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25. Die Konstitution von Epoxydon
von Annemarie Closse, R, Mauli und H. P. Sigg
(6. X. 63)

Dic Gattung Phoma gehort zur Klasse der Fungi I'mperfecti, Familie Sphaerio-
tdaceae, und ist bisher erst in wenigen Fillen chemisch untersucht worden. F, KokcL
et al. [1] isolierten aus Phoma terrestris HANSEN Phomazarin, ein Naphtochinon-
Derivat [2]. Cynodontin, 1,4, 5, B-Tetrahydroxy-2-methyl-anthrachinon [3], wurde von
WricHT & ScHOFIELD {4] aus dem gleichen Pilz isoliert.

Wir haben ebenfalls einige Stdmme der Species Phoma untersucht: wihrend Stamm
$ 1186 in guter Ausbeute den bekannten, gegen Staphylococcus aureus, Strepiococcus
himolyticus und Escherichia coli aktiven [3] Gentisinalkohol (3) [6] produziert, konnte
aus dem Kulturfiltrat von Stamm S 1019 neben sehr wenig Gentisinalkohol ein neues
Produkt, Epoxydon, isoliert werden, das eine antimitotische Aktivitit aufweist?).

Epoxydon, C;H0y, ist eine neutrale Substanz vom 5mp. 4045 und {a;, =
+ 93°, Die Bruttoformel wurde durch ein Massenspektrum bestitigt.

Epoxydon ist gut lgslich in Wasser, Aceton, Essigester und schwer 16slich in
Chloroform, Hexan. Es lidsst sich bei (4,01 Torr und einer Badtemperatur von 100°
destillieren.

Das UV.-Spektrum, mit Maxima bei 239 nm (loge = 3,71) und 333,5 nm (loge =
1,65}, weist auf das Vorliegen eines a,f-ungesattigten Ketons hin. Bei Zusatz von
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Fig. 1. I R.-dbsovptionsspehtrum von Epoxydon
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Fig. 2. TR -Absorptionsspekivim von Di-O-acelyl-epoxvdon (2) in CH,CI,

1) Die mikrobiologischen Arbeiten verdanken wir den Herren Drs, CH. StoLL und W. LOEFFLER
aus der Abteilung fiir Mikrobiclogie der Sanpoz AG.
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verdiinnter Natronlauge entsteht ein fir aromatische Systeme typisches Spektrum
mit einem Maximum bei 271 nm (loge = 3,7).

¢ Im IR.-Spektrum (vgl. Fig. 1) bestiitigt eine starke Bande bei 1670 crm~! (Schulter
bei 1685 cm~1) das a, f-ungesittigte Keton. Eine intensive Absorption bei 3350 cm™!
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Fig. 3. NMR.-Spekirum von Epoxvdon (X} in (CDg),50
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TFig. 4. NM R.-Spekirum von Di-O-acefvi-epoxydon (2) in CDCly

spricht zudem fiir das Vorliegen von Hydroxvigruppen. Das NMR.-Spektrum (vg
Fig. 3 und Tab.) ist bedeuntend komplexer, als man es fiir eine Molekel mit 8 Wasser
stoffen erwarten sollte. Zuordnungen waren erst nach Spin-5pin-Entkopplung:
Experimenten?) méglich. Das Dublett bei 6 = 5,73 und das Triplett bei 4 = 4,9
werden von zwei Hvdr()'{ylgruppen verursacht, von denen die eine sekundér und di
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o, f-ungesittigten Ketons zu. Das Proton der primiren Hydroxylgruppe koppelt m:
zwei Protonen, die bei & = 4,03 ein Multiplett verursachen; das Proton der sekundi
ren Hydroxylgruppe koppelt mit einem Proton, das bei é = 4,72 ebenfalls ein Mult
plett hervorruft. Zwei weitere, vicinale Protonen sind fiir das Dublett bei § = 3,4
und das Multiplett bei é = 3,77 verantwortlich, Das Spektrum wird vor allem durc

%) Herrn Dr. A. MeLERA, VaRIAN A.G., Research Laboratory, Ziirich, danken wir bestens fi
die Durchfiihrung der Doppeiresonanz-Experimente auf einem HR-100-Spektrometer.
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zahlreiche «long-range»-Kopplungen, auf die wir weiter unten zu sprechen kommen,
kompliziert.

