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257. Welkstoffe und Antibiotica
23. Mitteilung?)

Uber die Isolierung von Culmomarasmin, einem peptidartigen Welkstoff
aus dem Kulturfiltrat von Fusarium culmorum (W. G. SM.) SACC.

von J. Kiss?), St. Naef-Roth, E. Hardegger, A. Boller, F. Lohse,
E. Gidumann und Pl. A. Plattner

(6. X. 60)

Fusarium culmorum (W. G. SM.) Sacc., ein Erreger von Keimlingskrankheiten,
Ahren- und Wurzelfusariosen bei verschiedenen Getreidearten, bildet in vitro toxische
Stoffwechselprodukte, die an Testpflanzen dhnliche Schadenbilder auszulGsen ver-
mogen wie sie bei erkrankten Pflanzen auftreten. Eines dieser Toxine, das wir im
folgenden Culmomarasmin nennen mochten, erwies sich als eines der aktivsten bisher
bekannten Welketoxine?).

Die Verbindung ist thermolabil und auch gegeniiber pH-Schwankungen sehr
empfindlich. Die Stabilitit in Losungsmitteln, namentlich in solchen mit polarem
Charakter, ist gering. Aus Kulturfiltraten desselben Pilzstammes, ETH Nr. 4229,
isolierte LANDOLT?) einen welkaktiven Stoff, der jedoch mit Culmomarasmin nicht
identisch ist. Die von LANDOLT beschriebene Verbindung ist im Gegensatz zu Culmo-
marasmin thermostabil, in den meisten organischen Losungsmitteln 16slich, und die
Losungen zeichnen sich durch eine bemerkenswerte Stabilitdt aus.

Die erste Aufarbeitungsstufe bei der Isolierung von Culmomarasmin besteht in
der Adsorption der welkaktiven Fraktionen an Asmit (No.173N) (Adsorberharz
mit schwachen anionen Eigenschaften), gefolgt von fraktionierter Ablssung durch
Methanol. Schonendes Eindampfen der Methanol-Eluate lieferte den rohen Welk-
stoff in fester Form. Die weitere Aufarbeitung erfolgte nach dem folgenden Schema.

Aus der Rohfraktion I liessen sich inaktive Begleitsubstanzen durch Ather heraus-
1sen. Der Ather-unlésliche Anteil enthilt das Culmomarasmin in vorgereinigter
Form. Weitere Verunreinigungen, namentlich pD-Weinsdure, konnten durch Dige-
rieren der Fraktion IT mit Aceton abgetrennt werden.

Die weitere Aufarbeitung erfolgte durch Herauslosen der aktiven Anteile mit
Dimethylformamid aus der Fraktion ITI. Anschliessend wurde das Culmomarasmin
an vorbehandelter Norit-Suprakohle?) adsorbiert und anschliessend mit Dimethyl-

1) 22. Mitteilung: Helv. 43, 1436 (1960).

2) Vorgetragen an der Winterversammlung der Schweizerischen Chemischen Gesellschaft,
Genf, 27. Februar 1960; Chimia 74, 174 (1960); Angew. Chem. 72, 271 (1960).

3) E. GAuMaNN und Mitarb., Phytopathol. Z. 36, 111 (1959); PL. A. PLATTNER und Mitarb.,
Helv. 28, 188 {1945); 37, 860 (1948); 37, 1379 (1954}; A. E. DimMonD, Fortschr. Chem. org. Natur-
stoffe 77, 298 (1959).

4 E. Lanport, Phytopathol. Z. 79, 126 (1952).

5) Zu diesem Zweck konnten verschiedene Aktivkohlesorten verwendet werden, welche mit
12-proz. Salzsiure ausgekocht, mit Wasser neutral gewaschen und im Vakuumexsiccator iiber
Phosphorpentoxyd scharf getrocknet wurden.



Volumen xrii1, Fasciculus vir (1960) — No. 257 2097

formamid fraktioniert eluiert. Die letzte Reinigungsstufe (IV - V) besteht in einer
fraktionierten Fillung des Culmomarasmins.

Das so erhaltene Culmomarasmin ist eine farblose mikrokristalline Verbindung,
die in unserem Test eine Welkaktivitit von 300-450 Ew besitzt. Eine Erhohung der
Aktivitit konnte durch eine weitere Reinigung (chromatographische Adsorption,
fraktionierte Fillung, usw.) nicht erreicht werden. Wie bereits erwahnt, ist Culmo-
marasmin gegen Alkalien und Mineralsduren dusserst empfindlich.

