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294. Die Konstitution von Roridin A
Verrucarinc und Roridine, 11. Mitteilung [1]
von B. Boéhner und Ch, Tamm
(12. X. 66)

Roridin A ist ein hochwirksames Cytostaticum, das wir aus Kulturen von meh-
reren Stimmen von Myrothectum roridum TODE ex FR. als Hauptmetaboliten isoliert
haben [2]. Im Gegensatz zu den Verrucarinen A, B und J, die sich beim Erhitzen ohne
vorheriges Schmelzen erst tiber 300° langsam zu zersetzen beginnen [2] [3], schmelzen
die farblosen Kristalle von Roridin A ohne Zersetzung bei 198-204°1). Die Elementar-
analysen stimmten auf die Bruttoformeln C,,H 404 (490,6), CogH 15504 (532,6-534,6)
und Cg;Hyg 500, (644,7-646,7). Die Molekulargewichtsbestimmung nach RAsT in
Campher erlaubte keine Entscheidung; wurden doch fiir alle diese Summenformeln
passende Werte gefunden. Die vaporometrische Molekulargewichtsbestimmung [6]2)
in Dichlormethan crgab die Molgewichte 543 4- 11 und 527 4- 11. Damit iiberein-
stimmend lieferten Di-O-acetyl-roridin A (s. unten) und Tetrahydro-roridin A (s.
unten) dic Werte von 605 + 15 bzw. 531 4- 11. Im Einklang damit war auch das aus
der Radioaktivitdt des mit {14C]-Benzoylchlorid bereiteten [14C]-Di-O-benzoylderivats
(s. unten) bestimmte Molgewicht von 5423). Nach diesen Ergebnissen kamen fiir
Roridin A nur noch die Bruttoformeln C,;,H,,0, (532,6) und C,,H,,0, (534,6) in
Frage. Im Massenspektrum?) lag die héchste Spitze bei m/e 532, Eine 50mal inten-
sivere Spitze bei m/e 488 kommt nach den obigen Molekulargewichtsbestimmungen
und den Elementaranalysen fiir das Molekular-Ion nicht in Frage$). Roridin A besitzt
somit die Summenformel C,,H,,O,, die auch durch die weiteren Reaktionen bestitigt
wird. Auf Grund der im folgenden beschriebenen physikalischen und chemischen
Eigenschaften erteilen wir Roridin A die Strukturformel 1.

A, Funktionelle Gruppen. — Das UV.-Spektrum von Roridin A ist durch ein in-
tensives Absorptionsmaximum bei 263 nm, log ¢ = 4,31 (Athanol), charakterisiert.
Das IR.-Spektrum ciner Lésung in Dichlormethan zeigt eine breite Carbonyl-Streck-
schwingung bei 1709-1715 cm™, die im KBr-Spektrum von Roridin-A-Kristallen zu

1} Bei der kiirzlich von KisHABA et al. [4] ebenfalls aus Myvothecium voridum isolierten « Substanz
379-X» konnte es sich nach den physikalischen Daten um ein unreines Priaparat von Roridin A
handeln. Ein direkter Vergleich der Prdparate ist bisher nicht vorgenommen worden. Die
amecrikanischen Autoren beobachteten bei ihrem Stoff insektizide Eigenschaften, insbesondere
gegeniiber dem mexikanischen Bohnenkidfer (Mexican bean beatle) Epilachna varivestis
MursanT. Diese Wirkung ist vermutlich nicht spczifisch, sondern durfte auf die ausserordent-
lich hohe Allgemcintoxizitdt von Roridin A zuriickzufiihren scin [2]. Roridin A besitzt hochst
wahrscheinlich schr &hnliche biologische Eigenschaiten wic das strukturell sehr nahe verwandte
Verrucarin A (vgl. [5]).

Wir danken Herrn Prof. Dr. W. Simox, ETH, Zirich, bestens fiir diese Bestimmungen.

%) Die Messung der Radioaktivitit verdanken wir Herrn Dr. F. KALBERER, SANDOZ, A.G., Basel.
Fiir dic Aufnahme dieses Spektrums méochten wir Herrn Prof. Dr. K. BiEMaNN, MIT, Cambridge,
Mass., USA, unscren besten Dank aussprechen.

Auf cine detailliertere Interpretation der Massenspektren werden wir in einer spiteren Mittei-
lung zuriickkommen.
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einem Dublett bei 1704 und 1742 cm~! aufgespalten ist (vgl. Fig. 1). Ferner treten in
beiden Spektren zwei C=C-Banden bei 1590-1597 cm~! und 1615 cm~! auf. Diese
Absorptionen sind auf eine «,f,y,d-ungesittigte sowie auf eine gesittigte Estergrup-
pierung zuriickzufiithren®). Sehr dhnliche spektrale Eigenschaften zeigen die Verruca-
rine A, B und J. Sie alle enthalten eine cis, frans-Muconsiurediester-Gruppierung als
Chromophor [7] [8] [9]. In den IR.-Spektren des Roridins A ist ausserdem noch eine
starke Hydroxyl-Streckschwingung bei 3559 cm~? sichtbar. Mit Acetanhydrid und
Pyridin bei 22° lasst sich Roridin A (1) in Di-O-acetylroridin A (2) und mit Benzoyl-
chlorid und Pyridin bei 22° in Di-O-Benzoylroridin A (3) iiberfithren. In den IR.-
Spektren beider Derivate sind die HO-Banden verschwunden. Roridin A (1) enthilt
somit zwei acylierbare Hydroxylgruppen. Dementsprechend ergab die ZEREWITINOFF-
Bestimmung (bei 22°) zwei aktive H-Atome. Bei der Behandlung von Roridin A (1)
mit CrO,-H,S0, in Aceton (Methodik nach [10]) wihrend 10 Min. bei 22° entstanden
mehrere Produkte. Nach der Trennung mit Hilfe einer modifizierten priparativen
Diinnschichtchromatographie (vgl. Exper. Teil) gelang es, das Hauptprodukt, das
neutrale Monodehydro-roridin A (4), rein zu erhalten?). 4 zeigte im IR. immer noch
eine HO-Bande bei 3521-3534 cm~. Monodehydro-roridin A (4) enthilt eine Methyl-
keton-Gruppe, denn im NMR.-Spektrum findet man bei relativ tiefem Feld (v = 7,7)
ein Singlett (3H), das in Roridin A (1) fehlt. Es ist an die Stelle eines in 1 bei v — 8,83
(J = 6 cps) erscheinenden Dubletts (3H) getreten, das ciner sekundéren Methylgruppe
zuzuordnen ist (vgl. Tabelle 1). Dementsprechend fiel die Iodoform-Reaktion bei 4
positiv aus. Daraus folgt, dass die leichter dehydrierbare HO-Gruppe des Roridins A
als CH,-CH(OH)-Gruppierung verliegt. - Die katalytische Hydrierung von Roridin A
%) Bside C=0-Schwingungen zeigen gleiche Intensitit. Bei den Verrucarinen A und B, die drei

Esterbindungen enthalten, ist die Intensitit der lingerwelligen ungeséttigten Estergruppe

doppelt so gross wie diejenige der gesattigten. Vgl. [7] [8].
) Die Nebenprodukte wurden nicht rein erhalten. Es ist bisher nicht gelungen, auch die zweite

HO-Gruppc selektiv zu dehydrieren. Alle Versuche Bisdchydrororidin A zu bereiten schlugen

fehl; es entstanden immer Gemische, die nicht getrennt werden konnten. Offenbar werden

gleichzeitig die Doppelbindungen angegriffen, denn bei der Oxydation von Tetrahydrororidin
(5) wird unter den gleichen Bedingungen ein einheitliches Produkt erhalten (s. unten).
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(1) mit Pt in Eisessig ergab in schlechter Ausbeute das auch schlecht kristallisierende
Hexahydrororidin A (7). Ein grosser Teil des Rohprodukts blieb selbst nach chromato-
graphischer Reinigung amorph. Acetylierung von 7 lieferte das Di-O-acetyl-Derivat 8.
Wesentlich besser verlief dic Hydrierung von Roridin A (1) in Athanol mit Pd als
Katalysator. Nach Aufnahme von 2 Mol-Aq. H, wurde das gut kristallisierende Tetra-
hydrororidin A (5) ohne Schwierigkeiten in guter Ausbeute erhalten.

