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194. Uber die Biosynthese des Antibioticums Verrucarin E 
Verrucarinc und Roricline, 19. Mitteilung [l] 

von P. Pfaffli und Ch. Tamm 
Institnt fur Orgauische Chemie der Universitat Base1 

(21. VIII. 69) 

Summary. The incorporation of nine 14C-labelled, assumed biosynthetic precursors of verru- 
carin E (1) formed by Myrothecium verrucaria have been measured. The antibiotic and 3-acetyl-4- 
methyl-pyrrolc (3) derived from i t  wcre oxiclized, and the radioactivity of four of thc seven C- 
atoms determined. It has been found that  the carbon skeleton of vcrrucarin E does not originate 
from proline, glutamic acid and its biogentic equivalcnts 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 Stoffwecliselprodukte von Myro- 
thecium verrucaria [ 21, besitzt die Struktur des 3-Acetyl-4-hydroxy1nethyl-pyrrols (1) 
[l]. Diese ist, vergliclien mit den anderen Vertretern des Antibiotica-Komplexes der 
Verrucarine und Roridine [31, erstaunlich einfach. Dennoch ist nicht von vornlierein 
klar, welches ihre biogenetischen Vorlaufer sind, d. h. Verrucarin E l a s t  sich nicht 
ohne weiteres einem der bekannten Biogenesetypen der naturliclien Pyrrol-Derivate 
zuordnen. Ausserdem ist die Zahl der pyrrolartigen Produkte des sekundaren Inter- 
mediarstoffwechsels von Rfikroorganisrnen relativ klein, so dass praktisch keine Ver- 
gleichsmoglichkeiten bestehen (vgl. [4] [ S ] ) .  Im Falle des Prodigiosins stellten MARKS 
st al. [5] fest, dass Prolin, Glycin und Essigsaure die natiirliclien Vorlaufer sind. Re- 
kannt ist auch, dass die 5-Aminolavulinsaure an der Biosynthese des Porphobilino- 
gens, einem Baustein des Porphyrins, massgebend beteiligt ist /6]. Andererseits ist die 
Glutaminsaure verschiedentlich als biogenetisclier Vorlaufer von Sekundarmetaboli- 
ten, die sich von funfgliedrigen N-haltigen Ringverbindungen, etwa von Pyrrolidin, 
ableiten, nachgewiesen worden. 

Bei Verrucarin E ware es nun denkbar, dass zuerst der Pyrrolring aufgebaut wird 
und die 3-Acetylgruppe sowie die 4-Hydroxymetliylgruppe nachtraglich, gleichzeitig 
oder schrittweise, in den aromatischen Kern eingefiihrt werden. Nach dieser Konzep- 
tion konnte die Acetylgruppe z. U .  aus Essigsaure, die Hydroxymethylgruppe aus 
Serin oder aus der Methylgruppe des Methionins, die nachtraglich oxydiert wird, oder 
aus dem C-Atom Nr. 2 von Glycin bzw. der Glykolsaure stammen. Nachdeni in letzter 
Zeit auch die Mevalonsaure als essentieller Baustein von zahlreichen Indolalkaloiden 
erkannt worden war, niusste auch ihr eventueller Einbau in Verrucarin E gepriift 
werden. Um alle diese Moglichkeiten abzuklaren, verabreicliten wir die folgenden 
neun 14C-markierten Verbindungen an Myrothecium verrucaria: rl-l4C]-Na-Acetat, 
[2-14C]-Na-Acetat, [2-14C]-~~-Na-Mevalonat, C3-14C]-~-Serin, 1 CH,-14C]-~-Methionin, 
[2-14C]-Glycin, [4-14C]-5-Ainino-lavulinsaure, I S-14C]-u~-Prolin und 13, 4-14C]-u~2- 
Glutaminsaure. Sie wurden in Mengen von 0,25-2,5 mg und Radioaktivitaten von 
0,l-0,s mCi zu je 5 Liter Kulturlosung entweder zusamnien mit der Sporensuspension 
oder nach 5-tagiger Inkubation jeweils bei 27" zugcgeben. 
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Tabelle 1. Einbauraten l) der werrnuteten biogenetzschen Vorluufer in I'ervucavin E bei Vevabveichung 
urn Anfang und nach 5 Tagen. 

VER.E 50 
mg/Liter 

Vorlaufcr 

-. 

