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Besides the already reported alkaloids [1—5] from the root bark extract of Discaria febrifuga
Martius, two further peptide alkaloids, the known discarine-B and discarine-I are isolated and
their structures elucidated. Discarine-I is a fourteen-membered ring peptide alkaloid and the ring
is constituted by p-hydroxy styrylamine, 3-hydroxyleucine, N-methylisoleucine and tryptophan.

In friheren Mitteilungen [1—5] haben wir die Iso-
lierung und Strukturaufkldrung von 10 Peptidalkaloi-
den aus der Wurzelrinde von Discaria febrifuga
beschrieben. Aus dem Rohbasengemisch einer in
Livramento (Brasilien) gesammelten Droge konnten
wir nun durch mehrstufige Sdulen- und prédparative
Schichtchromatographie die Nebenalkaloide Disca-
rin-I (Abb. 1) und das bereits bekannte Discarin-B
isolieren.

Abb. 1. Struktur von Discarin-I.

Discarin-I gehort zu den Cyclopeptidalkaloiden
mit einem 14-gliedrigen, durch eine Etherbriicke ge-
schlossenen Ring. Der Ringaufbau ist analog dem
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von Discarin-B, nur die N-terminale Aminoséure ist
monomethyliert.

Massenspektrometrie und Elementaranalyse

Die Struktur von Discarin-I 148t sich aus seinem
Massenspektrum (Abb. 2) auf der Grundlage des fiir
Alkaloide dieses Typs entwickelten Fragmentie-
rungsschemas [6] ableiten. Durch Elementaranalyse
und das Molekiilion m/z = 559 des Massenspektrums
wurde die Summenformel Cs;,HyNsO, ermittelt.

Das Massenspektrum dieses Peptidalkaloids ist
durch den &duBerst intensiven Basispeak m/z = 100
gekennzeichnet, der durch das ,,Aminfragment™ a des
endstidndigen N-Methylisoleucins gebildet wird. Der
Massenpeak m/z = 69 entsteht durch Mc-Lafferty-
Umlagerung aus diesem Fragment. Die Ionen m/z =
71 und 57, die in Folgereaktion von a entstehen, be-
stitigen N-Methylisoleucin als N-terminale Amino-
sdure. Das zu a komplementire Fragment b mit der
Masse m/z = 502 beweist die Monomethylierung von
N-Methylisoleucin. Durch Sekundirreaktionen von
b werden 2 weitere Bruchstiicke gebildet (Fragmente
c und d).

Die fiir die Strukturermittlung bedeutsamsten
Fragment-Ionen werden durch Offnung des Ring-
systems am Ethersauerstoff und den nachfolgenden,
dem Zerfall linearer Peptide analogen, stufenweisen
Abbau an den Amidgruppen gebildet.

Eine Homolyse der dem Ethersauerstoff benach-
barten C—C-Bindung fiithrt zu dem Oxonium-Ion f,
und die fiir Phenolether typische Spaltung in Olefin-
und Phenol-Ton ergibt das Fragment i. Die Frag-
mente e und h [6] sind im Massenspektrum nicht zu
identifizieren, es tritt aber das Fragment h-HNCO
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rel. Int. [Z] Abb. 2. Massenspektren von Discarin-I1; 70 eV, 200 °C.
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mit der Masse m/z = 304 auf. Dieser Massenpeak
wurde auch schon bei anderen Alkaloiden mit Tryp-
tophan [7] als ringstdndige Aminosiure gefunden.
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Abb. 4. Interpretation der massenspektrometrischen Frag-
ment-lonen, die durch Ringéffnungsreaktionen von Disca-
rin-I entstehen.

Eine andere Reaktionsfolge wird durch die sukzes-
sive Abspaltung der Seitenkette eingeleitet, die tiber
die Formamid-Zwischenstufe g zu j fihrt. In einer
Reihe von Sekundirreaktionen liefert das offenket-
tige Ion j die Bruchstiicke k bis m.

