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12)); 134,90 (C(11)); 141,17, 142,16, 142,79 und 144,26 (C(3, 4, 15 und 16)); 145,52 (C(8)); 163,08
(C(9)); 168,05, 168,15 und 168,40 (doppelte Intensitiit) (4 x Acctat-CO).

3. 100 mg frisch isolierte Fraktion von Dopaldehyd-kaffcat wurden in 1 ml Athanol gelost
und mit 2 ml 5proz. Salzsfure versetzt und wihrend 4 5td. auf 80° erwiirmt. Darauf Zugabe von
2,4-Dinitrophenylhydrazin(DNF)-Losung in Salzsiurc, darauf verdiinnen mit Wasser, abfiltrieren,
aufnehmen des Riickstandes mit Chloroform und chromatographicren an 30 g Si0,. Das gesuchte
Produkt befand sich in der oberen Zone (die untcre bestand aus Reagens). Nach Elution und Um-
kristallisation aus Athanol, Nadeln, Smp. 173,8-174,4° (Zers.) identisch in Smp., Mischsmp., DC.,
IR. und MS. mit einem authentischen Priparat.

Das Filtrat des DNP-Niederschlags wurde mit Essigester extrahiert, dic Extrakte mit wenig
Wasser gewaschen, getrocknet und aus Chloroformlésung an 10 g S$iQ,; chromatographiert. Es
wurden zuerst 20 Fraktionen A 8 ml anfgefangen (verworfen), darauf mit Chloroform/Ather 5:1
weiterchromatographicrt und 240 ml aufgefangen. Diesc Elvate enthielten 10 mg Kaffeesdure, dic
atis Aceton/Ather kristallisiert wurde; Smp. 185-186° (Zers.); Handelsprod. unter gleichen Be-
dingungen Smp. 195-196° (Zers.), Misch-Smp: 190 -191° (Zers.). (IR, deckungsgleich, sowie identi-
sches DC,-Verhalten bei beiden Proben).
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54. Biosynthese der Verrucarine und Roridine. Teil 2

Der Einbau von Acetat in die cis, trans-Mucons#ure und von
Mevalonat in die Roridinsédure?)
Verrucarine und Roridine, 28. Mitteilung [2]

von Beat Miiller, Roland Achini und Christoph Tamm
Institut fir Organische Chemic der Universitit, 4056 Bascl

(17. X11. 74)

Summary. Incorporation experiments using sodium [1-4C)-acetate and sodium [2-14C]- and
{2-14C,2-3H,]-mevalonate and degradations of the verrucarin A (1) and roridin A (2) so produced
demonstrate that cis, frans-muconic acid (3) is formed from 3 acctate units. The ¢is, Zrans-muconic
acxd and the Cy-side-chain structural clements of roridinic acid (6) are built up from 4 acetate

1) Em ’I‘c:l der Resultate wurde am XX1IIrd International Congress of Pure and Applied
Chemistry, Boston, Mass, USA, 26-30th July 1971 [1) vorgetragen.
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units; the cis-oriented C(11)-carboxyl group of 6 originates [rom C(1) of acctic acid. The structural
moiety of roridinic acid {6} corresponding to verrucarinic acid (7) originates from mevalonate,
as does 7.

A new degradation scheme was devised for roridinic acid (6) : the oxime 23 of its 13-dehydro-
tetrahydro derivative 21 underwent cleavage with SQOCI, and subscquent hydrolysis to yicld
verrucarinolactone (8), acetonitrile (26) and methyl adipaldchydate (27) by a hetcrolytic Beck-
mann fragmentation reaction.

1. Einlettung. — In den Verrucarinen und Roridinen, die ans Kulturen von
Myrothecium verrucaria (Alberting et Schweinitz) Ditmar ex Fries und Myrothecium
roridum Tode ex Fries isoliert und wihrend den vergangenen Jahren eingehend
untersucht worden sind, liegen makrocyclische Ester des Sesquiterpenalkohols Ver-
rucarol (5) vor [3]. Sie unterscheiden sich voneinander durch die Natur der sauren
Hydrolysenprodukte: die Verrucarine liefern zwei Sduren, wovon die eine immer die
cis, irans-Muconsiure (3) ist, die Roridine dagegen nur eine einzige Dicarbonsdure.
So liefert z. B, Verrucarin A (1), neben der cis, irans-Muconsiure, die Verrucarinsiure
(7) (isoliert als Verrucarinolacton (8)); Roridin A (2) liefert dagegen nur eine Siure,
die Roridinsiure (6). In Verrucarin A liegt der cyclische Triester 1 des Verrucarols
und in Roridin A der analoge cyclische Diester 2 vor [3]
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Bereits frithere Untersuchungen hatten auf den sesquiterpenoiden Charakter des
Trichothecangeriists hingewiesen 4] (Einbau von drei Molekeln Mevalonsiure).
Uber die mit Verrucarol (5) erhaltenen Resultate wird in folgenden Mitteilungen?)
eingehend berichtet [7] [8]. Einbauversuche mit *C- und stereospezifisch mit 3H-
markierter Mevalonsidure hatten gezeigt, dass die Verrucarinsdure (7) sich ebenfalls
aus der Mevalonsiure bildet [2]. Im folgenden berichten wir iiber Versuche zur Ab-
klirung der Biosynthese der Muconsiure cinerseits und der Roridinsdure anderer-
seits. Die Roridinsiure enthilt die Verrucarinsiure und die c¢ss,trans-Muconsiure
in partiell reduzierter Form sowie eine C,-Einheit als Strukturelemente. Es ist des-
halb zu erwarten, dass ihr biogenetischer Aufbau analog zu dem der Verrucarinsiure
und Muconsiure erfolgt. Um dies abzukliren wurden eine Reihe von potentiellen
4C- und 3H-markierten Vorlidufern zu wachsenden Kulturen von Myrothecium ge-
geben und die radioaktiven Antibiotica zur Lokalisierung der Radioaktivitit einem
gezielten Abbau unterworfen.

2. Einbauversuche. — Zu wachsenden Kulturen von Mpyrothecium roridum,
Stamm S 1135, wurden [1-14C]-Natriumacetat, [2-14C)- und [2-*H,, 2-1*C]-Natrium-
mevalonat gegeben und die Antibiotica in iiblicher Weise isoliert (vgl. [2]). Die in
Tabelle 1 zusammengestellten Radioaktivititen zeigen, dass sowohl Acetat wie auch
Mevalonat in die Hauptmetabolite eingebaut werden, wobei nach den Einbauraten
offen ist, ob ein Metabolit Vorstufe cines andern ist. Auch iiber die Bildungsge-
schwindigkeit kann nichts ausgesagt werden. Dariiber wiirde die Messung der spezi-
fischen Aktivititen wihrend verschiedener Perioden des Wachstums des Mikro-
organismus bzw. der Bildung der Metabolite Auskunft geben.

.

Tabelle 1. Radioaktiviiil der isolievten Verrucarine und Rovidine

Vorldufer®) Aktivitat des Kultur- Isolierte Spezifische Aktivitit Absolute
{Na-Salz) Vorldufers {liassigkeit Stoffe dpm/mmol Einbau-
mCi (Liter) rate in %,
33 1uC

[1-14C]-Acetat 0,4 20 Verrucarin A (1) 9,00-10%8 1
Roridin A (2) 1,02-10% 0,2
Roridin D 0,62-10% 0,03

[2-14C]-Meva- 0,4 20 Verrucarin A (1) 6,14 -10% 0,06

lonat Verrucarin J 36,00 -105 0,13
Roridin A (2) 15,80-105 0,37

[2-14C]-Meva- 0,5 20 Verrucarin A (1) 110,4-10% 157 -10% 0,45

lonat Verrucarin B 173,0 -10% 25,0 -10% 0,19

[2-*H,]-Meva- 5,0 - Roridin A (2) 80,8 -10% 11,6 -10° 3,0

lonat Roridin D 78,4-10° 10,7 -105 0,2

3. Hydrolytische Spaltung von Verrucarin A und Roridin A. — Die basische
Hydrolyse des nach Verabreichung von [1-14C]-Natriumacetat gewonnenen Verru-
carins A (1) ergab fiir Verrucarol (§), fiur die cis,trans-Muconsiure (3), die zur

%) Einige der Ergebnisse waren Gegenstand von vorlaufigen Mitteilungen, vgl. [5] [6].
3) Die radioaktiven Vorliufer wurden vom Radiockemical Centre, Amersham (Buckinghamshire,
England) bezogen.
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Messung in den Dimethylester 4 iibergefithrt wurde, und fiir die Verrucarinsiure (7),
die als Lacton 8 isoliert und vermessen wurde, die in Tabelle 2 zusammengestellten
Werte fiir die Radioaktivitit. Falls die ¢is, frans-Muconsiure aus Acetat-Einheiten
im Sinne einer Polyketid-Synthese und nicht iber den Weg der Shikimisiiure aul-
gebaut wird, sind in ihr drei markierte C-Atome zu erwarten. Da der Verrucarinsiuore
ebenfalls drei und Verrucarol sechs Acetat-Einheiten zugrunde liegen, ergibt sich
folgende theoretische Verteilung der mol-spezifischen Radioaktivitit in den Hydro-
lysenprodukten des Verrucarins A: Verrucarol/Verrucarinsdure/Muconsiure = 6:3:3.
Die gefundenen Werte stimmen mit den berechneten gut diberein, womit auch fir
die Muconsiure Acetat-Einheiten als Grundbausteine gesichert sind.

