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Polycephalin B und C: ungewohnliche
Tetramsiuren aus Plasmodien des
Schleimpilzes Physarum polycephalum
(Myxomycetes)**

Alexander Nowak und Bert Steffan*

Im Lebenszyklus des Myxomyceten Physarum polycepha-
lum spielt Licht eine wichtige Rolle.l'! Junge Plasmodien, die
auffillig gelb gefarbt sind, leben im Inneren von abgestor-
benen Biumen und wachsen vom Licht weg. Altere Plasmo-
dien, deren vegetatives Wachstum abgeschlossen ist, wachsen
zum Licht hin und bilden Fruchtkorper. Fiir dieses Phdnomen
sind Rezeptoren im UV-A- und im Blaulichtbereich verant-
wortlich, deren Empfindlichkeiten bei 350 und 460 nm maxi-
mal sind.[""]

Trotz intensiver Untersuchungen ist der Photorezeptor fiir
dieses ,,Blaulicht-Phdnomen‘ bisher nicht bekannt. Bisher
wurde vermutet, daB an der Signalkaskade Pteridine,?
Phenole ! Peptide, Flavine, Flavone, stickstoffhaltige Poly-
enel oder Phytochromel’! beteiligt sind. Da nicht nur die
gelben Plasmodien der Wildform von P. polycephalum,
sondern auch weile Mutanten photosensitiv reagieren, nahm
man an, da3 der Chromophor des ,,Blaulichtrezeptors® ein
Flavin- oder Pterin-Grundgeriist hat und daf die in der
Wildform vorkommenden orangegelben Pigmente keine
Funktion bei der Signaliibertragung ausiiben.

Nach unseren Ergebnissen haben sowohl der gelbe Wild-
typ-Stamm als auch die weiBe Mutante LU 897 x LU 898
einen sehr dhnlichen und nur quantitativ unterschiedlichen
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Satz an Pigmenten des Polyentyps, die alle im relevanten
Spektralbereich absorbieren.!”

Wird ein Chromophor in ein Protein eingebunden, dann
kann sich sein UV-Maximum um bis zu 80 nm bathochrom
verschieben, wie beim halophilen Purpurbakterium Ecto-
thiorhodospira halophila beschrieben wurde.l®! Daher kénn-
ten die gelben Polyene durchaus als Antennenpigmente in
Physarum in Frage kommen.

L&aBt man eine fiinf Tage im Dunkeln gewachsene Kultur
des Myxomyceten bei diffusem Raumlicht weiterwachsen,!
wihrend eine Kontrollkultur im Dunkeln verbleibt, so fallen
beim Vergleich der HPL-Chromatogramme der beiden Chlo-
roform-Extrakte (Abb. 1) bemerkenswerte Unterschiede auf:
Die Intensititen von Peak 1 (f,,=34.47 min) und Peak 2
(t,e;=32.74 min) nehmen deutlich zu; Licht stimuliert offen-
sichtlich die verstirkte Biosynthese zweier Substanzen. Hier
berichten wir iiber die Isolierung und Strukturaufkldrung
dieser Substanzen, die wir Polycephalin C 1 und B 2 genannt
haben.
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Abb. 1. HPL-Chromatogramme der Chloroform-Extrakte von Kulturen
des Myxomyceten P. polycephalum: a) Wachstum 5 d im Dunkeln, dann 2 d
in normalem Tageslicht; b) Wachstum 7 d im Dunkeln (Kontrolle). HPLC-
Bedingungen: Séule: Nucleosil 100—5 Cjg3 (250 mm x 4 mm), Laufmit-
tel A: Wasser/Acetonitril (9/1), 0.1% TFA, Laufmittel B: Acetonitril,
0.1% TFA, linearer Gradient von A nach B in 45 min, FlieBgeschwindig-
keit: 1.0 mL min~!, Photodiodenarray-Detektion im Bereich von A =200—
800 nm. A = Absorbanz, t,., = Retentionszeit, TFA = Trifluoressigsdure.

