Biosynthese von Moniliformin, einem Toxin aus
Schimmelpilzen mit Cyclobutendion-Struktur**

Von Burchard Franck* und Gerhard Breipohl

Das Mycotoxin Moniliformin 1 wird in hohen Kon-
zentrationen! von den Maisschimmelpilzen Fusarium mo-
niliforme und Gibberella fujikuroi gebildet. Durch stark to-
xische Wirkung®, hohe Aciditit (pK,=0.88"") und Ver-
wandtschaft mit Quadratsiure 2 ist 1 von besonderer Be-
deutung. Wir berichten nun iiber Inkorporationsversuche,
die AufschluB iiber die Biogenese von 1 geben.
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Fiir die Biosynthese von 1 zogen wir drei Hypothesen in
Betracht: 1) Cyclisierung und weitere Umwandlung von
Erythrose §; 2) Kondensation von zwei Acetateinheiten
tiber Malonyl-Coenzym A 8 zu 1,3-Cyclobutandion 9, an-
schlieBende Oxidation zum tautomerisierenden Derivat
10a-10c und Dehydratisierung; 3) Biosynthese aus Inosit
7 iiber Rhodizonsidure 3 und Croconsdure 4%

Zur Priifung dieser Hypothesen wurden [1-"*C]Erythrose
5, [2-"*C]Acetat 6 und [U-"*C]Inosit 7 an jeweils vier gut
angewachsene Kulturen von G. fujikuroi (ATCC 12763)
auf Mais-Festnihrmedium (50 g Mais, 70 mL Wasser) ap-
pliziert. Nach 7-14 d wurde das Pilzmycel gefriergetrock-
net.und mit MeOH extrahiert. 1 wurde mit einem An-
ionenaustauscher (Dowex AG 1 X2) abgetrennt und als
Natriumsalz-Dihydrat bis zur konstanten Radioaktivitit
aus Methanol umkristallisiert.

Tabelle 1. Inkorporationsversuche zur Biosynthese von Moniliformin 1.

Vorstufe Spez. Isoliertes 1* Spez.
Radioakt. Menge Spez. Radioakt. Einbaurate
[mCi/mmol] [mg] [nCi/mmol} [%)
[1-"*C]Erythrose § 0.667 185 263 0.039
[2-"*C]Acetat 6 0.146 145 514 0.180
{U-"*ClInosit 7 278 75.2 8.36 45-107°

Nach den Ergebnissen in Tabelle | kénnen 5 und 7 als
Biosynthesevorstufen von 1 ausgeschlossen werden.
Ebenso gaben auch [U-'"*C]Glucose, {[U-'*C]Erythrit,
[U-"C)Asparagin, [U-'*C]Pyruvat, [U-'*C]Shikimisdure,
[B-'*C)Zimtsiure, [U-'*C]Phenylalanin und [Methyl-'*C]-
Methionin keine signifikante Inkorporation. Dagegen er-
weist sich [2-*C]Acetat 6, obwohl es in zahlreiche Stoff-
wechselbereiche aufgenommen wird, mit einer spezifi-
schen Einbaurate von 0.18% als ein Vorldufer von 1. In der
groBen Gruppe der durch Cyclisierung von Polyketiden
gebildeten Naturstoffe ist 1 somit das erste Beispiel, das
sich von einem Diketid [CH #CO —CH,);; CO,H, n=1] ab-
leitet.
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Schema 1. Vorstufen, Biosynthese und Abbau von Monijliformin 1.

Zur Information iiber den Biosyntheseverlauf untersuch-
ten wir die Isotopenverteilung des nach Verfiitterung von 6
erhaltenen Moniliformins 1* (Schema 1). H,0,-Oxidation
des mit inaktivem 1 auf 130000 dpm/mmol!” verdiinnten
Moniliformins 1* ergab neben CO, a aus C-1, C-2 und
C-3 radioaktive Essigsdure b. Bei ihr stammt die Radioak-
tivitdit der Methylgruppe aus C-4 und die der Carboxy-
gruppe zu gleichen Teilen aus C-1 und C-3. Die Radioakti-
vititsverteilung (Tabelle 2) dieser Abbauprodukte sowie
der durch chemischen Abbau der Essigsdure erhaltenen
Produkte CO, d und Methylamin ¢ entspricht einem Mo-
niliformin, dessen Radioaktivitit sich iiber alle C-Atome

Tabelle 2. Radioaktivitdtsverteilung der Abbauprodukte von Moniliformin
1* aus dem Biosyntheseversuch (vgl. Schema 1).

Produkt Spez. Radioaktive C-Atome
Radioakt. Ber. fur Ber. fir
[dpm/mmol] Gef.

