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Einleitung 1

A. Theoretischer Teil

I. Einleitung

Mit nahezu 25 % aller Todesfille z&hlt Krebs heute nach den Herz-Kreislauf-
Erkrankungen mit knapp 50 % zur zweithiufigsten Todesursache in Deutschland.' In
drei von vier Féllen von Krebsneuerkrankungen sind die Betroffenen élter als 60 Jahre
und bei einer weiter ansteigenden Lebenserwartung konnte Krebs bald zur haufigsten
Todesursache iiberhaupt werden.? Die Tatsache, daf nur die Hilfte der Krebspatienten
einen Zeitraum von fiinf Jahren nach der Erstdiagnose iiberlebt, zeigt, wie nétig eine
Verbesserung der heutigen Behandlungsmethoden ist. Die Vielschichtigkeit und
Komplexitit der Krebserkrankungen erschwert deren Therapie erheblich. So gibt es
etwa 100 verschiedene bisher identifizierte Arten von Krebs beim Menschen, die es
unmoglich machen, von einem einheitlichen Krankheitsbild zu sprechen. Eine
entscheidende Schwiche der heutigen Therapieformen ist ein Mangel an Selektivitit,
so daB neben den auBer Kontrolle geratenen Krebszellen auch gesundes Gewebe
angegriffen wird. Zudem ist die Anzahl der Faktoren, die fiir einen Ausbruch und den
Verlauf der Krankheit von Bedeutung sind, immens grol und nach wie vor
Gegenstand aktueller Forschung. Diese Vielzahl von Problemen macht deutlich, dal3
eine effektive Diagnostik und Therapie von Tumorerkrankungen nicht allein
Gegenstand einer einzelnen wissenschaftlichen Disziplin sein kann, sondern nur durch
interdisziplindre Zusammenarbeit und die Schaffung neuer Forschungsfelder zu

bewdltigen ist.

1. Naturstoffe als Antitumorwirkstoffe

Ein Beitrag, den die Naturstoffchemie leisten kann, ist die Suche nach neuen
Leitstrukturen fiir die medikamentose Behandlung von Krebs. Naturstoffe nehmen in
der Krebstherapie eine herausragende Stellung ein, so waren es denn auch Strukturen

natiirlichen Ursprungs, die in den letzten 30 Jahren die Hauptstiitze der Chemotherapie
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gebildet haben.’ Heute lassen sich iiber die Hilfte aller zugelassenen
Krebsmedikamente auf natiirliche Substanzen zuriickfithren, und kaum eine
Entdeckung hat bisher die klinische Onkologie so stark verdndert wie die der Vinca-

Alkaloide, Podophyllotoxine und der Taxane.

Pflanzen als Quelle von Antitumormitteln

Das wichtigste Krebstherapeutikum aus Pflanzen ist das aus der Rinde der pazifischen
Eibe Taxus brevifolia isolierte Taxol (1), das unter dem Namen Paclitaxel auf dem
Markt ist. Dieser Metabolit wurde bei einer Studie des National Cancer Institute (NCI)
entdeckt, die in den Jahren 1960 bis 1982 35.000 Pflanzenextrakte auf ihre
cytotoxische Aktivitit hin untersuchte.” Taxol greift durch Blockade der Mitose in die
Zellteilung ein und hemmt dabei die Depolymerisation der Mikrotubuli zu Tubulin.’
Zur Zeit ist Taxol das meistverkaufte Cytostatikum, in den USA erzielte es im Jahr
2000 einen Umsatz von 1.5 Milliarden Dollar. Die aus Vinca rosea isolierten Vinca-
Alkaloide, Vincristin (2) und Vinblastin (3), werden ebenfalls als Cytostatika
eingesetzt.’ Sie hemmen den Aufbau der Kernspindel und zeigen damit einen anderen
Wirkmechanismus als Taxol.” Der Topoisomerase-I-Inhibitor Camptothecin (4) aus
dem chinesischen Zierbaum Camptothecea accuminata fithrte zur Entwicklung der
klinisch eingesetzten Derivate Topotecan und Irinotecan.® Die Topoisomerase-I ist in
die Entpackung der verdrillten DNA vor der Replikation und Transkription involviert,

eine Hemmung dieses Enzyms fithrt zum Absterben der Zellen.
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Antitumormittel aus Mikroorganismen

Mikroorganismen haben einige Schliisselverbindungen fiir die Krebstherapie geliefert.
Hierzu gehoren unter anderem die Bleomycine und die Anthracycline Daunorubicin
und Doxorubicin (§5). Die Bleomycine gehdren zu den Glykopeptid-Antibiotika und
stammen wie die Anthracycline aus Streptomyceten. lThre Wirkung beruht auf der
Bildung von freien Radikalen, die irreversible DNA-Strangbriiche erzeugen. Die
cytotoxische Wirkung der Anthracyclin-Antibiotika ist besonders ausgeprigt in der
S-Phase des Zellzyklus. Sie wirken unter anderem tiber die Interkalation in die DNA,
was ein Ende der DNA-Replikation hervorruft. Wie bei den Bleomycinen kommt es
auch hier durch Radikalbildung zu DNA-Strangbriichen.’

Die aus Myxobakterien isolierten Epothilone (6) und (7) sind das beste Beispiel einer
neuen Klasse von Cytostatika aus Myxobakterien. Sie wurden 1993 erstmals von
Reichenbach und Hofle aus Sorangium cellulosum isoliert und 1996 in ihrer Struktur
aufgeklirt.'” Die Wirkungsweise dieser Verbindungen ist dhnlich der Wirkung von
Taxol, der Vorteil der Epothilone gegeniiber Taxol ist sowohl ithre Wasserloslichkeit
als auch ihre Verfiigbarkeit durch Fermentation. Epothilon B und einige Derivate

befinden sich in klinischen Studien.’

% Epothilon A (6): R=H O OH O
NH, Epothilon B (7): R =CH;

[0
N

Cytostatika aus marinen Quellen

Mitte der 60er Jahre wurden auch marine Organismen als Quelle pharmakologisch
aktiver Metaboliten entdeckt. Seitdem sind etwa 10.000 neue Strukturen aus marinen
Mikroorganismen, Schwidmmen, Seetangen und marinen Invertebraten wie

.12 von den iiber 300 in den letzten

Weichtieren und Seescheiden isoliert worden.
30 Jahren als antitumorwirksam patentierten Verbindungen marinen Ursprungs ist
bisher keine in die klinische Anwendung gekommen. Zur Zeit befinden sich etwa zehn

marine Naturstoffe in klinischen Studien.'?
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Eine vielversprechende Verbindungen unter ihnen ist Bryostatin 1 (8), das aus dem
Moostierchen Bugula neritina isoliert wurde und sich als wirksam gegen verschiedene
Krebsarten erwiesen hat. Der Wirkmechanismus von Bryostatin 1 auf molekularer
Ebene ist bisher nicht vollstindig verstanden. Es induziert verschiedene zelluldre
Antworten, einschlieBlich der Stimulation des Immunsystems und der Induktion von
Apoptose in Tumorzellen. Einige dieser Aktivitidten beruhen auf der Wechselwirkung
dieser Substanz mit verschiedenen Proteinkinase C Isoenzymen.'* Bryostatin 1
befindet sich zur Zeit in fiinfzig verschiedenen klinischen Studien, unter anderem zur
Behandlung von Melanomen, Leukédmie, Brust- und Lungenkarzinom. Bisher konnte
in keiner der Studien ein vollstindiger Riickgang des Tumorgewebes erzielt werden,
jedoch kam es bei einigen Patienten zur Stabilisierung der Krankheit flir einen
Zeitraum von bis zu 2 Jahren. Wie bei den meisten anderen marinen Naturstoffen ist
die Beschaffung ausreichender Mengen an Bryostatin 1 mit enormen Schwierigkeiten
verbunden. So werden aus 1000 kg Moostierchen nur 1.5 g Bryostatin 1 erhalten. Die
komplexe Struktur des Naturstoffs verhindert einen 6konomischen totalsynthetischen
Zugang zu dieser Verbindung. Zur Zeit werden Struktur-Wirkungsbeziehungen an
vereinfachten synthetischen Bryostatin-Analoga durchgefiihrt."’

Die aus Korallen isolierten Sarcodictyine und Eleutherobin (9) haben Taxol-dhnliche
Eigenschaften. Eleutherobin zeichnet sich in in vitro-Tests gegen verschiedene

Tumorzellinien durch eine 50fach stirkere Wirkung als Taxol aus.
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2.  Ansiitze fiir eine selektivere Tumortherapie

Die Entwicklung und Anwendung der Chemotherapie hat zur Verbesserung der
Behandlung von malignen Tumoren beigetragen und eine Vielzahl von
nichtlokalisierten Tumoren sowie Metastasen konnten {iberhaupt erst durch
Chemotherapeutika bekdmpft werden. Dennoch sind die heute verwendeten
Antitumorwirkstoffe nicht oder kaum in der Lage, zwischen normalen und malignen
Zellen zu differenzieren. Sie greifen insbesondere stark proliferierendes Gewebe an,
welches aber nicht nur in den sich unkontrolliert vermehrenden Tumoren, sondern
auch in anderen Funktionseinheiten des Korpers wie z. B. in den Schleimhiuten, den
Haarfolikeln und im Knochenmark zu finden ist. Das Resultat sind schwerwiegende
Nebenwirkungen wie Stérungen des Blutbildes, Haarausfall und schweres Erbrechen,
die in einigen Féllen sogar zur Einstellung der Behandlung zwingen. Dariiber hinaus
kann der unkontrollierte Eingriff der Cytostatika in den Zellzyklus gesunder Zellen zur
Schwichung der korpereigenen Abwehr und zu Mutationen fithren. Bei lidngeren
Anwendungen kann es aullerdem zu Resistenzentwicklungen kommen, bei der

Kombination mehrerer Cytostatika auch zu einer "Multidrug-Resistance".

Das zunehmende Verstdndnis der Pathophysiologie von Krebserkrankungen ertéffnet
neuartige Ansédtze der Antitumorforschung. Ziel muB3 es sein, Behandlungsmethoden
zu finden, die die Tumorzellen direkt erreichen, um das Problem der Toxizitdt von
Antitumormitteln auf normale Gewebezellen zu umgehen.

Eine wichtige Neuentwicklung ist die Erkennung von Krebszellen durch monoklonale
Antikorper, die 1975 von Milstein und Kohler erstmals hergestellt wurden'® und
mittlerweile standardméBig zuginglich sind. Solche Antikorper konnen gezielt an
Tumorzellen binden, und fiir die Tumortherapie ist entscheidend, daf3 diese Antikérper
iiber kovalente Bindungen mit anderen Molekiilen biologischer und chemischer
Herkunft verkniipft werden kénnen.

Auf dieser Basis sind in den letzten Jahren verschiedene Ansétze fiir eine selektive
Therapie entwickelt worden.'” Ein Konzept ist die Antibody-Directed Enzyme Prodrug
Therapy (ADEPT),'® welche die genotypischen Besonderheiten der Krebszelle
ausnutzt. Bei dieser Technik wird der Antikorper mit einem Enzym verbunden, das die
chemische Uberfiihrung atoxischer Derivate (Prodrugs) in die toxischen Wirkstoffe
selektiv am Tumor katalysiert. Weil das Prodrug nur in der Ndhe des Tumors durch
das Enzymkonjugat aktiviert wird, kann es im ganzen Organismus verteilt sein, ohne

Schaden an gesundem Gewebe anzurichten. Da das applizierte Konjugat als
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Katalysator fungiert, reichen bei entsprechender Aktivitit des Enzyms schon
verhidltnismiBig kleine Mengen davon am Wirkort aus, um gréfere Mengen des
Toxins freizusetzen. Somit werden auch benachbarte Krebszellen erfaf3t, die nicht
genug spezifische Antigene prisentieren, um selbst das Konjugat zu binden. Dieser
sogenannte "bystander effect” ist einer der Hauptvorteile dieses Ansatzes. In
Abbildung 1 ist das Paclitaxel-Prodrug dargestellt, welches durch das Enzym
B-Glucuronidase gespalten und damit aktiviert wird.” Das Prodrug ist im
menschlichem Serum stabil und weist eine deutlich geringere Cytotoxizitét auf als das

freie Paclitaxel.

B-Glucuronidase

+ Paclitaxel

N02 NOZ

Abbildung 1: Paclitaxel Prodrug

Weitere derzeit favorisierte Ansatzpunkte fiir die Entwicklung medikamentoser
Tumorbehandlungen sind:***'

e Modifizierung der Signaltransduktion

e Unterdriickung von Hormonwirkungen (antihormonelle Wirkstoffe)

e Zellzyklusmodulation (Hemmung der Cyclin-abhingigen Kinase)

e Hemmung der Angiogenese

e Hemmung der VEGF Rezeptor Tyrosin Kinase
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Jiingere Forschungsergebnisse geben Anlall zu der Hoffnung, die im Tumorgeschehen
auller Kontrolle geratene Zellregulation wiederherstellen zu kénnen und damit eine
Heilung in einem umfassenderen Sinn zu erzielen. So sind verschiedene Naturstoffe,
unter ihnen das erwéhnte Bryostatin 1" und die Mistellek‘[ine,22 in der Lage, die
Apoptose, der sich Tumorzellen entziehen konnen, zu induzieren. Obwohl die Mistel
seit Jahren einen hohen Stellenwert in der komplementédren Krebstherapie einnimmt,
war ihr therapeutischer Nutzen lange Zeit umstritten. Inzwischen haben vielfiltige
Forschungsansétze dazu beigetragen, die wesentlichen Wirkprinzipien der eingesetzten
Mistelextrakte zu charakterisieren. Die wichtigsten klinisch belegten Effekte sind das
cytotoxische Potential durch Auslésen von Apoptose,”” immunmodulierende
Wirkungen® und ein DNA-stabilisierender Effekt.** Obwohl die zugrundeliegenden
Mechanismen bislang noch nicht hinreichend aufgeklirt sind, konnte gezeigt werden,
daB die Anwendung von Mistelextrakten zur Begrenzung der Nebenwirkungen
wihrend der Chemotherapie und damit zu einer Verbesserung der Lebensqualitit der
Patienten fiihrt. Auch wurden bei Patienten eine verminderte Metastasenrate und eine
geringere Riickfallhdufigkeit gefunden.”

Verbliffend wenige Untersuchungen liegen bisher zu den Viscotoxinen vor, die neben
den Mistellektinen die wichtigste Gruppe cytotoxisch wirksamer Inhaltsstoffe der
Mistel darstellen.
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II. Aufgabenstellung

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit stehen Untersuchungen an Viscotoxinen (VT),
einer Klasse von basischen Mikroproteinen aus der europédischen Mistel Viscum album
L. Sie besitzen cytotoxische Eigenschaften und sind Bestandteil von Mistelextrakten,
die in der Krebstherapie eingesetzt werden.

Ausgangspunkt der Untersuchungen sollte die Ausarbeitung einer zuverldssigen
HPLC- und HPLC-MS-Analytik sein, um die verschiedenen Viscotoxin-Isoformen
einzeln und im Gemisch eindeutig identifizieren zu konnen. Hierfiir standen
Referenzproben aller sechs bisher bekannten Viscotoxine zur Verfiigung.! Da die
Viscotoxine fiir weitere Untersuchungen nicht in ausreichender Menge und Reinheit
verfiigbar waren, mullte fiir die Gewinnung dieser Peptide aus Pflanzenmaterial ein
effizientes Isolierungs- und Aufreinigungsverfahren entwickelt werden. Ein solches
Verfahren wiirde es erlauben, die benétigten Mengen an Reinsubstanzen zu gewinnen.
Dariiber hinaus sollten die Mistelextrakte auf das Auftreten bisher nicht bekannter
VT-Isoformen untersucht werden. Dem literaturbekannten Auftreten von Viscotoxin-
Phosphatkomplexen sollte nachgegangen werden, insbesondere war geplant, durch
Ausschlul von Phosphatpuffern wihrend der Aufreinigung zu kldren, ob das
Phosphation pflanzlichen Ursprungs ist.

Die cytotoxische Wirkung der Viscotoxine auf molekularer Ebene ist nach wie vor
nicht genau verstanden, deshalb sollten strukturbezogene Untersuchungen den
Mittelpunkt der Arbeiten an dieser Verbindungsklasse bilden. Da einige der
publizierten Aminosduresequenzen der Viscotoxine mit weniger prizisen Verfahren
gewonnen worden waren, schien eine Uberpriifung dieser Sequenzvorschlige mit
neueren Methoden sinnvoll.***’ Dariiber hinaus war eine Aufklirung der bisher nicht
bekannten Primérstruktur von VT U-PS geplant.*® Fiir eine detaillierte Einsicht in die
Molekiilgeometrie erschien die Kristallisation einzelner Isoformen mit anschlieBender
Rontgenstrukturanalyse  attraktiv, da  bisher noch keine entsprechenden

Untersuchungen an Viscotoxinen durchgefiihrt worden waren.

' Die erwihnten Reinsubstanzen und Gemische erhielten wir im Rahmen einer Zusammenarbeit mit dem Carl
Gustav Carus-Institut in Niefern-Oschelbronn. Herrn Dr. Armin Scheffler und Herrn Sebastian Jager danke ich
fiir die Uberlassung von Viscotoxin-Fraktionen, zahlreiche fruchtbare Diskussionen und Erfahrungsaustausche.
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Mit allen isolierten Viscotoxinen sollten vergleichende Untersuchungen zur Stabilitét
und zur biologischen Aktivitdt (Plattendiffusionstests, Einschleusung in Testsysteme)

durchgefiihrt werden.

Den zweiten Teil dieser Arbeit bildet die ausfiihrliche Untersuchung zweier
ausgewdhlter Streptomyceten-Stimme hinsichtlich ihrer Sekundirstoffbildung. Die
beiden Stimme G 3592/1 und Tii 2471 waren im chemischen Screening** durch die
Bildung der gelb fluoreszierenden und mit Anisaldehyd-Sprithreagenz intensiv griin
anfirbenden Metaboliten der Gilvocarcin-Reihe aufgefallen. Diese Metaboliten
besitzen z. T. eine ausgeprigte Hemmwirkung auf Tumorzellinien. Durch Variation
der Kultivierungsbedingungen im Sinne der Ein-Stamm-Viele-Komponenten-Methode
(OSMAC-Methode)'*® galt es, ihr Biosynthesepotential auszuschdpfen. Weiterhin war
geplant, im Sinne einer Vorldufer-dirigierten Biosynthese, Mischfermentationen mit
einem Chartreusin-Produzenten als Fremdstamm durchzufiithren. Aufgrund der
strukturellen Verwandtschaft von Chartreusin (10) zu den Metaboliten der
Gilvocarcin-Gruppe, wie z. B. Chrysomycin A (11), erschien es moglich, durch
Akzeptanz der Polyketidsynthase-Produkte des einen Stammes von den post-PKS-
Enzymen des jeweils anderen Stammes neue Sekundérstoffe zu erhalten. Die isolierten
Metaboliten sollten in ihrer Struktur aufgekldrt und hinsichtlich ihrer biologischen

Aktivitit untersucht werden (Plattendiffusionstests, Bestimmung der Cytotoxizitét).

OCH; OH
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III. Viscotoxine aus der europiischen Mistel Viscum album L.

1. Die Pflanze Viscum album L.

1.1. Botanik der Mistel

1.1.1. Systematische Stellung und Verbreitung

Viscum album L. gehort nach der systematischen Stellung zur Klasse der
Zweikeimblittrigen Bedecktsamer, zur Unterklasse der Rosidae und dort innerhalb der
Ordnung der Santalales zur Familie der Viscaceae.”” Zu der Ordnung der Santalales
zdhlen neben Viscaceae unter anderem die Familien Loranthaceae, Santalaceae,
Olacéaceae sowie Eremolepidaceae. All diesen Familien ist ihr, auf Baumen wachsend,
halbparasitischer Lebensstil gemein.*

Die Familie Viscaceae unterteilt sich in sieben Gattungen mit ungefihr 400 Spezies.”'
Die Gattung Viscum besteht aus etwa einhundert Arten, wovon der grofte Teil in
Siidafrika (45 Arten), Madagaskar (30 Arten) und Asien (20 Arten) verbreitet ist.”* In
den gemidBigten Zonen Mitteleuropas findet man die beiden Viscum-Arten Viscum
album L. und Viscum cruciatum ex. Boiss. Die Verbreitung der weillbeerigen Mistel
(Viscum album L.) reicht von Nordeuropa bis Nordwestafrika, von Osteuropa iiber
Zentralasien bis hin nach Japan. In Amerika findet man Viscum album L. nur in

Kalifornien, aus Kultivierungsversuchen stammend.*

1.1.2. Lebensweise und Wirtsbiume der Mistel

Die Mistel Viscum album L. gehort zu den immergriinen halbparasitischen
Bliitenpflanzen. Sie ist abhdngig von der Wasser- und Mineralstoffversorgung durch
den Wirt, kann allerdings selbstindig Kohlenhydrate durch Photosynthese
produzieren.’® Von Sélédzhanu und Galan-Fabian konnte gezeigt werden, daB es
zwischen dem Wirt und der Mistel zu keinem signifikanten Transport von organischen
Substanzen kommt.”

Tubeufbeschrieb 1907 erstmals die Wirtsspezifitdt der weillbeerigen Mistel in Europa.

Wihrend demnach V. album L. ssp. album (= ssp. platyspermum Kell.) nur auf
Laubbdumen wiéchst, siecht man V. album L. ssp abietis Beck. nur auf der Tanne. Auf
Kiefernarten und selten auch auf Fichten und Lérchen findet man V. album L. ssp.

austriacum (Wiesb.) Vollm. (= ssp. laxum Fiek).”® Zu den Laubbidumen, die von
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V. album L. ssp. album bevorzugt werden, gehoren u. a. Pappel (Populus), Apfelbaum
(Malus), Esche (Fraxinus), Ahorn (Acer) und Birke (Betula). Dagegen ist die Mistel
duBerst selten auf Eichen (Quercus) und Ulmen (Ulmus) vertreten. Einige Bdume, wie
beispielsweise die Buche oder der Buchsbaum, sind resistent gegeniiber
Mistelansiedlungen.® Der einzige bisher entdeckte natiirliche Sammelwirt ist der
Ginster (Genista cinerea), der sowohl V. album ssp. album als auch V. album ssp.

. 36
austriacum tragen kann.

1.1.3. Entwicklung und Wachstum

Zu ihrer Vermehrung ist die Mistel auf die Vogelwelt angewiesen, die die
Mistelbeeren, welche im Winter reifen, auf zwei Wegen verteilt. Einige Arten, unter
thnen die Misteldrossel, nehmen die gesamte Beere als Nahrung auf und scheiden die
Samen mit dem Kot wieder auf einem Ast aus. Andere Arten, wie z.B. die
Monchsgrasmiicke, essen nur das Fruchtfleisch der Beere und lassen den Samen
zuriick. Auf dem Baum bleiben die klebrigen Samen haften und nach Keimung und
Ausbildung der Haftscheibe erfolgt die Ausbildung des wurzelartigen Senkers, der bis
zum Xylem des Wirtes vordringt. Uber diesen erhilt die Mistel Zugang zu Wasser und
Néhrstoffen des Wirtes. Die Keimung erfolgt wie bei allen anderen Pflanzen in den
ersten Monaten des Jahres. Im darauffolgenden Friihjahr, ein Jahr nach der Keimung,
wachsen dann die ersten zwei kleinen Bléttchen aus der Spitze des Keims. Danach
folgt wiederum eine einjdhrige Ruhepause, bevor es zu neuem Blattwuchs kommt.
Von dem unverzweigten, mittelachsenbetonten Wachstum tritt die Mistel ab dem
vierten bis fiinften Lebensjahr in eine zweite Wachstumsphase ein, in der sie sich
gabelformig verzweigt und blitht. Sie gewinnt erst im Laufe vieler Jahre ihre
kugelférmige Gestalt.”” Mistelpflanzen sind zweihiusig, d. h. ménnliche und weibliche
Bliiten wachsen getrennt voneinander auf zwei Pflanzen. Die Bliitenstdinde werden im
Oktober ausgebildet und blithen zwischen Januar und Mirz. Im Winter des folgenden
Jahres gelangt die Frucht dann zur vollen Reife und kann bis in den Friihling hinein
am Busch verbleiben. Der Mistelbusch benétigt also von der ersten Bliiteninduktion
bis zur reifen Frucht ca. 17 Monate, er verhilt sich somit im Entwicklungsablauf

jahreszeitlich entgegengesetzt zu allen anderen hoheren Pflanzen.
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1.1.4. Die Sonderstellung der Mistel

Die erste umfangreiche Darstellung von Wachstum und Biologie der Mistel verfalite
Anfang des 20. Jahrhunderts der Botaniker Karl von Tubeuf.*® Von ihm stammt der

vielzitierte Satz: "Nichts an dieser Pflanze ist normal".

Botanisch gesehen unterscheidet sich die Mistel als DNA-reichste Bliitenpflanze®® in
vielen Merkmalen von der sonstigen Pflanzenwelt (siehe auch vorheriges Kapitel). Als
erstes sei die besondere Beziehung zur Erde genannt, zu der die Mistel keinen direkten
Kontakt hat.** Im Gegensatz zu anderen hoheren Pflanzen zeigt die Mistel negativen
Geotropismus und negativen Heliotropismus, d. h. sie orientiert sich wihrend des
Wachstums weder in Richtung der Schwerkraft noch neigt sie sich der Sonne zu.
Vielmehr bildet die Pflanze einen kugelférmigen Busch, der sich unabhingig von
Lichteinfall und Schwerkraft durch dichotome Teilung ausbreitet. Das der Wurzel
entsprechende Organ ist bei der Mistel der Senker. Er breitet sich nicht im Baum aus
wie Wurzeln in der Erde, sondern wichst mit dem Baum nach auB3en, in die Peripherie,
unabhingig von seiner rdumlichen Lage.

Eine weitere Figenart weisen die Blétter der Mistel auf. Anders als normale
Laubblitter besitzen Mistelblitter keine ausgeprigte Ober- bzw. Unterseite. Die
Spaltoffnungen zur Kohlendioxid- und Wasserautnahme sind vielmehr iiber beide
Seiten des Blatts verteilt. Unter hoheren Bliitenpflanzen mit sekunddrem
Dickenwachstum zeichnet sich die weillbeerige Mistel durch eine auffallend
retardierte Morphologie aus. Thre Blétter dhneln eher den einfachen Blattstrukturen
normaler Pflanzen im Keimstadium. Sie bleiben immer griin, bis sie in ihrem zweiten
Lebensjahr abfallen, ohne vorher zu welken. Die Bliiten sind eher unscheinbar.

Auch zum Licht hat Viscum album L. eine besondere Beziehung. Der griine Samen ist
fiir sein Uberleben auf das Licht angewiesen, das durch die transparente Fruchthiille
hindurch scheint. Wahrend andere Pflanzen im Dunkeln in der Erde keimen, braucht

die Mistel zum Keimen Licht.*

1.2.  Eine heilkriftige Pflanze mit langer Tradition

Um die Mistel ranken sich vielerlei Mythen. Die Bedeutung der Mistel in fritheren
Zeiten wird auch in ihren vielfiltigen volkstiimlichen Bezeichnungen widergespiegelt.
Hier seien nur einige genannt: Drudenfull, Hexenbesen, Bocksfutter, Elfklatte,
GeiBkrut etc.' Der Glaube an ihre Zauberkraft reicht bis in die Antike zuriick. Schon

um 300 v. Chr. wurde die Mistel als immergriine auf Bdumen wachsende Pflanze von
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Theophrastos beschrieben.** Sie wird von zahlreichen Autoren des Altertums und des
Mittelalters als Heilpflanze aufgefiihrt, so von der hippokratischen Schule, von Plinius,
Hildegard von Bingen, Tabernaemontanus u. a.. Vor allem die Epilepsie wurde mit
Mistelpréparaten behandelt, aulerdem Milzsucht, Brustenge sowie Fertilitits- und
Geburtsstorungen unterschiedlicher Genesen (siehe Tabelle 1). In der Volksmedizin,
z. B. bei den Kelten, aber auch regional im Deutschland des 19. Jahrhunderts, wurde
die Mistel vielfach als Allheilmittel betrachtet. Gegen Ende des 19. Jahrhunderts sank
die Bedeutung der Mistel stark ab, jedoch stieg Anfang des 20. Jahrhunderts das
klinisch-pharmakologische Ansehen aufgrund ihrer blutdrucksenkenden Wirkung
erneut. Ebenfalls wurde die Pflanze in dieser Zeit bei degenerativen
Gelenkerkrankungen verabreicht.*

Die parenterale Gabe von Mistelextrakten zur Krebsbehandlung geht auf den
Anthroposophen Rudolf Steiner zuriick. Er empfahl 1920 aufgrund der oben
dargestellten  biologischen  Sonderstellung der Mistel den Einsatz als
Krebstherapeutikum. Zu diesem SchluBl kam Steiner aufgrund der vergleichenden
Betrachtung von Mistelwachstum und Tumorentwicklung.**

Heute gibt es zahlreiche Mistelpriparate von unterschiedlichen Herstellerfirmen,* die
sich hinsichtlich des Herstellungsprozesses und der Verwendung verschiedener
Mistelarten unterscheiden. Ein Blick in die Literatur zeigt, dal die Mistel derzeit ein
weites und interessantes, zum Teil aber auch umstrittenes Forschungsfeld aufweist.
Vielfdltige Forschungsansédtze haben inzwischen dazu beigetragen, wesentliche
Wirkprinzipien der Mistelextrakte zu charakterisieren, dazu gehoren insbesondere die

Immunmodulation und die Cytotoxizitét.

Tabelle 1: Geschichte der Mistel als Heilpflanze.*

5. Jahrhundert v. Chr. Nierenerkrankungen, Primenstruelles Syndrom

1. Jahrhundert n. Chr. Allheilmittel, Gegengift, Unfruchtbarkeit

12. Jahrhundert n. Chr.  Epilepsie, Nieren- und Milzerkrankungen, Unfruchtbarkeit
bei Frauen, Ulcus

16. Jahrhundert n. Chr.  Epilepsie, Leber- und Milzerkrankungen

18. Jahrhundert n. Chr.  Epilepsie, = Herzschwiche, Odeme, Lungen- und
Lebererkrankungen

19. Jahrhundert n. Chr. Volksmedizin, Allheilmittel

20. Jahrhundert n. Chr.  Bluthochdruck, Arthrose und Krebserkrankungen
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1.3. Viscotoxine und andere Inhaltsstoffe der Mistel

Der Gesamtextrakt aus Mistelpflanzen — aus Stengeln, Blattern und Beeren — enthélt
ein breites Spektrum an Inhaltsstoffen.*® Die Zusammensetzung und der Gehalt der
einzelnen Inhaltsstoffe variieren innerhalb der drei Subspezies und innerhalb der
verschiedenen Laubholzmisteln. Daneben spielt auch das Geschlecht der Mistelpflanze
und der Erntezeitpunkt eine Rolle, da der Gehalt einzelner Verbindungen im
Jahresverlauf schwankt. Nicht alle Bestandteile sind gleichmédBig in der Pflanze

4 .
" Diese

verteilt, manche reichern sich im Stengel an, andere in den Blittern.
Erkenntnisse sind fiir die pharmakologische Anwendung der Mistelextrakte von
verschiedenen Wirtsbdumen von groBer Bedeutung, da auch die Zusammensetzung der
pharmakologisch bedeutsamen Wirkstoffe, der Mistellektine (ML) und Viscotoxine
(VT), abhingig von den oben genannten Parametern variiert.****

Die wichtigsten Komponenten und ihre bisher bekannten Wirkungen werden im

Folgenden néher beschrieben.

1.3.1. Viscotoxine

Die Viscotoxine gehoren zu den pharmakologisch wichtigen Inhaltsstoffen der Mistel.
Erste Experimente zur Anreicherung dieser Peptide wurden 1942 von Winterfeld”
beschrieben, der Begriff "Viscotoxin" wurde allerdings erst im Jahre 1948 von
Winterfeld und Bijl*® geprigt. Nach mehreren Strukturvorschligen definierten sie
diesen Mistelwirkstoff als ein "Protein, ausschliefSlich aus Aminosiuren bestehend".
Die letale Dosis LD dieser isolierten Substanz betrug 0.8 mg je kg Kaninchen.

Die Viscotoxine erwiesen sich in spdteren Untersuchungen als eine Klasse basischer,
amphiphiler und cysteinreicher Mikroproteine mit einem Molekulargewicht von etwa
5 kDa. Sie bestehen jeweils aus 46 Aminosduren und zeigen hinsichtlich der internen
Disulfidbriicken und der Primérstruktur Verwandtschaft zur Familie der a- und
B-Thionine, einer Gruppe pflanzlicher, hochbasischer Polypeptide mit 3 oder 4
Disulfidbriicken.”' Thionine spielen wegen ihren vielfiltigen biologischen Aktivititen
eine wichtige Rolle bei den Abwehrmechanismen der Pflanze.’>> Eine strukturelle
Ahnlichkeit haben die Viscotoxine auch zu einigen Schlangengiften, vor allem zu dem

Gift der Kobra.>*

Bislang sind sechs Isoformen der Viscotoxine beschrieben worden, ndmlich
Viscotoxin Al (12),”*°° A2 (13),”°° A3 (14),” B (15),° 1-PS (16)’’ und U-PS (17).*®

Mit Ausnahme der Isoform U-PS wurden Primérstrukturanalysen aller Viscotoxine
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publiziert, dargestellt in Abbildung 2. In Anbetracht der Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit erscheinen jedoch Zweifel an der Richtigkeit dieser Aminosduresequenzen
angebracht (siche Kapitel A.I11.3.1.3).

Viscotoxin A3 (MW 4829.55 Da)
KSCCPNTTGR NIYNACRLTG APRPTCAKLS GCKIISGSTC PSDYPK

Viscotoxin A2 (MW 4827.45 Da)
KSCCPNTTGR NIYNTCRFGG GSRQVCASLS GCKIISASTC PSDYPK

Viscotoxin Al (MW 4883.55 Da)
KSCCPSTTGR  NIYNTCRLTG SSRETCAKLS GCKIISASTC PSNYPK

Viscotoxin B (MW 4851.47 Da)
KSCCPNTTGR NIYNTCRLGG GSRERCASLS GCKIISASTC PSDYPK

Viscotoxin 1-PS (MW 4897.54 Da)
KSCCPNTTGR NIYNTCRFGG GSREVCARIS GCKIISASTC PSDYPK

Abbildung 2: Aminosduresequenzen und die daraus berechneten Molmassen der
Viscotoxine.

Die Primirstrukturen der Viscotoxine lassen eine groBe Ahnlichkeit untereinander
erkennen. Sie enthalten eine gro3e Anzahl konservierter Bereiche, an 32 der insgesamt
46 Positionen finden sich gleiche Aminosduren. Differenzen zeigen vor allem
Positionen im zentralen Bereich der Sequenz. N- und C- terminal befindet sich in allen
Féllen Lysin. Der hohe isoelektrische Punkt von pH 9-11 ist auf den Gehalt an Lysin
und Arginin zuriickzufithren. Wie in Abbildung 3 exemplarisch an Viscotoxin A3
gezeigt ist, liegen die drei Disulfidbriicken in allen Isoformen zwischen Cys’/Cys”,
Cys’/Cys® und Cys'%/Cys”. Sie bilden ein peliculares strukturelles Motif ("concentric
motif"),”> welches fiir die Stabilitit der Struktur mitverantwortlich ist. Viscotoxine
zeichnen sich durch hohe Hitzestabilitdt aus und sind weitgehend resistent gegen
Proteasen wie Trypsin und Chymotrypsin.”’®’ Auch konnte an anderen Peptiden mit
demselben Motif, wie z. B. an Thioninen und Saponinen, die Fahigkeit zur Interaktion

mit der Zellmembran beobachtet werden.®
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Disulfidbriicken

KSCCPNTTGR NIYNACRLTG APRPTCAKLS GCKIISGSTC PSDYPK

Abbildung 3: Primérstruktur und Stellung der Disulfidbriicken von Viscotoxin A3.

Biosynthetisch entstehen die Viscotoxine durch Abspaltung aus hochmolekularen
ribosomalen Vorldufern. Diese bestehen aus einer Signal-Sequenz, der
Viscotoxindoméne und einer sdurebildenden Doméne. Letztere spielt eine wichtige
Rolle bei der Unterbindung der toxischen Effekte der Viscotoxine in der pflanzlichen
Zelle.”!

Der Gehalt dieser Mikroproteine innerhalb der Mistel belduft sich auf 0.1 — 1.0 %.%
Viscotoxine kommen vor allem in der Peripherie der Pflanze vor, in den
Speichervakuolen junger Blitter, Stengel und Beeren. Geringe Mengen findet man
ebenfalls im Cytoplasma der Samen. Im Sommer ist der Viscotoxin-Gehalt in der
Pflanze am hochsten, ab September beginnt er abzunehmen und ist in den
Wintermonaten relativ niedrig.”® Die Viscotoxine sind bisher ausschlieBlich in der
Mistel nachgewiesen worden, im Gegensatz zu deren anderen Inhaltsstoffen.**

Wie bereits in Kapitel A.IIl.1.1.2 erwédhnt wurde, ist das Viscotoxinmuster auch von
dem jeweiligen Wirtsbaum abhéngig, auf dem der Halbschmarotzer wéchst. Wéahrend
in Laubbaummisteln vor allem VT A2 und VT A3 neben kleineren Mengen VT Al
und VT B vorkommen, sind VT 1-PS und VT U-PS in Misteln dieser Herkunft nicht
nachzuweisen. Im Gegensatz dazu enthélt die Kiefernmistel tiberwiegend VT 1-PS
und VT U-PS (>70 %), VT Al tritt dagegen nicht auf, und der Gehalt an VT A2,
VT A3 und VT B ist sehr gering. In der Tannenmistel kommen alle Viscotoxine vor,
VT A3 zu iiber 70 %, VT A2 macht den geringsten Anteil aus.”” Die prozentuale
Zusammensetzung der Viscotoxine von Misteln auf verschiedenen Laubbdumen
unterscheidet sich nicht, nur der Gesamtgehalt variiert stark. Apfelbaummisteln sind
mit 3.2 mg Gesamtviscotoxine pro g Frischgewicht die viscotoxindrmsten, wihrend
die Pappel mit 5.8 mg/g Frischgewicht zu den viscotoxinreichsten unter den
Laubbaummisteln gehort. Die Viscotoxinmenge in der Tannenmistel entspricht

ungefdhr der in der Laubbaummistel, in der Kiefernmistel ist sie hingegen auffillig
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gering, ca. 1.4 mg/g.*® Zur biologischen Aktivitit dieser Verbindungen siehe Kapitel
A.Ill4.

1.3.2. Mistellektine

Lange glaubte man, dal3 die Viscotoxine die einzigen toxischen Bestandteile der Mistel
seien. Jedoch tragen auch andere Proteine, wie die erst spiter entdeckten Mistellektine,
zur Toxizitdt dieser Pflanze bei. Die ersten Hinweise auf das Vorkommen von
Lektinen in der Mistel wurden 1956 gefunden, aufgrund Agglutination menschlicher
Erythrozyten nach Kontakt mit wiBrigen Mistelextrakten.®® Seit dieser Entdeckung
haben zahlreiche Arbeitsgruppen ihre Forschung diesen Inhaltsstoffen gewidmet, was
sich in der groen Zahl an Publikationen zur Isolierung, chemischen Struktur und
biologischen Wirkung widerspiegelt.®”**

Lektine (lat.: legere = sammeln) sind Glykoproteine, welche eine spezifische
Bindungsstelle fiir Zucker aufweisen.”” Sie kommen nicht nur in der Mistel, sondern
auch in Viren, Bakterien, Pilzen, Tieren und im Menschen vor. Das erste Lektin
tiberhaupt wurde 1888 von Stillmark beschrieben. Es handelte sich dabei um das
hochtoxische Ricin aus der Ricinusstaude, welches mit den Mistellektinen sowohl
strukturell als auch in seiner biologischen Wirkung eng verwandt ist.”

Viscum album L. enthdlt drei Gruppen von N-glykosylierten Isolektinen, die
Mistellektine ML-1, ML-IT und ML-III. Die Mistellektine gehoren zu den toxischen
Glykoproteinen mit einen Kohlenhydratanteil von ca. 11 %. Sie binden an
Glykokonjugate, die D-Galactosyl- oder N-Acetyl-D-Galactosaminyl-Reste enthalten
(siehe Tabelle 2). Von den drei identifizierten Lektinen ist ML-I das hiufigste und das
am stirksten cytotoxische. Es besteht wie die beiden anderen Lektine aus zwei
Untereinheiten, einer A-Kette und einer B-Kette, die iiber Disulfidbriicken miteinander
verbunden sind. Fiir beide Untereinheiten wurden Primérsequenzen publiziert, und fiir
71,72

die A-Kette sind verschiedene Isoformen beschrieben worden.
ML-II und ML-III liegt ML-I in hoheren Konzentrationen als Dimer vor, wobei die

Im Gegensatz zu

Monomere durch hydrophobe Wechselwirkungen der B-Ketten miteinander verbunden

sind.”
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Tabelle 2: Ausgewihlte Eigenschaften der Mistellektine.***®

Lektin Molmasse  Kohlenhydrat- Anzahlder = Molmasse der Ketten
[Da] spezifitit Ketten A/B [Da]
ML-I 115 000 D-Galactose 4 29 000/ 34 000
ML-II 60 000 D-Galactose/ 2 27000 /32 000
N-Acetyl-D-
Galactosamin
ML-IIT 60 000 N-Acetyl-D- 2 25000/30 000
Galactosamin

Die B-Kette der Mistellektine fungiert als Haptomer, sie besitzt mehrere
Zuckerbindungsstellen mit Spezifitdt fiir D-Galactose oder N-Acetyl-D-Glucosamin.
Durch Aktivierung von Makrophagen und Granulozyten wirkt die B-Kette von ML-I
stimulierend auf das Immunsystem.’*”” Die A-Kette wirkt als Effektomer und ist die
cytotoxische Komponente im Lektinmolekiil. Thre Wirkung beruht einerseits auf der
Stimulation der Lymphozyten zur Zytokinfreisetzung und andererseits auf der
Hemmung der Proteinbiosynthese auf ribosomaler Ebene, was zur Apoptose fiihrt.”*"’
Bewirkt wird diese Hemmung durch die RNA-N-Glykosidase-Aktivitdt der A-Kette,
diec Adenin aus der 28S-rRNA der eukaryontischen Ribosomen freisetzt.”® Beide
Ketten sind nur in Kombination cytotoxisch, da die B-Kette an Glykokonjugate mit
terminalen D-Galactosyl-Resten auf der Targetzelle bindet und hierdurch die

endozytotische Aufnahme der A-Kette in die Zelle ermoglicht.

In vitro- und in vivo-Untersuchungen bestdtigen, daBl die Mistellektine eine
wesentliche Rolle fiir die biologische Aktivitit der Mistelextrakte spielen.”” ML-I ist
fir  verschiedene = immunmodulatorische  FEigenschaften der Mistelextrakte
verantwortlich. Nicht-toxische Dosen von ML-I (1 ng/kg Korpergewicht) verursachen
einen signifikanten Anstieg der Zahl natiirlicher Killer- und T-Helfer-Zellen.**®
Dariiber hinaus verstirkt die Gabe von ML-I die phagozytotische Aktivitdt von
Granulozyten und Monozyten sowie die Expression von Interleukin (IL)-2-Rezeptoren
auf T-Lymphozyten. FEin hierdurch signalisierter Anstieg der Aktivitdt nicht-
spezifischer Abwehrmechanismen konnte eine klinisch vorteilhafte Bedeutung fiir die

Krebstherapie haben.”***

Neben seiner immunmodulatorischen Wirkung verursacht
ML-I auch einen Anstieg der p-Endorphinkonzentration im Plasma.®® In verschiedenen

Tumorzellinien wirkt das Gesamtmolekiil ML-I durch Apoptoseinduktion stark
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cytotoxisch.”*™ In Leukimie-L1210-Zellen betriigt die EDs, 3.2 ng/mL. Ahnliche
Resultate findet man auch in anderen Tumorzellinien. Bei Hepatomzellen der Ratte
(HTC) ist allerdings eine einhundertmal stidrkere Konzentration nétig, um den gleichen
Effekt zu erzielen.”” Eine Zusammenfassung der biologischen Eigenschaften von
Mistellektin I zeigt Tabelle 3.

Tabelle 3: Biologische Eigenschaften von Mistellektin I sowie von dessen A- und B-Kette.

Biologische Aktivitét ML-I  A-Kette B-Kette

Agglutination von Zellen + - +
Hemmung der Proteinbiosynthese
1. auf zelluldrer Ebene - - -

2. auf ribosomaler Ebene

Zellfreies System + + -

Zellsystem + + -
Aktivierung von Makrophagen + - +
Steigerung der Phagozytoseaktivitdt von Leukozyten - - +
Mitogener Effekt - + -
Hemmung der Allergen-induzierten
Histaminfreisetzung + - +
Lymphokinfreisetzung nb (+) +
Potentieller Bestandteil von Immuntoxinen nb + -
Cytotoxizitit + (+) -

nb = nicht bestimmt

Inzwischen wurde durch Klonierung des Mistellektin-Gens von Viscum album ein
rekombinantes Mistellektin  (rML) hergestellt. Dieses trdgt jedoch keine
Kohlenhydratbausteine mehr, die bei den natiirlichen Mistellektinen die Wirkung
modulieren.* %

Im Unterschied zu den Viscotoxinen sind die Mistellektine iiberwiegend in den
Zellvakuolen der Kurztriebe und im Senker der Pflanze angereichert. Den hochsten
ML-Gehalt weist die Mistel von November bis Januar auf. Wie bei den Viscotoxinen
hiangt auch bei den Mistellektinen das Auftreten und die Konzentration einzelner
Isoformen stark von der Subspezies und der Art des Wirtsbaums ab. Kiefernmisteln

enthalten ausschlie8lich ML-III und haben insgesamt den geringsten Lektin-Gehalt. Zu
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den lektinreichsten unter den Laubbaummisteln gehéren die Pappel- und

Lindenmisteln mit 400-800 pg/g Frischgewicht, wobei hier das ML-I iiberwiegt.*®

1.3.3. Weitere Inhaltsstoffe

Neben den Viscotoxinen und Mistellektinen gibt es noch eine Reihe weiterer
Inhaltsstoffe (siehe Tabelle 4), welche verschiedene toxische und immunstimulierende
Wirkungen entfalten konnen. Ungewdhnliche Anreicherungen zeigt die Mistel bei
Proteinen, Thiolen, Arginin, Kalium und Phosphat. Sie enthédlt mehr als 600
verschiedene Proteine bzw. Peptide’’ und einen erheblichen Anteil an freien
Aminosduren. Hier sei auf das auffallend hohe Vorkommen von Arginin (ca. 38 %
aller Aminosduren) hingewiesen, was sich auch in der Primérstruktur der Viscotoxine
widerspiegelt (sieche Abbildung 2). Es scheint eine Besonderheit der Mistel zu sein,
Arginin als Stickstoffspeicher zu verwenden.®” Ebenfalls bemerkenswert ist der hohe
Thiolgehalt, zu 90 % in Form von Glutathion.®*®

Tabelle 4: Inhaltsstoffgruppen der Mistel. 4662

Stoffklasse charakteristische Beispiele Anzahl Menge [% TS]
Bemerkungen

DNA DNA-reichste -
Bliitenpflanze

Proteine > 600 10-25

- Glykoproteine ~ Lektine > 20, 4 Gruppen  0.003-0.6

- Enzyme Sorbitoldehydrogenase > 100 -

- Thionine Viscotoxine > 6 0.1-1.0

freie Aminosduren L-Arginin, L-Cystein >15 0.05-12

Thiole Glutathion >3 0.5-11

Amine Cholin, Tyramin > 6 -

Polysaccharide Arabinogalaktane > 6 10-35

16sliche Zucker Saccharose >5 0.5-5

Cyclitole Mannitol, Pinitol >5 0.5-5

Lipide Triacylglyceride > 10 20-50

Phytosterole B-Sitosterol, Stigmasterol >4 -

Triterpene Oleanolséure, Betulinsdure 5 -

Flavonoide Quercetinderivate, Rhamnazin > 20 -

Phenylpropanoide Kaffeesdure, Sinapinséure >15 -
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In der Mistel lassen sich verschiedene Flavonoide nachweisen, z. B. Quercetin und
seine Derivate.*' Quercetin weist eine anti-proliferative Wirkung auf. In kultivierten
Leukéimie- und Tumorzellen sowie in Lymphozyten induziert es Apoptose.* Fiir die
Cytotoxizitit der Mistelextrakte haben die Flavonoide nur eine geringe Bedeutung, da
thre Wirkung durch die des ML-I tiberlagert wird. Weitere pharmakologisch aktive
Inhaltsstoffe sind die Phenylpropanoide, Lignane und die Amine, welche

kardiovaskulire Effekte aufweisen.’®’!

