Entwicklung biomimetischer Synthesen. Durch Konkurrenz-
Inkorporation!" konnten wir bei der Biosynthese der Myco-
toxine vom Ergochrom-Typ', z. B. von Secalonsdure D (5},
alternative Zwischenstufen nachweisen und einer aufschluf3-
reichen Sequenz zuordnen.

Ergochrome entstehen durch oxidative Ring6ffnung!>>!
des Anthrachinons Emodin (!}, eines Schliisselbausteins der
Naturstoff-Biosynthese!*. Hierbei muf3 eine Hydroxygruppe
von C-6 eliminiert und eine zusitzliche an C-4 eingefiihrt
werden. Neben Emodin (/) kamen daher die natiirlichen

OH O OH OH O OH
8 I

OH O OH

(5) O o -...CH3

CO.CHj;3

Anthrachinone Chrysophanol (2), Islandicin (3} und Catena-
rin (4}, deren Hydroxygruppenanordnung ganz oder teilwei-
se derjenigen einer Molekiilhdlfte von (5) (eingerahmt) &h-
nelt, als Zwischenstufen in Betracht.

Fiir die Konkurrenz-Inkorporationen wurden Paare aus
biosynthetisch gewonnenem, uniform markiertem [U-
SH]Emodin (1) und einem der [U-'“C]Anthrachinone (1) bis
(4)¥! an den Schimmelpilz Penicillium oxalicum'® verfittert.
Nach Isolierung und Reinigung von (5) bis zur konstanten
Radioaktivitit wurde das *H/'*C-Verhiltnis im Szintilla-
tionszihler bestimmt (Tabelle 1).

Tabelle 1. Konkurrenz-Inkorporation der radioaktiven Anthrachinone (/) bis (4)
in Secalonsiure D 5) durch Penicillium oxalicum [a].

Ver- Anthrachinon Spez. a/b
such Einbau [b]
%]
1 a) [U-"*C]Emodin (/} 0.432 103
b) [U-*H]Emodin (/) 0418 ’
2 a) [U-'"“C]Chrysophanol (2) 3.42 3.56
b) {U-*H]Emodin (/) 0.96 :
14, ici
3 a) [U . C]Islam_hcm (3) 0.163 0301
b) [U-*H]Emodin (/) 0.541
a) [U-'*C]Catenarin (4) 0.008
0.022
4 b) [U-*H]Emodin (/) 0.37

[a] ATCC 10476. [b] Spezifische Radioaktivitit der isolierten Secalonsdure D (5)
dividiert durch die des verfiitterten Anthrachinons sowie durch die Anzahl dec
Anthrachinon-Molekiile, die in (5) eingebaut werden kénnen x 100.

Wie Versuch 1 zeigt, verliert [U-*H]Emodin (7} bei der
Umwandlung in (5) durch den Schimmelpilz nicht mehr als
3% seiner uiberwiegend in der Methylgruppe befindlichen
Tritium-Radioaktivitit. Es ist daher als Bezugsverbindung
fur Konkurrenz-Inkorporationen gut geeignet. Aus den auf
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Emodin (1) bezogenen Einbauwerten (Verhiltnis a/b) der
weiteren Versuche geht signifikant und unbeeintrichtigt von
Schwankungen der Enzymaktivitit verschiedener Versuchs-
ansidtze hervor, daB3 Chrysophanol (2) (Versuch 2) 3.6mal
besser als (1) und 11.8mal besser als (3} (Versuch 3) in (5) in-
korporiert wird. Dagegen ist (4) (Versuch 4) als Biosynthese-
Vorstufe auszuschlieBen!™.

