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16. Uber die Struktur von Verrucarin A
Verrucarine und Roridine, 5. Mitteilung [1]
von J. Gutzwiller und Ch, Tamm
(5. XI1. 64)

Verrucarin A ist eines der zahlreichen aus Myrothecium-Arten isolierten anti-
fungisch und cytostatisch wirksamen Antibiotica [2]. Es ist der Hauptmetabolit meh-
rerer Stimme von Myrothecium verrucaria (ALBERTINI ef SCHWEINITZ) DITMAR ex
Fries [2]. Verrucarin A besitzt nach den Elementaranalysen, den Massenspektren?t)
seines Acetylderivats und seines Hydrierungsprodukts (s. unten) sowie nach dem va-
porometrisch und aus der Radioaktivitit seines [*¥C]-Acetyl- und [C]-Acetyl-hexa-
hydro-Derivats (s. unten) bestimmten Molekulargewicht die Bruttoformel Cy,H,,0,.
Aut Grund der im folgenden beschriebenen chemischen Reaktionen schlagen wir fiir
Verrucarin A die Strukturformel 1 vor2)3).

Funktionelle Gruppen. — Das UV.-Spektrum von Verrucarin A (1) zeigt ein
intensives Absorptionsmaximum bei 260 nm?) (loge = 4,25) (vgl. Fig. 1 in [2]), und
sein IR.-Spektrum ist durch eine C=0-Schwingung bei ca. 1710 cm~! sowie durch
C=C-Banden bei 1635 und 1590 cm™! charakterisiert (vgl. Fig. 1). Das diesen Absorp-
tionsmaxima zugrunde liegende chromophore System ist auf eine «, 8,y, -ungesittigte
Estergruppierung zuriickzufithren. Das IR.-Spektrum zeigt ausserdem eine Hydroxyl-
bande bei 3540 cm~!. Verrucarin A enthilt nur eine einzige alkoholische Hydroxyl-
gruppe, denn mit Acetanhydrid, Propionsidureanhydrid oder Benzoylchlorid in Pyri-
din wurden die Mono-O-acylderivate 2, 3 und 4 erhalten, deren IR.-Spektren keine
HO-Schwingungen mehr aufwiesen. Die bereits erwdhnte Radioaktivitit des mit
[1#C]-Acetanhydrid bereiteten [14C]-Esters 2a bestitigte sowohl das Vorliegen von
monoacylierten Derivaten wie auch die fiir Verrucarin A abgeleitete Summenformel.
Damit im Einklang ist auch das NMR.-Spektrum von Mono-O-acetyl-verrucarin A (2)
(vgl. Fig. 2). Die Hydroxylgruppe ist verantwortlich fiir das nach ZEREWITINOFF
nachweisbare aktive H-Atom. Sie ist sekundir, denn bei der Behandlung von 1 mit
CrO4-H,S0, in Aceton [6] entstand das neutrale Dehydroverrucarin A (25) (s. unten),
dessen IR.-Spektrum (vgl. Fig. 7) keine Hydroxylbande mehr zeigte und dessen
1) Wir danken Herrn Prof. Dr. K. BiemanN, MIT, Cambridge, Mass., USA, bestens fiir die

Messungen.

2) Ein Teil der hier mitgeteilten Ergebnisse war Gegenstand einer vorldufigen Mitteilung, in der
fiir Verrucarin A eine Partialstruktur abgeleitet werden konnte [3].

3) Beidem kiirzlich von VITTIMBERGA [4] ebenfalls aus Kulturfiltraten von Myrothecium verrucaria
isolierten Muconomycin A diirfte es sich nach den mitgeteilten chemischen und physikalischen
Eigenschaften — es handelt sich im wesentlichen um eine Wiederholung von Resultaten, die wir
bereits publiziert hatten [3] [5] ~ um ein unreines Priparat von Verrucarin A (vermutlich noch
Verrucarin B oderjund Verrucarin J enthaltend) handeln. Ein direkter Vergleich war leider
bisher nicht moéglich. Jedenfalls stellt Muconomycin A keine neue Verbindung dar. Der
Gebrauch der Endung «mycin» fiir einen nicht aus Actinomyceten stammenden Mectaboliten
scheint uns nicht empfehlenswert.

4) Den neuen IUPAC-Regeln entsprechend, wird in den «Helvetica Chimica Acta» ab 1965 die
bisherige Bezeichnung mg durch nm (= Nanometer) ersetzt.
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NMR.-Spektrum (vgl. Fig. 8) keine Aldehydgruppe erkennen liess. Das NMR.-Spek-
trum von Verrucarin A (vgl. Tab.) und von Mono-O-acetyl-verrucarin A (vgl. Fig. 2
und Tab.) liess drei verschieden strukturierte Methylgruppen erkennen, nimlich eine
tertidre als Singlett bei 9,15 bzw. 9,13 7, eine sekundire als Dublett bei 9,11 bzw.
8,88 7 mit der Kopplungskonstante J = 7 cps, sowie eine, die an einer olefinischen
Doppelbindung haftet, da ihr Signal bei tieferem Feld als Singlett bei 8,24 bzw. 8,26 ©
auftritt. Im Gebiet von 1,5-4,1 © waren zahlreiche Vinylprotonen zu erkennen. Ihre
Zuordnung und die Interpretation der weiteren Signale dieser komplexen NMR.-
Spektren wird weiter unten erfolgen. — Bei der katalytischen Hydrierung von Verru-
carin A mit Pt in Eisessig oder Pd-C in Athanol entstand Hexahydroverrucarin A (5).
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5 zeigte im UV. keine selektive Absorption mehr. Im IR.-Spektrum waren die C=C-
Schwingungen verschwunden und die Carbonylbande nach ca. 1725 cm~! verschoben.
Das NMR.-Spektrum liess keine Vinylprotonen mehr erkennen, und an Stelle des
Methylsingletts von 8,24 ¢ war ein Dublett einer sekundiren Methylgruppe bei 9,15 ©
getreten. Auch Hexahydroverrucarin A lieferte ein Mono-O-acetylderivat 6, das gegen
CrO; bei 22° bestindig war. Die Radioaktivitit des entsprechenden [4C]-Acetyl-
hexahydroderivats 6a bestitigte erneut die fiir Verrucarin A abgeleitete Brutto-
formel. 6 wurde auch durch katalytische Hydrierung von Mono-O-acctyl-verrucarin A
erhalten. — Sowohl Verrucarin A (1) als auch Hexahydroverrucarin A (5) waren gegen
HJO, bestindig und zeigten keine reduzierenden Eigenschaften.

Hydrolytische Spaltung.— Weiteren Einblick in die Struktur von Verrucarin A (1)
gestattete die basenkatalysierte Hydrolyse. Bei der Behandlung mit 0,68 K,CO,
in wisserigem Methanol bei 22° liess sich Verrucarin A quantitativ in drei Bruch-
stiicke spalten. Es bildeten sich die bekannte cis,frans-Muconsiure (7), ein unbe-
kanntes Lacton, das Verrucarinsiurelacton genannt wird und das die Konstitution 9
besitzt (Beweis siche unten), sowie ein unbekannter Alkohol, der als Verrucarol (12)
bezeichnet wird. Hexahydroverrucarin A (5) ergab bei der analogen Hydrolyse mit
wisserig-methanolischem KOH Adipinsdure (10), wieder Verrucarinsiurelacton (9)
und statt Verrucarol das Dihydroverrucarol A (14). Verrucarin A konnte auch re-
duktiv mit Hilfe von LiAlH, gespalten werden. Es entstand Dihydroverrucarol B
(13); die beiden anderen Spaltstiicke wurden nicht niher untersucht.

Konstitution der Spaltstiicke. — a) Verrucarol ist ein neuer Sesquiterpenalko-
hol C,;H,,0,, fiir den wir kiirzlich die Strukturformel 12 bewiesen haben [1]. Auch die
Konstitution der beiden Dihydroverrucarole A und B, 14 bzw. 13, ist aufgeklirt
worden [1].
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Fig. 1. IR.-Absorptionsspektvum von Vervucarin A (1) in Methylenchlovid®) (vgl. auch [2])

b) cis, trans-Muconsdure (7): Von den drei geometrischen Isomeren der Mucon-
sdure, CgHgO,, ist bekanntlich die frans,trans-Form thermodynamisch am stabilsten.
Die cis,cis- und die cis,frans-Muconsiuren isomerisieren sich beim Erwirmen in
wisseriger Losung oder bei der Bestrahlung mit UV.-Licht zur #rans,trans-Mucon-
sdure [8]. Wird Verrucarin A (1) bei erhéhter Temperatur hydrolysiert (z.B. durch
Erhitzen mit 1N KOH in wisserigem Methanol unter Riickfluss), so kann man in-

