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215. Die Struktur des Antibioticums Roridin H
Verrucarine und Roridine, 20. Mitt. [1]

von P. Traxler und Ch. Tamm

Institut tiir Organische Chemie der Universitit Basel

(4. 1X. 70)

Summary. Structure 1 has been established for roridin H (CyHy04), an antibiotic isolated
from Myrothecium verrucaria and formerly namend verrucarin H [3]. Base catalysed hydrolysis of
1 gave the known terpene alcohol verrucarol (8; C;H,,0,) and myrothecinic acid (3; C;,H;40),
a previously undescribed dicarboxylic acid. The structure of 3 was determined by spectral methods
and by chemical cleavage of the unusual acetal group of dimethyl hexahydromyrothecinoate (6)
by hydrolysis with HCl in the presence of 2,4-dinitrophenylhydrazine, producing the 2,4-dinitro-
phenylhydrazone 13 of 3-methylglutaric acid semialdehyde 10 and methyl 6, 7-dihydroxy-octanoate
(11). 13 was transformed in to dimethyl 3-methylglutarate (15). Cleavage of 11 with HIO, gave
acetaldehyde and adipic acid semialdehyde (17) which was oxidized to adipic acid (19). The 220
MHz NMR. spectra of roridin H (1) and dimethyl hexahydromyrothecinoate (6} allowed unequivo-
cal assignment of the signals to the majority of the protons in the antibiotic.

Roridin H ist eines der zahlreichen cytostatisch wirksamen Stoffwechselprodukte,
die in den vergangenen Jahren aus Kulturen von Myrothecium-Arten isoliert worden
sind [2] [3] [4]). Erstmals wurde Roridin H aus dem Mycel des Stamimes S 1198 von
Myrothecium verrucaria gewonnen und damals als Verrucarin H bezeichnet. Die jetzt
vorgenommene Umbenennung erfolgt im Hinblick auf die nunmehr erkannte Struktur
des Antibioticums. Roridin H ist der Hauptmetabolit des Stammes S 1198 von
M . verrucaria. Daneben produziert dieser Stamm noch Verrucarin A [5], Verrucarin B
[6], Verrucarin J [7], Roridin A [8], Roridin D [9] und Roridin E [10]. Diese Stoffe
lassen sich am besten durch Extraktion der gesamten Kulturbrithe mit Essigester oder
chlorierten Kohlenwasserstoffen und anschliessende Chromatographie der Roh-
extrakte an Kieselgelsdulen gewinnen.

1. Summenformel. — Roridin H kristallisiert in farblosen Nadeln. Es zeigt wie die
Verrucarine A und B keinen definierten Schmelzpunkt. Nach beginnender Gelb-
firbung bei ca. 220° tritt bei ca. 270° langsame Zersetzung ein. Unter 325° schmilzt
das Antibioticum nicht. Die optische Drehung ist vom L&sungsmittel abhingig:
[@]® = + 31° in Chloroform, [«}3 = +40° in Benzol und [«]% = +31° in Dioxan. Die
Ermittiung der Bruttoformel von Roridin H bereitete Schwierigkeiten: Vaporo-
metrisch (vgl. [11]) wurde fiir das Mol.-Gewicht 490 4- 25 gefunden und zahireiche
Elementaranalysen lieferten damit iibereinstimmend Werte, die am besten auf die
Formel C,,H,,04 (486,6) passten. Im hochaufgelosten Massenspektrum?) (vgl. Fig.1)
hingegen wurde das Molekel-Ton bei m/e 512,2443 + 0,011 gefunden, was der Formel
CyyH,0; entspricht. Das hochaufgeldste Massenspektrum von Octahydrororidin H
(s. unten) bestitigte diese Formel; das Molekel-Ion fand sich bei m/e 520,3028 + 0,011.

1y Wir danken Herrn Dr. H. Lichti, Sandoz AG, Basel, fur die Aufnahme dieses Massenspektrums
(CEC-Massenspektrometer 21-110 B).
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Fig.1. Massenspektrum von Roridin H (1)1)
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Fig.2. IR.-Spektvum von Rorvidin H (1) fest in KBr?)

Auf Grund der im folgenden beschriebenen Reaktionen erteilen wir Roridin H die
Strukturformel 1.

2. Funktionelle Gruppen. — Das UV.-Spektrum von Roridin H (1) ist durch drei
intensive Absorptionsmaxima bei 195, 224 und 260 nm charakterisiert. Das IR.-
Spektrum in KBr (vgl. Fig. 2} zeigt eine breite Carbonyl-Streckschwingung bei
1710 cm~! und zwei C=C-Banden bei 1656 und 1603 cm~1. Diese Spektren deuten auf
eine a«,f,y,d-ungesittigte Estergruppierung, wie sie in den bisher beschriebenen
Verrucarinen und Roridinen vorkommt. Das zusédtzliche Maximum bei 224 nm wurde
bisher erst bei Verrucarin ] und Roridin E beobachtet und weist auf eine weitere zu-
sitzliche «,8-ungesittigte Estergruppierung [7] [10] hin. Die Carbonylbande ist in
KBr nicht wie in Verrucarin A [5], Roridin A [8] und Roridin D [9], wo neben der
ungesittigten eine gesittigte Estergruppierung vorhanden ist, zu einem Dublett auf-
gespalten, was auf die Abwesenheit einer gesittigten Estergruppierung deutet. Das
220-MHz-NMR.-Spektrum3) von Roridin H (vgl. Tab. 1 und Fig. 3} 14sst vier Methyl-

2) Aufgenommen mit einem Perkin-Elmer-Gitterspektrophotometer Mod. 125.

3) Wir verdanken das Spektrum Herrn Dr. H. Fritz, J. R.Geigy AG, Basel, der es mit einem
Varian HR-SC-220-Spektrographen im Institut fir Makromolekulare Chemie, Freiburg i. Br.
(Herr Prof. H. J.Cantow) aufnehmen konnte.
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gruppen erkennen, eine tertiire als Singulett bei 0,85 ppm, die C-14 im Verrucarolteil
entspricht, eine sekundire als Dublett bei 1,32 ppm mit J = 6 Hz (C-14') und zwei an

olefinischen Doppelbindungen

haftende Methylgruppen, die als Singulette bei 1,69

und 2,27 ppm auftreten. Der erste der beiden Werte entspricht der 16-Methylgruppe
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Fig.3. 220-MHz-NMR.-Spektrum von Rovidin H (1) in CDCL®)
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im Verrucarol-Teil. Der Vergleich mit dem NMR.-Spektrum von Verrucarin J (7]
zeigt, dass der zweite Wert der Methylgruppe entspricht, die an der Doppelbindung
C-3’ sitzt4).

Im Bereich zwischen 5,42 und 7,68 ppm sind sechs Vinylprotonen zu finden, die
folgenden C-Atomen zugeordnet werden kénnen: ein Dublett bei 5,42 ppm mit | =
4 Hz an C-10 im Verrucarol-Teil, ein Singulett bei 5,67 ppm an C-2’, ein Dublett bei
5,79 ppm mit J = 11 Hz an C-10’, ein Triplett bei 6,55 ppm mit | = 11 Hz an C-9’, ein
doppeltes Dublett bei 7,68 ppm mit J = 15,5 und 11 Hz an C-8 und zum Schluss ein
Multiplett bei 3,9 ppm an C-7’, das aber von anderen Signalen iiberlagert wird. Die
letzten vier Signale zeigen die gleichen chemischen Verschiebungen und Spin-Spin-
Kopplungen (vgl. Tab. 1 und Fig. 3), wie Roridin A und Roridin D. Die beiden zur
Estergruppe konjugierten Doppelbindungen sollten demnach wie in den bekannten
Verrucarinen und Roridinen cis, trans-Geometrie besitzen.

Das doppelte Dublett mit J = 3,5 und 8 Hz bei 5,58 ppm rithrt vom H-Atom an
C-5" her. Die komplexe Signalgruppe bei 3,64 ppm, die zwei Protonen entspricht,
diirfte einerseits das Proton an C-11 im Verrucarolteil enthalten, wihrend das zweite
Proton hier noch nicht eindeutig zugeordnet werden konnte. Sein Auftreten bei
tiefem Feld ldsst aber eine benachbarte Sauerstoffunktion vermuten. Ein Doppel-
resonanzversuch?®) zeigte, dass dieses Proton mit der sekundiren Methylgruppe bei
1,32 ppm koppelt.

Ebenfalls noch nicht eindeutig zuordnen liess sich ein Proton, dessen Signal bei
4,03 ppm erschien, das aber vom rechten Teil des A B-Systems der beiden C-15-
Protonen iiberdeckt wurde. Immerhin ldsst auch seine Lage bei tiefem Feld eine
benachbarte Sauerstoffunktion vermuten. -Doppelresonanzversuche mit dem
Myrothecinsduredimethylester erlaubten die eindeutige Zuordnung dieser Protonen
(s. unten).

Bei der Mikrohydrierung mit PtO, in Eisessig nahm Roridin H (1) 4 Mol.-Aqui-
valente Wasserstoff auf. Die Hydrierung im priparativen MaBstab lieferte Octa-
hydrororidin H (2), das bisher nicht kristallisierte. Das Massenspektrum bestitigte,
wie erwihnt, die Formel C,gH,,0;. Octahydrororidin H zeigt im UV.-Spektrum keine
selektive Absorption mehr. Im IR.-Spektrum hat sich die Carbonylbande von
1710 cm~! auf 1725 cm! verschoben. Das entspricht der Lage einer gesittigten Ester-
gruppe. Die C=C-Schwingungen sind verschwunden. Im 60-MHz-NMR.-Spektrum
von QOctahydrororidin H (vgl. Fig. 4) sind die Signale aller sechs Vinylprotonen eben-
falls verschwunden. An Stelle des doppelten Dubletts des C-5'-Protons bei 5,58 ppm
ist bei 5,06 ppm ein Triplett mit J = 4 Hz zu finden. Das Auftreten dieses Signals bei
so tiefem Feld deutet auf die Nachbarschaft von mindestens einem Sauerstoffatom,
die Form des Signals auf eine benachbarte Methylengruppe (C-4’) hin. An Stelle der
beiden olefinischen Methylgruppen, die im Spektrum von Roridin H als Singuletts bei
1,69 ppm und 2,27 ppm erschienen, sind nun bei hoherem Feld zwei Dublette von
sekundiren Methylgruppen bei 0,93 ppm mit / = 4 Hz und 1,12 ppm mit | = 4 Hz
getreten. Sie entsprechen C-16 und C-12'.

