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181. Die Konstitution von Verrucarin J
Verrucarine und Roridine, 9. Mitteilung [1]
von E.Fetz, B. Bohner und Ch. Tamm
(30. VIIL. 65)

Verrucarin ] ist ein mit dem Antibioticum Verrucarin A [2] [3] strukturell nahe
verwandtes Stoffwechselprodukt von Myrothecium verrucaria (ALBERTINI et SCHWEI-
NITZ) DITMAR ex FRIES und von Myrothecium voridum ToDE ex FRr., Gattungstyp bei
Fries [1]. Wie Verrucarin B [4] erscheint Verrucarin J meist als Begleiter von Verru-
carin A. Es ist deshalb sehr schwierig, die drei Stoffe voneinander zu trennen und
wirklich rein zu gewinnen [1]. Verrucarin ] besitzt nach den Analysenwerten, der
vaporometrischen Molekulargewichtsbestimmung und dem Massenspektrum?) die
Bruttoformel C,,H;,0,. Es enthilt somit eine Molekel Wasser weniger als Verrucarin
A, bzw. ein Sauerstoffatom weniger als Verrucarin B. Auf Grund der im folgenden
beschriebenen physikalischen und chemischen Eigenschaften kommt Verrucarin |
die Strukturformel 1 zu.

A. Funktionelle Gruppen. —~ Das UV.-Spektrum von Verrucarin J (1) ist durch
drei intensive Absorptionsmaxima bei 196, 219 und 262 nm und das IR.-Spektrum
durch eine starke Carbonylstreckschwingung bei ca. 1710 cm~'2) und zwei C=C-
Banden bei 1650 und 1630 cm™! charakterisiert [1]. Das kurzwellige und das lang-
wellige Maximum des UV.-Spektrums und die erwdhnten Banden des IR.-Spektrums
deuten auf das Vorliegen des gleichen chromophoren Systems wie in Verrucarin A
und B, nidmlich einer «, §,y,d-ungesittigten Estergruppierung, hin. Das zusdtzliche
Maximum bei 219 nm, welches einzig bei Verrucarin J (1) beobachtet wird, ldsst eine
weitere a, f-ungesittigte Estergruppierung vermuten. Im IR.-Spektrum waren keine
Hydroxylbanden erkennbar. Verrucarin J (1) veridnderte sich dementsprechend bei
der Behandlung mit Acetanhydrid und Pyridin nicht. Es enthilt keine aktiven Was-
serstoffatome (ZEREWITINOFF). Nach der Kunn-RorH-Methode sind drei C-Methyl-
gruppen nachweisbar. Das NMR.-Spektrum (s. unten) bestitigte diesen Befund. Die
katalytische Hydrierung von Verrucarin J (1) mit Pt in Eisessig fiihrte nach Auf-
nahme von 4 Mol. H, zu Octahydro-verrucarin J (2), das nach einiger Zeit auch in
Kristallen erhalten wurde. Sein UV.-Spektrum wies keine selektive Absorption mehr
auf, Im IR.-Spektrum hatte sich die Carbonylschwingung nach 1732 cm~?! verschoben,
und die C=C-Banden waren verschwunden.

B. Hydrolytische Spaltung. — Wie bei den Verrucarin A und Verrucarin B, ver-
mittelte die basenkatalysierte Hydrolyse weiteren Aufschluss iiber die Struktur von
Verrucarin J (1). Allerdings erwies sich Verrucarin J (1) als merklich schwerer spaltbar
als die beiden anderen Verrucarine. Nach Stehen mit 1,4n K,CO, in wisserigem
Methanol wihrend 4 Std. bei 20° war die Umsetzung noch nicht beendet und vor-

1) Wir danken Herrn Dr. W. VETTER, F. HorFmManNN-La RocHE & Co., AG., Basel, bestens fiir
die Aufnahme.
) Die Bande zeigt eine schwache Aufspaltung in ein Dublett.
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wicgend nur partielle hydrolytische Spaltung (s. auch unten) eingetreten. Als Spalt-
stiicke resultierten Verrucarol (3) [5] und die cis, trans-Muconsdure (5) [2]. Bei 20°
wurde vollstindige Hydrolyse erst nach 6stdg. Behandeln mit 1,58 methanolischem
KOH erzielt, worauf wir 5-Hydroxy-3-methyl-penten-(2)-sdurelacton (3-Anhydro-
mevalolacton) (6) {6], als drittes Spaltprodukt erhielten. Die drei Stoffe wurden wie
folgt isoliert und identifiziert:

1. Das aus den neutralen Anteilen isolierte Verrucarol (3) fiihrten wir zur weiteren
Identifizierung in die bekannten Derivate Di-O-acetylverrucarol (4) [5] und Dihydro-
verrucarol A (7) [5] itber. Verrucarol (3) ist ein Sesquiterpenalkohol, der erstmals
durch alkalische Hydrolyse von Verrucarin A erhalten worden ist [2].