Das NMR.-Spektrum von Roridin A (1) (vgl. Tabelle 1 und Fig. 2) zeigt zwischen
7= 2,32 und 7 = 4,55 eine komplexe Signalgruppe, die den fiinf Vinylprotonen an
den folgenden C-Atomen zuzuordnen ist, ndmlich ein doppeltes Dublett bei T = 2,32
(J = 15,5bzw. 11 cps) an C-8’, ein Triplett bei 7 = 3,34 (J = 11 cps) an C-9’, ein Multi-
plett bei 7 ~ 4,0 an C-7’, ein Dublett an C-10’ (J = 11 cps) sowie ein Dublett bei
7 =4,55 (J = 5 cps). Bei Tetrahydrororidin A (5) sind die vier Vinylprotonen zwi-
schen T = 2,32 und 7 = 4,22 verschwunden, d.h. die beiden zur Estercarbonylgruppe
konjugierten Doppelbindungen sind nicht substituiert. Beim Hexahydroderivat 7
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Fig. 1. IR.-Absorptionsspektrum von Rovidin A (1) fest in KBr3)

B T

HZC ;‘\:[ /
CHCly /

/

Fxg. 2. NlWR.—Spektyum von Roudm A (1) in ])euteyochlorofovm )

verschwindet noch das fiinfte Vinylproton, das sich an C-10, also im Verrucarolteil

der Molekel befindet (s. unten). Die beiden Hydrierungsprodukte weisen im IR. nur

noch eine einzige C=0O-Streckschwingung von hoherer Frequenz bei 1727-1736 cm?

auf, die einer gesattigten Estergruppe entspricht. Bei der Hydrierung von Roridin A

8) Aufgenommen mit einem PErRxIN-ELMER-Gitterspektrophotometer, Modell 125, im Spektral-
laboratorium unseres Institutes (CH. SENN und W. Scuwas).

9) Aufgenommen mit einem VARIAN-Spektrometer A-60 (60 MHz) im physikal.-chem. Laborato-

rium der Sanpoz AG, Basel (Drs. K. FrRer und P. Nikraus). Chemische Verschiebungen in
7-Werten nach Tikrs [11], mit Si(CH,), (TMS) als internem Standard.
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werden demnach zuerst die beiden konjugierten Doppelbindungen des Roridinsiure-
teils (s. unten) und erst spiter die isolierten Doppelbindungen des Verrucarolteils
abgesittigt. Die hydrolytische Spaltung von Roridin A (1) und seiner beiden Hydrie-
rungsprodukte 5 und 7 bestitigen diese Beobachtungen (s. unten). Analog zu Roridin
A liess sich auch Tetrahydrororidin A (5) mit CrO4-H,SO, in Aceton [10] in ein neu-
trales Monodehydroderivat 9 iiberfithren, dessen IR.-Spektrum ebenfalls noch eine
HO-Bande bei 3472-3571 cm ! zeigte (NMR.-Spektrum vgl. Fig. 3). Diese Dehydrie-
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Fig. 3. NM R.-Spekirum von Monodehydvo-tetrahydvo-voridin .4 (9) in Deuterochlovoform?)

T

rung verlief unter diesen Bedingungen wesentlich glatter als bei Roridin A. Die wei-
tere Dehydrierung von 9 zum Bisdehydroderivat 10 wird im Abschnitt C diskutiert.
Aus den NMR.-Spektren des Roridins A (1) und seiner Derivate ist ersichtlich,
dass 4 C-Methylgruppen, aber keine O-Methylgruppen vorhanden sind, was mit den
Resultaten der KuaN-ROTH- bzw. ZEISEL-Bestimmungen sehr gut iibereinstimmt.

B. Hydrolytische Spaltungen. — Weiteren Aufschluss iiber die Struktur von
Roridin A (1) gewihrte die basenkatalysierte Hydrolyse. Nach 48stiindiger Behand-
lung von Roridin A mit ca. 0,5N methanolischer KOH bei 22° liess sich mit Dichlor-
methan ein krist. Neutralstoff vom Smp. 156-158° ausschiitteln, der nach Smp.,
Misch-Smp., opt. Drehung, Diinnschichtchromatographie und IR.-Spektrum mit
Verrucarol (10) [12] identisch war. Verrucarol ist ein Sesquiterpenalkohol, der erst-
mals bei der Hydrolyse von Verrucarin A erhalten worden ist. Aus den bei pH 3 mit
Ather aus der Hydrolysenlosung extrahierten sauren Anteilen erhielten wir als ein-
ziges Produkt eine noch unbekannte Sdure, die wir Roridinsdure nennen. Sie besitzt
die Strukturformel 13 (Beweis s. unten). Wurde unter den gleichen Bedingungen
Tetrahydrororidin A (5) hydrolysiert, so entstanden wieder Verrucarol (10) sowie die
Tetrahydrororidinsdure (17). In analoger Weise ergab Hexahydrororidin A (7) das
bekannte Dihydroverrucarol A (12) [12] und erneut die Tetrahydrororidinsdure (17).
Die hydrolytischen Spaltungen lassen sich wie folgt formulieren:

2 HyO
Roridin A —> Verrucarol + Roridinsdure
CapHggOy 2 H,0 C15HgpO4 C1aHy Oy
Tetrahydrororidin A — —> Verrucarol + Tetrahydrororidinsaure
Ca9H 404 2 H,0 Ciallp0y C14Hg604
Hexahydrororidin A - —> Dihydroverrucarol A + Tcetrahydrororidinsdure

CZQHMOD C15H24()4 C14 H2G 07
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C. Struktur der Roridins#ure. — Die Roridinsdure (13) wurde als ein in den Diinn-
schichtchromatogrammen einheitliches, schwach gelb gefirbtes Ol mit der spez. Dre-
hung [a]3} = +47° & 2° (Methanol) erhalten. Es liess sich im Molekularkolben bei
120° Badtemperatur und 0,01 Torr destillieren, wobei es sich allerdings teilweise zer-
setzte. Die freie Roridinsiure erwies sich als sehr empfindlich. Sie konnte deshalb nie
ganz analysenrein gewonnen werden. Ihre Summenformel C,,H,,0, ist aber durch die
vaporometrischen Molekulargewichtsbestimmungen [6]2), die an ihren Derivaten 14,
15 und 18 vorgenommen wurden, gesichert. Sie folgt auch aus der Stéchiometrie der
Hydrolyse von Roridin A (1). Die Strukturformel 13 der Roridinsiure ermittelten wir
in folgender Weise.

Die Roridinsdure (13) ist eine zweibasische Carbonséure. Dies war aus der Bestim-
mung des Verseifungsidquivalents von Roridin A (1), der Titration der Tetrahydro-
roridinsiure (17) sowie aus der Bildung des Dimethylesters 14 bei der Behandlung von
13 mit Diazomethan in Ather bei 0°19) zu ersehen. Der Dimethylester 14 destillierte im
Molekularkolben bei 130° Badtemp. und 0,01 Torr unzersetzt; doch erwies sich die
Reinigung an der Kieselgelsdule als geeigneter (IR.-Spektrum vgl. Fig. 4). In gleicher
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Fig. 4. IR.-Spektrum des Roridinsdure-dimethylesters (14) in Dichlormethan®)
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Fig. 5. NMR.-Spektrum des Rovidinsdure-dimethylesters (14) in Deutevochlovoform?®)

Weise lieferte die Tetrahydrororidinsdure (17), die aus der Hydrolyse von Tetrahydro-
roridin A (5) stammte, den Dimethylester 18. In den NMR.-Spektren der beiden Di-
ester 14 und 18 treten je zwei Singlette (je 3 Protonen) bei t = 6,20 und v = 6,25 in
14 und bei r = 6,18 und 7 = 6,31 in 18 auf, die wir den beiden CH,O-Gruppen zuord-

10) Bei Zimmertemp. greift dtherisches Diazomethan auch dic olefinischen Doppelbindungen an.
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nen (vgl. Tabelle 1 und Fig. 5). Die Roridinsiure (13) enthilt zwei Hydroxylgruppen,
denn das IR.-Spektrum ihres Dimethylesters 14 weist HO-Streckschwingungen bei
3534-3559 cm~1 auf (vgl. Fig. 4). Mit Acetanhydrid und Pyridin bei 22° lieferte 14 das
Di-O-acetylderivat 15, dessen IR.-Spektrum keine Hydroxylbande mehr zeigte. Im
NMR.-Spektrum von 15 erscheinen dafiir zwei neue Singlette beir = 7,86 und v = 7,94
(je 3 Protonen), die den beiden Acetylgruppen zuzuordnen sind. Bei der Dehydrierung
des Dimethylesters 14 mit CrO4~H,SO, in Aceton [10] resultierte als Hauptprodukt
der Monodehydro-ester 16, dessen IR.-Spektrum noch eine HO-Bande bei 3472-
3496 cm™! erkennen liess. Er verhilt sich somit gleich wie das intakte Roridin A (1),
in dem ebenfalls eine selektive Dehydrierung stattgefunden hatte. Die Haloform-
reaktion fiel bei 16 positiv aus und im NMR.-Spektrum (vgl. Tabelle 1) erschien an
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Stelle des Dubletts einer sekundiren Methylgruppe bei tieferem Feld im Gebiete von
7 = 6,3 bis 6,7 ein neues Singlett (3H) bei 7 = 7,8, das von der Methylketongruppe
herrithren muss. Diese ist aus einer CHy-CH{OH)-Gruppe hervorgegangen. Die ana-
loge Reaktion des Tetrahydroesters 18 mit CrO4~H,S0, in Aceton (nach [10]) ergab
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zunichst das entsprechende Monohydroderivat (HO-Bande im IR.-Spektrum). Bei
einer etwas lingeren Reaktionszeit wurde aber der Bisdehydroester 19 als Hauptpro-
dukt erhalten!?). Sein IR.-Spektrum zeigte wie erwartet keine Hydroxylbande mehr.
Im NMR.-Spektrum (vgl. Fig. 6) war die erwartete Verschiebung der einen sekun-
diren Methylgruppe (Dublett) nach tieferem Feld unter Bildung eines Singletts zu
beobachten.

