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55. Biosynthese der Verrucarine und Roridine. Teil 3.
Der Einbau von (3R)-[5-14C]-, [2-14C}- und an C(2) stereospezifisch
tritiiertem Mevalonat in Verrucarol
Verrucarine und Roridine, 29. Mitteilung [1)

von Beat Miiller, Roland Achini und Christoph Tamm
Institut fitr Organische Chemic der Universitiit, 4056 Basel

(17, X1I, 74)

Summary. Separate experiments, involving incorporation of either (3R)-|5-14Cj-mevalonate
or each enantiomer of [2-311]-mevalonate into verrucarin A and roridin 4, indicate that hydroxy-
lation at C(4) of the tricothecane skeleton, to yield verrucarol (4), proceeds with an overall
retention of configuration; they confirm that C(R) and not C(10) is derived specifically from C(2)
or mevalonate.

1. Einleitung. — Der Einbau von drei Molekeln verschieden markierter Mevalon-
sdure in Trichothecolon [2] [3] [4], Trichedermol (Roridin C) [5] und Calonectrin [3)
hat den sesquiterpenartigen Charakter des Trichothecangeriists |6] gezeigt. Ausser-
dem wurden all-frans-Farnesylpyrophosphat |7] und Trichodien {8] als Vorldufer
von Trichothecolon erkannt. a/l-frans-Farnesylpyrophosphat ist auch ein Zwischen-
produkt in der Biosynthese des Verrucarols (4) [9), des sesquiterpenoiden Bausteins
des Antibiotica-Komplexes der Verrucarine und Roridine [10).

Im folgenden berichten wir iiber den Einbau von |2-4C]- und [2-*H]-markiertem
Mevalonat in Verrucarol (4)1). Vor allem galt cs abzukliren, ob C(8) oder C(10) dem
C(2) der Mevalonsidure entspricht, was einen Hinwcis auf die Art der Faltung der
Famnesolkette gibt. Um ndheren Aufschluss iiber den Mechanismus der spiteren
Stufen zu erhalten, wurden auch stereospezifisch tritiierte Mevalonate cingesetzt.

2. Einbauversuche. - Markiertes Natrium-mevalonat wurde wie friither be-
schrieben [1] [13] zu wachsenden Kulturen von Myrothecium roridum, Stamm 1135,
gegeben, die radioaktiven Metabolite, hauptsiichlich Verrucarin A (1) und Roridin A
(2), isoliert und mit K,CO, bzw. KOH in Methanol hydrolysiert. Die verabreichten
Vorliufer und die Radioaktivitit der isolicrten Verbindungen sind in Tabelle 1 auf-
gefiihrt. Der Einbau von (3 R)-[5-"C}-Mevalonat in Verrucarol (4) diente als Basis
ftr alle weiteren Versuche, die mit racemischem 3(R,S)-Mevalonat durchgefiihrt
wurden, denn er zeigt, dass in der Tat das natiirliche Enantiomere der Baustein des
Trichothecangeriists ist, ein Sachverhalt, der bisher von allen Autoren als selbst-
verstdndlich vorausgesetzt worden ist, ohne experimentell bewiesen zu sein.

3. Bestimmung der Radioaktivitdtsverteilung in Verrucarol. - Aus Tabelle 1
ist ersichtlich, dass sich nach Einbau von (3 R)-[5-4C]-Mevalonat in Verrucarin
A (1) erwartungsgemiss ca. ein Viertel der Radioaktivitit im Verrucarinolacton
und drei Viertel im Verrucarol (4) befinden. Zur Lokalisierung der Radioaktivitit

Y) Einige der Resultate waren Gegenstand vorldufiger Mitteilungen; vgl. [11] [12].
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in der Verrucarolmolekel dienten die nach Verabrcichung von doppelt markiertem
[2-3H,, 2-19C}-Mevalonat durch Hydrolyse von Verrucarin A (1) und von Roridin A
(2) erhaltenen Verrucarol-Priparate. Durch dic im Schema 7 dargestellten Reaktionen
liessen sich die C-Atome C(4), C(8), C(10), C(15) und C(16) des Verrucarols (4) erfas-
sen. Auf den Nachweis der Tritiumaktivitit an C(14) wurde verzichtet, da bereits
durch frithere orientiercnde Versuche [14] gezeigt worden war, dass dieses C-Atom
aus C(2) von Mevalonat stammt. Oxydation von Verrucarol mit CrO,/H,S0, in
Aceton ergibt den Ketoaldehyd 3 {15], womit die H-Aktivitit an C(4) erfasst wird.
Epoxydation von Verrucarol mit m-Chlorperbenzoesiure in Chloroform/Ather liefert
das 94,106-Epoxid 6 als Hauptprodukt, das jedoch nicht fassbar ist, da es unter
intramolekularem Angriff der 15-Hydroxygruppe an der (C(9)-0)-Bindung in den
Hydroxyither 10 [16] itbergeht. Oxydation von 10 ergibt das Diketon 14. Durch diese
Reaktionen lassen sich die 3H-Aktivititen an C{4) und C(10) bestimmen. Dass C(15)
nicht markiert ist, ist schon frither gezeigt worden [14). Durch Oxydation der Allyl-
stellung der A4®-Doppelbindung sollte sich Tritium auch an C(8) nachweisen lassen.
Zu diesem Zwcecke wurde Di-O-acetyl-verrucarol (5) mit ScO, in Dioxan behandelt
und mit CrO4/H,S0, in Aceton nachoxydiert. Nach chromatographischer Trennung
des Rohprodukts an einer Kieselgelsiule und auf Dickschichtplatten wurden die
beiden einheitlichen Verbindungen 7 und 8 erhalten. (Da das Edukt mehrere allyli-
sche Stellungen aufweist, sind auch mehrere Oxydationsprodukte zu erwarten.) Die
Struktur des Aldehyds 8 ergab sich zunfichst aus dem IR.-Spektrum (typische Schwin-
gungen fir die «,S-ungesittigte Aldehydgruppe bei 1690, 2720 und 2830 cm™?), dem
UV.-Spektrum (Maxima bei 222 nm (log e = 4,12) und 322 nm (log £ = 1,48)) sowie
aus dem Massenspektrurn (M+ bei m/fe 364) und dem *H-NMR.-Spektrum. Im letzte-
ren liessen sich alle wichtigen Signale zuordnen (vgl. Tab. 2). Beim zweiten Oxyda-
tionsprodukt handelt es sich um das a, f-ungesittigte Keton 7. Kristalle wurden erst
nach Entacetylierung, die zu 11 fiihrte, erhalten. Der Konstitutionsbeweis fir 11
(und damit auch fiir 7) stiitzt sich auf das IR.-Spektrum mit der fiir «, f-ungesittigte
Sechsringketone typischen Schwingung bei 1600 ¢cm~! (weitere fiir Verrucarol (4)
charakteristische Banden bei 1080 und 960 cm' 1) ; das UV.-Spektrum (Maxima bei
224 nm (log & = 3,84) und 317 nm (log & = 1,55)), das Massenspektrum (M+ bei m/e
280) und das 'H-NMR.-Spektrum (vgl. Tab. 2).