4)  Im 60-MHz-Spektrum ist das Singulett dieser Methylgruppe zu einem Dublett mit der Kopp-
lungskonstante J = 1,5 Hz aufgespalten (Fernkopplung mit dem Vinylproton an C-2’).
%)  Wir danken Herrn Dr. P. Niklaus, SANDOZ AG, Basel, fir die Durchfithrung dieser Versuche.
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Formelschema 1. Hydrolytische Spaltungen
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3. Hydrolysen. — Weiteren Aufschluss tiber die Struktur von Roridin H (1) ergab
die basenkatalysierte Hydrolyse. Dabei erwies sich Roridin H als schwerer spaltbar
als z. B. Roridin A. Vollstindige Spaltung trat mit 18 KOH-Lésung in Methanol nach
ca. 9 Std. bei 22° ein. Es konnten jeweilen nur zwei Bruchstiicke isoliert werden,
ndmlich das bekannte Verrucarol (8) [12] aus den neutralen Anteilen und eine unbe-
kannte Dicarbonsiure, die Myrothecinsiure (3) genannt wird, aus den sauren Anteilen.
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Fig.4. NM R.-Spektrum von Octakydrovovidin H (2) in Deuterochloroform?®)

Wesentlich leichter liess sich Octahydrororidin H (2) spalten. Mit 0,58 KOH-
Loésung in Methanol war die Hydrolyse bei 22° nach 14 Std. beendet und ergab das
bekannte Dihydroverrucarol {9) [12] sowie Hexahydromyrothecinsdure (5).

Diese Spaltungen lassen sich folgendermassen formulieren:

Roridin H 2H,0 Verrucarol + Myrothecinsidure
Ca9H3e04 —> C;sH,50, C1aH,506

Octahydrororidin H 2H,0 Dihydro-verrucarol + Hexahydro-myrothecinsidure
Ca9Hy4Og ————» C;5Hp0, C1aH2404

4. Myrothecinsiure (3). — Nach Entfernung des Verrucarols (8) aus der wiésserig-
alkalischen Hydrolysenlosung durch Ausschiitteln mit Dichlormethan wurde mit
konz. H,S0, auf pH 2 angesiuert und mit Ather ausgeschiittelt. Das resultierende
Rohprodukt zeigte im Diinnschichtchromatogramm mehrere Flecke, worunter haupt-
sichlich die recht zersetzliche Myrothecinsdure (3). Sie konnte aus dem Gemisch trotz
mehrmaliger priparativer Dickschichtchromatographie auf Kieselgelplatten nicht
rein erhalten werden. Deshalb wurden die sauren Anteile der Hydrolyse sofort mit
Diazomethan bei 0° verestert?) und an einer Kieselgelsiule oder auf Kieselgel-Dick-
schichtplatten chromatographiert. Als Hauptprodukt®) resultierte Myrothecinsdure-

)  Aufgenommen mit einem Varian-Spektrometer A-60 (60 MHz) im Spektrallabor des Instituts
(K. Aegerter).

7)  Diazomethan greift bei Zimmertemperatur die konjugierten Doppelbindungen an.

8) Die zweite isolierte Substanz war nach Diinnschicht ebenfalls einheitlich. Sie zeigte im IR.-
Spektrum ebenfalls die charakteristischen C=C-Banden bei 1652 und 1610 cm~l. Die C=0-
Schwingung hingegen war in ein Dublett bei 1722 und 1737 cm™! aufgespalten. Im Gas-Chro-
matogramm jedoch erwies sich das Praparat als ein Gemisch von mindestens fiinf Substanzen.
Im NMR.-Spektrum waren zwar die charakteristischen Signale der fiinf Vinylprotonen fest-
stellbar. Es traten jedoch weitere Signale auf, die nicht zugeordnet werden konnten. Es kénnte
sich bei diesem Gemisch um die cis,cis- oder rans,trans-Isomeren des «Muconsiure-Teils»
handeln. Es ist bekannt, dass cis, cis- oder cis, trans-Muconsaure beim Erwarmen oder in Lo-
sung bei Tageslicht oder im UV.-Licht leicht in die thermodynamisch stabilste frans,trans-
Form iibergeht [13]. Das Gemisch wurde nicht weiter untersucht.
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dimethylester (4) als schwach gelb gefiarbtes Ol, das weniger empfindlich als die freie
Sdure ist. Im UV.-Spektrum in Athanol zeigen sich zwei intensive Absorptions-
maxima bei 220 nm (loge = 4,13) und bei 255,5 nm (loge = 4,36), die den «, 8-unge-
sittigten und den «, 8,7, d-ungesittigten Estergruppierungen entsprechen. Die beiden
starken C=C-Banden bei 1637 cm~ und 1598 cm~! und die Bande der C=0-Streck-
schwingung bei 1710 cm~! im IR.-Spektrum lassen sich damit sehr gut vereinbaren.
Es sind also in Roridin H die gleichen chromophoren Gruppen wie in Verrucarin J [7]
und Roridin E {10] vorhanden.

Der Myrothecinsdure-dimethylester (4) war zwar nach Diinnschichtchromato-
gramm in verschiedenen Losungsmitteln einheitlich, erwies sich aber im Gas-
Chromatogramm als ein Gemisch und zwar, wie das NMR.-Spektrum (vgl. Fig. 5)
zeigt, von zwei geometrischen Isomeren.

69/ 447576
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Fig.5. 100-MHz-NM R .-Spektrum von Myvothecinsdure-dimethylester (4) in Deuterochloyoform-
Deuterobenzol-(3:7)9)

‘Die an einer Doppelbindung haftende 12’-Methylgruppe erscheint nicht wie in
Roridin H als ein einziges Dublett bei 2,27 ppm, sondern es sind zwei Dublette bei
1,98 ppm und 2,25 ppm mit den gleichen Kopplungskonstanten J = 1,5 Hz (Fern-
kopplung) vorhanden. Das entspricht einer Differenz der beiden §-Werte von 0,27 ppm.
Ein Vergleich der beiden §-Werte dieser Methyldublette mit denjenigen von 8, 8-Di-
methylacrylsdure [14] ergibt fiir die Methylgruppe bei trans-Konfiguration einen
Wert von 1,93 ppm und bei c¢is-Konfiguration von 2,18 ppm. Daraus resultiert fiir die
beiden Methylgruppen wieder eine Differenz der Feldwerte von 0,25 ppm. Das Vinyl-
proton an C-2’ hingegen bildet in 4 nur ein unscharfes Signal bei 5,75 ppm. Die Unter-
schiede der d-Werte eines zur Carboxylgruppe a-stindigen Vinylprotons bei crs, trans-
Isomerie betragen hingegen nur 0,03 ppm. Dies geht aus dem Vergleich der Daten der
beiden NMR.-Spektren von 3-Chlorcrotonsiure und 3-Chlorisocrotonsiure [15] hervor,
wo die Werte der zur Siuregruppe «-stindigen Protonen bei 6,07 ppm bzw. 6,10 ppm
gefunden werden. Die Differenz der beiden §-Werte der cis- und #rans-Methylgruppe

%) Aufgenommen mit einem Varian-HA-100-D-Spektrometer der Firma SANDOZ AG, Basel
(Herr Dr. P, Niklaus).
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betriagt hier wiederum 0,28 ppm. Das wiirde das unscharfe Signal des C-2'-Vinyl-
protons bei 5,75 ppm erkliren. Daraus folgt, dass es sich beim Dimethylester 4 um ein
Gemisch von cts, frans-Isemeren, und zwar an der Doppelbindung zwischen C-2’ und
C-3’, handeln muss. Diese Vermutung wird durch Doppelresonanzversuche im 100-
MHz-Spektrum bestitigt3). Beim Einstrahlen an der Stelle des Vinylprotons C-2’
bei 5,75 ppm gehen die beiden Dublette bei 1,98 ppm und 2,25 ppm der 12'-Methyl-
gruppe je in ein Singulett iiber. Umgekehrt verwandelt sich das unscharfe Signal des
Vinylprotons in ein scharfes Singulett, wenn bei 1,98 und 2,25 ppm eingestrahlt wird.
Da die 12'-Methylgruppe im NMR.-Spektrum von Roridin H (1) bei 2,27 ppm auf-
tritt, darf aus diesen Beobachtungen geschlossen werden, dass in Roridin H die
2’,3’-Doppelbindung cis-Konfiguration besitzt. Die partielle Isomerisierung tritt
offenbar wihrend der hydrolytischen Spaltung ein.

