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chromatographiert. 6-Polyhydroxypropyl-pterine werden vollstandig aum Pterind-aldehyd 
exydiert. 2 .  w j  Papier: Urn wertvolte Substanz zu sparen, sowie bei Vorliegen sehr geringer 
Mengen, l&st sich die Perjodat-Oxydation auch auf Filtrierpapier durchfiihren. Auf fur die Chro- 
matographie vorbereitete Papierstreifen merden 3-5 yg eines Pterins aufgehagen. Nach Trocknung 
des Flecks wird er sorgfiltig rnit einer fi-prOZ. Natriumperjodat-LGsung betupft. Dabei ist darauf 
zu achten, dass keine allzu stark Vergrosserung des Pterinflecks eintritt. Nach einmaliger Wieder- 
holung wurde bei den hier untersuchten Polyhydroxy-pterinen ein vollstandiger Abbau zu Pterin- 
6-aldehyd erreicht. der rnit Hilfe von Vergleichssubstanzen in den vorstehend genannten Lad- 
mitieln nachgewiesen werden kann. 

Diem Ultramikromethode macht es miSglich, dass fiir Konstitutionsaufklaungen nun weibus 
weniger der ohnehin meist nur in sehr geringen Mengen isolierbaren Pterine benotigt werden als 
binher. Wir sind bestrebt, diese Methode weiter auszubauen. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Aus Mannchen der Art Formica polyctena FOERST. wurden mit Hilfe chromato- 
graphischer Verfahren an Celldosepulver D- oder L-6- (threo-1', Z', 3'-Trihydroxy- 
propy1)-pterin und Pterin-6-carbondure isoliert. Die Identifizierung erfolgte mittels 
ihrer UV.-Spektren, Rf-Werte, elektrophoretischen Wanderung sowie einiger Ab- 
baureaktionen. Pterin-6-carbonsaure wird als biogenes ~ Produkt _ _ _ _ _ ~ ~ ~ ~  angesehen. 
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40. Die Konstitution von Verrucarin E 
Verrucarine und Roridine, 10. Mitteilung [l] 

von E. Fetz und Ch. Tamm 
!8 x 651 

Die bisher aus Myrotheciarm-Arten isolierten Stoffwechselprodukte lassen sich auf 
Grund ihrer molekularen Zusammensetzung bzw. Struktur in drei chemische Gruppen 
einteilen. Die erste Gruppe umfasst makrocyclische Di- und Tri-ester, die den 
Sesquiterpenalkohol Verrucarol [Z] als gemeinsamen Baustein enthalten. Zu ihr 
gehdren Verrucarin A [3] [4], Verrucarin B [5], Verrucarin H 161 (71, Venucarin J [I] 
sowie Roridin A [7] [8], Roricbn D [6] [7l und Roridin E [6] [7]'). Sie sind die 
I) Zu dieser Gruppe ist auch Roridin C [a] (= Trichodermal [9]), das die Struktur des 15-Desoxv- 

verrucarols beaitzt, zu zahlen. 



350 HELVETICA CHlMICA ACTA 

Hauptmetabolite, die sich durch antifungische und hohe cytostatische Aktivitat, 
aber auch durch grosse Toxizitiit2) auszeichnen. In der zweiten Gruppe sind die 
Stickstoff-haltigen Nebenmetabolite enthalten. Wir haben bisher nur zwei derartige 
Antibiotica gefunden, namlich Vermcarin E [S] und Vermcarin G [S]. Zu einer 
dritten Gruppe vereinigen wir vorderhand weitere, in sehr geringen Mengen auf- 
tretende, Stickstoff-freie Stoffe, die in keine der beiden obigen Gruppen passen. Es 
handelt sich teils urn Sterine, z.B. urn Ergosterin (= Roridin B [Sj), teils um Ver- 
bindungen, die anderen Stoffklassen angehoren [A. 
Im folgenden berichten wir iiber die Strukturaufkl5rung von Verrucarin E, 

e h e m  Metaboliten, der in  v d ~ o  ebenfaus cytostatisch wirksam ist [S]. Das Anti- 
bioticum kristallisiert in farblosen Nadeln vom Smp. 90,5-91" und ist optisch inaktiv. 
Es zersetzt sich am Tageslicht und in der W2me sehr rasch unter Bildung von stark 
rosa bis braun gefarbten Produkten. Gegen Sauren ist Vemcarin E sehr empfindhch. 
Diese Eigenschaften und die gerhgen, bis anhin einzig vom Stamm S 833 von 
Mymthecitm werrucuria (ALEERTINI et SCHWEINITZ) DITMAR ex FRIES nur unter 
Einhaltung bestimmter Kulturbedingungen (vgl. Exper. TeiI) produzierten Mengen 
erschwerten die Isolierung und Reinigung erheblich. Nach den Analysenwerten, der ~~ 

vaporometrischen MolekulargewichtsbestimmuiigaEd dem Mlas~enspektrum~) be- 
sitzt Verrucarin E die Bruttoformel C,H,O,N (139,Z). Auf Gmnd der irn folgenden 
beschriebenen physikalischen und chemischen Eigenschaften erteilen wir ihm die 
Stmktur des 2-Hydroxymethyl-4-acetyl-pyrrols (1). 