Kulturfiltrat
151; 100 Ew/ml $)
Total: 1500000 Ew

adsorbiert an Asmit
eluiert mit Methanol

Rohwelkstoff (fest) 1
19,2 g; 19 Ew/mg
Total: 364800 Ew

l: Atherextraktion
¢ f
Y
Atherlsslicher Teil (inaktiv) Atherunloslicher Teil (aktiv) 11
(Neutralkorper, Fettsdure, 13,7 g; 25 Ew/mg
Farbstoffe, usw.) Total: 342500 Ew
‘ Acetonextraktion
¢ |
v
Acetonloslicher Teil (inaktiv) Acetonunlislichey Teil (aktiv) 111
(hauptsachlich b-Weinsdure) 1,8 g; 85 Ew/mg
Total: 153000 Ew
Dimethylformamid-
Extraktion (DFA)
DFA-unloslicher Teil (inaktiv) DFA-loslicher Teil (aktiv) Iv

Adsorbiert an Aktivkohle,
elniert mit DFA

Fraktionierte Fillung mit abs. Ather V
186 mg Culmomarasmin

300-450 Ew/mg

Total: ~ 60-80000 Ew.

Culmomarasmin ldsst sich mittels den folgenden physikalisch-chemischen Eigen-
schaften charakterisieren: Zersetzungspunkt: 215-218°; [oc]ff = —0,6° 4+ 0,2%; pK-
Werte: 5,7 und 8,4 4 0,1.

In Dimethylformamid-Lésung weist Culmomarasmin das folgende UZ.-Diagramm
auf (Zentrifugalfeld: 180000 g; 50000 U.p.M.) Sedimentationskonstante: s,y =
0,62 x 1013, Auf Grund des UZ.-Diagrammes darf das Priparat als einheitlich an-
gesehen werden. Die sehr niedrige Sedimentationskonstante (sofern sie nicht durch

8} Vgl. exptl. Teil.
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ein hohes, scheinbar partielles, spezifisches Volumen des Culmomarasmins bedingt
ist), sowie die rasch einsetzende Diffusion weisen mit grosser Wahrscheinlichkeit
auf ein relativ kleines Molekulargewicht der Substanz hin. — Die iibrigen Methoden
zur Bestimmung des Molekulargewichtes (Schmelzpunktserniedrigung, Siedepunkts-
erhohung, usw.) fithren beim Culmomarasmin zu wenig iibereinstimmenden Werten.

Das IR.-Absorptionsspektrum (Nujol) weist im Gebiet von 3300 und 1730 cm—1
ausgeprigte Banden auf (vgl. Fig. 2).
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Fig. 1. Ultrazentvifugievungsdiagvamm von Culmomarasmin
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Fig. 2. IR.-Absovptionsspektvum von Culmomarvasmin

Die Elementaranalyse zeigt einen hohen Gehalt von N, S und Cl im Culmomaras-
min an. Neben C, H, O, N, S und CI wurde bei der Verbrennungsanalyse ein geringer
anorganischer Riickstand festgestellt, in welchem Eisen nachgewiesen werden konnte.
Die Aminosiureanalyse nach STEIN & MooRrE ldsst neben NH; auf die Anwesenheit
der folgenden Aminosiuren schliessen: Cys., Leu., Ser., Asp., Glu., Ala., Val., Allo-
Ile., Pro., Gly., Thr.

Auf Grund der vorliegenden experimentellen Befunde vermuten wir, dass es
sich bei dem von uns untersuchten Stoffwechselprodukt von Fusarium culmorum
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(W.G.SM). SAcc um eine weitgehend einheitliche Substanz handelt. Das Culmomaras-
min stellt mit Sicherheit einen neuen peptidartigen, pflanzlichen Welkstoff dar, iiber
dessen biologische Eigenschaften an anderer Stelle niher berichtet werden soll.

Experimenteller Teil

Ziichtung und Isolievung. Zur Herstellung der Welkstofflosung wurde der Stamm von Fasa-
vium culmorum (W. G. SM.) Sacc in Schiittelkultur bei 27° 3 Tage auf folgender Nahrlésung
geziichtet: Ionenaustauscher-Wasser 1500 ml; Rohrzucker 75 g; Weinsidure 4 g; Ammonium-
tartrat 4 g; Ammoniumphosphat 0,6 g; Ammoniumsulfat 0,25 g; Kaliumcarbonat 0,6 g; Magne-
siumcarbonat 0,4 g; Zinksulfat 0,07 g; Ferrisulfat 0,07 g; Kaliumsilicat 0,07 g. Die Lésung wurde
bet 1 atii 20 Min. sterilisiert.

