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164. Stoffwechselprodukte von Mikroorganismen
205. Mitteilung!)
Isolierung und Struktur von Streptazolin

von Hangelore Drautz und Hans Zihner
Institut fiir Biologie I, Lehrstuhl fiir Mikrobiologie I der Universitit, D-7400 Tiibingen
Ernst Kupfer und Walter Keller-Schierlein

Organisch-chemisches Laboratorium der Eidgenossischen Technischen Hochschule, CH-8092 Ziirich.

(9. VL 81)

Summary

Streptazolin, a lipophilic neutral compound giving a yellow colour reaction with
Ehrlich reagent, was isolated from cultures of Streptomyces viridochromogenes,
strain Tii-1678. On the basis of a “chemical screening”. Its structure, 1, was deter-
mined by spectroscopic investigations and chemical degradations. Dihydrostrepta-
zolin 3 exhibits limited antimicrobial activities. Pharmacological investigations are
in progress.

In einer Durchsuchung von 25 Streptomyceten-Stimmen, in der eine Selektion
der zu bearbeitenden Stoffe aufgrund von chemischen Reaktionen mit verschie-
denen Sprithreagenzien durchgefithrt wurde (vgl. z. B. [2]), fiel Streptazolin aus dem
Stamm Tii-1678 durch die starke Gelbfarbung mit Ehrlich-Reagens auf. Der Stamm
Tii-1678 gehort geméss seinen artbestimmenden Merkmalen zur Species Streptomy-
ces viridochromogenes.

Die Ziichtungen wurden im Massstab bis zu 200 1 in Fermentern durchgefiihrt.
Fig. I zeigt den typischen Fermentationsverlauf in einer 10-1-Kultur. Die Produk-
tion von Streptazolin beginnt widhrend der logarithmischen Wachstumsphase,
erreicht das Maximum aber erst in der stationédren Phase. Die beobachtete antibak-
terielle Wirkung, die ihr Maximum nach 120 Std. erreicht, ist auf die Bildung von
Chartreusin [3] zuriickzufiihren, das durch seine Spektren identifiziert wurde.

1y 204, Mitt,, s. [1].
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Fig. 1. Fermentationsverlauf mit Streptomyces viridochromogenes, Stamm Tii-1678, im 10-I-Fermenter.
(® pH-Wert; (@) Streptazolin; 3) Sediment; @) Chartreusin (antibiotische Aktivitit gegen Bacillus
brevis).

Die Reinigung von Streptazolin (1) erwies sich als schwierig, weil sich die Ver-
bindung in konzentrierter Form teilweise polymerisierte. Durch Chromatographie
von Rohextrakten an Kieselgel liessen sich zwar leicht gemiss DC. einheitliche
Fraktionen erhalten. Nach dem volligen Eindampfen der Eluate 16ste sich aber
jeweils nur ein Teil des zdhfliissigen Riickstandes wieder auf, wahrend ein in den
meisten gebrauchlichen Lsungsmitteln unléslicher Riickstand zuriickblieb. Dieser
wurde aus Dimethylformamid mit Wasser als farbloses Pulver ausgefillt und cha-
rakterisiert (s. unten).

In verdiinnter Losung war das Streptazolin dagegen lingere Zeit einigermassen
haltbar. Nachdem orientierende Versuche Hinweise gegeben hatten, dass die
Verbindung ein konjugiertes Dien ist, haben wir Extrakte in einem frithen Stadium
der Reinigung liber Pd/C hydriert. Darauf konnte das stabile Dihydrostreptazolin 3
(s. Schema 1) leicht durch Chromatographie gereinigt werden. Die Dihydroverbin-
dung 3 und vor allem deren kristallisiertes Q-Acetylderivat 4 waren daher die ersten
gut charakterisierten Verbindungen der Reihe und bildeten den Ausgangspunkt fiir
die hier beschriebene Strukturaufklarung.
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CHy
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Das kristalline O-Acetyldihydrostreptazolin 4 besitzt die Bruttoformel
C,;H;NO,, die durch das Massenspektrum (M* bei 251) gestiitzt wird. Es ist auf-
grund des '"H-NMR.-Spektrums ein Monoacetylderivat eines sekundiren Alkohols
(je s bei 2,04 und 5,61 ppm) und besitzt ferner eine CH;CH,-Gruppe (\H-NMR.:
t bei 1,00 ppm; *C-NMR.: ga bei 12,8 ppm), 3 weitere Methylengruppen und eine
tetrasubstituierte Doppelbindung. Im 'H-NMR. von 1 und seinem Acetylderivat 2

Erst wesentlich spéter gelang es, von Streptazolin (1) und seinem Acetylderivat 2 Lésungen zu berei-
ten, die sich fiir eine spektroskopische Untersuchung eigneten, indem vélliges Eindampfen von Extrak-
ten und Chromatogramm-Fraktionen strikte vermieden wurden. Durch mehrfaches partielles Einengen
im Vakuum und Ersetzen der Losungsmittel durch Chloroform bzw. Deuteriochloroform wurden
Losungen erhalten, in denen FremdlOsungsmittel die Interpretation der Spekiren nicht mehr erheblich
storten. Die Hydrierung von chromatographisch reinem, aber nicht ganz polymerenfreiem Streptazolin
gab die gleiche Dihydroverbindung 3.

2y Die in Formel 1 angegebene Numerierung des Sireptazolingeriistes wurde von den Autoren aufgrund
biogenetischer Gesichtspunkte gewihlt, die in spéteren Mitteilungen dieser Reihe besser zum Aus-
druck kommen werden. Die Redaktion der Helv. Chim. Acta ist der Ansicht, dass die Bezifferung von
Gertisten unabhingig von biogenetischen Gesichtspunkten, rein nach systematischen Regeln vorge-
nommen werden sollte. Demnach wére das Grundgeriist des Streptazolins und seiner Derivate wie in
der nebenstehenden Formel zu numerieren. Streptazolin wiare entsprechend als 1-Aza-3-oxatricyclo
[5.2.1.0410] dec-6-en-2-on zu benennen.
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liegt das Signal der Methylgruppe bei 1,8 ppm und ist ein Dublett (J ca. 7 Hz). Die
Methylgruppe liegt demnach an einer hydrierbaren Doppelbindung. Im *C-NMR.
von 2 geben die 4 olefinischen C-Atome 4 Signale, von denen im ‘off-resonance’-
Spektrum 2 als Singulette und 2 als Dublette erscheinen.

Bei der Hydrierung von 1 entsteht neben 3 in geringerer Menge ein Tetrahydro-
derivat 5, das als kristallines Acetylderivat 6 charakterisiert wurde. Im *C-NMR.
sind keine Signale von olefinischen C-Atomen enthalten, dagegen finden wir im
Vergleich zu 4 zwei zusétzliche Signale (‘off-res.’: d) bei 38,1 und 48,8 ppm, wihrend
die andern Signale nur unwesentlich verdndert sind.