~~ 

Vcrabreichung am xTerabreichung nach 
Anfang 5 Tagcn 
a h .  spcz. mol. 3bS. spez. mol. 
Einl)au- Einbau- Einbau- Einbau- 
rate rate rate rate 
in "/, in ""0 in yo in olllo 

[l-14C]-Ka-Acctat 
[Z-W-Na- Acetat 
[2-'4Cj-~,~-Na-Mevalonat 
[3-14Cj-~-Serin 
[CH,-14C]-~-Methionin 
12-1%cj-Glycin 
[4-1~~]-~-Amino-lav~ilinsaure 
[5-14C]-n~-Prolin 
13, 4-14C]-~~-C;lutarn insaure 

0,218 0,16 19,G 
0,147 0,168 30,3 
0,038 0,0091 0,0042 
0,23 0,033 1,4G 
~ - 0,014 

- 9,516 
0,032 0,0007 0,023 
0,023 0,C)03 1 0,028 
~ - 0,098 

1,14 
2.05 
0,0008 
0,433 
0,0003 
9,024 
0,0015 
0,0069 
0,0094 

I : I+ 
1 2 3 4 5  10 15 30 - Tage 

Rildazng uon VevvLicurzia E zrn Kultwfiltrat. 

\Vie aus 'Tabelle 1 ersichtlich ist, hoben sich die holien spezifischcn Einbauraten 
voii Acetat, spezicll bei Verabreichung nacli 5 Tagen, deutlicli gegen die uni einen 
Faktor 10-2 bis 10 -3 kleineren Einbauraten von Mevalonat, Methionin, 5-Aminolavu- 
linsaure, Prolin und Glutaniinsaure ab. \Vie die spateren Kesultate des Abbaus von 
Verrucarin E zeigen werden (vgl. Tab. 2),  ist die dazwischenliegende Einbaurate von 
[3V4C]-Serin daraud zuruckzufuhren, dass diese Aniinosaure als Acetatlieferant dient 

1) I)ie Einbauraten sind wie folgt definiert: 

x 100/Radioaktivit&t des eingcsetzten Vorlaufers in dpm. 

pro mMol x 1000/Iiadioaktivitat dcs eingesctzten Vorlaufcrs in dpm pro mMol. 

Absolute Etnbuwate in yo = Radioaktivitat dcs gcsamten isolierten Verrucarins E in clpm 

Spezifische niolare Einbaurate in o/ioo = Radioaktivitat des isoliertcn Verrucarins E in dpm 
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Tabelle 2 Ergrbnzsse dev Radioaktzuztatsbrstzmmungen nach AbOau2) 

KUHN - R o ~ ~ - A b b a u  
von 

Verabreichte Bausteinc 

Acetat Acetat Serin 
[ l  J4C] -Na- [2-14C]-Na- [3-14C]-L- 

~ ~ 

Verrucarin E (1) Methyl- 99,918 2,21 5.32 

Carboxyl- 0,082 97,79 94,68 
Summe 30,2 25.5 27,s 

3-Acetyl-methq.l- Mcthyl- 99,927 2,40 4,87 
pyrrol (3) S u in me 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 
von 1 iind 3 Carboxyl- 0,066 97,40 95,68 

(z. B. iiber die Zwischenstufen des Intermediarnietabolismus Hydroxypyruvat und 3- 
Phosphoglycerat), denn die Radioaktivitatsverteilung war gleicli wie beim Einbau von 
[2-14C]-Acetat. Dass das Resultat von Glycin auf derselben Erscheinung beruht, ist 
naheliegend, doch wurde dieser Fall nicht naher untersucht. Aus den, verglichen rnit 
Acetat, ausserst geringen Einbauraten von 5-Aminolavulinsaure, Prolin, Glutamin- 
saure, Methionin und Mevalonat, die offensichtlich im Grossenbereich einer allgemein 
erf olgten Verschleppung von Radioaktivitat lagen, schlossen wir, dass diese Substan- 
zen nicht als spezifische biogenetische Bausteine fur Verrucarin E fungieren. Demge- 
mass verlauft die Bildung unseres Antibioticums weder iiber den Weg der iiblichen 
Porphyrinsynthese noch iiber die Synthesewege der anfangs erwahnten, aus Prolin 
oder Glutaminsaure aufgebauten Metaboliten. Die deutlichen Unterschiede in den 
Einbauraten bei Verabreichung nach 0 und 5 Tagen werden verstandlich durch den 
Verlauf der Bildungskurve vcn Verrucarin E, die diinnschichtchromatographisch 
(Fehler ca. & 5 O / , )  mit dem Kulturfiltrat Eestimrnt wurde (vgl. Fig.). Grossen Einfluss 
hatte der Zeitpunkt der Bausteinzugabe auch auf die ((Verschmierung)) der Radio- 
aktivitat in1 isolierten Verrucarin E. So wurde etwa bei der Verfiitterung von [2-l4C]- 
Na-Acetat am Anfang eine fast willkiirliche Verteilung der Radioaktivitat in der 
Acetyl-Gruppe von Verrucarin E gemessen, 55%) in der Methylgruppe und 45y0 in der 
Carbonylgruppe, wahrend bei der Verabreichung nach 5 Tagen die entschiedene Ver- 
teilung von 97,80/;, zu 2,2% erfolgt war. Das Hauptgewicht legten wir deshalb auf die 
Resultate der Bausteinzugabe nach 5 Tagen. 

