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Fruchtkorper von Albatrellus cristatus enthalten in hoher Konzentration Cristatsdure (3), ein
Farnesylphenol, dessen Seitenkette durch Einbau eines Furanringes modifiziert ist. In einer nahe
verwandten amerikanischen Albatrellus-Art kommt anstelle von 3 Grifolsiaure (6) vor. Die biolo-
gische Aktivitiat von 3, 6 und verwandten Meroterpenoiden wird untersucht, wobei besonders die
cytotoxische Wirkung von Dimethylcristatsiure-methylester (4) bemerkenswert ist.

Antibiotics from Basidiomycetes, XIIV, — Cristatic Acid, a Modified Farnesylphenol from
Fruiting Bodies of Albatrellus cristatus

Fruiting bodies of Albatrellus cristatus contain high concentrations of cristatic acid (3), a farnesyl-
phenol modified by incorporation of a furan ring in its side chain. A closely related American
Albatrellus species contains grifolic acid (6) instead of 3. Biological screening of 3, 6 and related
meroterpenoids revealed remarkable cytotoxic activities especially for dimethylcristatic acid
methyl ester (4).

Aus Fruchtkorpern von ,, Grifola confluens isolierten japanische Forscher 1950 ein
schwach wirksames Antibiotikum, Grifolin®, dessen korrekte Konstitution 1 einige
Jahre spiter ermittelt wurde?. Kiirzlich wurde gezeigt, daB 1 und verwandte Farnesyl-
phenole in Pilzen der Gattung Albatrellus vorkommen*?®, so daB an der Identitit des
japanischen Pilzes mit dem Semmelporling, A. confluens, kein Zweifel besteht. In der
vorliegenden Mitteilung berichten wir iiber die Inhaltsstoffe des Griinen Kammpor-
lings, A. cristatus (Schaeff. ex Fr.) Kotl. et Pouz.
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LBt man Diinnschichtchromatogramme von Rohextrakten des in Bayern gesammel-
ten Pilzes einige Zeit an der Luft liegen oder setzt sie Siureddmpfen aus, so entwickelt
sich ein violetter Fleck, der sich rasch nach Tiirkisgriin verfarbt®. Verantwortlich fiir
diese Farbreaktion ist Cristatsaure (3), die durch Petrolether-Extraktion der gefrierge-
trockneten Fruchtkorper in Ausbeuten bis zu 4.7 % des Trockengewichtes erhalten wer-
den kann. Neben 3 konnten wir aus den Pilzen noch Mannit (8.5%) sowie das bereits
von Bresinsky und Mitarbeitern” nachgewiesene Atromentin (0.1%) isolieren. Dane-
ben kommen noch einige gelbbraune Pigmente vor, deren Menge jedoch fiir eine nihe-
re Charakterisierung nicht ausreichte.

Cristatsdure besitzt die Summenformel C,;H,O5 und zeigt im Massenspektrum ne-
ben dem schwachen Molekiilion ein intensives lon M® — CO,. Durch Erhitzen mit Py-
ridin erfolgt Decarboxylierung zu Cristatin (2), Permethylierung mit Methyliodid/Ka-
linmcarbonat in Dimethylformamid liefert einen Dimethylether-methylester 4.
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Tab. 1. 'H-NMR-Spektren von Grifolin (1)3, Cristatin (2), Cristatsaure (3) und Grifolsaure (6)
(8-Werte; TMS als innerer Standard in CDCl3)?

1 2 3 6
1-H s 6.24 s 6.22 - -
5-H s 6.24 s 6.22 s 6.26 s 6.26
8-H s 2.19 s 2.8 s 2.52 s 2.52
1-H d 3.38 d  3.38 d 3.42 d 342
2-H t 5.26 t 5.26 t 5.27 t 5.29
4-H m { 1.92 bis t  2.05 t 2.07 m { 1.89 bis
5-H 2.10 m 1.64 m 1.64 2.16
6-H m  5.08 t  2.33 t 2.34 m  5.08
8-H m { 1.92 bis 5 6.02 s 6.02 m { 1.92 bis
9-H 2.10 - - 2.10
10-H m  5.08 m  6.00 m 6.009 m  5.08
12-H s 1.67 s 1.86 s 1.87 s 1.67
13-H s 1.58 s 1.94 s 1.94 s 1.59
14-H s 1.58 s 7.06 s 7.07 s 1.59
15-H S 1.81 S 1.78 5 1.80 S 1.81
OH s 4.80 59 =11.8

a) Alle Signale sind durch Fernkopplungen mehr oder weniger verbreitert; Jy 14 = 0.75 Hz (2, 3).
— Y In [Ds]Pyridin, 8§ = 6.13, Halbwertsbreite 4 Hz. — © Breites Signal.
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Hilfreich fiir die Ableitung der Konstitution war ein Vergleich des 'H-NMR-Spek-
trums von 2 (C,,H3305) mit dem von Grifolin (1) (C5,H3,0,). Wie aus Tab. 1 ersicht-
lich, stimmen die Signale des Orcinkerns und des direkt daran gebundenen Prenylrestes
der Seitenkette iiberein, so daf} sich fiir 2 die Partialformel A ergibt.