Dass die zunéchst aus den spektroskopischen Beziehungen vermuteten, schein-
bar plausiblen Partialformeln A , B und C fiir die Verbindungen 1, 3 und 5 falsch
sind und durch die Partialformeln D, E und F zu ersetzen sind (s. Schema 2), ergab
sich mit Sicherheit erst aus einer Rontgenstrukturanalyse von 4, die wegen gewisser
Unstimmigkeiten in den 'H-NMR.-Spektren von 3 und 4 (s. unten) veranlasst
wurde. Uber die Rontgenanalyse erscheint demnichst eine separate Abhandlung.
Die Hydrierung von 1 zu 3 ist demnach eine 1,4-Addition von Wasserstoff an ein
Dien.
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Das N-Atom von Streptazolin und der bisher beschriebenen Derivate besitzt
keine basischen Eigenschaften (potentiometrische Titration). Das 3*C-NMR.-Signal
eines Carbonyl-C-Atoms liegt bei den Verbindungen 2, 4 und 6 im Bereich von 156
bis 159 ppm und entspricht damit am ehesten einer Carbamat-Gruppe (N-CO-O;
vgl. z. B. Novobiocin [4]).

1

[} 200
‘Welanznhi (o)

Fig. 2. IR.-Spektrum von Dihydrostreptazolin3 in CHCI;

Tabelle. I3C-NMR.-Spekiren einiger Derivate und Abbauprodukte von Streptazolin (1) in CDCl;

Zuordnung 2 4 6 10 14

C(1) 39,7 ¢ 42,4 ¢t 39,2 ¢ 40,9 ¢ 39,6 ¢
C(2) 22,61 24,4 1b) 21,0 1) 24,3 tb) 32,3 tb)
C(3) 124,1 d#) 27,0 1b) 20,4 1b) 21,0 1b) 38,7 th)
C4) 135,2 %) 133,4 53) 38,1 d¥) 72,1 52) 204,0 52)
C(3) 59,1d 64,5d 58,1 d 60,0 d 60,2 d
C(6) 76,1 d°) 77,8 d°) 81,0 d°) 79,4 d¢) 74,4 d°)
C(7) 79,7 d°) 82,8 d9) 81,4 4°) 83,1 4% 76,5 d°)
C(8) 142,7 sb) 140,1 s2) 48,8 d3) 75,1 s2) 204,7 53)
C(9) 119,0 d3) 18,7 1%) 21,6 tb) 24,7 1%) 22,1 1Y)
C(10) 14,8 qa 12,8 ga 13,1 ga 9,7 qa 6,9 qa
C(11) 158,6 5 156,8 s 156,1 s 156,2 s 1554 s
CH;CO 20,5 ga 20,9 ga 21,0 ga - 20,3 ga
CH,CO 169,8 s 170,2 s 169,6 s — 169,2 s

a) b) ¢) Sjgnale, die vertauscht werden kdnnen.

Da die Carbonylfrequenz in den IR.-Spektren von 1 und 3 1740-1760 cm™
betriagt (vgl. Fig. 2; bei den Acetylderivaten féllt die Carbamatbande mit der Ester-
bande zusammen), muss die Carbamat-Gruppe einem Sgliedrigen Ring angehoren.
Streptazolin ist demnach ein Oxazolidin-2-on [5], wie unter anderem das Pactamy-
cat, eine Nebenkomponente des Antibioticums Pactamycin [6]. Chemisch wurde
das Vorliegen einer cyclischen Carbamat-Gruppe durch eine reduktive Ringoff-
nung mit Lithiumaluminiumhydrid nachgewiesen. Aus dem Acetylderivat 4 ent-
stand dabei ein kristallines Diol 7, C,;H,,NO,, mit einer basischen Gruppe mit pKa’
8,63 (Methylcellosolve/Wasser 4 :1). Die Aminogruppe von 7 ist tertidrer Natur,
denn bei der Acetylierung wurden nur die beiden sekunddren Hydroxylgruppen
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acetyliert; das Diacetylderivat 8, C,;H,;NO,, zeigt in den Spektren keine Anzeichen
eines Amids. Die Carbonylgruppe des Oxazolidinon-Ringes von 4 ist mit LiAIH, of-
fensichtlich zu einer N-Methylgruppe reduziert worden, die sich durch ein Singulett
bei 2,21 ppm im 'H-NMR. von 7 zu erkennen gibt. Eine starke Bande bei 2790 cm™!
im IR. von 7 muss wohl als Bohlmann-Bande gedeutet werden [7]. Aufgrund dieser
Ergebnisse Idsst sich fiir 1 und seine Hydrierungsprodukte eine weitere Partialfor-
mel G angeben (s. Schema 2). Die Anwesenheit eines H-Atoms am C-Atom neben
dem N-Atom (H, in G) ergibt sich dabei aus den 'H-NMR.-Spektren der
Verbindungen 1-6. Dem zur OH-Gruppe geminalen Proton muss z. B. bei 3 (Fig. 3)
das verbreitete Singulett bei 4,64 ppm zugeordnet werden, da dieses Signal beim
Acetylderivat 4 nach 5,62 ppm verschoben wird. Dem Proton neben dem Ring-O-
Atom (H,) entspricht demnach das Dublett bei 4,58 ppm (bei 4 4,61 ppm), das eine
Kopplung von 6 Hz mit dem verbreiterten Dublett von H, bei 4,40 ppm zeigt. Die
ungewohnlich starke chemische Verschiebung dieses Signals wird aus Zusammen-
hingen klar, auf die weiter unten einzugehen sein wird.

Die weitere Nachbarschaft des N-Atoms und damit die Erweiterung der Partial-
formel G zu H ergibt sich aus dem Triplett bei 42,4 ppm im *C-NMR. (CH,N) und
den Signalen bei 3,05 und 3,86 ppm im 'H-NMR. von 4, Signalen fiir die Struktur
CH,N. Die geminale Kopplung von 14 Hz zeigt ebenfalls, dass diese beiden
H-Atome einer Methylengruppe angehdren, und ihr Aufspaltungsmuster (dx d x d)
zeigt, dass unmittelbar neben dieser eine weitere CH,-Gruppe liegen muss (Formel
H).

Schema 3
CHy

19 R = COCHy

N
SCH,
22 23

Die am Signal bei 3,05 ppm in den "H-NMR.-Spektren von 3 und 4 (Fig. 3) mess-
baren Kopplungskonstanten von 14 (geminal), 12 und 4 Hz sprachen stark dafiir,
dass die Gruppe CH,CH,N Teil eines 6gliedrigen Ringes ist. Die Kopplungskon-
stante von 12 Hz entspricht derjenigen zwischen axial-antiperiplanaren Protonen
und gab Anlass fiir die erwidhnte Réntgenstrukturanalyse, da sich bei der Weiterfiih-
rung der Strukturableitung ausgehend von der Partialformel A fiir diesen Bereich
zwangsldufig ein Sgliedriger Ring ergab.
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Fig. 3. TH-NMR -Spektrum (100 MHz) von Dihydrostreptazolin 3 in CDCI; (*: mit DO austauschbar)

Um die Nachbarschaft der sekundéiren Alkoholgruppe ndher zu ergriinden,
haben wir versucht, sie zur Ketogruppe zu oxydieren. Bei der Behandlung von 3 mit
Jones-Reagens wurde aber nur in sehr geringer Menge (ca. 5%) das a,s-ungesittigte
Keton 12 erhalten. Das Hauptprodukt war ein Epoxyalkohol 10, C, H,;sNO,, dessen
Natur sich vor allem durch das *C-NMR.-Spektrum zu erkennen gibt. Dieses zeigt
an Stelle von 2 Singuletten olefinischer C-Atome (133,4 und 140,1 ppm bei 4) 2 Sin-
gulette bei 72,1 und 75,1 ppm. Die alkoholische Gruppe ist unveridndert erhalten,
was sich — ausser aus den Spektren — auch aus der Bildung eines Acetylderivates 11
ergibt.