5) Aufgenommen mit einem PERKIN-ELMER-Gitterspcktrophotometer, Modell 125, im Spektral-
laboratorium unseres Instituts (Ca. SENN und W. ScHwaB).
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Fig. 2. NMR.-Spektvum von Mono-O-acetyl-verrucavin A (2) in Deutevochlovoform %)

folgedessen nur die frans, frans-Muconsdure vom Smp. 300° isolieren. Die drei isomeren
Muconsduren weisen in den IR.- und UV.-Spektren keine signifikanten Unterschiede
auf [9], doch lassen sie sich leicht durch die Schmelz- und Mischschmelzpunkte ihrer
Dimethyl- und Dibenzhydryl-ester [9] sowie auf Grund ihrer NMR.-Spektren [10] dif-
ferenzieren. Die unter milden Hydrolysenbedingungen aus Verrucarin A isolierte
cis, trans-Muconsdure zeigte im UV. ein Absorptionsmaximum bei 259,5 nm$) (loge =
4,63). Die gleiche selektive Absorption tritt auch im intakten Antibioticum 1 auf.
Das IR.-Spektrum von 7 zeigte die erwarteten assoziierten Hydroxylbanden bei
2650-2500 cm~!, C=0-Schwingungen bei 1680 cm~! und die konjugierten C=C-
Banden bei 1630 und 1610 cm~2. Die katalytische Hydrierung ergab Adipinsiure (10),
die zur weiteren Identifizierung in das Dianilid 11 iibergefiihrt wurde. Bei der Be-
handlung mit Diazomethan in Ather-Methanol lieferte 7 den cis, frans-Muconsiure-
dimethylester (8)7). Das NMR.-Spektrum von 8 (vgl. Fig. 3) zeigt im Gebiet der
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Fig. 3. NMR.-Spektrum von cis, trans-Muconsdurve-dimethylester (8) in Deutevochlovoform %)

$) Aufgenommen mit einem VARIAN-Spektrometer A-60 (60 MHz) im physikal.-chem. Laborato-
rium der Sanpoz AG, Basel (Dres. K. FrREI und P. NikLAUs). Chemische Verschiebungen in
7-Werten nach Tiers (7], mit Si(CHj), (TMS) als internem Standard.
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Vinylprotonen eine charakteristische, asymmetrische Anordnung von 11 Signalen, die
zum Teil noch schwache Aufspaltung infolge von Kopplungen iiber mehr als drei
Bindungen («long range coupling») aufweisen. Sie unterscheidet sich vom symmetri-
schen A,X,-System der vier Vinylprotonen der cis,cis- und der trans,trans-Mucon-
sdure-dimethylester deutlich [10] [11]. Die Zuordnung der Signale ist in Fig. 3 ein-
gezeichnet. Da die Vinylprotonen in den NMR.-Spektren von Verrucarin A und seinen
nichthydrierten Derivaten (vgl. z. B. Fig. 2 von 2) das gleiche 11-Linien-Spektrum
wie diejenigen des ¢is, trans-Muconsidure-dimethylesters aufweisen, muss die Mucon-
sdure auch im genuinen Antibioticum in der c¢#s, trans-Form vorliegen. Keine der drei
isomeren Muconsduren ist unseres Wissens bisher als Baustein eines Pilzmetaboliten
angetroffen worden.

c) Verrucarinsdurelacton (9): Nach dem vaporometrisch bestimmten Mol.-Gewicht
und den Elementaranalysen besitzt die gut kristallisierende Verbindung die Formel
CgHyO5. Das UV.-Spektrum zeigte keine selektive Absorption. Im IR.-Spektrum
traten hingegen eine C=0O-Schwingung bei 1735 cm—?, die fiir ein gesittigtes §-Lacton
typisch ist, sowie eine Hydroxylbande bei 3530 cm—? (vgl. Fig. 4) auf. Die Riicktitra-
tion einer wisserig-alkalischen Losung mit Salzsdure ergab ein Aquiv.-Gewicht von
129. Auf Grund der weiteren Beobachtungen kommt dem Verrucarinsiurelacton die
Konstitution 9 zu. Die Hydroxylgruppe war acylierbar; mit Acetanhydrid und Py-
ridin wurde aus 9 das Mono-O-acetylderivat 15 erhalten, das gegen CrOj, bestindig
war. Verrucarinolacton (9) wurde von HJO, nicht angegriffen. Die Jodoformprobe
fiel negativ aus. Mit LiAlH, liess es sich zum Triol 19 reduzieren, das ein Aquivalent
HJO, verbrauchte, was auf eine Glykolgruppierung hinwies. Es lieferte das krist.
Tri-O-(3, 5-dinitrobenzoyl)-Derivat 208). Verrucarinolacton liess sich mit Benzhydryl-
amin in das krist. Benzhydrylamid 17 und mit Phenylhydrazin in das krist. Phenyl-
hydrazid 18 iiberfithren. 17 und 18 stellen Derivate der Verrucarinsiure (16) dar; sie
erwiesen sich gegeniiber H JO, als bestandig. Dadurch wird die auf Grund der LiAlH,-
Reaktion noch mégliche y-Stellung der sekundiren Hydroxylgruppe ausgeschlossen
und ihre a-Stellung bewiesen. Nach dem NMR.-Spektrum (vgl. Fig. 5)%) enthilt Verru-
carinolacton eine sekundire Methylgruppe, was aus dem Dublett bei 8,74 v (] = 6 cps)
zu ersehen war. Das NMR.-Spektrum zeigte weiterhin, dass diese CHg-Gruppe mit
C-3 verkniipft sein muss und nicht mit C-4, was nach allen bisherigen Befunden noch
moglich gewesen wire. Das H-Atom von C-2 erscheint ndmlich als Dublett bei 6,13 ¢
mit einer Kopplungskonstante J von 10 cps und die sekundire C-5-Methylengruppe
als Triplett bei 5,65 = (J = 5,5 cps). Die Hydroxylgruppe ergibt ein Signal bei 6,6 ©
und die restlichen drei Geriistprotonen treten als komplexes Multiplett bei ca. 8 7 auf.
Die auffallend grosse Spin-Spin-Kopplungskonstante von J = 10 cps der beiden vici-
nalen Protonen von C-2 und C-3 lisst auf einen Valenzwinkel von 180° [12] und somit
auf die bisaxiale trams-Stellung dieser beiden Wasserstoffatome schliessen. Daraus

7) Der aus Verrucarin A (1) stammende Ester 8 schmolz bei 73-75°; Misch-Smp. mit authent.
cis, trans-Muconsdure-dimethylester (Smp. 74-75°) ebenso; Misch-Smp. mit authent. ¢is, cis-
Muconsiure-dimethylester (der praktisch gleich schmilzt): 50-65°, d.h. um ca. 20° crnicdrigt.

8) Es war identisch mit einem synthetischen Priparat; vgl. spitere Mitteilung.

83) Das NMR.-Spektrum eines a-Hydroxy-f-methyl-d-valerolactous unbekannter Konfiguration
ist bei VITTIMBERGA ((vgl. 3)) und im NMR.-Spectra Catalog, VARIAN AsSoCIATED, Palo Alto,
Calif., U.S.A., Vol. 2, 1963, unter Nr, 467 publiziert.

1
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Fig. 4. IR.-Spektrum von Verrucavinsduvelacton (9) in Methylenchlorid5)
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folgt, dass das Lacton 9 wie erwartet die thermodynamisch stabilere Sesselform 9a
einnimmt, in der die Hydroxylgruppe an C-2 und die Methylgruppe an C-3 bisiqua-
torial angeordnet sind. Damit ist die relative Konfiguration des Lactons 9 festgelegt.
Die absolute Konfiguration konnte durch den oxydativen Abbau von 9 mit KMnO,
in wisseriger H,S0, bewiesen werden. Es entstand die (-+)-Methylbernsteinsiure (21),
die durch das (+)-Diamid 22 charakterisiert wurde. Da die rechtsdrehende Methyl-
bernsteinsiure die D-, resp. (R)-Konfiguration (Bezeichnung nach CARN et al. [13])

COOH
|
H 0 CH,
7= ——— oy
0] - e (}g—%—OEI
2/-0H CH,
|
CHg H CH,O0H
9a 23 Mevalolacton 24 Mevalonsidure

besitzt [14], kommt der Verrucarinsiure die Konfiguration der 2(5)-3(R)-2,5-Dihy-
droxy-3-methyl-valeriansiure im Sinne der FisCHER-Projektionsformel 16 zu. Das
durch LiAlH,-Reduktion von 9 erhaltene 3-Methylpentantriol-(1, 2, 5) besitzt infolge-
dessen die in Formel 19 angegebene Konfiguration. — In Fig. 6 ist die optische Rota-
tionsdispersionskurve des Verrucarinolactons wiedergegeben ).
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9 Uber die optische Rotationsdispersion von Lactonen fanden wir in der Literatur keine Angaben.

19y Die Messungen verdanken wir Herrn Prof. W. KLyNE, Westfield College, London. Dic Kurven
wurden mit einem ¢« BELLINGHAM and STANLEY Polarmatic ‘62»-Instrument aufgenommen;
vgl. [15].
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Verrucarinsdure (16) bzw. Verrucarinolacton (9) sind natiirliche Strukturisomere
der Mevalonsiure (24) bzw. des Mevalolactons (23) [16] [17]. Die absolute Konfigu-
ration der an C-3 haftenden Methylgruppe ist bei der biologisch aktiven Form der
Mevalonsidure gerade umgekehrt, obwohl die ORD-Kurve des (R)-(—)-Mevalolactons
(23) (vgl. Fig. 6) prinzipiell gleich wie die des Verrucarinolactons verlduft. Die Kon-
stellation des Mevalolactons ist allerdings nicht bekannt. Inkubationsversuche mit
2-[14C]-Mevalonat zeigten, dass Kulturen von Myrothecium-Arten Mevalonsiure in
Verrucarinsaure umwandeln kénnen!!). — Verrucarinolacton liess in Kulturen von
Lactobacillus acidophilus keine acetatersetzende Aktivitit erkennen; es ist deshalb
fiir diesen Organismus kein Wachstumsfaktor wie Mevalolacton [16]. Ebensowenig
war eine antagonistische Wirkung gegeniiber 23 zu beobachten!?).

