.5 Hz schliellich diirfte es sich um das anomere
Proton eines B-Zuckers handeln.
Die vorliegenden Daten lassen vermuten, dal$ es sich bei Verbindung 19 um das ebenfalls
als Hauptverbindung von Mann (1997) aus den Wurzeln von Convolvulus sabatius ssp.
mauritanicus isolierte Merresectin B handelt.
Durch Vergleich mit dem Referenzspektrum lassen sich dem Tropan-Teil das Singulett der
N-Methyl-Gruppe bei § 2.78 und die Singuletts von H-1 und H-5 bei § 3.20 und 6 3.16
zuschreiben, aullerdem die Signale der Methylen-Gruppen in Form eines Dubletts mit
15.2 Hz bei § 2.11 (H-2e/H-4e), eines Dubletts mit 8.0 Hz bei 6 2.48 (H-6n/H-7n) und
zweier Multipletts bei 6 2.38 (H-2a/H-4a) und 6 2.31 (H-6x/H-7x).
Der Nervogensdure-Teil setzt sich zusammen aus den aromatischen Protonen H-2' und
H-6', die symmetriebedingt zu dem Singulett bei § 7.67 vereint sind sowie den beiden
Isopren-Seitenketten. Neben dem Methylen-Dublett (6 2.92) und dem Quartett-Triplett
des Protons der Doppelbindung (6 5.08) werden sie durch die Signale fiir vier allylische
Methyl-Gruppen um 6 1.7 vervollstdndigt.

HsC —
N Abgesehen von dem anomeren H-1'""
(6 4.73) wird die an den Sauerstoff in
Position 4' ankniipfende pB-p-Glucose
durch mehrere Signale repréasentiert, die
aufgrund der jeweils benachbarten
Sauerstoffatome zwischen 6 3.2 und 6 3.8
liegen. Dies sind das Dublett-Dublett
eines der beiden H-6""" bei § 3.70, das
eine geminale Kopplung von 14.0 Hz und
eine vicinale von 7.0 Hz aufweist. Das
andere H-6""" findet sich als Multiplett
bei 6 3.80. Das Triplett eines Dublett bei
6 3.25 wird von H-5"" ausgebildet.
H-2'""", H-3"" und H-4'"" fallen zu einem
breiten Multiplett im Bereich 6 3.36-3.55
zusammen. (S. a. Jenett-Siems, 1996)

Abb. 74: Merresectin B (19)
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Damit kann die Ubereinstimmung von Verbindung 19 mit Merresectin B abschliefend
bestdtigt werden. Zusammen mit der 8-p-Glucose in Position 4' wird die Acylkomponente
insgesamt als Kuramersdure bezeichnet, ihr Aglykon als Nervogenséaure.

2.2.4.2.3.3 Merresectin D-(3-glucosid (20)

Der aus den Wurzeln von Convolvulus sabatius erhaltene Basen-Extrakt wurde mittels
praparativer HPLC fraktioniert (s. 2.2.4.2.3.1 und 2.2.4.2.3.2). Der Doppelpeak 5+6 bei
25 min stellte ein Substanzgemisch dar, das mithilfe der prdparativen Diinnschicht-
chromatographie unter Verwendung des FlieBmittels CHCl;/MeOH/NH; konz. (80:20:2;
V/V/V) weiter aufgetrennt wurde. Die Substanzzone C um R¢ 0.23 wurde ausgeschabt, das
Kieselgel extrahiert, und die hieraus resultierende Verbindung 20 den spektrometrischen
Vermessungsmethoden zugefiihrt.

Der Basispeak m/z 124 im EIMS deutet in Kombination mit den Fragmenten bei m/z 140,
m/z 95, m/z 94, m/z 83 und m/z 82 auf einen 3-Tropanolester hin. Die triplettartige
Ausgestaltung des Signals von H-3 bei § 5.27 im 'H-NMR spricht fiir einen Ester des
3x-Tropanols. Weitere charakteristische Signale des Tropan-Teils sind das Dublett von
H-2e und H-4e bei 6 1.74 mit 13.9 Hz, das Singulett der N-Methyl-Gruppe bei 6 2.48 und
die Singuletts von H-1 und H-5 bei 6 3.14 und § 3.11. Die Protonen in den Positionen 6 und
7 fallen zu dem Multiplett bei 6 2.28 zusammen, H-2a und H-4a zu dem Multiplett bei
0 2.36.

Als Molpeak weist das EI-Massenspektrum m/z 359 aus. Im (+)-FABMS allerdings erscheint
das Quasi-Molekiilion [M+H]* bei m/z 522. Die Massendifferenz von 162 Einheiten deutet
auf den Verlust einer Hexose hin, die beim EIMS meist bereits im Injektorblock abgespal-
ten wird. Das Dublett bei 6 5.06 im '"H-NMR-Spektrum diirfte das anomere H-Atom sein.
Seine Kopplungskonstante von 7.4 Hz spricht fiir die axiale Orientierung von H-1"", also
einen Zucker der B-Reihe. Das breite Multiplett der Protonen an den tertidren Kohlen-
stoffatomen des Zuckers H-2'"', H-3""', H-4'"" und H-5'"" befindet sich im heteroalipha-
tischen Bereich bei 6 3.24-3.51. Die Protonen der Hydroxymethyl-Gruppe in Position 6'"
priagen ein Multiplett bei 6 3.78 und eines bei § 3.64 aus.

Als weiteres EI-Massenfragment tritt m/z 329 auf, wobei die Molmasse der Abgangsgruppe
mit m/z 30 charakteristisch fiir Methoxy-Gruppen ist. Im 'H-NMR kann eine solche als
Singulett bei 6 3.93 ausgemacht werden. Der hohe §-Wert spricht fiir die Ankniipfung der
Methoxy-Gruppe an einen Aromaten. Dies findet seine Bestédtigung in den Dubletts zweier
aromatischer Protonen bei 6§ 7.49 und 6 7.48, die sich aufgrund ihrer kleinen Kopplungs-
konstante von 2.0 Hz in meta-Stellung zueinander befinden miissen.

Es verbleiben im 'H-NMR ein breites Triplett bei § 5.35 mit J = 7.5 Hz und ein breites
Dublett gleicher Kopplungskonstante bei § 3.53, aullerdem zwei Methylgruppen-Singu-
letts bei 6 1.72 und 6 1.63. Auch hier diirfte eine Isopren-Seitenkette vorliegen.
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H;C—

Anhand der einzelnen Strukturbestandteile
und des Vergleichs der ermittelten spektro-
metrischen Daten mit Referenzmaterial kann
Verbindung 20 eindeutig als das aus den
Wurzeln von Merremia guerrichii isolierte
Merresectin D-f3-p-glucosid (Merreguerri-
chin) identifiziert werden (Jenett-Siems et al.,
1999 und 2005b).

Abb. 75: Merresectin D-B-glucosid (20)

2.2.4.2.3.4 Merresectin E-f-glucosid (21)

Ebenfalls im Basengemisch des HPLC-Doppelpeaks 5+6 des Basen-Extraktes der Wurzeln
von Convolvulus sabatius enthalten, wurde auch Verbindung 21 durch anschlielfende
praparative DC zugénglich (s. 2.2.4.2.3.3). Die bei einem R; von etwa 0.15 befindliche, mit
Dragendorffs Reagenz orange anfirbbare Substanzzone D wurde der Strukturaufkldrung
zugefiihrt.

Das EIMS deutet mit dem Basispeak m/z 124 und den Zerfallsionen m/z 140, m/z 95,
m/z 94, m/z 83 und m/z 82 auf einen 3-Tropanolester hin. Der Molpeak liegt bei m/z 491,
ein weiteres markantes Fragment bei m/z 329. Auffillig ist die Massendifferenz von
162 Einheiten, die erneut die Abspaltung einer Hexose vermuten 1403t.

Im 'H-NMR findet sich das Signal eines Anomers in Form eines Dubletts bei § 5.03. Wie bei
Verbindung 20 kann anhand der Kopplungskonstante von 7.4 Hz auf eine axiale Ausrich-
tung des Protons geschlossen werden, die fiir Zucker der B-Reihe typisch ist. Das Dublett
korreliert im H-H-COSY mit einem breiten Multiplett bei § 3.36-3.56, das von H-2""", H-3"",
H-4"" und H-5"" ausgebildet wird. Dieses wiederum zeigt eine intensive Kopplung zu
einem Dublett-Dublett bei 6 3.70 und eine schwache zu einem Dublett-Dublett bei 6 3.90.
Beide Signale treten auch miteinander in Korrelation. Hieraus und aus der gemeinsamen
geminalen Kopplungskonstante von 12.0 Hz kann geschlossen werden, dal$ es sich um die
Protonen an C-6"" der Hydroxymethyl-Gruppe handeln muR.
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Abb. 76: Vergroerung aus dem H-H-COSY von Verbindung 21

Dem Tropan-Teil zugehorig ist das Triplett bei § 5.22 mit J = 4.5 Hz, charakteristisch fiir
Ester der 3x-Reihe. Es koppelt im H-H-COSY mit dem Triplett-Dublett der axialen H-2a/
H-4a bei 6 2.32. Dieses wiederum zeigt eine Korrelation zu dem Dublett bei 6 2.00, das
ebenfalls die Kopplungskonstante von 15.3 Hz aufweist, und somit den &quatorialen
H-2e/H-4e zuzuschreiben ist. Das breite Singulett bei 6 3.53 kann anhand der
Korrelationen im H-H-COSY H-1 und H-5 zugeordnet werden. Diese weisen auch auf das
Singulett bei 6 2.27, zu dem die beiden Methylen-Gruppen in den Positionen 6 und 7
zusammenfallen. Markant ist auBerdem das Singulett der N-Methyl-Gruppe bei 6 2.56.

Im aromatischen Bereich des 'H-NMR-Spektrums erscheinen drei Signale, deren
Aufspaltung und Kopplungskonstanten fiir den 1,3,4-trisubstituierten Typ sprechen. Das
Proton in Position 2' prdgt ein Dublett bei § 7.80 aus, das mit dem in meta-Stellung
befindlichen H-6' koppelt. Dessen Dublett-Dublett bei 6 7.86 weist auller dieser mit
J = 2.0 Hz recht kleinen meta-Kopplung die mit 8.7 Hz deutlich grollere ortho-Kopplung
auf. Sie findet sich in dem Dublett von H-5' bei § 7.22 wieder.

Es verbleiben zwei Methylgruppen-Singuletts bei 6 1.78 (CH;-4"") und 6§ 1.72 (CH;-5"") und
das breite Triplett eines olefinischen Protons H-2'" bei 6 5.36 mit J = 7.3 Hz. Die zwei
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benachbarten Protonen an C-1" finden sich in Form eines breiten Methylen-Dubletts bei
6 3.44 mit identischer Kopplungskonstante und deutlicher Korrelation im H-H-COSY.
Vermutlich liegt auch hier eine Isopren-Seitenkette vor.

Aus diesen Strukturelementen 148t sich in Analogie zu den anderen Merresectinen als
Acylkomponente die 4-8-p-Glucosyloxy-3-isoprenyl-benzoesédure formulieren, bei der der
Substituent in Position 5 ganz fehlt.

A U//UU(‘

I o

-----

Abb. 77: "H-NMR-Spektrum von Merresectin E-B-glucosid (in MeOD)

Es sei an dieser Stelle nochmals auf eine Besonderheit bei der Auswertung der "H-NMR-
Spektren hingewiesen. Bei den tetrasubstituierten Merresectinen B und D-g-p-glucosid
scheint aufgrund der sperrigen Acylkomponenten die freie Drehbarkeit um die
Esterbindung eingeschrinkt zu sein, was die Aufspaltung der normalerweise zu einem
breiten Singulett zusammenfallenden H-1 und H-5 des Tropanringes zu zwei getrennten
Singuletts erkldren wiirde. Denn im Gegensatz dazu erhdlt man bei Merresectin E-B-p-
glucosid und auch Consabatin, die beide keinen Substituenten in Position 5' aufweisen,
das typische gemeinsame breite Singulett. Anders verhélt es sich mit den Mosher-Estern
des Consabatins, bei denen die Weiterveresterung der Acylkomponente sogar zu einer
Aufspaltung zum Multiplett fiihrt.
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Verbindung 21 wurde folglich als
Merresectin E-(-p-glucosid bezeichnet.
Es wurde auch in diversen Merremia-
Arten gefunden und ist daher an dieser
Stelle publiziert (Jenett-Siems et al,
2005b).

Abb. 78: Merresectin E-B-glucosid (21)

2.2.4.2.4 Bonabiline aus Bonamia spectabilis (Cuoisy) HaLLier f.

Bonamia spectabilis (Croisy) Havuier f. ist ein kletternder Strauch mit verholzendem Wurzel-
stock, dem zahlreiche kleinere Triebe entspringen. Die im Alter lignifizierenden SproR3-
achsen sind leicht behaart und tragen gestielte, elliptische, teils zugespitzte, ebenfalls
leicht behaarte Bldtter. Die breitschlundigen Trichterbliiten sind blaf3violett und bilden
ein- bis dreibliitige zymose Teilinfloreszenzen an den Endstiicken der Sprolachsen aus.
Neben Madagaskar, dem Ursprungsland des hier verwendeten Pflanzenmaterials, wird
diese Art beschrieben fiir Zambia und Zimbabwe, auch Zaire und Tansania. Typische
Fundorte sind das laubabwerfende mit Dickicht durchsetzte Waldland, der Kalaharisand
und Wegrénder.

Aus phytochemischer Sicht handelt es sich um eine hochst interessante Windenart. Die in
der Einleitung (1.3) etwas ausfiihrlicher charakterisierten Sesqui-, Sesquineo- und Neo-
lignane aus dem Kraut von Bonamia spectabilis stellen eine Besonderheit innerhalb der
Convolvulaceae dar. Einige dieser Bonaspectine zeigen zudem eine gute antiplasmodiale
Aktivitdt. Aullerdem konnte Tofern (1999) bei der GC-MS-Analyse der Basenfraktion des
Krautes ,eine Reihe unbekannter Verbindungen nachweisen, bei denen es sich um
Tropan-3-ol-Ester sowie um Nortropan-3-ol-Ester handeln kénnte®.

Da nach ldngerer Kultivierung der aus den madegassischen Samen angeziichteten
Pflanzen im institutseigenen Gewdchshaus nun auch ausreichend Wurzelmaterial zur
Verfiigung stand, sollten diese bislang nicht identifizierten Tropanalkaloide genauer
untersucht werden.
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Abb. 79: Bonamia spectabilis (Croisy) Haruer f. auf Madagaskar (mit Lepidoptera)

Herkunft: Madagaskar und tropische Teile Zentralafrikas
Beschreibung: Flora of Tropical East Africa (Verdcourt, 1963)
Flora Zambesiaca (Gongcalves, 1987);
Les Convolvulaceae dans la flore d'Afrique Centrale (Lejoly und Lisowski, 1993)

484 g getrocknete und gemahlene Wurzeln wurden erst mit Methanol, anschliefend mit
einer Mischung aus 2%iger wallriger Weinsdure-Losung und Methanol (1:4; V:V) extrahiert.
Nach Entzug des Losemittels im Vakuum wurde der Trockenriickstand in 2%iger waRriger
Weinsdure-Losung aufgenommen und entsprechend der eluotropen Reihe erst mit Petrol-
ether, dann mit Dichlormethan und zuletzt mit Ethylacetat ausgeschiittelt. Die ver-
bleibende Wasserphase wurde mit 15%iger wéallriger Ammoniak-Losung alkalisiert und
erneut mit Dichlormethan extrahiert. Nach Abzug des Losungsmittels im Rotations-
verdampfer wurden die 357 mg Rohbase sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Flie(3-
mittelgemischen steigender Polaritédt aufgetrennt (Chloroform/Methanol/25%ige wélrige
Ammoniak-Losung von 95:5:0.1 nach 30:70:0.1; s. a. 5.4.4.5). Die Fraktionen wurden in
Portionen zu 7.5 mL aufgefangen und diinnschichtchromatographisch kontrolliert. Im
Ergebnis konnten zwei neuartige Substanzen isoliert und strukturaufgeklidrt werden.
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2.2.4.2.4.1 Bonabilin A (22)

Die mit einem Fliemittelgemisch von 80:20:0.1 (Chloroform/Methanol/25%ige walrige
Ammoniak-Losung; V:V:V) nach 350-400 mL eluierten Fraktionen 41-48 der Kieselgelsédule
enthielten eine einzige Dragendorff-positive Substanz, die als Verbindung 22 der Struktur-
aufklarung zugefiihrt wurde.

Zur ersten Orientierung wurden ein EIMS- und ein '"H-NMR-Spektrum aufgenommen.
Beziiglich der Massenfragmentierung kann anhand des Basispeaks von mi/z 124 und
weiterer Bruchstiicke bei m/z 140, m/z 96, m/z 95, m/z 94, m/z 83 und m/z 82 ein
3-Tropanolester postuliert werden. Dies wird durch das Auftreten charakteristischer
Signale fiir den bicyclischen Tropan-Grundkérper im 'H-NMR bestidtigt. So erscheint das
drei Protonen umfassende schlanke Singulett der N-Methyl-Gruppe bei 6 2.32, das breite
Singulett von H-1 und H-5 bei § 3.17 und das Dublett der endo-stindigen H-6n und H-7n
mit /= 7.6 Hz bei § 1.93. Das Signal von H-3 bei 6 5.07 spricht aufgrund der Auspragung als
Triplett mit einer Kopplungskonstante von 5.2 Hz fiir einen Tropanolester der 3x-Reihe.
Im Bereich von 6 1.4 bis ¢ 2.8 finden sich zahlreiche Signale, aus denen sich mithilfe eines
H-H-COSY die dem Tropan-Teil zuzurechnenden herausfiltern lassen. Sowohl das von H-3
ausgebildete Triplett, als auch das breite Singulett von H-1/H-5 koppeln mit einem
Multiplett bei § 2.20, das den axialen H-2a und H-4a entspricht. Dieses wiederum
korreliert mit einem breiten Dublett bei § 1.68, bei dem eine geminale Kopplungskonstan-
te von 12.3 Hz auszumachen ist, und das demnach den &dquatorialen H-2e und H-4e
zuzuschreiben ist. Das Dublett der endo-stdndigen H-6n und H-7n sowie das Singulett von
H-1 und H-5 weisen auf ein Multiplett bei § 2.06, das somit von den exo-stindigen H-6x
und H-7x ausgebildet wird.

Tabelle 18: '"H-NMR- und *C-NMR-Werte der Acylkomponente von Verbindung 22

(* aus dem HMBC in MeOD)
'H-NMR (in CDCl;) 3C-NMR (in MeOD)
4.82 | dd 3.6 Hz; 7.8 Hz 64.2
4.28 ddd 1.4 Hz; 3.0 Hz; 7.7 Hz 68.9
280 |t 3.2Hz 55.3
2.56 |dt 2.9 Hz; 5.8 Hz 43.5
225 m mit 1.4 Hz; 6.4 Hz; 10.7 Hz 25.4
2.14 dt 3.2Hz; 5.4 Hz 47.8
1.46 d 10.6 Hz 254
1.30 |s 26.7
0.77 s 21.5

174.1*
40.2 *
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Der Molpeak erscheint im EIMS bei m/z 323. Durch hochauflésende Massenspektrometrie
kann C;sH,9NO, als Summenformel ermittelt werden.

Die Acylkomponente setzt sich also aus zehn Kohlenstoff-, fiinfzehn Wasserstoff- und drei
Sauerstoff-Atomen zusammen, wovon ein Kohlenstoff und ein Sauerstoff auf die
Carbonylgruppe entfallen. In Tab 18 sind die verbleibenden "H-NMR-Signale aufgefiihrt;
die zugehorigen “C-NMR-Werte konnten durch Aufnahme eines HSQC erhalten werden.

Es ist naheliegend, daf das Dublett-Dublett bei 6 4.82 und das Dublett-Dublett-Dublett
bei § 4.28 von an die Sauerstoff-substituierten C-Atome gebundenen Protonen ausgebildet
werden. Aufgrund der gemeinsamen Kopplungskonstante von 7.7 bzw. 7.8 Hz ist von einer
vicinalen Anordnung auszugehen. Dall es sich zumindest in einem Fall um eine
aliphatische Hydroxy-Gruppe handeln muf, wird aus dem Massebruchstiick m/z 305
ersichtlich, das durch Abspaltung von H,O und den hieraus resultierenden Einzug einer
Doppelbindung entsteht.

Die Singuletts bei 6 1.30 und & 0.77 entsprechen jeweils drei Protonen und kénnen so als
Methylgruppen identifiziert werden. Im H-H-COSY zeigen sie eine W-Kopplung, die dafiir
spricht, dal$ sie sich an demselben Kohlenstoff befinden miissen.

Das Multiplett bei 6 2.25 und das Dublett bei § 1.46 weisen eine geminale Kopplung von
10.6 Hz auf und zeigen im HSQC auf dasselbe C-Atom bei 25.4 ppm; es diirfte sich also um
eine Methylen-Gruppe handeln.
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Abb. 80: HSQC von Verbindung 22
Die Aufnahme erfolgte in MeOD; daher weichen die Signale im '"H-NMR in ihrer Lage leicht
von den im Text zitierten Werten aus dem CDCl;-Spektrum ab.
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Insgesamt geben die Signale zunéchst Rétsel auf. Aufgrund ihres aliphatischen Charakters,
ihrer Zusammensetzung aus zehn C-Atomen und nicht zuletzt der geminalen Methyl-
gruppen wird aus biogenetischer Sicht eine monoterpenoide Acylkomponente postuliert.
Kldarung bringt insbesondere die Aufnahme eines HMBC, aus dem sich folgende
Kopplungssequenz ableiten 1d(t: Die beiden Methylgruppen bei § 1.30 und 6 0.77 weisen
auf ein C-Atom bei 40.2 ppm, das im HSQC nicht auftritt und daher quartir sein muk.
AuBerdem zeigen sie Fernkopplungen zu zwei Methin-Kohlenstoffen bei 47.8 ppm und
43.5 ppm, die wiederum beide mit den Protonen der Methylengruppe bei 6 2.25 und 6 1.46
koppeln. Ausgehend von den Grundkérpern cyclischer Monoterpene findet sich diese
viergliedrige Ringstruktur allein beim Pinan-Typ.

Der zweite Teil des Bicyclus 148t sich nun aus den vorliegenden Spektren konstruieren.
Einer der beiden Methylen-Wasserstoffe (6 2.25) bildet im H-H-COSY eine W-Kopplung zu
dem Hydroxymethin-Proton bei 6 4.28 aus, die sich auch in der gemeinsamen Kopplungs-
konstante von 1.4 Hz widerspiegelt. Beide Signale korrelieren zudem mit dem Dublett-
Triplett bei § 2.14, bei dem es sich also um das dazwischenliegende Briickenkopf-Atom
handeln muR. Der zugehorige Kohlenstoff bei 47.8 ppm weist im HMBC auf das zweite
Hydroxymethin-Proton bei § 4.82. Demzufolge sind die beiden OH-Gruppen tatsdchlich
vicinal. Es verbleibt ein Kohlenstoff bei 55.3 ppm, der mit dem Dublett-Dublett bei § 4.82
sowie mit beiden Methylen-Protonen koppelt. Der zugehorige Wasserstoff zeigt Korrela-
tionen zu den Signalen bei 64.2 ppm, 43.5 ppm, 40.2 ppm und 25.4 ppm. Damit 1dBt sich
der zweite Ring des Bicyclus vervollstandigen.

Der Carbonyl-Kohlenstoff befindet sich im HMBC bei 174.1 ppm; er bildet Fernkopp-
lungen mit H-3 des Tropan-Teils bei 6 5.07 sowie zum Hydroxymethin-Proton bei § 4.82
aus und kann damit an dem Kohlenstoff bei 55.3 ppm lokalisiert werden. Die Ergebnisse
werden durch das untenstehende Formelbild veranschaulicht.

232s
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Bestdtigt wird die Molekiilstruktur der Acylkomponente durch das Fragment m/z 236 im
EIMS, fiir das im HRMS eine molekulare Zusammensetzung von Ci;3sH;sNO; ermittelt
werden kann. H,O-Abspaltung fiihrt zu m/z 305, das durch den hieraus resultierenden
Einzug einer Doppelbindung einer Retro-Diels-Alder-Reaktion mit der Abgangsgruppe
(H5C),C'-CH=CH; bzw. (H;C),C=CH-CH, unterliegt. Auch ein um zwei Protonen reicheres
Massebruchstiick mit m/z 238 kann detektiert werden. Durch anschlieende Eliminierung
des Sauerstoffs entstehen m/z 220 bzw. m/z 222.

Nach neueren FErkenntnissen, die durch Hinzuziehen eines 'H-NMR-Spektrums in
deuteriertem Chloroform gewonnen wurden, lassen sich folgende Aussagen iiber die
Stereochemie von Verbindung 22 treffen:

Aufgrund der gemeinsamen grof3en Kopplungskonstante von 7.7 Hz bzw. 7.8 Hz miissen
die vicinalen Hydroxymethin-Protonen H-3' und H-4' beide axial orientiert sein. Die
Kopplungen mit den benachbarten H-2' und H-5' liegen um die 3 Hz, ebenso die zwischen
H-1' und H-2'; diese Protonen miissen sich daher alle in dquatorialer Position befinden.
Diese ist auch Voraussetzung fiir die W-Kopplung zwischen H-1' und H-5'.

Zudem tritt eine W-Kopplung zwischen H-4' und H-7'd auf. Diese ist nur mdéglich, wenn
sich das Hydroxymethin-Proton und die Methylenbriicke in trans-Stellung befinden. Nach
Miyazawa et al. (1997) diirfte es sich bei H-7'd (6 2.25) um den dquatorialen Wasserstoff
handeln.

Bei der Untersuchung der cis-/trans-Isomere 4-hydroxysubstituierter Pinan-Derivate
erkannten Abraham et al. (1972) die Gesetzméaligkeit, dald bei trans-Stellung der 4'-OH-
Gruppe und der Dimethylmethylenbriicke an C-5' das Signal von CH;-9' im "H-NMR etwa
0.2 ppm weiter im Hochfeld liegt als bei cis-Stellung. Die Lage der Methylgruppe bei 6 0.77
spricht also deutlich fiir eine trans-Stellung dieser Strukturelemente. Vergleichsdaten
hierzu finden sich auch bei Abraham (1994), Farooq und Hanson (1995) und Hirata (1972),
Vergleichsspektren bei Abraham et al. (1973). Anhand der starken Tieffeldverschiebung
von H-3' kann desweiteren auf eine cis-Stellung der 3'-OH-Gruppe und der Carbonyl-
Funktion geschlossen werden.

Studien zur Konformation des dimethylierten Cyclohexan-Ringes bei dem Pinan
verwandten Verbindungen fiihrten zu der Erkenntnis, dall diese durch die Lage des
Substituenten an C-2' beeinflul$t wird: Befindet er sich in B-Stellung, wird eine Quasi-
Wannenkonformation ausgeprégt; ist er «-stindig, so stellt sich eine Quasi-Sessel-
konformation ein (Uzarewicz und Segiet-Kujawa, 1978). Letzteres ist beim Bonabilin A der
Fall. Das Molekiilmodell zeigt, dall damit auch die axiale Position der Protonen an C-3'
und C-4' gewdhrleistet ist.

Hieraus ergibt sich die unten abgebildete relative Konfiguration von Verbindung 22, die als
neuartiger Naturstoff den Namen Bonabilin A erhielt. Aufgrund der biogenetischen
Verwandtschaft folgt die Nummerierung der Acylkomponente der Terpen-Zahlweise.
Verbindung 22 konnte also als 8-Methyl-8-aza-bicyclo[3.2.1]oct-3-yl-3,4-dihydroxy-
6,6-dimethylbicyclo[3.1.1]heptan-2-carboxylat identifiziert werden. Es liegt in der
1'S,2'R,3'5,4'S,5'S-Konfiguration vor oder als das 1'R,2'S5,3'R,4' R,5' R-Enantiomer.
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Fiir die Acylkomponente wurde der Trivialname Bonabilsdure gewdhlt. Sie kann aber
anhand der strukturellen Verwandtschaft auch als 3,4-Dihydroxyapopinan-2-carbonsdure

bezeichnet werden.

2.2.4.2.4.2 Bonabilin B (23)

Abb. 82: Bonabilin A (22)

Abb. 83:

Fraktionen 34-40 der vom Basen-Extrakt der
Wurzeln von Bonamia spectabilis unter 2.2.4.2.4
angefertigten Kieselgel-Sdule wurden mit einem
FlieBmittelgemisch von 90:10:0.1 (Chloroform/
Methanol/25%ige  wélrige = Ammoniak-Lésung;
V:V:V) nach 300-350 mL von der Kieselgel-Sdule
eluiert. Sie mullten mittels préparativer DC weiter
aufgereinigt werden (s. 5.4.4.5.2); als Laufmittel
diente eine Mischung aus Chloroform, Methanol
und konzentrierter Ammoniak-Lésung (70:30:2;
V:V:V). Die bei einem R; von 0.29 befindliche Bande
wurde ausgekratzt, eluiert und der spektro-
skopischen Analyse unterzogen.

