Zur Chemie und Biochemie der Azachinone

Von Hans-Joachim Knackmuss!”?

Die Azachinone bilden eine neue Klasse von Sekundirmetaboliten der Bakterien. Untersu-
chungen zur Chemie der Azachinone, ihrer Imide sowie der 2,3,6-Pyridintriole und 3-Amino-
pyridin-2,6-diole waren erforderlich, um Einblicke in die Struktur und Biogenese dieser

Naturstoffe zu gewinnen.

1. Vorkommen von Azachinonen

Die iiberwiegende Zahl der Bakterien ist farblos, doch be-
obachtet man gelegentlich auch Bakterien mit gelben bis
orangefarbenen, seltener roten und violetten Pigmenten.
Blaue Bakterienpigmente sind eine Raritdt. Am lingsten
bekannt ist-das blaue Phenazinpigment Pyocyanin aus
Pseudomonas aeruginosa und Cyanococcus chromospirans.
Auf indolhaltigen Néhrb6den bildet Pseudomonas indol-
oxidans das ebenfalls blaue bakterielle Indigotin.

In jiingster Zeit wurden fiir eine Gruppe von blauen
Bakterienpigmenten azachinoide Strukturen erkannt. Auf
Pyridinolen als Kohlenstoff- und Stickstoffquelle lassen
sich leicht Bakterien anreichern, welche das Substrat teil-
weise zu blauen Pigmenten oxidieren. Das von Arthrobacter
crystallopoietes in groBen Kristallen abgeschiedene Pig-
ment hat die Diazadiphenochinon-Struktur (7)), Eine
dhnliche Struktur (2) soll einem Pigment zukommen,
welches durch bakterielle Oxidation von Isonicotinsdure
entsteht!?,

(1), R=H (3)
(2), R = COH

(4), R = Ribosyl
(5), R = Octanoylamino

Beim Abbau des Nicotins sowie der Nicotinsdure durch
Arthrobacter- und Pseudomonas-Spezies beobachtet man
die Bildung von blauen, vermutlich azachinoiden Pigmen-
ten®®., Eine Komponente des Nicotinblaus aus 4. oxidans
wurde kiirzlich auch kristallin erhalten®! und als Mono-
kaliumsalz von (1) erkannt'>4}.

Das extrazelluldr gebildete Diazadiphenochinon Indigo-
idin (3) ist in gréBeren Mengen aus Kulturen von Coryne-
bacterium insidiosum, Pseudomonas indigofera, Arthrobacter
atrocyaneus und Arthrobacter polychromogenes zuging-
lich (siche Abschnitt 3.1)!'] Kleine Mengen von (3)
wurden in drei pflanzenpathogenen Bakterienstimmen
der Erwinia-chrysanthemi-Gruppe nachgewiesen 5],
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Von Arthrobacter polychromogenes wird neben dem was-
serunloslichen Indigoidin (3) ein wasserlsliches Azachi-
non, das Indochrom (4), an das Medium abgegeben’®),
Beide Pigmente wurden auBerdem bei zwei Arthrobacter-
Spezies, zwei Corynebacterien und bei Micrococcus flavo-
cyanus identifiziert!”], Bereits 1900 wurde an einem Bacillus
polychromogenes genannten Bakterium neben ,farbigen,
unléslichen Kristallen” ein 16sliches Pigment mit den Ei-
genschaften des Indochroms beschrieben'®. Indochrom
besteht aus mehreren Komponenten, die sich durch die
Verkniipfung der Ribosylreste unterscheiden (siche Ab-
schnitt 3.2).

Eine Diazaindophenol-Struktur wie das Indochrom hat
auch das intrazelluldr gebildete blaue Pigment (5) von
Pseudomonas lemonnieri'® (siche Abschnitt 3.3).

