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Einleitung 11

A  ALLGEMEINER TEIL

1 Einleitung

1.1 Die Naturstoff-Forschung im Kampf gegen resistente Bakterien

Immer héufiger konnen bakterielle Infektionskrankheiten aufgrund der zunehmenden
Resistenzentwicklung und der steigenden Anzahl multiresistenter Krankheitserreger mit her-
kommlichen Antibiotika nicht mehr behandelt werden. Ehemalige Reserveantibiotika wie z.B.
das Glykopeptid Vancomycin (1, s. Abbildung 1) werden zur Ersttherapie multiresistenter
Gram-positiver Erreger verwendet, versagen jedoch aufgrund von Resistenzen immer ofter.'
Studien zeigen, dass Infektionskrankheiten die zweithdufigste Todesursache weltweit und die
dritthiufigste Todesursache in Industrienationen darstellen.” Jihrlich sterben allein in
Deutschland mindestens 40 000 Menschen infolge einer Infektion mit multiresistenten
Krankenhaus-Keimen, zu denen auch MRSA (Methicillin-Resistenter-Staphylococcus-
Aureus) gehort. In den USA iibersteigen die Sterbezahlen fiir MRSA-Infektionen bereits
deutlich die Zahl der HIV-assoziierten Todesfille.>*

N H
0 N\_)'/"CHS
O <

"COOH

Abbildung 1. Strukturen von Vancomycin (1) und Penicillin G (2).

Tuberkulose, am hiufigsten durch den Erreger Mycobacterium tuberculosis verursacht, fiithrt
die weltweite Statistik todlicher Infektionskrankheiten an. 2006 starben nach Schitzung der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) etwa 1,5 Millionen Menschen, etwa zwei Milliarden

Menschen tragen den latenten Erreger in sich.” Nicht nur in den Entwicklungslidndern,
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sondern zunehmend auch in den Industrieldndern erkranken die Menschen an Tuberkulose,
weil ihr Inmunsystem durch Immunsupressiva, Drogenkonsum oder HIV geschwiicht ist.*
Auch hier kann eine bedrohliche Resistenzentwicklung multiresistenter Erreger beobachtet
werden, denen dringend neue und effektive Medikamente entgegen zu setzen sind. Allerdings
lautet auch beim Einsatz von Antibiotika mit neuen Wirkmechanismen die Frage nicht, ob
eine Resistenz entsteht, sondern wann sie zuerst auftritt. Je Ofter Antibiotika verwendet
werden, desto schneller breitet sich die Resistenz aus.® Selbst die korrekte Anwendung von
Antibiotika kann diesen natiirlichen Prozess nicht verhindern, sondern nur verlangsamen.

Mit der Entdeckung des Penicillins G (2, s. Abbildung 1) 1928 durch A. Fleming nahm die
Antibiotika-Entwicklung ihren Anfang und die 50er und 60er Jahre werden als Sternstunden
der Arzneimittelentwicklung bezeichnet. Fast alle gegen Infektionskrankheiten einsetzbaren
antibakteriellen Wirkstoffe sind vor 1970 entdeckt worden. Bakterielle Infektionen erschienen
damals auf einmal beherrschbar, so dass kaum noch neue Antibiotika aus der Natur gesucht
wurden, sondern der Fokus z. B auf Wirkstoffe zur Tumorbehandlung, zur Bekdmpfung von
Hypercholesterindmie und Bluthochdruck oder zur Anwendung in der Schmerztherapie
lagen.' Lediglich bereits vorhandene antibakterielle Substanzen wurden chemisch modifiziert,
um neue Derivate herzustellen. Als Beispiel hierfiir sind die Gruppe der p-Lactame zu
nennen, deren Weiterentwicklung zu einer Vielzahl an Substanzen gefiihrt hat, die immer
wieder neu auftauchende Resistenzen iiberwinden konnten.’ In den letzten Jahrzehnten gab es
nur zwei Vertreter neuer Naturstoffklassen, das synthetisch hergestellte Oxazolidinon
Linezolid (3, 2000)® und das aus Streptomyceten isolierte Lipopeptid Daptomycin (4, 2003)’,
die beide fiir die antibakterielle Therapie bei multiresistenten Gram-positiven Bakterien
eingesetzt werden (s. Abbildung 2). Aber auch hier sind schon erste resistente Erreger

bekannt.'

Abbildung 2. Strukturen von Linezolid (3) und Daptomycin (4).
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2006 berichteten Wissenschaftler von Merck-Laboratorien in New Jersey von Platensimycin
(5)10, einem ersten Vertreter einer neuen Naturstoffklasse, den sie im Rahmen eines Natur-
stoff-Screenings mittels eines Ganzzelltestsystems mit ,,Antisense-Silencing*-Technologie
aus Streptomyces platensis isolierten. Bei dieser molekular-biologischen Technologie wird
antisense-RNA (einzelstrangige komplementire RNA) eingesetzt, die durch Basenpaarung an
die mRNA (messenger-RNA) bindet, woriiber die jeweilige Genexpression reduziert oder
vollig unterbunden wird. Uber die resultierende Verinderung des Phinotyps kann auf die
Funktion des Gens geschlossen werden.'' 5 gehort zu den wenigen Wirkstoffen, die die
bakterielle Fettsdure-Synthese hemmen.'? Aus dem Stamm Streptomyces platensis konnte ein
weiterer Vertreter dieser neuen Naturstoffklasse isoliert werden, das Platencin (6)."”° Im
Gegensatz zum Platensimycin (5), welches einen selektiven Enzyminhibitor darstellt, hemmt
Platencin (6) gleich zwei Enzyme in der Fettsdurebiosynthese, so dass die synergistische
Wirkung zu einer starken antibiotischen Wirkung fiihrt.'* Beide Substanzen zeigen eine breite
antibakterielle Wirkung gegeniiber Gram-positiven Bakterien, darunter auch multiresistente
Erreger (s. Abbildung 3). Die Entdeckung dieser neuartigen potentiellen Wirkstoffe ist ein
Beispiel dafiir, dass auch heute noch mit Hilfe neuer Screeningsysteme neue Antibiotika-

. 12
Klassen gefunden werden konnen.

OH
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Abbildung 3. Strukturen einer neuen antibakteriellen Wirkstoffklasse aus Streptomyces platensis.

Neueste Erkenntnisse iiber den genauen Mechanismus der Inhibition bakterieller RNA-
Polymerasen (RNAP) durch das natiirliche o—Pyron-Antibiotikum Myxopyronin A (7) aus
dem Myxobakterium Myxococcus fulvus zeigen, dass ein grundlegendes Verstindnis der
Wirkungsweise von Antibiotika auf molekularer Ebene die Maoglichkeit bietet, neue

Therapien im Kampf gegen Resistenzen aufzubauen (s. Abbildung 4).
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Abbildung 4. Struktur des a—Pyron-Antibiotikum Myxopyronin A (7).

RNA-Polymerasen sind in der Behandlung von Tuberkulose ein wichtiges Target. Rifamycin-
Antibiotika (8) stellen eine Hauptkomponente der empfohlenen Therapie dar (s. Abbildung
S). Hierbei findet das semisynthetische Rifampicin (9) Verwendung in einer festgelegten

Wirkstoffkombination.*

Abbildung 5. Strukturen des natiirlichen Rifamycin (8) und des semisynthetischen Derivats Rifampicin (9).

Rifamycine binden selektiv an RNAP von Bakterien und blockieren so deren Transkription.*
Neben den Rifamycinen gibt es bisher als zugelassenes Antituberkulotikum keine weiteren
Inhibitoren der bakteriellen RNAP. Aufgrund der zunehmenden Zahl Rifamycin-resistenter
Mycobakterienstimme und mittlerweile auch multiresistenter Mycobakterien gegen Reserve-
antibiotika sind neue und effektive Therapeutika erforderlich.

Zwei weitere myxobakterielle Sekundirmetaboliten hemmen die RNAP nach demselben
Prinzip: das a—Pyron-Antibiotikum Corallopyronin A (10)"* aus Corallococcus coralloides
und das 14-gliedrige Makrolacton Ripostatin A (11)'® aus Sorangium cellulosum. Die Struktur
der RNAP weist eine ,,Krabbenscheren““-dhnliche Form auf. Die offene Form kann DNA im
aktiven Zentrum binden, nach SchlieBen der ,,Zange* beginnt die Transkription der DNA.*
Die a—Pyron-Antibiotika und das Makrolacton besetzen eine hydrophobe Tasche auBlerhalb
des aktiven Zentrums der RNAP und arretieren so eine ,,Zange*, wodurch die Transkription
der DNA verhindert wird. Die Strukturen dieser drei Antibiotika sind viel versprechende Aus-
gangspunkte fiir die Entwicklung geeigneter Wirkstoffe, welche zur Behandlung multi-

resistenter Tuberkulose-Stamme in Zukunft eingesetzt werden konnten (s. Abbildung 6).
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COH

Abbildung 6. Myxobakterielle Sekundérstoffe als Leitstrukturen fiir neue RNAP-Inhibitoren.

