Vol. 49, Fasc. Emile Cherbuliez (1966) — No. 39-40 349

-chromatographiert. 6-Polyhydroxypropyl-pterine werden vollstindig zum Pterin-6-aldehyd
oxydiert. 2, guf Papier: Um wertvolle Substanz zu sparen, sowie bei Vorliegen sehr geringer
Mengen, ldsst sich die Perjodat-Oxydation auch auf Filtrierpapier durchfiihren. Auf fiir die Chro-
matographie vorbereitete Papierstreifen werden 3-5 ug eines Pterins aufgetragen. Nach Trocknung
des Flecks wird er sorgfiltig mit einer 5-proz. Natrinmperjodat-Losung betupft. Dabei ist darauf
zu achten, dass keine allzu starke Vergrdsserung des Pterinfiecks eintritt. Nach einmaliger Wieder-
holung wurde bei den hier untersuchten Polyhydroxy-pterinen ein vollstindiger Abbau zu Pterin-
6-aldehyd erreicht, der mit Hilfe von Vergleichssubstanzen in den vorstehend genannten Laui-
mitteln nachgewiesen werden kann.

Diese Ultramikromethode macht es méglich, dass fiir Konstitutionsanfklirungen nun wejtaus

weniger der ohnehin meist nur in sehr geringen Mengen isolierbaren Pterine benbtigt werden als
bisher. Wir sind bestrebt, diese Methode weiter auszubauen.
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Aus Minnchen der Art Formica polyctena FoErsT. wurden mit Hilfe chromato-
graphischer Verfahren an Cellulosepulver p- oder 1-6-(threr-1',2',3'-Trihydroxy-
propyl)-pterin und Pterin-6-carbonsiure isoliert. Die Identifizierung erfolgte mittels
ihrer UV.-Spektren, Ri-Werte, elektrophoretischen Wanderung sowie einiger Ab-

“baureaktionen. Pterin-6-carbonsdure wird als biogenes Produkt angesehen.
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49. Die Konstitution von Verrucarin E
Verrucarine und Roridine, 10. Mitteilung [1]

von E. Fetz und Ch, Tamm
R X &%)

Die bisher aus Myrothecium-Arten isolierten Stoffwechselprodulkte 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
Sesquiterpenalkchol Verrucarol [2] als gemeinsamen Baustein enthalten. Zu ihr
gehodren Verrucarin A [3] [4], Verrucarin B [5], Verrucarin H [6] [7], Verrucarin J [1]
sowie Roridin A [7] [8], Roridin D [6] [7] und Roridin E [6] [7]?). Sie sind die

1) Zu dieser Gruppe ist auch Roridin C [2] (= Trichedermol [9]), das die Struktur des 15-Desoxy-
verrncarols besitzt, zu zihlen.
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Hauptmetabolite, die sich durch antifungische und hohe cytostatische Aktivitit,
aber auch durch grosse Toxizitit?) auszeichnen. In der zweiten Gruppe sind die
Stickstoff-haltigen Nebenmetabolite enthalten. Wir haben bisher nur zwei derartige
Antibiotica gefunden, niimlich Verrucarin E [8] und Verrucarin G [8]. 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 um Sterine, z.B. um Ergosterin (= Roridin B [8]), teils um Ver-
bindungen, die anderen Stoffklassen angehéren [7].

Imm folgenden berichten wir iiber die Strukturaufklirung von Verrucarin E,
einem Metaboliten, der ## vifro ebenfalls cytostatisch wirksam ist [8]. Das Anti-
bioticum kristallisiert in farblosen Nadeln vom Smp. 90,5-91° und ist optisch inaktiv.
Es zersetzt sich am Tageslicht und in der Wirme sehr rasch unter Bildung von stark
rosa bis braun gefirbten Produkten, Gegen Séuren ist Verrucarin E sebr empfindlich.
Diese Eigenschaften und die geringen, bis anhin einzig vom Stamm S 833 von
Myrothecium verrucaria {(ALBERTINY ¢ SCHWEINITZ) DITMAR ex FRIES nur unter
Einhaltung bestimmter Kulturbedingungen (vgl. Exper. Teil) produzierten Mengen
erschwerten die Isolierung und Reinigung erheblich. Nach den Analysenwerten, der
vaporometrischen Molekulargewichtsbestimmung?®) und dem Massenspektrum4) be-
sitzt Verrucarin E die Bruttoformel C,HyO,N (139,2). Auf Grund der im folgenden
beschriebenen physikalischen und chemischen Eigenschaften erteilen wir ihm die
Struktur des 2-Hydroxymethyl-4-acetyl-pyrrols (1).