Verkniipfung der Spaltstiicke in Verrucarin A. — Verrucarin A (1} ist neutral
und enthilt, wie eingangs erwihnt, nur eine einzige, sekundire Hydroxylgruppe. Die
bei der Hydrolyse entstehenden Fragmente, cis,trans-Muconsiure (7), Verrucarino-
lacton (9) und Verrucarol (12), besitzen zusammen zwei Carboxylgruppen, drei Hydro-
xylgruppen und eine Estergruppierung, bzw. drei Carboxylgruppen und vier Hydro-
xylgruppen nach Offnung des Lactons. Infolgedessen miissen diese drei Spaltstiicke
Jdurch zwei bzw. drei Esterbindungen miteinander verbunden sein. Aus dieser Tat-
sache ergeben sich die folgenden, den Formeln A—F entsprechenden Verkniipfungs-
moglichkeiten:

[ >CHOH (sek.)
—CH,O-cis, trans-Muc -- Ver.lacton

A Verrucarol

—_—

~CHOH (sek.)

—LH20 -trans,cis-Muc — Ver.lacton

B: Verrucarol I

:CHO-cis,tmns-Muc—I ~CHO-trans,cis-Muc —
—CH,0-Ver.siure — —CH,0-Ver.sdure __t
C D

Verrucarol i Verrucarol [

>CHO-Ver.sidure >CHO-Ver.siure

~CH20—cis,trans-Muc_| —CHZO-M/ans,cis—Muc—l
E F

Muc bedeutet: —CO—(CH=CH),~CO-

Verrucarol { Verrucarol {

Die Muconséure (7) kann einerseits mit der sekundiren Hydroxylgruppe des Verru-
carinolactons (9) und andererseits mit dem primiren Hydroxyl des Verrucarols (12)
verestert sein. (Veresterung mit dem sekundidren Hydroxyl von 12 kommt nicht in
TFrage, denn Verrucarin (1) miisste sonst eine primire Hydroxygruppe enthalten'3).)
Da sich in der Muconsiure die Folge der cis- und der trans-Doppelbindung vertauschen

11) Uber die Biosynthese des Verrucarins A (1) wird spiter berichtet.

12) Wir danken Frl. Dr. D. WIESINGER, Medizinisch-biologische Laboratorien, Sanpoz AG, Basel,
bestens fiir diese Untersuchungen. Zur Methodik vgl. SKEGGS ef al. [16] sowie THORNE et al. [18].

13} Es wiren auch cyclische Verkniipfungen denkbar gewesen, indem die eine Carboxylgruppe der
Muconsiure mit dem cinen Hydroxyl des Verrucarols (12), die andere aber mit der sekundiren
Hydroxygruppe der offenkettigen Verrucarinsaure (16) verbunden ware. Durch Veresterung
des zweiten Hydroxyls von 12 mit der Carboxylgruppe der Verrucarinsidure hitte sich der
Ring geschlossen. Die freie Hydroxygruppe des Verrucarins A wire aber wieder primir ge-
wesen, nimlich das §-Hydroxyl der Verrucarinsiure.
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lasst, ergeben sich die beiden Formeln A und B. Die sekundire Hydroxylgruppe des
Antibioticums miisste sich bei dieser Anordnung im Verrucarolteil befinden, Wie die
folgenden Versuche zeigen, ist dies aber nicht der Fall. Das eingangs erwiihnte, durch
Behandlung von Verrucarin A mit CrO, erhaltene Dehydroverrucarin A (25) wurde
mit K,CO, in wisserigem Methanol hydrolysiert. Es resultierten intaktes Verrucarol
und cis, trans-Muconsidure aber kein Verrucarinolacton bzw. keine Verrucarinsiure
(16). Zur Sicherheit wurde auch Hexahydroverrucarin A (5) mit CrO,~H,SO, in
Aceton [6] in das neutrale Dehydroderivat 26 iibergefiithrt. Auch hier war nach den
IR.- und NMR.-Spektren eine Ketogruppe und keine Aldehydgruppe entstanden, was
die sekunddre Natur der Hydroxylgruppe von Verrucarin A bestitigt. Analoge
Hydrolyse von 6 lieferte wie erwartet Dihydroverrucarol A (14), Adipinsiure (10),
und wiederum entstanden weder Verrucarinolacton noch Verrucarinsiure!4). Die
freie Hydroxylgruppe des Verrucarins A sitzt somit im Verrucarinsiureteil der Mole-
kel. Die drei Hydrolysenprodukte sind infolgedessen im urspriinglichen Antibioticum
zu einem grossgliedrigen Triester vereinigt, in welchem nicht Verrucarinolacton, son-
dern die Verrucarinsidure als Baustein auftritt. 9ist ein nach der Hydrolyse von Verru-
carin A entstandenes sekundires Ringschlussprodukt. Das IR.-Spektrum von Verru-
carin A (vgl. Fig. 1) zeigt allerdings nur esne jedoch breite Carbonylbande mit dem
Schwerpunkt bei 1715 cm™! und einer Schulter bei 1730 cm-. Die C=0-Schwingung
der gesittigten Estergruppierung der Verrucarinsiure ist durch Assoziation mit dem
benachbarten Hydroxyl nach lingeren Wellenldngen verschoben, weshalb sie mit den
C=0O-Schwingungen der ungesittigten Estergruppen zusammenfillt. In Mono-O-ace-
tyl-verrucarin A (2) und in Verrucarin B [19], wo das Hydroxyl fehlt, sind die Carbo-
nylbanden in ein Dublett aufgespalten. Fiir Verrucarin A sind jetzt noch die vier
Strukturformeln C-F moglich, in denen die Muconsiure (mit cis, rans- oder trans, cis-
Sequenz) entweder mit der sekunddren oder mit der primiren Hydroxylgruppe des
Verrucarols verestert ist, entsprechend den Formeln C und D resp. E und F. Ver-
suche zur Abkldrung der Sequenz der Bausteine im Antibioticum mit Hilfe einer par-
tiellen Hydrolyse verliefen sowohl bei Verrucarin A als auch bei Hexahydroverrucarin
A, Dehydroverrucarin A und Dehydro-hexahydroverrucarin A (26) bisher erfolglos.

H H

H, C

T Ha
0 0 H g Oxp~ 0 CH
X N LN A\ ~ L2
h II: C H F CHz
0o _CH,_. Ou_C 075N, CH CHZ
C{ g THg 8 T H ek
HZ CHg H” NCHy 2
D
25 Dehydroverrucarin A 26 Dehydro-hexahydroverrucarin A

1) Das erwartete Oxydationsprodukt von 9 bzw. 16, das «-Oxo-f-methyl-d-valerolacton bzw. die
o-Oxo-f-methyl-d-hydroxyvaleriansiure konnten bisher nicht rein isoliert werden, da diesc
Verbindungen sehr unbestdndig sind. Es ist auch nicht gelungen, diese Verbindungen durch
direkte Oxydation von Verrucarinolacton (9) zu gewinnen.
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Hingegen ist es gelungen, Verrucarin J, einen Begleiter von Verrucarin A, der an-
stelle der Verrucarinsidure die Anhydromevalonsiure als Baustein enthilt, partiell zu
hydrolysieren und zu beweisen, dass die Anhydromevalonsdure mit der primiren
Hydroxygruppe des Verrucarols verkniipft ist {20]. Im Hinblick auf die enge struk-
turelle und vermutliche biogenetische Verwandtschaft dieser beiden Verbindungen
diirfte auch in Verrucarin A die gleiche Sequenz der Bausteine entsprechend den For-
meln C und D vorliegen 1%)158). Darauf weisen auch die NMR.-Spektren der Verrucarin-
A-Derivate hin, deren wichtigste Signale in der Tabelle aufgefiihrt sind. Es war fol-
gendes zu beobachten: Die Kopplungskonstanten des doppelten Dubletts des C-4-
Protons von Verrucarol, das a-stindig zur acylierten sekundiren HO-Gruppe ist, be-
tragen in allen ungesdttigten Verbindungen 1, 2 und 25 (auch in Verrucarin B; vgl.
[19]) ca. 5,5 und 7,5 cps, wihrend in Hexahydroverrucarin A {und auch in Hexa-
hydroverrucarin B, vgl. [19]}) Werte von ca. 4 und 7,5 cps beobachtet werden, ent-
sprechend den acylierten Verrucarolderivaten, die keine Umlagerung erfahren haben
[1]. Diese Verschiebung der J-Werte wird durch die Verdnderung der Valenzwinkel
zwischen den beteiligten H-Atomen infolge der Hydrierung bedingt, was besser ver-
standlich ist, wenn in Verrucarin A das sekundire und nicht das primire Hydroxyl
des Verrucarols mit der Muconsiure verestert ist. Auch die Beobachtung, dass die
C-7- und C-8-Methylengruppen des Verrucarolanteils in Dehydroverrucarin A wie in -
dem aus Verrucarol erhaltenen Ketoaldehyd [1] als Singlett erscheinen, deutet auf
die rdumliche Nachbarschaft der neuen Ketogruppe von 25 mit den beiden Methylen-
gruppen; nur so kann sie ihre Entschirmung bewirken. Von den beiden Strukturen C
und D bevorzugen wir fiir Verrucarin A die Formel C, in Analogie zu Roridin A, wo
die entsprechende cis,trans-Sequenz der beiden konjugierten Doppelbindungen auf
Grund von zahlreichen NMR -Daten nicht véllig bewiesen, aber sehr wahrscheinlich
ist [21]16).