Verrucarin ]E (I) gab bei der ZEREWITINOFF-Bestimmung zwei aktive H-Atome. Es 
waren weder Methoxyl- noch Methyhid-, noch 0-Acetyl-Gruppen nachweisbar. Die 
Farbreaktion mit fl-Dimethylaminobenzddehyd nach EHRLICH fit4 positiv aus (inten- 
sive Rotf&bung), was bereits auf das Vorliegen eines Fyrrolderivates deutete. Gegen 
Basen ist Verrucarin E besthdig. Sein UV.-Spektrum (vgl. Fig. 1) ist durch intensive 
Absorptionsmaxirna bei 198 nm (loge = 4,OZ) und 249 nm (loge= 4,O) und eine Inflexion 
bei 270 nm {log E = 3,75) charakterkiert. Das 1R.-Spektrum (vgl. Fig. 2) zeigt eine 
scharfe Bande von hoher Intensitat bei 3450 crn-l, die von einer monomeren NH- 
Streckschwingung ekes sekundaren Amins herriihrt. Die breite B a d e  bei 3220-3230 
cm-1 kann sowohl assoziierten NH- als auch assoziierten HO-Gruppierungen zu- 
geordnet werden. Die Absorption bei 1640 cm-1 entspricht der GO-Streckschwingung 
eines sekundaren Arnides (Amid-I-Bande). Die bei 1520 cm-l sichtbare Schwbgung 
diirfte einer Amid-11-Bande entsprechen [ll]. Nach Deuterierung von Verrucarin E 
.mit D,O findet wie erwartet eine Verschiebung der Banden bei 3450 und 3220-3230 
cm-1 nach 1;ingeren Wellen statt. Die neuen Banden erscheinen bei 2550 cm-1 (mono- 
mere ND-Streckschwingung) und bei 2400 cm-1 (assoziierte ND-Schwingungen) , was 
&&L i i i ~  & Yutiid.uiensG hner selcunaaren fin-bruppierung spricht 1121. Das 
NMR.-Spektrum von Verrucarin E in CDCL-Losung (vgL Fig. 3 und Tab.) lasst 
9 Protonen erkennen. In D,O-I.&sung sind jedoch nur noch 7 Protonen sichtbar 
(vgl. Fig. 4 und Tab.), d.h. zwei Wasserstoffatome sind leicht durch Deuterium 
austauschbar. Das bei d = 2,45 sichtbare Singlett (3 H) kann einer CH,-Gruppe, die 

*) Zur biologischen Wirksamkeit von Vermcarin A vgI. RUSCH & STAHELIN [lo]. 
s, Wir danken H e m  Prof. Dr. W. SIMON, ETH Ziirich, bestens fur diese Messung. 
4) Herrn Prof. Dr. K. BIBMANI, MIT, Cambridge, Mass., USA, sind wir fur diese Bestimmung 

JU Dank verpflichtet. 
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an einer Doppelbindung haftet, zugeordnet werden. Bei d = 4,6 ist ein Singlett (2 H) 
mit breiter Basis sichtbar, das von einer Methylengruppe stammt. Sie haftet an 
einer G-GDoppelbindung, in deren nachsten Nachbarschaft sich aber kein weiteres 
Proton mehr befinden kann. Das Multiplett bei b = 5,23 ordnen wk eiser Hydroxyl- 
gruppe zu, denn rnit D,O tritt Austausch des Wasserstoffatoms ein. Die beiden Signale 
bei d = 6,66 und d = 7,4 riihren von je  einem Vinylproton her. Schliesslich ist bei 
sehr tiefem Feld, bei d = 10,l ein breites Multiplett (1 H) sichtbar, das in DzO 
verschwindet. Es handelt sich um das Signal der NH-Gruppe (Linienverbreitemg 
durch Quadrupl-induzierte Relaxation des I4N). Wird das NMR.-Spektrum von 
Verrucarin E in D,O aufgenommen, so wird eine wesentlich bessere Auflosung einiger 
Signale erzielt. Wahrend die Methylgruppe unverandert bleibt, ist das Signal der 
Methylengruppe in ein Dublett rnit der Spin-Spin-Kopplungskonstante J = 0,8 cps 
gespalten. Das Vinylproton-Signal bei d = 6,87 erscheint als Multiplett rnit den 
Kopplungskonstanten J = 1,8 cps und J = 0,8 cps und die Bande bei d = 7,66 als 
Dublett (J = 1,8 cps). Diese zeigt, dass die beiden Vinylprotonen sich gegenseitig 
beeinflussen und ein AX-System rnit der Kopplungskonstante J = 1,8 cps dar- 
stellen. Die Aufspaltung des Signals der Methylengruppe in ein Dublett rnit der 
Kopplungskonstante J = 0,8 cps ist auch irn Signal des Vinylprotons b e i 3  = 6,62 
zu finden. Seine Feinstruktur ist einerseits durch Kopplung rnit dem bei tiefem Feld 
erscheinenden Vinylproton und anderseits durch Kopplung rnit der Methylengruppe 
bedingt. Die Verbreiterung des Signals der Methylengruppe im CDC1,Spektrurn ist 
auf die unmittelbare Nachbarschaft einer HO-Gruppe zuruckzufiihren. Wie bereits 
erwahnt, tauscht der Hydroxylwasserstoff in D,O aus, womit sein Einfluss auf die 
beiden Methylenprotonen verschwindet. Die Aufspaltung des bei b = 7,4 auftreten- 
den Vinylprotons in ein Multiplett in CDCl,-Losung einerseits und in ein re ins  Du- 
blett (J  = 1,8 cps) in D,O-Losung anderseits deutet darauf hin, dassessichinnachster 
Wmgebung der NH-Gruppe befinden muss. Das Vinylproton bei b = 7,4 koppelt so- 
wohl rnit dem Vinylproton bei d = 6,62 wie auch rnit dem Proton a m  Stickstoff. Der 
benachbarte Stickstoff ist fur die ausserordentlich grosse Verschiebung des Vinyl- 
protons nach tiefem Feld verantwortlich. Der entschirmende Effekt des Stickstoffs 
ist unabhangig vom Losungsmittel. Der Austausch des an den Stickstoff gebundenen 
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H-Atoms durch Deuterium vereinfacht jedoch die Mdtiplettstruktur des Vinyl- 
protons, indem die Kopplung aufgehobeen wird. Weiteren Aufschluss iiber die Bin- 
dungsverh5ltnisse Lieferte das in CDCl,-Losung aufgenommene NMR.-Spektrum des 
deuterierten Verrucarins E (vgl. Tab.). Das Signal des Vinylprotons bei d = 7,45 er- 
scheint nun ebenfalls ah Dublett (J = 1,8 cps), denn es kann infolge des Deuterium- 
austausches nicht mehr rnit der ND-Gruppe koppeln. Damit konnen wir das bei 
d = 10,l auftretende Signal des nicht-deuterierten Verrucarins E eindeutig der NH- 
Gmppe zuordnen. 
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Fig. 1. U Y . - ~ b s ~ r ~ f ~ a ~ ~ ~ ~ e ~ r e ~  L dlhanols) 
Kurve 1 : Verrucarin E (1): A,, = 198 (4,OZ); 249 (4.0); Inflexion beei 270 (3,75) n m  (loge) 
Kurve 2: Mono-0-acetyl-verrucarin E (2): Amax = 194 (4.04); 245 (3,971; Inflexion bei 

