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Verfutterung des synthetisch I4C-markierten Diketonaphthols 4a an Oberflachenkulturen des 
Schimmelpilzes Penicillium islandicum ergab mit signifikanten Einbauraten radioaktives Islandi- 
cin (5d) und Skyrin (12). Damit wurde erstmalig die Beteiligung einer bicyclischen Zwischenstufe 
an der Anthrachinon-Biosynthese durch Mikroorganismen nachgewiesen. 

- 

Natural Products from Fungi, 32'). - Detection of a Bicyclic Intermediate of Anthraquinone 
Biosynthesis 
Feeding of the synthetically ''C-labelled diketonaphthol 4a to surface cultures of the mould 
fungus P e n j c ~ ~ ~ ~ z ~ n z  islandicum yielded radioactive islandicin (5d) and skyrin (12) with significant 
incorporation rates. Thus the participation of a bicyclic intermediate in anthraquinone biosynthe- 
sis by microorganisms has been detected for the first time. 

Die Anthrachinone der Mikroorganismen bilden eine grooe, weit verbreitete Natur- 
stoffgruppe mit vielseitigen biologischen Aktivitaten*x3). Durch Inkorporationsversu- 
che mit markierten Vorstufen lie13 sich zeigen, da13 einige dieser Anthrachinone Bio- 
synthesevorstufen fur zahlreiche weitere Naturstoffe wie z. B. Mycotoxine sind, die in 
den Organismen durch Kondensationen und Ringoffnungsreaktionen aus Anthra- 
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chinonen hervorgehen2- '). Demgegenuber ist uber den biologischen Aufbau der 
Anthrachinone selbst - durch Mikroorganismen - erst wenig bekannt. Zwar wurde 
bewiesen, dalj das Anthrachinongrundgeriist uber Acetyl- und Malonyl-Coenzym A 
aus acht Acetateinheiten entsteht6,'), doch gelang es bisher nicht, irgendwelche kon- 
densierten oder teilcyclisierten Zwischenstufen der Anthrachinon-Biosynthese, wie 
z. B. 1 - 4, durch Isolierung, Abfangen oder Inkorporation nachzuweisen. 

Nachstehend berichten wir iiber die Synthese der I4C-markierten, teilcyclisierten Zwi- 
schenstufe 4a und deren Inkorporation in das Anthrachinon Islandicin (5d) sowie in 
das Bianthrachinon Skyrin (12) durch den Schimmelpilz Penicillium islandicum. 

Auswahl der Biosynthese-Zwischenstufe 
Die Biosynthese der Anthrachinone durch Mikroorganismen ahnelt in den ersten 

Schritten der Bildung der F e t t s a ~ r e n ~ ~ ~ , ~ ~ ) .  Es kondensiert ein Molekiil Acetyl-Coenzym A 
als Starter mit sieben weiteren Essigsaure-Einheiten in Form von Malonyl-Coenzym A. 
Im Unterschied zur Fettslure-Biosynthese unterbleibt jedoch die Reduktion der nach 
jedem Kondensationsschritt entstehenden Carbonylgruppe. Hierdurch soll, stabilisiert 
durch Bindung an einen Multienzymkomplex, eine Heptaketopalmitinsaure (I) (Octa- 
ketid) gebildet werden. Sie ergabe im Zuge der Ablosung vom Enzym durch eine Folge 
von Aldolkondensationen und Dehydratisierungen, Decarboxylierung und Oxidation 
iiber teilcyclisierte Zwischenstufen, wie 2, 3 oder 4, Emodin (5a) und Chrysophanol 
(5b). 5a und 5b sind Vorstufen fur zahlreiche verwandte Anthrachinone und abgeleite- 
te Naturstoffe und damit biogenetische Schlusselbausteine'). Fur sie lieD sich auch in 
Pflanzen eine Biosynthese auf dem Acetat-Polymalonat-Weg n a c h w e i ~ e n ~ ~ ~ ) ' .  

Die Decarboxylierung des Octaketids 1 erfolgt offensichtlich vor Vollendung der 
Anthrachinon-Biosynthese, da Endocrocin (5c) nicht in Emodin (5a) und verwandte 
Anthrachinone lo) sowie in die aus 5a hervorgehenden Ergochrome inkorporiert 
wurde4). Modellreaktionen von Harris und Mitarb. 'l) rnit synthetischen Polyketiden 
und Befunde aus der Ergochrom-Biosynthese 12) lassen weiterhin vermuten, dalj dem 
Chrysophanol(5 b) gegenuber Emodin (5a) in der Biosynthese der Anthrachinone und 
daraus hervorgehender Naturstoffe eine bevorzugte Stellung zukommt. 

