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55, Biosynthese der Verrucarine und Roridine. Teil3. 
Der Einbau von (3R)-[5-'4C]-, [Z -W] -  und an C(2) stereospezifisch 

tritiiertern Mevalonat in Verrucarol 
Verrucarine und Roridinc, 29. Mittuilung [l] 

von Beat Miiller, RoJand Achini und Christoph Tamm 
Institut fur Organischc Chemic dor Vnivcrsitiit, 4056 Rase1 

(17. XII. 74) 

Summary. Separate experiments, involving incorporation of eithcr (3H)-lS-14C1-meva~lanate 
or each enantiomer of r2-9i]-rnevalonate into vcrrucarin A arid roridin A, indicatc: that hydroxy- 
lation at C(4) of thc tricothecane skeleton, to yiclcl vcrrucarcll (4), procecds with an overall 
retention of configuration; they confirm that C(H) and riot C(10) is derived specifically from C(2) 
or mevalonate. 

1, Einleitung. - Der Einbau von drci Molckcln vcrscbieden rnarkicrter Mevalon- 
same in Trichothecolon [Z]  [3] [4], Trichodermol (Koridin C) (:SJ und Caloncctrjn [3] 
hat dcn sesquitcrpenartigen Charakter dcs Tricliothccangeriists (61 gcmigt. Ausser- 
dem wurden dZ-trans-Farnesylpyrophosphat L7] und Trichodien 181 als Vorlaufcr 
von Trichothecolon erkannt. all-trarcs-~~rncsylpyrophosyhat ist auch ein Zwischcn- 
produkt in der Biosynthese des Vcrrucarols (4) [SI, des sesquiterpenoiden Bausteins 
des Antibiotica-Komplcxcs der Vcrrucarine und Roridine !lo]. 

Im folgenden berichten wir iiher dcn Einbau von I2-%]- und [2-3H]-markiertem 
Mevalonat in Vermcarol (4)l). Vor allcm galt cs abzukliren, ob C(8) oder C(10) dem 
C(2) der Mevalonslurc entspricht, was einen Hinwcis auf die Art dcr Faltung der 
Farnesolkette gibt . Urn naheren Aufschluss iilier dcn Mechanismus dcr spatcren 
Stufen zu erhalten, wurden auch stcreospezifisch tritiicrte Mevalonate cingesetzt. 

2. Einbauversuche. -- Markiertes Natrium-mev&mat wurdc wie fruher be- 
schrieben [I' r13J zu wachscnden Kulturen von Myrotheciwz vovidzcm, Stamm 1235, 
gegeben, die radjoaktiven Metabolite, hauptdchlich Vel-rucarin A (1) und Roridin A 
(2), isoliert und mit K,CO, bzw. KOH in Methanol hydrolysiert. Die verabreichten 
Vorlaufer und die Kadioaktivitgt der isolicrtcn Verbindungen sind in Tabelle 1 auf- 
gefuhrt. Uer Einbau von (3 R)-r5-'4C)-Mevalonal: in Verrucarol (4) diente als Basis 
flir alle weiteren Versuche, die rriit racemischcm 3( R, S)-Mevalonat durchgefiilnrt 
wurden, denn er zeigt, dass in der Tat das natiirliche Enantiomere der I3austejn des 
Trichothecangeriists ist, ein Sachverhalt, dcr bisher von allen Autorerk als selbst- 
verstandlich vorausgesetzt wordcn ist , ollne cxperimentell bewiesen zu sein. 

3. Bestimmung der Radioaktivitiltsverteilung in Verrucarol. .- Aus Tabelle 1 
ist ersichtlich, dass sich nach Einbau v m  (3 A)-[5-14C]-Mevalonat in Vcrrucarin 
A (1) erwartungsgemas ca. cin Viertel dcr ltadioaktivitat im Verrucarinolacton 
und drei Vjertel im Verrucarol (4) befinden. Zur I-okalisierung der l<acliwaktivitat 

l) 

-- --- 
Einigc dcr Resultate warm Gegenstand vorlOuiiger Mitteilungcn; vgl. [ll] [12]. 
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Schema 7 
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I 0  

I crq 

12 R = O  
13 R s DNPH 

AC = CH$O 
DNPH = 2.4 - Dinitrophmylhydrato 
Py = Pyridin 
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in dcr Vemcarolmolekcl dientcti die nach Vernbrcichung von doppelt markiertem 
rZ-3H2,2-IPCJ-Mevak)nat durch Hydrolyse von Verrucarin A (1) und von Roridin A 
(2) erhaltenen Verrucarol-Praparate. IJurcIi die irn Schema 7 dargestellten Rcaktionen 
liessen sich die C-Atomc C(4), C(8),  C(lO), C(1.5) und C(16) rlcs Varrucarols (4) erfas- 
scn. Auf den Nachwcis der Tritiumaktivitat an C(14) wurde verzichtct, da bereits 
durch friihcre orientiercnde Versuche [14] gmeigt worden war, dass dieses GAtorn 
aus C(2) von Mevalonat stammt. Oxydation von Verrucarol mit CrO$H,SO, in 
Aceton ergibt den Ketoaldeliyd 3 1151, womit die W-Aktivitat an C(4) erfasst wird. 
Epoxydation von Verrucarol mit m-Chlorperbenzoesaure in Chloroform/Ather liefert 
das 9B.l.OP-Epoxid 6 als Hauptprodukt, das jedoch riicht fassbar ist, da cs unter 
intramolekularem Angriff der 15-Hydroxygruppe an der (C(9)-O)-Bindung in den 
Hydroxyather 10 [MI iibergeht. Oxydation von 10 ergibt dac Dikcton 14. Durch d ies  
Reaktioncn lassen sich die 3H-Aktivitiititcn an C(4) und C(10) bestimmen. Dass C(15) 
nicht markiert ist, ist schon friiher gezeigt worden C14J. Durch Oxydation der Allyl- 
stellung der dw-Doppelbindung sollte dcli Tritium auch an C(8) nachweisen lassen. 
Zu diesem Zwccke wurde Di-O-acttt yl-verrucarol (5) mit ScO, in Dioxan behandelt 
und mit CrO,/H2SO4 in Aceton naclioxydiert. Nach diromatographischer Trennung 
des Rohprodukts an einer KieselgeL~aulc und auf Dickschichtplatten wurden die 
beiden einheitlichcri Vcrbindungen 7 und 8 erhalten. (Ds das Edukt mehrere allyli- 
sche Stcllungen aufweist, sind auch mehrerc Oxydationsprodukte zu erwarten.) Die 
Struktur des Aldehyds 8 ergab sich zunachst aus dem 1R.-Spektrum (typische Schwin- 
gungen fur die a,B-ungcsitittigte Aldehydgruppe bei 1690, 2720 und 2830 cm-l), dem 
UV.-Spektrum (Maxima bei 222 nm (log E = 4J2) und. 322 nm (log e = 1,48)) sowie 
nus dem Massenspektrum ( M f  hei m/e 364) und dern lH-NMK.-Spektrum. Im letzte- 
ren liesen sich alle wichtigen Signale zuordnen (vgl. Tab. 2). Reim zweiten Oxyda- 
tionsprodukt liandelt es sich urn das a,@-ungesattigte Kcton 7. Kristalle wurden erst 
nach Entacetylierung, die zu I1 ftihrte, erhalten. Der Konstitutionsbeweis fur 11 
(und damit auch fur 7) stutzt sich auf das 1R.-Spektrum rnit der fiir a,&ungesattigte 
Sechsringketone tyyischen Schwingung bci 1600 cm-l (weitere fur Verrucarol (4) 
charakteristische Banden bei 1080 und 960 em -I) ; das UV.-Spektrum (Maxima bei 
224 nm (log 6 = 334) und 317 nrn (log E = 1,55)), das Massenspektrum (M+ bei m/e 
280) und das 'H-NMR.-Spektrum (vgl. Tab. 2). 