Die Signale der vier Vinylprotonén des «, 8,7, 5-ungesattigten Esterteils erscheinen
als Dublett bei 5,72 ppm mit J = 11 Hz (C-10’), als Triplett bei 6,56 ppm mit J = 11Hz
(C-9°) und als doppeltes Dublett bei 7,60 ppm mit J = 11 Hz und 15,5 Hz (C-8') (vgl.
Fig. 6). Die Aufspaltungen und die Kopplungsverhiltnisse dieser Protonen sind gleich
wie bei den bisher gefundenen Verrucarinen und Roridinen und im ¢is, frans-Mucon-
sdure-dimethylester [16]. Im cis, frans-Mucosdure-dimethylester erscheint allerdings
das C-8' entsprechende Proton wegen des entschirmenden Effekts von zwei Ester-
carbonylgruppen bei wesentlich tieferem Feld (8,4 ppm) als hier. Hingegen tritt es bei
gleichem Feld und mit gleicher Aufspaltung wie bei Roridin A, Roridin D und Roridin
E [8] [9] [10] auf. Das vierte Vinylproton, das C-7’-Proton, hingegen verursacht ein
komplexes Signal. Es bildet ein doppeltes Dublett bei 5,96 ppm mit J = 7,5 Hz und
15,5 Hz. Die grossere der beiden Kopplungskonstanten stimmt mit dem entsprechen-
den Wert von cis,trans-Muconsdure-dimethylester {iberein. Dies bedeutet, dass das
benachbarte Kohlenstoffatom C-6" in Myrothecinsdure (3) nicht als Carbonylgruppe
vorliegen kann, sondern ein weiteres Proton trigt. Dieses wurde auch als Triplett mit
J = 7 Hz bei 4,10 ppm gefunden. Doppelresonanzversuche zeigten die Kopplung
dieses Protons mit demjenigen an C-7'. Daraus ergibt sich die Kopplungskonstante
von 7,5 Hz fiir die Protonen C-7' und C-6'. Durch die Doppelresonanzversuche konnte
auch eindeutig gezeigt werden, dass das C-6" Proton nicht mit der 12’-Methylgruppe
koppelt. Das tiefe Feld des Signals dieses Protons lasst ein benachbartes Sauerstoff-
atom vermuten. Da es als Triplett erscheint, diirfte ein weiteres benachbartes H-Atom
vorhanden sein. Damit ist die folgende Sequenz gesichert:

Sie entspricht der Sequenz in Roridin A [8], Roridin D [9] und Roridin E [10].

Noch nicht genau abgeklirt war bis dahin die Lage der 14'-Methylgruppe, die als
Dublett bei 1,25 ppm mit /] = 6 Hz auftritt und nach Entkopplungsversuchen im
NMR.-Spektrum von Roridin H mit einem Proton koppelt, das bei 3,65 ppm liegt.
Dieses Proton wurde hier bei ca. 3,78 ppm gefunden und C-13’ zugeordnet. Die Signale
werden aber teilweise von denjenigen der beiden Methylestergruppen iiberlagert.
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Fig.6. Schematische Darstellung der 4 Vinylpvotonen des NM R .-Spektrums von Myvothecinsdure-
dimethylester (4)

Durch Aufnahme des 100-MHz-Spektrums in einem Gemisch von Deuterochloroform
und Deuterobenzol konnte gezeigt werden, dass dieses Signal annihernd die Form
eines Quartetts besitzt5). Doch waren die Kopplungskonstanten nicht eindeutig be-
stimmbar. Die dem C-6’-Proton dhnliche Lage deutet ebenfalls auf ein benachbartes
Sauerstoffatom. Die Kopplung von C-13’ mit der 14’-Methylgruppe wurde wiederum
durch Doppelresonanzversuche bestitigt.

Es bleibt noch die Lage der H-Atome an C-5' und C-4' abzukliren. Das C-5'-
Proton erscheint als eine komplexe Signalgruppe bei 5,25 ppm. Thre Lage bei tiefem
Feld ldasst zwei benachbarte Sauerstoffatome vermuten. Doppelresonanzversuche
zeigten, dass das C-5'-Signal mit einem Dublett bei 2,47 ppm (J = 5 Hz) koppelt.
Dieses entspricht der C-4’-Methylengruppe. Die cis, #rans-Isomerie der Doppelbindung
konnte ebenfalls eine kleine Verschiebung und damit Uberlagerung der Signale des
C-5"-Protons verursachen. Dies wiirde das unscharfe Signal bei 5,25 ppm erkliren.

Aus der Interpretation des NMR.-Spektrums und den Versuchen zur Spin-Spin-
Entkopplung lassen sich fiir die Myrothecinsiure (3) folgende Strukturelemente mit
Sicherheit ableiten:

el e

N} 3

SR A S V4 N e (e

Mo0t— =ttt b= b=t gouth,
HoC A \.?Z—cm H

In diesen Teilstrukturen sind noch zwei Sauerstoffatome unterzubringen.

Daim IR.-Spektrum von 4 keine HO-Banden vorhanden sind, darf man annehmen,
dass die zwei noch fehlenden Sauerstoffatome 4therartig gebunden sind. Postuliert
man fiir 4 ein analoges C-Skelett, wie es in Roridin A [8], Roridin D [9] und Roridin E
[10] vorliegt, namlich eine Sauerstoffbriicke zwischen C-5" und C-6’ und direkte
Verkniipfung von C-6’ mit C-13’, so miissen auch C-5' und C-13’ durch ein Sauerstoff-
atom miteinander verbunden sein. Damit ergibt sich fiir den Myrothecinsiure-
dimethylester folgende Struktur 4:
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Den Beweis fiir diese Struktur lieferten das hochaufgel6ste Massenspektrum und der
chemische Abbau des Hexahydromyrothecinsdure-dimethylesters (s. unten).

Das Gemisch von cis, trans-Myrothecinsdure-dimethylester ergab bei der katalyti-
schen Hydrierung mit Pd-C in Athanol den einheitlichen Hexahydromyrothecin-
sdure-dimethylester (6), der nach Gas-Chromatogramm, Diinnschichtchromatogramm
und IR.-Spektrum identisch mit einem Priparat war, das durch Methylierung der bei
der alkalischen Hydrolyse von Octahydrororidin H (2) gebildeten Siure erhalten
wurde. Die bei der Hydrolyse von 2 anfallende S#iure ergab durch praparative
Chromatographie auf Kieselgel-Dickschichtplatten reine Hexahydromyrothecinsdure
(5) als farbloses O1; [«]%® = —10,7° 4 1° (in Chloroform). Die Séure 5 liess sich im
Hochvakuum destillieren, wobei sie sich aber teilweise zersetzte.

Auf Grund der Elementaranalyse des Di-p-bromphenacylesters 7 besitzt die Sdure
5 die Bruttoformel C,,H,,04. Ihr IR.-Spektrum enthilt keine C=C-Banden mehr.
Die C=0-Schwingung tritt als breite Bande bei 1705 cm~! auf. Behandlung von 5 mit
Diazomethan ergab den Dimethylester 6 als farblose Fliissigkeit von [¢]3 = —10,0°
+ 1° (Chloroform). Er war im Gas-Chromatogramm einheitlich.

Im IR.-Spektrum von 6 sind keine C=C-Banden vorhanden. Die C=O-Streck-
schwingung erscheint bei 1730 cm-1. Sie entspricht der Lage einer gesittigten Ester-
gruppierung.

Im 220-MHz-NMR.-Spektrum von 63) (vgl. Tab. 1 und Fig. 7) sind alle Vinyl-
protonen verschwunden. Die 12’-Methylgruppe, die in der ungesittigten Sdure 3 bei
2,25 ppm auftritt, ist nach héherem Feld verschoben und nun als Dublett mit J =
6 Hz bei 1,01 ppm zu finden. Das Triplett mit | = 5 Hz bei 5,06 ppm entspricht dem
H-Atom an C-5'. Die Kopplung mit den C-4'-Protonen ist nicht zu sehen, da diese
durch das Fehlen der benachbarten Doppelbindung nach htherem Feld verschoben
und nun im Bereiche von ca. 1,6 ppm nicht genau lokalisierbar sind. Die komplexe
Signalgruppe bei 3,48 ppm, die ein Quartett mit der Kopplungskonstante J = 6 Hz
sein konnte, diirfte dem H-Atom an C-13" entsprechen, wihrend das Signal des
benachbarten Protons an C-6’ von den CH3O-Signalen fast ganz zugedeckt wird. Die
im NMR.-Spektrum von Myrothecinsiure-dimethylester (4) vorgenommenen Zu-
ordnungen werden durch dieses Spektrum bestitigt.

Im Einklang mit der auf Grund der NMR.-Spektren vorgeschlagenen Struktur
der Myrothecinsidure war das Massenspektrum von 61) (vgl. Fig. 8). Durch die Bestim-
mung der genauen Massen zahlreicher Bruchstiicke ist es mdglich, Zerfallsreak-
tionen zu formulieren, die die vorgeschlagene Acetalstruktur bestatigen. Das Massen-
spektrum zeigt nur eine schwache Spitze fiir das Molekel-Ion bei m/e 316,1861 +
0,008 (0,6%,)19), das der Formel C,;H,;Oq entspricht. Fiir das Molekel-Ion lassen
sich folgende Zerfallsreaktionen formulieren (Formelschema 2) (vgl. [17a] [18]).
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Formelschema 2. Zerfall von Hexahydvomyrothecinsidure-dimethylester (6)19)

R

4 R ‘/ \
R- ~CHzCH-CH;COOCH, *HC\ R' = —(CHy),~COOCH,
CHy CH CH3
M+
m/e 316 (0.6%)
ey Chy
_R 4t
v A0 2 4 ~ "
R -c\, /CH—R R—HC\ /CH—R
d—CH—CH3 A +0=CH
A *" B
H —R
mre 315(3% C\ m/e 301(08%)
O_CH—CHa
m/e 201(76% )
) /
OH .
Z —CH,0 -
HC\/ /CH=CH—(CH2)3—COOCH3 272 CHy-CH=CH~(CH)3~COOCH,
P‘\
0—CH-CH, E
m/e 155(100%)
D
mpe 201(76%) * l-CH30H
CgHyy 0
F
m/e 123{46.5%)

Die Abspaltung des C-5'-Protons ergibt eine (M+ — 1)-Spitze (Ion A), die schon
im Massenspektrum von QOctahydrororidin H (2), aber nicht in dem von Roridin H (1)
gefunden wurde. Die schwache Spitze bei m/e 301 (0,8%,) diirfte dem Verlust der
Methylgruppe C-14’ entsprechen (Ion B).

