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The very similar physico-chemical properties, especially the similarity of the
optical rotation values of the intermediates, the alkaloids and their derivatives,
confirm the spacial structural conformity of the three alkaloids of the ergotamine

roup. . . .
group Pharmazeutisch-chemische Tforschungslaboratorien

Sanpoz AG., Basel
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212, Isolierung und Synthese des Ergostins, eines neuen
Mutterkorn-Alkaloids
62. Mitteilung iiber Mutterkornalkaloide [1]1)
von W.Schlientz, R, Brunner, P.A.Stadler, A.J.Frey?), H. Ott?) und A. Hofmann
(29. VIII 64)

Die erstaunliche Tatsache, dass nach vielen Dezennien Mutterkornforschung in
zahlreichen Laboratorien in aller Welt heute immer noch neue Alkaloide aufgefunden
werden, erklirt sich aus den zum Teil nur sehr geringen chemischen und physikali-
schen Unterschieden zwischen einzelnen Mutterkornalkaloiden, so dass Nebenalka-
loide, die in Mischkristallisaten nur in Spuren vorhanden sind, erst jetzt mit den in den
letzten Jahren verfeinerten Nachweis- und Trennungsmethoden festgestellt und iso-
liert werden kénnen.

So haben wir erst kiirzlich in Zuchtmutterkorn neben dem bereits vor 45 Jahren
von StoLL [2] entdeckten und seither laufend in grossem MafBstab fiir vielseitige
therapeutische Verwendung hergestellten Ergotamin ein in sehr geringer Menge vor-
handenes Begleitalkaloid aufgefunden. Das neue Alkaloid ist physikalisch und che-
misch dem Ergotamin (Formel 1) sehr nahe verwandt. Seine Bruttoformel enthilt nur
1 Kohlenstoff- und 2 Wasserstoffatome mehr als dicjenige des Ergotamins.

Die Ergebnisse von Abbauversuchen mit dem vorerst nur in kleiner Menge zur Ver-
fiilgung stehenden neuen Alkaloid liessen vermuten, dass es sich um ein im «-Hydroxy-
a-aminosiure-Teil des Molekels homologes Ergotamin handeln kénnte. Diese Hypo-

1) Die Zahlen in eckigen Klammern verweisen auf das Literaturverzeichnis, 3. 1933.
2) Jetzige Adresse: Research Laboratories, SaANDoz PHARMACEUTICALS, Hanover, N. J., USA.
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these liess sich durch den Vergleich mit der entsprechenden synthetischen Verbindung
2 {iberpriifen, die wir kurz vorher nach dem fiir die Synthese des Ergotamins [3] [4]
entwickelten Verfahren hergestellt hatten. Das neue Begleitalkaloid des Ergotamins
erwies sich tatsichlich identisch mit der synthetischen Base 2, in welcher der a«-Hy-
droxy-r-alanin-Rest des Ergotamins durch den a-Hydroxy-L-a-aminobuttersdure-
Rest ersetzt ist.

o ——

~

- N H
NHL 1 o\ ? w 1: R = CH,: Ergotamin

jﬁ ) Ty " 2: R = CH,CHy: Ergostin
\\0/7'“">5'/\L0 3: R = CH(CH,),: Ergocristin

H " CHq.CeHy

In der Verbindung 2 liegt also der erste Vertreter einer dritten Untergruppe der
Mutterkornalkaloide vom Peptid-Typus vor, die strukturell zwischen den zwei bisher
bekannten Untergruppen, zwischen den Alkaloiden der Ergotamin-Gruppe (mit dem
a-Hydroxy-L-alanin-Rest als charakteristischem Baustein) und der Ergotoxin-Gruppe
(gekennzeichnet durch den a-Hydroxy-L-valin-Rest) steht. Wir schlagen fiir das neue
Alkaloid die Bezeichnung Ergostsn vor. Es ist dies eine Verkiirzung von Ergo(cri)stin,
der Bezeichnung des dem Ergotamin in der Ergotoxin-Gruppe entsprechenden Alka-
loids (Formel 3), von welchem sich das Ergostin durch den Mindergehalt von CH,
unterscheidet.

I. Vorkommen, Isolierung und Eigenschaften des Ergostins. — Den ersten
Hinweis fiir das Vorhandensein eines Begleitalkaloids des Ergotamins erhielten wir
bei einer speziellen Ausfithrung der papierchromatographischen Untersuchung von
rohen Ergotamin-Kristallisaten, die aus schweizerischem Zuchtmutterkorn gewonnen
worden waren,

Bel Verwendung von Papier, das mit IFormarmid/Benzoesdure impréigniert worden
war, und Ather oder Benzol als Fliessmittel, wurde ein Fleck beobachtet (sichtbar im
UV.-Licht oder nach Besprithen mit vaNn UrRK-Reagens [5]), der etwas schneller als der
Hauptfleck des Ergotamins wanderte. Im experimentellen Teil (s. Tabelle I1I) sind die
Rf-Werte des Ergostins und der ndchstverwandten Alkaloide sowie ihrer Iso-Formen
in verschiedenen Systemen zusammengestellt.

Das neue Alkaloid wurde hierauf papierchromatographisch auch in vielen Handels-
drogen, u.a. in amerikanischen Wilddrogen, festgestellt.

In priparativen Mengen erhielten wir das Ergostin durch chromatographische
Auftrennung der Gesamtalkaloide aus schweizerischem Zuchtmutterkorn an Alumi-
niumoxid-Sdulen (BRockMaNN, Aktivitdat IT) mit methanolhaltigem Chloroform als
Durchlaufmittel unter den im experimentellen Teil beschriebenen Bedingungen. Das
Alkaloid haftet an Aluminiumoxid weniger gut als Ergotamin und etwas stirker als
Ergotaminin.