Das nach Einbau von [2-3H,,2-14C}-Mevalonat (*H:'4C = 9,6) in 1 oder 2 erhal-
tene Verrucarol (4) wies ein (3H :24C)-Verhiltnis von 7,56 (Priparat aus Verrucarin A)
bzw. 7,4 (Priparat aus Roridin A) auf, was 4,6 Tritiumatomen entspricht, Die Ab-
weichung vom crwarteten Wert von 5 Tritiumatomen kénnte auf einer reversiblen
Reaktion der Prenylisomerase beruhen [17]. Aus Griinden der Bilanz sind in Tabelle 1
jeweils auch die Radioaktivititen der isolierten sauren Hydrolysenprodukte ver-
merkt, Der Verlust von einem Fiinftel der Tritiumaktivitit bei der Oxydation von
Verrucarol (4) zum Ketoaldehyd 3 zcigt, dass C(4) von 4 ein Tritiumatom trigt. Im
ungesittigten Keton 7, das aus dem aus Roridin A stammmenden Verrucarolpriparat
bereitet wurde, sind noch drei Flinftel der Tritiumaktivitit des Verrucarols vorhan-
den, was beweist, dass zwei Tritiumatome an C(8) vorhanden sind.

Interessant ist, dass das zweite Oxydationsprodukt, der ungesittigte Aldehyd 8
(da er ankinglich nicht kristallisierte, wurde er in das 2,4-Dinitrophenylthydrazon 9
iibergefithrt), fast die doppelt so grosse mol-spezifische Tritiumaktivitit wic Verru-
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carol (4) aufweist. Dieser Befund ist durch den kinetischen Isotopeneffekt zu er-
kliren. In einer Molekel Verrucarol befindet sich héchstens ein einziges Tritiumatom
an einer der moglichen Stellungen. Erst eine Vielzahl von Molekeln ergibt das beo-
bachtete Markierungsmuster. Bei der SeO,-Oxydation von 5 konkurrieren C(8) und
C(16) miteinander. Molekeln mit auch nur einem Tritium-Atom an C(8) werden an
dieser Stelle ca. 20mal langsamer oxydiert als solche mit nur Wasserstoff an C(8).
Infolgedessen werden diejenigen mit Tritium an C(8) bevorzugt an C(16) oxydiert,
da sich dort kein Tritium befindet, welches die Reaktion verlangsamt. Durch die
Oxydation werden deshalb die Molekeln mit Tritium an C(8) ausgewihlt und im
Aldehyd 8 angereichert, wodurch sich dessen Tritiumgehalt erhttht. Die entsprechende
Verminderung der Tritiumaktivitdt im 8-Oxo-Derivat 7 ldsst sich nicht feststellen,
da dort das Tritium vollstindig ausgewaschen wird.

Dieser kinetische Isotopeneffekt kann als direkter Beweis fiir die Tritiummarkie-
rung an C(8) in Verrucarol (4) betrachtet werden. Ein Beweis fiir die Abwesenheit
von Tritium an C(10) liefert der Diketodther 14, der noch vier der urspriinglichen
fiinf Tritiumatome enthilt. Bei dieser Umwandlung ist lediglich das Tritiumatom
an C(4) verloren gegangen4).

Die Versuche mit (3R)-[(25)-2-*H]/(35)-[(2R)-2-*H|- und (3S5)-[(25)-2-*H}/
(3 R)-[(2R)-2-*H]-Mevalonat bezweckten die Abklirung der Stereochemie der Hy-
droxylierung an C(4) des Trichothecan-Geriists (vgl. Schema 2). Aufgrund der oben
beschriebenen Versuche mit (3 R)-[5-14C}-Mevalonat ist gezeigt, dass aus den verab-
reichten Racematen jeweils nur das (3 R)-Enantiomere in Verrucarol cingebaut wird.
Nach Einbau von (3 R)-((25)-2-*H]-Mevalonat und Oxydation des erhaltenen Verru-
carolptiparats 4a zum Ketoaldehyd 3a sind noch ca. zwei Drittel der Radioaktivitit
vorhanden, d.h. ein Drittel ist bei der Oxydation der 4-Hydroxygruppe verloren
gegangen. Wird hingegen das Diastereoisomere (3 R)-[(2R)-2-*H]-Mevalonat in
Verrucarol (4b) eingebaut, so dndert sich die Tritiumaktivitit bei der Umwandlung
in den Ketoaldehyd 3b nicht. Dies bedcutet, dass dicses Verrucarolpriparat an C(4)
kein Tritium enthalten hat.

