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1. Kurzzusammenfassung

Weltweit sind Schimmelpilze der Gattugternaria auf Nutzpflanzen nachzuweisen und
tragen auf diesen zum Verderben der Friichte urah&h bef!! Diese Schimmelpilze sind
in der Lage, eine ganze Reihe an Mykotoxinen zuayxeeren. Welche gesundheitlichen Ge-
fahren dabei von diesen Mykotoxinen ausgehen Kisktzurzeit nicht abschliel3end beurtei-
len? 3 Um ausreichend Material fiir toxikologische Untefsungen zu bekommen, ist das
Interesse an einem totalsynthetischen Zugang zsewidykotoxinen grof3. Auch fur die
Pharmazie bietet die Totalsynthese dieser Stoffeeife, denn einigé\lternaria-Toxine zei-
gen antibakterielle, anti-HIV-Aktivitd! zudem konnten sie in der Krebstherapie eingesetzt
werden®™ Zu den bekanntesten Vertretern ddternaria=Schimmelpilze gehoren die Re-
sorcylsaurelactone Alternarioll)( und Alternariolmethylethe2f, zu denen bereits Total-
synthesen existierdfl. Eine weitere groRe aber bisher weniger gut erftesGruppe sind die

Mykotoxine mit Perylenchinongrundgerist.

Im Zuge dieser Arbeit wurden ausgehend von den Meien vonPfaff® Funktionalisie-

rungsversuche an Perylenderivaten des Biphenytypshgefiihrt. Ziel war es, die Substitu-
tionsmuster vorAlternaria-Toxinen, beispielsweise des Altertoxins9),(in das Grundgerust
einzufihren. Zudem konnten einige Synthesen optiniied Probleme mit der Léslichkeit

verschiedener Substrate verbessert werden.

Des Weiteren wurden verschiedene SynthesestrategranAufbau vorfunktionalisierter Te-
tralon-Bausteine fir die Perylenchinonsynthese rantit. Ausgehend von Bromanis68)
und Bernsteinsaurederivaten war es gelungen, @igmetes Tetralon darzustellen, mit dem

erste Kupplungsversuche durchgefuhrt wurden.
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2. Einleitung

2.1. Definition von Schimmelpilzen

Die Bezeichnung ,,Schimmelpilz* l&sst sich nicht garwissenschatftlich definieren, da der
Begriff historisch gewachsen ist. Umgangssprachiveinden unter dem Begriff ,Schimmel-
pilze* aber jene Pilze zusammengefasst, die dureBddung asexueller Sporen charakteri-
siert sind. Als Nahrungsquelle nutzen sie abgestwlorganische Substanzen, wachsen also
saprophytisch. Zudem handelt es sich bei ihnenchalisBlich um mehrzellige Pilze (Hyphen-
pilze). Weitere Kriterien, die in ihrer Gesamthagn Begriff ,Schimmelpilz“ definieren kon-
nen, sind unter anderem ihr ubiquitares Vorkomnse® Kommen weltweit in der Erde, der
Luft und selbst im Wasser vor) und der fir eine gpézifische und umfangreiche Sekundar-

metabolismué&)

