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Einleitung 1

A. THEORETISCHER TEIL

1. Einleitung

1.1 Quo vadis Life Sciences?

Anfang der achtziger Jahre begann in der Chemie- und Pharmabranche eine Periode reger
Umstrukturierungen und Umorientierungen, die auch jetzt noch anhilt. Pharmazeutische und
agrochemische Bereiche wurden zusammengelegt, oftmals in Kombination mit
biotechnologischen Anwendungen, und das Ganze Life Sciences genannt. Die Hoffnhung
bestand darin, Synergismen in Forschung und Entwicklung sowie in der verwendeten
Technologie nutzen zu kénnen.' In der folgenden Zeit entstanden durch vielfache Fusionen
und Aufkiufe kleinerer Betriebe GroBunternehmen wie Aventis oder Novartis.”

Bereits kurz vor Beginn des neuen Jahrtausends wandten sich die ersten Firmen wieder von
diesem Konzept ab. Der insbesondere in den USA gesunkene Profit in der Landwirtschaft
hatte die Agrarindustrie schwer getroffen und stand somit im krassen Gegensatz zum
zweistelligen Wachstum des Pharmamarktes.! In Verbindung mit dem von Anteilseignern
ausgetibten Druck, den Gewinnfaktor zu erhohen, fithrten die divergenten Méirkte zu einer
neuen Welle von Umstrukturierungen. Die Agrarbereiche wurden ausgelagert und erneute
Fusionen und Aufkédufe fiihrten zum jetzigen Bild der zumeist getrennt voneinander
existierenden Pharma- bzw. Agrarunternehmen.” Ein Blick auf die Boérsendaten verrit
dagegen, dass oftmals auch nach der Abspaltung des landwirtschaftlichen Teils kein
signifikanter Anstieg der Aktienkurse zu verzeichnen ist.'

Rein wirtschaftlich gesehen zahlen sich Fusionen nur aus, wenn dadurch eine hohere
Gewinnspanne erreicht wird. Pharmaunternehmen vertreten vielfach die Meinung, dass
wirtschaftliche GroBe ein entscheidender Faktor ist, um auf dem Markt zu bestehen. Es zeigte
sich jedoch, dass trotz des betriebswirtschaftlichen Potentials fiir groere Effizienz die
FirmenrdBe allein nicht entscheidet.”> Oftmals sind die neu entstandenen Unternehmen nicht
innovativer als zuvor’, die Aufkiufe dienen lediglich der Verringerung der Konkurrenz.

Zusitzlich fithren Fusionen und Umstrukturierungen zu Unterbrechungen in Forschung und

* Aventis entstand 1999 aus den Pharma- und Agrochemiebereichen der Firmen Hoechst und Rhone-Poulenc,
Novartis wurde 1997 in gleicher Weise von den Firmen Sandoz und Ciba-Geigy gegriindet.

** EIf Monate nach der Griindung spaltete Aventis den Agrobereich ab (Aventis CropScience). Im Jahr der
Griindung kombinierte Novartis seinen agrochemischen Zweig mit AstraZeneca, es entstand daraus Syngenta.
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Entwicklung. Ein guter Teil des Wachstums nach einer erfolgten Fusion ldsst sich auf

Kosteneinsparungen zuriickzufiihren.”

Aufgrund der immensen Entwicklungskosten (etwa 600 Mio. $*) und -zeiten (12 bis 15
Jahre®) fiir ein neues Medikament kann eine zusitzliche Woche wihrend der Entwicklung
weit iiber eine Mio. Dollar kosten. Schédtzungen gehen davon aus, dass zwei Drittel der
Entwicklungskosten in die Untersuchung von schlieBlich verworfenen Leitstrukturen flieBen.*
Aus diesen Griinden werden unsichere Projekte schneller aufgegeben. Ein finanziell wichtiger
Faktor fiir die forschende Pharmaindustrie ist zudem, dass sie zunehmend mit dem Auslaufen
ihrer Exklusivititsrechte fiir Patente konfrontiert wird. So sanken die Verkaufszahlen von Eli
Lillys Antidepressivum Prozac”® innerhalb von zwei Monaten um 70 %, als nach Ablauf des
Patentschutzes preiswerte Generika auf den Markt kamen. Innerhalb des nichsten Jahrzehnts
werden im Pharmabereich Patente mit einem Marktvolumen von mehr als 60 Mrd. $
auslaufen, 13 der 35 fithrenden Medikamente verlieren ithren Patentschutz bereits innerhalb

der niichsten fiinf Jahre.’

Vor allem finanzielle Uberlegungen fiihrten daraufhin zu einer Strategie, die die Zahl der
Leitsubstanzen durch einen immer gréBeren Proben- und Targetdurchsatz erhohen sollte. Der
daraus resultierende Trend zu Automatisierung und Miniaturisierung forderte die Entwicklung
des High Throughput Screenings (HTS) und erzeugte einen stetig wachsenden Bedarf an
neuen Substanzen fiir die Testsysteme. Mehrere Tausend Substanzen konnen bei Verwendung
eines Assays derzeit pro Woche untersucht werden.® Mit dieser Entwicklung einher ging eine
Abwendung von Naturstoffen als Ideengeber fiir Leitstrukturen, da sie erheblich kosten- und
zeitaufwéndiger in der Erforschung sind als synthetische Verbindungen. Mit der groflen
Anzahl an Syntheseprodukten, die mittels kombinatorischer Chemie schnell und effektiv
erzeugt werden konnen, hoffte man, ausreichend Ansatzpunkte fiir neue Medikamente zu
finden. Auffillig ist allerdings, dass trotz einer Vervielfachung des Screeningdurchsatzes die
Zahl der erfolgreichen Leitstrukturen nicht im gleichen Malle angestiegen ist. Die an die
kombinatorische Chemie gestellten Erwartungen wurden nicht erfiillt.

Es wird deutlich, dass sich die pharmazeutische Industrie derzeit in einer Produktivitats- und
Innovationskrise’ befindet, was sich unter anderem in einem Riickgang der neu auf den Markt
eingefiihrten Arzneimittel ausdriickt: 2001 waren es nur 37, was ein 20-Jahres Tief darstellt.”
Kritische Stimmen sprechen von einer ,, Target-reichen, aber Leitstruktur-armen Ara“, in der

wir uns befinden.?
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Angesichts der steigenden Anzahl sowohl neuer (SARS) als auch bereits besiegt geglaubter
infektioser Krankheiten (z.B. Tuberkulose, Influenza) dréngt sich die Frage auf, ob nicht auch
die Industrienationen Gefahr laufen, in einigen Jahren ohne Verteidigung gegen bakterielle

Infektionen dazustehen.

1.2 Zur Rolle von Naturstoffen in der Pharmaforschung

Von der Kombinatorischen Chemie bereits weitgehend zuriickgedriangt erleben Naturstoffe
derzeit eine ,,Wiederentdeckung“. Es wurde erkannt, dass Substanzbibliotheken, die nur aus
synthetischen Produkten bestehen, eine erheblich geringere strukturelle Komplexitdt und
Diversitit aufweisen.” So unterscheiden sich die Strukturen von synthetisierten
Verbindungen, Naturstoffen und Medikament-Wirkstoffen in wichtigen Punkten, von denen

einige hier zur Verdeutlichung aufgezeigt werden sollen:

Tabelle 1: Durchschnittswerte ausgewéhlter molekularer Eigenschaften von Synthese-
produkten (n = 670536), Medikamenten (n = 10968) und Naturstoffen (n = 3287) 10

Eigenschaft Syntheseprodukte = Medikamente Naturstoffe
Molmasse (g/mol) 393 340 414
Anzahl drehbarer Bindungen 6.4 5.6 4.4
Anzahl chiraler Zentren 0.4 23 6.2
Mehrfachbindungsanteil 12.0 8.0 8.8
Anzahl N-/O-Atome 2.69/2.77 1.64/4.03 0.84/5.9
Anzahl S-/Halogenatome 0.45/0.80 0.23/0.34 0.03/0.02

Tabelle 1 verdeutlicht, dass Syntheseprodukte im Schnitt erheblich weniger Chiralititszentren
besitzen. Es ist bekannt, dass dies die biologische Aktivitdt von Wirkstoffen deutlich senken
kann. Produkte der kombinatorischen Chemie sind demnach biologisch weniger relevant®,
wihrend Naturstoffe hingegen die Fihigkeit besitzen, funktionelle Gruppen in einer
giinstigeren Zusammenstellung zu prisentieren.” Anders ausgedriickt bedeutet das Ersetzen
von Naturstoff-basierten Substanzbanken durch solche, die nur ,,kombinatorische* Substanzen

enthalten, nichts anderes als das Zuriickgreifen auf eine ungiinstigere Verbindungsklasse.
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Dass Substanzen aus Mikroorganismen oder Pflanzen logische Startpunkte fiir die Suche nach
Wirkstoffen gegen Infektionen oder Krebs sein konnen, ist aufgrund ihrer Bedeutung im
Produzenten verstindlich, sollen sie doch unter anderem bei der Bekdmpfung von
Konkurrenten oder Schidlingen helfen. Die Evolution betrieb ihre eigene Art von
kombinatorischer Chemie und optimierte verschiedene Substanzen auf diese Aufgabe hin.’
Warum aber sollten sich Strukturen speziell gegen bestimmte menschliche Krankheiten, z.B.
Schizophrenie, entwickelt haben? Diese nicht ganz unberechtigte Frage trug entscheidend zur
Verunsicherung Naturstoffen gegentiber bei.

Zur Bewertung ist es hilfreich, sich vor Augen zu fiihren, dass in der Natur fundamentale
Prozesse wie der Energie-Metabolismus hoch konserviert sind. Zum Vergleich: ca. 65 % der

humanen Krankheitsgene finden in dem Fadenwurm C. elegans ein Pendant.''

Analysiert man Proteine auf strukturelle Elemente hin, so findet man hoch konservierte
Anteile, die Doménen, die durch Peptidlinker miteinander verbunden und zur
Sekundérstruktur organisiert werden.'> Im Gegensatz zu den hunderttausenden menschlichen
Enzymen gibt es laut Schitzungen, die auf laufenden Genomsequenzierungsprojekten
beruhen, nur 4000 bis 60000 verschiedene Doménen.'? Strukturell gesehen kénnen Enzyme
einander also recht dhnlich sein, auch wenn sie vollig verschiedene Funktionen erfiillen. Diese
Ahnlichkeit in der Protein-Dominen Struktur kann dazu genutzt werden, auf einer
Leitstruktur basierend Inhibitoren fiir Enzyme mit verschiedener Funktion zu entwickeln.

Ein Beipiel fiir die Berechtigung dieses Ansatzes sind Ergebnisse des Screenings nach
potenteren Inhibitoren der Leukotrien A4 (LTA4) Hydrolase.9 Das Enzym katalysiert den
letzten Schritt in der Biosynthese von Leukotrien A4 und spielt somit eine wichtige Rolle in
der Reaktion des Korpers bei Entziindungen. Die entsprechenden katalytischen Doménen
besitzen eine groBe Ahnlichkeit zu bestimmten Metalloproteasen wie dem Thermolysin.'?
Dies wurde als Ansatzpunkt zu einem Screeningprogramm verwendet, in dem eine Serie von
Analoga des Thermolysin-hemmenden Wirkstoffs Bestatin synhetisiert und auf ihre Aktivitét
hin tberpriift wurde. Es konnten so Inhibitoren gewonnen werden, die im nanomolaren
Bereich wirken.

Vor etwa 10 Jahren bestimmte das Argument, dass aufgrund von Doméinenédhnlichkeiten
entwickelte Wirkstoffe nicht enzymspezifisch genug seien die wissenschaftliche Meinung."
Inzwischen ist akzeptiert, dass die Natur in der Feinstruktur der Doménen ausreichend variiert
hat, um Selektivitit zu garantieren. Allerdings erreicht man nur mit separater Optimierung fiir

das einzelne Enzym bestmogliche Ergebnisse.
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Da Naturstoffe von Enzymen produziert werden, besitzen sie zwangsldufig eine Affinitdt zu
verschiedenen Enzymklassen bzw. -dominen. Fiir dieses Phianomen wurde der Begriff
privilegierte Strukturen gepriigt (Evans, Merck'?). Auf der Suche nach Leitstrukturen fiir
ein bestimmtes Target sind demzufolge Substanzbibliotheken auf Basis von natiirlichen
Verbindungen ein guter Ansatz. Bei der Wirkstoffsuche aber Substanzbibliotheken
einzusetzen, die nur aus Naturstoffen bestehen, wire im Sinne der zuvor geforderten
Diversitdt kontraproduktiv. Es konnte gezeigt werden, dass aus Naturstoffen und

Naturstoffanaloga bestehende Banken effektiver sind als reine Naturstoffbanken.’

Die Tatsache, dass 61 % aller in den Jahren 1981 bis 2002 als Medikament eingefiihrten
kleinen Molekiile von Naturstoffen abgeleitet oder aber von ihnen inspiriert sind’,
verdeutlicht die Bedeutung der Naturstoffe fiir die Pharmaforschung.' In bestimmten
therapeutischen Bereichen ist der Anteil sogar noch grofler: z.B. bei Krebstherapeutika (74 %)
und bei antibakteriellen Wirkstoffen (78 %). Aus der kombinatorischen Chemie ist dagegen
bis heute kein de novo synthetisiertes Produkt bekannt, das bereits in der Anwendung ist"*

und nur eins, das sich zurzeit in Phase 11 der klinischen Tests befindet'”.

1.3 Wie sieht die Zukunft der pharmazeutischen Forschung aus?

Nachdem ein Innovationsdefizit in der Industrie sichtbar geworden ist’ und Naturstoffe nicht
mehr nur als Quelle fiir antibakterielle oder gegen Krebs wirksame Substanzen betrachtet
werden, sollten die strategischen Entscheidungen der 90er Jahre im Lichte neuer Erkenntnisse
tiberdacht werden. In diesem Zusammenhang ist von grofler Bedeutung, dass sich auch die
Naturstoffforschung stark weiterentwickelt hat.> So hat im letzten Jahrzehnt die
Geschwindigkeit der Identifizierung neuer Metaboliten aus der Natur erheblich zugenommen.
Durch die Kopplung von HPLC mit verschiedenen spektroskopischen Nachweistechniken,
z.B. UV/Visl6, UV/NMR”, oder UV/MS konnen bereits bekannte Verbindungen tiber
Datenbankabgleich sehr schnell identifiziert und Reisolierungen vermieden werden. Diese
Techniken werden zukiinftig bei der Entdeckung neuer Leitstrukturen eine noch grofere Rolle

spielen.

* Naturstoffe 6 %, Naturstoffderivate 27 %, synthetische Komponenten mit Naturstoff-basiertem Pharmakophor
5%, synthetische Produkte, die aufgrund von Wissen aus der Naturstoffforschung erstellt wurden
(Naturstoffimitatoren) 23 %. In diesen Zahlen nicht enthalten sind Derivate oder Analoga von schon auf dem
Markt befindlichen Wirkstoffen.
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Auch in der Anwendung der kombinatorischen Chemie scheint sich ein Paradigmenwechsel
dahingehend zu manifestieren, dass nicht die reine Anzahl an Verbindungen als bestimmend
fir die Qualitdt einer Substanzbibliothek angesehen wird, sondern ihre strukturelle
Diversitit.'” Intensive Forschung fiihrte zu neuen Methoden'®, mit deren Hilfe auch komplexe
Naturstoffe mit einer zweistelligen Anzahl an Reaktionsschritten synthetisch hergestellt und
dabei kombinatorisch eine Vielzahl an Analoga kreiert werden koénnen.'”?**' Vielfach
bewihrt hat sich die Methode der Festphasensynthese.?'

Besondere Erwdhnung verdient eine Veroffentlichung von Ellman und Mitarbeitern, die die
Erstellung einer Bibliothek von mehr als 39000 Vancomycin-Derivaten und -angelehnten
Substanzen beschreibt.” Da Vancomycin (1) als Reserve-Therapeutikum bei Methicillin-
resistenten Stdmmen dient, hat eine Resistenz gegen 1 beim betroffenen Patienten besonders
schwere Folgen. Resistente Stimme produzieren fiir die Zellwandbiosynthese einen
verdnderten Vorldufer, in dem eine terminale D-Alanin Einheit des Peptidoglykans durch
D-Lactat ersetzt ist>* Anstelle einer Wasserstoff-Briickenbindung zur Vancomycin-
Bindestelle wird dadurch eine abstoBende Wechselwirkung eingefiihrt, die die Affinitit um
den Faktor 1000 verringert.

Aus der Bibliothek der kombinatorisch erzeugten Vancomycin-Derivate konnte eine Substanz
(2) identifiziert werden, die trotz ihrer etwas abgeschwéchten Bindung an die unmodifizierte
Seitenkette fiinfmal stirker an die Lactat-enthaltende Seitenkette bindet. Dieser Effekt
resultiert aus der relativen Flexibilitdt des acyclischen Tripeptids im linken Molekiilteil. 2
konnte sich zu einem wichtigen Ansatzpunkt bei der Uberwindung der Vancomycin-Resistenz

entwickeln.?
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Vancomycin (1)

OH

Vancomycin-Derivat (2)

Ein weiteres Beispiel dafiir, dass Naturstoffe als biologisch validierte Startpunkte fiir das
Bibliothekdesign durch kombinatorische Chemie dienen und dabei in relativ kleinen Banken
eine deutlich hohere Trefferquote liefern konnen, ist die Synthese einer Nakijichinon-
Substanzbank. Von 56 Analoga der Nakijichinone hemmte eine Verbindung selektiv den

KDR-Rezeptor, eine Rezeptor-Tyrosin-Kinase, die an der Tumor-Angiogenese beteiligt ist.
25,26
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Der nahezu exponentielle Fortschritt in der Computertechnologie erméglicht die Berechnung
von Wechselwirkungen zwischen Molekiilen, deren Bestimmung noch vor 15 Jahren
betridchtlichen Aufwand in der klinischen Forschung erfordert hitte. Beispielsweise konnen
klinische ADME/T" Studien erheblich verkiirzt werden, indem die Lebertoxizitit und die
Affinitit zu Membran-Transporterproteinen von Wirkstoffen berechnet werden. Bisher sind
allerdings nur wenige Wirkstoffe direkt auf dieses Drug Design zuriickzufiihren. Viracept®
(Nelfinavir, 3) und Agenerase” (Amprenavir, 4) sind zwei Beispiele® fiir peptidmimetische

HIV-Protease-Inhibitoren, die durch Molecular Modeling entwickelt wurden.

H
S 0] N CH
CH, O g ey
: CH
HO X CH, 3 Nelfinavir (3)
N N
H H
OH
H
NH,
0O 0
H )J\ O\\ /©/
0~ °N N
H 0
OH CH,
Amprenavir (4)
CH

Die Anwendung der High Throughput Kristallographie’ soll die Bestimmung von
Proteinstrukturen selbst bei sehr geringen Ausgangsmengen ermdglichen.® Mit
entsprechenden Kristallstrukturen konnten viele der unzdhligen Targets, die das
Humangenom-Projekt erbracht hat bzw. noch erbringen wird, einem virtuellen Screening
zugefithrt werden. Praktisch ,,in silico“ konnen auf diese Weise Substanzbanken auf

potentielle Inhibitoren durchsucht werden.

" ADME/T = Absorption, Distribution, Metabolismus, Exkretion und Toxizitét.
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Viele Anwendungsmoglichkeiten wird die Forschung auf dem Gebiet der Proteomics
er6ffnen. Durch Vergleich von Expressionszustinden in krankem und gesundem Gewebe
lassen sich funktionelle Zusammenhinge von Enzymen und Krankheiten aufdecken.” Dies

wird eine gezieltere Suche nach Wirkstoffen ermoglichen.

Da es oftmals fiir ein Krankheitsbild verschiedene Ursachen gibt”, heiBt die Zukunft der
medizinischen Therapie Individualisierung. Schon lange wird die ,,Verabschiedung vom
Durchschnittspatienten gefordert, da im Durchschnitt nur etwa 20 bis 40 % der Patienten
optimal auf ein Medikament reagieren.® Derzeit werden genetische Testsysteme jedoch
lediglich verwendet, um fiir klinische Untersuchungen die richtigen Testpersonen

auszuwihlen.

Seit der Schaffung der Life Sciences hat die pharmazeutische Forschung gewaltige
Umstrukturierungen und Neuerungen in der Technik erfahren. Durch das Scheitern rein
synthetischer Ansétze bei der Wirkstoffsuche zeichnet sich deutlich ab, dass die Zukunft der
Pharmaindustrie von der Etablierung neuer Leitstrukturen aus der Natur abhidngt. So wird es
ein wichtiges Ziel sein, das Potential der Natur nutzbar zu machen. Derzeit sind
schdtzungsweise erst 1-10% der als kultivierbar geltenden Mikroorganismen auf
Sekundirstoffproduktion hin untersucht worden.”’ Neben dem Riickgriff auf seltene
Mikroorganismen oder marine Organismen erdéffnet auch die intensive Erforschung einzelner
Bakterienstimme Wege zu interessanten neuen Naturstoffen. Die vorliegende Arbeit gibt mit
den bakteriellen Sekundirstoffen Phenalinolacton A (5) und Hexacyclinsdure (6) zwei
Beispiele fiir die Berechtigung dieses Ansatzes, da derart komplexe Strukturen sicherlich von
keinem Chemiker der an synthetisch leicht zuginglichen Substanzen interessiert ist dargestellt

worden wiren.
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Aufgabenstellung

1.4 Aufgabenstellung

Die vorliegende Arbeit umfasst drei Teilbereiche.

1)

2)

3)

Im Arbeitskreis von Prof. Dr. H.-P. Fiedler (Universitidt Tibingen) wurde der Stamm
Streptomyces sp. Tii 6071 im HPLC-DAD-Screening durch die Produktion von vier
verschiedenen Substanzgruppen als interessant eingestuft. Aus der Substanzgruppe IV,
deren Komponenten im Kulturfiltrat angereichert wurden, lieBen sich das neue
Phenalinolacton A (5) und drei Derivate isolieren. Im Rahmen einer Zusammenarbeit
sollte die Struktur dieser neuen Sekundirstoffe aufgeklart werden. Ferner war angestrebt,

durch erste Fiitterungsexperimente einen Beitrag zur Biosynthese zu leisten.

Die von R. Hofs begonnenen Untersuchungen zur Biosynthese der Hexacyclinsédure (6)
wurden fortgefiihrt. Zundchst galt es, eine gute Reproduzierbarkeit der Hexacyclinsédure-
Produktion sicherzustellen. Verschiedene Fiitterungsexperimente, auch von °C- und "*O-
markierten Vorldufermolekiilen, sollten dazu dienen, Einblicke in den Ablauf der
Biosynthese zu erhalten. In diesem Zusammenhang erschienen besonders die
Cyclisierungsmechanismen interessant.

Ferner sollten durch chemische Modifikation von 6 Derivate gewonnen und diese auf

biologische Aktivitét hin untersucht werden.

Die aus drei verschiedenen Erdproben in unserer Arbeitsgruppe isolierten Strepto-
mycetenstimme sollten auf ihre Sekundérstoffproduktion hin untersucht werden. Ziel war
es, im chemischen Screening auffillige Substanzen durch Kultivierung der Stimme im

grofleren Mallstab in ausreichender Menge zu isolieren und die Struktur aufzukléren.
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2. Phenalinolactone A - D aus Streptomyces sp. Tii 6071

2.1 HPLC-DAD-Screening

Der Stamm Streptomyces sp. Tii 6071 wurde auf die Produktion von Sekundérstoffen hin
untersucht. Die mikrobiologischen Arbeiten von der Stammisolierung und -charakterisierung
bis hin zur Kultivierung sowie der Isolierung von Sekundérstoffen fiithrte K. Gebhardt im
Rahmen seiner Dissertation durch®® die Strukturaufklirung isolierter Substanzen erfolgte
anschlieBend in der Arbeitsgruppe G. Jung (Universitdt Tiibingen) bzw. im Rahmen der
vorliegenden Arbeit.

Firr die Suche nach neuen Naturstoffen diente in diesem Projekt das physiko-chemische
HPLC-DAD-Screening, kombiniert mit einem biologischen Screening.” Die Stimme wurden
dazu in vier verschiedenen Nédhrmedien kultiviert und die Kulturbrithe zur Extraktion in
Kulturfiltrat und Mycelbestandteile getrennt. Sowohl Kulturfiltrat- und Mycelextrakt als auch
ein Extrakt der Kulturbrithe wurden im Agardiffusionstest auf antimikrobielle Aktivitdt hin
untersucht. Parallel dazu erfolgte die chromatographische Analyse in einem standardisierten
HPLC-Programm. Die dabei vom Diode Array Detector (DAD) aufgenommenen UV/vis-
Spektren liefern in Kombination mit den zugehorigen Retentionszeiten ein charakteristisches
Bild. Computergestiitzt kénnen diese Daten mit einer internen Datenbank™ abgeglichen
werden. Der dabei ermittelte , Match*“-Faktor ist ein MaB fiir die Ahnlichkeit zu bekannten
Verbindungen dieser Datenbank. Recht frith im Screeningprozess lassen sich auf diese Weise
bekannte Metaboliten von der weiteren Bearbeitung ausschliessen. UV-Spektren dhnlich
denen bereits bekannter Substanzen konnen auf verwandte Verbindungen oder aber gleiche
Chromophore hindeuten. In der Regel lassen sich im HPLC-Diagramm auf diese Weise
Substanzgruppen bilden.

Als potentiell neue Strukturen werden Signale im Rohproduktchromatogramm interpretiert,
zu denen ausschlieBlich FEintrdge mit geringem Match-Faktor ermittelt werden. Die
entsprechenden Substanzen werden UV-geleitet chromatographisch aufgereinigt. Ein Nachteil

dieser Methode ist allerdings, dass nur UV-aktive Metaboliten erkannt werden.

" HPLC-UV-Vis-Database, Prof. Dr. H.-P. Fiedler (Tiibingen), z. Z. 732 Eintriige.
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2.2 Der Stamm Streptomyces sp. Tii 6071

Streptomyces sp. Tii 6071 stammt aus einer Bodenprobe, die im tropischen Regenwald bei
Cape Coast in Ghana gesammelt wurde. Anhand morphologischer und chemotaxonomischer
Charakteristika ordnete K. Gebhardt den Stamm in die Gattung Streptomyces ein.’” Die
Amplifizierung des 16 S rDNA-Gens und anschlieBender Sequenzvergleich fiihrten zur
Identifizierung von Streptomyces thermocarboxydus (DSMZ 44293) als néchsten phylo-

genetischen Nachbarn mit einer Ubereinstimmung von 98.1 %.
2.3 Metabolitenspektrum des Stammes Streptomyces sp. Tii 6071

Im Zuge des Screenings wurde Tii 6071 in vier verschiedenen Ndhrmedien kultiviert. Da das
Wachstum und die Diversitdt der im HPLC-Chromatogramm nachgewiesenen Substanzen im
Nédhrmedium NL19 am ausgeprigtesten war, wurde bei Ansdtzen in vergroBertem Malistab
dieses Medium verwendet. Im Mycelextrakt konnten drei (I - III) und im Kulturfiltrat-Extrakt
eine interessante Substanzgruppe (IV, s. Abb. 1) identifiziert werden, letztere wurde im

Rahmen dieser Arbeit untersucht .

mal

600

500 Substanzgruppe IV
a0 -
300 -
200 -

R . TP ,

T T T T T T T
2 4 =} 2 10 12 14 16 min

Abbildung 1: HPLC-Chromatogramm des Kulturfiltratextraktes von Tii 6071

" Fiir die Uberlassung der Substanzen danke ich Herrn Prof. Dr. H.-P. Fiedler (Universitit Tiibingen)
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Abbildung 2: UV-Vis-Spektren von zwei Substanzen der Substanzgruppe IV

Die Substanzen der Gruppel zeigten im UV-Spektrum eine groBe Ahnlichkeit zu den

Makrolactamantibiotika Maltophilin (7) und Alteramid (9). Drei Komponenten dieser

Substanzgruppe konnten isoliert und durch Strukturaufkldrung im AK G. Jung als Maltophilin

(7), Dihydromaltophilin (8) und Alteramid (9) identifiziert werden.

Maltophilin (7)

Alteramid (9)

Dihydromaltophilin (8)
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Von der Substanzgruppe II wurden vier Komponenten aufgereinigt, deren UV-Spektren
dhnlich denen der Bacillus-Peptide Tyrocidin und Gramicidin S waren. Die
Strukturaufklarung fithrte zu vier neuen cyclischen Decapeptiden, den Streptocidinen A bis

D (10).***° Peptidantibiotika dieser Art konnten bisher nicht aus Streptomyceten isoliert

werden.
'Val — ’Orn — °‘Leu — ‘D-Phe — ‘Pro
Streptocidine (10)
"X -— ’Gln — °*Asn — 'D-Trp — ‘Leu
Streptocidin Aminosiure '°X
A L-Tyr
B L-Trp
C D-Trp
D L-Trp (sowie 'D-Phe statt 'D-Trp)

Die Substanzen der Gruppe III befinden sich derzeit noch in der Strukturaufkldarung im AK
G. Jung.

2.4 Strukturaufklirung der Phenalinolactone

Aus der Substanzgruppe IV wurden vier Komponenten rein erhalten, die anhand der
produzierten Menge bzw. der Reproduzierbarkeit als 6071-A (bis 10 mg/L), 6071-B
(bis 10 mg/L), 6071-C (2 - 10 mg/L) und 6071-D (2 mg/L) benannt wurden. Thre strukturellen

Merkmale fiihrten zur Benennung als Phenalinolactone.

Die Hauptkomponente 6071-A wurde regelmifBig produziert, die anderen hingegen teilweise
nicht oder aber in nur geringen Mengen. Alle Reinsubstanzen haben eine weil3-gelbliche
Farbe und sind in Benzol, Chloroform, Dichlormethan, Aceton, DMSO, Methanol und
Pyridin gut 16slich. Wéhrend in Pyridin eine langsame Zersetzung stattfindet, sind die Stoffe
in den anderen Losungsmitteln stabil. Sowohl Licht als auch trockene Lagerung bei
Raumtemperatur fithren nur zu sehr langsamer Zersetzung. Auf verdiinnte Sduren und Basen

reagieren die Komponenten A bis D hingegen empfindlich.
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Die Massenspektren lieferten durch ungerade Molmassen erste Hinweise auf die molekulare
Zusammensetzung der Komponenten (s. Tabelle 2), da ungerade Zahlenwerte auf das

Vorhandensein von wenigstens einem Stickstoffatom im Molekiil hindeuten.

Tabelle 2: Molmassen und HPLC-Retentionszeiten der Phenalinolactone

Phenalinolacton Molmasse (g/mol) Retentionszeit (min)
A (=6071-A) 715 9.9
B (=6071-B) 701 9.9
C (=6071-C) 745 9.6
D (= 6071-D) 699 12.03

Anhand der Hauptkomponente wurde die Struktur des Grundgeriistes aufgeklart. Die
Komponenten B -D konnten durch Vergleich der NMR-Spektren und Molmassen als

Derivate der Hauptkomponente erkannt werden.

2.4.1 Strukturaufklirung der Hauptkomponente Tii 6071-A

Das "C-NMR-Spektrum von 6071-A zeigt 38 Signale, von denen 19 im APT-Spektrum
positive Werte (CHs- und CH-Gruppen) und die restlichen negative Werte (CH,-Gruppen
bzw. quartire C-Atome) aufweisen. Zusammen mit den IJCH—Korrelationen des HSQC-
Spektrums ergibt sich, dass im Molekiil drei Ester-/Amidgruppen, acht weitere quartdre
Kohlenstoffatome, 12 Methin-, acht Methylen-, sechs Methylgruppen sowie eine Methoxy-
gruppe vorhanden sind. Acht der Kohlenstoffatome liegen in einem fiir Aromaten oder

Olefine charakteristischen Bereich.