4. Diskussion der Ergebnisse. — Aus den Versuchen mit den stereospezifisch
tritiierten Mevalonatpréiparaten geht hervor, dass die Orientierung der Hydroxyl-
gruppe an C(4) des Verrucarols der des «pro-2 R»-Wasserstoffatoms des Mevalonats
entspricht und dass die Hydroxylierung von C(4) insgesamt unter Retention der
Konfiguration erfolgt. Diese Schlussfolgerungen sind im Einklang mit denjenigen,
die fiir Trichothecin und Trichodermol (Roridin C) gezogen wurden, und gelten
unter der Annahme, dass die Bildung der Farnesyl-Zwischenstufe in der bei der Bio-
synthese von Squalen beobachteten Weise erfolgt [18). Da wir durch Einbau von
(3 R)-[5-4C]-Mevalonat in Verrucarol den Einbau des (3 R)-Enantiomeren nachge-
wiesen haben, kénnen wir aufgrund der beiden weitcten Versuche mit den stereo-
spezifisch tritiummarkierten Mevalonaten (vgl. Schema 2) das (3S)-Isomere der

4)  Bei der Berechnung der Anzahl Lritiumatome in Verrucarol (4) aus dem (3H:4C)-Verhaltnis
des Verrucarols und demjenigen dcs Vorldufers, ergeben sich nicht-ganzzahlige Werte. Dies
ist anf cinen Tritiumverlust im Mevalonat durch Austausch vor dem Einbau zuritckzufihren.
Zu ganzzahligen Werten fir die Tritiumatome fiir Verrucarol und die Umwandlungsprodukte
gelangt man, wenn man fiir das (#H:1C)-Verhdltnis des Vorliufers den Wert von 8,8 anstelle
von 9,6 cinsetzt.
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Schema 2
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3a  (60% 3H) 3b  (100% 3H)

Mevalonsdure als biogenetischen Baustein des Verrucarols ausschliessen. Wiirde
neben dem (3 R)-[(2 R)-2-*H]-Mevalonat auch das (35)-[(25)-2-3H]-Isomere cinge-
baut, so miisste an C(4) des Verrucarols (4b) Tritium zu finden sein, denn beim
Verrucarol 4a riihrt das Tritium vom (25)-Wasserstoff des Mevalonats her.

Was den weiteren Weg der Biogenese des Trichothecangeriists betrifft, der iiber
Geranylpyrophosphat [19] und all-frans-Farnesylpyrophosphat [7] |9] fiihrt, haben
wir kiirzlich anhand des Verrucarols weiteren Einblick in die beteiligten Reaktions-
mechanismen erhalten [9]. Diese haben durch die in der folgenden Mitteilung [20]
beschriebenen Versuche weitere experimentelle Bestitigung erfahren,

Wir danken dem «Schweizevischen Nationalfonds suy Firderung der wissenschaftlichen For-
schungs und der Sandoz A.G., Bascl, for dic grossziigige Uinterstiitzung unserer Arbeit.

Experimenteller Teil

1. Allgemeines. - Siche die entsprechendcn Angaben in [1].

2. Kulturversuche. — 2.1. Allgemesines. Néhrlosuny: 7 ¢ «Casamino acidss, 2 g KH,PO,,
2 g Mg80,, 71,0, 20 g Glucese, 2 g Malzextrakt, 2 g Pepton, 2 g Hefeextrakt ad 1 | aqua dest.
pH 5,28 (nicht eingesteilt).

In einem Fermenter wurden 10 1 sterilisicrte Nihrlssung vorgelegt und unter sterilen Be-
dingungen mit 50 ml Sporensuspension von Myrothecium rovidum, Stamm S 1135, geimpft. Das
Wachstum des Pilzes erfolgte bei 27° unter Rithren (450 rpm) und T.uftdurchfluss (0,4 | pro |
Kulturldsung und Min.).
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2.2. Zugabe von [2-2H,, 2-MC|-Natrium-mevalonat. 50 Std. nach Impfung der Kulturbrithe
wurden zu zwei 10-Liter-Fermentern mittels eincr Millipore-Sterilfilterspritze 0,5 mCi[2-4CJ- und
5,0 mCif2-*t],]-Natrinm-mevalonatldsung zu gleichen Teilen gegeben. 41 Std. nach Zugabe des
Vorldufers wurden die 20 1 Kulturldsung mit Essigester extrahiert und der Rohextrakt (34 g) an
2 kg Kieselgel chromatographiert. Als Eluierungsmittel diente Methylenchlorid, dem steigendc
Mengen an Mcthanol zugesetzt wurden. Die Substanzen wurden durch DC. und IR.-Spektren
identifiziert.

Aus den Fraktionen 40-55 (3,11 g, cluiert mit 0,75% Mcthanol-Zusatz) resultierten nach
nochmaliger Reinigung an 320 g Kieselgel 2,325 g reines Verrucarin 4 (1). Fiir dic Radicaktivitits-
bestimmung wurde aus Methylenchlorid/Ather Smal umkristallisiert, 8 Std. bei 40° und 0,02 Torr
getrocknet: 3. Kristallisat: 21900 dpm/mg 3H, 3110 dpm/mg 14C; 4, Kristalljsat: 22000 dpm/
mg 3H, 3140 dpm/mg 4C; 5. Kristallisat: 21 600 dpm/mg *H, 3130 dpm/mg 14C.