2. 5-Hydroxy-3-methyl-penten-(2)-sdurelacton (6): Aus den sauren Anteilen der
KOH-Spaltung, die bei der Extraktion der Hydrolysenlésung mit Ather bei pH 1
angefallen waren, erhielten wir durch Destillation ein gelbliches 01, das im Diinn-
schichtchromatogramm noch Flecke von Nebenprodukten zeigte. Die weitere Rei-
nigung gelang am besten mittels «priaparativer Diinnschichtchromatographie», d. h.
durch Anwendung von dickeren Schichten auf grésseren Platten (s. Exper. Teil).
Erneute Destillation der so gereinigten Hauptfraktion ergab ein farbloses, optisch
inaktives Ol vom Sdp. 118-120°/14 Torr, der Formel CgHgO,. Das UV.-Spektrum in
Athanol war durch ein intensives Absorptionsmaximum bei 214 nm (loge = 4,22)
charakterisiert. Es ist fiir die mittleren Absorptionsbanden von Verrucarin J (1) ver-
antwortlich. Das IR.-Spektrum zeigte eine Bande bei 1722 cm~!. Diese Lage ist
typisch fiir eine C=O-Streckschwingung eines «,f-ungesittigten d-Lactons. Die
C=C-Bande erschien bei 1670 cm~!. Diese Daten wiesen auf das Vorliegen von 5-
Hydroxy-3-methyl-penten-(2)-sdurelacton (6) hin. In der Tat war das aus Verrucarin
J (1) isolierte Ol nach Sdp., den UV.-, IR.- und NMR.-Spektren identisch mit einem
Priaparat von 6, das wir nach CORNFORTH et al. [6] aus Mevalolacton (3, 5-Dihydroxy-
3-methylvalerolacton) durch Wasserabspaltung mit KHSO, bereitet hatten. Auch
die Gas-Chromatogramme stimmten miteinander iiberein. Nach Behandeln mit KOH
und anschliessendem Neutralisieren mit HCI lieferte das aus Verrucarin J (1) stam-
mende o6lige Lacton die krist. cis-5-Hydroxy-3-methyl-penten-(2)-sdure (cis-3-An-
hydromevalonsiure) (10)3). Diese cis-Saure 10 ist kiirzlich von KELLER-SCHIERLEIN (8]
als Baustein des Antibioticums Ferrirhodin erkannt worden?). Im NMR.-Spek-
trum von 5-Hydroxy-3-methyl-penten-(2)-sdurelacton (6) (vgl. Fig. 1) erscheint bei
8,0 7 ein 3-Protonensignal, das wir der an der Doppelbindung haftenden Methylgruppe
zuordnen. Es zeigt eine schwache Aufspaltung in ein Dublett mit der Spin-Spin-
Kopplungskonstante J = 0,8 cps, welche durch allylische long-range-Wechselwirkung
(vgl. [9)) mit dem C-2-Vinylproton zustande kommt. Das Signal dieses Vinylprotons
erscheint bei 4,2 7 als Quadruplett mit der gleichen Kopplungskonstante von 0,8 cps.

3) VITTIMBERGA & VITTIMBERGA [7] beschrieben ganz kiirzlich die Hydrolyse von Muconomycin
B, das mit Verrucarin J hdchstwahrscheinlich identisch ist (vgl. [1]). Sie crhielten ebenfalls
Verrucarol (3) und cis, trans-Muconsdure (10). Es gelang ihnen aber nicht, aus dem Hydrolysen-
gemisch das 5-Hydroxy-3-methyl-penten-(2)-sdurelacton (6) zu isolicren. Sie zogen daraus den
irrtiimlichen Schluss, dass die #rans-5-Hydroxy-3-methyl-penten-(2)-sdure am Aufbau des
Antibioticums beteiligt sei (vgl. Diskussion weiter unten).

4} Die isomere trans-5-Hydroxy-3-methyl-penten-(2)-sdure ist am Aufbau von Desferrirubin
beteiligt [8].
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Analoge Signale findet man auch im NMR.-Spektrum von Verrucarin J (1) (vgl. Fig. 2).
Die bei 7,6 T und 5,6 T auftretenden Signale (je 2 Protonen) sind infolge gegensei-
tiger Kopplung in Triplette (J = 6 cps) aufgespalten. Das Triplett bei 7,6 T diirfte der
C-4-Methylengruppe entsprechen, wiahrend das bei tieferem Feld erscheinende Signal
der C-5-Methylengruppe zukommen diirfte (Entschirmung durch den benachbarten
Ringsauerstoff). Das Vinylproton muss infolgedessen an C-2 und die Methylgruppe
an C-3 haften.

3. Aus den sauren dtherlgslichen Anteilen der Spaltung mit 1,4 v K,CO, kristalli-
sierte die cis, trans-Muconsdure (5) aus. Die Identifizierung erfolgte durch Misch-Smp.,
UV.-, IR.- und NMR.-Spektren. Die katalytische Hydrierung der isolierten Siure
mit Pt in Eisessig ergab Adipinsiure (8), die zur weiteren Identifizierung in das
Dianilid 9 tibergefiihrt wurde.

