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Einleitung 1

THEORETISCHER TEIL

1 EINLEITUNG

1.1 Was sind Pilze?

Pilze lassen sich weder dem Reich der Flora noch dem der Fauna eindeutig zuordnen, denn
sie weisen Gemeinsamkeiten mit Vertretern beider Reiche auf. Da sie keine Plastiden
besitzen, welche die Pflanzen zur Photosynthese befdhigen, sind sie kohlenstoffheterotroph
und ihre Zellen enthalten einen Zellkern. Damit werden die Pilze zu der Gruppe der
Eukaryoten gezdhlt, zu der auch Tiere gehoren. Aber eine Pilzzelle weist ebenso wie die
pflanzliche Zelle eine feste Zellwand auf, die bei den meisten Pilzen aus Chitin, einem
Polymer des N-Acetylglucosamins mit 1,4-glycosidischer Verkniipfung, besteht. Auf Grund
dieser Schwierigkeiten bei der Zuordnung werden die Pilze in einem eigenen Reich
zusammengefaBt.!"

Das Reich der Pilze besteht aus vier Abteilungen: Chytridiomycota, Zygomycota,
Ascomycota und Basidiomycota.”) Jede dieser Abteilungen wird in Klassen unterteilt, die
ithrerseits verschiedene Ordnungen beinhalten. Darauf folgen die weiteren Unterteilungen in
Familie, Tribus, Gattung und Art. Die Pilze erhalten nach ihrer Klassifizierung einen Namen,
der aus der Gattung und der Art zusammengesetzt ist und dem noch ein Kiirzel nachgestellt
wird, das den Namen des Mykologen wiedergibt, der den Pilz identifiziert und klassifiziert
hat.

Die Kohlenstoftheterotrophie der Pilze 14Bt drei verschiedene Erndhrungsweisen als
Saprobionten, Parasiten oder Symbionten zu. Saprobionten besiedeln bevorzugt abgestorbene
Pflanzenteile, sowie die Ausscheidungen und Kadaver von Tieren. Sie erfiillen damit eine
wichtige Rolle im Kreislauf der Natur, da sie die organischen Verbindungen wieder in ihre
anorganische Ausgangsform zuriickfiihren und diese somit den Pflanzen erneut zur
Verfligung stellen. Alle Organismen, die tote Biomasse verwerten und abbauen, werden als
Destruenten bezeichnet.™

Doch Pilze konnen auch lebende Pflanzen und Tiere besiedeln und sich von ithnen erndhren,
wobei sie zu Parasiten oder Symbionten werden. Der Unterschied zwischen Parasiten und
Symbionten liegt in der Wirkung, die der Pilze auf den Wirt hat. Erwichst dem Wirt aus der
Besiedlung kein Nutzen, so ist der Pilz ein Parasit, liefert er dem Wirt jedoch wichtige

Metabolite, so ist er ein Symbiont. Fiir ein Leben als Symbiont sind Pilze in der Lage,

Nihrstoffe  bereitzustellen und im Rahmen ihres Sekundidrmetabolismus z.B.
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wachstumsférdernde Substanzen fiir den Wirt zu produzieren. Die Symbiose kann soweit
gehen, dal} es zu einer gegenseitigen Abhéngigkeit der Partner kommt. Das wohl bekannteste
Beispiel ist die Symbiose von Orchideen und den Mykorrizha, welche die Wurzeln von
Pflanzen besiedeln und ohne die eine Orchidee nicht gedeihen kann. Die Grenzen zwischen
der parasitischen und symbiotischen Lebensweise sind jedoch flieBend.

Um sich zu erndhren, konnen Pilze Exoenzyme produzieren. Diese Enzyme werden
ausgeschieden und zersetzen auflerhalb der Zelle das Substrat. AnschlieBend kénnen die
gewonnenen Nihrstoffe in geloster Form die Zellwand passieren. Zu diesem Zweck bildet der
Pilz in der Phase des vegetativen Wachstums (Trophophase) Substratmycel, das in engem
Kontakt mit dem Substrat steht und dieses meistens vollstindig durchzieht. Die Trophophase
ist durch den Primirmetabolismus gekennzeichnet, durch den alle Substanzen gebildet
werden, die zum Aufbau weiterer Biomasse nétig sind. Durch Verarmung des Substrats an
Néhrstoffen wird bei dem Pilz der Wechsel in die Idiophase ausgeldst, in der der Pilz
Luftmycel und Sporen ausbildet, also an die Oberfliche des Substrats tritt und sich auf die
Vermehrung vorbereitet. Die Idiophase wird durch den Sekundidrmetabolismus
gekennzeichnet, bei dem eine grofe Vielfalt von Substanzen gebildet wird, die man als
Sekunddrmetaboliten bezeichnet und die eine groBe Anzahl von Funktionen erfiillen
koénnen."! Sekundérmetaboliten konnen dazu dienen, andere Mikroorganismen und somit
Nahrungskonkurrenten abzutdten, sie konnen fiir Fraflfeinde giftig sein und im Falle einer

Symbiose wachstumsfordernd flir den Wirt.

Abbildung 1: Pilz 7165 auf Biomalz-Festagar mit ausgebildetem Luftmycel
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1.2 Die besondere Lebensweise von Endophyten

Endophyten sind Pilze oder Bakterien, die ihr gesamtes Leben oder wenigstens einen Teil
ihres Lebenszyklus in einer Pflanze verbringen. Dabei konnen sie das Gewebe der Pflanze
intra- oder interzelluldr besiedeln. Ebenso kann die Besiedlung lokal oder systemisch sein und
je nach Ort der Besiedlung unterschiedliche Effekte bei der Pflanze hervorrufen.!
Typischerweise verursachen die Endophyten keine Krankheitssymptome bei der Pflanze; ist
diese jedoch geschwiécht, konnen Infektionen auftreten. Héufiger sind jedoch die fiir die
Pflanze positiven Effekte, die ein Endophyt bewirken kann. Dazu gehoéren
Wachstumsforderung, Widerstandsfahigkeit gegen Umwelteinfliisse und der Schutz vor
Phytopathogenen und FraBfeinden.[

Die symbiotische Gemeinschaft zwischen Grisern und den Epichloé-Arten bewirkt bei den
Grisern eine wesentliche Verbesserung der Stresstoleranz gegeniiber Trockenbheit,
Phytopathogenen, Herbivoren und Nematoden. Damit verschafft der endophytische Pilz
seinem Wirt einen Wettbewerbsvorteil gegeniiber Pflanzen, die nicht in Symbiose mit einem
Pilz leben. Der Schutz vor FraBfeinden 146t sich bei diesen endophytischen Pilzen auf die
Wirkung von Sekundirmetaboliten zuriickfithren'”. Es handelt sich dabei um Alkaloide, wie

z.B. Ergovalin™ (1) und Lolitrem B"! (2, Abbildung 2).

HN
Ergovalin (1) Lolitrem B (2)

Abbildung 2: Griser, die Wirte der Epichloé-Arten sind, werden durch Ergovalin und Lolitrem B vor

Frafifeinden geschiitzt

Ergovalin wirkt hauptsichlich gegen Wirbeltiere, zeigt aber auch insektizide Wirkung.!'”! Bei
Séugetieren verursacht der Verzehr von Grisern, die Ergovalin enthalten, eine erhohte
Korpertemperatur und geringere Gewichtszunahme. Es wirkt sich auflerdem negativ auf die
Fruchtbarkeit und Milchproduktion aus.!""

Andere endophytische Pilze produzieren Phytohormone, wie 3-Indolessigsdure!'” (3,

Abbildung 3), die das Wachstum der Pflanzen beschleunigen. Ein beschleunigtes Wachstum
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kann auch mit der erhohten Aufnahme von Néhrstoffen wie Stickstoff und Phosphor

zusammenhingen, die der endophytische Pilz bewirkt.!"*!

H
N

| 0
OH
3-Indolessigsiure (3)

Abbildung 3: 3-Indolessigsiure ist ein Phytohormon, welches das Wachstum der Pflanzen fordert

Aus dem endophytischen Pilz Cryptosporiopsis cf. quercina konnte Cryptocin'¥ (4,
Abbildung 4) isoliert werden, das den Wirt des Pilzes vor dem Befall durch Pyricularia
oryzae und anderen Phytopathogenen schiitzt. Ein weiterer fungizider Sekundirmetabolit

dieses Pilzes ist das Cryptocandin!'® (5), bei dem es sich um ein zyklisches Peptid handelt.

OH
OH
0 HO 0
N
H,N N
o H N OH
HO
N O 0
° OH
0]
HO HNMNH OH
OH NH
o)
_(CHa)14
Cryptocin (4) Cryptocandin (5)

Abbildung 4: Substanzen, die den Wirt von Cryptosporiopsis cf- quercina vor dem Befall durch
Phytopathogene schiitzen

SchlieBlich sind noch endophytische Pilze, wie die Phyllosticta sp. bekannt, die ihren Wirt
vor dem Befall durch Larven schiitzen. Aus diesem Pilz konnten Heptelidinsdure (6,
Abbildung 5) und Hydroheptelidinsdure (7) isoliert werden, die fiir Tannentriebwickler-

Larven (Choristoneura fumiferana) giftig sind.!"®!
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Heptelidinséiure (6) Hydroheptelidinsiure (7)

Abbildung 5: Naturstoffe aus Phyllosticta sp., die fiir Tannentriebwickler-Larven giftig sind

Die Palette der produzierten Sekunddrmetabolite umfafit jedoch nicht nur Substanzen, deren
biologische Wirkung an die Bediirfnisse der Wirtspflanzen angepaBt ist. Im Laufe der Jahre
wurden Sekundédrmetabolite mit den unterschiedlichsten Wirkungen isoliert. Dabei wurde in
der Forschung ein besonderes Augenmerk auf in der Humanmedizin einsetzbare Substanzen
gelegt. Dies liegt hauptsdchlich an der Entwicklung von Resistenzen bei Mikroorganismen
wie z.B. Staphylococcus aureus. AuBlerdem gibt es nur wenige Antimykotika, weshalb
systemische Pilzinfektionen schwer zu behandeln sind. In der heutigen Zeit nehmen aber
gerade die Pilzinfektionen beim Menschen in dem Male zu, wie die Zahl der Patienten, deren
Immunsystem durch AIDS oder die Einnahme von Immunsuppressiva nach
Organtransplantationen geschwicht ist.'”) Aus den genannten Griinden ist die Suche nach
neuen Wirkstoffen unumgénglich.

Unter den isolierten Verbindungen sind cytotoxische Substanzen wie die Leptosine G!'* (8)
und E'" (9, Abbildung 6) zu finden, die von Leptosphaeria sp. produziert werden, der mit der
Alge Sargassum tortile assoziiert ist. Aber auch Substanzen mit Antimalaria-Aktivitit, wie
das aus Aigialus parvus isolierte Aigialomycin D (10), das Aktivitit gegen Plasmodium

falciparum zeigt.*"
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PN
Leptosin G (8) Leptosin E (9) Aigialomycin (10)

Abbildung 6: Die cytotoxischen Substanzen Leptosin G und E aus Leptosphaeria sp. und Aigialomycin aus

Aigialus parvus, das gegen Malaria aktiv ist

Eines der interessantesten Krebstherapeutika ist das Taxol (11, Abbildung 7), welches

(211 Es weist einen zur Zeit der Entdeckung

erstmals aus der pazifischen Eibe isoliert wurde.
neuartigen Wirkmechanismus auf. Anstatt die Bildung von Microtubuli zu unterdriicken, wie
das bei den Vincaalkaloiden!*” geschieht, stabilisiert das Taxol die Microtubuli und
verhindert deren Abbau. In beiden Féllen wird die Mitose unterbrochen. In den letzten Jahren
wurden immer wieder neue Wirkungen des Taxols entdeckt und der Bedarf steigt stindig an.
Aus den seltenen und langsam wachsenden Eiben kann der Bedarf an Taxol nicht gedeckt
werden. Zur Zeit wird die Hauptmenge an Taxol semisynthetisch aus Baccatin III

{23

hergestellt'**), das aus den Nadeln der européischen Eibe gewonnen wird.

Taxol (11)

Abbildung 7: Das aus der pazifischen Eibe isolierte Taxol ist ein Antitumorwirkstoff, der Microtubuli

stabilisiert und zur Zeit semisynthetisch aus Baccatin III dargestellt wird
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Parallel zu der Suche nach synthetischen Wegen zum Taxol begann eine Suche nach neuen
Quellen fiir den begehrten Naturstoff. Dabei boten sich endophytische Pilze als
Ausgangspunkt fiir die Suche an, denn sie haben vermutlich die Fahigkeit, Gene mit ihren
Wirten auszutauschen. Diese Moglichkeit wurde zuerst an dem phytopathogenen Pilz
Gibberella fujikuroi untersucht, dessen Biosyntheseweg der Gibberellinsdure mit dem der
Pflanzen identisch ist.****! Der Austausch von Genen erfordert jedoch eine sehr starke
Assoziation der Zellen des Wirts mit dem Pilz. Deshalb wurde die pazifische Eibe auf
endophytische Pilze untersucht. Tatsdchlich gelang es taxolproduzierende Pilze zu
isolieren.!*®! Bislang sind die Mengen an produziertem Taxol jedoch noch zu gering um
kommerziell genutzt zu werden. Trotzdem bleiben die endophytischen Pilze mit ihren
speziellen Lebensgewohnheiten und den daraus resultierenden Eigenschaften nicht nur fiir die

Suche nach Taxolproduzenten ein vielfiltiges Forschungsgebiet.

1.3 Sekundirmetabolite aus Endophyten als Pflanzenschutzmittel

Die Probleme des Pflanzenschutzes existieren bereits seit die Menschen seBhaft wurden und
die ersten Monokulturen anlegten. Wegen der Abhidngigkeit der Menschen von einer
erfolgreichen Ernte konnten Pflanzenschidlinge Hungersnote und Massenvergiftungen
auslosen.””) Zu den am meisten gefiirchteten Phytopathogenen gehérten im Mittelalter die
Pilze Fusarium graminearum und Claviceps purpurea, die verschiedene Getreidearten
befallen. Der Verzehr von kontaminierten Mehl fiihrt zu schweren Vergiftungen, die im Falle
des Claviceps purpurea von den Mutterkornalkaloiden ausgeldst werden.”™ Zu den isolierten

und identifizierten Mutterkornalkaloiden zdhlt das Ergotamin (12, Abbildung 8), das heute in

der Humanmedizin gegen Migrine eingesetzt wird.” Als Hauptmetabolit des Fusarium
30]

graminearum konnte das Trichothecen 13 identifiziert werden.!

HN
Egotamin (12) 3-Acetyldeoxynivalenol (13)

Abbildung 8: Die Sekundirmetabolite von Claviceps purpurea und Fusarium graminearum waren im

Mittelalter fiir schwere Massenvergiftungen durch kontaminiertes Mehl verantwortlich
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Um Pflanzen vor Phytopathogenen und FraBfeinden zu schiitzen gibt es zwei grundsitzlich
verschiedene Mafinahmen. Die biotechnische Schidlingsbekdmpfung verwendet Bakterien
und Pilze, die der Pflanze ihrerseits keinen Schaden zufiigen und den Befall durch Schédlinge
reduzieren. Die Verwendung von lebenden Organismen fiir den Pflanzenschutz hat den
Vorteil, da3 das Auftreten von Resistenzen minimiert wird, da die Organismen immer ein
Gemisch von vielen verschiedenen bioaktiven Substanzen produzieren. Der Umgang mit
lebenden Organismen erfordert allerdings Fachkenntnis und das Spektrum der produzierten,
aktiven Verbindungen unterliegt natiirlichen Schwankungen.*"! Die zweite Moglichkeit ist
die chemische Bekdmpfung von Schidlingen. Sie erfolgt durch die Verwendung von
Pflanzenschutzmitteln. Diese sind gemal3 §2, IX des Pﬂanzenschutzgesetzesm] ,.Stoffe, die
dazu bestimmt sind,
Pflanzen oder Pflanzenerzeugnisse vor Schadorganismen zu schiitzen,
b. Pflanzen oder Pflanzenerzeugnisse vor Tieren, Pflanzen oder Mikroorganismen zu
schiitzen, die nicht Schadorganismen sind,
c. die Lebensvorginge von Pflanzen zu beeinflussen, ohne ihrer Ernédhrung zu dienen
(Wachstumsregler),
d. das Keimen von Pflanzenerzeugnissen zu hemmen,
ausgenommen sind Wasser, Diingemittel im Sinne des Diingemittelgesetzes und
Pflanzenstirkungsmittel; als Pflanzenschutzmittel gelten auch Stoffe, die dazu bestimmt sind,
Pflanzen abzut6ten oder das Wachstum von Pflanzen zu hemmen oder zu verhindern, ohne
daB3 diese Stoffe unter Buchstabe a oder c fallen®.
Der Einsatz von chemischen Pflanzenschutzmitteln ist gegeniiber den biotechnischen
Verfahren leichter zu handhaben, dafiir treten aber verstirkt Resistenzen auf. Dieser
Problematik kann nur durch das Auffinden neuer, aktiver Verbindungen entgegengewirkt
werden.
Die ersten organischen Substanzen, die als Pflanzenschutzmittel eingesetzt wurden, waren das
Herbizid 2,4-Dichlorphenoxyessigsdure (14, Abbildung 9) und das Insektizid DDT (15).5%)
Spéter stellte sich heraus, dal DDT eine hohe Halbwertszeit hat und sich verstdrkt im

Fettgewebe der Tiere anreichert, die in der Nahrungskette oben stehen.***)
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Abbildung 9: Die ersten organischen Pflanzenschutzmittel; DDT hat eine hohe Halbwertszeit und reichert

sich im Fettgewebe an

Um 4&hnliche Probleme mit den neuen Pflanzenschutzmitteln zu vermeiden, wird das
chemische Verhalten der Substanzen (Wirkmechanismus), ihre moglichen Abbauprodukte,
Transportwege in der Umwelt und die Wirkung auf Lebewesen, die mit den Substanzen in
Kontakt kommen werden, untersucht.*®! Die Anforderungen, die dabei an ein chemisches
Pflanzenschutzmittel gestellt werden, sind die gleichen, die auch ein Medikament in der
Humanmedizin erfiillen muB. Es muf selektiv auf den Zielorganismus wirken, existierende
Resistenzen liberwinden konnen und darf sich nicht in der Umwelt anreichern.

Um ein neues Pflanzenschutzmittel zu entwickeln und seine Zulassung zu erreichen sind
heute ca. 8-10 Jahre Forschung noétig. Deshalb ist die einzige Moglichkeit der
Resistenzbildung rechtzeitig entgegenzuwirken, die stindige Suche nach neuen, aktiven
Substanzen. Eine hiufig genutzte Strategie zum Auffinden neuer Leitstrukturen ist die Suche
nach ungewdhnlichen und bislang unbeachteten Quellen fiir Naturstoffe. Unter der
Berticksichtigung der bereits geschilderten Eigenschaften der Endophyten, liegt es nahe, die
Sekundidrmetabolite von endophytischen Mikroorganismen auf neue Leitstrukturen zu

371 Dabei hat es sich gezeigt,

untersuchen, was verstdrkt seit etwa zwanzig Jahren geschieht.
daB3 die unverdnderten Naturstoffe manchmal nicht stabil genug oder zu giftig sind, um direkt
einsetzbar zu sein. Zwei Beispiele jiingeren Datums sind das Strobilurin AP*, aus dem die
Fungizide Kresoxim-methyl (16, Abbildung 10) und Azoxystrobinm] (17) hervorgegangen
sind, und das Nicotin, welches fiir die Insektizide Nitenpyram (18) und Imidacloprid*” (19)

Pate stand.
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Abbildung 10: Pflanzenschutzmittel, die durch chemische Verinderung aus den Naturstoffen Strobilurin

A bzw. Nicotin hervorgegangen sind

Auch die Wasserloslichkeit, starke Nebenwirkungen und méBige Wirksamkeit konnen
Griinde fiir eine Derivatisierung sein. Andere Naturstoffe hingegen konnen in unverénderter
Form eingesetzt werden. Zu diesen Substanzen z#hlt das Avermectin A" (20), das durch
Fermentation gewonnen wird, da seine komplexe Struktur eine Synthese unwirtschaftlich

macht.

Avermectin Ay, (20)

Abbildung 11: Avermectin A, wird durch Fermentation gewonnen

Die Vielfalt der organischen Verbindungen in der Natur sollte in den kommenden Jahrzehnten

keinen Mangel an neuen Leitstrukturen aufkommen lassen.”® Pilze stellen dabei eine immer
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noch weitgehend unerforschte Quelle dar, denn von den geschétzten 1 Millionen Pilzen, die

auf unserem Planeten existieren, sind erst ca. 10 % isoliert und beschrieben worden.**!

1.4 Aufgabenstellung

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen des Projektes ,,Endophytische Pilze aus Algen und
Pflanzen verschiedener Meeresbiotope™ durchgefithrt und hatte die Isolierung und
Strukturaufklarung von Sekundidrmetaboliten aus endophytischen Pilzen sowie die
Untersuchungen zur Synthese aktiver Verbindungen zur Aufgabe. Dazu wurden
endophytische Pilze in der Arbeitsgruppe von Prof. Aust und PD Dr. B. Schulz an der TU
Braunschweig isoliert und kultiviert. Die Auswahl der Pilze erfolgte anhand der von der
BASF AG und der Arbeitsgruppe von Prof. Aust und PD Dr. B. Schulz durchgefiihrten
Aktivitatstest und nach den Ergebnissen des eigenen chemischen Screenings. Die isolierten
Reinsubstanzen wurden anschlieBend durch Agardiffusionstests (AG Prof. Aust & PD Dr.
Schulz) und in-vitro-Tests (BASF AG) auf ihre fungizide, antibiotische, herbizide und

insektizide Wirkung untersucht.
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2 ISOLIERUNG UND STRUKTURAUFKLARUNG

2.1 Stamm 5948

Bei dem Stamm 5948 handelt es sich um Coniothyrium sp., der aus Fucus sp. aus der Nordsee
vor Helgoland isoliert wurde. Der Stamm wurde fiir 14 Tage in einer Biomalz-Fliissigkultur

fermentiert und anschlieBend mit Ethylacetat extrahiert.

2.1.1 Isolierung der Naturstoffe

Der Rohextrakt wurde durch Mitteldruckchromatographie an Kieselgel mit einem
Dichlormethan/Methanol-Gradienten in 6 Fraktionen aufgetrennt. Aus Fraktion 4 konnten
durch eine weitere Sdulenchromatographie an Kieselgel mit Dichlormethan/Methanol als
Laufmittel die Naturstoffe 59484e (21) und 59484e2 (22) gewonnen werden. Fraktion 5
wurde durch Sdulenchromatographie an Kieselgel mit Dichlormethan/Methanol gereinigt und

lieferte Naturstoff 59485a (23).

2.1.2 Naturstoff 59484e¢

Der Naturstoff 59484¢ wurde als farbloses Ol erhalten, das in Methanol 16slich ist. Auf dem
DC (R~Wert 0.40, Laufmittel CH,Cl,/MeOH 9:1) ist die Substanz durch eine rotbraune
Firbung mit Anisaldehyd/Schwefelsiure zu detektieren. Aus den 'H- und ?C-NMR-Spektren
ist zu entnehmen, dal3 der Naturstoff aus einer Methylgruppe, einer CH,-Gruppe und fiinf CH-
Gruppen besteht. Das ESI-Massenspektrum zeigt eine Molmasse von 144 g/mol an, was
zusammen mit den NMR-Spektren auf eine Summenformel von C7H;,0; schlieBen 146t. Die
chemischen Verschiebungen von vier der fiinf CH-Gruppen im Bereich von 54.7 bis
68.6 ppm zeigen eine Sauerstoffsubstitution an. Zwei der CH-Gruppen bilden ein Epoxid,
dessen Protonen im Vergleich zu denen an einer freien Hydroxygruppe einer hoheren
Abschirmung ausgesetzt sind und somit eine niedrigere chemische Verschiebung von 54.7
und 58.0 ppm haben. Aus dem H,H-COSY lassen sich die in Abbildung 12 gezeigten
Kopplungen entnehmen, was zu der Struktur eines 3-Methyl-7-oxa-bicyclo[4.1.0]heptan-2,5-
diol fiihrt.
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Abbildung 12: Kopplungen aus dem H,H-COSY des Naturstoff 59484e

Zur Bestimmung der relativen Konfiguration des Naturstoffs mufiten die
Kopplungskonstanten der einzelnen Protonen bestimmt werden. Da das '"H-NMR-Spektrum
des urspriinglichen Naturstoffs wegen der Uberlagerung der Signale und der hohen
Linienbreite zu diesem Zweck ungeeignet war, wurden die beiden freien Hydroxygruppen
acetyliert, was das Losungsverhalten verbessert und die Stabilitit der Substanz erh6ht. Durch
die Anderung der chemischen Verschiebung und die geringere Signalbreite konnten die
Kopplungskonstanten der Protonen an den Kohlenstoffatomen 1, 4 und 6 des acetylierten
Naturstoffs bestimmt werden. Es zeigt sich, da3 eines der beiden Protonen der CH,-Gruppe zu
beiden benachbarten Protonen eine dquatorial-axial-Kopplung von 3.7 Hz aufweist, somit
miissen die Methylgruppe am Kohlenstoffatom 3 und die Hydroxygruppe am
Kohlenstoffatom 5 auf der gleichen Seite des Molekiils liegen (Abbildung 13, a).

OAc OAc

3.7 Hz
H

~ H
AcO "L/ 3.7 Hz

OAc

a b c

Abbildung 13: Relative Stereochemie des acetylierten Naturstoffs aus den 'H-NMR-Kopplungen

Bei dem Signal des Protons am Kohlenstoffatom 6 handelt es sich um ein Triplett. Die
Kopplung von 3.7 Hz zeigt auch hier eine &quatorial-axial-Position der Protonen an
(Abbildung 13, b). Das Signal des Protons am Kohlenstoffatom 1 weist eine Kopplung von
3.7 Hz und eine von 1.9 Hz auf, woraus auch hier wieder auf eine dquatorial-axial-Stellung
der beiden benachbarten Protonen zu schlieBen ist (Abbildung 13, c¢). Somit ergibt sich fiir
den Naturstoff 59484e die Struktur 21 (Abbildung 14). Eine Recherche in den Chemical
Abstracts zeigte, dall der Naturstoff 59484e bisher in der Literatur nicht beschrieben ist. Thm

wurde der Name Coniol gegeben. Da die Substanz eine so groBe Ahnlichkeit mit dem
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ebenfalls isolierten, literaturbekannten (+)-Epoxydon hat, daf} sie vermutlich auf dem gleichen

Biosyntheseweg produziert wird, sollte die absolute Konfiguration des Coniols der des

Epoxydons (Naturstoff 59485a, 23, Abbildung 17) entsprechen. In diesem Fall wiirde die

Abbildung 14 nicht nur die relative, sondern auch die absolute Konfiguration wiedergeben.
OH

OH
Coniol (21)

Abbildung 14: Ein literaturunbekannter Naturstoff aus Coniothyrium sp.

2.1.3 Naturstoff 59484¢2

Der Naturstoff 59484e2 wurde als farbloses Ol erhalten, das sich gut in polaren
Losungsmitteln wie Methanol 16st. Auf dem DC ist die Substanz, die einen R~Wert von 0.46
(Laufmitte]l CH,Cl,/MeOH 9:1) hat, durch UV-Lschung bei 254 nm detektierbar. Das *C-
NMR-Spektrum weist zehn Signale zwischen 113.3 und 157.1 ppm auf, von denen vier zu
quartdren Kohlenstoffatomen gehdren. Weiterhin zeigt das Spektrum noch zwei
sauerstoffsubstituierte und eine aliphatische CH,-Gruppe an. Aus den Kopplungen der
Signale des "H-NMR-Spektrums ergibt sich, da$ die aliphatische CH,-Gruppe bei 2.61 ppm
mit der sauerstoffsubstituierten CH,-Gruppe bei 3.58 ppm verbunden ist. Aullerdem stellen
die Signale der CH,CH,-Einheit echte Tripletts und das der einzelnen CH,-Gruppe bei 4.42
ppm ein Singulettsignal dar. Damit kann keine der CH,-Gruppen Bestandteil eines
Ringsystems sein, da die Protonen jeder einzelnen CH,-Einheit chemisch dquivalent sind.
Anhand der chemischen Verschiebungen von 157.1 und 155.4 ppm erweisen sich zwei der
quartdren Kohlenstoffatome ebenfalls als sauerstoffsubstituiert. Somit ergeben sich als
Substituenten fiir ein aromatisches System eine CH,CH,O-Einheit, eine CH,O-Einheit und
zwei Sauerstoffatome.

Es gibt zwei mogliche aromatische Ringsysteme, die zehn Kohlenstoffsignale aufweisen. Das
erste ist ein Naphthalin-Grundgeriist, das zweite mdgliche Ringsystem besteht aus zwei
einzelnen Benzol-Ringen, von denen einer Cy-symmetrisch ist. Da es unmoglich ist, die vier
Substituenten auf ein Naphthalin-Grundgeriist zu verteilen, weil nur vier quartire
Kohlenstoffatome vorhanden sind, muf} das zweite mogliche Ringsystem vorliegen. Das CI-

Massenspektrum bestitigt dies mit einem Molekiilpeak bei 245 [M+H'], was einer
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Summenformel von C;sH;s03 entspricht. Aus dem HMBC-Spektrum lassen sich die in

Abbildung 15 dargestellten Fragmente A und B erkennen.

YNy
Ga O

A B

o
Abbildung 15: Fragmente aus dem HMBC-Spektrum von Naturstoff 59484¢2

Unter Beriicksichtigung der relativen Intensitét der aromatischen Protonensignale 1aft sich
Fragment A in Abbildung 15 zu einem para-substituierten Benzolring vervollstindigen. Die
chemische Verschiebung der beiden Kohlenstoffe der sauerstoffsubstituierten CH,-Gruppen
von 63.7 und 63.2 ppm deutet auf eine Substitution mit freien Hydroxygruppen hin. Ebenso
spricht die sehr hohe Stabilitit der Substanz gegen das Vorhandensein von freien
phenolischen Hydroxygruppen, so daf} auf eine Verkniipfung der beiden Benzolringe {iber ein
Sauerstoffatom geschlossen werden kann. Damit ergibt sich die achirale Struktur 22
(Abbildung 16), deren chemische Bezeichnung 2-(4-(3-(Hydroxymethyl)phenoxy)phenyl)-
ethanol lautet. Diese Struktur wird noch zusétzlich durch das Massenspektrum bestitigt, in
dem ein Peak bei 121 zu erkennen ist. Dieser entspricht dem Fragment, das durch Spaltung
der Etherbriicke entsteht und eine Ar-CH,CH,OH-Einheit représentiert. Eine Recherche in
den Chemical Abstracts ergab, daB es sich bei Naturstoff 59484e¢2 um eine bisher

literaturunbekannte Substanz handelt, der der Name Coniothyren gegeben wird.

Coniothyren (22)

Abbildung 16: Ein literaturunbekannter Naturstoff aus Coniothyrium sp.

2.1.4 Naturstoff 59485a

Der Naturstoff 59485a wurde als farbloses Ol erhalten, das nach einiger Zeit eine
Braunfarbung aufweist. Die Substanz hat einen spezifischen Drehwinkel von +109.1° auf, ist
gut in Methanol 16slich und auf dem DC (R~Wert 0.41, Laufmittel CH,Cl,/MeOH 9:1) durch
Anfarbung mit Anisaldehyd/Schwefelsdure detektierbar. Im Agardiffusionstest zeigte der
Naturstoff Aktivitit gegen Bacillus megaterium und Chlorella fusca. Aus den NMR-Spektren
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sind vier CH-Gruppen und eine CH,-Gruppe sowie zwei quartire Kohlenstoffatome
erkennbar. Die chemischen Verschiebungen der CH,-Gruppe von 4.21 ppm und der drei CH-
Gruppen bei 3.44, 3.83 und 4.76 ppm deuten auf eine Sauerstoffsubstitution hin. Das quartére
Kohlenstoffatom bei 194.3 ppm gehort zu einer Carbonylgruppe und die beiden
verbleibenden  Kohlenstoffatome bilden eine Doppelbindung, deren chemische
Verschiebungen von 134.7 und 141.1 ppm einen die Doppelbindung polarisierenden
Substituenten anzeigen. Somit ergibt sich ein a,f-ungesittigtes Keton. Wie bei Naturstoff
59484e deuten auch in diesem Fall die chemischen Verschiebungen zweier CH-Gruppen von
53.5 und 54.3 ppm auf ein Epoxid hin. Die Kopplungen aus dem H,H-COSY-Spektrum
zeigen eine Verkniipfung eines Protons der Epoxid-Einheit mit der dritten
sauerstoffsubstituierten CH-Gruppe an, die wiederum mit der CH-Gruppe der Doppelbindung
verkniipft ist. Daraus ergibt sich die Struktur 23 (Abbildung 17), die nach einer Recherche in
den Chemical Abstracts als das bereits 1966 von A. Closse!*’! beschriebene (+)-Epoxydon
identifiziert werden konnte. Ein Vergleich der 'H-NMR-Daten mit den Literaturwerten ergab
eine vollstindige Ubereinstimmung. In einer Verdffentlichung von 1999 wurde Epoxydon als
wirksam gegen eine als Kohlhernie bekannte Pflanzenkrankheit beschrieben.** Diese
Krankheit wird durch den Pilz Plasmodiophora brassicae ausgelost und befallt die Wurzeln
kreuzbliitiger Kulturpflanzen wie Kohl oder Raps. Dabei tritt ein ungesteuertes Wachstum der
Zellen in den Wurzeln auf, wodurch die Funktion der Wurzeln gestort wird und die Pflanze

abstirbt.

OH
(+)-Epoxydon (23)

Abbildung 17: Ein literaturbekanntes Epoxid, das erstmals von 1966 von Closse et al. isoliert wurde

Der Versuch, den Naturstoff zu acetylieren, fiihrte statt zu dem gewiinschten

Acetylierungsprodukt zu dem aromatischen, vierfach acetylierten Produkt 23a (Abbildung

[45]

18). Die Labilitdt von Epoxydon gegeniiber Basen ist bekannt™-, so daB3 das entstandene

Acetylierungsprodukt als zusétzlicher Hinweis auf die Struktur gelten kann.
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Abbildung 18: Die Labilitit von Epoxydon gegeniiber Basen fiihrt zu der Bildung des aromatischen
Acetylierungsprodukts

2.2 Stamm 6282

Bei dem Stamm 6282 handelt es sich um Phoma sp., der aus Fucus serratus vor Helgoland
isoliert wurde. Der Stamm wurde 28 Tage auf Biomalz-Festagar fermentiert, lyophylisiert und
anschlieBend mit Ethylacetat extrahiert. Der Extrakt zeigte antibiotische Aktivitit gegen

Bacillus megaterium, Microbotryum violaceum und Chlorella fusca.

2.2.1 Isolierung der Naturstoffe

Der gewonnene Rohextrakt wurde durch Sédulenchromatographie an Kieselgel mit
Dichlormethan/Methanol in 6 Fraktionen aufgetrennt. Aus Fraktion 2 konnte durch
Saulenchromatographie an Kieselgel mit Dichlormethan und einer weiteren Reinigung an
Sephadex LH 20 der Naturstoff 62822b4a (24) gewonnen werden. Fraktion 3 lieferte nach
Sdulenchromatographie an Sephadex LH 20 den Naturstoff 62823b (25). Fraktion 4 enthielt
neben Epidioxy-5a,8 a-ergosta-6,22"-dien-3 Aol die Naturstoffe 62824alb (26) und 62824a2
(27), die durch Sidulenchromatographie an Sephadex LH 20 und Kieselgel mit

Dichlormethan/Methanol isoliert wurden.