2. Bildung und Reaktionen der Azachinone

2.1. Azabenzochinone und ihre Solvatation

Die drei isomeren Azachinone (6), (7) und (8) leiten sich
formal durch Austausch von CH gegen N vom p- und o-
Benzochinon ab. Das als ,,Pyridochinon* der Struktur (6)

(@)
O
oI o g o
(@)
(6) (7) (8)

oder (7) beschriebene Oxidationsprodukt von Pyridindi-
olen™® wurde spiter als Diazadiphenochinon (/) er-
kannt1!. Die bei der Oxidation von 2,5- oder 2,3-Pyridin-
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diol®? oder von 5- oder 3-Amino-2-pyridinol in stark
saurer Losung!'?! primir entstehenden Azachinone (6)
oder (7) unterliegen der Hydratation an der C=N-Bin-
dung unter Bildung von 2,3,6-Pyridintriol (9)". Bei der
Weiteroxidation entsteht 2,3,6-Trioxo-1,2,3,6-tetrahydro-
pyridin (10)", das zu (/) dimerisiert.

Bei der Oxidation von 6-Hydroxy-4-methyl-2-chinolon
(11)13ist keine Hydratation an der C=N-Bindung még-
lich. Stattdessen wird das Wasser an den carbocyclischen
chinoiden Ring des Zwischenproduktes addiert. Die Wei-
teroxidation fithrt dann zum Azanaphthochinon (12).

CHjz [- Hga
HO. ™
(11) -
N i NS0
H
lnzo
OH CH3 OH CHj
H X
(12) N -2H N 0
H

Das Azachinon Pyromekazon[(/3a)=(13b)] kann nur
mit 1 mol Kristallalkohol [als (13¢)] in Form farbloser
Nadeln kristallisiert erhalten werden'*#, Auch hier muBl
die Solvatation an der C=N-Bindung des Tautomeren
(13b) eingetreten sein. Dagegen kann das gelbe Benzo-
Homologe (14)!*% nicht entsprechend solvatisiert werden.

(o] OH OH
(L= L= O
——— ~ I
O O RO™ 'N” O
H H
(13a) (13b) (13¢c)

(o}

oY
H3C N“~0

H
(14)

2.2. Dimerisation von 2,3,6-Trioxo-1,2,3,6-tetrahydro-
pyridin

Die Oxidation von 2,3,6-Pyridintriolen oder 3-Amino-2,6-
pyridindiolen fiihrt bei freier 5-Stellung stets zu Dimeren.

[*1 2,3,6-Pyridintriol (9) liegt zumindest in DMSO de facto als Gleich-
gewichtsmischung aus 3-Hydroxy-2,6-dioxo-1,2,5,6-tetrahydropyridin
(9a) und 3,6-Dihydroxy-2-pyridon (9b,) vor (siehe Abschnitt 2.5).

[**] Wegen der leichten Solvatation der —CH=N-Gruppe sind nur
Azachinone bekannt, bei denen die Kohlenstoffatome in Wachbar-
stellung zum Stickstoff durch Sauerstoff substituiert sind. In der vor-
liegenden Arbeit wurden diese Azochinone entsprechend (10) in der
tautomeren Imidform (als 2,3,6-Trioxo-1,2,3,6-tetrahydropyridine) ge-
zeichnet. Nach Aussage ihrer IR-Spektren liegen die Azachinone offen-
bar weitgehend in dieser Form vor. Dennoch zeigen besonders die
Grundkorper (30), (31), (36) und (27) Elektronenspektren, wie sie
fiir Benzochinone typisch sind und von denen sich die Azachinone
formal durch Austausch jeweils einer —CH=CH- gegen eine
—CO—NH-Gruppierung herleiten (siche Abschnitt 2.5).
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Ein Beispiel ist die Dimerisation von (10) unter Bildung
von (1). Entsprechend kann die Entstehung von (/) aus
(15)161 oder (16)1*7! bei der Sdurehydrolyse erklirt
werden.