2.2. Schimmelpilzmetaboliten

Der Stoffwechsel der Schimmelpilze lasst sich irez@ereiche einteilen: einen Primér- und
einen Sekundarmetabolismus. Der Priméarstoffwedisbert das Uberleben und sorgt fur das
Wachstum des Pilzes. Zu ihm gehoren sowohl Prozdsséir den Abbau komplexer Mole-
kule (Proteine, Kohlenhydrate, Fette) verantwdntksind, als auch solche, die lebenswichtige
Stoffe (Zucker, Aminosauren, Malonyl-CoA, etc.) guaieren. Dieser Primarmetabolismus
verlauft bei allen Pilzen in &hnlicher Weise. Imgéesatz dazu zeigt der Sekundarstoff-
wechsel bei Schimmelpilzen individuelle Merkmaldae ier produzierten Substanzen sind
nicht essentiell fiir das Uberleben des Schimmadpjlzondern sind eher die Folge eines ,ver-
schwenderischen® Stoffwechsels. Das bedeutet, deese Metaboliten nur unter idealen
Wachstumsbedingungen gebildet werden. Allerdingankd beide Stoffwechselbereiche
nicht unabhangig voneinander betrachtet werden.g&agsstoffe fir den Sekundarmeta-
bolismus sind haufig Endprodukte des Primarstoffwgets, so beginnt zum Beispiel die Poly-
ketidsynthese beim Malonyl-CoA. Sekundarmetabditel charakteristische Produkte eines
Stammes, einer Art oder Gattung. Bekannt sind deséykotoxine, zum Beispiel die hoch-
toxischen Aflatoxine oder die Mutterkorn-Alkaloid@ber auch Pharmazeutika wie die

Penicillin®
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Mykotoxine sind toxische Substanzen mit einem mngguir Molekulargewicht. Diese geringe
Molekulgrol3e sorgt bei Exposition flr das Ausbleileener direkten Immunreaktion bei Sau-
getieren und Menschéh.Allerdings ist die genaue biologische Aufgabe Migkotoxine bis
heute nicht ausreichend geklart. Bei der Besetzugger Lebensraume kénnten sie dem
Schimmelpilz durch die Abwehr anderer Mikroorgangsneinen Vorteil verschaffétf!
In der Européischen Union lassen sich in etwa 2@%Gktreideernte deutliche Mykotoxin-
mengen nachweisen. Prinzipiell gibt es drei Wedey ilie Mykotoxine in Lebensmittel ge-
langen konnen:
- Primarkontamination: Schimmelbefall von RohstofferB. Getreide)
- Sekundarkontamination: Schimmelbefall von lagerndew prozessierten Lebens-
mitteln
- ,carry over“-Effekt: Nutztiere fressen verschimneelEuttermittel und lagern die
Toxine im Korper und in Organen ab (Toxinbelastuag beispielsweise Eiern, Milch
und FleiscHy’

Vergiftungen mit Mykotoxinen werden als Mykotoxilasbezeichnet, wobei sich die Symp-
tome abhangig vom Mykotoxintyp und dem Gesundhe#ttend, Alter und Geschlecht des
Betroffenen auRer®

Zu den am langsten bekannten Mykotoxikosen gelgirtddrch Mutterkorn-Alkaloide ausge-
l6ste Ergotismus, welcher im Mittelalter unter dévamen St. Antonius-Feueibekannt
war™ ¥ Allein in Frankreich fielen der Krankheit, die ibier durch Anschwellen und Ver-
lust von Armen und Beinen zeigte, Zehntausende @fer. In Deutschland trat der Ergo-
tismus etwa zur selben Zeit mit anderen Symptonsérfreuptsachlich Delirien, Halluzinati-
onen, Krampfe und Durchfal}”! Dies zeigt deutlich die zuvor beschriebene Tatsadhss
die Mykotoxinproduktion der Pilze von den duRRerediBgungen abhangig ist.

Auch heutzutage geht von den Mykotoxinen noch gmnfie Gefahr aus. Beispielhaft dafir
ist die , Turkey-X-Disease”, an der etwa 100.000tméahne verendeten. Ursache dafur war
mit Aflatoxinen kontaminiertes Tierfutté? Aflatoxin B, ist eines der starksten bekannten

Karzinogene und ist zudem akut toxisch.