Zur Feststellung der Radioaktivitatsverteilung in Verrucarin E wurde das Anti- 
bioticum nach KUHN-ROTH [7] mit CrO, in H,SO, bei 100" oxydiert, wobei die resul- 
tierende Essigsaure die Werte fur die Acetyl-Gruppe lieferte. Eine analoge Oxydation 

2, Die Resultate bcziehen sich auf die Versuche, in denen die radioaktivcn Bausteinc nach 5 Ta- 
gen verabreicht wurden. Es sind die spczifischen molaren Radioaktivitaten angegeben, wobci 
die Zahlen fur Methyl sich auf das gcmessene BaCO, und fur Carboxyl auf das geinessenc 
Methylaminpikrat und die Summe sich auf Prozente der spezifischen molaren Radioaktivitat 
von 3-Acetyl-4-methyl-pyrrol (3) bezichcn. Der Bezug auf 3 statt 1 wurde gewahlt, weil bei 3 
infolge der langeren chemischen Behandlung als bei 1 die Wahrscheinlichkeit kleiner ist, dass 
darin verschleppte radioaktive Verunreinignngen aus dem Hohextrakt det- Kulturbruhe vor- 
handen sind und wcil 3 allgernciu stabiler ist als 1. 

-~ ~~ 
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des aus Verrucariri E nach Acetylierung und nachfolgender Hydrogenolyse [l] 1~81 von 
2 erhaltlichen 3-ALcetyl-4-niethyl-pyrrols (3) ergab in der resultierenden Essigsaure 
das arithmetische nlittel der Aktivitaten in der Acetyl-Gruppe und des Bruchstucks 
C-4 + C-8 von Verrucarin E. Darauf, ddss die Redingung gleicher Ausbeute fur die 
beiden l h c h s t u c k e  erfullt war, wies der Refund liin, dass aus gleichen molaren Men- 
gen von 1 bzw. 3 beim Derivat 3 mit einer Genauigkeit von & 2% die doppelte Menge 
Essigsaure entstand wie bei 1 und dass Essigsaure, gas-chromatographisch bestimmt, 
das einzige bei Rauintemperatur nicht gasformige, aher wasserdampifluchtige, saure 
Produkt der 0xyd.ationen war. 

0 0 0 

j HN, 

CrO, J 
CH,COOH 

1 - 1  V I I  V 

CO, + CH,NH, c0, + CH,NH, 

Zur Bestimmung der Kadioaktivitatsverteilung in der erhaltenen Essigsaure, 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 Kadioaktivitat nach Inkorporation von [ 1-14CI- 
Na-Acetat und 1 2-14C-Na-Acetat l a s t  schliessen, dass fur die Bildung von Verrucarin 
E wohl4-Acetat-Einheiten benotigt werden, dass aber ein Carboxyl-C-Atom im Ver- 
lauf der Synthese wieder verloren geht. Ausgeliend von [2-14C]-Na-Acetat wurden 
denn auch sehr schon 4 radioaktiv niarkierte Zentren ins Antibiotikum eingebaut, d. 11. 
die beini Abbau isolierten Essigsaurebruchstucke enthielten im Mittel 1/4,06 Teile der 
urspriinglichcn Aktivitat von 3. Beim Einbau von 1 l-14C]-Na-Acetat lag der Bruchteil 
nahcr bei einem Drittel, im Mittel bei 1/3,35. Rei 13-14C]-~-Serin betrug der Brucliteil 
wicderum ein Viertel, in1 Mittel 1/3,99, was die Rollc des Serins als CH,OH-Lieferanten 
auszuschliessen gestattet. 