Die Fraktionen 68-79 (ca. 15 g), eluicrt mit 29, Methanol-Zusatz, enthielten zur Hauptsache
Roridin A. Aus Fraktion 72 (3,1 g) konntc durch Kristallisation aus Methylenchlorid/Ather reines
Roridin 4 (2) erhalten werden. Fiinfmal umkristallisicrl, 8 Std. bei 40° und 0,02 Torr getrocknet :
3. Kristallisat : 15600 dpm/mg 3H, 2170 dpm/ing 14C; 4. Kristallisat: 15200 dpm/mg 3H, 2180 dpm/
mg MC; 5. Kristallisat: 15100 dpm/mg 3H, 2180 dpm/mg 1C.

2.3. Zugabe wvon (IR)-[(25)-2-3H][(35)-[(ZR)2-*H]-Natrium-mevalonat. In zwei 10-Liter-
Fermentern wurde total ¢,25 mCi(3R)-[{25)-2-*H]/(35)-[(2 R)-2-35{]-Natrium-mevalonat der spe-
zifischen Aktivitdt von 60 mCi/mmol gleichmissig vertcilt zur Nihrldsung gegeben. Nach Sterili-
sation und Zichtung des Mikroorganismus wurde die Kulturlésung mit }issigester extrahicrt und
der Rohextrakt (14 g) an 1 kg Kieselgel mit Methylenchlorid anslog zu Versuch 2.2. chromato-
graphiert. Dic Fraktionen 36-42 (646 mg, cluiert mit 0,9% Methanol-Zusatz) ergaben nach
Kristallisation aus Aceton/Ather 405 mg reines Verrucavin A (1), das noch 2mal umkristallisiert
wurde. Radioaktivititsbestimmung®) nach Trocknen bei 80° und 0,01 Torr wibrend 14 Std.:
1. Kristallisat: 650 dpm/mg ?H; 2, Kristallisat: 740 dpm/mg 3tI; 3. Kristallisat: 660 dpm/mg 3H.

Di¢ Fraktionen 57-63 (1,318 g, cluiert mit 1,5% Meothanol-Zusatz) crgaben nach Kristallisa-
tion aus Aceton/Ather 388 mg reines Roridin 4 (2), das noch 3mal umkristallisiert wurde. Radio-
aktivitatsbestimmung?) nach 15 Std. Trocknen bei 7¢° und 0,01 Torr: 2. Kristallisat: 490 dpm/
mpg 3} ; 3. Kristallisat: 470 dpm/mg *H; 4. Kristallisat: 480 dpm/mg StI.

2.4. Zugabe von (3R)-{(2 R)-2-2H]/(3 S)-{2 8)-2-3H)-Nutrium-mevalonat. Analoge Zachtung des
Stammes S 1135 von Myrothecium rorvidum uniler Zusatz von total 0,25 mCi(3R)-[(2R)-2-3H]/
(35)-[(25)-2-3H]-Natrium-mevalonat der spezifischen Aktivitit von 60 mCi/mmol und Extraktion
mit Essigester.crgab 10,9 g Rohextrakt, der an 1 kg Kicselgel chromatographiert wurde.

Dic Fraktionen 35-41 (800 mg) esgaben nach Kristallisation aus Aceton/Ather 383 mg rohcs
Verrucarin 4 (1), das noch 3mal umkristallisicrt wurde. Nach DC. warcen die letzten drei Kristal-
lisate rein. Radioaktivititshestimmung®) nach Trocknen wiahrend 14 Std. bei 80° und 0,01 Torr:
1. Kristallisat: 330 dpm/mg 3 ; 2. Kristallisat: 260 dpm/mg 31T; 3. Kristallisat: 270 dpm/mg 3I1.

2.5. Kultuyversuch mit Zugabe von (3 R)-[5-14C]-Natrium-mevalonat. Zu 5 1 sterilisierter Kultur-
lsung wurde 0,01 mCi steril filtrierte (3.R)-(5-1C]-Natrium-mevalonatldsung gegeben und mit
0,5 1 ciner Vorkulturlisung angcimpft, Nach 70 Std. wurde dic Kulturldsung mit Essigester
extrahiert und der gewonnene Rohextrakt (3,977 g) an 500 g Kicselgel chromatographiert. Durch
Zugabe von 0,5%/,, Mcthanol zum Methylenchlorid nach jeder zweiten Fraktion (je 500 ml) wurde
die Polaritat langsam gesteigert.

Die Fraktionen 28-31 ergaben 180 mg unrcines Verrucarin 4 (1), welches fiir die Radio-
aktivititsbestimmung noch 6mal aus Methylenchlorid/Ather umkristallisiert wurde, Die Kristal-
lisate 4, 5 und 6 waren nach DC. einheitlich; sie wurden 1 Std. bei 70° und 0,02 Torr getrocknet,
4. Kristallisat: 59 dpm/mg 1C; 5. Kristallisat: 60 dpm/fmg C; 6. Kristallisat: 64 dpm/mg 1C.

Die Fraktionen 54-57 (870 mg} cnthielten hauptsichlich Roridin A. Aus 100 mg Material der
Fraktion 54 (447 mg) konnten durch prip. DC. an einor 20 % 20 cm Platte 66 mg reines Roridin A
(2) erhalten werden. Aus Mothylenchlorid/Ather wurden 5 sukzessive Kristallisate hergestellt und
1 Std. bei 70° und 0,02 Torr getrocknet. 4. Kristallisat: 121 dpm/mg 14C; 5. Kristallisat: 120 dpm/
mg 14C; 6. Kristallisat: 118 dpm/mg 4C,

% Dic Radicaktivitit wurde nach der Kolbenverbronnungsmethode bestimmt. Bei dieser
geringen Aktivitit ist ein Fehler vor 4 10%, zu erwarten.
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3. Abbaureaktionen. - 3.1. Hydrolyse von radioaktivemn Verrucorin A (1) und Rori-
din A (2). — Verrucarin A (1) wurde nach Guizwiller & Tamm [21] hydrolysiert. Fur die
Radioaktivititsbestimmung der Muconsiure wurde der Dimethylester hergestellt, Roridin A (2)
wurde nach Bhuner & Tamm [22] hydrolysicrt. Die Roridinsinre wurde mit Diazomethan verestert
und in Gegenwart von Pd/C zum Tetrahydrororidinsiurc-dimethylester hydricrt. Es resulticrten:

a) Nach Einbau von [2-3H,, 2-4C]-Mevalonat:

Verrucarin A (1) der mittlcren Aktivitit von 22000 dpm/mg *H und 3140 dpm/mg 4C.

