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1 Zusammenfassung

Die Arbeit befasst sich mit der oxidativen Phenolkupplung des Siderins (1) und seiner
Derivate in Aspergillen. Der Schwerpunkt liegt dabei in der Aufklarung der Biosynthese von
Kotanin (2), dem 8,8-Dimer des Siderins (1), das von Aspergillus niger regio- und stereo-
selektiv synthetisiert wird.

Eswurde ein chemischer Zugang sowohl zu den monomeren als auch den dimeren Cumarinen
etabliert. Hierauf aufbauend wurde ein analytischer HPLC-Assay entwickelt, der die Analyse
von Rohextrakten verschiedener Pilzstamme erlaubt. Durch Verimpfung von **C-markierten
Monomeren konnte die oxidative Phenolkupplung in A. niger eindeutig bewiesen werden.
Dartiber hinaus gaben Verfitterungsexperimente mit Verbindungen, die sowohl an der
Carbonylgruppe als auch an Methoxygruppen **C-markiert waren, einen Einblick in die
Reihenfolge von O-Methylierungs- und Phenolkupplungsschritten bei der Kotaninbiosyn-
these.

Fir die Identifizierung der entsprechenden enzymatischen Aktivitéat wurde eine Cosmidbank
von A. niger angelegt, die in geeignete Aspergillus-Wirtsstdmme transformiert und so auf
M etabolitproduktion gescreent werden kann.

Ergebnisse
Chemische Synthese

Ausgehend von 4-O-Methylorsellinsduremethylester (3) und seinen regioisomeren Dimeren
(4-6), die leicht Uber eine oxidative Phenolkupplung des Orsellinsdureesters erhdtlich sind,
wurden die die Cumarine Siderin (1), Kotanin (2), Isokotanin A (7) und Desertorin C (8) in
einer neuen und hocheffizienten Dreistufenstrategie dargestellt. Zusdtzlich wurden beide
Atropisomere des Kotanins (2) aus den hochreinen Atropisomeren des entsprechenden
dimeren Orsellinsaureesters erhalten.

Uber diesen synthetischen Ansatz sind aulzerdem alle Hydroxyderivate von Siderin (1) leicht
zuganglich. *C-Markierungen sowohl an den Methoxygruppen as auch am Kohlenstoff-
skelett (Carbonylisches C-Atom) konnen leicht und effektiv eingebaut werden.

Analytik

Unter Verwendung der chemisch hergestellten Verbindungen wurde ein optimierter HPLC-

Assay etabliert, der eine schnelle und einfache Untersuchung von Rohextrakten verschiedener
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Pilze auf Cumarine ermdglicht. Dartber hinaus wurde eine Methode entwickelt, die das
Screenen einer Pilz-Genbank (mehrere tausend Stdmme) in elnem angemessenen Zeitrahmen
erlaubt.

Die Cumarine wurden aus den Pilzen isoliert (S8ulenchromatographie, préparative DC) und
charakterisiert (NMR, MS, IR, UV). Die absolute Konfiguration der Bicumarine wurde durch
CD-Spektroskopie verifiziert.

Biosyntheseunter suchungen

Aus den *C-Markierungsexperimenten ergibt sich ein Biosyntheseweg fiir Kotanin (2) wiein
Schema 1 dargestellt.

(Polyketid biosynthesem)

OH O/ O/
— -—
HO o o HO o o o o o
60 Desmethylsiderin (58) Siderin (1)

Orlandin (62) Kotanin (2)

Abb. 1: Biosynthese des Kotanins (2) in A. niger.

Mol ekularbiologische Arbeiten

Zur ldentifizierung des enzymatischen Systems, das die oxidative Phenolkupplung katalysiert,
wurde zunéchst eine Cosmidbank von Aspergillus niger erstellt. Der "Cosmid-Shuttle-
Vektor" enthdlt ein Hygromycin-Resistenz-Gen, das eine Transformation in verschiedene
Aspergillen und anschlief3endes Testen auf biosynthetische Aktivitét erlaubt. Da die Cumarine
polyketidischen Ursprungs sind und PKS-Gene in filamentdsen Pilzen gewohnlich geclustert
vorliegen, wurde die Cosmidband auf "nicht-reduzierende” PKS-Gene gescreent, um so
gegebenenfalls einen Polyketid-Biosynthesecluster zu identifizieren, der die Aktivitdt zur
Phenolkupplung kodiert.
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2 Einleitung

Biphenylverbindungen, die aus sterischen Grinden in ihrer Rotation um die Biarylachse
gehindert sind und bei deren Substitutionsmuster die Bedingung R** R? erfillt ist, sind axial
chiral.

Rl

Rl
Q R2
RZ
Zahlreiche biarylische Naturstoffe mit unterschiedlichen Strukturen und biologischen
Aktivitaten, darunter Polyketide, Terpene, Lignane, Cumarine, Flavonoide, Tannine und
Peptide, verfiigen tiber eine solche Chiralitat.! Sie werden von unterschiedlichsten Organis-
men wie Pflanzen, Pilzen, Bakterien und marinen Lebewesen oft mit hoher Stereoselektivitat
synthetisiert. Daneben spielen chirale Biarylverbindungen, besonders die Binaphthylderivate
BINOL (9)? und BINAP (10),? eine herausragende Rolle als Metallliganden bei der enantio-
selektiven Katalyse organisch chemischer Reaktionen.*

SSRGS I

(P)-BINOL (P-9) (P)-BINAP (P-10)
Abb. 2: Wichtige axial-chirale Metallliganden fiir die enantioselektive Katalyse: BINOL (9),2 BINAP (10).2

Eine Relhe von Verfahren zum stereoselektiven Aufbau von Biarylen sind bereits seit
langerem bekannt." > ® Trotzdem sind Synthesen derartiger Verbindungen, von den Binaph-
thylderivaten einmal abgesehen, meist aufwandig und wenig effektiv. Oft missen Chiralitéts-
induzierende Substituenten in mehreren Stufen aufgebaut und nach der Kupplung wieder
abgespalten werden. Chirale Reagenzien werden dabei in stdchiometrischen Mengen benttigt.
Wesentlich effizientere, katalytische Verfahren zur aropselektiven Aromatenkupplung
wurden bisher nur selten im Rahmen von Binaphtholsynthesen publiziert (siehe S. 16ff).
Trotz dieser ersten Erfolge ist ein breit anwendbares Verfahren noch nicht in Sicht. Auch
oxidierende Enzyme wurden zur Aromatenkupplung eingesetzt. Allerdings blieb dabe die
gewlnschte Selektivitdt aus. Andererseits bauen zahlreiche Organismen Sekundarmetabolite
Uber eine stereoselektive katalytische Aromatenkupplung auf. Dies bewelst, dass es
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entsprechende enzymatische Systeme gibt und diese durch Anpassung an entsprechende
Substrate breit anwendbar sein sollten.

Der systematischen Aufklarung der Biosynthese axial-chiraler Biphenyle kommt daher eine
besondere Bedeutung zu. Enzymsysteme, die einen regio- und stereoselektiven Aufbau von
Biarylverbindungen katalysieren, werden daher nicht nur eine wertvolle Ergénzung zu den
chemischen Verfahren darstellen, sondern auch ganz neue Mdoglichkeiten in der Synthese

dieser Struktureinheit eroffnen.

Im Allgemeinen Tell werden zundchst die verschieden Methoden zur chemischen Synthese
von Biarylen vorgestellt, wobei auf die biomimetischen Verfahren zur katalytischen,
stereoselektiven oxidativen Phenolkupplung genauer eingegangen wird. Der zweite Abschnitt
beschéftigt sich mit der Biosynthese von Biarylen und anderen Phenolkupplungsprodukten.
Dabei werden in erster Linie neuere Arbeiten mit enzymologischen und molekulargenetischen
Ansdtzen diskutiert. Schlief3lich wird anhand einiger Beispiele auf die ungewdhnliche
metabolische Diversitét, die durch oxidative Phenolkupplung in der Biosynthese entsteht,
eingegangen.

In Speziellen Tell wird zundchst das System des Cumarins Siderin (1) und seiner
Phenolkupplungsprodukte vorgestellt. AnschlieRend werden die eigenen Arbeiten zur
Aufklérung der Kotanin-Biosynthese in A. niger beschrieben.
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3 Allgemeiner Teil

3.1 Synthese von Biarylverbindungen

Fur die Beschreibung von Biarylsynthesen sind folgende begriffliche Unterscheidungen
sinnvoll:
a) Kupplung zu konstitutionell symmetrischen Biarylen:
Beide Arylreste an der Biarylachse sind identisch.
b) Kupplung zu konstitutionell unsymmetrischen Biarylen (Kreuzkupplungen):
Die Arylreste sind unterschiedlich. Ein Spzialfall liegt dann vor, wenn zwei identische
Aromaten an unterschiedlichen Kohlenstoffatomen des Phenylringes verknipft werden.
¢) Stereosel ektive (asymmetrische) Aromatenkupplung:
Nur ein Stereoisomer wird gebildet.
d) Intermolekulare oder intramolekulare Aromatenkupplung
Bei der intramolekularen Kupplung sind die Aromaten bereits vor der Kupplung an einer
Stelle verbruickt.

Ri/— Ri/— —
a) konstitutionell symmetrisch 2 \ // N\ // \ "/

b) konstitutionell unsymmetrisch

O @
|
<
i\L

c) stereoselektiv \< >

Py
|
|
Py
Py
|
N
X
Py

d) intramolekuar }/ \ 7  — } /

Abb. 3: Formen der Aromatenkupplung.

3.1.1 Stereochemie von Biarylverbindungen

Die axiale Chiralitét an Biarylverbindungen wurde 1922 von CHRISTIE und KENNER entdeckt,
denen es gelang, die Atropisomere von 2,2-Dinitrobiphenyl-6,6'-dicarbonsaure durch dia-
stereoselektive Kristallisation zu trennen.”
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Biarylverbindungen sind dann chiral wenn,

1. fir die Substituenten A, B, Xund Y gilt: A Bund X * Y und

2. die Rotation um die Biarylachse aus sterischen Grinden gehindert ist.

Da die Sterecisomere allein durch Drehung um eine Bindung ineinander Uberfihrt werden

konnen, kann diese Form der Enantiomerie als Spezialfall der Konformationsisomerie

angesehen werden. 1933 fuhrte KUuHN hierfir den Begriff Atropisomerie (griech.: a= nicht,

tropos = drehen) ein.?

X I Y

A l B

A

X

98

:H:A

Abb. 4: Be Atropisomeren ist die Rotation um die Biarylachse sterisch gehindert.

Eine sterische Hinderung der Rotation liegt bei in ortho-Stellung tetrasubstituierten Biarylen

vor (A, B, X, Y * H) und auch bei trisubstituierten Biarylen, wenn die drel Substituenten grof3

genug sind. Disubstituierte Biaryle bilden nur dann stabile Atropisomere, wenn die
Substituenten sterisch auferordentlich anspruchsvoll sind (z. B. 1,1-Binaphthyl).? Nach Ok

liegt Atropisomerie dann vor, wenn die Halbwertszeit der 1somere mindestens 1000 s be-

A
|

0

A B A ] B
‘Y‘\P aR />X"\
A B A+é
\ 4\ 1
asS \>X"// N ‘Y-/M
P=aSs M =aR

(mit CIP-Prioritaten: Y > X und B > A)
Abb. 5: Bestimmung der absoluten Konfi-

guration von Biarylen.

tragt.”® Bei Raumtemperatur (300 K) entspricht
dies einer Rotationsbarriere von 93.3 kJ/ mol
(22.3 kcal / mol). Bei den meisten tetrasubstitu-
ierten Biarylen ist die Energiebarriere aber
wesentlich grof3er, so dass auch bel Erhitzen
keine Racemisierung eintritt.

Fur die Angaben der absoluten Konfiguration
helicale

Verbindungen gebrauchlichen Deskriptoren P

werden in dieser Arbeit die fir
(plus) und M (minus) verwendet. Daneben
kénnen die von der zentalen Chiralitat abge-
leiteten Bezeichnungen aS und aR benutzt wer-
den, wobei das "a" die axiale Chiralitéat anzeigt.
Zur Bestimmung der absoluten Konfiguration

werden zunachst die Prioritéten der Substituenten
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an beiden Seiten der Biarylachse geméR den Cahn-Ingold-Prelog Regeln bestimmt.*> *2 Wenn
bei Newman-Projektion die kirrzeste Verbindung (eine 90°-Kurve) vom oberen Substituenten
zum unteren (jeweils mit hochster Prioritét) im Uhrzeigersinn verlauft, liegt die
P-Konfiguration vor, im umgekehrten Fall die M-Konfiguration (Abb. 5). Bei der
Bestimmung der Konfiguration gemal3 R/S-Nomenklatur wird die Drehrichtung vom oberen
Substituenten hochster Prioritdt Gber den mit niedrigerer Prioritdt zu dem unteren
Substituenten mit hochster Prioritét bestimmt. Ist diese rechtsdrehend liegt die aR-
Konfiguration vor, anderfalls die aSKonfiguration. Fir axiale Chiralitdt gilt P = aS
und M = aR.

3.1.2 Prinzipien der Aromatenkupplung

Seit den frithen Anfangen in den letzten Jahrzehnten des neunzehnten Jahrhunderts® hat sich
der gezielte Aufbau von Aryl-Aryl-Bindungen zu einem wichtigen Syntheseschritt in der
Darstellung von Wirkstoffen und chemischen Katalysatoren entwickelt. Allein im Zeitraum
von 1991 - 2001 wurden tiber 700 Artikel zu diesem Thema verdffentlicht.** Die verschie-
denen Ansétze wurden in mehreren Ubersichtsartikeln zusammengefasst.' An dieser Stelle
werden daher nur die Prinzipien, nach denen Biaryleinheiten aufgebaut werden konnen,
vorgestellt. Reaktionen, bei denen die Biaryleinheit erst durch Aufbau eines zweiten Phenyl-
ringes an einem acyclischen Substiuenten eines Aromaten gebildet wird, werden nicht
berticksichtigt.

3.1.2.1 Ubergangsmetall-vermittelte Aromatenkupplungen

Die meisten der in jlngerer Zeit publizierten Aromatenkupplungen erfolgten Uber
Ubergangsmetallkomplexe. Besonders die in den letzten drei Jahrzehnten entwickelten
Verfahren, bel denen (Halb-)-Metallaryle durch Ubergangsmetallkatalyse schon bei milden
Bedingungen mit Arylhalogeniden gekuppelt werden kdnnen, haben die Méglichkeiten der
Biarylsynthese stark erweitert.** Vor herausragender Bedeutung sind dabei Kreuzkupplungen
mit Kupfer(l), Nickel (Negishi- und Kumada-Kupplung) und Palladium. Letzteres wird haufig
mit Arylverbindungen der Elemente Magnesium, Zink, Zinn (Stille-Kupplung) und Bor

(Suzuki-Kupplung) umgesetzt.
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Transmetallierung

1 Rl
AN w0 BN

MY(R/X), __

NS M=Cu
oxidative Addition \ @’X

1. oxidative Addition
2. Disproportionierung reduktive

R/~ 2|v|(o) RY/R? EI|m|n|erung - _ RY/R?
0" | O | O~

M-L, l omdgt_lve

(FIQ/X)n

Addition
M = Ni, Pd

C) Rl\_ M—X

Abb. 6: Schematische Darstelung der Methoden zur Aromatenkupplung durch reduktive Eliminierung eines
Diaryl-Ubergangsmetal Ilkomplexes. X = Halogenid, Triflat; M und M*: siehe Tabelle 1.

Die Biarylachse wird durch eine reduktive Eliminierung eines intermedidren Ubergangs-
metallkomplexes mit zwei aromatischen Liganden aufgebaut. Ein direkter Aufbau eines
solchen Komplexes tiber oxidative Addition (z. B. von Arylhalogeniden) an ein Ubergangs-
metall M der Oxidationsstufe O mit anschlief3ender Disproportionierung (Abb. 6, b) erfolgt
wegen der geringen Reaktivitat der Metalle meist mit geringen Ausbeuten beziehungsweise
erst bei hohen Temperaturen (zum Beispiel Ullmannkupplung, Cu). AulRerdem werden die
Metalle oxidiert und missen daher in stéchiometrischen Mengen eingesetzt werden, sofern
kein Reduktionsmittel zugegeben wird. In den meisten Fdlen wird daher einer der
Arylliganden durch Austausch mit einem zweiten Metall-Aryl-Komplex eingefuhrt (Abb. 6, a
und c). Wegen des schrittweisen Aufbaus des Diarylkomplexes kdnnen auch kongtitutionell
unsymmetrische Biaryle leicht erzeugt werden. Als Metalle (M%) fiir diesen zweiten Komplex
werden in der Regel gute Halogenid-Akzeptoren eingesetzt um den Ligandenaustausch zu
erleichtern. Dies sind stark elektropositive Metalle (Li, Mg, Zn) oder auch Halbmetalle (B, Si,
Sn). Fir die eigentlichen aromatenkuppelnden Komplexe werden Elemente benttigt, die
leicht die Oxidationsstufe wechseln kdnnen und gleichzeitg semi-stabile Metall-Organyl-
Komplexe hilden. Diese Bedingungen erfuller vor allem die Metalle Kupfer, Nickel und
Palladium. In jiingster Zeit wurden auch Eisen und Cobalt eingesetzt.'® In Tabelle 1 werden
die zur Kupplung von Aromaten verwendeten Metalle beziehungsweise Metallkombinationen
zusammengefasst. Ein Nachteil der Nickel- oder Palladium- katalysierten Kreuzkupplungen
war lange Zeit ihre geringe Reaktivitat bel sterisch anspruchsvollen Systemen, wie zum
Beispiel bei Kupplungen zu tetra-ortho-substituierten Biarylen. Erst in neuerer Zeit konnten
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mit optimierten Liganden auch solche Verbindungen iiber Suzuki-** und Negishi-
Kupplungen’ erhalten werden.

M M* Namenreaktion
Cu - Ullmann-Kupplung ™"
Cu() | Li/Mg/Si/sn
Ni -
Ni Mg Kumada-Kupplung™®
Ni Zn Negishi-Kupplung™
Ni B(OH),, Zr
Pd )
Pd Mg
Pd Zn
Pd Sn Stille-Kupplung®
Pd B(OH), Suzuki-Kupplung®™
Pd | Si/Mn/Cu/GelZrl
In/ Sb/Hg/Pb/Bi
Fe/Co| [ArCu(CN)MgCl] (Knoche)™

Tabelle 1: Aromatenkupplungen durch Ubergangsmetallkomplexe (M), mit und ohne Transmetalli erungsschritt
von enem zweiten Metallkomplex (M%).

3.1.2.2 Aromatenkupplungen mit radikalischem Mechanismus
Oxidative Phenolkupplungen
Die oxidative Phenolkupplung ist eine weitere wichtige Methode zu Darstellung von
Biarylen. Sie ist die dlteste Methode der Aromatenkupplung. Erste Reaktionen wurden bereits
in den siebziger Jahren des neuzehnten Jahrhunderts publiziert,”? und schon 1925 zeigten
PUMMERER et al., dass die Oxidation von para-Kresol (11) zu einem ortho-para gekuppelten
Produkt, dem "Pummerer Keton", (iber phenolische Radikale verlauft.?® Der Reaktions-
mechanismus sowie die Struktur des Produkts 12 wurden 1956 von BARTON et al. korrigiert
(Abb. 7).%

O O — O

11 Pummerer-Keton 12

Abb. 7: Oxidative Phenolkupplung von para-Kresol (11) zum sogenannten Pummerer-Keton 12,2 %
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Dabei der oxidativen Phenolkupplung Phenole und Phenolether ohne vorherige Aktivierung,
wie zum Beispiel Einfihrung von Halogensubstituenten, verkntipft werden konnen, ist diese
Reaktion aulerordentlich effizient. Schwierigkeiten bereitet alerdings haufig die Kontrolle
von Reaktivitét und Regiosel ektivitat.

OH
‘ X
e OH
OH o) (b) ‘ N
X A
\ - > é (@) R R
S H - e e ZA
R R - \
(©
OH

Abb. 8: Mechanismen der radikalischen, oxidativen Phenolkupplung.?® Zur besseren Ubersichtlichkeit werden

nur die Reaktionswege des para-Radikals aufgefiihrt. (Schema modifiziert nach DROCHNER.)?®

Bei der Reaktion wird zunéchst dem Phenol durch ein Oxidationsmittel ein Elektron und ein

Proton entzogen (Abb. 8). Das Phenoxyradika kann auf verschiedene Weisen reagieren:

a) Kombination mit einem zweiten Radikal.

b) Kupplung mit einem Phenolmolekiil, wobei intermedidr ein Radikal-Dimer entsteht, das
durch Elektronenentzug und Deprotonierung weiter oxidiert wird.

¢) Einelektronenoxidation zum Cyclohexadienon-Kation, das als Elektrophil mit einem
Phenolmolekl reagiert.

In allen Fallen entsteht ein dimeres Cyclohexandienon, das in einer spontanen Protonen-

umlagerung zum Endprodukt rearomatisiert. Aus den mesomeren Grenzstrukturen' geht

hervor, dass Phenylradikale bevorzugt in ortho- und para-Position reagieren. Ohne weltere

sterische oder elektronische Kontrolle der Selektivitdt kommt es zu Gemischen aus

konstitutionell symmetrischen und unsymmetrischen Biphenolen (Abb. 9). In der Synthese

' Das Vaence-Bond-(VB)-Modell gibt die physikalisch relevanten Eletronenspindichten qualitativ richtig
wieder. Nur an den Sauerstoffatomen ist die Spindichte deutliche niedriger, weshalb Kupplungen Uber diese
Atome benachteiligt sind.
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werden oxidative Phenolkupplungen daher haufig intramolekular durchfiihrt, wodurch
Regioselektivitét und gegebenenfalls auch Stereoselektivitét vorgegeben werden.

[ konstitutionell symmetrische Biaryle ]

T

OH O- o} o

L R
// -H+,-e' // < //
R R R R

{konstitutionell unsymmetrische Biaryle]

Abb. 9: Entstehung regioisomerer Biphenyle Uber mesomeriestabilisierte Phenoxy-Radikae. (Schema modi-
fiziert nach BRINGMANN.)

Zahlreiche Oxidationsmittel wurden fir oxidative Phenolkupplungen verwendet (Abb. 10).
Unter den Metallen haben vor allem Verbindungen von V(V), Fe(lll), Cu(ll), Ag(l) und
TI(111) groRere synthetische Bedeutung erlangt. Bei den nichtmetallischen Verbindungen
wurden in jungster Zeit hypervalente lodverbindungen (PIFA) mit gutem Erfolg einge-

setzt.»** " Auch enzymkatalysierte Aromatenkupplungen erfolgen tiber diesen Mechanismus.

Oxidationsmittel:***'

a) Metallverbindungen: V(IV und V), Cr(VI), Mo (V und VI), Mn (IV und VI), Fe(lll), Ru (VIII), Co(lll),
Ni(1V), Rh(lll), Cu(ll), Ag (1), TI(I), Pb(1V), Se(1V), Bi(V), Ce(IV)

b) organische Verbindungen: Peroxide (di-tert-Butylperoxid, MCPBA), DDQ, hypervalente lodverbindungen
(PIFA), Fremys-Salz [XON(SO3K)2], NHsNO3(CFsCO).0,

d) Sauerstoff in Verbindung mit Metallkatalysatoren oder Enzymen

f) anodische Oxidation*®

Abb. 10: Ubersicht tiber die zur oxidative Phenolkupplung verwendeten Oxidationsmittel.
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Andere Aromatenkupplungsreaktionen mit radikalischem Mechanismus

Zu erwdhnen sind: Radikal-induzierte, intramolekulare Arylumlagerungen (Abb. 11a), sowie
die ebenfalls intramolekulare Pschorr-Reaktion."® Bei dieser wird ein Diazonium-Salz mit
Cu(l) reduziert. Nach Abspaltung von Stickstoff wird ein Aryl-Radikal erhalten, das eine
Kupplungsreaktion eingeht (Abb. 11b). Schlief3lich konnen Arylradikale auch photochemisch

erzeugt werden.* ¢

A X Y 4

R\ Y- R® n-Bu;SnH, . )
\\ \/\ AIBN RN —R 1 H .oNRSOr  OHINHR
I | — — S\
= X = 2. Br - CHR- SIR»>- - CHR- OH
3. Br -CHyOPOAr-  -CH, OH

Abb. 11: a) intramolekulare radikalische Phenylumlagerung , b) Pschorr-Reaktion.

3.1.2.3 Aromatenkupplung durch nucleophile aromatische Substitution

Arylmetallverbindungen, in der Regel Aryl-Grignard- oder Aryllithiumverbindungen, rea-
gieren mit Aromaten, die durch stark elektronenziehende Substituenten (Y) aktiviert sind
(Abb. 12). Substituiert werden typischerweise Methoxygruppen. Als elektronenziehende
Gruppen werden héufig Oxazoline nach MEYERS” verwendet. Daneben kommen Ester,
Sulfinyle, Sulfonyle und Diphenylphosphine zum Einsatz.*** Auch Chromcarbonyle kénnen
als elektronenziehende und gleichzeitig chiralitatsinduzierende Liganden genutzt werden.?®

="
Sy S VAL
\ 7/ N\ 7 \ 7/

Abb. 12: Nucleophile Substitution mit Metall-Arylen an durch elektronenziehende Substituenten aktivierten
Aromaten.

3.1.2.4 Aromatenkupplung Uber Arine

Bei der urspriinglich von WiTTiG* und HUisGEN® entdeckten Reaktion findet an einer Aryl-
Grignard beziehungsweise einer Aryllithiumverbindung mit Halogensubstituent in a-Stellung
eine syn-Eliminierung statt, wodurch intermedi&r eine Dreifachbindung entsteht (Abb. 13). An
diese wird eine weitere Aryl-Metal lverbindung nucleophil addiert.*
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RL /— @’ng Rl /— —\_R?
G — "9 I,

MgXI/Li "Arin"

Abb. 13: Aromatenkupplung durch nucleophile Addition einer Arylgrignardverbindung an ein intermediar
gebildetes Arin.

3.1.3 Darstellung atropisomerenreiner Biaryle

3.1.3.1 Racematspaltungen

1. Diastereomerentrennung

chirales Auxiliar X* | (Chromatographie o. Kristallisation)
/ 2.-X*
RY *XR2 1 1

R RX R R
-X \\ N zwei Diastereomere A 2
\ | | (c) |\ |\ /\ |
X =

= Reagenz* 0. Kat* (a) X
+ * +
1. stereospezifische chirale Chromatographie
| A = | Reaktion | X = | | N
// \/ 2. Trennung der Produkte // \/ //
R? RY R? R, R,

Abb. 14: Methoden zur Racematspaltung biarylischer Verbindungen.

Angesichts der Schwierigkeiten bel der atropselektiven Biarylsynthese ist es in vielen Féllen
auch heute noch effizienter, Biaryle racemisch herzustellen und anschlief3end eine Racemat-
spaltung durchzufiihren. Die Methoden dazu gleichen denen bel Molekilen mit zentaler
Chiralitdét. Es sind: a) Chromatographie an chiraler Phase (insbesondere HPLC),
b) Derivatisierung mit chiralen Reagenzien und anschlief3ende Diastereomerentrennung sowie
c) stereospezifische Reaktion eines der Stereoisomere. Ein Beispiel fur Weg b) ist die
Trennung der Atropisomere des dimeren Orsellinsdureesters 4 im Rahmen der Kotanin-
synthese (siehe Seite 47 im Speziellen Teil). Eine stereospezifische Reaktion wird bei der
L actonmethode nach BRINGMANN genutzt.® Ein Beispiel ist die Synthese des | sokotanin A (7)
(siehe Seite 41). Ein Lactonring, der die Biarylachse Uberspannt, wird mit chiralen Boranen
reduktiv gespalten. Durch spontane, beziehungsweise thermisch induzierte Racemisierung der
Lactone kdnnen theoretische Ausbeuten von 100 % erhalten werden (dynamische kinetische
Racematspaltung). Auch Enzyme kdnnen zur Deracemisierung bzw. zur Desymmetrisierung

von Biarylen eingesetzt werden (Abb. 15).%
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a) Kazlauskas 1989

DOW:
O)]\nBu Esterase
_—
O\n/nBu
99

(200 gt

“ Lipase “
b) Matsumoto 2001 - >
AcO l OAc AcO ! OH

Cholesterol-

O I
OO oH O oJ\nBu MeOH
+ —_—
OH O\n/ nBu OH
Cy Ay 99
9

33 9%, 99 % ee (M)

NaOMe,

32 %, 99 % ee (P)

Abb. 15: Beispiele filr eine enzymati sche Racematspaltung (a) und eine Desymmetrisierung (b) von Biarylen.®

3.1.3.2 Stereoselektive Aromatenkupplungen

RX* z. B.:

t-Bu

I N
(o7
\

\

*XR

©

+

X

=
*XR

Rl
D
o

RZ

@

—_—

(b)

e

*XR/
)

| X

[
*XR

R

X |

A

X

7

Abb. 16: Methoden zur stereoselektiven Biarylsynthese.

(©) /K |

Kat*

/X”|

/
/

©
<

Zum atropselektiven Aufbau von Biarylverbindungen werden drei verschiedene Prinzipien

angewendet:

Abb. 16 a) Kupplung mit chiralen Substituenten (Auxiliaren), die die Stereoselektivitat

steuern. Prominentestes Beispiel fur derartige Auxiliare sind chirale Oxazolinone nach

MEYERS?’ (siehe dazu auch die Synthesen von I sokotanin A (7) und Desertorin C (8), auf den

Seiten 39 und 43 im Speziellen Teil.). UEMURA nutzte planar-chirale Chromcarbonyl-

Komplexe zur stereoselektiven Aromatenkupplung (Abb. 17).** Diese sind in ihrer

Elektrophilie so verstarkt, dass auch nucleophile aromatische Substitutionen méglich sind.?®
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R2 B(OH),
\ Pd(PPh,),
DU e @
=
Cr(CO), Cr(CO)s

z.B.:R'=0OMe, R?=CHO, R®*=H: 89 %, 100 % ee

Abb. 17: Stereoselektive Aromatenkupplung von Chromcarbonylkomplexen nach UEMURA.*

Abb. 16 b) Intramolekulare Kupplung von chiral verbriickten Biarylen

Bei dieser Methode werden die Vorteile der intramolekularen Kupplung - verbesserte
Aktivitdt und praktisch vollstdndige Regioselektivitdt - mit einer chiralen Induktion
gekoppelt. Das Verfahren ist daher auch fir schwierige Félle geeignet. Nachteil ist der oft
recht hohe synthetische Aufwand fir Aufbau und Abspaltung der Brlicke. Beispiele sind die
Methode nach LipsHUTZ** (siehe dazu die Synthesen von Kotanin (2) und Desertorin C (8) im
Speziellen Teil, Seiten 38 und 44) und der Aufbau von Ellagitannineinheiten nach FELDMAN®
oder MARTIN® (Abb. 18), wobei die Chiralitdsinduzierende Briicke Bestandteil des
Zielmolekilsist.

OR
RO. Ph/vo ° o o] o
o) n
o OBn 1% 5
RO g M Feldman: X =H, M = Pb(OAc),
le)
X

X o Martin : X=1, M=Cu
. o Q O o

RG OR RO OR

Abb. 18: Aufbau von Ellagitannineinheinheiten nach FELDMAN und MARTIN.® %

Ein komplexes Beispiel ist die Synthese des Vancomycin-Aglycons (13) nach EVANS (Abb.
19).% Bei der intramolekularen oxidativen Phenokupplung von 14 entsteht hochselektiv das
nicht-nattrliche (M)-lsomer M-15. Nach Aufbau des zweiten Makrozyklus zu M-16 ist
dagegen die entgegengesetzte Konfiguration thermodynamisch bevorzugt. Da die sterische
Hinderung an der Biarylachse in M-16 relativ gering ist, kann eine thermische Atrop-

isomerisierung in die gewtinschte (P)-Konfiguration (P-16) durchgefuhrt werden.
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OPiv
OMs

NHTfa
“\\NHTfa VOF,

—_—

OBn 65 %
MeHN

MeO OMe

NHTfa

Vancomycin-Aglycon (13) P-16 (dr>95:5)

Abb. 19: Aufbau der Biarylachse bei der Synthese des Vancomycin-Aglycons (13) nach Evans.®

Abb. 16 c) Reagenzkontrollierte stereosel ektive Phenol kupplungen

Bei diesem Verfahren bestimmt ein chirales Reagenz die Stereoselektivitdt bei der Aromaten-
kupplung. Dies hat den Vortell, dass keine chiralen Substituenten an den Aromaten eingefihrt
werden brauchen. Gleichzeitig genugt es in vielen Félen das Reagenz in katalytischen
Mengen einzusetzen. Es handelt sich dabei um die mit Abstand effizientesten Verfahren zur
Synthese von Biaryl-Atropisomeren. Allerdings beschrankt sich das Substratspektrum bisher
hauptséchlich auf 2-Naphthol (17) und seine Derivate. Als Katalysatoren werden meist chirale
Kupfer- oder Vanadium-Komplexe verwendet. Als Oxidationsmittel dient in der Regel Sauer-
stoff. In Abb. 20 und Abb. 21 sind die wichtigsten Reaktionen mit diesen Katalysatoren
zusammengefasst.
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R = CH,: 18; R* = Ph: 19

o
I

(0]

OH

2

RZ

R?=H: 17; R? = 0Bn: 20

Kupfer-Katalysatoren:

F%

20 mol %

18+ 17
CuCl, (10 mol %), AgCI (1.1 eq.)
43 %, 32 % ee (P-21)
a) Smrcina et al. 1994

o
OH
L *
OH
OO R?
121

R?=H, R*=H
R? = Ph, R? = OBn: 22

e
S/\N NI\) 50 mol %
Ph Ph
19 + 20
CuCl (40 mol %), O,
73 %, 65 % ee (M-22)
b) Temma und Habaue 2005

i

Kupfer-Katalysatoren:

e

N
AN
11 mol %

CuCl (10 mol %)
85%, 78 % ee (P-23)
c) Nakajima et al. 2001

(o]
QI
O/ Katalysator, O, OH
OH § OH
18 O O
9
e

CuCl (9 mol %)
95 %, 94 % ee (M-23)
d) Ha et al. 2004

23 0

NH(3-Pentyl) N\
ﬁ

2.5 mol %

Cul (2.5 mol %)
81 %, 93 % ee (M-23)
e) Kozlowski et al. 2001

Abb. 20: Atropselektive katalytische Phenolkupplungen (oxidativ) mit Kupfer-K atalysatoren.® (Gezeigt werden
aus den jeweiligen Studien die Systeme, die bel akzeptabler Ausbeute die besten Enantiomereniiberschiisse

ergaben.)

Katalysator, O,

CL,

17

Vanadium-Katalysatoren:

~ o= _ I
(o —
H/O\ S }{\O
(e]
R =Bn, 2 mol % 3 mol %

82 %, 51 % ee (M-9) 99 %, 84 % ee (P-9)

a) Uang et al. 2001
R = 2-Pr, 10 mol %
94 %, 62 % ee (M-9)
b) Chen et al. 2001

c) Barhate u. Chen 2002

Bn

3 (L Crr o
SN o’\I(TO
CoLS
N L 99
(o]

10 mol % 5 mol %,
93 %, 83 % ee (M-9) 93 %, 54 % ee (M-9)
d) Gong et al. 2002 e) Uang et al. 2003

Abb. 21: Atropselektive 2-Naphtholkupplungen mit Vanadium-K atalysatoren.®
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Ewas aus dem Rahmen fallen BINOL-Synthesen Uber einen Ruthenium-Komplex,* eine mit
TEMPO-beschichtete Anode in chiraler Umgebung,”* sowie eine Biotransformation mit

Camellia sinensis-Zellen, die Peroxidasen expremieren (Abb. 22).%

Katalysator, O, l l OH
*
OH OH
17

Katalysatoren: BINOL (9)

‘1., N
N Camellia sinensis
50 ml Zellkultur

(-)-Spartein 100 mol % 0.3 % H:0,

[Anode}-PAA—TEMPO

(NO)-Ru(ll)-Salen-Komplex

2 mol % 93 %, 99 % ee (P-9) 47 %, 59 % ee (M-9)
65 %, 57 % ee, (M-9) b) Osa et al. 1994 c) Takemoto et al. 2002

a) Irie et al. 2000
TEMPO = <J_/E-O-

PAA = Polyacrylsaure

Abb. 22: Waeitere stereoselektive BINOL-Synthesen: &) mit einem chiralen Ruthenium-Komplex,® b) dektro-
chemisch,* ¢) durch Ganzzellbiotransformation.*

Trotz dieser ersten Erfolge ist ein breit anwendbares katalytisches Verfahren zur asym-
metrischen Biarylsynthese derzeit noch nicht in Sicht.

3.1.3.3 Enzymkatalysierte oxidative Phenolkupplungen

Auch mit isolierten Oxidoreduktasen lassen sich oxidative Phenolkupplungen gut durchfiihren
und sind seit langem bekannt. Bereits 1896 berichtete BOURQUELOT Uber eine Dimerisierung
von Eugenol mit oxidierenden Fermenten.*®

Waéhrend die Reaktion in lebenden Zellen (in vivo) oft mit hoher Regio- und Stereoselektivitat
ablauft, wurden bei Versuchen mit isolierten Enzymen (in vitro) bisher nur in wenigen
Ausnahmeféllen Selektivitdten beobachtet, die auf das Enzym zuriickgefuhrt werden kdnnen
(siehe dazu auch folgenden Abschnitt). Eine 1997 vertffentlichte, stereoselektive Kupplung
von 2-Naphthol (17) mit Merrettich-Peroxidase™ konnte nicht reproduziert werden.*® In Abb.
23 sind einige unselektive Phenolkupplungen mit Laccasen™ beziehungsweise einer
Peroxidase,*’ die in neuerer Zeit verdffentlicht wurden, als Beispiele vorgestellt.
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OH O
- Pycnoporus cinnabarius- OH O
9] Laccase, O O.
a) 2 P O/
85 %
o} OH
OH
b) 2 Laccasen, O, . )
» Dimere: 4,4'; 4,2'; 3-0,4'; 3-0,2' + Oligomere + Polymere
HO 3 16-27 %
4
b-Estradiol
OH Sojabqhnen-
Peroxidase
) O 2 eq. H,0,
c
54 -80 %
R
R = CH;-CO-, CHO-, CH;- n=0-3

+ Chinone, Hydroxylierungsprodukte

Abb. 23: Oxidative Phenolkupplungen, katalysiert durch Laccasen (a, b)* und Peroxidase (c).*’

3.2 Oxidative Phenolkupplungen in der Biosynthese

Eine kurze, allgemeine Ubersicht zu diesem Themengebiet wurde vor kurzem von DROCHNER
verfasst.®® Aus diesem Grunde wird hier in erster Linie auf neuere Arbeiten eingegangen, in
denen unter anderem auch ein molekul argenetischer Ansatz verfolgt wurde.

Angeregt von den Arbeiten von PUMMERER et al.* postulierten BARTON und COHEN 1957
einen radikalischen Phenolkupplungs-Mechanismus fur die Biosynthese verschiedener
biarylischer Naturstoffe, darunter Alkaloide (Morphin (25)), Dibenzofurane, biarylische
Lactone und Chinone sowie Lignane.”® Sie schufen damit die theoretische Grundlage zur
Erforschung dieses Biosyntheseschritts.

Biosyntheseuntersuchungen konnen grundsétzlich auf drel Ebenen erfolgen:

1. Auf metabolischer Ebene durch Verimpfungsexperimente am lebenden Organismus (in
vivo): Ein isotopenmarkiertes, monomeres Substrat wird an den Organismus verimpft.
Nach Extraktion und Aufreinigung werden im positiven Fall isotopenangereicherte
Kupplungsprodukte isoliert. Solche V erimpfungsexperimente erlauben auch in komplexen
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biologischen Systemen einen schltissigen Nachwels von Biosyntheseschritten wie der
oxidativen Phenolkupplung. Allerdings werden nur wenige Informationen Uber die
beteiligten Enzyme erhalten.

Auf Proteinebene (in vitro). Aus dem Organismus werden Enzyme isoliert, die
phenolische Substrate zu dem dimeren Naturstoff kuppeln. Da zahlreiche Oxidasen in der
Lage sind Phenole zu oxidieren, ist dieser Ansatz nur dann beweiskraftig, wenn die
Reaktion substratspezifisch ist oder selektiv zum Produkt fuhrt. In Abb. 24 sind einige
pflanzliche Naturstoffe gezeigt, bei denen es gelungen ist, die fur einen oxidativen
Phenolkupplungsschritt in der Biosynthese verantwortlichen Enzyme zu isolieren. Die
Oxidasen, meist P-450 Enzyme, sind oft in hohem Mal3e substratspezifisch. Isolierte
Enzyme erlauben nicht nur den Nachweis der Phenolkupplung sondern auch eine
Charakterisierung der katalytischen Aktivitét in Bezug auf Kinetik und Mechanismus.

Auf DNA-Ebene: Von einem Organismus werden Deletionsmutanten erzeugt, bei denen
der oxidative Phenolkupplungsschritt unterbunden ist. Gelingt es durch homologe
Transformation mit DNA-Sequenzen aus Genbanken die Deletionsmutante zu komple-
mentieren, kann das entsprechende Gen charakterisiert werden. Alternativ dazu kénnen
DNA-Sequenzen des zu untersuchenden Organismus auch heterolog in einen geeigneten,
biosynthetisch nicht aktiven Wirtstamm transformiert werden. Die Transformanten
werden anschlief3end gezielt auf Phenolkupplungsaktivitdt untersucht. Sind die Gene
einmal bekannt, kann deren Uberexpression in einem geeigneten Wirtsorganismus
versucht werden, wodurch enzymologische Untersuchungen erheblich erleichtert werden.
Auch Modifikationen durch gerichtete Mutagenese sind moglich.

Zur vollstdndigen Charakterisierung der enzymatischen Aktivitét erscheint ein kombinierter

Ansatz auf alen drei Ebenen erfolgversprechend. Gerade die moderne Molekulargenetik hat

sich bei der Erforschung von Biosynthesen as wirkungsvolles Werkzeug erwiesen. Im

folgenden werden einige dieser kombinierten Ansétze bei der Untersuchung der Biosynthese

von Phenolkupplungsprodukten vorgestellt, auch wenn noch nicht in allen Fallen die Aktivitat

zur Phenolkupplung bekannt ist.
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Abb. 24: Pflanzliche Naturstoffe, fir deren Biosynthese eine oxidative Phenolkupplung Uber enzymol ogische
Untersuchungen nachgewiesen ist.*® Die Oxidationen werden durch P-450 Enzyme, im Fal von Michellamin
(31) durch eine Peroxidase, katalysiert. Die nachweislich durch Phenolkupplung entstandenen Bindungen sind
mit einem Pfeil markiert.

Geodin

1985 gelang es SANKAWA et al. zum ersten Ma mit einem isolierten Enzym eine
intramolekulare oxidative Phenolkupplung regio- und stereoselektiv durchzufiihren.®® Die
Dihydrogeodin-Oxidase (DHGO), ein mit Laccasen verwandtes Enzym, katalysiert die
Kupplung von Dehydrogeodin (32) zum Geodin (33) in Aspergillus terreus.
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\O O OH
cl Dihydrogeodin
O O Oxidase
HO HO
o S Cl
N \
Dihydrogeodin (32) (+)-Geodin (33)

Abb. 25: Regio- und stereoselektive, intramolekulare oxidative Phenolkupplung von Dihydrogeodin (32) zu
(+)-Geodin (33) in Aspergillus terreus.® >
Durch Screenen einer c-DNA-Genbank von A. terreus mit DHGO-Antikorpern konnte das

entsprechende Gen identfiziert und in A. nidulans heterolog expremiert werden.™

Actinorhodin®

Bereits Anfang der 1980er Jahre untersuchten HopwooD et al. die Biosynthese des dimeren
polyketidischen Naturstoffs Actinorhodin (34). Durch Komplementierung von Deletions-
mutanten konnten die fur die Biosynthese verantwortlichen Gene identifiziert und
anschlieRend auch sequenziert werden®® Es stellte sich heraus, dass die Gene als
"Biosynthesecluster”, das heif3t zusammen an einer Stelle des Genoms, lokalisiert sind. Trotz
der grindlichen Untersuchung der Biosynthese des Polyketids - es handelt sich nach heutiger

1>* - konnte die enzymatische

Klassifizierung um eine iterative Polyketidsynthase vom Typ |
Aktivitét, die den Phenolkupplungsschritt katalysiert, bisher nicht identifiziert werden. Durch
Deletion der Oxidoreduktase ActVB oder des ORF 5 von ActVA konnten die letzten beiden
Schritte der Biosynthese von Actinorhodin (34), die Hydroxylierung und oxidative Phenol-
kupplung von Dihydrokalafungin (35), unterbunden werden. Stattdessen kam es zu einer

Anreicherung von 35.%
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Actinorhodin (Act) gene cluster from S coelicolor A3(2)

actVvB

RO2( ARO1 CcYCai3 Oxidoreductase
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(o] OH
S, actvA
HOOC OH O actvB ?
O.
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Actinorhodin (34)
Abb. 26: Die Biosynthese von Actinorhodin (34) wird durch zwei Oxidationsschritte, die Hydroxylierung und
die oxidative Phenolkupplung von Dihydrokalafungin (35), abgeschlossen. Durch Deletion von actVA-ORF 5

oder actVB konnen diese unterbunden werden. Oben: Schematische Darstellung des Actinorhodin-Biosynthese-

clusters (iibernommen von RAWLINGS).*

Neuere Untersuchungen zeigen, dass es sich bel actVA-ORF 5 um eine Flavin-abhangige
Monooxigenase handelt, wahrend actVB eine Flavin-Reduktase codiert, die den Cofaktor fir
die Monooxigenase regeneriert.®® Da das natiirliche Substrat 35 nur schwer erhdtlich sei,
wurde fir in vitro-Versuche zur Oxidation mit dem System actV A-actVB Anthrachinon 36
eingesetzt. Im Massenpektrum des Extrakts wurde bei Umsetzung mit 36 ein mogliches
Hydroxylierungsprodukt erkennbar. Allerdings gibt es bei der Versuchsbeschreibung
Unstimmigkeiten.>”

S+0, o)

Monooxygenase

Flavingeq Flavingy O“

Flavin Reduktase

NAD™* NADH

Abb. 27: Die Monooxidase actVA-ORF 5 ist zusammen mit der cofaktorregenerierenden Flavin-Reduktase
actVB wahrscheinlich fiir die Oxidation von Dihydrokalafungin (35) verantwortlich.® (S = Substrat).
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Aurofusarin

OH OH O
o o)

Aurofusarin (37) Rubrofusarin (38)

Aurofusarin (37) ist ein biarylischer Sekundérmetabolit des fur Getreide pathogenen Pilzes
Fusarium graminearum. Der gold-gelbe Farbstoff gehdrt zur Substanzklasse der
Naphthochinone und wird auf polyketidischem Weg synthetisiert. Soweit aus der Literatur
bekannt, ist natiirliches Aurofusarin (37) nicht optisch aktiv.”® GIESE et al. identifizierten den
zugehorigen Biosynthesecluster durch Komplementierung von Deletionsmutanten und fihrten
eine Sequenzanalyse durch (Abb. 28).%%

Fdh/6HDNO ZnC tf FG02325 FMO FG02329

FgafiR | Fgafir | pks12 |Fgafty | Lac1 | Lac2
HO<H < H o<1+

Abb. 28: Genkarte des Aurofusarin-Biosyntheseclusters. Fdh/6HDNO: FAD/FMN-abhéngige Dehydrogenase /
6-Hydroxy-D-nicotin-Oxidase; ZnC tf: Transkriptionsfaktor; pks: Polyketidsynthase; FMO: Flavin Mono-
oxygenase, Lac: Laccase; FG0232 / FG02329: hypothetische Gene; Fg &fIR, Fg afIT, Fg aflJ; Homologien zu
Aflatoxin-Regul ator, -Efflux-Pumpe und -Co-Regul ator.*

Durch Sequenzvergleich wurden zwel Laccasen und eine Flavin-abhéngige Monoxygenase
innerhalb des Clusters identifiziert. Untersuchungen zur Funktion dieser Enzyme stehen noch
aus. Unabhangig davon fanden Kim et al. ein Laccasegen (Gipl) in Gibberella zeae, einem
teleomorphen® Stamm zu Fusarium graminearum, das in die Biosynthese von Aurofusarin
(37) involviert ist.%? Ein Sequenzvergleich mit dem Genom von Fusarium graminarum
zeigte,®® dass Gipl in der Nahe der auch auch von GIESE et al. identifizierten
Polyketidsynthase PKS12 lokalisiert ist.*® Durch Deletion von PKS12 konnte auch hier die
Aurofusarinsynthese gestoppt werden. Da die Sequenz von Gipl bisher nicht veroffentlicht
wurde, ist ein Vergleich mit den beiden von GIESE et al. gefundenen Laccasegenen nicht
maglich.

Im HPLC-Assay des Wildstammes von Gibberella zeae wurde neben Aurofusarin (37) eine
weitere Substanz identifiziert, die ebenfalls bei 360 nm absorbiert.”* Die Deletionsmutante
DPKS12 produzierte keine der beiden Substanzen. Bei der Deletionsmutante der Laccase
DGipl wurde hingegen der zweite Metabolit identifiziert, wahrend Aurofusarin (37) auch hier

nicht gefunden wurde. Leider wurde diese zweite Substanz nicht charakterisiert, so dass auch
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nicht klar ist, ob es sich um ein Monomer - wie zum Beispiel das ebenfalls von Fusarium
graminearum synthetisierte Rubrofusarin (38) - oder eine dimere Struktur handelt.

Pinoresnol

Dirigierendes
Q_\ﬂ o O:Q:\_\ = 8

E-Coniferylalkohol (39) / \\ (+)-Pinoresinol (40)

rac-erythro/threo-Guaiacyglycerol- rac-Dehydroconiferylalkohol (42) rac-Pinoresinol (40)
8-0-4'-coniferylalkoholether (41)

Abb. 29: E-Coniferylalkohol-Radikale kdnnen zu verschiedenen Produkten kuppeln. Bei Anwesenheit eines
dirigierenden Proteinswird aber nur (+)-Pinoresinol (40) mit hoher Stereosel ektivitét gebil det.