Bonamia spectabilis (Cnoisy) Hatuer f.

in der Flora Zambesiaca
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Der Molpeak von Verbindung 23 liegt im EIMS bei m/z 305, was der per HRMS-Analyse
ermittelten Summenformel C,sH»,NOs entspricht. Gleichsam als Bestdtigung der Molmasse
erscheint ein Fragment recht geringer Intensitit bei m/z 307, das durch Hydrierung unter
Einwirkung im Massenspektrometer anwesender H,O-Molekiile entsteht. Desweiteren
finden sich die Massebruchstiicke eines 3-Tropanolesters bei m/z 140, m/z 96, m/z 95,
m/z 94, m/z 83 und m/z 82 mit Basispeak m/z 124.

Dieser Befund kann durch die markanten Singuletts der N-Methylgruppe bei § 2.29 und
der Briickenkopfatome H-1 und H-5 bei § 3.12 im 'H-NMR untermauert werden. Das
Signal von H-3 bei § 5.06 ist als Triplett mit /= 4.7 Hz ausgeformt und deutet somit auf
einen Ester des 3x-Tropanols hin. Im aliphatischen Bereich vermischen sich die Fragmen-
te des Tropan-Teils mitunter mit denen der Acylkomponente. In Analogie zum zuvor
isolierten Bonabilin A (Verbindung 22) lassen sich die Peaks bei 6 2.15 (H-2a/H-4a), 6 2.04
(H-6x/H-7x), § 1.93 (H-6n/H-7n) und 6 1.73 (H-2e/H-4e) dem Tropan-Teil zuordnen.

CHy-8'
N-CHs
CHy0
H-2a/H-4a H.7'u
H-6x/H-7x
H-AMH-5
H-6n/H-7n
/H-2e/H-d4e
|
H-3 H-3 H4
T T T T T T T T T I 1 T T
6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm

Abb. 84: '"H-NMR-Spektrum von Verbindung 23 (in CDCls)

Auf dieser Grundlage kénnen die tibrigen Signale der Acylkomponente zugeschrieben wer-
den. Auffillig im "H-NMR ist das breite Singulett bei § 6.69, also im olefinischen Bereich.
Zusammen mit den beiden weit im Tieffeld liegenden '*C-NMR-Signalen bei 136.0 ppm
und 143.4 ppm kann dies als Doppelbindung interpretiert werden. Hierbei ist der proto-
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nierte Kohlenstoff als Dublett bei 136.0 ppm ausgeprédgt und das Singulett bei 143.4 ppm
(aus dem HMBC) einem quartdren C-Atom zuzuschreiben. Im H-H-COSY koppelt 6 6.69
mit einem breiten Singulett bei 6 4.47. Zusammen mit dem Massefragment m/z 288,
dessen Massendifferenz zum Molpeak auf die Abspaltung einer OH-Gruppe hindeutet,
liegt eine Hydroxylierung des entsprechenden Kohlenstoffs nahe.

Die restlichen Signale lassen sich anhand der zweidimensionalen Spektren (H-H-COSY,
HSQC, HMBC) zu folgendem Strukturbestandteil zusammenfiigen: Im H-H-COSY
korrelieren ein Triplett-Dublett bei 6 2.40 und ein Dublett bei 6 1.26, die beide eine
geminale Kopplungskonstante von 9.5 Hz bzw. 10.8 Hz aufweisen. Es diirfte sich um eine
Methylengruppe handeln. Das Triplett-Dublett bei 6 2.40 wiederum koppelt zum einen
mit einem Multiplett bei § 2.25, zum anderen mit einem breiten Triplett bei 6 2.86 mit
einer gemeinsamen Kopplungskonstante von 5.2 Hz, wobei beide untereinander zudem
eine W-Kopplung aufweisen. Die zwei Methylgruppen-Singuletts bei § 1.41 und § 0.85
zeigen im HMBC sowohl auf einen quartdren Kohlenstoff bei 47.0 ppm, als auch auf zwei
C-Atome bei 48.1 ppm und 42.9 ppm, die laut HSQC dem Multiplett bei § 2.25 und dem
breiten Triplett bei 6 2.86 zugehorig sind. Anhand dessen kann auch hier die viergliedrige
Partialstruktur eines bicyclischen Monoterpens ausgemacht werden.

Begriindet durch deren Korrelation im H-H-COSY kann von einer Nachbarschaft der
Methin-Gruppe bei § 2.25 und dem unter Einflu des Sauerstoffs tieffeldverschobenen
Proton bei § 4.47 ausgegangen werden. Dieses ist dem olefinischen Proton bei § 6.69
benachbart (s. 0.). Mit dem quartdren Kohlenstoff der Doppelbindung bei 143.4 ppm la(3t
sich der zweite Ring schliefen, denn sowohl das Hydroxymethin-Proton, als auch die
beiden Methylengruppen-Hs und das Signal bei ¢ 2.86 weisen Kopplungen zu diesem auf.
Das Signal der Carbonylgruppe erscheint bei 166.2 ppm.

2.29s

H.C
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a N ¢ N

312brs  ax 215 brd (14.9)
eq 1.73d (15.4)

exo 2.04m

endo 1.93m Abb. 85:
d~8
=l 5.06 brt (4.7) MeRwerte aus den
Kernresonanzspektren

von Verbindung 23 mit
Kopplungssequenz aus
dem H-H-COSY
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Dal} es sich um eine dem Bonabilin A verwandte Verbindung handeln mulf$, wird auch aus
den identischen Fragmenten m/z 236 und m/z 220 im EIMS ersichtlich, die aus einer Retro-
Diels-Alder-Reaktion mit der Abgangsgruppe (H;C).C'-CH=CH, bzw. (H;C),C=CH-CH,’
und anschliefSendem Verlust von Sauerstoff resultieren.

Beziiglich der Stereochemie kann wie bei Bonabilin A (s. 2.2.4.2.4.1) fiir die Hydroxygruppe
durch das mit 6 0.85 sehr hoch liegende Signal der 9'-Methylgruppe eine trans-Stellung
zur Dimethylmethylenbriicke postuliert werden. Bei den planaren Pinen-Derivaten kann
die Kopplungskonstante der W-Kopplung zwischen H-4' und H-7'd nicht beobachtet
werden, da sie weit unter 0.5 Hz liegt (Abraham et al., 1973).

Daraus ergibt sich die untenstehende relative Konfiguration der Acylkomponente:

HC—

Abb. 86: Bonabilin B (23)

Bei der isolierten Verbindung 23 handelt es sich also um das 1'R4'R5'S- bzw. das
1'S, 4'S, 5'R- 8-Methyl-8-aza-bicyclo[3.2.1]oct-3-yl-4-hydroxy-6,6-dimethylbicyclo[3.1.1]
hept-2-en-2-carboxylat, das den Namen Bonabilin B erhielt.

Bonabilin B ist somit das 2',3'-Anhydroderivat von Bonabilin A. Die Acylkomponente kann
daher als 2,3-Anhydrobonabilsdure angesehen werden. Sie ist noch nicht als Naturstoff
beschrieben, wurde allerdings als Metabolit von Myrtenal beim Hasen gefunden und in
diesem Zusammenhang als 4-Hydroxymyrtensdure bezeichnet (Ishida et al., 1982).

2.2.4.2.4.3 Weitere Bonabiline

Zusitzlich zu den neu beschriebenen 3x-Tropanolestern Bonabilin A (22) und Bonabilin B
(23) konnten aus Bonamia spectabilis weitere, mutmalllich verwandte Verbindungen
gewonnen werden, die jedoch mangels Substanz nicht abschliefend strukturaufgeklart
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werden konnten. Aus den aufgenommenen 'H-NMR- und EIMS-Spektren lassen sich
jedoch interessante Details zu denkbaren Strukturvarianten ableiten. Diese sind im
Folgenden aufgefiihrt.

Mit BonSpecWu 49B konnte aus den Wurzeln ein Isomer erhalten werden, bei dem sich
die Methylgruppen im '"H-NMR bei 6 1.30 und 6§ 0.95 befinden. Verglichen mit Bonabilin A
(6 1.30 und 6 0.77) ist das Signal von CH3-9' um etwa 0.2 ppm tieffeldverschoben. Laut
Abraham et al. (1972) lalt sich daraus schlieRen, dald sich die 4'-OH-Gruppe und die
Dimethylmethylenbriicke an C-5' in cis-Stellung befinden. Das Dublett-Dublett von H-4'
bei 5§ 4.08 zeigt aullerdem keine grofle axial/axial-Kopplung (J ~ 8 Hz). Die leichte
Hochfeldverschiebung des Dublett-Dubletts von H-3' (6 4.73) im Vergleich zu Bonabilin A
(6 4.82) konnte ein Hinweis darauf sein, dal$ H-3' und H-2' hier trans-stdndig zueinander
sind. Es handelt sich also um ein Derivat von Bonabilin A mit abweichender Stereochemie
der Acylkomponente.

Das 'H-NMR-Spektrum von BonSpecWu 34B weist im Bereich zwischen 6 4.0 und 6 5.0
nur ein einziges Signal auf, ndmlich ein Triplett bei § 4.09 mit /= 5.0 Hz. Es ist also nur
noch eine Hydroxygruppe vorhanden, wobei dies aufgrund der Lage des Signals die 4'-OH-
Gruppe sein diirfte. In Zusammenhang mit den Ergebnissen der GC-MS-Vermessung des
Fraktionsgemisches 34-40 vor der Auftrennung, bei der als eine der Hauptverbindungen
ein 3-Tropanolester mit der Molmasse MG 307 auffiel, kann ein in Position 3'
dehydroxylierter Bonabilin A-Verwandter postuliert werden.

Die Extraktion des Krautes von Bonamia spectabilis und anschliefende Fraktionierung
erbrachte ebenfalls Hinweise auf weitere Isomere.

Die Fraktionen BonSpecKr 60-69 stellen ein Gemisch aus zwei Substanzen dar, wobei bei
einer von beiden die Methylgruppen CH;-8' und CH;-9' zu Dubletts mit einer
Kopplungskonstante von etwa 7 Hz aufgespalten sind. In diesem Fall sind die
Methylgruppen also einem einfach protonierten tertidren Kohlenstoff benachbart.
Denkbar ist, dall es sich hier um die ringoffene Form handelt, die durch Spaltung der
Bindung zwischen C-1' und C-6' entsteht.

Auch die Fraktionen BonSpecKr 70-80 enthielten zwei Verbindungen; in Betracht kamen
anhand des EI-Massenspektrums Bonabilin A oder ein Konfigurationsisomer (MG 323
BP 124) und dessen Nor-Derivat mit MG 309 und BP 110.

Durch weitere Auftrennung konnte als Substanz 70B der Nortropanolester von Bonabilin A
wahrscheinlich gemacht werden, da im 'H-NMR-Spektrum das Singulett der N-Methyl-
gruppe fehlt. Bestétigend findet sich das breite Singulett von H-1 und H-5 aufféllig tieffeld-
verschoben bei § 3.65. Desweiteren 148t sich bei § 2.61 das einem Proton entsprechende
breite Singulett der N-H-Gruppe ausmachen. Die {ibrigen Signale stimmen weitestgehend
mit denen von Bonabilin A iiberein.
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Das 'H-NMR-Spektrum von Substanz 70A Zhnelt dem von Bonabilin A, weist aber im
Bereich der Acylkomponente interessante Abweichungen auf. Diese sind in der
nachfolgenden Tabelle aufgefiihrt.

Tab. 19: von Bonabilin A abweichende 'H-NMR-Werte der Substanz 70A

Bonabilin A Verbindung 70A
H-1' 2.56 dt 29Hz; 5.8Hz 245 brd 6.3Hz
H-2' 2.80 t 3.2Hz 2.73 dd 1.9Hz;6.0Hz
H-3' 4.82 dd 3.6Hz; 7.8 Hz 4.72 dd 3.9Hz;5.9Hz
H-4' 4.28 ddd 14Hz;3.0Hz;7.7Hz 4.09 t 3.3Hz
H-5' 2.14 dt 3.2Hz;5.4Hz 2.14 dd 3.7Hz;6.3Hz

Betrachtet man die Kopplungskonstanten, so ist anzunehmen, dal} sich die Stereochemie
in den Positionen 2' und 4' verdndert hat. Im Unterschied zu Bonabilin A befindet sich
H-2' also in axialer Stellung und H-4' in dquatorialer. Das erkldrt auch das Fehlen der
W-Kopplung zwischen H-4' und H-7'd. DaR die chemischen Verschiebungen insbesondere
von H-2' und H-3' kleinere Werte zeigen, 1aBt sich auBerdem durch die trans-Stellung der
Substituenten in diesen Positionen begriinden.

HiC—

Abb. 87: Strukturvorschlag fiir Substanz 70A

Die Signale der Acylkomponente erinnern an Substanz 49B aus den Wurzeln; diese zeigt
allerdings u. a. ein abweichendes Kopplungsmuster an H-4', das als Dublett-Dublett
(J=3.0 und 3.6 Hz) erscheint.

Die so erhaltenen Informationen iiber mit den Bonabilinen verwandte Verbindungen, die
jedoch nicht in Reinform gewonnen werden konnten, finden Verwendung bei den
Ausfiihrungen zu méglichen Strukturvarianten in der Diskussion zu den Inhaltsstoffen von
Bonamia spectabilis (s. 3.6).
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2.2.4.3 Disubstituierte Tropane

Uber die Isolierung disubstituierter Tropanalkaloide aus Convolvulaceae gibt es nur
vereinzelt Berichte. In dem auf die phytochemische Untersuchung von Windengewéchsen
spezialisierten Arbeitskreis um Prof. Eich wurde mit Merredissin bisher lediglich ein
Diester eines Tropandiols isoliert. Er wurde als 3«,68-Di-p-methoxybenzoyloxytropan
identifiziert (Henrici, 1996). Dies mag auch darin begriindet liegen, dal disubstituierte
Tropane tendenziell hydrophiler und daher beim konventionellen Trennungsgang
vermutlich vermehrt in der Wasserphase anzutreffen sind.

Zu beachten ist hinsichtlich der Stellung der Substituenten am Tropan-Grundgeriist, dal§
zwei unterschiedliche Zdahlweisen existieren.

- Bei der urspriinglichen Zdhlweise wird der Tropankérper linksherum beziffert. Der dem
Betrachter zugewandte Kohlenstoff der Stickstoff-Briicke trdgt also die Ziffer 1.
Publikationen des Arbeitskreises um Prof. Hartmann mit Witte (Braunschweig), die
insbesondere bei der Auswertung der Ergebnisse des GC-MS-Screenings als Referenz
herangezogen wurden, folgen noch dieser Variante.

« In Band 33 der Reihe The Alkaloids greift Lounasmaa (1988) dieses Problem auf. Er
schldgt als einheitliche Zdhlweise die Bezifferung im Uhrzeigersinn vor. Dieses auch
von Hesse und Bernhard (1975) — auf die sich viele Veroffentlichungen beziehen -
verwendete Nummerierungssystem hat den Vorteil, dall bei einer der wichtigsten
Gruppen der Tropanalkaloide, den in Position 2 carboxylierten Coca-Esteralkaloiden,
das Substutionsmuster mit den kleinstmoglichen Ziffern beschrieben werden kann.

Diese Arbeit folgt der von Lounasmaa favorisierten Zihlweise, bei der das dem Betrachter
abgewandte stickstoffsubstituierte Briickenkopf-Kohlenstoffatom die Ziffer 1 erhalt.
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Abb. 88: Ringsystem der Tropanalkaloide mit Bezifferung (aus Lounasmaa, 1988)
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2.2.4.3.1 Ipvelutin aus Ipomoea velutina R. Br.

Abb. 89:
Ipomoea velutina R. Br.
in Northern Territory, Australien

Herkunft: Australien

Beschreibung:

Robert Brown's vermischte botanische Schriften
(Brown, 1827);

Flora Australiensis (Bentham, 1863-1878)

Ipomoea velutina ist ein australischer Endemit und laut dem Australian Plant Census
(CHAH, 2006) sowie dem Australian Plant Name Index (APNI) des Australian National
Herbarium tiberwiegend in Queensland und dem Northern Territory beheimatet.

Brown fand sein Exemplar auf den Inseln des im Norden von Australien gelegenen Golf
von Carpentaria. Das zur Anzucht verwendete Samenmaterial dieser auf Australien
beschriankten Art stammt aus dem Litchfield National Park, Northern Territory.

Diese Ipomoea bildet sowohl windende SproBachsen, als auch Ausldufer aus. Die
gestielten, ungeteilten Bldtter sind herzformig mit abgerundeter bis stumpfer Spitze und
seitlichen Aussparungen. Beide Organe sind mit mikroskopisch kleinen, verfilzenden Woll-
haaren bedeckt. Die Pflanzen bilden einen vielbliitigen priméren Bliitenstand mit eben-
falls abgerundeten, aber unbehaarten Kronblédttern aus. Bei der Kultivierung im instituts-
eigenen Gewidchshaus konnte allerdings kein blithendes Exemplar erhalten werden.

In den ,Tables of composition of Australian aboriginal foods“ von Brand Miller et al. (1993)
wird Ipomoea velutina interessanterweise als indigenes Lebensmittel aus Wildsammlung
beschrieben.

Die GC-MS-Untersuchung des Basen-Extrakts des Krautes von Ipomoea velutina zeigte,
dall dieser ganz iiberwiegend aus einer Hauptverbindung bestand. Zu deren Gewinnung
wurden 235 g z. T. durch Schiddlingsbefall welkendes Kraut getrocknet, gemahlen und
extrahiert. 33.5 g Trockenriickstand wurden in 2%iger wiliriger Weinsdure-Losung aufge-
nommen und gemild der eluotropen Reihe ausgeschiittelt. Zur Aufreinigung wurde der
Trennungsgang mit jeweils 50 mL Losemittel nochmals vollzogen. Die erhaltenen 10 mg
Rohbase wurden als Verbindung 24 direkt der Vermessung zugefiihrt.
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Der Molpeak im EIMS liegt bei m/z 281 und 148t aufgrund der ungeraden Masse ein
stickstoffhaltiges Molekiil vermuten. Bestdtigend kann aus dem HRMS die Summenformel
CisH,3sNO, abgeleitet werden.

Auffillig im "H-NMR ist ein Dublett-Quartett bei § 6.96 mit Kopplungskonstanten von
1.2 Hz und 6.9 Hz, dessen chemische Verschiebung fiir ein olefinisches Proton spricht. In
Kombination mit dem breiten Signal bei etwas iiber § 1.8, das in CDCl; als zwei Methyl-
gruppen-Dubletts mit / = 0.9 Hz (allylische Kopplung; 6 1.81) und J = 7.1 Hz (vicinale
Kopplung; § 1.84) entschliisselt werden kann, wird ein Tiglat wahrscheinlich. Die entspre-
chenden Peaks der C-Atome finden sich im HSQC bei 139.3 ppm, 14.1 ppm und 11.9 ppm
(vgl. dazu Verbindung 4 und Verbindung 14). Das markante Singulett bei 6 1.93 diirfte von
einer Acetoxygruppe ausgeprdgt werden, wofiir auch die Lage des zugehorigen C-Atoms
bei 21.9 ppm im HSQC spricht. Diese Methylgruppe liegt im apolareren CDCIl; deutlich
tieffeldverschoben bei § 2.06, was auch mit den Erfahrungswerten iibereinstimmt (vgl.
hierzu Verbindungen 8-10). Von ihrer chemischen Verschiebung her Teil dieser Ester-
gruppierungen lassen sich aus dem HMBC die Signale zweier Carbonyl-Kohlenstoffe bei
167.8 ppm und 176.7 ppm entnehmen. Der zweite Doppelbindungs-Kohlenstoff findet
sich bei 129.0 ppm.

Verbindung 24 ist also ein Ester mit Tiglinsdure, sowie Essigsdure. Das EI-Massenspektrum
weist dementsprechend die Zerfallsionen m/z 83 (HRMS: [CsH;O]") und m/z 43 auf, die
durch «-Spaltung in Nachbarschaft zu den Carbonylgruppen entstehen.
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Abb. 90: HSQC von Verbindung 24 (in MeOD)
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Zur Identifizierung des basischen Grundkorpers wurde zunéchst eine Reihe verschiedener
Kernresonanzspektren erstellt. Es wurden zwei 'H-NMR-Spektren (in MeOD und CDCl;)
aufgenommen, sowie ein H-H-COSY, ein HSQC und ein HMBC (alle in MeOD). Unter
Verwendung der so erhaltenen Daten wurde nachfolgende Tab. 20 zusammengestellt.

Tab. 20:
aus den Kernresonanzspektren erhaltene Daten von Verbindung 24 (alle Werte in MeOD)

BC-NMR-Werte 'H-NMR-Werte H-H-COSY- HMBC-Korrelationen
(aus HSQC bzw. Korrelationen
HMBC)

176.7 mit 1.93

167.8 mit 1.84

139.3 6.96 dqg (1.2;6.9) mit 1.84, 1.83

129.0 mit 1.84, 1.83

72.9 3.55 brd (3.2) mit 5.02 mit 2.36, 1.98

70.8 4.61 dd (3.4;7.9) mit 2.36, 2.27

68.9 5.02 ddd (2.2;5.9; 11.3) mit 3.55,1.98,1.49 mit 3.55, 1.98, 1.89, 1.49

64.7 3.82 brt(5.2) mit 2.27, 1.68 mit 3.55, 2.27

40.9 291s

37.8 2.36 dd (8.0; 14.6) mit 4.61, 2.27
2.27 ddd (3.5; 6.3; 14.7) mit 4.61, 3.82, 2.36

27.5 1.89 m (4.9; 11.9; 13.7) mit 1.68, 1.49 mit 2.36, 2.27, 1.98, 1.49
1.68 ddd (2.3;6.7; 13.7) | mit 3.82,1.89, 1.49

22.8 1.98 m (u. a. 6.0) mit 5.02 mit 3.55, 1.68
1.49 dtd (6.4; 12.1; 12.8) 'mit 5.02, 1.89, 1.68

21.9 1.93s

14.1 1.84 d (0.9)

11.9 1.83d(7.1)

Das drei Protonen entsprechende Singulett bei 6 2.91 mit dem zugehdérigen Kohlenstoff bei
40.9 ppm diirfte von einer N-Methylgruppe stammen. In Ubereinstimmung mit der im
HRMS ermittelten Summenformel verbleiben sieben magnetisch nicht #quivalente
C-Atome; es handelt sich also nicht um ein symmetrisches Molekiil, wie es bei den
3-Tropanolestern der Fall ist. Da die Signale bei 37.8 ppm, 27.5 ppm und 22.8 ppm
Korrelationen zu jeweils zwei Protonen zeigen, konnen sie als Methylengruppen erkannt
werden.
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Abb. 91: H-H-COSY von Verbindung 24 (in MeOD)

Ausgehend von dem breiten Dublett, das mit § 3.55 wohl von einem dem Stickstoff
benachbarten Wasserstoff stammt, 148t sich aus dem H-H-COSY eine vollstindige
Kopplungssequenz ableiten. § 3.55 ndmlich zeigt eine Korrelation zu 6 5.02, mutmallich
ein an einen Sauerstoff grenzendes H-Atom. Letzteres koppelt mit beiden Protonen der
Methylengruppe bei 22.8 ppm. Das bei 6 1.49 befindliche Proton tritt in Korrelation mit
den beiden H-Atomen einer weiteren Methylengruppe bei 27.5 ppm. Deren Wasserstoff
bei 5 1.68 koppelt mit einem auffillig tieffeldverschobenen Proton bei § 3.82. Dieses
wiederum korreliert mit einem der beiden Protonen der dritten Methylengruppe bei 37.8
ppm. Sowohl der Wasserstoff bei 6 2.36, als auch der bei 6 2.27 weisen eine Kopplung zu
dem vermutlich unter Einflul§ von Sauerstoff stehenden Proton bei § 4.61 auf.

3.565 1.98 1.89 3.82 2.36 4 61
IR SO T W
*¢c—C—C—C—C—Cc—¢c*
| 72.9 I 68.9 I 22.8 I 275 % 647 | 37.8 I 70.8
40.9
291H,C-N H H H H OR
o 5.02 1.49 1.68 2.27

Abb. 92: Kohlenstoffkette aus dem H-H-COSY
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Anhand der HMBC-Korrelation zwischen dem Kohlenstoff bei 64.7 ppm und dem Proton
bei 6 3.55 kann der Ringschlul? iber den dazwischenliegenden Stickstoff vollzogen werden
und fiihrt zu einem Piperidin-Cyclus (*). Der zweite Ringschluf zwischen den Kohlenstoff-
Atomen bei 72.9 ppm und 70.8 ppm kann aus der HMBC-Korrelation zwischen 72.9 ppm
und dem Proton bei 6§ 2.36 abgeleitet werden. Resultat dieser Verkniipfung ist einen
Pyrrolidin-Ring (**) als weiterer Bestandteil des bicyclischen Ringsystems. Es ergibt sich
folgende Grundstruktur:

HiC—

0 0]

R

Abb. 93: basischer Grundkorper von Verbindung 24

Somit kann Verbindung 24 als 2,7-disubstituiertes Tropan, das zum einen mit Tiglinsdure
und zum anderen mit Essigsdure verestert ist, identifiziert werden. Die Verteilung der *C-
NMR-Werte ist mit der beim 28,78-Dihydroxynortropan (Erycibellin) vergleichbar (Lu et
al, 1986), allerdings weichen die ppm-Werte von Verbindung 24 aufgrund der
Methylierung des Stickstoff und der Veresterung der beiden OH-Gruppen etwas ab.
Anhand des typischen Massenzerfalls 6- bzw. 7-substituierter Tropane kann die Lage der
Reste bestimmt werden. Bei der Strukturaufklarung dieser am Pyrrolidin-Ring substitu-
ierten Tropane wurde beobachtet, dall sich die molekulare Zusammensetzung ange-
esterter Sduren anhand des Fragments [M - X-COO-CH=CH,]* aus dem Massenspektrum
ableiten 148t (z. B. Lounasmaa, 1975; Evans und Ramsey, 1981b; Al-Said et al., 1989). Zu
beachten gilt es hier, dal in vielen Literaturstellen die alte Zdhlweise des Tropan-
Grundgeriists verwendet wird, und demzufolge das in dieser Arbeit mit 7 bezifferte
Kohlenstoffatom dort die Position 6 bekleidet (s. 2.2.3.3).

Ein wichtiges Indiz bei der Ermittlung des Substitutionsmusters ist also das
charakteristische Fragmention der Molmasse [M - X-COO-CH=CH,]*, das durch Abspal-
tung der Ethylenbriicke mitsamt dem Ester entsteht. Beim 3x-Hydroxy-7g-phenylacetoxy-
nortropan beispielsweise ist die Briickenabspaltung der Hauptfragmentierungs-
schritt, wobei [M - CsHe—CH,—COO-CH=CH,]* als Basispeak m/z 99 in Erscheinung tritt
(Khattak et al., 2002). Bezogen auf Verbindung 24 kdme zum einen das Fragmention
M - H;C-COO-CH=CH,]* mit m/z 195 in Betracht, zum anderen das Fragmention
[M - H;C,~COO-CH=CH,]* mit m/z 155. Nur bei m/z 195 ist ein deutlicher Peak zu
beobachten. Analog hierzu findet sich bei dem ebenfalls in Position 7 acetylierten
Knightalbinol das durch den Verlust der acetylierten Ethylenbriicke gebildete Masse-
fragment [M-86]" (Lounasmaa et al., 1980) sowie beim 68 (= 7B)-Acetoxy-3x-benzoyloxy-
tropan (Al-Said et al., 1989). Diesen Fragmentierungsschritt nutzen auch Wang et al. (1989)
zur Differenzierung der aus Erycibe hainanensis gewonnenen 2,6- bzw. 2,7-disubstitu-
ierten Nortropane und ihrer Derivate. Somit kann bei Verbindung 24 der Acetoxygruppe
Position 7 zugewiesen werden; die Tiglinsdure ist folglich in Position 2 angeestert.
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Weitere typische Massebruchstiicke gehen aus der mutmalilichen Zerfallskaskade hervor
(Abb. 94; unter Verwendung von: Parello et al., 1963; Blossey et al., 1964). Diese liegen bei
m/z 239, m/z 142, m/z 140, m/z 112, m/z 98, m/z 96, m/z 95 und m/z 94 mit Basispeak bei
m/z 156. Durch hochauflésende Massenspektrometrie in ihrer molekularen Zusammen-
setzung bestitigte Fragmente sind mit # gekennzeichnet.

