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Abstract—( — )-Cyclopenine (I) and (—)-cyclopenol (II) are benzodiazepine derivatives formed by Peni-
cilliumviridicatum Westling and P. cyclopium Westling. They are easily transformed to the quinoline alkaloids
viridicatine (I1I) and viridicatol (IV) respectively by a general acid catalysis or an enzyme of P.viridicatum
called cyclopenase.

Mass spectrometric investigations suggest that both benzodiazepine compounds may be converted to
viridicatine and viridicatol by thermic degradation. In fact, by heating (— )-cyclopenine and (— )}-cyclopenol
in various solvents to 220-240°C they readily rearrange by loss of methyl isocyanate to viridicatine and
viridicatol. Besides this major route of degradation there is a minor one giving rise to 3-methyl-3,4-dihydro-
quinazolone{(4), carbonmonoxide and benzaldehyde or m-hydroxybenzaldehyde. The pyrolysis presum-
ably starts with the homolytic fission of the epoxide ring between the oxygen and either C-atom 10 or 3
and follows the route shown in Schemes 1 and 2.

Degradation of biosynthetically labelled (—)-cyclopenol-2-!*C, -3-'*C and -5-'*C supports the
mechanisms proposed. It was possible to show that the carbonyl group of the methyl isocyanate derives
from C (5) and the carbon monoxide from C (2) of the benzodiazepine ring. In the 3-methyl-3,4-dihydro-
quinazolone(4) C-atoms 3 and 5, in the viridicatol C-atoms 2 and 3 of this ring remain (Table 1).

By mass spectrometric degradation of ( —)-cyclopenine and (—)-cyclopenol a set of peaks is obtained
which corresponds to the molecular ions of viridicatine or viridicatol and their fragmentation products
(Figs. 1-4). In addition there seem to be other fragmentation routes probably connected in part with a
hydrogen shift from the side chain to the benzodiazepine moiety (Schemes 3 and 4). In spite of this 3-methyl-
3,4-dihydroquinazolon{4) may be formed in small quantities. Conversion of cyclopenine and cyclopenol
to 3-methyl-1,2,3,4-tetrahydroquinazolindione+(2,4) was not detectable.

EINLEITUNG

VON den Schimmelpilzen Penicillium viridicatum Westling und P. cyclopium
Westling werden die biogenetisch nahe miteinander verwandten Alkaloide (—)-
Cyclopenin (I) und (—)-Cyclopenol (II), Viridicatin (III) und Viridicatol (IV)
gebildet.!~ Fiir (—)-Cyclopenin und (—)-Cyclopenol wurde von uns auf Grund
von Abbauversuchen und physikalischen Daten die in den Formeln I und II angege-
bene Struktur vorgeschlagen,® die kiirzlich von Rapoport et al.” durch die Synthese
des (+)-Cyclopenins bestitigt werden konnte. (—)-Cyclopenin und (—)-Cyclopenol
entstehen in vivo aus Anthranilsiure und Phenylalanin® % ° und sind als Derivate
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eines cyclischen Dipeptids dieser beiden Aminosiduren aufzufassen. Obwohl Viri-
dicatin und Viridicatol die Struktur von Chinolinverbindungen besitzen,! -4
werden sie aus den gleichen Precursoren gebildet.> '° Wie kiirzlich von uns nach-
gewiesen werden konnte, treten hierbei Cyclopenin und Cyclopenol als Intermediir-
produkte auf.8 !!

H
I Cyclopenin (R = H) III Viridicatin (R = H)
1I Cyclopenol (R = OH) IV Viridicatol (R = OH)

Die Umwandlung wird durch ein Ferment katalysiert, das von uns als Cyclopenase
bezeichnet wurde.® !! Sie beginnt wahrscheinlich mit einer heterolytischen Offnung
des Epoxidringes zwischen dem Sauerstoff und C-Atom 10, wobei das Enzym als
Elektronenacceptor wirksam ist. Der gleiche Primirschritt scheint auch die nichten-
Zymatischen Bildung von Viridicatin und Viridicatol bei Einwirkung von Hydronium-
Tonen oder Lewissiuren einzuleiten.!?

