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194. Uber die Biosynthese des Antibioticums Verrucarin E
Verrucarine und Roridine, 19. Mitteilung (1]

von P, Pfaffli und Ch, Tamm

Institut fiir Organische Chemie der Universitat Basel

(21. V1II. 69)

Summary. The incorporation of nine ¥C-labelled, assumed biosynthetic precursors of verru-
carin E (1) formed by Myrothecium verrucaria have been measured. The antibiotic and 3-acetyl-4-
methyl-pyrrole (3) derived from it were oxidized, and the radioactivity of four of the seven C-
atoms determined. It has been found that the carbon skeleton of verrucarin E does not originate
from proline, glutamic acid and its biogentic equivalents nor from 5-amino-levulinic acid, but is
built up from four acetate units with loss of one carboxyl C-atom. These results are rationalized by
proposing a biogenetic pathway for verrucarin E.

Verrucarin E, eines der cytostatisch wirksamen Stoffwechselprodukte von Myro-
thecium verrucaria [2], besitzt die Struktur des 3-Acetyl-4-hydroxymethyl-pyrrols (1)
[1]. Diese ist, verglichen mit den anderen Vertretern des Antibiotica-Komplexes der
Verrucarine und Roridine [3], erstaunlich einfach. Dennoch ist nicht von vornherein
klar, welches ihre biogenetischen Vorldufer sind, d.h. Verrucarin E ldsst sich nicht
ohne weiteres einem der bekannten Biogenesetypen der natiirlichen Pyrrol-Derivate
zuordnen. Ausserdem ist die Zahl der pyrrolartigen Produkte des sekunddren Inter-
medidrstoffwechsels von Mikroorganismen relativ klein, so dass praktisch keine Ver-
gleichsméglichkeiten bestehen (vgl. [4] [5]). Im Falle des Prodigiosins stellten MARKS
et al. (5] fest, dass Prolin, Glycin und Essigsdure die natiirlichen Vorldufer sind. Be-
kannt ist auch, dass die 5-Aminoldvulinsdure an der Biosynthese des Porphobilino-
gens, einem Baustein des Porphyrins, massgebend beteiligt ist [6]. Andererseits ist die
Glutaminsdure verschiedentlich als biogenetischer Vorlaufer von Sekundirmetaboli-
ten, die sich von fiinfgliedrigen N-haltigen Ringverbindungen, etwa von Pyrrolidin,
ableiten, nachgewiesen worden.

Bei Verrucarin E wire es nun denkbar, dass zuerst der Pyrrolring aufgebaut wird
und die 3-Acetylgruppe sowie die 4-Hydroxymethylgruppe nachtréglich, gleichzeitig
oder schrittweise, in den aromatischen Kern eingefiihrt werden. Nach dieser Konzep-
tion konnte die Acetylgruppe z.B. aus Essigsiure, die Hydroxymethylgruppe aus
Serin oder aus der Methylgruppe des Methionins, die nachtriglich oxydiert wird, oder
aus dem C-Atom Nr. 2 von Glycin bzw. der Glykolsdure stammen. Nachdem in letzter
Zeit auch die Mevalonsdure als essentieller Baustein von zahlreichen Indolalkaloiden
erkannt worden war, musste auch ihr eventueller Einbau in Verrucarin E gepriift
werden. Um alle diese Méglichkeiten abzukldren, verabreichten wir die folgenden
neun YC-markierten Verbindungen an Myrothecium verrucaria: [1-1*C]-Na-Acetat,
[2-14C]-Na-Acetat, [2-1%C]-pDL-Na-Mevalonat, [3-14C]-L-Serin, {CH,-14C]-1-Methionin,
[2-14C]-Glycin, [4-14C)-5-Amino-ldvulinsdure, [5-C}-pr-Prolin und (3,4-14Cj-pL-
Glutaminsdure. Sie wurden in Mengen von 0,25-2,5 mg und Radioaktivititen von
0,1-0,5 mCi zu je 5 Liter Kulturlésung entweder zusammen mit der Sporensuspension
oder nach 5-tdgiger Inkubation jeweils bei 27° zugegeben.
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Tabelle 1. Einbauraten') dev vermutelen biogenetischen Vorldufer in Vevvucavin E bei Vevabreichung
am Anfang und nach 5 Tagen.