Verrucarol (4), aus Ather 6mal umkristallisiert und 5 $td. bei 80° und 0,01 Torr getrocknet:
4. Kristallisal: Smp. 163-164°, 36300 dpm/mg *H, 4800 dpm/mg MC; 5. Kristallisat: Smp.
163-164°, 36600 dpm/mg 3H, 4790 dpm/mg 14C; 6. Kristallisat: Smp. 163-164°, 36 800 dpm/mg H,
4820 dpm/mg WC,

Verrucarinolacton, aus Ather umkristallisiert und 5 5td. bei 22 und 0,01 Torr getrocknet:
1. Kristallisat: Smp.103-104", 14 500 dpm/mg ®11,3310 dpm/mg 14C; 2. Kristallisat : Smp. 103-104°,
14200 dpm/mg *H, 3290 dpm/mg UC; 3. Kristallisat: Smp. 103-104°, 14300 dpm/mg *H, 3300
dpm/mg 14C.

Muconsiure-dimcthylester, aus Ather umkristallisiert und 5 Std. bei 22 und 0,05 Totr ge-
trocknet; Smp. 75-76°; zeigte keinc ¥H- und “C-Aktivitat,

b) Nach Einbau von (3R)-[(25)-2-3H }{(3S)-((ZR)-2-°H - Mevalonat:

Verrucarin A (1} der durchschnittlichen Akfivitit von 683 dpm/mg 2H.

Verrucarol (4), aus Aceton/Ather umkristallisicrt und 14 Std. bei 80° und 0,01 Lorr getrocknet :
2. Kristallisat: 1400 dpm/mg 3H; 3. Kristallisat: 1400 dpm/mg 3H; 4. Kristallisat: 1370 dpm/
mg 3H.

Verrucarinolacton, aus Ather umkristallisiert und sublimiert, Smp. 103-104¢: 1. Sublimat:
40 dpm/mg *H; 2. Sublimat: 15 dpm/mg 3H.

¢) Nach Einbau von (3R)-[(2R)-23H1/(35)-[(25)-2-211]-Mevalonat:

Verrucarin A (1} der durchschnittlichen Aktivitit von 287 dpm/mg 3EH.

Verrucarol (4), aus Aceton/Ather umkristallisiert und 14 Std. bei 80° und 0,01 Torr getrocknet,
Smp, 157-160°: 4. Kristallisat: 370 dpm/mg 3H ; 5. Kristallisat: 330 dpm/mg 3H; 6. Kristallisat:
360 dpm/mg 3H,

Verrucarinolacton, Smp. 103-104°: 1. Sublimat: 498 dpm/mg 3H; 2. Sublimat: 458 dpm/
mg 3H.

d) Nach Einbau von (IR)-[5-C)-Mevalonal:

Verrucarin A (1) der durchschnittlichen Aktivitit von 62 dpm/mg 1C.

Verrucarol (4}, aus Aceton/Ather umkristallisiert und 1 $td. bei 70” und 0,01 “Torr getrocknet,
Smp. 162-163°: 2. Kristallisat: 81 dpm/mg 4C; 3. Kristallisat: 80 dpm/mg ¥C; 4. Kristallisat:
81 dpm/mg 4C.

Verrucarinolacton, aus Athcr umkristallisiert und 4 Std. bei 22° und 0,01 Torr getrocknet,
Smp. 103-104°: 1. Kristallisat: 61 dpm/mg 14C; 2. Kristallisat: 62 dpm/mg 19C; 3. Kristallisat:
62 dpm/mg 1C.

¢) Nach Einbau von [2-8Hg, 2 13C]-Mevalonat:

Roridin A (2) der mittleren Aktivitat von 13700 dpm/mg 311 und 2300 dpm/mg 4C.

Verrucarol (4), aus Mcthylenchlorid/Ather umkristallisiert und 5 $td. bei 80° und 0,01 Torr
getrocknet, Smp. 163-164°: 1. Kristallisat: 18490 dpm/mg ®H, 2510 dpm/mg 4C; 2. Kristallisat:
18130 dpm/mg 9H, 2430 dpm/mg 14C; 3. Kristallisat: 17690 dpm/mg *H, 2440 dpm/mg MC,

Tetrahydrororidinsidure-dimethylester, nach Chromatographic destilliert und bei 100° und
0,01 Torr getrocknet: 1. Destillat: 7770 dpm/mg *H, 1650 dpm/mg14C; 2. Destillat: 7570 dpm/mng
3H, 1640 dpm/mg 14C: 3. Destillat: 7760 dpm|mg *H, 1700 dpm/mg 14C.