Die Substituenten in den Positionen 6 und 7 des Tropankoérpers sind aus sterischen
Griinden in der Regel exo-stindig. Die B-Stellung der Acetoxygruppe bei Verbindung 24
kann allerdings auch aus der Signalaufspaltung und den Kopplungskonstanten von H-7 im
"H-NMR abgeleitet werden. H-7 bildet ein Dublett eines Dubletts bei § 4.61 mit J = 3.4 und
7.9 Hz aus. Doppeldubletts fast identischer Kopplungskonstanten treten beim
3x-Hydroxy-78-phenylacetoxynortropan aus Erythroxlum moonii (Khattak et al.,, 2002)
und bei den ebenfalls 7B8-substituierten Schizanthinen C-E aus Schizanthus grahamii
(San-Martin et al., 1987) auf. Die fiir die endo-stindigen Protonen der Ethylenbriicke
charakteristische Kopplungskonstante von 8.0 Hz findet sich auch beim H-6n der Verbin-
dung 24 wieder, zusammen mit der geminalen Kopplung von 14.6 Hz zum exo-stdndigen
H-6x. Im Unterschied zu den in den Positionen 6 und 7 unsubstituierten 3-Tropanolestern
kann hier eine Tieffeldverschiebung des endo-stindigen H-6n beobachtet werden, was zu
einer Verdnderung der Reihenfolge der Signale im "H-NMR fiihrt. AuBerdem kann keine
Kopplung zwischen H-1 und H-7 beobachtet werden, wie es bei einem exo-stindigen
Proton an C-7 der Fall wiére.

Auch die Stellung der Tiglinsdure in Position 2 kann anhand der Kopplungskonstanten des
betreffenden Protons im 'H-NMR ermittelt werden. Zum Vergleich dient das von Asano et
al. (2001) isolierte 2«,7B-Dihydroxynortropan. Wie auch schon bei Johns et al. (1971) wird
dort die «-Stellung des Substituenten an C-2 durch das Auftreten einer trans-diaxialen
Kopplungskonstante von etwa 10 Hz begriindet. Diese Kopplung mit dem axialen H-3
kann nur auftreten, wenn sich der Acylrest in dquatorialer Position befindet und das gemi-
nale Proton demzufolge die axiale g-Stellung einnimmt. Das wie beim 2«,73-Dihydroxy-
nortropan zum Dublett-Dublett-Dublett aufgespaltene Signal von H-2 weist aulerdem
eine identische Kopplung von 5.9 Hz zum &4quatorialen H-3 auf, sowie eine bedeutend
kleinere zu H-1. Im Gegensatz dazu finden sich beim 2B-Hydroxy-6B-acetoxynortropan
(Bao Gong Teng A) lediglich die Kopplungskonstanten / = 3 Hz und 6 Hz des damit
dquatorialen Protons in Position 2; es tritt keine diaxiale Kopplung von 10 Hz auf (Yao et
al., 1981). Fiir Verbindung 24 kann also eine 2a,73-Konfiguration hergeleitet werden.

Die Stellung der Substituenten kann durch NOE-Messungen untermauert werden.

H-2 bei 6 5.02 zeigt NOE-Korrelationen zu H-1 (6 3.55), dem dquatorialen H-3e (5 1.98),
dem axialen H-4a (6 1.89) und einem der Protonen der N-Methylgruppe (6 2.91). Der NOE-
Effekt zwischen H-2 und einem der beiden H-4 kann nur durch die axiale Position beider
Protonen hervorgerufen werden (s. a. Asano et al., 2001).
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Auch die g-Konfiguration an C-7 findet im NOE ihre Bestédtigung. H-7 bei 6§ 4.61 korreliert
mit H-1 (6 3.55) und — was nur durch eine endo-Stellung des Protons erméglicht wird — mit
dem endo-standigen H-6n (6 2.36) und dem axialen H-3a (6 1.49). Der NOE-Effekt
zwischen H-3' (6 6.96) und CHs-4' (5 1.83) bestitigt die Zuordnung der MeRwerte bei den
Methylgruppen der Tiglinsdure.

In Ubereinstimmung mit Khattak et al. (2002) kann auch bei Verbindung 24 aufgrund der
chemischen Verschiebung zu etwa 40 ppm von einer &dquatorialen Stellung der N-
Methylgruppe am Tropan ausgegangen werden.
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Abb. 95: NOE-Effekte bei Verbindung 24

Verbindung 24 konnte somit als 7[3-Acetoxy-2a -tigloyloxytropan identifiziert werden und
erhielt den Trivialnamen Ipvelutin (relative Konfiguration; Enantiomer auch moglich).
DaR Ipvelutin im Gemisch mit seinem N-Oxid vorliegt, wird durch Aufnahme eines
(+)-FABMS ersichtlich, denn neben dem Peak [M+1]® 282 weist dieses auch einen
deutlichen Peak [M+17]* 298 auf.

HiC—

Abb. 96: Ipvelutin (24)
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2.3 Pharmakologische Testung der Bonabiline

Hinsichtlich ihrer Wirkung auf den menschlichen Korper treten die Tropane als
Parasympatholytika in Erscheinung, da sie die Erregungsiibertragung durch den
muscarinergen Neurotransmitter Acetylcholin antagonisieren.

Die neu entdeckten Bonabiline weisen als Acylkomponenten Monoterpensduren auf, die
bisher einzigartig als Bestandteil von Tropanalkaloiden sind. Es stellte sich nun die Frage,
ob derart substituierte 3-Tropanole ebenfalls als m-Cholinozeptor-Antagonisten fungieren
konnen.

Als Testsystem wurden die an den postsynaptischen Membranen des isolierten
Meerschweinchenileums lokalisierten M;-Rezeptoren verwendet (s. 5.5). Dieses Modell
bietet den Vorteil, dall sukzessive Konzentrations-Wirkungs-Kurven von Carbachol in
Abwesenheit des Antagonisten, also die Kontrollkurven, in hohem Malle reproduzierbar
sind. Fiir Atropin wurde ein pA,-Wert von 9.02 + 0.06 ermittelt (Pertz und Elz, 1995).

Zur Untersuchung der antagonistischen Potenz der Bonabiline werden 1.5 cm lange
Segmente des Meerschweinchenileums in Organbddern mit 20 mL Tyrode-Losung fixiert.
Anhand einer kontinuierlichen Langenverdnderungsmessung wird die durch Zugabe von
Carbachol induzierte Kontraktion gemessen und aufgezeichnet. Auf diese Weise erfolgt die
Aufnahme einer Carbachol-Standard-Kurve. Dieser Vorgang wird in 15miniitigen
Abstdnden dreimal wiederholt — bis zur Konstanz des Kurvenverlaufes. Nach einer
Ruhephase wird der Antagonist mit einer Einwirkzeit von 10 min zugegeben.

Die antagonistische Potenz findet ihre Entsprechung in der Inhibierung der durch
Carbachol induzierten Kontraktion. Es werden erneut kumulative Konzentrations-
Wirkungs-Kurven von Carbachol, diesmal in Anwesenheit der Testsubstanzen, erstellt.
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Abb. 97:

Hemmung der Carbachol-induzierten Kontraktion des Meerschweinchenileums durch
Bonabilin A und Bonabilin B. Die Daten sind Mittelwerte + SEM (vertikale Balken; nur
angegeben, wenn groler als das Symbol) von 6-11 Experimenten.
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Wie Atropin verschieben auch Bonabilin A und Bonabilin B die Konzentrations-Wirkungs-
Kurve konzentrationsabhéngig parallel nach rechts ohne eine Absenkung des Maximums.

Bonabilin A zeigt mit pA, = 6.64 + 0.03 eine gute Aktivitéit als M;-Rezeptor-Blocker.

Bonabilin B inhibiert die Carbachol-induzierte Kontraktion des Meerschweinchenileums
mit pA, = 5.50 + 0.03 etwa 15mal schwécher.
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Diskussion

Betrachtet man das Alkaloid-Vorkommen bei Windengewidchsen, so ldl3t sich ganz
unabhéngig von der chemotaxonomischen Einteilung in Sectiones, Triben und Gattungen
eine sehr interessante Beobachtung machen. Grundsitzlich sind bei den Convolvulaceae
zwei unterschiedliche Uberlebensstrategien ausgeprigt. Zum einen ist dies die Abwehr
von Fra3feinden auf chemischem Weg durch eine Anreicherung alkaloidischer Sekundér-
stoffe, zum anderen erfolgt eine besondere Auspragung vegetativer Parameter. Beispiels-
weise sichert die australische Ipomoea plebeia ihr Uberleben durch exzessive Samenbil-
dung, die ebenfalls dort endemische Operculina riedeliana iiber eine Ausbreitung der
Pflanze iiber lingere Distanzen mittels vier- bis siebenstrangiger, kabelartiger Ausldufer.
Kleine zierliche Pflanzen sind also oft sehr reichhaltig an Alkaloiden; grof3e, sich schnell
ausbreitende Pflanzen sind meist phytochemisch unauffillig, was sich in einem deutlich
geringeren Gehalt an Alkaloiden duflert.
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In der Diskussion sollen nun zum einen die Ergebnisse des GC-MS-Screenings in einen
groBeren Kontext gestellt werden, verbunden mit detaillierteren Aussagen iiber die Ver-
breitung von Alkaloiden bei Convolvulaceae. Hierzu wird Kapitel 3.1 nach Alkaloidtypen
gruppiert; den Anfang bilden die mittels HPLC und DC detektierten Hydroxyzimtsdure-
amide. Zum anderen finden sich ab Kapitel 3.2 die durch Isolierung und Strukturaufkla-
rung gewonnenen Reinstoffe. Um phylogenetische Zusammenhinge besser aufzeigen zu
konnen, werden sie nach den fiir ihre Isolierung herangezogenen Arten unterteilt.

Die Screening-Ergebnisse von 32 der hier bearbeiteten 47 Spezies flossen auerdem — in
Kombination mit morphologisch-anatomischen und molekularbiologischen Merkmalen —
in die kladistische Analyse ein (s. Schimming, 2003), welche Aussagen iiber die Verwandt-
schaftsbeziehungen der verschiedenen Convolvulaceen-Arten untereinander erlaubt.

3.1 Alkaloid-Screening

Hydroxyzimtsaureamide

Das aus den Ausldufern von Operculina riedeliana gewonnene N-trans-p-Cumaroyl-
tyramin wurde bereits aus einer anderen Convolvulaceae isoliert, ndmlich aus den
Wurzeln von Argyreia capitata (Vanr) Croisy. Daneben konnte es auch in einer weiteren von
siebzehn untersuchten Arten diinnschichtchromatographisch nachgewiesen werden
(Tofern, 1999). So ist diese Verbindung wohl nicht aullergewohnlich bei Windengewéch-
sen, jedoch bei weitem nicht so hdufig wie etwa N-frans-Feruloyltyramin (in obiger Arbeit
in 13 von 17 untersuchten Arten). Die Erstbeschreibung von N-frans- p-Cumaroyltyramin
als Naturstoff erfolgte nach Isolierung aus Evodia belahe, Rutaceae (Rondest et al., 1968).
Die Stereochemie der Doppelbindung ist nicht angegeben; aufgrund der Kopplungs-
konstanten der Dubletts der beiden vinylischen Protonen von 16 Hz kann jedoch von einer
Verkniipfung des Tyramins mit trans-p-Cumarsdure ausgegangen werden (cis-Doppel-
bindung: J = 8-13 Hz). Desweiteren wird es als wesentlicher Bestandteil von Actinodaphne
spp., Cannabis sativa, Allium chinense und Vicia faba beschrieben (Chapman & Hall, 1982-
2001).

Das aus dem Kraut von Ipomoea plebeia isolierte N-trans-Feruloyltyramin wurde ebenfalls
bereits als Inhaltsstoff verschiedener Convolvulaceen-Spezies gewonnen: aus dem Kraut
von Ipomoea purpurea (L.) Rota (Trumm, 1991) und neben dem cis-Isomer aus dem Kraut
von Ipomoea regnellii Meisn. (Mann, 1997), dem Kraut von Ipomoea hederifolia L. (Jenett-
Siems, 1996) und den Sprof8achsen von Ipomoea aquatica Forsk. (Tseng et al., 1986). Seine
Erstisolierung erfolgte aus den Wurzeln der Aubergine Solanum melongena, Solanaceae
(Yoshihara ef al., 1978). Ferner wurde es wie auch N-p-trans-Cumaroyltyramin zusammen
mit dem jeweiligen cis-Isomer, sowie zahlreichen anderen Stoffen aus den frischen
Wurzeln und Sprollachsen der in Taiwan endemischen Aristolochia kankauensis isoliert
(Wu et al., 1994).
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Durch ihre Isolierung konnten N-frans-p-Cumaroyltyramin und N-frans-Feruloyltyramin
als Referenzsubstanzen genutzt werden. Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten
Untersuchungen zeigten, dall N-trans-Feruloyltyramin in etwas mehr als der Hilfte der
Krautdrogen und etwas weniger hdufig in den Wurzeldrogen gefunden werden kann. Der
Nachweis in Frucht-, Samen- und Bliitendrogen fiel negativ aus. N-trans-p-Cumaroyl-
tyramin ist weitaus seltener im sauren Dichlormethan-Extrakt enthalten; so konnte es nur
in knapp einem Viertel der Krautproben detektiert werden und in weniger als einem
Fiinftel der Wurzelproben. In der Regel kommt es hierbei vergesellschaftet mit N-zrans-
Feruloyltyramin vor.

Zudem konnten weitere Hydroxyzimtsdureamide wahrscheinlich gemacht werden: Das
Screening der Wurzeln von Ipomoea hederacea lie Ny-Feruloylserotonin vermuten. Die
diinnschichtchromatographische Analyse verschiedener Drogen von Ipomoea ochracea
lieferte aufgrund der Farbreaktion mit Echtblausalz B und van Urk-Reagenz Hinweise auf
das Vorkommen von Ipobscurinen, die ebenfalls zu den Hydroxyzimtsdureamiden zu zdh-
len sind. Der Versuch, die einzelnen Substanzen mittels GC-MS genauer zu charakte-
risieren, blieb jedoch erfolglos, da sich Ipobscurine mit dieser Methode nicht nachweisen
lassen, was durch das Einspritzen der Reinsubstanzen deutlich wurde. Die fiir eine
weitergehende Strukturaufkldrung erforderliche Fraktionierung wurde zuriickgestellt.

Die nun folgenden Ergebnisse wurden demgegeniiber ausnahmslos in Form von GC-MS-
Spektren erhalten.

Pyrrolidine

Sowohl Pyrrolidin-, als auch Tropan-Alkaloide — zudem die Pyrrolizidin-Alkaloide — leiten
sich biogenetisch vom Ornithin ab, dem bei den Convolvulaceae somit eine Schliisselrolle
bei der Biosynthese von Alkaloiden zukommt. Wahrend bei den Tropanen und auch den
Pyrrolizidinen der Pyrrolidin-Ring Teil eines bicyclischen Grundkérpers ist, stellt er bei
den Pyrrolidin-Alkaloiden das zentrale Ringsystem dar.

Bereits bei Woker (1953b) wird die enge strukturelle Beziehung zwischen Hygrin und
Tropin (3x-Tropanol) herausgestellt, wobei sowohl die Spaltung des Piperidin-Ringes des
Tropins unter Wasserstoff-Verschiebung zur Enolform des Hygrins, als auch der umge-
kehrte Prozel in Erwdgung gezogen wurden.
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Dal} es sich bei Hygrin nicht um ein Spaltprodukt des Tropins handelt, sondern Hygrin
vielmehr die biosynthetische Vorstufe zu den ringgeschlossenen Tropanen darstellt, wurde
mit den heutigen Moglichkeiten der Biochemie eindeutig bewiesen. Die Pyrrolidin-
Alkaloide konnen somit als einfachste Vertreter der vom Ornithin abgeleiteten Alkaloide
angesehen werden.

Aufgrund der intensiven Erforschung und damit genauen Charakterisierung ihrer Struktur
als Coca-Alkaloide konnte Lazur'evskii (1939) zwei der von ihm aus Convolvulus hamadae
isolierten Verbindungen als Hygrin und Cuscohygrin identifizieren. Seine Arbeiten stellen
den ersten Nachweis von Pyrrolidin-Alkaloiden bei Convolvulaceae dar, besonders beacht-
lich, zumal es sich um das erste Auftreten aullerhalb des Genus Erythroxylum (Erythroxy-
laceae, Ordnung Malpighiales) handelt. Seitdem wurde ihr Vorkommen in der Familie der
Windengewdchse vielfach bestétigt. Erst hauptsédchlich als Inhaltsstoffe von Convolvulus-
Arten beschrieben (Aripova et al., 1972; Evans und Somanabandhu, 1974), wurden sie bald
auch in anderen Gattungen entdeckt (Jenett-Siems, 1996; Henrici, 1996; Mann, 1997;
Tofern, 1999). Uber die GC-MS-Untersuchung von fiinf Arten der Gattungen Convolvulus,
Ipomoea und Merremia berichten Jenett-Siems und Eich (1994a), dall Hygrin, Cuscohygrin
und die beiden N-Methylpyrrolidinylhygrine gattungsunabhéngig in allen Wurzelextrak-
ten enthalten waren.

Die Verbreitung der Pyrrolidin-Alkaloide wurde im Sinne eines potentiellen Familienmerk-
mals analysiert und kann durch die umfangreichen Screening-Arbeiten im Rahmen der
vorliegenden Arbeit fiir die meisten der knapp 50 Convolvulaceen-Spezies bestitigt
werden. So lassen sich Verbindungen vom Hygrin-Typ in fast allen untersuchten Arten der
Gattungen Astripomoea, Bonamia, Calystegia, Convolvulus, Dichondra, Evolvulus, Falkia,
Ipomoea, Lepistemon, Maripa, Merremia, Operculina und Polymeria nachweisen, vorzugs-
weise in den Wurzeln. Die Aussage von Hartmann et al. (1986) und Witte et al. (1987), dal
die ,Akkumulation wurzelspezifisch® ist und somit auf den Ort der Tropan-Biosynthese
beschrinkt, wird insofern relativiert, als das Vorkommen von Pyrrolidin-Alkaloiden auch
in anderen Pflanzenteilen beobachtet werden kann; allerdings ist der Gehalt dort wesent-
lich niedriger (s. a. Doerk-Schmitz et al., 1994). Nahezu durchgingig vorhanden sind
Hygrin und Cuscohygrin. Hierbei muff Erwdhnung finden, dall Cuscohygrin in den
Wurzeldrogen meist in recht hoher Konzentration auftritt und nicht selten den Basen-
extrakt dominiert.

Die Pyrrolidin-Alkaloide sind also ganz eindeutig ein phytochemisches Merkmal der
Convolvulaceae und stehen in ihrer Verbreitung sogar noch vor den Tropan-Alkaloiden.
Sie sind damit im Hinblick auf die interfamilidre Abgrenzung von chemotaxonomischer
Bedeutung.

Genaue Aussagen iliber das Vorkommen des nah verwandten Nicotins bei Convolvulaceae
konnen gerade wegen der Fihigkeit der Pflanzen, selbiges aus der Luft aufzunehmen, und
der daher rithrenden Verfidlschungen nicht getroffen werden. Sein hdufiges Auftreten er-
scheint vor dem Hintergrund, da@ es fiir seine Anreicherung in Arten der Schwesterfamilie
Solanaceae bekannt ist, aber durchaus plausibel.
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Tropane

Die Tropan-Alkaloide bei Convolvulaceae stehen in ihrer Vielfalt den bei Solanaceae auf-
tretenden in nichts nach, wobei quasi als Familiencharakteristikum an die Stelle der von
der Tropasdure abgeleiteten Acylkomponenten, die von Kuramersdure abgeleiteten sowie
die Monoterpensdure-haltigen treten. Die Tropane konnen somit ohne Zweifel als chemo-
taxonomisches Merkmal beschrieben werden, auch wenn durchaus Arten existieren, die
keine bzw. eine wenig ausgeprédgte Tropan-Biosynthese aufweisen. Die Erkenntnis, dal
sowohl die im Vorhergehenden diskutierten Pyrrolidine, als auch die Tropane bei Convol-
vulaceae nahezu ubiquitér verbreitet sind, kann durchaus als Verdienst des Arbeitskreises
Eich (u. a. Jenett-Siems und Eich, 1994a; Schimming, 2003; Jenett-Siems et al., 2005b)
angesehen werden. Dies ist nicht zuletzt auf den Einsatz der hochsensiblen GC-MS-Analy-
tik zuriickzufiihren, die es auch ermoglichte einen vorangegangenen Negativ-Befund zu
revidieren: Entgegen der Aussage von Evans und Somanabandhu (1974), daB in Calystegia
silvatica keine Tropane nachweisbar sind, konnten sehr wohl in Kraut und Wurzeln
einfache Tropane und in den Wurzeln zusétzlich Phyllalbin detektiert werden.

Aus Griinden der Ubersichtlichkeit macht es Sinn, die Tropan-Alkaloide, die in allen
dreizehn analysierten Gattungen nachweisbar sind, in Gruppen zu gliedern, wobei man
sich die Tatsache zunutze macht, daR die Unterschiede im Inhaltsstoffspektrum auf der
zugrundeliegenden Biosyntheseleistung beruhen. Dies ist im nachfolgenden Schaubild
(Abb. 99) kurz dargestellt.

einfache Tropane %
Calystegine

oo
NS
Acetoxy- + Monoterpen-
tropan tAS séure
+AS +
Kuramer-
saure
aliphatische (-Derivat) -
3-Tropanolester Bonabiline
aromatische Merresectine

3-Tropanolester

Abb.99: Gliederung der Tropan-Alkaloide dieser Arbeit in Gruppen

Aufgrund des umfangreichen Datenmaterials zu Tropanen in den Convolvulaceen-Spezies
dieser Arbeit (s. hierzu 2.1.2 und 2.1.3 sowie 2.2.4) wiirde es den Rahmen sprengen, alle
GC-MS-Ergebnisse an dieser Stelle diskutieren zu wollen. Daher konzentriert sich der nun
folgende Text darauf, gréllere Zusammenhénge und Besonderheiten aufzuzeigen.
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Einfache Tropane konnen nicht nur als gemeinsames Merkmal der Gattung Merremia
angesehen werden (Jenett-Siems et al., 2005b), sondern anhand der hier erzielten Ergeb-
nisse als nahezu durchgidngiges Charakteristikum der Convolvulaceae beschrieben
werden. Sie traten in 35 von 47 untersuchten Arten auf, wobei in weiteren acht veresterte
Tropanole gefunden wurden, was das Vorkommen der einfachen Tropanole als biosynthe-
tische Vorstufen impliziert. Bei den Spezies Evolvulus glomeratus, Ipomoea pes-tigridis,
Ipomoea pubescens und vielleicht auch Ipomoea hederacea, Ipomoea shirambensis,
Merremia pterygocaulos und Operculina riedeliana reprasentieren einfache Tropane die
einzigen auffindbaren Tropan-Alkaloide. Lediglich in drei Arten konnten keinerlei Mitglie-
der dieser Stoffklasse detektiert werden; im Fall von Ipomoea coptica konnte nicht ab-
schliefend geklart werden, ob es sich bei den Verbindungen mit Basispeak m/z 124 tat-
sidchlich um Tropane handelt. Da einfache Tropane in der Schwesterfamilie Solanaceae
ebenso hidufige Metabolite sind, kénnen sie als plesiomorphes, also erhalten gebliebenes,
urspriingliches Merkmal der Convolvulaceae gewertet werden.

Die grolte Gruppe der bei Windengewdchsen auftretenden Tropan-Alkaloide sind die
3-Tropanolester. Auch sie kdnnen als regelméifige Bestandteile des Inhaltsstoffspektrums
von Windengewdchsen angesehen werden: Nur bei vierzehn der untersuchten Convolvu-
laceen-Spezies waren derartige Verbindungen nicht nachweisbar.

Anhand ihrer Biogenese lassen sich grob drei Zweige unterscheiden: die durch Verkniip-
fung mit Acetyl-CoA gebildeten Acetoxytropane, die Ester mit aus Aminosduren gebildeten
Acylkomponenten und die mit Acylkomponenten unbekannter Genese unter Beteiligung
von aktivem Isopren.

Die einfachste Form der Tropanolester-Bildung stellen die Acetoxytropane dar. Einige
Arten scheinen sogar ausschliellich zur Acetylierung der 3-Tropanole befdhigt zu sein. Nur
3ux-Acetoxytropan konnte in den Wurzeln von Ipomoea cholulensis detektiert werden so-
wie in den Proben von Ipomoea tenuirostris und Lepistemon urceolatum — dort zusammen
mit dem bei Parr et al. (1990) und Dupraz et al. (1994) fiir Solanaceae beschriebenen
3-Acetoxynortropan. In den Wurzeln von Bonamia trichantha finden sich ganz iiber-
wiegend die 3B-Isomere, was auch den Ergebnissen im Bereich der einfachen Tropane
entspricht. Prinzipiell handelt es sich um die bei Convolvulaceae am weitesten verbreite-
ten Ester; diese Beobachtung findet sich auch bei Tofern (1999). Erstmalig wird in dieser
Arbeit nun zudem {iiber die Isolierung der beiden isomeren 3-Acetoxytropane aus einer
Convolvulaceae berichtet (s. 2.2.4.2.1).

Acetoxytropan stellt nicht nur im chemischen Sinne den einfachsten 3-Tropanolester dar.
Auch aus biosynthetischer Sicht diirfte die Verkniipfung mit Acetyl-CoA (Robins et al.,
1991) ein fiir die Pflanze besonders leicht gangbarer Weg sein, denn aktivierte Essigsdure
ist aufgrund ihrer vielfdltigen biologischen Funktionen in jeder Pflanze enthalten. Die Bil-
dung von Essigsdureestern bedarf also keiner zusidtzlichen Syntheseleistung beziiglich der
Acylkomponente.
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Bereits Evans und Major (1966) wiesen bei ihrer Erstbeschreibung von biogenem Acetoxy-
tropan auf die Sonderrolle hin, die es unter den 3-Tropanolestern einnimmt, denn alle bis
dato bekannten Acylkomponenten liefen sich von Aminosduren ableiten (s. u.). Dem
Uberblick iiber das genuine Auftreten von Tropanen von Lounasmaa und Tamminen
(1993) zufolge wurde Acetoxytropan — vornehmlich in seiner 3x-Form — besonders hdufig
als Inhaltsstoff von Wurzelkulturen verschiedener Datura- und auch Hyoscyamus-Arten
nachgewiesen. Es wurde sogar beobachtet, dall es bei einigen der fiir derartige Kulturen
verwendeten Klone zu einer Akkumulation kommt und zwar zu ungunsten der in der
Stammpflanze natiirlich vorkommenden Tropan-Alkaloide (Parr et al., 1990; Giulietti et al.,
1993). Bemerkenswert ist auch die Tatsache, dal$ bei Fiitterungsexperimenten aus den exo-
gen zugefiihrten, radioaktiv markierten Ausgangsstoffen 3x-Tropanol und Tropasdure
nicht etwa Hyoscyamin gebildet wurde, sondern das 3x-Tropanol nahezu ausschlieRlich
mit endogener Essigsdure zu 3x-Acetoxytropan verestert wurde (Romeike und Koblitz,
1972). Vermutlich handelt es sich bei der Essigester-Bildung um eine Art Entgiftungsreak-
tion: Das in groBen Mengen unter Umstdnden auch fiir die Pflanze toxische Tropanol wird
zu Acetoxytropan metabolisiert, da moglicherweise die natiirliche Esterbildung gestort ist
oder die zur Speicherung notwendige Kompartimentierung nicht stattfindet (Romeike und
Aurich, 1968). Sehr interessant sind diesbeziiglich auch die weiterfiihrenden Versuche von
Romeike (1975): Sie stellte fest, daly der Zusatz von 2,4-Dichlorphenoxyessigsdure, die ein
zur Entdifferenzierung von Gewebe fithrendes Wachstumshormon darstellt, die Bildung
von Acetoxytropan zu ungunsten der Tropasdure beférdert. Demgegeniiber beeintrach-
tigen die die Differenzierung von Gewebekulturen féordernden g-Indolyl- bzw. x-Naphthyl-
essigsdure im Ndhrmedium die natiirliche Bildung von Hyoscyamin nicht. Dies kann
zugleich als Hinweis auf die komplexere Enzymausstattung, die fiir die Veresterung mit
Aminosduren vonndoten ist, gewertet werden.