Bei der Acetylierung von Epoxydon (1} mit Acetanhydrid-Schwefelsiure erhilt
marn eine optisch aktive ([«],, = + 48%), fliissige Diacetylverbindung.
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Fig. 5. NM R.-Spekirum vom acetylierten Diazomethan-Anlagerungsprodukt (12} in CDCl,

Das UV.-Spektrum, mit Maxima bei 227 nm (loge = 3,85} und 329 nm (loge =
1,64}, Schulter bei 275 nm (loge = 2,3), und das IR.-Spektrum (vgl. Fig. 2) bestitigen
das Vorliegen eines o, f-ungesittigten Ketons. Im NMR.-Spektrum (vgl. Fig. 4 und

Zuordnung der H-Alome in den NMR.-Spekirent)

Substanz Fig. MC Losungs- C-2 C-3 C-4 C-5 C-7 Diverse
mittel
Epoxvidon 3 100 ({CD,},50 340D 377M 472M 642M 403M -CH,-Of:
1 () 4,98 T (5)
-CH-OH:
5,75 D (6)
Di-0r-
acetyl-
epoxydon 4 60 CDCly 356D 39M 589M 642M 479M -OAc: 2,115,
2 (4 2,26 8
11 - 60 {CDy),80+ 345D 362DD 438D 2.7 3888 N-CH,~—:49
D0 (5 (5-+1,5) {7) ABX
RLFRT
12 5 60 CDCl, 3550 368DD 543D 265M 450D +N-CH,—: 5,1
(5) (5+1,5) {7) 467D  ABX

AB(12) (184104+7)
—DAc: 2,0 5,
2,188

2} Chemische Verschiebungen in §-Werten (ppm relativ zu Tetramethylsilan, § — 0, als internem
Standard. In Klammern ist die Kopplungskonstante J in cps angegeben. Zur Charakterisie-
rung der Signale wurden folgende Abkiirzungen verwendet: § = Singlett, D = Publettf, T =
Triplett, M = Muttiplett, AB = AB-Kopplungssystem, ABX = ABX-Kopplungssystem.
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Tab.) sind Signale fiir zwel Acetvlgruppen (@ = 2,11 § und 2,26 S}, eine Acetoxy-
methylengruppe (& = 4,79 M), das f-Proton des =, f-ungesittigten Ketons (8 = 6,42
M), das Proton der sekundidren Acetoxvgruppe (0 = 5,89 M) und die vicinalen Proto-
nen {Dublett bei 6 = 3,56, ] = 4 und Multiplett bei 6 = 3,9) erkennbar.

Sehr aufschlussreich fiir die Strukturaufklirung ist das Produkt der Acetylierung
in Gegenwart von Pyridin. Dabei entsteht ein optisch inaktives Tetra-acetat, dem
wir auf Grund der Spektren Struktur 4 zuordnen konnten: Das UV.-Spektrum
{Maximum bei 267 nm (loge = 2,89}, Schulter bei 273 nm (loge = 2,87)} ist fast
deckungsgleich mit demjenigen von 1,2 4-Triacetoxy-benzol {267 nm, loge =
2,85} [7]. Die Banden des IR.-Spektrums bei 1760 und 1730 cm~! werden von aroma-
tischen pzw. aliphatischen Acetoxygruppen verursacht. Im NMR. ist neben den
4 Acetylgruppen und der Methvlengruppe bei 6 = 5,10 (Singlett) ein AB-System
bei & = 7,15 mit einer Kopplungskonstante (J = 3 cps), die fiir meta-Kopplungen
typisch ist, sichtbar. Durch Synthese konnte die Struktur 4 sichergestellt werden.
Es ist ein acetyliertes Isomerisierungsprodukt der Ausgangsverbindung und gibt Ein-
blick in das Kohlenstoffgeriist und die Verteilung der Sauerstoffatome. Von den vier
Saunerstoffen ist eines als primére und eines als sekunddre Hydroxylgruppe sowie ein
drittes als «, fi~ungesiittigies Keton charakterisiert worden. Das vierte Sauerstoffatom
diirfte als inerter Ather vorliegen. Aus der Summenformel und den funktionellen
(Gruppen folgt, dass Epoxydon eine bicvclische Verbindung sein muss.