CO,H
OH OCHj3
O“™N""O O""N“T0
H H
(13) (16)

2.3. Oxidationsprodukte von 3-Amino-2,6-pyridindiolen

Die Oxidation von Aminocitrazinsdure (17)!'8), die sich
potentiometrisch verfolgen 1dBt, kann durch Schema 1
beschrieben werden!'®). Wie die blaue Indigoidindicar-

o}
NH
COzH HN™ Y
H. NHz _oq O COyH
2 H ™ ,—2_-‘ Hl g 2
o NS0 t2H HOC 0
H
H; H
(17) O

(20) (19)

Schema 1. Reversible Oxidation von Aminocitrazinsiure (17).

Tabelle 1. UV-Spektroskopische Daten einiger 3-Amino-2,6-pyridin-
diol-Derivate.

Verb. Aoay [NM] loge
in CH,OH
gﬁfinz (17). R = 1 329 383
O N (17a), R = CH3 |a] 328 KA
H
Ol
I 2
‘j\/i:\(m (18) 332 4.04
0 NNO
H
2
OzH
pH NH,
AN (58) 328 382
N
H
Ho Ay NHz
Y (21) 320 [b]
o0 N"N0
H

[a] NMR-Spektrum in Dg-Dimethylsulfoxid: 7= —-2.50 (NH oder
OH); 3.03 (NH,); 6.60, 6.30 (CH,, CH.).

[b] Gemessen wurde das Hydrochlorid nach Zugabe von Dowex 2 x 4
(OH "-Form).
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bonsdure (19)!!! lassen sich auch die farblosen Oxida-
tionsprodukte, das Bipyridyl-Derivat (18) und das Bis-
(azachinonimid) (20), in reiner Form isolieren ; ihre Kon-
stitution wurde durch Spektren bewiesen!!%(vgl. Tabelle 1).
Samtliche Oxidationsschritte, bei geeignetem pH-Wert
auch der Ubergang (17)=(18), kénnen durch Hydrie-
rung (mit Raney-Ni) riickgingig gemacht werden!!®\. Ana-
log zur Bildung von (19) entsteht Indigoidin (3) quanti-
tativ. durch Autoxidation von 2-Aminoglutacon-
imid (271201

2.4. Azachinonimide

Bei der Oxidation von 3- bzw. 5-Amino-2-pyridinolen,
welche in 5- bzw. 3-Stellung einen Substituenten tragen,
z.B. (22) bzw. (23), entstehen nicht wie frither angenom-
men Azachinhydrone!'?), sondern das intermediir gebil-
dete Azachinonimid (24b) stabilisiert sich durch Konden-
sation zum Diazaindophenolfarbstoff (25) entsprechend
Schema 2121, Durch hydrierende Acetylierung entsteht
das Dipyridylamin-Derivat (26).

HaC AN ANHz  HaC A\ NH,
(22) j T e
SN NOH HO” N
1-211 1—211
HaCl/\AENH HaCfTNH
SN0 07 N?
o Hy
HaC NH, |
HO“N-"OH
1 -NH,
-2 H
HsC NH
am 1Y
OPNN-S0 J
H

H OH CH,
N
e oﬁNgw
Hj O H

lHI/Ra.ney-Ni

Ac,0
OAc CH,
(26) Aco<{ H»N-< )OA
/ \ /g0
Hs Ac GAc

Schema 2. Oxidation von 3- bzw. 5-Amino-2-pyridinolen vom Typ
(22) bzw. (23).

Bei der Hydrierung des Farbstoffes (25) mit Pd-Katalysa-
toren werden zwei Aquivalente H, aufgenommen. Bei der
Autoxidation bildet sich nicht der Diazaindophenolfarb-
stoff (25) zuriick, sondern es entsteht das Diazadipheno-
chinon (27). Durch Abfangen der Hydrogenolysepro-
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dukte — (28) als 3-Benzolazo- und (29) als Tetraacetyl-
Derivat — konnte die in Schema 3 abgebildete Reaktion
bewiesen werden.