2.3. Schimmelpilze der GattungAlternaria

Von den Pilzen der Gattumgternaria wurden etwa 300 Arten beschrieben. Sie gehoéren zu

den Ascomyceten (Schlauchpilz€hjind z&hlen zur Familie der SchwarzeplfZeViele der
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Alternaria-Pilze befallen geschwéchtes oder abgestorbenaszefimaterial. Allerdings kon-
nen auch gesunde Pflanzen befallen werden. Zumsirall die Pilze auch Verursacher von
Faulnis an Nutzpflanzen wie Tomateél, Zitrusfriichtert*® Weizen'”! Kartoffeld'® und
Apfeln™ zu den haufigsten Vertretern gehohlternaria alternata (frilher auch als
Alternaria tenuisbezeichnét®)

Das optimale Wachstum erreichlternaria alternatabei etwa 25 °C, wobei sich der Tempe-
raturbereich, in dem ein Wachstum zu beobachtewadst —5 °C bis etwa 36 °C erstreét.

Somit ist es dem Schimmelpilz mdglich auch gekibéeensmittel zu befallen.

Um das mogliche Gefahrenpotenzial ddternaria-Pilze auch unter dem Gesichtspunkt des
Klimawandels zu beurteilen, wurde sowohl das Waohales Pilzes als auch die Mykotoxin-
produktion bei reduzierter Wasserverfiigbarkeit erfibhter Temperatur untersucht. Studien
konnten zeigen, dass das WachstumAd@rnaria-Pilze unter Wasser- und Temperaturstress
verlangsamt wird. In den meisten Fallen bleibt dabe Menge der produzierten Toxine
gleich oder geht zuriick. Jedoch konnte auch gemaglen, dass in manchen Fallen, wie bei-

spielsweise behlternaria tenuissimadie Produktion von Altertoxin Il sogar zunimf.

2.4. Alternaria-Mykotoxine und strukturverwandte Metabolite

Aus Extrakten der Schimmelpilze der Gattuligernaria wurden in den letzten Jahrzehnten
zahlreiche Sekundarmetabolite isoliert. Diese lasseh auf zwei Arten unterteilen. Zum
einen ist eine Einteilung in wirtsspezifische Taxireu denen MaculosinZ) gehdort, und
wirtsunspezifische Toxine, zu denen unter anderdéerariol (AOH) (1), Tenuazonsauré&)
sowie die Altertoxine | — 111 g, 10 und 11) gehoren, moglick¥ Zum anderen besteht die
Maglichkeit der Einteilung auf Grundlage der StwkiSo lassen sich hier die Perylenchinone
(z.B. die Altertoxine), die Benzopyrone beziehungse Resorcylsdurelactone [z.B.

AOH (1)] oder die Tetramsaurederivate [z.B. die Tenazores®)] unterscheideff"
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Abbildung 2-1: AusgewahltéAlternaria-Mykotoxine.

Die beiden haufigsten Resorcylsédurelactone AQHuqd AME @) konnten 1953 erstmals
von Raistrick et al. ausAlternaria alternataisolierf?” und unter anderem 2005 vdtoch
et al. totalsynthetisch dargestellt werd&much fiir Altenuen ) und Isoaltenuerd) konnten

bereits Totalsynthesen entwickelt werdeh.

Die Gruppe, deren Struktur das Perylenchir®re(grunde liegt, l&sst sich weiter unterteilen
in die Perylenchinone vom Biphenyltyp und die vogp Tes Dihydroanthracens (Abbildung
2'2).[26]

OH O OH O OH OH

Perylenchinon (8) Biphenyltyp Dihydroanthracentyp

Abbildung 2-2: Strukturmotive der Perylenchinon-Metaboliten.

Eine Auswahl an Schimmelpilz-Metaboliten mit Pengdkinon-Struktur wird in Abbildung
2-3 gezeigt. 1973 wurden die Altertoxine (ATX) | und(P und 10) von Pero et al. ent-
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deckt!” Die Struktur von ATX | konnte 1983 zwar védkunoet al®”’! aufgeklart werden,
jedoch wurde sie zunéchst einem neuen Metabolitgleardnet. Der korrekte Zusammen-
hang wurde kurze Zeit spater hergestellt und d&onnte die Struktur von ATX | bestatigt
werden. Kurz darauf gelang es ebenfalls, die Strmkbn ATX 1l und Il (10 und11) aufzu-
klaren!?® Erst vor kurzer Zeit wurde das Altertoxin IV (ATX/) (21) aus eineAlternaria-
Kultur, die auf den Blattern voBroussonetia papyrifergeztchtet wurde, isoliert und dessen
Struktur aufgeklar{tr’.] Erwahnenswert ist, dass beim ATX IV eine der bei@arbonylgrup-
pen zum Alkohol reduziert ist. Ebenfalls atbernaria alternataextrahiert werden konnten
die Alterlosine (ALS) | und 1114 und15).?°!