Auf Grund der bisherigen Kesultate ergibt sich toigende LCHSTFRETUT:

HOCH,

Ha A 20

H._ _H

0" ™~""0

| |
Da Epoxydon gegen Perjodat stabil ist, kann die zum Keton a-stindige Sauer-
stoffunktion keine Hydroxylgruppe sein, woraus sich fiir Epoxvdon zwangslinfig
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Formel 1 ableiten lasst. Eine Bestitigung dieser Struktur haben wir durch folgende
Reduktionsreaktionen erhalten: durch Behandlung mit Zink in Eisessig entstand
o-Hydroxy-benzylalkohol (5}, d. h. sowohl die y-Hydroxylgruppe als auch die Epoxyd-
funktion werden reduziert, wihrend nach Behandlung mit KJ in Eisessig Gentisin-
alkohol (3} isoliert werden konnte. Die Reduktion von x,8-Epoxvketonen oder von
. 8-Epoxy-=, i-ungesittigten Ketonen mit K J-Eisessig fiihrt unter Eliminierung des
Athersauerstoffs zur Einfithrung einer weiteren Doppelbindung, wie z. B. von CAME-
RINO ¢ al. [8] am Testosteron-4,5-epoxid und von WooDwaRD ef al. [9] bei der Struk-
turaufkldrung des Carbomycins gezeigt werden konnte.

Fiir Epoxydon (1) lassen sich vier diastereoisomere Formen (6-9% )schreiben. Jede
dieser Strukturen kann zudem in zwei Wannen-Konformationen vorliegen. Bevor wir
uns der Interpretation der NMR.-Spektren bzw. des Zirkulardichroismus zuwenden
konnen, gilt es, die bevorzugten Konformationen festzulegen. Fiir die Enantiomeren
6 und 7 ziehen wir aus folgenden Griinden Konformation A bzw. deren Spiegelbild
vor: die Wasserstoffe an C-3 und C-4 sind synklinal und die Hydroxylgruppe

i ~

A A’ B B’

wiquatorial angeordnet. Vor allem aber liegt die Ebene des Oxiranrings parallel zu
derjenigen der & Orbitale der Carbonylgruppe, was die bestmiogliche Resonanz zwi-
schen den delokalisierten Elektronen des Dreirings und den s-Elektronen der
Carbonylgruppe {10] ermdglicht. In der alternativen Konformation A’ sind die
Wasserstoffe an C-3 und C-4 syn-periplanar angeordnet, und eine Resonanz zwischen
dem Ouxiranring und der Carbonylgruppe ist nicht mehr méglich. Fiir die Enantio-
meren 8 und 9 ziehen wir die Konforiation B vor. In dieser sind wiederum die
besseren Bedingungen fiir eine Resonanz zwischen dem Oxiranring und der Carbonyl-
gruppe gegeben. Die Wasserstoffe an C-3 und C-4 stehen ebenfalls synklinal, dafiir
ist allerdings die sekundire Hydroxylgruppe in axialer Anordnung. Konformation
B’ zeigt dagegen ungiinstige Bedingungen fiir eine Resonanz. Zudem sind das Pro-
ton an C-3 und die sek. Hydroxvlgruppe syn-periplanar angeordnet.

Das Zirkulardichrogramm?) von Epoxydon (1) weist bei 341 nm einen positiven
(4 = + 4,70) und bei 245 nm einen negativen (de = — 5.86) Corrox-Effekt auf.
Fiir die Diastereomeren 6 und B ist ein negativer # > m*-CorTon-Effekt bel ca.
2530 1un gu erwalien [11]. CUr gen n -»>x™-Ubergang bei transoiden Cyclohexenonen
hat WrALLEY [12] die Regel anfgestellt, dass Strukturen vom Typ C einen positiven
Corrox-Eiffekt verursachen. Dem Typ C entsprechen wiederum unsere Diastereo-
isomeren 6 und 8. Eine weitere Bestitigung unserer Zuordnung ergibt die Oktant-
Regel fiir Epoxy-ketone [10], welche besagt, dass Cyclohexanone mit dem Epoxid-
Ring im untern, linken Oktanten einen positiven CotTon-Effekt verursachen. Das

3) Herrn Prof. G. SvaTzkE, Universitit Bonn, danken wir bestens fiir dic Aufnahme und Dis-
kussion der Zirkulardichrogramme.
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beste Analogon von Epoxydon, das wir in der Literatur finden konnten, ist 44,58-
Oxido-A-pregiden-17§-ol-3-on-acetat (10) [13]. Dieses weist ebenfalls einen positi-
ven Cotton-Effekt auf (bei 340 nm ist de = + 5,92) [14].