Verrucarin E (1) gab bei der ZEREWITINOFF-Bestimmung zwei aktive H-Atome. Es
waren weder Methoxyl- noch Methylimid-, noch O-Acetyl-Gruppen nachweisbar, Die
Farbreaktion mit $-Dimethylaminobenzaldehyd nach EnrricH fiel positiv aus {inten-
sive Rotfdrbung), was bereits auf das Vorliegen eines Pyrrolderivates deutete. Gegen
Basen ist Verrucarin E bestindig. Sein UV .-Spektrum (vgl. Fig. 1) ist durch intensive
Absorptionsmaxitna bei 198 nm (log & = 4,02) und 249 nm (log £ =4,0) und eine Inflexion
bei 270 nm ({log £=3,75) charakterisiert. Das IR.-Spektrum (vgl. Fig. 2) zeigt eine
scharfe Bande von hoher Intensitit bei 3450 cm™?, die von einer monomeren NH-
Streckschwingung eines sekundiren Amins herrithrt. Die breite Bande bei 3220-3230
cm-! kann sowohl assozilerten NH- als auch assoziierten HO-Gruppierungen zu-
geordnet werden. Die Absorption bei 1640 cm—! entspricht der C=0-Streckschwingung
eines sekundiren Amides (Amid-I-Bande). Die bei 1520 cm-! sichtbare Schwingung
diirfte einer Amid-1I-Bande entsprechen [11]. Nach Deuterierung von Verrucarin E
.mit D,0 findet wie erwartet eine Verschiebung der Banden bei 3450 und 3220-3230
cm~! nach lingeren Wellen statt. Die neuen Banden erscheinen bei 2550 cm~! (mono-
mere ND-Streckschwingung) und bei 2400 cm—! (assoziierte ND-Schwingungen), was
cucuiaits 10 Gas Vurleusiensein einer sekunaaren NH-Grupplerung spricht [12], Das
NMR.-Spektrum von Verrucarin E in CDCly-Lisung (vgl. Fig. 3 und Tab.) lisst
9 Protonen erkennen. In DyO-Lésung sind jedoch nur noch 7 Protonen sichtbar
(vgl. Fig. 4 und Tab.), d.h. zwei Wasserstoffatome sind leicht durch Deuterium
austauschbar. Das bei ¢ = 2,43 sichtbare Singlett (3 H) kann einer CH;-Gruppe, die

) Zur biologischen Wirksamkeit von Verrucarin A vgl. RuscH & StAnELIN [10].

3} Wir danken Herrn Prof. Dr. W. Simon, ETH Ziirich, bestens fiir diese Messung.

4} Hertn Prof. Dr. K. Bismann, MIT, Cambridge, Mass., USA, sind wir fiir diese Bestimmung
zu Dank verpflichtet.
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* an einer Doppelbindung haftet, zugeordnet werden. Bei 8 = 4,6 ist ein Singlett (2 H)
* mit breiter Basis sichtbar, das von einer Methylengruppe stammt. Sie haftet an
einer C=C-Doppelbindung, in deren nichsten Nachbarschaft sich aber kein weiteres
Proton mehr befinden kann. Das Multiplett bei ¢ = 5,23 ordnen wir einer Hydroxyl-
gruppe zu, denn mit DyO tritt Austansch des Wasserstoffatoms ein. Die beiden Signale
bei 0 = 6,66 und ¢ = 7,4 riihren von je einem Vinylproton her. Schliesslich ist bei
sehr tiefem Feld, bei 0 = 10,1 ein breites Multiplett (1 H} sichtbar, das in D,0
verschwindet. Is handelt sich um das Signal der NH-Gruppe (Linienverbreiterung
durch Quadrupol-induzierte Relaxation des ¥N). Wird das NMR.-Spektrum von
Verrucarin E in D,0 aufgenommen, so wird eine wesentlich bessere Auflésung einiger
Signale erzielt. Wihrend die Methylgruppe unverindert bleibt, ist das Signal der
Methylengruppe in ein Dublett mit der Spin-Spin-Kopplungskonstante J = 0,8 cps
gespalten. Das Vinylproton-Signal bei 9 = 6,87 erscheint als Multiplett mit den
Kopplungskonstanten J = 1,8 cps und J = 0,8 ¢ps und die Bande bei ¢ = 7,66 als
Dublett (J = 1,8 cps). Diese zeigt, dass die beiden Vinylprotonen sich gegenseitig
beeinflussen und ein AX-System mit der Kopplungskonstante J =18 cps dar-
stellen. Die Aufspaltung des Signals der Methylengruppe in ein Dublett mit der
Kopplungskonstante J = 0,8 cps ist auch im Signal des Vinylprotons bei 0 = 6,62
zu finden. Seine Feinstruktur ist einerseits durch Kopplung mit dem bei tiefem Feld
erscheinenden Vinylproton und anderseits durch Kopplung mit der Methylengrappe
bedingt. Die Verbreiterung des Signals der Methylengruppe im CDCly-Spektrum ist
auf die unmittelbare Nachbarschaft einer HO-Gruppe zuriickzufithren. Wie bereits
erwihnt, tauscht der Hydroxylwasserstoff in D,O aus, womit sein Einfluss auf die
beiden Methylenprotonen verschwindet. Die Aufspaltung des bei ¢ = 7,4 auftreten-
den Vinylprotons in ein Multiplett in CDCl;-Losung einerseits und in ein reines Du-
blett (J = 1,8 cps) in D,0-Lsung anderseits deutet daraunf hin, dasses sich innéchster
Umgebung der NH-Gruppe befinden muss. Das Vinylproton bei ¢ = 7,4 koppelt so-
wohl mit dem Vinylproton bei 0 = 6,62 wie auch mit dem Proton am Stickstoff. Der
benachbarte Stickstoff ist fiir die ausserordentlich grosse Verschiebung des Vinyl-
protons nach tiefem Feld verantwortlich. Der entschirmende Effekt des Stickstoifs
ist unabhingig vom Losungsmittel. Der Austausch des an den Stickstoff gebundenen

