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Der Kartoffelbovist (Scleroderma citrinum Pers.) ist weltweit
verbreitet und kommt auf sauren, nihrstoffarmen Boden als
Mykorrhizapilz von Laub- und Nadelbdumen vor. Trotz
seiner Héufigkeit wurden die Inhaltsstoffe des Kartoffelbo-
vists bisher kaum untersucht.!'! Umso iiberraschender war es,
dass dieser Allerwelts-Pilz einen strukturell einmaligen
gelben Farbstoff enthélt. Nach Extraktion der zerkleinerten
Fruchtkorper und anschlieBender Reinigung (sieche Experi-
mentelles) werden zwei Hauptfarbstoffe rein erhalten, von
denen sich einer als Norbadion A (1) erweist. Der andere,
von uns Sclerocitrin genannte Farbstoff, kommt in reifen
Pilzen in erstaunlichen Mengen vor: Aus 1kg frischen
Fruchtkorpern lassen sich bis zu 400 mg der leuchtend
gelben Verbindung gewinnen. Interessanterweise nimmt das
Verhiiltnis von Sclerocitrin zu 1 mit zunehmendem Alter der
Pilze zu. Neben den beiden Hauptfarbstoffen lassen sich
mittels HPLC noch geringe Mengen an Badion A (2)! und
Xerocomsiure (3)P nachweisen.!

Sclerocitrin ist auch der Hauptfarbstoff der leuchtend
gelben Stielbasis und des Mycels des Pfefferrohrlings [Chalci-
porus piperatus (Bull.: Fr.) Bat.]. Aus diesem Pilz konnten wir
bereits frither 3, Variegatsdure, Variegatorubin”' und das
ungewdhnliche 2H-Azepin-Derivat Chalciporon® als Scharf-
stoff isolieren. Wie im Kartoffelbovisten wird Sclerocitrin
auch im Pfefferrohrling von 1 und 3 begleitet, daneben
kommt ein weiterer gelber Farbstoff, Chalcitrin, vor.”! Im
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Folgenden berichten wir iiber die Strukturaufkldrung der
neuen Farbstoffe sowie iiber einen Vorschlag zu ihrer Bio-
synthese, die sich in allen drei Fillen auf Xerocomsaure (3)
zuriickfiihren lasst.

Das optisch aktive Sclerocitrin (4) hat nach dem hoch-
aufgelosten ESI-Massenspektrum die  Summenformel
C3sH»0Oy; und zeigt im UV/Vis-Spektrum charakteristische,
deutlich von denen des Norbadions A verschiedene Maxima
bei 223, 255, 322 und 388 nm. Das 'H-NMR-Spektrum erweist
sich als erstaunlich linienarm und lésst nur wenige Kopplun-
gen erkennen (Abbildung 1). Im *C-NMR-Spektrum sind die
Signale sdmtlicher 36 Kohlenstoffatome zu sehen. Davon
lassen sich 2x12 Signale je zwei 4-Hydroxypulvinsdure-

DOI: 10.1002/ange.200352529

6.8 5.6 4.4 3.2 2.0
--—— S/ppm

—] . o ) :40
=t a "% " 9 e [
— 4 S [
— . oo [80 d/ppm
- : . . : [
E— 1 . b F120 l
JR— D r
- . - : L 160
= - - -8 [
- s e . ﬁ F 200
700 600 500 400 300 2.00

