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152. Die Konstitution von Brefeldin A') 
von H. P. S i g g  

(16. V. 64) 

Kiirzlich berichteten wir [l]'") iiber die Isolierung von Brefeldin A aus dem 
Kulturfiltrat von Penicillium brefeldianum. Dieser Metabolit zeigt eine massige anti- 
biotische Aktivitat gegen Sprosspilze und besitzt eine cytostatische Wirkung bei 
relativ geringer Toxizitat. 

Brefeldin A ist ein lipophiler Neutralstoff der Summenformel C,,H240,, dessen 
analytische Daten und chemisches Verhalten auf das Vorhandensein von zwei 
sekundaren Hydroxylgruppen, einer Ester- resp. Lacton-Funktion sowie von zwei 
Doppelbindungen, deren eine in Konjugation zur Carboxylgruppe stehen muss, 
schliessen lassen [1] . 

In der vorliegenden Arbeit berichten wir iiber die Resultate des Abbaus von 
Brefeldin A, die zur Aufstellung der Konstitutionsformel 1 gefuhrt haben. 

l) Anmerkung bei der Korrektur (7. VIII. 64) : Decumbin, ein Stoffwechselprodukt von Peni- 
ciZZ,iunz decunzbens THOM 1191, wurde kiirzlich genauer beschrieben [20]  und ist mit Brefeldin A 
identisch. Wir danken Hru. Dr. N. BOHONOS, LEDERLE LABORATORIES, Pearl River, N. Y . ,  USA, 
fiir den direkten Vergleich der beiden Substanzen. 

'a) Die Zahlen in eckigen Klammern verweisen auf das Literaturverzeichnis, S. 1415. 
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Fovnielschema 1 

1 R = H, Brefeldin A __+ 7 R = H, Tetrahydro- 
brefeldin A 

Smp. 134" [ + l " j  [ l]  

C16H2404 
Smp. 204-205" [ + 96'1 [l]  C16H2S04 \ 

2 R = COCH, -------* 8 R = COCH, I 
C20H2SO6 
Smp. 130-131 [+ 17'1 [l] 

3 R = CO-C6H4-N02 
C30HrnOlON2 
Smp. 87-95" [l] 

4 R = CO-C,H,-X=N-C,H, 
C42H4006N4 
Smp. 154 155" [l]  

5 R = CO-C6H4-N=N-C,I.14-N02 
C42H38010N6 
Smp. 189-191" 2) 

6 R = SO,CH, 
C18H2808S2 
Smp. 130-131" [+4"] [l]  

I 1 amorph 

OR I 
I 

CH,-(CH,),-CH 

H C CH--(CH,), 
- 1  4 OR 

amorph 
10 R = COCH, 

amorph 

- 9 R = H  

11 R = CO-C6H,-N02 
C44H44016N4 
Smp. 153-154" [+ 12"] 2, 

+12 C16H32 

l3 C16H2404 
__+ Smp. 75" [ - 70'1 

0 

I 
OR 

1- c,,H,,o, 
Smp. 60-61" [-73'1 8) 

i 15 R = C O C H ,  
amorph 

-+14 R = H 

ii 
~ 2 1 6  R = 0 

'XH24'4 ') 
Smp. 58-59" [ -  13.5"] 

17 R=N-NH-CoH,-(N02), 
C28H32010N8 
Smp. 84" ,) 

Urn einen Einblick in die Natur der Carboxylfunktion zu erhalten, reduzierten 
wir Di-0-acetyl-tetrahydrobrefeldin A (8) mit LiAlH,. Den resultierenden poly- 
funktionellen Alkohol 9 setzten wir mit Acetanhydrid zum Acetat 10 und mit 
p-Nitrobenzoylchlorid zum kristallinen Ester 11 um, dessen Analysen auf die Sum- 
menformel (C,,H,,O,N) passten. Da aber die mehrfach durchgefuhrten Molekular- 
gewichtsbestimmungen (RAST, thermoelektrische Methode) keine eindeutigen Re- 
sultate ergaben, haben wir den Alkohol 9 durch eine Folge weiterer Reduktions- 
stufen (H J, LiAlH,, H2-Pt) [Z] zum Kohlenwasserstoff abgebaut. Obwohl das Gas- 
Chromatogramm die Anwesenheit von zwei kaum trennbaren Hauptprodukten im 
Verhaltnis 7: 1 aufzeigte, gab das Massenspektrum3) (Molekularspitzen bei M = 224 
resp. 222, entsprechend C,,H,, und C,,H,,) den eindeutigen Hinweis, dass noch das 

,) Experimenteller Teil dieser Arbeit. 
7 Wir danken Herrn Dr. J. SEIBL, ETH Zurich, bestens fur dic Aufnahme der Massenspektren 

(Massenspektrometer AEI, Model1 MS-2-H). 
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gesamte Kohlenstoffgeriist von Brefeldin A vorhanden sein musste und demzufolge 
eine Lacton- und keine Ester-Funktion vorgelegen haben muss. Der Kohlenwasser- 
stoff 12 enthalt zwei Athylgruppen, da das NMR.-Spektrum4) bei 6 = 0,88 ein 
Signal zeigt, das 6 Protonen entspricht. Zu diesem indirekten Wege der Beweis- 
fiihrung mussten wir Zuflucht nehmen, da die Hydrolysenversuche mit Brefeldin A 
kein kristallines Produkt ergaben. Die Verseifung rnit methanolischer Kalilauge gab 
nach Ansauern des Reaktionsgemisches hauptsachlich ein Neutralprodukt , das im 
1R.-Spektrum Banden bei 3600, 3500 und 1770 cm-l, resp. im NMR.-Spektrum u. a. 
ein Singlett bei 13 = 3,26 (3 Protonen) und ein Dublett bei 6 = 1.20 (3 Protonen) 
zeigte. Eine Interpretation dieser Daten sol1 weiter unten eriolgen. 

Die Oxydation von Alkohol 9 mit iiberschiissigem CrO, ergab ein Neutral- 
produkt 16 der Summenformel C1,H,,04, Smp. 58-59" und [.]: = -135". Das 
1R.-Spektrum liess auf das Vorhandensein eines y-Lactons (1770, 1190 cm-I), eines 
Fiinfringketons (1735 cm-l) und eines Ketons in einer Kette oder einem grosseren 
Ring (1710 cm-l) schliessen. 16 gab erwartungsgemass ein Di-(2,4-dinitrophenyl- 
hydrazon) 17, sowie eine positive Haloform-Reaktion, was die Postulation eines 
Methylketons erlaubt. 16 ist isomer rnit dem Diketolacton 13, das bei der Oxydation 
von Tetrahydrobrefeldin A (7) erhalten wurde [l] und im 1R.-Spektrum Banden fur 
ein Fiinfringketon (1740 cm-l), ein Lacton (1720 cm-l) und ein Keton (1700 cm-l, 
Schulter) zeigte. Das Diketo-y-lacton 16 liess sich auch auf folgendem Wege aus 
Tetrahydrobrefeldin A (7) erhalten : Verseifung rnit methanolischer Kalilauge und 
Isolierung des Produktes aus der angesauerten Losung gab ein neutrales Dihydroxy- 
lacton 14 vom Smp. 60-61" und der Summenformel C1,H,,O,. 14 ist also isomer 
rnit dem Ausgangsmaterial und diirfte aus diesem durch Umlagerung des Lacton- 
ringes entstanden sein, denn im 1R.-Spektrum zeigt es Banden fur die Hydroxyl- 
gruppen bei 3600 resp. 3500 cm-1 und fur das neu entstandene Lacton bei 1760 cm-l. 
Die Acetylierung von 14 ergab ein nicht kristallisierendes Di-0-acetylderivat 15, 
wahrend die Oxydation mit CrO, zu dem bereits oben erwahnten Diketo-y-lacton 16 
f iihrt e. 

Die Entstehung eines Fiinfringlactons bei der Verseifung von 7, resp. bei der 
Oxydation von 9, beweist, dass in y-Stellung zum Lacton in Brefeldin A, resp. zum 
entsprechenden primaren Alkohol in 9, eine Hydroxylgruppe vorhanden sein muss 5 ) .  

Zusatzliche Informationen ergaben sich aus den NMR.-Spektren dieser Substanzen. 
Von Brefeldin A selbst konnten wir zufolge seiner ungiinstigen Losungseigen- 

schaften kein Spektrum rnit geniigend starken Signalen aufnehmen. In  den nicht 
umgelagerten Derivaten wie 2 (vgl. Fig. l), 6, 7 und 8 war jeweils ein Dublett bei ca. 
6 = 1,25 mit einer Kupplungskonstante von 6,5 cps sichtbar. Es handelt sich offen- 
sichtlich um eine Methylgruppe an einem gesattigten Kohlenwasserstoff, deren 
Signal durch Kopplung rnit einem Proton aufgespalten wird. Mit Hilfe der Spin- 

4, Aufgenommen mit einem VARIAN-Iiernresonanzspektrographen A-60. Chemische Verschiebung 
in d-Werten (ppm relativ zu Tetramethylsilan als internem Standard). Substanzen jeweils in 
CDCl, gelost. 