Der Hauptzerfall ist der fiir Acetale charakteristische Verlust des Restes R’ in
einer homolytischen Spaltung. Das ergibt Bruchstiick C mit m/e 201 (76%,). Beim
Fragment C sind die folgenden weiteren Zerfallsreaktionen wahrscheinlich (Formel-
schema 2): Eine O-C-Spaltung von C verbunden mit einer H-Wanderung eines zum
Sauerstoff f-stindigen H-Atoms ergibt das Oxonium-Ion D, welches immer noch die
Masse 201 besitzt. Dieses spaltet in einem metastabilen Ubergang CH,0, ab und geht
in E {iber. Die entsprechende metastabile Spitze wurde bei #/e 119,6 und das Ion E
bei m/e 155 gefunden. E bildet die Basis-Spitze. E verliert wiederum in einem meta-
stabilen Ubergang CH,OH. Das ergibt das Fragment-Ion F mit der Masse 123 (46,5%,)

19) Die Prozente in Klammern geben die relative Intensitit an.
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Formelschema 3. Zeyfall von Hexahydrvomyyothecinsdure-dimethylester (6)19)
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und ein Ubergangssignal bei m/e 97,7. Diese Abspaltung von Methanol aus geladenen
Radikalen wird in den Spektren von Methylestern oft beobachtet [17c¢].

In Analogie zu einer von Weiss et al [19] gefundenen Zerfallsreaktion fiir Athylen-
acetale kann die Fragmentierung von M+ auch wie folgt ablaufen (vgl. Formel-
schema 3): Das Molekel-Ion M+ bildet durch eine C-O-Spaltung Ion G, das wir aus
anschaulichen Griinden in zwei konformeren Formen darstellen. G kann nun entweder
durch Spaltung der aktivierten C-6’-C-13’-Bindung mit nachfolgender Elimination
von R>-CHO in Ion H mit m/e 172 (8,09,) iibergehen, das durch Resonanz stabilisiert
ist, oder es kann die schon oben formulierte, fiir Ather charakteristische C-O- Spaltung,
verbunden mit einer §-H-Wanderung eintreten, wobei ein Fragment ] mit der Masse
145 (1,49,) entsteht.

Weitere beobachtete Zerfille sind die Abspaltung von —OCH; entweder aus der
Methylestergruppe in R! oder in R2 Das fiihrt zu einem Bruchstiick mit m/e 285
(7,7%). Ein Fragment mit mje 74 (5,3%,) diirfte das Produkt einer McLafferty-
Umlagerung sein [17b]. Diese Zerfallsreaktionen sind im Einklang mit der vorge-
schlagenen Struktur fiir die Hexahydromyrothecinsiure (5).

5. Abbau von Hexahydromyrothecinsiure-dimethylester (6). — Durch den
Abbau des Hexahydromyrothecinsdure-dimethylesters (6) gelang es, die vorgeschla-
gene Struktur 3 der Myrothecinsdure auch chemisch zu beweisen. Zunichst versuchten
wir, den Myrothecinsiure-dimethylester (4) mit Ozon abzubauen. Nach Behandlung
von 4 mit O,/O, bei — 70°, Erhitzen des Ozonids mit H,0, in wisseriger HCI auf 70°
und Umsetzung mit Diazomethan konnte lediglich Oxalsdure-dimethylester, der aus
dem ¢Muconsaure-Teil» von 3 stammt, isoliert werden. Das andere Bruchstiick hat
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Formelschema 4. Abbaw von Hexahydvomyrothecinsduredimethylestey (6)
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vermutlich weiterreagiert. Nach diesem Misserfolg erschien uns die hydrolytische
Spaltung der Acetalgruppierung im weniger empfindlichen Hexahydromyrothecin-
siure-dimethylester (6) aussichtsreicher.

Das Acetal 6 erwies sich als sehr schwer spaltbar. Lingeres Erhitzen mit 3~ HCI,
Trifluoressigsdure oder 0,28 H,SO, in Methanol-Wasser-(1:1) ergab nur Spuren des
Diols 11. Der Aldehyd 10 konnte nicht isoliert werden. Erst nachdem die Losung des
Acetals 6 in 0,28 H,SO, in Methanol-Wasser-(1:1) mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin
versetzt worden war, um den gebildeten Aldehyd sofort abzufangen, verlief die
Reaktion erfolgreich. Nach Erhitzen wihrend 12 Std. war kein Edukt mehr vorhanden.
Chromatographie des Hydrolysengemisches ergab in 939, Ausbeute das krist. 2,4-
Dinitrophenylhydrazon 13 des 3-Methylglutaraldehyds (19). Das Diol 11 wurde in
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einer Ausbeute von 75%, erhalten. Der Strukturbeweis von 13 stiitzt sich auf die
Elementaranalysen und das Massenspektrum, die die Formel C,,H,¢N,Oq ergaben,
sowie auf das IR.-Spektrum (C=O-Streckschwingung bei 1730 cm~!, NH-Valenz-
schwingung bei 3300 cm™!, NO,-Valenzschwingungen bei 1515 und 1333 cm~!) und
das NMR.-Spektrum (vgl. Tab. 1). Im Massenspektrum tritt das Molekel-Ion bei
m/le 324 auf. Die Spitze beil mfe 289 entspricht der fiir 2,4-Dinitrophenylhydrazone
charakteristischen Abspaltung von H,O plus OH" in einen metastabilen Ubergang
[17d], der bei mfe 257 gefunden wird.

Daszweite Produkt der Acetalspaltung, der 6, 7-Dihydroxy-octansdure-methylester
(11), war eine gas-chromatographisch einheitliche, ohne Zersetzung destillierbare
Flissigkeit. Sie lieferte das Di-O-p-Nitrobenzoylderivat 12. Im Einklang mit der vor-
geschlagenen Struktur sind das IR.-Spektrum (assoz. HO-Gruppen bei 3300-3700
cm~1; C=0-Streckschwingung bei 1730 cm~!) sowie das NMR.-Spektrum und Massen-

o 1
(LA C00CH,
5 3 8

ro

spektrum. Im NMR.-Spektrum von 11 (vgl. Tab. 1) erscheint die 14’-Methylgruppe
wieder als Dublett mit J = 6 Hz bei 1,25 ppm. Das Signal bei ca. 3,3 ppm ist nach
Entkopplungsversuchen dem C-6'-Proton zuzuordnen, dasjenige bei ca. 3,6 ppm dem
C-13'-Proton. Im Massenspektrum von 11 treten die fiir Diole charakteristischen
Fragmentierungen ein. Die a-Spaltung ist bei Diolen zwischen den beiden C-Atomen
bevorzugt, die die Hydroxylgruppe tragen (C-6’ und C-13"). In diesem Fall entstanden
zwel Bruchstiicke mit m/fe 145 (18,8%,) und mje 45 (34,6%). Das Fragment mit
mle 75 (7,5%,) entstand durch Spaltung der Bindung zwischen C-6’ und C-7'.

Die Spaltung des Hydrazons 13 zum Aldehyd 10 war schwierig. Sie gelang erst
durch 12-stdg. Erhitzen dquivalenter Mengen von 13 und 2,4-Dinitrobenzaldehyd mit
3~ HCl im Einschlussrohr auf 150-200°. Der freigesetzte Aldehyd 10 wurde aber nicht
isoliert, sondern das Reaktionsprodukt wurde mit CrO4—H,SO, in Aceton oxydiert.
Nach Behandeln mit Diazomethan konnte in ca. 10%, Ausbeute 3-Methylglutarsiure-
dimethylester (15) isoliert werden, der jedoch wegen der geringen Menge nur in
70-proz. Reinheit erhalten wurde. Das Priparat war aber nach allen iiblichen Kriterien
mit authent. Material identisch. Damit ist die Struktur des einen Spaltstiickes des
Hexahydromyrothecinsdure-dimethylesters (6) gesichert.

Um auch die Struktur des 6,7-Dihydroxy-octansiure-methylesters (11), des
zweiten Spaltstiickes von 6, sicherzustellen, wurde er mit HJO, behandelt. Es
resultierten Adipinsiurealdehyd (17) und Acetaldehyd (18). Die beiden Produkte
konnten aber nicht direkt und gleichzeitig isoliert werden. Der Acetaldehyd (18)
wurde aus der wisserigen Reaktionslésung in eine Losung von Dimedon in wéasserigem
Athanol destilliert und das gebildete Acetaldimedon durch Erwirmen mit HCI in
Athanol in das leichter zu reinigende krist. Acetaldimedonanhydrid (21) iibergefiihrt.
Das erhaltene Praparat war nach allen Kriterien mit authent. Material identisch. —
Der aus einem zweiten Versuch gewonnene Adipinsidurealdehyd (17) wurde mit
CrO4-H,S0, in Aceton oxydiert und die rohe Siure mit Diazomethan methyliert.
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Nach Reinigung des erhaltenen Adipinsdure-dimethylesters (20) ergab die Hydrolyse
reine krist. Adipinsdure (19), die ebenfalls mit einem authent. Praparat identisch war.

Damit ist die Struktur der Myrothecinsiure (3) bewiesen. Sie ist sehr eng mit der
Roridinsdure [8] und der 2’,3'-Epoxy-2’-anhydro-roridinsdure [9] verwandt, indem
alle drei Sduren das gleiche Kohlenstoffgeriist und eine Sauerstoffunktion an C-13’
besitzen. ’

Die Myrothecinsidure (3) enthilt drei chirale C-Atome: C-5’, C-6" und C-13'. Auf
Grund der vorliegenden Ergebnisse ist eine Aussage iiber die Konfiguration von C-5
nicht moglich. Hingegen erlauben die NMR.-Daten Schliisse beziiglich der relativen
Konfiguration der Chiralitdtszentren C-6' und C-13’. Theoretisch sind 4 optische
Isomeren méglich, die durch die Teilformeln I-1V dargestellt sind:

In I und II bilden die beiden H-Atome an C-6’ und C-13’ einen Diederwinkel von
ca. 120°, wihrend er in III und IV ca. 0° betragt. Nach Karplus [20] sind fiir diese
Winkel Kopplungskonstanten von ca. 2,0 Hz bzw. ca. 8,5 Hz zu erwarten. Aus den
Doppelresonanzversuchen ermittelten wir fiir die Kopplung des C-6'- mit dem C-13'-

™ 7' &
_H2c>5_(0 CH= =HyC XO
H Y H . C,

0 0
W
I 11
0 _ 0
‘H2C>( ol ~HpC H
T H ... _
H CHy H y H=
o T— 0
- e
Hs
I11 IV

Proton den Wert von 6 Hz. Dieser spricht fiir die cis-stindige Anordnung der beiden
H-Atome, den Teilformeln III und IV entsprechend. Die Konfigurationen I und II
scheiden aus. Die Erniedrigung des gefundenen Wertes gegeniiber dem theoretischen
diirfte durch die benachbarten elektronegativen Substituenten bedingt sein. Eine
Entscheidung zwischen den beiden Diastereoisomeren III und IV ist vorderhand
nicht moglich.