Wird das Monolignol E-Coniferylalkohol (39) mit Oxidasen, die der Lignan-Biosynthese
zugeordnet werden kdnnen, umgesetzt, entsteht tUber einen radikalischen Phenolkupplungs-
prozess ein Gemisch aus dimeren racemischen Lignanen 40-42 (Abb. 29). Diese Beobachtung
fUhrte schon frih zu der Annahme, dass die Biosynthese dieser Verbindungen Uber einen
unselektiven Kupplungsschritt verlauft.** Allerdings konnte so nicht erklart werden, wie das
Lignan Pinoresinol (40) und andere mit hoher Regio- und Stereoselektivitat erzeugt werden.
LEwIS et al. gelang es durch Aufreinigung eines Rohextrakts aus Forsythia suspensa ein
Protein zu isolieren, das zwar selber keine Oxidase-Aktivité zeigt, in dessen Anwesenheit
aber enzymkatalysierte Oxidationen von E-Coniferylalkohol (39) mit hoher Selektivitét zum
(+)-Pinoresinol (40) filhren.®® Selbst bei Oxidation von 39 mit einem chemischen Oxidations-
mittel (Ammoniumperoxodisulfat) wurde in Anwesenheit des Proteins die gleiche Selektivitat
beobachtet. Das das "Dirigierende Protein” codierende Gen konnte in einer cDNA-Genbank
identifiziert und heterolog expremiert werden.®® Uber 50 weitere, zu dem Protein aus

Forsythia homologe Sequenzen, konnten inzwischen in DNA- und elektronischen Genbanken
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identifiziert werden.®” Auffallend ist, dass sich die Funde auf hohere Pflanzen beschrénken.

Es ist davon auszugehen, dass Dirigierende Proteine dieser Form eine evolutive Besonderheit

dieser Organismengruppe ist. Eine massenspektrometrische Untersuchung zeigte, dass es sich

bei dem isolierten Protein um ein Homodimer von circa 50 kDa handelt.®® Um mehr Informa-
tionen Uber den Mechanismus der stereoselektiven Pinoresinolsynthese zu erhalten, wurde die

Katalyse mit dem Dirigierenden Protein kinetisch untersucht.®” Dabei wurden folgende

Beobachtungen gemacht:

1. Die Bildungsgeschwindigkeit von Dimerisierungsprodukten ist praktisch unabhangig von
der Konzentration an Dirigierendem Protein. Das Dirigierende Protein hat also keinen
Einfluss auf die Entstehung von Radikalen. Es kommt zur Konkurrenz zwischen
unselektiver und mit Dirigierendem Protein katalysierter Phenolkupplung.

2. Die Bindung von E-Coniferylalkohol (39) an Dirigierendes Protein ist sehr schwach (Kp »
370 mM). Es muss daher davon augegangen werden, dass nicht 39 selber, sondern dessen
Radikale als Substrat dienen.

Eswurde ein Mechanismus wie in Abb. 30 dargestellt postuliert. Durch Modellierung wurden

die Reaktionskonstanten ermittelt, wobei eine gute Ubereinstimmung mit den Messwerten

erreicht wurde.

B N —(z OH
\ QW
S o
HO o— <E E}
HO o—

CA Ch (H-P
E-Coniferylalkohol (39) Chinon (priméares Produkt der Phenolkupplung) (+)-Pinoresinol (40)
DP: Dirigierendes Protein

DP CA
kOx kl k2 k3
Kpimer l k1 &
rac. Dimere

Abb. 30: Kinetisches Modell zur Biosynthese von (+)-Pinoresinol (40) unter dem Einfluss eines Dirigierenden
Proteins. Geschwindigkeitskonstanten: Kpjimer = 5.7 x10° M xs* (gemessen); k; » 1.7 x10% s?; k, » 2.1 x10° s™;
ks » 0.27 s* (K3 ~ 1.9) (aus Modellierung).
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Zunéchst wird E-Coniferylalkohol (CA, 39) durch Oxidation in das Radikal CA" Gberfuhrt.
Dieses kann sofort mit weiterem CA beziehungsweise CA" zu racemischen dimeren Lignanen
reagieren oder an ein Dirigierendes Protein (DP) binden. Mit dem dadurch entstandenen
Komplex (DP-CA") reagiert ein weiteres E-Coniferylakohol-Radikal (CA"). Durch Kupplung
der Radikale entsteht zun&chst ein dimeres Chinon (Ch), das noch an das dirigierende Protein
gebunden ist (DP-Ch). Schliefdlich kommt es zur Umlagerung zu (+)-Pinoresinol ((+)-P, 40)
bei gleichzeitiger Dissoziation von dem Dirigierenden Protein. Dieser letzte Schritt verlauft
sehr langsam (ks » 0.27 s*) und erklart die geringe Gesamtreaktionsrate mit ki » 0.26 s* pro

Proteindimer.

Trotz dieser verschiedenen, vielversprechenden Forschungsansétze konnte aber bis heute
nicht geklart werden, wie in Organismen Biarylsynthesen, die Uber eine intermolekulare,

stereoselektive oxidative Phenolkupplung verlaufen, katalysiert werden.

3.3 Metabolische Diversitat durch oxidative Phenol-

kupplung

Oxidative Phenolkupplungen in der Biosythese verlaufen haufig mit hoher Regio- und Stereo-
selektivitét. Auffallend ist dabel, dass in unterschiedlichen biologischen Systemen auch die
Selektivitdten unterschiedlich ausfallen. Von manchen biarylischen Sekundarmetaboliten
wurden alle, beziehungsweise nahezu alle Regioisomere, die durch oxidative Phenolkupplung
entstehen konnen, aus verschiedenen Organismen isoliert. Die biologischen Systeme kdnnen
dabei nah verwandt sein, oder auch evolutiv weit voneinander entfernt liegen. Ein Beispiel ist
das Torosachryson (43) mit seinen Kupplungsprodukten (Abb. 31). Aus den Wurzeln und
Samlingen der Pflanze Cassa torosa konnte das 7,10-dimere Phlegmacin (45) isoliert
werden.® In den Wurzeln wurde auferdem Sinqueanol | (46;10,10") gefunden,” wahrend in
den Bliiten Torosaol 11 (48; 5,7') produziert wird.” Andererseits konnten dimere Préanthra-
chinone wie Phlegmacin (45), Atrovirin (49) und Flavomannin (50) auch aus Standerpilzen
der Gattungen Cortinarius, Dermocybe und Tricholoma isoliert werden.”? Cortinarius
odorifer produziert die Enantiomere der aus Cassia torosa isolierten Phlegmacine
(Cortinarius. (P,RR)-45 und (M,RR)-45; Cassa: (P,S9-45 und (M,S9-45). Fur die
Biosynthese von Phlegmacin (45) in Cortinarius odorifer konnte eine stereospezifische

oxidative Phenolkupplung nachgewiesen werden. VVon *C-markiertem Torosachryson (43),
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das an Fruchtkorper des Pilzes verimpft wurde, wurde nur das (R)-Enantiomer in Phlegmacin

(45) inkorporiert.”

A, Phlegmacin (45)

7
Torosaol Il (48) OH

5 10

R = CHj: Torosachryson (43)

IR 5 10,10 S oH o
/ R =H: Atrochryson (44) \ R
OH
HO ~ o
HO nr © 3
_©
OH on
OH R
OH OH O HO
(I Papey

Atrovirin (49)

OH R = CHj;: Sinqueanol | (46)
R =H: Tricolorin (47)

Flavomannin (50)

Abb. 31: Torosachryson (43) und Kupplungsprodukte werden sowohl von héheren Pflanzen als auch von
Sténderpilzen synthetisiert.

Ein weiteres Beispiel ist das System des Cumarins Siderin (1) und seiner Kupplungsprodukte,
das auf Seite 34 im speziellen Teil vorgestellt wird. Die Funde von regioisomeren Bisiderinen
beschranken sich bisher auf filamentdse Pilze der Gattung Aspergillus und deren
Teleomorphe,™* also nah verwandte Arten.

Auch von dem Dihydronaphthopyranon semi-Vioxanthin (52) sind strukturell nah verwandte
Kupplungsprodukte als Sekundéarmetabolite in verschiedenen Organismen bekannt (Abb. 32).
Die oxidative Phenolkupplung zu dem 8,8-dimeren Vioxanthin (53) in Penicillum citreo-
viride wurde durch Verimpfung von **C-markiertem (pro)-semi-Vioxanthin (54) bewiesen.”®
Anders als bei der Phlegmacin-Biosynthese wurden hier beide Enantiomere des Substrats (54)
inkorporiert, so dass auch Stereoisomere des natirlichen (P,R,R)-Vioxanthins (53) erhalten
wurden, namlich (P,R,9-53 und (P,S,S)-53.
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Abb. 32: Kupplungsprodukte des semi-Vioxhanthins (52) werden in Pflanzen, Flechten und Pilzen gefunden.

Uber die evolutiven Ursachen, die zu dieser ausgepragten Diversitdt bei biarylischen
Naturstoffen gefihrt haben, kann, wie bel vielen anderen Sekunddrmetaboliten auch, nur
spekuliert werden, da Uber die physiologischen Bedeutungen der Verbindungen zu wenig
bekannt ist.” Der biosynthetische Schritt der oxidativen Phenolkupplung bietet jedenfalls eine
Fulle von Moglichkeiten zur Untersuchung der Entstehung metabolischer Diversitét.

Sollte es gelingen, die selektive oxidative Phenolkupplung zu Biarylverbindungen in
einzelnen Organismen aufzuklaren, durfte es sowohl aus chemisch-synthetischer als auch aus
evolutiver Sicht hochinteressant sein, Systeme mit unterschiedlichen Regio- und Stereoselek-
tivitdten vergleichend zu untersuchen.
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4 Spezieller Tell

4.1 Einleitung

Ziel des Projektes ist es ein Enzym beziehungsweise ein enzymatisches System zu
identifizieren und zu charakterisieren, das eine regio- und stereoselektive oxidative Phenol-
kupplung katalysiert. Als Modellsystem wurde dazu das Cumarin Siderin (1) mit seinen
Kupplungsprodukten gewahlt, die von verschiedenen filamentdsen Pilzen der Gattung
Aspergillus mit unterschiedlichen Regio- und Stereoselektivitaten produziert werden. Der
Schwerpunkt der Arbeiten wurde auf Aspergillus niger gelegt, einen Pilz der sich leicht
kultivieren 183t und haufig fir molekulargenetische Arbeiten und biotechnologische
Anwendungen verwendet wird.” Die Vorgehensweise zur ldentifizierung der gesuchten
enzymatischen Aktivitdt ist zweistufig. Zundchst muss durch Verimpfungsexperimente mit
3C-markierten monomeren Cumarinen die oxidative Phenolkupplung in A. niger nachge-
wiesen werden. Erst wenn dieser Biosyntheseschritt eindeutig belegt ist, soll Uber einen
molekulargenetischen Ansatz in Kombination mit Screening-Methoden mit der eigentlichen
Suche nach der zugehorigen enzymatischen Einheit begonnen werden.

In dieser Arbeit sollen die methodischen Grundlagen, die die ldentifizierung des
enzymatischen Systems ermdglichen, geschaffen werden. Sie lésst sich in vier verschiedene,
aufeinander aufbauende Themenbereiche unterteilen. Duch chemische Synthese sollen einer-
seits **C-markierte monomere Cumarine fiir Verimpfungesexperimente und andererseits die
monomeren und dimeren Naturstoffe als Referenzverbindungen hergestellt werden. Mit
diesen sind analytische Verfahren zu etablieren, wobei die Analyse von Pilzrohextrakten mit
HPLC-Technik eine zentrae Rolle spielen soll. Mit diesen Methoden konnen dann
Untersuchungen zur Cumarinbiosynthese in Aspergillen durchgefiihrt werden. Gelingt der
Nachweis der oxidativen Phenolkupplung kann mit molekularbiologischen Arbeiten zur
Identifizierung des gesuchten Enzymsystems begonnen werden.

Im Folgenden wird die Aufgabenstellung der vier Arbeitsgebiete kurz umrissen. Kurze
Zusammenfassungen der erzielten Ergebnisse befinden sich jeweils am Anfang der

entsprechenden Unterkapitel.

Chemische Synthesen
Fir den Aufbau eines anaytischen Assays fur Pilzextrakte werden Siderin (1) und seine

Kupplungsprodukte, besonders Kotanin (2), Isokotanin A (7) und Desertorin C (8) als



4. Spezieller Teil 31

Referenzverbindungen benétigt. Die chemischen Synthesen sollen mdglichst effizient,
einheitlich und flexibel sein. Zusétzlich werden fir biologische Verimpfungsexperimente
neben Siderin (1) auch dessen Desmethoxyderivate 58 - 60 in **C-markierter Form bendtigt.
Je nach Bedarf soll in weiteren Arbeiten sowohl ein Zugang zu den atropisomerenreinen
Bicumarinen, als auch zu den Derivaten Desmethylkotanin (61), Orlandin (62), |sokotanin B
und C (63 und 64), sowie Desertorin B und A (65 und 66) ermdglicht werden.

Feo Qoo oo R > oX

Siderin (1) Desmethylsiderin (58)

Abb. 33: Siderin (1) und Hydroxyderivate 58-60. In Anlehnung an den Naturstoff Desmethylkotanin (61) wird

das 7-Hydroxy-4-methoxycumarin 58 hier "Desmethylsiderin” genannt.

Analytik

Fur die geplanten Verimpfungsexperimente missen Methoden zur Isolierung und
Aufreinigung der Cumarine aus A. niger und anderen Aspergillen entwickelt werden. Bei der
chromatographischen Aufreinigung ist zu beachten, dass unter Umgéanden sehr geringe
Mengen an Bicumarinen aus einem grof3en Uberschuss verimpfter Monomere isoliert werden
mussen. Unter den analytischen Verfahren kommen sensitiven Methoden zur Bestimmung
von Chiralitdt wie CD-Spektroskopie und HPLC an chiraler Phase eine besondere Bedeutung
zu, da die Stereoselektivitét der Phenolkupplung auch bel sehr geringen Substanzmengen
verifiziert werden soll.

Fur eine effiziente Analyse von Pilzrohextrakten sollen HPLC-Assays entwickelt werden,
wobei natirliche und nicht nattrliche, chemisch synthetisierte Cumarine als Referenzverbin-
dungen verwendet werden sollen. Darliber hinaus soll ein Verfahren entwickelt werden, das
die Untersuchung von Pilz-Genbanken mit mehreren tausend Stdmmen ermdglicht.

Untersuchungen zur Cumarinbiosynthese in Aspergillen

Zunéchst muss eine Kulturmethode fur A. niger gefunden werden, bei der der Pilz in
ausreichender und reproduzierbarer Menge Kotanin (2) beziehungsweise dessen Hydroxy-
derivate produziert. AnschlieRend soll iiber Verimpfungsexperimente mit *C-markierten,
monomeren Cumarinen die oxidative Phenolkupplung nachgewiesen werden. Verlaufen diese
Experimente positiv, ist zu ermitteln, welches monomere Cumarin unmittelbares Substrat des
Phenolkupplungsschritts ist. Falls ndtig kann versucht werden, die Phenolkupplung mit
Pilzrohextrakten beziehungsweise aufgereinigten Proteinen durchzufiihren.”® Fir heterologe
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Transformationen von A. niger-Genen werden Wirtsstamme benétigt, die nicht zu einer
Phenolkupplung beféhigt sind. Auch dies muss durch Verfitterungsexperimente verifiziert

werden.

Molekularbiologische Arbeiten

Von A. niger soll eine Cosmid-Genbank erstellt werden, die das gesamte Genom représentiert.
Zur ldentifizierung der enzymatischen Aktivitéat konnen zwel Ansétze gewahlt werden (Abb.
34).

Transformation Screening auf DNA-Ebene
ycosmidbank Wﬁ-cmstem

= (A. niger) k
g, B

Pilz-Genbank Positive Klone

mindestens 4000 Klone
Screenen auf Transformation in
enzymatische Aktivitat Pilz

posiﬁver Stamm poéitiver Stamm

Abb. 34: Methoden zur Identifizierung der Phenolkupplungsaktivitét Gber eine A. niger-Cosmidbank.

1. Die Cosmide der Genbank werden als Gesamtheit in einen geeigneten Wirtspilz
transformiert, so dass eine pilzliche Genbank aus mehreren tausend Stdmmen erhalten
wird. Diese wird durch Verimpfungsexperimente auf biosynthetische Aktivitat gescreent.
Wird ein positiver Stamm gefunden, kann die Sequenz des Cosmids im Genom des
Wirtspilzes identifiziert werden. Dieser Ansatz hat den Vorteil, dass praktisch das gesamte
Genom von A. niger getestet wird und somit die Gefahr, die gesuchte Aktivitdt zu
"Ubersehen”, gering ist. Nachteil ist der hohe technische und zeitliche Aufwand zur
Durchfiihrung des Screenings, insbesondere fir die Erzeugung einer sehr grof3en Zahl von
Transformanten.

2.  Die Cosmide der Genbank werden auf DNA-Ebene auf Polyketid-Synthase (PKS)-Gene
gescreent um Cumarin-Biosynthese-Cluster zu identifizieren. Die positiv getesteten
Cosmide werden individuell in einen Wirtspilz transformiert und auf biosynthetische

Aktivitdt getestet. Fir das Gelingen dieses Ansatzes miissen zwei Voraussetzungen erfillt
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sein:

1. Die Cumarine mussen in ihrer Biosynthese einen polyketidischen Ursprung haben.

2. Im Genom des Pilzes liegen die Gene zur Synthese der Naturstoffe als "Cluster"

geblndelt vor.

Wird die Phenolkupplung in einem transformierten Pilz nachgewiesen, kann das Gen direkt
Uber das entsprechende Cosmid in E. coli isoliert werden. Ein weiterer Vorteil ist die hohe
Effizienz des Ansatzes. Nachteilig ist das erhdhte Risiko, das gesuchte Gen zu "Ubersehen”,
entweder well der entsprechende Biosynthesecluster beim Screenen auf DNA-Ebene nicht
identfiziert wurde, oder aber das Gen befindet sich gar nicht in einem solchen Cluster.

4.1.1 Das System Siderin, Kotanin, Isokotanin und Desertorin

Ein besonderes System unter den biarylischen Naturstoffen bilden das Siderin (1) und seine
Dimerisierungsprodukte in filamentdsen Pilzen der Gattung Aspergillus beziehungsweise
deren Teleomorphe (Abb. 35). Auffallend ist, dass die verschiedenen Arten unterschiedlich
veknupfte Bicumarine jeweils mit hoher Regio- und Stereoselektivitét erzeugen. Eine
Ausnahme bildet lediglich Petromyces alliaceus (Aspergillus alliaceus), aus dem neben den
Isokotaninen (7, 63 und 64) auch Kotanin (2) und 7-O-Desmethyl-3,8 -bisiderin (67) in
geringen Mengen isoliert wurden.

Auch wenn ein entsprechender Nachweis im Rahmen dieser Arbeit bisher nur fir die 8,8-
verkniupften Bicumarine erbracht wurde, ist davon auszugehen, dass alle Bisiderine Uber
oxidative Phenolkupplung einer monomeren Verbindung gebildet werden. Das System ist
daher ein hevorragendes Beispiel fur die Entstehung metabolischer Diversitét. Es sollte
madglich sein, neben den Atropselektivitéten auch die unterschiedlichen Regioselektivitéten
bei der Biosynthese dieser Verbindungen vergleichend zu untersuchen.
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R'= CH,, R?*= CH,: Kotanin (2)
R'=CH,;, R?=H:  Desmethylkotanin (61)
R'=H, R?=H: Orlandin (62)

R'= CH,, R?= CHj,: Isokotanin A (7)
R'= CH,, R?=H: Isokotanin B (63)
R'=H, R?=H: Isokotanin C (64)

mindestens ein isoliertes Derivat:
. niger (mind. 7 Stamme)

. clavatus

flavus

. lacticoffeatus R'= CH,, R?>=CHj,: Desertorin C (8)

. tubingensis R'=CH,, R?=H: Desertorin B (65)
ustus R'=H, R?*=H: Desertorin A (66)
. alliaceus (Petromyces alliaceus)

A. alliaceus (Petromyces alliaceus)

>>>prr>>

Emericella desertorum
Abb. 35: Von Siderin (1) abgeleitete dimere Cumarine aus Aspergillen. Das von uns postulierte Dimer 3,6-
Bisiderin (70) wurde bisher noch nicht als Naturstoff nachgewiesen.
Aus chemischer Sicht ist die Biosynthese der konstitutiv unsymmetrischen Bicumarine wie
Desertorin A-C (8, 65 und 66) oder Aflavarin (68) von besonderem Interesse, da hier die
beiden an der Kupplung beteiligten Aromaten mit unterschiedlicher Regioselektivitét
reagieren. Sowohl konstitutionell als auch konfigurativ unsymmetrische Aromatenkupplungen
sind in der chemischen Synthese aufwandig und meist nur auf intramolekularem Wege,
durchfthrbar (vgl. Abb. 44).
Ein weiterer Vorteil von Aspergillus spp. ist, dass zumindest bei einigen Arten die Methoden
zu Laborkultur und Molekulargenetik gut etabliert sind.
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4.2 Chemische Synthesen

4.2.1 Zusammenfassung

Die Naturstoffe Siderin (1), Kotanin (2), Isokotanin A (7) und Desertorin C (8) wurden nach
einem neuen einheitlichen und prdparativ leicht durchfiihrbaren Verfahren dargestellt. Von
Kotanin (2) konnten beide Atropisomere in reiner Form dargestellt werden. Siderin (1) und
seine Desmethylderivate 58 - 60 wurden in wenigen Schritten mit guten Ausbeuten erhalten.
Dabei konnten nach Bedarf **C-Markierungen sowohl am Kohlenstoffgeriist (C-2) als auch an
den Methoxygruppen eingefiigt werden. Uber einen neuartigen Demethylierungsschritt in
ionischer Flussigkeit konnte ein Zugang zu den natdrlichen 7-Hydroxyderivaten der
Bicumarine aufgezeigt werden.

4.2.2 Ubersicht tber Synthesen der Cumarine in der Literatur

4.2.2.1 Siderin

Siderin (1)
In der Literatur werden drei Wege zur Darstellung von Siderin (1) beschrieben. Zwei davon
basieren auf einer Friedel-Crafts Reaktion an Orcinol (71) mit anschlief3ender Kondensation
(Abb. 36, a’" und b’®). Bei zweiten Verfahren (b) entsteht zunéchst in einer Houben-Hoesch
Synthese ein Cumarin-4-ketimid das erst mit Salzsaure zum 4,7-Dihydroxy-5-methylcumarin
(60) hydrolysiert werden muss. Verfahren ¢) orientiert sich an der Kotaninsynthese von
BUCHI.”® 2,4-Dimethoxy-6-methylacetophenon 72% wird in ortho-Position zur Acetylgruppe
demethyliert (73) und caboxyliert (74). 74 cyclisiert im Basischen zum 4-Hydroxycumarin 59
und wird anschlieffend zum Siderin (1) methyliert. Schliefdlich kénnen 4-Hydroxcumarine
auch Uber eine Tellurid-vermittelte, intramolekulare Reformatzki-Reaktion erzeugt werden
(Abb. 36, d).2* Fir die Synthese von Siderin (1) wurde dieses V erfahren noch nicht erprobt.
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Abb. 36: Synthesewege fiir Siderin (1) und 4-Hydroxycumarin 76.”" " 881

4.2.2.2 Kotanin, Desmethylkotanin und Orlandin

o o o

e O e
o 0" o o o o HO o o
_o o_ _0 HO o_ _0 HO o_ _0

_ _— _

o O o

Kotanin (2) Desmethylkotanin (61) Orlandin (62)

Zur Synthese des racemischen Kotanins (2) nach BUcHI et al.” wird von Orcinol-

dimethylether (77) ausgegangen, der regioselektiv in Position 2 lithiiert und anschlief3end

oxidativ mit Kupfer(l1)bromid zum Dimer 78 gekuppelt wird. 79 wird mit Essigsaureanhydrid

und Titantetrachlorid acetyliert, wobei gleichzeitig die Methoxygruppen in ortho-Stellung zur

Acetylgruppe demethyliert werden, so dass das Biphenol 79 entsteht. Der anschlief3ende
Aufbau des Lactonrings erfolgt wie bei der Siderinsynthese beschrieben (vgl. Abb. 36, c).
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Abb. 37: Synthese des racemischen Kotanins (2) nach BucH! et al.”®?

Mittels der ersten atropselektiven Totalsynthese des natirlichen (+)-Kotanins (2) gelang es
LIN und ZHONG, die absolute Konfiguration von 2 zu bestimmen (Abb. 38).%? Die wesent-
lichen Syntheseschritte sind dabei eine intramolekulare oxidative Phenolkupplung nach einem
Verfahren von LipsHUTZ** sowie eine Fries-Verschiebung zur Acetylierung des Biphenols 85.
Kommerziell erhdtliche Ausgangsverbindungen sind das axial chirale 2,3-O-1sopropyliden-
threit (82) sowie Orcinoldimethylether (77). Zundchst wird daraus Ether 83 aufgebaut. Dieser
wird an den Aryleinheiten lithiiert und mit einem Kupfercyanid-TMEDA-Gemisch umgesetzt,
wobel sichin situ ein Cyanocuprat hdherer Ordnung bildet, das mit Sauerstoff intramolekular
und stereoselektiv zum verbriickten Biaryl (P)-84 kuppelt. Nach reduktivem Abbau der
Threitbriicke und Acetylierung wird (P)-85 erhalten. Durch Fries-Verschiebung der Acetyl-
gruppen entsteht das dimere Acetophenon (P)-79, aus dem (P)-(+)-Kotanin (P)-2 nach dem
Verfahren von BucHI ™ aufgebaut wird (vgl. Abb. 37).

Der Enantiomereniiberschuss lag bei 82 % (*H-NMR-Spektrum von P-85, (S)-Mosher-Ester
an Stelle der Acetylgruppen). Durch Umkristallisation konnte die atropisomerenreine Verbin-
dungen gewonnen werden. Die absolute Konfiguration der dargestellten Biaryle wurde
anhand der Exciton-Couplings im CD-Spektrum des Acetophenons (P)-79 bestimmt.
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Abb. 38: Totalsynthese des P-(+)-Kotanins (P-2) nach LIN und ZHONG82

4.2.2.3 Isokotanin A, Isokotanin B und Isokotanin C

Os_ _O OH
o
) O
o)
- HO o~ Yo

Isokotanin A (7) Isokotanin B (63) Isokotanin C (64)

Racemisches Isokotanin A (7) wurde erstmals 1996 von LIN und ZHONG auf chemischem
Wege dargestellt.®® Zunéchst wird aus Orcinoldimethylether (77) das dimere Acetophenon 86
dargestellt, an dem dann die Lactonringe analog zur Kotaninsynthese nach BUCHI aufgebaut
wurden (vgl.Abb. 37).
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1. CuBr,,

2. a) BuLi b) CuCl,,
3. Ac,0, TiCl,
\O O/

77 86 Isokotanin A (7)

Abb. 39: Synthese des racemischen Isokotanin A (7) nach LIN und ZHoNG.®

Von denselben Autoren wurde 1996 die erste Tota synthese des isomerenreinen (+)- und (-)-
Isokotanin A (7) verdffentlicht.?* Ausgehend von Oxazolin (R)-88, dasin drei Stufen aus dem
Ester 87 erhdtlich ist, wird Biaryl (M)-89 Uber eine atropselektive Ullmannkupplung nach
MEYERS™ dargestellt ( Abb. 40). Eine Reduktion der durch Hydrolyse von (M)-89 erhaltenen
dimeren Benzoesdure fuhrt zum Benzylalkohol (M)-90, der weiter zum dimeren Orcinol-
dimethylether (M)-91 umgesetzt wird. Aus (M)-91 wird M-(+)-Isokotanin A (M-7) nach der
Methode von BUcHI (vgl. Abb. 37) aufgebaut. Das nicht natirliche (P)-1somer von 7 ist tber
das (S)-Enantiomer von 88 erhdltlich.
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Abb. 40: Atropsdektive Totalsynthese von (M)-Isokotanin A (M-7) nach LiN und ZHONG®.

Die Bestimmung der Atropisomereniiberschiisse erfolgte anhand von *H-NMR-Spektren der
entsprechenden (S)-Mosher-Ester von (M)-90 und (P)-90. Sie lagen bei ee = 83 % fur (M)-90
und ee = 90 % fur (M)-90. Die Isomerenreinen V erbindungen wurden durch Umkristallisation
erhalten. Fur die Bestimmung der absoluten Konfiguration wurde der dimere Orcinol-
dimethylether (M)-90 zum dimeren Orcinol demethyliert, dessen Drehwerte und zugehtrige
absolute Konfigurationen in der Literatur beschrieben sind.®
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Ein alternatives Verfahren zur Darstellung des atropisomerenreinen Bisorcinoldimethylethers
91 ist die von BRINGMANN etablierte Lactonmethode (Abb. 41).° Dabei wird ein konfigurativ
labiles Biaryllacton mit einem chirdlen Reagenz atropselektiv gespalten. Da es zu einer
dynamischen Kkinetischen Racematspaltung kommt, betrégt die maximale theoretische
Ausbeute 100 %. Das fur die Darstellung von Isokotanin A (7) relevante Lacton 93 kann
durch eine palladiumkatalysierte intramolekulare Aromatenkupplung des Esters 92 dargestellt
werden.®”® Die reduktive Spaltung von 93 mit einem chiralen Oxazaborolidin-Komplex
[(9-94 bzw. (R)-94], sowie eine anschliefende reduktive Abspaltung der benzylischen
Hydroxygruppe und Methylierung der Phenolfunktion fiihren zum isomerenreinen Orcinol-
dimethylether-Dimer (M)-91 beziehungsweise (P)-91.

Alternativ dazu ist 91 auch durch selektive reduktive Spaltung eines Atropisomers des sie-
bengliedrigen racemischen Lactons 97 mit den gleichen Oxazaborolidin-Komplexen
moglich.® ® Da 97 konformativ fixiert ist, kommt es nicht zu einer dynamischen kinetischen
Racematspaltung, so dass die maximale theoretische Ausbeute nur 50 % betragt. Das zuriick-
bleibende Atropisomer kann in einem separaten Arbeitsschritt thermisch racemisiert
werden.®® Die weitere Umsetzung von 91 zum Isokotanin (7) erfolgt wie beim racemischen
Isokotanin (7) (vergl. Abb. 39 und Abb. 37).
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Abb. 41: Darstellung von atropisomerenreinem Isokotanin A (7) nach BRINGMANN et al.®
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4.2.2.4 Desertorin A, Desertorin B und Desertorin C

Desertorin A (8) Desertorin B (65) Desertorin C (66)

Die erste Totalsynthese des racemischen Desertorin C (8) wurde 1988 von SARGENT et al.*
vertffentlicht. Schltisselschritt war eine nicht stereoselektive Aromatenkupplung nach der
Oxazolinmethode von MEYERs.?” Als Ausgangsverbindungen dienen 2-Bromorcinoldimethyl-
ether (98) und 2,3,5-Trimethoxybrombenzen (99), das aus 5-Brom-Vanillin (146, Struktur
vgl. Seite 62) dargestellt werden kann. 99 wird in das Dihydrooxazol 100 tberfuhrt und
anschlief3end mit der Gringnard-V erbindung von 98 regioselektiv zum Biaryl 101 gekuppelt.
Der Dihydrooxazolring wird hydrolysiert und die Carboxylgruppe wird zur Methylgruppe
reduziert. Die folgenden Schritte erfolgen nach dem gleichen Prinzip wie in den Synthesen
von Kotanin (2) und Isokotanin A (7) (vgl. Abb. 37 und Abb. 39).

/O O\ 101
98 JJ
\O
CH,COOH, O
(CFCOR0 ~o
- O b ek
Desertorin C (8) 102

Abb. 42: Synthese des racemischen Desertorin C (8) nach SARGENT et al.*
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Der erste synthetische Zugang zu atropisomerenreinem Desertorin C (8) wurde zehn Jahre
spéter ebenfalls von SARGENT et al.*! publiziert. Ein Versuch, die fiir racemisches Desertorin
C (8) angewandte Methode auch fur die stereoselektive Synthese zu nutzen, in dem chirale
Oxazoline eingesetzt werden, fuhrte nur zu geringen Atropisomerentiberschiissen.

o
0. O/ O/
~o { j
O " // O OH O OH
M ~ ~
104 9 o o

—_—

- \(O O O * \ro O O

+
Br
\rO O\
P-106 M-106
2.8 : 1.0
105

Abb. 43: Die Oxazolinmethode nach MEYERs ergab bel der Desertorinsynthese nur eine geringe Stereo-
selektivita. "

Bessere Ergebnisse wurden mit dem Verfahren nach LipsHuTz* analog zur Synthese des
isomerenreinen (+)-Kotanins (2) (vergl. Abb. 38) erzielt (Abb. 44).%? Die unterschiedliche
Regioselektivitéat, mit der die beiden Aromaten 107 und 108 in die Kupplungsreaktion
eingehen, wirde auch hier Uber den Bromsubstituenten gesteuert. Allerdings verlauft die
Acetylierung des 2-Propylethers (P)-113 nicht regioselektiv. Es wird ein Gemisch der
Regioisomeren (P)-114 und (P)-115 erhalten, die erst nach selektiver Entschitzung mit
Bortrichorid zu Triol (M)-116 und Tetrol (M)-117 getrennt werden konnen. Tetrol (M)-117
wird zunéchst vollstdndig methyliert und anschlief3end selektiv in ortho-Position zu den
Acetylguppen demethyliert [(P)-118]. Die folgenden drel Reaktionsschritte zur Umwandlung
von (P)-118 in M-(+)-Desertorin C [(M)-8] sind von der Synthese des racemischen Desertorin
C (8) bekannt und wurden hier nicht durchgefthrt. Mit Triol (M)-116 wird in gleicher Weise
verfahren wie mit (M)-117. Dabel wird (M)-118 erhalten, aus dem P-(-)-Desertorin C [(P)-8]
in drel Stufen dargestellt werden kann. Auf diese Weise konnte mit nur einer atropselektiven
Aromatenkupplung ein formaler Zugang zu beiden Stereoisomeren des Desertorin C (8)
erschlossen werden.

Eine Auswertung der H- und '°F-NMR-Spektren des Mosher-Diesters von dem Diol,
welches durch Abspaltung der 2-Propylgruppen von (P)-113 erhaten wurde, ergab, dass
dieses atropisomerenrein vorliegt. Zusatzlich wurde ein CD-Spektrum vom Dibenzoat dieser
Verbindung aufgenommen, mit dem sich die erwartete (M)-Konfiguration des vorliegenden
Isomers Uber die beobachteten Cotton Effekte bestétigen lield. Diketon (P)-118 schien



44 4. Spezieller Teil

dagegen nicht véllig atropisomerenrein vorzuliegen,” was nach Ansicht der Autoren auf eine
teilweise Racemisierung der Tetrol-Vorstufe (M)-117 zurtickzufthren ist.
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Abb. 44: Formale atropsel ektive Synthese des Desertorin C (8) nach SARGENT et al. ™
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4.2.2.5 Zusammenfassung

Nahezu ale in der Literatur beschriebenen Synthesen der Naturstoffe Siderin (1), Kotanin (2),
Isokotanin A (7) und Desertorin C (8) gehen von Orcinoldimethylether (77) beziehungsweise
dessen Derivaten aus. Diese werden nach unterschiedlichen V erfahren zunéchst regiosel ektiv
und zum Teil auch stereoselektiv gekuppelt, dann mit Essigsaureanhydrid acetyliert und in
ortho-Position zu den Acetylgruppen regioselektiv demethyliert. Der Aufbau des Lactonrin-
ges erfolgt in allen Fallen nach dem erstmals von BUCHI beschriebenen Verfahren durch
Carboxylierung der Hydroxygruppe, basenkatlysierten Ringschluss und O-Methylierung des

Enols.”

1. CICOOMe o~
2. t-BuOK
3.Me,;SO, | X
~o \L/ 7&/
o 0" o
2

Abb. 45: Allgemeine Darstellung der bisher beschriebenen Bicumarinsynthesen.

Fur die stereoselektive Synthese der Bicumarine wurden dabel folgende Verfahren
angewandt: Die intramolekulare Kupplung chiral verbriickter Phenolderivate nach LipsHuTZ**
[Kotanin (2), Desertorin C (8)], die Oxazolinmethode nach MEYERS™ [Desertorin C (8)], die
Ullmannkupplung von MEYERS Oxazolinen® [Isokotanin A (7)], sowie die Lactonmethode
nach BRINGMANN® [Isokotanin A (7)].

4.2.3 Synthesestrategie

Nach den in der Literatur beschriebenen Verfahren lassen sich racemisches Kotanin (2) und
Isokotanin A (7) in 5 beziehungsweise 6 Synthesestufen und befriedigenden Gesamtausbeuten
von 7 - 13 % darstellen.”* % Die Synthese des racemischen Desertorin C (8) nach SARGENT™
ist dagegen mit insgesamt 16 Stufen relativ aufwandig und entspricht nicht den Kriterien eines
einffachen und flexiblen Verfahrens. Die Schwierigkeit bel der Desertorinsynthese, ein
konstitutionell unsymmetrisches Biaryl darzustellen, konnte durch eine nicht regioselektive
Kupplungsreaktion umgangen werden. Ob eine Ullmannkupplung der Bromide 98 und 119 zu
einem Gemisch der drei verwertbaren Regioisomere 78, 91, und 102 fuhrt und ob sich diese
dann voneinander trennen lassen, ist aber nicht bekannt (Abb. 46).
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Br: |IE: //O O
+ cu . No o~ N
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98 119 78 91 102
Kotanin (2) Isokotanin A (7) Desertorin C (8)

Abb. 46: Mdgliche Synthese der Bicumarine tiber eine unselelekive Ullmannkupplung der Bromide 98 und 119.

Neben den von Orcinoldimethylether (77) ausgehenden Verfahren sollte es auch méglich
sein, Cumarine aus Orsellinsdurederivaten zu erzeugen. Orsellinsduremethylester (121) kann
leicht Uber eine Kaskade basenkatalysierter Aldolkondensationen aus Acetessigsaure-
methylester (120) dargestellt™ 2°® und anschlieend in guten Ausbeuten regioselektiv zum 4-
M ethoxy-2-hydroxy-6-methylbenzoesduremethylester (3) O-methyliert werden (Abb. 47).
Allerdings gelang es nicht, das Enolat des Essigsaure-tert-butylesters mit 3 zum b-Ketoester
122 umzusetzen.®* 122 hitte Uber eine siurekatalysierte Hydrolyse in das 4-Hydroxycumarin
59 uberfihrt werden kénnen, welches zum Siderin (1) methyliert werden kann.

a) NaH, THF, 0 °C

b) n-BuLi, -78 ® RT, 24 h, 0 0
O o c) D, 24 h, Mel, K,COs,
)J\/U\ - DAORD2R - 0~ Aceton, D,5h o
—_—_—
0
54 % 0
’ HO OH 87 % o OH
120 121 3

0
Pe )< o 0 OH
(@) J<
LDA, THF |, o TEA N
I ?
o OH ~0 o Xp
122

Abb. 47: Dargellung des 4-O-Methylorsellinsdureesters (3) und dessen geplante Kettenverlangerung und
Lactonisierung zu Hydroxycumarin 59.

Wesentlicher Vortell von 4-O-Methylorsellinsauremethylester (122) gegeniber den in der
Literatur beschriebenen Ausgangsverbindungen ist, dass alle drei regioisomeren Dimere leicht

26,95 ataplierten Verfahren der oxidativen Phenol-

erhdltlich sind. Nach einem von DROCHNER
kupplung® wird 3 in einer Festphasenreaktion mit Eisen(l11)chlorid an Kieselgel erhitzt (Abb.
48). Bei der Aufarbeitung kénnen die drei Regioisomere 4 - 6 durch Kristallisation und
Séulenchromatographie leicht voneinander getrennt werden. Die in Abb. 48 angegebenen

Ausbeuten kdnnen auch bei grof3eren Ansdtzen (2.5 g 3) leicht erzielt werden. (In Klammern
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sind die maximalen Ausbeuten von DROCHNER bel einer Ansatzgrof3e von 146 mg 3
angegeben).

0
/@5‘\0/ FeCl3/SiO,, 50-60°C g
o
o OH -

16 % (17 %) 16 % (33 %) 28 % (30 %)

+ 3 zuriickgewonnen: 33 %

Abb. 48: Oxidative Phenolkupplung nach DROCHNER.®* %

Von 3,3-Dimer 4 kbnnen beide Atropisomere in reiner Form erhalten werden, in dem
racemisches 4 mit (1S4R)-(-)-Camphansdurechlorid zu 123 verestert wird, die dabei entstan-
denen Diastereomere von 123 auf sdulenchromatographischem Wege getrennt, und an-
schlieRend zu atropisomerenreinem (M)- und (P)-4 hydrolysiert werden. % %

R* =

\O
/O

/O OH
O o) o
O.
~
o~ o 0
84% o
OH  R*Cl, Pyridin, D, 1 h o OR* 1. Trennung der Diastereomere M-(-)-4
OH 0, ee>97 %
87% _o OR* 2. MeONa, MeOH, D, 1 h
(e}
O O 64%
~ o o
o O
4

\O OH

e OH
g O

P-(+)-4
ee =96 %

M-123 und P-123 (Diastereomere)

Abb. 49: Atropisomerentrennung von 4 nach DROCHNER?® %

Zusammenfassend ist anzumerken, dass bel der Entwicklung eines Syntheseverfahrens der
Cumarine ausgehend vom Orcinoldimethylether (77) vor allem die regiochemisch un-
symmetrische Dimerisierung von 77 die Hauptschwierigkeit darstellt. Ansdtze zu einer
effizienteren regio- und atropselektiven Synthese der Bicumarine gibt es bisher nicht.

Geht man hingegen vom 4-O-Methylorsellinsauremethylester (3) aus, muss ein neues Ver-
fahren zum Aufbau des Lactonringes entwickelt werden. Da aber alle dimeren Orsellinséure-
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ester 4 - 6 in einem Ansatz erhalten werden konnen und 4 atropisomerenrein erhdtlich ist, fiel
die Entscheidung zugunsten von 3 als Ausgangsverbindung.

4.2.4 Praparative Arbeiten

Zunéchst wurde ein Verfahren entwickelt, mit dem aus 4-O-Methylorsellinsduremethylester
(3) leicht das monomere Cumarin Siderin (1) aufgebaut werden kann. Diese Methode wurde
dann auf die Synthesen der entsprechenden Dimere 4 - 6 angewandt.

4.2.4.1 Verwendung von Acetonitril als Essigsaureesteraquivalent: Synthese
des Siderins

Acetonitril als Essigsiureester-Aquivalent

Nitrile kdnnen in sauren oder basischen wassrigen Ldsungen zur Carbonsdure hydrolysiert
werden. Aus diesem Grunde werden sie in der organischen Synthese auch als Carbonsaure-
beziehungsweise Carbonsaureesteraquivalente eingesetzt. Da das Enolat von Essigsaure-tert-
butylester nicht mit Orsellinséureester 3 reagiert (vgl. Abb. 47), konnte die Synthese der
Cumarine uber Acetonitril als C,-Baustein eine Alternative darstellen. Das bei der Addition
eines Acetonitril-Anions an den Ester 3 als Produkt erwartete b-Ketonitril 124 sollte nach
saurer Hydrolyse direkt das 4-Hydroxycumarin 59 bilden, das dann noch zum Siderin (1)
methyliert werden muss. Dieser Syntheseweg ist mit drei Stufen nicht langer als die
ursprunglich geplante Synthese unter Verwendung eines Essigsaureesters.

0 0 OH o~
N
v Me,SO
—_— —_—
o OH o OH o o o o o o
3 124 59

Siderin (1)
Abb. 50: Cumarinsynthese mit einem Acetonitrilsalz a's C,-Baustein.

Reaktionen von Benzoesdureestern mit dem Acetonitril-Anionen als Nucleophil werden in der
Literatur mehrfach beschrieben. Als Basen werden dabei Natriumalkoholate,®” Natrium-
amid,”® Natriumhydrid® und elementares Natrium'® eingesetzt. Wahrend bei den meisten
Verfahren hthere Temperaturen und léngere Reaktionszeiten benttigt werden, kénnen mit
einer Lésung aus Natriumamid in fliissigem Ammoniak™® auch bei milden Bedingungen gute
Ausbeuten erzielt werden. Das hochreaktive Lithiumsalz des Acetonitrils wurde bisher nur

mit aktivierten Benzoesiurederivaten (Saurechlorid,’® Weinrebamid'®®) umgesetzt.***
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Mit einem in der Literatur beschriebenen Substrat 125, das mit Orsellinsduremethylester 3
vergleichbar ist, wurde bel Verwendung von Acetonitril in einer Natriumsuspension als

Reagenz eine Ausbeute von nur 4.6 % 126 erzielt.'®
N AN

o 0 o 0
N
- Z
74 0" CH,CN, Na, Toluol, 120 °C, 12 h 7
o OH 0% o OH
O _0
125 126

Abb. 51: Acetonitriladdition nach EIDEN und SCHUNEMANN.'®

Fur die Reaktionen mit Orsellinsdureestern wird daher a-Lithiumacetonitril ausgewé&hlt, ein

Reagenz, das sowohl hochreaktiv, als auch préparativ leicht zuganglich ist.

Durchfuhrung der Synthese:
a) Umsetzung des Orsellinsduremethylesters 3 mit dem Lithiumsalz des Acetonitrils

0 a) CH3CN, n-BuLi, THF, -78 °C, 30 min 0
- b)3,THF,-78°C, 30 min
O c) RT, 60 min .
o OH 80 % o 0~ "NH,
3 127

a-Lithiumacetonitril wird nach einer Vorschrift von GRUPTA et al. in absolutem THF bei
-78 °C dargestellt und bei gleicher Temperatur mit Orsellinsdureester 3 umgesetzt.'® Nach
Aufarbeitung betragt die Produktausbeute 80 %. Im 'H- und **C-NMR-Spektrum der
erhaltenen Verbindung sind weder eine CH,-Gruppe noch ein quartéres Kohlenstoffatom, das
einem Nitril zugeordnet werden konnte, erkennbar. Stattdessen werden Signale einer
olefinische CH-Gruppe (*H: 5.04 ppm, **C: 85.8 ppm) und von zwei Protonen bei 7.18 ppm
gefunden. Dies zeigt, dass es sich bei dem Produkt nicht um das zundchst vermutete
b-Ketonitril 124 handeln kann, sondern ein cyclisches Kondensationsprodukt (127) vorliegen
muss (Abb. 52).
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o) OH o]
N
. A ?
~
o oH o o SNH o 0" “NH,
Keto-124
Imino-127 Amino-127
? L _
OH N
NP
\O OH
Enol-124

Abb. 52: M&gliche Strukturen fir das Acetonitril-Additionsprodukt an Orsellinséureester 3.

SzaBO et al. fanden bei dhnlichen Systemen ein pH-abhangiges Gleichgewicht zwischen b-
Ketonitrilen und deren Cyclisierungsprodukten, die als Cumarin-Imine vorgestellt wurden.'®
Andere Autoren schlagen die dazu tautomere Aminochromenonstruktur vor.!” Das Signal
von zwei Protonen bei 7.18 ppm im *H-NMR-Spektrum des Produkts 127 spricht fir eine
Aminogruppe. Dartiber hinaus werden bei Umsetzungen von 127 mit elektrophilen Derivati-
sierungsreagenzien (MOM-CI, (Boc),CO, Dimethylsulfat) stets mono- oder disubstituierte
Amine erhalten. Einen eindeutigen Beweis fir die Existenz von 127 in der Aminochromenon-
struktur brachte, zumindest fiir die feste Phase, eine Kristallstrukturanalyse (Abb. 53).1%

Abb. 53: Kristallstrukturanalyse von Aminochromenon 127 nach Rekristallisation aus Wasser / Methanol.

b) Hydrolyse von Aminochromenon 127 zum 4-Hydoxycumarin 59

Die Hydrolyse des mit 127 vergleichbaren 2-Aminochromenons 128 zum Cumarin 129
gelang CzaBo™™ durch einstiindiges Erhitzen in verdinnter Salzsiure mit 87 % Ausbeute
(Abb. 54). Auch N,N-disubstituierte Aminochromenone wurden unter ahnlichen Bedingungen

hydrolysiert.*
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2MHCI,D,1h
87 %

128 129

Abb. 54: Hydrolyse eines Aminochromenons nach Szago et al.*®

Die Hydrolyse von 127 gelingt durch funfstiindiges Erhitzen in einer Mischung aus Salzséure
(30 %) und Methanol im Verhdtnis 1:1 mit 90 % Ausbeute. Das Produkt wird in verdinnter
Salzsaure ausgefallt und aus Methanol umkristallisiert.

O OH
| HCI (30 %) / MeOH 1:1, D, 5h A
o 0~ NH, 90 % o o o
127 59

Abb. 55: Hydrolyse von Aminochromenon 127.

¢) Methylierung von 59 zum Siderin

OH o
N Me,SOy, KoSO,, Aceton, D, 4 h A
o o Yo 81% o o o
59 Siderin (1)

Die Hydroxygruppe in 59 wird unter Standardbedingungen mit Dimethylsulfat methyliert.”
Nach sdulenchromatographischer Aufarbeitung wird 1 in 81 % Ausbeute erhalten. Das Pro-

dukt stimmt in allen physikalischen Eigenschaften mit den Literaturangaben tberein.”” 1%

4.2.4.2 Synthese der 7-Hydroxyderivate des Siderins

Die Synthese von 4,7-Dihydroxycumarin 60 und Desmethylsiderin (58) kann ausgehend von
Orsellinsduremethylester (121) analog zu den entsprechenden 7-Methoxycumarinen durchge-
fuhrt werden (Abb. 56). Die Addition des a-Lithiumacetonitrils gelingt in dabei in vergleich-
barer Ausbeute. Die zusétzliche phenolische Hydroxygruppe an Position C-7 wird durch
einen grofen Basenuberschuss kompensiert. Bei der anschlief?enden Hydrolyse in einer
Mischung aus Salzsdure und Methanol wird ein Teil des Dihydroxycumarins 60 bereits
regioselektiv zum Desmethylsiderin (58) methyliert.*® Die Produkte kénnen auf siulen-
chromatographischem Wege (RP-18) getrennt werden. Durch Verwendung von verdinnter
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Salzsdure ohne Zusatz von Methanol zur Hydrolyse und von Chlorwasserstoff (1.25 M) in
wasserfreiem Methanol zur anschlief3enden Methylierung konnen beide Reaktionsschritte

auch separat in guten bis sehr guten Ausbeuten durchgefihrt werden (Abb. 56).

Q a) 4 Aq. CH3CN, 4 Aq. n-BuLi, THF, -78 °C, 30 min o)
- b)121,THF,-78°C, 30 min
(@) ¢) RT, 60 min |
HO OH 58 % HO (o) NH,
121 130

32 % HCI/ MeOH (1 : 1)

79 % 12 % HCI,
D,3h
O/ OH
AN B HCI (1.25 M) / MeOH, RT, 3d AN
96 %
HO O e} HO O e}
Desmethylsiderin (58) 60

Abb. 56: Synthese von 4,7-Dihydroxycumarin 60 und Desmethylsiderin (58).