5, Analog interpretieren wir die Verseifung von Brefeldin A: auch hier findct die Umlagerung zu 
einem y-Lacton statt (1770 cm-l), wobei zusatzlich eine Mol. Methanol, vermutlich in j3-Stellung 
zur Carboxylgruppe, angela.gert wird (Singlett fur drei Protonen bei 6 = 3,26) .  

- 
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I H W  \ u-c-Ln3 

(I f i  

I ' I  1 
so 7 0  6 0  5 0  4 0  30 2 0  10 6 1  M 

Fig. 1. AVMH.-Spektrum van Di-0-acetyl-brefeldin A (2) (DR = Doppelresonanz) 

Entkopplungsmethode (Doppelresonanz) [3]  konnten wir zeigen 6),  dass dessen Signal 
bei ca. 6 = 4,75 liegen muss, was dafiir spricht, dass das entsprechende Kohlenstoff- 
atom auch eine Sauerstoffunktion tragt. Im umgelagerten Dihydroxy-y-lacton 14 
lie@ das Dublett der Methylgruppe bei 6 = lJ6, wahrend es im Diketo-y-lacton 16 
zu einem Singlett bei S = 2,13 reduziert wird, was eine schon fruher postulierte 
Methylketo-Gruppe in dieser Verbindung beweist. Da im Diketo-y-lacton 13 die 
Methylgruppe ein Dublett verursacht, muss die Sauerstoffunktion am benachbarten 
Kohlenstoff durch das Lacton maskiert sein. 

Im NMR.-Spektrum von 2 (vgl. Fig. 1) lasst sich auch ein AMX-Spin-System 
erkennen. Die entsprechenden aufgespaltenen Dublette liegen bei 6 = 5,2, 6 = 5,8 
und 6 = 7,2, mit Kopplungskonstanten von J A M  = 1,8 cps, J A X  = 3,5 cps und 
JMx = 15,5 cps. Der X-Komponente bei 6 = 7,2 ordnen wir das p-Proton des u,@- 
ungesiittigten Lactons zu. Die Kopplungskonstante Jvx von 15,5 cps beweist die 
tram-Stellung dieser beiden Protonen. Die Lage von Wasserstoff A wurde durch 
eine Spin-Entkopplungs-Untersuchung6) zu 6 = 5,2 bestimmt, was eine Sauerstoff- 
funktion am betreffenden Kohlenstoff (in y-Stellung zum Lacton) verlangt. Die 
Signale der beiden anderen Vinylprotonen fallen mit anderen Banden zusammen 
und konnten nicht zugeordnet werden. 

Wenn wir alle bisherigen Argumente beriicksichtigen, so konnen wir die folgenden 
Teilformeln fur Brefeldin A (1) resp. Diketoy-lacton 16 vorschlagen : 

0 

! -0 

3.  CrO, 

6) Wir danken Herrn Dr. A. MELERA, VARIAN A.G. Research Laboratory, Zurich, bcstens fur die 
Ausfiihrung und Intcrprctation dieser Spektren. 
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Alle Versuche zur Dehydrierung von Brefeldin A (Cr0,-Eisessig, Cr0,-H,SO,, 
MnO,, Pt-0,) ergaben komplexe Gemische, aus denen keine einheitliche, gut charak- 
terisierbare Substanz isoliert werden konnte. 

Einen tieferen Einblick in die Struktur von Brefeldin A erhielten wir durch den 
oxydativen Abbau. Behandlung von 1 rnit Kaliumpermanganat nach voraus- 
gehender Verseifung mit 2 N NaOH fuhrte einzig zur Isolierung von Oxalsaure und 
zum Nachweis von Glutar-, Bernstein- und Malonsaure (als ihre Methylester) im 
Gas-Chromatogramm. 

Etwas mehr Aufschluss gab uns die Ozonisation der Diacetylverbindung 2. Bei 
oxydativer Aufarbeitung rnit H,O,-HCOOH und nachfolgender Verseifung, Ver- 
esterung und Nachoxydation rnit CrO, erhielten wir ein komplexes Estergemisch, 
dessen teilweise Auftrennung uns nur im Gas-Chromatographen gelang. Eine der 
so erhaltenen Fraktionen konnte durch Interpretation der Spektren (NMR. : vgl. 
Fig. 2; IR. : 1750 Schulter, 1740 cm-l, vgl. Fig. 3) als Cyclopentanon-3,4-tra.ns- 
dicarbonsaure-dimethylester (26 a) [4] erkannt und mit einem synthetischen, race- 
mischen Praparat identifiziert werden. 

I I NMR 60mc 6401286 

TMS 

ao 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 O F  'Y 

Fig. 2. NMR.-Spektrum Zion Cyclof~entanon-3,4-trans-dicarbonsiiure-dimethylester (26a) (Signale 
bei 6 = 4,3 und 6 = 3,2 sind Rotations-Seitenbander) 

Fig. 3. IR.-Absorp%ionsspek%9.unz von CycZo~entanon-3,4-trans-dicarbonsaure-di~ethylester (26a) 
(Tetrachlorkohlenstoff) 
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5 1. I<Mn04 
2. CH,N, 
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Fovmelschenaa 2 
H3C-CH- (CHJ-CH, H,C-C-(CH,),-COOH 

I1 
NOH 

I 
OR 

I 
OR 

I 

2- 

2. Lii\lH 
1. 0, 

H, ,COOC€I, 
H,COOC------ H / \  

'\/ 

+18 I1 = H __+ 20 C6Hl103N 
a: flussig [+So] Smp. 101-10Z0 
b: flussig [0°] 

a: Smp. 107-108" [+43"] 
b: Smp. 89-90" 
CH,-CH, 

t)R OR 

19 R = CO-C6H4-S0, 

,21 It = H 
22 R = CO-C,H,-NO, 

* C16H1208N2 
Smp. 140-142' 

CH,--OK 
I , 

110 €&C,-,CH-OK 

0 I 
OR 

'23 11 = 11 
24 K = COCH, 
25 I< = CO-C6H4-N02 

C'36H28016N4 
Smp. 195-197' 

ii 
+26 R = 0 

C,Hl,O, 
a :  fltissig [ -  119.'] 
b:  Smp. 60-61" LO0] 

27 R = N-NH-C6H3-(NOZ), 
C16H1608N4 
a: Smp. 125-130°/141-143" 
1 ) :  Smp. 147-148" 
H,COOC,&OOCH, 

/ \  
'I' 
OR 

+28 R = H,  flussig 
;29 R = CO-C6H4-N=N-C6H4-N0, 

C2,H,lO*N, 
a: Smp. 140-142" 
b: Snip. 140-142" 

I COOCH, 

OR 
+30 R = CO-C6H4-N-N-C6H4--N0, 

C36H30012N6 
Smp. 208-209" 

Bedeutend einfacher war die Isolierung der Produkte bei der reduktiven Auf- 
arbeitung (LiAlH,) [5] des Ozonisierungsgemisches. Kontinuierliche Extraktion 
der angesauerten Reaktionslosung rnit Ather ergab den schwach positiv drehenden 
Alkohol Ma, dessen Di-0-(9-nitrobenzoat) 19a mit dem entsprechenden authen- 
tischen (&)-Hexandiol-(l,5)-Derivat 19b identifiziert werden konnte. Die Oxy- 
dation des Diols 18a rnit CrO, ergab 8-Ketocapronsaure, deren Oxim 20 ebenfalls 
mit einem authentischen Produkt [6] identisch war. Dem (+)-Hexandiol-(1 ,5) 
kommt die (S)-Konfiguration zu, da das entsprechende (+)-(S)-Hexanol-2 rnit der 
(-)-(R)-Milchsaure resp. dem (+)-(R)-Glycerinaldehyd in Reziehung gebracht 
worden ist [7]. 

Die extrahierte wasserige Phase der LiAlH,-Reaktionslosung wurde rnit einem 
Mischbett-Ionenaustauscher entsalzt und im Vakuum eingedampft. Das Produkten- 
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gemisch wurde ohne weitere Reinigung zu einem fliissigen Tetraacetat 24 und zum 
kristallinen Tetra-(P-nitrobenzoat) 25 der Summenformel C,H,,04 (C,H,O,N), um- 
gesetzt. In den bei der Chromatographie anfallenden Nebenfraktionen war jeweils 
noch das entsprechende Derivat des Athylenglykols nachweisbar. 