Roridin A (2) wurde wegen der Empfindlichkeit der Roridinsiure (6) zuerst in
Tetrahydrororidin A tibergefithrt und dann erst hydrolysiert. Falls der Verrucarin-
sdureteil der Roridinsdure analog zur Verrucarinsiure und der andere Teil der
Molekel analog zur Muconsdure, die um die C,-Seitenkette erweitert ist, aufgebaut
wird, so sind in der Roridinsdure scchs oder sieben markierte C-Atome zu erwarten.
Daraus resultiert eine theoretische Verteilung der mol-spezifischen Radioaktivitit

Tabelle 2. Radioaktivitdt der Hydrolysenprodulkite von Verrucarin A4 und Rovidin A

Vorlaunfer Substanz Spezifische Aktivitét % des 3H:14C
(Na-Salz) dpm/mrmol UC-Totals
SH 14
[1-14C)-Acetat Verrucarin A (1) 9,00 - 108 100
Verrucarol (5) 4,38 - 105 48,7
Verrucarinolacton (8) 2,52-10% 28
Muconsiure-dimethylester (4) 2,22-108 248
Roridin A (2) 1,02 -10% 100
Tetrahydrororidin A 1,03 - 10®
Verrucarol (5) 0,49-10% 48
Tetrahydrororidinsiure (9) 0,47 105 46
Tetrahydrororidinsiurc- ’
dimethvlester (10) 0.50-10% 495
[2-C]-Mevalonat  Verrucarin A (1) 6,14 - 10* 100
Urrvmrmnen) 7BY 2R .1N6 (4
VCITUCATIIIACTIIL (O} FUTSLY RN RV SV, e
Muconsiure (3) 0,24+ 108 3,9
Roridin A (2), verdinnt 7,61-10% 100
Tetrahydrororidin A 7,67 - 10%
Verrucarol (5) 342-108 45
Tetrahydrororidinsiure (9) 4,29 - 1068 56,4
Tetrahydrororidinsiure- :
Aimethvleater (1M 4 .45 - 1()8 58.5
[2-1C, 2-3H,)- Verrucarin A (1) 110,44 - 105 15,71 - 10% 100 7,0
Mevalonat Verrucarol (5) 87,55 106 12,76 -10% 81 7,5
Verrucarinolacton (8) 18,59 -10% 4,20.108 27 4,3
Muconsaure-dimethylester (4) 0 0] 0 0
Roridin A (2) 73,00 - 108 12,29 -108 100 59
Verrucarol (5) 48,20 - 108 6,55 -10% 53,3 7.4

Tetrahydrororidinsidure-
dimethylester (10) 25,90 « 10 568105 46,2 4,5
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in den Hydrolysenprodukten wie folgt: Verrucarol/Roridinséure = 6:6 oder 6:7, d.h.
eine Verteilung zu ca. je 509%,. Die gefundencn Werte stimmen sehr gut mit den be-
rechneten fiberein. Eine Entscheidung, ob die Roridinsdure aus 6 oder 7 Acetatein-
heiten aufgebaut ist, ist jedoch nicht mdglich, da der Einbau des Vorlidufers in den
verschiedenen Teilen der Molekel verschieden stark erfolgen kann. Da ausserdem
die Radioaktivititen der betr. Priparate relativ gering sind, erhdhen sich die Abwei-
chungen der gefundenen Werte von den berechneten,

Die Hydrolyse des nach Zugabe von [2-%Cj-Natrium-mevalonat erhaltenen Pri-
parats von Verrucarin A (1) ergab, wie zu erwarten, radioaktives Verrucarol (5) und
radioaktives Verrucarinolacton (8). Die Muconsiiure (3) war praktisch radioinaktiv.
Die mol-spezifischen Radioaktivititen des Verrucarols und des Verrucarinolactons
sollten ein Verhaltnis von 3:1 aufweisen, Der fiir Verrucarinolacton gefundene Wert
ist jedoch meist grosser als 259%,, was auf cinen bevorzugten Einbau des Mevalonats
in die Verrucarinsiure deutet. — Roridin A (2) wurde nach Verdiinnung mit inaktivem
Material und anschliessender selektiver Hydrierung hydrolysiert. Die mol-spezifische
Radioaktivitdt des aus beiden Versuchen crhaltcnen Verrucarols (5) betrdgt 42%,
der urspriinglichen Aktivitit. Demgegeniiber findet man in der Roridinsiure (6),
die als Tetrahydrororidinsdure (9) bzw. als Dimethylester 10 isoliert wurde, 56,5-
58,5% der urspriinglichen Radioaktivitit, Das Verhdltnis der Werte der beiden
Hydrolysenprodukte liegt zwischen 2:3 und 1:1. Demnach scheint der Einbau der
Mevalonsiure in die Roridinsiure besser zu erfolgen als in die Verrucarinsiure.

Diese Ergebnisse werden durch die mit [2-1%C,2-3H,}-Natrium-mevalonat durch-
gefiithrten Einbauversuche bestitigt. 1)ie gesamtce 14C-Radioaktivitit war auf Verru-
carol und die Verrucarinsdure bzw. auf dic Roridinsdure in gleicher Weise verteilt,
wiéhrend die Muconsiure radioinaktiv war. Der bei der Verrucarinsidure beobachtete
Tritiumverlust, der mit einer 1,2-Wasserstoffwanderung zusammenhingt (vgl. {2),
tritt in gleichem Masse auch bei der Roridinsiure auf, was auf eine enge biogene-
tische Verwandtschaft der beiden Verbindungen deutet,

4. Abbau der Muconsiiure. — Die nach Einbau von {1-13C)-Acetat erhaltene
¢is, trans-Muconsaure (3) wurde zur Lokalisierung der Radioaktivitit mittels CH,N,
in den Dimethylester 4 und dieser durch katalytische Hydrierung in den Adipinsiure-
dimethylester (12) iibergefithrt. Der Abbau der Adipinsdure (11) nach Schmid?
mittels NaN; und Polyphosphorsidure (PPS) ergab 1,4-Diaminobutan (13) (als
Pikrat isoliert) und 2 Aquivalente CO, (14) (als BaCO, isoliert).

ROOC HaN-(CHg),~NH,
| Ha/Pt NaNy/
A - -
ROOC (CH2)4 COOR po 13
l CO; o COp
ROOC 11 R=H e
12 R = CHj 14
3 R-H
4 R =CH

HOO(.: HOOC
| |
| |
3a HOO(.: 3b

HOOC
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Aus den in Tabelle 3 zusammengefassten Resultaten geht hervor, dass 2/3 der
Radioaktivitit des Ausgangsprodukts sich im Diamin 13, also im C,-Mittelstiick der
Mucouséure, befinden, und dass nur cine der beiden Carboxylgruppen der cis, trans-
Muconsdure markiert ist. (Die Aktivitit von CO, wird infolge des beidseitigen
Schmidi-Abbaus auf die Hilfte reduziert.) Die C-Atome sind daher durch den Einbau
von 3 Acetat-Einheiten alternierend markictt, wobei die zwei durch die Formeln 3a
und 3b dargestellten Verteilungen méglich sind; welche der beiden geometrisch ver-
schieden angeordneten Carboxylgruppen die Markicrung trigt, kann aus diesem
Versuch nicht entnommen werden. Es ist denkbar, dass beide Verteilungsarten zu
ie 50%, auftreten, wenn sich z. B. die cis, frans-Muconsiure aus einem symmetrischen
C4-Vorldufer bilden und vor der Verkniipfung mit den anderen Bausteinen des
Verrucarins A entstehen wiirde. Die folgenden Versuche dilrften jedoch diese Variante
ausschliessen.