4.2.4.3 Synthese der **C-markierten monomeren Verbindungen

Die *C-Markierung wird durch Verwendung von [1-*C]-Acetonitril am carbonylischen
Kohlenstoffatom (C-2) der Cumarine eingefihrt. Im Rahmen der biologischen Experimente
erwies es sich als notwendig zusétzliche Markierungen an den Methoxygruppen einzufigen.
Hierfiir werden [**C]-Methyliodid und [**C]-Methanol verwendet. Da diese Reagenzien aus
okonomischen Griinden weder als Base (Uberschuss a-Lithium-acetonitril) noch als
Losungsmittel (HCI / Methanol) eingesetzt werden sollten, muss die Durchfiihrung der ent-
sprechenden Synthesestufen modifiziert werden. Bei der Addition von a-Lithium-[1-*C]-
acetonitril an Orsellinsduremethylester (121) werden mit der sterisch anspruchsvollen Base
Lithiumdiisopropylamin (LDA) gute Ausbeuten erhalten (Abb. 57). Die Chlorwasserstoff-
katalysierte O-Methylierung in [**C-]-Methanol wird in einem minimalen Volumen [**C-]-
Methanol durchgefiihrt (0.4 ml / 100 mg Dihydroxycumarin 60). Chlorwasserstoff wird in situ
durch Reaktion von Bortrichlorid mit Methanol erzeugt. Da Bortrichlorid als1 M LAsung in
Dichlormethan vorliegt, dient dieses gleichzeitig als zweites Lésungsmittel im Reaktions-
ansatz. Obwohl die Cumarine dabel nur sehr unvollstandig geltst werden, wird eine Ausbeute
von 81 % erzient. Durch Variation von '*C-angereicherten und nicht angereicherten
Reagenzien konnen auf diese Weise **C-Markierungen in beliebiger Kombination an den
entsprechenden Positionen in den Cumarinen eingeftihrt werden.
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0
- 1 Ag. H3C3CN, 5 Aq. LDA, THF,
o -78°C® RT,2.5h
HO OH 80 % HO
121 130
( A 12 % HCI
oH D,3h
X 90 %
13
CS
HO o~ o
60
Auf 100 mg 60: ~ <
1. H3*3COH (0.4 ml),
1 M BCl; (0.4 ml, CH,Cl,), RT, 48 h HCI (1.25 M) / MeOH, RT, 3d

2.1 M BCl; (0.3 ml, CH,Cl,), RT, 24 h 71 %

81 %

4 lBCH A 4 1\
3
g o~
AN X
13 13
X X
HO o o HO o o
Desmethylsiderin (58) Desmethylsiderin (58)
J - N (. J
O/
AN 1 eq. Halacl, K2C03,
HMPT, RT, 20 h
H313C 13c\
~o o o 76 %
Siderin (1)
.

Abb. 57: Synthesen der *C-markierten monomeren Cumarine. Die umrahmten Verbindungen wurden fiir
Verimpfungsexperimente an Aspergillus niger eingesetzt.

4.2.4.4 Synthese der Dimeren: Kotanin, Isokotanin A und Desertorin C

Die Synthese der dimeren Cumarine gelingt analog zur Siderinsynthese ausgehend von den
dimeren Orsellinsaureestern 4 - 6 (Abb. 58).

Versuche, die Synthesen durch oxidativen Phenolkupplung der monomeren Cumarine abzu-
kurzen, blieben dagegen selbst mit dem stark oxidierend wirkenden System Eisen(I11)chlorid
an Kieselgel erfolglos. Desmethylsiderin (58) wird zum Beispiel selbst nach einstiindigem
Erhitzen auf 85 °C (kurzfristig sogar bis auf 150 °C) quantitativ zurtickerhalten.
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HCI (32%) /

o o~
O LiCH,CN, THF, MeOH (1:1), OH " Me,50,, KoCOs,
O/ -78°C ->RT | D,5h N Aceton, D, 4 h A
0, 0, 0,
- 80 % - 90 % - 81 % ~ N

O OH O O NH O O O
3 127 2 59 Siderin (1)

FEC|3/S|02
160 °C,20h

|

0 OH
Me,SO,4, NaH,
o . «,13h Xy HMPT,RT,2h
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o OH ~ H, o o
2 2
4 16% 134 Kotanln )
+
0
o~ .
0,
o OH 7%

516 %

+

(0]
L

O OH —_ >

0 66 %
o)
OH O

6 28%

136 Desertorin C (8)

Abb. 58: Synthese der racemi schen Bicumarine Kotanin (2), Isokotanin A (7) und Desertorin C (8) im Vergleich
mit der Synthese des Monomers Siderin (1).

a) Umsetzung der dimeren Orsellinsduremethylester 4 - 6 mit a-Lithiumacetonitril
Die dimeren Orsellinséureester 4 - 6 lassen sich in der gleichen Weise mit a-Lithium-

acetonitril umsetzen wie fur das Monomer 3 beschrieben. Nach sdulenchromatographischer
Reinigung der Rohprodukte werden die dimeren Chromenone in guter Ausbeute erhalten.

b) Hydrolyse von 131 - 133 zu den dimeren 4,4'-Dihydroxycumarinen 134 - 136

Die Hydrolyse der dimeren Aminochromenone 131 - 133 gelingt, wie auch beim Monomer,
durch Erhitzen in einem Gemisch aus Salzsaure (32 %) und Methanol im Verhdltnis1 : 1. Auf
die Aufreinigung der Rohprodukte wird verzichtet, da die sehr polaren Verbindungen in allen
gangigen Losungsmitteln einschlief3lich Wasser nahezu unléslich sind.

Bei der Reaktion macht sich die unterschiedliche Reaktivitat der Dimere deutlich bemerkbar.
Loslichkeit und Reaktivitdt nehmen von den 6,6-dimeren tber die 6,8- zu den 8,8-dimeren
Verbindungen deutlich ab. Die héchsten Ausbeuten an Hydrolyse-Rohprodukten werden bei
folgenden Reaktionszeiten erzielt:
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6,6'-Dimer 132 | 3.5h| 68 % 135
6,8-Dimer 133 | 6.0h| 59 % 136
8,8-Dimer 131 | 10h | 67 % 134

Eine Reaktionskontrolle tber DC oder HPLC ist wegen schlechten Loslichkeit der Verbin-
dungen nicht mdglich.” Auch NMR-spektroskopische Untersuchungen von hochreinem 134
und 136 gestalten sich schwierig, da diese Verbindungen nur in Basen oder heifem DM SO
l6slich sind.

¢) Methylierung von 134 - 136 zu Kotanin, I sokotanin A und Desertorin C

Mit dem fir die Siderinsynthese verwendeten Methylierungsverfahren (Erhitzen mit
Dimethylsulfat in Aceton Uber Kaliumcarbonat als Base) werden die gewiinschten Produkte
nur in Spuren erhalten. Nach dem Verfahren von Suzuki et al.,**! das bereits zur Synthese

82, 83 8 \verden die

von Kotanin (2) und Isokotanin A (7) erfolgreich angewandt wurde,
Bicumarine 134 - 136 mit Natriumhydrid und einem geringen Uberschuss Dimethylsulfat in
wenig HMPT bei Raumtemperatur umgesetzt. Nach saulenchromatographischer Aufreinigung
konnen die Produkte neben grof3en Mengen an Verunreinigungen, die bei der vorherigen
Hydrolyse entstanden sind, isoliert werden (Abb. 58).

Die Methode nach Suzuki™ ist auRerordentlich effizient, hat aber den Nachteil, dass
hochgiftige Reagenzien (HMPT, Dimethylsulfat) verwendet werden. Alternativ dazu wurde
auch die bereits bel der Synthese der Siderinderivate verwendete saurekatalysierte
O-Methylierung mit Chlorwasserstoff (1.25 M) in Methanol erprobt. Wegen der geringen
Reaktivitdt der enolischen Hydroxygruppen der Bicumarine 134 - 136 mussen hier
drastischere Reaktionsbedingungen (Erhitzen unter Ruckfluss) gewahlt werden um zufrieden-
stellende Ausbeuten zu erhalten. Bei dieser Methode wird auf3erdem keine Zersetzung der
Cumarine zu den entsprechenden Acetophenonen beobachtet, eine Nebenreaktion, die sich bei
Hydrolyse im wassrigen Medium storend bemerkbar macht. Am Beispiel des 6,8'-Amino-
chromenons 133 wurden saure Hydrolyse und O-Methylierung in einstufiger Durchfihrung
demonstriert, wobei eine dhnliche Gesamtausbeute wie bei der zuvor beschriebenen Methode

erzielt wurde.

' Die Aminochromenone bilden in Salzsaure sehr stabile Hydrochloride, die den Produkten in Polaritat und
L 6slichkeitselgenschaften sehr ghnlich sind, so dass die Trennung dieser Substanzen sehr schwierig ist.
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OH o)
HCI (1.25 M), MeOH (2.5 % Me,COs), D, 6 h
X AN
o o” o 30 % o o” o
2 2

134
(stark verunreinigt)

4-Hydroxy-4'-
methoxy-bicumarin
+
4'-Hydroxy-4-
methoxy-bicumarin

1) ag. HCI (37 %) / MeOH (1:2), D,4.4 h
2) Zugabe von: Me,COg, AcCl, D, 24 h

133 Desertorin C (8)
34 % 35 %

Abb. 59: O-Methylierung zu Kotanin (2) und Desertorin C (8) durch siurekatalysierte Etherbildung.
(Dimethylcarbonat und Acetylchlorid bewirken durch Hydrolysereaktionen eine chemische Entwasserung des
L 6sungsmittelsystems. Die Chlorwasserstoffkonzentration (=1 Mol /1) wird Uber Acetylchlorid eingestellt).

4.2.4.5 Synthese des atropisomerenreinen Kotanins

Die Darstellung der Atropisomere von Kotanin (2) gelingt entsprechend der Synthese von
racemischen Kotanin (2) ausgehend von den atropisomerenreinen dimeren Orsellinsdureestern
(M)-4 und (P)-4 (Abb. 49, S. 47 und Abb. 60). Anhand der *H-NMR-Spektren der diastereo-
meren Ester wird fur (M)-123 ein Enantiomenreniiberschuss von > 97 % und fur (P)-123 von
96 % ermittelt (Abb. 49, S. 47). Die folgenden Schritte zur Umwandlung von (M)- und (P)-4
in (M)- und (P)-Kotanin [(M)-2, (P)-2] erfolgen wie fir racemisches Kotanin (2) beschrieben.
HPLC-Analysen der Produkte an chiraler Phase zeigen, dass es im Verlauf der Synthese nicht
zur Racemisierung kommt. Die CD-Spektren sind im Analytik-Teil abgebildet (Abschnitt
4.3.4.2,S.73).
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o) o~
- 1) LICH,CN
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O C 2) HCI, MeOH O
/O O OH 21 % /O O O. O
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(0] O\
M-(-)-4 M-(-)-Kotanin (M-2)
ee>98 %
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> L
o OH ) o 0~ ~o
aee AeOS
O ~
o) O
P-(+)-4 P-(+)-Kotanin (P-2)

ee>95%
Abb. 60: Atropisomerenreine Synthese von P-(+)- und M-(-)-Kotanin [(P)-2 und (M)-2].
Analog zu 123 werden auch die Camphansiureester 137 - 139 der Regioisomere 5 und 6

sowie des 5,5'-Tetraphenols 141 dargestellt. Eine dinnschichtchromatographische Trennung
der Diastereomere gelingt hier aber nicht. Weitere Untersuchungen zur Trennung der Atrop-

isomere wurden nicht durchgeftihrt.

R*O.

137 138 139
Abb. 61: Camphansdureester, deren Diastereomere sich nicht tiber Dinnschichtchromatographie trennen lassen.

4.2.4.6 Strategien zur Darstellung der naturlichen Hydroxybicumarine - erste
Synthese von Desertorin A

Zum exakten Nachweis der Cumarin-Metabolite in Rohextrakten mit HPLC-Methoden ist es
unter Umstanden notwendig auch die chemisch bisher nicht zuganglichen Hydroxyderivate
der dimeren Cumarine als Referenzverbindungen einzusetzen. Daher wurde ein chemischer
Zugang am Beispiel der 6,8-dimeren Cumarine (Desertorin A und C) entwickelt. Prinzipiell
sind dazu mehrere Wege moglich (Abb. 62):
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0 0
_ _
—_—
HO OH ™ OH

121

o)
3
l FeCly/ SiO,

1. LiCH,CN

X2 2. H3O+
—_—

+ 3,3' Dimer
3,5' Dimer 6 +5,5' Dimer

o 20

142 143 Desertorin A (66)
Abb. 62: Strategien zur Synthese von Desertorin A (66).
Am effizientesten erscheint Weg A, nach dem Desertorin A (66) in vier Stufen Uber eine
oxidative Phenolkupplung von Orsellinsduremethylester (121) zugénglich wéare. Allerdings
schlugen alle Versuche'*? zu einer Phenolkupplung von 121 fehl. Eine Demethylierung des
dimeren Esters 3 mit Bortribromid (Weg B) sollte dagegen mdglich sein. Mit dem 5,5'-
dimeren Orsellinsdureester 5 wurde dabei eine Ausbeute von 51 % erzielt (Abb. 63).
Allerdings bereiten bel 3,3-Dimer 4 die geringen L6slichkeiten der einfach und doppelt
demethylierten Produkte erhebliche Schwierigkeiten. Bel den hier zu Demethylierung
erforderlichen drastische Reaktionsbedingungen (Ruckfluss) kommt es zur Esterhydrolyse, so
dass nur geringe bis mal3ige Ausbeuten erzielt werden.

o) 0
o BBrz, CH,Cl,, RT® D o
< 10 %
o OH ° HO OH
2 2
4 140
o) 0
2 o BBr3, CH,Cly, -78°C ® RT 2 o
0,
o OH °1% HO OH
5 141

Abb. 63: Versuche zu Demethylierung der 5,5'- und 3,3"-dimeren Orsellinséureester 4 und 5.
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Das Problem der Esterhydrolyse kann durch Demethylierung erst auf der Stufe des dimeren
Cumarins 136 (Weg C) vermieden werden. Allerdings konnen hier Standardreaktions-
bedingungen nicht verwendet werden, da 136 in Dichlormethan unldslich ist. Desertorin C (8)
ist zwar in Dichlormethan |6slich, nicht aber die zahlreichen méglichen Demethylierungs-
produkte (Weg D). Um das Problem der Unldslichkeit von 136 in Dichlormethan zu umgehen
wird ein stark polares Losungsmittel bendtigt, das gleichzeitig inert gegenlber starken
Lewissauren ist. Geeignet sind hier ionische Flissigkeiten mit komplexen Chloroaluminaten
als Anionen, die gleichzeitig als Demethylierungsreagenz wirksam sind. Eine Umsetzung von
136 in der ionischen Flissigkeit Methyl-octylimidazoliumchlorid mit einem groRRen
Uberschuss Aluminiumchlorid ergibt nach Aufarbeitung ein Gemisch des gewiinschten
Produkts 143 mit den monomethyl-Regiosiomeren 144 und 145 im Verhdtnis 9 : 2
(*H-NMR-Spekrum). Spuren der ionischen Fliissigkeit kénnen auch tiber Saulenchromato-
graphie nicht abgetrennt werden, weshalb die Ausbeute nicht exakt bestimmt werden kénnen
(> 90 %, 'H-NMR). Das Tetrahydroxyprodukt 143 kann durch viertagiges Riihren in
methanolischer Chlorwasserstofflosung zu geringen Mengen (ca. 10 %) in Desertorin A (66)
umgewandelt werden. Daneben werden an C-4 bzw. C-4' einfach O-methylierte Produkte
erhalten. Moglicherweise konnen bel dieser Stufe durch Erhitzen noch deutlich bessere
Ausbeuten erzielt werden (vgl. sdurekatalysierte O-Methylierung von 134 zu Kotanin (2),
Abb. 59, S. 56).

' Methyl-octylimidazoliumchlorid ist sowohl in Wasser as auch in manchen organischen Lésungsmitteln wie
zum Beispiel Chloroform Idlich. Dies erleichtert die Riickgewinnung der relativ teuren Verbindung (siehe
Experimenteller Teil).
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oct

Acl, Y

60 °C, Vakuum, 7 h
>90 %

136

HCI, MeOH, RT, 4 d

~10 %

Desertorin A (66)

Abb. 64: Synthese von Desertorin A (66) Uber einen Demethylierungschritt in einer ionischen Flissigkeit.

Kurz nach Durchfihrung dieser Experimente wurde eine erste systematische Studie zur

Spaltung von aromatischen Methylethern in ionischen FlUssigkeiten vom Typ der
Dialkylimidazolium-aluminiumchloride verdffentlicht.**® Sehr gute Ergebnisse wurden dabei
mit [BMIM][AI>Cl;] und dem sehr preiswerten [TMAH][AI.CI;] erzielt (Abb. 65). Die relativ
gro3e Hydrophylie dieser Salze im Vergleich zu Octylimidazoliumchlorid sollte ihre

Abtrennung von den organischen Produkten deutlich erleichtern, so dass ihre Anwendung zur

Demethylierung von Bicumarinen lohnenswert erscheint.

H
2.5-3.0 eq. [TMAH][ALCL]: —r;u*— [ALCl]

oder
A +_-B
| N [BMIM][ALCI]: N "N ancr-
R
7 °
~o CH,Cl, 40 °C HO

99 % (mehrere Beispiele)

Abb. 65: Demethylierung von aromatischen Methylethern mit ionischen Flissigkeiten nach KEMPERMANN et

al .113
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4.2.4.7 Vergleich der eigenen Synthesestrategie mit den literaturbekannten
Verfahren

In Tabelle 2 sind die Gesamtzahl der Synthesestufen sowie die Ausbeuten, ausgehend von den
angegebenen, kommerziell erhdltlichen Verbindungen aufgefiihrt. Auch wenn viele dieser
Angaben sicherlich eher Grofienordnungen als exakt reproduzierbare Werte darstellen,
erlauben sie doch einen ungeféhren Vergleich der Effizienz der Verfahren.

Soll jewells nur ein dimeres Cumarin in racemischer Form dargestellt werden, sind die
Kotanin- und Isokotaninsynthese nach BuUcHI™ und LIN® in Bezug auf die Ausbeute
Uberlegen. Die Synthese von racemischem Desertorin C (8) nach SARGENT™ ist hingegen
trotz guter Ausbeuten wegen der zahlreichen Stufen und langen Reaktionszeiten ineffizient.
Die vom Orsellinsaureester 121 ausgehenden Synthesen erweisen sich dann als besonders
vorteilhaft, wenn, wie bel dieser Arbeit, ale drei Naturstoffe 2, 7 und 8 hergestellt werden
sollen. In diesem Fall kommt der Vorteil der oxidativen Phenolkupplung des 4-O-Methyl-
orsellinsdureesters 3, dass alle drel Regioisomere nebeneinander in einem Ansatz erzeugt
werden, zum tragen. Auf diese Weise lassen sich alle Bicumarine in 11 Synthesestufen mit
einer Gesamtausbeute von circa 8 % darstellen. Nach den literaturbekannten Verfahren
wurden dafiir 27 Stufen ben6tigt. Auch die atropisomerenreine Darstellung des Kotanin A aus
Orsellinsduremethylester 121 ist trotz der fehlenden Selektivitét bei der oxidativen Phenol-
kupplung 6konomischer als das atropselektive Verfahren nach LiN.#* Dies gilt besonders

dann, wenn beide | somere bendtigt werden.
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0
R -
OH
X1 o
R ) ., ~OH HO
0 o Br HO OH
R R’ 82 146 121
71: H  Me
77: Me Me
87: Me CO,Me
Produkt Autor Edukt Gesamtzahl Gesamt-
der Stufen ausbeute
[%]
Siderin (11) VENTURELLA'’ 71 2 45
CHexAL™ 77 5 <17
diese Arbeit 121 4 51
rac. Kotanin (20) BUCHI ™2 77 5 6.6
diese Arbeit 121 5 4.6
isomerenreines 20 LIN®? 77 + 82 18 2.6
(ein Isomer) diese Arbeit 121 7 17
(beide Isomere) LIN% 77 + 82 34 3.0+30
diese Arbeit 121 12 1.7+ 1.7
rac. Isokotanin A (38) LINT 77 7 13
diese Arbeit 121 5 5.6
isomerenreines 38 LiN®* 77 + 87 13 6-7
rac. Desertorin C (54) SARGENT® 77 + 146 16 8
diese Arbeit 121 5 5.9
isomerenreines 54 SARGENT: 77+ 82 22 <04

Tabelle 2: Vergleich der in der Literatur beschriebenen Synthesen der Cumarine 1, 2, 7 und 8 mit den eigenen
Arbeten. *Die Ausbeute kann mdglicherweise durch O-Methylierung nach suzuki™™ in der letzten Stufe ver-
doppelt werden.
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4.3 Analytik

4.3.1 Zusammenfassung

Zuné&chst wurden Methoden zur Extraktion von Pilzkulturen etabliert. Aus den Rohextrakten
wurden die enthaltenen Cumarine mit dinnschicht- beziehungsweise sdulenchromatogra
phischen Methoden isoliert und mit den géangigen analytischen Verfahren, einschliefdlich
chiraler Analytik (HPLC, CD, Drehwert) untersucht. Fur eine schnelle und effektive
Identifizierung der Metabolite in Rohextrakten wurden mit chemisch synthetisierten
Referenzverbindungen HPL C-Assays entwickelt, mit denen unter anderem die regioisomeren
Bicumarine Kotanin (2), Isokotanin A (7) und Desertorin C (8) nebeneinander identifiziert
werden konnen. Diese konnten so optimiert werden, dass eine Analyse innerhalb von 2 - 3
Minuten durchgefihrt werden kann. Dies erlaubt auch Studien mit grof3en Probenaufkommen,
wie zum Beispiel ein Screening einer Aspergillus-Genbank aus mehreren tausend Stammen.

4.3.2 Extraktion von Pilzkulturen und chromatographische

Aufreinigung

Die verwendeten Methoden zur Extraktionen von Pilzkulturen und Aufarbeitung der
Rohextrakte werden in Kapitel 5.2.4 des Experimentellen Teils (S. 173ff) detailliert
besprochen. Im folgenden werden daher nur die verwendeten Extraktions- beziehungsweise
Laufmittel kurz diskutiert.

4.3.2.1 Extraktionsmittel

Die Extraktion der Pilzkulturen gelingt im Allgemeinen ohne Schwierigkeiten. Wegen der
hohen thermischen und chemischen Stabilitét der Cumarine ist Erhitzen moglich, aber zur
Extraktion nicht notwendig. Wéahrend Hydroxycumarine wie das verfltterte Desmethylsiderin
(58) in reiner Form in Losungsmitteln wie Chloroform, Essigsaureethylester und sogar
Methanol kaum 16slich sind, lassen sich aus den "unreinen” Rohextrakten erhebliche Mengen
in Losung bringen. Bei wiederholter Extraktion konnen diese V erbindungen daher quantitativ
isoliert werden. Schwierigkeiten bereitet lediglich die Phasentrennung, wobel sich besonders
fein zerkleinertes Myzel als storend erweist. Eine Filtration des wassrigen Gemischs ist nur
mit Miracloth® (CALBIOCHEM, San Diego, USA) miglich. Alle anderen Filtermedien



64 4. Spezieller Teil

verstopfen sofort. Eine Alternative stellt die vorherige Abtrennung des wéssrigen Mediums
dar (vgl. Kap. 5.2.4.1, S. 174).

Eigenschaften verschiedener Extraktionsmittel:

Chlorform: Relativ gute L6slichkeit der Cumarine; Hydroxcumarine fallen nur bei htheren
Konzentrationen aus. Es werden erhebliche Mengen lipophiler Verbindungen mitextrahiert.

Essigsaureethylester: Die Loslichkeit der Hydroxycumarine ist eingeschrankt, reicht aber aus
um von Aspergillus niger synthetisiertes Orlandin (62) quantitativ zu extrahieren. Schwarz-

braune Sporen(pigmente) werden mitextrahiert.

Methanol: Sehr gute Loslichkeit der Hydroxycumarine. Keine Flussig-Fluissig-Extraktion
madglich. Viele unerwiinschte Stoffe werden mitextrahiert. Daher nur als Vorstufe zu einem

weiteren Extraktionsschritt empfehlenswert.

Essigsdureethylester / Chloroform / Methanol (3 : 1 : 1): Gute Loslichkeit aler Cumarine.
Die Anreicherung storender Nebenprodukte féllt moderat aus.

Andere (unpolarere) Losungsmittel kommen wegen der geringen Loslichkeit der Cumarine

nicht zum Einsatz.

4.3.2.2 Laufmittel

Bei den untersuchten Cumarinen handelt es sich um sehr polare, jedoch nicht wasserlésliche
Verbindungen. Besonders die Hydroxycumarine bilden in hochreiner Form sehr stabile
kristalline Aggregate, die in allen gangigen Ldsungsmitteln einschliefdlich Methanol und
DMSO kaum noch oder nur unter Erhitzen |6slich sind. Eine eingeschrankte Loslichkeit wird
dagegen im System Chloroform / Methanol (z. B. 1 : 1) beobachtet. Trotz dieser Schwierig-
keiten ist eine chromatographische Aufreinigung der Cumarine im Allgemeinen gut mdglich.
Aufgrund ihrer UV-Absorption bel 254 nm sind sie leicht auf DC-Platten detektierbar. Sowelit
nicht anders beschrieben, wird als stationdre Phase Kieselgel verwendet. Da aus den
Rohextrakten in der Regel nur sehr geringe Mengen an Cumarinen isoliert wurden (zum Teil
< 1mg), die bei Sdulenchromatographie aufgrund der Verdinnung leicht tbersehen werden,
erfolgt die Aufreinigung meist Uber préparative DUnnschichtchromatographie (DC). Diese
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Methode hat auch den Vorteil, die Trennung der Substanzen verfolgen und gegebenenfalls
mehrere L&ufe durchfihren zu kdnnen, ohne die Substanzen zwischenzeitlich aus dem
Kieselgel zu extrahieren und neu aufzutragen. Saulenchromatographische Schritte wurden nur
zur Vorreinigung eingesetzt. Als Laufmittel fur praparative DC wurden folgende Systeme
eingesetzt:

Chloroform: Kotanin (2) hat einen extrem kleinen Ry -Wert. Nach mehren L&ufen ist eine
Bande kurz Uber der Basislinie erkennbar. Da die meisten anderen Substanzen im Rohextrakt
ein deutlich anderes Laufverhalten zeigen, ist Chloroform zur vorherigen Abtrennung von
Kotanin (2) aus Rohextrakten in schwierigen Fallen gut geeignet. Andere Cumarine (Siderin
(1), Hydroxycumarine) kénnen dann in spateren Aufreinigungsschritten mit einem der
folgenden, polareren Laufmittel isoliert werden sollen.

Essigsdureethylester: Kotanin hat einen R; -Wert von circa 0.30. Andere Cumarine (aul3er
Siderin (1)) liegen geringfugig darunter. Da die meisten storenden Verbindungen deutlich
grofiere Ry -Werte haben, ist Essigsdureethylester zur Abrennung von Cumarinen von anderen
V erbindungen auch bei sdulenchromatographischer Durchfiihrung hervorragend geeignet. Bei
grofRen Mengen an Hydroxycumarinen (zum Beispiel Verfitterungsexperimente mit Des-
methylsiderin (58)) kommt es wegen der geringen LOslichkeit dieser Verbindungen zu
Schmiereffekten.

Toluol / Essigsaureethylester / Ameisensiure (6 : 5: 1): Kotanin (2), Desmethylkotanin (58),
und Orlandin (62) werden gut voneinander getrennt. Die meisten anderen Verbindungen
haben deutlich grofere R;-Werte. Nur bei grof3en Mengen von Hydroxycumarinen kommt es,
wie bei Essigsaureethylester, zu Schmiereffekten.

Chloroform/ Methanol (40 : 1 - 10: 1): Sehr scharfe Auftrennung der Cumarine und vieler
anderer Substanzen in diskrete Banden. Allerdings kann es zu Uberlagerungen kommen. So
falt die Kotaninbande mit geringen Mengen eines gelben Farbstoffs zusammen. Anders als
bei den vorher beschriebenen Laufmitteln kann die Polaritét hier durch Variation des
Methanolanteils verdndert werden, ohne dass es zu grundlegenden Anderungen der
Laufmitteleigenschaften kommt, wie Verschmieren der Cumarinbanden oder Verlust der

Trenneigenschaften.
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Chloroform / Methanol / Ameisensaure (40 : 1: 1 - 20: 1: 1): Die Zugabe geringer Mengen
Ameisensdure erhdht besoders bei Hydroxycumarinen die Schérfe der Banden. Sonst dhnlich
Chloroform-Methanol-Mischungen.

4.3.3 Analyse von Rohextrakten durch HPLC

Uber einen HPLC-Assay soll eine Moglichkeit geschaffen werden, Cumarine ohne weitere
Aufreinigungsschritte aus Rohextrakten semiquantitativ zu detektieren. Wichtig ist dabei, die
regioisomeren Verbindungen Kotanin (2), Isokotanin A (7) und Desertorin C (8) voneinander
unterscheiden zu konnen, da die Regioselektivitat der oxidativen Phenolkupplung untersucht
werden soll. Als Referenzsubstanzen fir die Entwicklung eines solchen Assaysystems stehen
die chemisch synthetisierten monomeren und dimeren Cumarine sowie Rohextrakte von
Aspergillus niger, die Kotanin (2), Desmethylkotanin (58) und Orlandin (62) enthalten, zur
Verfigung. Wegen ihrer UV-Absoption bei relativ grof3en Wellenlangen (>300 nm) kénnen
die 4-Hydroxy- beziehungsweise 4-Methoxycumarine leicht und mit guter Selektivitét Gber
einen Wellenlangendetektor (DAD) detektiert werden. Da die verschiedenen Verbindungen
im UV-Bereich sehr dhnlich absorbieren, reicht es aus bei einer Wellenlange (308 nm) zu

messen.

4.3.3.1 Reversed-Phase (RP-18) HPLC-Assay

Als Grundlage diente ein von DROCHNER zur Detektion von Vioxanthin (53) und verwandten
Verbindungen in Pilzrohextrakten verwendeter Reversed-Phase-Assay.”®® Es wurden eine
Reversed-Phase(RP-18)-Chromatographiesiule (250 © 3 mm, LICHROSPHER® 100 RP-18-EC)

mit einem Acetonitril / Wasser-Gradienten als Elutionsmittel verwendet. Durch Optimierung

mAU] N Kotanin (2)
400 Siderin (1) N
Dihydroxycumarin 60  Desmethylsiderin (58) gl Kotanin A (7 ™ Desertorin C
3001 o 4-Hydroxycumarin 59 N sokotanin é) N8 (9
© o 8 N g ~
2001 89 %] < &
< © «
1001 K
0 7 ; T T T T N
0 5 10 15 20 25 NS min
mMAU] '&
4007 Orlandin (62) Kotanin (2)
bl
3007 & Desmethylkotanin (61)
[ee]
2007 ©
58 Q 3 =
100 1 T © o : o0
TN » 3 N
NS ‘
0 T i T i i
0 5 10 15 20 25 min

Abb. 66: RP-18-HPL C-Assay; oben: Chemisch synthetiserte Cumarine; unten: A. niger-Rohextrakt.
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Abb. 67: UV-Spektrum von Kotanin (2) in Acetonitril / Wasser
gemessen mit dem HPL C-Diodenarray-Detektor.

200}
150}
1000 von Laufmittelzusammensetzung und Flussrate wurde

50 | eine Methode entwickelt, mit der Desmethylkotanin

(58) sowie die vollstanding methylierten Cumarine
Siderin (1), Kotanin (2), Isokotanin A (7) und

0 12 13 14 min

Abb. 68: Kotaninpeaks im RP-HPLC-
Assay; oben: Doppelpeak bei Injektion Desertorin C (8) gut getrennt werden (Abb. 66).

eing Chloroformlésung unten: Pesk bei  Die Trennung der Ubrigen Hydroxycumarine bleibt
Injektion einer Acetonitril / Methanol-  gl|erdings wegen ihrer hohen Polaritét schwierig. Die
Losung. Retentionszeit von 4-Hydroxycumarin 59 variiert stark
in Abhangigkeit von bei vorherigen Mesungen verwendeten Elutionsmitteln. Schon kleinste
Veranderungen an der stationdren oder mobilen Phase fuhren zu deutichen Veranderungen.
Desweiteren sind die Peaks von Desmethylsiderin (58) und dessen Kupplungsprodukt
Orlandin (62) teilweise Uberlagert (siehe dazu auch Abb. 89, S. 93). Auffdllig ist auch, dass es
bei Injektion von Rohextrakten in Chloroform zu Peakverbreiterungen oder Doppelpeaks
kommt (Abb. 68). Chloroformextrakte werden daher nach Abdampfen des Ldsungsmittels in
einem heif3en Acetonitril / Methanol-Gemisch (2 : 1) gelést. Beim Abkuhlen fallen lipophile
Substanzen als flockiger Niederschlag aus, welcher durch Abdekantieren oder Filtration leicht
abgetrennt werden kann. Eine Mitfélung von Cumarinen wird nicht beobachtet. Umgekehrt
koénnen Acetonitril / Methanol-L6sungen wegen ahnlicher Doppelpeak-Effekte nicht mit dem

im folgenden Abschnitt beschriebenen Chloroform-Assay analysiert werden.

4.3.3.2 Normalphase-Assay (Kieselgel)

Die Probleme bei der Trennung der Hydroxycumarine, besonders die Uberlagerung der Peaks
von Desmethylsiderin (58) und Orlandin (62) bei der Chromatographie an Reversed Phase
waren Anlass zur Entwicklung einer weiteren analytischen HPLC-Methode. Dazu wurden
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Systeme erprobt, die bei der dunnschichtchromatographischen Aufreinigung der A. niger-
Rohextrakte an Kieselgel die besten Trennungen ergeben. Entsprechend wurde eine
Kieselgelssule mit Normalphase verwendet (250 © 3 mm, LICHROSPHER® Si60). Mit dem
System Isohexan' / Essigsaureethylester / Ameisensaure (6 : 5 : 1) als mobiler Phase wurden
sehr grofe Unterschiede in den Retentionszeiten zwischen den vollstandig methylierten
Cumarinen und den Hydroxyderivaten beobachtet, was die Entwicklung einer geeigneten
Methode stark erschwerte. Durch Eistellung eines Gradienten im Laufmittelsystem
Chloroform (1 % Ameisensaure) / Methanol konnte hingegen eine Methode entwickelt
werden, bel der alle eingesetzten Cumarine als einzelne Fraktionen innerhalb von 10 min
eluiert werden (Abb. 69). Die teilweise Uberlagerung der Pesks von 4,7-Dihydroxycumarin
60 und Orlandin (62) ist in der praktischen Anwendung nicht stérend, da 60 bei den
Biosyntheseuntersuchungen von untergeordneter Bedeutung ist. UV-Spektren kénnen bei
diesem Assay erst ab Wellenldngen >250 nm aufgenommen werden, da Chloroform im kurz-
welligen UV-Bereich absorbiert. Das fur die hier untersuchten Cumarine typische Banden-
muster von 260 nm - 340 nm wird davon aber nicht beeintréchtigt.

1.784

mAU Siderin (1) Desertorin C (8)
2007
b Kotanin (2) Dihydroxycumarin 60
150 _ . Desmethylsiderin (58) Y i
] Isokotanin A (7) ] [ 4-Hydroxycumarin 59 &
100 % © o N [}
© ©
(2] © % —
50 1 pe N 6 ©
0 T : T ‘ T T T : i
0 2 4 6 8 min
AU . Kotarli|n @ Orlangn (62)
o)} Qo ™ ; ©
1007 g g g 3 u‘_; Desmeth)ikotanln (61) 2
50 g P
0 1 T T T

0 2 4 6 8 min

Abb. 69: SiO,-HPLC-Assay; oben: Chemisch synthetisierte Cumarine; unten: A. niger-Rohextrakt.
(Saule: 250 ° 3 mm, LiChrospher® Si60, 5 nm Partikelgrole; mobile Phase: Chloroform (1 % Ameisenséure) /
Methanol-Gradient).

4.3.3.3 Methoden zum Screenen von Pilz-Genbanken

Mit 28 min je Probe ist die Laufzeit des RP-18-HPLC-Assays relativ lang. Der
Normalphasen-Assay erlaubt mit 10 min je Probe schon die Analyse einer Serie von Proben

' Toluol kann wegen der UV-Absorption im Detektionsbereich nicht eingesetzt werden.
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innerhalb weniger Stunden. Um eine Pilz-Genbank aus mehreren tausend Proben in wenigen
Wochen zu screenen werden aber wesentlich kirzere Laufzeiten benétigt. Fir eine zeitliche
Optimierung wurden daher die in beiden Assays verwendeten 25 cm langen Saulen durch
6 cm lange Saulen mit gleicher stationdarer Phase ersetzt. Die 2 cm langen Vorséulen wurden
zum Schutz der Hauptséulen und zur Vortrennung der Verbindungen beibehalten. Durch die
Verkirzung der Saulenlange ist der Flusswiderstand im System erheblich vermindert, so dass
bei der Optimierung der mobilen Phase die Flussrate deutlich vergrofRert werden konnte. Das
Potential zur Retentionszeitverkirzung war besonders beim RP-18 System eindrucksvoll
(Abb. 70). Obwohl die Methode von 28 min auf 2 min verkirzt wurde, werden die vollsténdig
methylierten Cumarine sowie Desmethylkotanin (61) im Chromatogramm als einzelne Peaks
aufgelést (Abb. 71, links). Nur bei den Hydroxycumarinen 58 - 60 und 62 kommt es zu Uber-
lagerungen.

mAY Isokotanin A Kotanin

200; Uberlagerte Sidgrin o ®
f 2007 Hydroxycumariney S & :ri Desertorin C

1507 150, _ v. -

100] 100; .
£ 50 )

50 ; :
3 0 0 1 2 min
0 5

0.443

o
o
-

0

10 15 20 25 min

Abb. 70: Durch Verkiirzen der Saule und Optimierung des Laufmittel gradienten konnte die Methode des RP-18-
Assaysvon 25 min auf 2 min reduziert werden. (Zum Injizieren einer Probe wird eine weitere Minute bendtigt).

Die Methode des Normalphasen-Assays wurde von 10 min auf 2.5 min verkirzt. Hier werden
nach wie vor ale Verbindungen des Referenzgemischs aufgelost (Abb. 71, rechts). Allerdings
eluieren die einzelnen Peaks relativ breit.

Gleichzeitig wurden miniaturisierte Aspergillus-Kulturmethoden (1 ml, auch in "Deep-Well"-
Mikrotiterplatten mdglich) und ein vereinfachtes Extraktionssystem (16 h Inkubation mit
0.5 ml Essigsdureethylester, Injektion in HPLC ohne weltere Aufarbeitung) erprobt (vgl.
Abschnitt 5.2.3.1, S. 170). Die Analyse eines solchen Extrakts von A. niger ist in Abb. 71,
rechts unten, gezeigt. Auch wenn die Intensitét der einzelnen Peaks etwas geringer ist as bei
den aufkonzentrierten Extrakten, sind die Peaks der Cumarine gut aufgel0st.
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RP-18 § Normalphase (SiO;) &
_ « Acetonitril / Methanol ©Chloroform / Methanol «
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0.264 |
11240
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0
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Abb. 71: RP-18- und Norma phasen-HPLC-Assays firr Screening mit 6 cm Saulen; oben: Chemische
Referenzsubstanzen; unten: A. niger-Rohextrakte, links: ca 10 © aufkonzentriert; rechts: direkte Injektion
eines 0.5 ml-Essigsduregthylester-Extrakts (Man beachte die unterschiedlichen Skalierungen der Intensitéts-
achsen). Substanzen: J Dihydroxycumarin 60, K 4-Hydroxycumarin 59, | Desmethylsiderin (58), m
Siderin (1), N Isokotanin A (7), O Kotanin (2), P Desertorin C (8),  Orlandin (62), ¥~ Desmethylkotanin
(61).

Mit dem hier vorgestellten analytischen Assay sollte es mdglich sein ein hohes Probenauf-
kommen von mehreren tausend Stammen in einer angemessenen Zeit zu screenen (Abb. 72).
Werden 4000 Stdmme analysiert, ergibt sich mit dem Normalphasen-Assay eine reine
Messzeit von 4000 © (2.5 + 1.0gnjextiony) Min = 14 000 min » 10 Tage. Fur einen sicheren
Nachweis der Phenolkupplung muss wahrscheinlich ein Verfutterungsexperiment mit dem
Hydroxycumarin Desmethylsiderin (58) durchgefihrt werden. Wird der Normal phasen-Assay
verwendet, kann der Rohextrakt direkt analysiert werden. Beim RP-18-Assay sollten
Hydroxycumarine zuvor vollstandig methyliert werden, da diese sonst nicht eindeutig

zugeordnet werden kénnen.

Essigsaureethylester

(0.5-1ml), 16 h Extrakt (Methylierung)*
gof. zentrifugieren | (Ethylacetat) d

2 ml 'Deep-Well' Platten *nur bei RP-18 Assay
K 1 ml Kulturen /

Abb. 72: Schematische Darstellung des geplanten Screenings.
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/1

4.3.3.4 Vergleichende Ubersicht tiber die HPLC-Assays

Saule 25 cm, RP-18 25 cm Normalphase (SiO,)
(LiChrospher® 100 RP-18-EC, 250 (LICHROSPHER® Si60, 250 " 3mm;
3 mm; 5 mm Partikelgrofe) 5 mm Partikel grofie)
Laufmittel Acetonitril / Wasser - Chloroform (1 % Ameisensaure) /
Gradient Methanol - Gradient
Flussrate 0.5-0.6ml/ min 1.5ml/ min
Probenlaufzeit™ 28 min 10 min

Trennung

Basidinientrennung fur vollstan-
dig methylierte Cumarine und
Desmethylkotanin (61).
Problematisch bei Hydroxycuma-
rinen, besonders Orlandin (62)
und Desmethylsiderin (58)

Teilweise Uberlagerungen von
Desmethylsiderin (58) und 7-
Methoxycumarin 59 sowie Di-
hydroxycumarin 60 und Orlandin
(62) stdren in der Regel nicht.
Basidinientrennung fur die ande-
ren Cumarine im Test.

Trennstufenzahl™™ 3500 (Orlandin 62) - 2700 (Siderin 1) -
50000 (Desertorin C 8) 13500 (Orlandin 62)
Reproduzierbakeit Ausreichend Gut
Séaule benttigt lange Vorlaufzeit
zum Eingellen des Gleichge-
wichts. Trotzdem kann es zu
unterschiedlichen Retentionszei-
ten kommen. Referenzlauf immer
notwendig. Retentionszeit von 4-
Hydroxycumarin 59 ist nicht
reproduzierbar
Saule 6 cm, RP-18 6 cm Normalphase (SiO,)
(LiChrospher® 100 RP-18-EC, 60 (LICHROSPHER® Si60, 60~ 3 mm;
3 mm; 5 mm Partikelgrofe) 5 mm Partikel grofie)
Laufmittel Acetonitril (45 %) / Wasser Chloroform (1 % Ameisensaure) /
Methanol - Gradient
Flussrate 1.8 ml/ min 25 ml/ min
Probenlaufzeit” 2 min 2.5 min
Trennung Keine Trennung bel Hydroxy- | Alle Peaks sind aufgelost.

cumarinen  auller  Desmethyl-
kotanin (61). Teilweise Uberlage-
rung von Kotanin (2) - Desertorin
C (8).

Teilweise  Uberlagerung  von:
Desertorin C (8) - Kotanin (2);
Desmethylsiderin (58) - 4-Hydroxy-
cumarin 59; Orlandin (62) -
Dihydroxycumarin 60.

Trennstufenzahl™™ 550 (Orlandin 62) - 245 (Siderin 1) -
1500 (Desertorin C 8) 2180 (Orlandin 62)
Reproduzierbakeit Gut Gut
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Tabelle 3: *Bei alen Methoden wird eine Vorsdulevon 20~ 3 mm mit der gleichen stationéren Phase wiein der
Hauptsdule vorgeschaltet. **Fir die Injektion eine Probe wird eine zusétzliche Minute benétigt. Bel den 25 cm
Saulen wird zwischen den Probenldufen eine Spiilzeit von funf Minuten eingerichtet. ***Mal? fur die Trenn-
leistung. Gibt das Verhdltnis von Gesamtretentionszeit ty.. und Habwertsbreite des Peaks bys wieder
(Trennstufenzahl n = 5.54 X[tys/ bog]?).

4.3.4 Methoden zur Bestimmung der Chiralitat

Die Besonderheit der oxidativen Phenolkupplung in filamentdsen Pilzen und anderen
Organismen ist ihre hohe Regio- und Stereoselektivitét. Fur die korrekte Auswertung von
Versuchen zur oxidativen Phenolkupplung ist es daher essentiell, nicht nur die katalytische
Aktivitdt, sondern auch die Selektivitét leicht und schnell bestimmen zu kdnnen. Die
Regioselektivitat kann im Falle der vollsténdig methylierten Cumarine Kotanin, Isokotanin A
und Desertorin C bereits Uber die im vorigen Abschnitt besprochenen HPLC-Methoden
bestimmt werden. Mdglicherweise kdnnen die Assays auch um weitere Regioisomere erganzt
werden. Kompliziertere Einzelfalle konnen NM R-spektroskopisch aufgeklart werden.

Fur die Bestimmung der Stereoselektivitat stehen HPLC an chiraler Phase und chiroptische
Methoden wie Polametrie und Circulardichroismus zur Verfiigung. Die Drehwertbestimmung
spielt dabei eine eher untergeordnete Rolle, da bel Verwendung gewohnlicher Polarimeter
relativ groRe Substanzmengen (>10° ny) benétigt werden. Fir CD-Spektoskopie liegt die
bendtigte Substanzmenge etwa im einstelligen ng-Bereich, fir HPLC an chiraler Phase liegt

sie etwa eine GroRenordung darunter.!

4.3.4.1 HPLC an chiraler Phase am Beispiel von Kotanin

Die beste Trennung der Atropisomere von Kotanin (2) wird mit einer CHIRAPAK® AD-H Séule
(DAICEL) bei leichter Kiihlung (10 °C) erreicht. Als Laufmittel wird Isohexan/ 2-Propanol im
Verhdltnis 75 : 25 verwendet. Da die Peaks trotz der groRen Breite' und des leichten
"Tailing"-Effekts Basislinien-aufgelost sind, kdnnen Enantiomereniiberschiisse von Kotanin
(2) prézise bestimmt werden.

' Zugrundeliegende Annahmen (fiir Bicumarine): CD-Spektoskopie: 2 ml Probe (5 10® mol /1); HPLC: 50 ni
Probe (5~ 10° mol /).

" Trotz der groRen Retentionszeiten von 54 min und 69 min fir P-(+)- und M-(-)-Kotanin (2) betragen die
Trenngtufenzahlen n nur 1800 und 1600.
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. . M-(-)-Kotani
mle i Gemisch aus P-(+)- und M-(-)-Kotanin ()-Kotanin

8

6 P-(+)-Kotanin
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0

L0 10 20 30 40 50 60 70 80 min
m8 A. niger-Rohextrakt, methyliert mit Dimethylsulfat
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Abb. 73: Analyse von Kotaninproben mit HPLC an chirler Phase. Der Enantiomereniberschuss fiir
natirliches (+)-Kotanin (2) aus A. niger ist 3 98 %.

4.3.4.2 CD-Spektroskopie

Circulardichroismus wird hauptséchlich zur Bestimmung der absoluten Konfiguration von
organischen Molekilen und Naturstoffen sowie zur Konformationsanalyse von Proteinen
verwendet.?®* 1> Stehen zwei Chromophore in einer Nachbarschaft ohne direkte Kopplung in
einer chiralen Umgebung — Bei chialen Biarylen sind das p - p* - Systeme — kommt es zu
einer Excitonen Kopplung. Basis ist eine Dipol-Dipol Wechselwirkung der elektrischen
Ubergangsdipolmomente der beteiligten Chromophore. Die Kopplung verursacht im CD-
Spektrum zwei benachbarte Banden von hoher Intensitdt mit unterschiedlichem Vorzeichen.
Je nach absoluter Konfiguration des Molekils wird mit zunehmender Wellenlange erst ein
Mimimum und dann ein Maximum durchlaufen (positiver Cotton Effekt) oder umgekehrt
(negativer Cotton Effekt). Wegen der hohen Intensitét des CD-Effekts konnen Biaryle ohne
welitere Derivatisierung CD-spektroskopisch untersucht werden. Dartiber hinaus kann Uber
den Cotton-Effekt die absolute Konfiguration an der Biarylachse in der Regel leicht bestimmt
werden. Im CD-Spektrum von Kotanin (2) sind allerdings mehrere Banden tberlagert (Abb.
74). Da die absolute Konfiguration zuvor durch chemische Synthese und Vergleich mit den
Drehwerten aus der Literatur bekannt war, war eine genauere Betrachtung beziehungsweise
Berechnung der Spektren nicht erforderlich.
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CD-Spektren (P)-und (M)-Kotanin

40 ‘ P-(+)-Kotanin
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Abb. 74: Oben: CD-Spektren von chemisch hergestelltem (P)-und (M)-Kotanin (2). Gezeigt wird der molare

Circulardicroismus De [deg x cm? x dezimol™]. Unten: UV-Spektrum, simultan zum CD-Spektrum von
(P)-K otanin gemessen.

Die auRerordentliche Ahnlichkeit der CD-Spektren der aus A. niger isolierten Bicumarine
Orlandin (62), Desmethylkotanin (61) und Kotanin (1) zeigt, dass diese Verbindungen
homochiral sind (Abb. 75). Dies wurde zusétzlich durch Methylierung von 62 und 61 zu
Kotanin (2) belegt.
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Abb. 75: CD-Spektren der aus A. niger isolierten Bicumarine Orlandin (62), Desmethylkotanin (61) und Kotanin
(2), aufgenommen in Acetonitril, bei Orlandin (62) mit Methanolbeimischung (1 %). Die Intensitdtsachse zeigt
eine gerdtespezifische Einheit. Eine Umrechnung in molare Einheiten ist wegen der eingeschrénkten Moglich-
keiten zur Bestimmung der Konzentrationen von Orlandin (62) und Desmethylkotanin (61) nicht sinnvoll. Alle

Verbindungen liegen in der P-Konfiguration vor.