) O _OH 0O,. OH

o] O

1* 1
1* 130000 2 2 2
CO; a 39600 0.61 0.5 0.5
Essigsdure b 66500 1.02 1.0 1.0
Methylamin ¢ 32000 0.49 0.5 1.0
CO; d 32600 0.50 0.5 0

[a] Zur Ermittlung der gefundenen Anzahl radioaktiver C-Atome von 1° wur-
den die spezifischen Radioaktivititen der Abbauprodukte durch die von 1°
dividiert und mit 2 multipliziert.
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und nicht nur iiber C-2 und C-4 verteilt. Demnach ist fiir
die Biosynthese von 1 eine dquilibrierende Zwischenstufe
10a-10¢ mit vier Sauerstoff-Substituenten anzunehmen.

Wegen der uniformen Radioaktivititsverteilung des
nach Verfiitterung von [2-'"*C]Acetat erhaltenen Monilifor-
mins 1* konnte eingewendet werden, daBB die Acetatein-
heiten nicht direkt, sondern auf einem Umweg inkorpo-
riert werden. In diesem Falle wiirde die spezifische Ein-
baurate jedoch weit unter der gefundenen (0.18%) liegen.
Eine dhnliche Gleichverteilung der Radioaktivitit beob-
achteten wir auch bei einer in Anlehnung an die Biosyn-
these durchgefiihrten Totalsynthese von 1* aus [1-"“CJAce-
tat!®],
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Hiim-Biosynthese aus L-Glutaminsdure**

Von Burchard Franck*, Manfred Bruse und
Jiirgen Dahmer

Lehrbiicher der Chemie und Biochemie geben an, daB
der rote Blutfarbstoff Him 8 in den hoheren Organismen
aus Bernsteinsdure 1 und Glycin 2 synthetisiert wird, 1
und 2 bilden zunichst 5-Aminolidvulinsiure 3, von der
zwei Molekiile zum Him-Baustein Porphobilinogen §
kondensieren!. Alternativ zu diesem Shemin-Weg" ent-
steht in Pflanzen die zum Aufbau der Chlorophylle in gro-
Ber Menge gebrauchte 5-Aminoldvulinsdure 3 hauptsich-
lich auf einem Cs-Weg aus L-Glutaminsiure 4 iber 2-
Oxoglutarsiure 7 und 4,5-Dioxovaleriansidure 6. Wir be-
richten nun iiber Inkorporationsversuche, die zeigen, dafl
auch in tierischen Organismen der Cs-Weg in erheblichem
AusmaB an der Him-Biosynthese beteiligt ist.

Fiir diese Versuche verwendeten wir das Enzymsystem
aus Entenblut™ (mit dem auch die Hdm-Biosynthese nach
dem Shemin-Weg nachgewiesen worden war). Dabei wa-
ren drei wichtige Voraussetzungen zu erfiillen:

1) Reproduzierbarkeit: Die Inkorporationsversuche mit
himolysiertem Entenblut” wurden unter systematischer
Variation von Jahreszeit der Entnahme, Konzentration
und Inkubationszeit wihrend drei Jahren mehrfach wie-
derholt.
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Orléansring 23, D-4400 Miinster
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2) Ausschluf3 der Méglichkeit, dafi ein Einbau von 4 durch
dessen Abbau zu 1 vorgetduscht wird: Verwendung von
[1-'*C]L-Glutaminsdure 4*, deren Markierung bei Decarb-
oxylierung zu 1 aufgehoben wiirde.

3) Nachweis, dap 4 direkt inkorporiert wird: Bestimmung
der Markierungspositionen im Biosyntheseprodukt Him 8
durch chemischen Abbau.

Jeweils 75 mL hamolysiertes Entenblut®! wurden mit
1 yumol der radioaktiven Vorstufen 24 h inkubiert; das an-
schlieBend isolierte Himin 9 wurde durch Umkristallisie-
ren bis zur konstanten Radioaktivitdt gereinigt. In Tabelle
1 sind die aus zahlreichen Ansitzen ermittelten Meflergeb-

Tabelle i. Vergleichende Inkorporationsversuche zur Biosynthese des roten
Blutfarbstoffs Him 8.

Vorstufe Vorstufe Isoliertes Hdmin 9
Menge Gesamt- Gesamt-  Absolute
radioakt. radioakt. Einbaurate [5}

{umol]  [1Cil {nCi] %] x 10°
[2-"*C|Glycin 2 0.96 50 14.7 29.5
[1,4-1*C,])Bernsteinsdure 1 0.86 100 8.04 8.04
[1-*ClL-Glutaminsiure 4* 1.0} 50 3.74 7.49
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