Das 'H-NMR-Spektrum (500 MHz, CDCls) zeigt vier mit D,O austauschbare Protonen. Im
aliphatischen Bereich sind die Signale stark {iberlagert, was die Zuordnung von Korrelationen
in den zweidimensionalen Spektren erheblich erschwerte. Die Ermittlung der jeweiligen
Kopplungspartner gelang durch Vergleich der in CDCl; bzw. Benzol-ds gemessenen Spektren
(s. Abb. 3). Das aromatische Losungsmittel konnte die problematischen Uberlagerungen zwar
nicht aufheben, fiihrte jedoch zu einer anderen Signalseparation. Diese Losungsmitteleffekte
entstehen durch Wechselwirkungen zwischen dem Losungsmittel und gelosten Molekiilen
und konnen systematisch zur Strukturaufklirung genutzt werden.”® Man vergleicht dazu

Spektren, die in einem unpolaren Losungsmittel aufgenommen wurden mit solchen, die in
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einem Losungsmittel mit starkem Anisotropieeffekt (Benzol oder andere Aromaten) gemessen
wurden. In einem #dhnlichen Fall konnte durch den Wechsel von CDsOD zu Pyridin-ds die

Strukturaufklirung der Hexacyclinséure erheblich gefordert werden.’

Ein hochaufgeldstes ESI-Massenspektrum” von 6071-A fiihrte in Kombination mit den NMR-

Daten zur Summenformel
C3sHs3NO2

Die Anzahl der Doppelbindungsédquivalente entsprechend dieser Summenformel betrégt 13.
Abziiglich der drei Ester-/Amidgruppen sowie vier moglichen Doppelbindungen bleiben

sechs Aquivalente, die hier durch das Vorliegen von Ringen zu erkliren sind.

500 MHz, CDCl; 500 MHz, C¢Dg

346 344 342 340 338 336 334 332 330 3.28 ppm 360 325 ppm

A {JM&LUW A, |

9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

S

Abbildung 3: '"H-NMR-Spektrum der Komponente Phenalinolacton A (5, 500 MHz,
CDCls). Die Spreizungen zeigen dieselbe Signalgruppe, einmal in CDCI; gemessen und
einmal in Benzol-ds

* Fiir die Messung des HR-ESI Massenspektrums danke ich Herrn Dr. J. Fuchser, Bruker Daltonik GmbH,
Bremen.
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2.4.2 Zur Struktur des Zuckerbausteins

Das 'H-NMR-Spektrum von Phenalinolacton A (5) zeigt bei 8y =4.63 ein zum Dublett
aufgespaltenes Signal. Das zugehorige Kohlenstoffatom hat im "*C-NMR-Spektrum eine
chemische Verschiebung von d¢c = 98.2 Diese Werte entsprechen typischen Verschiebungen
des anomeren H- bzw. C-Atoms eines Zuckers.

Durch selektive Einstrahlung auf ein Proton lassen sich mit Hilfe einer TOCSY-Pulssequenz
die zu demselben Spinsystem gehorenden Protonen identifizieren. Dies fiihrte im Falle des
beschriebenen Protons zur Resonanz in sieben Signalen, von denen eins von einer
Methylgruppe erzeugt wird (s. Abb. 4). Die Zuordnung der *Jyy- und *Jyn-Kopplungen
anhand des COSY-Spektrums ermoglichte es, die Konstitution des Zuckers (11) zu

bestimmen.

6-H;

4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 ‘1.5 ‘ppm

Position  oc (ppm) Ou (ppm) Multiplizitit

1 98.2 4.63 d
2 29.2 1.71, 1.90 m, m
3 23.8 1.55,2.15 m, m
4 81.6 3.03 ddd

Zucker (11) 5 68.8 3.89 dq
6 17.7 1.27 d
7 56.7 3.52 S

Abbildung 4: 1D-TOCSY-Spektrum und Struktur des Zuckerbausteins (11)
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Abb. 4 zeigt den ermittelten 2,3,6-Tridesoxyzucker (11), der an C-4 ist mit einer Methoxy-
gruppe substituiert ist. Entsprechend der chemischen Konstitution muss es sich bei dem

Grundgertiist des Zuckers um Amicetose oder die an C-4 epimere Rhodinose handeln:

HO
4 cH, (0) 4CH3 (0)

OR HO%OR
D-Rhodinose D-Amicetose

Abbildung 5: Natiirlich vorkommende 2,3,6-Tridesoxyzucker

Die GroBe der *Juu-Kopplungskonstanten in Cyclohexanen und Zuckern ist charakteristisch
und kann zur Konfigurationsermittlung herangezogen werden. Beschrieben wird dieser
Zusammenhang der Kopplungskonstanten vom Diederwinkel durch die Karplus-Kurve.”® Bei
Cyclohexanen betriigt der Wert der axial-axialen Kopplungskonstanten *J, 10 - 13 Hz, der der
axial-dquatorialen und #quatorial-dquatorialen Kopplung °Ju bzw. °Jee 2-5 Hz
Elektronegative Substituenten konnen diese Werte geringfiigig verdndern.

Auch die Methylgruppen in Zuckern weisen charakteristische chemische Verschiebungen auf:
dquatoriale Positionen sind gegeniiber axialen hochfeldverschoben. Das Kirromycin™**
beispielsweise ist an C-4 des Zuckers doppelt methyliert. Die dquatoriale Methylgruppe weist
eine chemische Verschiebung von 6¢ = 15.9 auf, die axiale hingegen von d¢ = 24.5.
Ubertragen auf den vorliegenden Zucker deutet die Verschiebung von 8¢ =17.7 auf eine
energetisch giinstigere dquatoriale Methylgruppe hin. Die GroB3e der Kopplung zwischen 4-H
und 5-H betrdgt 9.0 Hz, was die diaxiale Stellung dieser Protonen beweist und somit den
Zucker als eine Amicetose identifiziert.

Die Zugehorigkeit von Zuckern zur D- oder L-Reihe lésst sich indirekt tiber die Klyne-Regel
bestimmen.*' Diese empirisch gefundene Regel besagt, dass Desoxyzucker in bakteriellen
Naturstoffen entweder der f-D- oder der a~L-Reihe zuzuordnen sind.

Da das anomere Proton im vorliegenden Zucker zum breiten Dublett aufspaltet, wurde die
Halbwertsbreite (6.0 Hz) als maximale Kopplungskonstante bestimmt. Eine axial-axiale
Kopplung mit > 10 Hz kann demnach ausgeschlossen werden, 1-H muss dquatorial vorliegen.
Von den auftretenden zwei *Jun-Kopplungen fillt eine aufgrund eines nahe bei 90° liegenden
Diederwinkels sehr klein aus, was das Erscheinungsbild eines verbreiterten Dubletts erklrt.

Mit dem anomeren Proton in dquatorialer Lage ist 12 entsprechend der Klyne-Regel eine
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4-O-Methyl-a-L-amicetose. Dieser Befund wird durch die 'Jey-Kopplungskonstante an C-1
bestdtigt, sie betrdgt 168 Hz und liegt damit im Bereich der KopplungsgréBen von o-

Glycosiden ('Jey =168 - 171 Hz). B-Glycoside weisen dagegen einen kleineren Wert von
"Jon = 158 - 162 Hz auf.*?

9.0 Hz

4-0-Methyl-o-L-amicetose (12)

Abbildung 6: Kopplungen, die die o~-L-Form von 12 belegen
2.4.3 S5-Methyl-pyrrolcarboxy- und Acetoxygruppe

Das im 'H-NMR-Spektrum von Phenalinolacton A als breites Singulett bei &y =9.24
auftretende Signal koppelt im COSY-Spektrum mit zwei weiteren Signalen, deren chemische
Verschiebungen im Bereich von aromatischen/heteroaromatischen Protonen liegen:
Oy = 5.98 (dd) und 6.84 (dd). Des Weiteren tritt eine Korrelation zu einer an ein aromatisches
System gebundenen Methylgruppe bei oy = 2.32 auf. 2D-NMR-Korrelationen und eine
Analyse der chemischen Verschiebungen im ?C-NMR-Spektrum legten die Vermutung nahe,
dass es sich bei vorliegendem Substituenten (13) um eine 5-Methyl-pyrrolcarboxygruppe
handelt. Dies konnte durch Vergleich der spektralen Daten mit dem entsprechenden

Ethylester™ (14) bestiitigt werden (s. Abb. 7).
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H H H H
TV o IV o
H,C N H,C N
H H
(0) (0]
5-Methyl-pyrrolcarboxygruppe (13) 5-Methyl-pyrrolcarbonséure-
ethylester (14)
C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6
13 160.5 120.7 116.7 109.1 134.4 13.2
14 164 124 118 112 136 15

Abbildung 7: Vergleich der chemischen Verschiebungen. Die Unterschiede sind durch
unterschiedliche Referenzierungen bedingt

Als ein weiterer Substituent konnte eine Acetoxygruppe identifiziert werden, mit einer

chemischen Verschiebung der Methylprotonen von dy = 2.06 (8¢ = 21.2).

2.4.4 Tricyclus des Aglycons

Fiir das Aglycon bleibt abziiglich der genannten Substituenten ein Strukturelement der
Summenformel C,3H3;0s mit sieben Doppelbindungsidquivalenten. In der Struktur miissen
drei C-Methylgruppen, zwei Doppelbindungen und eine Estergruppe vorhanden sein.

Dementsprechend weist das Aglycon vier Ringe auf.

Durch selektive Einstrahlungen auf separiert stehende Protonen bei dy = 5.04 und oy =5.57
konnten iiber eindimensionale TOCSY-Spektren zwei getrennte Spinsysteme (I und II)
erkannt werden. Die Aufkldrung der Konstitution innerhalb dieser Systeme gelang mit Hilfe
zweidimensionaler NMR-Spektren. Des Weiteren lassen sich neben zwei aneinander
gebundenen Methylengruppen (Spinsystem III) zwei isoliert stehende Methylengruppen
erkennen, die aufgrund ihrer chemischen Verschiebung von dc = 62.4 bzw. 68.2 jeweils an
Sauerstoff gebunden sein miissen. Abb. 8 zeigt die genannten Strukturelemente sowie einige

wichtige COSY-Korrelationen:
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X—CH;0—X  X—CH;0—X

~() e
' (D

H \ H
OR 5.04 ppm 2 X X
CH3 47.0 ppm
X = X
Strukturelement [ H H Strukturelement 111
X nex)
5.57 ppm

Strukturelement 11

Abbildung 8: Strukturelemente des Aglycons. Die mit X markierten Positionen zeigen
offene Bindungsstellen an

Ausgehend vom Proton bei 6y = 5.04 im Strukturelement I konnen im HMBC-Spektrum 2 Jen-
bzw. 3JCH-Kopplungen zu verschiedenen Kohlenstoffatomen, unter anderem bei 8¢ = 44.9,
68.2, 62.4 sowie 47.0 ausgemacht werden. Das am C-Atom mit der Verschiebung von 47.0
gebundene H-Atom aus dem Element III zeigt weitere “Jey- bzw. *Jey-Kopplungen, die den
Zusammenschluss von Strukturelement I und III tber zwei quartire Kohlenstoffatome
beweisen. In Abb.9 ist der entsprechende Sechsring (15) mit den isoliert stehenden
Methylengruppen und einer weiteren Methylgruppe dargestellt. Im linken Teil des

Sechsringes ist Strukturteil I zu finden, Strukturelement I1I im rechten unteren Teil.
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Sechsring 15

Abbildung 9: Wichtige *Jey- bzw. ‘Jep-Korrelationen, anhand derer
Sechsring 15 aufgeklédrt wurde. X = offene Bindungsstellen

Die Verkniipfungen von 15 mit Strukturelement II, einem quartiren C-Atom sowie einer im
'H-NMR-Spektrum als Singulett auftretenden Methylgruppe konnten durch weitere, dem
HMBC-Spektrum entnommene Korrelationen aufgekldrt werden (Abb. 10). Der interpretierte
Teil des Aglycons weist eine tricyclische Struktur auf (16), an der iiber vier Sauerstoffatome
unter anderem die zuvor beschriebenen Substituenten gebunden sind. Auffillig ist die

Ahnlichkeit mit tricyclischen Diterpenen. Abb. 10 zeigt ein Beispiel auf.
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CH, 16
1.62 ppm CH,
Tricyclus 16 Isocopalan (17)

Abbildung 10: Tricyclus 16 mit wichtigen “Jcy- bzw. *Jey-Kopplungen und Struktur des
Diterpens Isocopalan (17)

Der Vergleich mit dem Diterpen Isocopalan* (17) oder, nach den ITUPAC-Regeln benannt,
Tetradecahydro-1,1,4a,7,8,8a-hexamethyl-phenanthren, verdeutlicht die groBe Ahnlichkeit.

2.4.5 Lactonbaustein des Aglycons

Fiir den Rest R' am Tricyclus (16) bleibt die Summenformel C,H;04 mit drei Doppel-
bindungsdquivalenten {ibrig, von denen eins auf das Lacton (6c =169.2) und eins auf eine
Doppelbindung entfillt. Demzufolge muB R' einen weiteren Ring beinhalten. Aufgrund der
chemischen Verschiebung der Carboxylgruppe (0¢c=169.2) kann von einem o f
ungesittigten Lacton ausgegangen werden. Diese Vermutung wird durch eine fir 2(5H)-
Furanone charakteristische CO-Streckschwingungsbande im IR-Spektrum bei 1757.6 cm™
bestitigt. Auffillig ist aber, dass die Doppelbindung mit *C-Verschiebungen von 8¢ = 130.0

bzw. 139.2 wenig polarisiert ist. Zum Vergleich: im 2(5H)-Furanon betragen die
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entsprechenden Werte 121.5 bzw. 153.5 ppm. Da laut APT-Spektrum beide olefinischen C-
Atome quartir sind, miissen Substituenten miissen fiir einen Polaritdtsausgleich sorgen.

Die Methingruppe im Cs-Rest ist an zwei Sauerstoffatome gebunden, erkennbar an der
chemischen Verschiebung von 6c=98.4. Abb. 11 zeigt die ermittelte Struktur des
Lactongertists 18. Ebenfalls abgebildet sind ein unsubstituiertes (19) sowie ein vergleichbar

substituiertes (20) Furanongeriist®:

H,C OH
S 2 5 2
o (0) H,C o (0]
2(5H)-Furanon (19) 4,5-Dimethyl-3-hydroxy-2,5-

dihydrofuran 2-on (20)*

C-2 (ppm) C-3(ppm) C-4(ppm) C-5(ppm)

Phenalinolacton A (5) 169.2 139.2 130.0 98.4
2(5H)-Furanon (19) 174.0 153.5 121.5 72.0
20 171.0 137.5 133.5 79

Abbildung 11: Struktur des Lactonbausteins (18)
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2.4.6 Relative Stereochemie der Phenalinolactone

Die relative Konfiguration des Aglycons (21) konnte aus den Korrelationen von NOESY-
Experimenten ermittelt werden (Abb. 12). Durch NOE-Effekte kann sich die Magnetisierung
eines Protons auf andere, rdumlich nahe stehende Protonen iibertragen. Diese Ubertragung
erfolgt nicht iiber Bindungen, sondern durch den Raum mit einer maximalen Entfernung von
etwa 6 A zwischen den jeweiligen 'H-Atomen. Die relative Stereochemie von C-5 des
Lactonrings ldsst sich durch NOESY-Spektren nicht kldren, da die entsprechenden
Korrelationen vermutlich aufgrund einer freien Drehbarkeit des Substituenten nicht

aussagekriftig sind.

Aglycon der Phenalinolactone (21)

Abbildung 12: NOE-Korrelationen, die die relative Konfiguration des Aglycons belegen

Abb. 13 zeigt einen Ausschnitt aus dem zweidimensionalen NOESY-Spektrum mit einigen

wichtigen Korrelationen.
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Abbildung 13: Ausschnitt aus dem zweidimensionalen NOESY-Spektrum von 5

Zur Absicherung der Lacton-Struktur sowie der relativen Stereochemie wurden verschiedene
Versuche zur Kristallisation der Phenalinolactone unternommen. Jedoch konnten aus
unterschiedlichen  Losungsmitteln  bzw.  Losungmittelgemischen  keine  fiir  die
Rontgenstrukturanalyse tauglichen Kristalle erhalten werden. Auch der Versuch der

Veresterung mit o-Brombenzoesdure zur Verbesserung der Kristallisationseigenschaften

schlug fehl.

2.4.7 Phenalinolacton A (5)

Die Positionen der zuvor beschriebenen Substituenten am Aglycon lassen sich {iiber
entsprechende  Korrelationen im HMBC-Spektrum  bestimmen. So zeigen die
Methylenprotonen an C-20 >Jey-Korrelationen zu C-1" des Pyrrolcarboxybausteins
(8¢ = 160.5) und die Protonen an C-21 *Jey-Korrelationen zu C-1" des Zuckers (3¢ = 98.2).
Die Position der Acetoxygruppe kann iiber *Joy-Korrelationen der Methylgruppe zu C-3 und

3 Jen-Korrelationen von 3-H auf das Esterkohlenstoffatom (6c = 170.3) nachgewiesen werden.
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Es ergibt sich fiir Phenalinolacton A folgende Gesamtstruktur. Anzumerken ist, dass die

dargestellte Konfiguration nur relativ ist, ent-5 ebenso moglich.

Im Phenalinolacton A sind verschiedene Strukturelemente in einzigartiger Weise miteinander
verkniipft. Auffillig ist das hoch oxidierte y-Lacton des Aglycons, zu dem es in der Literatur
derzeit keine Entsprechung gibt.

Eine dhnliche Kombination aus Terpengeriist und ungesittigtem Lacton besitzen auch die
Strukturen der Lintenolide*® (22) oder Pe‘urosaspongiolide47 (23, Abb. 14). Beide Metaboliten

sind Sesterterpene und wurden aus marinen Schwammen isoliert.

Lintenolid C (22)

H,C CH, COOH

Petrosaspongiolid R (23) O
H,C CH,

Abbildung 14: Sesterterpene mit einem o, f-ungesittigten Lacton
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Die Literatursuche” nach einem angularen tricyclischen System in Verbindung mit einer
Pyrrolcarbonsédure blieb ebenso erfolglos wie die Kombination jeweils eines der beiden
Strukturelemente mit einer Amicetose. Dies ist ein weiterer Beweis fiir die Einmaligkeit der
Struktur.

Die Bezeichnung ,,Phenalinolactone® fiir die Metaboliten der Substanzgruppe IV soll zum
einen auf die strukturelle Ahnlichkeit zum Phenanthren hinweisen, und zum anderen auf das

Lactongertiist aufmerksam machen.

2.4.8 Phenalinolactone B bis D

Die Differenz der Molmassen von Phenalinolacton A (715) zur Komponente B (701) betréagt
14 g/mol, ein Wert, der typischerweise fiir den Austausch einer Methylgruppe gegen ein
Proton spricht. Dieser Verdacht bestétigt sich durch das Fehlen des Methylgruppensignals bei
8 =2.32 im 'H-NMR-Spektrum. Stattdessen tritt ein weiteres aromatisches Protonensignal
bei oy=6.96 ppm auf, das zum ddd aufgespalten ist. Zusdtzlich verkompliziert sich das
Aufspaltungsmuster der beiden aromatischen Protonen der Pyrrolcarbonsdure (oy = 6.90, ddd
und oy = 6.24, ddd). Anhand der Massen- und eindimensionalen NMR-Spektren lie3 sich
Phenalinolacton B (24) als ein an der Pyrrolcarbonsdure demethyliertes Derivat des

Phenalinolacton A identifizieren.

Die dritte Komponente aus der Substanzreihe zeigt mit einer Molmasse von 745 g/mol einen
Unterschied von + 30 g/mol zur Hauptkomponente, moglicherweise ein Hinweis auf ein
zusitzliches CH,O-Fragment. Erneut fehlt im NMR-Spektrum das Signal der direkt am
Heteroaromaten gebundenen Methylgruppe. Stattdessen fallen eine Sauerstoff-substituierte
Methylengruppe (0y = 3.35, 6c = 67.0) und eine Methoxygruppe (0g = 3.52, 6c = 58.1) auf.
Durch zweidimensionale Spektren kann die Komponente C (25) als ein Methoxyl-Derivat der

Komponente A abgesichert werden.

Die Molmasse des Phenalinolacton D (26) deutet mit 699 g/mol darauf hin, dass im Vergleich
zur Struktur der Komponente A ein Sauerstoffatom weniger vorhanden ist. Tatséchlich fehlt
im 'H-NMR-Spektrum das Signal fiir 1-H bei 8y = 3.58. Die erheblich geringere Polaritit der
Komponente in DC und HPLC lésst sich durch das Fehlen einer Hydroxylgruppe erkléren.

Uber zweidimensionale Spektren kann die Anderung der Methingruppe in eine

* Struktursuche in den Datenbanken Scifinder, Antibase und Chapman & Hall, Stand der Suche: 22.11.2003.
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Methylengruppe bestitigt werden. Phenalinolacton D ist ein 1-Desoxy-Derivat des

Phenalinolactons A.

Phenalinolacton R! R?
A(5) CH; OH
B (24) H OH
C(25) CH,OCH3 OH
D (26) CH; H

Abbildung 15: Struktureller Vergleich der Phenalinolactone A - D

2.5 Strukturvergleich mit Brasilicardin A (27)

Die Datenbankrecherche nach strukturell &hnlichen Substanzen filihrte zu einem
moglicherweise biosynthetisch verwandten Metaboliten, dem Brasilicardin A (27).*4°
Dieser immunosuppressiv und cytotoxisch wirksame Sekundérstoff wird vom pathogenen
Actinomyceten Nocardia brasiliensis IFM 0406 produziert und besteht ebenfalls aus einem
tricyclischen terpenoiden Grundgeriist. Zusétzlich zu zwei Zuckern und einer 3-Hydroxy-

benzoyl-Einheit ist eine Aminosdure-Seitenkette an den Tricyclus gebunden.
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HO
HO
HO
HO
3
MeO
Phenalinolacton A (5)

Abbildung 16: Strukturvergleich von 5§ mit Brasilicardin A (27)
2.6 Uberlegungen zur Biosynthese der Phenalinolactone

In den Phenalinolactonen sind Strukturelemente aus verschiedenen Biosynthese-Pools vereint.
Die Pyrrolcarbonsédure beispielsweise stammt aus Prolin, also aus dem Aminosdure-Pool.
Eine entsprechende Umwandlung der Aminosdure durch Dehydrierung und Methylierung

wurde bei der Biosynthese des Clorobiocins beschrieben.”!

Amicetose wird als Desoxyzucker aus Glucose synthetisiert.”> Die Deoxygenierungs-
mechanismen zur L-Rhodinose, dem epimeren Zucker der Amicetose, wurden am Beispiel
des Landomycins untersucht. Demnach findet zunidchst an der Position C-6 eine

Desoxygenierung statt, bevor C-2 und schlieBlich C-3 reduziert werden.™
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Der tricyclische Teil des Aglycons legt eine terpenoide Struktur nahe. Derzeit ist jedoch nur
eine sehr geringe Anzahl an terpenoiden Sekunddrmetaboliten bekannt, die von
Streptomyceten produziert werden. Ein Beispiel fiir ein solches Diterpen ist das von

Streptomyces griseolosporeus produzierte Terpentetrien (28):*

28

Strukturrecherchen ergaben keine weiteren, aus Actinomyceten isolierten terpenoiden
Verbindungen mit einem tricyclischen Geriist dhnlich dem der Phenalinolactone oder des

Brasilicardins.

Interessanterweise verwenden bestimmte Actinomyceten zur Synthese der universell
genutzten Terpen-Bausteine IPP und DMAPP zwei unterschiedliche Wege.”> Dies konnte
durch Fiitterungsexperimente am Stamm Streptomyces aeriouvifer —erstmalig gezeigt

56,57
werden.””

Durch Fiitterung von markiertem Acetat bzw. markierter Glucose in separaten
Kulturen konnte die Markierungsanreicherung in zwei verschiedenen Metaboliten
nachgewiesen werden. Menaquinon lief3 sich durch Fiitterung mit Glucose entsprechend dem
Einbaumuster des Nicht-Mevalonat- oder auch Triose-Pyruvat-Weges anreichern, Naphterpin
hingegen durch Acetatfiitterung entsprechend dem klassischen Mevalonatweg. Inzwischen ist
bekannt, dass alle Actinomyceten zur Synthese von Primérmetaboliten den Nicht-Mevalonat-
Weg™® verwenden, aber nur einige zur Biosynthese von Sekundirstoffen zusitzlich auf den

Mevalonat-Weg zuriickgreifen konnen.>
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Abbildung 17: Vereinfachte Darstellungen des klassischen Acetat-Mevalonat-Weges (links)
und des Nicht-Mevalonat-Weges (rechts) zu IPP und DMAPP®

Terpene werden in der Natur durch fortschreitende Kopf-Schwanz-Verkniipfung von IPP an
das isomere DMAPP bzw. an zuvor synthetisierte oligomere Systeme aufgebaut. Das im Falle
von Diterpenen zundchst entstandene Geranylgeranyldiphosphat (GGPP) kann von
verschiedenen Terpenoid-Synthasen (Cyclasen) tiber unterschiedliche Mechanismen zu drei
Strukturklassen cyclisiert werden: bicyclische, polycyclische oder macrocyclische
Diterpene.”’ Die Mechanismen konnen entweder durch eine Protonierung (an der

Doppelbindung C-14/C-15 bzw. einem Epoxid an dieser Stelle) oder durch eine Spaltung des
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Diphosphatesters initiiert werden. Kaskadenartig erfolgen die Ringschliisse durch interne
Deprotonierungen und Reprotonierungen, Hydridverschiebungen und Umlagerungen. Abb. 18
zeigt zwei verschiedene Mechanismen bei der Diterpen-Cyclisierung. Wéhrend die
Cyclisierung und anschlieBende Geriistumlagerung® vom 3-Geranylgeranylindol zum
Radarin C (29) hypothetisch ist*, ist das Enzym Taxadien-Synthase gut untersucht.”’
Letzteres synthetisiert die Cyclisierung des GGPP zum Taxa-4,11-dien (30), dem terpenoiden

Grundgertist des Taxols.

Radarin C (29) Taxa-4,11-dien (30)

Abbildung 18: Beispiele fiir zwei verschiedene Cyclisierungsmechanismen

Experimentell lassen sich die beiden moglichen Wege zum IPP durch den Einbau von
markierten Vorldufermolekiilen unterscheiden. Fiitterung von [2-'>C]Acetat beispielsweise
fiihrt iiber den Mevalonat-Weg zur in Abb. 19 links dargestellten *C-Markierung in IPP und
DMAPP. Der Nicht-Mevalonat-Weg kann durch Fiitterung von markierter Glucose oder
markiertem Glycerin mit dem in Abb. 19 auf der rechten Seite gezeigten Einbaumuster

bewiesen werden.
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[2-13C]Acetat [1-13C]Glucose

Abbildung 19: experiementelle Unterscheidung von Mevalonat- (a) und Triose-
Pyruvat- (b) Weg zu IPP (* *C-Markierung)

Im Falle des Brasilicardin A (27) konnte durch Fiitterung von [1-">C]Glucose eine “*C-
Anreicherung erhalten werden, die die Biosynthese iiber den Triose-Pyruvat-Weg belegt

(Abb. 20).

[1-13C]Glucose

l 23%
21 13 OMe
. RO *,,—wCOZH
% > 15
)\/\ ‘ O 2 NH
OPP HO )
IPP AT

BC-Markierungen im Brasilicardin-Grundgeriist

Abbildung 20: *C-Einbaumuster (*) im Brasilicardin A (27)

Zur Cyclisierung wihrend der Biosynthese des Brasilicardins ist kein Mechanismus diskutiert
worden. Wahrscheinlich ist aber, dass er sehr dhnlich dem der Phenalinolactone sein wird.
Die zusitzliche '*C-Anreicherung von C-16 in 27 erlaubt die Annahme, dass die Aminsodure-
Seitenkette, moglicherweise methyliertes Serin, durch Glycolyse markierter Glucose aus dem

entstandenen [3-'?C]Glycerat-3-phosphat gebildet wird.*®
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Ubertragen auf die Biosynthese der Phenalinolactone sollte das tricyclische Grundgeriist in
analoger Weise aus Geranylgeranyldiphosphat hervorgehen.

Wahrscheinlich erscheint ein Cyclisierungsmechanismus, der durch eine Protonierung der
Doppelbindung an C-14/C-15 bzw. des entsprechenden Epoxids eingeleitet wird. In Analogie
zur Biosynthese des Radarin C (29) entsteht dadurch ein Tricyclus, der in seiner aktivierten
Form als Diphosphatester (31) vorliegt. Abspaltung des Diphosphats fithrt zu einem
Carbokation, das nucleophil angegriffen werden kann, zum Beispiel von Pyruvat in der
Enolform. Durch das Verkniipfen mit dem C;-Ko6rper Pyruvat entsteht eine viergliedrige
Seitenkette am Tricyclus (32), die zur Bildung des Lactons, wie es in den Phenalinolactonen

vorliegt, allerdings umgelagert werden muss.

DMAPP GGPP-Synthese
* Oxidation
3 *1PP

/ Enz-H* GGPP

(Copp
Deprotonierung,
Est It
HO \j erspaltung QOH
31

HO

‘/Zlektrophiler
Angriff auf Pyruvat

Abbildung 21: moglicher Biosyntheseweg zum tricyclischen Grundgeriist 32
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Denkbar wire, dass diese Umlagerung tiber ein Cyclobutatrion verlduft, das oxidativ zum
Aldehyd und einer Carbonsdure gedffnet wird. Um den Butylring aufbauen zu konnen miisste
jedoch zunichst eine Oxidation von C-1" erfolgen, um C-1 in eine potentiell nucleophile

Position zu tiberfiithren:

0 Oxidation,
=
R OH Keto-Enol-
R o Tautomerie
OH Oxidative

R

R = o Ringspaltung

R ~ OH
(0)

_

J Veresterung zum Lacton

Nucleophiler
Angriff

Abbildung 22: Hypothetischer Biosyntheseweg fiir den Lactonteil der Phenalinolactone

Nach der Oxidation kann C-1 aus der Enolform heraus nucleophil auf das Carbonyl C-3’
angreifen, was zum beschriebenen Cyclobutatrion (33) fiihrt. Dieses kann enolisiert stabil
vorliegen, wie u.a. das Beispiel eines Moenomycinderivats mit gebundenem 3-Cyclobuten-
1,2-dion-Substituenten zeigt.**

Die oxidative Spaltung zu Aldehyd- und Carboxylgruppe schafft schlieBlich die
Voraussetzungen zur Bildung des Lactonringes (34) der Phenalinolactone durch einen

nucleophilen Angriff.
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Trotz des so nicht belegbaren Mechanismus tiber das Cyclobutatrion-Zwischenprodukt (33)
wird davon ausgegangen, dass fiir die Bildung der Seitenkette wie beim Brasilicardin A (27)
Pyruvat verwendet wird. Alternativ wére denkbar, dass biosynthetisch zunédchst ein
Sesterterpen produziert wird. Dieses miisste jedoch hoch funktionalisiert werden und durch
Abspaltung zwei Kohlenstoffatome verlieren. Dieser Mechanismus erscheint somit
unwahrscheinlich. Unter Umstdnden konnte der tatsdchliche Biosyntheseweg durch eine
erfolgreiche Fiitterung von markiertem Acetat bzw. markierter Glucose aufgeklédrt werden.
BC-Anreicherungen im Lactonring sollten Aufschluss iiber den Cyclisierungsmechanismus

geben.