6. Verkniipfung der Hydrolysenprodukte. — In Roridin H miissen die beiden
Hydroxylgruppen von Verrucarol mit den beiden Carboxylgruppen der Myrothecin-
sdure verestert sein. Fiir den daraus resultierenden Diester sind damit zwei Strukturen
méglich. In der einen ist die C-1'-Carboxylgruppe mit der primiren C-15-Hydroxyl-
gruppe und die doppelt konjugierte C-11’-Carboxylgruppe mit der sekunddren C-4-
Hydroxylgruppe von Verrucarol verestert. In der anderen Struktur sind die beiden
Esterbindungen vertauscht.

Die Verkniipfung der cis, trans-Muconsiure mit dem C-4-Hydroxyl des Verrucarols
ist in Verrucarin A durch oxydativen Abbau [21] und die Réntgen-Strukturanalyse
[22], in Verrucarin J durch partielle Hydrolyse [7] und in Roridin A ebenfalls durch
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oxydativen Abbau [23] bewiesen worden. Eine partielle Hydrolyse von Roridin H ist
bisher nicht gelungen.

Auf Grund der engen strukturellen Verwandschaft zwischen den Verrucarinen und
Roridinen diirfte die Sequenz der Bausteine im Makrocyclus in beiden Verbindungs-
reihen analog sein. Darum halten wir die fiir Roridin H vorgeschlagene Struktur-
formel 1 fiir sehr gut begriindet. In Roridin H liegt ein makrocyclischer Diester in
Form eines Athylenacetals vor. Das Antibioticum stellt damit eine biogenetisch
interessante, strukturelle Variante der anderen Roridine dar.

‘Wir danken dem Schweizerischen Nationalfonds zur Forderung der wissenschaftlichen Forschung
(Projekte Nr. 3945 und 2.48.68) sowie der SANDOZ AG, Basel, fur die gewidhrte Unterstiitzung.

Experimenteller Teil

Allgemeines. — Die Smp. wurden auf einem Kofler-Block bestimmt und sind korrigiert. Sub-
stanzproben zur Messung der Spektren und der spez. Drehungen wurden ca. 2 Std. im Hochvaku-
um, zur Elementaranalyse bei 0,01 Torr bei der angegebenen Zeit und Temperatur getrocknet. Die
Elementaranalysen verdanken wir dem mikroanalytischen Laboratorium des Instituts (E.
Thommen).

Die opt. Drehungen wurden auf einem Perkin-Elmer-Polarimeter, Modell 141, aufgenommen.
Die IR.-Spektren wurden mit einem Perkin-Elmer-IR.-Gitterspektrophotometer, Modell 125, oder
einem Beckman-1R.-Spektrophotometer, Modell IR 8, und die 60-MHz-NMR.-Spektren mit einem
Varian-Spektrometer A-60 im Spektrallaboratorium unseres Instituts (K. 4 egerter) aufgenommen.

Die Gas-Chromatogramme (GC.) wurden mit einem F+ M-Labor-Gas-Chromatographen, Mo-
dell 700, Siule: 10% SE-30 auf Chrom. W silan., 86-100 mesh, 2 m x 2 mm ausgefiihrt.

Fir die Saulenchromatographie nach der Durchlaufmethode diente Kieselgel der Fa. Merck,
Darmstadt, Korngrésse 0,05-0,2 mm. Fiir die Ditnnschichtchromatographie (DC.) wurde Kieselgel
G der Fa. Merck als Adsorbens verwendet. Die Flecke wurden im Allgemeinen durch J,-Dimpfe
oder unter der UV.-Lampe sichtbar gemacht. Fiir die priparative Dickschichtchromatographie
diente Kieselgel PF,;, der Fa. Merck. Bei UV.-inaktiven Substanzen wurde 3-Hydroxypyren-
5,8,10-trisulfonsaures Natrium als Fluoreszenzindikator verwendet.

Aufarbeiten bedeutet: Eindampfen im Vakuum, Aufnehmen des Riickstandes in Methylen-
chlorid oder Ather, Waschen mit 25 H,SO,, 28 Na,CO, und H,0, Trocknen tiber Na,SO, oder
CaCl, und Eindampfen der Lésung im Vakuum.

1. Roridin H (1) und Octahydrororidin H (2). - 1.1. Ziichtung und Isolierung von Roridin
H (1) [2)1), Der Stamm S$1198 von Myrothecium verrucaria wurde in 100 | Nihrlosung (40 g
Glucose, 4 g Malzextrakt der Schweiz. Ferment AG, Basel, 4 g Bacto-Yeast-Extrakt Difco, 4 g Pep-
ton Cudahay, 4 g KH,PO,, 4 g MgSO,7H,0, 8,5 g NalNO, und entmineralisiertes Wasser ad 1 Li-
ter) in einem 100-Liter-Fermenter unter Rithren (300 Umdrehungen/Min.) und Beluftung (3/,-1
Liter/Min.) 44 Std. bei 27° inkubiert. Die Kulturbriihe wurde viermal mit Essigester ausgeriihrt.
Die mit Wasser gewaschenen und iiber MgSO, getrockneten Ausziige lieferten 55 g Rohextrakt.
Dieser wurde dreimal in Petrolither aufgenommen, um das Antischaummittel Antifoam B zu ent-
fernen. Der Rohextrakt wurde an 1600 g Kieselgel chromatographiert.

Die Fraktionen 1-20 (eluiert mit Methylenchlorid und Methylenchlorid-Methanol-(100:0,1 bis
100:1) (je 1600 ml)) ergaben 10,31 g fettartiges Material, das nicht ndher untersucht wurde.

Die Fraktionen 21 und 22 (eluiert mit Methylenchlorid-Methanol-(100:1) (je 1500 ml)) ergaben
12,55 g Rohprodukt, das nach DC. (Systeme: Benzol-Tetrahydrofuran-(85:15), Ather oder Me-
thylenchlorid-Methanol-(100:2)) zum grossen Teil Roridin H (1) neben Verrucarin B, J und A und
Roridin E enthielt.

Die Fraktionen 23-26 (eluiert mit Methylenchlorid-Methanol-(100:1) {je 1500 ml)) ergaben
8,03 g Material, das die Roridine D, E und ev. A enthielt, und die Fraktionen 27-31 (eluiert mit

1) Die Ziichtung erfolgte im mikrobiologischen Laboratorium der Firma SANDOZ AG, Basel (Lei-
tung Herr J. Biancht). Wir danken Herrn J. Bianch: an dieser Stelle bestens firr die Durch-
fithrung dieses Versuches.
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Methylenchlorid-Methanol-(100:1,5 bis 100:6)) ergaben 5,90 g Material, das nach DC. aus Roridin
D und A und UV.-inaktivem Material bestand.

Die Fraktionen 32-38 (eluiert mit Methylenchlorid-Methanol-(100:7 bis 100:10) (je 1500 ml))
ergaben noch 11,59 g polares Material, das noch nicht naher untersucht wurde.

Das Mycel wurde nach Filtration von der Kulturbrithe im Mixer fein vermahlen und mit Essig-
ester extrahiert. Es resultierten nochmals 13 g Rohextrakt, der an 400 g Kieselgel chromatogra-
phiert wurde.

Die Fraktionen 17-18 (eluiert mit Methylenchlorid-Methanol-{(100:1} (je 400 mlj) crgaben
nochmals 1,96 g Material, das nach DC. Roridin H enthalten konnte.

Die vereinigten Roridin H enthaltenden Fraktionen der beiden Saulen (14,51 g) wurden noch-
mals an 1500 g Kieselgel chromatographiert.

Die Fraktionen 33-46 (eluiert mit Mcthylenchlorid-Methanol-(100:0,25) (je 1000 ml)) ergaben
5,73 g Roridin H, das nach DC. nur noch Spuren Verrucarin B und ] enthielt. Aus Mecthylen-
chlorid-Ather oder Methylenchlorid-Methanol wurden insgesamt 4,72 g reines, krist. Roridin H er-
halten, das nach UV.-, IR.- und NMR.-Spektrum identisch war mit frither isoliertem 1 [8] [14].

1.2. Charaktevisievung von Rovidin H (1). Roridin H kristallisiert aus Aceton-Athcer, Methylen-
chlorid-Methanol oder Methylenchlorid-Ather in farblosen Nadeln. Es zeigt keinen def. Smp. Bei ca.
220° beginnt es sich gelb und braun zu verfiarben. Bei ca. 270° beginnt langsame Zersetzung. Die
Substanz schmilzt nicht unter 325°. [x]ff = +31° 4 1° (¢ = 1,160 in Chloroform); [6)¥ = +40,3°
+1° (¢ = 1,065 in Benzol); [a]} = 4 31,5° + 1° (¢ = 0,855 in Dioxan). UV.-Spektrum: A gy DEL
195 (4,2); 224 (4,39); 260 (4,26) nm (loge). IR.-Spektrum (Methylenchlorid, Beckman IR 8) u.a.
Banden bei: 2970-2910, 1710, 1645, 1600, 1380, 1355, 1220, 1175, 1115, 1105, 1075, 1035, 995 und
965 cm—1; IR.-Spektrum (KBr, P.E. Nr.21) u.a. Banden bei 2960, 2880, 2830, 1710, 1656, 1603,
1440, 1375, 1352, 1225, 1182, 1150, 1115, 1101, 1087, 1071, 1033, 1005, 992, 971 und 832 cm™.
(vgl. Fig.2). 220 MHz-NMR.-Spektrum vgl. Fig.3 und Tab.1l. Massenspektrum: M+ bei m/e
512,244346 -+ 0,11 (vgl. Fig.1). Zur Analyse wurde 12 Std. bei 70° getrocknet.