Das nach Einbau von [Z-W2,2-1K]-Mevalonat (YH:14C = 9,6) in 1 oder 2 erhal- 
tene Verrucarol (4) wies ein (aH:14C)-Verh3ltnis von 7,56 (Praparat aus Verrucarin A) 
bzw. 7,4 (Praparat aus Koridin A) auf, was 4,6 Tritiumdomen entspricht. Die Ab- 
weichung vom crwarteten Wert von 5 Tritiumatomen konntc auf einer reversiblen 
Reaktion dcr Prcnylisomerase bcruhen [17]. Aus Griindcn dcr Bilanz sind in Tabelle 1 
jeweils auch die Kadioaktivitiitcn der isolierten smrcn Hydrolysenprodukte ver- 
merkt, Der Verlust von einem Fiinftel der Tritiumnktivitiit bei der Oxydation von 
Verrucarol (4) zum Ketoaldehyd 3 zcigt, dass C(4) von 4 ein Tritiumatom triigt. Im 
ungesattigten Keton 7, das aus dern aus Roridin A stammenden Verrucarolpraparat 
bereitet wurde, sind noch drci Fiinftel dex Tri tiumaktivitst dcs Verrucarols vorhan- 
den, was bcweist, dass zwei Tritiumatome an C(8)  vorhanden sind. 

Interessant ist, dass dss zweite Oxydationsprodukt, der ungesattigte Aldehyd 8 
(da er anfznglich nicht kristallisierte, wurde er in das 2.4-Dinitroplienylhydrazon 9 
iibergcfuhrt), fast die doppclt so grose rnol-spezilischc Tritiumaktivitat wic Verru- 
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carol (4) aufweist. Dieser Befund ist durch den kinetischen Isotopeneffekt zu cr- 
kl&en. In einer Molekel Verrucarol befindet sich hochstens ein eindges Tritiumatom 
an einer der moglichen Stellungen. Erst eine Vielzahl von Molekeln ergibt das beo- 
bachtete Markierungsmuster. Bei der Se0,-Oxydation von 5 konkurrieren C(8) und 
C(16) miteinander. Molekeln rnit auch nur einem Tritium-Atom an C(8) werden an 
dieser Stelle ca. 20mal langsamcr 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, wclches die Keaktion verlangsamt. Durch die 
Oxydation werden deshalb die Molekeln mit Tritium an C(8) ausgewahlt und im 
Aldehyd 8 angereichert, wodurch sich dessen Tritiumgehalt crhiiht. Die entsprechende 
Verminderung der Tritiumaktivitat im 8-0x0-Derivat 7 la& sich nicht feststellcn, 
da dort das Tritium vollstandig ausgewaschen wird. 

Dieser kinetische Isotopeneffekt kann ds direkter Beweis fiir die Tritiummarkie- 
rung an C(8) in Verrucarol (4) betrachtet werden. Kin Beweis fiir die Abwesenheit 
von Tritium an C(10) liefert der Diketoather 14, der noch vier der urspriinglichen 
fiinf Tritiumatome enthalt. Bei dieser Urnwandlung ist lediglich das Tritiumatom 
an C(4) verloren gegangenQ). 

Die Versuche mit (3 R)-[(2 S)-Z-aH]/(3 S)-L(2 R ) - P H , [  - und (3 S)-[ ( ZS)-2-3H]/ 
(3 R)-[(2 R)-2-SH]-Mevalonat bezweckten die Abklarung der Stereochemie der Hy- 
droxylierung an C(4) des Trichothecan-Gcriists (vgl. Schema 2). Aufgrund der oben 
beschriebenen Versuche mit (3 K)-[5-14C]-Mevalonat ist gezeigt, dass aus den verab- 
reichten Racematen jeweils nur das (3 K)-Enantiomcre in Verrucarol eingebaut wird. 
Nach Einbau von (3 R)-[(ZS)-Z-aH]-Mevalonat und Oxydation des erhaltenen Verru- 
carolpriiparats 4a zum Ketoaldehyd 3a sind noch cd. zwei Drittel der Radioaktivitat 
vorhandcn, d. h. ein Drittel ist bei der Oxydatiorl det 4-Hydroxypppe verloren 
gegangen. Wird hingegen das Diastereoisomere (3 R)-[(2 R)-2-%]-Mevalonat in 
Verrucarol (4b) eingebaut, so andert sich die l'ritiumdktivitat bei der Urnwandlung 
in den Ketoaldehyd 3b nicht. Dies bedcutet, dass dimes Verrucarolprtiparat an C(4) 
kein Tritium enthaltcn hat. 