76 4. Spezieller Teil

4.3.5 Bestimmung der Kotaninkonzentration in L6ésungen und
Rohextrakten

Wegen der geringen Ausbeuten und der zahlreichen Aufreinigungsschritte ist die Bestimmung
der Bicumarin-Ausbeute aus Pilzkulturen durch Auswiegen aufwandig und ungenau, oftmals
wegen der geringen Substanzmengen sogar unmoglich. Um bessere quantitative Aussagen
Uber die Cumarinbiosynthese machen zu kdnnen, werden die anal ytischen HPL C-Assays mit
Kotanin-Stammldsungen kalibriert. Da bisher nur diese Verbindung chemisch synthetisiert
wurde, ist eine analoge Kalibrierung mit Desmethylkotanin (61) und Orlandin (62) nicht
maoglich. Die Bicumarine zeigen jedoch ein sehr @nliches UV-Absorbtionsverhalten mit
Maximum bei 308 nm (HPLC-Dioden-Array-Detektor), so dass in Einzelfdllen die
Kalibrierung mit Kotanin (2) zur Abschdtzung der Konzentration dieser Verbindungen
verwendet werden kann. Der dabei entstehende Fehler Iasst sich nur schwer abschétzen,
durfte aber in vielen Fallen geringer ausfallen als bei Ausbeutebestimmung durch Wéagung.
Aus 20 mg hochreinem Kotanin (2) wird eine Verdinnungsreihe in Acetonitril beziehungs-
weise Chloroform angelegt und mit dem oben beschriebenen RP-18- bzw. Normalphasen-
Assay vermessen (25 cm Séulen, vgl. Tabelle 1). Die Kotaninpeaks in den Chromatogrammen
werden integriert. Die Integrale werden gegen die Konzentration aufgetragen, und es wird
eine linare Regression durchgefuhrt (Abb. 76). Da fur die Umrechnung der CD-Spektren in
molare Grof3en ebenfalls exakte Konzentrationen benttigt werden, wird auch hier die UV-
Absorption (u Detektorspannung) bei 306 nm kalibriert. Fir die Berechnung der Konzen-
tration aus einem gemessenen Integral (Detektorspannung) ergibt sich:
c =kxl

c: Konzentration [mol / ]

k: Proportionalitatsfaktor

| - Integral (HPLC) beziehungsweise Detektorspannung (CD) [V]

HPLC RP-18 HPL C Normalphase | Circulardichroismus

K oeffizient (k) 4.93 x10® mol / | 1.79x10 mol /1 | 4.92 x10%mol / (I xV)
Standardabweichung | + 0.029x10®mol /| | +0.005x10" mol /| |+ 0.058 x10® mol / (I xV)
(+ 0.59 %) (+ 0.32 %) (+1.2 %)

Linearitatsbereich
[mol /1]

1.0 x10%-5.1 x10*% | 1.0 x10°® - 3.0 x10™ 2.0 x10° - 4.2 x10™

Tabelle 4: Proportionalitétsfaktoren zur Berechnung von Kataninkonzentrationen. * 1 cm Kivette, Acetonitril.
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Dadie Streuung der Messwerte nur gering ist, kann die Konzententration von Kotanin (2) in
Rohextrakten und anderen Losungen mir dieser Kalibrierung bis auf etwa 1 % genau
bestimmt werden. Allerdings ist bei Rohextrakten zu berlicksichtigen, dass der Kotaninpeak
von Spuren anderer Verbindungen Uberlagert sein kann, so dass je nach Beschaffenheit der
Probe auch grof3ere Fehler auftreten konnen. Es bleibt anzumerken, dass die Kalibrierung
spezifisch ist, sowohl fir den verwendeten Detektor als auch die HPL C-Methode und Séule.

Abb. 76: Auftragung der
RP-18 Assay .
HPLC-Peakintegrale (308 nm)
100000 7 bzw. der Detektorspannung
am CD-Gerét (306 nm) gegen
10000 -| . . .
die Kotaninkonzentrationen
E 1000 | der Verdinnungsreihe.
= Oben: RP-18 Assay;
100 - Mitte: Normal phasen-Assay.
Unten: UV-Absorption im
10 w w w CD-Ged (1 cm Kuvette,
1.00E-06 1.00E-05 1.00E-04 1.00E-03 L.
Konzentration [mol/l] Acetonitril).
Normalphasen-Assay Um den den gesamten Mess-
10000 bereich darstellen zu konnen,
wurde ene doppet loga
10007 rhythmische Darstellung ver-
= wendet.
B 100- _
= Besonders bei hohen Konzen-
trationen kam es zu deutlichen
10
Abweichungen  von  der
1 ‘ ‘ Linearitét. Um Verfd schungen
1.00E-06 1.00E-05 1.00E-04 1.00E-03 ZU verme dm' wurden diese
Konzentration [mol/I] )
Werte (grau) aus der linearen
1000.0
o))
c
2 1000 -
8
Q
o
S
E 10.0 ¢
10] | |
1.00E-06 1.00E-05 1.00E-04
Konzentration [mol/l]




78 4. Spezieller Teil

4.3.6 Detektion Uber Fluoreszenz

Fluoreszierende Verbindungen konnen durch Anregung mit Licht einer geeigneten
Wellenlange leicht detektiert werden. Die Nachweismethoden sind in der Regel
aul3erordentlich sensitiv und hochselektiv, da unter den gegebenen Bedingungen nur wenige
Verbindungen fluoreszieren. Die Fluoreszenzdetektion ist daher den Absorptionsmethoden
oftmas Uberlegen. Auch Cumarine werden standardmalig als Fluoreszenzsonden fir
Screenings eingesetzt, wobel besonders die mit den Siderinen verwandten Umbelliferone

Verwendung finden.*

m /di
HO O (e} HO O (e}

Umbelliferon (147) 4-Methyl-umbelliferon (148)

Mit Hilfe eines Fluoreszenzdetektors an der HPLC-Anlage wurde daher getestet, ob
Fluoreszenzdetektion auch fur die hier behandelten Cumarine vorteilhaft ist. In Abb. 77 oben
sind Chromatogramme der als Referenz verwendeten Cumarine im Absoptions- und
Fluoreszenzmodus Ubereinander dargestellt, wobei jeweils die vom Gerd vorgegebenen
Intensitétseinheiten Gbernommen wurden. Obwohl eine fur die Fluoreszenzdetektion von
Kotanin (2) optimierte Einstellung von Anregungs- und Emissionswellenlange gewahlt
wurde, sind die Fluoreszenzpeaks der Cumarine bei dieser Skalierung kaum aufgeldst. Vollig
anders sieht es bel dem als Fluoreszenzfarbstoff bekannten Umbelliferon (147) aus. In Abb.
77 unten wird das Chromatogramm eines Rohextrakts von A. niger NRRL 3122, nach
Verfitterung von Umbelliferon (147) gezeigt. Hier ist der Fluoreszenzpeak im selben
Skalensystem deutlich intensiver als die Absoptionspeaks. Selbst Spuren von Metaboli-
sierungsprodukten des Cumarins, die im Absorptionschromatogramm nicht mehr aufgeldst
sind, sind noch als schwache Peaks erkennbar. Dies zeigt, dass Cumarine von Siderin-Typ,
wahrscheinlich sogar alle 4-Hydroxycumarine, im Vergleich zu den strukturell verwandten
Umbelliferonen nur sehr schwach fluoreszieren und als Farbstoffe ungeeignet sind. Erst wenn
es gelingen sollte, durch VerfUtterungsexperimente mit stark fluoreszierenden, nicht
natUrlichen Cumarinen die entsprechenden Dimere stereoselektiv zu erzeugen, durfte die
Fluoreszenzpektroskopie auch fur dieses Projekt an Bedeutung gewinnen. Eine mogliche
Anwendung wére Fluoreszenz-detektierter Circulardicroismus (FDCD), welcher einen
hochempfindlichen und hochselektiven Nachweis geeigneter chiraler Verbindungen

ef| aubt 26b, 117
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Abb. 77: HPLC-Chromatogramme im Absorptions- und Fluoreszenzmodus tiberlagert. Oben: Cumarine vom
Siderin-Typ im RP-18 Assay (Absorption: 308 nm; Fluoreszenz: Anregung: 250 nm, Emission ges.
Wellenldngenbereich). Unten: Rohextrakt von A. niger NRRL 3122 nach Verfitterung von Umbelliferon

(147) im Normalphasen Assay (modifiziert). (Absorption: 308 nm; Fluoreszenz: Anregung: 340 nm,
Emission: 391 nm).
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4.4 Untersuchungen zur Cumarinbiosynthese in

Aspergillen

4.4.1 Zusammenfassung

Durch **C-Verimpfungsexperimente konnte die regio- und stereoselektive oxidative Phenol-
kupplung in Aspergillus niger ATCC 36626 eindeutig bewiesen werden. Als monomerer
Vorlaufer for den Phenolkupplungsschritt wurde das als nattrlicher Metabolit nicht
nachweisbare Desmethylsiderin (58) identifiziert. Die Stdmme A. niger "3014" und N 492
produzierten die 8,8-Bicumarine in dhnlicher Weise wie ATCC 36626. Sie reagierten auf
Verfutterung von Desmethylsiderin (58) mit stark erhthter Kotaninproduktion, was einen
Einbau des Monomers nahe legt. A. niger NRRL 3122 produzierte keine Cumarine, kuppelte
aber verimpftes Desmethylsiderin (58) stereoselektiv zu Orlandin (62). Eine O-Methylierung
zum Kotanin (2) findet jedoch nicht statt. In A. niger N 402 wurde dagegen weder eine
Produktion von Cumarinen noch eine oxidative Phenolkupplung beobachtet. Ebenfalls
negative Ergebnisse wurden bei Versuchen mit A. nidulans (R 21, FGSC A26, und WG 355)
sowie A. fumigatus (ATCC 46645 und FGSC A1100) erzielt. Alle getesteten Aspergillen sind
in der Lage, von Siderin (1) die Methoxygruppe an Position 7 zu hydrolysieren. Die
Ergebnisse sind in Abb. 78 schematisch zusammengefasst.

A. niger o~ Etherspaltung o~
ATCC 36626, '3014', N492 alle Aspergillen im Test
N AN
M
nicht: A. niger HO o~ O l o o~ SO

NRRL 3122, N 402 Desmethylsiderin (58) Siderin (1)
Alle A. niger
auBBer: N 402
o~ o~
X A. niger A
ATCC 36626, '3014', N 492 ~
HO 0" Yo > o o "0
HO. 00O P O 00
@ nicht: A. niger @
= NRRL 3122, N 402 Z
O o<
Orlandin (62) Kotanin (2)

Abb. 78: Ubersicht iiber die von verschiedenen Aspergillen katalysierten Biosyntheseschritte. (Fette Pfeile:
Biosyntheseweg)
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4.4.2 Zusammenfassung der Literatur

4.4.2.1 Isolierung von Cumarinen aus Aspergillen

Siderin (1) und seine Kupplungsprodukte konnten in vielen Aspergillen nachgewiesen
werden. Am héaufigsten tritt dabel das 8,8-dimere Kotanin (2) auf. (Siehe dazu auch die
grafische Ubersicht in Abb. 35, S. 34)

Siderin (1)

Siderin (1) wurde erstmals 1972 von GONZALEZ et al.'*® als Metabolit der Pflanze Sderitis
canarienss isoliert. CHEXAL et al. gewannen Siderin (1) aus dem Pilz Aspergillus variecolor
IM| 53749.1°

8,8 -Bisiderine: Kotanin (2), Desmethylkotanin (61) und Orlandin (62)

Kotanin (2) und Desmethylkotanin (61) wurden erstmals 1971 von BuUcHI et al. aus
Aspergillus clavatus MIT-M-18 isoliert.”® CUTLER et al. entdeckten 1979 Orlandin (62) in
A. niger ATCC 36626.'° Aus A. flavus NRRL 13462 wurden, neben Aflavarin (68) auch
Kotanin (2) und Desmethylkotanin (61) isoliert.”® In Aspergillus alliaceus NRRL 315
wurden Kotanin (2) und Desmethylkotanin (61) neben den Isokotaninen A - C (7, 63 und 64)

122 Khnlich fiel eine Analyse der Ascostromata® des telemorphen Stammes

nachgewiesen.
Petromyces alliaceus FA 0030 aus, bei der Kotanin (2) zusammen mit 1sokotanin B (63) und
7-O-Desmethyl-3,8-bisiderin (67) gefunden wurde.*?® Folgende Stamme wurden ebenfalls al's
Produzenten von Kotanin (2) und Derivaten beschrieben: A. niger CBS 101698,*** CBS
101705,"* CBS 139.52,"*> CBS 618.78,* ™ und IBT 16066,'® A. lacticoffeatus™ CBS
101884, CBS 101886, CBS 101883, A. tubingensis CBS 643.92,'%° A. ustus |BT 14925, 127
A. vadensis CBS 113365 ("Orlandin-ahnliche Verbindung").”** A. niger Stamme, die einen
Test auf 8,8-Bicumarine durchlaufen haben, ohne dass diese Verbindungen nachgewiesen
wurden, sind: CBS 101699, CBS 120.49 (= N 400),"** '* CBS 420.64,'** CBS 557.65,*

IBT 15952.1%

6,6'-Bisiderine: 1sokotanin A (7), | sokotanin B (63), | sokotanin C (64),

Die Isokotanine A, B und C (7, 63 und 64) wurden erstmals 1994 von GLOER et al.'? aus den
Sklerotien®* von Aspergillus alliaceus NRRL 315 isoliert. Daneben wurden auch Kotanin (2)
und Desmethylkotanin (61) gefunden. Alle drei Isokotanine (7, 63 und 64) waren optisch
aktiv. Eine Methylierung von isoliertem Isokotanin B (63) ergab (+)-1sokotanin A [(+)-7],
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also dieselbe Koniguration, die auch aus A. alliaceus isoliert worden war. Die Methylierung
von | sokotanin C (64) ergab hingegen (-)-1sokotanin A [(-)-7]. Das bedeutet, dass |sokotanin
C (64) in der entgegengesetzten Konfiguration zu den Isokotaninen A und B (7 und 63) vor-
liegt. Als eine mogliche Erkléarung fur diese unerwartete Beobachtung vermuten die Autoren,
dass bei der Biosynthese zunachst beide Atropisomere des | sokotanin C (64) gebildet werden.
Eine stereospezifische Methylierung von 64 fiihre dann dazu, dass die Isokotanine A und B
(7, 63) in der einen Konfiguration vorliegen, wahrend das nicht umgesetzte | sokotanin C (64)
der entgegengesetzten Konfiguration angereichert wird.

Unabhéngig davon fanden Nozawa et al.® im selben Jahr Isokotanin B (63), Kotanin (2)
und 7-O-Desmethyl-3,8-bisiderin (67) nebeneinander in den Ascostromata des teleomorphen

Petromyces alliaceus.

3,3'-Bisiderin: Bicumanigron (69)

Bicumanigron (69) wurde aus einem A. niger-Stamm extrahiert, der aus dem marinen
Schwamm Axinella damicornis isoliert worden war.'?® 69 ist das einzige natiirliche Bisiderin,
fiir das keine optische Aktivitét festgestellt werden konnte ([a]p?° = 0).

6,8 -Bisiderine: Desertorin A (66), Desertorin B (65) und Desertorin C (8)

Desertorin C (8), das 6,8-Dimer des Siderins (1), sowie dessen demethylierte Derivate
Desertorin A (66) und Desertorin B (65) wurden im Jahre 1986 von Kawal et al.** aus
Emericella desertorum CBS 653.73 (Anamorph: Aspergillus) isoliert.

3,8'-Bisiderine: Aflavarin (68) und 7-O-Desmethyl-3,8'-bisiderin (67)

Aflavarin (68), ein 3,8-Bisiderin, das an einer der (5,5')-Methylgruppen hydroxyliert ist (Abb.
35, S. 34), wurde aus Sklerotien™ von A. flavus. NRRL 13462 zusammen mit Kotanin (2)
isoliert.” 7-O-Desmethyl-3,8-bisiderin (67) wurde neben Kotanin (2) und Isokotanin B (63)
as Sekundérmetabolit in den Ascostromata von Petromyces alliaceus FA 0030 identifi-

ziert, 1?3

4.4.2.2 Physiologische Bedeutung der Cumarine

Uber die physiologische Bedeutung der Cumarine in Aspergillen ist bisher wenig bekannt.
Aflavarin (68) und in geringerem Mal3e auch die Isokotanine B und C bieten Schutz gegen
den fungivoren Kafer Carpophilus hemipterus.*? '?? Bei Kotanin (2), Desmethylkotanin (61)

und Isokotanin A (7) sind erheblich hthere Dosen erforderlich um eine nachweisbare



4. Spezieller Tell 83

Wirkung zu erzielen. Toxikologische Untersuchungen ergaben, dass Orlandin (62) auf
Weizen wachstumshemmend wirkt, aber ungiftig fur Huhnerkiken ist. Bei Kotanin (2) ist die
Wirkung genau umgekehrt (LDigp = 625 mg / kg). Im Ratten-Assay ist Kotanin (2)
ungiftig.*®

4.4.2.3 Untersuchungen zur Biosynthese

Als mdglichen biosynthetischen Ursprung von Siderin (1) schlug LAPPER™®

vor: a) die
Transformation der funfgliedrigen Polyketidkette 148 zu 4,7-Dihydroxycumarin 60 und an-
schlief3ende Methylierung zu Siderin (1), oder b) den Shikimat-Biosyntheseweg, wobel

Siderin (1) aus Prephensaure (149) Uber Umbelliferon (147) gebildet wird.

a) Polyketidbiosyntheseweg:

AcSCoA
—_—
4 MaloyISCoA COOH

Slderln 1)
b) Shikimat Biosyntheseweg:
@]
OH P
o=", \
o —— OH ——— —> Siderin (1)
HO O O

6H Umbelliferon (147)

Prephenséure (149)

Abb. 79:  Mégliche Biosynthesawege des Siderins (1) nach LAPPER.*®

Wahrend Weg b) fir den Sekundarmetabolismus von Pilzen von eher geringer Bedeutung sei,
widerspreche Weg a) der Regel von TURNER,*®* nach der es Voraussetzung fiir die Cyclisie-
rung einer Poliketidkette sei, dass die vom Methylende ausgehenden acyclischen Restgruppen
nicht kiirzer sind, als die Restgruppen am Carboxylende.

In einem Markierungsexperiment zur Bestimmung des Biosyntheseweges wurde [2-*C]-
Acetat von A. variecolor zu 0.75 % in Siderin (1) eingebaut.”*® Kuhn-Roth-Oxidation des
markierten Metaboliten ergab Essigsaure, die als p-Bromphenylacetat isoliert und untersucht
wurde. Die dabei gemessene Radioaktivitét lag bei 25.8 % der des Ausgangsmaterials. Wirde
[2-1“C]-Acetat gleichmaRig in ein Pentaketid eingebaut, ist fir jede Acetat-Einheit eine
Aktivitat von 20 % zu erwarten. Die erhdhte Radioaktivitat im Experiment lasse sich dadurch
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erkléren, dass bei der Abbaureaktion nur die erste Acetatgruppe der Kette freigesetzt werde,
bei der die Radioaktivitdt haufig erhoht sel. Aus diesem Ergebnissen schlossen die Autoren,
dass Siderin (1) tber den Polyketid-Biosyntheseweg erzeugt wird.

SToTHERS und StoessL™® fihrten *C- und '*C-Einbauexperimente an dem Kotanin-
produzierenden Pilz Aspergillus niger ATCC 36626 durch, der auch fur die in der
vorliegenden Arbeit durchgefihrten Biosyntheseuntersuchungen verwendet wurde. Verimpft
wurden [1,2-*C;]-Acetat und L-[1-**C]-Phenylaanin in relativ hoher Konzentration (jeweils
5 mM). Trotz Optimierung des Mediums wurde fur Acetat nur eine Einbaurate von 0.18 % in
Kotanin (2) erzielt. Das *C-NMR-Spektum belegte, dass die Acetat-Einheiten unzersetzt
inkorporiert wurden. Daneben wurde allerdings auch eine schwache Radioaktivitdt des
Produkts festgestellt, die etwa einer spezifischen Einbaurate von 0.05 % *C-Phenylalanin
entsprach. Als Einbaueffizienzen ergeben sich damit bel Acetat 0.01 % fur jede der 20
maglichen Positionen und bei Phenylalanin 0.003 % fir jede der beiden Positionen. Aufgrund
der geringen Substanzmenge und der geringen Einbauraten war es nicht moglich festzustellen,
ob Phenylalanin unzersetzt in Kotanin (2) eingebaut wurde. Die Autoren vermuten, dass die
Aminosaure vom Pilz zunéchst zu Essigsaure abgebaut und dann in Kotanin (2) inkorporiert
wurde.

Auch wenn mit diesem Experiment sicher gezeigt werden konnte, dass Acetat unzersetzt in
Kotanin (2) eingebaut wird, erlauben die auf3erordentlich geringen Inkorporationsraten keine
eindeutige Antwort auf die Frage, ob Kotanin (2) hauptsachlich, beziehungsweise ausschlief3-
lich Gber einen Polyketidbiosyntheseweg synthetisiert wird.

In Pflanzen findet die Cumarinbiosynthese gewdhnlich Gber den Shikimat-Biosyntheseweg
statt.™*® Die 4-Hydroxycumarine, zu denen auch Siderin (1) gehort, bilden aber offensichtlich
eine Ausnahme. INOUE et al. wiesen fur die Biosynthese des Glucosids von 4-Hydroxy-5-
methylcumarin (150) in Gerbera jamesonii einen polyketidischen Ursprung nach, in dem sie
radioaktiv markiertes Acetat, Malonat und L-Phenylalanin verimpften.*** Wahrend bei den
Substraten fur eine polyketidische Biosynthese eine Inkorporation trotz sehr geringer
Einbauraten ([1-**C]-Acetat: 0.015 %, [2-**C]-Malonat: 0.066 %) eindeutig nachgewiesen
werden konnte, wurde bei L-[U-C]-Phenylalanin keine Inkorporation festgestellt (Einbaurate

< 0.001 %).
OGlc

N

O O
4-Hydroxy-5-methylcumarin-glucosid (150)

aus Gerbera jamesonii
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In Streptomyceten werden 4,7-Dihydroxycumarine auch aus der aromatischen Aminoséuren
Tyrosin (151) synthetisiert (Abb. 80).**

o OH
Streptomycetes NH .
2 Coumermycin A
oL == N
HO NH, HO 0o~ S0 T Novobiocin
152

Tyrosin (151)
Abb. 80: Cumarinbiosynthese aus Tyrosin in Sreptomyces.
Die Frage der oxidativen Phenolkupplung bel der Biosynthese der Bicumarine wurde in der
Literatur bisher nicht behandelt.

4.4.3 Aspergillus niger ATCC 36626

A. niger ist ein in der Natur weit verbreiteter Schimmelpilz, der auch héufig an Lebensmitteln
wie Reis, Getreide, Niissen oder Trockenfriichten gefunden wird.**® Trotzdem geht fiir den
Menschen durch A. niger nur eine geringe Gefahr aus, da der Pilz fir gesunde Menschen nicht
pathogen ist und die meisten Stamme keine giftigen Sekundarmetabolite produzieren.'
A. niger wird daher der Risikogruppe 1 zugeordnet.**” Definierte Stamme wie A. niger NRRL
3122 sind als GRAS (Generally Regarded As Safe) eingestuft und werden biotechnologisch
eingesetzt.”* A. niger ist Gegenstand zahlreicher molekularbiologischer und biotechnolo-
gischer Untersuchungen.

4.4.3.1 Kultur von A. niger ATCC 36626

Fir eigene Verfiitterungsexperimente wurde das von STOTHERS und StoessL™® fir
Verimpfungsexperimente eingesetzte Medium (Czapek Dox Medium, angereichert mit 2 %
Corn Steep Liquor) tbernommen, das im folgenden als " Standardmedium™ bezeichnet wird.
Anders als von den Autoren behauptet, war die Produktion der dimeren Cumarine damit gut
reproduzierbar.

Fir die Anzucht von A. niger wurde zundchst eine Kombination aus Schittel- und
Stehendkultur verwendet. Dabel werden die Kulturen zunéchst fir zwel Tage bei 30 °C
geschuttelt, um die Myzelbildung zu beschleunigen. Anschlief3end wird, analog zu der
Methode von STOTHERS und STOESSL, bel Raumtemperatur stehend inkubiert. Innerhalb

' Ein "geringer Prozentsatz" der Stamme verfiigt tiber die Fahigkeit Ochratoxin A zu produzieren.**®
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weniger Tage bildet sich an der Oberflache eine geschlossene Myzelschicht aus, Sporen
werden gebildet und Bicumarine konnen nachgewiesen werden. Unter diesen Kultur-
bedingungen wurde das erste Verfltterungsexperiment erfolgreich durchgeftihrt. Weitere
Untersuchungen zeigten aber, dass die Biosynthese von Bicumarinen deutlich gesteigert wird,
wenn die Kultur von Anfang an auf eine erhdhte Sporenbildung ausgerichtet ist. Daher wurde
auf die Schittelphase verzichtet und in Zellkulturflaschen (siehe Fotos in Abb. 82) inkubiert,
die eine maximale Oberfléche gewahrleissen (Abb. 81). Fur die Cumarinausbeute ist es
unwesentlich, ob die Kulturen bei Raumtemperatur (20 °C - 25 °C) oder bei 30 °C inkubiert
wurden. Allerdings ist das Wachstum bei h6herer Temperatur stark beschleunigt. Typische
Produktkonzentrationen sind: Kotanin (2) 10 mg / |, Desmethylkotanin (61) 1 mg/ |, Orlandin
(62) 5mg/ |. Wegen der geringen Konzentrationen und mangels eines exakten UV-Essays ist
eine exakte Bestimmung der Ausbeuten fir Desmethylkotanin (61) und Orlandin (62)
alerdings nur schwer maglich.

mAUY

250

200/

150

100

Orlandin
3.095
Desmethylkotanin

4.922

Kotanin

9.697

504

04

mAU,

— — — — — — ———
0 2 4 6 8 10 12 14 mih

Abb. 81: Vergleich der Cumarinausbeuten. Oben: Stehendkultur in Erlenmeyerkolben mit vorgeschalteter
zweitégiger Schittelphase (2 d 30 °C, anschliefRend 8 d Raumtemperatur). Unten: Stehendkultur in Zellkultur-
flaschen (10 d, 30 °C).

Fur Stehendkulturen wurde der zeitliche Verlauf der Cumarinproduktion untersucht. Es
konnte dabei gezeigt werden, dass die Bicumarinbiosynthese mit der Bildung der schwarz-
braunen Konidien assoziiert ist, und nicht proportional zum Myzelwachstum verlauft (Abb.
82).1*® Die Produktion der Cumarine setzt nach zwei Tagen ein und ist nach vier Tagen so gut
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wie abgeschlossen, wahrend die Myzelmasse schon nach etwa zwei Tagen konstant bleibt.
Auf eine Zugabe der monomeren Cumarine kann daher wahrend der ersten Kulturphase
verzichtet werden, wenn nicht auszuschlief3en ist, dass die Substanzen chemisch instabil sind,
sich am Gefdl3rand abscheiden, von den Pilzen zersetzt werden oder deren Wachstum storen.
Die Aufarbeitung kann frihestens dann erfolgen, wenn keine auf3erliche Veranderung des
Myzels mehr zu beobachten ist, also nach etwa funf Tagen.

5000 16
|
..“ .............. ....................................MX?.‘?.' ............................. I 14
4000 - Kotanin
:. ....................................................... L 12 E
o - o - Orlandin * =
g e e e, [ 10
£ 3000 - ° S
2 K o o)
£ o KRR [} 8 =
O 2000 - Y &
o B A Desmethylkotanin 16 &
T :0 .0:0". ------------------------------------------------------------- ‘ E
N A 1, s
10004 ® . @
A 42
0:’ ® .-““‘
0 - £ . . . . . 0
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Zeit [d]

Abb. 82: Wachstum und Cumarinproduktion von A. niger Stehendkulturen in Zellkulturflaschen bei 30 °C.

Bei den monomeren Cumarinen, die an Aspergillen verimpft werden sollen, handelt es sich
um kaum wasserldsliche Feststoffe. Um eine gleichméiige Verteilung im Medium und eine
Aufnahme durch den Pilz zu ermdglichen wird ein Loéslichkeitsvermittler benotigt. Eine
gangige Verbindung hierfir ist das stark polare, wasserlésliche und nicht toxische Losungs-
mittel Dimethylsulfoxid (DM SO). Kulturen mit 2 % DMSO zeigen, dass weder Pilzwachstum
noch Cumarinbiosynthese durch den Zusatz des LoOsungsmittels signifikant beeinflusst
werden. Allerdings wird die Pigmentierung der Konidien teilweise inhibiert, so dass die
Kulturen hellbraun statt braunschwarz geférbt sind. Eine deutliche Geruchsentwicklung zeigt
auf3erdem, dass DM SO teilweise metabolisiert wird. Auch die Anwesenheit von erheblichen
Mengen Dihydroxycumarin 60 (50 mg / 100 ml Medium), gelost in 2 ml DMSO, wirkt sich
nicht negativ auf das Wachstum von A. niger aus.
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4.4.3.2 Erstes Verfiitterungsexperiment: [2-*3C]-Dihydroxycumarin
OH

X
HO (;i %0
Bc-60
[2-3C]-Dihydroxycumarin **C-60' wurde als Substrat fir ein erstes Verimpfungsexperiment
an A. niger ausgewahlt, weil es metabolischer Vorléufer aller Bicumarine sein sollte, wenn
ein polyketidischer Ursprung vorausgesetzt wird. Dartiber hinaus verfugt es Uber die beste
Wasserloslichheit von alen Siderinderivaten. In Anlehnung an die Experimente von

STOTHERS und STOESSL*?

wurde die Verbindung nicht von Beginn an zum Medium
zugegeben, sondern in zwel Schritten unmittelbar vor und wéhrend der Cumarinbiosynthese
verimpft. Da die verimpfte Substanz **C-60 leicht verfiigbar und fiir A. niger nicht toxisch ist,
konnte eine relativ hohe Gesamtkonzentration im Medium von 15 mg / 100 ml (0.78 mM)
eingestellt werden. Es wurden vier 100 ml-Kulturen angelegt, so dass insgesamt 60 mg
Substrat in 400 ml Medium verfittert wurden. Durch die Anzucht in Schittelkultur konnte,
zumindest nach der ersten Verimpfung, eine vollstdndige Verteilung des Substrats im
Medium gewdhrleistet werden. Zum Zeitpunkt dieses ersten Experiments war nur eine
Methode zur Isolierung von Kotanin (2), nicht aber der Derivate Desmethylkotanin (61) und
Orlandin (62) etabliert. Um eine moglichst hohe Ausbeute an Kotanin (2) zu erhalten wurden
die Hydroxyderivate im Rohextrakt vor der Aufreinigung mit Dimethylsulfat methyliert. Es

wurden 1.8 mg Kotanin (2) isoliert und NMR-spektroskopisch untersucht (Abb. 83).
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' Alle *C-markierten Substrate wurden mit Reagenzien mit éinem *C-Gehalt > 99 % dargestellt.
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Abb. 83: 3C-NMR-Spektren von Kotanin (2) aus A. niger bel Verfiitterung mit **C-Dihydroxycumarin *C-60

(oben) und ohne Verfitterung (unten); CDCl3, 75 MHz.

Die stark erhohte Intensitét des “*C-NMR-Signals der Carbonylgruppe von Kotanin (2) aus
dem Verfitterungsexperiment belegt eindeutig den selektiven Einbau der verimpften
Substanz *3C-60. Auch im Massenspekrum ist eine erhdhte Intensitét fir die |sotopenpeaks
M+1 und M+2 erkennbar (Abb. 84).

100 ~
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Abb. 84: Schematische Dargtellung der Pesks M* (438) und M™ - OCH; (407) sowie der zugehorigen
| sotopenpeaks M+1, M+2 aus den Massenspekren von Kotanin (2). Es wurden die Héhen der Linien im Massen-
spekrum bestimmt. Den Hauptpeaks (438 und 407) wurde dabei jewelils die Intensité 100 zugeordnet.

4.4.3.3 Zweites Verfiitterungsexperiment: [2-*C]-Desmethylsiderin

HO o~ ~o

Als zweite Verbindung wurde [2-*C]-Desmethylsiderin (**C-58) an A. niger verfiittert.
Hierfir wurde die Inkubation in Zellkulturflaschen bei konstant 30 °C durchgefihrt, bel der
eine deutlich bessere Ausbeute an Cumarinen erzielt wird. Sonst wurde das Experiment
analog zum ersten durchgefiihrt. Auf eine Methylierung des Rohextrakts wurde verzichtet.
Durch Aufreinigen wurden 4.5 mg einer nicht ganz reinen Kotaninfraktion erhalten, die
NMR-spektroskopisch untersucht wurde. Auch hier belegt die stark erhohte Intensitét des
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Carbonylsignals den Einbau des verfitterten Monomers. Die Einbaurate ist geringfigig
geringer als beim ersten Experiment (siehe zu Einbauraten auch S. 97).
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Abb. 85: ®C-NMR-Spektren von Kotanin (2) aus A. niger bel Verfiitterung mit [2-*C]-Desmethylsiderin
(**C-58) (oben) und ohne Verfiitterung (unten); CDCl3, 75 MHz.

4.4.3.4 Drittes Verfiitterungsexperiment: [2-3C, 7-O'CH3]-Siderin

O/

13
o =0
13C2_1

HSlsc\

Die ergten beiden Markierungsexperimente belegen, dass A. niger in der Lage ist mehr als nur
ein Substrat in Kotanin (2) zu inkorporieren. Fur spatere Untersuchungen an genetisch
veranderten Pilzen ist es aber notwendig zu wissen, welches der Cumarine unmittelbares
Substrat des Phenolkupplungsschritts ist, das heif3t ohne vorherige biosynthetische
Modifikation dimerisiert werden kann. Um hiertiber Informationen zu erhalten, wurden
Experimente mit doppelt markierten Verbindungen durchgefiihrt. In diesem Experiment
wurde Siderin verfiittert, das an C-2 und zusétzlich an der Methoxygruppe an C-7 *C-
markiert ist (**C,-1). Die Durchfiihrung erfolgte analog zu Experiment 2. Durch eine
verbesserte Methode zu Aufreinigung der Rohextrakte war es diesmal prinzipiell moglich alle
drel Bicumarine nebeneinander zu isolieren, alerdings blieben die Ausbeuten aul3erordentlich
gering. Insgesamt wurden 0.5 mg Kotanin (2) und 0.3 mg Orlandin (62) isoliert;
Desmethylkotanin (61) konnte nicht identifiziert werden. Die Bestimmung der Ausbeuten
erfolgte durch Messung der UV-Absorption in Lésungen. Die geringen Ausbeuten lassen sich
zum einen durch die deutlich erschwerte Aufreinigung der Verbindungen neben grof3en



4. Spezieller Teil 921

Mengen an verimpften Siderin (**C,-1) erklaren, zum anderen ist aber auch eine inhibierende
Wirkung des Substrats **C,-1 auf die Synthese von Bicumarinen nicht auszuschlieen. Neben
den in A. niger nattrlich vorkommenden Bicumarinen wurden auch erhebliche Mengen an
3C-markiertem Desmethylsiderin (**C-58) isoliert, welches durch regioselektive De-
methylierung der Methoxygruppe an C-7 des Siderins (**C2-1) entstanden ist (17 mg **C-58,

30 % des verimpften Siderins (*3*C,-1)). Die Hydrolyse aromatischer Ether durch A. niger ist

139 140

aus der Literatur— bekannt und wurde sogar schon fur eine Racematspaltung eingesetzt.
Prinzipiell lassen sich natirrliche Metabolite, die wegen ihrer geringen Konzentration bei der
Aufreinigung leicht Ubersehen werden konnten, durch Verfltterung der isotopenmarkierten
Verbindung nachweisen, in dem nach der Aufreinigung eine "Verdiinnung" des |sotopen-
gehalts festgestellt wird. Ein Nachweis von Desmethylsiderin (58) als Sekundarmetabolit in
A. niger war aber wegen der sehr groRen Mengen an *C-markiertem Desmethylsiderin (**C-
58) (**C-Gehalt > 99 %) nicht mdglich. Zusétzlich wurden 38 mg (63 %) des verimpften
Siderins (**C-1) unveréandert zuriickerhalten. Die Bicumarine wurden NM R-spekroskopisch

untersucht (Abb. 86 und Abb. 87).
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Abb. 86: *C-NMR-Spekiren von Kotanin (2) aus A. niger be Verfiitterung von [2-°C, 7-O*CH]-Siderin
(**C»-1) (oben) und ohne Verfiitterung (unten); CDCl3, 75 MHz.
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Abb. 87: *C-NMR-Spektrum von Orlandin (62) aus A. niger bei Verfiitterung mit [2-**C, 7-O"CH]-Siderin
(*C»-1); DMSO-ds, 75 MHz.

Im *3*C-NMR-Spekrum von Kotanin (2) aus Experiment 3 fallt auf, dass die I ntensitat nur fir
das Carbonylsignal, nicht aber fir das Signal der Methoxygruppe bei 56.4 ppm signifikant
erhoht ist, obwohl beim verimpften Siderin (*3C,-1) die entsprechende Methoxygruppe
ebenfalls *C-markiert ist. Das bedeutet, dass nicht Siderin (*3C»-1) selber, sondern ein
7-Hydroxyderivat in die dimeren Cumarine inkorporiert wurde (Abb. 88). Unklar ist dabei, ob
Desmethylsiderin (**C-58) zum Orlandin (62) dimerisiert wird, oder ob der Weg Uber
Dihydroxycumarin *3C-60 und dessen Kupplungsprodukt 153 gegangen wird.

OH o~ o~
Bei Verfitterung
A ? X von Siderin X
B BCsn (30 %) Hi™Co 2Cy
HO o~ o HO o~ o O 0~ 0
3c-60 Desmethylsiderin(:3C-58) Siderin (13C,-1)
OH o~ o~
N AN X
* *
HO 0" o ? HO 0" Yo o 0" o
—_— —_——
HO O 0L 20 HO 0._0 _O 0.0
* *
_ ® nass
= *13C-Anreicherung
OH O .o\
153 Orlandin (62) Kotanin (2)

Abb. 88: Mdgliche Biosynthesawege fir Kotanin (2).
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4.4.3.5 Viertes Verfutterungsexperiment: [2-*C, 4-O**CHjs]-Desmethylsiderin

13CH;

HO o~ o

Um weitere Klarheit Uber das in Abb. 88 skizzierte Biosynthesemuster zu erhalten wurde ein
Verimpfungsexperiment mit Desmethylsiderin durchgeftihrt, welches an C-2 und zusétzlich
an der Methoxygruppe an C-4 *C-markiert war (*C,-58). Die Durchfiihrung erfolgte analog
zum vorherigen Versuch. Der Rohextrakt wurde Gber HPL C analysiert. Durch Integration der
Peaks wurde der Gehalt an Bicumarinen zu 1.7 mg Kotanin (2) und 0.8 mg Desmethylkotanin
(61) in 400 ml Kulturmedium bestimmt (der letzte Wert ist aufgrund der indirekten
Kalibrierung nur ein Schatzwert).

mAUl verfuttertes 8.355

1208 Desmethylsiderin

1006

800

600) Orlandin
400 8.940 Kotanin
Desmethylkotanin 23.187
209 16.520 Area: 3844
J\Area: 1810 k
0+ T

T T T T T T
0 5 10 15 20 25 min

Abb. 89: HPLC-Analyse des Rohextrakts aus Verfiitterungsexperiment 4 (Volumen Rohextrakt (Chloroform) =
20 ml aus 400 ml Kulturmedium).

Nach Aufreinigung wurden 1.4 mg Kotanin (2), 0.4 mg Desmethykotanin (61) und 1.9 mg
Orlandin (62) erhalten (Mengenbestimmung tber UV-Absorption), die NMR-spektroskopisch
untersucht wurden. Anders als beim vorherigen Experiment, wurde diesmal eine **C-Anrei-
cherung sowohl in der Carbonylgruppe als auch in der Methoxygruppe an C-4 beobachtet
(Abb. 90). Fir diese konnte durch Integration des *Jcy-gekuppelten Signals im *H-NMR-
Spektrum die Einbaurate bestimmt werden ( Abb. 91). Es wurden folgende Einbauraten
bestimmt: Kotanin (2) 16 %, Desmethylkotanin (61) 30 % und Orlandin (62) 40 %.

' Die 2Jcy-Kopplung des Wassserstoffs an C-3 mit dem carbonylischen Kohlenstoff ist wegen der der geringen
Kopplungskonstante bei keinem der untersuchten Cumarine aufgel 6st.
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Abb. 90: NMR-Spektren der *C-markierten 8,8-Bicumarine aus Verimpfungsexperiment 4; 75 MHz, CDCl;
bezi ehungsweise DM SO-ds bel Orlandin (62).

Die fur Sekundédrmetabolite sehr grof3en Werte lassen sich zum Teil durch die hohe

Substratkonzentration (0.72 mmol / |) erklaren. Bemerkenswert ist, dass die Einbaurate vom
Orlandin (62) zum Kotanin (2) hin abnimmt. Schlief3t man andere Biosynthesewege zu
Kotanin (2) und Desmethylkotanin (61) als eine Dimerisierung von 58 (oder auch 60) und

anschliefende Methylierung aus, kann diese Beobachtung wie folgt erklart werden: In der

frihen Phase der Orlandinsynthese wird hauptséchlich endogenes Monomer 58 umgesetzt,



4. Spezieller Tell 95

Kotanin

3.79

16 %
Kupplung

3.92

146.0 Hz

| |
0.477 5.089 6.022 0.477
T

L N e R
4.20 4.15 4.10 4.05 4.00 3.95 3.90 3.85 3.80 3.75 3.70 3.65 3.60
Chemical Shift (ppm)

Desmethylkotanin

3.81

3.92: 30 % Kupplung 146.1 Hz
o
3.94: 29 % Kupplung 146.4 Hz § %
\

0.46 0.50 2.38 2.48 3.26 0.500.65

4.20 4.15 4.10 4.05 4.00 3.95 3.90 3.85 3.80 3.75 3.70 3.65 3.60
ppm
Orlandin

40.0 % Kupplung

3.94

146.8 Hz

0.13 1.27 3.75 1.46

4.3 4.2 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 35

Abb. 91: 'H-NMR-Spektren der *C-markierten 8,8-Bicumarine aus Verimpfungsexperiment 4; 75 MHz, CDCl;
bezi ehungsweise DM SO-ds bel Orlandin (62).

madglicherweise weil das markierte Substrat aufgrund von Transportbarrieren die Komparti-
mente der Zelle, in denen die Katalyse stattfindet, noch nicht erreicht hat. Das wenig **C-
angereicherte Orlandin (62) wird weiter zu Desmethylkotanin (61) und Kotanin (2) umge-
setzt, wahrend es gleichzeitig aus inzwischen starker *C angereichertem Monomer 58
nachgebildet wird. Die Beobachtung zeigt auf3erdem, dass zwischen den drel dimeren
Metaboliten kein schnelles, dynamisches Gleichgewicht vorliegen kann.

Die Experimente 3 und 4 belegen eindeutig, dass Desmethylsiderin (58) oxidativ zum
Orlandin (62) gekuppelt wird. Es bleibt die Frage, ob nicht parallel dazu auch eine oxidative
Phenolkupplung des Dihydroxycumarins 60 stattfindet. Wére dies in grof3erem Mal3stab der
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Fall, wére die *3C-Einbaurate fir die 4-Methoxygruppe durch "Verdiinnung" mit nicht
markierten, endogenen Methylgruppen geringer als die des Carbonylkohlenstoffs. Das heilt,
die Intensitdt des *C-NMR-Signals der 4-Methoxygruppe wére im Vergleich zu dem der
Carbonylgruppe verringert. Fir nicht markiertes Kotanin (2) betr&gt unter den standard-
maRigen *C-Messbedingungen (Relaxationszeit D2 = 2 s) das Verhdltnis der Integrale |
dieser Signale l1-ome/ Ico = 2.6. Bei Kotanin (2) aus diesem Verimpfungsexperiment liegt der
Wert trotz zahlreicher Messungenauigkeiten mit l4.ome/ lco = 2.5 im selben Bereich. Nimmt
man an, dass 15 % des an der Carbonylgruppe markierten Kotanins (2) Uber Dihydroxy-
cumarin 60 biosynthetisiert wirde, lage der Wert mit ls.ome / lco = 2.2 bereits deutlich
geringer (ausgehend von lsome / lco = 2.6 fir identische **C-Anteile). Es kann daher
ausgeschlossen werden, dass grof3ere Anteile des Bicumarins tber diesen Weg synthetisiert
wurden. Andererseits kann der Biosyntheseweg auch nicht vollstandig widerlegt werden.
Unklar bleibt in diesem Zusammenhang auch, ob A. niger tUberhaupt Uber eine enzymatische
Aktivitat verfugt, um das verfiitterte Desmethylsiderin (**C2-58) zum Dihydroxycumarin
13C-60 zu hydrolysieren (vgl. Abb. 88).

Von alen drei Bicumarinen wurde die absolute Konfiguration CD-spektroskopisch als (P)
identifiziert (siehe dazu auch Abschnitt 4.3.4.2, S. 73). Damit wurde gezeigt, dass bel der
Biosynthese der Bicumarine in A. niger der Phenolkupplungsschritt — und nicht etwa wie bei
A. alliaceus die anschliefiende O-Methylierung — die Stereoselektivitéat bestimmt.

4.4.3.6 Schlussfolgerungen aus den Markierungsexperimenten 1 — 4

Biosyntheseweg von Kotanin

Aus den Verimpfungsexperimenten 1 - 4 kann unter Berlcksichtigung der Arbeiten von
STOTHERS und StoEssL,** die fir Kotanin (2) einen polyketidischen Ursprung nachgewiesen
haben, ein Biosyntheseschema wie Abb. 92 in erstellt werden. Dihydroxycumarin 60 ist
priméres Produkt des Polyketid-Biosyntheseschritts und wird zu Desmethylsiderin (58) O-
methyliert. Esfolgt ein stereoselektiver oxidativer Phenolkupplungsschritt zum Orlandin (62),
das Uber Desmethylkotanin (61) zu Kotanin (2) methyliert wird.
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Polyketld Biosynthese 19z

D%methylﬂdenn (58) Siderin (1)

Weg?2 | 2 Weg 1 Weg3 ==

Orlandin (62) Kotanin (2)
132

Abb. 92: Aus den Markierungsexperimenten 1 - 4 und Arbeiten von STOTHERS und STOESSL ™ postulierter

Biosynthesaweg fur Kotanin (2).

Alle drei monomeren Cumarine 60, 58 und 1 werden in die Dimere inkorporiert. Siderin (1)
alerdings erst nach Hydrolyse der Methoxygruppe an C-7, weshalb Weg 3 ausgeschlossen
werden kann (Experiment 3). Desmethylsiderin (58) wird unzersetzt in Orlandin (62) und die
anderen Bicumarine, 61 und 2, eingebaut, wodurch Weg 1 bewiesen wurde (Experiment 4).
Die oxidative Kupplung von Dihydroxycumarin 60 (Weg 1) kann nicht vollig ausgeschlossen
werden. Allerdings kann weder das Monomer 60 noch das entsprechende Bicumarin 153
nachgewiesen werden. Von den Monomeren ist nur Desmethylsiderin (58), das nach
Verimpfung von Siderin (1) in grof3erer Menge durch regioselektive Demethylierung entsteht,
nachweisbar. Es ist anzunehmen, dass diese in vielen Aspergillen nachweisbare Reaktion
nicht in die natlrliche Biosynthese der Bicumarine involviert ist. Verfittertes
Desmethylsiderin (58) wird in nachweisbarer Menge weder zu Siderin (1) methyliert, noch zu
Dihydroxycumarin 60 hydrolysiert (HPLC, vgl. Abb. 89).

Bestimmung der **C-Einbauraten

Die Intensitdt der einzelnen Signale in den *C-NMR-Spektren hangt auRer von der
13C-Konzentration in der Probe noch in hohem Maf%e von der chemischen Umgebung der
Kerne sowie den Mefbedingungen (Relaxationszeit D2) ab. Bei Messung unter Standard-
bedingungen kann daher, anders als bei *H-NMR-Spektren, nicht durch Messung der Integrale

direkt auf die Konzentration geschlossen werden. Zum Vergleich von **C-Einbauraten in
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verschiedenen Proben missen aulRerdem die unterschiedlichen Substanzkonzentrationen in
den Proben mit Hilfe eines internen Standards kompensiert werden. Dazu wurde dem Integral
des Signals der Methylgruppe (C-10), firr die kein **C-Einbau zu erwarten ist, in jedem
Spektrum willkdrlich der Wert 1 zugeordnet. In Abb. 93 sind die so erhatenen relativen
Intensitéten (Integrale) der NMR-Spekten von Kotanin (2) aus den Experimenten 1-4 grafisch
dargestellt.

Markierungsexperimente mit **C-markierten Monomeren

20

Einbaurate: 16 % (" H-NMR)

” 10 O/ B Kotanin Referenz
s 4 OKotanin Exp. 1
16 6 < Xxy3 _ |OKotanin Exp. 2
1 - sa 2 B Kotanin Exp. 3
14 \O O O__|BKotanin Exp. 4

12

10

relative Intensitat

o [T il T e,
10 11 9 3 8 4a 6 5 8a 7 2 4
Kohlenstoffatom-Nr.

Abb. 93: Relative Intensitdten der Signale im C-NMR-Spektrum von Kotanin (2) aus den Markierungs-
experimenten 1-4. Die Signale sind nach der chemischen Verschiebung geordnet. Die entsprechenden Zahlen-
werte sind im Experimentellen Tell auf Seite 163 aufgefiihrt.

Im Vergleich der Carbonylgruppen (C-2) fallt die besonders hohe Intensitéat bei Experiment 4
auf. Die Ursache dafUr ist nicht ganz klar. Moglicherweise war das Myzel zum Zeitpunk der
Verimpfung bei diesem Experiment noch nicht so weit entwickelt wie sonst, so dass eine
bessere Verteilung des Substrats im Medium und damit ein besserer Einbau moglich war.

In Experiment 4 konnte tiber die im *H-NMR-Spekrum gut aufgeléste *Jc-Kopplung an der
Methylgruppe von C-9 die **C-Einbaurate zu 16 % fiir Kotanin (2) bestimmt werden. Mit
diesem Wert, dem natiirlichen *3C Anteil (1.1 %) bei nicht markiertem 2 sowie der Nullstelle
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als Fixpunkt kann eine lineare Regression fur die gemessenen Signalintensitéten vorge-
nommen werden. Dies fuhrt aber zu nur zu korrekten Werten, wenn folgende Vorraus-
setzungen erflllt sind:

1. In Experiment 4, das as Referenz dient, muss die **C-Einbaurate an der Carbonyl-
gruppe identisch mit der Einbaurate an der Methoxygruppe sein (siehe dazu auch die
Diskussion im Abschnitt 4.4.3.5, S. 96).