Vorlaufer Verabreichung am Verabreichung nach
Anfang 5 Tagen
abs. spez. mol. abs. spez. mol.
Einbau- Einbau- Einbau- Linbau-
rate rate rate rate
in % in g, in% in ®/pg
[1-3C}-Na-Acetat 0,218 0,16 19,6 1,14
[2-1C]-Na-Acetat 0,147 0,168 30,3 2,05
[2-14C]-nL-Na-Mevalonat 0,038 0,0091 0,0042 0,0008
[3-18C]-L-Serin 0,23 0,033 1,46 0,433
[CH,4-1C]-L-Methionin - - 0,014 0,0003
[2-114C}-Glyein -~ - 0,516 0,024
[4-14C]-5-Amino-lavulinsidure 0,032 0,0007 0,023 0,0015
[5-1C)-pL-Prolin 0,023 0,0031 0,028 0,0069
[3,4-1C]-pL-Glutaminsiure - - 0,098 0,0094
vere S0 J
mg/Liter

1 )
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Bildung von Vevvucarin E im Kulturfiltvat.

Wie aus Tabelle 1 ersichtlich ist, hoben sich die hohen spezifischen Einbauraten
von Acetat, speziell bei Verabreichung nach 5 Tagen, deutlich gegen die um einen
Faktor 102 bis 10-3 kleineren Einbauraten von Mevalonat, Methionin, 5-Aminolavu-
linsdure, Prolin und Glutaminsiure ab. Wie die spdteren Resultate des Abbaus von
Verrucarin E zeigen werden (vgl. Tab.2), ist die dazwischenliegende Einbaurate von
[3-14C]-Serin darauf zuriickzufithren, dass diese Aminosdure als Acetatlieferant dient

1) Die Einbauraten sind wie folgt definiert:
Absolute Einbaurate in %, = Radioaktivitat des gesamten isolierten Verrucarins E in dpm
x 100/Radioaktivitit des eingesetzten Vorldufers in dpm.
Spezifische molare Einbaurate in 9/y, = Radioaktivitit des isolierten Verrucarins E in dpm
pro mMol x 1000/ Radioaktivitat des eingesctzten Vorldnfers in dpm pro mMol.
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Tabelle 2. Evgebnisse dev Radioaktivitdtsbestimmungen nach Abbau?).

KusN-RoTtH-Abbau Verabreichte Bausteine
von [1-14C]-Na- [2-14C}-Na- [3-14C)-L-
Acetat Acetat Serin
Verrucarin E (1) Methyl- 99,018 2,21 5,32
Sumime 30,2 25,5 27,8
Carboxyl- 0,082 97,79 94,68
3-Acetyl-methyl- Mecthyl- 99,927 2,40 4,87
pyrrol (3) Sumime 29,9 ’ 24,65 25,05
Carboxyl- 0,073 97,6 95,13
Berechnet aus Methyl- 99,934 2,60 4,32
der Oxydation Summe 29,6 23,85 22,3
vonlund3 Carboxyl- 0,066 97,40 95,68