§. Abbau der Roridinsdure. — Zur Bestimmung der Radioaktivititsverteilung
in der Roridinsiure (6) diente dic weniger empfindliche Tetrahydrororidinsiure (9),
die durch selektive katalytische Hydrierung von Roridin A (2) und anschliessende
basische Hydrolyse erhalten wird |9]. Vorsichtige Oxydation von 9 durch KMnO,
in einer Spezialapparatur (vgl. exper. Teil) ergab einerseits CO, (18) (als BaCOj iso-
liert) und, nach Nachoxydation der nicht-flichtigen Anteile mit CrO4/H;S0, in
Aceton, dic '*Delydro-tetrahydro-1-nor-roridin-2,11-sdure (16), die zur Charakte-
risierung in den Dimecthylester 17 bergefithrt wurde. Thre Struktur ist durch die
spektralen Daten belegt, indem im IR. keine HO-Banden, sondern nur noch C-O-
Schwingungen bei 1725-1735 cm—! (Ester) mit Schulter bei 1715 em—! (Keton) auf-
traten. Im NMR.-Spektrum, das mit dem des Tetrahydrororidinsiure-dimethyl-
esters (10) und des 2,13-Bisdehydro-tetrahydrororidinsidure-dimethylesters (15) {9]
verglichen wurde, erschien anstelle des Dubletts der sekundiren Methylgruppe bei
1,16 ppm ein Singulett (3H) bei 2,13 ppm, das der Methylketongruppe zuzuordnen
ist. Fiir sie spricht auch die positive Jodoformreaktion. Die chemischen Verschie-
bungen der weiteren Signale (vgl. Tab. 4) sind im Einklang mit den angegebenen
Strukturen. Die 13-Dehydro-tetrahydro-l-nor-roridin-2,11-sdure (16) wurde weiter
nach Schmidt abgebaut. Das aus C(2) und C(11) stammeénde CO, (19) wurde als
BaCQq isolicrt. Der Rest der Molekel konnte hingegen nicht gefasst werden. Nach
den Diinnschichtchromatogrammen hatten sich mindestens 11 Folgeprodukte ge-
bildet, was beim Abbau von Carbonsiuren mit sekundiren und tertidren Carboxyl-
gruppen und Ketocarbonsiduren schon hiufig beobachtet worden ist (vgl. [10]).

Der Abbau der nach Einban von |1-1%C]}-Acetat crhaltenen Tetrahydrororidin-
sdure (9) lieferte das C-Atom C(1) als CO, (18), das 13,8%, oder ca. 1/7 der Gesamt-
aktivitit enthielt. Die erwarteten Werte sind fiir sicben markierte C-Atome 14,39,
und flir nur sechs radivaktive C-Atome 16,79%,. Das Resultat scheint eher anzu-
deuten, dass 7 Acetat-Einheiten an der Synthese beteiligt sind, doch ldsst sich dies
aus diesem Versuch micht cntscheiden. Das aus dem Schmidi-Abbau der Nor-siure
16 erhaltene CO, (19), weist statt des {iir den Fall ciner Markierung an C(11) erwar-
teten Wertes entspr. 509, der Aktivitat von CQ, aus C(1) einc Aktivitit auf, die
73,5% der Aktivitit von C(1) entspricht, was wiederum zeigt, dass der Anteil des
(nicht markierten) C(2) am Gesamt-CO, nur ca. 1/4 betrdgt. Falls auch C{13) an der
Bildung von CQ, beteiligt ist, wiirde dies bedeuten, dass es ebenfalls eine Markierung
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trigt und demnach aus Acetat stammt. Wenn C(11) nicht radioaktiv wire, so wiirde
keine oder hochstens eine geringe Radioaktivitat im CO, auftreten.

Nach dem Abbau des nach Verabreichung von |2-%4C)-Mevalonat erhaltencn
Roridins A finden sich 69, der Aktivitit von Tetrahydrororidinsiure (9) im CQ,,
das aus der KMnO,-Oxydation von 9 stammt. Ob der Grund dafiir in einer leichten
Verschmierung der Radioaktivitit in der Molekel oder in einer sog. «Cross-Contamina-
tion» liegt, wic sic bei Abbaureaktionen oft auftreten kann [11], kann nicht entschie-
den werden, Fast die gesamte Aktivitit (959,) der Tetrahydrororidinsdure findet
sich wieder in der 13-Dehydro-tetrahydro-1-nor-roridin-2, 11-sdure (16). Hingegen
enthilt das CO, aus dem Schmidi-Abbau nur 279, der Aktivitdt, wihrend {iir den
Fall, dass das CO, aus C(2) und C(11) stammt, 509, erwartet werden, Dies ldsst sich
erkliren, wenn man annimmt, dass der Beitrag von C(2) nur ca. 1/4 des insgesamt
gebildeten CO, betrigt. Dann sollten im Falle der [1-1#C]-Acetat-markierten Tetra-
hydrororidinsiure, die am C(11), nicht aber an dem C(2) entsprechenden C-Atom
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Tabelle 3. Radioaktivitat der Abbauprodukte der cis, trans-Muconsiure (3) und der Roridinsdure (6)

Vorliufer Substanz UC-Radioaktivitit % des

(Na-8alz) dpm/mmol UC-Totals

[1-MCj-Acetat Muconsiure-dimethylester (4) 22,26 - 104 100
1,4-Diaminobutan {13) (Pikrat) 14,96 - 104 (14,84 - 104) ) 67,1 (66,7)%)

CO, (14) (BaCOy) 3,18 - 10% (3,71 - 10%) %) 14,3 (16,7)b)
Tetrahydrororidinsiure (9) 4,68 - 10*
Tetrahydrororidinsiure- } 100
dimethylester (10) 5,05 - 104
13-Dehydro-tetrahydro-1-nor-
roridin-2, 11-siure (16) 4,39 - 104 (4,17 - 10%)©) 90 (85,7)9)
CO, (18} (BaCO,) aus 9 0,67 + 104 (0,69.- 108) ¢) 13,8 (14,3)9)
CO, (19) (BaCQy) aus 16 0,49 - 104 (0,35 - 104)9) 10,0 (7,1)9)
[2-14C)- Tetrahydroraridinsdure (9) 42,90 - 104
Mevalonat Tetrahydrororidinsiure- } 100
dimethylester (18) 44,50 - 104
13-Dehydro-tetrahydro-1-nor-
roridin-2, 11-s3uro (16) 41,40 - 108 (43,70 - 10%) ¢) 95 (100)4)
CO, (18) (BaCO,) aus 9 2,23« 108 (0) ¢) 6 (09
CO, (19) (BaCO,) aus 16 11,65 - 104 (21,85 - 104) #) 27 (50)4)
{2-14C,2-8H,)- Tetrahydrororidinsiure- sH uc SH:uC
Mevalonat dimethylester (10) 259,0 - 10 56,8 - 10¢ 4,56
Verrucarinolacton (8) 253,0 - 104 59,2104 4,27
Adipinsiure-di-p-brom-
phenacylester (28) 01104 0,1-10¢ 0

8) Berechnet fiir 2 markicrte C-Atome.

%) Berechnet fiir 1 markierte Carboxylgruppe.

¢) Berechnet aus dem Mittelwert von 9 und 10 ftir den Fall, dass dic Tetrahydrororidinséure
(9) 7 gleichmissig markierte C-Atome enthilt, woruntor sowohl C(1) als auch C(11).

9)  Bezogen auf den Mittclwert von 9 und 10.

¢) Berechnet ans dem Mittelwert von 9 und 10 far den Fall, dass die gesamte Aktivitdt sich
an C(2) der Tetrahydrororidinsdure (9) befindet. '

markiert ist, genau die umgekehrten Verhiltnisse anftreten, was auch tatsichlich
der Fall ist (s. unten).

Da die C(2)-Carboxylgruppe sekundir ist, kdnnen wie erwidhnt Nebenreaktionen
sowie kleinere Umsatzraten auftreten. Zudem kénnte CO, auch aus dem C(13) stam-
men (Hydrolyse der Amidgruppe durch die Polyphosphorsidure und weiterer Abbau
vgl. [12]). An der Bildung von CO, aus 16 sind jedenfalls C(2) und C(11) beteiligt.
Die Radioaktivititsverteilung in den Abbauprodukten, die aus Tetrahydrororidin-
siure nach Einbau von [2-14C,2-%H,]-Mevalonat erhalten wurden, bestdtigt die
obigen Resultate, indem sich die gesamte 4C-Aktivitit im Verrucarinsdureteil der
Roridinsduremolekel befindet.