C
EH 4 \D /H\/C<€:2\CH /D\C/C\H

27

15) Bei Verrucarin B und Verrucarin J sind wegen des Fehlens einer freien Hydroxylgruppe nur
makrocyclische Strukturen méglich und Verkniipfungen analog zu A und B ausgeschlossen
[19] (201

16) Auch in Trichothecin ist es eine sekundire Hydroxygruppe des Trichothecolons, welche dic
gleiche Stellung und Konfiguration wie diejenige des Verrucarols (12) einnimmt — beide
Alkohole besitzen die gleiche Grundstruktur [1] [22] --, die mit der Isocrotonsdure (cis-Geo-
metrie!) verestert ist [23].

130) Anm. bei der Korrektur: Inzwischen ist es gelungen, durch einen oxydativen Abbau des
Verrucarins A diese Scquenz der Bausteine direkt zu beweisen. Vgl. spitere Mitteilung.
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Fig. 9. NMR.-Spektrum von LEpoxy-mono-O-acetyl-vervucarin A (27) in Deutevochlovoform )

Im Zusammenhang mit weiteren Abbauversuchen stellten wir noch das Epoxy-
mono-O-acetyi-verrucarin A (27) durch Behandeln von Mono-Q-acetyl-verrucarin A
(2) mit Perbenzoesidure in Chioroform bei 20° her. Im NMR.-Spektrum von 27 (vgl.
Fig. 9 und Tab.) ist erwartungsgemiss das gewShnlich bei 4,5 7 auftretende Signal
des C-10-Vinylprotons durch ein Signal bei 6,84 T ersetzt. Die Kopplungskonstante J
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von 5,5 cps deutet auf einen kleinen Valenzwinkel zwischen den H-Atomen an C-10
und C-11 hin [12], was fiir ihre ¢is-stindige Anordnung und somit fiir die 8-Konfigu-
ration der Epoxygruppe sprechen wiirde. Die iibrigen Signale des NMR.-Spektrums
von 27 sind, abgesehen von der Verschiebung der C-16-Methylgruppe, praktisch un-
verdndert. Der Muconsdureanteil der Molekel ist somit intakt.

Nach all diesen Befunden halten wir die fiir Verrucarin A vorgeschlagene Struk-
turformel 1 fiir gut begriindet. Verrucarin A ist somit ein makrocyclischer Triester,
ein Strukturtyp, den man bisher in der Natur nicht angetroffen hat. Uber die Faltung
des 18gliedrigen Rings (Sekundirstruktur), die in Formel 1 willkiirlich angegeben ist,
kann nur eine RONTGEN-Analyse genaue Auskunft erteilen.

Diese Arbeit wurde grossziigig von der SaNDOz AG, Bascl, finanziell und durch die Bereit-
stellung von Kulturen und Rohextrakten 18) unterstiitzt, wofiir wir auch an dieser Stelle bestens
danken.

Experimenteller Teil

Die Smp. wurden auf dem KoFLER-Block bestimmt und sind nicht korrigiert. Substanzproben
zur Messung der spezifischen Drehung, der UV.-, IR.- und NMR.-Spektren wurden 1 Std. bei
0,02 Torr und 60-70° getrocknet. Die UV.-Spektren wurden mit cinem BEckmaN-Spektrophoto-
meter, Modell DK 2, die IR.-Spektren mit einem PERKIN-ELMER-IR.-Zweistrahlspektrophoto-
meter, Modell 21, mit NaCl-Optik, oder einem PERKIN-ELMER-IR.-Gitterspektrophotometer,
Modell 125, aufgenommen. Substanzproben zur Elementaranalyse wurden, wenn nicht anders
vermerkt, bei 0,02 Torr bei der angegebenen Zeit und Temp. getrocknet; wir verdanken die
Analysen dem mikroanalytischen Laboratorium des Instituts (E. THOMMEN). Zur Sidulenchromato-
graphie nach der Durchlaufmethode [24] diente neutrales Al,O,; der Aktivitdtsstufen I und II der
Fa. M. WoeLM, Eschwege, oder Kieselgel MErRck der Korngrgsse 0,15-0,3 mm. Fiir die Diinn-
schichtchromatographie nach StaHL [25] wurden Kieselgel G als Adsorbens und Chloroform
mit 0,5 bis 159, Methanol als Fliessmittel verwendet. Die Flecke wurden durch J,-Dampfe sicht-
bar gemacht. Ubliches Aufarbeiten bedeutet: Eindampfen im Vakuum, Aufnehmen des Eindampf-
riickstands in Chloroform, Methylenchlorid oder Ather, Waschen mit 2~ HCI, 2N Na,CO; und
Wasser, Trocknen iiber Na,SO,; und Eindampfen der Losung im Vakuum.

I. Verrucarin A und Derivate des Verrucarins A

1. Verrucarin A (I). Das verwendete Priparat zeigte dic bereits beschriebenen Eigenschaften[2].
IR.-Spektrum (CH,Cl,) u.a. Banden bei: 3540, 1730 (Schulter), 1715, 1635 (sw), 1590 (sw),
1210, 1190, 1085, 965 und 880 cm™! (vgl. Fig. 1). NMR.-Spektrum vgl. Tab. Mol.-Gew. Ber. 502,5;
Gef. 527 4+ 26 (vaporometrische Mikromethode in CH,Cl, [26]1Y)).

2. Mono-O-acetyl-verrucavin A (2). Eine Losung von 102 mg Verrucarin A (1) in 2 ml Pyridin
wurde mit 2 ml Acetanhydrid versetzt und 26 Std. bei 20° stehengelassen. Das nach iiblichem
Aufarbeiten mit Chloroform erhaltene Rohprodukt wurde an 10 g Al,O4 chromatographiert (Akt.
Stufe 11). Die mit Petrolither-Benzol cluierten Fraktionen (97 mg) lieferten aus Aceton-Ather
47 mg reines 2 in farblosen Nadeln vom Smp. 212-215° [«]3 = +132,5° 4 2° (¢ = 1,180 in
Chloroform). IR.-Spektrum (CH,Cl,) u.a. Banden bei: 1750 (Schulter), 1740, 1710, 1635 (sw),
1590 (sw), 1235, 1190, 1085, 1035, 970, 820 cm~! (vgl. Fig. 1). UV.-Spektrum (Athanol): Maximum
bei 260 nm (loge = 4,41). NMR.-Spektrum: vgl. IFig. 2 und Tab. Zur Analyse wurde 3 Std. bei
100° getrocknet.

CyoHyg0y (544,6) Ber. C63,95 H 6,65 02949  Gef. C63,9 H6,6 0O 29,69
Mol.-Gew. Gef. 544 aus Massenspektrogramm?) ; 562 aus Mono-O-{14CJ-acetyl-verrucarin A (2a)[2].

3. Mono-O-propionyl-vervucarin A (3)2°). Einc Losung von 102 mg Verrucarin A (1) in 2 ml
Pyridin wurde mit 2 ml Propionsdureanhydrid versetzt und 26 Std. bei 22° stehengelassen.

18) Wir danken dafiir vor allem den Herren Dres. E. HArRrRI, W. LorFFLER, H. P. Si6G und
CH. STOLL.

19} Die Bestimmung verdanken wir Herrn PD Dr. W. SimonN, ETH Ziirich.

20y Dieser Versuch wurde von Herrn W. ZGRCHER durchgefiihrt.
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Ubliches Aufarbeiten ergab ein O, das nach Versetzen mit Petrolither feine Nadeln lieferte. Nach
Umbkristallisieren aus Aceton-Petrolither (62 mg) reines 3 in farblosen Nadeln vom Doppel-Smp.
150°/185°. Nach nochmaligem Umkristallisieren aus Aceton-Petroliather schmolz das Praparat bei
151-155°. [&]28 = +126° 4 2° (¢ = 1,112 in Chloroform). IR.-Spektrum (CH,Cl,) u.a. Banden bei
(Infracord): 1750, 1740, 1710, 1635 (sw), 1590 (sw), 1080, 1030, 965, 875 cm~. Zur Analysc wurde
3 Std. bei 100° getrocknet.

