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Sigillin A, eine einzigartige polychlorierte Wehrsubstanz gegen
Arthropoden aus dem Schneefloh Ceratophysella sigillata**
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Abstract: Der winteraktive Springschwanz Ceratophysella si-
gillata produziert einzigartige polychlorierte Octahydroisocu-
marine um Fressfeinde abzuschrecken. Die Struktur der
Hauptverbindung Sigillin A wurde durch Isolierung, spektro-
skopische Untersuchungen und Rontgenstrukturanalyse auf-
geklart. Sigillin A zeigte in einem Biotest mit riuberischen
Ameisen eine hohe abschreckende Wirkung. Ein vielverspre-
chender Syntheseansatz fiir diese neue Klasse von Naturstoffen
wurde entwickelt.

Ceratophysella sigillata (Hypogastruridae), fliigellose, bo-
denbewohnende Hexapoden, gehort zum Taxon Collembola.
In ihrer Nahrung aufnehmenden Form sind sie von Dezember
bis Méarz nordlich der Alpen anzutreffen, wo sie sich bei
Temperaturen bis —2 °C von verschiedenen Mikroorganismen
ernidhren, vorzugsweise kokkalen Algen.! Im Februar und
Mirz konnen diese Springschwinze grofle, mehrere Millio-
nen Individuen umfassende Kolonien bilden, die sich wie ein
Superorganismus iiber den Schnee oder Waldboden fortbe-
wegen.?3 Wihrend C. sigillata, wie fiir Collembolen typisch,
ihre Sprunggabel einsetzten kann, um Fressfeinden zu ent-
kommen, existiert eine zweite Verteidigungslinie, die chemi-
sche Substanzen verwendet. Verschiedene Arthropoden, zum
Beispiel Spinnen (Neriene peltata), Pseudoskorpione (Ne-
obisium muscorum), HundertfiBer (Lithobius forficatus),
rdauberische Insekten (Stenus sp., Microvelia reticulata) und
Milben (Pergamasus barbarus), werden abgeschreckt.
Andere dagegen fressen C. sigillata problemlos.”) Wir waren
daran interessiert, die chemischen Grundlagen dieses Ver-
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meidungsverhaltens aufzukldren. Frithere Arbeiten zeigten,
dass andere Collembolen ebenfalls eine chemische Verteidi-
gung gegen Fressfeinde entwickelt haben. Ceratophysella
denticulata produziert Syringa- und 3-Hydroxy-4,5-dimeth-
oxybenzoesiure,”) um Angriffe abzuwehren. Andere be-
kannte Abwehrsubstanzen aus Collembolen sind 2-Amino-
phenol aus Neanura muscorum®' sowie einzigartige Pyrido-
[2,3-b]pyrazine, die in der pseudozelluldren Fliissigkeit von
Tetrodontophora bielanensis'® gefunden wurden und auch in
Onychiurus scotarius und O. circulans vorkommen.”

Um den Wirkmechanismus der Abschreckung durch C.
sigillata zu untersuchen, wurden die Collembolen wihrend
ihrer Hauptaktivitdtszeit im Winter gesammelt, extrahiert
und analysiert. Die bereits bekannten Verbindungen mit ab-
schreckender Wirkung konnten nicht nachgewiesen werden.
Der ausgepriagte Geruch, der von den Collembolen freige-
setzt wird, konnte durch Dampfraum-Untersuchungen als
(—)-Geosmin identifiziert werden. Geosmin ist ein bekanntes
Sesquiterpen, das von verschiedenen Actino-, Cyano- und
Myxobakterien gebildet wird,™ sich aber als ineffektiv in der
Abschreckung gegen Fressfeinde erwies.

