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The isolation of the common chromophore of the pyoverdins isolated from iron-deficient
cultures of fluorescent Pseudomonas strains and of its 5S-hydroxy analogue as well as the spec-
troscopic characterization of the two compounds is described.

Einleitung

Fir die Peptidsiderophore der sogenannten
Fluoreszentengruppe der Gattung Pseudomonas
(gewohnlich als Pyoverdine, gelegentlich als
Pseudobactine bezeichnet) wird in der Literatur
[1-11] angegeben, daB sie (1.S5)-5-Amino-2,3-di-
hydro-8,9-dihydroxy-1 H-pyrimido[1,2-a]chinolin-
l-carbonsdure (1) als gemeinsamen Baustein ent-
halten. Die Autoren beziehen sich dabei auf die
Rontgenstrukturanalyse des aus Eisenmangelkul-
turen von Pseudomonas B 10 isolierten Pseudobac-
tins [2], bei dem an die Carboxylgruppe von 1 ein
Hexapeptid und an die Aminogruppe Succinamid
amidisch gebunden ist. Die Korrelation mit neu
isolierten Siderophoren, die sich sowohl im Peptid-
teil als auch in der Sduregruppe unterscheiden, er-
folgt gewohnlich durch Vergleich der UV- und
NMR-Spektren mit den fiir Pseudobactin angege-
benen Daten. (Da Daten fiir 1 oder 2 selbst in [2]
nicht angegeben worden sind, erfolgte nie eine di-
rekte Korrelation). Versuche der Isolierung von 1
durch Hydrolyse waren bisher fehlgeschlagen; er-
halten wurde stets 2, bei dem die Aminogruppe
von 1 gegen eine Hydroxylgruppe ausgetauscht ist.
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Synthetisch konnte nur ein an allen funktionellen
Gruppen geschiitztes Derivat von racemischen 1
erhalten werden [12]. Im folgenden mdchten wir
iber die Isolierung sowie die spektroskopische
Charakterisierung von 1 und 2 berichten, welche
bei dem groBen Interesse, dessen sich die Pseudo-
monas-Siderophore neuerdings erfreuen, eine ein-
deutige Charakterisierung, aber auch bei Biogene-
seuntersuchungen mit Hilfe von isotopen-markier-
ten Substraten die Identifizierung jedes einzelnen
Atoms ermoglichen sollte.

Ergebnisse und Diskussion

(1S)-2,3-Dihydro-5,8,9-trihydroxy-1 H-pyrimido-
[ 1,2,-a]chinolin-1-carbonsdure (2)

Diese Verbindung erhilt man durch Hydrolyse
der verschiedenen Pyoverdine mit HCI bei 110 °C
(2N, 6 Tage [8, 13] vergl. auch Exp. Teil).

Massenspektrometrie

Ein EI-Spektrum erhilt man nur bei sehr schnel-
lem Aufheizen der Probe (,,flash-Verdampfung®)
und nur fiir einen kurzen Zeitraum. Entsprechend
variieren die relativen Intensitidten der verschiede-
nen lonen von Messung zu Messung und von Geriét
zu Gerit (ein Beispiel findet sich in Ref. [8]). M*
(m/z 276) ist nicht immer zu erkennen, [M —H,0]™
(m/z 258) und [M—2 H,0]"" (m/z 240) sind von
geringer Intensitdt. Intensivstes Ion ist stets
[M—-CO,]"" (m/z 232 begleitet von [M—"COOH]"*
(m/z 231), die beide CO verlieren (m/z 204/203).
Charakteristisch sind ferner der Verlust von
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HOKJ/\N/\[NHZ
b

@
HO 2 NH,

C;H;COOH (m/z 192) und von N-C;H,—COOH
(m/z 177) aus dem Tetrahydropyrimidinring sowie
[m/z 177 —CO]" (m/z 149).