270 (3,721 n m  (loge) 
Kurve 3 :  Z-Methyl-4-acetyl-pyrrol(3) : Amar = 204 (3,791 ; 246 (3.89) ; Inflexion bei 270 (3.72) nm 

Kurve 4:  Z-Methyl4-athyJ-pyrrol (4): = 202 nm (loge = 3,75); Inflexionen bei 279 (227) 
(log4 

und 302 (2,OO) nrn (loge) 

Nach Stehen mit Acetanhydrid bei 22" wahrend 6 Tagen lieferte Verrucarin E (1) 
das krist. Mono-0-acetylderivat 2 (C$I,0,NJ6). Das UV.-Spektrum (vgl. Fig. 1) hat 

noch eine scharfe monomere NH-Bande bei 3450 cm-i sowie eine neue Carbonylbande 
bei 1735 cm-l der 0-Acetylgruppe und bei 1660 cm-I die urspriingliche LO-Streck- 
schwingung. Das in CDCI, aufgenommene NMR.-Spektrum (vgl. Tab.) lasst die 
folgenden Signale erkennen: Ein neues Singlett bei d = 2,1 der Acetylgrvppe, das 
bereits in Verrucarin E vorhandene Singlett der Methylgruppe bei d = 2,45, dasjenige 

&) Aufgenommen mit BacKwaN-Spektrophotometer, Modetl DK 2 (CH. SENN & W. Scswks). 
*) Bei der Ekhandlung mit Acetanhydrid bei hljheren Temperaturen oder rnit Acetanhydrid- 

. . -  ,.,-bt;rrh .-- 4vL& -~.--X-.-l-4 . "_-. yI.L. n- - Tf, LA..-SpkLUIJI . m g ~  1111 Kurzwemgen ce!xet nur 

-din bei trat sofort Zersetzung ein. 
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Flg. 2. IR.-.4 bso~pitonsspakl~um von I’ewurnvi~ E 7n MMethylmrchCorzd 6, 

n 6 3  I 0051 i t  
! 
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Fig. 4. NMH.-Spakivum VON VewucaultP E (1 )  in Deuieriumoxid’) 

@) Aufgenommeii mit PERKIN-ELXIER-Citterspektrophotometer, AfodeIl 125 (CH. SENX t 
W. SCXWAB). 

‘1 hfgenomrnen mit cinem \-aRrAN-SpektrOmeter A-60 (60 MHz) im pllysikal.-chem. Lobarato- 
rium der SANDOZ AG., Basel (Dres. K. FREI und P. NIKLAUS). Chernische \‘erschiebungen in 
d-Werten mit Si(CH,), (TMS) ah internem Standard (d = 0). 