— T T —
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CH;OOC—C—I}-D#;*CW«O—(‘:H—WOOCM
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Fig. 6. NMR . -Spektrum des Bisdehydro-telvahydro-vovidinsiuve-dimethylesters (19)
in Deuterochloyvoform®)

Die UV.-Spektren der Roridinsdure (13) und ihres Dimethylesters 14 zeigen wie
Roridin A (1) ein intensives Absorptionsmaximum bei 256-258 nm; loge = 4,32
(Athanol). Die chromophore Gruppe des Antibioticums befindet sich somit im Rori-
dinsiureteil der Molekel. Die beiden starken C=C-Banden bei 1600 und 1639 cm—! und
die Lage der einen C=0O-Streckschwingung bei 1709-1715 cm~! im [R.-Spektrum des
Dimethylesters 14 sind mit dem Vorliegen eines «,f,y,d-ungesittigten Carbonsiure-
esters schr gut zu vereinbaren. Die in den hydrierten Derivaten beobachteten spektra-
len Verdnderungen bestitigen diese Annahme. Damit im Einklang sind auch die
NMR.-Spektren von 13, 14, 15 und 16, wo sich im Gebiet von 7 = 2,2 bis 4,3 Signale
finden, die den vier Vinylprotonen an C-7’, C-8', C-9" und C-10’ zuzuordnen sind. Die
Aufspaltungen und die Kopplungskonstanten der Protonen an C-8’, C-9’ und C-10’ sind
gleich wie beim cis,frans-Muconsiure-dimethylester und wie bei Verrucarin A [7],
wobei die beiden letzteren Protonen sogar die gleiche chemische Verschiebung zei-
gen'4). Das C-7'-Proton verursacht hingegen ein komplexeres Signal. Es ist in ein

1) Alle Substanzen wurden in CDCl; gelsst, ausser Roridinsdure (13) und Tetrahydrororidinsiure
(17), die in Deuteroaceton gemessen wurden. Beim Vergleich der in diesen beiden Losungs-
mitteln erhaltenen Daten muss mit Abweichungen der chemischen Verschiebung bis zu 0,1 ppm
gercchnet werden [13]. Bei eindeutig erkennbaren Feinstrukturen bedeuten: s = Singlett,
d = Dublett, dd = doppeltes Dublett, { — Triplett; ¢ = Quartett; quin = Quintett, m =
Multiplett, br = breit. In Klammern sind dic Spin-Spin-Kopplungskonstanten J in cps
angegeben.

Triir die Einzelheiten der Zuordnung dcr Protonen des Verrucarolteils vgl. [12] [16].

13) Die Bildung weiterer Nebenprodukte, wie sie bei der Oxydation von Roridin A (1) und des
Roridinsiaure-dimethylesters (14) unter diesen Bedingungen beobachtet wurde, war hier
wegen des Fehlens der oxydationsempfindlichen olefinischen Doppelbindungen nicht méglich.
Im cis, trans-Muconsédure-dimethylester und in Verrucarin A erscheint das C-8’ entsprechende
Proton wegen des entschirmenden Effektes von zwei Estercarbonylgruppen bei wesentlich
tieferem Feld als hier.

12

=

14)
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Es bedeutet: Ac = CH;CO-.

doppeltes Dublett aufgespalten, dessen grossere Kopplungskonstante aber mit dem
entsprechenden Wert von cis,frans-Muconsiure-dimethylester {ibereinstimmt. Dies
bedeutet, dass das benachbarte Kohlenstoffatom C-6" nicht als Carbonylgruppe vor-
liegt, sondern ein weiteres Proton trdgt. Die Roridinsdure enthilt somit die folgenden
Strukturelemente:

O HH HH OH
N R R I
HO—-C—-C=C—C=C—-C— und —C—C—CHy als Seitenkette
1wy |7 e & |13 14
H H

sowie eine gesittigte Carboxylgruppe, eine sekundire Methylgruppe, ein inertes
Sauerstoffatom%) sowie eine sekundire Hydroxylgruppe. Das a-Proton der letzteren

15) Die Stabilitat der Roridinsiure und ihrer Derivate gegeniiber Mineralsiuren schliesst eine
Halbacetalgruppe aus.
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erscheint in allen Verbindungen zwischen 7 = 5,76 und 5,91 als Dublett ¢). Infolge-
dessen kann an dem einen der beiden benachbarten C-Atome ebenfalls nur ein ecinziges
Proton haften. Da weder die zur Diskussion stchende Hydroxylgruppe die Eigen-
schaften eines Allylalkohols besitzt, noch der Bisdehydrozster 19 diejenigen eines
B-Diketons, ist das Nachbarproton weder identisch mit dem C-7’-Vinylproton, noch
mit dem Proton an C-6’ (C-6 tragt die C,-Seitenkette)?). In Wirklichkeit handelt es
sich um das C-Atom, das die sekunddre Methylgruppe tragt. Damit findet auch die
Verschiebung des Methylsignals bei 7 = 9,12 bis 9,23 nach tieferem Felde nach Ace-
tylierung {(t = 9,03) und Dehydrierung (v = 8,82) der benachbarten HO-Gruppe eine
plausible Erklarung. Fiir das andere, der seckunddren HO-Gruppe benachbarte C-
Atom kommt nur noch die Carboxylgruppe in Frage. Ihre Nachbarschaft erklirt auch
gut, dass das Signal des a-Protons dieser sekunddren HO-Gruppe bei ziemlich tiefem
Feld (z ~ 5,8) erscheint. Damit ist die weitere Sequenz HOOC-CH(OH)-CH(CH,)-
festgelegt. Die normale chemische Verschiebung der sekundaren Methylgruppe deutet
darauf hin, dass das anschliessende Glied nicht die Atherbriicke, sondern eine Me-
thylengruppe!®) ist, woraus sich die Kette HOOC-CH(OH)-CH(CH,)-CH,~ ergibt.
Die Verkniipfung der ermittelten Teilstrukturen mit der noch nicht berticksichtigten
Methylengruppe und des Athersauerstoffs war aus den NMR.-Daten nicht mit Sicher-
heit abzuleiten. Immerhin waren sie am besten mit der Strukturformel 13 fiir die
Roridinsdure vereinbar!?).

Einen chemischen Beweis fiir diese Struktur konnten wir durch einen oxydativen
Abbau erbringen. Zu diesem Zwecke wurde der Di-O-acetylroridinsiure-dimethylester
(15) bei —70° ozoniert und das Ozonid mit H,0, in wiisseriger HCl auf 70° erhitzt.
Aus dem Reaktionsgemisch liess sich durch Sublimation bei 40-60° und 12 Torr in
guter Ausbeute ein krist. Stoff abtrennen, der nach Smp., Misch-Smp., opt. Drehung,
IR.-Spektrum und Diinnschichtchromatogramm mit dem Verrucarinsiurclacton (26)
[7] identisch war. Gas-chromatographisch liessen sich ferner Essigsdure (22), Oxal-
sdure (21), o-Ketobuttersdure (24) und Propionsdure (27) nachweisen®). Der Abbau
ist offenbar so verlaufen, dass die Ozonolyse zunichst 2 Mol-Aq. Oxalsdure, aus den
Acetylgruppen 2 Mol-Aq. Essigsiure sowie die §-Hydroxydicarbonsiure 20 lieferte.
Die Siure 20 ist unbestindig, da die g-stindige Hydroxylgruppe unter den stark
sauren Reaktionsbedingungen sofort eliminiert wird. Es entsteht die «, 8-ungesittigte
Dicarbonsiure 23, dic ebenfalls nicht isoliert werden kann, da sie eine siureempfind-
liche Vinyldthergruppierung enthilt. Die saure Spaltung liefert die Verrucarinsiure
{25), die sofort in das stabile Verrucarinsdurelacton (26) iibergeht. Damit sind die
Lage des Athersauerstoffs als Briicke zwischen C-5" und C-6’ und die Verkniipfung der
C,-Seitenkette mit C-6" bewiesen.