1.2 Quellen zur ErschlieBung neuer Naturstoffe

Die rasche Ausbildung von Resistenzen beschridnkt sich nicht nur auf Krankheitserreger,
sondern tritt auch bei Krebszellen auf und erfordert einen kontinuierlichen Nachschub an
neuen Wirkstoffen.” Mehr als 50 % aller neu zugelassenen Medikamente sind nieder-
molekulare Naturstoffe oder von Naturstoffen abgeleitete Wirkstoffe.!” Niedermolekulare
Naturstoffe besitzen im Allgemeinen eine groB3ere strukturelle Vielfalt und Komplexitit als
durch klassische oder kombinatorische Synthese erreicht werden kann. Jedoch ist die Suche
nach einem viel versprechendem Naturstoff fiir die Behandlung kostenaufwendig und
schwierig, so dass viele pharmazeutische Unternehmen in der Wirkstoffentwicklung
ausschlieBlich auf synthetische Substanzen setzen.'® Zudem stehen dem dringenden Bedarf an
neuen Wirkstoffen derzeit hohe Wiederfindungsraten beim Naturstoff-Screening gegeniiber.
Dies hat mehrere Griinde: Es wird vermutet, dass das immense Potential neuer Quellen heute
noch ldngst nicht erschlossen ist, sondern weniger als 1 % aller Mikroorganismen iiberhaupt
unter heute routinemiBig verwendeten, normalen Laborbedingungen kultivierbar sind. Die
ErschlieBung dieses gewaltigen Potentials neuer Gattungen und Arten erfordert neuartige
kultivierungsunabhingige Techniken, verbesserte Methoden zur schnellen Wiedererkennung
bekannter Substanzen, die Weiterentwicklung von Substanz-Datenbanken und automatisierter

Verfahren zur Strukturaufklirung.’
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Totalsynthese und Semisynthese

Die Bereitstellung von ausreichenden Substanzmengen fiir die Entwicklung neuer Wirkstoffe
ist ein groBes Problem, da auch schon im Bereich der medizinischen Forschung Substanz-
mengen im Gramm-MafBstab benotigt werden, um die isolierten Wirkstoffe bis zu ihrem
Einsatz als Arzneimittel ausgiebig zu untersuchen. Viele Naturstoffe, die fiir die medizinische
Entwicklung Erfolg versprechend sind, weisen sehr komplexe Strukturen auf, deren viel-
stufige Synthesen sehr teuer und zeitaufwendig sind. Nur in einigen Fillen bietet die Total-
synthese bzw. Partialsynthese eine Moglichkeit, ausreichende Mengen fiir biologische Test-
reihen bereitzustellen und Voraussetzungen fiir groftechnische Produktionen zu schaffen.
Besonders auf dem Gebiet der marinen Naturstoffe spielt die Substanzbeschaffung eine
wichtige Rolle, da die entsprechenden Wirkstoffe aus marinen Invertebraten oft nur in sehr
geringem AusmaB, manchmal sogar nur in Mengen von weniger als 10°% des Feucht-
gewichts, gewonnen werden konnen.'® Es ist klar, dass der marine Wirkstoff unter diesen
Umstinden niemals das spitere Arzneimittel werden kann, solange das Problem der
Gewinnung nicht gelost wird. Aber auch bei Wirkstoffen aus Pflanzen kann eine nachhaltige
Substanzbeschaffung problematisch sein. Ein Beispiel hierfiir ist das Antitumormittel
Paclitaxel (12, Taxol®), das aus der Rinde einer speziellen Eiben-Art isoliert wurde. Erst ein
semisynthetischer Zugang ausgehend vom Vorldufer 10-Deacetylbaccatin III (13) oder
Baccatin III selbst, welche aus rasch nachwachsenden Nadeln einer gut kultivierbaren Eiben-
Art gewonnen werden konnen, ermoglichten die Entwicklung und Markteinfithrung des

Krebstherapeutikums 12 (s. Abbildung 7).

12 13

Abbildung 7. Strukturen von Paclitaxel (12) und dem Vorldufer 10-Desacetylbaccatin III (13).

Oftmals ist die Fermentation mit nachfolgender semisynthetischer Derivatisierung der einzig
praktikable Weg zur Herstellung ausreichender Mengen neuer Naturstoffderivate fiir klinische
Studien.' Ein Beispiel sind hierfiir die Glykopeptid-Antibiotika, zu denen das Vancomycin (1,
s. Abbildung 1) gehort. Die sich derzeit in der klinischen Entwicklung befindlichen Glyko-
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peptide der zweiten Generation sind semisynthetische Derivate wie Oritavancin (LY-333328,
14) und Telavancin (TD-6424, 15), die verbesserte pharmakologische Eigenschaften und vor

allem eine Wirksamkeit gegen resistente Bakterien aufweisen.'
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Abbildung 8. Semisynthetische Glykopeptide der 2. Generation.

Kombinatorische Biosynthese

Ein anderer Zugang neuartige, unnatiirliche Naturstoffe zu gewinnen, stellt die so genannte
Kombinatorische Biosynthese dar. Die strukturelle Vielfalt der Sekundirstoffe wird nicht nur
durch die Variation der Grundstrukturen, sondern vielmehr durch unterschiedliche
Kombinationen dieser Elemente miteinander und durch Modifikationen der Grundstrukturen
mit Hilfe von Methylasen, Oxygenasen, Halogenasen, Glykosyltransferasen und anderen
Enzymen erzeugt.”' Mit molekularbiologischen Techniken wird versucht, Biosynthesegene
miteinander zu kombinieren oder zu veriandern, um so zu neu kombinierten Naturstoffen mit
verbesserten pharmakologischen FEigenschaften zu gelangen. Die unnatiirlichen Erythro-
mycinderivate® 16 und 17 und das unnatiirliche Epothilonderivat™ 18 sind Beispiele fiir
einen solchen erfolgreichen Ansatz (s. Abbildung 9). Allerdings stehen diesen erfolgreichen
Ansidtzen weit mehr unveroffentlichte Ansidtze gegeniiber, bei denen die gewiinschten
Ergebnisse ausblicben.'® Dennoch ist diese Technologie zum Aufbau von wertvollen
Substanz-Bibliotheken mit Naturstoffanaloga fiir die industrielle Wirkstoffsuche ein

lohnendes Ziel in der Zukunft.
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12-Desmethyl-12-desoxy- 10-Desmethyl- 10,11-Didehydro-
erythromycin (16) erythromycin (17) ephothilon D (18)

Abbildung 9. Neue Derivate aus der kombinatorischen Biosynthese.

Das Metagenom

Als Metagenom wird die Gesamtheit des genetischen Materials von Organismen aus
terrestrischen oder marinen Habitaten bezeichnet, die oft nicht in Kultur gebracht werden
konnen. Marine Organismen wie Schwimme, Manteltiere, Moos- oder andere Weichtiere
produzieren eine faszinierende Vielfalt an strukturell einzigartigen Sekundirmetaboliten,
deren biologische Aktivititen sich iiber eine Bandbreite von antibakteriellen, antifungalen,
antitumoralen, insektiziden und besonderen Enzym-inhibierenden Wirkungen erstrecken und
ein groBes Potential fiir neue Wirkstoffe zu bieten scheinen.** Allerdings konnen die fiir eine
Medikamenten-Entwicklung notwendigen Substanzmengen nur durch ein zerstorerisches
Abernten der natiirlichen Standorte erreicht werden, was 6kologisch nicht vertretbar ist. In
vielen Fillen wird vermutet, dass die tatsdchlichen Produzenten dieser Substanzen bislang
nicht kultivierbare Bakterien sind. Ein Beispiel fiir eine Beteiligung bakterieller Symbionten
an der Naturstoff-Produktion ist der Schwamm Theonella swinhoei (s. Abschnitt 4 ).* Eine
gezielte Klonierung dieser Biosynthesegene und ihre Expression in einem kultivierbaren
Bakterium als regenerative Quelle sollte eine Produktion der Wirkstoffe in ausreichenden
Mengen ermoglichen. Doch nicht nur marine Habitate sondern auch terrestrische Habitate
bergen moglicherweise ungeahnte Potentiale, die es zu erschlieBen gilt. Mit Hilfe von
Metagenom-Strategien konnen Mikroorganismen unabhédngig von ihrer Kultivierbarkeit
identifiziert werden.”®?’ Hierzu werden zunichst Metagenom-Bibliotheken (Sammlung von
Klonen) angelegt, die jeweils unterschiedliche Abschnitte des Metagenoms (Gesamt-DNA)
aus einer Umweltprobe enthalten. Leistungsstarke Vektorsysteme konnen bis zu 100 kb und
mehr Basen stabil aufnehmen (Fosmide). Zur Identifizierung der Klone kdnnen unterschied-
liche Auswahlverfahren oder Screenings herangezogen werden. Beim Screening wird

zwischen einem funktionsbasiertem und sequenzbasiertem Screening unterschieden. Uber
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funktionsbasierte Screenings konnen z. B. Antibiotika gefunden werden, wobei die bisher
isolierten Substanzen strukturell einfach aufgebaut sind, da sie nur in sehr kurzen Biosyn-
these-Sequenzen gebildet werden. Dies ist u. a. darauf zuriickzufiihren, dass meistens als
Expressionswirt E. coli verwendet wird. E. coli ist gentechnisch am leichtesten zu handhaben
und am besten charakterisiert, ist aber fiir die Biosynthese von pharmakologisch interessanten
Naturstoffen wie Polyketide und nichtribosomale Peptide weniger ,,begabt®. Zudem ist bisher
die maximale Groe der Umwelt-DNA-Fragmente bisher auf ca. 80 kb beschrinkt.
Biosynthesegencluster strukturell hochkomplexer Wirkstoffe sind aber grofler. Damit bedarf
es in Zukunft neuartiger Verfahren zur Isolierung, Klonierung und stabiler Expression
hochmolekularer Umwelt-DNA, um neue Wirkstoffe in ausreichenden Mengen produzieren
zu konnen.”’

Beim sequenzbasiertem Screening werden Metagenom-Bibliotheken auf Sequenzhomologien
zu Enzymen durchmustert. Bei der Biosynthese des GroBteils der bakteriellen Naturstoffe
sind nur wenige unterschiedliche Enzymfamilien beteiligt. Damit konnen Enzyme wie z. B.
spezifische Halogenasen oder Polyketidsynthasen genutzt werden, um gezielt potentielle
Wirkstoffgene zu identifizieren.”” Auch erlaubt dieser Ansatz Riickschliisse darauf, ob die
isolierten Biosynthesegene einen bekannten, verwandten oder neuen Vertreter einer Natur-
stoffklasse kodieren. Fiir die Suche nach neuen Enzymfamilien ist diese Screeningmethode
allerdings ungeeignet, da nur nach bekannten Genen gesucht werden kann.*® Hierfiir eignen

sich eher funktionsbasierte Testsysteme.