Unter folgender, naheliegender Annahme kann man sich den moglichen Aufbau 
von Verrucarin E wie folgt vorstellen: der sehr spezifische Aufbau aus 4 Acetat-Ein- 
heiten lasst die prirriare Syntliese von Polyketidltorpern [9] verrnuten, jene Poly-p- 
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keton-Gebilde, die nacli den1 Prinzip durchgehender B Kopf-Schwanzo-Icondensation 
aktivierter Sauren konstruiert sind und verschiedentlich in Fallen von aus Acetat 
oder Propionat aufgcbauten Molckeln entweder postuliert oder nachgewiesen worden 
sind. 

Kei Anwendung der erhaltenen Daten uber den Einbau von Acetat in die C-Atonie 
Nr. 4, 6, 7 und 8 von Verrucarin E findet man 6 Moglichkeiten fur den Einbau einer 
dritten Essigsaure-Jlolekel, wenn gefordert wird, dass diese nur mit ihrem Methyl-C- 
Atoni itii Verrucarin-E-Gerust verbleibt, namlich an den Stellen a) C-2, b) C-3, c) C-7, 
d) C-8 (mit eineni vollstandig inkorporierten Acetat-Rest bei C-4 und C-3), e) C-8 (mit 
einem vollstandig 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 Falle a), b), c) 
und d) eliniiniert. 13ci Einbezug der vierten Acetat-Einheit, entweder init dem Car- 
bonyl-C-,4tom bei C-2 ojer  C-3, liefern die beiden Spaltungsmodi e) und f )  total vier 
Fallc von Aufbauprinzipicn. Unter diesen widersprechen zwei Faille dem Prinzip der 
(( Kopf-Schwanz ))-Kondensation, namlich bei der Lage des vierten Carbonyl-C-Atoms 
auf C-3. Unter der oben erwahnten Annahme verbleiben also 2 Aufbauprinzipien, A 
und B, fur das C-Gerust von Verrucarin E aus 4 Es.;igsaurerndekeln unter Verlust 
eines Carboxyl-C-Atoms. Zwischen A und B konnte auch im Falle, dass alle 7 C- 
Atome des Antibioticuiris einzeln der Radioaktivitatsmessung zuganglich waren, 
nicht unterscliieden werden. 

A 
Spaitung 

B 

Es ist denkbar, dass die in den skizzierten Schemata A und B benotigten 4 Acetat- 
Einheiten zunachst in je 2 aktivierte Acetylacetat-Einlieiten, d. h. in 2 Acetylacetyl- 
Coenzym-A-Einheiten iibergelien, die sich ihrerseits in eineni nachsten Scliritt vereini- 
gen. [Inter dem Gesictitspunkt der Koiidensation rnit einetn N-Donor scheint die 
Variante A plausibler zu sein, da Iiier eine reaktivere mMethylengruppe mit den] 
Stickstoff reagierte. Ausserdem wiirde im Fall, dass die geforderte Spaltung einer der 
ursprunglichen Essigsaure-Einheiten erst nach der Bildung des Pyrrolringes erfolgte, 
der Spaltungstyp A die Decarboxylierung einer Pyrrolcarbonsaure darstellen, die 
siclier lcichter abliefe, als die Decarboxylierung einer Pyrrylessigsaure entspr. B. Die 
Herkunft des Stickstoffs ist unbekannt. Beim N-Donor kiiniite es sicli etwa uni Amino- 
aceton") oder eine Bquivalente Verbindung Iiandeln, die dann am ehesten der Acetyl- 
acetat-Einheit entstammte, die das Carboxyl-C-Atom verliert. Die Kondensation niit 
einer Stickstoffquelle, die nur den Stickstoff lieferte, wiirde jedcnfalls einen redukti- 
ven und eincn oxydativen Schritt umfassen. Schliesslich rnusste nocli die %Methyl- 
gruppc durcli eine biologisclie Oxydation in die Hydroxymethylgruppe iibergefiihrt 
werden. 

') Wir dankcn Herrn Prof. .A. 13. JACKSON,  Cardiff, Grossbritannien, fur diesen Hinweis. 
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Das folgende, noch hypothetische, Reaktionsschema ware im Einklang mit den 
experinientellen Ergebnissen und den obigen theoretischen Uberlegungcn, wobei NH, 
als einfachstes Beispiel einer N-Quelle beniitzt wird : 

0 0 
LH, / I  (XI, OH I! 