Da beim Abbau der 13-Dehydro-tetrahydro-1-nor-roridin-2,11-sdure (16) nach
Schmidt die Bildung von zahlreichen Nebenprodukten die Isolierung des Amins ver-
unmdglicht und die Ausbeuten an CO, vermindert hatte, haben wir eine neue Abbau-
sequenz fiir die Roridinsiure ausgearbeitet, die es gestattet, thre vermuteten bio-
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genetischen Grundeinheiten getrennt und cindeutig zu erfassen. Sie beruht auf einer
heterolytischen Fragmentierungsrcaktion eines geeigneten Roridinsdurederivats,

Selektive Oxydation der 13-Hydroxygruppe des Tetrahydrororidinsiure-di-
methylesters (10) mit einem Aquivalent CrO, in H,$0,/Aceton ergab das 13-Dehydro-
derivat 20. Acctylierung bzw. Benzoylierung der freien HO-Gruppe fithrte zum
Acetylderivat 21 bzw. Benzoylderivat 22. Behandlung von 21 mit Hydroxylamin in
Pyridin lieferte das Oxim 23. Dic anschliessende Umsetzung mit Thionylchlorid ver-
lief glatt und fiihrte zu einem Chlorosnlfit 29. Diese Funktion ist cine sehr gute Ab-
gangsgruppe filr die vorgesehene Fragmentierungsreaktion. Allerdings sind auch
Beckmann-Umlagerungen moglich. Die in Frage kommenden Reaktionswege sind
i Schema 3 dargestellt. Da in a-Stellung zam Oxim ein Sauerstoffatom sitzt, das
sich als Nachbargruppe an der Reaktion beteiligen kann, tritt nicht eine Beckmann-
Umlagerung sondetn eine Beckmann-Fragmenticrung ein {13]. Der Nachweis der
Beckmann-Fragmentierung kann nicht allein durch das Auftreten des Verrucarino-
lactons und der Adipinaldehydsfure erbracht werden. Dic Bildung von Acetonitril
jedoch ist ein eindeuntiger Hinweis fiir die Fragmentierungsreaktion. In Schema 3

Schema 3
CH300C
Aco"'Kl/\/QI\/\/COOCHa
H
St CHy 0K 23
| soct,

‘~./0%,"' O - "N/OY\,”
-] 2]
™ + 50; + Ct CHS__gNa + 50; - CI

30 +[crgen]. so, + o
CHy

l Hy0® l Hy® l ngpo®
“ _OH 0O ~_-0 S P
S ~. o e \’/\,

T oon IT CHou NH

0 H~CHq a\n/
N

32 ©
Ac = CHyCO l on @

a : synchrone Fragmentierung ~_-OH 0O Y\‘
b.c : Beckmann-Umiagerungen * ) + CH3COOH + NHy
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sind die Reaktionsprodukte der beiden méglichen Beckmann-Umlagerungen und der
Beckmann-Fragmenticrung dargestellt. Bei ersteren entstchen, je nachdem ob sich
das syn- oder anti-Oxim umlagert, die beiden Amide 31 und 32 (Wege b und c). Tritt
die Beckmann-Fragmentierung ein (Weg a), so muss als charakteristisches Reak-
tionsprodukt Acetonitril entstehen. Das gleichzeitig gebildete Oxoniumsalz 30 wird
beitn Versetzen des Reaktionsgemisches mit Wasser in Alkohol und Aldehyd ge-
spalten. Die Reaktion mit Thionylchlorid verliuft bei Zimmertemperatur sehr rasch.
Da dieses Reagens gleichzeitig als Losungsmittel dient, kann der Verlauf der Reak-
tion mit Hilfe der NMR.-Spektroskopie verfolgt werden.

Das in CDCly-Losung bei 1,81 ppm erscheinende scharfe Signal der Methyl(14)-
Gruppe des Oxims 23 erscheint in SQCly-Losung bei 1,88 ppm. Hier befindet sich
auch das Methylsignal des Acetonitrils. Dies wurde durch Zugabe einer weitcren
Menge von Acetonitril zur NMR.-Probe bestitigt. Dic Beobachtung, dass das scharfe
Signal der Methyl(14)-Gruppe verschwindet, wenn das Ldsungsmittel (Thionyl-
chlorid) im Vakuum entfernt und dieselbe Probe in CDCl; nochmals vernmessen
wird, ist ein Beweis [ir das Auftreten von Acetonitril und schliesst eine Verschiebung
des Methylsignals durch Ldsungsmitteleffekte aus. Aus demm NMR.-Spektrum ist
ferner noch ersichtlich, dass die zwei Protonen an C(3), die sich am Reaktionszen-
trum befinden, von 3,4 ppm nach ca. 3,6 ppm (sie sind durch die Methylprotonen
des Methylesters teilweise verdeckt) verschieben, wus ebenfalls fiir das Einfreten
der Fragmentierung spricht. Das Oxoniumsalz 30 scheint in Chloroform nicht be-
stindig zu sein. Das Dublett der Protonen der Methyl(12)-Gruppe erscheint beim
Oxim 23 bei 1,06 ppm. Das durch Losen des Oxims in Thionylchlorid hergestellte
Oxoniumsalz 30 zeigt das Methyl(12)-Signal bei 1,08 ppm. Wird anschliessend das
Thionylchlorid entfernt und die Probe in CDCly gelést, so verkleinert sich im Laufe
der Zeit das Dublett bei 1,08 ppm zugunsten des sich bei 1,16 ppm bildenden Dubletts.
Dasselbe Phidnomen zeigt das Signal der Estermethylgruppe in 1-Stellung des
Oxoniumsalzes.

Der chemischic Nachweis des Acetonitrils stésst auf Schwierigkeiten, da es bei
der Entfernung des Loésungsmittels aus dem Reaktionsgemisch verloren geht. Eine
Hydrolyse des Nitrils zu Essigsdure wiirde den Beweis in Frage stellen, da auch
durch den Weg c, d.h. durch Hydrolyse des Amids 32, Essigsiure entsteht, Deshalb
wurde das sehr reaktive Thionylchlorid nach Zugabe einer entsprechenden Menge
des inerten Losungsmittels Dichlormethan durch Zusatz von festem Nu,CO, zerstort.
Daranf liessen sich das Acetonitril und Dichlormethan vom gebildeten Kochsalz
abdestillieren. Die Reaktion wurde durch vorsichtige Zugabe von Nay,CO,4 und durch
Kiihlung unter Kontrolle gehalten. Dadurch liessen sich trotz starker Gasentwick-
lung 509 des eingesetzten Acctonitrils regencricren. Die Gehaltsbestimmung an
Acetonitril erfolgte gas-chromatographisch. Die Retentionszeit stimmte mit jener
einer authentischen Probe vollstindig ibercin. Das IR.-Spektrum der Dichlor-
methanlosung zcigte die charakteristische scharfe BBande des Nitrils bei 2250 cm='.

Zur Abtrennung des Adipinaldehydsiure-methylesters (27) wurde das Reak-
tionsgemisch, nachdem das Thionylchlorid entfernt war, in Essigester gelést und
mit gesittigter wisseriger NaHSO4-Losung 16 Std. geschiittelt. In der Essigester-
18sung waren nach Diinnschichtchromatogramm zwei Substanzen nachweishar, bei
denen es sich um Umesterungsprodukte des Verrucarinsdureteils handeln diirfte.
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Daraufhin hatte schon das NMR.-Spektrum des Oxoniumsalzes gedeutet. Nach voll-
stindiger Hydrolyse mit methanolischer KOH konnte aus den beiden Produkten
reines Verrucarinolacton (8) isoliert werden.

Durch Ansiuern der wisserigen NaHSO4-Losung wurde der Aldehyd 27 freige-
setzt. Die Losung gab eine positive Reaktion mit Tollens-Reagens und 2,4-Dinitro-
phenylhydrazin. Der Aldehyd wurde nicht isoliert, sondern durch CrQy/H,S0, in
Aceton oxydiert. Nach anschliessender Hydrolyse mit wisseriger KOH wurde Adi-
pinsdure (11) erhalten, die noch durch den p-Bromphenacylester 28 charakterisiert
wurde. Die NMR.-Daten der beim Abbau der Tetrahydrororidinsiure erhaltenen
Verbindungen sind in Tabelle 4 zusammengestellt.

Die Resultate der Radioaktivititsbestimmung der nach Einbau von [2-14C, 2-H,}-
Mevalonat erhaltenen Roridinsiurederivate und ihrer nach obigem Abbauschema
entstandenen Umwandlungsprodukte finden sich in Tabelle 3. Aus ibr ist ersichtlich,
dass 99,99%, der #C-Aktivitit sich im Verrucarinsiureteil der Roridinsiure befinden.
Das Verhiltnis von “C zu 3H (4,27) ist im Verrucarinolacton (8) bedeutend geringer
als im zugegebenen Mevalonat (¥C:*H = 9,6), was mit der frither nachgewiesenen
Eliminierung des «pro-2S»-Tritiums bzw. ~H-Atoms beim Ubergang der Mevalon-
sdure in die Verrucarinsiure im Einklang ist |2].