(z.B. iiber die Zwischenstufen des Intermedidrmetabolismus Hydroxypyruvat und 3-
Phosphoglycerat), denn die Radioaktivitdtsverteilung war gleich wie beim Einbau von
[2-14C]-Acetat. Dass das Resultat von Glycin auf derselben Erscheinung beruht, ist
naheliegend, doch wurde dieser Fall nicht ndher untersucht. Aus den, verglichen mit
Acetat, dusserst geringen Einbauraten von 5-Aminoldvulinsiure, Prolin, Glutamin-
sdure, Methionin und Mevalonat, die offensichtlich im Gréssenbereich einer allgemein
erfolgten Verschleppung von Radioaktivitit lagen, schlossen wir, dass diese Substan-
zen nicht als spezifische biogenetische Bausteine fiir Verrucarin E fungieren. Demge-
miss verliduft die Bildung unseres Antibioticums weder iiber den Weg der tiblichen
Porphyrinsynthese noch iiber die Synthesewege der anfangs erwdhnten, aus Prolin
oder Glutaminsiure aufgebauten Metaboliten. Die deutlichen Unterschiede in den
Einbauraten bei Verabreichung nach 0 und 5 Tagen werden verstindlich durch den
Verlauf der Bildungskurve ven Verrucarin E, die diinnschichtchromatographisch
(Fehler ca. +59%,) mit dem Kulturfiltrat bestimmt wurde (vgl. Fig.}. Grossen Einfluss
hatte der Zeitpunkt der Bausteinzugabe auch auf die «Verschmierung» der Radio-
aktivitdt im isolierten Verrucarin E. So wurde etwa bei der Verfiitterung von [2-14C}-
Na-Acetat am Anfang eine fast willkiirliche Verteilung der Radioaktivitdt in der
Acetyl-Gruppe von Verrucarin E gemessen, 55%, in der Methylgruppe und 459, in der
Carbonylgruppe, wihrend bei der Verabreichung nach 5 Tagen die entschiedene Ver-
teilung von 97,89, zu 2,29, erfolgt war. Das Hauptgewicht legten wir deshalb auf die
Resultate der Bausteinzugabe nach 5 Tagen.

Zur Feststellung der Radioaktivitdtsverteilung in Verrucarin E wurde das Anti-
bioticum nach KvaN-RoTE [7] mit CrOy in HySO, bei 100° oxydiert, wobei die resul-
tierende Essigsdure die Werte fiir die Acetyl-Gruppe lieferte. Eine analoge Oxydation

2) Die Resultate bezichen sich auf die Versuche, in denen die radioaktiven Bausteine nach 5 Ta-
gen verabreicht wurden. Es sind die spezifischen molaren Radioaktivititen angegeben, wobci
die Zahlen fiir Methyl sich auf das gemessene BaCOg und fiir Carboxyl auf das gemessenc
Methylaminpikrat und die Summe sich auf Prozente der spezifischen molaren Radioaktivitat
von 3-Acetyl-4-methyl-pyrrol (3) beziehen. Der Bezug auf 3 statt 1 wurde gewahlt, weil bei 3
infolge der lingeren chemischen Behandlung als bei 1 die Wahrscheinlichkeit kleiner ist, dass
darin verschleppte radioaktive Verunreinigungen aus dem Rohextrakt der Kulturbrithe vor-
handen sind und weil 3 allgemein stabiler ist als 1.
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des aus Verrucarin E nach Acetylierung und nachfolgender Hydrogenolyse [1] [8] von
2 erhiltlichen 3-Acetyl-4-methyl-pyrrols (3) ergab in der resultierenden Essigsiure
das arithmetische Mittel der Aktivitdten in der Acetyl-Gruppe und des Bruchstiicks
C-4 4 C-8 von Verrucarin E. Darauf, dass die Bedingung gleicher Ausbeute fiir die
beiden Bruchstiicke erfiillt war, wies der Befund hin, dass aus gleichen molaren Men-
gen von 1 bzw. 3 beim Derivat 3 mit einer Genauigkeit von + 29, die doppelte Menge
Essigsdure entstand wie bei 1 und dass Essigsdure, gas-chromatographisch bestimmt,
das einzige bei Raumtemperatur nicht gasférmige, aber wasserdampffliichtige, saure
Produkt der Oxydationen war.
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Zur Bestimmung der Radioaktivitidtsverteilung in der erhaltenen Essigsdure, die
in Form des Ag-Salzes isoliert und umkristallisiert wurde, bauten wir das Ag-Acetat
nach SCHMIDT ab, wobei das CO, als BaCO, und das CH;NH, als Pikrat isoliert wur-
den.