H OH CHj
N \ —
o N o (25
= N
HaC o H
lmz
H3 N H,N R CH3
(o * 2l X
HO 'N” OH HO” "N” "OH
(28) (29)

L J

1/2 04
-2

HsC. HN__~ CHs
SR,
HOSN”"0OH HO N0

L 3
l-NHJ
H o] CHa
N —
0] =0 (27)
= N
H3C O H

Schema 3. Umwandlung von Diazaindophenolen vom Typ (25} in
Diazadiphenochinone vom Typ (27).

Konzentrierte Salpetersidure spaltet (25) zum 5-Methyl-
2,3,6-trioxo-1,2,3,6-tetrahydropyridin (30), welches wie
das bereits friiher beschriebene Homologe (31)'*?! wegen
der Substitution an C-5 nicht dimerisieren kann. (30)
bildet mit Phenylhydrazin (32), welches mit dem Benzol-
azo-Derivat von (28) identisch ist.

Rl
R2 (30), R! = H, R? = CH;

(31), R! = CH3, R? = CgH,

g (36), R' = R? = CH,

HsC ;N-NH-Ph HyC. ~_N=N-Ph
= |
N N~ OH
H H

(32)

2.5. Azachinone aus 2,3,6-Pyridintriolen

Die friiher als ,,2,3,6-Pyridintriole* angesprochenen Pro-
dukte!®3), die durch Autoxidation entstanden waren, sind
aufgrund ihrer Absorptionsspektren als Homologe des
Azachinons (30) anzusehen. Als erste echte 2,3,6-Pyridin-
triole sind kiirzlich die vier Homologen (9), (33), (34)
und (35, synthetisiert worden!?# 251 (Tabelle 2).
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Tabelle 2. Tautomerengleichgewichte der 2,3,6-Pyridintriole in Dime-
thylsulfoxid.

R! R? Kq[4]

1 1
R OH R%, %, OH 9) H H 1.75
3 - Oﬁ (33) H CH, 04
N HOTRTRO (34) CH, CH; 20
(35) CH, H 42

(a) (5

[a] Kr=[(a)]1(®)].

Bei der Synthese wurden, um Autoxidation zu vermeiden,
stets die 2,3,6-Triacetoxy-Derivate angestrebt. Diese lassen
sich unter O,-AusschluB in konzentrierter Salzsiure zu
den Hydrochloriden der Pyridintriole verseifen. Bei er-
hohter Temperatur verlieren diese leicht HCI unter Subli-
mation der freien Basen.

Das Triacetyl-Derivat von (33) erhilt man leicht durch
hydrierende Acetylierung von (30). Die entsprechenden
Derivate von (34) und (35) sind durch Hydrolyse und
anschlieBende Acetylierung der 3-Diacetylamino-2,6-di-
acetoxy-pyridine zugénglich. 2,3,6-Triacetoxypyridin selbst
war auf analogem Weg nicht darstellbar und wurde nach
Schema 4 synthetisiert{?°1,

#~r Br

Mg f:[ZgBr
—_— |
CH,Ph PhCH,0” SN-"OCH,Ph

l+ (CH,),CH-MgBr

PhCH,0” °N

+0,
Pd/BaSO,

A~OAC 40 # 01
Ac N-"OAc PhCH, N CHyPh

Schema 4. Synthese von 2,3,6-Triacetoxy-pyridin.

Die sublimierten 2,3,6-Pyridintriole enthalten entsprechend
den Formeln (9a), (33a), (34a) und (35a) 2 Oxo-
gruppen. Beim LOsen setzten sich diese Formen mit den
OH-Formen (b) ins Gleichgewicht, was sich UV- und
NMR-spektrometrisch verfolgen lifit. Die in Tabelle 2
angegebenen K -Werte wurden NMR-spektroskopisch
bestimmt. Ahnliche Werte errechnet man aus den UV-
Spektren in Methanol. In Trifluoressigsdure und in wiBri-
gen Mineralsduren verschiebt sich das Gleichgewicht weit-
gehend zugunsten der basischeren OH-Form (b). Eine
Form mit drei freien OH-Gruppen ist nicht bekannt.