Unter Beriicksichtigung vorstehender Erkenntnisse und nachfolgender Uberlegungen 
kam das Diketonaphthol 4a als aussichtsreichste teilcyclisierte Anthrachinonvorstufe 
fur Inkorporationsversuche in Betracht. So enthalt es analog dem Chrysophanol(5b) 
keine Sauerstoffunktion in der Position, die dem C-6 im Anthrachinon entspricht. Mit 
nur zwei Carbonylgruppen sollte, anders als bei den Polyketiden 1,2 und 3, die Reakti- 
vitat von 4a gering genug sein, urn eine Spontankondensation unter den Inkorpora- 
tionsbedingungen weitgehend auszuschliel3en. SchlieDlich ist eine Bevorzugung von 4a 
gegeniiber den anderen teilcyclisierten Zwischenstufen auch dadurch begrundet, dal3 
bei Untersuchungen zur Tetracyclin-Biosynthese analog teilcyclisierte Nonaketid- 
Zwischenprodukte aus Kulturen von Mutanten des Tetracycline bildenden Streptomy- 
ces aureofaciens isoliert wurden 1 3 ) .  

Synthese des [14ClDiketonaphthols 4a 
Das Diketonaphthol 4a war in nicht markierter Form bereits bekannt"). Zur 14C- 

Markierung wurde die von Harris und Mitarb. 14) beschriebene Claisen-Kondensation 
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des Dilithiumsalzes 10 von Acetylaceton mit dem 3-Pyrrolidinoglutarat 9 in geeigneter 
Weise modifiziert. Die Pyrrolidinogruppe, die bei der abschlienenden sauren Aufarbei- 
tung eliminiert wird, bewirkt die Ausbildung einer haarnadelformigen Konformation 
der Zwischenstufe 8 und Begunstigung der Bildung von 4a gegenuber anderen Konden- 
sationsmoglichkeiten. Ausschlaggebend fur die Wahl der in 4a angegebenen Markie- 
rungspositionen ( 0 )  war das Bestreben, die Synthese rnit einer leicht zuganglichen 14C- 
markierten Ausgangsverbindung und moglichst wenigen Reaktionsschritten rnit radio- 
aktivem Material durchzufuhren. 

H, c A c  H3 

6 

\ 
O H  OH 0 

4a 

Darstellung und Umsetzung des [2,4-'4C,]Acetylacetons bzw . seines Dilithiumsalzes 
10 wurden mit Rucksicht auf Radioaktivitat und Fluchtigkeit in speziellen, geschlosse- 
nen Apparaturen (s. Experimenteller Teil) vorgenommen. Acetylierung von [2-I4C]- 
Aceton rnit Acetanhydrid und Bortrifluorid-diacetat als Katalysator ergab ein Ace- 
tylaceton, dessen I4C-Markierung sich auf beide Carbonyl-C-Atome verteilt . Es wurde 
nach Hydrolyse des Reaktionsansatzes niit Ether extrahiert, uber den Kupferkomplex 7 
gereinigt und zur Kondensation rnit dem 3-Pyrrolidinoglutarat 9 rnit Lithiumdiisopro- 
pylamid in 10 ubergefuhrt. Das Glutarat 9 war aus Pyrrolidin und Glutaconsaure-di- 
ethylester rnit 82% Ausbeute erhaltlich " , I h ) .  In Anbetracht des vielstufigen Reaktions- 
geschehens bei der Kondensation von 9 rnit 10 zu 4a war die auf das Bis([2,4- 
14C,]acetylacetonato)kupfer (7) bezogene Radioaktivitatsausbeute von 4 - 7.5% zufrie- 
denstellend. Das gelbe, kristallisierte, radioaktive Diketonaphthol 4a stimmte rnit dem 
von Harris und Mitarb. ' I )  beschriebenen inaktiven Produkt in allen Eigenschaften 
uberein. 
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Verfutterung des [14C]Diketonaphthol~ 4a an Penicillium islandicum 
Vor Biosyntheseversuchen mit dem ['4C]Diketonaphthol 4a war zu prufen, ob  sich 

fur dieses unter den Inkorporationsbedingungen Kondensationsreaktionen ausschlie- 
Den lassen, die eine enzymatische Umwandlung vortauschen. 4a kann namlich unter 
sauren Bedingungen das Naphthopyran 11 und unter alkalischen Bedingungen durch 
Aldolkondensation Chrysophanol(5b) bilden"). Fur 5 b  war von Shibutu et al. 179i8) en- 
zymatische Uberfuhrung in andere Anthrachinone, wie z. B. Islandicin (Sd), festge- 
stellt worden. 