Ergostin, Cy,H,,0,N;, kristallisiert besonders gut aus Essigester oder aus Aceton
in langgestreckten Prismen, die kein Kristallosungsmittcl enthalten und bei 204-208°
unter Zersetzung schmelzen. Das Alkaloid ist in Chloroform, Alkohol oder Aceton
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leicht 16slich, missig bis schwer in Essigester und Benzol. Der spez. Drehwert von Er-
gostin [¢]% = —169° (in Chloroform) liegt zwischen den entsprechenden Werten von
Ergotamin und Ergocristin. Bei der KELLERschen IFarbreaktion entsteht vorerst eine
blaue Firbung, die nach etwa 15 Sekunden nach Blaugriin umschligt. Losungen von
Ergostin fluoreszieren im UV.-Licht intensiv blau, gleich wie diejenigen aller anderen
Mutterkornalkaloide, die sich von der Lysergsiure ableiten, und zeigen das fiir den
Lysergsdure-Rest charakteristische UV.-Absorptionsspektrum. Das IR.-Spektrum
(s. Figur) ist dem des Ergotamins und Ergocristins sehr dhnlich. Ergostin gibt gut
kristallisierende Salze, von denen einige im experimentellen Teil beschrieben sind.
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Ergostin liess sich unter den fiir die Hydrierung der bekannten Mutterkornalka-
loide angewandten Bedingungen [6] in Dihydro-ergostin, Smp. 224-226° (Zers.),
@] = —59° (Pyridin), tiberfiihren.

Ergostin liess sich nach den fiir die Isomerisierung in die Isolysergsdure-Form iib-
lichen Methoden, z.B. durch Kochen in methanolischer Lésung, in das am C-8 des
Lysergsaure-Teiles diastereomere Alkaloid umlagern, dem die Isolysergsdure zu-
grunde liegt und das nach der bei den Mutterkornalkaloiden eingebiirgerten Nomen-
klatur als Ergostinin zu bezeichnen ist.

Ergostinin kristallisiert aus 250 Teilen siedendem Methanol oder Athanol beim
Erkalten in langen, zugespitzten, kristallysungsmittelfreien Prismen vom Smp. 215-
216° (Zers.). In Chloroform ist es leicht, in Benzol sehr schwer 16slich. Ergostinin zeigt
einen fiir die Isolysergsdure-Alkaloide charakteristischen hohen positiven Drehwert,
[]¥ = 4357° (in Chloroform).

Ergostinin lisst sich auch anhand der KELLER'schen Farbreaktion von Ergostin
unterscheiden, indem die zuerst auftretende Blaufdrbung erst nach 2-3 Minuten nach
Blaugriin umschligt. Das UV.-Spektrum ist identisch mit dem des Ergostins, IR.-
Spektrum s. Figur.

Uber eine erste Untersuchung der pharmakologischen Eigenschaften des Er-
gostins in der Medizinisch-Biologischen Abteilung der SaNDoz AG., Basel, wurde an-
dernorts berichtet [7].

II. Hydrolytische Spaltung des Ergostins. — Bel der energischen alkalischen
Hydrolyse des Ergostins unter den seinerzeit fiir das Ergocristin beschriebenen Be-
dingungen (8] und entsprechender Aufarbeitung wurden als Spaltstiicke 4-Lyserg-
sdure, eine Aminosidure- und eine x-Ketosiure-Fraktion erhalten. In der Aminosiure-
Fraktion liessen sich nach zusitzlicher Behandlung mit konz. HCl Prolin und Phenyl-
alanin papierchromatographisch nachweisen. Die 6lige Ketosidure wurde zur Charakte-
risierung in das kristallisierte Phenylhydrazon iibergefiihrt, das wider Erwarten weder
mit dem Brenztraubensiure-phenylhydrazon aus den Alkaloiden der Ergotamin-
Gruppe, noch mit Dimethylbrenztraubensiure-phenylhydrazon, das aus den Alka-
loiden der Ergotoxin-Gruppe erhalten wird, iibereinstimmte. Die Elementaranalyse,
die ein CH, mehr, bzw. weniger als bei diesen beiden bisher aus Mutterkornalkaloiden
erhaltenen Phenylhydrazonen anzeigte, liess vermuten, dass es sich um das Phenyl-
hydrazon der a-Ketobuttersaure handeln kénnte, was dann durch den Vergleich mit
synthetischem «-Ketobuttersiure-phenylhydrazon bestatigt wurde. Die beiden Pri-
parate stimmten in den Eigenschaften, insbesondere auch im NMR.-Spektrum, iiber-
ein.

Bei der milden alkalischen Hydrolyse von Ergostin mit nur 1 Aquivalent wisserig-
alkoholischem KOH wurden entsprechend den friiher bei den bekannten Peptidalka-
loiden identifizierten Spaltstiicken (9] ein Gemisch von d-Lysergsdure- und d-Isoly-
sergsdure-amid und ein acyliertes saures Dipeptid erhalten, dessen Analyse mit der
Formulierung als a-Ketobutyryl-L-phenylalanyl-L-prolin iibereinstimmte.

Auf Grund der angefithrten Daten und Abbauprodukte und unter der Annahme
eines den Alkaloiden der Ergotamin- und Ergotoxin-Gruppe entsprechenden struk-
turellen und sterischen Baues durfte fiir das Ergostin die Formel 2 in Betracht gezogen
werden. Der Vergleich und die dabei festgestellte Identitédt des Ergostins mit der, wie
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im nachstehenden Abschnitt beschriebenen, auf synthetischem Wege gewonnenen
Verbindung 2 bestitigte diese Hypothese.

I11. Synthese des Ergostins. — Dieses Ergotamin-Homologe wurde nach dem fiir
das Ergotamnin entwickelten Syntheseverfahren [3] [4] gemiss Schema 1 und 2
aufgebaut. .

a) Herstellung und Bestimmung der absoluten Konfiguration des Athyl-benzyloxy-
malonsdure-monodthylester- Bausteines. Das bei dieser Synthese fiir den Aufbau des
a-Hydroxy-«-aminobuttersiure-Restes bendtigte Malonsiaure-Derivat, der R-(+)-
Athyl-benzyloxy-malonsiure-monoithylester (6) wurde entsprechend dem R-(+)-
Methyl-benzyloxy-malonsdure-monodthylester [10], der fiir die Synthese des Ergot-
amins diente, hergestellt. Die vorerst als Racemat anfallende Verbindung 4 liess sich
iber das Cinchonidin-Salz in die beiden Antipoden auftrennen. Das Salz des linksdre-
henden Halbesters wurde als schwerer lésliche Komponente durch Kristallisation aus
Essigester rein erhalten, wihrend sich der rechtsdrehende Halbester nur in angerei-
cherter Form aus der Mutterlauge gewinnen liess (siehe Schema 1). Die Zuweisung der
absoluten Konfiguration: R fiir den (+)-Athyl-benzyloxy-malonsidure-monoithyl-
ester (6), bzw. S fiir den (—)-Halbester (5) und S, bzw. R fiir die entsprechenden
Sdure-chloride®), leitet sich aus dem Vergleich der Drehwerte dieser Athyl-malon-
sdure-Derivate mit denen der entsprechenden Methyl-malonsiure-Derivate ab, deren
absolute Konfiguration bekannt ist [10] (vgl. Tab. I).