2. Die Beziehung zwischen **C-Konzentration an einer Position und relativer Signal-
intensitét muss linear sein.

Dartiber hinaus bieten zwei Messpunkte zuztglich Nullpunkt keine ausreichende Moglichkeit
zur Bestimmung von statistischen oder systematischen Fehlern. Wegen dieser Unsicherheiten
dirfen Uber Regression bestimmte Einbauraten nur als Schétzwerte betrachtet werden.

Die Einbauraten ergeben sich damit wie folgt:

Kotanin (2) | Desmethyl- | Orlandin (62)
kotanin (61)
Experiment 1 9% - -
Experiment 2 7% - -
Experiment 3 9% - 11 %
Experiment 4 16 % 30 % 40 %

Tabelle 5: Einbauraten aus den Verimpfungsexperimenten mit **C-markierten, monomeren Cumarinen, ermittelt
aus ®C-NMR-Spektren. Die mit * gekennzeichneten Werte wurden (iber lineare Regression ermittelt und diirfen
wegen zahlreicher Fehlerquellen nur a's Schatzwerte betrachtet werden. (Kotanin: E [%] = 2.14 xI; Orlandin: E
[%] = 1.78 xI. Mit E: Einbauraten fir Carbonyl-C, | =relatives Integral.)

4.4.3.7 Verfitterung von [1,2-*C,]-Acetat an A. niger ATCC 36626

StoTHERs und SToessL** haben einen Einbau von [1,2-°C]-Acetat in Kotanin (2)
nachweisen koénnen und daraus auf einen polyketidischen Ursprung des Bicumarins
geschlossen. Allerdings waren die beobachteten Einbauraten so gering, dass nicht
ausgeschlossen werden kann, dass die Inkorporation nur durch eine biosynthetische
Nebenaktivitéat stattgefunden hat. Aus diesem Grunde sollte der Einbau durch eigene
Experimente Uberprift werden. Die Durchfihrung erfolgte analog zu den Verfitterungs-
experimenten 2-4 und unterschied sich damit nur geringfigig von dem in der Literatur

' Eine relativ frilhe Verimpfung (nach 24 h) fiihrt auch bei 1 mi-Kulturen zu sehr hohen Kotanin-Konzen-
trationen, die wahrscheinlich durch verstérkten Einbau erreicht werden.
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beschriebenen Experiment.' Verfiittert wurde nach 24 h und 48 h Kultur jeweils 1 ml einer

200 mM Natrium-[1,2-*3C,]-Acetatldsung, so dass die Endkonzentration im Medium 4 mM

war. Nach Aufarbeitung wurde das isolierte Kotanin (2) (» 6 mg) NMR-spektroskopisch

untersucht. Im **C-NMR-Spektrum konnte weder eine “J.-Kupplung noch eine Intensitats-
zunahme einzelner Signale im Vergleich zur Referenz festgestellt werden. Auch ein

CC-INADEQUATE-Experiment’ zeigte keine C-C-Kopplung auf. Eine Wiederholung des

Verfitterungsexperiments fuhrte zum selben Ergebnis. Zusdtzlich wurden einige der von

A. niger in grof3en Mengen produzierten griin-gelben Farbstoffe isoliert und NMR-spektros-

kopisch untersucht. Geht man davon aus, dass zumindest einzelne dieser Verbindungen

polyketidischen Ursprungs sind, kann eine Aufnahme von Acetat durch A. niger unter

Umstanden Uber einen Einbau in diese Sekundarmetabolite nachgewiesen werden. Allerdings

wurden auch hier keine auffélligen Signale gefunden, so dass nicht auszuschlief3en ist, dass

A. niger unter den gewadhlten Kulturbedingungen kein oder nur auf3erst geringe Mengen

Acetat aufnimmt. Fir weitere Versuche sind folgende Moglichkeiten denkbar:

1. Variation der Kulturbedingungen, zum Beispiel niedrigere Temperatur oder Kultur in
Minimal medium.

Verfiitterung von **C-markiertem Malonat anstelle von Acetat.

3. Versuche zu dternativen Biosyntheseschritten wie der Methylierung. Methionin wird im
Organismus unter anderem zu S Adenosylmethionin (SAM) umgewandelt, das in der
Biosynthese als Methylierungsmittel dient. Bei einer Verimpfung von **C-markiertem
Methionin sollte ein Einbau nur in die Methoxygruppen, nicht aber die Methylgruppen an
C-5 und C-5' von Kotanin (2) erfolgen, da diese bei einer Polyketid-Biosynthese aus
Acetat-Einheiten gebildet werden.

4.4.4 Untersuchung anderer Aspergillus-Stamme

Fur molekularbiologische Arbeiten ist es notwendig einen mit Aspergillus niger nah
verwandten Wirtsstamm zu finden, der nicht in der Lage ist Cumarine zu synthetisieren,
beziehungsweise den oxidativen Phenolkupplungsschritt zu katalysieren. Dazu wurden

' Die Autoren geben dabei allerdings keine Temperatur an. Aus der Beschreibung des Wachstums von A. niger
kann aber gefolgert werden, dass die Kultur bel Raumtemperatur erfolgte. Der eigene Versuch wurde be 30 °C
durchgefiihrt.

' 75 MHz, aufgenommen an einem Varian Unity-300 NMR-Spektrometer der Universitét Freiburg.
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Stamme der Spezies A. niger, A. nidulans und A. fumigatus untersucht. Daneben wurde der in
der Literatur als Desertorin-Produzent beschriebene Stamm von Emericella desertorum auf

Cumarinbiosynthese untersucht.'?®

Soweit nicht anders beschrieben, wurden die Kultur- und
Verimpfungsexperimente wie bei A. niger ATCC 36626 durchgefuhrt. Die Rohextrakte

wurden Uber HPLC analysiert.

4.4.4.1 Aspergillus niger

A. niger NRRL 3122 (= ATCC 22343)

A. niger NRRL 3122 ist von besonderem Interesse, weil er als Ausgangsstamm der von der
Firma DSM, Niederlande, verwendeten Produktionsstamme gut untersucht ist und das Genom
vollstandig sequenziert wurde (vgl. Abschitt 4.5.4.1, S. 119).

Die aus Experimenten mit A. niger NRRL 3122 erhaltenen HPL C-Chromatogramme sind in
Abb. 94 gezeigt. Im Rohextrakt ohne Verimpfung konnten keine Cumarine nachgewiesen
werden. Bei Inkubation mit Desmethylsiderin (58) wurde neben der verimpften Substanz ein
weiterer intensiver Peak mit &hnlicher Retentionszeit und dhnlichem UV-Spektrum beobachtet.
Die Vermutung, dass es sich hierbei um Orlandin (62) handelt, lief3 sich durch Behandlung
des Extrakts mit Dimethylsulfat belegen. Im HPLC-Chromatogramm des teilweise

A. niger NRRL 3122

mAU

200

150

100
50

21.177

1.852
2.332
3.093
5.349

(keine Cumarine identifizierber (UV))

T T T ! T
10 15 20 25 min

<
E ‘J
mAU § 3
2000 1 .
1500 \ 5
1000 7 c’E
500 3 Orlandm DesmethyIS|der|n N
0 = T T T T —
5 10 15 20 _ 25 min
o]
mAU
1500 H X
1000 7 < g o oo
@  Desmethylkotanin o
] 2 2
500 '\'/ q/ Kotanin
0 T . T ! T
0 5 10 25 min

mAU 3
1250

1000
750
500
250

I

ﬁn

Slderm

t3.839 3.830
4.148 %4_122

%610 2.472

q
o=

T T T
5 10 15 20 25 min

Abb. 94: HPL C-Chromatogramme aus V erfitterungsexperimenten mit A. niger NRRL 3122 (100 ml-Kulturen).
Von oben: 1. Rohextrakt ohne Verimpfung; 2. Verimpfung von Desmethylsiderin (58); 3. Verimpfung von
Desmethylsiderin (58) und teilweise Methylierung des Rohextrakts, 4. Verimpfung von Siderin (1). (Man
beachte die unterschiedlichen Skalierungen auf der Intersitdtsachse, besonders bei der Analyse des Rohextrakts
ohne Verfitterung).
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methylierten Produktgemischs sind neben Siderin (1) auch zusétzlich Desmethylkotanin (61)
und Kotanin (2) erkennbar. Kotanin (2) wurde Uber praparative Dinnschichtchromatographie
isoliert (ca. 0.2 mg, Konzentrationsbestimmung tber UV) und *H-NM R-spektroskopisch
Uberpruft. Ein CD-Spektrum belegt eindeutig die P-(+)-Konfiguration, die auch bei Kotanin
(2) aus A. niger ATCC 36626 gefunden wurde (Abb. 95). Bei Verfitterung von Siderin (1)
wurde eine Etherspaltung an der Methoxygruppe an C-7 beobachtet, so dass erhebliche

Mengen Desmethylsiderin (58) entstanden. Orlandin (62) konnte nur in minimaler Menge

gefunden werden.
40
20 —
0
De [ liber A. niger NRRL 3122
20 [— /NS durch Methylierung ge-
| f wonnenes Kotanin
---- chemisch synthetisiertes
-40 [ P-(+)-Kotanin
4 \ s \
-50
200 250 300 350

Wavelength [nm]
Abb. 95: Vergleich der CD-Spektren von Kotanin (2), das Uber eine Biotransformation mit A. niger NRRL

3122 erzeugt wurde, mit chemisch synthetisertem P-(+)-Kotanin (2). Die Abweichungen im Kurvenverlauf

sind moglicherweise auf Verunreinigungen zurtickzufihrbar.

Die Versuche belegen eindeutig, dass A. niger
NRRL 3122 Uber enzymatische Aktivitét zur

[ Cumarinbiosynthese]

stereoselektiven oxidativen Phenolkupplung von

o~ o
Cumarinen verfugt, obwohl diese monomeren /‘51 Ether-
. . g . @ N _spalung @ S
Cumarine weder biosynthetisiert noch im X0 o X0

Anschluss an die Phenolkupplung methyliert Desmethvisiderin (58) Siderin (1)

werden. Dartber hinaus stiitzen diese Ergebnisse

i . . i O/ o/
die Beobachtung aus den Versuchen mit A. niger Q @ N
ATCC 36626, dass die oxidative Phenol- @ N0 ~o N0

—H—
kupplung auf der Stufe des Desmethylsiderins H° @ OA° O @ °
(2) efolgt. Bei Verimpfung des monomeren 7 7
o< O

Dihydroxycumarins 60 an A. niger NRRL 3122 Orlandin (62) Kotanin (2)

wurden keine dimerisierten oder methylierten Abb. 96: Biosynthetische Schritte in A. niger

Cumarine identifiziert. NRRL 3122.
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A. niger N 402, N 492 und " 3014"

Fur die geplanten Transformationen von Cosmiden aus der A. niger ATCC 36626-Genbank
wird ein mdglichst nah verwandter Wirtsstamm benétigt, der weder zur Produktion von
Cumarinen noch zur oxidativen Phenolkupplung beféhigt ist. Daher wurden die Stamme
A.niger N 402, N 492 und "3014"** in 1 ml Kulturen auf biosynthetische Aktivitét
getestet.'” Rohextraktanalysen zeigten, dass N 492 und "3014" die bekannten 8,8-
Bicumarine in dahnlicher Weise produzieren wie ATCC 36626 (Abb. 97). Im Rohextrakt von
N 402 werden hingegen keine Cumarine gefunden. Auch die Konzentration an anderen

Sekundérmetaboliten, die bei 308 nm absorbieren, ist hier auf3erordentlich gering.
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Abb. 97: Rohextrakte verschiedener A. niger-Stdmmeim Vergleich; A. niger N 402 produziert keine Cumarine.

Zusétzlich wurden mit allen Stdmmen Verimpfungsexperimente mit Desmethylsiderin (58)
und Siderin (1) im 1 ml Mal3stab durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind in Abb. 98 - Abb. 100
dargestellt.
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Abb. 98: Experimente mit A. niger "3014"; oben: Rohextrakt ohne Verfitterung; Mitte: Verfitterung von

Desmethylsiderin (58); unten: Verflitterung von Siderin (1).
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Abb. 99: Experimente mit A. niger N 492; oben: Rohextrakt ohne Verfitterung; Mitte: Verfitterung von

Desmethylsiderin (58); unten: Verfitterung von Siderin (1).
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Abb. 100: Experimente mit A. niger N 402; von oben: 1. Rohextrakt ohne Verfltterung; 2. Verfltterung von
Desmethylsiderin (58); 3. Verfitterung von Siderin (1); 4. Referenz [min]: Siderin (1) [1.7]; Isokotanin A (7)
[3.6]; Desertorin C (8) [4.4]; Kotanin (2) [4.7]; Desmethylsiderin (58) [5.7]; 4-Methoxy-7-hydroxycumarin 59
[5.9]; 4,7-Dihydroxycumarin 60 [8.9].

Bei der Verfitterung von Desmethylsiderin (58) wurde fur die Stamme "3014" und N 492
eine erhebliche Zunahme der Kotaninkonzentration beobachtet. Eine quantitative Auswertung
dieser Beziehung ist schwierig, da bei den unterschiedlichen Experimenten die Werte stark
schwankten und der analytische Assay nicht immer einheitlich war. Wéhrend sich ohne
Verfutterung die Konzentrationen in den Rohextrakten bei den Cumarin-produzierenden
Stammen nicht signifikant unterschieden, fuhrte eine Verfitterung von Desmethylsiderin (58)
bei ATCC 36626 zu einem Anstieg der Konzentration etwa um den Faktor drei, wahrend bei
N 492 vier- bis siebenfach erhohte Werte zu beobachten waren. Bei allen Verfitterungs-
experimenten, die einen direkten Vergleich erlaubten (darunter zwei im 10 ml Mal3stab), war
die Kotaninkonzentration im Verimpfungsexperiment bei N 492 zwei- bis dreimal hoher als
bei ATCC 36626. Fir "3014" wurde in einem Verfitterungsexperiment eine Konzentrations-
zunahme um den Faktor 3.3 gegentiber dem nattirlichen Extrakt beobachtet. Die Experimente
zeigen, dass die verschiedenen Stdmme unterschiedlich auf die Verfitterung von Monomer 58
reagieren, obwohl ihre endogene Cumarinproduktion sehr dhnlich ist. Ein direkter Beweis fur
einen Einbau des Monomers, zum Beispiel tiber *C-Markierungsexperimente, wurde bisher
nicht erbracht.

Auffallig ist A. niger N 402. Dieser Stamm produziert keine Cumarine und ist im Gegensatz
zu A. niger NRRL 3122 auch nicht in der Lage, verimpftes Desmethylsiderin (58) oxidativ zu

124,125
al.

kuppeln. Dieses Ergebnis stimmt mit Angaben von SAMSON et Uberein, die bei dem
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zugehdrigen Wildstamm zu A. niger N 402, A. niger N 400 (= CBS 120.49, = ATCC 9029),

ebenfalls keine Bicumarinproduktion feststellten. Umso verwunderlicher ist, dass A. niger

N 492, eine Deletionsmutante von N 402, Cumarine synthetisiert.'®

N 400 DcspAl > N 402 DargB13, Dnch1> N 492

Produktion von

Bicumarinen: neint?* 12°

nein ja
DcspAl: verkirzte Konidiophoren
DargB13:  Arginin-Auxotrophie

DnicAl: Nicotinsaure-Auxotrophie

Eine befriedigende Erkléarung fur die einsetzende Cumarinproduktion bei N 492 wurde noch
nicht gefunden. Offensichtlich besteht in allen Stammen das Potential zur Cumarin-
biosynthese, doch erst in Deletionsmutante N 492 kommt es zur Expression. Trotz der
verbleibenden Unsicherheiten wurde Stamm N 402 als nicht produzierender Wirtsstamm fur
Transformationsexperimente ausgewahlt.

4.4.4.2 Aspergillus nidulans

Bei A. nidulans (Risikogruppe 1)*

wird neben der ungeschlechtlichen Fortpflanzung tber
Konidien auch ein sexueller Fortpflanzungszyklus beobachtet (Teleomorph: Emericella
nidulans). Dies erlaubte schon friih klassische genetische Untersuchungen, die in neuerer Zeit
durch zahlreiche molekulargenetische Arbeiten erganzt wurden. Eine detaillierte Genom-
karte,* die vollstandige Genomsequenz von A. nidulans FSGC-4A'* sowie zahlreiche
weitere I nformationen sind mittlerweile (iber das Internet frei zugénglich.'*®

Analog zu den vorherigen Experimenten mit A. niger wurden die Stdmme A. nidulans FGSC
A26, R21 und WG 355 untersucht. Die Rohextrakte dieser Stamme ergaben im HPLC-
Chromatogramm ein dhnliches Muster. Die Ergebnisse fir FGSC A26 sind in Abb. 101
dargestellt. Endogene Cumarine konnten nicht nachgewiesen werden. Auch bel Verfitterung
von Desmethylsiderin (58) wurde keine Metabolisierung festgestellt. Lediglich vom Siderin
(1) wurde, wie bei anderen Aspergillen auch, die Methoxygruppe an Position 7 teilweise
hydrolysiert. A. nidulans ist daher als inaktiver Wirtsstamm fur Transformationsexperimente

prinzipiell geeignet.
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Abb. 101: Rohextrakte von A. nidulans FGSC A26; von oben: 1. Rohextrakt ohne Verfitterung;
2. Verfltterung von Desmethylsiderin (58); 3. Verfutterung von Siderin (1); 4. Referenz [min]: Siderin (1) [1.9];
Isokotanin A (7) [4.5]; Desertorin C (8) [5.3]; Kotanin (2) [5.5]; Desmethylsiderin (58) [6.4]; 4-Methoxy-7-
hydroxycumarin 59 [6.6]; 4,7-Dihydroxycumarin 60 [9.5].

4.4.4.3 Aspergillus fumigatus

A. fumigatus ist ein in der Nautur haufig vorkommender filamentdser Pilz, der beim
Menschen besonders im Zusammenhang mit allergischen Erkrankungen Beschwerden
verursachen kann. Bel starker Immunsuppression kann es zu lebensgefahlichen Infektionen
(Aspergillosen) kommen. A. fumigatus wird daher gemald Biostoffverordnung der Risiko-
gruppe 2 zugeordnet, und Arbeiten durfen nur in Laboren der Schutzstufe 2 (S2) durchgefihrt

werden.?’

Wegen seiner klinischen Relevanz war A. fumigatus Gegenstand zahlreicher
genetischer Studien und ist fir molekularbiologische Untersuchungen gut erschlossen.**’
Derzeit wird das Genom von A. fumigatus AF 293 (= FGSC A1100) sequenziert. Bereits
bekannte Sequenzen sind Uber das Internet frei zuganglich.**®

Analog zu den vorherigen Experimenten wurden die Stamme A. fumigatus ATCC 46645 und
AF 293 untersucht. Die Kultur erfolgte bel 37 °C und konnten daher schon nach sieben Tagen
beendet werden. Die Rohextrakte der beiden Stamme zeigen im HPLC-Chromatogramm ein
vergleichbares Muster. Die Ergebnisse fir ATCC 46645 sind in Abb. 102 dargestellt. Wie
zuvor bei A. nidulans konnten auch bei A. fumigatus weder endogene Cumarine noch eine
Kupplung verfitterter Monomere nachgewiesen werden. Lediglich bei Verimpfung von
Siderin (1) wurde die bekannte Spaltung der Methoxygruppe an Position 7 beobachtet.
A. fumigatus ist daher als inaktiver Wirtssamm ebenfalls fur Transformationsexperimente

geeignet.



108 4. Spezieller Teil

o]

E o
mAU| o
o

O
'\ﬁIi
(0] O O

Siderin

0.915

©
0
«@
o

0 2 4 6 8 min

Abb. 102: Rohextrakte von A. fumigatus ATCC 46645. Oben: ohne Verflitterung; Mitte: Verfitterung von
Desmethylsiderin (58); unten: Verflitterung von Siderin (1).

4.4.4.4 Emericella desertorum

Emericella desertorum CBS 653.73 wird in der Literatur als Produzent der Desertorine A, B
und C beschrieben.*® Fiir eigene Untersuchungen wurde der Stamm analog zu A. niger in
1 ml Ansétzen kultiviert und anschlief3end analysiert (Abb. 103).
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Abb. 103: Extrakte aus E. desertorum. Oben: Rohextrakt ohne Verimpfung (Banden, deren UV -Spektren denen
der bekannten Cumarine gleichen, wurden mit Pfeilen markiert.); Mitte: Verimpfung von Siderin (1); unten:
Referenz [min]: Siderin (1) [1.8]; Isokotanin A (7) [3.8]; Desertorin C (8) [4.5]; Kotanin (2) [4.7];
Desmethylsiderin (58) [5.7]; 4-Methoxy-7-hydroxycumarin 59 [6.0]; 4,7-Dihydroxycumarin 60 [8.8].

Im HPLC-Chromatogramm des Rohextrakts ist ein relativ schwacher Peak bel der

Retentionszeit von Desertorin C (8) (4.5 min) zu erkennen sowie zwei weitere intensive
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Peaks, die wahrscheinlich den Desertorinen B (65) (7.0 min) und A (66) (9.0 min) zuzuordnen
sind. Aufféllig ist, dass daneben noch mindestens drei weitere Cumarinpeaks auftreten. Einer
davon hat die Retentionszeit von Desmethylsiderin (58) (5.7 min)." Weitere Untersuchungen
mit grof3eren Kulturen, die eine Isolierung und Identifizierung dieser Substanzen erlauben
sind hier erforderlich. Bei Verfitterung von Desmethylsiderin (58) konnte keine signifikante
Anderung der Cumarinkonzentrationen beobachtet werden. Bei Verfitterung von Siderin (1)
kam es, wie bei anderen Aspergillen auch, zur Anreicherung von Desmethylsiderin (58),
wéhrend die Konzentrationen der anderen Cumarine eher gering blieben. Ob es zu einem
Einbau in die Bicumarine kommt, kann erst durch *C-Markierungsexperimente ermittelt

werden.

' Im RP-18-Assay ist dies ebenfalls der Fall. Wegen der sehr geringen Konzentration war eine eindeutige
Identifizierung der Substanz Uber UV -Spekren nicht méglich.
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4.5 Molekularbiologische Arbeiten

4.5.1 Zusammenfassung

Zur ldentifizierung des enzymatischen Systems, das die oxidative Phenolkupplung katalysiert,
wurde zunéchst eine Cosmidbank von Aspergillus niger ATCC 36626 erstellt. Die Cosmide
enthalten ein Hygromycin-Resistenz-Gen, das als Selektionsmarker bei Transformationen in
verschiedene Aspergillen, darunter A. niger- und A. fumigatus-Wildstdmme dient, die
anschlief3end auf biosynthetische Aktivitét getestet werden kdnnen.

Zudem wurde mit der Klonierung eines weiteren "Cosmid-Shuttle-Vektors' mit dem pyr4-
Gen als Selektivitdtsmarker begonnen. Dieses erlaubt die Komplementierung von Uridin-
beziehungsweise Pyrimidin-auxotrophen Deletionsmutanten von verschiedenen Aspergillen,
wie zum Beispiel A. nidulans. Da die Cumarine wahrscheinlich polyketidischen Ursprungs
sind (vergl. Abschnitt 4.4.2.3, S. 83) und PKS-Gene in filamentosen Pilzen gewdhnlich als
Cluster vorliegen, wurde die Cosmidbank auf "nicht-reduzierende” PKS-Gene gescreent, um
S0 einen Biosynthesecluster zu identifizieren, der die Aktivitét zur Phenolkupplung enhdlt. Es
wurden 52 Cosmide positiv getestet, die in hohem Male divers sind und moglicherweise
mehrere PKS-Gene codieren. Versuche zur Transformation ausgewahlter Cosmide in A. niger
N 402 blieben bisher allerdings erfolglos.

4.5.2 Konstruktion einer Cosmidbank von Aspergillus niger ATCC
36626

AlsBasis fur molekulargenetische Arbeiten an A. niger ATCC 36626 wurde eine Cosmidbank
aufgebaut. Eine solche Genbank ist eine Sammlung rekombinanter DNA-Molekile in einem
Vektor, die zusammen die gesamte genetische Information eines Organismus repré
sentieren.” Als Basis wurde der Cosmidvektor gewahlt, da dieser gegeniiber anderen
Klonierungsvektoren entscheidende Vorteile aufweist. Einerseits kann auf die Klonierung
grofl3er DNA-Molekiile selektioniert werden (37-52 kb). Andererseits kann die DNA in vitro
in infektiose Phagenpartikel eingebaut werden. Dies erlaubt eine hocheffiziente Transforma-
tion in Wirtszellen durch Infektion. Die Ausbeute an nicht-rekombinanten Kolonien ist dabel
verschwindend gering, da selbst Dimere des Cosmidvektors zu klein sind um in Phagen

verpackt zu werden.
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In dieser Arbeit wurde der " Shuttle”-Cosmidvektor pANsCos1™ verwendet (Abb. 104), der
eine effiziente Konstruktion einer reprasentativen genomischen Bank aus nur 15-20 ng
genomischer DNA erlaubt. Zudem enthdlt er ein funktionelles Hygromycin B-
Phosphotransferase (hph)-Gen aus E. coli als selektierbaren Marker,* der Wirtspilzen eine
Hygromycin B-Resistenz verleiht.

hph®
Xbal

PANsCosl  p gpd

cos 11611bps
BamHI

R

Abb. 104: Physikalische Karte des Cosmidvektors pANsCosl. ori: ColE1 Replikationsursprung; BamHI, Xbal:
singuldre Restriktionsschnittstellen; cos: Sequenzen der kohasiven Enden des Bakteriophagen |; Amp™:
Ampicillin-Resistenzgen; hph®, (P gdp, T trpC): Hygromycin B-Phosphotransferasegen (= Hygromycin B -
Resistenzgen unter Kontrolle des Promotors des Glycerinal dehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase-Gens (gdp) und
des Transkriptionsterminators des trpC-Gens, beide aus A. nidulans). *?

Der Aufbau der Cosmidbank ist in Abb. 105 schematisch dargestellt. Zunéchst wird der
Shuttle-Vektor (pPANsCosl) mit Xbal linearisiert und an der BamHI-Restriktionsstelle ein
weiteres Mal gespalten. In diese Schnittstelle wird ein Fragment partiell verdauter,
genomischer DNA aus A. niger insertiert. Die Ligationsprodukte werden in vitro in infektitse
Phagenpartikel verpackt. Schliefdlich werden E. coli-Wirtszellen mit den Phagen infiziert,
Uber den Selektionsmaker (Ampicillin-Resistenz) selektiert und gepoolt.
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HOf—— e fref= OH
cos hph ori Amp Aspergillus niger Insertion COS
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Grofenselektion! 1.2 pg (2 pl) Ligationsprodukt
DNA zwischen cos-Enden: 37 - 52 kb
® A. niger Insertionen: 26 - 41 kb

4) In vitro Verpackung

|

Infektion

Cosmidbank

| -Phagen

Abb. 105: Schematische Darstellung des Aufbaus der A. niger Cosmidbank mit dem Shuttle-V ektor pANsCosl.

4.5.2.1 Praparation genomischer DNA aus A. niger

Um eine addquate Menge genomischer DNA aus A. niger zu erhalten wurde hochmolekulare
DNA im 100 nmy Maf3stab nach Literaturvorschriften aus Myzel isoliert.'*® ** Anders als in
diesen Protokollen vorgesehen, muf3te der Phenol-Chloroform-Reinigungsschritt mehrmals
wiederholt werden um verdaubare DNA zu erhalten, was wahrscheinlich zu einer Aufspaltung
in kleinere Fragmente fuhrte. Die erhaltene DNA war trotzdem fur den Aufbau einer
Cosmidbank gut geeignet. Zunachst wurden analytische Partialrestriktionen mit Sau3Al
durchgeftihrt, wobei ermittelt wurde, unter welchen Bedingungen ein Maximum der
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gewunschten Fragmentgrof3en von 20-40 kb entsteht (Abb. 106, rechts). Anschlief3end wurden
in einem praparativen Ansatz 50 ng DNA Uber 90 s mit 14 U' Sau3Al bei 37 °C restringiert.
Nach Aufreinigung der DNA wurde mit alkalischer Phosphatase dephosphoryliert um eine
Religation der genomischen DNA bei Einbau in pANsCosl zu vermeiden (Abb. 106, links).

= |
| |

Aspergillus niger genomische DNA, grof3e Fragmente

Schnitt: 1) Sau3Al
5'..[GATC ...3 (14 U /7 50 pg DNA, 90 s) 26 kb
3...CTAGI...5'

2) Alkalische Phosphatase

HoGTAd lcTAGOH
HoGTAd |cTAGOH
HOGTAd lcTAGOH
"OGTAg |CTAGOH

Abb. 106: Partielle Restriktion von hochmolekularer genomischer Aspergillus niger-DNA mit Sau3Al und
Dephosphorylierung. Rechts: Untersuchung des zeitlichen Verlaufs der Restriktion Uber Gelelektrophorese
(DNA-Ladder: groites Fragment: 26 kb (Mlul / Eco130I-I -DNA)).

45.2.2 Praparation des Cosmidvektors pANsCosl und Aufbau der
Cosmidbank

15 ng des Vektors wurden durch Verdau mit Xbal linearisiert und dephosphoryliert um eine
Religation zu vermeiden. Anschliefend wurde mit BamH1 restringiert, wodurch eine
Insertionsstelle fir genomische DNA-Fragmente geschaffen wurde.

Zur kovalenten Verknipfung der DNA-Einheiten wurden 2 ng des so praparierten
Cosmidvektors und 10 ng partiell verdaute und dephosphorylierte DNA aus A. niger mit
T4 DNA-Ligase umgesetzt. Aus den drei Fragmenten (die unterschiedlichen A. niger-DNA-
Einheiten werden hierbel als ein Fragment angesehen) konnen 6 Ligationsprodukte entstehen,

"1 U =1 Unit, Restriktion von 1 pg | -DNA xh™ (37 °C, 50 pl Reaktionsvolumen).
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von denen aber nur das in Abb. 105 gezeigte Insertionsprodukt in pANsCosAl fur den
Aufbau der Cosmidbank von Bedeutung ist.

Die fur diein vitro Verpackung der DNA bendtigten Phagenkopfe, Verpackungsfaktoren und
Schwéanze der | - Phagen waren in Form von zwei Lysaten kommerziell erhdtlich, von denen
jedes in einem anderen Schritt der Morphogenese der | -Phagen defekt war. Der Phage |
verpackt von einer cos-Einheit zur nachsten auf einem DNA-Abschnitt. Da sich auf dem
Vektor pANsCosl bereits zwel cos-Einheiten befinden, entfalt die normalerweise
erforderliche Bildung von Konkatameren,™* wodurch die Effizienz der Verpackung erheblich
gesteigert wird.

Titration der Cosmidbank

Zur Bestimmung der Phagenkonzentration im Verpackungsansatz und der Effizienz der
Infektion wurden geringe Mengen der Phagen-L6sung zur Infektion mit E. coli inkubiert und
anschlief3end auf Agarplatten unter Selektion auf Ampicillinresistenz ausplattiert.

V: Volumen ausplattiert [m] 50 200 50 200 | 250 | 500
F. Gesamtverdinnungsfaktor der

Phagenlbsung 100 | 100 | 500 | 500 | 500 | 500
Ngez: Zahl der gezéhlten Kolonien 90 304 10 54 58 89
Nges: Zahl der zu erwartenden Kolonien bei

500 m Phagenldsung 90000 | 76000 | 50000 | 67500 | 58000 | 44500

(Nges= V™ XF xNge; X500 i)

Die Titration ergibt eine Gesamtzahl von 45000 bis 90000 Cosmiden fur die gesamte
Genbank. Die Zahl der Cosmide (N), die notwendig sind, um das gesamte Genom mit einer
statistischen Wahrscheinlichkeit von P abzudecken, berechnet sich wie folgt.
_In(1- P)

In(1- f)

mit: f = GrolRenverhdltnis der Insertion zum Gesamtgenom

N

Ausgehend von einer Insertionsgréf3e von durchschnittlich 30 kb zu einer Genomgroéi3e von
34.5 Mb (f = 8,695 x10™) und einer Wahrscheinlichkeit von P = 99.9 % ergibt sich eine Zahl

' Die drei moglichen Ligationsprodukte, die aus zwei Fragmenten von pANsCosl ohne Insertion genomischer
DNA gebildet werden, sind zu klein fir einen Einbau in | -Phagen. Ligationsprodukte mit Einbau von A. niger-

DNA, aber ohne oder mit zwei ori-Einheiten, kdnnen nach Infektion in E. coli nicht korrekt repliziert werden.
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N von rund 8000 Klonen. Die durch in vitro Verpackung erhaltenen Phagenlosung ist also zur
Amplifikation der Cosmidbank gut geeignet.

Amplifikation der Cosmidbank

Nach erfolgreicher Titration wurden E. coli Kulturen mit der Phagenldsung infiziert und auf
20 Agarplatten mit Ampicillin als Selektionsmarker ausplattiert.

Stichprobenartiges Auszéhlen der Kolonien ergab eine Gesamtzahl von Uber 40000
Cosmiden. Die Kolonien wurden durch Abwaschen der Platten mit Nahrmedium gepoolt, mit
Glycerin versetzt, in 180 Eppendorff-Gefal3e mit je 0.5 ml aliquotiert und bel -70 °C gelagert.

Titration der Keimdichte
Eine Bestimmung der Keimdichte durch Ausplattieren einer Verdinnungsreihe ergab einen

Wert von ca. 1.5 Millionen Keimen pro mi.

Uberpriifung der Cosmidbank auf Diversitét

Um zu Uberprifen, ob in den erhaltenen Cosmiden unterschiedliche DNA-Einheiten inkor-
poriert sind, wurde bei 25 Klonen durch Restriktionsverdau mit Hindlll geprift, ob fur die
einzelnen Cosmide unterschiedliche Bandenmuster zu erkennen sind. Wie Abb. 107 zeigt ist
dies der Fall.

Abb. 107: Unterschiedliche Bandenmuster beim Restriktionsverdau zufallig ausgewéhlter Cosmide mit Hindlll
belegen deren Diversitét (1. Spur: "DNA Ladder Mix" 10 kb - 100 bp, anschlieffend 13 der 25 getesteten

Cosmide).
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4.5.3 Konstruktion eines Cosmid-Shuttle Vektors mit dem pyr4-Gen

als Selektionsmarker

Da die Hygromycinresistenz als Selektionsmarker fiir Aspergillus nidulans ungeeignet ist,’
sollte eine analoge Cosmidbank mit dem pyr4-Gen als Selektionsmarker erstellt werden.

pyr4 (NCBI-Accession Nr.: M13448) codiert die Orotidin-5'phosphat-Decarboxylase in
Neurospora crassa, die die Umwandlung von Oritidinmonophosphat zum Uridinmono-
phosphat in der Pyrimidinbiosynthese katalysiert."*> Deletionsmutanten dieses Gens sind
entsprechend Uridin- beziehungsweise Pyrimidin-auxotroph. Durch heterologe Expression
von pyr4 konnen Auxotrophien in verschiedenen Organismen, darunter E. coli,™
A. nidulans™® und A. fumigatus®™’ komplementiert werden. pyr4 ist daher as
Selektionsmarker vielseitig einsetzbar. Die Strategie zum Aufbau des Cosmid-Shuttle Vektors

PANsCos2 mit pyr4 als Selektionsmarker ist in Abb. 108 schematisch dargestelit.

MCS'
P lac
pUC ori

Narl

pKTB1 pANsCosl ac
5.02 kb 11.61 kb ac

BamHI BamHt

Balll
BamHI § Narl
o Xmal\\Narl, Xmal
~_(geplant) Xmal
N !
MCS"
Clall, Xmal *
= r4
BamHI ' py
[ MCS pANsCos2

8.11 kb

AmpR

Bglll Xbal

Abb. 108: Aufbau eines zweiten Cosmid-Shuttle Vektors pANsCos2 mit dem pyr4-Gen als Selektionsmarker.
(Die Ligation des modifizierten pyr4 Gens aus pKTB2 mit dem Produkt eines Narl-Xmal-Restriktionsverdaus
von pANsCosl zu pANsCos2 wurde noch nicht durchgefiihrt.)

" A. nidulans verfigt tiber eine eingeschrankte natiirliche Resistenz gegen Hygromycin B.
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Bei den Klonierungsarbeiten diente der von BRAKHAGE zur Verfigung gestellte Vektor
pKTB1 als Quelle firr pyr4.*® Da dieses Gen eine BamHI-Schnittstelle enthélt, die bei der
Restriktion des Shuttle Vektors fur den Aufbau der Cosmidbank storen wirde, kann die
Sequenz nicht direkt in pANsCosl eingebaut werden, sondern muss erst durch gerichtete
Mutagenese modifiziert werden. Dazu wurde mit den Primern M13-forward' und pK TB/BglI|
ein Fragment des pyr4-Gens von der BamH1-Schnittstelle bis zur "Multiple Cloning Site"
(MCS) amplifizert, wobei anstelle der BamHI- eine Bgll1-Schnittstelle entstand (Abb. 109).

BarH

Pyr4: 5' .G GCG GAT CCT CCG GCC GAG GCT GAG OGC T.. 3'

pKTB/ Byl I I -for: A GAT CTT COG GCC GAG GCT GAG CGC
Bgl I 1

Abb. 109: Sequenz von pKTB1l an der BamHI Schnittstelle im pyr4-Gen im Vergleich mit dem Primer
pKTP/BgllI-for.

Das so modifizierte Basentriplett codiert Lysin anstelle von Prolin. Das circa 570 bp lange
PCR-Produkt wurde zunéchst in PCR®2.1-TOPO® (INVITROGEN) kloniert und anschliefend
mit Bglll und BamH1 ausgeschnitten. Das Fragment wurde daraufhin in pK TB1, aus dem die
analoge Sequenz zuvor mit BamH1 entfernt worden war, ligiert. Die korrekte Orientierung bei
der Ligation wurde durch "Colony-PCR" an 10 Transformanten tberprift (Primer: M13
forward und pKTB/Bglll), von denen 3 positiv gestestet wurden.

vor her: BanrHl—
1451 GCCGATCTTC
A DL P

1501 CGECCGAGEC TGAGCGCTAC AGGAGGAAAG CCTGGAAGEC GTACCAGGAT
AAEA ERY RRKA WKA Y QD

1551 CGCCGEGAGC GICTGGCATA GAAGACTGEG GAATAAGAAA TGGCGGAGGA
R R ER L A *

1601 TATTTCGITT TCATATGACT GGCGATGAGCG TCTACATAAT TCTTGGTGEC
1651 ATCATGTAAT CACACTCGGT TATTCTTCTG GCCGCGGACTG TTATATCAGG
1701 TCGCAGGECCA TGGATATATT GIGGAAGAAA ACTTACCATA GICATTTGTA

1751 AGCC

Abb. 110: Durch PCR-modifiziertes Ende des pyr4-Gens in pKTB2; unterstrichen: Austausch 'T' gegen 'C'
beziehungsweise 'L' (Leucin) gegen 'P (Prolin), fett: zusétzliche Basenpaare; Zéhlwei se der Basenpaare bis 1730
wie in pyr4, NCBI-Accession Nr.: M13448.

' M13 Forward (-20) Universalprimer: 5- GTA AAA CGA CGG CCA GT -3
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Aus einer dieser Kolonien wurde der rekombinante Vektor (pKTB2) isoliert und der
eingefiigte Abschnitt wurde sequenziert. Ein Sequenzvergleich mit pyr4 ergab zwei Fehler:
ein zusdtzliches 'A' hinter Position 1730 und ein zusétzliches T' hinter Position 1752 des
pyr4-Gens. Die Fehler liegen am Ende des Gens auferhalb des codierenden Bereiches,
weshalb die Expression nicht beeintrachtigt sein sollte (Abb. 110).

Fir den Einbau von pyr4 in pANsCosl wurde der Vektor pKTB2 mit Clal und Xmal
restringiert und das pyr4-enthaltende 2.06 kb-Fragment isoliert. Daneben wurde pANsCosl
mit Narl und Xmal geschnitten, wodurch ein circa 6 kb grof3es Fragment entsteht, welches die
cos-Einheiten, die Ampicillin-Resistenz sowie den Replikations-Ursprung enthalt, und mit

dem zuvor isolierten pyr4-Fragment ligiert werden kann.

Narl

9336 (-Narl)
6030

3306
1275

pANsCos1
cos 11611 bps  Pgpd

R

Am
P 837

6030

Xmal

Abb. 111: pANsCosl-Karte und Gelelektrophorese nach kombinierter Restriktion mit Narl, Xmal und Sacl.
(Der Verdau mit Narl verlief auch unter optimierten Bedingungen nur unvollsténdig. Um die dadurch bedingte
Entstehung eines 5.6 kb Fragments, welches sich unter Umstdnden nur schwer vom gewiinschten 6.0 kb
Abschnitt abtrennen |8sst, zu vermeiden, wurde zusétzlich mit Sacl geschnitten.)

Bei der Isolierung des 6 kb-Abschnitts von pANsCosl kam es zu unerwarteten
Schwierigkeiten. Weder durch klassische Verfahren ("Freeze and Squeeze") noch durch
Verwendung von Gelextraktions-Kits verschiedener Anbieter konnte DNA isoliert werden.

Die Arbeiten wurden daher aus zeitlichen Grinden eingestellt.

" Aus technischen Griinden wurde die Sequenzierung erst jetzt und nicht bereits auf der Stufe des rekombinanten
PCR2.1-TOPO-V ektors durchgefiihrt.
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4.5.4 Screening auf Polyketidsynthase-Gene

Untersuchungen von LAPPER'® sowie STOTHERS und StoessL'® (siehe auch Abschnitt
4423, S. 83) legen einen polyketidischen Ursprung fur die Cumarine Siderin (1) und
Kotanin (2) nahe. Auch wenn dabei nur geringe Einbauraten erzielt wurden und sich die **C-
Acetat Einbauexperimente in eigenen Versuchen nicht reproduzieren lief3en, wurde der
postulierte polyketidische Ursprung der Cumarine als Ansatzpunkt fir die Identifizierung der
Phenolkupplungsaktivitdt gewahlt. Wie auch in Bakterien liegen Polyketid-Synthase-Gene
(PKS) auch in Pilzen in der Regel als Cluster vor.™ Dariiber hinaus konnen sie im Genom
leicht iber DNA-Sonden (Primer) identifiziert werden.'®® Es sollte daher méglich sein durch
Identifizierung eines Polyketid-Biosynthese-Clusters den genetischen Code fir die Phenol-
kupplungsaktivitédt zu finden. Dieser Ansatz erspart das aufwandige Transformieren und
Screenen der gesamten Genbank. Er birgt allerdings auch die Gefahr des Scheiterns, falls sich
das gesuchte Gen nicht in einem PKS-Cluster befindet. Einen Hinwels hierauf liefert A. niger
NRRL 3122, der keine Cumarine produziert, aber die enzymatische Aktivitéat zur oxidativen
Phenolkupplung expremiert. Um abschétzen zu kdnnen, ob ein DNA-Screening erfolgver-
sprechend ist, wurde zunéchst das A. niger-Genom in silico gescreent. Da von der Firma DSM
der Stamm N 3122 sequenziert wurde, konnte dabel allerdings nicht davon ausgegangen
werden, dass direkt ein Gen gefunden wird, das die Cumarinbiosynthese codiert.
Anschlief3end wurde die Cosmidbank von A. niger ATCC 36626 auf DNA-Ebene gescreent.

4.5.4.1 In silico-Screening auf PKS-Gene

Fur die Firma DSM, Niederlande, ist A. niger ein Schltisselorganismus zur Massenproduktion
von Enzymen und anderen Proteinen.’* In Zusammenarbeit mit den deutschen Firmen GENE
ALLIANCE und BiomAX wurde von Juni 2000 bis Oktober 2001 das 34.5 Mb grol3e Genom
von A. niger NRRL 3122, dem Basisstamm der DSM-Produktionsstamme, vollstandig
sequenziert. Seit Januar 2002 kénnen akademische Einrichtugen nach vorheriger Anmeldung
kostenlos online auf die Datenbank zugreifen.

al.1%% yerpffentlichte

Ausgangspunkt fir die Suche nach PKS-Genen war das von BINGLE et
Primer-Paar LC1 und LC2c fur nicht reduzierende (NR) PKSausje2” 7 Aminosauren. Dain
der A. niger-Genbank nicht mit kurzen Sequenzen nach Homologien gesucht werden kann,

musste zunéchst eine geeignete virtuelle DNA-Sonde erstellt werden. LC1 und LC2c wurden
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daher in eine NCBI-BLAST-Suche ("short and nearly exact matches') eingesetzt.'®* Es
wurden 23 PKS-Gene mit guter Ubereinstimmung (Score = 29-26, E = 0.31-3.1)" gefunden.
Vier davon waren Genfragmente (b-Ketosynthase(KS)-Doménen). Beste Ubereinstimmung
mit dem Consensus der vollsténdigen Gene zeigte eine Nodulisporium sp.-PKS, die an der
1,3,6,8-Tetrahydroxynaphthalin (THN)-Synthese beteiligt ist. Sie wurde als Sonde fir eine
BLASTp-Suche in der A. niger-Datenbank verwendet.'®® Die ersten 8 "Hits' wurden mit
BLASTp in NCBI auf Homologien untersucht (Tabelle 6).

Hit| Datenbank- Homologie zu Gen E |ldent. Anmer kungen
eintrag Organismus
1 |An00g10363 |A. fumigatus ablu pksP|0.0 |67%
E. nidulans WA 0.0 |68% | Naphthopyron Synthase
2. | An00g10365 |A.terreus at4 0.0 |46 % | Naphthopyron Synthase
A. fumigatus ablu pksP|0.0 [42%
E. nidulans WA 0.0 |43% | Naphthopyron Synthase
3 | An00g10387 |A.terreus ats 00 |41%
Glarea lozoyensis | pksl 0.0 |40% | Melanin Synthase
4 | An00g09691 | A. terreus ats 00 |46%
Glarea lozoyensis | pksl 0.0 |38% |Meanin Synthase
5 | An00g10364 |E. nidulans WA €126 | 25 % | Naphthopyron Synthase
A. fumigatus albl e-124 | 27 % | vermutete Dehydrogenase Doméne e-16
6 |An00gl10388 |A. fumigatus albl u. pksP | e-116 | 27 %
Glarea lozoyensis | pksl e-115|28 %
vermutete Dehydrogenase Doméne e-20
7 | An00gl0333 | Streptomyces pimS2 00 |41%
natalensis(!)
Pilz. A. terreus al e11230%
8 |An00g09690 | Monascus pksl e-101 | 25%
purpureus pksl e-100 | 30 %
Glarea lozoyensis vermutete Dehydrogenase Doméne e-22

Tabelle 6: A. niger NRRL 3122-PK S und Homol ogien zu bekannten Enzymen.

Die Ubereingtimmung der gefundenen A. niger-Sequenzen mit den Primern LC1 und LC2c
kann aus Abbildung Abb. 112 entnommen werden.

' Score: MaR fiir die Ubereinstimmung von Sequenzen

E-Wert: Erwartungswert; Wahrscheinlichkeit, mit der der gefundene Score durch Zufall beim Durchsuchen
einer Datenbank der verwendeten GroRe auftritt. E > 1: Man muss damit rechnen, dass die gute Uber-
einstimmung Zufall ist; E = 0.02 - 1: Homologie nicht auszuschlie3en; E < 0.02: Die Sequenzen sind vermutlich
homolog. (Siehe auch: A. M. Lesk, Bioinformatik, Eine Einfiihrung, Spektrum Akademischer Verlag, Heidel berg
2002.)
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Gen Sequenz Primer LC2c

Primer LC1 GAC CCN AGN TTC TTC AAC ATG GAA ATG CAC GGN ACN GGN AC
T Cc T T T G T

1. An00g10363 GAC CCC CGA TTC TTC AAC ATG .. .. .. GAA ATG CAT GGC ACT GGA AC
2. An00g10365 GAT GCT CGC TTC TTC AAT ATG .. .. .. GAA ATG CAC GGC ACT GGA AC
4. An00g09691 GAT GCT AGC TTC TTT GAC ATG .. .. .. GAG ATG CAC GGC ACA GGC AC
5. An00g10364 GAC CAC AAA TTC TTT AAG AAG .. .. .. GAG GCC CAT GGC ACG GGA AC
6. An00g10388 GAT CAC AAG TTC TTC AAA AAG .. .. .. GAG GCG CAT GGC ACG GGT AC
8. An00g09690 GAC CAT CGA TTT TTT AAA CGC . .. .. GAG GCT CAC GGG ACA GGC AC
7. An00g10333 - AT CAC AGC TCA CGC GGA TAT .. .. .. AAG TCC TAC AGC AQT GGC GG

GGG

Abb. 112: Vergleich der Primer LC1 und LC2c mit den entsprechenden Sequenzen geordnet nach Stringenz.
Abwei chungen sind schattiert dargestellt.

Die Untersuchungen zeigen, dass je nach Stringenz des PCR-Experiments mit LC1 und LC2c
drei oder mehr Gen-Fragmente von A. niger NRRI 3122 amplifiziert werden konnen. Bei
Genen mit Dehydrogenase-Doménen (5,6,8) ist die Stringenz der Primer fur nicht-reduzierede
PKS erwartungsgemal3 deutlich geringer.

4.5.4.2 Screening der Cosmidbank auf PKS-Gene

Fur die Erstellung einer DNA-Sonde wurde zunéchst tber PCR ein circa 720 bp langes PKS-
Fragment amplifiziert. Als Sonde diente dabel wieder das Primerpaar LC1 / LC2c, das Ex-
periment verlief sowohl mit chromosomaler DNA, als auch mit einem Cosmidgemisch aus
der Genbank positiv (Abb. 113, links). Auch wenn die in silico-Untersuchungen des Genoms
von A. niger NRRL 3122 gezeigt haben, dass je nach Spezifitéat der Reaktion drei und mehr
PCR-Produkte mit einer Lange von 720-723 bp zu erwarten sind, ergab eine Sequenzierung
von 7 Fragmenten aus dem PCR-Experiment, die in PCR®2.1-TOPO® (INVITOGEN) kloniert
wurden, nur eine Sequenz fur alle Proben. Diese ist praktisch identisch zu dem
entsprechenden Abschitt eines Gens von A. niger NRRL 3122 (Nr. 1, An00g10363, I dentitét >
99 %, 67 % ldentitat zu A. fumigatus pksP).