4. Diskuselon der Ergebnisse. - Aus den Versuchen rnit den stereospezifisch 
tritiierten Mevalonatpraparaten geht hervor, dass die Oriontierung der Hydroxyl- 
gruppe an C(4) des Verrucarols der des 4#~0-2 R,-Wasserstoffatoms des Mevalonats 
entspricht und dass die Hydroxyliemng von C(4) insgesamt unter Retention der 
Konfiguration erfolgt. Dime Schlussfolgerungen sind im Einklang rnit denjenigen, 
die f i i r  Trichothecin und Trichodermol (Koridin C) gemgen wurden, und gelten 
unter der Annahme, dass die Bildung der Farnesyl-Zwischenstufe in der bei der Bio- 
synthese von Squalen beobachtcten Weise erfolgt [lSj. Da wir durch Einbau von 
(3 R)-[5-1'C]-Mevalonat in Verrucarol den Einbdu des (3 R)-Enantiomeren nachge- 
wiesen haben, k6nnen wir aufgrund dcr beiden weitcren Versuche rnit den stereo- 
spezifisch tritiummarkierten Mevalonatcn (vgl. Schema 2) das (3s)-Isomere der 

4) Bei dcr Berechnung der Anzahl Tritiumatome in Verrucarol (4) a m  dem (%I: 14C)-VcrhZiltnis 
des Verrucarols und demjenigen cics Vorlfiufcrs, ergoben sich nicht-ganzzahligo Wcrte. Dies 
ist auf cinen Tritiumverlust im MeValonat durch Auvtausch vor dcm Einbau zuriickzufuhren. 
Zu ganzzahligen Werten far die Tritiumattorne fur Verrucarol und die UmwandlungsproduMc 
gelangt man, wcnn man fiir das (*H:i4C)-Verh&ltnis dcs Vorlaufcrs den Wwt von 8,8 anstelk 
von 9,6 cinsetzt. 

--.- - 
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Schema 2 

[3H]- Verrucarin A 

40 Verrucarol (100% 3 H )  

i 

3r ( 60% 3H) 

(3R) -@R) -2-%!] (35)- [(2S)- 2-3HJ 
I ----- '  ?-- 

['HI - Verrucarin A 

4b Verrucarol (100% 3H) 
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MevalonsSlure als biogenetischen Baustein des Verrucarols ausschliessen. Wiirde 
neben dem (3 R)-[(2 A)-2-SH]-Mevalonat auch das (3S)-[(2S)-Z-~HH]-Isomere cinge- 
baut, so miisste an C(4) des Verrucarols (4b) Tritium zu finden scin, denn beim 
Verrucarol4a rtihrt das Tritium vom (2S)-Wasserstoff des Mevalonats her. 
Was den weiteren Weg der Biogenese des 'rrichothecangerits betrifft, der iiber 

Geranylpyrophosphat [19] und alttram-Farnesylpyrophosphat [7] 191 fiihrt, hdben 
wir kiirzlich anhand des Verrucarols wcitercn Einblick in die beteiligten Keaktions- 
mechanismen erhalten [9]. Diese haben durch die in dcr folgenden Mitteilung [ZO] 
beschriebenen Versuche weitere experimentclle Hestiltigung erfahren. 

Wir danken dem 4 Sckw,&erische~ Nationaljonds tuv Fiivdevulzg der wisssnschaftlachelc For- 
sckmnge und der Sarpdoz A.G., Basel, far die grosszljgigc Lnterstiitzung unserer Arbcit. 

Exprimenteller Teil 
1. Alfgemeines. - Siehe die entsprechendcn Angaben in [I]. 
2. Kulturversuche. - 2.1. AZZgemeines. NahrlBsung: 7 g tCasamino acids,, 2 g KH,PO,, 

2 g MgS0,,7H80. 20 g Glucose, 2 g Malzextrakt, 2 g Pepton, 2 g Hefcextrakt ad 1 1 aqua dest. 
pH 5.28 (nicht eingestellt). 

In einem Fermenter wurden 10 1 stcrilisicrte NLhrltisung vorgelcgt und unter sterilen Re- 
dingungen mit 50 ml Sporensuspension von Myrothecium rovidwm, Stamm S 1135, gcimpft. Das 
Wachstum dcs Alzes erfolgte h i  27" untcr Riihren (4.50 rpm) und 1.uftdurchfluss (0,4 I pro I 
Kulturliisung und Min.). 
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2.2. Zugabe uon C2-aff,,2-1bC]-Nat~~um-meva~on~t. 50 Std. nach Impfung der Kulturbriihe 
wurdeu zu zwei 1 0-Liter -Fermentctn m ittels eiiior Mill i pore- Stcrilf ilterspritzc 0,s mCi L2-W J- und 
5,0 mCi[2-3H,~-Natrium-mevalo~atlbtjung zu glcichen Teilcn gcgebcn. 41 Std. nach Zugabc des 
Vorlaufers wurdcn die 20 1 Kulturlbsung rnit Essigestcr extrahicrt und der Rohextrakt (34 g) an 
2 kg Kieselgcl chrornatographiert. Als Eluierungsmittel dicnte Methylenchlorid, dem steigendc 
Mengen an Mcthanol zugcsetzt wurden. Die Substanzcn wurden durch DC. und 1R.-Spektren 
identifiziert. 

Aus den Fraktionen 40 -55 (3.11 g. cluiert rnit 0,7.50/, Methanol-Zusatz) resultierten nach 
nochrnaliger Rcinigung an 320 g Kieselgel2,325 g reincs V e v v w ~ v i r t  A (1). Ftir dicr liadioaktivitidts- 
kstimmung wurde aus Methybnchlorid/&her 5mal umkristalljsiert, 8 Std. b d  40° und 0,02 Torr 
getrocknet: 3. Kristztllisat: 21900 dpm/mg 8H, 3110 dpm/mg I4C: 4. Kristalljsat: 22000 dpm/ 
mg 811, 3140 dplnjmg I4C; 5. Kristallisat: 21600 dpmlnig 'H, 3130 dpm/mg 14C. 