Im positiv-FAB-Spektrum ist [M + H]® Basis-
ion (m/z 277, C;;H3N,Oq: alle angegebenen Ele-
mentarzusammensetzungen sind durch exakte
Massenmessungen bestétigt, Abweichungen von
den berechneten Werten <0,5 mmu), das CO,,
CO, + H und CO, + 2H verliert (m/z 231233,
C,H,,_;3sN,0;). Von besonderem Interesse sind
zwei lonen, ndmlich m/z 205 (C,(HyN,O5) und 261
(C3H3N,0,). Das Ion m/z 205 (a) entsteht durch
retro-Diels-Alder-Zerfall, wie er auch bei Pyover-
dinen beobachtet wird [6—8]. Bildung von a ist, da
ein entsprechendes Ion im EI-Spektrum fehlt, of-
fensichtlich nur ausgehend von protoniertem 1
bzw. 2 moglich (auch in den FAB-Spektren der
Pyoverdine liegt 1 protoniert vor); daf3 es sich bei a
um ein echtes Fragment und nicht um ein thermi-
sches Zerfallsprodukt handelt, konnte durch stoB3-

aktivierten Zerfall von [M + H]" gezeigt werden.
Das Ion m/z 261 stammt von einem durch redukti-
ve Entfernung einer Hydroxylgruppe in der FAB-
Matrix entstandenen Artefakt [14] (da m/z 261
ebenso wie m/z 277 nach StoBaktivierung Acryl-
sdure verliert — vgl. 2— a —, mul} eine phenolische
OH-Gruppe entfernt worden sein); dal3 das Des-
oxyprodukt keine native Beimengung ist, folgt aus
dem HPLC-Chromatogramm sowie dem Fehlen
eines zusidtzlichen Aromatensignals im "H-NMR-
Spektrum. Bei der Strukturermittlung neuer Pyo-
verdine mull man somit mit derartigen Prozessen
rechnen. Dies ist von Bedeutung, da Tyr und Dab
die Vorldufer von 1 sind und 8-Deshydroxy-1 ein
Zwischenprodukt sein konnte [11].

"H-NM R-Spektren von 2 sind in Tab. I zusam-
mengefalit. Sie sind sowohl 16sungsmittel- als auch
pH-abhidngig. Die Analyse und Zuordnung des 5-
Spin-Systems der aliphatischen Protonen ist be-
reits in der Literatur beschrieben [13]. Die Aroma-
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Tab. I. '"H-NMR-Daten von 2 und 1.

995

Verbindung 2 2 2 2 1

Losungsmittel DMSO-d;, DMF-d, 1 N DCI 0.2 N DCI 1 N DCI Kopplungskonstanten® [Hz]
(21] [12] (21]

Standard 2,49 2,74 DSS-d,: 0,00 = = (Kopplung mit:)

HO (NH,) -5 11,79 12,41 = = =

HO-8° 10,17 10,53 = = =

HO-9® 9,19 10,08 = = =

NH 9,26 9,32 = = —

H-6 1,37 7,64 7,00 7,31 7,99

H-7 7,08 7,20 6,76 7511 7,04

H-10 6,99 7,19 6,89 7,05 7,02

H-1 5,63 5,87 5,62 S;71 5,77 2a : 4.8;2b 1.8

H-3b 3.61 3,86 3,79 3,69 3.84 3a: —14,0;1 1,1

H-3a 3,17 3.44 3,46 3.44 3,49 2b : 4,0; 1 0,4

H-2b 2,57 8 2,83 2,83 2,87 3b : 1.8;2a : —14.0

H-2a 2,29 2,55 2,38 2,40 2,45 3a: 13,0;3b: 54

* Verdeckt vom DMF-Signal (2,74).
b Zuordnung nicht eindeutig.
¢ Fir 1 und 2 gleich.

tenprotonen konnten durch Differenz-NOE-Mes-
sungen zugeordnet werden (Einstrahlen bei H-1
fiihrt zu einem positiven NOE bei H-10, Einstrah-
len bei H-6 zu einem solchen bei H-7; H-6 liegt ge-
genliber H-7 bei tieferem Feld wegen der y-Stel-
lung zum Chinolin-N, vgl. auch die Diskussion bei
1). Die Zuordnung des NH-Protons erfolgte durch
Doppelresonanzexperimente, die eine Kopplung
mit H-3b (nicht aber mit H-3a) nachwiesen
(Modelle zeigen einen Diederwinkel von ca. 15
zwischen NH und H-3b und von 85" fur H-3a).
Das bei tiefstem Feld gelegene OH-Signal mul}

Tab. II. BC-NMR-Daten von 2 und 1.

man wegen der rdumlichen Ndhe zum positiv gela-
denen Amidinsystem OH-5 zuordnen. Eine ein-
deutige Identifizierung der OH-Gruppen des
Brenzcatechin-Systems war nicht moglich, da Ent-
kopplungsexperimente (Einstrahlung bei den Re-
sonanzen von H-7 bzw. H-10) wegen der Breite der
OH-Signale zu keinem eindeutigen Ergebnis fiihr-
ten. Ebenso waren NOE-Experimente zwischen
NH und OH-5 erfolglos.