C. Verkniipfung der Hydrolysenprodukte: Struktur von Verrucarin J. — Da
Verrucarin J ein Neutralstoff ist, der keine Hydroxylgruppen enthilt, miissen die
Hydrolysenprodukte esterartig miteinander verkniipft sein, wobei neben Verrucarol (3)
und der czs,trans-Muconsdure (5) nicht das 5-Hydroxy-3-methyl-penten-(2)-siure-
lacton (6), sondern die crs-5-Hydroxy-3-methyl-penten-(2)-siure (10) als Baustein
auftritt. Das Lacton 6 ist ein nach der Hydrolyse von Verrucarin J (1) entstandenes
Sekundarprodukt, das sich nur aus der cis-Sdure 10, nicht aber aus der isomeren
trans-Sdure bilden kann. Das NMR .-Spektrum von Verrucarin J (1) (vgl. Fig. 2 und
Tab.) zeigt bei tiefem Feld das fiir css,trans-Muconsdureester typische 11-Linien-
Spektrum der vier Vinylprotonen. Die Lage dieser Signale ist praktisch gleich wie bei
Verrucarin A [2} und Verrucarin B [4]. Dies beweist, dass die czs, frans-Geometrie
des Muconsdureanteils auch im urspriinglichen Antibioticum vorhanden ist. Die Ver-
esterung der drei zur Verfigung stehenden Carboxylgruppen mit den drei Hydroxyl-
gruppen ergibt zwangsldufig die Struktur eines makrocyclischen Triesters. Wie bei
Verrucarin B [4], schliesst die Zahl der vorhandenen funktionellen Gruppen eine
nicht-cyclische, «lineare» Verkniipfung aus. Da alle drei Esterbindungen eine kon-
jugierte Doppelbindung enthalten, zeigt das IR.-Spektrum von Verrucarin J (1) nur
eine einzige, niederfrequente, aber intensive C=0-Streckschwingung bei 1710 cm-!
(vgl. [1]).

Die Sequenz der drei Bausteine liess sich mit Hilfe einer gezielten partiellen Hydro-
lyse des Verrucarins J (1) bestimmen?). Sie gelang durch Behandeln des Antibioti-
cums mit 0,004 N K,CO, in wisserigem Methanol, das etwas Methylenchlorid enthielt,
bei 22° wihrend 2,5 Std. Nach dieser Zeit erhielten wir aus den sauren Anteilen des
Hydrolysengemisches die cis, trans-Muconsdure (5) in einer Ausbeute von 80%, der
Theorie. Die neutralen Anteile ergaben nach Chromatographie an Kieselgel nur 25%,
der theoretischen Menge an Verrucarol (3). Der Rest des Materials bestand aus einer
neuen einheitlichen Verbindung C, Hg,O,, die bisher nicht kristallisierte. Sie besitzt
die Strukturformel 11 eines Dihydroxyesters. Im UV.-Spektrum fehlte das Absorp-
tionsmaximum bei 260 nm (veresterte Muconsiure), wihrend dasjenige der «,-un-
gesittigten Estergruppierung der veresterten css-3-Hydroxy-3-methyl-penten-(2)-
siure zugehorige Maximum von 220 nm (loge == 4,2; Athanol) noch vorhanden war.
Der Muconsidureanteil der Verrucarin-J-Molekel ist selektiv herausgespalten worden.

5) Bei Verrucarin A und B ist cine partielle Hydrolyse bisher nicht gegliickt [2] [3] [4].
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In Ubereinstimmung damit waren im IR.-Spektrum Banden bei 1709 ¢cm~! und
1645 cm~! sichtbar. Die neu aufgetretene HO-Streckschwingung bei 3636 cm—! stammt
von zwei Hydroxylgruppen her. Sie sind nicht tertidr, da sie beide mit Acetanhydrid
und Pyridin bei 22° leicht acetylierbar sind. Das IR.-Spektrum des entstandenen
Di-O-acetyl-Derivats 12 zeigt keine HO-Bande mehr. Die beiden Acetylgruppen sind
im NMR.-Spektrum (vgl. Tab.) durch die Signale bei 7,92 T und 7,94 = (6 Protonen)
zu erkennen. Die Entscheidung, ob in 12 die sekunddre HO-Gruppe an C-4 des Verru-
carols (3) oder die primére an dessen C-15 verestert ist, konnte bereits auf Grund der
chemischen Verschiebungen der «-Protonen der beiden Hydroxyle in den NMR.-
Spektren (vgl. Fig. 3) mit ziemlicher Sicherheit getroffen werden (vgl. Tab.). Aus
ihnen folgt, dass die primédre Hydroxylgruppe des Verrucarols (3) den ¢is-5-Hydroxy-
3-methyl-penten-(2)-sdurerest trigt, denn die Signale der «-Protonen an C-15 treten
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Fig. 1. NM R.-Spektrum von 5-Hydvroxy-3-methyl-penten-(2)-sdurelacton (6) in Deuterochloroform$)
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Fig. 2. NM R.-Spektrum von Vervucavin J (1) in Deuterochlovoform?®)

) Aufgenommen mit einem VARrIaN-Spektrometer A-60 (60 MHz) im physikal.-chem. Labora-
torium der Sanpoz A.G., Basel (Dres. K. FrRer und P. NikrLaus). Chemische Verschiebungen
in 7-Werten nach Tiers [10] mit Si(CH,), (TMS) als internem Standard.
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Zuovdnung dey H-Atome in den
Alle Substanzen in CDCl, gelost. s = Singlett; d = Dublett; ¢ = Triplett; m = Multiplett.

Subst. Fig.  C2 C-4 €10 €11 C-13%) C14 €15 C16
1b) 1 - 41- 4532 - 7,02 917s 57 8,285
4,2¢)

11b) 3 6,174  543me) 4,554 6,34m 704  914s  5934B 830s
{539 (12)9

128)h) 6,134  4,25%) 4,504 622m 698  917s 5824B 827s
O (129

131)k) 585m - 4,55d  62m 688  9,09s 6,02s 8255

1) Schwerpunkt eines 4 B-Systems mit /| = 4 cps; Abstand der Dublette & 0,3 ppm.
1) Die Methylenprotonen von C-3, C-7 und C-8 erscheinen bei ca. 8,0 7.
¢} Das Signal ist weitgchend durch andere Signale dberdeckt.
4) Nur vom 38-Proton gekoppelt.