Daraufhin wurden Methylacetat-Abwaschungen des
ganzen Korpers mittels GC/MS untersucht. Neben weit ver-
breiteten Verbindungen, wie Fettsduren, Cholesterol und
kutikularen Kohlenwasserstoffen fand sich die Hauptverbin-
dung A mit einem ungewohnlichen Massenspektrum (Ab-
bildung 1). GC/HR-MS Untersuchungen lieferten die Sum-
menformel C,,H,sCl;O; (m/z gef. 453.9315, ber. 453.9311), aus
der sich fiinf Doppelbindungsidquivalente ergaben. Das an-
sonsten uncharakteristische Massenspektrum weist ein Iso-
topenmuster mit fiinf Cl-Atomen auf. Der Basispeak bei m/z
43 und das Ton [M—60] sprechen fiir die Anwesenheit einer
Acetoxygruppe. Die sorgfiltige Vermeidung von chlorhalti-
gen Materialien wiahrend der Aufarbeitung schloss die Mog-
lichkeit aus, dass Verbindung A ein Aufarbeitungsartefakt ist.

Mithilfe préaparativer HPLC konnte ein Milligramm der
Verbindung A aus 10 g Springschwinzen in einer Reinheit
von 78% gewonnen werden. Das Gasphasen-Infrarotspek-
trum zeigte signifikante Absorptionen bei 3554 cm ™' und bei
3465 cm ™!, was auf die Anwesenheit von zwei Hydroxygrup-
pen schlieBen ldsst. Absorptionen bei 1764 cm™ und
1220 cm ™! deuten auf eine Ester- oder Lactoneinheit hin.
Verschiedene Derivatisierungsreaktionen wurden im Mikro-
mafstab durchgefiihrt, um weitere funktionelle Gruppen in A
zu identifizieren. Mit Diazomethan wurde keine Reaktion
beobachtet, sodass eine Sdurefunktion ausgeschlossen
werden konnte. Die Reaktion mit N-Methyl-N-(trimethyl-
silyl)trifluoracetamid (MSTFA) lieferte ein monosilyliertes
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Abbildung 1. a) El-Massenspektrum der unbekannten Verbindung A,
als Sigillin A (1) identifiziert. b) Totalionenstrom-Chromatogramm
eines Methylacetatextraktes von C. sigillata. Fettsduren (FA), Choleste-
rol (CH), Kohlenwasserstoffe (HC) und Sigillin-Derivate (B-I) der
Hauptverbindung A (1, Sigillin A) sind im Extrakt enthalten. Die Struk-
turen von Sigillin B bis | (B1) sind in Schema 2 dargestellt (Verbin-
dungen 5-12).

Produkt. IR-Untersuchungen zeigten, dass nur eine der
beiden Hydroxygruppen silyliert wurde, woraus auf eine ste-
risch gehinderte Hydroxygruppe geschlossen wurde. Die
Verseifung der Naturprobe mit Natriummethanolat, gefolgt
von einer Silylierung mit MSTFA fiihrte zu zwei Hauptpro-
dukten mit molekularen Massen von 660 und 588. Diese
Werte konnen nur durch Lactonring6ffnung zum Methyl-
ester, Abspaltung der Acetatgruppe und anschlieBende Sily-
lierung von zwei oder allen drei jetzt vorliegenden OH-
Gruppen erklart werden. Daraus folgt, dass Verbindung A ein
Lacton mit drei OH-Gruppen, von denen eine acetyliert ist,
finf Cl-Atomen und zwei verbleibenden Doppelbindungs-
dquivalenten ist. Eine solche Verbindung ist aus der Literatur
nicht bekannt.

BC-NMR- und 'H-NMR-Spektren offenbarten 14 Koh-
lenstoff- und 15 Wasserstoffatome in Ubereinstimmung mit
der Summenformel (siche Tabelle S1 in den Hintergrundin-
formationen). Die "C-NMR-Signale wurden zwei Carbonyl-
gruppen (6 170.9, 168.4 ppm), zwei quartiren sp>-Kohlen-
stoffatomen (6 130.5, 121.0 ppm), drei quartiren sp>-Koh-
lenstoffatomen (0 99.3, 73.4, 50.0 ppm), einem sp*-Methin- (0
82.7 ppm), zwei sp>-Oxomethin- (0 74.5, 73.0 ppm), zwei sp’-
Methylen- (6 31.9, 27.0 ppm) und zwei sp’-Methyl-Kohlen-
stoffatomen (6 20.3, 14.9 ppm) zugeordnet.