Massenspektrogramme der Benzodiazepinderivate liessen Peaks erkennen, die
den Molekiilionen und Fragmenten von Viridicatin und Viridicato!l entsprachen. .
Da bei der Massenspektrometne thermische Fragmentierungen hiufig bobachtet
worden sind, haben wir die Mdglichkeit einer pyrolytischen Spaltung von Cyclopenin
und Cyclopenol gepriift. Im folgenden soll iiber entsprechende Untersuchungen und
iiber die bei der Massenspektrometrie erhaltenen Ergebnisse berichtet werden.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION
Beim Erhitzen von Cyclopenin und Cyclopenol auf hohere Temperaturen kommt
es zu einem schnellen thermischen Zerfall beider Verbindungen. Werden Losungen
in Diphenylither auf 220 bis 240° erwirmt, so sind die Alkaloide nach etwa 30
Minuten nicht mehr nachweisbar. Aus den Versuchsansitzen liessen sich dagegen
die folgenden Spaltprodukte isolieren:

1. Viridicatin bzw. Viridicatol

2, Methylisocyanat, identifiziert durch Umsetzung zu m-Hydroxybenzyl-N,N'-
dimethylharnstoff

3. Benzaldehyd bzw. m-Hydroxybenzaldehyd, identifiziert als Dinitrophenylhydra-
zone

4, 3-Methyl-3,4-dihydrochinazolon<(4)* und

5. Kohlenmonoxid, identifiziert nach Oxydation zu CO, als Bariumcarbonat.

Diese Verbindungen weisen auf zwei Spaltungsmechanismen bei der Pyrolyse der
Benzodiazepinalkaloide hin. Beide sollten mit einer Homolyse des Epoxidringes
beginnen.

* Im folgenden werden der Kiirze halber 3-Methyl-3,4-dihydro-chinazolon-(4) als 3-Methylchinazolon-
{4) und 3-Methyl-1,2,3 d-tetrahydrochinazolon<(2,4) als 3-Methylchinazolon{2,4) bezeichnet.
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Die Bildung von Viridicatin bzw. Viridicatol und Methylisocyanat kénnte dem
in Schema 1 gezeigten Weg folgen. Die homolytische Offnung des Epoxidringes
zwischen dem Sauerstoffund C(10) fithrt hierbei zun#chst zur Bildung eines Sauerstoff-
Kohlenstoff-Diradikals, das sich durch Ofnung der Bindung zwischen C (3) und N (4)
iiber das Stickstoff-K ohlenstoff-Diradikal I und weiter unter Ausstoss von Methyliso-
cyanat in die stabilen Endprodukte Viridicatin bzw. Viridicatol umwandelt. Die
treibende Kraft dieser Reaktion ist neben der successiven Stabilisierung des O-
Radikals durch Ubergang in ein N-Radikal die Bildung der durch Mesomerie
energetisch begiinstigten Chinolinverbindungen und des Methylisocyanats.

R i R |

so\\s 4}:H3
Q3 — &
3 10 O=C ‘CH
S dx
H
N

Cyclopenin: R = H ‘
Cyclopenol: R = OH L H

CH;N=C=0

Viridicatin: R=H Methylisocyanat
Viridicatol: R = OH
ScHEMA 1 Mdglicher Mechanismus fir die thermische Spaltung von Cyclopenin und Cyclo-
penol unter Bildung von Viridicatin bzw. Viridicatol und Methylisocyanat.

Die Bildung der anderen Spaltprodukte sollte durch die homolytische Spaltung
des Epoxidrings zwischen C(3) und dem Sauerstoff eingeleitet werden. Das entste-
hende Sauerstoff-K ohlenstoff-Diradikal konnte in einem konzertierten Mechanismus
unter Spaltung der Bindungen C(10) — C(3), C(3) — C(2) und C(2) — N(1) in Benz-
aldehyd bzw. in m-Hydroxybenzaldehyd, Kohlenmonoxid und iiber das Zwischen-
Produkt I1in Methylchinazolon-(4) iibergehen (Schema 2). Aber nur unter bestimmten
Versuchsbedingungen (z.B. Einhaltung eines bestimmten Temperaturbereichs)
kann dieser Weg liberhaupt nachgewiesen werden. Auch unter optimalen Bedingungen
wurde stets eine starke Bildung von Viridicatin und Viridicatol beobachtet, wahrend
die des Chinazolons etwa zehnmal geringer war. Der zur Bildung von Viridicatin bzw.
Viridicatol fiihrende Spaltungs- und Umlagerungsmechanismus nach Schema 1
is gegeniiber dem zur Bildung des Chinazolons fiihrenden offenbar bevorzugt, was
wahrscheinlich auf die dort mégliche, Stabilisierung des primir entstehenden
ungepaarten Elektrons an C(10) durch den aromatischen Ring C bedingt wird.
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ScHEMA 2 Moglicher Mechanismus fiir die thermische Spaltung von Cyclopenin und Cyclo-
penol unter Bildung von Kohlenmonoxid, Benzaldehyd bzw. m-Hydroxybenzaldehyd
und 3-Methylchinazolon-(4).