Cristatin enthalt in der Seitenkette ein zusitzliches Sauerstoffatom. Beriicksichtigt
man, daf} die Verbindung gegeniiber 1 vier H-Atome weniger enthilt und daB3 im Aro-
matenbereich zwei verbreiterte Singuletts bei 8 = 6.02 und 7.06 auftreten, so muf in
der Seitenkette ein Furanring enthalten sein, der zur terminalen Isobutenylgruppe kon-
jugiert steht. Damit ergibt sich fiir Cristatin die Formel 2, die durch die '*C-NMR-Da-
ten (Tab. 2) bestitigt wird. Die chemischen Verschiebungen stimmen gut mit denen von
1 und synthetischem 2-(2-Methyl-1-propenyl)furan (5)® itberein. Im "H-NMR-Spek-
trum der Cristatsdure (3) wird durch den Anisotropieeffekt der ortho-stindigen Carbo-
xylgruppe das Singulett der aromatischen Methylgruppe um 0.34 ppm nach tieferem
Feld verschoben. Da Furanderivate mit Mineralsiuren intensive Farbreaktionen zei-
gen”, wird das eingangs erwahnte Verhalten der Cristatsiure durch Formel 3 zwanglos
erklart. '

Tab. 2. *C-NMR-Spektren von Grifolin (1), Cristatin (2), Cristatsaure (3), 2-(2-Methyl-1-pro-
penyDfuran (5) und Grifolsaure (6) (8-Werte, TMS als innerer Standard; in CDCly)

1 2 3 6 1 2 3 5 6

C-1 109.1 109.0 112.0 111.6 C-t 22.2 22.2 22.0 - 22.0
C-2 1549 1552 1603 160.5  C-2 121.8 1224 1217 - 121.4
Cc-3 1106 1109 1040 1047 C-¥ 137.6 1374  138.3 - 1391
C-4 1549 155.2  163.8 163.7 C4 39.7 39.2 39.2 - 39.7
C-5  109.1 109.0 112.0 1119 C-5 26.4 28.2 28.2 - 26.4
C-6 1389 138.0 142.7 1425 C-¢ 123.7 24.5 24.5 - 123.7
C-7 2141 211 24.2 242 C-7T 135.7 126.4 126.4 111.0 1357
C-8 - - 176.8 175.5 C-§& 39.7  108.8  108.8 107.2 39.7

cy 267 1537 1538 1539 26.7

C-10° 1245 1147 1146 1146 1245

C-11"  131.3 1347 1348 1349 1313
C-12' 25.7 26.9 27.0 26.9 25.7
C-13 17.7 20.1 20.1 20.0 17.7
C-14' 16.3 1369 1369  140.5 16.3
C-15' 16.1 16.2 16.2 - 16.1

Im Massenspektrum der Verbindungen 2 und 3 tritt als Basispeak ein Ion m/e 136
(CoH,0) auf, das durch Spaltung der Seitenkette unter McLafferty-Umlagerung ent-
steht. Weitere intensive Ionen im Spektrum von 2 und 3 sind das Benzyl-Ion m/e 137
(CgHyOy) und die im Schema angegebenen Fragmente m/e 203 (C,,H,,0) und m/e 149
(CoH150).

Uberraschenderweise lieferte die Extraktion eines in den dstlichen USA gesammelten
Pilzes, der morphologisch von Albatrellus cristatus nur wenig abweicht, keine Cristat-
saure, sondern geringe Mengen einer oligen Carbonsiaure C,;H4,0,. Nach den spektro-
skopischen Daten (Tab. 1 und 2) handelt es sich dabei um die bisher unbekannte Grifol-
siaure (6)'9, die als biosynthetische Vorstufe des Grifolins (1) anzusehen ist.
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Biologische Wirksamkeit

Alle untersuchten Meroterpenoide, mit Ausnahme des Permethylderivates 4, besit-
zen antibakterielle und hamolytische Figenschaften. Die Hemmwirkungen gegen die
Gram-positiven Bakterien Bacillus subtilis und B. brevis zeigt Tab. 3. Pilze (Penicillium
notatum und Eremothecium ashbyi) und Escherichia coli K12 wurden im Plattendiffu-
sionstest nicht gehemmt. Dies stimmt gut mit den von Hirata und Nakanishi® fir Gri-
folin publizierten Befunden iiberein.