Damit wird deutlich, dass fiir die Gesundheit der Menschen eine konzentrierte Forschung
nach neuen Wirkstoffen heute, ganz aktuell zwingend geboten ist. Positiv ist zu sehen, dass es
mehrere moderne Ansitze fiir die Suche nach neuen Naturstoffen gibt, die eine Erschliefung
neuer Quellen ermdglichen. Dennoch miissen fiir erfolgreiche Anwendungen und Methoden
noch viele Probleme angegangen werden, um die Entwicklung von neuen Medikamenten und

vor allem deren kontinuierlichen Nachschub iiberhaupt zu gewéihrleisten.
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2 Aufgabenstellung

Im Rahmen des vom BMBF-geforderten Netzwerks ,,Neue Anti-Biofilmstrategien aus dem
Metagenom* geht es in der vorliegenden Arbeit um das Teilprojekt ,,Synthese und
Chemische Analyse neuer Biofilminhibitoren. Durch Totalsynthese und Reinigung sollen
die Quorum-Sensing-Molekiile Autoinducer 1 (Al-1, 19) und Autoinducer 2 (Al-2, 20) in
ausreichenden Mengen fiir den Projektpartner K. Jung (Universitit Miinchen) hergestellt
werden. Erst der Einsatz definierter Mengen der Autoinducer Al-1 (19) und AI-2 (20)
gewdhrleistet eine hohe Reproduzierbarkeit des Autoinducer-basierten Testsystems, welches
bei der Analyse von Anti-Quorum-Sensing-Klonen in Miinchen eingesetzt werden sollte.
AuBerdem sollten in Kooperation mit den Arbeitsgruppen W. Streit (Universitit Hamburg)
und R. Schmitz-Streit (Universitit Kiel) die Reaktionsprodukte von Biofilm-inhibierenden

Metagenom-Klonen mit Hilfe von HPLC-ESI-MS-Analysen detektiert und charakterisiert

werden.
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Der marine Streptomycet JP90 ist ein begabter Naturstoffproduzent und Gegenstand des
zweiten Teils. Ziel war zunidchst die Reinigung des Rohprodukts vom synthetischen
Cinnamoylphosphoramid (21) sowie die Synthese eines wasserloslichen Analogons. Damit
sollten ausreichende Mengen fiir biologische Testungen, die biochemische Charakterisierung
und Zufiitterung erhalten werden und die biologische Aktivitit des potentiellen Acetylcholin-
esterase-Hemmers ndher untersucht werden. Dieser fiir mikrobielle Naturstoffe ungewohn-
liche Metabolit 21, dessen Struktur dem Grundgeriist von Organophosphaten entspricht,

28 . . . . .
® im Rahmen eines physikochemischen Screenings aus dem

wurde von 7. Schuhmann
marinen Stamm Streptomyces sp. JP90 isoliert. In der eigenen Diplomarbeit® konnte mit
Hilfe der Totalsynthese von 21 die Struktur des Cinnamoylphosphoramids (21) in der
absoluten Konfiguration aufgeklart werden. Ein bisher unbekannter Sekunddrmetabolit aus
dem Stamm JP90 sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit strukturaufgeklért werden.

Weiterhin sollten Untersuchungen zur Biosynthese der mikrobiellen Spirotetronate (22) und

Rosiridol (23) aus Streptomyces sp. JP90 mit BC-markierten Vorldufern durchgefiihrt werden.
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Hiervon war neben dem biosynthetischen Aufbau der Tetronsdure-, trans-Decalin- und
Cyclohexen-Einheiten in den Spirotetronaten (22) auch der Biosyntheseweg von Interesse,
iiber den der Stamm JP90 das Monoterpen Rosiridol (23) aufbaut.

In einem weiteren Teil dieser Arbeit sollte in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Prof. U.
Hentschel (Universitit Wiirzburg) das Metabolitenspektrum des Stammes Streptomyces
sp. Pol001 auf die Produktion eines neuen Glykopeptids (24) untersucht werden. Die Struktur
des gesuchten Glykopeptids (24), bei dem es sich um das erste Glykopeptid des Vancomycin-
Typs mit mindestens einem Sulfatsubstituenten handeln wiirde, wurde aus dem von

M. Scheuermayer™ identifizierten Biosynthesegencluster abgeleitet.

R® O R*
HN R1: H oder CI S1: H oder SO,
R2: Glucose S2: H oder SO,
R3: H oder CI S3: H oder SO,

R4: aliphatischer Rest

R5: moglicherweise Alanin S4: H oder SO,

S5: H oder SO,

S4O OSS

24

Ziel dieser Arbeit war es, fiir den Produzenten Pol00O1 optimierte Kultivierungsbedingungen
beziiglich einer hohen Produktion von 24 zu finden und einen effizienten Zugang fiir die
Gewinnung des neuen Glykopeptids (24) zu erreichen. Ferner sollte die Struktur des neuen
Glykopeptids (24) mittels spektrometrischer und spektroskopischer Methoden aufgeklirt
werden. Weitere Aufgaben zur Strukturaufkliarung isolierter Sekundirstoffe wurden von
C. Handrich aus der Arbeitsgruppe M. Miiller (Arbeitsmedizin, Universitit Gottingen)

gestellt; die Identifizierung teratogener Stoffe aus dem Pilz Aspergillus nidulans war das Ziel.



22 Allgemeiner Teil

3 BMBF-Verbundprojekt ,,Neue Anti-Biofilmstrategien aus dem

Metagenom*

3.1 Projektiibersicht

Im Rahmen des vom Bundesministerium fiir Bildung und Forschung (BMBF) geftrderten
GenoMik-Plus-Programms wurde das Projekt ,,Neue Anti-Biofilmstrategien aus dem
Metagenom* im Zeitraum vom 01.06.2006 bis 31.05.09 gefordert und erhielt bis Ende des
Jahres 2009 eine Verlingerung (FZK 03137651A). Ziel dieses Projektes war die Identi-
fizierung von neuen Biofilminhibitoren zur Hemmung der Biofilmbildung mit Hilfe der
Metagenom-Strategie, so dass das Potential bisher nicht-kultivierter Organismen genutzt
werden konnte. Hierzu sollten zunidchst mittels der Metagenomtechnologie Metagenom-
Bibliotheken mit E. coli und P. aeruginosa als Wirtsstimme aus marinen und terrestrischen
Habitaten erstellt werden. Diese sollten mit zuvor entwickelten Screeningsystemen auf Anti-
Quorum-Sensing-Klone durchmustert werden. Die so gefundenen Anti-Quorum-Sensing-
Klone sollten mit Hilfe molekularbiologischer, biochemischer und chemisch-organischer
Methoden untersucht und analysiert werden. Der Einsatz solcher Biofilminhibitoren zur wirk-
samen Therapie und Vermeidung von Biofilmen, in beispielsweise industriellen Prozessen,
soll ferner in Kooperation mit der Industrie erforscht werden. Am BMBF-Verbundprojekt

waren vier Projektpartner beteiligt (s. Abbildung 10).

Biolgie AK Schmitz-Streit AK Streit AK Jung
giey Kiel Hamburg Munchen
. AK Grond . .
Chemie Géttingen Industriepartner Industrie

Abbildung 10. Vernetzung der Arbeitskreise im Verbundprojekt.

Universitdt Hamburg

(Arbeitskreis Prof. W. Streit, Abteilung fiir Mikrobiologie und Biotechnologie, Biozentrum
Klein Flottbek)

In diesem Arbeitskreis wurden zunidchst Metagenom-Bibliotheken aus terrestrischen

Habitaten erstellt. Diese wurden in einem neu entwickelten Screeningsystem auf kleine und
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stabile Enzyme durchmustert, die unterschiedliche N-Acylhomoserinlactone als Signal-
molekiile der Mikroorganismen abbauen. Ferner sollen diese Enzyme auf Oberfliachen
immobilisiert werden, um so zur Bekdmpfung von Biofilmen verwendet werden zu konnen.
Hierzu wurde ein neuartiges Testsystem entwickelt, das es ermoglicht, diese Enzyme auf ihre
Biofilm-inhibierende Wirkung zu {iiberpriifen. Auflerdem erforscht die Gruppe bessere
Techniken, um die Suche nach neuen Anti-Quorum-Sensing-Molekiilen zu vereinfachen und

schneller durchfiithren.

Universitdt Kiel

(Arbeitsgruppe Prof. R. Schmitz-Streit, Institut fiir Allgemeine Mikrobiologie, Biologie-
zentrum)

In diesem Arbeitskreis wurden zunidchst Metagenom-Bibliotheken aus marinen Habitaten
erstellt. Mit Hilfe eines neu entwickelten Screeningsystems wurden diese Metagenombanken
auf Anti-Quorum-Sensing-Klone hin untersucht, die die Bildung von Biofilmen durch Abbau,
Inaktivierung oder Hemmung der Signalmolekiile verhindern. Hierbei wurde ein Testsystem
aufgebaut, das ermoglicht, Anti-Quorum-Sensing-Klone zu detektieren, die mit Signal-

molekiilen des AI-2-Typs interferieren.

LMU Miinchen

(Arbeitskreis Prof. K. Jung, Departement Mikrobiologie I, Abteilung fiir Mikrobiologie)

In diesem Arbeitskreis wurden Testsysteme mit den Reporterstimmen Vibrio harveyi MM77
und Photorhabdus luminescens etabliert. Hiermit konnen Anti-Quorum-Sensing-Klone
anhand ihres inhibitorischen Effektes auf die QS-kontrollierte Biolumineszenz identifiziert
werden. Weiterhin wurde ein Einzelzelltestsystem mit Vibrio harveyi entwickelt, das zur
Verifizierung der neuen Quorum-Sensing-, und Anti-Quorum-Sensing-Molekiile eingesetzt
werden kann. AuBerdem konnte in der Arbeitsgruppe bereits ein Testsystem aufgebaut
werden, mit dessen Hilfe Anti-Quorum-Sensing-Aktivititen von Metagenomklonen oder

Naturstoffen biochemisch analysiert und charakterisiert werden sollen.

Universitdt Gottingen

(Arbeitskreis PD Dr. S. Grond, Institut fiir Organische und Biomolekulare Chemie)

In diesem Teilprojekt ,,Synthese und Chemische Analyse von neuen Biofilminhibitoren*
wurden fiir den Aufbau der Testsysteme der Kooperationspartner Quorum-Sensing-Molekiile
durch Totalsynthese oder Reinigung ausgewdhlter Signalmolekiile bereitgestellt. Des

Weiteren wurden fiir massenspektrometrische Untersuchungen eine HPLC-ESI-MS-Methode
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etabliert, mit deren Hilfe positiv getestete metagenomische Klone aus dem biologischen
Screening auf ihre Quorum-Quenching-Aktivitdt untersucht wurden. Weiterhin wurde der
Aufbau einer Substanzbibliothek begonnen, die auf Quorum-Sensing- und Anti-Quorum-

Sensing-Aktivitit in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Jung getestet wurde.