2.2.2 Naturstoff 62822b4a

Der Naturstoff 62822b4a kristallisiert in orangen Nadeln (Smp.: 250-254 °C) aus
Dichlormethan/Methanol und ist gut I6slich in Aceton. Auf dem DC (R~Wert 0.65,
Laufmittel CH,Cl,/MeOH 9:1) ist die Substanz bei Tageslicht durch ihre orange Farbe
erkennbar. Ein Behandeln des Diinnschichtchromatogramms mit Natronlauge fiihrt zu einer
Rotfirbung der Substanz, was fiir ein Hydroxyanthrachinon spricht. Im 'H-NMR-Spektrum
zeigen sich vier Signale im Aromaten-Bereich mit der relativen Intensitét 1 und ein Signal bei

2.50 ppm mit der relativen Intensitét 3, sowie eine freie und zwei chelierte Hydroxygruppen.
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Das *C-NMR weist zwdlIf Signale im Aromatenbereich, ein Methylgruppensignal und zwei
Ketonsignale bei 181.7 und 191.3 ppm auf. Daraus ergibt sich als Grundgertist ein vierfach
substituiertes Anthrachinon, bei dem sich zwei der Hydroxygruppen in Nachbarschaft zu
einer Carbonylgruppe befinden miissen. Die Kopplung zweier Signale von 2.4 Hz und die
fehlenden Kopplungen der restlichen zwei Signale im 'H-NMR-Spektrum 146t auf eine
Substitution in Metaposition an beiden aromatischen Ringen schlieBen. Unter
Beriicksichtigung der sehr unterschiedlichen chemischen Verschiebungen der beiden
Ketogruppen ergibt sich fiir die Stellung der zwei chelierten Hydroxygruppen die 1,8-
Position. Damit handelt es sich bei Naturstoff 62822b4a um Emodin (24, Abbildung 19), das

[46]

unter anderem auch von T. R. Kelly"™ isoliert wurde. Ein Vergleich der Literaturdaten der

'H- und *C-NMR-Spektren ergab eine vollstindige Ubereinstimmung.
OH O OH

PS>

0]
Emodin (24)

Abbildung 19: Ein literaturbekannter Naturstoff mit Aktivitiit gegen Moskitolarven

In einer Verdffentlichung von Y.-C. Yang, M.-Y. Lim und H.-S. Lee aus dem Jahr 2003

47]" Die Autoren

wurde die Aktivitdt von Cassia obtusifolia gegen Moskitolarven untersucht.
schrieben die Aktivitit dem enthaltenen Emodin zu und bestimmten die LCso-Werte von
durchschnittlich 2 mg/L fiir die Larven dreier verschiedener Moskitoarten. Aulerdem wird in
einer zweiten Verdffentlichung von 2003 die Wirkung von Emodin als Antioxidans!*®

beschrieben.

2.2.3 Naturstoff 62823b

Der Naturstoff 62823b bildet farblose Kristalle mit einem Schmelzpunkt von 228-231 °C und
ist gut 10slich in Methanol. Auf dem DC (R~Wert 0.67, Laufmittel CH,CIl,/MeOH 9:1) ist die
Substanz durch UV-Loschung bei 254 nm detektierbar. Im 'H-NMR-Spektrum sind zwei
aromatische Protonen erkennbar, deren Kopplung von 9.1 Hz miteinander auf eine ortho-
Stellung hinweist. Des weiteren ist ein Methylsignal erkennbar, das zu einem Dublett
aufspaltet, was fiir eine Verkniipfung mit einer CH-Gruppe spricht. Die chemische

Verschiebung von 4.73 ppm des ebenfalls erkennbaren CH-Signals spricht fiir eine
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Sauerstoffsubstitution. Schlieflich sind noch zwei getrennte Signale einer CH,-Gruppe bei
2.65 und 3.22 ppm zu erkennen, die jeweils auBer der geminalen Kopplung noch eine weitere
Dublettaufspaltung zeigen, was auf eine Verkniipfung mit der CH-Gruppe schlieBen 148t.
AuBerdem bedeutet die Aufspaltung der CH,-Gruppe in zwei Signale, dall das beschriebene
Fragment Teil eines Ringsystems sein muf. Das *C-NMR-Spektrum zeigt noch fiinf quartire
Kohlenstoffatome an, von denen eines zu der Carbonylgruppe eines Esters gehort und zwei
weitere zu sauerstoffsubstituierten aromatischen Kohlenstoffatomen. Die chemische
Verschiebung der tertidren Kohlenstoffatome deutet darauf hin, daB3 sich in ortho-Stellung zu
beiden CH-Gruppen die sauerstoffsubstituierten Kohlenstoffatome befinden. Daraus ergibt
sich fiir den Naturstoff 62823b die Struktur 25 (Abbildung 20), die erstmals von M. A.
DeAlvarenga®” aus dem Holz von pilzinfizierter Virola caducifolia isoliert wurde. Ein
Vergleich mit den Literaturdaten®  des 'H-NMR-Spektrums zeigte eine vollige
Ubereinstimmung.

OH O

’ ,///

OH
(3R)-5-Hydroxymellein (25)

Abbildung 20: Dieser Naturstoff wurde erstmals aus dem Holz von pilzinfizierter Virola caducifolia

isoliert

2.2.4 Naturstoff 62824alb

Der Naturstoff 628241b wurde in Form eines weillen Feststoffs mit einem Schmelzpunkt von
105-107 °C erhalten, der sich gut in Dichlormethan 16st, auf dem DC durch Anfiarbung mit
Anisaldehyd/Schwefelsdure detektierbar ist und einen R~Wert von 0.56 (Laufmittel
CH,Cl,/MeOH 9:1) hat. Die NMR-Spektren zeigen, daf3 die Substanz aus sechs CH-Gruppen
und einer CH3-Gruppe besteht. Die chemischen Verschiebungen von vier Kohlenstoffatomen
zwischen 123.3 und 153.8 ppm gehoren zu zwei Doppelbindungen, von denen eine durch
Sauerstoffsubstitution polarisiert sein mufl. Die chemischen Verschiebungen von 73.9 und
86.3 ppm sprechen fiir eine Sauerstoffsubstitution der beiden verbleibenden CH-Gruppen.
Anhand des H,H-COSY-Spektrums 148t sich das in Abbildung 21 dargestellte Fragment

erkennen.
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Abbildung 21: Fragment aus dem H,H-COSY-Spektrum von Naturstoff 62824alb

Sowohl die vergleichsweise geringe Polaritidt als auch die chemische Verschiebung der
sauerstoffsubstituierten Kohlenstoffatome, die fiir eine offenkettige Verbindung zu hoch ist,
sprechen fiir ein Dihydrofuran. AuBerdem bestitigt das CI-Massenspektrum eine
Molekiilmasse von 126. Damit ergibt sich fiir den Naturstoff 62824alb die Struktur 26
(Abbildung 22), die sich nach einer Recherche in den Chemical Abstracts als

literaturunbekannt erwies und den Namen Phomafuranol bekam.

0 AN
Y

OH
Phomafuranol (26)

Abbildung 22: Ein unbekanntes Dihydrofuran aus Phoma sp.

Die Kopplungskonstante der beiden aliphatischen Protonen betrdgt 6.6 Hz. Ein Vergleich mit
den Kopplungskonstanten einiger synthetischer Produkte!”'”?! (Abbildung 23) legt die
Vermutung nahe, daf3 die relative Konfiguration einer trans-Stellung der Protonen entspricht.
Auf Grund des geringen Unterschieds der trans- und cis-Kopplungen in einem
Dihydrofuransystem ist es jedoch nicht moglich dies mit Sicherheit zu sagen. Die Aufnahme

eines NOE-Spektrums war auf Grund der geringen Substanzmenge von 1.7 mg nicht mdglich.
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Abbildung 23: Kopplungskonstanten in Dihydrofuranen im Vergleich mit Phomafuranol

2.2.5 Naturstoff 62824a2

Die Substanz wurde als farbloses Ol erhalten, das sich gut in Dichlormethan 15st. Die

Substanz ist auf dem DC (R~Wert 0.58, Laufmittel CH,Cl,/MeOH 9:1) durch Anfirbung mit
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Anisaldehyd/Schwefelsdure detektierbar und zeigte im Hemmbhoftest Aktivitit gegen
Microbotryum violaceum, Bacillus megaterium und Chlorella fusca. Die NMR-Spektren
weisen groBe Ahnlichkeit mit denen des Naturstoff 62824alb auf. Die Substanz besteht genau
wie der Naturstoff 62824alb aus einer Methylgruppe und sechs CH-Gruppen, jedoch zeigt
sich im ""C-NMR-Spektrum ein weiteres Signal, das auf Grund seiner chemischen
Verschiebung von 164.4 ppm zu einer Estergruppe gehort. Die Kopplungen aus dem H,H-
COSY-Spektrum der Verbindung fiihren zu der gleichen Verkniipfung der Kohlenstoffatome,
wie sie bereits in Abbildung 21 dargestellt wurde. Die chemischen Verschiebungen der Z-
Doppelbindung von 122.6 und 145.8 ppm sprechen fiir eine weniger ausgeprigte
Polarisierung der Doppelbindung, so da3 eine Verkniipfung mit der Estergruppe nahe liegt.

Daraus ergibt sich das in Abbildung 24 dargestellte Fragment.

Abbildung 24: Fragment des Naturstoff 62824a2 aus den NMR-Spektren abgeleitet

Auch in diesem Fall spricht die Polaritit der Substanz und die chemische Verschiebung der
sauerstoffsubstituierten CH-Gruppen fiir das vorliegen einer cyclischen Verbindung. Die

moglichen Strukturen sind in Abbildung 25 dargestellt.
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Abbildung 25: Mogliche Strukturen von Naturstoff 62824a2

Eine Recherche in den Chemical Abstracts fiihrt zu einer Verdffentlichung von T.
Fukushimal®®!, der beide Strukturen aus Nigrospora sacchari isolierte. Ein Vergleich der
Literaturdaten beider Verbindungen ergab, daB es sich um (5S5,65)-5-Hydroxy-6-[(E)-1-
propenyl]-5,6-dihydro-2 H-pyran-2-on handelte (27, Abbildung 26), das erstmals 1969 von R.

H. Evans™ isoliert wurde und den Namen (+)-Phomalacton bekam.
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Phomalacton (27)

Abbildung 26: Ein literaturbekannter Naturstoff mit nematozider Wirkung gegen Meloidogyne incognita

Die biologische Aktivitdt von Phomalacton wurde ausgiebig untersucht und es wurde iiber
eine nematozide Wirkung gegen Meloidogyne incognita berichtet, wobei im Vergleich mit
Aldicarb?>”% eine geringere nematozide Wirkung gefunden wurde und eine vergleichbare
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Wirkung fiir die Unterdriickung des Wurzelbefalls.””! Ebenso wurden herbizide,™* fungizide

und bakteriozide®® Wirkungen gefunden.

2.3 Stamm 6651

Bei dem Pilz 6651 handelt es sich um Ascochyta sp., der aus Meliotus dentatus in der Néhe
von Ahrenshoop an der Ostsee isoliert wurde. Der Stamm war im Agardiffusionstest aktiv
gegen Microbotryum violaceum, Chlorella fusca, Septoria tritici und Phytophtora infestans,
wurde fiir 28 Tage auf Biomalz-Festagar angeziichtet und anschlieBend mit Ethylacetat

extrahiert.

2.3.1 Isolierung der Naturstoffe

Der gewonnene Rohextrakt wurde durch Sdulenchromatographie an Kieselgel in 7 Fraktionen
aufgetrennt. Aus Fraktion 1 konnte durch Kristallisation aus Dichlormethan der Naturstoff
66511b (28) gewonnen werden. Die Fraktionen 2 und 3 wurden nachtriglich wieder vereint
und enthielten zwei zweifach ungesittigte Fettsduren sowie die Naturstoffe 66512a (29) und
66512b (30), die durch Saulenchromatographie an Sephadex LH 20 und préparative
Schichtchromatographie isoliert werden konnten. Aus Fraktion 4 konnte durch
Saulenchromatographie an Sephadex LH 20 der Naturstoff 66514a (31) gewonnen werden.
Fraktion 5 lieferte den Naturstoff 66515a (32) nach Kristallisation aus Diethylether.

2.3.2 Naturstoff 66511b

Der Naturstoff 66511b kristallisiert aus Dichlormethan in Form von farblosen Plattchen und

hat einen Schmelzpunkt von 186-187 °C. Er ist sehr gut in Dichlormethan 16slich und auf
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dem DC (R~Wert 0.69, Laufmittel CH,Cl,) unter UV-Licht (254 nm) durch
Fluoreszenzloschung des Indikators detektierbar. Mit Anisaldehyd/Schwefelséure farbt der
Naturstoff zunéchst gelb, bei weiterem Erhitzen violett an. Im Agardiffusionstest erwies sich
die Substanz als aktiv gegen Chlorella fusca und Microbotryum violaceum. In vitro zeigte
sich Aktivitit gegen Pyricularia oryzae. Das '"H-NMR-Spektrum zeigt ein Aldehyd-Proton
bei 10.15 ppm sowie zwei chelierte Hydroxygruppen bei 11.65 und 12.55 ppm.

Unter Einbezichung der *C- und DEPT-NMR-Spektren zeigt sich, daB die Substanz aus einer
Methylgruppe, einer CH-Gruppe, einer CH,-Gruppe, einer sp>-hybridisierten CH-Gruppe,
sechs quartdren, sp>-hybridisierten Kohlenstoffatomen sowie zwei Carbonylgruppen besteht,
von denen eine zu einer Aldehydgruppe gehdrt und die andere zu einem Ester. Das
hochauflosende Massenspektrum ergab die Summenformel C;,H;0Os. Anhand der
chemischen Verschiebung des Kohlenstoffatoms der CH,-Gruppe von 98.3 ppm und der
geminalen Kopplungskonstante der beiden Protonen von 2.3 Hz 148t sich eine endstindige
Doppelbindung erkennen, die mit einem Sauerstoffatom substituiert ist. Somit 146t sich aus
den vorhandenen acht sp’-hybridisierten Kohlenstoffatomen ein Benzolring und eine
Doppelbindung formulieren. Die chemische Verschiebung der sp*-hybridisierten CH-Gruppe
von 103.9 ppm spricht fiir eine Sauerstoffsubstitution in ortho-Position auf beiden Seiten. Aus
dem Kopplungsmuster des Methylgruppensignals (Dublett, 7.2 Hz) 146t sich schlieen, dal3
die Methylgruppe mit der sp>-hybridisierten CH-Gruppe verkniipft ist. Damit ergeben sich die
in Abbildung 27 dargestellten Fragmente A—E.
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Abbildung 27: Aus den 'H- und *C-NMR-Spektren erkennbare Fragmente des Naturstoffs 66511b

Aus den Kopplungen im HMBC- und H,H-COSY-Spektrum ergibt sich die in Abbildung 28

dargestellte Verkniipfung der einzelnen Fragmente.
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Abbildung 28: Kopplungen aus dem HMBC von Naturstoff 66511b

Zur Bestdtigung wurde die Rontgenstruktur (Abbildung 29) von Naturstoff 66511b gemessen.
Diese zeigte eindeutig, daB die Substanz mit ihrem spezifischen Drehwert von 308.2°

enantiomerenrein vorliegt.

Abbildung 29: Rontgenstruktur von Naturstoff 66511b

2.3.2.1 Bestimmung der absoluten Konfiguration

Zur Bestimmung der absoluten Konfiguration kann der Circulardichroismus herangezogen
werden. Dieser ist definiert als die Differenz Ae der Absorptionskoeffizienten von rechts und
links circular-polarisierten Lichtwellen.

Ae=ger—¢L
In chiralen Medien bewegen sich rechts und links circular-polarisierte Lichtwellen nicht nur

unterschiedlich schnell, sie werden auch unterschiedlich stark geschwicht. Der aus der
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Uberlagerung der Vektoren Er und E; resultierende Vektor E durchlduft nach Durchqueren
des chiralen Mediums eine Ellipse."”! Wird die Ellipse im Uhrzeigersinn durchlaufen, spricht
man von einem positiven im anderen Fall von einem negativen Circulardichroismus.*”

Die CD-Spektren sind fiir einen gegebenen Chromophor charakteristisch. Im Fall von
Enantiomeren sind diese an der X-Achse gespiegelt, daher 146t sich von dem CD-Spektrum
auf die absolute Konfiguration schlieen, insofern Vorhersagen iiber das CD-Spektrum eines
der beiden Enantiomere eines Chromophors gemacht werden kdnnen.

Zu diesem Zweck wird das CD-Spektrum eines Enantiomers berechnet und mit dem
experimentellen CD-Spektrum verglichen.

Da die rdumliche Struktur des Molekiils Auswirkungen auf das CD-Spektrum hat, wird
zundchst eine Konformationsanalyse mit Hilfe des Programms Spartan SGI Version 5.3
durchgefiihrt. Fiir jedes der energetisch glinstigsten Konformere (bis 12 kJ Unterschied) wird
dann mit Hilfe des Programmpakets BDZDO/MCDSPD, welches von Downing entwickelt

und von Fleischhauer modifiziert wurde®!!

, ein CD-Spektrum berechnet. Anschlieend wird
mit Hilfe der Bolzmann-Statistik eine Gewichtung der einzelnen CD-Spektren durchgefiihrt
und diese mit ihrer jeweiligen Gewichtung zu dem endgiiltigen Spektrum addiert.
Ein Vergleich von berechnetem und gemessenem Spektrum kann zu drei moglichen
Ergebnissen filihren:

1. das berechnete Spektrum ist mit dem gemessenen Spektrum identisch

2. das berechnete Spektrum ist ein genaues Spiegelbild des gemessenen Spektrums

3. das berechnete Spektrum zeigt keine ausreichende Ahnlichkeit mit dem gemessenen

Spektrum.

Im ersten Fall ist die Konfiguration beider Molekiile identisch. Im zweiten Fall ist die
Konfiguration der Substanz spiegelbildlich zu der fiir die Berechnung angenommenen. In
beiden Fillen kann so eine Aussage liber die absolute Konfiguration eines Molekiils gemacht
werden.
Im dritten Fall filhren die fiir die Berechnung angewendeten Néherungen zu deutlichen
Abweichungen zwischen dem gemessenen und dem berechneten Spektrum, so dall keine
Aussage iiber die absolute Konfiguration des Molekiils getroffen werden kann.
Die vorliegenden berechneten CD-Spektren wurden im Arbeitskreis von Professor Krohn von
Brigitta Elsdsser durchgefiihrt, die experimentellen Spektren wurden im Arbeitskreis von
Professor Antus von Dr. Tibor Kurtan aufgenommen.
Wie in Abbildung 30 dargestellt, weisen der Kurvenverlauf des berechneten und des

gemessenen CD-Spektrums gewisse Ahnlichkeiten auf. Beide zeigen einen ausgeprigten
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positiven Cotton-Effekt, weisen aber eine Differenz von 60 nm auf. Deshalb kann keine
eindeutige Aussage iiber die absolute Konfiguration des Molekiils gemacht werden. Die
mogliche Ursache fiir die Abweichungen ist in der Komplexizitit des Chromophors zu
suchen, da sowohl die endstindige Doppelbindung als auch der Aldehyd-Substituent am
Benzolring den Cotton-Effekt beeinflussen. Es wurde vermutet, dal das Programm diese

Einfliisse bei der Berechnung nicht beriicksichtigen kann.!*?!
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Abbildung 30: Berechnetes (oben) und gemessenes (unten) CD-Spektrum von Naturstoff 66511b

Um die absolute Konfiguration dennoch zu bestimmen, war es erforderlich, den Chromophor

(63641 Dazu wurde eine

den ausfiihrlich untersuchten Dihydroisocoumarinen anzugleichen
kleine Menge des Naturstoffs hydriert. Da die Methylgruppe in der Nachbarstellung zu der
endstindigen Doppelbindung eine sterische Hinderung fiir den Angriff von dieser Seite

darstellt, sollte wie in Abbildung 31 gezeigt bei der Hydrierung mit Palladium/Kohlenstoff je
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nach Konfiguration des Eduktes iiberwiegend das 3R,4R- oder 3S5,4S-Produkt gebildet

werden.

HO

HO HO

Pd/C, H,

OH OH

Abbildung 31: Bildung des bevorzugten Diastereomers bei der Hydrierung mit Pd/C

Nach der Aufarbeitung und Reinigung des Hydrierungsproduktes durch préiparative
Schichtchromatographie konnte anhand der Kopplungskonstanten aus dem 'H-NMR gezeigt
werden, dal3 tatsdchlich nur eines von zwei moglichen Diastereomeren gebildet wird. Das
Hydrierungsprodukt hat also die erwartete 3R,4R- oder 35,4S-Konfiguration.

Von dem Hydrierungsprodukt wurde nun ebenfalls ein CD-Spektrum gemessen. Es zeigt sich

ein ausgepragter, negativer Cotton-Effekt bei 218 nm (—6.8).
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Abbildung 32: Gemessenes CD-Spektrum des 6,8-Dihydroxy-5-(hydroxymethyl)-3,4-dimethyl-3,4-

dihydro-1H-isochromen-1-on

Das Vorzeichen des Cotton-Effekts fiir den n-n*-Ubergang bei 218 nm (-6.8) kann zur

Bestimmung der absoluten Konfiguration herangezogen werden. Die Helizititsregel besagt,
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daB bei einem Dihydroisocoumarin, welches in einer Halbsesselkonformation mit einem
pseudoaxialen Substituenten am Kohlenstoffatom 3 vorliegt, ein negativer Cotton-Effekt
durch M-Helizitit entsteht. Ein positiver Cotton-Effekt tritt bei P-Helizitit auf.!*” Das 6,8-
Dihydroxy-5-(hydroxymethyl)-3,4-dimethyl-3,4-dihydro-1H-isochromen-1-on muf} also eine
M-Helizitit aufweisen, bei der der Substituent am Kohlenstoffatom 3 pseudodquatorial und
der am Kohlenstoffatom 4 pseudoaxial orientiert sind (Abbildung 33). Dies wird durch die
Konformationsanalyse bestétigt. Daraus folgt die 3R,4R-Konfiguration des untersuchten

Molekiils.

Abbildung 33: M-Helizitit (links) des 6,8-Dihydroxy-5-(hydroxymethyl)-3,4-dimethyl-3,4-dihydro-1H-

isochromen-1-ons und berechnete Konformation (rechts)

Ein Vergleich mit dem berechneten CD-Spektrum des 3R,4R-Enantiomers (Abbildung 34)
ergibt eine gute Ubereinstimmung zwischen dem berechneten und dem gemessenen
Spektrum. Das berechnete CD-Spektrum zeigt einen ausgeprédgten, negativen Cotton-Effekt
bei 200 nm (—18.0). Die Abweichung der Extrempunkte der beiden Kurven liegt zwischen 3
und 18 nm. Die groBe Ahnlichkeit des Verlaufs beider Kurven und der Lage der
Extrempunkte 146t den Schlul zu, daB3 die Konfiguration der gemessenen Substanz mit der

des berechneten Molekils identisch ist.
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Abbildung 34: Berechnetes CD-Spektrum des Hydrierungsprodukts von Naturstoff 66511b

Damit kann das Hydrierungsprodukt als (3R,4R)-6,8-Dihydroxy-5-(hydroxymethyl)-3,4-
dimethyl-3,4-dihydro-1H-isochromen-1-on (28a, Abbildung 35) identifiziert werden.
HO

HO

OH O

28a

Abbildung 35: Hydrierungsprodukt des Naturstoffs 66511b

Da eine Isomerisierung am Stereozentrum wihrend der Reaktion ausgeschlossen werden
kann, mul3 es sich bei dem Naturstoff 66511b um (4R)-6,8-Dihydroxy-4-methyl-3-methylen-
1-0x0-3,4-dihydro-1H-isochromen-5-carbaldehyd (28, Abbildung 36) handeln, dem hiermit

der Name Ascochin gegeben werden soll.

O\
HO
@)
OH O
Ascochin (28)

Abbildung 36: Ein literaturunbekannter Naturstoff aus Ascochyta sp.
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2.3.3 Naturstoff 66512a

Der Naturstoff 66512a wurde als farbloses Ol erhalten, das sich gut in Chloroform und
Dichlormethan 16st und auf dem DC (R~Wert 0.54, Laufmittel CH,Cl,) durch Anférben mit
Anisaldehyd/Schwefelsdure detektiert werden kann. Aus den 'H- und "*C-NMR-Spektren
lassen sich zwei Methylgruppen erkennen, eine Ketogruppe, eine CH-Gruppe und sechs CH,-
Gruppen. Die Multiplizitidt des einen Methylsignals (Dublett, 6.9 Hz) bei 1.05 ppm a6t
darauf schlieen, dall die Methylgruppe mit der CH-Gruppe verkniipft ist. Die chemische
Verschiebung der zweiten Methylgruppe und der CH-Gruppe von 2.11 und 2.47 ppm zeigt
die Verkniipfung mit der Carbonylgruppe an. Die Multiplizitdt des CH-Signals (tq, 6.9 Hz)
deutet darauf hin, das die CH-Gruppe direkt an eine CH,-Gruppe gekniipft ist. Da die CH,-
Gruppen eine aliphatische Kette bilden, ergibt sich das in Abbildung 37 dargestellte

Fragment.

)OHMN*H

Abbildung 37: Aus den 'H- und *C-NMR-Spektren abgeleitetes Fragment des Naturstoff 66512a

Das EI-Massenspektrum der Substanz zeigt einen Molekiilpeak bei 324. Das in Abbildung 37
dargestellte Fragment ergibt jedoch nur eine Molekiilmasse von 155. Da das '*C-NMR-
Spektrum keine anderen Signale enthélt, mufl das Molekiil symmetrisch aufgebaut sein. Zwei
der Fragmente ergdben wiederum eine Molekiilmasse von 310. Daher mu3 das Molekiil noch
eine zusdtzliche CH,-Gruppe enthalten, deren 13C-Signal mit einem der anderen
zusammenfillt. Das HR-EIMS bestitigt die Summenformel von C;;H400;, so daB3 es sich bei
Naturstoff 66512a um 3,17-Dimethylnonadecan-2-18-on handelt, dem der Name Ascoketon
(29, Abbildung 38) gegeben wird.

Das Vorhandensein einer optischen Aktivitdt mit einem spezifischen Drehwert von +19.8°
(c = 0.44, CH,Cl,) schlie3t das Vorliegen der Substanz in der meso-Form aus. Die absolute

Konfiguration konnte jedoch nicht ermittelt werden.

Ascoketon (29)

Abbildung 38: Ein literaturunbekannter Naturstoff aus Ascochyta sp.
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2.3.4 Naturstoff 66512b

Die Substanz wurde als farbloses Ol erhalten, welches sich gut in Dichlormethan und
Chloroform 16st. Auf dem DC ist die Substanz durch ihre gelbe Anfarbung mit
Anisaldehyd/Schwefelsdure detektierbar und hat einen R~Wert von 0.49 (Laufmittel CH,Cl,).
Der spezifische Drehwinkel des Naturstoffs betrigt —36.6° (¢ = 0.9, CH,CL). Aus den 'H- und
PC-NMR-Spektren 148t sich entnehmen, daB die Substanz aus drei Methylgruppen, sechs
CH,-Gruppen, einer CH-Gruppe, einer Carbonylgruppe und vier quartdren
Kohlenstoffatomen besteht. Aus den chemischen Verschiebungen von drei der vier quartdren
Kohlenstoffatome und einer der CH,-Gruppen zwischen 109.2 und 162.1 ppm lassen sich
zwei Doppelbindungen erkennen, von denen eine endstindig ist. AuBBerdem zeigt sich noch
eine Polarisierung der zweiten Doppelbindung, die daher mit der Carbonylgruppe konjugiert
sein mufl. Die Zuordnung der Protonen-Signale zu den dazugehorigen Kohlenstoff-Signalen
erfolgte mit Hilfe des HMQC-Spektrums. Die Daten der ein- und zweidimensionalen NMR-

Spektren sind in Tabelle 1 zusammengefalt.

Tabelle 1: Chemische Verschiebungen und Kopplungen des Naturstoff 66512b

Atomnummer | “C-NMR | 'H-NMR | H,H-COSY HMBC
1 128.8 - - -
2 199.1 - - -
3 33.8 2.42/2.54 4 1,2,4,4a
4 37.5 1.78 3 3, 4a, 5, 10
4a 35.8 - - -
41.9 1.46/1.73 6 4a, 6,7, 10
26.9 1.65/1.73 5,7 7
45.9 2.07 6 -
32.9 2.07/2.76 - 1,4a, 6,7, 8a,11
8a 162.1 - - -
9 10.9 1.8 - 1, 8a
10 22.5 1.25 - 4,5, 8a
11 149.2 - - -
12 109.2 4.8 - 7,11, 13
13 20.7 1.81 - 12, 11

Zusammen mit dem H,H-COSY-Spektrum lassen sich die in Abbildung 39 dargestellten

Fragmente A-D erkennen.
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Abbildung 39: Aus den 'H-, *C- und H,H-COSY-Spektren abgeleitete Fragmente des Naturstoff 66512b

Die Auswertung des HMBC-Spektrums ergab die Struktur 30 (Abbildung 40) und eine Suche
in den Chemical Abstracts fiihrte zu dem a-Cyperon. Der Vergleich der Literaturdaten der
BC-Verschiebungen!®' ergab eine véllige Ubereinstimmung. Der spezifische Drehwinkel!*®!
des a-Cyperons zeigte jedoch einen entgegengesetzten Drehsinn, worauthin der Naturstoff
66512b als ent-a-Cyperon identifiziert werden konnte, das erstmals 1990 von Yoshinori

Asakawal®” isoliert wurde.

12

O
ent-a-Cyperon (30)

Abbildung 40: Ein literaturbekannter Naturstoff, der erstmals von Y. Asakawa isoliert wurde

2.3.5 Naturstoff 66514a

Der Naturstoff bildet schwach gelbe Kristalle (Smp.: 108—110 °C) und ist gut 16slich in
Dichlormethan und Methanol. Im DC ist er durch seine UV-Loschung bei 254 nm
detektierbar und hat einen R~Wert von 0.36 (Laufmittel CH>Cl,). Die Substanz hat einen
spezifischen Drehwinkel von —39.2° (¢ = 0.25, MeOH) und zeigt im Agardiffusionstest
Aktivitit gegen Bacillus megaterium, Microbotryum violaceum und Chlorella fusca. Aus den
NMR-Spektren lassen sich eine Methylgruppe, zwei sp’-hybridisierte CH-Gruppen, drei sp’-
hybridisierte CH-Gruppen sowie drei quartire, sp>-hybridisierte Kohlenstoffatome und eine
Carbonylgruppe erkennen, deren chemische Verschiebung von 169.9 ppm fiir das
Strukturelement eines Esters spricht. Die Multiplizitit und die Kopplungskonstante der

Methylgruppe bei 1.58 ppm spricht fiir eine Verkniipfung mit der CH-Gruppe bei 4.70 ppm,
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deren Kopplungsmuster (dq) eine Verkniipfung mit der zweiten CH-Gruppe anzeigt. Die
chemischen Verschiebungen beider CH-Gruppen von 4.57 und 4.70 ppm zeigen eine
Sauerstoffsubstitution an. Das Kopplungsmuster der aromatischen Protonen zeigt eine ortho-
Stellung der drei CH-Gruppen im Aromaten an. Die Verschiebung eines der quartiren
Kohlenstoffatome von 162.3 ppm und einer CH-Gruppe von 118.7 ppm spricht fiir eine
Sauerstoffsubstitution in ortho-Stellung zu dieser CH-Gruppe. Folglich besteht die Substanz
aus den in Abbildung 41 gezeigten Fragmenten A—C.
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Abbildung 41: Aus den NMR-Spektren zu erkennende Fragmente des Naturstoff 66514a

Unter Beriicksichtigung der im 'H-NMR-Spektrum erkennbaren, chelierten Hydroxygruppe,
ergibt sich als einzig sinnvolle Verkniipfung die Struktur 31 (Abbildung 42). Die relative
Konfiguration der beiden Stereozentren wurde aus der Grofe der Kopplung der beiden
Protonen von 2.1 Hz geschlossen, die fiir eine axial-dquatorial-Position spricht. Eine Suche in
den Chemical Abstracts fiihrte zu den beiden Enantiomeren des 4-Hydroxymelleins. Diese
Struktur wurde durch einen Vergleich der 'H- und *C-NMR-Daten mit den Literaturdaten
bestdtigt. Die absolute Konfiguration konnte durch einen Vergleich des gemessenen
spezifischen Drehwinkels von —39.2° mit den Literaturdaten!®®! ([} = -31°) ermittelt
werden. Somit handelt es sich bei Naturstoff 66514a um (3R,4R)-4-Hydroxymellein, das
erstmals 1971 von Richard J. Cole!® aus Aspergillus ochraceus isoliert wurde. Die Substanz
wird von vielen Pilzen produziert und wurde bereits mehrfach im Arbeitskreis von Prof.
Krohn gefunden. G. Konig et al. isolierten diese Substanz aus Microsphaeropsis sp. und

wiesen im Agardiffusionstest Aktivitit gegen Eurotium repens und Ustilago violacea nach.!’”
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Abbildung 42: Ein bekannter Naturstoff aus Aspergillus ochraceus mit fungizider Wirkung

2.3.6 Naturstoff 66515a

Der Naturstoff 66515a kristallisiert aus Dichlormethan in weillen Nadeln und hat einen

Schmelzpunkt von 101-102 °C. Auf dem DC (R~Wert: 0.51, Laufmittel CH,Cl,/MeOH 9:1)

ist die Substanz durch Anfirbung mit Anisaldehyd/Schwefelsdure detektierbar und im

Agardiffusionstest zeigt sie Aktivitit gegen Microbotryum violaceum und Bacillus

megaterium. In vitro ist die Substanz schwach aktiv gegen Septoria tritici. Das "H-NMR-

Spektrum in Abbildung 43 =zeigt drei sauerstoffsubstituierte CH-Gruppen und eine

Methylgruppe.
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Abbildung 43: "H-NMR-Spektrum des Naturstoff 66515a in CDCI; bei 500 MHz
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Mit Hilfe des *C-NMR- (Abbildung 44) und des DEPT-Spektrums konnen die weiteren
Protonensignale als elf CH,-Gruppen identifiziert werden. Auf Grund ihrer sehr @hnlichen
chemischen Verschiebungen miissen neun dieser CH,-Gruppen einer aliphatischen Kette
zugeordnet werden. AuBerdem ist im *C-NMR-Spektrum noch ein Carbonylgruppensignal zu
erkennen, welches zu einer Estergruppe gehort. Das hochauflésende Massenspektrum ergibt

eine Summenformel von CiH3¢04.

—31.89
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29.31
~-22.66

—78.59
—74.40

—69.11

/35.88 —35.72
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—173.23
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Abbildung 44: 13C-NMR-Spektrum des Naturstoff 66515a in CDCI; bei 500 MHz

Die Kopplungen aus dem H,H-COSY-Spektrum fiihren zu dem in Abbildung 45 dargestellten

Fragment.

S
ONQ / (ONG /
Abbildung 45: Fragment aus dem H,H-COSY-Spektrum von Naturstoff 66515a
Das HMBC-Spektrum zeigt eine Verkniipfung der Carbonylgruppe mit der ersten CH-Gruppe

des in Abbildung 45 dargestellten Fragmentes. AuBlerdem 148t sich die Verkniipfung der

aliphatischen Kette mit der bereits im Fragment enthaltenen CH,-Gruppe am Ende der Kette
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erkennen. Fiir einen Ringschluf} ist nur das Sauerstoffatom in der Mitte des Fragments
geeignet, woraus sich fiir den Naturstoff 66515a die Struktur 32 (Abbildung 47) ergibt. Die
relative Konfiguration der Substanz konnte aus den Kopplungskonstanten der Protonen
abgeleitet werden. Wie in Abbildung 46 gezeigt, deutet die Kopplung von 9.7 Hz auf eine
axial-axial-Stellung der Protonen an den Kohlenstoffatomen 3 und 4 hin, wohingegen die
Protonen an den Kohlenstoffatomen 4 und 6 zu dem gleichen Proton der CH,-Gruppe eine

dquatorial-axial-Kopplung aufweisen.

3.6 Hz

Abbildung 46: Relative Konfiguration des Naturstoff 66515a aus den Protonen-Kopplungen

Eine Recherche in den Chemical Abstracts blieb erfolglos. Jedoch wurde das Lacton mit einer
um zwei Kohlenstoffatome kiirzeren Seitenkette bereits von H. Toshima und H. Sato!’"! aus
Seiridium unicorne isoliert. Die Autoren haben die absolute Konfiguration dieser Substanz
durch Synthese des Enantiomers aus D-Glucose ermittelt. Ein Vergleich des Drehwerts von

Naturstoff 66515a ([a];, = —37.1°) mit dem des literaturbekannten Lactons ([a]y = —35.0°)

ergab eine Ubereinstimmung. Bei dem Naturstoff 66515a handelt es sich somit um das
literaturunbekannte (3S5,4R,6S5)-3,4-Dihydroxy-6-undecyltetrahydro-2H-pyran-2-on, dem der

Name Ascolacton (Abbildung 47) gegeben wird.
0
HO,,
., 0
HO
Ascolacton (32)

Abbildung 47: Ein literaturunbekannter Naturstoff aus Ascochyta sp.

2.4 Stamm 6577

Der Stamm 6577, Pseudoanguillospora sp. wurde aus der Rotalge Polyides rotundus aus der

Ostsee bei Ahrenshoop isoliert, 21 Tage auf Biomalz-Festagar kultiviert und anschlieBend mit
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Ethylacetat extrahiert. Der Rohextrakt zeigte im Agardiffusionstest Aktivitit gegen

Microbotryum violaceum und Bacillus megaterium.