CyoHgeOg  Ber. C67,97 H 7,089  Gef. C66,86;66,78;66,34 H7,07;7,18;7,10%,
(512,24) ., ., 66,61;66,85;66,40 ,,7,13;6,98;7,08%,

Mikrohydrierung: 6,544 mg reines Roridin H in 2 ml Eisessig wurden mit 12 mg PtO,- H,O bei
0°/760 Torr hydriert. H,-Aufnahme: 1,270 ml; ber. (4 Doppelbindungen) 1,260 ml.

1.3. Octahydrovoridin H (2) aus Rovidin H (1). Eine Lésung von 300 mg Roridin H in 50 ml Eis-
essig wurde in Gegenwart von 100 mg vorhydriertem PtO,- H,O bei 23°/760 Torr hydriert. Nach
1,5 Std. war die Hydrierung zum Stillstand gekommen, wobei 4,2 Mol-Aqu. Wasserstoff aufge-
nommen worden waren. Nach Abfiltrieren des Katalysators durch eine Schicht Celite lieferte das
Filtrat nach Eindampfen 300 mg rohes Octahydrororidin H (2).

170 mg rohes 2 wurden an 100 g Kieselgel chromatographiert. Die Fraktionen 1-7 (eluiert mit
Methylenchlorid-Methanol-(100:1) (je 200 ml)) ergaben 4,3 mg Material; verworfen. Die Fraktio-
nen 8-14 (eluiert mit Methylenchlorid-Methanol-(100:1) (je 50 ml)) ergaben 106 mg farbloses Octa-
hydrororidin H (2), das im DC. einheitlich war. Trotz mehrmaliger Chromatographie auf Dick-

schicht-Kieselgelplatten konnten bisher keine Kristalle von 2 erhalten werden. [« = —4,45°
+1° (¢ = 1,074 in Chloroform); [a]}} = —4,25° + 1° (¢ = 1,012 in Chloroform). IR.-Spektrum

(Methylenchlorid, Beckman IR 8) u.a. Banden bei: 2930, 2870, 1725 (ges. C=0), 1480, 1160, 1085,
1035, 965 cm™! (vgl. Fig.5). NMR.-Spektrum vgl. Fig.4 und Tab. 1. Massenspektrum: M+ bei m/e
520,302786 4 0,11. Zur Analyse wurde 14 Std. bei 110° getrocknet.

CooHyOg (520,3) Ber. C66,89 HB851%  Gef. C66,21 H 8,349

2. Hydrolysen. — 2.1. Hydrolyse von Rovidin H (1). Eine Lésung von 1010 mg 1 in 90 ml 1N
methanolischem KOH wurde 9 Std. bei 22° gerithrt. Sofort nach Zugabe der KOH-Losung zur
Substanz trat intensive Gelbfarbung ein. Nach Zugabe von ca. 90 ml H,O und Einengen im Vaku-
um wurde sechsmal mit Methylenchlorid ausgeschiittelt. Nach Waschen mit H,0, Trocknen iiber
MgSO, und Eindampfen resultierten 494 mg einheitliches Rohprodukt, das nach Umkristallisieren
aus Aceton-Ather reines farbloses Verrucarol (8) in Nadeln vom Smp. 157-158° und [a]3 = — 38,6°
4+ 1° (¢ = 1,046 in Chloroform) ergab. Nach Misch-Smp., DC., opt. Drehung, IR.-Spektrum und
NMR.-Spektrum identisch mit einem authent. Priparat [5].

Zur Isolierung der sauren Produkte wurde die wisserige alkalische Phase mit konz. H,SO, un-
ter Eiskithlung auf pH 2 angesduert und zehnmal mit Ather ausgeschiittelt. Die Atherextrakte er-



HeLvETIcA CHIMICA AcTa - Vol. 53, I'asc. 7 (1970) — Nr. 215 1865

gaben nach Waschen mit wenig H,O und Trocknen iiber Na,SO, 520 mg schwach gelb gefirbtes
01, das Myrothecinsiure (3) enthalten sollte.

Dieses Rohprodukt wurde sofort bei 0° mit dtherischem Diazomethan versetzt. Nach 5 Min.
wurde bei 0° das tiberschiissige Diazomethan im Vakuum entfernt, worauf nach Abdampfen des
Lésungsmittels im Vakuum 525 mg hellgelbes Ol zuriickblieben, das im DC. (Lésungsmittel:
Ather-Pentan-(6:4); Benzol-Ather-(7:3); Methylenchlorid-Methanol-(100:1,5)) einen Hauptfleck
und einen polareren Nebenfleck zeigte. 270 mg des Rohproduktes wurden an 250 g Kieselgel chro-
matographiert.

Die Fraktionen 1-28 (eluiert mit Benzol-Ather-(100:1 bis 100:2) (je 250 ml)) ergaben 12,6 mg,
die verworfen wurdemn.

Die Fraktionen 29-36 (eluiert mit Benzol-Ather-(100:2 bis 100:3) (je 250 ml)) ergaben 103 mg
Material, das zur Hauptsache aus Myrothecinsdure-dimethylester (4) bestand. Nach Chromato-
graphie auf Dickschicht-Kieselgelplatten (System Benzol-Ather-(2:3)) wurde 4 als schwach gelb
gefarbtes Ol erhalten. Charakterisierung siehe bei 3.2.

Die Fraktionen 38—47 (cluiert mit Benzol-Ather-{100:3 bis 100:8) {je 250 ml)) ergaben 34,1 mg
Material. Durch Chromatographie auf Kieselgel-Dickschichtplatten konnte daraus neben 4 eine
zweite im DC. (Ldsungsmittel: Benzol-Ather-(7: 3)) einheitliche Substanz erhalten werden. Charak-
terisierung siehe unten.

Die Fraktionen 48-54 (eluiert mit Methylenchlorid-Methanol-(100:5 bis 100:10) (je 250 ml))
ergaben noch 108 mg; im DC. nicht einheitlich, nicht nidher untersucht.

Die aus den Fraktionen 38-47 isolierte Substanz zeigt im IR.-Spektrum (Methylenchlorid,
Beckman IR 8) u.a. Banden bei: 2965, 1740, 1720, 1650, 1610 cm~1. Nach NMR.-Spektrum und
GC. (Ofentemp.: 195°, Injektstemp. : 225°, Trigergas: Helium) muss es sich um ein Gemisch mehre-
rer Substanzen (Isomerengemisch) handeln. Es wurde nicht weiter untersucht.

2.2. Hydvolyse von Octahydvovoridin H (2). 943 mg rohes 2 wurden mit 150 ml 1n KOH-Lésung
in Methanol versetzt und 15 Std. bei 22° gerithrt. Dann wurde mit 150 ml H,O versetzt und das
Methanol im Vakuum entfernt. Die alkalische wisserige Losung wurde zehnmal mit Methylen-
chlorid ausgeschiittelt und wie bei 2.1. beschrieben aufgearbeitet: 437 mg rohes Dikydroverrucarol
(9), das aus Aceton-Ather reines 9 in farblosen Kristallen vom Smp. 148-152° lieferte. [o]3 =
—8,8° 4 1° (¢ = 1,033 in Chloroform). 9 war nach Misch-Smp., opt. Drehung, DC. und IR.-Spek-
trum identisch mit einem authent. Priparat [5].

Die alkalisch wisserige Phase wurde darauf mit konz. H,50, auf pH 3 gebracht und zehnmal
mit Ather ausgeschiittelt. Die vereinigten Ather-Extrakte ergaben nach Aufarbeitung analog zu
2.1. 549 mg rohe Siure 5 als schwach gelb gefirbtes Ol. 39 mg dieses Materials ergaben durch zwei-
malige Chromatographie auf Dickschicht-Kieselgelplatten (Ldsungsmittel: Benzol-Methanol-
Ameisensiure-(50:10:1)). 34 mg reine Hexahydromyrothecinsdure (5) als farbloses Ol. Weitere
Charakterisierung siehe bei 3.3.

3. Myrothecinsiure (3) und Derivate. — 3.1. Myrothecinsdure (3). Schwach gelb gefirbtes
Ol. Im DC. in folgenden Losungsmitteln einheitlich: Methylenchlorid-Methanol-Ameisensiure-
(100:5:2); Benzol-Methanol-Ameisensdure-(50:10:2); nicht einheitlich in Ather-Pentan- Ameisen-
siure-(60:40:2). UV.-Spektrum (Athanol): 4, . bei 219 (3,86); 252 (4,19) nm (loge). IR.-Spek-
trum (Methylenchlorid, Beckman IR 8): u.a. Banden bei 2400, 3400 (OH, assoz.), 1690 (breit,
C=0 unges.), 1640 und 1602 (C=C) cm~!. Das NMR.-Spektrum deutet auf ein Substanzgemisch.
Das Produkt wurde nicht weiter aufgetrennt; es zersetzt sich beim Stehen.

3.2. Myrothecinsiuve-dimethylester (4). Schwach gelb gefarbtes Ol, das sich bei lingerem Ste-
hen zersetzt. Im DC. in folgenden L&sungsmitteln einheitlich: Benzol-Ather-(7:3); Methylen-
chlorid-Methanol-(100:1). UV.-Spektrum (Athanol): 4, ,, bei 220 (4,13); 255,5 (4,36) nm (loge).
IR.-Spektrum (Film, Beckman IR 8): u.a. Banden bei 2975, 2875, 1710 (C=0, unges.), 1637, 1598
(C=C), 1430, 1372, 1350, 1315, 990 und 960 cm~l. Im GC. (Ofentemp. 195°, Injekttemp.: 225°,
Tréagergas: Helium) nicht einheitlich (vgl. Fig.9). Nach NMR.-Spektrum (vgl. Fig.5 und Tab.1)
handelt es sich um ein cis, trans-lsomerengemisch.