3.1.1 Kommunikation im Biofilm

Was ist Biofilm?

Mikrobielle Biofilme sind Aufwiichse auf Oberflichen, die den Mikroorganismen als
typischer Lebensraum dienen. Durch einen zdhen Film aus Polysacchariden sind die im
Biofilm lebenden Organismen vor mechanischen Kriften, gegeniiber extremen pH- und
Temperaturschwankungen, aber auch gegen Biozide, Antibiotika und Desinfektionsmittel
oder Immunabwehrmechanismen des Wirtsorganismus bei Infektionen geschiitzt. In Bio-
filmen erfolgt ein Informationsaustausch in Form von Gentransfer oder mittels nieder-
molekularer Signalmolekiile. In Laboruntersuchungen von Reinkulturen wurde festgestellt,
dass Signalmolekiile an der Entwicklung der dreidimensionalen Struktur von Biofilmen sowie
beim Aufrechterhalten der ungestorten Funktionsweise beteiligt sind.”’ Biofilme sind nicht
nur in der freien Natur ubiquitédr. In klinischen Bereichen sind mikrobielle Kontaminationen
und Besiedlung von medizinischen Instrumenten, Kathetern und Implantaten insbesondere
durch pathogene Erreger geféihrlich.32 Aber auch bei industriellen Prozessen haben Biofilme
durch Biokorrosion oder Biofouling unerwiinschte und schidliche Auswirkungen, die zu
groBen finanziellen Verlusten fithren.”” In den letzten Jahren wurden viele neue Ansitze ent-
wickelt, die mikrobielle Anheftung und Biofilmbildung vermeiden sollen. Hierzu gehdren die
Entwicklung von verdnderten Oberfldchenstrukturen und Materialien, sowie mechanische und
elektrochemische Verfahren zur Bekdmpfung von Biofilmen. Eine andere Moglichkeit, die
Bildung von Biofilmen zu verhindern oder deren Ablosung zu erwirken, besteht darin, die

Kommunikation der Bakterien zu storen.

Quorum-Sensing

Die Kommunikation zwischen Bakterienzellen wird als Quorum-Sensing (QS) bezeichnet und
basiert auf der Produktion und Wahrnehmung niedermolekularer Signalmolekiile, so genann-
ter Autoinducer (AI).34 Es wird dabei angenommen, dass bestimmte Prozesse, wie z. B. die
Biolumineszenz, die bereits beschriebene Ausbildung von Biofilmen, oder die Produktion von
Virulenzfaktoren erst dann ausgefiihrt werden, wenn eine entsprechend hohe Anzahl an
Bakterienzellen vorliegt. Bereits in den 70er Jahren wurde das Phanomen urspriinglich in den

marinen Leuchtbakterium Vibrio fisheri, einem Symbionten aus marinen Vertebraten ent-
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deckt. Hierbei wurde beobachtet, dass die Bakterienzellen erst bei einer entsprechenden Zell-
dichte innerhalb der Organe des Wirts Biolumineszenz zeigen.” Die bakterielle Kommuni-
kation in Gram-negativen und Gram-positiven Mikroorganismen bedient sich strukturell
unterschiedlicher Molekiile. In Gram-negativen Bakterien stellen die N-Acylhomoserin-
lactone (AHL, 25) die am weitesten verbreitete Gruppe an Signalmolekiilen dar, deren Pro-
duktion bei mehr als 50 Bakterienarten nachgewiesen werden konnte.*® Als weitere bekannte
Gruppen von Signalmolekiilen sind Furanone des AI-2-Typs oder Quinolon-Derivate zu
nennen, wobei vermutet wird, dass Autoinducer 2 (AI-2, 20) an der Kommunikation zwischen
verschiedenen Arten von Bakterien beteiligt sind. Gram-positive Mikroorganismen setzen

eher kleine Peptide als Signale ein (s. Abbildung 11).
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Abbildung 11. Strukturen ausgewihlter Signalmolekiilgruppen aus Gram-negativen und Gram-positiven Mikro-

organismen.

Bis heute ist das Phanomen Quorum Sensing eine Hypothese, die experimentell noch nicht im
Detail bewiesen werden konnte. In der Literatur werden als mogliche Funktion fiir dieses
Phinomen noch weitere Konzepte debattiert. Ein Beispiel ist hierfiir das von Redfield et al.”’
diskutierte ,,Diffusion Sensing®, bei dem mit Hilfe der Signalmolekiile der Massentransfer,
also die Diffusion im Medium, bestimmt werden kann und Quorum Sensing nur als Neben-
effekt auftritt. 2007 wurde eine Hypothese publiziert, in der versucht wird, die umstrittenen
Konzepte als ,Efficiency Sensing zu vereinigen.”® Hierbei wird angenommen, dass die
Zellen zunichst diffusionsfihige kleine Molekiile produzieren, deren Synthese energetisch
nicht aufwendig ist, um sie gezielt in die Umgebung freisetzen. Mit Hilfe dieser Signal-

molekiile sollen die Zellen herausfinden konnen, ob die Notwendigkeit besteht, energetisch

aufwendigere extrazelluldre Effektoren zu synthetisieren.
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Strategien der Kommunikationsstorung

Bereits Ende der 90er Jahre konnte fiir einige Bakterien nachgewiesen werden, dass
QS-Systeme fiir die Entwicklung von Biofilmen essentiell sind.*'”** Die Stérung solcher
QS-Systeme, die auch als Anti-Quorum-Sensing (AQS) bezeichnet wird, gilt als aussichts-
reiche Strategie im Kampf gegen die zunehmende Resistenzentwicklung bei Mikro-
organismen gegeniiber bakteriziden Wirkstoffen. Diese Systeme iiben keinen Selektionsdruck
auf die Bakterien aus, sondern hemmen die Funktion, pathogene Eigenschaften auszufiihren.*
In der Literatur wird zwischen zwei Prozessen unterschieden, die QS-Systeme storen*’:

1. Bei Quorum-Quenching (QQ) wird QS gestort, indem das Signalmolekiil durch enzyma-
tischen Abbau oder Modifikation inaktiviert wird.

2. Bei Quorum-Sensing-Inhibierung (QSI) erfolgt ein Eingriff innerhalb der Signal-Trans-
duktions-Kaskade, woriiber QS inhibiert wird, das kann Blockierung von Rezeptoren oder
fehlende Biosynthese anderer Komponenten des Signalweges sein.

Zurzeit ist die Blockade des Signalmolekiil-Rezeptorproteins eine sehr viel versprechende
Strategie zur Storung der mikrobiellen Kommunikation. Ein gut untersuchtes Beispiel fiir die
Blockade des AHL-regulierenden Prozesses sind halogenierte Furanone (26) aus der Rotalge
Delisea pulchra. Dabei wird nicht direkt der Rezeptor blockiert, sondern durch deren Eingriff
innerhalb der Signal-Transduktions-Kaskade diese gehemmt.41 Allerdings sind die bisher
untersuchten Furanone (26) aufgrund ihrer Cytotoxizitit fiir eine praktische Anwendung nur
bedingt einsetzbar. Ein weiteres Beispiel fiir QS-Inhibitoren aus der Natur sind die aus dem
Pilz Penicillium isolierten Sekundidrmetaboliten Penicillinsdure (27) und Patulin (28) (s.
Abbildung 12).** Bisherige Bemiihungen Struktur-Analoga solcher natiirlichen QS-
Inhibtoren zu synthetisieren, resultierten allerdings in Derivaten, die lediglich eine geringere

Aktivitit im Vergleich zu den Leitstrukturen aufwiesen.”’

H Br O
Br / Br Br / Br —O on HO /
/ @) / 0] / 0] / O
OH O OH O O O
Halogenierte Furanone aus D. pulchra (26) Penicillinsaure Patulin (28)

(27)

Abbildung 12. Quorum-Sensing-Inhibitoren aus natiirlichen Quellen.

Eine weitere aussichtsreiche Strategie stellen enzymatische Abbaureaktionen oder Modifi-

kationen von Signalmolekiilen dar. Hierbei werden Enzyme gesucht, die die Signalmolekiile
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chemisch so verdndern, dass deren Aktivitit die des Autoinducers einschrinkt oder sogar

ganz unterbindet. Beispiele fiir solche Enzyme werden im Folgenden beschrieben.

Denkbare Chemie-Innovation des Biofilm-Projektes

Im Rahmen dieses Verbundprojektes gehoren zu den Aufgaben des Naturstoffchemikers zum
einen Untersuchungen von Signalmolekiilen und deren Derivaten aus enzymatischen Abbau-
oder Modifikationsreaktionen und Quantifizierung dieser Enzymumsitze, um die enzyma-
tischen Aktivititen mit Hilfe chemischer Analysenmethoden zu verifizieren und moglicher-
weise bisher noch unbekannte enzymatische Abbauprodukte neuer Enzymklassen nachzu-
weisen. Zum anderen ist natiirlich die Isolierung von Naturstoffen mit Anti-Quorum-Sensing-
Aktivitait (AQS) und deren Strukturaufkldarung mittels spektrometrischer und spektros-
kopischer Methoden von besonderem Interesse. Bisher konnen mit Hilfe der Metagenom-
technologie nur kleine, strukturell einfach aufgebaute Naturstoffe isoliert werden, da diese in
sehr kurzen Biosynthesegensequenzen gebildet werden konnen (s. Abschnitt 1.2 ). Fiir einen
Sekundirstoff liegt die GroBe des Inserts (Abschnitt der Umwelt-DNA) mindestens zwischen
30-40 kb, damit das Vorliegen einer kleinen Polyketidsynthase (PKS) oder nichtribosomale
Peptidsynthase (NRPS) iiberhaupt moglich ist. Zudem koénnen aber auch neue Biomolekiil-
Derivate, d.h. leicht verinderte Primirstoffwechsel-Intermediate wie z. B. nitrierte oder
halogenierte Aromaten von Aminosduren an QSI beteiligt sein, die es zu isolieren gilt. Fiir
eine ferne industrielle Nutzung bieten diese strukturell einfach aufgebauten Naturstoffe ein

gro3es Potential in der Bekdmpfung von Biofilmen.