Zunachst wurde die Veranderung des 'H-NMR-Spektrums von 4a in [D,]Dimethyl- 
sulfoxid wahrend 30 Tagen bei Raumtemperatur untersucht. 4a war in diesem polaren 
Losungsmittel nach einem Tag zu 20% und nach 30 Tagen nahezu vollstandig in das 
Naphtopyran 11 umgewandelt, kenntlich an einer Tieffeldverschiebung der Methylsig- 
nale nach 6 = 2.31 und 2.91. Fur die Bildung von Chrysophanol (5b) fanden sich je- 
doch unter diesen Bedingungen keine Anzeichen. 

0 

4a 
PeniciUium 

OH 0 OH islandicum 

c H3 
0 OH 
5d 

12 

Mit Hilfe der Isotopenverdiinnungsanalyse lie0 sich die Bildung von 5b unter den 
Verfutterungsbedingungen vollig ausschlieDen. Hierzu gab man radioaktives Diketo- 
naphthol 4a zu dem Nahrmedium Czupek-Thom und behandelte den Ansatz wie bei 
den nachfolgenden Biosyntheseversuchen (jedoch ohne Beimpfung) mit Penicillium 
islundicum. AnschlieDend wurde mit Ether extrahiert, der Extraktruckstand nach Zu- 
fugen von nicht markiertem Chrysophanol (5b) chromatographisch aufgetrennt und 
das zuruckgewonnene 5b durch erneute Chromatographie und Kristallisation grundlich 
gereinigt. Da das so erhaltene Chrysophanol (5b) keine Radioaktivitat oberhalb der 
Nachweisgrenze aufwies, mul3 die Bildung von 5b aus dem Diketonaphthol 4a unter 
0.002% liegen. 
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Tab. 1. Inkorporation des ('4C]Diketonaphth~ls 4a  in Islandicin (5d) und Skyrin (12) durch 
Penicillium islandicum 

Ansatz-Nr. 
1 2 3 

Wachstumszeit bis zur 
Inkubation [d] 
Zahl der Oberflachenkulturen 
Substanzmenge von 4a [mg] 
Gesamtradioaktivitat [pCi] 
Spezif. Radioaktivitat [pCi/mmol] 

Isoliertes Anthrachinon 
Substanzmenge [mg] 
Gesam tradioa ktivi t at [ nCi] 
Spezif. Radioaktivitat [nCi/mmoll 
Inkorporation ('70) 

I 
3 
6.2 
0.99 

42 

5d 

3.3 
4.1 
0.33 

194 

9 
2 
3.8 
0.61 

42 

11 
4 

8.0 
1.48 
48 

5 d  

2.4 
2.3 
0.39 

286 
5d 12 

8.9 6.7 
17.3 23.7 

1 40 154 

0.61 0.46 

Als geeigneter Organismus zur Prufung des Diketonaphthols 4a als Zwischenstufe 
der Anthrachinon-Biosynthese wurde der Schimrnelpilz Penicillium islandicum ausge- 
wahlt . Dieser japanische Reispilz, ein typischer Anthrachinonbildner lY), enthalt als 
Hauptfarbstoff die Anthrachinone Islandicin (Sd) und Skyrin (12). Die Inkorpora- 
tionsansatze und deren Ergebnisse faRt Tabelle 1 zusarnmen. ['4C]Diketonaphthol 4a 
rnit der spezifischen Radioaktivitat von etwa 45 pCi/mrnol wurde in drei Versuchsan- 
satzen an je 2 - 4 gut gewachsene Kulturen des P. islandicurn appliziert. Die Reinigung 
des isolierten lslandicins (5d) und Skyrins (12) bis zur konstanten Radioaktivitat erfolg- 
te durch Sublimation, Umkristallisieren und Schichtchromatographie. Die signifikan- 
ten Inkorporationen fur 5d und 12 von 0.33-0.61% liegen irn Bereich der Werte, die 
fur verwandte Biosynthesevorstufen von ahnlicher MolekulgroRe gefunden wurden 5,12,18). 

Der tatsachliche Einbau des Diketonaphthols 4a durfte noch hoher liegen, da  es zugun- 
sten moglichst nativer Bedingungen den Ansatzen in sehr geringer Menge zugefugt wur- 
de und es auRerdern unter den Inkorporationsbedingungen teilweise zum stoffwechsel- 
inerten Naphthopyran 11 kondensiert. 

