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Meinen Eltern
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A. Theoretischer Teil

I. Einleitung

1. Suche nach neuen Wirkstoffen

Bei der Therapie von Krankheiten und dem Schutz von Mensch, Tier und Nutzpflanzen
vor Krankheitserregern, Parasiten und anderen Schddlingen spielen niedermolekulare
Wirkstoffe eine groBe Rolle. Trotz zahlreicher Erfolge ist der Bedarf an neuen Wirkstoffen
hoch, da von ca. 30.000 bekannten Krankheiten heute nur weniger als 10% kausal
therapierbar sind', die Resistenz von Krankheitserregern gegen bekannte Wirkstoffe stetig
zunimmt und neue Krankheitserreger, wie z.B. das HI-Virus auftreten. Die zur Zeit
bekannten und genutzten Wirkstoffe sind noch nicht optimal. Grundlage fiir die Wirkung
dieser Molekiile ist die Wechselwirkung mit Biomolekiilen wie DNA, RNA und Proteinen
in einem Organismus. Die Art, Funktion und Menge der Proteine, die unter bestimmten
Bedingungen in einer Zelle exprimiert werden (Proteom), ihr Zusammenspiel und ihre
Wechselwirkung mit supramolekularen Strukturen wie Membranen oder dem Cytoskelett
sind die Grundfunktionen des Lebens. Ein Ziel der Forschung ist es, die Funktion aller
Proteine durch kleine Molekiile (niedermolekulare Wirkstoffe) zu beeinflussen, welche ein
spezifisches Protein entweder selektiv inhibieren oder aktivieren’. Quellen fiir diese
kleinen Molekiile sind die kombinatorische Chemie®, das rationale Wirkstoff-Design* und
die Naturstoffchemie”.

Fiir die Behandlung von Krankheiten nutzten viele Kulturen schon friih Arzneipflanzen.
Die ersten schriftlichen Zeugnisse dariiber stammen von 2600 v. Chr. aus Mesopotamien.
Um 1100 v. Chr. entstanden die ,,Vorschriften gegen 52 Krankheiten (Wu Shi Er Bing
Fang) mit Beschreibungen von 52 Krankheiten und 283 Rezepturen aus der traditionellen
chinesischen Volksmedizin®. 1806 wurde mit dem Morphin aus dem Schlafmohn erstmals
ein einzelner Wirkstoff aus einer Pflanze isoliert. Stoffwechselprodukte von
Mikroorganismen werden hingegen erst seit kurzer Zeit untersucht. 1877 wurde der Begriff
Antibiose fiir die gegenseitige Beeinflussung von Mikroorganismen eingefiihrt’. 1929
verdffentlichte der Bakteriologe Alexander Fleming seine Beobachtung, dass sich um
einen Pilz der Gattung Penicillium sp., der als Konterminante auf einer Kultur von

Staphylokokken wuchs, ein Hemmhof gebildet hatte. Der zweite Weltkrieg beschleunigte
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die Arbeiten von Raistrick, Florey und Chain in Oxford zur Isolierung des wirksamen
Prinzips aus Penicillium notatum. Der grofie Erfolg des Penicillins filhrte zu einem stetig
wachsenen Interesse an Naturstoffen aus Mikroorganismen. Im Jahr 2002 befinden sich in
der Naturstoffdatenbank Antibase® 28.428 Eintriige von Naturstoffen aus Mikroorganismen
und in der Naturstoffdatenbank Chapmann & Hall’ 173.000 Eintriige von Naturstoffen aus
Mikroorganismen und Pflanzen.

Das medizinische Potential von Naturstoffen ist groB'®. Etwa 40% der in den letzten Jahren
zugelassenen Arzneimittel sind Naturstoffe, Naturstoffderivate oder Naturstoffanaloga,
entsprechend entfillt auch etwa die Hélfte des weltweiten Arzneimittelmarktes von ca. 300
Mrd. DM (ca. 150 Mrd. Euro) pro Jahr auf diese Stoffklasse'’. Z.B. wird das
Immunsuppressivum Cyclosporin A D (Sandimmun®), das seit 1983 die Entwicklung
der Organtransplantationen {iberhaupt erst ermoglichte, von dem Pilz Trichoderma

inflatum produziert und biotechnologisch gewonnen.
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2" 2) wird als Chemotherapeutikum bei

Das cytostatisch wirksame Doxorubicin
Tumorerkrankungen breit eingesetzt und von dem Bakterium Streptomyces peucetius

produziert.

Doxorubicin (2)

Die Sekundirstoffe aus Mikroorganismen wirken nicht nur antibiotisch, sondern zeigen
auch cytostatische, immunsuppressive, antiinfektive, analgetische, entziindungshemmende,
antihypercholesterolemische und antidiabetische Wirkungen. Diese sind auf die
Wechselwirkung der Naturstoffe mit Proteinen zuriickzufiihren. Mikrobielle und humane
Proteine zeigen groBe Ubereinstimmungen. In Anbetracht der engen Verwandtschaft der
Genome aller Organismen kann man auch von einer engen Verwandtschaft der
Biomolekiile ausgehen’. Naturstoffe wurden in der Evolution darauf selektioniert, an
Proteine zu binden, die den menschlichen Proteinen dhnlich sind, da sie von verschiedenen
Proteinen synthetisiert oder modifiziert werden und an diese Proteine binden miissen.
Zudem schlieBt ihre eigentliche biologische Funktion oft das Binden an weitere Proteine
ein.

Bei der Suche nach neuen mikrobiellen Wirkstoffen bedient man sich Screeningmethoden,
mit denen man die Extrakte von Mikroorganismen untersucht. Um neue Naturstoffe finden
zu konnen, untersucht man zunehmend neue Organismen wie z.B. schwer kultivierbare
Organismen'> oder solche aus ungewdhnlichen Habitaten wie z.B. Meeresorganismen' .
Ein anderer Ansatz besteht darin, die direkt aus Proben isolierte DNA abschnittsweise in
Cosmide einzufiigen und in E. coli oder Streptomyceten zu klonieren. So verénderte
Produzenten werden dann kultiviert und die Kulturen auf die gewiinschte biologische
Aktivitat hin gepriift'’. Zum anderen gibt es Ansitze, das Produktspektrum eines

bekannten Stammes oder die Struktur einzelner Metabolite zu veridndern und so neue
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Naturstoffe oder Naturstoffderivate zu erzeugen'’. Dabei kann man zwischen genetischen
Methoden wie Mutagenese'® oder kombinatorischer Biosynthese17 und nicht genetischen
Methoden wie dem OSMAC-Ansatz'® (One Strain/MAny Compounds), der Vorldufer-
dirigierten Biosynthese'?, der Biotransformation?’, der Biokatalyse' sowie der chemischen
Derivatisierung unterscheiden. Der OSMAC-Ansatz basiert auf der intensiven Bearbeitung
eines einzelnen Produzenten. Nicht erst seitdem ganze Genome von Mikroorganismen
sequenziert wurden, ist bekannt, dass die meisten Actinomyceten und Pilze das Potential
haben, mehr als einen Sekundirstoff zu produzieren. Ein Beispiel ist der Stamm
S. coelicolor A(3)/2. Obwohl dieser Stamm zu den best untersuchten Produzenten zdhlt,
wurden bei der Sequenzierung des Genoms?? Gencluster von Typ-I und Typ-II Polyketiden
und nicht-ribosomalen Peptiden gefunden, deren Produkte bisher unbekannt sind. Es ist bel
den fiir die Sekundirstoffbildung besonders begabten Actinomyceten und Pilzen leicht,
auch bei gut untersuchten Stimmen neue Naturstoffe zu entdecken, deren Biosynthese
letztlich durch eine Variation der Kultivierungsparameter induziert oder verdndert wird.
Dabei gibt es einen flieBenden Ubergang zwischen der Ausbeutesteigerung einzelner im
Prinzip vorhandener und dem erstmaligen Auftreten vorher nicht nachweisbarer
Metabolite. Wirkungsvoll variieren lassen sich beim OSMAC-Ansatz neben Ndhrmedium
und Kultivierungsgefil unter anderem Temperatur, Beliiftung, pH-Wert oder Belichtung.
Im N#hrmedium spielen die Auswahl der C- und der N-Quelle sowie die Zugabe von
anorganischen Salzen, Enzyminhibitoren und Signalstoffen® oder Adsorbermaterialien
eine grofe Rolle. Ziel des OSMAC-Ansatzes ist die Erzeugung von Variabilitét bei der
Stoffbildung und von chemischer Diversitdt in der Geriistbildung.

Es ist bekannt, dass bei Actinomyceten die Sekunddrstoffproduktion und die Sporulation
eine Antwort auf die Umweltbedingungen darstellen. Der Prozess der Differenzierung von
Luft- und Substratmycel erweckt sowohl bei Mikrobiologen als auch bei
Naturstoffchemikern groles Interesse, da bei vielen Actinomyceten gezeigt wurde, dass es
einen engen Zusammenhang zwischen dieser Differenzierung und dem Einsetzen der
Sekundirstoffproduktion gibt. Dies deutet auf eine enge Verkniipfung dieser beiden
physiologischen Phinomene durch ein komplexes Regulationssystem hin. In der
Vergangenheit ist es gelungen einige Signalstoffe zu isolieren, die die Luftmycelbildung
und/oder die Sekundirstoffproduktion induzieren. Der A-Faktor24, ein Butyrolacton,
induziert die Streptomycin Produktion, Stretomycin Resistenz, die Produktion eines gelben

Pigments und die Luftmycelbildung in S. griseus. Virginia Butanolid induziert die
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Produktion von Virginiamycin in S. virginiae und von Showdomycin und Minimycin in S.
lavendula. Weitere Substanzen wie Hormaomycin25 oder Goadsporin®® (3) sind in der
Lage, in bestimmten Konzentrationen die Sporulation und Pigmentproduktion in anderen
Stimmen zu induzieren. Mit diesen Substanzen kann das Regulationssystem der

Sekundirstoffbildung untersucht werden.

J@M«va

\\‘\\ S
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Q = 0 ~
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Bei der kombinatorischen Biosynthese werden verschiedene Strategien zur Nutzung
rekombinanter DNA-Techniken fiir die Herstellung neuer Sekundirstoffe genutzt. Im
Gencluster der Biosynthesegene eines Produzenten werden einzelne Abschnitte entfernt, in
der Reihenfolge versetzt oder einzelne Genabschnitte eines Produzenten in das Genom
eines anderen Produzenten eingebaut. Diese Abschnitte tauchen dann zusitzlich auf oder
ersetzen dort dhnliche Genabschnitte. Hierdurch werden Enzymqualititen verschiedener
Herkunft wihrend der Biosynthese vermischt, was im Erfolgsfall groere Verdnderungen
in der Struktur der Sekundirmetabolite bewirkt. Die Hybrid-Bildung kann die Grofe des
Polyketid-Grundgeriistes, die Stereochemie oder die Funktionalitit betreffen, aber auch
Enzymsysteme der spiten Biosynthese wie z.B. Oxygenasen oder Glykosyltransferasen.

Ziel dieser Arbeiten ist es, durch die Kombination von Enzymen aus verschiedenen
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Produzenten eine Moglichst groBe Vielfalt an Grundgeriisten aufzubauen und diese durch

den Einsatz von verschiedenen Enzymen der spéten Biosynthese beliebig zu variieren.

2. Screeningmethoden

Unter Screening versteht man das Durchsuchen von Substanzgemischen (z.B.
Rohextrakten aus biologischen Quellen) und Substanzbibliotheken mit Hilfe
unterschiedlicher Detektionssysteme. Je nach Detektionssystem kann man die Methoden in
biologisches-, physikalisch-chemisches- oder chemisches Screening einteilen”’. Bei dem
biologischen Screening handelt es sich um einen wirkungsorientierten Ansatz, bei dem die
Suche nach neuen Leit- und Wirkstoffen mit definierten biologisch-pharmakologischen
Wirkungen im Vordergrund steht. Bedingt durch die Fortschritte in der Aufkldrung der
pathobiochemischen Prozesse koénnen mit Hilfe angewandter Molekularbiologie,
Zellbiologie und Biochemie Mechanismus-orientierte molekulare Zielstrukturen (Targets)
fiir Screeningsysteme konzipiert und entwickelt werden. Die Zielvorstellung bei diesem
pharmakologisch orientierten Screening besteht darin die kausale Verkniipfung zwischen
dem molekularen Target und dem klinischen Krankheitsbild herzustellen. Bei den
physikalisch-chemischen Screeningansitzen werden Stoffgemische mit spektroskopischen
Methoden auf bestimmte physikalisch-chemische Eigenschaften untersucht wie z.B. UV-,
NMR-Absorption®® oder Massenverteilungen®. Oft findet als erster Schritt eine chromato-
graphische Trennung des Substanzgemisches statt, so dass man die physikalisch-
chemischen Eigenschaften der einzelnen Komponenten untersuchen kann. In der Regel
wird dafiir die HPLC-Technologie gekoppelt mit verschiedenen Detektionssystemen
eingesetzt. In jiingster Zeit versucht man, mehrere Detektionsmethoden zu koppeln. Beim
chemischen Screening werden die Substanzen nach DC-Auftrennung mit Hilfe der UV-
Absorption und der spezifischen Anfirbbarkeit mit Sprithreagenzien sichtbar gemacht.
Potentielle biologische Anwendungsgebiete werden beim physikalisch-chemischen und
beim chemischen Screening erst nach der Isolierung und Strukturaufkldrung gesucht. In
der industriellen Wirkstoffforschung findet das ,high-throughput“-Screening (HTS)
Anwendung®. Hier werden mit biologischen Assays 100.000 Test am Tag unter
Verwendung von Substanzbibliotheken aus der kombinatorischen Chemie oder aus der
Naturstoffchemie  durchgefiihrt. Es kommen sowohl Reinsubstanzen als auch

Substanzgemische zum Finsatz.
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3. Der Naturstoff Mensacarcin aus dem Stamm Streptomyces sp. G6 C4/4

Der Streptomyceten-Stamm Go6 C4/4 wurde aus einer Erdprobe isoliert, die neben der
Gottingen Nordmensa gesammelt worden war. Im CD-Screening fiel der Stamm durch die
Produktion eines signifikant CD-aktiven Metaboliten auf. Es handelt sich hierbei um einen
neuen Naturstoff, der aufgrund seines Ursprungs sowie seiner cytostatischen und

cytotoxischen Wirkung Mensacarcin (4) genannt wurde.

OMe OMe OH O
E OH

0] OH ) OH
Mensacarcin (4) Cervicarcin (5)

Neben der vollstindigen spektroskopischen Charakterisierung von Mensacarcin (4) gelang
auch die Kristallisation aus Ethylacetat/n-Pentan. Die Rontgenstrukturanalyse fiihrte zur
relativen, die Anwendung der Helmchen-Methode®' (selektive Acylierung an 4-OH) zur
absoluten Konfiguration der Stereozentren. Erste Fiitterungsversuche mit [1-"°C]- und [1,2-
BC,]Acetat zeigten, dass Mensacarcin (4) ein Polyketid ist, das vermutlich mit einer
iterativen Typ II-Polyketidsynthase aus einem Decaketid-Vorldufer iiber aromatische
Zwischenstufen aufgebaut wird. 1962 wurde das antitumor wirksame Cervicarcin® (5) aus
Streptomyces ogaensis beschrieben, das im Gegensatz zu Mensacarcin (4) keine O-Methyl-
Gruppen enthélt und sich in der 1971 mitgeteilten Stereochemie deutlich von diesem

unterscheidet™>.

4. Aufgabenstellung

Die vorliegende Arbeit besteht aus zwei Teilen, in denen unterschiedliche Richtungen der
Naturstoffchemie verfolgt werden. Der erste Teil befasst sich mit der Screening-
Problematik, also dem gezielten Auffinden von Naturstoffen aus Extrakten von
Mikroorganismen. Im zweiten Teil wird die vertiefte Untersuchung eines einzelnen

Produzentenstammes beschrieben.
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Im Arbeitskreis von A. Zeeck sind bereits 1997 Voruntersuchungen zum Einsatz von CD-
spektroskopischen Methoden im Naturstoff-Screening durchgefiihrt worden. Auf dieser
Basis wurde im Rahmen meiner Diplomarbeit®* “Neue mikrobielle Sekundérmetabolite aus
einem modifizierten CD-Screening sowie Strukturaufkldrung und Biogenese des
Antitumor-Wirkstoffes Mensacarcin® eine Screening-Methode entwickelt, mit der
mikrobielle Metabolite anhand ihrer CD-Daten isoliert werden kénnen. In der vorliegenden
Doktorarbeit sollte diese Methode auf eine groBere Anzahl von Extrakten verschiedenster
Streptomyceten-Stimme angewendet werden. Die CD-aktiven Komponenten waren zu
isolieren und in ihrer Struktur aufzukléren.

Im zweiten Teil sollten weiterfilhrende Untersuchungen am Streptomyceten-Stamm G6
C4/4 durchgefiihrt werden. Die Idee war, mit Hilfe des OSMAC-Ansatzes stille
Biosynthesegene zu aktivieren und das Biosynthesepotential von G6 C4/4 auszuloten.
Neue Metabolite sollten isoliert und in ihrer Struktur aufgeklirt werden. Durch weitere
Fiitterungsexperimente mit isotopen markierten Vorlaufern sollten weitere Erkenntnisse
zur Biogenese und Biosynthese des Mensacarcins gewonnen werden.

Mit den verbliebenen Naturstoffen sollten weitere Untersuchungen zur chemischen
Reaktivitit (Derivatisierung) und zur biologischen Aktivitat (Plattendiffusionstests,

Einschleusung in Testsysteme) durchgefiihrt werden.
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II. Durchfithrung eines modifizierten CD-Screenings

1. Zur CD-Spektroskopie

Unter Circulardichroismus (CD) versteht man die unterschiedliche Absorption von links
und rechts circular polarisiertem Licht. Die Absorptionsbanden, welche positiv und negativ
sein kdnnen, werden als Cotton-Effekte bezeichnet. Die CD-Spektroskopie ist eine
chiroptische Methode, d.h. sie liefert fiir zwei Enantiomere jeweils Messwerte
entgegengesetzten Vorzeichens. Deswegen wird sie zur Bestimmung von relativen und
absoluten Konfigurationen von Molekiilen und zur Konformationsanalyse von
Biopolymeren genutzt®>. Zur Ableitung der Stereochemie benutzt man empirische oder
semi-empirische Methoden’ 6 wie Helizititsregeln oder Sektorregeln, z.B. die
Oktandenregel fiir Ketone. Die CD-Spektren einiger Molekiile kénnen ab initio berechnet
werden’’. Die Exciton-Chiralitits-Methode (ECCD) nach Nakanishi®® ist eine nicht
empirische Methode, die oft zur Bestimmung der absoluten Konfiguration von

Naturstoffen verwendet wird.

2. CD-Screening
- 2.1. Kultivierung der Stiimme und Generierung der Extrakte

2.1.1. Herkunft der K-Stimme

Die K-Stimme (Kilimanjaro-Stimme) sind aus Erdproben isoliert worden, die in Tansania
(Mramba Forest Reservat; Kilimanjaro-Nationalpark, Mwanga-Distrikt) in einer Hoéhe von
820 m iiber NN gesammelt worden waren. Die Bodenprobe der K21-Stimme stammt aus
der Nihe des Baumes Vepris glomerata (Rutacea), die der K22- und K23-Stdmme aus der

Nihe des Baumes Maerua angolensis (Capparidaceae).

2.1.2. Kultivierung der K-Stimme

Die Kultivierung der K-Stdmme erfolgte in 300 ml Erlenmeyerkolben mit drei Schikanen.
Die Kolben wurden mit 50 ml Nidhrmedium gefiillt, autoklaviert und mit ca. 1 cm® einer
gut bewachsenen Agarplatte angeimpft. Man lie8 72 h bei 28 °C und 180 rpm kultivieren.
Jeder Stamm wurde in den Nihrmedien SM, M2 und Haferkleie fermentiert.
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2.1.3. Generierung der Extrakte

Die Kulturbriihe wurde iiber Celite filtriert. Das Mycel wurde mit Aceton extrahiert, das

Kulturfiltrat an Amberlite® XAD-2 absorbiert und mit Methanol eluiert.

Kulturbriihe

100 ml

Filtration iiber Celite

Kulturfiltrat
Extraktion mit Festphasenextraktion
Aceton (3 x 30 ml) an Amberlite XAD-2

mit Wasser (3 x 30 ml) waschen
mit Methanol (3 x 30 ml) eluieren

Kulturfiltrat-

[ Mycelextrakt 1
extrakt

Abbildung 1: Aufarbeitung der Kulturbriihen nach der Festphasen-Extraktionsmethode

2.2. Probenvorbereitung und Vermessung

Die Extrakte wurden in 1 ml Methanol/Wasser (9:1) gel6st, filtriert und die optische Dichte
der Probe am UV-Spektrometer im Bereich von 230-300 nm durch Verdiinnen auf 3.0
eingestellt. Die so vorbereitete Probe wurde dann im CD-Spektralpolarimeter von 210-

400 nm vermessen.