\ /  

/ i 

\ c ' \CH, C,-CH 
c =0 
i + CH, -+ 

Co.-\S, ,CH, .C, CH, \ 
C 0 scox O,"C\ SCOA 

CoAS, . , c 
II II 
0 0 

+NH3 -H,O 
~~ ~ ~ ~ ~ ~~ ~ ~~ ~ ~~ ~ ~~ ~ - 2 

V 

0 0 
0 

CH, OH I1 
\ /  /c\. . 

C-CH c,H, - 2 H 

'c"N/\scrOh 
1 1  I 

CoAS,/ \ c 

O H  0 O N  
11 NJ%hA II 

0 0 

I 
H 

'Vrrrucnrin E (1 )  

1 
H 

Nach den bisherigen Ergebnissen ist Verrurarin E voin biogenetischen Staidpunkt 
aus insofern bemerkenswert, als es wohl aus Essigsaiure aufgebaut wird, aber nicht 
nach dein iiblicheri Schema der Polyketid-Synthese, da eine verzweigte Kette vor- 
liegt. 

Wir dsnken dein <I SCHWEIZERISCHEN NATIONALPONDS Z U R  FORDEKUNG D E K  WISSENSCHAFTLI- 

CHEX FORSCHUNGO (F'rojekt Nr.4450) und der SANDOZ AG, Basel, fur  die IJnterstutzung dieser 
hrbeit. 
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Experimenteller Teil 
1. Allgemeznes.  - . W e  Snip. sind auf tleni I<OFLER-BlOCk bestimmt und Irorrigiert. Fchlcr ca. 

2". Substanzprobcn zur Kadioaktivitatsmessung wurdcn 16 Stcl. bei 23"/0,01 Torr getrocknet. 
Dic 14C-Radioaktivitiitcn wurclen nach Vcrbrcnnnng clcr organischen Substanzen mit Sauerstoff 
und Absorption cles entstandencn C O ,  In einem Methanol-i<thanolamin-Gen~isch mit einem Fliissig- 
keits-Scintillationszahlcr nach dcr Mcthode KALBERBR & RUTSCHMANN [lo] gemassen*). Bci dcn 
gezuchteten Kulturen von Myrothecium vevrucaria handclt es sich um den Stainm S. 8335). 

Fur die Uiinnschichtchromatographie nach dcr Mcthodc STAHL diente Kieselgel G (E. MERCK 
AG, Darmstadt) ; Fliessmittcl : Dichlormethan mit 3 his 10% Methanol. Sichtbarnlachung der 
Pprroldcrivatc auf den Chromatogrammen : UV-Licht (254 nm) in Gegenwart von Zinksilicat, 
oder 15 Min. Belassen in Joddampfen oder 24 S td .  Belassen in feuchten HC1-Uampfen. 

2. Kulluvansatz zion Myrothecium verrucaria Stamm S8335). - Medium:  Eine Mischung von 2 0  
g Malzcxtrakt (bezogen von der FERMENT 4C;, Basel), 4 g BACTo-Yeast-Extrakt und 20 g Faden- 
agar, mit entmineralisicrteni Wasser auf 1000 ml aufgefullt, wurde zur  Homogenisierung 30 Min. 
auf 100" erhitzt, heiss in die gemunschten Gefasse abgefiillt und darin 20 Min. bei 120" sterilisicrt. 

Sta~nmk?clfwren: Schragagarrohrchcn niit Myrotheczum verrucaria Stanim S 833 auf obigeni 
Medium. 

I~ermehrungskulturen: 100-ml-ERLENilIHYER-KolbeIl mit je 30 ml stcrilern Rlcdium wurden mit 
je 1 in1 einer Sporensuspcnsion beimpft, die wie folgt erhalten wurde : Die Sporen ciner Schragagar- 
kultur wurdcn durch Schuttcln in 8 ml 0.01-proz. sterilcr Na-Laurylsulfonat-Losung aufgc- 
schwcnimt ; die Suspension xvurdc mit  50 ml sterilem entmineralisiertcm Wasser verdunnt. Die In- 
kubation crfolgtc wahrend 10 Tagen bei 27". 