~—— 5/ppm

Abbildung 1. "H-NMR- und HMBC-Spektrum von Sclerocitrin (4).
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Resten (Pu) zuordnen, wie sie auch im Norbadion A (1)
vorkommen. Damit ergibt sich fiir Sclerocitrin die Formel
Pu[C,,HsOs]Pu. Die zentrale Einheit enthilt nach dem “C-
NMR-Spektrum drei C=O-Gruppen und eine C=C-Bindung
und muss demnach tetracyclisch sein. Das ungewohnlich
komplexe HMBC-Spektrum (Abbildung 1) zeigt bis zu
sieben Korrelationen pro CH-Gruppe, was mit einer kom-
pakten Struktur des Molekiils im Einklang ist. Die voll-
stindige Analyse der 2D-NMR-Daten unter Beriicksichti-
gung eines Pulsprogramms zum sicheren Erkennen von *J¢y-
Kopplungen!® fiihrt zum Strukturvorschlag 4 fiir Sclerocitrin,
wobei sich die Position der Seitenketten aus den Fernkopp-
lungen zu C2' und C2” der Pulvinsdurereste ergibt. Die
Tatsache, dass bestimmte Signale im 'H-NMR-Spektrum von
4 als Pseudosinguletts erscheinen, aber dennoch einen
Crosspeak im COSY zeigen, deutet darauf hin, dass die
entsprechenden Protonen einen Diederwinkel von ca. 90°
einnehmen oder iiber eine “J-Kopplung miteinander verbun-
den sind. Daraus folgt die in der Formel angegebene relative
Konfiguration des Sclerocitrins, die durch NOESY-Experi-
mente bestitigt wird. Bei dem zentralen Ringsystem handelt
es sich um ein bislang nicht beschriebenes 2-Oxadicyclopen-
ta[a,cd]pentalen-Geriist.

Fine Aussage zur absoluten Konfiguration des Scleroci-
trins kann anhand der Exciton-Chiralitits-Methode von
Nakanishi” getroffen werden. So beobachtet man im CD-
Spektrum durch rdumliche Wechselwirkung der beiden
Chromophore im Molekiil eine Davydov-Aufspaltung des
langstwelligen UV-Maximums. Da der definitionsgemé0 erste
Cotton-Effekt negativ ist, konnen wir die dargestellte abso-
lute Konfiguration fiir 4 annehmen (negative Chiralitit).

Chalcitrin (5) kommt neben Sclerocitrin in unterschied-
lichen Mengenverhiltnissen im Stiel des Pfefferrohrlings vor.
Nach dem hochaufgelosten Massenspektrum hat 5§ die
Summenformel C;sH,,0;s und unterscheidet sich von 4
damit durch den Verlust von CO,. Chalcitrin zeigt ein dhnlich
komplexes HMBC-Spektrum wie 4 und hat ebenfalls zwei 4-
Hydroxypulvinsdure-Reste. Aus den HMBC- und COSY-
Spektren ergibt sich fiir Chalcitrin die dargestellte iiber-
briickte tricyclische Struktur 5. Die absolute Konfiguration
von 5 ist bisher unbekannt.

Die Biosynthese von Norbadion A (1) und Badion A (2)
geht von Xerocomsiure (3) aus.® Diese liefert bei der
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Oxidation Dehydroxerocomsiure (6), die im chinoiden Ring
sowohl ein elektrophiles als auch ein nucleophiles Zentrum
hat, was die stereokontrollierte enzymatische C-C-Verkniip-
fung zum Dimer A erlaubt (Schema 1). AnschlieBend reagiert

OH
6 (Benzochinon-Form) A

Schema 1. Dimerisierung von Dehydroxerocomsiure (6) zur hypotheti-
schen Vorstufe A und mégliche Folgereaktionen.

die in A vorhandene Enol-Gruppe mit unterschiedlichen
elektrophilen Zentren der anderen Molekiilhilfte (farbige
Pfeile), wobei die Dimere B, C und D entstehen.

Folgt die C-C-Verkniipfung Pfeil b, so erhélt man formal
ein [442]-Cycloaddukt B, das in wenigen Schritten Norba-
dion A (1) ergeben kann (Schema?2). Diese Reaktionsse-
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-CO,

Badion A (2) Norbadion A (1)

Schema 2. Vorschlag zur Biosynthese von Norbadion A (1)%
(Pu=4-Hydroxypulvinsiure-Rest).

quenz konnte in vitro nachvollzogen"” und durch Uberfiih-
rung von Xerocomséure (3) in Badion A (2) nach Auftragen
auf die Huthaut des Maronenrohrlings (Xerocomus badius) in
vivo bestitigt werden.!