CaoHgsOro (558,6) Ber. C 64,50 H 6,86%  Gef. C 64,67 H 6,93%

4. Mono-O-benzoyl-verrucarin A (4). Eine Losung von 101 mg Verrucarin A (1) in 3 ml Pyridin
und 1 ml Benzoylchlorid wurde 15 Std. bei 22° stehengelassen, hierauf bei 0° mit wenig Methanol
versetzt und 30 Min. stehengelassen. Das nach {iblichem Aufarbeiten erhaltene orange gefiarbte
Rohprodukt wurde zur Abtrennung des Methylbenzoates an 5 g Al,O3 chromatographiert. Die mit
Ather und Chloroform eluierten Fraktionen (118 mg) ergaben aus Benzol-Ather 44 mg reines 4 in
fcinen Nadeln vom Smp. 217-221°. [«]}} = +80° + 2° (¢ = 1,261 in Chloroform). Zur Analyse
wurde 5 Std. bei 100° getrocknet.

CyyHz504¢  Ber. € 67,31 H 6,31 0 26,38%
(608.,7) Gef. ,, 67,59; 67,57 ,, 6,43; 6,52 ,, 25,589,

5. Hexahydrovervucarin A (5). Eine Losung von 2,045 g Verrucarin A (1) in 100 ml Eisessig
wurde in Gegenwart von 240 mg PtO,,H,0 bei 22° hydricrt. Nach 20 Min. waren 385 ml H, ver-
braucht, was unter Beriicksichtigung des vom Katalysator verbrauchten Wasserstoffs 3,2 Aqui-
valenten entsprach. Nach Abfiltrieren des Katalysators iiber eine Schicht Celite wurde das Filtrat
im Vakuum eingedampft, der Eindampfriickstand in Chloroform aufgenommen, mit 25 Na,CO4
und Wasser gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und im Vakuum eingedampft. Es resultierten
2,4 ¢ Rohprodukt, das aus Accton-Ather-Petrolither 1,78 g reines 5 in feinen, farblosen Plittchen
vom Smp. 113-115° lieferte. [a]ff = +24° 4+ 1° (¢ = 1,155 in Chloroform). IR.-Spektrum
(CH,Cl,) u.a. Banden bei : 3680, 3580, 1725, 1090, 965 cm~1. UV.-Spektrum (Athanol): keine
selektive Absorption. NMR.-Spektrum vgl. Tab. Zur Analyse wurde 5 Std. bei 100° getrocknet.

CypHOp  Ber. C 63,76 H 7,93 0 28,329
(508,6)  Gef. ,, 63,9; 63,73 ,, 7,9; 7,95 ,, 28,7; 28,5%

Mol.-Gew. Gef. 510 + 10 (vaporomectrische Mikromethode in CH,Cl, [26]1%)); 508 aus Massen-
spektrogramm?).

6. Mono-O-acetyl-hexahydrovervucarin A (6). — a} Aus Hexahydrovervucarin A (5). Eine Losung
von 91 mg Hexahydroverrucarin A in 2 ml Pyridin und 2 ml Acetanhydrid wurde 23 Std. bei 22°
stehengelassen. Ubliches Aufarbeiten mit Chloroform lieferte 103 mg Rohprodukt, das aus Ather-
Pentan 79 mg reines 6 in feinen farblosen Nadeln vom Smp. 155-158° lieferte. [o}fs = +20° + 2°
(¢ = 1,278 in Chloroform). IR.-Spektrum (CH,Cly) u.a. Banden bei: 1750 (Schulter), 1740-1725,
1380, 1235, 1200, 1090, 1035, 965 cm~1. Zur Analyse wurde 5 Std. bei 100° getrocknet.

CpoH 0Oy Ber. € 63,26 H 7,69 0 29,069,
(550,6) Gef. ,, 634;63,7 ,, 75:74 ,, 29,9; 29,0%

b) Aus Mono-O-acetyl-verrucarin 4 (2). Eine Losung von 50 mg 2 in 10 ml Eisessig wurde in
Gegenwart von 20 mg PtO,,H,O bei 22° hydricert. Nach Aufnahme von 3 Aquiv. H, wurde der
Katalysator iiber eine Schicht Celite abfiltriert und das Filtrat im Vakuum eingedampft. Der
Riickstand wurde in Chloroform aufgenommen, mit 28 Na,CO; und Wasser gewaschen, iiber
Na,S0, getrocknet und im Vakuum eingedampft. Es resultierten 48 mg Rohprodukt, das aus
Ather-Pentan 29 mg Mono-O-acetyl-hexahydroverrucarin A vom Smp. 155-158° lieferte. Nach
Misch-Smp., spez. Drehung und Diinnschichtchromatogramm identisch mit dem aus 5 erhaltenen
Priparat.

7. Mono-O-[MCl-acetyl-hexakydrovervucarin 4 (6a). Eine Losung von 53 mg Hexahydro-
verrucarin A (§) in 0,3 ml Pyridin wurde mit 0,3 ml [¥C]-Acetanhydrid versetzt und wie iiblich
aufgearbeitet. Nach Chromatographie des Rohprodukts an 2 g Al,O; wurden die erhaltenen
Kristalle von 6a bis zur konstanten Radioaktivitit aus Ather-Petrolither umkristallisiert. Dic
nach der 5. Kristallisation erhaltenen Kristalle vom Smp. 159-162° ergaben cine spezifische Radio-
aktivitit von 15140 dpm/mg." Durch Vergleich der Aktivitit mit zwei aus dem gleichen [14C]-
markierten Acetanhydrid hergestellten [MC}-Acctanilid-Priparaten mit spez. Radioaktivitdaten
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von 8723000 bzw. 8969000 dpm/mMol crgaben sich Mol.-Gewichtc von 576 bzw 592 (ber. 550) 21},
Fiir Hexahydroverrucarin A ergaben sich Mol.-Gewichtc von 534 bzw. 550 (ber. 508). Der Fehler
betragt -+ 29.

8. Dehydrovevrucarin A (25). Eine Losung von 120 mg reinem Verrucarin A (1) in 20 ml Aceton
wurde mit 1 ml CrO4—H,S0,-Stammlgsung (2,67 g CrOy; 2,13 ml konz. H,SO, ad 10 ml Wasser)
versctzt (ca. zehnfacher Uberschuss) und bei 25° wihrend 45 Min. geriihrt. Nach Versetzen mit
25 ml Wasser wurde das Aceton im Vakuum entfernt, die wisserige Losung mit Mecthylenchlorid
ausgeschiittelt, die organische Phase mit Wasser gowaschen, iiber Na,SO, getrocknet und im
Vakuum eingedampft. Aus dem Rohprodukt kristallisierten aus Ather 63 mg Dehydroverrucarin A
in farblosen Kristallen. Subl. ab 220°, Zers. ab 280°. [¢)% = +114° 4- 3° (¢ = 1,03 in Chloro-
form). IR.-Spektrum (CH,Cly) u.a. Banden bei: 1740 (Schulter), 1730-1710, 1635 (sw), 1590 (sw),
1210,1185,1035,995,970, 880,820 cm ! (vgl. Fig. 7). UV.-Spektrum (Athanol) : Maximum bei 260 nm
(loge = 4,36). NMR.-Spcektrum: vgl. Fig. 8 und Tab. Zur Analyse wurde 15 Std. bei 80° getrocknet.

CorHgo Oy (500,5)  Ber. C64,78 H 6,45%  Gef. C 64,93 H 6,639,

9. Dehydro-hexahydroverrucarin 4 (26). Eine Losung von 256 mg Hexahydroverrucarin A (5)
in 8 ml Eisessig wurde mit 2,5 ml 2-proz. CrO,-Lésung in Eisessig (1,5 O-Aquiv.) versetzt und 7 Std.
bei 20° stehengelassen, worauf noch CrO, nachweisbar war. Nach Zugabe von wenig Athanol
wurde die griine Losung im Vakuum cingedampft, der Eindampfriickstand in Methylenchlorid-
Athanol-(9:1) aufgenommen, die Losung mit 2N H,S0,, 28 Na,CO, und Wasser gewaschen, {iber
Na,50, getrocknet und im Vakuum eingedampft. Es resultierten 250 mg leicht griin gefarbter
Rohextrakt, der an 12 g Silicagel chromatographiert wurde. Die mit Methylenchlorid, das 1-59,
Methanol enthielt, eluierten Fraktionen ergaben 220 mg fast reines Dehydro-hexahydroverru-
carin A, das bis jetzt nicht kristallisierte. [¢)3 = —19° 4 2° (¢ = 1,12 in Mcthanol). IR.-Spek-
trum (CH,Cl,) u.a. Banden bei: 1740-1725, 1080, 965 cm—1.

10. Epoxy-mono-O-acetyl-verrucarin 4 (27)2°). Eine Losung von 630 mg Mono-O-acetyl-
verrucarin A (2) in 1 ml Chloroform wurde mit 10,5 ml 0,33~ Perbenzoesiure in Chloroform (ent-
spr. 3 Aquiv.) 16 Std. bei 22° stehengelassen. Hierauf wurde mit Chloroform verdiinnt und mit
20-proz. Na,S5,0,-1.osung, zweimal mit 2N Na,CO, und zweimal mit Wasser ausgeschiittelt. Nach
Trocknen iiber Na,50O, und Eindampfen der Chloroformlésung resultierten 678 mg Rohprodukt,
das an 250 g Kieselgel (Korngrosse 0,05-0,2 mm) chromatographiert wurde. Die ersten mit
Methylenchlorid, das 0,59 Methanol enthielt, eluierten Fraktionen ergaben 32 mg reines Mono-0O-
acetyl-verrucarin A (2). Dic folgenden Fraktionen lieferten 117 mg Gemisch, das nicht getrennt
wurde. Die restlichen mit Methylenchlorid, das 19, Methanol enthielt, eluierten Fraktionen er-
gaben 450 mg Rohprodukt, das nach Umkristallisieren aus Methylenchlorid-Ather 329 mg rcines
Epoxy-mono-O-acetyl-vervucarin A (27) in Nadeln vom Smp. 192-193° lieferte. [¢]3} = + 102° 4 2°
(¢ = 1,026 in Chloroform). IR.-Spektrum (in CH,Cl,) u.a. Banden bei: 3040-3020, 1755, 1740,
1720, 1710, 1630, 1590, 965 und 855 cm~!. Zur Analyse wurde 3 Std. bei 100° getrocknet.