O
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H-Atoms durch Deuterium vereinfacht jedoch die Multiplettstruktur des Vinyl-
protons, indem die Kopplung aufgehoben wird. Weiteren Aufschluss iiber die Bin-
dungsverhilinisse lieferte das in CDCly-Losung anfgenommene NMR.-Spektrum des
deunterierten Verrucarins E (vgl. Tab.). Das Signal des Vinylprotons bei @ = 7,45 er-
scheint nun ebenfalls als Dublett {J = 1,8 cps), denn es kann infolge des Deuterium-
austausches nicht mehr mit der ND-Gruppe koppeln. Damit kénnen wir das bei
@ = 10,1 auftretende Signal des nicht-deunterierten Verrucarins E eindeutig der NH-
Gruppe zuordnen.
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Fig. 1. UV.-Ahsorptionsspekiven in Athanol )

Kurve 1: Verrucarin E (3): A = 198 (4,02); 249 (4,0); Inflexion bei 270 {3,75) nm (logs)

Kurve 2: Mono-O-acetyl-verrucarin E (2} Am“ = 194 (4,04); 245 (3,97); Inflexion bei
270 (3,72) nm (loge)

Kurve 3:  2-Methyl-4-acetyl-pyrral (3): 4, = 204 (3,79); 246 (3,89) ; Inflexion bei 270 (3,72) nm
{loge)

Kurve 4: 2-Methyl4-iithyl-pyrrol (4): 4, = 202 nm (loge = 3,75); Inflexionen bei 279 (2,27}
und 302 (2,00} nm (loge)

Nach Stehen mit Acetanhydrid bei 22° wihrend 6 Tagen lieferte Verrucarin E (1)
das krist. Mono-O-acetylderivat 2 (C,H,,O,N}9). Das UV.-Spektrum (vgl. Fig, 1) hat
sirh malrticnh wicht worZedort. Do T -Opchium geigl Lin kurzwelligen Gebiet nar
noch eine scharfe monomere NH-Bande bei 3450 cm—! sowie eine neue Carbonylbande
bei 1735 cm~! der O-Acetylgruppe und bei 1660 cm~? die urspriingliche C=0-Streck-
schwingung. Das in CDCl,; aufgenommene NMR.-Spektrum (vgl. Tab.} lisst die
folgenden Signale erkennen: Ein neues Singlett bei 0 = 2,1 der Acetylgruppe, das
bereits in Verrucarin E vorhandene Singlett der Methylgruppe bei d = 2,45, dasjenige

5) Aufgenommen mit BECKMAN-Spektrophotometer, Modell DK 2 {CH. SENN & W. ScawaR).
#) Bei der Behandlung mit Acetanhydrid bei hoheren Temperaturen oder mit Acetanhydrid-
Pyridin bei 22° trat sofort Zersetzung ein.
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Fig. 3. NMR.-Spektrum von Vevrticarin E (1) in Deutzvochlorgform ™)
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Fig. 4. NMR.-Spehtrum von Verrucarin E (1} in Deuteriumoxid?)
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%) Aupfgenommen mit PErRxIN-ELMER-Gitterspektrophotometer, Modell 125 {(CH. SENN &

W. ScEwAB).
7} Aufgenommen mit einem Varian-Spektrometer A-60 (60 MHz) im physikal.-chem. Laborato-
rium der SaNpDoz AG,, Basel (Dres, K. FRET und P. Nikvaus). Chemische Verschiebungen in

d-Werten mit Si{CH,), (TMS) als internem Standard (8 = 0).