23 
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der Methylengruppe, wekhes jetzt aber bei d = 5,46 als Singlett erscheint. Diese 
Verschiebung nach tieferern Feld wird durch die Acetylierung der primiiren Hydroxyl- 
gruppe verursacht. In der Regel tritt dab4 eine Verschiebung von ca. 0.5 ppm ein. 
Die Differenz betragt im vorliegenden Fall aber 0,8 ppm, Dieser posse Unterschied 
diirfte dadurch zustande kommen, dass im freien Verrucarin E das Signal wegen der 
Bildung einer intrarnolekularen Wasserstoffbrucke des primaren Hydroxyls, die eine 
zusatdiche Abschirmung verursacht, urn 0,2-0,3 ppm nach hoherem Feld verschoben 
ist. Tatsachlich finden wir im 1R.-Spektrum von Verrucarin E (vgl. Fig. 2) breite 
konzentrationsunabhangige Banden, wie sie fur assoziierte NH- und HO-Gruppen 
typisch sind. Im NMR.-Spektrum ist das Signal der Hydroxylgruppe verschwunden. 
Die beiden Vinylprotonen erscheinen als Multiplett bei d = 6,9 (J  = 1,8 cps) und 
als Quadruplett bei d = 7,5 (1 = 1,8 und 2,5 cps), wahrend das NH-Signal als breites 
Multiplett bei b = 10 zu erkennen ist. In D,O-Losung andert sich nur das Signal des 
bei tieferemFeld erscheinendenVinylprotons, welches nur noch alsDublett (1- 1,8cps) 
zu erkennen ist. Die nicht mehr vorhandene Kopplung von 2,5 cps musste daher 
vom Proton der NH-Gruppe herriihren. 

Die katalytische Hydrierung von Verrucarin E (1) mjt Ptin-Eisessig fiihrte zu 
keinen definierten Produkten. Mit Pt in Athylacetat oder RANEY-Ni in Athanol war 
keine Wasserstoffaufnahme zu beobachten. Hingegen ergab Mono-0-acetyl-verru- 
carin E (2) bei der Hydrierung mit Pt in Alkohol ein neues krist. Produkt der Sum- 
menformel C,H,ON. 2 hat bei dieser Reaktion € MoI. Essigsaure verloren. Das 
Hydrierungsprodukt besitzt die Struktur des 2-MethyI-4-acetyl-pyrroIs (3),  und zwar 
aus folgenden Griinden : Das UV.-Spektrum ist unverandert, d.h. das chromophore 
System ist erhalten geblieben (vgl. Fig. 1). Irn 1R.-Spektrum sind die Banden der 
Acetoxygruppe verschwunden. An die Stelle der acetylierten Hydroxymethylgruppe 
ist eine Methylgruppe getreten. Dies war sofort aus dem NMR.-Spektmm von 3 
(vgl. Tab .) ersichtlich, WQ die 5 Protonen der Acetoxy-methylgruppeverschwundensind. 
Statt dessen erscheint neben dem Singlett der urspriinglichen Methylgruppe das neue 
Signal einer neuen Methylgruppe, die infolge einer allylischen along-range a-Kopp- 
lung [13] eine schwache Aufspaltung in ein Dublett (J = Q,8 cps) erlitten hat. Das 
Vinylproton bei d = 6,6 tritt jetzt als komplexes Multiplett zu Tage, das andere 
beid = 7,4 als Quadrupktt (J = 2,7 und 1,8 cps). Bei d = 9,s ist das breite Multiplett 
der NH-Gruppe erkennbar, das in D,O-Losung verschwindet. In D,O ist auch Ent- 
koppelung des Vinylprotons bei d = 7,62 zu einem Dublett (1 = 1,8 cps) sowie die 
starkere Auflbsong der Feinstruktur des Vinylprotons bei b = 6,7 zu beobachten. - 
Durch die katalytische Hydrierung von Mono-0-acetyl-verrucarin E (2) ist also 
le&gIich Hydrogenolyse der allylischen Acetoxygruppe eingetreten unter Erhaltung 
des chromophoren Systems. 

Aus den bisherigen Ergebnissen folgt, dass Verrucarin E (1) eine sekundare 
Amidgruppierung, eine Hydroxy-methylgruppe und eine Methylgmppe, die beide an 
einer GO-Doppelbindung haften, ferner zwei nicht benachbarte vinylische Wasser- 
stoffatome enthalt. Da im NMR.-Spektrum des Verrucarins E in D,O-Losung, bzw. 
des deuterierten Verrucarins E in CDCl3-L6sung, das bei d = 7,6 erscheinende Vinyl- 
proton entkoppelt wird, befindet es sich in Nachbarstellung zur NH-Gruppierung. 
Mit den geschilderten chemischen und spektroskopischen Eigenschaften sind auf den 
ersten BIick fur Verrucarin E sowohl die Pyrrol-Struktur 1 wie auch die Struktur 5 
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aines y-Pylidons vereinbar. Die Strukturen 1 und 5 sind isoelektronisch ; beide 
stellen vinyloge Saureamide dar. Doch liess der hohe Wert der Kopplungskonstante 
von 1,s cps der beiden Vinylprotonen die Struktur 5 weiiiger moglich erscheinen, da 
in aromatischen Systemen bisher nie so hohe Werte fur eine Spin-Spin-Wechsel- 
wirkung zwischen Protonen in para-Stellung beobachtet worden sind. Der Wert 
passt hingegen sehr gut auf eine meta-Kopplung, wie sie in der Pyrrolformel 1 ver- 
wirkficht ist, Dass Verrucarin E tatsachlich diese Struktur besitzt, konnten wir 
durch eine eindeutige chemische Reaktion beweisen. Das Hydrolysenprodukt 3 
lieferte namlich bei der Reduktion mit LiA1HdS) das bekannte Z-Methyl-4-athyi- 
pyrrol (4) [15]. Das Vergleichspraparat stellten wir nach einern an die KxoRR'sche 
Pyrrolsynthese anlehnenden verbesserten Verfahren her, das vom Propionylessig- 
same-athylester (6) ausging und iiber das 2-Methyl-4-athy1-3,5-dicarbiithoxv-pyrrol 
17) 1161 fiihrte: 