B3C-NM R-Spektren von 2 sind in Tab. II zusam-
mengefal3t. Hier ist die Losungsmittelabhdngigkeit
nicht so stark ausgeprégt wie bei den 'H-Spektren.

Verbindung 2 2 2 3b 1 4>
Losungsmittel DMSO-d, DMF-d, 1 N DCl 1 N DCI

Standard 39,5 30,1 DSS-dg: — 1,61 =

C-2 21,1 22,0 22,6 22,1

C-3 35,2 £ 36,6 37.3

C-1 55,7 56,9 57,4 58,3

C-10 100.5 101,5 1017 L 101,9 113,5
C-7 111,6 112,7 113,7 109.6 115,0 1115
C-6a 1149 116,3 117,2 120,2 116.2 116.,2
C-6 115,6 116,6 117.8 116.5 134.8 129,2
C-10a 126,7 127.8 128,6 141,5 133,1 146,3
C-5 137.9 139,2 138.9 139.4 116,9 111,8
C-8 144.6 146,0 144.7 1429 145,3 144.4
C-4a 145,6 146,9 147,7 158.7 147.9 160,1
C-9 148.4 149,7 148.6 148.,0 152,7 152,7
cO 170,2 170,9 173.4 172,9

* Verdeckt vom DMF-Signal (30,1).
b Berechnet (s. Text).
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Die Zuordnung der aliphatischen C-Atome sowie
der aromatischen CH-Gruppen erfolgte durch *C-
DEPT (Unterscheidung von CH- und CH,) sowie
durch heteronukleare Doppelresonanzexperimen-
te (Einstrahlen bei den Frequenzen der entspre-
chenden Protonen — s. Tab.I). Die Zuordnung
der quaterndren aromatischen C-Atome gelang
mit Hilfe von low-power heteronuklearen Ein-
strahlexperimenten, wobei die 3J-;-Kopplungen
mit den Protonen der tberniachsten CH-Gruppen
aufgehoben werden [15] (Einstrahlen bei H-6 fithrt
zu einer Verschiarfung der Signale von C-4a und
C-10a, bei H-7 von C-9 und C-10a und bei H-10
von C-8 und C-6a) sowie durch vergleichende Be-
trachtung der *C-NMR-Spektren von 1 und 2 mit
denen der Pyoverdine sowie deren Hydrolysepro-
dukte [16]. Bestitigt werden die Zuordnungen
durch Inkrementrechnungen [17] fur 3 ausgehend
von den Verschiebungswerten fiur Chinolin [15]
und den Inkrementen fiir monosubstituierte
Naphthalinderivate [15, 18]. GroBere Abweichun-
gen zwischen den berechneten Werten fir 3 und
den gemessenen fiir 2 ergeben sich nur fiir C-4a,
C-10 und C-10a, wo sich der Einflu3 des dritten
Ringes bemerkbar macht.

ISN-NM R-Spektren von 2 konnen wegen der ge-
ringen Héufigkeit von N nur von konzentrierten
Losungen erhalten werden (DMSO-dy). Zusitzlich
ist eine Empfindlichkeitssteigerung z.B. durch
DEPT notwendig. Hierzu ist die Kenntnis der
"Ju-Kopplungskonstanten (hier 'Jy;; mit H-4
bzw. 2Jy;; mit H-1 erforderlich). Da fir die spezifi-
schen Systeme die Kopplungskonstanten nicht be-
kannt und auch wegen der Linienbreite nicht mit
Hilfe der "N-Satelliten der 'H-Signale H-1 bzw.
H-4 ermittelt werden konnten, wurden Versuche
mit Standardwerten (70—95 Hz fir '/, und 0,5—
16 Hz fiir 2Jyy [19, 20]) durchgefiihrt. Erfolgreich
waren nur Experimente mit 75 Hz fir '/, die zu
einem Signal bei —284.9 ppm (relativ zum exter-
nen Standard CH;NO,) fithrten, das N-4 zugeord-
net werden kann. Dieser Wert liegt in dem fiir ami-
dinartige Systeme typischen Bereich von —270 bis
=300 ppm [19].