CyeHaOyy (560,6)  Ber. C 64,14 H 6,46%  Gef. C61,85 H 6,629,

II. Hydrolytische Spaltungen

1. Hydrolyse von Vervucarin A (1) mit K,CO,. Eine Losung von 5,73 g Verrucarin A in 750 ml
Methanol wurde mit einer Losung von 60 g K,CO, in 200 ml Wasscr (ca. 1N K,CO,-Losung in
80-proz. Methanol) versetzt und das gelb gefarbte Gemisch 5 Std. bei 20° geriihrt. Das Methanol
wurde im Vakuum entfernt und die alkalische L.ésung mit Methylenchlorid, das 20% Athanol
enthielt, ausgeschiittelt. Nach Waschen mit Wasser und Trocknen tliber MgSO, ergaben die
Extrakte nach Eindampfen im Vakuum 2,85 g neutrales Rohprodukt. Aus Aceton-Ather resultier-
ten 2,69 g Kristalle. Nach Umkristallisieren aus Aceton-Ather wurde reines Verrucarol (12) in
Nadeln vom Smp. 155-156° erhalten. Zur weitercn Charakterisicrung vgl. [1,. — Die oben verblie-
bene wisserig-alkalische Losung und die Waschwasser wurden vereinigt, mit konz. H,SO, auf pH 2
gebracht und mit Ather ausgeschiittelt. Die Atherlosungen crgaben nach Waschen mit Wasser,
Trocknen iiber MgSO, und Eindampfcn im Vakuum 1,45 g Rohprodukt, aus dem nach Versetzen
mit Methanol-Wasser 909 mg cis, trans-Muconsdure (7) auskristallisierten, die nach zwcimaligem

1) Die Bestimmung der Radioaktivititen verdanken wir Herrn Dr. I¥. KALBERER, SaNDpoz AG,
Bascl.
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Umbkristallisieren aus Wasser bei 180-188° schmolz. IR.-Spektrum (Nujol) u.a. Banden bei:
2650~2500, 1680, 1630, 1610, 1280, 1190, 1020, 715 cm~1. UV.-Spektrum (Athanol) : Maximum bei
259,5 nm (loge = 4,63). Zur Analyse wurde 5 Std. bei 110° getrocknet.

CeHO, (142,1) Ber. C50,71 H 4,26 045,049 Gef. C51,0 H42 04519

Aquivalontgowicht: Gef. 153,2 aus Mikrotitration fiir zweibasische Sdure.

Die nach dem Ausschiitteln mit Ather verbliebenen sauren, wisserigen Phasen wurden ver-
einigt und im KUTSCHER-STEUDEL-Apparat wihrend 60 Std. mit Ather extrahiert. Die Extraktc
lieferten nach Eindampfen 1,33 g Riickstand, der nach Destillation im Molekularkolben bei 60°
Badtemperatur/13 Torr 974 mg reines Verrucarinsdiuvelacton (9) in langen, farbloscn Nadeln
lieferte, die nach Umkristallisieren aus Ather bei 103—104° schmolzen. [a]'f)z = —9° 4+ 1°(¢c = 1,033
in Chloroform). IR.-Spektrum (CH,Cl} u.a. Banden bei: 3540, 1735, 1220, 1110, 1090, 1060,
910 cm™! (vgl. Fig. 4). UV.-Spektrum (Athanol) : keine selektive Absorption. NMR.-Spektrum vgl.
Fig. 5. Zur Analyse wurde bei 60° und 13 Torr sublimiert.

CeH, 03 Ber. C554 H78 0368 1(C)CH,11,5%
(131,1)  Gef. ,, 55,7 ,, 7,7 ,, 364 " 5,9%

Mol-Gew.: Gef. 135 4- 3 (vaporometrische Mikromethode [26}1%)); 127 und 129 aus Lactontitration.

2, Spaltung von Vervucarin A (1) mit LiAlH,. Eine Losung von 115 mg Verrucarin A in 10 ml
Tetrahydrofuran wurde portionenweise zu einer Suspension von 200 mg LiAlH, in 20 ml Tetra-
hydrofuran-Ather gegeben, wihrend 4 Std. riickflicssend erwirmt und bei 0° vorsichtig mit 1n
H,S0, versetzt, bis beide Phasen klar waren. Die wisserige Phase wurde mit Methylenchlorid-
Athanol-(9:1) -ausgeschiittelt, die organischen Phasen mit Wasser gewaschen, iiber Na,SO, ge-
trocknet und im Vakuum eingedampft. Das &lige Rohprodukt (80 mg) wurde an 10 g Silicagel
chromatographiert. Die mit Methylenchlorid, das 49, Methanol enthielt, cluierten Fraktionen
(35 mg) ergaben aus Aceton-Ather 28 mg Dikydroverrucarol B (13) vom Smp. 109-115°, das nach
IR.-Spektrum und Diinnschichtchromatogramm identisch war mit einem aus Verrucarol (12)
hergestellten Praparat von Dihydroverrucarol B. Die iibrigen, polaren Spaltprodukte wurden nicht
niher untersucht.

3. Hydrolyse von Hexahydroverrucarin A (5) mit KOH. Eine Loésung von 960 mg Hexahydro-
verrucarin A in 100 ml Methanol wurde mit 5 g KOH versetzt und 3 Std. unter Riickfluss erhitzt.
Hierauf wurde mit 100 ml Wasser versetzt und das Methanol im Vakuum centfernt. Die alkalische,
wisserige Phase wurde mit Chloroform ausgeschiittelt, die organische Lésung mit 2N H,S0O, und
Wasser gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und im Vakuum eingedampft, Aus den 440 mg rohen
neutralen Anteilen kristallisierten aus Aceton-Ather 277 mg Dikydroverrucarol A (14) vom Smp.
149-151°; nach Diinnschichtchromatogramm, Misch-Smp. und IR.-Spektrum identisch mit aus
Verrucarol gewonnenem Dihydroverrucarol A,

Die vereinigten wisserigen Phasen wurden mit konz. H,SO, auf pH 2 gebracht, mit Ather aus-
geschiittelt, die Atherlssung mit Wasser gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und im Vakuum ein-
gedampft. Der Riickstand (219 mg) crgab aus Methanol-Ather-Petrolither 55 mg Adipinsdure (10)
in flachen Kristallen vom Smp. 148-150° (sublimiert ab 135° in feinen Rhomboedern) ; Misch-Smp.
mit authentischer Adipinsdure ebenso. Zur Analyse wurde 3 Std. bei 100° getrocknet.

CeHyoO, (146,14) Ber. C49,3 H 6,9 0438% Gef. C494 H6,8 04349

Die verbliebenen sauren, wisserigen Phasen wurden vereinigt und wihrend 24 Std. im
KUTSCHER-STEUDEL-Apparat mit Ather extrahiert. Die Atherextrakte lieferten nach Trocknen
itber Na,SO, und Eindampfen im Vakuum 360 mg Rohprodukt, das aus einem Gemisch von
Adipinséure und Verrucarinsiurelacton bestand. Durch Sublimation bei 60° Badtemperatur und
14 Torr im Molekularkolben liessen sich 180 mg reines Verrucarinsdurelacton (9) in farblosen
Nadeln vom Smp. 103-104° abtrennen.

Adipinsaure-dianilid (11). Eine Losung von 24 mg Adipinsdurce (10), die aus 5 durch alkalische
Hydrolyse erhalten worden war, in 300 mg frisch tiber Zink destillicrtem Anilin wurde 2 Std. auf
190° erhitzt. Das nach Erkalten kristallisierende, in Ather unlésliche rohe Anilid wurde mit Ather,
2~ HCl, Wasser und nochmals Ather auf einem Papierfilter gewaschen und aus Athanol-Wasser
umkristallisiert: 23 mg reines Adipinsduredianilid vom Smp. 239-240°; Misch-Smp. it authenti-
schem Material ebenso. Zur Analyse wurde 3 Std. bei 100° getrocknct.

CisHyO0,N, (296,3)  Ber. C7294 H 6,81 N945% Gef. C73,1 H6,6 NO9,5%
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4. Hydvolyse von Dehydrovervucavin A (28) mit K,CO,. Eine Losung von 60 mg 25 in 10 ml
Methanol und 10 ml 2~ wiasseriger K,CO, wurde nach 12 Std. Stehen bei 20° im Vakuum vom
Methanol befreit und mit Methylenchlorid ausgeschiittelt. Dabei resultierten 29 mg neutrale An-
teile, die aus Aceton-Ather 20 mg Verrucarol (12) vom Smp. 155-157° lieferten, das nach Diinn-
schichtchromatogramm, Misch-Smp. und IR.-Spektrum mit Verrucarol aus Verrucarin A (1)
identisch war.

