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12 ist. Daher postulieren wir, dass die tertidre Grignard-
Verbindung 10 aus einem gemischten Aggregat 22 der beiden
Grignard-Reagentien 19 und 20 gebildet wurde. In weniger
koordinierenden Losungsmitteln wie Diethylether oder tert-
Butylmethylether sollten solche, iiber Halogenatome ver-
briickte Aggregate bevorzugt auftreten.!! AuBerdem ist
bekannt, dass Lithiumcarbenoide R-CHX-Li durch THF
stabilisiert werden, wéhrend sie in Diethylether schneller
zerfallen.l’! Die Tendenz, Carbene zu bilden, bzw. die
elektophile Reaktivitdt der Carbenoide ist in diesen unpola-
ren Losungsmitteln groBer. Wir postulieren daher, dass das
Carbenoid 22 eine C-H-Insertion innerhalb des Aggregats
(direkt oder indirekt) in die a-C-H-Bindung des sekundiren
Grignard-Reagens 20 eingeht, wobei das Produktaggregat 23,
d.h. das tertidre Grignard-Reagens 10 gebildet wird.
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Dieser postulierte Mechanismus stimmt mit der Beobach-
tung iiberein, dass die tertidre a-C-H-Bindung des Isopropyl-
Grignard-Reagens bei dem elektrophilen Angriff durch das
Carbenoid in groflerem Ausmal} reagierte als die sekundire
a-C-H-Bindung des Ethyl-Grignard-Reagens. Aulerdem ent-
spricht der Einfluss des Halogenatoms der a-Halogenalkyl-
magnesiumverbindung 1 auf die Reaktion mit einer Alkyl-
magnesiumverbindung insoweit den Erwartungen, als bei-
spielsweise die Iodverbindungen weniger geneigt sind,
carbenoide Einschiebungsreaktionen einzugehen als die an-
deren Halogenverbindungen.

Unabhingig davon, ob der vorgeschlagene Mechanismus in
Zukunft durch andere Erkldarungen ersetzt werden muss,
konnten wir zeigen, dass sich die Carbenoid-Homologisie-
rungsreaktion in einen neuen Prozess umsteuern lésst, der zu
,umgelagerten® Grignard-Reagentien fiihrt.
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Ein neuer Biosyntheseweg zu Alkaloiden in
Pflanzen: acetogenine Isochinoline**

Gerhard Bringmann,* Michael Wohlfarth,
Heiko Rischer, Matthias Griine und Jan Schlauer

Die Tetrahydroisochinolin-Alkaloide bilden eine grofie
Familie von mehr als 2500l bekannten, meist pharmakolo-
gisch bedeutsamen pflanzlichen Sekundidrmetaboliten — von
einfachen 1-Alkylisochinolinen wie Anhalonidin 12 (Sche-
ma 1) zu komplexen polycyclischen Benzylisochinolinen wie

CH,0.

CH,O"

Dopamin ~ + OH CH,

HOOC\C/,O a-Ketosiure 1 Anhalonidin

('3H3 (oder Aldehyd)

Acetat-
Malonat?

2 Dioncophyllin A

Schema 1. Bekannter®?! biogenetischer Ursprung von Tetrahydroisochino-
linen wie Anhalonidin {iber Pictet-Spengler-Kondensation und der vorge-
schlagene neue Weg zu Dioncophyllin A 2.

dem Analgetikum Morphin.F! Bislang wurde allgemein ange-
nommen, dass sie sich alle von aromatischen Aminosduren
wie Tyrosin ableiten — iiber einen gemeinsamen biosyn-
thetischen Schliisselschritt, die Pictet-Spengler-Kondensation
von 2-Arylethylaminen wie Dopamin mit Aldehyden (oder a-
Ketosduren). Die letztlich beobachtete Stukturvielfalt der
natiirlich vorkommenden Isochinoline ergibt sich aus der
Variation der Aldehydvorstufe und den anschlieBenden
Transformationen des urspriinglich gebildeten Tetrahydroiso-
chinolins.