Das UV.-Spektrurn von 2-Methyl-4-athyl-pyrol (4) weist nur noch ein einziges 
kurzwelliges Absorptionsmaximum bei 202 nm [log E = 3,75) mit Inflexionen bei 
279 nm (log E = 2,27) und 302 nrn (log E = 2,OO) auf (vgl. Fig. 1).  Im IR.-Spektrum 
zeigt 4 eine intensive NH-Streckschwingung bei 3462 cm-l und bei 1710 cm-I und 
1585 cm-1 die C=C-Schwingung des Pyrrolkerns [14] [17j. Das NMR.-Spektrum 
(vgl. Tab.) lasst folgende Signale erkennen : ein Triplett der primaren Methylgruppe 
bei d = 1,2 (J  = 5 cps), bei d = 2,22 das Singlett der tertiiiren Methylgruppe, ein 
Quadruplett von 2 Protonen bei d = 2,5 (1 = 5 cps), das der Methylengruppe ent- 
spricht. Die Vinylprotonen erscheinen be1 d = 5,82 und d = b,44 als breites singiett, 
wobei das bei tieferem Feld auftretende der NH-Gruppe benachbart ist. Das Proton 
der NK-Gruppe erzeugt bei b = 7,6 ein breites Signal. 

Durch die Uberfiihrung von Verrucarin E (1) in 2-Methyl-4-athyl-pyrrol (4) ist 
seine Struktur eindeutig bewiesen und die Interpretation der NMR.-Spektren 
gesichert. 

9) Zur Reduktion van Pyrrolcarbonskurcn, Pyrrolaidehyden und C-.4cetvlpyrrolcn mit  Li A M ,  
vgl. TREIBS & SCHERRER [14]. 
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Zuordnrmg der H-Alonte in den XMH.-Spektren7) lo) 

Substanz Losg.- Fig. N C-3 C-5 C-6 C-7 C-8 OH 
mittel 

Vemcarin E (1) 

Verrucarin E (1) 

Deu tero- 
verrucarin E (I) 

Mono-0-acetyl- 
verrucarin E (2) 

Mono-0-ace tyl- 
verrucarin E (2) 

2-Methyl-4-acetyl- 
PYrrOl (3) 

2-Methyl-Cace tyl- 
PYrrOl (3 )  

2-Methyl4iithyl- 
PYrrOl (4) 

CDCI, 

CDCI, 

CDCI, 

D P  

CDCI, 

DSO 

CDCI, 

4.6s - 

5.46 s - 

5,28 b - 

2,45 s 

2.45 s 

2.47 5 

2,45 s 

2,48 s 

2,4 s 

2.4 s 

5.23 m 

- 

a) CHB-CO-O-Gruppe bei d = 2,1 s 

Den Herren Prof. Dr. P. DIEHL, Basel, und PD Dr. W. VON PHILIPSBORN, Zurich, danken wir 
hestens fur die anregenden Diskussionen der NMR.-Spektren. Die Arbeit wurde durch die SANDOZ 
AG., Basel. und den SCHWPIZERISCHEN NATIONALPONDS ZUR FORQERUEIG DER WISSENSCHAFT- 
LICHEN FORSCHUNG (Projekt Nr. 2627) unterstiitzt, wofur wir ebenfalls unsercn besten Dank aus- 
sprechen. 

Experimenteller Teil 
Die Smp. wurden auf dern KoFLZR-B1ock bestimmt ; sie sind nicht korrigiert. Die 1R.-Spek- 

tren wurden mit einern PERKIN-ELMnER-IR.-Gitterspektrophoto~te~, Modell 125, aufgenommen. 
Die Analysen verdanken wir dem mikroanalytischen Laboratorium des Instituts (E. THOMMEN).  
Zur Siiulenchromatographie nach der Methodik von DUNCAN [lS] diente Kieselgel MERCK der 
Korngrosse 0,05-0,2 mm. Fiir die Diinnschichtchromatographie (DC) nach STAHL [19] verwende- 
ten wir Kieselgel G als Adsorbens. Die Flecke wurden durch JTDZmpfe sichtbar gemacht. 

1. Xsolferung von Verrucarin E (1) (verbesaertes Verfahren,vgl. [8])11). - 100 SchiitteI- 
kulturen (100-ml-ERrENMEY~R-Kolben) mit RlcHaRD'scher NahrlBsung modifiziert nach Luz [ZO] 
wurden mit einer Konidiensuspension des Stammes S 833 von Myvotheciuwi uer~wuria  beimpft. 
Nach Inkubation wahrend 9 Tagen bei 27" auf einer Schiittelmaschine mit Amplitudenbewegung 
(100 I3ewegungea pro Minute) wurde vom Mycel abgenutscht und das klare Kulturfiltrat viermal 
mit Essigester extrahiert. Der Essigesterextrakt wurde zweirnal rnit ZN NaOH und zweimal mit 
Wasser gewaschen. iiber NrrSC). d-rnrknpt nnrl im V i l r ~ ~ ~ m  -4-374-rnys4 n-- F!ckz:rLl,~ ;,? bl 

wurde an 300 g Kieselgel (0,OS-0,2 mm) cbromatographiert. Zum Eluieren dienten je'600 ml des 
Lasungsmittels pro Fraktion. Die Sade wurde gegen Lichtbestrahlung geschiitzt. 