2.3. Messergebnisse und Stammauswahl

Es wurden 192 Extrakte von 32 Stimmen im CD-Screening untersucht. 50 Extrakte von 20
Stammen zeigten CD-Aktivitét. ‘Bei der Stammauswahl wurden zwei Kriterien
beriicksichtigt: Es sollten mdoglichst viele Absorptionsbanden auftreten, wobei besonders
auf bisignate Signale geachtet wurde, und die Cotton-Effekte sollten mdglichst intensiv

sein.
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Stamm | Medium | Extrakt | Cotton-Effekte [nm (AA)] Bemerkung

K212 | SM My 281 (-39.2), 313 (22.6) bisignat, intensiv

K21/5 | SM Kf 235 (6.1), 268 (-4.0) bisignat

K22/1 | SM Kf 230 (+62.0), 312 (-12.4) bisignat, intensiv

K22/8 | SM Kf 225 (16.0), 232 (16.9), 268 (-6.0), |  bisignat

K23/4 | Ha My 233 (8.0), 249 (2.9), 280 (-22.9),| bisignat
314 (14.7)

K23/6 | Ha My 263 (1.6), 274 (3.7), 285 (5.5),| viele Cotton-Effekte
357 (1.6), 376 (2.2)

K23/7 | Ha My 241 (6.0), 320 (-4.7), 334 (-5.7),| viele Cotton-Effekte
353 (-4.8)

K23/10 | Ha Kf 253 (12.2), 269 (-18.6) bisignat

Tabelle 1: Im CD-Screening ausgewéhlte Stimme mit Angabe der Extrakte, Cotton-
Effekte und Bemerkungen zum CD-Spektrum

Die Ergebnisse des Stammes K21/2 konnten nicht reproduziert werden. Die
Absorptionsbanden der Extrakte der Stimme K23/6 und K23/7 sind charakteristisch fiir

Polyen«c3 .

Da die Extrakte von Polyenproduzenten im UV-Spektrum die gleichen
Absorptionsbanden zeigen und auch im biologischen Screening sehr auffillig sind, wurden
diese Stimme bei der Bearbeitung zuriickgestellt. Die Stimme K21/5 und K23/4 wurden

zur Bearbeitung ausgewihlt, da die Extrakte intensive bisignate Cotton-Effekte zeigten.

3. Isolierung und Charakterisierung der Substanzen aus dem CD-Screening

Die Kultivierung der ausgewihlten Stdmme erfolgte im 1 L-Mafstab unter den
Standardbedingungen. Die Extrakte wurden mit Ethylacetat generiert. Man
chromographierte Rohprodukte an Kieselgel und iiberpriifte die Fraktionen auf CD-
Aktivitit. Fraktionen gleicher CD-Aktivitit wurden vereinigt und an Sephadex LH-20

chromatographiert bis ein Reinstoff vorlag.
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Kulturbriihe

| 100 ml

Filtration iiber Celite

Kulturfiltrat

Extraktion mit Extraktion mit
Aceton (3 x 30 ml) Ethylacetat (3 x 50 ml)

‘ Mycelextrakt " Kulturfiltrat-
extrakt

Abbildung 2: Aufarbeitungsschema der Ethylacetat-Extraktionsmethode

3.1. Streptazolin (6) aus dem Stamm K21/5

Kulturﬁltratextrakt
115 mg

Kieselgel (Séule 40.0 x 2.0 cm)
Dichlormethan/Methanol-Gradient (98:2 - 9:1)

Streptazolin (6)
30 mg

Abbildung 3: Isolierung von Streptazolin (6)

Der Stamm K21/5 wurde unter Standardbedingungen im 1 L-MaBstab kultiviert. Durch
Extraktion des Kulturfiltrats mit Ethylacetat erhielt man 115 mg Extrakt. Dieser wurde
durch Chromatographie an Kieselgel (Chloroform/Methanol-Gradient, 98:2 — 5:1; Séule
40.0 x 2.0 cm) gereinigt und man erhielt 30 mg/L Streptazolin (6) als farbloses Ol.
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Abbildung 4: CD-Spektrum (Methanol) von Streptazolin (6)

Streptazolin (6) zeigt eine negative bisignate CD-Kurve mit Absorptionsbanden bei 262
und 232nm. Die Verbindung ist bei 254nm UV-aktiv und firbt sich mit
Anisaldehyd/H,SO,4 braun an. Im EI-Massenspektrum wird der Molpeak bei m/z =207
angezeigt. Ein Abgleich des EI-Massenspektrums mit der Datenbank fithrte zum
Streptazolin® (6).

Streptazolin (6)
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Abbildung 5: COSY-Korrelationen (300 MHz, CDCls) von Streptazolin (6)

Streptazolin (6) wurde erstmals 1981 in einem chemischen Screening entdeckt. Der
Strukturvorschlag konnte durch eine Rontgenstrukturanalyse von 5-O-Acetyl-
dihydrostreptazolin bestdtigt werden®'. Die absolute Konfiguration lieB sich an einem
Streptazolin-Abbauprodukt CD-spektroskopisch mit Hilfe der Dibenzoat-Regel ableiten.
Die (Z)-Konfiguration der exocyclischen Doppelbindung wurde durch Totalsynthese des
Naturstoffs ermittelt*’. Trotz intensiver Bemiihungen ist die Biogenese von Streptazolin (6)
nicht vollstindig geklart®. Es handelt sich um ein Pentaketid, jedoch ist die Herkunft des

Stickstoffatoms und von C-2 noch nicht bewiesen.
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3.2. Elasnin (7) aus dem Stamm K23/4

Mycelextrakt
1020 mg
I

Kieselgel
Dichlormethan/Methanol-Gradient (100:0 - 5:1)

Fraktion
120 mg

Kieselgel (Séule 23.0 x 3.5 cm)
Dichlormethan/Methanol-Gradient (100:0 - 9:1)

Fraktion

68 mg

Sephadex LH-20 (Séule 75.0 x 3.0 cm)
Chloroform

Elasnin (7)
30 mg

Abbildung 6: Isolierung von Elasnin (7)

Der Stamm K23/4 wurde unter Standardbedingungen im 1 L-Ma@stab kultiviert und die
Kulturbriihe nach der Ethylacetat-Extraktionsmethode aufgearbeitet. Elasnin (7) lie sich
aus 1.02 g Mycelextrakt durch Chromatographie an Kieselgel (Dichlormethan/Methanol-
Gradient, 98:2 — 5:1 und Dichlormethan/Methanol-Gradient, 100:0 — 9:1) und Sephadex
LH-20 (Chloroform) aufreinigen. Man erhielt 30 mg/L Elasnin (7) als farbloses Ol

Das CD-Spektrum von Elasnin (7) zeigt zwei positive bisignate CD-Couplets, deren
Cotton-Effekte bei 314,281 und 234 nm liegen. Elasnin (7) hat den RgWert 0.60
(Chloroform/Methanol, 9:1) und zeigt keine Farbreaktion mit Ehrlichs Reagenz, Orcin-
Spriihreagenz und Anisaldehyd. Die Substanz ist bei 254 nm UV-aktiv.
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Abbildung 7: CD-Spektrum (Methanol) von Elasnin (7)

Eine Hochaufldsung des Molpeaks bei m/z=392 im EI-Massenspektrum ergibt die
Summenformel Cp4HyOs. Im IR-Spektrum fallen zwei Absorptionsbanden auf, bei
1715cm™ fir ein Keton und bei 1665cm™ fiir einen konjugierten Ester. Dem
Protonenspektrum (CDCl;) kann man 40 Signale entnehmen. Ein breites Singulett bei
3y = 7.40 lisst sich einem Hydroxylproton zuordnen. Die beiden intensiven Multipletts bei
dy=1.12-1.57 und 83=0.81-0.96 sind Signale fir 18 Methylen- bzw. 12 Methyl-
protonen, was auf ein verzweigtes Alkylsystem hindeutet. Das B3C-NMR-Spektrum
(CDCls) zeigt in Ubereinstimmung mit der Summenformel 24 Signale, die man laut APT
vier Methyl-, 12 Methylen-, einer Methingruppe und sechs quartdren Kohlenstoffatomen
zuordnen kann. Bei 8c=207 und 165 handelt es sich um zwei Carbonylsignale.
Insbesondere anhand des charakteristischen Alkylgruppen-Strukturelements lédsst sich die

Verbindung mit Hilfe der Naturstoffdatenbank AntiBase eindeutig identifizieren.
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Abbildung 8: *C-NMR-Spektrum (300 MHz, CDCl;) von Elasnin (7)

Elasnin (7) ist erstmals 1978 aus dem Stamm S. noboritoensis KM-2753 isoliert worden*,
nachdem es bei einem Screening auf Inhibitoren der humanen Granulozyt Elastase
aufgefallen war. Die Biosynthese erfolgt aus zwdlf intakten Acetateinheiten®. Einige
Arbeiten zur Totalsynthese dieser Verbindung sind bereits durchgefiihrt worden®. Elasnin
(7) hemmt die humane Leukozyten Elastase, die Pancreas Elastase und Chymotrypsin‘”. Es
existiert ein japanisches Patent fiir die Nutzung von Elasnin (7) zur Giitesicherung von

Sake und Wein*.

Elasnin (7)

4. Die HPLC-CD-UV-Kopplung

In jiingster Zeit ist erfolgreich versucht worden, Gerite wie NMR-*  oder
Massenspektrorneter50 an eine HPLC-Anlage zu koppeln. Mit Hilfe dieser Kopplungen
gelingt es, die spektroskopischen Daten einzelner Substanzen aus komplexen Mischungen
zu erhalten, ohne zuvor diese als Reinsubstanz zu isolieren. Durch Nutzung von on-line

HPLC-NMR-, HPLC-MS/MS- und HPLC-CD-UV-Kopplung ist die Strukturaufkldrung
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eines neuen Metaboliten mitsamt der absoluten Stereochemie aus einem Extrakt

gelungen”'.
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Abbildung 9: CD- und UV-Spektren von Streptazolin (6) und dem Peak RT = 12.5 min
des Extrakts des Stammes K22/8

Bei der HPLC-CD-UV-Kopplung steht zusétzlich zu einem vier-Kanal UV-Detektor der
CD-Detektor CD-1595 der Firma Jasco® zur Verfiigung. Dieser erméoglicht im on-line
Betrieb die Messung der Absorption (UV-Signal) und der differentiellen Absorbanz (CD-
Signal) bei einer Wellenlinge nach Wahl zwischen 220 — 420 nm. Alternativ kann iiber
einen Kanal der g-Faktor bestimmt werden. Dies ist ein intensiver also konzentrations
unabhingiger Parameter, den man durch Division der CD- durch die UV-Absorption
erhilt. Der Quotient ist charakteristisch fiir eine Substanz. Im stop-flow Betrieb ist die
Messung von UV- und CD-Spektren iiber den Bereich von 220 — 420 nm méglich. In einer
Messung lésst sich so feststellen, ob in einem Extrakt CD-aktive Substanzen vorhanden
sind, und in einer zweiten Messung lassen sich die UV- und CD-Spektren oder der g-

Faktor dieser Substanzen im stop-flow Betrieb ermitteln.
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Die CD-Spektren der Extrakte der Stimme K21/5 und K22/8 zeigten groBe Ahnlichkeit.
Da bereits bekannt war, dass es sich bei der CD-aktiven Komponente des Stammes K21/5
um Streptazolin (6) handelte, verglich man das HPLC-Chromatogramm des Extrakts des
Stammes K22/8 mit dem Chromatogramm von Streptazolin (6) und nahm im stop-flow
Betrieb das UV-, CD-Spektrum und den g-Faktor des Peaks mit der Retentionszeit RT =
12.5 min auf Da sdmtliche Werte iibereinstimmten, wurde auf eine Fermentation und

Isolierung dieser CD-aktiven Komponente verzichtet.

v
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Abbildung 10: HPLC-Chromatogramm des Extrakts des Stammes K22/8
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5. Bewertung des CD-Screenings

Aufgrund der interessanten CD-Spektren der Extrakte sind bisher fiinf Stimme untersucht
und die CD-aktiven Komponenten isoliert worden. Es handelt es sich um, Mensacarcin (4),

Streptazolin (6), Elasnin (7), Bafilomycin A1°**(8) und Sarubicin A% (9).

OMe OMe OH O
E OH

@)

Bafilomycin Al (8) H,N ‘@ 0
HN Ki

5 CH
O OH
Sarubicin A (9)

3

Die Substanzen stammen aus unterschiedlichen Stoffklassen und zeigen eine hohe
strukturelle Diversitit. Ein chiraler Chromophor oder ein Chromophor, in dessen Néhe sich
ein konformativ fixiertes Stereozentrum befindet, ist allen Verbindungen gemeinsam. Dies

ist die notwendige Voraussetzung, damit eine Substanz CD-Aktivitét besitzt und somit im
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CD-Screening auffillt. Diese Bedingung fiihrt zu einer gewollten Auswahl unter einer

Vielzahl von Sekundirmetaboliten und wird auch als ,,Screening-Fenster* bezeichnet.

Produzent Substanz Stoffklasse Biol. Aktivitit

Streptomyces sp. Go C4/4 | Mensacarcin (4) Typ II-Decaketid | antitumor

Streptomyces sp. Go F1/6 | Bafilomycin Al (8) | Makrolid, antibiotisch
Typ I-Polyketid

Streptomyces sp. K21/5 Streptazolin (6) - -

Streptomyces sp. K23/4 Elasnin (7) o-Pyron, Elastase-
Typ I-Polyketid Inhibitor

Streptomyces sp. LAM 14 | Sarubicin A (9) Isochromanchinon | antibiotisch

Tabelle 2: Substanzen, die im CD-Screening isoliert worden sind, mit Angabe des

Produzenten, der Stoffklasse und der biologischen Aktivitét

Ein Screening auf CD-Aktivitit hat den Vorteil, dass Sekunddrmetabolite mit komplexen
Strukturen auffallen. Die Ergebnisse des Screenings konnen in einer Datenbank
gespeichert werden, was fiir die Wiedererkennung bekannter Verbindungen Bedeutung hat.
Eine Kopplung mit einem HPLC-Gerit und anderen Spektrometern ist méglich. Gerade die
Selektivitit der Methode birgt auch Nachteile, denn nur ein geringer Teil aller
Sekundiarmetabolite ist CD-aktiv. Wenn weitere Informationen, wie z.B. HPLC-UV-
Chromatogramme der Extrakte nicht vorliegen, erhdlt man keine Aussagen zum
Biosynthesepotential der Stimme. Das Screening-Fenster ist also sehr viel enger als beim
Chemischen Screening. Eine direkte Korrelation zur Struktur oder zur biologischen
Aktivitdt der Verbindungen ist sowohl beim CD-Screening wie auch beim chemischen

Screening nicht méglich.
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ITI. Weiterfiihrende Untersuchungen am Stamm Streptomyces

sp. Go C4/4

1. Anwendung des OSMAC-Ansatzes

1.1. Ndhrmedienvariation

Der Variation des Nihrmediums kommt bei Untersuchungen zum Sekundidrmetabolismus
von Mikroorganismen eine groBe Bedeutung zu. Grundsitzlich unterscheidet man zwei
Arten von Niahrmedien®. Lisst sich eine Nihrlosung aus definierten chemischen
Verbindungen zusammensetzten, so spricht man von synthetischen oder definierten
Nihrmedien. Setzt man hingegen komplexe Stoffe ein, deren Zusammensetzung nicht
bekannt ist, wie z.B. Hefe-, Sojabohnen-, Fleischextrakt oder Pepton, bezeichnet man diese
als komplexe oder undefinierte Nahrboden. Zu Beginn der Untersuchung eines neuen
Stammes setzt man zunichst komplexe oder chemisch nicht definierte Ndhrmedien ein, um
ein moglichst breites Nihrstoffangebot zu garantieren. Mdchte man den Einfluss von
bestimmten Nihrmedienbestandteilen oder Zusitzen, wie z.B. Enzyminhibitoren, auf die
Produktivitit eines Stammes untersuchen, so ist die Verwendung von synthetischen oder
chemisch definierten Néhrboden von Vorteil.

Jedes Medium muss eine Kohlenstoff- und Stickstoffquelle sowie Schwefel-, Phosphor-,
Kalium-, Natrium-, Calcium-, Magnesium- und Eisen-Bestandteile aufweisen. Fiir das
Wachstum von Streptomyceten haben sich ferner die Spurenelemente Mangan, Zink,
Kobalt, Kupfer und Molybdén als essentiell herausgestel-lt5 7. Der Einfluss der
Nihrbestandteile auf den Sekundidrmetabolismus ist sehr komplex und im Detail kaum
untersucht. Glucose, Ammonium- und Phosphat-Ionen koénnen die Bildung von
Sekundarmetaboliten reprimieren’®. Bei einer Untersuchung der biologischen Aktivitit der
Extrakte von insgesamt 760 Mikroorganismen, die jeweils in vier verschiedenen
Nihrmedien kultiviert worden waren, stellte sich heraus, dass 75% der Organismen das
aktive Prinzip nur in einem Nihrmedium produzierten59. Der Stamm Streptomyces sp. Al
produziert bei einer Kultivierung in Soja/Mannit die Metabolite Streptazolin, Streptazon A
und Streptazon B, bei der Verwendung von Haferkleie, Hirse, Quinoa oder Linsen als
ausschlieBlicher Nihrstoffquelle p-, y- und &-Rubromycin sowie 3’-Hydroxy-p-

rubromycin®.
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Der Stamm Streptomyces sp. G6 C4/4 zeigte auf Hafermedium sowohl gutes Wachstum als

auch eine ausreichende  Mensacarcinproduktion

(121 mg/L).

Fur  geplante

Biosyntheseuntersuchungen sollte aber ein definiertes Medium gefunden werden. Die

Produktivitit des Stammes G6 C4/4 wurde in vier unterschiedlichen definierten

Nihrmedien mit variierter Kohlenstoff- und Stickstoffquelle getestet.

Nihrmedium Mycel- | Mensacarcin neue
produktion | -produktion® | Metabolite®
Néhrlosung Nr. 1153
12.5 g/L Glycerin
1.0 g/L  Arginin T - *
1.0 g/L  Dikaliumhydrogenphosphat
1.0 g/L  Natriumchlorid
0.5 g/ Magnesiumsulfat-Heptahydrat
5.0ml/L Spur 11
Néhrlésung Nr. 1187
10.0 g/L  Stérke
2.0g/L Ammoniumsulfat RN } *
2.0g/L  Calciumcarbonat
1.0 g/L  Dikaliumhydrogenphosphat
1.0 gL Magnesiumsulfat-Heptahydrat
1.0 g/L  Eisensulfat-Heptahydrat
5.0 ml/L Spur 11
Minimal-Medium
10.00 g/L  Glucose
- - +

0.50 g/ L-Asparagin

0.50 g/l Dikaliumhydrogenphosphat
0.20 g/ Magnesiumsulfat-Heptahydrat
0.01 g/ Eisensulfat-Heptahydrat

Medium zur Anthracyclin Produktion nach

W.R. Strohl et al. (modifiziert)®'

22.50 g/ Glucose
0.86 g/l Natriumnitrat
0.17 g/l Dikaliumhydrogenphosphat
0.12 g/ Magnesiumsulfat-Heptahydrat

+++/- sehr gutes/kein Wachstum, + schwache Zonenbildung, a) DC-Kontrolle

Tabelle 3:

Nihrmedienvariation mit Beurteilung des Wachstums und der Metaboliten-

bildung des Stammes G6 C4/4
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Bei der ersten Versuchsreihe wurde 72 h unter Standardbedingungen kultiviert. Im
chemischen Screening konnten jedoch keine Metabolite nachgewiesen werden. Daher
wurde die Versuchsreihe mit einer Kultivierungsdauer von 120 h wiederholt. Bei zwei
Nihrmedien war zwar ein gutes Mycelwachstum zu beobachteten, die Produktion von
Sekundirstoffen blieb allerdings aus. Da der Stamm bei einer Kultivierung in dem
Nihrmedium Nr. 1153 durch ein interessantes Metabolitenmuster im chemischen
Screening auffiel, wurde ein Scale-up im 3 L-MalBstab iiber 113 h in diesem Medium
durchgefiihrt. Im Kulturfiltratextrakt konnte diinnschichtchromatographisch kein
Mensacarcin (4) nachgewiesen werden, wohl aber eine neue Zone (ReWert 0.30 in
Chloroform/Methanol (9:1)), die sich mit Ehrlichs Reagenz braun anfirben lie. Die
entsprechende ~ Substanz ~ konnte  durch ~ Chromatographie  an  Kieselgel
(Chloroform/Methanol, 95:5) und Sephadex LH-20 (Methanol) isoliert und als
Rishirilid A®? (10) identifiziert werden. Die Ausbeute betrug 5 mg/L. Dieses Ergebnis lieB

sich bis zum Abschluss dieser Arbeit nicht mehr reproduzieren.