3.2 Screening und Charakterisierung von Anti-Quorum-Sensing

Im Arbeitskreis K. Jung (LMU Miinchen) wurde ein Testsystem mit dem Reporterstamm
Vibrio harveyi MM77 etabliert, mit dessen Hilfe iiber inhibitorische Effekte auf die QS-
kontrollierte Biolumineszenz potentielle Anti-Quorum-Sensing-Klone identifiziert werden

koOnnen.

3.2.1 Die Autoinducer AI-1 (19) und AI-2 (20)

Die QS-kontrollierte Biolumineszenz in dem Gram-negativen Bakterium der Spezies
V. harveyi wird durch drei Autoinduktoren gesteuert, die Autoinducer Al-1 (19) und AI-2
(20) und CAI-1, dessen Struktur noch unbekannt ist.* Der Einfluss der Autoinducer Al-1 19)
und AI-2 (20) auf die Biolumineszenz wird eingehend erforscht. Jung et al. konnten zeigen,

dass die Autoinduktoren synergistisch auf die Induktion von Biolumineszenz wirken und mit
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Hilfe eines entwickelten Testsytems die zelluliren Mechanismen des jeweiligen Signal-

. . . . 44
molekiils biochemisch analysieren.

Der Autoinducer AI-1(19)

Der Autoinducer AI-1 (19) gehort zur Klasse der N-Acylhomoserinlactone (AHLs), die von
Gram-negativen Bakterien als QS-Signal genutzt werden. Erstmalig wurde das N-(3-
Hydroxybutyryl)homoserinlacton als Signalmolekiil aus V. fisheri Anfang der 80er Jahre von
Eberhard et al. identifiziert und seine Struktur aufgeklirt.*” Da es der erste identifizierte
Autoinducer aus V. fisheri ist, wird er als AI-1 (19) bezeichnet. Fiir die biologische Aktivitit
von N-Acylhomoserinlactonen ist die S-Konfiguration (L-Konfiguration) des Lactonringes
essentiell. Synthetische R-Isomere zeigten im Vergleich keine biologische Aktivitit.*® Die
Konfiguration der Hydroxyfunktion an C-3 der Acylkette von Al-1 (19) ist R-konfiguriert.
Das R-Hydroxybutyrat stammt von R-B-Hydroxybutyryl-ACP aus der Fettsdurebiosynthese,
welches aus zwei Molekiilen Acetyl-CoA iiber Acetoacetyl-CoA und anschlieBender stereo-
spezifischer Reduktion der Ketofunktion an C-3 aufgebaut wird.’ Die S-Form wiirde im
Gegensatz dazu aus der f-Oxidation von Fettsduren erhalten werden. Um die Annahme des
biosynthetischen Ursprungs zu belegen, wurde als Inhibitor der Fettsdurebiosynthese
Cerulenin eingesetzt. Dieses hemmt die f-Ketoacyl-ACP-Synthase, so dass der Aufbau der
Fettsaure nicht erfolgen kann. Hiermit wurde eindeutig die Annahme bestitigt, dass die aktive

Form des Al-1, das (R,S)-AI-1 (29) ist (s. Abbildung 13).

OH O OH O
)\)J\ /q\o /-\)J\ o
N N
H H
R,S-29 © S,5-30 ©

Abbildung 13. Strukturen von (R,S)-Al-1 (29) und (S,S)-Al-1 (30).

Fiir Untersuchungen inhibitorischer Effekte auf die Induktion der Biolumineszenz in
V. harveyi wurden (S,5)-Al-1 (30) und (R,S)-Al-1 (29) als Epimerengemisch und als reine
Diastereomere eingesetzt. Hierbei zeigte sich, dass (R,S)-Al-1 (29) zehnmal aktiver ist als
(S5,5)-Al-1 (30), das aber auch keine hemmenden Einfliisse auf die Aktivitidt des (R,S)-Al-1
(29) ausiibt. Molekulare Modellstudien ergaben fiir die Orientierung der Hydroxyfunktion der
Acylkette am Wirkort vollig verschiedene Ausrichtungen, wodurch vermutlich eine andere
Anordnung in der Enzymtasche des Rezeptors resultiert und zu dem beobachteten Aktivitéts-

unterschied fiihren konnte.*’
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Der Autoinducer Al-2

Der Autoinducer AI-2 (20), ein Furanosyl-borat-diester, wurde als erstes im marinen
Bakterium V. harveyi identifiziert, mittlerweile konnte dieser Autoinducer in vielen Gram-
negativen und Gram-positiven Bakterien beobachtet werden (s. Abbildung 15). Des Weiteren
konnten das fiir die Biosynthese des Al-2-Vorldufers DPD (4,5-Dihydroxy-2,3-pentandion,
31) erforderliche Enzym LuxS in vielen sequenzierten bakteriellen Genomen gefunden
werden. Aufgrund dieser Beobachtungen wird angenommen, dass es sich bei AI-2 (20) um
ein ubiquitdres Signalmolekiil handelt, iiber das die Kommunikation zwischen Bakterienarten
erfolgt. AI-2 (20) entsteht in Gegenwart von Bor aus dem offenkettigen Vorldufer DPD (31),
das aufgrund seiner Struktur sofort in wissriger Losung zum Ketal cyclisiert. Die Biosynthese
des DPDs (31) erfolgt ausgehend von S-Adenosylmethionin (SAM, 32), das in der Zelle als
Methyldonor fungiert (s. Abbildung 14).* Bei der Ubertragung der Methylgruppe auf ein
Substrat entsteht aus SAM (32) das toxische S-Adenosylhomocystein (SAH, 33), welches zu
Adenosin und Homocystein (34) verstoffwechselt werden kann. In Gegenwart des Gen-
produkts LuxS allerdings erfolgt eine durch das Enzym Pfs katalysierte Umwandlung des
SAH (33) zu S-Ribosylhomocystein (SRH, 35) und Adenin. Das hierbei gebildete SRH (35)
wird durch das Enzym LuxS zu stochiometrischen Mengen an DPD (31) und dem fiir Zellen
toxischen Homocystein (34) umgesetzt. In der Literatur wird au3erdem die Moglichkeit einer
LuxS-unabhéngigen Bildung von DPD (31) beschrieben, die von einer spontanen Umwand-
lung von Ribulose-5-phosphat ausgeht.*® Hiermit wird versucht zu erkliren, warum AI-2-

Aktivitdten in Bakterien beobachtet werden, die nicht iiber das Genprodukt LuxS verfiigen.
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Abbildung 14. Metabolischer Weg zur Bildung des Vorldufers DPD (31).

Das offenkettige DPD (31) steht im wissrigen Medium mit drei moglichen Signalmolekiilen

in einem thermodynamischen Gleichgewicht: (25,4S5)-2-Methyl-2,3,3,4-tetrahydroxytetra-
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hydrofuran (S-THMF, 37), (2R,45)-2-Methyl-2,3,3,4-tetrahydroxytetrahydrofuran (R-THMF,
38) und 4-Hydroxy-5-methyl-3(2H)-furanon (MHF, 39), die in der Literatur gerne als Signal-
molekiile des AI-2-Typs zusammengefasst werden (s. Abbildung 15).%*

HO JOH Ho OH
“O"(Y BRO SR e o {Y
Al-2 20 STHMF (37) RTHMF (38) MHF (3

Abbildung 15. Die vier Signalmolekiile des AI-2-Typs.

In Gegenwart von Bor bildet sich aus S-THMF (37) der Furanosyl-borat-diester AI-2 (20).
Mit Hilfe von Kristallstrukturen konnte gezeigt werde, dass AI-2 (20) in V. harveyi an den
Rezeptor LuxP bindet, wihrend R-THMF (38) in E. coli und S. typhimurium an den Rezeptor
LsrB bindet.® Es konnte experimentell gezeigt werden, dass die Signalmolekiile S-THMF
(37) und R-THMF (38) iiber die offenkettige Form miteinander im Gleichgewicht stehen (s.
Abbildung 16). Nur in Gegenwart von Borsdure konnte das enzymatisch synthetisierte DPD
(31) Biolumineszenz bei V. harveyi induzieren oder das am Rezeptor LsrB-gebundene R-
THMEF (38) freigesetzt werden. Das freigesetzte R-THMF (38) wandelt sich iiber die offen-
kettige Form zum Furanosyl-borat-diester (20) um und kann in V. harveyi Biolumineszenz
erzeugen. Somit ist das Vorliegen von Borsdure notwendig fiir die Stimulation von Bio-
lumineszenz in V. harveyi, und tatsidchlich lebt das marine Bakterium V. harveyi in Meer-
wasserregionen, die hohe Konzentrationen an Borsiure aufweisen.”!

Ein weiteres Molekiil, das zum AI-2-Typ gehort, ist das MHF (39, s. Abbildung 16). Dieses
kann aus dem Intermediat R-DHMF (41) iiber Keto-Enol-Tautomerie und Abspaltung von
Wasser gebildet werden und steht damit auch in Beziehung zum DPD (31). In der Literatur
wurden Extrakte aus der enzymatischen Synthese mit LuxS durch GC-MS-Analyse auf ein
Produkt des AI-2-Typs hin untersucht. Hierbei konnte MHF (39) durch Vergleich der Reten-
tionszeiten und des Fragmentierungsmusters mit synthetischem Material identifiziert werden,
das Vorliegen eines weiteren Signalmolekiils des AI-2-Typs konnte nicht verifiziert werden.”
Aufgrund dieser Beobachtung wird vermutet, dass MHF (39) das Hauptprodukt der LuxS-
Reaktion ist, wihrend nur ein geringer Anteil der offenkettigen Form zu AI-2 (20) oder R-
THMF (38) cyclisiert, der nicht mittels GC-MS detektiert werden kann. Im Gegensatz zu
AI-2 (20) weist das MHF (39) eine um den Faktor 1000 geringere Aktivitdt auf, da vermutlich
die Riickreaktion von MHF (39) iiber R-DHMF (41) zu DPD (31) nur zu sehr geringen An-
teilen abléduft. Das thermodynamische Gleichgewicht scheint eindeutig auf der Seite des MHF
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(39) zu liegen, das aufgrund der Wasserabspaltung aus entropischen Griinden auch zu
erwarten ist. Mit der Lage des chemischen Gleichgewichts auf Seiten des MHF (39) konnte

auch dessen Bildung als mutmaBliches Hauptprodukt begriindet werden.
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Abbildung 16. Chemisches Gleichgewicht des offenkettigen Vorldufers DPD (31) und seine vier Signal-
molekiile: AI-2 (20), S-THMF (37), R-THMF (38) und MHF (39).