23
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der Methylengruppe, welches jetzt aber bei 0 = 5,46 als Singlett erscheint. Diese
Verschiebung nach tieferem Feld wird durch die Acetylierung der priméiren Hydroxyl-
gruppe verursacht. In der Regel tritt dabei eine Verschiebung von ca. 0,5 ppm ein.
Die Differenz betrigt im vorliegenden Fall aber 0,8 ppm. Dieser grosse Unterschied
diirfte dadurch zustande kommen, dass im freien Verrucarin E das Signal wegen der
Bildung einer intramolekularen Wasserstoffbriicke des primiren Hydroxyls, die eine
zusitzliche Abschirmung verursacht, um 0,2-0,3 ppm nach héherem Feld verschoben
ist, Tatsdchlich finden wir im IR.-Spektrum von Verrucarin E (vgl. Fig. 2) breite
konzentrationsunabhingige Banden, wie sie fiir assoziierte NH- und HO-Gruppen
typisch sind. Im NMR.-Spektrum ist das Signal der Hydroxylgruppe verschwunden.
Die beiden Vinylprotonen erscheinen als Multiplett bei 0 = 6,9 (J = 1,8 cps) und
als Quadruplett bei d = 7.5 (J = 1,8 und 2,5 cps), wihrend das NH-Signal als breites
Multiplett bei = 10 za erkennen ist. In D,0-Lésung dndert sich nur das Signal des
bei tieferem Feld erscheinenden Vinylprotons, welches nur noch als Dublett ( f = 1,8 cps)
zu erkennen ist. Die nicht mehr vorhandene Kopplung von 2,5 ¢ps musste daher
vom Proton der NH-Gruppe herriihren.

Die katalytische Hydrierung von Verrucarin E {1} mit Pt in Eisessig fiihrte zu
keinen definierten Produkten. Mit Pt in Athylacetat oder RANEY-Ni in Athanol war
keine Wasserstoffanfnahme zu beobachten. Hingegen ergab Mono-O-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 1 Mol. Essigsdure verloren. Das
Hydrierungsprodukt besitzt die Struktur des 2-Methyl-4-acetyl-pyrrols (3), und zwar
aus folgenden Griinden: Das UV .-Spektrum ist unverdndert, d.h. das chromophore
System ist erhalten geblieben (vgl. Fig. 1). Im IR.-Spektrum sind die Banden der
Acetoxygruppe verschwunden. An die Stelle der acetylierten Hydroxymethylgtuppe
ist eine Methylgruppe getreten. Dies war sofort aus dem NMR.-Spektrum von 3
(vgl. Tab }ersichtlich, wo die 5 Protonen der Acetoxy-methylgruppe verschwundensind.
Statt dessen erscheint neben dem Singlett der urspriinglichen Methylgruppe das neue
Signal einer neuen Methylgruppe, die infolge einer allylischen ¢long-ranges-Kopp-
lung {13] eine schwache Aufspaltung in ein Dublett {J — 0,8 cps) erlitten hat. Das
Vinylproton bei d = 6,6 tritt jetzt als komplexes Multiplett zu Tage, das andere
beid = 7,4 als Quadruplett (J = 2,7 und 1,8 cps). Bei & = 9,5 ist das breite Multipiett
der NH-Gruppe erkennbar, das in D,0-Lésung verschwindet. Tn D,0 ist auch Ent-
koppelung des Vinylprotons bei d = 7,62 zu einem Dublett (J = 1,8 cps) sowie die
stirkere Auflisung der Feinstruktur des Vinylprotons bei 8 = 6,7 zu beobachten. —
Durch die katalytische Hydrierung von Mono-O-acetyl-verrucarin E (2) ist also
lediglich Hydrogenolyse der allylischen Acetoxygruppe eingetreten unter Erhaltung
des chromophoren Systems. .

Aus den bisherigen Ergebnissen folgt, dass Verrucarin E (1) ecine sekundire
Amidgruppierung, eine Hydroxy-methylgruppe und eine Methylgruppe, die beide an
einer C=0-Doppelbindung haften, ferner zwei nicht benachbarte vinylische Wasser-
stoffatome enthilt. Da im NMR.-Spektrum des Verrucarins E in D;O-Lésung, bzw.
des deuterierten Verrucarins E in CDCl;-Lisung, das bei @ = 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 Blick fliir Verrucarin E sowohl die Pyrrol-Struktur 1 wie auch die Struktur 5
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eines p-Pyiidons vereinbar. Die Strukturen 1 und 5 sind isoelektronisch; beide
stellen vinyloge Sdureamide dar. Doch liess der hohe Wert der Kopplungskonstante
von 1,8 cps der beiden Vinylprotonen die Struktur 5 weniger méglich erscheinen, da
in aromatischen Systemen bisher nie so hohe Werte fiir eine Spin-Spin-Wechsel-
wirkung zwischen Protonen in para-Stellung beobachtet worden sind. Der Wert
passt hingegen schr gut auf eine meta-Kopplung, wie sie in der Pyrrolformel 1 ver-
wirklicht ist. Dass Verrucarin E tatsichlich diese Struktur besitzt, konnten wir
durch eine eindeutige chemische Reaktion beweisen. Das Hydrolysenprodukt 3
lieferte namlich bei der Reduktion mit LiAlH,?) das bekannte 2-Methyl-4-dthyl-
pyrrol (4) {15]. Das Vergleichspriparat stellten wir nach einem an die KNORR’sche
Pyrrolsynthese anlehnenden verbesserten Verfahren her, das vom Propionylessig-
sdure-dthylester (6) ausging und iiber das 2-Methyl-4-dthyl-3, 5-dicarbithoxy-pyrrol
(7y [16] fithrte:

C,H,\C¢0 — (.EHE\C e CEHE\C/O
[ _— | ~— i
CH, CH,COOH CH-NO c
TG Hu0C” — CHo0C" - - ;H;00¢7 TNOH
] _
Zn-CH,COOH e
Csz\C,éO _LOOC,H, CoHy_ /cooc,,HIs_I © C,H, H
-
_CHNH, _C C,H,00C7 N “CH, 100° H N7 CH,
CH,00C 0% TCH, & |
7 ‘ 4

Das UV.-Spektrum von 2-Methyl-4-dthyl-pyrrol (4) weist nur noch ein einziges
kurzwelliges Absorptionsmaximum bei 202 nm (log £ = 3,75) mit Inflexionen bei
279 nm (log & = 2,27} und 302 nm (log & = 2,00} auf (vgl. Fig. 1). Im IR.-Spektrum
zeigt 4 eine intensive NH-Streckschwingung bei 3462 cm ! und bei 1710 cro—?t und
1585 cm~! die C=C-Schwingung des Pyrrolkerns {14] [17]. Das NMR.-Spektrum
{vgl. Tab.) lisst folgende Signale erkennen: ein Triplett der primiren Methylgruppe
bei 9 = 1,2 {J = 5 ¢ps), bei 0 = 2,22 das Singlett der tertidren Methylgruppe, ein
Quadruplett von 2 Protonen bei 0 = 2,5 {J = 5 cps}, das der Methylengruppe ent-
spricht. Die Vinylprotonen erscheinen bet 0 = 5,82 und ¢ = b,44 als breites Singlett,
wobei das bei tieferem Feld auftretende der NH-Gruppe benachbart ist. Das Proton
der NH-Gruppe erzeugt bei 0 = 7,6 ein breites Signal.

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

%) Zur Reduktion von Pyrrolcarbonsiuren, Pyrrolaidehyden und C-Acetylpyrrolen mit LiAlH,
vgl. TREIBS & SCHERRER [14].
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Zuordnung der H-Alome in den NMR.-Spektren™)10)

Substanz losg- Fig. N C-3 C-5 C-6 C-7 C-8 OH
mittel
Verrucarin E {1) cDhCl, 3 10,1 m 6620 74 ¢ 465 - 245s 523im
(2; 1,5}
Verrucarin E {1) D0 4 - 6,87 ¢ 7.66d 466d — 2455 -
{1,8; 0,8) (1.8} {0,8)
Dentero- CDCi, - 6,66 ¢ 745d 466 - 2475 -
verrucarin E (1) (1,8, 0,8) (1,8)
Mono-O-acetyl- CDCl, 10,0m 6,9m 7.5¢q 546s - 2455 -7}
verrucarin E {2) (3: 1.2)
Mono-O-acetyl- D0 - 7,05 # 1,76 d 5286 - 248s =)
verrucarin E (2) (2)
2-Methyl-4-acetyl- CDCly 95m 5,6m 149 2,32d - 24s -
pyrrol (3) {3 1.8)  (0.8)
2-Methyl-4.acetyl- DO - 6,74 7.62d 2,2d 24s -
pyrrol {3} (1.8; 0.8) (1,8) {0.8) o
2-Methyl-4-4thyl- CDCl 7.6m 582d 644d 2,225 2,5 g 1,2: -
pyrrol {4) L9 1.9 (3) {5)

3} CHy-CO-O-Gruppe beid = 2,1 s

Den Herten Prof. Dr. P, Dienw, Basel, und PD Dr, W, von PuaiLiesporn, Ziirich, danken wir
bestens fiir die anregenden Diskussionen der NMR.-Spektren. Die Arbeit wurde durch die Sannoz
AG., Basel, und den SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS ZUR FORDERUNG DER WISSENSCHAFT-
LicHEN ForscHUNG {Projekt Nr. 2627) unterstiitzt, woliir wir ebenfalls unseren besten Dank aus-
sprechen.

Experimenteller Teil

Die Smp. wurden auf dem KorLer-Block bestimmt; sie sind nicht korrigiert. Die IR.-Spek-
tren wurden mit einem PERKIN-ELMER-IR.-Gitterspektrophotometer, Modell 125, aufgenommen.
Die Analysen verdanken wir dem mikroanalytischen Laboratorium des Instituts (E. THOMMEN).
Zur Sdulenchromatographie nach der Methodik von Duncaw [18] diente Kieselgel MEerck der
Komgrésse 0,05-0,2 mm. Fiir die Diinnschichtchromatographie {DC) nach StanL [19] verwende-
ten wir Kieselgel G als Adsorbens. Die Flecke wurden durch J,-Dampfe sichtbar gemacht.