Bei der Oxydation von 3 mit frisch bereitetem Mangandioxid entstand dagegen
als Hauptprodukt das Keton 12, dessen UV.-Spektrum (235 nm, log £4,00) das eines
a,f-ungesittigten Ketons ist. Das Dihydrostreptazolin 3 ist demnach ein sekundérer
Allylalkohol, dem eine erweiterte, von der Partialformel E abgeleitete Partialformel
I oder K zuzuteilen ist.

Dass die sekundire Alkoholgruppe auch dem O-Atom des Oxazolidinon-Rin-
ges benachbart ist (Partialformel L), ergibt sich nicht ohne weiteres aus den Spek-
tren der bisher diskutierten Umwandlungsprodukte, da zwischen H, und H_ keine
Spin-Spin-Wechselwirkung erkennbar ist. Fehlende Kopplung zwischen vicinalen
Protonen wird oft bei trans-stindigen H-Atomen an 5Sgliedrigen Ringen beobachtet
(vgl. [8)). Da wir die Doppelbindung von 3 in einem solchen Ring vermuteten, streb-
ten wir eine Ringéffnung an dieser Doppelbindung an. Ozonolyse von 4 ergab zu-
nichst ein kristallines O-Acetylozonid 13 (s. Schemata I und 4), in dem sich die
Nachbarschaft von H, und H, durch eine Kopplung von 4 Hz zu erkennen gibt (d,
(J=4)bei 5,16 ppm; d x d, (J;=9, J,=4) bei 4,78), wihrend die cis-vicinale Kopplung
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J., v 9 Hz betrdgt (H, bei 3,86 ppm). Die reduktive Spaitung des Ozonids 13 fiihrte
schliesslich zum Diketon 14 mit ge6ffnetem Ring (J, ,=9,5, J,, =3 Hz).

Die Partialformeln H, L und I bzw. K kénnen nun zusammengefasst werden
zu Partialformeln M bzw. N fur das Dihydrostreptazolin 3, in denen alle Struktur-
elemente mit Ausnahme von 2 Ringen enthalten sind.

Die Partialformel M lasst sich formell zur Konstitutionsformel 3 (Schema 1)
cyclisieren, die sich aus Dreiding-Modellen ohne grossen Zwang aufbauen Iisst. Die
andern formellen Cyclisierungsméglichkeiten von M und N fiihren zu Formeln, die
mit der Bredtschen Regel nicht vereinbar sind, oder zu Alkyliden-cyclopropan- oder
Cyclopropen-Strukturen, in denen die Gruppe HCH,CH, in einen Vierring statt in
einen Sechsring zu liegen kommt. Die Konstitutionsformel 3 fiir Dihydrostreptazo-
lin erklért auch die ungewdhnlich starke chemische Verschiebung von H-C(4) (4,40
ppm, Fig. 3) durch die a-Stellung zur Doppelbindung.

Aus der Konstitutionsformel 3 des Dihydrostreptazolins folgt zwangsldufig die
Formel 1 fiir Streptazolin. Die iibrigen bereits diskutierten Umwandlungsprodukte
sind im Schema I znsammengefasst.

Carbamate lassen sich im allgemeinen alkalisch spalten [2]. Das 7-0-Acetyl-
3,4,8,9-tetrahydrostreptazolin (6) gab mit NaOH ein Hydrolyseprodukt, das ohne
weitere Reinigung in ein fliissiges Acetylierungsprodukt 15 (s. Schema I) umge-
wandelt wurde. Das IR.- und das Massenspektrum des chromatographierten und
gemiss DC. scheinbar einheitlichen Acetylderivates passen auf die Konstitution 15,
doch zeigt das 'TH-NMR., dass ein Gemisch von Diastereomeren vorliegt.

Uber die relative Konfiguration des Streptazolins geben die nachfolgenden
Versuche Aufschluss (s. Schema 3). Man darf sicher davon ausgehen, dass der Oxa-
zolidin-Ring und der carbocyclische Finfring miteinander cis-verkniipft sind. Das
Problem reduziert sich damit auf die Bestimmung der relativen Lage der beiden O-
Atome am Cyclopenten-Ring. Wegen der fehlenden Kopplung zwischen H-C(5)
und H-C(6) in den 'H-NMR.-Spektren haben wir schon oben auf die wahrschein-
liche trans-Stellung dieser beiden Substituenten hingewiesen.

Das Keton 12 wurde mit Natriumborhydrid zu einem Allylalkohol 16 reduziert,
dessen kristallines Acetylderivat 17 vom Isomeren 4 verschieden ist. Es handelt sich
demnach um 7- O-Acetyl-8,9-dihydro-7-epistreptazolin. Das bei der Reduktion als
Nebenprodukt gebildete Tetrahydroderivat 18, das ebenfalls durch ein kristallines
Acetylderivat 19 ndher charakterisiert wurde, ist von 3,4,8,9-Tetrahydrostreptazolin
(5) verschieden und gehort demnach ebenfalls der 7-epi-Reihe an. Im Ringsystem
von 12 ist die «Innenseite» gegen Angriff von aussen stark abgeschirmt, so dass fiir
die 7-epi-Reihe eine cis-Stellung der Hydroxylgruppe zum Carbamat-O-Atom anzu-
nehmen ist. Damit vereinbar ist das 'H-NMR.-Spektrum von 17, das erwartungs-
gemiss eine Kopplung von 5 Hz zwischen H-C(6) und dem cis-stindigen H~C(7)
erkennen ldsst. Daneben zeigt das Signal von H-C(7) (5,70 ppm) eine weitere Kopp-
lung von 3 Hz, offensichtlich eine homoallylische Kopplung mit dem a-stindigen
Proton an C(3). Diese beiden (H-C)-Bindungen sind geméss rdumlichem Modell
nahezu parallel und stehen praktisch senkrecht auf der Doppelbindungsebene, was
eine gute Voraussetzung fiir eine homoallylische Kopplung ist.

Eine direkte Reduktion von 17 mit Lithiumaluminiumhydrid (analog 4—7,
s. oben) gab das schwer zu reinigende Diol 22 in schlechter Ausbeute. Bessere
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Resultate gab die Reduktion, wenn die Hydroxylgruppe von 16 durch eine Tetra-
hydropyranylgruppe geschiitzt wurde. Von den beiden diastereomeren Derivaten
20 und 21 liess sich eines nach der chromatographischen Trennung in kristalliner
Form gewinnen, wihrend das andere als Ol anfiel. Fiir die Reduktion wurde das Ge-
misch 20/21 eingesetzt und nach der Reduktion ohne Charakterisierung des Zwi-
schenprodukts die Tetrahydropyranylgruppe abgespalten. Das als viskose Fliissig-
keit erhaltene Diol 22 reagierte leicht mit 2,2-Dimethoxypropan zum cyclischen
Acetal 23, das isomere trans-Diol 7 der natiirlichen Reihe gab unter den gleichen Be-
dingungen kein Aceton-Derivat. Damit ist die trans-Anordnung von OH-Gruppe
und Carbamat-O-Atom in 3 bewiesen. Die gleiche relative Konfiguration ergab sich
spéter auch aus der Rontgenstrukturanalyse von 4.

