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Die Biosynthese der Orsellinsiure und Penicillinsiure (1)

KLAUS MOSBACH

Biochemisches Institut der Universitit Lund, Lund, Schweden

Die in Gegenwart von CH,*COONa aus Chaetomium cochliodes
gebildete Orsellinsdure wurde isoliert und ihre C-Verteilung be-
stimmt. Es wurde gezeigt, dass das Orsellinséuremolekiil entsprechend
der Acetattheorie aufgebaut wird. Das Vorkommen von Orsellinséure
in Penicillium barnense wurde festgestellt. Spezifisch markierte Orsel-
linséure wurde als Substrat zu Penicillium barnense gegeben und die
gebildete Penicillinsédure isoliert. Das radioaktive Markierungsmuster
der Penicillinsiure entsprach dem der zugesetzten Orsellinsdure, wo-
mit gezeigt wurde, dass Orsellinséure Precursor der Penicillinséure ist.

Der klassische Metabolit in Schimmelpilzen, Penicillinsdure, wurde unter
anderem auch in Penicillium barnense gefunden.! Es lagen auch Beweise
fiir das Vorkommen einer aromatisehen Substanz von phenolischem Charakter
im Kulturmedium desselben Pilzes vor. Es wurde nun gezeigt, mit den schon
einmal beschriebenen Analysenmethoden 2, dass es sich bei dieser Verbindung
um Orsellinsiure handelt. Nach etwa 10 Tagen wurde der Anteil der Orsellin-
sdure im Kulturmedium immer geringer, wobei sich gleichzeitig der Anteil
der Penicillinsiure erhohte.

Das gemeinsame Vorkommen dieser beiden Metaboliten in derselben
Spezies, ihre wechselweisen quantitativen Beziehungen zueinander sowie die
strukturelle Ahnlichkeit der Orsellinsiure und Penicillinsdure lassen auf
einen metabolischen Zusammenhang schliessen. Man konnte sich dabei die
Penicillinsiure durch eine Ringspaltung der Orsellinséiure entstanden denken.
Dieser Gedanke war schon vor einigen Jahren von Ehrensvird 3 ausgesprochen
worden und unabhingig von ihm von Birch 3.

Eine Parallele zu dieser Ringspaltung wire der Ubergang biosynthetischer
UC-markierter 6-Methylsalicylsiure zu Patulin.%5,

Um diese Hypothese zu untersuchen, wurde spezifisch markierte Orsellin-
siure, (2-4C- und karboxyl-4C-markiert), zum Medium von Penicillium
barnense gegeben und die Penicillinsiure isoliert. Jedoch musste zunichst
einmal festgestellt werden, inwieweit die von Birch ¢ gezeigte head-to-tail-
Kupplung von Acetateinheiten bei 6-Methylsalicylsdure auch fiir Orsellin-
siiure Giiltigkeit hat. Dabei hat sich gezeigt, dass auch fiir Orsellinsiure
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die Acetattheorie in vollem Umfang gilt, und dies ist somit neben der von
Gatenbeck 7 gezeigten Acetatkupplung bei der 3-Hydroxyphthalsiure ein
weiterer Beweis fiir deren Richtigkeit.

Auch der von Gatenbeck und dem Verfasser & gezeigte Einbau des Sauer-
stoffisotopen 180 aus CH,4CO*®0ONa in die Karboxyl- und die beiden Hydroxyl-
gruppen der Orsellinséiure kann als ein weiterer Beweis fiir die Acetattheorie
gelten.

EXPERIMENTELLER TEIL

1). Degradation der Orsellinsdure

Kulturbedingungen: Vier Fernbachkolben mit je 500 ml Czapek-Dox-Lésung (5 9%
Dextrose) wurde mit Perithecien von Chaetomium cochliodes Pall. okuliert. Nach 12
Tagen wurde in die Kolben eine Lésung von CH;*COONa (insgesamt 0.5 mC) pipettiert.
Nach weiteren 7 Tagen wurde das Myzelium durch Filtrieren vom Medium getrennt und
die Orsellinséaure in der schon beschriebenen Weise isoliert . Ein kleiner Teil des Mediums
wurde mit Athylather extrahiert und der Extrakt chromatographiert. (System: Wasser-
Athyl-Methylketon-Didthylamin.)* Das Messen der Radioaktivitét entlang des Papier-
chromatogrammes ergab nur zwei Aktivitétsspitzen, deren Rp-Werte jeweils denen der
Orsellinsédure bzw. des Orcinols entsprachen. (Orsellinséiure Rp = 30; Orcinol R = 90.)