Dass dem Hauptprodukt die Struktur 23 zukommen muss, wurde auf folgendem 
Wege bewiesen : Obwohl weder rnit Phosgen noch rnit Thionylchlorid ein einheitliches 
Cyclo-carbonat resp. -sulfit erhalten werden konnte, ergab sich die Glykol-Grup- 
pierung aus der Oxydierbarkeit rnit Perjodat. Auf die Isolierung des Formaldehyds 
wurde verzichtet, da im Ausgangsmaterial ja auch noch Athylenglykol enthalten 
war. Die Oxydation des Spaltproduktes mit Chromsaure und anschliessende Methy- 
lierung mit Diazomethan ergab wiederum den Cyclopentanon-3,4-trans-dicarbon- 
saure-dimethylester (26a) rnit [X]D = -119". Eine Bestatigung der vorgeschlagenen 
Formel 23 erhielten wir beim Permanganat-Abbau des Di-0-acyl-Derivates 5 [8]. 
Das Hauptprodukt 30, isoliert als Methylester vom Smp. 208-209" und der Summen- 
formel C3,Hm0,,N6, enthalt zwei Carboxylgruppen und die bereits im Ausgangs- 
material vorhandenen zwei 0-Acylgruppen. Als Nebenprodukt wurde eine Sub- 
stanz 29a der Summenformel C,,H,,O,N, isoliert, die ebenfalls zwei Carboxyl-, aber 
nur noch eine 0-Acyl-Gruppe enthalt. Dieses Produkt konnte mit dem synthetischen 
Derivat 29 b, das durch Reduktion des (&)-Cyclopentanonderivates 26b rnit NaBH, 
und Acylierung rnit p-($'-Nitropheny1azo)-benzoylchlorid erhalten wurde, identi- 
fiziert werden. Damit kommt fur die urn eine CHO(C,,H,O,N,)-Einheit grossere 
Formel 30 nur die vorgeschlagene Strukturformel in Frage. Die NMR.-Spektren 
dieser Abbauprodukte sind vollstandig im Einklang rnit allen vorgeschlagenen 
Konstitutionen, doch liessen sie sich meist zufolge Komplexizitat der Banden nicht 
im Detail interpretieren. Der Ozonabbau hat uns somit drei Bruchstucke gegeben, 
die alle 16 Kohlenstoffe von Brefeldin A enthalten, namlich : (+)-(S)-Hexandiol- 
(1,5) (Ma), Athylenglykol (21) und 3,4-tralzs-3-hydroxyrnethyl-4-(1', 2'-dihydroxy- 
athy1)-cyclopentanol (23). 

Unter Berucksichtigung der auf Seite 1404 vorgeschlagene Teilstruktur lassen sich 
diese Bruchstucke in eindeutiger Weise zur Konstitutionsformel 1 fur Brefeldin A 
zusammenfiigen. Uber die Stereochemie der beiden Hydroxylgruppen und der iso- 
lierten Doppelbindung konnen wir keine Angaben machen, da die NMR.- und 
IR.-Spektren keine eindeutigen Aussagen ermoglichen. Doch geht aus dem Abbau 
hervor, dass der Cyclopentanring trans-artig rnit dem Lactonring verkniipft ist. 

Brefeldin A mit seinem 13-gliedrigen Lactonring gehort somit zur Klasse der 
Makrolide [9], deren Ringgrossen von 12 (Methymycin, Pikromycin) bis 30 (Filipin) 
schwanken [lo]. Bei hoheren Pilzen ist diese Substanzklasse nur wenig vertreten : 
Curvularin [ll], C,,HaoO,, besitzt einen 12-gliedrigen Lactonring und Radicicol [12] 
(= Monorden [131), CI,H,,06Cl, einen 1Cgliedrigen. Ein typischer Unterschied zu 
den Makroliden aus Actinomyceten besteht in der Abwesenheit von Zuckerresten 
und der Substitution des Lactonrings durch eine einzige Methylgruppe. 

Die Biogenese von Rrefeldin A durfte in ublicher Weise dem Schema des Aufbaus 
aus Acetat- resp. Malonat-Einheiten entsprechen [14], doch sol1 diese Aussage, ins- 
besondere um die Verhaltnisse im Cyclopentanring sicherzustellen, noch experi- 
mentell iiberpriift werden. 
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Experimenteller Teil 
Alle Smp. wurden im evakuierten Riihrchen bestimmt und sind nicht korrigiert. Substanz- 

proben zur Messung der spezifischen Drehung und der Spektrcn wurden 1 Std. bei 0,02 Torr und 
60" getrocknet. Die UV.-Spelrtren wurden mit einem BECKMaN-SpektrOphOtOmeter, Modell DK 2, 
in mcthanolischer 1,osung und die 1R.-Spektren mit einem ~ERKIN-ELMER-IR.-ZweiStrahlSpcktro- 
photometer, Modell 21 rnit NaC1-Optik, aufgcnommen. Die Chromatogramme wurden nach der 
Durchlaufmethode [15] an Kicsclgel MERCK (0.2-0,5 mm) und I~iinnschichtchromatogramme nach 
der von STAHL [16] beschricbenen Methode auf Kieselgel G durchgefiihrt. Das Cr0,-Reagens [17J 
enthalt auf 100 ml 26,7 g CrO,, 21,3 ml konz. H,SO, und Wasser. 

1. Derivate von Brefeldin A. - 1 . 1 .  ~i-O-[p-(p'-nitrophenylazo)-be~zoyl]-brefeldin A (5) : Zu 
einer Losung von 260 mg Brefeldin A (1) in 10 ml Pyridin wurdc unter Kiihlung rnit Eis eine 
Losung von 1050 mg p-(p'-Nitrophcny1azo)-bcnzoylchlorid (4 as.) in 20 ml Benzol getropft. An- 
schliessend wurde 72 Std. bei 20" stehcngclasscn, alsdann das Reaktionsgemisch auf zerstossenes 
Eis gegossen und rnit dreimal300 ml Chloroform extrahiert. Dic Chloroformphase wurde der Rcihc 
nach mit dreimal 2~ H,SO,, zweimal 2~ Sodaliisung und zwcimal Wasser gewaschen, wobci in 
den wasserigen und organischen Phasen ein Niederschlag entstancl. Das Chloroform wurde filtriert, 
uber Na,SO, getrocknet und im Vakuum zur Trockne gebracht. Der Ruckstand (824 mg) wurde 
mit total 80 ml Bcnzol clurch 25 g Alox neutral (.Aktivitat 3) filtriert. Der Ruckstand aus dem Filtrat 
gab nach zweimaligcm Umkristallisieren aus Benzol-Ather 655 mg blassrote Kristalle 5 vom Smp. 
189-191'. UV.-Spektrum: Maxima bei 333 mp (log& = 4,77) und 466 mp (loge = 3,16) (Chloro- 
form). 1R.-Spektrum: Bandenbci 1710,1650,1610,1530,1350,1110,1010,970,860 cm-1 (Methylen- 
chlorid). Zur Analyse 3 Stcl. bei 100" und 0,01 Torr getrocknet. 

C,,H,,O,,N, (786,81) Ber. C h4,l H 4,9 N 10,7% Gef. C 64,2 H 5,O N 10,8Yu 

7.2. Mono-O-[p-(p'-nitrophe~zylazo)-benzoyZ]-bvefeldzn A : Tler Umsatz von 150 mg Brefeldin A 
(1) in 5 ml Dioxan und 126 mg Pyridin ( 3  aq.) mit 384 mg p-(p'-Nitropheny1azo)-benzoylchlorid 
(2,s aq.) in 10 ml I3enzol wahrend 64 Std. gab bei analoger Aufarbeitung 253 mg Riickstand, der 
an 7 g Alox neutral (4ktivitat 3) chromatographiert wurde. Die rnit Petrolather-Benzol und Benzol 
eluierten Fraktionen (62 mg) gaben aus Benzol-Ather 50 mg 5 vom Smp. 189-191'. 

Die mit Benzol-Chloroform-(1 : 1) und Chloroform eluierten Fraktionen (73 mg) gaben aus 
Chloroform-Ather 51 mg Mono-0-[p-(p'-nitropheny1azo)-benzoyll-brefeldin A als blassrosa 
Kristalle vom Smp. 208,5-209". UV.-Spektrum: Maxima bei 328 mp (loge = 434) und 462 mp 
(logs = 2,85). 1R.-Spektrum: Banden bei 1710, 1640, 1610, 1590, 1530, 1350, 1110, 1070, 1010, 
980, 970, 870 cm-1 (Methylenchlorid). Zur Analyse 3 Std. bei 100" und 0,Ol Torr getrocknet. 

C,,H,,O,N, (53339) Rer. C 65,3 H 5,9 N 7,9% Gef. C 65,l H 5,9 N 7,6% 

Mit Chloroform-Methanol-(99: 1) bis (98 : 2) liessen sich noch 70 mg Ausgangsmaterial 1 
eluieren. 