€) In Verrucarol (3) bei 5,3 T m; in Di-O-acetylverrucarol (4) bei 4,19 v dd (3,5; 7,5) [5].

fy In Verrucarol (3} bei 6,3 7 AB (12); in Di-O-acetyl-verrucarol (4) bei 5,85 t 4B (12) [5].

y

T T T T - I T T T h_/-_/‘_
64 / 1041

T'ig. 3. NMR.-Spektrum des Dihydvoxyesters 11 in Deuterochlovoform$)

sowohl bei 11 als auch beim Di-O-acetyl-Derivat 12beica. 5,9 Tauf. Dieser Wert stimmt
sehr gut mit den chemischen Verschiebungen der entsprechenden Protonen im Di-O-
acetyl-verrucarol (4) iiberein, wihrend die Signale der «-Protonen der freien Hydro-
xylgruppen im Verrucarol (3) bei htherem Feld (6,35 7) erscheinen [5]. Andererseits
zeigen die in der Tabelle angegebenen Werte, dass die sekundédre Hydroxylgruppe des
Verrucarol-Anteils frei ist: bei 11 ist das Signal des a-Protons an C-4 wie in Verru-
carol (3) bei 4,2 7 sichtbar, wihrend beim Di-O-acetyl-Derivat 12 erwartungsgemiss
eine Verschiebung nach tieferem Feld in der gleichen Gréssenordnung wie bei Di-O-
acetyl-verrucarol (4) auftritt. In Ubereinstimmung mit den aus den physikalischen
Daten gezogenen Schliissen konnte der Dihydroxyester 11 durch Oxydation mit CrO,-
H,SO, in Aceton [11] in eine Ketosdure iibergefiihrt werden, die mit Diazomethan
den Ketoester 13 lieferte. Im IR .-Spektrum {vgl. Fig. 4) von 13 waren keine Hydro-
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NMR.-Spekiven (ausgewihlte Daten)?®)

In runden Klammern sind die Spin-Spin-Kopplungskonstanten J in cps angegeben.

c-2 C-4 C-5 C-6' c-2” c-3” C-47 c-5"
4,154 7,50¢ 6,18¢ 7,724 3,95d 1,884dd 3,4t 3,9d
1.5) (6) (6) (1.5) (16) (11; 16) (11 (1)
4,244 7,581 6,181 7,804

1) (6,5) (6) 1

4,244 7,5t 5,73¢ 7,784

1) () (6,5) 1)

4,18s 6,805 - 7,745

8) 2 CH3CO-Gruppen bei 7,92 T s bzw. 7,94 T s.
b) Die Methylenprotonen von C-3, C-7 und C-8 erscheinen bei 7,5-8 7.

1) Die Methylenprotonen von C-3 erscheinen bei 7,33 7 4 (2,5), diejenigen von C-7 und C-8 bei
ca. 8,0 T.
k) 1 CH,O-Gruppe bei 6,24 7 s.

25 A 3 3B 4 5 & 7 10
o ‘ : _5 7 8 : 5 w2 2%
% T
S 60 } e s
2 \
2
g |
fa |
i ! v
l 6474490 | |
0 i i e
4000V 3000 2000 1500 1000 o' 500

Fig. 4. I1R.-Absorptionsspektvum des Ketoesters 13 in Methylenchloyid™)

xylgruppen mehr sichtbar; neben den Banden bei 1709 cm~! und 1645 cm~! («, -
ungesittigter Ester) trat eine neue, sehr intensive C=O-Streckschwingung auf, die
vom Methylester und Fiinfringketon herriihrt. Nach dem NMR.-Spektrum enthilt
der Ester nur eine einzige CH;O-Gruppe. Das Proton an C-4 ist verschwunden. Wire
die Verkniipfung umgekehrt gewesen, so hitte bei der Oxydation statt der Mono-
keto-monocarbonsédure eine Dicarbonsdure, bzw. nach Methylierung ein Dimethyl-
ester entstehen miissen8). Auch die «-Protonen an C-15 hiitten verschwinden miissen.
Damit ist die Sequenz der drei Bausteine in Verrucarin J (1) eindeutig bewiesen.
Sie ist analog zu derjenigen des Verrucarins A, wo sie auf unabhingigem Wege durch

7} Aufgenommen mit einem PErRKIN-ELMER-Gitterspektrometer, Modell 125, im Spektrallabora-
torium des Instituts (CH. SENN & W. SCHWAB}.

8) Wire die primire Hydroxylgruppe des Verrucarol-Anteils nur bis zur Aldehydstufe oxydiert
worden, wie es z. B. bei Verrucarol (3) der Fall ist [4], so hdtte im NMR.-Spektrum ein ent-
sprechendes Signal bei ca. 0,6 T auftreten missen.
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einen selektiven oxydativen Abbau festgelegt werden konnte [3]9). Chemisch nicht
bewiesen ist die in Strukturformel 1 angegebene cis, frans-Sequenz im Muconsiurerest.
Sie diirfte jedoch gleich sein wie in Verrucarin A, wo sie durch die RONTGEN-Analyse
bestimmt wurde [12], und wie in Roridin A, wo die Stereochemie des entsprechenden
Anteils der Roridinsiuremolekel mit Hilfe der NMR.-Spektren festgelegt werden
konnte [13]. Im Einklang mit der abgeleiteten Konstitution 1 des Verrucarins J ist
das komplexe NMR.-Spektrum (vgl. Fig.), das jetzt fast vollstindig interpretiert
werden kann (vgl. Tabelle).