Aus dem morphologisch eng nditternaria verwandten PilStemphylium botryosukonnten
die Stemphyltoxine | — IV (STTX | — V)12, 10, 13, 17) sowie das Stemphyperylenol
(STPOL) (16) gewonnen werdefl” Es ist anzumerken, dass es sich bei ATX Il und)STT

um dieselbe Verbindung handelt.

Es darf angenommen werden, dass es noch weitdrer hinentdeckte Mykotoxine mit einem
Perylenchinon-Grundkorper gibt. So wurden die beiBerylenchinond8 und 19 erst 2016

aus einem Alternaria-Extrakt isolié#t!

Das weitgehend unfunktionalisierte Perylenchirth kann als Grundgerist der Perylen-
chinonmetaboliten vom Biphenyltyp angesehen werden.wurde aus dem Schlauchpilz

Bulgaria inquinandsoliert?
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Abbildung 2-3: Ausgewahlte Schimmelpilz-Metaboliten mit Peryleuktur.
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2.5. Toxikologie vonAlternaria-Toxinen mit Perylenchinon-Grundgertst

Die Schimmelpilze der Gattungjlternaria produzieren mehr als 70 verschiedene Sekundar-
metabolite. Jedoch konnten bisher nur einige dibssabolite chemisch charakterisiert und
den Mykotoxinen zugeordnet werden. Auch wenn Alternaria-Mykotoxine eine deutlich
geringere Toxizitat als die gut untersuchten Aftate aufweisen, ist die von ihnen ausge-
hende Gefahr dennoch nicht zu unterschéatzerAliRanaria-Toxine auf vielen Nutzpflanzen
nachzuweisen sind, ist die Wahrscheinlichkeit eiggposition mit diesen deutlich grol3er.
Um daraus allerdings ein Gesundheitsrisiko abzneitnd Grenzwerte festlegen zu kénnen,
liegen zu wenige toxikologische Daten vor. Zu didsimschatzung kamen 2003 dagndes-
amt fur Risikobewertun(BfR) und 2011 di€uropean Food Safety AuthorigigFSA)!? !

Daher sindAlternaria=Toxine in der Toxikologie von hohem Interesse wyghtren zur
Gruppe der sogenannten ,emerging mycotoxins“. Di@&egriff hat sich fur Pilzmetabolite
entwickelt, die nachgewiesene toxikologische E#ekiaben, aber aufgrund der unzurei-
chenden Datenlage zu Vorkommen und Toxizitat nachtrvon Behérden mit Grenzwerten
versehen wurderilternaria-Kontaminationen besitzen ein komplexes toxikologes Profil,
das wegen der hohen chemischen Vielfalt der prediezri Toxine bis heute langst nicht
vollstandig aufgeklart id¢?!

Die am besten untersuchte Gruppe unter AléernariaToxinen sind die Benzopyrone mit
den beiden Hauptvertretern AOH)(und AME @). Im Gegensatz dazu sind die Perylen-
chinonderivate ATX | — Il 9, 10 und 11), die in geringerem Umfang von den Pilzen
produziert werden, deutlich schlechter untersudigs ist kritisch, da Studien gezeigt haben,
dass die Altertoxine starke Mutagene sind und baudén eine hohere akute Toxizitat als
AOH (1) und AME @) zeigen®” Weiterhin wurde nachgewiesen, dass ATX 10)(und
STTX Il (12) in der Lage sind, DNA-Strangbrtiche zu verursachkeklart wurde das mit der
Anwesenheit der Epoxidfunktion, die wahrscheinlich der DNA reagieren karifi®: !