C ! ]
{Projektion in o0

Richtung O=()

Zur Abklirung der Konfiguration der sekundiiren Hydroxylgruppe benutzten wir
vor allem die NMR.-Spektren. Wie bereits erwithnt, werden diejenigen von 1 und 2
durch «long-range»-Kopplungen (vgl. Fig. 3) kompliziert. Sowohl in 6 als auch in 8
weisen die Protonen an C-3 und C-5 die verlangte W-Konformation [15] auf. Die
Grisse der Kopplungskonstante der Protonen an C-3 und C-4 liess sich aber nicht in
geniigender Genauigkeit ablesen, um den Torsionswinkel zu bestimmen. Mit Sicherheit
kann aber gesagt werden, dass es sich eher um eine kleine Konstante handeln diirfte.
Mehr Information konnten wir aus dem (kristallinen) A'-Pyrazolin 11 gewinnen, das
durch Anlagerung von Diazomethan an Epoxvdon 1 entstanden ist. Acetylierung
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lieferte das Di-O-acetat 12. Bei beiden Produkten kann man aus den NMR.-Spektren
(vgl. Tab. und Fig. 5] ersehen, dass das Proton an C-3 nicht mit demjenigen an C4
koppelt, dafiir aber mit dem Proton an C-5. Das bedeutet, dass die beiden Protonen
an C-3und C-4 einen Torsions-Winkel von ungefihr 90° aufweisen, und das ist nur der
Fall, wenn die sekundire Hydroxylgruppe a-Konfiguration aufweist. Die Bedingun-
gen fiir eine «long-rangerKopplung der Protonen an C-3 und C-5 sind weitaus am
besten erfiillt, wenn man eine Anlagerung von der «-Seite an Epoxydon annimmt.
Dies ist etwas itberraschend, doch ist das Modell praktisch spannungsfrei herstellbar.
Die beiden Verbindungen 11 und 12 besitzen recht bemerkenswerte UV.-Spektren.
So weist 11 Maxima bei 239,5 nm (log & = 3,01) und 330 nm (log £ = 2,50} avf,
welche mit grosserer Wahrscheinlichkeit durch eine & —» @*- bzw. eine n — m*-
Homokonjugation zwischen der Carbonylgruppe und der N,N-Doppelbindung verur-
sacht werden. Eine solche Konjugation wire aber nur bei a-stindigem Pyrazolin-
ring moglich. Vielleicht ist das Anlagerungsprodukt mit g-stindigem Pyrazolinring
ebenfalls entstanden, aber nicht isoliert worden. Fasst man alle diese Argumente
zusammen, so darf man fiur Epoxydon die Struktur 6 annehmen.

14
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Epoxydon (6} fillt durch die grosse Strukturihnlichkeit mit Shikimisdure (13)
auf. Qb aber Epoxydon aus dem Shikimisiurestoffwechsel stammt dder ein Aceto-
genin [16] ist, diirfte nur auf Grund von experimentellen Befunden zu entscheiden sein.
Auch in der Annahme, dass Gentisinalkohol, der in unseren Ansitzen als Nebenmeta-
bolit isoliert worden ist, analog synthetisiert wird wie Epoxydon, ist ein sicherer
Entscheid nicht méglich; denn GATENBECK {17] hat darauf hingewiesen, dass die
Gentisinsdure aus Polyporus fumulosus vermutlich aus Shikimisdure gebildet wird,
dass aber die Gentisinsdure aus Penscilliusn wrticae mit Sicherheit via 6-Methyl-
salicylsdure aus Acetat-Einheiten aufgebaut wird.

Pharmakologische Aktsvitit?): Epoxydon (1) hemmt die in vitro-Zellvermehrung
des Miuse-Mastzelltumors P-815 bei einer Konzentration von 1 p/ml zu 50%,. Thera-
pieversuche an Miusen mit Sarkom 37 oder Leukimie L 1210 zeigten nur sehr geringe
Wirkungen. Die akute Toxizitit an der weissen Maus warde zu DL-50 = 70 mg/kg
i.v. bestimmt.