" 6. Diskussion der Resultate. — Die Bildung der Muconsdure und des Mucon-
sdureanteils mit der C,-Seitenkette der Roridinsdure diirfte nach dem Schema der
aromatischen Polyketide und nicht v#e Shikimisiure erfolgen. Die gebildeten Phenole
wiirden oxydativ und unter Isomerisierung zu den cis,frans-Sauren durch einc
Brenzcatechin-Oxydase gespalten. Dass aus Aromaten nicht nur cfs, cés-Siuren ent-
stehen, zeigt dic Umwandlung von Benzol im tierischen Organismus 2u frans, trans-
Muconsiure, welche kein Artefakt sondern cin echter Metabolit ist [14]. Uber den
Mechanismus der Isomerisierung zur css,frans-Siure ist nichts bekannt. Da nach
dem Einbau von [1-¥C}-Acetat in Roridinsiure C(11) radieaktiv ist, diirfte in Ana-
logie auch in der Muconsiure die cis-stindige Carboxylgruppe aus der Carboxyl-
gruppe der Essigsiure und die frans-sténdige aus der Methylgruppe der Essigsiure
stammen, dem Vertcilungsmuster 3a entsprechend (vgl. Sckema 4). Die Cyclisierung

Schema 4
0 OH OH HOOC
HO Ho |
CH3 e —— —_—— ‘
0 0 HOOC
3
0 0 OH a
0
HO CH3 .
b - T HOOC
0 0 |
HOQC l
HO*
e = C() von Acetat CHy
s = C(2 von Mevalonat 6 HO CHa
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einer Cg-Polyketidkette kdnnte in analoger Weise den Muconsdureteil mit der Cp-
Seitenkette der Roridinsiure liefern. Die Biosynthese des Verrucarinsdureteils er-
folgt wie diejenige der Verrucarinsiure selbst aus Mevalonat (2]. Wann und wie die
einzelnen Bausteine zusammengefiigt werden, ist unbekannt. Aufgrund der hohen
spezifischen Einbauraten, die bei Verrucarin J beobachtet worden sind, kénnte man
annehmen, dass zuerst Verrucarol (5), Anhydro-mevalonsdure und die cis,trans-
Muconsiure bzw. die um C,-Einheiten erweiterten Muconsidurebausteine zu den ent-
sprechenden Antibiotica Verrucarin J, bzw. Roridin E und Roridin H zusammen-
gefiigt werden. Aus diesen Anhydroverbindungen wiirden sich die weiteren Meta-
bolite bilden.

Wirdanken dem ¢ Schweizerischen Nationalfonds zur F'orderung dey wissenschaftlichen Forschungs
und der Sandoz A.G., Bascl, for die grossziigige Unterstistzung unserer Arbeit.

Experimenteller Teil

1. Allgemeines. — Die Schmelzpunkte wurden auf einem Kofler-Block bestimmt und sind
nicht korrigiert. Substansproben fiir die Spektralanalysen und Mikroanalysen, optische Drehung
und Radioaktivititsbestimmung wurden mindestens 2 Std. bei 30° und 0,05 Torr getrocknet.
BaCO,-Proben wurden 1 Std. unter einer IR.-Lampe getrocknet.

Die Mikvoanalysen verdanken wir dem mikroanalytischen Laboratorium des Instituts
(E. Thammen). Die IR.-Spekiven wurden mit einem Perkin-Elmer-Gitterspektrophotometer,
Modell 125, oder einem Beckmann-11¢-8-Spekivophotometer, dic U'V.-Spektren mit einem Beckmann-
DK-2-Spektrophotometer im Spektrallaboratorinum unseres Instituts (K. degerter) aufgenommen.
Fiir die Messung der optischen Drehung diente ein Perkin-Elmer-Polarimeter, Modell 141.

Die Radioaktivititsbestimmungen verdanken wir Herrn H. Galliker, Isotopenlaboratorium der
Sandeoz A.G., Basel. Die organischen Substanzproben wurden in Toluol-Scintillator gelost und dic
Aktivitit auf einem Tri-Carb (Packard) Liquid Scintillation Spckiromcter, Modell 3375, durch
Direktmessung bestimmt. Bei der Verbrennungsmethode wurde die orgaaische Substanzprobe im
Sauerstoffkolben verbrannt, das CO, in ciner methanolischen Atbanolaminldsung, das H,0 in
Methanol absorbiert und nach Zugabe von Toluol-Scintillator vermessen. Die Genanigkeit der
Messung fir doppelt markierte Proben betrigt + 5%, fiir Einzelmessungen von 3H oder 4¥C 1+ 19%,,
wenn nicht anders vermerkt.

Die Gas-Chyomatogramme wurden mit eincm Perkin-Ebmer ¥ 11 an einer 10%, SE 30 auf ciner
Chrom.- W.-8ilan-Siule ausgefihrt. Fiir die Sdulenchromatographie diente « Kieselgel 0,05-0,2 am»
der E. Merck A.G., Darmstadt, fisr die prdparative Schichichraomatographie (prip. DC.) benutztenwir
Kieselgel PF 254 (E. Merck) und fur die Dinnschichichromatographie (DC.) Kiesclgel G (E. Merck)
unter Zusatz von Zinksilikat als Fluoreszenzindikator. 1die Substanzproben wurden durch
UV.-Licht (254 nm und 366 nm), durch J,-Dampie odcr spezifische Sprithreagentien sichtbar
gemacht. Die Sdulenchromatographie UV .-absorbierender Substanzen wurde mittels cincs Uvicord
Typ LKB 4701 A (254 nm) durchgefithrt.

Ubliches Aufarbeiten bedoutet: Extraktion mit dem angegebenen Lésungsmittel, Waschen
mit 28 HSQ,, 25 Na,CO, und H,0. Trocknen mit MgSO, und Eirdampien der Lésung im
Vakuum.

2. Kulturversuche, - Die Kulturansitze mit Zugabc von [1-14C)-Natriumacetat, [2-19C]-
Natrium-mevalonat und [2-4C,2-8H,]-Natrium-mcvalonat (vgl. Tab. 1) und die Isoliernng der
radioaktiven Metabolite wurden wie von Achini ef al. [2] beschrieben durchgefithrt.

3. Abbaureaktionen. ~ 3.1, Hydrolyse von Verrucarin A (1) und Roridin A (2). -
Radioaktives Verrucarin A (1) wurde nach Gutzwiller & Tamm [15] hydrolysiert. ¥ir die Radio-
aktivititsbestimmung wurde die neben Verrucarol (5) und Verrucarinolacton (8) crhaltene
cis, trans-Muconsiure (3) in den Dimethylester 4 tibergefithrt. Roridin A (2) wurde nach Bohner &
Tamm [9] durch selektive Hydrierung mit P4/C als Katalysator in Tetrahydrororidin A Gber-

30
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gefihrt und anschliessend hydrolysicrt |9]. Zur Radioaktivititsbestimmung wurde die Tetra-
hydrororidinsdure (9) in den Dimethylester 10 nach Angabe der Lit. [9} Gibergefuhrt. Es resultier-
ten:

a) Nach Einbau von [1-18C)-Acetal:

Verrucarin A (1): Nach Umkristallisicren aus Methylenchlorid/Ather, mittlere Radioaktivitit
1790 dpm{mg 1C;

Verrucarol (5) (14 Std. bei 70° getrocknet); 4. Kristallisat, Smp. 158-160°, 1630 dpm/mg 14C;
5. Kristallisat, Smp. 159-160°, 1330 dpm/mg ¥4C; 6. Kristallisat, Smp. 160-161°, 1660 dpm/mg
uC.

Verrucarinolacton (8) : kristallisiert und sublimiert, Smp. 103-104°, 1940 dpm/mg 1C; cis, trans-
Muconsdure-dimethylester (4): sublimiert und kristallisiert, Smp. 74-76°, 1320 dpm/mg 4C;
nochmals sublimiert, Smp. 74-76°, 1300 -dpm/mg 14C;

Roridin A (2): Mittlere Altivitat 192 dpm/mg 4C;

Tetrahydrovovidin A (13 Std. bei 100° getrocknet): 2. Kristallisat, Smp. 181-185°, 192 dpm/
mg UC;

Verrucarol (8) (3 Std. bei 100° getrocknet): 2. Kristallisat, Smp. 153-160°, 175 dpm/mg 14C;
3. Kristallisat, Smp. 156-163°, 183 dpm/mg 1C; 4, Kristallisat, Smp. 156-163°, 194 dpm/mg 14C;

Tetrahydrororidinsiiure (9) (4 Std. bei 50° getrocknet): Rohprodukt: 147 dpm/mg 14C;
Destillat: 159 dpm/mg 14C.

Tetvahydrorovidinsdure-dimethylestey (10) (2 Std. bei 50° getrocknet): Rohprodukt: 155 dpm/
mg 14C; Destillat: 148 dpm/mg 14C.

b) Nach Einbay von [2-8C)-Mevalonai:

Verrugarin A (1); Nach Umbkristallisieren aus Methylenchlorid/Ather, mittlere Radio-
aktivitdt 1220 dpm/mg C.