Die unterschiedliche prozentuale Radioaktivitit nach Inkorporation von [1-14C]-
Na-Acetat und {2-14C]-Na-Acetat ldsst schliessen, dass fiir die Bildung von Verrucarin
E wohl 4-Acetat-Einheiten benétigt werden, dass aber ein Carboxyl-C-Atom im Ver-
lauf der Synthese wieder verloren geht. Ausgehend von [2-14C]-Na-Acetat wurden
denn auch sehr schon 4 radioaktiv markierte Zentren ins Antibiotikum eingebaut, d. h.
die beim Abbau isolierten Essigsdurebruchstiicke enthielten im Mittel 1/, o, Teile der
urspriinglichen Aktivitdt von 3. Beim Einbau von [1-14C]-Na-Acetat lag der Bruchteil
naher bei einem Drittel, im Mittel bei /5 55. Bei |3-14C]-L-Serin betrug der Bruchteil
wiederum ein Viertel, im Mittel !/, oo, was die Rolle des Serins als CH,0OH-Lieferanten
auszuschliessen gestattet.

Unter folgender, naheliegender Annahme kann man sich den méglichen Aufbau
von Verrucarin E wie folgt vorstellen: der sehr spezifische Aufbau aus 4 Acetat-Ein-
heiten ldsst die primire Synthese von Polyketidkdrpern 9] vermuten, jene Poly-j-
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keton-Gebilde, die nach dem Prinzip durchgehender « Kopt-Schwanz»-Kondensation
aktivierter Sduren konstruiert sind und verschiedentlich in Fallen von aus Acetat
oder Propionat aufgebauten Molckeln entweder postuliert oder nachgewiesen worden
sind.

Bei Anwendung der erhaltenen Daten tiber den Einbau von Acetat in die C-Atome
Nr. 4, 6, 7 und 8 von Verrucarin E findet man 6 Méglichkeiten fiir den Einbau einer
dritten Essigsdure-Molekel, wenn gefordert wird, dass diese nur mit ihrem Methyl-C-
Atom im Verrucarin-E-Geriist verbleibt, ndmlich an den Stellen a) C-2, b) C-3, c) C-7,
d) C-8 (mit einem vollstindig inkorporierten Acetat-Rest bei C-4 und C-3), e) C-8 (mit
einem vollstdndig inkorporierten Acetat-Rest bei C-4 und C-5) und f) C-5. Durch die
Forderung des Einbaus eines vierten Acetates als Einheit werden die Fille a), b), c)
und d) eliminiert. 13ci Einbezug der vierten Acetat-Einheit, entweder mit dem Car-
bonyl-C-Atom bei C-2 oder C-3, liefern die beiden Spaltungsmodi e) und f) total vier
Falle von Aufbauprinzipien. Unter diesen widersprechen zwei Fille dem Prinzip der
«Kopf-Schwanzy-Kondensation, ndmlich bei der Lage des vierten Carbonyl-C-Atoms
auf C-3. Unter der oben erwihnten Annahme verbleiben also 2 Aufbauprinzipien, A
und B, fur das C-Geriist von Verrucarin E aus 4 Essigsduremolekeln unter Verlust
eines Carboxyl-C-Atoms. Zwischen A und B kénnte auch im Falle, dass alle 7 C-
Atome des Antibioticums einzeln der Radioaktivitdtsmessung zuginglich wéren,
nicht unterschieden werden.

\. e _."' ‘_.: "‘... . .._.-" oname() =
W i X i X CH-COOH
(".."Nv"" --.‘.. N - —‘\-.O =
Spaltung
A B

Es ist denkbar, dass die in den skizzierten Schemata A und B benétigten 4 Acetat-
Einheiten zunéchst in je 2 aktivierte Acetylacetat-Einheiten, d.h. in 2 Acetylacetyl-
Coenzym-A-Einheiten iibergehen, die sich ihrerseits in einem ndchsten Schritt vereini-
gen. Unter dem Gesichtspunkt der Kondensation mit einem N-Donor scheint die
Variante A plausibler zu sein, da hier eine reaktivere a-Methylengruppe mit dem
Stickstoff reagierte. Ausserdem wiirde im Fall, dass die geforderte Spaltung einer der
urspriinglichen Essigsdure-Einheiten erst nach der Bildung des Pyrrolringes erfolgte,
der Spaltungstyp A die Decarboxylierung einer Pyrrolcarbonsiure darstellen, die
sicher leichter abliefe, als die Decarboxylierung einer Pyrrylessigsidure entspr. B. Die
Herkunft des Stickstoffs ist unbekannt. Beim N-Donor kénnte es sich etwa um Amino-
aceton?®) oder eine Aquivalente Verbindung handeln, die dann am chesten der Acetyl-
acetat-Einheit entstammte, die das Carboxyl-C-Atom verliert. Die Kondensation mit
einer Stickstoffquelle, die nur den Stickstoff lieferte, wiirde jedenfalls einen redukti-
ven und einen oxydativen Schritt umfassen. Schliesslich miisste noch die 8-Methyl-
gruppe durch eine biologische Oxydation in die Hydroxymethylgruppe tibergefithrt
werden.