2.4.1 Isolierung der Naturstoffe

Der Rohextrakt wurde mit Hexan gewaschen und der hexanunldsliche Teil in Dichlormethan
aufgenommen. Die Dichlormethanphase wurde ebenfalls vom unloslichen Teil getrennt.
Durch Kristallisation aus der Dichlormethanphase konnte zunichst der Naturstoff 65772 (33)
gewonnen werden. Die Mutterlauge wurde anschliefend durch Sdulenchromatographie in 5
Fraktionen aufgetrennt. Aus Fraktion 3 konnte durch préparative Schichtchromatographie
(PSC) der Naturstoff 6577¢3 (34) isoliert werden. Der in Dichlormethan unlésliche Teil des
Rohextraktes wurde noch einmal mit Methanol gewaschen und die Methanolphase ebenfalls
an Kieselgel chromatographiert und in 4 Fraktionen aufgetrennt. Aus Fraktion 4 konnte der
Naturstoff 6577m4 (35) durch PSC an RP-Kieselgel isoliert werden. Der Verlauf der
Isolierung ist in Abbildung 48 schematisch dargestellt.

Rohextrakt

Waschen mit Hexan

Hexanphase Hexanunléslicher Anteil
Waschen mit Dichlormethan
Dichlormethanphase Dichlormethanunléslicher Teil
Kristallisation aus Dichlormethan/Hexan Waschen mit Methanol
Naturstoff 65772 Mutterlauge Methanolphase | | Methanolunldslicher Teil
SC an Kieselgel SC an Kieselgel
Fraktion 3 Fraktion 4

PSC an Kieselgel PSC an RP-Kieselgel

Naturstoff 6577c3 Naturstoff 6577m4

Abbildung 48: Schematische Darstellung der Isolierung aus Stamm 6577
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2.4.2 Naturstoff 65772

Der Naturstoff 65772 ist gut 16slich in Dichlormethan und féllt durch Zugabe von Hexan in
Form eines gelben, amorphen Feststoffes aus (Zers.: >180 °C). Auf dem DC (R~Wert 0.49,
Laufmittel CH,Cl,/MeOH 9:1) ist der Naturstoff durch seine gelbe Farbe und durch die
Dunkelfarbung unter Licht und SauerstoffeinfluBl leicht detektierbar. Im Agardiffusionstest
zeigte die Substanz Aktivitdt gegen Bacillus megaterium und Microbotryum violaceum. In-
vitro zeigte sich eine Wirkung gegen Phytophtora infestans. Das 'H-NMR-Spektrum weist
ein Signal mit der relativen Intensitét 3 bei 1.44 ppm, ein weiteres Signal mit der relativen
Intensitit 2 bei 2.70 ppm sowie sechs Signale mit der relativen Intensitét 1 auf, von denen
zwel im Aromatenbereich liegen. Drei der Signale sind Hydroxygruppen zuzuordnen, von
denen eine cheliert ist. Das letzte Signal bei 4.51 ppm deutet auf ein sp’-hybridisiertes
Kohlenstoffatom hin, das mit einem Sauerstoffatom verkniipft ist. Die Multiplizitit der
Signale bei 1.44 und 2.70 ppm 4Bt auf eine Verkniipfung der Methylgruppe mit der sp’-
hybridisierten CH-Gruppe schlieen, die ihrerseits mit der CH,-Gruppe verkniipft ist.

Das "*C-NMR-Spektrum weist zehn Signale im Aromatenbereich, ein Carbonylsignal bei
198.9 ppm und drei Signale im Aliphatenbereich auf. Die Auswertung der HMQC- und
HMBC-Spektren ergibt das in Abbildung 49 dargestellte Fragment.

> 2
RSN

Abbildung 49: HMBC-Kopplungen fiir Naturstoff 65772

Das Vorhandensein eines Molekiilpeaks im EI-Massenspektrum mit der Masse von 518.3 1a63t
darauf schlieBen, dal es sich bei dem Naturstoff 65772 um ein Dimer des in Abbildung 49
dargestellten Fragments handelt. Eine Recherche in den Chemical Abstracts fiihrte zu dem
bekannten Naturstoff Cephalochromin (33, Abbildung 50), dessen Struktur erstmals von G.
Tertzakian et al.’! beschrieben wurde. Ein Vergleich mit den Literaturdaten'””! der "H-NMR-

Spektren bestdtigte die Identitdt der Substanz mit dem Naturstoff Cephalochromin.
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Abbildung 50: Ein literaturbekannter Naturstoff, der erstmals von G. Tertzakian et al. isoliert wurde

2.4.2.1 Bestimmung der Konformation der chiralen Achse

In der Literatur konnten keine Angaben iiber die Konfiguration der Stereozentren oder die
Konformation der chiralen Achse gefunden werden. Daher sollte der Versuch unternommen
werden, diese zu bestimmen. Dazu kann wie im Falle des Ascochins (Kapitel 2.3.2.1) der
Vergleich der gemessenen und berechneten CD-Spektren herangezogen werden. Im Falle des
Cephalochromins gilt jedoch zu beachten, da3 es sich nach der Einteilung der Chromophore

nach Moscowitz!*”]

in inhdrent dissymmetrische und inhdrent symmetrische, aber
dissymmetrisch gestérte Chromophore bei 1,1°-Bisnaphtyl-Verbindungen um einen inhérent
dissymmetrischen Chromophor handelt'’®). Um den Chromophor genauer zu beschreiben,
werden die zu untersuchenden Molekiile in Sphéren aufgeteilt. Dabei bildet der Chromophor
die erste Sphire. Ein Ring, der den Chromophor beinhaltet, bildet die zweite Sphire und
Substituenten am Ring die Dritte. Fiir Groe und Vorzeichen des Cotton-Effekts ist die
Chiralitit der Sphire entscheidend, die dem Chromophor am nichsten steht.””! Daraus muf
fiir das Cephalochromin geschlossen werden, da3 der Beitrag der chiralen Zentren in der
zweiten Sphire die Form des CD-Spektrums nicht wesentlich beeinfluflit. Daher kann aus dem
Vergleich der gemessenen und berechneten CD-Spektren nur die Konformation der chiralen
Achse bestimmt werden, nicht aber die absolute Konfiguration der chiralen Zentren. Fiir die
Berechnung des CD-Spektrums wurde die Konfiguration der Stereozentren willkiirlich
festgelegt. Eine Konformationsanalyse lieferte fiir die aR-Konformation des Molekiils einen
Winkel von 88.34° als energetisch giinstigstes Konformer. Fiir dieses Konformer wurde das in
Abbildung 51 dargestellte CD-Spektrum berechnet und mit dem gemessenen verglichen. Die
Berechnung der CD-Spektrums wurde von Brigitta Elsdsser durchgefiihrt. Das experimentelle

CD-Spektrum wurde von Dr. Tibor Kurtdn im Arbeitskreis von Professor Sandor Antus

gemessen.
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Abbildung 51: Berechnetes () und gemessenes (—) CD-Spektrum von Cephalochromin

Wie der Vergleich in Abbildung 51 zeigt, ist die Form der CD-Spektren fast identisch, woraus

die aR-Konformation fiir das Cephalochromin folgt (33, Abbildung 52).
OH OH O

poes
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0] OH OH
aR-Cephalochromin (33)

Abbildung 52: Absolute Konfiguration der chiralen Achse des Cephalochromins

2.4.3 Naturstoff 6577¢3

Der Naturstoff 6577¢3 wurde als gelblicher Feststoff (Smp.: 46—48 °C) erhalten, der sich gut
in Methanol 16st und auf dem DC (R~Wert 0.64, Laufmitte]l CH,Cl,/MeOH 9:1) durch seine
UV-Loschung bei 254 nm und seine charakteristische gelbe Anfarbung mit dem Spriihreagenz
Anisaldehyd/Schwefelsdaure detektierbar ist. Die Substanz zeigte Aktivitit gegen Chlorella
fusca, Bacillus megaterium, Microbotryum violaceum, Pyricularia oryzae und Septoria tritici.
Aus den NMR-Spektren ist zu erkennen, dafl die Substanz aus einem penta-substituierten

Benzolring, zwei Methyl- und acht CH,-Einheiten sowie einer CH-Einheit besteht. Das
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HREIMS bestitigt die Summenformel von C;7H60s3. Abbildung 53 zeigt das "H-NMR-

Spektrum gemessen in deuteriertem Methanol.
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Abbildung 53: "H-NMR-Spektrum des Naturstoff 6577¢3 in Methanol-d, bei 500 MHz

Die chemische Verschiebung des aromatischen Protons von 6.21 ppm sowie des
dazugehorigen Kohlenstoffatoms von 99.7 ppm deuten auf zwei sauerstoffsubstituierte
Kohlenstoffatome in ortho-Stellung zu der CH-Gruppe hin. Des weiteren zeigt eine der
Methylgruppen die charakteristische Verschiebung von 1.98 ppm fiir eine Verkniipfung mit
einem Aromaten. Ebenso sprechen die Verschiebungen von 2.33 und 2.57 ppm fiir eine CH,-
Gruppe, die mit einem Aromaten verkniipft ist. Die chemische Verschiebung einer zweiten
CH,-Gruppe von 4.51 und 4.85 ppm spricht flir eine Sauerstoffsubstitution und die
Verkniipfung mit dem Aromaten. Die Aufspaltung der CH,-Gruppen in getrennte Signale fiir
jedes Proton 1aBt darauf schlieBen, daB beide CH,-Gruppen zu einem annellierten Ring
gehoren. Die chemische Verschiebung der CH-Gruppe von 3.50 ppm spricht ebenfalls fiir
eine Sauerstoffsubstitution. Die verbleibenden sechs CH,-Gruppen bilden mit der zweiten
Methylgruppe eine aliphatische Kette. Daraus ergeben sich die in Abbildung 54 dargestellten
Fragmente A—C.
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Abbildung 54: Fragmente aus dem 'H- und *C-NMR sowie dem DEPT135

Mit Hilfe des H,H-COSY-Spektrums 148t sich eine Verknilipfung der aliphatischen Kette mit
der CH-Gruppe erkennen, die ihrerseits mit der CH,-Gruppe des aromatischen Fragments
verkniipft ist. Daraus ergibt sich unter Beriicksichtigung der erforderlichen Ringstruktur fiir
die CH,-Gruppen am Aromaten, die in Abbildung 55 dargestellte Struktur. Die Substanz
erwies sich nach einer Suche in den Chemical Abstracts als literaturunbekannt und erhielt den

Namen Pseudoanguillosporin A (34, Abbildung 58).
OH
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Abbildung 55: Kopplung aus dem H,H-COSY-Spektrum von Naturstoff 6577¢3

2.4.3.1 Bestimmung der absoluten Konfiguration

Die absolute Konfiguration des Naturstoffes, der einen spezifischen Drehwert von —724.6°
aufweist, konnte mit Hilfe des CD-Spektrums ermittelt werden, das in Abbildung 56
dargestellt ist.
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Abbildung 56: Gemessenes CD-Spektrum von Naturstoff 6577¢3

Es zeigt sich ein ausgeprigter Cotton-Effekt bei 198 nm (-9.7). Die Helizititsregel fiir den
Benzol-Chromophor von chiralen Tetralinderivaten kann auch auf Isochromanderivate
angewendet werden, wenn diese Substituenten mit einem starken Dipolmoment tragen.®!
Aus einem negativen Cotton-Effekt im 1,-Band 1Bt sich auf M-Helizitit des Molekiils

schlieBen. Der Substituent am Kohlenstoffatom 3 liegt dabei in einer dquatorialen Position

vor (Abbildung 57).

Abbildung 57: M-Helizitiit des Naturstoffs 6577¢3 (R = C;H;5) und berechnete Konfiguration

Damit muf} es sich bei dem vorliegenden Molekiil um (3R)-3-Heptyl-5-methyl-3,4-dihydro-
1 H-isochromen-6,8-diol (Abbildung 58) handeln. Die Aufnahme des CD-Spektrums und

Bestimmung der absoluten Konfiguration wurde von Dr. Tibor Kurtan durchgefiihrt.
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Abbildung 58: Absolute Konfiguration des neuen Naturstoffs aus Pseudoanguillospora sp.

2.4.4 Naturstoff 6577m4

Der Naturstoff wurde als gelbes Ol erhalten, das sich gut in Methanol 16st und auf dem DC
(R~Wert 0.40, Laufmitte]l CH,Cl,/MeOH 9:1) durch seine UV-Ldschung bei 254 nm und
seine charakteristische, gelbe Anfarbung mit Anisaldehyd/Schwefelsdure leicht detektierbar
ist. Im Agardiffusionstest zeigte die Substanz eine wachstumshemmende Wirkung gegen
Bacillus megaterium und Microbotryum violaceum. Die NMR-Spektren weisen eine grofie
Ahnlichkeit mit denen des Pseudoanguillosporins A (34, Abbildung 58) auf. In Tabelle 2 sind

die chemischen Verschiebungen der Protonen zum Vergleich gegeniibergestellt.

Tabelle 2: Chemische Verschiebungen der Protonen der Naturstoffe 6577¢3 und 6577m4

Naturstoff 6577¢3 Naturstoff 6577m4
6.21s 6.21s
4.51d/4.85d 4.50d/4.84d

- 373 m
3.50 m 351m
2.33dd/2.57 dd 2.33dd/2.59dd
1.98 s 1.98 s
1.31-1.66 m (6 x CH,) 1.27-1.70 m (5 x CHy)
0.92t 1.17d

Die wichtigsten Unterschiede sind die chemische Verschiebung und die Multiplizitit
(Dublett) der Methylgruppe in der Seitenkette sowie die CH-Gruppe bei 3.73 ppm, deren
chemische Verschiebung auf eine Sauerstoffsubstitution schlieBen 1d6t. Des weiteren sind im
BC-NMR-Spektrum nur sieben statt acht CH,-Gruppen zu erkennen und das hochauflésende
Massenspektrum ergibt eine Summenformel von Ci7H;¢04. Daraus 1d6t sich auf eine

Sauerstoffsubstitution am Kohlenstoffatom 14 der Seitenkette schlieBen. Es handelt sich bei
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dem Naturstoff 6577m4 somit um die Struktur 35 (Abbildung 59), der der Name
Pseudoanguillosporin B gegeben wird.

OH
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HO "’///\/\)\

Pseudoanguillosporin B (35)

Abbildung 59: Ein literaturunbekannter Naturstoff aus Pseudoanguillospora sp.

Die absolute Konfiguration des Pseudoanguillosporins B am Kohlenstoffatom 3 wurde aus

dem Vergleich der spezifischen Drehwerte von Pseudoanguillosporin A und B
(A: [a]) = —-625.0°, B: [af) = —724.6°) abgeleitet. Uber die Konfiguration am

Kohlenstoffatom 9 kann keine Aussage gemacht werden.

2.5 Stamm 7067

Der Stamm 7067, Coniothyrium sp. aus der Pflanze Carpobrotus edulis von Gomera, wurde
fiir 28 Tage auf Biomalz-Festagar kultiviert und mit Ethylacetat extrahiert. Der Extrakt zeigte
im Agardiffusionstest Aktivitdt gegen Microbotryum violaceum, Chlorella fusca, Septoria

tritici und Phytophtora infestans.

2.5.1 Isolierung der Naturstoffe

Der gewonnene Rohextrakt wurde mittels S&ulenchromatographie an Kieselgel mit einem
Dichlormethan/Methanol-Gradienten in 7 Fraktionen aufgeteilt. Fraktion 4 lieferte nach einer
Sdulenchromatographie an Sephadex LH 20 durch Kristallisation aus Dichlormethan den
Naturstoff 70674a (36). Aus Fraktion 5 konnten mittels Sdulenchromatographie an Sephadex
LH 20 und Kieselgel sowohl der Naturstoff 70675b (37) als auch der Naturstoff 70675¢c (39),
der nochmals mittels praparativer Schichtchromatographie gereinigt wurde, isoliert werden.
Die Fraktion 7 wurde durch eine weitere Sdulenchromatographie an Kieselgel in 8
Unterfraktionen aufgeteilt, von denen die sechste nach Sdulenchromatographie an Sephadex
LH 20 und Kieselgel den Naturstoff 70677c (40) lieferte. Aus der achten Unterfraktion konnte
durch Séulenchromatographie an Sephadex und anschlieBender Kristallisation der Naturstoff

70677d (42) gewonnen werden. Die Mutterlauge wurde einer weiteren Séulen-
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chromatographie an Kieselgel unterzogen und lieferte den Naturstoff 70677¢ (43), der noch
einmal durch Saulenchromatographie gereinigt wurde. Der Verlauf der Isolierung ist in

Abbildung 60 schematisch dargestellt.

Rohextrakt

SC an Kieselgel

Fraktion 4 | Fraktion 5 Fraktion 7

Kristallisation SC an Kieselgel
SC an Sephadex
| Naturstoff 70674a | und Kieselgel
| Frakton7.6 | | Frakton7.8 |

SC an Sephadex s
und Kieselgel Kristallisation

Naturstoff 70675b || Fraktion 5c | | Naturstoff 70677d || Mutterlauge |

SC an Kieselgel
psC und Sephadex r
| Naturstoff 70675¢ | | Naturstoff 70677c | | Naturstoff 70677f |

Abbildung 60: Schematische Darstellung der Isolierung aus 7067

2.5.2 Naturstoff 70674a

Der Naturstoff 70674a kristallisiert aus Dichlormethan in farblosen Plittchen aus
(Smp.: 232-234 °C) und ist in fast allen Losungsmitteln auBer DMSO schwerldslich. Die
Substanz hat einen R~Wert von 0.88 (Laufmittel CH,Cl,/MeOH 9:1) und ist auf dem DC
durch UV-Loéschung bei 254 nm und Anfarbung mit Anisaldehyd/Schwefelsdure detektierbar.
Das 'H-NMR-Spektrum weist ein Methylgruppensignal auf, zwei Methoxysignale und drei
Signale, die zu aromatischen Protonen gehoren, von denen zwei in meta-Stellung zueinander
stehen. AuBerdem sind zwei Hydroxygruppen zu erkennen, von denen eine cheliert ist. Das
BC-NMR-Spektrum zeigt zwolf aromatische Kohlenstoffsignale, von denen neun zu
quartdren Kohlenstoffatomen gehoren, und ein Carbonylsignal, das zu einer Estergruppe

gehort. Des weiteren sind noch ein Methylgruppensignal und zwei Methoxygruppensignale zu
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erkennen. Unter der Annahme, da} die zwolf aromatischen Kohlenstoffatome zwei
Benzolringe bilden, besteht der Naturstoff 70674a aus den in Abbildung 61 gezeigten
Fragmenten A-H.

i . oH  \_oH
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Abbildung 61: Fragmente des Naturstoff 70674a

Da fiir die beiden Benzolringe insgesamt maximal sieben Substituenten vorhanden sind,
miissen diese miteinander verkniipft sein, um auf neun quartire Kohlenstoffatome zu
kommen. Aus dem gleichen Grund muf} die Estergruppe mit beiden Ringen verbunden sein,
anstatt mit einer Methoxygruppe einen Methylester zu bilden. Unter Beriicksichtigung der
chelierten Hydroxygruppe, kann als nidchstes das in Abbildung 62 dargestellte
Benzochromenon-Grundgeriist formuliert werden.

OH O
D@

Abbildung 62: Grundgeriist des Naturstoff 70674a

Die verhéltnisméfBig hohen chemischen Verschiebungen von zwei der sauerstoffsubstituierten
Kohlenstoffatome von 165.3 und 166.7 ppm sprechen fiir eine meta-Stellung der
Sauerstoffsubstituenten zueinander, wohingegen die relativ niedrigen chemischen
Verschiebungen von 138.6, 141.3 und 148.8 ppm eine ortho-Stellung der verbleibenden
sauerstoffsubstituierten Kohlenstoffatome anzeigen. Weiterhin 148t die chemische

Verschiebung eines der aromatischen Protonen von 6.51 ppm auf die Position zwischen den
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beiden Sauerstoffsubstituenten schlieen. Da dieses Proton eine meta-Kopplung aufweist,

ergeben sich die in Abbildung 63 dargestellten Substitutionsmuster A—C.

OH O OH O ""lmOHO
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Abbildung 63: Magliche Substitutionsmuster fiir Naturstoff 70674a

Eine Recherche in den Chemical Abstracts fithrte zu der Struktur 36 (Abbildung 64). Die
Substanz wurde 1997 von Takao Tanahashil’® aus einer Flechte isoliert. Ein Vergleich mit

den Literaturdaten bewies die Identitat des Naturstoffs 70674a mit dem literaturbekannten

Graphislacton A.
OH O
O 0
\O OH
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Graphislacton A (36)

Abbildung 64: Ein literaturbekannter Naturstoff, der erstmals aus einer Flechte isoliert wurde

2.5.3 Naturstoff 70675b

Der Naturstoff 70675b wurde in Form eines gelben Ols erhalten, das sich gut in
Dichlormethan 16st. Die Substanz ist auf dem DC (R~Wert 0.65, Laufmittel
CH,Cl,/MeOH 9:1) durch ihre gelbe Anfirbung mit Anisaldehyd/Schwefelsdure detektierbar
und zeigte im Agardiffusionstest Aktivitit gegen Septoria tritici. Aus den NMR-Spektren sind
eine  Methylgruppe, fiinf CH-Gruppen, zwei CH,-Gruppen und drei quartire
Kohlenstoffatome zu erkennen. Eines der quartiren Kohlenstoffatome gehoért zu einer
Estergruppe. Die Zuordnung der Protonensignale zu den entsprechenden Kohlenstoffsignalen
mit Hilfe eines HMQC-Spektrums zeigte eine CH,-Gruppe, die mit einer chemischen
Verschiebung von 89.6 ppm zu einer endstdndigen Doppelbindung gehoren mul. Aullerdem

1aBt sich auf eine starke Polarisation dieser Doppelbindung schlieBen, was fiir eine
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Sauerstoffsubstitution spricht. Auf Grund ihrer chemischen Verschiebungen zwischen 4.17
und 5.63 ppm miissen vier der fiinf CH-Gruppen ebenfalls sauerstoffsubstituiert sein. Die
Multiplizitdt und Kopplungskonstante des fiinften CH-Signals (q, 7.1 Hz) bei 1.95 ppm zeigt
eine Verkniipfung mit der Methylgruppe an. Das H,H-COSY-Spektrum weist Korrelationen
zwischen der endstindigen Doppelbindung und einer der sauerstoffsubstituierten CH-
Gruppen auf. Ebenso zeigt sich die Verkniipfung der aliphatischen CH,-Gruppe mit einer
weiteren sauerstoffsubstituierten CH-Gruppe, die ihrerseits mit der dritten CH-Gruppe
verkniipft ist. Damit besteht der Naturstoff 70675b aus den in Abbildung 65 gezeigten

Fragmenten A-D, einer weiteren sauerstoffsubstituierten CH-Gruppe und einem quartdren

rA Ny

Kohlenstoffatom.

Abbildung 65: Fragmente des Naturstoffs 70675a

Mit Hilfe des HMBC-Spektrums ist eine Verkniipfung des Fragmentes B aus Abbildung 65
mit der verbliebenen CH-Gruppe und mit dem quartiren Kohlenstoffatom erkennbar.
Weiterhin muf3 das quartidre Kohlenstoffatom mit der CH-Gruppe aus Fragment A und der
CH-Gruppe aus Fragment C verbunden sein. Eine weitere Verkniipfung der CH,-Gruppe aus
Fragment C mit der CH-Gruppe, die bereits mit Fragment B verkniipft ist, fiihrt zu einem

Ringschlufl. Damit ergibt sich das in Abbildung 66 dargestellte Fragment E.



Isolierung und Strukturaufkldrung 50

Abbildung 66: Fragment des Naturstoffs 70675a abgeleitet aus dem HMBC-Spektrum

Das Einfiigen des Esters am quartiren Kohlenstoffatom und der Umstand das eine
endstindige Doppelbindung mit einer freien Hydroxygruppe einer Tautomerie unterliegen
wiirde, fiihrt zu einer Spiroverbindung. AuBlerdem 148t die vorhandene Kopplung zwischen
den Kohlenstoffatomen 2 und 8a auf eine Sauerstoftbriicke zwischen diesen schliefen. Damit

ergibt sich fiir den Naturstoff 70675a die Struktur 37 (Abbildung 67).

O R
H

o,

Massarilacton A (37)

Abbildung 67: Ein literaturbekannter Naturstoff, der erstmals aus Massarina tunicata isoliert wurde

Eine Recherche in den Chemical Abstracts fuhrte zu dem literaturbekannten Massarilacton A.
Der Vergleich mit den Literaturdaten bestétigte die Identitdt des Naturstoff 70675a mit dem

1.[79]

Massarilacton A, das von J. B. Gloer et a aus Massarina tunicata isoliert wurde und im

Agardiffusionstest eine antibiotische Wirkung gegen Bacillus subtilis aufwies.

2.5.3.1 Chemisches Verhalten von Massarilacton A

Durch eine Wartezeit fiir eine NMR-Messung wurde das Massarilacton A fiir 48 Stunden in
Chloroform geldst stehengelassen. Die anschlieBende NMR-Messung ergab ein anderes
Spektrum als erwartet. Das 'H-NMR-Spektrum zeigte eine nahezu vollstindige Umsetzung
des Massarilactons A zu einem einheitlichen Produkt, dessen Struktur im folgenden
aufgeklirt wurde. Die Substanz wurde als gelbes Ol erhalten und ist auf dem DC
(R~Wert  0.52, Laufmittel CH,Cl,/MeOH 9:1) durch eine gelbe Anfirbung mit
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Anisaldehyd/Schwefelsdure detektierbar. Ein Vergleich der 'H-NMR-Spektren von
Massarilacton A und der verdnderten Substanz zeigt das Fehlen der endstindigen
Doppelbindung. Eine zusitzliche Methylgruppe bei 1.57 ppm und ein Kohlenstoffsignal bei
108.7 ppm im “C-NMR-Spektrum, das zu einem quartiren, zweifach sauerstoffsubstituierten
Kohlenstoffatom gehort, 14Bt auf eine Addition von Wasser an die endstindige
Doppelbindung schlieBen. Damit ergibt sich die literaturunbekannte Struktur 38 (Abbildung
68). Die Reaktion wurde vermutlich durch kleine Mengen an HCIl katalysiert, die in
Chloroform wunter LichteinfluB gebildet werden. Eine vergleichbare Reaktion einer
endstindigen Doppelbindung, die sauerstoffsubstituiert und in ein sechsgliedriges Lacton
eingebunden ist, wurde in der Literatur beschrieben.®™ Die Addition von Wasser an die

Doppelbindung wurde in diesem Fall durch Schwefelsdure katalysiert.

Hydroxymassarilacton (38)

Abbildung 68: Semisynthetische Substanz, die aus Massarilacton A durch siurekatalysierte Addition von

Wasser an die Doppelbindung entstanden ist

Die Kohlenstoffverkniipfungen werden durch das in Abbildung 69 dargestellte
INADEQUATE-Spektrum bestétigt.
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Abbildung 69: INADEQUATE-Spektrum des Hydroxymassarilactons

2.5.4 Naturstoff 70675¢

Der Naturstoff 70675¢ wurde als gelbes Ol erhalten, das sich gut in Dichlormethan 16st. Auf

a0

o

20

dem DC ist die Substanz, die einen R~Wert von 0.58 (Laufmittel CH,Cl,/MeOH 9:1) hat,

durch ihre auffillige gelbe Anfiarbung mit Anisaldehyd/Schwefelsdure detektierbar. Die

NMR-Spektren weisen groBe Ahnlichkeit mit denen des Massarilactons A auf. Die

chemischen Verschiebungen der Kohlenstoffatome von Massarilacton A und Naturstoff

70675¢ sind in Tabelle 3 vergleichend dargestellt. Die Bestimmung von priméren,

sekundidren, tertidren und quartidren Signalen erfolgte anhand der DEPT- und HMQC-

Spektren.
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Tabelle 3: Vergleich der

13C-Verschiebungen (ppm) von Massarilacton A und Naturstoff 70675c¢

Massarilacton A Naturstoff 70675¢
14.2 (CH;) 15.1 (CHs3)
- 28.7 (CH3)
38.5 (CHy) 38.2 (CH,)
46.0 (CH) 45.7 (CH)
- 52.3 (CH3)
61.5 (Cy) 64.5 (Cy)
66.3 (CH) 66.4 (CH)
69.4 (CH) 73.6 (CH)
76.8 (CH) 81.1 (CH)
83.8 (CH) 81.5 (CH)
89.6 (CH,) -
156.6 (Cy) -
171.8 (Cy) 170.8 (Cy)
- 206.9 (Cy)

Wie der Tabelle 3 zu entnehmen ist, fehlt die endstdndige Doppelbindung in Naturstoff
70675c und es sind zwei zusdtzliche CH;-Gruppen erkennbar, von denen eine zu einer
Methoxygruppe gehort. Das HREIMS zeigt eine Summenformel von C;,H ;304 an. Weiterhin
enthdlt der Naturstoff 70675c eine Ketogruppe, die im Massarilacton A ebenfalls nicht
vorhanden ist. Die ausgeprigte Ahnlichkeit der gegeniibergestellten Spektren ldBt darauf
schlieBen, dal das in Abbildung 70 dargestellte Fragment aus Massarilacton A auch
Bestandteil des Naturstoff 70675c ist.

Abbildung 70: Fragment aus Naturstoff 70675c¢ abgeleitet aus dem Vergleich mit Massarilacton A

Das HMBC-Spektrum bestdtigt dieses Fragment. Auflerdem lassen sich die Verkniipfungen
des quartidren Kohlenstoffatoms mit der verbliebenen CH-Gruppe bei 81.5 ppm und mit der
Estergruppe erkennen. Diese ist ihrerseits mit der Methoxygruppe verkniipft. Weiterhin zeigt

sich eine Verkniipfung der CH3-Gruppe bei 28.7 ppm mit der Ketogruppe, die wiederum mit
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der CH-Gruppe bei 81.5 ppm verbunden ist. Eine Kopplung zwischen den beiden CH-
Gruppen bei 81.5 und 81.1 ppm 148t auf eine Etherverkniipfung schliefen. Damit ergibt sich
fiir den Naturstoff 70675¢ die Struktur 39 (Abbildung 71). Auf Grund der Ahnlichkeit der
Struktur mit dem Massarilacton A (37, Abbildung 67) erfolgt die Darstellung beider
Naturstoffe mit hoher Wahrscheinlichkeit auf dem gleichen Biosyntheseweg. Die Substanz
konnte auch durch Umesterung des Lactons in methanolischer Losung und anschlieBender
Tautomerisierung der endstindigen Doppelbindung direkt aus dem Massarilacton A
entstanden sein. Deshalb konnte die absolute Konfiguration nach einem Vergleich der
Drehwerte von Massarilacton A und Naturstoff 70675¢ vom Massarilacton A abgeleitet

werden. Dem literaturunbekannten Naturstoff wurde der Name Massarilacton C gegeben.

O &

HO =
OH

Massarilacton C (39)

Abbildung 71: Ein literaturunbekannter Naturstoff aus Coniothyrium sp.

2.5.5 Naturstoff 70677c

Der Naturstoff 70677c wurde in Form von farblosen Kristallen erhalten, die sich gut in
Methanol 16sen und einen Schmelzpunkt von 84-88 °C haben. Die Substanz hat einen R~
Wert von 0.38 (Laufmittel CH,Cl,/MeOH 9:1) und ist auf dem DC durch Anfirbung mit
Anisaldehyd/Schwefelsdure detektierbar. Aus den NMR-Spektren ist eine tetrasubstituierte
und eine disubstituierte Doppelbindung zu erkennen, wobei die tetrasubstituierte
Doppelbindung stark polarisiert ist. Daraus ergibt sich eine Sauerstoffsubstitution am einen
Ende und eine Verkniipfung mit einer Carbonylgruppe am anderen Ende der Doppelbindung.
Weiterhin sind drei sauerstoffsubstituierte CH-Gruppen, zwei Methylgruppen und ein
quartdres Kohlenstoffatom erkennbar. Mit Hilfe des H,H-COSY-Spektrums lassen sich die in
Abbildung 72 gezeigten Fragmente A und B formulieren.
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Abbildung 72: Fragment aus den 'H-, “C- und H,H-COSY-Spektren von Naturstoff 70677¢

Unter Einbeziehung des HMBC-Spektrums kann eine Verkniipfung des Kohlenstoffatoms 4
des Fragmentes A mit dem Kohlenstoffatom 4a des Fragmentes B (Abbildung 72) bestimmt
werden. Eine weitere Kopplung der Kohlenstoffatome 2 und 7a aus Abbildung 72 zeigt eine
Etherbriicke zwischen den beiden Kohlenstoffatomen an. Weiterhin mul3 eine Verkniipfung
des quartdren Kohlenstoffatoms mit der verbleibenden Methylgruppe und mit dem
Kohlenstoffatom 7a von Fragment B vorliegen. Damit ergibt sich das in Abbildung 73
dargestellte Fragment C.

SN
HO 0
T,
HO N ;f
0
C

Abbildung 73: Fragment des Naturstoff 70677c aus dem HMBC-Spektrum

Die chemische Verschiebung der Carbonylgruppe 148t auf eine Verkniipfung mit dem
quartdren Kohlenstoffatom zu einem Ester schlieBen. Die chemische Verschiebung des
quartdren Kohlenstoffatoms von 101.2 ppm deutet auf eine weitere Sauerstoffsubstitution hin.
Das CI-Massenspektrum weist einen Molekiilpeak bei 243 auf. Somit ergibt sich fiir den
Naturstoff 70677¢ die Struktur 40 (Abbildung 74).
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Massarilacton D (40)

Abbildung 74: Ein unbekannter Naturstoff aus Coniothyrium sp., mit grofler Ahnlichkeit zu dem
Massarilacton B (41)

Damit weist die literaturunbekannte Substanz groBe Ahnlichkeit mit dem Massarilacton B
(41, Abbildung 75) auf, das ebenfalls von J. B. Gloer et al’” aus Massarina tunicata isoliert

wurde.

Massarilacton B (41)

Abbildung 75: Ein literaturbekannter Naturstoff aus Massarina tunicata

Die absolute Stereochemie des Naturstoffs 70677c¢ wurde nach einem Vergleich des

Drehwertes ([a];, = —116.1°) mit dem von Massarilacton B ([e]), = -109°) aus dessen

absoluter Stereochemie abgeleitet, die von den Autoren mittels der Rontgenstruktur des p-

Brombenzoats ermittelt wurde. Der Naturstoff 70677c¢ erhielt den Namen Massarilacton D.

2.5.6 Naturstoff 70677d

Der Naturstoff 70677d wurde nach Kristallisation aus Dichlormethan/Methanol als weiler
Feststoff (Smp.: 283-285 °C) erhalten, der sich in Methanol 16st. Der Naturstoff ist auf dem
DC (R~Wert 0.31, Laufmittel CH,Cl,/MeOH 9:1) durch seine Anfirbung mit
Anisaldehyd/Schwefelsdure detektierbar. Aus den NMR-Spektren, von denen das 'H-NMR-
Spektrum in Abbildung 76 zu sehen ist, lassen sich vier Methylgruppen, sechs CH,-Gruppen,
sieben CH-Gruppen und fiinf quartire Kohlenstoffatome erkennen. Das HREIMS bestitigte

eine Summenformel von C,,H3606.
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Abbildung 76: "H-NMR-Spektrum des Naturstoff 70677d in Methanol-d, bei 500 MHz

Die Zuordnung der '"H-NMR-Signale zu den jeweiligen *C-NMR-Signalen erfolgte unter
Zuhilfenahme des HMQC-Spektrums und ist in Tabelle 4 aufgefiihrt. Wie der chemischen
Verschiebung der CH,-Gruppe 17 von 103.6 ppm zu entnehmen ist, handelt es sich um eine
endstdndige Doppelbindung. Weiterhin lassen sich noch fiinf sauerstoffsubstituierte CH-

Gruppen zwischen 3.27 und 4.33 ppm erkennen.
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Tabelle 4: Chemische Verschiebungen und Kopplungen des Naturstoff 70677d

Atomnummer | "C-NMR | 'H-NMR | H,H-COSY HMBC NOESY
1 39 0.99/1.58 2 13 -
2 18.2 1.43/1.58 1,3 - -
3 41.9 1.17/1.35 2 - -
4 323 - - - -
4a 47.5 1.43 5 5 -
26.1 1.58/1.76 4a, 6 6, 6a -
74.1 3.57 5 4a, 6a -
6a 77.5 - - - -

7a 75.5 3.99 8 8,9, 11 8,11, 12a

8 68.9 433 Ta, 17 - 7a, 10

9 147.9 - - - -
10 713 3.99 11,17 - 8

11 78.8 3.27 10 12 7a, 12-H*
lla 71.6 - - - -
12 30 1.58/1.99 12a 7Ta -

12a 42.1 227 12 1, 6a 4a, 12-H%, 16
12b 36.8 - - - -
13 14.3 0.77 - 1, 4a, 12a, 12b -
14 32.1 0.81 - 3,4, 4a, 15 -
15 20.3 0.76 - 3,4, 4a -
16 23.1 1 - 6, 7a, 12a 4a, 6, 12-H*

17 103.6 | 5.06/5.16 8, 10 8,9,10 -

Die Auswertung des H,H-COSY-Spektrums, dessen Kopplungen ebenfalls in Tabelle 4

aufgelistet sind, fiihrt zu den in Abbildung 77 gezeigten Fragmenten A-D.
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Abbildung 77: Fragmente aus dem H,H-COSY-Spektrum von Naturstoff 70677d

Mit Hilfe des HMBC-Spektrums konnen die Fragmente B, C und D zusammen mit den
quartidren Kohlenstoffatomen 4a, 6a und 12b, sowie den Methylgruppen 13, 14 und 15 zu dem
in Abbildung 78 dargestellten Fragment E zusammengefiigt werden. Damit besteht die
Substanz aus den Fragmenten A und E, sowie dem quartdren, sauerstoffsubstituierten

Kohlenstoffatom 11a, das in Abbildung 78 als Fragment F bezeichnet wird.