3.2, Oxydation von Verrucaral (4) zum Keroaldehyd 3. - a) Nack Linbau wvon
(3R)-((28)-2-*H]{(35)-[(2R)-2-3H )-Mevalonat. 101 mg 4 der durchschnittlichen Aktivitit von
1390 dpm/mg 3H wurdc nach Guézwiller et al. [15] mit 0,23 m) Cr(,-Reagens (8n)%) in Aceton
oxydicrt. Nach dblichem Aufarbciten mit Ather resulticrten 93 mg roher Ketoaldehyd 3, der aus
Ather/Petrolather kristallisierte und noch 4ma) umkristallisiert wurde. Nach DC. (Flicssmittel:

%) Stammldsung: 2,67 g CrOQ4 + 2,5 ml konz. H,SO, + H,0 ad 10 mlL
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Methylenchlorid mit 5% Methanol) warcn die lctzten Kristallisate rein und identisch mit anthen-
tischem Material. 4 Std. bei 80° und 0,01 Torr getrocknet: 3, Kristallisat: Smp. 161-171°,
832 dpm/mg 3H; 4. Kristallisat: Smp. 162-172°, 851 dpm/mg 3H; 5. Kristallisat: Smp. 162-172°,
834 dpm/mg %H.

b) Nach Einbau von (3R)-[(2R)-2-*H]/(35)-[(2S)-2-2H]-Mevalonat. Bchandlung von 110 mg
Verrucarol (4) der durchschnittlichen Aktivitit von 367 dpm/mg 3H analog zu 3.2.a) crgab nach
Kristallisation dcs Rohprodukts (94 mg) aus Ather/Petrolather 61 mg Ketoaldebyd 3 vom Smp.
161-172°. 3 wurde noch 3mal umkristallisiert; nach DC. warcn die letzten drei Kristallisate rein
und identisch mit authentischem Material. — Fir die Radioaktivititsbestimmung wurde 4 Std.
bei 80° und 0,01 Torr getrocknet: 2. Kristallisat: Smp. 161-170°, 396 dpm/mg 3H ; 3. Kristallisat:
Smp. 162-171°, 392 dpm/mg 3H; 4. Kristallisat: Smp. 162-173°, 392 dpm/mg SH.

¢) Nach Einbau von [2-3H,, 2-18C]-Mevalonat (Verrucarol (4) aus Verrucavin A (1)). Behandlung
von 55 mg Verrucarol der durchschnittlichen Aktivitat von 36500 dpm/mg 3H und 4800 dpm/mg
4C analog zu Versuch 2.3.a) ergab nach Kristallisation des Rohprodukts (35 mg) aus Ather/
Petrolather 19 mg Ketoaldehyd 3 vom Smp. 163-171°. - Fur die Radioaktivititsbestimmung
wurde noch 3mal sukzessive kristallisiert und 5 Std. bei 80° und 0,01 Torr getrocknet: 2. Kristal-
lisat: Smp. 163~171°, 32300 dpm/mg 3H, 4790 dpm/mg 14C; 3. Kristallisat: Smp. 163-171°,
31700 dpm/mg ®H, 4700 dpm/mg 14C; 4. Kristallisat: Smp. 163-173°, 32200 dpm/mg 3H, 4700
dpm/mg 1C,

d) Nach Einbau von [2-8H,, 2-C)-Mevalonat {Verrucarol (4) aus Roridin A (2)). Behandlung
von 51 mg Verrucarol der durchschnittlichen Alktivitit von 18100 dpm/mg 9H und 2400 dpm/mg
14C analog zu Versuch 3.2.4) ergab 48 mg Rohprodukt. Nach Reinigung mittels prap. DC. resultier-
ten 25 mg kristalliner Ketoaldehyd 3. — Fiir die Radioaktivititshestimmung wurde noch 3mal aus
Ather kristallisiert und wahrend 5 Std. bei 50° und 0,01 Torr getrocknet: 1. Kristallisat: Smp.
166-169°, 14830 dpm/mg *H, 2480 dpm/mg 4C; 2. Kristallisat: Smp. 168-171°, 14860 dpm/mg3H,
2500 dpm/mg UC; 3. Kristallisat: Smp. 168-171°, 14810 dpm/mg 3H, 2500 dpm/mg 24C.

3.3, Umsetzung von Verrucarol (4) (nach Einbau von [2-3H,, 2-14C]-Mevalonat) mit
m-Chlorperbenzoesiure und Oxydation zum Diketon 14. — 3.3.1. Mit Verrucarol (4) aus
Roridin A (2). Einc Losung von 95 mg 4 der durchschnittlichen Aktivitit von 18100 dpm/
mg *H und 2430 dpm/mg “C in 4 m] Chloroform wurde mit einer Lésung von 337 mg m-Chlorper-
benzoesdure in 4 ml Ather bei 0° vercinigt und 68 Std. bei 22° stehengelassen, Nach Zugabe von
ges. NaCl-Losung, welche Na,5,0,, Na,CO, und KJ geltst cnthielt, wurde 3mal mit Methylen-
chlorid extrahiert, mit ges. NaCl-Lisung neutralgewaschen und mit MgSO, getrocknet, Das Roh-
produkt (101 mg) wurde in 20 ml Aceton bei 0° mit 0,3 ml CrO,-Reagens (8N)8) oxydiert. Nach
Zugabe von 10 ml Wasser und 1 ml Methanol wurde das Aceton im Vakuum entfernt. Nach
iiblichern Aufarbeiten mit Methylenchlorid resultiertcn 82 mg Rohprodukt, welches durch
Kristallisation aus Methylenchlorid/Ather 36 mg krist. Diketon 14 lieferte. — Fir die Radio-
aktivititsbestimmung wurde noch 6mal kristallisicrt und wahrend 5 5td. bei 80° und 0,01 Torr
getrocknet; Smp. 243-246°: 4. Kristallisat: 14280 dpm/mg "H, 2330 dpm/mg MC; 5. Kristallisat:
14390: dpm/mg 3H, 2340 dpm/mg 1C; 6. Kristallisat: 14480 dpm/mg 3H, 2380 dpm/mg 14C.