Diskussion der Ergebnisse 
Mit der Inkorporation des Diketonaphthols 4a in Islandicin (5d) und Skyrin (12) 

wurde gezeigt, daR die Polyketid-Synthetase der Anthrachinon-Biosynthese fur eine 
teilcyclisierte Zwischenstufe zuganglich ist. Dies ist deswegen bemerkenswert, weil 
Polyketid-Synthetasen bisher als sogenannte ,,Alles-oder-nichts"-Multienzymkom- 
plexe angesehen wurden, die dadurch gekennzeichnet sind, darj sie nur einfache Bau- 
steine wie Essigsaure oder Malonsaure aufnehrnen und deren reaktive Folgeprodukte 
unaustauschbar fest gebunden halten, bis das vollstandig cyclisierte, stabile Polyketid 
entstanden ist '). Wegen der hohen Reaktivitat in Betracht kommender Zwischenstufen 
sowie der Problematik ihrer Markierungssynthese blieb diese Hypothese ungepruft und 
unbewiesen. Aus unseren Untersuchungen geht hervor, daR sie nicht generell gultig ist. 
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Die Inkorporation des Diketonaphthols 4a in die Anthrachinon-Naturstoffe 5d und 
12 zeigt weiterhin an, da13 bei der Anthrachinon-Biosynthese die Abspaltung der Car- 
boxylgruppe des primar gebildeten Octaketids l und die Reduktion seiner mittleren 
Carbonylgruppe (C-9) bereits vor Abschlu13 der Cyclisierung erfolgen kann. Dies steht 
im Einklang rnit den oben erwahnten Befunden, nach denen die Anthrachinoncarbon- 
saure Endocrocin (5c) nicht Biosynthese-Vorstufe des Emodins (5a) ist4,5,10), sowie 
auch mit dem Nachweis, daB die Biosynthese der 6-Methylsalicylsaure (17) nicht iiber 
Orsellinsaure (16), das Kondensationsprodukt des Tetraketids 13, verlauft . Vielmehr 
mu13 die ungesattigte Ketosaure 14 als Biosynthese-Vorstufe der 6-Methylsalicylsaure 
angesehen werden2'). Auch bei der Tetracyclin-Biosynthese iiber das Decaketid 15 
scheint die Eliminierung der Sauerstoffunktion an C-9 vor Vollendung der Cyclisierung 
zu erfolgen, da sich das tricycliTche Protetron (18) und ein ahnliches tricyclisches Anth- 
ronderivat aus blockierten Mutanten von Sfreptomyces aureofaciens isolieren liel3en 1 3 ) .  

13 14 15 

OH 

HO c H, OH 
0 

16 17 18 

OH OR 0 

R' COzH 

0 
19 20 

Es darf nicht iibersehen werden, da13 das Diketonaphthol 4a (= 19a) eine von acht 
grundsatzlich moglichen bicyclischen Zwischenstufen 19a - d und 20a -d der Anthra- 
chinon-Biosynthese darstellt. Verschiedene Griinde sprachen dafur, 19a, das erwar- 
tungsgema13 auch inkorporiert wurde, den Vorzug zu geben. Solange jedoch nicht mit 
allen acht Verbindungen vergleichende Inkorporationsversuche durchgefiihrt worden 
sind, mu13 damit gerechnet werden, da13 eine von ihnen 4a als ,,Precursor" iibertrifft. 
SO erwiesen sich z. B. bei Konkurrenzversuchen zur Biosynthese von Naturstoffen, die 
aus Anthrachinonen hervorgehen, jeweils mehrere ahnliche Verbindungen als Vorstu- 
fen, wenn auch mit recht unterschiedlichen Einbauraten"). 

Dem Landesamt fiir Forschuny des Landes Nordrhein- Westfalen und dem Fonds der Chemi- 
schen Zndustrie danken wir fiir finanzielle Forderung, Frau M. Lutke-Twehues fur mikrobiologi- 
sche Mitarbeit. 
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Experimenteller Teil 
Schmelzpunkte: Apparat nach Tottoli (Fa. Biichi). - IR: Gerat IR 177 der Fa. Perkin-Elmer. 

- 'H-NMR: Gerate T 60 und H A  100 der Fa. Varian und WH 90 der Fa. Bruker; TMS als innerer 
Standard. - MS: Gerate SM-1B und CH7 der Fa. Varian MAT, 70 eV, DirekteinlaB. 