Die verbliebene wisserige Losung wurde mit konz. H,SO, auf pH 2 gebracht und mit Ather
ausgeschiittelt. Es resultierten 20 mg saure Anteile, aus denen nach Zugabe von Methanol ca.
10 mg cis, trans-Muconsdure (7) vom Smp. 180-185° kristallisierten, die nach Diinnschichtchro-
matogramm mit einem authentischen Priparat von 7 identisch war.

Durch 24stdg. kontinuierliche Extraktion der verbliebenen wasserigen Phase mit Methylen-
chlorid und Eindampfen der Extrakte wurden 11 mg Ol gewonnen, das sich nach Diinnschicht-
chromatogramm als uneinheitlich erwies4).

Ein analoger Versuch mit 32 mg Dehydroverrucarin A und 40 mg K,CO, in 0,4 ml H,O und
15 ml Methanol (entspr. 0,04~ K,CO,-Losung) bei 22° ergab nach 22 Std. 13 mg krist. Verrucarol.
Partielle Hydrolysenprodukte waren weder in den Mutterlaugenriickstinden noch in Proben, die
nach kiirzerer Reaktionszeit periodisch aufgearbeitet wurden, nachzuweisen.

5. Hydvrolyse von Dehydro-hexahydvoverrucavin A4 (26). Eine Losung von 165 mg Dehydro-
hexahydroverrucarin A in 25 ml Methanol und 25 ml wésseriger K,CO4-Loésung wurde nach 22 Std.
Stehen bei 22° mit ca. 20 ml Wasser versetzt und im Vakuum vom Methanol befreit. Die alkalische,
leicht triibe Lésung wurde mehrmals mit Methylenchlorid- Alkohol-(9:1) ausgeschiittelt, die Aus-
ziige mit Wasser gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und im Vakuum cingedampft. Der farblose
Riickstand (65 mg) ergab aus Aceton-Ather-Petrolither 40 mg Dikydroverrucarol A (14) in farb-
losen, rhombischen Kristallen vom Smp. 157-159°; [a]} = —6° 4+ 1° (¢ = 0,909 in Chloroform);
nach Misch-Smp., Diinnschichtchromatogramm, IR.-Spektrum und spez. Drehung identisch mit
Dihydroverrucarol A aus Verrucarol (12).

Die vereinigten wiésserigen Phasen wurden mit konz. H,SO, tropfenweise bis zur kongosauren
Reaktion versetzt und mit Ather griindlich ausgeschiittelt. Nach der iiblichen Aufarbeitung
resultierten 60 mg saure Anteile, woraus durch Destillation im Molekularkolben bei 70° Bad-
temperatur/15 Torr 12 mg einer klaren Fliissigkeit gewonnen werden konnten (Gemisch, das nicht
getrennt werden konnte4)). Aus dem farblosen Destillationsriickstand kristallisierten aus Aceton-
Petrolither 18 mg Adipinsdure (10) in feinen Plittchen vom Smp. 148-152°; Misch-Smp. mit
authentischer Adipinsidure ebenso.

Die verbliebenen sauren wiésserigen Phasen wurden 20 Std. bei Zimmertemperatur im
KUTSCHER-STEUDEL-Apparat mit Methylenchlorid extrahiert. Der Eindampfriickstand des
Extraktes (30 mg) ergab nach Destillation im Molekularkolben bei 70° Badtemperatur/15 Torr
15 mg farblose, klare Fliissigkeit (Gemisch, das nicht getrennt werden konnte 14)).

11I. Konstitution der Spaltprodukte von Verrucarin A

1. Die Muconséuren. — a) Darstellung von cis, cis- und cis, trans-Muconsdure. Nach ELVIDGE
et al. [9] liess man unter Kiithlung im Eisbad eine Mischung von 650 g Acetanhydrid und 5 ml konz.
H,SO, innert 8 Std. unter Riihren zu 150 ml 30-proz. H,O, tropfen. Dann wurde die Lésung bei
ca. 20 Torr destilliert, wobei nach einem Vorlauf von 150 ml ca. 600 ml 13-proz. Peressigsaure als
Hauptiraktion bei 25-30° gewonnen wurden. Zu diesen 600 ml Peressigsaure wurden 26 g Phenol
gegeben und die Lésung bei 20° im Dunkeln stehengelassen. Nach 14 Tagen wurde die braune
Losung von den ausgeschiedenen Kristallen abdekantiert. Die Kristalle wurden in 10-proz.
NaHCO, gelost, die alkalische Phase mit Ather gewaschen und die cis, ¢is-Muconsiure aus der
noch schwach gelben Lésung durch Ansiuern mit konz. HCl ausgefillt. Aus Athanol 6 g cis, cis-
Muconsédure in farblosen Nadeln, nach Umkristallisieren aus Athanol Smp. 181-183°.

2 g cis, cis-Muconsiure wurden dreimal aus siedendem Wasser umkristallisiert, wodurch
600 mg reine cis, trans-Muconsdure (7) vom Smp. 172-174° erhalten wurden. Fiir die Diinnschicht-
chromatographie wurde als Fliessmittel Benzol-Butanol-(9:1), das 29, Ameisensiure enthielt,
verwendet.

b) Trans, trans-Muconsdure. Ein kaufliches Priparat (FLuka AG, Buchs SG) wurde durch
zweimaliges Umkristallisieren aus Athanol gereinigt: Smp. 206-298°.
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¢} Cis,cis-, cis, trans- und trans, trans-Muconsdure-dimethylestey. 250 mg cis, cis- bzw. 150 mg
¢is, trans-Muconsiure wurden in méglichst wenig reinem Methanol gelést und mit Ather auf ca.
50 ml bzw. 40 ml verdiinnt. Die dtherischen Lésungen wurden zweimal mit frisch bereiteter, dtheri-
scher Diazomethanlésung bis zur bleibenden Gelbfarbung versetzt und sofort im Vakuum zur
Trockne eingedampft. Die farblosen Rohkristallisate wurden aus Ather-Petrolither umkristalli-
siert und ergaben: 200 mg cis, cis-Muconsdure-dimethylester, Smp. 73-74° (sublimiert ab ca. 60°),
95 mg cis, trans-Muconsdure-dimethylester, Smp. 74-75° (sublimiert ab ca. 65°).

50 mg kaufliche, gereinigte frans, trans-Muconsiure, nach dem gleichen Verfahren verestert,
ergaben nach Umkristallisicren aus Aceton-Ather 27 mg #rans, trans-Muconsiure-dimethylester
in feinen Prismen vom Smp. 145° (gleichzeitige Sublimation).

d) Cis, trans- Muconsgure-dimethylester (8) aus Vevrucarin A (1). 50 mg cis, irans-Muconsidure
(7) vom Smp. 180-188°, die aus Verrucarin A durch alkalische Hydrolyse gewonnen worden war,
wurde nach dem gleichen Verfahren verestert und ergab nach Umkristallisieren aus Ather 35 mg
reines, kristallines 8 vom Smp. 73-75°; Misch-Smp. mit einem authentischen Priparat ebenso?).
NMR.-Spektrum vgl. Fig. 3.

2. Verrucarinsiurelacton (9) und Verrucarinsiure (16). — a) Mono-O-acetyl-verrucarin-
sdurelacton (15). Eine I.osung von 64 mg Verrucarinsiurclacton in 1 ml Pyridin wurde mit 1 ml
Acetanhydrid versetzt und 4 Tage bei 20° stehengelassen. Hierauf wurde im Vakuum eingedampft,
der Riickstand mehrmals mit Aceton versctzt, wieder eingedampit und zweimal im Molekular-
kolben bei 60° Badtemperatur/14 Torr destilliert. Dabei wurden 54 mg Mono-O-acetyl-verrucarin-
saurclacton als farbloses Ol erhalten, das nach Diinnschichtchromatogramm einhcitlich war,
jedoch nicht kristallisierte und sich schlecht trocknen liess. 1R.-Spektrum (CH,Cl) u.a. Banden
bei: 1755-1740, 1375, 1225, 1100, 920 cm™1. Zur Analyse wurde durch Destillation bei 60°/15 Torr
getrocknet.

CsH 0, (172,2) Ber. €558 H70 037,29 Gef. C54,5 H 7,3 O 3899

b) Titration von Verrucarinsdure (16). Eine Losung von 33,3 mg Verrucarinsiurelacton (9) in
1 ml 1,62x wisseriger KOH (sofortige Losung als K-Salz der Verrucarinsiurce bei 20°) wurde
20 Min. bei 20° stehengelassen, mit einem Tropfen Phenolphtalein versetzt und mit 0,1x HCI
potentiometrisch zurticktitriert. Aus der Differenz des Siureverbrauchs zu ciner Blindprobe ergab
sich das Aquivalentgewicht des Lactons zu 129. Bei einer Wiederholung dicses Versuches wurde in
guter Ubereinstimmung mit diesem Resultat der Wert von 127 gefunden. Aus der Titrationskurve
konnte, ohne grosse Genauigkeit, ein pk, von ca. 3,1 in Wasser ermittelt werden.