Rishirilid A (10)

1.2. Kultivierungsgefifl und Sauerstoffpartialdruck

Der Sauerstoffpartialdruck in einer Kulturlésung bestimmt das Wachstum und die
Produktbildung eines Stammes. Intensitdt der Beliiftung, Riihrgeschwindigkeit und Form
des KultivierungsgefiBes sind Parameter, deren Variation zu Anderungen im
Sekundirstoffwechsel fiihren konnen. So gelangt z.B. bei der Kultivierung im P-Kolben
der Sauerstoff nur durch Diffusion in die Nihrlosung, wihrend im Airliftfermenter der
Sauerstoff mit 5.0 bar Uberdruck die Nihrlssung durchflutet. Der Manumycin A
Produzent Streptomyces parvulus bildete unter Uberdruck im Airliftfermenter vier neue

Metabolite®.
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Bei dem Stamm Streptomyces sp. G6 C4/4 konnte eine Beeinflussung der
Mensacarcinproduktion durch die Variation der Beliiftungsverhéltnisse beobachtet werden.
Bei der Kultivierung im P-Kolben wurde bei der HPLC-Kontrolle kein Mensacarcin (4)
nachgewiesen, allerdings zeigten sich neue Peaks. Da die entsprechenden Verbindungen
nur in sehr geringer Konzentration auftraten, waren Isolierung und Strukturaufkldrung

nicht moglich.

Mensacarcin- neue

Kultivierungsgefal® (Belluftung) produktion [mg/L]* | Metabolite?

Airliftfermenter, 10 L (5.0 bar Uberdruck) 76 nein
Airliftfermenter, 10 L (0.3 bar Uberdruck) 156 nein
Schiittelkolben, Standardbedingungen 46 nein
P-Kolben, 1 L - ja

Nihrmedium bei allen Fermentationen: 20 g/L Hafermehl, 2.5 ml/L Spur 11
a) HPLC-Kontrolle

Tabelle 4: Auswirkung von Kultivierungsgefdl und Sauerstoffpartialdruck auf die
Produktbildung des Stammes G6 C4/4

1.3. Zusatz von Lésungsmitteln

Die Zugabe von organischen Losungsmitteln wihrend der Fermentation kann zur Bildung
neuer Sekundirmetabolite oder zur Steigerung von Ausbeuten fithren. So bewirkte z.B. die
Zugabe von 3% DMSO zum Nihrmedium eine Verdreifachung der Ausbeute von
Chloramphenicol und Tetracenomycin C%. Dieser Effekt kann damit begriindet werden,
dass DMSO P4s50-Monooxygenasen hemmt®.

Bei der Zugabe von 2 — 5% DMSO zur Kulturlgsung nach dem Autoklavieren, bleibt die
Mensacarcinproduktion in etwa unbeeinflusst, es konnten jedoch zwei neue Metabolite
diinnschichtchromatographisch nachgewiesen werden. Die Sekundirstoffe besitzen Ry
Werte von 0.24 und 0.22 (Chloroform/Methanol, 9:1), zeigen UV-Aktivitdt bei 254 nm
und eine braune Farbreaktion nach dem Ansprihen mit Orcin-Spriihreagenz,
beziechungsweise eine violette mit Anisaldehyd/H,SOs. Sie konnten durch

S#ulenchromatographie an Kieselgel (Dichlormethan/Methanol-Gradient, 98:2 — 5:1) und
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Sephadex LH-20 (Aceton) isoliert und als die Heptaketide Aloesol®® (11) (2.3 mg/L) bzw.
Mensalon®’ (12) (2.0 mg/L) identifiziert werden.

/C(Nj\} C]H CH, O
Aloesol (11) Mensalon (12)

Mensacarcin-

Kultivierungsgefal produktion [mg/L]?

Braun Biostat B, 2 L, 40 ml DMSO und 900 mg NaAc, 2.5 vvm 61
Braun Biostat E, 10 L, 200 ml DMSO, 1.0 vvm 93
Schiittelkolben, Standardbedingungen 46

Nihrmedium bei allen Fermentationen: 20 g/ Hafermehl, 2.5 ml/L Spur 11
a) HPLC-Kontrolle

Tabelle 5: Auswirkung von Kultivierungsgefd und Zugabe von DMSO auf die

Mensacarcinproduktion

1.4. Zusatz von Enzyminhibitoren

N| X
kN/ OMe
Cl
Ancymidol (13) Metyrapon (14) Tetcyclacis (15)

Der Einsatz von Enzyminhibitoren kann das Metabolitenspektrum von Mikroorganismen

stark verindern. Setzt man Inhibitoren fiir Enzyme der frithen Biosynthese ein, so wird die
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Bildung dieser Metabolite verhindert. Das kann zu einer Vereinfachung des
Produktspektrums filhren mit dem Vorteil, dass man Produkte, die auf anderen
Biosynthesewegen gebildet werden, leichter isolieren kann. Darliber hinaus ist es aber auch
mﬁglich, dass stille Biosynthesegene aktiviert werden. Cerulenin, ein Inhibitor der
Fettsdure-, Polyketid- und Steroidbiosynthese, wird bei Fiitterungsexperimenten mit
artifiziellen Vorldufermolekiilen eingesetzt, um die Konkurrenz mit den natiirlichen
Vorlaufermolekiilen zu unterbinden®. Bei dem Pilz F-24'707y fiihrte die Hemmung der
1,8-Dihydroxynaphthalen (DHN)-Biosynthese durch den Inhibitor Tricyclazol zu dem
vollstindigen Verlust des unter Standardbedingungen gebildeten Hauptmetaboliten
Cladospironbisepoxid und zur Produktion des neuen Makrolids Mutolid®®. Arbeitet man
mit Inhibitoren der spiten Biosynthese, kommt es entweder zu einer Akkumulation von
Vorldufermolekiilen oder zu einer Bildung von Derivaten dieser Vorldufermolekiile durch

nicht-enzymatische Reaktionen oder Enzyme, die in der Biosynthesesequenz nachfolgen.

Inhibitor zugegebene Menge Mensacarcin-

[mM] [mg/L] produktion®

Ancymidol (13) | 0.200 51.20 4+
0.400 102.40 +++
1.000 256.00 ++

Metyrapon (14) |  10° 2.3-10" i
10* 2.3107 ot
0.010 0.23 ++
0.014 3.20 ++
0.100 23.50 ++
0.130 29.40 -

0.460 104.50 -
1.000 226.00 -
Tetcyclacis (15)| 0.130 35.50 -
1.000 273.00 -

(+++/++/- sehr gute/gute/keine Produktion, a) DC-Kontrolle

Tabelle 6:  Ergebnisse der Kultivierung des Stammes G6 C4/4 in Gegenwart

verschiedener Enzyminhibitoren
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Mit dieser Methode erhaltene Vorldufer geben moglicherweise Hinweise auf die
Biosynthese der Sekundirmetaboliten und sind fiir die Ableitung von Struktur-
Wirkungsbeziehungen von Bedeutung, denn die biologische Aktivitdt der Metabolite wird
erst durch die Schritte der spiten Biosynthese induziert. Hierbei handelt es sich vor allem
um Glykosilierungen, Methylierungen und Oxygenierungen. Methylierungen, die iiber S-
Adenosylmethionin (SAM) verlaufen, lassen sich durch L-Ethionin’ in Abwesenheit von
Methionin hemmen. Sinefungin’’ hemmt selektiv O-Metylierungen neben C-
Methylierungen. Als Hemmstoffe von P4so-Monooxygenasen sind Ancymidol? (13),
Mu:-:tyrapon73 (14) und Tetcyclacis (15) bekannt. Die Zufiitterung von Metyrapon (14) zu
S. cinnamonensis fiihrte zur Akkumulation von 26-Deoxymonensin A und B.

Um die Reihenfolge des Sauerstoffeinbaus und den Einflufl der Oxygenierungen auf die
biologische Aktivitit untersuchen zu konnen, wurden Fiitterungsexperimente mit den oben
aufgefiihrten Oxygenaseinhibitoren durchgefiihrt. Ancymidol (13) hat keinen Einfluss auf
die Biosynthese von Mensacarcin (4), wihrend Tetcyclacis (15) diese komplett inhibiert.
Bei Metyrapon (14) konnte eine direkte Beziehung zwischen der Konzentration des
Inhibitors und der Mensacarcinproduktion beobachtet werden. Dartiber hinaus wurde auf
dem Diinnschichtchromatogramm eine neue Zone sichtbar. Daher fiihrte man eine
Kultivierung im 1.1 L-MaBstab im Hafermedium unter Standardbedingungen in
Schiittelkolben durch. Nach 20 h wurden insgesamt 124.3 mg Metyrapon (14) (0.5 mmol)

in je 1 ml sterilem Wasser dem Kultivierungsansatz zugefligt und weitere 22 h fermentiert.

H,C OH
H,C —
3
\ N/ Metyrapol (16)
~ I
Na

Aus dem Kulturfiltratextrakt (110 mg) konnten durch Chromatographie an Kieselgel
(Chloroform/Methanol-Gradient, 98:2 — 9:1) Mensacarcin (4) (1 mg), Metyrapon (14)
(42 mg) und 7 mg der neuen Verbindung isoliert werden. Diese Substanz (R-Wert 0.22 in
Chloroform/Methanol (9:1)) zeigt eine braune Farbreaktion mit Vanillin-Schwefelsdure

und konnte als das Biotransformationsprodukt Metyrapol (16) identifiziert werden.
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2. Isolierung und Charakterisierung der Sekundirmetabolite aus dem OSMAC-

Ansatz

Alle Ansitze wurden nach der Ethylacetat-Extraktionsmethode aufgearbeitet. Dabei wird
die Kulturbriihe iiber Celite filtriert und in Mycel und Kulturfiltrat getrennt. Das Mycel
wird dreimal mit Aceton im Ultraschallbad extrahiert. Das Kulturfiltrat extrahiert man
dreimal mit der Hilfte des Volumens Ethylacetat. Die vereinigten organischen Phasen

werden im Vakuum eingeengt. So erhilt man den Mycel- und Kulturfiltratextrakt.

2.1. Rishirilid A (10)

Kulturfiltratextrakt
194 mg

Kieselgel, Flash-Chromatographie
Chloroform/Methanol 95:5

Fraktion
18 mg

Sephadex LH-20 (Sdule 40.0 x 2.3 cm)
Methanol

Rishirilid A (10)
15 mg

Abbildung 11: Isolierung von Rishirilid A (10)

Rishirilid A (10) wird bei der Fermentation im Nihrmedium Nr. 1153 gebildet. Der
Metabolit konnte aus dem Kulturfiltratextrakt (194 mg) durch Flash-Chromatographie an
Kieselgel (Chloroform/Methanol, 95:5) und Chromatographie an Sephadex LH-20
(Methanol) in einer Ausbeute von 5 mg/L isoliert werden.

Rishirilid A (10) besitzt den Re-Wert 0.30 (Chloroform/Methanol, 9:1), zeigt eine braune
Farbreaktion mit Ehrlichs Reagenz und ist in Methanol und DMSO gut, in Aceton und

Chloroform miBig 16slich. Das ESI-Massenspektrum zeigt eine Molmasse von m/z = 388



30 Weiterfiihrende Untersuchungen am Stamm Streptomyces sp. Go C4/4

an. Da bei der EI-Massenspektroskopie kein Molpeak auftritt, kann eine Hochaufldsung
nicht durchgefiihrt werden. Im IR-Spektrum sind neben charakteristischen OH-
Streckschwingungen bei 3510 cm’ zwei Carbonylbanden bei 1740 cm™ (CO-Ester) und
1680 cm™” (o, p-ungesittigtes Keton) zu sehen. Die Intensititen der Signale im
Protonenspektrum (CD3;0D) lassen auf 20 Protonen schlieen. Dariiber hinaus werden das
Spinsystem eines 1,2,3-trisubstituierten Aromaten und Signale flir drei Methylgruppen
angezeigt. Das Signal bei 8y = 1.41 (Septett) ist charakteristisch fiir ein Methinproton und
deutet auf eine Isopropylgruppe hin.

-10a C- C-4a C-13
CC?Sa C-5a C-4 C-12 C-15
C-1 C-11 C-6 C-10 C-8 C-7 Cc-3 C-5 C=2 C-14 C-16C-17

| | Jld Hl ]lll

T T T T T T T T Y T T T T T T T 1
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Abbildung 12: *C-NMR-Spektrum (75.5 MHz, CD;0D) von Rishirilid A (10)

Dem "*C-Spektrum (CD;OD) lassen sich 21 Signale entnehmen, die sich laut APT drei
Methyl-, zwei Methylen- und sieben Methingruppen sowie neun quartéren
Kohlenstoffatomen zuordnen lassen. Dabei handelt es sich bei d¢c= 199 und 178 um
Carbonylkohlenstoffe. In dem Bereich bis 8¢ = 120 finden sich acht weitere Signale, von
denen sechs einem aromatischen Molekiilfragment angehoren. Die Verschiebung bei
8¢ = 157 ist charakteristisch fiir ein Phenylkohlenstoffatom aus Sauerstoff. Im Bereich von
8¢ =60 — 100 weisen vier Signale auf Heteroatom-substituierte Kohlenstoffe hin. Aus den
Korrelationen im 'H,'H-COSY-NMR-Spektrum  (CD;OD) lassen sich  vier

Strukturelemente ableiten.

H
H H
q H H H,C_ CH,
H
A e K
H
H

Abbildung 13: COSY-Konnektivitidten von Rishirilid A (10)
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CH,
H H

Abbildung 14: Ausgesuchte HMBC-Korrelationen von Rishirilid A (10)

Uber das HMQC-Experiment konnten die Protonen den Kohlenstoffatomen zugeordnet
werden und durch die HMBC-Korrelationen weitere Konnektivititen abgeleitet werden.
Mit den Partialstrukturen wurde eine Struktursuche in der Naturstoff-Datenbank AntiBase®
durchgefiihrt. Dabei erhdlt man einen Treffer. |

Rishirilid A (10) ist 1984 bei einem Screening auf or-Macroglobulin-Inhibitoren
aufgefallen und aus Extrakten des Stammes Streptomyces rishiriensis OFR-1056 isoliert
worden. Die Struktur’® ist durch eine Rontgenstrukturanalyse abgesichert. Basierend auf
den Daten aus den HMQC- und HMBC-Experimenten wird fiir die Kohlenstoffatome C-
10a und C-9a sowie C-4 und C-4a eine abweichende Zuordnung vorgeschlagen. Die

absolute Stereochemie und die Biosynthese dieser Verbindung sind nicht bekannt.

17
wCH;  pihivilid A (10)
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2.2. Aloesol (11)

Kulturfiltratextrakt
682 mg
|
Kieselgel (Saule 37.0 x 3.5 cm)

Dichlormethan/Methanol-Gradient 98:2 - 5:1

o

Mensacarcin (4) Desmethylmensacarcm (20) Fraktion
222 mg Didesmethylmensacarcin (19) 25 mg
29 mg

Sephadex LH-20 (Sdule 30.0 x 3.2 cm)
Aceton

Aloesol (11) Mensalon (12)
7mg 7mg

Abbildung 15: Isolierung von Aloesol (11) und Mensalon (12)

Nach der Zugabe von 2 Vol.-% DMSO zum Néhrmedium ldsst sich Aloesol (11) als neue
Verbindung nachweisen. Diese wird aus dem Kulturfiltratextrakt durch Chromatographie
an Kieselgel (Dichlormethan/Methanol-Gradient, 98:2 — 5:1) und Sephadex LH-20
(Aceton) in einer Ausbeute von 2.3 mg/L isoliert.

Aloesol (11) besitzt den R-Wert 0.24 (Chloroform/Methanol, 9:1). Die Verbindung ist bei
254 nm UV-aktiv, zeigt bei 366 nm eine intensive blaue Fluoreszenz und eine braune
Farbreaktion mit Orcin-Spriihreagenz. Es ist gut in DMSO und Methanol, aber gering in
Aceton und Chloroform 18slich. Die Hochauflgsung des Molpeaks bei m/z = 234 im EI-
Massenspektrum fiithrt zur Summenformel C;3H404. Im IR-Spektrum ist bei 1646 cm’!
eine Carbonylbande zu sehen. Die Intensitéten der Signale im Protonenspektrum (CD3;0D)
lassen auf 12 Protonen schlieen, von denen sechs zwei Methylgruppen zugeordnet werden
konnen. Das Signal bei 8y =4.17 (Sextett) ist fiir ein Methinproton charakteristisch und

weist auf eine Heteroatom-substituierte Seitenkette hin.
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9-H,
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Abbildung 16: "H-NMR-Spektrum (300 MHz, CD;0D) von Aloesol (11)

Dem "“C-NMR-Spektrum (CD;0D) lassen sich 13 Signale entnehmen, die laut APT zwei
Methyl-, eine Methylen- und vier Methingruppen sowie sechs quartdren
Kohlenstoffatomen entsprechen. Das Siganl bei 8c=182 ist typisch fiir ein
Carbonylkohlenstoffatom. Bei den folgenden acht Signalen im Tieffeldbereich gehdren
sechs zu einem aromatischen System und zwei zu einer Doppelbindung. Ein Signal bei
8¢ =66 weist auf ein Heteroatom-substituierten Kohlenstoff und die zwei Signale bei
8¢ =23 auf zwei Methylgruppen hin. Aus den Konnektivitdten im 'H,'H-COSY-NMR-
Spektrum ldsst sich eine 2-Hydroxypropyl-Seitenkette ableiten. Berticksichtigt man bei
einer Struktursuche in der Naturstoffdatenbank Chapman & Hall’ die oben abgeleiteten

Fragmente erhdlt man einen Treffer.

Aloesol (11)
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Aloesol® (11) ist ein in Pflanzen weit verbreiteter Inhaltsstoff. Es handelt sich dabei um
das in der Seitenkette reduzierte Aglykon des Aloesins’. Eine Isolierung dieser Substanz

aus Bakterien ist bisher noch nicht beschrieben worden.

Im Unterschied zu dem Literaturwert (Drehwert: [a]lz)o = 38.4 °, Methamol)76 ist flir die

isolierte Verbindung der Drehwert [¢]2) = - 13 ° (Methanol) bestimmt worden. Es handelt

sich daher vermutlich um die enantiomere Verbindung. Abweichungen im Drehwert

konnten auf eine nicht enantiomerenreine Bildung von 11 zuriickzufiihren sein.

2.3. Mensalon (12)

Neben Aloesol (11) entsteht auch Mensalon (12) als neue Verbindung nach Zugabe von 2
Vol.-% DMSO zum Nihrmedium. 12 wird durch Chromatographie an Kieselgel
(Dichlormethan/Methanol-Gradient, 98:2 — 5:1) und Sephadex LH-20 (Aceton) aus dem
Kulturfiltratextrakt in einer Ausbeute von 2.0 mg/L isoliert.

Mensalon (12) hat einen Re-Wert von 0.22 (Chloroform/Methanol, 9:1), zeigt bei 254 nm
UV-Aktivitit und mit Anisaldehyd/H,SOy eine violette Farbreaktion. Mensalon (12) 16st
sich gut in Methanol und DMSO, und m#8ig in Aceton. Eine Hochauflésung des Molpeaks
im EI-Massenspektrum bei m/z = 234 fithrt zu der Summenformel C,3H;4,04. Die Banden
bei 1689 und 1653 cm™ im IR-Spektrum stammen von o,B-ungesittigten Ketonen. Die
bathochrome Verschiebung des Absorptionsmaximums im UV-Spektrum von 273 auf 325
nm beim Wechsel von neutraler zu basischer methanolischer Losung deutet auf die
Anwesenheit einer phenolischen Hydroxylgruppe hin. Die Intensititen der Signale im
Protonenspektrum (dg-Aceton) lassen auf zwolf Wasserstoffatome schlieBen. Ein Quintett
bei 8y =4.28 kann einem Heteroatom-substituierten Methinproton mit zwei Methylen-
Nachbargruppen zugeordnet werden. Die Signale der diastereotopen Methylengruppen
finden sich als Doppeldublett-Signal bei dy = 2.55/2.79 und 2.90/3.10. Zwei Signale bei
8y = 2.40 (Singulett) und 2.45 (Singulett) sind fiir Methylgruppen charakteristisch.
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Abbildung 17: 'H-NMR-Spektrum (300 MHz, Aceton-ds) von Mensalon (12)

Im "C-NMR-Spektrum (ds-Aceton) findet man 13 Signale, von denen jeweils zwei
Signale Methyl-, Methylen- sowie Methingruppen zugeordnet werden kénnen. Von den
sieben iibrigen Signalen fiir quartire Kohlenstoffatome sind die bei 8¢ = 208 und 199 fiir
Keton-Carbonyl-Kohlenstoffatome typisch. Es ergibt sich ein tetra-substituierter
Phenylring mit anelliertem Sechsring, also ein Tetralongeriist.