Terreinsiure (14) [18], die relativ grosse Strukturihnlichkeit mit Epoxydon auf-
weist, zeigt in vitro ebenfalls eine cvtopathogene Wirkung [19].

Experimenteller Teil
unter Mitarbeit von H. GscHwInD und R, WERDER

Die Smp. wurden im Rohrchen bestimmt und sind nicht korrigiert, Substanzproben wurden
2 Std. bei Zimmertemperatur im HV getrocknet. Fiir die Analysen wurden die Substanzen bei der
jeweils angegebenen Temperatur und Zeitdauer bei 0,01 Torr getrocknet. Die IR.-Spektren wur-
den mit einem PERKIN-ELMER-IR-Zweistrahlspektrophotometer Medel! 21 (NaCl-Optik), bzw.
mit einem Unicam SP, 200, die UV.-Spektren mit einem BEckManNNn-Spektrophotometer, Modell
DK2, die NMR.-Spektren mit einem VaRiaN-Spekirometer A-60 bzw. einem HR-100-Spektro-
meter®) und die Zirkulardichrogramme?) mit dem Dichrographen von RousseL-Jouax, Paris, auf-
gencmmen.

Zur Sidulenchromatographie diente Kieselgel MErck der Korngrsse 0,2-0,5 mm. Fir die
Diinnschichtchromatographie nach Stant [20] wurden Kieseigel G als Adsorbens und Chloroform-
Methanol-Gemische als Fliessmittel verwendet, Die Flecke wurden mit dern Reagens nach
Zak [21] sichtbar gemacht.

Isolierung von Genlisinalkohol aus Stamm S 7186 10 1 einer Nahridsung {pro | 20 g Glucose,
2 g Malzextrakt (Schweiz. Ferment AG., Basel}, 2 g Hefe-Extrakt, 2 g KH,PO,, 2 g MgSO, - 7 H,O
und entmineralisiertes Wasser) wurden mit einer Mycel-Sporen-Suspension von Stamm S 1186
angeimpft und in einem Fermenter Typ FS 314 (New Brunswick Co.,, USA} 94 Std. lang bei 27°
unter Rilhren (450 U./Min.) und Beliiftung (10 1 Luft/Min.) inkubiert. Das Mycel wurde abge-
nutscht und das Kulturfiltrat zweimal mit je 7 | Benzin und dreimal mit je 5 [ Essigester extrahiert,
Der Essigesterextrakt gab unter Trocknen und Eindamplen 7,10 ¢ Riickstand. Davon wurden 500
mg an Kieselgel chromatographiert. Mit Chloroform-Methanol-(95:5) wurden 296 mg eluicrt, die
nach eweimaliger Kristallisation aus Aceton-Chioroform 110 mg rétliche Kristalle vom Smp. 102-
104" ergaben, 630 mg Essigester -Riickstand wurden an 60 g Perlon-Pulver chromatographiert.
hristalle vom Smp. 100 103° ergab. Die Kristalle smd nach Misch- Smp Dunnschlchtchmma.to-
gramm und IR.-Spektrum identisch mit Gentisinalkchol (3).

Isolierung von Epoxydon und Gentisinalkokol aus Phoma spec., Stamm S 1079 10 Erlenmeyer
4 200 ml mit je 100 ml Nihrldsung (pro 1 20 g Glucose, 2 g Malzextrakt (Schweiz. Ferment AG.,
Basel), 2 g Pepton, 2 g KH,PO,, 2 g MgSO, - 7 H,0 und entmineralisiertes Wasser) wurden mit
einer Mycel-Sporen-Suspension von Stamm 5 1019 angeimpft und 17 Tage lang bei 24° auf einer

4 Wir danken Frau Dr. M. KaLBERER und Herrn Dr. H. STARELIN aus der Medizinisch-biclogischen
Forschungsabteilung (Leitung: Dr. A. CERLETTI) bestens {iir die Uberlassung dieser Resultate.
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alternierenden Schiittelmaschine inkubiert. Die Kulturen wurden mit Hilfe von Hyflo-Super-Cel
filtriert und das Filtrat in einem Apparat nach KUTSCHER-STEUDEL withrend 185 Std. mit Ather
extrahiert. Die wiisserige Phase wurde anschliessend noch dreimal mit je 8 | Essigester ausgeriihrt,
Dic organischen Phasen wurden iiber MgSQ, getrocknet und im Vakuum zur Trockne gebracht.
Der Ather-Auszug ergab 1,76 g und der Essigesterauszug 2,40 g Rohextrakt. 3,91 Rohextrakt
wurden zunfichst mit Petrolither geknetet. Nach Dekantation wurde der Rickstand in wenig
Aceton geltst und mit Hexan versetzt. Dabei schieden sich 2,9 g nahezu reines Epoxydon als Ol ab.

