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Three new antibiotics, merulinic acids A, B, and C, have been isolated from fruiting bodies
of Merulis tremellosus and Phlebia radiata. They are closely related derivatives of [-resorcylic
and salicylic acid, carrying monounsaturated C,,-alkyl side chains in 6-position. The merulinic
acids are mixtures of the 4%-compounds with minor amounts of the corresponding A!-, dehydro,
and dihydro derivatives, separable only by means of HPLC. A%-Merulinic acid A (1) was synthesized
via a biomimetic cyclization of a linear precursor. The merulinic acids inhibit a variety of bacteria
and are not active against fungi. RNA, DNA, and protein synthesis in Bacillus brevis and Ehrlich
carcinoma ascites cells are inhibited shortly after the addition of the antibiotics. Almost complete
hemolysis of human erythrocytes is caused by 25 ug/ml of merulinic acid B and C or by 73 ug/ml

of merulinic acid A.

Einleitung

Bei der Suche nach neuen Metaboliten aus Basi-
diomyceten priiften wir einige Arten von Meru-
lius s.1. und verwandte Pilze auf die Anwesenheit
von Antibiotika. In Fruchtkérpern von Phlebia
radiata Fr. und Merulius tremellosus Fr. fanden wir
drei miteinander nahe verwandte antibiotisch wirk-
same Stoffe, die wir als Merulinsduren A, B und C
(MA, MB und MC) bezeichnen mochten. In dieser
Arbeit berichten wir iber die Isolierung, Struktur-
aufkliarung und biologische Wirksamkeit der neuen
Verbindungen.

Isolierung der Merulinsduren

Zur Isolierung der Merulinsduren wurden die
lyophilisierten Fruchtkorper erschopfend mit Ace-
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ton/Methanol (1:1 Vol.) extrahiert, die einge-
engten Extrakte zwischen Essigester/Wasser verteilt
und der lipophile Anteil an Kieselgel chromatogra-
phiert. Bei M. tremellosus wurde MA eluiert, bei P.
radiata nacheinander MC und ein Gemisch von MA
und MB. Die weitere Auftrennung und Reinigung
erfolgte durch Rechromatographie an Kieselgel oder
Sephadex LH 20. Uber die erhaltenen Ausbeuten und
die Eigenschaften der Merulinsduren informiert

Tab. I.

Konstitution von Merulinsaure A

MA ist wie die beiden anderen Wirkstoffe 16slich
in walirigem Kaliumhydrogencarbonat. Es besitzt
nach der Elementaranalyse die Summenformel
Cy,H340, und kristallisiert mit einem halben Mole-
kil Kristallwasser. Im Massenspektrum tritt als
massenhochstes Ton m/e 346 auf, das einem Frag-
ment M* — CO, entspricht. Mit Diazomethan werden
je nach Reaktionsdauer ein Methylester 2, ein
Monoether-ester 3 und ein Diether-ester 4 erhalten,
so dall neben einer Carboxylgruppe zwei pheno-
lische OH-Gruppen vorliegen. Beim Erhitzen mit
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Tab. I. Ausbeuten, Schmelzpunkte und DC-Verhalten der
Merulinsduren.

Ausb. Schmp. Rp?b
[%] = [°C]
A B (6
MA 0,31 (M. tremellosus) 116—117 0,68 0,42 0,71
0,16 (P. radiata)
MB 0,26 farbloses O1 0,51 0,11 0,60
MC 2,10 31—32 0,57 0,29 0,73

a Bezogen auf lyophilisierte Fruchtkorper. b Auf Kieselgel-
folien 60 Fy54 (Fa. Merck, Darmstadt). Laufmittelsysteme:
A Benzol/Aceton/AcOH (70:30:1), B Chloroform/EtOAc/
Aceton (6:3:3), C Cyclohexan/EtOAc/HCO,H (120:40:5).
Die Merulinsiduren geben sichtbare Flecken beim Bespriihen
mit FeCl; (rotbraun), mit Anisaldehyd/Schwefelsdure (oran-
gerot nach Erwirmen) und mit 50-proz. H;PO, (rotgelb nach
Erhitzen).

1~ HCl (1h, RiickfluB) wird MA zum Diphenol
5 decarboxyliert.

Unter Berticksichtigung dieser Ergebnisse und der
Tatsache, dafl die Carboxylgruppe nach dem IR-
Spektrum  (CHCl;) chelatisiert vorliegt (vco =
1635 cm™!) und im 'H-NMR-Spektrum ([Dg]Ace-

CO5CH3
H3CO

OCH,

ton) zwei meta-stindige Aromatenprotonen bei ¢ =
6,23 und 6,31 ppm nachweisbar sind, dirfte MA
ein f-Resorcylsdure-Derivat mit einer monoungesit-
tigten Seitenkette C;;Hys in 6-Stellung sein:

COH
HO Ci7Ha3

OH

|
(CH2)7%(CH2)7CH3
395 !
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Im 'H-NMR-Spektrum (Tab. II) stimmen Lage
und Aufspaltung der beiden Vinylprotonen bei
8=5,36 vollig mit denen der Olsdure iiberein, so
dall die Seitenkette eine cis-Doppelbindung enthalt.
Im 13C-NMR-Spektrum sind neben den Hauptsigna-
len bei 6 =130,6 und 130,7 im Vinylbereich schwi-
chere Signale sichtbar, die darauf hindeuten, daf}
MA Doppelbindungsisomere enthélt. Dieser Befund
wird durch weitere Untersuchungen zur Lage der
Doppelbindung bestatigt.

Nach der Methode von Eglinton und Hunneman
[2] wurde permethyliertes MA 4 mit Osmium-
tetroxid in das Diol 6 iibergefiihrt, das anschlieflend
mit Bis-N,O- (trimethylsilyl) acetamid den Bis-tri-
methylsilylether 7 ergab. Dieser zeigte im MS
neben der o-Spaltung m/e 215 und 395 Begleiter
bei m/e 187 und 423, die nur aus einer 4'%"-Ver-
bindung hervorgegangen sein konnten [2]. Dieses
Ergebnis wird durch die Ozonolyse von 4 bestitigt,
bei der nach GC- und DC-Analysen neben Nonanal
und dem Aldehyd 8 auch Heptanal entsteht.