¢} Verrucavinsiuve-benzhydrylamid (17). Eine Losung von 48 mg krist. Verrucarinsiurclacton
(9) in ca. 300 mg Benzhydrylamin wurde 1 Std. auf dem Dampfbad erwdrmt. Nach Erkalten wurdc
mit Methylenchlorid versetzt, mit 2N HCl und Wasser gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und im
Vakuum eingedampft. Das Rohprodukt (117 mg) wurde an 4 g Al,O, chromatographiert. Methylen-
chlorid mit 1-5%, Methanol eluierte 69 mg, cic aus Aceton-Petroldther 65 mg reines 17 in feinen
Nadeln vom Smp. 119-120° ergaben. [a]}} = —30° 4 2° (¢ = 1,110 in Aceton). IR.-Spektrum
(KBr) u.a. Banden bei: 3060 (sw), 3030 (sw), 1640, 1580 (sw), 1510, 1490, 1450, 1055, 760, 735, 700,
690, 590 cm™!. Zur Analyse wurde 15 Std. bei 50° getrocknet.

CygHpgOgN (313,4)  Ber. C72,81 H 7,40 N447%  Gef. C72,65 H 7,37 N 4,479,

d) Verrucarinsdure-phenylhydrazid (18). Eine Losung von 59 mg krist. Verrucarinsiurelacton (9)
(0,454 mMol) in 3 ml Ather wurde mit 0,454 mMol (0,0446 ml) Phenylhydrazin versetzt und
nach Verdunsten des Losungsmittels 30 Min. auf 90° erwarmt. Der rot gefirbte, zihfliissige Riick-
stand ergab aus Aceton-Petrolither 64 mg Kristalle. Nach viermaligem Umkristallisieren aus
Aceton-Petroldther wurde reines 18 in Nadeln vom Smp. 142-143° erhalten. [«]% = —43° 4 2°
(¢ = 1,04 in Accton). IR.-Spektrum (KBr) u.a. Banden bei: 1640, 1600, 1490, 1110, 1045, 1010,
690, 485 cm~1. Zur Analyse wurde 15 Std. bei 50° getrocknet.

CraH 304N, (238,28) Ber. C60,48 H 761 N 11,769 Gef. C60,60 H 7,73 N 11,669,

e) 3-Methylpentantriol-(7,2,5) (19). Eine Losung von 50 mg Verrucarinsiurelacton (9) in 2 ml
‘Tetrahydrofuran und 5 ml Ather wurde bei 0° portionenweise zu einer Suspension von 100 mg
T.iAlH, in 20 ml Ather gegeben; dann wurde 2 Std. unter Riickfluss crwirmt. Das Gemisch wurde
bei 0° vorsichtig mit 1N H,SO, versetzt, bis beide Phasen klar waren, die dtherische Phase abge-
trennt und die mit NaOH neutralisierte, wisserige Phase 20 Std. im KUTSCHER-STEUDEL-Apparat
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mit Methylenchlorid extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt und im Vakuum einge-
dampft. Der Rohextrakt von 48 mg ergab durch Destillation im Molekularkolben bei 50-60° Bad-
temperatur/0,1 Torr 35 mg reines 19 als farblose Fliissigkeit. [a]f = —12° 4 1° (¢ = 0,947 in
Aceton). Da sich das Triol nicht geniigend trocknen liess, wurde auf eine Analyse verzichtet.

fy Tvi-1,2,5-(3, 5-dinitrobenzoyloxy)-3-methyl-pentan (20). Eine Losung von 20 mg 3-Methyl-
pentantriol-(1,2,5) (19) in 1 ml Pyridin wurde mit 120 mg 3, 5-Dinitrobenzoylchlorid 30 Min. auf
90° erwdrmt. Das Gemisch wurde im Vakuum vom Fyridin befreit, in Methylenchlorid-Athanol-
{9:1) aufgenommen, mit 2~ Na,CO,, 2N HCl und Wasser gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und
im Vakuum eingedampft. Aus dem Rohprodukt (30 mg) wurden nach dreimaligem Umkristalli-
sieren aus Aceton-Ather 10 mg reines 20 in feinsten Nadeln vom Smp. 191-194° erhalten. Zur
Analyse wurde 15 Std. bei 90° getrocknet.

CyrHp01 N (716,5)  Ber. C 45,26 H 2,81%  Gef. C 45,15 H 3,06%

g) HJO,-Spaltung von 3-Methylpentantviol-(1,2,5) (19). 6 mg 3-Methylpentantriol-(1,2,5)
wurden in einem 20-ml-Messkolben in 5 ml Methanol gelést, mit 2,5 ml 0,025~ wisseriger HJO,-
Losung versetzt, mit Wasser auf 20 ml aufgefiillt und bei 20° stehengelassen. Daneben wurde eine
Blindprobe unter den gleichen Bedingungen angesetzt. Nach 23 Std. wurden die Lésungen mit je
0,5 ml 25 H,50, und ca. 0,2 g KJ versetzt und das ausgeschiedene Jod mit 0,020 N wisseriger
Natriumthiosulfat-Losung zuriicktitriert.

Blindprobe Ber. 24,9 ml, Gef. 24,9 ml; Substanzprobe Ber. fiir 1 Aquiv. JO4-Verbrauch
20,5 ml Gef. 20,9 ml.

h) Abbau von Vervucavinsgurelacton (9) mit KMnO,. Einc Losung von 307 mg Verrucarin-
sdurelacton in 60 ml 1~ wisseriger H, SO, wurde bei 20° portionenweise unter Schiitteln mit 1,1 g
fein gepulvertem KMnO, versetzt (ca. 7 O-Aquiv.). Nach 6 Std. wurde das immer noch violett ge-
farbte Gemisch mit festem NaHSO, versetzt, bis die Losung farblos und klar war, und 30 Std. mit
Ather im KUTSCHER-STEUDEL-Apparat extrahiert. Der durch Eindampfen erhaltene farblose
Rohextrakt lieferte aus Aceton-Ather-Petrolither 80 mg (R)-(+)-Methylbernsteinsiuve (21) in
farblosen Nadeln vom Smp. 112-114°; ()% = +9° + 1° (¢ = 0,975 in Wasser) (vgl. voN BRAUN &
JosBEs [14]). IR.-Spektrum (KBr) u.a. Banden bei: 2670-2330, 1740-1710, 1420, 1245, 1190 cm™2.
Zur Analyse wurde 15 Std. bei 40° getrocknet.

CHgOy (132,1) Ber. C45,45 H 6,109%  Gef. C4542 H 6,09%

i) (R)-(+)-Methylbernsteinsiurve-diamid (22). Eine dtherische Lésung von 50 mg (R)-(+)-
Methylbernsteinsdure (21), die aus Verrucarinsidurelacton (9) stammte, wurde zweimal mit frisch
bereiteter dtherischer Diazomethanlésung bis zur bleibenden Gelbfirbung versetzt und sofort
wieder im Vakuum eingedampft, wobei ca. 50 mg fliichtiger, fruchtig riechender (R)-(+)-Methyl-
bernsteinsdurve-dimethylester erhalten wurde, der nach Diinnschicht- und Gas-Chromatogramm 22)
identisch mit authentischem (4 )-Methylbernsteinsiure-dimethylester war. Der rohe Ester wurde
in 1 ml Methanol aufgenommen, mit 3 ml konz. NH, versetzt und 15 Std. bei 20° stehengelassen.
Nach Eindampfen im Vakuum resultierten leicht gelb gefarbte Kristalle, die aus Methanol-Ather
20 mg reines (R)-(+)-Methylbernsteinsiure-diamid in farblosen Nadeln vom Smp. 228-230°
(sublimiert ab 220°) ergaben. [«]?2 = +3° 4 1° (¢ = 1,045 in Methanol). IR.-Spektrum (KBr)
u.a. Banden bei: 1670, 1630, 1410, 1210, 1140 cm~!. Zur Analyse wurde 15 Std. bei 60° getrocknet.

CiH; 00N, (130,15)  Ber. C 46,14 H 7,74 021,53%  Gef. C46,16 H 7,94 O 21,28%

SUMMARY

The antibiotic verrucarine A (C,,H,,0,) yields on base catalysed hydrolysis three
products: 1) the sesquiterpene alcohol verrucarol (C,;H,,0,) (12), 2) cis,frans-mu-
conic acid (C¢HgO,) (7), and 3) verrucarinolactone (C¢H,,0;5) (9). The latter is the
o-lactone of the hitherto unknown #rans-«, d-dihydroxy-g-methyl-valeric acid (verru-
carinic acid (16)). The absolute configuration of verrucarinolactone results from its

22) Gemessen mit einem Gas-Chromatographen: « Aerograph» Master-A-100 der Fa. WILKENS,
Berkeley, California. Verwendete Sdule: Embacel mit 209, Siliconél, Temp. 135°, He-Durch-
flussgeschwindigkeit: 15 ml/Min.
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degradation to (R)-(4)-methylsuccinic acid (21). Verrucarinolactone is a new natural
isomer of mevalolactone.

The hydrolysis of dehydroverrucarine A (25) reveals that in verrucarine A the
three fragments are united to form a macrocyclic triester for which structure 1 is
proposed. The presence of an eighteen-membered triester cycle in verrucarine A con-
stitutes a novel structural type in the field of mold metabolites.

Institut fiir Organische Chemie
der Universitit Basel
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