Reinste Substanz wurde nach Chromatographie an Kieselgel erhalten, wobei das Produkt mit
Chloroform-Methanol-{93:3) eluiert wurde. Kristallisation aus Aceton-Ather lieferte farblose Kri-
stalle vom Smp. 40-45° und [«]8 = +93° (c = 0,29 in Methanol). Zirkulardichrogramm (¢ =
6,72 in Dioxan bei 20°, Schichtdicke 2 cm): 395 nm {4de = 0), 341 nm {(fz = +4,70), 278 nm
(4e = Q) und bei ¢ = 0,012: 245 nm (1e = — 5,86).

UV.-Spektrum {Athanol): Maxima bei 239,5 nm (loge = 3,71} und 333,5 nm (loge = 1,65);
nach Zusatz verd. NaOH: Maximum bei 271 nm (loges = 3,73). IR.-Spektrum (vgl. Fig. 1} u. a.
Banden bei 3350, 2900-2850Q, 1685 Schulter, 1670, 1430, 1390, 1230, 1135, 1095, 1050, 1020, 980,
900, 360, B40, 785, 735 cm~1. NMR.-Spektrum: vgl, Fig. 3 bzw. Tab.

Zur Analyse 14 5td. bei 20° getrocknet.

CH,0, (156,13) Ber. € 53,8 H 32 0 41,09% sef. C 5339 H 354 04069

Bei einer Aufarbeitung, in welcher das Kultusfittrat erschipfend mit Essigester extrahiert
und der Rohextrakt an Kieselgel chromatographiert wurde, liessen sich aus den spiteren Fraktio-
nen in.geringer Menge Kristalle vom Smp, 98-101° isclieren, die.nach-Misch-Smp- Dimnschicht-
chromatogramm und IR.-Spektrum als Gentisinatkohol (3} identifiziert werden konnten.

Acetylierung von Epoxyden. a) Mif Acetanhydrid-H,50, (1 > 2): 184 mg 1 (4 Std. bei 20°
und 0,01 Torr getrocknet) wurden mit 2 m! Acetanhydrid und 1 Tropfen konz. H,S0, 5¢ Min.
auf dem Dampibad erwirmt. Das Reaktionsgemisch wurde in 30 ml Wasser gegossen und kurz
erwirmt. Extraktion mit dreimal 50 mI Essigester gab nach Waschen, Trocknen iiber Na,S0,
und Eindampf{en 382 mg helles (3. Durch priparative Ditnnschichtchromatographie (Kieselgel,
Chioroform-Methanol-(99:1)) konnte ein einheitliches, farbloses ()1 2 gewonnen werden, das sich
nicht kristallisicren liess. (]} = +48° (¢ = 0,5 in CHCl,).

IR.-Spektrum (CH,Cly): u. a. Banden bei 2960, 1745, 1690, 1370, 1300, 1230, 1215, 1025, 938,
908, 865 cml. UV.-Spektrum (Athanol): Maxima bei 227,5 nm (loge = 3,85); 275 nm (logs =
2,3 Schulter) und 329 nm (loge = 1,64). NMR.-Spektrum: vgl. Fig. 4 bzw. Tah.

Zur Analyse wurde das Produkt bei 45° Badtemperatur und 0,01 Torr destilliert.