CO,CH3 OTMS,—i87
(CHz)g—‘CH/@(CHz)scHg
423 l

OTMS,— 215
H3CO

OTMS OTMS

OCHj

Versuche, MA durch Umkristallisation oder DC
in die Komponenten aufzutrennen, blieben erfolglos.
Erst mit Hilfe der HPLC des permethylierten Deri-
vates konnte gezeigt werden, dall MA aus vier Kom-
ponenten besteht (Abb. 1), die massenspektrome-
trisch als 4%-Merulinsdure A (1) (59%], 4% -Meru-
linsiure A (9) [16%], Dihydromerulinsdure A
(10) [14%] sowie eine Dehydromerulinsdure A

Tab. II. tH-NMR-Spektren der Merulinsiduren A, B und C (1, 16, 13) @ (6-Werte, TMS als innerer Standard).

Merulinsdaure A (1) Merulinsdure A (1)

Merulinsdure B (16) Merulinsdure C (13)

(CDCl) [Dg] Aceton (CDCly) (CDCl)
3—H 5% 6,30 d 6,29 d 6,75 d 6,75
4—H = o ABMt 7,35 ABMt 7,35
5—H 8% 6,30 d 6.23 d 6,86 d 6.86
'—H t (br) 2,95 t (br) 2,95 t (br) 2,95 t (br) 2,95
7,10 —H m 2,02 [4 H] s b m 2,00 [4 H] m 2,02 [4 H]
§,9—H ot* 5,36 R 5,36 R 5,36 S 5,36
16'—H = = m 3.86 =
17—H t (br) 0,89 [3 H] t(br) 0,89 [3 H] d 1,19 [3 H] t (br) 0,89 [3 H]
CH, 8% 1,32 [26 H] 8% 132 [26 H]  .&¢ 132 [26 H] ¢ 1,32 [26 H]
m 1,62 [2 H] m 1,55 [2 H] m 1,62 [2 H] m 1,62 [2 H]
OH m 2,02 e m(br)  6—6,40 s (br) 9,71
8¢ 10—12 - g —

Kopplungskonstanten: J3 4=J45=8 Hz; J35=2,5; Jy, o0=6; Jgr, ¢ =63 J1g, 17=6.

a Jeweils natiirliches Gemisch.
b Wird vom Aceton-Signal iiberlagert.
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Abb. I. HPLC-Trennung des natiirlichen 2.4-Di-O-methylme-
rulinsdure-A-methylesters. (I) 2.4-Di-O-methyl-dihydromeru-
linsiure-A-methylester; (II) 2.4-Di-O-methyl-4'%-merulin-
siure-A-methylester; (III) 2.4-Di-O-methyl-A%-merulinséure-
A-methylester; (IV) 2.4-Di-O-methyl-AX’, A¥’-merulinséure-
A-methylester. (Versuchsbedingungen vgl. exp. Teil).
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[11%] identifiziert wurden. Da die Auftrennung
groBBerer Mengen des Dimethyletherester-Gemisches
von MA zu aufwendig war, wurde fiir die Biotests
wie bei den anderen Merulinsduren das Gemisch
der Komponenten verwendet. Selbstverstiandlich
handelt es sich bei den Derivaten 2 — 7 ebenfalls um
Gemische mit unterschiedlichen Seitenketten.

R! HH

{ cop i
(CHp)7—C=C—(CHp);CH;  HO
cIs

(CHZ)Q"C =C“(C H2)5CH3
cis

OR3 OH
Rt R? R3

1 CO,H H H 9 Doppelbindung in
2 CO,CH; H H 10 Seitenkette hydriert
3 CO,CH; H CH,4
1 CO,CH; CH; CHg
5 H H

CO,CH3
HaCO (CHp7—R

OCH3

R

6 —CH (OH) CH (OH) (CH,) ,CH;,4
7 —CH (OTMS) CH (OTMS) (CH,) ,CH,
8 —CHO

0
H:,CMCH:,
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Synthese von Merulinsdure A

Um einheitliche 4%-MA 1 zu gewinnen, haben wir
die Verbindung in Anlehnung an die mogliche Bio-
synthese nach Harris [3] synthetisiert. Als Aus-

1) LiNH2., fl.NH3 0 Q 0 1) Reinigung Uber Cu-Komplex
2) Olséure - /U\)J\/U\ 2)iProNLi, THF .
m:(a:;leesler H3C C17H 33 3)|C0r§ &
11
0O 0
pHS
————>  4%-MA
Ci7Has
12 1

gangsmaterial diente Acetylaceton, dessen Dianion
mit Olsdure-methylester zum Triketon 11 konden-
siert wurde. Zur Abtrennung iiberschiissigen Ol-
sdure-methylesters wurde der Cu-Komplex von 11
beniitzt. Nach Uberfiihrung in das Trianion wurde
11 mit CO, bei 0 °C [4] zur Triketosiure 12 umge-
setzt, die bei pH 5 zur 4%-MA cyclisierte. Die syn-
thetische Verbindung zeigte mit dem unaufgetrenn-
ten Naturstoff keine nennenswerte Schmelzpunkt-
erniedrigung, das gleiche 'H-NMR-Spektrum und ein
nahezu identisches IR-Spektrum. Im '3C-NMR-Spek-
trum treten im Vinylbereich nur zwei Signale bei
0=129,9 und 130,1 ppm auf. Der aus der syntheti-
schen Verbindung hergestellte Bis-trimethylsilylether
7 zeigte im MS wie erwartet zwei intensive Frag-
mentionen m/e 215 und 395.

Merulinsidure C

MC unterscheidet sich nach Elementaranalyse und
MS von MA durch das Fehlen einer Hydroxygruppe.
Entsprechend liefert MC mit iiberschiissigem Diazo-
methan nur einen Monomethyletherester 14. Da nach
dem IR-Spektrum (KBr) die Carboxylgruppe noch
chelatisiert vorliegt (vco=1640cm™!) und im 'H-

R my
R20 (CHp)7=C=C~(CHy)g=C~CHy
H
Rt R? R3
13 H H H
14 CH; CH; H
15 CHy CH; OH
16 H H H* * anstelle der Doppelbindung
17 CH; CHy; OH —CH(OTMS)CH (OTMS) —
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NMR-Spektrum die Aromatenprotonen ein ABM-
System ergeben, muf} die Verbindung Formel 13 be-
sitzen. Sie wird durch das '3C-NMR-Spektrum be-
stitigt, das ibrigens wie das von MA zusitzliche
Signale im Vinylbereich aufweist. Die Lage der
Doppelbindung wurde wie bei MA bestimmt. Das
entsprechend erhaltene Bis-trimethylsilyldiol 15
zeigte neben den fiir die 4%"-Doppelbindung erwar-
teten Fragmenten m/e 215 und 365 ebenfalls Ionen,
die auf eine Begleitverbindung mit 4'*"-Doppelbin-
dung zuriickzufiihren sind (m/e 187 und 393). Auf
eine quantitative Bestimmung der Komponenten
wurde verzichtet.