Die hier als Mensalon (12) bezeichnete Substanz ist 1998 unter dem Kiirzel GTRI-02%
verdffentlicht worden. Sie fiel bei einem Screening auf Radikalfinger auf und wird von
einer Micromonospora sp. produziert.

Der Drehwert [o]2’ =-10 ° (Methanol) ist fiir beide Verbindungen identisch, die

Stereochemie an C-3 ist bisher nicht geklért.

10 11

CH, CH, O
9 8 Mensalon (12)
HO OH

5 4
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3. Untersuchungen zur Biosynthese von Mensacarcin (4)

16 17
OMe OMe OH O
s OH

3 Mensacarcin (4)

O OH
Cc-17
P C-14
Cc1  C-13 -
C-10 C-16 c-3 C-15
C-5a C-6
Cc-7 C-8
C-94 c2| |4
C-1
C
s R ponbifvuing Y WMMW

Abbildung 18: “C-NMR-Spektrum (125.7 MHz, CDCls) von Mensacarcin (4)

3.1. Zusammenfassung der Ergebnisse aus der Diplomarbeit

Die Experimente mit [1-"3C]- und [1,2-"*C;]Acetat erbrachten folgende Erkenntnisse. Das
Grundgeriist von Mensacarcin wird aus neun intakten Acetateinheiten und einem weiteren
Kohlenstoffatom C-15 aufgebaut. Letzteres weist nach dem Experiment mit [1,2-
1B3C,]Acetat eine spezifische Anreicherung von 7.0% mit C-16 als Referenzatom auf. Daher
stammt C-15 aus einer Acetateinheit und verbleibt nach Decarboxylierung im Grundgertist.
C-13/C-14 ist die Startereinheit. Bei 4 handelt es sich demnach um ein Decaketid, das von
einer Typ II-Polyketidsynthase gebildet wird”’.



Weiterfiihrende Untersuchungen am Stamm Streptomyces sp. G6 C4/4 37

3.2 Fiitterungsexperimente78

3.2.1. Fiitterungsexperimente mit L-[Methyl-13 C]Methionin

S-Adenosylmethionin (SAM) ist das bedeutenste biochemische Methylierungsmittel.
Wenn man nach einem Fiitterungsexperiment mit L-[Methyl-'*C]Methionin im
Zielmolekiil '*C-angereicherte Methylgruppen findet, ist dies ein Beweis, dass diese
Biosyntheseschritte iiber S-Adenosylmethionin (SAM) verlaufen.

380 mg (2.6 mmol) L-[Methyl-"*C]Methionin wurden in 100 ml sterilem Wasser geldst
und von der 20. bis zur 40. Stunde kontinuierlich zur Kulturbrithe des Stammes G6 C4/4
zugefiittert. Die Kultivierung beendete man nach 44 h und isolierte 130 mg BC-markiertes

Mensacarcin (4).

C-Atom | Mensacarcin (4) | spezifische | C-Atom | Mensacarcin (4) | spezifische
8c (ppm) Einbau &c (ppm) Einbau

C-1 70.0 0 C-9a 127.9 -0.4
C-2 83.2 0.1 C-10 69.3 -0.2
C-3 31.4 0 C-10a 66.2 0.1
C-4 68.0 0 C-11 208.6 0.1
C-4a 63.2 0.1 C-12 58.0 0
C-5 192.7 0.3 C-13 56.9 0
C-5a 130.3 -0.1 C-14 17.6 -0.1
C-6 119.4 0 C-15 11.0 0
C-7 129.5 0 C-16 55.9 49.1
C-8 116.9 -0.5 C-17 59.3 54.3
C-9 158.8 -0.4

Tabelle 7: *C-NMR-Daten (75.5 MHz, CDCl;) von Mensacarcin (4) nach Einbau von L-
[Methyl-"*C]Methionin

Der Einbau von *C-Kohlenstoff wird mit NMR-spektroskopischen Methoden {iberpriift.
Die Signale der mit den *C-Vorliufern angereicherten Atome haben eine hohere Intensitét
als die Signale in einem Referenzspektrum. Die Signalintensitdten der markierten

Verbindung wurden auf das Kohlenstoffatom C-1 der Referenzverbindung normiert, bei



38 Weiterfiihrende Untersuchungen am Stamm Streptomyces sp. G6 C4/4

dem kein Einbau zu erwarten war. Bei der Auswertung der Spektren wurden die
Intensititen und nicht die Integrale der Signale herangezogen. Diese iibliche
Vereinfachung der Auswertung fiihrt teilweise zu einem geringen negativen spezifischen
Einbau. Der spezifische Einbau fiir die zwei Methoxyl-Kohlenstoffatome C-16 und C-17
ist sehr hoch, womit bewiesen ist, dass S-Adenosylmethionin (SAM) das

Methylierungsmittel ist.

3.2.2. Fiitterung von ['%0,]Gas

Die Sauerstoffatome in Polyketiden kénnen von den Acetatsauerstoffatomen, aus dem
Wasser des Nihrmediums oder aus der Luft stammen. Um zu zeigen, welche
Sauerstoffatome aus Luft-O, hervorgehen, fiihrt man Kultivierungen in einer mit ['*0,]Gas

angereicherten Atmosphére durch.

C-Atom | 8¢ (ppm) | AS (ppb) | '°0:"°0 (%)
C-2 83.2 27 58:42
C-4 68.3 21 54:46
C-4a 63.2 25 51:49
C-5 192.7 42 87:13
C-10a 66.3 38 53:47
C-12 58.0 28 53:47
C-13 56.9 34 51:49

Tabelle 8: a-Isotopenshift und Anreicherung nach ['80,]Fiitterung

Fir dieses Experiment benutzt man eine geschlossene Apparatur. Da die
Kultivierungsbedingungen,  insbesondere  die = Beliiftung, sich  von  den
Standardbedingungen unterscheiden, muss mit einer Wachstumskurve der zeitliche Ablauf
der Metabolitenproduktion iiberpriift und der Sauerstoffverbrauch festgestellt werden.
Dabei stellte sich heraus, dass unter den gewihlten Bedingungen (28 °C, 250 rpm, 5.0
vvm) die Biosynthese von Mensacarcin (4) anstelle nach 20 h erst nach 35 h einsetzt. Das
Fiitterungsexperiment wurde mit vier Erlenmeyerkolben durchgefiihrt, die je 100 ml

Nihrmedium enthielten. Nach 35 h spiilte man die Apparatur drei Minuten mit Stickstoff,
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fiillte 750 m1 ['®0,]Gas ein und lieB bis zur 45. Stunde fermentieren. Es konnten 16 mg
Mensacarcin (4) isoliert werden.

Im ESI-Massenspektrum fiir positive Tonen liegt der Peak héchster Masse bei m/z = 452
[M + Na" + 10], was dem Einbau von fiinf Sauerstoffatomen entspricht. Der Einbau von
80 wird mit einem "‘C-NMR-Experiment bewiesen, weil das Signal des a-
Kohlenstoffatoms bei héherem Feld erscheint. Dieses Phdnomen wird als o-Isotopenshift
bezeichnet. Man gibt diesen in A8 (ppb) an. Vergleicht man das Integral des Restsignals in
normaler Lage mit dem des verschobenen, erhélt man das Einbauverhéltnis von %0 zu 0.
Im "“C-NMR-Spektrum (125.5 MHz, CDCl;) findet man zu den Signalen der
Kohlenstoffatome C-2, C-4, C-4a, C-5, C-10a, C-12 und C-13 einen o-Isotopenshift.

Damit ist fiir die Sauerstoffe an diesen Atomen der Einbau aus der Atmosphire bewiesen.

C-5 C-2 C-4

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
192.68  192.64 192.60  192.56 ppm  83.26 83.23 83,20 83.17 ppm68.46 68.42 68.38 €8.34 68.30 68.26 ppm

C-10a C-4a C-12 C-13

NN

T T T T T T T T T T T ™ T T T T T T T T
66.34 66.30 66.26 66.22 ppm63.24 63.18 63.15 63.12 ppm 58.04 58.00 57.96 ppm 56.96 56.92 56.88 . 56.84 ppm

Abbildung 19: Spreizungen der Kohlenstoffsignale und o-Isotopenshifts aus dem Be-
NMR-Spektrum von Mensacarcin (4), dessen Kohlenstoffatome 8O-

Einbau tragen

Es fillt auf, dass der Carbonylkohlenstoff C-5 einen besonders geringen Einbau zeigt. Dies

konnte auf einen Austausch mit Wasser in der Kulturbriihe hindeuten.
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Abbildung 20: Hypothetischer Mechanismus fiir den Sauerstoffaustausch an dem Kohlen-
stoffatom C-5 ausgehend vom Chinon- (oben) oder Tetralonvorldufer

(unten)

3.2.3. Diskussion der Biogeneseuntersuchungen

Nach den Fiitterungsexperimenten mit [1-°C]Acetat, [1,2-"°C;]Acetat, L-[Methyl-
13C]Methionin und ['*0,]Gas ist die Biogenese der meisten Atome des Mensacarcins (4)
geklért. Durch ein Fiitterungsexperiment mit [1-1C, '0,]Acetat kénnte die Herkunft der
Sauerstoffatome an C-1, C-9, C-10 und C-11 aus Acetat noch bewiesen werden. Da bei
Typ II-Polyketiden bekannt ist, dass die Biogenesequelle dieser Sauerstoffatome Acetat ist,
wurde auf einen Beweis verzichtet. Die Biogenese des Mensacarcins (4) stellt sich

demnach wie folgt da:

@® [1-'3C]Acetat
[ 1,2-13C,]Acetat
A L-[Methyl-13C]Methionin

Kohlenstoff aus Acetat

|
x o
O Einbau von 20,

Abbildung 21: Biogenese von Mensacarcin (4)
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3.3. Versuche zur Isolierung von Vorliufermolekiilen

Eine Moglichkeit, Hinweise auf den Verlauf der Biosynthese einer Verbindung zu
erhalten, ist die Isolierung von Vorldufermolekiilen. Durch ungezielte Mutationen kdnnen
Mutanten eines Stammes erhalten werden, die z.B. Vorldufermolekiile akkumulieren, weil
Enzyme der folgenden Biosyntheseschritte fehlen. Wenn es gelingt, den
Biosynthesecluster einer Verbindung zu isolieren und zu sequenzieren, kann man durch
Manipulation des Genoms gezielt Enzyme ausschalten und so die Akkumulation von
Vorldufermolekiilen herbeifiihren. Im Folgenden werden einige nicht-genetische
Experimente beschrieben, die zur Isolierung von Vorldufermolekiilen fiihrten oder hitten

fithren kénnen.

3.3.1. Isolierung von Mensacarcin (4) und weiteren Metaboliten (aus 10 L-Fermenter)

[,Kulturﬁltratextrakt\l

[
Kieselgel

Dichlormethan/Methanol-Gradient, 98:2 - 5:1

Fraktion II
82 mg

Fraktion I
1211 mg

Fraktion III
33 mg

ctallicats Kieselgel
Kristallisati g
Ethyfaze:eslt /n(-)II’l e?:iesm Dichlormethan/Methanol- Sephadex LH-20
Gradient, 95:5 - 9:1 Aceton
Mensacarcin (4) Desmethyl- Didesmethyl- Didesmethyldihydro-
1210 mg mensacarcin (20)| | mensacarcin (19) mensacarcin (21)
14 mg 33 mg 17 mg

Abbildung 22: Isolierung von Mensacarcin (4), Desmethyl- (20), Didesmethyl- (19) und
Didesmethyldihydromensacarcin (21)
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Ri |R;
4 |Me |Me
19/ H |H
20 | Me

Nach einer Kultivierung von G6 C4/4 (4) im 10 L-Mafstab im Fermenter Biostat E unter
Standardbedingungen gelang die Isolierung weiterer Metabolite aus der Mensacarcinreihe.
Bei Didesmethylmensacarcin (19) sind die Sauerstoffatome an C-9 und C-10, bei
Desmethylmensacarcin (20) nur an C-10 nicht methyliert. Bei Didesmethyldihydro-
mensacarcin (21) sind beide Sauerstoffatome nicht methyliert, und in der Seitenkette

befindet sich anstelle der a-Epoxy- ein B-Hydroxyketon.

3.3.2. Untersuchung der Biosynthese mit der HPLC-UV-CD-Kopplung

Um festzustellen, ob im Verlauf einer Fermentation mit Stamm G6 C4/4
Vorldufermolekiile gebildet werden, wurden fortlaufend 100 ml-Proben aus einer
Fermentation (Fermenter Braun Biostat B) entnommen und mit der HPLC-UV-CD-
Kopplung untersucht. Dabei zeigen die Peaks flir Didesmethyl- (19, Peak 1),
Desmethylmensacarcin (20, Peak 2), sowie zwei weitere Peaks 3 und 5 einen Verlauf, wie
sie fiir Biosynthesevorldufermolekiile zu erwarten sind: Die Intensitdt nimmt zunéchst
kontinuierlich zu und nach Durchlaufen eines Maximums wieder ab. Die maximale

Intensitit wird bei Peak 5 nach 21 h, und den anderen Peaks nach 33 h erreicht.
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Abbildung 23: Chromatogramme von Proben einer Kultivierung von Stamm G6 C4/4
nach 0, 21,33 und 42 h

Die Konzentration des Mensacarcins (4) (Peaks 4) nimmt nach 21 h bis zum Abbruch der
Fermentation nach 42 h kontinuierlich zu. Aufgrund der geringen Stoffmenge gelang es

nicht, die Substanzen zu isolieren, die den Peaks 3 und 5 zuzuordnen sind.

3.3.3. Abbruch einer Kultivierung zu Beginn der Biosynthese

Eine Kultivierung von Stamm G6 C4/4 im 3 L-Mafstab im Fermenter Braun Biostat B
wurde kurz nach Beginn der Biosynthese nach 22 h abgebrochen und der Mycel- und
Kulturfiltratextrakt im chemischen Screening untersucht und durch Saulenchromatographie

aufgereinigt. Es konnten keine neuen Biosynthesevorldufer nachgewiesen werden.

3.3.4. Zufiitterung von Enzyminhibitoren

Durch Zufiitterung von P4so-Monooxygenaseinhibitoren zu Beginn der Biosynthese sollten

weniger oxygenierte Vorldufermolekiile zugénglich sein. Diese Versuche sind unter IIL.1.5.
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genauer beschrieben. Eine Akkumulation von Vorldufermolekiilen konnte nicht erreicht

werden.

3.4. Diskussion der Ergebnisse

Die Fiitterungsversuche mit [1-"*C)- und [1,2-*C,]Acetat haben gezeigt, dass Mensacarcin
(4) ein Decaketid ist, das von einem Multienzymkomplex einer Typ II-Polyketidsynthase
gebildet wird”’. Als erstes nachweisbares Produkt tritt Didesmethylmensacarcin (19) auf.
Bei den O-Methylierungen durch S-Adenosylmethionin (SAM) handelt es sich vermutlich
um die letzten beiden Biosyntheseschritte.

Je nach Regioselektivitit der Cyclisierung und dem Auftreten einer Ketoreduktion an C-9
der Polyketidkette am Multienzymkomplex (die Nummerierung der Kohlenstoffatome
beginnt an der Thioesterbindung am Multienzymkomplex), unterteilt man die Typ II-
Decaketide in Gruppen: Tetracenomycine’” (9,14-Decaketide), Aureolsiuren®® (7,12-
Decaketide), Angucycline®' (7,9,12-Decaketide) und Anthracycline® (7,9,12-Decaketide).
In der friihen Biosynthese wird an einem Multienzymkomplex iiber iterative Schritte die
Polyketidkette aufgebaut, regioselektiv cyclisiert und aromatisiert. Ein stabiles
Zwischenprodukt wird dann vom Multienzymkomplex abgespalten und in den Schritten
der spiten Biosynthese zu den Sekundidrmetaboliten modifiziert. Die Schritte der spéten
Biosynthese bestehen aus Reduktionen, Oxidationen, Methylierungen, Glykosylierungen
und Umlagerungen. Bei Mensacarcin (4) handelt es sich um ein 7,9,12-Decaketid mit einer
neuen Grundstruktur, die keine der oben genannten Gruppen zugeordnet werden kann.
Analog zu den Anthracyclinen wird Mensacarcin (4) vermutlich von einer Typ II-
Polyketidsynthase gebildet, wobei die frithe Biosynthese tiber ein Anthrachinonderivat (17)
als Zwischenprodukt verlduft. Die Schritte der spiten Biosynthese unterscheiden sich

jedoch erheblich von der Biosynthese der Anthracycline.



Weiterfiihrende Untersuchungen am Stamm Streptomyces sp. G6 C4/4 45

Tetracenomycin Aureolsiuren
9,14-Decaketid 7,12-Decaketide

:$ / Mensacarcine

7,9,12-Decaketide

Anthracycline Angucycline COOH
7,9,12-Decaketide 7,9,12-Decaketide

Abbildung 24: Unterschiedliche Faltungsmodi von Typ II-Decaketiden

Die Biosynthese von Doxorubicin (2) ist gut untersucht und dient als Vorlage fiir die
Biosyntheseiiberlegungen. Am Multienzymkomplex einer Typ II-Polyketidsynthase wird
aus einer Acetyl-Coenzym A-Startereinheit und neun Malonyl-Coenzym A-Verldnge-
rungseinheiten® die Decaketidkette aufgebaut, an C-9 regioselektiv reduziert, zwischen
den Kohlenstoffatomen C-7/C-12, C-5/C-14 und C-3/C-16 cyclisiert sowie durch
Dehydrierung aromatisiert. Nach Oxidation an C-6 wird ein Anthrachinonderivat (17)
freigesetzt. Der Multienzymkomplex besteht vermutlich aus den Enzymen holo-
Acylcarrierprotein (holo-ACP), zwei Ketosynthasen (KS., KSg), einer Ketoreduktase
(KR1(9)), einer Aromatase (ARO1) und einer Cyclase (CYC2/3). Die minimal PKS,
bestehend aus holo-ACP, KS,, und KSg, bildet durch iterative Nutzung der Komponenten
die Polyketidkette und determiniert die Anzahl der Ketideinheiten. Zusammen mit der
Ketoreduktase KR1(9) erfolgt nach der Reduktion an C-9 regioselektiv die erste
Cyclisierung zwischen C-7/C-12. Dieses wird durch die Aromatase (ARO1) unterstiitzt,

die auch die Aromatisierung dieses und des zweiten Ringes bewirkt. Unter der Einwirkung
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der Cyclase CYC2/3 werden die Ringe zwei und drei gebildet. Die Oxidation an C-6 wird
durch eine Oxidase (OOX(6)) katalysiert. Das stabile Anthrachinonderivat (17) wird vom
Multienzymkomplex abgespalten. Aklanonsgure® (18), das Homologe Intermediat in der
Doxorubicin (2) Biosynthese, konnte isoliert®> und durch Fiitterungsversuche mit

markierten Verbindungen als Vorldufermolekiil zweifelsfrei identifiziert werden®.

Aklanonsdure (18)

0 COOH

Die spite Biosynthese von Doxorubicin (2) wird durch eine Methylierung der Sduregruppe
und die Ausbildung des vierten Ringes eingeleitet. In der Biosynthese von Mensacarcin (4)
wird die tricyklische Grundstruktur beibehalten, die Sauregruppierung abgespalten und das
Anthrachinonderivat (17) durch Oxidoreduktasen sowie Oxygenasen modifziert und durch
SAM methyliert. Als Oxygenasen kommen sowohl Monooxygenasen87 als auch
Dioxygenasen™ in Frage. Da aus dieser Phase der Biosynthese keine Vorldufermolekiile
akkumuliert oder isoliert werden konnten, sind die Reihenfolge der enzymatischen Schritte
und die  Dbeteiligten Enzyme unbekannt. Durch den Einsatz von sechs
Reduktionsiquivalenten und den FEinbau von vier Sauerstoffatomen kommt es zur
Ausbildung des Didesmethylmensacarcins (19) das sukzessive durch O-Methylierung zu

Mensacarcin (4) modifiziert wird.
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Typ II-Polyketidsynthase Iésé §937 /12)
ARO1
CYC2 (5/14)
CYC3 (3/16)
1 Acetyl-CoA —— 00X (6)
9 Malonyl-CoA +[0]
- [Enz]
OH O 0O
CH, | 4 ‘O CH,
-H, O
0) OH 19 - CO, 17 COOH
l + [Me]
OMe OH OH O OMe OMe OH O
OH = OH

Abbildung 25: Postulierter Biosyntheseweg flir Mensacarcin (4)
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3.5. Uberlegungen zur Biosynthese von Aloesol (11) und Mensalon (12)

Bei Aloesol (11) und Mensalon (12) handelt es sich vermutlich um Heptaketide. Fiir beide

Verbindungen sind zwei verschiedene Faltungsmodi denkbar.