Oxydation der Orsellinsdure nach van Slyke-Folch: 270 mg nicht radioaktiver Orsellin-
sdure wurde zu 72 mg der isolierten radioaktiven Saure gegeben. Durch wiederholtes
Lésen und Eindunsten in Athyléther wurde eine homogene Mischung erhalten.

5 mg der Substanz wurden nun nach der Methode von van Slyke-Folch 10 oxydiert und
das dabei gebildete Kohlendioxyd in karbonatfreiem Bariumhydroxyd aufgefangen. Das
Bariumkarbonat wurde isoliert und dessen Radioaktivitét gemessen. Bei allen radioak-
tiven Messungen wurden jeweils 15 mg/cm 2 Bariumkarbonat verwendet.

Dekarboxylierung der Orsellinsdure: 131 mg Orsellinsdure wurden in 12 ml Glyzerin
durch Erwiarmen im Olbad gelést. Das dabei gebildete Kohlendioxyd wurde durch einen
durch das System geleiteten Strom von kohlendioxydfreiem Stickstoff in eine Barium-
hydroxydlésung gebracht und als Bariumkarbonat isoliert.

Kuhn-Roth-Oxydation der Orsellinsdure: Die Kuhn-Roth-Oxydation von 100 mg
Orsellinsédure ergab Essigsidure, die durch Wasserdampfdestillation isoliert wurde. Das
wihrend der Reaktion gebildete Kohlendioxyd wurde in Bariumhydroxid aufgefangen.
Die Essigsiure wurde durch eine Schmidt-Reaktion dekarboxyliert und das Kohlen-
dioxyd als Bariumkarbonat isoliert. Das dabei gebildete Methylamin wurde dann durch
eine alkalische Permanganatlésung zu Kohlendioxyd oxydiert. Nach Anséduern derselben
wurde das dadurch freigemachte Kohlendioxyd in Baryt aufgefangen.

2,4,6-Trinitroorcinol: 75 mg Orsellinsdure wurden in 0,350 ml konz. Schwefelsdure
gelost und bei 0°C eine kalte Mischung von 0,135 ml konz. Salpetersidure und 0,27 ml konz.
Schwefelsédure zugegeben. Nach einem weiteren Zusatz von 0,220 ml konz. Salpetersidure
und einer halben Stunde Stehen bei Zimmertemperatur wurde die Mischung in Eiswasser
gebracht. Das dabei ausgefillte 2,4,6-Trinitroorcinol wurde abfiltriert und aus Wasser
umkristallisiert. (Schmelzp. 171°C.)!

Hypobromit-Oxydation von 2,4,6-Trinitroorcinol: Zu 33 mg Trinitroorcinol in 5 ml
heisserm Wasser wurden 7 ml einer gesittigten Bariumhydroxydlésung gegeben. Die auf
0°C gekiihlte Suspension wurde mit einer eiskalten Bariumhypobromitlésung (0,2 ml
Br,, 1,6 g Ba(OH),, 30 ml H,0) versetzt. Nach 5 Stunden Umriihren in einem verschlos-
senen Erlenmeyerkolben bei Zimmertemperatur wurde das gebildete Brompikrin mit
Wasserdampf iiberdestilliert. Das Destillat wurde in einem vorgekiihlten Zntrifugenrohr
aufgefangen und abzentrifugiert. Nach Waschen mit angesiéuertem destillierten Wasser
wurde das Brompikrin erneut zentrifugiert und nach van Slyke-Folch zu Kohlendioxyd
oxydiert. Das withrend der Hypobromitreaktion gebildete Bariumkarbonat wurde fil-
triert und mit kochendem destilliertem Wasser gewaschen. Durch Anséduern mit Perchlor-
séure wurde das Kohlendioxyd freigemacht und noch einmal als Bariumkarbonat isoliert.
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Abb. 1. Degradationsschema der Orsellinséure.

2). Synthese von 2-C- und karboxylMC-markierter
Orsellinsidure

Athylacetoacetat: (CHg*COCH,#COOH): 250 mg 4C-markiertes Bariumkarbonat
wurde mit Perchlorséure versetzt und das dabei gebildete radioaktive Kohlendioxyd in
eine Atherlésung von Magnesiumjodmethyl eingeleitot und die durch Hydrolyse mit

Tabelle 1. 1C-Verteilung in biosynthetischer Orsellinsdure.

Material Anzahl C-Atome |Totale Radioakti- | Anzahl der COOH-
von der Orsellin- |vitidt desMateriales| Gruppen ent-
sdure in Imp./Min sprechend der
Acetattheorie
Gef. Theor.