3.2.2 Synthese des Autoinducers AI-1

Fiir die Analyse von Anti-Quorum-Sensing-Klonen in der Arbeitsgruppe K. Jung (LMU
Miinchen) sollte ein Autoinducer-basiertes Testsystem mit Vibrio harveyi etabliert werden.
Um eine hohe Reproduzierbarkeit des Bioassays gewihrleisten zu konnen, sollten definierte
Mengen von enantiomerenreinem Autoinducer Al-1 (19) und AI-2 (20) eingesetzt werden.
Aus diesem Grund sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit Al-1 (19) synthetisiert werden.
Dazu sollten ein Epimerengemisch und beide enantiomerenreinen Epimere chemisch darge-
stellt werden, um den Einfluss der absoluten Konfiguration bei der Induktion von Biolumines-
zenz in V. harveyi im Vergleich mit Literaturdaten zu untersuchen. Zusitzlich sollte eine
Reinigungsmethode fiir den enzymatisch hergestellten Autoinduktor AI-2 (20) etabliert
werden, da das bei der enzymatischen Synthese anfallende Nebenprodukt toxisch auf Test-
zellen wirkt. Bis zu diesem Zeitpunkt konnte das enzymatisch hergestellte AI-2 (20) aufgrund

dieser Toxizitit fiir geplante Langzeitmessungen nicht eingesetzt werden.
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Bekanntes zur Synthese von Al-1 (19)

Fiir Untersuchungen der Induktion von Biolumineszenz in V. harveyi durch Zugabe des Auto-
inducers Al-1 (19), dessen Funktion als Autoinducer so experimentell verifiziert werden
sollte, fiihrte Eberhard et al. 1981 erstmalig die Synthese des N-(3-Hydroxybutyryl)homo-
serinlactons (19) ausgehend vom Natriumsalz des 3-Hydroxybutyrats (43) und a-Amino-y-
butyrolactonhydrobromid (44) durch EDC-HCl-vermittelte Kupplung in Wasser bei Raum-
temperatur durch (s. Schema 1).*° Nach 24 h Riihren bei Raumtemperatur wurde die wiissrige
Phase mit Chloroform extrahiert. Nach sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel
(CHCl13/MeOH 98:2) wurde die Zielverbindung in einer Ausbeute von 7 % erhalten. Fiir diese
niedrige Ausbeute ist das ungeeignete Losungsmittel Wasser verantwortlich zu machen, da es
die intermedidre gemischte Anhydridspezies hydrolytisch abfingt. Der Einsatz von Wasser

als Losungsmittel ist unsinnig.

OH O E'Dg -2':? OH 0
)\/U\o' ngt T HBrHN 0 === MNQO
7%

o)
43 44 19 o

Schema 1. Erste chemische Synthese des Autoinducers AI-1 (19) gemiB Eberhard et al.*.

In der Literatur wird fiir die Synthese von lidngerkettigen 3-Hydroxy-Derivaten der N-Acyl-
homoserinlactone von Eberhard et al. ein Syntheseansatz beschrieben, bei dem zunichst die
Synthese des 3-Hydroxyesters (45) iiber eine Reformatsky-Reaktion erfolgte.” Die sekundire
Hydroxyfunktion des 3-Hydroxyesters (45) wurde THP geschiitzt, der Ester alkalisch
hydrolysiert und anschlieBend mit a-Amino-y-butyrolactonhydrobromid (44) durch eine
EDC-HCl-vermittelte Kupplung in Wasser in das entsprechende THP-geschiitzte N-3-
Hydroxyhomoserinlacton (47) iiberfithrt und nach sédurekatalysierter Entschiitzung die Ziel-
verbindung (48) in Ausbeuten von 10 % erhalten (s. Schema 2). Die Verwendung von Wasser

verringerte die mogliche Gesamtausbeute sicher auch in diesem Fall.
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Schema 2. Synthese lingerkettiger 3-Hydroxyhomoserinlacton-Derivate (48) gemiB Eberhard et al.”.
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Eigene Arbeiten zur Synthese von Al-1 (19) und seinen enantiomerenreinen Epimeren

Im Rahmen der eigenen Arbeiten wurde fiir die Synthese des Al-1 (19) eine Synthesesequenz
bestehend aus Schiitzung des sekundiren Alkohols, EDC-HCI-vermittelte Kupplung und Ent-
schiitzung gewihlt, die auch die chemische Darstellung der enantiomerenreinen Epimere
erlauben sollte. Als Schutzgruppe fiir den sekundédren Alkohol wurde nicht die THP-Schutz-
gruppe eingesetzt, da diese ein zusitzliches Stereozentrum einfiihrt. Dieses zusitzliche
Stereozentrum ist mit zwei Nachteilen verbunden. Zum einen fiihrt es zu komplexen NMR-
Spektren, und zum anderen ist eine Induktion der relativ groBen Schutzgruppe in folgenden
Reaktionen nicht auszuschlieBen. Aus diesen Griinden wurde als Schutzgruppe fiir den
sekundiren Alkohol die alternative TBS-Schutzgruppe gewihlt, die stabil bei den eher
basischen Reaktionsbedingungen sein wiirde und in der Synthese die THP-Gruppe weit-
gehend verdringt hat. Fiir die Synthese des Silylethers 50 erfolgte gemill Schmidt et al. die
Umsetzung vom Natriumsalz des rac-3-Hydroxybutyrats (43) mit TBS-Chlorid und Imidazol
in wasserfreiem DMF bei Raumtemperatur (s. Schema 3).54 Da auch die Sdurefunktion TBS-
geschiitzt wurde, musste diese anschliefend basisch hydrolysiert werden. Dies ergab den
TBS-geschiitzten Silylether 50 in einer Ausbeute von 85 % iiber zwei Stufen. Dieser wurde
mit o-Amino-y-butyrolactonhydrobromid (44) durch EDC-HCl-vermittelte Kupplung in
wasserfreiem DMF bei Raumtemperatur fiir 21 h umgesetzt.55 Das erhaltene Rohprodukt
wurde ohne weitere Reinigung eingesetzt und zur Entschiitzung des Silylethers mit
HF-Pyridin (70 %) in Dichlormethan bei 0 °C entschiitzt.”®

1.2.8 Aq. TBSCI, 1.5 Aq. 44

)\/U\ DMF, RT, 25 h )\/U\ DMF, RT, 21 h )\/U\
- " > > O
O Na* 2.1.0 Ag. 1 N NaOH, OH H
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O
43 85% 50 64% 51

70% HF - Pyridin
58% | CH,Cl,, 0 °C,

Enantiomerenreine Epimere 25 min

MQ PP MQ

R,S-29 S, 930 O 52

Schema 3. Optimierte Totalsynthese des Epimerengemisches 52 und der enantiomerenreinen Epimere (R,S)-Al-

1 (R,S-29) und (S,5)-Al-1 (8,5-30) in einer Gesamtausbeute von 30 %.

Hierbei war die Ausbeute von der Qualitit der HF-Pyridin-Charge abhingig. Die hohe

Polaritit des Produktes 52 erschwerte eine wissrige Aufarbeitung und anschlieBende
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Extraktion mit organischen Losungsmitteln. Daher musste nach Zerstéren des HF durch ges.
NaHCOs-Losung die gesamte Reaktionsmischung in vacuo eingeengt und der Riickstand mit
Aceton extrahiert werden. Auch der Versuch Butanol als Extraktionslosungsmittel einzu-
setzen scheiterte, zumal hierbei eine anteilige Bildung des Butylesters von AI-1 (53, s.
Abbildung 17) erfolgte. Zur Optimierung der Aufarbeitung wurde der pH-Wert der wissrigen
Phase mit ges. NaHCOs;-Losung auf pH =7.0 korrigiert, mit Ethylacetat extrahiert und
anschliefend zur vollstindigen Isolierung die wiassrige Phase bis zur Trockne eingeengt und
der Riickstand mit Aceton wiederholt extrahiert. Bei der chromatographischen Reinigung
fiihrte die Instabilitédt des Lactonringes bereits an Kieselgel (CH,Cl,/MeOH 10:1) zur Bildung
des Methylesters von Al-1 (54, s. Abbildung 17). Zur Optimierung der chromatographischen
Reinigung des nach Entschiitzung erhaltenen AI-1 (52) wurden verschiedene Methoden wie
Gelchromatographie an Sephadex LH-20 (Aceton) und reversed-phase Kieselgel
(Aceton/H,0 3:2) ohne eine vollstindige Reinigung des Rohproduktes eingesetzt. Eine voll-
stindige Reinigung des Rohproduktes konnte erst nach Flashchromatographie an Kieselgel

(Cyclohexan/Aceton 1:2) erzielt werden.

OH OH
OH O OH O
N O~ N OCH,
H H
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Butylester von Al-1 (53) Methylester von Al-1 (54)

Abbildung 17. Strukturen des Butylesters (53) und Methylesters (54) von Al-1.