Die Fraktioncn G8-79 (GU. 15 g), eluicrt rni t  2% Methanol-Zusatz, onthiclten zur Hauptsachc 
Horidin A. Aus Fraktion 72 (3,l g) konntc durch Kristallisntion aug Methylenchlorid/dthcr rcines 
hkwidia A (2) erhaltcn werden. Fiinfmal umkristallisicrt. 8 Std. bei 40" und 0.02 Torr getrockntt : 
3. Kristallisat : 1.5600 dpm/mg 'FI, 2170 dpm/lhg14CC; 4. Kristallisat : 15 200 dprn/mgsH, 2180 dpm/ 
mg 1%; 5. Kristallisat: 15100 dpm/mgW, 2180 dpm/mg W .  

2.3. Z ~ g u b c  uon (3R)-[(Z S)-2-3H]/ (3  S)-[(2 K)Z-'Hf-Nu%rtum-mei~~bnat. In  zwei 10-Liter- 
Fermentern wurdc total 0,25 mCi(3R)-[(2.~)-2-5H]/(3S)-[(2 H)-2-3~i]-Natrium-mevalonat der spe- 
zifischen Aktivitht vvn GO mCi/mmol gleichmksig vertcilt ziir Nlhrtbsung gcgeben. Nach Sterili- 
sation und Ziichtung dcs Mikroorganismus wurdc die Kiilturlosung mit lhsigcster uxtrahicrt und 
der Kohextrakt (14 g) an 1 kg Kieselgel. Init Methylenchlorid analog zu Versuch 2.2. chromato- 
graphiert. Dic Fraktionert 36-42 (646 mg, cluiert :nit 0.9% Methanol-Zusatz) crgakn nach 
Kristallisation aus hceton/kher 455 mg reines Verrtrcavin A (I), das noch 2mal umkristallisiert 
wurde. Radjoaktivitatsbestimmung') nach Trocknen bci 80" und 0,Ol Torr wwrcnd 14 Std.; 
1. Kristallisnt: 650 dpm/mg sH: 2. Kristallisat: 740 dpmlmg Ski; 3. Kristallisat: 660 dprn/mgSH, 

Dic Fraktioncn 57-63 (1,318 g, cluiert rnit 1,5% Mcthanot-Zusatz) crgabcn nach Kristallisa- 
tion aus AcetonlAther 388 mg reincs Rrwidha A (2), das noch 3mal umkristalljsiert wurdn. Radio- 
a~ivitatsbe%timmung5) nach 15 Std. Trocknen bei 7 0  und 0.01 Torr: 2. Kristallisat: 490 dpm/ 
mg 81.1; 3. Kristallisat: 470 dpm/mg aH; 4. Kristallisat: 480 dpm/mg 3XI. 

2.4. Zugabe von (3H)-r(2 H)-2-YH]/(3 $)-I2 S)-2-SH]-,F\ratr~um-meuu~~u~. Analogc Ziichtung des 
Stammes S 1135 von Myrotlrecium roridum unter Zusatz yon total 0,25 mCi(3R)-[(2R)-2-sH]/ 
(3S)-[(2S)-2-sH]-Natrium-:nevalonat der spcrifischen Aktivitat von 60 niCi/mmol und Extmktion 
mit Essigeater .crgab 10.9 g Rohextrakt, dcr an 1 kg Kicselgd chromatographiert wurdc. 

l3ic Praktioncn 3541 (800 mg) ergaben nach Kristalliaation aus AcetonlAther 383 mg rohcs 
Veyr2u;ari* A (l), das noch 3mal umkristabicrt wurde. Nach DC. warm die lctzten drei Kristal- 
lisatte rein. Radioaktiv~t~~s~stimmungs) nach Trockncn wiihrend 14 Std. bei 80° und 0 , O l  Torr: 
1. Icristdlisat: 330 clpm/mg 3H; 2. Kristallisat: 260 dpm/mg 311; 3. Kristallisat: 270 dpm/mg ai-I. 

2.5. Kdttrwwsuch mit Zugube won (3R)-~5-14C1-Nutriummev~onu~. Zu 5 1 stcrilisicrter Kultur- 
lfisung wurde 0,01 mCi stcril filtrierte (3R)-[5-1~1:]-Natrium-~ncvalonatl~sung gegeben und rnit 
0,s 1 ciner Vorkulturltisung angcimpft. Nach 70 Std. wnrde dic Kulturlfisung rnit ErrsigesteT 
cxtrahiert und dcr gewonnene Rohextrakt (3,977 g) an 500 g Kicselgel chromatog-raphiert. Durch 
Zuaabe von 0,50/, Mcthanol zum Mcthylenchlorid nsch jcder zwciten 'Iiraktion (je 500 ml) wurdc 
die PolaritAt langsam gcsteigcrt. 

Die Fraktionen 28-31 ergahen 180 rng unrcines Vevrucavin .4 (l), welches fur die Radio- 
aktivitatsbestirnmung noch 6mal aus Methylenchlorid/~ther umkristallisiert wurdc. Die Kristal- 
[isate 4. 5 und 6 waren nach DC. einheitlich; sie wurden 1 StrI. hci 70' uncl 0,02 Tom getrocknet. 
4. ICristallisat: 59 dpm/mg 1%: 5. Kristallisat: 60 dpnl/rng W; 6. Kristallisat: ti4 dpm/mg l4C. 

Die Fraktionen 54-57 (870 me;) cnthieltcn hauptsachlich Roridin A. Aus 100 m g  Material der 
Fraktion 54 (447 ing) konnten durch prap DC. an einor 20 x 20 cm Plattc GG mg reines Roridirc A 
(2) crhalten werdcn. Aus Mctliylcncl~lorid/~ththr.r wurdcn 5 sukzessivc Kristallisatc hergcstellt und 
1 Std. bci 70" un$O,O2 Ton getrocknet. 4. Kristallisat: 121 dpm/mg "C; 5 .  Kristallisat: 120 rlpm/ 
mg 14C; 6. Kristallisat : 118 dpmlmg I4C. 

b) nic  Radioaktivitat wurde nach dcr KolbcnverbrcnnungsInethocl~ bestimmt. Rci rlieser 
geringen Aktivitat ist ein Fehler von f 10% zu erwarten. 