Eine besondere katalytische Wirkung des bei den Versuchen als Ldsungsmittel
benutzten Diphenylidthers liegt nicht vor. Auch bei Verwendung von Naphthalin und
Chinolin wurden die beschriebenen Spaltprodukte in vergleichbaren Mengen erhalten.
Dagegen konnte bei Benutzung von Phenol die Bildung von 3-Methylchinazolon-(4)
nicht nachgewiesen werden.

Der bei der Bildung von Viridicatin bzw. Viridicatol nach Schema 1 geforderte
Verlust von C (5) des Benzodiazepinrings und der bei der Bildung von 3-Methyl-
chinazolon+(4) nach Schema 2 postulierte Ausstoss der Carbonylgruppe in Position 2
als CO konnte durch Pyrolyse radioaktiv markierter Cyclopenolpriparate bewiesen
werden (Tabelle 1).

Der Abbau von (— )-Cyclopenol-5-1#C ergab radioaktives 3-Methylchinazolon-(4)
und radioaktives Methylisocyanat, wihrend die anderen Spaltprodukte praktisch
inaktiv waren. Die im Verhiltnis zum eingesetzten Cyclopenolpriparat verhiltnis-
missig geringe spezifische Aktivitit des Methylisocyanat —CO, ist wahrscheinlich
durch Verunreinigung mit inaktivem CO, bedingt, das durch Pyrolyse aus dem
Diphenylidther* oder aus anderen, nicht ndher bekannten Abbauwegen des Cyclo-
penols stammt.

Die Pyrolyse von (—)-Cyclopenol-2-!4C fiihrte zu radioaktivem Viridicatol und
zuradioaktivem Kohlenmonoxid. Aus dem oben genannten Grund* war in diesem
Versuch auch beim CO die spezifische Radioaktivitit im Verhdltnis zur spezifischen
Aktivitdt des Cyclopenols zu klein. Wiahrend das Methylisocyanat, wie zu erwarten,
praktisch keine Radioaktivitdt enthielt, war das 3-Methylchinazolon+(4) schwach
radioaktiv. Dieser Befund ist wahrscheinlich auf die ungeniigende Reinigung des
vermessenen Praparates zuriickzufiihren.

Nach Abbau von (—)-Cyclopenol-3-!4C fand sich Radioaktivitit praktisch nur im
Viridicatol und im 3-Methylchinazolon-(4). Die Untersuchungen haben damit
gleichfalls zu einem neuen, fir den Nachweis der Isotopenverteilung in markierten
Priparaten geeigneten Abbauweg fiir Cyclopenin und Cyclopenol gefiihrt, der
gegeniiber den frither beschriebenen® ¢ {ibersichtlicher und einfacher durchzufiihren
ist und mit besseren Ausbeuten verliuft.

* Bei Blindversuchen ohne Zusatz von Cyclopenol waren stets sowoh! kleinere Mengen von CO; als
auch von CO nachweisbar.
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TABELLE |. THERMISCHE SPALTUNG RADIOAKTIV MARKIERTER CYCLOPENOLDERIVATE
L ]
COOH HN,
X o d )
o/3 3
NH, HOOC!

Antharanilsiure Phenylalanin

~ —
AL

o/ \H

T2
| 1
H
Cyclopenol
OH
H
[ J
S (<
N
]
H
Methyliso- 3-Methyl- m-Hydroxy-
cyanat Viridicatol CO chinazolon4 benzaldehyd
(CO,) (CO,) (Pikrat) (2,4-Dinitro-
phenylhydra-
zon)
Cyclopenol-5-14C  2:55.10° 1-14. 102 2.10% 24.10 28.10° 1-1.10?
(100) @s) @® a1 (110) @
Cyclopenol-2-14C  2-17.10* 44.10% 1-7.10* 48.10° 19.10° —*
(100) 2 (79) (22) 9
Cyclopenol-3-t4C  1-15.10* 24.10 85.10° 24.10 80.10° 91.10
(100) 02) (74) ©2) (70 ©7)

Angabe der Radioaktivitit in Imp. min~'. pMol; in Klammen: spezifische Radioaktivitit in % der
spezifischen Radioaktivitit des zum Abbau verwendeten Cyclopenolpriiparates.
* Das 24-Dinitrophenylhydrazon des m-Hydroxybenzaldehyds wurde in diesem Versuch nicht isoliert.