Die Fraktionen 1-8 (681 mg gelbes 01, eluiert mit Methylenchlorid-MethanoL(99 : 1)) wurden 
verworfen. Die Fraktion 9 (eluiert mit Methylenchlond-Methanol-(99: 1)) ergab 225 mg Rohkri- 
stalle von Verrucarin A, begleitet von Verrucarin B. Die Fraktionen 10-12 (eluiert mit Methylen- 

lo) ES bedeutet: 5 = Singtett, d = Dubbtt, 1 = TripIett, p = Quadrupktt, na = Multiplett, b = 
breites Signal. Die Zahlen in runden Klamrnern sind die Spin-Spin-Kopplungskonstanten J, 
in cps angegeben. 

u, Den Herren Dres. CH. STOLL, E. HHRRI und W. LOEFFLER, SANDOZ AG., &asel, dankcn wir 
bestens fur die Ziichtungen. 
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chlorid-Methanol-(99:1)) g a k n  72 rng 01, das vern-orfen nurde. Die Fraktionen 13-14 (eluiert mit 
Methylenchlorid-Methanol-(98 : 2)) lieferten 38 mg Rohkristalle Roridin A. Die Fraktion 15 (95 mg 
01, eluiert n i t  Methylenchlorid-Methanol-(98 : 2)) wurde verworfen. Die Fraktionen 16-19 (eluiert 
mit Methylenchlorid-Methanol-(98 :2)) ergaben 438 mg rotgefiirbten Lack. der z. T. in Nadeln 
kristallisierte. Xochmalige Chromatographie an 400 g Kieselgel (0.05-0.2 mm) ergab 280 mg rei- 
nes, farbloses, kristaltines Verrucarin E. Die Fraktionen 19-23 (105 mg braunes 61. eluiert mit 
Methylenchlorid-Methanol-(95 : 5 ) )  wurden verworfen, 

Unter diesm Kulturbedingungen resultieren in der Regel pro Liter Ausgangsvolumcn: 10-22 mg 
Verrucarin A (noch Verrucarin B enthaltend). 3,5-7.5 mg Roridin A und 8-25 mg Verrucarin E. 

2. Charakterislerung von Verrucarin E (1). - .4us Aceton-Ather farblose Nadeln, vom 
Smp. 90,5-91"12). Durch Tageslicht und Warme tritt rasch Zersetzung ein. Im Dunnschicht- 
chromatogramrn (DC) rnit Chloroform-Mcthanol-(98 : 2) als Fliessmittel, Rf-Wert = 0.2. Wird die 
Uiinnschichtplatte nach der Entwicklung dem Tageslicht ausgesetzt. so farbt sich der Verrucarin- 
E-Fleck violett. Verrucarin E ist optisch inaktiv. UV.-Spektrum vgl. Fig. 1. IR-Spektrum 
(CH,-CI, und KBr) : u. a. Banden bei 3457 cm-l (monomeres NH), 3220 cm-I (assoz. OH bzw. XH) 
2950 cm-' (CH), 1640 cm-l ( G O ) .  1520 cm-1 (C=C) (vgl. Fig. 2). NMR.-Spektrum: vgl. Fig. 3 
und 4 und Tab. Zur Analyse 10 Std. bei 20" und 0,Ol Torr getrocknet. 

C,H,O,N Ber. C 60,42 H 6,51 3- 10,07 0 23,0% 
(1392) Gef. ,, 60.22; 60.97 ,. 6.94; 6,92 ,, 10.4; 10,3 ,, 22,7; 22,7% 
Aktiver (ZEREWITINOPP) &r. 2 akt. H 1,5% 3 akt. H Z,2% Gef. 2,2% 

--~H,(tEtSELf Gef. O,O% : NCH, Gef. 0.0% ; N-Acetyl Cef. O.OYo (vaporometrische Mikromethode 
in CH2C12 [21J3). 

Mo1.-Gew.: Gef. 154 f 15. 
2.1. Priijunggegen NCI: Eine Ldsung von 6 mg Verrucarin E (1) in 5 rnl ZN HC1 wurde 2 Std. 

bei 20" stehengelassen. Hierauf wurde das dunkelbraun gefarbte Reaktionsgemisch rnit Chloro- 
form ausgeschiittdt, die Ausziige rnit 2N Na,CO, und Wasser gewaschen, mit Na,S04 getrocknet 
und im Vakuum eingedampft. Es resultierte ein braun gefarbtes Harz, das nicht weiter untersucht 
wurde. 

2.2. Priijungggegm KOH: Eine Losung von 5 rng Verrucarin E (1) in 5 ml I O N  KOH wurde 
24 Std. bei 20" stehengelassen. Die wie &en beschriebene Aufarbeitnng liefcrte unverandertes 
Ausgangsmaterial. 