.

F

Abbildung 78: Verkniipfung der Fragmente aus dem H,H-COSY-Spektrum mit Hilfe des HMBC-
Spektrums von Naturstoff 70677d

Fiir die Verkniipfung der Fragmente A, E und F aus Abbildung 78 gibt es nur eine sinnvolle
Moglichkeit, bei der das Kohlenstoffatom 11a mit den Kohlenstoffatomen 7a, 11 und 12
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verbunden ist. Dabei ist jedoch noch die eingeschriankte Rotation der CH,-Gruppe 12 zu
beachten, die flir das Vorliegen eines vierten Ringes spricht. Dieser entsteht durch eine
Etherbriicke zwischen den Kohlenstoffatomen 6a und 7a. Fiir den Naturstoff 70677d ergibt
sich somit die Struktur 42 (Abbildung 79), die sich bei einer Suche in den Chemical Abstracts

als literaturunbekannt erwies. Dem Naturstoff wurde der Name Coniothyrenol gegeben.

Coniothyrenol (42)

Abbildung 79: Ein literaturunbekannter Naturstoff aus Coniothyrium sp.

Um die relative Konfiguration des Naturstoffs zu bestimmen, wurde zunichst ein NOESY-
Spektrum in deuteriertem Methanol gemessen. Aus den in Tabelle 4 aufgelisteten NOESY-
Kopplungen lies sich die relative Konfiguration der tertidren Kohlenstoffatome feststellen.
Wie in Abbildung 80 dargestellt, gibt es am Kohlenstoffatom 11a ein Stereozentrum {iiber

dessen Konfiguration anhand des NOESY-Spektrums keine Aussage gemacht werden kann.

Abbildung 80: Relative Konfiguration aus dem NOESY-Spektrum von Naturstoff 70677d

Um die relative Konfiguration des Kohlenstoffatoms 11a zu bestimmen wurde durch Herrn
PD Dr. H. Egold ein DPFGSE-NOE-Spektrum in deuteriertem DMSO gemessen. Die zentrale
Pulssequenz wirkt dabei &hnlich wie ein normales Spin Echo-Experiment mit einem
selektiven 180°-Puls. Dadurch wird nur das Proton detektiert, welches im Frequenzbereich
dieses Pulses liegt. AnschlieBend folgt die gewohnte Pulssequenz des NOE-Spektrums, die

um einen zusdtzliche Feldgradienten erweitert ist. Detektiert werden auf diese Weise nur das
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selektierte Signal (in anti-Phase) und die Signale, die einen NOE zeigen.* Fiir das
vorliegende Spektrum wurde das Multiplett bei 3.99 ppm gewihlt, das zu den Protonen an
den Kohlenstoffatomen 7a und 10 gehdrt. Da beide Protonen auf die gleiche Seite des
Molekiils zeigen, kann bei einer Ubertragung der Anregung auf die Hydroxygruppe von
beiden Protonen aus auf die gleiche Konfiguration geschlossen werden. Das gemessene
DPFGSE-NOE-Spektrum zeigt eine Ubertragung der Anregung auf alle fiinf Hydroxygruppen
des Molekiils. Da die Protonen der Hydroxygruppen untereinander schneller austauschen als
das Spektrum aufgenommen werden kann, ist es unmoglich, ein einzelnes Proton einer
Hydroxygruppe anzuregen. Dennoch kann die Konfiguration des Kohlenstoffatoms 11a
bestimmt werden, da wie in Abbildung 80 bereits gezeigt, vier der Hydroxygruppen raumlich
zu weit von den angeregten Protonen entfernt sind. Die wurspriinglich angeregte
Hydroxygruppe kann also nur noch die am Kohlenstoffatom 11a sein, die somit in die gleiche
Richtung zeigen muf}, wie das Proton am Kohlenstoffatom 7a. Daraus ergibt sich die in

Struktur 42 (Abbildung 79) gezeigte relative Konfiguration des Molekiils.

2.5.7 Naturstoff 70677f

Der Naturstoff 70677f wurde als farbloses Ol erhalten, das sich gut in Methanol 16st. Auf dem
DC ist die Substanz durch ihre gelbe Anfarbung mit Anisaldehyd/Schwefelsdure detektierbar
und hat einen R~Wert von 0.06 (Laufmitte] CH,Cl,/MeOH 8:2). Aus dem 'H-NMR-Spektrum
lassen sich eine disubstituierte Doppelbindung mit einer cis-Kopplung, vier CH-Gruppen, von
denen zwei sauerstoffsubstituiert sind, und eine Methylgruppe erkennen. Im '*C-NMR-
Spektrum zeigt sich zusétzlich ein Carbonylgruppensignal bei 176.9 ppm. Das H,H-COSY-
Spektrum weist die in Abbildung 81 durch Pfeile symbolisierten Kopplungen auf.

/-
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Abbildung 81: Kopplungen aus dem H,H-COSY-Spektrum

Unter Beriicksichtigung des CI-Massenspektrums, das eine Molekiilmasse von 172.1 anzeigt,
14Bt sich als Substituent fiir die letzte freie Position eine Carbonsduregruppe bestimmen. Auf
die relative Konfiguration des Naturstoffs kann anhand der Grofe der Kopplungskonstanten

geschlossen werden. Das Proton der CH-Gruppe 6 weist eine axial-dquatorial-Kopplung zu
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dem Proton der CH-Gruppe 5 auf (Abbildung 82, a), wohingegen die Kopplung zu der CH-
Gruppe 1 einer axial-axial-Position der beiden Protonen entspricht. Das Proton der CH-

Gruppe 1 zeigt seinerseits noch eine axial-axial-Kopplung zu dem Proton der CH-Gruppe 2
(Abbildung 82, b).

Abbildung 82: Herleitung der relativen Konfiguration des Naturstoffs anhand der Kopplungen

Ein Vergleich mit dem bereits isolierten Massarilacton A 146t vermuten, dafl beide Substanzen
auf dem gleichen Biosyntheseweg produziert werden und somit die gleiche absolute
Konfiguration haben sollten. Damit ergibt sich fiir Naturstoff 70677f die Struktur 43

(Abbildung 83), die vermutlich auch die absolute Konfiguration des Naturstoffs wiedergibt.
O

HO

HO™

Massarigenin E (43)

Abbildung 83: Ein literaturunbekannter Naturstoff aus Coniothyrium sp.

Der literaturunbekannte Naturstoff weist damit eine gewisse Ahnlichkeit mit dem
Massarigenin A (44, Abbildung 84) auf, das ebenfalls von J. B. Gloer et al.l**! aus Massarina
tunicata isoliert wurde und seinerseits von dem Massarilacton A (37, Abbildung 67)
abgeleitet werden kann. Auf Grund der Abstammung wird dem Naturstoff 70677f (43,
Abbildung 83) der Name Massarigenin E gegeben.
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Massarigenin A (44)

Abbildung 84: Ein bekannter Naturstoff aus Massarina tunicata

2.6 Stamm 6754

Der nicht identifizierte Stamm 6754, aus Trifolium dubium bei Wustrow an der Ostsee, wurde
fiir 28 Tage in einer Dinkel-Gerste-Kultur bei Raumtemperatur inkubiert und anschlie3end
lyophylisiert. Das Lyophylisat wurde mit Ethylacetat extrahiert. Der Extrakt zeigte im
Agardiffusionstest Aktivitit gegen Bacillus megaterium, Microbotryum violaceum, Chlorella

fusca, Septoria tritici, Botrytis cinerea und Phytophtora infestans.

2.6.1 Isolierung des Naturstoffs

Der gewonnene Rohextrakt, wurde auf Grund des auBergewdhnlich hohen Fettanteils mit
Hexan extrahiert und die Hexanphase verworfen. Der entfettete Rohextrakt wurde mittels
einer Sdulenchromatographie an Kieselgel in 5 Fraktionen aufgeteilt. Fraktion 5 lieferte durch

Kristallisation aus Dichlormethan/Methanol den Naturstoff 67545 (45).

2.6.2 Naturstoff 67545

Der Naturstoff 67545 wurde in Form farbloser Kristalle erhalten, die sich gut in Methanol
lésen und einen Schmelzpunkt von 128-130 °C haben. Auf dem DC (R-Wert 0.16,
Laufmittel CH,Cl,/MeOH 9:1) ist die Substanz ausschlieBlich durch ihre schwach gelbe
Anfirbung mit Anisaldehyd/Schwefelsiure zu detektieren. Das 'H-NMR-Spektrum weist
neben einem Methylsignal bei 2.10 ppm vier Signale zwischen 3.81 und 4.40 ppm auf. Zwei
der Signale zeigen eine geminale Kopplung und bilden jeweils ein Doppeldublett, das dritte
ist ein Dublett und das vierte zeigt drei verschiedene Kopplungen. Daraus ergibt sich das in

Abbildung 85 dargestellte Fragment.
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Abbildung 85: Fragment des Naturstoffs 67545 anhand des Kopplungsmusters

Das '"?C-NMR-Spektrum weist neben den vier erwarteten sp’-hybridisierten
Kohlenstoffsignalen ein Carbonylgruppensignal bei 171.9 ppm auf. Zusammen mit dem
Methylsignal bei 19.5 ppm ergibt sich eine Acetylgruppe, die an eine der Hydroxygruppen
gebunden sein muf}, wobei die chemische Verschiebung der beiden Protonen der CH,-Gruppe
von 4.19 und 4.40 ppm fiir eine Verkniipfung mit dem Sauerstoff an der CH,-Gruppe spricht.
Da das CI-Massenspektrum eine Molekiilmasse von 266.2 anzeigt und das ermittelte
Fragment eine Molekiilmasse von 133.1 hat, handelt es sich bei Naturstoff 67545 um die

symmetrische Struktur 45 (Abbildung 86).
OH QH O
O s
O OH OH
1,6-Di-0-acetyl-D-mannitol (45)

Abbildung 86: Ein Naturstoff aus einem nicht identifizierten Pilz, der bislang nur als Syntheseprodukt

bekannt ist

Um die relative Konfiguration zu ermitteln, wurde die Rontgenstruktur eines Kristalls
gemessen. Wie aus Abbildung 87 zu erkennen ist, befinden sich die zwei &ulleren

Hydroxygruppen in anti-Position zueinander, die zwei mittleren stehen in syn-Position.

Abbildung 87: Rontgenstruktur von Naturstoff 67545
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Damit handelt es sich bei dem zugrunde liegenden Hexitol um Mannitol. Ein Vergleich des
spezifischen Drehwinkels von +10.5° mit denen von 1,6-Di-O-benzoyl-D-mannitol
(+12.0°)*! und 1,6-Di-O-(2-isocyano-3-methylcrotonyl)-D-mannitol (+16.0°)4, fiihrt zu
dem SchluB, daB3 es sich bei Naturstoff 67545 um 1,6-Di-O-acetyl-D-mannitol handelt. Der

1831

Naturstoff 67545 ist somit bislang nur aus der Synthese bekannt™, nicht jedoch als

Sekundirmetabolit eines Pilzes.

2.7 Stamm 6579

Der Stamm 6579, Ulocladium sp. aus der Rotalge Polysiphonia sp. aus der Ostsee bei
Ahrenshoop, wurde auf Dinkel-Gerste-Medium 28 Tage bei Raumtemperatur kultiviert.
AnschlieBend wurde die Kultur lyophylisiert und das Lyophylisat mit Ethylacetat extrahiert.
Der Extrakt zeigte im Agardiffusionstest Aktivitit gegen Bacillus megaterium, Microbotryum

violaceum und Chlorella fusca.

2.7.1 Isolierung des Naturstoffs

Der Rohextrakt wurde mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel mit einem
Dichlormethan/Methanol-Gradienten in 4 Fraktionen aufgetrennt. Fraktion 3 lieferte nach

einer weiteren Sdulenchromatographie an Kieselgel den Naturstoff 65793a (46).

2.7.2 Naturstoff 65793a

Der Naturstoff 65793a wurde in Form eines gelben Ols erhalten, das sich gut in
Dichlormethan 16st. Die Substanz hat einen R~Wert von 0.93 (Laufmittel CH,Cl,/MeOH 9:1)
und ist auf dem DC durch ihre intensive, gelbe Anfiarbung mit Anisaldehyd/Schwefelsdure
detektierbar. Aus den 'H- und *C-NMR-Spektren lassen sich sieben CH3-Gruppen, drei CH,-
Gruppen, elf CH-Gruppen und fiinf quartidre Kohlenstoffatome erkennen. In Tabelle 5 sind
die chemischen Verschiebungen und alle eindeutig zuzuordnenden Kopplungen aus den 2D-
NMR-Spektren aufgefiihrt. Das EI-Massenspektrum zeigt einen Molekiilpeak bei 429.3 und
1aBt somit auf eine ungerade Anzahl an Stickstoffatomen im Molekiil schlieBen. AuBBerdem
kann errechnet werden, dal} die Struktur noch zusatzlich vier Sauerstoffatome enthalten mulf3,

woraus sich eine Summenformel von CycH3oNOy4 ergibt.
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Tabelle 5: Kopplungen aus den 2D-NMR-Spektren von Naturstoff 65793a
Atomnummer | “C-NMR | 'H-NMR | H,H-COSY HMBC INADEQUATE
1 35.1 4.17 2,8 |>% %"‘1 %12, -
2 51.4 2.33 1 2, 3&;”29321’ 1,3,21
3 125.1 5.26 4,2 1,2,4a,21 -
133.7 5.73 2,3,4a 2,4a, 8a 3,4a
4a 39.9 2 3,5 - -
37.6 1 4a 4,4a, 6 -
33.2 1.4 - - 5
37.8 1.64 - - -
8 37.7 1.21 - 7 -
8a 41.8 2.14 1 4a -
9 190.1 - - - 1
11 173.5 - - - -
12 103.8 - - - -
13 194.0 - - - -
14 69.8 3.6 16 11,13, 16,17, i
19
15 26.6 2.87 - 11, 14 -
16 35.7 1.88 14,17, 19 13,14, 19 14, 19
17 25.1 1.49/1.64 18 14,18 16, 18
18 12.4 0.9 17 - -
19 13.9 0.76 16 14, 16 16
21 62.9 - - - -
22 58.6 2.73 - 2,21,24 21

Aus dem H,H-COSY-Spektrum konnten die in Abbildung 88 dargestellten Fragmente A und

B ermittelt werden.

Abbildung 88: Fragmente aus dem H,H-COSY-Spektrum
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Das zweidimensionale INADEQUATE-Spektrum erméglicht die Erweiterung des Fragmentes
A zu dem Fragment C aus Abbildung 89. Weiterhin kann auf Grund der chemischen
Verschiebung des Kohlenstoffatoms 14 aus Fragment B in Abbildung 88 auf eine Sauerstoff-
oder Stickstoffsubstitution geschlossen werden. Damit enthilt die Substanz die in Abbildung

89 dargestellten Fragmente.

18

Abbildung 89: Fragmente aus dem INADEQUATE-Spektrum

Mit Hilfe des HMBC-Spektrums 148t sich das Fragment C mit dem Fragment D und den
Kohlenstoffatomen 7 und 12 zu dem Fragment E aus Abbildung 90 verkniipfen. Unter der
Berticksichtigung der chemischen Verschiebung des Kohlenstoffatoms 15 von 26.6 ppm, die
fiir eine Stickstoffsubstitution spricht, 1a6t sich Fragment B aus Abbildung 89 zu dem
Fragment F aus Abbildung 90 erweitern. Damit besteht die Struktur aus den in Abbildung 90

gezeigten Fragmenten E und F, sowie zwei weiteren Sauerstoffatomen.

; Y

Abbildung 90: Fragmente aus dem HMBC-Spektrum

Als einzige Moglichkeit ergibt sich eine Verkniipfung des Kohlenstoffatoms 12 aus
Fragment E (Abbildung 90) mit den Kohlenstoffatomen 11 und 13 zu einem Fiinfring. Die
beiden Kohlenstoffatome 11 und 13 miissen auBerdem noch sauerstoffsubstituiert sein. Damit
ergeben sich zwei mogliche Strukturen, bei denen die Doppelbindung entweder zwischen den
Kohlenstoffatomen 12 und 13 oder zwischen 11 und 12 liegt. Auf Grund der geringen

Stabilitdt eines gemischten N,O-Ketenacetals mu3 das Kohlenstoffatom 11 jedoch eine
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Carbonylgruppe sein. Somit ergibt sich fiir den Naturstoff 65793a die Struktur 46 (Abbildung
91).

46

Abbildung 91: Der literaturbekannte Naturstoff (55)-3-({(15,2R,4aR,6S5,8R ,8aR)-2-[(2S,3S5)-2,3-
Dimethyloxiran-2-yl]-6,8-dimethyl-1,2,4a,5,6,7,8,8a-octahydronaphthalin-1-yl} carbonyl)-5-sec-butyl-4-
hydroxy-1-methyl-1,5-dihydro-2H-pyrrol-2-on hat fungizide und insektizide Wirkung

Eine Suche in den Chemical Abstracts ergibt, dall es sich um eine fungizide und insektizide

8] Das Patent wurde in der

Substanz handelt, die 1996 in den USA patentiert wurde.
Zwischenzeit jedoch aufgegeben.

Betrachtet man die Struktur des Fiinfringes, so fillt auf, da3 theoretisch noch ein Tautomer
dieser Substanz existiert, bei dem sich die Doppelbindung zwischen den Kohlenstoffatomen 9

und 12 befindet. Beide Strukturen sollten sich miteinander im Gleichgewicht befinden.
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Abbildung 92: Ausschnitt aus dem “C-NMR-Spektrum von Substanz 65793a, die zueinander gehorenden

Signale der beiden Tautomere sind mit Pfeilen gekennzeichnet

Tatsdchlich weisen die NMR-Spektren der Substanz eine Nebenkomponente auf, die von der
Hauptkomponente nicht trennbar ist. Wie in Abbildung 92 gezeigt wird, befindet sich in der
Néhe der Signale der Kohlenstoffatome 9, 11, 12, 13 und 14 jeweils ein leicht verschobenes
Signal, welches fiir das Vorhandensein des Tautomers 47 (Abbildung 93) spricht.

Antibiotikum PF 1052 (47)

Abbildung 93: Tautomer des Naturstoffs 65793a, das in Japan fiir seine antibiotische Wirkung patentiert

wurde



Isolierung und Strukturaufkldrung 70

Das Tautomer 47 wurde in Japan patentiert und ithm wurde eine antibiotische Wirkung

- 87
nachgewiesen.™”

2.8 Stamm 6586

Bei dem Stamm 6586 handelt es sich um Acremonium sp., der aus Enteromorpha linza bei
Ahrenshoop an der Ostsee isoliert wurde. Der Stamm wurde fiir 21 Tage bei Raumtemperatur
auf Biomalz-Festagar angeziichtet und nach Ablauf dieser Zeit tiefgefroren. Nach dem
Auftauen wurde die Kultur filtriert. Das Filtrat und die Biomasse wurden mit Ethylacetat
extrahiert. Der Rohextrakt zeigte im Agardiffusionstest Aktivitit gegen Microbotryum

violaceum, Bacillus megaterium und Chlorella fusca.

2.8.1 Isolierung der Naturstoffe

Der resultierende Rohextrakt wurde mittels Saulenchromatographie an Kieselgel in sieben
Fraktionen aufgetrennt. Fraktion 3 enthielt den Naturstoff 65863a (48), der durch
Saulenchromatographie an Sephadex LH 20 gewonnen wurde. Aus Fraktion fiinf wurden
durch Séulenchromatographie an Sephadex LH 20 der Naturstoff 65865a (49) und durch
anschlieBende Kristallisation der zweiten Fraktion der Gelchromatographie der Naturstoff

65865b (50) isoliert.

2.8.2 Naturstoff 65863a

Der Naturstoff 65863a wurde in Form eines schwach gelben Ols erhalten, das sich gut in
Dichlormethan und Chloroform 16st. Auf dem DC ist die Substanz durch Anfarbung mit
Anisaldehyd/Schwefelsdure detektierbar und hat einen R~Wert von 0.61 (Laufmittel
CH,Cly/MeOH 9:1). Im 'H-NMR-Spektrum sind fiinf Protonen im Bereich zwischen 5.67 und
6.70 ppm zu erkennen, wovon zwei mit ihren chemischen Verschiebungen von 5.67 und
6.29 ppm und der Kopplungskonstante von 9.7 Hz zu einer disubstituierten Doppelbindung in
Z-Konfiguration gehoren. Das Kopplungsmuster der verbleibenden drei Signale weist ein
Doppeldublett mit einer ortho- und einer meta-Kopplung und zwei Dubletts auf, von denen
eines eine ortho- und das zweite eine meta-Kopplung zeigt. Daraus ergibt sich ein
aromatischer Ring mit einer 1,2,4-Substitution. Zuletzt ist noch ein Signal bei 1.44 ppm mit
der relativen Intensitit 6 zu erkennen, das zu zwei Methylgruppen gehort. Das *C-NMR-

Spektrum weist zusétzlich zu den CHs- und CH-Signalen noch die Signale von zwei
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sauerstoffsubstituierten, aromatischen Kohlenstoffatomen, einem quartdren, aromatischen
Kohlenstoffatom und einem quartiren, sauerstoffsubstituierten Kohlenstoffatom auf. Die
beiden sauerstoffsubstituierten Kohlenstoffatome miissen in para-Position angeordnet sein, da
die meta-Position der beiden Sauerstoffe am Ring eine Verschiebung des Protonensignals des
mittleren Protons zu hoherem Feld und eine ortho-Position der beiden Sauerstoffe eine
Verschiebung der beiden sauerstoffsubstituierten Kohlenstoffe zu hoherem Feld bedingen
wiirde. Die Verkniipfung der Methylgruppen mit dem quartiren Kohlenstoffatom stellt die
einzige Moglichkeit dar, zwei chemisch identische Methylgruppen zu erhalten. Somit besteht
die Substanz aus den in Abbildung 94 dargestellten Fragmenten A—C.

WJOU 1Tt

A B C

Abbildung 94: Fragmente des Naturstoff 65863a

Unter Beriicksichtigung der nicht sehr grofen Polaritdt der Substanz, ergibt sich eine
Verkniipfung zweier sauerstoffsubstituierter Kohlenstoffatome {iber ein Sauerstoffatom. Dies

fiihrt zu der Struktur 48, als einzig mogliche Verkniipfung.

joox
HO =

2,2-Dimethylchromen-6-ol (48)

Abbildung 95: Ein bekannter Naturstoff, der von B. M. Howard isoliert wurde

Eine Recherche in den Chemical Abstracts ergab, daB3 die Substanz bereits 1979 von B.M.
Howard isoliert wurde.®™ Der Vergleich mit den Literaturdaten des 'H-NMR-Spektrums

ergab eine vollige Ubereinstimmung.

2.8.3 Naturstoff 65865a

Der Naturstoff 65865a bildet farblose Kristalle (Smp.: 118-122 °C), die sich gut in
mittelpolaren = Losungsmitteln wie Aceton 16sen und sich unter Licht- und
Sauerstoffeinwirkung schwarz farben. Die Substanz hat einen R~Wert von 0.42 (Laufmittel

CH,Cl1,/MeOH 9:1) und 148t sich auf dem DC mit Anisaldehyd/Schwefelsdure orange-braun
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anfirben. Das 'H-NMR-Spektrum weist im Aromatenbereich das gleiche Kopplungsmuster
wie Naturstoff 65863a (48) auf, woraus sich wieder auf einen 1,2,4-trisubstituierten Aromaten
schlieBen 14Bt. Weiterhin zeigt sich noch ein Methylgruppensignal, das auf Grund der
chemischen Verschiebung direkt mit dem Aromaten verkniipft sein muB. Aus dem *C-NMR-
Spektrum 146t sich ebenso wie im Fall des Naturstoffs 65863a auf eine Sauerstoffsubstitution
zweier aromatischer Kohlenstoffatome schlieBen. Damit ergibt sich fiir den Naturstoff 65865a
die Struktur 49, deren chemischer Name 1,4-Dihydroxy-2-methylbenzol lautet, und die unter
anderem unter dem Namen Toluquinol in der Literatur®! zu finden ist. Ein Vergleich der *C-

NMR-Daten ergab eine vollige Ubereinstimmung.

QOH
HO

Toluquinol (49)

Abbildung 96: Ein bekannter Naturstoff, der bereits 1979 von S. T. Carey isoliert wurde

2.8.4 Naturstoff 65865b

Der Naturstoff 65865b wurde in Form eines weillen Feststoffs erhalten, der sich gut in
Dichlormethan 16st und einen Schmelzpunkt von 223-226 °C hat. Die Substanz hat einen R4~
Wert von 0.50 (Laufmittel CH,Cl,/MeOH 9:1) und ist auf dem DC durch eine blaue
Anfirbung mit Anisaldehyd/Schwefelsiure detektierbar. Das 'H-NMR-Spektrum weist die
Signale von acht Methylgruppen, drei spz-hybridisierten CH-Gruppen, zwei
sauerstoffsubstituierten, sp’-hybridisierten CH-Gruppen sowie vierzehn weiteren Protonen
auf, deren Signale durch die starke Uberlagerung nur mit Hilfe des HMQC-Spektrums
weiteren vier CH- und fiinf CH,-Gruppen zugeordnet werden konnen. Das C-NMR-
Spektrum zeigt zusdtzlich zu den acht Methyl-, neun CH- und fiinf CH,-Gruppensignalen
noch fiinf Carbonyl-, drei quartire, sp’-hybridisierte und drei quartire, aliphatische
Kohlenstoffsignale. Die chemischen Verschiebungen der Protonen und Kohlenstoffatome,
sowie ihre Zuordnung und Kopplungen aus den H,H-COSY- und HMBC-Spektren sind in

Tabelle 6 zusammengefalit.
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Tabelle 6: '"H- und “C-NMR-Daten und Kopplungen aus den H,H-COSY- und HMBC-Spektren von
Naturstoff 65865b

Atomnummer | “C-NMR | 'H-NMR | H,H-COSY HMBC
1 157.3 7.33 2 3,5,6,9, 10
2 127.8 5.89 1 -
3 201.4 - - -
4 40.4 2.8 5,18 3,5,18
5 47.2 2.28 4 3,7,10, 18,22
6 73.8 5.25 - 5,8,10
7 208.8 - - -
8 52.7 - - -
9 41.7 2.62 11 8,10, 19
10 38.2 - - -
11 23.9 1.57/2.00 9,12 -
12 25.9 1.85/2.50 11,13 -
13 49.4 2.62 12 8
14 46.6 - - -
15 40.7 1.94/2.28 - 13, 14, 16, 17
16 73.5 5.89 - -
17 147.7 - - -
18 13.1 1.3 4 3,4,5
19 168.9 - - -
20 20.7 2.13 - 19
21 18.3 1.2 - 8,9, 14
22 27.5 1.47 - 1,5, 10
23 17.9 0.95 - 8,13, 14, 15
24 170.2 - - -
25 20.5 1.97 - 24
26 174.1 - - -
27 130.4 - - -
28 28.6 2.5 - -
29 28.3 2.09 28, 30 -
30 122.8 5.13 29,31, 33 -
31 132.9 - - -
32 25.7 1.71 30 30, 31
33 17.8 1.63 30 30, 31
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Die chemischen Verschiebungen von zwei Carbonylgruppen von 201.4 und 208.8 ppm
gehoren zu Ketonen, bei den verbleibenden drei Carbonylgruppen handelt es sich um zwei
Ester- und eine Sduregruppe. Die sechs sp>-hybridisierten Kohlenstoffatome bilden eine di-,
eine tri- und eine tetrasubstituierte Doppelbindung, wobei die chemischen Verschiebungen
der disubstituierten Doppelbindung von 127.8 und 157.3 ppm fiir eine Polarisierung durch die
Konjugation mit einer Carbonylgruppe sprechen. Die Auswertung des H,H-COSY-Spektrums
fiihrte zu den in Abbildung 97 dargestellten Fragmenten A-D.

32 30 28
o P
o™

33

/fmﬁf :{12\/

Abbildung 97: Fragmente aus den 'H-, °C- und H,H-COSY-Spektren von Naturstoff 65865b

Mit Hilfe des HMBC-Spektrums konnten die Fragmente A, C und D aus Abbildung 97
zusammengefiigt und zu dem in Abbildung 98 dargestellten Fragment E vergroBert werden.

Damit besteht der Naturstoff 65865b aus den Fragmenten B, E und F.

32 30 28 0O
31 = 29 / ‘SK)ZJG\OH
33
E B F

Abbildung 98: Fragmente aus dem HMBC-Spektrum von Naturstoff 65865b

Die chemischen Verschiebungen der tetrasubstituierten Doppelbindung von 130.4 und

147.7 ppm weisen ebenfalls auf eine Polarisierung der Doppelbindung hin, weshalb die
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Fragmente E und F aus Abbildung 98 iiber das Kohlenstoffatom 27 verkniipft werden kdnnen.
AuBerdem sprechen die chemischen Verschiebungen der Kohlenstoffatome 13, 14, 15 und 16
(siche Tabelle 6) aus Abbildung 98 fiir das Vorliegen eines Flinfringes, woraus sich eine
Verkniipfung der Kohlenstoffatome 13 und 17 ergibt. Damit miissen die Fragmente B und E
iiber die Kohlenstoffatome 27 und 28 miteinander verbunden werden. Auf diese Weise ergibt
sich fiir den Naturstoff 65865b die Struktur 50 (Abbildung 99), die als Helvolinsdure bekannt
ist und bereits 1943 von Waksman et al.”® unter dem Namen Fumigacin isoliert wurde.
Spater konnte gezeigt werden, dafl es sich bei dem isolierten Fumigacin um eine Mischung
aus Gliotoxin und der damals unbekannten, antibiotisch wirksamen Helvolinsdure

handelte.”"!

Helvolinséure (50)

Abbildung 99: Ein bereits sein 1943 bekannter Naturstoff, der von Waksman et al. isoliert wurde

2.9 Stamm 7165

Bei dem Stamm 7165 handelt es sich um Nigrospora sp., der aus Viburnum rigidum von
Gomera isoliert wurde. Der Pilz wurde 28 Tage auf Biomalz-Festagar angeziichtet und mit
Ethylacetat extrahiert. Der Rohextrakt zeigte gute fungizide, algizide und antibakterielle

Aktivitdt und eine mittelmaBige herbizide Wirkung.

2.9.1 Isolierung der Naturstoffe

Der Rohextrakt wurde mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel in 5 Fraktionen
aufgetrennt. Aus Fraktion 1 kristallisierte der Naturstoff 71651b (52) aus
Dichlormethan/Hexan. Aus der Mutterlauge konnten mittels einer weiteren

Sdulenchromatographie an Kieselgel die Naturstoffe 71651a (51) und 71651c¢ (53) isoliert



Isolierung und Strukturaufkldrung 76

werden. Fraktion 2 lieferte nach Sdulenchromatographie an Sephadex LH 20 die Naturstoffe
71652a (54) und 71652b (55).

2.9.2 Naturstoff 71651a

Der Naturstoff 71651a wurde in Form eines weiflen Feststoffs mit einem Schmelzpunkt von
51-52 °C erhalten, der sich gut in unpolaren Losungsmitteln wie Dichlormethan und Hexan
16st. Auf dem DC (R~Wert 0.91, Laufmittel CH,Cl,) ist die Substanz durch UV-Léschung bei
254 nm und ihre leuchtend blaue Anfarbung mit Anisaldehyd/Schwefelsdure zu detektieren.
Das '"H-NMR-Spektrum weist sechs aromatische Protonen im Bereich von 6.73 bis 7.56 ppm,
eine schwach chelierte Hydroxygruppe bei 9.49 ppm sowie eine Methoxygruppe bei 3.97 ppm
auf. Von den sechs aromatischen Protonen sind zwei hochfeldverschoben, was auf eine
Nachbarschaft zu einem sauerstoffsubstituierten Kohlenstoffatom hindeutet. Das *C-NMR-
Spektrum weist im Einklang dazu zwei tieffeldverschobene Signale bei 155.1 und 156.6 ppm
auf. Insgesamt lassen sich aus dem *C-NMR- und dem DEPT-Spektrum zehn aromatische
Kohlenstoffatome erkennen, von denen vier quartir sind. Daraus 148t sich auf ein zweifach
sauerstoffsubstituiertes Naphthalin-Grundgeriist schlieBen. Die chemische Verschiebung der
beiden nicht-sauerstoffsubstituierten, quartdren Kohlenstoffatome von 115.6 und 137.3 ppm
deutet darauf hin, da beide Sauerstoffsubstitutionen in ortho-Stellung zu dem
Kohlenstoffatom bei 115.6 ppm und in meta-Stellung zu dem bei 137.3 ppm stehen miissen.
Damit ergibt sich eine 1,8-Substitution fiir das Naphthalin-Grundgeriist. Es handelt sich bei
Naturstoff 71651a somit um 8-Methoxynaphthalen-1-ol (51, Abbildung 100), das bereits 1995

von H. Anke isoliert wurde.**

oH 0O~

8-Methoxynaphthalen-1-o0l (51)

Abbildung 100: Ein bekannter Naturstoff, der schwache Aktivitit gegen Phytophtora infestans, Botrytis

cinerea und Septoria tritici zeigt

Die Substanz erwies sich bei den in-vitro-Aktivititstests, die an einer vorher im Arbeitskreis
von Prof. Krohn von Dr. Dai Jingqiu isolierten Probe durchgefiihrt wurden, als schwach aktiv

gegen Phytophtora infestans, Botrytis cinerea und Septoria tritici.
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2.9.3 Naturstoff 71651b

Der Naturstoff 71651b wurde in Form farbloser Nadeln mit einem Schmelzpunkt von
154-157 °C erhalten, die sich gut in Dichlormethan l6sen. Die Substanz hat einen R~-Wert
von 0.80 (Laufmittel CH,Cl,) und ist auf dem DC durch UV-Loschung bei 254 nm und eine
leuchtend blaue Anfirbung mit Anisaldehyd/Schwefelsiure detektierbar. Die 'H- und "*C-
NMR-Spektren zeigen eine Methoxygruppe, drei CH-Gruppen und drei quartire
Kohlenstoffatome. Die chemische Verschiebung eines der drei quartiren Kohlenstoffatome
von 157.5 ppm spricht fiir eine Sauerstoffsubstitution und die Lage der Signale einer CH-
Gruppe von 106.6 ppm fiir das Kohlenstoffatom und 6.90 ppm fiir das Proton zeigen die
Nachbarschaft zu dem sauerstoffsubstituierten Kohlenstoffatom an. Die Multiplizitdt dieses
Protonensignals mit einer ortho- und einer meta-Kopplung fiihrt schlieBlich zu dem in

Abbildung 101 dargestellten Fragment.

Abbildung 101: Fragment des Naturstoff 71651b aus den 'H- und “C-NMR-Spektren

Die chemischen Verschiebungen der beiden verbleibenden quartiren Kohlenstoffatome von
137.8 und 118.0 ppm schlieBen eine weitere Heteroatomsubstitution aus. Deshalb bleibt nur
die Moglichkeit, dafl es sich um ein symmetrisches Molekiil handelt. Damit ergibt sich fiir
den Naturstoff 71651b die Struktur des 1,8-Dimethoxynaphthalins (52, Abbildung 102), das

1995 zusammen mit dem 8-Methoxynaphthalen-1-ol isoliert wurde.”

o~ o~

1,8-Dimethoxynaphthalin (52)

Abbildung 102: Ein bekannter Naturstoff, der von H. Anke zusammen mit dem 8-Methoxy-

naphthalen-1-ol isoliert wurde

Das 1,8-Dihydroxynaphthalin, das den Naturstoffen 51 und 52 zugrunde liegt, stellt einen
Baustein zur Biosynthese der Palmarumycine dar. In Abbildung 103 ist das einfachste,

bekannte Palmarumycin dargestellt. Die Palmarumycine zdhlen zu den Spirobisnaphthalinen
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und werden wahrscheinlich durch oxidative Kupplung der einzelnen Bausteine gebildet.!””
Trotz des Vorhandenseins der Bausteine konnten jedoch keine Dimere aus dem untersuchten

Pilz isoliert werden.