3.3.2. Mit Vesrucarol (4) aus Verrucarin A (1). Bchandlung von 95 mg 4 der mittleren Aktivitit
von 36 500 dpm/mg 3H und 4800 dpm/mg 14C analog Versuch 3.3.7. ergab nach Kristallisation des
Rohprodukts (84 mg) aus Methylenchlorid/Ather 42 mg Diketon 14, welches fiir die Radio-
aktivititsbestimmung noch 3mal kristallisiert und wihrend 15 Std. bei 80° und 0,01 Torr ge-
trocknet wurde: 2. Kristallisat: Smp. 220-242°, 28100 dpm/mg 3H, 4570 dpm/mg 1C; 3. Kristal-
lisat: Smp. 241-246°, 27700 dpm/mg 3H, 4470 dpm/mg 4C; 4. Kristallisat: Smp. 244-246°,
27200 dpm/mg 3H, 4890 dpm|mg 1C.

3.4. Oxydation von Verrucarol (4) (nach Einbau von [2-3H,,2-14C]-Mevalonat) mit
Se0, — 3.4.1. Mit Verrucarol (4) aus Rovidin 4 (2). 200 mg Verrucarol 4 wurden nach
Guizwiller et al. [15] mit Acetanhydrid und Pyridin acetyliert. Das resultierende Di-O-Acetyi-
verrucarol (§) wurdc in 25 ml abs. Dioxan bei 80° mit 110 mg SeQ, (sublimiert) versetzt. Nach
15 Min. trat intensive Gelbfirbung ein; nach 90 Min. war alles SeQ, in I.6sung gegangen; 10 Std.
nach Reaktionsbeginn hatte sich schwarzes Sclen ansgoschieden; hierauf wurde das Dioxan ab-
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gedampft, Zmal Accton zugegeben und im Vakuum enticrnt. Der Rickstand wurde anschliesscnd
bei 0¢ in Aceton mit 0,3 ml CrOy-Losung (Bx)®) nachoxydiert. Nach Zugabe von 25 ml HgO und
1 ml Methanol wurde das Aceton im Vakuum entfernt. Nach tiblichem Aufarbeiten mit Methylen-
chlorid resulticrten 200 mg Rohprodukt, welches nach DC, uncinheitlich war, Durch Chromato-
graphie an 4 g Kieselgel mit Methylenchlorid, dessen Polaritit kontinuierlich dureh Zusatz von
Methanol gesteigert wurde, konnte aus den mit Methylenchiorid eluicrten Fraktionen, die bis 2%,
Methanol enthielten, 129 mg Material isoliert werden, welches im IDC. (Fliessmittel: Ather) vier
sichtbare Flecke gab. Die Substanzen waren im DC. sowohl nach Besprihen mit 2,4-Dinitro-
phenylhydrazinldsung?) als auch im UV. (254 nm) sichtbar, 72 mg dieses Rohprodukts wurden
mittels prap. DC. (20 x 20 cm Platte) in Ather/Petrolither 4:1 in funf verschiedene Zonen aui-
getrennt. Die polarste Zone war mit J, sichtbar und ergab 2 mg Substanz. Zone 2 (18 mg) reagicrte
stark mit 2,4-Dinitrophenylhydrazinlsung und absorbjcerte UV.-Licht. Zone 3 (31 mg) reagierte
schwach mit 2, 4-Dinitrophenylbydrazinlésung und absorbiertc ebenfalls UV.-Licht, Zone 4 (10 mg)
und Zone 5(0,3 mg) absorbierten schwach im UV.-Licht. Zonen 2 und 3 waren nach DC. nicht
einheitlich, sondern bestanden aus zwei sehr nahe beicinanderliegenden’ Flecken, wovon der
eine mit 2,4-Dinitrophenylhydrazinldsung?), der andere im UV, sichtbar war, Aus 129 mg
Rohprodukt der SeQ,- Oxydation konnten mittels prip. 1)C. 25 mg 16-Oxo-Derivat 8 und 50
mg 8-Oxo-Derivat 7 isoliert werden.

An 60 g Kieselgel, welches mit 6 g AgNO, in 6 ml H,O imprigniert war, wurde Zone 2 (35 mg)
mit Ather/Petrolither 4:1 chromatographiert. Von den 8 Fraktionen licferten dic Fraktionen 6
und 7 spontan aus Methylenchlorid/Petrolither 14 mg cinheitliches kristallines Di-O-acetyl-16-
oxo-verrucavol (8). Schmelzintervall 170-195°. [« = ~ 47° £ 1° (¢ = 0,085, Chloroform). —
IR, (CH4Cly, 50 mg/ml): u.a. Banden bei 2830 (CHO), 2740 (CHO), 1735, 1690, 1370, 1225, 1080,
1030, 980 cm™1, — UV.- (Athanol), Absorptionsmaxima in nm (log g): 222 (4,120), 322 (1,48). -
NMR.-Spektrum: vgl, Tab, 2. ~ MS.: Molekel-Ion bei m/e = 364. — Fiir die Radioaktivititsbestim-
mung wurde nochmals 3mal sukzessive kristallisiert und wihrend 5 Std. bei 50° und 0,01 Torr
getrocknet; Smp. 197-200°: 2. Kdstallisat: 21810 dpm/mg 1], 1740 dpm/mg H4C; 3. Kristallisat:
22710 dpm/mg %H, 1790 dpm/mg 4C; 4. Kristallisat: 22640 dpm/mg 8H, 1780 dpm/ing 14C.

50 mg Material aus Zone 3 wurden 2mal an 60 g Kieselgel, welches mit 6 g AgNO, in 6 ml
H,O imptégniert war, mit Ather/Petrolither 3:1 chromatographiert. Es resultierten 38 mg
Di-O-acetyl-8-0x0-verrucarol (7), welches nach 1DC. in vier verschiedenen Fliessmittclsystemen cin-
heitlich war, jedoch nicht kristallisierte. — IR. (CH,CL): u.a. Banden bei 1740, 1680, 1370, 1230,
1080, 1040, 970 cm™t, — NMR.: vgl. Tab. 2.