B. Franek und A .  Stange 

DC: Kieselgel-Fertigfolien Typ 60 F 254 (Merck) niit Fluoreszenzindikator, Sichtharmachung 
der Zonen mit loddampf oder UV-Lampe. Die folgenden Losungsmittelsysteme wurden verwen- 
det. System I :  Benzol/Ethylformiat/Ameisensaure (20: 20: 1); System 2: Toluol/Cyclohexan 
(1 : 1); System 3: Chloroform/n-Hexan (2: 1); System 4: Benzol/Aceton (5: 1). - Fur die prapa- 
rative Schichtchromatographie wurde eine Aufschlammung von 160 g Kieselgel PF,,, (Merck) in 
420 nil Wasser zu einer 2-mm-Schicht auf 5 Glasplatten 20 x 20 cm oder auf einer Glasplatte 
20 x 100 cm verstrichen, die luftgetrockneten Platten wurden 2 h hei 120°C aktiviert. 

Die "C-markierten Syntheseprodukte und Naturstoffe wurden zunachst in inaktiver Form ge- 
wonnen und vollstandig charakterisiert . Sie dienten dann zur Identifizierung der entsprechenden 
radioaktiven Suhstanzen. Fur die Radioaktivitatsmessung verhrannte man Prohen im sauerstoff- 
gefullten MeBglaschen mit Hilfe des Verbrennungsautomaten Micro-MAT BF 5010 (Berthold/ 
Frieseke) durch optische Zundung von aunen. Das MeBglaschen war mit 0.3 ml Phenylethylamin 
heschickt, welches das entstandene "CO, wahrend 45 min ahsorhierte. AnschlieBend loste man 
das gehildete Carhonat in I ml Methanol, gab zu der klaren Losung 15 ml Aquasol (New England 
Nuclear) als Szintillationslosung und zahlte die Proben im Nuclear Chicago Mark I. Die Radioak- 
tivitaten sind in Ci aiigegeben (1 pCi = 2.22 . 10' Zerfalie/min). 

Bis([Z, -I-'4C~acefylaretonato)kupfer (7): Die Umsetzung wurde in einer speziellen Hoch- 
vakuum-Syntheseapparatur ausgefuhrt (Ahh. I ) .  In die Vorlage A gab man 870 mg (15mmol) 
Acetoti, fror es mit flussigem Stickstoff ein, evakuierte dan'n die Apparatur hei geschlossenen 
Hahnen H7 und H9 auf 3 . Torr, schlofi die Hahne H1 - H4 sowie H6 und kondensierte die 
aus dcr Brechsiegelampulle 53 freigesetzten 4.05 nig [2-'4C]Aceton (3.0 mCi, spezif . Aktivitat 
43 mCi/mmol) in das ReaktionsgefaB C unter Aunenkuhlung mit flussigem Stickstoff ein. Zum 
Spulen der Brechsiegelampulle B kondensierte man das inaktive Aceton aus Vorlage A in Vorlage 
B und von dorl in das Reaktionsgefafi C. Nachdem somit das gesamte Aceton in C eingefroren 
war, wurde die Apparatur uher H7 his zu einem geringen Restvakuum heluftet. Aus dem Tropf- 
trichter D gab man nun 3.0 g (30 mmol) Acetanhydrid sowie 4.2 ml (30 mmol) Bortrifluorid-di- 
acetat-Komplex zu und fror das Gemisch ein. Nach Auftauen riihrte man das Reaktionsgemisch 
12 h hei 20°C, wohei die Hahne HI  - H9 geschlossen hliehen, versetzte anschlieBend die rot- 
hraune Losung aus dern Tropftrichter D mit 45 ml waDriger 1.3 M Natriumacetatlosung und er- 
hitzte auf 70°C. Nach 2 h uberfuhrte man die Losung uher H9 in einen Perforator und extrahierte 
wahrend 2 h mit Ether in eine Vorlage, die 15 ml 30proz. waBrige Kupferacetatlosung enthielt. 
Das in der Perforatorvorlage in tiefblauen Nadeln auskristailisierte 7 wurde aus Chloroform/ 
Ethanol umkristallisiert. Aush. 139 mg (7%); Radioaktivitatsaush. 7%; Gesamtradioaktivitat 
0.21 mCi; spezif. Aktivitat 0.40 mCi/mmol. Durch Zugahe von 100 mg inaktivem Acetylaceton 
zur Mutterlauge des Acetylierungsansatzes und Wiederholung der Perforation lieBen sich Reste 
von rLdioaktivem Kupferkomplex 7 isolieren. Schmp. 230°C, Zers. (Lit.2') 230"C, Zers.). - IR 
(KBr): 1580 und 1560 (C=O) ,  1520 em-'. 