Die Massenspektren von Cyclopenin und Cyclopenol (Abb. 1 und 2) lassen, wie
bereits in der Einleitung angedeutet wurde, ausser dem Molekularpeak und einem
Fragment mit m/e 57, das wahrscheinlich dem Ion des Methylisocyanats entspricht,
eine Reihe von Massenspitzen erkennen (z.B. m/e 237, 236, 208, 190, 180, 165, 152
und 77 bzw. 253, 252, 236, 224, 206, 196, 180, 167, 152, 139, 115, 89 und 76), die auch
in den Spektren von Viridicatin und Viridicatol (Abb. 3 und 4) vorhanden sind.t

t Uber dic massenspektrometrische Untersuchung von Viridicatin und dhnlich gebauten Verbindungen
soll in einer spéteren Mitteilung berichtet werden.
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ABB. 1 Massenspektrum von Cyclopenin.
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ABB. 2 Massenspektrum von Cyclopenol.
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ABB. 3 Massenspektrum von Viridicatin.
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ABB. 4 Massenspektrum von Viridicatol.

Wahrscheinlich verlduft die Spaltung und Umlagerung der Benzodiazepinderivate
zu Viridicatin und Viridicatol bei der Massenspektrometrie auf dem gleichen Weg
wie bei der Pyrolyse in Losung (Schema 1). Es kann jedoch nicht entschieden werden,
ob die Offnung des Epoxidrings mit der die Umwandlung eingeleitet wird, auch hier
durch thermische Spaltung erfolgt (Die Temperatur der Ionenquelle lag bei Cyclo-
penin zwischen 170 und 190°, bei Cyclopenol zwischen 290 und 310°) und die dabei
gebildeten Bruchstiicke Viridicatin bzw. Viridicatol und Methylisocyanat erst
nachtriglich ionisiert werden oder ob durch Aufspaltung des Benzodiazepin-
Molekiilions direkt die geladenen Fragmente entstehen. Ist letzteres der Fall, so
sollten das Viridicatin- bzw. Viridicatol-Ion aus einem Cyclopenin- bzw Cyclopenol-
Ion mit positiver Ladung am Epoxidsauerstoff bzw. am Sauerstoff der Carbonyl-
gruppe an C(2) und das Methylisocyanat-lon aus dem Molekiil-Ion, das eine positive
Ladung am Sauerstoffatom der Carbonylgruppe in Position 5 besitzt, gebildet werden.

Die neben den fiir die Chinolinderivate charakteristischen Peaks in den Spektren
von Cyclopenin und Cyclopenol auftretenden Massespitzen (z.B. m/e 189, 161, 146,
119, 105,92, 91, 90, 89, 77, 64 und 63 bzw, 189, 161, 146, 121, 119, 105,93, 92,91, 90, 77,
65, 64 und 63) weisen auf weitere Fragmentierungsmechanismen hin, deren méglicher
Verlauf in den Schemata 3-5 wiedergegeben ist. Ausgangspunkt dieser Fragmentie-
rungen sollten gleichfalls Molekiilionen mit der Elektronenliicke am Epoxid- bzw.
am Carbonylsauerstoff in Position 2 sein. Wie bei der thermischen Spaltung (vgl.
Schemata 1 und 2) kénnte bei ihnen der Epoxidring zwischen dem Sauerstoff und
C(3) bzw. C(10) geofinet werden.

Die Bildung des Fragments mit der Masse 189 und der aus ihm durch weitere
Fragmentierung folgenden (vgl. Schema 3), ist notwendigerweise mit der Wanderung
eines Wasserstoffatoms von der Benzyl seitenkette zum Benzodiazepinring verbunden.
Nur hierdurch ist die beobachtete Massespitze bei 161 m/e zu erkliren, die um eine
Masseeinheit hoher ist als zu erwarten gewesen wire, wenn das Molekiil auf dem in
Schema 2 angegeben Wege zu 3-Methylchinazolon-(4) aufgespalten wird. Auch tritt
im Spektrum von 3-Methylchinazolon+(4) (Abb. 5) das Bruchstiick mit 146 m/e (vgl.
die Spektren von Cyclopenin und Cyclopenol) nicht auf.
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SCHEMA 3 Mbglicher Mechanismus der Fragmentierung des Cyclopenin-bzw. Cyclopenol-
Molekiilions mit positiver Ladung am Sauerstoff der Carbonylgruppe in Position 2.