In nicht saurer Losung, z. B. in Methanol, werden die 2,3,6-
Pyridintriole, besonders leicht ihre OH-Formen (b), zu
Azachinonen autoxidiert. Aus (33) und (34), bei denen die
CH,-Gruppen an C-5 die Dimerisation verhindern, ent-
stechen quantitativ die monomeren Azachinone (30)
bzw. (36).

Bei der Autoxidation von (9) und (35) kann die Dimerisa-
tion jeweils iiber die 5-Stellung erfolgen (sieche Schema 5).
Endprodukte der Reaktionen sind die Bis(azachinone)
(40) bzw. (41). Je nach Wahl der Reaktionsbedingungen
lassen sich die Zwischenprodukte der Oxidation fassen. Im
Gegensatz zum Indigoidin-Hydrolyseprodukt (1) ist das
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H OH H OHR OH
N —
20 ) = O ) o
— — N\ N
HO R HO R oHH
(9), R=H (37),R=H
(35). R = CHy (38), R = CH,
l—ZH
HOR O H O R OH
N N —
= N
o H HO R O H
(40):R=H (I),R=H
(41), R = CH;3 (39), R =CH,

Schema 5. Autoxidation von 2,3,6-Pyridintriolen.

Diazadiphenochinon (39) wegen der sterischen Behin-
derung der CH,-Gruppen nicht stabil und disproportio-
niert zu (38) und (41).

Die fiir die Azachinone (30), (31), (36), (40) und (41)
formulierten 2,3,6-Trioxo-1,2,3,6-tetrahydropyridin-Struk-
turen konnten durch Vergleich der IR-Spektren gestiitzt
werden (mittelstarke Carbonyl-Absorption bei 1730 bis
1745 cm™Y). Fiir (30) konnte die entsprechende Struktur
durch Aufnahme des Losungsspektrums gesichert werden.
Die strohgelben Verbindungen zeigen (in Methanol) ein
typisches Absorptionsspektrum, wie man es bei entspre-
chenden p-Benzochinonen, die durch Austausch jeweils
einer Gruppierung —CO—NH-— gegen —CH=CH—
entstehen, beobachtet.

3. Azachinone aus Bakterien
3.1. Indigoidin

Indigodhnliche Farbe und Verkiipbarkeit haben dem
Indigoidin (3) den Namen gegeben. Geldst und in der
Kiipe verliert das Bakterienpigment langsam einen Teil
des exocyclischen Stickstoffs, was die Strukturaufklirung
des bereits 1890 beobachteten Pigmentes'?S! erschwerte.
Entscheidend fiir die Strukturaufklidrung des Indigoidins
war der Abbau zum ldslichen Bis(azachinon) (40) durch
Hydrolyse [(3)—(1)] und anschlieBende Dehydrierung
mit Salpetersiure! 1. Fiir die Abbauprodukte wie auch fiir
das Pigment selbst wurde eine Vielzah! von Synthesen be-
schrieben!*!-2%, Auch die Synthese der Indigoidindicar-
bonsdure (19) und ihre Decarboxylierung zu (3) beweisen
die Struktur des Bakterienpigmentes.

3.2. Indochrom

Das wasserldsliche blaue Indochrom wird nur von indigo-
idin-produzierenden Bakterien in die Kulturfliissigkeit ab-
gegeben. Neben einer biogenetischen Beziehung war auch
eine verwandte Struktur der beiden Pigmente zu vermuten.
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Indochrom besteht aus mindestens fiinf isomeren Pigmen-
ten, von denen die Hauptkomponenten chromatographisch
getrennt wurden. Fiir die Farbstoffsdure des Indochroms
A wurde die Struktur (42), fiir Indochrom B II die Struk-
tur (45) erkannt. Die Pigmentkomponente B I besteht

OH

OH

o Jou© o~ JoH O

OH OH

OH (43) OH (44)

Indochrom A: (42)

Indochrom BI: (43) + (44)

Indochrom BII: (45)

Indochrom BIII: enthilt den «-D-Ribofuranosyl-Rest.