Zweidimensionale NMR-Experimente ('H,'H-COSY,
'H,'H-COSY mit langer Reichweite, 'H,”C-HMBC und
'H,”C-HSQC) wurden durchgefiihrt, um die Konnektivitiit zu
bestimmen. Ein CCl;-CH(O)-CH,-CH(C)(0O)-CH,-C=-Spin-
system konnte abgeleitet werden, jedoch blieb es unklar, ob
die benachbarte, offensichtlich Cl-substituierte Doppelbin-
dung endo- oder exocyclisch ist. Verlissliche "C-NMR-Daten
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dhnlicher Verbindungen lagen nicht vor, da diese nur selten
synthetisiert oder isoliert wurden. Weiterhin konnte durch
NOE-NMR-Untersuchungen bewiesen werden, dass sich die
Trichlormethyl- und beide Hydroxygruppen auf einer Seite
befinden miissen, wohingegen die relative Position der
Acetoxygruppe nicht bestimmt werden konnte. Zusammen-
fassend kann festgestellt werden, dass die Strukturen 1-4
(relative Konfiguration, Schema 1) in Einklang mit den
spektroskopischen Daten sind.

c ls,s  g—«a c | Cl

C'Ac HO

6 T
I o} cl o
3 °© 4 7‘0
Schema 1. Mégliche, mit den NMR- und MS-Daten konsistente, Struk-
turen des Naturstoffes A. Die korrekte Struktur ist hervorgehoben.

Anschlieend wurden Dichtefunktionalrechnungen fiir
IR-Spektren der Verbindungen 1-4 in der Gasphase durch-
gefithrt, wobei das B3LYP-Hybridfunktional mit dem 6-
31(d)-Basissatz zum Einsatz kam (siche Abbildung S16). Die
Summe der Differenzen der neun wichtigen Banden der be-
rechneten und gemessenen Spektren war fiir Verbindung
1 deutlich geringer als fiir alle anderen, was darauf hinweist,
dass 1 die Struktur des Naturstoffs am wahrscheinlichsten
reprasentiert.

An dieser Stelle wurde eine neue Methode der Isolierung
erarbeitet, welche die Extraktion einer noch lebenden Kolo-
nie und sofortige Aufreinigung beinhaltete (siche die Hin-
tergrundinformationen). Dies fiithrte zu einer gesteigerten
Ausbeute von A und Derivaten von ungefahr 20 mg pro 10 g
Lebendgewicht. Offensichtlich ist die Konzentration von A in
C. sigillata sehr hoch (0.2 % des Lebendgewichtes und hoher).
Aus diesem Material wurde ein fiir die Rontgenstrukturana-
lyse geeigneter Kristall erhalten, dessen Untersuchung die
vorgeschlagene Struktur bestétigte und die absolute Konfi-
guration als 3R,5R,6R9S,10R offenbarte. Die grofie Tri-
chlormethylgruppe nimmt eine quasi-dquatoriale Position ein
und verankert den Lactonring in einer fiir 6-Lactone typi-
schen!” Twist-Boot-Konformation, wihrend der Cyclohexan-
ring die erwartete Sessel-Konformation einnimmt (Abbil-
dung 2). Wir schlagen den Namen Sigillin A fiir den Natur-
stoff A vor.

Sorgfiltige Untersuchungen des Naturextraktes zeigten
die Anwesenheit von acht weiteren Sigillin-Derivaten, die
Sigillin B-I genannt wurden (Abbildung1 und Schema 2).
Die Strukturen wurden dabei aus den entsprechenden Mas-
senspektren abgeleitet (siche die Hintergrundinformatio-
nen). Der Grad der Chlorierung, gut anhand des charakte-
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Abbildung 2. Struktur von Sigillin A bestimmt durch Réntgenstruktur-
analyse. Die H-Atome sind in der rechten Darstellung zur besseren
Ubersicht nicht gezeigt.
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Schema 2. Die Sigilline A-l (1, 5-12). Der Prozentsatz bezeichnet den
Peakflicheninhalt relativ zu 1.