An der Wasserstoffwanderung, die auch bei der Bildung der Fragmente m/e 105 bzw.
121 (vgl. Schema 4) eintreten miisste, sollte das tertidre H-Atom an C(10) ebenfalls
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ScHEMA 4 Moglicher Mechanismus der Fragmentierung des Cyclopenin- bzw. Cyclopenol-
Molekiilions mit positiver Ladung am Epoxidsauerstoff unter Offnung der Bindung
zwischen diesem Sauerstoff und C-Atom 3.

beteiligt sein. Die Richtigkeit dieser Hypothese soll durch spitere Untersuchungen
bewiesen werden. In den Schemata 3 und 4 ist die Verschiebung so formuliert, dass
der Wasserstoff zuniichst auf die Carbonylgruppe in Stellung 2 ibertragen wird.
Eine direkte 1,2-Verschiebung von C(10) nach C(3) kann jedoch nic¢ht ausgeschlossen

werden.

R=H :294 R=H :118(38%)
R = OH: 310 R = OH: 134 (23%)

SCHEMA 5 Maglicher Mechanismus der Fragmentierung des Cyclopenin- bzw. Cyclopenol-
Molekiilions mit positiver Ladung am Epoxidsauerstoff unter Offnung der Bindung
zwischen diesem Sauerstoff und C-Atom 10.
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Trotz dieser Verschiebung wird wahrscheinlich jedoch eine kleine Menge von
3-Methylchinazolon+(4) bei der Massenspektrometrie von Cyclopenin und Cyclo-
penol (durch thermische Spaltung?) gebildet. Auf den Spektren ist sowohl ein Ion
mit der Masse 160 m/e (15%/10%) als auch z.B. das daraus entstehende Bruchstiick
mit der Masse 132 m/e (9%/11%) zu erkennen, die fiir diese Substanz typisch sind
(Abb. 5, Schema 6).

l
160
1004
80 42
60
%
132
40-
"9
50
20+ 104
51 63,6 t |,05
ul + T T T T 1 1
50 150 200

ABB. 5 Massenspektrum von 3-Methylchinazolon-(4).

Auch tritt das fiir das 3-Methylchinazolon<4) characteristische Bruchstiick mit
der Masse 42 m/e in den Spektren von Cyclopenin und Cyclopenol auf. Es entsteht
bei der Massenspektrometrie dieser Verbindungen jedoch in so grosser Menge, dass
es ausser aus 3-Methylchinazolon{4) noch aus einer anderen Verbindung entstanden
sein muss. Es ist deshalb anzunehmen, dass auch das in Schema 3 aufgefiihrte Frag-
ment mit 161 m/e, dass dem 3-Methylchinazolon-(4) strukturell dhnlich ist, unter
Bildung eines Ions mit 42 m/e zerfallen kann.

Ein stabiles Ion mit 42 m/e tritt z.B. bei der Massenspektrometrie der Tropan-
alkaloide auf. Thm wird die Struktur CH==N *—CH , zugeschrieben.!3 Es ist anzuneh-
men, dass das beim Zerfall von 3-Methylchinazolon-(4) und Cyclopenin bzw. Cyclo-
penol gebildete Fragment dieselbe Struktur hat.

Das nach Schema 5 gleichfalls zu erwartende Ion des 3-Methylchinazolindion-(2,4)
(m/e 176, vgl. Abb. 6) entsteht bei der Massenspektrometrie von Cyclopenin und
Cyclopenol nicht. 3-Methylchinazolindion<(2,4) selbst fragmentiert unter Bildung
eines Ions mit 119 m/e, das wahrscheinlich die gleiche Struktur wie das in Schema 3
angegebene lon der gleichen Mass hat. Die fiir dieses Fragment gefundenen Zerfalls-
produkte sind auch auf den Spektren des 3-Methylchinazolindions+(2,4) zu erkennen
(Abb. 6).
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ScHEMA 6 Moglicher Mechanismus der Fragmenticrung von 3-Mcthylchinazolon-(4).
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ABB. 6 Massenspektrum von 3-Methylchinazolindion-(2,4).
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EXPERIMENTELLES

1. Verwendete Chemikalien

(@) {—}-Cyclopenin und (—}Cyclopenol. Zur Gewinnung der beiden Alkaloide wurde Penicillium cyclo-
pium Stamm SM 72, wie unter' ! angegeben, kultiviert, aus dem Kulturfiltrat das Gemisch der Alkaloide an
Kohle absorbiert und von dieser mit Methanol eluiert.