Tab. 3. Plattendiffusionstest (100 pug pro Rondelle, Hemmhofdurchmesser in mm)

Bacillus subtilis Bacillus brevis
Grifolin (1) 11 12
Cristatin (2) 11 9
Cristatsaure (3) 17 16
Permethylcristatsidure (4) - -
Grifolsdure (6) 14 12

Die hamolytischen Eigenschaften der Verbindungen sind in Tab. 4 wiedergegeben.
Wie bei den von uns untersuchten Merulinsiuren'" ist die Kombination eines Phenol-
ringes mit einer lipophilen Seitenkette fiir die himolytische Aktivitdt verantwortlich.
Permethylierung fithrt auch im Falle der Cristatsdure zu einem Verlust der hdmolyti-
schen Eigenschaften.

Der EinfluB} von 3, 4 und 6 auf die Makromolekiilsynthesen in Zellen des Ehrlich
Ascites Carcinoms der Maus wurde wie frither beschrieben ' getestet. Tab. 5 zeigt die
Wirkung der Meroterpenoide auf den Einbau von radioaktiv markiertem Leucin, Uri-
din und Thymidin in sdureunlosliches Material (Protein, RNS und DNS). Alle drei Ver-
bindungen besitzen eine erhebliche cytotoxische Aktivitit, die beim Permethylderivat
der Cristatsdaure umso bemerkenswerter ist, weil 4 weder eine Hemmwirkung gegeniiber
Bakterien noch himolytische Eigenschaften aufweist.
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Tab. 4. Test auf hamolytische Eigenschaften (% Himolyse bei den angegebenen Konzentrationen
an Wirkstoff)

100 pg/ml 50 pug/mi 20 pg/ml
1 100 100 10
2 33 27 10
3 100 56 4
4 0 0 0
6 65 10 0

Tab. 5. Einbau von *C-Leucin, *C-Uridin und **C-Thymidin in Protein, RNS und DNS in Zel-
len des Ehrlich Ascites Carcinoms nach Zugabe von 20 pg/ml 3, 4 oder 6 (in % der Kontrollen
ohne Antibiotikum)

Leucin Uridin Thymidin
3 23 4 3
4 100 16 47
6 90 18 67

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fir die Forderung dieser Arbeit. Herrn
Professor Dr. A. Bresinsky, Regensburg, sind wir fiir die Bestimmung der Pilze, Herrn Dr.
G. Eckhardt, Bonn, fiir die Massenspektren und Herrn C. Schmidt, Bonn, fiir die Aufnahme der
NMR-Spektren zu Dank verpflichtet.

Experimenteller Teil

UV-Spektren: Varian Cary 219, ~ IR-Spektren: Pye Unicam SP 1100. — 'H- und ¥C-NMR-
Spektren: Bruker WH 90 (TMS als innerer Standard, 5-Werte). — Massenspektren: AEI MS-50
mit Datenverarbeitung, Direkteinlaf, 70 eV. — Die Schmelzpunkte sind unkorrigiert. — Fir die
DC wurden Fertigplatten Kieselgel 60 F,s4 der Fa. Merck verwendet; FlieBmittelsystem: Benzol/
Ameisensidure-ethylester/ Ameisensidure (10:5: 3).

Albatrellus cristatus wurde im September 1979 in der Nihe von Klais und Puppling (Oberbay-
ern) gesammelt, die amerikanische Art (Varietdt?) im September 1977 im Great Smoky Moun-
tains National Park (Tennessee, USA). Belegexemplare befinden sich im Bayerischen Staatsher-
barium Miinchen.

Isolierung von Cristatsiure (3) und Mannit: 16 g gefriergetrocknete Fruchtkdrper von A. crista-
tus (Bayern) werden im Morser fein gepulvert und in einer Soxhlet- Apparatur 8h mit Petrolether
(40— 60°C) extrahiert. Beim langsamen Einengen der Losung fallen farblose Kristalle von 3 aus.
Ausb. 0.75 g (5%), Schmp. 100°C. Zur Analyse wird aus Petrolether umkristallisiert, Schmp.
104°C; R = 0.67 (Fleck farbt sich tiber HCI zunichst rotviolett, dann tiirkisgriin). — UV (Me-
thanol): Ap. (I2€) = 220 (4.49), 265 (sh, 4.49), 269 (4.50), 281 (sh, 4.24), 304 nm (3.70). — IR
(KBr): 3500 2400, 1640, 1620, 1506, 1467, 1457, 1318, 1290, 1270, 1215, 1195, 1170, 1100, 1083,
1018, 944, 900 cm™'. — MS: m/e = 384 (1.4%, M®, C,3H505), 340 (22.4, CyHy304), 217
(11.2, C3H,30;5), 203 (44.0, Cy4,H,50), 191 (11.3, C,H50);5 175 (22.4, C1H10,), 149 (45.2,
CyoH130), 148 (9.9, CoH;,0), 137 (88.4, CgHy0,), 136 (100, CgH,,0).