Zur hypothetischen Sclerocitrin-Vorstufe C gelangt man
vom Primdraddukt A durch Bildung der durch Pfeilc
dargestellten Bindung (Schema 1). Das resultierende Dimer
C, formal einer [242]-Cycloaddition von 6 entsprechend, lésst
sich in wenigen plausiblen Reaktionsschritten in Sclerocitrin
iiberfithren (Schema 3). Zunichst konnte durch oxidative
Spaltung einer der beiden 1,2-Diketon-Gruppierungen und
anschlieSende intramolekulare Cyclisierung der resultieren-
den Dicarbonsiure!'!! ein y-Lacton entstehen. Dieses unter-
liegt nach Reduktion des zweiten 1,2-Diketons zum Endiol
einer disrotatorischen elektrocyclischen 6m-Ringoffnung.!'?
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Michael-
Addition

Sclerocitrin (4)

Schema 3. Vorschlag zur Biosynthese von Sclerocitrin (4).

Dabei bildet sich ein Cyclooctatriendiol, das durch Reaktion
mit der benachbarten aktivierten Carboxygruppe den Cyclo-
pentanonring bilden kann und anschlieBend durch transan-
nulare vinyloge Aldoladdition Sclerocitrin (4) ergibt.!”! Fiir
die Bildung eines Triquinans aus zwei 3,4-Dihydroxyphenyl-
Ringen gibt es bisher keine Parallele. Alle bisher bekannten
natiirlichen Verbindungen dieses Typs sind terpenoiden
Ursprungs.!'!

Auch der dritte Farbstoff, Chalcitrin (5), ldsst sich auf die
gemeinsame Vorstufe A zuriickfithren, wenn man die Reak-
tion der Enol-Einheit mit der Enon-Carbonylgruppe im
gegeniiberliegenden  Molekiilteil annimmt (Schema 1,
Pfeil d). Dabei entsteht das Carbonyl-iiberbriickte Dimer D,
das nach oxidativer Spaltung des o-Hydroxyketons und
Decarboxylierung der entstehenden vinylogen (-Ketosdure
ein cis-verkniipftes bicyclisches Triketon ergibt. Dieses liefert
nach Reduktion der 1,2-Dion-Gruppierung zum Endiol durch
intramolekulare Michael-Addition Chalcitrin (5) (Schema 4).

Danach konnen Pfefferrohrling und Kartoffelbovist auf
rationelle Weise unterschiedliche Dimere der Xerocomséure

OH [O o)

(\OH [Red] /O
- T =

H H
Pu Pu Pu

Chalcitrin (5)

Schema 4. Vorschlag zur Biosynthese von Chalcitrin (5).

Angew. Chem. 2004, 116, 1919 -1922

www.angewandte.de

Angewandte

synthetisieren. Obwohl die experi-
mentelle Bestdtigung der vorgeschla-
genen Biosynthesewege fiir 4 und 5
noch aussteht, ergibt sich ein in sich
geschlossenes Bild. Auf beiden Wegen
findet zunéchst die oxidative Spaltung
l einer C-C-Bindung statt, der sich die
Reduktion der zweiten 1,2-Diketon-
Einheit zum Endiol anschlie3t. Die
dimeren Farbstoffe 1, 4 und 5 entste-
hen letztlich alle aus vier Molekiilen
Tyrosin.  Sclerocitrin  ist  wie
Badion A und Norbadion A zur Bil-
dung stabiler Alkalimetall-Komplexe
befihigt™!*1l und liegt in den Pilzen
hauptsichlich als Kaliumsalz vor.