Das Methanoleluat wurde im Vakuum zur Trockne eingedampft, der Riickstand in 10% iger wéssriger
Ammoniakldsung aufgenommen und die Losung mehrmals mit Athylacetat ausgeschittelt. Die organischen
Ausziige wurden vereinigt, iiber Natriumsulfat getrocknet und eingeengt. Das sich beim langsamen
Eindunsten abscheidende, kristalline Gemisch von Cyclopenin und Cyclopenol wurde mit wenig Athyl-
acetat gewaschen und getrocknet.

Zur Trennung von Cyclopenol und Cyclopenin wurden 1 g Gemisch in moglichst wenig Aceton-
Athylacetat {1:3) geldst und an einer AL;O,-S4ule (Al,O, neutral, Aktivitdt I (nach Brockmann), Linge
der Sdule 200 mm, Durchmesser 25 mm) chromatographiert, Als Elutionsmittel dienten je 100 ml der
Mischungen Aceton/Athylacetat, 1:3, 1:1 und 3:1. Anschliessend wurde mit 100 ml reinem Aceton und je
100 mi Aceton-Methanol 1 :1 sowie 100 ml Methanol eluiert. Das Ergebnis wurde diinnschichtchromato-
graphisch (Laufmittel 1) kontrolliert.

Cyclopenin erscheint in den ersten Fraktionen, Cyclopenol wird mit Aceton bzw. der Aceton-Methanol-
Mischung aus der Siule ausgewaschen. Beide Verbindungen kristallisieren beim Eindunsten der Fraktionen.
Sie wurden aus Methanol-Wasser und Aceton-Benzol-Heptan umkristallisiert. Cyclopenin: Fp. korr.
183-184°, Cyclopenol: Fp. korr. 215° (Zers.).

(b)(~ )»-Cyclopenol-2-**C, (- }Cyclopenol-3-1*C und ( — )-Cyclopenol-5-'*C wurden nach Verfiitterung
von pL-Phenylalanin-1-14C, .1-Phenylalanin-2-4C bzw. Anthranilsiure-**COOH aus dem Kulturfiltrat
von Penicillium cyclopium (Stamm SM 72) isoliert.®

(c) Viridicatin'* und Viridicatol* wurden synthetisiert, 3-Methylchinazolon<{4) wurde aus Isatosiure-
anhydrid und Methylamin gewonnen.!® Die Zwischenprodukte der Umsetzung wurden hierbei nicht
isoliert. Fp. des 3-Methylchinazolon<{(4) 105° (vgl.'®). Methylisocyanat wurde durch thermische Spaltung
von N-Diphenyl-N'-methylharnstoff,!” dargestelit aus Diphenylcarbaminsiurechlorid und Methyl-
amin'® '? erhalten.

(d) m-Hydroxybenzylmethylamin wurde durch Hydrierung von m-Hydroxybenzalmethylimin in Anleh-
nung an die Vorschrift von Chromwell et al.?®-2! hergestellt.

2:44 g (002 Mol} m-Hydroxybenzaldehyd wurden in 50 ml Athanol (959 in der Wirme geldst, Die
Losung wurde mit 1-60 ml 409%iger wissriger Methylaminlsung (0-02 Mol) versetzt. Beim Abkiihlen
kristallisierte das gebildete m-Hydroxybenzalmethylimin in feinen Nadeln aus. Die Kristalle wurden mit
wenig 50%igem Athanol und mit Wasser gewaschen (Ausbeute 19 g (70-5% d.Th.) Fp. korr. 149 bis 151°).

Das Methylimin wurde in 100 m! Athanol (95 V %) geldst und in Gegenwart von frisch bereitetem alka-
lischen Raney-Nickel (hergestellt aus 50 g Legierung) bei Raumtemperatur und Normaldruck hydriert
{Dauer 30 min). Danach wurde vom Katalysator abfiltriert, das Filtrat im Vakuum zur Trockne eingeengt
und das zuriickbleibende m-Hydroxybenzylmethylamin aus Essigester umkristallisiert (Ausbeute: 16 g
(85%, d.Th.), Fp. korr. 141-142°).

{e) N-m-Hydroxybenzyl-N,N'-dimethylharnstofl wurde durch Umsetzung dquimolarer Mengen von
m-Hydroxybenzylmethylamin mit Methylisocyanat in Methanol gewonnen und aus Chloroform/Cyclo-
hexan umbkristallisiert (Ausbeute 95%, Fp. korr. 100-101°).