Auch wenn ATX Il (0) zu den starksten genotoxischen InhaltsstofferExtrakten aus
Alternaria alternatakontaminierten Lebensmitteln geh8, konnte es bisher nicht in pro-
zessierten Lebensmitteln nachgewiesen werden. Koieste auf die hohe Reaktivitat gegen-

tiber anderen Lebensmittelinhaltsstoffen zurtickgefitarden=?!
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2.6. Biosynthese vorAlternaria-Mykotoxinen mit Perylenchinonstruktur

Die Biosynthese deAlternariaMykotoxine mit Perylenchinon-Struktur ist bisheemg er-
forscht. Durch®*C-isotopenmarkierte Acetateinheiten konn@kuno et al’®”! nachweisen,
dass Perylenchinone auf Polyketide zuriickzufihigsh $n Abbildung2-4 ist ein vonOkuno
et al. vorgeschlagener Biosynthesepfad mit ErgageivonChagaset al®" dargestellt.
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22 24
oxidative aromat|sche
Kupplung
OH O OH O OH OH
# Tautomerenglemhgewwht
28 O 27 OH O 26 OH OH
weitere natirliche weitere natirliche
Perylenchinone von Perylenchinone von
Dihydroanthracentyp Biphenyltyp

Abbildung 2-4: Von Okunoet al'*”! vorgeschlagene Biosynthese von Perylenchinon-

metaboliten mit Erganzungen v@hagaset al®*”

Zunachst werden Acetateinheiten zum Pentakddzusammengesetzt. Eliminierung von
Wasser fuhrt unter gleichzeitiger Reduktion zumDRiBydroxynaphthalir25. Dieses dimeri-
siert nun oxidativ zum Vorlaufer der Perylenchinone

Untersuchungen zum Nachweis daflr, dass sich adleerStoffatome von den Acetat-
precursorn ableiten lassen, wurden nie durchgeflivagaset al. vermuten auf Grundlage
ihrer Studien, dass die Sauerstoffatome an denp@sigionen 3, 4, 9 und 10 aus den Poly-
ketidbausteinen stammen. Alle weiteren Sauerstofiatwerden demnach zu einem spateren
Zeitpunkt durch Oxygenasen eingefiigt. Des Weitateliten Chagaset al. die Hypothese

auf, dass es bei der Biosynthese ein frihes Inthangibt, in dem zwei Tautomere im
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Gleichgewicht miteinander stehen. AnschlielBendediolgann spezielle Reaktionen wie Re-
duktionen, Hydroxylierungen und / oder Epoxidierengan verschiedenen Positionen der
Perylenchinone. In dieser Hypothese stellt dasoraat27 den Precursor flur alle Perylen-
chinone vom Biphenyltyp und das Tautor2&rentsprechend den Precursor fur alle Derivate
vom Dihydroanthracentyp d&t!

Zum jetzigen Zeitpunkt sind deutlich mehr Perylanohe bekannt, die ein Biphenylgerist
besitzen als jene mit einem DihydroanthracengeBmtechnungen vofhagaset al. erga-
ben, dass das Tautoni&f etwas stabiler als das Tauton2&ist. Dieses Ergebnis kdonnte die

natirlich vorkommende Ungleichverteilung der bei@emylenchinontypen erklaréti!

2.7. Synthetische Vorarbeiten vonPfaff zu Perylenchinon-Metaboliten

Pfaff leistete bereits einige Vorarbeiten zur Synthese @rundgertstes der Perylenchinone
vom Biphenyltyp. Zudem fuhrte er verschiedene Vehnsu zur Funktionalisierung der
Perylen- und Perylenchinongeriste durch.