Ein analoger Ansatz mit nur 0.066 mg [2-14C]Aceton (0.05 mCi, spezif. Aktivitat 43.7 
mCi/mmol) und 580 mg (10 mmol) inaktivem Aceton erhrachte 204 mg (16%) Kupferkomplex 7 
und 16% Radioaktivitatsausheute. Gesamtradioaktivitat 0.008 mCi, spezif. Aktivitat 0.010 mCi/ 
mmol. 

Dieth.~l-3-p~v~~olidinoglutal-at (9): Die Losung von 780 mg (1 1 mmol) Pyrrolidin in 30 nil Etha- 
nol wurde langsam mit 1.86 g (10 mmol) Glutaconsaure-diethylester in 15 ml Ethanol versetzt, 
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M 2  

Abb. 1. Syntheseapparatur zur Darstellung des Bis([2,4-'4C,]acetylacetonato)kupers (7). - A: 
Vorlage mit inaktivem Aceton. - B: Brechsiegelampulle mit [2-'4C]Aceton. - C: Reaktionskol- 
ben. - D: Tropftrichter. - HI - H9: Absperrhahne. - K: Kuhlfalle. - MI, M2: Manometer 

wobei die Reaktionstemperatur unter 30°C gehalten wurde. Anschlienend riihrte man 24 h bei 
20°C. Nach dem Abdampfen des Ethanols verblieb ein dunkelrotes 0 1 ,  aus dem durch zweimali- 
ge Kugelrohrdestillation das Diethyl-3-pyrrolidinoglutarat (9) als farblose Fliissigkeit isoliert wur- 
de. Ausb. 2.1 g (82%); Sdp. 14loC/36 Torr. - IR (Film): 1730 cm-' (Ester). - 'H-NMR 
(CDC13): 6 = 1.16-1.32 (2t; 6H, 2 CH3, Ethylester), 1.64-1.78(m, 4H, -CH2CH2-, Pyrro- 
lidin), 3.38 - 3.62 (qui, 1 H, 3-H), 4.00 - 4.22 (q, 4H, 2 CH,, Ethylester). - MS: m/e = 257 (9%, 
M'), 170 (loo%, M - CH,CO,C,H,), 142 (17'70, 170 - C,H,), 143 (19%, 170 - C,H,), 113 
(15'70, M - 2 CO2 - 2 ClH4). 

Cl3H,,NO, Ber. 257.1626 Gef. 257.1631 (MS) 

I-[3-(/I-'4CJAcetyl)-4,5-dihydroxy-[2,4-'4C2]-2-naphthyl]-[2-'4C]aceton (4a): Mit Rucksicht 
auf die Fliichtigkeit des umzusetzenden [2,4-14C,]Acetylacetons munte auch die Synthese von 4a 
in einer geschlossenen Spezialapparatur durchgefiihrt werden (Abb. 2). In der mit Argon gespiil- 
ten Apparatur fiillte man den Perforator B mit 2proz. Schwefelsaure und beschickte ihn iiber den 

H10 A 3  

Abb. 2. Syntheseapparatur zur Darstellung des ['4C]Diketonaphthols 4a. - A1 - A3: Waschfla- 
schen mit wanriger Kupferacetat-Losung. - B: Perforator niit Kuhler. ~ C: Perforatorvorlage. 
- D: Trockensaule mit Molekularsieb und MgSO,. - E: Reaktionskolben. - F: Innenthermo- 

meter. - G: Tropftrichter. - H1 - H10: Absperrhahne 
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Hahn H2 rnit einer Aufschlammung von 262 mg (1 mmol) des Kupferkomplexes von [2,4- 
''C2]Acetylaceton (0.04 mCi) in Ether. Perforation rnit Ether wahrend 3 h uberfuhrte das durch 
die Schwefelsaure freigesetzte radioaktive Acetylaceton in die Perforatorvorlage C.  Dann wurde 
die etherische Losung rnit Argon aus C auf die rnit Molekularsieb (4 A) und gegluhtem Magnesi- 
umsulfat gefullte Trockensaule D gedruckt. Wahrend der Trocknung des Perforatorextraktes in 
D wurde im ReaktionsgefaB E aus 444 mg (4.4 mmol) Diisopropylamin und 3.14 ml (4 mmol) ei- 
ner 1.27 M n-Hexanlosung von n-Butyllithium eine Losung von 4 mmol Lithiumdiisopropylamid 
in 15 ml absol. Tetrahydrofuran hergestellt. 