NahrZZisungskwEtz~r: Die Nahrlosung bcstand aus 275 g Glucose.H,O, 50 g NH,NO,, 25 g 
KH,PO,, 12,5 g MgSO4.7H,0 und 150 mg FeC1,.6H2O, in entmineralisiertem Wasscr gelost, auf 
5 1 aufgefiillt, auf 50 500-tnl-BRLIsN~~EYER-I(olben vcrteilt und 20 Min. bci 120" sterilisiert. Jcder 
Kolben murde mit 1 ml folgendcr Sporensuspension beimpft : Die Sporen einer Verniehrungs- 
kultur, die nicht Iangcr als 4 Woclien bci 2" gelagcrt war, wurden durch Schiitteln in 8 nil 0,Ol-proz. 
sterilcr Na~Laurylsu i fona t~r~osung aufgeschwemmt und die Suspension init 120 ml sterilcm ent- 
mincralisicrtein Wasser verdunnt. 

Die Tnkubation crfolgte wahrend 8 Tagen bei 27" auf ciner Schiittelniaschine, die pro Min. 140 
I<reisbc\vegungen von 5 mi Durchmesscr ausfiihrte. 

Die Bausteinzugahe geschah bei Verabreichung am Anfang dadurch, dass der radioaktive Rau- 
stein mit den iibrigcn Bcstandtcilen bei der Bcreitung dcr KahrlGsung gelost wurde, oder bei Ver- 
abrcichung nach 5 Tagcn dadurch, class einc TAsung dcs Vorlaufcrs in 50 ml cntmineralisierteni 
Wasser bei 23" durch cin Baktericnfilter steril-filtriert nnd in 1-ml-Portionen auf die 50 ERLEN- 
MEYER-kiolbeII vertcilt wurde. 

3.  Extraktiol~ der Kulturlwiihe. I)ie gcsamte Kulturbriihe von 5 1 ,  die nach 8 Tagen clcs l'ilz- 
wachstunis resulticrtc, wurdc vicrmal mit jc 5 1 feuchtcm Athylacetat wahrend 15 Min. ausgeruhrt, 
danach wurdcn die Athylacetat-Phasen cinzeln zucrst mit 1000 ml derselbcn 1 0-proz. Na,CC),- 
IXsung, dann einzcln zwcimal niit j e  1000 mi desselben Wassers gewaschen. Nach Filtrieren wur- 
den die Athylacetat-Losungcn im Vakuum in cineni Umlaufverdampfer auf je ca. 250 ml einge- 
engt, vereinigt, mit  1 g fcstem Na,CO, versetzt, im Vakuuni eingedampft und dcr Riickstand 1 5  
Min. bei 60"/11 Torr gctrocknet. 

4. Chrovnatographische Isolzevung von Vrrvucarin E ( I ) .  Dcr mit Na,C03 stabilisicrtc Extrak- 
tionsrhckstand wurde in 30 nil Dichlormcthan aufgenommen, die Losung filtricrt und  auf 5 in1 

eingcengt. Uiescr Kohestrakt wurde a n  30 g basischern Aluminiumoxid (M. WOELM, Eschwegc/ 
1)cutschland) r n i t  Dichlormcthan (Fraktionen 1-5) uiid I)ichlorniethnn init 1 %  Methanol (I'rak- 
tionen 6 -1 3).  in 60-m-Fraktioncn aufgetrcnnt. 

I)ic Fraktionen 1-6 enthicltcn kein Vcrrucarin E. Die Fraktioncn 7-10 licfcrten 240 nig krist. 
Kohprotlulit, das aus 12 ml Hcnzol von 70" nrnkristallisiert wurdc. Nach zwcistiincligetn ilbkiihlcn 

*) Herr Dr. F. KALBERER, S.IKDOZ AG, Basel, ha t  auch die Mcssungen in verdankenswertcr Weisc 
ausgefuhrt. 

5, Wir danken der I'irma SANUOZ hG,  Bascl, fur die Ubcrlassung di Stamiiics und dcr Vor- 
schrift fur die Kulturen. 

~ ~~~ ~ 
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tlcr heisscn Liisung, Anitnpfcn bei 55" und Stehciilasscn wahrcncl 24 Std. bei 5" wurden ca. 150 mg 
relativ grossc Kristallc von rcinem Verrucarin E (1) voni Smp. 89-92" erhalten. 