Diese Befunde ermoglichen die SchluBfolgerung, daf
Emodin (7) und Islandicin (3) iiber Chrysophanol (2) in die
Ergochrome, z. B. (5), umgewandelt werden. Die Hydroxy-
gruppe an C-4 wird somit nach der oxidativen Ringtffnung
eingefiihrt, die der Dimerisierung vorausgeht'®*. Die bevor-
zugte Eignung von (2} fiir priaparativ niitzliche, biomimeti-
sche Ringoffnungsreaktionen ist bereits bekannt!®),

Eingegangen am 20. Mirz 1980 {Z 4664]
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Citreoviridine aus Aspergillus terreus'™

Von Burchard Franck und Henning-Peter Gehrken!")
Professor Rolf Huisgen zum 60. Geburtstag gewidmet

Das schwere Nervenstérungen bewirkende Mycotoxin Ci-
treoviridin (7a) ist Urheber der in Ostasien epidemieartig
auftretenden ,,Cardiac Beriberi“!'l. Seine den Aflatoxinen
vergleichbare akute Toxizitat wird durch Hemmung der mi-
tochondrialen ATP-Synthetasen verursacht®, (fg) wurde
bisher in verschimmeltem Reis sowie in Penicillium citreoviri-
de und verwandten Penicillium-Arten gefunden®!.

Wir isolierten Citreoviridin (7a) und weitere, bisher unbe-
kannte Abkommlinge dieses Strukturtyps aus dem Schim-
melpilz Aspergillus terreus, einem der im Erdboden, auf Ge-
treidearten und zuckerhaltigen Nahrungsmitteln meistver-
breiteten Organismen, der auch biotechnologisch verwendet
wird™. Es verdient besondere Beachtung, daB das Auftreten
des zu den gefahrlichsten Mycotoxinen gehorenden Citreo-
viridins somit nicht auf ostasiatische Schimmelpilze be-
schriankt ist, und daf3 die Citreoviridin-Bildung durch Stim-
me des Aspergillus terreus extrem hohe Werte - bis zu 2%

[*] Prof. Dr. B. Franck, Dr. H.-P. Gehrken
Organisch-chemisches Institut der Universitit
Orléansring 23, D-4400 Miinster

[**] Pilzinhaltstoffe, 31. Mitteilung. — 30. Mitteilung: B. Franck, G. Bringmann,
G. Flohr, Angew. Chem. 92. 483 (1980); Angew. Chem. Int. Ed. Engl. /9. Nr. 6
(1980).
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des Trockenmycels — erreicht. Dies ermoglichte auch eine ge-
naue biogenetische Analyse des Mycotoxins.

Bei der Durchmusterung von Aspergillus terreus nach
Wirkstoffen stieBen wir bei 5 von 13 Stimmen!® auf leuch-
tend gelbe Metabolite mit typischem Polyen-UV/VIS-Spek-
trum. Der Hauptmetabolit (tiefgelbe Nadeln, Fp=109-
110°C aus MeOH, A, =237, 287, 295, 388 nm) erwies sich
als identisch mit Citreoviridin (1a)!); daneben fanden wir in
geringeren Mengen funf sehr dhnliche Metabolite. Wir be-
zeichnen daher Citreoviridin (/a) mit dem Zusatz ,,A“ und
die anderen Komponenten in der Reihenfolge ihrer auf
(1a)=1.00 bezogenen R.-Werte (1.44, 1.35, 1.24, 0.72, 0.62;
Ethylacetat auf DC-Karten SI F-Riedel de Haen) mit B, C,
D, E und F.

Den Komponenten C und D lieflen sich u. a. aus spektro-
skopischen Daten die Strukturen (7b) bzw. (I¢) zuordnen.
Durch Spaltung der C-5/C-6-Bindung im Massenspektro-
meter gebildete Fragmente gaben zu erkennen, daf sich (7q),
(1b) und (Ic¢) nur durch Methylgruppen an C-2 und C-4 un-
terscheiden. Dementsprechend zeigten in den "*C-NMR-
Spektren ([D¢]Aceton) nur die Signale von C-2 und
C-4 signifikante Differenzen.

(la), R* = H, R? = CH,; (/b), R! = CH3, R* = H;
(ic), R!, R? = CH,

OCH;
A~ CHj

0707~ COH
(2) {3)

x,®: Markierung durch [1-13C]-
bzw. {2-13C] Acetat

Tabelle 1. '*C-NMR-Daten und '*C-Anreicherung der isotopomeren Citreoviri-
dine A (/a), die nach Verfiittern von [t-'*C]- und [2-"*C]Acetat an Aspergillus
terreus (CBS 503.65) erhalten wurden (gemessen in [Ds]Aceton, Angabe der An-
reicherung in Vielfachen der natiirlichen '*C-Haufigkeit [7]).