18) In den Acetylderivaten ist das Signal wie erwartet um ca. 0,86 ppm nach tiefercm Feld ver-
schoben.

17) Auch die Anordnung der beiden Hydroxyle in einer Glykolgruppierung ist auszuschliessen,
da die Roridinsdure (13) gegeniiber H]J O, bestdndig ist und der Bisdehydroester 19 sich nicht wie
ein a-Diketon verhalt.

18) Da dic Roridinsdure 13 und die Tetrahydrororidinsdure 17 keine Tendenz zur Lacton-Bildung
zeigen, ist die Verkniipfung der CH,~CH(OH)-Scitenkette mit diesem C-Atom unwahr-
scheinlich.

19} Die Einzelheiten dieser Ableitung sind in der Dissertation B. BSHNER, Basel 1964, beschrieben.

20) Wir danken Herrn Dr. H. WEHRLI, Sandoz A.G., Basel, bestens fiir diese Bestimmung.
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Die Roridinsiure besitzt vier asymmetrische C-Atome. Da die relative und abso-
lute Konfiguration der Verrucarinsiure (25) bekannt ist [7] [14], ist auch die absolute
Konfiguration von C-2’ und C-3’ der Roridinsidure (13) bewiesen. Noch nicht abgeklirt
hingegen ist die Stereochemie von C-6’ und C-13’.

D. Verkniipfung der Hydrolysenprodukte: Konstitution von Roridin A. — So-
wohl Roridin A (1) als auch die Hydrolysenprodukte Verrucarol (10) und Roridin-
sdure (13) besitzen je zwei Hydroxylgruppen. Die beiden Carboxylgruppen der Rori-
dinsdure miissen infolgedessen mit zwei der insgesamt vier zur Verfiigung stehenden
Hydroxylgruppen verestert sein. Die eine freie HO-Gruppe von Roridin A (1) muss
diejenige der CHyCH(OH)-Seitenkette der Roridinsdure (13) sein, da bei der De-
hiydrierung von 1 und 5 die Methylketone 4 und 9 entstehen. Die andere befindet sich
ebenfalls im Roridinsiureteil der Molekel, ndmlich in a-Stellung zur gesittigten Ester-
gruppe. Dies ist zunichst aus den NMR.-Daten ersichtlich, indem sich das Signal des
z-Protons dieses C-2'-Hydroxyls nach der Acetylierung um 0,73 ppm (von 7 = 5,91
nach 5,18) nach tieferem Feld verschiebt, wihrend die a-Protonen der primiren und
sekunddren HO-Gruppe bzw. Estergruppe an C-4 und C-15 des Verrucarolteils unver-
dndert bleiben. Diese auf der Interpretation von NMR.-Daten beruhende Annahme
konnten wir chemisch beweisen, indem wir Monodehydro-tetrahydro-roridin A (9)
mit CrOs-H,S0, in Aceton [10] weiter dehydrierten und das gebildete Bisdehydro-
derivat 11, dessen IR.-Spektrum keine freie Hydroxylgruppe mehr zeigte, mit metha-
nolischem KOH hydrolysierten. Wir erhielten intaktes Verrucarol (10). Daraus folgt,
dass in Roridin A (1) die beiden Carboxylgruppen der Roridinsdure (13) mit den bei-
den Hydroxylgruppen des Verrucarols (10) verestert sind. Fiir den resultierenden
makrocyclischen Diester sind jetzt noch zwei Strukturen méglich. In der ersteren sind
die gesittigte C-1'-Carboxylgruppe mit dem priméren C-15-Hydroxyl und die konju-
gierte C-11"-Carboxylgruppe mit dem sekundiren C-4-Hydroxyl des Verrucarols (10)
verestert. In der zweiten Struktur sind die beiden Esterbindungen vertauscht. Zu-
gunsten der ersten Struktur spricht, dass das doppelte Dublett des C-4-Protons bei ca.
T = 4,2 sich in den Verbindungen 5, 6, 7 und 8 nach der Absittigung der C-7'- und
C-9"-Doppelbindungen verdndert, wiahrend das Singlett bei 7 = 5,56 der beiden C-15-
Protonen gleich bleibt. Umgekehrt ist in Roridin D, das an Stelle des C-2'- Hydroxyls
einen 2’,3’-Oxidring enthilt [15], dieses Signal in ein A B-System aufgespalten.
Analog verhalten sich die entsprechenden Signale bei Verrucarin A [7] und Verrucarin
B [8]. Im tibrigen ist die chemische Verschiebung der beiden cis-Protonen an C-10’ und
C-11" in Roridin A (1) genau gleich wie in den Verrucarinen A [7], B [8] und J [9], wo
sic denjenigen der cis-Doppelbindung der cis, trans-Muconsiure entsprechen. Die Ver-
kniipfung der cis, trans-Muconsiure mit dem C-4-Hydroxyl des Verrucarols (10) ist in
Verrucarin A durch einen oxydativen Abbau [16] und die RONTGEN-Analyse [14] und
in Verrucarin J [9] durch partielle Hydrolyse bewiesen worden. Auf Grund der engen
strukturellen Verwandtschaft zwischen den Verrucarinen und Roridinen diirfte die
Sequenz der Bausteine im Makrocyclus in beiden Verbindungsreihen analog sein.
Darum halten wir die fiir Roridin A vorgeschlagene Strukturformel 1 fiir gut be-
griindet.

In Roridin A (1) liegt demnach ein makrocyclischer, 18gliedriger Diester vor, der
eine C,-Seitenkette trigt. Das Antibioticum stellt eine biogenetisch interessante,
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strukturelle Variante der Verrucarine dar, welche makrocyclische Triester des gleichen
Sesquiterpenalkohols Verrucarol (10) sind, in denen aber die Seitenkette fehlt.

Wir danken dem SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS ZUR FORDERUNG DER WISSENSCHAFT-
LICHEN FORscHUNG (Projckt Nr. 2627) und der SanDoz A.G., Basel, bestcns fiir die Unterstiitzung
diescr Arbeit.

Experimenteller Teil

Die Smp. wurden auf dem KoFLER-Block bestimmt; sie sind nicht korrigiert. Substanz-
proben zur Messung der spezifischen Drehung, der UV.-, IR.- und NMR.-Spektren sowie der Mole-
kulargewichte wurden 1 Std. bei 0,02 Torr und 40-60° getrocknet. Die UV.-Spektren wurden mit
cinem BECkMAN-Spektrophotometer, Modell DK 2, die IR.-Spektren mit einem PERKIN-ELMER-
IR.-Gitterspektrophotometer, Modell 125 und mit einem PerkIN-ELMER-Infracord-Spektro-
photometer, Modell 137, mit NaCl-Optik (jeweils vermerkt), und die NMR.-Spektren mit cinem
VARIAN-Spektrometer A-60 aufgenommen. Substanzproben zur Elementaranalyse wurden bei
0,02 Torr bei der angegcbenen Zeit und Temp. gotrocknet. Wir verdanken die Analysen dem
mikroanalytischen Laboratorium des Instituts (E. THoMMEN). Zur Sdulenchromatographie nach
der Durchlaufmethode [17] diente AL,O, der Fa. M. WoeLM, Eschwege, oder Kieselgel MERCK
der Korngrésse 0,05-0,2 mm in Anlehnung an die Methodik von Duncan [18)]. Fiir die Diinn-
schichtchromatographie (DC) nach Stanr [19] [20] wurde Kieselgel G MErRcK und fiir die Dick-
schichtplatte (zur Methodik vgl. [21]) Kieselgel-HF,;, MERCK als Triger und Chloroform mit
0,5-139 Mecthanol als Fliessmitttel verwendet. Die Flecke wurden durch Jg-Dampfe oder durch
UV.-Licht, im Falle von Sduren auch durch Bespriihen mit einer 0,04-proz. Lésung von Brom-
phenolblau in Athanol und bei Ketonen mit einer Lésung von 2,4-Dinitrophenylhydrazin in
Athanol und HCI sichtbar gemacht.