hauptsichlich aus (43) und enthilt kleine Mengen (44).
Die schwache Indochrom-Komponente B Il sowie weitere
sehr schwache Chromatographiezonen sollten den ther-
modynamisch wenig begiinstigten a-D-Ribofuranosyl-Rest
enthalten. Bei Aquilibrierung in Trifluoressigsdure bilden
die reinen Pigmentkomponenten das natiirliche Isomeren-
gemisch zuriick. Indochrom ist also ein Gleichgewichts-
gemisch. Die Strukturen der Komponenten wurden durch
UV-, ORD- und NMR-Spektren sowie durch Abbau und
Synthesen bewiesen!®27), Entsprechend dem Abbau von
(25) zu (32) wird Indochrom A (42) durch Salpetersidure
und anschlieBende Kondensation mit Phenylhydrazin zu
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CH2 CH CH CH CHO
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|
h Ph (48)

1 BBr,

O
O

g-Q

Ribf\INﬂ\I-Ph —p Ribm
HO"™N"TO HO" N0
H H
(46):(47) (49)

l H,/Raney-Ni
Rib]’\/\/\[Nﬂz
HO” "N" 7O
H
02
RibeNH Hsz\/l[Rib
+
O""N""O0 O“™N”"OH
H H
e '
l-nn,
Rib

H O
N —
O N (o]
— \ N
Rib HO H

(42)-(44)

Schema 6. Zur Synthese der Indochrom-Komponenten (42)-(44).
(42) und (46), Rib=p-D-Ribopyranosyl; (44) und (47), Rib=0-D-
Ribopyranosyl; (43), Rib=o- und B-D-Ribopyranosyl.

(46) abgebaut. Aus Indochrom B 1 [(43) + (44)] entsteht
daneben das a-Anomere (47).

Die Phenylhydrazone (46) und (47) wurden wie durch
Schema 6 erldutert dargestellt. Der durch Kondensation
erhaltene Alkohol (48) lieB sich in seine Isomeren auf-
trennen. Nach Atherspaltung mit BBr, waren ,Desaza-
uridin® (49128 a1s Isomerengemisch und durch Kuppeln
mit Phenyldiazoniumchlorid (46) und (47) rein zuging-
lich. Letztere geben bei der Hydrierung und Autoxidation
in glatter Reaktion Indochrome, und zwar entsteht aus
(46) Indochrom A [(42)], und aus einem #quimolaren
Gemisch von (46) und (47) bilden sich Indochrom A (42)
und Indochrom B I [(43)+(44)] [(42):(43):(44)=
1:2:1]. Verwendet man fiir die Indochrom-Synthese an-
stelle der reinen Anomeren (46) und (47) ein Gleich-
gewichtsgemisch von 3-D-Ribosyl-5-benzolazo-3,6-pyridin-
diol (z. B. ein gefdlltes Rohprodukt, das auch die Ribofu-
ranosyle enthilt), so entsteht ein Farbstoffgemisch, das
der Zusammensetzung des natiirlichen Indochroms ent-
spricht und in dem sich auch die Indochrome B II und B III
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nachweisen lassen. Dafl Indochrom B II zwei gleiche a-D-
Ribofuranosylreste enthilt, ergibt sich aus den Absorp-
tions- und ORD-Spektren. Die besonders tiefblaue Farbe
von Indochrom B II in schwach basischen Losungen
wird, wie weiter oben die ausgeschriecbene Formel (45)
zeigt, durch starke intramolekulare Wasserstoffbriicken
gedeutet, welche das mesomere Anion zusitzlich stabili-
sieren. Die Fixierung der Chromophorebene zum optisch
aktiven Zentrum verursacht einen ungewdohnlich starken
(multiplen) Cotton-Effekt (in DMSO).

3.3. Das Pigment aus Pseudoronas lemonnieri

Fiir die Farbstoffsiure des Pigmentes aus P. lemonnieri
wurde aufgrund von spektralen Eigenschaften, Abbau-
reaktionen und Synthesen die Struktur (50a) erkannt!® 29,
Fiir die tiefblaue Farbe der Zellen ist das Anion von (50a)
verantwortlich ; das Kation ist unbekannt.