(1) (2) (3) (4) (5)

Alle Kohlenatome der
Orsellinsdure
Oxydation nach van
Slyke-Folch 8 1370
Dekarboxylierung o 1 B 346
Kohlenatom 6 der
Orsellinsdure K-R-
Oxydation (Essig-
sdure) * 1 340 1 1
Methylgruppe der
Orsellinsédure
K-R-Oxydation
(Essigséiure) 1 0 3 0 0
"Kohlenatome 1, 2, 3, 4, | o '
5 und Karboxylgruppe
der Orsellinsgure
K-R-Oxydation 6 1032 3.03 3
Kohlenatome 2 und 4 o 1
der Orsellinsdure
Hypobromitoxydation
von Trinitroorcinol 2 598 e 17.776 2
" Kohlenatome 1, 3und 5 '
der Orsellinséure )
Brompikrin 3 0 0 0

-
=]
w

,_.
=)
=
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* Die Radicaktivitdt der Karboxylgruppe der durch Kuhn-Roth-Oxydation erhaltenen
Essigsaure ist als Basis fiir die Ausrechnung der theoretischen Aktivitit der einzelnen Proben
verwendet worden, da sie durch direktes Messen erhalten worden ist.
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Wasser gebildete karboxylmarkierte Essigsiure isoliert. Das Natriumsalz der gebildeten
Essigséure wurde dann mit nicht radioaktivem Natriumacetat vermischt und durch Er-
wirmen mit Didthylsulfat bei 180°C verestert. Das sich bildende Athylacetat wurde
sukzessiv abdestilliert. 25 g des gebildeten Athylacetates wurde dann mit Natrium ver-
setzt, um eine Kondensation zu Athylacetoacetat zu erméglichen 3. Das Athylaceto-
acetat wurde vom Reaktionsgemisch getrennt und schliesslich durch Destillation im Va.-
kuum gereinigt. (Ausbeute: 6 g Athylacetoacetat.) Dass gerade dieser Weg fiur die
Synthese gewahlt wurde, lag daran, dass die sich gleichzeitig bildende Dehydracetsiure
fir andere Versuche gebraucht wurde. .

Dihydroorsellinsiureester: 0,69 g Natrium wurden in 10 ml abs. Athylalkohol geldst
und 4,2 g des markierten Acetessigesters sowie 3,4 g Krotonsidureidthylester hinzu-
gegeben 3, Nach Erhitzen auf dem Wasserbad wurde das sich gebildete Natriumsalz
des Dihydroorsellinsédureesters mit verdiinnter Schwefelsdure zersetzt und der freie Ester
isoliert.

Dibromorsellinsdiuredthylester: 3,3 g Dihydroorsellinsédureester ergab nach Bromieren
mit 8 g Br, Dibromorsellinsiureithylester ¢, der sich als kristalliner Brei abscheidete.

Orsellinsduredthylester: 1,5 g markierter Dibromorsellinsidureiithylester wurde in 25
ml 2 N Natronlauge gelést und nach Zusatz von 2 g nach Busch und Stéve bereitetem
Katalysator (Palladium auf Calciumkarbonat) hydriert. Der gebildete Orsellinsiureithyl-
ester wurde dann nach Filtrieren des Katalysators durch Anséuern der Losung ausgefillt
und isoliert.

Orsellinsiure: Ein Teil des Esters der Osellinsdure wurde in 10 %-iger NaOH-Lésung
bei Zimmertemperatur verseift und zwar wéhrend 10 Tagen. (Ausbeute: 250 mg mar-
kierte Orsellinsédure.)

Lokalisieren der Markierung in der synthetisierten Orsellinsiure: Bei der Kondensation
des Krotonsiuredathylesters mit dem markierten Acetessigester zu Dihydroorsellinséure-
athylester is ausser dem in der Literatur beschriebenen Weg der Kondensation theoretisch
ein weiterer méglich. Um diese Moglichkeiten zu untersuchen, wurde ein Teil der synthe-
tischen Orsellinséure nach van Slyke-Folch oxydiert und ein anderer zu Orcinol dekarb-
oxyliert.

Tabelle 2. 14C-Verteilung in der synthetisierten Orsellinsiure.

Anzah]l der Kohlen-Totale Radioaktivi-
Material (1) atome von der |tdt des Materiales in
(2) Orsellinséure Imp./Min. (3)

Orsellinsédure

Oxydation nach van

Slyke-Folch 8 138 480
Dekarboxylierung 1 66 900

Aus den erhaltenen Werten geht hervor, dass sich genau die Hilfte der Radioaktivitat
in der Karboxylgruppe befindet, welches somit die Alternative (1) der Kondensation zu
Dihydroorsellinsdureathylester bestéitigt.