1. Roridin A und Derivate des Roridins A

1.1 Roridin A (1). Das verwendete Pridparat zeigte die frither beschricbenen Eigenschaften
[2]: aus Aceton-Ather Stibchen vom Smp. 198-204°; [aJif = +130° + 1° (¢ = 2,207 in Chloro-
form); [o]ff = +192° + 2° (¢ = 1,380 in Dioxan). UV.-Spektrum (Athanol): A, = 263 nm;
log & = 4,31. IR.-Spektrum u.a. Banden bei 3546 (OH); 1709-1701 (C=O); 1637 und 1597
cm~1(C=C) (CH,Cl,), resp. 3472 (OH), 1742 (C=0, ges. Ester), 1704 (C=0, unges. Ester), 1631 und
1595 ¢m~Y(C=C) (KBr) vgl. Fig. 1. NMR.-Spcktrum vgl. Fig. 2 und Tabelle 1. Mol.-Gew. Ber.
532,6; Gef.?1) 526 4+ 11 und 543 4 11.

1.2. Di-O-acetylvovidin A (2). Eine Losung von 233 mg Roridin A (1) in 5 ml Pyridin und 6 ml
Acetanhydrid wurde 14 Std. bei 22° stehengelassen. Nach Eindampfen im Vakuum wurde der
Riickstand in Chloroform aufgenommen und je einmal mit 2n HCl, Wasser, 2~ Na,CO; und noch
zweimal mit Wasser gewaschen. Nach Trocknen mit Na,S0O, und Eindampfen im Vakuum resul-
tierten 240 mg Rohprodukt, welches nach Umkristallisieren aus Ather-Petrolather farblose
Nadeln vom Smp. 165-166° lieferte. [a]® = -+168,5° &+ 2° (¢ =1,108 in Chloroform). IR.-Spek-
trum (CH,Cl,) u. a. Banden bei 1739 (C=0, ges. Ester), 1712 (C=0, unges. Ester), 1642 und 1600cm—1
(C=C), keine HO-Bande. NMR.-Spektrum vgl. Tabelle 1. — Trocknung zur Analysc 1 Std. bei 100°.

CyHyuOy  Ber. C64,26 H 7,19 O 28,55% Mol.-Gew. 616,7
Gef. ,, 64,22 ,, 7,40 ,, 28,21% . ) 604412

1.3. Di-O-benzoylroridin A (3). Eine Ldsung von 125 mg Roridin A (1) in 3 ml Pyridin wurde
mit 0,12 ml (145 mg) Benzoylchlorid versetzt und 60 Std. bei 22° stehengelassen, wobei sich dic
Losung orange farbte. Hierauf wurde bei 0° mit Methanol versetzt und 30 Min. stehengelassen.
Nach Eindampfen im Vakuum wurde der Riickstand je zweimal mit 28 HCI und Wasser, einmal
mit 2N Na,CO, und Wasser gewaschen. Nach Trocknen mit Na,SO, und Eindampfen im Vakuum
wurde das Rohprodukt an 4 g Al,O, chromatographiert. Die mit Petroldther-Benzol-(1:1) eluierten
Fraktionen bestanden aus Methylbenzoat und wenig Di-O-benzoylroridin A (3). Die mit Benzol
und Dichlormethan eluicrten Fraktionen lieferten aus Ather-Petrolither 87 mg reines 3 in Stab-
chen vom Smp. 185-187°. [« = +110° + 4° (¢ = 0,517 in Chloroform). IR.-Spektrum (CH,Cl,,
Infracord): u. a. Banden bei 1754 (C=0, ges. Ester); 1718 (C=0, unges. Ester); 1645 und 1600

1) Vaporometrisch in CH,Cl, 2).
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cm~! (C=C). NMR.-Spektrum vgl. Tabelle 1. Keine HO-Bande. — Trocknung zur Analyse 2 Std.
bei 90°.

CyHysOy (740,8)  Ber. C69,71 H 6,53 023,76%  Gef. C 69,42 H 6,60 O 23,889

1.4. [MC]-Di-O-benzoylroridin A (3). Einc Losung von 105 mg Roridin A (1) in 2 ml abs.
Pyridin wurde mit 100 mg [C]}-Benzoylchlorid 60 Std. bei 22° stehengelassen. Die wie oben
beschriebene Aufarbeitung ergab 177 mg Rohprodukt, welches aus Ather-Petrolither kristalli-
sierte. Die 4., 5. und 6. Kristallisation (Smp. 185-187°} zeigten eine konstante Radioaktivitit von
4913 dpm/mg im Mittel.

Zum Vergleich wurde mit demselben [1C}-Benzoylchlorid [1*C]-Benzanilid hergestellt: 0,1 ml
Anilin, 0,14 ml [1*C}-Benzoylchlorid, 0,9 ml 28 NaOH und 1 ml Benzol wurden 10 Min. geschiit-
telt. Nach der Zugabe von Wasser wurde mit Ather ausgeschiittelt, iiber Na,SO, getrocknet und
im Vakuum eingedampft. Das Rohprodukt wurde mehrmals aus heissem Methanol umkristalli-
siert. Die 4. und 5. Kristallisation (Smp. 164-165°) zeigten eine konstante Radioaktivitit von
1840000 dpm/mM im Mittel. Aus diesen Werten ldsst sich fiir Di-O-benzoylroridin A (3) ein
Mol.-Gew. von 750 errechnen, was einem Mol.-Gew. von 542 fiir Roridin A (1) entspricht.

1.5. Mownodehydrorovidin A (4). Eine Losung von 235 mg Roridin A (1) in 15 ml Aceton wurde
bei 22° unter Rithren mit 0,28 ml (entspricht 2 O-Aq.) CrO,-Stammlésung?2) nach BowDEN ¢t al.
[10] versetzt. Nach 10 Min. wurden 20 ml Wasser zugegeben und das Aceton im Vakuum weit-
gehend abgedampft. Nach Ausschiitteln mit Dichlormethan, Trocknen mit Na,SO, und Ein-
dampfen im Vakuum resultierten 285 mg Rohprodukt. Weder durch Chromatographie an Al,O,
noch an Kieselgel nach Duncan [18] mit Dichlormethan-Methanol-(99:1) oder Ather als Eluie-
rungsmittel war ein einheitliches Produkt zu gewinnen. Ein grésserer Teil blieb ausserdem auf
den Sidulen zurtick, und zwar je mehr je linger dic Chromatographie dauerte. Mit Hilfe der priapa-
rativen Diinnschichtchromatographie [21] konnte schliesslich eine bessere Trennung erreicht
werden. Glasplatten von der Grésse 20x 50 cm wurden mit einer 2 mm dicken Schicht von
Kiesclgel HF,;, MERCK bestrichen. An der Startlinie wurde mit cinem Spatel ein 1 mm tiefer
Graben ausgehoben. In diesen wurde die Losung des Oxydationsgemisches in Dichlormethan-
Mecthanol-(9:1) mittels einer 0,1-ml-Pipette, durch deren Spitze ein diinner Wollfaden eingezogen
worden war, aufgetragen. Vorversuche zeigten, dass ohne Schwierigkciten 4 mg Substanz pro
cm aufgetragen werden kann. Zur Erreichung eines besseren Trenncffektes wurde horizontal in
einer Apparatur nach BRENNER ef al. [22] [20] unter Verwendung von Ather als langsam eluie-
rendem Losungsmittel nach der Durchlaufmethode chromatographiert. Nach 1,5 Std. wurden
die Zonen unter der UV.-L.ampe (Uvanalys Fa. HOERNER, 254 mu) die Schicht an den betreffenden
Stellen mit dem Spatel gelést und mittels ciner Vakuumsaugvorrichtung in einer Saugflasche
gesammelt. Mit Dichlormethan, das wenig Methanol enthielt, wurden die Produkte vom Kieselgel
herausgelost. Es resultierte nach Eindampfen der Lésung gelbliches, amorphes Monodehydro-
roridin A (4), das im DC einheitlich war. Von 145 mg aufgetragenem Oxydationsgemisch (das z. T.
schon durch verschiedene Saulen gelaufen war) wurden erhalten: 59 mg amorphes 4, 11 mg
schneller laufende Produkte (nicht untersucht) und 70 mg an der Startlinie zuriickgebliebene,
intensiv gelb gefirbte saure Anteile (nicht untersucht). Monodehydrororidin A (4): [a]ff = +7° 4 2°
{¢c = 0,66 in Chloroform). UV.-Spektrum: (in Cyclohexan) 4, .= 278,5 nm; log & = 4,23; in
Athanol Apar = 262 nm; log ¢ = 4,18. IR.-Spektrum (CH,Cl): u.a. Banden bei 3636-3676
(schwach) und 3521-3546 (OH); 1733 (C=0, ges. Ester); 1669 (C=0, unges. Keton?); 1629 und
1590-1595 cm~! (C=C). NMR.-Spektrum vgl. Tabelle 1. Die Iodoformprobe war positiv. Auf eine
Analyse musste wegen der Empfindlichkeit der Substanz verzichtet werden.