Abb. 23 zeigt die postulierten Biosyntheseschritte vom Aglycon zu den Phenalinolactonen.
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Acylierung,
Acetylierung,
Glykosylierung

(0]

OO0 / \
N CH,
H,C 0 H \Ojcidation

MeO
Phenalinolacton D (26) m CH
(0]
J 0
H,C (0]
Oxidation, O 0 / \
Methylierung / w N CH,
H,C
H
Me(3) 0 o

Phenalinolacton A (6)
(bzw. Phenalinolacton B (24))

“Ci\% H
Meg) 0 o
Phenalinolacton C (25)

Abbildung 23: Spite Schritte in der Biosynthese der Phenalinolactone
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In der spéten Biosynthese werden vermutlich zunéchst die beiden Methylgruppen C-20 und
C-21 oxidiert und anschlieend die drei beschriebenen Substituenten per Acyl-, Acetyl- bzw.
Glykosyl-Transferasen eingefithrt. Das in dieser Form isolierbare Zwischenprodukt ist
Phenalinolacton D (26). Oxidation an C-1 fithrt zum Phenalinolacton A (5), bzw. zum
Phenalinolacton B (24) wenn man davon ausgeht, dass die Acyltransferase unspezifisch
arbeitet und anteilig auch nicht-methylierte Pyrrolcarbonséure als Substrat akzeptiert.
Oxidation dieser Methylgruppe des Pyrrolcarbonsdure-Substituenten in 5 und Methylierung
der entstandenen Hydroxylgruppe ergeben schlielich das Phenalinolacton C (25).

2.7 Fiitterungsexperimente mit dem Stamm Tii 6071

Um zu ermitteln, tiber welchen Weg der Stamm Tii 6071 die Terpenbausteine IPP und
DMAPP synthetisiert, wurden verschiedene Fiitterungsexperimente unternommen. Zunéchst
musste eine Produktionskurve der Phenalinolactone aufgenommen werden, aus der sich die
96. Stunde als Produktionsbeginn der Phenalinolactone ergab. Die Fiitterungen erfolgten in
Portionen von jeweils 1 mL 96, 98, 100, 102 und 104 Stunden nach dem Animpfen (geflitterte

Gesamtmenge jeweils 625 mg).

Gefiittert wurden [1-">CJAcetat sowie [1-"°C]Glucose in separaten Ansédtzen. Aus beiden
Experimenten konnten nur geringe Mengen Phenalinolacton A (5) isoliert werden (1.2 mg
bzw. 1.5 mg im Falle der Glucosefiitterung).

Das "*C-NMR-Spektrum aus der Acetatfiitterung zeigte eine Anreicherung im C-Atom der
Acetylgruppe. Diese Position wurde zu 18 % angereichert, es kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dass ein indirekter Einbau von Acetat auch in das Grundgeriist
erfolgte. Diese Markierungen miissten erheblich weniger intensiv ausfallen als in der direkt
BC-angereicherten Acetylgruppe, da Acetat im Stoffwechsel zunichst in IPP umgewandelt
wird und dabei eine Durchmischung mit unmarkierten Vorldufermolekiilen aus dem
Metabolismus erfolgt. Fiir eine Aussage tiber den indirekten Einbau ins Grundgeriist war die

Substanzmenge nicht ausreichend.

Bei Fiitterungsexperimenten mit [1-'>C]Glucose trat dasselbe Problem auf: Ein Einbau ins
anomere C-Atom der Amicetose konnte deutlich nachgewiesen werden, jedoch waren
Substanzmenge und Einbaurate (1.25 % in C-1 der Zuckereinheit) zu gering, um einen Einbau

im Grundgeriist nachweisen zu kénnen.
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H,C
MeO

Abbildung 24: *C-Markierungen in Phenalinolacton A (5)

Abb. 24 zeigt den Einbau in C-1" nach [1-"°C]Glucsose- (*) und in C-1 der Acetateinheit (#)
nach [1-">C]Acetat-Fiitterungen.

2.8 Chemische Derivatisierung des Phenalinolacton A

Neben den bereits beschriebenen Versuchen zur Veresterung der Phenalinolactone wurden am
Phenalinolacton A (5) die Acetylierung mit Acetanhydrid sowie die Methylierung mit
Diazomethan untersucht. Bei beiden Reaktionen konnte keine definierte Umsetzung
beobachtet werden.

Aufgrund der geringen vorhandenen Substanzmengen und der allgemeinen Labilitdt der
Phenalinolactone sauren und basischen Bedingungen gegeniiber wurden keine weiteren

Derivatisierungsversuche unternommen.

2.9 Biologische Wirkungen

Die Phenalinolactone A (5) und B (24) wurden von K. Gebhardt breit auf antibiotische
Wirkungen hin geprift. In Agardiffusionstests wurde die Hemmung des Wachstums von 13
Gram-positiven und vier Gram-negativen Prokaryonten sowie von sieben Eukaryonten
analysiert. Lediglich gegen Rhodococcus erythropolis und Streptomyces viridochromogenes

bewirkten Phenalinolacton A und B eine leichte Hemmung (s. Anhang).
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Im Lemna-Test auf herbizide Aktivitit wurde eine Wachstumshemmung mit minimaler
Bleichung der Wasserlinsen registriert (Bonitur: 3). Eine Algizide Wirkung gegeniiber der
Griinalge Chlorella fusca konnte nicht beobachtet werden.

Die Phenalinolactone A und B zeigten in Cytotxizititstests gemidB den NCI-Richtlinien®
gegen die Krebszell-Linien HM02 (Magencarcinom), MCF7 (Mammacarcinom) und Hep G2

(Lebercarcinom) in Konzentrationen bis 10 pg/mL keine Wirkung”.

2.10 Beurteilung der Biosyntheseleistung des Stammes Tii 6071

Der Stamm Streptomyces sp. Tii 6071 produziert eine Reihe ungewohnlicher Substanzen. Die
drei Macrolactamantibiotika Maltophilin (7), Dihydromaltophilin (8) und Alteramid (9)
konnten bislang noch nicht gemeinsam aus einem Stamm isoliert werden und die
Streptocidine sind fiir Streptomyceten untypische Peptidantibiotika.

Die Phenalinolactone schlielich gehéren zu den wenigen terpenoiden Sekundérstoffen, die
von Actinomyceten gebildet werden. Mit ihrer Kombination der verschiedensten
Strukturelemente, die jeweils fiir sich nur selten beschrieben wurden, weisen sie eine neue,
ungewohnliche Struktur auf.

Es bleibt abzuwarten, was die Strukturaufkldrung der noch verbleibenden Substanzgruppe 111
des Kulturfiltrats erbringt. Es ist aber denkbar, dass das Potential dieses biosynthetisch
aulergewohnlich begabten Stammes mit den drei genannten Substanzklassen noch nicht
ausgeschopft  ist.  Moglicherweise  konnten  durch  weitere  Variationen  der
Kultivierungsbedingungen geméfl dem OSMAC-Ansatz noch andere interessante Metaboliten

1soliert werden.

" Fiir die Durchfiihrung der Toxizititstests danke ich Herrn Prof. Dr. Beil (Medizinische Hochschule Hannover).
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2.11 Ausblick

Da die bisherigen Fiitterungsversuche eine zu geringe Menge an markierten
Phenalinolactonen ergaben, sind weitere Experimente notig. Alternativ konnten fiir die
Fiitterungen markiertes Glycerin oder Malonat verwendet werden, die ebenfalls Vorldufer der
IPP-Biosynthese sein konnen. Insbesondere zur Kldrung der Lactonringbildung wiéren

spezifisch markierte Verbindungen hilfreich.

Derzeit wird der Stamm Tii 6071 von I Plitzko® auf Phenalinolacton-Produktion hin
untersucht. Sie konnte iiber HPLC-MS Messungen zeigen, dass die Phenalinolactone zwar
produziert werden, eine Isolierung jedoch an der zu geringen Mengen scheiterte. Weitere

Optimierungsarbeit ist hier notig, um die Ausbeuten zu steigern.

Zur Absicherung der Struktur miissen weitere Versuche zur Kristallisierung der
Phenalinolactone unternommen werden. Die Veresterung zum Brombenzoat wére sinnvoll,
um zum einen die Kristallisationseigenschaften zu verbessern und zum anderen {iber die
eingefithrten Schweratome zugleich die absolute Konfiguration bestimmen zu kénnen. Dazu
wire eine Optimierung der Reaktion nétig, die aufgrund zu geringer Substanzmengen nicht

durchgefiihrt werden konnte.

Recht aussichtsreich erscheint die Suche nach dem Biosynthesegencluster der
Phenalinolactone. Die voraussichtliche Existenz einer Glycosyltransferase im Gencluster
gestattet es, mittels einer entsprechenden Sonde gezielt nach dem Biosynthesegen zu suchen.
Durch die Analyse der Gene sollten weitere Erkenntnisse iiber die Biosynthese gewonnen

werden konnen.
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3. Streptomyces cellulosae subsp. griseorubiginosus Stamm S 1013

3.1 Bekannte Metaboliten des Stammes S 1013

Streptomyces cellulosae subsp. griseorubiginosus Stamm S 1013  wurde aus einer sizili-
anischen Erdprobe isoliert. Im Rahmen eines Kooperationsprojektes mit der Hoechst AG fiel
er im chemischen Screening aufgrund von intensiv violetten Farbreaktionen mit Tetrazolblau
auf. Die dafiir verantwortlichen Metaboliten, die Gabosine, konnten im Zuge fritherer
Arbeiten aus den Jahren 1989 bis 199577 im Arbeitskreis Zeeck isoliert und in ihrer
Struktur aufgekliart werden. Aus verschiedenen Streptomyceten-Stammen sind bis heute 17
verschiedene, zur Klasse der Carbazucker gehorende Gabosine isoliert und teilweise
publiziert worden’""* (vergleiche dazu Gabosin D (35) und Gabosin Q (36), s. Abb. 25).

Die Bezeichnung Carbazucker wurde von T. Suami und S. Ogawa gepriigt’” und ersetzte den
bis dahin verwendeten Begriff ,,Pseudozucker“.74 Als charakteristisches Strukturelement
tragen Carbazucker im Vergleich zu Zuckern eine Methylengruppe statt des Ringsauerstoffs.
Die Gabosine gehoren zur Untergruppe der Ketocarbazucker, da sie anstelle der
Methylengruppe eine Ketofunktion am Carbocyclus aufweisen. Auch bei den Carbazuckern
gibt es Pyranose- und Furanose-Formen. Aufgrund der fehlenden Halbacetalstruktur zeigen
sie nicht die fiir Zucker typischen reduzierenden Reaktionen. Thre chemische Verwandtschaft
zu Zuckern zeigt sich aber in physikalischen Charakteristika, z. B. dem siilen Geschmack
oder der relativ schlechten Kristallbildung.

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit mit Zuckern kénnen verschiedene Carbazucker an
Zucker-verwertende Enzyme binden und diese hemmen. Dies deutet auf ein grof3es
Anwendungspotential z. B. als Enzyminhibitoren>’® und Antibiotika hin.”’” Als Beispiel fiir
einen Enzyminhibitor zur Therapie von Diabetes-Erkrankungen des Typs Il sei die Acarbose
(37) genannt, die als a-Glucosidase-Inhibitor wirkt (s. Abb. 25).”® Entscheidendes
Strukturelement von 37 ist ein ungeséttigter Aminocarbazucker, an den ein Trisaccharid

geknlipft ist.
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Abbildung 25: Beispiele fiir Carbazucker

In biologischen Standardtests erwiesen sich die Gabosine als inaktiv, ein Crotonséureester des
Gabosins C, das COTC, ist jedoch als cancerostatisch und cytotoxisch bekannt.””*

In ihrer Dissertation isolierte R. Hofs aus dem Stamm S 1013 die Gabosine D (35) und
E (38).”' Ab Stunde 30 im Fermentationsverlauf wird 35 produziert und mit Beginn der 90.
Stunde in 38 umgewandelt (s. Abb. 26).

Durch Anwendung der OSMAC-Methode (One Strain - Many Compounds) konnte Hofs das
bis dahin bekannte Metabolitenspektrum des Stammes S 1013 um die Komponenten Indol-3-
essigsdure (39), Pyrrol-2-carbonsédure (40) sowie ein 6'-Bromo-angustmycin A-Derivat (41)
erweitern (s. Abb. 26). Die Hoffnung, durch Zugabe von NaBr als Brom-liefernden
Nihrmedienzusatz die Ausbeute an 41 zu erhohen, erfiillte sich nicht. Stattdessen wurde die
Produktion eines neuen Metaboliten induziert, dessen Strukturaufkldrung ein bis dahin vollig
neuartiges Kohlenstoffgeriist enthiillte. In Anlehnung an die Struktur wurde die Verbindung
Hexacyclinsdure (6) genannt.71

Aus Fermentationen im Ndhrmedium NL 1147 (Zusatz von 1 g/L NaBr) konnte die
Hexacyclinsdure in Ausbeuten von 13 mg/L isoliert werden. Die farblose Reinsubstanz firbt
im Diinnschichtchromatogramm mit Anisaldehyd intensiv blau an und weist in
Chloroform/Methanol (9:1) einen R~Wert von 0.23 auf. Mit Hilfe von spektroskopischen

Methoden und einer Rontgenstrukturanalyse konnte die Struktur von 6 aufgekldrt werden.
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Veresterung mit dem Mosher-Reagenz®' lieferte die absolute Konfiguration des Molekiils (s.

Abb. 26).”!

0 0 0
HO )J\ HO
0~ "CH, OH
—
W Ho“
HO ™ % E
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COOH
N7 SN
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COOH
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COOH  CH,
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Abbildung 26: Metabolitenspektrum des Stammes S 1013
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3.2 Reproduzierbarkeit der Hexacyclinsiure-Bildung

Zur Reproduktion der Hexacyclinsdure (6) wird der Stamm S 1013 standardmifBig in 300 mL
Erlenmeyerkolben ohne Schikanen kultiviert. Die Fermentation findet im Ndhrmedium
NL 1147 unter Zusatz von 1 g/L. NaBr statt, bei einer Temperatur von 30 °C und 180 Upm.
Durch Chromatographie an Kieselgel und Sephadex LH-20 kann 6 in Ausbeuten von bis zu
13 mg/L erhalten werden.

Bereits in fritheren Arbeiten™ stellte der Stamm S 1013 die Produktion von Hexacyclinsdure
zeitweise ein. Die Gabosine wurden unverdndert produziert, 6 konnte jedoch weder im
Diinnschichtchromatogramm noch durch HPLC nachgewiesen werden. Dieses Problem trat
auch auf, nachdem S 1013 frisch aus der Langzeiterhaltung auf Agarplatten ausgestrichen
worden war. Um die Bildung von 6 wiederherzustellen wurden diverse Variationen des
Nédhrmediums und der Kultivierungsbedingungen durchgefiihrt.

Zunédchst wurde der Stamm aus verschiedenen Langzeiterhaltungs-Chargen, Kryokulturen,
Sporenlyophilisaten und Glycerineinlagerungen, neu auf Agarplatten ausgestrichen. Ebenso
wurde mit alten Agarplatten verfahren, die zuletzt zu produzierenden Kulturen gefiihrt hatten.
Aus diesen verschiedenen Ansédtzen beimpfte Agarplatten wurden auf Hexacyclinsdure-

Produktion hin untersucht.
Die Fermentationsparameter wurden wie folgt variiert:

e Temperatur: 28 °C (Standard 30° C)

e 300 mL Erlenmeyerkolben mit drei Schikanen (Standard: ohne Schikane)
e Umdrehungszahl: 150 Upm (Standard: 180 Upm)

e Fermenter: 5L, 10 Lund 50 L

e Animpfvolumina fiir Schiittelkulturen: 1 bis 5 mL (Standard: 1.5 mL)

e Fermentation als Ruhekultur

Bereits in fritheren Arbeiten wurde versucht, die Produktion von Hexacyclinsidure durch
Zusatz verschiedener Oberflichenmaterialien wie MCI-Gel, XAD oder Siedesteinchen erneut
zu induzieren.*

Um eventuelle Versorgungs-Engpisse bei Biosyntheseexperimenten umgehen zu koénnen,
erschien die Beimengung von Natriumacetat oder -propionat zum N&hrmedium Erfolg
versprechend. Auch die Zugabe von DMSO zum Néhrmedium wurde untersucht, da dies in
verschiedenen Féllen die Ausbeute an Sekunddrmetaboliten erhéhen bzw. die Produktion

neuer Metaboliten induzieren konnte.* Auch die Variation der Spurenelementldsung Spur 11
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erschien sinnvoll, da Nihrmedienbestandteile wunter Umstinden die Sekundir-
metabolitenproduktion hemmen oder fehlende Spurenelemente die Bildung von Substanzen

verhindern koénnen.®* Folgende Nihrmedienvariationen wurden untersucht:

e Zusatz von 1 g/L Natriumpropionat oder 1 g/L Natriumacetat

e Zusatz von 2 oder 5 % DMSO

e Variation jedes einzelnen Bestandteils der Spurenelementlosung Spur 11 (jeweils ohne
oder mit der doppelten Menge)

e Verwendung der doppelten Menge bzw. kein Zusatz von Spur 11

e Verwendung von Leitungswasser anstatt deionisiertem Wasser

e Verwendung von Haferflocken verschiedener Hersteller

Durch die dargestellten Variationen konnte S 1013 es nicht zur erneuten Produktion von
Hexacyclinsdure (6) angeregt werden. Erst ein zweiter Screening-Ansatz mit neuen
Agarplatten der zuvor erwéhnten Einlagerungen fiithrte zum Erfolg. Dabei erbrachten die von
Glycerineinlagerungen angeimpften Agarplatten unter Standardbedingungen die hochsten
Ausbeuten an 6. Es stellt sich die Frage nach der Ursache der schlechten Reproduzierbarkeit
der Hexacyclinsdure-Produktion. Da im ersten Ansatz aus denselben Einlagerungen keine
produzierende Kultur erhalten werden konnte, kann das ,,Alter der Abimpf-Quelle nicht
entscheidend sein. Durch HPLC-MS-Messungen konnte Hexacyclinsédure (6) in mehreren
Kulturen nachgewiesen werden, allerdings in fiir die Isolierung zu geringen Mengen.

Erneut stellte sich die Frage nach dem Sinn von 6 fiir den Produzenten. Ein Genverlust mit
zunehmendem Alter der Kulturen kann ausgeschlossen werden, da die Biosynthese
offensichtlich nicht komplett eingestellt wird. Vielmehr scheint der Stamm sensibel auf einen
oder mehrere der Fermentationsparameter zu reagieren. Geringfiigige Schwankungen in den
Zusammensetzungen und der Qualitdt der Ndhrmedienbestandteile konnten dazu fiithren, dass

zeitweise ein inhibierender Effekt auftritt oder aber ein induzierender fehlt.
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3.3 Neue Metaboliten aus dem Stamm S 1013
3.3.1 N-Acetyl-tryptamin (42)

Aus Ruhefermentationen, die in 3 L P-Kolben mit 1 L des Nédhrmediums NL1147 (Zusatz
1 g/L NaBr) durchgefiihrt wurden, konnte nach 6 Wochen Kultivierung bei 28 °C ein neuer
Sekundiarmetabolit (42) isoliert werden. Neben diesem neuen Metaboliten traten keine
weiteren Substanzen in zur Aufreinigung ausreichender Menge auf.

Die Isolierung aus dem Kulturfiltrat erfolgte analog zur Aufreinigung von Hexacyclinsdure
iiber Chromatographie an Kieselgel und Sephadex LH-20. 42 konnte in Ausbeuten von
3 mg/L als weiBBer Feststoff erhalten werden, der sich im DC mit Anisaldehyd rotlich-braun
anfirben lieB.

Anhand eines ESI-Massenspektrums konnte ein Molekulargewicht von 204 g/mol ermittelt
werden. Im lH-NMR—Spektrum sind 14 Protonen erkennbar, zwei davon, mit chemischen
Verschiebungen von 6y =15.55 und oy =8.20, treten als breite Signale auf. Das Be-
NMR-Spektrum zeigt 12 Signale, von denen eines im Ester-/Amid-Verschiebungsbereich,
sechs im aromatischen und zwei im olefinischen angesiedelt sind. In Einklang mit der Masse
lasst sich die Summenformel C;;H;4N,O aufstellen. Die daraus berechnete Anzahl der
Doppelbindungsédquivalente zeigt sieben Doppelbindungen bzw. Ringe an.

Bereits anhand eindimensionaler NMR-Spektren lassen sich eine isoliert stehende
Methylgruppe sowie ein ortho-substituierter Aromat identifizieren. Als weiteres
Strukturelement tritt eine Ethylgruppe auf, deren Kohlenstoffatome jeweils einfach
substituiert sind. Eine von diesen Daten geleitete Suche in der Datenbank Antibase® ergab
Ubereinstimmung mit N-Acetyl-tryptamin (42). 42 wurde bereits aus Myxobakterien und

) . . .1 8687
marinen Bakterienstimmen isoliert.”

N

N
H
N-Acetyl-tryptamin (42)
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3.3.2 7-0O-Methyl-gabosin E (43)

Im Diinnschichtchromatogramm einer Kultivierung des Stammes S 1013 unter '°O,-
Atmosphire (s. Kapitel 4.5.2) konnte eine Substanz (43) identifiziert werden, die zwar das
gleiche Anférbeverhalten wie die Gabosine D (35) und E (38) zeigte, aber einen gro3eren Ry~
Wert aufwies (0.12 in Chlorofom/Methanol 9:1). Durch Chromatographie an Kieselgel und
Sephadex LH-20 wurde 43 in Ausbeuten von 2.5 mg/L isoliert. In den 'H- und *C-NMR-
Spektren zeigte sich im Vergleich zu Gabosin E (38) eine zusétzliche, an ein Heteroatom
gebundene Methylgruppe bei o = 3.36. Deren Position im Molekiil lieB sich anhand ein- und
zweidimensionaler NMR-Spektroskopie eindeutig lokalisieren. 43 wurde als 7-O-Methyl-

gabosin E identifiziert.

HO
HO 70 1 CH, ——— 7 OH

\ W
uo® 35 HO 38

Qlln

H

(0)
W
HO 43
OH

Abbildung 27: Umwandlung von Gabosin D (35) iiber Gabosin E (38) in
7-O-Methyl-gabosin E (43)

Cllm
s

Da bisher immer nur eine Stereoform der Gabosine je Stamm isoliert werden konnte’®, wird
davon ausgegangen, dass 43 dieselbe Stereochemie wie Gabosin E (38) besitzt, was durch den
Drehwert bestétigt wird.

Zum Erntezeitpunkt nach 120 Stunden wurden weder Gabosin D (35) noch Gabosin E (38)
nachgewiesen. Es kann deshalb angenommen werden, dass Gabosin E, welches ab der 90.

Stunde aus Gabosin D entsteht, im weiteren Verlaufe in 43 umgewandelt wird.
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3.3.3 14-Desacetyl-14-propionyl-hexacyclinsiure (44)

Bei der Fiitterung von [1-"°C, '"*0,]Propionat (s. Kapitel 4.4.2) wurde neben Hexacyclinséure
(6) eine Substanz (44) produziert, die zwar dasselbe Anfirbeverhalten wie 6 besitzt, aber
einen leicht groBeren R~Wert aufweist. Durch Chromatographie an Kieselgel und Sephadex
LH-20 konnte 44 in Ausbeuten von 2 mg/L isoliert und von 6 getrennt werden.

Das Protonenspektrum unterscheidet sich nur wenig von dem der Hexacyclinsédure (6), das im
Spektrum auftretende charakteristische Methylgruppensignal bei 6y = 2.06 fehlte jedoch, was
auf den Verlust der Acetylgruppe hindeutet. Stattdessen zeigte sich eine zusitzliche, zum
Triplett aufgespaltene Methylgruppe bei 6y =1.17 sowie im aliphatischen Bereich ein
weiteres Signal mit einer zwei Protonen entsprechenden Intensitét (6y = 2.30).

Das ESI-Massenspektrum konnte aufgrund der mehrfachen Isotopenmarkierungen nicht zur
Bestimmung der Masse herangezogen werden, jedoch zeigten UV- und IR-Spektren eine gute
Ubereinstimmung mit denen von 6. Anhand ein- und zweidimensionaler NMR-Spektren

konnte 44 als 14-Desacetyl-14-propionyl-hexacyclinsdure identifiziert werden.

Die Bildung von 44 ldsst sich durch den ,Druck® erkldren, den das in unnatiirlichen
Konzentrationen vorliegende Natriumpropionat auf die Acetyl-Transferase ausiibt. Es zeigt
sich, dass das Enzym durch geringe Selektivitidt gewissen Spielraum fiir eine Vorldufer-
dirigierte Biosynthese lasst. Zur Kldrung des Potentials fiir Vorldufer-dirigierte
Biosyntheseexperimente bedarf es weiterer Untersuchungen, die jedoch nicht mehr

Gegenstand dieser Arbeit sind.
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4. Untersuchungen zur Biosynthese der Hexacyclinsiure

4.1 Zur Hexacyclinsiure strukturverwandte Substanzen

4.1.1 Strukturvergleich von Hexacyclinsiure und FR182877

Nahezu zeitgleich zur Veroffentlichung der Struktur sowie den Untersuchungen zur
Biosynthese der Hexacyclinsdure® publizierten B. Sato ef al. die strukturverwandte Substanz
FR182877 (45).2°%1°2 45 wurde im Zuge eines in vitro Screenings auf neue, antimitotisch
wirksame Substanzen aus dem Kulturfiltrat des Stammes Streptomyces sp. N0.9885 isoliert,

die Ausbeute betrug 2.38 mg/L.

5| H H:
COOH ~ CH,

Hexacyclinsdure (6)

FR182877 (45)

Abbildung 28: Strukturvergleich zwischen 6 und 45

6 und 45 sind vom Grundgeriist her nahezu identisch, lediglich die Stereochemie der
Verkniipfung im D/E/F-Ringsystem unterscheidet sich. Wahrend bei der Hexacyclinsdure (6)
eine cis/trans-Verkniipfung vorliegt, weist 45 eine trans/cis-Verkniipfung auf. Das
Kohlenstoffatom C-25 von 6 liegt im Vergleich zur Methylgruppe von FR182877 (45) als
Carboxylgruppe vor. AuBlerdem ist die freie Hydroxygruppe an C-14 von 45 bei der
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Hexacyclinsdure acetyliert. Neben diesen Modifikationen tritt ein weiterer Unterschied auf,
der fiir die biologische Wirkung extrem wichtig ist. Die Ringe A und C sind in FR182877
(45) durch eine Doppelbindung verkniipft, die im Falle der Hexacyclinsdure (6) durch eine
formale Wasseraddition ,hydratisiert vorliegt. In Methanol erweist sich die gespannte
Doppelbindung als instabil, sie reagiert an Luft langsam zum FR182877-epoxid.

Aufgrund der strukturellen Verwandtschaft von 6 und 45 kann eine dhnliche Biosynthese
vermutet werden. Bemerkenswert ist die Tatsache, dass zwei derart dhnliche Metaboliten
dieser neuen Polyketid-Substanzklasse nahezu zeitgleich aus génzlich verschiedenen
Stammen isoliert wurden. Dies spricht dafiir, dass das verantwortliche Biosynthesegen kein

Unikat ist, d.h. es konnten durchaus weitere ,,Hexacycline* existieren.
4.1.2 Zur biologischen Aktivitit von FR182877

Das Screeningprogramm, das zur Isolierung von FR182877 (45) fiihrte, basiert auf
Saugetierzellen (BHK-cells), die charakteristische morphologische Verdanderungen erfahren,
wenn sie antimitotischen Substanzen ausgesetzt werden.*””® Antimitotische Substanzen, wie
Taxol (Paclitaxel®)”® oder die Vinca-Alkaloide” nehmen auf die Polymerisation der
Mikrotubuli in Zellen Einfluss: die Zellen kénnen sich nicht mehr teilen und bleiben in ihrem
Wachstum in der G,/M-Phase gehemmt. FR182877 gehort wie Taxol und die Epothilone zur
Gruppe der Mikrotubuli-stabilisierenden Wirkstoffe, wihrend Antitubulin-Wirkstoffe wie
Vincristin den Aufbau der Mikrotubuli verhindern. Die zur Hemmung erforderliche
Konzentration an FR182877 ist etwa drei- bis fiinfmal so hoch wie im Falle des Taxols.* Es
konnte gezeigt werden, dass die antimitotische Wirkung mit der Umwandlung von 45 in sein
Epoxid verloren geht. Dies erkldrt moglicherweise die Inaktivitdt der Hexacyclinsdure in
cytotoxischen Tests.

In weiterfilhrenden vergleichenden Untersuchungen der Aktivitit von natlirlichem
(-)-FR182877 (45) und dem (+)-FR182877-Enantiomer konnten Serensen und Mitarbeiter
zeigen, dass 45 aufgrund der Ausbildung einer kovalenten Bindung zum Enzym spezifisch
eine Carboxylesterase (CE-1) aus Mausen hemmt, das Enantiomer hingegen nicht. Als
elektrophile Strukturelemente, die zur Kniipfung einer kovalenten Bindung an Enzyme
befdhigt sind, wurden die Briickenkopf-Doppelbindung und das Lacton von FR182877 (45)

vorgeschlagen.”
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Das Beispiel Hexacyclinsdure / FR182877 verdeutlicht die Bedeutung der Forderung, bei der
Suche nach neuen Wirkstoffen nicht nur reine Naturstoffe als Leitstrukturen einzusetzen,
sondern auch deren Grundgeriist zu variieren, da trotz groBer Ahnlichkeit nur 45 eine

Aktivitéit aufweist.
4.1.3 Uberlegungen zur Biosynthese von FR182877

Noch bevor die Isolierung und Strukturaufkldrung von FR182877 (45) publiziert wurde,
stellten Serensen und Mitarbeiter Biosynthesetiberlegungen zu 45 an und entwickelten daraus
eine biomimetische Synthesestrategie.”® Aufgrund der starken Ahnlichkeit von FR182877 zur
Hexacyclinsdure (6) soll die Strategie genauer betrachtet werden.

Serensen definierte als potentiellen Vorldufer (46) ein System, dessen Biogenese er nicht
weiter spezifiziert. 46 soll eine intramolekulare Diels-Alder-Reaktion eingehen, wodurch das
linke 5/6-Ringsystem (F/E) mit der erforderlichen Stereochemie entsteht (47). In einer
Reaktion konnen auf diese Weise zwei Ringe aufgebaut und vier neue Stereozentren gebildet
werden. Die nachfolgend durch eine Knoevenagel-Cyclisierung erhaltene Alkyliden-
dicarbonyl-Verbindung (48) sieht Serensen als moglichen Vorldufer fiir verschiedene,
strukturell recht unterschiedliche Naturstoffe.”” Neben FR182877 (45) und Hexacyclinsdure
(6) nennt er Macquarimicin A (49) und Cochleamycin A (50) als biosynthetisch verwandte
Strukturen (s. Abb. 29). Als abschlieBender Biosyntheseschritt zu 45 wird eine hetero-Diels-

Alder-Reaktion angenommen.
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Intramolekulare Diels-
Alder-Reaktion

Cyclisierung

l Knoevenagel-

H.,C

3

AcO™"

48 Hetero-Diels-
Alder-Reaktion

Macquarimycin A (49)

Abbildung 29: Vorschlag von Serensen et al. zur Biosynthese des FR182877 (45) sowie
moglicherweise verwandter Strukturen®®”’

Seinen Vorschlag zur biomimetischen Synthese untermauerte Serensen durch eine
entsprechende Synthese von (+)-FR182877. Ein Vergleich der spektroskopischen Daten mit
den von Satoefal. publizierten erbrachte mit Ausnahme des Drehwertes eine

Ubereinstimmung. Der im Vergleich zu natiirlichem 45 komplementire Drehwert deutete auf
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eine zundchst falsch abgeleitete Stereochemie von FR182877 (45) hin und fiihrte zu deren

Korrektur.”?

In weiteren synthetischen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass Diels-Alder-kompatible
Systeme wie das von 46 spontan intramolekular cyclisieren.”’

Aufgrund der sehr interessanten antimitotischen Wirkung in Verbindung mit einem fiir die
Totalsynthese herausfordernden Grundgeriist wurden in verschiedenen Arbeitsgruppen
Projekte zur Darstellung von FR182877 begonnen. So konnten Evans und Mitarbeiter iiber
eine alternative Strategie (-)-FR182877 synthetisieren.98 Arbeiten zur Synthese der

Hexacyclinsdure laufen zurzeit in der Arbeitsgruppe Kalesse.”
4.1.4 Hexacyclinsiure und FR182877 aus der Sicht eines Synthetikers

Rein synthetisch betrachtet konnten Hexacyclinsdure (6) und FR182877 (45) aus ein und
demselben Vorldufermolekiil dargestellt werden. Die unterschiedliche Verkniipfung der Ringe
D, E und F lisst sich durch das Beschreiten verschiedener Ubergangszustinde erkldren.
Theoretisch sind vier Ubergangsstrukturen denkbar (s. Abb. 30), von denen der endo-Z-anti-
Zustand (51) jedoch aufgrund zu groBer Ringspannung nicht realisierbar ist. Man
unterscheidet endo- und exo-Anordnungen, deren Benennung sich nach der Orientierung der
Dien- und Dienophil-verbindenden Kette richtet: Als endo wird derjenige Ubergangszustand
bezeichnet, in dem die Kette am Dienophil zum Dien hin zeigt. Bei beiden Fillen werden syn-
bzw. anti-Additionen unterschieden.