Rontgenstrukturanalyse

Die Elementarzelle ist triklin und besitzt kein
Symmetriezentrum, obwohl die beiden unabhéngi-
gen Molekiille von 2 angendhert zentrosymme-

trisch zueinander angeordnet sind. Bemerkenswert
ist die Anwesenheit von 10 Molekilen Kristallwas-
ser in der Elementarzelle, die iiber Wasserstoff-
briickenbindungen mit den Heteroatomen von 2
ein dreidimensionales Netzwerk bilden (siehe
Abb. 1 und 2). Diese Vernetzung ist notwendig fiir
die Stabilitidt der Kristalle, die nur bestandig sind,
wenn sie von einer gesdttigten Losung bedeckt
werden (vgl. [21, 22]). Die Strukturdaten finden
sich im Exp. Teil. Die Rontgendaten erlauben nur
die Feststellung der chiralen Einheitlichkeit, nicht
aber der absoluten Konfiguration. Kristalle, die
ein Schweratom enthalten, konnten bisher nicht
gezuichtet werden.

CD-Spektren

2 besitzt ein Chiralititszentrum. Fur Pseudo-
bactin [2] wurde rontgenographisch S-Konfigura-
tion bestimmt, die ORD- oder CD-Spektren des
daraus isolierten Chromophors (1 oder 2) jedoch
nicht ermittelt. Die Identitit von 2 isoliert aus Pyo-
verdin =111 und aus Pyoverdin C, Dund E (= PaB,
PaA und Pa) konnte durch direkten Vergleich fest-
gestellt werden. Sie zeigen identische CD-Spektren
(Ag = +0.6 bei 365 nm, —0,9 bei 296 nm und —1,8
bei 253 nm) [9]. Kirzlich konnten wir aus dem
Kulturfiltrat eines Pseudomonas fluorescens-Stam-
mes Pseudobactin [2] isolieren [23], dessen CD-
Spektrum mit dem in [2] angegebenen tberein-
stimmt. Damit ist zumindest fiir die Pyoverdine
I-1III [8] und C—E [9] die S-Konfiguration an C-1
des Chromophors gesichert.

Aufunabhingigem Weg lie§3 sich die C-1-Konfi-
guration von 2 durch ozonolytischen Abbau be-
stimmen. Wie fur Chinolinderivate beschrieben
[25], werden die heterocyclischen Ringe nur lang-
sam angegriffen (24 Stunden Reaktionszeit). Er-
wartet wurde, dal3 beim Abbau des Tetrahydropy-
rimidinringes 2,4-Diaminobuttersdure (Dab, ggf.
als N-Formylderivat, das bei der sauren Aufarbei-
tung jedoch gespalten werden sollte) entsteht. Sau-
res Medium wihrend der oxidativen Aufarbeitung
ist wichtig, um Racemisierung zu vermeiden. Zur
Analyse wurde das Reaktionsgemisch N-trifluor-
acetyliert, mit Isopropanol verestert und gaschro-
matographisch untersucht. Das Fragmentierungs-
muster einer Fraktion entsprach bei gleicher Re-
tentionszeit dem von authentischem N,N’-Bis-
trifluoracetyl-1,4-diaminobuttersdaureisopropyl-
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) ‘ Abb. 1. Elementarzelle von
| C;3H;3N,O4-5 H,O. @: Sauerstoffatom in 2;
| @ Stickstoffatom in 2; @, @: Sauerstoffatom
des Kristallwassers innerhalb (auBlerhalb) der
‘ Elementarzelle; — — —: Wasserstoffbriickenbin-
| dung. Der maximale N,O...O-Abstand be-
| trigt 3.2 A [24].

! Abb. 2. Stereobild der Elementarzelle von
1y 1y C;H;N,O4-5 H,0.
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ester. Durch Chromatographie an einer Chirasil-
L-Val-Sdule [26] konnte durch Vergleich der Re-
tentionszeiten mit denen das L- bzw. D-Standards
das bei der Ozonolyse erhaltene Produkt als L-Dab
entsprechend der S-Konfiguration von 2 identifi-
ziert werden.

(1S)-5-Amino-2,3-dihydro-8,9-dihydroxy-1 H-
pyrimido[ 1,2-a | chinolin-1-carbonsdure (1)

Der eigentliche Pyoverdin-Chromophor 1 konn-
te durch Hydrolyse der Pyoverdine C, D und E mit
konz. HCI bei 37 "C uber 21 Tage, nachfolgende
Reinigung durch HPLC an Polygosil 60-C 18 und
anschlieBend durch Chromatographie an CM-Cel-
lulose erhalten werden. 1 ist in konz. HCI bei
Sauerstoffausschluf3 iiber mehrere Wochen stabil;
in verd. HCl geht es in kurzer Zeit u.a. in 2 iiber.