15 1 Kulturfiltrat (100 Ew/ml. total 1500000 Ew) liess man durch eine 2,5 1 Asmit-Ionen-
austauscher-Siule laufen. Der adsorbierte Welkstoff wurde mit Methanol (16mal 500 ml) bei
Zimmertemperatur eluiert. Die Fraktionen 4-16 wurden im Vakuum (ca. 20 Torr) bei 25-30°
Badtemperatur eingedampit. Es ist wesentlich, dass das Methanol-Eluat kein Wasser enthilt,
da sonst beim Eindampfen der Ldsung keine aktive, feste Substanz isoliert werden kann. Es
wurden 19,2 g feste, pulverisierbare, gelbbraune Substanz I isoliert, mit einer Welkaktivitat von
19 Ew/mg, total 364800 Ew.

Die Bestimmung der Aktivitit unserer Praparate im Welketest wird nach der folgenden
Methode ausgefiihri: Im Gewichshaus gezogene Tomaten der Sorte TuckswooD werden im
4-Blatt-Stadium' geschnitten, gewogen und in Losungen von verschiedenem Toxingehalt ein-
gestellt (je 5-10 Pflanzen pro Konzentration; PrILIPs Fluoreszenzlampen TL 25W-33 in 60 cm
Abstand; 60-709, rel. Feuchtigkeit; Temperatur 21-22°). Nach Aufnahme von 0,25 ml Tomaten-
frischgewicht werden die Sprosse in Brunnenwasser gestellt und die Schadigungen der einzelnen
Blitter nach 24 Std. in 5 qualitativen Stufen (0—4) bonitiert. Mit Hilfe der Regressionsgeraden,
die aus den gefundenen Mittelwerten resultiert, wird diejenige Konzentration ermittelt, die eine
mittlere Schidigung von 1,5 auslést. Eine Welkeinheit (Ew) ist somit diejenige Menge eines
aktiven Korpers, die in 1 ml Wasser geldst bei einer Aufnahme von 0,25 ml/g Tomatenfrisch-
gewicht eine Schiadigung von 1,5 bewirkt.

Der frither verwendete Begriff der Dosis minima”), der in mg pro kg Tomatenfrischgewicht
ausgedriickt wird, lisst sich aus der Einheit Ew/mg Toxin leicht berechnen: Dosis minima (mg/kg)
= 250/Ew.

z. B. Culmomarasmin 300 Ew/mg hat eine Dosis minima von 0,83 mg/kg
Fusarinsaure 1,6 Ew/mg hat eine Dosis minima von 158  mg/kg
Lycomarasmin 1,7 Ew/mg hat eine Dosis minima von 150  mg/kg

Lycomarasminsidure 3,6 Ew/mg hat eine Dosis minima von 70  mg/kg

Die Reinigung des Welkstoffes wurde durch Behandlung mit verschiedenen neutralen
Lésungsmitteln weiterverfolgt: 18 g trockene Substanz I wurden viermal mit 50 ml Ather bei
22° unter Schiitteln extrahiert (48 Std.). Die unltsliche Substanz II, 13,7 g, zeigte 25 Ew/mg.

Die vereinigten gelbroten Atherextrakte wurden eingedampft und ergaben einen Riickstand
von 4,3 g, die geringe Welkaktivitit zeigten. Sie bestehen aus verschiedenen, in Natriumhydrogen-
carbonat 16slichen Sduren und unloslichen Neutralkérpern.

Der Rohwelkstoff IT ist in geschlossenem Gefdss bei 0° haltbar. In 4-5 Monaten konnte nur
eine geringe Erniedrigung der Welkaktivitit beobachtet werden.

Zur weiteren Reinigung des Rohstoffes I1 (65,0 g; 25 Ew/mg, total 1625000 Ew) wurde
8-10mal mit 500 ml Aceton bei 22° unter Schiitteln extrahiert (2-3 Tage). Der Acetonextrakt
wies geringe Welkaktivitit auf (um 1 Ew/mg). Aus den Acetonextrakten konnte p-Weinsidure
isoliert werden.

Der acetonunlésliche Anteil (I11) — 7,2 g — zeigte eine Welkaktivitit von 140 Ew/mg (total
1008000 Ew). Die hellbraune, gereinigte Substanz erwies sich bei 0° im geschlossenen Gefiss
als bestindig; wihrend 6 Monaten konnte kein bemerkenswerter Aktivititsverlust beobachtet
werden.