Die Synthese der enantiomerenreinen Epimere (R,S)-Al-1 (29) und (S,5)-Al-1 (30) wurde
analog durchgefiihrt. Fiir die Synthese des (R,S)-Al-1 (29) konnte, nach sdulenchromato-
graphischer Reinigung an Kieselgel (Cyclohexan/Aceton 1:2) eine Gesamtausbeute von 30 %
iber 4 Stufen erzielt werden. Der Lactonring des N-Acylhomoserinlactons ist sehr hydrolyse-
empfindlich, wie die Bildung des Butylesters bei der Aufarbeitung und der Methylester bei
der Saulenchromatographie zeigten. Somit schwanken die Ausbeuten je nach Sauregehalt bei
der Aufarbeitung und Verweildauer der Rohprodukte an Kieselgel. Zur Uberpriifung der
biologischen Aktivitdt wurden das Epimerengemisch und die enantiomerenreinen Epimere im
Arbeitskreis K. Jung auf ihren Einfluss bei der Induktion von Biolumineszenz in verschie-
denen Konzentrationen von ¢ =5 uM, 100 uM und 250 uM hin untersucht. Hierbei zeigte das
(R,S)-AI-1 (29) der Literatur entsprechend die stirkste Stimulation der Biolumineszenz (s.

Abbildung 18).
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Abbildung 18. Der Einfluss vom Epimerengemisch und der enantiomerenreinen Epimere auf die Induktion von
Biolumineszenz in V. harveyi A4: Epimerengemisch. S20A: (S,5)-Al-1. S14B: (R,S)-Al-1. MM77: Mutante von
V. harveyi, produziert kein Al-1 und AI-2. Angabe in RLU =cpm x 103/cfu/mL (cpm = counts per million,
cfu = colony forming units). OD620: Optische Dichte der Zellen.

3.2.3 Reinigung des enzymatisch hergestellten Autoinducers AI-2 (20)

Die enzymatische Synthese des Autoinducers AI-2 (20) wurde in Kooperation mit der
Arbeitsgruppe K. Jung (LMU Miinchen) mit C. Anetzberger durchgefiihrt. Fiir die in vitro-
Synthese des AlI-2-Vorldufers DPD (31) wurden die von C. Anetzberger aufgereinigten
Enzyme Pfs (1 mg/mL) und LuxS (1 mg/mL) mit dem Substrat N-Adenosylhomocystein
(SAH, 1 mM) in Natrium-Phosphat-Puffer (10 mM) wie in Abschnitt B 2.2.1 beschrieben
zusammengegeben. Der enzymatische Reaktionsansatz wurde fiir 1 h bei 37 °C inkubiert.
AnschlieBend wurde der Reaktionsansatz zur Abtrennung der Proteine mittels VIVASPIN®
20 zentrifugiert. Die Bestimmung der Konzentration an gebildetem AI-2-Vorldufer DPD (31)
wurde mit einem Ellmann-Test durchgefiihrt (s. Abschnitt B 2.2.1 ). Fiir die Reinigung
wurde in Anlehnung an Semmelhack et al.”’ eine Affinititschromatographie mit immobili-
siertem Boronsduregel durchgefiihrt. Hierbei wird das gebildete DPD (31) durch die Boron-
sduresubstituenten des Gels komplexiert, wihrend das toxische Nebenprodukt Homocystein
(34) im Eluat verbleibt (s. Abbildung 19). Um eine vollstindige Entfernung des Homo-
cysteins (34) zu gewidhrleisten, wird noch einmal mit ges. NaHCOs-Losung (pH 8.8)
gewaschen. Die Elution und Dekomplexierung des komplexierten DPDs (31) erfolgt mit
Ameisensdure (10%ig). In der Vorlage wird Borsdure vorgelegt und so wird aus dem
freigesetzten DPD (31) AI-2 (20) erhalten, dessen Konzentration mit Hilfe des Ellmann-Tests

bestimmt werden kann.
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Abbildung 19. Prinzip der Affinitdtschromatographie mit immobilisierten Boronsiuregel.

Mit Hilfe dieser Reinigungsmethode konnte eine 98 %ige Reinigung bei der enzymatischen
Synthese des Autoinducers AI-2 (20) erzielt werden, die mit dem Reporterstamm V. harveyi
MM77 iiberpriift werden konnte (s. Abbildung 20). Dieses Ergebnis ermoglicht sowohl eine
hohe Reproduzierbarkeit im etablierten Bioassay als auch Langzeitmessungen mit AI-2 (20).
Damit konnte durch die Arbeitsgruppe S. Grond fiir die Arbeitsgruppe K. Jung eine erfolg-
reiche Reinigungsmethode etabliert werden, die einen schnellen Zugang zu ausreichenden

Mengen an AI-2 (20) bietet.
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Abbildung 20. Der Einfluss von AI-2 (20) auf die Induktion von Biolumineszenz in V. harveyi MM77. MM77:
Mutante von V. harveyi, produziert kein Al-1 und AI-2. MM77, AB: Kontrolle. AI-2: Kontrolle, AI-2 nach
Reinigung mittels Boronsduregel in verschiedenen Konzentrationen. AI-2alt: Kontrolle, AI-2 ohne Reinigung
mittels Boronsduregel. Angabe in RLU = cpm x 103/cfu/mL (cpm = counts per million, cfu = colony forming

units).
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3.2.4 Aufbau einer Substanzbibliothek

Im Rahmen der Kooperation mit der Arbeitsgruppe K. Jung (Universitdt Miinchen) wurde fiir
die Suche nach neuen Quorum-Sensing (QS)- und Anti-Quorum-Sensing (AQS)-Molekiilen
in der Arbeitsgruppe von S. Grond mit dem Aufbau einer Substanzbibliothek begonnen. Hier-
fiir wurden zunichst zehn mikrobielle Naturstoffe unterschiedlicher Naturstoffklassen, die in
der Arbeitsgruppe A. Zeeck und S. Grond aus verschiedenen Streptomyceten-Stammen isoliert
und gereinigt worden waren, in Miinchen auf QS- oder AQS-Aktivitit untersucht (s.
Abbildung 21 und Abbildung 22).

H,COx, A

P
HNT Y o
Y W, e
HOOC. :
OH

Cinnamoylphosphoramid (21) Communiol B

MeOOC 0

Dimethylfuran-2,4-dicarboxylat Okaspirodiol I[romycin B

Abbildung 21. Isolierte Substanzen aus verschiedenen Streptomyceten-Stimmen ohne QS- oder AQS-AKktivitit.

Fiir die Analyse der Naturstoffe wurde der Einfluss auf die QS-kontrollierte Biolumineszenz
in dem Reporterstamm Vibrio harveyi MM77 tiberpriift. Hierbei zeigte sich ein inhibitorischer
Effekt von vier Substanzen, Iromycin A (55), Collinolacton (56) p-Hydroxyzimtsduremethyl-
ester (57) und Desoxyconcanolid A (58) auf die Biolumineszenz in V. harveyi MMT77 (s.
Abbildung 22). Zurzeit werden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe K. Jung von T. Pirch
weitere Untersuchungen, insbesondere mit Iromycin A (55) zur Verifizierung der bio-
logischen Aktivitdt durchgefiihrt. Fiir diesen Naturstoff, einem Vertreter einer neuen Familie
von seltenen a-Pyridon-Metaboliten, ist bereits eine Aktivitit als NOS-Inhibitor beschrieben

worden.>®

Aus diesem Grund sollen weitere Untersuchungen zeigen, ob der fiir 55
beobachtete inhibitorische Effekt auf eine Aktivitit als AQS-Molekiil oder eine cytotoxische

Wirkung zuriickzufiihren ist.
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Abbildung 22. Isolierte Substanzen aus verschiedenen Streptomyceten-Stimmen mit QS- oder AQS-Aktivitit.

Das aus Streptomyces sp. isolierte y-Butyrolacton I (59) zeigte eine Steigerung der Bio-
lumineszenz. In der Literatur konnte bereits fiir strukturell verwandte y-Butyrolactone gezeigt
werden, dass sie die Differenzierung von Zellen und auch die Sekundirstoffproduktion
induzieren.”® Beispielsweise ist das y-Butyrolacton (60) in der Literatur auch als A-Faktor
(Khokhlov-Faktor)® beschrieben worden und fiir die Luftmycelbildung und Produktion von
Streptomycin in Streptomyces griseus notwendig. Ein weiteres Beispiel ist das y-Butyrolacton
(61) aus Streptomyces viridochromogenes, auch als I-Faktor bezeichnet, dass fiir die

Luftmycelbildung und Anthracyclinproduktion verantwortlich ist (s. Abbildung 23).°!

~™0H ~OH
0] @)
O o) O OH
Khokhlov-Faktor (60) Faktor | (61)

Abbildung 23. Literatur bekannte y-Butyrolactone aus Streptomyces sp..

3.3 Anti-Biofilmklone aus dem Metagenom

Im Arbeitskreis W. Streit (Universitit Hamburg) wurden Metagenom-Bibliotheken aus
Boden, Abfliissen und anderen terrestrischen Habitaten erstellt. Diese wurden in einem neu
entwickelten Screeningsystem auf kleine und stabile Enzyme daraufhin untersucht, ob sie

N-Acylhomoserinlactone als Signalmolekiile der Host-Organismen abbauen. Hierfiir wurde
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ein funktionsbasierter Screening-Ansatz gewihlt, da dieser das Finden neuer Enzymfamilien
oder Klassen mit Quorum-Quenching-Aktivitit aus dem Metagenom ermoglicht (s. Abschnitt
1.2 ). Das verwendete Detektionssystem beruht auf einem einfachen Reporterstamm des
Gram-negativen Bakteriums Agrobakterium tumefaciens NTL4. A. tumefaciens ist ein
pflanzenpathogenes Bodenbakterium, das iiber die Fahigkeit verfiigt, DNA in pflanzliche
Zellen zu iibertragen. Dieser Vorgang ist QS-gesteuert, als Autoinducer dient hierbei das N-
(3-Oxooctanoyl)-L-Homoserinlacton (3-Oxo-Cg-HSL, 62, s. Abbildung 24). Der im Test-
system eingesetzte Reporterstamm produziert selbst keine Signalmolekiile mehr und trigt
zudem ein induzierbares Markergen. Die Idee dieses Detektionssystems beruht auf dem
Prinzip des ,,.Blau-WeiB3-Screenings*: In Gegenwart des von auBlen zugefiigten Autoinducers
(3-Ox0-Cg-HSL, 62) wird das QS-kontrollierte Gen (7ral-Gen) abgelesen und die Expression
des Markergens induziert (lacZ-Gen). Die Expression des lacZ-Gens fiihrt zur Produktion des
Enzyms f-Galaktosidase, dessen Aktivitit durch die Zugabe des Substrats (X-Gal, 5-Bromo-
4-chloro-3-indoyl-f-D-galaktopyranosid) nachgewiesen werden kann. In Anwesenheit der
[-Galaktosidase wird das Substrat (X-Gal) gespalten und eine resultierende Blaufarbung kann
beobachtet werden. Tridgt ein Metagenomklon ein Insert, das ein Enzym mit einer Quorum-
Sensing-inhibierenden Aktivitit (QSI) codiert, tritt keine Farbung auf, da das QS-Molekiil ab-
gebaut und die f-Galaktosidase nicht exprimiert wurde.