Merulinsiure B

MB ist nach dem Massenspektrum isomer mit
MA. Laut 'H-NMR-Spektrum besitzt MB die gleiche
Anordnung der Substituenten am Benzolring wie
MC. Aus einem Methyldublett bei ¢ =1,19 ppm
(/=6Hz), das mit einem Multiplett bei 3,86 kop-
pelt, kann geschlossen werden, da} MB an C-16 der
Seitenkette eine OH-Gruppe trigt, woraus sich die
Formel 16 ergibt. Wegen der nahen biogenetischen
Verwandtschaft mit den anderen Merulinsiuren ist
anzunehmen, dafl auch MB als schwer trennbares
Gemisch verschiedener Komponenten vorliegt, in dem
die A4%-Verbindung 16 iiberwiegt. Bei der Methylie-
rung mit Diazomethan liefert MB wie erwartet einen
Monomethylether-ester 17.

Verwandtschaft der Merulinsiuren
mit anderen Naturstoffen

MA unterscheidet sich nur in der Seitenkette von
einem kiirzlich von franzosischen Autoren [5] aus
Kulturen von Pulcherricium coeruleum (Corticium
caeruleumn, Basidiomycetes) isolierten f-Resorcyl-
saure-Derivat 18. Besonders interessant ist die nahe
Verwandtschaft von MC mit 6-Alkylsalicylsdure-
Derivaten aus Anacardiaceen und Ginkgo biloba,
wie Anacardsdure-III (19), Pelandjausiure (20)
und Ginkgolsdure (21) [6], die als solche oder in
decarboxylierter Form fiir die hautreizende Wirkung
dieser Pflanzen verantwortlich sind. Auch bei Meru-
linsdure A konnten wir einen schleimhautreizenden

Effekt feststellen.

CO,H R R2

R' 18 n—Cy,H,y, OH
19 CH,(CH,),CH=CHCH,CH=CH (CH,). H
i 20 CH,(CH,),CH=CHCH,CH=CH(CH,), H
R 21 CH,(CH,);CH=CH (CH,), H
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Die Anwesenheit von Merulinsdure A in den
Typusarten der Gattungen Merulius und Phlebia,
M. tremellosus Fr. und P.radiata Fr., ist von che-
motaxonomischem Interesse. lhre aus morphologi-
schen und anatomischen Befunden erkennbare nahe
Verwandtschaft wird dadurch bekriftigt.

Biologische Eigenschaften der Merulinsduren

Tab. III zeigt die Wirkungsspektren der Merulin-
sduren. Diese hemmen das Wachstum Gram-positiver
und zum Teil Gram-negativer Bakterien. Mycobac-
tertum phlei wird nur durch MB und MC gehemmt,
wihrend sich fiir MC kein Einflufl auf das Wachs-
tum von Staphylococcus aureus und Proteus vulgaris
nachweisen 1aft.

Die getesteten Pilze werden von den Merulinsdu-
ren nicht gehemmt. Abb. 2 zeigt den Einflu} von MA
auf die RNS-, DNS- und Proteinbiosynthese in Zel-
len von Bacillus brevis. Alle drei Makromolekiil-
synthesen werden innerhalb von 3 — 5 min nach Zu-
gabe des Antibiotikums gehemmt. MB und MC zei-
gen den gleichen Effekt.

Der Einfluf der Merulinsduren auf die Makro-
molekiilsynthese in Zellen des Ehrlich Ascites Carci-
noms der Maus wurde nach Weitzel et al. [7] und
Anke et al. [8] getestet. Die RNA-, DNA- und
Proteinbiosynthese wird bei einer Konzentration von
10 ug/ml MA, MB und MC vollstindig gehemmt.

Wie aus Abb. 3 zu ersehen ist, unterscheidet sich
MA in den himolytischen Eigenschaften von MB
und MC. Wihrend die maximalen Hémolysewerte
von MB und MC (91 bzw. 93%) bei einer Konzen-
tration von 25 ug/ml erreicht werden, tritt eine 93%
Hémolyse durch MA erst bei einer Konzentration
von 73 wg/ml ein.

Fiir den Wirkungsmechanismus ist ein oberfld-
chenaktiver Effekt zu diskutieren, der sich schon auf
Grund der Strukturformeln der Merulinsduren ver-
muten ldBt. Diese Annahme wird durch den Hidmo-
lysetest bestiitigt, der eindeutig eine membranscha-
digende Wirkung dieser Verbindungen belegt. Auch
bei Alkalisalzen der Anacardsdure (19) und Ginkgol-
siure (21) wurde neben der hautreizenden eine
starke hamolytische Wirkung beschrieben [9, 10].