EnzS

HO OH
al
SEnz
O
O O
o)
H,C S
O 9 70

Abbildung 26: Hypothesen zur Biosynthese von Aloesol (11) und Mensalon (12)

Beide Verbindungen enthalten typische Strukturelemente spontaner Cyclisierungen von
Polyketidketten. Die Chromonstruktur findet sich in den PKS-Shuntprodukten TW93b (22)
und als 3-Hydroxy-Chromanon in SEK4 (23) und SEK4b (24). Vermutlich handelt es sich
bei den Verbindungen um Shuntprodukte aus der Biosynthese von Mensacarcin (4), wobeli
der Aufbau der Polyketidkette nach dem siebten Verldngerungsschritt abgebrochen wird
und die Heptaketidketten spontan cyclisieren. Da beide Verbindungen einen Drehwert
aufweisen, ist eine enzymatische Umsetzung wahrscheinlich. Dies kann jedoch nach
spontaner Cyclisierung durch Katalyse einer Oxidoreduktase geschehen sein und ist kein

Beweis fir eine Bildung an einer PKS. Eine Beteiligung der Mensacarcin-
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Polyketidsynthase ist nur im Fall von Mensalon (12) denkbar, wo eine Cyclisierung

zwischen den Kohlenstoffatomen C-7/C-12 stattfindet.

CH, Q
150 10
OH
O 7
7
=
6) OH
SEK4b (23)

SEK4 (22) TW93b (21)
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IV. Chemische Derivatisierung von Mensacarcin (4)

1. Mensacarcindiacetat (25)

Acetanhydrid
Pyridin
6h, 0 °C,
6h,25°C

76 %

OMe OMe OAc O
H OH

Abbildung 27: Acetylierung von Mensacarcin (4)

Mensacarcin (4) wurde in Pyridin mit Acetanhydrid in einer Ausbeute von 96% acetyliert
(Abbildung 27). Eine Hochauflssung des Peaks hochster Masse im EI-Massenspektrum bei
m/z = 504 ergibt die Summenformel Cy5H,301;, was dem Einbau von zwei Acetylgruppen
entspricht. Die Estercarbonyle weisen im IR-Spektrum eine intensive Absorptionsbande
bei 1748 cm™ und im *C-NMR-Spektrum (CDCls, 75.5 MHz) Resonanzen bei 8¢ = 170
und 169 auf. Im Protonenspektrum (CDCls;, 300 MHz) liegen die Signale der Acetyl-
Methylgruppen bei 8y = 2.05 und 2.17. Die Protonen an C-1 und C-4 zeigen einen starken
Tieffeldshift, was die erwartete regioselektive Acetylierung der sekunddren Hydroxyl-

gruppen an C-1 und C-4 bestitigt.

Mensacarcinsidure (26)

(Me OMe QH & o 0.02 N Natrium-

periodatlosung
CHy,  snoasec

95 %

Abbildung 28: Darstellung von Mensacarcinsédure (26)

Durch Umsetzung von Mensacarcin (4) mit 0.02 N Natriummetaperiodat-Lésung bei

Raumtemperatur erhielt man Mensacarcinsdure®’ (26) in 95% Ausbeute (Abbildung 28).
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Eine Hochauflssung des Peaks hochster Masse im EI-Massenspektrum bei m/z = 350
ergibt die Summenformel C;;H;30s. Im IR-Spektrum erkennt man zwei Carbonyl-
Absorptionsbanden bei 1736 cm’ fiir eine Carbonsiure und bei 1693 fiir ein aromatisches
Keton. Im Protonenspektrum (CD;OD, 300 MHz) sind die Signalgruppen fiir den 1,2,3-
trisubstituierten Aromaten bei dy = 7.31, 7.46 sowie 7.52 (jeweils Doppeldublett) und die
Methoxylgruppen bei 8y=3.94 und 3.68 (jeweils Singuldtt) zu erkennen. Im
Hochfeldbereich befindet sich ein Methylsignal bei 8y = 1.32 (Singulett) und das Quintett
eines Methinprotons bei dy = 2.74. Das BC-NMR-Spektrum (CD;0D, 75.5 MHz) zeigt in
Ubereinstimmung mit der Hochauflésung 17 Signale, denen laut APT eine Methyl- und
zwei Methoxylgruppen, neun Methingruppen und sieben quartiren Kohlenstoffatomen
zuzuordnen sind. Darunter sind zwei Carbonylsignale bei 6c =192 und 180 und sechs
aromatische Signale des trisubstituierten Methoxyphenolfragments. Aus den COSY- und
HMBC-Korrelationen erhidlt man zwei Fragmente, die sich zu Mensacarcinsiure (26)

verkniipfen lassen.
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V. Zur biologischen Aktivitit der Naturstoffe und Naturstoff-

derivate

1. Antibiotische Aktivitit von Mensacarcin (4)

Bei Plattendiffusionstests zeigte Mensacarcin (4) bei einer Konzentration von 1 mg/ml
keine biologische Aktivitit gegen Staphylococcus aureus, Mucor hiemalis, Escherichia

coli, Bacillus subtilis und Candida albicans.

2. Antitumoraktivitit der Naturstoffe und Naturstoffderivate

Tests auf Antitumoraktivitit wurden von Prof. Beil an der Medizinischen Hochschule
Hannover (MHH) gemdBl den NCI-Richtlinien® an den Tumorzelllinien HMO2
(Magenadenocarcinom), MCF7 (Mammacarcinom), Kato III (Koloncarcinom), HEP G2
(Lebercarcinom) und Jurkat (T-Zell-Leuké@mie) durchgefiihrt.

Substanz GIso (umol/L) | TGI (umol/L) | LCso (umol/L)

Aloesol (11) 5.8 >10 >10
Doxorubicin (2) <0.1 0.14 0.4
Desmethylmensacarcin (20) <0.1 0.2 0.65
Didesmethyldihydromensacarcin (21) 0.24 1.0 >10
Didesmethylmensacarcin (19) 0.14 0.38 1.1
Mensacarcin (4) 0.17 0.64 0.90
Mensacarcindiacetat (25) 0.8 3.8 10.0
Mensacarcinsdure (26) 9.6 >10 >10

Tabelle 9: Inhibitorische Wirkstirke ausgewihlter Substanzen auf die Tumorzelllinie

HMO2 (Magencarcinom)

Aloesol (11) ist schwach aktiv, Mensalon (12) zeigt keine Wirkung. Die Substanzen aus
der Mensacarcinreihe hemmen das Wachstum aller Zelllinien im mikromolaren Bereich.
Die inhibitorische Wirkstérke der Substanzen entspricht der von Doxorubicin (2) und liegt
deutlich iiber der von 5-Fluoruracil. Wahrend die Desmethylderivate eine #hnliche

Aktivitit wie Mensacarcin (4) aufweisen, ist die Wirkstirke des Derivates (21) mit der [3-
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Hydroxyketon-Struktur um den Faktor zehn geringer. Auch das acetylierte Derivat zeigt

eine deutlich reduzierte Wirkung. Die Mensacarcinséure (26) ist in den Tests unwirksam.

Substanz GIso (umol/L) | TGI (umol/L) | LCsp (nmol/L)
Aloesol (11) 9.8 >10 >10
Doxorubicin (2) 0.25 1.0 >50
Desmethylmensacarcin (20) 0.26 0.98 >10
Didesmethyldihydromensacarcin (21) 0.95 9.8 >10
Didesmethylmensacarcin (19) 0.89 5.1 >10
Mensacarcin (4) 0.72 1.1 >10
Mensacarcindiacetat (25) 0.55 22 >10
Mensacarcinsdure (26) >10 >10 >10

Tabelle 10: Inhibitorische Wirkstirke ausgewihlter Substanzen auf die Tumorzelllinie

Hep G2 (Lebercarcinom)

Aufgrund der guten inhibitorischen Wirkstirke von Mensacarcin (4) wurde am National
Cancer Institut (NCI), Bethesda, Maryland, weitere Tests an 60 humanen Tumorzelllinien
durchgefiihrt. Die Wirkstiirke der Substanz wurde in allen Tests bestitigt (Tabelle 11,
Tabelle 12, Tabelle 13). Die ASTA Medica AG testete Mensacarcin (4) an drei
ausgewihlten Zelllinien im Hohlfaser-Assay und stellte an der Zelllinie L1210 mit 39%
Hemmung des Wachstums bei 4 x i.p. Gabe und 10 mg/kg Dosierung den besten Wert fest.
Die orientierende toxikologische Priifung ergab einen LDsyp-Wert von ca. 100 mg/kg an der
Maus. Die Freiburger Oncotest GmbH testete Mensacarcin (4) in vivo an Tumorzelllinien
in Miusen. Bei einer Dosis von 30 mg/kg/Tag i.p. wurde mit einer Tumorreduktion des
Tumors MAXF 401 von 39.5% der Kontrolle das beste Ergebnis erzielt. Dieser stellte mit

einer Korpergewichtsabnahme von 15% die maximal tolerable Dosis dar.

Substanz GIso (umol/L) | TGI (umol/L) | LCsy (umol/L)
Doxorubicin (2) 0.03 1.70 23
Mensacarcin (4) 0.14 0.53 >100

Tabelle 11: Inhibitorische Wirkstirke auf die humane Tumorzelllinie CCRF-CEM

(Leukemia) im Vergleich mit Doxorubicin (2)
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Substanz GIso (umol/L) | TGI (umol/L) | LCso (pmol/L)
Doxorubicin (2) 0.64 1.00 24
1.73 7.70 >100

Mensacarcin (4)

Tabelle 12: Inhibitorische Wirkstirke auf die humane Tumorzelllinie A549/ATCC (Non-

Small Cell Lung Cancer) im Vergleich mit Doxorubicin (2)

Substanz GIso (umol/L) | TGI (umol/L) | LCso (pmol/L)
Doxorubicin (2) 0.12 1.94 14
Mensacarcin (4) 0.21 1.32 35

Tabelle 13: Mittlere inhibitorische Wirkstirke auf 60 humane Tumorzelllinien im

Vergleich mit Doxorubicin (2)



Zusammenfassung der Ergebnisse 55

V1. Zusammenfassung der Ergebnisse

1. CD-Screening

1)

2)

3)

4)

3)

6)

Im CD-Screening wurden 192 Extrakte von 32 Stdmmen untersucht. Zwei Stdimme
wurden intensiv bearbeitet und die CD-aktiven Komponenten isoliert. Es wurde ein
Screening-Protokoll ausgearbeitet, das die effiziente Anwendung des CD-Screenings
auf eine grofle Zahl von Extrakten erlaubt.

Aus dem Stamm K21/5 wurde die CD-aktive Komponente isoliert und durch
spektroskopische Methoden als Streptazolin (6) identifiziert.

Aus dem Stamm K23/4 wurde als CD-aktive Komponente das Elasnin (7) isoliert und
anhand der Spektren identifiziert.

Fiir die HPLC-CD-UV-Kopplung wurde ein Screening-Protokoll ausgearbeitet, das die
effiziente Anwendung auf eine grof3e Zahl von Extrakten erlaubt.

Mit der HPLC-CD-UV-Kopplung konnte fiir den Stamm K22/8 Streptazolin (6) als
CD-aktive Komponente direkt durch Untersuchung des Extrakts ohne vorangehende
Isolierung nachgewiesen werden.

Die Ergebnisse aus dem CD-Screening wurden zusammengestellt und bewertet.

2. Weiterfithrende Untersuchungen am Stamm Streptomyces sp. Go C4/4

1)

2)

3)

4)

Eine Variation der Ndhrmedien unter Einbeziehung von synthetischen Nahrmedien
fiihrte zu der Produktion eines neuen Sekundirmetaboliten. Dieser konnte isoliert und
durch spektroskopische Methoden zweifelsfrei in der Struktur aufgekldrt werden. Es
handelt sich um Rishirilid A (10).

Durch Zusatz von 2% DMSO zum Nihrmedium nach der Autoklavierung kam es zur
Bildung zwei neuer Verbindungen. Diese konnten isoliert und die Strukturen aufgekldrt
werden. Es handelt sich um die Verbindungen Aloesol (11) und Mensalon (12).

Durch Fiitterung von L-[Methyl-">C]Methionin und ['®0,]Gas konnte die Biogenese
von Mensacarcin (4) vervollstdndigt werden.

Aus Kaultivierungen im 10 L-MaBstab konnten weitere Sekundédrmetabolite der
Mensacarcinreihe isoliert und in ihrer Struktur aufgeklirt werden. Es handelt sich um

Desmethyl- (19), Didesmethyl- (19) und Didesmethyldihydromensacarcin (21).
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5) Die Biosynthese von Mensacarcin (4) wird diskutiert und anhand der Ergebnisse aus
den Untersuchungen und der Biosynthese #hnlicher Metabolite ein mdoglicher

Biosyntheseweg vorgeschlagen.

3. Ergebnisse der chemischen Derivatisierung von Mensacarcin (4)

1) Derivatisierung von Mensacarcin (4) mit Acetanhydrid in Pyridin fiihrte zur Bildung
von Mensacarcindiacetat (25).
2) Umsetzung von Mensacarcin (4) mit 0.02 N Natriummetaperiodat-Losung flihrte zur

Bildung von Mensacarcinsiure (26).

4. Ergebnisse aus den Untersuchungen der biologischen Aktivitit der isolierten

Naturstoffe

1) Mensacarcin (4) ist antibakteriell nicht wirksam.

2) Bei in vitro Untersuchungen an Tumorzelllinien nach den Richtlinien des NCI zeigen
Desmetyhl-(20), Didesmethyl- (19) und Mensacarcin (4) dhnliche cytostatische und
cytotoxische Aktivititen im mikromolaren Bereich. Die Wirkstirke liegt in der
GroBenordnung des Doxorubicins (2). Mensacarcindiacetat (25) und Didesmethyl-
dihydromensacarcin  (21) sind um den Faktor zehn schwécher wirksam,
Mensacarcinsiure (26), Aloesol (11) und Mensalon (12) zeigen in den Tests keine
Antitumoraktivtét.

3) Mensacarcin (4) zeigt bei Untersuchungen am NCI gegen 60 Tumorzelllinien in vitro

eine mittlere cytotoxische Aktivitdt von 0.21 pmol/L und eine mittlere cytostatische
Aktivitdt von 1.32 pmol/L.
4) Bei in vivo Untersuchungen an Méusen stellte sich eine Gabe von 30 mg/kg/Tag i.p.

als maximal tolerable Dosis von Mensacarcin (4) heraus.
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VII. Ausblick

1. CD-Screening

Das HPLC-CD-UV-Screening kann an einer grolen Anzahl von Stdémmen durchgefiihrt
werden. Um die Treffer besser evaluieren zu koénnen und mehrmalige Isolierung der
gleichen Substanz zu verhindern, ist der Aufbau einer CD- und UV-Datenbank sinnvoll.
Ein erstrebenswertes Ziel wire die Kopplung der HPLC-CD-UV-Anlage mit anderen
spektroskopischen Geriten wie MS- und NMR-Spektroskopie. Eine solche Kombination
wiirde es bei einem einfachen Screening ermdglichen, einen Uberblick iiber das
Biosynthesepotential eines Stammes zu erhalten und detaillierte Informationen zu den
Metaboliten liefern, so dass begabte Produzenten und neue Sekundirstoffe schneller als

heute entdeckt werden kénnen.

2. Weiterfithrende Untersuchungen am Mensacarcin-Produzenten

Die Bedingungen unter denen der Stamm G6 C4/4 Rishirilid A (10) produziert fnﬁssen
ausgearbeitet werden. Sobald eine reproduzierbare und stabile Produktion gewéhrleistet ist,
kann die Biogenese und Biosynthese untersucht werden.

Nach der Aufklirung der Biogenese von Mensacarcin (4) ist nun die genaue Kldrung der
einzelnen Biosyntheseschritte in den Mittelpunkt des Interesses geriickt. Dabei soll mit
Hilfe des OSMAC-Ansatzes versucht werden, Vorldufermolekiile zu akkumulieren. Ein
Schwerpunkt kann dabei weiterhin der Einsatz von Enzyminhibitoren (Oxygenase- und
Methylierungsinhibitoren)  sein.  Durch  Zufiitterung  markierter ~ potentieller
Vorldufermolekiile (aus der Synthese) und deren Einbau in das Zielmolekiil konnte sowohl
der vorgeschlagene Biosyntheseweg verifiziert als auch die Moglichkeit zur Generierung
von Derivaten iiber vorlduferdirigierte Biosynthesen geschaffen werden. Parallel wird in
der Arbeitsgruppe Prof. W.Bechthold (Freiburg) der Biosynthesegencluster des
Mensacarcins (4) isoliert und auf den Einsatz in der kombinatorischen Biosynthese
tiberpriift. Blockmutanten kénnen erzeugt werden, bei denen einzelne Enzyme, wie z.B.
Oxygenasen, der Biosynthese blockiert sind und daher Vorldufermolekiile akkumulieren.
Weitere Mensacarcinderivate sollen mit Hilfe chemischer Derivatisierungsmethoden unter

Einsatz von Reagenzien durchgefiihrt werden, die effizient und hochselektiv arbeiten.
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Samtliche Derivate werden auf Antitumoraktivitit getestet und aus den Ergebnissen
Struktur-Wirkungsbeziehungen abgeleitet.

Mit dem OSMAC-Ansatz kann das Biosynthesepotential des Stammes G6 C4/4 weiterhin
untersucht werden. Dabei steht der Einsatz von Signalstoffen besonders im Vordergrund.
Die Sequenzierung des gesamten Genoms von G6 C4/4 wiirde diesen Ansatz unterstiitzen

und komplementieren.
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B. Experimenteller Teil

I. Allgemeines

1. Instrumentelle Analytik

Schmelzpunkte: Alle Schmelz- bzw. Zersetzungspunkte wurden mit einem

Heiztischmikroskop der Firma Reichert bestimmt und sind nicht korrigiert.

Drehwerte: Polarimeter Perkin-Elmer Modell 343, die Drehwerte sind in

[10-1 deg cm? g-1] und die Konzentration in [g/100 ml] angegeben.

Circulardichroismus-Spektren: Jasco J 500 A mit Jasco IF 500 A/D-Wandler und BMC
IF 800 Personalcomputer als Prozessor. Der Circulardichroismus (Ag) ist in
[deg cm?® 10" mol-1] angegeben.

Massenspektren: Finnigan MAT 95: Alpha AXP DECstation 3000-300 LX, EI-MS:
Elektronenenergie 70 eV, Hochauflgsungen mit Perfluorkerosin als Vergleichssubstanz,
FAB-MS: Cisiumkanone, Matrix: a-Nitrobenzylalkohol, Glycerin, DCI-MS:
Elektronenenergie 200 eV; Reaktandgas: NH3;, ESI-MS: Finnigan LCQ.

Infrarotspektren: Alle IR-Spektren wurden als KBr-Preflinge mit einem FT-IR-

Spektrometer der Firma Perkin-Elmer Modell 1600 gemessen.

Elektronenspektren: Kontron Uvikon 860 oder Varian Cary 3E; Methanol/HCl bzw.
Methanol/NaOH: Zu 2 ml methanolischer Losung wurde ein Tropfen 1 N HC1 bzw. 1 N
NaOH gegeben.

IH-NMR-Spektren: Bruker AMX 300 (300 MHz), Varian Unity 300 (300 MHz), Varian
Inova 500 (500 MHz). Chemische Verschiebungen in 6-Werten (ppm) relativ zum
Losungsmittel als internem Standard; Kopplungskonstanten (J) in [Hz]. Abkiirzungen: s =
Singulett, d = Dublett, dd = Doppeldublett, t = Triplett, dt = Dublett vom Triplett, q =
Quartett, dq = Dublett vom Quartett, m = Multiplett, b = breit. Alle "H-NMR-Spektren

wurden niherungsweise als Spektren erster Ordnung interpretiert.