Palmarumycin CP; (52a)

Abbildung 103: Der einfachste Vertreter der Gruppe der Palmarumycine

2.9.4 Naturstoff 71651c¢

Der Naturstoff 71651c wurde in Form eines schwach gelben Ols erhalten, das sich in
unpolaren Losungsmitteln wie Dichlormethan und Hexan 16st. Die Substanz ist durch eine
orangerote Anfarbung mit Anisaldehyd/Schwefelsdure auf dem DC (R~-Wert 0.85, Laufmittel
CH,Cl,) detektierbar. Im "H-NMR-Spektrum sind eine Methylgruppe, eine CH,-Gruppe, eine
CH-Gruppe, drei aromatische Protonen und eine chelierte Hydroxygruppe zu erkennen. Die
Multiplizitdt des CH;3;-Gruppensignals (Dublett) mit einer Kopplungskonstante von 6.3 Hz
1aBt auf eine Verkniipfung mit der CH-Gruppe schliefen. Bei dem Signal der CH-Gruppe
handelt es sich um ein Multiplett mit sieben Linien, so dafl die CH-Gruppe ihrerseits mit der
CH,-Gruppe verkniipft sein muB3. Gleichzeitig zeigt die chemische Verschiebung des Protons
der CH-Gruppe eine Sauerstoffsubstitution an. Die drei aromatischen Protonen zeigen
ausschlieBlich ortho-Kopplungen, wobei zwei der Signale Dubletts sind und das dritte Signal
ein Triplett darstellt. Weiterhin 146t die chemische Verschiebung der beiden Dubletts mit 6.42
und 6.48 ppm auf Nachbarschaft zu einem sauerstoffsubstituierten Kohlenstoffatom
schlieBen. Dies wird durch das *C-NMR-Spektrum bestitigt, das zwei sauerstoffsubstituierte,
aromatische Kohlenstoffatome bei 162.1 und 162.4 ppm =zeigt. Die selbst fiir
sauerstoffsubstituierte Kohlenstoffatome sehr starke Tieffeldverschiebung spricht fiir eine
meta-Stellung der beiden Sauerstoffatome. Zusammen mit der im "C-NMR-Spektrum
ebenfalls zu erkennenden Ketogruppe bei 198.9 ppm ergeben sich die in Abbildung 104
gezeigten Fragmente A—C.
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Abbildung 104: Fragmente des Naturstoffs 71651¢

Da das "H-NMR-Spektrum eine chelierte Hydroxygruppe anzeigt, muB die Ketogruppe direkt
mit dem aromatischen Ring verkniipft sein. Aullerdem sollte das Fragment A mit dem
Fragment C iiber eine Etherbriicke verbunden sein. Ein RingschluB3 zwischen der Ketogruppe

und der CH,-Gruppe fiihrt schlieBlich zu der Struktur 53 (Abbildung 105).
OH O

@)
5-Hydroxy-2-methylchroman-4-on (53)

Abbildung 105: Ein bekannter Naturstoff, der zu den Polyketiden gehort und aus 5 Acetat-Einheiten
gebildet wird

Somit handelt es sich bei Naturstoff 71651c um 5-Hydroxy-2-methylchroman-4-on, das
bereits 1960 im Rahmen einer Untersuchung zu den Biosynthesewegen von Daldinia
concentrica® isoliert wurde. Ein Vergleich mit Literaturdaten'® der 'H- und “C-NMR-
Daten belegt die Identitdt der Substanz. Die vorliegende Probe weist keine optische Aktivitét
auf, woraus geschlossen werden kann, da3 der Naturstoff 71651c¢ als racemisches Gemisch
gebildet wird.

Die Substanz erwies sich bei den in-vitro-Tests, die mit einer von Dr. Dai Jingqiu im
Arbeitskreis von Professor Krohn isolierten Probe durchgefiihrt worden, als schwach aktiv

gegen Phytophtora infestans und Pyricularia oryzae.

2.9.5 Naturstoff 71652a

Der Naturstoff 71652a wurde in Form von farblosen Kristallen (Smp.: 112—114 °C) erhalten,
die sich gut in Dichlormethan l6sen. Die Substanz hat einen R~Wert von 0.73 (Laufmittel
CH,Cl,/MeOH 95:5) und ist auf dem DC durch eine rote Anfirbung mit
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Anisaldehyd/Schwefelsdure zu detektieren. Im "H-NMR-Spektrum sind eine Methylgruppe,
zwel CH,-Gruppen, drei aromatische Protonen, von denen zwei chemisch identisch sind,
sowie zwei Hydroxygruppen zu erkennen. Die Multiplizitidten der CH3- (t) und CH,-Gruppen
(tq und t) zwischen 1.03 und 3.16 ppm lassen eine Verkniipfung der drei Gruppen zu einem
n-Propylrest erkennen. Das Kopplungsmuster der aromatischen Protonen weist grof3e
Ahnlichkeit mit dem des Naturstoffs 71651c (53, Abbildung 105) auf. Daher handelt es sich
um ein identisches Substitutionsmuster wie in Abbildung 104. Im "*C-NMR-Spektrum liBt
sich ebenso wie bei Naturstoff 71651¢ eine Ketogruppe bei 208.5 ppm erkennen. Zusammen
ergibt sich daraus fiir Naturstoff 71652a die Struktur 54 (Abbildung 106).
OH O

OH
2,6-Dihydroxybutyrophenon (54)

Abbildung 106: Ein bekannter Naturstoff, der die Vorstufe auf dem Biosyntheseweg von Naturstoff
71651c¢ darstellt

Die Substanz wurde ebenso wie Naturstoff 71651c (53, Abbildung 105) im Rahmen einer

[94

Studie iiber die Biosynthesewege von Daldinia concentrica®* isoliert.

2.9.6 Naturstoff 71652b

Der Naturstoff 71652b wurde in Form farbloser Kristalle mit einem Schmelzpunkt von
69-72 °C erhalten, die sich gut in Dichlormethan 16sen. Die Substanz ist auf dem DC
(R~Wert  0.89, Laufmittel CH,Cl/MeOH 9:1) durch ihre braune Anfirbung mit
Anisaldehyd/Schwefelsdure detektierbar. Das 'H-NMR-Spektrum weist die Signale von fiinf
Methylgruppen und drei CH-Gruppen auf, von denen eine zu einem sp>-hybridisierten und die
andere zu einem  sauerstoffsubstituierten = Kohlenstoffatom gehort. Bei dem
Methylgruppensignal bei 0.99 ppm handelt es sich um ein Dublett, dessen
Kopplungskonstante zu dem Signal der aliphatischen CH-Gruppe bei 2.72 ppm palit. Mit
Hilfe des H,H-COSY-Spektrums 146t sich das in Abbildung 107 dargestellte Fragment

erkennen.
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Abbildung 107: Fragment aus dem H,H-COSY-Spektrum des Naturstoffs 71652b

Das “C-NMR-Spektrum weist zusitzlich zu den erwarteten fiinf Methylgruppen- und drei
CH-Gruppensignalen zwei Carbonylsignale auf, von denen eines zu einem Ester gehort und
eines zu einem Keton. Das hochauflosende Massenspektrum ergibt eine Summenformel von
C12H;50;. AuBerdem ist ein quartires, sp>-hybridisiertes und ein quartires, sp’-hybridisiertes
Kohlenstoffatom zu sehen. Mit Hilfe des HMBC-Spektrums lassen sich die Signale zu der in
Abbildung 108 gezeigten Kohlenstoftkette verkniipfen.

Abbildung 108: Verkniipfungen aus dem HMBC-Spektrum von Naturstoff 71652b

Da die Polaritét der Substanz und die chemische Verschiebung der einen Carbonylgruppe von
174.4 ppm, die zu einer Estergruppe gehort, nicht fiir eine offenkettige Struktur mit freier
Hydroxygruppe sprechen, mufl die Estergruppe 2 mit dem sauerstoffsubstituierten
Kohlenstoffatom 6 verbunden sein. Auf diese Weise ergibt sich fiir den Naturstoff 71652b die
Struktur 55 (Abbildung 109).

Helicascolid C (55)

Abbildung 109: Ein unbekannter Naturstoff aus Nigrospora sp., der seinen Namen von der Ahnlichkeit
mit den Helicascoliden A und B (55a & 55b) erhielt

Die relative Konfiguration des Molekiils mit einem spezifischen Drehwert von +35.0°

(c = 0.1, CH,Cl,) 1aBt sich aus der GroBe der Kopplung der beiden Protonen an den
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Stereozentren bestimmen. Wie in Abbildung 110 gezeigt, spricht eine Kopplung von 11.3 Hz
fiir eine axial-axial-Position der beiden Protonen und damit fiir eine 5R,65- oder 5S,6R-
Konfiguration des Molekiils. Die absolute Konfiguration des Naturstoffs konnte nicht

bestimmt werden.

s
NHE

11.3 Hz

Abbildung 110: Ableitung der relativen Konfiguration aus der Grofie der Kopplungskonstante der beiden

Protonen an den Stereozentren von Naturstoff 71652b

Der literaturunbekannte Naturstoff weist groBe Ahnlichkeit mit den beiden von J. B. Gloer et
al.’® isolierten Naturstoffen Helicascolid A (55a, Abbildung 111) und B (55b) auf, weshalb

ihm der Name Helicascolid C gegeben wird.
)

Helicascolid A (55a) Helicascolid B (55b)

Abbildung 111: Die bekannten Naturstoffe wurden von J. B. Gloer et al. isoliert

2.9.7 Biosynthese der Naturstoffe aus Stamm 7165
D. C. Allport und J. D. Bu’Lock” haben im Jahre 1960 durch Fiitterungsversuche mit

C-makiertem Acetat an verschiedenen Mutanten von Daldinia concentrica bewiesen, dal3
2,6-Dihydroxyacetophenon aus vier Acetat-Einheiten aufgebaut wird. In einer Mutante wurde
eine fiinfte Acetat-Einheit eingebaut, was zu der Bildung von 2,6-Dihydroxybutyrophenon
(54, Abbildung 106) fiihrte. Dieses wurde hauptsdchlich weiter zu 5-Hydroxy-2-
methylchroman-4-on (53, Abbildung 105) und 5-Hydroxy-2-methyl-4H-chromen-4-on
umgesetzt. Eine weitere Mutante von Daldinia concentrica bildete 1,8-Dihydroxynaphthalin,
das dann in die Mono- und Dimethylether (51, Abbildung 100 & 52, Abbildung 102)

iibergefiihrt wurde.
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2.10 Biologische Aktivitit der Rohextrakte und Reinsubstanzen

Die Aktivitétstests wurden im Arbeitskreis von Prof. Aust und PD Dr. Schulz an der TU
Braunschweig und von der BASF AG durchgefiihrt. Zur Bestimmung der Aktivitdt gibt es
zwei Methoden. Bei den Agardiffusionstests wird die Substanz auf ein Zellstoffplattchen
aufgetragen und auf eine Agarplatte gelegt, auf die der Testorganismus iiberimpft wird.
Wihrend der Inkubationszeit diffundiert die Substanz von dem Zellstoffpldttchen in den Agar
und hemmt im Falle einer Aktivitidt das Wachstum des Testorganismus. Dadurch entsteht ein
kreisformiger Bereich in dem kein Wachstum stattfindet. Auflerhalb dieses Kreises wiéchst der
Testorganismus ungehemmt. Der Bereich in dem kein Wachstum stattfindet, wird als
Hemmbhof bezeichnet. Da durch die Diffusion der Testsubstanz ein Konzentrationsgradient
entlang des Hemmbhofradius entsteht, ist seine GroBe ein direktes Mal} fiir die Aktivitét der
untersuchten  Substanz. Der Hemmhofradius wird abziiglich des Radius des
Zellstoffplattchens angegeben.

Bei einem in-vitro-Test mit Mikroorganismen wird eine Nahrlosung auf einer Mikrotiterplatte
oder in einem Reagenzglas mit den Testsubstanzen versetzt und anschlieBend mit dem
Testorganismus angeimpft. Nach der Inkubationszeit wird das Wachstum der Proben mit
einer Blindprobe (ohne Testsubstanz) verglichen. Da die Konzentration der Testsubstanz in
der Losung einheitlich ist (nicht wie beim Agardiffusionstest), werden mehrere Tests mit
unterschiedlichen Konzentrationen durchgefiihrt. Angegeben wird das Wachstum des
Testorganismus in Prozent relativ zu der Blindprobe. Nach Angaben der BASF AG wurde ein
Wachstumswert von weniger als 90 Prozent bei einer Konzentration von 2 ppm als gute

Aktivitét eingestuft.
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Tabelle 7: Biologische Aktivitit der untersuchten Rohextrakte im Agardiffusionstest (Hemmhofradius in

mm, WH = Wachstumshemmung)

Stammnummer Bacilhfs Mic.robotryum Chlorella Sep.to.r?a BQtrytis Pi.tytophtora
megaterium violaceum fusca tritict cinerea infestans
6282 30 33 50 - - -
6651 0.6 WH 27 15 17 0 27
6577 9 8 6 WH - - -
7067 7 7 8 7+15 WH 8 19
6754 8 21 15 14 8 35
6579 20 12 7.5 - - -
6586 10 13 7.5 - - -
7165 12 15 15 11 7 12

Tabelle 8: Biologische Aktivitit der isolierten Reinsubstanzen im Agardiffusionstest (Hemmhofradius in

mm)

Substanznummer | Ao | MU Chtoreila usca | S
59485a (1 mg/mL) 0 0 0 -
59485a (5 mg/mL) 6 0 5 -
62824a2 (1 mg/mL) 5 0 0 -
6282422 (5 mg/mL) 15 6 8 -
65772 (1 mg/mL) 0 0 5 WH -
65772 (5 mg/mL) 0 5 5 -
6577¢3 (1 mg/mL) 7 WH 5WH 7 -
6577¢3 (5 mg/mL) 7+6 WH 9 13 -
6577m4 (1 mg/mL) 0 0 0 -
6577m4 (5 mg/mL) 6 WH 7 WH 0 -

66511b (10 mg/mL) 7WH 10 10 -
66514a (10 mg/mL) 25 12 12 -
66515a (10 mg/mL) 7 13 5 WH -
70675b (5 mg/mL) 0 0 0 5
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Tabelle 9: Ergebnisse der in-vitro-Testung der Reinsubstanzen (Werte in %-Wachstum)

Substanznummer ppm Pl‘zy tophtora Bgtrytzs Fyricularia Septoria tritici
infestans cinerea oryzae
125 53 0.2 0 39
31 2.4 0.2 0.3 0.4
8 58.5 42 0 0
6577¢3
2 100 83.6 0 68.6
0.5 100 82.3 87 100
0.125 100 83.2 100 100
125 2.6 50.3 5.8 10.9
31 1.6 55.9 74.1 29.1
8 6.3 75.2 87.4 61.5
65772
2 82.3 77.9 86.4 65.4
0.5 100 81.5 85.4 72.8
0.125 100 77.3 84.5 74
125 42.6 90.7 100 100
31 85.1 85.6 92 100
8 99.5 76 89.5 99.3
6577m4
2 95.2 79.8 88.9 90.4
0.5 100 80.7 91.2 86.1
0.125 99.9 81.4 89.7 85.3
125 16 70.1 0 48.4
31 59.4 86.4 0.8 88
8 90.4 97.7 76.8 98.2
66511b
2 98.7 96.3 82.2 100
0.5 94.6 100 92.8 100
0.125 100 99.4 97.1 100
125 31.6 87.5 62.3 76.8
31 86.9 94.4 100 100
8 100 100 100 100
66514a
2 100 94.1 100 100
0.5 100 100 98.7 100
0.125 100 100 100 100
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125 67.2 84.5 92.7 0

31 96.9 93.8 93.8 100

665154 8 100 97.1 97.1 100
2 971.7 100 100 100

0.5 100 100 100 100

0.125 97.6 100 100 100

125 76.9 79.6 90.9 78.1
31 95.9 82.1 93.6 84.5

165 1a* 8 93.9 98.3 92.2 87.1
2 100 96.2 914 83.2
0.5 94.6 92.6 92.2 83.8
0.125 98.9 92.9 93 84.4

125 7.2 5.7 0 0
31 6.6 439 0 64.9

7165 1c% 8 82.1 413 51.7 81
2 93.4 76.5 86.6 82.5

0.5 100 89.1 91.6 84.1

0.125 100 933 96 89

125 0 0 0 0

31 24 31 0 9.1
16509* 8 65.7 47.5 20.5 75.9
2 100 72.6 74.4 86.1
0.5 100 82.5 93.2 91.2
0.125 100 84.6 94.7 99.5

* Die Testresultate stammen von Proben, die bereits im Arbeitskreis von Professor Krohn von Dr. Dai Jingqiu

isoliert wurden.
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3 VERSUCHE ZUR SYNTHESE DES PSEUDOANGUILLOSPORINS A

3.1 Motivation

Pseudoanguillosporin A (34, Abbildung 58) wurde aus dem Pilz 6577,
Pseudoanguillospora sp., isoliert und wies im in-vitro-Test gute Aktivitdt gegen Pyricularia
oryzae und Septoria tritici auf (s. Kapitel 2.4.3). Deshalb schien es von Interesse, eine grof3ere

Menge der Substanz fiir weitere Tests zur Verfiigung zu stellen.

3.2 Syntheseplan

Bei dem Grundgeriist des Pseudoanguillosporins A handelt es sich um einen
pentasubstituierten Benzolring mit zwei Hydroxygruppen in meta-Position. Um das
ungewoOhnliche Substitutionsmuster des aromatischen Rings aufzubauen, bietet sich eine
Diels-Alder-Reaktion mit den passenden Ausgangsverbindungen 58 (Abbildung 112) und 61
(Abbildung 113) an, deren Synthese””***?) und Einsatz in einer Diels-Alder-Reaktion!'®” in
der Literatur beschrieben ist. Eine analoge Synthesesequenz wurde im Arbeitskreis von
Professor Krohn bereits durch Herrn Dr. Vitz!'*!! durchgefiihrt, bei der durch die Diels-Alder-
Reaktion der 4,6-Dimethoxy-2-(2-methoxy-2-oxoethyl)-benzoesduremethylester dargestellt
wurde und durch Verseifung und selektive Veresterung der aliphatischen Carbonsdure in das
Edukt fiir eine selektive Reduktion der Benzoesduregruppe iibergefiihrt wurde. Durch den
Austausch des urspriinglichen 1,3-Dimethoxybuta-1,3-dienyloxy)-trimethylsilans durch
1,3-Dimethoxypenta-1,3-dienyloxy)-trimethylsilan kann die zusitzliche Methylgruppe in
3-Position eingefiihrt werden (Abbildung 112).

OCH;

0 o) H3CO)\OCH3 OCH3 O 1. LDA OCH3; OTMS
- \)\/U\
\)J\/U\ X \)\A
OCHg;4 OCHj4 2. TMSCI OCHj
56 57 58

Abbildung 112: Synthese des 1,3-Dimethoxypenta-1,3-dienyloxy)-trimethylsilans
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O 0 0 o ¢ o H3co)ky|

/U\/U\)J\ = /U\/U]\ = T
—_— _ —_—
H5CO OCHj H5CO OCHj ”\[fOCHB

59 60 61 0]

Abbildung 113: Synthese des Penta-2,3-diendicarbonsiuredimethylesters

OR OCH, OCHs
COCH;  KkoH, H,0, CO.H CH,Cly, CO,H
58 + 61 ——— —_— —_—
CO,CH EtOH CO,H MeOH CO,CH
H,CO 2¥Ts H,CO 2 H,CO 2
62a: R=CHj; 63 64
62b: R=H
l BH3/THF
OCH3 OCH3 OCHj3
(6} Heptyllithium 0 KOH OH
CO,CH;
H,CO H;CO O H,CO
3 OH 3 3
67 66 65
TsClI
OCHs OCHs
0 H,, Pd/C o
Z i NN
H,CO H,CO /
68 69
l BBI’3
OH
(6]
HO i NN
34

Abbildung 114: Syntheseplan fiir Pseudoanguillosporin A
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Nach der selektiven Reduktion des Monoesters 64 soll eine Lactonisierung und die Addition
der Heptyl-Seitenkette in Form eines Lithiumorganyls, sowie die Eliminierung der
Hydroxygruppe folgen. Eine stereoselektive Hydrierung und das Entschiitzen der
Hydroxygruppen am Benzolring fiihrt zu dem Pseudoanguillosporin A (34). In Abbildung 114
ist der vollstindige Syntheseplan dargestellt.

3.3 Durchfiihrung

Das Dien fiir die Diels-Alder-Reaktion wurde aus 3-Oxovaleriansdure (56) durch Umsetzung
mit Orthoameisensduremethylester zu 3-Methoxypent-2-ensduremethylester (57), der
wiederum mit Lithiumdiisopropylamid und Trimethylsilylchlorid in das Ketenacetal 58
(Abbildung 112) tbergefiihrt wurde, dargestellt. Das Allen fiir die Diels-Alder-Reaktion
wurde aus 3-Oxopentandisduredimethylester (59) durch Reaktion mit Phosphorpentachlorid
zu dem 3-Chlorpent-2-endisduredimethylester (60) dargestellt, der durch S-Eliminierung zu
dem Allen 61 (Abbildung 113) umgesetzt wurde. Mit den Edukten 58 und 61 wurde die
Diels-Alder-Reaktion bei 0 °C durchgefiihrt, bei der ein Gemisch aus 4,6-Dimethoxy-2-(2-
methoxy-2-oxoethyl)-3-methyl-benzoesduremethylester (62a) und 6-Hydroxy-4-methoxy-2-
(2-methoxy-2-oxoethyl)-3-methyl-benzoesduremethylester (62b) im Verhéltnis 7:2 entstanden
ist. Der Benzoesduremethylester 62a wurde mit Kaliumhydroxid in walriger Losung verseift
und mit Methanol und p-Toluolsulfonsdure selektiv zu dem Monoester 64 umgesetzt. Die
Reaktion mit BH; in THF fiihrte jedoch nicht zu dem erwarteten Produkt 65, sondern zu dem
2-(3,5-dimethoxy-2,6-dimethylphenyl)-essigsduremethylester (70, Abbildung 115).
OCH3 OCH;
CO,H

CO,CH CO,CH
H4CO 2vs H4CO 2vs

64 70

Abbildung 115: Ergebnis der Reaktion von 4,6-Dimethoxy-2-(2-methoxy-2-oxoethyl)-3-
methylbenzoesiure mit BH; in THF

Um die Reduktion der Benzoeséuregruppe zu umgehen, sollte in einem ersten Versuch das
Anhydrid der Dicarbonsdure 63 durch Addition von Butyllithium und anschlieBender
Eliminierung der Hydroxygruppe in das Isochromenon 73 (Abbildung 116) iibergefiihrt

werden.
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OCHs 0 OCH, 0
COLH N
_ > 0
CO,H Acet
H4CO 2 eeton H4CO o
63 71
BuLi
OCH,; 0 OCH; 0
0 TsCI 0]
_
H;CO H5CO
OH
73 72

Abbildung 116: Syntheseplan fiir das 3-Butyl-6,8-dimethoxy-5-methyl-1H-isochromen-1-on

Das Anhydrid 71 wurde durch Riihren mit Acetylchlorid in Aceton'"® dargestellt. Der
Versuch Butyllithium zu addieren, blieb jedoch erfolglos, was vermutlich auf die Aciditét der
benzylischen CH,-Gruppe zuriickzufiihren ist. Anstatt an die Carbonylgruppe zu addieren,
fungiert das Butyllithium als Base und deprotoniert die CH,-Gruppe des Anhydrids 71.

Um die Nukleophilie des metallorganischen Reagenzes zu erhdhen, wurde Butyllithium mit

103,104

trockenem Cerchlorid umgesetzt. Das in-situ erzeugte Cerorganyl! ) wurde direkt mit dem

Anhydrid 71 versetzt. Es konnte jedoch wieder kein Produkt isoliert werden.

[105.106.107] jst die Reaktion von 2-(Carboxymethyl)-4,6-dimethoxybenzoesiure

In der Literatur
mit Dodecanoylchlorid zu dem 6,8-Dimethoxy-3-undecyl-1H-isochromen-1-on beschrieben.
Daher wurde die analoge Reaktion mit der Dicarbonsdure 63 und Octanoylchlorid
durchgefiihrt (Abbildung 117).

OCHj OCH3 0

CO.H Octanoylchlorid

CO,H 200 °C _
H5CO 2 H4CO

63 74

Abbildung 117: geplante Reaktion zum Aufbau des 3-Heptyl-6,8-dimethoxy-5-methyl-1H-isochromen-1-

ons
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Dazu wurde die Dicarbonsiure 63 mit einem vierfachen UberschuB an Octanoylchlorid
versetzt und fiir vier Stunden auf 200 °C erhitzt. Das gewiinschte Produkt konnte jedoch nicht
isoliert werden. Ein DC-Vergleich zeigte, dafl lediglich kleine Mengen an Anhydrid 71
gebildet wurden.
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4 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurde die Isolierung wund Strukturaufklirung von
Sekundédrmetaboliten aus neun endophytischen Pilzen, die aus Algen and Pflanzen mariner

Habitate stammen, durchgefiihrt.

Aus dem Pilz 5948, Coniothyrium sp., konnten drei Naturstoffe isoliert und deren Struktur
bestimmt werden. Bei zwei der Substanzen handelt es sich um die literaturunbekannten
Naturstoffe Coniol (21, Abbildung 14) und Coniothyren (22, Abbildung 16). Der Naturstoff
Coniol weist eine groBe Ahnlichkeit mit dem dritten isolierten Naturstoff, dem
literaturbekannten Epoxydon'*’ (23, Abbildung 17) auf, das sich im Agardiffusionstest als
aktiv gegen Bacillus megaterium und Chlorella fusca erwies. In der Literatur wird auerdem
tiber die fungizide Aktivitit von Epoxydon gegen den Pilz Plasmodiophora brassicae
berichtet, der die Wurzeln von kreuzbliitigen Pflanzen befdllt und dort ein unkontrolliertes

Wachstum auslost.[*!

Der Stamm 6282, Phoma sp., lieferte vier Naturstoffe, von denen einer der
literaturunbekannte  Naturstoff Phomafuranol (26, Abbildung 22) war. Bei den
literaturbekannten Substanzen handelte es sich um Emodin (24), das zu den Polyketiden zihlt
und in der Literatur als aktiv gegen Larven verschiedener Moskitoarten'*”! beschrieben wird.
Ein weiteres Polyketid, das isoliert werden konnte, ist das ebenfalls literaturbekannte (3R)-5-
Hydroxymellein®! (25, Abbildung 20), das zu den Isocoumarinen gehdrt. Der vierte
Naturstoff weist strukturelle Ahnlichkeit mit dem Phomafuranol auf und ist aus der Literatur
als Phomalacton®" (27, Abbildung 26) bekannt. Er zeigte im Agardiffusionstest Aktivitit
gegen Microbotryum violaceum, Bacillus megaterium und Chlorella fusca. Au3erdem wurde
thm von verschiedenen Autoren eine nematizide[57], herbizide[53], fungizide und

bakteriozide®®! Wirkung nachgewiesen.

Aus dem Pilz 6651, Ascochyta sp., konnten fiinf Naturstoffe isoliert werden, von den drei
literaturunbekannt waren. Von dem literaturunbekannten Naturstoff Ascochin (28, Abbildung
36) konnte eine Rontgenstruktur gemessen werden. Fiir die Bestimmung der absoluten
Konfiguration wurde der Naturstoff hydriert und das CD-Spektrum des Produktes gemessen.
Durch den Vergleich mit dem von Brigitta Elsésser berechneten CD-Spektrum konnte die

absolute Konfiguration bestimmt werden. Die Substanz bewies im Agardiffusionstest
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Aktivitdt gegen Bacillus megaterium und Microbotryum violaceum. Weiterhin konnten die
literaturunbekannten Naturstoffe Ascoketon (29, Abbildung 38) und Ascolacton (32,
Abbildung 47) isoliert werden. Bei letzterem konnte die relative Konfiguration anhand der
Kopplungskonstanten aufgeklart werden. Die absolute Konfiguration ergab sich nach

1 mit einem strukturverwandten Naturstoff. Die Substanz war

Vergleich der Literaturdaten
im Agardiffusionstest aktiv gegen Bacillus megaterium und Microbotryum violaceum. Von
den literaturbekannten Naturstoffen ent—a—Cyperon[67] (30, Abbildung 40) und (3R,4R)-4-
Hydroxymellein[69] (31, Abbildung 42) war letzteres im Agardiffusionstest aktiv gegen

Microbotryum violaceum, Bacillus megaterium und Chlorella fusca.

Der Pilz 6577, Pseudoanguillospora sp., lieferte drei Naturstoffe, von denen zwei
literaturunbekannt waren. Bei der ersten literaturunbekannten Substanz handelt es sich um
Pseudoanguillosporin A (34, Abbildung 58), dessen absolute Konfiguration mit Hilfe des
CD-Spektrums aufgekliart werden konnte. Die Substanz zeigte in-vitro Aktivitit gegen
Pyricularia oryzae und Septoria tritici. Pseudoanguillosporin B (35, Abbildung 59) zeigt das
gleiche Grundgeriist wie Pseudoanguillosporin A, ist jedoch in der Seitenkette
sauerstoffsubstituiert. Der dritte isolierte  Naturstoff ist das literaturbekannte
Cephalochromin'’? (33, Abbildung 50), bei dem die Konformation der chiralen Achse durch
Berechnen des CD-Spektrums bestimmt werden konnte. Die Rechnung ergab einen

Diederwinkel von 88.34° und die aR-Konformation.

Aus dem Pilz 7067, Coniothyrium sp., konnten sechs Naturstoffe isoliert werden, von denen
vier literaturunbekannt waren. Bei den literaturbekannten Naturstoffen handelt es sich um
Graphislacton A’® (36, Abbildung 64) und Massarilacton A" (37, Abbildung 67), das im
Agardiffusionstest Aktivitdt gegen Septoria tritici zeigte. Der erste, literaturunbekannte
Naturstoff war das Massarilacton C (39, Abbildung 71), das formal durch Umesterung des
Lactons aus dem Massarilacton A zum Methylester und anschlieBende Tautomerisierung der
sauerstoffsubstituierten, endstidndigen Doppelbindung zum Methylketon entsteht. Der zweite,
literaturunbekannte Naturstoff war das Massarilacton D (40, Abbildung 74), das sich von dem
bekannten Massarilacton BU”) (41, Abbildung 75) durch eine zusitzliche
Sauerstoffsubstitution am Kohlenstoffatom 3 unterscheidet. Bei beiden Molekiilen wurde die
absolute Konfiguration nach Vergleich der spezifischen Drehwerte von den literaturbekannten
Naturstoffen abgeleitet. Der dritte, unbekannte Naturstoff war das Coniothyrenol (42,

Abbildung 79), das mit den anderen isolierten Substanzen keine strukturellen Ahnlichkeiten
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aufweist. Die relative Konfiguration des Molekiils wurde anhand eines NOESY-Spektrums
und eines DPFGSE-NOE-Spektrums bestimmt. Der letzte, literaturunbekannte Naturstoff war
das Massarigenin E (43, Abbildung 83), das auf Grund der strukturellen Ahnlichkeit zu dem
Massarigenin A*?! (44, Abbildung 84) entweder eine Vorstufe in der Biosynthese der
Massarigenine und der Massarilactone darstellt oder ein Abbauprodukt derselben ist.

Der nicht identifizierte Pilz 6754 lieferte den Naturstoff 1,6-Di-O-acetyl-D-mannitol (45,
Abbildung 86), dessen relative Konfiguration durch eine Rontgenstruktur bestimmt werden
konnte. Die absolute Konfiguration ergab sich durch einen Vergleich der spezifischen
85]

Drehwinkel verschiedener Mannitol-Derivate. Die Substanz ist als Syntheseprodukt!

bekannt, wurde aber noch nie als Naturstoff isoliert.

Aus dem Pilz 6579, Ulocladium sp., konnte der Naturstoff 65793a (46, Abbildung 91) isoliert
werden, der in einem Tautomeriegleichgewicht vorliegt. Die Substanz weist fungizide und

insektizide Wirkung auf und wurde deshalb 1996 in den USA patentiert.™®

Der Pilz 6586, Acremonium sp., lieferte drei literaturbekannte Naturstoffe, von denen zwei die
strukturelle Gemeinsamkeit eines 1,2,4-trisubstituierten Benzolringes aufweisen. Bei den
beiden Naturstoffen handelt es sich um 2,2-Dimethylchromen-6-01"** (48, Abbildung 95) und
Toluquinol™! (49, Abbildung 96). Bei der dritten Substanz handelt es sich um Helvolinséure
(50, Abbildung 99), die bereits 1943 von Waksman et al.”® isoliert wurde.

Aus dem Pilz 7165, Nigrospora sp., konnten fiinf Naturstoffe isolierte werden, von denen
einer literaturunbekannt war. Bei den vier literaturbekannten Substanzen handelt es sich um
8-Methoxynaphthalen-1-01® (51, Abbildung 100), 1,8-Dimethoxynaphthalen’®? (52,
Abbildung  102), 5-Hydroxy-2-methylchroman-4-on* (53, Abbildung 105) und
2,6-Dihydroxy-butyrophenon® (54, Abbildung 106). Im Rahmen einer Studie zur
Biosynthese wurden alle vier Substanzen aus verschiedenen Mutanten von Daldinia
concentrica isoliert. Die Autoren konnten zeigen, daf} das 2,6-Dihydroxybutyrophenon aus
einem Polyketid aus fiinf Acetat-Einheiten aufgebaut wird und die Vorstufe zu dem

.4 Bei der fiinften Substanz handelt es sich um

5-Hydroxy-2-methylchroman-4-on darstell
das literaturunbekannte Helicascolid C (55, Abbildung 109), das seinen Namen von den
literaturbekannten Helicascoliden A und BP®! erhielt, von denen es sich durch die formale

Oxidation einer Hydroxygruppe zu einer Carbonylgruppe unterscheidet.
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Im synthetischen Teil wurden Versuche zur Synthese des Pseudoanguillosporins A (34)
unternommen. Der Naturstoff 34 zeigte in-vitro eine gute Aktivitit gegen Pyricularia oryzae
und Septoria tritici, weshalb es erstrebenswert schien, eine groflere Menge der Substanz fiir
weitere Aktivitdtstest und Derivatisierung zur Verfiigung zu stellen. Es gelang, das
ungewdohnliche Substitutionsmuster des aromatischen Rings mit zwei meta-positionierten
Hydroxygruppen in 6,8-Position und einer Methylgruppe in 5-Position durch eine Diels-
Alder-Reaktion zwischen dem Dienophil Penta-2,3-diendicarbonsduredimethylester (61,
Abbildung 113) und dem Dien (1,3-Dimethoxypenta-1,3-dienyloxy)-trimethylsilan (58,
Abbildung 112) aufzubauen. Die Vollendung der Synthese scheiterte bislang jedoch an der
Uberreaktion des Homophthalsduremonoesterderivats 64 zu dem defunktionalisierten
Phenylessigsdureesterderivat 70 (Abbildung 115). Um die Reduktion der Benzoesdure zu
umgehen, wurde das Anhydrid 71 dargestellt und in einer Testreaktion mit Butyllithium
umgesetzt. Die erhoffte Addition des Butyllithiums an die Carbonylgruppe konnte jedoch
nicht beobachtet werden. Auch der Versuch ein Cerorganyl an die Carbonylgruppe zu
addieren fiihrte nicht zum Erfolg. Zuletzt wurde versucht, die in der Literatur beschriebene
Reaktion zwischen 2-(Carboxymethyl)-4,6-dimethoxybenzoesidure und Dodecanoylchlorid zu

(1951 mit der Dicarbonsiure 63 und

dem 6,8-Dimethoxy-3-undecyl-1H-isochromen-1-on
Octanoylchlorid nachzuvollziehen (Abbildung 117). Bei dieser Reaktion konnte jedoch nur

die Bildung kleiner Mengen des Anhydrids 71 beobachtet werden.
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EXPERIMENTELLER TEIL

5 MATERIAL UND METHODEN

5.1 Analytische und priparative Chromatographie

Analvytische Dunnschichtchromatographie (DC):

Die analytische Diinnschichtchromatographie wurde mit Kieselgel-Fertigfolien (Kieselgel 60,
Fas4) der Fa. E. Merck AG, Darmstadt durchgefiihrt. Die Detektion der Substanzen erfolgte
mit UV-Licht bei 254 und 366 nm und durch Verwendung folgender Spriihreagenzien:
Anisaldehyd/Schwefelsdure (Universalreagenz):

Zu 100 ml einer Stammldsung aus 85 ml Ethanol, 14 ml Eisessig und 1 ml Schwefelsdure filigt
man 1 ml Anisaldehyd hinzu. Das Reagenz ist ca. 7 Tage haltbar. Nach dem Bespriihen der
DC-Folie wird diese erhitzt.

2,4-Dinitrophenylhydrazin fiir Aldehyde und Ketone:

Zu einer Losung von 1 g 2.4-Dinitrophenylhydrazin in 1 L Ethanol werden 5 ml konz.
Schwefelsdure hinzugefiigt. Beim Erwédrmen des Diinnschichtchromatogramms bilden
Aldehyde und Ketone gelbe bis orangerote Flecken.