____ . . . - 



HELVETICA CHIMICA AcrA - Vcil. 58, Fasc. 2 (1975) - Nr. 55 479 

3. Abbaureakdonen. - 3.1. Hydrolyse won radioaktiuem Verrucarfn A (I) und Rorf- 
din A (2). - Vermcarin A (1) wurde nach Gutzwilkv & 'I'arnm [211 hydrolysiert. Fur die 
Radioaktivitatsbestimmung dcr Muconsaure wurde dcr Diincthylcster hergestellt. Roridin A (2) 
wurde nach Blihnev & l'amm [22] h ydrolysicrt. bie Rodinsillre wurtle mit 1)iazometb.n vcrestert 
und in Gegenwart von Pd/C zum TetriLhydrciroridinsaurc-tliin(~~~i~.lcster hyclricrt. Es rcsulticrten : 

a) Nach Eilzbau vow [2-8H,,Z-l4C]-Maval~nat: 
Verrucarin A (1) der m i t t h e n  Aktivitkt von 22000 dym/nig V T  und 3140 dpmlmg I4C. 
Verrucarol (a), aus Ather 6mal umkristallisicrt und 5 Std. bei 80" und O,O1 Tom gctrocknct : 

4. Kristallisat: Smp. 163-164", 36300 dprrllmg %I, 4800 d p / m g  14C; 5. Kristallisat: Sml). 
163-164", 36600 dprnlrng SH, 4790 dpm/mg 14C; 6. Kristallisnt : Smp. 163-164",36XOO dpm/mg aH, 
4R20 dpmlmg W. 

Verrucarinolacton, aus Ather umkristallisicrt und 5 Std. hci 22" und 0.01 Tnrr getrocknet : 
1. JWstallisat : Srnp. 103-104'. 14 500 dpm/mg 811, 3310 dpm/mg 14C; 2. Kristallisat : SInp. 103-104", 
14200 dpm/mg S H ,  3290 dprn/mg 14C; 3. Kristallisat: Snip. 103.-104", 14300 dpmlmg $H, 3300 
dpm/mg 1%. 

Muconsaurc-dimcthylestcr, aus Ather umkristallisiert uritl 5 Stcl. bci 22" m t l  O,05 Torr go- 
tracknet: Smp. 7-5-76" ; zeigtc: keinc $H- uncl 14C-Aktivitiiit. 

b) Nach Einbau vnn (3R)-[(2S)-2-BHJ I(.%) - [( ZI<) -2-YH']. Mewalanat : 
Vcrrucarin A (1) der durchsch~ittlichcn Aktivitat von 683 tlpmlrng ". 
Vcrrucarol (4), aus AcetonlAther umkristallisicrt und 14 Std. bei 80" und 0,Ol TOIT getrocknet: 

2. Kristallisat: 1400 dpm/mg SH; 3. Kristallisat: 1400 dpmlrng $€I; 4. Krjstallisat: 1370 d p i /  
mg 8H. 

Vcrrucarinolacton, Bus Ather umkristallisicrt und sulljmicrt, Smp. 103-104" : 1. Sublimat : 
40 dpm/mg 'H; 2. Sublimat: 15 dpm/mg $H. 

c) Nach Einbcctr von (3R)-[(2R)-2-$H]/ (3S)-[(2S) -2-91 I]-ll.icualonal: 
Verrucarin A (1) der durchschnittlichcn Aktivitat von 287 rlprn/ing $€I. 
Vcrrucarol(4, aus AcetonlAthcr umkristallisicrt und 14 Stcl. bei 80" und 0,Ol Torr getrocknet, 

Smp. 157-160": 4. Kristallisat: 370 dpm/mg S H ;  5. Krista1lisa.t.: 330 dpin/mg SH; 6. Ilristallisat: 
360 dpm/mg $H. 

Verrucarinolacton, Srnp. 103-104": 1. Sublimat: 498 clpni/tiig YH; 2. Sublimat: 458 tlpm/ 
mg *H. 

d) Nach Einbau von (3K)-[5-1'C]-MeuoZonal: 
Verrucarin A (1) dcr durchschnittlichen Aktivitat von 62 dpm/mg l4C. 
Verrucarol (4), aus AcetonlAther umkristallisiert lint1 1 Std. bci 70" und 0,Ol ' h r r  getrocknet, 

Smp. 162-163": 2. Kristallisat: 81 cipmlrng 14C; 3. H'ristallisat: HO dgm/mK 14C; 4. ICristalIisst : 
81. dprti/rng 1% 

Verrucarinolacton. aus Atbcr umkristallisicrt und 4 Std. h i  22" und 0,Ol Torr getrocknet, 
Smp. 103-104": 1. Kristallisat: 61 dpm/mg W; 2. Kristallisat: 62 dpm/mg 1%; 3. Kristnllisat: 
62 dpm/mg 14C. 

c) Nach Einbau von r2-8Hn, Z-l%J-M~valonaf : 
Roridin A (2) cler mittlcren Aktivitat von 13700 dpm/rIig 31 I und 2300 dpm/rrig 144:. 

Verrucarol (4), aus Mcthylenchlorid/Attier umkristallisiert iinrl 5 Stcl. bci 80" uncl 0.01 Tom 
gctrocknct, Srnp. 163- 164': 1. Kristallisat: 18490 dyin/rng $14, 2510 dpm/mg W; 2. KriataUisat; 
18130 dpm/mg $H, 2430 dpm/mg I4C; 3. Kristallisat: 17690 dpm/mg W ,  2440 tlpm/rng 1%. 

TetrahydrororidineauFe-dimethylestcr, nach Chromatographie destilliert untl bci 200" und 
0,Ol Tom getrocknet: 1. Dcstillat: 7770 dpm/ing YH, 1650 clpm/mg 1%; 2. Dcstillat : 7570 d p i / i n g  
aH. 1640 dpm/mg 14C: 3. Destillat: 7760 dprn/ing aH,  1700 dprnlrng 14C. 