Schema 1
(Bz = CH,C Hy)
CH,
|
CH,
C,H;00C——0Bz
j COOH 1
\ 4 v
Cinchonidinsalz des Mutterlauge des
(—)-Athyl-benzyloxy- Cinchonidinsalzes
malonsiure-monoédthylesters l
(—)-Athyl-benzyloxy-malon- Angeveichevter (+ )-Athyl-benzyloxy
sdure-monodthylester 5 malonsiure-monoithylester 6
lSOCl2 l SOCl,
COOC,H; C,Hy
CHa—CHz\(l _OBz Hsczooo\é _OBz
{ |
7 COCl1 8 COCl

3) Es ist zu beachten, dass bei der CanN-INGoLD-PRELOG-Nomenklatur der absoluten Konfigu-
ration beim Ubergang vom Halbester zum Saurechlorid wegen Umkehr des relativen Gewichtes
von zwei Substituenten innerhalb der gleichen sterischen Reihe ein Wechsel von R Zu S eintritt.
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Schema 2
(Bz = CHC H,)

COOC,H; H;C,00C  oH [
H;Con, ‘ 0Bz Oy ( Pd /H HyCyl /O\E/ SN

|

CO——N__ /\ oS ~ N0
T 10b H” “Bz 11b H” "Bz
Ox l\N/
H
HN> '«
B
° H¢ C,H, J C,Hy OoH
}lsczooc\’ OBz O ‘\ pa/H, HGc00. Lol /]\N
+8 > ' —_— II\I
co \/\ 07 <~ 0
10a 12l ‘Bz 1la H” "Bz
C,H
12: R= COOH  15: R = NHCOOBz g 05 OH l
13: R = COCl 16; R = NH, - HCl / N
14: R = CON, o \‘ \o
H’ “Bz
CoHy OH
e ?0 NH\_‘ O /l\N
‘ LN
16 + d-Lysergsiure-chlorid-HCl o7 >0
w I\ALH H" "Bz
( 2

Ergostin

b) Herstellung des Peptidieils des Evgostins. (+)-AthyLbenzyloxy—malonsﬁure-rno-
noithylester-chlorid (8), dem nach der obigen Ableitung S-Konfiguration zukommt,
wurde in angereicherter Form mit L-Phenylalanyl-L-prolin-lactam [= (3.5 : 9.5)-Phe-
nylalanyl-prolin-lactam] (9) zum acylierten Dioxopiperazin 10a kondensiert. Da N-
Acyl-dioxopiperazine labil sind, wurde das sterisch nicht einheitliche Rohprodukt
ohne vorhergehende Reinigung zum Cyclolcarbonsiure-ester 11a weiterverarbeitet
und die Abtrennung des am C-2’ epimeren Beiproduktes 11b auf dieser stabilen Stufe
durchgefiihrt.

Die Cyclol-Bildung erfolgte gleich wie bei der Synthese des Ergotamins und Ergo-
sins stereospezifisch. Es entstand jeweils nur dic eine der am C-12’ epimeren Formen
mit o-stindiger Lage der Hydroxylgruppe (11a bzw. 11b). Diese mit dem Ergotamin
am C-12’ iibereinstimmende Konfiguration wurde aus dem Vergleich der Werte des
spezifischen Drehvermogens und der pKycs-Werte der einander entsprechenden
Cyclolcarbonsédure-ester abgeleitet.
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Der weitere aus Formel-Schema 2 ersichtliche Aufbau zum Aminocyclol-hydro-
chlorid 16 erfolgte unter gleichen oder dhnlichen Reaktionsbedingungen wie sie bei der
Synthese des Ergotamins [3] und des Ergosins [1] angewandt wurden.

Tabelle 1. Vergleich der Drehwerte des Athyl- und des M ethyl-benzyloxy-malonsdure-monodthylesters
und thver Devivate

Verbindung Drehung in ()3
Cinchonidinsalz des S-(—)-Athyl-benzyloxy-malonsiurc- Athanol, ¢ = - 66°
monodthylesters

S-(—)-Athyl-benzyloxy-malonsiure-monoathylester (5) Athanol, ¢ =3 - 6,9°
angereichertey R-(+)-Athyl-benzyloxy-malonsiurc-monoithyl- Athanol, ¢ = 4 + 2,3°
ester (6)

R-(-)-Athyl-benzyloxy-malonsaure-monoithylester-chlorid (7) Benzol, ¢=3 -31°
angereichertes S-(+ )-1'&thyl—benzy1oxy-ma.lonséiurc—monoéithylcster- Benzol, ¢=2 +19°
chlorid (8)

Cinchonidinsalz des S-(—)-Mcthyl-benzyloxy-malonsiure- Athanol, ¢ = 2 —69°
monoithylesters

S-(—)-Methyl-benzyloxy-malonsiure-monoithylester Athanol, ¢ = 4 —10,3°
R-(+)-Methyl-benzyloxy-malonsidure-monoithylester Athanol, ¢ = 2 + 9,5°
R-{—)-Methyl-benzyloxy-malonsiure-monodthylcster-chlorid Benzol, ¢=35 —27°
S-(+)-Mecthyl-benzyloxy-malonsdurc-monoithylester-chlorid Benzol, ¢ =2 +28,2°

c) Acybierung des Aminocyclols 16 mit Lysergsiure zum Evgostin. Da das Amino-
cyclol in freier Form so unbestindig ist, dass es nicht gefasst werden kann, musste der
Umsatz mit der Lysergsdure wie beim Ergotamin durch Suspension des Aminocyclol-
hydrochlorids 16 zusammen mit einem Uberschuss von d-Lysergsiurc-chlorid-hydro-
chlorid [11] in Methylenchlorid und Zugabe von Pyridin bei ticfer Temperatur erfol-
gen. Das auf diese Weise gewonnene Lysergyl-aminocyclol 2 stimmte in allen physi-
kalischen und chemischen Eigenschaften, insbesonders auch im IR.-Spektrum (siche
Figur a und b) mit dem natiirlichen Mutterkornalkaloid Ergostin iiberein. Neben 2
entstand durch spontane Umlagerung des Lysergsdure-Restes im Verlaufe der Um-
setzung auch gleichzeitig das entsprechende Isolysergyl-aminocyclol, das sich als
identisch mit dem natiirlichen Alkaloid Ergostinin erwies (vgl. IR.-Spektrum, Figur
cund d).