Uber die biogenetischen Beziehungen zwischen Verrucarin A, Verrucarin B und
Verrucarin J werden wir spéter berichten.

Wir danken dem SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS ZUR FORDERUNG DER WISSENSCHAFT-
LICHEN ForscHUNG (Projekt Nr. 2627) und der Sanpoz A.G., Basel, bestens fiir die Unterstiitzung
dieser Arbeit.

Experimenteller Teil

Die Smp. wurden auf dem KorLER Block bestimmt; sie 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 einem Beckman-Spektrophoto-
meter, Modell DK2, die IR.-Spektren mit einem PER®IN-ELMER-IR.-Gitterspektrophotometer,
Modell 21 und einem PERKIN-ELMER-Infracord-Spektrophotometer, Modell 137, mit NaCl-Optik
(wird jeweils vermerkt) aufgenommen. Substanzproben zur Elementaranalyse wurden bei 0,02
Torr bei der angegebenen Zeit und Temp. getrocknet. Wir verdanken die Analysen dem mikro-
analytischen Laboratorium des Instituts (E. THoMMEN). Zur Saulenchromatographie nach der
Durchlaufmethode [14] dicnte neutrales Al,Oy der Aktivitatsstufe der Firma M. WokLM, Esch-
wege, oder Kieselgel MERCK der Korngrésse 0,05-0,2 mm, in Anlehnung an die Methodik von
DuncaN [15]. Fiir die Diinnschichtchromatographie nach Stanr [16] wurde Kieselgel G und fiir
die Dickschichtplatten Kieselgel-HF,;, als Adsorbens und Chloroform mit 0,5 bis 15% Methanol
als Fliessmittel verwendet. Dic Flecke wurden durch J,-Dampfe sichtbar gemacht.

1. Verrucavin J (1). Das verwendete Priaparat zeigte die bereits beschriebenen Eigenschaften
[1]. NMR.-Spektrum vgl. Fig. 2 und Tabelle.

Acetylievungsvevsuch: Eine Losung von 40 mg Verrucarin J (1) in 2 ml Pyridin wurde mit 5 ml
Acetanhydrid 2 Std. unter Riickfluss gekocht. Die Lésung wurde in Chloroform aufgenommen,
mit 2~ HCl, 2N Na,CO, und Wasser gewaschen, mit Na,S0, getrocknet und im Vakuum einge-
dampft. Der Riickstand war unverdndertes Ausgangsmaterial.

2. Octahydrovervucarin | (2). Eine Lésung von 100 mg Verrucarin J (1) in 25 ml Eisessig wurde
in Gegenwart von 30 mg PtO,-H,O bei 20° hydriert. Nach 4 Std. waren, nach Beriicksichtigung
des zur Reduktion des Katalysators verbrauchten Wasserstoffs, 3,9 Aquivalente H, aufgenommen
worden. Nach Abfiltrieren des Katalysators durch eine Schicht Celite, das Filtrat im Vakuum ein-
gedampft, der Riickstand in Chloroform aufgenommen, mit 28 Na,CO; und Wasser gewaschen,
mit Na,SO, getrocknet und im Vakuum cingedampft. Das Rohprodukt (120 mg) wurde an 100 g
Kieselgel (0,3 mm) chromatographiert. Die mit Methylenchlorid-Methanol-(99:1) eluierten Frak-
tionen gaben aus Aceton-Ather 70 mg reine farblose Nadeln vom Smp. 121-122°. [«]¥ = —5° +
2° (¢ = 0,703 in Chloroform). IR.-Spektrum (CH,CL,): u. a. Banden bei: 2950-2870 cm™! (C-H),
1725 cm~1 (C=0, Ester), 1081 cm~! (C-0), 965 cm~1. UV.-Spektrum: keine sclektive Absorption.
Zur Analyse 5 Std. bei 110° getrocknet.

CorHyyOy (492,6) Ber. C 65,77 H 8,20 0O 26,039% Gef. C 65,52 H 8,21 0O 25,809,

3. Hydrolytische Spaltungen. — 3.1. Mit 1,48 KOH in Methanol: 480 mg Verrucarin J (1) wur-
den mit einer Lésung von 1,4 g KOH in 65 ml Methanol 6 Std. bei 20° stehengelassen. Das Ge-
misch wurde auf das halbe Volumen cingeengt, mit 50 ml Wasser versetzt, mit konz. HCl auf pH 7