7) E. GAumanN und Mitarb., Phytopathol. Z. 76, 17 (1950); 20, 1 (1952); 34, 426 (1959).
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7,2 g Substanz I1I wurden zweimal mit 120 ml abs. Dimethylformamid 24 Std. bei 22° ge-
schiittelt. Der unlosliche Anteil wurde abgenutscht, mit Ather ausgewaschen und im Hochvakuum
getrocknet: 3,62 g weissgraues Pulver (IV), Zers. 240-242°. Diese Substanz ist schlecht 16slich
in Wasser und in gewdhnlichen organischen Losungsmitteln. Sie zeigte eine geringe Welkaktivitit
(ca. 11 Ew/mg.)

Die vercinigten Dimethylformamidlosungen wurden durch eine Norit-Supra-Siule (25 g)
gesaugt (12-15 Std.) und danach mit 120 ml Dimethylformamid nachgewaschen. Die vereinigten
wasserklaren Dimethyliormamidlésungen wurden mit abs. Ather bis zur beginnenden Triibung
verdiinnt bei 0° 2-3 Tage stehengelassen. Anschliessend wurde die Lésung von den sedimentierten
kolloidartigen Substanzen dekantiert. Diese Losung wurde mit abs. Ather weiter verdiinnt, bis
keine weitere Triibung mehr beobachtet werden konnte (3-4 1 Ather), und wieder bei 0° 24-26 Std.
stehengelassen. Nach Abdekantierung des Losungsmittels von der ausgefallenen Substanz wird
die letztere mit abs. Ather auf die Nutsche gebracht und mit abs. Ather nachgewaschen. Die
Trocknung erfolgt 6—8 Std. bei 22° im Hochvakuum; Ausbeute: 1,123 g.

Das so erhaltene Produkt (V) ist ein weisses Pulver, schwach hygroskopisch, mit einer Welk-
aktivitit von 440 Ew/mg (total 494000 Ew). Die Welkaktivitit konnte weder durch wiederholte
Behandlung mit Tierkohle noch durch fraktionierte Ausfillung mittels abs. Ather aus der Di-
methylformamidlésung erhéht werden. Die Substanz (Culmomarasmin) erwies sich im geschlos-
senen Gefiss als stabil.

Das Culmomarasmin ist 16slich in Dimethylformamid und in Methylcellosolve; es ist schlecht
15slich in den meisten organischen Ldsungsmitteln. Das Culmomarasmin ist gegen Alkalien und
Mineralsduren sehr empfindlich: bei pH 1 verliert es in 1 Std. ca. 509, seiner Welkaktivitit und bei
pH 13 bleibt nach 1 Std. nur 2% der urspriinglichen Welkaktivitit zuriick. [¢]ff = — 0,64 0,2°
(¢ = 0,1 in Dimethylformamid). Beim Erhitzen briunt sich Culmomarasmin bei 180° und zerfallt
unter Gasentwicklung bei 215-218°,

Verbrennungswerte von Culmomarasmin:

Gef. C45,31 H7,08 O 27,56 N 10,56 Amino N 3,34
S 4,76 Cl14,19 C-CH, 3,17 OCH,; 1,08 C=C g Riickstand 1,399,
Summe: (Elemente und Riickstand) 100,859,

Hydrolyseversuch: Das Culmomarasmin wurde unter Sauerstoffausschluss in 6N Salzsiure
bet 110° 24 Std. hydrolysiert und die Hydrolysate im Apparat fiir automatische Ionenaustausch-
chromatographie nach STEIN & MooRE analysiert. Die Aminosiuren wurden als Mikromole pro
10 mg Ausgangssubstanz tabelliert.

Mikvomole Aminosiuren pro 10 mg Culmomarasmin nach 24 h Hydrolyse mit 68 Salzsdure bei 7170°

Aminosjure | Mikromole | Aminosiure | Mikromole | Aminosiure | Mikromole
Lys 1,0 - 0,1 Ser 8,62 4 0,2 Val 1,33 4+ 0,06
Hist 0 Glu 4,74 4+ 0,2 Meth cv. Spuren
NH, 11,0 +1 Pro 0,6 40,1 Allo-Tle 1,25 + 0,06
Arg 0 Gly 0,56 + 0,03 Ile ev. Spuren
Asp 4,8 40,3 Ala 1,9 L 0,04 Leu 8,9 4+ 0,2
Thr 0,23 L 0,05 Cys 16,6 4 0,5 Tyr, Phe | ev. Spuren

Aus dem Hydrolysat konnte ncben den obigen Aminosduren auf papierchromatographischem
Wege eine Substanz (Rf-Wert: 0,08, rel., bezogen auf Leucin = 1) nachgewiesen werden (n-
Butanol/Eisessig/Wasser 4:1:1, 15 Std. absteigend).