CyyH, 04 (240,21) Ber. € 55,0 H 5,09, Gef. C 54,3 H 549%
Pas bei der Acetylierung entstehende Nebenprodukt {ca. 159,) liess sich nicht rein erhalten.

b) Mit Acetanhydrid-Pyridin (1 -> 4): Eine Lasung von 49 mg 1 in 1,5 ml Pyridin und 1,0 ml
Acetanhydrid wurde 18 Std. bei 25° stehengelassen. Dann wurde das Reaktionsgemisch i Hoch-
vakuum eingeengt. Der Riickstand gab aus Ather-Hexan 10 mg farblose Kristalle 4 vom Doppel-
Smp. 87-89°/92-94°, I¥ie Mischprobe mit synthetischem Tetra-C-acetyl-2, 3, 3-trihydroxy-benzyl-
alkohol (s. unten) gab keine Depression, und die IR.- bzw. NMR.-Spektren waren deckungsgleich.

TR.-Spektrum {CH,Cly) : u. a. Banden bei 1760, 1730, 1600, 1482, 1370, 1315, 1195, 1175, 1120,
970, 15 cm~1. UV.-Spektrum (Athanol): Maximum bei 267 nm (loge — 2,89), Schulter bei 273 nm
{loge = 2,87). NMR.-Spektrum {{DCl,, 60 MC): d = 7,14 D (3) und 7.16 D-(3) von H-4 und H-6:
# = 5,10 S von der Methylengruppe und 6 = 2,09 S, 2,28 §, 2,32 S von 4 O-Acetylgruppen.

Zur Analyse 2 Std. bei 35° getrocknet.

CisHigOg (324,28) Ber.C 356 H50 03959  Gel. C560 H352 039,6%

Reduktionen von Epoxydon, a) Zink-Eisessig (1->5): 120 mg Epoxydon wurden in 10 ml
Eisessig geldst und mit 300 mg Zinkstaub portionenweise versetzt. Nach dreitigigem Riihren wur-
de abfiltriert und das Filtrat im Vakuum zur Trockne gebracht. Der Riickstand wurde an 3 g
Kieselgel chromatographiert. Die mit Chloroform-Methanoil-{19:1) eluierten Fraktionen wurden,
da sie hauptsiéichlich Ausgangsmaterial enthielten, nochmals mit 200 mg Zinkstaub in 1 ml Eis-
essig reduziert. Nach erneuter Chromatographie an Kieselgel konnten die mit Chloroform-Metha-
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nol {49:1} eluierten Fraktionen aus Benzol kristallisiert werden. Umkristallisation aus Benzol
ergab 27 mg farblose Kristalle vom Smp. 83-85°, die als o-Hydroxybenzylalkohol (5} identifiziert
werden konnten (Misch-Smp., Diinnschichtchromatogramm und IR.-Spektrumy},

b) K J-Eisessig (1 > 3}: 90 mg Epoxydon wurden in 5 ml Eisessig geldst, mit 500 mg fein
pulverisiertem K] versetzt und 40 Min. auf 83° erwirmt. Danach wurde abgekiihlt und in kaltes
Wasser gegossen, das ausgeschiedene Jod mit einer Spatelspitze Na,S,0, reduziert, die Lésung
mit Hydrogencarbonat auf pH 4,5 abgestumpft und fiber Nacht im Apparat nach Kurscuer-
STeuDEL mit Ather extrahiert. Der Riickstand nach Trocknen und Eindampfen wog 84 mg.
Er wurde mehrmals mit siedendem Chloroform extrahiert. Beim Erkalten schieden sich 25 mg
farblose Nadeln vom Smp. 99-100° aus, die nach Misch-Smp., Diinnschichtchromatogramm, IR.-
und NMR.-Spektrum als Gentisinalkohol (3} identifiziert werden konnten,

Oxydation von 1 mil Perjodal: Die Losung von 5,00 mg Epoxydon (1} in 2 ml Wasser wurde,
mit 1,5 ml 0,025 m Natriumperjodatldsung versetzt und auf 25 ml mit Wasser aufgefiillt. Die Reak-
tionsmischung hatte einen pH von 5,9. Nach 1 und 3 Std. wurden je 4 ml entnommen, titriert und
mit einer Blindprobe verglichen, Es wurde kein Perjodat verbraucht. Nun warde mit 0,58 H,S0,
auf pH 3,3 angesduert und nach 1,3 und 6 Std. titriert. Nach 1 Std. kein Verbrauch an Perjodat,
nach 3 Std. 0,029 Mol Perjodat{Mocl Substanz, nach 6 Std. 0,068 Mol Perjodat/Mol Substanz.