Cyp3Hy305(384.5) Ber. C71.85 H7.34 Gef. C72.13 H7.62
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Setzt man die Soxhlet-Extraktion mit Methanol fort (5h), so fallen nach dem Erkalten farblose
Kristalle aus. Nach Absaugen wird aus Methanol umkristallisiert. Ausb. 1.88 g (9%), Schmp.
166°C. Nach Misch.-Schmp., IR-Spektrum und [u]p, identisch mit p-Mannit.

Isolierung von Atromentin: 20 g gefriergetrocknete Fruchtkorper von A. cristatus (Bayern)
werden mit Methanol extrahiert. Man dampft die Extrakte ein und isoliert nach mehrfacher
Chromatographie des Riickstands an Sephadex LH-20 (Eluent: Methanol) 22 mg (0.1%) Atro-
mentin, nach IR- und DC-Vergleich identisch mit der authentischen Verbindung'?.

Cristatin (2): 150 mg 3 werden in 20 ml wasserfreiem Pyridin 90 min unter Riickflu} erhitzt.
Man entfernt das Pyridin i. Vak. und dampft im Rotationsverdampfer noch dreimal nach Zuga-
be von etwas Toluol ein. Der Riickstand wird zwischen 10proz. Citronensiureldsung und Essig-
ester verteilt, die organische Phase mit Wasser gewaschen und getrocknet. Nach Eindampfen ver-
bleibt ein oliger Riickstand, der aus Methylenchlorid/Petrolether (40 — 60 °C) kristallisiert. Ausb.
47 mg (35.4%), Schmp. 46 —48°C; R = 0.70 (Fleck farbt sich iiber HCI blaugriin). — IR (KBr):
35503250, 2960, 2880, 1637 (schwach), 1588, 1523, 1455, 1327, 1268, 1160, 1055, 1040, 992,
940, 850, 829, 575 ¢cm "', — MS: 340.2034 (47.2% , M“, ber. fir C,Ho04: 340.2039), 203 (51.7,
Ci4H150), 189 (13.5, C;1H{{0y), 149 (49.8, CoH;0), 148 (10.7, C,oH,0), 137 (63.7, CgHy0-),
136 (100, CyH,0).

CyHp05 (340.5) Ber. C77.61 H 8.28 Gef. C77.24 H 8.15

Dimethylcristatsidure-methylester (4): 100 mg 3 werden in 10 ml DMF mit 200 mg trockenem
Kaliumcarbonat und 0.50 ml Methyliodid 3d bei 25°C geriihrt. Man verteilt zwischen Wasser und
Methylenchlorid, wischt die organische Phase mehrmals mit Wasser und dampft die getrocknete
Losung i. Vak. ein. Ausb. 98 mg (88.3 %), hellgelbes Ol; R = 0.71. — IR (CDCly): 1735, 1605,
1467, 1285, 1165, 1120, 1040, 612. — MS: 426.2407 (45.9%, M™, ber. fiir C54H3,05: 426.2406),
395 (12.4, Cy5H;3,04), 245 (88.5, C;sH{;04), 231 (69.2, C{4H503), 223 (100, C,H 504, 203
(87.0, C;4H,40), 193 (19.8, Cy;H;03), 189 (24.9, C,3H;0), 177 (85.2, CgHg0;), 149 (54.4,
CioH30), 136 (90.7, CyH,,0).

CpH3405 (426.5) Ber. C73.21 H8.04 Gef. C72.40 H8.39

Isolierung von Grifolsdure (6): 20 g luftgetrocknete Fruchtkérper von Albatrellus sp. (USA)
werden mit Petrolether (60— 80°C) in einer Soxhlet-Apparatur extrahiert. Der nach dem Ein-
dampfen erhaltene olige Riickstand wird auf eine Sdule mit acetyliertem Polyamid gebracht.
Nach Abtrennen einer Lipidfraktion mit Petrolether wird mit Essigester 6 eluiert. Ausb. 90 mg
(0.5%) Ol. — MS: 372.2305 (5.2%, M*, ber. fir Cy3H350,: 372.2301), 328 (6.5, CyH;,0,), 285
(8.0, C3H,,04), 218 (12.5, Cj3H403), 217 (66.7, Ci3H305), 201 (12.1, C|,Hqe03), 191 (22.6,
Ci4Hy3), 191 (14.2, C,H,50,), 181 (10.6, C4HgOy), 177 (12.3, Cy1H30,), 175 (36.8, Cy1H;,0,),
163 (12.6, CyoH{,0,), 163 (49.5, CgH;0,), 149 (11.3, CyHg0,), 138 (14.3, CgH,(0,), 137 (100,
CgHgO,), 136 (12.0, CioHy¢).
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