Der ganz iiberwiegende Teil der 3-Tropanolester wird unter Beteiligung von Aminosduren
gebildet. Sinnvoll erschien eine Einteilung in Ester mit aliphatischen Sduren, deren Acyl-
komponenten v. a. auf Valin, Leucin, Isoleucin oder Threonin zuriickzufiihren sind, und
Ester mit aromatischen Sduren, die sich fast alle biogenetisch vom Phenylalanin ableiten
und damit dem Phenylpropan-Stoffwechsel entstammen. Hierbei entstehen Benzoesdure
und Derivate durch Kettenverkiirzung aus den entsprechenden Hydroxyzimtsduren. So
wird beispielsweise aus p-Hydroxyzimtsdure durch g-Oxidation die p-Hydroxybenzoe-
sdure erhalten. Am hdufigsten wurden die somit auch in biosynthetischem Zusammen-
hang stehenden Vanilloyloxytropane und Feruloyloxytropane nachgewiesen. Die einzige
Ausnahme bilden die Nicotinoyloxytropane, deren Acylkomponente Nicotinsdure sich von
Asparaginsdure ableitet. Im Zuge der umfangreichen Screening-Arbeiten konnten sowohl
im aliphatischen, als auch im aromatischen Bereich eine Reihe von 3-Tropanolestern erst-
malig fiir Convolvulaceae beschrieben werden. Durch das Auftreten von Basenpaaren
konnten zudem die Retentionsindices der einzelnen Epimere bestimmt werden wie bei 3x-
und 38-(Hydroxyisovaleroyloxy)tropan oder 3«- und 38-(Hydroxyisobutyryloxy)tropan.
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Eine Ausnahme stellen die Merresectine dar, allein schon wegen ihrer Beschriankung auf
die Familie der Windengewédchse. Die Besonderheit der Merresectine besteht aulerdem
darin, dal§ es sich bei deren Acylkomponenten zwar um Derivate der Benzoesdure handelt,
diese jedoch ganz spezifisch mit Isopren-Einheiten substituiert sind. Sie kénnen damit
eindeutig als apomorphes, also abgeleitetes Merkmal eingeordnet werden. Auffillig ist die
starke Dominanz der 3x-Isomere; die 38-Merresectine sind deutlich seltener.

Unklar ist die Rolle des Merresectin A: Deutete anfangs seine Co-Isolierung mit Merre-
sectin B auf eine Zugehorigkeit dieser Substanz zu den Merresectinen s.1. hin, so scheint
heute — auch aufgrund der vorliegenden Ergebnisse — eher ein biogenetischer Zusammen-
hang mit anderen 4'-hydroxylierten und 4'-methoxylierten 3-Benzoyloxytropanen wie
p-Cochlearin oder Datumetin wahrscheinlich. Sein Nachweis ist in dieser Arbeit auf die
Arten Ipomoea arborescens und Ipomoea tricolor begrenzt, bei denen im Bereich der
Tropan-Alkaloide in der Tat die Akkumulation substituierter Benzoyloxytropane im
Vordergrund steht. Hierbei konzentriert sich das Vorkommen von Merresectin A ganz
tiberwiegend auf die drei Vertreter der Spezies Ipomoea tricolor. Dort ist Merresectin A
stets begleitet von p-Cochlearin, Datumetin und Phyllalbin. Bemerkenswert ist auch die
regelmiBige Co-Akkumulation eines Tropans und des analogen Nortropans, also nicht nur
Datumetin und Merresectin A, sondern aullerdem 3«x-Benzoyloxytropan und 3«x-Benzoyl-
oxynortropan sowie die beiden 3«-Ester mit Nicotinsdure als Acylkomponente. Grundsitz-
lich scheint es folglich fiir die Esterase keine Rolle zu spielen, ob das Tropan oder das
Nortropan acyliert wird. Lediglich in der von den Kanarischen Inseln stammenden
Ipomoea tricolor cv. ,Heavenly Blue“ konnten zusétzlich isoprenylierte Merresectine nach-
gewiesen werden, die sich zu folgender Biosynthese-Sequenz verkniipfen lassen: ausge-
hend vom 3«-p-Cochlearin entsteht durch Ankniipfung einer Isoprenyl-Seitenkette
Merresectin E und durch weitere Isoprenylierung Merresectin C, das unter Verlust zweier
Wasserstoff-Atome zum Merresectin F wird. Merresectin A tritt auerdem in den Wurzeln
von Ipomoea arborescens auf — vergesellschaftet mit 3«-p-Cochlearin, Phyllalbin und
zudem Merresectin C. Im Gegenzug dazu konnte es in den Spezies, die im phytochemi-
schen Screening durch die Akkumulation von Merresectinen s.l. hervortraten wie z. B.
Convolvulus sabatius oder Merremia quinata, iiberhaupt nicht detektiert werden.

Andererseits mul in diesem Zusammenhang betont werden, dal es sich bei Merresectin A
um einen Naturstoff handelt, der bis dato nur bei Convolvulaceae gefunden wurde. Es
wurde bisher allein durch Synthese zugédnglich: Um den EinfluR der N-Methylgruppe des
Tropankorpers auf die Substratspezifitdt der Atropin-Esterase im Serum von Hasen besser
untersuchen zu kénnen, stellten Wallace et al. (1980) verschiedene Nortropanyl-ester her,
darunter Merresectin A.

Merresectin A und Datumetin diirften demzufolge eher einen Seitenarm der Biosynthese-
Sequenz darstellen, liegen also nicht auf dem Hauptweg; sie konnen aufgrund ihrer
4'-Methoxy-Substitution gleichsam als dead end angesehen werden. An dieser Stelle sollte
zudem Erwdhnung finden, dal$ Datumetin — neben 68-(4'-Methoxybenzoyloxy)tropan-3«-
ol — als Vorstufe des Merredissin aus den Wurzeln von Merremia dissecta in Frage kommt
(Henrici, 1996; Jenett-Siems et al., 2005b).
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Abb. 100: Schematische Darstellung der hypothetischen biogenetischen Zusammenhéinge
einiger aromatischer 3-Tropanolester mit den Merresectinen s.l.

Da die Acylierung des Tropankorpers vermutlich den letzten Schritt der Biogenese dar-
stellt, wurde im obigen Schema auf die Angabe der Stereochemie an C-3 verzichtet. Fiir die
nicht namentlich aufgefiihrten 38-Tropanolester gelten die gleichen Zusammenhénge.
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p-Cochlearin kann als gemeinsame Vorstufe dreier Biosynthesewege angesehen werden:
Zum einen leiten sich von ihm die oben aufgefiihrten Merresectin A, das sich durch das
Fehlen der typischen Isoprenyl-Seitenkette in meta-Postion zur Carbonyl-Gruppe von den
anderen Merresectinen unterscheidet, und Datumetin ab, zum anderen entstehen durch
Methoxylierung die Vanilloyloxytropane, aus denen Merresectin D sowie wahrscheinlich
auch Convolamin gebildet werden. Eine weitere Sequenz ergibt sich ausgehend von
Merresectin E als Schnittstelle. Auf dieses lassen sich sein Dehydro-Derivat Merresectin H
sowie die Verbindungen mit cyclohexenyl-haltiger Acylkomponente wie Consabatin
zuriickfiihren. Auerdem wird durch Ankniipfung eines weiteren Isoprenyl-Restes
Merresectin C erhalten, aus dem durch Glucosylierung Merresectin B entsteht und durch
Dehydrierung das Merresectin F.

Besonders anschaulich ist diesbeziiglich der Befund von Operculina aequisepala, bei der in
den Wurzeln zwei Biosynthesewege beschritten werden: ausgehend vom p-Cochlearin
werden zum einen Concneorin und dann 3B-Merresectin D gebildet sowie {iber
Merresectin E das Merresectin C, allerdings als 38-Isomer. Dieser Ausreiller bestétigt die
Vermutung, die auch von Jenett-Siems et al. (2005b) gedullert wurde, dal3 die Acylkompo-
nenten vor der Ubertragung auf die 3-Hydroxtropane synthetisiert werden, was durch das
gemeinsame Auftreten von 3«- und 38-Epimeren bei einigen Spezies untermauert wird.
Sehr viel seltener konnten die mit einfach ungesittigten Monocyclen substituierten
Derivate wie Consabatin detektiert werden. Ihr Vorkommen beschrinkt sich auf die fiinf
Spezies Convolvulus sabatius, Evolvulus alsinoides, Ipomoea plebeia, Merremia hederacea
() und Polymeria calycina — wobei es nur im Fall von Convolvulus sabatius zu einer
ausgesprochenen Akkumulation kommt. Zur Biogenese des Cyclohexenyl-Restes beim
Consabatin und verwandten Verbindungen liegen bisher noch keine Erkenntnisse vor. Es
kann allerdings vermutet werden, dal sie durch Hydratisierung am Aromaten und
anschlieBenden Ubergang des Enols in das entsprechende Keton aus Merresectin E als
Préakursor gebildet werden und ihre Bildung eine zusitzliche Enzymausstattung notwendig
macht.

Eine vollig andere Genese legen die Acylkomponenten der Bonabiline nahe; als
Monoterpensduren sind sie aus zwei Isopren-Einheiten aufgebaut und entstammen damit
dem auf Isopentenyldiphosphat basierenden Terpenstoffwechsel. Die Bonabiline aus der
madegassischen Bonamia spectabilis stellen einen Einzelbefund dar, denn sie konnten im
GC-MS-Screening bei keiner anderen Spezies nachgewiesen werden.

Einen Uberblick iiber die Verbreitung der verschiedenen Tropan-Alkaloide bei den im
Rahmen dieser Arbeit untersuchten Convolvulaceae bietet Tab. 21:

Tab. 21: Tropanvorkommen bei den bearbeiteten Convolvulaceen-Spezies
. Es liegen keine Untersuchungsergebnisse vor.
(+) nur Merresectin A
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Die di- und trisubstituierten Tropane sind eine bei Convolvulaceae bisher eher wenig
beachtete Untergruppe der Tropan-Alkaloide. Dies liegt vor allem darin begriindet, da@§ sie
aufgrund ihrer deutlich hoheren Polaritdt nicht mit den klassischen Alkaloiden in den
Basen-Extrakt eluiert werden, sondern sich vornehmlich in der Wasserphase anreichern.
In der Literatur beschridnkt sich ihre Beschreibung fiir Windengewdchse auf vier
Gattungen: Fiir die Genera Convolvulus und Calystegia ist lediglich jeweils ein Bericht zu
verzeichnen, ndmlich die Isolierung des Convolacin aus den Wurzeln von Convolvulus
subhirsutus (Aripova und Abdilalimov, 1993) und die Gewinnung des 2«,38-Dihydroxy-
nortropans aus Calystegia soldanella (Asano et al., 2001). Etwas umfangreicher gestalten
sich die Nachweise innerhalb der Gattungen Erycibe und Merremia: Aus der chinesischen
Arzneipflanze Erycibe obtusifolia wurden eine Reihe von 2,6-disubstituierten Nortropanen
gewonnen (Yao et al, 1981; Chen et al, 1986) und aus Erycibe elliptilimba das
2B,7B-Dihydroxynortropan (Lu ef al., 1986). Neben der Isolierung des Merredissin aus den
Wurzeln von Merremia dissecta (Henrici, 1996) wurden in der Publikation von Jenett-
Siems et al. (2005b) dreizehn weitere 3,6-disubstituierte Tropane per GC-MS-Nachweis fiir
den Genus Merremia beschrieben.

Umso erstaunlicher ist die Tatsache, dal$ fiir insgesamt dreizehn der 47 hier bearbeiteten
Spezies das Vorkommen oligosubstituierter Tropane beschrieben werden kann:
Astripomoea malvacea, Bonamia spectabilis, Convolvulus graminetinus, Convolvulus
sagittatus, Evolvulus alsinoides, Ipomoea abrupta, Ipomoea asarifolia, Ipomoea plebeia,
Ipomoea tiliacea, Ipomoea velutina, Merremia hederacea, Operculina aequisepala und
Polymeria calycina. Den gro8ten Teil stellen hierbei unbekannte Verbindungen dar, doch
auch bereits publizierte Substanzen konnten nachgewiesen werden: Zwei der fiir die
Gattung Merremia beschriebenen 3,6-disubstituierten Tropane, das 3-Hydroxy-
6-butyryloxy-tropan und das 3-Hydroxy-6-(2'-methylbutyryloxy)-tropan, konnten in Kraut
und Wurzeln von Operculina aequisepala detektiert werden. Zusétzlich konnten zwei
bekannte Tropandiole identifiziert werden, ndmlich das 3,6-Dihydroxytropan (Freitas et
al., 1996) in Wurzeln und Ausldufern von Ipomoea tiliacea und der 2-Hydroxytropan-3«-ol
(Henrici, 1996) im Kraut von Bonamia spectabilis. Bei den iibrigen di- und trisubstituierten
Tropanen dieser Arbeit konnen lediglich Aussagen iiber die Strukturbestandteile und
Vermutungen iiber das Substitutionsmuster getroffen werden (s. 2.1.2.3).

Sehr hilfreich war in diesem Zusammenhang die Isolierung des Ipvelutin, also des 2«-
Tigloyloxy-7B-acetoxy-tropans, als neuem Naturstoff aus dem Kraut von Ipomoea velutina.
Bedingt durch seine beiden Acyl-Reste wies es eine ausreichend hohe Lipophilie auf, um
mit dem konventionellen Trennungsgang erfalit werden zu konnen. Eine identische
Verbindung wurde aullerdem im Kraut von Convolvulus graminetinus und im Kraut von
Convolvulus sagittatus gefunden. Interessant ist hierbei, dal$ in den Wurzeln der beiden
Convolvulus-Arten jeweils ein analoges hydrophileres Nortropan detektiert werden konn-
te. Aufgrund weitestgehend iibereinstimmender Zerfallsmuster kann auch bei den {ibrigen
aus diesen Spezies stammenden Verbindungen sowie insbesondere bei den Begleitstoffen
des Ipvelutin von einer 2,7-Substitution ausgegangen werden. Somit erméglichte Ipvelutin
als Referenzsubstanz die Erstellung von relativ konkreten Strukturvorschldgen fiir weitere
mutmalilich oligosubstituierte Tropane, wobei als Acylreste in erster Linie Methylbutter-
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sdure und Tiglinsdure postuliert wurden, die erfahrungsgemal} recht hédufige Substituen-
ten bei den Alkaloiden der Convolvulaceae darstellen.

Neben der Erkenntnis, dal es sich bei fast allen di- und trisubstituierte Tropane
enthaltenden Drogen um oberirdische Pflanzenteile handelt, sollen an dieser Stelle noch
zwei weitere Besonderheiten aufgezeigt werden. Zum einen konnte in Kraut und
Wurzelrinde von Astripomoea malvacea eine Verbindung mit Basispeak m/z 138
aufgefunden werden, bei der es sich vermutlich um das 6,7-Epoxy-Astrimalvin A handelt.
Die Etherbildung zwischen C-6 und C-7 des Tropangrundkorpers konnte bisher lediglich
bei Solanaceae beobachtet werden, was auch darin begriindet liegen mag, dafd der Anteil
an 6,7-Epoxytropanen wiahrend der Entwicklung der Pflanzen im Gegensatz zum Anteil an
monosubstituierten Tropanen sinkt (Berkov et al., 2005). Desweiteren brachte die Analyse
von Ipomoea asarifolia einen interessanten Befund zutage. Wahrend der Basen-Extrakt der
Wurzeln und Rhizome von dem mutmafRlichen ,2«?-Tigloyloxy-78-hydroxy-nortropan®
(s. 2.1.2.3) dominiert wird, ist in den oberirdischen Teilen eindeutig Chanoclavin die
Hauptverbindung. Innerhalb der Pflanze alternieren also die beiden vorherrschenden
Alkaloidgruppen der Convolvulaceae.

Neben den einfachen unsubstituierten Verbindungen und der Vielzahl an 3-Tropanol-
monoestern, daneben den verschiedenen Diestern tritt noch eine weitere Gruppe von
Tropanen auf, die polyhydroxylierten Calystegine. Eine gewisse Sonderstellung dieser
nach der Winde Calystegia sepium benannten Stoffgruppe ist dadurch begriindet, dal} sie
mit dem herkdmmlichen Trennungsgang nicht zugédnglich gemacht werden kann. Da die
Calystegine nicht wie die iibrigen, lipophileren Alkaloide aus alkalischer waRriger Losung
mit organischen Losemitteln ausgeschiittelt werden konnen, sondern in der schwer
aufzuschlielenden Wasserphase verbleiben, wurde ein spezielles Extraktionsverfahren
angewandt, weshalb sie im Hauptteil (2.1.3) und im Experimentellen Teil (5.3.4) ein
eigenes Kapitel erhalten haben. In ihrer Eigenschaft als Tropan-Alkaloide sollte ihre
Verbreitung allerdings in Zusammenhang mit anderen Vertretern dieser Stoffklasse
diskutiert werden.

Proben von rund der Hélfte der untersuchten Arten wurden nach Silylierung mittels GC-
MS analysiert. Positive Nachweise wurden fiir neun Arten erhalten, die den Genera
Bonamia, Calystegia, Dichondra, Falkia, Ipomoea, Lepistemon und Maripa angehoren.
Beim einzigen diesbeziiglich untersuchten Mitglied der Gattung Merremia — M. pterygo-
caulos - konnte das Vorhandensein von Calystegin C, nicht abschlieRend bestétigt werden
und mull fraglich bleiben. Negative Resultate lieferten insgesamt dreizehn Arten, wobei
die den Genera Astripomoea, Evolvulus, Operculina und Polymeria angehdrenden Spezies
durchweg Calystegin-frei waren. Wahrend es sich bei Astripomoea malvacea um einen nur
begrenzt aussagekriftigen Einzelbefund handelt, wurden bei den anderen drei Gattungen
jeweils beide untersuchten Arten negativ getestet. Zieht man die Publikation von
Schimming et al. (2005) hinzu, so sind fiir die Genera Evolvulus und Merremia durchaus
positive Ergebnisse zu verzeichnen. Als besonders reichhaltig an Calysteginen diirfen die
Gattungen Convolvulus und Calystegia gelten, wohingegen sie bei den Merremien und den
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Ipomoeen, bei denen nur eine von fiinf der hier der Analyse zugefiihrten Arten einen
positiven Befund ergab, eher sporadisch vorhanden sind.

Als biogenetische Vorstufen der Calystegine gelten Tropan-3-on, Nortropan-3-on,
3B-Tropanol und 3B-Nortropanol. Dementsprechend kann bei den hier untersuchten
Arten festgestellt werden, dald diese polyhydroxylierten Tropane stets mit einfachen
Tropanen vergesellschaftet sind. Sehr inhomogene Resultate beziiglich dieser beiden
Stoffgruppen lieferten die drei Bonamia-Arten: Die intensive Akkumulation der
3B-Tropanole als Hauptbestandteile der Basen-Extrakte von Bonamia trichantha und das
deutliche Uberwiegen des 38-Tropanol bei Bonamia dietrichiana konnte auf die fehlende
Fahigkeit zur Calystegin-Bildung zuriickgefiihrt werden. Abweichend davon ist Bonamia
spectabilis, bei der im Kraut ebenfalls erhebliche Mengen 3B-Tropanol nachgewiesen
wurden, durchaus in der Lage, die Calystegine B, und B, zu produzieren. Zudem iiberwiegt
in den Wurzeln das fiir die Bildung der Bonabiline essentielle 3x-Tropanol. Bei der
kladistischen Analyse kann das Vorkommen von Calysteginen also nicht unbedingt als
Gattungsmerkmal herangezogen werden. Demgegeniiber ergaben die Reihenunter-
suchungen von Schimming et al. (2005), dal die Genera Operculina und Polymeria durch
das vollige Fehlen dieser Stoffgruppe hervortreten. Es existieren also Genera, die insgesamt
die Fahigkeit zur Calystegin-Biosynthese verloren oder gar nicht erst entwickelt haben.
Dies kann durchaus als phytochemisches Gattungsmerkmal gewertet werden. Somit
scheinen die Calystegine zur Abgrenzung der Gattungen innerhalb eines Tribus in der Tat
von Nutzen zu sein. Betrachtet man den Tribus Convolvuleae (Cnoisy) CHoisy, so zeigt sich
die Gattung Convolvulus auffallend Calystegin-reich, wohingegen die Spezies der Gattung
Polymeria durchgédngig Calystegin-frei sind. Das gleiche Bild ergibt sich fiir den Tribus
»Merremieae“ D. F. Austin: Wahrend die Gattung Merremia aufgrund der bei Schimming et
al. (2005) publizierten Ergebnisse ganz klar als Calystegin-haltig klassifiziert werden muf,
war diese Stoffgruppe in keiner der fiinf untersuchten Operculina-Arten nachweisbar.
Restimierend kann also festgestellt werden, daf zwar nicht das Vorkommen von
Calysteginen, im Gegenzug allerdings ihre Abwesenheit eine gewisse chemotaxonomische
Relevanz hat.

Im Hinblick auf die kladistische Analyse ld(3t sich insgesamt feststellen, daf8 die Tropan-
Alkaloide der Convolvulaceae hinsichtlich einer intrafamilidren Gliederung der Gattungen
und Arten eher kein aussagekréftiges Merkmal darstellen, sondern dal} vielmehr andere
Faktoren wie Wuchsform oder Entwicklungsstadium auf ihre Verbreitung EinfluR nehmen
diirften. Dies 146t sich aullerdem am nahezu ubiquitdren Vorkommen der unveresterten
Tropane und dem iiberwiegend erratischen Auftreten spezieller 3-Tropanolester, wie den
Merresectinen, festmachen. Zusammen mit den Pyrrolidinen, allen voran Hygrin und
Cuscohygrin, konnen sie allerdings eindeutig als Familienmerkmal bestédtigt werden, was
die Verwandtschaft zur Schwesterfamilie Solanaceae aus phytochemischer Sicht
untermauert.



172

Pyrrolizidine

Pyrrolizidinalkaloide wurden erratisch in allen Klassen der Magnoliophytina entdeckt. Ihr
Vorkommen konzentriert sich im Pflanzenreich vornehmlich auf vier Familien, auf die
95 % der gefundenen Verbindungen entfallen: die Asteraceae, die Boraginaceae, die
Fabaceae und die Orchidaceae. Daneben findet man sie vereinzelt in den verschiedensten
Pflanzenfamilien wie den Apocynaceae, den Ranunculaceae oder den Sapotaceae. Sie sind
hier also nur bedingt von phylogenetischer Bedeutung. Anders auf intrafamilidrer Ebene:
in der Regel ist ihr Auftreten auf bestimmte Triben, Genera oder Subgenera beschrinkt. So
sind es bei den Orchidaceae lediglich zehn Gattungen, bei den Fabaceae sogar nur fiinf,
wobei Crotalaria-Arten im Vordergrund stehen. In der groBen Familie der Asteraceae sind
es zwei Triben, in denen die Pyrrolizidinalkaloide lokalisiert sind, die Eupatorieae und vor
allem die Senecioneae; Senecio-Arten stellen eine besonders reichhaltige Quelle dar
(Hartmann und Witte, 1995).

Im Sinne dieses intrafamilidren Fokus konnte bei den Convolvulaceae festgestellt werden,
daB bestimmte Pyrrolizidinalkaloide, namentlich Ipanguline und/oder Minalobine, durch-
gingiges Merkmal aller untersuchten Arten der zum Ipomoea-Subgenus Quamoclit geho-
renden Sectio Mina sind.

Jedoch wurden auch in anderen Windengewédchsen Substanzen dieser Stoffklasse detek-
tiert: Tofern (1999) fand in den Wurzeln von Ipomoea meyeri in erster Linie Ester des
Turneforcidins, von denen das 9-O-Tigloylturneforcidin durch Isolierung bestéitigt werden
konnte, begleitet von (-)-Trachelanthamidin und zwei Estern desselben, wobei sich die
GC-MS-Daten des einen mit denen von Minalobin B decken.

Herausstechend sind die von Mann (1997) hauptsédchlich in den Wurzeln von Merremia
cissoides und insbesondere Merremia quinquefolia detektierten Ester des Retronecins,
unter denen auch Lycopsamin, Intermedin und dessen Derivate sind; denn das Retronecin
unterscheidet sich grundlegend, da 1,2-ungesittigt, von den anderen bisher beschriebe-
nen Pyrrolizidinen, die allesamt einen geséttigten Grundkorper aufweisen. Die Extrakte
schienen auch Trachelanthamidin- und Isoretronecanol-Ester zu enthalten.

Henrici (1996) fand im Kraut von Jacquemontia corymbulosa Isoipangulin/Ipangulin A;, in
den Wurzeln von Jacquemontia tamnifolia Lycopsamin und 3'-Acetyllycopsamin, und
Anhydroplatynecin als Hauptverbindung der Samen von Operculina codonantha.

Beim GC-MS-Screening von Kraut und Wurzeln von Ipomoea indica var. acuminata detek-
tierte Schimming (2003) zwei Isoretronecanol-Ester und vier mutmaRliche Platynecin-
Ester.

Aufgrund ihrer Aminofunktion in Position 1 und ihrer Etherbriicke zwischen C-2 und C-7
kommt den von Tofern (1999) gefundenen und auch durch Isolierung einer der vier
Verbindungen bestétigten Lolin-Alkaloiden aus Argyreia mollis eine Sonderrolle zu; laut
Hartmann und Witte (1995) besteht zwischen ihnen und den klassischen Pyrrolizidin-
alkaloiden trotz der groRen strukturellen Ahnlichkeit zudem kein biogenetischer
Zusammenhang.
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Entwicklungsgeschichtlich stehen die zu den Solanales zdhlenden Convolvulaceae den
Boraginales nahe, bei deren einziger Familie, den Boraginaceae, Pyrrolizidine ein recht
weit verbreitetes Familienmerkmal sind. Und auch bei der dritten zur Obergruppe der
Kronréhrenbliitigen gehdorenden Ordnung, den Gentianales, genauer bei den Apocyna-
ceae, konnen Pyrrolizidinalkaloide nachgewiesen werden. Es wire also nicht verwunder-
lich, wenn sie in Winden verstdrkt auftreten. Weitere Analysen diesbeziiglich, insbeson-
dere Reihenuntersuchungen, konnten zur Aufklarung beitragen.

—OH

mxr

Trachelanthamidin Platynecin

HO —OH HO

Turneforcidin Retronecin

Abb. 101: Necinbasen bei Convolvulaceae auftretender Pyrrolizidinalkaloide

Jenett-Siems et al. (2005a) vermuten, dald die einzelnen Necinbasen nicht auf unterschied-
lichen Biosynthesewegen entstehen, sondern durch Konfigurationsdnderung iiber unge-
sittigte Zwischenprodukte ineinander iibergehen. Dies wire bei einer derartigen Vielfalt
der Strukturen eine logische Konsequenz. Dall das Nebeneinander verschiedener Pyrro-
lizidinalkaloid-Grundkorper nicht ungewdhnlich ist, 1463t sich beispielsweise auch bei der
Asteraceen-Gattung Senecio beobachten: So treten dort oft vergesellschaftet Ester des
Retronecins, Platynecins, Hastanecins und Macronecins auf (Stelljes et al., 1991).

Auller den drei zur Sectio Mina gehorenden Ipomoeen wurden in dieser Arbeit 44 weitere
Arten gescreent; es konnten jedoch in keiner Pyrrolizidinalkaloide detektiert werden. Auch
in den etwa 80 von Jenett-Siems (1996), Henrici (1996), Mann (1997), Tofern (1999) und
Schimming (2003) mittels GC-MS untersuchten Arten aullerhalb dieser Sektion traten sie
nur vereinzelt auf. Daraus wird ersichtlich, dal§ sich ihr Vorkommen ganz klar auf die
Sectio Mina konzentriert, wihrend sie in anderen Sectiones der Ipomoeae oder gar
anderen Triben nur in Einzelfillen gefunden werden kénnen. So kann die Rolle der
Ipanguline und Minalobine als chemotaxonomische Marker durchaus bestétigt werden,
zumal es sich bei den oben zitierten iibrigen Verbindungen meist um Ester anderer Necin-
basen handelt. Inwieweit auch anderen Vertretern dieser Stoffklasse eine derartige Rolle
zukommt, wird die Untersuchung weiterer Arten auf ihren Gehalt an Pyrrolizidinen hin
zeigen.

Gegebenenfalls durch Revision der bereits vorhandenen GC-MS-Spektren wéren einge-
hendere Nachforschungen zu diesem Thema wiinschenswert. Zur Klarung der Stereo-
chemie der Necinbasen empfehlen sich auch die von Tofern (1999) beschriebenen Deriva-



174

tisierungen mit N-Methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoracetamid (MSTFA) und Trimethyl-
sulfoniumhydroxid (TMSH). Gerade im Hinblick auf ihre chemotaxonomische Bedeutung
bieten die Pyrrolizidinalkaloide einen spannenden Ansatzpunkt fiir weitergehende
Untersuchungen, nicht nur in Bezug auf ihr Vorkommen in bestimmten Taxa, sondern
gerade auch auf die strukturelle Vielfalt der Necinbasen.

Ergoline

Wie bei den Pyrrolizidinen liegt auch bei den vom r-Tryptophan abgeleiteten Ergolinen,
die sehr spezifische Sekundirstoffe darstellen, ein besonderes Augenmerk auf ihrer
chemotaxonomischen Relevanz. Die zahlreichen Untersuchungen in diesem Bereich
erlauben die Schluf3folgerung, dal sich der Nachweis von Ergotalkaloiden auf die beiden
hochstentwickelten Triben der Convolvulaceae, die Argyreieae und die Ipomoeeae,
konzentriert (s. a. Schimming, 2003). Stefanovi¢ et al. (2003) fassen die monophyletischen
Argyreieae und Ipomoeeae sogar zu einem Tribus Ipomoeeae s.l. zusammen. In dieser
Arbeit erfolgte die Detektion von Ergolinen ausschlieBlich in der Gattung Ipomoea, wobei
acht von 24 Spezies positive Resultate erbrachten. Auffillig ist, dal§ vier dieser Arten der
Ipomoeeae-Sectio Erpipomoea zuzurechnen sind: I. argillicola, 1. asarifolia, 1. muelleri,
und I. ochracea. Interessanterweise gehoren die beiden Ergolin-reichsten Spezies I. tricolor
und I. hildebrandtii jedoch anderen Sectiones an, ndmlich der Sectio Tricolor und der
Sectio Poliothamnus. Insgesamt kann eine Anhdufung in dem besagten entwicklungs-
geschichtlichen Zweig verzeichnet werden.