3). Zugabe der Orsellinsédure

Zu zwei Fernbachkolben mit 14 Tagen alten Kulturen von Pentcillium barnense (in
jedem Kolben 500 ml Czapek-Dox-Losung) wurden je 100 mg markierte Orsellinsiure
gegeben. Von einem Kolben wurde zuerst das alte Medium aufgesaugt und dann die
Orsellinsdure, in 500 ml frischer Czapek-Dox-Losung geldst, vorsichtig unter den Myzelien-
teppich hineinpippetiert. Der pH-Wert der SCD-Lésung war vorher mit Natronlauge auf
den Wert des alten Mediums (pH = 7,5) gebracht worden. Ausserdem wurde 1 ml abs.
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Abb. 2. Die zwei theoretisch mdglichen  Abb. 3. Verdnderung der Menge radio-
Wege der Kondensation von Krotonséure- aktiver Orsellinsiure im Verhéltnis zur
dthylester mit Acetessigester. Menge radioaktiver Penicillinsdure mit der

Zeit. Da die zugesetzte Orsellinséure im

Gegensatz zur isolierten Penicillinsédure

eine doppelte Markierung hat, sind die

erhaltenen radioaktiven Werte der Or-

sellinséure um die Hilfte reduziert worden,

um eine direkte Vergleichsmoglichkeit zu

haben.

Alkohol hinzugegeben, um die Orsellinséure in Ldsung zu bringen. In dem anderen
Kolben wurde die auch hier in 1 ml abs. Alkohol geldste Sdure direkt in das alte
Medium pippetiert. Es zeigte sich allerdings spéter im wesentlichen kein Unterschied im
Produktionsbild der beiden Kulturen, weshalb in der Fortsetzung hierauf nicht mehr
eingegangen wird. In einem Vorversuch war zunéchst einmal gezeigt worden, dass die
zugesetzte Orsellinséure vom Organismus metabolisiert wurde. Weiterhin hatte sich er-
geben, dass 6 Tage nach dem Zusatz in der Fettfraktion des Myzeliums fast keine Radio-
aktivitdt zu finden war, also keine schnelle Degradierung der Séaure zu C,-Einheiten. Um
nun das eventuelle Auftreten radioaktiver Penicillinséure zu verfolgen, wurden in ge-
wissen Zeitabsténden 25 ml-Fraktionen aus dem Medium genormmen, angeséuert, mit
Ather extrahiert und chromatographiert. (Lésungsmittelsystem: Benzol-Ameisenséure °.
Rpyp: Orsellingdure 0,02. Rp: Penicillinsdure 0,40.) Die Radioaktivitdt wurde direkt auf
dem chromatographierten Papierstreifen (Whatman 3 MM) gemessen.

4). Isolierung und Degradation der Penicillinsédure.

6 Tage nach Zusatz der Orsellinsdure wurde aus dem Medium durch Ansduern mit
Salzséure die Penicillinséiure mit Athyliather extrahiert. Nach Zugabe von nicht radio-
aktiver Penicillinsdure konnte aus dem braunen Extrakt nach mehrfachem Umkristalli-
sieren aus Benzol 550 mg chromatographisch reine Penicillinséure von konstanter Aktivi-
tét isoliert werden.
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Abb. 4. Vereinfachtes Degradationsschema der isolierten Penicillinséure.

Van Slyke-Folch-Oxydation der Penicillinsdure: 5 mg der reinen Penicillinséiure wurde
nach der Methode von van Slyke-Folch oxydiert und das dabei gebildete Kohlendioxyd
in eine karbonatfreie Bariumhydroxydiésung gebracht.

Kuhn-Roth-Oxydation der Penicillinsdure: 33 mg Penicillinsiure wurden oxydiert
und das dabei gleichzeitig gebildete Kohlendioxyd als Bariumkarbonat isoliert. Die
erhaltene Essigsaure wurde nach van Slyke-Folch totalverbrannt.

Darstellung und Degradation von 3-Acetyl-4:5-dihydro-4-methyl-1-phenylpyrazol Phe-
nylhydrazon: 500 mg Penicillinsdure wurden zusaemmen mit 500 mg wasserfreiemn

Tabelle 3. 4C-Verteilung in der Penicillinséure.