Verrucarol (5) (14 Std. bei 70° getrocknet): 5. Kristallisat, Smp. 160-161°, 1490 dpm/mg 14C;
6. Kristalljsat, Smp. 160-161°, 1370 dpm /g 4C,;

Verrucavinolacton (8): kristallisicrt und sublimicrt, Smp. 103- 104", 1430 dpm/mg 4C;

cis, trans-Muconsdure (3) (15 Std. bei 80° getrocknet): 2. Kristallisat, Smp. 179-182°, 170 dpm/
mg 4C; .

Roridin A (2), verdumnt (5 Std. bei 100° getrocknet): 1430 dpm/mg 4C.

Tetrahydrororidin A (13 Std. bei 100° getrocknet): 2. Kristallisat, Smap. 182-186°, 1430 dpm/
mg UC;

Verrucarol (5) (3 Std. bei 100° getrocknet): 2. Kristallisat, Smp. 155-163°, 1290 dpm/mg 14C;
3. Kristallisat, Smp.158-163°, 1290 dpm/mg 4C; 4. Kristallisat, Smp. 158-163°, 1270 dpm/mg 1C;

Tetrahydrorovidinsdure (9) (4 Std. bei 507 getrocknet): Rohprodukt, 1400 dpm/mg 14C;

Tetrahydrovoridinsaure-dimethylsster (10) (2 $td. bei 50° getrocknot): Destillat: 1330 dpm/
mg 1C.

c) Nach Einbawu von [2-Hy, 2-Y4C\-Mevalonat:

Vervucarin A (1): Nach Umbkristallisieren aus MothylenchloridfAther, mittlere Aktivitdt
22000 dpm/mg H und 3140 dpm/mg MC;

Verrucarol (B), aus Ather sechsmal umkristallisicrt und 5 Std. bei 80° und 0,01 Torr ge-
trocknet: 4. Kristallisat, Smp. 163-164°, 36300 dpm/mg 311, 4800 dpm/mg 4C; 5. Kristallisat,
Smp. 163-164%, 36600 dpm/mg *H, 4790 dpm/mg 14C; 6. Kristallisat, Smup. 163-164°, 36800 dpm/
mg 8H, 4820 dpm/mg MC;

Verrucarinolacton (8), aus Ather umkristallisiert und 5 $td. bei 22° ynd 0,01 Torr getrocknet:
1. Kristallisat, Smp. 103- 104°, 14500 dpm/mg 3t1, 3310 dipm/mg 14C; 2. Kristallisat, Smp. 103-104°,
14200 dpm/mg 3H, 3290 dpm/mg MC; 3. Kristallisat, Smp. 103-104°, 14300 dpm/mg 3H, 3300
dpm/mg MC;

cis, trans-Muconsgure-dimethylester (4), aus Ather umkristallisiert und 5 Std. bei 22° und 0,05
Torr getrocknet, Smp. 75-76°; koinc *H- und 1C- Alktivitat;

Rovidin A (2): Mittlere Aktivitit von 13700 dpm/mg 3H und 2300 dpm/mg C;
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Verrucarol (5), aus Methylenchlorid/Ather umkristallisicrt und 5 Std. bei 80° und 0,01 Torr
getrocknet, Smp. 163- 164°: 1. Kristallisat, 18490 dpm/mg 311, 2510 dpm/mg 1C; 2, Kristallisat,
18130 dpm/mg 3H, 2430 dpm/mg MC; 3. Kristallisat, 17670 dpm/mg 3H, 2440 dpm/mg MC;

Tetrahydyororidinsaure-dimethylester (10), nach Chromatographie destilliert und bei 100° und
0,01 Torr getrocknet: 1, Destillat, 7770 dpm/mg 3H, 1650 dpm/mg 4C; 2. Destillat, 7570 dpm/
mg 3H, 1640 dpm/mg MC; 3. Destillat, 7760 dpm/mg 2H, 1700 dpm/mg 14C.

3.2. Abbau der cis,trans- Muconsdure (3). -- 3.2.1. Adipinsdure-dimethylester (12), Eine
Lasung von cis, trans-Muconsiure-dimethylester (4) (Radioaktivitat 1310 dpm/mg), erhalten nach
Einbau von [1-1C]-Acetat, wurde mit 50 mg PtO,, H,O wihrend 2 $td. im Parr-Apparat bei
3,0 atih H, hydriert. Hicrauf wurde der Katalysator abfiltriert und das Filtrat im Vakuum cin-
gedampft. Spuren des Katalysators wurden durch Aufnchmen des Rohprodukts in wenig CHIClg
und Filtricren der Losung entfernt. Es resultierten 28 mg farbloses (1, das im DC. praktisch cin-
heitlich erschien und kein Edukt mchr enthielt.

3.2.2. Adipinsdure (11). Eine Losung von 28 mg Adipinsiure-dimethylester (12) in 15 ml
Metbanol wurde mit einer Losung von 1,2 g K,CO, in 4 ml H,O versctzt und 23 Std. bei 22°
gerahrt. Nach Entfernen des Methanols im Vakuum wurde die wisserige Phase 3mal mit Methylen-
chlorid ausgeschiittelt, dic Ausziige mit H,O ncutral gewaschen, mit MgS0, getrocknet und ein-
gedampft, Es rcsultierte 1 mg Neutralteil.

Die verbliebene wiisserige Phase wurde mit konz, H,5(), kongosauer gestellt und 5mal mit
Ather extrahicrt. Nach Trocknen mit MgS0,, Lindampfen im Vakuum und Trocknen des Ein-
dampiriickstands im Exsikkator resuitierten 24,6 mg farblose Kristalle vom Smp. 152 154°;
Misch-Smp. mit authentischem Material: 152- 155°.

3.2.3. Abbau der Adipinsdure (11) nach Schmidt. 17 mg (11) wurden mit 65 mg NaN; und ca.
1,4 g Polyphosphorsiure in der von Byt [16] beschrichenen Apparatur wihrend 1,5 Std. bei
80-90° behandelt. Die fir die Absorption des €O, verwendete Ba(OH),-I.6sung wurde wie folgt
zubercitet: Ausgekochtes, tiber Quarz destillicrtes 11,00 wurde mit cinem (Jberschuss an Ba(OH),
versetzt, 900 ml dieser ges. Ldsung wurden mit 18¢ mi 10,75proz. BaCl,-Losung gemischt und
unter N filtriert. Das beimn Schmidt-Abbau ausgefallene Ba,C(; wurde abzentrifugiert, 3mal mit
bidest. HyO und 2mal mit Mcthanol gewaschen und unter ciner Quarzlampe bis zur Gewichts-
konstanz getrocknet. Es resulticerten 22 mg BaC0,. Aktivitit: 161 dpm/mg MC.

Dic Polyphosphorsiure-Losung wurde mit 10 ml H,O verdtaont, mit 5 ml 30proz. NaOH
alkalisch gemacht und im Kufschey-Steudel-Apparat wihrend 20 $td. mit Ather extrahiert. Tn der
Vorlage befand sich eine dtherische Losung von 60 mg Pikrinsiure. Das ausgeschicdene Dipikrat
des 1,4-Diamincbutans (13) wurde 2mal aus wisserigem Athanol umkristallisiert. Es resultierten
27,6 mg gelbe Kristalle, die sich bei 262-265 zersetzten. Analyse cines anf analoge Weisce aus
inaktivem Material gewonnencn Priparats (18 Std, bei 100° getrocknet):

CisHysNaOy, (546,4)  Ber. €357 H3,32% Gef C3534 H3,519%

Zur Messung der Radioaktivitit wurden das obige Priaparat sowic zwei durch weiteres Um-
kristallisiercn erhaltene Proben 18 Std. bei 100° getrocknet. Aktivitdten: 2. Kristallisat, 278 dpm/
mg 1C; 3. Kristallisat, 264 dpm/mg C; 4. Kristallisat, 280 dpmn/mg 4C,

3.3, Abbau der Tetrahydrororidinsdure (9. — 3.3.1. 73-Dehydvo-tetrakydro-T-nov-vori-
din-2,77-sdure (16) aus 9. 193 mg 9, erhalten nach Einbawn von [2-'2C|-Mevalonat, der Aktivitit
1400 dpm/mg *C, wurden mii einer Losung von 120 mg KMn(Q, in 15 ml 28 H,$0, in einer ge-
schlossenen, evakuicrbaren Apparatur®) innerhalb eincr Sid. versetzt. Am Ende der Reaktion
war, nach wciterermn Riihren widhrend 1 Std., das Gemisch wieder violett gefdrbt. Das gebildcte
CO, wurde mit der bei 3.2.3. beschricbenen Ba((OH),-1.6sung ausgefillt. Es resulticrten 94 mg
BaCQ,, das wic bei 3.2.3. beschrieben behandelt wurde (Blindversuch obne Carbonsiurce 16:
0,0 mg BaCQ,). Radioaktivitit 113 dpm/mg MC,

Das Oxydationsgemisch wurde mit festem NaFH S0y, bis zur Entfirbuny versetzt und 5mal mit
Ather extrahiert. Nach dem Waschen mit NaCl-Lésung bis zur neutralen Reaktion, Trocknen
tiber MgS0, und Eindampfen im Vakuum resulticrten 153 mg Rohprodukt als schwach gelbes O1.