Entsprechend der ,.endo“-Regel werden vermehrt die Ubergangszustinde beschritten, bei
denen eine ,,maximale Hiufung von Doppelbindungen® erreicht wird.'” Dazu zihlen auch die
n-Systeme der aktivierenden Liganden. In der Synthese kann diese Tatsache dazu benutzt
werden, Reaktionen durch die Platzierung von aktivierenden Liganden zu steuern. Diese
Moglichkeit der Steuerung ist bei intramolekularen Reaktionen durch sterische Effekte

eingeschrankt.
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0

3 —
H
R”:°0
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endo-E-syn cis-cycloaddukt exo-Z-syn

exo-E-anti trans-Cycloloaddukt endo-Z-anti (51)

Abbildung 30: Ubergangszustinde und resultierende Cycloaddukte am Beispiel einer Hetero-
Diels-Alder-Reaktion

Ubertragen auf Hexacyclinsiure (6) und FR182877 (45) konnte ein sehr #hnliches

Ausgangsmolekiill durch eine Variation der Dienophil-Aktivierung verschiedene

Ubergangsstrukturen einnehmen, die entweder zu 52 oder 53 fiithren (s. Abb. 31).

H,C
RO—/ \

U\RCHO

endo-E-syn exo-E-anti

Stereochemie der Hexacyclinsdure (52) Stereochemie von FR182877 (53)

Abbildung 31: Durch Dienophil-Aktivierung moglicherweise induzierbare Ubergangs-
zustdnde
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Auf dem Weg zu 6 muss ein endo-E-syn- und zur Synthese von FR182877 ein exo-E-anti-
Ubergangszustand durchlaufen werden. Die von Synthetikern verwendete Art der
Reaktionssteuerung durch Aktivierung des Dienophils ist im Vergleich mit der Natur

allerdings nicht konkurrenzfihig, da ohne Enzyme immer Gemische entstehen.

4.2 Kennt die Natur die Diels-Alder-Reaktion?

2002 jahrte sich der Geburtstag von Kurt Alder zum 100. Mal. 75 Jahre sind vergangen seit
Alder und sein Mentor Otto Diels in einem Artikel jene [4+2]-Cycloaddition beschrieben, die
nach ihnen benannt wurde.'®' Seitdem hat sich die Diels-Alder-Reaktion zu einem besonders
fir die Totalsynthese von Naturstoffen unentbehrlichen Werkzeug entwickelt.'” Beim
konzertierten Ringschluss zwischen einem 1,3-Dien und einem Dienophil werden auf Kosten
von zwei n-Bindungen zwei o-Bindungen gebildet. Im Falle einer intramolekularen Reaktion
entstehen dadurch zwei annelierte Ringe mit vier Stereozentren (s. Abb. 31).

Kennt die Natur die Diels-Alder-Reaktion? Diese Frage stellte Laschat bereits 1996'*, und
noch immer wird die Existenz einer Diels-Alderase, deren alleinige Funktion in der Katalyse
einer Diels-Alder-Reaktion besteht, diskutiert."®'% Alternativ besteht fiir den Aufbau von
Diels-Alder-Produkten die Moglichkeit, dass das Enzym, welches in der Biosynthese den
vorhergehenden Reaktionsschritt katalysiert, auch sich anschlieBende Cyclisierungsreaktionen
ermoglicht. Dies konnte durch eine entsprechende rdumliche Organisation des Edukts
geschehen, in der die miteinander reagierenden Molekiilteile in eine dem Ubergangszustand
dhnelnde Konstellation (Pri-UZ) gefiihrt werden. Das Problematische an einer Diels-Alderase
ist, dass der entsprechende Ubergangszustand der Struktur des Produktes relativ dhnlich ist.
Demzufolge miisste auch das Produkt an das Enzym binden, was ein Fortschreiten der
Reaktion erschweren wiirde.'”®

Wihrend verschiedene Naturstoffe durch spontane Cyclisierungsreaktionen entstehen,
erkennbar am dann vorliegenden racemischen Gemisch, spricht fiir die Beteiligung eines
Enzyms, dass viele Naturstoffe nur in einer stereoisomeren Form gebildet werden. So ist die
Katalyse von konzertierten Cycloadditionen durch Biomolekiile im Falle von Antikérpern'®
und katalytisch aktiven Ribonucleinséuren (Ribozymen)107 bereits seit langerem bekannt und
akzeptiert.

Mit ihrer hexacyclischen Struktur gehoren Hexacyclinsdure (6) und FR182877 (45) zu einer
wachsenden Gruppe von Substanzen, bei deren Biosynthese eine enzymbkatalysierte Diels-

Alder-Reaktion vermutet wird. Die Diskussion beschrinkt sich dabei nicht auf eine
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Stoffklasse, sie wird vielmehr bei Polyketiden (Lovastatin (52)'°*!'%”, Solanapyrone''’ und
Tkarugamycin (53)''"), Isoprenoiden (Eudesmanolide (54)''%) und Alkaloiden (Catharanthin
(55) und Vindolin (56)'"*) gefiihrt.

Lovastatin (52)

HSCM]\W
CH

3

Eudesmanolid (54)

Catharanthin (55) Vindolin (56)

Abbildung 32: Einige Metaboliten, bei deren Biosynthese die Beteiligung einer Diels-
Alder-Reaktion vermutet wird

Tkarugamycin (53) und die Spinosyne''*'"” besitzen ein 5/6/5-Ringsystem #hnlich dem der
Hexacyclinsdure, bei dessen Aufbau die Beteiligung einer Diels-Alder-Reaktion vermutet

wird.
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Da die Beteiligung einer Diels-Alder-Reaktion an der Biosynthese von Lovastatin (52) als
nahezu bewiesen angesehen wird, sollen die Ergebnisse hier nédher erldutert werden.
Lovastatin (Mevinolin®) wird von dem Pilz Aspergillus terreus (ATCC 20542) produziert und
findet in der Medizin als Inhibitor der menschlichen Cholesterin-Biosynthese Anwendung.''®
Vederas und Hutchinson et al. konnten die Enzyme /lovB (Lovastatin Nonaketid Synthase,
LNKS) und /ovC isolieren'®” und ihre Funktionen zuordnen. Demnach findet auf der Stufe des
Hexaketids an der Polyketidsynthase eine Diels-Alder-Reaktion statt. Die noch nicht
reduzierte Carbonylgruppe der letzten Acetat-Einheit aktiviert dabei das Dienophil. Erst im
Anschluss an die Cyclisierung schreitet die Polyketid-Synthese fort. Als Beweis wurde ein
in vitro-Experiment mit dem aufgereinigten /ovB-Enzym durchgefiihrt, in dem synthetisierte
Vorldufer in Anwesenheit des Enzyms eine Diels-Alder-Reaktion eingehen. Die daraus
resultierende Stereochemie ist identisch mit der des Lovastatins und kann weder durch
thermische noch durch Lewis-Saure-katalysierte Reaktion erhalten werden.

Ein weiteres Beispiel ist die Macrophomatsynthase (MPS), deren erfolgreiche Kristallisation

kiirzlich beschrieben wurde.'!’

Wie lovB iiberfithrt die MPS durch eine zuvor katalysierte
Reaktion, in diesem Fall eine Decarboxylierung, das Edukt in einen reaktiven Zustand. Aus
diesem energetisch angehobenen Zustand heraus findet die Diels-Alder-Reaktion statt. Die
Produktinhibierung wird dabei durch eine zweite Decarboxylierung direkt nach der
Cyclisierungsreaktion verhindert. Zusitzlich besitzt MPS eine flexible Schleife im Enzym,
von der vermutet wird, dass sie moglicherweise Edukte an das Enzym herantrdgt und
Produkte ausschleust. Anhand der Kristallstruktur konnte gezeigt werden, dass das aktive

Zentrum ausreichend Spielraum fiir grofere strukturelle Umformungen wéhrend der Katalyse

bietet.

Die eingangs gestellte Frage, ob die Natur zur Biosynthese von Naturstoffen Diels-Alder-
Reaktionen nutzt, kann mit einem ,,Ja* beantwortet werden. Ob es aber ein Enzym gibt,
dessen einzige Funktion in der Vermittlung dieser Reaktion besteht, bleibt weiterhin
ungeklért. Es sollte jedoch tiberlegt werden, ob die Natur nicht viel effektiver arbeitet, indem

mehrere Reaktionen hintereinander von demselben Enzym katalysiert werden.
4.3 Bekannte Fiitterungsexperimente mit *C-markierten Vorliufern

Im Folgenden werden Untersuchungen présentiert, die von R. H6fs wihrend ihrer Dissertation

durchgefiihrt wurden.”"'"®
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4.3.1 Fiitterung von [1-13 C]Acetat, [2-13C]Acetat und [1,2-13 C;]Acetat

Zur Klarung der Biogenese der Hexacyclinsdure (6) wurden zunidchst Fiitterungen von
isotopenmarkiertem Natriumacetat vorgenommen. Nach Fiitterung von [1-'>C]-markiertem
Acetat konnte eine Anreicherung in sieben Positionen des Kohlenstoffgeriistes ermittelt
werden. Die anschlieBende Fiitterung von [2-"?C]Acetat ergab ebenfalls eine Isotopen-
markierung von sieben Kohlenstoffatomen. Dies deutet auf den Einbau von sieben Acetat-
Einheiten hin, deren Einbaurichtung durch Kombination der beiden Experimente miteinander
bestimmt wurde. Dass diese sieben Acetat-Bausteine intakt eingebaut werden, konnte durch

Fiitterung mit doppelt markiertem [1,2-">C,]Acetat bewiesen werden.

H.C
3 OH

A X/

0 CH,

OH
0]
[0) COOH CH,
. /k C markierte Hexacyclinsiure (6)

13 o
C-markiertes Na-Acetat

Abbildung 33: Einbau von markiertem Acetat in 6

Das sich aus den Ergebnissen ergebende Bild (Abb. 33) ldsst noch keinen Schluss auf die
Biosynthese im Hinblick auf Startereinheit, Faltung und Einbaurichtung einer Polyketidkette
zu. Es konnte lediglich die Vermutung bestétigt werden, dass es sich bei 6 um ein Polyketid

handelt.
4.3.2 Fiitterung von [1-13C]Pr0pi0nat und [3-13C]Pr0pionat

Zur Klarung der Herkunft der drei Methylgruppen bzw. der Carboxylgruppe wurde der
Einbau von markiertem Propionat untersucht. Wie erwartet bewirkte die Zugabe von
[1-"*C]Propionat zur wachsenden Kultur die Anreicherung in vier Kohlenstoffatomen der
Hexacyclinsdure. Ein analoger Zusatz von [3-">C]Propionat bestitigte dies und zeigte die

Einbaurichtung der vier Propionat-Bausteine an (s. Abb. 34).
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OH

/k/ OOH
"0

BC-markierte Hexacyclinsiure (6)

BC-markiertes Na-Propionat

Abbildung 34: Einbau von markiertem Propionat in 6
4.3.3 Fiitterung von [1,4-"*C;]-Succinat
Zur Kliarung der Startereinheit war es notig, Succinat zu fiittern, da diese mit dem bisher

erhaltenen Einbaumuster noch nicht eindeutig bestimmt werden konnte. Abb. 35 zeigt zwei

Moglichkeiten fiir die Startereinheit: einmal Acetat (57) und einmal Succinat (58).

Succinat-Startereinheit (58)

COOH CH

Acetat-Startereinheit (57) 3

Abbildung 35: Succinat bzw. Acetat als mogliche Startereinheiten bei der Biosynthese
von 6

Succinat wurde [1,4-">C,]-markiert zugesetzt und sollte bei einem erfolgreichen Einbau in das
Molekiil zu einer Anreicherung der Kohlenstoffatome C-18 und C-1 fithren. Es konnte jedoch
keine Isotopenanreicherung in 6 nachgewiesen werden. Dies ist ein Hinweis darauf, dass

Acetat als Startereinheit benutzt wird.
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4.3.4 Diskussion der Fiitterungsergebnisse

Mit den beschriebenen Experimenten war der Ursprung aller Kohlenstoffatome aufgeklart.
Hexacyclinsdure (6) wird aus sieben Acetat- und vier Propionat-Einheiten aufgebaut.
Startereinheit der Polyketidsynthese ist das Acetat C-18/C-19. Dort beginnend kann, wie in
Abb. 36 gezeigt, eine Polyketid-Kette derart gefaltet werden, dass sie als Vorldufer fiir 6
dienen kann. Aufgrund der Tatsache, dass im Verlauf der Biosynthese viele Variationen an
der wachsenden Polyketidkette notig sind, muss die Polyketidsynthase vom Typ I sein. Die

Synthasen des Typs II zeigen nicht dieses Funktionalisierungs-Repertoire.

SEnzym

Abbildung 36: Polyketidkette aus Acetat- und Propionat-Einheiten

In Abb. 36 ist eine vereinfachte Polyketid-Kette aus Acetat- und Propionat-Einheiten ohne
Funktionalisierungen dargestellt. Ob tatsdchlich zundchst die Synthese der kompletten
Polyketidkette und dann erst die Cyclisierungsreaktionen stattfinden, soll in Kapitel 4.6

eingehender diskutiert werden.

Durch die Untersuchungen von R. Hofs wurde das Einbaumuster bewiesen, jedoch treten bei
den Fiitterungsexperimenten mit markiertem Natrium-[1->C]propionat im Ring E zusitzlich
zu der regulédr erwarteten Anreicherung in C-10 noch schwache Markierungen in den Signalen
C-12 und C-25 auf. Dies ldsst sich moglicherweise iiber eine Metabolisierung des Propionats

im Stoffwechsel erkliren.
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. Einbau “C
Position %)
C-5 85.6
C-10 61.6
C-12 2.0
C-14 42.6
C-22 76.8
C-25 1.7

Abbildung 37: Ungewohnliche *C-Anreicherung in C-12

Alternativ wire im Zuge der Cyclisierung ein Umlagerungsmechanismus denkbar, allerdings
sollten in diesem Falle die ungewo6hnlichen Markierungen in C-12 und C-25 in vergleichbarer
GroBenordnung wie die anderen Markierungen vorliegen.

Eine Kldrung dieses Problems sollte durch ein Fiitterungsexperiment mit uniform-
PC-markiertem Propionat méglich sein. Im Falle einer Umlagerung wiirde durch
Bindungsspaltung die Kopplung zwischen den getrennten Kohlenstoffatomen im NMR-

Spektrum wegfallen.
4.4 Fiitterungsexperimente mit ’C- und '*O-markierten Vorliufern

Fiir die unter Standardbedingungen durchgefiihrten Fiitterungsexperimente wurde auf das von
R. Hofs optimierte Fiitterungsschema zuriickgegriffen. Die markierten Vorldufersubstanzen
(800 mg) wurden dazu in sterilem Wasser gelost und neutralisiert. In 1 mL Portionen erfolgte

die Fiitterung nach 80, 86, 94, 100 und 106 Stunden. Aufgearbeitet wurde nach 120 Stunden.
4.4.1 Fiitterung von [1-13C, 18Oz]Acetat

Zur Interpretation von Mechanismen bei der Biosynthese eines Metaboliten kann die Kenntnis
der Herkunft der im Molekiil enthaltenen Sauerstoffatome sehr hilfreich sein. Dies wird am
Beispiel der von Serensen und Mitarbeitern vorgeschlagenen Beteiligung einer Hetero-Diels-
Alder-Reaktion in der Biosynthese von FR182877 und Hexacyclinsdure deutlich. Eine
derartige Cyclisierung wiirde zum Einbau des aus einer Propionat-Einheit stammenden

Sauerstoffatoms in das Ringsystem des Halbketals fiihren (s. Abb. 29, S. 54).
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Der Verbleib von Sauerstoffatomen aus Vorldufermolekiilen ldsst sich experimentell durch
8O-Markierung und Zufiitterung dieser Vorldufer verfolgen. Ein am Kohlenstoffatom
gebundenes '®O-Isotop bewirkt durch seinen Isotopie-Effekt eine Verschiebung des
entsprechenden Kohlenstoff-Signals im '*C-NMR-Spektrum.'”” Je nach Einbaurate der
Sauerstoff-Markierung in das Molekiil zeigt sich neben dem reguliren '*C-Signal ein um
einen charakteristischen Wert verschobenes. Ein Vergleich der Signalintensititen lédsst sich
zur groben Abschitzung des '°0/'*0O-Verhiltnisses verwenden. Da die '*C-Verschiebung nur
etwa 0.016 bis 0.050 ppm je ausgetauschtem '‘O-Atom ausmacht, werden fiir die
Fiitterungsexperimente oftmals zusitzlich '*C-angereicherte, also doppelt markierte
Verbindungen verwendet. Dadurch erhoht sich die Intensitdt der jeweiligen Kohlenstoff-
Signale erheblich und die Isotopen-Verschiebung ist in vielen Féllen besser bestimmbar.

Die GroBle des Effektes ist stark von der Art der funktionellen Gruppe abhéingig.120’121’122 So
fihren '"O-Atome in Carbonylen zu einem groBeren Effekt (0.034-0.050 ppm) als
beispielsweise in sekundiren Alkoholen (0.016 - 0.023 ppm).'*' Wihrend die GroBe des
Shifts bei Carbonylen nicht vom Losungsmittel abhiangt, verdndert sich dieser bei Alkoholen
beispielsweise mit dem Wechsel von Chloroform-d; auf Pyridin-ds um bis zu 0.003 ppm. Ein
Einbau mehrerer '*O-Atome an einem Kohlenstoffatom fiihrt zum additiven Effekt.'*

Die Zufiitterung von [1-C, "*0,]Acetat zur Kulturlssung bewirkte wie im Falle der
[1-C]Acetat-Fiitterung  eine ’C-Anreicherung in sieben Kohlenstoffatomen der
Hexacyclinsdure. Dies belegt den erfolgreichen Einbau der Acetat-Bausteine in das Molekdil.
Vier der angereicherten Signale zeigen zudem eine deutliche Aufspaltung. Die Differenz zu
den hochfeldverschobenen Signalen betrigt 0.037 ppm (C-27), 0.017 ppm (C-16), 0.034 ppm
(C-3) und 0.039 ppm (C-1). Wihrend die Signale der Atome C-27, C-16 und C-3 jeweils
einen '"O-Shift zeigen und somit eindeutig zu interpretieren sind, weist C-1 des Lactons ein
komplexeres Aufspaltungsmuster auf. Erwartet wird ein doppelter Isotopenshift, der zum
einen vom Carbonyl-Sauerstoffatom und zum anderen vom verbriickenden Ringsauerstoff der
Acetat-Finheit C-3/C-21 verursacht wird.

Die Abspaltung der Polyketidkette von der Synthase sollte im Verlauf der Biosynthese durch
nucleophilen Angriff der Hydroxylgruppe von C-3 auf C-1 erfolgen, wobei das aus der
Acetateinheit C-3/C-21 stammende Sauerstoffatom in den entstehenden Lactonring eingebaut
wird. Das Carbonyl-Sauerstoffatom an C-1 bleibt erhalten. Dass der Isotopeneffekt des
Ringsauerstoffatoms im vorliegenden Fall nicht auf C-1 iibertragen wird, liegt an der geringen
Einbaurate der beiden Acetatbausteine und am statistischen Einbau durch die Vermischung

mit unmarkiertem Acetat im Metabolismus. So liegt bei Einbauraten des Vorldufers von 3 %
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in C-3 und einem '*0/'°0O-Verhiltnis von 43.5 % die Wahrscheinlichkeit bei knapp 1.5 %,

dass ein zweiter '*O-Isotopieeffekt auf C-1 wirken kann.

C-1 C-27 C-16

0.039 ppm 0.037 ppm J{(i)pm P 0 034 ppm

I77"s 177.30 177.25 177.20 177.15 177.10  ppm 171.10 171.05 171.00 170.95 170.90 170K ppm

Einbau 30/'0

Position 3¢ (%) (%)

C-1 1.5 38.4
C-3 3.0 43.5
C-8 2.0 /
C-12 1.5 /
C-16 1.9 53.24
C-18 1.1 /
C-27 5.0 39.7

Abbildung 38: '°C- und '*O-Einbau in Hexacyclinsdure (6) nach Fiitterung von
[1-"°C, '®0,]Acetat. (Simtliche Einbauraten: siehe Anhang)
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4.4.2 Fiitterung von [1-13 C, 18Oz]Propionat

Entsprechend der Fiitterung von einfach markiertem [1-’C]Propionat werden vier
Kohlenstoffatome '*C-angereichert. Wie anhand der Struktur erwartet, sind jedoch nur zwei
der vier durch Propionat-Einbau eingefiihrten C-Atome durch Isotopen-Shifts markiert.

Das Ergebnis dieser Untersuchung, dargestellt in Abb. 39, ist besonders wertvoll fiir die

Analyse der Cyclisierungsmechanismen.

C-14 C-5 C-7
0.036 ppm 0.022 ppm
[ . L. Wi Lol 1o

Abbildung 39: BC- und 'O-Einbau in Hexacyclinsdure (6) nach Fiitterung von
[1-1°C, '®0,]Propionat. (Samtliche Einbauraten: siche Anhang)
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Einbau '30/'%0

Position BC (%) (%)
C-5 31.9 70.1
C-10 255 /
C-14 32.7 71.3
C-22 22.8 /

Abbildung 39 (Fortsetzung)

Zum einen bleibt das Sauerstoffatom an C-14 erhalten (0.036 ppm), die Relevanz dieses
Befundes wird bei der Vorstellung eines hypothetischen Biosyntheseweges in Kapitel 4.6
eingehender erliutert. Zum anderen zeigt C-5 eine '°O-Markierung (0.022 ppm), nicht aber
C-7. Dem entsprechend konnte die Schlussfolgerung gezogen werden, dass das aus Propionat
stammende Sauerstoffatom an C-5 anstatt in den Ring des cyclischen Halbketals eingebaut zu
sein als freie Hydroxyl-Gruppe vorliegt. Diese Hypothese ist jedoch allein mit dieser
Argumentation nicht haltbar, da C-27, das von dem 80-Effekt von C-14 beeinflusst werden
sollte, ebenfalls keine eindeutige Aussage zuldsst. Zwar betrdgt die Wahrscheinlichkeit, dass
C-27 iiber ein '*O-Atom an das Grundgeriist gebunden ist etwa 23.3 %", zusitzlich treten aber
2Joc-Kopplungen auf, die die Signalintensitit erheblich herabsenken. Das Signal von C-27 ist

dementsprechend nicht aussagekriftig genug.

Durch alternative Messung von >C-NMR-Spektren in Methanol und Aceton konnte bewiesen
werden, dass sich die Grofle der Isotopenshifts nicht 16sungsmittelabhingig verdndert.
Dadurch ist der Vergleich mit entsprechenden Daten aus der Literatur moglich. Eine gute
Vergleichsmoglichkeit bietet das Monensin (69), das ebenfalls ein Halbketal aufweist und zu

. 124,125,126,12 1 . . .
dem entsprechende Daten bekannt sind.'**'*>'2¢!*" Ays '*0-Markierungsexperimenten mit

* Bei einer Einbaurate von 32.7 % in C-14 und einem '30/'°0-Verhiltnis von 71.3 %.
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Acetat und Propionat sowie '*O, erhielten zwei Arbeitsgruppen unabhingig voneinander

anndhernd gleiche Werte (Abb. 40).

Monensin (69)

[1-13C, 18Oz]-Acetat [1-13C, 1802]-Pr0pi0nat [1802]-Atm0sphﬁre

C-Atom
(ppm) (ppm) (ppm)
C-5 / 0.03 /
C-9 0.03 / /
C-12 / / /
C-21 / / 0.029
C-25 0.02 / 0.029

Abbildung 40: '*O-Markierungsmuster einiger Kohlenstoffatome des Monensins

Auch in den oben vorgestellten Arbeiten wurde beobachtet, dass '*O-Isotopen Effekte bei
Vorlauferfiitterungen nicht auf die benachbarten C-Atome tibertragen wird. So zum Beispiel
bei der '*O-markierten Acetat-Fiitterung, die zwar zu einer Isotopieverschiebung an C-9, nicht
aber an C-12 fiihrte.

Cane und Mitarbeiter konnten durch chemischen Abbau und Oxidation beweisen, dass das
iiber Acetat eingebaute Sauerstoffatom im Monensin als freie OH-Gruppe vorliegt und dass
diese einen Verschiebungseffekt von 0.02 ppm in C-25 verursacht.'"** Durch Kultivierung
unter ['®0,]-Atmosphire konnte hingegen der Einbau von 'O in den Ring des Halbketals
erreicht werden. Der Isotopie-Effekt bewirkt dann sowohl an C-21 als auch an C-25 eine

Verschiebung von 0.029 ppm.
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Im Falle der Hexacyclinsiure liegt die '*O-Verschiebung an C-5 mit 0.022 ppm in der
GroBenordnung des Effektes, der beim Monensin von der freien Hydroxylgruppe
hervorgerufen wird. Dies bestitigt die Vermutung, dass das aus der Propionateinheit
kommende '*0-Atom nicht in den Ring integriert wird.

Eine Hetero-Diels-Alder-Reaktion, bei der das Propionat-Sauerstoffatom von C-5 in das
Ringsystem eingebaut werden miisste, kann somit eindeutig ausgeschlossen werden, da in
diesem Fall der Isotopie-Effekt an C-5 deutlich groBer hitte ausfallen miissen. Zumindest fiir

die Hexacyclinsdure kann Serensens Biosynthesevorschlag also nicht zutreffen.
4.4.3 Scrambling in der Biosynthese

Je nach Menge des zugefiitterten '*C-markierten Propionats konnen immer wieder schwache
Anreicherungen in anderen Kohlenstoffatomen beobachtet werden, die nachweislich aus
Acetat-Finheiten stammen. Dieses Phdnomen wurde schon frither bei Experimenten am
Kendomycin'®® und Manumycin A'*® beobachtet und ist auf eine Metabolisierung des
Propionats im Zitronensdure-Cyclus zuriickzufiihren. Propionat wird dabei in Acetat

umgewandelt.'*®

Eine Moglichkeit zur Minimierung dieses ,,Scramblings® ist die
Verringerung der geflitterten Substanzmenge.

Im Falle der [1-"°C, "*O,]Propionat-Fiitterung beispielsweise konnten zusitzlich zu den vier
PC-Anreicherungen des Propionats noch sieben deutlich schwichere Markierungen
beobachtet werden, deren Ursprung im C-1 von Acetatgruppen liegt. Dies fiihrte aufgrund

von 2JCC-Kopplungen zu einem komplizierteren NMR-Spektrum.
4.5 Weitere Fiitterungsexperimente

4.5.1 Fiitterung von deuteriertem Acetat

Zur weiteren Analyse der Cyclisierungsmechanismen in der Biosynthese von Hexacyclinsdure
schien eine Fiitterung von deuteriertem [*Hs]Acetat sinnvoll. Deuteriumatome haben in NMR-
Experimenten eine andere Resonanzfrequenz als Wasserstoffatome. Dadurch bewirkt eine
Substitution von 'H durch *H das Wegfallen des jeweiligen Signals im Protonen NMR
Spektrum, bzw. bei nicht-vollstaindigem Austausch eine Abschwichung der Signalintensitit.
Da Deuterium-Kopplungen zu 'H sehr klein sind, werden die mit “H koppelnden Protonen nur

geringfiigig verbreitert. Im *C-NMR-Spektrum fiihren die Isotopie-Effekte hingegen dhnlich
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wie bei '®O-Isotopen zu einer Hochfeldverschiebung des urspriinglichen Signals."**"*! Die
GroBe dieses Shifts betrdgt etwa 0.3 ppm je substituiertem Proton, die verschobenen Signale
sind somit wesentlich besser separiert als im '"O-Experiment. Zusitzlich fiihrt die
Kohlenstoff-Deuterium-Kopplung aufgrund einer Spinquantenzahl von 1 im Falle des
Deuteriums zu einer Erh6hung der Multiplizitit des Kohlenstoffsignals.

Neben der Analyse von deuterierten Substanzen mittels NMR konnen auch die
Massenspektren herangezogen werden. Es muss allerdings beachtet werden, dass bei
Deuterium-Atomen in aciden Positionen stets die Gefahr des Austauschs gegen Protonen aus
Wasser oder einem Losungsmittel besteht.

Fiir den Fall, dass der in Kapitel 4.6 postulierte Biosyntheseweg beschritten wird, sollte der

Einbau von deuteriertem Acetat zu folgendem Markierungsmuster fiithren.

CH,
COOH

Deuteriertes Acetat

Abbildung 41: Erwarteter H-Einbau in 6 nach Fiitterung mit [*Hs]Acetat

Von den drei Deuterium-Atomen des Vorldufers miisste bei der biosynthetischen
Kettenverlangerung jeweils eins ersetzt werden. Von den verbleibenden zwei Deuterium-
Atomen sollten in den Positionen C-9, C-13, C-17 und C-19 jeweils eines und in der Position

C-21 zwei tibrig bleiben.

In Fiitterungsexperimenten mit [*Hz]Acetat wurde Hexacyclinsdure nur in Ausbeuten von
maximal 0.2 mg/L produziert. Die erhaltene Menge reichte fiir eine Auswertung der NMR-
Spektren nicht aus, so dass die Wiederholung dieser Fiitterungen zukiinftigen Arbeiten

vorbehalten bleibt.
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4.5.2 Kultivierung des Stammes S 1013 unter [1802]-Atm0sphéire

Fiir die Aufklarung der Biosynthese ist des Weiteren der Ursprung der nicht iiber Acetat oder
Propionat eingefiihrten Sauerstoffatome interessant. Die Carboxylgruppe in 6 wird durch
Oxidation einer Methylgruppe gebildet, die beiden O-Atome miissen demnach aus
Luftsauerstoff stammen. Dies ldsst sich experimentell durch eine Kultivierung unter
['®0,]-Atmosphire nachweisen. Wie auch bei der Fiitterung '80-markierter Vorldufer wiirden
die eingefiihrten Isotope eine Verschiebung des entsprechenden Kohlenstoffsignals im "C-
NMR-Spektrum bewirken.

Der Stamm S 1013 wurde dazu in einer geschlossenen Apparatur in acht 300 mL
Erlenmeyerkolben mit drei Schikanen kultiviert. Alle anderen Fermentationsparameter
blieben gleich den wunter Standardbedingungen genutzten. Aufgrund anderer
Beliiftungsverhéltnisse in der geschlossenen Apparatur wurde zunichst eine Wachstumskurve
aufgenommen, um den Beginn der Hexacyclinsdure-Produktion zu bestimmen. Als optimaler
Zeitpunkt, die Atmosphire in der Apparatur gegen ein '°0,/N,-Gemisch auszutauschen wurde
die 80. Stunde ermittelt. In Probeexperimenten mit unmarkiertem Sauerstoff konnte eine
ausreichende Produktion von bis zu 2.8 mg/L erreicht werden. Bei Fermentation unter ['*0,]-

Atmosphire jedoch wurde Hexacyclinsdure in zu geringen Mengen gebildet.

4.6 Hypothetischer Biosyntheseweg der Hexacyclinsiure

Die genannten Fiitterungsexperimente belegen die Biogenese aller Atome der
Hexacyclinsdure (6), ausgenommen die Sauerstoffatome der Carboxylgruppe (C-25) und O-6
des Halbketals. Als Polyketid wird 6 von einer Polyketidsynthase des TypsI aus sieben
Acetat- und vier Propionat-Einheiten aufgebaut. Im Folgenden soll ein moglicher
Biosyntheseweg der Hexacyclinsdure présentiert werden. Allerdings kann in Bezug auf

verschiedene Fragestellungen nur spekuliert werden.