3.4.2. Mit Verrucarol (4) aus Verrucarin A (1). 127 mg 4 der mittleren Aktivitit von 36500
dpm/mg 3H und 4800 dpm/mg “C wurden mit Acctanhydrid und Pyridin wie ©iblich acetyliert
und das resulticrende Di-O-acetyl-veyrucarol (5) analog zu Versuch 3.4.7. in Dioxan mit SeO,
oxydicrt. Nach Nachoxydation mit CrO,-Reagens (8N)®) und Chromatographic an 3 g Kieselgel
resulticrten 70 mg Rohprodukt. In Abidnderung der Vorschrift von Versuch 3.4.7. wurde das
Rohprodukt in 3 ml Athanol gelést und mit 2,4-Dinitrophenylhydrazinlosung?) im Uberschuss
versetzt. Nach diblichem Aufarbeiten mit Methylenchlorid resultierten 93 mg Hydrazon 9. Durch
prip. DC. an zwei 20 x 20 em Platten mit Methylenchlorid konnte die sehr polare Substanz,
die praktisch am Start zuriickblich, von allen unpolaren Verunreinigungen befreit werden, Es
resultierten 53 mg cinheitliche krist. Substanz 9, welche fiir die Radioaktivititsbestimmung
noch 4mal aus Methylenchlorid/Methanol kristallisiert wurde. 3 Std. bei 80° und 0,05 Torr ge-
trocknet; Smp. 154-157°; 2. Kristallisat: 26250 dpm/mg ¥H, 2390 dpm/mg ¥C; 3. Kristallisat:
26640 dpm/mg 3H, 2440 dpm/mg 1C; 4, Kristallisat: 26940 dpm/mg 3H, 2320 dpm/mg 1C.

3.5. Hydrolyse von Di-0-acetyl-16-oxo-verrucarol (8). — Einc Losung von 4,4 mg
8 in 0,5 ml Mcthanol wurde mit 0,5 m{ 2N Na,CO,-L.8sung 5 Std. bei 60° gchalten. Nach Ab-
dampfen des Methanols im Vakuum resultierten nach ablichem Aufarbejten mit Methylenchlorid
3,2 mg Rohprodukt, welches nach DC. (Fliessmittel: Methylenchlorid mit 10% Mcthanol) noch
verunreinigt war. Reinigung durch prip. DC. ergab 2,1 mg 76-Oxo-verrucarol (12) vom Smnp,
204-207°, welches nach Misch-Smp. verschieden von 8-Oxo-verrucarol (11) war. — IR.-Spektrum
(KBr): u.a. Banden bei 3400 (-OH, breit), 2840 (CHQ), 2740 (CHO), 1680 (a,f-unges. CHO),

?) Reagens: 3 g 2,4-Dinitrophenylhydrazin in 15 ml konz. HySO, + 20 ml HyO + 17 ml Athanol.
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1080, 1050, 1020, 950 cm~*. - Die Radioaktivititsbestimmung ergab cin Verhaltnis von ®H:
BC = 12,56. Einzclwerte8): 20770 dpm/mg *H, 1650 dpm/mg 1C.

3.6. Hydrolyse des 2,4-Dinitrophenylhydrazons 9 von Di-O-acetyl-16-0x0-verru-
carol (8). — 3 mg9 wurden in 0,5 ml Aceton/Mcthanol 1:1 mit 0,5 ml 2§ Nay,CO, 12 Sid.
bei 22° hydrolysiert. Nach Erwiirinen aof 60° wihrend 1 Std. wurde nach diblicher Art mit Methyl-
enchlorid anfgearbeitot. Das Rohprodukt (2,1 mg) wurde mittels prap. DC. gercinigt. Es resultier-
ten 1,7 mg einheitliches 2, 4-Dinitrophenylhydyazon 13 von 16-Oxo-verrucarol (12). — IR. (KBr):
u,a. Banden bei 3450 (~OH, breit), 3290 (—NH, schwach), 2855, 1610, 1510 (—NO,), 1335 (—NO,),
1130, 1080, 960 cin~1L, — Dic Radioaktivititsbestimmung ergab ein Verbiltnis von SH: 4C = 12,10.
Einzelwerte®): 13929 dpm/mg 31I; 1151 dpm/mg 14C.

3.7. Hydrolyse von Di-0-acetyl-8-oxo-verrucarol (7). - Eine Lésung von 38 mg 7
in 2 m! Methanol wurde bei 22° mit 0,5 ml 2§ Na,CO,-Lisung 15 $td. stehengelassen. Nach Ent-
fernen dos Methanols im Vakuum und gblichem Aufarbeiten mit Methylenchlorid resulticrten
23 mg rohes 8-Oxo-verrucarol (11), wolches durch Kristallisation aus Methylenchlorid/Petrolither
11 mg Nadeln vom Smp. 202-206° crgab. [a]ff = + 7° 4+ 1° (¢ = 0,988, Chloroform). - IR.
{CH,Cly, 10 mg/ml): u.a. Banden bei 3450 (—OH), 1680 («, f-unges. C=0), 1080, 970 cm1, —
UV. (Athanol) Absorptionsmaxima in nm (log &): 224 (3,839), 317 (1,55). —- NMR.: vgl. Tab. 2. —
MS.: Molekel-Ion bei mfe = 280. -- Par die Radioaktivititsbestirthmung wurden vier sukzessive
Kristallisate hergestellt und wihrend 8 Std. bei 60° und 0,01 Torr getrocknet; Smp. 206-208°:
2. Kristallisat: 10390 dpm/mg 31, 2270 dpm/mg MC; 3. Kristallisat; 10250 dpm/mg *H, 2270
dpm/mg 14C; 4, Kristallisat: 10500 dpm/mg 3H, 2270 dpm/mg 14C.
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