Die immunmodulierende Wirkung von
Mistelextrakten beruht nicht nur auf ihren cytotoxischen Komponenten (ML und VT),
sondern auch auf verschiedene Oligo- und Polysacchariden. Diese bewirken ebenfalls
die Aktivierung von NK-Zellen und Makrophagen®® und zeigen zudem eine
synergistische Wechselwirkung mit anderen Mistel-Inhaltsstoffen, u.a. den

Mistellektinen.’>"*

2.  HPLC-Analytik von Viscotoxinen

2.1. Optimierung der HPLC-Analytik mit Referenzsubstanzen

Zur Analyse von Mistelextrakten und um die bendtigten Mengen einzelner Isoformen
der Viscotoxine fiir spdtere Untersuchungen isolieren zu konnen, sollte eine
zuverldssige HPLC-Analytik fiir diese Substanzklasse eingerichtet und optimiert
werden. Dies war notwendig, um Viscotoxine einzeln und im Gemisch eindeutig
identifizieren zu  konnen.  Ausgangspunkt Dbildete eine Reihe reiner
Referenzviscotoxine (VT Al, VT A2, VT A3, VT B, VT 1-PS und VT U-PS) sowie
mehrere Viscotoxin-Gemische unterschiedlicher Herkunft und eine bisher nicht
literaturbekannte Verbindung 18 mit Viscotoxin-artigen Eigenschaften.'

Da es sich bei den Viscotoxinen um Peptide handelt, ist die Reversed-Phase-
Chromatographie (RPC) fiir analytische und priparative Trennungen dieser
Verbindungen die Methode der Wahl’® Bei der RPC findet eine hydrophobe
Wechselwirkung des Analyten mit der unpolaren stationdren Phase im polaren,
wéBrigen Losungsmittel statt. Die Elution erfolgt mit Hilfe eines polaren organischen
Losungsmittels, das mit dem adsorbierten Molekiil um Bindungsstellen an der
stationdren Phase konkurriert. Es wurden verschiedene stationdre RPC-Phasen mit
Alkylketten unterschiedlicher Lange (Cg und Cig) getestet. Mit der Linge dieser
Kohlenwasserstoftketten steigt der hydrophobe Charakter der stationdren Phase

solcher Sdulen. Typisch fiir Peptidtrennungen ist die Verwendung von Cig-Séulen,
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allerdings konnten bei der Auftrennung der Viscotoxine mit Cg-Sédulen in Rahmen
dieser Arbeit bessere Ergebnisse erzielt werden.” Als organisches Losungsmittel
wurde Acetonitril gewéhlt, das im Unterschied zu Methanol bis zu 200 nm
UV-durchldssig ist und damit den Nachweis von Peptidbindungen mit einem
Absorptionsmaximum von 195 nm erlaubt. Ein Nachweis auf der Basis der
aromatischen Tyr/Trp-Seitenketten bei 280 nm ist dagegen sehr unempfindlich. In
Abbildung 4 ist die Elutionskraft und die Polaritit von Acetonitril im Vergleich zu

anderen gingigen Losungsmitteln dargestellt.

Elutionskraft

>

Wasser > Methanol > Acetonitril > n-Propanol > Tetrahydrofuran
<

Polaritit

Abbildung 4: Elutionskraft und Polaritit von Acetonitril im Vergleich zu weiteren HPLC-
Losungsmitteln.

Eine Moglichkeit, die Trennleistung in der RPC zu verbessern, ist der Zusatz von
Ionenpaar-Reagenzien. Diese binden als Gegenionen an die geladenen Seitenketten der
zu trennenden Peptide und nehmen damit Einflu auf deren hydrophoben Charakter.
Auf diese Weise werden Retention und Trennleistung verbessert. Trifluoressigsidure
(TFA) ist als Ionenpaar-Reagenz vorteilhaft, da es bis 205 nm UV-durchlédssig und
zudem leicht fliichtig ist.”* In der vorliegenden Arbeit wurde daher allen HPLC-

Losungsmitteln TFA in einer Konzentration von 0.1% zugesetzt.

Von allen getesteten Séulen lieferte die Bischoff Prontosil-Sdule die beste
Trennleistung. So konnte mit einem Acetonitril/Wasser-Gradienten (0.1 % TFA
enthaltend, pH 2.2) eine gute Trennung mit einer hohen Auflosung erreicht werden.
Diese Sédule wurde daraufhin als Standardsdule fiir alle weiteren analytischen
Trennungen verwendet. Ebenso fand die Sdule Anwendung bei den in Kapitel A.II1.7

beschriebenen LC/MS-Experimenten.
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2.2. Reproduktion der Referenzsubstanzen mittels HPLC und

Massenspektrometrie

Unter Verwendung der Standardsdule wurden die oben aufgefiihrten
Referenzviscotoxine vermessen und mit diesen Daten ein Viscotoxin-Standard-
Chromatogramm (siehe Abbildung 5) mit den folgenden Retentionszeiten erstellt:
VT A3 (14) (25.9 min), VT A2 (13) (25.2 min), VT 1-PS (16) (24.0 min), VT Al (12)
(21.9 min), VT U-PS (17) (20.2 min), VT B (15) (19.0 min). Als externe Referenz
diente bei jeder Messung VT A3 (14). Die Probe 18 wird weiter unten erwéhnt.

VT 1-PS (16)
R;=24.0 min 18
| —
R;=25.7 min
. VT Al (12) VT A3 (14)
R,=21.9 min VT A2 (13) R, = 25.9 min
.= 25.

R;=25.2 min
VT U-PS (17) \ |

VIB(1S) R, =202 min

R;=19.0 min /

v BEE LW

Abbildung 5: Viscotoxin-Standardchromatogramm. Die Viscotoxine wurden in der
Konzentration 1 mg/mL in bidestilliertem Wasser gelost.

Um die Referenzviscotoxine eindeutig zu identifizieren, wurden alle Substanzen einer
massenspektrometrischen Analyse an einem Elektronenspray-lonisations-Massen-
spektrometer (ESI-MS) unterzogen. Es wurde fiir jedes Mikroprotein im positiven
Ionenstrom die zu erwartende Masse gefunden, mit Ausnahme von VT U-PS (17).
Dieses Peptid wird in der Literatur zwar erwihnt,”® allerdings ist bis heute weder eine
Primérsequenz veroffentlicht worden noch ist die Molmasse bekannt. Eigene
Messungen an diesem Peptid ergaben durch Auswertung der mehrfach geladenen

Ionen eine Masse von 4759 Da, wie in Abbildung 6 dargestellt ist. Zur Bestdtigung der
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Masse wurde ein MALDI-TOF-Experiment” angeschlossen, dieses lieferte eine
monoisotopische Masse von 4756.02 Da. Fiir ausgewéhlte Substanzen wurde die
monoisotopische Masse durch MALDI-TOF" bzw. ESI-FT-ICR™ bestimmt. Tabelle 5
zeigt eine Zusammenfassung der in der Massenanalytik gefundenen Werte sowie die

anhand der Primédrsequenzen berechneten Durchschnittsmassen.

Tabelle 5: Molekulargewichte der Referenzsubstanzen.

Referenzsubstanzen ESI-MS zusitzliche
Durchschnittsmasse [Da] MS-Messungen [Da]
gefunden berechnet™ gefunden

VT Al (12) 4884.1 4883.6 -

VT A2 (13) 4828.4 4827.5 4824.18823 E*

VT A3 (14) 4829.9 4829.6 4826.13 M

VT B (15) 4851.5 4851.5 -

VT 1-PS (16) 4897.2 4897.6 4894.07 M

VT U-PS (17) 4758.5 - 4756.02 M

M = MALDI-TOF, E = ESI-FT-ICR
’Die Abweichung von der berechneten monoisotopischen Masse von 13 betrégt 2.5 ppm.

1587.0 [M+3H]*"

90
(0]
S 80 1587.9
©
270
3
< 60
(0]
2 50
)
& 40 1595.0

30 1190.8[M+4H]* 16017

20

1191.6
10
-M—-l.

0 . o — u Sk Sk il ek Al ]

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 m/z

Abbildung 6: ESI-Massenspektrum von Viscotoxin U-PS (17).

" Fiir die Durchfihrung der MALDI-TOF-Experimente danke ich Herrn Dr. Bernhard Schmidt, Zentrum
Biochemie und Molekulare Zellbiologie der Universitdt Gottingen.

" Herrn Dr. Jens Fuchser von der Firma Bruker in Bremen danke ich fiir die Durchfithrung der ESI-FT-ICR-
MS-Experimente und fiir die zahlreichen Diskussionen.
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In allen ESI-Massenspektren, auBBer dem von VT U-PS wurde neben dem Hauptpeak
noch ein weiterer Massenpeak mit einer Differenz von + 98 Da beobachtet, wie in
Abbildung 7 am Beispiel des Massenspektrums von VT Al (12) zu sehen ist. Die
HPLC-Chromatogramme hatten in keinem Fall Hinweise auf das Vorhandensein einer
zweiten Verbindung gegeben. Bei dieser Verbindung handelt es sich in allen Féllen
um das nicht-kovalent gebundene Phosphataddukt der Viscotoxine, welches bereits in
der Literatur erwihnt wird, dessen Herkunft aber nicht geklirt werden konnte.”>”” Da
die untersuchten Proben unter Verwendung von Phosphatpuffern erhalten worden
waren, kann in diesem Fall eine Phosphateinlagerung wihrend der Isolierung nicht
ausgeschlossen werden. Nédher wird auf das Phosphataddukt der Viscotoxine in

Kapitel A.IIL.6 eingegangen.

5+
100 [M+SHT™ 9780 1246,3 [M+HsPO+4H]**

[M+H;PO+5H]**
70 9974 [M+4HT™
1222,0

@
o

Relative Abundance
(4]
o

30 6+
[M+6H] 2 [M+H;PO+3H]**
20 [M+3H]
8154
1252,5 46620
10 2368 3452 555,6 816.4 998,9 F71’5 1450,5 14917 1628,7( 17517 1818,81924,8
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200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 m/z

Abbildung 7: ESI-Massenspektrum von Viscotoxin Al (12) und dessen Phosphataddukt.

Die unbekannte Probe 18 wurde am Carl Gustav Carus-Institut aus Tannenmisteln
isoliert. Nach Chromatographie an der Bischoff Prontosil-Sdule konnte der Substanz
eine Retentionszeit von 25.7 min zugeordnet werden (sieche Abbildung 5). Das ESI-
MS-Experiment lieferte eine Molekiilmasse von 4895.5 Da, die monoisotopische
Masse von 4892.29422 Da wurde durch ein ESI-FT-ICR-Experiment'” bestimmt.
Aufgrund der groBen Ahnlichkeit zu den Viscotoxinen (Verhalten bei der Isolierung,
in der Massenspektrometric und in der HPLC) wurde 18 dieser Klasse von
Mikroproteinen zugerechnet. Ein entsprechendes Phosphataddukt zu 18 wurde jedoch
nicht beobachtet. Wegen Substanzmangel konnten keine weiteren Versuche mit dieser
Verbindung unternommen werden. In den nachfolgend beschriebenen Isolierungen
wurde dieses Peptid nicht wiedergefunden. Allerdings erfolgte in diesen Féllen keine

Isolierung aus Tannenmisteln.

"V Die Messung am ESI-FT-ICR erfolgte an der University of Cambridge in England.
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3.  Isolierung der Viscotoxine von verschiedenen Wirtsbdumen

Die Isolierung von Viscotoxinen aus Viscum album L. im eigenen Labor schien aus
mehreren Griinden unumgénglich. Zum einen wurden gréBere Substanzmengen fiir die
geplante Bestimmung der dreidimensionalen Struktur von VT A3 (14) durch
Rontgenstrukturanalyse bendtigt, zum anderen konnte zur Aufkldrung von
Widerspriichen in den Retentionszeiten und Massenspektren die Genese einzelner, aus
Kooperationen erhaltener Viscotoxinproben nicht nachvollzogen werden. Dariiber
hinaus war nur durch eine eigene Aufarbeitung eine nachtrigliche
Phosphateinlagerung in die Viscotoxine auszuschliefen. Fiir die Ausarbeitung einer
priparativen Isolierung der Viscotoxine konnte auf mehrere Literaturangaben™>%
zuriickgegriffen werden, die weiter modifiziert und optimiert wurden. Das hieraus

abgeleitete Aufarbeitungsprotokoll ist in Abbildung 8 aufgefiihrt.”’

Extrakte aus Viscum album L.
getrocknet und vermahlen

in Essigsdure 2 %

Kationenaustauscher

Elutionsmittel; 1 M Ammoniumacetat

MPLC
Sdulenmaterial: RP 8
Elutionsmittel: Acetonitril 40 % + 0.1% TFA

Priparative / semipréiparative HPLC
Siulenmaterial: RP 8 / RP 18
Elutionsmittel: Wasser / Acetonitril + 0.1% TFA

Gradientenelution und isokratisch

Viscotoxin-Reinsubstanzen

Abbildung 8: Aufarbeitungsschema fiir Viscotoxine aus Misteln.
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3.1. Viscotoxine aus Viscum album ssp. album (Pappel)

3.1.1. Aufarbeitung des Pflanzenmaterials

Zur Isolierung der Viscotoxine Al (12), A2 (13), A3 (14), B (15) wurde die
48,65
> Es sollte

eine  Methode entwickelt werden, die die ubiquitdren Bestandteile der

Pappelmistel gewihlt, da sie zu den viscotoxinreichsten Misteln gehort.

Pflanzenbiomasse effizient ausschlieBt und zugleich die Isolierung von Viscotoxinen
in hochreiner Form ermdoglicht. Ferner sollte ausgeschlossen werden, daf} ein
Phosphataddukt als Artefakt der Aufarbeitung entsteht, indem jeder Kontakt mit
Phosphationen wihrend der Aufarbeitung vermieden wurde. Die Pflanzenbiomasse
stellt eine komplexe Matrix dar, welche eine Vielzahl an Komponenten enthilt,
darunter Proteine, Nukleinsduren, Polysaccharide, Lipide und Sekundédrmetaboliten.”
Im Regelfall benétigt eine Aufreinigung von Peptiden aus solch einer Matrix daher
mehrere Schritte.

Die Mistelbiische wurden nach dem Pfliicken” mit einer Schere zerkleinert und
anschlieBend bei 60 °C 5 Tage getrocknet, um die Pflanzenteile zu konservieren und
einem enzymatischen Abbau der Mikroproteine bei der weiteren Aufarbeitung
vorzubeugen. 2 kg getrocknete Misteln wurden dann in einer Planetenmiihle zu 1.7 kg
zermahlen. Da es sich bei den Viscotoxinen um intrazelluldre Peptide handelt, war ein
Aufschluf3 der Pflanzenzellen nétig. Dieser wurde jeweils an 100 g Portionen durch
Inkubation in 2%iger Essigsdure bei 4 °C fiir 24 h und anschlieBende Behandlung im
Ultraschallbad erreicht. Das nach Abtrennung der unloslichen Materialien erhaltene
Filtrat enthielt die freigesetzten, wasserloslichen Viscotoxine und wurde iiber eine
Sdule mit einem starken Kationenaustauscher gegeben. Die lonenaustausch-
Chromatographie ist eine der Standardmethoden in der Protein- und

Peptidaufreinigung’*”

und wird in diesem Fall zur Anreicherung der Viscotoxine
genutzt. Die FElution der adsorbierten Peptide erfolgte durch Erhohung der
Salzkonzentration der mobilen Phase von zundchst 0.02M auf 1.0M
Ammoniumacetat. Die resultierende Fraktion enthielt neben den Viscotoxinen eine
hohe Konzentration an  Ammoniumacetat, welches durch  Mitteldruck-
Chromatographie (LiChroprep RP-8-Sdule) mit einen Wasser/Acetonitril-Stufen-
Gradienten entfernt wurde. Die Zusammensetzung des aufgereinigten Viscotoxin-
Rohproduktes VE-P wurde anschlieBend durch analytische HPLC (sieche Abbildung 9)

und HPLC-ESI-MS untersucht. Es waren alle vier erwarteten Viscotoxine VT A1l (12),

V Fiir die Beschaffung der Mistel vom Wirtsbaum Pappel danke ich Dr. Ralph Kritzner, Universitit Géttingen.
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VT A2 (13), VT A3 (14), und VT B (15) im Rohprodukt (VE-P) vertreten. Wie fiir das
Viscotoxinspektrum von Laubbaummisteln vorhergesagt worden war, konnte
VT U-PS (17) nicht beobachtet werden, iiberraschenderweise jedoch VT 1-PS (16).
Zusitzlich gab es einen unbekannten Peak, die dazugehorige Substanz (19) wurde

ebenfalls isoliert.

[mV]
1000 |
VT B (15) | VT A2 (13)
800 ‘} A Y
600 VT A1 (12) | VT 1-PS (16)

200 . \

10.00 20.00 30.00 40.00 [min]

Abbildung 9: Analytisches HPLC-Chromatogramm des Viscotoxin-Rohproduktes (VE-P).

3.1.2. Priéparative Isolierung mittels HPLC

Nach der Identifizierung von 12, 13, 14, 15 und 16 im Rohprodukt erfolgte die weitere
Fraktionierung und Aufreinigung mittels priparativer bzw. semi-préaparativer HPLC
(Isolierungsschema siehe Abbildung 65, S. 129). Dazu wurden je nach Bedarf drei
verschiedene Sdulen eingesetzt, die sich in der stationdren Phase oder in dem
Sadulendurchmesser unterschieden. In Abbildung 10 sind die aufeinanderfolgenden
préaparativen Isolierungschromatogramme von Viscotoxin A3 (14), ausgehend vom
VT-Rohprodukt (VE-P), mit der jeweiligen Sdule und dem verwendeten Programm
aufgefiihrt.
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Abbildung 10: HPLC-Chromatogramme der priparativen Aufreinigung von VT A3 (14).
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Neben den erwarteten Mikroproteinen 12 bis 16 wurde auch die unbekannte Substanz
(19) als Reinsubstanz erhalten. Der Gehalt je Viscotoxin im Viscotoxin-Rohprodukt
betrug fir 12 10.4%, 13 15.7%, 14 30.1%, 15 28.8%, 16 14.6% und 19 0.4%. Pro
100 g Mistelpulver betrug die Ausbeute im Durchschnitt 5 mg 12, 8 mg 13, 15 mg 14,
14 mg 15, 7 mg 16 und 0.2 mg 19. Jedoch sind diese Werte abhidngig von der
Auflosung der jeweiligen Peaks im HPLC-Chromatogramm und von dem verwendeten
Schnittmuster. Alle sechs Reinsubstanzen wurden routinemifBig an der analytischen
HPLC I anhand ihrer Retentionszeiten (siche Tabelle 6) tiberpriift.

35

30

25 4

20

Anteil (%)

10 1

VT A (12) VTA2(13) VTA3(14) VTIB(15 VT1-PS(16) VI B2(19)
Viscotoxin

Abbildung 11: Verteilung der Viscotoxin-Isoformen in dem untersuchten Pappelmistel-
Extrakt (VE-P).

3.1.3. Massenspektrometrische Analyse der isolierten Substanzen

VT Al (12), VT A2 (13), VT A3 (14), VT B (15), VT 1-PS (16) und 19 wurden einem
ESI-MS-Experiment unterzogen. Im positiven Ionenstrom wurde fiir jede Probe eine
Reihe an mehrfach geladenen Ionen beobachtet und nach Auswertung der
Massenspektren wurden die in Tabelle 6 aufgefithrten Molekulargewichte erhalten.
Zur Bestétigung der in der Literatur postulierten Summenformeln (Kapitel A.II1.1.3.1)
Bruker in Bremen vermessen. Die Ergebnisse nach Dekonvolution der mehrfach
geladenen lonen sind neben den berechneten Werten ebenfalls in Tabelle 6 aufgefiihrt.
Alle Werte sind auf die fiinfte Stelle nach dem Komma gerundet, Abweichungen sind

in ppm angegeben. Die gefundenen Abweichungen zu den theoretischen Werten
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schlieBen die in der Literatur postulierten Summenformeln, mit Ausnahme der von 14,
mit Sicherheit aus (siehe Kapitel A.II1.3.1.4).

Tabelle 6: Gefundene und berechnete Molekulargewichte der isolierten Komponenten.

Viscotoxin- HPLCI ESI-MS ESI-FT-ICR-MS"'
Isoform R, Molmasse Molmasse [Da] Abweichung

[min] [Da] gefunden  berechnet™ [ppm]
Al (12) 21.9 4884.1 4881.29732 4880.25940 213
A2 (13) 25.2 4827.6 482421780 4824.17575 8.7
A3 (14) 25.9 4829.3 4826.27387 4826.26416 1.9
B (15) 18.9 4851.4 4848.26065 4848.20810 10.8
1-PS (16) 24.0 4896.4 4894.28273 4894.22888 11.0
19 20.3 4853.0 4849.24387 - -
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Abbildung 12: Positives ESI-FT-ICR-Dekonvolutionsspektrum von Viscotoxin A3 (14),
dargestellt ist [M]".

In allen Proben, inclusive 19, konnte das entsprechende Phosphataddukt, ohne
vorherige Hinweise aus den HPLC-Chromatogrammen, sowohl in den ESI-MS- als

auch in den ESI-FT-ICR-Experimenten nachgewiesen werden (Tabelle 7).
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Tabelle 7: Gefundene und berechnete Molekulargewichte der Viscotoxin-Phosphataddukte.

Viscotoxin- HPLC I ESI-MS ESI-FT-ICR-MS"'
Isoform R; Molmasse Molmasse [Da] Abweichung
[min] [Da] gefunden berechnet”™ [ppm]
Al (12) 21.9 4982.1 4979.27307 4978.23639 208
A2 (13) 25.2 4924.6 4922.19397 4922.15262 8.4
A3 (14) 25.9 4926.2 4924.24971 4924.24100 1.8
B (15) 18.9 4947.9 4946.23747 4946.18494 10.6
1-PS (16) 24.0 4994.5 4992.26547 4992.20572 11.9
19 20.3 4948.9 4947.22000 - -
= = | = o =
o = = 2 2
= | T
= ==
= | =
2.00406 A at
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Abbildung 13: Positives  ESI-FT-ICR-Dekonvolutionsspektrum des  Viscotoxin = A3-

Phosphatadduktes (14), dargestellt ist [M]°.

3.1.4. Diskussion der Ergebnisse

Abbildung 8 zeigt, dall neben den fiir die Pappel typischen Viscotoxinen VT Al (12),
VT A2 (13), VT A3 (14) und VT B (15) auch das nur fiir Kiefern- und Tannenmisteln
typische VT 1-PS (16)* im Rohprodukt (VE-P) enthalten war. Daneben wurde eine
unbekannte Substanz 19 nachgewiesen. Der Gesamtgehalt an Viscotoxinen liegt
niedriger als der in der Literatur beschriebene. Betrachtet man das Verhéltnis der

einzelnen Viscotoxine untereinander, fillt der hohe Gehalt (28.8 %) an 15 auf. Dies ist
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ebenfalls untypisch fiir Laubbaummisteln (typisch: 6-12%). Die Mengen der
Viscotoxine 12, 13 und 14 stehen in einem normalen prozentualen Verhiltnis
zueinander, wobei 14 am héufigsten auftritt. 16 und 19 kommen nur in sehr geringen
Mengen vor.

In einer ersten Analyse mittels HPLC und ESI-Massenspektrometrie lieen sich die
gefundenen Viscotoxine 12 - 16 scheinbar eindeutig den Referenzsubstanzen und den
publizierten Viscotoxinen zuordnen. Erst die hochaufgelosten Molekiilmassen der in
dieser Arbeit isolierten Viscotoxine zeigen, mit Ausnahme von VT A3 (14)
signifikante ~ Abweichungen (8.7—-213 ppm) zu denen der publizierten
Peptidsequenzen (Tabelle 6). Ein direkter Vergleich aller drei Analyseparameter kann
zwischen dem isolierten VT A2 (13) und der Referenzsubstanz VT A2 angestellt
werden. Obwohl beide Verbindungen im HPLC-Chromatogramm nicht unterscheidbar
sind und auch im ESI-MS-Spektrum die gleiche Masse aufweisen, zeigen die
hochaufgelosten Massenspektren eindeutig, daB3 es sich um zwei verschiedene Peptide
handelt. Obwohl die genaue Genese von dem Referenz-Viscotoxin A2 nicht bekannt
ist, kann die Isolierung aus Pappelmisteln mit Sicherheit ausgeschlossen werden.
Beide Substanzen wurden somit aus Misteln verschiedener Wirtsbdume isoliert. Ein
Vergleich zwischen den hochaufgelosten Massenspektren der anderen isolierten
Mikroproteine, gemessen am ESI-FT-ICR, und den Referenzsubstanzen, gemessen am
MALDI-TOF, ist aufgrund der Ungenauigkeit (bis zu 50 ppm) des MALDI-
Massenspektrometers nicht moglich.

Ursache fiir die gefundenen Diskrepanzen konnten geringfiigige strukturelle
Abweichungen der isolierten Substanzen gegeniiber den literaturbeschriebenen sein.
So konnte z. B. die Sequenz der jeweiligen Isoform innerhalb der nicht-konservierten
Bereiche in Abhdngigkeit von dem Wirtsbaum minimal variieren. Weiterhin ist nicht
auszuschlieBen, daB3 die in den 70er Jahren vorgeschlagenen Primédrsequenzen, die
teilweise in jiingerer Zeit korrigiert wurden, nach wie vor nicht fehlerfrei sind. Trotz
der sehr hohen Genauigkeit der ESI-FT-ICR-Messungen (Fehler unter 3 ppm), ist es
nicht moglich, aus der monoisotopischen Masse Aussagen iiber die Priméarstruktur
abzuleiten. Betrachtet man die konservierten Aminosdurebereiche innerhalb des
Peptides als gesichert und sucht nach moglichen Kombinationen fiir die
nichtkonservierten Aminosduren, erhilt man eine zu grof3e Zahl an Treffern.

Die vorgestellten Massenabweichungen wurden erst gegen Ende dieser Arbeit
entdeckt. Zur Klarung dieses Befundes bedarf es weiterer Untersuchungen, die jedoch

nicht mehr Gegenstand der vorliegenden Arbeit sind.
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Die Verbindung 19 wurde ebenfalls den Viscotoxinen zugerechnet. Griinde dafiir sind
das Auftreten im Viscotoxinrohprodukt, die Bildung mehrfach geladener Ionen in den
ESI-MS-Experimenten, die #hnliche Molmasse sowie die Bildung eines
Phosphatadduktes. Diese Hinweise werden in Kapitel A.II.8.2 durch Rontgen-
strukturanalyse besttigt, aufgrund der chromatographischen Ahnlichkeit zu VT B (15)

wurde die Verbindung 19 Viscotoxin B2 genannt.

3.2.  Viscotoxin U-PS (17) aus Viscum album ssp. austriacum (Kiefer)

In Laubbaummisteln ist, wie bereits in Kapitel A.IIl.1.3.1 erwdhnt, Viscotoxin
U-PS (17) in der Regel nicht zu finden. Da jedoch fiir eine Primérsequenzanalyse
sowie fiir die weitere Analytik groBere Mengen an 17 notig waren, wurde 17 aus
Kiefernmisteln isoliert. Dabei konnte auf die Erfahrungen aus der Verarbeitung von

Pappelmisteln zuriickgegriffen werden.

3.2.1. Aufarbeitung des Pflanzenmaterials

Insgesamt wurden 2 kg Kiefernmisteln'' gesammelt und analog zur Verarbeitung der
Pappelmisteln 5 Tage bei 60 °C getrocknet. Nach anschlieBender Pulverisierung in der
Planetenmiihle wurden 760 g Mistelpulver erhalten. Die weitere Aufarbeitung erfolgte
in 100 g Portionen analog zu dem unter A.II1.3.1.1 beschriebenen Verfahren und wie
in Abbildung 8 auf S. 26 gezeigt.

In der HPLC-Analyse des VT-Rohproduktes (VE-K) (Abbildung 14) konnten neben
VT U-PS (17) auch VT Al (12), VT A2 (13), VT A3 (14), VT B (15) und
VT 1-PS (16) nachgewiesen werden, was mit den bisherigen Literaturangaben nur
z. T. ibereinstimmt, dort wird 12 nur aus Laubbaum- oder Tannenmisteln

48,65

beschrieben. Der Befund konnte durch LC/MS-gekoppelte Massenspektrometrie

gesichert werden.

V! Fiir die Ernte und das Trocknen der Kiefernmisteln danke ich der Fa. Helixor (Rosenfeld), insbesondere Frau
Marion Zeeck fiir ihre Unterstiitzung.
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[mV] . VT B (1_5)VT A1 (12)

300

VT 1-PS (16)
VT A2 (13)
VT A3 (14)

200

100

'

VT U-PS (17)

10.00 20.00 30.00 40.00 [min]

Abbildung 14: HPLC-Chromatogramm  des  Viscotoxinrohprodukts  (VE-K)  aus
Kiefernmisteln.

3.2.2. Priparative Isolierung mittels HPLC

Die Isolierung von 17 erfolgte durch semi-préparative HPLC (Abbildung 66, S. 134)
unter Verwendung von zwei Sdulen mit unterschiedlichem Trigermaterial. Das
Rohprodukt wurde zundchst durch zweimalige Chromatographie an einer semi-
prapativen Nucleosil-Cg-Sdule mit zwei unterschiedlichen Wasser/Acetonitril-
Gradienten vorgereinigt und anschlieend an einer semi-priparativen Aqua-C,g-Sdule
in reiner Form erhalten. Die aufeinanderfolgenden Reinigungsschritte, ausgehend von
dem Rohprodukt (VE-K) bis zum reinen 17, sind in Form von Chromatogrammen in
Abbildung 15 dargestellt. Die Ausbeute an 17 betrug 2.5 mg pro 100 g Mistelpulver.
Auf die Aufreinigung der Fraktionen, die 12, 13, 14, 15 und 16 enthielten, wurde

verzichtet.



36

Viscotoxine aus der europdischen Mistel Viscum album L.

[mV]
60

50
40
30

20
10

[mV]
80

60
40

20

[mV]
20 -

15 -
10 -

[mV]
150 -

100 -

50 -

F1 F2:F3: F4
5.00 10.00 15.00
HPLC 1l
Saule 5
Programm 18
5.00 10.00 15.00
5.00 10.00 15.00
U-PS (17) -
\A
10.00 20.00

F5

20.00

HPLC 1l
Séule 6
Programm 17

25.00 30.00

Fl Fil : FlI

20.00 25.00

HPLC Il
Séule 3
Programm 19

20.00 25.00 [min]

HPLC |
Saule 2
Programm 1

30.00 [min]

Abbildung 15: HPLC-Chromatogramme der priparativen Aufreinigung von 17.
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3.2.3. Massenspektrometrische Analyse von Viscotoxin U-PS (17)

Im positiven Ionenstrom des Elektronenspray-Massenspektrometers konnte die
Molekiilmasse von 4760 Da fiir die Verbindung 17 bestimmt werden. Zur Bestitigung
wurde ein hochaufgelsstes ESI-FT-ICR-Massenspektrum'” aufgenommen, das ein
dreifach positiv geladenes lon mit einer Masse von 1586.64947 Da ergab. Die
Dekonvolution des Wertes ergab eine monoisotopische Molmasse von 4756.92493 Da.

Es wurde kein dazugehoriges Phosphataddukt angezeigt.

4.  Zur biologischen Aktivitit der Viscotoxine

4.1. Ubersicht zum Stand der Forschung

Lektine und Viscotoxine sind in vielen FEigenschaften, darunter ihre
pharmakologischen Wirkungen, gegensitzlicher Natur.'” Wie die Mistellektine
wirken auch die Viscotoxine cytotoxisch, jedoch verursachen die Viscotoxine einen
nekrotischen Zelltod, wihrend die Mistellektine eine Apoptose induzieren (siche
Kapitel A.II1.1.3.2).

Die Cytotoxizitdt von Viscotoxin-Extrakten, VT A2, A3 und B enthaltend, wurde an
verschiedenen Tumorzellinien untersucht. Die Yoshida Sarcoma Zellinie zeigte dabei
eine hohere und selektivere = Empfindlichkeit gegeniiber dem  Extrakt
(EDsp=0.7 ng/mL) als die Leukdmie Zellinien K562 (EDsy = 2.3 ug/mL) und
MOLT-4 (EDsy=15.2 ug/mL).""" An ersteren wurde erstmals eine vergleichende
pharmakologische Studie der verschiedenen Viscotoxin-Isoformen durchgefiihrt, die

grofle Toxizitdtsunterschiede innerhalb der einzelnen Isoformen erkennen 1463t
(Tabelle 8).**
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Tabelle 8: Cytotoxizitit verschiedener VT-Isoformen in Yoshida Sarcoma Zellinien.”®

Viscotoxin-Isoform EDs) [ng/mL]

Al 0.87
A2 1.08
A3 0.31
B 4.58
1-PS 0.44
U-PS 4.04

EDs,: Effektive Dosis, die den 3H—Thymidin—Einbau in
die Zelle um 50% inhibiert.

Nach Inkubation humaner Lymphozyten bzw. MOLT-4-Zellen mit Viscotoxinen
kommt es zur raschen Zellmembran-Permeabilisierung, Schwellung der
Mitochondrien mit Verlust ihrer Christae und Bildung reaktiver Sauerstoffmetaboliten

innerhalb weniger Minuten bzw. Stunden.'*>'***

Anders als in Granulozyten wird die
Bildung reaktiver Sauerstoffmetaboliten in Lymphozyten und Tumorzellen scheinbar
nicht mehr von den zelluldren Redoxsystemen wie z. B. Glutathion kompensiert.

o~ und B-Thionine sind als membran-aktive Peptide bekannt. Sowohl in vitro-Studien
an Targetzellen als auch Untersuchungen an Modellmembranen verdeutlichen den
Zusammenhang zwischen der Toxizitdt von Thioninen und ihrer Fahigkeit, Membran-
Permeabilisierung zu induzieren. Der genaue Wirkmechanismus ist jedoch noch nicht
endglltig geklart. Nach Hughes et al. bilden Thionine Ionenkanile innerhalb der

Plasmamembran, 105

wohingegen Thevissen et al. von einer Peptid-induzierten
Destabilisierung sprechen.'” Studien zur Wechselwirkung zwischen VT A3 und
Modellmembranen, aufgebaut aus Phosphatidylcholin oder Phosphatidylserin, weisen
darauf hin, dal VT A3 Membranversteifung und Membrandestabilisierung induziert

und daf dabei elektrostatische Krifte eine wichtige Rolle spielen.'”’

Viscotoxine zeigen auch immunmodulierende Wirkungen. Stein et al. konnten
nachweisen, daBl Viscotoxine die Phagozytose opsonierter Escherichia coli- und

8 . )
Neueste in vitro-

CD8"-Zellen durch humane Granulozyten stimulieren.'’
Untersuchungen zeigen, da3 die Viscotoxine VT Al (85 nM), VT A2 (18 nM) und
VT A3 (8 nM) in nicht-toxischen Konzentrationen die Natiirliche Killerzell-(NK)-
vermittelte Cytotoxizitdt gegeniiber Tumorzellen (K562-Tumorzellinie) steigern.

Dabei werden die NK-Zellen nicht direkt von den Viscotoxinen aktiviert, vielmehr



Viscotoxine aus der europdischen Mistel Viscum album L. 39

wirken diese auf die NK-Tumorzellkonjugate. Nichttarget-Zellen in direkter
Umgebung bleiben dabei von der NK-vermittelten Cytolyse verschont.'”’

In niedriger Konzentration fiihren Viscotoxine zu Blutdruckabfall, Bradykardie und
negativer Inotropie des Herzens.''” Mit negativ geladener DNA bilden die positiv
geladenen Mikroproteine Komplexe ionischer Natur und schiitzen damit die native

Doppelhelix vor Hitzedenaturierung, dhnlich der Wirkung von Histonen.'"!

4.2. Eigene Arbeiten zur biologischen Aktivitit

Die antimikrobielle Aktivitdt von o- und B-Thioninen wird in mehreren Publikationen
beschrieben.”’ Es ist dariiber hinaus bekannt, da innerhalb dieser Gruppe von
Verbindungen die biologische Aktivitit einzelner Vertreter variiert.'”’

Mit den isolierten Viscotoxinen 12 bis 17 und 19 wurden Plattendiffusionstests
beziiglich ihrer Wirkung gegen die Testkeime Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Escherichia coli und Candida albicans durchgefiihrt. Keine dieser
Verbindungen zeigte bei einer Konzentration von 1 mg/mL eine Aktivitit gegen diese
Bakterien bzw. den Pilz.

Da die Cytotoxizitét der einzelnen Isoformen in Tumorzellinien nur in wenigen Féllen
vergleichend untersucht worden ist,”® wurden die Mikroproteine 12 bis 17 und 19 von
W. Beil™™ auf cytotoxische Aktivitit gegen die Tumorzellinien HMO02
(Magenadenocarcinom), HEPG2 (Lebercarcinom) und MCF7 (Mammacarcinom)
gemiB den NCI-Richtlinien''” getestet. Daneben wurden auch die Viscotoxin-
Rohprodukte, isoliert sowohl aus Pappelmisteln (VE-P) als auch aus Kiefernmisteln
(VE-K), den Tests unterzogen.

Die verschiedenen Viscotoxin-Isoformen und die beiden Rohprodukte VE-P und
VE-K wiesen erhebliche Unterschiede in ihren Aktivitdten sowohl untereinander als
und 19 zeigen eine gute Wirkung gegen die HMO2-Zellinie (Tabelle 9), wobei
Viscotoxin A2 (13) das aktivste darstellt, gefolgt von Viscotoxin A3 (14). In den
beiden anderen Zellinien (Tabelle 10 und Tabelle 11) fillt die Wirkung dieser
Substanzen schwicher aus, hier ist jeweils 14 das Toxin mit der hochsten Aktivitét.
Von den Reinsubstanzen zeigt 19 in allen drei Tumorzellinien die geringste Wirkung,
wohingegen VT U-PS (17) bei keiner der drei Zellinien eine Hemmung bewirkt. VE-K
hat in allen Zellinien einen sehr geringen TGI-Wert, wihrend bei VE-P das Ausmal3

V' Herrn Prof. Dr. W. Beil (Medizinische Hochschule Hannover, Institut fiir Allgemeine Pharmakologie) danke
ich fuir die Durchfithrung der Cytotoxizitétstests.
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der Aktivitédt in der Reihenfolge HM02-, MCF7- und HEPG2-Zellinie abnimmt. Diese
Divergenz zwischen VE-P und VE-K =zeigt eindeutig eine Abhingigkeit der
Cytotoxizitit einzelner Mistelextrakte von deren Herkunft und Zusammensetzung. Die
Werte fiir VE-P folgen insbesondere aus der Aktivitdt der beiden Hauptinhaltsstoffe
VT A3 (14) und VT B (15) Die Hauptinhaltsstoffe von VE-K aus der Kiefernmistel
sind die weniger aktiven Viscotoxine 1-PS (16) und U-PS (17). Dies fiihrt dazu, dal3
die Kiefernmistel die viscotoxindrmste unter den drei Unterarten sowie die mit der

geringsten Toxizitit ist.*

Tabelle 9: Zellinie HM02 (Magenadenocarcinom)

Viscotoxin-Isoform Glso (ng/mL) TGI (ng/mL) LCso (ng/mL)
Al (12) 0.30 0.95 >

A2 (13) 0.05 0.15 0.42

A3 (14) 0.10 0.21 0.41

B (15) 0.21 0.70 >1

1-PS (16) 0.18 0.55 0.85
U-PS (17) > 10 (0) >10 (0) > 10 (0)
B2 (19) 2.1 >10 (86) >10
VE-P 1.2 2.5 5.0
VE-K >10 (39) >10 >10

Glsy = Konzentration, die eine halbmaximale Hemmung des Zellwachstums bewirkt.

TGI = Konzentration, die eine vollstaindige Hemmung des Zellwachstums bewirkt.

LCs, = Konzentration, die eine halbmaximale cytotoxische Wirkung zeigt, d. h. die 24 h nach Aussaat
die vorliegende Zellzahl um die Halfte reduziert.

Werte in Klammern: % Hemmung bei angegebener Konzentration.

Tabelle 10: Zellinie HEPG2 (Lebercarcinom)

Viscotoxin-Isoform Glso (ng/mL) TGI (ng/mL) LCso (ng/mL)
Al (12) 0.58 9.9 >10

A2 (13) 0.24 1.6 8.0

A3 (14) 0.14 0.38 >1

B (15) 1.0 3.2 >10
1-PS (16) 1.2 3.2 >10
U-PS (17) >10 (0) >10 (0) >10 (0)
B2 (19) 9.8 >10 >10
VE-P >10 (37) >10 >10

VE-K >10 >10 >10
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Tabelle 11: Zellinie MCF7 (Mammacarcinom)

Viscotoxin-Isoform Glso (ng/mL) TGI (ng/mL) LCso (ng/mL)
Al (12) 0.022 >1 (86) >1

A2 (13) 0.052 >1 (81) >1

A3 (14) 0.075 0.60 0.95

B (15 0.33 >1 (70) >1
U-PS (17) >10 (0) >10 (0) >10 (0)
1-PS (16) 0.85 >1(75) >1

B2 (19) 9.6 >10 >10
VE-P 0.70 7.5 >10
VE-K 1.7 >10 (68) >10

VI an  MCF7-Tumorzellinien

Mit 14 und VE-P wurden Zellzyklusanalysen
durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 12 zusammengefal3t. Dargestellt ist der
Prozentsatz an Zellen, die sich in der SubG1- (apoptotische Zellen), G1- (Ruhephase),
S- (DNA-Replikation) und G2/M-Phase (Ruhephase vor der Zellteilung) befinden. 14
und VE-P waren in ihrer Aktivitdt gleich und bewirkten den direkten Zelltod. Zellen,
die sich in der Gl- bzw. G2/M-Phase befanden, wurden direkt in den Zelltod
getrieben. Eine Arretierung der Zellen in einen bestimmten Zellzyklus wurde nicht
beobachtet. Dies steht in Einklang mit der Fahigkeit der Viscotoxine, Zellmembranen

iye 1
zu permeabilisieren.'"’

Tabelle 12: Zellzyklusanalysen von 14 und VE-P.

SubG1 Gl S G2/M
(Apoptose)
Kontrolle® 6.6 £2.1% 58+ 1.5% 16.1 £0.60%  19+0.50%
14° 29.7+1.7% 40 +3.5% 182+0.75%  122+1.2%
VE-P* 26+3.0% 44 +1.0%" 1824£0.75%  12.7+0.80%"

Die Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung von vier unabhéngigen Experimenten;
p<0.05 (t-Test), “Losungsmittelkontrolle
Konzentrationen: °0.5 pig/mL, °5.0 ug/mL, Inkubationszeit je 24 h.

Untersuchungen zur Wechselwirkung der isolierten Viscotoxin 12 -19 mit der

Plasmamembran von Frosch-Oozyten sind noch nicht abgeschlossen.

VI Fiir die Durchfithrung der Zellzyklusanalysen danke ich Herrn Prof. Dr. W. Beil (Medizinische Hochschule
Hannover, Institut fiir Allgemeine Pharmakologie).
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5.  Versuche zur Stabilitit von Viscotoxin A1 (12), A2 (13), A3 (14),
B (15), 1-PS (16), U-PS (17) und B2 (19)

Die Stabilitdt von Viscotoxinen gegeniiber verschiedenen Faktoren, u. a. Hitze und
Proteasen, ist bekannt und fiir einige Isoformen untersucht.'” Entsprechende
Untersuchungen wurden mit allen in dieser Arbeit behandelten Viscotoxinen
durchgefiihrt, darunter auch die neuen Verbindungen 17 und 19. Zur Bestimmung der
Stabilitit wurde eine Losung des jeweiligen Viscotoxins bekannter Konzentration
unter sauren und basischen Bedingungen sowie unter UV-Bestrahlung und bei
erhohter Temperatur untersucht. Der Zersetzungsgrad der Viscotoxinproben wurde
anschlieBend anhand von HPLC-Chromatogrammen (relative Peakfliche) im
Vergleich zur unbehandelten Vergleichsprobe bestimmt (sieche Tabelle 13).

Die Proben von 12-17 und 19 verhielten sich unter Hitze-Behandlung und
UV-Bestrahlung anndghernd gleich, alle Isoformen wiesen geringe Zersetzung auf.
Unter sauren Bedingungen war 17 die labilste Verbindung, 12 - 16 und 19 blieben
nahezu unverdndert. Unter basischen Bedingungen zersetzte sich VT U-PS (17)
vollstindig. VT Al (12) und VT A2 (13) zeigten ebenfalls eine deutliche Instabilitit.
Deutlich stabiler waren VT B (15), VT 1-PS (16) und VT B2 (19), am bestdndigsten
unter Einflufl von Natronlauge erwies sich VT A3 (14).