Hinweise auf die Chiralitdt von 3 wurden mit Hilfe des Dibenzoylderivates 9
von 7 erhalten. Die CD.-Kurve von 9 zeigt bei 236 nm einen starken positiven
Cotton-Effekt (Ae=+3,39). Nach einer Regel von Nakanishi [9] kann daraus auf ei-
ne «rechtsschraubige» Anordnung der beiden O-Atome geschlossen werden, was
fiir Streptazolin (1) die (58, 6S, 7.5)-Chiralitat ergibt. Fiir die Konfiguration an der
Doppelbindung der Seitenkette von 1 bestehen dagegen keine Anhaltspunkte.

Darauf, dass der schwerldsliche Riickstand (24) nach dem Eindampfen von Losungen von 1 wirk-
lich ein Polymerisationsprodukt des Streptazolins ist, kann aus folgenden Beobachtungen geschlossen
werden: Die Elementarzusammensetzung von 24 stimmt mit derjenigen von 1 {iberein, aber nur unter
der Annahme, dass beim Umfallen von 24 aus Dimethylformamid/Wasser pro C,-Einheit 0,5 mot Was-
ser aufgenommen werden. Im IR.-Spektrum von 24 ist die Carbamat-Bande bei 1740 ¢m-! vorhanden.
Das in Deuteriodimethylformamid aufgenommene 'H-NMR. zeigt dagegen nur drei breite Signalhau-
fen, die keine detaillierte Zuordnung erlauben. Bei tieferem Feld als ca. 5 ppm sind keine Signale er-
kennbar, ein Zeichen dafiir, dass an der Polymerenbildung die Doppelbindungen beteiligt sind. Im DC.
wandert 24 nicht mit Losungsmitteln, in denen 1 einen Rf-Wert von 0,5-0,8 besitzt. Die Anwesenheit

von 1 und 24 in den gleichen Chromatogramm-Fraktionen kann daher nur dadurch erklirt werden, dass
sich 24 aus 1 laufend neu bildet.

Das 3,9-Dihydrostreptazolin (3) zeigte in unseren Testen eine begrenzte anti-
bakterielle und antifungische Wirkung. Breitere Untersuchungen zur Erfassung
andersartiger biologischer Wirkungen sind noch im Gange. Erste Versuche an
Milzlymphozyten von Miusen deuten darauf hin, dass Dihydrostreptazolin in
Konzentrationen von 0,5 bis 1 yg/ml stimulierend auf den Einbau von [*H}-Thymi-
din wirkt, wihrend Konzentrationen iliber 17 ug/ml eine starke Hemmung dieses
Einbaus verursachen{11].

Experimenteller Teil

Allgemeines s. [12). Ausserdem: Die Ehrlich-Sprithldsung wurde durch Auflésen von 1 g
4-(Dimethylamino)benzaldehyd in 100 ml konz. HCI-Lsung/Methanol 1:3 hergestellt {13]. Nach dem
Besprithen wurden die DC.-Platten einige Min. auf einer Heizplatte von 100° erwirmt.

Artbestimmung: Diese erfolgte nach den von Hiitzer [14] angegebenen Artmerkmalen und nach [15].
Der Stamm Tii-1678 gehort zur Art Streptomyces viridochromogenes.

Fermentationen. a) Je 100 ml Nahrldsung (2% Sojamehl und 2% Mannit) wurden in 500-ml-Erlen-
meyerkolben mit einem seitlichen Einstich aus einer Schriagagarkultur beimpft und auf einer rotieren-
den Schiittelmaschine bei 120 U/Min. und 27° 4 Tage lang inkubiert. Als Vorkultur fiir den 10-1- und
20-I-Fermenter dienten 48 Std. alte Schittelkuituren.

b) Fermenter, Modell MF-14 (New Brunswick Scientific Co., New Brunswick, USA), von 10 1 Nutz-
inhalt wurden mit 9 1 Nahrlosung (2% Sojamehl, 2% Mannit) beschickt und 30 Min. bei 134° sterilisiert.
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Nach der Impfung aus 5 Erlenmeyerkolben wurde bei 27° inkubiert und gleichzeitig bei 250 U/Min. des
Riihrers 5 1 sterile Luft pro Min. eingeleitet. Durch wiederholte Zugabe weniger Tropfen dthanolischer
Polyol-Losung wurde die Schaumbildung unterdriickt. Fermentationsverlauf, s. Figur 1.

¢) Fiir die Vorkultur fiir den 200-1-Fermenter (s. unten) wurden in einem Laborfermenter b 20 (20 1)
mit Intensor-Rithrsystem von Giovanola Fréres SA, Monthey, Schweiz, 19 1 Nihrlosung (wie oben) 20
Min. bei 120° sterilisiert und mit 10 Erlenmeyer-Kulturen (s. oben) beimpft. Bei 27° und 800 U/Min.
wurden wihrend der Inkubation 10 1 Luft pro. Min. eingeleitet.

d) Im Fermenter Modell 200 (AG fiir biologische Verfahrenstechnik, Basel; Giovanola Fréres SA,
Monthey) wurden 180 1 Nidhrlosung 30 Min. bei 120° sterilisiert und mit 20 | Inokulum (s. oben, 48 Std.
alt) 4 Tage bei 27° inkubiert (800 U/Min., Umwurfsystem; 3000 | Luft pro Std.). Vor dem Autoklavieren
und mehrmals wihrend der Fermentation wurde die Schaumbildung iit je einigen Tropfen Polyol
unterdriickt.

Fermentationsanalyse. Wihrend der Inkubation wurden in bestimmten Zeitabstinden (s. Fig. 1)
Proben entnommen und folgende Werte bestimmt: a) pH: Labor-pH-Meter, pH 70, Knick, Berlin;
b) Mycel-Volumen: durch Zentrifugieren einer Probe von 10 ml in graduierten Zenirifugenglésern
(Heraeus-Christ), Cryofuge 6-6, 20°, 3000 U/Min., 10 Min.); ¢) Chartreusin-Konzentration: mit Hilfe
eines Platten-Diffusionstestes mit Bacillus brevis; d) Streptazolin-Konzentration: Aliquote Volumina
wurden mit Essigester extrahiert, die Extrakte eingeengt und gemessene Proben auf Kieselgel-DC.-Plat-
ten (Merck Nr. 5554) mit CHCl;/MeOH 9 :1 chromatographiert. Anschliessend wurde mit Ehrlich-Rea-
gens entwickelt und das Streptazolin halbquantitativ durch Abschitzung der Farbintensitat bestimmt.