Saulenchromatographie an Kieselgel:

Als stationdre Phase diente Kieselgel 60 (230-400 mesh, 0.040-0.063 mm) der Fa. Merck AG,
Darmstadt.

Saulenchromatographie an Sephadex LH 20:

Als stationdre Phase diente Sephadex LH 20 der Firma Pharmacia LKB, Uppsala (Schweden).
Die Sdule wurde auf das Laufmittel Dichlormethan/Methanol im Verhéltnis 3:2 eingestellt.

Préparative Schichtchromatographie (PSC):

Fir die préparative Schichtchromatographie wurden mit Kieselgel 60 bzw. RP-18
beschichtete Fertigplatten der Fa. Macherey und Nagel verwendet. Die Schichtdicken

variierten zwischen 0.5 und 2 mm und wurden nach Substanzmenge ausgewahlt.
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5.2 Instrumentelle Analytik

Schmelzpunktbestimmung:

Die Schmelzpunkte wurden in offenen Kapillaren mit einer Schmelzpunktbestimmungs-
apparatur der Fa. Biichi gemessen und sind nicht korrigiert.

Massenspektrometrie:

Die Aufnahme der Massenspektren und die Bestimmung der Feinmassen erfolgte durch Frau
Mariola Zukowski und Herrn Dr. Heinz Weber an einem Finnigan MAT 8200. Die relativen
Intensititen, bezogen auf den Basispeak, sind hinter den Massen in Klammern angegeben.

Rontgenstrukturanalyse:

Die Rontgenstrukturanalyse wurde von Herrn Dr. Ulrich Florke durchgefiihrt.
UV/VIS-Spektroskopie:
Die UV/VIS-Spektren wurden mit dem Spektrometer UV-2101 PC der Firma Shimadzu

gemessen. Das verwendete Losungsmittel ist in Klammern angegeben.

Infrarotspektroskopie:

Die Aufnahme der IR-Spektren erfolgt mit dem FT/IR-Spektrometer 510 p der Firma Nicolet.
Die verwendete Probenmatrix wird in Klammern angegeben.

Optische Rotation:

Die Drehwerte wurden mit dem Polarimeter 241 MC der Firma Perkin-Elmer in einer nicht
thermostatisierten Standardkiivette (d = 10 cm) unter Verwendung einer Natriumlampe (D-
Linie, A = 589 nm) bestimmt. Das verwendete Losungsmittel und die Konzentration sind in
Klammern angegeben.

CD-Spektroskopie:

Die CD-Spektren wurden von Herrn Dr. Tibor Kurtan in der Abteilung von Herrn Prof. Dr.
Sandor Antus, Debrecen, Ungarn gemessen.

NMR-Spektroskopie:

Die Kernresonanzspektren wurden an einem Bruker ARX 200- bzw. AVANCE 500-

Spektrometer aufgenommen. Die chemischen Verschiebungen 6 wurden auf das jeweils
verwandte deuterierte LOsungsmittel als inneren Standard bezogen und sind in ppm

angegeben. Die Abkiirzungen der Multiplizitédten lauten:

(s) Singulett
(br. s) breites Singulett
(d) Dublett

(br. d) breites Dublett
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(dd) Doppeldublett

(ddd) Dublett von einem Doppeldublett
(dt) Dublett von einem Triplett
(dg) Dublett von einem Quartett
(t) Triplett

(tq) Triplett von einem Quartett
(ps. t) Pseudotriplett

()] Quartett

(m) Multiplett

(Cy) quartires Kohlenstoffatom
(CH) tertidares Kohlenstoffatom
(CH») sekundéres Kohlenstoffatom
(CHs») primires Kohlenstoffatom

Die Aufnahme der NMR-Spektren am AVANCE 500-Spektrometer erfolgte durch Herrn PD
Dr. Hans Egold, Frau Karin Stolte und Herrn Dietmar Gehle.

5.3 Mikrobiologische Arbeiten

Néhrmedien:

Biomalz-Festagar:

50 g Biomalz werden in einem Liter Leitungswasser gelost. AnschlieBend wird der pH-Wert
auf 5.6 eingestellt und 15 g Agar hinzugefiigt.

Biomalz-Fliissigmedium:

In 1000 ml Wasser werden 50 g Malzextrakt (Biomalt der Firma Villa Natura
Gesundprodukte, Kirn) gelost und 5 g Natriumchlorid versetzt.

Dinkel-Gerste:

200 g Perlgraupen, 200 g Dinkelflocken (Vollkorn) und 2 g Sojapepton werden gemischt und
mit 1 mL MnCl,-Losung (20 g/L) und 250 mL dest. Wasser versetzt.

Isolierung und Bestimmung:

Die Isolierung der Pilze wurden von der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Aust und Frau PD Dr.
Schulz durchgefiihrt und ihre Bestimmung erfolgte durch Herrn Dr. S. Driger im Institut fiir
Mikrobiologie der TU Braunschweig.
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Anzucht:

Die Anzucht der Stimme auf Biomalz-Festagar und Dinkel-Gerste-Feststoffmedium erfolgte
ebenfalls in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Aust und Frau PD Dr. Schulz an der TU
Braunschweig.

Fiir die Anzucht der Stimme in Biomalz-Schiittelkulturen wurden neun Schikanekolben mit
je 500 mL Nihrmedium befiillt und im Autoklaven sterilisiert. Nach dem Abkiihlen wurden
die Pilze tiberimpft und fiir 14 Tage bei Raumtemperatur und 180 rpm auf einem
Rundschiittler inkubiert.

Pilzauswahl:

Die Auswahl der zu bearbeitenden Pilze erfolgte anhand von Diinnschichtchromatogrammen
kleiner Extraktproben, die mittels UV-Detektion und den zuvor erwédhnten Spriithreagenzien
ausgewertet wurden. Dazu wurden die Extraktproben in Dichlormethan/Methanol (99:1)
geldst und auf eine DC-Karte aufgetragen. Das DC wurde dann mit Dichlormethan/Methanol
(9:1) entwickelt und unter UV-Licht (254 und 366 nm) begutachtet. Die UV-aktiven
Substanzen wurden markiert und das DC anschlieBend mit Anisaldehyd/Schwefelsdure
angespriiht. Dabei wurden jene Stimme als besonders interessant eingestuft, die sich deutlich
von den  anderen  unterschieden und/oder  besondere = Anfirbungen  mit
Anisaldehyd/Schwefelsdure und 2,4-Dinitrophenylhydrazin  zeigten. Als besondere
Anfarbungen gelten die orange Anfiarbung mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin, was fiir Aldehyde
selektiv ist, sowie eine rote, orange, gelbe oder griin-gelbe Anfirbung mit
Anisaldehyd/Schwefelsdure. Eine grau-blaue bis blaue Anfiarbung spricht flir das
Vorhandensein von Steroiden und eine violett bis tiefblaue Anfarbung zeigt Fette und
Fettsduren an, insbesondere wenn diese Substanzen nicht UV-aktiv sind. Auf Grund dieser
Auswertung wurden Extrakte, die hauptsdchlich blau-graue und violette Anfdrbungen mit

Anisaldehyd/Schwefelsdure zeigten, von einer zukiinftigen Bearbeitung ausgeschlossen.
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6 PHYSIKALISCHE DATEN DER NATURSTOFFE
6.1 Naturstoffe aus Stamm 5948

6.1.1 Anzucht, Extraktion und Isolierung

Bei dem Stamm 5948 handelt es sich um Coniothyrium sp., der aus Fucus sp. aus der Nordsee
vor Helgoland isoliert wurde. Der Stamm wurde fiir 14 Tage bei Raumtemperatur in einer
1 L-Biomalz-Fliissigkultur auf einem Rundschiittler bei 180 rpm fermentiert. Anschlieend
wurde die Kultur iiber Celite filtriert, Filtrat und Biomasse wurden je dreimal mit Ethylacetat
extrahiert und am Rotationsverdampfer eingeengt. Es resultierten 1.3 g Rohextrakt.

Der Rohextrakt wurde durch Mitteldruckchromatographie an Kieselgel mit einem
Dichlormethan/Methanol-Gradienten (100:0 bis 90:10) in 6 Fraktionen aufgetrennt. Aus
Fraktion 4 konnten durch Sdulenchromatographie an Kieselgel mit Dichlormethan/Methanol
(99:1) als Laufmittel die Naturstoffe 59484e (21, 5.5 mg) und 59484e2 (22, 6.0 mg) isoliert
werden. Fraktion 5 lieferte nach Saulenchromatographie an Kieselgel mit

Dichlormethan/Methanol (96:4) als Laufmittel den Naturstoff 59485a (23, 40 mg).

6.1.2 Coniol (Naturstoff 59484e¢)

Summenformel: C7H,03.—

Molmasse: 144.17 g/mol.—

R-Wert: 0.40 (CH,Cl,/MeOH 9:1).—
Drehwert: [a]?) =-30.5° (c = 0.28, CH,Cl,).—

'H-NMR (200 MHz, CDCl3): & = 0.95 (d, Js5 = 7.0 Hz, 3 H, 8-H), 1.31 (dt, Jgem = 14.4 Hz,
Jiaz = Jaas = 2.8 Hz, 1 H, 4-H%), 1.61 (ddd, Jgem = 14.4 Hz, J43=11.0 Hz, Jus = 53 Hz, 1 H,
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4-Hb), 1.93 (m, 1 H, 3-H), 2.40 (br. s, 2 H, OH), 3.39 (m, 1 H, 1-H), 3.44 (m, 1 H, 6-H), 4.08
(br.s, 1 H, 2-H), 4.16 (br. s, 1 H, 5-H).—

3C-NMR (50 MHz, CDCl5): § = 16.3 (CHs, C-8), 26.4 (CH, C-3), 32.4 (CH,, C-4), 54.7 (CH,
C-6), 58.0 (CH, C-1), 64.1 (CH, C-5), 68.6 (CH, C-2).—

ESIMS (200 °C): m/z = 145.0 [M'+H'] (4.4), 127.1 [M"-H,0] (4.3), 109.1 [M"-2H,0] (1.3).—

6.1.2.1 5-(Acetyloxy)-3-methyl-7-oxabicyclo[4.1.0]hept-2-ylacetat

0

o)fjs\9

Darstellung:

Zu einer Losung von Naturstoff 59484e (6 mg, 0.042 mmol) in Pyridin (0.1 mL) wird
Acetylchlorid (0.1 mL, 1.4 mmol) getropft und 30 min bei Raumtemperatur geriihrt. Nach
Beendigung der Reaktion wird die Reaktionsmischung mit Eis versetzt und weitere 10 min
geriihrt. AnschlieBend wird die Mischung mit Diethylether (2 x 5 mL) extrahiert und die
organische Phase mit 1 mol/L HCI-L6sung (10 mL) und Wasser (10 mL) gewaschen und iiber
Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt und das
Rohprodukt durch priparative Schichtchromatographie gereinigt. Es resultiert 5-(Acetyloxy)-
3-methyl-7-oxabicyclo[4.1.0]hept-2-ylacetat (7.2 mg, 0.032 mmol, 76.2 %) in Form eines
farblosen Ols.

Summenformel: C;1H605.—
Molmasse: 228.24 g/mol.—
R-Wert: 0.85 (CH,Cl,/MeOH 9:1).—

'H-NMR (200 MHz, CDCl3): & = 0.91 (d, Ji03 = 7.0 Hz, 3 H, 10-H), 1.45 (dt, Jyem = 14.6 Hz,
Jias = Juas = 3.7 Hz, 1 H, 4-H%), 1.69 (m, 2 H, 3-H, 4-H"), 2.15 (br. s, 6 H, 9-H, 12-H), 3.29
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(dd, Ji6=3.7Hz, J12 = 1.9 Hz, 1 H, 1-H), 3.48 (t, Jo; = Jos = 3.7, 1 H, 6-H), 5.26 (m, 2 H,
2-H, 5-H).—

BC-NMR (50 MHz, CDCls): & = 15.9 (CHs, C-10), 21.3 (CHs, C-9)*, 21.5 (CHs, C-12)*,
26.1 (CH, C-3), 29.6 (CH,, C-4), 51.8 (CH, C-6), 54.0 (CH, C-1), 67.3 (CH, C-5), 70.5 (CH,
C-2), 170.8 (Cq, C-8)**, 171.2 (Cy, C-8)** —

Die Zuordnung der mit * und ** gekennzeichneten Signale ist vertauschbar.

ESIMS (200 °C): m/z = 229 |[M+H] (1.4), 169 [M+H'-COCHi] (0.4),
109 [M+H"-2 x COCH3] (2.6).—

6.1.3 Coniothyren (Naturstoff 59484e2)

7 10 15
O 11
8 OH

Summenformel: C;5H03.—

Molmasse: 244.29 g/mol.—

R-Wert: 0.46 (CH,Cl,/MeOH 9:1).—

UV (MeOH): Amax (log €) = 276.5 (6.52).—

'"H-NMR (500 MHz, CD;0D): 6 = 2.61 (t, J»; = 7.2 Hz, 2 H, 2-H), 3.58 (t, Ji» = 7.2 Hz, 2 H,
1-H), 4.42 (s, 2 H, 15-H), 6.58 (m, 1 H, 14-H), 6.60 (d, Js4 = 8.5 Hz, 2 H, 5-H, 7-H), 6.70 (m,
2 H, 10-H, 12-H), 6.92 (d, Jys = 8.5 Hz, 2 H, 4-H, 8-H), 7.03 (t, Ji3.12 = Ji3..4 = 8.0 Hz, 1 H,
13-H).—

BC-NMR (125 MHz, CD;0D): & = 38.0 (CH,, C-2), 63.2 (CH,, C-1), 63.7 (CH,, C-15),
113.3 (CH, C-10)*, 113.7 (CH, C-14), 114.7 (CH, 2 C, C-5, C-7), 117.7 (CH, C-12)*, 128.9
(CH, C-13), 129.5 (CH, 2 C, C-4, C-8), 129.6 (C,, C-3), 142.9 (C,, C-11), 155.4 (C,, C-6),
157.2 (Cq, C-9).—

* Die Zuordnung der Signale ist vertauschbar.

CIMS (iso-Butan, 150 °C): m/z (%) = 245 [M+H'] (3.3), 227 [M+H"-H,0] (7.9), 163 (22.0),
121 (67.4).—
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6.1.4 (+)-Epoxydon (Naturstoff 59485a)

0] OH
3 8
(0)
4
OH
23

Summenformel: C;HgO4.—
Molmasse: 156.14 g/mol.—

R-Wert: 0.41 (CH>Cl,/MeOH 9:1).—

Drehwert: [ar]5 =+109.1° (c = 0.31, MeOH) Lit.: [e]) =+93° (¢ =0.29, MeOH).—

'H-NMR (200 MHz, CD;OD): § = 3.44 (d, J; 6 = 4.0 Hz, 1 H, 1-H), 3.83 (m, 1 H, 6-H), 4.21

(m, 2 H, 8-H), 4.76 (t, Js4 = Jss = 2.3, 1 H, 5-H), 6.52 (m, 1 H, 4-H).—

3C-NMR (50 MHz, CD;OD): § = 53.5 (CH, C-1), 54.3 (CH, C-6), 58.5 (CHa, C-8), 64.9

(CH, C-5), 134.7 (C, C-3), 141.1 (CH, C-4), 194.3 (C,, C-2).—

6.1.4.1 Essigsiure-2,4-(diacetyloxy)-6-(acetyloxymethyl)-phenylester

0 0]
2)#0 0)14k15

10
9 O g~ 13
DR
0] 5
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23a
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Darstellung:

Zu einer Losung von Epoxydon (12 mg, 0.077 mmol) in Pyridin (0.1 mL) wird Acetylchlorid

(0.1 mL, 1.4 mmol) getropft und 30 min bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Beendigung der

Reaktion wird die Reaktionsmischung mit Eis versetzt und weitere 10 min gerihrt.

AnschlieBend wird die Mischung mit Diethylether (2 x 5 mL) extrahiert und die organische
Phase mit 1 mol/L HCI-Losung (10 mL) und Wasser (10 mL) gewaschen und iiber

Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt und das
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Rohprodukt durch priparative Schichtchromatographie gereinigt. Es resultiert Essigsdure-2,4-
(diacetyloxy)-6-(acetyloxymethyl)-phenylester (19.4 mg, 0.060 mmol, 78 %) in Form eines
schwach gelben Ols.

Summenformel: C;5H05.—
Molmasse: 324.28 g/mol.—
R-Wert: 0.85 (CH,Cl,/MeOH 9:1).—

'H-NMR (200 MHz, CDCls): & = 2.10 (s, 3 H, 15-H), 2.30 (s, 3 H, 2-H)*, 2.32 (s, 3 H,
10-H)*, 2.34 (s, 3 H, 12-H)*, 5.08 (s, 2 H, 13-H), 7.09 (d, Js; = 2.7 Hz, | H, 5-H), 7.14 (d,
Jrs=2.7Hz, 1 H, 7-H)—

* Die Zuordnung der Signale ist vertauschbar.

BC-NMR (50 MHz, CDCls): & = 20.7 (CHs, C-15), 21.1 (CHs, C-2)*, 21.2 (CHs, C-10)*,
21.5 (CHs, C-12)*, 61.1 (CH,, C-13), 117.6 (CH, C-5), 120.5 (CH, C-7), 131.0 (C,, C-8),
138.5 (C, C-3), 143.2 (Cy, C-4), 148.3 (Cq, C-6), 168.1 (Cy, C-1)**, 168.3 (Cy, C-9)**, 169.2
(Cg» C-11)**,170.9 (C, C-14).—

Die Zuordnung der mit * und ** gekennzeichneten Signale ist vertauschbar.

6.2 Naturstoffe aus Stamm 6282

6.2.1 Anzucht, Extraktion und Isolierung

Bei dem Stamm 6282 handelt es sich um Phoma sp., der aus Fucus serratus vor Helgoland
isoliert wurde. Der Pilz wurde 28 Tage bei Raumtemperatur in einer 5 L-Kultur auf Biomalz-
Festagar mit 3.3 % Meersalz kultiviert und anschlieend lyophylisiert. Das Lyophylisat wurde
mit Ethylacetat iibergossen und mit einem Piirierstab zerkleinert. Anschlieend wurde viermal
mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten Ethylacetatphasen ergaben nach dem Einengen am
Rotationsverdampfer 2.2 g Rohextrakt.

Der so gewonnene Rohextrakt wurde durch Séulenchromatographie an Kieselgel mit einem
Gradienten von reinem Dichlormethan bis Dichlormethan/Methanol (9:1) in 6 Fraktionen
aufgetrennt. Aus Fraktion 2 konnte durch Sdulenchromatographie an Kieselgel mit
Dichlormethan und einer weiteren Reinigung durch Sdulenchromatographie an Sephadex
LH 20 der Naturstoff 62822b4a (24, 1.3 mg) gewonnen werden. Fraktion 3 lieferte nach
Saulenchromatographie an Sephadex LH 20 den Naturstoff 62823b (25, 2.6 mg). Fraktion 4
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enthielt neben Epidioxy-5a,8c-ergosta-6,225-dien-350l die Naturstoffe 62824alb (26,
1.7 mg) und 62824a2 (27, 40 mg), die durch Sdulenchromatographie an Sephadex LH 20 und
Kieselgel mit Dichlormethan/Methanol (95:5) isoliert wurden.

6.2.2 Emodin (Naturstoff 62822b4a)

Summenformel: C;5H;¢Os.—

Molmasse: 270.24 g/mol.—

Schmelzpunkt: Smp. = 250-254 °C (Lit.: 260-263 °C).—
R-Wert: 0.65 (CH,Cl,/MeOH 9:1).—

'"H-NMR (200 MHz, (CD3),CO): § = 2.50 (s, 3 H, 11-H), 6.70 (d, J+.5 = 2.4 Hz, 7-H), 7.18 (s,
1 H, 2-H), 7.29 (d, Js; = 2.4 Hz, 5-H), 7.60 (s, 1 H, 4-H), 10.19 (br. s, 1 H, 3-OH), 12.10 (s,
1 H, OH), 12.22 (s, 1 H, OH).—

3C-NMR (50 MHz, (CD;),CO): & = 21.5 (CHs, C-11), 108.4 (CH, C-2), 109.1 (CH, C-4),
110.0 (Cq, C-9a), 114.0 (C, C-8a), 121.0 (CH, C-5), 124.5 (CH, C-7), 133.8 (C,, C-4a), 136.2
(Cq, C-10a), 149.1 (Cq, C-6), 162.8 (Cq, C-8), 165.7 (Cq, C-1)*, 165.8 (Cq, C-3)*, 181.7 (C,
C-10), 191.3 (C,, C-9)—

* Die Zuordnung der Signale ist vertauschbar.

6.2.3 (3R)-5-Hydroxymellein (Naturstoff 62823b)

OH O

25

Summenformel: C7H;¢0,.—
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Molmasse: 126.15 g/mol.—

Schmelzpunkt: Smp. =228-231°C (Lit.: 234-237 °C).—

Re~Wert: 0.67 (CH,Cl,/MeOH 9:1).—

Drehwert: [er]5 =-81.5° (¢ = 0.26, MeOH) Lit.: [} =-72°-

'H-NMR (200 MHz, CD;0D): § = 1.54 (d, Jos = 6.3 Hz, 3 H, 9-H), 2.65 (dd, Jyem = 16.9 Hz,
Jiaz = 11.3 Hz, 1 H, 4-H%), 3.22 (dd, Jgem = 16.9 Hz, Jy3 = 3.5 Hz, 1 H, 4-H®), 4.73 (m, 1 H,
3-H), 6.74 (d, J25=9.1 Hz, 1 H, 7-H), 7.06 (d, Jo7=9.1 Hz, 1 H, 6-H).—

C-NMR (50 MHz, CD;0D): & = 20.1 (CHs, C-9), 28.4 (CHa, C-4), 76.7 (CH, C-3), 108.2
(Cq C-8a), 115.5 (CH, C-7), 124.0 (CH, C-6), 124.8 (Cy, C-4a), 146.0 (C,, C-5), 155.4 (Cq,
C-8), 170.8 (CO, C-1).—

6.2.4 Phomafuranol (Naturstoff 62824alb)
-
5 \1 2 7
4
OH
26

Summenformel: C7H;¢0,.—
Molmasse: 126.15 g/mol.—
Schmelzpunkt: Smp. = 105-107 °C.—

Re~Wert: 0.56 (CH,Cl,/MeOH 9:1).—
Drehwert: o] =-12.9° (¢ =0.17, CH,Cl,).—
UV (CHCL): Amax (log €) = 272 (5.02).—

'"H-NMR (200 MHz, CDCls): & = 1.78 (d, Js.7 = 6.6 Hz, 3 H, 8-H), 4.22 (m, 1 H, 2-H), 5.03
(br. d, Js» = 5.9 Hz, 1 H, 3-H), 5.54 (ddd, Jo; = 15.3 Hz, Jo, = 7.3 Hz, Je3 = 1.4 Hz, 1 H,
6-H), 591 (dq, Jr6 = 15.3 Hz, Jo5 = 6.6 Hz, 1 H, 7-H), 6.22 (m, 1 H, 4-H), 7.46 (d,
Jsa=5.8Hz, 1 H, 5-H).—
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3C-NMR (50 MHz, CDCls): & = 18.3 (CHs, C-8), 73.9 (CH, C-2), 86.3 (CH, C-3), 123.3
(CH, C-4), 127.7 (CH, C-6), 132.2 (CH, C-7), 153.8 (CH, C-5).—

CIMS (iso-Butan, 150 °C): m/z (%) = 127 [M+H'] (2.2).—

6.2.5 (+)-Phomalacton (Naturstoff 62824a2)

7 9
NG NG N
2 6 8
\ 5
3
> YOH
27

Summenformel: CgH;9O5.—
Molmasse: 154.06 g/mol.—
R-Wert: 0.58 (CH,Cly/MeOH 9:1).—
Drehwert: [a]5, =+64.0° (c =0.07, CHCl;) Lit.: [e]}) =+174.0° (¢ =0.1, CHCl;).—

'"H-NMR (200 MHz, CDCls): 6 = 1.79 (d, Jos = 6.1 Hz, 3 H, 9-H), 3.52 (br. s, | H, OH), 4.17
(br. s, 1 H, 5-H), 4.78 (br. d, Je7 = 7.0 Hz, 1 H, 6-H), 5.75 (m, 1 H, 7-H), 5.92 (m, 1 H, 8-H),
6.05 (dd, J34 = 9.7 Hz, Jss = 1.3 Hz, | H, 3-H), 6.98 (ddd, Js5 = 9.7 Hz, Jy5 = 5.3 Hz,
Jus=1.6 Hz, 1 H, 4-H).—

3C-NMR (50 MHz, CDCls): § = 18.4 (CHs, C-9), 63.4 (CH, C-5), 82.1 (CH, C-6), 122.6
(CH, C-3), 124.6 (CH, C-7), 133.1 (CH, C-8), 145.8 (CH, C-4), 164.6 (Co, C-2).—

6.3 Naturstoffe aus Stamm 6651

6.3.1 Anzucht, Extraktion und Isolierung

Bei dem Pilz 6651 handelt es sich um einen Ascochyta sp., der aus Meliotus dentatus in der
Néhe von Ahrenshoop an der Ostsee isoliert wurde. Der Stamm wirkte im Agardiffusionstest
fungizid und wurde fiir 28 Tage bei Raumtemperatur in einer 12 L-Kultur auf Biomalz-
Festagar angeziichtet.

Die Kulturen wurden nach Ablauf der 28 Tage fiir 3 Tage eingefroren und nach dem Auftauen

von der wifirigen Phase durch Filtration getrennt. Die wélrige Phase und die Biomasse
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wurden getrennt jeweils sechsmal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten
Ethylacetatphasen ergaben nach Einengen am Rotationsverdampfer 29 g Rohextrakt.

Der gewonnene Rohextrakt wurde durch Sédulenchromatographie an Kieselgel mit einem
Gradienten aus Dichlormethan/Methanol (0-10 % in 1 %-Schritten von je 500 mL) in
7 Fraktionen aufgetrennt. Aus Fraktion 1 konnte durch Kristallisation aus Dichlormethan der
Naturstoff 66511b (28, 1.6 g) gewonnen werden. Fraktionen 2 und 3 wurden nachtriglich
wieder vereint und enthielten zwei zweifach ungesittigte Fettsduren sowie die Naturstoffe
66512a (29, 89 mg) und 66512b (30, 9.0 mg), die durch Sidulenchromatographie an Sephadex
LH 20 und préparativer Schichtchromatographie an Kieselgel mit Dichlormethan isoliert
werden konnten. Aus Fraktion 4 konnte durch Sdulenchromatographie an Sephadex LH 20
der Naturstoff 66514a (31, 527 mg) gewonnen werden. Fraktion 5 lieferte den Naturstoff
66515a (32, 413 mg) nach Kristallisation aus Diethylether.

6.3.2 Ascochin (Naturstoff 66511b)

O\ 11 10
5
HO ¢ 3 9
7 1.0
8
OH O

Summenformel: C;2H;¢O0s5.—

Molmasse: 234.05 g/mol.—

Schmelzpunkt: Smp. = 186187 °C.—

R-Wert: 0.69 (CH,Cl,).—

Drehwert: o]} =+287.9° (c = 0.28, CH,Cl,).—

CD (CH3CN): A (Ag) =223 (-14.9), 236 (0.0), 254 (52.7),286 (0.0), 316 (-6.3).—
UV (CH,Cly): Amax (log €) =358 (6.09), 317 (6.85), 272 (7.36).—

IR (KBr): v (em’) = 3126, 2981, 2931, 1703, 1664, 1626, 1597, 1452, 1419, 1365, 1338,
1288, 1271, 1227, 1107, 1063, 1024, 876, 864, 802, 783, 762, 586, 534.—
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Kristallsystem: Monoklin.—
Raumgruppe: P 2,.—

Dimensionen der Zelle: a=6.4068(4)
b=25.767(1) B=91.563(1)
c=12.8166(8)

'"H-NMR (200 MHz, CDCLs): § = 1.63 (d, Jip4 = 7.2 Hz, 3 H, 10-H), 4.36 (q, J4..0 = 7.2 Hz,
1 H, 4-H), 4.75 (d, Jgem = 2.3 Hz, 1 H, 9-H?), 4.96 (d, Jyem = 2.3 Hz, 1 H, 9-H"), 6.44 (s, 1 H,
7-H), 10.15 (s, 1 H, 11-H), 11.65 (s, 1 H, 6-OH), 12.55 (s, 1 H, 8-OH).—

3C-NMR (50 MHz, CDCLy): § = 25.4 (CH,, C-10), 33.2 (CH, C-4), 98.3 (CH,, C-9), 100.7
(Cq, C-8a), 103.9 (CH, C-7), 109.9 (Cq, C-5), 152.1 (C,, C-4a), 155.0 (Cq, C-3), 165.9 (Cq,
C-1), 168.8 (Cq, C-8), 170.3 (Cq, C-6), 191.6 (CH, C-11).—

EIMS (70 eV, 175 °C): m/z (%) = 234 [M'] (100), 217 (13.8), 191 (9.1), 174 (31.9), 164
(39.7), 69 (10.1).—

HREIMS: ber.: 234.05282
gef.: 234.05253

6.3.2.1 (3R,4R)-6,8-Dihydroxy-5-(hydroxymethyl)-3,4-dimethyl-3,4-dihydro-1H-
isochromen-1-on (66511bH)

HO

28a
Darstellung:

Eine Losung von Ascochin (28, 40 mg, 0.17 mmol) in trockenem THF (10 ml) wurde mit
einer katalytischen Menge Palladium/Kohlenstoff (5 Mol-%) versetzt. Anschlieend wurde
unter Wasserstoff-Atmosphdre bei Raumtemperatur ca. 2 Stunden geriihrt. Der Fortgang der
Reaktion wurde mittels DC-Kontrolle verfolgt. Nach Abschlul der Reaktion wurde die

Reaktionslésung iiber Celite filtriert und im Vakuum eingeengt. Das Rohprodukt wurde durch
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praparative Schichtchromatographie an Kieselgel mit Dichlormethan/Methanol (95:5)
gereinigt. Es resultierte (3R,4R)-6,8-Dihydroxy-5-(hydroxymethyl)-3,4-dimethyl-3,4-dihydro-

1 H-isochromen-1-on (28a, 32 mg, 0.13 mmol, 80 %) in Form eines weillen Feststoffes.
Summenformel: C;,H405.—

Molmasse: 238.24 g/mol.—

Schmelzpunkt: Zers. =200 °C.—

R~Wert: 0.63 (CH,Cl,/MeOH 9:1).—

CD (CH3CN): A (Ag) = 218.5 (-6.9), 236.0 (6.0), 247.5 (1.8), 267.5 (8.7), 308.0 (—0.6).—

'H-NMR (200 MHz, CD;0H): § = 1.19 (d, Jio4 = 7.1 Hz, 3 H, 10-H), 1.49 (d, Jo3 = 6.5 Hz,
3 H, 9-H), 3.26 (dq, Ja10 = 7.1 Hz, Ju3 = 2.5 Hz, 1 H, 4-H), 4.61 (d, Jgem = 11.8 Hz, 1 H,
11-H%), 4.70 (m, 1 H, 3-H), 4.69 (d, Jger = 11.8 Hz, 1 H, 11-H?), 6.32 (s, 1 H, 7-H).—

3C-NMR (50 MHz, CDsOH): & = 12.7 (CHs, C-10), 16.9 (CHs, C-9), 33.6 (CH, C-4), 54.3
(CH,, C-11), 77.9 (CH, C-3), 99.3 (C,, C-8a), 101.0 (CH, C-7), 116.2 (Cq, C-5), 148.8 (Cq,
C-4a), 164.2 (Cq, C-8)*, 164.3 (Cq, C-6)*, 171.1 (Cg, C-1)—

* Die Zuordnung der Signale ist vertauschbar.

6.3.3 Ascoketon (Naturstoff 66512a)

29

Summenformel: C,;H005.—

Molmasse: 324.54 g/mol.—

Re~Wert: 0.54 (CH,Cl).—

Drehwert: ]2 =+19.8° (c = 0.44, CH,Cl,).—

IR (Film): v (cm™) = 3460, 2925, 2854, 1712, 1460, 1356.—
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'H-NMR (CDCls, 500 MHz): & = 1.05 (d, J23 = 6.9 Hz, 6 H, 20-H, 21-H), 1.23 (s, 22 H, 5-H,
6-H, 7-H, 8-H, 9-H, 10-H, 11-H, 12-H, 13-H, 14-H, 15-H), 1.32 (m, 2 H, 4-H?, 16-H?), 1.62
(m, 2 H, 4-H",16-H), 2.11 (s, 6 H, 1-H, 19-H), 2.47 (tq, J320 = J34 = 6.9, 2 H, 3-H, 17-H).—

3C-NMR (CDCls, 125 MHz): & = 16.1 (CHs, 2 C, C-20, C-21°), 27.2 (CH, 2 C, C-5, C-15),
27.9 (CHs, 2 C, C-1, C-19), 29.4 (CHa, 2 C, C-7, C-13)*, 29.5 (CH,, 3 C, C-9, C-10, C-11)*,
29.5 (CHa, 2 C, C-8, C-12)*, 29.6 (CH,, 2 C, C-6, C-14)*, 32.9 (CH,, 2 C, C-4, C-16), 47.2
(CH, 2 C, C-3,C-17), 212.7 (Cq, 2 C, C-2, C-18) —

* Die Zuordnung der Signale ist vertauschbar.
EIMS (70 eV, 175 °C): m/z (%) = 324 [M'] (7), 253 (21), 85 (14), 72 (100), 43 (56).—
HREIMS: ber.: 324.30283

gef.: 324.30268

6.3.4 (-)-a-Cyperon (Naturstoff 66512b)

12

o}
30
Summenformel: C;sHy;0.—
Molmasse: 218.33 g/mol.—
R-Wert: 0.49 (CH,Cl,).—
Drehwert: [a]}) =-36.6° (c = 0.9, CH,Cl,) Lit.: [a]) =-92.2° (c =2.04).—

'H-NMR (CDCls, 500 MHz): & = 1.25 (s, 3 H, 9-H), 1.46 (m, 1 H, 5-H?), 1.65 (m, 1 H, 6-H®),
1.73 (m, 2 H, 6-H®, 5-H"), 1.78 (m, 2 H, 4-H), 1.80 (s, 3 H, 10-H), 1.81 (d, Ji312 = 1.1 Hz,
3H, 13-H), 2.07 (m, 2 H, 8-H% 7-H), 2.42 (ddd, Jgm = 16.9 Hz, J3,4. = 4.5 Hz,
Jaaan = 3.5 Hz, 1 H, 3-H%), 2.54 (ddd, Jgem = 16.9 Hz, J3p40 = 13.8 Hz, J3pap = 5.8 Hz, 1 H,
3-H"), 2.76 (m, 1 H, 8-H"), 4.80 (d, J12.;3 = 1.1 Hz, 2 H, 12-H).—
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3C-NMR (CDCl, 125 MHz): & = 10.9 (CHj, C-10), 20.7 (CHs, C-13), 22.5 (CHs, C-9), 26.9
(CH,, C-6), 32.9 (CH,, C-8), 33.8 (CH,, C-3), 35.8 (Cq, C-4a), 37.5 (CH,, C-4), 41.9 (CH,
C-5), 45.9 (CH, C-7), 109.2 (CHa, C-12), 128.8 (C,, C-1), 149.2 (Cq, C-11), 162.1 (Cq, C-8a),
199.1 (Cy, C-2).—

6.3.5 (3R,4R)-4-Hydroxymellein (Naturstoff 66514a)

OH O
8
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6 3.,
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OH
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Summenformel: C;oH;¢O04.—

Molmasse: 194.18 g/mol.—

Schmelzpunkt: Smp. = 108-110 °C (Lit.: 112—-117 °C).—

R-Wert: 0.36 (CH,Cl,).—

Drehwert: [er]5 =-39.2 (¢ = 0.25, MeOH) Lit.: [} =-31° (MeOH).—

'"H-NMR (CDCls, 200 MHz): & = 1.58 (d, Jo3 = 6.6 Hz, 3 H, 9-H), 4.57 (d, Ja3 = 2.1 Hz, 1 H,
4-H), 4.70 (dq, J30 = 6.6 Hz, Js4 = 2.1 Hz, 1 H, 3-H), 6.93 (d, J55 = 7.4 Hz, 1 H, 7-H)*, 6.99
(dd, Js6 = 8.4 Hz, Js» = 0.9 Hz, 1 H, 5-H)*, 7.52 (dd, Jes = 8.4 Hz, Js; = 7.4 Hz, | H, 6-H),
10.93 (br. s, 1 H, 8-OH).—

* Die Zuordnung der Signale ist vertauschbar.