Experimenteller Teil

UV-Spektren: Beckman Modell 25. — IR-Spek-
tren: Pye Unicam SP 1100 (Intensitdtsangaben in
Klammern: sst=sehr stark, st=stark, m = mittel,
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Tab. ITI. Wirkungsspektrum der Merulinsduren A, B und C.
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Testorganismus MHK (ug/ml)
MA (1) MB (16) MC (13)

Reihenverdiinnungstest Pseudomonadales

Pseudomonas fluorescens >100 >100 >100

Eubacteriales, Gram-negativ

Aerobacter aerogenes >100 >100 >100

Escherichia coli >100 >100 >100

Proteus vulgaris 10—100 1—10 >100

Eubacteriales, Gram-positiv

Arthrobacter citreus 0,4—0,6 1-2 1-2

Bacillus brevis 20—40 1-10 10—100

Bacillus subtilis 0,8—1,0 1—10 10—100

Corynebacterium insidiosum 1—10 1—10 10—100

Micrococcus roseus 1-10 0,4—0,6 0,6—0,8

Sarcina lutea 1—10 1-10 1—-10

Staphylococcus aureus 10—100 1—-10 >100

Mycobacterium phlei >100 2—4 2—4

Actinomycetales

Streptomyces viridochromogenes 10—100 1—-10 10—100
Plattendiffusionstest Clostridium pasteurianum >100 >100 >100

Bei keinem der folgenden Pilze konnte im Plattendiffusionstest eine Hem-
mung durch 100 xg Merulinsdure A, B oder C festgestellt werden:

Aspergillus panamensis, Botrytis cinerea, Candida albicans, Fusarium
cubense, Neurospora crassa, Paecilomyces varioti, Penicillium notatum,
Pythium debaryanum, Rhizoctonia solani, Rhodotorula glutinis var. daire-

nensis, Saccharomyces cerevisiae.

w=schwach). — Massenspektren: AEI MS-50 mit
Datenverarbeitung ~ (70eV,  Ionenquellentemp.
150 °C), AEIMS-9 und MS 30. — NMR-Spektren:
Bruker WH90 und Bruker WP 80. Schmelz-
punkte (unkorrigiert) : Reichert Schmelzpunkts-
mikroskop. — DC: Kieselgel-Fertigplatten 60 F,5,

(Fa. Merck, Darmstadt); Laufmittelsysteme:
D : CCly/EtOAc (4 :1Vol.), E :Benzol/HCO,Et/
HCO,H (10:5:3Vol.)). — Saulenchromatogra-

phie: Kieselgel Mallinckrodt und Sephadex LH 20

(Fa. Pharmacia, Uppsala, Schweden). — HPLC:
Waters Modell 6000 A. Detektor: Modell 440 bei
254 nm. Injektor: U 6 K. GC: Perkin Elmer F 22.
Testorganismen und Medien: Clostridium pasteu-
rianum wurde in RCM-Medium Nr. 5411 (Merck),
Corynebacterium insidiosum, Proteus vulgaris, Sar-
cina lutea in Hefeextrakt-Malzextrakt-Medium (HM,
Hefeextrakt 4,0 g, Malzextrakt 10,0g, Glucose
4,0 g/1) und die iibrigen Bakterien in Nutrient Broth
(Difco, 8,0g/l) angezogen. Die Inkubationstemp.

DNSSynthese Protein Synthese RNS Synthese
10t / br > 10r P
o [ / r
% L P (3 d//}//P k-
£ - / L
(=% 2 -
005 v, _ 5f /
lkine . Z / r /° Abb. 2. Wirkung der Merulinsduren auf
i °I /e) v r die Makromolekiilsynthesen von Bacil-
04 i ® ol° I il °/°I v gy lus brevis-Zellen in vivo. Zugabe des
"0 20 40 60 80 0 20 40 60 8 0 20 40 60 80 .wntibiotikums: Pfeil.

ZEIT (MINUTEN)

Kontrolle: O—0;
100 ug/ml (=MHK) : V—V/.
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Abb. 3. Hamolytische Aktivitdt der Merulinsduren.
V¥——V Merulinsdure A;
AK——X Merulinsdure B;
O——0O Merulinsiure C.

betrug fiir Arthrobacter citreus, C.insidiosum, Mi-
crococcus roseus, S.lutea und C. pasteurianum
27 °C und fiir die iibrigen Bakterien 37 °C. Saccha-
romyces cerevisiae und Rhodotorula glutinis wurden
auf Yeast Nitrogen Base (Difco, mit 4,0 g Glucose/l),
Aspergillus panamensts und Pencillium notatum auf
Malzextrakt (20 g/l), Pythium debaryanum auf
Corn Meal Agar (Difco) und die restlichen Pilze
auf HM-Agar bei 27 °C kultiviert. — Fruchtkdrper
von Merulius tremellosus und Phlebia radiata wur-
den in Wildern des Schonbuchs bei Tibingen ge-

sammelt.

Isolierung von Merulinsiure A aus M. tremellosus

80 g lyophilisierte Fruchtkorper von M. tremel-
losus wurden pulverisiert und dreimal mit je 600 m]
Aceton/Methanol (1 :1 Vol.) extrahiert. Die ver-
einigten Extrakte wurden auf 20 ml eingeengt und
nach Zugabe von 200ml Wasser dreimal mit je
200 ml Essigester extrahiert. Nach Verdampfen des
Losungsmittels wurde der Rohextrakt (3,8g) in
Chloroform gelost, auf eine Kieselgelsaule (2,5 x
12 cm) aufgetragen und mit Chloroform/Ethanol
(99 : 1 Vol.) eluiert. Die MA-enthaltenden Frak-
tionen wurden zusammen eingedampft und der
Riickstand wie oben beschrieben rechromatogra-
phiert. Das so erhaltene hellbraune Ol wurde in 7 ml
Methanol auf eine Sdule mit Sephadex LH-20
(2,5x 163 cm) aufgetragen und mit Methanol
eluiert. Die Fraktionen mit MA (Ve/Vt=0,9 —1,0)
wurden im Vakuum eingeengt und aus Cyclohexan/
CCly (96 : 4 Vol.) kristallisiert. Ausbeute: 250 mg
MA (0,31%).
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Isolierung von MA, MB und MC

aus Phlebia radiata

38 g lyophilisierte Fruchtkorper von P.radiata
wurden wie oben beschrieben extrahiert und das
Rohprodukt (3,2 g) an Kieselgel chromatographiert.
Bei der Elution mit Chloroform/Ethanol (99 : 1 Vol.)
wurde zuerst MC und anschlieBend ein Gemisch von
MA und MB eluiert.

Nach Rechromatographie an Kieselgel wurde MC
wie oben fiir MA beschrieben an Sephadex LH-20
gereinigt (Ve/Vt=0,76 —0,82) und anschlieBend
noch auf eine Kieselgelsidule (2,5 x 12 cm) gegeben
und mit Chloroform/EtOH/MeOH (98 :1 : 1 Vol.)
eluiert. Die Ausbeute an reinem MC betrug 800 mg
(2,10%).