ristischen Isotopenmusters von Chlor erkennbar, betrigt je
nach Derivat zwischen vier und sechs. Die deacetylierten
Verbindungen begleiten die acetylierten in meist geringeren
Konzentrationen. Ungeachtet der relativ groBen Zahl an
Hydroxygruppen konnen die Sigilline gut mittels GC unter-
sucht werden. Die Anwesenheit von weiteren polaren Deri-
vaten konnte durch HPLC/UV/MS-Analysen im ESI-Nega-
tivionen-Modus ausgeschlossen werden (siche die Hinter-
grundinformationen). Es wurden keine weiteren Verbindun-
gen detektiert, fast alle bekannten allerdings nachgewiesen.
Derivate mit einer Dichlormethylengruppe waren UV-aktiv,
wihrend alle anderen keine Aktivitidt zeigten, was die
Strukturvorschldge weiter stiitzt. Proben aus unterschiedli-
chen Jahren und Standorten wiesen immer Sigillin auf,
obwohl der Gehalt schwankte.

Die Biosynthese der Sigilline ist unbekannt. Bei den
Verbindungen handelt es sich aller Wahrscheinlichkeit nach
um Polyketide, da sie eine entsprechende Anordnung der
Methyl- und Hydroxygruppen aufweisen (siche Abbil-
dung S17). Das Octahydrobenzopyranon-Ringsystem kann
durch Ringschluss aus zwei Malonat- und drei Methylmalo-
nat-Einheiten gebildet werden. Die C6-Acetoxygruppe be-
notigt einen zusitzlichen Oxidationsschritt. Die Chloratome
werden wahrscheinlich durch eine radikalische Chlorierung
eingefiihrt. Wenn die vorliegenden chlorierten Strukturele-
mente in den Sigillinen betrachtet werden ist anzunehmen,
dass ausgehend von einer Dichlormethylgruppe durch Halo-
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genierung eine Trichlormethylgruppe entsteht, die durch
HCI-Eliminierung eine Dichlormethylengruppe bilden. Fiir
radikalische Biosynthesen von Trichlormethylgruppen sind
Beispiele bekannt. Es wurde gezeigt, dass nichtaktivierte
Methylgruppen radikalisch von Nicht-Hédm-Eisen-Haloge-
nasen mit a-Ketoglutarat und Sauerstoff als Kofaktoren
chloriert werden.'”! Die Enzyme wurden im Zusammenhang
mit der Biosynthese von Barbamid,"!! Armentomycin und 2-
Amino-4,4-dichlorbuttersdure im Detail untersucht.'? Ein
dhnliches Enzym konnte moglicherweise fiir die radikalische
Chlorierung der Sigilline verantwortlich sein. Da keine Po-
lyketidsynthasen aus Insekten oder anderen Arthropoden
bekannt sind, ist es wahrscheinlich, dass Sigillin von symbio-
tischen Bakterien produziert oder iiber die algenreiche
Nahrung aufgenommen wird. Die Freisetzung von Geosmin
stiitzt die Annahme der Insekt-Bakterien-Symbiose. Gleich-
wohl sind die grolen Mengen von Sigillin in C. sigillata be-
merkenswert und deuten eher auf die Biosynthese durch die
Collembolen selbst hin.