Experimenteller Teil

Die Smp. wurden im offenen Réhrchen bestimmt und sind korrigiert. Die IR.-Absorptions-
spektren wurden mit einem PERKIN-ELMER-IR.-Spektrophotometer (Modell 21), dic NMR.-
Spektren auf einem VARIAN-NMR.-Spektrophotometer (Modell A-60) aufgenommen.

1. Papierchromatographisches Vevhalten von Evgostin und Evgostinin. Es wurde Papier Scurzi-
CHER & ScHUELL 2043 bM verwendet und nach dem aufsteigenden Verfahren gearbeitet. Die in
Tabclle II beschricbencn Systeme ermdéglichen cine gute Trennung von Ergostin und Ergostinin
von den nah verwandten Alkaloiden Ergotamin, Ergotaminin, Ergocristin und Ergocristinin. Die
entsprechenden Rf-Werte sind in Tabelle ITI zusammengestellt.

2. Praparative Isolierung von Evgostin. 1,0 kg Gesamtalkaloide aus schweizerischer Mutter-
korndroge, die als Hauptalkaloid Ergotamin enthilt, wurde in 81 abs. Chloroform geldst, auf cinc
Saunle aus 24 kg Aluminiumoxid (Brockmanw, Aktivitit [1), Durchmesser 20 cm, Linge ca.
75 cm, gegeben und das Chromatogramm mit Chloroform, das 0,5% Methanol enthiclt, entwickelt.
Die ersten 24 1 des Elutionsmittels enthielten noch keine Alkaloide, sondern lediglich 8lige Begleit-
substanzen. Nachdem cin alkaloidhaltiger Vorlauf von 10 1 aufgefangen worden war, wurde das
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Tabelle 11. Systeme fiir Papierchromatographie von Evgostin und Evgostinin und dev
nédchstverwandten Alkoloide

mobile Phase stationidre Phase

System I 40%, Formamid
609%, 0,1M Natriumcitratpuffer } pH 35,2 }
nach SORENSEN
System 11 209, Formamid }
P

Papier imprigniert mit einer 10-
proz. Chloroformiésung von Di-

802/, 0,1 Natriumcitratpuffer H 4,4 l methylphtalat

nach SORENSEN
Papier impragnicrt mit einer me-
thanolischen Lésung von 259,

Systern 111 Ather, mit Formamid gesattigt J
Formamid + 19, Benzoesiure

System IV Benzol, mit Formamid gesittigt

Tabelle 111. Rf-Werte von Ergostin und Evgostinin und dev nichstverwandten Alkaloide

Rf-Wertc Ri-Werte
System I I I11 v System 1 11 III v
Ergotamin 0,65 0,45 0,32 0,26 Ergotaminin 0,35 0,23 0,58 0,55
Ergostin 0,43 0,30 0,531 042 Ergostinin 0,13 0,09 075 0,82
Ergocristin =~ 0,24 0,17 0,72 0,71 Ergocristinin =~ 0,04 0,03 0,82 0,93

Lasungsmittel abgesaugt und mit dem Vorlauf vercinigt und hierauf die Saule mechanisch in ver-
schiedene Zonen zerlegt. Aus den cinzelnen Zonen eluierte man die Alkaloide mit 109, Methanol
enthaltendem Chloroform und ermittelte ihre Alkaloid-Zusammensetzung papierchromato-
graphisch.

263 g Alkaloidgemisch aus dem Vorlauf und der untersten Zone, welches die gesamtc Menge
Ergostin enthilt, wurden erncut an ciner gleich grossen Sdule Aluminiumoxid in Chloroform, das
0,5% Methanol enthielt, chromatographicrt und in verschiedene Zonen aufgeteilt.

Aus den papicrchromatographisch ermittelten Ergostin-Zonen liessen sicli 43 g Roh-Ergostin,
das mit vicl Ergotaminin verunrcinigt war, isolicren. Dieses Alkaloidgemisch wurde in 1,5 1
Mecthanol geldst und 2 Std. bei 0° stehengelassen, wobei die Hauptmenge des schwerlgslichen
Ergotaminins auskristallisierte. Es konnten 28 g praktisch reines Ergotaminin abfiltriert werden.
Das Filtrat wurde im Vakuum auf etwa 100 ml cingcengt und mit 4,6 g Di-p-toluyl-L-weinsaure [11]
in 50 ml Methanol versetzt, wobei sofort die Kristallisation von Ergostin-di-p-toluyl-L-tartrat
begann. Man licss 2 Std. im Kiihlschrank stehen und nutschte dann unter Nachwaschen mit
Methanol ab. Ausbeute: 8,9 g Ergostin-di-p-toluyl-L-tartrat. Dieses Salz, das ausgezeichnet kri-
stallisiert, schmilzt bei 186° (Zers.). Aus dem Salz wurde die Base durch Aufschlimmen in 500 ml
1x Sodalésung und dreimaligem Ausschiitteln mit je 500 ml Chloroform freigesetzt. Die praktisch
reine Base (6,7 g) kristallisicrte beim Aufnehmen in 100 ml heissem Essigester in feinen Nadeln.
Nach einmaligem Umkristallisieren aus diesem Losungsmittcl wurden 5,9 g reines Ergostin er-
halten.

3. Eigenschaften von Evgostin. Ergostin ist in Chloroform, Methanol, Athanol oder Aceton
lcicht loslich. Es 13st sich in der 100fachen Menge Essigester oder der 200fachen Menge Benzol bei
Siedehitze. Aus Essigester kristallisiert das Ergostin in langgestreckten Prismen, die kein Kristall-
lésungsmittel enthalten. Das kugelige Aggregate bildende Kristallisat aus Benzol weist 1 Mol.
Kristallgsungsmittel auf. Smp. 204-208° (Zers.), pK* == 5,4 (in 80-proz. wiss. Methylcellosolve).
falfy = — 169°; [o]20;, = — 203° {¢ = 1,0 in Chloroform); [a)f = — 38°; []2}s, = —39° (¢ = 1,0in
Pyridin).