2. Thermische Spaltung von { —}-Cyclopenin bzw. {—)-Cyclopenol

Das Alkaloid (30-50 mg) wurde in cinem Zweihalskolben mit 10 ml Diphenylither versetzt. Der Kolben
wurde unter Durchleiten von kohlendioxidireiem und sauerstofffreiem, trockenem Stickstoff in einem
Metallbad auf 220-240° 30 min erhitzt. Zur Absorption begildeter Spaltprodukie wurde der Gasstrom
zuniichst durch 10 ml einer Losung von 30 g 2,4-Dinitrophenylhydrazin in 100 ml 20 %iger Schwefel-
siure, dann durch zwei Waschflaschen mit je SO ml gesittigter Bariumhydroxidldsung, durch eine bei — 70°
gehaltene Kithlialle, ein auf 450-650 erhitztes, mit Glaswolle und Kupferoxid gefiilltes Glasrohr?? und
wiederum durch eine Waschflasche mit 50 ml Bariumhydroxidlsung geleitet,

Bei der Spaltung von Cyclopenin wird der gebildete Benzaldehyd in der ersten Vorlage als 2,4-Dinitro-
phenylhydrazon abgeschieden. Der Niederschlag wurde nach Versuchsende abgesaugt, zunichst mit
verdiinnter Schwefelsiure und danach mit Wasser gewaschen und getrocknet (Ausbeute 103, d.Th).

m-Hydroxybenzaldehyd, der bei der thermischem Spaltung von Cyclopenol entsteht, ist zu wenig
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fliichtig, um mit dem Gasstrom aus dem Reaktionsgefiss entfernt zu werden. Er wurde bei der Aufarbeitung
des Inhalts des Zweihalskolbens als 2.4-Dinitrophenylhydrazon abgeschieden (s.u.).

In der schwefelsauren Dinitrophenylhydrazinldsung wird das gebildete Methylisocyanat hydrolytisch
in Methylamin und CO, zeriegt. Das gebiidete Kohiendioxid wird in der niichsten Falic ais Barium-
carbonat aufgefangen.

Das beider thermischen Spaltung entstanolene Kohlenmonoxid wird durch das erhitzte Kupferoxid zu
CO, oxydiert. Das gebildete CO, wird in der letzten Falle als Bariumcarbonat zuriickgehalten.

Die Fillungen von Bariumcarbonat in der zweiten und in der letzten Vorlage wurden scharf abzentri-
fugiert, dreimal mit je 25 ml Wasser gewaschen und getrocknet.

Der Inhalt des Zweihalskolbens wurde mit wenig Ather in ein Erlenmeyerkélbchen iibergefithrt und der
Ather durch Erhitzen entfernt. Nach Zusatz von 10 ml Heptan wurde die Mischung zum Sieden erhitzt,
Nach Stehen iiber Nacht wurde das abgeschiedene Viridicatin bzw. Viridicatol bei 0° abgesaugt (Ausbeute
60% d.Th.) und aus Methanol-Wasser umkristallsiert (Viridicatin: Fp. korr. 269-270°; Viridicatol: Fp.
korr. 276°). .

Das Filtrat wurde dreimal mit 10 ml Wasser extrahiert. Aus der wéssrigen Losung wurden nach Ansduern
mit 0-5 ml konzentrierter Salzsiure mit zweimal 10 mi Ather geringe, in der Losung verblicbene Mengen
von Viridicatin bzw. Viridicatol und nach der Spaltung von Cyclopenol der gebildete m-Hydroxybenz-
aldehyd ausgeschiittelt. Der Ather wurde in letzterem Falle mit S ml 2,4-Dinitrophenylhydrazin-Reagenz
versetzt und auf dem Wasserbad entfernt. Das abgeschiedene 2,4-Dinitrophenylhydrazon wurde mit
verdiinnter Schwefelsdure und Wasser gewaschen und getrocknet.

Das m-Hydroxybenzaldehyd-2,4-dinitrophenylhydrazon wurde durch priparative Schichtchromato-
graphie (vgl. Abschnitt 3) von im Niederschlag enthaltenen, weniger polaren Dinitrophenylhydrazonen
abgetrennt, mit Athylacetat vom Schichtmaterial eluiert und aus Dioxan-Wasser umkristallisiert (Fp.
korr. 258-260°; Fp. korr. von authentischem Material 260-262°; Mischschmelzpunkt beider Priparate
260-262°).