5. 3-4cetyZ-4-nzet,a?iZ-pyr~oZ(3) aus Vevrucavin E ( 1 ) .  Eine Liisuiig von 20 mg 1 (0,144 niMol; MG 
= 139,16) in 1,0 ml Acctanhydrid wurde 8 Std. auf 65' erwarnit. Danach wurde das .Acctanhydrid 
bei 65"/13 Torr abtlestilliert. Der Ruckstand Tvurtlc durch 24-stdg. Stehenlassen uber NaO1-I voll- 
stkndig vom Liisungsrnittel befreit, in wcnig I~ichlorniethan-Mcthanol-(95 : 5 )  gelost, die Losung 
durch 5 g Kieselgcl filtricrt und letztercs niit 40 ml des Liisungsmittels nachgcwaschcn. Nach dein 
Eindampfcn und Trocknen resultierten 24 mg rohes (~-hcctyl-Trcrrucarin E ( 2 ) .  Dieses wurde in 
2,0 ml Methanol gelost und niit 4 , O  mg PtO,-Katalysator 2 Std. bci 23"/Normaldruck vorhydriert. 
Nach dcr Zugabe vori weiteren 6,0 nig PtO,, aufgeschlammt in 2,0 ml Methanol, wurde wahrend 
weitel-en 46 Std. hydriert (die Hydrierung kann nicht in einer Stufe vorgenoinmen werden). Nach 
Abfiltriercn des Katal ysators wurde im Vakuuni ohnc Erwiirinung eingedanipft und dcr Ruckstand 
an 40 g I'hselgel mi.t Dichlormcthan-Methanol-(90.1) (22 I'raktionen von jc 20 ml) chromato- 
graphiert. Die aus den Fraktionen 14-16 erhaltencn Kristalle liefcrten nach Sublimation bei 
125"/11 Torr 12,6 mg (71,3% bezogen auf 1) 3-Acctyl-4-methyl-pyrrol (3) voin Smp. 119". Eine 
kristallin erstarrte Schmelze von 3 zcigt tlcn Smp. 106" (unzersetzt). IJmkristallisieren war aus  
3,8 In1 Hcnzol-Cyclohexan-(l : 2) von 70" niiiglich. 

6.  I ( U H N - R O T H - ~ X y i ~ a t ; O n  won Verrucarin E (1) zoul vuiz 3-.4cetyl-4-ruzetkyl-pyrvol ( 3 ) .  20 nig 
(0,144 mMol) 1 wurdcn rnit 2.0 nil I~~rHN-RoTH-~xydationslosiing (100 g CrO, in 600 1111 wasserigcr 
Losung+ 7 SO ml konz. H,SO,) in eincni verschlosscnen Kohr 3 Std. auf 100' crhitzt. Danach wurdc 
die Izosung mit 5,0 ml 2 x  NaOH und 20 nil Wasser versctzt uncl (noch saucr) im Rotationsver- 
tiampfer bei 120 Torr t1e;tillicrt. Die Dcstillation wurde noch viermal unter Nachgiessen von jc 
20 nil Wasser wiedcrholt. Das Destillat wurdc mit 0,27 ml ZN N a O H  auf pH 9 gebracht, auf wenige 
Tropfen eingeengt, mit 0,25 ml 2~ HNO, angesauert und das Gefass zur 0 , -Entfernung mit 
Stickstoif ausgeblasen. Mit 0,2 N XaUH und 0,2x HKO, wurdc dann die Liisung tropfenwcise auf 
pH 6 cingestcllt (obercx pH-Randgebict der Pufferzonc von hcetat-Puffer). Nach Zugabe von 0.20 
ml 2~ IlgNO,-Losung ficl wcisscs Ag-Acetat aus ,  das beirn Vcrsetzcn mit 5,0 ml Accton noch star- 
ker nusflocktc. Die I'locken wurdcn abfiltriert, init 5 ml Accton-\Vasser-(5 : 1) gewaschen, in total 
10  ml Wasser bei 23" geltist, die Losung crneut filtriert, bei 40"/11 Torr eingedampft und das .Zg- 
hcctat  in1 Exsikkator iiber CaCI, getrocknet: 19,3 nig (8176) weisses krist. Ag-Acctat, das in 5 ml 
Wasser bci 23" gelost wurdc. L h e  durch Filtration gelrlarte LBsung wurde bci 11 Torr bis Zuni Aus- 
fallen von Kristallcn eingecngt. Nach T'ersetzen ]nit 19 1111 t-Butanol kristallisierte das Ag-Acetat 
bci 0" am. Das Produkt ist licht- und warmeempfindlich und sollte ohne unnotigc Vcrzogerung 
weiter verwcndct werden. 