3) Wir danken Herrn Prof. A.H. Jackson, Cardiff, Grossbritannien, fiir diesen Hinweis.
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Das folgende, noch hypothetische, Reaktionsschema wire im Einklang mit den
experimentellen Ergebnissen und den obigen theoretischen Uberlegungen, wobei NH,
als einfachstes Beispiel einer N-Quelle beniitzt wird:
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Verrucarin E (1)

CoA = Cocnzym A

Nach den bisherigen Ergebnissen ist Verrucarin E vom biogenetischen Standpunkt
aus insofern bemerkenswert, als es wohl aus Essigsdure aufgebaut wird, aber nicht
nach dem iblichen Schema der Polyketid-Synthese, da eine verzweigte Kette vor-
liegt.

Wir danken dem « SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS ZUR FORDERUNG DER WISSENSCHAFTLI-

cHEN ForscHUNG)» (Projekt Nr.4450) und der Sanpoz AG, Basel, fiar dic Unterstittzung dieser
Arbeit.
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Experimenteller Teil

1. Allgemeines. - Alle Smp. sind auf dem KoFLER-Block bestimmt und korrigiert. Fehler ca.
4 2°. Substanzproben zur Radioaktivititsmessung wurden 16 Std. bei 23°/0,01 Torr getrocknet.
Die ¥C-Radioaktivititen wurden nach Verbrennung der organischen Substanzen mit Sauerstoff
und Absorption des entstandenen CO, in einem Methanol-Athanolamin-Gemisch mit einem Flissig-
keits-Scintillationszihler nach der Methode KALBERER & RuTscHMANN [10] gemessen?). Bei den
geziichteten Kulturen von Myrothecium verrucavia handelt es sich um den Stamm S.833°%).

Far dic Diinnschichtchromatographie nach der Methode StanL diente Kieselgel G (E. MERCK
AG, Darmstadt); Fliessmittel: Dichlormethan mit 3 bis 10% Methanol. Sichtbarmachung der
Pyrrolderivate auf den Chromatogrammen: UV.-Licht (254 nm) in Gegenwart von Zinksilicat,
oder 15 Min. Belassen in Jodddmpfen oder 24 Std. Belasscn in feuchten HCl-Dampfen.

2. Kultuvansatz von Myrothecium verrucaria Stamm S833%). — Medium : Eine Mischung von 20
g Malzextrakt (bezogen von der FERMENT AG, Basel), 4 g BacTo-Yeast-Extrakt und 20 g Faden-
agar, mit entmineralisiertem Wasser auf 1000 ml aufgefillt, wurde zur Homogenisierung 30 Min.
auf 100° erhitzt, heiss in dic gewiinschten Gefisse abgefillt und darin 20 Min. bei 120° sterilisiert.

Stammbulturen: Schrigagarrohrchen mit Myvothecium vervucarvia Stamm S833 auf obigem
Medium.

Vermehvungskultuven : 100-ml-ERLENMEYER-Kolben mit je 30 ml sterilem Medium wurden mit
je 1 ml einer Sporensuspension beimpft, die wie folgt erhalten wurde: Dic Sporen einer Schrigagar-
kultur wurden durch Schiitteln in 8 ml 0,01-proz. steriler Na-Laurylsulfonat-Losung aufge-
schwemmt ; die Suspension wurde mit 50 ml sterilem cntmineralisiertem Wasser verdnnt. Die In-
kubation crfolgtc wiahrend 10 Tagen bei 27°.