Die 6kologische Bedeutung von Sigillin A wurde in einem
Biotest mit der Ameise Myrmica rubra untersucht. Diese
Ameise dient als ein Modell fiir Raubinsekten. Sie wurde
schon oft fiir Biotests herangezogen wurde, um die abschre-
ckende Wirkung von Naturstoffen aus Hexapoden zu unter-
suchen.'* Collembolen sind eine potenzielle Beute von M.
rubra,™ die sich sowohl im Erdboden als auch in der Vege-
tation auf Nahrungssuche begibt. Eine wissrige Suspension
zerdriickter Larven von Drosophila melanogaster wurde so
zubereitet, dass die Konzentration von Sigillin 0.2 % betrug,
entsprechend der natiirlichen Konzentration von 1 in C. si-
gillata. Die Testprobe und eine Kontrollprobe wurden 15
Ameisen gleichzeitig angeboten, und ihr FraBverhalten an
beiden Proben wurde iiber einen Zeitraum von 10 Minuten
beobachtet. Die erste Begegnung der Tiere mit beiden
Proben erfolgte zufillig. Sobald sich eine Ameise der Test-
probe ndherte, probierte sie zunédchst davon und frafl kurz-
zeitig. Infolgedessen konnte eine abschreckende Wirkung
beider Proben iiber die Gasphase ausgeschlossen werden. Bei
der Testprobe war zu beobachten, dass die Tiere nach dem
ersten Kontakt zuriickwichen. Signifikant weniger Ameisen
fraen tiber den gesamten Zeitraum des Versuchs von der
Testprobe (Abbildung 3). Einzelne Individuen begannen zu
unterschiedlichen Zeiten mit der Nahrungsaufnahme. Der
Biotest zeigte, dass Sigillin A eine starke fraBhemmende
Wirkung auf ein rduberisches Insekt hat. Daher werden die
von Zettel et al.” beschriebenen abschreckenden Reaktionen
der Fressfeinde hochstwahrscheinlich durch Sigillin ausgelost.

Die einzigartige Struktur von Sigillin A macht es zu einer
Herausforderung fiir eine Totalsynthese. Wir waren daran
interessiert, Derivate zu erhalten, die in verschiedenen bio-
logischen Tests die Aktivitdten solcher halogenierten Octa-
hydroisocumarine niher beleuchten sollten. Zu Beginn sollte
das Didesoxy-Derivat 20 von Sigillin A als Syntheseziel
dienen, das bereits das Isocumarin-Grundgeriist und beide
polychlorierten Gruppen beinhaltet.

Die Synthese startete von dem Schliissel-Lacton 13, das
entweder ausgehend von Chloral in Anlehnung an eine von
Shimizu et al.' vorgestellte Strategie aufgebaut werden
konnte (siehe die Hintergrundinformationen), oder auch
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Abbildung 3. Biotest mit der Ameise Myrmica rubra, die von einer
Probe zerdriickter Larven von Drosophila melanogaster ohne Sigillin
(schwarzer Balken) und mit 0.2% Sigillin A (1) (weier Balken) frisst.
Die Anzahl der Ameisen an den beiden Proben wurde mindtlich tiber
einen Zeitraum von zehn Minuten dokumentiert. Der Test wurde zwo|f
Mal mit je 15 Ameisen durchgefiihrt; **(P<0.01; Rangsummentest
von Wilcoxon).

durch Ringschlussmetathese (RCM) zuginglich ist.'”! Dieses
fungierte als Michael-Akzeptor in einer kupferkatalysierten
konjugierten 1,4-Addition mit 3-Butenylmagnesiumbromid
und Kupferbromid-Dimethylsulfid-Komplex," um das
Lacton 14 aufzubauen (Schema 3). In der ndchsten Stufe
sollte eine Vinylgruppe in Nachbarschaft zu der Carbonyl-
funktion angebracht werden. Der Einsatz von Acetaldehyd
als Vinylkation-Synthon erwies sich als erfolgslos. Wiahrend
die Addition noch problemlos ablief, lieferte die anschlie-
Bende Eliminierung, selbst beim Einsatz guter Abgangs-
gruppen wie Mesylat, nur schlechte Ausbeuten einhergehend
mit dem Verlust von HCL. Das Problem konnte umgangen
werden, indem Phenylselenacetaldehyd fiir die Addition zum
Alkohol 15 verwendet wurde und dieses anschlieBend unter
milden basischen Bedingungen zum Dien 16 eliminiert
wurde."”) Nur das gewiinschte 2,3-anti-Diastereomer wurde
gebildet. Das Dien-Lacton wurde anschlieend einer Ring-
schlussmetathese unter Einsatz des Grubbs-Katalysators der
zweiten Generation®! unterworfen, welche das trans-anel-
lierte bicyclische Lacton 17 in guten Ausbeuten lieferte.