BC-NMR (CDCl3, 50 MHz): § = 16.4 (CH3, C-9), 67.5 (CH, C-3), 78.8 (CH, C-4), 107.2 (C,,
C-8a), 118.7 (C,, C-7)*, 118.9 (Cg, C-5)*, 137.2 (CH, C-6), 141.0 (C,, C-4a), 162.3 (C,, C-8),
169.7 (C,, C-1).—

* Die Zuordnung der Signale ist vertauschbar.
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6.3.6 Ascolacton (Naturstoff 66515a)

32

Summenformel: CisH3004.—
Molmasse: 286.41 g/mol.—
Schmelzpunkt: Smp. = 101-102 °C.—

Re~Wert: 0.51 (CH,Cl,/MeOH 9:1).—
Drehwert: [05]20 =-37.1° (¢ =0.8, CH,Cl,).—

IR (KBr): v (cm™) = 3440, 2954, 2920, 2850, 1755, 1722, 1469, 1385, 1227, 1122, 1092,
1070, 872, 721.—

'"H-NMR (CDCls, 500 MHz): § = 0.90 (t, Ji7.46 = 6.9 Hz, 3 H, 17-H), 1.28 (s, 16 H, 8 x CH,),
1.39 (m, 1 H, 8-H%, 1.48 (m, 1 H, 8-H"), 1.64 (m, 1 H, 7-H%), 1.77 (m, 1 H, 7-H’), 1.83 (dt,
Jeem = 13.6 Hz, Jsas = Jsag = 11.7 Hz, 1 H, 5-H%), 2.28 (dt, Jeem = 13.6 Hz, Jsps =
Jsbe = 3.6 Hz, 1 H, 5-H?), 3.27 (br. s, 1 H, OH), 3.88 (br. s, 1 H, OH), 4.01 (d, J;4= 9.7 Hz,
1 H, 3-H), 4.06 (m, 1 H, 4-H), 4.34 (m, 1 H, 6-H).—

3C-NMR (CDCls, 125 MHz): § = 14.1 (CHj, C-17), 22.7 (CH,, C-16), 24.8 (CH,, C-8), 29.3
(CH,), 29.3 (CHa), 29.4 (CH,), 29.5 (CHa), 29.6 (CHa), 29.7 (CHa), 31.9 (CHa, C-15), 35.7
(CH,, C-7)*, 35.9 (CHa, C-5)*, 69.1 (Cq, C-4), 74.4 (Cq, C-3), 78.6 (Cq, C-6), 1732 (Cq
C-2)—

* Die Zuordnung der Signale ist vertauschbar.

EIMS (70 €V, 200 °C): m/z (%) = 286 (3), 223 (7), 211 (9), 193 (5), 180 (4), 166 (4), 137 (5),
123 (7), 111 (9), 95 (17), 69 (17), 60 (100), 43 (23).—

HREIMS: ber.: 286.21442
gef.: 286.21405
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6.4 Naturstoffe aus Stamm 6577

6.4.1 Anzucht, Extraktion und Isolierung

Der Stamm 6577 , Pseudoanguillospora sp. wurde aus der Rotalge Polyides rotundus aus der
Ostsee bei Ahrenshoop isoliert und 21 Tage bei Raumtemperatur in einer 5 L-Kultur auf
Biomalz-Festagar kultiviert.

Die Agarplatten wurden fiir 3 Tage eingefroren und nach dem Auftauen durch Filtration vom
fliissigen Anteil getrennt. Filtrat und Mycel wurden jeweils viermal mit Ethylacetat extrahiert.
Nach Einengen der vereinigten Ethylacetatphasen resultierten 18 g Rohextrakt.

Der Rohextrakt wurde mit Hexan gewaschen und die Hexanphase verworfen. Anschliefend
wurde der hexanunlosliche Teil in Dichlormethan aufgenommen und die Dichlormethanphase
erneut vom unloslichen Teil getrennt. Durch Kristallisation aus der Dichlormethanphase
konnte zunédchst der Naturstoff 65772 (33, 14.9 g) gewonnen werden. Die Mutterlauge wurde
anschlieend durch Sdulenchromatographie an Kieselgel mit einem Gradienten von reinem
Dichlormethan bis zu einem Gemisch aus Dichlormethan und Methanol (9:1) in 5 Fraktionen
aufgetrennt. Aus Fraktion 3 konnte durch préparative Schichtchromatographie an Kieselgel
mit Dichlormethan/Methanol (93:7) der Naturstoff 6577¢3 (34, 1.5 g) isoliert werden. Der in
Dichlormethan wunlosliche Teil des Rohextraktes enthielt ein groflere Menge des
Abbauproduktes von Naturstoff 65772 und wurde deshalb noch einmal mit Methanol
gewaschen. Die Methanolphase wurde ebenfalls an Kieselgel chromatographiert und mit
einem Gradienten von reinem Dichlormethan bis zu einem Gemisch aus
Dichlormethan/Methanol (9:1) in 4 Fraktionen aufgetrennt. Aus Fraktion 4 konnte der
Naturstoff 6577m4 (35, 222 mg) durch PSC an RP-Kieselgel mit Methanol/Wasser (1:1)

isoliert werden.

6.4.2 Cephalochromin (Naturstoff 65772)

Summenformel: C28H22010.—
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Molmasse: 518.12 g/mol.—
Schmelzpunkt: Zers. = 180 °C (Lit.: >300 °C).—

R-Wert: 0.49 (CH,Cl,/MeOH 9:1).—
Drehwert: [er]5 =+618.2° (¢ =0.11, Dioxan) Lit.: [y =+727° (¢ =0.19, Dioxan).—

'H-NMR (200 MHz, CD;OD): & = 1.44 (d, Ji;» = 6.1 Hz, 6 H, 11-H, 11°-H), 2.70 (d,
Js2=7.4 Hz, 4 H, 3-H, 3>-H), 4.51 (m, 2 H, 2-H, 2°-H), 5.94 (s, 2 H, 10-H, 10>-H), 6.17
(br. s, 2 H, 8-OH, 8’-OH), 6.53 (s, 2 H, 7-H, 7°-H), 9.63 (s, 2 H, 6-OH, 6°-OH), 14.98 (s, 2 H,
5-OH, 5°>-OH).—

3C-NMR (50 MHz, CD;0D): § = 21.3 (CHj, 2 C, C-11, C-11°), 43.6 (CH,, 2 C, C-3, C-3"),
73.7 (CH, 2 C, C-2, C-2°), 100.0 (CH, 2 C, C-10, C-10"), 100.3 (CH, 2 C, C-7, C-7°), 102.7
(Cq, 2 C, C-9, C-9°)*, 102.8 (Cy, 2 C, C-4a, C-4a’)*, 105.8 (Cq, 2 C, C-5a, C-5a’), 142.6 (C,,
2 C, C-9a, C-9a°), 156.7 (Cy, 2 C, C-10a, C-10a’), 160.5 (C,, 2 C, C-8, C-8), 161.1 (Cy, 2 C,
C-6, C-6"), 164.8 (Cq, 2 C, C-5, C-5), 198.9 (Cq, 2 C, C-4, C-4) —

*Die Zuordnung der Signale ist vertauschbar.

EIMS (70 eV, 200 °C): m/z (%) = 518 [M'] (27.6), 194 (8.8), 166 (9.5), 149 (14.3), 125
(10.6), 111 (13.3), 97 (21.3), 83 (27.3), 69 (36.3), 57 (64.4), 43 (100), 28 (95.6).—

6.4.3 Pseudoanguillosporin A (Naturstoff 6577¢3)

34

Summenformel: C;7H»603.—
Molmasse: 278.39 g/mol.—
Schmelzpunkt: Smp. = 4648 °C.—

R-Wert: 0.64 (CH,Cl,/MeOH 9:1).—
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Drehwert: [0{]20 =-724.6° (c = 0.65, MeOH).—

CD (CH3CN): A (Ag) = 198 (-9.8), 231 (0.0), 238 (0.7), 254 (0.0), 282 (—0.5).—

UV (CH3CN): A (log €) =283 (3.42), 201 (4.72).—

IR (Film): v (cm™) = 3437, 3330, 2952, 2922, 2852, 1604, 1462, 1452, 1254, 1105, 1043 .—

'H-NMR (200 MHz, CD;0D): & = 0.92 (t, Ji5.14 = 6.8 Hz, 3 H, 15-H), 1.33 (m, 8 H, 11-H,
12-H, 13-H, 14-H), 1.42 (m, 1 H, 10-H%), 1.60 (m, 3 H, 9-H, 10-H"), 1.98 (s, 3 H, 16-H), 2.33
(dd, Jyem = 16.4 Hz, Jy,3 = 10.8 Hz, 1 H, 4-H%), 2.57 (dd, Jyem = 16.4 Hz, Jy3 = 2.6 Hz, 1 H,
4-H®), 3.50 (m, 1 H, 3-H), 4.51 (d, Jgem = 14.7 Hz, 1 H, 1-H%), 4.85 (d, Jgem = 14.7 Hz, 1 H,
1-H"), 6.21 (s, 1 H, 7-H).—

3C-NMR (125 MHz, CD;0D): § = 9.1 (CHs, C-16), 13.2 (CHs, C-15), 22.4 (CH, C-14), 25.4
(CH,, C-10), 29.1 (CHa, C-12)**, 29.5 (CH,, C-11)**, 31.7 (CH,, C-13), 32.3 (CH,, C-4),
36.0 (CH,, C-9), 64.7 (CHa, C-1), 75.0 (CH, C-3), 99.7 (CH, C-7), 112.7 (Cq, C-5)*, 112.8
(Cq, C-8a)*, 133.4 (C,, C-4a), 150.8 (C,, C-8), 153.5 (Cq, C-6).—

Die Zuordnung der mit * und ** gekennzeichneten Signale ist vertauschbar.

EIMS (70 eV, 200 °C): m/z (%) = 278 [M'] (20), 179 (9), 150 (78), 99 (26), 86 (58), 57 (27),
44 (100), 28 (31)—

HREIMS: ber.: 278.18819

gef.: 278.18869

6.4.4 Pseudoanguillosporin B (Naturstoff 6577m4)

35

Summenformel: C;7H604.—
Molmasse: 294.18 g/mol.—

R-Wert: 0.40 (CH,Cl,/MeOH 9:1).—
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Drehwert: [05]20 =-625.0° (c=0.76, MeOH).—
UV (MeOH): Amax (log €) =427 (4.64), 338 (5.39), 286 (6.36).—
IR (Film): v (cm™) = 3383, 2931, 2858, 1606, 1462, 1335, 1259, 1107, 1045.—

'"H-NMR (500 MHz, CDsOD): & =1.17 (d, Jis.14 = 6.2 Hz, 3 H, 15-H), 1.49 (m, 10 H, 9-H,
10-H, 11-H, 12-H, 13-H), 1.98 (s, 3 H, 16-H), 2.33 (dd, Jgem = 16.6 Hz, J4o3 = 10.8 Hz, 1 H,
4-HY), 2.59 (dd, Jeem = 16.6 Hz, Jyp3 = 2.2 Hz, 1 H, 4-H%), 3.51 (m, 1 H, 3-H), 3.73 (m, 1 H,
14-H), 4.50 (d, Jgem = 14.7 Hz, 1 H, 1-H%), 4.84 (d, Jgem = 14.7 Hz, 1 H, 1-H%), 6.21 (s, 1 H,
7-H).—

BC-NMR (125 MHz, CD;0D): & = 9.0 (CHs, C-16), 22.2 (CHs, C-15), 25.3 (CH,, C-12)**,
25.5 (CH,, C-10)**, 29.5 (CH,, C-11), 32.3 (CH,, C-4), 35.8 (CH,, C-9), 38.8 (CH,, C-13),
64.6 (CHa, C-1), 67.3 (CH, C-14), 74.9 (CH, C-3), 99.6 (CH, C-7), 112.7 (C,, C-5)*, 112.8
(Cq, C-8a)*, 133.4 (C,, C-4a), 150.8 (Cy, C-8), 153.5 (Cy, C-6).—

Die Zuordnungen der mit * und ** gekennzeichneten Signale sind untereinander vertauschbar.

EIMS (70 eV, 200 °C): m/z (%) = 294 [M'] (2), 279 (3), 177 (5), 143 (13), 111 (7), 97 (11),
71 (18), 56 (32), 45 (62), 31 (100).—

HREIMS: ber.: 294.18311
gef.: 294.18316

6.5 Naturstoffe aus Stamm 7067

6.5.1 Anzucht, Extraktion und Isolierung

Bei dem Stamm 7067 handelt es sich um Coniothyrium sp. aus der Pflanze Carpobrotus
edulis von Gomera. Der Stamm wurde fiir 28 Tage in einer 12 L Kultur auf Biomalz-Festagar
bei Raumtemperatur kultiviert. Die Agarplatten wurden fiir drei Tage bei —10 °C eingefroren
und nach dem Auftauen filtriert. Filtrat und Biomasse wurden je fiinfmal mit Ethylacetat
extrahiert und die vereinigten organischen Phasen eingeengt. Es resultierten 27.8 g
Rohextrakt.

Der Rohextrakt wurde mittels Sadulenchromatographie an Kieselgel mit einem
Dichlormethan/Methanol-Gradienten (0-10% in 1 %-Schritten von je 500 mL) in

7 Fraktionen aufgeteilt. Fraktion 4 lieferte nach einer Sdulenchromatographie an Sephadex
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LH 20 durch Kiristallisation aus Dichlormethan den Naturstoff 70674a (36, 52.8 mg). Aus
Fraktion 5 konnten mittels Sdulenchromatographie an Sephadex LH 20 und Kieselgel mit
Dichlormethan/Methanol (9:1) sowohl der Naturstoff 70675b (37, 1.03 g) als auch der
Naturstoff 70675¢ (39, 32.7 mg), der nochmals mittels préparativer Schichtchromatographie
(Laufmittel Dichlormethan/Methanol, 92:8) gereinigt wurde, isoliert werden. Die Fraktion 7
wurde durch eine weitere Sdulenchromatographie an Kieselgel mit Dichlormethan/Methanol
(95:5) in 8 Unterfraktionen aufgeteilt, von denen die sechste nach Sdulenchromatographie an
Sephadex LH 20 und Kieselgel mit Dichlormethan/Methanol (98:2) den Naturstoff 70677c
(40, 134.5 mg) lieferte. Aus der achten Unterfraktion konnte durch S&dulenchromatographie an
Sephadex LH 20 und anschlieBender Kristallisation aus Dichlormethan/Methanol (3:2) der
Naturstoff 70677d (42, 8.2 mg) gewonnen werden. Die Mutterlauge wurde einer weiteren
Sdulenchromatographie an Kieselgel unterzogen und lieferte den Naturstoff 70677f (43,

3.1 mg), der noch einmal durch Sdulenchromatographie an Sephadex LH 20 gereinigt wurde.

6.5.2 Graphislacton A (Naturstoff 70674a)

Summenformel: Ci¢H40¢.—

Molmasse: 302.28 g/mol.—

Schmelzpunkt: Smp. = 232-234 °C (Lit.: 236-237 °C).—
R-Wert: 0.88 (CH,Cl,/MeOH 9:1).—

'H-NMR (DMSO-dg, 200 MHz): § = 2.61 (s, 3 H, 11-H), 3.87 (s, 3 H, 12-H)*, 3.88 (s, 3 H,
13-H)*, 6.51 (d, Js.0 = 1.9 Hz, 1 H, 8-H), 6.83 (s, 1 H, 2-H), 7.07 (br. s, 1 H, 10-H), 9.17 (s,
1 H, OH), 11.89 (s, 1 H, OH).—

* Die Zuordnung der Signale ist vertauschbar.

3C-NMR (DMSO-dq, 50 MHz): § = 25.5 (CHj, C-11), 56.5 (CHs, C-12)*, 56.8 (CHs, C-13)*,
99.2 (Cq, C-6a), 100.1 (CH, C-8), 104.4 (CH, C-10), 111.2 (C4, C-10b), 113.6 (CH, C-2),
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126.9 (Cg, C-1), 133.1 (Cg, C-10a), 138.6 (Cq, C-4), 141.3 (Cq, C-3), 148.8 (C,, C-4a), 164.8
(Cq C-6)**, 165.3 (Cq, C-7)**, 166.7 (Cq, C-9).—

Die Zuordnung der mit * und ** gekennzeichneten Signale ist vertauschbar.

6.5.3 Massarilacton A (Naturstoff 70675b)

37
Summenformel: C;1H405.—
Molmasse: 226.23 g/mol.—
R~Wert: 0.65 (CH,Cl,/MeOH 9:1).—
Drehwert: [a]}) =+15.5° (¢ = 0.35, CH,Cl,) Lit.: [e]) =+8.7° (¢ = 0.3, CH,Cl,).—

'H-NMR (CDCl;, 500 MHz): & = 1.07 (d, Juo = 7.1 Hz, 3H, 11-H), 1.78 (ddd,
Jeem = 15.6 Hz, J3,4 = 6.0 Hz, J3,, = 1.9 Hz, 1 H, 3-H"), 1.95 (q, Jo.1 = 7.1 Hz, 1 H, 9-H),
2.18 (dd, Jgem = 15.6 Hz, J3,» = 3.0 Hz, 1 H, 3-H"), 4.17 (m, 3 H, 2-H, 4-H, 5-H), 4.52 (dd,
Joeem = 2.7 Hz, Jioaga=2.2 Hz, 1 H, 10-H"), 4.71 (d, Jeem = 2.7 Hz, 1 H, 10-H%), 5.63 (t,
J3a100 = 2.2 Hz, 1 H, 8a-H).—

3C-NMR (CDCls, 125 MHz): § = 14.2 (CHs, C-11), 38.5 (CHa, C-3), 46.0 (CH, C-9), 61.5
(Cq, C-5a), 66.3 (CH, C-4)*, 69.4 (CH, C-5)*, 76.8 (CH, C-8a), 83.8 (CH, C-2), 89.6 (CH,,
C-10), 156.6 (C, C-8), 171.8 (Cq, C-6).—

* Die Zuordnung der Signale ist vertauschbar.
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6.5.3.1 Hydroxymassarilacton

Summenformel: C;1H¢0¢.—
Molmasse: 244.24 g/mol.—
R-Wert: 0.52 (CH,Cl,/MeOH 9:1).—

'"H-NMR (CDCls, 500 MHz): 5 = 0.89 (d, J110 = 6.9 Hz, 3 H, 11-H), 1.57 (s, 3 H, 10-H), 1.62
(dd, Jgem = 14.6 Hz, J3pa4 = 5.7 Hz, 1 H, 3-H%), 1.86 (m, 1 H, 9-H), 2.41 (dd, Jgem = 14.6 Hz,
Jsva = 2.2 Hz, 1 H, 3-H°), 4.21 (m 2 H, 2-H, 4-H), 4.56 (d, Jsas = 2.0 Hz, 1 H, 8a-H), 4.71
(dd, Js4 = 4.4 Hz, Js5a=2.0 Hz, 1 H, 5-H).—

BC-NMR (CDCl;, 125 MHz): & = 14.5 (CHs, C-11), 17.0 (CH3, C-10), 35.6 (CH,, C-3), 41.2
(CH, C-9), 67.8 (C,, C-5a), 73.4 (CH, C-4), 79.7 (CH, C-5), 82.0 (CH, C-2), 86.6 (CH, C-8a),
108.7 (Cy, C-8), 174.1 (Cq, C-6).—

EIMS (70 eV, 200 °C): m/z (%) = 226 (6.5), 166 (94.9), 139 (21.2), 93 (28.4), 43 (100.0).—

6.5.4 Massarilacton C (Naturstoff 70675c¢)

Summenformel: C;2H3O0¢.—
Molmasse: 258.27 g/mol.—

R-Wert: 0.58 (CH,Cl,/MeOH 9:1).—
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Drehwert: [05]20 =+51.1° (¢ =0.7, CH,Cl,).—
IR (Film): v (cm™) = 3446, 2949, 1732, 1720, 1271, 1248, 1111, 1093, 1070, 1014.—

'H-NMR (CDCls, 500 MHz): & = 1.01 (d, Jog = 7.0 Hz, 3 H, 9-H), 1.79 (ddd, Jgem = 15.5 Hz,
Jiaz = 5.7 Hz, Jyus = 1.2 Hz, 1 H, 4-H%), 1.86 (q, Jso = 7.0 Hz, 1 H, 8-H), 2.16 (s, 3 H, 13-H),
2.20 (dd, Jgem = 15.5 Hz, Jups = 3.8 Hz, 1 H, 4-H%), 3.69 (s, 3 H, 11-H), 4.11 (d, J»5 = 5.5 Hz,
1 H, 2-H), 4.14 (m, 1 H, 3-H), 4.18 (m, 1 H, 5-H), 5.07 (s, 1 H, 7-H).—

BC-NMR (CDCls, 125 MHz): & = 15.1 (CHs, C-9), 28.7 (CHs, 13-C), 38.2 (CH,, C-4), 45.7
(CH, C-8), 52.3 (CH3, C-11), 64.5 (C, C-1), 66.4 (CH, C-3), 73.6 (CH, C-2), 81.1 (CH, C-5),
81.5 (CH, C-7), 170.8 (C,, C-10), 206.9 (C,, C-12).—

EIMS (70 eV, 200 °C): m/z (%) = 258 (1.3) [M'], 227 (6.0) [M'-OCH;], 215 (47.1)
[M"-COCH;], 183 (100.0), 153 (27.8), 137 (26.0).—

HREIMS: ber.: 258.11035
gef.: 258.10992

6.5.5 Massarilacton D (Naturstoff 70677¢)

40

Summenformel: C;1H140¢6.—
Molmasse: 242.23 g/mol.—
Schmelzpunkt: Smp. = 84-88 °C.—

R~Wert: 0.38 (CH,Cl,/MeOH 9:1).—

Drehwert: [e]5 =-116.1° (¢ = 0.56, MeOH).—
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IR (Film): v (cm™) = 3404, 2918, 1747, 1678, 1441, 1308, 1209, 1140, 1051, 1024, 966, 930,
903.—

'H-NMR (CD;OD, 500 MHz): & = 1.63 (s, 3 H, 11-H), 1.77 (dd, Ji0s = 6.5 Hz, Ji05 = 1.3 Hz,
3 H, 10-H), 3.82 (t, Js» = J34 = 4.2 Hz, | H, 3-H), 4.31 (d, J43 = 4.2 Hz, 1 H, 4-H), 4.85 (dd,
Jrs=7.9Hz, Jo3=42Hz, 1 H, 2-H), 5.79 (m, 1 H, 8-H), 5.95 (m, 1 H, 9-H).—

'3C-NMR (CD;0D, 125 MHz): § = 16.6 (CHs, C-10), 21.8 (CHs, C-11), 62.9 (CH, C-4), 71.2
(CH, C-3), 84.9 (CH, C-2), 99.9 (Cy, C-4a), 101.2 (C,, C-7), 125.2 (CH, C-8), 131.7 (CH,
C-9), 170.1 (Cq, C-5), 174.2 (C,, C-Ta)—

CIMS (iso-Butan, 150 °C): m/z (%) = 485 [2M+H'] (73.1), 243 [M+H'] (100.0), 225
[M-H,O+H'] (11.5), 181 (18.3).—

6.5.6 Coniothyrenol (Naturstoff 70677d)

Summenformel: Cy;H3606.—
Molmasse: 396.52 g/mol.—
Schmelzpunkt: Smp. = 283-285 °C.—

R-Wert: 0.31 (CH,Cl,/MeOH 9:1).—
Drehwert: [a]) =+11.1° (¢ = 0.19, MeOH).—

'H-NMR (CD;OD, 500 MHz): & = 0.76 (s, 3 H, 15-H), 0.77 (s, 3 H, 13-H), 0.81 (s, 3 H,
14-H), 0.99 (m, 1 H, 1-H%, 1.00 (s, 3 H, 16-H), 1.17 (dt, Jgem = J3paona = 13.3 Hz,
Jamaom, = 3.9 Hz, 1 H, 3-H%), 1.35 (br. d, Jeem = 13.3 Hz, 1 H, 3-H"), 1.43 (m, 2 H, 2-H,
4a-H), 1.58 (m, 4 H, 1-H°, 2-H", 5-H% 12-H%), 1.76 (dt, Jeem = 13.1 Hz, Jsmps =
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Jstbaa=2.6 Hz, 1 H, 5-H"), 1.99 (t, Jyem=Ji2mb120=14.4 Hz, 1 H, 12-H"), 2.27 (dd,
Jiarom = 14.3 Hz, Jiza1oma = 4.4, 1 H, 12a-H), 3.27 (d, Ji1.10 = 9.6 Hz, 1 H, 11-H), 3.57 (t,
Josti = Josta = 2.6 Hz, 1 H, 6-H), 3.99 (m, 2 H, 7a-H, 10-H), 4.33 (d, Js.171a = 2.0 Hz, 1 H,
8-H), 5.06 (q Jgem = J171a8 = J175a.10 = 2.0 Hz, 1 H, 17-H%), 5.16 (t, Jyem = J170.10 = 2.0 Hz, 1
H, 17-H°).—

BC-NMR (CD;0OD, 125 MHz): § = 14.3 (CHs, C-13), 18.2 (CH,, C-2), 20.3 (CHs, C-15),
23.1 (CHs, C-16), 26.1 (CH,, C-5), 30.0 (CH,, C-12), 32.1 (CH3, C-14), 32.3 (Cy, C-4), 36.8
(Cg, C-12b), 39.0 (CHa, C-1), 41.9 (CH,, C-3), 42.1 (CH, C-12a), 47.5 (CH, C-4a), 68.9 (CH,
C-8), 71.3 (CH, C-10), 71.6 (C,, C-11a), 74.1 (CH, C-6), 75.5 (CH, C-7a), 77.5 (C,, C-6a),
78.8 (CH, C-11), 103.6 (CH,, C-17), 147.9 (C,, C-9).—

EIMS (70 eV, 200 °C): m/z (%) = 396 (4.1) [M'], 378 (12.2) [M"-H,0], 360 (38.3) [M"-2
H,0], 331 (34.9), 293 (100.0), 189 (35.0), 177 (40.9), 123 (93.1).—

HREIMS: ber.: 396.25119
gef.: 396.25116

6.5.7 Massarigenin E (Naturstoff 70677f)

Summenformel: CgH2,04.—
Molmasse: 172.18 g/mol.—

R-Wert: 0.06 (CH,Cl,/MeOH 8:2).—
Drehwert: [a]ZDO =+58.1° (¢ =0.16, MeOH).—

'H-NMR (CD;OD, 500 MHz): § = 1.07 (d, Js» = 7.0 Hz, 3 H, 8-H), 2.40 (ps. t, J1» =
Ji6=10.9 Hz, 1 H, 1-H), 2.49 (m, 1 H, 2-H), 3.78 (dd, Jg; = 11.3 Hz, Js s = 4.0 Hz, 1 H, 6-H),
4.03 (ps. t, Js4 = Jsg = 4.7 Hz, 1 H, 5-H), 5.69 (dd, J3.4 = 9.9 Hz, J5, = 1.9 Hz, 1 H, 3-H), 5.80
(ddd, Jy3=9.9 Hz, J45 = 5.3 Hz, J4» = 2.6 Hz, 1 H, 4-H).—
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3C-NMR (CD;0D, 125 MHz): & = 18.4 (CHs, C-8), 35.2 (CH, C-2), 50.5 (CH, C-1), 65.0
(CH, C-5), 70.8 (CH, C-6), 125.3 (CH, C-4), 135.0 (CH, C-3), 176.9 (Cy, C-7).—

CIMS (iso-Butan, 150 °C): m/z (%) = 173 [M+H'] (3.1), 155 [M+H " -H,0] (4.6), 137 [M+H"-
2H,0] (1.6).—

6.6 Naturstoff aus Stamm 6754

6.6.1 Anzucht, Extraktion und Isolierung

Der noch nicht identifizierte Stamm 6754, aus Trifolium dubium bei Wustrow an der Ostsee,
wurde fiir 28 Tage in einer 12 L Kultur auf Dinkel-Gerste-Medium bei Raumtemperatur
inkubiert und anschlieBend lyophylisiert. Das Lyophylisat wurde fiinfmal mit je 3 L
Ethylacetat extrahiert und am Rotationsverdampfer eingeengt. Es resultierten 44.4 g
Rohextrakt, die auf Grund des auBergewdhnlich hohen Fettanteils mit 250 mL Hexan
extrahiert wurden. Die verbleibenden 8.4 g entfetteten Rohextrakts wurden mittels einer
Sdulenchromatographie an Kieselgel mit einem Dichlormethan/Methanol-Gradienten (012 %
Methanol in 1 %-Schritten von je 300 mL) in 5 Fraktionen aufgeteilt. Fraktion 5 lieferte durch
Kristallisation aus Dichlormethan/Methanol (88:12) den Naturstoff 67545 (45, 956.9 mg).

6.6.2 1,6-Di-0-acetyl-D-mannitol (Naturstoff 67545)

e
O

OH OH 0
2:3;1560910
OH OH
45

Summenformel: C;oH;305.—

Molmasse: 266.25 g/mol.—

Schmelzpunkt: Smp. = 128-130 °C (Lit.: 129 °C).—
R-Wert: 0.16 (CH,Cl,/MeOH 9:1).—

Drehwert: [er]5 =+10.5° (¢ = 0.62, MeOH).—
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IR (KBr): v (cm™) = 3357, 2949, 2920, 2482, 1741, 1400, 1365, 1242, 1082, 1043, 931, 897,
750, 604, 553, 480, 407.—

Kristallsystem: Triklin.—

Raumgruppe: P 1.—

Dimensionen der Zelle: a=7.249(3) a="77.48(1)
b =7.326(3) B=87.80(1)
c=11.974(5) vy =86.67(1)

'H-NMR (CD;0D, 500 MHz): & = 2.10 (s, 6 H, 8-H, 10-H), 3.81 (d, J3, = 8.8 Hz, 2 H, 3-H,
4-H), 3.89 (ddd, J»5 = 8.8 Hz, Jo1, = 6.1 Hz, Joyp, = 2.5 Hz, 2 H, 2-H, 5-H), 4.19 (dd,
Jyem = 11.5 Hz, J1,2 = 6.1 Hz, 2 H, 1-H*, 6-H®), 4.40 (dd, Jgem = 11.5 Hz, Jip, = 2.5 Hz, 2 H,
1-H®, 6-H").—

3C-NMR (CD;0D, 125 MHz): & = 19.5 (CHj, 2 C, C-8, C-10), 66.6 (CHa, 2 C, C-1, C-6),
68.9 (CH, 2 C, C-2, C-5)*, 69.2 (CH, 2 C, C-3, C-4)*, 171.9 (Cq, C-7, C-9).—

* Die Zuordnung der Signale ist vertauschbar.

CIMS (iso-Butan, 150 °C): m/z (%) = 267 [M+H'] (52.8), 249 [M+H -H,0] (100.0), 231
[M+H"-2H,0] (18.2).—

6.7 Naturstoff aus Stamm 6579

6.7.1 Anzucht, Extraktion und Isolierung

Der Stamm 6579, Ulocladium sp. aus der Rotalge Polysiphonia sp. aus der Ostsee bei
Ahrenshoop, wurde in einer 12 L-Kultur auf Dinkel-Gerste-Medium 28 Tage bei
Raumtemperatur kultiviert. AnschlieBend wurde die Kultur lyophylisiert und das Lyophylisat
fiinfmal mit Ethylacetat extrahiert. Es resultierten 11.4 g Rohextrakt.

Der Rohextrakt wurde mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel mit einem
Dichlormethan/Methanol-Gradienten (0—10 % Methanol in 1 %-Schritten von je 300 ml) in 4
Fraktionen aufgetrennt. Fraktion 3 lieferte nach einer weiteren Sdulenchromatographie an

Kieselgel mit reinem Dichlormethan als Laufmittel den Naturstoff 65793a (46, 866.8 mg).
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6.7.2 (59)-3-({(15,2R,4aR,65,8R,8aR)-2-[(25,35)-2,3-Dimethyloxiran-2-yl]-6,8-
dimethyl-1,2,4a,5,6,7,8,8a-octahydronaphthalin-1-yl}carbonyl)-5-sec-butyl-
4-hydroxy-1-methyl-1,5-dihydro-2 H-pyrrol-2-on (Naturstoff 65793a)

Summenformel: CycH39NOy4.—
Molmasse: 429.59 g/mol.—

R-Wert: 0.93 (CH,Cl/MeOH 9:1).—
Drehwert: ]} =+36.7° (c = 0.42, CH,Cl,).—

'"H-NMR (CDCls, 500 MHz): & = 0.76 (dd, J10.16 = 6.9 Hz, Ji0.14 = 2.1 Hz, 3 H, 19-H), 0.82 (d,
Jws = 7.3 Hz, 3 H, 26-H), 0.90 (m, 6 H, 18-H, 25-H), 1.00 (m, 2 H, 5-H), 1.09 (d,
Jr3p=29Hz, 3 H, 23-H), 1.21 (m, 4 H, 8-H, 24-H), 1.40 (m, | H, 6-H), 1.49 (m, 1 H,
17-H%), 1.64 (m, 3 H, 7-H, 17-H"), 1.88 (m, 1 H, 16-H), 2.00 (m, 1 H, 4a-H), 2.14 (m, 1 H,
8a-H), 2.33 (br. d, Jo3 = 9.9 Hz, 1 H, 2-H), 2.73 (m, 1 H, 22-H), 2.87 (d, Jis14 = 2.5 Hz, 3 H,
15-H), 3.60 (m, 1 H, 14-H), 4.17 (m, 1 H, 1-H), 5.26 (d, J5» = 9.9 Hz, 1 H, 3-H), 5.73 (m,
1 H, 4-H).—

3C-NMR (CDCls, 125 MHz): § = 12.1 (CHs, C-23), 12.4 (CHs, C-18), 13.9 (CHs, 2 C, C-19,
C-24), 20.4 (CHs, C-26), 22.2 (CHs, C-25), 25.1 (CHa, C-17), 26.6 (CHs, C-15), 33.2 (CH,
C-6), 35.1 (CH, C-1), 35.7 (CH, C-16), 37.6 (CH,, C-5), 37.7 (CH, C-8), 37.8 (CH,, C-7),
39.9 (CH, C-4a), 41.8 (CH, C-8a), 51.4 (CH, C-2), 58.6 (CH, C-22), 62.9 (C,, C-21), 69.8
(CH, C-14), 103.8 (Cq, C-12), 125.1 (CH, C-3), 133.7 (CH, C-4), 173.5 (Cq, C-11), 190.1 (C,
C-9), 194.0 (Cg, C-13).—
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EIMS (70 €V, 200 °C): m/z (%) = 429 [M'] (13.5), 411 [M"-H,0] (39.4), 393 [M'"-2H,0]
(11.8), 358 (15.7), 196 (100.0), 169 (38.6).—

6.8 Naturstoffe aus Stamm 6586

6.8.1 Anzucht, Extraktion und Isolierung

Bei dem Stamm 6586 handelt es sich um Acremonium sp., der aus Enteromorpha linza bei
Ahrenshoop an der Ostsee isoliert wurde. Der Stamm wurde in einer 12 L-Kultur fiir 21 Tage
bei Raumtemperatur auf Biomalz-Festagar angeziichtet und nach Ablauf dieser Zeit bei —17°
C tiefgefroren. Nach dem Auftauen wurde die Kultur filtriert und das Filtrat und die Biomasse
jeweils viermal mit FEthylacetat extrahiert. Nach dem Einengen der Ethylacetatphase
resultierten 11.4 g Rohextrakt.

Der resultierende Rohextrakt wurde mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel mit einem
Dichlormethan/Methanol-Gradienten (0—7 % Methanol in 1 %-Schritten von je 300 mL) in
sieben Fraktionen aufgetrennt. Fraktion 3 enthielt den Naturstoff 65863a (48, 11.9 mg), der
durch Séaulenchromatographie an Sephadex LH 20 gewonnen wurde. Aus Fraktion fiinf wurde
durch Saulenchromatographie an Sephadex LH 20 der Naturstoff 65865a (49, 27.7 mg) und
durch anschlieBende Kristallisation der zweiten Fraktion der Gelchromatographie aus

Methanol der Naturstoff 65865b (50, 13.5 mg) isoliert.