Nihviosungshultur: Dic Nihrlosung bestand aus 275 g Glucose-H,O, 50 g NH,NO,;, 25 g
KH,PO,, 12,5 g MgSO,-7H,0 und 150 mg FeCl;-6 H,O, in entmineralisiertem Wasscr gelost, auf
5 1 aufgefullt, auf 50 500-ml-ERLENMEYER-Kolben verteilt und 20 Min. bei 120° sterilisiert. Jeder
Kolben wurde mit 1 ml folgender Sporensuspension beimpft: Die Sporen einer Vermehrungs-
kultur, die nicht linger als 4 Wochen bei 2° gelagert war, wurden durch Schiitteln in 8 m10,01-proz.
steriler Na-Laurylsulfonat-Losung aufgeschwemmt und die Suspension init 120 ml sterilem ent-
mineralisicrtern Wasser verdiinnt.

Die Inkubation erfolgte wihrend 8 Tagen bei 27° auf einer Schiittelmaschine, dic pro Min. 140
Kreisbewegungen von 5 cm Durchmesser ausfithrte.

Die Bausteinzugabe geschah bei Verabreichung am Anfang dadurch, dass der radioaktive Bau-
stein mit den {ibrigen Bestandteilen bei der Bereitung der Nahrldsung gelost wurde, oder bei Ver-
abreichung nach 5 Tagen dadurch, dass einc Lgsung des Vorldufers in 50 ml entmineralisiertem
Wasser bei 23° durch cin Bakterienfilter steril-filtriert und in 1-ml-Portionen auf die 50 ERLEN-
MEYER-Kolben verteilt wurde.

3. Extraktion dev Kulturbrithe. 1)ie gesamte Kulturbrithe von 5 1, die nach 8 Tagen des Pilz-
wachstums resulticrte, wurde viermal mit je 51 feuchtem Athylacetat wahrend 15 Min. ausgerithrt,
danach wurden die Athylacetat-Phasen cinzeln zucrst mit 1000 ml derselben 10-proz. Na,CO,-
Lsung, dann einzeln zweimal mit je 1000 mi desselben Wassers gewaschen. Nach Filtriercn wur-
den die Athylacetat-Losungen im Vakuum in cinem Umlaufverdampfer auf je ca. 250 ml cinge-
engt, vercinigt, mit 1 g festem Na,CO, versetzt, im Vakuum eingedampft und der Riickstand 15
Min. bei 60°/11 Torr getrocknet.

4. Chromatographische Isolieyung von Vervucavin E (I). Der mit Na,CO, stabilisicrte Extrak-
tionsriickstand wurde in 30 ml Dichlormethan aunfgenommen, die Loésung filtriert und auf 5 ml
eingcengt. Diescr Rohextrakt wurde an 30 g basischem Aluminiumoxid (M. WoeLM, Eschwege/
Deutschland) mit Dichlormethan (Fraktionen 1-5) und Dichlormethan mit 19, Methanel (I'rak-
tionen 6-13), in 60-ml-Fraktioncn aufgetrennt.

Die Fraktionen 1-6 enthielten kein Verrucarin E. Die Fraktionen 7-10 licferten 240 mg krist.
Rohprodukt, das aus 12 ml Benzol von 70° umkristallisiert wurde. Nach zweistiindigem Abkiithlen
4) Herr Dr. F. KALBERER, SaxDpoz AG, Basel, hat auch die Mcssungen in verdankenswerter Weise

ausgefithrt.

%) Wir danken der ['irma Sanvoz AG, Bascl, fiir die chrlassung dieses Stammes und der Vor-
schrift far die Kulturen.
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der heissen Losung, Animpfen bei 55° und Stehenlassen wahrend 24 Std. bei 5° wurden ca. 150 mg
relativ grosse Kristalle von reinem Verrucarin E (1) vom Smp. 89-92° erhalten.