Dic Elementaranalysen, Spektren, Bestimmungen der pK-Werte und Sedimentations-
konstante, Papierchromatogramme, wurden teilweise im Organisch-chemischen Laboratorium
der ETH in Ziirich (Herr W. MANSER), teilweisc in der Chemischen Forschungsabteilung der
F. HorFMaNN-LA RocHE & Co. AG. in Basel (Herren Dr. K. DirscHERL, Dr. L. CHOPARD,
A. RavyrouD, W. LERGIER) ausgefithrt. Die quantitative Aminosdurebestimmung wurde von
Herrn Dr. R. WEBER (Organisch-chemische Anstalt der Universitit Basel) gemacht.
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ZUSAMMENFASSUNG

Aus dem Kulturfiltrat von Fusarium culmorum (W. G. SM.) Sacc. wurde ein hoch
wirksames Welketoxin, das Culmomarasmin isoliert, das seinem chemischen Verhalten
nach zu den Polypeptiden gehort.

Organisch-chemisches Laboratorium und
Institut fiir spezielle Botanik der
Eidg. Technischen Hochschule Ziirich;
Chemische Forschungsabteilung der
F. HorrMaNN-LA RocHE & Co., AG, Basel

258. Synthese geschiitzter Depsipeptide
von R. Schwyzer und J. P. Carrion

(6. X. 60)

Die Synthese offenkettiger und cyclischer Depsipeptidel) gewinnt mit fort-
schreitender Erkenntnis der Peptolidstruktur?) verschiedener Naturstoffe (Enniatine,
Valinomycin, Amidomycin usw.?)) immer mehr an Bedeutung. Unser spezielles In-
teresse an solchen Verbindungen stammt z. T. auch her von theoretischen Uber-
legungen betreffend Verdoppelungserscheinungen4) bei der Synthese cyclischer
Peptide.

Angesichts verschiedener vorldufiger Publikationen (leider ohne experimentelle
Einzelheiten)!)®) mochten wir in aller Kiirze iiber einen Teil unserer Versuche,
geschiitzte, fiir weitere Synthesen geeignete Derivate des Glycyl-glykolyl-glycins (I)
herzustellen, berichten.

R-NHCH,CO-OCH,CO-NHCH,CO-OR’
IR=R=H
_ /_\___/“> 0oz B — —cH N n
II R =CH,0 - \I_N\ CH,0CO- (MZ-); R’ = -CH, ) NO
I R = C N nend N \/CH OCO- (PZ); R'=~CH2—/: \,-No2

Carbobenzoxy-glycyl-glycin-p-nitrobenzylester (IV) wurde aus Carbobenzoxy-
glycyl-glycin®) und p-Nitrobenzylchlorid hergestellt?). Die Abspaltung der Carbo-

1) M. M. SCHEMJAKIN, Angew. Chem. 72, 342 (1960).

%) D. W. RusseL & M. E. BrowN, Biochim. biophysica Acta 38, 382 (1960).

%) Vgl R. ScawvyzER, Chimia 72, 53 (1958), wo Literatur zusammengestellt ist.

4 R. Scuwyzir, CIBA Foundation Symposium on Amino Acids and peptides with Anti-
metabolic Activity, London 1958, S. 171; R. SCHWYZER & P. S1EBER, Helv. 47, 2186, 2150 (1958).
R. Scawyzer & B. Rorup, Helv. 47, 2199 (1958).

%) H. GiBiaN & K. LUBKE, Angew. Chem. 72, 523 (1960).

) M. BERGMANN & L. ZERvas, Ber. deutsch. chem. Ges. 65, 1192 (1932); hergestellt aus
Carbobenzoxyglycin-cyanmethylester [R. ScHwYzER, M. FEURER, B. IseLIN & H. KicI, Helv.
38, 80 (1955)] iiber Carbobenzoxy-glycyl-glycin-athylester [S. GoLpscuMIDT & M. WICK, Liebigs
Ann. Chem. 575, 227 (1952)].

7) R. SCHWYZER, B. ISELIN & M. FEURER, Helv. 38, 69 (1955).