1 und 4 kommen auch in anderen
Scleroderma-Arten vor,'® ein weiteres
Indiz fiir die nahe Verwandtschaft von
Sclerodermataceae und Roéhrlingen (Boletales).”™™™ Auch
der auf §. citrinum parasitierende Schmarotzerréhrling [ Pseu-
doboletus (= Xerocomus) parasiticus (Bull.: Fr.) Sutara]
verdankt seine strohgelbe Farbe Norbadion A, was fiir eine
enge Verbindung der Stoffwechsel von Wirt und Schmarotzer
spricht.?!

Experimentelles
Isolierung von 4: Frische Fruchtkorper (100 g) von S. citrinum mit
schwarzer Sporenmasse (Gleba) (gesammelt im September 2001 bei
Kerschstein, Bayerischer Wald) wurden zerkleinert, mit Petrolether
entfettet und anschlieBend mit MeOH (500 mL) erschopfend extra-
hiert. Die eingeengten Extrakte wurden in H,O (100 mL) aufge-
nommen, mit EtOAc (3 x 100 mL) ausgeschiittelt und die vereinigten
wissrigen Phasen mit 2N HCI angeséuert. Der gelbe Farbstoff wurde
durch erneutes Ausschiitteln mit EtOAc in die organische Phase
iiberfithrt und durch mehrfache préparative HPLC an RP-18 in die
Komponenten 1 und 4 aufgetrennt, #z(4) =27.8 min, f(1) =31.5 min
(Sdule: Nucleosil-100 C-18, 7 um, 16 x 250 mm (Knauer); Laufmittel
A: H,O/CH;CN 9:1 + 0.5% Trifluoressigsdure, Laufmittel B:
CH;CN; Gradient: Start 100% A, linear in 30 min auf 50 % A/50 %
B, dann in 10 min auf 100% B, Flussgeschwindigkeit: 5 mLmin ).
4: Ausbeute 40 mg (0.04% bezogen auf das Frischgewicht);
Schmp. 120°C; [a]z=-172.5 (c=0.88 in CH,CN); UV/Vis
(CH,CN): A, (Ig €)=223 (0.21), 255 (0.24), 322 (0.21), 388 nm
(0.22); CD (CH;CN): 4 (Ae) =218 (0.00), 226 (+2.80), 247 (0.00), 254
(—0.47), 266 (—0.27), 302 (—4.54), 337 (0.00), 348 (4 0.52), 360 (0.00),
410 nm (—3.54); IR (KBr): #=3415 (br), 1765 (s), 1721 (s), 1608 (s),
1572 (s), 1514 (s), 1456 (s), 1272 (m), 1217 (m), 1132 (m), 1023 (m),
997 (m), 837 (w), 764 (W), 568 (w), 530 cm~! (w); '"H-NMR (600 MHz,
[Dg]Aceton, Referenz: 6=2.05ppm, 25°C): 0=2.67 (d, Jyu=
17.1 Hz, 1H, 3-Hy), 3.06 (s, 1H, 4a-H), 3.68 (dd, J=17.1, 5.2 Hz, 3-
H,), 4.23 (s, 1H, 7b-H), 4.30 (s, 1 H, 7a-H), 5.75 (d, *Jyy; = 5.2 Hz, 1 H,
2a-H), 6.88 (s, 1H, 6-H), 6.89 (br, 2H, 9”-H), 6.90 (br, 2H, 9-H), 7.27
(d, *Jyz =82 Hz, 2H, 8"-H), 7.30 ppm (d, *Jy1;; =82 Hz, 2H, §"-H);
BC-NMR (151 MHz, [D¢]Aceton, Referenz: 6 =29.3,25°C): 6 =40.4
(CT7a), 45.7 (C3), 51.3 (C7b), 53.3 (C7c), 63.0 (C4a), 79.6 (C-2a), 88.6
(C4b), 98.6 (C2"), 100.9 (C2), 115.4 (2xC9"), 115.6 (2xCY'), 118.7
(C5), 120.3 (C5"), 121.6 (C6), 124.4 (CT7'), 124.9 (C7"), 132.4 (2%
C8"), 132.6 (2xC8'), 152.4 (C4), 153.8 (C4"), 158.6 (C10), 158.6
(C10"), 159.0 (C7), 165.6 (C3'), 165.9 (C3"), 167.5 (C1'), 169.2 (C1"),
173.2 (C1), 174.3 (C6"), 174.3 (C6'), 196.3 (C5), 205.9 ppm (C4); (—)-
ESI-MS: m/z (%) =726 (5) [M], 725 (100) [M—H] ; HR-ESI-MS:
miz:725.0768 [M—H], ber. tiir C;sH,,0,, 725.0779.
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Isolierung von 5: 300 g zerkleinerte frische Stiele von C. piperatus
(gesammelt im September 2001 bei Harzgerode, Sachsen-Anhalt)
wurden analog 4 aufgearbeitet, tz (5) =37.2 min.