Nach Abkiihlen der in E befindlichen Losung auf 0 ° C  lien man bei geoffnetem Hahn H7 unter 
geringem Argondruck die etherische Losung des radioaktiven Acetylacetons langsam aus der 
Trockensaule D zutropfen. Danach gab man bei -- 25°C aus dem Tropftrichter G innerhalb von 
1 h 231 mg (0.9 mmol) Diethyl-3-pyrrolidinoglutarat (9) in 10 ml absol. Tetrahydrofuran zu. Es 
bildete sich eine orangefarbene Losung, aus der nach einiger Zeit ein gelber Niederschlag ausfiel. 
Nach 3 h wurden noch 77.1 mg (0.3 mmol) 9 zugesetzt, um restliches Dilithioacetylaceton zu ver- 
brauchen, und es wurde auf 20°C erwarmt. Das Losungsmittel dampfte man bei dieser Tempera- 
tur im Wasserstrahlvak. ab, nahm den verbleibenden gelben Kristallkuchen in wenig Wasser auf, 
sauerte rnit kalter verd. Salzsaure an, extrahierte mit Essigester, wusch den Extrakt neutral, 
dampfte ein uiid reinigte das erhaltene gelbe 0 1  durch praparative Schichtchromatographie (Sy- 
stem 1). Das gelbe ['4C]Diketonaphthol 4a wurde aus Chloroformh-Hexan umkristallisiert. Die 
Ausbeuteangaben sind in Tab. 1 rnit denen von zwei weiteren Syntheseansatzen zusammengefaflt. 

Tab. 2. Syntheseansatze fur das ['4C]Diketonaphthol 4a 

Ansatz-Nr. 
1 2 3 

Eingesetzte Menge an Komplex 7 261 mg 110 mg 113 mg 
Gesamtradioaktivitat 40 pCi 19.5 pCi 5.8 pCi 
Ausbeute an ["C]Diketonaphthol 4a 10 mg (3.9%) 8 mg (7.4%) 5 mg (4.5%) 
Radioaktivitatsausbeute 1.6 pCi (4oio) I .5 pCi (7.7%) 0.26 pCi (4.5%) 

Schmp. 209°C Zers. (Lit.") 2O9-21O0C, Zers.). - DC (System 1): R, = 0.51. - IR 
(CHCI,): 1720 (C = O  der Acetonylseitenkette), 1631 cm-I  (C = O  der Acetylseitenkette). - 
'H-NMR ([D,]DMSO): 6 = 2.06 und 2.48 (2 s; je 3H, 2 CH,), 3.76 (s; 2H, CH,), 6.69-7.31 
(m;4H, aroniat. Protonen). - MS: m/e = 258 (260i0, M'), 240 (IOOVo, M - H,O), 225 (13V0, 
240 ~ CH,), 215 (870, M - COCH,), 212 (9%, 240 - CO), 201 (21V0, M ~ CHZCOCH,), 197 
(21%, 240 - COCH,), 43 (40%. CH,CO). 

C,,H,,O, (258.3) + 0.03 CHCI, Ber. C 68.95 H 5.40 Gef. C 68.98 H 5.52 

Untersuchungen zur chemischen Kondensution des Diketonaphthols 4a 

a) Zeitlicher Verluuf der intrumolekuluren Kondensution in neutralern Medium zum Naphtho- 
pyrun 11: Von einer Losung aus l .5 mg unmarkiertem Diketonaphthol 4a in 0.5 ml [D,]Dimethyl- 
sulfoxid im NMR-Rohrchen wurden sofort sowie nach 1 und 30 d 'H-NMR-Spektren gemessen. 
Aus der Integration der CH3-Signale von 4a (6 = 2.06 und 2.48) und dem sich bildenden Naph- 
thopyran 11 (6 = 2.31 und 2.91) ergab sich, daR nach 1 d 20% und nach 30 d 98% 4a in 11 umge- 
wandelt waren. Das Naphthopyran 11 war zu Vergleichszwecken aus nicht radioaktivem 4a nach 
Literaturangaben 22) durch Kochen in Ethanol, das eine Spur Trifluoressigsaure enthielt, darge- 
stellt worden. Schmp. 219-220°C (Subl.), (Lit.22)221 -223°C (Subl.)). DC (System 1): R, (be- 
zogen auf 4a) = I .63. - 'H-NMR ([D,]DMSO): 6 = 2.31 und 2.91 (2 s; je 3H,  2 CH,), 6.4 (s, 
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1 H, 4-H), 6.66 (s, 1 H, 5-H), 6.68 (d, J = 8 Hz, 1 H, 8-H), 6.98 (d, J 8 Hz, 1 H, 6-H), 7.53 ( t ,  

J = 8 Hz, 1 H, 7-H). - MS: m/e = 240(100%, M + ) ,  225 (17%, M - CH,), 212 (9%, M - CO), 
211 (11%, M - CHO), 197 (31%. M - CH,CO), 169 (197 - CO), 43 (48%, CH3CO'). 