2. Derivate von Tetrahydrobrefeldin A(7) .  - 2.7. Iceduktion zu Tetrol9: 275 mgTetrahydro- 
brefeldin A (7) wurden mit 5 ml Pyridin und 2 5  ml Acetanhydrid 15 Std. bci 20" stehengelassen. 
Die iibliche Aufarbeitung gab 321 mg Neutralteil als farbloses 01, das an 10 g Kieselgcl chromato- 
graphiert wurde. Die mit Chloroform eluierten, diinnschichtchromatographisch cinheitlichen 
Vraktionen wurden vereinigt und gaben 295 mg 8 als farbloses 61. 1R.-Spcktrum: Banden bei 
1730, 1450, 1380, 1030, 950 cm-l (Methylenchlorid). 

Einc Losung von 360 mg Di-0-acetyl-brefelclin -4 (2)  in 15 ml reinem ,&than01 wurde in Gcgen- 
wart von 100 mg 10-proz. Pd-Kohle hpdriert. Wasscrstoffaufnahme: 47 ml (= 2 , l  Mol.). l k r  
Katalysator wurde abfiltriert, das Athanol abdcstilliert und der in Chloroform geloste Riickstand 
durch 5 g Kieselgel filtriert. Nach dern Eindampfen erhielten wir ein farhloses 61 (347 me), das 
nach Dunnschichtchromatogramm und 1R.-Spcktrum mit 8 identisch war. 

Zur Losung von 282 mg 8 in 50 ml abs. f t h e r  wurden 500 mg LiAIH, in 40 ml Ather gegeben 
und 15 Std. unter Ruckfluss gekocht. Each Zerstoren des iiberschiissigen Recluktionsmittels mit 
Wasser wurde rnit 2~ H,SO, auf pH 2 gebracht, mit Na,SO, gesattigt und 16 Std. im Apparat nach 
KUTSCHER-STEUDXL ausgeathert. Nach dem Verdampfen des Athers crhicltcn wir 9 als farbloses 
61  (178 mg). 

13,4 mg 9 in 14 ml MethanolLWasser-(6: 1) wurden rnit 5 ml I3 J0,-Reagens (1,25 g Natrium- 
parapcrjodat wurdcn in 70 ml Wasser und 4 ml 2~ H,SO, gelost, filtriert und rnit Wasscr auf 



Volumen 47, Fasciculus 6 (1964) - No. 152 140c) 

100 ml aufgefullt) versetat und die Losung rnit Methanol auf 25 ml gebracht. Titration von 5-ml- 
Aliquoten nach 4 bzw. 7,s Std. mit 0 , 0 2 ~  Natriumthiosulfat-Losung ergaben keinen Verbrauch von 

2.1.1. Deriuate von Tetrol 9. - Di-0-acetylderiuat von 9 :  40 mg Tetrol 9 wurden mit 1 ml 
Pyridin und 1 ml Acetanhydrid 16 Std. bci 22" stchcngelasscn. ubliche Aufarbcitung gab 55 mg 
Rohprodukt, das an Kieselgel chromatographiert wurde. Die mit Methylenchlorid eluierten, diinn- 
schichtchromatographisch cinhcitlichcn Fraktionen murden vereinigt uud gaben 37 mg 10 als 
farbloses 01. 1R:Spektrum : Banden bei 1725, 1380, 1250, 1020, 950 cm-l (Methylenchlorid). 
NMR.-Spektrum: u.a. Singlctte bei d = 2,05 (6 Protonen) und d = 2,02 (6 Protonen) ; Dublett bei 
8 = 1,21 ( J  = 6,s  cps, 3 Protonen). 

L)i-O-(p-nitrobenzoyl)-Devzvat vow 9 :  Zur Losung von 130 mg 9 in 5 ml Pyridin wurden 600 mg 
$-Nitrobenzoylchlorid gegeben und 24 Std. bei 22" stehcngelassen. Ubliche Aufarbeitung gab 
557 mg Rohprodukt, das an 17  g Kieselgel chromatographiert wurde. Die mit Chloroform eluierten 
Fraktionen (298 mg) wurden in Methylenchlorid gelost und durch 6g .41ox neutral perkoliert. L)as 
Filtrat wurde sehr stark cingeengt und init Ather vcrsetzt, worauf spontan Kristallisation cin- 
setztc. Das a m  Methylcnchlorid-Ather umkristallisiertc l'rodukt 11 gab Prismen vom Smp. 153- 
154" und "1: = + 12' (c = 1,02 in Chloroform). UV.-Spektrum : Maximum bei 260 mp (loge = 

4,73) (in Chloroform). 1R.-Spektrum: Banden bei 1715, 1610. 1530, 1350, 1120, 1110, 1020, 840, 
830 cm--l (Methylenchlorid). Zur hnalysc 4 Std. bei 80" und 0,Ol Torr getrocknet. 

(CllHllO,N), Rcr. C 59.7 H 5,0 0 28,9 N 6,3% 
Gef. ,, 59,9 ,, 4,s ,, 28,7 ,, 6.5% 

HJO,. 

Molekulargewichtsbestimmungen nach KAST: 478, 658, 659,5, bzw. nach der thermoelektri- 
schen Methode: 8687. Das Molekulargewicht fur n = 4 betragt 884,84. 

2.1.2. Reduktion zum Kohlenmasserstoff 12: 224 mg Tetrol 9 und 250 mg roter Phosphor 
wurden in 10 ml konz. H J wahrend 24 Std.'am Ruckflusskuhler gekocht. Das rotbraune Reaktions- 
produkt wurde auf zerstossenes Eis gegossen und dreimal rnit 50 ml Ather extrahiert. Die zwei- 
ma1 rnit 2-proz. Natriumthiosulfat-L6sung und Wasser gewaschenen Auszuge gabcn nach Trock- 
nung iibcr Na,S04 259 nig Riickstand. 

Dicser wurdc in 30 ml peroxidfreiem Tetrahydrofuran gelost und rnit 500 mg LiAIH, 15 Std. 
am Riickflusskuhlcr gekocht. Nach Zerstorung des iiberschiissigen Iieaktionsmittels rnit Essig- 
ester wurde rnit 30 ml kalter 2~ H,SO, angesauert und rnit dreimal 200 ml Ather extrahiert. 
Die rnit Wasser gewaschenen und uber NazSO, getrocknetcn Ausziige gaben 194 mg Riickstand. 
Dieser wurdc mit total 50 ml n-Hexan durch 6 g neutrales Alox (Aktivitat 1) filtriert. Zum Filtrat 
wurden 10 mg PtO,,ZH,O gegeben und wahrend 16 Std. hydriert. Der Katalysator wurde ab- 
filtriert, das Hexan abdestilliert und der Ruckstand (90 mg) bei 80-120O Badtcmperatur und 
0,03-0,l Torr destilliert. Das farblosc Destillat (68 mg) wurde im Gas-Chromatographens) gepriift 
und ergab folgende Zusammensatzung : 

a) ca. 70 Gew.% mit Ifo,,50 = 1595 resp. If97,60 = 1582. 
b) ca. 20 Gew.% mit I ~ o z . 5 0  = 1637 resp. Ifo,:,o = 1626. 
c) ca. 10  Gew.% rnit = 1763 resp. If97,60 1 1708. 

Das Hauptprodukt zeigt somit einen A I-Wert von 13 Einhciten. Fur cinen Kohlenwasserstoff 
der Konstitution 12 errechnet sich ein AT-Wert von 10 Einheiten [18]. 1R.-Spektrum: 2900, 2850, 
1465, 1380, 720 cn-1 (Film). NMR.-Spektrum: Signale bei 8 = 1,27 (26 Protonen) und 6 = 0,88 
(6 Protonen). Massen-Spektrum: Signalc dcr Molekular-Ioncn bci m/c 224 rcsp. 222 resp. 220. 

2.1.3. Oxydatioia uon Tetrol 9 zu Diketo-y-Lacton 16: Die Losung von I57 mg Tetrol 9 in 50 ml 
Accton wurde unter starkcm Kuhren mit 5 in1 Cr0,-Reagens versetzt. Nach 5 Min. bei 20" wurden 
5 ml Methanol zugegeben und nach weitcren 5 Min. goss man auf 200 ml Eisivasser. ubliche Auf- 
arbeitung gab 33 mg Xeutralteil. Aus den basischen Phascn (NaHCC),) wurden nach Ansauern 
~ _ _ _  
Wir danken Herrn lh. W. SIMON, ETH Zurich, bestens fur die Ausfuhrung dicser Bcstimmung. 
PERKIN-ELMER-Fraktometer 116 E mit Thermistor-Detektor, mit folgendcn Kolonncndimen- 
sionen: A:Z = 100 m, 0 = 1 mm; P:Z = 1 m, @ = 4,65 mm. Trager: A: keiner; 1': Celite 
200-250 p. Stationare Phase: A :  Apiezon-T,; P:  Emulphor-0. Tragergas: Helium; A :  10 ml/ 
Min.; P: 30 ml/Min. 

89 
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und Extraktion im Apparat nach KUTSCHER-STEUDEL mit Ather noch 135 mg Material extrahiert, 
von dem kein einheitliches Derivat erhalten werden konnte. Der Neutralteil gab aus Ather 20 mg 
16 als farblose Nadeln von Smp. 58-59' (vgl. 2.2.2.). 1R.-Spektrum: Banden bei 1770, 1735, 1710, 
1470, 1410, 1190, 1040, 1020, 990, 930 cm-l (Mcthylenchlorid). 