Geht man davon aus, dass 6 und FR182877 (45) iiber eine Diels-Alder-Reaktion aufgebaut
werden, ldsst sich die Stereoisomerie threr Grundgeriiste durch das Beschreiten verschiedener
Ubergangszustinde erkliren (vgl. Kapitel 4.1.4).

Wie unter 4.1.3 beschrieben neigen entsprechende Diels-Alder-kompatible Systeme dazu,
intramolekular zu cyclisieren. Wiirde das PKS-Produkt (61, Abb. 42) nach Ablésen vom

Enzym durch Bildung des Lactonringes selbsténdig cyclisieren, miifte ein Isomerengemisch
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entstehen. Es kann also davon ausgegangen werden, dass bei der Cyclisierung in irgendeiner
Weise ein steuernder enzymatischer Einfluss vorhanden ist. Moglich wére, dass die Diels-
Alder-Reaktion dhnlich wie beim Lovastatin (52)'°*!'%” bereits wihrend der noch laufenden
Polyketid-Synthese stattfindet, z.B. auf der Stufe des Hexaketids. Alternativ konnte auch ein
spezielles Enzym, eine Diels-Alderase, fiir die Cyclisierung verantwortlich sein.

Im Folgenden wird die Biosynthese unter der Annahme diskutiert, dass die Polyketidsynthase
zusitzlich eine entsprechende Steuerungsfunktion iibernimmt, da es bislang kein Beispiel fiir
eine separate Diels-Alderase gibt.

Abb. 42 zeigt ein lineares Dekaketid (60), das wihrend der Biosynthese der Hexacyclinsdure
gebildet werden konnte. Laut Fiitterungsexperimenten mit '“O-markierten Verbindungen

verbleiben die Sauerstoffatome an den Positionen™ C-1, C-3, C-5, C-15 und C-17 im Molekiil.

0O O OH O O
12 10
H,C NN AN > 31 SEnz
CH, CH, CH, CH,

Dekaketid als Diels-Alder-kompatibles System (61)

Abbildung 42: Dekaketid in linearer Form (60) und gefaltet als potentielles Diels-Alder-
Edukt (61). Die Nummerierungen der Kohlenstoffatome entsprechen nicht denen von 6

Alle Doppelbindungen in 60 werden als in der trans-Form vorliegend angenommen, da eine
cis-Konfiguration im primiren PKS-Produkt, wenn auch bereits des Ofteren diskutiert'*?,
bisher nicht bekannt ist. Mit hoher Wahrscheinlichkeit sind die Doppelbindungen zwischen
den einzelnen Bausteinen lokalisiert, direkt ,,auf* einer Einheit gebildete sind in der Literatur

. . 1
bisher selten beschrieben worden.'>

* Die Nummerierung der Kohlenstoffatome entspricht nicht der der Hexacyclinsiure.
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Von den vier Doppelbindungen des Dekaketids wiirden drei fiir eine Diels-Alder-Reaktion
benotigt werden, zwei von ihnen (C-10/C-11 und C-12/C-13) haben in 60 jedoch nicht die
dafiir erforderliche Position. Ein Vergleich mit dem ebenfalls in Abb. 42 dargestellten Dien
/Dienophil-System 61 verdeutlicht dies.

Zum Aufbau der erforderlichen Dien/Dienophil-Struktur ist die Verschiebung der
Doppelbindungen von den Positionen C-10/C-11 und C-12/C-13 nach C-11/C-12 bzw.
C-13/C-14 notwendig. Diese Umlagerung sollte als Hexaketid (62) leichter moglich sein als
beim Dekaketid.

O O 0
H,C NN gy
CH, CH,

u 62
OH O 0
H,C NN gy
CH, CH,
u 63
OH OH 0
H,C NN gy
CH, CH,
64

Abbildung 43: Keto-Enol-Tautomerie am Hexaketid 62

Aufgrund der zwei a-stindigen Carbonylgruppen ist 16-H acide, was dazu fiihrt, dass 62 als
Enol vorliegt (s. Abb. 43). Eine intramolekulare Wasserstoffbriickenbindung stabilisiert
diesen Zustand. Aus der Enolform des Ketons an C-17 heraus kann sich das System (63) tiber
eine zweite Keto-Enol-Tautomerie ins konjugierte Pentaen umwandeln, das im Hexaketid
(64) durch die a-Stellung zur Carbonylgruppe an C-9 zusétzlich stabilisiert wird.

In dieser Form ist eine sdurekatalysierte Umlagerung der Bindungen am Enzym, wie in Abb.

44 gezeigt, denkbar. Das fiir eine Sdurekatalyse bendtigte Proton konnte von einer sauren
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Aminosdure des Enzyms, z.B. Glutaminsidure oder Asparaginsdure bereitgestellt werden. Es

bildet sich das Keton an C-15 zuriick, die verschobenen Doppelbindungen liegen jetzt auf den

Polyketidbausteinen.
OH (OH ?0
(X M\
H,C SN 9 “SEnz
CH CH
64 3 l 3
OH O 0]
H,C N 17\ 15 & Z 9 “SEnz
CH CH

Pri-Ubergangszustand (65)

Abbildung 44: Doppelbindungsverschiebung am Hexaketid (64)

In einer fiir die Diels-Alder-Reaktion vorgefalteten Struktur ist die Stabilisierung des
B-Keto-Enols durch eine Wasserstoffbriickenbindung aus sterischen Griinden nicht mehr
moglich. Ob in der folgenden Diels-Alder-Reaktion das Keton oder sein Enol vorliegt, sollte
aber unerheblich sein.

Auf der Stufe des Hexaketids konnten Dien und Dienophil am Enzym in einen Pra-
Ubergangszustand (65) iiberfiihrt werden, aus dem heraus die Cyclisierung stattfindet. Diese
»Vorfaltung” miisste bei der Biosynthese der Hexacyclinsdure anders ausfallen als beim

Metaboliten FR182877.
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Das Hexaketid 65 kann nun aus der Vorfaltung am Enzym heraus einen endo-E-syn-
Ubergangszustand durchlaufen und zum bicyclischen Diels-Alder-Produkt reagieren (s. Abb.
45, S. 76).

Fir die folgende C-C-Bindungskniipfung von C-2 an C-20 wird an der endstédndigen
Methylgruppe (C-20) eine Aktivierung in Form eines Aldehyds benétigt. Da Cytochrom-Pso-
abhéngige Oxidasen erst nach dem Ablosen vom Enzym, also als Post-PKS Enzyme wirken
konnen, muss zunédchst die Polyketidsynthese bis zum Dekaketid abgeschlossen sein (s. Abb.
45). Durch Bildung des Lactonringes zwischen C-1 und der Hydroxylgruppe an C-5 wird 66
abgelost. Eine Oxidation der endstdndigen Methylgruppe nach erfolgter Diels-Alder-Reaktion
wird in dhnlicher Weise bei der Biosynthese des Cochleamycin A (50) vermutet'**.

Durch die beiden a-stindigen Ketogruppen ist das Kohlenstoffatom C-2 methylenaktiv und
kann den zuvor durch Oxidation gebildeten Aldehyd (C-20) in einer Knoevenagel-dhnlichen
Reaktion nucleophil angreifen. Es entsteht dabei eine Alkyliden-Dicarbonyl-Verbindung (67)

%97  Die von ihm fiir den nichsten

dhnlich der von Serensen et al. diskutierten
Biosyntheseschritt ~ vorgeschlagene  Hetero-Diels-Alder-Reaktion ~ kann  fiir  die
Hexacyclinsdure aufgrund der '*O-Markierungsexperimente ausgeschlossen werden. In Abb.
45 wird ein alternativer Mechanismus vorgeschlagen. C-20 besitzt aufgrund der beiden
elektronenziechenden a-stindigen Ketogruppen eine geringe Elektronendichte, ein
nucleophiler Angriff auf diese Position bietet sich daher an. Dies konnte durch den Angriff
eines Wassermolekiils auf C-8 eingeleitet werden. Im Zuge einer Michael-dhnlichen Reaktion
erfolgt dann eine C-C-Bindungskniipfung zwischen C-9 und C-20 unter Bildung des Ringes
D. Das aus dem Wasser freigesetzte Proton kann in der kaskadenartigen Reaktion durch die
Umwandlung des Ketons an C-3 in sein Enol abgefangen werden. Die Riick-
Tautomerisierung zum Keton ermdglicht schlielich durch nucleophilen Angriff der an C-8
eingefithrten OH-Gruppe die Bildung des Halbketals. AbschlieBende Modifizierungen sind
die Reduktionen der Ketone C-15 und C-17 zu Hydroxylgruppen, die Acetylierung der

Position C-15 sowie die Oxidation der an C-12 gebundenen Methylgruppe zur Carbonséure.
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Abbildung 45: Hypothetischer Biosyntheseweg zur Hexacyclinsdure
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Sollten Hexacyclinsdure (6) und FR182877 (45) bis zur Stufe des Halbketals einer
vergleichbaren Biosynthese unterliegen, so wire ein Analogon der Hexacyclinsdure
moglicherweise ein Vorldufer von 45, da zur Dehydratisierung des Halbketals ein erneuter
enzymatischer Schritt notwendig ist. Es wire also durchaus denkbar, dass von der
Hexacyclinsdure zunéchst eine dehydratisierte Form entsteht, die in der Kulturbriihe oder bei
der Aufarbeitung Wasser addiert.

Diese Maoglichkeit war Anla fiir den Versuch, mittels HPLC-MS dehydratisierte
Hexacyclinsiure-Derivate im Rohextrakt von Kulturen zu identifizieren. Diese Uberlegung ist
insofern interessant, da Hexacyclinsdure im Vergleich zu FR182877 nicht antimitotisch aktiv
ist, genauso wie das ohne reaktive Doppelbindung vorliegende Cochleamycin B im Vergleich
zu Cochleamycin A (50) keine cytotoxische Wirkung zeigt. Die Vermutung, dass die
Doppelbindung fiir die Wirksamkeit der Substanzen essentiell ist, liegt somit nahe.

Aufgrund der hoheren Empfindlichkeit von Massenspektrometern konnen Substanzen anhand
ihrer Molekulargewichte detektiert werden, die wegen zu geringer Mengen mittels HPLC
oder Diinnschichtchromatographie noch nicht sichtbar gemacht werden kénnen. Abb. 79 zeigt

verschiedene Ansédtze zur Suche nach moglichen biosynthetischen Vorldufermolekiilen von 6.

-H,0
(M - 18)

A\' - COOH, + CH,

M - 30)

Molmasse der Hexacyclinsdure: 490.22 g/mol

Abbildung 79: Massendifferenzen von Hexacyclinsdure zu poten-tiellen
Vorldufern

Die formelle Dehydratisierung der Hexacyclinsdure (Molmasse 490.22 g/mol) wiirde
beispielsweise zu einer Massendifferenz von 18 g/mol im Vergleich zur Ausgangssubstanz
fiihren. Dementsprechend wurden Rohextrakte verschiedener Kultivierungen und
Erntezeitpunkte nach den Molmassen 472, 448 und 460 g/mol sowie verschiedenen

Kombinationen der genannten Moglichkeiten untersucht.
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Ein Signal bei m/z = 399 trat wiederholt auf, was bei einem [M-H]-Peak im negativen ESI-
Mode der Molmassevon 400 g/mol entspricht. Dies konnte moglicherweise ein Vorldufer der
Hexacyclinsdure sein, der nicht acetyliert, nicht zur Carbonsdure oxidiert und zusétzlich
dehydratisiert vorliegt, also ein FR182877-Analogon (68) wére. Im HPLC-Diagramm ldsst
sich der Masse allerdings kein Signal zuordnen. Es ist also sehr wahrscheinlich, dass der

entsprechende Metabolit in nicht-isolierbaren Mengen vorliegt.

4.7 Chemische Modifikation der Hexacyclinsiure

In fritheren Arbeiten zeigte sich die Hexacyclinsdure (6) erstaunlich resistent gegeniiber
duBeren Einwirkungen und chemischer Beeinflussung®. Sie ist in gebrduchlichen
Losungsmitteln lange Zeit bestdndig, =zeigt keinerlei Empfindlichkeit gegeniiber
Lichteinwirkung und ist fiir ldngere Zeit bei 60 °C temperaturstabil. Verdiinnte Sduren und
Basen bewirken keine Zersetzung von 6.

Wihrend der Sinn von Stabilitétstests darin liegt, neue Naturstoffe so handhaben zu koénnen,
dass sie sich wihrend der Arbeit nicht zersetzen, sind Derivatisierungsversuche u.a. darauf
ausgerichtet, Derivate mit besserer biologischer Wirkung zu erhalten.

In frilheren Arbeiten wurden an der Hexacyclinsdure verschiedene Versuche zur
Modifizierung durchgefiihrt. Der Zusatz von oxidierenden Reagenzien fiihrte ebenso wenig
zum Erfolg wie der Versuch einer Epoxidierung. Mit verschiedenen Reagenzien kann
dagegen die Veresterung zum Methylester erreicht werden’*?. Reaktion mit 2 M wasserfreier
methanolischer Salzsdure ermdglichte eine definierte Umsetzung zu 14-Desacetoxy-14-
hydroxy-hexacyclinsdure-methylester sowie 14-Desacetoxy-14-hydroxy-5-O-methyl-
hexacyclinsdure-methylester™”.

Das Hauptanliegen der strukturellen Modifikationen von 6 war es, mit einfachen chemischen

Methoden Derivate mit einer biologischen Aktivitdt vergleichbar mit der des verwandten
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Metaboliten FR182877 (45) zu erhalten. Da die Doppelbindung als essentielles
pharmakophores Strukturelement von FR182877 und Cochleamycin A vermutet wird, lag das
Hauptaugenmerk auf dem Versuch, auch in der Hexacyclinsdure eine Doppelbindung
zwischen den Ringen A und C einzufiihren. Das entstandene System wire aufgrund des
starren Grundgeriistes stark gespannt und zusétzlich durch eine a-stindige Carbonylgruppe
aktiviert, was an der Reaktivitit von 45 erkennbar ist.

Um in Hexacyclinséure (6) eine Doppelbindung einzufithren, wurden mehrere Ansétze
verfolgt. Standardreagenzien zur Dehydratisierung wie z.B. Mesylchlorid/Triethylamin und
p-Toluolsulfonsdurechlorid hatten keinerlei Einfluss auf 6. Auch durch Zusatz von stark
wasserziehenden Substanzen wie P4O;9 oder Schwefelsdure erfolgte kein Umsatz bzw. die

Hexacyclinsdure zersetzte sich undefiniert.

4.7.1 Umsetzung mit methanolischer Natronlauge

Analog zur Derivatisierung von Hexacyclinsdure (6) mit methanolischer Salzsdure™ wurde
die Umsetzung mit wasserfreier methanolischer Natronlauge durchgefiihrt. Es konnte durch
Chromatographie an Kieselgel und Sephadex LH-20 ein Produkt in Ausbeuten von 35 %
erhalten werden.

Das Protonenspektrum des Produktes zeigt im Vergleich zum Edukt 6 nicht das
charakteristische Methylgruppensignal der Acetylgruppe bei oy =2.06, was auf eine
Verseifung der Acetylgruppe hinweist. Der Rest des Molekiils bleibt strukturell unverédndert.
Dieser Befund steht im Einklang mit der per ESI-MS ermittelten Molmasse von 448 g/mol.
Uber 2D-NMR-Spektren konnte die Struktur von 69 als 14-Desacetyl-hexacyclinsiure

zusitzlich abgesichert werden.

69
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Diese Reaktion zeigt einmal mehr die ungewohnlich hohe Stabilitdt des Lactonrings
gegeniiber Sduren und Basen. Weder 2 M Salzsdure noch 2 M Natronlauge in Methanol

fiihren zur Ring6ffnung.

4.7.2 Umsetzung mit p-Toluolsulfonsiure

Mit p-Toluolsulfonsdure reagierte Hexacyclinsdure (6) in Dichlormethan langsam zu einem
definierten Produkt. Nach vier Tagen wurde die Reaktion abgebrochen und die hydrophilere
Substanz 69 durch Chromatographie an Kieselgel und Sephadex LH-20 in Ausbeuten von

10 % von nicht umgesetzter Hexacyclinsdure abgetrennt.

Durch den Massenvergleich mit Hexacyclinsdure anhand eines ESI-Massenspektrums wurde
ein Unterschied im Molekulargewicht von 42 g/mol ermittelt. Im "H-NMR-Spektrum fehlt
das charakteristische Methylsignal der Acetylgruppe bei oy = 2.06, was auf deren Abspaltung
hinweist. Durch Vergleich der spektralen Daten mit dem bereits durch Einsatz von 2 M
methanolischer Base erhaltenen Derivat (69) konnte die Verbindung als 14-Desacetyl-

hexacyclinsdure identifiziert werden.

Durch die sauren Bedingungen wihrend der Reaktion wird die Acetoxygruppe langsam
hydrolysiert, die eigentlich erhoffte Dehydratisierung findet nicht statt. Da mit verdiinnter

Salzsiure keine analoge Umsetzung zu beobachten war®?, ist dieses Ergebnis iiberraschend.

4.7.3 Acetylierung

Die Acetylierung mit Acetanhydrid unter Standardreaktionsbedingungen fiithrte zu
Produktgemischen, die sich nicht auftrennen lieBen. In der Hoffnung, durch Verlédngerung der
Reaktionsdauer ein einheitliches Produkt zu erhalten, wurde die Reaktion iber den
Standardzeitraum hinaus fortgefiihrt. Nach 3 Tagen konnte im Diinnschichtchromatogramm
die Umsetzung zu einem Hauptprodukt festgestellt werden. Chromatographie an Kieselgel

und Sephadex LH-20 fiithrten mit einer Ausbeute von 35 % zu 70.

Das Massenspektrum der Reinsubstanz zeigt eine Differenz zur Hexacyclinsdure von
- 18 g/mol. Dieser Wert deutet auf eine Wasserabspaltung hin. Im 'H-NMR-Spektrum kann

im Vergleich zur Hexacyclinsdure (6) ein in den olefinischen Bereich verschobenes Signal
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(81 = 5.72) beobachtet werden. Das “C-Spektrum zeigt zwei olefinische Kohlenstoffatome
(0c = 141.5 und o¢ = 135.5), eins der beiden erweist sich im APT-Spektrum als quartér:

Abbildung 47: APT-Spektrum von 70

Durch zweidimensionale NMR-Spektroskopie konnte die Position der Doppelbindung
zwischen C-16 und C-17 eindeutig bestitigt werden. Das Derivat ist dem entsprechend 16,17-

Anhydrohexacyclinsdure (70).

Unter den gewihlten Reaktionsbedingungen wird Wasser abgespalten. Ob dabei zunéchst
acetyliert und dann Essigsdure eliminiert wird, muf3 offen bleiben. Da 17-H in 6 nicht acide ist
und in 70 keine konjugierte Doppelbindung entstanden ist, kann die Regioselektivitit der
Reaktion nicht erklirt werden. Auch bleibt unklar, warum nicht die Acetylgruppe an C-14 in
dergleichen Weise eliminiert wird. Da das Edukt Hexacyclinsdure in Pyridin stabil ist, kann

das Losungsmittel nicht das auslosende Reagenz sein.
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4.7.4 Diskussion der chemischen Reaktivitiit

Durch chemische Reaktionen konnten zwei neue Derivate der Hexacyclinsdure erhalten
werden, 14-Desacetyl-hexacyclinsdure (69) und 16,17-Anhydrohexacyclinsdure (70).

Die erstaunlich hohe Stabilitdt des Lactonringes gegeniiber 2 M Salzsdure und 2 M
Natronlauge ist im Zusammenhang mit einer biologischen Wirkung interessant. Serensen und
Mitarbeiter schlugen vor, dass das Briickenkopf-Olefin oder aber das o-Lacton fiir die
antimitotische Wirkung von FR182877 verantwortlich sein koénnten’. Im Falle der
Hexacyclinsdure ist die Stabilitdt des Lactonringes so grof3, dass mit konzentrierter Sdure oder
Lauge keine Lactonspaltung bzw. Umesterung erreicht werden kann. Dass also das
Lactongertist fiir die beschriebene kovalente Bindung an eine Carboxylesterase verantwortlich
ist, erscheint eher unwahrscheinlich.

Abb. 48 zeigt Reaktionsschemata der mit Hexacyclinsdure durchgefiithrten Reaktionen.
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H H:
COOH  CH

} 69
a) p-Toluolsulfonsciure, Mesylchlorid > Keine
CH,CI,, 3d, 10 % NEt; Reaktion
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Natronlauge, 35 % p-Toluol- > Keine
sulfonsdurechlorid Reaktion
Hexacyclinsdure (6) —
H>SO
= > Zersetzung
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7 POy . Keine
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H H:
COOH = CH
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Abbildung 48: Allgemeines Reaktionsschema mit Ansédtzen zur Derivatisierung der
Hexacyclinsdure

4.8 Biologische Wirkungen der Metaboliten

In ersten Untersuchungen zur biologischen Aktivitit wurden die aus dem Stamm S 1013
erhaltenen Metaboliten sowie die Hexacyclinsdure-Derivate in Plattendiffusionstests
beziiglich ihrer Wirkungen gegen die Testkeime Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus und Candida albicans getestet. Es konnte in keinem Fall eine

Hemmung des Wachstums beobachtet werden.
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4.9 Ausblick

Um weitere Untersuchungen zur Biosynthese der Hexacyclinsdure durchfiihren zu konnen,
muf} zundchst die Ursache der erneut auftretenden Produktionsprobleme des Stammes S 1013
behoben werden. Ein Ansatz zur Steigerung der Ausbeute von Hexacyclinsdure wire

135
. In

moglicherweise die Mutagenese des Stammes, z.B. durch Bestrahlung mit UV-Licht
den Mutanten konnten inhibierende Faktoren ausgeschaltet oder das produzierende Gen

mehrfach ins Genom integriert werden.

Eine Fiitterung von [°Cs]Propionat kénnte die unklaren schwachen Einbaumuster im Ring E
klaren (s. Seite 64). Der intakte FEinbau von Propionat-Einheiten ldsst sich {iber
Kopplungsmuster der entsprechenden Kohlenstoffatome nachweisen, im Falle einer

moglichen Umlagerung gehen diese Kopplungen bei statistischer Zusammensetzung verloren.

Um den vorgeschlagenen Biosyntheseweg der Hexacyclinsdure weiter zu belegen ist die
Fiitterung von deuteriertem Acetat ein viel versprechender Ansatz. Neben diesen
Zufiitterungen steht eine erneute Kultivierung unter '°O,-Atmosphire aus, die den Ursprung

der Sauerstoffatome an C-25 in 6 sichert.

Noch ungekldart ist auBerdem die Herkunft des Ringsauerstoffs des Halbketals, der
moglicherweise aus Wasser stammt. Der Einbau von aus Wasser stammenden
Sauerstoffatomen konnte durch eine Kultivierung in H,'®*O bewiesen werden, was aufgrund
der benotigen Mengen fiir eine Kultivierung aber nicht praktikabel ist.

Die Kultivierung unter Beimischung von Monooxygenase-Hemmern wie Ancymidol136
konnte die Isolierung von Vorldufern erméglichen. Die postulierte Cytochrom-P4sg-abhéngige
Oxidation der endstindigen Methylgruppe konnte nicht mehr erfolgen, was nach dem
Ablosen vom Enzym zu einem Abbruch der Biosynthese und der Anreicherung von

Zwischenprodukten fiihren sollte.

Durch Zusatz verschiedener Vorldufer wie Butyrat und iso-Butyrat zum Ndhrmedium konnte
versucht werden, die moglicherweise geringe Selektivitit der Acetyltransferase auszunutzen

und den Stamm S 1013 zur Produktion neuer Hexacyclinsdure-Derivate zu animieren.
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Eine weitere Moglichkeit, das Potential des Stammes S 1013 im Sinne des OSMAC
auszutesten besteht darin, sub-inhibitorische Mengen eines Antibiotikums zuzusetzen. Davies
und Mitarbeiter konnten zeigen, dass sich das Transkriptionsmuster von Bakterien unter
Zusatz von geringen Mengen an Erythromycin oder Rifampicin #ndert'”’. Der auf den

Organismus ausgelibte Stress konnte zur Isolierung neuer Metaboliten fiihren.

Die Dehydratisierung zwischen Ring A und Ring C der Hexacyclinsdure ist weiterhin von
grolem Interesse, um an eine Wirkung dhnlich der von FR182877 heranzukommen. Ein
moglicher Ansatz dazu wire die Optimierung der Reaktionsbedingungen mit

p-Toluolsulfonsdure.

Weitere Beitrige zur Biosynthese der Hexacyclinsdure sind zu erwarten, wenn es gelingt, den
verantwortlichen Gencluster zu isolieren und heterolog zu exprimieren. Durch entsprechende
molekularbiologische Untersuchungen, analog zum Lovastatin, kdnnte sich moglicherweise
klaren lassen, ob die Biosynthese iiber eine Diels-Alder-Reaktion ablduft und zu welchem

Zeitpunkt diese stattfindet.
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5. Chemisches Screening von Streptomycetenstimmen

Das chemische Screening von Streptomycetenstimmen ist ein Verfahren zur Suche nach
neuen Sekundirmetaboliten und hat sich in der Vergangenheit vielfach bewihrt'*®. Im Zuge
der OSMAC-Methode (One Strain — Many Compounds) werden Streptomycetenstimme
zundchst in vier verschiedenen Néhrmedien kultiviert, um die Organismen durch
unterschiedliche Versorgung mit Nihrstoffen zur Produktion eines breiten Substanzspektrums
anzuregen. Der Hintergrund dieses Ansatzes ist der noch weitgehend unerforschte
Sekundirmetabolismus von Mikroorganismen.

Sekundirstoffe konnen aus verschiedenen Griinden gebildet werden. Ein Beispiel ist die
Produktion von Siderophoren im Falle von Eisenmangel in der direkten Umgebung des
Produzenten, aber auch so komplexe Vorginge wie die Kommunikation untereinander oder
die Abwehr von Konkurrenten werden von Sekundirmetaboliten iibernommen'’.

Um das Potential von untersuchten Stimmen so weit es geht ausschopfen zu konnen, ist es
notig, nicht nur die Nihrstoffbedingungen, sondern auch die vielfiltigsten
Fermentationsparameter zu variieren. Einfache Moglichkeiten der Variation sind
beispielsweise die Fermentation bei verschiedenen Temperaturen oder in verschiedenen
KulturgefdBen (Schiittelkolben, Ruhekolben oder Bioreaktoren) sowie die Fermentation mit
unterschiedlichen Nihrmedienzusitzen. Wie bereits erwihnt wurde, kann Stress, der wihrend
der Kultivierung auf Mikroorganismen ausgeiibt wird, zur Erweiterung des Metaboliten-
spektrums fithren. Beispiele dafiir sind der Zusatz von DMSO, subinhibitorischen Mengen
eines Antibiotikums oder auch Cofermentationen mit einem zweiten Stamm'*’.

Es ist deutlich erkennbar, dass das hier beschriebene chemische Screening im Gegensatz zum
in der Industrie verfolgten Ansatz steht, durch einen hohen Durchsatz an Proben und
Testsystemen die Trefferquote zu erhohen. Unterstiitzung erhilt die intensive Erforschung
einer kleineren Anzahl an Stammen durch Genomprojekte. Beispielsweise konnten durch
Annotation des Genoms von Streptomyces coelicolor A(3)2'*' mehrere bisher nicht bekannte
Gencluster identifiziert werden, die ihrer Sequenz nach den Polyketidsynthasen des Typs I
und II sowie den nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen angehoren. Da S. coeliolor zu den am
besten untersuchten Streptomycetenstimmen gehort, stellt sich die Frage, ob diese Gene
lediglich nicht mehr funktional sind oder ob zur Detektion der entsprechenden Sekundérstoffe
die analytischen Methoden nicht ausreichen. Alternativ bestehen die Moglichkeiten, dass ein
inhibierender Faktor auftritt oder dass die Gene unter den Kultivierungsbedingungen nicht

abgelesen werden, da ein induzierender Faktor fehlt. Dieser Gedanke ist in Anbetracht der
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Tatsache sinnvoll, dass sich die Bedingungen bei der isolierten Kultivierung eines einzelnen
Organismus stark von den Lebensbedingungen in der Natur unterscheiden, wo eine stindige
Wechselwirkung auch mit fremden Mikroorganismen stattfindet.

Es ist offensichtlich, dass der OSMAC-Ansatz nur ein Versuch sein kann, die natiirlichen
Bedingungen zu imitieren und dass allein durch Variation der Fermentationsparameter nicht

das gesamte Potential eines Stammes ausgeschopft werden kann.

Mit dem chemischen Screening versucht man, die Aktivitdts-geleitete Vorselektion des
biologischen Screenings zu umgehen und dadurch das angesprochene Screeningfenster zu
vergroBern. Die Bewertung der Metabolitenmuster erfolgt anhand der physikalischen
Eigenschaften und des Anfirbeverhaltens der produzierten Sekundirstoffe verschiedenen
Reagenzien gegeniiber. Dieser Ansatz beweist seine Stirke gegeniiber dem biologischen
Screening schon allein damit, dass vermutlich weder Hexacyclinsdure (6) noch die
Phenalinolactone (5, 24, 25 und 26) in einem Aktivitdtsgeleiteten Screening gefunden worden

waéren.

5.1 Zur Technik des chemischen Screenings

Die aus Erdproben isolierten Stimme wurden auf Agarplatten mit drei verschiedenen
Néhrmedien ausgestrichen, das Medium mit dem besten Wachstum wurde jeweils zur
Stammbhaltung eingesetzt. Die Kultivierung erfolgte zunéchst standardisiert in 300 mL
Erlenmeyerkolben mit drei Schikanen und 100 mL Né&hrlosung (vier verschiedene Nihr-
lésungen). Nach Autoklavieren der Medien und Animpfen mit etwa 1cm’ einer gut
bewachsenen Agarplatte wurden die Kulturen vier Tage bei 28 °C und 180 Upm inkubiert.
Zur Extraktion trennte man die erhaltenen Kulturbrithen per Zentrifugation in Kulturfiltrat
und Mycel. Bei der Ernte wurden neben pH-Wert und Farbe noch Geruch und eventuelle
Besonderheiten der Stimme notiert. Das Mycel extrahierte man 15 min lang in Aceton im
Ultraschallbad, das Kulturfiltrat wurde an XAD-2 adsorbiert und anschlieend mit Methanol
bzw. Methanol/Wasser (1:1) eluiert.

Die analytische Untersuchung dieser Rohextrakte erfolgte diinnschichtchromatographisch.
Dazu loste man die Extrakte in 2 mL Methanol/Wasser (1:1) und tiipfelte 5 uL. davon auf
Nano-DC-Platten. Zur Untersuchung eines moglichst breiten Polaritétsbereiches wurden die
DCs in zwei verschiedenen Laufmittelsystemen entwickelt (Chloroform/Methanol 9:1 und

Butanol/Eisessig/Wasser 4:5:1). Die Analyse des Metabolitenspektrums erfolgte bei farbigen
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Substanzen visuell sowie iiber UV-Absorption/Fluoreszenz bei 254 und 366 nm. Durch
Farbreaktionen mit drei verschiedenen Anspriihreagenzien (Anisaldehyd, Ehrlich’s Reagenz
und Orcin) kann eine breite Palette an funktionellen Gruppen angesprochen werden. So lassen
sich z.B. mit Anisaldehyd Steroide oder Alkohole, mit Ehrlichs Reagenz Amine und mit
Orcin Zucker nachweisen'*.

Zu den Auswahlkriterien, ob ein Stamm als viel versprechender Sekundarstoffbildner weiter
bearbeitet wird, gehort unter anderem die Vielfalt der im DC sichtbar gemachten, verschieden
anfiarbenden Substanzen. Oftmals konnen hadufig in Streptomyceten auftretende Verbindungen
bereits anhand von Laufwerten und Anfirbeverhalten identifiziert werden. Ein weiterer
wesentlicher Faktor ist das Wachstum des Stammes in den verschiedenen Medien sowie die
Reproduzierbarkeit des Substanzspektrums.