Um mehrere Gene zu amplifizieren wurde das PCR-Experiment bel niedrigerer Annealing-
Temperatur wiederholt (Abb. 113, rechts). Im Agarose-Gel ist die verminderte Spezifitéat der
Reaktion deutlich erkennbar. Trotzdem wurde bei der Sequenzierung von vier in PCR®2.1-
TOPO® klonierten Fragmenten nur die schon bekannte Sequenz gefunden.
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Abb. 113: PCR-Experimente zur Amplifikation von PKS-Fragmenten. Links: 1. Versuch: Spuren: 1) chromo-
somale DNA (70 ng, jeweils 25 m), 2) chromosomale DNA (14 ng), 3) mit Sau3Al partiell restringierte DNA (9
ng), 4) Cosmidgemisch (ca. 18 ng), 5) Cosmidgemisch (ca. 2 ng), 6) "DNA Ladder Mix"; LC1 und LC2c je 2
nmM, MgCl, 1.5 mM, (95 °C, 5 min) * 1; (50 °C, 1 min; 70 °C, 1 min; 94 °C, 45s) ~ 33; (70 °C, 10 min) * 1;
Rechts: 2. Versuch: wie 1. Versuch mit T ameaing = 45 °C, 30 Zyklen, rechte Spur: 100 bp DNA Ladder".

Mit den PCR-Produkten as Template wurden Fluorescein-markierte DNA-Sonden nach
Standardmethoden angefertigt. Mit diesen wurden Cosmid-Kolonien durch " Colony Blotting"
auf Membranen und anschlief3ende Hybridisierung mit der Sonde gescreent. Die Ergebnisse

sind in Tabelle 7 zusammengefasst.

NI’ Nposilive Kolonien %nde aus THybr Banakun
NMembranen PCR-Nr [OC] g
2/6 1 60
5/5 1 55
3 6/5 2 55 | urspringlich bis zu 13 positive Kolonien, die auf der
Masterplatte z. T. nicht wiedergefunden wurden
4 39/10 2 55 | gegeniber vorherigen Experimenten hoéhere Kolonie-
dichte auf den Agarplatten

Tabelle 7: Ubersicht iiber die Ergbnisse von 4 DNA-Screeningversuchen zur Detektion von PKS-Genen in

A. niger-Cosmiden.



4. Spezieller Teil 123

Aus der Ubersicht ist zu entnehmen, dass insgesamt 52 positiv getestete Cosmide erhalten
wurden.

Untersuchung der positiven Cosmide auf Diversitéat

Im Hinblick auf spétere Transformationen einzelner Cosmide, zum Beispiel in A. niger N402,
wurde durch Restriktionsverdau mit Hindlll und EcoRI ermittelt, welche der gefundenen
Cosmide identisch oder ahnlich sind. Es zeigte sich, dass die Cosmide in hohem Mal3e divers
sind. Identische Bandenmuster kommen nur relativ selten vor. Vier Cosmide konnen
eindeutig als doppelt, eines als dreifach vorhanden identifiziert werden. Bei der Grole der
Cosmid-Bank ist eine derartige Diversitét nicht Uberraschend. Bei schétzungsweise 40000
Klonen mit durchschnittlich 30 kb Insertion ist ein Genom von 34.5 Mb statistisch rund 35
mal in der Genbank enthalten. Entsprechend konnen bel einem Screening zahlreiche
unterschiedliche Cosmide gefunden werden, auch wenn nur ein Gen detektiert wurde.
Auffallend sind eine Reihe von Banden, die viele der untersuchten Cosmide gemeinsam
haben. Wahrscheinlich handelt es sich hierbei um ein Gen, das in unterschiedlichen DNA-

Abschnitten in die Cosmide insertiert wurde.

' Von den positiven Cosmiden befindet sich jeweils eine Kopie in Jena, Hans Kndll Institut (Abteilung A. A.
Brakhage) und in Freiburg, Institut fir pharmazeutische Chemie (Abteilung M. Miller). Die Cosmidbank wird
ist in Jena gelagert.
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1.2 53 5506 sl 8....9..10- 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

Abb. 114: Restriktionsverdau der positiv getesteten Cosmide mit Hindlll (obere Reihe; unten links ein weiterer
Versuch zum Hindlll-Verdau der Cosmide 1-13) und EcoRI (unten rechts). Gezeigt werden die Cosmide 1-26
sowie "DNA Ladder Mix" (links und rechts auf3en bei jedem Gel, 10 kb - 100 bp). Die schlechte Auflésung ist
fototechnisch bedingt. Identische Cosmide: 18 = 33, 23 = 24.

Orientiert man sich bei der Klassifizierung an der Doppelbande zwischen 6 kb und 8 kb
konnen dieser Gruppe 28 Cosmide zugeordnet werden. 21 davon weisen zusétzlich noch eine
Doppelbande zwischen 3.0 kb und 3.5 kb auf. Die Unterteilung der Gbrigen Cosmide in
Klassen gestaltet sich besonders wegen der schlechten Auflésung der Gelbilder der Cosmide
1-26 schwierig. Gleichgrol3e Fragmente, die besonders beim EcoRI-Verdau auftreten, deuten
aber auch bel vielen dieser Cosmide auf eine nahe Verwandtschaft zu der grof3en Gruppe hin.
Zur exakteren Klassifizierung der Cosmide ist eine Wiederholung des Experiments unter
verbesserten technischen Bedingungen notwendig. Fir die folgenden Transformations-
versuche ist dies allerdings nicht erforderlich.
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Abb. 115: Redstriktionsverdau der positiv getesteten Cosmide mit Hindlll (obere Reihe) und EcoRI (untere

Reihe). Gezeigt werden die Cosmide 27-52, Cosmid Nr. 4 und 'DNA Ladder Mix' (rechts, 10 kb - 100 bp).
Identische Cosmide: 18 = 33, 38 = 39, 50 = 52, 40 = 43 = 47.
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455 Versuche zur Transformation ausgewahlter Cosmide in
A. niger N 402

Ob die PKS-Cosmide tatsachlich Enzyme codieren, die die oxidative Phenolkupplung
beziehungsweise die Cumarinbiosynthese katalysieren, sollte durch Transformation ausge-
wahlter Cosmide in A. niger N 402 Uberpriift werden.

Praparation der Cosmid-DNA

Fur die geplanten Transformationsexperimente wurden die Cosmide Nr. 20, 29, 30, 33, 41, 44
und 45 ausgewadhlt. Diese unterscheiden sich deutlich in den Bandenmustern der Restriktions-
analyse, so dass davon ausgegangen werden kann, dass zumindest einige unterschiedliche
Gene enthalten. Firr die Praparation der Cosmid-DNA im "Midi"-MaRstab (» 10 ng) wurden
kommerziell erhdltliche "Kits' der Firma QIAGEN mit Anionen-Austausch-
Chromatographiesdulen verwendet. Die Ausbeuten fielen dabei je nach Cosmid sehr
unterschiedlich aus (13 ng (Nr. 44) - 143 ng (Nr. 33) / 500 ml Medium) und lagen in einigen
Falen mehr as eine GréRenordnung unter den vom Hersteller angegebenen Mengen (200 ng
Cosmid-DNA). Nachforschungen tber die Ursachen dieser geringen Ausbeuten ergaben, dass
der Fehler wahrscheinlich nicht in der Aufarbeitungsmethode liegt. Eine gelelektro-
phoretische Untersuchung des Zell-Lysats zeigte, dass bereits dort die DNA-Konzentrationen
einiger Cosmide verschwindend gering waren. Die Aufreinigung eines kleineren "high-copy"-
Plasmids (pHelpl) gelang aul3erdem nach der gleichen Methode ohne Schwierigkeiten
(208 ng / 50 ml Medium). Dadie alkalische Lyse von E. coli im allgemeinen unproblematisch
ist und auch bel einigen der ausgewéhlten Cosmide zu guten Ausbeuten fihrte, ist davon
auszugehen, dass die Zahl der pro Zelle erzeugten Cosmide bereits aul3erordentlich gering
war. Es ist dabe nicht klar, ob die Anzahl der Kopien in den Zellen bei einzelnen
Cosmidspezies ungewdhlich gering ist ("very low copy plasmids' <10/ Zelle) oder ob in
einem Teil der Zellen die Cosmide wéahrend der Kultur abgebaut werden, ohne dass dabei die

Ampicillinresistenz verloren geht.

Das Plasmid pHelpl

Die Transformation eines filamentdsen Pilzes erfolgt Uber eine Rekombination der zuge-
gebenen DNA mit der chromosomalen DNA der Zelle. Dies kann tiber homologe Sequenzen
oder, wenn diese fehlen, durch zufdlige Integration in das Genom geschehen (ektopische

Transformation).**” 1°® Die erhaltenen Transformanten sind daher in der Regel genetisch
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stabil. Allerdings ist die Effizienz der Transformationen gering, das heif3t es wird eine relativ
grof3e Menge DNA benttigt um eine ausreichende Zahl von Transformanten zu erhalten.

Selbstreplizierende, nattrliche Plasmide sind aus Aspergillen bisher nicht bekannt. Allerdings
wurde im Genom von A. nidulans eine DNA-Sequenz, AMAL, entdeckt, die, in ein Plasmid
integriert, eine Replikation des Vektors in A. nidulans und anderen filamenttsen Pilzen

Lac MCS '
R
Amp™ (bla)

ori (pMB1)

ermoglicht.’®  Sowohl  Transformationen  mit
Plasmiden, die die AMA1-Sequenz enthalten, als
auch Cotransformationen von AMA1 mit anderen
Vektoren sind bei A. nidulans rund 200 mal
effektiver als onne AMA1L. Neben A. nidulans ist

AMA1l auch bel verschiedenen anderen fila-

pHelpl
7969 bps
mentdsen Pilzen wirksam, darunter A. fumigatus,*’

169 A parasticus,'®

A. niger,”® A oryzae,
Penicillium  chrysogenum™® und  Gibberella
fujikuroi.*®” Ein Standard-Clonierungs-Vektor, der
Abb. 116: Helferplasmid’ pHelpl mit der  die AMA1-Sequenz enthalt, ist pHelpl.®* Eine
selbst-replizierenden Sequenz AMAL. Cotransformation von Cosmiden (A. fumigatus) mit
pHelpl in A. fumigatus ergab eine etwa zehnfach verbesserte Transformantenausbeute
gegeniiber Experimenten ohne "Helferplasmid".*®® Moglicherweise kann dieser Effekt durch
Rekombination von Cosmid und Plasmid erklart werden. Allerdings kommt es bel den
Cotransformationen auch zu Umlagerungen innerhalb der Cosmid-DNA, wodurch eine
spéatere genetische Analyse der Transformanten erheblich erschwert wird.**” Fir die hier
geplanten Transformationen einzelner Cosmide spielt dies aber keine Rolle, da die Cosmide

bekannt sind und die Sequenzen direkt aus der Cosmid-DNA ermittelt werden kdnnen.

Transformation

Die Transformation erfolgte nach einem fir A. niger im Internet publizierten Protokoll.*®
Dieses entspricht weitgehend der in der Arbeitsgruppe Prof. BRAKHAGE fir A. nidulans und
A. fumigatus verwendeten Methode, wobei die Transformation in einem Puffer aus 1 M
Sorbitol / 50 mM CaCl, anstelle von 0.6 M KCI / 50 mM CaCl, durchgefihrt wurde.

Zunichst werden mit dem Zellwand-lysierenden Enzym Glucanex® (Glucanase aus
Trichoderma harzianum, SIGMA-ALDRICH) Protoplasten generiert. Diese werden zusammen
mit Cosmid-DNA und pHelpl im Verhéltnis 1 : 1.2 inkubiert.*’ Eine Zugabe von PEG-8000

soll durch Ausfallen der DNA auf der Zelloberfliche beziehungsweise Anderungen der
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Beschaffenheit der Zelloberflache die Aufnahme der DNA erleichtern.™™® ' AnschlieRfend
werden die Protoplasten in fliissigem "Top"-Agar mit Hygromycin B (150 mg/ | Medium) als
Selektionsmarker aufgenommen und auspl attiert.

Nach dreitédgigem Inkubieren bei 30 °C waren auf den Platten kleine Pilzkolonien von etwa 1
mm Durchmesser erkennbar, die nach Senken der Temperatur auf Raumtemperatur zu einem
groReren Geflecht aus farblosem Mycel heranwuchsen. Konidienbildung wurde zu keinem
Zeitpunkt beobachtet, weshalb der Pilz nicht charakerisert werden konnte. Auf
Komplexmedium ohne Hygromycin B verlief das Wachstum in gleicher Weise. Diese von
A. niger sehr unterschiedlichen Eigenschaften und die Tatsache, dass die Kolonienzahl auf
allen Platten etwa gleich grofl3 war, unabhangig davon, welche und wievied DNA zur
Transformation eingesetzt wurde, lassen vermuten, dass es sich um eine Kontamination
wahrend eines der zahreichen Schritte der Protoplastenpréparation handelt.*”

Die Transformation Uber Protoplasten ist die gangigste Methode zum Gentransfer bei
filament&sen Pilzen und wird auch bei A. niger seit vielen Jahren erfolgreich angewandt.*”* Es
sollte daher in weiteren Experimenten versucht werden Transformationen mit modifiziertem

172 oder die erst

Protokoll durchzufiihren. Als weitere Mdglichkeiten kommen Elektroporation
in jungerer Zeit entwickelte Methode der Agrobacterium tumefaciens vermittelten

Transformation in Frage.!”
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4.6 Ausblick

Fur den weiteren Fortschritt des Projekts ist die Transformation von Cosmiden in A. niger
beziehungsweise andere Aspergillen von essentieller Bedeutung. Nur 0 kann getestet
werden, ob ein Cosmid ein Gen zur oxidativen Phenolkupplung enthalt. Es ist dabei noch
nicht klar, ob dafir die in ersten Versuchen erfolglose Methode der Protoplastierung
angewendet werden kann, oder ob ein aternatives Verfahren etabliert werden muss.
Gegebenenfalls kann die Klonierung des Cosmid-Shuttle-Vektors mit pyr4 als Selektions-
marker abgeschlossen werden, so dass damit eine weitere Cosmidbank erstellt werden kann.
Die Cosmide konnten dann in entsprechende A. nidulans Deletionsmutanten transformiert
werden. Nicht vollig sicher ist dlerdings, ob A. nidulans die gesuchten Gene auch wirklich
expremiert.

Bel auf Phenolkupplung positiv getesteten transformierten Pilzstammen sind zwei Szenarien
denkbar: Im Idealfall verlauft die Bicumarinsynthese mit derselben Regio- und
Stereoselektivitat wie in A. niger ATCC 36626. Es ist aber auch mdglich, dass nur eine
unselektive Phenolkupplung beobachtet wird. Da anzunehmen ist, dass nur wenige Oxidasen
in der Lage sind die unreaktiven Siderinderivate zu dimerisieren, ist auch ein solcher Fund als
Fortschritt zu betrachten. Allerdings muss in diesem Fall mit der Suche nach Selek-
tivitatsfaktoren fortgefahren werden, zum Beispiel durch Transformation weiterer Cosmide in
den positiven Stamm oder durch einen enzymologischen Ansatz wie bei LEwis et al.®°

Sollte bereits die Untersuchung der auf Polyketid-Synthase-Gene gescreenten Cosmide ein
positives Ergebnis bringen, kann direkt mit der Sequenzierung und Analyse des PKS
Biosynthese-Clusters begonnen werden. Es ist ratsam, schon zu einem frihen Zeitpunkt
Stamme zu erzeugen, die entsprechende Proteine Uberexpremieren, um eine Basis fir
enzymologische Untersuchungen zu erhalten. Dafir kommen nicht nur filamentbse Pilze
sondern auch Hefen und sogar E. coli in Frage.*

Bleibt ein Erfolg Uber den PKS-Ansatz aus, muss die gesamte Cosmidbank in einen
geeigneten Wirtspilz transformiert werden. Fur den Erfolg eines solch umfangreichen
Unternehmens sind effiziente Transformationstechniken von entscheidender Bedeutung.
Dartiber hinaus ist es notwendig Cosmide auch im Gemisch in etwa gleichen Anteilen
amplifizieren zu kdnnen. Nur so kann gewdhrleistet werden, dass die Pilzgenbank Uber die
gleiche Diversitét verfugt, wie die urspringliche Cosmidbank.

Im Bereich Analytik ist die praktische Umsetzung des geplanten Screenings eine
Hauptaufgabe. Wéhrend die Methoden zu den HPLC-Laufen bereits weitgehend etabliert
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sind, muss die bisher nur prinzipiell gezeigte Durchfiihrung von Massenkulturen mit
anschlief3ender Injektion in das HPL C-System noch erprobt werden. Esist zu erwégen, ob ein
Syntheseroboter eingesetzt werden kann, oder ob die Experimente manuell durchgeftihrt
werden sollen. Gegebenenfalls kann die HPLC mit weiteren wichtigen analytischen Verfahren
gekoppelt werden, zum Beispiel HPLC-M S und HPLC-CD.

Weitere chemische Synthesen erscheinen derzeit nicht zur Fortzsetzung des Projekts
erforderlich, da die vorhandenen Cumarine als Referenzsubstanzen fur A. niger-Assays
ausreichen. Zur Vervollstédndigung der Cumarinsynthesen sind jedoch einige Ansdtze
hochinteressant: Die Darstellung der natlrlichen 7-Hydroxycumarine im préparativen
Mal3stab, die Synthese von atropisomerenreinen | sokotaninen beziehungsweise Desertorinen,
neuartige Verfahren zur Darstellung der an Position C-3 verknipften Bicumarine
(Bicumanigron (69, 3,3) oder die 3,8-Bisiderine 67 und 68) sowie die Gewinnung nicht

nattrlicher, monomerer Cumarine fur Verftterungsexperimente.
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5 Experimenteller Teil

Allgemeine Anmerkungen

Chemikalien wurden von den Firmen SIGMA-ALDRICH (Seelze), und MERCK (Darmstadt)
bezogen und ohne weitere Aufreinigung eingesetzt. Losungsmittel wurden, falls angegeben,
nach den literaturtiblichen Methoden getrocknet.

2-Hydroxy-4-methoxy-6-methylbenzoesauremethylester (3) wurde nach Vorschriften von
CHIARELLO® und DROCHNER?® aus 2,4-Dihydroxy-6-methylbenzoesiuremethylester (121)
dargestellt.

Die NMR-Spektren der chemisch synthetisierten und aus Aspergillus niger isolierten
Cumarine werden im Tabellarischen Anhang dieses Kapitels (Abschnitt 5.1.4) aufgefuhrt.

5.1 Chemische Synthesen
2,4-Dihydroxy-6-methylbenzoesauremethylester (121)%% 2%
0

HO OH
121

Optimierte Methode zur Darstellung im 10 g-Mal3stab:
Zu einer Suspension aus 16.0 g (400 mmol) Natriumhydrid (60 % in Ol) in 450 ml abs. THF
werden bei 0 °C 23.2 g (200 mmol) Acetessigsduremethylester getropft. Anschlief3end werden
bei -78 °C 100 ml (160 mmol) n-Butyllithium (1.6 M in Hexan) zugetropft. Die Supension
wird langsam auf Raumtemperatur erwarmt und 16 h gertihrt. Nach weiteren 24 h Rihren
unter Ruckfuss wird das tiefrote Reaktionsgemisch auf 0 °C gekihlt und unter kraftigem
Ruhren mit 32 ml (560 mmol) Eisessig vorsichtig neutralisiert. Nach 2 h Erhitzen unter
Ruckfluss wird die Suspension mit Wasser (400 ml) hydrolysiert und mit Salzséure
angesauert (pH 1-2). Die Phasen werden getrennt, und die wéassrige Phase wird dreimal mit je
200 ml Essigsdureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden uber
Magnesiumsulfat getrocknet. Nach Abdestillieren des Losungsmittels bei vermindertem

Druck und Trocknen im Vakuum wird das Rohprodukt sdulenchromatographisch an Kieselgel
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aufgereinigt (Isohexan / Essigsdureethylester = 4 : 1). Es werden 124 g (68 %)
Orsdllinsduremethylester (121) in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. Hochreines
Produkt wird durch Umkristallisation aus Essigsaureethylester erhalten.

Die analytischen Daten stimmen mit den Angaben in der Literatur iiberein.?®?

5.1.1 Synthesen der monomeren Cumarine

2-Amino-7-methoxy-5-methylchromen-4-on (127)
0

o) 0~ “NH,

127

Unter Argon werden zu einer Lésung aus 1.13 ml (20.4 mmol) abs. Acetonitril in 50 ml abs.
THF bei -78 °C 8.16 ml (20.4 mmol) n-Butyllithiumlésung (2.5 M in Toluol) getropft. Nach
30 min Ruhren bei gleicher Temperatur werden zu der farblosen Suspension des Acetonitril-
salzes 1.00 g (5.10 mmol) 2-Hydroxy-4-methoxy-6-methylbenzoesduremethylester (3), gelost
in 20 ml abs. THF, langsam zugetropft. Es wird zunéchst weitere 30 min bei -78 °C und
anschlief3end 60 min bel Raumtemperatur gerthrt. Die rotliche Suspension wird mit 120 ml
halbgeséttigter Ammoniumchlorid-Lésung hydrolysiert und mit 120 ml Essigsaureethylester
verdunnt. Nach Trennung der Phasen wird die wéssrige Phase noch dreimal mit je 70 ml
Essigsaureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber Magnesium-
sulfat getrocknet, und das L6sungsmittel wird unter vermindertem Druck abdestilliert. Das
Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Essigsureethylester / 2-
Propanol = 10 : 1). Dabel wird das Produkt zusammen mit Spuren eines gelben Farbstoffs
eluiert. Zu dessen Abtrennung wird aus Essigsaureethylester umkristallisiert. Es werden 833
mg (80 %) Produkt in Form farbloser Nadeln erhalten.

R: 0.26 (EE/ 2-PrOH = 40: 1)

Smp.: 225226 °C
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IH-NMR: (300 MHz, CDCl3, 20 °C), d = 2.68 (s, 3 H; CHs), 3.79 (s, 3 H: OCH3), 5.04 (s,
1H; CH), 6.62 ("S", 2 H: ar-H), 7.18 (s, 2 H; NH,).

3C.NMR:  (75.5 MHz, CDCl3, 20 °C), d = 22.4 (CH3), 55.5 (OCH3), 85.8 (CH), 985
(CH), 114.56 (Cy), 114.65 (CH), 140.7, 156.3, 160.7, 163.4 (C,), 177.5 (C=0).

MS (El): m/z = 205.2 (M*, 100 %), 164.2 (M* - C3H2N, 10 %).
HRMS: gem.: 205.0741 ber.: 205.0739
IR(KBr):  n(cm™) = 3347 (s), 3117 (m), 1655 (s), 1616 (s3).

Die Daten zur Kristallstruktur dieser Verbindung sind im Tabellarischen Anhang dieses
Kapitels aufgefuht (Abschnitt 5.1.4).

CuiH1UINOs  205.21

2-Amino-7-hydroxy-5-methylchromen-4-on (130)
0

HO 0~ “NH,
130
Unter Argon werden zu einer Losung aus 1.83 ml (32.9 mmol) Acetonitril in 140 ml trocke-
nem THF bei -78 °C 13.2 ml (32.9 mmol) n-Butyllithiumlésung (2.5 M in Toluol) getropft.
Nach 30 min RUhren bei gleicher Temperatur werden zu der farblosen Suspension des
Acetonitrilsalzes 1.00 g (5.49 mmol) 2,4-Dihydroxy-6-methylbenzoesduremethylester (121),
gelost in 20 ml abs. THF, langsam zugetropft. Es wird weitere 30 min bei -78 °C und
anschlief3end 90 min bel Raumtemperatur gertihrt. Die rotliche Suspension wird mit 120 ml
halbgeséttigter Ammoniumchlorid-Lésung hydrolysiert und mit 120 ml Essigsaureethylester
verdunnt. Nach Trennung der Phasen wird die wéssrige Phase noch dreimal mit je 70 ml
Essigsaureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden tber Magnesium-
sulfat getrocknet, und das L6sungsmittel wird unter vermindertem Druck abdestilliert. Das

Rohprodukt wird saulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Essigsaureethylester /
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2-Propanol =40 : 1 ® 1: 1). Es werden 911 mg (86 %) Produkt in Form eines farblosen
Fegtstoffs erhalten.

R: 0.13 (EE/ 2-PrOH = 40: 1)

Smp.: 272 — 275 °C (Zers.)

'H-NMR: (300 MHz, DMSO-ds, 20 °C), d = 2.63 (S, 3 H; CHa3), 4.95 (s, 1 H; CH), 6.47
("', 2 H; ar-H), 7.07 (s, 2 H; NH5), 10.23 (br, 1 H; OH).

BC.NMR:  (75.5 MHz, DMSO-dg, 20 °C), d = 22.3 (CHs), 85.4 (CH), 100.1 (CH), 113.4
(Cy), 115.6 (CH), 140.7, 156.3, 159.4, 163.2 (Cy), 177.5 (C=0).

MS(El):  m/z=191(M", 100 %), 163 (M* - CO, 4 %), 150 (M* - C,HsN, 18 %).

CioHoNOs;  191.18

4-Hydroxy-7-methoxy-5-methylcumarin (59)

OH

N

o o~ o
59

500 mg (2.44 mmol) 2-Amino-7-methoxy-5-methyl-chromen-4-on (127) werden in einer
Mischung aus 25 ml Methanol und 25 ml Salzsdure (32 %) gelost und 5 h unter Rickfluss
erhitzt. Dabei bildet sich eine farblose Suspension, aus der das Losungsmittel bei verminder-
tem Druck entfernt wird. Der Rickstand wird in 20 ml Wasser aufgenommen und so lange
mit Natronlauge (2 M) versetzt, bis sich eine klare Losung gebildet hat. Diese wird mit
Chloroform gewaschen und anschlief3end mit Salzsdure (32 %) auf pH 1-2 angeséuert, wobel
ein voluminoser, farbloser Niederschlag ausféllt. Dieser wird Uber eine Nylonmembran (0.4
nmm Porendurchmesser) abfiltriert und mit Salzsaure (0.1 M) gewaschen. Nach dem Trocknen
werden 455 mg (90 %) Produkt in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. Zur weiteren
Aufreinigung kann aus Methanol umkristalisiert werden (75 % Gesamtausbeute). Das
Produkt liegt dann in Form farbloser Nadeln vor.
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Smp. 289 — 293 °C (Zers)

MS(El):  m/z =206 (M*, 97 %), 178 (M* - CO, 6 %), 164 (M* - C,H,0, 100 %), 136
(M* - C3H,0,, 24 %).

CuHi1004  206.19

4,7-Dihydroxy-5-methylcumarin (60)
OH

HO (@) @]

60

300 mg (1.57 mmol) 2-Amino-7-hydroxy-5-methyl-chromen-4-on (130) werden fir 3 h in
30 ml Salzsaure (12 %) unter Rickfluss erhitzt, wobei sich ein volumintser Niederschlag
ausbildet. Das Gemisch wird mit 60 ml Wasser verdinnt und fur 24 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Der Niederschlag wird Uber eine Nylonmembran (0.4 mm Porendurchmesser)
abfiltriert, mit verdinnter Salzséure (0.1 M) gewaschen und getrocknet. Es werden 239 mg
(79 %) Rohprodukt in Form eines beigen Feststoffs erhalten, das fir weitere Synthesen
eingesetzt werden kann. Zur weiteren Aufreinigung kann aus Ethylacetat / Methanol
umkristallisiert werden. Das Produkt liegt dann in Form farbloser Nadeln vor.

Smp. 269 — 270 °C (Zers)

MS(El):  m/z=192 (M*, 88 %), 164 (M* - CO, 5 %), 150 (M* - C,H,0, 100 %), 122
(M* - CaH,05, 30 %).

C10HgOq 192.17
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7-Hydroxy-4-methoxy-5-methylcumarin (Desmethylsiderin) (58)

HO (@) @]

58
100 mg (0.520 mmol) 4,7-Dihydroxy-5-methylcumarin (60) werden in 10 ml methanolischer
Chlorwasserstofflésung (1.25 M) gelost und 3 d bel Raumtemperatur gertihrt. Es fallt ein
farbloser Niederschlag aus. Bei vermindertem Druck wird bis fast zur Trockene eingedampft,
der Ruckstand wird in wenig Methanol / Wasser (1 : 1) aufgenommen und sdulenchromato-
graphisch gereinigt (RP-18 Kieselgel; Methanol / Wasser = 1 : 1 (RT) ® Methanol
(60 °C)). Es werden 103 mg (96 %) Produkt in Form eines farblosen Feststoffs erhalten.

Smp. 309 - 311 °C (Zers)

MS(El):  m/z =206 (M*, 100 %), 178 (M* - CO, 42 %), 164 (M* - C,H.0, 30 %), 148
(10 %), 136 (M - CaH,05, 10 %).

C11H1004 206.19

4,7-Dimethoxy-5-methylcumarin (Siderin) (1)

a) aus 4-Hydroxy-7-methoxy-5-methylcumarin (59)

1)

250 mg (1.21 mmol) Cumarin 59, 610 mg (4.41 mmol) Kaliumcarbonat und 0.32 ml (3.41
mmol) Dimethylsulfat werden in 50 ml Aceton suspendiert und 4 h unter RUckfluss erhitzt.
Anschlief3end wird mit 100 ml Wasser verdinnt und vierma mit je 75 ml Chloroform
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden tber Magnesiumsulfat getrocknet und
das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wird
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saulenchromatographisch an Kieselgel (Chloroform / Essigsaureethylester = 10 : 1) gereinigt.
Eswerden 216 mg (81 %) Produkt in Form farbloser Nadeln erhalten.

2)

100 mg (0.485 mmol) Cumarin 59 werden in 5 ml methanolischer Chlorwasserstoffldsung
(1.25M) suspendiert und 14 Tage bei Raumtemperatur unter Argon gerthrt. Nach
Abdestillieren des L 6sungsmittels und Trocknen im Vakuum wird ein Rohprodukt in Form
eines farblosen Feststoffs erhalten, der nach dem *H-NMR-Spektrum zu 16 % aus Produkt
und 84 % aus Ausgangsverbindung 59 besteht.

b) aus Desmethylsiderin (58) (7-Hydroxy-4-methoxy-5-methylcumarin): siehe **C-markiertes
Siderin (1)

R: 0.45 (CHCls/ EE =10: 1)

MS(ED:  m/z=220(M", 100 %), 205 (M* - CHs, 3 %), 192 (M* - CO, 43 %), 177 (M" -
CO, CH3, 28 %)

C1oH1204 220.22

5.1.2 Synthesen der **C-markierten monomeren Cumarine

[2-13C]-2-Amino-7-hydroxy-5-methylchromen-4-on (**C-130)

HO 0~ "NH,
Bc-130
Unter Argon werden zu einer LAsung aus 8.33 ml (59.5 mmol) Diisopropylamin in 250 ml
abs. THF bei -78 °C 23.8 ml (59.5 mmol) n-Butyllithiumldsung (2.5 M in Toluol) getropft.
Nach 60 min Ruhren bei gleicher Temperatur wird die Losung mit 500 mg (11.9 mmol)
[1-*C]-Acetonitril versetzt und erneut 60 min bei -78 °C gerithrt. AnschlieRend werden
2189 (11.9mmol) des durch Rekristallisation aus Essigsdureethylester gereinigten 2,4-
Dihydroxy-6-methylbenzoesduremethylesters (121), geldst 2 ml THF, langsam zugetropft. Es
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wird zunéchst weitere 60 min bei -78 °C und anschliefend 90 min bel Raumtemperatur
geruhrt. Die gelbliche Suspension wird mit 250 ml halbgeséttigter NH4Cl-Ldsung hydrolysiert
und mit 200 ml Essigsaureethylester verdinnt. Nach Trennung der Phasen wird die wassrige
Phase noch dreimal mit je 100 ml Essigsiureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, und das Losungsmittel wird unter
vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wird saulenchromatographisch an Kieselgel
gereinigt (Essigsaureethylester / 2-Propanol =40 : 1 ® 10: 1). Es werden 1.34 g (58 %)

Produkt in Form eines leicht braunlich geférbten Feststoffs erhalten.
Ry 0.13 (EE/ 2-PrOH = 40: 1)
Smp.: 271 —-273°C (Zers.)

'H-NMR: (300 MHz, DMSO-ds, 20 °C), d = 2.63 (s, 3 H; CHa), 4.95 (d, 2Jcn = 4.9 Hz,
1H; CH), 6.48 ("s", 2 H; ar-H), 7.07 (s, 2 H; NH>), 10.25 (br, 1 H; OH).

BC.NMR:  (75.5 MHz, DMSO-ds, 20 °C), d = 22.4 (CHa), 85.4 (d, “Jcc = 73.1 Hz; CH),
100.1 (CH), 1135 (C,), 115.6 (CH), 140.7, 156.3, 159.4 (C,), 163.2 (**Cy),

177.5 (C=0).

MS (E): m/z =192 (M*, 100 %), 151 (M* - CoH3N, 11 %), 150 (M* - *CCHsN, 13 %),
122 (M* - BCC,H3NO, 7 %).

HRMS: gem.: 192.0621 ber.: 192.0616

BCCyHNO; 192.17

[2-13C]-4,7-Dihydroxy-5-methylcumarin (**C-60)
OH

HO o~ o
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1.34 g (6.97 mmol) [2-13C]-2-Amino-7-hydroxy-5-methylchromen-4-on (**C-130) werden 3 h
in 45 ml Salzséure (12 %) unter Ruckfluss erhitzt, wobei sich ein volumindser Niederschlag
ausbildet. Das Gemisch wird mit 55 ml Wasser verdiunnt und 16 h bel Raumtemperatur
gerihrt. Der Niederschlag wird Uber eine Nylonmembran (0.4 mm Porendurchmesser)
abfiltriert, mit verdinnter Salzsdure (0.1 M) gewaschen und getrocknet. Es werden 1.21 g
(90 %) Rohprodukt in Form eines beigen Feststoffs erhalten, das fir weitere Synthesen
eingesetzt werden kann. Zur weiteren Aufreinigung kann aus Ethylacetat / Methanol

umkristallisiert werden. Das Produkt liegt dann in Form farbloser Nadeln vor.
Smp. 267 — 269 °C (Zers.)

'H-NMR: (300 MHz, DMSO-ds, 20 °C), d = 2.55 (s, 3 H; CHa3), 5.33 (d, 2Jcn = 2.6 Hz,
1 H; CH), 6.50 (d, 1 H, “Juy = 2.3 Hz; ar-H), 6.53 (d, “Ju= 2.3 Hz, 1 H; ar-H),
10.39 (br, 1 H; OH), 12.06 (br, 1 H; OH).

BC.NMR:  (75.5 MHz, DMSO-ds, 20 °C), d = 22.9 (CHs), 88.1 (d, *Jcc = 78.6 Hz; CH),
100.5 (d, *Jec = 3.0 Hz, CH), 106.5 (d, %Jcc = 3.0 Hz, Cy), 115.7 (CH), 138.8,
157.1 (d, 2Jcc = 1.5 Hz; Cy), 160.5 (d, “Jcc = 6.3 Hz; Cy), 162.0 (*°Cy), 169.2
(d, *Jcc = 3.0 Hz; Cy).

MS (EI): m/z = 193 (M*, 93 %), 164 (M* - 1*CO, 6 %), 150 (M* - *CCH,0, 100 %), 122
(M* - BCC,H,0,, 35 %).

BC,CHgO,  193.16

[2-13C]-7-Hydroxy-4-methoxy-5-methylcumarin (Desmethylsiderin) (*3C-58)

O/

X

13
C
HO o” o

Bc-58
577 mg (2.99 mmol) [2-'3C]-4,7-Dihydroxy-5-methylcumarin (**C-60) werden in 25 mi
methanolischer Chlorwasserstofflosung (1.25 M) gelést und 2.5 d bel Raumtemperatur
gerdhrt. Es fallt ein farbloser, voluminGser Niederschlag aus. Anschliefiend wird bel
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vermindertem Druck bis fast zur Trockene eingedampft, der Rickstand wird in Methanol
(100 ml) aufgenommen und kurz unter Ruckfluss erhitzt. Nach dem Abkuhlen wird der
Niederschlag abfiltriert, mit Wasser / Methanol 1 : 1 gewaschen und getrocknet. Es werden
376 mg (61 %) Produkt in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. Durch Einengen des
Filtrats und erneute Fallung kdnnen weitere 64 mg (10 %) Produkt isoliert werden.

Smp. 307 —309 °C (Zers)

'H-NMR: (300 MHz, DMSO-ds, 20 °C), d = 2.56 (s, 3 H; CHa), 3.90 (s, 3 H; OCHa),
5.56 (d, 3Jon = 1.2 Hz, 1 H; CH), 6.52 (d, *Jun = 2.3 Hz, 1 H; ar-H), 6.55 (d,
*Jun = 2.3 Hz, 1 H; ar-H), 10.50 (s, 1 H; OH).

BC.NMR: (755 MHz, DMSO-ds, 20 °C), d = 23.1 (CHs), 56.6 (OCH3), 86.7 (d,
1Jcc = 77.1 Hz; CH), 100.5 (d, *Jcc = 3.1 Hz; CH), 106.1 (d, *Jcc = 3.9 Hz;
Cy), 1161 (CH), 138.3, 1562, 160.4 (C;), 1619 (*Cy), 1695 (d,
?Jcc = 3.9 Hz; Cy).

MS (EI): m/z = 207 (M*, 100 %), 178 (M* - °CO, 47 %), 164 (M* - 3CCH,0, 30 %),
148 (10 %), 136 (M* - *CC,H,0,, 11 %).

BCcCH100, 207.18

[2-13C,4-0"*CHj3]-7-Hydroxy-4-methoxy-5-methylcumarin (Desmethylsiderin) (*3C,-58)

13CH;

X

13
C
HO o o

13¢c,-58
Zu 0.4 ml [**C]-Methanol (15.4 mmol) werden 0.4 ml (0.4 mmol) Bortrichlorid (1 M in
Dichlormethan) gegeben. Nach 5 min Ruhren bei Raumtemperatur wird mit 100 mg
(0.518 mmol) [2-*3C]-4,7-Dihydroxy-5-methylcumarin (**C-130) versetzt. Nach 48 h Rihren
bei Raumtemperatur betrdgt der Umsatz etwa 50 % (DC-Kontrolle). Es werden 0.3 ml
(0.3 mmol) Bortrichlorid (1 M in CH,Cl,;) nachdosiert. Nach weiteren 24 h Ruhren bei
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Raumtemperatur wird das Losungsmittel abdestilliert. Das Produkt wird in heif3em Methanol /
Chloroform (1:1) gelost, auf RP-18-Kieselgel aufgezogen und saulenchromatographisch
gereinigt (RP-18-Kieselgel, Wasser / Methanol = 1: 1 ® Methanol, 60 °C). Es werden 88 mg
(81 %) Produkt in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. Daneben werden 15 mg (15 %)

der Ausgangsverbindung *3C-130 zuriickgewonnen.
Smp: 306 - 307 °C (Zers)
Rr 0.20 (MeOH / H,0 =1:1)

'H-NMR: (300 MHz, DMSO-ds, 20 °C), d = 2.51 (s, 3 H; CH3), 3.90 (d, *Jcy = 147.1 Hz,
3 H, OCHs), 5.56 (d, 2Jcn = 0.83 Hz, 1 H; CH), 6.52 (d, *Jun = 2.3 Hz, 1 H; ar-
H), 6.56 (d, 1 H, *Jun = 2.3 Hz; ar-H), 10.50 (br, 1 H; OH).

BC.NMR:  (75.5 MHz, DMSO-ds, 20 °C), d = 23.1 (CHs), 56.6 (O"*CHs), 86.7 (dd,
Yecc = 77.8 Hz, 3Jcc = 6.1 Hz; CH), 100.5 (d, *Jcc = 3.8 Hz; CH), 106.1 ("t",
3Jcc, *dec = 3.1 Hz; Cy), 116.1 (CH), 138.3 (Cy), 156.2 (d, “Jec = 1.5 Hz; Cy),
160.5 (C,), 161.9 (°Cy), 169.5 (dd, *Jcc, 2Jcc = 3.8, 2.3 Hz; Cy).

BC,CoH100, 208.17

[2-13C,7-0'3CH3] 4,7-Dimethoxy-5-methylcumarin (Siderin) (*3C,-1)

O/

X

13 13
AR o 0

18¢,-1
75 mg (0.362 mmol) [2-3C]-7-Hydroxy-4-methoxy-5-methylcumarin (**C-58), 80 mg
(0.579 mmol) Kaliumcarbonat und 22.5 ml (0.362 mmol) [**C]-Methyliodid werden in 2 mi
HMPT suspendiert und 20 h bel Raumtemperatur gerthrt. AnschlieRend wird mit 8 ml
Salzsaure (1 M) verdinnt und viermal mit je 10 ml Essigsdureethylester extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden einmal mit 30 ml Salzséure (0.1 M) gewaschen und
Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Ldsungsmittel wird unter vermindertem Druck

entfernt und das Rohprodukt wird sdulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt (Toluol /
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Essigsdureethylester / Ameisensdure =10 :5: 1 ® 40 : 15 : 3). Es werden 61 mg (76 %)
Produkt in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. Daneben werden 13 mg (17 %)
Ausgangsmaterial **C-58 zuriickgewonnen.

Ry 0.40 (Toluol / EE/Ameisensaure=10:5:1)

'H-NMR: (300 MHz, CDCls, 20 °C), d = 2.55 (s, 3 H; CHa3), 3.79 (d, *Jcn = 144.6 Hz, 3
H; OCHs), 3.89 (s, 3 H; OCHs), 5.48 (s, 1 H; CH), 6.55 (d, “Ju = 2.6 Hz, 1 H;
ar-H), 6.59 (d, “Jun = 2.6 Hz, 1 H; ar-H).

BC.NMR:  (75.5 MHz, CDCls, 20 °C), d = 23.6 (CH3), 55.7 (O*CHs), 56.1 (OCHs3), 87.6
(d, YJec=77.8 Hz, CH), 98.8 ("t", 3Jcc, 3Jcc=4.2 Hz; CH), 108.0 (d,
*Jec =3.8 Hz; Cy), 115.7 (d, %Jcc = 3.8 Hz; CH), 138.6, 156.7, 162.0 (C,),
163.3 (**Cy), 169.9 (d, *Jcc = 3.8 Hz; Cy).

MS (EI): m/z = 222 (M*, 100 %), 192 (M* - 3CO, 37 %), 178 (M* - 3CO, CHs, 16 %),
177 (M* - CO, *CHs, 8 %).

BC,CioH 0, 222.20

5.1.3 Synthese der dimeren Cumarine: Kotanin (2), Isokotanin A (7)
und Desertorin C (8)

2-2'-Dihydroxy-6,6'-dimethoxy-4,4'-dimethyl-1,1'-biphenyl-3,3'-dicarbonsaure-
dimethylester (4)%°

4,4'-Dihydroxy-6,6'-dimethoxy-2,2'-dimethyl-1,1'-biphenyl-3,3'-dicarbonséaure-
dimethylester (5)%°

4,2'-Dihydroxy-6,6'-dimethoxy-2,4'-dimethyl-1,1'-biphenyl-3,3'-dicarbonséure-
dimethylester (6)%°
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a) Praparation des Tréagermaterials
Eine LOosung aus 14.0 g Eisen(l11)-chlorid-Hexahydrat in Diethylether (360 ml) und Methanol

(40 ml) wird mit 29.0 g Kieselgel versetzt. Nach Entfernen des Losungsmittels bel vermin-
dertem Druck wird das gelbe Pulver fur 8 h bei 70 °C und 0.4 mbar getrocknet, wobel es sich
orange-gelb und an der Oberfl&che grinlich-braun farbt.

b) oxidative Kupplung, fiir gréRere Ansitze optimerte M ethode:

Eine Losung aus 2.47 g (12.6 mmol) 2-Hydroxy-4-methoxy-6-methylbenzoesduremethylester
(3) in 40 ml Dichlormethan wird mit 16 g Tragermaterial versetzt. Das L dsungsmittel wird am
Rotationsverdampfer bel 60 °C Wasserbadtemperatur langsam abdestilliert. Das Vakuum
wird stufenweise bisauf 70 mbar erhéht. Schliefdlich wird das Gemisch kurz im Hochvakuum
getrocknet. Anschlief3end wird erneut mit 40 ml Dichlormethan versetzt und eingedampft. Der
Vorgang des Eindampfens wird solange wiederholt (etwa vier Mal), bis erhebliche Mengen
der Produkte enstanden sind, ohne dass Nebenprodukte in grof3eren Umfang auftreten (DC-
Kontrolle). Gegebenenfalls kann Oxidationsmittel nachdosiert werden (16 g). Das trockene,
schwarze Pulver wird auf eine Chromatographiesdule gegeben und die dimeren
Orsellinsdureester werden zusammen mit der Ausgansverbindung mit Chloroform eluiert. Das
Produktgemisch wird in soviel Essigsaureethylester zum Sieden erhitzt, dass es gerade gelost
wird. Durch Versetzen der warmen LoOsung mit dem dreifachen Volumen Isohexan
kristallisiert 4 in 2-3 Tagen quantitativ aus. Um teilweise in die kristalline Phase
Ubergegangene Produkte 5 und 6 abzutrennen, wird 4 ein zweites Mal umkristallisiert. Die
vereinigten Mutterlaugen werden vollstandig eingedampft und die Produkte 5 und 6 werden
saulenchromatographisch isoliert (Isohexan / Essigsaureethylester = 3 : 1, Kieselgel: Koérnung
15-40 nm). Die Produkte werden in Form farbloser Feststoffe erhalten.
Ausbeuten:  4: 407 mg (16 %),

5: 413 mg (16 %),

6: 707 mg (29 %),
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3: 809 mg (33 %) zurtickgewonnene Ausgangsverbindung.

4 (3,3-Dimer des Orsellinsdureesters 3):

Ry 0.20 (Isohexan/ EE =3:1)

Smp.: 246 °C

'H-NMR: (300 MHz, CDCls, 20 °C), d=2.59 (s, 6 H;: 2~ CHs), 3.78 (S, 6 H: 2 OCHy),
3.91 (s 6H; 2" OCHs), 6.41 (s 2H; 2" ar-H), 11.81 (s, 2H: 2" OH).

BC.NMR:  (75.5 MHz, CDCls, 20 °C), d = 25.1 (2~ CHs3), 52.0, 56.1 (4~ OCHs), 106.2
(2° Cy,107.0(2"° CH), 108.2, 143.3,161.8, 1622 (8 C,), 172.6 (2° C=0).

MS(El):  m/z=390 (M*, 49 %), 358 (M* - CH.O, 15 %), 327 (C1sH150s", 100 %), 326
(C]_gH 1406+| 5 %)

5 (5,5-Dimer des Orsellinsdureesters 3):

Ry 0.29 (Isohexan/ EE =3:1):

Smp.: 183 °C

'H-NMR: (300 MHz, CDCls, 20 °C), d=2.10 (s, 6 H; 2~ CHs), 3.67 (S, 6 H: 2° OCHy),
3.91(s 6H; 2" OCHs), 641 (s 2H, 2" ar-H), 11.77 (s, 2 H; 2" OH).

3C.NMR:  (75.5 MHz, CDCls, 20 °C), d = 19.6 (2" CHs), 52.1, 56.0 (4~ OCHs), 97.6
(CH), 105.9, 119.4, 141.7, 162.5, 164.7 (10~ C,), 172.8 (2" C=0).

MS (EI): m/z = 390 (M*, 59 %), 358 (M* - CH4O, 66 %), 326 (C1sH1.0¢", 100 %).
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6 (3,5-Dimer des Orsellinsdureesters 3):

Ry 0.24 (Isohexan/ EE =3:1)
Smp.: 190 °C

'H-NMR: (300 MHz, CDCls, 20 °C), d = 2.22 (s, 3 H; CHs), 2.60 (s, 3 H: CH3), 3.70 (s,
3 H; OCHs), 3.75 (s, 3 H; OCHs), 3.90 (s, 3 H; OCHs), 3.93 (s, 3 H; OCHy),
6.39 (s, 1 H; ar-H), 6.44 (s, 1 H; ar-H), 11.77 (s, 1L H; OH), 11.81 (s, 1 H; OH).

BC.NMR:  (75.5 MHz, CDCls, 20 °C), d = 19.9, 25.1 (CHs), 51.97, 52.09, 55.91, 56.01
(OCHs), 97.7 (CH), 105.9, 106.1 (C,), 106.7 (CH), 111.4, 116.0, 143.0, 161.6,
162.1, 162.6 (Cy), 165.0 (2 C,), 172.6, 172.8 (C=0).

MS(El):  m/z =390 (M*, 88 %), 358 (M* - CH.O, 77 %), 327 (C1sH1s0¢", 68 %), 326
(C1sH1406", 30 %), 295.1 (100 %).

C20H220s 390.38

2,2'-Bis[(-)-Camphanat]-6,6'-dimethoxy-4,4'-dimethyl-1,1'-biphenyl-3,3'-
dicarbonséauredimethylester (123)

/

% LK
o
0

123
540 mg (1.38 mmol) des racemischen, dimeren Orsellinsdureesters 4, 2.40 g (11.1 mmol)
(1S4R)-(-)-Camphansaurechlorid und 57 mg (0.467 mmol) Dimethylaminopyridin werden in
30 ml abs. Pyridin gelést und 60 min unter Ruckfluss erhitzt. Nach dem Abkthlen wird die
Losung mit 200 ml Dichlormethan verdiinnt, zweimal mit je 200 ml Salzsdure (2 M), einmal
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mit 100 ml geséttigter Ammoniumcarbonat!ldsung und einmal mit 100 ml Wasser gewaschen.
Anschlie3end wird Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel unter
vermindertem  Druck entfernt. Die beiden diastereomeren Produkte werden
saulenchromatographisch (Isohexan / Essigsaureethylester = 1 : 1; Kieselgel: Koérnung 15-
40 mm) getrennt. Es werden 437 mg (42 %) (M)-(-)-123 und 466 mg (45 %) (P)-(+)-123 in
Form farbloser Feststoffe erhalten.

(M)-(-)-123:
[a]Z -16.2 (c= 1.1, CHCl5)

de > 97 % (*H-NM R-Spektrum)
Ry 0.38 (Isohexan/ EE =1: 1)
Smp.: 209 °C

H-NMR: (300 MHz, CDCls, 20 °C), d=0.49 (s, 6 H; 2" CH3), 0.85 (s, 6 H; 2~ CHa),
1.02 (s, 6 H; 2" CHs), 1.50 (ddd, J=13.0 Hz, J= 9.2 Hz, J=4.0Hz,2H; 2~
CH), 1.75(ddd, J=13.0Hz,J=10.7,J=4.4Hz 2H; 2" CH), 1.87 (ddd, J =
135Hz,J=9.2Hz,J=44Hz 2H;2" CH),2.11(ddd, J=13.5Hz, J=10.7
Hz,J=4.0Hz, 2H;2" CH), 244 (s, 6H; 2" CH3),3.79(s 6 H; 2" OCHj),
380(s,6H;2" OCHs), 6.69 (s, 2H; 2" ar-H)

3C.NMR: (75.5 MHz, CDCls, 20 °C), d = 9.5, 15.1, 15.9, 21.3 (8" CHs), 28.7, 30.9 (4~
CH,), 52.0 (2~ OCHs), 53.9, 54.7 (4~ C,), 56.2 (2~ OCHas), 90.8 (2~ Cy),
111.3 (2~ ar-CH), 113.4, 118.5, 140.5, 147.6, 159.6, (10~ C,), 164.6, 166.2,
178.1 (6" C=0).