7. S~H~NIDT-A bbau uon Ag-.dcetat. 20,4 tng (0,122 niMol) Ag-Xcetat wurden in einer verschlosse- 
ncn Spezialapparatur -111 bei 11 Torr zusamtnen mit 2 3 , s  mg (0,366 mMol) NaN, (MC = 65.01) 
und 0,8 g Polyphosplio1-saure-Wasser-(95 : 5) 1,s Std. aul 8.5' erwarmt. Das entstdndene CO, wurde 
wahrcnd 1 Sttl. in I5  ml einer wasserigen Ra(OH,)-Losung absorbiert, die pro 1 48 g Ba(OH), 
uncl 18 g UaCl, cnthielt. Das BaCO, wurde unter Stickstoff abzentrifugiert, dreimal mit Wasser- 
Methanol-(1 : 1) gewaschcn und unter eincr 1R.-Lampe getrocknet. husbeute: 19,3 mg (80%) 
BaCO, (MG=197,37). 

Zur  Gcwinnung des Methylamins wurcle der Ruckstand der SCHMIDT-Reaktion niit 10 ml 15- 
proz. NaOH vcrsctzt und bis zum Ausfallen von Salzcn durch 1)estillation eingeengt. In der Vor- 
lage befand sich cine L'iisung von 28,O mg (0,122 niXol) Pikrinsaure in 4 ml Athanol. Uestillat und 
S'orlage wnrclen in1 MTa.sserstrahlvaltuum cingedampft, bci 40' getrocknet, und der Ruckstand zur 
Pikrinsaurecntfernung dreimal init je 2 nil siedendcm und nachtraglich abgekuhltein Renzol gc- 
wnschcn. Es rcsulticrtcn 28,9 nig (91y0) Methylauninpikrat (MG := 260,17) in goldgelben Kristal- 
len vom Snip. 20.5-209" (langsamc Zcrsetzung). Umkristallisicrcn aus  3,2 ml siecicndem athyl-  
acctat und 0,4 nil sietlendcm Uenzol ergab nach Abkuhlcn auf 0" nach 24 Std.  21.7 mg rcines 
Pikrat voni Smp. 20(i-209". 
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195. Synthese von Benzazepinen und ihre Umlagerung in Chinoline 
und Pyrrolo[2,3-b]chinolinel) 

von A. Vogel, F. Troxler und  A. Lindenmann 
Pharmazeutisch-chcmische Forschungslaboratoricn, SANDOZ AG, Bascl 

(26. V l l I .  69) 

Summauy. B E C K M A N N  or SCHMIDT rearrangemcnt of ethyl tuans-4-oxo-l-phcnyl-2-tctralin- 
carboxylate (2) affords ethyl tvans-2,3,4,5-tetrahydro-2-0~0-5-phenyl-l H-benzo [b] azcpine-4- 
carboxylate (4 ) .  Mild treatment ol tvans-2,3,4,5-tctrahpdro-l-methyl-2-oxo-5-phcnyl-l H-benzo- 
[b] azcpine-4-carboxylic acid (7) with thionyl chloride and pyritiine in dimethylformamide and 
subsquen t  reaction with an aminc yields the corresponding henzazepitie-4-carboxamide. If heat is 
applied during the preparation of the acid chloride, rearrangement occurs yielding cis and trans 
derivatives of hydrocarbostyril. 

2, 3,4,5-Tctrahydro-l, 4-mcttiaiio-1-incthyl-5-phenyl-1 H-bcnzo [l)] azc-piniuin chloridc (25)  
reacts with primary or scconclary amines to cis-tetrahydroquinoline derivatives. 

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

The mechanisms of the rearrangcmcnts are discussed. 

_. 1 .  Synthese der Benzazepine. I rans-l-Phenyl-4-tetralon-2-carbonsaure- 
athylester (2) fl] 121 wurde in das Oxim 3 iibergefiihrt und dieses nach BECKMANN mit 
Polyphosphorsaure in ein Benzazepinderivat umgelagert, das auch durch ScmiIur- 
Reaktion von 2 init Natriumazid und Polyphosphorsaure erhalten wurde. In analoger 
Weise liess sich auch die freie 'Tetraloncarbonsaure 1 1 I ]  121 umlagcrn. 

l) Teilweise vorgctragen an der Winterversammlung der Schweiz. Chcm. Gcsellschalt votn 15. 
Februar 1969 in Neuenburg; Autoreferat: Chimia 23, 184 (1969). 