Die eingeengten Fraktionen von MA/MB wurden
an einer Sephadex LH-20-Saule (2,5 x 174 cm) mit
Methanol chromatographiert. MA (Ve/Vt=0,9 bis
1,0) wurde aus Cyclohexan/CCl, (96 : 4 Vol.) kri-
stallisiert. Ausbeute 60 mg (0,16%).

Die MB enthaltenden Fraktionen (Ve/Vt=0,8
bis 0,9) wurden nochmals an Sephadex LH-20 chro-
matographiert und auf eine Sdule mit Kieselgel
(2,5x 12 cm) aufgetragen. Nach Waschen mit Chlo-
roform/EtOH/MeOH (98 :1:1Vol.) wurde MB
mit Chloroform/EtOH/MeOH (94 :1:5) eluiert.
Ausbeute 100 mg (0,26%).

Merulinsiure A (MA, 1) [natiirliches Gemisch]

Farblose Kristalle vom Schm. 116-—117°.
UV-Spektrum (MeOH) : 2,,,. =299 (¢=4187), 259
(9797), 225nm (24300). — IR (CHCly): 3610
(m), 3450 — 3100 (m), 2920 (sst), 2870 (st), 1635
(st), 1590 (m), 1470 — 1440 (m), 1370 (m), 1265
(st), 1185 (st), 1025 (w), 1015 (w), 830 cm™!
(w). — BC.NMR (CDCly): 0—14.2, 22.8, 27.4,
29.2, 29.5, 29.6, 30.0, 31.8, 32.0, 32.1, 36.9,102.2,
104.4, 112.0, 128.8*, 130.6, 130.7, 130.8*,
131.0 %, 151.7, 162.4, 167.4, 176.8 (* schwichere
Signale, die auf Verunreinigung mit 9 und Dehydro-
MA zuriickzufiihren sind). MS: M*—CO, m/e
346.2859 (10,5%, ber. fir C,3Hy40, 346.2872),
320 (9), 250 (7), 236 (2), 208 (3), 205 (3), 191
(4), 177 (2), 166 (10), 165 (3), 163 (7), 149
(4), 138 (4) 124 (100, C,H,0,).

Cy4H350, x 0.5 H,0 (399.6) Ber. C72.18 H9.77
Gef. C71.81 H9.70
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Merulinsdure C (MC, 13) [natiirliches Gemisch]

Farbloses Ol. — UV-Spektrum (MeOH) : A, =
309 (£=3193), 243 (5098), 210 nm (19000). —
IR (CHCly): 3400 —3100 (breit, m), 2950 (sst),
2890 (st), 1650 (st), 1610 (st), 1465 — 1450 (st),
1300 (m), 1250 (m), 1190 (m), 1165 (w), 900
(w), 830cm™! (w). — 13C-NMR (CDCly): 6=
14.2, 22.8, 25.4, 26.6, 27.1, 27.4, 29.2, 29.6, 29.8,
30.0, 32.2, 32.6, 36.7, 116.6, 123.5, 128.9 *, 130.7,
130.9, 131.0*, 136.2, 148.7, 164.7, 177.0
(* schwichere Signale, die auf Doppelbindungsiso-
mere und Dehydroverbindung zuriickzufiihren
sind). — MS: M*m/e 374 (10%), 356 (7), 346
(11), 330 (28), 328 (8), 302 (20), 161 (11), 147
(19), 134 (15), 120 (25), 108 (100), 107 (45),
69 (18), 55 (48), 41 (56).

Cy,H350;5 (374.6) Ber. C77.00 H10.16

Gef. C76.93 H10.12

Merulinsiure B (MB, 16) [natiirliches Gemisch]

Farblose, wachsartige Kristalle vom Schmp. 31 bis
32°C. — UV-Spektrum (MeOH) : entspricht dem
von MC. — IR (CHCl;): 3500 (breit, m), 3020
(m), 2950 (sst), 2880 (st), 1660 (st), 1610 (st),
1450 (st), 1320 (m), 1250 (m), 1190 (m), 1025
(m), 830cm™! (w). — MS: M* m/e 390.2771 (4%,
ber. fiir C,;H340, 390.2771), 372 (27), 354 (15),
346 (15), 328 (15), 325 (5), 298 (4), 201 (6),
187 (8), 175 (9), 173 (12), 162 (17), 161 (20),
152 (30), 147 (30), 134 (23), 133 (19), 120
(30), 109 (27), 108 (100), 107 (69), 95 (44),
81 (43).

Merulinsdure-A-methylester (2)

6 mg MA wurden in 2 ml Methanol tropfenweise
mit etherischer Diazomethanlsung versetzt und nach
dem ersten Auftreten einer bleibenden Gelbfarbung
eingedampft. Der Riickstand wurde durch PTLC ge-
reinigt (Rp=0,44; System D). Ol. — !'H-NMR
(CDCly): 6=0.89 (verbr. t, J=6Hz) [3]; 1.32

»s“) [28]; 2.02 (m) [4]; 2.95 (verbr. t) [2];
3.93 (s) [3];5.36 (,t“) [2]; 6.24 und 6.32 (AB-
qu, ] =2,5Hz) [2], 11.7 (s) [OH]. — MS: M* m/e
404 (1%), 279 (3), 182 (20), 167 (15), 149
(100), 129 (20).

4-0O-Methylmerulinsaure-A-methylester (3)

6 mg MA wurden in 2 ml Methanol tropfenweise
mit etherischer Diazomethanlsung versetzt und nach

bleibender Gelbfarbung noch 30sec geriihrt. Auf-
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arbeitung und PTLC wie bei 2 ergab das élige Pro-
dukt (Rp=0,69; System D). — *H-NMR (CDCl,) :
8-0.89 (,t“) [3]; 1.32 (,s%) [28]; 2.02 (m)
[4]; 2.95 (,t*“) [2]; 3.80, 3.93 (jeweils s) [6];
5.36 (,t%, J=6Hz) [2]; 6.24 und 6.32 (AB-qu,
J=2,5Hz) [2];11.66 (s) [OH].