Die nach Ausschiitteln mit Ather verbliebene wissrige Phase wurde mit Na,CO, neutralisiert und
dreimal mit 15 m] Chloroform extrahiert. Nach Trocknen der Ausziige wurde das Chloroform abdestilliert.
Das zuriickbleibende 3-Methylchinazolon<4) mehrerer Ansitze wurde gesammelt und aus Heptan
umkristallisiert. Fp. korr. 105°; Mischschmelzpunkt mit authentischem Material ohne Depression.

Zur Reinigung kleiner Mengen 3-Methylchinazolon-(4) wurde der Riickstand in wenigen Tropfen
Wasser gelost und mit 03 ml gesattigter, wissriger Pikrinsdure-Losung versetzt. Das sich in kleinen gelben
Nadeln abscheidende Pikrat des 3-Methylchinazolon-(4) wurde aus Aceton-Wasser umkristallisiert.
Fp. korr. 200-204° (Zers.) Mischschmelzpunkt mit authentischem Material ohne Depression (Ausbeute
5-10% d.Th.).

Zum direkten Nachweis des bei der thermischen Spaltung entstehenden Methylisocyanats wurde mit
einem Uberschuss von Cyclopenin bzw. Cyclopenol gearbeitet und der aus dem Reaktionsgefiss aus-
tretende Gasstrom direkt durch eine L3sung von m-Hydroxybenzylmethylamin in Methanol geleitet, bis
die Substanz sich vollstindig zu m-Hydroxybenzyl-N,N'-dimethylharnstoff umgesetzt hatte (Priifung
diinnschichtchromatographisch, vgl. Abschnitt®). Fp. korr. nach Umkristallisation aus Chloroform
Cyclohexan, 100-101°, Mischschmelzpunkt mit authentischem Material ohne Depression.

3. Chromatographie

Die Chromatographie erfolgte an Kieselgel G (Merck).

Cyclopenin, Cyclopenol, Viridicatin, Viridicatol, 3-Methylchinazolon<{4) und 3-Methylchinazolindion-
24):

Laufmittel : Benzol-Athylacetat-Methanol (7 :3:0-5). Die Mischung wurde bis zur Hilfte der Séttigungs-
konzentration mit Wasser versetzt.

Detektionsmittel: 1 ml 10%ige Eisenchloridlésung, 50 ml Methanol, 50 ml Wasser und 20 ml konzen-
trierte Salzsdure werden gemischt. Viridicatin und Viridicatol reagieren sofort unter Griinfarbung, Cyclo-
penin und Cyclopenol erst nach Erhitzen auf 100°. Der Fleck von 3-Methylchinazolon<4) wird durch
Dragendorffs-Reagenz orange-braun gefirbt. 3-Methylchinazolindion-{(2,4) zeigt eine blaue Fluoreszenz.

Benzaldehyd- und m-Hydroxybenzaldehyddinitrophenylhydrazon :

Laufmittel : Heptan—Toluol-Athylacetat (1:1:0-3).

Die Verbindungen sind als gelbe Flecke im Tageslicht direkt sichtbar.

m-Hydroxybenzylmethylamin und N-m-Hydroxybenzyl-N,N’'-dimethylharnstoff:

Laufmittel: Benzol-Methanol-Ammoniakldsung (25%) (20:10:1). Detektion: diazotierte Sulfanil-

sdure.
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4. Bestimmung der Radioaktivitdt

Die Messung der Radioaktivitit erfolgte mit dem Tricarb-Flissigszintillations-Zahler. Bariumcarbonat
wurde vor der Messung mit Citronensiure zersetzt und das entstchende CO, in einer methanolischen
Losung von Athanolamin aufgefangen.

5. Massenspektrometrie

Die Massenspektren wurden in einem Hitachi-Perkin-Elmer-RMU-6D Massenspektrometer bei
70 ¢V aufgenommen. Temperatur: bei Viridicatin und Cyclopenin 170-190°, bei Viridicatol und Cyclo-
penol 290-310°. bei 3-Methylchinazolon-(4) 20°, bei 3-Methylchinazolidion<(2,4) 120°.

Bei der Formulierung der Fragmentierungsreaktionen wurden gewisse Vereinfachungen vorgenommen.
Dic Pfeile in den Schemata bedeuten deshalb nicht in jedem Fall einen urséichlichen Zusammenhang
zwischen den einzelnen Ionen.

In den Schemata geben dic Zahlen in Klammern die Intensitit des Peaks bezogen auf den Basepeak an.
In Schema 3 bezieht sich die erste Zahl auf das Spektrum des Cyclopenins, die zweite auf das des Cyclo-
penols.
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