) Es handeclt sich um einc Modifikation der Methodik von Britl [16) zur Oxydation von Mcthyl-
amin,



468 Herverica CriMmica Acta - Vol. 58, Fasc. 2 (1975) — Nr. 54

Da im DC. ncben dem Hauptprodukt noch etwas Edukt sowie ein etwas langsamer laufender Fleck
zu sehen waren, wurde das Rohprodukt in 20 ml Acclon gelést und unter Rithren bei 22° mit 0,214
ml CrOy-Reagens (8N)%) versctzt.

Nach 15 Min. wurde mit H;O versetzt, das Aceton im Vakuum bei ticfer Temp. abgedampft
und 5mal mit Ather cxtrahicrt. Die Extrakie wurden cinmal mit 28 H,S0, und 4- bis 6mal mit
NaCl-Lésung neutral gewaschen. Nach dem Trocknen iiber MgSO, und Eindampfen im Vakuum
resultierten 154 mg Rohprodukt {gelbes O1). Es wurde an 31 g Kieselgel mit Methylenchlorid,
das 3% Methanol und 1%,, Ameisensiure cnthielt, 2ls Eluiermittel chromatographiert, wobei
41 mg nach DC, reine und 43 mg nach DC. beinahe reine 73-Dekydro-tetrahydro-1-nor-voridin-2,71-
séure (16) erhalten wurden, Zur Aktivititsbestimmung wurde eine DC.-rcine Fraktion 3 Std.
bei 50° getrocknet. Aktivitit: 1510 dpm/mg 1C.

Zur Charakterisierung der Siure wurden 37 mg inaktives Material in einigen ml Athcer geldst
und bei 0° mit einem Uberschuss ciner atherischen Losung von CH,N, wihrend 10 Min. bechandelt,
Nach dem Eindampfen zur Trockne im Vakuum wurde diese Prozedur noch 3mal wiederholt. Das
Rohprodukt wurde an 2 g Kiesclgel chromatographicrt; mit Methylenchlorid, das 19 Methanol
enthielt, als Eluicrmittel resulticrten 37 mg reiner 73-Dehydro-tetrahydyo-1-nor-roridin-2, 1 1-siure-
dimethylester (17) als klares, farbloses Ol [a]}} = +26,5° + 2° (¢ = 1,230, Chioroform). — IR.-
Spektrum (CH,Cl,): u.a. Banden bei 2950, 2875, 1725-1735, 1713 (Schulter), 1355, 1195 und
1110 cm—. — NMR.-Spektrum vgl. Tab. 4. - Jodoform-Probe positiv. Zur Analyse wurde cine
Probe im Molckularkolben bei 50-60° Badtemp. und 0,03 Torr destilliert.

CiHy0y (302,4)  Ber. C59,58 I B,67% Gef. C59,46 HB8,77%

Der analoge Abbau von 205 mg nach Einbau von [1-1%C)-Acetat erhaltener Tetrahydrororidin-
sdure (9) der Aktivitit 153 dpm/mg MC licferte: 119,4 mg BuCO,, Aktivildt: 34 dpm/mg C;
43 mg DC.- rcine 13-Dehydro-tetrahydyo-1-noy-rovidin-2, 1 1-sdure (16), Aktivitat: 160 dpm/mg UC;
31 mg beinahc DC.- reine Siurc 16.

3.3.2. Abbau dey 13-Dehydro-tetrahydro-1-nov-voyidin-2,17-sdure (16) nach Schmidt. 27,7 mg
nach Einbau von [2-14C}-Mevalonat erhaltenc Siurc 16 der Aktivitat 1510 dpm/mg 4C (aus 3.3.1.)
wurden mit 53 mg NaN, und ce. 1,4 g Polyphosphorsiure in der unter 3.2.3. crwihnten Apparatur
auf analoge Weise wihrend 1,5 Std. bei 80-90° behandelt. Es resultierten 18,5 mg BaCO,, Aktivi-
tit: 590 dpm/mg 14C.

Der analoge Abbau von 29,4 mg nach Einbau von {71-14C)-Acetal erbaltener Saure 16 der Akti-
vitit 160 dpm/mg M4C (aus 2.3.1.) lieferte 18,3 mg £#aCO,. Radioaktivitit 25 dpm/mg 14C.

3.3.3, 13-Dekydro-tetvahydrorvovidinsdure-dimesthylestey (20). Eine Losung von 1,180 g (3,55
mmol) 10 in 110 ml Aceton wurde bei 0° unter Rihren mit 1,312 ml CrQ,-Reagens (8N)6) versctzt.
Nach Zugabe von 40 m! HyO und 1 ml Methanol wurdc das Aceton im Vakuum entfernt. Nach
iiblichem Aufarbeiten mit Methylenchlorid resultierten 1,088 g Rohprodukt, wclches im DC.
(Fliessmittel: Methylenchlorid mit 3% Methanol) noch etwas 1dukt nund Diketon enthielt. Nach
Chromatographie an 270 g Kieselgel mit Methylenchlorid, 1,5-29%, Methanol enthaltend, konnten
611 mg DC.reiner Ester 20 als farbloses O1 crhalten werden. {off = + 52° 4 1° (¢ = 1,307,
Chloroform). — IR.-Spektrum (CHCL): u.a. Banden bei 3540 (—OH), 1730 (Ester), 1720 (C=0),
1220 cm-1. NMR.-Spektrum: s. Tab. 4. — Trocknen zur Analyse 30 Min. bei 50° und 0,01 Torr.

CeHssO; (332,3)  Ber. C57,81 H8,49% Gef. C57,61 HS871%

3.3.4. 2-0-Benzoyl-13-dehydyo-tetrahydrororidinsdure-dimethylestey (22). Eine Lbsung von
800 mg (2,41 mmol) 20 in 30 ml Pyridin wurde mit 3 ml Benzoylchlorid 24 Std, bei 22° stehen-
gelassen. Nach Kithlen der Reaktionslgsung mit einer Eis-Kochsalz-Mischung wurde Eis zugesetzt
und das Pyridin mit 13proz. HC] neutralisiert. Nach fiblichem Aufarbeiten mit Methylenchlorid
und Behandlung mit Aktivkohle resultierten 2,316 g Rohprodukt, welches im DC. (Fliessmittel:
Methylenchlorid mit 2% Methanol) noch viel Nebenprodukt enthielt. Nach Chromatographic an
60 g Kieselgel wurden mit Benzol 944 mg cines Ncbenprodukts und mit Methylenchlorid, 2%,
Methanol enthaltend, 835 mg 2-O-Benzoyl-13-dehydro-tetrahydrororidinsiure-dimethylester (22)
als farbloses Ol cluiert. 22 war im DC. cinheitlich und zcigle positive Reaktion mit 2,4-Dinitro-
phenylbydrazin. {«] = + 26° -| 1° (¢ —= 1,293, Chloroform). — IR.-Spektrum (CS,, 30 mg/ml):

%) CrOy,Reagens: 2,67 g CrOq4 + 2,30 ml konz. H,50, mit HyO auf 10 m] aufgefullt.




HELVETICA CHIMICA ACTA — Vol. 58, Fasc. Z (1975) — Nr. 54 469

v.a. Banden bei 1735 (C=0, breit), 1360, 1260, 1210, 1110, 760, 710 cm~!. NMR.-Spektrum:
vgl. Tab. 4, — Zur Analyse 3 Std. bei 22° und 0,01 Torr getrocknet.

CosHygOs (436,5) Ber. C63,28 H7,39% Gef. C63,07 H7,52%

3.3.5. 2-0-Acetyl-13-dehydro-tetrahydrovoridinsdure-dimethylesier (21). Eine ].dsung von 960 mg
(2,88 mmol) 20 in 30 ml Pyridin wurde mit 30 ml Acetanhydrid tiber Nacht bei 22° stehengelassen,
Nach Zugabe von Eis wurde mit 2N H,S0, angesiuert. Nach iiblichem Aufarbeiten mit Methylen-
chlorid resultierten 1,021 g Ester 21 als farbloses (3], weiches im DC. (Fliessmittel: Methylen-
chlorid mit 39, Methanol) einheitlich war. — IR.-Spektrum (CH,ClL, 30 mg/ml): u.a. Banden bei
1735 (C=0) und 1220 cm~1, Die HO-Bande bei 3540 cm~! jst verschwunden.