3.2. Oxydatlon won V e m w r o t  (4) zum Ketoaldehyd 3. -- a) Nach Ein'inDau von 
(3R) - [ (2s) /(3S)- [ (ZR)-Z-aH]-MeuaLona.t. 101 tiig 4 tler durchschnittl ichcn .A k tivitiit von 
1390 dpm/mg 3H wurdr: nach Gu&ruilJer et J. 11.51 init 0,2B rnl CrO,-Reagens ( 8 ~ ) ~ )  jri hccton 
oxydicrt. Nach abljchcrn Adarbciten mit Ktlicr rcvulticrtcn 93 mg roher Ketoaldchyd 3. tler BUS 

Ather/Pctrolathcr kristallisiierte und noch 4mal umkristallisiert wurde. Nach 1)C. (Fliessmittel : 

O) StammlBsung: 2,67 g CrOs $. 2.5 rnl konz. H,SU4 + H,C) ad 10 ml. 
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Methylcnchlarid mit 5 yo Methanol) warm die lctzten Kristdlisate! rein und identisch mit authen- 
tischcrn Material. 4 Std. bei 80" und 0,Ol Torr gctrocknet: 3, Kristallisat: Smp. 161-1719 
832 dpm/mg 3H; 4. Kristallisat: Smp. 162-172", 851 dpmlrng 3H; 5. Kristallisat: Smp. 162-172". 
834 dpm/rng sH. 

b) Nach Einbau voa  (3R)-[(2R)-2-SHl/(3S)-[(2S)-2-aH]-IMeuakna~. Bchandlung von 110 mg 
Verrucarol (4) dcr durchschnittlichen Aktivitat von 367 dpm/mg analog zu 3.2.a) crgab nach 
Kristallisation dcs Rohprodukts (94 mg) aus Ather/Pctrolather 61 mg Ketoaldehyd 3 vom Smp. 
161-172". 3 wurde noch 3mal umkristdlisiert; nach DC. warcn die lctzten drei Kristallisate rein 
und identisch mit authentischem Material. - Ftir die Radioaktivitiitsbestimmung wurde 4 Std. 
bei 80" und 0,Ol Torr getrocknet: 2. 'Kristallisat: Srnp. 161-170", 3% dpm/mg SH; 3. Kristallisat: 
Srnp. 162-171". 392 dpmlmg 3H; 4. Kristallisat: Smp. 162-1.73", 392 dprnlmg JH. 

c) Nmh Einbau von [2-3H,,2-14C]-Mevalonab (VermcaroZ(4) aus Vsrrucarirr A (I)). Behandlung 
von 55 mg Verrucarol der durchschnittlichcn Aktivitat von 36500 dpmlrng sH und 4800 dprnlrng 
i4C analog zu Versuch 2.3.a) ergab nach Kristallisation des Rohprodukts (35 mg) aus &her/ 
Petroliitthcr 19 mg Ketoaldehyd 3 vom Smp. 163-171 '. .- Fur die Radioaktivithbestimmung 
wurdc noch 3mal sukzessive kristallisiert und5 Std. bci 80" und 0,Ol TOIT getrocknet: 2. Kristal- 
lisat:, Smp. 163-171", 32300 dpm/mg aH, 4790 dprn/mg I4C; 3. Kristallisat: Srnp. 163-171", 
31700 dpm/mg SH, 4700 dpm/mg l'c; 4. Kristallisat: Smp. 163-173", 32200 dprn/mg SH, 4700 
dpm/mg 14C. 

d) NaGh Einbau vorc [2-8H,.2-14C]-M~dolzat (Vewucavol (4)  am Roridin A (2)). Bchandlung 
von 51 mg Vcrrucarol dcr durchschnittlichen Aktivitiit von 18100 dpm/rngsH und 2400 dpm/mg 
1% analog zu Vcrsuch 3.2.a) ergab 48 rng Rohprodukt. Nach Reinigung mittels prap. DC. resultier- 
ten 25 ma kristalliner Ketoaldehyd 3. - Far die Radioaktivitatsb~timmung wurdc noch 3mal aus 
k h e r  kristallisiert und wihrend 5 Std. h i  50" und 0,Ol Torr getrocknet: 1. Kristallisat : Smp. 
166-169', 14830 dpm/mgaH, 2480 dprn/mg14C; 2. Kristallisat : Smp. 168-171". 14860 dpm/mgaH, 
2500 dpm/mg UC; 3. Kristdlisat: Smp. 168-171°, 14810 dpm/mg SH, 2500 dpm/mg l*C. 

3.3. Umsetxung von Verrucarol(4)  (nach Einbau von [2-'Her 2-~~C]-Mevalmat)  rnit 
m-Chlorperbenzoesaur% und Oxydation %urn Diketon 14. - 3.3.1. Mi% Vewucavol (4) aus 
R o d k  A (2). Einc Lijsung yon 95 rng 4 dcr durchschnittlichen Aktivitat von 18100 dpm/ 
mg aH ufid 2450 dpm/mg W in 4 ml Chloroform wurde mit einer Lijeung von 337 mg m-Chlorpcr- 
benzoeshre in 4 ml Ather bci O0 vercinigt und 68 Std. bei 22" steheagclassen. Nach Zugabe von 
ges. NaC1-Msung, welche Na,S,O,, Na&O, und KJ geltist cnthielt, wurde 3mal rnit Methylen- 
chlorid extrahicrt, mit gcs. NaC1-Msung neutralgcwaschen und mit Mg SO, gctrocknct. Das Roh- 
produkt (101 mg) wurdc in 20 ml Aceton bei 0" rnit 0,3 ml 0 , -Reagens  (8N)6) oxydicrt. Nach 
Zugabe von 10 rnl Wasscr und 1 ml Methanol wurdc das Aceton im Vakuum entfernt. Nach 
iiblichem Aufarbciten mit Methylenchlorid resultiertcn 82 mg Rohprodakt, welches durch 
Kristallisation aus McthylenchIoridlKthcr 36 mg kist. Diketon 14 lieff%tc. - Fiir die Radio- 
aktivitatbhestimmung wurde noch Gmal kristallisicrt und wahrend 5 Std. bei 80" und 0,Ol Torr 
getracknet; Smp. 243-246": 4. Kristallisat: 14280 dpmlrng 8H. 2330 dpm/mg '"c; 5. Kristallisat: 
14390: dpm/mg 3H, 2340 dprnlmg 14C; 6. Kristallisat: 14480 clprnlmg 8H, 2380 dprnlrng 14C. 