I3C-NMR-Spektren: Bruker AMX 300 (75.5 MHz), Varian Unity 300 (75.5 MHz),
Varian Inova 500 (125.7 MHz). Chemische Verschiebungen in 3-Werten (ppm) relativ
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zum Losungsmittel als internem Standard. Abkiirzungen: APT (Attached Proton Test), CH
(d) und CHj; (q) stehen nach oben, C (s) und CH; (t) stehen nach unten. Abkiirzungen:
s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, q = Quartett.

Verwendete 2D-NMR-Pulssequenzen: COSY (Correlated Spectroscopy), HMQC
(Heteronuclear Multiple Quantum Coherence), HMBC (Heteronuclear Multiple Bond
Connectivity), HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence), NOESY (Nuclear
Overhauser Effect Spectroscopy).

2. Chromatographische Methoden

Losungsmittel: Die Losungsmittel fiir die Diinnschicht- und S#ulenchromatographie
wurden zuvor destilliert, fiir die HPLC wurde bidestilliertes Wasser verwendet; fiir alle

anderen Zwecke fanden analysenreine Losungsmittel Anwendung.
Adsorberharze: Serva Amberlite® XAD-2.

Diinnschichtchromatographie (DC): DC-Fertigplatten KG 60 Fys4 (20 x 20 cm, Merck):
Schichtdicke 0.25 mm; DC-Alufolien KG 60 Fys4 (20 x 20 cm, Merck): Schichtdicke
0.25 mm; HPTLC-Nano-Fertigplatten KG 60 F,s4 (Merck): Schichtdicke: 0.20 mmy;
DC-Alufolien RP-18 Fjs45 (20 x 20 cm, Merck).

Siulenchromatographie: Kieselgel 60 32-63 um (ICN Biomedicals GmbH); Kieselgel 60
0.04-0.063 mm (Macherey-Nagel); Kieselgel < 0.063 mm fiir die Flash-Chromatographie
nach W.C. Still”" (Machery-Nagel); Sephadex LH-20 (Fluka).

High Performance Liquid Chromatographie (HPLC): Pumpe: Jasco PU-1580;
Autosampler: Jasco AS-1555; Detektor: Jasco UV-1570 M; Mischkammer: Jasco LG-
1580-02, Degaser: Jasco DG 1580-53; Datensystem: Jasco Borwin 1.5; Sdule: Knauer
Nucleosil 100 C18, 3 x 250 mm.

3. Mikrobiologische Methoden

Schiittler: Braun Inkubationsschiittelschrank BS4; Braun Certomat® RM; Braun
Certomat® BS-1.

Fermenter: Braun Biostat B (2 L/5 L), Braun Biostat E (15 L), 10 L-Airliftfermenter,
gebaut: Universitit Dortmund, Fischer & Porter Gasflowmeter (45711 M), The Analytical

Development Co Ltd. Kohlendioxid-Analysator, Ingold Sauerstoffelektrode.
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Verwendete Nihrmedien:

Allgemeines: Die Nihrmedien wurden 30 min bei 121 °C autoklaviert. Alle Angaben
beziehen sich auf einen Liter Medium. Fiir komplexe Medien wurde Leitungswasser und
fiir synthetische Medien demineralisiertes Wasser verwendet. Die pH-Werte wurden mit
0.5 N NaOH bzw. mit 1 N oder konzentrierte HCI vor der Sterilisation eingestellt. Festen
Medien wurde 1.5% Agar hinzugefligt.

Nihrmedienbestandteile: Arginin: Janssen Chimica, Asparagin: Fluka, Bacto Nutrient

Broth Difco, Bitek Agar: Difco, Calciumcarbonat: Merck, Dikaliumhydrogenphosphat:
Merck, Eisensulfat-Heptahydrat: Fluka, Glucose: Merck, Hafermehl: Hologold,
Hefeextrakt: Gibco BRL, Kaliumdihydrogenphosphat: Merck, Magnesiumsulfat-

Heptahydrat: Fluka, Malzextrakt: Difco, Mannit: Fluka, Natriumchlorid: Baker,
Natriumnitrat: Griissig, Sojamehl (entfettet): Hensel.

SM: Sojamehl (entfettet) 20.0 g, Mannit 20.0 g, pH = 7.0.

M2: Glucose 4.0 g, Hefeextrakt 4.0 g, Malzextrakt 4.0 g, CaCO; (Festmedium) 0.2 g,
pH=7.0.

Hafermedium: Hafermehl 20.0 g, Spur 11 2.5 ml, pH =7.8.

Nihrlésung Nr.1153: Glycerin 12.5 g, Arginin, 1.0 g, Dikaliumhydrogenphosphat 1.0 g,

Magnesiumsulfat-Heptahydrat 0.5 g, Natriumchlorid 1.0 g, Spur 11 5.0 ml, pH =7.3.
Nihrlésung Nr.1187: Stirke 10.0 g, Ammoniumsulfat 2.0 g, Dikaliumhydrogenphosphat

1.0 g, Magnesiumsulfat-Heptahydrat 1.0 g, Natriumchlorid 1.0 g, Calciumcarbonat
2.0g, Spur115.0 g, pH="7.3.
Minimal-Medium: Glucose 10.0 g, L-Asparagin 0.5 g, Dikaliumhydrogen-phosphat 0.5 g,

Magnesiumsulfat-Heptahydrat 0.2 g, Eisensulfat-Heptahydrat 0.01 g, pH =7.6.
Medium zur Anthracyclin Produktion nach W.R. Strohl (modifiziert): Natriumnitrat 0.9 g,

Dikaliumhydrogenphosphat 0.2 g, Magnesiumsulfat-Heptahydrat 0.1 g, Glucose
22.5 g, Spur 11 5.0 ml.

Medium fiir Staphylococcus aureus und E. Coli: Bacto Nutrient Broth 8.0 g, NaCl 5.0 g,
Agar 15.0 g.

Medium fiir Bacillus _subtilis: Glucose 5.0 g, Natriumcitrat-Hydrat 0.5 g, Kalium-

dihydrogenphosphat 3.0 g, Dikaliumhydrogenphosphat 7.0 g, Magnesiumsulfat-
Heptahydrat 0.1 g, Ammoniumsulfat 1.0 g, Agar 15.0 g.
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Medium fiir Candida albicans: Hefeextrakt 4.0 g, Malzextrakt 10.0 g, Glucose 4.0 g, Agar
15.0g,pH=5.5.

Spurenelementlésung  (Spur 11):  Zinksulfat 0.1 g, Kupfersulfat-Pentahydrat 25 mg,

Natriumtetraborat-Decahydrat 20 mg, Natriummolybdat-Dihydrat 10 mg, Kobalt-
chlorid 4 mg, Calciumchlorid-Dihydrat 3.0 g, Eisen(IIl)-citrat 1.0 g, Mangansulfat
0.2 g,pH=106.8.

4. Biologische Tests

Plattendiffusionstest: Auf die Agarschicht der mit Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli oder Candida albicans angeimpften Agarplatte legte man
Filterplittchen (Durchmesser: 9.0 mm, Dicke: 0.5 mm), die mit Losungen der Substanzen
in Methanol (1 mg/ml) getrinkt und vor dem Auflegen getrocknet wurden. Die Testplatten
wurden bei Candida albicans bei 28 °C und fiir die ahderen Testorganismen bei 37 °C fiir

48 h inkubiert. (Die verwendeten Ndhrmedien findet man unter B 1.3.).

5. Allgemeine Arbeitsvorschriften zur Extraktgewinnung

5.1. Ethylacetat-Extraktion

Die Kulturbriihen filtrierte man unter Zugabe von 20 g/L Celite. Das Mycel wurde dreimal
mit je 30 ml Aceton pro 100 ml Kulturlssung 15 min im Ultraschallbad aufgeschlossen
und filtriert. Das Filtrat wurde bei Zimmertemperatur im Vakuum eingeengt und
lyophilisiert. Das Kulturfiltrat extrahierte man dreimal mit je 50 ml Ethylacetat pro 100 ml
Kulturfiltrat. Die organische Phase wurde bei 40°C im Vakuum eingeengt und

lyophilisiert.

5.2. Festphasen-Extraktion

Die Kulturbriihen filtrierte man unter Zugabe von 20 g/L Celite. Das Mycel schlo3 man
dreimal mit je 30 ml Aceton pro 100 ml Kulturlgsung 15 min. im Ultraschallbad auf und

filtrierte. Das Filtrat wurde bei Zimmertemperatur im Vakuum eingeengt und lyophilisiert.
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1 L des Kulturfiltrats wurde an 500 g Amberlite® XAD-2 adsorbiert, mit 500 ml Wasser

gewaschen, mit 500 ml Methanol eluiert, im Vakuum eingeengt und lyophilisiert.

6. Durchfiihrung des chemischen Screenings

Die Kulturfiltrat- bzw. Mycelextrakte wurden je aus 100 ml Kulturlgsung erhalten, in
1.0 ml MeOH/H,0 (9:1) geldst und 10 pl auf eine 10 x 10 cm DC-Fertigplatte aufgetragen.
Das Diinnschichtchromatogramm wurde in den Ldsungsmittelgemischen Chloroform/
Methanol (9:1) und Butanol/Eisessig/H,O (5:1:4) entwickelt und mit den Spriihreagenzien
Anisaldehyd, Vanillin-Schwefelsdure, Ehrlichs Reagenz und Orcin-Sprithreagenz
angefirbt.

Spriihreagenzien: Nach Merck, Anfirbereagenzien fir die Diinnschicht-
chromatographie’®. Die DC-Platten wurden nach dem Anspriihen mit einem Fén auf ca.
100 °C erwérmt.

Anisaldehyd (Nr. 21): 1.0 ml Anisaldehyd in einer Losung aus 85 ml Methanol, 10 ml

Eisessig und 0.5 ml konzentrierte Schwefelsédure.

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

Ehrlichs Reagenz (Nr. 91): 1 g 4-Dimethylaminobenzaldehyd in einer Mischung von 25 ml

konzentrierter Salzsdure und 75 ml Methanol.
Orcin-Sprithreagenz (Nr. 250): 1 g Eisen(III)-chlorid in 100 ml Schwefelsdure und 100 ml
Orcinlésung (6% in Ethanol).

I1. CD-Screening

1. Stammhaltung und Kultivierung der K-Stimme

Zur Langzeitlagerung der Stimme wurden Proben der Stdémme von gut bewachsenen
Agarplatten ausgestochen, in einen Polypropylen-Halm eingeschweifit und in fliissigem
Stickstoff aufbewahrt. Agarplatten wurden mit diesen Proben beimpft und bei 28 °C sieben
Tage inkubiert. Bewachsene Agarplatten bewahrte man bei 6 °C im Kiihlschrank auf und
benutzte sie bis maximal drei Monate nach der Inkubation zum Animpfen von

Schiittelkulturen. Die Standardkultivierung der Stimme erfolgte in 250 ml Erlen-
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meyerkolben mit drei Schikanen und 50 ml Ndhrmedium. Diese wurden 30 min bei 121 °C
sterilisiert, mit einem ca. 1 cm? Stiick einer gut bewachsenen Agarplatte angeimpft und bei
28 °C und 180 rpm fiir 72 h kultiviert. Die Extraktproben fiir das CD-Screening wurden

durch die Festphasenextraktion-Methode generiert.

2. Probenvorbereitung und Durchfiihrung des CD-Screenings

Die Extraktproben wurden in Methanol/H,O (9:1) geldst und die Absorbanz der Probe am
UV-Spektrometer im Bereich von 230-300 nm durch Verdiinnen auf 3.0 eingestellt. Diese
wurde am CD-Spektralpolarimenter iiber den Wellenldngenbereich von 210-400 nm

vermessen. Die Meflparameter wurden wie folgt eingestellt:

Range: 210-500 nm
Sensitivity: 50 mdeg
Resolution: 0.2 nm
Accumulation: 1

Band width: 1.0 nm
Response: 1 sec.

Scan Speed: 20 nm/min

3. Kultivierung der ausgewiihlten Stimme und Isolierungung der CD-aktiven

Komponente

Die CD-aktiven Stimme wurden unter Standardbedingungen (50 ml Néhrmedium, 28
°C, 180rpm, 72 h) im 1 L-MaBstab fermentiert und die Kulturbrithe durch
Ethylacetatextraktion aufgearbeitet. Die Extrakte wurden durch Sdulenchromato-
graphie an Kieselgel chromatographiert (300 ml Kieselgel/g Extrakt, Dichlormethan/
Methanol-Gradient, 98:2 — 4:1) und jede fiinfte Fraktion am CD-Spektrometer auf CD-
Aktivitit iiberpriift. Fraktionen gleicher CD-Aktivitit wurden vereinigt und an
Sephadex LH-20 chromatographiert (1 cm S#ule/1 mg Fraktion) bis man einen
Reinstoff erhielt.
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3.1. Streptazolin (6) aus dem Stamm Streptomyces sp. K21/5

Aus einer 1 L-Fermentation, die in Schiittelkolben unter Standardbedingungen (50 ml
Nihrmedium in 250 ml Erlenmeyerkolben mit drei Schikanen, 28 °C, 180 rpm, 72 h) im
Soja/Mannit-Nihrmedium vorgenommen wurde, erhielt man nach Ethylacetatextraktion
des Kulturfiltrats 115 mg Extakt. Dieser wurde durch Chromatographie an Kieselgel
(Chloroform/Methanol-Gradient, 98:2 — 5:1; Siule 40 x 2 cm) gereinigt. Man erhielt
30 mg Streptazolin (6) als farbloses Ol.

C11H13NO3 (207.29)

ReWert: 0.41 (Chloroform/Methanol, 9:1), 0.44 (Aceton/Cyclohexan, 2:1)

Anféarbeverhalten: braun (Anisaldehyd)

EI-MS: m/z (%) = 207 (100), 206 (16), 180 (6), 178 (8), 162 (13), 154 (6), 134 (320),
119 (16), 95 (12), 91 (20), 77 (14), 67 (8), 41 (12).

UV (MeOH): Amax (€) =256 nm (4650).

Drehwert: [o]2) =+ 43° (c = 1.38, Chloroform)
CD (MeOH/H,0): Ayt (A€) = 232 nm (3.1), 262 (-1.9).

'H-NMR (300 MHz, Aceton-dg): & = 1.86 (d, J = 7.0 Hz, 3H, 13-Hj), 2.08-2.30 und 2.37-
2.52 (m, 2H, 9-Hy), 3.28-3.38 (m, 2H, 10-H), 3.77 (bs, 1H, 5-OH), 4.32 (m, 1H, 11-
H), 4.64 (d, J = 7.0 Hz, 1H, 4-H), 4.73 (s, 1H, 5-H), 6.06 (m, 1H, 8-H), 6.13 (q, J =
7.0 Hz, 1H, 12-H).

I3C.NMR (75.5 MHz, Aceton-d): & = 14.9 (g, C-13), 23.1 (t, C-9), 40.6 (, C-10), 59.6 (d,
C-11), 74.6 (d, C-5), 82.5 (d, C-4), 118.7 (d, C-8), 123.2 (d, C-12), 140.1 (s, C-6),
144.4 (s, C-7), 159.7 (s, C-2).
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3.2. Elasnin (7) aus Streptomyces sp. K23/4

Aus einem 1 L-Fermentation, die in Schiittelkolben mit Haferkleie als Nghrmedium unter
Standardbedingungen (50 ml Nihrmedium in 250 ml Erlenmeyerkolben mit drei
Schikanen, 28 °C, 180 rpm, 72 h) durchgefiihrt wurde, erhielt man 1.02 g Mycel-Extrakt.
Dieser wurde durch Chromatographie an Kieselgel (Dichlormethan/Methanol-Gradient
98:2 — 5:1 und Dichlormethan/Methanol-Gradient, 100:0 — 9:1; Sdule 23 x 3.5 ¢cm) und
Sephadex LH-20 (Chloroform, Sdule 75 x 3 cm) aufgereinigt. Man erhielt 30 mg Elasnin
(7) als farbloses Ol.

C24H 4004 (392.58)

ReWert: 0.60 (Chloroform/Methanol, 9:1), 0.55 (Petrolether/Ethylacetat/Methanol, 8:6:1)

Anfirbeverhalten: Keine Farbreaktionen mit Ehrlichs Reagenz, Orcin-Sprithreagenz und
Anisaldehyd

ESI-MS (positive Ionen): m/z (%) = 808 (100) [2M + Na'], 395 (39) [M + H'].

EI-MS: m/z (%) = 392 (6), 294 (100), 251 (35), 223 (8), 178 (4), 125 (2), 99 (9),71 (5),
43 (10).

HREI-MS: 392.2919 gefunden wie berechnet flir C24H400O4.

IR (CCL): ¥ =3580 cm™, 1715, 1665, 1635.

UV (MeOH): Apax (€) =215 nm (19100), 392 (7080).

(MeOH/HCI): hpax (€) = 216 nm (21800), 292 (7000).
(MeOH/NaOH): Aax (€) = 290 nm (7380).
Drehwert: [¢X =-0.9° (c = 1.0, Ethanol)

CD (MeOH): Ay (A€) =234 nm (2.3), 281 (-8.2), 314 (5.6).
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"H-NMR (300 MHz, CDCL): & = 0.81 — 0.96 (m, 12H, 4 x CH3), 1.12 — 1.57 (m, 18H,
9 x CHp), 1.80 - 2.06 (m, 2H, 14-H,), 2.36 — 2.52 (m, 6H, 1’-Hy, 1”>-H,, 9-H,), 3.60
(t, J=0.6 Hz, 1H, 7-H), 7.40 (bs, 1H, OH).

BC-NMR (75.5 MHz, CDCls): & = 13.9 (q), 14.0 (q), 22.4 (t), 22.5 (t), 22.8 (t), 23.2 (1),
23.4 (1), 24.4 (1), 28.4 (1), 29.7 (1), 30.2 (1), 31.2 (1), 31.8 (1), 40.1 (t), 54.8 (d, C-7),
104.2 (s, C-3), 114.4 (s, C-5), 155.0 (s, C-6), 163.9 (s, C-4), 165.0 (s, C-2), 207.0 (s,
C-8).

II1. Der Stamm Streptomyces sp. Go C4/4

1. Stammbhaltung und Kultivierung

Der Stamm Streptomyces sp. G6 C4/4 wurde aus einer Erdprobe isoliert, die man in der
Nihe der Géttinger Nordmensa entnommen hatte. Zur Langzeitlagerung des Stammes
wurden Proben aus gut bewachsenen Agarplatten ausgestochen, in Polypropylen-Halme
eingeschweit und in fliissigem Stickstoff aufbewahrt. Fir die Kultivierung wurden
Agarplatten mit diesen Proben beimpft und bei 28 °C sieben Tage lang inkubiert.
AnschlieBend wurden diese bei 6 °C im Kiihlschrank aufbewahrt und bis maximal drei
Monate nach der Inkubation zum Animpfen von Schiittelkulturen verwendet.

Die Kultivierung des Stammes unter Standardbedingungen erfolgte in 250 ml
Erlenmeyerkolben mit drei Schikanen, die man mit jeweils 100 ml Hafermedium befiillte,
30 min bei 121 °C sterilisierte, mit einem 1 cm® groBes Stiick einer gut bewachsenen

Agarplatte animpfte und bei 28 °C und 250 rpm tiber 72 h kultivierte.

2. Variation der Kultivierungsbedinungen

2.1. Nihrmedienvariation

Fiir jede Variation setzte man zwei Schiittelkolben mit jeweils 100 ml Ndhrmedium an und
kultivierte zundchst 72h und beim der zweiten Versuchsreihe 120h unter
Standardbedingungen kultivieren. Die Aufarbeitung erfolgte durch Festphasenextraktion.
Die erhaltenen Extrakte wurden im chemischen Screening untersucht. Die

Nihrmedienvariation wurde mit vier verschiedenen Niahrmedien durchgefiihrt: Nahrlosung
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Nr. 1153, Nihrlésung Nr. 1187, Minimal Medium nach Hopwood und Medium zur
Anthracyclin Produktion nach M.L. Dekleva (modifiziert).

2.2. Kultivierungen unter Variation des Kultivierungsgefifies und des

Sauerstoffpartialdrucks

Bei allen Kultivierungen verwendete man Hafermedium, dem man vor dem Autoklavieren
Niax als Entschdumer zusetzte. Die Fermenter wurden mit 10 Volumenprozent von 48 h
alten Vorkulturen angeimpft, bei denen das gleiche Ndhrmedium verwendet wurde und bei
28 °C betrieben. Die pH-Werte wurden mit 2.0 N Citronensdure und 0.5 N NaOH

eingestellt. Simtliche Ansitze wurden durch Extraktion mit Ethylacetat aufgearbeitet.