2.4-Di-O-methylmerulinsiure-A-methylester (4)

10 mg MA wurden in 2 ml Methanol mit iiber-
schiissiger etherischer Diazomethanlosung versetzt
und iiber Nacht gerithrt. Nach PTLC (Rr=0,58;
System D) farbloses Ol, Ausbeute 10,6 mg (96%). —
IR (CHCly): 3050 (w), 2950 (sst), 2870 (st),
1730 (st), 1605 (st), 1580 (m), 1460 (m), 1270
(m), 1185cm™! (st). — 'H-NMR (CDCly): =
0.89 (,t“) [3]; 1.23 (,s*) [28]; 2.02 (m) [4];
2.95 (,t“) [2]; 3.79, 3.80, 3.93 (jeweils s) [9];
5.36 (,t“) [2]; 6.30 (%) [2]. — M'm/e
432.3231 (37,4%, bezogen auf m/e 210=100%;
ber. fiir C,,H,,0, 432.3239).

Decarboxylierung von MA zu 5

30mg MA in 30ml 1 N HCI und 3 ml Methanol
wurden unter N, 2 h unter Rickflul erhitzt. Dabei
lie sich mit Ba(OH),-Wasser die Entwicklung von
CO, feststellen. Nach Abkiihlen schiittelte man Smal
mit je 10 ml Ether aus und dampfte die getrockneten
Extrakte i. Vak. ein. Nach diinnschichtchromatogra-
phischer Reinigung (Rp=0,32; Laufmittel D)
20,6 mg (77%) eines farblosen Ols. — IR (CCl,):
3550 — 3300 (m), 2950 (sst), 2870 (st), 1630 (m),
1600 (m), 1470 (m), 1185—-1180cm™! (m). —
H-NMR (CDCl): 6=0.89 (,,t“) [3]; 1.32 (,,5%)
[28]; 2.02 (m) [4]; 2.95 (,t“) [2]; 5.36 (,t“)
[2]; 6.30 (m) [3]. — MS: M* m/e 346.2872 (5%,
bezogen auf mfe 124 =100%; ber. fiir Cy3H;350,
346.2872).

Hydroxylierung von 4 zu 6

7 mg 4 in 3 ml Pyridin/Ether (1 : 1 Vol.) wurden
unter Riihren bei 23 °C tropfenweise mit 50 mg Os-
miumtetroxid in Ether versetzt und 2 h geriihrt. An-
schlieBend gab man 30 ml einer methanolischen Na-
triumsulfitlosung (aus 45 ml 15proz. wilriger Na-
triumsulfitlosung und 10 ml Methanol) zu und riihrte
weitere 2 h. Nach Abzentrifugieren wurde der Uber-
stand zur Trockene eingedampft und der Riickstand
6mal mit je 30 ml Ether extrahiert. Nach Eindamp-
fen der organischen Losungen wurde das Rohpro-

dukt durch DC gereinigt (Rp=0.50; System E).
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Farbloses Ol, das beim Stehen im Kiihlschrank kri-
stallisierte; Schmp. 63 — 65 °C.

Silylierung des Diols 6 zu 7 [aus Naturprodukt]

5 mg 6 wurden in wenig absolutem THF mit iiber-
schiissigem N,O-Bis- (trimethylsilyl) acetamid 30 min
bei 24 °C geriihrt und anschlieBend noch 20 min
unter Riickfluf} erhitzt. Nach Abziehen der fliichtigen
Bestandteile im Olpumpenvakuum wurde 7 direkt
massenspektrometrisch untersucht. — MS: M*m/e
610 (0,5%), 496.3027 (3,5%, ber. fiir Co6H 50551,
496.3040), 468 (3,7, C,H,0;5i,), 423 (22,
CasHyy0550), 395 (33, CayHys0551), 363 (23), 319
(30), 291 (36), 215 (25, C;,H,,08i), 210 (20),
191 (23), 187 (23, Cy,H,30Si), 147 (22), 75
(100), 73 (80).

Ozonolyse von 4 [aus Naturprodukt]

Durch die Losung von 30 mg 4 in 50 ml Eisessig
wurde 7h lang ein Gemisch von Ozon und Sauer-
stoff geleitet. Dabei verdunstete etwa /4 der Fliissig-
keit. Man gab 100 ml Ether zu und reduzierte an-
schlieBend unter Kithlung mit Eiswasser mit 200 mg
Zinkstaub und 20 ml Wasser 3 h bei 23 °C.

Nach weiteren drei Stunden wurde der entstandene
Niederschlag abfiltriert, das Filtrat dreimal mit
wéllriger Natriumcarbonatlosung sowie anschliefend
mit Wasser ausgeschiittelt und nach Trocknen iiber
Calciumchlorid eingedampft. Ein Teil des oligen
Riickstandes zeigte im Gaschromatogramm zwei
Peaks, die in ihren Retentionszeiten mit denen von
authentischem Pelargonaldehyd und Onanthaldehyd
tibereinstimmten.

Der andere Teil wurde diinnschichtchromatogra-
phisch aufgetrennt (System D), wobei zwei Frak-
tionen vom Ry 0,58 und 0,38 massenspektrome-
trisch vermessen wurden. Die erste Fraktion war ein
etwas verunreinigtes Gemisch des C;- und Cy-Alde-
hyds (M*: m/e 114.1041, ber. fiir C;H,,0 114.1045
und m/e 142.1352, ber. fiir CgH,40 142.1358). Die
zweite Fraktion erwies sich als ein kompliziertes
Gemisch verschiedener Substanzen, in dem 8 als Be-
standteil nachgewiesen werden konnte (M*: m/e

322.2063, ber. fiir C;H,,05 322.2069).

Auftrennung des natiirlichen Gemisches von 4

in die Komponenten durch HPLC

Jeweils 100 ul einer Losung von 10 mg 4 in 10 ml
n-Hexan wurden auf eine 0,493 ecm u-Porasil-
Kolonne gegeben (Laufmittel: n-Hexan mit 17
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Essigester und 0,02% n-Propanol, FluBrate: 1,2 ml/
min). — Man sammelte die 4 getrennten Haupt-
komponenten (Ausbeute > 95%) und untersuchte sie
nach Eindampfen des Losungsmittels mit Hilfe der
Massenspektrometrie.

2.4-Di-O-methyl-dihydromerulinsdure-A-methylester-
14,3% M*: m/e 434,

2.4-Di-O-methyl-4'"".merulinséure-A-methylester
16,1% M*: m/e 432,

2.4-Di-O-methyl-4%-merulinsdure-A-methylester
59,1% M*: m/e432,

2.4-Di-O-methyl-A4¥,4¥"-merulinsiure-A-methylester
10,5% M*: m/e 430.