Einen durchaus unerwarteten Befund stellen die uneinheitlichen Ergebnisse beziiglich der
beiden Kultivare von Ipomoea tricolor dar — also das Auftreten von Mutterkornalkaloiden
bei Ipomoea tricolor cv. ,Heavenly Blue“ und insbesondere deren Abwesenheit in allen
Drogen des aus den USA stammenden Kultivars ,Flying Saucers®, und das trotz positiver
Ergolin-Nachweise bei anderen Autoren (Der Marderosian und Youngken, 1966; Genest
und Sahasrabudhe, 1966).

2011 8717

Abb. 102: ~Abb. 103:
Ipomoeas tricolor Cav. cv. ,Flying Saucers*® Ipomoeas tricolor Cav. cv. ,Heavenly Blue“
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Zur Beleuchtung dieses Sachverhalts sollen die Experimente des Arbeitskreises um Prof.
Dr. E. Leistner am Institut fiir Pharmazeutische Biologie der Universitit Bonn kurz um-
rissen werden.

Durch die Untersuchung von Vergiftungsféllen bei Viehherden hatte man entdeckt, daf}
die dafiir mitverantwortlichen Ergolinalkaloide von bestimmten in den Weidegrdsern sys-
temischen Pilzen der Gattungen Balansia und Epichloé (beides Clavicipitaceae) produziert
werden (Porter et al., 1981; Porter, 1995). Anlehnend an diese Erkenntnisse bei Poaceae
wurde im AK Leistner der Hypothese nachgegangen, dall die Ergoline der Convolvulaceae
ebenfalls nicht von der Pflanze selbst, sondern von anassoziierten Mikroorganismen bio-
synthetisiert werden. Wichtige erste Untersuchungen bestanden darin, die Samen von
Ipomoea asarifolia Roem. & Scuurr. mit verschiedenen Fungiziden zu behandeln, was zu
einer Elimination der Mutterkornalkaloide in der Pflanze fiihrte. Unter dem Photomikro-
skop konnte aullerdem der Verlust von in der Umgebung der Sekretdriisen auf der Blatt-
oberseite lokalisierten Pilzhyphen festgestellt werden. (Kucht et al., 2004) Im nichsten
Schritt wurde der offensichtlich endophytisch lebende Organismus isoliert. U. a. durch Se-
quenzierung ribosomaler DNS konnte gezeigt werden, dall es sich um einen epibiotischen
Pilz handelt, der — wie der auf Roggen parasitierende Mutterkornalkaloid-Produzent
Claviceps purpurea — zu den Clavicipitaceae (Ascomyceten der Ordnung Hypocreales)
gehort und iiber die Samen an die Tochtergenerationen weitergegeben wird. (Steiner et al.,
2006; Ahimsa-Miiller et al, 2007) Mittlerweile konnten die mutterkornalkaloid-
produzierenden Organismen als vorzugsweise in der Ndhe der Spaltéffnungen lokalisierte
Epibionten identifiziert werden, die in der neuen Gattung Periglandula zusammengefal3t
wurden. Steiner et al. (2011) bezeichneten den auf Ipomoea asarifolia lebenden Pilz mit
Periglandula ipomoeae und den auf Turbina corymbosa mit Periglandula turbinae.

Dall hohere Pflanzen mit Mikroorganismen mutualistische Beziehungen eingehen, wird
zunehmend beobachtet. Besonders bekannt sind die in Symbiose mit den Wurzeln
bestimmter Pflanzen lebenden Knéllchenbakterien. Nicht zuletzt wurden die auch bei
Convolvulaceae auftretenden Calystegine bei der Suche nach molekularen Mediatoren
eines derartigen Systems gefunden (Goldmann et al., 1990). Die Beziehung zwischen
Winden und Pilzen kann eindeutig als symbiotisch eingestuft werden, da die Ergoline
erwiesenermalien als Fralschutz dienen (Yates et al., 1989; Amor-Prats und Harborne,
1993b). Endophyten kénnen aulerdem die Widerstandsfihigkeit gegeniiber Krankheits-
erregern erhohen (Campbell und Reece, 2009). Die im AK Leistner formulierte Theorie,
daB das Vorkommen von Mutterkornalkaloiden bei Convolvulaceae nicht auf konver-
genter Evolution mit Schlauchpilzen der Clavicipitaceae oder einem horizontalen
Gentransfer, sondern auf Mutualismus beruht, darf also mittlerweile als bewiesen gelten,
zumal nur die epibiotischen Pilze, nicht jedoch die Wirtspflanzen iiber eine entsprechende
genetische Ausstattung verfiigen. Da jedoch die Ergoline fast ausschlieflich in der Pflanze
nachgewiesen werden kénnen, wird nach neusten Erkenntnissen sogar ein Carrier-System
fiir den Transport der Alkaloide in die Pflanze postuliert. (Markert et al., 2008)
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Abb.104:

Pilzkolonie (lasaF13) auf der adaxialen
Blattoberflache von Ipomoea asarifolia;
Sekretdriisen angefirbt mit Nilrot,
Hyphen mit Oregongriin-markiertem
Weizenkeim-Agglutinin (lgaxen = 50 pm);
aus: Markert et al., 2008

Das Ausbleiben von Ergolinen in den Pflanzen aus den aus dem ASDM erhaltenen Samen
von Ipomoea tricolor cv. ,Flying Saucers“ konnte also mit dem Fehlen epibiotischer Pilze
erkldrt werden. Es wire denkbar, dall die Samen aufgrund der in den USA herrschenden
strengen Hygienevorschriften oder auch aus konservatorischen Griinden mit einem
Fungizid behandelt wurden. Unter dem Einflul§ dieser oder einer anderen Noxe ist eine
Weitergabe der Pilze nicht moglich, was sich in einem Ausbleiben der Sekundirstoft-
Produktion - in diesem Fall der Ergoline — widerspiegelt. Hierin ergibt sich eine plausible
Erklarung, warum Ipomoea tricolor cv. ,Flying Saucers“ von anderen Autoren bereits
positiv auf Ergoline getestet wurde, beim durchgefiihrten GC-MS-Screening jedoch nicht,
zumal Teuscher und Lindequist (1992) uneinheitliche Ergebnisse beziiglich bestimmter
spezifischer Sekundérstoffe als typisches Anzeichen fiir die Beteiligung von Endophyten
herausstellen.

Neu zu bewerten sind vor diesem Hintergrund auch die widerspriichlichen Berichte iiber
das Ergolin-Screening von Ipomoea cairica (L.) Sweer im Arbeitskreis: In den von den
Kanarischen Inseln stammenden Pflanzen konnten keine van Urk-positiven Substanzen
nachgewiesen werden (Trumm, 1991), in den aus den Samen aus Tansania/Afrika
angezogenen schon (Kayser, 1994). Unter Einbeziehung der vorangegangenen Ausfiihrun-
gen konnte nun gefolgert werden, dald es sich bei Ipomoea cairica eben nicht — wie bei
Kayser postuliert — um zwei chemisch unterschiedliche Varietdten handelt, sondern um
Endophyten-freie (Kanarische Inseln) und um mit Endophyten symbiotische (Tansania)
Individuen.

Ferner erscheinen die inhomogenen Resultate in Bezug auf Ipomoea coccinea und auch
Ipomoea hederacea in einem neuen Licht (s. dazu 1.3 und 2.1.2.4).

An dieser Stelle sei auBerdem darauf verwiesen, dall es sich bei den von Tofern (1999) im
Kraut von Argyreia mollis nachgewiesenen Lolin-Alkaloiden durchaus ebenfalls um Stoffe
endophytischer Genese handeln kénnte. Denn dieser Alkaloid-Typ tritt auch bei Poaceae
auf und kann lediglich aus mit Endophyten infizierten Lolium-Arten gewonnen werden,
nicht aber aus pilzfreien (Teuscher und Lindequist, 1992).
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3.2 Inhaltsstoffe von Ipomoea cristulata Haiver f.

Gerade wegen der systematischen Zugehorigkeit zur Sectio Mina des Subgenus Quamoclit
innerhalb der Ipomoeae war die Analyse von Ipomoea cristulata von besonderem Inte-
resse. Es konnten zwei verschiedene Provenienzen untersucht werden. Anhand des GC-
MS-Profils sollte festgestellt werden, ob auch hier Pyrrolizidinalkaloide gefunden werden
konnen, da diese als chemotaxonomische Marker der Sectio Mina gelten. Dies war der Fall,
mit dem erstaunlichen Befund, dall es sich sowohl um Derivate des Trachelanthamidins,
als auch des Platynecins handelt. Namentlich konnten die Minalobine E, G, L, M, O und Q
identifiziert werden, sowie die Ipanguline D;, Dy mit Iso-Form, D,, mit Iso-Form, Di4, D5,
Di7;, Dis, Cs und C;. Daneben fanden sich Cuscohygrin und diverse verwandte Ver-
bindungen, und hauptsédchlich in den Wurzeln einfache 3-Tropanolderivate in mafliger
Konzentration. Hervorzuheben ist das gleichberechtigte Nebeneinander von Minalobin O
und Ipangulin D;s als Hauptkomponenten. Auch bei Ipomoea sloteri konnen Trachelantha-
midin- und Platynecin-Derivate vergesellschaftet gefunden werden, jedoch in weitaus
geringerer Konzentration und Vielfalt.

Dank seiner hohen Konzentration im Basenextrakt des Krautes junger Individuen von
Ipomoea cristulata konnte 9-0-(erythro-2-Hydroxy-2-methyl-3-tigloyloxy-butyryl)-
(-)-trachelanthamidin als Reinstoff gewonnen und strukturaufgekldrt werden. Als
Minalobin O wurde es zwar bereits per GC-MS detektiert, jedoch noch nie zuvor isoliert.
Es kann daher als neuer Naturstoff angesehen werden. Das ebenfalls in gréRerer Menge
enthaltene Minalobin M stellt die threo-Form dar. Bisher wurde lediglich iiber das
Vorkommen des Tiglinsdure-Esters eines sterisch unspezifizierten 1-Hydroxymethyl-
pyrrolizidins bei Mimusops elengi (Sapotaceae) berichtet (Robins, 1982).

(-)-Trachelanthamidin und dessen Ester finden sich im Pflanzenreich in den
verschiedensten Familien, die sich iiber die Klasse der Rosopsida, wie auch der Liliopsida
erstrecken. So tritt es als Bestandteil des Alafins in der Apocynaceae Alafia multiflora auf,
sowie in der Gattung Eupatorium der Asteraceae, erstaunlicherweise aber nicht in deren
besonders pyrrolizidinreicher Gattung Senecio. Durch ein gehduftes Vorkommen an
(-)-Trachelanthamidin-Derivaten zeichnen sich die Orchidaceae und die Boraginaceae
aus: Phalaenopsin T konnte in zahlreichen Arten der Gattung Phalaenopsis (Orchidaceae)
als Hauptkomponente nachgewiesen werden, daneben auch Cornucervin. Bei den
Rauhblattgewdchsen finden sich derartige Verbindungen in den verschiedensten Genera,
beispielsweise Amsinckia, Cynoglossum, Lindelofia, Rindera oder Trachelanthus;
besonders gut ist ihr Auftreten fiir die Gattung Heliotropium dokumentiert (Hartmann und
Witte, 1995). Bei den Convolvulaceae ist (-)-Trachelanthamidin als Grundkoérper der
Minalobine eine der wesentlichen Necinbasen.

2,3-Dihydroxy-2-methylbuttersdure trat in Zusammenhang mit Pyrrolizidin-Alkaloiden
bisher nur in Einzelfillen auf. Bohlmann et al. (1986) isolierten aus dem Kraut von Senecio
caudatus (Asteraceae) eine Verbindung und deren N-Oxid, die Hartmann und Witte (1995)
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dem Triangularin-Typ zuordnen und unter der Bezeichnung 7-Senecioyl-9-(2,3-di-
hydroxy-2-methylbutanoyl)-retronecin auffithren. Auf die Stereochemie des Substituenten
wird nicht ndher eingegangen. Betrachtet man die bei Roeder (1990) veroffentlichten 'H-
NMR-Daten der Necinsdure an C-9, kann man aus der Lage der Signale fiir die beiden
Methylgruppen schlieBen, dal es sich um eine threo-Konfiguration handeln muf.
Ebenfalls die threo-Form fanden Stermitz et al (1993) bei Cryptantha leiocarpa und
Cryptantha clevelandii (Boraginaceae). Die von ihnen threo-2'",3''-Dihydroxyechiumin
benannte Substanz stellt einen 7,9-Diester des Retronecins dar, wobei der dort als threo-
2,3-Dihydroxyangelat bezeichnete Substituent mit der Hydroxygruppe an C-7 verestert ist.
Die erythro-Form wurde also aullerhalb der Familie der Windengewidchse bislang nicht
beschrieben.

Bei den Convolvulaceae stellen sowohl threo-, als auch erythro-2,3-Dihydroxy-2-methyl-
buttersdure hdufige Substituenten der nachgewiesenen Trachelanthamidin- und
Platynecin-Ester dar. So findet man sie bei 10 von 21 Minalobinen und bei 35 von 48
Ipangulinen. Als einzige Acylkomponenten erlauben sie die Anlagerung weiterer Sduren
im Bereich ein und desselben Necinsdure-Teils: Nicht selten ist die Hydroxygruppe an C-3
weiter verestert, in einigen Fillen auch die in Position 2. Die Substituenten sind hierbei
Acetylreste an einer oder beiden OH-Gruppen oder bevorzugt mit der 3-OH-Gruppe
veresterte 2-Methylbuttersdure- oder Tiglinsdure-Reste.

Biogenetisch leitet sich die 2,3-Dihydroxy-2-methylbuttersdure laut Roeder (1995) von der
Aminosdure L-Threonin ab. Die von ihm als Ipangulinsdure betitelte Necinsdure formuliert
er als Zwischenprodukt der Biosynthese von u. a. Tiglinsdure. Ebenfalls Bestandteil von
Minalobin O stellt letztere einen durchaus gingigen Substituenten dar. So wird Tiglinsdure
von Roder (1984) in der Liste der wichtigsten Carbonsduren in natiirlichen Pyrrolizidin-
Alkaloiden aufgefiihrt. Sie tritt auerdem als Acylkomponente bei Tropanolestern in
Erscheinung (siehe auch 3.3).

Minalobine waren bisher nur aus Ipomoea lobata, aus deren Kraut auch Minalobin R
isoliert werden konnte, und in Spuren aus Ipomoea sloteri bekannt. Mit der Isolierung von
Minalobin O konnte nun fiir einen weiteren Vertreter der Sectio Mina eine Verbindung
dieses Typs abgesichert werden.

Erfolgversprechend wire insbesondere die Gewinnung einer gro8eren Menge Friichte mit
Samen mit dem Ziel, die beim GC-MS-Screening detektierte unbekannte Hauptverbin-
dung (RI 2540 MG 397 BP 82) zu identifizieren (s. 2.1.2.3).

Die Massenfragmentierung — Basispeak bei m/z 82 und fast ebenso grofler bei m/z 95,
hingegen die Zerfallsionen m/z 138, 139 und 140 von geringerer Intensitdt — deutet darauf
hin, dal8 es sich hierbei um einen Platynecin-9-ester handelt; ein Platynecin-7,9-diester
konnte eventuell auch ein derartiges Spektrum erzeugen. Die Molmasse liegt bei m/z 397,
was der Summenformel C,Hz;NO; entsprechen wiirde. RI 2540 ist ausschlieRlich in den
Friichten mit Samen zu finden, wohingegen die anderen dort enthaltenen unbekannten
Ipanguline teils mit denen in Kraut und Wurzel iibereinstimmen. Gerade das macht die
Isolierung dieses noch nicht identifizierten Stoffes so erstrebenswert.
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3.3 Inhaltsstoffe von Falkia repens L. {.

Die nur einige Arten umfassende
in Afrika endemische Convolvu-
laceen-Gattung Falkia wurde
bisher noch nicht phytochem-
isch beleuchtet. Mit der Untersu-
chung der in der Kapregion be-
heimateten Falkia repens konn-
: \ ten erstmalig Erkenntnisse iiber
‘P S \ das  Sekundirstoffvorkommen
/ . gewonnen werden.

Abb. 105: Falkia repens L. {.
(Radierung mit wissenschaftlicher Darstellung)

Neben den bei Convolvulaceae nahezu ubiquitiren Chlorogensduren mit verwandten
Verbindungen und den hiufig auftretenden Cumarinen Scopoletin, Umbelliferon und
Scopolin konnten in den Dichlormethan-Extrakten und selbst im Basen-Extrakt des
Krautes mehrere Lignane vorgefunden werden. Beziiglich der basischen Inhaltsstoffe
zeichnet sich Falkia repens durch ihren Reichtum an einfachen aliphatischen und
aromatischen 3-Tropanolestern aus. Besonders bemerkenswert ist das ausgewogene
Nebeneinander von Estern sowohl des 3«-, als auch des 38-Tropanols. Durch die GC-MS-
Analyse konnte gezeigt werden, dal} die enthaltenen Tropan-Alkaloide in der Regel als
Basenpaare vorliegen, wobei beide Isomere quantitativ nahezu &dquivalent sind. Dies
konnte durch die Isolierung einer Reihe von Substanzen bestétigt werden.

Ingesamt konnten zehn Tropan-Alkaloide aus den Wurzeln und Rhizomen dieser Spezies
gewonnen werden, bei denen es sich ausschlieflich um in Position 3 monosubstituierte
Verbindungen handelt: drei Acetoxytropane, drei Methylbutyryloxytropane, ein
Tigloyloxytropan, ein Feruloyloxytropan, Tropanon und 33-Tropanol.

Das GC-MS-Spektrum der Wurzeln und Rhizome wird dominiert von den Acetoxy-
tropanen; auch im Kraut zdhlen sie zu den Hauptverbindungen. Die Verkniipfung mit
Essigsdure stellt also die h&dufigste Form der Esterbildung bei Falkia repens dar. Im
Einzelnen wurden aus den unterirdischen Teilen 3a-Acetoxytropan, 30 -Acetoxytropan-
N-oxid und 3p-Acetoxytropan-N-oxid isoliert.

Natiirlich vorkommende acetylierte Tropanole wurden erstmals 1966 von Evans und
Major aus den Bldttern und jungen SproRachsen der Solanaceae Datura sanguinea
gewonnen, darunter auch das 3«-Acetoxytropan. Es konnte in weiteren Datura-Arten
(Evans und Lampard, 1972; Evans et al., 1972a; Anwar und Ghani, 1973) sowie bei
Vertretern anderer Gattungen der Nachtschattengewidchse wie Anthotroche (Evans und
Ramsey, 1981a), Cyphanthera (Evans und Ramsey, 1983), Hyoscyamus (El-Shazly et al.,
1997) und Solandra (Evans et al, 1972b) nachgewiesen werden. Hinzu kommen
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Einzelnachweise fiir Duboisia myoporoides (Coulson und Griffin, 1967) und Grammosolen
dixonii (Evans und Ramsey, 1983), ebenfalls Solanaceae. Aullerdem wurde es als Bestand-
teil der Alkaloidfraktionen zweier Bruguiera-Arten (Rhizophoraceae) identifiziert (Loder
und Russell, 1969). Sehr viel seltener sind die Berichte iiber das natiirliche Vorkommen
seines 38-Isomers. Dieses tauchte lediglich bei der GC-MS-Vermessung von Cyphanthera
albicans (Robins et al., 1990), Datura innoxia (Witte et al., 1987), Hyoscyamus albus
(Doerk-Schmitz et al., 1994) und Physalis peruviana (ausschliellich 38-Acetoxytropan;
Kuwabo et al., 1993) auf.

Fiir die Convolvulaceae konnte 3x-Acetoxytropan hier erstmalig durch Isolierung bestétigt
werden. Bisher waren die 3-Acetoxytropane lediglich per GC-MS als Bestandteile einiger
Basen-Extrakte identifiziert worden (Henrici, 1996; Mann, 1997; Tofern, 1999; Schimming,
2003). Uber 3a-Acetoxytropan-N-oxid und 33-Acetoxytropan-N-oxid existiert keine Litera-
tur. Sie kénnen somit als neue Naturstoffe angesehen werden.

Im Vergleich zu den iibrigen aus Falkia repens gewonnenen Verbindungen nehmen die
Acetoxytropane eine Sonderrolle ein: Alle anderen Acylkomponenten lassen sich von
Aminosduren ableiten. Uber die biogenetische Herkunft der Essigsdure allerdings kann
nur spekuliert werden; vermutlich entstehen die Acetoxytropane durch Verkniipfung der
Tropanole mit pflanzlichem Acetyl-CoA. Aktivierte Essigsdure ist aufgrund ihrer viel-
faltigen biologischen Funktionen in jeder Pflanze enthalten. Die Bildung von Essigsédure-
estern bedarf also keiner zusitzlichen Syntheseleistung. Diese Besonderheit betreffend
wurde in der Diskussion der GC-MS-Untersuchungen (s. 3.1) ausfiihrlicher auf die
3-Acetoxytropane eingegangen.

Ebenfalls in beachtlicher Konzentration waren in den Wurzeln und Rhizomen von Falkia
repens 3-Methylbutyryloxytropane vertreten. Durch ihre Isolierung konnten sie als
30 -(2'-Methylbutyryloxy)tropan, 3(3-(2'-Methylbutyryloxy)tropan und 3(3-(2'-Methyl-
butyryloxy)tropan-N-oxid identifiziert werden.

Barger, Martin und Mitchell stellten 1938 dI-x-Methylbutyryltropein durch Synthese dar;
somit war es als Vergleichssubstanz zugénglich. Dal$ diese Verbindung auch als Naturstoff
auftritt, konnte von Deckers und Maier (1953) gezeigt werden, die es im Gemisch mit
3a-Isobutyryloxytropan aus Duboisia leichhardtii (Solanaceae) isolierten. Zeitgleich gelang
es auf der anderen Seite des Erdballs auch Rosenblum und Taylor (1954), aus den Blittern
ebendieser Stammpflanze besagtes Gemisch zu extrahieren und 3«-(2'-Methylbutyryloxy)
tropan durch Vakuumauftrennung nahezu in Reinform zu gewinnen. In der Literatur wird
es teilweise unter seinem Trivialnamen Valtropin gefiihrt. Es ist eines der Hauptalkaloide
von Duboisia myoporoides und wurde in diesem Zusammenhang auch mehrfach beschrie-
ben (Coulsen und Griffin, 1968; Sipply und Friedrich, 1975; Shukla und Thakur, 1992).
Zudem konnte es in den Solanaceae Cyphanthera albicans, Grammosolen dixonii (beide
Evans und Ramsey, 1983) und diversen Solandra-Arten (Evans et al., 1972b) gefunden
werden. Auch in zwei Rhizophoraceae, namentlich Bruguiera exaristata und Bruguiera
sexangula, wurde es von Loder und Russell (1969) wahrscheinlich gemacht, wobei jedoch
die Position der nicht-terminalen Methyl-Gruppe im Acyl-Teil nicht abschliefend geklért
werden konnte.
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Das 38-Methylbutyryloxytropan wurde bis dato lediglich anhand seines Fragmentierungs-
musters und seines um etwa 10 Einheiten hoheren Retentionsindexes im GC-MS wahr-
scheinlich gemacht. In diesem Sinne sind beide Isomere bei Witte et al. (1987) als
Inhaltsstoffe von Datura innoxia (Solanaceae) aufgefiihrt.

Bei den Erythroxylaceae scheint die 2-Methylbuttersdure ebenfalls eine héaufige
Acylkomponente zu sein. Sowohl in der Wurzelrinde von Erythroxylum monogynum wurde
3-(2'-Methylbutyryloxy)tropan detektiert (Christen et al., 1995), als auch in der Rinde von
Erythroxylum zambesiacum, dort zusammen mit 3-(2'-Methylbutyryloxy)tropan-6,7-diol
(Christen et al., 1993). Fiir Erythroxylum coca wurde ein (2'-Methylbutyryloxy)ecgonin-
methylester beschrieben (Casale und Moore, 1996). In keinem Fall wurden Angaben zur
Stereochemie gemacht. In der Wurzelrinde von Erythroxylum dekindtii wurde das
3u-(2'-Methylbutyryloxy)nortropan, auch bekannt als Isoporoidin, nachgewiesen (Al-
Yahya et al., 1979).

Die Convolvulaceae betreffend konnten erste Hinweise auf das Auftreten von 3-Methyl-
butyryloxytropanen beim GC-MS-Screening erhalten werden. Allerdings bestanden
beziiglich der Stellung der Methyl-Gruppe am Butyryl-Rest noch Unklarheiten; die
Positionen 2' und 3' wurden in Erwdgung gezogen (Tofern, 1999). Durch ihre Isolierung
konnte nun die Konstitution der Acylkomponente als 2-Methylbuttersdure aufgeklart
werden. Bei der GC-MS-Vermessung der Ganzpflanze wurde zusidtzlich das N-demethy-
lierte Analogon 3«-(2'-Methylbutyryloxy)nortropan detektiert.

So etabliert, konnten 3-(2'-Methylbutyryloxy)tropane auch in den Sproflachsen von
Ipomoea abrupta (3B), in den Friichten mit Samen von Ipomoea cristulata (3 und 38) und
im Kraut der nahe verwandten Dichondra sericea (3x) nachgewiesen werden.

Uber das Auftreten N-oxidierter Derivate liegt bisher keine Publikation vor. Somit handelt
es sich bei dem 38-(2'-Methylbutyryloxy)tropan-N-oxid um einen neuen Naturstoff.

Sehr viel haufiger sind Ester der 3-Tropanole mit Tiglinsdure beschrieben, wobei sich die
Berichte jedoch auf die Familie der Nachtschattengewéchse beschrianken (Lounasmaa und
Tamminen, 1993). In gleichem Mal3e konnten sowohl das 3«-Tigloyloxytropan, als auch
das 3B-Tigloyloxytropan nachgewiesen werden; oft kommen beide auch vergesellschaftet
vor. Isolierungen erfolgten beispielsweise aus Duboisia myoporoides (Barger et al., 1937,
3B), aus den Wurzeln von Datura ferox (3x) und denen von Datura innoxia (38; Evans und
Wellendorf, 1959), aus den Wurzeln von Withania somnifera (Leary et al., 1963; 3«x), aus
den Wurzeln und Rhizomen von Physalis alkekengi (Basey und Woolley, 1973a; 38) oder
aus Kraut und Wurzeln von Anthocercis littorea und A. viscosa (Evans und Treagust, 1973;
3x und 3B). Mittlerweile konnten die 3-Tigloyloxytropane in diversen weiteren
Solanaceen-Gattungen detektiert werden, darunter Cyphomandra (Evans et al., 1972c),
Cyphanthera (El-Imam und Evans, 1984), Hyoscyamus (Doerk-Schmitz et al., 1994; El-
Shazly et al., 1997), Mandragora (Jackson und Berry, 1973) und Solandra (Evans et al.,
1972b). Vor allem innerhalb der Gattung Datura werden zudem verschiedene Tiglinsdure-
Ester mit 3,6- bzw. 3,7-Tropandiol und 3,6,7-Tropantriol gebildet (Evans et al., 1972a; Witte
et al., 1987; Christen et al., 1990; Berkov, 2003).
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Dall auch Convolvulaceae die biosynthetische Fahigkeit besitzen, 3-Tropanole mit
Tiglinsdure zu verkniipfen, legte bereits Tofern (1999) durch die GC-MS-Untersuchung
eines Ganzpflanzen-Extraktes von Falkia repens dar, was durch die vorliegende Arbeit
bestdtigt wird. Desweiteren erfolgte hier der Nachweis fiir die Krautdrogen von
Astripomoea malvacea, Ipomoea lonchophyllaund I. plebeia (s. 2.1.2.2).

Das 3p-Tigloyloxytropan wurde als Nebenalkaloid von Duboisia myoporoides erstmals
1937 von Barger, Martin und Mitchell erhalten. Die von ihnen mit Tigloidin bezeichnete
Substanz beschrieben sie als diinnen farblosen Sirup, von dem im warmen Zustand ein
narkotischer Geruch ausgeht. Spater wurde es als Antiparkinson-Mittel genutzt (Trautner
und Noack, 1951; Sanghvi et al., 1968). Ob das aus den Wurzeln und Rhizomen von Falkia
repens isolierte 3p-Tigloyloxytropan-N-oxid &hnliche pharmakologische Eigenschaften
zeigt, ist nicht bekannt. Allerdings soll in diesem Zusammenhang erwdhnt werden, daf}
andere Tropan-N-oxide durchaus Eingang in die Therapie gefunden haben, so z. B. das
Scopolamin-N-oxid als Medikament gegen Seekrankheit oder als Bestandteil des
Schlafmittels Sominex® (Phillipson und Handa, 1978).