2.3. Versuche z w  kataiytischen Hydr ieruq.  -Mit Pi-Essigestev: Eine Liisung von 12  mg Verru- 
carin E (1) in 10 ml Essigester wurde in Gegenwart von 15 mg PtO,, H,O bei 20" hydriert. Die Auf- 
arbeitung ergab unverandertes Ausgangsmaterial. 

Mil  RANEY-KT~: Eine Llisung yon 25 mg Verrucarin E (1) in 10 ml abs. A41kohol wurde in 
Gegenwart von 15 mg frixh hergestelltem RANEY-h'i bei 20" hydriert. Es konnte keine Wasser- 
stoffaufnahme beobachtet werden. Das Ausgangsmaterial wurde unverandert zuriickerhalten. 

Mil Pi-Eisessig: Eine Losung von 55 mg Verrucarin E (1) in 20 ml Eisessig wurclc bci 20' in 
Gegenwart yon 24 mg PtO,, H,O hpdriert. Each Aufnahme von 26.2 ml Wasserstoff innerhalb von 
2 Std. wurde die Hydrierung abgcbrochen. Die .4ufnahme betrug 2,l Mol. H,. Xach -4bfiltriercn 
durch eine Schicht CeIite wurde eingedampft. Der Riickstand wurde in Chloroform aufgenommen, 
die Liisung mit 2~ Na,CO, und IVasser gewaschen, rnit Na,SO, getrocknet und im Vakuum ein- 
gedampft. Der harzige Riickstand (40 mg) ergab trotz mehrmaligem Chromatagraphieren an Kie- 
sclml kein cinhpitlirhcs Prodokt. 

2.4. Deu/wieruq: Eine Losung von 40 rng Verrucarjn E (1) in 5 ml Xceton wurde init 2 ml D,O 
(99-proz.) versetzt ond im Vakuum bei 30" eingedampft. h'ach dreimaliger Wiederholung diescr 
Operation wurden 35 mg farblose Kristalle Dcuteroverrucarin E isoliert. Zur LMethodik vgl. [22]. 

3. Mono-0-acetyl-verrucarin E(Z).- 70rngVerrucarin E (1) wurden mit 3 rnl.4cetanhydrid 
bci 20" stehongelasscn. Nach 74 Std. wurde die klare LGsung in Chloroform aufgenommen, rnit 
2 x  HCI, 2 N Xa,CO, und Wasser genaschen, rnit Na,SO, getrocknet und im 1-akuum eingcdampft. 
Das Rohprodukt wurde zur Reinigung an 80 g Iiieseielgel chrornatographiert. Die mit Methylen- 

19) Uer fruhcr [S: angegebene Smp. 103-104" wurde nicht rnehr beobachtet. 
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chlorid-~e~hanoI-(99,5 : 0,5) eluierten Fraktionen licferten aus Aceton-Ather 62 mg farblose Nadeln 
vom Smp. 102". Optisch inaktiv. UV.-Spektrum vgl. Fig. 1. NMR.-Spektrum vgl. Tab. IR.-Spek- 
trum (CH,CI,) : u. a. Sanden bei 3450 cm-I (monomeres NH), 1735 cm-l (GO,  Acetat), 1660 cm-l 
(GO). 1520 cm-l (C=C), 1360 cm-l und 1230 cm-I. Zur Analyse 12 Std. bei 20' und 0.01 Tom 

C&&109pyI Ber. C 59,66 K 6.12 N 7,73 0 26,49% getrocknet. 
(181,Z) Gef. ,, 59.65 ,, 6,24 ,, 7,2 ,, 26.3% 

4.2-Methyl-4-acetyl-pyrrol (3). - Eine Issung van 45 mg Mono-0-acetyl-verrucarin E (2) 
in 10 ml Methanol wurde in Gegenwart von 10 mg PtOB,H,O bei 22" hydriert. Nach 2 Std. waren 
7,8 ml H, verbraucht, was unter Berucksichtigung des vom Katalpator verbrauchten Wasser- 
stoffs der Aufnahme von 1,l Mol. H, entspricht. Nach Abfiltrieren des Katalysators durch eine 
Schicht Celite wurde das Filtrat im Vakuum eingedampft. Der Ruckstand murdc in Chloroform 
aufgenommen, rnit 2 N Na.&O, und Wasser gewaschen, uber Na&iO, getrocknet und im Vakuum 
eingedarnpft. Das Rohprodukt (41 mg) wurde an 30 g Kieselgel chromatographiert. Aus den mit 
Methylenchlorid-Methanol-(99:1) eluierten Fraktionen wurden aus Aceton-Ather 31 mg farblose 
Nadeln vom Smp. 112" erhalten. Optisch inaktiv. UV.-Spektrum vgl. Fig. 1. NMR-Spektrum vgl. 
Tab. 1R.-Spektmm (CH,CI,): u. a. Banden bei 3460 cm-l (monomeres NH), 1660 cm-I (C=O). 
1520 em-l ( G C ) ,  1390 cm-1. Zur Analyse 12 Std. bei 20" und 0.01 Torr getrocknet. 