Anlagerung von Digzomethan an 1 (1 5> 11): Die Ldsung von 335 mg Epoxydon (1) in abs.
Dioxan wurde bei — 17° mit &therischer Diazomethanissung im Uberschuss versetzt, Nach 1 Std.
bei —17° wurde im Vakuum zur Trockne gebracht. Der Riickstand (423 mg) wurde mit Aceton
versetzt und filtriert. Das Filtrat wurde eingedampft und der Riickstand an 17 g Kieselgel chro-
matographiert. Mit Chloroform-Methanol-(97:3) liessen sich 230 mg Ol eluieren, das aus Aceton-
Ather 105 mg farblose Kristalle vom Smp. 140-143° gab. (2]} = +686° (¢ = 0,3 in Methanol).

UV.-Spektrum {Athanol): Maxima bei 239,5 nm (loge = 3,01) und 330 nm (loge = 2,50}.
IR.-Spektrum (Nujol}): u. a. Banden bei 3400 Sch., 3300, 1720, 1570, 1230, 1080, 1056, 1000, 980,
930, 870, 730 cm. NMR.-Spektrum: vgl. Tab. 1.

Zur Analyse 2 Std. bei 60° getrocknet,
CoH N,O, (198,18} Ber. C485 H351 N 14,1 0 323% Gef. C483 H 50 N 138 031.5%

113 mg krist. 11 wurden in 3,5 m] Pyridin und 2 ml Acetanhydrid gelést. Nach 2 Std. bei 20°
wurde im Vakuum zur Trockne eingeengt und der Riickstand an Kieselgel chromatographiert.
Mit Chloroform-Methanol-(99:1) liessen sich 152 mg diinnschichtchromatographisch einheitliches
12 eluieren, das aber nicht zur Kristzllisation gebracht werden konnte. [a]g = +399° (¢ = 0,3
in Methanol}.

UV.-Spektrum (CH,Cl,): Maxima bei 241,5 nm (loge = 3,07} und 327 um (loge = 2,54). IR.-
Spektrum {CH,Cl,): u. a. Banden bei 1750, 1720, 1570, 1380, 1050, 950, 870 cm~!. NMR.-Spekirum:
vgl. Fig. 5 bzw. Tab. 1.

Synthese von Telva-O-acetyl-2, 3, 5-trihydroxybenzylalkohol (4): 2,3,5-Trihydroxybenzoesiure
wurde nach BAKER #f al. synthetisiert [22].

265 mg Triacetoxybenzoesiure [23] wurde io 8 mi abs. Tetrahydrofuran gelost und unter Eis-
kiihlung zu einer Mischung von 420 mg Lithiumaluminivmhydrid in 8 ml Tetrahydrofuran ge-
tropft. D1e Mlschung wurde uber Na.cht in einem Bad von 55—60" erhitzt. Uberschiissiges LiAlH,

[ B, - ovET .
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STEUDEL wurden nach 24 Std. 137 mg briunlichen Ols erhalten. Dieses wurde im BV, getrocknet,
mit 6 ml Pyridin und 2 ml Acetanhydrid versetzt und iiber Nacht bei 20° stehengelassen. Nach Ab-
ziehen der Reagenzien bei 0,02 Torr blieben 137 mg hellbraunen Ols zuriick. Diese war ein kom-
plexes Gemisch, aus dem sich das gewiinschte Tetraacetat mittels priparativer Diinnschichtchro-
matographie in Chloroform-Methanol 99:1 nach Mehrfachentwicklung isclieren liess. Es kristalli-
sierte aus wenig Ather in farblosen Nadelbiischeln vom Smp. 90-92°.

Dags synthetische Produkt ist nach Misch-Smp., Diinnschichtchromatographie, IR.- und NMR.-
Spektrum identisch mit dem Tetra-acetat 4, das durch basenkatalysierte Acetylierung von 1 er-
halten warde.
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SUMMARY

¢ The structure of epoxydon (1), isolated from the culture filtrate of Phoma spec.
$ 1019, has been established. On the grounds of physical measurements, we propose
the constitution and the absolute configuration 6 for epoxydon. Gentisin alcohol {3)
.is a minor metabolite of Phoma spec. S 1019, but the main metabolite in Phoma spec.
5 1186. Pharmazeutisch-chemische Forschungslaboratorien
Saxpoz AG., Basel
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