%) Die direkte Uberfithrung von Verrucarin & in Verrucarin J (1) durch Wasserabspaltung ist
bisher wegen der Empfindlichkeit des Verrucarol-Anteils der Molekel gegeniiber Sduren nicht
gelungen.
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gebracht und 12mal mit je 50 mi Chloroform ausgeschiittelt, die Extrakte mit NaCl-Losung und
Wasser gewaschen, mit Na,SO, getrocknet und im Vakuum eingedampft. Aus dem Riickstand
kristallisierten aus Aceton-Ather 250 mg Verrucarol (3) in farblosen Nadeln vom Smp. 155-156°,
[a]32 = —40° & 2° {¢ = 1,015 in Chioroform). Der Misch-Smp. mit authentischem Material war
gleich, ebenso die IR.-, UV.- und NMR.-Spektren. 40 mg dieses Materials, wie frither beschrieben
[5] mit Acetanhydrid-Pyridin acetyliert und aufgearbeitet, lieferten 23 mg reines Di-O-acetyl-
vervucarol (4) in Nadeln vom Smp. 148-149°, [0]3f = —15° 4+ 2° (¢ = 0,937 in Chloroform). Der
Misch-Smp. mit authentischem Material war gleich, ebenso die IR.- und NMR.-Spektren. Zur
Analyse 5 Std. bei 100° getrocknet.

CiaHog0Of (350,4) Ber. C 65,12 H 7,48 0O 27,409, Gef. C 64,85 H 7,60 O 27,809,

30 mg des obigen Verrucarols (3), wie frither beschrieben [5] mit Pd-Kohle in Essigester hy-
driert, ergaben 20 mg reines Dikydroverrucarol A (7) vom Smp. 148-150°. Der Misch-Smp. mit
authent. Material war gleich, ebenso das IR.-Spektrum und die Laufstrecke im Diinnschicht-
chromatogramm. Die wisserig-alkalische Phase wurde mit konz. H,S0, auf pH 1 gebracht und
8mal mit je 100 ml Ather ausgeschiittelt. Die Extrakte wurden mit NaCl-Lésung und Wasser
gewaschen, mit Na,SO, getrocknet und im Vakuum vorsichtig eingedampft. Der erhaltene Riick-
stand wurde im Wasserstrahlvakuum destilliert. Es resultierten 110 mg leicht gelb gefirbte Fliis-
sigkeit vom Sdp. 118-120°/14 Torr (Badtemp. 130°). Im Diinnschichtchromatogramm (System
Chloroform-Methanol-(98:2)) erwies sich diese Fliissigkeit als ein Gemisch von 2 Komponenten.
Das Gemisch wurde auf Kieselgel-Dickschichtplatten von 2 mm (System Chloroform-Methanol-
(98:2) )getrennt. Auf eine 20 cm breite Platte wurden je 30 mg Gemisch aufgetragen. Die schneller
laufende Zone absorbierte im UV.-Licht. Das die unpolarere Substanz enthaltende Kieselgel wurde
abgekratzt und mit Ather cxtrahiert. Nach Eindampfen der Atherextrakte verblieben 110 mg
reines, farbloses, fliissiges §-Hydroxy-3-methyl-penten-(2)-sdurelacton (3-Anhydromevalolacton) (5)
vom Sdp. 118-120°/14 Torr (Badtemp. 130°). Im Gas-Chromatogramm (Kolonne: Carbowax,
Temp. 85°, Losungsmittel CS,) identisch mit einem aus Mevalolacton hergestellten Priparat.
IR.-Spektrum (CH,ClLy): u.a. Banden bei: 1722 ¢cm~! (C=0), 1670 ¢cm~! und 1640 cm~! (C=C).
NMR.-Spektrum vgl. Fig. 1. Zur Analyse 12 Std. bei 20° getrocknet.

CeH40O, (96,2) Ber. C64,42 H 7,19 O 28,549 Gef. C 64,29 H 7,29 O 28,209,

Cis-5-Hydyroxy-3-methyl-penten-(2)-sdure (10): Eine Lésung von 60 mg Anhydromevalolacton
(5) in 4 ml 1~ KOH wurde 20 Min. auf dem Dampfbad erhitzt. Nach Abkiihlen wurde mit 2~
HCI neutralistert. Die neutrale Lésung wurde mit NH,Cl gesdttigt und 6mal mit je 10 ml Ather
ausgeschiittelt. Die Atherextrakte wurden mit Na,SO, getrocknet und im Vakuum eingedampft.
Der Riickstand ergab durch zweimaliges Umkristallisieren aus Benzol 45 mg reine cis-5-Hydroxy-
3-methyl-penten-(2)-sdure (10) vom Smp. 69°; Misch-Smp. mit authentischem Material ebenso.
CORNFORTH ¢t al. [6] fanden Smp. 72-73°.

3.2. Mit 1,4N K,CO, in Methanol-Wasser: Eine Lésung von 300 mg Verrucarin J (1) in 50 ml
Methanol wurde mit einer Losung von 10 g K,CO,4 in 50 ml Wasser versetzt und 4 Std. bei 20°
stehengelassen. Das Methano! wurde im Vakuum entfernt und die alkalische Losung 6mal mit je
100 ml CH,Cl,, dem 5%, Methanol zugesetzt war, ausgeschiittelt. Die Extrakte wurden mit Wasser
gewaschen, mit Na, SO, getrocknet und im Vakuum eingedampit: 130 mg neutraler und farbloser
Lack, der im Diinnschichtchromatogramm (System Chloroform-Methanol-(98:2)} 2 Flecke zeigte.
Dieses Gemisch konnte trotz viermaliger Chromatographie an Al,O; und Kieselgel nicht getrennt
werden. Es wurde deshalb mit 10 ml einer 1,55 methanolischen KOH-Lésung 30 Min. stehen-
gelassen. Nach Zugabe von 10 ml Wasser wurde das Methanol im Vakuum entfernt und die alka-
lische Losung 4 mal mit je 20 ml CH,Cl,, das 3 9, Methanol enthielt, ausgeschiittelt. Die Extrakte
wurden mit Wasser gewaschen, mit Na,S0O, getrocknet und im Vakuum eingedampft. Das Roh-
produkt lieferte aus Aceton-Ather 90 mg reines farbloses Verrucarol (3) vom Smp. 157-158°. Nach
Misch-Smp., IR.-Spektrum und Diinnschichtchromatographie identisch mit authentischem 3.