1, Isolierung von Verrucarin E (1) (verbessertes Verfahren, vgl, [B]}1). — 100 Schiittel-
kuituren {100-ml-ErLENMEYER-Kolben) mit Ricnarp’scher Nihrldsung medifiziert nach Luz [20]
wurden mit einer Konidiensuspension des Stammes S 833 von Myrotheciuwm verrucaria beimpit.
Nach Inkubation wihrend 9 Tagen bei 27° auf einer Schiittelmaschine mit Amplitudenbewegung
{100 Bewegungen pro Minute) wurde vom Mycel abgenutscht und das klare Kulturfiltrat viermal
mit Essigester extrahiert. Der Essigesterextrakt wuorde zweimal mit Zx NaOH und zweimal mit
Wasser gewaschen. iiber Na.8O. getrocknet nnd im Valnuim einmadamods Tiee Bobooees Ly (20
wurde an 300 g Kieselgel {0,05-0,2 mm) chromatographiert, Zum Eluieren dienten je 600 mi des
Lisungsmittels pro Fraktion. Die Siule wurde gegen Lichtbestrahlung geschiitzt,

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

10) Eg bedeutet: s = Singlett, d = Dublett, { = Triplett, § = Quadruplett, m = Multiplett, b =
breites Signal. Die Zahlen in runden Klammern sind die Spin-Spin-Kopplungskonstanten [,
in cps angegeben.

1} Den Herren Dres. Ch. StoLrL, E. Hirri und W, LOEFFLER, SanDoz AG., Basel, danken wir
bestens fiir die Ziichtungen.
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chlorid-Methanol-(99:1)} gaben 72 mg O, das verworfen warde. Die Fraktionen 13-14 (eluiert mit
Methylenchlorid-Methanol-(98 : 2}) lieferten 38 mg Rohkristalle Roridin A. Die Fraktion 15 (95 mg
Ol eluiert mit Methylenchlorid-Methanol-(98:2)) wurde verworfen. Die Fraktionen 16-19 (eluiert
mit Methylenchlorid-Methanol-(98:2)) ergaben 438 mg rotgefirbten Lack, der z. T, in Nadeln
kristallisierte. Nochmalige Chromatographie an 400 g Kieselgel {0,05-0,2 mm) ergab 280 mg rei-
nes, farbloses, kristallines Verrucarin E. Die Fraktionen 19-23 (105 mg braunes O, eluiert mit
Methylenchlorid-Methanol-(95:3}) wurden verworfen.

Unter dieszn Kulturbedingungen resultieren in der Regel pro Liter Ausgangsvolumen: 10-22 mg
Verrucarin A {noch Verrucarin B enthaltend), 3,5-7,5 mg Roridin A und 8-25 mg Verrucarin E.

2. Charakterisierung von Verrucarin E (1). — Aus Aceton-Ather farblose Nadeln, vom
Smp. 90,5-91°1%). Durch Tageslicht und Wirme tritt rasch Zersetzung ein. Im Diinnschicht-
chromatogramm {DC) mit Chloroform-Methanol-(98:2) als Fliessmittel, Rf-Wert = 0,2. Wird die
Diinnschichtplatte 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,-Cl, und KBr): u. a. Banden bei 3457 cm~1 (monomeres NH}, 3220 e (assoz. OH bzw. NH)
2950 cm~t (CH), 1640 c¢m (C=0), 1520 em™! (C=C} (vgl. Fig. 2). NMR.-Spektrum: vgl. Fig. 3
und 4 und Tab. Zur Analyse 10 Std. bei 20° und 0,01 Torr getrocknet,

C,H,O,N Ber. C 60,42 H 6,51 N 10,07 Q 23,0%
{139,2} Gei. ,, 60,22; 60,97 ,, 6,94;6,92 ,, 10,4;10,3 » 22,7, 22,7%,
Altiver H (ZEREWITINOFF) Ber. 2 akt. H 1,5% 3 akt. H 2,29, Gef. 2,2%,
——=0OCH; (Ze1ser) Gef. 0,0%; NCH,; Gef. 0,09 ; N-Acetyl Gef. 0,0%, (vaperometrische Mikromethode
in CH,CI, [21]9). )

Moi.-Gew.: Gef. 154 + 15.

2.1. Priifung gegen HC!: Eine Losung von 6 mg Verrucarin E (1) in 5 mi 2n HCl wurde 2 Std.
bei 20° stehengelassen. Hierauf wurde das dunkelbraun gefirbte Reaktionsgemisch mit Chloro-
form ausgeschiittelt, die Ausziige mit 2~ Na,CO, und Wasser gewaschen, mit Na, 50, getrocknet
und im Vakuum eingedampft. Es resultierte ein braun gefiirbtes Harz, das nicht weiter untersucht
wurde.