5: Ausbeute 2 mg (0.0007% des Frischgewichts, stark abhingig
von Alter und Standort der Fruchtkorper; neben ca. 20 mg 4 und
Spuren von 1), [a]5 =36 (c=0.10 in CH;0H); UV/Vis (MeOH)
Amax (1g€) =227 (4.18), 332 (4.16), 397 nm (4.17); CD (MeOH): 4
(Ag)=213 (4+0.49), 220 (+1.39), 250 (—1.39), 255 (-1.33), 286
(—2.94), 343 (—0.62), 356 (—0.76), 426 nm (+0.39); IR (KBr): 7=
3436 (br), 2927 (w), 1731 (s), 1677 (s), 1629 (s), 1577 (s), 1514 (m),
1442 (m), 1400 (m), 1207 (m), 1442 (m), 838 cm™' (w); 'H-NMR
(400 MHz, [D¢]DMSO, Referenz: 0 =2.49 ppm, 25°C): 6=2.21 (d,
ZJun=17.0Hz, 1H, 2-H), 2.58 (br, 1H, 3a-H), 2.84 (dd, J=17.0,
6.0 Hz, 1H, 2-H), 4.00 (d, *J;;;; = 6.0 Hz, 1 H, 1-H), 4.56 (m, 1 H, 4-H),
6.42 (d, 3Jyy=6.5Hz, 1H, 8-H), 6.59 (s, 1H, 6-H), 6.70 (d, */yy=
8.5 Hz, 2H, 9"-H), 6.75 (d, *Jyy; =8.5 Hz, 2H, 9-H), 6.97 (d, *Jyyy =
8.5 Hz, 2H, 8"-H), 7.10 ppm (d, *Jyy;; =8.5 Hz, 2H, 8-H); "C-NMR
(100 MHz, [D¢]DMSO, Referenz: 6 =39.7 ppm, 25°C): 6 =37.8 (C4),
419 (C1), 48.1 (C2), 58.5 (C3a), 77.9 (CT7a), 91.3 (C2"), 93.7 (C2'),
1139 (2x C9"), 114.4 2x C9), 116.6 (C5"), 117.1 (C6), 117.6 (C5'),
121.7 (C8), 125.2 (C7"), 126.5 (C7’), 131.1 (2x C8"), 131.4 (2x C8'),
134.4 (C9), 149.0 (C4"), 151.9 (C4'), 156.4 (C10"), 156.8 (C10"), 160.1
(C5), 166.5 (€C3"), 166.7 (C3'), 167.8 (C1’), 168.2 (C1"), 171.1 (C6"),
176.8 (C6'), 198.2 (C7), 202.3 ppm (C3); (—)-ESI-MS: m/z (%) =682
(78) [M]~, 681 (100); (—)-HR-ESI-MS: m/z: 681.0881 [M—H]", ber.
fiir C;5H,,0,5 681.0911.

Eingegangen am 31. Juli 2003,
verdnderte Fassung am 29. Dezember 2003 [Z52529]
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