Die wésserig-alkalische Losung der K,COz-Spaltung wurde mit konz. H,SO, auf pH 2 ge-
bracht. Hierauf wurde 10mal mit je 50 ml Ather ausgeschiittelt. Die Atherextrakte wurden mit
Wasser gewaschen, mit Na,SO, getrocknet und im Vakuum eingedampft. Der Riickstand ergab
200 mg Rohprodukt, die aus Benzol-Ather 162 mg cis, rans-Muconsdure (5) in farblosen Nadeln
vom Smp. 175-180° lieferten; Misch-Smp. mit authentischer cts, trans-Muconsdure ebenso. IR.-
Spektrum (Nujol): u. a. Banden bei: 1690 cm=! (C=0, Carboxyl), 1625 cm~! und 1600 cm-1
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(C=C, konj.). UV.-Spektrum (Athanol): Anax = 259 nm (loge = 4,35). NMR.-Spektrum vgl. Fig. 1.
Zur Analyse 5 Std. bei 100° getrocknet.

CgH¢O, Ber. C 50,70 H 4,26 O 45,039, Aq.-G.142,1

(142,1) Gef. ,, 50,79 ,, 4,34 ,, 44,879% ., 1365

Eine Losung von 35 mg S#ure in 15 ml Eisessig wurde in Gegenwart von 10 mg PtO,-H,O
bei 20° hydriert. Nach 30 Min. waren, nach Beriicksichtigung des fiir den Katalysator verbrauch-
ten Wasserstoffs, 2 Aq. Wasserstoff verbraucht. Nach Abfiltrieren des Katalysators durch eine
Schicht Celite wurde das Filtrat im Vakuum eingedampft und der Riickstand mit Chloroform
aufgenommen, mit 2N Na,CO; und Wasser gewaschen, mit Na,SO, getrocknet und im Vakuum
cingedampft. Aus dem Rohprodukt kristallisierten aus Methanol-Ather-Petroldther 30 mg reine
Adipinsdure (8) in flachen Kristallen vom Smp. 152°; Misch-Smp. mit authentischer Adipinsiure
ebenso.

Eine Lésung von 15 mg der obigen Adipinsdure in 50 ml frisch iiber Zn destilliertem Anilin
wurde 2 Std. auf 180° erhitzt. Nach Erkalten wurde mit 50 ml Methanol-Ather-(1:4) versetzt,
zweimal mit je 35 ml 2~ HCl und 28 NaOH ausgeschiittelt, mit Wasser gewaschen, mit Na,SO,
getrocknet und im Vakuum eingedampft. Der Riickstand gab aus Wasser-Methanol 8 mg reines
Adipinsduredianilid vom Smp. 238-239°, Misch-Smp. mit authentischem Material ebenso.

3.3. Mit 0,004n K,COq in Methanol-Wasser-Methylenchlovid: Eine Losung von 200 mg Verru-
carin J (1) in 100 ml Methanol und 5 ml Methylenchlorid wurde mit 2 ml wisseriger K,CO,-
Losung {250 mg K,CO,) versetzt, wobei ein Teil des Carbonats ausfiel. Nachdem die Losung 2,5
Std. bei 22° intensiv gerithrt worden war, wurden 20 ml Wasser zugegeben und das Methanol im
Vakuum entfernt, bis das Volumen der wésserigen Phase noch 30 bis 40 ml betrug. Sechsmaliges
Ausschiitteln mit Methylenchlorid (je ca. 30 ml) ergab 140 mg, bei der Wiederholung noch 10 mg
neutrales Rohprodukt. Nach Chromatographie an 60 g Kieselgel (Methodik nach DUNCAN) mit
Methylenchlorid, das 59, Methanol enthielt, wurden folgende Fraktionen erhalten: 1. 25 mg O,
das im Diinnschichtchromatogramm mehrere Flecke zeigte, die schneller als Verrucarin J (1)
liefen; aus dem Ol liess sich dennoch ein wenig Ausgangsmaterial kristallisiert gewinnen. 2. 95 mg
roher Dihydroxyester 11, der im Diinnschichtchromatogramm praktisch einheitlich war. 3. 28 mg
Vervucarol (3), das nur noch sehr wenig 11 enthielt. Da das rohe 11 nicht kristallisierte, wurde es
nochmals auf der gleichen Sdule chromatographiert, wobei 90 mg cinheitlicher Dihydroxyester 11
als farbloser Lack resultierte. [o}ff = ~41° 4+ 3° (¢ = 0,572 in Chloroform). UV.-Spektrum
(Athanol): Admax = 220 nm (loge = 4,20). IR.-Spektrum (CH,CL,): w. a. Banden bei: 3597 cm~1
(OH); 1709 cm~! (C=0, ungesitt. Ester); 1645 cm~! (C=C, konj.). NMR.-Spektrum vgl. Fig. 3 und
Tab. Zur Analyse 15 Std. bei 40° getrocknet.