C-Atom 8 und *C-Anreicherung
Multi- (1a} aus {la) aus
plizitit [1-"*C]Acetat {2-"*C]Acetat

C-1 1635 s 10.32 —

C-2 889d — 26.2

C-3 171.2s 9.44 —

Cc-4 1083 s — 17.0

C-5 1550s 9.58 —

C-6 119.6 d — 214

C-7 [a) 1363 d 19.4 —

C-8[b} 127.0d — 23.7

C-9 [a] 139.4d 149 —

C-10 [b} 131.5d — 21.2

C-11 [a) 142.24d 17.8 —

C-12 1329 s — 18.9

C-13 [a] 1445 d 16.4 —

C-14 848s — 17.4

C-15 86.5d 13.6 —

C-t6 80.8s — 18.8

C-17 785d 18.0

C-18 130 q — 246

c-19 894 q — —

C-20 21.8 q —

C-21 193 q — —

c 13.5q - —

OCH, 56.8 q — —

[a, b} Diese Zuordnungen kénnen untereinander vertauscht sein.
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Die Struktur von Citreoviridin A (1a) legt die Annahme
einer Biosynthese aus neun Acetateinheiten iiber Acetyl- und
Malonyl-Coenzym A sowie das C,s-Polyketid (3) und dessen
C-Methylierung an vier Positionen (C-4, C-12, C-14, C-16)
nahe. In Einklang hiermit sind frithere Inkorporationsversu-
cheP?! mit Acetat und Methionin, bei denen jedoch wegen
der Markierung mit '*C nur wenige Einbaupositionen durch
chemischen Abbau bestimmt werden konnten. Applikation
von [1-'*C]- und [2-'*C]Acetat (90% '*C-Anreicherung; 200
mg/100 ml Nahrlosung) an Aspergillus terreus (CBS
503.65)1% ergab isotopomere Citreoviridine A (fa). Deren
ungewohnlich hoher Einbau von 17.6 bzw. 25.7%!" er-
moglichte genaue '*C-Positionsbestimmungen durch '*C-
NMR-Spektren (Tabelle 1). Demnach stammen alle unge-
radzahligen C-Atome (x) der Polyketidkette (3) von (1a)
aus den Carboxygruppen der Acetatbausteine und die gerad-
zahligen C-Atome (o) von (3) aus den Methylgruppen. Die
C-Atome der Methoxy- und der C-Methylgruppen zeigten
ebenso wie die unmarkierten C-Atome der C,z-Kette keine
signifikanten Signale, entsprechend ihrer Herkunft aus dem
C,-Pool des Organismus.

Als fortgeschrittene Zwischenstufe der Citreoviridin-Bio-
synthese aus Acetateinheiten kommt Olsiure in Betracht. Sie
enthilt ebensoviele C-Atome wie das Polyketid (3) und ist
ein Schliisselbaustein®™ fiir die Biosynthese vieler Polyde-
hydro-carbonsiduren'”. Die Radioaktivitit des nach Verfiit-
tern von [1-'*C]Olsiure an Aspergillus terreus isolierten Ci-
treoviridins (/a) entsprach einem nur geringen spezifischen
Einbau von 0.00093%. KMnO,-Oxidation dieses Citreoviri-
dins (1a) ergab ein Cumalinsdure-Derivat (2), das nicht, wie
bei direktem Einbau zu erwarten, die gesamte Radioaktivi-
tat, sondern nur 36% enthielt. Somit diirfte die geringe In-
korporation der [1-'*C]Olsdure iiber einen Abbau zu **C-
Acetat zu erkldren sein.

Arbeitsvorschrift

Gewinnung von (fa): 200 Oberflichenkulturen von Asper-
gillus terreus (CBS 503.65) auf je 350 ml Czapek-Dox-Niahr-
16sung!'"! in 11-Erlenmeyerkolben, die 21 d bei 26 °C ge-
wachsen waren, ergaben 750 g gefriergetrocknetes Mycel.
Dieses wurde nacheinander fiinfmal mit jeweils 3.5 1 Petrol-
ether (126 g Extraktriickstand) und Aceton (65.2 g Extrakt-
riickstand) digeriert. Den Acetonriickstand nahm man in
Ethylacetat auf, trennte Ungelostes durch Filtration ab und
chromatographierte mehrfach mit Ethylacetat an Sdulen aus
Silicagel (Merck, Korngrofle 0.063-0.2 mm). Der Eindampf-
riickstand der vereinigten Eluate wurde aus Methanol um-
kristallisiert; Ausbeute 15.1 g (2.01% des Trockenmycels)
(1a), Fp=108-110°C.