15 mg 16 in 2 ml Athanol wnrden rnit 1 ml einer 5-proz. 2,4-Dinitrophcnylhydrazin-LBsung 
(85-proz. H,PO,-Athanol-(3 : 2)) versetzt. Nach 15 Std. bei 20" wurdc der Nicderschlag abfiltriert, 
gut mit Wasser gewaschen, getrocknet und an 1,l g Alox neutral chromatographiert. Die rnit 
Chloroform-Benzol-(1 : 1) eluierten Fraktionen (28 mg) wurden zweimal aus Methylenchlorid- 
Benzol-Aceton umgefallt und crgaben 23 mg 17 als oranges Pulver vom Smp. 84-86" (KOFLER- 
Block). IR.-Spektrum: Banden bei 3300, 1770, 1615, 1590, 1520, 1510, 1420, 1340, 1310, 1140, 
920, 830 cm-l (Methylenchlorid). Zur Analyse I 6  Std. bui 50" und 0,Ol Torr getrocknet. 

C2sH3201,N, Rcr. C 52,s 1-1 5,O 0 25,O N 17,5% 
(640.62) Gef. ,, 52,s ,, 5,l ,, 24,6 ,, 17,7% 

2.2. VerseifuFzg von Tetrahydrobrefeldin A (7) zum y-Lacton 14: Zur Losung von 300 mg Tctra- 
hydrobrefeldin A (7) in 6 ml Methanol wurden 6 ml 20-proz. methanolische KOH-Losung gegcben 
und 16 Std. bei 20" stchengelassen. Nach Zugabe von 20 ml Wasser wurde das Methanol i. v .  ab- 
destilliert, die wasserige Phase rnit 2~ H2S04 sauer gestellt und im Apparat nach KUTSCHER- 
STEUDEL ausgeathert. Der Extrakt (305 mg) wurde an 15 g Kieselgel chromatographiert. T)ic rnit 
Chloroform-Athanol-(9: 1) eluiertcn Frdktionen (270 mg) gaben ans Ather 205 mg 14 als farblose 
Kristalle vorn Smp. 60-61"; [a]: = - 73" (c = 0,49 in Methanol). 1R.-Spektrum: Randen bei 
3600, 3500, 1760, 1190 cm-1 (Methylcnchlorid; 1R.-Spektrophotometer UNICAM SP-ZOO). NMR: 
Spektrum: Dublett bci 4 = 1,16 (J  = 6,5 cps, 3 Protonen). Zur Analyse 4 Std. bei 30" und 0 , O l  
Torr getrocknet. 

CI6Hz8O4 (284,40) Ber. C 67,6 H 9,9 0 22,5% Gcf. C 67,O 13 9,s 0 22,70/, 

2.2.7. Di-0-Acetylderivat z)on y-lacton 14:  40 mg 14 wurdcn in 1 ml Methylenchlorid gelost, 
mit 0,5 ml Pyridin und 1 ml Acetanhydrid versetzt und 24 Std. bei 20" stehengelassen. ubliche 
Aufarbeitung gab 40 mg Neutralteil 15, der sich nach diinnschichtchromatographischer Kon- 
trolle (Chloroform-Methanol-(9 : 1)) als einheitlich crwies, aber nicht kristallisiert werden konnte. 
1R.-Spektrum: Banden bei 1770,1720,1250, 1190,1030,930 c1n-l (Methylcnchlorid; 1R:Spektro- 
photometer UNICAM SP-ZOO). NMR.-Spektrum: Singlctt bei 6 = 2,02 (6 Protonen) und Dublett 
bei 6 = 1,20 ( J  = 6.5 cps, 3 Protonen). 

2.2.2. Diketolactow 16 : Zur Losung von 162 mg 14 in 20 ml Accton wurde 1 ml Cr0,-Reagens 
gegeben, und nach 5-min. Riihren bei 20" wurde 1 ml Athano1 zugesetzt. Nach Zugabe von 250 ml 
Wasser wurde xxie iiblich anfgearbeitet. Der Nentralteil (158 mg) wurde bei 150" Badtemperatur 
und 0,6 Torrsublimiert; das farblose Sublimat gab aus Ather 126 mg 16 in farblosen Kristallcn 
vom Smp. 58-59", [ G C ] ~  = - 135" (c  = 0,60 in Methanol). 1R.-Spektrum: Banden bei 1770, 1735, 
1710, 1190, 1150, 1030, 930 cm-l (Methylenchlorid; Spcktrophotomctcr UNICAM S1-'-200), Nach 
Mischprobc, 1R.-Spektrum und IXinnschichtchromatogramm identisch mit Oxyclationsprodnkt 
von Tetrol 9 (vgl. 2.1.3.). NMR.-Spcktrum: Linien bei 6 = 4,70 (1 Proton) und Singlett bei 
6 = 2.13 (3 Protonen). Masenspektrum: Signal des Molekular-Ions bci m/e 280. Zur Analyse 4 Std. 
bei 30" und 0 , O l  Torr getrocknet. 

C16Hz,04 (280,35) Ber. C 68,5 H 8,7 0 22,80/, (kf .  C 68,4 H 9,l 0 22,7% 
11 mg 16 in 2 ml Athanol wurden rnit 1 ml 5-proz. 2,4-Dinitrophenylhydrazin-Losung (85-proz. 

H,PO, - Athanol-(3:2)) versetzt. Nach 5 Std. bei 20" wurcle der Niederschlag abfiltriert, griind- 
lich rnit Wasser gewaschen, getrocknet und dann an 1 g Alox-neutral chromatographiert. Die 
rnit Benzol-Chloroform-(7 : 3) cluierten Fraktionen (8 mg) erwiesen sich nach 1R.- untl Diinn- 
schichtchromatogramm (Chloroform-Methanol-(98 : 2)) als identisch rnit dem Di-hydrazon 17 (vgl. 
2.1.3.). 

3. Oxydativer Abbau von Brefeldin A. -- 3.1. Oxydatiou v o z  Brefeldin A wit KMnO4:  26 nig 
Brefeldin A,  145 mg KMnO, und 20 ml 3-proz. Natronlauge wurdcn 24 Std. bci 20' geschiittelt. 
Dann wurde das MnO, iiber Hyflo abfiltriert und dicses rnit drcimal2 ml 2 N NaOH nachgcwaschen. 
Die Filtrate wurdon rnit peroxidfrcicm Ather cxtrahiert, die wasserigen Phasen mit konz. H2S04- 
Wasser-(1 : 1) sauer gestellt und im Apparat nach KUTSCHER-STEUDEL mit Ather cxtrahiert. Der 
Kickstand (48 mg) wurdc in Methanol gelost und rnit athcrischer Uiazomcthanlosung versetzt. 
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Nach vorsichtigem Eindampfen im Vakuum verblieben noch 30 mg Methylester-Gemisch (der 
grosste Anteil des Oxalsaurc-dimethylesters durfte abdcstilliert sein) die im Gas-Chromatogra- 
phen9) untersucht wurden, wobei die folgenden Komponenten eindcutig fcstgestcllt werden 
konnten: If&' = 1014 (Oxalsaure-dimethylcster), 1118 (Malonsaure-dimethylester), 1202 (Bern- 
steinsaure-dimethylcster), 1318 (Glutarsaure-dimethylester). 

3.2. Permanganatabbau van Di-U-[p-(p'-nitropheny1azo)-beizzoyl]-brefeldin A (5) : Zu einer 
Losung von 685 mg 5 in 150 ml Rceton wurden wahrend 5 Std. 15 g KMnO, in Portionen gegeben. 
Anschliessend wurde noch 5 Std. am Riickflusskiihler gekocht, alsdann das Aceton bei 14 Torr 
und 25" Badtempcratnr abdestilliert. Eine Probe des Kondcnsats wurde mit BRADY'S Reagens 
versetzt. Der Niedcrschlag erwies sich im Diinnschichtchromatogramm als einheitlich und iden- 
tisch mit Aceton-2,4-dinitrophenylhydrazon. Bci 1 Torr und 25" Radtemperatur destillierte noch- 
mals cine kleine Menge Substanz. Diesc wurde mit 100 ml BRADY-KeagenS versetzt und gab einen 
roten Niederschlag, dcr nach zweimaliger Umkristallisation bei 200-202" schmolz und sich nach 
Dunnschichtchromatogramm, 1R.- uncl Mischprobe als identisch rnit Mesityloxid-2.4-danitrophenyl- 
hydrazon erwics. 