Fir dic Elementaranalyse wurde das Essigester-Kristallisat in Chloroform geldst, das Lo-
sungsmittcl abgedampft und dic amorphe Base 4 Std. im HV bei 120° getrocknet. UV.-Spektrum:
Apay = 315 mu (loge = 3,95); IR .-Spektrum s. Fig. a.

CyyHg,OgN;  Ber. C685 H 63 0134 N11,8%
(595,7) . Gef. ,,681 ,,62 ,, 134 , 11,7%
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KELLER'sche Farbreaktion: 0,3 mg Substanz werden in 1,0 ml Eisessig, enthaltend 0,05%
FeCly, 6 H,0, gelost und sorgfiltig mit 1,0 ml konz. H,SO, unterschichtet. An der Beriihrungs-
flache der beiden Phasen bildet sich ein blauer Ring. Beim Durchschiitteln entsteht eine blaue
Féarbung, dic in ungefihr 15 Sek. nach griin umschlagt.

Salze des Evgostins: Das neutrale Tartrat kristallisiert aus Methanol in rhombenférmigen
Platten. Smp. 188-191° (Zers.), [«]y = +45° (¢ = 1,5 in Dimethylformamid).

Das Ergostin-hydrogenmaleinat kristallisiert aus Methanol in dreieckigen Platten mit abge-
schnittenen Ecken. Smp. 191-192° (Zers.).

Beide Salze sind in Wasser sehr schwer 16slich.

Dihydro-evgostin: Bel der katalytischen Hydrierung von Ergostin unter den iiblichen Bedin-
gungen [6] erhalten. Aus Methanol feine, prismenférmige Kristalle, Smp. 224-226° (Zers.),
(2] = —59° (¢ = 1,8 in Pyridin); —30° (¢ = 1,6 in CHCL,). Fiir die Analyse wurde 4 Std. im HV
bei 120° getrocknet.

CyyHgoO;N; Ber. C68,3 H6,6 0134 N 11,79,
(597,7) Gef. ,, 67,7 ,, 68 ,, 133 , 11,69

4. Umlagerung von Ergostin in Ergostinin. 1,0 g Ergostin wurde in 30 ml Methanol in einer
Stickstoffatmosphére unter Riickfluss gekocht. Nach etwa 15 Min. begann das schwerer 16sliche
Isomere, das Ergostinin, auszukristallisieren. Man kochte noch 45 Min. weiter und nutschte dann
nach dem Stehen iiber Nacht im Eisschrank ab. Ausbeute: 0,7 g Ergostinin. Durch Einengen der
Mutterlauge und erneutes Kochen liess sich eine weitere Menge Ergostinin gewinnen. Ergostinin
kristallisiert aus 250 Teilen siedendem Methanol oder Athanol beim Erkalten in langen, zugespitz-
ten Prismen ohne Kristallosungsmittel. Smp. 215-216° (Zers.). In Chloroform ist das Alkaloid
leicht, in Benzol sehr schwer 16slich. pKics = 5,3 (in 80-proz. wiss. Methylcellosolve). [a]ff =
+357°; [a]23e, = +446° (¢ = 1,0 in Chloroform); [e]f = +429°; [«]2},, = + 538° (¢ = 1,0 in Py-
ridin).

Beim Trocknen des Methanol-Kristallisates im HV bei 120° trat kein Gewichtsverlust ein.
UV.-Spektrum: wie Ergostin. IR.-Spektrum: siche Fig. ¢. KELLER’sche Farbreaktion: blau,
innerhalb 2—-3 Min. Umschlag nach blaustichig griin.

C4H,,ON, Ber. C68,5 H63 0134 N11,8%
(595,7) Gef. ,, 68,5 ,, 66 , 132 ,, 11,7%

5. Alkalische Hydrolyse von Evgostin. 2,0 g Ergostin wurden in 20 ml 1N methanolischem KOH
gelost. Dann dampfte man das Losungsmittel im Vakuum bei Raumtemperatur ab, 16ste den
zuriickbleibenden Sirup in 40 ml 8-proz. wisserigem KOH und kochte 1 Std. in N,-Atmosphére
unter Riickfluss.

Nach dem Erkalten wurde der grosste Teil der Lysergsdure mit verdiinnter Schwefelsiure
ausgefillt. Dann wurde zur Isolierung der o-Ketosiure 3mal mit je 100 ml Ather extrahiert. Den
Riickstand der eingedampften Ather-Extrakte 16ste man in wenig Wasser, filtrierte durch Talk
und versetzte das Filtrat mit einer konzentrierten Losung von 0,2 g Phenylhydrazin-HCl in 2N
HCI. Das Phenylhydrazon der a-Ketobuttersiure kristallisierte sogleich in blassgelben Nidelchen
aus, dic aus Alkohol-Wasser umkristallisiert wurden. Smp. und Misch-Smp. mit authentischem
«-Ketobuttersdure-phenylhydrazon 148°. Zur Analyse wurde im HYV bei 100° getrocknet.

CyoH0,N, Ber. C625 H63 0167 N 14,69
(192,2) Gef. ,, 627 ,, 62 , 164 , 14,29%

Zur Isolierung der Lysergsaure wurde die wisserige Suspension, die nach der Ather-Extrak-
tion zuriickblieb, bestehend aus rohem Lysergsduresulfat, unter Nachwaschen mit wenig ver-
diinnter Schwefelsaure abfiltriert. Das Filtrat wurde mit Soda schwach alkalisch gestellt und hier-
auf durch Sittigen mit CO, noch wenig Lysergsdure ausgefillt. Dic vereinigten Lysergsdure-
Fraktionen l§ste man in wenig konz. wisserigem Ammoniak, filtrierte und konzentrierte das Fil-
trat im Vakuum bei Raumtemperatur. Dabei schied sich die Lysergsdure als graues, kristallines
Pulver ab. Beim Umkristallisieren aus der 100fachen Menge kochenden Wassers wurde reine d-
Lysergsiure in den typischen 6eckigen Plittchen vom Smp. 240° (Zers.) und [«]¥ = + 30° (Py-
ridin) erhalten.

Zur Gewinnung der Aminosiure-Fraktion dampfte man das Filtrat, aus dem die Lysergsiure
mit CO, ausgefillt worden war, im Vakuum zur Trockne ein und cxtrahierte den Riickstand



1930 HELVETICA CHIMICA ACTA

wicderholt mit absolutem, kochendem Alkohol. Der Riickstand der Alkoholextrakte wurde in
20 ml konz. HC18 Std. auf 100° erhitzt. Das dunkel gefirbte Hydrolysat dampfte man zur Trockenc
ein, 16ste in wenig Wasser, entfirbte mit Tierkohle und bestimmte im Filtrat die Aminosiuren
papicrchromatographisch in zwci Systemen. Papier: SCHLEICHER & ScHUELL 2043 b, Methodik:
aufstcigend.