Massenspektrometrie

Im EI-Spektrum sind die fiir 2 (s.0.) beschriebe-
nen lonen um jeweils lu zu niedrigeren Werten
verschoben (Ersatz von OH durch NH,). Bei iden-
tischer Aufnahmetechnik sind die relativen Inten-
sitditen der einander entsprechenden Ionen bei 1
und 2 etwa gleich. Die Elementarzusammenset-
zung von [M + H]* (m/z 276) im FAB-Spektrum
von 1 wurde durch exakte Massenmessung als
C,;H4N;0, bestimmt.

NM R-Spektroskopie

Das 'H-NM R-Spektrum von 1 ist in Tab. I auf-
gelistet. Die Zuordnung erfolgte wie bei 2. GroBe-
re Unterschiede in der chemischen Verschiebung
von 1 und 2 ergeben sich erwartungsgemil nur bei
H-6, H-7 und H-10 (in saurer Losung liegt die
NH,-Gruppe von 1 protoniert vor und besitzt zum
Unterschied von OH daher keinen +M-Effekt.
Deprotonierung sollte zu einer Hochfeldverschie-
bung insbesondere von H-6 fithren. Bei freiem 1
konnte dieses Experiment wegen der Hydrolyse-
empfindlichkeit nicht durchgefiihrt werden. Bei
Derivaten von 1, deren Carboxylgruppe amidisch
an Aminosduren gebunden ist, liegt bei pH 6.8 das
H-6 Signal bei 7,19 ppm).

Die 3C-NM R-Daten von 1 finden sich in Tab. 11
zusammen mit den berechneten Werten fir 4. Mit
Ausnahme der low-power heteronuklearen Ein-
strahlexperimente erfolgte die Zuordnung der ein-
zelnen Signale wie bei 2. Der deutlichste Unter-

schied in der chemischen Verschiebung von 1 und
2 ist wie erwartet bei C-5 (Bindungsstelle des OH
bzw. NH;") festzustellen.

Experimenteller Teil
Massenspektren

Finnigan MAT HS-Q 30 (EI-Spektren und
StoBaktivierung), MAT 731 (FAB, Matrix Thio-
glycerin + DMF oder DMSO, Xe); Kratos MS
25 RF mit Carlo-Erba Gaschromatograph HRGC
5300 (GC/MS Untersuchungen).

NMR

Bruker AM 300 (300 MHz fur 'H, 75,5 MHz fiir
13C) Bruker, WM 300 (30,4 MHz fiir °'N); nihere
Angaben zu den 2D-DEPT-COSY-Messungen in
Ref. [9].

Gaschromatographie

Carlo-Erba HRGC 4160 mit FID-Detektor,
N-Propyonyl-L-valin-z-butylamid an Polysiloxan
(Chirasil-L-Val), Tragergas He.

Rontgenstrukturanalyse

Enraf-Nonius Einkristalldiffraktometer CAD-
4. Die Messung erfolgte bei Raumtemperatur an
einem Kristall, der sich in einem Kapillarrohrchen
befand und mit einer gesdttigten Losung von 2
in 1IN DCI/D,O bedeckt war. Strukturdaten:
C;H,N,05-5 H,0O; Molmasse 366.328 u; Raum-
gruppe P 1 (triklin); Gitterkonstanten a = 6,844,,
bh=10,594,, ¢=13486;A, a=91,04,", PB=
104,34,", v=96,62,"; Zellbesetzung 2; ber. Dichte
1,294 g/cm?. Weitere Einzelheiten zur Kristall-
strukturuntersuchung an 2 kénnen beim Fachin-
formationszentrum Karlsruhe, Gesellschaft fiir
wissenschaftlich-technische Information mbH,
D-7514 Eggenstein-Leopoldshafen 2, unter Anga-
be der Hinterlegungsnummer CSD-54208, der
Autoren und des Zeitschriftenzitats angefordert
werden.