Madterial Anzahl C-Atome | Radioaktivitdt in | Totale Radioakti-
Imp/Min vitét des Materiales
in Imp/Min

(1) (2) (3) (4)

van Slyke-Folch-Oxy-
dation der Penicillin-
s#éure 8 221 1768
van Slyke-Folch-Oxy-
dation der durch Kuhn-
Roth-Oxydation von
Penicillinséure erhalte-
nen Essigsdure 2 42 84
van Slyke-Folch Oxy-
dation des Phenyl-
hydrazones 18 95 1710
Das bei der Phenylhyd.
behandlung frei- .
gemachte CO, 1 72 72
Kuhn-Roth-Oxydation
des Phenylhydrazones,
Karboxylgruppe der
Essigséure * 2 857 1714
Kuhn-Roth-Oxydation
des Phenylhydrazones,
Methylgruppe der
Essigsiure 2 0 0

* Da die durch Kuhn-Roth-Oxydation des Phenylhydrazones erhaltene Essigséure zur Halfte
aus nicht radioaktiver Essigsiure (siche Kuhn-Roth-Oxidation der Penicillinsiure) besteht,
muss der erhaltene Wert von 857 Imp/Min fiir die totale Radioaktivitiit verdoppelt werden =
1 714 Imp/Min,
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Abb. 5. Die zwei theoretisch moglichen Wege einer Ringspaltung der Orsellinsidure zu
Penicillinsdure.

Natriumacetat in 3 ml Wasser durch Erwiérmen gelost. 0,41 ml Eisessig und 0,69 ml
Phenylhydrazin wurden zugesetzt und das sich dabei bildende Kohlendioxyd in Baryt
aufgefangen. Nach etwa einer Stunde wurde die wiissrige Losung abdekantiert und
die zuriickbleibende gelbe Masse aus abs. Athylalkohol umkristallisiert. (Ausbeute:
100 mg Phenylhydrazon. Schmelzp. 176°C.)

5 mg des gebildeten Phenylhydrazones wurden nach van Slyke-Folch oxydiert und
als Bariumkarbonat isoliert.

85 mg des Phenylhydrazones wurden oxydiert (Kuhn-Roth) und die Essigséure iso-
liert.

Die erhaltene Essigséure wurde dann nach Schmidt dekarboxyliert und die Karboxyl-
gruppe als Bariumkarbonat isoliert. Das sich dabei gleichzeitig gebildete Methylamin
wurde mit Stickstoff in eine 0,1 N Salzsiéurelésung gebracht, eingedunstet und nach
van Slyke-Folch oxidiert.

RESULTATE UND DISKUSSION

Tabelle 1 zeigt, dass die Biosynthese der Orsellinsiure via einer head-to-
tail-Kupplung von Acetat vorsichgeht. Dies war schon vor Beginn der Ver-
suche mit CHg*CO8ONa gezeigt worden.® Aus den erhaltenen Werten in
Tabelle 3 geht hervor, dass die aromatische Verbindung Orsellinsiure Precursor
der heterocyklischen Verbindung Penicillinsiure ist. Ausserdem ist gezeigt
worden, dass von den beiden theoretisch moglichen Wegen einer Ringspaltung,
der letztere Giiltigkeit hat. [b.]

Die Ringspaltung der Orsellinsdure scheint durch einen hydrolytischen
Vorgang vorsichzugehen. Ahnliches lisst sich auch fiir den Ubergang 6-Met-
hylsalicylsdure-Patulin vermuten. Versuche in Gegenwart von H,80 konnten
hieriiber Auskunft geben. Auch die Priparation zellfreier Enzymextrakte
kann Aufschluss iiber die einzelnen Schritte bei der Umwandlung der
Orsellinsgure zu Penicillinséure geben. Versuche in dieser Richtung sind im
Gang.

Aus Tabelle 3 ist auch ersichtlich, dass sich in zwei weiteren Kohlenatomen
der Penicillinséure eine, allerdings schwache (knapp 5 9, der totalen), Radio-
aktivitdt befindet. Diese Kohlenatome entsprechen genau dennen, die bei der
Biosynthese der Penicillinsdure in Gegenwart von CHz*COONa markiert
werden.? Der Gedanke liegt somit nahe, dass hier ein geringer Teil der zuge-
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setzten spezifisch markierten Orsellinsdure zu Cs-Einheiten degradiert worden
ist, die dann als markierte Essigsdure auf dem normalen Wege zur Bildung
der Penicillinsgure beigetragen hat.

Aus Abbildung 4 geht hervor, wir in einem Zeitraum von 120 Stunden die
Menge der radioaktiven Orsellinsdure allméhlich zugunsten der Menge der
radioaktiven Penicillinsdure abnimmt.

Ich méchte Herrn Prof. Gosta Ehrensviird, der diese Arbeit angeregt hat, fiir sein ge-
zeigtes Interesse herzlich danken. Auch Herrn Dr. Sten Gatenbeck danke ich vielmals
fir wertvolle Diskussionen, sowie Herrn Dr. Martin Tveit.
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