Die einzelnen ,,Untereinheiten* des Molekiils er-
kennt man an den Ionen a, i und m, sowie an den fiir

die ringstindige Aminosdure Tryptophan typischen
Fragmenten t;, t; und t;.
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Abb. 6. Interpretation der massenspektrometrischen Frag-
ment-Ionen, die aus dem Tryptophanrest von Discarin-I
entstehen.

Fir die Konstitution des 14-gliedrigen Ringsystems
sind besonders die folgenden Ionen aufschluBreich: f
zeigt, welche Aminosdure mit dem p-Hydroxystyryl-
amin tuber den Sauerstoff verkniipft ist; h-HNCO und
k (sowie 1), die jeweils beide am Ringsystem beteiligte
Aminosiauren enthalten, einmal direkt miteinander,
das andere Mal iiber das p-Hydroxystyrylamin ver-
knupft, beweisen GroBe und Anordnung des Ring-
systems. Diese massenspektrometrischen Fragmen-
tierungen lassen die Verkntpfung der Aminosiduren
B-Hydroxyleucin, N-Methylisoleucin und Tryptophan
mit p-Hydroxystyrylamin zu einem 14-gliedrigen
Ringsystem erkennen.

b ]+ AbDb. 5. Interpretation der massen-
0 \ O% spektrometrischen Fragment-Ionen,
0. 00 die durch den stufenweisen Abbau der
NH — NH Seitenkette von Discarin-I entstehen.
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"H-NMR-Spektroskopie

Das 400-MHz-"H-NMR-Spektrum (Abb. 7) wurde
in CDCl; mit 20% CD;OD aufgenommen. Durch den
hohen Anteil an CD;OD wurden alle Amidprotonen
ausgetauscht.

Das Spektrum zeigt zwischen 0,6 und 1,2 ppm den
Signalkomplex der Methylgruppen. Die Methylgrup-
pen des N-Methylisoleucins treten als Dublett bei
6 = 0,80 ppm und als Triplett bei 6 = 0,83 ppm mit
je einer Kopplungskonstante von J = 7 Hz in Reso-
nanz. Durch die verschiedenen Signalmultiplizititen
lassen sich die beiden Methylgruppen eindeutig
zuordnen: CH;-(26) bei 0,80 ppm und CH3-(25) bei
0,83 ppm. Die beiden diastereotopen Methylgrup-
pen des B-Hydroxyleucins CH;-(18) und CH;-(19)
besitzen deutlich verschiedene Resonanzfrequenzen.
CH;-(18) ercheint bei 0,92 ppm als Dublett, CH;-(19)
bei 1,16 ppm ebenfalls als Dublett. Die Kopplungs-

a-Proton CH-(4) koppelt hier nur mit dem -Proton
mit J = 8 Hz, da der benachbarte Amid-Wasserstoff
bereits ausgetauscht ist. Das g-Proton CH-(3) er-
scheint als Doppeldublett auf Grund der Kopplung
von 8 Hz zum a-Proton und 2 Hz zum y-Proton
CH-(17).

Zwischen ¢ = 6,1 und 6,7 ppm findet man die bei-
den olefinischen Protonensignale. Das Proton an
CH-(11) tritt bei 0 = 6,14 ppm als Dublett mit J =
7 Hz in Resonanz. Das Dublett bei 6 = 6,60 ppm ist
dem Proton an CH-(10) zuzuordnen. Zwischen 6,8
und 7,5 ppm befinden sich die Signale der 9 aromati-
schen Protonen des p-Hydroxystyrylamins und des
Tryptophans. Eine eindeutige Zuordnung ist wegen
der starken Uberlagerung nicht méglich.