3.3.6. Oxim 24 des 2-0- Benzoyl-13-dehydvo-tetrahydrovoridinsiure-dimethylester 22. Einc Losung
von 830 mg (1,90 mmol) 22 in 20 l abs. Athanol wutde mit 50 ml Pyridin und 7,2 g Hydroxyl-
amin-hydrochlorid 11 Std. bei 22° stehengelassen, dann mit I{is versetzt und mit 13proz. HCI
vorsichtig angesiuert. Nach itblichem Aufarbeiten mit Methylenchlorid resultierten 900 mg gelb-
liches Ol, welches nach dem DC. (Fliessmittel: Methylenchlorid mit 3% Methanol) noch etwas
Edukt und eincn Startfleck enthielt. Chromatographic an 60 g Kiecselgel mit 1% Methanol in
Methylenchlorid licfertc 630 mg Oxim 24 als DC.-cinheitliches farbloses Produkt. [a)ff — + 10°
+ 1° ( = 0,538, Chloroform).~ IR.-Spektrum (CH,Cl,, 30 mg/ml) : u, a. Banden bei 3580 ( - N- -OH),
1735 (C=0), 1440, 1370, 1220, 1110 cm™*. NMR.-Spektrum: vgl. Tab. 4, - Zur Analyse 2 Std. bei
50° und 0,01 Torr getrocknet.

CogHgaNOq (451,5)  Ber. C61,18 147,30 N 3,10%  Gef. C61,17 H7,50 N 3,25%

3.3.7. Oxim 23 von 2-0-Acetyl-13-dehydro-tetrahydrovorvidinsduve-dimethylester (21). Eine Lisung
von 1,080 g 21 in Pyridin wurde analog zu Versuch 3.3.6. mit Hydroxylamin-hydrochlorid um-
gesetzt. Es resultierten 1,002 g farbloses Oxim 23. Das O war nach DC. einheitlich. — 1R.-Spek-
trum: u.a. Banden bei 3570 (=N--OH), 1735 (C=0), 1220 cm 7,

3.3.8. Umsetzung des Qxims 23 mit SOCly. 770 mg (1,98 mmol) 23 wurden auf — 80° gekithlt und
anschliessend vorsichtig mit 10 mi SOCI, versetzt. Nach langsamem Erwiirmen auf RT. withrend
15 Min, wurde das SOCl, im Vakuum entfernt. Durch 2malige Zugabe von Mcthylenchlorid und
Abdampfen im Vakuum konnte alles SOC\; aus der Reaktionsmischung entfernt werden. Zum
Riickstand wurden 40 ml ges. wisscrige Nal1SO,-Losung und 40 m] Rssigester gegeben und 17 Std.
bei 22° geschittelt. Hierauf wurdc die wisserige Phasc abgetrennt und noch 3mal mit Essigester
extrahiert, mit 45proz. H,50, angesducrt und mit NaCl gesittigt. Durch Extraktion im Kulscher-
Steudel-Apparat mit Ather wurden nach total 40 Std. 121 wmg Methylester 27 der Adipinaldehyd-
sduse erhalten. Die Verbindung 27 reagierte positiv mit Tollens-Reagens und 2,4-Dinitrophenyl-
hydrazin.

Ozxydation von 27 zur Adipinsdure (11). Eine Losung von 58 mg 27 in 20 ml Accton wurde mit
CrOg-Losung (8) %) bei 22° behandelt bis keine weiterc Entfarbung mehr auftrat. Nach 5maligem
Extrahieren mit Ather, Waschen mit NaCl-Losung und Trocknen mit MgSO, resultierten 53 mg
Adipinséurc-monomethylester, welcher in 2 ml Methanol und 1 ml 50proz. KOH iiber Nacht bei
22° hydrolysiert wurde. Nach Ansguern mit 28 H,S0),, Extraktion mit Ather, Waschen mit
NaCl-Losung und Trocknen mit MgSO, resultierten nach Behandlung mit Aktivicohle 50 mg
Adipinsiure (11) vom Smp. 151--152°, 11 war nach Smp. und Misch-Smp. identisch mit authentij-
schem Material.

Isolierung des Verrucarinolactons (8). Dic obigen Lssigestercxtrakte (s. 3.3.8. oben) wurden
vereinigt, mit NaHSO,-I.6sung gewaschen, mit MgSO, getrocknet und zur Trockne cingedampft,
Das Robprodukt (478 mg), welches im DC. (Fliessmitiel: Mcthylenchlorid mit 4%, Methanol)
zwei Flecke zeigte, wurde in 20 m! Methanol mit 5 m) 50proz. KOH 5 Std. bei 22° stchengelassen.
Nach Ansiuern mit 2v H;SO; wurde die T.osung mit Na(l gesittigt und wihrend 18 Std. im
Kulscher-Steudel-Apparat mit Methylenchlorid extrahiert. Es resultierten 220 mg Rohprodukt,
welches durch Sublimation bei 60° und 14 Torr 170 mg Verrucarinolacton (8) ergab. Es kristal.
lisierte aus Ather in farblosen Nadeln vom Smp. 103-104° und war nach DC,, optischer Drehung,
IR.- und NMR.-Spektrum, Smp. und Misch-Smp. mit dem Verrucarinolacton, welches aus Ver-
rucarin A gcwonnen wird, identisch.
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[a]-Werte von Verrucarinolacton (8):

aus Roridin A (2) ans Verrucarin A (1)
fo)3es = +21,3° 4. 1° lolges = +22,0° +1°
[a]33s = — 7.0° £ 1° (o8l - — 6,9°:11°
)il = —12,2° + 1° afly = —12,4° £ 1°
fa33s = —11,8° + 1° [alfee = —12,1° +1°
(¢ = 1,135, Chloroform) (¢ = 1,175, Chloroform)

Fur die Radioaktivititsbestimmung wurde noch 3mal aus Ather kristallisicrt und 5 Std. bei
22° und 0,02 Torr getrocknet: 2. Kristallisat: 18600 dpm/mg *H, 4770 dpm/mg 14C; 3. Kristallisat:
19100 dpm/mg *H, 4790 dpm/mg YC; 4. Kristallisat: 18700 dpm/mg 3, 4750 dpm/mg 14C.

Isolierung von Acetoniivil (26). Fur dic Isolierung des Acetonitrils dicnte cin getrennter Ver-
such. 540 mg Oxim 23 wurden mit 1 ml SOC), wie oben beschricben behandelt. Nach ciner Std.
wurde das SO, im Vakuum bei 50° abdestillicrt und mittels eincr Ktthlfalle bei — 80° aufgefangen.
Nach Zugabe von 1 m! Mcthylenchlorid wurde in ciner geschlossenen Apparatur mit Kihlfalle
und Gasableitung das SOCI, durch vorsichtige Zugabe und Kiithlung mit fester Na,COg umgesetzt.
Nach ca. 1 Std. klang die Gasentwicklung ab, worauf das Acetonitril und Methylenchlorid ab-
destilliert wurden. Es hinterblieb {estes NaCl. Das IR.-Spekirnm war identisch mit demjenigen
des authentischen Materials, Im GC. (Ofen 90°, Injektor 150°) waren 10 mg (0,204 mmol = 17%
d.Th.) Acctonitril nachweisbar.

3.3.9. Di-p-Bromphenacylester 28 der Adipinsdure (11). 57 mg 11 aus Versuch 3.3.8. wurden
mit 0,18 NaOH titricrt und dic Losung mit einigen Tropfen 2x H,80, bis zur lackmussaurcn
Reaktion versetzt. Die wisserige Losung wurde anschliessend im Vakuum anf 2 m) eingeengt und
eine Losung von 400 mg p-Bromphenacylbromid in 10 ml Athanol zugesetzt. Nach 3 Std. Er-
wirmen auf dem Dampfbad wurde zur Trockne eingedampit und der Riickstand in Methylen-
chlorid aufgenommen. Es resultierten nach Waschen mit 2N H,S0,, 28 NaHCO,;-Losung und
Trocknen iiber MgSO, 307 mg Rohprodukt, das aus Methylenchlorid/Mcthanol 35 mg Kristalle
von Di-p-Bromphenacylester 28 vom Smp. 153-154° lieferte, die'nach Smp. und Misch-Smp.
identisch mit authentischem Material waren.

Fiir die Radioaktivititsbestimmung wurde noch 3mal sukzessive kristallisiert und wihrend
5 Std, bei 50° und 0,01 Torr getrocknct. !. Kristallisal: Smp. 152-154°, 32 dpm/mg 3H, 3 dpm/
mg 1C; 2, Kristallisat: Smp. 153-154°, 28 dpm/mg *H, 3 dpm/mg 4C; 3. Kristallisat: Smp.
153-154°, 30 dpm/mg 3H, 3 dpm/mg 4C.
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