Tabelle IV. Papierchromatographische Chavahterisierung von Phenylalanin und Prolin

Fliessmittel Rf-Werte

Collidin 0,50 022
n-Butanol mit NH,OH ges. 0,40 } = Phenylalanin o4, } = Prolin

6. Partielle alkalische Hydyolyse von Evgostin [9]. 2,0 g Ergostin wurden in 5 ml Athanol gelést
und mit 2,0 ml 1,82~ wiss. KOH (= 1,09 Aqu.) 20 Min. unter Riickfluss gekocht. Dann gab man
5 ml Wasser zu und kochte noch 1 Std. Nach dem Erkalten wurde die Reaktionslésung mit dem
gleichen Volumen Wasser verdiinnt, wonach man den Lysergsidure-Teil in Form des Amids mit
100 ml, dann zweimal mit 50 ml Chloroform/Isopropylalkohol (3:1) extrahierte. Die vereinigten
Ausziige wurden mit wenig Wasser gewaschen und gaben dann einen Riickstand von 0,80 g, der
aus einem Gemisch von gleichen Teilen d-Lysergsdure-amid und d-Isolysergsiure-amid bestand.

Zur Isolierung des Peptidtciles wurde die mit Chloroform/Isopropylalkohol extrahierte wisse-
rige Phase mit 2~ HCl angesdunert und hierauf mit 100 ml, dann noch zweimal mit 50 ml Chloro-
form extrahiert. Die mit wenig Wasser gewaschenen und mit Na,SO, getrockneten Chloroform-
Ausziige gaben einen Eindampfriickstand von 0,70 g rohem «-Ketobutyryl-L-phenylalanyl-L-
prolin. Zur Entfernung von kleineren, wasserloslichen Spaltstiicken loste man das Rohprodukt in
5 ml Methanol, verdiinnte mit 10 ml Wasser und fillte dann das saure Acyl-dipeptid durch Ver-
dampfen des Methanols im Vakuum bei Raumtemperatur wieder aus. Nach dem Dekantieren des
iiberstehenden Wassers wurde die gleiche Operation mit dem klebrigen Riickstand noch einmal
wiederholt. Zur Abtrennung von unléslichen Verunreinigungen loste man das getrocknete Produkt
in 25 ml Ather und filtrierte durch Talk. Der Eindampfriickstand des Filtrates bestand aus 0,26 g
einer gelblichweissen amorphen Substanz, deren Daten und Analysenwerte auf a-Ketobutyryl-
L-phenylalanyl-L-prolin stimmten. [a}f{= —33° (¢ = 0,6 in Athanol). Zur Analysc wurde im HV
6 Std. bei 30° getrocknet.

CpgHgO;N;, Ber. C62,4 H6,4 NB819%  Mol-Gew. 346,4
Gef. ,, 61,8 ,, 67 ,, 7,9% . . 337 (titr. mit 0,1 NaOH)

1. Synihese des Evgostins

Rac. Athyl-benzyloxy-malonsiure-monodthylester 4. Die Herstellung erfolgte analog der Ge-
winnung des rac. Methyl-benzyloxy-malonsiure-monoéthylesters [10]. Gelbes Ol, #} = 1,4980,
Aqu.-Gew.: gef. 250, ber. 266.

Spaltung des rac. Athyl-benzyloxy-malonsauve-monodthylesiers 4 in die optischen Antipoden 5
und 6. 532 g (2,13 Mol) roher, ruc. Athyl-benzyloxy-malonsiurc-monoathylester 4 und 630 g
Cinchonidin (2,13 Mol) wurden in méglichst wenig Essigester warm gelost und beim Erkalten mit
700 ml Heptan verdiinnt, wobci langsam Kristallisation cinsetzte. Man liess einen Tag bei + 5°
stehen, wobei ein dicker Kristallbrei des Cinchonidinsalzes von (— )-Athyl-benzyloxy-malonsiure-
monoithylester entstand. Die Kristalle wurden nochmals aus Essigester umkristallisiert. Das Cin-
chonidinsalz des (— )-Athyl-benzyloxy-malonsiure-monoithylesters fiel dabei bereits optisch rein
an: 277 g farblose Nadeln, Smp. 147-148°, [«]}y = —66° (¢ = 1 in Athanol).

CayHypOeN, Ber. €707 H7,2 017,10 N50%
(560,7) Get. ,, 705 ,, 7,1 ,, 17,4 ,, 51%

Dic erste Mutterlauge, die das angereicherte Cinchonidinsalz des (+ )-Athyl-benzyloxy-malon-
siurc-monodthylesters enthielt, wurde, da Kristallisationsversuche misslangen, durch Verteilen
zwischen Ather und 10-proz. wisseriger Phosphorsiure zu Cinchonidin und angereichertem (+)-
Athy1—benzyloxy-malonsfiure—mono;’ithylester 6 aufgespalten. Man erhielt so 337 g rohen, angerei-
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cherten (+)-Athyl-benzyloxy-malonsiure-monosthylester 6 als brauncs O, [} = +2,3° (¢ =4
in Athanol), n]z)z = 1,4965, Aqu.-Gew.: gef. 255, ber. 266.

]?ie in gleicher Weise durchgefiihrte Aufspaltung des optisch reinen Cinchonidinsalzes des
(—)-Athyl-benzyloxy-malonsiure-monoathylesters lieferte quantitativ den optisch homogenen
Monoithylester 5: farbloses Ol, nf} = 1,4973, [«]} = —6,9° (¢ = 3 in Athanol).

CpHygO5 (266,3)  Ber. C63,1 H68 030,0% Gef. C620 H66 O 30,39

R-(—)-Athyl-benzyloxvy-malonsiure-monodthylester-chlovid 7: Hergestellt wie Mcthyl-benzyl-
oxy-malonsiure-monoithylester-chlorid [10]. Farbloses Ol, Sdp. 95-100°/0,004 Torr. #} — 1,4980,
[a]3 = — 31° (¢ = 3 in Benzol).