2.2. Priifung gegen KOH: Eine Lsung von 5 mg Verrucarin E (1) in 5 ml 105 KOH wurde
24 Std. bei 20° stehengelassen. Die wie oben beschriebene Aufarbeitung lieferte unverindertes
Ausgangsmaterial.

3. Versuche zur katalytischen Hydrierung. — Mit Pi-Essigester: Eine Lisung von 12 mg Verru-
carin E (1) in 10 m] Essigester wurde in Gegenwart von 15 mg PtO,, H,O bei 20° hvdriert. Die Auf-
arbeitung ergab unverindertes Ausgangsmaterial.

Mi: RanEY-Ni: Eine Losung von 25 mg Verrucarin E (1} in 10 ml abs. Alkohol wurde in
Gegenwart von 15 mg frisch hergestelltem RanEy-Ni bei 20° hvdriert. Es konnte keine Wasser-
stoffaufnahme beobachtet werden. Das Ausgangsmaterial wurde unverindert zuriickerhalten.

Mit Pi-Eisessig: Fine Losung von 35 mg Verrucarin E (1) in 20 ml Eisessig wurde bei 20° in
Gegenwart von 24 mg PtO,, H,O hydriert. Nach Auinahme von 26,2 m] Wassersteff innerhaib von
2 Std. wurde die Hydrierung abgcbrochen. Die Aufnahme betrug 2,1 Mol. H,, Nach Abfiltriercn
durch eine Schicht Celite wurde eingedampft. Der Riickstand wurde in Chloroform anfgenommen,
die Losung mit 28 Na,CO, und Wasser gewaschen, mit Na,S0, getrocknet und im Vakuum ein-
gedampft. Der harzige Riickstand (40 mg) ergab trotz mehrmaligem Chmmatagrd.phleren an Kie-
seleel kein einheitliches Produkt.

2.4. Dewlerierung : Eine Losung von 40 mg Verrucarin E (1) in 5 ml Aceton wurde mit 2 ml D,0O
{(99-proz.) versctzt und im Vakuum bei 30° eingedampft. Nach dreimaliger Wiederholung dieser
Operation wurden 35 mg farblose Kristalle Deuteroverrucarin E isoliert. Zur Methodik vgl. [22].

3. Mono-O-acetyl-verrucarin E (2).— 70mg Verrucarin E (1) wurden mit 3 ml Acetanhydrid
bei 207 stehengelassen. Nach 74 Std. wurde die klare Lésung in Chloroform anfgenommen, mit
2x HC, 28 NayCO, und Wasser gewaschen, mit Na,SO, getrocknet und im Vakuum eingedampft.
Das Rohprodukt wurde zur Reinigung an 80 g Kieselgel chromatographiert. Die mit Methylen-

1% Der {rither [8’ angegebene Smp. 103-104° wurde nicht mehr beobachtet,



358 HELVETICA CHIMICA ACTA

chlorid-Methanol-{99,5:0,5) eluierten Fraktionen lieferten aus Aceton-Ather 62 mg farblase Nadeln
vom Smp. 102°, Optisch inaktiv. UV.-Spektrum vgl. Fig. 1. NMR.-Spektrum vgl. Tab. IR.-Spek-
trum (CH,Cl,): u. a. Banden bei 3450 cm—? {(monomeres NH), 1735 cm! {C=0, Acetat), 1660 ¢cm™1
{C=0), 1520 ¢ (C=C), 1360 cm~! und 1230 cm~t. Zur Analyse 12 Std. bei 20° und 0,01 Torr

getrocknet. CJH, 0N Ber.C5966 H6,12 N7,73 O 2649%
(181,2) Gef., 5965 . 624 . 7,2 ., 263%

4. 2-Methyl-4-acetyl-pyrrol (3). — Eine Lsung von 45 mg Mono-O-acetyl-verrucarin E (2)
in 1¢ ml Methanol wurde in Gegenwart von 10 mg PtQ,, H,O bei 22° hydriert. Nach 2 Std. waren
7,8 ml H, verbraucht, was unter Beriicksichtigung des vom Katalysator verbranchten Wasser-
stoffs der Aufnahme ven 1,1 Mol. H, entspricht. Nach Abfiltrieren des Katalysators durch eine
Schicht Celite wurde das Filtrat im Vakuum eingedampft. Der Riickstand wurde in Chloreform
aufgenommen, mit 25 Na,CO; und Wasser gewaschen, iiber Na, 50, getrocknet und im Vakuum
eingedampit. 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. IR.-Spektrum (CH,Cly}: u. a. Banden bei 3460 cm~! (monomeres NH), 1660 cm™! {C=0),
1520 em™! {C=C), 1390 cm—*. Zur Analyse 12 Std. bei 20° und 0,01 Torr getrocknet.