b) Prufung auf Bildung yon Chrysophanol(5b) aus 4a  unter den fnkorporationsbedingungen 
durch Isotopenuerdlinnungsanalyse. 200 ml Czapek-Thorn-Nahrmedium wurden rnit 5 mg 
(0.02 mmol) ['4C]Diketonaphthol 4a  (0.26 pCi, spezif. Aktivitat 13 pCi/mmol), gelost in 3 ml 
70proz. wafirigem Ethanol, versetzt, 14 d bei 25 "C im Brutraum aufbewahrt und danach im Per- 
forator mit Ether extrahiert. Den Extraktriickstand, der im DC kein Chrysophanol(5b) erkennen 
lien, vermischte man rnit 7 mg nicht radioaktivem 5b  und trennte ihn durch praparative 
Schichtchromatographie (System 2). Das eluierte Chrysophanol(5b) zeigte nach Verbrennung im 
Szintillationszahler keine Radioaktivitat oberhalb der Nullrate, wonach eine etwa vorhandene 
spezifische Radioaktivitat unterhalb von 0.0003 pCi/mmol, entsprechend einer Radioaktivitats- 
ausbeute von <0.002%, liegen miifite. 

Verfutterung des [14C]Diketonaphthols 4 a  an Penicilliurn islandicum: In drei getrennten Inkor- 
porationsansatzen wurden Losungen des ['4C]Diketonaphthols 4a  in jeweils 10 ml70proz. Etha- 
nol unter die Myceldecke von insgesamt 9 350-ml-Oberflachenkulturen (Czapek-Dox-Nahr- 
losung) von Penicilliurn islandieurn (ATCC 10127 *)) gespritzt. Die unterschiedlichen Wachstums- 
zeiten der Oberflachenkulturen bis zur Inkubation, Kolbenzahl, Substanz- und Radioaktivitats- 
mengen von [I4C] 4 a  sind in Tab. 1 zusammengefafit. 

Nach weiteren 14 d Wachstum bei 26°C totete man die Kulturen der Inkubationsansatze rnit je 
10 ml Toluol, filtrierte das Mycel ab, wusch es dreimal mit dest. Wasser, unterwarf es einer Ge- 
friertrocknung, vermischte mit der gleichen Volumenmenge Seesand, extrahierte im Soxhlet- 
Apparat rnit Aceton und dampfte den Extrakt ein. Der so erhaltene Rohfarbstoff wurde rnit Pe- 
trolether entfettet, zur Abtrennung hohermolekularer Begleitstoffe rnit Essigester iiber eine kurze 
Saule rnit Kieselgel60 PF (Merck) filtriert und dann durch SC (System 4) in zwei Fraktionen auf- 
getrennt, von denen die erste Islandicin (5d) und die zweite Skyrin (12) enthielt. 

['4C]Zslandiein 5d: Das Rohislandicin befreite man durch Sublimation bei 150 "C/0.2 Torr von 
hegleitendem Iridoskyrin, dem Dimeren des Islandicins (5d), und reinigte durch praparative 
Schichtchromatographie (System 3) sowie Umkristallisieren aus Chloroform bis zur konstanten 
Radioaktivitat. Um die Abtrennung etwa anhaftender Spuren von radioaktivem Diketonaphthol 
4a  und Naphthopyran 11 zu unterstiitzen, wurden beide Substanzen in nicht radioaktiver Form 
vor dem Chromatographieren zugemischt. Dunkelrote Pllttchen; Schmp. 21 8 "C (Lit. 23) 218 "C). 
- IR (KBr): 1600 (C =O), 1450 cm-I (C = C), iibereinstimmend mit dem Spektrum einer authen- 
tischen Probe. Isolierte Substanz- und Radioaktivitatsmengen sowie Einbauraten s. Tab. 1. 

[%]Skyrin 12: Das Rohskyrin aus den Inkubationsansatzen wurde durch praparative Schicht- 
chromatographie (System 4) und Umkristallisieren aus Toluol/Aceton bis zur konstanten Radio- 
aktivitat gereinigt. Orangerote Nadeln; Schmp. >300"C (Lit.2) >3OO0C). - IR (KBr): 1610 
(C =O), 1440 cm-' (C =C); iibereinstimmend rnit dem Spektrum einer authentischen Probe. 
Substanz und Radioaktivitatsmengen sowie Einbauraten s.  Tab. 1. 

~~~~ 

*) American Type Culture Collection, Rockville, Maryland/USA. 
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