5. 3-Acetyl-d-methyl-pyrvol (3) aus Vervucavin E (1). Eine Losung von 20 mg 1 (0,144 mMol; MG
= 139,16) in 1,0 ml Acetanhydrid wurde 8 Std. auf 65° crwdarmt, Danach wurde das Acctanhydrid
bei 65°/13 “Torr abdestilliert. Der Riickstand wurde durch 24-stdg. Stchenlassen iber NaOH voll-
standig vom Losungsmittel befreit, in wenig Dichlormethan-Mecthanol-(95:5) gelost, die Losung
durch 5 g Kieselgel filtriert und letztercs mit 40 ml des Lasungsmittels nachgewaschen. Nach dem
Eindampfen und Trocknen resultierten 24 mg rohes O-Acctyl-Verrucarin E (2). Dicses wurde in
2,0 ml Methanol gelést und mit 4,0 mg PtO,-Katalysator 2 Std. bei 23°/Normaldruck vorhydriert.
Nach der Zugabe von weiteren 6,0 mg PtO,, aufgeschlammt in 2,0 ml Mcthanol, wurde wahrend
weitercn 46 Std. hydriert (die Hydrierung kann nicht in einer Stufe vorgenommen werden). Nach
Abfiltrieren des I{atalysators wurde im Vakuuniohine Erwdrmung eingedampft und der Riickstand
an 40 g Kicselgel mit Dichlormethan-Methanol-(99:1) (22 Traktionen von je 20 ml) chromato-
graphiert. Die aus den Fraktionen 14-16 erhaltencn Kiristalle lieferten nach Sublimation bei
125°/11 Torr 12,6 mg (71,3%, bezogen auf 1) 3-Acetyl-4-methyl-pyrrol (3) vom Smp. 119°. Eine
kristallin erstarrte Schmelze von 3 zcigt den Smp. 106° (unzersetzt)., Umkristallisieren war aus
3,8 m! Benzol-Cyclohexan-(1:2) von 70° moglich.

6. Kvan-Rora-Oxydation von Verrucarin E (1) und von 3-Acetyl-4-methyl-pyrrol (3). 20 mg
(0,144 mMol) 1 wurden mit 2,0 ml Kuan-RoTH-Oxydationslosung (100 g CrO, in 600 ml wasseriger
Losung + 150 ml konz. H,S0),) in einem verschlossenen Rohr 3 Std. auf 100° crhitzt. Danach wurde
die Lésung mit 5,0 ml 28 NaOH und 20 m} Wasser versctzt und (noch sauer) im Rotationsver-
dampfer bei 120 Torr destilliert. Dic Destillation wurde noch viermal unter Nachgiessen von je
20 m1 Wasser wiederholt, Das Destillat wurde mit 0,27 ml 2y NaOH auf pH 9 gebracht, auf wenige
Tropfen eingeengt, mit 0,25 ml 28 HNO,; angesaucrt und das Gefass zur CO,-Entfernung mit
Stickstoff ausgeblasen. Mit 0,28 NaOH und 0,28 HNO; wurde dann die Losung tropfenweise auf
pH 6 cingestellt (oberes pH-Randgebict der Pufferzone von Acetat-Puffer). Nach Zugabe von 0,20
ml 28 AgNO,-Losung fiel weisses Ag-Acetat aus, das beim Versetzen mit 5,0 ml Aceton noch stér-
ker ausflockte. Die Llocken wurden abfiltriert, mit 5 ml Acceton-Wasser-(5:1) gewaschen, in total
10 ml Wasser bei 23° gelost, die Losung erneut filtriert, bei 40°/11 Torr eingedampft und das Ag-
Acetat im Exsikkator tiber CaCl, getrocknet: 19,3 mg (819,) weisses krist. Ag-Acctat, das in 5 ml
Wasser bei 23° geldst wurde. Die durch Filtration geklarte Losung wuarde bei 11 Torr bis zum Aus-
fallen von Kristallen eingeengt. Nach Versetzen mit 19 ml - Butanol kristallisierte das Ag-Acetat
bei 0¢ aus. Das Produkt ist licht- und warmeempfindlich und sollte ohne unnétige Verzdgerung
weiter verwendet werden.