C,H,ON Ber. C 68.22 H 7,38 N 11,4 0 13,0% 
(123,l) Gef. ., 68.11 ,, 7,42 ,, 11,6 ,, 12,5% 

~~~~- ~- ~~ 

5. Reduktion yon 2-Methyl-4-acetyl-pyrrol(3) mit LLAIH,: 2-Methyl-4-2ithyl-pyrrol 
(4). - Zu einer Losung von 130 mg 2-Methyl-4-acetyl-pyrrol (3) in 75 ml abs. kher-Dioxan-{l:I) 
wurde eine Suspension van 40 mg LiAlH, in 50 ml abs. Ather gefiigt und 8 Std. unter Riickfluss 
gekocht. Die Reaktion wurde im Dunkeln ausgeiiihrt, urn einer Zersetzung durch Lichtbestrah- 
lung vorzubeugen. Die ReaktionslBung farbte sich rot. Hierauf wurde vorsichtig rnit Eiswasser 
versetzt, wobei Al(OH), ale grobkijrniger Niederschlag ausfiel. Das Reaktionsgemisch wurde 12mal 
rnit je 50 ml Ather extrahiert nnd die atherischen Phasen abdekantiert. Nach Trocknung mit Nag- 
SO, und Eindampfen im Vakuum wurden 90 rng rotlich gefGbtes bl erhalten. Nach Destillation 
im Wasserstrahlvakuum resultierten 70 rng reine, farblose Fliissigkeit vom Sdp. 7S0/14 Torr, 
die sich aber nach kurzer Zeit an der Luft rotbraun f&rbtela). UV.-Spektrum vgt. Fig. 1. N M R -  
Spektrum vgl. Tab. 1R.-Spektrum (CH,CI,) : u. a. Banden bei 3468 cm-l (NH-Streckschwingung), 
2962 cm-' (CH,), 2925 cm-1 (CK,), 2870 cm-l (CH,), 1610 cm-l ( G C )  und 1585 cm-I (M). Zur 
Analyse 10 Std. bei 20" und 0.01 Ton getrocknet. 

C,HllN (109.1) Eer. C 77.01 H 10,16 N 12.83% Gef. C 77.25 H 10,OO N 13,02% 

6. Synthese von 3-Methyl-Q-tithyl-pyrrd (4). - Eine LBsung von 10 g Propionylessigester 
in 50 rnl Eisessig wurde unter Riihren und Eiskuhlung I -  10" bis + 5') vorsichtig mit einer konz. 
wasserigen Losung von 5 g NaNO, versetzt. Hierauf wurde eine Std. bei 20" geruhrt, dann 9 g 
Acetessigester und 12 g Zn-Staub zugegeben. Die Temperatur wurde unter 70" gehaIten. Zur Ver- 
vollstandigung der Reaktion wurde 2 Std. auf 100* erwarmt, worauf der Zn-Staub vollstfhdig 
geldst war. Das Reaktionsgemisch wurde in 500 ml Eiswasser gegossen und 10 Std. stehengelassen. 
dann der gelbe Niederschlag abgenutscht: und aus hlkohol umkristallisiert. Es resultierten 6 g 
2-Methyl-4-athyl-3,5-dicarbathoxy-pyrrol vom Smp. 119'"). Eine Lasung von 4 g dieses Esters 
in 20 ml Wasser wurde mit 10 ml konz. H,S04 versetzt und 3 Std. auf 100" erwarmt. Unter starker 
r~~i l lurrg  wurae nieraur mit boda neutralisiert und das Reaktionsgemisch 5mal mit j e  100 ml 
Methylenchlorid ausgeschiittelt. Nach Trocknung der Extrakte mit Na2S0, und Eindampfen im 
Vakuum warden 2.9 g rotbraunes 01 erhalten, welches an Kieselgel chromatographiert wurde. ES 
resultierten aus den mit Methylenchlorid eluierten Fraktionen 500 mg 2-Metyhl4-athyI-pyrol (4). 
als rtitlich gefarbte Flussigkeit. die durch Destillation bei 14 Tom, wie 0be.n beschrieben, gereinigt 
wurde. Sdp. 78" lS).Im Diinnschichtchromatogramm einheitlich. UV.-. 1R.- und NMR.-Spektren 
identisch rnit denen dea obigen Praparats. 

1s) FISCHER & KLARER [I51 fanden den Sdp. 86"720 Torr. bzw. 73-74'110 Torr. 
14) FJSCHER & STANGLER [16] fanden den Smp. 115". 



The structure of the antibiotic verrucarin E (C,H,O,N) is shown to be that of 
2-hydroxymeth yl-4-acetyl-pyrrole (1). Institut fur Organische Chemie 

der Universitgt Basel 
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41. Synthese und Eigenschaften von Aziridincarbonsaureestern 
V O I ~  E. Kyburz, H. Els, St. Majnoni, G .  Englert, C .  yon Planta, A. Furst 

und P1. A. Plattner 
(8. s. 65) 

Vor mehreren Jahren ist von unserer Arbeitsgruppe eine einfache Synthese des 
Antibiotikums Cycloserin entwickelt worden, das direkt durch Einwirkung von 
Hydroxylamin auf a-Amino-8-chlor-propionsaure-methylester (1, R = CH,) erhalten 
wurde [I]. Das Ausgangsmaterial 1 musste aber aus dem relativ schwer zuganglichen 
Serin Ube~ mehrere Stufen hergestellt werden. 

Bei der Suche nach einfacheren Synthesen von 1 dachten wir an die Verwendung 
der 2-Aziridincarbonsaureester (2), die zu Beginn unserer Arbeiten noch unbekannt 