6.8.2 2,2-Dimethylchromen-6-ol (Naturstoff 65863a)

Summenformel: Ci;H;,0,.—
Molmasse: 176.21 g/mol.—
R-Wert: 0.61 (CH,Cl,/MeOH 9:1).—

'H-NMR (CDCls, 200 MHz): & = 1.4 (s, 6 H, 9-H, 10-H), 5.67 (d, J43 = 9.7 Hz, 1 H, 4-H),
6.29 (d, J34 = 9.7 Hz, 1 H, 3-H), 6.53 (d, Js» = 2.8 Hz, 1 H, 5-H), 6.61 (dd, J75 = 8.6 Hz,
J7’5 =2.8 HZ, 1 H, 7—H), 6.70 (d, Jgj =8.6 HZ, 1 H, 8—H).—
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3C-NMR (CDCls, 50 MHz): & = 28.0 (CHs, C-9, C-10), 76.2 (Cq, C-2), 113.2 (CH, C-5),
115.9 (CH, C-7), 117.3 (CH, C-8), 122.5 (C,, C-4a), 122.6 (CH, C-4), 132.3 (CH, C-3), 147.0
(Cq, C-8a), 150.0 (Cq, C-6).—

6.8.3 Toluquinol (Naturstoff 65865a)

Summenformel: C;HgO,.—

Molmasse: 124.14 g/mol.—

Schmelzpunkt: Smp. = 118-122 °C (Lit.: 123—-124 °C).—
ReWert: 0.42 (CH,Cl,/MeOH 9:1).—

'H-NMR (CDCls, 200 MHz): § = 2.14 (s, 3 H, 7-H), 6.47 (dd, Js s = 8.3 Hz, Js5 = 3.0 Hz, 1 H,
5-H), 6.59 (m, 2 H, 3-H, 6-H).—

C-NMR (CDCls, 50 MHz): § = 16.4 (CHs, C-7), 113.3 (CH, C-5), 115.8 (CH, C-3), 117.7
(CH, C-6), 125.8 (C,, C-2), 148.2 (C, C-1), 149.8 (Cy, C-4).—

6.8.4 Helvolinsiure (Naturstoff 65865b)

Summenformel: C33H4405.—
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Molmasse: 568.70 g/mol.—

Schmelzpunkt: Smp. = 223-226 °C (Lit.: 230 °C).—

Re~Wert: 0.50 (CH,Cl,/MeOH 9:1).—

Drehwert: [e]5 =-111.9° (¢ = 0.68, CHCls) Lit.: [a]}) =-88.9° (c =1, CHCl).—

'H-NMR (CDCl;, 500 MHz): & = 0.95 (s, 3 H, 23-H), 1.20 (s, 3H, 21-H), 1.30 (d,
Jisa = 6.9 Hz, 18-H), 1.47 (s, 3 H, 22-H), 1.57 (m, 1 H, 11-H%), 1.63 (s, 3 H, 33-H), 1.71 (s,
3 H, 32-H), 1.85 (m, 1 H, 12-H?), 1.94 (d, Jyem = 14.8 Hz, 1 H, 15-H®), 1.97 (s, 3 H, 25-H),
2.00 (m, 1 H, 11-H®), 2.09 (m, 2 H, 29-H), 2.13 (s, 3 H, 20-H), 2.28 (m, 2 H, 5-H, 15-H"),
2.50 (m, 3 H, 12-H", 28-H), 2.62 (m, 2 H, 9-H, 13-H), 2.80 (m, 1 H, 4-H), 5.13 (m, 1 H,
30-H), 5.25 (s, 1 H, 6-H), 5.89 (m, 2 H, 2-H, 16-H), 7.33 (d, J,, = 10.1 Hz, 1 H, 1-H).—

3C-NMR (CDCL, 125 MHz): § = 13.1 (CHs, C-18), 17.8 (CHs, C-33), 17.9 (CHs, C-23),
18.3 (CHs, C-21), 20.5 (CHj, C-25), 20.7 (CHs, C-20), 23.9 (CH,, C-11), 25.7 (CHs, C-32),
25.9 (CH,, C-12), 27.5 (CH;, C-22), 28.3 (CH,, C-29), 28.6 (CH,, C-28), 38.2 (C,, C-10),
40.4 (CH, C-4), 40.7 (CH,, C-15), 41.7 (CH, C-9), 46.6 (C, C-14), 47.2 (CH, C-5), 49.4 (CH,
C-13), 52.7 (C4, C-8), 73.5 (CH, C-16), 73.8 (CH, C-6), 122.8 (CH, C-30), 127.8 (CH, C-2),
130.4 (Cq, C-27), 132.9 (Cq, C-31), 147.7 (C,, C-17), 157.3 (CH, C-1), 168.9 (Cq, C-19),
170.2 (Cq, C-24), 174.1 (Cy, C-26), 201.4 (Cg, C-3), 208.8 (Cq, C-7).—

6.9 Naturstoffe aus Stamm 7165

6.9.1 Anzucht, Extraktion und Isolierung

Bei dem Stamm 7165 handelt es sich um Nigrospora sp., der aus Viburnum rigidum von
Gomera isoliert wurde. Der Pilz wurde fiir 28 Tage bei Raumtemperatur in einer 12 L-Kultur
auf Biomalz-Festagar angeziichtet, anschlieend in kleine Stiicke geschnitten, mit Ethylacetat
iiberschichtet und fiir 24 h stehengelassen. Nach 24 Stunden wurde das Ethylacetat
abdekantiert, der Pilz mit frischem Ethylacetat {iberschichtet und dieser Vorgang fiinfmal
wiederholt. Die vereinigten Ethylacetatphasen ergaben 10.9 g Rohextrakt.

Der gewonnene Rohextrakt wurde mittels S&ulenchromatographie an Kieselgel mit einem
Dichlormethan/Methanol-Gradienten (0—-10 % Methanol in 1 %-Schritten von je 500 mL) in 5
Fraktionen aufgetrennt. Aus Fraktion 1 kristallisierte der Naturstoff 71651b (52, 185.6 mg)

aus Dichlormethan. Aus der Mutterlauge konnten mittels einer weiteren
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Saulenchromatographie an Kieselgel mit reinem Dichlormethan die Naturstoffe 71651a (51,
219.7 mg) und 71651c (53, 135.5 mg) isoliert werden. Fraktion 2 lieferte nach
Sdulenchromatographie an Sephadex LH 20 die Naturstoffe 71652a (54, 10.7 mg) und
71652b (55, 43.5 mg).

6.9.2 8-Methoxynaphthalin-1-ol (Naturstoff 71651a)

9
oH o~

Summenformel: C;;H;¢0,.—

Molmasse: 174.20 g/mol.—

Schmelzpunkt: Smp. = 51-52 °C (Lit.: 55-56 °C).—
Re~Wert: 0.91 (CH,Cl).—

'H-NMR (CDCls, 200 MHz): & = 3.97 (s, 3 H, 9-H), 6.75 (d, J25 = 7.6 Hz, 1 H, 7-H), 7.07
(dd, Jo3 = 7.1 Hz, Jo4 = 1.6 Hz, 1 H, 2-H), 7.43 (m, 4 H, 3-H, 4-H, 5-H, 6-H), 9.49 (s, | H,
OH).—

BC-NMR (CDCls;, 50 MHz): & = 56.4 (CH3, C-9), 104.4 (CH, C-2), 110.9 (CH, C-7), 115.6
(Cq, C-8a), 119.4 (CH, C-4), 122.3 (CH, C-5), 126.2 (CH, C-6), 128.2 (CH, C-3), 137.3 (C,,
C-4a), 155.1 (C,, C-8), 156.6 (C,, C-1).—

6.9.3 1,8-Dimethoxynaphthalin (Naturstoff 71651b)

Summenformel: C;,H,0,.—
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Molmasse: 188.22 g/mol.—
Schmelzpunkt: Smp. = 154-157 °C (Lit.: 158-161 °C).—
Re~Wert: 0.80 (CH,Cl,).—

'H-NMR (CDCl;, 200 MHz): & = 4.03 (s, 6 H, 9-H, 10-H), 6.90 (dd, J»5 = 6.6 Hz,
Jra =23 Hz, 2 H, 2-H, 7-H), 7.40 (m, 4 H, 3-H, 4-H, 5-H, 6-H).—

3C-NMR (CDCls, 50 MHz): & = 56.9 (CHs, 2 C, C-9, C-10), 106.6 (CH, 2 C, C-2, C-7),
118.0 (C,, C-8a), 121.3 (CH, 2 C, C-4, C-5), 126.8 (CH, 2 C, C-3, C-6), 137.8 (C,, C-4a),
157.5 (Cq, 2 C, C-1, C-8).—

6.9.4 5-Hydroxy-2-methylchroman-4-on (Naturstoff 71651c)

OH O

Summenformel: C;oH;¢O3.—
Molmasse: 178.19 g/mol.—

R-~Wert: 0.85 (CH,Cl,).—
Drehwert: [e]5) =0° (¢ =0.1, CH,Cl,).—

'H-NMR (CDCls, 200 MHz): & = 1.51 (d, Jo = 6.3 Hz, 3 H, 9-H), 2.68 (m, 2 H, 3-H), 4.55
(m, 1 H, 2-H), 6.42 (dd, Jo7 = 8.3 Hz, Jos = 0.6 Hz, 1 H, 6-H)*, 6.48 (dd, Js; = 8.3 Hz,
Jso= 0.6 Hz, 1 H, 8-H)*, 7.34 (t, J15=J75 = 8.3 Hz, | H, 7-H), 11.73 (s, 1 H, OH).—

* Die Zuordnung der Signale ist vertauschbar.

3C-NMR (CDCls, 50 MHz): § = 21.2 (CHs, C-9), 44.2 (CH,, C-3), 74.2 (CH, C-2), 107.7
(CH, C-6)*, 108.4 (C,, C-4a), 109.5 (CH, C-8)*, 138.5 (CH, C-7), 162.1 (Cq, C-5)**, 162.5
(Cq, C-8a)**, 198.9 (Cy, C-4).—

Die Zuordnungen der mit * und ** gekennzeichneten Signale sind vertauschbar.



Physikalische Daten der Naturstoffe 132

6.9.5 2,6-Dihydroxybutyrophenon (Naturstoff 71652a)

OH O

Summenformel: C;o0H12,03.—

Molmasse: 180.20 g/mol.—

Schmelzpunkt: Smp. = 112-114 °C (Lit. 116-118 °C).—
ReWert: 0.73 (CH,Cl,/MeOH 95:5).—

'"H-NMR (CDCls, 200 MHz): & = 1.03 (t, Ji0o = 7.4, 3 H, 10-H), 1.78 (tq, Jo.10 = Jos = 7.4 Hz,
2 H, 9-H), 3.16 (t, Jso = 7.4 Hz, 2 H, 8-H), 6.43 (d, Js4 = 7.8 Hz, 2 H, 3-H, 5-H), 7.25 (t, Ja2
=Js5=7.8 Hz, 1 H, 4-H), 10.06 (br. s, 2 H, OH).—

C-NMR (CDCls, 50 MHz): § = 14.3 (CHs, C-10), 18.2 (CHa, C-9), 47.1 (CHa, C-8), 108.7
(CH, 2 C, C-3, C-5), 110.6 (Cg, C-1), 136.1 (CH, C-4), 161.8 (C,, 2 C, C-2, C-6), 208.5 (Cq,
C-7)—

6.9.6 Helicascolid C (Naturstoff 71652b)

Summenformel: C;,H303.—
Molmasse: 210.27 g/mol.—
Schmelzpunkt: Smp. = 6972 °C.—

R~Wert: 0.89 (CH,Cl,/MeOH 9:1).—
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Drehwert: [05]20 =+35.0° (c = 0.1, CH,Cl,).—

IR (KBr): v (em™) = 2979, 2935, 2864, 1745, 1716, 1466, 1387, 1346, 1302, 1271, 1157,
1119, 1011, 995, 854, 764.—

'H-NMR (CDCls, 500 MHz): & = 0.99 (d, Jos = 6.8 Hz, 3 H, 9-H), 1.43 (s, 6 H, 7-H, 8-H),
1.70 (m, 6 H, 12-H, 13-H), 2.72 (dq, Jss = 11.3 Hz, Jso = 6.8 Hz, 1 H, 5-H), 4.48 (d,
Jos=113Hz, 1 H, 6-H), 5.64 (m, 1 H, 11-H).—

BC.NMR (CDCls, 125 MHz): & = 9.7 (CHs, C-13), 9.9 (CHs, C-9), 13.3 (CH, C-12), 23.5
(CHs, C-7), 23.6 (CHj, C-8), 43.8 (CH, C-5), 51.6 (Cy, C-3), 85.0 (CH, C-6), 128.4 (CH,
C-11), 130.4 (Cg, C-10), 174.4 (C, C-2), 208.5 (Cq, C-4).—

EIMS (70 eV, 200 °C): m/z (%) = 210 [M'] (7.2), 182 (8.9), 126 (13.2), 96 (33.5), 70
(100.0).—

HREIMS: ber.: 210.12559
gef.: 210.12543
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7 SYNTHESEVORSCHRIFTEN UND PHYSIKALISCHE DATEN

7.1 Darstellung von 3-Methoxy-pent-2-ensiuremethylester

N
O/

57

Eine Losung von 3-Oxovaleriansduremethylester (50.0 g, 038 mol) und
Orthoameisenséduretrimethylester (40.8 g, 0.38 mol) in Methanol (50 mL) wird mit konz.
H,SO4 (15 Tropfen) versetzt und 4 Tage geriihrt. AnschlieBend wird der Ansatz 3 h unter
RiickfluB3 erhitzt, Ameisensduremethylester und Methanol werden abdestilliert und das
zuriickbleibende Rohprodukt wird im Vakuum fraktionierend destilliert. Der Enolether wird
in Form einer farblosen Fliissigkeit erhalten (49.4 g, 0.34 mol, 90 %, Sdp. 119-122 °C/165

mbar).

'H-NMR (CDCls, 200 MHz): & = 1.04 (t, Js4 = 7.5 Hz, 3 H, 5-H), 2.69 (q, Jas = 7.5 Hz, 2 H,
4-H), 3.56 (s, 3 H, OCH3), 3.59 (s, 3 H, OCH3), 4.90 (s, 1 H, 2-H).—

3C-NMR (CDCls, 50 MHz): § = 12.0 (CHj, C-5), 25.7 (CHa, C-4), 50.8 (CHs, OCH3), 55.6
(CH3, OCH3), 89.7 (CH, C-2), 168.2 (Cq, C-3), 178.3 (Cq, C-1)—

7.2 Darstellung von (1,3-Dimethoxypenta-1,3-dienyloxy)-trimethylsilan

TMS
\O O/

\)\A
O/

58

Zu einer auf —10 °C gekiihlten Losung aus Diisopropylamin (22 mL, 156 mmol) in trockenem
THF (100 mL) wird unter Ar-Atmosphire langsam n-Butyllithium-Losung (62 mL, 156
mmol) getropft. Die Losung wird 20 min bei dieser Temperatur gehalten. AnschlieBend wird
auf —78 °C abgekiihlt und tropfenweise mit 3-Methoxy-pent-2-ensduremethylester (20 g, 139
mmol) in THF (20 mL) versetzt. Das Reaktionsgemisch wird 1 h bei —78 °C geriihrt und
anschlieend mit einer Lésung aus TMSCI (23 mL, 182 mmol) in THF (20 mL) versetzt.
Nach 30 min wird das Gemisch auf RT erwidrmt und das THF am Rotationsverdampfer
grofBtenteils entfernt. Der Riickstand wird in Hexan aufgenommen, filtriert und erneut

eingeengt. Das Produkt wird als blaBgelbes Ol erhalten (28.6 g, 132 mmol, 95 %).
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'H-NMR (CDCls, 200 MHz): § = 0.26 (s, 12 H, TMS), 1.66 (d, Js4 = 6.9 Hz, 3 H, 5-H), 3.54
(s, 3 H, OCH;), 3.59 (s, 3 H, OCH3), 4.03 (s, 1 H, 2-H), 4.88 (q, Jus = 6.9 Hz, 1 H, 4-H).—

3C-NMR (CDCls, 50 MHz): § = 0.7 (CHs, TMS), 10.7 (CHj, C-5), 55.3 (CHs, OCH3), 57.8
(CHs, OCH3), 74.7 (CH, C-2), 104.7 (CH, C-4), 151.8 (Cg, C-3), 158.2 (C, C-1).—

7.3 Darstellung von 3-Chlorpent-2-endisiuredimethylester

(0] Cl (0]
)J\/K/U\
\O O/
60

In einen trockenen 500 mL Dreihalskolben mit Stopfen, Gaseinlass und Trockenrohr wird 3-
Oxopentandisduredimethylester (60 g, 297 mmol) gegeben und unter stetiger Schutzgaszufuhr
Phosphorpentachlorid (65 g, 313 mmol) in kleinen Portionen iiber einen Zeitraum von einer
halben Stunde hinzugegeben. Nach beendeter Zugabe wird die Reaktionsmischung im
Wasserbad fiir eine halbe Stunde auf 40 °C erwérmt, anschlieBend in einem Eisbad gekiihlt,
auf 100 g Eis gegeben und fiir 15 min geriihrt. Nach Abtrennen der organischen Phase, wird
die wilrige Phase dreimal mit Dichlormethan extrahiert (je 100 mL) und die vereinigten
organischen Phasen liber MgSO, getrocknet. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt.
Das erhaltene rote Ol wird in einem 500 mL Rundhalskolben mit trockenem Methanol (300
mL) und konzentrierter Schwefelsdure (20 mL) versetzt und fiir 18 Stunden unter Riickflufl
erhitzt. AnschlieBend wird das Losungsmittel entfernt und das erhaltene gelbe Ol auf Wasser
(100 mL) gegeben und mit NaCl gesittigt. Die Mischung wird mit Ether extrahiert
(8 x 100 mL) und die vereinigten organischen Phasen nacheinander mit gesittigter NaHCOs-
Losung (150 mL) und NaCl-Losung (150 mL) gewaschen und iiber MgSO, getrocknet. Das
Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt. Nach Destillation im Vakuum wird der

Ester als farbloses Ol erhalten (24.3 g, 126 mmol, 43 %, Sdp.: 70-77 °C/0.9 mbar)

'"H-NMR (CDCls, 200 MHz): & = 3.74 (s, 3 H, OCH3), 3.76 (s, 3 H, OCHj), 4.12 (s, 2 H,
4-H), 6.28 (s, 1 H, 2-H).—

3C-NMR (CDCls, 50 MHz): § = 41.7 (CHa, C-4), 52.2 (CHs, OCHs), 52.8 (CHs, OCHs),
122.0 (CH, C-2), 147.5 (Cg, C-3), 165.0 (Cg, C-1), 168.7 (Cq, C-5).—



Synthesevorschriften und Physikalische Daten 136

7.4 Darstellung von Penta-2,3-diendicarbonsiuredimethylester

O
\O)H|
i
H(o\
O

61

Zu einer Losung von 3-Chlorpent-2-endicarbonsduredimethylester (24.3 g, 126 mmol) in
trockenem THF (100 mL) wird unter Schutzgasatmosphére bei 0 °C langsam Triethylamin
(20 ml, 145 mmol) getropft. Das Reaktionsgemisch wird 18 Stunden bei 05 °C geriihrt und
anschlielend der entstandene Feststoff durch eine Vakuumfiltration entfernt und mit Ether
(3 x 75 mL) gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen werden mit HCI-Losung
(1 mol/L, 3 x 75 mL) und gesittigter NaCI-Losung (3 x 75 mL) gewaschen, iiber MgSOy4
getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Allen wird als gelbes, viskoses

Ol erhalten (19.2 g, 123 mmol, 98 %).

'"H-NMR (CDCls, 200 MHz): § = 3.78 (s, 6 H, 2 x OCHj), 6.05 (s, 2 H, 2-H, 4-H).—

3C-NMR (CDCls, 50 MHz): § = 52.9 (CHj, 2 C, 2 x OCHs), 92.5 (CH, 2 C, C-2, C-4), 164.1
(C, 2 C, C-1, C-5), 220.1 (Cy, C-3).—

7.5 Darstellung von 4,6-Dimethoxy-2-(2-methoxy-2-oxoethyl)-3-methyl-
benzoesduremethylester und 6-Hydroxy-4-methoxy-2-(2-methoxy-2-

oxoethyl)-3-methyl-benzoesiuremethylester

\o OH
CO,CH,4 CO,CH3
+
o COCH; 4 CO,CH;
| |
62a 62b

Bei 0 °C wird unter Riithren und Schutzgasatmosphire (1,3-Dimethoxypenta-1,3-dienyloxy)-
trimethylsilan (28.6 g, 132 mmol) zu dem vorgelegten Penta-2,3-diendicarbonsdure-
dimethylester (19.2 g, 123 mmol) gegeben. Das sich unter Reaktion dunkel verfirbende

Gemisch wird 5 h bei 0-5 °C geriihrt und anschlieend unter Kiihlung mit methanolischer
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HCI (1.54 mmol/L) versetzt bis ein Farbumschlag nach gelborange eintritt. Das Losungsmittel
wird im Vakuum entfernt und das Rohprodukt chromatographisch gereinigt. Nach
Séulenchromatographie an Kieselgel (Hexan/Dichlormethan 1:1) werden die Substanzen
4,6-Dimethoxy-2-(2-methoxy-2-oxoethyl)-3-methyl-benzoesduremethylester (15.7 g, 55.6
mmol, 45 %, Smp.: 76 °C) und 6-Hydroxy-4-methoxy-2-(2-methoxy-2-oxoethyl)-3-methyl-
benzoesdure-methylester (4.2 g, 15.6 mmol, 13 %, Smp.: 63-64 °C) erhalten
(Gesamtausbeute 58 %).

4.6-Dimethoxy-2-(2-methoxy-2-oxoethy])-3-methyl-benzoesiuremethylester (62a):

Summenformel: C;4H506.—
Molmasse: 282.29 g/mol.—

R~-Wert: 0.86 (CH,Cl,/MeOH 9:1).—
UV (CHxCL): A (log €) =289 (6.7).—

IR (KBr): v (cm™) = 3010, 2956, 2900, 2846, 1741, 1728, 1599, 1469, 1442, 1431, 1317,
1267, 1221, 1203, 1169, 1149, 1088, 991, 964, 945, 820.—

'H-NMR (CDCls, 500 MHz): & = 2.08 (s, 3 H, 3-CHj), 3.64 (s, 2 H, 2-CH.), 3.65 (s, 3 H,
OCHs), 3.80 (5, 3 H, OCH3), 3.82 (s, 3 H, OCH3), 3.84 (s, 3 H, OCH;), 6.41 (s, 1 H, 5-H).—

BC-NMR (CDCls, 125 MHz): § = 11.7 (CHs, 3-CHj3), 36.0 (CH,, 2-CH,), 52.0 (CHs, OCHj),
52.1 (CHs, OCH3), 55.6 (CHs, 4-OCH3), 56.1 (CHs, 6-OCH3), 94.4 (CH, C-5), 116.4 (C,,
C-1), 118.5 (Cy, C-3), 132.4 (C, C-2), 156.1 (Cy, C-6), 159.5 (Cy, C-4), 168.5 (C,, CO) 171.0
(Cq, CO).—

EIMS: m/z (%) = 282 (33.1), 250 (42.5), 222 (100.0), 207 (68.9).—

HREIMS: ber.: 282.11034
gef.: 282.11048

6-Hydroxy-4-methoxy-2-(2-methoxy-2-oxoethyl)-3-methyl-benzoesiuremethylester (62b):

Summenformel: C3H0¢.—
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Molmasse: 268.26 g/mol.—
R-Wert: 0.88 (CH,Cl,/MeOH 9:1).—
UV (CH,CL): A (log €) =311 (6.8), 272 (6.7).—

IR (KBr): v (cm™) = 3437, 3020, 2989, 2956, 2885, 1730, 1651, 1603, 1433, 1367, 1333,
1286, 1240, 1200, 1151, 1117, 1066, 1016, 982, 947, 837, 810, 775.—

'H-NMR (CDCls, 500 MHz): & = 2.05 (s, 3 H, 3-CHs), 3.66 (s, 3 H, OCHs), 3.78 (s, 3 H,
OCH3), 3.82 (s, 3 H, OCH3), 3.84 (s, 3 H, OCHj), 3.90 (s, 2 H, 2-CHy), 6.37 (s, 1 H, 5-H),
11.34 (s, 1 H, OH).—

BC-NMR (CDCls, 125 MHz): & = 11.7 (CHs, 3-CH3), 37.6 (CH,, 2-CH,), 52.1 (CH3, 2 C,
2 x OCH3), 55.9 (CHs, 4-OCH3), 98.7 (CH, C-5), 105.5 (C, C-1), 119.6 (C,, C-3), 135.6 (C,,
C-2), 163.0 (Cq, C-6), 163.4 (C,, C-4), 171.6 (C,, CO), 172.1 (C,, CO).—

EIMS: m/z (%) = 268 (52.6), 236 (61.0), 208 (100.0), 193 (79.6), 165 (47.3).—

HREIMS: ber.: 268.09469
gef.: 268.09463

7.6 Darstellung von 2-(Carboxymethyl)-4,6-dimethoxy-3-methyl-

benzoesaure

CO,H

CO,H

63
Zu einer Losung von 4,6-Dimethoxy-2-(2-methoxy-2-oxoethyl)-3-methyl-
benzoesduremethylester (10.0 g, 39 mmol) in Ethanol (100 mL) und Wasser (100 mL) wird
KOH (8 g) gegeben und die Losung 48 h unter Riickflufl erhitzt. Nach beendeter Reaktion
(DC-Kontrolle) wird das Reaktionsgemisch mit HCI (1 mol/L) angesduert und das Ethanol im
Vakuum entfernt. Die 2-(Carboxymethyl)-4,6-dimethoxy-3-methyl-benzoesédure (9.1 g,
35.8 mmol, 91 %, Smp.: 200-201 °C) fillt als weiller Feststoff aus.
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Summenformel: C;,H40¢.—

Molmasse: 254.24 g/mol.—

Re~Wert: 0.05 (CH,Cl,/MeOH 9:1).—

UV (CH30H): A (log €) = 290 (6.6), 269 (6.3).—

IR (KBr): v (em™) = 3419, 3105, 3020, 2956, 2850, 1716, 1693, 1595, 1469, 1437, 1321,
1290, 1236, 1159, 1119, 1090, 1012, 935, 833.—

'H-NMR (CDsOD, 200 MHz): § = 2.12 (s, 3 H, 3-CHj), 3.76 (s, 2 H, 2-CH,), 3.88 (s, 3 H,
OCHs), 3.90 (s, 3 H, OCH3), 6.63 (s, 1 H, 5-H).—

3C-NMR (CD;0D, 50 MHz): § = 10.3 (CHj, 3-CHs), 35.9 (CHa, 2-CH,), 55.3 (CH;, OCH3),
55.6 (CHs, OCH3), 94.6 (CH, C-5), 117.3 (Cq, C-1)*, 118.5 (Cq, C-3)*, 132.8 (Cy, C-2), 156.4
(Cq, C-6), 159.9 (Cq, C-4), 171.1 (Cq, COOH), 173.4 (Co, COOH).—

* Die Zuordnung der Signale ist vertauschbar.

EIMS: m/z (%) = 254 (32.8), 236 (100.0), 208 (64.7), 192 (89.4) 134 (77.5).—

HREIMS: ber.: 254.07904
gef.: 254.07886

7.7 Darstellung von 4,6-Dimethoxy-2-(2-methoxy-2-oxoethyl)-3-methyl-

benzoesiaure

COOH

~ COOCH;

64
Eine Losung von 2-(Carboxymethyl)-4,6-dimethoxy-3-methyl-benzoesédure (8.7 g, 34 mmol)

in CH,Cl, (140 mL) und Methanol (25 mL) wird mit p-Toluolsulfonsdure (20 mg) fiir 5 h
unter RiickfluB erhitzt. Das Losungsmittel wird im Vakuum entfernt, der Riickstand in
Methanol (30 mL) aufgenommen und die Losung 24 h unter Riickflu erhitzt, um die

Veresterung zu vervollstindigen. Das Losungsmittel wird unter vermindertem Druck entfernt



Synthesevorschriften und Physikalische Daten 140

und der Riickstand durch Sdulenchromatographie an Kieselgel gereinigt. Der Monoester

4.1 g, 15 mmol, 44 %, Smp.: 133—134 °C) wird als weiBler Feststoff erhalten.
g p

Summenformel: C;3H606.—

Molmasse: 268.26 g/mol.—

R-Wert: 0.55 (CH,Cl,/MeOH 9:1).—

UV (CH,ClL): A (log €) =295 (6.7), 268 (6.4).—

IR (KBr): v (cm™) = 3122, 3024, 2981, 2954, 2848, 2636, 2536, 1724, 1664, 1591, 1481,
1468, 1439, 1331, 1269, 1219, 1173, 1119, 1093, 1009, 933, 850, 822, 760, 739, 658.—

'H-NMR (CD;OD, 200 MHz): § = 2.10 (s, 3 H, 3-CH3), 3.69 (s, 3 H, OCH3), 3.79 (s, 2 H,
2-CH,), 3.88 (s, 3 H, OCHs), 3.90 (s, 3 H, OCH3), 6.64 (s, 1 H, 5-H).—

3C-NMR (CD;OD, 50 MHz): & = 10.4 (CHs, 3-CHs), 35.7 (CHa, 2-CH>), 51.5 (CHs, OCH),
55.3 (CHs, OCHj), 55.6 (CHs, OCHs), 94.6 (CH, C-5), 117.5 (Co, C-1)*, 118.4 (Cy, C-3)*,
132.4 (Cq, C-2), 156.3 (Cq, C-6), 159.9 (Cg, C-4), 171.1 (C, COOH), 172.1 (Cq, COOCH3).—

* Die Zuordnung der Signale ist vertauschbar.
EIMS: m/z (%) = 268 (89.8), 222 (100.0), 208 (98.3), 193 (67.5), 165 (37.6).—

HREIMS: ber.: 268.09469
gef.: 268.09483

7.8 Darstellung von 2-(3,5-dimethoxy-2,6-dimethylphenyl)-essigsiure-

methylester

70

Zu ceiner Losung von 4,6-Dimethoxy-2-(2-methoxy-2-oxoethyl)-3-methylbenzoesidure

(100 mg, 0.4 mmol) in THF (7 mL) wird unter Schutzgasatmosphére bei 0 °C eine BH3/THF-
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Losung (1 mol/L, 0.6 mL) langsam zugetropft und der Reaktionsverlauf diinnschicht-
chromatographisch verfolgt. Nach beendeter Reaktion wird mit verdiinnter HCI (2 mol/L)
angesduert und die wélrige Phase mit Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wird mit
gesittigter NaCl-Losung gewaschen, liber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wird durch Sdulenchromatographie an
Kieselgel mit Dichlormethan gereinigt. Es resultierten 83 mg (0.35 mmol, 83 %,
Smp.: 60-61 °C)

Summenformel: C3H304.—
Molmasse: 238.28 g/mol.—

R~Wert: 0.90 (CH,Cl,/MeOH 9:1).—
UV (CH,Cl,): A (log &) =288 (6.6).—

IR (KBr): v (em™) = 2999, 2958, 2933, 2831, 1730, 1601, 1491, 1471, 1435, 1306, 1236,
1200, 1151, 1105, 1018, 993, 804.—

'"H-NMR (CDCls, 200 MHz): § = 2.19 (s, 6 H, 2-CHs, 6-CHs), 3.72 (s, 3 H, OCHs), 3.77 (s, 2
H, 1-CH,), 3.86 (s, 6 H, 3-OCHs, 5-OCHs), 6.49 (s, 1 H, 4-H).—

3C-NMR (CDCls, 50 MHz): § = 12.0 (CHs, 2 C, 2-CHj, 6-CHs), 36.0 (CH,, 1-CH,), 52.3
(CHs, OCH3), 56.3 (CH3, 3-OCHs, 5-OCHs), 95.5 (CH, C-4), 118.2 (C, C-2, C-6), 133.9 (Cy,
C-1), 156.5 (Cg, C-3, C-5), 172.2 (Cq, CO).—

EIMS: m/z (%) = 238 (67.6), 178 (43.7), 165 (100.0).—

HREIMS: ber.: 238.12051
gef.: 238.12091
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7.9 Darstellung von 6,8-Dimethoxy-5-methyl-4 H-isochromen-1,3-dion

1"

OCH;0
g
7 10
10 4 3
H,CO™ 6% o)
9
71

Zu einer Suspension von 4,6-Dimethoxy-2-(2-methoxy-2-oxoethyl)-3-methylbenzoesidure
(1 g, 3.9 mmol) in trockenem Aceton (30 mL) wird Acetylchlorid (20 g, 70 mmol) getropft.
Die Reaktionsmischung wird 2 h bei Raumtemperatur gerithrt und anschlieBend am
Rotationsverdampfer eingeengt. Das Rohprodukt wird mit Hexan gewaschen und
anschlieBend aus Hexan/Dichlormethan (1:1) kristallisiert. Es resultieren 808 mg
6,8-Dimethoxy-5-methyl-4H-isochromen-1,3-dion (3.4 mmol, 87 %, Smp.: 215-217 °C) in

Form eines weiflen Feststoffs.

Summenformel: C;,H,05.—
Molmasse: 236.22 g/mol.—
R-Wert: 0.83 (CH,Cl,/MeOH 9:1).—

'"H-NMR (CDCls, 200 MHz): § = 2.10 (s, 3 H, 9-H), 3.93 (s, 2 H, 4-H), 3.99 (s, 3 H, 10-H)*,
4.03 (s, 3 H, 11-H)*, 6.50 (s, | H, 7-H).—

* Die Zuordnung der Signale ist vertauschbar.

BC-NMR (CDCls, 50 MHz): & = 10.9 (CHs, C-9), 33.5 (CHa, C-4), 56.3 (CHs, C-10)*, 56.7
(CHs, C-11)*, 94.6 (CH, C-7), 104.0 (C,, C-8a), 116.1 (Cq, C-5), 135.9 (C,, C-4a), 159.0 (Cq,
C-1), 163.1 (Cg, C-6)**, 164.2 (C, C-8), 166.0 (Cg, C-3).—

Die Zuordnung der mit * und ** gekennzeichneten Signale ist vertauschbar.

EIMS: m/z (%) =236 (100.0), 192 (91.7), 134 (79.4).—

HREIMS: ber.: 236.06847
gef.: 236.06859
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7.10 Versuche zur Darstellung von 3-Butyl-3.,4-dihydro-3-hydroxy-6,8-
dimethoxy-5-methylisochromen-1-on

OCH; 0

H,CO
OH

72
Versuch 1:
Zu einer Losung von 6,8-Dimethoxy-5-methyl-4H-isochromen-1,3-dion (140 mg, 0.6 mmol)
in trockenem THF wird unter Schutzgasatmosphidre bei —78 °C Butyllithium in Hexan
(0.4 mL, 1.353 mol/L) getropft. Die Reaktionsmischung wird 2 h bei —78 °C geriihrt und dann
langsam auf Raumtemperatur erwidrmt. AnschlieBend wird die Reaktionsmischung mit 1
mol/L HCI angesduert, mit Dichlormethan extrahiert und tiber MgSO, getrocknet. Es konnte

kein Produkt isoliert werden.

Versuch 2:

Wasserfreies Cerchlorid (0.42 mmol, 103.5 mg) wird bei 0 °C unter Riihren mit trockenem
THF versetzt und fiir 18 h bei Raumtemperatur unter Schutzgas geriihrt. AnschlieBend wird
die Suspension auf -78 °C abgekiihlt, n-Butyllithium (0.27 mL, 0.42 mmol) zugetropft und fiir
1.5 h geriihrt. Nach Ablauf dieser Zeit wird eine Lésung von 6,8-Dimethoxy-5-methyl-4H-
isochromen-1,3-dion (100 mg, 0.42 mmol) in THF (5 mL) zugetropft, erneut {iber nacht
geriihrt und nach Beendigung der Reaktion wasserhaltiges NaSO4 hinzugegeben und 1 h
weitergeriihrt. Anschliefend wird das Salz abfiltriert, mit Methanol gewaschen und das

Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Es konnte kein Produkt isoliert werden.

7.11 Versuch zur Darstellung von 3-Heptyl-6,8-dimethoxy-5-methyl-1H-
isochromen-1-on

OCH5 0

H,CO

74
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Eine Mischung aus 2-(Carboxymethyl)-4,6-dimethoxy-3-methyl-benzoesdure (100 mg, 0.39
mmol) und Octanoylchlorid (256 mg, 0.27 ml, 1.6 mmol, 4 Aquiv.) wird unter Riihren fiir 4 h

auf 200 °C erhitzt. Es konnte kein Produkt isoliert werden.
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8 ABKURZUNGEN

Ac
CIMS
CDCl;
CD;0OD
DEPT
DMSO
DPFGSE
EIMS
ESIMS
HRMS
H,H-COSY
HMBC
HSQC
Hz
INADEQUATE
MeOH
NOESY
ppm
PSC

RP

rpm

SC

THF
TMSCI

Acetyl

Chemische Ionisation Massenspektrometrie
deuteriertes Chloroform

deuteriertes Methanol

Distortionless Enhancement by Polarization Transfer
Dimethylsulfoxid

Double Pulsed Field Gradient Spin Echo
ElektronenstoB3-lonisation Massenspektrometrie
Electon Spray Ionisation Mass Spectroscopy
High Resolution Mass Spectroscopy

Proton Correlation Spectroscopy

Heteronuclear Multibond Correlation
Heteronuclear Multiple Quantum Correlation
Hertz

Incredible Natural Abundance Double Quantum Transition Experiment
Methanol

Nuclear Overhauser Effect Spektroscopy

parts per million

préaparative Schichtchromatographie

Reversed Phase

rotations per minute

Séulenchromatographie

Tetrahydrofuran

Trimethylsilylchlorid
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