Tabelle 13: Ergebnisse der Stabilitétstests an Viscotoxinen.

relative Peakfliche (%)”

Behandlung VT Al VTA2 VTA3 VTB VTI1-PS VTU-PS VTB2
keine 100 100 100 100 100 100 100
Hitze (80 °C, 2 h) 83 83 85 82 85 91 70
UV-Bestrahlung 90 80 79 81 95 82 85
(254 nm, RT, 2 h)

1.1 M Salzséure 98 98 99 99 98 78 98
(RT, 12 h)

0.5 M NaOH 11 31 73 49 45 0 47
(RT, 12 h)

* relative Peakflidche von 100% bedeutet keine Zersetzung.
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6. Phosphatbestimmung

In den Massenspektren der isolierten Viscotoxine 12 - 16 und 19 trat neben dem
Molekiilpeak noch eine Minderkomponente mit einer Massendifferenz von + 98 Da
auf (siche Kapitel A.II1.3.1.3). Dieses Phdnomen ist 1997 erstmals fiir Viscotoxine in
der Literatur beschrieben worden. Durch reduktive Carboxymethylierung und
anschlieBende MS-Analytik konnte gezeigt werden, dafl es sich um ein nicht-kovalent

113
- und

gebundenes Phosphataddukt handelt. Kristallisationsstudien von o
B-Purothioninen''* weisen ebenfalls auf die Anwesenheit eines Phosphatanions in der
Thioninstruktur hin, jedoch klédrt keine dieser Publikationen die Herkunft des
Phosphations. Da bei den Aufarbeitungen der beschriebenen Mikroproteine
Phosphatpuffer jeweils zugegen war, wurde das Phosphataddukt als Artefakt der
Isolierung angesehen. Bei der Isolierungen der Viscotoxine in dieser Arbeit wurden
keine phosphathaltigen Reagenzien verwendet, dennoch konnten Phosphataddukte von
12, 13, 14, 15 und 16 sowohl durch MS-Analytik als auch durch zwei weitere

unabhéngige Experimente nachgewiesen werden.

6.1. Qualitative Phosphorbestimmung

Die Vermutung, dal es sich bei der oben beschriebenen Minderkomponente der
Viscotoxine um deren Phosphataddukt handelt, konnte durch ein *'P-NMR-Spektrum
der Probe 12 bestidtigt werden (siehe Abbildung 16). Es wurde ein Phosphorsignal bei
0=2.03 ppm gefunden, das gegeniiber dem externen Phosphorsiurestandard

tieffeldverschoben und damit fiir ein gebundenes Phosphatanion typisch ist.

2.03

Abbildung 16: *'P-NMR-Spektrum von VT Al (12).
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6.2. Quantitative Photometrische Analyse

Da von den relativen Intensititen der ESI-MS-Peaks nicht auf das Verhiltnis
Viscotoxin / Phosphataddukt geschlossen werden kann, wurde eine quantitative
photometrische Analyse zur Bestimmung des Phosphorgehaltes in den Proben von
VT A1 (12), VT A2 (13), VT A3 (14), VT B (15) und VT 1-PS (16) durchgefiihrt. Die
Bestimmung basiert auf der Bildung eines Phosphormolybdénblau-Komplexes, dessen
Farbintensitét bei einer Wellenldnge von 715 nm mit einem Photometer gemessen
wird.'" Zu Beginn der Versuchsreihe wurde das unbehandelte Viscotoxinmolekiil
eingesetzt, jedoch schlug der Phosphatnachweis hier fehl. Eine Reduktion der
Viscotoxine zur Freisetzung des gebundenen Phosphations kam nicht in Frage, da das
Reduktionsmittel den Phosphornachweis erheblich stért. Die Mikroproteine wurden
daher unter basischen Bedingungen hydrolysiert. AnschlieBend wurde die Losung mit
konzentrierter Schwefelsdure neutralisiert, mit Ascorbinsdure angesduert und darauf
mit dem Molybdat-Reagenz versetzt. Nach einer 15 miniitigen Einwirkzeit wurden die
Proben an einem kalibrierten Photometer vermessen. Die Ergebnisse dieser
Messungen sind in Tabelle 14 in Massenprozent Phosphor dargestellt. Ausgehend von
den publizierten Sequenzen wurde fiir jedes Addukt der Gehalt an Phosphor in
Massenprozent berechnet und damit der Anteil des Phosphataddukts an der jeweiligen

Isoform erhalten.

Tabelle 14: Phosphatgehalt der einzelnen Viscotoxin-Proben sowie berechneter Adduktanteil.

Viscotoxin- Phosphorgehalt (%) Berechneter
Isoform gefunden berechnet fiir Addukt Adduktanteil
Al (12) 0.03 0.62 5%
A2 (13) 0.03 0.63 5%
A3 (14) 0.03 0.63 5%
B (15) 0.02 0.63 3%
1-PS (16) 0.086" 0.62 14 %

“nach Zentrifugation

VT Al (12), VT A2 (13), VT A3 (14) und VT B (15) weisen einen nahezu identischen
Phosphorgehalt von 0.02 - 0.03 % auf. VT 1-PS (16) dagegen weicht von diesen
Ergebnissen stark ab und liegt bei 0.086 %. Fiir 19 konnte der Phosphorgehalt

aufgrund zu geringer Substanzmengen nicht bestimmt werden.
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6.3. Diskussion der Ergebnisse

Bei der Aufreinigung von 12 - 16 wurde kein phosphathaltiges Reagenz verwendet.
Somit kann ein Artefakteinschlufl dieses Ions aus Reagenzien ausgeschlossen werden,
vielmehr mufl das Phosphat pflanzlicher Herkunft sein. Die Tatsache, da3 das Addukt
trotz der Entsalzungsschritte bei der Aufreinigung erhalten wurde, sowie die
Notwendigkeit der Denaturierung oder Hydrolyse des Peptids fiir den Nachweis des
Phosphorgehaltes belegen die feste Einbindung des Phosphations in die Struktur der
Viscotoxine. Ein molekulares Verstindnis hierfiir liefert die Rontgenstruktur von
VT A3 (14), die eine positiv geladene Bindungstasche fiir Phosphationen erkennen
1aBt. (sieche Kapitel A.II1.8.1.2)

Das untersuchte Phosphation liegt in einem sehr geringen Anteil in den Viscotoxin-
Proben von 12, 13, 14 und 15 vor. Lediglich jedes zwanzigste Viscotoxinmolekiil
bildet ein Phosphataddukt. Viscotoxin 1-PS (16) enthielt dagegen mit 14 % einen etwa
dreifach hoheren Anteil an Phosphataddukt. Dies konnte schon an der intensiveren
Blaufiarbung nach Zugabe des Molybdat-Reagenzes zur Losung von 16 erkannt
werden. Gleichzeitig bildete sich ein Niederschlag, der durch Zentrifugation
abgetrennt wurde. Unvollstdndige Abtrennung kénnte durch Triibung der Losung zu
einem erhohten MeBwert gefiihrt haben.

Moglicherweise besitzt der Peptid-Phosphat-Komplex eine Bedeutung fiir die
Cytotoxizitdt der Viscotoxine. Fiir Viscotoxin A3 ist eine Bindung an die
Phospholipidgruppen von Modellmembranen und eine dadurch induzierte

Membranpermeabilisierung beobachtet worden.'”

Damit konnte das gebundene
Phosphation ein Hinweis auf eine aktive Bindungsstelle innerhalb des
Viscotoxinmolekiils sein. Im Falle der Purothionine haben NMR-Studien belegt, dal3
unter Verwendung kleiner Phospholipidanaloga die anorganische Phosphatgruppe aus

der Bindungsstelle verdringt wird.'"

7. Primérstrukturanalysen von Viscotoxin A3 (14) und Viscotoxin
U-PS (17)

Die Kenntnis der Primirstruktur eines Peptids ist von essentieller Bedeutung. Die
Aminoséduresequenz bildet die Grundlage fiir die Faltung und damit fiir die Sekundér-
und Tertidrstruktur, und ist somit auch fiir die Funktion des Peptids verantwortlich.''°

Zur Aufklarung der Primérstruktur von Peptiden werden in der Regel der klassische
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Abbau nach Edman und Tandem-Massenspektrometrie eingesetzt. Immer héufiger
finden auch molekularbiologische ~Methoden wie die Erstellung von
cDNA-Bibliotheken Anwendung. Im Rahmen dieser Arbeit sollte anhand der
bekannten Verbindung VT A3 (14) die massenspektrometrische Peptidsequenzierung
von Viscotoxinen optimiert werden, um im Anschluf3 daran die Primérstrukturanalyse
des unbekannten Viscotoxins U-PS (17) zu erleichtern. Das Konzept basiert darauf,
daB nach Kenntnis des Peptid-,,fingerprints“ eines bekannten Viscotoxins unbekannte
Viscotoxine anhand der konservierten Bereiche schneller zu erkennen sind und die
Sequenzanalyse dieser Verbindungen weniger komplex ausfillt. Bei der
Sequenzanalyse von 17 wurde neben Massenspektrometrie auch der Edman-Abbau

eingesetzt.

7.1.  Viscotoxin A3 (14)

7.1.1. Reduktive Carboxymethylierung und tryptischer Verdau

Die massenspektrometrische Peptidsequenzierung von VT A3 (14) konnte wegen der
GroBe und der Stabilitdt des Molekiils nicht am nativen Peptid durchgefiihrt werden.
Deshalb sollte das Mikroprotein zuvor einer enzymatischen Proteolyse unterzogen
werden. Native Peptide und Proteine sind aufgrund ihrer kompakten Sekundér- und
Tertidrstruktur hdufig resistent gegen Proteasen jeglicher Art und Disulfidbriicken sind
oft eine Ursache fiir diese Stabilitdt. Da von den Viscotoxinen bereits bekannt war, daf3
sie sich wegen ihrer drei Disulfidbriicken der enzymatischen Spaltung widersetzen,
wurden diese Briicken in 14 reduktiv gespalten. Dithiothreitol (DTT) ist aufgrund
seiner hohen Reaktivitit gegeniiber Cystin ein gingiges Reagenz fiir solche

Spaltungen.

HO OH

popia) 4 <\SS/> — G ()
H H
Dithiothreitol

Abbildung 17: Reduktion von Disulfiden mit Dithiothreitol.
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Nach Umsetzung von 14 in wélriger Losung konnte anschlieBend das reduzierte
VT A3 (14) durch HPLC-MS nachgewiesen werden. Das UV-Chromatogramm zeigte
einen Peak bei einer Retentionszeit von 15.7 min, dessen Massenspektrum (ESI), die
fir das reduzierte Mikroprotein erwartete Masse von 4835.4 Da lieferte. Um
unerwiinschte Riickfaltungen zu vermeiden, wurden die freien Thiolgruppen durch

Alkylierung mit lodessigsdure modifiziert und damit stabilisiert.

Peptid|-SH + 1—CHp,-COOH _-Hl _  (peptid}-S—CH,-COOH

lodessigsaure S-(Carboxymethyl)-derivat

Abbildung 18: Carboxymethylierung von freien Thiolgruppen mit lodessigséure.

Das entstandene Produkt wurde ebenfalls durch HPLC-MS analysiert. Im
UV-Chromatogramm wurde ein Peak bei einer Retentionszeit von 14.9 min
beobachtet, dessen dazugehorige Masse von 5184.6 Da der sechsfach
carboxymethylierten Form von reduziertem 14 entspricht. Das so vorbereitete VT A3
wurde anschlieBend im Verdauungsexperiment mit Trypsin eingesetzt. Da sowohl die
enzymatische  Spaltung von  Peptiden als auch die  nachfolgende
massenspektrometrische Charakterisierung hohe Anforderungen an die Reinheit der

Peptidsubstrate stellen, wurde das VT A3-Derivat vorher an der HPLC aufgereinigt.

Das Vorgehen bei der Fragmentierung eines Peptids héngt einerseits von der
Zielsetzung ab, die mit der Fragmentierung erreicht werden soll, andererseits von den
Informationen, die iiber das Peptid erhiltlich sind. Im Fall von VT A3 waren fiir die
massenspektrometrische Analyse moglichst kleine Peptidfragmente erwiinscht.
Betrachtet man die Aminosduresequenz von 14 (Abbildung 19), fillt das haufige
Vorkommen von Arginin und Lysin auf, was Trypsin als geeignetes Enzym erscheinen
1aBt. Auch sind in der Literatur tryptische Spaltungen von Viscotoxinen bereits
beschrieben worden.” Trypsin ist eine gut charakterisierte Serinprotease mit einer
hohen Spezifitit fiir die Spaltung von Peptidbindungen C-terminal an den basischen
Aminoséuren Arginin und Lysin. Das pH-Optimum der Endopeptidase liegt bei 8 - 9.”*
In Abbildung 19 sind die zu erwartenden Spaltstellen in 14 und die Molmassen der
entstehenden tryptischen Peptide dargestellt. Da Trypsin eine Endopeptidase ist, sollte

es zu keiner Abspaltung der Aminoséure Lys’ kommen und folglich sollte die erste



48 Viscotoxine aus der europdischen Mistel Viscum album L.

Spaltstelle nach Arg’’ auftreten. Eine Sonderstellung in einer Peptidstruktur nimmt
Prolin ein, indem es als sekundidres Amin innerhalb von a-Helices und -Faltblittern
Abweichungen von der Idealkonformation induziert.''® Diese Sonderstellung spiegelt
sich auch im Spaltverhalten von Trypsin wieder. Befindet sich C-terminal von Arginin
bzw. Lysin ein Prolin, kommt es zu keiner Spaltung durch die Serinprotease,''’ daher

wird innerhalb von 14 keine Fragmentierung nach der Aminoséure Arg > erwartet.

1 10 |N 20 30 40
KSCCPNTTGRI IYNAC_RlLTQAPRPTCAKlLSGCK IHjGSTCP SDYPK
I

tryptisches Peptid 1: 1082 Da l
tryptisches Peptid 2: 911 Da

tryptisches Peptid 3: 1172 Da 4

tryptisches Peptid 4: 565 Da v
tryptisches Peptid 5: 1426 Da

\ 4

Abbildung 19: Fiir 14 erwartete Spaltstellen und die Molekulargewichte der dazugehorigen
tryptischen Peptide [M+H,O]. Konservierte Aminosduren sind unterstrichen.
Die Molmassen sind fiir carboxymethylierte Cysteine berechnet.

Viscotoxine sind in allen wiirigen Medien sehr gut 16slich, daher wurde die tryptische
Spaltung des VT A3-Derivates in Losung vorgenommen. Die tryptischen Peptide
wurden anschlieend an der HPLC-ESI-MS analysiert. Im UV- und Total-lonenstrom-
Chromatogramm (TIC) konnten fiinf tryptische Peptide nachgewiesen werden. Die
MS'-Spektren dieser Fragmente zeigten die nach Abbildung 19 erwarteten
Molmassen.

Das Spaltverhalten eines Peptids unter konstanten Bedingungen ist fiir jedes Peptid
charakteristisch und sehr gut reproduzierbar. Die Auftrennung der tryptischen Peptide
an der HPLC fiihrte somit zu einem charakteristischen Peptidmuster (,,fingerprint*,
,»peptide map*) fiir 14 (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Fingerprint von VT A3 (14): Auftrennung und Massenanalyse.

7.1.2. Sequenzierung mit Tandem-Massenspektrometrie

Nach proteolytischer Spaltung von Polypeptiden und Proteinen kann ohne vorherige
priparative Auftrennung des Spaltgemisches die Aminosduresequenz kleiner Peptide
durch kontrollierte Fragmentierung mit massenspektrometrischen Techniken wie CID
(collision induced dissoziation) bestimmt werden. Die Tochterionen-Analyse ist in der
Proteinchemie die am héufigsten verwendete MS/MS-Methode. Sie macht von der
Moglichkeit Gebrauch, Muttermolekiilionen zu fragmentieren und die Tochterionen
anschlieBend zu analysieren. Der Verbleib der Ladung und die bevorzugte
Fragmentierungsstelle sind von der Zusammensetzung und der Abfolge der einzelnen
Aminosduren eines Peptids abhédngig. Das Fragmentierungsmuster ist somit eine
individuelle Eigenschaft eines Peptids.

Fiir jedes tryptische Peptid von Viscotoxin A3 (siche vorheriges Kapitel) wurde das
intensivste Molekiilion aus dem MS'-Experiment durch gezielte Anregung in seine
Tochterionen aufgespalten (MS*-Experiment). Aus den daraus resultierenden
CID-Spektren konnte die Sequenz der tryptischen Peptide bestimmt werden. Anhand
der tryptischen Peptide 3 und 1 sollen die Aufkldrung der Primérstruktur von

Viscotoxin A3 (14) sowie einige Besonderheiten, die bei massenspektrometrischen
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Sequenzanalysen hilfreich sind, erldutert werden. Die Ergebnisse fiir die Peptide 2, 4

und 5 sind dem experimentellen Teil zu entnehmen.

oo Y2 72 XL Y1 L7
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Abbildung 21: Nomenklatur der bei ESI-MS? auftretenden Peptidfragmente.

Bei einem MS*-Experiment konnen unterschiedliche Spaltungen entlang der
Peptidbindungen auftreten, wie in Abbildung 21 veranschaulicht ist.''® Verbleibt bei
der Fragmentierung die Ladung an den Fragmenten der N-terminalen Serie, so werden
die entsprechenden Fragmente je nach gespaltener Bindung mit a, b und ¢ benannt,
verbleibt die Ladung dagegen an den Fragmenten der C-terminalen Serie, werden sie
mit x, y und z bezeichnet. Ein zusétzlicher tiefgestellter Index gibt die Zahl der in dem
Fragment-Ion enthaltenen Aminosdurereste an, daher lduft dieser Index fiir die a- ,b-
und c-Serie in umgekehrter Reihenfolge zu der x-, y- und z-Serie. Bei hoheren
Kollisionsenergien treten zusitzliche Fragmentionen (d, v und w) auf, die durch
Fragmentierungen in der Seitenkette der Aminosdure gebildet werden. Ist der
Bindungsbruch von einer Wasserstoffiibertragung begleitet, so wird jedes iibertragene
H-Atom mit einem Strich symbolisiert, und zwar auf der linken Seite des Symbols fiir
einen Verlust, auf der rechten Seite des Symbols fiir ein zusitzliches H-Atom. Ein
ya'-Fragment ist daher ein y-Fragment, das zwei zusétzliche H-Atome trégt.

Das tryptische Peptid 3 (Leu’® — Lys®™, siche Abbildung 22) zeigt im
MS'-Massenspektrum ein [M+H]-Ion von 1172.8 Da mit einer relativen Intensitit
von 15 % und das [M+2H]*"-Ion von 587.4 Da mit einer relativen Intensitit von
100 %. Im MS*-Experiment wurde das [M+2H]*"-Ion von Peptid 3 durch gezielte
Anregung zerstoBen und das in Abbildung 23 dargestellte positive Tochterionen-
Spektrum erhalten. Aus dem doppelt geladenen Muttermolekiil-Ion entstanden dabei
vorwiegend einfach geladene Fragmente. Es wurden hauptsidchlich Ionen der y- und

b-Serie erhalten, d.h. nach der Kollisionsaktivierung waren die Peptide bevorzugt
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zwischen dem Carbonylkohlenstoff und dem Amidstickstoff der Peptidkette zerfallen
(vgl. Abbildung 21).

--------------------------------------------------------
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Abbildung 22: Primirstruktur des tryptischen Fragments 3 (Leu’® — Lys™).

Grundlage der Interpretation eines MS*-Spektrums ist die richtige Zuordnung der
Fragment-lonen zu den abc- oder zu den xyz-Serien. Behilflich sind dazu einige
empirische Regeln. Massendifferenzen konnen erste Hinweise auf bestimmte
Ionenserien bzw. auf spezifische Aminosduren geben. Eine Massendifferenz von
28 Da weist zum Beispiel auf das Auftreten von a- und b-Serien hin. Weitere typische
MS-Differenzen sind 18 Da, welche fiir eine Wasserabspaltung (symbolisiert durch
einen hochgestellten Kreis, y,°) bei Serin und Threonin spricht, und 17 Da, was auf die
Abspaltung von Ammoniak (symbolisiert durch einen hochgestellten Stern, y,*) bei
Arginin hindeutet. In einigen Féllen, so auch bei Fragment 3, zeigt schon das
MSI—Spektrum das y,.i-lon, 1059 Da (y;o), was aufgrund der MS-Differenz von
113 Da zur Molekiilmasse die Aminosdure Leu an Position 18 bestdtigt. Wire die
Primérstruktur nicht bereits bekannt, kdme auch Ile an Position 18 in Frage. Hier
spiegelt sich ein Nachteil der MS/MS-Sequenzanalyse wider. Aminosduren mit
gleicher Molmasse konnen nicht unterschieden werden. Neben Leucin und Isoleucin
trifft dies ebenso fiir die Unterscheidung der Aminosduren Lysin und Glutamin (beide
146.2 Da) zu.
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Abbildung 23: Positives Tochterionen-Spektrum des [M+2H]* -Ions (m/z = 587.4 Da) des
Peptids 3 (Leu’® — Lys”®) mit den markierten Ionen der b- und y-Serie.

Wie in Abbildung 23 zu sehen ist, treten bei der Fragmentierung von Fragment 3
durch die bevorzugte Anlagerung des Protons an basische Aminoséuren, hier Arg”
und Lys®®, fast ausschlieBlich C-terminale Fragmente (y-Serie) als intensivste Ionen
auf, Ionen der b-Serie erweisen sich als weniger intensiv. Von der b- und y-lonenserie
konnte ein nahezu kompletter Satz von Fragmentionen beobachtet und deren
MS-Differenzen den Aminosiuren zugeordnet werden. Da3 die Fragmentionen bs und
ye'' nicht zu sehen sind, ist dadurch zu erkldren, dal3 es bei Tandem-MS-Experimenten
selten zu Spaltungen am C-terminalen Ende von Prolin kommt. Da jedoch die Ionen
ys" bei 577 Da und y;" bei 830 Da vorhanden sind, kann anhand der MS-Differenz von
253 Da auf Pro”’-Arg”™ geschlossen werden. Weitere Dipeptidalternativen treten bei
einer Masse von 253 Da nicht auf. Anders sieht es bei dem Fragmention y;" mit einer
Masse von 379 Da aus. Dipeptidkombinationen (minus H,O) mit dieser Molmasse
existieren nicht, somit mufl es sich mindestens um ein Tripeptid handeln. Nach
Spaltung mit Trypsin mufl am C-terminalen Ende des tryptischen Peptids entweder die
Aminosdure Lysin oder Arginin auftreten. Zur Bestimmung des Tripeptids wurden
jeweils sowohl die Massen einer dieser beiden Aminosédurereste als auch die einer
Hydroxylgruppe (17 Da, C-terminales Ende) und zweier Protonen von 379 Da
subtrahiert und man erhielt eine Differenz von 232 Da nach Subtraktion von Lysin

bzw. von 204 Da nach Abzug von Arginin. Als Dipeptid (minus H,O) mit einer
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Molmasse von 204 Da kommen Gly-Phe oder Tyr-Cys in Betracht. Letzteres kann
ausgeschlossen werden, da im vorliegenden Fall die Cysteine carboxymethyliert sind.
Sowohl Cys-Glu als auch CMC-Ala besitzen als Dipeptide (minus H,O) eine Masse
von 232 Da. Auch hier kann die erste Alternative aufgrund der Carboxymethylierung
ausgeschlossen werden. Durch das Vorhandensein des bg-Ions bei m/z = 956 wird das
Dipeptid (minus H,O) CMC-Ala und die Reihenfolge der beiden Aminosduren
bestitigt. Anhand der y-Ionenserie konnte die Sequenz H-Leu'*-Thr'’-Gly*’-Ala®'-
Pro”’-Arg”’-Pro’’-Thr”’-Cys”*-Xaa’’-Xaa’*-OH erhalten werden. Die Ionen der b-Serie
ergaben die Aminosduresequenz H-Leu'*-Thr'’-Gly’’-Ala®’-Pro”’-Arg”-Pro**-Thi*-
Cys”*-Ala*’-Lys**-OH, wobei fiir die kursiv gedruckten Dipeptide die Zuordnung nicht
als gesichert gelten kann, da weitere Alternativen in Frage kommen. Die Masse des
b,-Fragments von 215 Da spricht nach Subtraktion eines Protons der N-terminalen
Seite neben Leu-Thr auch fiir die Dipeptide (minus H,O) Ile-Thr bzw. Val-Asp. Das
b,-Ion konnte im MS*-Spektrum nicht detektiert werden. Die Differenz zwischen dem
be- und bg-Ion ergibt 198 Da, was neben dem Dipeptid Pro-Thr auch durch das Peptid
Val-Val (jeweils minus H,0) erfiillt wird. Durch Kombination der Ergebnisse nach
Auswertung der b- und y-Serie konnte somit die bekannte Primérstruktur des dritten
tryptischen Peptids von 14 bestitigt werden.

Um spitere Vergleiche mit Viscotoxin U-PS zu erméglichen, soll nun kurz auf das
Fragmentierungsmuster des tryptischen Fragmentes 1 (Lys' — Arg’’) eingegangen
werden (siche Abbildung 24).
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Abbildung 24: Primérstruktur des tryptischen Peptids 1 (Lys’ — Arg’”).

Das MS'-Spektrum zeigte ein [M+H] -Ion bei 1182.6 Da und das [M+2H]*"-Ion bei
592.2 Da. Ebenfalls konnte im full-scan-MS'-Spektrum das y,"-Ion bei einer Masse
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von 1054.5 Da beobachtet werden, was auf Lysin oder Glutamin an 1-Position
hinweist. Im MS*-Experiment wurde das zweifach geladene Ion zerstoBen und man
erhielt im Tochterionen-Spektrum (siche Abbildung 25) wiederum {iberwiegend
einfach geladene Ionen. Neben einigen Vertretern der x- Serie konnten hauptsédchlich
b- und y-Serien nachgewiesen werden. Die Ionen der y-Serie waren auch hier die
intensivsten, da nach Zerfall der Molekiil-lonen die Ladung bevorzugt am Arginin
verbleibt, welches am C-terminalen Ende der Sequenz sitzt. Das Spektrum zeigte
Massen fiir die y-Ionen y,;" (434.2 Da), y¢" (645.4 Da), y;" (806.4 Da), yg" (967.4 Da)
und yo" (1054.4 Da). Das ys"-Ion konnte durch die Differenz von y," und ys" ermittelt
werden, da die erhaltene Masse von A 211 Da nur vom Dipeptid Pro-Asn (minus H,O)
erfiillt wird. Die Tatsache, dal} die Aminosidure Prolin selten am C-terminalen Ende
durch MS/MS fragmentiert wird, 146t auf die oben genannte Reihenfolge der beiden
Aminoséuren schliefen. Letztendlich lieB sich die Sequenz H-Lys'-Ser’-Cys’-Cys’-
Pro’-Asn’-Xaa’-Xaa’-Xaa’-Xaa'’-OH aus der y-Ionenserie ableiten, die Aminosiuren
7 bis 10 konnten aus den y-Fragmentionen nicht ermittelt werden. Aus der b-Reihe
wurden im MS*-Spektrum b, (216.2 Da), by (538.1 da), bs (951.5 Da) und by
(1008.4 Da) erhalten. In Verbindung mit den Resultaten aus der y-Serie konnte die
komplette Primérstruktur des tryptischen Peptids 1 abgeleitet und bestitigt werden.
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Abbildung 25: Positives Tochterionen-Spektrum des [M+2H]*"-Ions (m/z = 592.2 Da) des
Peptids 1 (Lys’ — Arg’”) mit den markierten Ionen der b- und y-Serie.
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Das Peptid 1 besteht mit Ausnahme der Aminosiure Asn’ nur aus konservierten
Aminosduren. Diese Tatsache kann eine Hilfe bei weiteren Sequenzanalysen
unbekannter Viscotoxine sein. Unter der Annahme, dal} an Position 6 des Viscotoxins
U-PS (17) weder Arginin noch Lysin gebunden sind, muf3 durch tryptischen Verdau
ein Fragment erhalten werden, das eine Masse im MS'-Spektrum aufweist, die sich aus
dem Molekulargewicht des Peptids 1 (1183 Da) abziiglich der Molmasse von
Asparagin plus der Masse der unbekannten Aminosdure an 6-Position berechnet.
Ferner mii3ten im Tochterionen-Spektrum der unbekannten tryptischen Peptide von 17
einige lonen der b- und y-Serie von Viscotoxin A3 / Peptid 3 nachzuweisen sein.
Aufgrund der Konserviertheit der Aminosiuren Lys’ bis Pro’ innerhalb der Sequenz,
miilten die Ionen b, (216 Da), by (377 Da) und by (539 Da) im MS-Spektrum
beobachtbar sein, sowie angesichts der konservierten Aminosiuren Thr’ — Arg’’ die
Ionen y," (232 Da), y3" (333 Da) und y," (435 Da). Genauso wie Peptid 1 bestehen die
tryptischen Peptide 2, 4 und 5 von Viscotoxin A3 {iberwiegend aus konservierten
Bereichen, hier kann es ebenfalls nur zu einer Variation von 1 bis 2 Aminoséduren
kommen, wie in Abbildung 19 zu sehen ist. Die Kenntnis der ,,peptide map* und des
enzymatischen Fragmentierungsmusters von Viscotoxin A3 (14) sollte die
Primérstrukturaufklarung des unbekannten Viscotoxins U-PS (17) damit erheblich

vereinfachen.

7.2.  Viscotoxin U-PS (17)

7.2.1. N-terminale Sequenzierung durch automatisierten Edman-Abbau

Der erste Ansatz, der zur Bestimmung der Primérstruktur von Viscotoxin U-PS (17)

verfolgt wurde, war eine Sequenzierung durch Edman-Abbau.'"”

Dieser beginnt
N-terminal und erfolgt in einem automatischen Proteinsequenzer mit einem
Phenylthiohydantoin(PTH)-Aminosiureanalysator.®  Letzterer  identifiziert  die
PTH-Aminosduren chromatographisch durch einen Retentionszeitvergleich mit den
PTH-Derivaten aller proteinogenen Aminosduren. Entscheidend fiir die Anzahl der
moglichen Abbauschritte ist die maximal erreichbare Ausbeute (repetitive Ausbeute)
pro Schritt. Die Gesamtausbeute nimmt progressiv mit fortschreitendem Abbau ab,
und wenn die Menge der neu abgebauten Aminosdure unter 15 % der eingesetzten

Peptidmenge liegt, kann die Sequenz nicht mehr entschliisselt werden.”* Erst durch die

™ Fiir die Durchfiihrung und Auswertung der N-terminalen Sequenzierung danke ich Herrn Dr. Bernhard
Schmidt, Zentrum Biochemie und Molekulare Zellbiologie der Universitidt Gottingen.
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Automatisierung des Edman-Abbaus wurden repetitive Ausbeuten von iiber 90 %
ermoOglicht, was zu durchschnittlich erreichbaren Sequenzlingen von 20 -40
Aminoséuren fiihrt.

Durch Einsatz von 50 — 100 pmol des HPLC-aufgereinigten und reduzierten Peptids
17 konnten mit diesem Verfahren die ersten 32 N-terminalen Aminosduren bestimmt
werden, was einer repetitiven Ausbeute von iiber 94 % entspricht. Die erhaltene
Sequenz ist in Abbildung 26 gezeigt. Bei den kursiv gedruckten Aminosédureresten der
Primérstruktur ist die Zuordnung der jeweiligen Aminosédure nicht eindeutig gesichert.
Cysteine konnen ohne vorherige Derivatisierung nicht in den PTH-Chromatogrammen
nachgewiesen werden und wurden somit den Positionen zugeordnet, fiir die kein PTH-
Aminoséduresignal im PTH-Chromatogramm erkennbar war. Fiir die restlichen kursiv
gedruckten Aminosduren war die Zuordnung der Signale aus dem PTH-

Chromatogramm schwierig, so daB3 fiir diese Positionen eine gewisse Unsicherheit
bleibt.

1 11 21 31
ATCSAPSGRF KGACFSSNTC SNIUKTLEGL KN

Abbildung 26: Durch Edman-Abbau ermittelte N-terminale Teilsequenz (32 Aminoséduren,
m/z = 3307 Da) von 17.

Vergleicht man die erhaltene Primérstruktur von VT U-PS (17) mit den
Primérstrukturen der bereits beschriebenen Viscotoxine,z&5 >>7 findet man keine
Ubereinstimmung zu  deren  konservierten —Aminosiuren. Wihrend alle
Viscotoxinprimérstrukturen N-terminal mit den fiinf Aminosduren Lys'-Ser’-Cys’-
Cys’-Pro’ beginnen, weist 17 an dieser Stelle die Aminosduresequenz Ala’-Thr*-Cys’-
Ser’-Ala’ auf, und zeigt damit keinerlei Ahnlichkeit zu den Viscotoxinen. Weiterhin
besitzen Viscotoxine in den Positionen 3, 4, 16, 26, 32 und 40 jeweils die Aminosédure
Cystein, wohingegen bei VT U-PS (17) Cysteine in den Positionen 3, 14 und 20
gefunden wurden. Es mul} also davon ausgegangen werden, da3 es sich bei 17 um kein
zu der Viscotoxin-Familie gehoriges Mikroprotein handelt, und die Bezeichnung
Viscotoxin fiir das Peptid 17 in der Literatur zu Unrecht verwendet wird. Folglich ist
auch nicht gesichert, dal 17 aus 46 Aminosduren besteht. Zur Bestdtigung dieser
Ergebnisse und zur Identifizierung der nicht bestimmten C-terminalen Sequenz von 17
wurden ESI-Tandem-MS-Experimente durchgefiihrt, die im néchsten Unterkapitel

besprochen werden.
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7.2.2. Reduktive Carboxymethylierung und tryptischer Verdau

U-PS (17) wurde analog zu 14 vor der Durchfithrung einer Tandem-MS-Analyse mit
Dithiothreitol reduziert, mit Iodessigsdure carboxymethyliert und anschlieBend
tryptisch fragmentiert. Die LC-MS-Bestimmung der reduzierten Verbindung zeigte im
positiven Total-lonenstrom-Chromatogramm einen Peak bei einer Retentionszeit von
19.7 min und mit einer Masse von 4767.4 Da gegeniiber 4760 Da fiir 17, was auf die
Spaltung von 3 bis 4 Disulfidbriicken bzw. auf eine Anlagerung von 7 bis 8 Protonen
hinweist. Diese Beobachtung konnte durch die Massenbestimmung der reduktiv
carboxymethylierten Verbindung prézisiert werden. Es wurden 8 freie Thiolgruppen
durch die Reaktion mit Iodessigsdure besetzt, was aus der Differenz von 472 Da
(8 x 59 Da) zur Masse der nativen Verbindung 17 ersichtlich ist.

Die enzymatische Fragmentierung der derivatisierten und HPLC-aufgereinigten Probe
ergab fiinf tryptische Peptide (A - E), fiir die im MS'-Experiment folgende Massen
nachgewiesen wurden: Peptid A 907.4 Da, Peptid B 660.3 Da, Peptid C 1608.5 Da,
Peptid D 2361.9 Da und Peptid E 1957.6 Da. Die Summe der Fragmentmassen ergab
deutlich mehr als die Molmasse der carboxymethylierten Verbindung (5232.6 Da).
Dies deutet darauf hin, daBl die enzymatische Fragmentierung nicht homogen
abgelaufen war.

Ein Vergleich mit den berechneten Molmassen der formal tryptisch gespaltenen
Peptide aus der durch Edman-Abbau ermittelten Aminosduresequenz (siche Abbildung
27) zeigt Ubereinstimmung zwischen Peptid A und Edman 1 (Ala’ — Arg’) und
zwischen Peptid B und Edman 4 (Thr’® — Lys).

1 10 20 30
ATCSAPSGRl FK|GACFSSNTCSNIK|TLEGLK|N

Edman 1: 907 Da l ‘

Edman 2: 293 Da

Edman 3: 1561 Da v

Edman 4: 660 Da v

Abbildung 27: Berechnete Molmassen der tryptischen Peptide aus der durch Edman-Abbau
ermittelten Aminosduresequenz von 17.

Fir die Peptide C-E wurden keine passenden Fragmente in der Edman-Sequenz
gefunden. Néheren Aufschlul3 tiber diese Diskrepanzen sollte das anschlieende

MS?*-Experiment liefern.
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7.2.3. ESI-MS/MS-Analyse

In den MS*-Experimenten wurden die intensivsten Ionen der Fragmente A - E aus der
MS'-Analyse zerstoBen. Mit zunehmender Molmasse der zu fragmentierenden Peptide
(> 2 kDa) erhilt man in solchen MS*-Experimenten iiber Kollisionsaktivierung immer
weniger  struktursignifikante = Fragmentionen. Dies ist wahrscheinlich auf
intramolekulare Wechselwirkungen zuriickzufiihren, die zur Ausbildung kompakterer
Konformationen beitragen und somit das Molekiil stabilisieren. Fiir alle tryptischen
Peptide wurden CID-Spektren erhalten, wobei die Spektren fiir die Peptide D und E
wahrscheinlich aufgrund der GroBe keine aussagekriftigen Fragmentierungsmuster
aufwiesen. Somit war es nicht mdoglich, den tryptischen Peptiden D und E eine

Aminoséuresequenz zuzuordnen.

Das Peptid A zeigte in der MS'-Analyse neben einem [M+H]"-Ion (907.4 Da) und
einem [M+2H]*"-Ion (454.2 Da) ein einfach geladenes Signal bei m/z = 735 Da im
full-scan-Spektrum, das als das y;-lon 1identifiziert werden konnte. Die
Massendifferenz zur Gesamtmasse betrdgt 173, wofiir ausschlieBlich die
Dipeptidkombination Alanin und Threonin am C-terminalen Ende in Frage kommt.
Dieses Ergebnis steht in Ubereinstimmung mit der Priméarstruktur von Edman 1 und
bekriftigt die ungenaue Zuordnung von Alanin an Position 1 der Primarstruktur von
U-PS (17). Das positive Tochterionen-Spektrum (siche Abbildung 28) zeigte nach
Aktivierung des [M+2H]*"-Ions weder einen vollstindigen Satz an Fragmentionen der

y-Serie noch der b-Serie.
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Abbildung 28: Positives Tochterionen-Spektrum des [M+2H]*"-Ions (m/z = 454.2 Da) des
Peptids A (Ala’ — Arg”) mit den markierten Ionen der b- und y-Serie.
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Neben dem y;-lon waren innerhalb dieser Serie noch die Fragmente yg' bei
m/z = 574.5 Da und y,' bei m/z = 416.2 Da beobachtbar. Das y¢'- Fragment liefert in
Ubereinstimmung mit Edman 1 die dritte C-terminale Aminosiure, ein
carboxymethyliertes Cystein. Das y;-lon bestdtigt die Aminosdurereste Serin und
Alanin in Position 4 und 5 in der durch Edman-Chemie ermittelten
Aminosiuresequenz. Aufschluf iiber das C-terminale Ende konnte aus der MS*-Studie
nicht erhalten werden, da weder y-Ionen im unteren noch b-Ionen im oberen
Massenbereich nachweisbar waren. Aufgrund der Ubereinstimmung sowohl der
Molmassen als auch der ersten fiinf C-terminalen Aminosduren von Edman 1 und
Peptid A wird die Sequenz H-Ala’-Thr’-Cys’-Ser’-Ala’-Pro’-Ser’-Gly’-Arg’-OH als

gesichert angesehen.
Im MS'-Spektrum zeigte das tryptische Peptid B ein [M+H]-Ion von 660.3 Da,

welches in einer MS/MS-Analyse angeregt wurde. Mit Ausnahme des b,-Ions wurde

ein vollstdndiger Satz an b-Fragmentionen erhalten (siche Abbildung 29).
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Abbildung 29: Positives Tochterionen-Spektrum des [M+H] -lons (m/z = 660.3 Da) des
Peptids B (Thr’® — Lys’’) mit den markierten Ionen der b- und y-Serie.

Durch Auswertung dieser Ionenserie konnte die Aminosiuresequenz H-Thr’’-Leu” -
Glu”-Gly”*-Leu’’-Lys’/-OH abgeleitet und damit die Primérstruktur von Edman 4
bestitigt werden. Die Zuordnung wurde zudem durch das Auftreten der ys'-, y,'- und

ys"-Ionen im positiven CID-Spektrum bekriftigt, welche die Sequenz H-Thr’’-Leu”’-
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Glu®-OH widerspiegeln. Daneben weist das Fragmention bei m/z = 614.3 Da durch
eine Massendifferenz von 44 zu dem [M+H] -Ion auf das Auftreten einer Carbonsiure

innerhalb der Sequenz hin, was durch die Zuordnung Glu”® erfiillt wird.

Fiir das tryptische Peptid C wurde im positiv-Ionen-MS'-Spektrum das [M+H]-Ion
bei m/z = 1608.5 Da gefunden, was anhand der Masse keine Zuordnung zu einem
formellen Fragment der Edman-Primirstruktur erlaubte. Die MS*-Studie nach
Anregung des [M+2H]*"-Ions (805.3 Da) ergab das in Abbildung 30 dargestellte
positive Tochterionen-Spektrum, mit einem fast vollstindigen Satz an y-

Fragmentionen und einer geringen Anzahl an Ionen der b-Serie.
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Abbildung 30: Positives Tochterionen-Spektrum des [M+2H]*"-Ions (m/z = 805.3 Da) des
Peptids C (Gly’? — Lys*’) mit den markierten Ionen der b- und y-Serie.

Das Fragment mit m/z = 1481.5 Da erwies sich als das yj,"-lon und lieferte mehrere
mogliche Aminosédurereste fiir das N-terminale Ende. Die Massendifferenz (128 Da)
zum [M+H] -Ion bei m/z = 1608.5 Da kann durch Abspaltung von Lysin, Glutamin
oder des Dipeptids Gly-Ala (minus H,O) erklédrt werden. Eine Serie an Fragmentionen,
die der y-lonenserie (y;»"-y4') zugeordnet werden konnte, liefert die Teilsequenz
Cys-Phe-Ser-Ser-Asn-Thr-Cys-Ser, welche mit Abschnitt Cys* — Ser”  des
Fragments Edman 3 iibereinstimmt. Die im unteren Bereich auftretenden Ionen b; und
b, unterstiitzen Teile dieser Sequenzinterpretation. Der Massenabstand zwischen dem
y4'-lon bei m/z = 535.1 Da und dem y,"-lon bei m/z = 308.1 Da kann nur durch vier
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Dipeptidkombinationen erkldrt werden, nd@mlich durch Val+ GIn/Lys oder
Asn + Ile/Leu. Unter der Annahme, daf3 es sich bei diesem tryptischen Peptid um das
Fragment Edman 3 handelt und daB3 sich die beiden Aminosiduren Asparagin und
Isoleucin durch den Edman-Abbau eindeutig den Positionen 22 bzw. 23 zuweisen
lassen, wurde die Dipeptidkombination Asn-Ile als bestétigt angesehen.

Anhand des y,"-lons bei m/z = 308.1 Da konnten die letzten beiden C-terminalen
Aminosdurereste der Primérstruktur von Peptid C ermittelt und dadurch die
Diskrepanz zwischen dessen Molmasse (1608.5 Da) und dem des Edman 3 (1561 Da)
geklart werden: die Masse von 308.1 Da 148t sich nicht mit den im Edman-Abbau
bestimmten Aminosdureresten Isoleucin und Lysin in Einklang bringen. Da Lysin im
PTH-Chromatogramm eindeutig zugeordnet werden konnte, Isoleucin jedoch nicht
zweifelsfrei, wurde ersteres als gesichert angenommen. Aus der Massendifferenz
wurde geschlossen, dal es sich bei der fraglichen Aminosdure um ein
carboxymethyliertes Cys>* handelt. Die im oberen Massenbereich auftretenden Ionen
by, (1302.2 Da) und b3 (1463.2 Da) zeigen ebenfalls eindeutig, da3 in Position 24 der
vollstindigen Edman-Sequenz ein Cystein-Rest lokalisiert ist. Mit der Zuordnung von
Peptid C zum Edman 3-Fragment 148t sich auch die oben beschriebene Mehrdeutigkeit
bei der Aufklidrung des N-terminalen Endes klidren, das durch den Edman-Abbau als

Gly'? — Ala” identifiziert worden war.

Durch die ESI-MS/MS-Studien an 17 konnten 30 der 32 N-terminalen Aminosduren
bestitigt und die Aminosdure an Position 24 korrigiert werden. Die im Edman-Abbau
nachgewiesene Aminosdure Asparagin an Position 32 sowie das Edman 2-Fragment
(Phe’’ —Lys’’) wurden im Tandem-MS-Experiment nicht identifiziert. Ebenfalls
konnte die Primérstruktur der tryptischen Peptide D und E aufgrund der GroBe dieser
Fragmente durch Massenspektrometrie nicht geklart werden. Aus diesen Befunden

ergibt sich schlieBlich die in Abbildung 31 dargestellte Teilprimérstruktur von 17.

1 11 21 31
ATCSAPSGRF KGACFSSNTC SNICKTLEGL KN

Abbildung 31: Endgiiltige Teilprimarstruktur (Ala’ — Asn’®) von 17. Die kursiven
Positionen wurden nur nach Edman bestimmt.
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Obwohl die vollstidndige Primérstruktur von 17 nicht aufgeklédrt wurde, kann aufgrund
der schon angefiihrten Argumente zweifelsfrei gesagt werden, dafl die Verbindung 17
weder zur Klasse der Viscotoxine noch zur Familie der a- und B-Thionine gehért und

somit in bisherigen Publikationen falsch klassifiziert wurde.

Ein weiteres Indiz dafiir, da3 U-PS (17) strukturell von der Klasse der Viscotoxine
abweicht und damit die aus dem Edman-Abbau und den Tandem-MS-Studien
gewonnenen Zweifel an der bisherigen Einordnung erhértet, war die experimentell
beobachtete Trypsinlabilitdt von 17. Von Viscotoxinen ist bekannt, daf} sie aufgrund

120 .
In einem

ihrer Stabilitdt im nativen Zustand nicht von Trypsin gespalten werden.
tryptischen Verdauungsexperiment an nativem U-PS (17) konnten jedoch mehrere
Spaltprodukte neben dem Edukt nachgewiesen werden, wéhrend aus einer parallel
durchgefiithrten Kontrollreaktion mit nativem VT A3 (14) wie erwartet nur

unzersetztes Peptid hervorging.

7.2.4. Datenbank-Recherche

Eine Datenbank-Recherche'?!

mit den durch Edman-Abbau und Massenspektrometrie
bestimmten Sequenzdaten ergab, dafl U-PS (17) zur Familie der y-Thionine gehort.
Die Teilsequenz von 17 zeigt Homologien (bis zu 70 %) zu Primirstrukturen von
verschiedenen 7Y-Thionin-Vorldufern aus hoéheren Pflanzen. Als Beispiel ist der
Vergleich mit einem solchen Vorldufer aus der norwegischen Fichte Picea abies

aufgefiihrt.