Diejenigen Stimme, die aufgrund ihres guten Wachstums und interessant erscheinender
Substanzmuster im DC zur weiteren Bearbeitung ausgewéhlt wurden, wurden zunichst im
2 - 3 L-MaBstab kultiviert, um die Reproduzierbarkeit zu tiberpriifen. Aus den Rohextrakten
konnten die in ausreichenden Mengen produzierten Verbindungen durch Chromatographie an
Kieselgel und LH-20 isoliert werden. Um bereits bekannte Verbindungen moglichst schnell
auszuschlieBen, wurden mit den ersten, aus 'H-NMR- und Massenspektrometrischen
Untersuchungen erhaltenen Informationen Datenbankrecherchen durchgefiihrt (Antibase™,
Chapman&Hall'*®, Scifinder'*).

Sofern die Substanzmengen aus der ersten Reproduktion nicht ausreichend waren, wurde ein

weiteres Scale-up durchgefiihrt.

5.2 Untersuchte Streptomycetenstimme

Die Bodenproben, aus denen die in dieser Arbeit untersuchten Streptomyceten isoliert
wurden, stammen aus China (Shandong, China I- und China II-Stimme), Mexico (Pap-
Staimme) und den USA (Utah, Alv-Stamme).

In der vorliegenden Arbeit wurden die erhaltenen 45 Stdmme einem chemischen Screening
unterzogen. Anhand der zuvor beschriebenen Kriterien erfolgte die Einteilung der Stimme in
interessante und weniger interessante Stamme (s. Tabelle 5, Anhang). Im Rahmen dieser
Arbeit konnten nicht alle der 12 aufgefallenen Stimme weiterbearbeitet werden, es wurden
die acht vielversprechendsten ausgewéhlt: Alv 4, Alv 5, Alv 6, Pap B3, China [ 6, China I 8,
China II 1, China IT 10 und China II 11. Alv 6 zeichnete sich durch ein Metabolitenspektrum
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aus, das identisch mit dem des Stammes Alv 5 war und wurde aus diesem Grunde nicht weiter
bearbeitet.

Die Stimme Alv 4, Pap B3, Chinal 6, Chinal8, ChinaIl 1, China Il 10 und China Il 11
konnten in jeweils zwei Kultivierungen im 2 - 3 L-Malstab nicht zur Reproduktion des im
Screening erhaltenen Metabolitenmusters gebracht werden.

Aus den Stimmen China I 8 und China II 1 konnten neben Streptazolin, einem 1981 erstmalig
beschriebenem und aus Streptomyceten hiufig zu isolierendem Metaboliten'*, keine weiteren

Substanzen in ausreichenden Mengen erhalten werden.

5.3 Der Stamm Alv 5

Der Stamm Alv 5 zeigte als einziger der weiter untersuchten Streptomyceten-Stimme ein
reproduzierbares Metabolitenspektrum. Aus dem Kulturfiltrat einer Kultivierung im 1L
Mafstab (Ha-Medium) konnte die Substanz 71 in Ausbeuten von 3.0 mg/L durch
Chromatographie an Kieselgel und Sephadex LH-20 isoliert werden. 71 firbt mit Anisaldehyd
orange bis rot an und besitzt einen R~Wert von 0.55 (Chloroform/Methanol 9:1).

Das ESI-Massenspektrum von 71 fiihrte zur molaren Masse von 202 g/mol. Zusammen mit
der aus 'H- und "C-NMR-Spektren entnommenen Anzahl an Protonen und
Kohlenstoffatomen konnte die Summenformel CoH ;405 aufgestellt werden. Die Berechnung

der Doppelbindungsédquivalente ergab drei.

Zwei der Kohlenstoffatome lagen im Carboxylbereich bei 6¢c = 169.2 und 176.9. Durch ein-
und zweidimensionale NMR-Experimente konnte 71 eindeutig als ein 6-Dihydro-3-

desmethyl-Derivat des Acetomycins (72) identifiziert werden.

HO 0
8
H,C c—CH, H,C CH,
O 4 O 'lllCH3
10 )]\ 5 2 )]\
H.C %0 0 () H.C ) o O
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71 ist patentiert'**'*’ und in der Abteilung Prof. Zeeck als SM-97 A bekannt. Biosynthetisch
wird 71 aus zwei Acetateinheiten und einem Molekiil Glycerin gebildet und liegt somit als

reduzierte Form eines direkten Acetomycin-Vorldufers vor'*®,

Da die absolute Stereochemie von 71 unbekannt ist, wurde versucht, die sekundire
Hydroxylgruppe mit Mosher’s Reagenz zu verestern. Die Versuchsbedingungen lie3en sich

allerdings nicht dahingehend optimieren, dass eine einheitliche Reaktion erfolgte.

Derzeit wird der Stamm Alv 5 von I. Plitzko im Rahmen ihrer Diplomarbeit auf weitere
Sekundirstoffe hin untersucht'”’. Aus dem Kulturfiltrat eines 50 L Fermenters mit dem
Néhrmedium SGG konnte Plitzko ein aus marinen Bakterien bekanntes LL-Diketopiperazin,

das Cyclo(L)-prolin-(L)-valin (73) sowie Acetomycin (72) isolieren'*’.

O
H

NH
N CH

73 O CH
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5.4 Ausblick

Es wurden nicht alle der als interessant eingestuften Stimme auf die Reproduzierbarkeit ihrer
Sekundarstoffproduktion hin untersucht. Dies sollte in zukiinftigen Arbeiten nachgeholt

werden.

Sieben der acht weiter bearbeiteten Staimme lieBen keine Reproduktion des im chemischen
Screening beobachteten Metabolitenspektrums zu. Es sollte versucht werden, ob dhnlich wie
im Falle der Produktionsprobleme mit dem Stamm S 1013 durch Verwendung frisch aus einer
Langzeiterhaltung  angeimpfter =~ Agarplatten  das  urspriingliche  Substanzmuster

wiederhergestellt werden konnte.

Durch weitere Optimierungsversuche konnte eine Veresterung vom 6-Dihydro-3-desmethyl-
acetomycin (71) zum Mosher-Produkt ermoglicht werden, was in Kombination mit einem

NOESY-Spektrum die Bestimmung der absoluten Stereochemie gestatten sollte.
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6. Zusammenfassung der Ergebnisse

Phenalinolactone A bis D aus Streptomyces sp. Tii 6071

Vom Arbeitskreis Prof. Dr. H.-P. Fiedler (Universitét Tiibingen) wurden vier Substanzen zur
Verfiigung gestellt, die aus dem Kulturfiltrat des Stammes Streptomyces sp. Tii 6071 isoliert

wurden.

Die Strukturaufkldrung der Hauptkomponente 6071-A wurde u.a. mit Hilfe ein- und
zweidimensionaler NMR-Spektroskopie sowie hochaufgeloster ESI-Massenspektrometrie
durchgefiihrt. Die Struktur von 6071-A setzt sich als einzigartige Kombination aus einem
diterpenoiden Grundgeriist mit ungewohnlich substituiertem y-Lacton, einer 4-O-Methyl-a-L-
amicetose, einem O-Acetyl- und einem O-5-Methylpyrrolcarbonylrest zusammen. Die
Hauptkomponente wurde Phenalinolacton A (5) genannt. Die relative Konfiguration des

Grundgertistes konnte anhand von NOESY-NMR-Experimenten bestimmt werden.

Die drei Phenalinolactone B bis D (24 - 26) zeigten groBe Ahnlichkeit zur Komponente A und
konnten NMR-spektroskopisch als weitere Vertreter dieser neuen Substanzklasse identifiziert

werden.

Erste Biogeneseuntersuchungen wurden durch Fiitterung von [1-’CJAcetat und
[1-°C]Glucose vorgenommen, brachten jedoch kein Ergebnis beziiglich des Aufbaus des

diterpenoiden Grundgeriistes.

Anhand von Vergleichen mit literaturbekannten Naturstoffen wurde die Struktur der
Phenalinolactone sowie die Biogenese der verschiedenen Strukturelemente diskutiert. Ein

hypothetischer Biosyntheseweg konnte formuliert werden.

Beitrige zur Biosynthese und Chemie der Hexacyclinséiure

Durch das Screening verschiedener, aus Langzeiteinlagerungen angeimpfter Kulturen des
Stammes Streptomyces cellulosae subsp. griseorubiginosus S 1013 konnte die Produktion der

Hexacyclinsdure (6) wiederhergestellt werden.
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Im Zuge der Reproduktionsversuche wurde aus Fermentationen in Ruhekulturen das

literaturbekannte N-Acetyl-tryptamin (42) isoliert.

Aus Fiitterungsexperimenten mit [1-"°C, '®0,]markiertem Propionat konnte 14-Desacetyl-14-
propionyl-hexacyclinsdure (44) erhalten werden. Die Bildung von 44 wurde als Ansatzpunkt

fiir mogliche Vorlaufer-dirigierte Biosyntheseexperimente erkannt und diskutiert.

Aus Kultivierungen unter [1802]-Atmosphéire wurde ein neues Gabosin, das 7-O-Methyl-
gabosin E (43) isoliert und mittels NMR-Spektroskopie in seiner Struktur aufgeklirt.
Ausgehend vom Gabosin D (35) wurde ein Vorschlag fiir die Biosynthese vorgestellt.

In chemischen Derivatisierungsversuchen zeigte das 6-Lacton der Hexacyclinsdure (6) eine
auBBerordentlich hohe Stabilitdt gegeniiber konzentrierter Salzsdure und Natronlauge. Durch
Umsetzung mit 2 M methanolischer Natronlauge bzw. p-Toluolsulfonsidure lie sich 14-

Desacetyl-hexacyclinsdure (69) gewinnen.

Unter Standardbedingungen fiir die Acetylierung reagierte Hexacyclinsdure (6) zu einem
Gemisch verschiedener Produkte. Verldngerung der Reaktionsdauer fiihrte zur Umsetzung
von 6 zu einer neuen Verbindung, die iiber Massen- und NMR-Spektroskopie als 16,17-

Anhydrohexacyclinsédure (70) identifiziert werden konnte.

Die erhaltenen Metaboliten und Hexacyclinsdure-Derivate wurden auf ihre biologischen
Wirkungen in Agardiffusionstests gegen vier verschiedene Teststimme untersucht, es konnte

jedoch keine Wirkung nachgewiesen werden.

Beitrige zur Biosynthese der Hexacyclinséiure

Ein Strukturvergleich von Hexacyclinsdure (6) mit FR182877 (45) wurde durchgefiihrt und in

der Literatur beschriebene Vorschldge zur Biosynthese von 45 diskutiert.

Die Biogenese aller Sauerstoffatome, auBBer denen der Carboxylgruppe (C-25) und O-6 des
Halbketals wurde durch Fiitterungen von [1-"°C, '*0,]Acetat bzw. [1-"*C, '*0,]Propionat
geklirt. Die Identifizierung des '*O-Einbaus im Halbketalsystem der Hexacyclinsiure (6)

gelang durch Vergleich der '*O-Isotopen-Effekte mit Literaturdaten des Monensins (59).
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Aus den Ergebnissen der Markierungsexperimente mit '°O-Isotopenmarkierten Vorliufer-
molekiilen lieB sich der von Serensen und Mitarbeitern postulierte Biosyntheseweg zu

Hexacyclinsdure (6) und biosynthetisch moglicherweise verwandten Molekiilen widerlegen.

Ein hypothetischer Biosyntheseweg fir die Hexacyclinsdure (6) wurde unter
Beriicksichtigung der Fiitterungsexperimente aufgestellt. Insbesondere wurden Uberlegungen
angestellt und im Hinblick auf andere Naturstoffe erortert. Die Annahme der Beteiligung

einer Hetero-Diels-Alder-Reaktion bei der Cyclisierung konnte widerlegt werden.

Uber HPLC-MS-Messungen konnte ein Metabolit identifiziert werden, der moglicherweise

ein Vorlaufer der Hexacyclinsdure und zum FR182877 isomer ist.

Screening von Streptomyceten-Stimmen

Es wurden 45 Streptomycetenstimme, die aus drei verschiedenen Erdproben stammen, einem
chemischen Screening unterzogen. Elf der Stimme fielen durch ihr Metabolitenmuster im
Diinnschichtchromatogramm auf. Die acht interessantesten wurden in gréBeren Ansidtzen

fermentiert und auf ihre Sekundirstoffproduktion hin untersucht.
Aus den Stdammen China I 8 und China II 1 wurde das literaturbekannte Streptazolin isoliert.

Der Stamm Alv 5 produzierte 71, ein in der Literatur als SM-97-A bekanntes 6-Dihydro-3-

desmethyl-Derivat des Acetomycins.
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B. EXPERIMENTELLER TEIL

1. Allgemeines

1.1 Instrumentelle Analytik

Schmelzpunkte:
Die Schmelz- und Zersetzungspunkte wurden mit einem Heiztischmikroskop der Fa. Reichert

bestimmt und sind nicht korrigiert.

Massenspektren:

EI-MS: Finnigan MAT 95, 70 ¢V, Hochauflosungen wurden mit Perfluorkerosin als
Vergleichssubstanz gemessen, die relativen Intensititen beziehen sich auf den Basispeak
(I=100%) und sind in Klammern angegeben. DCI-MS: Finnigan MAT 95, 200 eV,
Reaktandgas NHs. ESI-MS: Finnigan LC-Q. HR-ESI-MS: Bruker Apex-Q IlI, 7 Tesla.

Drehwerte:
Alle Drehwerte wurden mit einem Polarimeter der Fa. Perkin-Elmer Modell 343 bestimmt.

Die Drehwerte sind in [10™" deg cm?/g] angegeben, die Konzentrationen (c) in [mg/mL].

Circulardichroismus-Spektren:
Jasco J 500 mit Jasco IF 500 A/D-Wandler und BMC IF 800 Personalcomputer zur
Prozessierung der Daten. Die molaren Elliptizititen (0) sind in [10™ grad cm® mol™]

angegeben.

Infrarotspektren:

Die IR-Spektren aller Substanzen wurden in Form von KBr-Presslingen mit einem FT-IR-
Spektrometer der Fa. Perkin-Elmer Modell 1600 gemessen. Abkiirzungen: br = breit, sh =
Schulter.
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Elektronenspektren:

Varian Modell Cary 3E. Methanol/HCl bzw. Methanol/NaOH: Zu 2 mL methanolischer
Losung wurde jeweils ein Tropfen 2N HCl bzw. 2N NaOH gegeben. Der molare
Extinktionskoeffizient (g) ist in [1000 cm® mol™] angegeben und wird iiber nachfolgende

Gleichung berechnet (Gleichung gilt fiir einen Ansatz von 10 mL Messlosung):

o E * Molmasse*10
Einwaage[mg |

1H-NMR-Spektren:

Varian Unity Inova-600 (600 MHz), Varian Unity Inova-500 (500 MHz), Varian Unity 300
(300 MHz). Chemische Verschiebungen in 6-Werten (ppm) relativ zum Losungsmittel als
internem Standard. Kopplungskonstanten (/) in Hertz (Hz).

Abkiirzungen: s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, dd = Dublett vom Dublett, ddd =
Dublett vom Dublett vom Dublett, dt = Dublett vom Triplett, ¢ = Quartett, m = Multiplett,
bs = breites Singulett.

Alle "H-NMR-Spektren wurden niherungsweise als Spektren erster Ordnung interpretiert.

B C-NMR-Spektren:

Varian Unity Inova-600 (150.8 MHz), Varian Unity Inova-500 (125.7 MHz), Varian Unity
300 (75.5 MHz). Chemische Verschiebungen in 8-Werten (ppm) relativ zum Ldésungsmittel
als internem Standard. Abkiirzungen: APT (Attached Proton Test): CH (d) und CH; (q)
geben positive Signale, C (s) und CH; (t) negative.

2D-NMR-Spektren:

H,H-COSY (H,H-Correlated Spectroscopy), HSQC (Heteronuclear Singular Quantum
Coherence), HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Connectivity), NOESY (Nuclear
Overhauser Effect Spectroscopy), TOCSY (Total Correlation Spectroscopy).
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1.2 Chromatographische Methoden

Losungsmittel:

Losungsmittel fiir die Chromatographie wurden zuvor destilliert. Fiir die HPLC wurden nur
analysenreine Losungsmittel (LiChrosolv, Merck) und bidestilliertes Wasser verwendet. Vor
Benutzung entgaste man Losungsmittel fiir die HPLC durch jeweils 10miniitiges Behandeln

im Ultraschallbad und anschlieBendes Einleiten von Helium.

Diinnschichtchromatographie (DC):
DC-Alufolien: Kieselgel 60 Fysq, RP-18 Fsas (Merck). HPTLC-Nano-Fertigplatten: Kieselgel
60 Fys4 (Merck; 10 x 10 bzw. 20 x 20 cm).

Sdulenchromatographie:

Kieselgel: KG 60, 0.032 — 0.064 mm (/CN); Flash-Kieselgel: MN KG 60, < 0.063 mm. Flash-
Chromatographie nach W. C. Still"®'; Pharmacia Sephadex LH-20; LiChroprep Diol (40 - 63
um; Merck).

Adsorberharz: Serva Amberlite® XAD-2.

Ermittlung von R~Werten:

Zur Bestimmung von R~Werten 16ste man 0.5 mg der zu untersuchenden Reinsubstanz in
I mL Losungsmittel (p.a.). Man tiipfelte auf Nano-DC-Platten, so dass ein Vorlauf von 5 cm
eingehalten wurde. Die Gesamtlaufstrecke des Laufmittels sollte 15 cm betragen. Auswertung
erfolgte unter UV-Licht (254, 366nm) bzw. mittels der unten beschriebenen

Anfiarbemethoden.

Spriihreagenzien:

Nach Merck, Anfirbereagenzien fiir die Diinnschichtchromatographie®. Die DC-Platten
wurden nach dem Anspriithen auf ca. 100°C erwéarmt.

Anisaldehyd (Nr. 21): 1.0 mL Anisaldehyd in einer Losung aus 85 mL Methanol, 10 mL
Eisessig und 5 mL konz. Schwefelsdure.

Vanillin-Schwefelsédure (Nr. 322): 1 g Vanillin in 100 mL konz. Schwefelsdure.

Ehrlichs Reagenz (Nr. 91): 1 g 4-Dimethylaminobenzaldehyd in einer Mischung aus 25 mL
Salzsdure (36 %) und 75 mL Methanol.
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Orcin-Spriihreagenz (Nr. 120 —122): 1 g Eisen-(III)-chlorid, in 100 mL Schwefelsdure

gelost und zu gleichen Anteilen mit einer Orcinlosung (6 % in Ethanol) gemischt.

High Performance Liquid Chromatography (HPLC):

System I:

Pumpe: Kontron Modell 322; Autosampler: Kontron 360; Detektor: Kontron Diode Array
Detector 440; Mischkammer: Kontron HPLC 360, Datensystem: Kontron Kromasystem 2000
Version 1.60; analytische Aufgabenschleife; Siule: Knauer Nucleosil-100 C18, RP 18, 5 um,
3x250 mm; Losungsmittelsystem: Losung A: 0.1 %ige Phosphorsdure, Losung B:
Acetonitril mit 1 % H,O; Gradient: von 20 % B zu 100 % B in 25 Minuten, Flussrate 0.5
mL/min.

System II:

Chromatograph: HP 1090 M mit integriertem Diodenarray-Detektionssystem (Hewlett-
Packard); Integrator: HP 3392 A (Hewlett-Packard);, Steuer- und Auswerteinheit: HP
ChemStation Rev. 2.02 A; Sédule: Maisch Nucleosil 100 C;g, 5 um, 125 x 4.6 mm; Vorsdule:
Maisch Nucleosil 100 Cig, 5 pm, 20 x 4.6 mm; Injektionsvolumen: 10 pL; Detektion: 210,
230, 260, 250, 310, 435 nm; Losungsmittelsystem: Losung A: 0.1 % Phosphorsédure, Losung
B: Acetonitril; Gradient: von 0.5 % B zu 100 % B in 15 Minuten, Flussrate 2 mL/min

1.3 Mikrobiologische Methoden

Alle mikrobiologischen Arbeiten wurden unter den iiblichen sterilen Bedingungen

durchgefiihrt.

Nihrmedienbestandteile:

Die verwendeten Nédhrmedienbestandteile wurden von folgenden Firmen bezogen:
Malzextrakt, Glucose, Calciumcarbonat, Caseinpepton, NaCl, NaBr, Fleischextrakt und
l16sliche Stirke: Merck. Glycerin und DMO (p.A.): Roth. D(-)-Mannit: Riedel-deHaen.
Entfettetes Sojamehl bzw. vollfett-Sojamehl: Henselwerk GmbH. Haferflocken: Kolln (Echte
Kernige). Corn Steep Powder: Hartge, Hamburg. Hafermehl: Hologold. Haferkleie:
Quickvital. Brain-Heart-Infusion: Gibco BRL. Hefeextrakt: Oxoid. Agar-Agar, Bacto Nutrient
Broth: Difco.
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Nédhrmedien:

Alle Nihrmedien wurden 30 min bei 121°C und einem bar Uberdruck sterilisiert.
Mengenangaben beziehen sich jeweils auf einen Liter demineralisiertes Wasser, der pH-Wert
wurde vor Sterilisation mit 0.5 N NaOH bzw. 0.5 N HCI eingestellt. Medien zur Verwendung
fir Agarplatten wurde 20 g/l Agar hinzugefiigt. Diese wurden nach Sterilisation etwa

2-3 mm dick in sterile Petrischalen gegossen.

NL 1147: 20 g Haferflocken wurden 20 min in demineralisiertem Wasser gekocht, durch ein
Sieb gedriickt und das Filtrat mit 2.5 mL Spur 11 Losung versetzt. pH 7.0.

NL SM: (D)-Mannit 20 g, Sojamehl (entfettet) 20 g, pH 7.2.

NL 19: (D)-Mannit 20 g, Sojamehl (Vollfett) 20 g, 1 L Leitungswasser, pH 7.3.

NL M2: Malzextrakt 10 g, Hefeextrakt 4 g, Glucose 4 g, pH 7.2.

NL 1187: Starke 10 g, (NH4),SO4 2 g, CaCO; 2 g, K;HPO4 1g, NaCl 1 g, MgSOy4 1 g,
pH 7.0.

NL Hafermehl: Hafermehl 20 g, Spur 11 2.5 mL, pH 7.2.

NL BHI: Brain-Heart-Infusion (BHI) 38 g, pH nicht eingestellt.

NL KM1: Bacto Nutrient Broth 8 g, NaCl 5 g, pH 7.2.

NL KM4: Hefeextrakt 4 g, Malzextrakt 10 g, Glucose 4 g, pH 7.3.

Stirke/Casein: Stiarke 10 g, Casein 3 g, KNO; 2 g, NaCl 2 g, K,HPO,4 2 g, MgS0O4 x 7 H,O
50 mg, CaCO; 20 mg, FeSO4 x 7 HO 10 mg, 16 g Agar, 1 L Leitungswasser.

Wasseragar: K;HPO,4 0.1 g, 15 g Agar auf 1 L Leitungswasser.

Spurenelementlosung 11: CaCl, x 2 H,O 3 g, Fe-(Ill)-citrat 1 g, MnSO4 0.2 g, ZnCl, 0.1 g,
CuSO4 x 5 H,0 0.025 g, Na,B4O7 x 10 H,0 0.02 g, CoCl, 0.004 g, Na;MoO4 x 2 H>0 0.01 g.

Isotopenmarkierte Verbindungen:

[1-°C]Acetat wurde von der Firma Campro, [1-13C]Pyruvat, [*Hs]Acetat und
[1-*C]Glucose von der Firma Cambridge Isotope Lab. (CIL) bezogen.
[1-"°C, "®*0,]Acetat sowie [1-"°C, 18Oz]Pyruvat wurden entsprechend unten beschriebener
Synthesevorschrift aus '*C-markiertem Acetat bzw. Pyruvat und H,'*O (CIL) hergestellt.

Alle Verbindungen waren zu 99 % mit markiertem Kohlenstoff angereichert, die '*O-
Anreicherung wurde jeweils anhand des Verhiltnisses der Intensititen von “C-Signalen zu

Isotopenshifts abgeschitzt.
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Austausch der Sauerstoffatome in Acetat und Pyruvat:
Zum Austausch von '°0 gegen '*0O Ioste man 900 mg [1-"°C]markiertes Acetat bzw. Pyruvat
in 8 mL H,'®0 und versetzte mit 1 mL konzentrierter Salzsiure. Der Reaktionsansatz wurde
10 h bei 110 °C geriihrt, anschlieBend auf Eis abgekiihlt und mit 0,43 g¢ NaOH neutralisiert.
Zur Riickgewinnung des H2180 destillierte man. Das erhaltene 18Oz-markie:rte Produkt konnte
direkt fiir Fiitterungen eingesetzt werden. Das '°0/'°0-Verhiltnis konnte aus den
Signalintensititen im "*C-NMR-Spektrum des Vorldufers ermittelt werden. Es ergaben sich
folgende Austauschraten:

[1-°C, ®0,]Acetat ("*0,:'%0/'°0:'°0,): 18 : 42 : 40 (%)

[1-"*C, '*0,]Propionat (**0,:'*0/'°0:'°0,): 24 : 40 : 36 (%)

Berechnung der *C-Anreicherung (nicht miteinander koppelnde Kerne):

(Intensitédt Signal markierte Verbindung)

% Anreicherung = 1.1 % x -1.1%

(Intensitét Signal Referenzverbindung)

(% Anreicherung) x 100
(% Anreicherung der Vorstufe)

Spezifischer Einbau =

Schiittler und Fermenter mit Beliiftungseinstellung:

Braun Certomat BS-1, Braun Inkubationsschiittelschrank BS4, Braun Certomat HK, Braun
Biostat B (5L, 1vvm, 200 rpm), Braun Biostat E (10L, 1 vvm, 200 rpm), Ingold O,-
Elektrode; WTB Binder Inkubationsschrank.

Zentrifugen:

Sigma 4K 10, Sigma 5K.

UV-Lampe:

Hanau Fluotest.

Ultraschallbad:
Bandelin Sonorex RK 100.
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Plattendiffusionstests:

Auf die mit verschiedenen Testkeimen angeimpften Agarplatten legte man Filterplédttchen
(Durchmesser: 5 mm, Dicke: 0.5 mm), die mit den Substanzlésungen (Rohprodukte in
MeOH/H,O = 1:1 aufgenommen, Reinsubstanzen in MeOH gel6st) getrdnkt und vor dem
Auflegen unter sterilen Bedingungen getrocknet worden waren. Die Agarplatten wurden 24 h
bei 28 °C (Bakterien) bzw. 37 °C (Pilze) inkubiert und dann abgelesen.

Als Testkeime wurden Bacillus subtilis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus und

Candida albicans verwendet.

Medium fiir S. aureus: Bacto Nutrient Broth 8 g/L, NaCl 5g/L, Agar 15 g/L.

Medium fiir B. subt., E. coli: Glucose 5 g/L, Na-citrat x 2 H,O 0.5 g/L, KH,PO4 3 g/L,
K,HPO,4 7 g/L, MgSO4x 7 HyO 0.1 g/L, (NH4),SO4 1g/L, Agar 15 g/L.

Medium fiir Cand. alb.: Hefeextrakt 4 g/L, Malzextrakt 10 g/L, Glucose 4 g/L, Agar 15 g/L,
pH=5.5.

Langzeiterhaltung iiber N,:

Die Langzeiterhaltung der Stiamme erfolgte u.a. Uber fliissigem Stickstoff. Aus gut
bewachsenen Agarplatten wurden dazu mit einseitig zugeschweillten und mit einem Bleistiick
beschwerten sterilen Polypropylen-Halmen Stiickchen herausgestanzt. Diese steckte man in
einen zweiten Halm, der mit einer ausgegliihten Tiegelzange zugeschmolzen wurde. Mehrere
solcher Halme in einem Kryorohrchen wurden in einem Dewar iiber fliissigem Stickstoff

gelagert.

Langzeiterhaltung als Glycerineinlagerung:
Aus einer drei Tage alten Vorkultur entnahm man 4 mL Kulturbriithe und vermischte diese mit
6 mL sterilem Glycerin. Bei — 20 °C gelagert kann das Gemisch {iber mehrere Jahre als

Animpfmaterial dienen.

Langzeiterhaltung als Sporensuspension:

Mittels Impfose wurde der Stamm Tii 6071 in einen Schrigagarkolben auf 200 mL KM1-
Medium {ibertragen. Die Schrigkolben inkubierte man bei 27 °C bis zur vollstindigen
Sporulation und schwemmte die Sporen anschlieBend mit Glycerinhaltiger Saline ab. Zur
Zerschlagung der Sporenketten iiberfithrte man die Suspension in ein Reagenzglas mit

Glasperlen und schiittelte im Vortex-Schiittler. AnschlieBend wurde die Sporenlosung steril



102 Experimenteller Teil

iiber Glaswatte filtriert und eine optische Dichte ODs73,m von 1 eingestellt. In Aliquots zu je

1 mL aufgeteilt wurden die Suspensionen bei -20 °C gelagert.

Langzeiterhaltung als Sporen-Lyophilisat:

Zur Einlagerung der Sporen als Lyophilisat gab man 2 mL sterile ,,skim-milk* Losung (6.3 g
skim milk Pulver in 100 mL destilliertem Wasser) auf eine gut bewachsene Agarplatte und
kratzte mit einer Impfose die Sporen ab. Jeweils 0.2 mL iiberfithrte man in eine sterile
Glasampulle. Die Losung wurde im Aceton/Trockeneis Bad eingefroren und an der
Gefriertrocknung lyophilisiert. Unter Vakuum wurden die Ampullen abgeschmolzen und

dann bei Raumtemperatur gelagert.

Stammbhaltung:
Die Stammbhaltung erfolgte auf Agarplatten mit unterschiedlichen Medien (Hafer, SM, M2).
Es wurde dazu mit einer Platinimpfose tiberimpft und die Platten anschlieend 7 d bei 28 °C

inkubiert. Bewachsene Platten wurden bei 4 °C bzw. bei Raumtemperatur gelagert.

2. Phenalinolactone A - D aus dem Stamm Streptomyces sp. Tii 6071

2.1 Stammbhaltung

Langzeiterhaltung:

Die Langzeiterhaltung erfolgte in Form einer Sporensuspension: (s. B.1.3).

Stammbhaltung:
Zur Lagerung wurde der Stamm Streptomyces sp. Tii 6071 auf Schriagrohrchen mit KM4-
Medium ausgestrichen, 7 d bei 28 °C inkubiert und anschlieend bei 4 °C aufbewahrt.

2.2 Kaultivierung und Standardaufarbeitung

Vorkulturen:

Man verwendete 500 mL Erlenmeyerkolben mit einer Schikane, die mit jeweils 100 mL
NL 19 gefiillt wurden. Nach Sterilisation und Beimpfen mit etwa einem cm’ einer gut
bewachsenen Agarplatte verschloss man mit einer Schaumstoffkappe und inkubierte bei

27 °C und 120 Upm fiir 48 h.
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Kultivierung in Schiittelkulturen:

Jeweils 100 mL NL 19 wurden in 500 mL Erlenmeyerkolben mit einer Schikane gegeben und
mit 4 mL einer 72 h alten Vorkultur beimpft. Mit Schaumstoffkappen verschlossen inkubierte
man bei 27 °C und 120 Upm fiir 9 - 10 d.

Standardaufarbeitung:

Nach Einstellen eines pH-Wertes von 5.0 trennte man Kulturfiltrat und Mycel durch
Zentrifugation. Das Kulturfiltrat wurde drei Mal mit der Hélfte des Volumens an Ethylacetat
extrahiert. Durch Einengen des organischen Losungsmittels erhielt man das Rohprodukt des
Kulturfiltrats. Das Mycel extrahierte man dreimal mit einem Aceton/Methanol Gemisch (1:1)

und erhielt nach Einengen des Losungsmittels das Mycelextrakt.
2.3 Fiitterungsexperimente mit BC-markierten Vorliufern

Zur Fiitterung von markierten Vorldufern wurden 650 mg der markierten Substanz in sterilem
Wasser gelost und ab der 96. Stunde der Hauptkultur im Pulse-Feeding Verfahren zugegeben
(96., 98., 100., 102. und 104. Stunde der Hauptkultur). Geerntet wurde nach 118 Stunden.