HN | NHCOR

o
N n-CqHs-CONH O
| NyOH N0
RCOHN-\ -NH B
o (51)
(50a), R = n-CyHys
(50b), R = CHy
n—Cqu‘CONl;fIN=N-Ph
N-“OH
H
(52)

Kalte Salpetersdure baut (50a) analog (25)—(30) zum
Azachinon (51) ab, welches sich durch Kondensation mit
Phenylhydrazin zu (52) stabilisiert.

(50a) wird analog Schema 3 bei der Hydrierung mit Pd
gespalten. Bei der Autoxidation entsteht (53a), ein Homo-
loges des Diacetylindigoidins (535)11- 11,

H ' NHCOR
O (53a), R = n-C;Hyy
I 0] (5317), R = CH;
RCOH NH
(o]

Die Struktur des Pigmentes (50a) wurde durch Synthese
des homologen Farbstoffes (50b) und des Pigmentes
selbst bewiesen (s. Schema 7).

Durch Acetylierung bzw. Octanoylierung und anschlie-
Bendes Kuppeln mit Phenyldiazoniumchlorid entstehen
aus Aminocitrazinsdure (/7) die Azofarbstoffe (54b) bzw.
(54a). Sublimation von (54a) gibt das Phenylhydrazon
(52). Die Amino-acylamino-citrazinsduren (55b) und
(55a) werden durch Hydrierung gewonnen und sind leicht
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OzH COH
Ho ~NNHz  (roo),0 \NHCOR
H 2, |

0" "N 7O HO™ “N""0O
H H

(17)
lth?c ©

COgH COgH
HZNJ\/N\AEEHCOR H,/Raney-Ni Ph-N=N S NHCOR
Mfrr—rrr————.
o o
H

(55a), (55b)

10:

(50a), (50b)

(54a), (54b)

Schema 7. Zur Synthese des Pigmentes [(50) a)] aus P. lemonnieri und
des Homologen (50b). (a), R=n-C;Hs; (b), R=CH,.

autoxidabel zu (50b) bzw. (50a). Der Modellfarbstoff
(50b) zeigt alle typischen Reaktionen des Bakterienfarb-
stoffes (50a). Bei der Hydrogenolyse und Autoxidation
wird dieser entsprechend in Diacetylindigoidin (535b)
umgewandelt. Alle Zwischenprodukte dieser Reaktion
wurden gefaBt und eine analoge Reaktion wie in Schema 3
bewiesen.

4. Zur Biogenese der Azachinone

Obwohl Aminocitrazinsdure (17) und besonders Amino-
glutaconimid (27) leicht durch Autoxidation in Indigo-
idin (3) ibergehen!?®), lieB sich der naheliegende Bio-
syntheseweg, bei dem Glutamin zu Aminoglutarimid cycli-
siert und anschlieBend zu Aminoglutaconimid dehydriert
wird, nicht nachweisen. Weder intakte noch aufgebrochene
Zellen von Corynebacterium insidiosum konnen Amino-
glutarimid oder Phthalimido-glutarimid (Thalidomid) in
Indigoidin umwandeln'°],