C,H,ON Ber. C68,22 H738 N11,4 013,09
(123,1) Gef., 6811 ,, 742 , 116 . 125%

(4}. — Zu einer Lésung von 130 mg 2-Methyl-4-acetyl-pyrrol (3} in 75 mi abs. Ather-Dioxan-(1:1)
wurde eine Snspension von 40 mg LiAlH, in 50 ml abs. Ather gefiigt und 8 Std. unter Riickiluss
gekocht. Die Reaktion wurde im Dunkeln ausgefiihrt, um einer Zersetzung durch Lichtbestrah-
lung vorzubengen. Die Reaktionsldsung firbte sich rot. Hierauf wurde vorsichtig mit Eiswasser
versetzt, wobei Al{OH), als grobkdrniger Niederschiag ausfiel. Das Reaktionsgemisch wurde 1Zmal
mit je 50 ml Ather extrahiert und die dtherischen Phasen abdekantiert. Nach Trocknung mit Nag,-
50, und Eindampfen im Vakuum wurden 90 mg ritlich gefirbtes 1 erhalten. Nach Destillation
im Wasserstrahlvakuum resultierten 70 mg reine, farblose Flissigkeit vom Sdp. 78°f14 Torr,
die sich aber nach kurzer Zeit an der Luft rotbraun firbte®). UV.-Spektrum vgl. Fig. 1. NMR.-
Spektrum vgl. Tab, IR.-Spektrum (CHyCly) : u. a. Banden bei 3468 cm~1 {(NH-Streckschwingung),
2962 cm! (CH,), 2925 cm—! {CH,), 2870 cm~! (CHy), 1610 cm™! (C=C) und 1583 cm™! {C=C). Zur
Analyse 10 Std. bei 20° und ,01 Torr getrocknet.

C,H,,N (109,1) Ber. C 77,01 H 10,16 N 12,83% Gef. C 77,25 H 10,00 N 13,02%

6. Synthese von 2-Methyl-4-dthyi-pyrroi (4). — Eine Lisung von 10 g Propionylessigester
in 50 m] Eisessig wurde unter Rithren und Eiskiihlung {— 10° bis + 5°) vorsichtig mit einer konz.
wisserigen Losung von 5 g NaNQ, versetzt. Hierauf wurde eine Std. bei 20° geriihrt, dann 9 g
Acetessigester und 12 g Zn-5taub zugegeben. Die Temperatur wurde unter 70° gehalten. Zur Ver-
vollstindigung der Reaktion wurde 2 Std, auf 100° erwdrmt, worauf der Zn-Staub vollstindig
geldst war. Das Reaktionsgemisch wurde in 500 ml Eiswasser gegossen und 10 Std. stehengelassen,
dann der gelbe Niederschiag abgenutscht und aus Alkohol umkristallisiert. Es resultierten 6 g
2-Methyl-4-athyl-3, 5-dicarbithoxy-pyrrol vom Smp. 119°M4). Eine Lisang von 4 g dieses Esters
in 20 m] Wasser wurde mit 10 ml konz, H,50, versetzt und 3 Std. auf 100° erwirmt. Unter starker
Dawnung wurge meraut mit Soda neutralisiert und das Reaktionsgemisch 3mal mit. je 100 ml
Methylenchlorid ausgeschiittelt. Nach Trocknung der Extrakte mit Na,S0, und Eindampfen im
Vakuum wurden 2,9 g rotbraunes () erhalten, welches an Kieselgel chromatographiert wurde, Es
resultierten ans den mit Methylenchlorid eluierten Fraktionen 500 mg 2-Metyhi-4-dthyl-pyrrol (4),
als r6tlich gefirbte Flilssigkeit, die durch Destillation bei 14 Torr, wie oben beschrieben, gereinigt
wurde. Sdp. 78° 13).Tm Diinnschichtchromatogramm einheitlich. UV.-, IR.- und NMR.-Spektren
identisch mit denen des obigen Priparats.

13) FiscHEr & Kragrer [15] fanden den Sdp. 86°/20 Torr, bzw. 73-74°{10 Torr.
1} FiscHER & STANGLER [16] fanden den Smp. 115
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SUMMARY

The structure of the antibiotic verrucarin E (C;H,O,N) is shown to be that of

Z-hydroxymethyl-4-acetyl-pyrrole (1). Institut fiir Organische Chemie

der Universitit Basel
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41. Synthese und Eigenschaften von Aziridincarbonsiiureestern

von E. Kyburz, H. Els, St. Majnoni, G. Englert, CG. von Planta, A, Fiirst
und Pl. A. Plattner

(8. X. 65)

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

Bei der Suche nach einfacheren Synthesen von I dachten wir an die Verwendung
der 2-Aziridincarbonsiureester (2}, die zu Beginn unserer Arbeiten noch unbekannt