Der Destillationsruckstantl wurde in kleincn Portioncn rnit total 140 ml 1 , 2 ~  Ameisensaurc 
versetzt, so dass cr ein pH von 6,0 aufwies. Anschliessend wurden 20 ml 3 , 6 ~  K,CO, zugegcben 
und der Niederschlag abzentrifugicrt. L)ieser wurdc mehrmals mit O , ~ N  K,CO, und dann funfmal 
rnit Wasser gewaschen. Die vcreinigtcn basischen Filtrate wurden lyophilisiert, der braunc Ruck- 
stand mit 30 m l 2 ~  H,SO, versetzt und mit Ather im Apparat nach KUTSCHER-STEUDEL 16 Std. 
extrahiert. Der Extrakt (248 nig) wurdc in 30 ml Dioxan gclost nnd rnit atherischem Diazo- 
methan methyliert. Der nach clem Eintlampfen erhaltcnc Riickstand (287 mg) wurde an 8,7 g hlox 
(neutral, Aktivitat 111) chromatographicrt. Mit Petrolather-Benzol-(1 : 1) licssen sich zucrst 67 mg 
eluieren, die aus Benzol-Pcntan 37 mg Kristalle vom Smp. 187-188" ergaben. Diese waren nach 
Dunnschichtchromatogramrn, 1K.- und Mischprobe idcntisch rnit p-(p'-Nitropheny1azo)-benzoe- 
saure-methy lester. 

Die folgcnden, mit dem gleichen Losungsmittelgcmisch eluierten Fraktionen (23 mg) gaben 
aus Bcnzol-Pentan nach zweimaliger Umkristallisation 12 mg orange Kristalle 29a vom Smp. 
140-143'. 1R:Spektrum: 1740, 1710, 1610, 1530, 1350, 1280, 1210, 1120, 870, 780, 700 cm-1 
(Nujol). NMR.-Spektrum: Signale bei 8 = 5'5 (1 Proton), Singlette bci 8 = 3,74 und S = 3.69 
(je 3 Protonen). Nach Dunnschichtchromatogramm. 1R.- und NMR.-Spcktrum identisch rnit 
( 5 )-I  - [p- (p'-Nitrophenylazo) -benzoyloxy] -cyclopentan-3,4-dicarbonsaure-dimethylester (29 b) . 

Die mit Petrolather-Benzol-(l : 4) eluierten Fraktionen (57 mg) gaben aus Benzol-Pentan 44mg 
blassorange KristaEle 30 vom Smp. 208-208,5". UV.-Spektrum: Maxima bei 333 mp (log E = 4.80) 
und 462 mp (logs = 3,27) (Chloroform). 1R.-Spcktrum: Banden bci 1720, 1610, 1590, 1530, 1350, 
1270, 1210, 1110, 1010, 860, 770, 690 cm-l (KBr). NMR.-Spektrum: Signale bei 8 = 5,5 (2 Pro- 
tonen), Singlette bei 8 = 3,83 und 8 = 3,74 (je 3 Protoncn). Zur Analyse 4 Std. bci 100" und 
0,Ol Torr getrocknet. 

C,,H,,,OI,N, Bcr. C 58,6 H 4,l C) 20,O N 11,4% 
(738,68) Gef. ,, 58,6 ,, 4,4 ,, 25,2 ,, 11,3% 

I)er bei der Zcntrifugation erhaltcnc und nach Waschen rnit K,CO,-Thsung verbliebcne Ruck- 
stand wurde in 100 ml 1~ H,SO, suspcndiert, auf 0" gckuhlt und wahrcnd 7 Min. mit SO, behan- 
delt. Dabei geht das Mangandioxid in Losung, und es erschcint ein orangeroter Niederschlag. 
Dieser wurde abfiltriert, rnit Wasser gut gewaschen und getrocknet. Nach Suspension in Dioxan 
und Versetzen mit atherischer Diazomethanlosung wurde filtriert, im Vakuum zur Trockne ein- 
gedampft und der Ruckstand (358 mg) an 11 g Alox (neutral, Aktivitat 111) chromatographicrt. 
Die mit.Pctrolather-Benzol-(l :4) und Benzol cluierten Frdktioncn (114 mg) gaben aus Benzol- 
Pentan noch 78 mg 30 vom Smp. 208". 

3.3. Uzonahbau von Di-0-acetjil-brefeldin .4 (2). - 3.3. I .  M i t  oxydatiuer A trfarbeitung: Durch 
die Losung von 300 mg 2 in 100 ml Essigestcr wurdc bei - 70' ein 0,-0,-(5 :95)-Gemisch geleitct, 
bis sich die Liisung leicht blau farbtc. Nach 21 Std. bci - 70" wurdc im Vakuum zur Trockne 

9) PERKIN-ELMER-FraktOmCtCr 116 E mit FID-lktektor, mit folgenden Kolonncndimensionen : 
1 = 50 m, 0 = 0,25 mm; stationare Phase R :  Polypropylenglykol; Triigergas: Helium, 2,5ml/ 
Min. 
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gebracht, cler Ruckstand in 20 ml Methanol gelost, mit 1 ml 30-proz. H,O, und 1 ml Xmeisensaurc 
versetzt und 19 Std. bci 20" stehengelassen. Dann wurden vorsichtig 200 mg 10-proz. Pd-Kohle 
zugegeben, geschiittclt, filtriert, rnit G ml Methanol und 20 ml Wasser nachgewaschcn und das 
Filtrat einer Wasscrdampfdestillation unterworfen. l k r  Ruckstand wurtle im Vakuum zur 
Trocknc gebracht, in 15 ml Wasser-Methanol-(1 : 2) gelost, rnit 2 ml SO-proz. KOH-Losung ver- 
sctzt und 2 Std. am Riicltflusskuhler gekocht. Nach Zugabe von 20 ml Wasscr wurdc das Methanol 
im Vakuum abdestillicrt und die wasserige Phase (lurch eine Saulc von 20 ml Dowex 50 W-Sx 
(H+-Form) perkoliert. Das Eludt und 100 ml Waschwasser gabcn nach Eindampfen im Vakuum 
260 mg braunes 01. Dieses wurde in 3,5 ml Methanol gelost, bci 0" mit atherischer Diazomethan- 
losung vcrsctzt und nach 20 Min. im Vakuum eingedampft. Der Riickstand wurde zwischen 
2 x 20 ml Wasser und 3 x 50 ml Athcr vcrteilt. Die Atherphasen gaben 85 mg und die wasscrigen 
Phasen 96 mg Riickstand. 

Letztere 96 mg Ruckstand aus der Methylicrung wurden in 5 ml Accton gclost und rnit 0,5 ml 
Cr0,-Reagens versctzt. Nach 10 Min. bei 20" murde 0 , 5  ml Mcthanol zugcgcben, mit 50 ml Z N -  
H,SO, angesauert und mit 3 x 50 ml Chloroiorm cxtrahiert. .Nach Trocknen uber Na,SO, vcr- 
blicbcn beim Eindampfen S5 mg cines farblosen, im Vakuum z. T. lliichtigen 01s. Dieses wurde 
im Gas-Chromatographen (Kolonnc: 1 = 200 cm, = 0,6 cm; Trager: Celite 250-300 p ;  stdtio- 
narc Phase: 40-proz. Apiezon-l; Gas: Hcliuin, 100 in1 / Min.) aufgctrcnnt und gab folgende Frak- 
tioncn: If.5o = 1054 (1 mg); 1340 (4 mg); 1392-1409 (3 mg); 1516 (5 me). Die Fraktion rnit 

If25o = 1340 war identisch rnit (f)-C~~clo~entanon-3,4-dicarbonsuure-dimethylester. 1R.-Spcktrum : 
vgl. Fig. 2. NMR.-Spektrum: vgl. Fig. 3. Massen-Spektrum : Signale bci m/e 200 (Molekular-Ion), 
169, 141, 140, 114 (lOOyo), 113, 112, 86, 71, 59, 55. 

Ganz analog wurde dcr athcrlosliche Ruckstand aus cler Methylierung oxydiert, wobei 45 m g  
eines farblosen, ebcnfalls im Vakuum z. T. lcicht fliichtigen 81s erhalten wurden. Die Auftrcnnung 
im Gas-Chromatographen ergab Fraktionen mit Retentionsindices von = 1380 (4 mg), 1401 

3.3.2. M i t  reduktiver Az6farbeitung: Durch die Losung von 1,4 g Di-0-acetyl-brefeldin A (2) 
in 500 ml Essigester wurde bei - 70" unter Wasserausschluss ein 0,-0,-(5: 95)-Gemisch geleitet, 
bis eine leichte Blaufarbung eintrat (50-proz. 0,-Uberschuss). Die Lijsung wurde im Vakuum zur 
Trockne eingedampft und der glasigc Riickstand in 100 ml reinem Tetrahydrofuran gelost. Wah- 
rend 60 Min. wurde eine klarfiltriertc Liisung von 2 g LiAIH, in 30 ml Tetrahydrofuran zugetropft. 
Anschliessend wurde das Reaktionsgemisch noch Z1/, Stcl. unter Ruckfluss gckocht. Nach Zer- 
storen dcs Uberschusses an Reduktionsmittcl mit Essigcstcr wurdcn 70 ml 2 N H,SO, zugegeben, 
clas Tetrahydrofuran im Vakuum abdestillicrt und die vcrblicbcnc wasscrigc Phase in einem Ap- 
parat nach KUTSCHER-STEUDEL ausgeathert. Nach Trockncn tlcs Athcrs iiber Natriumsulfat und 
Eindampfen vcrblieb ein farbloscr, flussiger Ruckstand (82.5 mg), der im wesentlichen aus 1,5- 
Hexancliol (18) bestand. Die ausgeatherte wasserige Phase wurde mit eincm loncnaustauscher- 
gemisch (l/, Vol. IR-120-H++ Vol. IR.4-410-OH-) auf pH 9,3 gebracht und anschliessend 
ubcr cine Mischbettsaule (250 ml) der gleichen Zusammcnsctzung filtriert. Die Saule wurdc mit 
200 ml Wasser nachgewaschen und das Filtrat vom pH 5,0 im Vakuum cingedampft. Der olige 
Riickstand (718 mg) bestand zum grossten Teil aus 23 und etwas Athylenglykol (21). 