Da die Verbindungen sehr lichtempfindlich sind, wurden
alle Schritte von der Inkubation iiber die Extraktion bis zur
Chromatographie unter Lichtausschlufl und Kiihlung (4°C)
durchgefiihrt: Die unter axenischen Bedingungen!'”) kulti-
vierten Plasmodien werden zunéchst mit einem Gemisch aus
Aceton, Methanol, Essigsdureethylester und Chloroform
(3/2/1/1) vollstandig extrahiert. Durch Verteilung zwischen
n-Hexan und Methanol/Wasser (9/1) werden lipophile Be-
standteile entfernt. Dann wird die wéfrige Phase eingeengt,
der Riickstand erneut in Wasser gelost und die Losung mit
Chloroform extrahiert. Der Chloroform-Extrakt wird an
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Sephadex LH-20 mit Methanol chromatographisch gereinigt.
Nach Verteilungen zwischen Essigsdureethylester und Citrat/
HCI-Puffer (100mwm, pH 3.0) oder wiBriger EDTA-L6sung
(50mM, pH 4.75) erhilt man Polycephalin C 1 und B 2 jeweils
als amorphes orangerotes Pulver. Aus 220 g feuchter Bio-
masse wurden 7.2 mg (0.003 %) 1 und 11.8 mg (0.005 %) 2 rein
erhalten.

Dem hochaufgelosten ESI-Massenspektrum nach hat 1 die
Summenformel C;,H3N,Ogz. Das UV-Spektrum (Methanol)
hat Absorptionsmaxima bei 4 =253 und 390 nm. Gibt man
verdiinnte Salzsdure zu, dann wird die langwellige Absorp-
tionsbande leicht bathochrom (nach 4 =395 nm), durch Zu-
gabe verdiinnter Natronlauge hypsochrom nach 4 =360 nm
verschoben. Dieses Verhalten ist charakteristisch fiir Tetram-
sduren.!l Tm IR-Spektrum von 1 treten unter anderem
Banden auf bei 7=1686 (Lactam), 1635 und 1598 (Polyen)
und 2854 cm~! (N-Methyl).

Das 'H-NMR-Spektrum von 1 weist zwischen d =7.51 und
5.93 die iiberlagernden Signalgruppen zweier Trieneinheiten
auf. Die Signale eines AB,-Systems bei 6 =3.95 (2 CH,) und
3.73 (2 CH) entsprechen zwei Hydroxyethylidengruppen. Die
Protonen des aliphatischen Teils eines Cyclohexenringes (6 =
1.56-2.80) koppeln mit denen der beiden Trieneinheiten. Das
BC-NMR-Spektrum enthélt die Signale fiir 14 olefinische
CH-, 4 aliphatische CH-, 4 aliphatische CH,-, 2 N-Methyl-
gruppen und 8 quartdre Kohlenstoffatome. Auf Basis von
HMBC- und HMQC-Experimenten 146t sich beiden Hydro-
xyethylidengruppen (6 =59.29, 69.35) jeweils eine N-Methyl-
tetramsdure zuordnen (0=26.96, 101.43, 173.31, 175.10,
194.34), die mit einer der beiden Trienketten verkniipft ist,
Diese miinden dann vicinal in den Cyclohexenring. Insgesamt
ergibt sich fiir Polycephalin C die Struktur 1.1%

1 R=R=CHs
2 R,R =H,CHg

Zur Kliarung der Konfiguration an C-5 der Tetramséure-
einheit wurde 1 mit Wasserstoff an Pd/C hydriert. Das
Circulardichroismus(CD)-Spektrum der hydrierten Verbin-
dung®3 verlauft parallel zu denen der Dekahydrophysaroru-
binsdure und einer synthetisch hergestellten Tetramsédure mit
5S-Konfiguration.”! Demnach diirfte 1 an C-5 und C-5
ebenfalls S-konfiguriert sein. Um die Struktur von 1 abzu-
sichern und um die relative Konfiguration an den Positionen
3” und 4" zu ermitteln, wurden als Modellverbindungen die
isomeren Diole 3 und 4 nach Corey et al.'¥ durch Diels-
Alder-Reaktion von Penta-2,4-dienol mit Acrylsduremethyl-
ester und anschlieBende Reduktion mit LiAlH, hergestellt
(AbD. 2). Die Kopplungskonstante der Protonen H-3 und H-4
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Abb. 2. Strukturen und ausgewéhlte 'H-NMR-Daten von trans- und cis-
3,4-Bis(hydroxymethyl)cyclohexen 3 bzw. 4.

betrdgt bei der cis-Form 4 5.3 Hz, bei der trans-Form 3
hingegen 8.5 Hz, was anndhernd dem Wert fiir die entspre-
chenden Protonen des Cyclohexenringes von 1 entspricht
(8.8 Hz). In der cis-Form 4 treten sowohl die Protonen an C-5
als auch die an C-6 als koppelnde Systeme dquivalenter Kerne
auf. In der trans-Form 3 sind die Protonen an C-6 isochron, die
Protonen der Methylengruppe C-5 dagegen nicht; ihre
Signale treten bei unterschiedlichem Feld auf (6 =1.46 und
1.76). Dies entspricht genau den Verhéltnissen in 1.