3.3.2. Mit Vewucarol(4) u26s Verrucavirc A (1). Bchandlung von 9.5 mg 4 der mittleren Aktivitat 
von 36500 dpm/mg 3H und 4800 dpm/mg i4C analog Versuch 3.3.1. crgab nach Kristallisation dea 
Rohprodukts (84 mg) aus Methylenchlorid/khcr 42 mg Diketon 14, welches fur die Radio- 
aktivitatsbestirnmung noch 3mal kristallisiert und whhrcnd 15 Std. bei 80" und 0,01 'Torr ge- 
trocknct wurde: 2. Kristallisat: Smp. 220-242". 28100 dpm/mg ,H, 4570 dpm/mg 14C; 3. Kristal- 
lisat: Smp. 241-2M0, 27700 dpm/mg SH, 4470 dprnlmg 14C; 4. Kristallisat: Smp. 244.-246", 
27 200 dpm/mg W, 4890 dpmlmg 14C. 

3.4. Oaydation won Vewucarol (4) (noch Einbau von [2-a€€,,2-~'c]-MewakMcrt) rnit 
SeO, - 3.4.1. Mit Verrucarol (4) aus Rom'din A (2). 200 rng Verrucarol 4 wurclen nach 
Gut#wille* eS a!. [I51 mit Acetanhydrid und Pyridin acctyliert. Das resultierende Ili-0-AcetyZ- 
vcwucarol (5) wurdc in 25 ml abs. Dioxan bei 80" mit 110 mg SeOp (sublimiert) versctzt. Nach 
15 Min. trat intensivc Gelbfhbung ein; nach 90 Min. war allcs SeO, in Losung gegangen; 10 Std. 
nach Reaktionsbeginn hatte sich schwarzes Sclen aiisgcschiedcn ; hicrauf wurde das Dioxan ab- 
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gedampft, 2mal Accton zugegebcn und im Vakuum cntfcrnt. h r  Hiickstand wurde anschliesscnd 
bci 0" in Accton mit 0.3 i d  CrO,-Lijsung ( R N ) ~ )  nschoxydiert. Nach Zugabe von 25 ml H,O und 
1 ml Methanol wurde das Aceton im Vakuuni entfernt. Nach Iiblichern Rufarbejten rnit Methylen- 
chlorid resulticrten 200 rng Kohprodukt, welches nach DC. uncinheitlich war. Durch Chrornato- 
graphie an 4 g Kiemlgel rnit Methylenchlorid, dcssen Polaritat kontinuierlich durch Zusatz von 
Methanol gestcigert wurde, konnte aus den mit Muthylcnchlmid e1iiic:rten Fraktionen, die bis 2% 
Methanol enthieltcn, 129 mg Ifaterial isolicrt wcrden, welches im nC. (Fliessmittcl: Ather) vicr 
sichtbare Flecke gals. Die Substanzen waren im DC. sowohl nach Bespriihcn mit 2.4-Uinitro- 
phenylhydra.arin1l)sung') ale auch im UV. (254 nm) sichtbar. 72 rng diuses Rohprodukts wurden 
mittels prap. Dc. (20 x 20 cm Platte) in Ather/Pctrol&tlier 4:l in hnf verschiedcnc: Zonen aui- 
getrcnnt. Die polarste Zonc war mit Jz sichtbar und crgab 2 mg Substanz. Zone 2 (18 mg) rcagicrte 
stark rnit 2,4-Dinit~opl~en~lhydra~nll)sun~f und absorbicrte UV.-Ucht. Zone 3 (31 mg) rcagierte 
schwach rnit 2,4-Dinitrophcnylbydrazinlosung und ahsorbiertc cbenfalls UV.-I.icht. Zonc 4 (10 mg) 
und Zone 5(0,3 mg) absorbiertcn schwach im UV.-Licht. Zonen 2 und 3 warm nach DC. nicht 
einheitlich, sondern bestanden aus zwei sehr aahc bcicinanderlicgenden' Fleckcn, wovon der 
einc rnit 2,4-Dinitrophcnylhyrlrazinl~sung7), der andcre iin UV. sichtbar war. Aus 129 mg 
Rohprodukt der SO,- Oxydation konnten mittcls prgp. I K .  25 rng 16-0x0-Uorivat 8 und 50 
mg 8-0x0-Derivat 7 isoliert werden. 

An 60 g Kieselgel, welches mit 6 g AgNO, in 6 ml H20 impragniert war, wurde Zone 2 (35 mg) 
mit Ather/Petrol&ther 4: 1 chromatographiert. Von den 8 Fraktioncn licfertcn dic Fraktionen 6 
und 7 spontan aus Methylenchlorid/Petrolathcr 14 m g  cinlicitlichcs kristallines Di-0-acetyt-16- 
0x0-ucrwuuvol (8). Schmelzintervall 170-195'. [u]g = - 47' f 1' (c = 0,085, Chloroform). - 
IR. (CH,CI,, 50 mg/ml) : u.a. Banden bei 2830 (CHO), 2740 (CHQ). 1735, 1690,1370,1225,1080, 
1030, 980 cm-'. - UV.- (hhanol). Absorptionsrnaxima in Tim (log e): 222 (4,120), 322 (1.48). - 
NMR.-Spektrum: vgl. Tab. 2. -MS. : Molekcl-Ion hei m/e = 364. - Fiir die Radioaktivitiitsbcatim- 
mung wurde nochrnals 3mal sukzessive kritallisicrt und wahrend 5 Std. bci 50' und 0,Ol Tom 
getrocknct; Smp. 197-200": 2. Kristallisat: 21810 dpm/mg al%, 1740 dpm/mg "C; 3. Kristallisat : 
22710 dpmlrng 3H, 1790 dpm/mg W; 4. Kristallisat: 22640 cipmlmg 

50 rng Material aus Zone 3 wurden 2mil an 60 g Kieselgel, wclclics mit 6 g AgNO, in G ml 
HgO impragniert war, rnit her /Petrolather  3: 1 chromatographiert. Es resultierten 38 mg 
Di-O-acetyC8-oxo-ue~c~~oZ (7), wclches nach 1X. in vicr verschicdenen Fliessmittclsystcmen cin- 
heitlich war, jedoch njcht kristallisierle. - IR.  (CH,C12) : u.a. Banden bei 1740, 1680, 1370, 1230, 
1080, 1040, 970 cm-l. - NMR.: vgl. Tab. 2. 