3.3. Hexahydromyrothecinsdure (5). Farbloses Ol, das im DC. (Losungsmittel : Benzol-Methanol-
Ameisensdure-(50:10:1) einheitlich ist. [a]?3, = —10,7° £ 1°; [a]38; = ~11,2° 4+ 1°; [eiee =

—12,6° 4 1°; [a)33,= —18,9° 4+ 1°; [a]38,= —24,1° 4 1° (¢ = 2,325 in Chloroform). IR.-Spek-
trum (Methylenchlorid, Beckman IR 8): u.a. Banden bei 2800-3350 {OH, assoz.), 1705 (C=0, ges.)
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cm~1 NMR. - Spektrum vgl. Tab. 1. 5 lisst sich bei 0,01 Torr/80-100° Badtemp. destillieren, wo-
bei es sich aber zum Teil zersetzt.

3.4. Hexahydyomyyothecinsduve-dimethylester (6). Eine Loésung von 510 mg 5 {aus Versuch 2.2.)
in 20 ml Ather wurde bei 0° bis zur bleibenden Gelbfarbung mit dtherischer Diazomethanlésung
versetzt. Nach Abdampfen des Lésungsmittels im Vakuum verblieben 523 mg roher Hexahydro-
myrothecinsiure-dimethylester (6) als schwach gelb gefarbtes Ol, das an 50 g Kieselgel chromato-
graphiert wurde.

Die Fraktionen 8-10 (eluiert mit Methylenchlorid-Methanol-(100:0,5) (je 100 ml)) lieferten
304 mg reines 6 als farbloses Ol, im DC. einheitlich (Lésungsmittel: Methylenchlorid-Methanol-
(100:1,5); Ather-Pentan-{1:1)). Im GC. cinheitlich (Ofentemp.: 170-190°, Injekttemp.: 225°,
Trigergas: Helium). [«]®® = —10,0° 4 1° (¢ = 8,60 in Chloroform). IR.-Spektrum (Methylen-
chlorid, Beckman IR 8): u.a. Banden bei 2950, 2870, 1730 (C=0, ges.), 1435, 1370, 1170, 1115 und
1015 cm~1. 220-MHz-NMR.-Spektrum siche Fig.7 und Tab.1. Massenspcktrum (vgl. Fig.8): M+
bei m/e 316, 186135 4 0,008.

3.5. p-Bromphenacylester T von Hexahydrvomyyothecinsdure (5). 28 mg 5 wurden mit 0,3 ml H,O
versetzt und mit 6 Tropfen 2N NaOH-Lésung ncutralisiert. Dann wurde die Lésung mit 2n HCI
angesduert, bis blaues Lackmuspapier gerade angefarbt wurde. Nach Versetzen mit ciner Losung
von 56 mg p-Bromphenacylbromid in 0,6 ml Athanol wurde 2 Std. unter Rickfluss erhitzt. Nach
dem Erkalten wurde eingedampft und der Riickstand zweimal aus Athanol-Wasser umkristalli-
siert: 36 mg Kristalle vom Smp. 81-83,5°. Zur Analyse wurde 4 Std. bei 80° getrocknet.

CooHyyBryOg (744,4)  Ber. €52,80 H5,02 Br23,429% Gef. C52,67 H502 Br23,5%12)

3.6. Hydvrievung von Myvothecinsduve-dimethylester (4). Eine Losung von 13 mg 4 in 10 ml
Athanol wurde in Gegenwart von 10 mg vorhydriertem 10-proz. Pd auf Aktivkohle bei 25°/742
Torr hydriert. Nach 3 Std. waren 3,2 Mol-Aqu. Wasserstoff aufgenommen worden, worauf die Re-
aktion zum Stillstand kam. Der Katalysator wurde durch eine Schicht Celite abfiltriert und das
Filtrat im Vakuum eingedampft. Es resultierten 12 mg Hexahydromyrothecinsdure-dimethylester
(6), der nach DC., GC. und IR.-Spektrum mit 6 identisch war, das durch Vercsterung der Saure
resultierte, die bei der Hydrolyse von Octahydrororidin H (2) nach 2.2. erhalten wurde.

4, Weitere Abbaureaktionen. — 4.1. Ozonolyse von Myrothecinsdure-dimethylester (4). In
eine Losung von 57 mg 4 in wenig Essigester wurde bei — 70° bis zur deutlichen bleibenden Blau-
fairbung Ozon eingeleitct. Hierauf wurde bei Zimmertemp. im Vakuum eingedampft. Der Riick-
stand wurde mit 8 ml 2~ HCI und 0,75 ml 30-proz. H,O, versetzt und 3,5 Std. bei 65° geriihrt.
Nach sechsmaligem Ausschiitteln der wéasserigen Losung mit Methylenchlorid und Waschen mit
Sodaldsung und Wasser wurden 4,4 mg 6liger Riickstand erhalten, der sich mit Diazomethan ver-
estern liess und im DC. UV.-aktiv war. Er war identisch mit 4.

Die restliche Lésung wurde darauf sechsmal mit Ather ausgeschiittelt, was nach Aufarbeitung
29,0 mg Rohprodukt ergab, das sich mit Diazomethan verestern liess. Es war nach GC. und IR.-
Spektrum identisch mit authent. Oxalsdure-dimethylester.

Die restliche Lésung wurde wihrend 24 Std. mit Ather im Kutschey-Sleudel- Apparat extrahiert.
Nach Eindampfen der Extrakte wurden noch 5,0 mg Material erhalten, das sich aber nicht mit Di-
azomethan verestern liess. Es wurde nicht weiter untersucht.

4.2. Acetalspaltung von Hexahydvomyvothecinsdure-dimethylester (6). Eine Losung von 290 mg 6
in 30 ml Methanol wurde mit 30 ml 0,48 H,SO, und 10 ml einer Lésung von 2,5 g 2,4-Dinitro-
phenylhydrazin in 4 ml konz. H,S0O, und 100 ml Methanol 16 Std. unter Riickfluss erhitzt. Die
wasserige Losung wurde darauf dreimal mit Methylenchlorid ausgeschiittelt, die Extrakte mit H,O
gewaschen, getrocknet und im Vakuum eingedampft. Es resultierten 499 mg Ol, das im DC. meh-
rere Flecke zeigte. Es wurde an 50 g Kieselgel chromatographiert.

Die Fraktionen 14 (eluiert mit Methylenchlorid, je 50 ml) ergaben 29 mg; im DC. nicht ein-
heitlich, verworfen.

Die Fraktionen 5 und 6 (eluiert mit Methylenchlorid, je 50 ml) lieferten 241 mg DC. reines 3-
Methylglutavaldehyd-2, 4-dinitvophenylhydrazon (13), das aus Essigester-Pentan umkristallisicrt
wurde. Charakterisierung siehe bei 4.3.1.

12} Die Brom-Bestimmung wurde im analytischen Laboratorium der Firma S4NDOZ AG, Basel,
durchgefithrt (Leitung Dr. W. Schiniger).
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Dic Fraktionen 7-9 (eluiert mit Methylenchlorid, je 50 ml) ergaben 61 mg 13, das noch mit 2, 4-
Dinitrophenylhydrazin verunreinigt war. Durch Trennung auf Kieselgel-Dickschichtplatten wur-
den weitere 37 mg reines 13 erhalten.

Die Fraktionen 10-29 (eluiert mit Methylenchlorid und steigenden Mengen Methanol, bis 29,
je 100 ml) ergaben 40 mg Gemisch, das verworfen wurde.

Die Fraktionen 30-33 (eluiert mit Methylenchlorid-Methanol-(100:4) (je 100 ml)) lieferten 121
mg rohes 11. Durch Destillation bei 0,01 Torr/80° Badtemp. wurden 111 mg reiner 6, 7-Dihydroxy-
octansdure-methylestey (11) als farblose Flussigkeit erhalten. Charakterisierung siehe bei 4.3.2.

Die Fraktionen 34-37 (eluiert mit Methylenchlorid-Methanol-(100:5 bis 100:10) (je 100 ml))
ergaben noch 6 mg Gemisch, verworfen.

Die restliche wisserige Losung wurde noch sechsmal mit Ather ansgeschitttelt. Nach Aufarbei-
tung wurden 24 mg rohes 11 erhalten, das nach Destillation bei 0,01 Torr/80° Badtemp. weitere 21
mg reines 11 lieferte.

4.3. Chavakterisierung der Bruchstiicke dev Acetalspaltung. — 4.3.1. 3-Methylglutaraldehyd-2,4-
dinitvophenylhydrazon (13) kristallisiert aus Essigester-Pentan oder Methylenchlorid-Pentan in
rotlich-gelben Nadeln vom Smp. 87-89,5°. IR.-Spektrum (Methylenchlorid, Beckman IR 8): u.a.
Banden bei 3300 (NH-Valenzschwingung), 2945, 1730 (C=0, ges.), 1615, 1590, 1515, 1330 (NO,-
Valenzschwingung), 1305, 1220, 1170, 1145, 1080, 920 und 835 cm~t. NMR.-Spektrum vgl. Tab.1.
Massenspektrum: M+ bei mfe 324. Zur Analyse wurde 16 Std. bei 50° getrocknet.

CiHgN,O, (324,3) Ber. C48,15 H 4,97 N 17,28%  Gef. C 48,06 H4,93 N 17,229

4.3.2. 6,7-Dihydroxyoctansdure-methylester (11). Farblose Flissigkeit. Im DC. (Lésungsmittel:
Methylenchlorid-Methanol-(100: 5)) einheitlich. Im GC. (Ofentemp.: 150°, Injekt.-Temp. 195°,

Trigergas: Helium) einheitlich. [a]25, = ~15,5° + 1°; [«]25, = —16,2° + 1°; [«]23; = - 18,2°
4+1°; [o]38, = ~29,5° + 1°; [«]235 = —44,2° £ 1° (¢ = 1,223 in Chloroform). IR.-Spektrum

(Methylenchlorid, Beckman IR 8): u.a. Banden bei 3300-3700 (OH, assoz.), 2940, 2865, 1730 (C=0,
ges.), 1430, 1365, 1200, 1170, 1095 und 1045 cm~1, 100-MHz-NMR.-Spektrum vgl. Tab.1.