Tabelle 4 im Anhang zeigt die spezifischen Einbauraten in Phenalinolacton A (5) nach

Fiitterung von [1-"*C]-markierter Glucose und [1-"°C]-markiertem Acetat.
2.4 Kiristallisierungsversuche:

Verdampfungsmethode:

Zur Kristallisation wurden Losungen von 16 mg Phenalinolacton A (5) in jeweils einem mL
Losungsmittel hergestellt. Als Losungsmittel verwendete man Tetrahydrofuran, Aceton und
Methanol. Die Losungen lieB man in einem Schraubdeckelgldschen (Volumen 6 mL) mit
leicht geoffnetem Deckel erschiitterungsfrei stehen und kontrollierte regelmédBig auf

Kristallwachstum.
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Uberschichtung:

Man 16ste 16 mg Phenalinolacton A (5) in einem mL Tetrahydrofuran, gab 0.16 mL davon in
ein Glasrohrchen (Innendurchmesser 2 mm) und {iberschichtete mit dem gleichen Volumen an
n-Pentan. Die Ansédtze lagerte man erschiitterungsfrei und kontrollierte regelmiBig auf

Kristallwachstum.

Diffusionsmethode:
0.5 mL einer Losung von 16 mg 5 in einem mL Tetrahydrofuran gab man in ein
Aromarohrchen und stellte den Ansatz in ein duBeres Gefifd mit 2 mL n-Pentan. Dieses wurde

verschlossen und zur Kristallisation gelagert.

2.5 Chemische Derivatisierung von Phenalinolacton A

Zur Veresterung von Phenalinolacton A (5) zum o-Brombenzoat 16ste man 2 mg 5 in 1 mL
Dichlormethan und versetzte mit wenig DCC sowie 4 mg o-Brombenzoesdure. Den Ansatz

lie} man rithren und tiberpriifte den Fortschritt der Reaktion regelméBig per DC.

2.6 Isolierung und Charakterisierung der Metaboliten aus Streptomyces sp.

Tii 6071

Isolierung der Phenalinolactone A - D (5, 24, 25, 26):

Die Phenalinolactone A - D konnten aus dem Kulturfiltrat des Stammes Streptomyces sp.
Tii 6071 als weille bis leicht gelbliche Feststoffe gewonnen werden. Die Aufarbeitung der
Kulturen wurde wie unter Punkt B.2.2 beschrieben durchgefiihrt. Die Isolierung erfolgte
durch Adsorptions-Chromatographie an LiChroprep Diol (40-63 pum; Merck; linearer
Gradient CH,Cl, — MeOH), Ausschluss-Chromatographie an Sephadex LH-20 (Methanol,
85 x 3 cm) sowie priparativer RP-HPLC (Nucleosil-100, 10 um, linearer Gradient 0.5 %
HCOOH — MeOH). Die jeweiligen Ausbeuten schwankten zwischen 1 und 10 mg/L.
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Phenalinolacton A (5):

C33Hs3NOy; (715.3)

ReWert: 0.23 (Chloroform/Methanol 9:1)
[oc]zl()) =-27.1° (¢ = 1.0 in Methanol)

ESI-MS (positive Ionen): m/z = 738.8 ((M+Na]", 22 %), 760.7 ((M-H+2Na]", 100 %).
ESI-MS (negative lonen): m/z = 714.3 ((M-H]J, 100 %).
HRESI-MS (70 eV): 738.3465230 ([M+Na]+), gefunden wie berechnet fiir C33Hs3NOj;Na.

IR (KBr): V = 3431 (br), 2955, 1756, 1719 (sh), 1689, 1622, 1489, 1461, 1433, 1383, 1322,
1261, 1222, 1150, 1122, 1089, 1063, 1017, 995 (sh), 956 (sh), 856, 800, 761, 572, 467 cm’.

UV (MeOH): Amax (€) = 275 (27528), 216 (5813) nm.
(MeOH/HCI):  humax (€) = 276 (24339), 243 (11569) nm.
(MeOH/NaOH):  humax (€) = 322 (779), 278 (36271), 224 (8308) nm.

CD (MeOH): Amax ([©]) = 281 (14382), 256 (-22441) nm.

"H-NMR (500 MHz, CDCls): &y = 1.01 (s, 3H, 24-H;), 1.09 (m, 1H, 7-H,), 1.22 (dm,
J=11.5 Hz, 1H, 5-H), 1.27 (s, 3H, 22-H;), 1.27 (d, J= 6.0 Hz, 3H, 6""-H;), 1.30 (d, J= 7.5
Hz, 1H, 9-H), 1.55 (m, 1H, 3""-H,), 1.62 (bs, 3H, 23-H3), 1.65 (m, 1H, 7-Hy), 1.71 (m, 2H,
2-H,, 2"'-H,), 1.83 (dm, J= 13.5 Hz, 1H, 6-H,), 1.90 (m, 3H, 2-Hy, 6-Hy, 2""-Hy), 2.06 (s, 3H,
26-H3), 2.15 (m, 1H, 3""-Hp), 2.32 (s, 3H, 6'-H3), 2.35 (m, 1H, 11-H,), 3.03 (ddd, J= 10.0,
9.0, 4.0 Hz, 1H, 4°"-H), 3.34 (dm, J=19.0 Hz, 1H, 11-Hy), 3.39 (bs, 1H, 14-H), 3.40 (d,
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J=9.5Hz, 1H, 21-H,), 3.52 (s, 3H, 7""-H3), 3.58 (m, 1H, 1-H), 3.89 (dq, /= 9.0, 6.0, 6.0, 6.0
Hz, 1H, 5"'-H), 3.95 (d, /=12.0 Hz, 1H, 20-H,), 4.38 (d, J=9.5 Hz, 1H, 21-H,), 4.63 (d,
J=2.5Hz, 1H, 1""-H), 4.74 (d, J= 12.0 Hz, 1H, 20-Hy), 5.04 (dd, J=12.0, 4.0 Hz, 1H, 3-H),
5.57 (bs, 1H, 12-H), 5.87 (d, /= 5.5 Hz, 1H, 16-H), 5.98 (dd, /= 3.0, 3.0 Hz, 1H, 4'-H), 6.27
(bs, 1H, OH), 6.84 (dd, J= 3.0, 3.0 Hz, 1H, 3"-H), 7.17 (d, J= 5.5 Hz, 1H, 16-OH), 9.24 (bs,
1H, NH) ppm.

BC-NMR (125.7 MHz, CDCly): 8¢ = 10.3 (q, C-22), 13.2 (q, C-6), 17.7 (g, C-6""), 20.2 (¢,
C-6), 21.2 (g, C-26), 22.0 (q, C-23), 23.8 (t, C-3""), 24.3 (t, C-11), 27.7 (q, C-24), 29.2 (t,
C-2"), 34.0 (t, C-2), 39.7 (s, C-8), 40.5 (t, C-7), 40.6 (d, C-14), 43.9 (s, C-10), 44.9 (s, C-4),
47.0 (d, C-5), 55.5 (d, C-9), 56.7 (q, C-77"), 62.4, (t, C-20), 68.2 (t, C-21), 68.8 (d, C-57"),
70.2 (d, C-3), 78.4 (d, C-1), 81.6 (d, C-4""), 98.2 (d, C-1""), 98.4 (d, C-16), 109.1 (d, C-4"),
116.7 (d, C-3"), 120.7 (s, C-27), 122.9 (d, C-12), 130.0 (s, C-15), 131.4 (s, C-13), 134.4 (s,
C-57), 139.2 (s, C-19), 160.5 (s, C-1"), 169.2 (s, C-18), 170.3 (s, C-25) ppm.

"H-NMR (500 MHz, C¢Dq): 8y = 1.03 (d, J=7.5 Hz, 1H, 9-H), 1.07 (m, 1H, 7-H,) 1.08 (s,
3H, 24-H3), 1.17 (d, J= 11.5 Hz, 1H, 5-H), 1.22 (m, 2H, 2""-H,, 3""-H,), 1.25 (s, 3H, 22-H;),
1.26 (d, J= 6.0 Hz, 3H, 6"'-H), 1.34 (m, 1H, 2-H,), 1.50 (m, 2H, 2""-Hy, 3""-Hy), 1.57 (dm,
J=4.0 Hz, 1H, 7-Hy), 1.59 (dd, J=9.0, 4.5 Hz, 1H, 2-Hy), 1.74 (s, 6H, 26-H, 6'-Hs), 1.78
(m, 1H, 6-H,), 1.84 (d, J=2.0 Hz, 3H, 23-H;), 1.91 (dm, J= 14.0 Hz, 1H, 6-Hy), 2.28 (dm,
J=19.0 Hz, 1H, 11-H,), 2.53 (ddd, J=9.5, 9.5, 4.0 Hz, 1H, 4"'-H), 2.92 (s, 3H, 7""-H), 2.93
(m, 1H, 1-H), 3.29 (d, J=9.5 Hz, 1H, 21-H,), 3.46 (dm, J=19.0 Hz, 1H, 11-Hy), 3.56 (bs,
1H, 14-H), 3.88 (dq, J=9.0, 6.0, 6.0, 6.0 Hz, 1H, 5"-H), 4.18 (d, J= 12.0 Hz, 1H, 20-H,),
429 (d, J=9.5 Hz, 1H, 21-Hy), 433 (d, J=2.0 Hz, 1H, 1"'-H), 5.00 (d, J=12.0 Hz, 1H,
20-Hy), 5.17 (dd, J=12.5, 4.5 Hz, 1H, 3-H), 5.57 (dm, J = 2.0 Hz, 1H, 12-H), 5.86 (m, 3H,
16-H, 4"-H, OH), 7.22 (dd, J= 3.5, 2.5 Hz, 1H, 3'-H), 8.90 (bs, 1H, NH) ppm.

BC-NMR (125.7 MHz, C¢Ds): 8¢ = 10.7 (g, C-22), 12.7 (q, C-6"), 18.0 (q, C-6""), 20.7 (q,
C-26), 20.8 (t, C-6), 22.5 (q, C-23), 23.8 (t, C-3""), 24.7 (t, C-11), 28.0 (q, C-24), 29.5 (t,
C-2""), 34.2 (t, C-2), 39.9 (s, C-8), 40.9 (d, C-14), 41.0 (t, C-7), 44.2 (s, C-10), 45.4 (s, C-4),
47.6 (d, C-5), 55.9 (d, C-9), 56.0 (q, C-7""), 62.6, (t, C-20), 68.6 (t, C-21), 68.8 (d, C-5""),
70.7 (d, C-3), 78.1 (d, C-1), 81.6 (d, C-4""), 98.2 (d, C-1""), 98.7 (d, C-16), 109.1 (d, C-4"),
116.9 (d, C-3"), 121.4 (s, C-2°), 123.0 (d, C-12), 129.7 (s, C-15), 132.1 (s, C-13), 134.2 (s,
C-57), 139.7 (s, C-19), 160.8 (s, C-1"), 169.2 (s, C-18), 169.8 (s, C-25) ppm.
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Phenalinolacton B (24):

C37Hs51NOy; (701.4)

ReWert: 0.23 (Chloroform/Methanol 9:1)

ESI-MS (positive Tonen): m/z = 724.6 ((M+Na]", 100 %), 1447.2 ([2M-H+2Na]", 25 %).
ESI-MS (negative lonen): m/z = 700.7 ((M-H], 100 %), 701.4 (IM], 30 %).

IR (KBr): v = 3431 (br), 2955, 1756, 1719 (sh), 1689, 1622, 1489, 1461, 1433, 1383, 1322,
1261, 1222, 1150, 1122, 1089, 1063, 1017, 995 (sh), 956 (sh), 856, 800, 761, 572, 467 cm".

"H-NMR (500 MHz, CDCl3): 8 = 0.97 (s, 3H, 24-Hs), 1.04 (m, 1H, 7-H,), 1.18 (dm, J= 9.0
Hz, 1H, 5-H), 1.21 (s, 3H, 22-H3), 1.22 (d, J= 6.0 Hz, 3H, 6'"-H3), 1.26 (d, J=7.5 Hz, 1H,
9-H), 1.52 (m, 1H, 3""-H,), 1.58 (bs, 3H, 23-Hs), 1.62 (dm, J= 14.0 Hz 1H, 7-Hy), 1.69 (m,
2H, 2-H,, 2°"-H,), 1.79 (m, 2H, 6-H,, 6-Hy), 1.86 (m, 2H, 2-Hy, 2°"-Hy), 2.01 (s, 3H, 26-Hs),
2.11 (m, 1H, 3""-Hy), 2.30 (m, 1H, 11-H,), 2.98 (ddd, J= 10.5, 10.5, 4.5 Hz, 1H, 4""-H), 3.29
(dm, J=20.0 Hz, 1H, 11-Hy), 3.35 (bs, 1H, 14-H), 3.36 (d, J=9.5 Hz, 1H, 21-H,), 3.47 (s,
3H, 7°"-H), 3.53 (m, 1H, 1-H), 3.84 (dq, J=9.0, 6.0, 6.0, 6.0 Hz, 1H, 5"'-H), 3.93 (d,
J=12.0 Hz, 1H, 20-H,), 4.34 (d, /= 9.5 Hz, 1H, 21-Hy), 4.59 (d, J=2.5 Hz, 1H, 1""-H), 4.71
(d,J=12.0 Hz, 1H, 20-Hy), 4.99 (dd, J = 12.5, 4.5 Hz, 1H, 3-H), 5.51 (bs, 1H, 12-H), 5.83 (d,
J=5.5 Hz, 1H, 16-H), 6.24 (ddd, J=3.0, 2.5, 2.5 Hz, 1H, 4'-H), 6.35 (bs, 1H, OH), 6.90
(ddd, J=3.5, 2.5, 1.5 Hz, 1H, 3"-H), 6.96 (ddd, J=2.5, 2.5, 1.5 Hz, 1H, 5"-H), 7.13 (d,
J=5.5Hz, 1H, 16-OH), 9.51 (bs, 1H, NH) ppm.
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BC-NMR (125.7 MHz, CDCl3): 8¢ = 10.3 (g, C-22), 17.7 (q, C-6""), 20.2 (t, C-6), 21.2 (q,
C-26), 22.0 (q, C-23), 23.8 (t, C-3""), 24.3 (t, C-11), 27.7 (g, C-24), 29.2 (t, C-2""), 34.0 (t,
C-2), 39.6 (s, C-8), 40.4 (t, C-7), 40.5 (d, C-14), 43.9 (s, C-10), 44.9 (s, C-4), 47.0 (d, C-5),
55.5 (d, C-9), 56.7 (q, C-7°"), 62.7, (t, C-20), 68.1 (t, C-21), 68.8 (d, C-57"), 70.2 (d, C-3),
78.4 (d, C-1), 81.5 (d, C-4""), 98.1 (d, C-17"), 98.4 (d, C-16), 110.5 (d, C-4"), 115.8 (d, C-3"),
122.2 (s, C-27), 122.8 (d, C-12), 123.5 (d, C-5"), 130.0 (s, C-15), 131.4 (s, C-13), 139.3 (s,
C-19), 160.6 (s, C-17), 169.3 (s, C-18), 170.4 (s, C-25) ppm.

Phenalinolacton C (25):

C39Hss5NOq3 (745.2)
R#Wert: 0.23 (Chloroform/Methanol 9:1)
ESI-MS (positive Ionen): m/z = 768.4 ((M+Na]".

IR (KBr): v = 3431 (br), 2955, 1756, 1719 (sh), 1689, 1622, 1489, 1461, 1433, 1383, 1322,
1261, 1222, 1150, 1122, 1089, 1063, 1017, 995 (sh), 956 (sh), 856, 800, 761, 572, 467 cm’".
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"H-NMR (500 MHz, CDCls): &y = 1.01 (s, 3H, 24-H;), 1.09 (m, 1H, 7-H,), 1.22 (dm,
J=11.5 Hz, 1H, 5-H), 1.27 (s, 3H, 22-H3), 1.27 (d, J= 6.0 Hz, 3H, 6""-H;), 1.30 (d, J= 7.5
Hz, 1H, 9-H), 1.55 (m, 1H, 3""-H,), 1.62 (bs, 3H, 23-H3), 1.65 (m, 1H, 7-Hy), 1.71 (m, 2H,
2-H,, 2"'-H,), 1.83 (dm, J= 13.5 Hz, 1H, 6-H,), 1.90 (m, 3H, 2-Hy, 6-Hy, 2""-Hy), 2.06 (s, 3H,
26-Hs), 2.15 (m, 1H, 3""-Hy), 2.35 (m, 1H, 11-H,), 3.03 (ddd, J=10.0, 9.0, 4.0 Hz, 1H,
4"-H), 3.34 (dm, J=19.0 Hz, 1H, 11-Hy), 3.35 (s, 3H, 6'-OCHs), 3.39 (bs, 1H, 14-H), 3.40
(d, J=9.5 Hz, 1H, 21-H,), 3.52 (s, 3H, 7"'-Hj), 3.58 (m, 1H, 1-H), 3.89 (dq, J= 9.0, 6.0, 6.0,
6.0 Hz, 1H, 5""-H), 3.95 (d, J= 12.0 Hz, 1H, 20-H,), 4.38 (d, /= 9.5 Hz, 1H, 21-Hy), 4.45 (s,
2H, 6'-H), 4.63 (d, J=2.5 Hz, 1H, 1""-H), 4.67 (s, 2H, 6'-H,), 4.74 (d, J= 12.0 Hz, 1H, 20-
Hy), 5.04 (dd, J= 12.0, 4.0 Hz, 1H, 3-H), 5.57 (bs, 1H, 12-H), 5.87 (d, J= 5.5 Hz, 1H, 16-H),
5.98 (dd, J=3.0, 3.0 Hz, 1H, 4’-H), 6.27 (bs, 1H, OH), 6.84 (dd, J=3.0, 3.0 Hz, 1H, 3"-H),
7.17 (4, J= 5.5 Hz, 1H, 16-OH), 9.24 (bs, 1H, NH) ppm.

BC.NMR (125.7 MHz, CDCI3): 8¢ = 10.3 (q, C-22), 17.7 (g, C-6""), 20.2 (t, C-6), 21.2 (q,
C-26), 22.0 (q, C-23), 23.8 (t, C-37"), 24.3 (t, C-11), 27.7 (q, C-24), 29.2 (t, C-2""), 34.0 (t,
C-2), 39.7 (s, C-8), 40.5 (t, C-7), 40.6 (d, C-14), 43.9 (s, C-10), 44.9 (s, C-4), 47.0 (d, C-5),
53.5(t, C-7°"), 55.5 (d, C-9), 56.7 (q, C-7""), 58.1 (t, C-7"), 62.4, (t, C-20), 67.0 (t, C-6"), 68.2
(t, C-21), 68.8 (d, C-5"), 70.2 (d, C-3), 78.4 (d, C-1), 81.6 (d, C-4""), 98.2 (d, C-1""), 98.4 (d,
C-16), 109.7 (d, C-4"), 116.7 (d, C-3"), 120.7 (s, C-2"), 122.9 (d, C-12), 130.0 (s, C-15), 131.4
(s, C-13), 134.4 (s, C-5"), 139.2 (s, C-19), 160.5 (s, C-1"), 169.2 (s, C-18), 170.3 (s, C-25)
ppm.
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Phenalinolacton D (26):

C33Hs53NOyq (699.1)
ReWert: 0.23 (Chloroform/Methanol 9:1)

IR (KBr): ¥ = 3431 (br), 2955, 1756, 1719 (sh), 1689, 1622, 1489, 1461, 1433, 1383, 1322,
1261, 1222, 1150, 1122, 1089, 1063, 1017, 995 (sh), 956 (sh), 856, 800, 761, 572, 467 cm™".

"H-NMR (500 MHz, CDCls): 8y = 0.96 (s, 3H, 24-H3), 1.07 (d, J=7.5 Hz, 1H, 9-H), 1.09
(m, 2H, 1-H,, 7-H,), 1.14 (s, 3H, 22-H3), 1.21 (d, /= 6.0 Hz, 3H, 6"'-H3), 1.27 (dm, J=11.5
Hz, 1H, 5-H), 1.55 (m, 1H, 3""-H,), 1.60 (bs, 3H, 23-Hj3), 1.64 (m, 2H, 2-H,, 7-Hy), 1.70 (m,
3H, 2-Hy, 6-H,, 2°'-H,), 1.85 (m, 3H, 1-Hy, 6-Hy, 2°-Hy), 2.02 (s, 3H, 26-H3), 2.05 (m, 1H,
11-H,), 2.11 (m, 1H, 3""-Hy), 2.29 (m, 1H, 11-Hy), 2.30 (s, 3H, 6'-H3), 3.03 (ddd, J=11.0,
10.0, 4.5 Hz, 1H, 4""-H), 3.37 (bs, 1H, 14-H), 3.38 (d, /=9.5 Hz, 1H, 21-H,), 3.48 (s, 3H,
7"°-H3), 3.82 (d, J=11.5 Hz, 1H, 20-H,), 3.85 (m, 1H, 5"'-H), 4.39 (d, J=9.5 Hz, 1H,
21-Hy), 4.60 (d, /=2.0 Hz, 1H, 1""-H), 4.80 (d, /= 11.5 Hz, 1H, 20-Hy), 5.01 (dd, J=12.0,
4.5 Hz, 1H, 3-H), 5.50 (bs, 1H, 12-H), 5.83 (d, /=4.5 Hz, 1H, 16-H), 5.94 (dd, J=2.5, 2.5
Hz, 1H, 4’-H), 6.83 (dd, J=2.5, 2.5 Hz, 1H, 3'-H), 7.15 (d, /= 4.5 Hz, 1H, 16-OH), 9.15 (bs,
1H, NH) ppm.
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BC.NMR (125.7 MHz, CDCI3): 8¢ = 13.2 (q, C-67), 14.3 (q, C-22), 17.7 (g, C-6""), 20.7 (t,
C-6), 21.3 (g, C-26), 22.1 (q, C-23), 23.1 (t, C-11), 23.4 (t, C-2), 23.8 (t, C-3""), 27.6 (q,
C-24),29.3 (t, C-2""), 38.2 (t, C-1), 38,4 (s, C-10), 39.3 (s, C-8), 40.3 (d, C-14), 40.5 (t, C-7),
45.1 (s, C-4), 49.1 (d, C-5), 54.7 (d, C-9), 56.7 (q, C-7°"), 62.6, (t, C-20), 68.6 (d, C-5""), 68.8
(t, C-21), 73.9 (d, C-3), 81.6 (d, C-4""), 98.1 (d, C-17"), 98.5 (d, C-16), 109.1 (d, C-4"), 116.7
(d, C-37), 120.9 (s, C-2"), 122.1 (d, C-12), 130.0 (s, C-15), 132.5 (s, C-13), 134.1 (s, C-5"),
139.0 (s, C-19), 160.4 (s, C-17), 169.2 (s, C-18), 170.5 (s, C-25) ppm.

3. Streptomyces cellulosae subsp. griseorubiginosus S 1013

3.1 Stammbhaltung

Langzeiterhaltung:
Die Langzeiterhaltung erfolgte wie unter Punkt 1.3 beschrieben als Glycerineinlagerung, als

Sporen-Lyophilisat sowie tiber N».

Stammhaltung:

Zur Lagerung wurde der Stamm S 1013 auf Agar-Platten mit dem Nihrmedium SM
ausgestrichen. Es war darauf zu achten, dass die Platten nur etwa zweimal tiberimpft werden
durften, da mit zu alten Kulturen keine Produktion mehr zu verzeichnen war. Die Lagerung

erfolgte bei Raumtemperatur.
3.2 Kultivierung und Standardaufarbeitung

Vorkulturen:
Man verwendete 300 mL Erlenmeyerkolben ohne Schikane, die mit jeweils 100 mL NL SM
gefiillt wurden. Nach Sterilisation und Beimpfen mit 1 cm? einer gut bewachsenen Agarplatte

verschloss man mit einer Schaumstoftkappe und inkubierte 72 h bei 30 °C und 180 Upm.
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Kultivierung in Schiittelkulturen:

Jeweils 100 mL NL 1147 mit 1 g/ NaBr als Zusatz wurden in 300 mL Erlenmeyerkolben
ohne Schikane gegeben, sterilisiert und mit 1.5 mL einer 72 h alten Vorkultur beimpft. Mit
Schaumstoffkappen verschlossen inkubierte man sechs Tage bei 30 °C und 180 Upm.

Kultivierung im Biostat E Fermenter:

Die Fermentation erfolgte im 15 L Gefdll mit 10 L NL 1147 Medium unter Zusatz von 1 g/L
NaBr (kein Entschdumer). Beimpft wurde mit 800 mL einer 72 h alten Vorkultur.
Fermentationsbedingungen: 6 d bei 30 °C, 200 Upm, 1 vvm Beliiftung und pH-Regulation
6.2+ 1.5.

Kultivierung in Penicillin-Kolben:
In 3 L Penicillin-Kolben gab man jeweils 1 L NL 1147 (Zusatz 1 g/L NaBr), beimpfte diese
mit je 15 mL einer 72 h alten Vorkultur und inkubierte 30 d bei 28 °C.

Standardaufarbeitung

Zur Standardaufarbeitung stellte man den pH-Wert der Kulturbriihe auf einen Wert von 4.0
ein. Durch Zentrifugation trennte man in Kulturfiltrat und Mycel. Das Kulturfiltrat wurde am
Rotationsverdampfer eingeengt und anschlieBend lyophilisiert. Das Mycel schloss man in
Aceton 15 min lang im Ultraschallbad auf, filtrierte ab und engte die fliissige Phase im

Vakuum ein.

3.3 Wachstumskurve und Ausbeutebestimmung mittels HPLC

Zur Eichung der HPLC wurde von Hexacyclinsdure (4) eine Verdiinnungsreihe mit den
Konzentrationen 2, 1, 0.5, 0.25 und 0.125 mg/mL erstellt. Diese wurden mittels HPLC
vermessen und die gewonnenen Daten in einer Eichkurve aufgetragen (Integralflédche

[mV x min] vs. Menge [mg/mL]).

Wachstumskurve und Ausbeutebestimmungen:
Zur Aufnahme des zeitabhingigen Produktionsverlaufs der Hexacyclinsdure fiir

Kultivierungen unter ['°O,]Atmosphire wurde der Stamm S1013 in 300 mL
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Erlenmeyerkolben mit drei Schikanen kultiviert (100 mL Né&hrlosung 1147, Zusatz 1 g/L
NaBr). Ab der 21. Stunde wurde zunéchst alle 24 h, ab der 48. Stunde alle 12 h ein Kolben
entnommen und ohne vorherige Trennung in Mycel und Kulturfiltrat lyophilisiert. Alle
Proben wurden 15 Minuten lang mit 3 mL Methanol (p.a.) im Ultraschallbad aufgeschlossen.
Der Losung entnahm man 0.6 mL, fiillte diese in Eppendorf-Caps und zentrifugierte. Die
Proben wurden anschlieBend mittels analytischer HPLC auf die Menge an enthaltener
Hexacyclinsdure untersucht. Die den Peakdaten entsprechenden Konzentrationsmengen
entnahm man der Eichkurve und bestimmte per Hochrechnung die jeweilige Ausbeute.

Zur Ermittlung von Ausbeuten nahm man das zu untersuchende lyophilisierte Kulturfiltrat in
einem entsprechend gréBeren Losungsmittelvolumen auf und bestimmte die darin enthaltene

Menge an Hexacyclinsdure (6) wie zuvor beschrieben.

3.4 Durchfiihrung von Fiitterungsexperimenten

Fir die Fitterungen wurde der Stamm S 1013 unter den in Punkt B.2.2 genannten
Bedingungen in zehn Erlenmeyerkolben mit je 100 mL Né&hrlosung fermentiert. Die
markierten Vorldaufer (800 mg) wurden in sterilem Wasser gelost, mit 0.5 M HCI neutralisiert
und ab der 80. Stunde im Pulse-Feeding Verfahren (jeweils 1 mL Portionen zur 80., 88., 96.,
104. und 112. Stunde nach Fermentationsbeginn) zugegeben. Ernte erfolgte nach der 125.

Stunde in der unter Punkt B.3.2 beschriebenen Weise.

Die spezifischen *C-Einbauraten sind in Tabelle 3 (Anhang) wiedergegeben.

Kultivierung unter [1802]-Atmosphﬁre

Die Kultivierung in einer ['*0,]-Atmosphire erfolgte in geschlossener Apparatur. Acht
Erlenmeyerkolben mit drei Schikanen und einem Kugelschliff wurden dazu mit je 100 mL
NL1147 (Zusatz 1 g/ NaBr) befiillt, sterilisiert und mit 1.5 mL einer drei Tage alten
Vorkultur angeimpft. Man liefl bei 28 °C, 250 Upm und 2.0 vvm fermentieren. Nach 80 h
wurde die Apparatur dreimal mit Stickstoff gespiilt und das ['*0,]-Gas eingeleitet. Man lie
bis zur 125. Stunde fermentieren. Aufarbeitung der Kulturbrithe und Isolierung der

Hexacyclinsdure erfolgten wie unter Punkt B.3.2 beschrieben.
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3.5 Chemische Modifikation der Hexacyclinséiiure

Darstellung von methanolischer Salzsiure:

Wasserfreie, methanolische HCI bereitete man bei 0 °C durch langsames Losen von 28.4 mL
(0.4 mol) Acetylchlorid in 100 mL Methanol (p.a.). Die freigesetzte Salzsdure war ca. 4
molar, der Sduregehalt konnte per Titration mit 0.1 M Natronlauge und Phenolphthalein als

Indikator bestimmt werden.

Acetylierung von Hexacyclinsiiure:

Man loste 10 mg Hexacyclinsdure (6) in 1 mL Pyridin und versetzte mit 2 mL frisch
destilliertem Acetanhydrid. Die Reaktionslosung wurde 8 — 16 Stunden bei Raumtemperatur
geriihrt, bis im Diinnschichtchromatogramm eine definierte Umsetzung zu beobachten war.
Man hydrolysierte mit 5 mL Eiswasser und extrahierte dreimal mit Chloroform. Die
vereinigten Phasen engte man im Vakuum ein und entfernte Reste von Pyridin azeotrop mit

Toluol.

Reaktion von Hexacyclinsiure mit 2 M methanolischer NaOH:
Man I6ste 10 mg Hexacyclinsdure (6) in 2 mL wasserfreier methanolischer Natronlauge und
lie} die Reaktionslosung bis zur vollstandigen Umsetzung bei Raumtemperatur rithren. Nach

Neutralisation mit 0.5 M Salzsdure engte man das Losungsmittel im Vakuum ein.

Reaktion von Hexacyclinséiure mit p-Toluolsulfonsiure:

Zur Reaktion mit p-Toluolsulfonsdure l6ste man 10 mg Hexacyclinsdure (6) in 2 mL
trockenem Dichlormethan und versetzte mit 10 mg trockener p-Toluolsulfonsdure. Die
Reaktionslosung lies man vier Tage rithren, bis im DC eine etwa 30 %ige Umsetzung von 6

zu beobachten war. Das Losungsmittel entfernte man im Vakuum.

3.6 Isolierung und Charakterisierung der Metaboliten aus S 1013

N-Acetyl-tryptamin (42):

N-Acetyltryptamin (42) konnte als weiler Feststoff aus Ruhekulturen des Stammes S 1013
erhalten werden. Die Aufarbeitung der Kulturbrithe wurde wie unter Punkt B.3.2 beschrieben
durchgefiihrt, die Isolierung erfolgte tiiber Chromatographie an Kieselgel (Flash-
Chromatographie, Chloroform 9:1, 20 x 2.5 cm), Sephadex LH-20 (Methanol, 85 x 3 cm) und
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Kieselgel (Flash-Chromatographie, Chloroform/Methanol 9:1, 20 x 2.5 cm). Die Ausbeute
betrug 3.1 mg/L.