3.4.2. Mil Vervucarol (4) am Vermcurin A (1). 127 m g  4 der mittlcren Aktivitgt von 36500 
dpmlmg 5H und 4800 dpmlrng uC wurden mit Acctanhydrid und Pyridin wie Bblich acetyliert 
und das resultierendc Di-0-acetyl-usvvucavol (5) analog zu Vcrsuch 3.4.7. in Dioxan rnit SeO, 
oxydicrt. Nach Nachoxydation rnit Cr08-Heagens ( 8 ~ ) ~ )  und Chromatographic an 3 g Kicselgd 
resulticrten 70 mg Rohprodukt. In Abhdcrung der Vorschrift von Vcrsuch 3.4.1. wurdc das 
Rohprodukt in 3 ml hhano l  gelijst und mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin1osung7) im Uberschuss 
veraetzt. Nach iiblichem Aufarbciten mit Methylenchlorid resultierten 93 mg Hydrazon 9. Durch 
prLp. DC. an zwei 20 x 20 cm Platten mit Methylenchlorid konntc die whr polare Substanz, 
die praktisch am Start zuruckblicb, von allcn unpolsren Verunreinigungcn befreit werden. Es 
resultierten 53 mg cinheitliche krist. Substanz 9, welchc iiir die Radioaktivitatitubestimmung 
noch 4mal aus Mcthylenchlorid/Methanol kristallisiert wurde. 3 Std. bei 80" und 0,05 Torr ge- 
trocknet; Smp. 154-157': 2. Kristallisat: 26250 dpm/mg W, 2390 dpm/mg 1%; 3. Kristatlisdt: 
26640 dpm/mg 3H, 2440 dpm/mg l*C: 4. Kristallisat: 26340 dpinlmg JH, 2320 dpm/ing 14C. 

1780 dprn/Ing 1%. 

3.5. Hydrolyse von Df-O-acetyL-l6-oxo-uewucaroL(8). - Einc Liisung von 4,4 "g 
8 in 0,5 ml Mcthanol wurde rnit 0.5 rnl ZN Na&O,-l.iisung 5 Std. l e i  60" gchaltcn. Nach Ab- 
dampfcn des Methanols im Vakuum resultierten dach iiblichcrr~ Aufarbeiten mit Methylenchlorid 
3.2 mg Rohprodukt, welches nach DC. (Fliessmittel : Methylenchlorid mit 10% Mcthanol) rioch 
vemnreinig war. Reinigung durch prtip. DC. ergab 2,l nig 76-Oxo-veww~~ol (12) VOIII Smy. 
204-207", welchcs nach Misch-Smp. venchiedcn von 8-0x0-verrucarol (11) war. - IR.-Spektruni 
(KBr): u.a. Banden bei 3400 (-OH. breit), 2840 (CHO), 2740 (CHO), 1680 (or,P-unges. CHO),  

'1 Reagens: 3 g 2,4-Dinitrophenylhydrazin in 15 ml konz. H,SO, + 20 rnl H,O + 17 ml Athanol. 
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1080, 1050, 1020, 950 cm-l. - Die R.ddioaktivi~~tsbeui~~lung ergab cin Vcrhaltnis von 8H: 
I4C = 12,56. Einzclwertc8) : 20770 dpm/mg 'H, 1650 dpm/ing 14C. 

3.6. Hydvolyse des 2,4-Dinit*ophenyChydrasonr 9 von Di-O-acetyl-16-oJeo-oerru- 
C o r d  (8). - 3 mg 9 wurden in 0 3  ml Aceton/Mc:thanol 1:l mit 0,s rnl ZN Na&O, 12 Std. 
bei 22" hydrolysiert. Nach ErwLtncn auf 6OV wahrend 1 Std. wiirde nach iiblicher Art mit Methyl- 
enchlorid aufgearbeitct. Das Hohprodukt (2.2 mg) wurrlc rnittcls prap. DC. gercinigt. Es resultier- 
tes  1,7 m g  einheitliches 2.4-Dinitrophenylhyds.aaon 13 von 16-Uxo-vew~cavol (12). - IR. (KBr) : 
u.a. Banden bci 3450 (-OH, breit), 3290 (-NH, schwach), 2855,1610,1510 (-NO,), 1335 (-NO,), 
1130,1080, %0 ctn-l. - Dic liadioaktivit%tsbostimmung ergab ein VerhBltnis von SH:W = 12,lO. 
Einzelwertd) : 13929 dprnlmg W; 1151 dpm/trig l4C.  

3.7. Hydrolyse VOPL Ri-O-ac~tyl-8-oxo-zrerrucarol(P). - Eine Lijsung von 38 mg 7 
in 2 ml Methanol wurde bei 22" mit 0,s m l 2 ~  Na.&O,-Lijsung 15 Std. stehengelauscn. Nach Ent- 
fernen dcs Methanols irn Vakuum uncl Dblichcni hutarkiton mit  Methylenchlorid resulticrten 
23 mg rnhes 8-Qxo-ve~vtscarol (ll), wclches durch Kristsllisation aus Methylenchlorid/Petroliither 
11 mg Nadeln vom Smp. 202-206" crgab. [a]g = + 7" 1" (c = 0,988, Chlorofoim). - IR. 
(CH,CI,. 10 mglrnl): u.a. Bandcn bd 3450 (-OH), 1680 (a,B-unges. LO), 1080, 970 cm-I. - 
UV. (&hand) Absorptinnsmaxima in nm (log E ) :  224 (3,839), 317 (1,55). - NMR.: vgl. Tab. 2. - 
MS. 1 Molekel-Ion bci mle = 280. '- Fiir die Harlioabtivi~~tsbestirhmung wurden vier sukzessive 
Kriutallisatc hergestcllt und wiihrend 8 Std. bei 60" und 0.01 Torr getrocknct; Smp. 206-208": 
2. Kristallisat: 10390 dprn/mg 311, 2270 dpm/mg I4C; 3. Kristallisat: 10250 dpmlmg $H, 2270 
dpm/nig 14C; 4. Kristallisat: 10500 dpm/mg 'H, 2270 dpm/mg 14C. 
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") Infolge Materialmangels rnusste auf eine Kristallisation verzichtet wcrden. 