2.2.1. Kultivierung im Fermenter Braun Biostat B

Die Fermentationen wurden im 1 — 3 L-Mafstab durchgefiihrt. Man lie 72 h bei 1 vvm

und 500 rpm fermentieren.

2.2.2. Kultivierungen im Fermenter Braun Biostat E

Die Fermentationen wurden im 10 L-MaBstab durchgefiihrt und das Ndhrmedium mit
5 Volumenprozent der Vorkultur angeimpft. Man liel 92 h bei 2.0 vvm und 250 rpm mit

einer pH-Sperre von pH: 5.5 + 1.5 fermentieren.

2.2.3. Kultivierungen im Airlift-Fermenter

Die Fermentationen wurden im 10 L-MaBstab durchgefiihrt und das Ndhrmedium mit

5 Volumenprozent der Vorkultur angeimpft:

1. Man lieB 64 h bei 0.3 bar Uberdruck und einer Beliiftung von 4.0 vvm (3.0/16)
fermentieren.

2. Man lieB 64 h bei 5.0 bar Uberdruck und 1.0 bar Beliiftung (= 4.0 vvm) fermentieren.

2.2.4. Kultivierung im P-Kolben

Die P-Kolben wurden mit 1 L des Nidhrmediums ohne Zusatz von Niax gefiillt und die
Kulturen mit einer 5 cm* groBen gut bewachsenen Agarplatte angeimpft. Nach 11 Tagen

durchmischte man kriftig und arbeitete nach 29 Tagen auf.
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2.3. Kultivierung unter Zusatz von Losungsmitteln

Fiir jede Variation setzte man zwei Schiittelkolben mit 100 ml Hafermedium an, dem nach
Autoklavieren 2-5 Volumenprozent DMSO zugesetzt wurden. Die Kultivierung erfolgte
unter Standardbedingungen und die Aufarbeitung durch Festphasenextraktion. Die
Extrakte wurden im chemischen Screening untersucht.

Die Kultivierung in Fermentern erfolgte bei 28 °C im Hafermedium, dem nach
Autoklavieren 2 Volumenprozent DMSO zugesetzt wurde. Die Kultivierung im Fermenter
Braun Biostat B erfolgte im 2-3 L-Mafstab. Angeimpft wurde mit 10 Volumenprozent
48 h alter Vorkulturen desselben Nihrmediums. Man lie3 40 h bei einer Beliiftung von
2.5vvm und 500 rpm fermentieren. Die Kultivierung im Fermenter Braun Biostat E
erfolgte im 10 L-MaBstab. Angeimpft wurde mit 5 Volumenprozent 48 h alter Vorkulturen
desselben Nihrmediums. Man lieB 64 h bei 1.0 vvm und 300 rpm fermentieren. Die

Kulturbriihen arbeitete man nach der Ethylacetatextraktions-Methode auf.

2.4. Kultivierung unter Zusatz von Enzyminhibitoren

Fiir jede Variation setzte man jeweils zwei Schiittelkolben mit 100 ml Hafermedium an
und lieB 42h unter Standardbedingungen fermentieren. Nach 20h gab man die
Enzyminhibitoren in DMSO oder demineralisiertem sowie sterilisiertem Wasser hinzu. Es
wurden die Pyso-Monooxygenaseinhibitoren Ancymidol (13) (DMSO), Metyrapon (14)
(H,O) und Tetcyclacis (15) (H,O) eingesetzt. Die Kulturbrihen wurden durch

Festphasenextraktion aufgearbeitet und die Extrakte im chemischen Screening untersucht.
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3. Isolierung und Charakterisierung der Naturstoffe und Biotransformations-

produkte

3.1. Mensacarcin (4)

Mensacarcin (4) wird von dem Stamm Go& C4/4 unter Standardbedingungen im
Schiittelkolben als Hauptprodukt gebildet. Die Isolierung erfolgt aus dem
Kulturfiltratextrakt durch Chromatographie an Kieselgel (Chloroform/Methanol-Gradient,
98:2 — 5:1) und Kristallisation aus Ethylacetat/n-Pentan. Man erhilt 1 als weille Kristalle in
Ausbeuten von 60 mg/L.

C,1H2409 (420.2)

Smp.: 192 -195 °C

R-Wert: 0.11 (Dichlormethan/Aceton, 93:7), 0.55 (Chloroform/Methanol, 9:1)

Anfirbeverhalten: schwarz (Orcin-Sprithragenz)

EI-MS: m/z (%) = 420 (2), 373 (4), 353 (2), 335 (4), 334 (16), 303 (72), 285 (62),
257 (36), 229 (22), 218 (32), 189 (100), 187 (24), 173 (10), 131 (6), 115 (8), 91 (6),
69 (20), 57 (6), 41 (4).

HREI-MS: 420.1420 gefunden und berechnet fiir C;;H240s.

IR (KBr): ¥ =3438 cm’™', 3297, 2940, 2842, 1710, 1682, 1582.

UV (MeOH): Ayax (€) =226 nm (16400), 263 (8820), 319 (2940).

(MeOH/HCI): Apax (€) =226 nm (16300), 262 (7260), 320 (2870).
(MeOH/NaOH): Aax (€) = 226 nm (1530), 261 (6440), 320 (2310).
Drehwert: [0(]12)0 =-55 (c =2.1, Methanol)

CD (MeOH): Aoy (A€) = 219 nm (-4.8), 258 (3.7), 336 (-2.4).
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'H-NMR (300 MHz, CDCLy): § = 1.07 (d, J = 7.5 Hz, 3H, 15-Hj), 1.44 (d, J = 5.0 Hz, 3H,
14-H3), 2.28 (dq, J=7.5, 3.0 Hz, 1H, 3-H), 3.04 (dq, J =5.0, 2.0 Hz, 1H, 13-H),
3.57(d, J= 10 Hz, 1H, 1-OH), 3.64 (d, J = 4.5 Hz, 1H, 4-OH), 3.70 (s, 3H, 17-H3),
3.92 (d, J=2.0 Hz, 1H, 12-H), 3.92 (s, 3H, 16-H;), 4.43 (d, ] = 10.0 Hz, 1H, 1-H),
470 (dd, T = 4.5, 3.0 Hz, 1H, 4-H), 5.02 (s, 1H, 2-OH), 5.48 (s, 1H, 10-H), 7.18 (dd,
J=8.0, 1.0 Hz, 6-H), 7.40 (dd, J = 8.0, 8.0 Hz, 1H, 7-H), 7.62 (dd, J =8.0, 1.0 Hz,
1H, 8-H).

BC.NMR (125.7 MHz, CDCLy): & = 11.0 (q, C-15), 17.7 (q, C-14), 31.5 (d, C-3), 56.0 (d,
C-16), 56.9 (d, C-13), 58.0 (d, C-12), 59.2 (g, C-17), 63.2 (s, C-4a), 66.3 (s, C-10a),
68.3 (d, C-4), 69.4 (d, C-10), 70.1 (d, C-1), 83.2 (s, C-2), 116.8 (d, C-8), 119.3 (d,
C-6), 127.9 (s, C-9a), 129.5 (d, C-7), 130.2 (g, C-5a), 158.8 (q, C-9), 192.6 (q, C-5),
208.8 (q, C-11).

3.2. Desmethylmensacarcin (20)

Die Fermentation erfolgte im 10 L-MaBstab im Fermenter Braun Biostat E (Hafermedium,
28 °C, 250 rpm, 2.0 vvm, 92 h, pH-Sperre: 5.5 + 1.5), der mit 5 Volumenprozent 48 h alter
Vorkulturen desselben Nihrmediums angeimpft worden war. Die Kulturbrithe wurde durch
Ethylacetatextraktion aufgearbeitet. Aus dem Kulturfiltratextrakt isolierte man 20 durch
Chromatographie an Kieselgel (Dichlormethan/Methanol-Gradient, 98:2 - 5:1 und 95:5 —
9:1) als gelblicher Feststoff in 1.4 mg/L Ausbeute.

C,0H»209 (406.39)
Smp.: 188 — 190 °C
R-Wert: 0.49 (Cyclohexan/Aceton, 1:2), 0.55 (Chloroform/Methanol, 9:1)

Anfirbeverhalten: schwarz (Vanillin-Schwefelsdure)
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EI-MS: m/z (%) = 406 (4), 373 (6), 341 (2), 322 (4), 320(12), 303 (70), 285 (50),
257 (40), 218 (44), 189 (100), 163 (33), 135 (12), 85 (8), 77 (10), 69 (32), 57 (13),
43 (12).

HREI-MS: 406.1264 gefunden wie berechnet fiir C;0H;,00.

IR (KBr): v = 3433 cm’! (br), 1720, 1689, 1632, 1594, 1459, 1415, 1261, 1087, 1020,
966, 756, 629, 565.

UV (MeOH): A ax (€) =225 nm (14500), 261 (6630), 318 (2480).

(MeOH/HCI): Ampax (€) =225 nm (14400), 261 (6690), 318 (2570).
(MeOH/NaOH): Ay ax (€) = 224 nm (14500), 257 (7520), 317 (2930).

Drehwert: [y = -58° (c = 0.19, Methanol)

CD (MeOH): Aextr (Ag) =259 nm (3.7), 337 (-2.1).

'H-NMR (300 MHz, CD;0D): 6 = 1.03 (d, ] = 7.0 Hz, 3H, 15-H), 1.41 (d, J = 5.0 Hz, 3H,
14-H), 2.12 (dq, J = 7.0, 3.0 Hz, 1H, 3-H), 3.00 (dq, J = 5.0, 2.0 Hz, 1H, 13-H), 3.94
(s, 3H, 16-H), 4.05 (d, J = 2.0 Hz, 1H, 12-H), 4.32 (s, 1H, 1-H), 4.64 (d, J = 3.0 Hz,
1H, 4-H), 7.33 (dd, J = 8.0, 1.0 Hz, 1H, 8-H), 7.45 (dd, J = 8.0, 8.0 Hz, 1H, 7-H),
7.65 (dd, J = 8.0, 1.0 Hz, 1H, 6-H).

BC.NMR (75.5 MHz, CDCl;): 6 = 11.6 (q, C-15), 17.9 (q, C-14), 33.2 (d, C-3), 56.5 (d,
C-13), 57.9 (d, C-12), 59.7 (g, C-16), 61.5 (s, C-4a), 65.5 (s, C-10a), 67.9 (d, C-10),
68.4 (d, C-4), 72.2 (d, C-1), 85.2 (s, C-2), 117.6 (d, C-8), 119.8 (d, C-6), 130.4 (s,
C-9a), 130.7 (d, C-7), 131.0 (s, C-5a), 159.9 (s, C-9), 191.2 (s, C-5), 212.0 (s, C-11).

3.3. Didesmethylmensacarcin (19)

Die Fermentation erfolgte im 10 L-MaBstab im Fermenter Braun Biostat E (Hafermedium,
28 °C, 250 rpm, 2.0 vvm, 92 h, pH-Sperre 5.5 + 1.5), der mit 5 Volumenprozent 48 h alter

Vorkulturen desselben Nahrmediums angeimpft worden war. Die Kulturbriihe wurde durch
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Ethylacetatextraktion aufgearbeitet. Aus dem Kulturfiltratextrakt isolierte man 19 durch
Chromatographie an Kieselgel (Dichlormethan/Methanol-Gradient, 98:2 —5:1 und 95:5 —
9:1) als gelblichen Feststoff in einer Ausbeute von 3.3 mg/L.

C19H2009 (392.36)

R-Wert: 0.49 (Chloroform/Methanol, 9:1), 0.51 (Cyclohexan/Aceton, 1:2)

Anfirbeverhalten: braun (Orcin-Sprithreagenz)

EI-MS: m/z (%) = 392 (18), 338 (4), 322 (4), 306 (16), 289 (28), 271 (44), 243 (32), 187
(28), 175 (100), 149 (24), 121 (16), 84 (19), 69 (32), 45 (40).

IR (KBr): ¥ = 3429 cm™ (br), 1721, 1687, 1607, 1463, 1415, 1380, 1288.

UV (MeOH): A ax (€) =225 nm (12500), 263 (6800), 321 (2960).

(MeOH/HCI): Apax () =224 nm (12500), 264 (6780), 320 (2840).
(MeOH/NaOH): Ayax (€) =247 nm (13300), 362 (2420).

Drehwert: []2) = - 24° (c = 0.21, Ethanol)

CD (MeOH): Aextr (A€) =263 nm (3.3), 338 (-1.9).

"H-NMR (300 MHz, CD3;OD): & = 1.04 (d, J = 7.0 Hz, 3H, 15-H), 1.42 (d, J = 5.0 Hz, 3H,
14-H), 2.11 (dq, J = 7.0, 3.0 Hz, 1H, 3-H), 2.98 (dq, J = 5.0, 2.0 Hz, 1H, 13-H),
4.06 (d, J = 2.0 Hz, 1H, 12-H), 4.34 (s, 1H, 1-H), 4.63 (d, J = 3.0 Hz, 1H, 4-H), 5.79
(s, 1H, 10-H), 7.12 (dd, ] = 8.0, 1.0 Hz, 1H, 8-H), 7.32 (dd, J = 8.0, 8.0 Hz, 1H, 7-H),
7.55 (dd, J = 8.0, 1.0 Hz, 1H, 6-H).

BC-NMR (75.5 MHz, CD;0D): & = 11.6 (q, C-15), 17.9 (q, C-14), 33.1 (d, C-3), 57.9 (4,
C-13), 59.6 (d, C-12), 64.3 (s, C-4a), 65.4 (s, C-10a), 66.6 (d, C-10), 68.5 (d, C-4),
72.0 (d, C-1), 85.0 (s, C-2), 119.4 (d, C-6), 122.7 (d, C-8), 127.4 (s, C-9a), 130.3 (d,
C-9), 130.5 (s, C-5a), 158.2 (s, C-9), 191.5 (s, C-5), 212.0 (s, C-11).
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3.4. Didesmethyldihydromensacarcin (21)

O OH

Die Fermentation erfolgte im 10 L-MaBstab im Fermenter Braun Biostat E (Hafermedium,
28 °C, 250 rpm, 2.0 vvm, 92 h, pH-Sperre 5.5 + 1.5), der mit 5 Volumenprozent 48 h alter
Vorkulturen desselben Nidhrmediums angeimpft worden war. Die Kulturbrithe wurde durch
Ethylacetatextraktion aufgearbeitet. Aus dem Kulturfiltratextrakt isolierte man 21 durch
Chromatographie an Kieselgel (Dichlormethan/Methanol-Gradient, 98:2 — 5:1) und
Sephadex LH-20 (Aceton)als roten Feststoff in einer Ausbeute von 1.7 mg/L.

C19H2,09 (394.15)

Smp.: > 188 °C tritt Zersetzung ein.

R-Wert: 0.36 (Chloroform/Methanol, 9:1), 0.44 (Aceton/Cyclohexan, 2:1)

Anfirbeverhalten: rot (Orcin-Spriithreagenz)

ESI-MS (positive Tonen): m/z (%) = 811 (50) [2M + Na'], 418 (100) [M + Na'].
(negative Ionen): m/z (%) = 394 (100) [M — H], 350 (20), 232 (42), 204 (56).

IR (KBr): ¥ =3429 cm™ (br), 3972, 2929, 1690, 1606, 1462, 1379, 1288, 1096.

UV (MeOH): Apax () =224 nm (7250), 262 (3390), 320 (903).

(MeOH/HCI): Aoy (€) = 224 nm (7540), 262 (3530), 322 (1030).
(MeOH/NaOH): Ay (€) = 246 nm (10100), 348 (1790).
Drehwert: [a]) =- 62° (c = 0.15, Methanol)
CD (MeOH): Aextr (A€) =262 nm (2.2), 339 (-1.5).

"H-NMR (500 MHz, Aceton-de): & = 1.07 (d, ] = 7.0 Hz, 3H, 15-Hs), 1.16 (d, J = 6.0 Hz,
3H, 14-H,), 2.04 (dq, J = 7.0, 3.0 Hz, 1H, 3-H), 2.75 (dd, J = 19.0, 5.0 Hz, 1H, 12-H),
2.94 (dd, J = 19.0, 7.0 Hz, 1H, 12-H), 4.24 (m, 1H, 13-H), 4.37 (s, 1H, 1-H), 4.57 (d,
J=3.0 Hz, 1H, 4-H), 5.76 (s, 1H, 10-H9, 7.11 (dd, J = 8.0, 1.0 Hz, 1H, 8-H), 7.30
(dd, J = 8.0, 8.0 Hz, 1H, 7-H), 7.54 (dd, J = 8.0, 1.0 Hz, 1H, 6-H).
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BC-NMR (125.7 MHz, Aceton-dg): & = 11.3 (q, C-15), 23.5 (q, C-14), 33.1 (d, C-3), 50.0
(t, C-12), 63.6 (d, C-13), 64.6 (s, C-4a), 65.5 (s, C-10a), 65.7 (d, C-10), 68.2 (d, C-4),
71.2 (d, C-1), 83.7 (s, C-2), 118.9 (d, C-6), 122.9 (d, C-8), 126.1 (s, C-9a), 130.0 (d,
C-7), 130.2 (s, C-5a), 158.4 (s, C-9), 191.2 (s, C-5), 215.5 (s, C-11).

3.5. Rishirilid A (10)

CH
15 3

Die Kultivierung erfolgte im 3 L-Mafistab im Fermenter Braun Biostat B in dem
Nihrmedium Nr. 1153. Angeimpft wurde mit 10 Volumenprozent 48 h alter Vorkulturen
desselben Nihrmediums. Man liel 113 h bei 1.0 vvm und 500 rpm fermentieren. Sobald
nach dem Anwachsen des Stammes der pH-Wert von 6.50 unterschritten wurde, legte man
eine pH-Sperre von pH = 6.0 + 0.5 an. Die Kulturbrithe wurde durch Ethylacetatextraktion
aufgearbeitet und 10 aus dem Kulturfiltratextrakt (194 mg) durch Flash-Chromatographie
an Kieselgel (Chloroform/Methanol, 95:5) und Sephadex LH-20 (Methanol, Saule 40.0 x

2.3 cm) in einer Ausbeute von 5 mg/L als weiler Feststoff isoliert.

C,1H,407 (388.41)

Smp.: 122 - 124 °C

R-Wert: 0.30 (Chloroform/Methanol, 9:1), 0.50 (Dichlormethan/Methanol, 5:1)

Anfirbeverhalten: braun (Vanillin-Schwefelsdure), braun (Ehrlichs Reagenz)

DCI-MS: m/z (%) = 344 (52) [M + NH,'], 327 (100) [M + H'], 323 (11), 311 (6), 248 (8),
222 (20), 184 (6), 166 (30), 158 (12), 121 (16).

ESI-MS (positive Ionen): m/z (%) = 799 (100) [2M + Na'], 411 (42) [M + Na'], 367 (6)
[M— 44 + Na'].
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(negative Ionen): m/z (%) = 387 (72) [M — H], 369 (12) [M — H,O], 325 (100) [M -
62 -H7,310(6) [M-77-H].

EI-MS: m/z (%) = 326 (100), 283 (75), 269 (77), 255 (26), 241 (6), 197 (2), 157 (1),
83 (3), 44 (10).

IR (KBr): ¥ =3510 cm™, 1740, 1680, 1610, 1575.

UV MeOH): Apax (€) =222 nm (10400), 320 (12700), 350 (7640).

(MeOH/HCI): Amax (€) =222 nm (16100), 320 (17400).

(MeOH/NaOH): Apax (€) = 224 nm (17100), 275 (15500), 341 (2670), 420 (2710).
Drehwert: [@]2) = - 411° (c = 1.04, Ethanol)
CD (MeOH): Aexir (A€) =220 nm (9.5), 253 (-2.0), 269 (-1.4), 313 (-7.0).

'H-NMR (300 MHz, CD;0D): & = 0.86 (d, J = 6.0 Hz, 3H, 16-Hz), 0.89 (d, J = 6.0 Hz,
3H, 15-H3), 1.21 (d, J = 8.0 Hz, 3H, 17-H,), 1.41 (m, 1H, 14-H), 1.49 — 1.70 (m, 3H,
12-H, 13-H,), 2.52 (m, 1H, 12-H), 2.77 (q, J = 8.0 Hz, 1H, 2-H), 5.49 (s, 1H, 5-H),
6.89 (m, 2H, 7-H, 9-H), 7.24 (t, J = 8.0 Hz, 1H, 8-H), 7.57 (s, 1H, 10-H).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg), 0.79 (d, J = 6.0 Hz, 3H, 16-H3), 0.83 (d, J = 6.0 Hz, 3H,
15-H3), 1.08 (d, T =7.0 Hz, 3H, 17-H), 1.27 - 1.60 (m, 3H, 12-H, 13-H,), 2.42 (m,
1H, 12-H), 2.67 (¢, J=7.0Hz, 1H, 2-H), 5.30 (s, 1H, 5-H), 5.55 (bs, 1H, OH),
5.87 (s, 1H, OH), 7.00 (t, J = 7.0 Hz, 2H, 7-H, 9-H), 7.20 (t, ] = 7.0 Hz, 1H, 8-H),
7.50 (s, 1H, 10-H), 9.90 (bs, 1H, OH).