CuH;;0,C1  Ber. C59,1 H 6,0 0225 Cl12,5%
(284,7) Gef. ,, 590 ,, 61 ,, 223 , 122%

S-(+)-Athyl-benzyloxy-malonsdure-monodthylester-chlovid 8: Aus angereichertem (4 )-Athyl-
benzyloxy-malonsiure-monoithylester 6 erhielt man hochvakuumdestilliertes S-(+)-Athyl-
benzyloxy-malonsiure-monoithylester-chlorid 8 in 25%, Ausbeute als praktisch farbloses Ol,
Sdp. 85-90°/0,001 Torr. n% = 1,5000, [a]#= + 19° (¢ = 2 in Benzol) mit einer optischen Reinheit

von ca. 80%. CyH,;O%C1  Ber. €591 H6,0 0225 Cl112,5%
(284,7)  Gef. ,, 585 ,, 6,0 , 222 , 12,6%

Acyl-dioxopiperazin 10b: Zu einer Suspension von 3,66 g (15 mMol) (35:95)-Phe-pro-lactam 9
in 10 ml abs. Dioxan und 1,18 g (15 mMol) abs. Pyridin wurden bei 0° bis + 5° unter Riihren
4,25 g (15 mMol) R-(—)-Athyl-benzyloxy-malonsiure-monoathylester-chlorid 7 getropft. Die
Suspension wurde 1 Std. bei Raumtemperatur geriihrt, dann auf 75° erhitzt und 2 Std. bei dieser
Temperatur gehalten, Dann wurde auf Eis gegossen, mit HCl sauer gestellt und mit Ather extra-
hiert. Die Atherextrakte wurden zuerst mit 2~ HCI, dann mit NaHCO,-Lésung und schliesslich
mit Wasser gewaschen, worauf man nach dem Trocknen mit Na,SO, und dem Entfernen des
Losungsmittels 6,7 g grossteils kristallines Rohmaterial erhielt, aus welchem nach Kristallisation
aus Methylenchlorid/Isopropylather 3,9 g (539,) diinnschichtchromatographisch reines Acyl-
dioxopiperazin 10b erhalten wurden. Unregelmissige, sechseckige Platten, Smp. 124-126°,
[0]& = +97° (¢ =1 in Athanol). UV.-Spektrum: Extinktion bei 220 mu 10500. IR.-Spektrum:
Keine Banden oberhalb 3100 cm™1, %(CO) = 1663, 1709 und 1745 cm~-1.

CoeHyeO6N, Ber. C68,3 H65 019,5 N57%
(492,6) Gef. ,, 681 , 63 , 199 , 599

Cyclolcarbovisduve-ithylester T1b: 3,0 g (6,1 mMol) Acyl-dioxopiperazin 10b wurden in 40 ml
Eisessig in Gegenwart von 1,5 g Palladium-Aktivkohle-Katalysator (59, Pd) bei Raumtemperatur
und Normaldruck hydriert. Das kristalline Rohprodukt wurde aus Essigester umkristallisiert,
wobei 2,0 g (829,) reiner Cyclolcarbonsiure-dthylester 11b anfielen: Siulenférmige Kristalle,
Smp. 183-184°, [a]3 = —59,5° (¢ = 1 in Pyridin), [«]} = —68° (¢ = 1 in Athanol). UV.-Spek-
trum: Maximum bei 190 my (loge = 4,80), Extinktion bei 220 myu 8000. IR.-Spektrum: 5(OH, NH)
3250-3080, ¥(CO) 1628 und 1732 cm~!. pK¥ics = 10,35 (Cyclol-OI).

CyHaOgN,  Ber. €627 H6,5 0238 N7,0%
(402,4) Gef. ,, 629 , 66 , 241 , 68%

Acyl-dioxopiperazin 10a: 27 g (0,11 Mol) (35:9S)-Phe-pro-lactam 9 wurden wie vorstchend
beschrieben mit 31,4 g (0,11 Mol) S-(-+)}-Athyl-benzyloxy-malonsiure-monoithylester-chlorid 8
acyliert. Man erhielt 48,5 g (899%) rohes Acyl-dioxopiperazin 10a als rotbraunes, viskoses O],
welches ohne weitere Reinigung weiter verwendet wurde.

Cyclolcarbonsdure-ithylester 11a: 48,3 g rohes Acylierungsprodukt 10a wurdcen in 500 ml Eis-
essig mit 40 g Palladium-Aktivkohle-Katalysator (5%, Pd) bei 35° hydriert. Durch mehrmaliges
Umkristallisieren aus Essigester/Isopropylither liessen sich 10,8 g der Hauptkomponente des
Cyclolcarbonsiure-dthylesters 11a rein abtrennen, Smp. 161-163°. Die vereinigten Mutter-
laugen wurden an 600 g trockenem Silicagel chromatographiert. Mit Methylenchlorid, enthaltend
0,49, Methanol, wurden insgesamt weitere 6 g Cyclolcarbonsiure-dthylester 11a von der Sdule
gewaschen, welche nach Kristallisation aus Essigester/Isopropylither 4,5 g reines Material er-
gaben. Massive Prismen, Smp. 161-163°, [«[} = —15,7° (¢ = 1 in Pyridin), [a]} = —21,6° (¢ =1
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in Athanol). UV.-Spektrum: Maximum bei 198,5 my (loge = 4,80), Extinktion bei 220 mpy 7900.
IR.-Spektrum: #(OH) = 3450, #(CO) = 1648, 1715 und 1736 cm~1. pKjcg = 10,88 (Cyclol-OH).

CuHygON, Ber. C62,7 H65 0238 N7,0%
(402,4) Gef. ,, 624 ,, 66 ,, 242 ,, 7,0%

Mit Methylenchlorid, enthaltend 1% Methanol, wurden 4,7 g leicht verunreinigter Cyclol-
carbonsiure-athylester 11b, welcher nach Kristallisation aus Essigester rein erhalten wurde,
eluiert: 2,9 g (79%,) farblose Nadeln, Smp. 183-185°.

Cyclolcarbonsdure 12: 15,1 g (37 mMol) Cyclolcarbonsiure-4thylester 11a wurden in 80 m} 1~
NaOH bei Raumtemperatur gelost und 1 Std. stehengelassen. Nach dem Ansduern der Losung
mit 20 ml 4~ HCl liess man einige Std. bei + 5° stehen, wobei die Cyclolcarbonsdure 12 praktisch
quantitativ auskristallisierte. Nach Kristallisation aus Methanol/Wasser wurden 13,2 g (93%)
reines Material erhalten: Smp. 137-139° (Zers.). [a]§ = —10,7° (¢ = 1 in Pyridin). IR.-Spek-
trum: 9(OH, NH) 3325-3550 cm L, #(CO) 1634, 1684 und 1714 cn 1. pKycs = 4,09 (COOH).