1.6. Tetrahydrovoridin A (5). Eine Losung von 700 mg Roridin A (1) in 50 ml Athanol wurde
in Gegenwart von 200 mg 10-proz. Pd auf Kohle bei 22° hydriert. Nach 45 Min. waren genau
zwei Mol-Aq. H, aufgenommen worden, worauf die Hydrierung abgebrochen wurde. Nach Fil-
trieren durch eine Celite-Schicht und Eindampfen des Filtrats resultierten 705 mg Rohprodukt,
das nicht kristallisierte. Nach Chromatographie an 30 g Al,O; ergaben die mit Dichlormethan,
welches 0,5-19, Methanol enthielt, cluierten Fraktionen aus Ather-Petrolither Nadeln vom
Smp. 181-182°, [a]f2 = +23° + 1° (¢ = 1,488 in Chloroform). UV.-Spektrum (Athanol): keine

%) Stammlésung: 2,67 g CrOg+ 2,30 ml konz. HySO, mit H,O auf 10 mi aufgefiilit.
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selektive Absorption bei 260 nm. IR.-Spektrum (CHyCl,): u. a. Banden bei 3534-3559 (OH);
1736 cm™* (C=0, gesatt. Ester). NMR.-Spektrum vgl. Tabelle 1. Trocknung zur Analyse 3 Std.

bei 100° ¢ 1,0, Ber. C64,90 H 8,26 O 2684% Mol.-Gew. 536,6
Gef. ,, 64,52 ,, 843 ,, 26,63% , M) 5312 4 11

1.7. Di-O-acetyl-tetrahydrvo-rovidin A (6). 140 mg Tetrahydrororidin A (4) wurden mit 3 ml
Pyridin und 4 ml Acetanhydrid 16 Std. bei 22° stehengelassen. Nach der wie bei 2 beschriebenen
Aufarbeitung resultierte 165 mg Rohprodukt, das auch nach Chromatographie an Al,O4 bisher
nicht kristallisierte. IR.-Spektrum (CH,Cl,) u.a. Banden bei 1727-1739 cm~! (C=O, Ester);
keinc HO-Bande (Infracord). Zur Analyse wurde das Praparat lyophilisiert und 3 Std. bei 25°
getrocknet.

CyaH 430y (620,7)  Ber. €63,85 H 7,70 O 28,089,  Gef. C64,04 H 7,79 O 28,36Y%

1.8. Monodehydro-tetrahydro-roridin A (10). Eine Losung von 51 mg Tetrahydrororidin A (5)
in 5 ml Aceton wurde mit 0,036 ml CrO,-Stammlésung??) (entspr. 1,5 O-Aq.) versetzt. Nach
10 Min. wurde wie bei 4 beschrieben aufgearbeitet. Es resultierten 43 mg Rohprodukt, das im DC
zwei Flecke zeigte. Die Auftrennung erfolgte wieder mit Hilfe der priparativen Diinnschicht-
chromatographie mit Ather als Lésungsmittcl. Da die Oxydationsprodukte jedoch unter der UV.-
Lampe nicht sichtbar waren, wurdc zur Lokalisierung der Substanzzonen an drei Stellen der
Plattc das Oxydationsprodukt von Roridin A (1) aufgetragen (die Hauptprodukte der gesattigten
und der ungesittigten Reihe licfen gleich schnell). Aus 70 mg aufgetragenem Rohprodukt wurden
37 mg amorphes, farbloses Monodehydro-tetrahydro-roridin A (10) erhalten. [«]if = —4° + 2°
(¢ = 0,75 in Chloroform). UV.-Spektrum (Athanol): 4,,. = 271 nm; log & = 2,52 (Verunreini-
gung?) IR.-Spektrum (CH,Cl,): u. a. Banden bei 3571-3597 (OH); 1724 cm~! (C=0, Ester und
Keton). NMR.-Spektrum vgl. Tabelle 1. Jodoformprobe positiv.

1.9. Hexahydrovovidin A (7). Einc Losung von 149 mg Roridin A (1) in 20 ml Eisessig wurde
in Gegenwart von 45 mg PtO,,H,0 bei 22° hydriert. Nach 11 Min. waren 32 ml H, (entspr. 3 Mol-
Aq. ber. auf Roridin A) aufgenommen worden, worauf die Hydrierung abgebrochen wurde. Nach
Abfiltrieren des Katalysators und Eindampfen des Filtrats im Vakuum wurde der Riickstand in
Dichlormethan aufgenommen, die Losung mit 2N Na,CO; und Wasscr gewaschen, iiber Na,SO,
getrocknet und eingedampft. Das Rohprodukt (143 mg) gab aus Ather-Petrolither nadelférmige
Kristalle vom Smp. 148-152° (z. T. Sintern ab 140°). [«]$f = +6° 4 1° (¢ = 1,04 in Chloroform).
UV.-Spektrum (Athanol): keine selektive Absorption bei 260 nm. IR.-Spektrum (CH,CL): u. a.
Banden bei 3509-3534 (OH); 1727 cm~! (C=0), gesidtt. Ester). NMR.-Spektrum vgl. Tabelle 1. -
Trocknung zur Analyse 3 Std. bei 100°.

CaoHyeO, (538,6) Ber. C 64,66 H 861 026739 Gef. C64,74 H 846 O 26,59%

1.10. Di-O-acetyl-hexahydvo-rvovidin A (8). 83 mg Hexahydrororidin A (7) wurde mit 2 ml
Pyridin und 1 ml Acetanhydrid 24 Std. bei 22° stehengclassen. Nach Eindampfen im Vakuum
wurde der Riickstand in Chloroform aufgenommen und dic Losung mit 2N HCI, 2~ Na,CO, und
Wasser gewaschen, mit Na,S0, getrocknet und im Vakuum eingedampft. Es resulticrten 84 mg
Rohprodukt, das im DC einheitlich war, aber auch nach Chromatographie an Al,O, (neutral;
Aktivitatsstufe 1) bisher nicht kristallisierte. Im IR.-Spektrum (CH,Cl,) u. a. Banden bei 1727—
1736 cm~! (C=0, Estcr) keine HO-Banden.

2. Hydrolytische Spaltungen

2.1. Hydvolyse von Roridin A (1) mit KOH. Einc Lésung von 520 mg 1 in 65 ml 0,4~ IKOH
in Methanol wurde 68 Std. bei 22° stehengclassen. Sofort nach Zugabe der KOH-Losung trat
intensive Gelbfarbung ein. Am Ende der Reaktion war die Lésung nur noch schwach hellgelb.
Nach Einengen im Vakuum und Zugabe von ca. 30 ml Wasser wurde 12mal mit Dichlormethan
ausgeschiittelt. Die Auszlige wurden zweimal mit wenig NaCl-Lésung gewaschen, mit Na,SO,
getrocknet und cingedampft. Es resultierten 240 mg einhcitliches, neutrales Rohprodukt, wclches
aus Ather in Stibchen kristallisierte. Nach Umkristallisieren aus Aceton-Ather wurde Verrucarol
(10) in Nadeln vom Smp. 156~158° erhalten. Nach Misch-Smp., DC, opt. Drehung und IR.-
Spektrum mit authent. Material identisch.

Dic obige wisserige Phase wurde untcr Eiskithlung mit konz. HCI bis zur kongosauren Reak-
tion versetzt und 6mal mit Ather ausgeschiittelt. Nach zweimaligem Waschen der Ausziige mit
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wenig NaCl-Losung, Trocknen iiber Na,S0O, und Eindampfen resultierten 350 mg éliger, schwach
gelb gefiarbter Riickstand, der noch Wasser enthielt. Nach dem Losen in 5 ml abs. Ather, Trocknen
iiber Na,SO, und Eindampfen wurden 300 mg Rovidinsdure (13) als Ol erhalten. Charakterisie-
rung siche unter 3.1.

2.2. Bestimmung des Verseifungsdquivalenis von Roridin A (I). Eine Lésung von 53 mg 1 in
3 ml Methanol und 1 ml In KOH wurde bei 22° stehengelassen. Gleichzeitig wurde dieselbe
Lésung ohne Roridin A als Blindprobe angesetzt. Nach 29 Std. war im DC kein Ausgangsmaterial
mehr zu erkennen. Bei der Titration gegen Phenolphtalein verbrauchte die Lésung mit Roridin A
6,10 ml 0,1~ HCI, die Blindprobe 8,26 ml 0,18 HCI. Berechnet fiir eine Estergruppe: 1,0 ml 0,1~
HCI. Der gefundene Wert von 2,16 ml 0,1n HCI entspricht also zwei Esterbindungen.