Die Strukturen von Dioncophyllin A 2 (Schema 1) und
anderen Naphthylisochinolin-AlkaloidenP! passen allerdings
nicht in dieses bislang allgemein anwendbare Biosynthese-
schema. Im Folgenden berichten wir liber die Entdeckung
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eines grundlegend andersartigen Biosyntheseweges zu 1,2,3,4-
Tetrahydroisochinolin-Alkaloiden in héheren Pflanzen: Wir
konnten zweifelsfrei nachweisen, dass das gesamte Kohlen-
stoffgeriist von Dioncophyllin A aus Triphyophyllum pelta-
tum (Dioncophyllaceae)l iiber einen Acetat-Malonat-Weg
aufgebaut wird.

Hinweise auf die chemische Plausibilitdt eines acetogeni-
nen Ursprungs von Naphthylisochinolin-Alkaloiden hatten
sich bereits aus frithen biomimetischen Polyketid-Cyclisie-
rungen ergeben,”) die zur effizienten Synthese beider Mole-
kiilteile aus identischen Vorstufen und damit zu ersten
Totalsynthesen dieser Verbindungen gefiihrt hatten.[]

Bei direkter Verfiitterung von [“C]- und ["*C]-markiertem
Acetat und Malonat an kultivierte oder wild wachsende
Pflanzen der Ancistrocladaceen waren keine nennenswerten
Einbauraten erhalten worden. Zellkulturen von Ancistrocla-
dus heyneanus (Ancistrocladaceae) bildeten groBe Mengen
an Naphthochinonen und Tetralonen, die mit dem Naphtha-
linteil der Alkaloide verwandt sind,®! aber nicht die Alkaloide
selbst in ausreichenden Mengen. In jiingerer Zeit gelang es
uns zum ersten Mal, Zellkulturen von T. peltatum anzule-
gen.ll Es zeigte sich, dass diese sowohl Naphthochinone als
auch Naphthylisochinoline, vornehmlich Dioncophyllin A 2,
bilden konnen.

An diese Kulturen wurde die vermutliche Vorstufe Acetat
in [3C,]-markierter Form verfiittert. Nach einer zuvor opti-
mierten Inkubationszeit wurde 2 isoliert und mit Hochfeld-
NMR-Spektroskopie untersucht.'] Sein 'H-entkoppeltes *C-
NMR-Spektrum, aufgenommen mit einem 600-MHz-Geriit,
zeigte komplexe Signalmuster. Wegen iiberlappender Signale

und wegen des Grundlinienrauschens, das die '*C-Satelliten
iiberlagerte, war es allerdings nicht moglich, endgiiltige
Schliisse zu ziehen. Wir haben diese Probleme durch Ver-
wendung des 2D-INADEQUATE-Experiments!'!l zur Identi-
fizierung direkter C-C-Konnektivititen['? gelost. Das Signal-
Rausch-Verhiltnis wurde zudem durch die Datenaufnahme
mit einem Kryoprobenkopfl®! an einem 500-MHz-NMR-
Spektrometer ganz erheblich verbessert.

Das so erhaltene Spektrum (Abbildung1) zeigt klar
ausschlieBlich paarweise auftretende C-C-Korrelationen, die
sich aus dem FEinbau intakter Acetateinheiten ohne Bin-
dungsbruch in Dioncophyllin A 2 ergeben.'Y] Bei niherer
Betrachtung folgt daraus, dass sich die gesamten Kohlen-
stoffgeriiste beider Molekiilhélften von 2 von Acetat ableiten
und dass sie — im Hinblick auf die einander entsprechenden
isocyclischen Ringe — ein identisches Polyketidfaltungsmuster
aufweisen. Ferner ist es offensichtlich, dass in beiden Mole-
kiilhdlften Decarboxylierungen an homologen Positionen
stattfinden, wobei schlieflich das 1-Methyl- und das C-3'-
Kohlenstoffatom zuriickbleiben.”! Diese Ergebnisse bewei-
sen eindeutig unser Biosynthese-Postulatl® eines acetogeni-
nen Ursprungs dieser Alkaloide.