(P)-(+)-123;

[a]Z +15.0 (c = 1.3, CHCly)

de 96 % (*H-NM R-Spektrum)
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Ry 0.31 (Isohexan/ EE =1: 1)
Smp: 223 °C

'H-NMR: (300 MHz, CDCls, 20 °C), d=0.82 (s, 6 H; 2° CH3), 0.88 (s, 6 H; 2" CHa),
1.03 (s, 6 H; 2~ CHsg), 1.46-1.57 (m, 4 H; 4~ CH), 1.77-1.85 (m, 2 H;
2 CH), 2.11-2.18 (m, 2H; 2" CH), 2.44 (s, 6 H; 2~ CHs), 3.74(s, 6 H; 2~
OCHs3), 3.80 (s, 6 H; 2" OCHg), 6.70 (s, 2 H; 2 ar-H)

BC.NMR:  (75.5 MHz, CDCls, 20 °C), d = 9.8, 16.17, 16.26, 21.5 (8~ CHs), 29.0, 30.6
(4~ CH,), 524 (2~ OCHz), 54.3, 55.1 (4~ C,), 56.4 (2~ OCH3), 91.2
(2° Cy, 1114 (2~ CH), 113.6, 119.4, 140.2, 147.6, 159.7, (10~ C,), 164.8,
166.7, 178.4 (6~ C=0)

C40H 46014 750.78

Methanolyse der dimeren Camphansaureester M-(-)-123 und P-(+)-123 zu den 2,2'-
Dihydroxy-6,6'-dimethoxy-4,4'-dimethyl-1,1'-biphenyl-3,3'-dicarbonsauredimethyl-
estern (P-4 und M-4)

0 0

OO OO

\O N OH \O = OH

/o\(\ OH /O\ﬁ | OH
A0 X O

o) o)
M-(-)-4 P-(+)-4

Eine Losung aus 437 mg (0.582 mmol) Camphansdureester 123 und 316 mg (5.82 mmol)
Natriummethylat in 10 ml abs. Methanol wird 60 min unter Rickfluss erhitzt. Anschlief3end
wird mit 20 ml Salzsaure (2 M) versetzt und dreimal mit 30 ml Dichlormethan extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das L dsungs-
mittel wird bei vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wird saulenchromatographisch
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an Kieselgel (Chloroform/ 2-Propanol =40 : 1) gereinigt. Eswerden 192 mg (84 %) Produkt
in Form eines farblosen Feststoffs erhalten.

Angelle der saulenchromatographischen Aufarbeitung kann das Produkt auch durch
Umkrigtallisieren isoliert werden. Dazu wird das Rohprodukt in wenig siedendem Essigsaure-
ethylester gel6st und anschlief3end mit dem dreifachen V olumen I sohexan versetzt, worauf 76
alskristalliner Niederschlag ausféllt (Ausbeute: 67 %).

P)-(+)-4:
Smp: 223 °C
[a]Z +51.6 (c = 1.0, CHCl3)
CD: (Acetonitril) | (De) [nm] = 209 (+77.8), 227 (-44.6), 262 (+30.4), 279 (-13.4),
297 (+1.1), 314 (-5.6).
(M)-(-)-4.
Smp: 227-228°C
[a]Z - 50.3 (c = 1.0, CHCl3)
CD: (Acetonitril) | (De) [nm] = 209 (-67.6), 227 (+39.3), 262 (-26.2), 279 (+13.7),

297 (-0.3), 314 (+5.2).

Alle tbrigen physikalischen Daten der Produkte (M)-(-)-4 und (P)-(+)-4 stimmen mit denen
der racemischen Verbindung tberein
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2,2'-Diamino-7,7'-dimethoxy-5,5'-dimethyl-[8,8']-bichromenyl-4,4'-dion (131)

2,2'-Diamino-7,7'-dimethoxy-5,5'-dimethyl-[6,6']-bichromenyl-4,4'-dion (132)

2,2'-Diamino-7,7'-dimethoxy-5,5'-dimethyl-[6,8']-bichromenyl-4,4'-dion (133)

131 132 133

Arbeitsvorschrift zur Synthese der dimeren Chromenone 131 - 133:

Unter Argon werden zu einer Lésung aus 84 mg (2.05 mmol) Acetonitril in 10 ml abs. THF
bei -78 °C 0.82 ml (2.05 mmol) einer Butyllithiumlésung (2.5 M in Toluol) getropft. Nach 30
min Rihren bei gleicher Temperatur werden zu der farblosen Suspension des
Acetonitrilsalzes 100 mg (0.256 mmol) des jeweiligen dimeren Orsellinsdureesters (5 und 6
gelést in 5 ml abs. THF, 4 suspendiert) getropft. Es wird zundchst 30 min bei -78 °C, dann
weitere 60 min bei Raumtemperatur gerihrt. Anschlief3end wird die rétliche Suspension auf
50 ml halbgeséttigte Ammoniumchloridldsung gegeben. Die organische Phase wird mit 75 ml
Essigsdureethylester verdinnt und abgetrennt. Die wassrige Phase wird noch dreima mit je
50 ml Essigsdureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber
Magnesiumsulfat getrocknet, und das Losungsmittel wird bei vermindertem Druck entfernt.
Die Rohprodukte werden saulenchromatographisch an Kieselgel (Essigsaureethylester / 2-
Propanol = 3 : 1) gereinigt. Die Produkte werden als farblose Feststoffe erhalten.

Ausbeuten:  131: 79 mg (75 %),
132: 75 mg (72 %),
133: 84 mg (80 %).
a) 131:

R: 0.41 (EE/ 2-PrOH =3: 1)

Smp. 335-338°C (Zers)
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'H-NMR: (300 MHz, DMSO-dg, 20 °C), d = 2.80 (s, 6H; 2~ CHs), 3.74 (s, 6H; 2 °
OCHz), 4.98 (s, 2H; 2 CH), 6.88 (s, 2H; 2" ar-H), 6.89 (s, 4H: 2" NHy).

BC.NMR:  (75.5 MHz, DMSO-ds, 20 °C), d = 22.9 (2 °~ CHa), 55.9 (2 ° OCHs), 85.4
(CH), 107.0 (2~ C,), 111.3 (2" CH), 114.8, 140.1, 153.1, 158.3, 163.3 (10’
Cy), 177.7 (2" C=0).

MS (EI): m/z = 408 (M*, 100 %), 393 (M* - CH3, 58 %), 377 (M* - OCHs, 19 %).

HRMS: gem.: 408.1330 ber.: 408.1321

IR (KBr) n (cm™) = 3475 (br, ss), 1648 (s9), 1619 (S3), 1581 (S9).

b) 132:

Ry 0.36 (EE/ 2-PrOH =3: 1)

Smp.: 262 — 265 °C (Zers.)

'H-NMR: (300 MHz, DMSO-dg, 20 °C), d = 2.30 (s, 6H; 2~ CHs), 3.69 (s, 6H; 2
OCHz), 5.07 (s, 2H; 2" CH), 6.79 (s, 2H; 2" ar-H), 7.17 (s, 4H; 2" NHy).

BC.NMR:  (75.5 MHz, DMSO-dg, 20 °C), d = 17.4 (2~ CHs), 55.9 (2" OCHs), 86.1 (2~
CH), 97.0 (2~ CH), 114.4, 123.0, 138.9, 155.8, 158.9, 163.1 (12~ C), 177.8
(2° C=0).

MS (El): m/z = 408 (M*, 30 %), 393 (M* - CH3, 100 %), 377 (M* - OCHs, 26 %).

IR (KBr) n (cm™) = 3386 (s), 3152 (M), 1654 (ss), 1602 (s3), 1547 ().

c) 133

Ry 0.38 (EE/ 2-PrOH =3:1)
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Smp.: 264 — 267 °C (Zers.)

'H-NMR: (300 MHz, DMSO-ds, 20 °C), d = 2.38 (s, 3H; CH3), 2.79 (s, 3H; CH3), 3.70
(s, 3H; OCHg), 3.72 (s, 3H; OCHz3), 4.96 (s, 1H; CH), 5.06 (s, 1H; CH), 6.79 (s,
1H; ar-H), 6.84 (s, 1H; ar-H), 6.86 (s, 2H; NH,), 7.14 (s, 2H; NH,).

BC.NMR:  (75.5 MHz, DMSO-dg, 20 °C), d = 17.8, 22.8 (CH3), 55.85, 55.88 (OCHs),
85.4, 86.0 (CH), 97.0 (CH), 110.5 (C,), 111.0 (CH), 114.5, 114.8, 119.3, 139.4,
140.0, 153.1, 156.0, 157.9, 159.3, 163.0, 163.3 (C,), 177.64, 177.72 (C=0).

MS(El):  m/z=408(M*, 100 %), 393 (M* - CH3, 21 %), 377 (M* - OCH3, 70 %).

HRMS: gem.: 408.1330 ber.: 408.1321

IR (KBr) n (cm™) = 3386 (s), 3152 (M), 1655 (ss), 1604 (ss), 1546 (9).

4,4'-Dihydroxy-7,7'-dimethoxy-5,5'-dimethyl-8,8'-bicumarin (134)
4,4'-Dihydroxy-7,7'-dimethoxy-5,5'-dimethyl-6,6'-bicumarin (135)

4,4'-Dihydroxy-7,7'-dimethoxy-5,5'-dimethyl-6,8'-bicumarin (136)

134 135 136
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Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Hydrolyse der dimeren Chromenone 131 - 133:

Das Chromenon wird in einer Mischung aus 5 ml Methanol und 5 ml Salzsaure (30 %) gelst
und unter Ruckfluss erhitzt (131: 12 h, 132: 3.5 h, 133: 6 h). Anschlief3end wird das Gemisch
mit 10 ml Wasser verdinnt, wobei ein flockiger Niederschlag ausféllt. Das Methanol wird
unter vermindertem Druck aus dem Gemisch abdestilliert. Anschlief3end wird der Nieder-
schlag Uber eine Nylonmembran (0.4 nm) abfiltriert und mit stark verdinnter Salzsdure

(0.1 M) gewaschen. Nach dem Trocknen liegt das Produkt als farbloser Feststoff vor.
a) 134:

Ansatz: 8,8-Chromenon (131): 67 mg (0.164 mmol)

Ausbeute: 45 mg (67 %)
Analytische Daten:
Smp.: > 370°C

MS(El):  miz =424 (M* + CH,, 58 %), 410 (M*, 100 %), 369 (98 %), 327 (93 %), 295
(83 %), 269 (75 %).

b) 135

Ansatz: 6,6'-Chromenon (132): 69 mg (0.169 mmol)
Ausbeute: 73 mg (72 %),

Analytische Daten:

Smp.: 206 - 208 °C

"In der stark sazsauren, methanolischen Losung wurde ein geringer Anteil (15 %, *H-NMR) der 4- bzw. 4'-

Hydroxygruppen methyliert.
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C) 136:

Ansatz: 6,8-Chromenon (133): 99 mg (0.242 mmol).
Ausbeute: 58 mg (59 %)

Analytische Daten:

Smp.: >370°C

MS(El):  miz =424 (M* + CH,,' 100 %), 410 (M*, 68 %), 382 (M* - CO, 31 %), 368
(61 %), 351 (64 %).

CoH150g 410.37

4,4'7,7'-Tetramethoxy-5,5'-dimethyl-8,8'-bicumarin (2) (Kotanin)
4,4'7,7'-Tetramethoxy-5,5'-dimethyl-6,6'-bicumarin (7) (Isokotanin A)

4,4'7,7'-Tetramethoxy-5,5'-dimethyl-6,8'-bicumarin (8) (Desertorin C)

O/
CC
~o0 o Yo
0.0 O
\
_0O
2 7 8

1) Allgemeine Arbeitsvorschrift zur Methylierung der dimeren Cumarine 134 - 136:

Bicumarin und Natriumhydrid werden unter Argon in HMPT gelost. Sobald keine Was-
sergtoffentwicklung mehr zu beobachten ist, wird mit Dimethylsulfat versetzt und 2 h bei
Raumtemperatur gertihrt. Anschlief3end wird das Gemisch mit 10 ml Essigsaureethylester
verdunnt und zweimal mit 15 ml Salzséure (1 M) sowie einmal 15 ml ges. Natriumchlorid-
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I6sung gewaschen. Die Natriumchlorididsung wird anschlief3end mit Chloroform extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wird sdulenchroma-
tographisch gereinigt (Chloroform / Essigsdureethylester = 3 : 1).

2) Saurekatalysierte Methylierung von 134 zu Kotanin (2)

102 mg (0.248 mmol) Bicumarin 134 werden in 20 ml methanolischer Chlorwasserstoff-
[6sung (1.25 M) und 0.5 ml Dimethylcarbonat suspendiert und 6 d unter Argon bei 65 °C
gerthrt. Nach Abdestillieren des Losungsmittels wird das Rohprodukt sdulenchromato-
graphisch an Kieselgel gereinigt (Chloroform / Essigsaureethylester = 3 : 1). Ausbeute: 36 mg
(33 %).

3) Kotanin (2) durch Methylierung von biologisch gewonnenem Orlandin (62) oder
Desmethylkotanin (61)
Siehe Seite 176.

4) Desertorin C (8) aus Aminochromenon 133:

30 mg (0.073 mmol) Aminochromenon 133 werden in einer Mischung aus 2 ml Methanol und
1 ml Salzsaure (37 %) gelost und 4.5 h unter Ruckfluss erhitzt. Das Gemisch wird mit 2 ml
Methanol und 2.7 ml (32 mmol) Dimethylcarbonat verdinnt, und 0.38 ml (5.4 mmol)
Acetylchlorid werden zugetropft. Nach weiteren 24 h Erhitzen unter Ruckfluss wird das
Gemisch auf 30 ml Wasser gegeben und dreimal mit 15 ml Essigsdureethylester extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel wird bel vermindertem Druck abdestilliert. Das Rohprodukt wird diinnschicht-
chromatographisch aufgereinigt (Chloroform / Methanol / Ameisensaure = 30 : 2 : 1). Es
werden 11 mg (34 %) Desertorin C alsfarbloser Feststoff erhalten.

a) Kotanin (2):

Ansatz (Methode 1): 8,8-Bicumarin (134): 55 mg (0.134 mmol); NaH (60 %): 14 mg
(0.342 mmol); M&SO4: 38 m (0.402 mmol); HMPT: 0.8 ml.

Ausbeute: 35 mg (59 %)



5. Experimenteller Teil 155

Analytische Daten:

R: 0.31 (CHCl3/ EE=3: 1)

Smp.: 359 - 362 °C (Zers.)

MS (E|) m/z = 438 (M+, 57 0/0), 421 (C24H2107+,15 %), 407.1 (Cz3H1907+, 100 %)

P-(+)-Kotanin (P-2)

ee 96 % (chirale HPLC, CHIRALPAK® AD-H)
[a]p®®: +27.6' (c = 0.38, CHCl5)
CD: (Acetonitril) | (De) [nm] = 207 (-49.2), 214 (-17.6), 220 (-23.0), 232 (+6.5),

238 (+5.5), 260 (+20.9), 291 (-14.7), 322 (+28.2).

M-(-)-Kotanin (M-2)

ee 3 98 % (chirale HPLC, CHIRALPAK® AD-H):
[a]o®: -35.7 (c = 0.43, CHCl3)
CD: (Acetonitril) | (De) [nm] = 205 (+49.9), 215 (+18.7), 220 (+23.2), 233 (-6.4),

237 (-4.9), 260 (-21.2), 291 (+14.4), 322 (-28.7).

b) Isokotanin A (7):

' Dieser Wert ist moglicherweise aufgrund der geringen Konzentration und Messungenavigkeiten mit einem
erheblichen Fehler belastet.



156 5. Experimenteller Teil

Ansatz (Methode 1): 6,6'-Bicumarin (135): 55 mg (0.171 mmol) (stark verunreinigt); NaH
(60 %): 14 mg (0.342 mmol); Me,SO4: 39 m (0.412 mmol), HMPT:

0.8 ml.
Ausbeute: 40 mg (68 %)
Analytische Daten:
R 0.37 (CHCI;/EE=3:1)
Smp. 321 - 324 (Zers)

MS(El):  m/z=438(M", 100 %), 410 (CxsH20;", 8 %).

c) Desertorin C (8):

Ansatz (Methode 1): 6,8-Bicumarin (136): 150 mg (0.366 mmol) (verunreinigt); NaH
(60 %): 30 mg (0.750 mmol); Me,SO4: 83 m (0.587 mmol), HMPT:

2.0 ml.
Ausbeute: 88 mg (55 %)
Analytische Daten:
Rr: 0.34 (CHCI;/EE=3:1)

0.57 (CHCI3/ MeOH / Ameisensaure=30:2: 1)

Smp. 188 —190 °C

MS(El):  m/z=438(M*, 100 %), 407 (CpsH1s0;", 23 %).

C24H 2208 438 43
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5.1.3.1 Demethylierungen, Desertorin A

2,2',6,6'-Tetrahydroxy-4,4'-dimethyl-1,1'-biphenyl-3,3'-dicarbonsauredimethylester (140)

[2,2',6,6'-Tetrahydroxy-3'-(methoxycarbonyl)-4,4'-dimethyl-1,1'-biphenyl-3-carbonséure (154)]

O 0
-
HO OH HO OH
HO OH HO OH
" e
/O /O
140 L 154 —

Zu einer Losung aus 100 mg (0.256 mmol) des 3,3-dimeren 4-O-Methylorsellinsdure-
methylesters 4 in 4.0 ml abs. Dichlormethan werden bei -78 °C 1.0 ml (1.0 mmol) einer
Bortribromididsung (1.0 M in Dichlormethan) getropft. Nach 20 min Ruhren bei -78 °C wird
auf Raumtemperatur erwdrmt. Der Reaktionsverlauf wird Uber DC kontrolliert bis die
Ausgangsverbindung 4 nach 2 Tagen Ruhren bei Raumtemperatur nahezu vollstandig umge-
setzt ist. Das Reaktionsgemisch wird auf 10 ml Salzsdure (2 M) gegeben und dreimal mit
Essigsaureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden tGber Magnesium-
sulfat getrocknet und das Ldsungsmittel wird bei vermindertem Druck abdestilliert. Der
Ruckstand wird zunéchst saulenchromatographisch (Chloroform / Methanol = 4 : 1) und
anschlief3end dunnschichtchromatographisch (Chloroform / Methanol = 30 : 1) aufgereinigt.
Es werden 5.4 mg (5.8 %) Produkt in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. Unter den
Nebenprodukten befinden sich zahlreiche Carbosduren die durch Esterhydrolysen gebildet
werden. Benzoesaure 154 bildet davon mit 47 mg (53 %) den groften Anteil.

Produkt 140
Ry 0.21 (CHCIl3/ MeOH =30: 1):

'H-NMR: (300 MHz, DMSO-ds, 20 °C), d = 2.36 (s, 6H; 2~ CHg), 3.75 (s, 6H; 2~
OCHs), 6.28 (s, 2H:; 2" ar-H), 8.30 (s, 2H; 2~ OH), 11.88 (s, 2H; 2~ OH).
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3C.NMR:  (75.5 MHz, CDCls, 20 °C), d = 24.3 (2° CHs), 51.7 (2° OCHs), 104.5, 105.4
(4° Cy, 1116 (2" CH), 142.8,160.1,163.0 (6" Cg), 1725(2" C=0).

C18H180s 362.33

Nebenprodukt 154

Ry 0.29 (CHCl3: MeOH =4: 1):

"H-NMR: (300 MHz, DMSO-ds, 20 °C), d = 2.41 (s, 3H; CH3), 2.50 (s, 3H; CH3), 3.62
(br; OH), 3.82 (s, 3H; OCH3), 6.14 (s, 1H; ar-H), 6.33 (s, 1H; ar-H), 9.24 (br,
1H; OH), 11.26 (br, 1H; OH).

BC.NMR:  (75.5 MHz, CDCls, 20 °C), d = 23.4, 23.7 (CHs), 51.9 (OCHz3), 104.6, 105.9,
107.6, 108.4 (Cy), 109.0, 111.1 (CH), 139.8, 141.2, 158.3, 160.5, 161.9, 164.0

(Cy), 171.9, 174.6 (C=0).

C17H 1608 348.30

4.4 6,6'-Tetrahydroxy-2,2'-dimethyl-1,1'-biphenyl-3,3'-dicarbonsauredimethylester (141)

Zu einer Losung aus 120 mg (0.307 mmol) des 5,5'-dimeren 4-O-Methylorsellinsduremethyl-
esers 5 in 1.5 ml abs. Dichlormethan werden bei -78 °C 1.2 ml (1.2 mmol) einer Bor-
tribromidlosung (1 M in Dichlormethan) getropft. Nach 20 min Rihren bel -78 °C wird auf
Raumtemperatur erwérmt. Die Suspension wird mit 2 ml Wasser hydrolysiert und dreimal mit
4 ml eines Gemisches aus Essigsaureethylester und Methanol (5 : 1) extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet und vollstandig
eingeengt. Der Rickstand wird séulenchromatographisch aufgereinigt (RP-18-Kieselgel,
Wasser / Methanol =1 : 1 ® Methanol). Es werden 57 mg (51 %) Produkt in Form eines
farblosen Feststoffs erhalten.
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R (RP-18): 0.24 (MeOH : H,O =1:1):

'H-NMR: (300 MHz, DMSO-ds, 20 °C), d = 1.80 (s, 6H; 2~ CHg), 3.75 (s, 6H; 2~
OCHs), 6.31 (s, 2H:; 2 ar-H), 9.39 (s, 2H; 2 OH), 10.02 (s, 2H; 2~ OH).

BC.NMR:  (75.5 MHz, CDCl3, 20 °C), d = 17.5 (2" CHs), 51.7 (2~ OCHjs), 100.2 (CH),
111.0, 116.3, 137.6, 156.8, 157.9 (10~ C,), 169.8 (2~ C=0).

Ci18H180s 362.33

4,47, 7'-Tetrahydroxy-5,5'-dimethyl-6,8'-bicumarin (143)

143
50 mg (0.122 mmol) 6,8-Bicumarin 136 werden in 0.8 ml 1-Methyl-3-octyl-1H-imidazolium-

chlorid gelést und bei 50 °C im Hochvakuum getrocknet, bis keine Gasentwicklung mehr
beobachtet wird. AnschlieRend wird mit einem Uberschuss Aluminiumchlorid (1.0 g) versetzt
und erneut vorsichtig evakuiert. Eswird 7 h auf 60 °C erhitzt, zuerst bei leichtem Unterdruck,
gpater unter Argonatmosphére. Die Suspension wird vorsichtig mit Wasser hydrolysiert, in
50 ml Salzsaure (1 M) aufgenommen und vierma mit 40 ml Essigsdureethylester extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen werden mit verdinnter Salzsdure (1 M) gewaschen, Uber
Magnesiumsulfat getrocknet und vollstandig eigedampft. Der Rickstand wird saulen-
chromatographisch an Kieselgel aufgereinigt (Toluol / Essigsaureethylester / Ameisenséure =
6:5:1). Eswerden 49 mg eines Gemisches aus Produkt 143 und den einfach demethylierten
Produkten 144 und 145 im Verhéltnis 9 : 2 (*H-NMR) sowie Spuren der ionischen Fliissigkeit
eluiert.

Ruckgewinnung der ionischen Fllssigkeit:

Aus der wassrigen Phase der Extraktion mit Essigsaureethylester werden die Aluminiumsalze
mit Ammoniak ausgeféallt und Gber eine Nylonmembran (0.4 nm) abfiltriert. Das Filtrat wird

vollstandig eingedampft und der Rickstand wird in Chloroform aufgenommen. Nach
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Abfiltrieren der wunldslichen Salze und Abdestillieren des Losungsmittels wird
Methyloctylimidazoliumchlorid in ausreichender Reinheit zurlckerhalten um erneut
verwendet zu werden.

Ry 0.35 (Toluol / EE/ Ameisensdure=6:5: 1)

CooH140sg 382.32

7,7'-Dihydroxy-4,4'-dimethoxy-5,5'-dimethyl -6,8'-bicumarin (Desertorin A) (66)

66

30 mg des (stark verunreinigten) Tetrahydroxybicumarins 143 werden in 5 ml einer
methanolischen Chlorwasserstofflosung (1.25 M) gelost und 4 d unter Luftausschluss bei
Raumtemperatur gerdhrt. Anschlie3end wird das Reaktionsgemisch mit 25 ml Wasser
verdunnt und dreimal mit 20 ml Essigsdureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel wird unter
vermindertem Druck abdestilliert. Der Rickstand wird dunnschichtchromatoraphisch an
Kieselgel gereinigt (Chloroform / Essigsaureethylester / Ameisensdure = 30: 2 : 1). Eswird
eine Fraktion mit 4 mg leicht verunreinigtem Produkt erhalten.

Ry 0.25 (Chloroform/ EE / Ameisenséure=30: 2: 1):

CxH180g 410.37

' Be einem weiteren diinnschichtchromatographischen Aufreinigungsschritt kam es zu einer starken
Anreicherung von Weichmacher, da die DC-Platte aus einer fehlerhaften Produktionscharge ssammte. Auf eine

erneute Aufreinigung wurde wegen der geringen Substanzmenge verzi chtet
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5.1.4 Tabellarischer Anhang
5.1.4.1 1H-NMR-Signale der Cumarine
9
10
o
X3
11
o @) o)
8
Position
Verbindung 10 11 9 3 6 8 7-OH | 4-OH
Siderin 6.55 (d, “J = 2.6 Hz)
(D-° 256 | 3.79 |3.89 5.48 6.60 (d. 3 = 2.6 H2) - -
Desmethylsiderin ) 6.53 (d, “J = 2.3 Hz) 10.48 )
(58)© 2.2 391 | 558 6.57 (d, 3 = 2.3 Hz) (br)
4-Hydroxy-7-methoxy- ) 6.69 (d, “J = 2.6 Hz) )
cumarin 59>¢ 260 | 380 >-39 6.74 (d, 3 = 2.6 Hz) 12.20
4,7-Dihydroxycumarin ) ) 6.50 (d, “J = 2.3 Hz) 10.45
60°¢ 2.57 >34 6.55 (d, " = 2.3 Hz) N
é‘;ﬂ,‘@ 2.70 | 379 | 3.92 | 550 6.71 - - -
Desmethylkf\)tanin 246 | 3.80 | 3.91 | 549 6.67 ) s )
(61)" 2.71 - 3.94 | 5.53 6.75 :
Orlandin 10.27
(622> 2.59 - 3.94 | 557 6.73 - (b)
4,4'-Dihydroxy-8,8'-
bicumarin 1342¢  |275 | 375 - 5.38 6.97 - - 12.27
'SO'E%?,”C'” A 222 | 371 | 393 | 558 - 6.77 - -
4,4'-Dihydroxy-6,6'-
bicumarin 135> ¢ 2.22 | 370 - 5.47 - 6.94 - 12.30
Desertorin C 2.26 3.68 3.88 5.50
) 271 | 377 | 392 | 553 6.70,6.73 i i
Desertorin A 2.22 - 3.92 5.53
? -
(66)* 256 | - | (6H) | 560 R '
Tetrahydroxy-6,8'- [2.36 5.00
bicumarin 143 |2.67 |(br.2 Hy| - - 6.57, 6.61 ? ?
4,4'-Dihydroxy-6,8'- |2.26 | 3.68 5.40 12.30
bicumarin 136> ¢ [2.74 | 3.76 ) 5.48 6.94,6.97 i (br, 2H)
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5.1.4.2 *C-NMR-Signale der Cumarine
9
10
o
5 4
6 4a\ 3
11 7 8a 2
o o~ SNo
8
Position
Verbindung 10 | 11 | 9 3 8 4a 6 5 8a 7 2 4
S('lo)"fir.':” 23.6 | 55.7 | 56.1 | 87.6 | 98.8 | 108.0 [115.7|138.5| 156.8 |162.0| 163.3 | 169.9
Des”}gg%!sé'de“” 230 | - |565 |86.7|100.5]|106.1|116.0|/138.2| 156.1 |160.4| 161.8 | 169.4
A-Hydroxy-7-meth- | ,, o | 557 | . | 887 | 98.7 | 107.6 | 114.8|138.2| 157.0 | 161.7, 161.8 | 168.9
oxycumarin 59
4,7-Dihydroxy- | o5 g | . - | 88.0|100.4|106.4 |115.6|138.7| 157.1 |160.4| 161.9 | 169.1
cumarin 60
Kotanin 243 | 56.3 | 56.1 | 87.9 | 107.6, 108.6 |111.6|138.7| 153.7 |159.7| 163.3 | 170.1
(2)1,C,A . . . . .6, . . . . . . .
Desmethylkotanin | 23.7 | 56.5 | 56.1 | 87.5 | 105.4,108.1 [111.9|138.7|154.14|157.2| 1635 | 170.3
(61)" 244 | - |56.3|88.1|106.1,109.1 |116.2(140.0|154.17|160.0| 163.6 | 170.4
%’g‘)”zf’l\” 233 | - |56.7 865 105.9,106.1 [115.7|137.8| 154.0 |158.8| 161.9 | 169.8
45"D'hyqroxy'§:§" 232 | 56.1| - |886|106.4,107.9 |111.2|138.6| 153.7 |159.3| 161.6 | 169.1
icumarin 134
'SO'E%?”C'”A 18.9 | 56.2 | 56.2 | 88.1 | 97.6 |108.3 |123.6 |137.4| 156.5 |160.3| 163.3 | 170.3
4?"D‘hyqroxy'§:§" 182|561 | - |89.1| 97.6 |107.6 |122.7 |136.8| 156.6 |159.9| 161.7 | 169.1
icumarin 135
Desertorin C | 19.4 |56.09, 56.15 | 87.9 |97.7(C%),108.3|111.3 |137.8| 153.5 | 159.4| 163.1 | 169.9
@®)"-° 24.3 |56.17,56.21 | 88.0 | 108.6, 111.5 |119.5 [138.4| 156.7 |160.5| 163.4 | 170.4
Desertorin A [ 19.4 | - [56.48| 85.9 | 100.7, 105.2, 105.4, |136.4| 153.9 157.2|161.97 | 169.9
(66)* 233 | - |5652|86.4 110.0, 2, ? 137.2| 155.4 | 2 |162.02| (2C)
Tetrahydroxy-6,8- [ 185 | - - 86.3| 99.9(C%, |114.4|137.1| 155.0,156.4 | 163.6 |174.8?
bicumarin 143¢ | 231 | - - | 86.4 | 109.7,110.1 |118.5|138.3| 157.4, 158.0 | (2C) |175.5?
L , 97.6(C?),
4,4-Dihydroxy-6,8- | 18.6 |56.07| - | 88.7 | ;5 < o0' |111.1|137.1| 1535 |159.0|161.67| 169.1
bicumarin 136> | 23.3 [56.14| - | 89.0 1103 |1195|138.5| 156.7 |160.3|161.72| (2C)
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13C-NMR: relative Signalintensitaten der Cumarine
9
10
o
5 4
6 4a\3
11 7 8a 2
o o~ SNo
8
Position
Verbindung 10| 11| 13 3 8 4 | 6 5 | 8a | 7 2 4
S('f;‘i“c” 1.00 | 0.90 | 0.95 | 0.96 | 1.01 | 0.19 | 1.02 | 0.33 | 0.25 | 0.36 | 0.32 | 0.28
- 13 . .
2(132'51')({62'” 1.00 |97.98| 2.21* | 0.88 | 0.98 | 0.21 | 1.02 | 0.42 | 0.29 | 0.41 | 29.99 | 0.34
e
- 13 . .
2(132'51';jl,e£'” 1.00 |98.52| 2.15* | 0.87 | 1.02 | 0.17 | 0.96 | 0.37 | 0.28 | 0.39 | 27.53 | 0.30
,
Des”}gg%!sé'de“” 1.00| - | 1.02 | 0.76| 091 | 0.30 | 0.85 | 0.45| 0.34 | 058 | 0.58 | 0.44
13
Sid;;g?%@?;@;'ic 1.00| - | 088 |086|1.01 | 0.32 | 093|054 | 052 | 0.65 | 44.62 | 0.40
BC-Desmethyl-
siderin (°c-58) | 12.00| - | 1.72* | 069 | 0.83 | 0.36 | 0.85 | 0.62 | 0.52 | 0.65 | 44.45 | 0.53
Exp. 32%
- 13
;derﬁ]’?gémgg;{"c 1.00| - [109.78| 0.87 | 1.08 | 043 | 1.07 | 057 | 0.56 | 0.65 | 50.09 | 0.53
,
%t)al,”é” 1.00 | 0.96 | 1.04 | 1.03 | 0.20 | 0.32 | 1.02 | 0.52 | 0.25 | 0.45 | 0.40 | 0.46
. 1, A
KOta&g(i) 1.00 | 0.78 | 1.15 | 0.79 | 0.09 | 0.10 | 0.98 | 0.42 | 0.25 | 0.50 | 4.28 | 0.43
. 1, A
KOtaE’;'S(ZZ) 1.00 | 0.91 | 1.06 | 0.88 | 0.18 | 0.25 | 0.89 | 0.60 | 0.19 | 0.48 | 3.26 | 0.47
. 1, A
KOtaE’;'g(sz) 1.00 | 0.93 | 0.94 | 1.02| 027 | 0.29 | 0.75|0.39 | 0.35 | 0.63 | 4.03 | 0.43
. 1, A
KOtaE’;'g(f) 1.00 | 1.19 | 18.58 | 0.76 | 0.30 | 0.29 | 0.98 | 0.57 | 0.27 | 0.39 | 7.49 | 0.44
. 1, A
z*f?tazérfﬂcft)atl 1.00 | 098 | 1.11 | 1.00| 024 035 |1.02 | 053 | 0.28 | 0.46 | 0.45 | 0.49
. 1, A
z*f?tazérfﬂc(jt)atz 1.00 | 0.96 | 0.96 | 091|019 026 | 091|049 | 027 | 050 | 0.46 | 0.52
. 1, A
Koéae’]l":re(ﬁ)z 1.00 | 1.02 | 1.19 | 0.78 | 0.25 0.20 | 1.09 | 0.64 | 0.19 | 0.43 | 0.52 | 0.50
Desmethylkotanin | 1.00 | 0.73 | 1.13 | 0.73 | 026 0.21 | 082 |0.29 | 0.21 | 045 | 0.43 | 0.31
(61)"* 095| - | 091 |080|028 034 |081|034/| 038 |056| 025 | 0.29
Desmethylkotanin | 1.00 | 1.43 | 25.37 | 049 | 2 2 |091040]| 050 | 047 |1228]| 057
(61)""Exp.4 |069| - |26.90|047| 2 2 |064]|021] 050 |0.94|11.45]| 0.24
. 2,A
Orlandin (62) 1.00| - | 093 | 086|045 030 |073|047| 032|056 | 040 | 0.42
. 2,A
Or'a”Ed)lg(gz) 100 - |o077 | 2 | 2 2l 2| 2| 2 2 | 634 | 2
. 2,A
Or'a”Ed)lg(ﬁz) 1.00| - |4348|042| 042 042 |085|063| 035|062 |2355| 051

(1) CDCl3, (2) DMSO-ds, (A) aus Aspergillus niger isoliert, (C) aus chemischer Synthese, (*) geringfiigige **C-
Anreicherung an C-13 duch sdurekatalysierten Methylgruppenaustausch wahrend der chemischen Synthese.
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wat er
Tabl e

Ci1HisNO,:  Colorless crystals obtained through recrystallisation from a
/ ethanol m xture.
1. Crystal data and structure refinement for nml2.
Enpirical fornmula Cll HI3 N ™4
Formul a wei ght 223.22
Tenperature 123(2) K
Wavel engt h 0.71073 A
Crystal system space group Monoclinic, P2(1)/c (No.14)
Unit cell dinmensions a = 10.6943(4)A al pha = 90 deg.
b = 8.1814(3) A beta = 114.006(2)
deg.
c = 12.9573(5) A gamma = 90 deg.
Vol une 1035. 63(7) A3
Z, Calcul ated density 4, 1.432 My/ m3
Absorption coefficient 0.110 mm-1
F(000) 472
Crystal size 0.40 x 0.30 x 0.15 mm
Di ffractometer Noni us KappaCCD
Theta range for data collection 3.03 to 25.02 deg.
Limting indices -12<=h<=10, -9<=k<=9, -15<=|<=15

Tabl e

5.1.4.3 Kristallstrukturdaten zu Aminochromenon 127"

(Darstel lung der Struktur

Refl ections collected / unique
Conpl eteness to theta = 25.02
Absorption correction

Ref i nement et hod

Data / restraints / parameters
Goodness-of -fit on F*2

Final Rindices [I>2sigma(l)]

R indices (all data)

Largest diff. peak and hol e

2. Atonmic coordinates ( x 1074) and equi val ent
parameters (A2 x 1073) for nml2.

di spl acenment

in Abb. 53, S. 50)

4804 / 1824 [R(int) = 0.0288]
99.7 %

None

Full -matrix | east-squares on F*2
1824 / 4 | 158

0.982

Rl = 0.0354, wR2 = 0.0830
Rl = 0.0513, wR2 = 0.0884
0.142 and -0.200 e. A*-3

i sotropic

Uleq) is defined as one third of the trace of the orthogonalized
U j tensor.
X z U eq)

a1l 1719(1) 3722(1) 5794(1) 19(1)
c(2) 1265(1) 4654(2) 6438( 1) 16(1)
N( 2) 738(1) 3763(2) 7008( 1) 21(1)
H( 2N1) 430(15) 4260(17) 7463(12) 25

H( 2N2) 644(16) 2686( 15) 6898(12) 25

C(3) 1361(2) 6331(2) 6441(1) 19(1)
C(4) 1892(2) 7169(2) 5768(1) 17(1)
Q4) 1873(1) 8720( 1) 5702(1) 21(1)
C(4A) 2451(1) 6162(2) 5114(1) 16(1)
C(5) 3109(1) 6771(2) 4438(1) 18( 1)
C(51) 3453(2) 8557(2) 4408(1) 24(1)
C(6) 3499(1) 5688( 2) 3800( 1) 20(1)
c7) 3299(2) 4009( 2) 3831(1) 19(1)
a7) 3687(1) 2893(1) 3232(1) 24(1)
C(71) 4244(2) 3497(2) 2471(1) 26(1)
C(8) 2707(2) 3384(2) 4511(1) 20(1)
C(8A) 2299(1) 4458( 2) 5133(1) 16(1)
a 1w 146(1) 10337(1) 6423(1) 23(1)
H( 1W) 766( 15) 9825(19) 6243(13) 34

H( 1W2) -508( 15) 10530( 20) 5798(11) 34
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Tabl e 3.

Bond |l engths [A] and angles [deg] for mil2.

q1)-¢(2)
(1) - C(8A)
c(2)-N(2)
q(2)-3)
N( 2) - H( 2N1)
N( 2) - H( 2N\2)
q(3)-C(4)
c(4)-q4)
c(4) - C(4A)
C(4A) - C(8A)
C(4A) - I 5)
(5) - C(6)
(5) - C(51)
q(6)-C(7)
q7)-A7)
q(7)-C(8)
q7)-C(71)
(8) - C(8A)
O 1W - H( 1)
o 1W - H( 1V2)

q(2)-q(1)-C(8A)
N(2)-C(2)-Q1)
N(2)-C(2)-C(3)
q(1)-¢(2)-3)
O(2) - N( 2) - H( 2N1)
O(2) - N( 2) - H( 2N2)
H( 2N1) - N( 2) - H( 2N\2)
q(2)-C(3)-C(4)
Qq(4)-C(4)-3)
Qq(4) - C(4) - C(4A)
Q(3) - C(4) - C(4A)
C(8A) - C(4A) - C(5)
C(8A) - C(4A) - C(4)
a(5) - C(4A) - C(4)
C(6) - C(5) - C(4A)
C(6) - C(5) - C(51)
C(4A) - (5) - C(51)
&(5)-C(6)-C(7)
q7)-C(7)-C8)
q7)-C(7)-C6)
a(8)-C(7)-C(6)
a7)-q7)-C(71)
a(7)-C(8)-C(8A)
a(8)-C(8A)-(1)
(8) - C(8A) - C(4A)
(1) - C(8A) - C(4A)
H( 1WL) - O( 1W - H( 1\2)

OORRRPRRPRPRRRRRPRPRPROORRRR

. 3568( 15)
. 3831( 16)
. 3174(18)
. 3760( 19)
. 883(12)
.891(12)
. 3985( 19)
. 2710( 16)
. 4729( 19)
. 405( 2)

. 4191( 19)
. 386(2)
.511(2)
.393(2)

. 3671(17)
. 376(2)
.4311(17)
.378(2)

. 892(13)
. 842(13)

.91(11)
. 06(12)
. 76(13)
.18(12)
. 7(10)
. 2(10)
.9(14)
. 37(13)
. 15(12)
. 24(12)
.59(13)
. 72(13)
.90( 12)
.37(13)
. 25(14)
.87(12)
. 85(13)
. 77(14)
.12(13)
. 83(13)
. 03(13)
.88(11)
. 38(14)
. 40( 13)
. 78(12)
.83(12)
L 7(14)
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Table 4. Torsion angles [deg] for mml2.

C(8A) - O(1)-C(2) - N(2) 179. 69( 12)
C(8A) - O(1)-C(2) - C(3) 0.51(19)
N(2) - C(2) - C(3) - C(4) -177. 40( 14)
Q(1)-C(2)-C(3)-C(4) 1.6(2)
O(2)-C(3)-C(4)- O 4) 174. 00( 13)
C(2)-C(3)-C(4) - C(4A) -4.7(2)
O( 4) - C( 4) - C( 4A) - C( 8A) -173. 06( 13)
O(3) - C( 4) - C( 4A) - C( 8A) 5. 63(18)
Q(4)-C(4) - C(4A) - C(5) 5.4(2)
O(3) - C(4) - C(4A) - C(5) -175. 91( 13)
C( 8A) - C(4A) - C(5) - C( 6) 3.1(2)
C( 4) - C(4A) - C( 5) - C( 6) - 175. 34( 13)
O( 8A) - C( 4A) - C( 5) - C( 51) -174. 73(12)
C(4) - C(4A) - C(5) - C(51) 6.8(2)
C(4A) - C(5)-C(6)-C(7) -2.0(2)
C(51) - O(5) - C(6) - C(7) 176. 02( 13)
O(5)-C(6)-C(7)- A7) -178. 89( 13)
C(5)-C(6)-C(7)-C(8) -0.4(2)
o(8)-C(7)-q(7)-C(71) 176. 93(12)
C(6)-C(7)-A(7)-C(71) -4.5(2)
O(7)-C(7)-C(8)-C(8A) 179. 98(12)
C(6)-C(7)-C(8)-C(8A) 1.3(2)
o(7)-C(8)-C(8A) - (1) -179. 81(12)
C(7) - C(8) - C(8A) - C(4A) 0.0(2)
O(2)-O(1) - C(8A) - C(8) -179. 44(12)
O(2) - O( 1) - C( 8A) - C( 4A) 0. 73(18)
C(5) - C(4A) - C( 8A) - C( 8) -2.2(2)
O(4) - C( 4A) - C( 8A) - C( 8) 176. 35( 13)
O(5) - C( 4A) - C( 8A) - O( 1) 177.56(12)
O(4) - C( 4A) - C( 8A) - O( 1) - 3.84(19)

Table 5. Hydrogen bonds for mml2 [ A and deg.].

DH..A d(D- H) d(H...A) d(D...A) <( DHA)

N(2)- H(2NL) . .. O( 1W #1 0.883(12)  1.991(13)  2.8726(16) 176.0(14)
N(2)- H(2N2) . .. O( 1W #2 0.891(12)  2.022(13)  2.9051(17) 170.6(14)
O(1W - H(1WL) . .. O( 4) 0.892(13)  1.839(13) 2.7267(14) 173.0(15)
O(1W - H(1V2) . . . O( 4) #3 0.842(13)  1.994(13)  2.8283(14) 171.0(16)

Symmetry transformati ons used to generate equival ent atons:
1 -x,y-1/2,-z+3/2 #2 x,y-1,z #3 -X,-y+2,-z+1
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5.2 Analytik

5.2.1 Verwendete Gerate und Materialien

NM R-Spektren

GC/MS-Spektren

M S-Spektren

| R-Spektren

Optische Drehwerte

CD-Spektren

wurden mit dem Spektrometer AMX der Fa. BRUKER (Rheinstetten)
aufgenommen (*H: 300 MHz, *C: 75.5 MHz). Angegeben werden die
chemischen Verschiebungen d in ppm sowie Kopplungskonstanten in
Hz. Multiplizitéten: s (Singulett), d (Dublett), t (Triplett), q (Quartett),
sep (Septett), m (Multiplett). Als Losungsmittel wurden Chloroform-d;
(CDCls; *H = 7.25 ppm, °C = 77.25 ppm) und Dimethylsulfoxid-ds
(DMSO-dg; *H = 2.50 ppm, *3C = 39.51 ppm) verwendet.

wurden mit dem HP 6890 Series GC-System sowie dem HP 5973 Mass
Selective Detector der Fa. AGILENT (HP) (Pao Alto, USA)
aufgenommen. Es wurde die Saule HP-5MS (5 % Phenyl Methyl
Siloxan / Kapillare 30.0 m~ 250 nm) der Fa. AGILENT (HP) verwendet.
Tec (Injektor) = 250 °C, Tws (lonenquelle) = 200 °C, Zeitprogramm
(Ofen): Tomin = 60 °C, Tamin = 60 °C, Tiamin = 280 °C (Aufheizrate:
20 °C/ min), Tigmin= 280 °C.

wurden in der Zentralanalytik der Chemischen Institute der Universitét

Bonn aufgenommen.

wurden mit dem Infrarot-Spektrometer AVATAR 360 FT-IR der Fa
NICOLET (THERMO) aufgenommen. Die Substanzen wurden als KBr-
Presslinge vermessen. Angegeben werden die Wellenzahl in cm'*; die
Intensitéten als ss (sehr stark), s (stark), m (mittel), w (schwach).

wurden mit dem Polarimeter P-1020 der Firma JASCO INTERNATIONAL
Co. LTD. (Tokyo, Japan) bestimmt. Alle Werte wurden mit der D-Linie
einer Natium-Lampe gemessen.

wurden mit einem Spectralpolarimeter J810 der Firma JASCO

INTERNATIONAL Co. LTD. (Tokyo, Japan), mit folgenden Parametern
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gemessen: Lange der Zelle = 1.0 cm, Empfindlichkeit = Standard,
Messgeschwindigkeit = 100 nm / min, Data Pitch = 1 nm, Bandbreite

1 nm, Response = 2 s, Accumulation = 3.

Schmelzpunkte wurden mit der Schmelzpunktapperatur B-540 der Fa. BUcH! (Flawil,

Schweiz), gemessen.

Analytische

Dunnschichtchromatographie  erfolgte auf DC-Alufolien Kieselgel 60 Fusq der Fa. MERCK
(Darmstadt).

Préparative

Dunnschichtchromatographie erfolgte auf DC-Alufolien beziehungsweise Glasplatten (20 °
20 cm, Schichtdicke 0.2 mm) und DC-Glasplatten (20 ©~ 20 cm,
Schichtdicke 1.0 mm), mit Kieselgel 60 Fss der Firmen MERCK
(Darmstadt) und MACHEREY-NAGEL (Ddiren).

Séulenchromatographie erfolgte an Kieselgel 60 und Kieselgel RP-18 der Fa. MERCK
(Darmstadt). Soweit in den Versuchsbeschreibungen nicht anders

angegeben betrug die Korngrdsse 40 — 60 nm.
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5.2.2 HPLC-Analyse von Rohextrakten

5.2.2.1 HPLC-Methoden

Assay 25cm, RP-18
Saule LiChrospher® 100 RP-18-EC, 250 ° 3 mm; 5 nm PartikelgroRe;
CS CROMATOGRAPHIE SERVICE GMBH (Langerwehe)
Laufmittel Acetonitril / Wasser - Gradient (RT)
Zeit [min] Acetonitril [%] Flussrate [ml / min]
0-10 35 0.5
Methode: ™™ 10- 13 35® 45 0.5® 0.6
13-25 45® 525 0.6
25-28 525® 35 06® 05
Assay 25 cm Nor malphase (SO,)
Saule LICHROSPHER® Si60, 250 © 3 mm, 5 nm PartikelgroRe;
CS CROMATOGRAPHIE SERVICE GMBH (Langerwehe)
Laufmittel Chloroform (1 % Ameisensaure) / Methanol - Gradient
Methode™™" Zeit [min] Methanol [%] Flussrate [ml / min]
0-10 0O® 5 15
Assay 6 cm, RP-18
Saule LiChrospher® 100 RP-18-EC, 60~ 3 mm; 5 nm Partikelgrofie;
CS CROMATOGRAPHIE SERVICE GMBH (Langerwehe)
Laufmittel Acetonitril / Wasser (RT)
: : o :
Methode Zeit [min] Acetonitril [%] Flussrate [ml / min]
0-2 45 1.8
Assay 6 cm Normalphase (S O5)
Saule LICHROSPHER® Si60, 60~ 3 mm, 5 mm PartikelgroRe;
CS CROMATOGRAPHIE SERVICE GMBH (Langerwehe)
Laufmittel Chloroform (1 % Ameisensaure) / Methanol - Gradient (RT)
Zeit [min] Methanol [%] Flussrate [ml / min]
00-13 01® 20
Methode 13-14 20® 80 o5
14-18 80® 10.0 '
18-23 100® 0.1
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Chirale Phase

Assay Kotanin (2) (chiral)
Saule” CHIRALPAK® AD-H 250~ 4.6 mm; 5 nm PartikelgroRe;
DAICEL - CHIRAL TECHNOLOGIES EUROPE SAS (llIkirch, Frankreich)
L aufmittel Isohexan / iso-Propanol (10°C)
M ethode: Zeit [min] Isopropanol [%] | Flussrate [ml / min]
0-90 25 0.8

*Eswurde eine Vorsdule (20~ 3 mm, CS CROMATOGRAPHIE SERVICE GMBH) mit der gleichen stationdren Phase
wie in der Hauptsiule vorgeschaltet. **Es wurde eine Vorsdule (10 © 4 mm, DAICEL - CHIRAL
TECHNOLOGIES EUROPE SAS) mit der gleichen dationdren Phase wie in der Hauptséule vorgeschaltet.
*** Bei den 25 cm Sdulen wurden zwischen die Probenl &ufe Spllzeiten von 5 Minuten eingerichtet.

Die Messungen erfolgten auf einem HP-Serie 1100 System der Firma AGILENT (HP) (Palo
Alto, USA). Das Injektionsvolumen betrug 5 mi.