7. ScuMIDT-Abbau von Ag-Acetat. 20,4 mg (0,122 mMol) Ag-Acctat warden in einer verschlosse-
nen Spezialapparatur (117 bei 11 Torr zusammen mit 23,8 mg (0,366 mMol) NaN; (MG = 65,01)
und 0,8 g Polyphosphorsdure-Wasser-(95:5) 1,5 Std. auf 85° erwarmt. Das cntstandene CO, wurde
wihrend 1 Std. in 15 ml einer wisserigen Ba(OH,)-L.ésung absorbiert, die pro 148 g Ba(OH),
und 18 g BaCl, cnthielt. Das BaCO, wurde unter Stickstoff abzentrifugiert, dreimal mit Wasser-
Methanol-(1:1) gewaschen und unter eciner IR.-Lampe getrocknet. Ausbeute: 19,3 mg (809)
BaCO,; (MG =197,37).

Zur Gewinnung des Methylamins wurde der Riickstand der ScumipT-Reaktion mit 10 ml 15-
proz. NaOH versetzt und bis zum Ausfallen von Salzen durch Destillation cingeengt. In der Vor-
lage befand sich cine Losung von 28,0 mg (0,122 mMol) Pikrinsiure in 4 ml Athanol. Destillat und
Vorlage wnrden im Wasserstrahlvakuum cingedampft, bei 40° getrocknet, und der Riickstand zur
Pikrinsiurecntfernung dreimal mit je 2 ml siedendem und nachiriglich abgekithltem Benzol ge-
waschen. Es resulticrten 28,9 mg (919%,) Methylaminpikrat (MG == 260,17) in goldgelben Kristal-
len vom Smp, 205-209° (langsame Zersetzung). Umkristallisicren aus 3,2 ml siedendem Athyl-
acctat und 6,4 ml siedendem Benzol ergab nach Abkihlen auf 0° nach 24 Std. 21,7 mg reines
Pikrat vom Smp. 206-209°.
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195. Synthese von Benzazepinen und ihre Umlagerung in Chinoline
und Pyrrolo[2,3-b]chinoline?)

von A. Vogel, F. Troxler und A, Lindenmann

Pharmazeutisch-chemische Forschungslaboratorien, Sanpoz AG, Bascl

(26. V111. 69)

Summary. BECKMANN or SCHMIDT rearrangement of ethyl frans-4-oxo-1-phenyl-2-tetralin-
carboxylate (2) affords ethyl trams-2,3,4,5-tetrahydro-2-oxo-5-phenyl-1 H-benzo [b]azepine-4-
carboxylate (4). Mild treatment of frans-2,3,4, 5-tctrahydro-1-methyl-2-oxo-5-phenyl-1 H-benzo-
[b]azepine-4-carboxylic acid {7) with thionyl chloride and pyridine in dimethylformamide and
subscquent reaction with an amine yiclds the corresponding benzazepine-4-carboxamide. 1f heat is
applied during the preparation of the acid chloride, rearrangement occurs yielding c¢is and trans
derivatives of hydrocarbostyril.

2,3,4,5-Tetrahydro-1,4-methano-1-mcthyl-5-phenyl-1 H-benzo [b|azepinium  chloride  (25)
reacts with primary or sccondary amincs to ¢is-tetrahydroquinoline derivatives.

When heated above its melting point, frans-4, 5-dihydro-2-methylamino-5-phenyl-3 H-benzo-
[b]azepine-4-carboxylic acid (29) rcarranges with elimination of water to a mixture of cis- and
trans-2,3,3a,4-tetrahydro-1-methyl-2-oxo-4-phenyl-1 H-pyrrolo (2, 3-b] quinoline (32 and 31). The
reduction of 31 was investigated.

The mechanisms of the rearrangements are discussed.

1. Synthese der Benzazepine. -~ Trans-1-Phenyl-4-tetralon-2-carbonsiure-
dthylester (2) (1] [2] wurde in das Oxim 3 tibergefiihrt und dieses nach BECKMANN mit
Polyphosphorsdure in ein Benzazepinderivat umgelagert, das auch durch ScHmIDT-
Reaktion von 2 mit Natriumazid und Polyphosphorsdure erhalten wurde. In analoger
Weise liess sich auch die freie Tetraloncarbonsiure 1 |1] {2] umlagern.

1) Teilweise vorgetragen an der Winterversammlung der Schweiz. Chem. Gesellschalt vom 15,
Februar 1969 in Neuenburg; Autoreferat: Chimia 23, 184 (1969).