Bisher wurde lediglich iiber die Isolierung des 3«x-Tigloyloxytropan-N-oxids aus Physalis
alkekengi berichtet (Yamaguchi et al, 1974); bei dem hier erhaltenen 3p-Tigloyloxy-
tropan-N-oxid handelt es sich also um eine Erstbeschreibung.

Erwdhnenswert ist an dieser Stelle der biogenetische Zusammenhang zwischen
2-Methylbuttersdure und Tiglinsdure. Beide werden aus der Aminosdure Isoleucin
gebildet, wobei 2-Methylbuttersdure als Intermediat auftritt und Tiglinsdure eine Endstufe
darstellt (Leete und Murrill, 1967; Leete, 1973).
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butanoic acid

2-Keto - 3-methyl-

L (+)-Isoleucine _ "
valeric acid

Abb. 106: Biosynthese der 2-Methylbuttersdure und der Tiglinsdure aus r-Isoleucin
(nach Basey und Woolley, 1973b)

Betrachtet man die 2-Methylbuttersdure im rdumlichen Modell, so wird ersichtlich, daf§
die Umwandlung vermutlich stereospezifisch stattfindet. Aus r-Isoleucin, das an C-3
S-konfiguriert ist, wird durch oxidative Desaminierung und Decarboxylierung
2S-2-Methylbuttersdure, wobei die sterische Ausrichtung dieses C-Atoms, nun C-2,
unverdndert bleibt, also S-konfiguriert (Basey und Woolley, 1973b). Diese Beobachtung
legt die Vermutung nahe, dal es sich bei der Acylkomponente der hier isolierten 3«-
(2'-Methylbutyryloxy)tropan, 3B-(2'-Methylbutyryloxy)tropan und 38-(2'-Methylbutyryl-
oxy)tropan-N-oxid um die 25-2-Methylbuttersdure handeln diirfte.
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Recht selten tritt 3-Feruloyloxytropan als Naturstoff auf. In dem Review von Lounasmaa
und Tamminen (1993) findet sich lediglich ein einziger Nachweis: Gnecco Medina et al.
(1983) gewannen 3«-Feruloyloxytropan aus der Rhizophoraceae Crossostylis multiflora.
Den 'H-NMR-Werten nach zu urteilen, handelt es sich hierbei um das trans-Isomer.
Aufgrund von GC-MS-Ergebnissen wurden 3-Feruloyloxytropane bereits als Inhaltsstoffe
zweier Convolvulaceae vermutet: in Kraut und Wurzeln von Bonamia semidigyna (Henrici,
1996) und in den Wurzeln von Convolvulus farinosus (Jenett-Siems, 1996).

Durch Isolierung und Strukturaufklirung konnte die Substanz mit dem RI 2756 aus den
Wurzeln und Rhizomen von Falkia repens eindeutig als 3[-trans-Isoferuloyloxytropan
identifiziert werden. Da die 3-Tropanolester bei Falkia repens regelmiflig als Isomeren-
paare auftreten, ist davon auszugehen, dall es sich bei der Verbindung mit RI 2725
demzufolge um das 3«-tfrans-Isoferuloyloxytropan handelt. Beide konnten auch im Kraut
der nah verwandten Dichondra sericea detektiert werden. Durchaus hiufiger treten die
stellungsisomeren 3«-trans-Feruloyloxytropan (RI 2691) und 38-trans-Feruloyloxytropan
(RI 2735) auf. Beide wurden in den SproBachsen von Maripa panamensis und in den
Wurzeln von Convolvulus sagittatus, Ipomoea bonariensis und Ipomoea plebeia
nachgewiesen. Nur das 3«-trans-Feruloyloxytropan war in beiden Kultivaren von Ipomoea
tricolor enthalten, nur 3-trans-Feruloyloxytropan in den Wurzeln von Convolvulus
graminetinus und Merremia hederacea, in Kraut und Wurzeln von Ipomoea lonchophylla
und in den Sprof3achsen von Maripa nicaraguensis.

In ihrer Publikation {iber die Inhaltsstoffe von Haarwurzelkulturen von Hyoscyamus albus
postulierten Doerk et al. (1991) das gleichzeitige Auftreten eines cis- und eines trans-konfi-
gurierten 3-Feruloyloxytropans. In ihrer Arbeit von 1994 sind beiden Substanzen dann
Retentionsindices zugeordnet. Anhand der hier gewonnenen Erkenntnisse kann dieser
Vermutung klar widersprochen werden, zumal die cis-konfigurierten 3-Feruloyloxytropane
laut P. Bachmann sehr viel niedrigere Retentionsindices zeigen (s. 2.1.2.2). Es diirfte sich
stattdessen um das 3«- trans-Feruloyloxytropan (RI 2685) und 38- trans-Feruloyloxytropan
(RI 2733) handeln. Auffillig ist, dall im Rahmen des GC-MS-Screenings der knapp 50 Arten
ausschlielllich trans-konfigurierte 3-Feruloyloxytropane detektiert werden konnten;
cis- und trans-konfigurierte 3-Feruloyloxytropane scheinen also nicht vergesellschaftet
vorzukommen.

DaR 3-Feruloyloxytropane bisher nur selten beschriebene Naturstoffe sind, verwundert in-
sofern, als Ferulasdure ein hédufiger Baustein pflanzlicher Sekundarstoffe ist. [hr Auftreten
geht weit tiber den Bereich basischer Inhaltsstoffe hinaus. So kann sie allein innerhalb der
Convolvulaceae als wichtiger Bestandteil von Stoffen verschiedenster Verbindungsklassen
beobachtet werden, ndmlich bei Hydroxyzimtsdureamiden wie N-frans-Feruloyltyramin
(s. 2.2.1.2) oder bei Hydroxyzimtsdurealkylestern in Verkniipfung mit langkettigen Alka-
nolen (Trumm, 1991). Auch in Verkniipfung mit den an Anthocyanidine angeetherten
Zuckern wird sie beschrieben: Beispielsweise wurden aus Ipomoea batatas Derivate des
Cyanidins und Peonidins isoliert, deren Glykosidteil u. a. mit Ferulasdure acyliert ist
(Odake et al., 1992).
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Anhand der GC-MS-Vermessung der Basen-Extrakte zahlreicher Convolvulaceae (diese
Arbeit und Henrici, 1996; Jenett-Siems, 1996; Mann, 1997; Tofern, 1999) ist ersichtlich, da
Tropan-3-on und 3p-Tropanol bei dieser Familie hdufig anzutreffende Verbindungen
darstellen. Wahrend das Tropan-3-on bereits aus Convolvulus arvensis (Todd et al., 1995)
und Convolvulus cneorum (Mann, 1997) gewonnen wurde, konnte das 38-Tropanol hier
erstmals durch Isolierung und Strukturaufklarung als Convolvulaceen-Inhaltsstoff
bestdtigt werden. Mittels GC-MS konnten zudem Tropan-3«-ol, Nortropan-3«-ol und
Nortropan-3g-ol nachgewiesen werden. Um das Bild abzurunden, sei hier auch auf die
hydrophilen, da polyhydroxylierten Tropane verwiesen. Tofern (1999) konnte in der
Ganzpflanze die Calystegine B, und B, nachweisen.

Daneben wurde auch das Pyrrolidin-Alkaloid Cuscohygrin gewonnen. Es konnte erstmalig
aus einer Convolvulaceae der Gattung Falkia und sogar des iibergeordneten Tribus
Dichondreae s.l. isoliert werden und bestédtigt somit die Pyrrolidine in ihrer Eigenschaft als
Familienmerkmal. Als weitere Verbindungen dieser Stoffklasse wurden per GC-MS
detektiert: Hygrin, 2',4- und 2',3-N-Methylpyrrolidinylhygrin, Phygrin und die N-Methyl-
pyrrolidinylcuscohygrine A und B.

Falkia repens besticht durch die Vielzahl an aliphatischen und aromatischen 3-Tropanol-
estern. Auch wenn die 38-Form oft etwas iiberwiegt, zeigen die 3-Tropanolester doch in
der Regel ein ausgewogenes Verhéltnis der beiden Epimere. Anders bei den unveresterten
Tropanolen: Wiahrend 3«-Tropanol lediglich im Extrakt der Ganzpflanze als kleiner Peak
zu finden ist, ist 38-Tropanol sowohl im Kraut als auch bei der Ganzpflanze absolut
dominante Hauptverbindung und iibertrifft beziiglich seiner Konzentration alle anderen
Verbindungen um das fiinf- bzw. dreifache. Dal bei Falkia repens Calystegine
nachgewiesen werden konnen, deren Vorstufe das 38-Tropanol ist, verwundert also nicht.
In den Wurzeln und Rhizomen findet sich hauptsichlich Tropan-3-on. Auffillig ist, da
viele der aus den Wurzeln und Rhizomen isolierten Substanzen als N-Oxide vorliegen, was
im GC-MS anscheinend nicht unterschieden werden kann. Die Thematik der N-Oxide wird
in dem an Kapitel 3.4 anschlieBenden Exkurs vertieft.

Neben den isolierten Verbindungen konnten vierzehn weitere aliphatische 3-Tropanol-
bzw. 3-Nortropanolester und zwolf weitere aromatische 3-Tropanolester per GC-MS
detektiert werden. Am reichhaltigsten sind hierbei die Wurzeln und Rhizome, doch auch
im Kraut finden sich sechzehn verschiedene Ester. Einen Uberblick bietet die Tab. 22.

Desweiteren konnten im Kraut drei, in den Wurzeln und Rhizomen noch etwa 25 unbe-
kannte 3-Tropanolester anhand ihrer Fragmentierungsmuster im Massenspektrum als
solche identifiziert werden.
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Tab. 22: GC-MS-Ergebnisse der Basen-Extrakte von Falkia repens
+ bis +++++ Peakintensitidt der Substanz im GC-MS im Sinne einer relativen Konzentration
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* in Spuren detektiert
RI MG/BP Wurzeln&  Ganz- Kraut
Rhizome pflanze
3x-Acetoxynortropan 1290 169/110 * * *
3x-Acetoxytropan 1307 183/124 ++++ ++ +
3B-Acetoxytropan 1317 183/124 +++++ *
3ux-Propionyloxytropan 1411 197/124 *
3B-Propionyloxytropan 1421 197/124 *
3wx-Isobutyryloxytropan 1454 | 211/124 ++++ *
3B-Isobutyryloxytropan 1498 @ 211/124 *
3u-(2'-Methylbutyryloxy)nortropan 1532 = 211/110 ? *
3u-(2'-Methylbutyryloxy)tropan 1546 | 225/124 ++++ + *
3ux-Isovaleroyloxytropan 1550 | 225/124 *
3B-(2'-Methylbutyryloxy)tropan 1552 = 225/124 ++++ + *
3B-Isovaleroyloxytropan 1564 = 225/124 *
3u-Tigloyloxytropan 1645 = 223/124 +++ + *
3B-Tigloyloxytropan 1655 | 223/124 ++++ *
3u- (Hydroxy-isovaleroyloxy)tropan 1669 | 241/124 *
3x-(Hydroxy-butyryloxy)tropan 1675 | 227/124 *
3B-(Hydroxy-butyryloxy)tropan 1681 227/124 +
3wx-(3'-Hydroxy-2'-methyl-butyryloxy)tropan 1700 = 241/124 + *
3B-(3'-Hydroxy-2'-methyl-butyryloxy)tropan 1707 | 241/124 +++ *
3ux-Nicotinoyloxytropan 1956 | 246/124 *
3B-Nicotinoyloxytropan 1970 246/124 +
3x-Vanilloyloxytropan 2345 | 291/124 + ?
3B-Vanilloyloxytropan 2368 | 291/124 +++ ?
3-(Hydroxymethoxy-benzoyloxy)tropan 2408 | 291/124 *
3ux-(Dimethoxyhydroxy-benzoyloxy)tropan 2618 | 321/124 +++ ?
3B-(Dimethoxyhydroxy-benzoyloxy)tropan 2630 | 321/124 ++++ *
3a-trans-Isoferuloyloxytropan 2725 | 317/124 +++ *
3B-trans-Isoferuloyloxytropan 2756 | 317/124 ++++ +
3wx-(3',4',5'-Trimethoxycinnamoyloxy)tropan 2840 361/124 +
3B-(3',4',5'-Trimethoxycinnamoyloxy)tropan 2891 361/124 +++
3ux-Sinapoyloxytropan 2923 347/124 +++
3B-Sinapoyloxytropan 2974 | 347/124 ++++ *
unbekannte 3-Tropanolester ca.25 3
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Mit Falkia repens konnte erstmalig eine Vertreterin dieser Gattung sowie des gesamten
Tribus Dichondreae s.l. phytochemisch untersucht werden. Als weitere Spezies dieses
Familienzweiges konnte der Basen-Extrakt des Krautes von Dichondra sericea ebenfalls der
Analyse zugefiihrt werden. Dal§ die Bandbreite an Inhaltsstoffen weitaus geringer war, ist
auch durch die Tatsache begriindet, dal§ als Untersuchungsmaterial nur Kraut zur Verfii-
gung stand, zudem lediglich 21.8 g und somit deutlich weniger als die fiir das Screening
tibliche Standardmenge von 50 g. Doch es handelt sich durchweg um Verbindungen, die
auch bei Falkia repens gefunden werden kénnen. Allerdings iiberwiegen hier mengen- und
konzentrationsmaRig deutlich die Tropanolester der 3x-Reihe.

Volksmedizinisch wird Falkia repens als Heilmittel gegen Bilharziosis (Saugwurm-
krankheit) eingesetzt und um entziindete Wundstellen im Gesicht zu versorgen. Ob ihre
Wirkung auf den zahlreichen 3-Tropanolestern oder auf den sogar im Basen-Extrakt
detektierten Lignanen beruht, muR offen bleiben.

3.4 Inhaltsstoffe von Astripomoea malvacea (Kvotzscu) MEEUSE

Die ausschlieRlich in Afrika endemische Convol-
vulaceen-Gattung Astripomoea wurde bisher
kaum phytochemisch untersucht. Allein Astri-
pomoea malvacea taucht bei einem Screening-
Programm auf Wirkstoffe gegen Krebs bei
Pflanzen der sudanesischen Volksheilkunde auf,
aufgrund des negativen Ergebnisses jedoch
ohne Angaben zu ihren Inhaltsstoffen (Ayoub
und Kingston, 1983). Auch in der Aufstellung
afrikanischer Heilpflanzen von Haerdi (1964)
wird sie gelistet. Erstaunlicherweise waren seine
Nachweise auf Alkaloide negativ — ein Grund
mehr, die Isolierung der basischen Haupt-
komponenten dieser bereits beim Screening
beziiglich ihres Alkaloidvorkommens auffélligen Astripomoea malvacea

Art anzustreben. Abb. 107:

Astripomoea malvacea (Krorzscn) MEEUSE
(aus Verdcourt, 1974)

Das Pflanzenmaterial der als Astripomoea malvacea (Kiorzscn) Merust identifizierten
Windenart stammte aus Uganda; untersucht wurden Wurzelrinde und Kraut.

Aus der Wurzelrinde konnten zwei 38-Tropanolester gewonnen werden: das Astrimalvin
A-N-oxid und das Astrimalvin B, das genuin ebenfalls als N-Oxid vorliegen diirfte.
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Abb. 108: Astrimalvin A-N-oxid Abb. 109: Astrimalvin B

Ein 3-(2-Methyl-3-hydroxybutanoyloxy)tropan als Convolvulaceen-Inhaltsstoff wurde von
Henrici (1996) im Zuge der GC-MS-Analyse des Krautes von Bonamia semidigyna im Sinne
eines Strukturvorschlags formuliert. Dieselbe Substanz wurde von Tofern (1999) bei Falkia
repens nachgewiesen, zusammen mit ihrem etwas frither von der GC-Sdule eluierten
3-Isomer. Nun konnte die Struktur des 3(-(threo-3'-Hydroxy-2'-methylbutyryloxy)
tropans (Astrimalvin B) durch Isolierung eindeutig festgelegt werden, wohingegen es sich
bei Astrimalvin A-N-oxid (3(3-(threo-3'-Tigloyloxy-2'-methylbutyryloxy)tropan-N-oxid)
um einen vollig neuen Naturstoff handelt.

Die Acylkomponente des Astrimalvin B wurde bei Convolvulaceae in Verbindung mit einer
anderen Sekundirstoff-Gruppe beschrieben. Bei den Azteken stand im Mittelpunkt des
Heilungsprozesses die Befreiung des Korpers von der Krankheit mithilfe der kathartischen
Wirkung von Pflanzen, insbesondere verschiedener Windengewdichse (Pereda-Miranda
und Hernandez-Carlos, 2002). Durch Uberlieferungen haben einige Convolvulaceae als
Purgantien Eingang in die Arzneibiicher gefunden und wurden demzufolge phyto-
chemisch analysiert. Das wirksame Prinzip stellen die im Milchsaft enthaltenen
Glykoretine dar. Bei der Untersuchung dieser Harzglykoside erhielten Asahina und Terada
(1919) 3-Hydroxy-2-methylbuttersdure durch die Verseifung von Pharbitin aus den Samen
von Pharbitis nil. Sie bezeichneten sie mit dem Trivialnamen Nilsdure. Nach Ono et al.
(1990) handelt es sich um das 2R,3R-Isomer.

Desweiteren wird Nilsdure als Bestandteil der Orizabine beschrieben. Sie ist an den
Tetrasaccharid-Kern dieser Harzglykoside, die aus der als Mexican scammony root
bezeichneten Wurzeldroge von Ipomoea orizabensis gewonnen werden, angeestert. Die
Nilsaure tritt hier stets in der threo-Konfiguration auf, wobei sie bei den Orizabinen I-1V als
25,3S-Enantiomer (Noda et al., 1987) und bei den Orizabinen V-VIII als 2R,3R-Enantiomer
(Hernandez-Carlos et al., 1999) vorliegt. Bei den Orizabinen IX-XXI finden sich sowohl das
threo-2R,3R-, als auch das threo-2S5,3S-Enantiomer (Pereda-Miranda und Hernandez-
Carlos, 2002). Auch die basische Hydrolyse der Glykosid-Fraktion aus den Samen von
Ipomoea muricata ergab 2R,3R-Nilsdure (Noda et al, 1988). Ebendiese ist aullerdem
wesentlicher Bestandteil der Harzglykoside der Samen von Cuscuta chinensis (Du et al.,
1998) und Cuscuta australis (Du et al., 1999).
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Sogar die Acylkomponente des Astrimalvin A-N-oxids, die in Position 3 mit Tiglinsdure
veresterte 3-Hydroxy-2-methylbuttersédure, ist als Bestandteil eines Naturstoffs beschrie-
ben worden, allerdings nur einmal. Das threo-2S,3S-Isomer wurde als Element eines
Triterpensaponins aus der Rinde der ebenfalls in Afrika endemischen Spezies
Petersianthus macrocarpus (Lecythidaceae) gewonnen. Bei dem isolierten Petersaponin I
ist diese in der Arbeit von Massiot et al. (1992) mit 3-Tigloyloxy-nilsdure bezeichnete
Acylkomponente {iber eine Arabinopyranose mit dem Sapogenin Barringtogenol C
verkniipft. In Zusammenhang mit Alkaloiden wurde die 3-Tigloyloxy-2-methylbuttersdure
also bisher noch nicht aufgefiihrt.

Interessanterweise @hneln die Acylkomponenten der Astrimalvine den Necinsduren
bestimmter Convolvulaceen-spezifischer Pyrrolizidine, ndmlich denen der innerhalb der
Ipomoea-Sektion Mina vorkommenden Ipanguline und Minalobine. Die 3-Hydroxy-
2-methylbuttersdure ist dort zusdtzlich in Position 2 hydroxyliert. In unsubstituierter Form
ist sie Bestandteil der (Iso-)Ipanguline D;, C;, A, und B,, die jeweils als threo- /erythro-
Isomerenpaare vorliegen, und von Ipangulin Cs und C;, von denen nur eine Konfiguration
existiert. Bei dem Isomerenpaar Minalobin M und Minalobin O ist sie an der 3-Hydroxy-
Gruppe mit Tiglinsdure verestert, sowie bei den Ipangulinen D,;, D14, D;5, Ds, D1s und Cs.
(Jenett-Siems et al., 2005a)

Besonders bemerkenswert ist, dall es sich bei den aus Astripomoea malvacea isolierten
Verbindungen ausnahmslos um Stoffe handelt, bei denen sich der Substituent an C-3 des
Tropan-Grundkorpers in B-Position befindet. Aus Convolvulaceae sind bisher fast aus-
schlieBlich 3x-Tropanolester erhalten worden, so die aromatischen Ester aus Convolvulus-
Arten, bei denen am Stickstoff unterschiedlich substituierter 3x-Tropanol mit Veratrum-
bzw. Vanillinsdure verestert ist (Orechoff und Konowalowa, 1934 und 1935; Aripova und
Yusunov, 1979; u. a.). Einzige Ausnahme hierbei ist das von Mann (1997) aus den Wurzeln
von Convolvulus cneorum gewonnene Concneorin, also das 38-Vanilloyloxytropan. Auch
bei den von Weigl (1992), Jenett-Siems (1996) und Mann (1997) isolierten Merresectinen
mit Consabatin und Consiculin handelt es sich stets um 3x-Tropanolester. Die in dieser
Arbeit erstmals beschriebenen Tropanolester mit Monoterpensduren, die Bonabiline,
stellen ebenfalls Ester des 3x-Tropanols dar. Umfangreiche Screening-Ergebnisse haben
mittlerweile gezeigt, dall von den meisten dieser Substanzen auch die 3B-Isomere
existieren. Als dominierendes Isomer wurde jedoch stets die 3x-Form isoliert. Anders bei
Astripomoea malvacea: Die in liberragender Konzentration enthaltenen Substanzen sind
3B-Tropanolester.

Zudem konnte aus der Wurzelrinde 38-Tropanol in grolerer Menge gewonnen werden.
Seine Isolierung aus der Wasserphase wirft allerdings die Frage auf, ob hier nicht ebenfalls
ein N-Oxid vorliegt. Eigentlich miilte 38-Tropanol sich im Basen-Extrakt befinden, wie
auch seine Isolierung aus dem Basen-Extrakt der Wurzeln und Rhizome von Falkia repens
zeigt, dessen Herstellung unter gleichen Bedingungen stattfand. Im Fall der Wurzelrinde
von Astripomoea malvacea hingegen wurde 38-Tropanol erst durch reduktiven Aufschluf3
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der Wasserphase zugédnglich, war aber andererseits bei der GC-MS-Analyse des Basen-
Extraktes nicht detektierbar. Es konnte sich allerdings auch um ein Artefakt handeln.
Erstaunlicherweise sind keine Calystegine, also polyhydroxylierte 38-Tropanole, in Kraut
und Wurzelrinde nachweisbar (Schimming et al, 2005). Zwar scheint iiberwiegend
Tropinon-Reduktase II vorhanden zu sein, was das Fehlen von 3x-Tropanol und der fiir
eine Isolierung ausreichend hohe Gehalt an 38-Tropanol belegt, dies fiihrt jedoch nicht zur
Bildung der ebenfalls diesem biogenetischen Zweig entstammenden Calystegine, sondern
zu einer Anhdufung von Tropanen der 38-Reihe. Hierbei handelt es sich um eine phyto-
chemische Besonderheit innerhalb der Convolvulaceae, zumal bei der Spezies
Astripomoea malvacea zur Hydrophilisierung der Tropane anstelle einer Polyhydroxy-
lierung offensichtlich bevorzugt N-Oxide gebildet werden.

Das phytochemische Screening brachte auler den bei Convolvulaceae hédufig auftretenden
Cumarinen Scopolin und Scopoletin eine Reihe von Pyrrolidin-Alkaloiden zutage. Per
GC-MS wurden in der Wurzelrinde Cuscohygrin, im Kraut Hygrin, 2',3- und 2'4-
N-Methylpyrrolidinylhygrin und in beiden Pflanzenteilen Hygrin-5-on, 5-(2'-Oxopropyl)
hygrin, 5-(2'-Hydroxypropyl)hygrin sowie einige weitere Vertreter dieser Stoffklasse
detektiert. AuBerdem konnten im Kraut Spuren von Nicotin nachgewiesen werden. Die
einzigen unsubstituierten Tropane waren die im Kraut lokalisierten Tropan-3-on und
Cyclotropin.

Die GC-MS-Untersuchung von Wurzelrinde und Kraut zeigte aullerdem, daly die Basen-
Extrakte hauptsdchlich Tropanolester enthalten; diese sind in Tab. 23 aufgefiihrt.
Identifiziert werden konnten anhand von Referenzdaten das 3B-Tigloyloxytropan und
durch ihre Isolierung Astrimalvin A und Astrimalvin B. Daneben trat eine ganze Reihe
unbekannter Verbindungen auf: vier 3-Nortropanolester mit einem Basispeak bei m/z 110,
neun 3-Tropanolester (BP 124) und zwei Verbindungen mit Basispeak 7/z 94 und einem
auffillig grolen Fragment m/z 140, bei denen es sich wohl um 3,6-Diester handeln diirfte
(s. u.). Im Folgenden sollen fiir diese Substanzen Strukturvorschlédge aufgestellt werden.

Tab. 23: Tropanolester bei Astripomoea malvacea

+bis ++++  relative Konzentration ' aus dem GC-MS-Spektrum der Wurzelrinde

* in Spuren > aus dem GC-MS-Spektrum des Krauts
- nicht nachweisbar
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RI

MG/

m/z (rel. Int.; %)

o | £2 3
EE| o

1655 223 - * 3B-Tigloyloxytropan

1708 241 * + Astrimalvin B

1750 241/ + - 241 (8),227 (2),224 (1), 197 (1), 183 (1), 140 (5), 124 (100), 110
124 (41), 95 (10), 94 (28), 83 (26), 82 (52) !

1981 297/ - * 297 (2),240 (1), 224 (3),212 (1), 210 (1), 140 (3), 126 (1), 124 (52),
110 110 (100), 95 (6), 94 (14), 83 (15), 82 (21), 43 (30) ?

1986 311/ * + 311 (6), 240 (4), 226 (1), 224 (9), 140 (8), 124 (100), 110 (9), 95
124 (18), 94 (39), 83 (38), 82 (79), 43 (38) 2

2076 311/ * ++ 311 (2),240 (1), 226 (1), 224 (2), 212 (1), 210 (1), 185 (1), 183 (1),
110 140 (2), 124 (34), 110 (100), 95 (5), 94 (8), 83 (17), 82 (16) !

2082 325/ + ++++ 325 (3), 240 (3), 224 (6), 140 (5), 124 (100), 110 (14), 95 (9), 94
124 (19), 83 (21), 82 (38) !

2116 323/ * * 323 (4),309 (2),308 (1), 294 (1), 240 (2), 224 (5), 178 (7), 161 (4),
124 140 (6), 124 (100), 110 (33), 95 (12), 94 (26), 83 (39), 82 (50) *

2140 309/ * ++ 309 (10), 294 (2), 240 (3), 226 (2), 224 (7), 210 (2), 183 (2), 140 (4),
110 124 (77), 110 (100), 95 (11), 94 (31), 83 (67), 82 (46) 2

2152 323  ++++ ++++ Astrimalvin A

2197 339/ * * 339 (3), 240(1), 224 (3), 210 (1), 140 (6), 124 (100), 110 (17), 95
124 (10), 94 (20), 83 (21), 82 (33) *?

2233 341/ * * 341 (2), 242 (1), 240 (2), 224 (4), 140 (5), 124 (100), 110 (12), 95
124 (10), 94 (19), 83 (17), 82 (29) *

2261 341/ - * 341 (1),297 (4), 256 (1), 242 (1), 240 (1), 213 (1), 156 (2), 140 (40),
94 124 (3), 122 (5), 110 (8), 96 (11), 95 (94), 94 (100), 85 (10), 83 (6),

82 (6),57 (34) 2

2332 339/ * * 339 (1), 295 (4), 240 (1), 238 (1), 224 (1), 221 (1), 156 (1), 140 (25),
94 124 (7), 122 (4), 110 (8), 95 (84), 94 (100), 83 (28), 81 (6), 55 (29) 2

2347 375/ + * 375 (2),312 (2), 240 (1), 224 (3), 210 (1), 140 (4), 124 (100), 110
124 (13), 95 (7), 94 (15), 83 (15), 82 (27) !

2361 375/ + * 375 (2),312 (2), 240 (1), 224 (3), 210 (1), 140 (4), 124 (100), 110
124 (7), 95 (7), 94 (15), 83 (15), 82 (26) !

2382 311/ - * 311 (15), 256 (2), 254 (3), 240 (2), 226 (3), 211 (6), 154 (12), 138
110 (563), 137 (45), 124 (19), 110 (100), 108 (28), 95 (27), 85 (34), 83

(28) ?