Teilsequenz von U-PS (17)
I TCSAPSGRFKGACFSSNTCSNICKTLEG 28 |
T C PSG FKG C S SN C N C T E G

35 TCKTPSGKFKGVCASSNNCKNYCQT-EG o]

Teilsequenz eines y-Thionin-Precursors aus der Fichte Picea abies

Abbildung 32: Vergleich von Teilsequenzen aus 17 und einem y-Thionin-Precursor — im
untersuchten Bereich stimmen alle konservierten Cys-Positionen tiberein.

V-Thionine findet man in vielen Pflanzenfamilien.'*>'*>!**

Im reifen Zustand,
abgespalten aus dem Vorldufermolekiil, sind sie aus etwa 45-50 Aminosduren
aufgebaut. Wie das folgende Schema zeigt, besitzen diese Mikroproteine acht

konservierte Cysteine, welche in Disulfidbriicken involviert sind. Im Gegensatz zu der
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Familie der a- und B-Thionine gibt es keine weiteren konservierten Bereiche in der

Aminosduresequenz innerhalb dieser Familie.

XXCXXXXXXX XXX CXXXXXCXxXXCxxxxxxxxxCxxxxxxCxCxxxC

Abbildung 33: Konservierte Cysteine und Disulfidbriicken in y-Thioninen.

Die gefaltete Struktur des y-Purothionins (20), isoliert aus Weizen, wurde anhand von
'"H-NMR-Spektroskopie aufgeklirt'*® und ist in Abbildung 34 zu sehen. Sie enthilt
ein, aus drei Strdngen bestehendes, antiparalleles B-Faltblatt (Aminosdurereste 1 - 6,
31-34 und 39 - 47) und eine kurze a-Helix (Aminosédurereste 16 - 28). Drei der vier
Disulfidbriicken sind im hydrophoben Kern zwischen der Helix und dem B-Faltblatt
lokalisiert und formen ein Cystein-stabilisiertes «a-helicales-(CSH)-Motif. Die
dreidimensionale Struktur der y-Thionine weicht sowohl von der Struktur der o- und
[3-Thi0nine”3’114 als auch von der des Viscotoxin A3'® (siche Kapitel A.IIL.8.1)
erheblich ab. Homologien zeigt sie jedoch zu Skorpiongiften und Verteidigungsgiften

einiger Insekten.

C-terminales Ende

> s
‘ .
Ho
G
v

Abbildung 34: Dreidimensionale Struktur von 20.'%
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8. Rontgenstrukturanalyse

Vergleichende Studien iiber die Toxizitit verschiedener Viscotoxine™ ergaben
erhebliche Unterschiede innerhalb dieser Klasse. Die Autoren machen fiir diese
Beobachtung Abweichungen in der dreidimensionalen Molekiilstruktur der Isoformen
verantwortlich. Dies zeigt, welch eine wichtige Rolle der genauen Bestimmung von
Molekiilgeometrie und -struktur zukommt, wenn man wissen mochte, wie biologisch
aktive Verbindungen wirken. Da theoretische Berechnungen solche Strukturen nicht
vorhersagen kdnnen, kommt experimentellen Bestimmungsmethoden nach wie vor die
groBte Bedeutung zu. '"H-NMR-spektroskopische Messungen an Viscotoxin A3 haben
bereits zur Veroffentlichung einer dreidimensionalen Struktur dieses Peptids gefiihrt,

120 Allerdings lieferte diese Analyse

die AufschluB3 iiber dessen Form in Losungen gibt.
nur einen Satz dhnlicher, moglicher Strukturen, die sich in mehreren Bindungswinkeln
unterscheiden und die nur als monomere Einheit interpretiert wurden (Abbildung 35).
Ein Phosphation wurde in dieser NMR-Struktur nicht gefunden. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde Viscotoxin A3 (14) erstmals im AK Sheldrick von Judit Debreczeni
kristallisiert und die Tertidrstruktur aus der Rontgenstrukturanalyse abgeleitet. Des
weiteren konnte die Primér- sowie die Tertidrstruktur des Viscotoxins B2 (19) mit

Hilfe der Rontgenstrukturanalyse anndhernd aufgeklart werden.

Abbildung 35: Superposition der NMR-Strukturen von VT A3 (14).'%°

* Fiir die gute Zusammenarbeit danke ich Herrn Prof. Dr. G. M. Sheldrick und Frau Judit Debreczeni, Institut fiir
Anorganische Chemie der Universitdt Gottingen.
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8.1. Rontgenstrukturanalyse von Viscotoxin A3 (14)

8.1.1. Kristallisation, Datensammlung und Strukturlésung

Eine 15mg/mL Losung des Viscotoxin A3 wurde nach der hanging-drop-
Methode'**'*” zur Kristallisation gebracht. Nadelformige Kristalle mit einer
Kantenldnge von 350 um (Abbildung 36), konnten innerhalb von 10 Tagen aus 27 %
PEG 8000, 0.05 M Cacodylatpuffer (pH 6.5), 0.15 M Ammoniumsulfat-Losung bei

Raumtemperatur erhalten werden.

Abbildung 36: Kristalle von Viscotoxin A3 (14).

Da die Peptidstruktur weder mit der molecular-replacement-Methode noch durch
Schweratomderivate gelost werden konnte, wurde ein SAD-Experiment (single
wavelength anomalous dispersion) an einer Drehanode mit Kupferstrahlung
vorgenommen, um die Positionen der Disulfidbriicken mit Hilfe anomaler Dispersion
des Schwefels zu bestimmen.'”® Es wurde ein vollstindiger Datensatz mit einer
durchschnittlichen Redundanz von 108.6 gesammelt, um eine statistische Minimierung
von Meffehlern zu erreichen. Aus den anomalen Differenzen wurde die Substruktur
der Disulfidbriicken bestimmt. Es konnte von diesem Zeitpunkt an mit groBer
Sicherheit davon ausgegangen werden, dall sechs Cystine, also zwei
Viscotoxinmolekiile in der asymmetrischen Einheit vorhanden sind. Die Struktur
konnte durch Interpretation der Elektronendichte aufgekldrt werden. An der Beamline
X31 des EMBL/DESY in Hamburg wurde ein kompletter Datensatz bis zu einer
Auflosung von 1.7 A erhalten, das Modell wurde gegen diese Daten bis zu einem
R-Faktor von 17.4 % verfeinert. Die Verfeinerungen sind jedoch bisher noch nicht

vollstindig abgeschlossen. Eine Ubersicht iiber wichtige kristallographische sowie
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Verfeinerungsdaten findet sich im Anhang dieser Arbeit. Abbildung 37 zeigt einen

Ausschnitt der Elektronendichte nach der vorlaufigen Verfeinerung.

Abbildung 37: Ausschnitt der Elektronendichte von Viscotoxin A3 (14), gezeigt ist die
positiv geladene Bindungstasche.

8.1.2. Interpretation der Kristallstruktur von Viscotoxin A3 (14)

In der Kristallstruktur liegt Viscotoxin A3 als Dimer zweier fast identischer Molekiile
vor. Der einzige deutliche Unterschied zwischen diesen Molekiilen ist ein Sulfation,
welches nur bei einem der Monomere an den Ser’*-Rest gebunden ist und aus der
Kristallisationslosung stammt. Eine ,,Least-Square*- Uberlagerung beider Monomere

zeigt keine weiteren signifikanten Abweichungen.

N-Terminus

C-Terminus .
C-Terminus

Abbildung 38: Dreidimensionale Dimerstruktur von VT A3 (14).
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Die dreidimensionale Struktur beider Monomereinheiten von VT A3 (14) dhnelt dem
GroBbuchstaben "L", wie alle bisher publizierten Tertidrstrukturen von pflanzlichen
o-und PB-Thioninen."””"**'* Die Ahnlichkeit zu der durch 'H-NMR-Studien
erhaltenen Struktur von Viscotoxin A3 ist grof (Abbildung 39)."*°

Abbildung 39: Superposition von NMR- (blaugriin) und Rontgenstruktur (violett) von 14.

Die zwei amphipatischen o-Helices (Thr - Arg’®, Arg” - Ser’’) verlaufen in
entgegengesetzter Richtung und definieren den langen Schenkel des Buchstaben "L".
Das B-Faltblatt, welches aus zwei antiparallelen B-Stringen (Lys’ - Cys’, Cys™ - Ile™)
besteht, bildet den kurzen Schenkel. Die relative Lage der beiden «-Helices
zueinander scheint fiir die Position der geladenen Seitenketten von Bedeutung zu sein.
Die Aminosdurereste 7 -30, die unter anderem auch in der Struktur von
a-Hordothionin'®  auftreten, bilden ein Helix-turn-helix-motif (HTH), das
charakteristisch fir DNA-bindende Proteine ist.”' Dies kénnte ein Hinweis darauf
sein, dal3 diese Region die DNA-bindende Domine sowohl der Viscotoxine als auch
der o- und B-Thionine darstellt. Des weiteren finden sich in den Aminoséurebereichen
19 - 22, 36 - 39 und 44 - 46 Schleifen (turns). Wie erwartet ist jedes Monomer durch
drei Disulfidbriicken Cys’/Cys”, Cys’/Cys’™ und Cys'®/Cys”® stabilisiert, die ein
"concentric motif" bilden. Dieses charakteristische Motif wurde nicht nur in den
o- und B-Thioninen, sondern auch in verschiedenen kleineren Proteinen gefunden, wie
Saposin und Oberflichenprotein B.”> All diesen Proteinen ist die Fahigkeit gemein,
mit den Lipidkomponenten verschiedener biologischer Membranen zu interagieren
und diese Membranen dadurch zu destabilisieren.

Wie in Abbildung 40 zu sehen ist, wird in jedem der zwei Monomere ein tetraedrisch

koordiniertes Ton nicht-kovalent iiber die Seitenketten der Aminoséduren Arg’’, Arg”
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und Lys’ gebunden. Da in der Kristallisationslosung Sulfationen zugegen waren, kann
aufgrund der Strukturdhnlichkeit nicht eindeutig gekléart werden, ob es sich bei diesem
Ion um ein Sulfation oder um das in Kapitel A.II1.6 beschriebene fest gebundene
Phosphation handelt.

Abbildung 40: Darstellung eines Monomers von VT A3 (14).

Die Gruppe der drei oben genannten Aminosduren Arg’’, Arg”, und Lys’ bildet eine
positiv geladene Tasche zwischen dem kurzen und dem langen Schenkel der L-Form.
Die Art der Ionenbindung in dieser Tasche erklédrt auch die biochemischen Befunde
dieser Arbeit, nach denen das Phosphat nur durch Reduktion der Disulfidbriicken oder
durch Hydrolyse des Peptids herausgeldst werden kann. Die funktionelle Bedeutung
der Phosphat-bindenden Aminoséuren spiegelt sich auch in der hohen Konserviertheit

dieser Aminosduregruppen innerhalb der Viscotoxin-Familie wider.

8.2. Rontgenstrukturanalyse von Viscotoxin B2 (19)

8.2.1. Kiristallisation, Datensammlung und Strukturlésung

Die unbekannte Verbindung 19 konnte unter denselben Bedingungen wie Viscotoxin
A3 (14) kristallisiert werden. Nach drei Monaten wurden mefBbare, nadelformige

Kristalle (siche Abbildung 41) mit einer Kantenldnge von 450 pum erhalten.
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Abbildung 41: Kristalle von Viscotoxin B2 (19).

Es wurde auf der Beamline X13 am EMBL/DESY ein vollstindiger Datensatz bis zur
atomaren Auflosung (1.0 A) aufgenommen und das Modell gegen diese Daten bis zu
einem R-Faktor von 19.9 % verfeinert. Die atomare Auflosung ermoglichte die
Strukturlosung mit Direkten Methoden. Die Primidr- und Sekundérstruktur wurde
durch Interpretation der Elektronendichte fast vollstindig gelost. Es konnte gezeigt
werden, daf3 sich in der asymmetrischen Einheit zwei Molekiile VT B2 (19) befinden.
Da erst gegen Ende dieser Arbeit Kristalle von 19 erhalten wurden, sind die
Verfeinerungen bisher noch nicht abgeschlossen. Eine Ubersicht iiber wichtige
kristallographische Daten und vorldufige Verfeinerungsdaten befindet sich im Anhang
dieser Arbeit. In Abbildung 42 ist ein ausgewdihlter Bereich der Elektronendichte nach

der vorlaufigen Verfeinerung zu sehen.

Abbildung 42: Ausschnitt der Elektronendichte von 19, gezeigt ist die positiv geladene
Bindungstasche.
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8.2.2. Interpretation der Kristallstruktur von Viscotoxin B2 (19)

Aus der gefundenen Elektronendichteverteilung wurde die Struktur eines Peptids mit
46 Aminosduren abgeleitet, von denen 41 eindeutig zugeordnet werden konnten. In

Abbildung 43 ist die vorldufige Aminosduresequenz von 19 dargestellt.

Viscotoxin B2
1 11 21 31 41
KSCCPNTTGR  IY TCRLGG GSR RCASLS GC_ IISASTC PS YPK

KSCCPNTTGR NIYNTCRLGG GSRERCASLS GCKIISASTC PSDYPK

Viscotoxin B

Abbildung 43: Vorgeschlagene Primérstruktur von VT B2 (19) im Vergleich zu der von
VT B (15).

In den Positionen 11, 14 und 43 kann aufgrund der Elektronendichte ein Asparagin-
oder ein Asparaginsiure-Rest vermutet werden, in Stellung 24 ein Glutamin- oder ein
Glutaminsdure-Rest. Eine Identifizierung der Aminosdure in Stellung 33 war wegen zu
geringer Elektronendichte nicht moglich.

Durch  Vergleich der Primérstruktur von 19 mit den publizierten
Aminosduresequenzen der Viscotoxine kann eindeutig gesagt werden, dall es sich
hierbei um ein weiteres Viscotoxin handelt. 19 zeigt 6 Cystein-Reste in den fiir
Viscotoxine typischen Positionen, ebenfalls weist es eine groBe Ubereinstimmung mit
den konservierten Bereichen der Viscotoxine auf. Von allen Viscotoxin-Isoformen ist
es dem VT B (15) am dhnlichsten, zu diesem zeigt es in allen bisher identifizierten
Aminosduren eine einhundertprozentige Homologie. Die Abweichungen der
chromatographischen und massenspektrometrischen Eigenschaften von Viscotoxin
B2 (19) zu Viscotoxin B (15) miissen daher auf Sequenzunterschieden in den
Bereichen beruhen, die fiir Viscotoxin B2 noch nicht vollstindig aufgekliart werden
konnten. Um die genauen Unterschiede zwischen diesen offenbar sehr dhnlichen
Strukturen VT B (15) und VT B2 (19) aufkldren zu konnen, werden weitere Arbeiten
zur Verfeinerung der Kristallstruktur no6tig sein. Dariiber hinaus werden
Sequenzanalysen durch Edman-Abbau sowie Tandem-MS-Experimente zusitzliche
Beweise fiir die Aminosduresequenz von 19 liefern kénnen. Abbildung 44 zeigt die

Kristallstruktur von 19 nach vorldufiger Verfeinerung.
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SO T +.. SO.*

N-Terminus

C-Terminus C-Terminus

,

SO,

Abbildung 44: Dreidimensionale Dimerstruktur von VT B2 (19).

Ein Vergleich mit Abbildung 38 offenbart die groBe Ahnlichkeit dieser Struktur mit
der von VT A3 (14). Wie dieses liegt 19 im Kiristall als Dimer zweier praktisch
identischer Monomere vor, allerdings sind in der asymmetrischen Einheit vier
Phosphat-/Sulfationen gebunden, die sich im Verhéltnis 3:1 auf die beiden Monomere
verteilen. An beide Monomere ist je eines dieser Anionen zwischen den beiden
a-Helices durch Wasserstoffbriicken gebunden und zwar an den Aminoséurerest Ser”
der einen und an den Aminosiurerest Arg” der anderen Einheit. Wihrend in dem
linken Monomer in Abbildung 44 eine Belegung der positiv geladenen Bindungstasche
mit Sicherheit nachzuweisen ist, ist dieser Bereich in der rechten Teilstruktur noch
nicht hinreichend verfeinert, um ein entsprechendes Anion lokalisieren zu konnen. Das
vierte Phosphat-/Sulfat-Anion ist ebenfalls an das linke Monomer gebunden, und zwar
an die Aminosaurereste Thr’ und Lys*. Im Vergleich zu Abbildung 38 fillt ebenfalls
die leicht verdnderte Stellung der beiden Monomereinheiten zueinander auf.

Im tibrigen weisen die Tertidrstrukturen der beiden Monomere alle Strukturmerkmale
auf, die auch schon fiir VT A3 in Kapitel A.II1.8.1.2 beschrieben wurden: Sie besitzen
zwei amphipatische Helices, die aus den Aminosduren Thr” - Leu’® und Arg” - Ser’’
gebildet werden, das B-Faltblatt enthilt die antiparallelen B-Stringe (Lys’ - Cys’ und
Cys® - 1le™), und die Bereiche 19 -22, 36 -39 sowie 44 -46 bilden Turns. Die
Cystein-Reste gehoren zu den konservierten Aminoséuren der - und 3- Thionine und
wie alle Verbindungen dieser Familie bildet 19 Disulfidbriicken zwischen den
Positionen 3 - 40, 4 - 32 und 16 - 26. Die resultierende Tertidrstruktur weist, wie auch
VT A3 (14), das in Kapitel A.I11.8.1.2 beschriebene HTH-motif auf.
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Abbildung 45 vergleicht die dreidimensionalen Strukturen von VT A3 (14),
VT B2 (19) und a-1-Purothionin (21).'"

— Viscotoxin A3
— Viscotoxin B2

o-1-Purothionin

Abbildung 45: Superposition von VT A3 (14), VT B2 (19) und o-1-Purothionin (21).

9. Ausblick

Mistelextrakte werden in der adjuvanten Medizin zur Krebsbekdmpfung eingesetzt.
Um Aussagen iiber den Einsatzbereich und das Wirkspektrum der Extrakte
verschiedener Subspezies machen zu kénnen, mull eine genaue Kenntnis {liber die
Struktur, den Gehalt und die Zusammensetzung der Inhaltstoffe dieser Extrakte
vorliegen, dies gilt vor allem fiir die Viscotoxine und Mistellektine.

Die durchgefiihrten Untersuchungen haben eine Reihe weiterfithrender Fragen
aufgeworfen. So muf3 die Anzahl der Viscotoxin-Isoformen groBer sein, als bisher
bekannt war. Es konnte gezeigt werden, daB sich nicht alle Viscotoxine unter
Verwendung der HPLC und der ESI-Massenspektrometrie eindeutig unterscheiden
lassen. Auch die MALDI-Massenspektrometrie weist eine zu groe Ungenauigkeit
auf. Um in Zukunft zweifelsfreie Studien an diesen Molekiilen durchfiithren zu konnen,
wird der Ausarbeitung eines Verfahrens zur schnellen und eindeutigen Identifizierung
dieser Verbindungen eine groBe Bedeutung zukommen. Hierfiir hat sich die
hochauflosende ESI-FT-ICR-Massenspektrometrie in Verbindung mit der HPLC als

geeignet erwiesen.
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Zur vollstaindigen Kldrung der durch hochauflosende Massenspektrometrie
entstandenen Diskrepanzen erscheint eine Aufkldrung der Primirstruktur der aus
Pappelmisteln isolierten Viscotoxinen Al (12), A2 (13), B (15), und 1-PS (16) durch
Edman-Abbau oder Tandem-MS-Experimente sinnvoll. Um diese Sequenzen
anschlieBend mit VT-Isoformen aus anderen Subspezies vergleichen zu konnen,
miissen die bereits vorhandenen Viscotoxine Al, A2, A3, B und 1-PS aus
Kiefernmisteln weiter aufgereinigt und die hochaufgeldsten monoisotopischen Massen
bestimmt werden. Bei Unterschieden zu den aus Pappelmisteln isolierten
Verbindungen wére eine Primérstrukturanalyse anzuschlieBen. Sollte sich der
Verdacht bestitigen, dal3 es unterschiedliche Isoformen innerhalb der Subspezies gibt,
wiéren auch Tannenmisteln auf ihre Viscotoxine hin zu untersuchen. Auch wire die
Frage zu klédren, ob sich diese Variationen nur innerhalb der Subspezies zeigen, oder
ob die Unterschiede auch zwischen Misteln von unterschiedlichen Laubbdumen
auftreten. Um eine eindeutige Zuordnung der jeweiligen isolierten Mikroproteine zu
den o~ und B-Thioninen machen zu koénnen, wire eine Primérstrukturanalyse bei
Unstimmigkeiten von Vorteil. Auch konnte somit gekldrt werden, ob noch weitere

Vertreter der y-Thionine in den jeweiligen Viscotoxin-Rohprodukten vorhanden sind.

Da bei der Isolierung aus Pappelmisteln eine neue Isoform der Viscotoxine gefunden
wurde, sollte bei den weiteren Isolierungsarbeiten ebenfalls auf neue Verbindungen
geachtet werden. Bei der Isolierung aus der Tannenmistel sollte versucht werden, die
Verbindung 18 erneut zu erhalten und diese in ihrer Struktur aufzukldren. Weiterhin
sind die noch fehlenden Aminosduren in der Primérstruktur von VT B2 (19) durch
weitere Verfeinerung der Rontgenstruktur oder mittels Tandem-Massenspektrometrie

zu bestimmen.

Eine Variation in der Aminosiuresequenz kann auch eine Anderung in der
dreidimensionalen Struktur nach sich ziehen. Um Unterschiede in der Tertidrstruktur
der verschiedenen Viscotoxin-Isoformen zu erkennen, wire es von Vorteil, alle
Verbindungen in moglichst hohen Ausbeuten =zu isolieren, um daran
Kristallisationsversuche und anschlieBende Rontgenstrukturanalysen durchfithren zu
konnen. Die Kristallisation sollte in einer Stammlosung erfolgen, die weder Sulfat-
noch Phosphationen enthélt, um beurteilen zu kénnen, ob das Phosphataddukt oder das

native Peptid kristallisiert wurde.
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Aufschlul  iiber Struktur-Wirkungsbeziehungen konnte der Vergleich der
dreidimensionalen Strukturen verschiedener Isoformen mit deren Wirkdaten geben.
Sollten Kristallstrukturen einer Isoform sowohl mit Phosphation als auch ohne erhalten
werden, konnten anhand moglicher Konformationsunterschiede die Kenntnisse der

Wirkmechanismen erweitert werden.

Die Ergebnisse der Zellmembrantests fiir die Mikroproteine isoliert aus Pappelmisteln

stehen zur Zeit noch aus.
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IV. Sekundirmetaboliten der Gilvocarcin-Gruppe

1.  Streptomyces griseoflavus Stamm Go 3592/1

1.1. Bekannte Sekundirmetaboliten

Der Stamm G6 3592/1 wurde in unserer Abteilung zum ersten Mal Anfang der
achtziger Jahre von S. Breiding-Mack'**'* bearbeitet. Dabei fiel der Stamm im
chemischen Screening durch die Bildung zweier Sekundidrmetaboliten, bei denen es
sich um Gilvocarcin V (22) und um Calcium-3-hydroxychinolin-2-carboxylat (23)
handelt, auf (siche Abbildung 46). Die beiden Metaboliten wurden aus Fermentationen
im Soja/Mannit-Ndhrmedium in Ausbeuten von 20 mg/L 22 und 24 mg/L 23
gewonnen. Die vielversprechenden cytostatischen Eigenschaften von 22 waren 1985
AnlaB fiir Untersuchungen zur Struktur-Wirkungsbeziehung dieser Verbindung durch
C. Albrecht.”* Hierfir wurde eine Reihe an Derivaten von 22 synthetisiert und

hinsichtlich ihrer biologischen Aktivitét untersucht.

H3C
0  OH
5
SN OH
2+
A2 o | Ca
N
1
@)
2

Gilvocarcin V (22) Calcium-3-hydroxychinolin-

2-carboxylat (23)

Abbildung 46: Bekannte Metaboliten aus dem Stamm G6 3592/1.

Da mit dem Stamm GO6 3592/1 bisher noch keine Versuche zur Verdnderung des
Metabolitenmusters unternommen worden waren, sollte untersucht werden, ob sich
mit Hilfe des OSMAC-Ansatzes (OSMAC = One Strain - Many Compounds)'*>"*° die
Produktion neuer Metaboliten induzieren 14Bt. Ziel dieses Ansatzes ist die Erzeugung
von Variabilitit bei der Stoffbildung sowie von chemischer Diversitdt in der
Gertistbildung. Die Auswertung der Sekundérstoffproduktion sollte mit Hilfe des

137,138

chemischen Screenings erfolgen.
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1.2.  Variation der Kultivierungsbedingungen

Das Metabolitenmuster eines Bakterienstamms ist hdufig vielfiltiger als es unter
Standardbedingungen zu beobachten ist. Mit dem OSMAC-Ansatz wird versucht, das
gesamte Biosynthesepotential eines Stamms durch  Variation der
Kultivierungsparameter zu erfassen. So ist es bei den fiir die Sekundérstoffbildung
besonders begabten Actinomyceten und Pilzen leicht, auch bei gut untersuchten
Stammen bisher nicht beschriebene Naturstoffe zu entdecken. Dabei gibt es einen
flieBenden Ubergang zwischen der Ausbeutesteigerung einzelner, im Prinzip
vorhandener und dem erstmaligen Auftreten vorher nicht nachweisbarer
Metaboliten.'*® DaB sich das OSMAC-Konzept bereits erfolgreich bewihrt hat, kann
an einer Reihe von Arbeiten eindrucksvoll gezeigt werden. So konnte J. Fuchser durch
Kultivierungsvariationen 17 Sekundédrmetaboliten aus Aspergillus ochraceus isolieren,
darunter 12 noch nicht beschriebene.””'*" Als weiteres Beispiel sei das komplexe
Metabolitenmuster von Streptomyces sp. G6 40/10 erwdhnt. Aus diesem Stamm
wurden 16 Metaboliten aus vier verschiedenen Strukturklassen erhalten.'*' Im
Gegensatz dazu produziert S. cellulosae ssp. griseorubiginosus Stamm S 1013, der von
R. Hofs bearbeitet wurde, nur vier Naturstoffe. Diese lassen sich jedoch drei
verschiedenen Biosynthesewegen zuordnen:'**'**'* Gabosin D (24) und E (25) sind
Intermediate des Zuckerstoffwechsels, Hexacyclinsdure (26) gehort zu den
Typ-I-Polyketiden, wéahrend 27 ein Angustmycin A Derivat darstellt (siche Abbildung
47).

Abbildung 47: Isolierte Metaboliten aus Streptomyces cellulosae S 1013.
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Parameter, die sich wirkungsvoll variieren lassen, sind neben dem Nidhrmedium und
der Art des Kultivierungsgefiles unter anderem die Beliiftung, die
Kultivierungstemperatur und der pH-Wert.

Fir den Stamm G6 3592/1 wurde im Rahmen dieser Arbeit neben dem Einfluf3 des
Kultivierungsgefiles und des Néhrmediums auch der EinfluB von Zusétzen
oberflachenreicher Materialien auf das Metabolitenmuster untersucht. Die Analyse des
Metabolitenspektrums erfolgte durch Diinnschichtchromatographie und bei den
Metaboliten der Gilvocarcinreihe zusétzlich durch HPLC-Analytik. Gilvocarcin V (22)
und Gilvocarcin M (28) lieBen sich im HPLC-Chromatogramm sehr gut anhand ihrer
Retentionszeiten und ihrer UV-Spektren unterscheiden (siehe Tabelle 15), was im
Diinnschichtchromatogramm aufgrund des gleichen Laufverhaltens in allen géngigen

Laufmittelsystemen nicht moglich war.

Tabelle 15: Retentionszeiten und UV-Absorptionsmaxima von 22 und 28.

Metabolit R; [min]* Amax [NM]
Gilvocarcin V (22) 18.3 249, 286, 397
Gilvocarcin M (28) 17.5 242,274, 387

* HPLC II, Séule 8, Programm 13.

1.2.1. Nihrmedienvariationen

Der  Variation des Nihrmediums kommt bei  Untersuchungen  des
Sekundidrmetabolismus von Mikroorganismen eine grofle Bedeutung zu, da nur sehr
wenige Mikroorganismen in der Lage sind, die fiir sie charakteristischen Metaboliten
in jedem beliebigen Nahrmedium zu produzieren. Eine Untersuchung an 760
Mikroorganismen hat zum Beispiel gezeigt, dall eine bestimmte biologische Aktivitit
bei 75 % der bearbeiteten Stimme nur auf einem von vier Ndhrmedien zu beobachten
ist."* So konnen Nihrmedienbestandteile wie z. B. Glucose, Ammonium- oder
Phosphationen die Bildung von Sekundirstoffen reprimieren.'” Auch die
Anwesenheit von Spurenelementen wie z. B. Mg, Ca, Na, K, Fe, Mn, Zn, Co, Cu und
Mo hat sich fir das Wachstum von Streptomyceten'*® und die Bildung von
Sekundirmetaboliten'*” als essentiell herausgestellt.

Bei der Kultivierung von Streptomyceten greift man deshalb auf Ndhrmedien zuriick,
die mindestens eine Kohlenstoff-, Stickstoff- Schwefel- und Phosphorquelle sowie
bestimmte Salze und Spurenelemente enthalten. Zu den typischen Kohlenstoffquellen

fir komplexe (chemisch undefinierte) Ndhrmedien zdhlt unter anderem Malzextrakt,
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dessen Hauptbestandteil Maltose ist. Als Stickstoff- und Schwefelquelle dienen im
komplexen Ndhrmedium Hefeextrakt, Peptone (Proteinhydrolysate) und Sojamehl, die
alle einen relativ hohen Anteil an Aminosduren und Peptiden aufweisen. Als
Phosphorquelle dienen ebenfalls die komplexen Kohlenstoff- und Stickstoffquellen.
Im Fall von synthetischen (chemisch definierten) Ndahrmedien werden als C-Quellen
neben Glycerin meist einfache Kohlenhydrate wie Glucose bzw. Saccharose
verwendet. Gingige N-Quellen fiir synthetische Néhrmedien sind Ammoniumsalze
und Glycin, Sulfate sind hier typische S-Quellen. Zur Séttigung des Phosphorbedarfs
werden zu chemisch definierten N&hrlosungen Phosphationen, meist in Form von
Ammoniumphosphaten zugefiigt. Die Kultivierung in unterschiedlichen Ndhrmedien
soll gewihrleisten, dal in einzelnen Versuchen Vorldufer der drei wichtigsten
Biogenesequellen (Zucker, Carbonsduren und Aminosduren) in unterschiedlicher Form
und Menge zur Verfiigung stehen. Fiir diesen Zweck ist die Verwendung komplexer
Nédhrmedien gegeniiber synthetischen Nahrmedien von Vorteil. Allerdings kann es hier
zur irrtimlichen Isolierung von Nihrmedienbestandteilen neben den gesuchten
Sekunddrmetaboliten kommen. Zusdtzlich kann ein hoher Fettgehalt der
Medienbestandteile die Aufarbeitung und die Detektion der Naturstoffe erschweren.

In Tabelle 16 sind die ausgewihlten Ndhrmedien, die bei der Kultivierung des
Stammes G6 3592/1 genutzt wurden, aufgelistet. Um ausschlieBlich den Einflu8 der
Nédhrmedienvariationen auf die Sekundirstoffproduktion zu untersuchen, wurden alle
anderen Parameter nicht verdndert. Die Kultivierung erfolgte in 300 mL
Erlenmeyerkolben ohne Schikanen, verschlossen mit Schaumstoftkappen bei 28 °C,
250 rpm fiir 96 Stunden. Die Kolben waren jeweils mit 100 mL der entsprechenden
Néhrlosung befiillt und wurden mit 1/12 einer gut bewachsenen Agarplatte angeimpft.
Von jedem Néhrmedium wurden zwei Kolben angesetzt, um die Stabilitdt des
Stammes und die Reproduzierbarkeit der Sekundidrmetabolitenproduktion iiberpriifen
zu konnen. Die Aufarbeitung der Kulturen ist in Abbildung 48 dargestellt. Die
Extrakte wurden jeweils in 2 mL Methanol/Wasser 1:1 aufgenommen und 5 pl dieser
Losung wurden auf zwei gegeniiberliegenden Seiten von HPTLC-Platten aufgetragen.
Die Chromatogramme wurden anschlieBend zur Abdeckung eines moglichst breiten
Polaritdtsbereichs in zwei verschiedenen Laufmittelsystemen entwickelt. Als
Laufmittel dienten dabei Chloroform/Methanol 9:1 und n-Butanol/Eisessig/Wasser
4:1:5. Die Analyse des Metabolitenspektrums erfolgte tiber visuelle Detektion bei
farbigen Substanzen, UV-Absorption bzw. Fluoreszenz bei 254 und 366 nm, sowie

durch Behandlung mit Anfiarbereagenzien. Um moglichst viele unterschiedliche
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funktionelle Gruppen sichtbar zu machen, wurden die HPTLC-Platten mit
Anisaldehyd, Orcin, Vanillin-Schwefelsdure sowie mit Tetrazolblau angef?cirbt.148 Das

Auftreten von Gilvocarcin M (28) wurde anhand von HPLC-Chromatogrammen

tiberpriift.
[ 200 ml Kulturlésung }
Zentrifugieren
Mycel [ Kulturfiltrat }
Aufschlufl mit Aceton im Adsorption an XAD
Ultraschallbad, 15 min Spiilen mit 100 ml Wasser
Eluieren mit 100 ml Methanol
Filtration, Einrotieren Einrotieren
Lyophilisieren Lyophilisieren
[ My-Rohprodukt ] [ KF-Rohprodukt ]
Losen in 2 ml Losen in 2 ml
MeOH/H,0 1:1 MeOH/H,0 1:1
Auftragung von 5 pl der Losung auf HPTLC-Kieselgelplatten 60 F,s4
Laufmittelsysteme: Chloroform/Methanol 9:1
BuOH/AcOH/H,0 4:1:5

Abbildung 48: Aufarbeitung von Kulturen im chemischen Screening.

Der Stamm G6 3592/1 zeigte in vielen komplexen Ndhrmedien ein gutes Wachstum.
Zur Bildung von Biomasse erwiesen sich M2Ca-, M2S-, SM-, SGG- und
SSG-Néhrlosungen als besonders geeignet, in den restlichen wurde nur wenig bzw. gar
kein Mycel gebildet. Wie Tabelle 16 zu entnehmen ist, war in den genannten Medien

auch die Sekunddrmetabolitenproduktion am hochsten bzw. am vielfiltigsten. Neben
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den fiir diesen Stamm bekannten Sekundérstoffen Gilvocarcin V (22) und Calcium-3-
hydroxychinolin-2-carboxylat (23), konnten Gilvocarcin M (28) und Ferrioxamin E
(29) als weitere Metaboliten nachgewiesen werden. Fermentationen im groferem
Mafstab wurden in den Néhrmedien SM, SGG und M2S durchgefiihrt, da die
Diinnschichtchromatogramme  interessante ~ Substanzflecken  zeigten.  Diese
Fermentationen wurden analog zu denen im Screening durchgefiihrt. In den Extrakten
aus den Kultivierungen in M2, NL-6, NL-203 und NL-1358 lieBen sich
diinnschichtchromatographisch ausschlieBlich Spots geringer Intensitdt detektieren,
was auf eine niedrige Konzentration der entsprechenden Sekundirmetaboliten
hindeutet. Deshalb wurde auf groere Fermentationsansidtze unter Verwendung eines

dieser vier Ndhrmedien verzichtet.

Tabelle 16: Kultivierung des Stammes G6 3592/1 in verschiedenen Néhrmedien.

Nédhrmedium 22 28 23 29
M2 My (+) - - -
KF ) - - -
M2Ca My +++ (+) - -
KF (+) - + -
M2S My ++ (+) - -
KF + (+) ++ -
Soja/Mannit My ++ (+) ++ -
KF + (+) - -
Hafer My (+) - - -
KF ) - + -
SGG My -+ + - -
KF ++ (+) + (+)
SSG My +++ (+) + -
KF + - (+) (+)
NL-6 My + - - -
KF + - - -
NL-203 My + - - -
KF + - - -
NL-1358 My + - - -
KF + - - -

(+++/++/+ sehr gute/gute/miaBige Produktion, (+) Produktion in Spuren, - keine Produktion)
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Gilvocarcin V (22), das in allen Ndhrmedien als Hauptkomponente nachzuweisen war,
wurde in dem durch Kultivierung in SM-Medium gebildeten Mycel in einer Ausbeute
von 35 mg/L produziert. Daneben produzierte der Stamm unter diesen Bedingungen
5 mg/L Gilvocarcin M (28) und 20 mg/L Calcium-3-hydroxychinolin-2-carboxylat
(23), wobei letzteres aus dem Kulturfiltrat isoliert wurde.

Aufgrund des sehr dhnlichen Laufverhaltens von 22 und 28 erwies sich die
sdulenchromatographische Aufreinigung der beiden Verbindungen als schwierig.
Daher erfolgte die Isolierung von 22 und 28 in zwei Schritten. Zunichst wurde eine
Mischfraktion, welche die beiden Metaboliten in einem Verhéltnis von ungefihr 7:1
enthielt durch Chromatographie an Kieselgel (Dichlormethan/Methanol 19:1 = 5:1)
erhalten. Diese wurde weiter durch priparative HPLC-Chromatographie aufgereinigt
(sieche Abbildung 49). Aufgrund der geringen Loslichkeit der beiden Gilvocarcine in
allen tiblichen HPLC-Losungsmitteln (gute Loslichkeit zeigen 22 und 28 lediglich in
DMSO und THF) war die Auftrennung nur mit kleinen Substanzmengen praktikabel.
Es wurden daher nur 8.5 mg 22 und 1.3 mg 28 aufgereinigt. Der Anteil der beiden
Gilvocarcine im Gemisch und die Ausbeuten pro Liter Kulturbrithe wurden durch
Auswertung der Peakflichen im HPLC-Chromatogramm der Gilvocarcinmischfraktion
bestimmt. Durch Wechsel von Soja/Mannit-Ndhrmedium auf SGG-N&hrmedium
konnte die Ausbeute an 22 auf 140 mg/L und an 28 auf 19 mg pro Liter Kulturbriihe
gesteigert werden, die Produktion von 23 nahm jedoch gleichzeitig auf 2 mg/L ab.
Ferrioxamin E (29), welches im chemischen Screening nur im SGG- bzw.
SSG-Medium nachgewiesen werden konnte, wurde bei der Fermentation im gréBeren
Malistab nicht in isolierbaren Mengen erhalten. Durch Kultivierung im M2S-Medium
konnte weder die Ausbeute an 22, 28 oder 23 erhoht, noch die Bildung neuer

Metaboliten erreicht werden.
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Gilvocarcin V (22)
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Gilvocarcin M (28)
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Abbildung 49: HPLC-Chromatogramm der Mischfraktion aus 22 und 28 (Verhiltnis 7:1).

1.2.2. Kultivierungsgefifle

Unterschiede im Metabolitenspektrum sind bei Variationen eines Kultivierungsgefifies
tiberwiegend auf Verdnderungen der Beliiftungsverhéltnisse zuriickzufiihren. Bei der
Verwendung von Fermentern 148t sich die Beliiftung durch die Art und Anzahl der
Riihrblétter, durch die Fiillhohe sowie durch die Riihrgeschwindigkeit variieren. In
Schiittelkolben ergeben sich die Unterschiede durch die Verwendung von Kolben mit
oder ohne Schikanen, unterschiedliche Rotationsgeschwindigkeit im Schiittelschrank,
sowie durch die Wahl des Kappenmaterials. Bei Ruhefermentationen in P-Kolben
kommt es zu keiner Durchmischung der Kulturbrithe und somit zu einem reduzierten
Sauerstoffangebot.

Mit dem Ziel, die Bildung neuer Metaboliten sowie die Produktion von Ferrioxamin E
(29) zu induzieren, wurden zundchst Verdnderungen an Schiittelkulturen
vorgenommen. Dabei wurden zwei Parameter variiert, zum einen die Umdrehungszahl
(180 bzw. 250 rpm), zum anderen die Form der Kolben (mit bzw. ohne Schikanen).
Die Variationen wurden in fiinf verschiedenen Nidhrmedien durchgefiihrt. In Tabelle
17 ist das Metabolitenmuster in Abhingigkeit von der jeweiligen Variation dargestellt.
Diese Untersuchungen ergaben, dal die vorgenommenen Variationen das
Produktmuster des Stammes G6 3592/1 nur wenig beeinflussen. Neben den bereits
erwdhnten Metaboliten Gilvocarcin V (22), Gilvocarcin M (28), Calcium-3-
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hydroxychinolin-2-carboxylat (23) und Ferrioxamin E (29) wurden keine weiteren
Sekundérstoffe gebildet. Auch kam es zu keiner erneuten bzw. gesteigerten Produktion
von 29. Zudem war es in keinem dieser Ansidtze moglich, die Produktion von 22 und
28 zugunsten von 28 zu verschieben. Aufgrund dieser Beobachtungen bei der
chromatographischen Analyse der Rohextrakte wurde auf Fermentationen im gréBeren
MafBstab verzichtet.

Tabelle 17: Metabolitenspektrum in Abhéngigkeit von Schiittelkulturvariationen.

Schiittelkulturen (300 mL Gefde, Schaumstoffkappen, 28 °C, 96 h)

Medien 22 28 23 29

A B C D|A B C D|A B C A B C D
M2l D ® @D - - -
M2Ca |[+++ +++ ++ H |[(H H H O+ + =+ o+ |- - - -
SM o+ () D) () (B A - - -
SGG e o S o o ol I S SR SR S B S o o S + () ) ) D
Hafer |(+) + ++ ++| - - - - | + - + - - - - -

(+++/++/+ sehr gute/gute/miaBige Produktion, (+) Produktion in Spuren, - keine Produktion)
A: 250 rpm, ohne Schikanen, B: 250 rpm, mit Schikanen, C: 180 rpm, ohne Schikanen, D: 180 rpm,
mit Schikanen.

Zusitzlich zu den Schiittelkolben wurden weitere Kultivierungsgefiafle getestet (sieche
Tabelle 18). Auch hier stellte sich heraus, da der Stamm Go6 3592/1 ein vom
Kultivierungsgefdl wenig abhingiges Produktmuster aufweist. Bei keiner der in
Tabelle 18 aufgefiihrten Fermentationen lieBen sich weitere Metaboliten nachweisen.
Jedoch konnte in P-Kolben, gefiillt mit SM-Medium die Produktion von 29 angeregt
und diese Verbindung in einer Ausbeute von 22 mg/L isoliert werden. Auch die
Ausbeute von 23 konnte in P-Kolben mit SM-Medium auf 35 mg/L gesteigert werden,
28 war in diesem Fall jedoch nicht zu detektieren. Die hochste Ausbeute fiir 22 und 28
wurde in der Kulturbrithe des Biostat E-Fermenters (SGG-Medium) beobachtet. Sie
betrug 160 mg Gilvocarcin V (22) und 21 mg Gilvocarcin M (28) pro Liter
Kulturbriihe. Das Verhéltnis von 22 und 28 lie3 sich auch hier nicht zugunsten von 28

verschieben.



84 Sekundirmetaboliten der Gilvocarcin-Gruppe

Tabelle 18: Metabolitenmuster in Abhédngigkeit vom Kultivierungsgefaf.

Kultivierungsgefilie 22 28 23 29
Biostat B (5 L)* + - - -
Biostat E (10 L)" +++ ++ ++ -
P-Kolben® + - - -
P-Kolben" ++ + ++ -
P-Kolben® +++ - +++ ++

(+++/++/+ sehr gute/gute/maBige Produktion, (+) Produktion in Spuren, - keine Produktion)
*M2-Medium, "SGG-Medium, ‘SM-Medium.

1.2.3. Zusatz von Oberfliichenmaterialien

In fritheren Studien ist am Beispiel des Adsorberharzes XAD der Einflu von
Materialien mit groen Oberflichen und adsorbierenden Eigenschaften auf das
Metabolitenmuster schon mehrfach gezeigt worden. So wurde festgestellt, da3 es bei
Anwesenheit von XAD in der Kulturlésung zur Bildung neuer Sekundirmetaboliten
sowie zu einer Ausbeutesteigerung schon bekannter Sekundirstoffe kommen kann.'*’
Die Ursache fiir diesen Effekt ist jedoch bisher ungeklart. Eine mogliche Interpretation
ist die Deutung von XAD als StreBfaktor."”® Als Beispiel fiir einen Naturstoff, der erst
nach Zugabe von XAD gebildet wurde, sei Exfoliamycin genannt.””' C. Puder konnte
in seiner Dissertation zeigen, dal3 der Rubromycinbildner Streptomyces sp. Stamm Al
bei Zusatz von Celite® die Produktion von B-Rubromycin um den Faktor vier steigert.
Bei Zugabe von Erde zur Ndhrlosung wurde dariiber hinaus die Bildung von drei
neuen Metaboliten induziert.'*?

Als Zusitze fiir die Fermentation des Stammes G6 3592/1 wurden Amberlite® XAD-2,
MCI®, Siedesteine und Celite® in einer Konzentration von je 30 g/L
SGG-Nédhrmedium verwendet. Alle Materialien wurden zu Beginn der Fermentation
zur Kulturbriihe hinzugegeben. Zusitzlich wurde Amberlite® XAD-2 in einem zweiten
Ansatz erst nach 40 Stunden zugegeben. Die Kultivierung erfolgte in 300 mL
Erlenmeyerkolben ohne Schikanen bei 28 °C und 250 rpm fiir 96 h. Die Aufarbeitung
und Auswertung wurde wie in Kapitel A.IV.1.2.1 beschrieben durchgefiihrt. Der
Ernte-pH war bei allen Ansétzen 6.8 und die Kulturen waren optisch unauffillig. Bei
keiner der aufgefiithrten Kultivierungen in Gegenwart von Oberflichenmaterialien kam
es zu einer Beeinflussung des Sekundidrmetabolitenspektrums bzw. zu einer
Ausbeutesteigerung der bereits bekannten Substanzen. Demzufolge wurden keine

Fermentationen im gréferen Mal3stab durchgefiihrt.
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1.3. Identifizierung der Sekundirmetaboliten

1.3.1. Gilvocarcin V (22)

Die aus dem Stamm Go6 3592/1 als Hauptkomponente (5-160 mg/L) isolierte gelbe
Verbindung féllt im Dinnschichtchromatogramm durch ihre intensive gelbe
Fluoreszenz bei 366 nm auf. Sie ist mit Ausnahme von DMSO und THF in allen
gingigen Losungsmitteln schlecht loslich. Durch Aufnahme von EI- und
ESI-Massenspektren wurde eine Molmasse von 494 g/mol ermittelt. Das
UV-Spektrum weist Absorptionsmaxima bei 248, 286 und 397 nm auf. Das
"H-NMR-Spektrum (dg-DMSO) zeigt ein Dublett bei &y = 1.25 ppm, welches einer
Methylgruppe zugeordnet werden kann. Die Intensitit der Singulett-Signale bei
Oy =4.10 und 4.15 ppm entspricht ebenfalls jeweils drei Protonen, bei denen es sich
hochstwahrscheinlich um Methoxygruppen handelt. Weiterhin sind charakteristische
Signale einer Zucker-Einheit zwischen 6y = 3.5 und 5.5 ppm erkennbar, die Signale
bei oy = 5.48, 6.10 und 6.93 ppm wurden einer Vinylgruppe zugeordnet. Insgesamt
zeigt das Spektrum die Signale fiir 26 Wasserstoffatomen, von denen sechs im Bereich
aromatischer Protonen liegen. Im >C-NMR-Spektrum finden sich Resonanzen fiir
27 C-Atome. Dem APT-Spektrum sind Signale fiir drei Methyl- und einer
Methylengruppe, fiinf aliphatische und sechs olefinische Methingruppen sowie
12 quartire C-Atome zu entnehmen. Durch spektroskopischen Vergleich mit einer
authentischen Probe war die Identifizierung von Gilvocarcin V (22) schnell
abgeschlossen. 22 ist im festen Zustand unter LichtausschluB3 stabil, in Gegenwart von
Licht farbt es sich langsam rot. Im Rahmen dieser Arbeit konnte jedoch nicht geklart
werden, auf welchem Vorgang diese Rotfarbung basiert. Bestrahlungsversuche
ergaben lediglich, dal sich 22 an Licht langsam zersetzt und dall die gebildeten
Zersetzungsprodukte keine UV-Maxima im langwelligen Bereich aufweisen, die fiir

eine rote Farbe verantwortlich sein kdnnten.
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Abbildung 50: APT-Spektrum von Gilvocarcin V (22) (125.7 MHz, d¢-DMSO).