Isolierung. Das Filtrat aus 180 1 Kultur wurde 3mal mit Essigester extrahiert und die Losung i. V.
auf ca. 50 ml eingeengt. In dieser Form war das Material bei 0° einige Wochen haltbar. Ein Anteil von
7 ml des Rohextraktes, der ca. 370 mg Trockensubstanz enthielt, wurde auf 2 ml eingeengt und auf eine
Siule aus 100 g Kieselgel aufgetragen. Die mit CHCl;/CH30H 19:1 cluierten, gemiss DC. einheitlichen
Fraktionen (Rf 0,54 mit CHCl3/CH,0H 9:1) gaben beim Eindampfen i. V. 180 mg &ligen Riickstand,
der sich nach dem Trocknen i. HV. nur etwa zur Hilfte wieder in Chloroform oder Methanol auflésen
liess, wihrend der Rest als glasige Masse zuriickblieb, die sich nur in Dimethylformamid einigermassen
losen liess. Die in Chloroform 16slichen Anteile zeigten im DC. das gleiche Verhalten wie die Haupt-
komponente des Rohextraktes, wihrend der unldsliche Anteil unter den gleichen Bedingungen am Start
zuriickblieb.

Fiir die Analytik wurden die in gleicher Weise aus 7 ml Rohextrakt bereiteten einheitlichen Eluat-
fraktionen nur bis zu einer Konzentration von ca. 20-30% eingeengt, wieder in CHCl; (fiir die NMR.-
Spektren in CDCly) aufgenommen, noch mehrmals auf ein kleines Volumen eingeengt und wieder
gelost. Auf diese Weise wurden Losungen von 1 erhalten, die sich erst nach tagelangem Stehen langsam
triibten. [aff = +22° (¢=2,8, CHCly). — UV. (EtOH): 256 (3,93). — IR. (CHCI,): 3590, 3400 br., 1745,
1655. - ITH-NMR. (CDChy): 1,84 (d, J=7, 3 H); 1,8-2,7 (m, 2 H); 3,35 (m, 2 H); 3,71 (br. s, 1 HO); 4,25
(br. d, J=7, 1 H),; 4,67 (d, J=7, 1 H); 4,79 (br. 5, 1 H); 5,9-6,25 (m, 2 H).

Herstellung von 7-O-Acetylstreptazolin) (2). Eine wie oben durch Chromatographie frisch bereitete
Losung von 1 wurde weitgehend eingedampft, sofort in wenig Dimethylformamid geldst und mit 6 ml
Essigsiureanhydrid/Pyridin 1:2 15 Std. bei RT. acetyliert. Nach dem Eindampfen wurde der Riickstand
durch prip. DC. auf Kieselgel (CHCl;/AcOMe 9:1) gereinigt, Rf 0,46. Auch 2 polymerisierte sich nach
dem vollstindigen Eindampfen rasch. Probelosungen fiir die Spektroskopie wurden wie oben bereitet.
[alp= +53° (=0,65, CHCl3). - UV. (EtOH): 256 (3,90). - IR. (CHCl;3): 1750, 1650; kein OH oder NH. —
IH-NMR. (CDCly): 1,76 (d, J=1.5, 3 H); 1,7-2,7 (m, 2 H); 2,06 (s, 3 H); 3,40 (m, 2 H); 4,43 (br. d, J=7,
1 H); 4,72 (d, J=7, 1 H); 5,59 (br. 5, 1 H); 6,10 (m, 2 H). — 13C-NMR.: 5. Tabelle. - MS: 249 (7, M), 223
(11), 221 (8), 207 (9), 206 (9), 205 (12).

Herstellung von 7-O-Acetyl-3,9-dihydrostreptazolin (4) und 7-0-Acetyl-3,4,8,9-tetrahydrostreptazolin
(6)%). Ein Rohextrakt, der ca. 2,7 g Trockensubstanz enthielt, wurde i. V. nicht ganz zur Trockne einge-
dampft, mit Athanol aufgenommen und wieder weitgehend eingedampft. Nach 4maliger Wiederholung
war das Chloroform weitgehend verdringt. Es wurde in 25 ml Athanol aufgenommen und mit 1,35 g
10proz. Pd/C bei RT. hydriert. Nach 1 Std. war gemiss DC. das Ausgangsmaterial verschwunden. Der
Katalysator wurde tiber Celite abfiltriert, das Filtrat i. V. eingedampft und das Rohmaterial an 400 g
Kieselgel chromatographiert. Mit CHCI3/MeOH 9 :1 wurden 1,64 g Gemisch von 3 und 5 eluiert. Nach
der Acetylierung mit Essigsdureanhydrid/Pyridin (15 Std., RT.) wurden 1,65 g 4/6 erhalten (Rf 0,64 bzw.
0,55 mit CHCI;/AcOMe 4:1) und an 200 g Kieselgel chromatographisch getrennt. Mit CHCl;/AcOMe
19:1 wurden zuerst 1,20 g 4, dann 88 mg Mischfraktion und dann 180 mg 6 eluiert.

Das Dihydroderivat 4 gab aus AcOEt/Hexan farblose Kristalle, Smp. 76-77°, [01]25 = +143° (¢=0,47,
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CHCl). - UV.: kein Maximum oberhalb 210. - IR. (CHCl;): 1745. — TH-NMR. (CDCly): 1,00 (1, J=7,
3 H); 1,1-2,3 (i, 5 H); 2,04 (5, 3 H); 2,68 (dx br. 1, J,=13,5, J, ca. 3, 1 H); 3,05 (dx dx d, J;=14, J,=12,
J3=4, 1 H); 3,86 (br. dx d, J{=14, J,=5, J5<2, 1 H); 439 (br. 4, J=6,5, | H); 4,61 (d, J=6,5, 1 H); 5,62
(br. 5, 1 H). - 3C-NMR.:s. Tabelle. - MS.: 251 (0,7, M}), 210 (8), 209 (66), 208 (12), 194 (20), 192 (25),
191 (98), 180 (16).

Ci3H{sNO4 (251,28) Ber. C62,14 H 6,82 N 557% Gef. C61,96 H 6,75 N 549%

Das Eluat mit Rf 0,55 gab aus AcOEt/Hexan 6 als farblose Kristalle, Smp. 101-102°, [a]]235= +48°
(¢=0,6, CHCl3). — UV.: keine Maxima oberhalb 210. — IR. (CHCly): 1747. — 'H-NMR. (CDCl,): 0,98
(r, J=7,3 H); 1,1-2,1 (m, 7 H); 2,02 (s, 3 H); 2,37 (m, 1 H); 2,95 (m, 1 H); 3,76 (m, 1 H); 4,15 (dx d,
J1=8, J,=7, 1 H); 4,69 (dxd, J;=8, J,=2,5, 1 H); 5,16 (dxd, J;=4,5, J,=2,5, 1 H). - BC-NMR.:
s. Tabelle. - MS.: 253 (22, M%), 211 (4), 210 (5), 209 (7).

C3HoNO, (253,30) Ber. C61,64 H 7,56 NS553% Gef. C61,58 H 7,58 N 5,53%

Die Acetylderivate 4 und 6 sind in kristalliner Form monatelang haltbar und zeigen keine Neigung
zur Polymerisation.