5.2.3 Kultur- und Verflutterungsexperimente mit Aspergillen

5.2.3.1 Pilzkulturen

Allgemeine Anmerkungen

Abgesehen von den im Abschnitt "Kulturgeféf3e" angegebenen Ausnahmen wurden alle fur
Pilzkulturen eingesetzten Gerdte und Behdter vor Gebrauch autoklaviert (121 °C, 20 min)
beziehungsweise Uber der Flamme sterilisiert. Die Arbeiten mit Pilzen wurden in einer
Sterilbank durchgefihrt.

Kulturgefalie

Fiir 100 ml Stehendkulturen wurden Zellkulturflaschen aus Polystyrol (162 cn?, Costar®
traditionell, gerade Phenolkappe, SIGMA-ALDRICH) verwendet, die vom Hersteller steril
geliefert wurden. Die Versorgung der Kulturen mit Sauerstoff erfolgte Uber einen nicht
luftdicht schliefRenden Schraubverschluss. Die gebrauchten Kulturflaschen konnten nach
grundlicher Reinigung und Sterilisation wiederverwendet werden. Dazu wurden die
gereinigten Flaschen grindlich mit Ethanol gespllt und anschlief3end bei (nicht luftdicht)
aufgesetztem Deckel bei 60 °C getrocknet. Die Sterilitdt wurde stichprobenartig durch
mehrtagige Inkubation mit sterilem Standardmedium Uberprift.
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10 ml Kulturen wurden in 50 ml Zentrifugenréhrchen aus Polypropylen durchgefihrt. Zur
Versorgung der Kulturen mit Sauerstoff wurden in die Deckel Locher gebohrt, die mit Watte
ausgestopft wurden. Die Sterilisation erfolgte wie bei Zellkulturflaschen beschrieben. Zur
Erhohung der Oberflache der Mediums wurden die Geféf3e wahrend der Kultur schrég

gelagert.

Fur 1 ml Kulturen wurden GC / HPLC-Probenglasschen aus Glas mit 1.8 ml Fassungs-
vermogen verwendet, die mit einem Septum (Teflon / Silikon) verschlossen werden. Um die
Sauerstoffversorgung der Kulturen zu gewahrleisten wurden in die Septen L6cher gebohrt, die
mit einer Nylon-Membran abgedeckt wurden. Die Sterilisation der Gefal3e erfolgte wie fir
Zellkulturflaschen beschrieben.

Fur 1 ml Kulturen auf einer Mikrotiterplatte (Deep Well Block, 96-well, Polypropylen,
2.0 ml) wurde diese mit Nylonmembran abgedeckt und wie oben beschrieben mit Ethanol

sterilisiert.

Herstellung von Sporensuspensionen

Eine Agarplatte mit einer ausgereiften Pilzkolonie wird mit 10 ml einer wassrigen LOsung aus
Kochsalz (0.9 %) und Tween 80 (0.1 %) versetzt. Mit einem Drigalski-Spatel wird solange
vorsichtig Uber die Oberflache gerieben, bis eine homogene Suspension entstanden ist, die
abpippetiert wird. Die Sporensuspension ist bei 4 °C mehrere Wochen haltbar.

Stammhaltung

Die Stammhaltung erfolgt auf Kartoffel-Dextrose-Agar (SIGMA-ALDRICH), wobei die
Kulturen alle zwei Monate erneuert werden. Bel auxotrophen Stdmmen wird das Medium
entsprechend supplementiert. Die Platten werden mit Sporen angeimpft und 10 Tage bei
30 °C inkubiert. Anschlief3end werden die Kulturen mit Parafilm versiegelt und bei Raum-
temperatur gelagert.

Fur eine Lagerung Uber einen langeren Zeitraum wurden von allen Stdmmen
Sporensuspensionen hergestellt, die mit mit einem gleichen Volumen Glycerin (80 %)
versetzt und bel -70 °C eingefroren wurden. Die verwendeten Stémme werden in Abschnitt
5.3.10, S. 187 aufgefuhrt.
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Stehendkulturen im 100 ml-Mal3stab

100 ml Standardmedium (vgl. Abschnitt 5.3.11, Medien und Puffer) in einer Zellkulturflsche
werden durch Auftragen von Sporen auf die Oberflache angeimpft und bei 30 °C inkubiert. In
den ersten zwei Tagen bildet sich auf der Oberfléche eine geschlossene Schicht aus farblosem
Myzel. Danach werden zunehmend braun-schwarze Konidien und Farbstoffe gebildet. Nach
etwa 6 Tagen i aul3erlich kein Wachstum mehr erkennbar. Die Kulturen werden nach

10 Tagen aufgearbeitet.

Verimpfungsexperimente 2 - 4 mit monomeren, **C-markierten Cumarinen
Fur ein Experiment werden insgesamt 5 Kulturen angelegt, von denen eine als Referenz dient.
Nach zweitagiger Inkubation werden pro Flasche 10 mg **C-markiertes Cumarin, gelést in
1ml DMSO, mit Hilfe einer Spritze auf dem Myzel und im Medium verteilt. Durch
vorsichtiges Schwenken des Gefél3es wird das Medium kurz durchmischt. Nach 6 Tagen
Kultur wird erneut mit jeweils 5 mg Cumarin in 1 ml DMSO verimpft. Die Referenzkultur

wird mit jeweils 1 ml DM SO ohne Cumarin versetzt.

Verimpfung von [1,2-**C]-Acetat
Die Experimente werden analog zu denen mit *C-markierten Cumarinen durchgefiihrt.

Verimpft wurde eine 200 mM wassrige Losung aus [1,2-*C]-Acetat wie folgt:

1. Experiment: nach 24 h Kultur: 1 ml (2 mM im Medium)
nach 48 h Kultur: 1 ml (2 mM im Medium, insges.: 4 mM im Medium)
2. Experiment: nach 24 h Kultur: 2 ml (4 mM im Medium)

100 ml-Stehendkulturen mit Anzucht im Schittler

In einem 500 ml Schuttelkolben mit Schikanen werden 100 ml Standardmedium mit Sporen
angeimpft und bei 30 °C geschiittelt (120 rpm). Innerhalb von 2 d entwickelt sich eine
volumindse Masse aus farblosem Myzel. Die Kultur wird daraufhin bei Raumtemperatur
stehend fortgefuhrt. Wahrend der nédchsten Tage bildet sich an der Oberflache eine Schicht
aus farblosem Myzel, auf der im weiteren Verlauf in grof3er Zahl schwarz-braune Sporen

ausgebildet werden. Die Aufarbeitung erfolgt nach 12 Tagen.

Verimpfungsexperiment 1 mit **C-markiertem Dihydroxycumarin **C-60
Es werden insgesamt 5 Kulturen angelegt, von denen eine als Referenz dient. Nach 24 h
werden pro Schiittelkolben 10 mg **C-markiertes Cumarin, gelést in 1 ml DM SO, zugegeben.
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Die zweite Verimpfung erfolgt nach 6 Tagen mit jeweils 5 mg Cumarin in 1 ml DMSO. Die
Referenzkultur wird mit je 1 ml DM SO ohne Cumarin versetzt.

100 ml-Schattelkulturen

In einem 500 ml Schuttelkolben mit Schikanen werden 100 ml Standardmedium mit Sporen
angeimpft und 10 Tage bel 30 °C geschiittelt (120 rpm). Innerhalb von 2 Tagen entwickelt
sich eine volumindse Masse aus farblosem Myzel. In den folgenden Tagen werden zusétzlich
rotbraune Farbstoffe gebildet. Die Aufarbeitung erfolgt nach 10 Tagen.

Kulturen in kleinerem Mal3stab
Kulturen im 1 ml und 10 ml Mal3stab werden analog zu den 100 ml Stehendkulturen
durchfihrt. Die Aufarbeitung erfolgt auch hier nach 10 Tagen.

Verimpfung von monomeren Cumarinen
Da zum Animpfen in der Regel eine hohere Sporenzahl pro Volumen Medium verwendet
wird als bei den 100 ml Kulturen, bildet sich die Myzelschicht schneller aus. Daher kann die
Verimpfung in machen Fallen bereits nach 24 h durchgefihrt werden. Die 1 ml Kulturen
werden mit 150 ng monomerem Cumarin, geloés in 20 mM DMSO, versetzt und durch
vorsichtiges Schwenken durchmischt (Fur 10 ml Kulturen: 1.5 mg Cumarin in 0.2 ml
DMSO). Ein zweiter Verimpfungstermin entfallt.

5.2.4 Aufarbeitung und Analyse der Pilzmetabolite

5.2.4.1 Herstellung von Rohextrakten

Die getrennte Aufarbeitung von Biomasse und Fermentationsiiberstand zeigt, dass sich
Cumarine nur im Myzel in nachweisbarer Menge befinden. Dies kann daran liegen, dass diese
Verbindungen nur sehr eingeschrankt wasserlgslich sind, oder sie werden von den Zellen
nicht sekretiert. Bei den im folgenden beschriebenen Aufarbeitungen wird jeweils das
gesamte Medium extrahiert. Dadurch ist sichergestellt, dass bei Markierungsexperimenten
auch die verfitterte Verbinung quantitativ zurtickerhalten wird.

Aus 100 ml-Kulturen
Es wurden zwei unterschiedliche Verfahren angewandt, die sich in erster Linie im Arbeits-

aufwand unterscheiden, da in beiden Féllen die Cumarine quantitativ extrahiert werden. Die
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Kulturen zu den Verimpfungsexperimenten mit monomeren Cumarinen sowie den Unter-
suchungen zur Metabolitproduktion wurden nach Methode 1 aufgearbeitet. Die Ansédtze zur

I nkorporation von **C-Acetat wurden nach der vereinfachten Methode 2 behandelt.

Methode 1) Der Fermentationsiberstand wird vorsichtig vom Myzel abdekantiert und
dreimal mit Chloroform extrahiert. Das Myzel wird in einen Rundkolben Uberfihrt, mit
100 ml Methanol / 100 ml-Kultur versetzt und 16 h bei Raumtemperatur gerthrt. Die Suspen-
sion wird Uber eine Nylon-Membran (0.4 nm) abfiltriert. Das Filtrat wird bel vermindertem
Druck bis zur Trockene eingeengt, in verdinnter Salzsdure (0.5 %) aufgenommen und
dreimal mit Chloroform extrahiert. Die vereinigten Chloroformextrakte werden utber
Magnesiumsulfat getrocknet. Nach Abdestillieren des Losungsmittels wird ein braun-
schwarzer Riuckstand erhalten (30-60 mg / 100 ml-Kultur). Fir HPLC-Untersuchungen wird
dieser in heilRer HPLC-Auftragsiosung (siehe unten) gelost. Sollte beim Abkihlen ein
Niederschlag ausfallen, wird dieser durch Filtration tUber eine Nylonmembran oder Watte
abfiltriert. Eswird eine klare gelbliche Lésung erhalten.

Methode 2) Myzel und Fermentationsiiberstand werden in einen Glaskolben tberftihrt und
mit einem Gemisch auch Essigsdureethylester, Chloroform und Methanol versetzt (3:1: 1,
100 ml / 100 ml-Kultur). Nach 16 h Rihren bei Raumtemperatur wird das Gemisch Uber
Miracloth®, CALBIOCHEM (San Diego, USA) abfilftriert. Aus dem Filtrat wird die organische
Phase abgetrennt. Die wassrige Phase wird mit Salzsdure leicht angesduert und dreimal mit
einem Gemisch aus Essigsdureethylester / Chloroform (3 : 1) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen werden tber Magnesiumsulfat getrocknet und bei vermindertem Druck
vollstéandig eingedampft. Die weitere Aufarbeitung fur HPLC-Analytik erfolgt wie oben
beschrieben.

Aus 1 ml-(10 ml-)Kulturen

Die Kulturen werden mit 1 ml (10 ml) Essigsaureethylester versetzt, luftdicht verschlossen
und 16 h bei Raumtemperatur inkubiert. Gelegentliches Schitteln der Gefal3e fordert die
Durchmischung der Phasen. Um auch schwerl@sliche, monomere Cumarine besser aufzu-
schlief3en, kann angtelle von reinem Essigsiureethylester ein Gemisch aus Essigsaureethyl-
ester, Chloroform und Methanol (3 : 1 : 1) als Extraktionsmittel verwendet werden. Der
organische Extrakt kann entweder direkt dem HPLC-Assay zugefuihrt oder zunéchst aufkon-
zentriert werden. Dazu wird die organische Phase vorsichtig abpippettiert. Die wassrige Phase

wird durch Schutteln mit 250 m (2.5 ml) Extraktionsmittel ein weiteres Mal extrahiert. Die
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vereinigten organischen Phasen werden vollstéandig eingedampft und in 100 m HPLC-
Auftragslosung gelost beziehungsweise suspendiert. Im Falle eines Niederschlags wird Gber
Watte filtriert. Es werden 80-90 i klare Extraktionsldsung erhalten.

Fur Screeningexperimente werden die Kulturen mit 0.5 ml Essigsdureethylester luftdicht fur
16 h bei Raumtemperatur inkubiert. Gelegentliches vorsichtiges Schutteln der Gefal3e
erleichtert die Extraktion. Die organische Phase kann in der Regel direkt in das HPLC-System
injeziert werden (gegebenenfalls zentrifugieren).

Extraktion von Sporen (A. niger ATCC 36626)

5 Agarplatten aus Standardmedium (15 g Agar / | Medium) werden mit Sporen angei mpft und
5 Tage bei 30 °C und anschlief?end 10 Tage bei Raumtemperatur inkubiert. Die Platten
werden zundchst 2 h an der Luft getrocknet und dann Uber ein Becherglas mit gleichem
Durchmesser gestulpt und geklopft, bis keine Sporen mehr losgeltst werden. Die Sporen
werden in 50 ml Chloroform aufgenommen, 16 h bei Raumtemperatur geriihrt und dann tber
eine Nylonmembran (0.45 nm) filtriert. Der Extrakt wird eingeengt und mittels HPLC

untersucht, beziehungswei se diinnschichtchromatographisch aufgearbeitet.

HPL C-Auftragsldsungen

RP-18-Assay: Acetonitril / Methanol =3: 1

Normalphasen(SiO,)-Assay: Chloroform / Methanol = 3 : 1 (In Abwesenheit von verimpften
Hydroxycumarinen kann auch reines Chloroform verwendet

werden)

5.2.4.2 Isolierung der Cumarine

Allgemeine Methode zur Isolierung der Bicumarine aus Aspergillus-Rohextrakten

Die Methode erweist sich zur Isolierung der 8,8-Bicumarine in Abwesenheit von Monomeren

als besonders effektiv.

1. Saulenchromatographische Aufreinigung an Kieselgel (EE), Ry » 0.3, alle Bicumarine
werden in einer Fraktion eluiert. Es werden 3-5 mg gelblicher Feststoff / 100 ml-Kultur
erhalten.
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2. Praparative DC (0.2 mm, Toluol / EE / Ameisensdure = 6 : 5 : 1), Kotanin (2) Ry = 0.34
(» 1.3 mg / 100 ml-Kultur), Desmethylkotanin (61) R; = 0.28 (» 0.4 mg / 100 ml-Kultur),
Orlandin (62) Ry =0.23 (» 0.5 mg/ 100 ml-Kultur)

| solierung der Cumarine aus den Rohextrakten der Verimpfungsexperimente 1-4

1. Experiment

1. Methylierung des Rohextrakts
Der Rohextrakt wird in 5 ml abs. Aceton gelést, mit 100 ml Dimethylsulfat und einer
Spatelspitze Kaliumcarbonat versetzt und 16 h bei Raumtemperatur gertihrt. Uber-
schiussiges Dimethylsulfat wird durch einstiindiges Ruhren nach Zugabe von 1 ml
Methanol hydrolysiert. Anschlieffend wird das Ldsungsmittel bei vermindertem Druck
abdestilliert, der Ruckstand in verdinnter Salzsdure (0.5 %) aufgenommen und dreimal mit
Essigsdureethylester extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber
Magnesiumsulfat getrocknet und vollstandig eingedampft.

2. Saulenchromatographische Aufreinigung an Kieselgel (EE), Ry = 0.30; Es werden 14 mg
einer Kotanin (2) enthaltenden Fraktion eluiert.

3. Préparatives DC (20~ 20 cm, 0.2 mm, 2 Laufe mit CHCI;, Kotanin (2) bildete die unterste
Faktion R » 0.1) Ausbeute: » 1.8 mg Kotanin (2) (Bestimmung durch Wiegen).

2. Experiment

1. Préparatives DC (20~ 20 cm, 1.0 mm, EE, Kotanin (2) R » 0.3).

2. Praparatives DC (20 © 20 cm, 0.2 mm, 2 Laufe mit CHCI3, Ry » 0.1) Ausbeute: 4.5 mg
Kotanin (2) (Bestimmung durch Wiegen, Substanz ist verunreinigt).
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3. Experiment

1 Rohextrakt

DC

1.1 1.2
Siderin (*C»-1) und Desmethylsiderin (*C-58) (Mischfraktion)

Saule DC

1.1.1 1.1.2 1.2.1 1.2.2
38 mg Siderin (*C,-1) | | 17 mg Desmethylsiderin (**C-58) (Mischfraktion) (Mischfraktion)
DC DC
1.2.1.1* 1.2.1.2 1.2.1.3 1.2.2.1
17 mg Siderin (**C»-1) Kotanin (2), unrein (Mischfraktion) Orlandin (62), unrein
DC DC DC
1.2.1.2.1 1.2.1.3.1 1.2.2.1.1* 1.2.2.1.2
0.5 mg Kotanin (2) < 0.1 mg Kotanin (2) <0.1 mg Siderin (**C,-1) 0.3 mg Orlandin (62)
A

vereinigt
Abb. 117: FlieRschema zur Isolierung der Cumarine in Experiment 3. fett umrandet: **C-NM R-spek-
troskopisch charakterisierte Verbindungen. * Mit Fraktion 1.1 vereinigt.
1. Praparative DC (20~ 20 cm, 1.0 mm, Toluol / EE / Ameisensdure=6:5: 1)
1.1 oberste Fraktion Siderin (*3C,-1) + Desmethylsiderin (**C-58)
1.2 alle tibrigen Fraktionen (zahlreiche Verbindungen)

1.1 vereinigt mit 1.2.3.1 und 1.2.2.1.1 (beide Siderin). Sdulenchromatographische Aufreini-
gung an Kieselgel, 1. CHCl; /EE=10:1, 2. Toluol / EE/ Ameisensaure=6:5: 1)

1.1.1 38 mg Siderin (**C,-1) (63 % der verimpften Substanz)
1.1.2 17 mg Desmethylsiderin (**C-58) (30 % der verimpften Substanz)

1.2 Préparative DC (20~ 20 cm, 1.0 mm, Toluol / EE/ Ameisensdure=6:5: 1)
Ri=0.69—0.46
Ri=0.41-0.23

121
122

Mischfraktion
Mischfraktion
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1.2.1 Praparative DC (2 Platten, 20 © 20 cm, 0.2 mm, 3 * eluieren mit CHCl3, dann 1~
CHCl3/ MeOH =40: 1)

1.2.1.1 R;=0.63-0.49 11 mg Siderin (*3C,-1) (vereinigt mit 1.1.1)
1212 R=0.35-0.29 Kotanin (2) (verunreinigt)
1213 R=029-0.18 Mischfraktion

1.2.2 Préparative DC (20~ 20 cm, 0.2 mm, Toluol / EE/ Ameisenséure=6:5: 1)
1221 R=0.28 Orlandin (62) (verunreinigt)

1.2.1.2 Préparative DC (20~ 20 cm, 0.2 mm, EE)
1.2.1.2.1 R=0.50 0.5 mg Kotanin (2) (UV aus CD-Assay,
einschlief3lich Fraktion 1.2.1.3.1)

1.2.1.3 Prgparative DC (20 © 20 cm, 0.2 mm, 2 = eluieren mit Chloroform / Methanol
=20:1
12131 R=0.62 Kotanin (2) (Spur vereinigt mit 1.2.1.2.1)

1.2.4.1 Préparative DC (20" 20 cm, 0.2 mm, Toluol / EE/ Ameisensaure=6:5: 1)
1.2.2.1.1 R;=0.50 Siderin (**C,-1) (<0.1 mg vereinigt mit 1.1.1)
12211 R=0.26 0.3 mg Orlandin (62) (UV aus CD-Assay)
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4. Experiment

1 Rohextrakt

DC
11 1.2 1.3
Kotanin (2) Desmethylkotanin (61), Orlandin (62)
unrein unrein unreint
DC DC DC
111 121 122 131
Kotanin (2) Kotanin (2) Desmethylkotanin (61) Orlandin (62)
1.4 mg <0.1 mgt unrein unrein
A J
N 1
vereinigt DC bDC
1221 1311
Desmethylkotanin (61) Orlandin (62)
0.4 mg 1.9 mg

Abb. 118: FlieRschema zur Isolierung der Cumarine in Experiment 4. fett umrandet: **C-NM R-spek-

troskopisch charakterisierte Verbindungen.

1. Préparative DC (20" 20cm, 1.0 mm, 3~ eluieren mit CHCl3, 1~ CHCl3/ MeOH =40: 1,
nur bisR;=0.53: 1" Toluol / EE/ Ameisensaure=6:5:1)

11 R;=0.59-0.52 Kotanin (2) unrein
12 R;=0.52-0.39 Desmethylkotanin (61) unrein
1.3 R;=0.35-0.18 Orlandin (62) unrein

1.1 Préparative DC (20~ 20 cm, 0.2 mm, EE)
111 R;=0.30 1.4 mg Kotanin (1) (einschliefdlich Fraktion

1.2.1, UV aus CD-Assay)

1.2 Prgparative DC (20" 20cm, 0.2 mm, 1~ eluieren mit CHCl3, 1~ mit CHCl3 / MeOH =
40: 1)

121

1.2.2

Rf =0.62
Rf =042

Kotanin (2) (Spur, mit 1.1.1 vereinigt)

Desmethylkotanin (61) verunreinigt
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1.3 Préparative DC (20° 20 cm, 0.2 mm, 1~ CHCI3/ MeOH =40: 1, 1" Toluol / EE /
Ameisensdure=6:5: 1)
13.1 R;=0.38-0.16 Orlandin (62) + Desmethylkotanin (61)

1.2.2 Préparative DC (20~ 20 cm, 0.2 mm, Toluol / EE/ Ameisensdure=12:5: 1)
1221 R;=020 0.4 mg Desmethylkotanin (61) (UV, CD-Assay)

1.3.1 Préparative DC (20~ 20cm, 0.2 mm, 1~ eluieren mit Toluol / EE / Ameisensdure = 12
:5:1, Toluol / EE/ Ameisensaure=6:5:1, )
1311 R=040-0.18 1.9 mg Orlandin (62) (UV aus CD-Assay)

Zur Abtrennung von Kieselgelspuren wurden alle Produktfraktionen Uber eine
Kieselgelkartusche mit CHCI; / MeOH = 10 : 1 [Kotanin (2)] beziehungsweise 2 : 1
[Desmethylkotanin (61), Orlandin(62)] eluiert.

[1,2-3C]-Acetat Einbauexperimente
Die Rohextrakte wurden nach der allgemeinen Methode zur Isolierung von Bicumarinen
aufgereinigt.

Ausbeuten (bestimmt durch Auswiegen):
Kotanin (2) Desmethylkotanin (61) Orlandin (62)
Experiment 1 6 mg 2mg 2mg
Experiment 2 4mg nicht bestimmt nicht bestimmt
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5.3 Molekularbiologische Arbeiten

Mit Ausnahme der Versuche zur Transformation von Cosmiden in Aspergillus niger wurden
alle Arbeiten am Institut fur Mikrobiologie (Abteilung Prof. Brakhage) der Universitét

Hannover durchgefihrt.

5.3.1 Allgemeine Anmerkungen

Alle Gerdte und Behalter wurden vor Gebrauch autoklaviert (121 °C, 20 min) beziehungs-
weise Uber der Flamme sterilisiert. Die Arbeiten mit Pilzen und Bakterien wurden an einer
Sterilbank durchgefihrt.

5.3.2 Klonierung in PCR®2.1-TOPO®

Fir Klonierungen von PCR-Produkten wurde ein TOPO TA Cloning® Kit der Firma
INVITROGEN (Paisley, GB) gemal3 Anleitug des Herstellers verwendet. Pro Ansatz wurden
dabei entgegen der Empfehlung des Herstellers nur 0.5 mi statt 1.0 ml der Vektor-Losung
eingesetzt.

5.3.3 Sequenzierung

Es wurde ein "ABI PRISM® BigDye™ Primer Cycle Sequencing Ready Reaction Kit" der
Firma APPLIED BiosySTEMS (Warrington, GB) nach Anleitung des Herstellers verwendet. Die
Analyse des Sequenzierungsgemischs erfolgte Uber einen APPLIED BIosysTEMS ABI 310
Sequencer. Die Sequenzdaten wurden mit den Programmen Sequence Navigator und Auto
Assembler (APPLIED BIOSYSTEMS) editiert.

Die Sequenzierungen erfolgten in einer Richtung unter Verwendung des Primers M13-

forward.

5.3.4 DNA-modifizierende Enzyme

Die fur diese Arbeit verwendeten Restriktionsenzyme und T4-DNA-Ligase wurden von der
Firma NEw ENGLAND BioLABs (Beverly (USA) / Frankfurt a. M.) bezogen. Sie wurden mit
den mitgelieferten Puffern gemal3 den Empfehlungen des Herstellers eingesetzt.

Fur Dephosphorylierungen wurde Shrimpp Alkalische Phosphatase (SAP) der Firma ROCHE
DiagNosTIcs GMBH (Basel (CH) / Mannheim), verwendet. Fir PCR-Experimente wurde,
soweit nicht anders beschrieben, Moltag™ Tag-DNA-Polymerase der Firma MoLzym GMBH
& Co.KG (Bremen) mit dem mitgelieferten Puffer verwendet.
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5.3.5 Isolierung und Aufreinigung von DNA

Préparation genomischer DNA aus Aspergillus niger'*® 17

A. niger ATCC 36626 wird 2 Tage in mit Biotin supplementiertem Aspergillus-Minimal-
medium im Schittler kultiviert (28 °C, 120 rpm). Das Myzel wird tber Miracloth®,
CALBIOCHEM (San Diego, USA), abfiltriert, mit Wasser gewaschen und vorsichtig
ausgewrungen. Es werden 4.1 g feuchtes Myzel erhalten, die in einem Mérser mit flissigem
Sickstoff Gibergossen und gruindlich zerrieben werden. 2.0 g des zerkleinerten Myzels werden
in 50 ml Extraktionspuffer aufgenommen und 24 h geschittelt (28 °C, 120 rpm, eine
Verlangerung der Schittelphase auf bis zu 4 Tage fuhrt ebenfalls zu guten Ergebnissen). Die
Suspension wird mit einem gleichen Volumen Phenol / Chloroform versetzt (1 : 1, 1 %
|soamylalkoholzusatz), kurz geschittelt und zentrifugiert (15 min, 15 °C, 4500 ~ g). Die
waéssrige Phase wird abgetrennt, mit einem gleichen Volumen Chloroform (1 %
Isoamylalkoholzusatz) versetzt, kurz geschittelt und erneut zentrifugiert (5 min, 15 °C,
4500 " g). Die wassrige Pase wird abgetrennt, mit 1.1 Volumina abs. Ethanol versetzt und
45 min bei 4 °C inkubiert. Nach Zentrifugieren (15 min, 15 °C, 4500~ g) wird der Uberstand
Uber dem DNA-Pellet abdekantiert. Das Pellet wird in 2 ml TE-Puffer gelést und mit 100 ng
RNAse 1 h bel Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 200 ng Proteinase K wird fur
weitere 2 h bei 37 °C inkubiert. Die L6sung wird dreimal mit dem gleichen Volumen Phenol /
Chloroform versetzt, kurz geschittelt, zentrifugiert (10 min, Raumtemperatur, 2700~ g) und
von der organischen Phase befreit. Anschlief3end werden 0.1 Volumina Natriumacetatlésung
(3 M, pH 5.2) und 1.1 Volumina abs. Ethanol zugegeben. Die ausgefallene DNA wird
abzentrifugiert (1 min, Raumtemperatur, 1000 ~ @), mit 400 m Ethanol / TE-Puffer
gewaschen und in 400 m Tris/ HCI (5 mM, pH 8.5) gelost. Ist die DNA noch nicht rein
genug (UV oder Restriktionskontrolle) wird die Ethanol-Prézipitation zweimal wiederholt.
Dazu wird das Volumen der DNA-L6sung auf 1 ml erhoht und LiCl (Endkonzentration =
0.2 M) wird als Salzquelle eingesetzt.

Es wurden 286 ng chromosomale DNA erhalten (UV-Assay, |20/ 1280 = 1.81).

Praparation von Plasmid-DNA

Die Darstellung von Plasmiden erfolgte mit Hilfe eines E.Z.N.A® Plasmid Miniprep Kit I,
PEQLAB-BIOTECHNOLOGIE GMBH (Erlangen), gemal? den Angaben des Herstellers. Cosmide
wurden im analytischen Mal3stab (5 ml Kulturen) tber eine Plasmid-Minipréparation nach

Standardprotokoll (alkalische Lyse und Ethanolprézipitation) oder mit einem QIAGEN®
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Plasmid Mini Kit, QIAGEN (Hilden), nach Anweisung des Herstellers isoliert. Die Eluierung
der DNA von der Silica-Séule erfolgte dabei bei 70 °C. Fur Transformationen wurde Cosmid-
DNA in gréRBerem MaRstab mit Hilfe eines QIAGEN® Large-Construct Kits isoliert, wobei
aber nur bei Cosmid 33 der im Protokoll optionale Endonucleaseverdau durchgefiihrt wurde,
oder es wurde ein QIAGEN® HiSpeed Plasmid Midi Kit nach der Anleitung des Herstellers

verwendet.

Gelextraktionen

Agarosegele wurden mit Hilfe eines E.Z.N.A.® Gel Extraction Kit, PEQLAB-Biotechnologie
GmbH (Erlangen), nach den Anweisungen des Herstellers extrahiert. Bei PCR-Produkten
wurde ein E.Z.N.A.® Cycle-Pure Kit der selben Firma verwendet.

5.3.6 Konstruktion der A. niger Cosmidbank

Partielle Restriktion von hochmolekularer chromosomaler Aspergillus niger-DNA mit
Sau3Al

Analytischer Ansatz: 5-10 ng DNA werden mit Sau3A1 (2 U) in einem Gesamtvolumen von
100 m bei 37 °C verdaut. Vor Zugabe des Enzyms und nach 30, 60, 90, 120, 180, 240 und
360 Sekunden werden 10 m Probe entnommen und zur Inaktivierung des Enzyms sofort in
Gel-Auftragspuffer tberftihrt. Anschlief3end werden die Proben Gel-elektrophoretisch (0.5 %

Agarose) analysiert.

Préparativer Ansatz. Der analytische Ansatz wird um den Faktor 7 vergrof3ert und auf zwei
Reaktionsgefél3e mit je 350 m verteilt. Nach der aus den analytischen Experimenten als
optimal eingeschétzten Zeit (90 s) wird die Reaktion durch Einfrieren in flissigem Stickstoff
und Zugabe von EDTA-L6sung (200 i, 0.1 M) abgebrochen. Die aufgetauten Proben werden
mit Phenol / Chloroform (1 : 1) extrahiert, vereinigt und mit Wasser auf ein Gesamtvolumen
von 4 ml gebracht. Nach Zugabe von LiCl-Lésung (4 M, 400 m) und Ethanol (4 ml) wird 30
min bei -70 °C inkubiert. Nach Zentrifugieren (15 min, 15 °C, 4500 ~ g) wird das DNA-Pellet
mit Ethanol (70 %) gewaschen und erneut 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wird
abdekantiert, und das Pellet wird in 80 ml Tris/ HCI (5 mM, pH 8.0) gel6st. Anschlief3end
wird mit Alkalischer Phosphatase (SAP) (6 U, 1 h, 37 °C, 200 ml Gesamtvolumen)
dephosphoryliert. Durch Extraktion mit Phenol / Chloroform 1 : 1 und Fallung in Ethanol
werden 14 ng DNA erhalten (UV-Assay, l20/ 1280 = 1.89).
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Praparation des Cosmidvektors pANsCosl

15 ng pANsCosl werden mit Xbal in zwei parallelen Ansétzen mit je 100 m Gesamtvolumen
fr 16 hrestringiert (2~ 30 U, 37 °C) und anschlief3end 3 h mit Alkalischer Phospatase (SAP)
dephosphoryliert (2~ 1.5 U, 37 °C). Die Ansdtze werden vereinigt und aufgereinigt (Phenol /
Chloroform-Extraktion, ethanolische DNA-Fallung). Die Restriktion mit BamH1 erfolgt in
zwei paralelen 100 m-Ansdtzen (2~ 30 U, 37 °C, 16 h). Nach erneuter Aufreinigung werden
3.3 ng DNA erhalten (UV-Assay, |20/ l280= 1.54)

Ligation von chromosomaler Aspergillus niger-DNA mit pANsCosl

10 nmg chromosomale Aspergillus niger-DNA und 2 ng des gedffneten pANsCosl-Vektors
werden in einem Volumen von 22 m mit T4-DNA Ligase (800 U) fur 16 h bei 4 °C und
weitere 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlief3end wird die Ligase durch 10 min
Erhitzen auf 65 °C denaturiert.

Verpackung in infektidse Phagen
Es wurde der Gigapack® 111 XL Packaging Extract der Firma STRATAGENE (La Jolla, USA)
gemal3 den Angaben des Herstellers verwendet.

5.3.7 Konstruktion eines Cosmid-Shuttle Vektors mit dem pyr4-Gen

als Selektionsmarker

PCR-Amplifikation des pyr4-Fragments. pKTP/Bglll und M13-forward je 4 mM, MgCl,
5mM, (95 °C,5min) " 1; (50 °C, 1 min; 70 °C, 1 min; 94 °C, 45s) "~ 30; (70 °C, 10 min) ~

1; Als DNA-Polymerase wurde "BIO-X-ACT Short DNA Polymerase’ (1 U) der Firma
BioLINE (London (GB) / Luckenwalde) verwendet.

"Colony-PCR" an 10 Transformanten: pK TP/Bglll und M13-forward je 4 niM, MgCl, (5 mM,
(95°C, 5) ~ 1; (50 °C, 1 min; 70 °C, 1 min; 94 °C, 45s) ~ 30; (70 °C, 10 min) ~ 1.

5.3.8 Screening auf Polyketidsynthase-Gene (PKS)

DNA-Abdricke der Cosmid-Kolonien wurden auf Hybond-N+-Membranen der Firma
AMERSHAM BIOSCIENCES (GE-HEALTHCARE) (Buckinghamshire (GB) / Freiburg) gemal3
Gebrauchsanweisung angefertigt. Fur die Herstellung der Fluorescein-DNA-Sonde und die
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Hybridisierung wurde ECL™ Random prime labelling and detection systems, Version |l
(AMERSHAM LIFE SCIENCES) nach Angaben des Herstellers verwendet. Die Fluoreszenz-
aufnahmen erfolgten auf Kodak X-Omat AR XAR-5 Papier, 24~ 30 cm (SIGMA-ALDRICH).
Die Koloniedichte auf den Agarplatten betrug 200-300 / Platte in den Versuchen 1-3 und
500-1000 / Platte im Versuch 4. Sie lag damit teillweise deutlich Gber dem im Protokoll
angegebenen Werten (£ 200 / Platte). Um positive Kolonien trotzdem sicher identifizieren zu
konnen wurden alle Kolonien in der Umgebung eines Spots auf dem Fotofilm auf eine weitere
Agarplatte (Masterplate) transferiert und und erneut gescreent.

5.3.9 Versuche zur Transformation ausgewahlter Cosmide in
A. niger N 402

Die Experimente erfolgten in Anlehnung an ein im Internet verdffentlichtes Protokoll fir
Transformationen von A. nigerl69 sowie dem von der Arbeitsgruppe Prof. BRAKHAGE
verwendeten Protokoll fir A. nidulans.*’”

Vier Schittelkolben (1 1) mit jeweils 250 ml Aspergillus-Komplex-Medium, supplementiert
mit Biotin, werden mit jeweils 250 m Aspergillus niger N 402-Sporenldsung angeimpft und
16-20 h inkubiert (30 °C, 120 rpm). Das Myzel wird tiber Miracloth® abfiltriert, mit 0.7 M
K Cl-L6sung gewaschen und vorsichtig ausgewrungen. 8-10 g des feuchten Myzels werden in
20 ml Lysepuffer suspendiert und bei 30 °C geschiittelt (150-180 rpm). Bei einem Uberschuss
an Myzel kann dieses auf zwel 20 ml-Ansétze verteilt werden. Nach 1 h und anschlief3end
alle 30 min wird eine Probe mikroskopisch untersucht. Sind bei 400-facher Vergrol3erung
50-100 Protoplasten als farblose, runde Zellen in einem Gesichtsfeld zu erkennen, kann mit
der Aufarbeitung begonnen werden. Insgesamt sollte der Protoplastierungsvorgang nicht
langer as 4 h dauern. Gegebenenfalls kann das Myzel durch Aufziehen und Ablassen mit
einer Pipette mit groRer Offnung vorsichtig aufgespalten werden. Die Zellsuspension wird
Uber Miracloth abfiltriert. Das Filtrat wird mit Eis gekuhlt (die Protoplasten werden im
folgendem grundsétzlich auf Eis gelagert) und zentrifugiert (5 min, 4 °C, 2100~ g). Das Z€ll-
pellet wird durch vorsichtiges Aufziehen und Ablassen mit einer Pipettein 0.7 M KCI-L6sung
(4 °C) suspendiert und erneut zentrifugiert. Anschlief3end werden die Protoplasten vorsichtig
in 10 ml S/C-Puffer (4 °C) suspendiert. Es wird eine Probe entnommen (10 ), die mit S/C-
Puffer (90 m) verdunnt wird. Wahrend die Zellen erneut zentrifugiert werden, wird die

Zelldichte der Probe mikroskopisch mittels einer Thoma-Kammer bestimmt. Es gilt:
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Durchschnittliche Zahl der Zellen pro GroRRquadrat
Kammervolumen [ml]
_ Durchschnittliche Zahl der Zellen pro Grof3quadrat

Zdlzahl = X0 6sungsvol umen [ml
4X07°[ml] g [rmi]

Zellkonzentration[ml ] =

»V/ erdiinnungsfaktor

Typischerweise werden Gesamtausbeuten in GréRRenordnungsbereichbereich von 10° Zellen
erzielt. Die erneut zentrifugierten und vom Uberstand befreiten Protoplasten werden in so viel
S/C-Puffer (4 °C) suspendiert, dass die Konzentration etwa 10® Zellen / ml betragt. Je 200 ni
der Suspension werden in 15 ml-Zenrifugenrohrchen aliquotiert und mit der zu trans-
formierenden DNA, die in maximal 20 m Wasser gelost ist, versetzt. Eine der Proben wird als
Rerferenz "O-DNA" aufbewahrt. Es werden 1-10 ng DNA pro Ansatz empfohlen. In den
eigenen Experimenten wurden 5-20 ng Cosmid-DNA zuziglich 1.2 Massenaquivalenten
pHelpl eingesetzt. Besteht die Gefahr, dass durch den DNA-Puffer das osmotische
Gleichgewicht gestort wird (grof3ere Volumina, Salzkontamination), kann die DNA-LAsung
zunéchst mit doppelt konzentriertertem S/C-Puffer verdiinnt werden. Zu den Transformations-
ansétzen werden 50 m PEG-L6sung gegeben; es wird vorsichtig geschittelt und 20 min auf
Eis inkubiert. Anschlief3end wird mit weiteren 2 ml PEG-L6sung versetzt, durch Schwenken
des Rohrchens kurz gemischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 4
ml S/C-Puffer und erneutem Schwenken wird 5 min bei Raumtemperatur zentrifugiert (3000
" Q). Das Zellpellet wird in 400 m S/C-Puffer resuspendiert. Fiur die Vitalitétskontrolle der
Protoplasten werden aus 10 m der Suspension mit S/C-Puffer Verdinnungen mit Faktor 100
und 10 000 angelegt. Zum Ausplattieren werden 100 i der Zellsuspension zu 5 ml flUssigen
Top-Agar (40 °C) in einem Reagenzglas gegeben, mit dem Vortex kurz vermischt und sofort
auf eine Bottom-Agarplatte gegossen. Fur die Transformationsexperimente enthalten Top-
und Bottom-Agar als Selektionsmarker (Hygromycin B, 150 mg / 1). Fur die Vitalitas
kontrollen der Protoplasten werden Platten ohne Marker verwendet. Die fertigen Platten
werden bei 30 °C inkubiert. Kolonien von Transformanten sollten nach drei Tagen erkennbar

sain.
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5.3.10 Stamme
Pilze:
Organismus Stamm Genotyp Literatur
A. niger ATCC 36626 120
A. niger NRRL 3122 (ATCC 22343 178
A. niger N 402 (FGSC A733) CpAl 179
A. niger N 492 (FGSC A888) CpAl, argB13, nicAl 179
A. niger "3014" Uri 141
Emericella desertorum CBS653.73 180
A. nidulans FGSC A 26 biAl 181
A. nidulans R21 pabaAl, yA2 182
A. nidulans WG 355 biAl, bgaO, argB2 182, 183
A. fumigatus ATCC 46645 184
A. fumigatus AF 293 (FGSC A1100) 185, 148

ATCC: American Type Culture Collection. Manassas, VA (USA); CBS: Centraal bureau voor Schimmelcultures,
Utrecht, Niederlande; FGSC: Fungal Genetics Stock Center, School of Biological Sciences, University of

Missouri, Kansas City (USA); NRRL: Northern Regional Research Center, Agricultural Research Service
Culture Collection, National Center for Agricultural Utilization Research, Peoria, Illinois (USA).

Bakterien:

Fur Standard-Kloierungsarbeiten wurden der Stamm E. coli TOP 10F verwendet. (pHelpl

wurde in E. coli DH5a tranformiert). Die Transfektion der A. niger-Cosmide erfolgte in E.

coli XL-Blue MRA.

Organismus | Stamm Genotyp Quelle
E. coli DH5a F ®80lacZAM15 A(lacZY A-argF)U169 INVITROGEN; Carlsbad
recAl endAl hsdR17(r-, mc") phoA (Kalifornien, USA) /
SUPE44 thi-1 gyrA96 relA1 A Karlsruhe; 186
E. coli ToplOF' F{lacl9 Tn10(Tet™)} merA A(mrr- INVITROGEN; Carlshad
hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM 15 AlacX 74 (Kalifornien, USA) /
recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK Karlsruhe
rpsL (StrF) endA1 nupG
E. coli XL1-Blue| A(mcrA)183 A(merCB-hsdSMR-mrr)173 | STRATAGENE, LaJolla,
MRA endA1l supE44 thi-1 gyrA96 relAl lac (Kalifornien, USA)
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5.3.11 Medien und Puffer

5.3.11.1 Kulturmedien

Far E. coli

L B-Medium™®’

Trypton 10g/1
Natriumchlorid 10g/1
Hefeextrakt 59/l
Fir Platten: Agar 159/l

auf pH 7 einstellen (NaOH) und autoklavieren

Selektionsmarker Ampicillin 100mg/ |

Far Aspergillen

Standardmedium?®?

Czapek-Dox-Medium (SIGMA-ALDRICH):

Saccharose 30.0g/l

NaNOs 3.0g/l

K2POy4 1.0 g /1

MQgSO, x7H,0 05g/l

KCl 05g/l

Fe(11)SO4 x7H,0 0.01g/l
Corn Seep Liquor 20.0ml /|
autoklavieren

AspergillusMinimal Medium™®®

NaNO; 6.0g
KH,PO, 152¢g
KCI 0529
Fur Platten: Agar 1509
Wasser 956 ml
auf pH 6.5 eingtellen und autoklavieren

20 % Glucose (autoklaviert) 40.0 ml
20 % MgSO, (autoklaviert) 25ml
Spurenelementldsung 1.0ml

Aspergillus Komplex M edium (Top und Bottom Agar):

Wie Aspergillus Minimal Medium. Zusétzlich in die Salzldsung:

Bactopeptone 20g
Hefeextrakt 10g
'‘Casamio Acids 10g

(auf Vitaminzugabe wurde verzichtet)
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Spurenelementelsung:
ZNnS0O4 7 H,O 8.8 g /1
EDTA, Dinatriumsalz 409/l
FeSO4' 7H20 109/I
CusSO,” 5H,0 049/l
MnSO4' 1H,0 0159”
Na:B20O- 0.1g/l
(NH4)2M07027 4 H,O 0.05 g /1

Auf pH 3.5 -4.0 (HCI) eingtellen und sterilfiltrieren

Selektionsmarker Hygromycin B: 1.0 ml /| Medium (= 100 pg / ml)
Fertiglosung (bei —20 °C) 100 mg/ 1 ml

Supplemente:

PABA: 4-Aminobenzoesdure, Vitamin H; 0.1 g /100 ml sterilfiltriert
Zugabe: 3ml /| Medium

Biotin: 2mg/ 100 ml sterilfiltriert
Zugabe: 3ml /| Medium

Nicotinsaure: 0.2 g/ 100 ml sterilfiltriert
Zugabe: 1 ml /1 Medium

Arginin: 8.7 g/ 100 ml (0.5 M) derilfiltriert
Zugabe: 20 ml / | Medium (10 mM)

Uridin: 24.4 g/ 100 ml (1 M) sterilfiltriert
Zugabe: 4 ml / | Medium (4 mM)

5.3.11.2 Puffer

Extraktionspuffer (DNA-Praparation)

NaCl 150 mM (8.77g/1)
EDTA 100 mM (29.2g/ )
TrigHCI (pH 8.0) 50 mM

Toluol 20Vol %

SDS 209/l

TE-Puffer
TrigHCI (pH 8.0) 10 mM
EDTA 1mM (2.92g/1)

TAE-Puffer (fir Gelelektrophorese)

TrigHCI (pH 8.0) 40 mM

EDTA 1mM (2.92g/1)
Fur Gele: Agarose

Chromosomale DNA 0.3-0.5%

Plasmide (Standardanwendungen) 1.0 %



190

5. Experimenteller Teil

Kleine Fragmente, PCR-Produkte 2.0 %

Osmotische L 6sung

KCl 0.6 M (44.79g/1)
NaH»PO, 10 mM (1.05 g / |)
auf pH 5.8 einstellen und autoklavieren

S/C-Puffer
Sorbitol 1.0M (180.29g/1)
CaCl, x2H,0 50mM (7.35g/1)
autoklavieren

PEG-L 6sung
PEG 8000 2509/l
CaCl; x2H,0 50mM (7.35g/1)
TrigHCI (pH 7.5) 10 mM

autoklavieren
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6 Abklrzungsverzeichnis

Symbole fur verwendete Gr63en

[mol xI]

[%]

[%0]

[%]

[9.807 m xs?)

[1]

[HZ]

[deg xcm® xdezimol ]
[s, min, h, d]

[°C]

[l 20 xdeg xer xg]

d (ppm]
[ [nm]

4" geTQ@gmgo

Abklrzungen

abs.
Ag.

Ac

ar.

ber.
Boc
BINOL
BINAP
BMIM
Bn

CDh
CIP
CoA
DAD
DC
DCC
DDQ
DHGO
DMSO
DNA
EDTA
EE

El

Enz
FAD

Konzentration

Diastereomerentiiberschuss

BC-Einbaurate

Enantiomereniiberschuss

Erdbeschleunigung (Einheit bei Zentrifugieren)
(relative) Intensitdt (= Integral) eines Signals oder Peaks
K opplungskonstante

Molarer Circulardichroismus

Zeit

Temperatur

Spezifischer Drehwert bel Temperatur T und Wellenléngel

chemische Verschiebung
Weéllenlénge

absolutiert

Aquivalent(e)

Acetylgruppe

aromatisch

berechnet

t-Butoxycarbonyl
1,1'-Binaphthalen-2,2'-diol
2,2'-Big(diphenylphospanyl)-1,1'-binaphthyl
1-Butyl-3-methylimidazolium
Benzylgruppe

Circulardichroismus

Cahn-lgold-Prelog

Coenzym A

Diodenarraydetektor
Dunnschichtchromatographie
Dicyclohexylcarbodiimid
2,3-Dichloro-5,6-dicyano-1,4-benzochinon
Dihydrogeodin-Oxidase

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure (deoxyribonucleic acid)
Ethylendiamintetraessigsiure
Essigsdureethylester
Elektronenstofdionisation

Enzym

Flavin-Adenin-Dinucleotid



192 6. Abkiizungsverzeichnis

FDCD Fluoreszenz-detektierter Circulardichroismus

FMN Flavin-M ononucleotid

GCMS Gaschromatographi e-M assenspektrometrie

gem. gemessen

ges. gesattigt

HMPT Hexamethylphosphorsauretriamid

HPLC Hochleistungsflissigchromatographie  (high  performance  liquid
chromatography)

2-Pr iso-Propylgruppe

2-PrOH 2-Propanol

IR Infrarotspektroskopie, -spektrum

kat. in katalytischer Menge

kb Kilobasenpaare (= 10° Basenpaare)

LDA Lithiumdiisopropylamid

M Metall

m/z Masse/ Ladung - Verhdltnis

M* Molekiilion

Mb M egabasenpaare (= 10° Basenpaare)

MCPBA meta-Chlorperbenzoesiure

Me Methylgruppe

MeOH Methanol

MOM Methoxymethyl

MS M assenspektrometrie, -spektrum

n-BuLi n-Butyllithium

NMR Kernresonanzspektroskopie (Nuclear Magnetic Resonance)

ORF Offenes Leseraster; Sequenz, die ein Gen darstellt oder darstellen
konnte (Open Reading Frame)

PCR Polymerase-K ettenreaktion (Polymerase Chain Reaction)

PEG Polyethylenglycol

PIFA Phenyliod(l11)bis(trifluoracetat)

PKS Polyketidsynthase

ppm parts per million

rac. racemisch

Ry Retentionsfaktor

RP Umkehrphase (reversed phase)

rpm Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute)

R Retentionszeit

RT Raumtemperatur

SDS Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate)

Smp Schmel zpunkt

sp/ spp Spezies / Spezies (Mehrzahl)

t-Bu t-Butylgruppe

TEMPO 2,2,6,6-Tetramethylpiperidinyloxy-Radikal

TFA / Tfa Trifluoressigsdure / Trifluoracetylgruppe

THF Tetrahyhydrofuran

TMAH Trimethylammonium
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TMEDA Tetramethylethylendiamin

Tris’/HCI 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol Hydrochlorid
U enzymatische Einheit (Unit)

uv Ultraviol ettspektroskopie (-Spektrum)

Vis Sichtbares Licht (-Spektrum) (visible)

Zes. Zersetzung

D erhitzen
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