2398 339/ * * 339 (4),310 (1), 308 (2), 242 (8), 240 (1), 224 (3), 197 (1), 183 (1),

124 140 (6), 124 (100), 110 (8), 95 (12), 94 (24), 85 (21), 83 (22), 82

(36) *
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RI 1750 durfte ein Isomer von Astrimalvin B sein. Vorstellbar ware, dalf es sich hier statt
der threo- um die erythro-konfigurierte Verbindung handelt, was auch in Einklang mit
der Differenz der Retentionsindices von 42 Einheiten stiinde.

Aufgrund der ausgeprigten Fragmente bei m/z 240 und m/z 224 liegt nahe, dal} RI 1986
ebenfalls mit Hydroxymethylbuttersdure verestert ist. Die Differenz von 71 zu MG 311
entspricht der molekularen Zusammensetzung C,H;O. Analog zum 3-Isobutyryloxy-
tropan (Butropin), das mehrfach in Convolvulaceae gefunden wurde, konnte es sich bei
der Acylkomponente um 3-Isobutyryloxy-2-methylbuttersdure handeln. Dafiir
sprechen zum einen das groflere Fragment bei m/z 43, das fiir die Abspaltung eines
Isopropyl-Rests charakteristisch ist und durch «-Spaltung zur Carbonyl-Gruppe
gebildet wird, und zum anderen das Fehlen eines Fragmentes mit [M-28]*, das bei
einem n-Butyryl-Rest durch McLafferty-Umlagerung und Verlust von Ethylen entstehen
wiirde (Christen et al, 1995). Mit einem Basispeak bei m/z 110 und dem um 14
geringeren Molekulargewicht MG 297 mii3te RI 1981 der zugehorige Nortropanolester
sein.

RI 2082, der im Kraut die zweite Hauptverbindung ist, verfiigt mit MG 325 iiber zwei
Wasserstoff-Atome mehr als Astrimalvin A. Wahrscheinlich tritt an die Stelle der
Tiglinsdure die 2-Methylbuttersdure. Mit RI 2076 ist auch hier ein zugehoriger
Nortropanolester vorhanden. Trotz identischer Mol- und Basispeaks weist RI 2382
abweichende Zerfallsionen und damit vermutlich eine andere Konstitution auf.

Nur einen Bruchteil des Gehalts an Astrimalvin A weist eine Verbindung gleicher
Molmasse bei RI 2116 auf. Der dhnliche Massenzerfall spricht fiir eine abweichende
Konfiguration, hochstwahrscheinlich in Form des 3x-Epimers, das erfahrungsgemifd
vor dem 3B-Epimer eluiert wird. RI 2140 ist mit MG 309 und einem Basispeak bei
m/z 110 die mit Astrimalvin A korrespondierende Nor-Verbindung.

Die 3-Tropanolester mit MG 339 und MG 341 bei RI 2197 und RI 2233 unterscheiden
sich durch eine zusétzliche Hydroxy-Gruppe von MG 323 und MG 325. Denkbar ist, dal
bei beiden die 3-Hydroxy-2-methylbuttersdure durch die bei Ipangulinen und Minalo-
binen hidufig auftretende 2,3-Dihydroxy-2-methylbuttersdure ersetzt ist. Fiir MG 341
wire auch eine zweifache Substitution mit 3-Hydroxy-2-methylbuttersdure denkbar.
Aufgrund des unterschiedlichen Massenspektrums muf3 bei RI 2398 mit einer abwei-
chenden Struktur gerechnet werden.

AullergewoOhnlich sind die beiden Peaks bei RI 2261 und RI 2332, die zwar dhnliche
Zerfallsmuster, aber von den {brigen Verbindungen abweichende Basispeaks
aufweisen. m/z 94 ist charakteristisch fiir 3,6-Tropanoldiester; der ausgeprégte Peak bei
m/z 140 deutet auf eine Hydroxylierung in Position 6 hin (Berkov und Zayed, 2004;
Christen et al., 1995). Das jeweils vorhandene auffillige Fragment [M-44]*, das durch
Abspaltung der hydroxylierten Ethylenbriicke entsteht, untermauert dies. Acylkompo-
nenten diirften die mit Tiglinsdure (MG 339; m/z 55) und die mit 2-Methylbuttersdure
(MG 341; m/z 57) veresterte 3-Hydroxy-2-methylbuttersidure sein.

Die 3-Tropanolester bei RI 2347 und RI 2361 haben das Molekulargewicht MG 375. Sie
konnten eventuell den bei Minalobin R auftretenden Substituenten gleicher Masse
tragen, die 3-Phenylacetoxy-2-hydroxy-2-methylbuttersdure.
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Ein besonderes Augenmerk kommt hierbei der Frage zu, ob diese Verbindungen allesamt

(o] (o]
o O)H/\ o O)H/\
R\OJH)\ R\OJH)\

als 38-Tropanole vorliegen.

RI11986 MG 311 BP 124 R12082 MG 325 BP 124 RI12152 MG 323 BP 124
RI1981 MG 297 BP 110 R12076 MG 311 BP 110 R12140 MG 309 BP 110
R12261 MG 341 BP 94 R12332 MG 339 BP 94

0 OH 0
& O)H/\ & O)H/k & OJH/\
R R R
o o o
HO HO
bzw.

R12197 MG 339 BP 124 R12233 MG 341 BP 124

R\o R12347 MG 375 BP 124
HO R12361 MG 375 BP 124
Abb. 110:

Strukturformeln moglicher Acylkomponenten der 3-Tropanolester bei Astripomoea malvacea

Durch die vorliegenden Ergebnisse kdnnen — sozusagen riickbeziiglich — den Minalobinen
D und E (Jenett-Siems et al., 2005a) die threo- und die erythro-3-Hydroxy-2-methyl-
buttersdure als Necinsduren zugeschrieben werden, da iibereinstimmend das charakte-
ristische Zerfallsion m/z 197 erscheint und auch die fiir threo- und erythro-Form einer
Verbindung typische Differenz der Retentionsindices von etwa 35 Einheiten (Kovats, 1958)
zu beobachten ist. Abweichend davon fehlt m/z 197 bei Minalobin G, wohingegen ein
Fragment mit m/z 157 auftritt, das wiederum bei den 3-Hydroxy-2-methylbutyryloxy-
Verbindungen nicht zu finden ist, was trotz gleicher Molmasse fiir eine abweichende
Necinsdure spricht.

Bei allen drei Substanzen aus der Wurzelrinde von Astripomoea malvacea handelt es sich
um N-Oxide: Das Astrimalvin A-N-oxid wurde als solches isoliert, und bei Astrimalvin B
und 3B-Tropanol ist davon auszugehen, dall sie genuin als solche vorliegen, da sie erst
nach Reduktion der Wasserphase zugdnglich wurden. Desweiteren sind von den aus den
Wurzeln und Rhizomen der im vorangegangenen Kapitel 3.3 beschriebenen Falkia repens
gewonnenen Verbindungen vier ebenfalls N-oxidierte 3-Tropanole.

Der nun folgende Exkurs ist daher den Tropan-N-oxiden bei Convolvulaceae gewidmet.
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Exkurs zu 3.3 und 3.4: Tropan-N-oxide bei Convolvulaceae

H3C\N/O

In der Literatur findet sich lediglich ein einziger Bericht

o o .. . . . . .
iiber die Isolierung eines Tropan-N-oxids aus einer
Convolvulaceae: Aripova isolierte 1985 das N-Oxid des
Convolamins aus den oberirdischen Teilen von
o Convolvulus krauseanus.
<

Abb. 111: Convolamin-N-oxid

In dieser Arbeit werden nun fiinf Tropan-N-oxide im Sinne von neuen Naturstoffen
beschrieben; hinzu kommen zwei Verbindungen aus der Wasserphase der Wurzelrinde
von Astripomoea malvacea, die erst durch deren reduktiven Aufschlufl zugédnglich wurden,
und somit genuin mutmalllich ebenfalls als N-Oxide vorliegen. Grund genug, dieses
Phidnomen genauer unter die Lupe zu nehmen.

In der Natur ist das Auftreten von N-Oxiden nichts Ungewohnliches: Ein Review von
Phillipson und Handa umfal3te bereits 1978 natiirlich vorkommende N-Oxide der Alkaloid-
Typen Pyrrolidin-Piperidine, Tropane, Pyrrolizidine, Chinolizidine, Isochinoline,
Morphinane und Indole. Erst kiirzlich konnte von Frolich et al. (2007) experimentell
dargelegt werden, dall die Pyrrolizidin-Alkaloide der Boraginaceae genuin als N-Oxide
vorliegen. Nicht zuletzt aufgrund ihrer toxischen Vertreter dienten insbesondere
Pyrrolizidine-fiihrende Pflanzen als Untersuchungsobjekte beziiglich der Bildung von
N-Oxiden. Hartmann und Toppel (1987) fanden bei Wurzelkulturen von Senecio vulgaris
Senecionin-N-oxid als priméres Produkt der Biosynthese. Hierbei stellten sie fest, daf die
tertidren Pyrrolizidinalkaloide aus den entsprechenden N-Oxiden gebildet werden und
leicht spontan wihrend der Alkaloidextraktion entstehen konnen. Die tertidren Amine
konnen also als Abbauprodukte angesehen werden, die durch den Einfluly natiirlich
auftretender Reduktionsmittel entstehen. Spontane N-Oxidation tertidrer Amine hingegen
wurde niemals beobachtet.

Diese Feststellung unterstiitzt die Annahme, da@ die isolierten Tropan-N-oxide tatsdchlich
natiirlich vorkommende pflanzliche Sekundéarstoffe sind und nicht durch den Extraktions-
proze und die anschliefende Aufarbeitung gebildet werden; bei den angewandten
Methoden diirften zudem keine ausreichend starken Oxidationsmittel vorhanden gewesen
sein. Dies wird durch die Kontrollversuche von Phillipson und Handa (1976), die unter
dhnlichen Bedingungen arbeiteten, untermauert. Sie konnten anhand ihrer Fiitterungs-
experimente mit radioaktiv markiertem [G-*H]-Atropin zudem zeigen, dal§ Friichte von
Atropa belladonna zur Bildung von Hyoscyamin-N-oxid befdhigt sind. Interessanterweise
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findet die N-Oxidation beim Sduger im Sinne einer Entgiftungsreaktion statt: Die Leber-
mikrosomen von Meerschweinchen verstoffwechselten Atropin und Scopolamin nicht nur
zu deren Nor-Derivaten, sondern auch zu den jeweiligen N-Oxiden (Phillipson et al., 1976).
Fiir die mikrosomale NADPH-abhdngige N-Oxidation von Senecionin konnte eine
flavinhaltige Monooxygenase verantwortlich gemacht werden, dank der Meerschweinchen
nach Ingestion von Pyrrolizidinalkaloiden keine Vergiftungserscheinungen aufweisen
(Miranda et al., 1991).

Durch die Oxidation des Stickstoffs entsteht aus dem eher lipophilen tertidaren Amin eine
polare geladene Substanz, was zu einer starken Erh6hung der Wasserloslichkeit fiihrt. Zum
einen wird dadurch der Transport des Alkaloids erheblich erleichtert, zum anderen liegt
nun eine ideale Speicherform zur Ablagerung in der Zellvakuole vor (Ehmke et al., 1988).
Die N-Oxidation eines Alkaloids hat also eine dhnliche Funktion wie die Glykosylierung
anderer in den Vakuolen gespeicherter Sekundérstoffe.

Allerdings fiihrt eine derartige Verdnderung der chemischen Eigenschaften auch dazu, da
Alkaloid-N-oxide in der Regel nicht mit organischen Losemitteln aus einem willrigen
Medium ausschiittelbar sind und damit bei den herkdmmlichen Verfahren der Alkaloid-
gewinnung nur in Ausnahmefillen erfalst werden. Geraten doch N-Oxide in den Basen-
Extrakt, so sind sie mit den Standardmethoden nicht von den {iibrigen Alkaloiden zu
unterscheiden: Sie farben sich ebenso wie die tertidren Amine mit Dragendorffs Reagenz
in Orangetonen, und im GC-MS wird der Sauerstoff vermutlich bereits beim Verdampfen
der Probe abgespaltet. Beispielsweise liegt der Molpeak der Hauptverbindung des Basen-
Extraktes der Wurzelrinde von Astripomoea malvacea, die als Astrimalvin A-N-oxid mit
[M]* 339 isoliert wurde, im GC-MS bei m/z 323. Erst durch die Erstellung eines (+)-FABMS
konnte zweifelsfrei der N-Oxid-Charakter bestétigt werden. Dieses Verfahren wurde daher
auch als Methode der Wahl zur Detektion von N-Oxiden herangezogen.

Selbst die Trocknung des Ausgangsmaterials bei 40-50°C verdndert das Verhéltnis
zwischen freier Base und entsprechendem N-Oxid, ohne jedoch den Gesamtalkaloidgehalt
zu beeinflussen, wie die synchrone Analyse der Frischpflanze zeigte (Pedersen, 1975). Das
verstiarkte Auftreten von N-Oxiden in den Extrakten der Wurzeln und Rhizome von Falkia
repens und der Wurzelrinde von Astripomoea malvacea mag also auch in dem Umstand
begriindet liegen, dall beide Drogen luftgetrocknet wurden, statt im Trockenschrank
Temperaturen von etwa 40°C ausgesetzt zu sein.

Die ersten Tropan-N-oxide wurden daher auch nicht friiher als 1973 von Phillipson und
Handa entdeckt. Sie berichteten in ihrem Vortrag bei der British Pharmaceutical
Conference iiber die Isolierung von zwei N-Oxiden des Hyoscyamins aus den Samen von
Atropa belladonna (Solanaceae). Hierbei handelt es sich um die beiden Konfigurations-
isomere am Stickstoff, wobei die N—O-Bindung einmal axial und einmal &quatorial
orientiert ist. Beide konnten in allen Pflanzenteilen der Tollkirsche nachgewiesen werden
(s. a. Hartmann et al., 1986), aullerdem in verschiedenen Drogen von Hyoscyamus niger,
Datura stramonium, Scopolia carniolica, S. lurida und Mandragora officinarum. Es
tiberwog stets das dquatoriale Hyoscyamin-N-oxid. Bei allen Spezies auller der Alraune
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konnte zudem das dquatoriale N-Oxid des Hyoscins gefunden werden (Phillipson und
Handa, 1975). Desweiteren wurde das 6-Hydroxyhyoscyamin-N-oxid aus den Wurzeln von
Physoclaina alaica isoliert (Mirzamatov et al.,, 1974) und aus den Wurzeln von Physalis
alkekengi nach dem 3«-Tigloyloxytropan (Yamaguchi und Nishimoto, 1965) auch dessen
N-oxid (Yamaguchi et al, 1974). Auffilligerweise handelt es sich bei allen soeben
angefiihrten Stammpflanzen um Nachtschattengewichse, die ja bekannt sind fiir ihren
hohen Gehalt an Tropan-Alkaloiden.

Mittlerweile konnten auch bei einer weiteren wichtigen Quelle dieses Alkaloid-Typs, den
Erythroxylum-Arten (Erythroxylaceae), Tropan-N-oxide nachgewiesen werden. Isoliert
wurden das N-Oxid des Anhydroecgonin-methylesters aus der Rinde von Erythroxylum
emarginatum (Nishiyama et al., 2007), das mit N-Methylpyrrol-2-carbonsdure 3«,68-di-
substituierte Catuabin E-N-oxid aus der Rinde von Erythroxylum vacciniifolium (Zanolari
et al., 2005) und Pervillein A-N-oxid, ein 7-hydroxylierter 3,6-Tropanoldiester aus den
Wurzeln von Erythroxylum pervillei (Silva et al., 2001). Hinzu kommt das N-Oxid des
y-Pyranotropans Darlingin aus Rinde und Blédttern der Proteaceae Darlingia darlingiana
(Katavic et al., 1999).

Hervorzuheben ist an dieser Stelle, dal im Rahmen der vorliegenden Arbeit mit
3B-(2'-Methylbutyryloxy)tropan-N-oxid, 38-Tigloyloxytropan-N-oxid und Astrimalvin A-
N-oxid erstmalig N-Oxide von 3B-Tropanolen als Naturstoffe erhalten wurden.

Die relativ spite Entdeckung natiirlich vorkommender Tropan-N-oxide stand deren
wissenschaftlicher Erforschung jedoch nicht im Wege. Bereits 1925, 1927 und 1928
beschiftigten sich Max und Michel Polonovski mit ihrer synthetischen Herstellung. Mittels
Wasserstoffperoxid gelang ihnen die Darstellung der N-Oxide von Hyoscyamin, Atropin,
Tropin, Apoatropin, Homatropin und Scopolamin, Tropinon, Scopolin und Scopin auf
chemischem Wege. Somit standen diese synthetischen Tropan-N-oxide der Forschung zur
Verfiigung. Auch in diesem Zusammenhang wurde schnell ersichtlich, dall von einem
Tropan-N-oxid - je nach rdumlicher Anordung der Substituenten am Stickstoff — jeweils
zwei Formen existieren; sie werden als dquatoriales und axiales N-Oxid differenziert.
Werner und Schickfluf§ (1971) gewannen durch Umsetzung von 3x-Tropanol mit H,O, ein
Gemisch beider Isomere, das sie diinnschichtchromatographisch auftrennten. Die
Zuordnung der Konfiguration am Stickstoff wurde durch Einkristallrontgenstrukturanalyse
des einen Isomers abgesichert (Werner et al., 1976). Es wurde festgestellt, dal die
Konfigurationsisomere anhand ihrer 'H-NMR-Spektren voneinander unterschieden
werden konnen. Vergleicht man die Peaks des N-Oxids mit denen des tertidren Amins,
werden die dem Stickstoff B-stindigen Methylengruppen je nach Orientierung des
Sauerstoffs unterschiedlich beeinflult. Grundsétzlich kann eine Tieffeldshift der Signale
beobachtet werden. Die Differenzen der §-Werte (3x-Tropanole nach Bachmann und
Phillipsborn, 1972; 3x-Acetoxytropane s. 2.2.4.2.1 und 5.4.4.2) sind in der nachfolgenden
Abb. 112 dargestellt:
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Abb.112:
Differenzen Asy der ‘H-NMR-Werte zwischen N-Oxid (rot) und tertidrem Amin (blau)

Beziiglich der Ethylenbriicke liegt sowohl beim 3x-Tropanol (= Tropin), als auch beim
3ux-Acetoxytropan das Signal der endo-stindigen H-6n und H-7n im tieferen Feld als das
der exo-stdandigen H-6x und H-7x. Wahrend diese Reihenfolge beim axialen Tropin-N-oxid
beibehalten wird, kehrt sie sich beim &dquatorialen Tropin-N-oxid um. Hierbei weisen
H-6n/H-7n des axialen Tropin-N-oxid eine grole Differenz von Aé 0.38 und H-6x/H-7x
eine kleine von A§ 0.11 auf; umgekehrt verhdlt es sich beim dquatorialen Tropin-N-oxid,
bei dem H-6n/H-7n eine kleine Differenz von A 0.13 und H-6x/H-7x eine grole von
A6 0.45 zeigen. Die Ad-Werte des 3x-Acetoxytropan-N-oxids decken sich gut mit denen
des axialen Tropin-N-oxid.

Noch deutlicher werden die Unterschiede zwischen den beiden N-Oxiden, wenn man den
Einflul§ der Konfiguration am Stickstoff auf die axialen und die dquatorialen Protonen an
C-2 und C-4 betrachtet. Beim dquatorialen Tropin-N-oxid werden H-2a/H-4a und H-2e/
H-4e gleichmiRig etwa 0.3 ppm ins Tieffeld verschoben. Anders beim axialen Tropin-
N-oxid, bei dem H-2a/H-4a durch die rdumliche Ndhe zum Sauerstoff sogar eine Shift von
0.78 ppm erfahren, wohingegen H-2e/H-4e kaum einen Effekt aufweisen. Stellt man diesen
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Ergebnissen nun das hier isolierte Verbindungspaar 3«-Acetoxytropan und 3«-Acetoxy-
tropan-N-oxid gegeniiber, so kann eindeutig von einem axialen Tropan-N-oxid ausgegan-
gen werden. Eine fast ebenso starke Tieffeldverschiebung der axialen Protonen H-2a und
H-4a wie beim 3«x-Acetoxytropan-N-oxid (As§ 1.06) tritt beim 38-(2'-Methylbutyryloxy)
tropan-N-oxid (A6 0.97) auf, was hier ebenfalls ein axiales N-Oxid vermuten l4f3t. Diese
Konfiguration kann aufgrund des nahezu iibereinstimmenden §-Wertes von H-2a/H-4a
auch auf das 38-Acetoxytropan-N-oxid tibertragen werden.

Die N-Methylgruppe verbleibt also in &quatorialer Position, was fiir die nicht-N-oxidierten
Tropane unter 2.2.4.1.1 bereits festgehalten wurde. Dies deckt sich mit den Ergebnissen
von Huber et al. (1971), die bei der Synthese der N-Oxide des Atropins und des 3x-Tropa-
nols als Hauptverbindung jeweils das N-Oxid des dquatorialen N-Epimers erhielten.

Das Signal der N-Methylgruppe des N-Oxids zeigt im 'H-NMR durchweg eine Differenz
von etwas iiber 1 ppm im Vergleich zur Base. Diese Tieffeldshift scheint unabhingig von
der Stellung der Acylkomponente in Position 3 zu sein, denn bei 3x-Acetoxytropan und
3x-Acetoxytropan-N-oxid (Adnx-cus 1.08) sowie bei den 3B-Tropanolen 38-(2'-Methyl-
butyryloxy)tropan und 3B-(2'-Methylbutyryloxy)tropan-N-oxid (Adx-cus 1.19) sowie
Astrimalvin B und Astrimalvin A-N-oxid (Adéx-cus 1.07) kann eine solche Verschiebung des
N-Methyl-Singuletts tibereinstimmend festgestellt werden.

Beim Pervillein A-N-oxid lehnen sich Silva et al. (2001) an die bei Huber et al. (1971)
publizierten 'H-NMR-Werte fiir die beiden Epimere des Scopolamin-N-oxid an. Die dem
N-Oxid geminale N-Methylgruppe liegt beim axialen N-Oxid bei 6 3.60 und beim
dquatorialen N-Oxid bei 6 3.39; Losemittel ist D,O. Daraus leiten sie fiir das von ihnen
isolierte Pervillein A-N-oxid aus §(N-CH;) 3.31 (in CDCl;) eine axiale Position der
N-Methylgruppe ab. Problematisch wird diese Zuordnung in Bezug auf das Astrimalvin A-
N-oxid, denn in CDCl; liegt N-CHj; bei 6 3.64, widre demnach also dquatorial, und in MeOD
liegt N-CHj; bei 6§ 3.47, was fiir eine axiale Orientierung spricht. Es ist nicht anzunehmen,
dall es durch den Wechsel des Losungsmittels bzw. die zwischen den beiden Messungen
liegende Zeit tatsdchlich zu einer Konformationsdnderung kommt. Statt einer vollstandi-
gen Umwandlung wire zudem wohl eher ein Isomerengemisch mit zwei N-CHj;-Singuletts
wahrscheinlich. Je nach Losemittel weist die N-Methylgruppe also unterschiedliche
5-Werte auf; es miissen demzufolge mehrere Indizien fiir die Bestimmung der Stereo-
chemie am Stickstoff (s. 0.) herangezogen werden.

Hinsichtlich der *C-NMR-Spektren einer Base und ihres N-Oxid scheint die Verschiebung
der ppm-Werte ebenfalls einem Muster zu folgen. Es kann beobachtet werden, dal§ die in
unmittelbarer Nachbarschaft zum oxidierten Stickstoff stehenden Kohlenstoffe groRe
Tieffeldshiften um die 10 ppm oder mehr aufweisen. Die B-stindigen Kohlenstoffe — bei
den Tropanen also die Methylengruppen in den Positionen 2, 4, 6 und 7 — weisen hingegen
negative Differenzen A6¢(N—O - N) auf bzw. zeigen kaum eine Verschiebung. Wie in den
nachstehenden Formelbildern zu sehen ist, 148t sich diese Gesetzméalligkeit nicht nur auf
Scopolamin und sein N-Oxid (Wenkert et al., 1974), das trisubstituierte Pervillein A und
sein N-Oxid (Silva et al., 2001) und sogar das y-Pyranotropan Darlingin und sein N-Oxid



198

(Katavic et al., 1999) libertragen, sondern auch auf die im Rahmen dieser Arbeit isolierten
3u-Acetoxytropan/3ux-Acetoxytropan-N-oxid  sowie  3B-(2'-Methylbutyryloxy)tropan/
3B-(2'-Methylbutyryloxy)tropan-N-oxid und Astrimalvin B/Astrimalvin A-N-oxid.
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Differenzen As¢ der *C-NMR-Werte zwischen N-Oxid (rot) und tertidrem Amin (blau)
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Auch anhand der chemischen Verschiebung der N-Methylgruppe im *C-NMR kann laut
Potmischil et al. (2003) die Konfiguration am Stickstoff bestimmt werden. Fiir das axiale
N-Oxid des 3x-Tropanol wurden 55.20 ppm ermittelt, fiir das dquatoriale 48.40 ppm.
Anhand dessen kann sowohl fiir das 3x-Acetoxytropan-N-oxid (54.5 ppm), als auch fiir das
Astrimalvin A-N-oxid (53.0 ppm) von einer axialen Orientierung des Sauerstoffs ausge-
gangen werden.

Abschliefend 14t sich feststellen, dal bei Convolvulaceae in der Tat Tropan-N-oxide
auftreten, und zwar unabhéngig von der sterischen Orientierung an C-3. Es ist anzu-
nehmen, dald bei den Windengewéchsen durchaus noch mehr N-Oxide gefunden werden
konnen, da sich ein nicht unerheblicher Teil wahrend der Analyse zersetzt und auch die
Detektionsmethoden des Screenings nicht spezifisch genug sind, um sie von den
klassischen Alkaloiden zu unterscheiden.

Fiir die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Tropan-N-oxide konnte gezeigt werden, dal3
die dquatoriale Ausrichtung der N-Methylgruppe erhalten bleibt und der Sauerstoff die
axiale Position einnimmt.

3.5 Inhaltsstoffe von Convolvulus sabatius Viv.

Die im Mittelmeerraum endemische Convolvulus sabatius Viv. wurde bereits bei Mann
(1997) als Quelle mehrerer Ester des 3x-Tropanols mit isoprenylierten Cyclohexenyl- bzw.
Benzoyl-Resten beschrieben. Aus den Wurzeln der Subspezies mauritanicus isolierte sie
Consabatin und Merresectin B; daneben konnten bei der GC-MS-Analyse weitere
Verbindungen dieses Typs detektiert werden.

Da es sich bei Consabatin um eine chirale Verbindung handelt, sollte eine ausreichend
grolle Menge fiir weiterfithrende spektroskopische Untersuchungen wie der Rontgenstruk-
turanalyse gewonnen werden. Trotz mehrfacher Versuche konnte Consabatin nicht in
kristalliner Form erhalten werden. Daher wurde ein Verfahren angewandt, bei dem sich
die absolute Konfiguration durch Bildung stereochemisch definierter Derivate und der bei
diesen im 'H-NMR zu beobachtenden unterschiedlichen Verschiebungen der Signale der
Protonen in der Umgebung des Chiralitdtszentrums herleiten 148t. Durch Synthese der
sog. Mosher-Ester, das sind Ester des (+)- und des (-)-2-Methoxy-2-trifluormethyl-
phenylessigsdure(MTPA)chlorids mit dem zu untersuchenden Alkohol, und Auswertung
der Protonenresonanzspektren konnte fiir das Consabatin eine 1'R-Konfiguration
ermittelt werden.

Aus der anzunehmenden Kongruenz von Consabatin und dem aus Convolvulus siculus
isolierten (Jenett-Siems et al., 1998c) Consiculin, der R-Konfiguration der Hydroxy-Gruppe
an C-1' beim Consabatin und der trans-Stellung der beiden OH-Gruppen an C-1' und C-2'
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beim Consiculin 148t sich fiir das C-2' des Consiculin eine S-Konfiguration ableiten. Damit
kann die Consiculsdure, deren 2-Desoxy-Derivat die Acylkomponente des Consabatin ist,
als 1R,2S-Dihydroxy-5-prenyl-cyclohex-5-en-4-on-carbonséure postuliert werden.