Herstellung von 3,9-Dihydrostreptazolin?) (3). Eine Losung von 30 mg 4 in 1 ml Methanol und 5
Tropfen konz. NH3-Losung wurde 12 Std. bei RT. desacetyliert. Durch Chromatographie an Kieselgel
wurde 3 als farblose viskose Flissigkeit erhalten, [a]%)5= +94° (¢=0,25, CHCl3). — IR. (CHCl;): s. Fig.
2. - H-NMR. (CDCl;): s. Fig. 3. ~ MS.: 210 (14), 209 (100, M), 192 (32), 181 (37), 180 (57).

Durch Acetylierung von reinem 3 wurde wieder 4 erhalten.

Herstellung von 2-Methyl-7-dthyl-2-azabicyclof4.3.0/non-6-en-8,9,-diol (7). Zu 47 mg LiAlH, in 2 ml
abs. Tetrahydrofuran wurden 100 mg 4 in 3 ml abs. Tetrahydrofuran gegeben und 2 Std. unter Riickfluss
gekocht. Nach der Zersetzung mit ges. Ammoniumsulfatldsung wurde mit Tetrahydrofuran extrahiert,
der kristalline Eindampfriickstand aus AcOEt/Hexan umkristallisiert und bei 65-70%0,05 Torr subli-
miert, Smp. 88-89°, [a]]235= +3° (¢=0,45, CHCl3). — Mikrotitration mit 0,IN HC! in Methylcellosolve/
Wasser 4:1 ergab pKa’ 8,63. - IR. (CHCl3): 3590, 3315, 2790 br.; kein C=0. ~ 'H-NMR. (CDCl;): 1,02
(1, J=8, 3 H); 1,2-3,5 (m, 11 H, davon 2 HO); 2,21 (s, 3 H, CH3N); 3,91 (d, J=5, 1 H); 441 (s, | H). -
MS.: 197 (25, M¥), 180 (100), 168 (39), 166 (10), 152 (10), 150 (24).

Cy;H|oNO; (197,28)  Ber. C 66,97 H 971 N710% Gef. C6697 H9,75 N 6,99%

Herstellung von Diessigsdure-[2-methyl-7-dthyl-2-azabicyclof4.3.0]non-6-en-8,9-diyllester (8). Das aus
107 mg 4 wie oben hergestellte rohe Reduktionsprodukt 7 wurde wie iiblich mit Essigsdureanhydrid/
Pyridin acetyliert. Nach der Chromatographie an 10 g Kieselgel mit CHCl3/AcOMe 7:3 wurden 74,5 mg
8 als farblose Fliissigkeit erhalten und durch Destillation bei 85° i. HV. gereinigt. — IR. (CHCl3): 1735;
kein OH oder NH. - 'H-NMR. (CDCl;): 0,97 (1, J=7, 3 H); 1,4-3,2 (m, 9 H); 2,02 (s, 3 H); 2,10 (s, 3 H);
2,15 (s, 3 H); 5,32 (d, J=5, 1 H); 5,54 (5, 1 H). - MS.: 281 (0,9, M%), 252 (1,3), 238 (1,8), 222 (72), 196 (7),
180 (100), 178 (97).

Cy5H,3NO, (281,35)  Ber. C 64,04 H 824 N498% Gef. C63,89 H845 N 4,86%

Herstellung von Dibenzoesdure{2-methyl-7-dthyl-2-azabicyclof4.3.0Jnon-6-en-8,9-diyljester (9). Zu 70
mg 7 in 2 ml Pyridin wurde bei 0° 1 ml Benzoylchlorid gegeben. Nach 15 Min. Erwirmen auf dem Was-
serbad wurde mit Eiswasser zersetzt, mit Chloroform ausgezogen und die mit Natriumhydrogencarbonat
und ges. NaCl-Losung gewaschene Losung eingeengt. Durch Chromatographie an 10 g Kieselgel
(CHCl3/AcOMe 4:1) und Destillation bei 170%0,05 Torr wurden 88 mg 9 als blass-gelbes zihes O1 er-
halten. - UV. (EtOH): 231 (4,46), 274 (3,32); 281 (3,23). - IR. (CHCl3): 1710, 1605, 1585. — CD. (EtOH):
Ag+3,39 bei 236 nm. - !H-NMR. (CDCl;): 1,03 (¢, J=7,5, 3 H); 1,4-3,1 (m, 8 H); 2,18 (s, 3 H); 3,25
(br. d, J=5,1 H); 5,69 (4, J=5, 1 H); 5,88 (br. s, 1 H); 7,2-8,1 (m, 10 H).

Herstellung von 4,8-Epoxy-3,4,8,9-tetrahydrostreptazolin? (10). Bei RT. wurden 83 mg 3 in 2 ml Ace-
ton bis zur bleibenden Orangefdrbung mit Jones-Reagens versetzt. Nach dem Verdiinnen mit Wasser
wurde mit Chloroform ausgeschiittelt. Aus der gewaschenen und getrockneten Losung wurden nach
dem Eindampfen 75 mg kristallines Rohprodukt erhalten. Umkristallisation aus AcOMe/Hexan gab 55
mg 10 als farblosen Nadelfilz, Smp. 166-167°, [a]%5= +41° (¢=0,49, CHCl3). -~ UV.: keine Absorption
oberhalb ca. 190. - IR. (CHCI5): 3545, 3430 br.,, 1752. — 1H-NMR. (CDCly): 1,07 (¢, J=7, 3 H); 1,3-2,3
(m, 6 H); 2,82 (br. 4, J=10, 1 HO); 2,90 (dxdx d, J}=14, J,=12, J3=2, 1 H); 3,90 (dx m, J;=14, 1 H);
4,06 (d, J=7, 1 H); 4,32 (d J=10, 1 H); 4,48 (d, J=7, 1 H); das Signal bei 2,90 ist erst nach Austausch von
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HO mit D,0 vollstindig erkennbar. Das d bei 4,32 wird nach dem Austausch zu einem s. — 13C-NMR.:
s. Tabelle.

Cy HsNO, (22524)  Ber. C5865 H 671 N622% Gef. C5849 H663 N6,15%

Die Mutterlaugen von 10 wurden durch prip. DC. (CHCl;/AcOMe 4:1) aufgetrennt in weitere
7 mg 10 (Rf 0,08 mit CHCl3/AcOMe 19:1) und 3 mg 12 (Rf 0,16). Das letztere stimmte nach UV, IR,
TH-NMR. und Rf iiberein mit einem auf anderem Weg bereiteten Priparat (s. unten).

Herstellung von 7-O-Acetyl-4,8-epoxy-3,4,8,9-tetrahydrostreptazolin?) (11). Das aus 18 mg 10 auf {ibli-
chem Weg bereitete Acetylderivat gab aus AcCOEt/Hexan Kristalle mit Smp. 137°, [05]2D5 = +106° (¢=0,38,
CHCly). - IR. (CHCly): 1755; kein OH. — 'H-NMR. (CDCl3): 1,04 (1, J=7,5 3 H); 1,2-2,3 (m, 6 H); 2,12
(s, 3 H); 2,92 (dx dx d, J;=14, J,=12, J3=3, 1 H); 3,92 (dx dx d, J;=14, J,=4, J3 ca. 1, 1 H); 4,07 (d,
J=15, 1 H); 452 (dx d, J;=17,5, J,=1, 1 H); 541 (d, J=1, 1 H).