Eingegangen am 20. Mirz 1980 {Z 466 b}
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dierte man deren '*C-NMR-Signalintensititen durch die entsprechenden
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Ein neuer Weg zu Brefeldin A"

Von Yetkin Kéksal, Peter Raddatz und Ekkehard
Winterfeld!""!

Um das synthetische Potential von 4-Oxo-2-cyclopentenyl-
acetat (1) zum Aufbau trans-disubstituierter Cyclopentanone
durch sukzessive Michael-Addition [(7)—(2)] auszunutzen,
wihlten wir das aus Penicillium Brefeldianum isolierte Ma-
krolid-Antibioticum Brefeldin A (3)'? als Syntheseziel. (3)
hat antifungale und cytostatische Wirkung. Seine Konstitu-
tion wurde 1964 aufgeklart”; einige Totalsynthesen und spe-
zielle Reaktionen sind bekannt™).

AN
N R
o :@ 0 R

(1) OAc (2)

OH
9 S ooE
C0,C,H; H N
o - 1 13 sl WwH
HO b, S
10

(4) 8 b 13 'CH3
(3)

Da (1) als optisch aktive Verbindung zur Verfiigung
steht'™], ist prinzipiell eine enantioselektive Synthese von (3)
moglich, die bisher nur auf sehr vielstufigem Weg gelang!*l.
Wir stellten zunichst die Zwischenprodukte (6a) und (6b)
aus dem Oxoester (4)!'® durch Michael-Addition der Cupra-
te (5a) und (5b) her (siche Tabelle 1).

o S S
/C_C Catly X C0,C H
(4)+ 14 — L
LiCY o ~_R ba AN
14
(5) (6),X,Y = O;

(7),X=0H,Y = H;
CHj

(5-9a), R = C1; (5-9b), R =
(8), X =H, Y = OH; Z\Lj
(9), X =H,Y = OMem;

(9¢), X = H, Y = OMem, R = C=N

Die Alkohole (7} erhielten wir mit hoher Stereoselektivitit
durch Selektridreduktion'® von (6), die Epimere (8) durch
Walden-Inversion!” von (7). Beide Alkohole lassen sich auf

*] Prof. Dr. E. Winterfeldt, Dipl.-Chem. Y. Kéksal, Dipl.-Chem. P. Raddatz
Institut fir Organische Chemie der Universitat Hannover
Schneiderberg 1B, D-3000 Hannover

[**] 3. Mitteilung iiber Cyclopentenone. Diese Arbeit wurde von der Deutschen
Forschungsgemeinschaft und dem Fonds der Chemischen Industrie unterstiitzt.
Dr. A. von Wartburg und Dr. H. Hauth, Sandoz AG. Basel, danken wir fiir natiir-
liches Brefeldin A. - Als 1. und 2. Mitteilung gelten [1a] bzw. [1b].
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Tabelle 1. Einige physikalische Daten der Verbindungen (6a), (6b), (15a) + (15b)
und (/6aj + (16b); M® massenspektrometrisch bestimmt.

(6a), IR (CHCl,): 3040, 1600, 1740, 1720 cm ~'; "H-NMR (CDCLy): 8=5.4 (2) m,
432 (2) q(J=7 Hz),3.53 (2) t (J=6 Hz), 2.33-3.8 (6) m, 1.5-2.3 (10) m, 1.35 (3) t
(J=7 Hz); MS (80°C): m/e=376 (15%, M®), 329 (5), 303 (43), 191 (58), 145
(100); M® (*°Cl bzw. YCl): ber. 376.0934, gef. 376.0935 bzw. ber. 378.0904, gef.
378.0910