Gilvocarcin V (22) wurde zu Beginn der achtziger Jahre von unterschiedlichen
Arbeitsgruppen in Japan'>*'"** und den USA'>>'*® entdeckt, und anfangs auch unter
dem Namen Toromycin gefiihrt. 22 wurde in unserer Arbeitsgruppe erstmals 1981,

kurz vor der Veréffentlichung der Struktur, von S. Breiding-Mack'**isoliert.>*'>> 127158

Die Verbindung 22 st wirksam gegen gram-positive Bakterien, 515519

153,160 .
7 Des weiteren

Mycobakterien'” und Trichomonaden,'”® sowie einige Virustypen.
zeichnet sich Gilvocarcin V (22) durch eine sehr gute Antitumor-Wirksamkeit in
Verbindung mit einer auBlergewdhnlich geringen Toxizitdt aus. Die Wirkung dieser
Verbindung auf verschiedene Tumorzellen in vitro und in vivo ist in vielen
Arbeitsgruppen untersucht worden.”*'°"'%* Dabei wurde entdeckt, daB die
Anwesenheit der Vinylgruppe fiir die Aktivitit der Verbindung essentiell ist.'®

1% gefundene Steigerung

Besonders erwédhnenswert ist die von Elespuru und Gonda
der cytostatischen Wirkung unter Einflufl von Licht. Die starke Photoaktivitidt von 22
ist Gegenstand vieler Untersuchungen,'®'% bei denen unter anderem gezeigt werden
konnte, dal3 22 ein DNA-angreifendes Agens mit stark interkalierenden Eigenschaften
ist. Unter Belichtung geht 22 eine [2+2]-Cycloaddition am Thymidinrest einer
Doppelstrang-DNA ein und bewirkt dadurch einen Strangbruch der DNA.'” Neben
der DNA-Synthese inhibiert 22 auch die der RNA oder die Protein-Synthese, jedoch

159

im geringeren Ausmale. >~ Weiterhin besitzt 22 die Fiahigkeit die Topoisomerase Il zu

hemmen.'® Aufgrund ihres signifikanten pharmakologischen Potentials hat die
Verbindung ebenfalls ein starkes Interesse unter Synthesechemikern geweckt.'®!'”
Biosyntheseuntersuchungen haben gezeigt, dal das Aglykon vollstindig aus Acetat-

Einheiten aufgebaut wird.'”"'”* Inzwischen ist der Biosynthesegencluster von
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Gilvocarcin V (22) in Streptomyces griseoflavus Stamm GO 3592 identifiziert

173
worden.

1.3.2. Gilvocarcin M (28)

Die hidufig als Begleitkomponente von Gilvocarcin V (22) aufgetretene gelbe
Verbindung Gilvocarcin M (28) ist wie dieses nur in wenigen Losungsmitteln wie
THF und DMSO gut l6slich. In den géngigen Losungsmitteln wie Chloroform,

Methanol, Essigester und Aceton ist sie schlecht 16slich und in Wasser unloslich.

Das UV-Spektrum von 28 weist sehr groBe Ahnlichkeit mit dem von 22 auf. Fiir 28
finden sich Absorptionsmaxima bei 243, 273, 306 und 383 nm, wobei Absorptionen
bei 273 und 383 nm typisch sind fiir ein Gilvocarcin-Aglykon, bei dem sich an C-8
anstelle einer Vinyl-Gruppe eine aliphatische Seitenkette befindet. Die im EI- und
ESI-MS bestimmte, im Vergleich zu 22 um 12 Einheiten geringere Masse von 482
deutet darauf hin, dal3 es sich bei dieser Verbindung um das in 8-Position methylierte
Gilvocarcin handelt. Entsprechend zeigt das 'H-NMR-Spektrum das Singulett einer
Methylgruppe bei &y = 2.4 ppm, welches im 'H,'H-COSY-NMR-Spektrum
Korrelationssignale zu 7-H (8y = 7.64) und 9-H (& = 7.35) aufweist. Die Zuordnung
der '"H-NMR-Daten erfolgte aus einem Mischspektrum von 22 und 28. Die Signale der
einzelnen Komponenten konnte anhand der Integralverhiltnisse unterschieden werden.
Ein Vergleich mit Literaturdaten bestdtigte, dal die isolierte Verbindung 28 mit

Gilvocarcin M identisch ist.'’
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Abbildung 51: Ausschnitt aus dem 'H,'H-COSY-NMR-Mischspektrum von 22 und 28
(75.5 MHZ, d¢-DMSO).

28 wurde zusammen mit 22 erstmals 1981 aus Streptomyces gilvotanareus isoliert. Die
Strukturaufkldrung erfolgte noch im selben Jahr durch Abbau- und spektroskopische
Methoden,'”” sowie zusitzlich durch eine Rontgenstruktur, welche die relative

" . . 174
Konfiguration bewies.'’

Die absolute Konfiguration der Fucose wurde anhand
synthetischer Vergleichssubstanzen als [-D- bestimmt und damit die lange Zeit
postulierte L-Konfiguration widerlegt.'” 28 weist im Vergleich zu 22 eine bis zu
50fach geringere antimikrobielle bzw. antitumorale Aktivitit auf.”>'®" Zu einer
Wirkungssteigerung unter EinfluB von Licht, kommt es bei 28 ebenfalls nicht.
28 bindet zwar an die DNA, jedoch verursacht es keinen lichtinduzierten DNA-Strang-
Bruch.'® Diese Untersuchungen belegen die bereits unter A.IV.1.3.1 erwihnte

Bedeutsamkeit der Vinyl-Gruppe an C-8 fiir die biologische Aktivitit.

1.3.3. Calcium-3-hydroxychinolin-2-carboxylat (23)

Die hellgelbe Verbindung 23 fluoresziert im langwelligen UV-Licht hellgriin und ist
mit keinem der verwendeten Sprithreagenzien anfiarbbar. 23 ist sowohl in DMSO als
auch in Pyridin gut 16slich, wenig 16slich in Methanol bzw. Wasser und fast unléslich
in Chloroform, Aceton und Essigester. Das EI-Spektrum zeigt eine Molmasse von 189,
sowie die Fragmentmassen 171, 145, 143, 117 und 115, wie in Abbildung 52 zu sehen
ist. Eine Suche in der internen EI-Massenspektren-Datenbank fiihrte zur Klasse der
Hydroxychinolin-Carbonsduren. Im IR-Spektrum der Verbindung tritt ein breite Bande

bei 3509 cm” und eine Bande im Carbonylbereich bei 1651 cm™” auf. Das
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'H-NMR-Spektrum zeigt Signale fiir nur 5 aromatische Protonen, was die vermutete
Struktur aus dem EI-Experiment bestédrkt. Da bekannt war, da3 der untersuchte Stamm
23 produziert, wurden die gemessenen IR- und 'H-NMR-Daten mit denen von
S. Breiding-Mack '** verglichen und die fragliche Substanz als die Calcium-haltige
Verbindung 23 identifiziert.

' .
a4 - H plaz

Abbildung 52: EI-Massenspektrum von 23.

Hydroxychinolincarbonsduren sind in der Literatur zahlreich publiziert worden. Das
Vorkommen dieser Klasse von Verbindungen beschrinkt sich nicht nur auf
Mikroorganismen, vielmehr findet man sie auch in Eukaryonten (Tier und Mensch).
Als Beispiele hierfiir seinen Kynurensdure (30),'”° bei der es sich um ein
Urinbestandteil handelt, und Trididemnic acid A (31)'”” genannt.

Br

O4H 0 0 ou

N e N OH
A2 OH Br N A2 OoH
N Br N

= OMe
30 © 31 N 33 O
OMe (0]

Viele dieser Verbindungen besitzen interessante biologische Wirkungen. Zum Beispiel

besitzen 1-, 6- und 7-substituierte Derivate der 4-Hydroxychinolin-3-carbonsiure

8

antibakterielle Wirkung.'” 7-substituierte Derivate sind auBerdem Inhibitoren
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verschiedener Dehydrogenaseenzyme und als Folge daraus Hemmstoffe von Ehrlich-

Ascites-Zellen.'”

Weiterhin  kénnen Hydroxychinolincarbonsduren Bestandteil
hohermolekularer Naturstoffe sein. Das Antibiotikum BBM-928 (32) enthilt als
Chromophor 2 Molekiile 3-Hydroxy-6-methoxychinolin-2-carbonsdure. Es gehort zur
Reihe der Depsipeptide und wirkt cytostatisch. 23 selbst besitzt weder cytostatische

132

noch antibakterielle bzw. antifungische Aktivitdt.”* Die Synthese der calciumfreien

3-Hydroxychinolin-2-carbonsiure (33) wurde 1995 von C. Boger publiziert.'®

RoeeThoansys
AR

1.3.4. Ferrioxamin E (29)

// O

OMe

Der nur in P-Kolben in isolierbaren Mengen produzierte, sehr polare rote Naturstoff ist
sehr gut in DMSO 16slich, midfig in Methanol, Dichlormethan bzw. Wasser und fast
unloslich in Aceton und n-Pentan. Im EI-MS- Experiment war keine Masse erhéltlich,
im ESI-Massenspektrum ergab sich eine Molmasse von 653. Das 'H-NMR-Spektrum
war aufgrund zu breiter Signale wenig aussagekriftig. Es bestand daher der Verdacht,
daB es sich um eine metallhaltige Verbindung handeln konnte. Im UV-Spektrum
konnten Absorptionsmaxima bei 200 und 246 nm bestimmt werden. Unter Zusatz von
NaOH kommt es zu einer geringen bathochromen Verschiebung, worauf die
Absorptionsmaxima bei A, = 210 und 248 nm liegen. Im IR-Spektrum lassen sich
die fiir NH-Valenzschwingungen charakteristische Bande einer Amidgruppe bei
3439 cm™ und die dazugehérige Carbonylbande bei 1634 cm™ erkennen. Eine Suche
mit dem Molekulargewicht in der Datenbank "Dictionary of Natural Products"'™
ergab unter anderem Hinweise auf eine eisenhaltige Verbindung. Ein Vergleich der
UV-Absorptionsmaxima und des IR-Spektrums mit den Literaturdaten'®* bestitigte,

daB es sich bei dem isolierten Metabolit um Ferrioxamin E (29) handelt. Die
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Koordination des dreiwertigen Eisen erfolgt {iber die drei amidischen Sauerstoffatome

und die drei im Chelatkomplex anionisch vorliegenden Hydroxamate.

NH (|:o

((|3H2)5 (CHz),
o RN

OCICHALL ™~ N(CHz)sNH
0 ------ 3....0
_?¢’ \?
NH(CH,)sN C(CH,),CO
29

Ferrioxamin E (29) ist synonym mit Norcardamin und wurde aus verschiedenen
Mikroorganismen wie Norcardia-Arten, Pseudomonaden wund Streptomyceten

.. 183,184
isoliert.'>1%

Es handelt sich bei dieser Verbindung um einen Vertreter aus der bereits
intensiv untersuchten Substanzklasse der mikrobiellen Eisen-(Fe’*)-chelatoren. 29 ist
in Mikroorganismen verantwortlich fiir den Eisentransport und gehort somit
zusammen mit den anderen bislang isolierten Ferrioxaminen zu der Gruppe der
Siderophore.'® Die eisenfreie Form von Ferrioxamin B, ein weiteres Mitglied dieser
Klasse, wird in der Humantherapic unter dem Markennamen Desferal® zur
Behandlung von Eisen-Speicherkrankheiten eingesetzt.'™ Strukturell unterscheidet
sich Ferrioxamin B von dem isolierten 29 nur dadurch, daB3 eine Amidbindung
gespalten ist und Ferrioxamin B demzufolge eine freie Amino- und Carboxylgruppe

tragt.

2.  Streptomyces sp. Stamm Tii 2471

2.1. Bekannte Sekundidrmetaboliten

Streptomyces sp. Stamm Tii 2471 stammt aus der Tiibinger Streptomycetensammlung

von Prof. Zihner. Frithere Arbeiten'**'®’

zeigten, daB} dieser Stamm Chrysomycin A
(11), Chrysomycin B (34) und Chrysomycin C (35) produziert, deren Strukturen in
Abbildung 53 gezeigt sind. Diese drei Sekunddrmetaboliten gehoren zur selben
Substanzklasse wie die Gilvocarcine, auf die in Kapitel A.IV.2.7 ndher eingegangen

wird.
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H.C
>0  OH

Chrysomycin A (11): R = CH=CH,
Chrysomycin B (34): R =CH;
Chrysomycin C (35): R =CH,-CH;

Abbildung 53: Bekannte Metaboliten aus dem Stamm Tii 2471.

Da fiir Tii 2471 bisher keine Versuche zur Verdnderung des Metabolitenmusters
unternommen worden waren, sollte zur ErschlieBung der Biosyntheseleistung dieses
Stammes die OSMAC-Methode angewendet werden.

2.2. Variation der Kultivierungsbedingungen

2.2.1. Nihrmedien

Einen ersten Einblick in das Biosynthesepotential des Stammes sollte eine Variation
der Ndhrmedien gewédhren. Diese Variationsversuche wurden beziiglich Ndhrmedien,
Probenaufbereitung und chemischem Screening analog zu denen in Kapitel A.IV.1.2.1
fiir den Stamm G6 3592/1 beschriebenen, durchgefiihrt. Genau wie die Gilvocarcine
verhielten sich auch die einzelnen Chrysomycine in ihrem Laufverhalten auf
DC-Platten sehr dhnlich und konnten nur durch HPLC-Chromatographie eindeutig von
einander unterschieden werden (Retentionszeiten und UV-Absorptionsmaxima siche
Tabelle 19).

Tabelle 19: Retentionszeiten und UV-Absorptionsmaxima von 11, 34 und 35.

Metabolit R [min]* Amax [NM]

Chrysomycin A (11) 18.9 249, 286, 394
Chrysomycin B (34) 18.1 242,274, 381
Chrysomycin C (35) 19.3 242,274, 379

*HPLC II, Séule 8, Programm 13.

Die Kulturen in den verschiedenen Ndhrmedien unterschieden sich schon rein optisch
deutlich voneinander. Die Farbe der Kulturlosung variierte je nach Nahrmedium von

griinlich tiber ockerfarben bis dunkelbraun. Es kam mal mehr, mal weniger zur
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Bildung von Pellets, die sich in ihrer Grofe und ihrer Farbe unterschieden. Jedoch
konnte weder in den Mycelextrakten noch in den Extrakten der Kulturfiltrate das
Auftreten neuer Metaboliten beobachtet werden. 11, 34 und 35 entstanden in jedem
Néhrmedium und waren iiberwiegend im Mycelextrakt enthalten. Es wurde deshalb
auf die Aufarbeitung des Kulturfiltrates verzichtet. Kulturen in SM- und
SGG-Ndhrmedium wiesen dabei die hochste Produktion der drei Metaboliten auf. Um
die Sekundédrmetaboliten in groBeren Mengen zu erhalten wurde fiir beide Ndhrmedien
jeweils ein Scale-up auf 2 L durchgefiihrt. Wéhrend im SM-Ndhrmedium nur die
bekannten Verbindungen in einer Ausbeute von 120 mg/L 11, 80 mg/L 34 und
5.5 mg/LL 35 produziert worden waren, konnte in dem HPLC-Chromatogramm des
SGG-Mycelextraktes sieben weitere Minderkomponenten nachgewiesen werden. Die
HPLC-UV-Spektren dieser Metaboliten lieBen darauf schlieBen, dal diese
Komponenten ebenfalls der Gilvocarcinreihe angehoren. In Tabelle 20 sind die HPLC-
UV-Daten und Ausbeuten dargestellt. Die neuen Verbindungen wurden anhand ihres
Substituenten an C-8 benannt. Metaboliten mit neuartigen Substituenten erhielten eine
im Alphabet weiterfiilhrende Bezeichnung, bekannte Reste an C-8 erhielten in ihrer

Serie eine hohere Ziffer.

Tabelle 20: Retentionszeiten, UV-Absorptionsmaxima und Ausbeuten der neuen Metaboliten,
isoliert aus SGG-Schiittelkulturen.

Metabolit R, [min]* Amax [NM] Ausbeute [mg/L]
Chrysomycin D (36) 14.4 242,274,383 0.6
Chrysomycin E  (37) 15.1 242,274, 383 0.2
Chrysomycin B, (39) 15.3 245,274, 379 0.3
Chrysomycin A, (38) 16.1 253, 285,392 0.4

40 19.5 239,277, 385 -

41 20.6 198, 219, 277, 386 -

42 20.8 198, 219, 277, 386 -

*HPLC II, Séule 8, Programm 13.

Die Isolierung erfolgte wie in Abbildung 54 dargestellt. Fraktion 3 der
Saulenchromatographie des Mycelrohprodukts enthielt die Chrysomycine A (11),
B (34) und C (35) im Verhiltnis 22:15:1. Auch hier trat bei der anschliefenden
priaparativen HPLC-Chromatographie das Problem der geringen Loslichkeit der

Sekundirstoffe in Methanol auf. Die drei Metaboliten wurden in einer Ausbeute von
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155 mg/L 11, 100 mg/L. 34 und 7 mg/L 35 produziert, jedoch wurden fiir die folgende
Analytik nur insgesamt 3.5 mg 11, 2 mg 34 und 0.3 mg 35 isoliert.

[ Mycel-Rohprodukt }

-Kieselgel
CH,Cl,/MeOH 19:1—-1:1

Fraktion 3 Fraktion 5

-Kieselgel -Kieselgel
CH,Cl,/MeOH 15:1 CH,Cl1,/MeOH 9:1
-HPLC I1I, Saule 10,
Programm 12

11 34 35 [ Fraktion I ] [ Fraktion 11 ]
155 mg/L 100 mg/L 7 mg/L

-HPLC 111,

Saule 9,
-HPLC III, Saule 9, Programm 14

Programm 15

37 39 38 36
0.2 mg/L 0.3 mg/L 0.4 mg/L 0.6 mg/L

=)

Abbildung 54: Isolierung der Chrysomycine aus dem SGG-Mycelextrakt von Tii 2471.

Aus Fraktion 5 lieBen sich vier neue Metaboliten, Chrysomycin D (36),
Chrysomycin E (37), Chrysomycin A, (38) und Chrysomycin B, (39), in sehr geringen
Ausbeuten isolieren, die Verbindungen 40 -42 wurden nur in nicht isolierbaren
Mengen produziert. Ein Vergleich der UV-Absorptionsspektren von 40 - 42 mit den
bekannten Metaboliten dieser Substanzklasse 143t vermuten, dafl es sich hier um
Aglyka der Gilvocarcin-Gruppe mit einem nicht-konjugierten Substituenten am
C-8-Atom handelt.
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2.2.2. Kultivierungsgefilie

Der mogliche Einflul von verschiedenen Kultivierungsgefilen wurde bereits in
Kapitel A.IV.1.2.2 beschrieben. Zunidchst wurde mit dem Stamm Ti 2471 eine
Fermentation im Biostat E-Fermenter (10 L, SGG-Medium) durchgefiihrt, um
einerseits groflere Mengen von den sieben, in Schiittelkulturen gefundenen
Metaboliten zu isolieren, und um andererseits zu untersuchen, ob weitere neue
Metaboliten gebildet werden. Das Sekundérstoffmuster aus dieser Fermentation war
mit dem aus Schiittelkolben kaum vergleichbar. Die Metaboliten 36 - 42 wurden nicht
gebildet, und neue Verbindungen wurden ebenfalls nicht nachgewiesen. Allerdings
produzierte der Stamm 11, 34und 35 in &hnlich guten Ausbeuten wie in der
SGG-Schiittelkultur.

Weiterhin wurden auch bei Schiittelkulturen Variationen vorgenommen. Dazu wurden
wie in Kapitel A.IV.1.2.2 fiir den Stamm Go6 3592/1 beschrieben, sowohl die Art der
Schiittelkolben als auch die Umdrehungszahl variiert. Leider fielen auch hier immer
wieder nur die drei Hauptkomponenten an, zudem konnte fiir diese keine
Ausbeutesteigerung gegeniiber den bereits untersuchten Variationen beobachtet
werden. Weder die Produktion der Metaboliten 36 -42 noch die von neuen
Sekundérstoffen konnte induziert werden. Aus diesen Grund wurde von weiteren
Fermentationen in gréo3erem Maf3stab abgesehen.

Auch 1n Extrakten aus Ruhefermentation im P-Kolben, fiir die SGG-Medium
verwendet wurde, lieen sich im Diinnschicht- und im HPLC-Chromatogramm wieder
nur die drei Verbindungen 11, 34 und 35 nachweisen. Auf eine Bestimmung der

Ausbeuten wurde verzichtet.

2.2.3. Zusatz von Oberflichenmaterialien

Der mogliche EinfluB von Oberflaichenmaterialzusidtzen wurde bereits in Kapitel
A.IV.1.2.3 nidher erldutert. Da bekannt war, daf} es unter Einflul von XAD héaufig zur
Ausbeutesteigerung von Metaboliten kommt,'*” bestand die Hoffnung, daB durch diese
Zusitze die Produktion von Chrysomycin D (36), E (37), A, (38) und B, (39) bzw. die
der Verbindungen 40 - 42 angeregt wird. Als Zusitze wurden Amberlite® XAD-2,
Celite®, Siedesteine und MCI® verwendet. Die Fermentationen wurden wie in Kapitel
A.IV.1.2.3 auf Seite 84 beschrieben durchgefiihrt, die Aufarbeitung der Extrakte und
die Auswertung der Chromatogramme sind in Abbildung 48 zusammengefal3t. Leider
erwies sich der Stamm unter allen untersuchten Bedingungen als wenig variabel. Bei

keiner der aufgefiihrten Kultivierungen in Gegenwart von Oberflichenmaterialien kam
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es zu einer Ausbeutesteigerung der bekannten Metaboliten bzw. zu einer
Beeinflussung des Sekundédrmetabolitenspektrums. Es wurden wieder nur die drei
Hauptmetaboliten detektiert. Demzufolge wurde auf Fermentationen im groferen
Malfstab verzichtet.

Die Bildung von Chrysomycin D (36), E (37), A, (38), B, (39), 40, 41, und 42 liel3
sich somit nur in Schiittelkolben (300 mL, 250 rpm, mit Schikanen) auf SGG-Medium
ohne Zusitze induzieren. Die Chrysomycine A (11), B (34) und C (35) waren
hingegen in allen Kultivierungsvariationen in kleineren und groBeren Mengen

nachweisbar.

2.3. Charakterisierung und Strukturaufklirung

2.3.1. Chrysomycin A (11)

Der vom Stamm Tii 2471 in allen Nidhrmedien gebildete Hauptmetabolit weist im
Diinnschichtchromatogramm (Chloroform/Methanol 9:1) einen R-Wert von 0.40 auf
und farbt mit Anisaldehyd dunkelgriin an. Er ist in DMSO und THF gut 16slich, maBig
in Methanol, Acetonitril und Chloroform und unléslich in Wasser. Die UV- und
IR-Spektren der Substanz weisen eine sehr groBe Ahnlichkeit mit den Spektren von 22
auf. Im IR-Spektrum deuten eine breite Bande bei 3426 cm™ und eine Bande bei

1706 cm™ auf Hydroxyl- und Carbonylgruppen hin.
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Abbildung 55: UV-Absorptionsspektrum von Chrysomycin A (11).
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Das El-Massenspektrum zeigt einen Molpeak bei m/z = 508, im ESI erhélt man das
[M+H]"-Ion, welches einer Masse von 509 entspricht. Die Hochauflsung dieses
Peaks bestitigt die vermutete Summenformel von C,gH,3049. Wie erwartet deutet das
'H-NMR-Spektrum ebenfalls auf eine gewisse Strukturdhnlichkeiten mit 22 - einen
Zuckerrest und ein aromatisches Aglykon hin. Man kann ein anomeres Proton bei
dy= 6.01 ppm (J = 9.6 Hz) beobachten, das aufgrund der Kopplungskonstante auf
eine B-Konformation des Zuckers hindeutet. Des weiteren ist im Vergleich zu dem
Protonenspektrum von 22 das Signal einer zusétzlichen Methylgruppe bei oy = 1.27
ppm erkennbar, welches zum Dublett aufgespalten ist. Die *C-NMR-Daten sind
ebenfalls vergleichbar mit denen des Gilvocarcins V (22). Bei 8¢ = 17.1 ppm ist die
zusitzliche Methylgruppe zu erkennen. Die Signale des Zuckerteils sind im Vergleich
zu 22 um 5 - 10 ppm zu héherem Feld verschoben. Das iibrige Spektrum ist bis auf
sehr geringe Verschiebungen mit 22 identisch. Ein Vergleich der spektroskopischen
Daten mit den Orginaldaten'’* von Chrysomycin A (11) zeigt eine eindeutige
Ubereinstimmung.

Chrysomycin A (11) wurde erstmals 1955 aus einem Bodenbakterium isoliert,'™ die
Struktur allerdings erst 1982 von U. Weif3 publiziert.'"® Die Konstitution und absolute
Konfiguration des Zuckers Virenose wurden durch 'H-NMR-spektroskopische
Untersuchungen, chemische Abbaureaktionen und Synthese eindeutig als [B-D-
festgelegt.'®'™ Seit seiner Entdeckung war Chrysomycin A (11) Gegenstand
zahlreicher Untersuchungen, nicht nur wegen der antibakteriellen und antifungischen

191 1~:
Die Ursachen

Wirkung,'®® sondern auch wegen der beachtlichen Antitumoraktivitit.
dieser Aktivitdt wurden von verschiedenen Arbeitskreisen untersucht. 11 hemmt die
Biosynthese sowohl der DNA, RNA, als auch der Proteine, interkaliert in die DNA'
und inhibiert die menschliche Topoisomerase IL'®® Uber den Vergleich der
Wirksamkeiten von Gilvocarcin V (22) und Chrysomycin A (11) werden in der

Literatur unterschiedliche Angaben gemacht. T.7. Wei et. al beschreibt 22 als doppelt
115

so wirksam wie Im Gegensatz dazu, wurden sie von R. K. Elespuru et. al als in

threr Aktivitdt identisch beschrieben. Eine Korrelation zwischen Photosensibilisierung

und Antitumoraktivitit wie bei Gilvocarcin V (22) wurde fiir 11 ebenfalls gefunden.'®*

2.3.2. Chrysomycin B (34)

Die HPLC-chromatographische Aufreinigung des Peaks mit der Retentionszeit von
18.1 min lieferte einen gelben Feststoff, der die gleichen Losungseigenschaften wie

Chrysomycin A (11) aufweist. Das El-Massenspektrum zeigt einen Peak hochster
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Masse bei m/z = 496. Eine Hochauflosung des Molpeaks ergibt in Ubereinstimmung
mit den 'H- und *C-NMR-Daten eine Summenformel von Cy7H,309. Die Auswertung
der NMR-Daten erfolgte aus einem Mischspektrum von 11 und 34. Die Signale der
einzelnen Komponenten konnten im 'H-NMR-Spektrum mit Hilfe der
Integralverhiltnisse unterschieden werden, allerdings kommt es in einigen Féllen zu
Uberlagerungen der Signale der beiden Einzelkomponenten. Das Protonenspektrum
zeigt eine Methylgruppe bei J&y=2.41 ppm, das entsprechende Signal im
BC-NMR-Spektrum findet sich bei 8c = 21.1 ppm. Durch einen Vergleich mit den
Literaturdaten'®’ lieB sich die Verbindung als Chrysomycin B (34) identifizieren, die

188

meist als Minderkomponente neben Chrysomycin A (11) auftritt. = Neben einer

antibakteriellen und antifungischen Wirkung, weist 34 ebenfalls eine cytostatische

Aktivitit auf. Jedoch ist 34 nur halb so wirksam wie 11.""
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Abbildung 56: UV-Absorptionsspektrum von Chrysomycin B (34).

2.3.3. Chrysomycin C (35)

Der gelbliche Feststoff 35 ist wie die oben beschriebenen Verbindungen der
Gilvocarcin-Reithe nur in DMSO und THF gut 16slich. Dem UV-Spektrum konnte
aufgrund der Absorptionsmaxima bei 243, 274, 306 und 383 nm entnommen werden,
daB es sich um ein Gilvocarcingrundgeriist handelt, welches in 8-Position einen
aliphatischen Substituenten trdgt. Das ESI- und das EI-Massenspektrum zeigten

jeweils eine Molmasse von 510 g/mol, die Differenz von 2 Masseneinheiten im
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Vergleich zu Chrysomycin A (11) weist auf eine Ethylgruppe an C-8-Position anstelle

einer Vinyleinheit hin.
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Abbildung 57: IR-Spektrum von Chrysomycin C (35).

Die Massenhochauflosung bestétigt die vermutete Summenformel von C,3H3009. Da
fir die Strukturaufklirung nur 0.3 mg zur Verfligung standen, wurde auf die
Aufnahme von NMR-Spektren verzichtet. Chrysomycin C (35) wurde erstmals von
S. Breiding-Mack in unserer Abteilung massenspektrometrisch nachgewiesen.'*> Uber

eine biologische Aktivitdt von 35 ist bislang nichts bekannt.

2.3.4. Chrysomycin D (36)

Der gelbe, in DMSO gut, in Methanol méBig 16sliche Feststoff lag in einer Menge von
1.2 mg vor. Aufgrund der Ahnlichkeit des UV-VIS- und des IR-Spektrums dieser
Verbindung mit den anderen Chrysomycinen lag der Verdacht nahe, da3 es sich bei
diesem Sekundérstoff um eine weiteres Derivat dieser Verbindungsklasse handeln
konnte. Die Absorptionsmaxima im UV-Spektrum bei 277 und 383 nm lassen
vermuten, dafl dieses Derivat an C-8 des Aglykons einen Rest triagt, der das
konjugierte System des Aglykons nicht beeinflu3t. Aus EI- und ESI- Massenspektren
wurde eine Molmasse von 512 g/mol erhalten, die hochaufgeloste Masse liefert die
Summenformel C,7H,30,. Mit diesen Daten wurde eine Datenbankrecherche sowohl
im "Dictionary of Natural Products on CD-ROM"®' als auch in der
"Naturstoffdatenbank AntiBase""”* durchgefiihrt. Es war in beiden Datenbanken kein
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passender Strukturvorschlag zu finden. Das Protonenspektrum unterscheidet sich nur
wenig von dem des Chrysomycins B (34). So fehlt das im '"H-NMR-Spektrum von 34
enthaltene Signal fiir die Methylgruppe, dafiir tritt ein zusétzliches Singulett mit einer
Intensitit von zwei bei 8y = 4.69 ppm auf. Die 'H-NMR-Daten lassen in Verbindung
mit der Summenformel auf eine Hydroxymethylgruppe schlieBen, die durch das
entsprechende Signal bei 8¢ = 62.9 ppm im “C-NMR-Spektrum bestitigt wird. Die
Position der Hydroxymethylgruppe ergibt sich aus einem 'H,'H-COSY-Experiment, in
dem man sowohl eine Korrelation zwischen dem 13-H,-Signal und dem als Singulett
erscheinenden Signal fiir 7-H beobachtet, als auch zwischen dem 13-H,- und dem
9-H-Signal.

H3C\

(@]
H 10 />
8
Hy |
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Abbildung 58: Im 'H,"H-COSY-NMR-Spektrum (600 MHz, ds-DMSO) beobachtete
Korrelationen fiir die in 36 enthaltene Hydroxymethylgruppe.

In Anlehnung an 34 lie sich mit Hilfe dieses Experimentes die Struktur von
Chrysomycin D (36) aufkldren. 36 stellt ein neues, bisher nicht bekanntes
Chrysomycin-Derivat dar. Es leitet sich formal von dem oben beschriebenen
Chrysomycin B (34) durch Oxidation der Methylgruppe zur beschriebenen
Hydroxymethylgruppe ab.

2.3.5. Chrysomycin E (37)

Chrysomycin E (37) wurde als hellgelber, gut in DMSO und Methanol I6slicher
Feststoff in einer Ausbeute von 0.2mg/L isoliert. Das 'H-NMR-Spektrum
unterscheidet sich nur wenig von dem des Chrysomycins B (34). Das im Spektrum von
34 enthaltene Singulett-Signal der Methylgruppe bei oy = 2.41 ppm fehlt jedoch. Die
Signale fiir 7-H bei 6y = 8.05 ppm und fiir 9-H bei 6y = 7.62 ppm sind im Vergleich zu
denen im Protonenpektrum von 34 leicht tieffeldverschoben. Zusétzliche Signale, die

auf einen Substituenten an C-8 hinweisen, sind nicht zu erkennen.
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Abbildung 59: "H-NMR-Spektrum von 37 (600 MHz, CD;OD).

In Verbindung mit dem UV-VIS-Spektrum (Absorptionsmaxima bei 274 und 383 nm)
konnte wiederum auf ein Chrysomycin-Derivat mit einer Gruppe an C-8 Position
geschlossen werden, die das konjugierte Ringgeriist nicht beeinfluflit. Durch Aufnahme
eines ESI-Massenspektrums konnte ein Molekulargewicht von 526 g/mol bestimmt
werden. Eine Hochauflésung war nicht zu erhalten, da 37 nicht im EI-MS-Experiment
meBbar war. Subtrahiert man von dem im ESI-Experiment bestimmten
Molekulargewicht die Summen der Massen fiir den Zucker und das Aglykon, so
verbleiben fiir den Rest an C-8 45 Masseneinheiten, was die Anwesenheit einer
Carboxylgruppe an C-8-Position nahelegt. Eine Carboxylgruppe wiirde zum einen das
Fehlen eines Signals im 'H-NMR-Spektrum und zum anderen die
Tieffeldverschiebung der Signale von 7-H und 9-H relativ zur Verbindung 34 mit einer
Methyl-Seitenkette erkldren, da sie mit ihrem -M-Effekt die Elektronendichte im
aromatischen Ringsystem herabsetzt.

Aufgrund der geringen Substanzmenge war es nicht moglich ein *C-NMR-Spektrum

. 181,192
aufzunehmen. Eine Datenbankrecherche

mit den gefundenen Strukturdaten fiihrte
zu keinem Ergebnis. Die Struktur von 37 ist somit in der Literatur bisher noch nicht
beschrieben worden. Wie auch schon bei Verbindung 36 handelt es sich bei 37 um ein

formal an der Methylgruppe in 8-Position oxidiertes Derivat von 34.
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H.C
>0  OH

37 6' CH3

Tabelle 21: '"H-NMR-Daten (in ppm) der Chrysomycine.

H 11 (3" 34Gw' 36" 38Gw’  37(w° 396w
1-OH 9.77 9.77 9.84 9.80 - -
2-H 6.94 6.93 6.95 6.94 6.98 6.94
3-H 7.83 7.82 7.83 7.82 7.92 7.89
7-H 7.91 7.65 7.95 7.90 8.05 7.72
9-H 7.60 7.32 7.60 7.52 7.62 7.09
11-H 8.34 8.31 8.51 8.72 8.63 8.74
10-OCHj; 4.08 4.08 4.13 - 4.18 -
12-OCH; 4.04 4.04 4.12 4.10 4.18 4.13
1'-H 6.01 6.01 6.03 6.03 6.25 6.25
2'-H 3.65-3.75 3.65-3.75 3.68 3.67 3.93 4.01
4'-H 3.15 3.15 3.16 3.14-3.17 nd nd
5'-H 4.54 4.54 4.51 4.51 nd 4.77
6'-CH; 1.03 1.03 1.01 1.01 1.19 1.21
7'-CH; 1.26 1.26 1.35 1.23 1.43 1.44
2'-OH 4.15-4.25 4.15-4.25 4.01 4.12-4.14 - -
3'-OH 4.15-4.25 4.15-4.25 nd 4.12-4.14 - -
4'-OH 4.61 4.61 nd 4.51 - -
13-H; - 2.41 - - - 2.44
13-H, - - 4.69 - - -
13-H 6.87 - - 6.87 - -
14-H, 5.45 - - 5.44 - -
14-H, 6.08 - - 5.92 - -

Multiplizitidten und Kopplungskonstanten [Hz] sind dem experimentellen Teil zu entnehmen.
300 MHz, d.-DMSO; "600 MHz, d,-DMSO:; 600 MHz, CD;0D; nd = nicht detektierbar.
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2.3.6. Chrysomycin A; (38)

Im HPLC-Chromatogramm fiel ein weiterer Metabolit bei einer Retentionszeit von
16.1 min auf, welcher in einer Ausbeute von 0.4 mg/L als gelber Feststoff erhalten
werden konnte. 38 ist in DMSO und Methanol gut 16slich, 16scht auf DC-Platten bei
254 nm UV-Licht und fluoresziert gelb-griin bei 366 nm. Aus ESI-Massenspektren
wurde eine Molmasse von m/z = 494 erhalten, 38 weist damit eine Massendifferenz

von minus 14 Einheiten gegeniiber 11 auf.
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Abbildung 60: ESI-Massenspektrum (positiver und negativer lonenstrom) von 38.

Aufgrund der Molmasse und durch ein Vergleich der UV- und 'H-NMR-Spektren mit
denen von 11, 34 und 35 konnte davon ausgegangen werden, daf3 es sich bei 38 um ein
weiteres Chrysomycin-Derivat mit einer Vinylgruppe an 8-Position handelt. Das
'H-NMR-Spektrum (gemessen in d¢-DMSO), welches 26 Protonen enthilt, ist bis auf
das Fehlen eines Methoxy-Signals nahezu identisch mit dem Spektrum von
Chrysomycin A (11), was in Verbindung mit der gefundenen Molmasse fiir eine
Struktur mit einer Hydroxyl- statt einer Methoxygruppe an C-10 oder C-12 spricht.
Das 'H,'H-COSY-Spektrum zeigt dementsprechend auch ein Korrelationssignal
zwischen 11-H und 12-OCHj;, jedoch nicht zwischen 9-H und dem fehlenden
10-OCHj;. Dies deutet darauf hin, das es sich bei diesem Metaboliten um ein an 10-OH
demethyliertes Chrysomycin A handelt, das in Anlehnung an 11 die Bezeichnung
Chrysomycin A, erhilt. Die Struktur von 38 ist in der Literatur bisher noch nicht

beschrieben worden und somit neu.
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2.3.7. Chrysomycin B, (39)

Das gelbe Chrysomycin B, ist etwas hydrophiler als Chrysomycin A, (38) und ist in
Methanol sowie DMSO gut 16slich. Fiir die Strukturaufkldrung standen 0.6 mg zur
Verfiigung. Das Protonenspektrum von 39, aufgenommen in CD;OD zeigt grof3e
Ahnlichkeit mit dem von Chrysomycin B (34). Es sind Signale fiir
26 Wasserstoffatome zu erkennen, aus denen sich sowohl das Chrysomycin-Aglykon
als auch die Zuckereinheit ableiten lassen. Jedoch fehlt im Vergleich zu 34 das
Singulett-Signal einer der beiden Methoxygruppen. Ein ESI-Experiment ergab eine
Molmasse von 482 g/mol. Diese gegeniiber 34 um 14 Einheiten geringere Masse
deutet in Verbindung mit dem 'H-NMR-Spektrum auf das Fehlen einer
Methoxygruppe hin. Die Position der Hydroxylgruppe wurde durch ein 'H,'H-COSY-
Experiment bestimmt, in dem eine Korrelation zwischen 12-OCHj; und dem Singulett-
Signal von 11-H beobachtet wurde, wihrend das Signal von 9-H keine Korrelationen

. . 192,181
aufweist. Eine Datenbanksuche "~

unter Berticksichtigung der gefundenen Daten
fiihrte zu keinem Ergebnis. Chrysomycin B, ist somit ein neues Chrysomycin-Derivat
und bildet zusammen mit 38 die demethylierten Aquivalenten zu den am héufigsten

isolierten Metaboliten 11 und 34.
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2.4. Versuche zur Interaktion des Stammes Tii 2471 mit Streptomyces sp.

Stamm Tii 6024

2.4.1. Allgemeines

Mischfermentationsansédtze wurden bisher in unserer Abteilung hauptsidchlich
durchgefiihrt, um Kommunikationsphinomene bei Bakterien zu untersuchen.'”® Einen
neuartigen Ansatz zur Vorldufer-dirigierten Biosynthese mittels Mischfermentation
stellte 1. Papastavrou in ihrer Dissertation” vor. Sie kultivierte den Stamm Tii 3634
mit seiner unspezifisch arbeitenden Rhamnosyltransferase unter anderem mit dem
Pyrrolcarbonsduren produzierenden Stamm S. griseoflavus W 384 und erhielt
2-Pyrroyl-a-L-rhamnopyranosid, ein fiir den Stamm neues Acylrhamnosid. Den im
folgenden beschriebenen Mischfermentationen liegt ebenfalls die Idee zugrunde, die
Sekunddrmetaboliten eines Fremdstammes dem Stamm Tu 2471 als potentielle
Vorlaufer anzubieten.

Aufgrund der Strukturdhnlichkeit von Chrysomycin A (11) und Chartreusin (10) lag
die Vermutung nahe, daB3 durch Co-Fermentation der beiden Produzentenstimme neue
Hybrid-Antibiotika gebildet werde konnten.

10 HO@% N
0oy D-Digitalose

10 und 11 weisen ein &dhnliches Aglykon auf. Die 2'-D-Digitalosyl-D-Fucose des
Chartreusins (10) ist jedoch O-glykosidisch gebunden, wéhrend die D-Virenose des
Chrysomycins A (11) C-glykosidisch an das Aglykon bindet. Es sollte somit {iberpriift
werden, ob die Biosyntheseenzyme der beiden Bakterienstimme jeweils das Aglykon
bzw. die Zuckereinheiten des anderen Stammes als mogliche Vorldufer akzeptieren
und auf diese Weise neue Chrysomycine und Chartreusine mit verdnderter
glykosidischen Bindung und variierten Zuckereinheiten erhalten werden konnen. In

Abbildung 61 sind die moglichen Variationsbindungsstellen aufgezeigt.



106 Sekundirmetaboliten der Gilvocarcin-Gruppe

OOH/

['DD 0] OH-=——

CH; O
OH OH OH
Hﬁ%OH HO ~\wnoH  MeO S OH
OH
D-Virenose D-Fucose D-Digitalose

Abbildung 61: Mogliche Bausteine fiir neue Chrysomycin- und Chartreusin-Derivate.

Als geeigneter Fremdstamm, der auch unter dhnlichen Bedingungen wie Stamm
Tii 2471 kultiviert werden kann, wurde Streptomyces sp. Tt 6024 gewihlt, der neben
Streptazolin und den Streptazonen, Chartreusin (10) in hoher Ausbeute produziert und

in die Kulturbriihe freisetzt.

2.4.2. Plattenausstrichmethoden

Vor einer Fliissigkultivierung in Mischkultur ist es ratsam, einen ersten Eindruck der
gegenseitigen Beeinflussung der Stdmme zu bekommen. Dafiir eignet sich die
gemeinsame Inkubation auf einer Agarplatte. Hierzu bieten sich mehrere
Ausstrichmethoden'*' an, die Aussagen iiber unterschiedliche Wechselwirkungen
zulassen. Die Methode A, wie in Abbildung 62 zu sehen ist, bedient sich des
schlangenformigen Ausstrichs, bei dem es nicht zum Zell-Zell-Kontakt zwischen den
beiden Stamme kommt. Wechselwirkung tritt nur dann auf, wenn einzelne Metaboliten
durch die Agarschicht diffundieren. Gleichzeitig ist in den am weitesten voneinander
entfernten Bereichen des Impfausstrichs davon auszugehen, daf3 keine Beeinflussung
durch diffundierte Metaboliten erfolgen kann. Das Wachstumsverhalten bei Zell-Zell-
Kontakt kann anhand Methode B beobachtet werden. Allerdings ist hierbei auf die
Reihenfolge des Ausstrichs zu achten, da bei dem Kreuzausstrich immer auch Zellen
des ersten Stammes mitgefiihrt werden. Zeigt dieser ein schnelleres Wachstum, kommt

es zu einer Uberwucherung des anderen Stammes.
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Stamm 1 Stamm 2

Stamm 1 Stamm 2
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Abbildung 62: Verschiedene Ausstrichmethoden zur Uberpriifung der gegenseitigen
Beeinflussung zweier Stimme.

Mit den Stdmmen Tii 2471 und Tii 6024 wurden erste Vertriglichkeitsuntersuchungen
tiber beide Ausstrichmethoden auf M2Ca-Ndhrmedien durchgefiihrt, die Platten
wurden dafiir 5 Tage lang inkubiert. Parallel wurden Referenzplatten zum Vergleich
angefertigt. Der Stamm Ti 6024 zeigte ein stirkeres Wachstum als der Stamm
Tii 2471, bei der Ausstrichmethode A war in den Nahbereichen das Wachstum von
T 6024 unterdriickt, und es konnte dort keine Luftmycelbildung beobachtet werden.
Dagegen =zeigte der Stamm in den weiter entfernten Bereichen ein normales
Wachstum. Tii 2471 wies ein beschleunigtes Wachstum in den Nahbereichen auf,
bildete jedoch an den entfernter gelegenen Bereichen nur Substratmycel. Auf den nach
Methode B beimpften Agarplatten bilden beide Stimme unabhédngig der
Ausstrichreihenfolge nur Substratmycel. Bei Tii 2471 konnte an den Enden der Ansatz

einer Luftmycelbildung erkannt werden.