(1S)-5-Amino-2,3-dihydro-8,9-dihydroxy-1 H-
pyrimido[ 1,2-a ] chinolin-1-carbonscure (1) und
(1S)-2,3-dihydro-5,8,9-trihydroxy-1 H-pyrimido-
[ 1.2-a]chinolin-1-carbonsdiure (2)

250 mg eines Gemisches der Pyoverdine C, D
und E wurden 6 Tage mit 100 ml 2N HCI bei
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110 °C (ergibt 2) bzw. 3 Wochen mit 100 ml konz.
HCI bei 37 °C (ergibt 1) hydrolysiert. Die Losun-
gen wurden jeweils i.v. zur Trockene eingedampft.
Die Abtrennung der Aminosduren und Zerset-
zungsprodukte erfolgte durch priaparative RP-
HPLC an einer mit Polygosil 60-C 18 (25—40 p)
gepackten Sdule (Laufmittel CH;OH/0,1%
CF;COOH in H,O 1:5 v:v). 2 konnte auf diese
Weise rein erhalten werden, 1 muf3te nochmals an
CM-Cellulose mit 0,1 M HCI chromatographiert
werden. Ausbeute jeweils ca. 30 mg.

O:zonolyse

Zu der Apparatur (25 ml mit 3 ml Bodenkom-
partement) wurden 2 ml trockenes CHCI; bei
—25°C mit trockenem O; (O;-Generator Fa. Fi-
scher, Meckenheim, 3 Vol-% O, 8 1/h Gas, Trock-
nung des O, iiber CaCl, und tber Silicagel) gesit-
tigt (1,5 h; Blaufdrbung nach 0,5 h). Dieser Lo-
sung wurden 80 mg 2 in 1 ml (CH;),SO zugegeben.
Es entstand eine brdunliche Suspension, die sich
bei weiterem Einleiten von O; aufhellte. Nach 8 h
wurde auf —5 °C aufgewidrmt, 16 h stehen gelas-
sen, wieder abgekiihlt, erneut 8 h O, eingeleitet
und in gleicher Weise nochmals verfahren (insge-
samt 24 h Einleiten von O;). Nach Aufwirmen auf
Raumtemperatur und Losen abgeschiedener farb-
loser Substanzen mit CH;OH wurde die Gesamt-
16sung i.v. auf 5 ml eingeengt, mit einem Gemisch
von 5 ml 30% H,0,, 15 ml reiner HCOOH sowie
2 Tropfen konz. H,SO, versetzt, wobei sich das
Gemisch auf 40 “C erwdrmte. Wiahrend etwa 0,5 h
klang die anfangs deutliche Gasentwicklung ab.
Das Reaktionsgemisch wurde 0,5 h auf 60 "C er-
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wirmt, i.v. auf 5ml eingeengt, erneut mit 5 ml
H,0, versetzt, 5 h auf 90” erhitzt (Rickfluf3) und
48 h bei Raumtemperatur stehen gelassen. Nach
Abdestillieren des grofiten Teils der HCOOH 1i.v.
wurde mit 10 ml H,O (bidest.) versetzt und erneut
eingeengt. Diese Operation wurde Smal wieder-
holt, bis das Destillat neutral war. Das zur Trocke-
ne eingeengte Reaktionsprodukt wurde 24 h iiber
CacCl, getrocknet.

Derivatisierung des hydrolysierten
Ozonolysegemisches

Das trockene Hydrolysat wurde mit 2 ml Iso-
propanol versetzt, 1 ml der Losung und 0,2 ml
Acetylchlorid 1 h bei 110 °C belassen, nach dem
Abkiihlen zur Trockene gebracht, dreimal mit je
1 ml CH,Cl, versetzt und erneut eingeengt, und
der Rickstand i.v. getrocknet. Der Riickstand
wurde in 1 ml CH,CIl, unter Ultraschalleinwirkung
gelost, mit 0,3 ml Trifluoracetanhydrid versetzt,
S min auf 150 "C erhitzt, wieder zur Trockene ein-
geengt, dreimal in je 1 ml CH,Cl, aufgenommen
und wieder eingeengt, 30 min i.v. getrocknet und
erneut in 0,1 ml CH,CI, gelost. Diese Losung
wurde fir die GC- und GC/MS-Untersuchungen
verwendet.

Dank

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und
dem Fonds der Chemischen Industrie méchten wir
fir finanzielle Unterstiitzung, Herrn Dr. Sauter
(Fa. Ciba Geigy) fir wertvolle Ratschldage bezlig-
lich der NMR-Untersuchungen bestens danken.
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