Diese auergewOhnlichen Acylkomponenten sind bisher einzigartig und kénnen allenfalls
mit den ebenso isolierten Merresectinen in einen biogenetischen Zusammenhang ge-
bracht werden. Hierbei werden die Merresectine als Prakursoren fiir die hydrierten Ver-
bindungen Consabatin und Consiculin diskutiert (Jenett-Siems et al., 2005b). Consabatin
tritt auch im Kraut von Evolvulus alsinoides, Ipomoea plebeia, Merremia hederacea,
Merremia quinata und Polymeria calycina auf, wahrend das verwandte Consiculin in
keiner anderen Spezies detektiert werden konnte. Auffillig ist, dald es jeweils im Kraut
nachgewiesen wurde. (s. 2.1.2.2)

Das von dieser Substanzgruppe am hédufigsten aus Convolvulaceae gewonnene
Merresectin B weist ebenfalls eine ungewdhnliche Acylkomponente auf: Die 3,5-Di-
(2'-isopentenyl)-4-hydroxybenzoesdure tritt erstaunlicherweise in der als Monokotyledo-
nen systematisch weit entfernten Familie der Orchidaceae als Bestandteil des auf
Lindelofidin basierenden Pyrrolizidinalkaloides Nervosin aus Liparis nervosa auf. Sie wird
daher auch als Nervogensdure bezeichnet (Nishikawa und Hirata, 1967). Die 4-8-p-gluco-
sidierte Form namens Kuramersdure findet sich mit Cholin verestert im Kuramerin aus
Liparis kurameri wieder und als Necinsdure des Pyrrolizidinalkaloids Kumokirin aus
Liparis kumokiri in Verkniipfung mit dem N-Methylpyrrolizidin Laburnin (Nishikawa et
al., 1967).

Merresectin B wurde jeweils aus den Wurzeln von Merremia dissecta (Weigl et al., 1992;
Henrici, 1996), Convolvulus siculus (Jenett-Siems, 1996), Convolvulus sabatius ssp.
mauritanicus, Merremia cissoides und Merremia quinquefolia (alle Mann, 1997) isoliert.
Besonders hervorzuheben ist die Tatsache, dall es sich bei Merresectin B um das erste
glykosidierte Tropan-Alkaloid tiberhaupt handelt.

Dessen Detektion im Screening wird dadurch erschwert, dald es per GC-MS lediglich in
Form des Aglykons Merresectin C nachgewiesen werden kann, das im Gaschromatogra-
phen durch hydrolytische Zersetzung von Merresectin B entsteht. Allerdings tritt
Merresectin C auch genuin auf, was durch die Isolierung aus den Wurzeln von Merremia
dissecta (Henrici, 1996) gezeigt werden konnte. Im Rahmen des GC-MS-Screenings konnte
Merresectin C im Kraut von Evolvulus alsinoides und Merremia quinata gefunden werden,
aullerdem in den Wurzeln von Ipomoea arborescens und I. mauritiana und in Kraut und
Wurzeln von Ipomoea tricolor cv. ,Heavenly Blue“. Ein Isomer, héchstwahrscheinlich die
3B8-Form, wurde in den Wurzeln von Convolvulus sabatius und zudem im Kraut von
Ipomoea plebeia detektiert. (s. 2.1.2.2)

Bei dem gleichfalls isolierten Merresectin D-3-p-glucosid tritt an die Stelle eines der
beiden Dimethylallyl-Reste eine Methoxygruppe. Auch die 4-(8-p-Glucopyranosyloxy)-
5-methoxy-3-(3'-methyl-2'-butenyl)benzoesdure wurde als Necinsdure von Pyrrolizidin-
alkaloiden der Orchidaceae beschrieben: verkniipft mit Lindelofidin wurde sie als
Bestandteil des Hammarbins aus Hammarbya paludosa gewonnen und mit Laburnin
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verestert als Keitaoin aus Liparis keitaoensis zusammen mit dessen Aglykon Keitin
(Lindstrom und Liining, 1972). Unter dem Arbeitstitel Merreguerrichin wurde dieser Ester
des 3x-Tropanols erstmals aus den Wurzeln von Merremia guerrichii isoliert (Jenett-Siems
et al., 1999 und 2005b). Im GC-MS ist nur sein Aglykon Merresectin D nachweisbar; dieses
konnte aullerdem im Kraut von Merremia quinata detektiert werden (s. 2.1.2.2).

Das einfach isoprenylierte Merresectin E-(3-p-glucosid weist keinen Substituenten in
Position 5 des Benzolringes auf. Von einer vergleichbaren Acylkomponente wurde bis zu
seiner Isolierung nicht berichtet. Durch die Gewinnung aus den Wurzeln von Convolvulus
sabatius (s. a. Ghomian et al.,, 1999) stand es als Referenzsubstanz zur Verfiigung und
konnte auch in Kraut und Friichten mit Samen dieser Art, sowie im Kraut von Merremia
quinata und in Kraut und Wurzeln von Bonamia spectabilis und Ipomoea tricolor
cv. ,Heavenly Blue“ detektiert werden. Der Nachweis erfolgte zudem fiir Kraut und Blétter
von Ipomoea argillicola, Kraut und Ganzpflanze von Ipomoea muelleri und die Wurzeln
von Ipomoea velutina und Operculina aequisepala. (s. 2.1.2.2)

Das Aglykon der Acylkomponente von Merresectin E, die 4-Hydroxy-3-(3'-methyl-
2'-butenyl)-benzoesdure, ist nicht nur Bestandteil des Antibiotikums Novobiocin (ein
Gyrasehemmer), sondern wurde auch als Stoffwechselprodukt aus dem Kulturmedium des
Pilzes Curvularia fallax gewonnen (Abraham und Arfmann, 1990). Dort kommt es unter
Verlust zweier Wasserstoffatome zur Cyclisierung zwischen dem Isoprenyl-Rest und der
Hydroxygruppe, wobei diese entweder mit dem dimethylierten C-3' oder alternativ mit
dem allylischen C-2' verkniipft wird. Diese Beobachtung kénnte unter Umstdnden auch
auf den Strukturvorschlag fiir das bisher nicht durch Isolierung abgesicherte 3x-Dehydro-
merresectin E (Merresectin H) tibertragen werden (s. u.). Therapeutisches Potential zeigen
derartige Metabolite als Zellcyclus-Inhibitoren bei der Tumortherapie (Kim und Kwon,
2007). Die 4-Hydroxy-3-(3'-methyl-2'-butenyl)-benzoesdure tritt aullerdem auf als Inhalts-
stoff des Endophyten Cochliobolus sp. IFB-E039, der in den (gesunden) Wurzeln des
Hundszahngrases Cynodon dactylon (Poaceae) lebt (Wang et al., 2010). In Verbindung mit
der Erkenntnis, dall andere hochpotente Alkaloide der Windengewédchse, die Ergoline,
mittlerweile als Biosyntheseprodukte von in der Pflanze lebenden Endophyten identifiziert
wurden, kdonnte man hinter den Merresectinen ebenfalls eine gemeinsame Synthese-
leistung eines Endophyten und einer h6heren Pflanze vermuten, wobei der Endophyt die
Acylkomponente und die Winde den Tropan-Grundkoérper beisteuert. Das erratische
Vorkommen der deglucosylierten Sdaure — sie wurde aullerdem bei den nicht in direkter
verwandtschaftlicher Beziehung zu den Convolvulaceae stehenden hoheren Pflanzen
Anodendron affine (Apocynaceae; Shima et al., 1972) und Piper hispidum (Piperaceae;
Friedrich et al., 2005) gefunden — mag diese These noch stiitzen.

Bemerkenswert ist, dal es sich bei den drei isolierten Merresectinen gidnzlich um Tropan-
alkaloide mit Glykosidcharakter handelt; derartige Verbindungen konnten bisher nur bei
Convolvulaceae nachgewiesen werden.

Beim Screening der Basen-Extrakte anhand ihrer GC-MS-Spektren konnen allerdings
jeweils nur die Aglyka detektiert werden. Dies gilt es auch bei den nachfolgenden Ausfiih-
rungen zu weiteren im GC-MS detektierten Tropanalkaloiden zu bedenken.
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Neben den isolierten Hauptverbindungen Consabatin, Merresectin B, Merresectin D-j3-p-
glucosid und Merresectin E-B-p-glucosid wurden bei der GC-MS-Analyse von Convolvulus
sabatius auch andere verwandte Substanzen mit nur leicht abweichender Acylkompo-
nente gefunden. Diese sind in Tab.24 aufgefiihrt.

Tab. 24: Vorkommen von 3-Tropanolester bei Convolvulus sabatius mit Subspezies

RI MG/BP Substanz ConvSab SabSab SabMau
FriiSa Bli Kr Wu Kr Wu| Kr Wu
2277 261/124  3x-p-Cochlearin + +
2288 261/124 3B-p-Cochlearin + + +
2340 291/124 3x-Vanilloyloxytropan + +
2483 347/124 Consabatin + + + |+ o+ o+ +
2513 349/124 Dihydroconsabatin-Isomer + + + o+ |+ o+
2522 327/124 Merresectin H (E-2) + + +
2536 349/124 4'-Dihydroconsabatin + + + 0+ o+ o+ 0+
2580 329/124 Isomer von Merresectin E +
2598 363/124 Consiculin + + |+ o+ o+ +
2615 327/124 Isomer von Merresectin H +
2688 329/124 Merresectin E + + o+ + 4+ +
2702 329/124 3B-Merresectin E + +
2749 345/124 5',6'-Dehydroconsabatin +
2753  363/124 Isomer von Consiculin +
2779 345/124 3B-5',6'-Dehydroconsabatin +
2789 359/124 Merresectin D + + +
2814 345/124 5',6'-Dehydroconsabatin-Isomer +
2840 361/124 3«-(3'4',5'-Trimethoxy- +
cinnamoyloxy)tropan
2864 361/124 3B-(3',4',5'-Trimethoxy- +
cinnamoyloxy)tropan
2890 395/124 Merresectin F (C-2) + +
2988 397/124 Isomer von Merresectin C + +
3042 397/124 Merresectin C + + +
3073 397/124 3B-Merresectin C +
/124 unbekannte 3-Tropanolester 1 1 6 4 3 2 3
/110 unbekannte 3-Nortropanolester 1
ConvSab Convolvulus sabatius (eigen) FriiSa Friichte mit Samen
SabSab Convolvulus sabatius ssp. sabatius (Ghomian) Bli  Bliiten
SabMau Convolvulus sabatius ssp. mauritanicus (Mann) Kr Kraut

Wu Wurzeln
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Aus der Reihe der Merresectine konnten noch sieben weitere Verbindungen detektiert
werden. Hierzu gehdren die Merresectine F (C-2) und H (E-2), die im Vergleich zu den
Merresectinen C und E eine um 2 verringerte Molekiilmasse aufweisen - vermutlich
aufgrund einer zusétzlichen Doppelbindung in der Isoprenyl-Seitenkette (Jenett-Siems et
al., 2005b). Denkbar wire auch eine spontane Cyclisierung eines Isoprenyl-Restes des
Aromaten mit der Hydroxylgruppe in Position 4' des Nervogensdure-Anteils nach Abspal-
tung des Zuckers im Massenspektrometer. Von den Merresectinen C und E konnten auch
die 38-Isomere nachgewiesen werden. Das Auftreten von Isomerenpaaren kdnnte darauf
hinweisen, daf die Acylkomponenten bereits im Vorfeld gebildet werden und erst im
letzten Schritt der Biosynthese auf die beiden 3-Epimere iibertragen werden. Desweiteren
konnten Isomere der Merresectine C, E und H - in diesen Féllen Verbindungen gleicher
Fragmentierungsmuster, aber stark abweichender Retentionsindices im GC-MS - detek-
tiert werden.

Mit dem Consabatin verwandte Substanzen, also solche mit teilweise gesittigtem Sechs-
ring der Acylkomponente, konnten ebenfalls gefunden werden. Derivate entstehen zum
einen durch Reduktion der Ketogruppe in Position 4' in Form von 4'-Dihydroconsabatin
mit Isomer. Zum anderen resultiert aus dem Einzug einer Doppelbindung das
5',6'-Dehydroconsabatin, das in Form beider 3-Epimere und eines davon abweichenden
Isomers vertreten ist. Mit Consiculin wurde ein weiterer Stoff mit cyclohexenylhaltiger
Acylkomponente detektiert; auch hier existiert ein Isomer.

Auller diesen Convolvulaceen-spezifischen Tropanalkaloiden erbrachte das Screening mit
3ua-p-Cochlearin, 3B-p-Cochlearin und 3«-Vanilloyloxytropan einige hydroxylierte
Benzoyloxytropane sowie die von der Zimtsdure abgeleiteten 3x- und 3p-(3',4',5'-Tri-
methoxycinnamoyloxy)tropane. In geringen Mengen fanden sich ein unbekannter
3-Nortropanolester und eine Reihe unbekannter 3-Tropanolester, deren Identifizierung
noch aussteht.

Fir Convolvulus sabatius ssp. mauritanicus wurde aullerdem tiiber das Vorkommen von
hydrophilen Tropanalkaloiden berichtet. Im Kraut fanden sich die Calystegine As;, B;, B,
und C,, die ersten drei auch in den Bliiten; das Auftreten von Calystegin B; in den Bliiten
konnte nicht abschlieBend bestétigt werden. (Schimming et al., 2005)

Aus dem Bereich der stickstofffreien Sekundérstoffe konnten die Cumarine Scopoletin
(ober- und unterirdische Teile) und Umbelliferon (nur Wurzeln), sowie Flavonoide
nachgewiesen werden. Bezliglich des Auftretens von Lignanen bedarf es weiterer
Untersuchungen.

AbschlieBend kann festgestellt werden, da es innerhalb der Gattungen Convolvulus und
Merremia zu einer Akkumulation der Merresectine und ihrer cyclohexenylhaltigen
Derivate (Merresectine s.l.) kommt. Auch das Auftreten einer Vielzahl verschiedenster
dehydrogenierter, hydrierter und hydroxylierter Formen der in Position 3' isoprenylierten
p-Hydroxybenzoesdure kann in ausgewdhlten Arten dieser Gattungen beobachtet werden.
Diese Hdufung im Subtribus Convolvulinae, dem die Gattungen Convolvulus und
Merremia untergeordnet sind, ist auffillig.
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Zieht man die GC-MS-Untersuchungen anderer Convolvulus- und Merremia-Arten hinzu,
so kann allerdings beobachtet werden, dal} nur einzelne Spezies innerhalb dieser Genera
tiberhaupt diese komplexeren Tropanalkaloide biosynthetisieren konnen (s. a. Henrici,
1996; Mann, 1997; Jenett-Siems et al., 2005b). Im Gegenzug scheinen Tropanolester mit
von der Nervogensdure abgeleiteter Acylkomponente aber nicht auf diesen Subtribus
beschrédnkt zu sein. In den Gattungen Bonamia, Evolvulus und Ipomoea treten sie jedoch
in weitaus geringerer Konzentration und begrenzter struktureller Vielfalt auf.

3.6 Inhaltsstoffe von Bonamia spectabilis (Croisy) HaLLiEr f.

Bereits bei den vorangegangenen phytochemischen Untersuchungen von Bonamia
spectabilis im Arbeitskreis erwies sich diese auf Madagaskar endemische Art als Quelle
einer Vielzahl neuer Naturstoffe. Dies sind in erster Linie die aus dem Kraut von Bonamia
spectabilis isolierten Bonaspectine (Tofern, 1999). Hierbei handelt es sich um neuartige
Verbindungen aus dem Bereich der Sesquilignane (Bonaspectine A-D) und Sesquineo-
lignane (Neobonaspectine A und B). Die Reihe konnte von Kraft (2003) mit vier weiteren
Substanzen (Bonaspectine E-H) fortgesetzt werden. Aufgrund ihrer Arbeit auf dem Gebiet
antiplasmodial wirksamer Naturstoffe wurden die Bonaspectine der Testung gegen den
Malaria-Erreger Plasmodium falciparum zugefiihrt, wobei Bonaspectin C, Bonaspectin D
4"-B-glucosid und insbesondere Bonaspectin C 4''-8-glucosid gute Resultate zeigten.
Diinnschichtchromatographisch wurden desweiteren Flavonolglykoside nachgewiesen.
Im Kraut konnten aullerdem die polyhydroxylierten Nortropanole Calystegin B, und
Calystegin B, detektiert werden. Dall gerade die Substanzklasse der Tropanalkaloide
interessante Ergebnisse erwarten lief$, wurde anhand der Vielzahl der beim GC-MS-
Screening des Krautes detektierten unbekannten mutmallichen 3-Tropanolester
wahrscheinlich (Tofern, 1999).

Aus dem nun zur Verfiigung stehenden Wurzelmaterial konnten mit Bonabilin A und
Bonabilin B die beiden basischen Hauptverbindungen isoliert werden. Diese Ester des
3x-Tropanols weisen unter Tropanalkaloiden einzigartige monoterpenoide Acylreste auf.
Besondere Aufmerksamkeit verdient hierbei die Tatsache, dal mit den Bonabilinen
— neben den Merresectinen s.l. (s. 3.5) — eine weitere Gruppe an Convolvulaceen-spezi-
fischen Tropanalkaloiden beschrieben werden konnte. Die umfangreichen Screening-
Arbeiten lieferten demgegeniiber bisher keine Hinweise auf Atropin und verwandte
Verbindungen, die fiir bestimmte Gattungen der Schwesterfamilie Solanaceae charak-
teristisch sind. Es treten also innerhalb der bei beiden Familien sehr weit verbreiteten
Substanzklasse der Tropane individuelle Ausformungen auf, die eine phytochemische
Abgrenzung ermoglichen.
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Abb. 114: Bonabilin A Abb. 115: Bonabilin B

Monoterpensduren selbst scheinen im Pflanzenreich eher selten zu sein. Es existieren
einige Berichte iiber acyclische Monoterpensduren als Acylkomponenten von Triterpen-
saponinen (z. B. Ma et al., 2008) und von Iridoidglykosiden (z. B. Miyase et al., 1991). Mit
Acacigenin B konnte ein Ester einer monocyclischen Monoterpensdure mit einem
Triterpensapogenin aus der Fabaceae Acacia concinna isoliert werden (Anjaneyulu et al.,
1979). Die — wie die Acylkomponenten der Bonabiline - ebenfalls dem Pinan-Typ
zuzurechnende bicyclische Myrtensdure ist als Bestandteil des idtherischen Ols des
Kanarischen Zitronenstrauchs Cedronella canariensis (Lamiaceae) aufgefiihrt, wobei
auBerdem andere Oxidationsstufen auftreten (Engel er al., 1995). Auch das Ol, sowie das
Pyrolysat des Harzes von Boswellia carteri (Burseraceae), der Stammpflanze des als Aden
Incense bekannten Afrikanischen Weihrauchs, enthalten Myrtensdure, daneben Myrtenal
(Obermann, 1978; Pailer et al., 1981). Weder die Bonabilsdure, noch die 2,3-Anhydro-
bonabilsdure sind als Naturstoff beschrieben. Letztere wurde allerdings im Urin als
Metabolit von (-)-Myrtenal nach oraler Verabreichung einer widrigen Losung beim Hasen
gefunden und in diesem Zusammenhang als 4-Hydroxymyrtensdure bezeichnet (Ishida et
al., 1982).

Die mikrobielle Biotransformation von Monoterpenoiden hat u. a. Bedeutung als Methode
zur Gewinnung chiraler Reagenzien und zum Auffinden neuer Duftstoffe fiir die Parfiim-
herstellung. Im Zuge dessen wurde durch Einsatz von Cephalosporium aphidicola
Myrtenol in den Alkohol der 2,3-Anhydrobonabilsdure, (-)-48,10-Dihydroxypin-2-en, um-
gewandelt und Isopinocampheol in das 3«,48-Dihydroxypinan, dessen Strukturformel der
zum Alkan reduzierten Bonabilsdure entspricht, allerdings mit abweichender Stereo-
chemie (Farooq und Hanson, 1995). Nur aus dem (-)-Isomer des Isopinocampheol kann
der Pilz Glomerella cingulata einen 3,4-Pinandiol - auch hier mit abweichender Stereo-
chemie - bilden; die Biotransformation von (+)-Isopinocampheol folgt einem anderen
Hydroxylierungsmuster (Miyazawa et al., 1997).

Uber die niedereren Oxidationsstufen der 2,3-Anhydrobonabilsdure existieren einige
Berichte. 4-Hydroxymyrtenol wird beispielsweise in Form seines Pivalats zur Herstellung
von Dexanabinol, einem synthetischen Cannabinoid, verwendet, wobei dessen Cyclisie-
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rung mit 5-(1,1-Dimethylheptyl)resorcinol den Schliisselschritt der Reaktion darstellt (Aviv
etal., 2007).

COOH CH,OH
@ @ é\ éim
OH OH OH

Myrtensaure 4-Hydroxymyrtenol trans-Verbenol 3,4-Dihydroxy-pinan

Abb. 116: den Acylkomponenten der Bonabiline verwandte Monoterpenoide

Der weiter zum Alkan reduzierte trans-Verbenol ist einer der beiden Ausgangsstoffe bei der
Synthese eines anderen Cannabinoids (Chandrasekharan et al, 1980). Aullerdem tritt er
natiirlich als einer der Hauptbestandteile des dtherischen Ols aus dem Kraut von Salvia
heldreichiana (Lamiaceae) auf (Akin et al., 2010). trans-Verbenol ist auch im dtherischen Ol
der Friichte von Eucalyptus globulus (Baslas, 1979) sowie im &therischen Ol des Krautes
von Ferulago angulata (Apiaceae), Provenienz Nevakoh, enthalten (Ghasempour et al,
2007). Als Isomerengemisch mit cis-Verbenol konnte er ferner im #therischen Ol des
Krautes in der Balkan-Region heimischer Micromeria-Arten gefunden werden (Palic et al.,
2010). In diesem Zusammenhang sollte erwdhnt werden, dal bei der Aufarbeitung der
Drogen von Bonamia spectabilis, insbesondere beim Entziehen bestimmter Losemittel am
Rotationsverdampfer, eine Art #therisches Ol anfiel. Interessanterweise wurde trans-
Verbenol iiberdies als Pheromon aus Kédfern (Coleoptera) isoliert (Silverstein, 1970).

Mit 3a-Tropanol und Cuscohygrin, das zum ersten Mal aus einer zur Gattung Bonamia
gehorenden Convolvulacea isoliert werden konnte, wurden zwei weitere
Hauptverbindungen in Reinform gewonnen.

Bei der GC-MS-Vermessung verschiedener Kraut- und Wurzelproben konnten neben einer
Reihe von Hygrinen sowohl im Kraut, als auch in den Wurzeln Nortropan-3-on,
Cyclotropin, Tropan-3-on, 3x- und 3g-Tropanol nachgewiesen werden. 3x- und 38-Nor-
tropanol fanden sich nur im Kraut; insofern verwundert es nicht, daf$ Nortropanolester
ganz liberwiegend im Kraut vorliegen, wédhrend sie in den Wurzeln nur vereinzelt und in
geringer Menge detektiert werden konnen. Als bereits bekannte 3-Tropanolester wurden
3ux-Acetoxytropan, 3«-Nicotinoyloxytropan, 3B-Vanilloyloxytropan und Merresectin E
nachgewiesen.

Tab. 25: Bonabiline und verwandte Verbindungen im GC-MS

KrWwild Kraut, Wilddroge; 03/06/98

KrGH Kraut, Gewidchshausanbau; 03/06/98

oberT oberirdische Teile, Gewdchshausanbau; 07/10/97
WuWw Wurzeln, Gewidchshaus, Messung Witte; 11/09/01

WuM Wurzeln, Gewdchshaus, Messung Miiller (abweichendes Gerét); 11/12/01
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MG BP RI weitere Pflanzenteil
charakteristische Wu | Wu | ober | Kr Kr
Massenfragmente M \ T GH | wild
2158 273, 208, 164, 137, 121 + +
291 110 2268 248, 236, 222, 206, 164 + + +
2299 208,192,191, 173 + + +
2368 281, 206, 135 + + +
293 110 2309 208, 193, 166, 151 + +
307 110 2338 281, 267, 222, 178, 147 + +
309 110 2407 224,208, 182, 164 + +
365 110 2377 281, 260, 208, 172, 148 +
303 124 2230 260, 248, 234, 220, 194 + + + +
2168 288, 236, 222, 197, 137 + + + + +
305 124 2240 288, 262, 248, 220, 165 + +
2273 236, 222, 196, 178, 147 +
2280 Bonabilin B + + + + +
2305 277,236,222, 196 + + + + +
2374 288, 264, 246, 220, 194 +
307 124 2252 250, 246, 236, 222, 194 + +
2319 290, 250, 222, 209, 194 + + + + +
2330 238, 237, 236, 222, 191 + + + +
321 124 2339 293, 278, 238, 236, 222 +
2345 292,262, 252, 236, 208 + + + + +
2355 237,220, 212, 194, 153 + +
2379 262, 236, 223, 193 + +
2466 304, 236, 221, 220 + + + +
2598 222 + +
2392 306, 305, 266, 238, 220 + + +
323 124 2420 306, 238, 222, 209, 194 + + + + +
2454 Bonabilin A + + + +
325 124 2605 222,217,208, 191, 177 +
379 124 2385 364, 262, 236, 220, 171 + + +
183 124 1305 3x-Acetoxytropan +
246 124 1956 3ux-Nicotinoyloxytropan + +
291 124 2365 3B-Vanilloyloxytropan +
329 124 2692 Merresectin E + + +
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Die GC-MS-Analyse brachte auerdem eine Reihe nicht identifizierbarer, offensichtlich
mit den Bonabilinen strukturell verwandter Verbindungen zutage, die in Tab. 25 aufge-
fiihrt sind. Bei Monoterpenen treten im Allgemeinen oft verschiedene Oxidationsstufen
vergesellschaftet auf. Anhand mehrerer Peaks gleicher Molmasse wird ersichtlich, daf
auch Stereoisomere vorkommen. Dies erscheint im Hinblick auf die Tatsache, dalk es sich
bei den Acylkomponenten der isolierten Bonabiline um optisch aktive Strukturen mit
mehreren Chiralitdtszentren handelt, naheliegend.

In die nachfolgenden Strukturvorschlidge flieRen die in 2.2.4.2.4.3 aus diversen 'H-NMR-
und EIMS-Spektren erhaltenen Informationen iiber weitere Substanzen dieser Inhalts-
stoffgruppe ein.

« Ausgehend von Bonabilin A (MG 323) kdnnen zwei Stereoisomere gleicher Molmasse
beschrieben werden. Wahrend aus den Wurzeln Bonabilin A als eine der Haupt-
verbindungen isoliert wurde, iiberwiegt in den Krautproben ganz eindeutig das Isomer
bei RI 2420, das nicht abschlielfend strukturaufgekldrt werden konnte. Anhand des
"H-NMR-Spektrums konnte jedoch ein Strukturvorschlag formuliert werden. Fir die
Substanzen mit MG 321 kann die Abspaltung zweier Wasserstoffe angenommen
werden. Dies ist entweder durch Einfithrung einer Doppelbindung im Kohlenstoff-
skelett oder durch Umwandlung einer Hydroxygruppe in eine Ketofunktion mdéglich.
Im Kraut konnten entsprechende Nortropanolester mit einem Basispeak bei m/z 110
und durch Verlust der N-Methylgruppe um 14 Einheiten niedriger liegendem Molpeak
(MG 309 bzw. MG 307) detektiert werden.

- Desweiteren tritt eine um zwei Protonen reichere Verbindung mit MG 325 auf. Hier
konnte es sich um die ringoffene Form handeln, also um ein monocyclisches
Monoterpen mit Isopropyl-Rest, das durch Spaltung der Dimethylallylbriicke zwischen
C-1"und C-6' entsteht (vgl. Abraham, 1994).

- Eine um 56 Einheiten hohere Molmasse als Bonabilin A weist MG 379 auf. Dies
entspricht einem zusitzlichen Butylrest, der beispielsweise mit einer der OH-Gruppen
verethert sein konnte. Auch von dieser Verbindung existiert ein Nor-Derivat mit
MG 365.

- Ahnlich verhilt es sich mit Bonabilin B (MG 305), von dem sogar vier Nor-Verbindun-
gen mit MG 291 existieren. Es konnen ebenfalls zwei Derivate mit um zwei erhéhter
Molmasse MG 307 beobachtet werden. Neben der Hydrierung der Doppelbindung ist
auch hier eine ringoffene, also monocyclische Form denkbar. MG 293 ist wiederum das
zugehorige Nor-Derivat.

- Im Kraut sowie in den Wurzeln tritt eine um zwei Wasserstoff-Atome &rmere
Verbindung mit MG 303 auf. Naheliegenderweise diirfte es sich um ein Derivat mit zur
Ketofunktion aufoxidierter Hydroxygruppe handeln.

- Auffillig ist, dald von Bonabilin B gleich fiinf Isomere zu finden sind. Dies kénnte darauf
zuriickgefiihrt werden, daf neben Stereoisomeren auch Strukturisomere gebildet
werden. Vorstellbar wére eine Substanz ohne Doppelbindung, aber mit Ketogruppe in
Position 4'.
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Abb.117: moégliche Strukturvarianten der Acylkomponenten der Bonabiline

Da die durch Verkniipfung mit monoterpenoiden Acylkomponenten gebildeten
Bonabiline eine neuartige Kategorie an Estern des 3x-Tropanols darstellen, trotzdem aber
eine gewisse strukturelle Ahnlichkeit zu Atropin/Hyoscyamin aufweisen, wurde ihre
Wirksamkeit im pharmakologischen Testsystem untersucht.

Als Modellversuch fiir die Wirksamkeit wurde die Hemmung der Carbachol-induzierten
Kontraktion des isolierten Meerschweinchen-Ileums, ausgel6st durch antagonistischen
Angriff an den 