Der Peak 2 im HPL-Chromatogramm (Abb. 1, Polycepha-
lin B) entspricht nach den NMR-Spektren und dem LC-
APCI-MS (m/z 562, C;H3,N,0g, APCI=CI bei Atmosphi-
rendruck) einem N-demethylierten Polycephalin C. GemaB
HMBC- und HMQC-Experimenten 146t sich der einen
Hydroxyethylidengruppe (6 =59.12, 69.29) eine N-Methylte-
tramsdure zuordnen (6 =26.95,101.44, 173.48, 174.81, 193.97),
wobei die Signale der Protonen des Serin-Restes wie bei 1 zu
einem Dublett (0 =3.96, CH,CH) und einem Triplett auf-
spalten (0 =3.76, CH,CH). Die zweite Hydroxyethyliden-
gruppe (0=62.11, 64.46) ist mit einer Tetramsdure ohne
N-Substituent verkniipft (6 =101.44, 173.48, 174.81, 195.80).
Die Protonen in Position 6’ sind in diesem Fall nicht isochron;
ihre Signale erscheinen als Dubletts von Dubletts, so daB fiir
den Serin-Rest im 'H-NMR-Spektrum drei Signale bei 6 =
3.92, 3.84 und 3.79 auftreten. Welche der beiden Tetramséiu-
reeinheiten N-methyliert ist, muf3 noch bestimmt werden.
Unter diesem Vorbehalt hat Polycephalin B die Struktur 2.0

Der Peak 5 im HPL-Chromatogramm (Abb. 1) entspricht
der von uns frither isolierten Physarorubinsidure A 5. Spek-
troskopische Untersuchungen ergeben, da3 Peak 6 einer
Polyen-Tetramsédure entspricht, die eine Doppelbindung we-
niger als 5 enthélt. Dieser Verbindung, die folglich den
Namen Physarorubinsidure B erhilt, kommt also Struktur 6
zu.'®) Neben dem friiher beschriebenen Physarochrom Al'7)
sind damit nun zwei weitere Polyene isoliert worden, die die

oH O OH
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gelbe Farbe der Wildtyp-Plasmodien von Physarum poly-
cephalum verursachen. Polycephalin C 1 selbst ist sehr licht-
empfindlich. Die Verbindung geht bei gezielter Belichtung
spontan in eine weitere iiber, die dem Nebenpeak a (Abb. 1)
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entspricht. Uber deren Strukturaufklirung und iiber die
Biosynthese von 1, die vermutlich die beiden Vorstufen §
und 6 einschlieft, wird in einer ausfithrlichen Mitteilung
berichtet werden.

Eingegangen am 26. September 1997
verianderte Fassung am 15. Mai 1998 [Z10978]

Stichworter: Naturstoffe - Phytochromie - Polyene - Struk-
turaufkldarung - UV-Vis-Spektroskopie
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8), 102.43 (C-3), 69.07 (C-5), 59.22 (C-6), 27.01 (NCHj;); IR (KBr):v =
3418 (s), 2924 (s), 2853 (m), 1686 (s), 1618 (s), 1588 (s), 1549 (m), 1465
(m), 1406 (m), 1305 (m), 1260 (m), 1126 (m), 1081 (w), 1010 (m), 917
(w), 884 (w), 806 (w), 611 cm™! (w); [a]p=—146.8 (¢c=0.019 in
Methanol); APCI-MS (Positivmodus): m/z: 320 [M+H]*; HR-APCI-
MS: ber. fiir C,H;sNO;, [M+H]": 320.1134, gef.: 320.1148.

[17] B. Steffan, M. Praemassing, W. Steglich, Tetrahedron Lett. 1987, 28,
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