(65), IR (CCl,): 1750, 1730, 1070 cm " '; 'H-NMR (CDCl,): 8=5.35 (2) m. 4.21
(2) q (J=7 Hz), 3.97 (4) 5, 2.35-3.6 (8) m, 1.44-2.3 (10) m, 1.23 (3) t (J=7 Haz).
1.2 (3) s: MS (200°C): m/e=428 (5%, M®), 413 (5), 355 (19.5), 191 (73.5), 163
(23). 145 (100), 87 (96.5)

(15a)+(15b): IR (CCly): 1712, 1630 cm ~'; "H-NMR (CCL,): 6=6.96, 6.54 (1) d
(J=15.5 Hz), 5.99. 5.96 (1) d (J=15.5 Hz), 5.2 (2) m, 4.9 (1) m (H-15), 4.6 (2) s
(OCH;0), 4.08 (1) m (H-7), 3.5 (4) m (OC,H,0), 3.3 (3} s (OCH}), 2.5-3.2 (4) m.
1.2-2.5(12) m, 1.26, 1.22 (3) d (J=6 Hz. C—CH;); MS (160 °C): m/e =455 (4%,
M®), 427 (2), 412 (1), 380 (7). 367 (14), 350 (11). 89 (100); M® ber. 456.2004, gef.
456.2004

(16a)+ (16b): IR (CCly): 1728, 1702, 1630 cm™'; '"H-NMR (CCly): §=7.69, 7.32
(1) d (J=16 Hz), 631, 6.30 (1) d, 5.5 (2) m. 5.2, 4.6 (1) m (H-15), 46 (2) s
(OCH,0), 4.1 (1) m (H-7), 3.5 (4) m (OC,H,0). 3.29 (3) s (OCH3), 1.2-2.3 (12),
1.3, 1.21 (3) d (J=6 Hz, C—CH,); MS (380°C): m/e =366 (2%, M®), 290 (7.5).
261 (10), 89 (100); M® ber. 366.2042, gef. 366.2040

iibliche Weise in die Mem-Ether (9" umwandeln. Durch
Verliangerung der Seitenkette von (9a) entsteht (9¢), das bei
der Reaktion mit Methyllithium und anschlieBender Hydro-
lyse des Imins das Keton (70) ergibt. (10) kann auch durch
Hydrolyse des Ketals (9b) erhalten werden.

SN (10),X,Y =0, R = OC,H;
Ho \/:( :COR X Y (l1),R=0CHs
MemO™" //\/\)\ (12),R=H

14

(11, 12a), X
(11, 12b), X

H, Y = O-Si(CH;),~C(CH;z)s
O-Si(CHj)s—C(CHs);, Y = H

Mit anderen Organometallverbindungen konnten andere
Gruppen an C-15 eingefiihrt werden; prinzipiell besteht
auch die Moglichkeit, iiber das Imin (direkte Reduktion!)
zum Lactam zu gelangen. Reduktion der Carbonylgruppe in
der Seitenkette von (10) liefert nach Schutz der Hydroxy-
gruppen das Gemisch der epimeren Silylether (7/7a) und
(11b).

Stereoselektivitit wurde an dieser Stelle nicht angestrebt,
da Corey!* iiber eine deutlich hohere Bildungsgeschwindig-
keit des Lacton-Derivats mit natiirlicher Konfiguration an
C-15 berichtet hatte, so daB es moglich schien, diesen Effekt
zur Epimerentrennung zu nutzen.

Zur Vervollstindigung der anderen Kette wird zunichst
durch Reduktion von (f7a) und (715} mit LiAlH, und an-
schlieBende Reoxidation das Gemisch der Aldehyde (12a)
und (12b) bereitet, das bei Wittig-Olefinierung die ungesiit-
tigten Ester vom Typ (13) ergibt.

(I3a), X = H, Y = O-Si~<
~ (136), X = 0-§i%, Y = H
S..S | (14a), X =H,Y = OH
H\O)</\C>(22Cz§l{5 (14b), X = OH,Y = H
MemO™ /\/\N}\ (15), X=Y = —S(CHa)sS—
(16),X,Y = O
< v (17a), X = H, Y = OH
R (I7b),X = OH, Y = H

H 2

O I
B «R
MemO™ "//,IMRII

14
(15-17a), R'= H, R"= CH;y; (/5-17b), R'= CH;, R"= H
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