14-Tricosen-2.4.6-trion (11)

2,5g Acetylaceton wurden tropfenweise unter
Riihren zu einer Lésung von 0,6 g Lithiumdraht in
300ml flissigem Ammoniak gegeben. Nach 1h
wurde das Reaktionsgemisch mit 15 g Olsduremethyl-
ester versetzt und nach weiteren 5 min durch Zugabe
von 200 ml Ether vom Ammoniak befreit. Die ethe-
rische Losung wurde dann je zweimal mit verd.
Essigsdure, Natriumhydrogencarbonatlosung und
Wasser gewaschen und nach Trocknen eingedampft.
Der dlige Riickstand wurde unter Rithren in eine
wiflrige ammoniakalische Kupfersulfatlosung einge-
tragen und der entstandene griine Niederschlag an-
schliefend durch mehrfaches Ausschiitteln mit Chlo-
roform herausgelost. Man dampfte die getrocknete
organische Phase ein und nahm den 6ligen Riick-
stand mit Ether auf. Innerhalb kurzer Zeit fielen
griine, glidnzende Kristalle aus, die abfiltriert und
mit Ether gewaschen wurden. Dieser Niederschlag
wurde anschlieend erneut in Chloroform gelost und
3 h mit wilriger Essigsdure geschiittelt, wobei sich
der Cu-Komplex zersetzte und die organische Phase
nahezu farblos wurde. Diese wurde abgetrennt, ge-
trocknet und eingedampft, wobei das Triketon als
farbloses Ol zuriickblieb. Ausbeute: 1,88 g (16,5%),
Ry =0,64 (System D).

IR-Spektrum (CHCly): 2950 (sst), 1730 (st),
1720 (st), 1600 (st), 1470 (m), 1410 cm™! (m).

3.5.7-Trioxo-15-tetracosen-1-carbonsdiure (12)

Zu einer Losung von 20ml 15proz. Lithium-
diisopropylamid-Suspension in abs. THF wurde
unter Riihren bei 0 °C 0,5 g 11 zugegeben. Nach 1 h

o . [e) o =
Rithren, wobei man auf 20 °C erwirmen lief}, wurde
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unter erneuter Kiihlung auf 0 °C 5 min ein kriftiger
CO,-Strom durch die Losung geleitet. Man dampfte
im Wasserstrahlvakuum ein und verarbeitete die
rohe Carbonsdure 12 direkt weiter.

A% -Merulinsiure A

Das Rohprodukt der Carboxylierung wurde in
einer methanolischen Natriumacetatpufferlosung
(30ml 0,5M Natriumacetat und 5ml Methanol;
pH 5) 6 —7h bei 23 °C geriihrt. Man dampfte das
Losungsmittel weitgehend ein und reinigte den
Riickstand iiber eine Sdule mit Sephadex LH 20
(1,5 x 80 cm, Eluent : Methanol).

Ausbeute: 106 mg [20%], bezogen auf 11. —
IR-Spektrum (CHCl,) : 3610 (m), 3450 — 3100 (m),
2920 (sst), 2870 (st), 1635 (st), 1580 (m), 1460
(m), 1370 (m), 1265 (st), 1195 (st), 1025 (w),
830cm™! (w). — 'H-NMR-Spektrum (CDCl;):
0=0,89 (,t“,J=6Hz) [3]; 1.32 (,,5“) [26]; 1.62
(m) [2]; 2.02 (m) [4]; 2.95 (,t“) [2]; 5.36
(»t%) [2]5 6.30 (,,5%) [2].

13C-NMR-Spektrum (CDCly): 6=14.1, 22.7,
27.3, 29.2, 29.4, 29.6, 29.8, 31.7, 32.0, 32.1, 36.6,
101.6, 103.7, 111.4, 129.9, 130.1, 150.8, 161.5,
166.4, 175.8.

MS: m/e 346 (50), 320 (10), 278 (1), 264 (3),
250 (22), 236 (3), 222 (3), 208 (3), 205 (18),
194 (3), 192 (5), 191 (26), 180 (5), 177 (15),
166 (38), 163 (38), 151 (21), 149 (25), 138
(25), 137 (80), 125 (65), 124 (100), 113 (19),
95 (20), 83 (17), 81 (24), 69 (58), 55 (76), 43
(68), 41 (72).

C,4Hy40, % 0,5 H,0 (399,6) Ber. C 72.18 H9.77

Gef. C72.51 H9.81
Silylierung der A% -Merulinsiure A

Die Methylierung, Hydroxylierung und Silylie-
rung des synthetischen Produktes erfolgte wie beim
natiirlichen Gemisch beschrieben. Sowohl das Tri-
methylderivat als auch das entsprechende Diol
stimmten in ihren 'H-NMR und IR-Spektren mit den
Derivaten des Naturstoffes iiberein.

Das erhaltene Bistrimethylsilylderivat
direkt massenspektrometrisch untersucht.

MS: M* m/e 610 (0,5%), 468 (4), 395 (35), 363
(38), 349 (16), 319 (18), 291 (75) 215 (52),
210 (30), 187 (11), 151 (20), 147 (18), 75 (88),
73 (100).

wurde
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2-O-Methylmerulinsiure-C-methylester (14)
[natiirliches Gemisch]

20 mg 13 wurden wie fiir 4 beschrieben mit ethe-
rischer Diazomethanlosung umgesetzt. Rohausbeute:
20,5mg (95%); Rr=0,62 (System D). 'H-NMR-
Spektrum (CDCly); 6=0.89 (,t*, J=6Hz) [3];
1.32 (,s%) [28]; 2.02 (m) [4]; 2.95 (.,t%) [2];
3.80 und 3.93 (jeweils s) [6]; 5.36 (,t“ J=
6 Hz) [2]; 6.75 (d, /=8Hz) [1]; 6.86 (d, J=
8HZ) [].], 7.35 (ABM, ]AB=]AM=8HZ) [1] MS:
M* mfe 402.3138 (13%, ber. fiir CogHyO4
402.3134), 370 (11), 251 (7), 210 (6), 180 (27),
179 (12), 175 (19), 160 (67), 148 (11), 134
(11), 121 (11).