BC.NMR (75.5 MHz, CD;0D): § = 12.6 (g, C-17), 22.7 (q, C-16), 23.1 (g, C-15), 30.0 (d,
C-14), 31.0 (t, C-12), 32.6(t, C-13), 50.7(d, C-2), 64.6(d, C-5), 81.8 (s, C-3),
82.1 (s, C-4), 85.4 (s, C-4a), 120.7 (d, C-7), 123.2 (s, C-5a), 123.8 (d, C-9), 131.0 (d,
C-8), 131.7 (s, C-9a), 131.9 (s, C-10a), 139.6 (d, C-10), 156.8 (s, C-6), 177.5 (s,
C-11), 199.4 (s, C-1).
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3.6. Aloesol (11)

Die Kultivierung erfolgte im Fermenter Braun Biostat B (Hafermedium, 28 °C, 500 rpm,
2.5 vvm) im 3 L-MaBstab unter Zusatz von 2 Volumenprozent DMSO nach Autoklavieren.
Man isolierte 11 aus dem Kulturfiltratextrakt durch Chromatographie an Kieselgel
(Dichlormethan/Menthanol-Gradient, 98:2 — 5:1) und Sephadex LH-20 (Aceton) in einer
Ausbeute von 2.3 mg/L als weillen Feststoff.

C13H1404 (234.09)
Smp.: 187 — 189 °C
ReWert: 0.24 (Chloroform/Methanol, 9:1), 0.13 (Petrolether/Ethylacetat/Methanol, 8:6:1)
Anfirbeverhalten: braun (Orcin-Sprithreagenz)
EI-MS: m/z (%) = 234 (100), 190 (90), 161 (32), 124 (6), 57 (5), 45 (10).
HREI-MS: 234.0883 gefunden und berechnet fiir C;3H1404.
IR (KBr): ¥ = 3428 cm™, 1646, 1613, 1558, 1454, 1372, 1280, 1211, 1160, 1110, 1060,
1009, 952, 850, 764, 652, 603, 544.
UV (MeOH): Apax () =211 nm (19600), 242 (16100), 250 (17000), 291 (11000).
(MeOH/HCI): Apax (€) =218 nm (21000), 256 (20800), 327 (12200).
(MeOH/NaOH): Ay ax (€) =212 nm (19000), 242 (15900), 250 (16600), 291 (10800).
Drehwert: [o]2) = - 13° (¢ = 0.19, Methanol)
'"H-NMR (300 MHz, CD;0D): & = 1.24 (d, ] = 6.5 Hz, 3H, 3'-H;), 2.68 (m, 2H, 1'-H,),
2.69 (s, 3H, 9-H;), 4.18 (m, 1H, 2-H"), 6.04 (s, 1H, 3-H), 6.60 (dd, J =2.0, 1.0 Hz,
1H, 6-H), 6.63 (d, J = 2.0 Hz, 1H, 8-H).
BC-NMR (75.5 MHz, CD;0D): & = 23.2(q, C-3"), 23.5(q, C-9), 44.2(t, C-1"), 66.3 (d,
C-2"), 101.7 (d, C-8), 112.5 (d, C-3), 115.8 (s, C-4a), 118.1 (d, C-6), 143.6 (s, C-5),
161.5 bzw. 163.18 (s, C-7 bzw. C-8a), 167.1 (s, C-2), 181.9 (s, C-4).
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3.7. Mensalon (12)

10 11
CH, CH, O
9 8

HO OH

5

Die Kultivierung erfolgte im 3 L-MaBstab im Fermenter Braun Biostat B ( Hafermedium,
28 °C, 500 rpm, 2.5 vvm) unter Zusatz von 2 Volumenprozent DMSO nach dem
Autoklavieren. Man isolierte 12 aus dem Kulturfiltratextrakt durch Chromatographie an
Kieselgel (Dichlormethan/Methanol-Gradient, 98:2 — 5:1) und Sephadex LH-20 (Aceton)

als weilen Feststoff in einer Ausbeute von 2.0 mg/L.

C13H1404 (234.09)

Smp.: 186 — 188 °C

R¢Wert: 0.22 (Chloroform/Methanol, 9:1), 0.11 (Petrolether/Ethylacetat/Methanol, 8:6:1)

Anfirbeverhalten: grau (Orcin-Spriithreagenz), violett (Anisaldehyd)

EI-MS: m/z (%) = 234 (100), 219 (90), 201 (10), 190 (40), 175 (10), 162 (16), 147 (10),
128 (2), 119 (5), 115 (7), 105 (5), 91 (8), 65 (5), 51 (2), 43 (18).

HREI-MS: 234.0880 gefunden und berechnet fiir Cy3H;404.

IR (KBr): ¥ = 3469 cm™, 2926, 1689, 1653, 1597, 1573, 1435, 1316, 1277, 1123, 1064,
847, 563.

UV (MeOH): Ayax (€) =212 nm (10000), 273 (9340), 321 (1650).

(MeOH/HCI): Apax (€) = 212 nm (10300), 274 (10200).
(MeOH/NaOH): Aax (€) = 239 nm (6990), 325 (18000).
Drehwert: [ = - 10° (c = 0.22, Methanol)

TH-NMR (300 MHz, Aceton-dg): & = 2.40 (s, 3H, 11-H3), 2.45 (s, 3H, 10-H;), 2.55 (dd,
J=17.0, 8.0 Hz, 1H, 2-H), 2.60 (s, 1H, 3-OH), 2.79 (dd, J = 17.0, 4.0 Hz, 1H, 2-H),
2.90 (dd, J =17.0, 8.0 Hz, 1H, 4-H), 3.10 (dd, ] =17.0, 4.0 Hz, 1H, 4-H), 4.28 (m,
1H, 3-H), 6.69 (s, 1H, 5-H).">*C-NMR (75.5 MHz, Aceton-de): & = 18.8 (q, C-11),
32.5(q, C-10), 39.4 (t, C-4), 49.2 (t, C-2), 65.7 (d, C-3), 114.7 (d, C-5), 123.9(s,
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C-8a), 131.4 (s, C-7), 139.1 (s, C-8), 146.5 (s, C-4a), 157.9 (s, C-6), 199.0 (s, C-1),
207.5 (s, C-9).

3.8. Metyrapol (16)

Die Kultivierung erfolgte in elf Schiittelkolben mit Hafermedium unter Standard-
bedingungen. Nach 20 h wurde je 11.3 mg Metyrapon (14) (0.05 mmol) in 1 ml sterilem
Wasser zugefiigt und weitere 22h fermentiert. Die Kulturbrithe wurde nach der
Ethylacetatextraktions-Methode aufgearbeitet und 16 aus dem Kulturfiltratextrakt
(110 mg) durch Chromatographie an Kieselgel (Dichlormethan/Metahnol-Gradient, 98:2 —

9:1) als weiBer Feststoff in einer Ausbeute von 6 mg/L isoliert.

C14H;6N2O (228.29)

RWert: 0.22 (Chloroform/Methanol, 9:1)

Anfirbeverhalten: braun (Vanillin-Schwefelsiure)

EI-MS: m/z (%) = 121 (100), 120 (71), 109 (13), 108 (17), 106 (21), 93 (3), 92 (17), 80
(13), 78 (7), 65 (4), 53 (8), 41 (5).

"H-NMR (300 MHz, CDCl5/Cd;0D 3:1): § = 1.14 (s, 3H, CH3), 1.18 (s, 3H, CH3), 4.50 (s,
1H, CHOH), 6.93 — 7.13 (m, 3H, 4-H, 5-H, 5°-H), 7.46 (m, 1H, 4'-H), 7.90 (bs, 1H,
2-H), 8.08 — 8.18 (m, 2H, 6-H, 6'-H), 8.20 (bs, 1H, 2"-H).

BC-NMR (125.7 MHz, CDCl;): & = 23.2 (q,CH3), 24.9 (q, CH3), 42.0 (s), 79.0 (d, COH),
122.6 (d), 122.8 (d), 135.1 (d), 135.4 (d), 137.1 (d), 141.2 (d), 147.0 (d), 148.3 (d),
148.5 (d), 148.8 (d).
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IV. Untersuchungen zur Biosynthese von Mensacarcin

1. Kultivierung unter Zusatz von L-[Methyl—13C]Methionin

Das Fiitterungsexperiment mit L-[Methyl-'>*C]Methionin wurde im Fermenter Braun
Biostat B im 1 L-MaBstab im Hafermedium durchgefiihrt. Man impfte mit
10 Volumenprozent einer 48 h alten Vorkultur desselben Nahrmediums an und kultivierte
bei 28 °C, 500 rpm und 3.0 vvm. Nach 20 h pumpte man kontinuierlich tiber 20 h das
L-[Methyl-"*C]Methionin (380 mg, 2.6 mmol) zu, das in 100 ml sterilen Wasser vorgelegt
worden war. Zugleich wurde eine pH-Sperre von pH = 6.0 + 1.0 angelegt und zur
Regulation des pH-Wertes 2.0 N Citronensédure und 0.5 N NaOH vorgelegt. Nach weiteren
4 h arbeitete man die Kulturbriihe nach der Ethylacetatextraktions-Methode auf und erhielt
237 mg Kulturfiltratextrakt. Die Isolierung der BC-markierten Verbindung erfolgte iiber
Chromatographie an Kieselgel (Dichlormethan/Methanol-Gradient, 99:1 — 5:1; Sdule 35.0
x 3.5 cm) und Kristallisation aus Ethylacetat/n-Pentan in einer Ausbeute von 130 mg/L in

Form eines weillen Feststoffes.

Die prozentuale Anreicherung und der spezifische Einbau wurden nach Scott™ et al.

bestimmt:

(Intensitit Signal markierte Verbindung) L 1%
— 1. 0

prozentuale Anreicherung =1.1% x - - -
(Intensitdt Signal Referenzverbindung)

spezifischer Einbau = (prozentuale Anreicherung) x 100

(prozentuale Anreicherung der Vorstufe)
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2. Kultivierung in einer [ISOZ]Atmosphﬁre

Hl H2

;
/
4

A

1 = AusgleichsgefiB, 2 = Gas-Vorratsbehilter, 3 = CuSOs-Losung, 4 = Wasserfalle,
5 = Umluftpumpe, 6 = Magnetriihrer, 7 = 5 N KOH-Lésung, 8 = Sterilfilter, 9 = Schiittler

2.1. Anfertigung einer Wachstumskurve

Die Kultivierung erfolgte in einer geschlossenen Apparatur in Schiittelkolben unter
Sauerstoffiiberdruck. Es wurden sechs Kolben eingesetzt, wobei der erste mit sterilem
Wasser, die restlichen mit je 100 ml Hafermedium befiillt wurden. Die Kultivierung
erfolgte bei 28 °C, 250 rpm und 5.0 vvm. Die Kolben erntete man nach 22, 25, 30, 34
sowie 47 h, filtrierte und extrahierte das Kulturfiltrat mit 100 ml Ethylacetat. Der Extrakt
wurde in 5 ml Ethylacetat geldst, je 20 pl auf eine DC-Platte aufgetragen und diese im
Laufmittelsystem entwickelt (Chloroform/Methanol, 9:1).
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2.2. Durchfiihrung der Kultivierung

Die Kultivierung in einer ['®0,]Atmosphire erfolge in einer geschlossenen Apparatur. Der
erste Kolben wurde mit 100 ml sterilem Wasser, die folgenden vier mit je 100 ml
Hafermedium befiillt, sterilisiert und mit 1 cm® einer gut bewachsenen Agarplatte
angeimpft. Man lieB bei 28 °C, 250 rpm und 5.0 vvm fermentieren. Nach 35 h wurde die
Apparatur 3 min mit Stickstoff gespiilt, dann wurde der Stickstoff herausgepumpt und das
['®0,]Gas eingeleitet. Man lieB bis zur 45 Stunde fermentieren. Die Kulturbriihe wurde
nach der Ethylacetatextraktions-Methode aufgearbeitet. Die Isolierung der ['80]markierten
Verbindung aus dem Kulturfiltratextrakt (120 mg) erfolgte durch Flash-Chromatographie
an Kieselgel (Dichlormethan/Methanol, 97:3; Sdule 30 x 2 cm) und Kristallisation aus
Ethylacetat/n-Pentan. Man erhielt 12 mg von 4 als weie Kristalle.

3. Analytik mit der HPLC-UV-CD-Kopplung

100 ml der Kulturbriihe wurden iiber Celite filtriet, das Kulturfiltrat zweimal mit je 50 ml
Ethylacetat extrahiert und die vereinigten organischen Phasen im Vakuum bis zur Trockne
eingeengt. Das Mycel wurde zweimal mit je 50 ml Aceton im Ultraschallbad
aufgeschlossen, filtriert und die vereinigten organischen Phasen im Vakuum bis zur
Trockne eingeengt. Die Extrakte wurden in 2 ml Acetonitril geldst und 5 min bei 11000

Umdrehungen pro min zentrifugiert.

V. Derivatisierung von Mensacarcin

1. Mensacarcindiacetat (25)

16 17
OMe OMe OAc O

Eine Lésung von 97 mg Mensacarcin (4) (0.23 mmol, 1.0 eq.) in 1 ml Pyridin wurde bei
0 °C mit 0.2 ml Acetanhydrid (2.12 mmol, 9.2 eq.) versetzt. Die Losung wurde 8 h unter

Kiihlung und anschlieBend 8 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionsmischung
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wurde vorsichtig mit 20 ml Eiswasser hydrolisiert und dreimal mit je 50 ml Ethylacetat
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit 30 ml Wasser gereinigt, iiber
Na,SO, getrocknet und im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wurde zweimal mit Toluol
versetzt und erneut im Vakuum eingeengt. Das Gemisch (98 mg) wurde an Kieselgel
(Dichlormethan/Aceton, 93:7; Sdule 35 x 2.5 cm) gereinigt. Man erhielt 73 mg (O.l7
mmol, 76 %) Mensacarcindiacetat (25) als gelblichen Feststoff.

C25H33041 (504.49)

Smp.: 208 — 214 °C

R-Wert: 0.20 (Dichlormethan/Aceton, 93:7), 0.58 (Chloroform/Methanol, 9:1)

Anfirbeverhalten: braun (Orcin-Spriihreagenz), schwarz (Vanillin-Schwefelsiure)

EI-MS: m/z (%) = 504 (12), 462 (8), 444 (2), 419 (8), 387 (100), 345 (6), 316 (6), 303 (8),
285 (12), 257 (20), 229 (16), 201 (10), 163 (6), 146 (2), 120 (6), 91 (22), 69 (6),
43 (24).

IR (KBr): ¥ = 3438 cm™ (br), 2924, 2854, 1748, 1695, 1591, 1461, 1375, 1264, 1224,
1080, 1031.

UV (MeOH): Amax (€) =227 nm (15200), 262 (6700), 322 (2800).

(MeOH/HCI): Aax (€) = 228 nm (14900), 263 (6500), 323 (2620).
(MeOH/NaOH): Apax (€) = 224 nm (16100), 261 (6990), 318 (3210).
Drehwert: [« = - 46° (c = 0.29, Chloroform)
CD (MeOH): Aextr (A€) =260 nm (4.15), 331 (-2.15).

"H-NMR (300 MHz, CDCLy): § = 0.92 (d, J = 7.0 Hz, 3H, 15-Hj), 1.45 (d, J = 5.0 Hz, 3H,
14-H), 2.05 (s, 3H, OCOCH3), 2.17 (s, 3H, OCOCHa), 2.56 (dq, ] = 7.0, 4.0 Hz, 1H,
3-H), 3.09 (dq, J =5.0, 2.0 Hz, 1H, 13-H), 3.32 (s, 3H, 17-H), 3.47 (s, 1H, 2-OH),
3.64 (d, ] =2.0 Hz, 12-H), 3.90 (s, 3H, 16-Hs), 5.47 (s, 1H, 10-H), 5.66 (s, 1H, 1-H),
6.15 (d, ] = 4.0 Hz, 1H, 4-H), 7.16 (dd, J = 8.0, 1.0 Hz, 1H, 8-H), 7.40 (dd, J = 8.0,
8.0 Hz, 1H, 7-H), 7.66 (dd, J = 8.0, 1.0 Hz, 1H, 6-H).

BC.NMR (75.5 MHz, CDCLy): & = 10.2 (q, C-15), 17.3 (q, C-14), 20.8 (g, 2 x OCOCHs),
32.6 (d, C-3), 55.6 und 56.1 (g, C-16 bzw. C-17), 56.1 (d, C-13), 58.2 (d, C-12),
60.6 (s, C-4a), 65.2 (s, C-10a), 65.9 (d), 68.4 (d), 68.8 (d), 80.2 (s, C-2), 116.5 (d,
C-8), 119.8 (d, C-6), 125.6 (s, C-9a), 129.8 (d, C-7), 130.8 (s, C-5a), 158.4 (s, C-9),
169.3 bzw. 169.7 (s, OCOCHs3), 188.1 (s, C-5), 205.8 (s, C-11).
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2. Mensacarcinsiure (26)

30 mg Mensacarcin (4) (71 mmol, 1.0 eq.) wurden in 30 ml 0.02 N Natriummetaperiodat-
Losung suspendiert und 5 h bei Raumtemperatur geriihrt. Das Gemisch wurde viermal mit
je 70 ml Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit 30 ml
Wasser extrahiert und im Vakuum eingeengt. Die Aufreinigung erfolgte an Sephadex LH-
20 (Methanol, Siule 35.0 x 3.0 cm). Man erhielt 21.4 mg (67 mmol, 95 %)

Mensacarcinsdure (26) als gelblichen Feststoff.

C,7H;305 (350.10)

Smp.: 164 — 166 °C

Rp-Wert: 0.13 (Chloroform/Methanol, 9:1), 0.23 (Dichlormethan/Methanol, 5:1)

Anfirbeverhalten: schwarz (Vanillin-Schwefelsdure)

EI-MS: m/z (%) = 350.2 (19), 318.2 (14), 290.2 (22), 272.1 (24), 234.1 (23), 218.1 (100),
206.1 (76), 205.1 (38), 175.1 (32), 163.1 (42), 149.1 (12), 119.1 (26), 91.1 (28), 77.0
(16), 58.0 (36), 44.0 (100), 41.0 (8).

HREI-MS: 350.1001 gefunden wie berechnet fiir C;7H;30s.

IR (KBr): v =3348 cm™, 2935, 1736, 1693, 1588, 1473, 1405, 1270, 1184, 1090, 1031.

UV (MeOH): Amax (€) =214 nm (14900), 260 (5200), 317 (2100).

(MeOH/HCI): A (€) = 214 nm (14000), 261 (5590), 315 (2020).
(MeOH/NaOH): Apax (¢) = 214 nm (14900), 259 (5520), 316 (2360).
Drehwert: [o]2) = - 40° (c = 0.21, Methanol)
CD (McOH): Aeg(r (A8) = 233 nm (-2.42), 259 (4.97), 320 (-3.08).

'H-NMR (300 MHz, CD;0D): & = 1.32 (d, J = 7.0 Hz, 3H, 12-Hs), 2.74 (dq, J =7.5 Hz,
1H, 10-H), 3.68 (s, 3H, 14-Hs), 3.94 (s, 3H, 13-Hs), 4.70 (d, ] =7.0 Hz, 1H, 3-H),
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5.27 (s, 1H, 1-H), 5.56 (s, 1H, 9-H), 7.31 (dd, J=7.0, 1.0 Hz, 1H, 7-H), 7.46 (dd,
J=7.0 Hz, 1H, 6-H), 7.52 (dd, J = 7.0, 1.0 Hz, 1H, 5-H).

3BC.NMR (75.5 MHz, CD;0D): § = 15.0 (q, C-12), 44.2 (d, C-10), 56.8 (q, C-13), 59.4 (q,
C-14), 65.9 (s, C-3a), 71.4 (d, C-9), 72.6(s, C-9a), 78.0(d, C-3), 96.1(d, C-1),
118.1 (d, C-7), 120.3 (d, C-5), 128.4 (s, C-8a), 131.1 (d, C-6), 133.1 (s, C-4a), 160.5 (s,
C-8), 180.0 (s, C-11), 191.8 (s, C-4).
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