4.3.3. Di-O-p-nitrobenzoylderivat 12 von 6,7-Dikydroxyoctansdure-methylester (11). Eine Lésung
von 18 mg 11 in 1,4 ml abs. Pyridin wurde mit 72 mg p-Nitrobenzoylchlorid 4 Std. unter Riickfluss
erhitzt. Die Losung wurde dann mit Ather verdiinnt, filtriert, dreimal mit 2N Na,CO,4-Losung und
zweimal mit H,O gewaschen und eingedampft. Der Riickstand (46 mg), an 5 g Kieselgel chromato-
graphiert (Ldsungsmittel: Methylenchlorid), ergab 36 mg DC.-reines Di-O-p-nitrobenzoylderivat
12, das bisher nicht kristallisierte. IR.-Spektrum (Methylenchlorid, Beckman IR 8): u.a. Banden
bei 1725 (C=0, ges.), 1605, 1527 und 1348 (NO,-Schwingung), 1250 (C-O-C-Schwingung), 870, 840
(p-Subst.) cm™1, keine OH-Bande mehr vorhanden.

4.4. 3-Methylglutarsaure-dimethylester (15) aus 13. 30 mg 13, 30 mg 2,4-Dinitrobenzaldehyd und
3 ml 2~ HCl wurden im Einschlussrohr 6 Std. auf 150-160° erhitzt. Da nach DC. immer noch viel
Ausgangsmaterial vorhanden war, wurde weitere 6 Std. auf 196-200° erhitzt. Im DC. waren da-
nach nur noch Spuren 13 vorhanden. Die saure Lésung wurde mit Ather ausgeschiittelt, die Ather-
Extrakte mit H,0 gewaschen, mit Na,SO, getrocknet und eingedampft. Es resultierten 40 mg rot-
braun gefirbtes Rohprodukt, das mit 4therischem Diazomethan behandelt, eingedampft und nach
Losen in 3 ml Aceton mit 0,2 ml CrO,-Oxydationslésung!?) 5 Min. bei 15° stehengelassen wurde.
Nach Ausschiitteln der Lésung mit Ather und Aufarbeiten wurde der Riickstand nochmals mit
Diazomethan behandelt und anschliessend auf einer Kieselgel-Dickschichtplatte aufgetrennt
(Fliessmittel: Methylenchlorid-Methanol-(100:1)). Es resultierten 10 mg roher 3-Methylglutar-
sidure-dimethylester (15), der im GC. eine starke Spitze zeigte, die mit derjenigen von authenti-
schem 15 identisch war. Das Praparat wurde im Molekularkolben bei 18 Torr/80° Badtemp. zwei-
mal destilliert. Dadurch wurden 4,4 mg Ol erhalten, das ca. 70%, Dimethylester 15 enthielt. Es
wurde nicht weiter gereinigt. Das Praparat war nach DC., GC., IR.-Spektrum und Massenspektrum
identisch mit authent. 15.

5. Spaltung von 6,7-Dihydroxyoctansidure-methylester (11) mit Perjodsiure. —
5.1. Isolierung von Acetaldimedonanhydrid (21). Eine Losung von 12 mg Diol 11 in 1,25 ml H,0
wurde mit 20 mg HJO,-2H,0 7 Std. bei 22° gerithrt. Nach Versetzen der Losung mit 6 ml H,O
wurde der Acetaldehyd in eine Vorlage mit 25 mg Dimedon in 1,25 ml Athanol-H,0-(2:3) (pH 4-5)

13)  Oxydationslosung: 13,33 g CrOz+ 11,5 ml konz. H,SO, + H,0 ad 50 mL
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destilliert. Nachdem ca. 4 ml Flussigkeit destilliert hatten, wurde das Destillat 30 Min. auf 65-70°
erwarmt. Da sich nach Abkiithlen nur cine Tritbung bildete, wurde die wisserige Losung dreimal
mit Ather ausgeschiittelt und die Ather-Ausziige eingedampft. Der Eindampfriickstand wurde mit
1 ml Athanol und 2 Tropfen konz. HC} 5 Min. unter Riickfluss erhitzt. Hierauf wurde mit H,O ver-
diinnt und dreimal mit Ather ausgeschiittelt. Nach Eindampfen der Ather-Ausziige resultierten
23,5 mg Rohprodukt, das im DC. einen Fleck zeigte, der mit Acetaldimedonanhydrid idéntisch war.
Das Praparat, dreimal auf Kieselgel-Dickschichtplatten chromatographiert (Fliessmittel: Methy-
lenchlorid-Methanol-(100:6) und Benzol-Ather-(4:6)), ergab 6,0 mg Kristalle, dic aus Methanol-
H,O 2,5 mg reines Acetaldimedonanhydrid (21) vom Smp. 165-171° lieferten, Misch-Smp. mit
authent. Material: 165-172°. IR.-Spektrum (KBr, P.E., Mod. 125): u.a. Banden bei 2904, 1661,
1651, 1621, 1377, 1250, 1211, 1170, 1141, 1026, 1006 und 911 cm~!. Massenspektrum: Molekular-
Ton bei m/fe 288. Nach DC., IR.- und Massenspektrum identisch mit authent. 21.

5.2. Isolievung dev Adipinsdure (19). Eine Losung von 30 mg Diol 11 in 2,5 ml HyO wurde mit
40 mg HJO, 2H,0 8 Std. bei 22° stehengelassen. Dann wurde die Lésung mit 28 Na,CO,-Losung
auf pH 5 gebracht, mit NaCl gesittigt und mit ges. NaCl-Losung auf 5 ml verdiinnt. Nach sechs-
maligem Ausschiitteln mit Ather, Trocknen und Eindampfen der Ather-Ausziige wurde das Roh-
produkt (21,7 mg) in 3 ml frisch tiber KMnO, dest. Aceton gelsst und unter Rithren bei 50° mit
0,2 ml Oxydationslésung '3) versetzt. Nach 10 Min. wurde mit ca. 5 ml H,O verdiinnt, das Aceton
im Vakuum entfernt und das Gemisch mit NaCl geséttigt und sechsmal mit Ather ausgeschiittelt.
Die Ather-Ausziige wurden getrocknet und cingedampft und der Eindampfrickstand mit #theri-
schem Diazomethan verestert. Es resultierten 19,0 mg Adipinsdure-dimethylester (20), der im GC.
identisch war mit authent. Praparat.

In einem anderen Versuch wurden 26 mg Dimethylester 20 durch 1-stdg. Erhitzen mit 0,25 ml
20-proz. NaOH-Losung 1 Std. hydrolysiert. Die Lésung wurde anschliessend mit H,O verdiinnt,
angesiuert, mit NaCl gesittigt und mit Ather ausgeschiittelt, die Ather-Ausziige getrocknet und
eingedampft. Es wurden 12 mg rohe Adipinsdure (19) erhalten, die bei 0,01 Torr/140° sublimiert
wurde. Das Sublimat ergab nach dreimal Umkristallisieren aus Methanol-Ather-Petrolither 4,8 mg
reine Adipinsdure (19) vom Smp. 148-151°. Nach Misch-Smp. und IR.-Spektrum identisch mit
authent. Priparat. Zur Analyse wurde 14 Std. bei 50° getrocknet.

CeH 0, (146,1) Ber. C49,31 H6,90% Gef. C49,42 H7,04%
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216. Steric Rate-Retardation in the Chromium Trioxide Oxidation of
4,6-Dimethyl -benzocyclobutenol?)

by Paul Miiller
Institut de Chimie Organique de I’Université, 1211 Genéve 4

11. IX. 70)

Summary. The rate of oxidation of 4,6-dimethyl-benzocyclobutenol?!) (1) with chromium tri-
oxide has been measured. After correction for the influence of the two methyl substituents the rate
ot oxidation of 1 is lower than that of 1-tetralol (9) and 1-indanol (10) by factors of 3 and 5 respec-
tively. The lower oxidation rate of 1 as compared to 9 and 10 is interpreted in terms of a steric rate
retardation arising from angle strain in the developing carbony! function of 4,6-dimethylbenzo-
cyclobutenone (4).

Rate accelerations due to steric effects are well known phenomena in the chromium
trioxide oxidation of primary and secondary alcohols, and they have been discussed
extensively in the literature [3] [4]. They are believed to be caused by relief of non-
bonded interactions by changing the hybridization at the reacting carbon from sp? to
sp?, with a considerable amount of sp? hybridization developed in the transition state.
Thus, axial hydroxyl groups on the cyclohexane ring react approximately 3 times
faster than their equatorial epimers and further increase of steric ground-state inter-
actions leads to even more impressive rate accelerations [5]. The hypothesis of a
transition state resembling the carbonyl product has been challenged [6] [7] on the
grounds that it requires a rate retardation in the oxidation of an alcohol leading to a
strained ketone. In fact, no correlation could be established until now between oxida-
tion rates of alcohols and strain in the resulting ketones as measured by the value of
the carbonyl stretching frequency [8]. In particular, the oxidation rate of cyclobutanol
is higher than that of cyclopentanol [9], although the corresponding ketone is much
more strained in the 4-membered ring. Moreover, in the solvolysis reaction where,
except in some isolated situations [10], the reactivity parallels the reactivity towards
oxidation [3], cyclopentyl tosylate reacts faster than cyclobutyl tosylate [11]. The
unexpected behaviour of cyclobutanol presents a serious problem for the under-
standing of the oxidation mechanism, and no satisfactory explanation has yet been
found for this discrepancy.

It was therefore of interest to investigate whether benzocyclobutenol would show
similar reactivity compared with 1-indanol as cyclobutanol does compared with

1) This nomenclature is preferred in the literature [1] [2] to the more systematic name (7-
hydroxy-3, 5-dimethyl-bicyclo[4.2.0}octa-1, 3, 5-triene).