2.4.3. Mischfermentationen

Der Stamm Tii 6024 wurde von J. Schimana in der Arbeitsgruppe Fiedler auf seine
Sekundirmetabolitenproduktion' untersucht. Aus diesen Arbeiten war bekannt, daB
er Chartreusin (10) in hohen Ausbeuten im SM-Ndhrmedium, produziert. Alle
Mischfermentationen wurden in Schiittelkolben, befiillt mit SM-Nahrlésung, unter den
fir das Standardscreening tiblichen Bedingungen (Kapitel A.IV.1.2.1) durchgefiihrt.
Dabei wurden zwei unterschiedliche Methoden der Inokulation verwendet. In einem
ersten Ansatz wurden Agarstiicke je einer gut bewachsenen Agarplatte der beiden
Stamme als Inokulum verwendet und zu unterschiedlichen Zeitpunkten zugegeben. In
einem zweiten Ansatz wurde mit Vorkulturen angeimpft, welche als Reinkulturen

angezogen worden waren. Im Rahmen des ersten Ansatzes wurden Kolben zum einen
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gleichzeitig mit Agarstiicken beider Stdmme angeimpft, zum anderen wurden die
Stamme in Reinkultur {iber einen Zeitraum von 8 Stunden angezogen, bevor zu jeder
Kultur ein Stiick einer gut bewachsenen Agarplatte des jeweils anderen Stammes
hinzugefiigt und fiir 96 Stunden fermentiert wurde. Zum Vergleich wurden jeweils
Reinkulturen mitgefiihrt. In allen Kulturen des ersten Ansatzes konnten aufler den
bekannten jeweiligen Metaboliten keine neuen Verbindungen beobachtet werden. Bei
den Fermentationen mit einem UberschuB an Tii 2471 oder einem gleichen Verhiltnis
der beiden Stamme konnte 10 nur in geringen Mengen nachgewiesen werden, wobei
eine Fermentation mit einem UberschuBl an Tii 6024 die Ausbeute an 11 nicht sehr
beeinfluBBte. Im zweiten Ansatz, mit Vorkulturen als Inokulum, wurde hauptsédchlich
mit einem UberschuB an Tii 6024 gearbeitet. Dies sollte der Tatsache Rechnung
tragen, da3 in den vorigen Versuchen die Anwesenheit des Stammes Tii 2471 die
Produktion an 10 verringerte. Die Hauptkulturen wurden mit insgesamt 8 mL
Vorkultur in den Verhéltnissen 1:1, 1:1.5, 1:2, 1:3, 2:1 (Tt 2471: Tt 6024) angeimpft.
In dem Ansatz mit dem Mischungsverhiltnis Tt 2471: Tt 6024 (1:3) konnte neben den
bekannten Metaboliten ein neue Verbindung bei einem R~Wert von 0.5 detektiert
werden. Diese gelbe Verbindung 16scht das UV-Licht bei 254 nm, fluoresziert bei
366 nm leicht rotlich und farbt mit Anisaldehyd braun bzw. mit
Vanillin-Schwefelsdure dunkelgriin an. Um diese Verbindung in ausreichender Menge
zu erhalten wurde die Mischfermentation sowohl im 2-L-Mafstab in Schiittelkolben
als auch im 5-L-MaBstab im Biostat-B-Fermenter unter den gleichen Bedingungen
wiederholt. Leider wurde die Substanz in den groBeren Fermentationsansitzen nicht

mehr produziert.

2.5. Beurteilung der Biosyntheseleistung der Stimme G6 3592/1 und Tii 2471

Im Verlauf dieser Arbeit konnten aus dem Stamm G& 3592/1 vier Metaboliten isoliert
werden, die sich zwei verschiedenen Biosynthesewegen zuordnen lassen und aus dem
Stamm Tii 2471 sieben Sekundirstoffe, die eine gemeinsame biosynthetische Herkunft
aufweisen. Bei vier der sieben Verbindungen aus Tu 2471 handelt es sich um neue
Chrysomycin-Derivate, die bisher weder fiir diesen Stamm noch {iberhaupt
beschrieben wurden. In dem HPLC-Chromatogramm des SGG-Kultivierungsansatzes
von Tii 2471 waren noch weitere Metaboliten sichtbar, jedoch in zu geringen
Konzentrationen.

Die wunter allen Bedingungen von dem Stamm G& 3592/1 produzierte

Hauptkomponente Gilvocarcin V (22) und ihre hiufig auftretende Begleitkomponente
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Gilvocarcin M (24) werden im  Typ-II-Polyketidstoffwechsel  gebildet.
Ferrioxamin E (29) gehort zur Klasse der peptidischen Verbindungen und wird aus
Lysin (Aminosdurepool) und Bernsteinsdure (Carbonsdurepool) aufgebaut. Fiir
Calcium-3-hydroxychinolin-2-carboxylat  (23) ist die Biogenesequelle in
Mikroorganismen nicht bekannt. Einer Vermutung zufolge entstehen diese
Verbindungen im Tryptophanstoffwechsel. Diese Vermutung basiert auf der
Untersuchung an Vertretern dieser Verbindungsklasse eukaryontischen Ursprungs,
z. B. an Kynurensiure (30)."”® Ob sich allerdings die Befunde fiir Eukaryonten auf
Mikroorganismen anwenden lassen, bedarf noch weiterer Untersuchungen. Alle sieben
Sekundédrmetaboliten aus dem Stamm Tii 2471 gehoren wie die Gilvocarcine zu den
Typ-1I-Polyketiden und entstehen auf einem gemeinsamen Biosyntheseweg.

197
und

Im Vergleich zur Biosyntheseleistung der Streptomycetenstimme Go6 40/14
G6 28,"® deren Sekundidrmetabolismus mehr als fiinf verschiedene Biosynthesewege
umfallt, ist das biosynthetische Potential der beiden in dieser Arbeit untersuchten
Mikroorganismen weniger vielseitig. Nach einem von B. Bethe'’’ entworfenen
Konzept zur Klassifizierung von Mikroorganismen aufgrund ihrer Biosyntheseleistung
im Sekundirstoffwechsel kann der Stamm Go6 3592/1 als "vielseitig, verzweigt und
komplex" und der Stamm Tii 2471 als "vielseitig, linear und komplex" eingestuft

werden.

2.6. Zur biologischen Aktivitiit der isolierten Substanzen

In ersten Untersuchungen zur biologischen Aktivitdt wurden die Verbindungen 22, 23,
28 und 29 sowie 11, 34 - 39 im Plattendiffusionstest beziiglich ihrer Wirkung gegen
die Testkeime Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli und Candida
albicans untersucht. Die Ergebnisse der aktiven Substanzen bzw. der
Referenzsubstanzen Penicillin und Nystatin sind in Tabelle 22 dargestellt. Wider
Erwarten zeigten nur Chrysomycin A (11) und B (34) eine antimikrobielle Aktivitit
und das auch nur gegen B. subtilis und S. aureus, nicht aber Gilvocarcin V (22),
Gilvocarcin M (28)"*° und die Chrysomycine D (36), E (37), A, (38) und B, (39).
Ebenfalls erwiesen sich die Verbindungen 23 und 29 als unwirksam gegen die

Testkeime.
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Tabelle 22: Ergebnisse der Plattendiffusionstests.

Metabolit B. subtilis S. aureus E. coli C. albicans
Chrysomycin A (11) 17 10 - -
Chrysomycin B (34) 10 7 - -
Penicillin 48 30 14 -
Nystatin - - - 21

Hemmbhofdurchmesser in mm, Konzentration 1 mg/mL, Testplattchendurchmesser 6 mm.

Da bekannt ist, dal es sich bei den Gilvocarcinen und den Chrysomycinen um
photosensitive Substanzen handelt, wurden ebenfalls Plattendiffusionstests unter
Lichtbestrahlung durchgefiihrt. Wie in Tabelle 23 zu sehen ist, kam es wiederum nur
bei den Metaboliten der Chrysomycin-Reihe zu einer Hemmhofbildung. Vergleicht
man die Ergebnisse mit den Werten aus Tabelle 22, so ist zu erkennen, dal3 es sowohl
bei 11 und 34 als auch bei der Referenzsubstanz zu einer Vergroferung des
Hemmhofes kam. Unter EinfluB von Licht hemmte Chrysomycin A (11), im
Gegensatz zu dem Test im Dunkeln ebenfalls den Pilz C. albicans und auch 35 zeigte
diesmal eine biologische Wirkung bei den gram-positiven Bakterien B. subtilis und

S. aureus. Das gram-negative Bakterium E. coli wuchs unter Lichteinflu3 nicht.

Tabelle 23: Ergebnisse der Plattendiffusionstests unter Lichteinflul3.

Metabolit B. subtilis S. aureus E. coli C. albicans
Chrysomycin A (11) 31 33 - 12
Chrysomycin B (34) 14 14 - -
Chrysomycin C (35) 12 17 - -
Penicillin 70 45 - -
Nystatin - - - 17

Hemmhofdurchmesser in mm, Konzentration 1 mg/mL, Testpldttchendurchmesser 6 mm.

Gilvocarcin 'V (22), M (28) und Chrysomycin A (11) sowie Calcium-3-
hydroxychinolin-2-carboxylat (23) und Ferrioxamin E (29) wurden auBlerdem von
W. Beil'™™ gemiB den NCI-Richtlinien''? auf cytotoxische Aktivititen gegen die
Tumorzellen HMO02 (Magenadenocarcinom), HEPG2 (Lebercarcinom) und
MCF (Mammacarcinom) getestet. 23 und 29 zeigten in allen drei Tumorzellinien bis
zu einer Konzentration von 10 pg/mL (entspricht 0.02 mmol/L bzw. 0.01 mmol/L)

keine Wirkung. Dagegen sind 22 und 11 als sehr positiv zu bewerten. Sie zeigen in
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allen Zellinien eine sehr gute Wirkung, sprich sie besitzen TGI-Werte um bzw.

deutlich unter 1 pmol/L.

Tabelle 24: Zellinie HM02 (Magenadenocarcinom)

Metabolit Glso (umol/L) TGI (umol/L) LCso (umol/L)
Gilvocarcin V (22) 0.014 0.075 5.0
Gilvocarcin M (28) 4.56 >10 >10
Chrysomycin A (11) 0.018 0.080 5.5

Glsp = Konzentration, die eine halbmaximale Hemmung des Zellwachstums bewirkt.

TGI = Konzentration, die eine vollstindige Hemmung des Zellwachstums bewirkt.

LCsy = Konzentration, die eine halbmaximale cytotoxische Wirkung zeigt, d. h. die 24 h nach Aussaat
die vorliegende Zellzahl um die Halfte reduziert.

Tabelle 25: Zellinie HEPG2 (Lebercarcinom)

Metabolit Glso (umol/L) TGI (umol/L) LCso (umol/L)
Gilvocarcin V (22) 0.65 1.20 >10
Gilvocarcin M (28) 3.11 >10 >10
Chrysomycin A (11) 0.20 1.50 >10

Tabelle 26: Zellinie MCF7 (Mammacarcinom)

Metabolit Glso (umol/L) TGI (umol/L) LCso (wmol/L)
Gilvocarcin V (22) 0.080 0.36 >10
Gilvocarcin M (28) 2.28 5.81 >10
Chrysomycin A (11) 0.092 0.31 7.6

Aufgrund der sehr guten Wirkung von Gilvocarcin V (22) und Chrysomycin A (11)
wurden diese Substanzen in den Leberzellinien HEPG2 und Huh7 vergleichend

getestet.VII

Im Gegensatz zu HEPG2- haben Huh7-Zellen ein mutiertes p53-Gen, so
daB bei ihnen keine Apoptose induziert werden kann. Huh7-Zellen sind somit nicht
sensitiv gegeniiber klassischen Cytostatika, wie Cisplatin und Vinblastin.'"”” Wie in
Abbildung 63 zu sehen ist, zeigen 22 und 11 im Gegensatz zu Cisplatin, jeweils eine
fast identische Wirkung in Huh7- und HEPG2-Zellen. Diese Befunde zeigen deutlich,
daBl diese beiden Metaboliten zum einen in p53-negativen Zellen wirksam sind und
dal sie folglich ihre cytotoxische Wirkung iiber einen anderen Wirkmechanismus

ausiiben als die "klassischen" Cytostatika.
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Abbildung 63: Dosis-abhingiger Cytotoxizitits-Assay an HEPG2- und Huh7-Zellen.

VIII

Weiterhin wurden mit Gilvocarcin V (22) Zellzyklusuntersuchungen' ™ sowohl an der

Mammacarcinom-(MCF7)- als auch an der Magenadenocarcinom-(HMO02)-Zellinie
durchgefiihrt. Deren Ergebnisse sind in Tabelle 27 und Tabelle 28 zusammengefalit.
Eine Erlduterung zu den einzelnen Phasen wurde bereits in Kapitel A.II1.4.2 gegeben.
22 wirkt in der MCF7-Zellinie phasenspezifisch, die Substanz arretiert die Zellen in
der S-Phase. Diese Wirkung ist verbunden mit einer Abnahme der Zahl der Zellen in
der Ruhephase (G1). In der Magencarcinom-Zellinie (HMO02) arretiert 22 die Zellen
initial in der G2/M-Phase, was ebenfalls die Zahl der Zellen in der Ruhephase (G1)
verringert, wie Tabelle 28 zu entnehmen ist. Bei hoheren Konzentrationen bzw. bei
einer Verldngerung der Inkubationszeit wurde eine Abnahme an Zellen in der G2/M-
und eine Zunahme der Zellen in der S-Phase gefunden. Demnach ist die Hauptwirkung

von 22 der initiale G2/M-Arrest.
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Tabelle 27: Zellzyklusuntersuchungen in der Mammacarcinom-Zellinie (MCF7).

Sub G1 Gl S G2/M
(Apoptose)
Kontrolle® 8.2+2.2% 59 + 5% 11£0.5%  20.7+1.7%
Gilvocarcin V (22)° 7.5+ 2% 48+2.7%  26+2.5%  18.7+3.2%

Werte: Mittelwert + SE von vier unabhingigen Experimenten; p<0.05 (t-Test)
“Losungsmittelkontrolle, "Konzentration 0.01 pg/mL, Inkubationszeit: 24 h.

Tabelle 28: Zellzyklusuntersuchungen in der Magenadenocarcinom-Zellinie (HM02).

Sub G1 Gl S G2/M
(Apoptose)
Kontrolle® 7.7+ 1.6% 60 + 2% 17 +1.2% 16 + 0%
Gilvocarcin V (22)° 95+0.5%  35+15%  17.5+45% 385+11%

Werte: Mittelwert + SE von vier unabhiingigen Experimenten; p<0.05 (t-Test)
“Losungsmittelkontrolle, "Konzentration 0.01 pg/mL, Inkubationszeit: 24 h.

2.7. Weitere Metaboliten der Gilvocarcin-Reihe

Die Gilvocarcine gehoren, wie ihre strukturverwandten Verbindungen, die

Chrysomycine und Ravidomycine,””*”" zu einer Verbindungsklasse von
Aryl-C-Glykosid-Antibiotika.””> Wie Abbildung 64 zu entnchmen ist, haben diese
Verbindungen ein gemeinsames tetracyclisches, aromatisches,

[6H-Benzo[d]naphtho[ 1,2-b]pyran-6-on]-Grundgeriist, an  das  C-glykosidisch
unterschiedliche Zucker (Z) in C-4 Position gebunden sind. Die Variation der
Zuckereinheiten tritt nur in voneinander verschiedenen Produzentenstimmen auf.
Innerhalb eines Stammes wurden keine Variationen des Zuckers beobachtet, jedoch
kann in diesem Fall der Substituent (R) an C-8 des produzierten Aryl-C-Glykosid-
Antibiotikums variieren. Als Hauptkomponente tritt stets die Verbindung mit
R = Vinyl auf. Ein Methyl- und ein Ethylsubstituent an C-8-Position sind nur bei den
Gilvocarcinen und Chrysomycinen beschrieben worden, wobei das Methylderivat
haufig als Begleitkomponente zum Vinylderivat zu finden ist. Von den
Ravidomycinen konnten bisher drei Derivate aus Streptomyceten-Kulturen isoliert
werden. Als C-8-Substituent wurden bei diesen Verbindungen wiederum eine
Vinylgruppe, sowie als deren formal oxidierte Formen eine 1-Hydroxyethyl- und eine
Oxiranyleinheit gefunden. In Abbildung 64 sind die wichtigsten aus Streptomyceten

isolierten Metaboliten dieser Reihe aufgelistet. Des weiteren sind Verbindungen mit
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dem selben Aglykon (Defucogilvocarcin) aus Streptomyceten erhalten worden, die
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Abbildung 64: Tetracyclisches Grundgeriist sowie Substitutionsmuster wichtiger Vertreter
der Gilvocarcin-Gruppe.
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V. Zusammenfassung der Ergebnisse

Viscotoxine aus Viscum album L.

1)

2)

3)

4)

S)

6)

Um Viscotoxine einzeln oder im Gemisch eindeutig identifizieren zu konnen,
wurde eine HPLC-Analytik mit Referenzsubstanzen eingerichtet und optimiert.
Die Identifizierung der Referenzsubstanzen erfolgte durch Massenspektrometrie.
Fir die literaturbeschriebene, jedoch nicht ndher bestimmte Verbindung
U-PS (17) sowie fiir die unbekannte Verbindung 18 wurden die hochaufgelosten
Molekiilmassen bestimmt. Fiir alle untersuchten Viscotoxine, mit Ausnahme von
17 und 18, konnte ein Phosphataddukt nachgewiesen werden.

Zur Gewinnung hochreiner Viscotoxine aus Pflanzenmaterial wurde ein
effizientes Isolierungs- und Aufreinigungsverfahren unter Vermeidung
phosphathaltiger Losungsmittel entwickelt.

Aus Pappelmisteln wurden die Viscotoxine Al (12), A2 (13), A3 (14), B (15) und
1-PS (16) isoliert und anhand von HPLC und ESI-Massenspektrometrie
identifiziert. Fiir alle Verbindungen konnte das entsprechende Phosphataddukt
nachgewiesen werden. Die aus hochauflosender Massenspektrometrie erhaltenen
monoisotopischen Molekiilmassen fiir Viscotoxin Al (12), A2 (13) B (15) und
1-PS (16) weichen geringfiigig aber signifikant von den fiir die Literatursequenzen
zu erwartenden Werten ab. Im Fall von Viscotoxin A2 konnte gezeigt werden, daf3
die isolierte Substanz nicht mit der Referenzsubstanz tibereinstimmt, obwohl sie
durch HPLC und ESI-MS nicht unterscheidbar waren. Mégliche Ursachen dieser
Diskrepanzen wurden diskutiert, konnten jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht
geklart werden.

Die Identitit des isolierten VT A3 (14) mit der literaturbeschriebenen Verbindung
konnte  durch  ESI-FT-ICR,  Primérstrukturanalyse  mittels = Tandem-
Massenspektrometrie ~ sowie  durch  Rontgenstrukturanalyse  eindeutig
nachgewiesen werden. Die dreidimensionale Kristallstruktur von 14 wird mit der
durch "H-NMR-Experimente ermittelten Struktur und mit den Strukturen von o
und B-Thioninen verglichen.

Ebenfalls aus Pappelmisteln wurde die bisher unbekannte Verbindung Viscotoxin
B2 (19) isoliert. Die Primérstruktur dieser neuen Verbindung wurde durch
Rontgenstrukturanalyse weitgehend aufgeklirt. Die Zugehorigkeit von 19 zu der

Klasse der Viscotoxine ergibt sich aus der ermittelten Aminosiduresequenz, die
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eine groBe Ubereinstimmung mit der Sequenz von VT B (15) aufweist. Die
dreidimensionale Struktur von 19 zeigt von der des VT A3 (14) kaum
Abweichungen.

7) Das Mikroprotein U-PS (17) wurde aus Kiefernmisteln isoliert und mit Hilfe der
HPLC sowie durch ESI- und hochauflosende ESI-FT-ICR-Massenspektrometrie
charakterisiert. Durch Edman-Abbau sowie MS/MS-Studien wurden die ersten
32 Aminosduren der Primérstruktur aufgekldrt. Anhand einer Datenbankrecherche
konnte das Peptid U-PS (17) der Familie der y-Thionine zugeordnet werden. 17 ist
somit kein Viscotoxin, entsprechende Literaturangaben miissen korrigiert werden.

8) Neben 17 konnten in dem Kiefernmistelextrakt auch die Viscotoxine Al (12),
A2 (13), A3 (14), B (15) und 1-PS (16) durch HPLC-MS nachgewiesen werden.

9) Die aus Pappel- und Kiefernmisteln isolierten Verbindungen 12 -17 und 19
zeigten in Plattendiffusionstests keine antimikrobielle Wirkung.

10) Alle VT-Isoformen sowie die Rohprodukte VE-P und VE-K, nicht jedoch
U-PS (17), wiesen eine bemerkenswerte cytotoxische Wirkung gegen mehrere
Tumorzellinien auf. VT A3 (14) und VT A2 (15) besitzen die groBte Wirkstérke.
Das VT-Rohprodukt VE-P aus Pappelmisteln war aktiver als das aus
Kiefernmisteln, was auf die jeweilige Viscotoxin-Zusammensetzung
zuriickzufiihren ist. In Zellzyklusuntersuchungen zeigten die getesteten Proben 14
und VE-P keine Arretierung der Zelle in einem bestimmten Zellzyklus.

11) Die isolierten Mikroproteine erwiesen sich als relativ stabil gegen Hitze und
UV-Licht. U-PS (17) war als einzige Verbindung instabil unter sauren
Bedingungen. Mehr oder weniger instabil zeigten sich alle Peptide unter Einflul3
von Base.

12) Im Test zur Bestimmung der Stabilitdt gegeniiber Trypsin erwies sich U-PS (17)
als weniger resistent im Vergleich zu VT A3 (14), das nicht reagiert.

13) Fuir VT Al (12), A2 (13), A3 (14), B (15) und 1-PS (16) wurde der
Phosphorgehalt quantitativ bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dall der Anteil an
Phosphataddukt in den Proben 12 - 15 5 % ausmacht, fiir 16 wurde ein Wert von
14 % bestimmt. Die pflanzliche Herkunft des Phosphations konnte bewiesen
werden. Die Bedeutung der Phosphatbindung fiir die biologische Wirksamkeit
wird diskutiert.
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Sekundirmetaboliten der Gilvocarcin-Reihe

Aus den Streptomycetenstimmen G6 3592/1 und Tii 2471, welche Substanzen der
Gilvocarcin-Gruppe produzieren, wurden insgesamt 11 Sekundidrmetaboliten isoliert,
darunter vier neue. Zur Beeinflussung des Sekundirstoffwechsels der Stimme wurden
die Fermentationsparameter variiert (OSMAC-Ansatz). Das Biosynthesepotential

beider Stimme wurde im Anschluf} diskutiert und beurteilt.

Sekundirmetaboliten aus Streptomyces griseoflavus Stamm G6 3592/1

1) Der bekannte Hauptmetabolit Gilvocarcin V (22) und die Begleitkomponente
Gilvocarcin M (28) waren in fast allen Fermentationsvariationen nachweisbar,
dabei variierten je nach Ansatz die Ausbeuten pro Liter Kulturlosung. Beide
Verbindungen wurden aus verschiedenen Fermentationsansédtzen isoliert und
anhand spektroskopischer Methoden identifiziert.

2) Neben den Gilvocarcinen produziert der Stamm die bekannten Verbindungen

Calcium-3-hydroxychinolin-2-carboxylat (23) und Ferrioxamin E (29).

Sekundirmetaboliten aus Streptomyces sp. Stamm Tii 2471

1) Aus dem Stamm Tii 2471 konnten die drei bekannten Chrysomycine A (11), B (34)
und C (35) isoliert werden. Daneben wurden die vier neuen Sekundérstoffe
Chrysomycin D (36), E (37), A, (38) und B, (39) produziert.

2) Die Strukturen von 11, 34 - 39 wurden anhand spektroskopischer Daten aufgeklart.

3) Drei weitere Peaks im HPLC-Chromatogramm konnten aufgrund ihres
UV-Spektrums der Gruppe der Gilvocarcine zugeordnet werden. Allerdings waren
diese Verbindungen in zu kleiner Menge im Extrakt enthalten.

4) Die Interaktion von Ti 2471 mit dem Chartreusinbildner Tii 6024 wurde durch
Mischkultivierung auf Agarplatten untersucht. Tii 6024 zeigte auf Platte ein
starkeres Wachstum als Tii 2471, es konnten gegenseitige Beeinflussungen
beobachtet werden. Bei der Mischfermentation in Schiittelkolben wurden in allen
verwendeten Mischungsverhiltnissen die bekannten Metaboliten beider Stamme
gebildet. Bei der Fermentation mit einem Mischungsverhéltnis T 2471: Tt 6024
(1:3) wurde diinnschichtchromatographisch ein neuer Metabolit nachgewiesen, der

jedoch bei Fermentationen im gréferen Mal3stab nicht mehr auftrat.
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Biologische Aktivititen

1))

2)

3)

4)

S)

Die Reinsubstanzen wurden in Plattendiffusionstests vergleichend auf ihre
antimikrobielle Wirkung hin untersucht. Fiir die Chrysomycine A (11) und B (34)
beobachtete man eine moderate Wirkung gegen Bacillus subtilis und
Staphylococcus aureus, gegen Escherichia coli und Candida albicans zeigten sie
keine Wirkung. Alle anderen Verbindungen wiesen keine antimikrobielle Wirkung
auf.

Bei wunter Lichtbestrahlung durchgefithrten Plattendiffusionstests trat eine
gesteigerte Aktivitdt von Chrysomycin A (11) und B (34) gegeniiber gram-
positiven Bakterien auf. Im Unterschied zur Inkubation im Dunkeln wurde auch
das Wachstum von Candida albicans durch Chrysomycin A (11) gehemmit,
Chrysomycin C (35) erwies sich unter Lichtbestrahlung ebenfalls als biologisch
aktiv und war gegen gram-positive Testkeime &dhnlich wirksam wie 34.

Die isolierten Sekundirstoffe wurden auf ihre Cytotoxizitit gegen verschiedene
Tumorzellinien untersucht. Dabei ist die ausgeprigte Wirkung von Gilvocarcin V
(22) und Chrysomycin A (11) gegen alle drei Zellinien hervorzuheben. Fiir
Gilvocarcin M (28) findet sich eine geringere cytostatische Aktivitidt gegen die
verwendeten Zellinien.

Aufgrund der auffallenden cytotoxischen Wirkung von 22 und 11 wurden beide
Verbindungen gegen eine Apoptose-resistente Tumorzellinie getestet. Die Befunde
zeigen, dall beide Substanzen auch in p53-negativen Zellen wirksam sind und
folglich ihre cytotoxische Wirkung iiber einen anderen Wirkmechanismus ausiiben
als klassische Cytostatika.

Gilvocarcin V (22) wurde an zwei verschiedenen Tumorzellinien Zellzyklustests

unterzogen. Danach ist die Hauptwirkung von 22 der initiale G2/M-Arrest.
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B. Experimenteller Teil

I. Allgemeines

1. Verwendete Geriite

Drehwerte: Polarimeter der Firma Perkin-Elmer, Modell 241, die Drehwerte sind in

10" deg cm” ¢!, und die Konzentrationen (¢) in g / 100 mL angegeben.

Circulardichroismus-Spektren: Modell J 500 der Firma Jasco. Der Circular-

dichroismus Ag ist in cm” mmol ™' angegeben.

Massenspektren: EI-MS: Finnigan MAT 95, 70eV, Hochauflosungen mit
Perfluorkerosin als Vergleichssubstanz; ESI-MS: Finnigan LCQ. Die relativen
Intensitdten beziehen sich auf den Basispeak (I= 100 %) und sind in Klammern

angegeben.

High Performance Liquid Chromatography Mass Spectrometry Kopplung
(HPLC-MS): Pumpe: Flux Instruments Rheos 4000, Degasser: Flux Instruments
ERC 34150, Detektor: Linear UVIS-205, Steuerungssystem: Flux Instruments Janeiro,
ESI: Finnigan LCQ, Software: Finnigan Xcalibur.

System A: Losung A: 0.05 % Ameisensdure in HO; Losung B: 0.05 % Ameisensdure
in Methanol; Gradient: 20-100% B in 20min, 10 min 100 % B; Flufrate:
0.3 mL/min; Detektion: 254 nm; positive und negative ESI-Massenspektrometrie,
CID 20 %.

System B: Losung A: 0.1 % Trifluoressigsdure in H,O; Losung B: 0.1 %
Trifluoressigsdure in 90 % Acetonitril; Gradient: 10-50% B in 30 min, 5 min
50 % B; FluBrate: 0.5 mL/min; Detektion: 215 nm; positive ESI-Massenspektrometrie,
CID 20 %.
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System C: Losung A: 0.1 % Trifluoressigsdure in H,O; Losung B: 0.1 %
Trifluoressigsdure in 90 % Acetonitril; Gradient: 2 - 60 % B in 30 min, 5 min 60 % B;
FluBrate: 0.5 mL/min; Detektion: 215 nm; positive ESI-Massenspektrometrie,
CID 20 %.

Infrarotspektren: Alle IR-Spektren wurden mit einem Spektrometer der Firma
Perkin-Elmer Modell 1600 aufgenommen. Kristalline Proben wurden als KBr-
Preflinge gemessen, nicht kristalline Substanzen als Film zwischen NaCl-Platten.

Abkiirzungen: br = breit, sh = Schulter.

UV/VIS-Spektren: Varian Modell Cary 3E; Methanol/HCI bzw. Methanol/NaOH: Zu
2 mL der angegebenen Losung wurde jeweils ein Tropfen 2 N HCI bzw. 2 N NaOH

gegeben. Der molare Extinktionskoeffizient (&) hat die Dimension 1000 cm” mol™.

1H-NMR-Spektren: Modelle Unity 300 (300 MHz), Inova 500 (500 MHz) und Inova
600 (600 MHz) der Firma Varian sowie AMX 300 (300 MHz) der Firma Bruker. Die
chemischen Verschiebungen sind in Einheiten (ppm) der oJ-Skala relativ zum
jeweiligen Losungsmittel als internem Standard angegeben. Zur Kennzeichnung der
Signalmultiplizitit werden folgende Abkiirzungen verwendet: s= Singulett,
d = Dublett, dd = Dublett vom Dublett, t= Triplett, q= Quartett, m = Multiplett,
m, = zentriertes Multiplett. Verbreiterte Signale sind durch den Zusatz br
gekennzeichnet. Alle Spektren wurden néherungsweise als Spektren erster Ordnung

interpretiert. Kopplungskonstanten J sind in Hertz (Hz) angegeben.

BC-NMR-Spektren: Gerite Unity 300 (75.5 MHz), Inova 500 (125.7 MHz) und
Inova 600 (150.8 MHz) der Firma Varian sowie AMX 300 (75.5 MHz) der Firma
Bruker. Die chemischen Verschiebungen sind in Einheiten (ppm) der &-Skala relativ
zum jeweiligen Losungsmittel als internem Standard angegeben.

APT (Attached Proton Test): Gerade Multiplizititen (CH/CH;) zeigen nach oben,
ungerade (C/CH,) zeigen nach unten, “C-'H-Multiplizititen sind aus HMQC-
Experimenten in Verbindungen mit APT-Experimenten ableitbar.

Abkiirzungen: s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, q = Quartett.

2D-NMR-Spektren: 'H,'H-COSY (‘H,'H-Correlated Spectroscopy), delay-'H,"H-
COSY (Long Range-Correlated Spectroscopy), HMBC (Heteronuclear Multiple
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Bond Connectivity), HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Coherence), HSQC

(Heteronuclear Single Quantum Coherence).

I P_.NMR-Spektren: Bruker Modell Advance 500 (202.5 MHz). Die chemischen
Verschiebungen sind in Einheiten (ppm) der J-Skala relativ zur Phosphorsdure als

externem Standard angegeben.

Photometrie: Metrohm 662 Photometer.

2.  Chromatographische Methoden

Losungsmittel: Die Losungsmittel fiir die Chromatographie wurden zuvor destilliert,
fiir alle anderen Zwecke fanden analysenreine Losungsmittel Anwendung.
Losungsmittel fiir die HPLC wurden im Ultraschallbad und anschlieBend durch

Durchleiten eines Heliumstrom fiir 10 min entgast.

Diinnschichtchromatographie (DC): DC-Fertigplatten Kieselgel 60 F,s4 (Merck):
Schichtdicke 0.25 mm; DC-Alufolien Kieselgel 60 F,s4 (Merck): Schichtdicke
0.20 mm; HPTLC-Fertigplatten (10 x 10 cm) Kieselgel 60 F,s4(Merck): Schichtdicke
0.20 mm. Angegeben sind R-Werte (Laufhohe relativ zur Laufmittelfront).

Spriihreagenzien: Nach Reagenzien Merck, Anfirbereagenzien fir die
Diinnschichtchromatographie.*”® Die DC-Platten wurden mit Hilfe eines HeiBluft-Fons
nach dem Anspriihen auf ca. 100 °C erwidrmt.

Anisaldehyd (Nr. 27): 1.0 mL Anisaldehyd in einer Lésung aus 85 mL Methanol,
10 mL Eisessig und 5 mL konzentrierter Schwefelsdure.

Orcin-Sprithreagenz  (Nr.  120-122): 1 g Eisen(Ill)-chlorid wurde in 100 mL

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

gemischt.

Tetrazolblau (Nr. 308): Eine 6 M Natriumhydroxidlosung wurde zu gleichen Anteilen
mit einer Tetrazolblaulosung (0.5 % in Methanol) gemischt.

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

Schwefelsdure.
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Sidulenchromatographie und Gelchromatographie: Kieselgel 60, 0.040 — 0.063 mm
der Firma ICN; Sephadex® LH-20 und SE-Sephadex” C-25 der Firma Pharmacia.
Flash-Chromatographie nach W. C. Still.**

Adsorberharz: Serva Amberlite® XAD-2, Mitsubishi MCI®.

Medium Pressure Liquid Chromatography (MPLC):
Pumpe: Knauer, HPLC Pumpe 64; Siule: Merck, Lobar-Fertigsiule, LiChroprep®
RP-8, GroBe C (440 - 37), 40 - 63 um.

High Performance Liquid Chromatography (HPLC):

HPLC I: Software: Jasco-Borwin Ver. 1.50; Pumpe: Jasco Pu-1580; Mischeinheit:
Jasco LG-1580-02; Losungsmittelentgaser: Jasco DG-1580-53; Autosampler: Jasco
AS 1555; Detektoren: Jasco UV-1570 M, CD-995.

HPLC 1II: Software: Kontron Kroma-System 2000 Version 1.60; Pumpe:
Kontron P 322 System; Autosampler: Kontron SA 360; Detektor: Kontron Dioden
Array Detektor 440; Mischkammer: Kontron HPLC 360; analytische
Aufgabenschleife: 20 ul.

HPLC III: Software: Jasco-Borwin Ver. 1.50; Pumpe: Jasco PU-1587; Detektor:
Jasco UV/VIS 1575, Mischkammer: Jasco, priparative Aufgabenschleife: 2 mL.

HPLC-Séulen:

1: Bischoff Prontosil 200-3-C8-SH, 3 um, 3 x 100 mm, mit Vorsdule: Beckmann
Ultrasphere ODS, 5 um, 4.6 x 4.5 mm, FluBrate: 0.6 ml/min.
Phenomenex®, Aqua 5 C18, 200 A, 5um, 4 x 250 mm, FluBrate: 1.0 ml/min.
Phenomenex®, Aqua 5u C18,200 A, 5um, 1 x 250 mm, FluBrate: 4.0 ml/min.
Knauer Nucleosil-100 C8, 5 um, 3 x 250 mm, mit integrierter Vorsédule, FluBrate:
0.5 ml/min.
Jasco Nucleosil-100 C8, 5 um, 8 x 250 mm, FluBrate: 2.5 ml/min.
Jasco Nucleosil-100 C8, 5 um, 20 x 250 mm, FluBrate: 15.0 ml/min.
Knauer Nucleosil-100 C18, 5um, 3 x250 mm, mit integrierter Vorséule,
FluBrate: 0.5 ml/min.

8: Jasco Kromasil-100 C18, 5 um, 4 x 250 mm, FluBrate: 0.8 ml/min.
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9:

10:
11:

Jasco Kromasil-100 C18, 5 pm, 8 x 250 mm, FluBrate: 2.5 ml/min.
Jasco Kromasil-100 C18, 5 um, 20 x 250 mm, FluBrate: 15.0 ml/min.
Grom Supersphere-100 RP 18 endcapped, 4 um, 2 x 100 mm, mit integrierter

Vorsiule, Fluflrate: 0.3 ml/min.

HPLC-Programme:
Laufmittelsystem: Losung A: 0.1 % TFA in H,O,

A A TR

10:
11:
12:

13:

14:

15:
16:
17:
18:
19:

Losung B: 0.1 % TFA in Acetonitril.

Losung B von 10 % auf 40 % in 30 min, 10 min 40 % B, UV-Detektion: 280, 215
und 220 nm, CD-Detektion: 220 nm.

Losung B von 25 % auf 38 % in 30 min, 5 min 38 % B, UV-Detektion: 215 nm.
Losung B von 26 % auf 29 % in 16 min, UV-Detektion: 215 nm.

Losung B von 29 % auf 30 % in 20 min, 5 min 30 % B, UV-Detektion: 215 nm.
Losung B von 30 % auf 31 % in 30 min, 5 min 31 % B, UV-Detektion: 215 nm.
Losung B 30.9 % isokratisch 25 min, UV-Detektion: 215 nm.

Losung B von 30.8 % auf 30.9 % in 30 min, 5 min 30.9 % B, UV-Detektion:
215 nm.

Losung B von 30.5 % auf 30.6 % in 30 min, 5 min 30.6 % B, UV-Detektion:
215 nm.

Losung B von 31 % auf 33 % in 8 min, in 2 min auf 40 % B, 5 min 40 % B,
UV-Detektion: 215 nm.

Losung B von 30 % auf 34 % in 12 min, UV-Detektion: 215 nm.

Losung B von 0 % auf 50 % in 15 min, UV-Detektion: 215 und 280 nm.

Losung B 45 % isokratisch 15 min, in 2 min auf 100 % B, 5min 100 % B,
UV Detektion: 254 nm.

Losung B von 0 % auf 100 % in 25 min, 10 min 100 % B, UV-Detektion: 220,
254, 285 und 366 nm.

Losung B von 10 % auf 64.3 % in 17 min, 5 min 64.3 % B, UV-Detektion:
254 nm.

Losung B von 40 % auf 65 % in 25 min, UV-Detektion: 254 nm.

Losung B von 31 % auf 33 % in 10 min, UV-Detektion: 215 nm.

Losung B von 25 % auf 40 % in 30 min, UV-Detektion: 215 nm.

Losung B von 20 % auf 38 % in 30 min, UV-Detektion: 215 nm.

Losung B von 23 % auf 37 % in 25 min, UV-Detektion: 215 nm.
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3.  Mikrobiologische Methoden

Nihrmedienbestandteile: Die verwendeten Nidhrmedienbestandteile wurden von

folgenden Firmen bezogen:

D-Glucose Merck Hefeextrakt Gibco BRL
Stirke (16slich) Merck Hafermehl (Holo Hafergold) Neuform
Fleischextrakt Merck Corn steep powder Marcor
D(-)-Mannit Merck D(+)-Saccharose AppliChem
Malzextrakt Merck Leberextrakt Merck
Caseinpepton Merck Agar-Agar Difco

Sojamehl fettarm  Henselwerk GmbH

Alle Ndhrmedien wurden nach Einstellung des pH-Wertes mit 0.5 M NaOH bzw.
0.5 M HCI fiir 30 min bei 121 °C sterilisiert. Fiir die Stammhaltung gab man zu den
entsprechenden Ndhrmedien einen Zusatz von 20 g/L. Agar-Agar.

Folgende Ndhrmedien, angesetzt mit demineralisiertem Wasser, fanden Verwendung:

M2: 10 g/L Malzextrakt, 4 g/L. Hefeextrakt, 4 g/L. Glucose, pH 7.0.

M2S: 10 g/L Malzextrakt, 4 g/l Hefeextrakt, 4 g/L. Saccharose, pH 7.0.

M2Ca:10 g/L. Malzextrakt, 4 g/L. Hefeextrakt, 4 g/L Glucose, 0.3 g/LL CaCOs;, pH 7.0.

SM: 20 g/L entfettetes Sojamehl, 20 g/ Mannit, pH 7.0.

HA: 20 g/L Hafermehl, 2.5 ml/L Spur 11, pH 7.2.

SGG: 10 g/L Glucose, 10 g/ Glycerin, 10 g/L Stédrke, 2.5 g/ Corn steep powder,
5 g/L Caseinpepton, 2 g/L. Hefeextrakt, 1 g/L NaCl, 3 g/L CaCOs;, pH 7.0.

SSG: 10 g/L Saccharose, 10 g/ Glycerin, 10 g/L. Stirke, 2.5 g/L. Corn steep powder,
5 g/L Caseinpepton, 2 g/L. Hefeextrakt, 1 g/L NaCl, 3 g/L CaCOs;, pH 7.0.

NL-6: 10 g/L Glucose, 4 g/ Caseinpepton, 4 g/L Fleischextrakt, 0.5 g/L. Hefeextrakt,
0.5 g/L Leberextrakt, 2.5 g/L. NaCl, pH 7.2.

NL-203: 20 ml/L Glycerin, 2.5 g/L. Glycin, 0.3 g/L. Na,HPO,, 0.01 g/L. FeSO,, pH 7.6.

NL-1358: 30 g/l Glycerin, 2 g/l Caseinpepton, 1 g/l K,HPO,, 1 g/L NaCl, 0.5 g/L

MgSO, x 7 H,O, 5 ml/L Spur 11. Der pH-Wert wurde nicht eingestellt.

Spurenelementlésung Spur 11: 3 g/l CaCl, x H,0, 1g/L Fe(Ill)-citrat, 0.2 g/L
MnSOQy, 0.1 g/ ZnCl,, 25 mg/L CuSO, x 5 H,0, 20 mg/L Na,B40; x 10 H,O, 4 mg/L
COC12, 10 mg/L NazMOO4 X Hzo
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Zentrifugen: Sigma 2K1, Sigma 4K 15, Sigma 210 M.
Photometer: Eppendorf BioPhotometer.

Schiittler und Fermenter: Braun Inkubationsschiittelschrank BS 4, Braun
Inkubationsschiittelschrank ~ Certomat®™ HK, Braun Inkubationsschiittelschrank
Certomat® BS-1, Braun Biostat E (15 L, 1vvm, 300 rpm), Braun Biostat B(2 L /5L,
2 vvm, 400 rpm), Ingold Sauerstoffelektrode.

4.  Biologische Tests

Im Plattendiffusionstest wurden als Testkeime Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus und Candida albicans verwendet. Auf die Agarschicht der mit
den verschiedenen Testkeimen angeimpften Agarplatten legte man Filterplédttchen
(Schleicher & Schuell, Durchmesser: 9 mm (Viscotoxine), 6 mm (Gilvocarcin-
Gruppe), Dicke: 0.5 mm), die mit 54 pl bzw. 15 ul Losung der Substanzen
(¢ = 1 mg/ml) in Methanol bzw. Wasser getrdankt und vor dem Auflegen unter sterilen
Bedingungen getrocknet wurden. Die Agarplatten wurden 1-2 d bei 37°C
(Bakterien) bzw. 27 °C (Pilze) inkubiert und anschlieend ausgewertet.

Medium fiir S. aureus, E. coli: 8 g/L. Bacto Nutrient Broth, 5 g/L. NaCl, 15 g/L. Agar.
Medium fiir B. subtilis: 5 g/l Glucose, 0.5 g/ Na-Citrat x 2 H,O, 3 g/ KH,PO,,
7 g/L K,HPOy, 0.1 g/ MgSO,4 x 7 H,0, 1 g/ (NH4),SOy4, 15 g/L Agar.

Medium fiir C. albicans: 4 g/L. Hefeextrakt, 10 g/L Malzextrakt, 4 g/L. Glucose, 15 g/LL
Agar, pH 5.5.

Zum Ansetzen der Testplatten-Medien wurde demineralisiertes Wasser verwendet. Die

Glucose wurde erst nach der 30 miniitigen Sterilisation hinzugegeben.
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II. Viscotoxine aus der europiischen Mistel Viscum album L.

1.  Erstellung des HPLC-Viscotoxin-Standards

Die Referenzsubstanzen wurden an der HPLC 1 (Séule 1, Programm 1)
chromatographiert, als externer Standard diente Viscotoxin A3 (sieche Abbildung 5 auf
S.23). Weiterhin wurden alle Substanzen einem ESI-MS-Experiment unterzogen. Fiir
ausgewdhlte Substanzen wurde die monoisotopische Masse durch MALDI-TOF
(Shimadzu) bzw. ESI-FT-ICR (Bruker) bestimmt.

Viscotoxin Al (12) (Genese unbekannt):

C200H330N52065S6 (4883.60)°

R; (HPLC I, Sdule 1, Programm 1): 21.9 min.

ESI-MS (positive Ionen): m/z = 1662.0 [M+H;PO,+3H]’", 1628.7 [M+3H]*", 1246.3
[M+H;PO,+4H]"", 1222.1 [M+4H]", 997.4 [M+H;PO,+5H]", 978.0 [M+5H]’", 815.5
[M+6H]*".

Viscotoxin A2 (13) (Genese unbekannt):

C199H315N5204656 (4827.49)

R (HPLC I, Saule 1, Programm 1): 25.2 min.

ESI-MS (positive Tonen): m/z = 1643.0 [M+H;PO,+3H]*", 1610.0 [M+3H]*", 1232.5
[M+H;PO,+4H]*", 1208.1 [M+4H]*", 967.0 [M+5H]"".

ESI-FT-ICR-MS (positive Ionen): m/z= 1237.29182 [M,,+H;PO+3H+Na]"’,
1231.54853 [M,,,+H;PO,+4H]"", 1207.05554 [M,,,+4H]"", 965.84370 [M,,,+5H]".

Viscotoxin A3 (14) (Genese unbekannt):

C201H30sN52064S6 (4829.59)

R; (HPLC I, Séule 1, Programm 1): 25.9 min.

ESI-MS (positive lonen): m/z = 1642.8 [M+H;PO,+3H]*", 1610.4 [M+3H]*", 1232.9
[M+H;PO,+4H]"", 1208.6 [M+4H]"", 986.3 [M+H;PO,+5H]’", 967.2 [M+5H]"",
MALDI-TOF: m/z = 4827.133 [M+H]", 2414.737 [M,,,+2H]*".

Viscotoxin B (15) (Genese unbekannt):
Ci97H32N54047S6 (4851.51)°°
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R; (HPLC I, Sdule 1, Programm 1): 19.0 min.
ESI-MS (positive Tonen): m/z= 1618.1 [M+3H]*", 1238.0 [M+H;PO,+4H]", 1213.9
[M+4H]", 991.0 [M+H;PO,+5H]>", 971.3 [M+5H]".