CygHyOeN, Ber. C61,0 HS59 0256 N7,5%
(374,4) Gef. ,, 60,8 ,, 6,2 ,, 254 ,, 71%

Cyclolcarbonsédure-chlovid 13: Zur Suspension von 14,8 g (71 mMol) frisch sublimiertem Phos-
phorpentachlorid in 150 ml abs. Ather und 50 ml Petrolither wurden 13,3 g (35,5 mMol) fein pul-
verisierte Cyclolcarbonsiure 12 bei Zimmertemperatur unter Riihren gefiigt. Anschliessend wurde
11}, Std. bei 20° weitergeriihrt, wobei man portionenweise insgesamt 100 ml Petrolither zusetzte.
Die entstandene Suspension des Sidurechlorids 13 wurde abfiltriert und mit einem Gemisch von
gleichen Teilen Ather und Petrolither gut nachgewaschen. Ausbeute: 11,7 g. Smp. 97° (Zers.),
[0]20 = +41° (¢ = 1 in Chloroform).

CioHpOsN,Cl  Ber. €581 H54 0204 N7,1 Cl19,0%
(392,8) Gef. , 580 , 54 ,207 , 71 , 849%

Cyclolcarbonsdure-azid 14: Aus 11,7 g (30 mMol) Cyclolcarbonsiure-chlorid 16 wurden nach
dem gleichen Verfahren wie bei der Herstellung des Cyclolcarbonsiure-azids der Ergotamin-
Reihe (4] 9,1 g kristallincs Azid 14 (Rohausbeute 769%,) erhalten. Zur Analysc wurde eine Probe
des Azids bis zum konstanten Smp. aus Methylenchlorid/Petrolither umkristallisiert. Smp. ca.
95° (Zers.). IR.-Spektrum: #(-Nj) 2150, 2220 cm~1, $(CO) 1615, 1707 und 1739 cm—2.

CioHpO5N;  Ber. C 57,1 H 53 0200 N17,5%
(399,4) Gef. , 57,2 ,, 53 ,, 20,2 , 17,29

Cavbobenzoxy-aminocyclol 15: 3,6 g (9 mMol) Cyclolcarbonsdure-azid 14 und 1,9 ml (18 mMol)
abs. Benzylalkohol wurden in 40 ml abs. Chloroform 1 Std. unter Riickfluss erhitzt. Die iibliche
Aufarbeitung lieferte 2,7 g rohes Carbobenzoxy-aminocyclol 15, welche nach Kristallisation aus
Essigester/Isopropylither 1,7 g (40%,) reines Material ergaben. Prismen, Smp. 197-199°, [«]3’ =
+8° (¢ = 1 in Pyridin). IR.-Spektrum: Wichtigste Banden bei 3210, 3050, 1725, 1712, 1640 und
1548 em~t. UV.-Spektrum: 4 bei 251,5 (loge = 2,57), 257 (loge = 2,66) und 266 myu (loge

= 2,61). CogHpOpN, Ber. C651 H61 0200 N 889
(479,5) Gef. ,, 648 ,, 59 , 201 , 87%

Aminocyclol-hydvochlovid 16: 2,7 g (5,6 mMol) Carbobenzoxy-aminocyclol 15 wurden in einem
Gemisch von 65 ml Methanol, 5 ml Mcthylenchlorid und 2,8 ml 4N methanolischer Salzsiure mit
3 g vorhydriertem Palladium-Aktivkohle-Katalysator (5% Pd) bei Normaldruck hydriert. Man
erhielt so 1,95 g amorphes Pulver, welches sofort weiter verwendet wurde.

ChHyO,N;Cl  Ber, €566 1H63 0168 N11,0 C19,3%
(381,8) Gef. , 558 , 66 , 17,5 , 108 , 9,19%

Verkniipfung von 16 mit d-Lysevgsiuve-chiovid-hydvochlovid zum Evgostin und Evgostinin: 1,9 g
(5 mMol) Aminocyclol-hydrochlorid 16 und 3,2 g (10 mMol) d-Lysergsdure-chlorid-HCl wurden in
der beschriebencn Weise [4] umgesctzt. Man erhielt 3 g Rohprodukt, welches an der vierzigfachen
Menge Aluminiumoxid, Aktivitit 1, chromatographicrt wurde. Mit Methylenchlorid, enthaltend
0,19, Methanol, wurden 900 mg rohes Ergostinin eluiert. Kristallisation aus Mcthanol lieferte
350 mg reines Ergostinin mit den beim natiirlichen Alkaloid beschriebenen Eigenschaften (12%,
bezogen auf eingesctztes Aminocyclol-hydrochlorid). IR.-Spektrum: s, Fig. d)
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Mit Methylenchlorid, enthaltend 0,29, Methanol, wurde das Ergostin von der Siule gewa-
schen. Kristallisation aus Essigester gab langgestreckte Prismen, Smp. 204-205° (Zers.). [o]30 =
—166° (¢ = 0,5 in Chloroform). Ausbeute: 550 mg (189, bezogen auf cingesetztes Aminocyclol-

HCD). IR.-Spektrum (vgl. Fig. b) und iibrige Eigenschaften identisch mit denen des natiirlichen
Alkaloids.

SUMMARY

A new alkaloid Cg,H4,O;N;, only a very small quantity of which (0.5 to 19,) is
present as an accompanying alkaloid of ergotamine, was found in ergot obtained from
a variety of sources. The new ergot alkaloid, which was named ergostine, structurally
falls midway between ergotamine and ergocristine. It differs from these two alkaloids
only in the «-hydroxy-e-amino acid radical, in as far as ergostine contains the a-hy-
droxy-a-amino butyric acid radical.

Under the usual conditions ergostine can be rearranged to form a stereo-isomeric

alkaloid which derives from isolysergic acid and is accordingly to be referred to as
ergostinine.

The structure of ergostine, which was elucidated by means of degradation, was
confirmed by the total synthesis of this alkaloid as a result of which the absolute con-
figuration at the various centres of asymmetry could also be defined.

Pharmazeutisch-chemische Forschungslaboratorien
SANDOZ AG., Basel
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