Tab. I. 'TH-NMR-Daten von Discarin-I.
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BC-NMR-Spektroskopie

Das 100-MHz-"*C-NMR-Spektrum (Abb. 8) wurde
n 2C—CDCl; mit 1% CD;OD aufgenommen. Die

Resonanzsignale werden folgendermallen zuge-
ordnet:
Tab. I1. *C-NMR-Daten von Discarin-I.
C-Atom Nr. Chemische Verschiebung [ppm]
1 156.2
3 81,5
4 55,3
5 171,6
7 54,5
8 168,1
10 131,2
11 129,7
12 136.1
17 29,1
18 14,7
19 20,2
21 172.4
22 69,0
23 35,0
24 25,1
25 11,6
26 15.6
27 37,7
29 29,6
32 109.4
36 111.0
37 136.3
38 126.9

Die aromatischen Resonanzen liegen zwischen 115 ppm
und 130 ppm und sind wegen der breiten Peakform nicht
genau zuzuordnen.
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UV-Spektroskopie

Im UV-Spektrum (Abb. 9) von Discarin-Isprechen
die Absorptionsbanden bei 4 = 227.5, 270, 278 und
289 nm fiir Tryptophan als Molekiilbaustein. Dieser
intensiv absorbierende Chromophor tiberdeckt die
Absorptionsbanden des p-Aryloxy- und Aromaten-
Chromophors. Der Styrylamin-Chromophor fiihrt zu
einer starken Aromatenendabsorption.

40 280 320 nm

N

Abb. 9. UV-Spektrum von Discarin-I in Methanol.
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Abb. 8. 100-MHz-"*C-NMR-Spektren von Discarin-I. aufgenommen in CDCl; + 1% CD,OD.
Unten: Protonenbreitbandentkoppelt: oben: Spin-Echo-Experiment.
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IR-Spektroskopie

Das IR-Spektrum von Discarin-I dhnelt dem der
anderen Peptidalkaloide [6]. Es zeigt typische Ban-
den fiir sekundire Amide (3400, 1690—1650 cm™'),
einer N-Methylgruppe (2800 cm™!) und einer Phenol-
ether-Gruppierung (1230 cm™).

Experimenteller Teil

Der Schmelzpunkt wurde mit einer Biichi-510-
Schmelzpunktapparatur, die optische Drehung mit
einem Zeiss-OLD-5-Polarimeter bestimmt. Zur Auf-
nahme der Spektren wurden folgende Geriite ver-
wendet: Varian MAT 711 (MS), Bruker WM 400
(NMR), Beckmann Accu-Lab 4 (IR) und Beck-
mann-Spektralphotometer Modell 24 (UV). Die Ele-
mentaranalyse wurde mit einem Perkin-Elmer-240-
B-Analysator, die Aminosdureanalyse mit einem Li-
quimat-3-Analysator der Firma Kontron durchge-
fihrt.

Isolierung und Auftrennung der Rohalkaloide:
10 kg getrocknete Rinde wurde fein gemahlen und in

500-g-Portionen in einer Soxhlet-Apparatur mit Me-
thanol extrahiert. Der tiefrote Methanolextrakt
wurde eingeengt, in Wasser suspendiert und mit 2 N
Salzsdure auf pH 2 eingestellt. Nach fiinfmaligem
Ausschiitteln mit je 21 Ether wurde die walrige
Phase abgetrennt und mit konzentrierter Ammo-
niaklosung auf pH 9 eingestellt. Die basische Losung
wurde ebenfalls fiinfmal mit je 2 | Ether extrahiert.
Nach Trocknen tiber Natriumsulfat und Abdampfen
des Ethers im Vakuum erhielt man aus dem basi-
schen Extrakt 10 g (= 0,1%) des leicht gelblichen
Rohalkaloidgemisches. Dieses wurde durch Siulen-
chromatographie vorgetrennt. Als Elutionsmittel
diente Chloroform, dem gradientenférmig O bis
0,5% Methanol zugesetzt wurde. Die Fraktionen,
welche Discarin-I enthielten, wurden mittels mehrfa-
cher Schichtchromatographie in den Systemen Chlo-
roform/Ethylacetatund Chloroform/Ethylacetat/Ace-
ton (2:1:2) aufgetrennt. Dabei fiel Discarin-I als na-
delférmiges Produkt in einer Menge von 12 mg an;
[a]B-149° (0,1% in CH;OH), Schmelzpunkt 140 °C.

Wir danken dem Verband der Chemischen Indu-
strie fir finanzielle Unterstiitzung.
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