In Schema2-1 ist der Syntheseweg zur Darstellung des gescmié&rylenchinon-Grund-
geriistes37 von Pfaff®! gezeigt. Als Ausgangsstoff diente 3-Hydroxybenehid! @9), wobei

die Hydroxygruppe als Hexyloxygruppe geschuitzt umgara-Position zu dieser Gruppe
bromiert wurde (Verbindun@0). Eine anschlielBenddglimannKupplung lieferte das Bi-
aryl 31. Der mittlere Ring des spateren Pentacyclus koduteh eine Thiazoliumsalz-vermit-
telte Benzoinkondensation geschlossen werden. dist&ndige Oxidation zum Phenanthren-
chinon33 konnte durch starken Luftstrom erzielt werdenfdtgte die Umsetzung mit einem
Grignard-Reagenz zum DidB4. Nach Dehydratisierung mit PBund radikalischer Bromie-
rung mit N-Bromsuccinimid (NBS) wurde das Dibron38 erhalten. Dieses konnte mit dem
Lithiumenolat von Essigsautert-butylester zum Dieste86 umgesetzt werden. Als néchstes
folgte der Schlisselschritt in der Syntheseroute Rfaff. der doppelte Ringschluss in einer
EatonsReagenz-vermitteltenFriedel-Craftsartigen Reaktion. Das hierbei verwendete
EatonsReagenz (eine Losung aus Phosphorpentoxid in Mstinsaure) lield sich besser
handhaben und lieferte hohere Ausbeuten als diefallegetestete Polyphosphorsaure. Das
so erhaltene geschitzte PerylenchiB@rkonnte in insgesamt neun Stufen mit einer Gesamt-
ausbeute von 13% dargestellt werden.

Die Entschiitzung zum Perylenchin®® konnte allerdings nicht vollzogen werden, da enatwe

der kein Umsatz oder die Zersetzung des Molektilsenlbachten war.
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Schema 2-1Synthese des geschiitzten PerylenchinongrundgeriestePfaff®!



Aufgabenstellung | 13

3. Aufgabenstellung

Von Schimmelpilzen der Gattundjiternaria geht ein praktisch nicht einschatzbares Risiko
aus. Weltweit werden Friichte, Nutzpflanzen und &e¢r von ihnen befallerAlternaria-
Schimmelpilze produzieren toxische Metaboliten, \d@men nur wenige bereits untersucht
sind. Eine grof3e Gruppe von SekundarmetabolitenadsAlternaria isoliert werden konn-
ten, basiert auf einem Perylenchinon-Grundgeruatd® Pilze diese Metaboliten nur unter
bestimmten Umgebungsbedingungen produzieren,ristiktraktion schwierig und nur selten
in gréReren Mengen madglich. Daraus ergibt sichRii@blematik, dass nicht immer eine hin-
reichend groRe Menge dieser Mykotoxine fir toxilgdohe und biologische Untersuchungen
vorhanden ist. Daher existiert ein starkes Interess der Totalsynthese der Perylenchinon-

Metaboliten.
Die Aufgabenstellung dieser Arbeit unterteilt sioclzwei Teilvorhaben:

Das erste Ziel dieser Arbeit ist die EntwicklungnvBynthesestrategien zur Funktionalisie-
rung von Perylenchinon-Grundgeriisten vom Bipheryg-TBasierend auf den Vorarbeiten
von Pfaff®! zur Synthese des Grundgeriistes sollten Verfahmetiessen Funktionalisierung
entwickelt werden. Dies sollte an der einfacherangichen, dem Zielmolekll a&hnlichen
Verbindung39realisiert werden (Abbildung-1).

OH O OR

",/OH O"

OH O OR
9 39

Abbildung 3-1: Altertoxin | (9) und Testverbindung9 zur Erprobung der Einfihrung von

Substitutionsmustern von Perylenchinon-Naturstoffen
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Ferner sollen im zweiten Teil der vorliegenden Arl&trategien zur Synthese bereits funkti-
onalisierter Perylenchinon-Grundkorper erprobt werdZiel war es daher, passende Vorlau-

fermolekulle darzustellen und Mdglichkeiten zu finddiese dann zu kuppeln.