Ci3H;NO5 (267,28) Ber. C 5842 H 641 NS524% Gef. C5833 H649 N 524%

Herstellung von 3,9-Dihydro-7,0-didehydrostreptazolin?) (12). Wihrend 2 Std. wurden 42 mg 3 mit
500 mg frisch bereitetem MnO, in 2 ml Tetrahydrofuran geschiittelt. Nach Abfiltrieren des Braunsteins
wurde die Losung eingedampft. Chromatographie an Kieselgel (CHCl3;/AcOMe 19 :1) und Umkristalli-
sieren aus AcOEt/Hexan gaben 30 mg reines 12 als farblose Kristalle, Smp. 91°, [a]p = +233° (=049,
CHCly). - UV. (EtOH): 235 (4,00). - IR. (CHCly): 1757, 1720, 1650. — IH-NMR. (CDCl,): 1,01 (1, J=7, 3
H); 1,4-2,7 (m, S H); 3,0 (m, 1 H); 3,23 (dx dxd, I;=14, L,=12, =35, 1 H); 3,94 (dxdx d, J;=14,
J=5,J3=1,5,1 H); 4,37 (br. d, J=6, 1 H); 4,54 (d, J=6, 1 H). - MS.: 207 (100, M), 179 (25), 165 (10), 164
(21), 163 (18).

C; H3NO; (207,23) Ber. C 63,75 H632 N676% Gef. C63,71 H645 N677%

Herstellung von 7-0-Acetyl-3,4,8,9-tetrahydrostreptazolin-(4,8-0zonid2) (13). In eine Losung von 150
mg 4 in 10 ml Methylenchlorid wurde wihrend 10 Min. ein ozonhaltiger Sauerstoffstrom eingeleitet
(enispr. ca. 0,5 g O3). Nach weiteren 5 Min. Spiilen mit reinem Sauerstoff wurde eingedampft und der
Riickstand aus AcOEt/Hexan umkristallisiert zu 171 mg farblosen Nadeln, Smp. 139-140°, [a]p = +37°
(¢=0,9, CHCl3). - IR. (CHCI;): 1760. - lH-NMR. (CDCl3): 0,97 (2, J=7,3 H); 1,6-2,2 (m, 6 H); 2,11 (5,3
H); 2,80 (m, 1 H); 3,86 (d, J=9, 1 H); 3,90 (m, 1 H); 4,78 (dx d, J;=9, J,=4, 1 H); 5,16 (d, J=4, 1 H).

C3H7NO, (299,28) Ber. C 52,17 H 5,73 N4,68% Gef C52,05 HS592 N4,6™%

Herstellung von 7-O-Acetyl-3,9-dihydro-4,8-secostreptazolin-4,8-dion?) (14). Eine bei —15° bereitete
Lésung von 150 mg 13 und 0,5 m! Dimethylsulfid in 5 ml Methano! wurde 17 Std. bei 0-4° aufbewahrt.
Nach dem Zufiigen von weiteren 0,5 ml Dimethylisulfid wurde noch 2 Std. bei RT. gehalten und dann
eingedampft. Der Eindampiriickstand gab durch Umbkristallisieren aus AcOEt 88 mg farblose Kristalle,
Smp. 135-137°, [@]p = +227° (¢=0,54, CHCL;). - IR. (CHCl3): 1760, 1735, 1720. ~ 'H-NMR. (CDCl;):
1,04 (1, J=8, 3 H); 1,9-2,8 (m, 6 H); 2,08 (s, 3 H); 3,28 (dx ¢, J=13, J=6,5, 1 H); 3,96 (dx t, J~13,
J=5,5 1 H); 4,40 (d, J=9,5, 1 H); 5,22 (dx d, J;1=9,5, J,=3, 1 H); 5,52 (d, J=3, 1 H). - 3C-NMR.:s.
Tabelle.

Cy3H71NO4 (283,28) Ber. C55,12 H 6,05 N495% Gef. C5505 H601 N487%

Hydrolyse zu Triessigsdure7-ithyl-2-azabicyclof4.3.0/nonan-2,8,9-triyllester?) (15). Durch 30 Min.
Erwérmen (85°) von 30 mg 6 in 2 ml Methanol/10proz. wissr. NaOH-Ldsung 1:1, Ansduern mit IN HCI
(pH 4), Eindampfen i. V., Extraktion des Riickstandes mit EtOH/Toluol 1:1 und wieder Eindampfen
wurde ein Rohprodukt erhalten, das direkt zu 15 acetyliert wurde. Prap. DC. mit CHCl;/AcOMe 4:1
gab 14 mg 15 als farblose viskose Fliissigkeit. — IR. (CHCl3): 1737, 1640. - IH-NMR. (CDCl,): u. a. 0,91
und 0,94 (e ¢, J=7, 3 H); 1,99, 2,01, 2,02, 2,10 (je 5, zusammen 9 H); 5,35 (dx d, J;=8, /,=3,5, 1| H). -
MS.: 312 (0,5), 311 (0,5, M*, C;4H,5NOs), 268 (7), 251 (5), 226 (5), 208 (12), 192 (87), 191 (89).

Herstellung von 7-0-Acetyl-3,9-dihydro-7-epistreptazolin (17) und 7-O-Acetyl-3,4,8,9-tetrahydro-7-epi-
streptazolin?) (19). Eine Losung von 194 mg 12 in 10 ml 2-Propanol wurde bei 0° zu 35,5 mg NaBH, in §
ml 2-Propanol getropft und 30 Min. geriihrt. Nach dem ZersetZen mit einigen Tropfen Essigsidure wurde
eingedampft und der Riickstand wie tblich acetyliert. Durch Chromatographie an 40 g Kieselgel mit
CHCl3/AcOMe 19:1 wurden 121 mg 17, 26 mg Mischfraktion und 87,5 mg 19 erhalten. Rf mit CHClz/
AcOMe 9:1 0,36 fiir 17 und 0,29 fiir 19. Aus AcOEt/Hexan 17 als farblose Kristalle, Smp. 103°,
[l = +200° (c=0,75, CHClL3). - IR. (CHCl3): 1745, — TH-NMR. (CDCly): 0,97 (1, J=7, 3 H); 1,4-2.4, m,
5 H); 2,10 (5, 3 H); 2,65 (dx br. 1, J=13, J=3, 1 H); 3,10 (dxdx d, J;=14, J,=12, J3=4, 1 H); 3,86



1764 HEeLvETICA CHIMICA ACTA — Vol. 64, Fasc. 6 (1981) — Nr. 164

(dxm, J=14,1 H); 423 (d. J=6,5, 1 H); 5,02 (dx d, J;=6,5, J,=5, 1 H); 5,70 (dx d, J;=5, J,=3, 1 H). -
MS.: 251 (3, M), 210 (14), 209 (100) 194 (19), 192 (8), 191 (8), 180 (9).