Demgemail werden, ausgehend von jeweils sechs Acetat-
einheiten, sowohl die Naphthalin- als auch die Isochinolin-
hilften von Dioncophyllin A iiber identische -Polycarbonyl-
vorstufen als Zwischenstufen divergent durch Cyclisierung
und (im Fall des Isochinolinteils) Stickstoffeinbau gebildet.
Die so entstehenden Molekiilhélften werden danach kon-
vergent miteinander zum vollstdndigen Alkaloid Dioncophyl-
lin A 2 verkniipft (Schema 2). Weitere Stoffwechselschritte
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Abbildung 1. 2D-INADEQUATE-NMR-Spektrum ([?H]CHCI;, 30 °C) von Dioncophyllin A 2 aus Bindungsmarkierungsexperimenten mit ['*C,|Natrium-
acetat; zu erkennen sind die paarweisen '*C-'*C-Korrelationen der eingebauten ['*C,]-Einheiten.
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2x6 H3C/COZNa

Dioncophyllin A 2

Schema 2. Der neue Biosyntheseweg zu Isochinolinen tiber acetogenine
Vorstufen.

wie Reduktionen, Oxidationen oder Methylierungen fiithren
zur bekannten Vielzahl von Strukturen,® die alle auf ge-
meinsamen Vorstufen beruhen.

Der nun erfolgreich nachgewiesene biogenetische Ur-
sprung des Naphthylisochinolin-Alkaloids Dioncophyllin A
2 iiber den Acetat-Polymalonat-Weg bahnt den Weg fiir
weitere Untersuchungen der Schliisselschritte dieser inte-
ressanten Biosynthese und der entsprechenden Enzyme. Die
Ergebnisse betonen ferner die groBe Bedeutung des Poly-
ketidstoffwechsels, ' die bei Mikroorganismen bereits aner-
kannt ist,l'”] bei hoheren Pflanzen aber bislang unterschiitzt
wurde.

Experimentelles

[1,2-BC,]NaOAc (99% Isotopenanreicherung) wurde von Promochem
(Wesel, Deutschland) bezogen. Fiir die Verfiitterung wurde eine sterilfil-
trierte Losung von 0.05M markiertem NaOAc in destilliertem Wasser,
eingestellt auf pH 5.8, verwendet.

Kalluskulturen von 7. peltatum wurden angelegt wie in Lit. [9] beschrieben.
Fiir die Fiitterungsexperimente wurden sie auf dem gleichen Festmedium
gehalten, das auch fiir allgemeine Erhaltungskulturen verwendet wurde.
Uber einen Zeitraum von zwei Monaten wurden insgesamt 250 mg
markiertes NaOAc an 832 mg (Trockengewicht) Kallus verabreicht.

Das gefriergetrocknete Kallusmaterial wurde mit MeOH + 1% 0.1x HC1
(v/v) extrahiert. Der Methanolextrakt wurde mit der gleichen Menge
Wasser verdiinnt, mit NH; neutralisiert und mit CH,Cl, zuriickextrahiert.
Nach Verdampfung des Losungsmittels wurde die organische Phase mit
Umkehrphasen-MPLC (Lobar C-18, MeOH/H,O (70/30) + 0.1 %0 TFA
(v/v), Normalphasen-MPLC (Lobar Si-60, CH,Cl,/MeOH (9/1)+
1% NEt; (v/v) und priparativer HPLC iiber eine chirale Phase (Chiral-
cel OD, Hexan/iPrOH (8/2) + 1%, NEt; (v/v) gereinigt, was 1.7 mg 2 gab.
Zu dieser Probe wurden 2.5 mg unmarkiertes 2 gemischt, die aus
Wurzelmaterial von T. peltatum!'®! gewonnen worden waren. Die abschlie-
Bende Reinigung durch Sdulenchromatographie (desaktiviertes Kieselgel,
CH,Cl,/MeOH (80/1)) lieferte 4.0 mg 2.

Zur Zuordnung der 'H- und “C-NMR-Signale wurden NMR-Spektren
einer unmarkierten Probe in [*H|CHCl; auf einem Bruker-DMX600-
Spektrometer aufgenommen, unter Einbezug von Standard-1D- und -2D-
HMQC-, HMBC-, COSY-, TOCSY- und ROESY-NMR-Experimenten.
Zur Ermittlung von C-C-Konnektivitidten wurde ein 2D-INADEQUATE-
Spektrum!™! (optimiert fiir 'J(**C,"*C) =50 Hz) von markiertem Dionco-
phyllin A bei 125.7 MHz auf einem Bruker-DRX-500-Spektrometer bei
einer Messzeit von 39 h aufgenommen. Fiir dieses Experiment wurde ein
Prototyp eines 5-mm-*C-Kryoprobenkopfs mit einer 'H-Entkopplungs-
spule verwendet, dessen Spulen und Vorverstérker auf 20 K gekiihlt waren.
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