Nur moderate Ausbeuten von Acyloin 19 wurden bei
einer Ketohydroxylierung durch in situ hergestelltes Ruthe-
niumtetroxid erhalten,” gleichzeitig wurden iiberoxidierte
Produkte beobachtet. Die Ausbeute konnte verbessert
werden, indem in einer zweistufigen Synthesestrategie zu-
nichst eine Dihydroxylierung mit AD-Mix®®? durchgefiihrt
wurde und anschlieBend die besser zugingliche Hydroxy-
gruppe von 18 in einer Parikh-Doering-Oxidation®! zu 19
oxidiert wurde (Schema 3). Die Ausbeute betrug hier 67 %
iiber zwei Stufen. In der letzten Stufe musste die Carbonyl-
funktion in die im Sigillin A auftretende Dichlormethylen-
gruppe umgewandelt werden. Diese Transformation gelang
allerdings nur mit médBigem Erfolg. Obwohl Modellverbin-
dungen wie 2-Hydroxy- oder 2-Acetyloxycyclohexanon durch
die Standardmethode mit CCl,/PPh,*!l erfolgreich umgesetzt
werden konnten, misslang die Umsetzung von 19. Die ent-
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Schema 3. Synthese von Didesoxysigillin 20.

sprechende Umsetzung von 19 und Analoga mit geschiitzter
Hydroxygruppe konnte auch mit anderen Methoden, zum
Beispiel der Takeda-Methode zur Dichlormethylenierung mit
Titanocen™! oder mit einem Magnesium/Titan-Katalysa-
tor,”! nicht realisiert werden. Die Synthese von 20 wurde
durch die Behandlung von 19 mit Hydrazin und anschlie-
Bende Reaktion des Hydrazons mit CBrCl;, Ammoniak und
katalytischen Mengen an CuCl abgeschlossen, wenn auch in
geringer Ausbeute.””! Nichtsdestotrotz konnte die Zielver-
bindung Didesoxysigillin (20) isoliert und eine Rontgen-
strukturanalyse angefertigt werden (siche die Hintergrund-
informationen). Die relative Konfiguration ist identisch zu
der von 1.

Wihrend marine Organismen prominente Produzenten
verschiedenster halogenierter Verbindungen sind, findet man
in terrestrischen Organismen nur wenige komplexe haloge-
nierte Sekundirmetabolite.” Die meisten werden von Bak-
terien oder Pilzen produziert und nur wenige von komplexen
Organismen wie Pflanzen oder Arthropoden.” Eine Tri-
chlormethylcarbinolgruppe oder deren Ester und die Di-
chlormethylengruppe sind seltene Bestandteile von Natur-
stoffstrukturen. Sie kommen in Muironolid A vor,”” einem
Metabolit aus einem marinen Schwamm, in Citreochlorol,
produziert von Penicillium sp.,”” und in den aus Pilzen iso-
lierten Verbindungen Pinicoloform und KS-504.5%

Zusammenfassend bilden Sigillin A und seine Kongenere
eine neue Klasse von Naturstoffen. Sie fungieren als starker
FraBhemmer gegen Ameisen und scheinen eine wichtige
Rolle in der Okologie der Springschwiinze einzunehmen. Ein
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Syntheseverfahren fiir das chlorierte Grundgeriist wurde
entwickelt, das es ermoglicht, verschiedene strukturelle
Analoga darzustellen. Gegenwértig werden die Bakterien
untersucht, die mit den Collembolen symbiotisch zusam-
menleben, um die biosynthetische Herkunft der Sigilline zu
ergriinden. Dariiber hinaus sind biologische Tests und che-
mische Synthesen weiterer Analoga in Arbeit.

Stichwérter: Insektenabwehrsubstanzen - Isocumarine -
Naturstoffe - Organohalogenverbindungen - a-Vinylierung
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