Ci3H;sNO4  Ber. C62,14 H 6,82 N557% Gef. C62,02 H682 N 563%

Aus AcOEt/Hexan wurde 19 als farblose Kristalle erhalten, Smp. 137°, [al,= +186° (¢=0,75,
CHCly). - IR. (CHCl;): 1740. — 1H-NMR. (CDCl5): 0,92 (1, J=7, 3 H); 1,124 (m, 8 H); 2,08 (s, 3 H);
2,81 (m, 1 H); 3,88 (m, 1 H); 4,04 (dx d, J1=7, J;=4,5, 1 H); 4,55 (dx d, J;=10,5, J,=6, 1 H); 4,96 (dx d,
Ji=7, J;=6, 1 H). - MS.: 253 (49, M), 211 (23), 210 (18), 196 (13), 194 (45), 193 (82).

Cj3HgNO,  Ber. C61,64 H 756 NS3553% Gef. C61,57 H 7,55 N 568%

Herstellung von 3,9-Dihydro-7-epistreptazolin?) (16). Die Desacetylierung von 18 erfolgte durch Um-
setzung mit einigen Tropfen konz. NHj-Losung in 1 ml Methanol (12 Std. RT.), Aufarbeitung und Rei-
nigung wie bei 3:16 als farblose Fliissigkeit. - IR. (CHCI;): 3565, 1750. — TH-NMR. (CDCly): 1,01 (%,
J=7,3 H); L,4-2,4 (m, 6 H); 2,60 (dx br. 1, J/=13, J=3, 1 H); 3,10 (dxdx d, J;=14, J,=12, J3=4, ] H);
3,84 (br. d, J=14,1 H); 4,20 (d, J=6, 1 H); 4,79 (1, J=6, 1 H); 4,88 (m, | H). - MS.: 209 (100, M™), 194 (5),
192 (29), 181 (34), 180 (49).

Herstellung von 7-O-(Tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-3,9-dikyydro-7-epistreptazolin?) (20/21). Aus 76 mg
17 durch Ammonolyse wie oben bereitetes rohes 16 wurde in 2 ml Methylenchlorid mit 180 mg Dihydro-
pyran und 80 mg Pyridinium-p-toluolsufonat 3,5 Std. bei RT. stehengelassen. Die mit Ather verdiinnte,
mit NaCl-Losung gewaschene und mit MgSO, getrocknete Losung gab beim Eindampfen 90 mg Rohpro-
dukt, das gemiss DC. (CHCl3/AcOMe 9:1) 2 diastereomere Tetrahydropyranylither enthielt: Rf 0,33
und 0,29. Durch Chromatographie an 10 g Kieselgel (CHCl;/AcOMe 9:1) und Kristallisation wurde ein
Teil der Komponente 20 mit Rf 0,33 rein abgetrennt, Smp. 116-118°. - IR. (CHCls): 1740~1755 br. -
MS.: 293 (8, MF), 209 (71), 208 (8), 192 (36), 180 (43), 148 (27), 85 (100). Das Diastereomere 21 wurde aus
spateren Fraktionen als chromatographisch einheitliches Ol erhalten. — IR.: nur wenig verschieden von
IR. von 20. — MS.: Ubereinstimmung mit MS. von 20.

Herstellung von 2-Methyl-7-dthyl-2-azabicyclof4.3.0jnon-6-en-8,9-diol (22). Das Gemisch 20/21 (88
mg) wurde mit 23 mg Lithiumaluminiumhydrid in 4 ml abs. Tetrahydrofuran 2,5 Std. unter Riickfluss
gekocht. Darauf wurde feuchtes Tetrahydrofuran zugetropft und 12 Std. bei RT. geriihrt. Der Nieder-
schlag wurde abzentrifugiert und 3mal mit etwas Tetrahydrofuran nachgewaschen. Die Ausziige wurden
eingeengt zu 80 mg Rohprodukt, gemiss DC. ein Gemisch zweier diastereomerer Tetrahydropyranyl-
dther mit Rf 0,53 und 0,42 (DC. mit CHCl3/MeOH/konz. NH;-Lésung 90:10:1). Das rohe Gemisch
wurde mit 2 m] Eisessig/Wasser 4:1 5 Std. auf 50-60° erwirmt, die Losung i. V. eingedampft und der
Riickstand an 10 g Kieselgel chromatographiert. Mit CHCly/MeOH/konz. NH;-Losung 96:10:1 wur-
den 23 mg 22 eluiert, das gemass DC. einheitlich war, Rf 0,21. — MS.: 197 (27, C;,HoNO,, MT), 180
(100), 168 (53).

Herstellung von Aceton-{2-methyl-7-dthyi-2-azabicyclof4.3.0Jnon-6-en-8,9-ylenjacetal (23). Ein Ge-
misch von 20 mg 22 in 1 ml 2,2-Dimethoxypropan, 0,2 ml Dimethylformamid und 26 mg p-Toluolsul-
fonsdure wurde 9 Std. bei RT. umgesetzt. Nach dem Verdiinnen mit Chloroform, Waschen mit Natrium-
hydrogencarbonat und Trocknen wurde i. V. eingedampft zu 18,9 mg 23. Durch prip. DC. (CHCly/
MeOH/konz. NHj3-Losung 90:10:1, Rf 0,30) wurde die Verbindung als farbloses Ol rein erhalten. - IR.
(CHCl3): kein OH, kein C=0. - 'TH-NMR. (CDCly): 1,00 (1, J=7, 3 H); 1,34 (s, 3 H): 1,38 (s, 3 H);
1,5-3,1 (m, 9 H); 2,34 (5, 3 H); 4,60 (1, J=5, 1 H); 4,93 (dx d, J;=5, J,=3, | H).

Isolierung von polymerem Streptazolin (24). Durch Eindampfen von gemiss DC. cinheitlichen
Chromatogrammfraktionen von Streptazolin (1) und Trocknen i. HV. wurden 2,2 g Riickstand erhalten.
Beim Verrithren mit CHCl;/MeOH 1:1 ging 1 in Lésung, wihrend ein farbloser flockiger Riickstand
(0,85 g) zuriickblieb. Dieser war in CHCl;, MeOH, Aceton, Benzol und Ather unléslich, in Dimethyl-
sufoxid schwer, in Dimethylformamid rel. gut 18slich. Aus Dimethylformamid liess sich das Polymerisa-
tionsprodukt 24 durch Zutropfen von Wasser ausfillen. Nach dem Trocknen i. HV. farbloses amorphes
Pulver, das sich oberhalb 265° langsam zersetzt, [a]p= +213° (¢=0,51, DMF). — IR. (KBr): 3420, 1740,
1650. - 'H-NMR. (DMF-d;): 1-1,8, 3,0-3,8 und 4,3-5,0 (3 br. Signalhaufen, Verh. ca. 3:7:3).

(C1H{3NO3.0,5 H,0), Ber. C61,10 H 6,53 N 648% Gef. C61,01 H636 N 6,68%
Die NMR.-Spektren verdanken wir dem instrumental-analytischen Laboratorium der ETH (Lei-

tung Prof. Dr. J. F. M. Oth), die Massenspektren Herrn Prof. Dr. J. Seib! und die Mikroanalysen den
Herren W. und D. Munser.
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