Cy HgOg (378) Ber. C 66,64 H 7,999, Gef. C 66,41 H 8,099,

Zur Isolierung der sauren Hydrolysenprodukte wurde die wisserige Phase mit konz. HCI bis
zur kongosauren Reaktion versetzt und mit Ather ausgeschiittelt. Nach den ersten drei Extraks
tionen wurden nach iiblicher Aufarbeitung 37 mg, nach drei weiteren Extraktionen 7 mg weisse-
Pulver gewonnen. Nach Behandeln mit dtherischer Diazomethanlésung resultierten 45 mg cis,
trans-Muconsdure-dimethylester vom Smp. 70-73°. Das IR.-Spektrum (CH,Cl,, Infracord) stimmte
mit demjenigen von auth. Material iibercin.

4. Di-O-acetyl-Deyivat 12. Eine Losung von 26 mg Dihydroxyester 11 in 1 ml Pyridin und
0,25 ml Acetanhydrid wurde 16 Std. bei 22° stehengelassen. Da nach dieser Zeit das Produkt noch
nicht einheitlich war, wurde die Lésung noch 4 Std. bei 60° stehengelassen. Nach iiblicher Auf-
arbeitung wurde das Rohprodukt mit Hilfe der priparativen Chromatographie auf einer 1 mm
dicken Kieselgel-HF,,,-Schicht (Platte 20X 20 cm) gereinigt. Es resultierten 13 mg Di-O-acetyl-
derivat 12 als farbloser Lack. Im Diinnschichtchromatogramm (Chloroform, das 3%, Methanol
enthielt) einheitlich. IR.-Spektrum (CH,Cl): u. a. Banden bei: 1724-1736 cm™ (C=0O Acetyl);
1712 cm~1 (C=0, ungesitt. Ester}; 1642 cm™1 (C=C, konj.). NMR.-Spektrum vgl. Tab.

5. Ketoester 13. Eine Losung von 25 mg Di-O-acetylderivat 12 in 10 ml Aceton wurde nach
Jones [11] mit CrO,-H,SO, oxydiert (20-Aq. Stammldsung). Nach 2 Min. war die T.osung griin.
Ein drittes O-Aquivalent war nach 5 Min. verbraucht, wihrend ein viertes auch nach weiteren
10 Min. nicht ganz verbraucht war. Nach insgesamt 20 Min. wurde mit 10 ml Wasser versetzt,
das Aceton teilweise im Vakuum abgedampft und die wisserige Losung viermal mit Methyleu-
chlorid aunsgeschiittelt. Nach Trocknen iiber Na,SO, und Eindampfen resultierten 27 mg Roh-
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produkt, welches im Diinnschichtchromatogramm (neutrale Systeme) praktisch quantitativ am
Startfleck zuriickblieb. In einem sauren System (Benzol-Methanol-Ameisensiure-(100:5:2) war
ein praktisch einheitliches Produkt sichtbar. Zur Abtrennung der sehr wenigen, neutralen Verun-
reinigungen wurde das Rohprodukt in Methylenchlorid gelost und mit 7 ml 0,58 Na,CO,-Lésung
ausgeschiittelt, wobei sofort ecine intensive Gelbfarbung auftrat. Nach dreimaligem Ausschiitteln
der wisserigen Phase mit Methylenchlorid wurden nur Spuren von neutralen Anteilen erhalten.
Hierauf wurde die wésserige Phase mit 2~x HCI bis zur kongosauren Reaktion versetzt und mit
Methylenchlorid griindlich ausgeschiittelt. Es resultierten nur noch 13 mg gelb gefirbtes Roh-
produkt, das nicht mehr einheitlich war. Deshalb wurde mit 4dtherischem Diazomethan der Methyl-
ester der Saure hergestellt, welcher mittels praparativer Diinnschichtchromatographie auf einer
1 mm dicken Kieselgelschicht (HF,;,; Platte 20X 20 cm) gereinigt wurde. Es resultierten 7 mg
Ketoester 13 als farbloser, im Diinnschichtchromatogramm einheitlicher Lack. IR.-Spektrum
(CH,CL,) : u. a. Banden bei: 1739 cm—! (C=0, doppelte Intensitit der zweiten C=0-Bande; Methyl-
ester und Finfringketon), 1715 cm—! (C=0, ungesitt. Ester); 1650 cm~ (C=C, konj.); keine HO-
Bande. (Vgl. Fig. 4.) UV.-Spektrum (Athanol): Maxima bei 414 nm (log ¢ = 4,2) und 310 nm
(loge = 2,0). NMR.-Spektrum vgl. Tab.

SUMMARY

The antibiotic verrucarin J (Cg,H,,0,) yields on base catalysed hydrolysis verru-
carol (3), cis,trans-muconic acid (5) and 5-hydroxy-3-methyl-2-pentenoic acid lac-
tone (6). 6 is a secondary reaction product of the genuine ¢is-5-hydroxy-3-methyl-2-
pentenoic acid (10). In the antibiotic the three fragments 3, 5 and 10 are united to
form a macrocyclic triester. Their sequence is deduced on the basis of the partial
hydrolysis of verrucarin J leading to the dihydroxyester 11. Structure 1 is assigned

to verrucarin J. . . .
nJ Institut fiir Organische Chemie
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