2.3. Hydrolyse von Tetrahydrovovidin A (5) mit KOH. Eine Losung von 520 mg 5 in 60 ml
0.2y KOH in Methanol wurde 5 Tage bei 22° stehengelassen. Durch Zugabe von 2N HCl wurde
die Lésung auf pH=8 gebracht, dann wurde das Methanol im Vakuum weitgehend entfernt. Nach
der Zugabe von 6 ml Wasscr wurde 6mal mit Dichlormethan ausgeschiittelt, die Ausziige mit
wenig NaCl-Losung gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und eingedampft. Es resultierten 241 mg
neutrales Rohprodukt, das aus Aceton-Ather krist. Verrucarol (10) vom Smp. 156-159° lieferte.
Drei weitere Extraktionen lieferten noch 5 mg Verrucarol. Nach Misch-Smp., opt. Drehung, IR.-
Spektrum identisch mit authent. Praparat. Hicrauf wurde die wisserige Phase mit konz, HCl bis
zur kongosauren Reaktion versetzt, 6mal mit Ather ausgeschiittelt, iiber Na,SO, getrocknet und
cingedampft. Nach einstiindigem Trocknen im Hochvakuum beci 22° resultierten 280 mg Tetra-
hydrororidinsdaure (17) als fast farbloses Ol. Charakterisierung siche bei 3.5.

2.4. Hydrolyse von Hexahydrovoridin A (7) mit K,CO,. Eine Losung von 150 mg 7 in 5 ml
Methanol und 5 ml 0,75~ wisserigem K,CO3 wurde 22 Std. bei 22° stehengelassen. Nach dreima-
ligem Ausschiitteln mit Chloroform, Waschen mit wenig NaCl-Losung, Trocknen iiber Na,SO,
und Eindampfen im Vakuum resultierten 64 mg kristallines, neutrales Rohprodukt, Weiteres
griindliches Ausschiitteln mit Chloroform lieferte weitere 5 mg Material. Nach Umbkristallisicren
aus Ather-Petrolither resultierte Dikydroverrucarol A (12) in feinen Nadeln vom Smp. 148-152°
(ab 140° Sublimation). Nach Misch-Smp. und DC (Chloroform-Methanol-(85:15)) identisch mit
authent. Material. — Die verbliebene wisserige Phase wurde mit konz. Hy SO, bis zur kongosauren
Reaktion versetzt, dreimal mit Ather ausgeschiittelt und anschliessend noch 14 Std. im Kur-
SCHER-STEUDEL-Extraktionsapparat mit Ather ausgezogen. Nach Trocknen der vereinigten
Atherausziige und Eindampfen resultierten 87 mg saures Rohprodukt, das im DC (30-proz.
Ammoniak-Wasser-Athanol-(1:1:8)) den gleichen Rf-Wert aufwies wie Tetrahydrovoridinsdure (17).

2.5. Hydrolyse von Bisdehydyo-tetrahydro-vovidin A (11) mit KOH. Eine Losung von 65 mg
Tetrahydrororidin A (5) in 5 ml Aceton wurde mit 0,03 ml CrO,;-Stammldsung??) versctzt und
15 Min. bei 22° geriihrt. Nach dcr wie bei 1.8. beschriebenen Aufarbeitung resultierten 45 mg
Rohprodukt, das durch Dickschichtchromatographie getrennt wurde. Die Glasplatte (20 x 20 cm)
war mit einer 2 mm dicken Schicht von Kieselgel HF,,-MERCK versehen. Als Losungsmittel diente
Dichlormethan mit 2-proz. Methanol. Aus der langsamer laufenden Zone wurde Monodehydro-
tetrahydro-vovidin A (9) als Hauptprodukt erhalten. Dic am raschesten gewanderte Zone ergab
11 mg rohes Bisdehydro-tetrahydro-roridin A (11). Im IR.-Spektrum (CH,Cl,): u. a. cine Bande
bei 1736 cm~! (C=0). HO-Banden fehlten. — 11 mg des Bisdehydroderivates 11 wurden mit 2 ml
0,58 KOH in Mecthanol bei 22° stchengelassen. Nach 23 Std. war im DC kein Ausgangsmaterial
mehr sichtbar. Hierauf wurde dic Lésung mit Wasser versetzt und 6mal mit Dichlormethan aus-
geschiittelt. Das nach Waschen der Extrakte mit NaCl-Loésung, Trocknen mit Na,SO, und Ein-
dampfen resultierende Rohprodukt ergab aus Accton-Ather 5 mg reines krist. Verrucarol (10) vom
Smp. 154-157°. Nach Misch-Smp., DC und IR.-Spektrum identisch mit authent. Matcrial.

3. Roridinsdure und Derivate der Roridinsdure

3.1. Roridinsdure (13). Schwach gelb gefirbtes Ol; im DC (30-proz. Ammoniak-Wasser-
Athanol-(1:1:8)) einheitlich. [¢]} = +47° + 2° (¢ = 0,825 in Methanol). UV.-Spektrum (Atha-
nol): 4,,,, = 256 nm; loge — 4,32. Im IR.-Spektrum (Film) u. a. Banden bei 3226-3571 (OH,
assoz.), 1695-1724 (C=0, gesitt. und unges.), 1642 und 1600 cm™! (C=C). NMR.-Spcktrum vgl.
Tab. 1. Das O1 destillierte bei 120° Badtcmp. und 0,01 Torr, wobei es sich zum Teil zersetzte.
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3.2. Roridinsduve-dimethylester (14). Eine Lésung von 235 mg Roridinsiure (13) in 15 ml Ather
und ca. 0,5 ml Methanol wurde bei 0° mit 4therischem Diazomethan versetzt. Nach 5 Min. wurde
bei 0° das iiberschiissige Diazomethan im Vakuum entfernt, worauf nach Abdampfen des Lo-
sungsmittels 250 mg hellgelbes O! zuriickblieben. Destillation bei 0,04 Torr im Bad von 130°
licferte Roridinsdure-dimethylester (14) als farbloses Ol [)ff = +62° + 2° (¢ = 0,995 in Chloro-
form). UV.-Spektrum in Athanol: lmax = 258 nm; log ¢ = 4,32; in Cyclohexan: lmax = 254 nm;
log ¢ == 4,33. Im IR.-Spektrum (CH,Cl,): u.a. Banden bei 3534-3559 (OH); 1724-1730 (C=0O,
gesitt. Ester); 1709-1715 (C=0, unges. Ester); 1639 und 1600 cm— (C=C) (vgl. Fig. 4). NMR.-
Spektrum vgl. Tab. 1 und Fig. 5. — Trocknung zur Analyse 2 Std. bei 50°, vor der O-Bestimmung
nochmals 2 Std. bei 50° getrocknet.

CisHpeO; (330,3)  Ber. C58,17 H 7,93 0339% Gef. C57,22 H798 O 3389

3.3. Di-O-acetylvoridinsdure-dimethylester (15). Eine Losung von 115 mg Roridinsidure-dime-
thylester (14} in 1 ml Pyridin und 0,8 ml Acetanhydrid wurde 16 Std. bei 35° stehengelassen. Die
wie bei den obigen Acetylierungen durchgefiihrte Aufarbeitung ergab 108 mg gelbliches Ol, das
im DC einheitlich war. Nach Destillation bei 80° Badtemp. und 0,01 Torr wurde der Di-O-acetyl-
roridinsiure-dimethylester (15) als farbloscs Ol erhalten. [«]f} = +58° + 2° (¢ = 0,838 in Chloro-
form). UV.-Spektrum in Athanol: A max = 256 nm; log e = 4,30; in Cyclochexan: 4, . — 254 nm;
log ¢ = 4,38. IR.-Spektrum (CH,Cl,): u. a. Banden bei 1715-1754 (C=0, gesitt. und ungesitt.
Ester, Acstyl), 1645 und 1603 cm™! (C=C); keine HO-Bande (Infracord). NMR.-Spektrum vgl.
Tabzlle 1. — Trocknung zur Analyse 13 Std. bei 40°.