Dagegen scheint 2,6-Pyridindiol die gemeinsame Vorstufe
in einem Syntheseweg sowohl zum Indigoidin als auch
zum Indochrom zu sein. Bei Verfiitterung von 2,6-Pyridin-
diol wird die Indigoidinausbeute in Kulturen von C. insi-
diosum betrichtlich gesteigert®!!, 3-p-Ribosyl-2,6-pyridin-
diol (Desazauridin) (49) wurde einerseits aus Kulturen
des Wildstammes von Arthrobacter polychromogenes iso-
liert und konnte andererseits eine indochrom-freie Mutante
von A. polychromogenes zur Indochrombildung veran-
lassen®®?!, Offenbar konkurriert eine Monooxygenase
(Indigoidinsyntheseweg) mit einer Ribosyl-Transferase (In-
dochromsyntheseweg) um 2,6-Pyridindiol als Substrat.
Wihrend bei ruhender Kultur beide Pigmente gebildet
werden, iiberwiegt bei stark beliifteter Schiittelkultur die
Reaktion der Monooxygenase, so da} fast nur Indigoidin
entsteht. Erst bei Zugabe von Desazauridin (49) erfolgt
auch in der Schiittelkultur Indochrombildung. Da letztere
unverziiglich nach Zugabe des Substrates einsetzt, miissen
die Enzyme des Parallelweges in indigoidin-produzieren-
den Zellen bereits vorhanden sein. Ein Bakterium, welches
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nur Indochrom bildet, konnte weder in der Natur gefunden
noch durch Mutation erzeugt werden. Bei der Mutation
geht entweder allein die Fihigkeit zur Bildung von Indo-
chrom verloren, oder man findet nur Nachkommen,
welche iiberhaupt keine Pigmente bilden. Die indochrom-
freie Mutante von A. polychromogenes unterscheidet sich
demnach vom Wildstamm nur durch das Fehlen einer
Ribosyl-Transferase.

Bei der Biosynthese von Indigoidin aus 2,6-Pyridindiol
sollte 2,3,6-Pyridintriol das Folgeprodukt sein. Eine ent-
sprechende Reaktion wurde kiirzlich beim Abbau des 2,6-
Pyridindiols bei Arthrobacter oxydans durch Identifizie-
rung des 2,3,6-Pyridintriols als Zwischenprodukt!23! und
Isolierung der entsprechenden Monooxygenase nachge-
wiesen3, Aus dem Pyridintriol entsteht wie bei der
Autoxidation (/) (,Nicotinblau I)!*] Daneben entsteht,
besonders in der spéten stationiren Wachstumsphase, ein
zweites leicht 16sliches Pigment (,,Nicotinblau II1¢). Letzte-
res bildet sich in vitro bei der Autoxidation von 2,3,6-Pyri-
dintriol in Gegenwart von 2,6-Pyridindiol(34-41,
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Ein neuer Typ der Dimerisierung von
Nitril-yliden "1™

Von Klaus Burger, Kurt Einhellig und Georg Siif™ sowie
Alfred Gieren™

Uber Cycloadditionen'®! der durch Thermolyse oder
Photolyse aus  4,5-Dihydro-1,3,50%-0xazaphospholen
(1)""*erzeugten Nitril-ylide haben wir vor kurzem berich-
tet. Bei der Thermolyse von (1) in wasserfreiem Xylol
bei 140°C ohne Dipolarophil bilden sich unter Cycloeli-
minierung von Phosphorsdureester Dimere (2). Diese
sind leicht oxidierbar und ergeben mit Quecksilber(i)-

[*] Priv.-Doz. Dr. K. Burger, Dipl.-Chem. K. Einhellig und
cand. chem. G. SiiB
Organisch-chemisches Institut der Technischen Universitit
8 Miinchen 2, ArcisstraBe 21
[**] Dr. A. Gieren
Manx-Planck-Institut fiir Biochemie,
Abteilung Strukturforschung I
8033 Martinsried bei Miinchen, Am Klopferspitz
[***] Diese Arbeit wurde von der Stiftung Volkswagenwerk unter-
stiitzt.

[****] Friiher 4,5-Dihydro-1,3.5-oxazaphosph(v)ole genannt.
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acetat in ausgezeichneten Ausbeuten 6,6.12,12-Tetrakis-
(trifluormethyl)-6,12-dihydro-dibenzo[ ¢, k] [ 1,5]naphthy-
ridine (3). Die Photolyse von (/) in Benzol fiihrt in gerin-
geren Ausbeuten direkt zu (3). IR-, NMR-, UV- und Mas-
senspektren fiir (3) liegen vor; die Entscheidung iiber die
Struktur gelang durch Rontgen-Strukturanalyse!®,
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