Hydroxylierung und Silylierung von 14 zu 15
[aus Naturprodukt]

5mg 14 wurden wie fiir 4 beschrieben mit OsO,
hydroxyliert und das Rohprodukt weiter zum
Bis (trimethylsilyl) diol 15 umgesetzt. MS: m/e M*
580 (0,1%), 466 (5, CosH,0,Si), 438 (2,
Ca3H,,0,S0,), 393 (14, CyoH,,0,8i,), 365 (20,
CaoHy30,S0,), 289 (35), 261 (20), 215 (19,
C,,H,;08i), 187 (11, C;yH,,0Si), 175 (12), 161
(23), 147 (22), 117 (35), 75 (100), 73 (64).

2-0-Methylmerulinsiure-B-methylester (17)
[aus Naturprodukt]

10 mg 16 wurden wie fiir 4 beschrieben mit ethe-
rischer Diazomethanlosung umgesetzt. Rohausbeute:
10,2 mg (96%); farbloses Ol; Rp=0,27 (System
D). — IR-Spektrum (CHCl;): 3050 (m), 2950
(sst), 2870 (m), 1730 (st), 1600 (w), 1590 (m),
1470 (m), 1440 (w), 1270 (st), 1205 (w), 1125
(m) 1085 (m), 930 (w), 710cm™1 (m).

'H-NMR-Spektrum (CDCl;): 6=1.19 (d,/=
6 Hz) [3]; 1.32 (,,s) [28]; 2.02 (m) [4]; 2.95
(»t“) [2]; 3.80 und 3.93 (jeweilss) [6]; 3.86 (m,
verdeckt) [1]; 5.36 (,t*) (J=6Hz) [2]; 6.75
(d,J=8Hz) [1]; 6.86 (d,J=8Hz) [1]; 7.35
(ABM, Jap=Jsn=8Hz) [1].

MS: M* m/e 418 (0,5%), 400 (4), 386 (18),
371 (10), 368 (20), 350 (18), 273 (5), 259 (4),
245 (6), 231 (9), 215 (12), 201 (8), 189 (15),
180 (35), 175 (45), 162 (30), 161 (100), 149
(30).
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Biologische Tests

Einbau von [Y*C]Thymidin, [**C]Leucin und
[Y*C]Uracil in vegetative Zellen von Bacillus brevis

Zu 18 ml einer exponentiell wachsenden Kultur
von Bacillus brevis in Nutrient Broth (Eg5,=0,7)
wurden 0,25 1Ci der radioaktiv markierten Vorstu-
fen [2-1*C]Thymidin (0,99 pg), L-[1-'*C]Leucin
(0,56 ug) und [2-1*C]Uracil (125 ug) hinzugefiigt.
Die Antibiotika (100 pg/ml bei Merulinsdure A und
C, 10 ug/ml bei Merulinsdure B) wurden 22 bis
25 Minuten spiter zugesetzt. Zu den angegebenen
Zeiten wurden Proben von 200 ul entnommen, die
Zellen sofort mit 2 ml 5% Trichloressigsiure gefallt,
das siureunlosliche Material auf Membranfiltern
(Selectron, Typ 81785) gesammelt, gewaschen und
die Radioaktivitit mit einem Flissigkeitsszintilla-
tionsspektrometer gemessen.

Priifung auf himolytische Eigenschaften

Dieser Test wurde mit aus der Armvene entnom-
menem, heparinisiertem Blut nach der Hamoglobin-

[1] V. Mitt.: W. Quack, T. Anke, F. Oberwinkler, B. M.
Giannetti u. W. Steglich, J. Antibiotics 31, 737 (1978).

[2] G. Eglinton u. D. H. Hunneman, Phytochemistry 7,
313 (1968).

[3] T. M. Harris, G. P. Murphy u. A. J. Poje, J. Am.
Chem. Soc. 98, 7733 (1976).

[4] R. Arnold, Dissertation 1972, TU Miinchen. Die Re-
aktion bei —20 °C fiihrt zu schlechteren Ausbeuten an
dem Triketon 11.

[5] G. Deffieux, R. Baute, G. Bourgeois, A. Neveu u. M. J.
Filleau, Bull. Soc. Pharm. Ouest. 16, 259 (1974).

B. M. Giannetti et al. - Antibiotika aus Basidomyceten, VI

cyanidmethode durchgefithrt [11]. Reaktionslosung
(a) mit Detergens (Merck Nr. 3317): 1,0 mmol/
1KCN; 0,6 mmol/1 Kalium-hexacyanoferrat (I1I) ;
2,5 mmol Phosphatpuffer, pH 7,2; 1,5 mmol/1 NaCl;
0,05% Detergens.

Reaktionslosung (b): wie Reaktionslosung (a),
jedoch ohne Detergens und mit 141 mmol/1 NaCl.

Je 0,5ml der isotonischen Reaktionslosung (b)
wurden mit verschiedenen Konzentrationen der An-
tibiotika kurz geschiittelt, 20 xl Blut hinzugefigt,
geschiittelt und 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Die
Ansitze wurden danach 5 Minuten bei 900 x g zen-
trifugiert und die Extinktion des Uberstandes bei
546 nm gegen die Reaktionslosung (b) als Leerwert
gemessen. Der Kontrollwert mit der Reaktionslosung
(a) wurde gleich behandelt. Die Héamolyse dieses
Kontrollwertes wurde bei der Berechnung als 100%
zugrunde gelegt.

Wir danken der Deutschen Forschungsgemein-
schaft fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit.

[6] Vgl. R. Hegnauer, Chematoxonomie der Pflanzen, Bd. I,
327 (1962) und Bd.III, 90 (1964), Birkhiduser Ver-
lag, Basel und Stuttgart.

[7] G. Weitzel, F. Schneider, A. M. Fretzdorff, J. Durst u.
W. D. Hirschmann, Hoppe-Seyler’s Z. Physiol. Chem.
348, 433 (1967).

[8] T. Anke, F. Oberwinkler, G. Schramm u. W. Steglich,
J. Antibiotics 30, 806 (1977).

[9] J. Kawamura, Japan. J. Chem. 3, 89 (1928).

[10] F. W. Eichbaum, Mem. Inst. Butantan 19, 127 (1946).
[11] E. Merck, Darmstadt, Klinisches Labor, 12. Auflage,
1974.