ChoHzoOp Ber. C57,95 H 7,30 O 34,75%  Mol.-Gew. 414,4
Gef. ,, 58,02 ,, 7,49 ,, 34,60% ., %) 428 4 15

3.4. Monodehydrovovidinsdure-dimethylester (16). Eine Losung von 67 mg Roridinsiure-dime-
thylester (14) in 50 ml Aceton wurde unter Rithren mit 0,1 ml (entspr. 2 O-Aquiv.) CrO,-Stamm-
16sung??) versetzt. Nach 10 Min. war die Losung dunkelgriin gefarbt, worauf mit 10 ml Wasser
versetzt und das Aceton im Vakuum abgedampft wurde. Nach Ausschiitteln mit Dichlormethan,
Trocknen mit Na,SO, und Eindampfen resultierten 60 mg schwach gelb gefirbtes Ol, das im
DC (Chloroform-Methanol-(97: 3)) zwei schncller als das Ausgangsmaterial laufende Flecke zeigte.
Das Rohprodukt wurde deshalb wihrend 15 Min. nachoxydiert, worauf nach gleicher Aufarbei-
tung wie oben 42 mg oliges Rohprodukt erhalten wurde, das im DC fast cinheitlich war. Es wurde
an 40 g Kicsclgel mit Dichlormethan-Methanol-(97:3) als Losungsmittel nach Duncan [18] ge-
reinigt. Es wurden 36 mg reiner Monodchydrororidinsidure-dimethylester (16) als farbloses Ol
erhalten. Jodoformprobe positiv. UV.-Spektrum (Athanol): Amax = 259 nm; log e = 4,12 mit
Schulter bei 4, = 290 nm. IR.-Spektrum (CH,yCly): u. a. Banden bei 3571 (schwach); 3472-
3509 (OH); 1709-1727 (C=0, ges. und ungesitt. Ester), 1629-1634 und 1590-1595 cm~! (C=C).
NMR.-Spektrum vgl. Tabelle 1. '

3.5. Tetrakydrovoridinsdure (17). Das Ol (s.2.3.) destillierte bei 120° Badtemp. und 0,01 Torr.
Im DC (30-proz. Ammoniak-Wasser-Athanol-(1:1:8)) einheitlich. IR.-Spektrum (Film): u. a.
Banden bei 2500-3571 (OH, assoz.) und 1709-1721 cm~1 (C=0). NMR.-Spektrum vgl. Tabelle 1.
Titration: Eine Losung von 26,8 mg 17 in 1 ml ca. 1N wisseriger KOH verbrauchte zur Neutrali-
sation gegen Phenolphtalein 7,04 ml 0,1x HCI. Dic Blindprobe verbrauchte 8,94 ml 0,1x HCI. Dif-
ferenz fiir Dicarbonsaure: Gef. 1,90 ml; Ber. 1,85 ml 0,18 HCI. — Trocknung zur Analyse 4 Std.
bei 50°.

C, Hp60, (306,3) Ber. C 54,89 H 8,55 036,56%  Gef. C 54,37 H 864 0 3699

3.6. Tetrahydvorovidinsdure-dimethylester (18). Eince I.osung von 54 mg Tetrahydrororidin-
sdure (17) in 5 ml abs. Methanol wurde bei 0° mit dtherischer Diazomethanldsung versetzt. Nach
5 Min. wurde im Vakuum eingedampft. Der Riickstand (60 mg farbloses 01, im DC — Chloroform-
Methanol-(95:5) — einheitlich) licferte nach Destillation bei 100° Badtemp. und 0,01 Torr reinen
Tetrahydrororidinsiure-dimethylester (18) als farbloses Ol. [a]?? = 0° 4 2° (¢ = 1,29 in Chloro-
form). IR.-Spektrum (CH,Cl,): u. a. Banden bei 3546-3559 (OH); 1724-1733 cm~? (C=0, Ester).
NMR.-Spektrum vgl. Tabelle 1. — Trocknung zur Analyse 2 Std. bei 50°.

CiHpO, Ber. C57,46 H 9,05 03349%  Mol.-Gew. 334,4
Gef. ,, 57,47 ,, 9,31 ,, 33,29 . %) 349 £ 7
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3.7. Bisdehydro-tetrakydvo-rovidinsiaure-dimethylester (19). Eine Losung von 91 mg Tetra-
hydrororidinsdure-dimethylester (18) in 20 ml Aceton wurde unter Rithren mit 0,068 ml CrO,-
Stammlésung??) (entspr. 1 O-Aq.) versetzt, worauf die Losung sofort griin wurde. Ein zweites
O-Aquivalent war nach 10 Min. verbraucht. Nach der wie oben beschriebenen Aufarbeitung re-
sultierten 82 mg farbloses Ol, das im DC (Chloroform-Methanol-(97:3)) zwei schneller laufende
Flecke zeigte. Nach Chromatographie an Kieselgel mit Chloroform-Methanol-(97:3) als Lésungs-
mittel (Methodik nach Duncan [18]) wurden 61 mg reiner Bisdehydro-tetrahydro-roridinsiure-
dimethylester (19) als farbloses Ol erhalten. [oc]ff = +20° 4 2° (¢ == 1,146 in Chloroform). UV.-
Spektrum (Cyclohexan): Schulter bei 275-300 nm; log ¢ = 1,75. IR.-Spektrum (CH,CL): u. a.
Banden bei 1724-1730 cm~! (C=0, Ester und Keton); keine HO-Bande mehr. NMR.-Spektrum
(CDCly) vgl. Tabelle 1 und Fig. 6.

3.8. Ozonabbaw von Di-O-acetylvovidinsiure-dimethylester (15). — 1. Versuch: In eine Losung
von 39 mg reinstem Di-O-acetylroridinsiure-dimethylester (15) in 10 ml Dichlormethan, das
109, Methanol enthielt, wurde bei —70° bis zur deutlichen, bleibenden Blaufirbung Ozon einge-
leitet (5 Min.). Hierauf wurde bei méglichst tiefer Temperatur im Vakuum eingedampft. Der teil-
weise kristalline Riickstand wurde mit 3 ml 2~ wisseriger HCI und 0,3 ml 30-proz. H,O, versetzt
und 3,5 Std. bei 65° geriihrt. Nach 3maligem Ausschiitteln mit Dichlormethan wurde mit wenig
NaCl-Lésung gewaschen, iiber Na, SO, getrocknet und eingedampft. Im sligen Riickstand (24 mg)
zeigten sich nach einiger Zeit Kristalle. Nach nochmaligem analogem Ausschiitteln der wisserigen
Lasung mit Dichlormethan wurden noch weitere 5 mg Ol erhalten. Die analoge Behandlung mit
Ather lieferte weitere 3 mg Ol. Die vereinigten Rohprodukte ergaben durch Sublimation im Mole-
kularkolben bei 80° Badtemp. und 16 Torr 5 mg farblose Kristalle. Nach Umkristallisieren aus
Ather resultierte reines Verrucarinsiurelacton (26) vom Smp. 101-103°. Nach Misch-Smp., DC
und IR.-Spektrum identisch mit authent. Material.

2. Versuch: Nach analoger Ozonisierung von 240 mg 15 resultierten: 70 mg Dichlormethan-
extrakt und 30 mg Atherextrakt I (nach 3maligem Ausschiitteln) und 30 mg Atherextrakt II
(nach weiteren 6 Ausschiittelungen) (noch Feuchtigkeit enthaltend). Die Ausziige wurden ohne

Tabelle 2. Gas-Chromatographie dev Ozonisierungsprodukie von 15

Substanz auth.  Dichlor- Ather- Kther- Subl.-Prod.
Mat. methan- Extrakt I Extrakt 11 aus 1. Vers.
Extrakt (1. Vers.) (2. Vers.)

Ret. Ret. F9 Ret. F9 Ret. F9 TRet. FY

Nicht identifizierte Spitze 734 16
(10)

o-Ketobuttersaure I (24)2) 776,5 776 12,5
o-Ketobuttersiure I1 (24)2)  800,8 800 8

Essigsdure (22) 863 854 80 865 88
(78)
a-Ketobuttersaure 111 (24)2) 885 885 25
Oxalsdure (21) 924 928 1,5
Propionsaure (27) 969 967 2
)
Nicht identifizierte Spitze 1109 11,2 1109 3
Verrucarinsdurelacton (26) 1357 1357 36,6 1357 97,6

Abkiivzungen: Ret. = Retentionsindex, F 9, = Flachenprozent.

3) Die a-Ketobuttersaure gibt drei Spitzen.

160
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vorherige Sublimation direkt mit einem Gas-Chromatographen PERKIN-ELMER, Modell 116E
(Sdule: BA 2m derselben Fa; fliissige Phase Di-2-4thylhexylsebacat mit 109, Sebacinsiure) unter-
sucht (Resultate s. Tab. 2).

SUMMARY

The antibiotic roridin A (CgoH,O,) yields on base catalysed hydrolysis verrucarol
(10) and roridinic acid (13) (C;,H,,0,), a hitherto unknown dicarboxylic acid whose
structure was proved by degradation. In roridin A 10 and 13 are united to form a
macrocyclic diester to which structure 1 is assigned.

Institut fiir Organische Chemie
der Universitit Basel
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