815 mg rohes 18a wurden an 40 g Kieselgel chromatographiert. Mit Chloroform-Mcthanol- 
(25: 5) liesscn sich zuerst 145 mg l-O-AcyI-hcxantliol-(l,5) nnd dann 393 mg Hexandiol-(I,5) (18a) 
als farblosc Flussigkeiten eluiercn. [a12 = +8" (c = 0,55 in Methanol). 1R:Spcktrum: Banden 
bei 3650, 3500, 1380, 1080, 1050, 950 cm-l (Methylcnchlorid). Das 1R:Spcktrum von 18a ist 
identisch mit dcm von racemischem Hexandiol-(l,5) (18b). NMR.-Spektrum: Signale bei d = 
3,9-3,5 (3  Protonen), 3,4 ( 2  Protoncn), 1,70 1,35 (6 Protonen) uncl 1)uhlett bei 0 = 1,17 ( J  I 
6,O cps; 3 Ptotonen). 

Zur I.osung von 27 mg 18a in 2 ml Pyridin wurden 2.30 mg p-Nitrobenzoylchlorid gegeben und 
20 Std. bei 20" stchengelassen. L)as Keaktionsgcmisch wurdc auf Eiswasscr gcgcbcn und dieses 
nach 20 Min. dreimal rnit Ather extrahicrt. Die rnit 2 N HC1, ges. NaHCO, und Wasser gewaschcnen 
und iibcr Na,SO, getrockneten Ausziige gaben nach dem Eindampfen 74 mg Kiickstand. Diescr 
wurde an 2 g Alox (neutral, Aktivitat I) chromatographicrt. Die mit Benzol-Pentan-(1 : 1) eluierten 
Fraktionen (49 mg) gabcn nach zweimaliger Umkristallisation aus Methylenchlorirl-Pentan 40 mg 

(6 4. 
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19a vorn Smp. 107-108", = +43" (c = 0,43 in Chloroform). UV.-Spektrum: Maximum bei 
260,5 m,u (log E = 4.42); Schultcr bei 350 m,u (log E = 2 ,55)  (in Chloroform). 1R.-Spektrum: 
Banden bci 1705, 1605, 1530, 1350, 1120, 1100, 1015, 880, 850 cm-1 (Methylenchlorid, Spektro- 
photometer UNICAM SP-200). EMR.-Spektrum: Signale bei 8 = 8,2 (8 Protonen), 5,22 (I. Proton), 
4,40 ( 2  Protonen), 2,O-1,6 (6 Protonen), und Dublett bei S = 1,40 (,I = 6 cps, 3 Protonen). Zur 
Analyse 4 Std. I;-i 60" und 0,Ol Torr getrocknet. 

C,,H,,O,N, Rcr. C 57,7 H 4,8 0 30,7 N 6,7% 
(4K38) Gef. ,, 57,9 ,, 5,O ,, 30,6 ,, 6,7% 

Nach niinnschichtchromatogramm, IR.- und NMR.-Spelrtrum identisch rnit racem. Di-0-  
(p - nitrobenzoyl) -hexandioZ- (7,5) vom Smp . 89-90', 

130 mg 18a wurden in 30 ml Aceton gelost und bei 20' untcr starkem Riihren rnit 0,95 ml 
Cr0,-Reagens vcrsetzt. Nach 5 Min. wurdcn 1 ml Methanol zugegebcn und nach weiteren 5 Min. 
auf 250 ml Wasscr gegossen. Extraktion mit Ather im Apparat nach KUTSCHER-STEUDEL gab 
135 mg Sauregemisch. Dcstillation im Kugelrohr bei 1 2  Torr und 145-150" Luftbadtemperatur 
gab 77 mg 5-Ketocapronsaure. 1R.-Spektrum: 3100 breit, 2900, 2650, 1720 Schulter, 1700, 1420, 
1380,1240, 1190, 1170, 1070, 1050, 960, 900, 850, 750 cm-' (Film). 

Zur Losung von 77 mg 5-Ketocapronsaure und 61 mg NH,OH,HCl in 1 ml CVasscr wurtle 
eine konz. Losung von 98 mg K,CO, in Wasser gegeben. Nach 24 Std. bei 20" wurde rnit Z N  
H,SO, sauer gestelit, rnit Ammoniumsulfat gesattigt und im Apparat nach KUTSCHBR-STEUDEL 
ausgeathert. Der Ruckstand (80 mg) wurdc aus Benzol umkristallisiert. Dic farblosen Kristalle 
(20) schmolzen bci 101-102". Eine Mischprobc rnit authentischem Material schmolz gleich, und 
die 1R.-Spektren waren deckungsgleich. 1R.-Spcktrum : Banden bei 1730 Schultcr, 1700, 1660, 
1440, 1420. 1370, 970 cm-l (Chloroform, Spektrophotometer UNICAM SP-200). 

74 mg rohes 23 wurdcn mit 2 ml Pyridin und 1 ml Acetanhydrid 24 Std. bei 20" stehengelasscn. 
Gblict e Aufarbeitung gab 43 mg Neutralprodukt, die an 2 g Iiieselgel chromatographiert wurden. 
Mit C€. xoform-MethanolL(99: 1) liessen sich 29 mg 24 eluicren. 1R.-Spcktrum: Banden bei 1730, 
1370, 1230, 1040 cm-I (Methylenchlorid). NMR.-Spektrum: Singlettc bci 8 = 2,08 (6 Protonen), 
2.05 (3 Protoncn) und 2,02 (3 Protonen). 

Eine Losung von 102 mg rohem 23 in 6 ml Pyridin wurde mit 800 mg p-Nitrobcnzoylchlorid 
versetzt und 28 Std. bei 20" stehengelassen. obliche Aufarbeitung gab 507 mg Ncutralteil, die an 
15 g Alex (neutral, Aktivitat 1) chromatographiert wurden. Die rnit Benzol-Methylenchlorid-(4: 1) 
eluierten Fraktionen (17 mg) gaben aus Methylenchlorid-Ather 10 mg Di-O-(p-nitrobenzoyZ)- 
uthylenglykol (22) vom Smp. 139-141" (KoFLER-BlOck) ; Misch-Smp. rnit authentischem Material 
140-142". 1R.-Spektrum und Rf im Diinnschichtchromatogramm waren identisch. Die rnit Benzol- 
Athylcnchlorid-(1 : 1) eluierten Fraktionen (210 mg) gaben aus Mcthylenchlorid-Ather 183 mg 
gelbliche Kristalle 25 vom Smp. 195-197". 1K.-Spektrum: Banden bci 171.0, 1600, 1530, 1350, 
1110, 1100, 1010, 870cm-I (Methylenchlorid). Zur Analyse 4 Std. bei 100" und 0 , O l  Torr getrocknet. 

C,,H,,O,,N, Ber. C 56,O H 3,7 0 33,l N 7,3% 
(772,63) Gef. ,, 56,4 ,, 3,7 ,, 32,9 ,, 7,20/, 

Molekulargcwichtsbestimmung : 770 (thermoelektrisch) . 
Eine Losung von 301 mg 23 in 10 ml 50-proz. wass. Methanol wurde im Laufe von 7 Std. bei 

20" mit total 80 ml HJO,-Losung (vgl. 2.1.) versetzt. Danach liess sich iiberschiissige Perjodsaure 
nachweisen (2 Tropfen Reaktionsgemisch gabcn beim Erwarmen rnit 2 Tropfen ges. MnSO, und 
2 Tropfcn 87-proz. H,PO, eine Violettfarbung). Nach Versctzen mit 10 ml Wasser wurde das 
Methanol i.u. abdestillicrt, die wasserige Phase rnit Kochsalz gesattigt und im Apparat nach 
KUTSCHER-STEUDEL wahrend 20 Std. ausgeathert. Der so crhaltene Extrakt (193 mg) wurde an 
10 g liieselgel chromatographicrt. Die mit Chloroform-Methanol-(99: 5) bis (4: 1) eluierten Frak- 
tioncn (129 mg) zeigten im Diinnschichtchrornatogramm noch Verunrcinigungcn, wurden aber 
trotzdcm direkt weiter oxydiert. 