Viscotoxin 1-PS (16) (Tanne):

C202H324N4O66S6 (4897.58)°

R; (HPLC I, Sdule 1, Programm 1): 24.0 min.

ESI-MS (positive Tonen): m/z = 1665.6 [M+H;PO,+3H]*", 1633.1 [M+3H]*", 1249.7
[M+H;PO,+4H]"", 1225.5 [M+4H]*", 1000.2 [M+H;PO,+5H]".

MALDI-TOF: m/z = 4895.074 [M,,,+H]", 2448.620 [M,,,+2H]*".

U-PS (17) (Kiefer):

R; (HPLC I, Sdule 1, Programm 1): 20.2 min.

ESI-MS (positive Ionen): m/z = 1586.9 [M+3H]**, 1190.8 [M+4H]*".
MALDI-TOF: m/z = 4757.023 [M,+H]", 2381.207 [M,,,+2H]*".

Viscotoxin A4 (18) (Tanne):
R; (HPLC I, Séule 1, Programm 1): 25.7 min.
ESI-MS (positive Ionen): m/z= 1632.8 [M+3H]’", 1224.9 [M+4H]", 981.3
[M+5H]".
ESI-FT-ICR-MS (positive lonen): m/z = 1631.77257 [M,,+3H]*".
IR (KBr): v = 3350 (br), 3290 (sh), 3192 (sh), 2942, 1631, 1589, 1466, 1398, 1042,
630 cm’™,
UV (MeOH): Amax (1g €) = 198 (4.65), 286 (4.96), 345 (sh) nm;
(MeOH/HCI):  Apnax (Ig €) =228 (3.26), 308 (3.62), 324 (sh), 349 (sh) nm;
(MeOH/NaOH): Apax (Ig €) =292 (3.61) nm.
Drehwert: [o]2) = - 26° (c = 0.3, H,0).

2.  Isolierung der Viscotoxine aus Viscum album L.

2.1. Aufarbeitung des Pflanzenmaterials bis zum Viscotoxin-Rohprodukt

Die Mistel wurde von dem Wirtsbaum Pappel geerntet und grofBere Teile mit einer
Schere grob zerkleinert. Das Pflanzenmaterial wurde 5 Tage bei 60 °C in einem

Trockenschrank getrocknet. Fiir die weitere Bearbeitung wurde das getrocknete



128 Experimenteller Teil

Material (2.0 kg) in einer Planetenmiihle (Retsch PM 4000) gemahlen. Es wurden
1.7 kg Mistelpulver erhalten.

100 g Mistelpulver wurden durch 24 stiindiges suspendieren in 2.5 L 2 %iger
Essigsdure (pH 4) bei 4 °C und anschlieBende Behandlung im Ultraschallbad (30 min)
aufgeschlossen und durch einen Biichnertrichter abfiltriert. Das Filtrat wurde
anschlieBend iiber einen Kationenaustauscher SE-Sephadex” C-25 (iquilibriert mit
0.02 M Ammoniumacetatlosung, 23.0 x 5.5 cm) gegeben. Die Sdule spiilte man mit
700 ml 0.02 M Ammoniumacetatlosung bis sich das Sdulenmaterial von braun nach
hellbeige entférbt hatte, eluierte dann mit 500 ml 1 M Ammoniumacetatlésung und
engte das aufgefangene Eluat im Vakuum bis fast zur Trockne ein. Das Sdulenmaterial
wurde anschlieend mit 0.02 M Ammoniumacetat-Losung regeneriert.

Der Riickstand wurde zur Entfernung der Salze an einer MPLC (Sédule: LiChroprep
RP-8, FluB 20 mL, Druck 0.8 MPa) weiter aufgereinigt, indem nach Aufgabe der
Probe die Saule zuerst mit 450 mL bidestilliertem Wasser, dann mit 450 mL 20 %iger
Acetonitrillosung, 0.1 % TFA enthaltend, gespiilt wurde. Das Viscotoxin-Rohprodukt
wurde mit 450 mL 40 %iger Acetonitrillosung, 0.1 % TFA enthaltend, eluiert und im
Vakuum zur Trockne eingedampft. Die Analyse des Viscotoxinmusters im
Rohprodukt (VE-P) erfolgte an der analytischen HPLC I (Sdule 1, Programm 1). Das
Rohprodukt (VE-P) wurde bei 4 °C gelagert.

2.2. Aufreinigung der Viscotoxine aus dem Rohprodukt

Zur weiteren Aufreinigung wurde das Viscotoxin-Rohprodukt an der préparativen
HPLC I unter Verwendung verschiedener préparativer und semi-priparativer Sdulen
chromatographiert. Das Isolierungsschema dafiir ist in Abbildung 65 dargestellt. Jede
aufgefangene Fraktion wurde anschliefend an der analytischen HPLC I (Sidule 1,

Programm 1) mit dem Viscotoxin-Standard verglichen.
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[Viscotoxin-Rohprodukt VE-P ]

HPLC III:
Sédule 6, Programm 2

Fraktion 1 Fraktion 2 Fraktion 3

HPLC III: HPLC III:
Siule 6, Siule 6,
Programm 3 Programm 4

(2] (&) (&)

HPLC III: Sdule 6, Programm 5

[ Fraktion 3/I ] [ Fraktion 3/I1 ] [ Fraktion 3/II1 ]
HPLC III: HPLC III: HPLC III:
Séule 6, Séule 6, Séule 6,
Programm 8; Programm 7; Programm 6;
Saule 3, Saule 3, Saule 3,
Programm 10 Programm 9 Programm 16

16 13 14
7 mg 8 mg 15 mg

Abbildung 65: Isolierung der Viscotoxine Al (12), A2 (13), A3 (14), B (15), 1-PS (16) und
B2 (19) aus Pappelmistelextrakt VE-P.

Viscotoxin Al (12)

C200H330N5206556 (4883.60)>°

R; (HPLC I: Séule 1, Programm 1): 21.9 min.

ESI-MS (positive Ionen): m/z= 1628.8 [M+3H]*", 1227.9 [M+3H+Na]*", 1222.2
[M+4H]*, 1010.9 [M+2H+3Na]>*, 978.3 [M+5H]*".

ESI-FT-ICR-MS (positive Ionen): m/z = 977.26610 [M,,,+5H]".

gefunden: 4881.29732, berechnet: 4880.25940, Abweichung: 212.7 ppm.

IR (KBr): v =3423 (br), 2964 (sh), 1652, 1542, 1404 (sh), 1204, 1136, 837, 802, 723,
601 (br) cm™.
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UV (MeOH): Amax (1g €) =200 (5.27), 281 (3.75) nm;
(MeOH/HCI):  Amax (Ig €) =200 (5.25), 280 (3.62) nmy;
(MeOH/NaOH): Apax (Ig €) =204 (5.21), 286 (3.12) nm.
CD (MeOH): Ayax (A8) =210 (-152.8), 220 (sh, -129.8) nm.
Drehwert: [a]2) =-45° (c =0.07, H,0).
P-Gehalt der Probe: gefunden: 0.03 %, berechnet fiir Phosphataddukt: 0.62 %.

Phosphataddukt

C100H333N6207,PS6 (4981.59)

ESI-MS (positive Ionen): m/z = 1661.7 [M+H;PO,+3H]*".
ESI-FT-ICR-MS (positive Ionen): m/z = 996.85902 [M,,,+ H;PO,+5H]>".
gefunden: 4979.27307, berechnet: 4978.23639, Abweichung: 208.2 ppm.
3'P_NMR (202.5 MHz, CD;OD): 6 = 2.03 ppm.

Viscotoxin A2 (13)

C199H315N52066S6 (4827.49)”
R; (HPLC I: Séule 1, Programm 1): 25.2 min.
ESI-MS (positive Ionen): m/z = 1207.9 [M+4H]*", 966.7 [M+5H]".
ESI-FT-ICR-MS (positive lonen): m/z = 1207.06311 [Mm0+4H]4+.
gefunden: 4824.21780, berechnet: 4824.17575, Abweichung: 8.7 ppm.
IR (KBr): v = 3421 (br), 2964, 1665, 1543, 1435 (sh), 1204, 1137, 838, 802, 724,
556 (br) cm™.
UV (MeOH): Amax (Ig €) =200 (5.19), 279 (3.52) nm;
(MeOH/HCI): Ao (Ig €) =200 (5.22), 278 (3.61) nm;
(MeOH/NaOH): A« (1g €) = 204 (4.99), 279 (3.30) nm.
CD (MeOH): Apax (Ag) =208 (-151.2), 220 (sh, -111.3) nm.
Drehwert: [a]2) = - 44° (c = 0.08, H,0).
P-Gehalt der Probe: gefunden: 0.03 %, berechnet fiir Phosphataddukt: 0.63 %.

Phosphataddukt

Ci99H3,1N52079PS6 (4925.49)

ESI-MS (positive Ionen): m/z = 1642.3 [M+H;PO,+3H]*", 1232.3 [M+H;PO,+4H]*".
ESI-FT-ICR-MS (positive lonen): m/z = 1231.55585 [MmO+H3PO4+4H]4+.
gefunden: 4922.19397, berechnet: 4922.15262, Abweichung: 8.4 ppm.
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Viscotoxin A3 (14)

C201H328N520648 (4829.59)”7
R (HPLC I: Séule 1, Programm 1): 25.7 min.
ESI-MS (positive Ionen): m/z= 1610.5 [M+3H]*", 1208.5 [M+4H]*, 967.3
[M+5H]".
ESI-FT-ICR-MS (positive Ionen): m/z= 1207.57642 [Mp,+4H]"", 966.26132
[M,,o+5H]>.
gefunden: 4826.27337, berechnet: 4826.26416, Abweichung: 1.9 ppm.
IR (KBr): v = 3397 (br), 2963, 1665, 1541, 1452, 1202, 1136, 836, 801, 722,
600 (br) cm™.
UV (MeOH): Amax (Ig €) =200 (5.20), 280 (3.51) nm;
(MeOH/HCI):  Apax (Ig €) =200 (5.18), 280 (3.28) nm;
(MeOH/NaOH): Ay (Ig €) =206 (5.13), 280 (9.94) nm.
CD (MeOH): Apax (A€) =211 (-144.6), 220 (sh, -115.6) nm.
Drehwert: [a]2) =- 68° (¢ = 0.07, H,0).
P-Gehalt der Probe: gefunden 0.03 %, berechnet fiir Phosphataddukt: 0.63 %.

Phosphataddukt

C101H331N62063PS6 (4927.59)

ESI-MS (positive Ionen): m/z = 1642.6 [M+H;PO,+3H]>", 986.5 [M+H;PO,+5H]".
ESI-FT-ICR-MS  (positive Ionen): m/z= 1642.42693 [Mu,+H;PO,+3H]",
1232.07039 [M,,,+H;PO,+4H]"", 985.85632 [M,,,+H;PO,+5H]".

gefunden: 4924.24920, berechnet: 4924.24100, Abweichung: 1.7 ppm.

Viscotoxin B (15)

C197H322NsOg7S6 (4851.51)°°

R; (HPLC I: Séule 1, Programm 1): 18.9 min.

ESI-MS (positive Ionen): m/z= 1618.3 [M+3H]", 1213.7 [M+4H]*, 971.6
[M+5H]".

ESI-FT-ICR-MS (positive Ionen): m/z = 970.65953 [M,,+5H] .

gefunden: 4848.26065, berechnet: 4848.20810, Abweichung: 10.8 ppm.

IR (KBr): v = 3411 (br), 2963, 1666, 1544, 1434, 1204, 1137, 838, 802, 724,
602 (br) cm™.
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UV (MeOH): Amax (1g €) =200 (5.23), 282 (3.76) nm;
(MeOH/HCI): Aok (Ig €) =200 (5.20), 286 (3.37) nmy;
(MeOH/NaOH): A« (Ig €) = 210 (4.70), 284 (3.55) nm.
CD (MeOH): Apax (A€) =208 (-143.3), 220 (sh, -106.3) nm.
Drehwert: [a]2) =-43° (c =0.07, H,0).
P-Gehalt der Probe: gefunden: 0.02 %, berechnet fiir Phosphataddukt: 0.63 %.

Phosphataddukt

Ci97H325N64071PS6 (4949.59)

ESI-MS (positive Ionen): m/z = 1650.3 [M+H;PO,+3H]*".
ESI-FT-ICR-MS (positive Ionen): m/z = 990.25414 [M,,+H;PO,+5H]".
gefunden: 4946.23747, berechnet: 4946.18494, Abweichung: 10.6 ppm.

Viscotoxin 1-PS (16)

C202H324Ne4O66S5 (4897.58)”7
R; (HPLC I: Séule 1, Programm 1): 24.0 min.
ESI-MS (positive Ionen): m/z= 1632.8 [M+3H]’", 1225.1 [M+4H]", 980.5
[M+5H]".
ESI-FT-ICR-MS (positive Ionen): m/z = 979.86436 [M,,+5H]".
gefunden: 4894.28273, berechnet: 4894.22888, Abweichung: 11.0 ppm.
IR (KBr): v = 3410 (br), 3286 (sh), 2964, 1655, 1544, 1434, 1203, 1138, 839, 802,
723, 602 (br) cm™.
UV (MeOH): Amax (Ig €) =202 (5.06), 282 (3.73) nm;
(MeOH/HCI):  Apax (Ig €) =201 (5.15), 278 (3.75) nmy;
(MeOH/NaOH): A« (g €) =206 (5.21), 286 (3.48) nm.
CD (MeOH): Apax (A€) =208 (-146.8), 223 (sh, -83.5) nm.
Drehwert: [a]2) =-37° (¢ =0.07, H,0).
P-Gehalt der Probe: gefunden: 0.086 %, berechnet fiir Phosphataddukt: 0.62 %.

Phosphataddukt

C102H327N64070PS6 (4995.58)

ESI-MS (positive Ionen): m/z = 1665.7 [M+H;PO,+3H]*", 1249.7 [M+H;PO,+4H]*".
ESI-FT-ICR-MS (positive lonen): m/z = 999.45967 [MmO+H3PO4+5H]5+.

gefunden: 4992.26547, berechnet: 4992.20572, Abweichung: 11.9 ppm.



Experimenteller Teil 133

Viscotoxin B2 (19)

(4853.0)
R (HPLC I: Séule 1, Programm 1): 20.3 min.
ESI-MS (positive Ionen): m/z= 1618.1 [M+3H]'", 12144 [M+4H]", 971.8
[M+5H]".
ESI-FT-ICR-MS (positive Ionen): m/z = 970.85634 [M,,+5H]".
gefunden: 4849.24387, berechnet: -, Abweichung: - ppm.
IR (KBr): V= 3423 (br), 2964, 1680, 1543, 1403, 1205, 1136, 839, 803, 724,
602 (br) cm™.
UV (MeOH): Amax (12 €) = 199 (5.26), 279 (4.32) nm;
(MeOH/HCI): Ay (Ig €) =199 (5.27), 279 (4.17) nmy;
(MeOH/NaOH): Anax (Ig €) = 204 (5.42), 283 (4.32) nm.
CD (MeOH): Ay (A€) =208 (-112.9), 220 (sh, -84.6) nm.
Drehwert: [a]) =-26° (c = 0.05, H,0).

Phosphataddukt

(4948.9)1

ESI-MS (positive Ionen): m/z = 1650.4 [M+H;PO,+3H]>", 1238.4 [M+H;PO,+4H]*".
ESI-FT-ICR-MS (positive Ionen): m/z = 990.45122 [M,,+H;PO,+5H] .

gefunden: 4847.22000, berechnet: -, Abweichung: - ppm.

2.3. Aufarbeitung von Pflanzenmaterial und Isolierung von U-PS (17) aus

Kiefernmisteln

2 kg Frischmaterial weiblicher Misteln wurde von dem Wirtsbaum Kiefer geerntet und
5 Tage bei 60 °C getrocknet. AnschlieBend wurde das getrocknete Pflanzenmaterial in
einer Planetenmiihle (Retsch PM 4000) gemahlen und man erhielt 760 g Mistelpulver.
Die weitere Aufarbeitung bis zum Viscotoxin-Rohprodukt VE-K erfolgte wie unter
Kap. B.II.2.1 beschriecben am Kationenaustauscher und an der MPLC. Die
Zusammensetzung der Viscotoxine im VE-K wurde sowohl anhand des Viscotoxin-
Standardchromatogramms als auch mit HPLC-ESI-MS (Séule 1, System B) bestimmt
und anschlieBend wurde das Rohprodukt an der priaparativen HPLC III unter

Verwendung verschiedener praparativer und semi-préparativer Sdulen aufgetrennt. Die

X! Berechnete Masse aus dem ESI-MS-Experiment.
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Isolierung von U-PS (17) ist in Abbildung 66 dargestellt. Die Viscotoxine in den
restlichen Fraktionen wurden per HPLC-ESI-MS (Séule 1, System B) identifiziert und

nicht weiter aufgereinigt.

[ Viscotoxin-Rohprodukt VE-K ]

HPLC III:
Séaule 6, Programm 17

[ Fraktion 1] [ Fraktion 2] [ Fraktion 3: [ Fraktion 4] [ Fraktion 5]

HPLC III:
HPLC-MS HPLC-MS Séule 5, HPLC-MS HPLC-MS
Programm 18;
VT B Siule 3,
Programm 19 [ VT 1-PS, VT A2, }
VT A3
kein VT 17

2.5mg

[ U-PS und VT Al }

Abbildung 66: Isolierung von U-PS (17) aus Kiefernmistelextrakt VE-K.

U-PS (17)

(4760.0)

R; (HPLC I: Séule 1, Programm 1): 20.2 min.

HPLC-ESI-MS (Séule 1, System B, positive Ionen): R;= 18.1 min, m/z= 1587.2

[M+3H]*", 1190.5 [M+4H]"".

ESI-MS (positive Ionen): m/z= 1587.6 [M+3H]’", 1190.9 [M+4H]*, 953.2

[M+5H]".

ESI-FT-ICR-MS: 1586.64947 [M,,,+3H]*".

gefunden: 4756.92493, berechnet: -, Abweichung: - ppm.

IR (KBr): ¥ =3431, 2917 (sh), 1635, 1404, 1054, 564 (br) cm™.

UV (MeOH): Amax (1g €) =200 (4.76), 283 (3.84), 327 (sh), 386 (sh) nm;
(MeOH/HC1):  Apmax (Ig €) =200 (4.52), 284 (3.41), 320 (sh), 345 (sh) nm;
(MeOH/NaOH): Anax (g €) =206 (4.45), 244 (sh), 289 (3.82), 346 (sh) nm.
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CD (MeOH): Apax (A€) =210 (-28.0) nm.
Drehwert: []?) = ~ 0° (c = 0.02, H,0).

3. Versuche zur Stabilitit der Viscotoxine

Zur Bestimmung der Stabilitdit von Viscotoxinen unter sauren und basischen
Bedingungen, sowie unter UV-Bestrahlung und bei erhdhter Temperatur wurde eine
Losung des jeweiligen Viscotoxins in bidestilliertem Wasser in einer Konzentration
von 100 pg/mL untersucht. Fiir den Test auf Séurestabilitit wurden 500 pl dieser
Viscotoxinlosung mit 50 pl konzentrierter Salzsdure versetzt (Endkonzentration:
1.1 mol/L  Salzsdure). Die resultierende Losung wurde 12 Stunden bei
Raumtemperatur stehen gelassen. Der Test auf Basenstabilitit erfolgte wie oben
beschrieben durch Zugabe von 50 pl 5 M NaOH (Endkonzentration: 0.5 mol/L. NaOH)
an Stelle von Salzsdure.

Zur Bestimmung der UV- und Hitzebestidndigkeit, sowie fiir eine Vergleichsprobe
wurden jeweils 500 ul der Stammlosung mit 50 pl bidestilliertem Wasser versetzt. Die
UV-Bestrahlung (254 nm, 4 Watt, Abstand: 6 cm) erfolgte 2 Stunden bei
Raumtemperatur, zur Untersuchung auf thermische Stabilitdt wurde 2 Stunden auf
80 °C erwirmt. Die Vergleichsprobe blieb unbehandelt.

Im Anschlu8 wurden alle Proben an der analytischen HPLC I (Sdule 4, Programm 1)
vermessen, indem jeweils 60 pl der behandelten Viscotoxinlosung injiziert wurde.
Anhand der Chromatogramme (relative Peakfldche) wurde der Grad der Zersetzung

jeder Viscotoxinprobe (Tabelle 14 auf S. 44) im Vergleich zur Blindprobe bestimmt.

4.  Quantitative photometrische Analyse von Phosphor

Zu 2.5 mg des jeweiligen Viscotoxins, gelost in 10 mL destilliertem Wasser, wurden
7mL 2 M NaOH hinzugegeben und 12 h bei Raumtemperatur reagieren gelassen.
AnschlieBend wurde die Losung im Eisbad mit konzentrierter Schwefelsdure auf pH 4
eingestellt, 500 ul 10 %ige Ascorbinsdure und 2.5 mL Molybdat-Reagenz
hinzugegeben und mit destilliertem Wasser auf 25 mL aufgefiillt. Nach einer
Inkubationszeit von 15 min bei Raumtemperatur wurde die Probe bei einer

Wellenldnge von 715 nm im Photometer vermessen. Die Mengenbestimmung in Ug
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erfolgte nach Erstellung einer Eichkurve {iiber das Analysenprogramm des

Photometers.

Eichung des Photometers

Das Photometer wurde mit einer Blindprobe (0 ng Phosphor enthaltend) tariert und
anschlieBend mit einer 16.31 pug enthaltenen Phosphorlosung kalibriert. Zur Kontrolle
dieser Zweipunkt-Eichung stellte man Referenzlosungen mit folgenden
Phosphorkonzentrationen her: 1.631 ug, 3.261 ug, 6.524 pg, 9.786 ug, 13.048 ug. Alle
Referenzlosungen sowie die Blindprobe wurden entsprechend obiger Vorschrift

behandelt. Die Abweichung der Kontrollmessung betrug im Durchschnitt 0.8 %.

Molybdat-Reagenz: 144 mL konzentrierte Schwefelsdure, 17.2 g Na,MoO,, 3.5¢g
KSb(III)-oxid-tartrat und 5 g Weinsdure gelost in 1 L destilliertem Wasser.

5.  Primirstrukturanalyse von Viscotoxin A3 (14) und U-PS (17)

5.1. Reduktion und Carboxymethylierung

150 pg des jeweiligen Mikroproteins wurden lyophilisiert und in 50 mM Tris-Puffer
(pH 8.5) zu einer Endkonzentration von 1ug/uL gelost. Unter Argon wurde zu der
Losung 8 uL 0.2 M Dithiothreitol zugegeben und 60 min bei 53 °C im Heizblock
inkubiert. Nach Abkiihlen der Probe auf Raumtemperatur gab man 12 uL 0.4 M
Ammoniumiodacetatldsung unter Schutzgas zu. Die Alkylierung der freien Thiole
erfolgte fiir 30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 12 uL 0.2 M Dithiothreitol abgestoppt.

Sowohl das Edukt als auch die Produkte nach der Reduktion (r) bzw. nach der
Carboxymethylierung (rcm) wurden an der HPLC I (Sdule 1, Programm 11) bzw.
durch HPLC-ESI-MS-Messungen (Sdule 1, System C) kontrolliert. HPLC-MS-Daten
des Eduktes und der jeweiligen Produkte fiir Viscotoxin A3 (14) siche Tabelle 29, fiir
U-PS (17) siehe Tabelle 30. Nach der reduktiven Carboxymethylierung wurde das
Mikroprotein an der HPLC I (Sdule 1, Programm 11) aufgereinigt. Das eluierte
Produkt wurde im Vakuum bis zur Trockne eingedampft und fiir ein

Verdauungsexperiment mit Trypsin eingesetzt.
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Tabelle 29: HPLC-MS-Daten von Viscotoxin A3 (14) nach Reduktion bzw. nach

Carboxymethylierung.
Substanz R [min] m/z [Da]
[M+3H]*"  [MH4H]"  [M+5HP"  [M+6H]®
14,00y 21.02 1611.0 1209.0 967.2 -
14, 15.66 1612.5 1210.0 968.2 807.0
14, 14.92 1729.0 1297.3 1038.1 865.3

Nicht aufgefiihrt sind die mehrfach geladenen Ionen der jeweiligen gebildeten TFA-Addukte.

Tabelle 30: HPLC-MS-Daten von  U-PS  (17) nach  Reduktion bzw. nach

Carboxymethylierung.
Substanz R; [min] m/z [Da]
[M+3H]’"  [MH4H]"  [M+5HP"  [M+6H]®
1T ativ 17.18 1587.5 1191.1 953.1 -
17, 19.68 1589.9 1192.9 954.6 795.6
17cm 17.90 1744.9 1309.2 1047.4 873.5

Nicht aufgefiihrt sind die mehrfach geladenen lonen der jeweiligen gebildeten TFA-Addukte.

5.2. Tryptischer Abbau am nativen Mikroprotein

100 pg des jeweiligen nativen Mikroproteins wurde in 100 uL 0.1 %
Ammoniumacetat (pH 8.8, 10 % Acetonitril in bidestilliertem Wasser) gelost, 2 ug
Trypsin (Roth, Karlsruhe) hinzugefiigt und fiir 16 h bei 37 °C inkubiert. Die
tryptischen Peptide wurden an der HPLC-ESI-MS vermessen. Fiir die Messung wurde
das System C mit der Sédule 1 verwendet. HPLC-MS-Daten der tryptischen Peptide des
nativen Viscotoxin A3 (14) und des nativen U-PS (17) sind in Tabelle 31 dargestellt.
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Tabelle 31: HPLC-MS-Daten nach tryptischem Abbau des nativen VT A3 (14) und des
nativen U-PS (17).

Tryptischer Verdau des nativen Viscotoxin A3 (14)

Tryptische Peptide R; [min] m/z [Da]
Lys1-Lys46 21.16  1610.9 [M+3H]*" 1208.4 [M+4H]*" 967.0 [M+5H]"

Tryptischer Verdau des nativen U-PS (17)
Tryptische Peptide R, [min] m/z [Da]

[M+H] [M+H]* [M+3H]*"

Peptid I 7.11 1883.4 542.5 -
Peptid II 10.10 660.4 330.9 -
Peptid I 12.54 - 1407.0 938.9
Peptid IV 13.00 - 1545.5 1030.7
Peptid V 13.26 - 1808.8 1206.7
Peptid VI 13.50 - 1946.6 1298.5
Peptid VII 13.68 - 1865.1 1244 .4
U-PS 17.10  1587.6 [M+3H]*" 1191.2 [M+4H]*" -

Nicht aufgefiihrt sind die mehrfach geladenen Ionen der jeweiligen gebildeten TFA-Addukte.

5.3. Tryptischer Abbau von reduktiv-carboxymethylierten Mikroproteinen

Das an der HPLC I aufgereinigte reduktiv-carboxymethylierte Viscotoxin wurde in
100 uL 0.1 % Ammoniumacetat (pH 8.8, 10 % Acetonitril in bidestilliertem Wasser)
geldst, mit 2 ug Trypsin (Roth, Karlsruhe) versetzt und fiir 16 h bei 37 °C inkubiert.
Die durch die Trypsinspaltung entstandenen Peptide wurden im Anschlu3 durch
HPLC-ESI-MS vermessen. Sowohl fiir das voll-scan-MS'-Experiment (VT A3 (14)
siche Tabelle 32, U-PS (17) siehe Tabelle 34) als auch fiir das Tandem-MS-
Experiment (VT A3 (14) siehe Tabelle 33, U-PS (17) sieche Tabelle 35) wurde das
System C mit der Siule 1 verwendet. Im MS*-Experiment (CID 35 %) wurden

hauptsédchlich y- und b-lonen erhalten.
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Tabelle 32: HPLC-MS'-Daten des reduktiv-carboxymethylierten VT A3 (14) nach
tryptischem Verdau. (Fett gedruckte Ionen wurden im MS?*-Experiment
zerstof3en).

Tryptischer Verdau des reduktiv-carboxymethylierten Viscotoxin A3 (14)

Tryptische Peptide R [min] m/z [Da]

[2M+H]" [M+H]" [M+2H]*
Lys'-Arg'’ 7.90 - 1182.6 592.2
Asn''-Arg" 10.20 - 911.5 456.7
Leu'®-Arg®® 9.68 - 1172.8 587.4
Leu”-Lys” 6.28 1129.1 565.3 -
Ile**-Lys* 11.06 - 1425.7 713.9

Tabelle 33: Tochterionen-Analyse von VT A3 (14) nach tryptischem Verdau. (Drei-
Buchstabencode der Aminosduren siehe Anhang, weitere Erkldrungen siehe
Kapitel A.II.7.1.2 auf S.49).

Tochterionen-Analyse (MS?) von Lys’-Arg’’: 592.2 Da [M+2H]**

m/z [Da]  Fragment-lon Fragmentierungsvorschlag

1054.4 Yo" [M-Lys+2H]"

1008.4 by [M-Arg]"

967.4 ys" [M-Lys-Ser+2H]"

951.5 bg [M-Arg-Gly]"

806.4 y;" [M-Lys-Ser-CMC+2H]"

788.4 y;"° [M-Lys-Ser-CMC-H,0+2H]"

645.4 Yo" [M-Lys-Ser-CMC-CMC+2H]"

583.2 - [M-H,O0+2H]*

574.6 Xs [M-Lys-Ser-CMC-CMC-C4H;N]"

538.1 b, [M-Arg-Gly-Thr-Thr-Asn-Pro]"

458.6 X4 [M-Lys-Ser-CMC-CMC-Pro-C;HgN,0]"
434.2 v, [M-Lys-Ser-CMC-CMC-Pro-Asn+2H]"
359.1 X3 [M-Lys-Ser-CMC-CMC-Pro-Asn-C;H,NO]"
216.2 b, [M-Arg-Gly-Thr-Thr-Asn-Pro-CMC-CMC]"

Tochterionen-Analyse (MS?) von Asn'’-Arg’”: 456.7 Da [M+2H]|**

m/z [Da] Fragment-lon Fragmentierungsvorschlag

808.3 - [M-CO,H-CH,N;+H]"
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684.3 ys" [M-Asn-Ile+2H]"

668.3 zs' [M-Asn-Ile-Asn+H]"

521.2 ys" [M-Asn-Ile-Tyr+2H]"

391.2 bs [M-Arg-CMC-Ala-Asn]"

336.1 y," [M-Asn-Ile-Tyr-Asn-Ala+2H]"

278.3 y,"-C,H;0,  [M-Asn-Ile-Tyr-Asn-Ala-C,H;0,+2H]"
228.0 b, [M-Arg-CMC-Ala-Asn-Tyr]"

200.0 a, [M-Arg-CMC-Ala-Asn-Tyr-CO]J"

Tochterionen-Analyse (MSZ) von Leu”—Lys”: 587.4 Da [M+2H]2+

m/z [Da] Fragment-Ion Fragmentierungsvorschlag

1069.7 - [M-CO,H-CH,N;+H]"

1059.6 Vo' [M-Leu+H]"

1044 .4 710 [M-Leu-NH+H]"

1026.4 7% [M-Leu-H,O0+H]"

999.1 ajg [M-Lys]"

958.5 Yo" [M-Leu-Thr+2H]"

955.5 by [M-Lys-Ala]"

901.5 yg" [M-Leu-Thr-Gly+2H]"

830.5 y7" [M-Leu-Thr-Gly-Ala+2H]"

794.1 bg [M-Lys-Ala-CMC]"

596.2 be [M-Lys-Ala-CMC-Thr-Pro]"

577.6 ys'" [M-Leu-Thr-Gly-Ala-Pro-Arg+2H]"

480.0 v4" [M-Leu-Thr-Gly-Ala-Pro-Arg-Pro+2H]"
379.3 y3" [M-Leu-Thr-Gly-Ala-Pro-Arg-Pro-Thr+2H]"
343.1 b, [M-Lys-Ala-CMC-Thr-Pro-Arg-Pro]"

271.9 bs [M-Lys-Ala-CMC-Thr-Pro-Arg-Pro-Ala]”
215.1 b, [M-Lys-Ala-CMC-Thr-Pro-Arg-Pro-Ala-Gly]"

Tochterionen-Analyse (MSZ) von Leu” -Lys3 7. 565.3 Da [M+H]"

m/z [Da] Fragment-Ion Fragmentierungsvorschlag

547.2 - [M-H,O+H]"
530.2 - [M-H,O-NH;+H]"
452.2 4" [M-Leu+2H]"
419.0 b, [M-Lys]"

391.1 X3 [M-Leu-C,H,NOT"

365.2 y3" [M-Leu-Ser+2H]"
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Tochterionen-Analyse (MSZ) von Ile34-Lys46: 713.9 Da [M+2H]2+

Fragment-lon Fragmentierungsvorschlag

m/z [Da]

1313.5 y12"

1199.5 yi'"

1112.4 Vio"

1055.4 Vo'

1020.3 bio
968.4 yg"
867.3 y7"
720.3 b,
706.3 Ve"
523.1 ys"
458.2 bs
407.3 y;"
314.1 b;
243.9 vy
227.0 b,

[M-Ile+2H]"

[M-Ile-Ile+2H]"

[M-Ile-Ile-Ser+2H]"

[M-Ile-Ile-Ser-Gly+2H]"

[M-Lys-Pro-Tyr]"

[M-Ile-Ile-Ser-Gly-Ser+2H]"
[M-Ile-Ile-Ser-Gly-Ser-Thr+2H]"
[M-Lys-Pro-Tyr-Asp-Ser-Pro]”
[M-Ile-Ile-Ser-Gly-Ser-Thr-CMC+2H]"
[M-Ile-Ile-Ser-Gly-Ser-Thr-CMC-Pro-Ser+2H]"
[M-Lys-Pro-Tyr-Asp-Ser-Pro-CMC-Thr]"
[M-Ile-Ile-Ser-Gly-Ser-Thr-CMC-Pro-Ser-Asp+2H]"
[M-Lys-Pro-Tyr-Asp-Ser-Pro-CMC-Thr-Ser-Gly]"
[M-Ile-Ile-Ser-Gly-Ser-Thr-CMC-Pro-Ser-Asp-Tyr+H]"
[M-Lys-Pro-Tyr-Asp-Ser-Pro-CMC-Thr-Ser-Gly-Ser]”

Tabelle 34: HPLC-MS'-Daten des reduktiv-carboxymethylierten U-PS (17) nach tryptischem
Verdau (Fett gedruckte Ionen wurden im MS?-Experiment zerstoBen).

Tryptischer Verdau des reduktiv-carboxymethylierten U-PS (17)

Tryptische Peptide R [min] m/z [Da]

[M+H]" [M+2H]* [M+3H]**
Peptid A 7.57 907.4 454.2 -
Peptid B 10.16 660.3 330.8 -
Peptid C 11.54 1608.5 805.3 -
Peptid D 13.21 - 1181.8 788.4
Peptid E 13.75 - 979.7 653.6
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Tabelle 35: Tochterionen-Analyse von U-PS (17) nach tryptischem Verdau.

(Drei-

Buchstabencode der Aminosduren siehe Anhang, weitere Erkldrungen siehe
Kapitel A.II1.7.2.3 auf S. 58).

Tochterionen-Analyse (MS”) von Peptid A: 454.2 Da [M+2H]*

Fragment-lon Fragmentierungsvorschlag

[M-Ala-Thr]"

[M-Ala-Thr-CMC]"
[M-Arg-Gly-Ser-Pro]"
[M-Arg-Gly-Ser-Pro-H,0]"
[M-H,O+2H]*
[M-Ala-Thr-CMC-Ser-Ala+H]"
[M-Arg-Gly-Ser-Pro-Ala-Ser-CMC]"

Tochterionen-Analyse (MSZ) von Peptid B: 660.3 Da [M+H]"

Fragment-lon Fragmentierungsvorschlag

[M-H,0]"

[M-2H,0]"

[M-CO,]"

[M-Thr+H]"

[M-Lys]"

[M-Lys -H,0]"
[M-Lys-CO]"
[M-Lys-CO-H,0]"
[M-Thr-Leu+H]"
[M-Thr-Leu-H,O+H]"
[M-Lys-Leu]"
[M-Lys-Leu-H,0]"
[M-Lys-Leu-2H,0]"
[M-Lys-Leu-Gly]"
[M-Thr-Leu-Glu+2H]"
[M-Lys-Leu-Gly-Glu]"

Tochterionen-Analyse (MS?) von Peptid C: 805.3 Da [M+2H]*"

Fragment-lon Fragmentierungsvorschlag

m/z [Da]
735.3 V7
574.5 Ve
492.0 bs
474.0 bs°
445.1 -
416.2 v4'
173.0 b,
m/z [Da]
642.3 -
624.4 -
616.3 -
559.3 ys'
514.1 bs
496.1 bs°
486.2 as
468.2 as°
446.2 V4!
428.2 v4'©
401.1 b,
383.1 b,°
365.1 b,°°
344.1 bs
317.2 ys"
215.0 b,
m/z [Da]
1481.5 yio"
1463.2 bis
1320.3 b,

[M-Gly-Ala+2H]"
[M-Lys]"
[M-Lys-CMC]"
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1302.3 yir" [M-Gly-Ala-CMC+2H]"
1284.3 yi"° [M-Gly-Ala-CMC-H,0+2H]"
1172.4 Yio' [M-Gly-Ala-CMC-Phe+H]"
1085.3 Yo' [M-Gly-Ala-CMC-Phe-Ser+H]"
998.3 Vg' [M-Gly-Ala-CMC-Phe-Ser-Ser+H]"
980.2 yg'© [M-Gly-Ala-CMC-Phe-Ser-Ser-H,O+H]"
884.3 y;" [M-Gly-Ala-CMC-Phe-Ser-Ser-Asn+2H]"
783.3 Ve [M-Gly-Ala-CMC-Phe-Ser-Ser-Asn-Thr+2H]"
741.1 [y T [M-Gly-Ala+H]*"
732.2 [y [M-Gly-Ala-H,O+2H]*"
622.3 ys" [M-Gly-Ala-CMC-Phe-Ser-Ser-Asn-Thr-CMC+2H]"
535.1 vy [M-Gly-Ala-CMC-Phe-Ser-Ser-Asn-Thr-CMC-Ser+2H]"
524.7 bs [M-Lys-CMC-Ile-Asn-Ser-CMC-Thr-Asn-Ser]"
437.0 by [M-Lys-CMC-Ile-Asn-Ser-CMC-Thr-Asn-Ser-Ser]"
[M-Gly-Ala-CMC-Phe-Ser-Ser-Asn-Thr-CMC-Ser-Asn-
308.1 y2" N
Ile+2H]
290.0 b; [M-Lys-CMC-Ile-Asn-Ser-CMC-Thr-Asn-Ser-Ser-Phe]"
Tochterionen-Analyse (MSZ) von Peptid D: 788.4 Da [M+3H]3+
m/z [Da] Fragment-Ion Fragmentierungsvorschlag
Es wurde fiir das tryptische Peptid D kein aussagekriftiges Fragmentierungsmuster
erhalten.
Tochterionen-Analyse (MSZ) von Peptid E: 979.7 Da [M+2H]z+
m/z [Da] Fragment-Ion Fragmentierungsvorschlag

Es wurde fiir das tryptische Peptid E kein aussagekréftiges Fragmentierungsmuster

erhalten.
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III. Arbeiten an Produzenten der Gilvocarcin-Reihe

Alle mikrobiologischen Arbeiten, wie Stammhaltung, Uberimpfen und Fermentation,

wurden unter den hierfiir iiblichen sterilen Bedingungen durchgefiihrt.

1. Stammhaltung

1.1.  Agarplatten

Zur Stammbhaltung dienten Petrischalen mit M2Ca-Medium, die 5 - 8 Tage bei 28 °C
inkubiert wurden. Sowohl Stamm Go&6 3592/1 als auch Tii 2471 zeigten nach
2 -3 Tagen ein weiBles Luftmycel, welches sich nach 4 -5 Tagen grau fiarbte. Ein
Uberimpfen auf weitere Platten erfolgte durch Ausstreichen der Sporen mit einer
Platinimpf6se. Die bewachsenen Platten wurden maximal 10 - 12 Wochen bei 4 °C

gelagert.

1.2. Langzeithaltung in fliissigem Stickstoff

Aus einer gut bewachsenen Agarplatte wurden mit einem einseitig zugeschweiften
sterilen Halm aus Polypropylen Agarstiickchen ausgestanzt. Dieser wurde in einen
zweiten, mit einem kleinen Bleistiick beschwerten Halm gesteckt, der daraufhin
zugeschmolzen wurde. Die Proben wurden zunichst fiir 30 min im oberen Bereich des
Kryobehilters eingefroren und anschlieBend in fliissigem Stickstoff gelagert. Diese

Methode erlaubt eine Lagerung von Kulturen iiber mehrere Jahre.

2. Nihrmedienvariationen und chemisches Screening

Die Kultivierung der zu untersuchenden Stimme erfolgte in den unter B.1.3 genannten
Nahrmedien in 300 mL Schiittelkolben (Schaumstoffkappen) ohne Schikanen fiir 96 h
bei 28 °C und 250 rpm. Die Kolben wurden jeweils mit 100 mL Nahrlésung und
einem 1/12 Stiick einer gut bewachsenen Agarplatte angeimpft. Jeder Ansatz wurde
zweimal durchgefiihrt und bei gleichem Aussehen und Ernte-pH-Wert gemeinsam
aufgearbeitet. Die vereinigten Kulturbrithen (200 mL) wurden zentrifugiert (4500 rpm,
15 min), das Mycel abgetrennt und im Ultraschallbad 15 min mit 100 mL Aceton

aufgeschlossen. Nach Filtration wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt.
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Das Kulturfiltrat wurde an Amberlite® XAD-2 (30 mL) adsorbiert, das Adsorberharz
mit 100 mL Wasser gewaschen und mit 100 mL Methanol eluiert. Das Losungsmittel
entfernte man anschliefend im Vakuum.

Die erhaltenen Extrakte aus Mycel und Kaulturfiltrat wurden in einem
Methanol/Wasser-Gemisch (1:1) aufgenommen (1 mL pro 100 mL urspriinglicher
Kulturlésung) und sowohl an der HPLC II (Sdule 8, Programm 13) als auch
diinnschichtchromatographisch untersucht. Zur Diinnschichtchromatographie trug man
5uL dieser Losungen auf eine HPTLC-Kieselgelplatte auf und entwickelte die
Chromatogramme in Chloroform/Methanol (9:1) bzw. n-Butanol/Eisessig/Wasser
(4:1:5). Die Analyse des Metabolitenmuster erfolgte durch UV-Licht (254 und
366 nm) und anhand von vier Sprithreagenzien (Anisaldehyd, Orcin,
Vanillin-Schwefelsdure, Tetrazolblau). Fermentationen, die zu interessant

erscheinenden Rohprodukten fithrten, wurden in gré8erem Maf3stab wiederholt.

3.  Weitere Variationen der Kultivierungsbedingungen

Neben den Nihrmedienvariationen wurden weitere Kultivierungsbedingungen

abgewandelt:

a)  Zusatz von Oberfléichenmaterialien
Zugabe von je 3 g Amberlite® XAD-2, MCI®, Siedesteine und Celite® pro
100 mL SGG-Nahrlésung zu Beginn der Kultivierung. In einem zweiten Ansatz

wurde Amberlite® XAD-2 nach 40 h zur Kulturlssung gegeben.

b)  Variation der Fermentationsgefifle

Fermentationsgefifie Medium

Schiittelkolben 300 mL mit 3 Schikanen M2-, M2Ca-, SM-, SGG-, Ha-Medium
180 bzw. 250 rpm

Schiittelkolben 300 mL ohne Schikanen M2-, M2Ca-, SM-, SGG-, Ha-Medium

180 rpm
Biostat B, 5 L M2-Medium
Biostat E, 10 L SGG-Medium

P-Kolben, 1 L, 4 Wochen M2-, SGG-, SM-Medium
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Fir das Screening in Schiittelkolben wurden alle Variationen wie unter B.III.2
beschrieben durchgefiihrt. Bei dem Zusatz von Oberflachenmaterialien wurde das
Mycel zusitzlich mit Methanol extrahiert. Zu Fermentationen im gréferen Maf3stab
siche B.I11.4.3.

4.  Streptomyces griseoflavus Stamm Go6 3592/1

4.1. Vorkulturen

Die Fermentation der Vorkultur erfolgte in mit Schaumstoffkappen verschlossenen
Erlenmeyerkolben (300 mL) ohne Schikanen. Die Erlenmeyerkolben waren mit
jeweils 100 mL Néhrlosung gefiillt und wurden mit einem 1/12 Stiick einer gut
bewachsenen Agarplatte beimpft. Die Inkubation der Kulturen erfolgte bei 28 °C und
250 rpm fiir 48 h. Fiir die Vor- und Hauptkultur verwendete man durchgingig jeweils

das gleiche Nahrmedium.

4.2. Variationen der Hauptkultur

Variation A: Kultivierung in Schiittelkulturen

(Variation A1: NL SM, Variation A2: NL SGG, Variation A3: NL M2S))

In Schiittelkolben wurden zwischen 1 L und 4 L (10 — 40 Kolben) fermentiert. Die
Fermentation erfolgte in 300 mL Erlenmeyerkolben ohne Schikanen, bei 28 °C und
250 rpm. Als Verschluf3 dienten Schaumstoffkappen. Angeimpft wurde mit 8 mL der
oben aufgefiihrten Vorkultur. Geerntet wurde nach 4 Tagen, der pH-Wert betrug in
den Variationen Al - A3 7.8, 7.6 und 7.4.

Variation B: Kultivierung im Biostat-B-Fermenter

Die Kultivierung im 5 L Biostat-B-Fermenter fiihrte man bei einer Temperatur von
28 °C, einer Luftzufuhr von 2 vvm und einer Riihrgeschwindigkeit von 400 rpm durch.
Beimpft wurde mit 400 mL M2-Vorkultur. Die Ernte erfolgte nach 4 Tagen bei einem
Ernte-pH-Wert von 5.5.

Variation C: Kultivierung im Biostat-E-Fermenter

Die Fermentation wurde im 15L Fermenter durchgefiihrt, der mit 9.2 L
SGG-Nihrlosung unter Zusatz von 300 mL 10 % Niax-Entschdumer in 70 % Ethanol
gefiillt war. Beimpft wurde mit 800 mL 48 h alter Vorkultur. Der Fermenter wurde bei
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28 °C, 300 rpm und 1 vvm Beliiftung iiber 96 h betrieben. Der Ernte-pH-Wert der

Fermentationslosung betrug 6.9.

Variation D: Kultivierung in P-Kolben in Fliissigkultur

Fiir die Ruhefermentation wurde in P-Kolben mit 1 L des Nahrmediums SM bei 28 °C
4 Wochen inkubiert. Schaumstoffkappen dienten auch hier als VerschluB3. Das
Beimpfen erfolgte mit 10 mL der unter B.II1.4.1 beschriebenen Vorkultur. Der Ernte-
pH-Wert betrug 8.7.