C12H14N20 (202.3)
Schmelzpunkt: 150 °C (Zersetzung)

ReWert: 0.32 (Chloroform/Methanol 9:1)

[oc]zl(: =+ 0.93° (¢ = 1.1 in Methanol)

ESI-MS (positive Ionen): m/z = 225.4 ((M+Na]", 100 %).

ESI-MS (negative Ionen): m/z =201.6 ([M-H], 100 %).

IR (KBr): v = 3405, 3400 (br), 2926, 1650, 1636, 1558, 1543, 1456, 1434, 1367 (br),
1295(br), 1229, 1200, 745, 602 cm’.

UV (MeOH): Amax (€) = 290 (5274), 281 (6097), 222 (35724) nm.
(MeOH/HCD):  Amax (€) =290 (5311), 281 (6172), 221 (35537) nm.
(MeOH/NaOH):  Auax (€) = 290 (5349), 281 (6154), 221 (36472) nm.

"H-NMR (500 MHz, CDCls): 8y = 1.95 (s, 3H, 11-Hj), 3.00 (t, J = 6.0, 2H, 8-H,), 3.63 (ddd,
J=6.0, 6.0, 6.0, 2H, 9-H,), 5.58 (bs, 1H, NH), 7.06 (d, J=2.0 Hz, 1H, 2-H), 7.16 (dd,
J=8.0, 7.5 Hz, 1H, 6-H), 7.24 (dd, J=8.0, 7.5 Hz, 1H, 5-H), 7.41 (d, J=7.5 Hz, 1H, 4-H),
7.65 (d, J=17.5 Hz, 1H, 7-H), 8.22 (bs, 1H, 1-NH) ppm.

BC-NMR (125.7 MHz, CDCls): 8¢ =23.4 (q, C-11), 25.3 (t, C-8), 39.8 (t, C-9), 111.3 (d,
C-4), 113.0 (s, C-3), 118.7 (d, C-7), 119.5 (d, C-6), 122.0 (d, C-2), 122.2 (d, C-5), 127.3 (s,
C-7a), 136.4 (s, C-3a), 170.1 (s, C-10) ppm.

7-0O-Methyl-gabosin E (43):

(43) wurde als leicht gelblicher Feststoff aus einer Fermentation des Stammes S 1013 unter
['®0,]-Atmosphire erhalten. Die Aufarbeitung der Kulturbrithe wurde wie unter Punkt B.3.2
beschrieben durchgefiihrt, die Isolierung erfolgte iiber Chromatographie an Kieselgel (Flash-
Chromatographie, Chloroform 9:1, 20 x 2.5 cm), Sephadex LH-20 (Methanol, 85 x 3 cm) und
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Kieselgel (Flash-Chromatographie, Chloroform/Methanol 9:1, 20 x 2.5 cm). Die Ausbeute
betrug 2.0 mg/L.

CsH 205 (188.3)
Schmelzpunkt: 172 °C (Zersetzung)

ReWert: 0.12 (Chloroform/Methanol 9:1)

[@] % =+92.6° (1.1 in Methanol)

ESI-MS (positive Ionen): m/z = 211.5 ((M+Na]", 100 %).

ESI-MS (negative Ionen): m/z = 187.6 ([M-H], 100 %).

IR (KBr): V = 3354 (br), 2925, 2359, 1686, 1406, 1197, 1139, 1092, 1056, 892, 838 cm'".

UV (MeOH): Amax (€) = 218 (4992) nm.
(MeOH/HCD):  Amax (€) = 349 (34), 220 (5094) nm.
(MeOH/NaOH):  Amax (€) = 313 (817), 204 (8247) nm.

CD (MeOH): Amax ([®]) =241 (16340) nm.

"H-NMR (500 MHz, CDCls): 8y =3.36 (s, 3H, 8-Hs), 3.79 (dd, J=9.5, 4.0 Hz, 1H, 5-H),
4.07 (d, J=1.0 Hz, 2H, 7-H,), 4.35 (d, J=9.5 Hz, 1H, 6-H), 4.49 (dd, J=5.5, 4.0 Hz, 1H,
4-H), 6.91 (ddd, J= 5.5, 1.0, 1.0 Hz, 1H, 3-H) ppm.

BC.NMR (125.7 MHz, CDCl): 8¢ = 58.9 (t, C-7), 67.0 (d, C-4), 69.5 (q, C-8), 73.7 (d, C-5),
75.0 (d, C-6), 136.9 (d, C-3), 143.4 (s, C-2), 199.3 (s, C-1) ppm.

14-Desacetyl-14-propionyl-hexacyclinsiure (44):

Bei einer Fiitterung von [1-"°C, '®0,]-markiertem Propionat wurde die 14-Desacetyl-14-
propionyl-hexacyclinsdure (44) in einem Gemisch mit Hexacyclinsdure (6) aus dem
Kulturfiltrat des Stammes S 1013 erhalten. Die Aufarbeitung der Kulturen wurde wie unter
Punkt B.3.2 beschrieben durchgefiihrt, die Isolierung erfolgte tiber Chromatographie an
Kieselgel (Flash-Chromatographie, Chloroform 9:1, 20x 2.5 cm), Sephadex LH-20
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(Methanol, 85x 3 cm) und Kieselgel (Flash-Chromatographie, Chloroform/Methanol 9:1,
20 x 2.5 cm). Die Ausbeute des Gemisches betrug ca. 0.8 mg/L.

C27H3600 (502.2)

R¢Wert: 0.23 (Chloroform/Methanol 9:1)

"H-NMR (500 MHz, Pyridin-ds): 8y = 1.08 (s, 3H, 24-H3), 1.15 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 23-H3),
1.19 (d, J= 6.5 Hz, 3H, 29-H3), 1.20 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 26-H3), 1.56 (dm, J = 16.0 Hz, 1H,
22-H,), 1.66 (m, 1H, 22-Hy), 1.74 (m, 1H, 21-H,), 1.80 (ddd, J = 12.0, 12.0, 12.0 Hz, 1H,
9-H,), 1.94 (m, 1H, 21-Hy), 2.12 (ddd, J = 12.0, 12.0, 6.5 Hz, 1H, 8-H), 2.22 (m, 1H, 10-H),
2.28 (dq, J=6.5, 6.5, 6.5, 3.5 Hz, 1H, 4-H), 2.38 (ddq, J = 10.0, 10.0, 6.5, 6.5, 6.5 Hz, 1H,
15-H), 2.57 (m, 2H, 17-H, 18-H), 2.81 (ddd, J=12.0, 6.5, 5.5 Hz, 1H, 9-Hy), 3.12 (m, 1H,
13-H), 3.24 (t, J = 12.0 Hz, 1H, 19-H), 3.98 (s, 1H, 20-H), 4.19 (dd, J = 10.0, 6.0 Hz, 1H,
16-H), 4.43 (ddd, J = 3.5, 3.5, 3.5 Hz, 1H, 3-H), 5.02 (dd, J = 10.0, 10.0 Hz, 1H, 14-H), 7.29
(t,J=3.0 Hz, 1H, 12-H) ppm.

BC-NMR (125.7 MHz, Pyridin-ds): 8¢ = 8.8 (q, C-23), 14.7 (g, C-26), 20.9 (q, C-28), 23.6 (t,
C-21), 27.2 (q, C-24), 31.9 (t, C-9), 35.5 (t, C-22), 42.3 (d, C-10), 42.8 (d, C-19), 45.0 (d,
C-4), 45.7 (d, C-13), 46.1 (d, C-8), 47.8 (d, C-15), 48.3 (d, C-20), 50.2 (d, C-17), 53.2 (d,
C-18), 72.9 (s, C-7), 78.9 (d, C-3), 80.0 (d, C-14), 80.4 (d, C-16), 95.4 (s, C-5), 136.4 (s,
C-11), 139.0 (d, C-12), 169.0 (s, C-25), 170.8 (s, C-27), 177.0 (s, C-1) ppm.

Hexacyclinsédure (6):

Hexacyclinsdure (6) konnte als weiler, kristalliner Feststoff aus dem Kulturfiltrat des
Stammes S 1013 erhalten werden. Die Aufarbeitung der Kulturen wurde wie unter Punkt
B.3.2 beschrieben durchgefiihrt, die Isolierung erfolgte tiber Chromatographie an Kieselgel
(Flash-Chromatographie, Chloroform 9:1, 20x 2.5 cm), Sephadex LH-20 (Methanol,
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85 x 3 cm) und Kieselgel (Flash-Chromatographie, Chloroform/Methanol 9:1, 20 x 2.5 cm).

Die Ausbeuten schwankten dabei zwischen 1 und 20 mg/L.

C26H3409 (490.5)
Schmelzpunkt: 173 °C

ReWert: 0.23 (Chloroform/Methanol 9:1)

[a] ) =+80.9° (c = 0.84 in Methanol)

EI-MS (70 eV): m/e = 490 ([M]", 8 %), 430 (M — CH3COOH]", 100 %), 412 (M —
CH3;COOH — H,0]", 76 %).

HREI-MS (70 eV): 490.2202 gefunden wie berechnet fiir Co6H340o.

IR (KBr): v = 3441 (br), 2935, 1702 (br), 1626 (sh), 1383, 1255, 1210 (sh), 1120 (sh), 1089,
1031 cm™.

UV (MeOH): Amax (€) =213 (7125) nm.
(MeOH/HCI): Amax (€) =218 (8550) nm.
(MeOH/NaOH):  Amax (€) =206 (6555) nm.

CD (MeOH): Amax ([®]) =230 (+ 11210) nm.

"H-NMR (500 MHz, Pyridin-ds): du = 1.08 (s, 3H, 24-H3), 1.15 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 23-H3),
1.20 (d, J= 6.5 Hz, 3H, 26-H3), 1.56 (dm, J = 16.0 Hz, 1H, 22-H,), 1.66 (m, 1H, 22-H,), 1.74
(m, 1H, 21-H,), 1.80 (ddd, J = 12.0, 12.0, 12.0 Hz, 1H, 9-H,), 1.94 (m, 1H, 21-Hy), 2.04
(s, 3H, 28-H3), 2.12 (ddd, J = 12.0, 12.0, 6.5 Hz, 1H, 8-H), 2.22 (m, 1H, 10-H), 2.28 (dq,
J=6.5,6.5,6.5,3.5 Hz, 1H, 4-H), 2.38 (ddq, /= 10.0, 10.0, 6.5, 6.5, 6.5 Hz, 1H, 15-H), 2.57
(m, 2H, 17-H, 18-H), 2.81 (ddd, 12.0, 6.5, 5.5 Hz, 1H, 9-Hy), 3.12 (m, 1H, 13-H), 3.24 (t,
J=12.0 Hz, 1H, 19-H), 3.98 (s, 1H, 20-H), 4.19 (dd, /= 10.0, 6.0 Hz, 1H, 16-H), 4.43 (ddd,
J=3.5,3.5,3.5Hz, 1H, 3-H), 5.02 (dd, /= 10.0, 10.0 Hz, 1H, 14-H), 7.29 (t, J = 3.0 Hz, 1H,
12-H) ppm.
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BC-NMR (125.7 MHz, Pyridin-ds): 8c=8.8 (q, C-23), 14.7 (q, C-26), 20.9 (q, C-28),
23.6 (t, C-21), 27.2 (q, C-24), 31.9 (t, C-9), 35.5 (t, C-22), 42.3 (d, C-10), 42.8 (d, C-19),
45.0 (d, C-4), 45.7 (d, C-13), 46.1 (d, C-8), 47.8 (d, C-15), 48.3 (d, C-20), 50.2 (d, C-17),
53.2 (d, C-18), 72.9 (s, C-7), 78.9 (d, C-3), 80.0 (d, C-14), 80.4 (d, C-16), 95.4 (s, C-5),
136.4 (s, C-11), 139.0 (d, C-12), 169.0 (s, C-25), 170.8 (s, C-27), 177.0 (s, C-1) ppm.

'H-NMR (500 MHz, CD;0D): 8y = 1.02 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 26-H3), 1.08 (d, J = 6.9, 3H,
23-H3), 1.15 (s, 3H, 24-H3), 1.46 (m, 1H, 22-H}), 1.49 (ddd, J = 12.0, 12.0, 12.0 Hz, 1H,
9-Hyp), 1.74 (dm, 1H, 22-H,), 1.83 (m, 1H, 21-H,), 1.95-2.07 (m, 4H, 21-H,, 10-H, 15-H,
18-H), 2.11 (s, 3H, 28-H3), 2.13-2.26 (m, 3H, 4-H, 8-H, 17-H), 2.41 (ddd, J = 11.5, 6.5,
6.5 Hz, 1H, 9-Hy), 2.83 (dd, J = 11.5, 10.5 Hz, 1H, 19-H), 2.93 (dddd, J = 10.0, 10.0, 2.5,
2.5 Hz, 1H, 13-H), 3.20 (sbr, 1H, 20-H), 3.68 (dd, J = 10.0, 6.1 Hz, 1H, 16-H), 4.50 (ddd,
J=3.5, 3.5, 3.5Hz, 1H, 3-H), 4.65 (dd, J = 10.0, 10.0 Hz, 1H, 14-H), 6.65 (dd, J = 2.5,
2.5 Hz, 1H, 12-H) ppm.

BC-NMR (125.7 MHz, CDsOD): 8¢ = 8.6 (q, C-23), 14.6 (q, C-26), 20.9 (g, C-28), 24.2
(t, C-21), 27.5 (g, C-24), 32.3 (t, C-9), 36.2 (t, C-22), 43.0 (d, C-10), 43.5 (d, C-19), 45.7 (d,
C-4), 46.2 (d, C-13), 46.9 (d, C-8), 48.2 (d, C-15), 49.3 (d, C-20), 50.5 (d, C-17), 53.6 (d,
C-18), 74.1 (s, C-7), 80.6 (d, C-14), 80.7 (d, C-3), 81.0 (d, C-16), 95.9 (s, C-5), 137.5 (s,
C-11), 138.7 (d, C-12), 171.1 (s, C-25), 172.8 (s, C-27), 177.0 (s, C-1) ppm.

3.7 Isolierung und Charakterisierung der Hexycyclinsiure-Derivate

14-Desacetyl-hexacyclinséiure (69):

Die Reaktion von Hexacyclinsdure (6) in 2 M methanolischer Natronlauge (s. B.3.5) fiihrte
mit einer Ausbeute von 35% zu 69. Durch Chromatographie an Kieselgel (Flash-
Chromatographie, Chloroform 9:1, 20x2.0cm) und Sephadex LH-20 (Methanol,
35 x 3.5 cm) lieB sich 69 von nicht umgesetztem 6 abtrennen.

Durch die Umsetzung von Hexacyclinsdure (6) mit p-Toluolsulfonséure in Dichlormethan
(s B.3.5) konnte nach vier Tagen Reaktionszeit ebenfalls 14-Desacetyl-hexacyclinsdure (69)
in Ausbeuten von 10 % erhalten werden. Die Aufreinigung zur Reinsubstanz erfolgte wie

oben fiir 69 beschrieben.
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C24H3,05 (448.5)

Schmelzpunkt: 218 °C

ReWert: 0.07 (Chloroform/Methanol 9:1)

[@] %) =+74.77° (¢ = 1.1 in Methanol)

ESI-MS (positive Tonen): m/z = 493.3 ([M-H+2Na]", 22 %), 919.2 ([2M+Na]", 100 %).

ESI-MS (negative lonen): m/z = 447.6 ([M-H]’, 100 %), 895.4 ([2M-H], 54 %).

IR (KBr): v =3412 (br), 2920, 1709, 1621, 1384, 1622, 1384, 1260, 1206, 1088, 1032, 1009,
556 cm’.

UV (MeOH): Amax (€) = 303 (4847), 253 (6068) nm.
(MeOH/HCI):  hunax (€) = 328 (6190), 321 (6679), 295(7087), 283 (6842) nm.
(MeOH/NaOH): Ay (€) = 253 (4969), 228 (8268) nm.

CD (MeOH): Amax ([©]) = 233 (15789), 224 (15189) nm.

"H-NMR (500 MHz, Pyridin-d5): 8y = 1.08 (s, 3H, 24-H3), 1.15 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 23-Hy),
1.20 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 26-Hs), 1.56 (dm, J = 16.0 Hz, 1H, 22-H,), 1.66 (m, 1H, 22-Hy), 1.74
(m, 1H, 21-H,), 1.80 (ddd, J = 12.0, 12.0, 12.0 Hz, 1H, 9-H,), 1.94 (m, 1H, 21-Hy), 2.04
(s, 3H, 28-H;), 2.12 (m 2H, 8H, 18-H), 222 (m, IH, 10-H), 2.28 (dq,
J=6.5,6.5,6.5,3.5 Hz, 1H, 4-H), 2.38 (ddq, J = 10.0, 10.0, 6.5, 6.5, 6.5 Hz, 1H, 15-H), 2.50
(ddd, J=11.5, 11.5, 6.5 Hz, 1H, 17-H), 2.81 (ddd, 12.0, 6.5, 5.5 Hz, 1H, 9-Hy), 3.12 (m, 1H,
13-H), 3.24 (t, J= 12.0 Hz, 1H, 19-H), 3.64 (m, 1H, 16-H), 3.84 (s, 1H, 20-H), 3.93 (m, 1H,
14-H) 4.43 (ddd, J = 3.5, 3.5, 3.5 Hz, 1H, 3-H), 7.47 (t, J = 3.0 Hz, 1H, 12-H) ppm.

BC-NMR (125.7 MHz, Pyridin-ds): 8¢ = 8.8 (q, C-23), 14.7 (q, C-26), 20.9 (q, C-28),
23.6 (t, C-21), 27.2 (q, C-24), 31.9 (t, C-9), 35.5 (t, C-22), 42.3 (d, C-10), 42.8 (d, C-19),
450 (d, C-4), 46.1 (d, C-8), 483 (d, C-20), 492 (d, C-13), 498 (d, C-17),
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50.3 (d, C-15), 53.2 (d, C-18), 72.9 (s, C-7), 78.9 (d, C-3), 79.0 (d, C-14), 81.3 (d, C-16), 95.4
(s, C-5), 136.4 (s, C-11), 139.0 (d, C-12), 169.0 (s, C-25), 170.8 (s, C-27), 177.0 (s, C-1) ppm.

16,17-Anhydrohexacyclinsiure (70):

Das dehydratisierte Hexacyclinsdure-Derivat 70 liel sich aus Hexacyclinsdure (6) in einer
Acetylierungsreaktion mit verldngerter Reaktionsdauer erhalten (s. B.3.5). Die Reaktions-
dauer betrug drei Tage. Durch Chromatographie an Kieselgel (Flash-Chromatographie,
Chloroform 9:1, 20 x 2.0 cm) und Sephadex LH-20 (Methanol, 35 x 3.5 cm) konnte 70 in

Ausbeuten von 35 % aufgereinigt werden.

C2H1,05 (472.3)

Schmelzpunkt: 172 °C

ReWert: 0.36 (Chloroform/Methanol 9:1)

[a] %) = +82.22° (c = 3.6 in Methanol)

ESI-MS (positive Tonen): m/z = 495.4 ((M+Na]", 10 %), 967.1 (2M+Na]", 100 %).

IR (KBr): v =3445 (br), 2936, 2360, 2342, 1717 (br), 1625, 1382, 1260, 1203, 1085, 1049,
1009, 668 cm™.

UV (MeOH): Amax (€) =271 (12093) nm.
(MeOH/HCI): Amax (€) =275 (14394) nm.
(MeOH/NaOH):  Amax (€) =268 (9401) nm.

CD (MeOH): Amax ([@]) = 274 (26682), 232 (1356) nm.
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"H-NMR (500 MHz, CD;0D): 8y = 1.08 (s, 3H, 24-H3), 1.15 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 23-H3), 1.12
(d, J= 6.5 Hz, 3H, 26-H3), 1.56 (dm, J = 16.0 Hz, 1H, 22-H,), 1.66 (m, 1H, 22-Hy), 1.74 (m,
1H, 21-H,), 1.80 (ddd, J = 12.0, 12.0, 12.0 Hz, 1H, 9-H,), 1.94 (m, 1H, 21-Hy), 2.04
(s, 3H, 28-Hj3), 212 (m 1H, &-H), 222 (m, 1H, 10-H), 228 (m,
2H, 4-H, 17-H), 2.38 (ddq, J = 10.0, 10.0, 6.5, 6.5, 6.5 Hz, 1H, 15-H), 2.81 (ddd, 12.0, 6.5,
5.5 Hz, 1H, 9-Hy), 2.9 (m, 2H, 13-H, 16-H), 3.24 (t, J = 12.0 Hz, 1H, 19-H), 3.84 (s, 1H,
20-H), 4.43 (ddd, /= 3.5, 3.5, 3.5 Hz, 1H, 3-H), 5.27 (m, 1H, 14-H), 7.09 (d, J = 1.8 Hz, 1H,
12-H) ppm.

BC.NMR (125.7 MHz, CD:OD): 8¢ = 8.6 (q, C-23), 18.2 (q, C-26), 20.9 (q, C-28), 24.2
(t, C-21), 27.5 (g, C-24), 32.3 (t, C-9), 36.2 (t, C-22), 43.0 (d, C-10), 43.5 (d, C-19), 45.7 (d,
C-4), 46.9 (d, C-8), 48.4 (d, C-13), 49.3 (d, C-20), 53.6 (d, C-18), 54.4 (d, C-15), 74.1 (s,
C-7), 80.7 (d, C-3), 85.0 (d, C-14), 95.9 (s, C-5), 133.7 (d, C-12), 135.5 (d, C-16), 136.1 (s,
C-11), 141.5 (s, C-17), 171.1 (s, C-25), 172.8 (s, C-27), 177.0 (s, C-1) ppm.

4. Chemisches Screening:

4.1 Durchfiihrung des chemischen Screenings

Langzeiterhaltung:

Im chemischen Screening als interessant beurteilte Stdimme wurden iiber N, gelagert.

Stammbhaltung:
Die Stammbhaltung erfolgte je nach Wachstum des Stammes auf verschiedenen Agar-Medien.
Lagerung der bewachsenen Platten erfolgte bei 4 °C. Spitestens nach 2 Monaten wurden die

Kulturen auf frische Agarplatten tiberimpft.
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Aufarbeitung:

Zur Aufarbeitung wurden zunédchst Mycel und Kulturfiltrat durch Zentrifugation getrennt. Das
Mycel schloss man in 250 mL Aceton 15 min lang im Ultraschallbad auf, filtrierte feste
Bestandteile ab und destillierte das Losungsmittel im Vakuum ab. Das Kulturfiltrat wurde
iiber eine mit 50 cm® XAD gefiillte Siule gegeben, dieses mit Wasser gewaschen und die
adsorbierten Substanzen mit Methanol eluiert. Die Methanol-Fraktion wurde eingeengt, die

waéssrige verworfen.

Chromatographische Untersuchung:

Untersuchung der Rohextrakte auf Sekunddrmetaboliten-Produktion erfolgte durch
Diinnschichtchromatographie mit Nano-DC-Platten. Dazu wurden die Extrakte von Mycel
und Kulturfiltrat in jeweils 2 mL Methanol/Wasser (1:1) gelost und davon 5 pl aufgetragen.
Als Laufmittelsysteme verwendete man Chloroform/Methanol 9:1 und Butanol/
Eisessig/Wasser 4:1:5 (obere Phase).

Auswertung:

Ausgewertet wurden die entwickelten DC-Platten mittels UV-Lampe (Wellenldngen 254 und
366 nm) sowie durch Anfdrben mit vier verschiedenen Spriithreagenzien (s. S. 97). Tabelle 5
(Anhang) zeigt die bearbeiteten Stdmme mit ihrer Bewertung nach dem chemischen

Screening

4.2 6-Dihydro-3-desmethyl-acetomycin (SM-97-A, 71) aus Stamm Alv 5

Aus einer Kultivierung des Stammes Alv 5 im Ha-Medium konnte 71 als weiller Feststoff
erhalten werden. Chromatographie an Kieselgel (Flash-Chromatographie, Chloroform 9:1,
25x4.0cm), Sephadex LH-20 (Methanol, 85x3.5cm) und Kieselgel (Flash-
Chromatographie, Chloroform/Methanol 9:1, 20 x 2.5 cm) fiihrte zu 71 in Ausbeuten von
3.0 mg/L.

4
10 5 2
CoH,405 (202.2) )91\
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R#Wert: 0.55 (Chloroform/Methanol 9:1)
ESI-MS (positive Ionen): m/z = 225.7 ((M+Na]", 100 %).

"H-NMR (500 MHz, CDCLy): 8y = 1.15 (d, J= 6.5 Hz, 3H, 8-H3), 1.28 (d, J= 6.5 Hz, 3H,
10-H3), 2.08 (s, 3H, 10-H3), 2.45 (dd, J=10.6, 3.0 Hz, 1H, 3-H), 2.80 (ddq, J = 10.6, 6.5, 6.5,
6.5, 5.5 Hz, 1H, 4-H), 2.90 (bs, 1H, OH), 4.32 (dq, /= 6.5, 3.5, 3.5, 3.5 Hz, 1H, 6-H), 6.48 (d,
J=5.5Hz, 1H, 5-H) ppm.

BC-NMR (125.7 MHz, CDCLy): 8¢ =13.3 (q, C-8), 20.7 (q, C-7), 20.8 (q, C-10), 34.1 (d,
C-4), 50.7 (d, C-3), 65.3 (d, C-6), 94.7 (d, C-5), 169.2 (s, C-9), 176.9 (s, C-2) ppm.
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D. ANHANG

Tabelle 3: R-~Werte der bearbeiteten Substanzen, Laufmittelsystem A: Chloroform /
Methanol 9: 1, Laufmittelsystem B: Butanol / Eisessig / Wasser 4:1:5 (obere Phase)

Bezeichnung Lauf:nittel Laufllgnittel ZFjil:bung mit
nisaldehyd
N-Acetyl-Tryptamin (42) 0.32 0.55 Rot
7-O-Methyl-gabosin E (43) 0.012 0.29 Braun
Propionyl-hexacyclinsdure (44) n.b. n.b. Blau-grau
Hexacyclinsdure (6) 0.23 0.18 Blau-grau
Desacetyl-Hexacyclinsédure (69) 0.07 0.55 Blau-grau
Anhydro-hexacyclinsdure (70) 0.36 0.70 Blau-grau
Phenalinolacton A (5) 0.23 0.69 Griin-braun
Phenalinolacton B (24) 0.23 n.b. Griin-braun
Phenalinolacton C (25) 0.23 n.b. Griin-braun
Phenalinolacton D (26) 0.23 n.b. Griin-braun
Acetomycin-Derivat (71) 0.5 n.b. Rotlich
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Tabelle 4:  spezifischer FEinbau in Phenalinolacton A (5) nach Fiitterung von
[1-*C]Acetat und [1-"*C]Glucose

1-"C]Acetat 1-*C]Glucose
C-Atom oc (ppm) [Spez. iEinbau [Spez.]Einbau
1 78.4 0.14 0.06
2 34.0 1.01 0.40
3 70.2 0.44 0.08
4 44.9 0.86 0.03
S 47.0 0.36 0.22
6 20.2 0.58 0.39
7 40.4 0.80 0.45
8 39.7 0.34 0.04
9 55.5 0.52 0.01
10 43.9 0.72 0.49
11 243 0.68 0.42
12 122.9 0.60 0.29
13 131.4 0.43 0.48
14 40.6 0.23 0.05
15 130.0 0.02 1.28
16 98.4 0.43 0.58
18 169.2 0.96 0.95
19 139.2 0.07 0.75
20 62.4 1.07 0.20
21 68.2 0.75 0.42
22 10.3 0.62 0.05
23 22.0 0.18 0.03
24 27.7 0.16 0.02
25 170.3 18.93 0.25
26 21.2 1.03 0.85
1’ 160.5 0.99 0.45
2’ 29.2 1.14 0.10
3 116.7 0.59 0.21
4 109.1 0.64 0.05
5 134.4 0.93 0.63
6 13.2 0.40 0.02
1”7 98.2 0.28 1.25
2”7 120.7 0.96 0.76
37 23.8 1.07 0.26
47 81.6 0.60 0.09
57 68.8 0.27 0.05
6~ 17.7 0.74 0.09
7 56.7 0.00 0.00
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Tabelle 5: spezifische Einbauraten sowie 'O/'°O-Verhiltnis in Hexacyclinsiure bei
Fiitterungsexperimenten mit dem Stamm S 1013

[1-3C, "*0,lAcetat [1-C, '*0,1Propionat
C-Atom | ez Einb /%0 Spez. Einbau /%0
PEZ mpau pe
1 1.53 38.35 1.23
3 3.03 43.45 117
4 0.41 0.87
S 0.91 32.49 70.14
7 0.41 0.86
8 2.06 / 1.05
9 0.70 1.41
10 0.27 25.98 /
1 0.65 3.98
12 2.59 / 3.15
13 0.46 0.99
14 0.69 33.33 71.34
15 0.37 0.00
16 1.93 53.24 1.12
17 0.34 0.92
18 1.14 / 0.83
19 0.39 1.4
20 0.61 1.18
21 0.55 0.93
22 1.33 23.36 /
23 0.25 0.35
24 0.65 0.89
25 0.23 8.13
26 0.29 0.57
27 5.05 39.66 1.42
28 0.34 0.59
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Tabelle 6: Wachstumshemmende Wirkung der Phenalinolactone A und B auf
verschiedene Mikroorganismen

Tii 6071 | Tii 6071
A B

Organismus Medium

Prokaryonten (Gram-posititv)

Arthrobacter aurescens KM1 0 0
Arthrobacter globiformis KMI 0 Spur
Arthrobacter oxydans KM1 0 10
Arthrobacter pascens KMI1 0 0
Bacilus brevis KMI1 Spur 12
Bacillus brevis MM2 n.b. n.b.
Bacillus subtilis MM1 0 0
Bacillus subtilis KM1 0 0
Micrococcus luteus KMI1 0 0
Mycobacterium phlei KM1 0 0
Rhodococcus erythropolis KM1 10 25
Staphylococcus aureus KMI 0 0
Streptomyces viridochromogenes | KM4 10 38
Prokaryonten (Gram-negativ)
Agrobacterium tumefaciens KMI n.b. n.b.
Escherichia coli KM1 0 0
Escherichia coli MM1 0 0
Pseudomonas fluorescens KMI n.b. n.b.
Eukaryonten
Aspergillus viridi nutans KMS5 0 0
Botrytis cinerea KM2 0 0
Candida albicans KMS5 0 0
Mucor hiemalis KMS5 0 0
Paecilomyces variotii KMS5 0 0
Pencillium notatum KM5 0 0
Saccharomyces cerevisiae KMS5 0 0

Tabelle S (néichste Seite): Im chemischen Screening bearbeitete Stamme. Bewertung:
++ sehr interessant, + interessant, - uninteressant.
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Stamm Wachstum Produktion Reproduzierbarkeit | Bearbeitet
Alv 1 + - -
Alv2 ++ - -
Alv3 ++ - -
Alv 4 ++ + - +
Alv 5 ++ ++ +

Alv 6 ++ ++ -
Alv 7 - -
Alv 8 - -
Alv 9 - - -
Pap Al ++ - -
Pap A2 ++ + -
Pap B1 ++ - -
Pap B2 + + -
Pap B3 + ++ - +
Pap B4 + - -
Pap B5 + + -
Pap B6 + ++ -
Chinall ++ - -
Chinal2 ++ - -
Chinal3 ++ -
Chinal5 - - -
Chinal6 ++ ++ -

China I 8 + ++ - +
Chinal9 ++ -
Chinal 12 + ++ -
ChinaI 13 - - -
Chinal 14 - - -
Chinal 15 - - -
China II' 1 ++ ++ - +
China I1 2 ++ + -
China II 3 - - -
China Il 4 - - -
China I 5 - - -
China IT 6 ++ - -
China I1 7 ++ - -
ChinaI1 9 - - -
China II 10 + + -

China Il 11 + ++ -

ChinaII 12 + + -
China II 14 + ++ -
China II 15 - - -
China II 17 - - -
China II 19 - - -

China II 20
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