Zur Losung von 129 mg Kohprodukt in 40 ml Aceton wurde unter Riihren bei 20" 1 ml 0,- 
Reagens gegebcn. Nach 5 Min. wurdc der uberschuss an Oxydationsmittcl mit Athano1 zerstdrt, 
Wasser zugegebcn und mit Athcr im KUTSCHER-STEUDEL-APParat extrahiert. Der Kohextrakt 
(104 mg) wurde mit Diazomcthan methyliert und an 5 g Kieselgel chromatographiert. Die mit 
Chloroform eluierten Fraktioncn (61 mg) wurden am kalten Finger 1x3 12 Torr und 50-100" Rad- 
tcmperatur destilliert. Das so erhaltcnc Produkt 26 a liess sich aber nicht zur Kristallisation brin- 
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gcn, obwohl es nach Diinnschichtchromatographie einheitlich war. [0(ID = - 119" (c = 0,55 in 
Chloroform). 1R.-Spektrum : vgl. Fig. 3. NMR.-Spektrum : vgl. Fig. 2.26a war nach Dunnschicht- 
chromatogramm, 1R.- und NMR.-Spektrum idcntisch rnit (~)-CycZopentanon-3,4-dicarbonsdure- 
dimethylester. 

17 mg 26a wurden in 2 ml Methanol gclost und mit 20 ml BRADY'S Reagens versctzt. Nach 
3 Std. bei 20" wurden die Kristallc abfiltricrt urid gut rnit Wasser nachgewaschen. Umkristallisa- 
tion aus Methylenchlorid-Fentan, clann Ather gab 10 mg 27a vom Smp. 125-130°/141-143" als 
gelbe Prismen. 1K.-Spektrum: Banclen bei 3350, 1730, 1620, 1600, 1530, 1520, 1450, 1350, 1320, 
1220, 1140, 930, 840 em-l (Methylenchlorid). 27 a war nach Dunnschichtchromatogramm und 1R.- 
Spelctrum identisch mit dem 2,4-Dinitrophenylh?idmzon u o ~  ( j-) -Cyclopentanon-3,4-dicarbonsauve- 
dimethylestev (27 b) (vgl. 4.2.). 

4. Synthese von Abbau-Produkten. - 4.7. (+)-L)i-O-(p-izitrobenzoyZ)-hexandiol-(7,5) (19b) : 
54 mg (&)-Hexandiol-(l.S) wurdcn rnit 3 ml Pyridin und 460 mg p-Nitrobenzoylchloricl 20 Std. 
bei 20" stehengclassen. Ublichc Aufarbeitung gab 200 mg Rohprodukt, das an 10 g Alox-neutral 
(Aktivitat I) chromatographiert wurde. Die rnit Benzol und Chloroform eluicrten Fraktionen 
(157 mg) gaben aus Ather-Pentan 127 mg Kristalle vom Smp. 80-89". Nach mehrmaliger Um- 
kristallisation schmolz die Substanz 19 b konstant bei 89-90". 1R.-Spcktrum : Banden bei 1705, 
1605, 1530, 1350, 1120, 1100, 1015, 880, 850 em-' (Methylenchlorid, Spcktrophotometer UNICAM 
SP-200). UV.-Spektrum: Maximum bci 2G0,5 mp (log E = 4,41) und Schulter bci 350 mp (log 
E - 2,55). Zur Analyse 4 Std. bei GO" uncl 0,Ol Torr getrocknet. 

C,,H,,O,K, Bcr. C 57,7 H 4,s 0 30.7 N 6.7% 
(416,39) Gcf. ,, 58,2 ,, 4,s ,, 305 ,, 6,8% 

4.2.  2,4-Dinifrophenyl~~~~i~razo.n. 27b : Zur Losung von 19 mg (+)-Cyclopcntanon-3,4-dicarbon- 
saure-dimethylester (26 b) in 2 ml Methanol wurdcn 20 ml BRADY'S Rcagens gcgcbcn. Nach 2 Std. 
bei 20" wurde der Niedcrschlag abfiltricrt und drcimal rnit je 3 ml Wasscr gewaschen. Der ge- 
trocknete Ruckstand gab nach zweimaligom Umkristallisieren itus Methylcnchlorid-Pentan 10 mg 
27b als gelbe Nadeln vom Smp. 146,5-148'. 1K.-Spektrum: Banden bei 3330, 1730, 1620, 1600, 
1.530, 1520, 1450, 1350, 1320, 1220, 1140, 930, 840 cm-l (Methylenchlorid). 

4.3. I -[p-(P'-'ZitrophenyZazo) -benzoylvz,y] -cycloper~tan-3,4-dicarbonsaure-dimethyZester (29 b) : Zur 
Losung von 100 mg (~)-Cyclopentanon-3,4-dicarbons~ure-dimethylcster (26 b) in Tetrahydro- 
furan wurden 100 mg NaBH, gegeben und G Std. bei 20" geriihrt. Nach Ansaucrn rnit 2~ H,SO, 
wurde das Tetrahydrofuran im Vakuum abdestilliert und die waserigc Phase funfmal rnit Ather 
extrahiert. Die n i t  Wasser gewaschenen uncl ubcr Na,SO, getrockneten Ausziige gaben 110 mg 
Hiickstand, der an 3 g Kieselgel chromatographiert wurde. Die mit Chloroform-Methanol-(99 : 1) 
eluierten Fraktionen (73 mg) waren nach Diinnschichtchromatogramm (Chloroform-Methanol- 
(95 : 5)) einheitlich, konnten aber nicht kristallisiert werden (28). 1R.-Spektrum: Banden bei 3600, 
3500, 1730, 1600, 1450, 1380, 1200, 1180, 1040 cm-l (Methylenchlorid). 

73 mg Alkohol28 wurden in 3 ml Pyridin gelost und zur Losung von 300 mg p-(p'-Nitrophenyl- 
azo)-bcnzoylchlorid in 3 ml Benzol gegeben. Nach 45 Std. boi 20" ergab iibliche Aufarbeitung 
157 rng Rohprodukt. Nach Filtration der Chloroformlosung durch eine kurze Kieselgel-Saule und 
Kristallisation aus Benzol-Pentan schmolz das Dcrivat 29 b bei 140-142". 1R.-Spektrum : Banden 
bei 1730, 1610, 1530, 1440, 1350, 1210, 1110, 1010, 860 cm-l (Methylenchlorid). NMR.-Spektrum: 
Signale bei 8 = 5,54 (1 Proton), 3,6-.3,2 (2 Protonen), 2,6-2,l (4 Protonen), uncl Singlette bei 
8 = 3,74 und 3.69 (je 3 Protonen). Zur Aiialyse 4 Std. bei 100" und 0,Ol Torr gctrocknet. 

C,,H,lO,N, Bcr. C 58,O H 4,6 0 28,l N 9,2% 
(455,43) Gcf. ,, 58,2 ,, 4,s ,, 28,l ,, 9,574 

SUMMARY 

The constitution of Brefeldin A, a mold metabolite from Penicillium brefeldianum 
DODGE, has been elucidated as 1 by chemical degradation. 

Pharrnazeutisch-chemische Forschungslaboratorien, 
SANDOZ AG, Base1 
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153. Zur Kenntnis der sogenannten ((Alkalicarbonylen IV [l] l). 
uber die Reaktion von geschmolzenem Kalium mit Kohlenmonoxid 

von W. Buchner und E. Weiss 
(20. V. 64) 

In vorhergehenden Mitteilungen wurde iiber die Zusammensetzung der aus 
Kohlenmonoxid und in fliissigem Ammoniak gelosten Alkalimetallen erhaltlichen 
((Alkalicarbonyles berichtet. Diese farblosen oder nur schwach gefarbten Produkte 
erwiesen sich als Substanzgemische [l], bestehend aus Acetylendiolaten MOCECOM 
(M = Li, Na, K “4, Rb [ 3 ] ,  Cs [3]) und metallorganischen Verbindungen mit gleicher 
Bruttozusammensetzung. 

Dagegen ist die Natur des aus Kalium und Kohlenmonoxid in Abwesenheit eines 
Losungsmittels entstehenden tiefgefarbten Produktes der Zusammensetzung (KCO) 
[4] [5] noch immer unbekannt, obwohl die Reaktion bereits von LIEBIG [6] zum 
ersten Ma1 beschrieben wurde. Seit NIETZKI & BENCKISER [7] fasst man das sog. 
((Kohlenoxidkalium, auf Grund des bei der Hydrolyse gefundenen Hexahydroxy- 

l) Die Zahlen in cckigen Klammern verweisen auf das Literaturverzeichnis, S. 1423. 