4.3. Aufarbeitung von Fermentationsansitzen

Die Aufarbeitung und Analyse erfolgte analog zu B.IIl.2, wobei das Mycel dreimal
mit insgesamt 1 L Aceton je Liter Kulturlosung extrahiert und das Kulturfiltrat je Liter
an ca. 250 mL XAD-2 adsorbiert, mit 500 mL Wasser gewaschen und mit 500 mL
Methanol eluiert wurde. Die so erhaltenen Rohprodukte wurden chromatographisch

aufgetrennt.

4.4. Isolierung und Charakterisierung der Metaboliten aus G6 3592/1

Gilvocarcin V (22)

Das gelbe kristalline Gilvocarcin V (22) wurde in den Kultivierungsvariationen
(A -D) in Mengen von 5 - 160 mg/L produziert. Die Aufreinigung erfolgte zunéchst
an Kieselgel (Dichlormethan/Methanol 19:1 — 5:1), wobei man ein Gemisch aus 22
und 28 in einem Verhiltnis von ungefihr 7:1 erhielt. Durch anschlieBende
Chromatographie an der HPLC III (Saule 10, Programm 12) konnte die reine Substanz

1soliert werden.

C,7H609 (494.50)

Ri-Wert: 0.46 (Chloroform/Methanol 9:1),
0.19 (Chloroform/Methanol 19:1).

R (HPLC II, Saule 8, Programm 13): 18.3 min.

Anfirbeverhalten: griin (Anisaldehyd, Vanillin/Schwefelsdure), lila (Tetrazolblau).

EI-MS: m/z (%) = 494 (14) [M]", 390 (41), 361 (100).

ESI-MS (positive Ionen): m/z = 1504.6 [3M+Na]", 1011.1 [2M+Na]", 517.5 [M+Na]".
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ESI-MS (negative lonen): m/z = 1480.5 [3M-H], 987.0 [2M-H], 493.1 [M-H], 389.2
[M-C,H:O;-HJ.

IR (KBr): ¥ = 3424, 1688, 1622, 1452 (sh), 1427, 1376, 1249, 1135 cm™".

UV (MeOH): Amax (12 €) = 205 (4.15), 249 (4.33), 286 (4.37), 308 (sh), 320 (sh),
334 (sh), 349 (sh), 397 (3.87) nm;

(MeOH/HCI): Ay (Ig €) =202 (4.21), 248 (4.34), 287 (4.38),308 (sh), 318 (sh),
333 (sh), 349 (sh), 397 (3.89) nm;
(MeOH/NaOH): Ay (Ig €) = 231 (4.33), 246 (4.28), 287 (4.21), 336 (3.81), 350

(3.76), 397 (3.63) nm.

CD (MeOH): Ay (AE) = 211 (-10.3), 220 (+8.3), 228 (-9.4), 239 (-11.4), 249 (+5.8),

259 (+3.2) nm.

Drehwert: [a]2) =-203° (c = 0.02, DMSO).

"H-NMR (300 MHz, d¢-DMSO): § = 1.25 (d, J= 6.5 Hz, 3H, 6’-H3), 3.53 (dd, J = 8.0,

5.0 Hz, 1H, 4’-H), 3.83-3.92 (m, 2H, 3’-H, 5°-H), 4.10 (s, 3H, 12-OCHj,), 4.15 (s, 3H,

10-OCH;), 4.42 (d, J= 7.0 Hz, 1H, 3’-OH), 4.60-4.70 (m, 1H, 2’-H), 4.76 (m,, 1H,

2"-OH), 5.08 (d, J= 5.0 Hz, 1H, 5°-OH), 5.48 (d, J= 10.5 Hz, 1H, 14-H,), 6.10 (d,

J=17.5 Hz, 1H, 14-H,), 6.19 (d, J= 5.0 Hz, 1H, 1’-H), 6.91 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 2-H),

6.93 (dd, J=17.5, 10.5 Hz, 1H, 13-H), 7.77 (s, 1H, 9-H), 7.95 (s, 1H, 7-H), 8.05 (d,

J=8.0 Hz, 1H, 3-H), 8.45 (s, 1H, 11-H), 9.65 (s, 1H, 1-OH) ppm.

BC-NMR (125.7 MHz, d¢-DMSO): &= 20.1 (g, C-6"), 56.2 (q, 12-OCH3), 56.6 (q,

10-OCHj), 66.5 (d, C-5"), 78.8 (d, C-3"), 78.9 (d, C-2"), 80.9 (d, C-1"), 85.9 (d, C-4"),

101.4 (d, C-11), 112.0 (d, C-2), 112.8 (s, C-10b), 114.4 (d, C-9), 114.9 (s, C-12a),

117.0 (t, C-14), 119.0 (d, C-7), 122.1 (s, C-6a), 122.9 (s, C-10a), 123.6 (s, C-4a), 126.1

(s, C-4), 129.0 (d, C-3), 135.2 (d, C-13), 138.7 (s, C-8), 142.2 (s, C-4b), 151.8 (s,

C-12), 152.6 (s, C-1), 157.3 (s, C-10), 159.6 (s, C-6) ppm.
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Gilvocarcin M (28)

In Ausbeuten von 0.7 - 21.0 mg/LL. wurde Gilvocarcin M (28) als gelbe kristalline
Substanz bei Fermentationen nach Variationen A, B und C vom Stamm produziert.

Die Aufreinigung erfolgte geméf der von 22.

C,6H,609 (482.50)
RWert: 0.46 (Chloroform/Methanol 9:1),
0.18 (Chloroform/Methanol 19:1).
R (HPLC II, Séaule 8, Programm 13): 17.5 min.
Anfirbeverhalten: griin (Anisaldehyd, Vanillin/Schwefelsédure), lila (Tetrazolblau).
EI-MS: m/z (%) = 482 (24) [M]", 378 (36), 365 (44), 349 (100).
ESI-MS (positive Ionen): m/z = 987.2 [2M+Na]", 1468.8 [3M+Na]".
IR (KBr): ¥ = 3444, 1634, 1459, 873 cm™".
UV (MeOH): Amax (1g €) =243 (3.82), 265 (sh, 3.58), 274 (3.68), 306 (3.22),
327 (3.17), 342 (3.09), 384 (3.03) nm;
(MeOH/HCI):  Apax (Ig €) =243 (3.87), 265 (sh, 3.63), 274 (3.72), 306 (3.28),
327 (3.22), 343 (3.12), 384 (3.12) nm;
(MeOH/NaOH): Ay (Ig €) =243 (3.79), 265 (sh, 3.51), 274 (3.61), 307 (3.17),
317 (3.17), 351 (3.03), 384 (3.05) nm.
CD (MeOH): Apax (Ag) = 213 (+4.5), 222 (-8.7), 231 (+4.9), 240 (-11.1), 251 (+5.9),
261 (-2.3) nm.
Drehwert: [o]2) = - 40° (c = 0.02, DMSO).
"H-NMR" (300 MHz, d-DMSO): 6= 1.25 (d, J= 6.0 Hz, 3H, 6'-H;), 2.41 (s, 3H,
3-H3), 3.51 (dd, J= 6.0, 4.0 Hz, 1H, 4’-H), 3.82-3.92 (m, 2H, 3’-H, 5’-H), 4.06 (s, 3H,
12-OCHs;), 4.10 (s, 3H, 10-OCH3;), 4.50 (br s, 1H, 3'-OH), 4.65 (br s, 1H, 2°-H), 4.85
(br s, 1H, 2°-OH), 5.01 (br s, 1H, 5-OH), 6.15 (d, J= 5.0 Hz, 1H, 1'-H), 6.90 (d,
J=28.5 Hz, 1H, 2-H), 7.35 (s, 1H, 9-H), 7.64 (s, 1H, 7-H), 8.05 (d, J= 8.5 Hz, 1H,
3-H), 8.28 (s, 1H, 11-H), 9.64 (s, 1H, 1-OH) ppm.
BC-NMR" (75.5 MHz, d-DMSO): 8= 203 (q, C-6"), 21.1 (q, C-13), 56.2 (q,
12-OCH;), 56.6 (q, 10-OCH3), 66.5 (d, C-5"), 78.7 (d, C-3"), 78.9 (d, C-2"), 80.9 (d,
C-1),85.7 (d, C-4"), 101.3 (d, C-11), 112.0 (d, C-2), 112.8 (s, C-10b), 118.4 (d, C-9),
114.83 (s, C-12a), 121.2 (d, C-7), 122.1 (s, C-6a), 122.9 (s, C-10a), 123.7 (s, C-4a),
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126.2 (s, C-4), 129.0 (d, C-3), 140.0 (s, C-8), 142.3 (s, C-4b), 151.8 (s, C-12), 152.7 (s,
C-1), 157.3 (s, C-10), 159.6 (s, C-6) ppm.

“'H- und *C-NMR-Daten wurden aus einem Mischspektrum von 22 und 28 ermittelt.

Calcium-3-hydroxychinolin-2-carboxylat (23)

Die Verbindung (23) fiel bei den Kultivierungsbedingungen A, C und D als hellgelber,
kristalliner Feststoff in einer Ausbeute von 2-35mg/L an. Zur Aufreinigung
chromatographierte man an Kieselgel (1. Dichlormethan/Methanol 19:1 — 5:1 und 2.
Essigester/Methanol/Wasser 10:2:1) und anschlieBend an Sephadex® LH-20
(Methanol).

C0H2N;04Ca (416.40) N
RWert: 0.72 (Essigester/Methanol/Wasser 10:2:1), 2

0.45 (Chloroform /Methanol 1:1).
Anféirbeverhalten: keine Anfirbung mit Anisaldehyd, Vanillin/Schwefelsdure und
Tetrazolblau.
EI-MS: m/z (%) = 189 (85) [M]", 171 (19) [M-H,0]", 145 (68) [M-CO,]", 143 (100)
[M-H,0-CO]", 117 (37) [M-CO,-CO]’, 115 (90) [M-H,0-2CO]", 89 (29)
[M-CO,-2CO]".
IR (KBr): ¥ =3509 (br), 1651, 1584, 1511 (sh), 1469, 1450 (sh), 1383, 1240 cm™".

UV (MeOH): Amax (1g €) =216 (4.56), 227 (4.54), 237 (sh), 289 (3.55), 350
(3.65) nm;

(MeOH/HCI):  Apax (Ig €) =210 (4.40), 235 (4.45), 314 (sh), 327 (3.67), 369
(3.66) nm;

(MeOH/NaOH): Anax (Ig €) =216 (4.53), 227 (4.51), 289 (3.51), 351 (3.64) nm.
"H-NMR (500 MHz, ds-Pyridin): & = 7.28 (dd, J= 8.5, 8.5 Hz, 2H, 7-H), 7.35 (dd,
J=38.5, 8.5 Hz, 2H, 6-H), 7.64 (d, J= 8.5 Hz, 2H, 5-H), 7.73 (s, 2H, 4-H), 8.42 (d,
J=28.5Hz, 2H, 8-H) ppm.

BC-NMR (125.5 MHz, ds-Pyridin): 5 = 118.9 (s, C-4), 126.0 (d, C-6), 126.3 (d, C-5),
127.7 (d, C-8), 129.9 (d, C-7), 132.1 (s, C-4a), 141.8 (s, C-8a), 143.2 (s, C-2), 156.6 (s,
C-3), 173.0 (s, C-9) ppm.
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Ferrioxamin E (29)

Bei der Kultivierungsvariation D konnte Ferrioxamin E (29) als roter kristalliner
Feststoff in einer Ausbeute von 22 mg/L erhalten werden. Die Aufreinigung erfolgte
durch zweimalige Sdulenchromatographie an Kieselgel (1. Dichlormethan/Methanol
9:1 — 5:1, 2. Essigester/Methanol/Wasser 10:2:1).

l|\lH _ C|o
(C|3H2)5 (C|3H2)2
N _C
OC(CHz)zc/\ o.. ..° >N(CH2)5NH
O ------ Fe3*----0
_?r” \(”)
C,7H4sNgOoFe (653.54) NH(CHy)sN———————C(CH,),CO

Re-Wert: 0.0 (n-Butanol/Eisessig/Wasser 4:1:5),
0.12 (Dichlormethan/Methanol/Eisessig/Wasser/Triethylamin 100:10:10:2:0.1).
Anfirbeverhalten: keine Anfirbung mit Anisaldehyd, Vanillin/Schwefelsdure und
Tetrazolblau.
EI-MS’
ESI-MS (positive Ionen): m/z = 1329.1 [2M+Na]", 676.6 [M+Na]".
IR (KBr): ¥ = 3439, 2931, 2850 (sh), 1634, 1574, 1455, 1004 cm™.
UV (MeOH): Amax (Ig €) =200 (4.26), 246 (3.63) nm;
(MeOH/HCl1):  Apax (Ig €) =200 (4.29), 246 (3.65) nm;
(MeOH/NaOH): Ayax (1g €) =210 (4.02), 248 (3.65) nm.
'"H-NMR™
BC-NMR"™
"Es wurde kein aussagekriftiges EI-Massenspektrum erhalten.

" Es waren keine auswertbaren NMR-Spektren erhéltlich.
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5.  Streptomyces sp. Stamm Tii 2471

5.1. Vorkulturen

Die Vorkulturen fiir den Stamm Tii 2471 wurden analog zu denen des Stammes
G0 3592/1 (Kapitel B.111.4.1) fermentiert.

5.2. Variationen der Hauptkultur

Variation A: Kultivierung in Schiittelkulturen

(Variation A1: NL SM, Variation A2: NL SGQG)

In Schiittelkolben wurde im 2 L-MaBstab (20 Kolben) fermentiert. Die Fermentation
erfolgte in 300 mL Erlenmeyerkolben ohne Schikanen, bei 28 °C und 250 rpm. Als
VerschluBB dienten Schaumstoffkappen. Angeimpft wurde mit 8 mL der oben
aufgefiithrten Vorkultur. Geerntet wurde nach 4 Tagen bei einem Ernte-pH-Wert von
7.8 bzw. 7.0.

Variation B: Kultivierung im Biostat-E-Fermenter

Die Fermentation wurde in einem 15 L Fermenter durchgefiihrt, der mit 9.2 L
SGG-Nahrlosung gefiillt war. Beimpft wurde mit 800 mL 48 h alter Vorkultur. Der
Fermenter wurde bei 28 °C, 200 rpm und 1 vvm Beliiftung tiber 96 h betrieben. Der
Ernte-pH-Wert betrug 7.1.

5.3. Aufarbeitung von Fermentationsansitzen

Die Aufarbeitung der Kulturbrithe erfolgte analog der des Stammes Go6 3592/1
(Kapitel B.I11.4.3).
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5.4. Isolierung und Charakterisierung der Metaboliten aus Tii 2471

Chrysomycin A (11)

Gelb-kristallines Chrysomycin A (11) konnte in Ausbeuten von 120 - 155 mg/L bei
Fermentationen nach Variationen A und B erhalten werden. Die Reinigung erfolgte
durch zweimalige Séulenchromatographie an Kieselgel mit Dichlormethan/Methanol
(19:1 — 1:1) und (15:1) als Laufmittelsysteme und anschlieBender Chromatographie
an HPLC III (Séule 10, Programm 12).

C,5H,304 (508.53)

Ri-Wert: 0.65 (Chloroform/Methanol 9:1).

R (HPLC II, Sédule 8, Programm 13): 18.9 min.

Anfirbeverhalten: griin (Anisaldehyd, Vanillin/Schwefelsédure), lila (Tetrazolblau).

EI-MS: m/z (%) = 508 (90) [M]", 377 (100), 361 (30).

ESI-MS (positive Ionen): m/z = 1039.0 [2M+Na]’, 1016.9 [2M+H]", 509.1 [M+H]",

491.4 [M-H,0+H]", 391.5 [M-118+H]", 361.6 [M-148+H]".

ESI-MS (negative lonen): m/z=1015.1 [2M-H], 507.5 [M-H]’, 389.3 [M-118-H]".

HREI-MS: 508.1733 gefunden wie berechnet fiir CosH»50o.

IR (KBr): v = 3426, 2974 (sh), 2932, 1707, 1623, 1607 (sh), 1589 (sh), 1508 (sh),

1451, 1428 (sh), 1369, 1246, 1064 cm™.

UV (MeOH): Amax (1g €) =248 (4.47), 287 (4.51), 309 (sh), 322 (sh), 335 (sh),
349 (sh), 393 (4.04) nm;

(MeOH/HCI):  Apax (g €) =249 (4.46), 287 (4.50), 309 (sh), 320 (sh), 336 (sh),
349 (sh), 394 (4.02) nm;
(MeOH/NaOH): Anax (g €) =248 (4.45), 287 (4.45), 321 (sh), 335 (sh), 348 (sh),

394 (3.95) nm.

CD (MeOH): Apax (A€) =209 (-106.5), 219 (+6.0), 230 (+3.9), 244 (-7.9), 256 (+2.3),

266 (-1.7), 287 (-2.5) nm.

Drehwert: [a]3) =+ 11° (c = 0.04, DMSO), [@]3) =+ 1° (¢ = 0.21, MeOH).

'"H-NMR (300 MHz, d¢-DMSO): = 1.03 (d, J= 6.3 Hz, 3H, 6'-H;), 1.26 (s, 3H,

7'-H3), 3.15 (d, J= 7.5 Hz, 1H, 4'-H), 3.65-3.75 (m, 1H, 2'-H), 4.04 (s, 3H, 12-OCH,),

4.08 (s, 3H, 10-OCH,3), 4.15-4.25 (m, 2H, 2'-OH, 3'-OH), 4.54 (q, J= 6.3 Hz, 1H,

5'-H), 4.61 (d, J= 7.6 Hz, 1H, 4'-OH), 5.45 (d, J= 11.0 Hz, 1H, 14-H,), 6.01 (d,
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J=9.6 Hz, 1H, 1'-H), 6.08 (d, J= 17.6 Hz, 1H, 14-H,), 6.87 (dd, J=11.0, 17.5 Hz,
1H, 13-H), 6.94 (d, J= 8.3 Hz, 1H, 2-H), 7.60 (s, 1H, 9-H), 7.83 (d, J= 8.5 Hz, 1H,
3-H), 7.91 (s, 1H, 7-H), 8.34 (s, 1H, 11-H), 9.77 (s, 1H, 1-OH) ppm.

BC-NMR (75.5 MHz, d¢-DMSO): &= 17.1 (q, C-6"), 23.9 (q, C-7), 562 (q,
12-OCHj), 56.6 (q, 10-OCH3), 70.7 (d, C-5"), 72.4 (s, C-3"), 72.6 (d, C-2'), 74.7 (d,
C-1), 75.8 (d, C-4"), 101.4 (d, C-11), 112.1 (d, C-2), 113.3 (s, C-10b), 114.5 (d, C-9),
115.1 (s, C-12a), 117.1 (t, C-14), 118.9 (d, C-7), 121.9 (s, C-6a), 122.8 (s, C-10a),
125.1 (s, C-4a), 128.1 (s, C-4), 129.3 (d, C-3), 135.2 (d, C-13), 138. 3 (s, C-8), 142.4
(s, C-5), 151.8 (s, C-12), 153.2 (s, C-1), 157.3 (s, C-10), 159.8 (s, C-6) ppm.

Chrysomycin B (34)

Bei den Fermentationen nach den Variationen A und B wurde 34 als gelber kristalliner
Feststoff in Ausbeuten von 80 - 100 mg/L produziert. Die Aufreinigung erfolgte

analog zu 11, es wurden 2 mg 34 isoliert.

C,7H,309 (496.52)

RWert: 0.59 (Chloroform/Methanol 9:1).

R (HPLC II, Sédule 8, Programm 13): 18.1 min.

Anfirbeverhalten: griin (Anisaldehyd, Vanillin/Schwefelsdure), lila (Tetrazolblau).

EI-MS: m/z (%) = 496 (24) [M]", 365 (22), 327 (20), 255 (28), 199 (100) 126 (44).

ESI-MS (positive Ionen): m/z = 1487.0 [3M+H]", 1014.9 [2M+Na]", 993.0 [2M+H]",

497.0 [M+H]", 479.4 [M-H,0+H]", 379.5 [M-118+H]", 349.6 [M-148+H]".

ESI-MS (negative lonen): m/z = 1486.6 [3M-H]’, 991.1 [2M-H], 495.3 [M-H], 377.4

[3M-118-H].

HREI-MS: 496.1733 gefunden wie berechnet fiir C,7H,30,.

IR (KBr): ¥ =3429, 2925, 1703, 1618, 1590 (sh), 1450, 1369, 1247, 1064 cm™".

UV (MeOH): A (Ig €) =243 (4.53), 266 (sh, 4.28), 274 (4.39), 305 (3.89), 317
(3.88), 327 (3.85), 382 (3.85) nm;

CD (MeOH): Apax (Ag)= 208 (-11.2), 218 (sh, -2.6), 228 (+9.5), 242 (-11.0),

256 (+0.3), 265 (-1.7), 277 (-1.3) nm.

Drehwert: [a]3) =-2° (c = 0.14, MeOH).
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"H-NMR" (300 MHz, d¢-DMSO): 8= 1.03 (d, J= 6.3 Hz, 3H, 6'-H;), 1.26 (s, 3H,
7-Hs), 2.41 (s, 3H, 13-H;), 3.15 (d, J= 7.5 Hz, 1H, 4'-H), 3.65-3.75 (m, 1H, 2'-H),
4.04 (s, 3H, 12-OCHj), 4.08 (s, 3H, 10-OCH;), 4.15-4.25 (m, 2H, 2'-OH, 3'-OH), 4.54
(q, J= 6.3 Hz, 1H, 5-H), 4.61 (d, J= 7.6 Hz, 1H, 4-OH), 6.01 (d, J= 9.6 Hz, 1H,
1'-H), 6.93 (d, J= 8.4 Hz, 1H, 2-H), 7.32 (s, 1H, 9-H), 7.65 (s, 1H, 7-H), 7.82 (d,
J=8.4Hz, 1H, 3-H), 8.31 (s, 1H, 11-H), 9.77 (s, 1H, 1-OH) ppm.

BC-NMR" (75.5 MHz, d¢-DMSO): 8 = 17.1 (g, C-6"), 21.1 (g, C-13), 23.9 (g, C-7"),
56.2 (q, 12-OCHj3), 56.6 (q, 10-OCHj), 70.7 (d, C-5"), 72.4 (s, C-3"), 72.6 (d, C-2'),
74.7 (d, C-1'), 75.8 (d, C-4"), 101.4 (d, C-11), 112.1 (d, C-2), 113.3 (s, C-10b), 115.1
(s, C-12a), 118.8 (d, C-9), 121.7 (d, C-7), 121.9 (s, C-6a), 122.8 (s, C-10a), 125.1 (s,
C-4a), 128.1 (s, C-4), 129.3 (d, C-3), 139.7 (s, C-8), 142.4 (s, C-4b), 151.8 (s, C-12),
153.2 (s, C-1), 157.3 (s, C-10), 159.8 (s, C-6) ppm.

"'H- und *C-NMR-Daten wurden aus einem Mischspektrum von 11 und 34 ermittelt.

Chrysomycin C (35)

Chrysomycin C (35) wurde in einer Kultivierung nach Variante A in Ausbeuten von
5.5-7.0 mg/L von dem Stamm produziert. Nach Aufreinigung analog zu der von 11

wurden 0.3 mg isoliert.

C,5H3009 (510.54)
Ri-Wert: 0.65 (Chloroform/Methanol 9:1).
R; (HPLC II, Saule 8, Programm 13): 19.3 min.
Anfirbeverhalten: griin (Anisaldehyd, Vanillin/Schwefelsdure), lila (Tetrazolblau).
EI-MS: m/z (%) = 510 (62) [M]", 392 (10), 379 (100), 363 (42), 350 (8).
ESI-MS (positive Ionen): m/z = 1043.1 [2M+Na]", 1021.1 [2M+H]", 533.5 [M+Na]",
511.2 [M+H]", 493.5 [M-H,0+H]", 393.5 [M-118+H]", 363.6 [M-148+H]".
ESI-MS (negative lonen): m/z=1019.2 [2M-H], 509.6 [M-H]’, 391.4 [M-118-H]".
HREI-MS: 510.1890 gefunden wie berechnet fiir C,gH3,0,.
IR (KBr): ¥V =3433,2924, 1643 (sh), 1631, 1367, 1061 cm™".
UV (MeOH): Apax (g €) =200 (4.24), 243 (4.61), 267 (sh, 4.37), 274 (4.48),

306 (3.99), 318 (3.98), 326 (3.96), 383 (3.94) nm;
Drehwert: [a]2) =-2° (¢ =0.10, MeOH).
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Aufgrund zu geringer Substanzmengen wurde auf die Aufnahme NMR-

spektroskopischer Daten verzichtet.

Chrysomycin D (36)

Das gelbe kristalline Chrysomycin D (36) wurde bei der Fermentation nach Variante
A2 in Mengen von 0.6 mg/L isoliert. Die Aufreinigung von 36 erfolgte durch
zweimalige Séulenchromatographie mit 1. Dichlormethan/Methanol (19:1 — 1:1) und
2. Chloroform/Methanol (9:1) als Laufmittelsysteme und durch anschlieBende
Trennung an der HPLC III (Sdule 9, Programm 14).

C,7H,504 (512.51)

RWert: 0.25 (Chloroform/Methanol 9:1).

R; (HPLC II, Saule 8, Programm 13): 14.4 min.

Anfirbeverhalten: griin (Anisaldehyd, Vanillin/Schwefelsédure), lila (Tetrazolblau).

EI-MS: m/z (%) = 512 (16) [M]", 394 (20), 381 (27), 365 (46), 74 (48), 43 (100).

ESI-MS (positive Ionen): m/z= 1047.0 [2M+Na]’, 1024.9 [2M+H]', 788.9

[2M-236+H]", 513.0 [M+H]", 4953 [M-H,O+H]", 395.5 [M-118+H]", 365.5

[M-148+H]".

ESI-MS (negative lonen): m/z = 1023.2 [2M-H], 511.3 [M-H]’, 393.5 [2M-118-H]".

HREI-MS: 512.1682 gefunden wie berechnet fiir C,7H»gO1.

IR (KBr): ¥ = 3438 br, 2952 (sh), 1634, 1376, 1064 cm".

UV (MeOH): Amax (1g €) =200 (4.22), 243 (4.28), 267 (sh, 4.06), 276 (4.15),
305 (3.74), 318 (3.72), 326 (sh), 383 (3.63) nm;

(MeOH/HCI): Ay (Ig €) =199 (4.07), 243 (4.25), 267 (sh, 4.03), 275 (4.12),
305 (3.68), 318 (3.65), 329 (sh), 384 (3.63) nm;
(MeOH/NaOH): A« (g €) =206 (4.18), 243 (4.17), 267 (sh, 3.91), 275 (3.99),

305 (3.59), 319 (3.59), 323 (3.58), 382 (3.45) nm.

Drehwert: [a]3) = - 8° (¢ = 0.08, MeOH).

'"H-NMR (600 MHz, d¢-DMSO): 6= 1.01 (d, J= 6.5 Hz, 3H, 6'-H;), 1.35 (s, 3H,

7'-Hy), 3.16 (s, 1H, 4'-H), 3.68 (dd, J= 10.5, 5.5 Hz, 1H, 2'-H), 4.01 (d, J= 4.9 Hz,

1H, 2'-OH), 4.12 (s, 3H, 12-OCH3), 4.13 (s, 3H, 10-OCHs), 4.51 (q, J= 6.5 Hz, 1H,

5'-H), 4.69 (s, 2H, 13-H,), 6.03 (d, /= 10.0 Hz, 1H, 1'-H), 6.95 (d, J= 8.5 Hz, 1H,
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2-H), 7.60 (d, J= 1.0 Hz, 1H, 9-H), 7.83 (d, J= 8.5 Hz, 1H, 3-H), 7.95 (s, 1H, 7-H),
8.51 (s, 1H, 11-H), 9.84 (s, 1H, 1-OH) ppm.

Die 3'-OH-, 4'-OH- und 13-OH-Signale sind nicht detektierbar.

BC-NMR (150.5 MHz, ds-DMSO): 8= 17.7 (q, C-6"), 24.6 (q, C-7"), 57.1 (q,
12-OCHj), 57.4 (q, 10-OCH3), 62.9 (t, C-13), 71.4 (d, C-5"), 73.3 (d, C-2'), 73.8 (s,
C-3"), 75.4 (d, C-1"), 75.6 (d, C-4"), 102.2 (d, C-11), 112.7 (d, C-2), 114.1 (s, C-10b),
115.9 (s, C-12a), 116.7 (d, C-9), 119.2 (d, C-7), 122.4 (s, C-6a), 122.7 (s, C-10a),
125.9 (s, C-4a), 128.8 (s, C-4), 129.9 (d, C-3), 143.0 (s, C-8), 146.1 (s, C-5), 152.6 (s,
C-12), 153.9 (s, C-1), 157.8 (s, C-10), 160.7 (s, C-6) ppm.

Chrysomycin E (37)

Bei der Kultivierung nach Variante A2 wurde 37 nach zweimaliger
Saulenchromatographie an Kieselgel (1. Dichlormethan/Methanol 19:1 — 1:1,
2. Chloroform/Methanol 9:1) und anschlieBender Trennung an der HPLC III (S&ule 9,

Programm 15) isoliert. Die Ausbeute betrug 0.2 mg/L. e
KN

O OH

C,7H,6011 (526.50)
R~Wert: 0.28 (Chloroform/Methanol 9:1).
R; (HPLC II, Saule 8, Programm 13): 15.1 min.
Anfirbeverhalten: griin (Anisaldehyd, Vanillin/Schwefelsdure), blau (Tetrazolblau).
ESI-MS (positive Ionen): m/z= 1075.0 [2M+Na]’, 1053.1 [2M+H]’, 810.1
[2M-243+H]", 550.4 [M+Na]", 527.3 [M+H]", 509.4 [M-H,O+H]".
ESI-MS (negative lonen): m/z = 1051.3 [2M-H], 525.5 [M-H]’, 407.4 [M-118-H]".
IR (KBr): ¥V =3435,2929, 1682, 1631, 1383, 1211, 1135, 804 cm"".
UV (MeOH): Amax (1g €) =243 (3.61), 267 (sh, 3.36), 275 (3.47), 307 (3.01),
332 (2.95), 385 (2.88) nm;
(MeOH/HCI): Ay (Ig €) =244 (3.57), 267 (sh, 3.32), 275 (3.44), 307 (2.93),
329 (2.88), 386 (2.79) nm;
(MeOH/NaOH): M.« (1g €) = 243 (3.40), 267 (sh, 3.03), 275 (3.20), 307 (2.44),
327 (2.57), 388 (2.29) nm.
Drehwert: [a]3) =- 6° (¢ = 0.03, MeOH).
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"H-NMR (600 MHz, CD;0D): 8 = 1.19 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 6'-H3), 1.43 (s, 3H, 7"-H),
3.93(d, J=10.0 Hz, 1H, 2'-H), 4.18 (s, 6H, 10-OCH3;, 12-OCH3), 6.25 (d, /= 10.0 Hz,
IH, 1'-H), 6.98 (d, J= 8.5 Hz, 1H, 2-H), 7.62 (s, 1H, 9-H), 7.92 (d, J= 8.5 Hz, 1H,
3-H), 8.05 (s, 1H, 7-H), 8.63 (s, 1H, 11-H) ppm.

Die 4'-H- und 5'-H-Signale sind von den Losungsmittelsignalen iiberlagert. 5'-H-
Signal (dy = 4.83 ppm) ist tiber COSY -Korrelation beobachtbar.

Aufgrund zu geringer Substanzmengen waren keine >C-NMR-Spektren erhiltlich.

Chrysomycin A, (38)

38 konnte als gelbe kristalline Substanz bei der Fermentation nach Variante A2 isoliert

werden. Die Aufreinigung erfolgte gemil der von 37. Die Ausbeute lag bei 0.4 mg/L.

C,7H,609 (494.50)
RWert: 0.32 (Chloroform/Methanol 9:1).
R; (HPLC II, Saule 8, Programm 13): 16.1 min.
Anférbeverhalten: griin (Anisaldehyd, Vanillin/Schwefelsdure), blau (Tetrazolblau).
ESI-MS (positive Ionen): m/z = 1482.6 [3M+H]", 1011.0 [2M+Na]", 989.0 [2M+H]",
495.2 [M+H]", 477.2 [M-H,0+H]", 377.4 [M-118+H]", 347.4 [M-148+H]".
ESI-MS (negative lonen): m/z = 1480.9 [3M-H], 987.2 [2M-H], 493.5 [M-H]".
IR (KBr): ¥ =3433, 2925, 1682, 1633 (sh), 1383, 1211, 1135, 804 cm’".
UV (MeOH): Amax (1g €) =200 (3.76), 248 (3.56), 277 (3.43), 286 (3.42), 308
(sh), 320 (sh), 334 (sh), 345 (sh), 392 (3.02) nm;
(MeOH/HC):  Anax (Ig €) =225 (sh), 248 (3.49), 277 (3.35), 286 (3.34), 306
(sh), 317 (sh), 331 (sh), 345 (sh), 393 (2.92) nm;
(MeOH/NaOH): Anax (1g €) =230 (3.16), 267 (4.41), 343 (2.65), 407 (sh, 2.90),
423 (2.94) nm.
Drehwert: [a]3) = - 7° (¢ = 0.08, MeOH).
"H-NMR (500 MHz, CD;0D): & = 1.21 (d, J= 6.5 Hz, 3H, 6'-H;), 1.44 (s, 3H, 7'-H3),
3.99 (d, J= 10.0 Hz, 1H, 2'-H), 4.13 (s, 3H, 12-OCHj;), 5.40 (d, J= 11.0 Hz, 1H,
14-H,), 591 (d, J= 17.5 Hz, 1H, 14-H,), 6.25 (d, J= 10.0 Hz, 1H, 1'-H), 6.78 (dd,
J=17.5,11.0 Hz, 1H, 13-H), 6.95 (d, J= 8.5 Hz, 1H, 2-H), 7.34 (d, /= 1.5 Hz, 1H,
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9-H), 7.90 (d, J= 8.5 Hz, 1H, 3-H), 7.92 (d, /= 1.5 Hz, 1H, 7-H), 8.74 (s, 1H, 11-H)
ppm.

Die 4'-H- und 5'-H-Signale sind vom Losungsmittelsignal iiberdeckt. Das 5'-H-Signal
(0 =4.77 ppm) ist tiber COSY-Korrelation beobachtbar.

"H-NMR (500 MHz, ds-DMSO): 6= 1.01 (d, J= 6.4 Hz, 3H, 6'-H;), 1.23 (s, 3H,
7'-H3), 3.14-3.17 (m, 1H, 4'-H), 3.67 (t, J= 9.8 Hz, 1H, 2'-H), 4.10 (s, 1H, 12-OCH,),
4.12-4.14 (m, 2H, 2'-OH, 3'-OH), 4.50 (m,, 2H, 5'-H, 4'-OH), 5.44 (d, J=11.0 Hz, 1H,
14-H,), 5.92 (d, /= 17.8 Hz, 1H, 14-H,), 6.03 (d, /=9.8, 1H, 1'-H), 6.87 (dd, J = 17.8,
11.0 Hz, 1H, 13-H), 6.94 (d, J= 8.4 Hz, 1H, 2-H), 7.52 (s, 1H, 9-H), 7.82 (d,
J=28.3 Hz, 1H, 3-H), 7.90 (s, 1H, 7-H), 8.72 (s, 1H, 11-H), 9.80 (s, 1H, 1-OH) ppm.
Aufgrund zu geringer Substanzmengen war es nicht moglich °C-NMR-Spektren

aufzunehmen.

Chrysomycin B, (39)

Chrysomycin B, (39) fiel bei der Fermentation nach Variation A2 in einer Ausbeute

von 0.3 mg/L an. Die Isolierung erfolgte analog zu 37.

C,6H,609 (482.49)
Re~Wert: 0.32 (Chloroform/Methanol 9:1). "
R; (HPLC II, Saule 8, Programm 13): 15.3 min.
Anfirbeverhalten: griin (Anisaldehyd, Vanillin/Schwefelsdure), blau (Tetrazolblau).
ESI-MS (positive Ionen): m/z = 1446.6 [3M+H]", 987.0 [2M+Na]’, 965.0 [2M+H]",
506.5 [M+Na]", 483.2 [M+H]", 465.3 [M-H,0+H]", 365.5 [M-118+H]".
ESI-MS (negative lonen): m/z = 1445.0 [3M-H], 963.2 [2M-H], 481.5 [M-H]".
IR (KBr): ¥ = 3432, 2926, 1682, 1624 (sh), 1437, 1383, 1211, 1137, 804 cm™".
UV (MeOH): Amax (1g €) = 198 (3.66), 246 (3.73), 267 (sh, 3.44), 274 (3.50),
305 (3.14), 319 (3.13), 329 (3.09), 383 (3.00) nm;
(MeOH/HC1):  Apax (Ig €) =204 (3.88), 245 (3.97), 267 (sh, 3.81), 274 (3.83),
305 (3.65), 318 (3.63), 379 (3.42) nm;
(MeOH/NaOH): Ay.x (Ig €) =222 (3.39), 252 (3.70), 284 (3.16), 340 (3.05), 345
(3.03), 397 (3.09) nm.
Drehwert: [a]2) =- 5° (¢ = 0.06, MeOH).
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"H-NMR (600 MHz, CD;0D): = 1.21 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 6-H3), 1.44 (s, 3H, 7'-H;),
2.44 (s, 3H, 8-CH3), 4.01 (d, J=10.0 Hz, 1H, 2'-H), 4.13 (s, 3H, 12-OCHj;), 6.25 (d,
J=10.0 Hz, 1H, 1'-H), 6.94 (d, J= 8.5 Hz, 1H, 2-H), 7.09 (d, /= 1.5 Hz, 1H, 9-H),
7.72 (d,J=1.5Hz, 1H, 7-H), 7.89 (d, J = 8.5 Hz, 1H, 3-H), 8.74 (s, 1H, 11-H) ppm.
Das 4'-H-Signal ist vom Methanolsignal iiberlagert, das 5'-H-Signal (y = 4.77 ppm)
ist iber COSY -Korrelation beobachtbar.

Aufgrund zu geringer Substanzmengen war es nicht moglich *C-NMR-Spektren zu

erhalten.

6.  Versuche zur gegenseitigen Beeinflussung von Streptomyces sp.

Tii 2471 und Streptomyces sp. Tii 6024

6.1. Agarplatten-Ausstriche

Auf M2Ca-Agarplatten wurden die Stimme Tiu 2471 und Ti 6024 sowohl in
Schlangenlinien als auch im Kreuzstrichverfahren (sieche Abbildung 62 auf S. 107)
ausgestrichen. Die Platten wurde fiir 5 Tage bei 28 °C inkubiert und anschlieBend das
Wachstumsverhalten und die Luftmycelbildung beider Stimme beobachtet.

6.2. Fliissige Mischkulturen

Vorkulturen
Die Vorkulturen der beiden Stimme wurde wie in Kapitel B.I11.4.1 beschrieben

fermentiert.

Hauptkulturen

Alle Ansdtze wurden in 300 mL Erlenmeyerkolben mit je 100 mL SM-Nahrlosung
(ohne Schikanen, Schaumstoffkappen) bei 250 rpm und 28 °C fiir die Dauer von 96 h
kultiviert. Jeder Ansatz wurde zweimal durchgefiihrt. Die Inkubation der
Hauptkulturen mit den beiden Stdmmen erfolgte auf unterschiedliche Arten. Zum

Vergleich wurden jeweils Reinkulturen mitfermentiert.

Methode 1: Die Kolben wurden mit je einem 1/12 Stiick einer gut bewachsenen

Agarplatte beider Staimme beimpft.
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Methode 2: Die Hauptkulturen sowohl von Tii 2471 als auch von Tii 6024 wurden mit
einem 1/12 Agarstiick angeimpft und fiir 8 h als Reinkultur fermentiert. AnschlieBend
wurde zu jedem Kolben der jeweils andere Stamm in Form eines Agarstiicks
hinzugefiigt und die Mischkultur fiir 96 h fermentiert.

Methode 3: Die Kolben wurden mit insgesamt 8 mL Vorkultur in den Verhiltnissen
1:1, 1:1.5, 1:2, 1:3 und 2:1 (Tt 2471: Tt 6024) beimptft.

Die Kulturbrithen wurden wie in Kapitel B.II1.2. beschrieben aufgearbeitet.

Scale-up der Methode 3: Tii 2471 : Tii 6024 (1:3)

Schiittelkolben

Mischfermentation in Schiittelkolben (20 Kolben) erfolgte analog zu der oben
beschriebenen Hauptkultur.

Biostat-B-Fermenter

Kultivierungen im Biostat-B-Fermenter (5 L) fithrte man bei einer Temperatur von
28 °C, einer Luftzufuhr von 2 vvm und einer Umdrehung von 400 rpm durch. Der
Fermenter wurde mit 4.6 L SM-Nihrlosung gefiillt und mit insgesamt 400 mL
Vorkultur im Verhiltnis 1:3 angeimpft. Die Ernte erfolgte nach 4 Tagen.

Die Aufarbeitung der Fermentationsansitze erfolgte gemill Kapitel B.II1.4.3 auf
S. 147.
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Kristalldaten der Verbindungen (14) und (19)

C. Anhang

I. Kiristalldaten der Verbindungen (14) und (19)

Tabelle 36: Kristalldaten,

Aufnahmeparameter,

Verfeinerung fiir die Verbindungen (14) und (19).

Intensitdtsmessungen und

Viscotoxin A3 Viscotoxin A3 Viscotoxin B2
in house DESY (X31) DESY (X13)
Kristallsystem orthorhombisch orthorhombisch orthorhombisch
Raumgruppe P2,2,2 P2,2,2 P2:212;
Wellenlidnge 1.542 A 0.980 A 0.801 A
Zelldimensionen a=25.346 A a=25.264 A a=39.819 A
b=47.697 A b=47.995 A b=40.392 A
c=68.773 A c=68.593 A c=44.694 A
a=90° a=90° a=90°
=90° =90° B=90°
v=90° y=90° Y=90°
Z 2 2 2
Temperatur 100 K 100 K 100 K
Gemessene Reflexe 333486 49345 834968
Unabhéngige Reflexe 4490 9690 39686
Auflosung 2.20 (2.30-2.20) 1.70 (1.80-1.70) 1.00 (1.10-1.00)
(duBerste Schale)
Vollstiandigkeit 96.8% (75.3%) 99.7% (97.7%) 99.5% (98.4%)
Rint 0.0485 (0.1082) 0.0928 (0.4068) 0.0675 (0.3415)
Redundanz 71.87 (4.16) 5.07 (3.62) 20.93 (19.73)
Vo 93.85 (10.61) 13.42 (3.26) 23.31 (8.73)
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Tabelle 37: Verfeinerungsdaten fiir die Verbindungen (14) und (19).

Viscotoxin A3

Viscotoxin B2

Auflssungsbereich (A)
Ryork (F>406(F)/alle Daten)
Riee (F>40(F)/alle Daten)
Anzahl der Aminosdurereste
Anzahl nicht-H Atome

Anzahl der Wassermolekiile

Bindungslinge (A)
Angle distances (A)

Residues in allowed region
Residues in additionally allowed region

Residues in not allowed region

68.59-1.70
0.1662 /0.1963
0.2443 /0.2682
92
3126
102

44.69-1.00
0.1988 /0.2067
0.2279/0.2359
92
2972
61

Abweichung von der idealen Geometrie

0.007
0.023

0.036
0.033

Ramachandran plot

97.1%
2.9%
0%

95.8%
4.2%
0%
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II. Ein- und Drei-Buchstaben-Code der Aminosiuren

Name Drei- Ein-

Buchstabencode Buchstabencode

Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn D
Asparaginsédure Asp N
Carboxymethylcystein CMC -

Cystein Cys C
Glutaminsdure Glu E
Glutamin Gln Q
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin Ile I

Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F

Prolin Pro P

Serin Ser S

Threonin Thr T
Tryptophan Trp W
Tyrosin Tyr Y
Valin Val \"
unbekannte Aminosdure Xaa X
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III. Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen

APT Attached Proton Test

4q. Aquivalente

ber. berechnet

c Konzentration

CD Circulardichroismus

CID Collision Induced Dissoziation

COSY Correlated Spectroscopy

Da Dalton

DC Diinnschichtchromatographie

DMSO Dimethylsulfoxid

DTT Dithiothreitol

EDs, Mittlere Effektivdosis

EI Elektronensto3-Ionisation

ESI Elektronenspray-lonisation

FG Frischgewicht

FT-ICR Fourier-Transformation-Ionen-Cyclotron-Resonanz

gef. gefunden

Glsg Konzentration, die eine halbmaximale Hemmung des Zellwachstums
bewirkt

HMBC Heteronuclear Multiple Bond Connectivity

HMQC Heteronuclear Multiple Quantum Coherence

HPLC High Perfomance Liquid Chromatography

HRMS High Resolution Mass Spectrometry

HSQC Heteronuclear Single Quantum Coherence

IR Infrarot(-Spektrum)

KG Kieselgel

LCs Konzentration, die eine halbmaximale cytotoxische Wirkung zeigt, d. h.

die 24 h nach Aussaat die vorliegende Zellzahl um die Hilfte reduziert.
LDsq Letale Dosiss
MALDI Matrix Assisted Laser Desorption lonisation
M,, Durchschnittsmasse
ML Mistellektin

M, monoisotopische Masse
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MPLC Middle Pressure Liquid Chromatography
MS Massenspektrometrie

nb nicht bestimmt

NCI National Cancer Institute

nd nicht detektierbar

NOESY Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy
OSMAC One Strain-Many Compounds-Konzept

PTH Phenylthiohydantoin

Ry Retentionsfaktor fiir die Diinnschichtchromatographie

RPC Reversed Phase Chromatography

rpm rounds per minute

RT Raumtemperatur

R, Retentionszeit / HPLC

Sdp. Siedepunkt

TFA Trifluoressigsdure

TGI Konzentration, die eine vollstdandige Hemmung des Zellwachstums
bewirkt.

THF Tetrahydrofuran

TIC Total-lonenstrom Chromatogramm

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan

TS Trockensubstanz

Uuv Ultraviolett(-Spektrum)

VE-K Viscotoxin-Extrakt aus Kiefernmisteln

VE-P Viscotoxin-Extrakt aus Pappelmisteln

VT 1-PS Viscotoxin 1-PS

VT Al Viscotoxin Al

VT A2 Viscotoxin A2

VT A3 Viscotoxin A3

VT A3, reduziertes Viscotoxin A3

VT A3,  reduktiv-carboxymethyliertes Viscotoxin A3

VT A3, tryptisch abgebautes natives Viscotoxin A3

VT A3y tryptisch abgebautes reduktiv-carboxymethyliertes Viscotoxin A3
VTB Viscotoxin B

VT U-PS,  reduziertes Viscotoxin U-PS

VT U-PS,.,, reduktiv-carboxymethyliertes Viscotoxin U-PS
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VT U-PS Viscotoxin U-PS
VT Viscotoxin

vvm volume per volume per minute
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