Die in diesem entwickelten Testsystem als positiv befundenen Klone wurden nach erneuter
Uberpriifung ihrer QSI-Aktivitit sequenziert und durch Datenbankenvergleich auf Sequenz-
dhnlichkeiten zu bekannten Genen untersucht. Alle Klone wiesen eine Insert-Grofle zwischen
1-5 kb auf. Zur weiteren biologischen Verifizierung der QSI- oder QQ-Aktivitit wurden die
Inserts der positiv getesteten Klone in E. coli iiberfiihrt und auf ihren Einfluss auf das QS im
Reporterstamm A. tumefaciens NTL4 getestet. Als Substrat fiir die f-Galaktosidase wurde
diesmal o-Nitrophenyl-#-D-galaktopyranosid eingesetzt, das bei Hydrolyse durch die p-
Galaktosidase zur Gelbfiarbung fithrt (ONPG-Test). Bereits nach 2 h Inkubation der im lacZ-
Test aktiven E. coli-Zellextrakte mit 3-Oxo-Cg-HSL (62), konnte eine signifikante Ver-
ringerung der AHL-Molekiile quantifiziert werden. Das Vorliegen metall-abhingiger Enzyme
konnte durch die Zugabe von geringen Konzentrationen an Zn*- oder Ca**-Ionen nachge-
wiesen werden. Nur in Gegenwart der jeweiligen Metallionen konnte ein signifikanter Abbau
des 3-Oxo0-Cg-HSL (62) beobachtet werden. Mit Hilfe dieses Testsystems konnte eindeutig
bestétigt werden, dass es sich bei den positiv eingeschitzten Klonen um AHL-abbauende, d.h.
um QQ-aktive Enzyme handelt. Zusitzlich wurde der Einfluss dieser Klone auf verschiedene

QS-kontrollierte Phinotypen des Gram-negativen Bakteriums P. aeruginosa wie Motilitit,
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Pyocyaninbildung und Biofilmbildung hin untersucht. Hierzu wurden die Klone zunichst in
P. aeruginosa PAOI transformiert und auf einen inhibierenden Einfluss aller Phéanotypen
getestet. So konnte experimentell gezeigt werden, dass die aktiven Metagenomklone die Bil-
dung von Biofilm in einem sehr frithen Stadium verhindern bzw. dahingehend beeinflussen,
dass keine Anheftung von Biofilm an der Oberfliche beobachtet werden kann.®* Zur Bestiiti-
gung des inhibierenden Einflusses auf die Phinotypen wurden fiir jeden Klon Knock-out-
Mutanten hergestellt, die eindeutig die Eigenschaften des Wildtyps wieder aufwiesen
(Komplementations-Experiment). Aufgrund ihrer Fihigkeit die Bildung von Biofilm zu
inhibieren, werden die Klone im Folgenden als Bpi-Proteine, Biofilm Phinotyp-inhibierende

Klone, bezeichnet.%

3.3.1 Enzymatischer Abbau von N-Acylhomoserinlactonen

Fiir den enzymatischen Abbau oder eine enzymatische Modifikation von N-Acylhomo-
serinlactonen (AHL) werden in der Literatur bisher Lactonasen, Acylasen, Oxidoreduktasen

und Oxidasen beschrieben (s. Abbildung 24).63
AHL-abbauende Enzyme

/\/\)J\/”\ /q\o Laclonase, /\/\)J\/”\ /q/

3-Oxo0-C4-HSL (62) 3-Ox0-Cg-HS (63)
(0] 0]
/\/\/\/\/\)J\ o _Acylase /\/\/\/\/\)J\
H H,0 OH
C,,-HSL (64) o) Carbonsaure  +  H,N ©
HSL O
AHL-modifizierende Enzyme
/\/\)J\/U\ /q\ OX|doreduktase /\/\)\/U\ [ ‘
3-Ox0-C4-HSL (62) 3-Hydroxy-Cg-HSL 66
/\/\/\/\/\)J\ /q\ OX'daSG )\/\/\/\/\/U\ /q
C,,-HSL (64) -Hydroxy-C,,-HSL (67)

Abbildung 24. Bisher literaturbekannte enzymatische Mechanismen zum Abbau bzw. zur Modifikation von

N-Acylhomoserinlactonen.
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Alle Enzyme haben gemeinsam, dass ihre Aktivitdt zur Inaktivierung der N-Acylhomo-
serinlactone fiihrt und damit die Signal-Transduktions-Kaskade des QS unterbrochen wird.
Dieser Prozess wird als Quorum-Quenching (QQ) bezeichnet (s. Abschnitt 3.1.1 ).
AHL-Lactonasen fithren zur Hydrolyse des Lactonringes, wobei das entsprechende N-Acyl-
homoserin freigesetzt wird, das nicht mehr als Signalmolekiil fungiert. Diese Hydrolyse ver-
lauft entsprechend der alkalischen Hydrolyse. Im sauren Medium kann sich der gespaltene
Lactonring wieder reversibel schlielen. Die alkalische Hydrolyse des Lactonringes von AHLs
kann bereits bei schwach alkalischem pH-Wert beobachtet werden. Je kiirzer die Acylkette,
desto schneller wird der Lactonring gespalten und fiithrt zum entsprechenden N-Acyl-
homoserin.”

Lactonase-Aktivititen wurden erstmals in Gram-positiven Bakterien der Spezies Bacillus sp.
gefunden.® In der Literatur werden zwei Familien von Lactonasen beschrieben. Hierzu gehort
die Gruppe der Zn2+—abh'aingigen AiiA-Lactonasen, die unter den Gram-negativen und Gram-
positiven Bakterien weit verbreitet sind.®® Die Aktivitit dieser Enzyme ist unabingig von der
Acylkettenlinge und dem Substitutionsmuster des Acylrestes. Bei der anderen Gruppe
handelt es sich um die Zn**-abhiingigen QsdA-Lactonasen aus Rhodococcus erythropolis, die
nicht mit den AiiA-Lactonasen verwandt sind.*® Auch in Eukaryoten und im Serum von
Saugetieren konnten Lactonasen identifiziert werden. Letztere sind im Gegensatz zu AHL-
Lactonasen Ca”*-Ionen abhingig. Beispielsweise wurde von drei Paraoxonasen berichtet, die
iiber den Abbau von AHLs die QS-kontrollierte Bildung von Biofilm in P. aeruginosa inhi-
bieren konnen.*

Enzymatische Aktivititen von AHL-Acylasen, die irreversibel die Amidbindung von AHLs
hydrolysieren, wurden bisher in Eukaryoten und Prokaryoten beschrieben.”® Viele Acylasen
spalten nur N-Acylhomoserinlactone mit einer langkettigen Acylkette und sind nicht in der
Lage, ein Substrat mit einer Kettenldnge kiirzer als acht Kohlenstoffatome zu hydrolysieren.
Enzyme, die die Acylkette von N-Acylhomoserinlactonen modifizieren und somit QS storen,
sind bisher nur in Prokaryoten gefunden worden. Die erste AHL-Oxidoreduktase-Aktivitit
wurde in Rhodococcus erythropolis entdeckt.’® Dieses Enzym reduziert die 3-Oxo-Keto-
funktion zum entsprechenden Alkohol. Die Reduktion erfolgt bei Substraten mit einer Acyl-
kettenldnge zwischen acht und vierzehn Kohlenstoffatomen. Eine weitere Oxidase-Aktivitit
wurde in Bacillus megaterium gefunden.®’ Dieses Enzym oxidiert langkettige AHLs mit
mindestens zwolf Kohlenstoffatomen in der o-1, ® -2 und o -3-Position, wobei es die groBite

Affinitit zu 3-Oxo-Derivaten aufweist.
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3.3.2 Analytik von Metagenomklonen

In der Arbeitsgruppe W. Streit (Universitit Hamburg) zeigten verschiedene mit Hilfe der
Klone der Metagenom-Bank identifizierte BpiB-Proteine (Biofilm Phénotyp-inhibierende
Proteine) im ONPG-Test eine quantifizierbare Verringerung der Gelbfirbung, worauf auf die
Abnahme des eingesetzten N-(3-Oxooctanoyl)-L-Homoserinlactons (3-Oxo-Cg-HSL, 62)
geschlossen wurde und damit auf einen enzymatischen Abbau des 3-Oxo0-Cg-HSL (62). Des
Weiteren wurden die verschiedenen BpiB-Proteine auf ihren inhibierenden Einfluss
verschiedener Phinotypen wie Motilitit, Pyocyaninbildung und Biofilmbildung bei
P. aeruginosa PAOI erfolgreich iiberpriift. Hierbei konnten anhand von Datenbank-
vergleichen (BlastP) zwei neue Familien von Lactonasen identifiziert werden und eine
Quorum-Quenching-Aktivitdt in biologischen Tests reproduzierbar bestitigt werden. Zur
Verifizierung der Quorum-Quenching-Aktivitit dieser vermutlichen Lactonasen, die durch
Hydrolyse des Lactonringes des N-Acylhomoserinlactons QS inhibieren, wurden HPLC-ESI-
MS-Analysen im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt, um anhand des Hydrolyse-
produktes die Lactonase-Aktivitit eindeutig auf molekularer, stofflicher Ebene zu bestitigen.
Hierzu wurden Inkubationsansidtze mit Bpi-Proteinen (GroBe der Inserts zwischen 1-5 kb)
und N-Acylhomoserinlacton (AHL) als Substrat hergestellt. Diese Arbeiten wurden fiir die
Bpi-Proteine BpiB01, BpiB04, BpiB05 und BpiB09 von C. Schipper (AK Streit, Hamburg)
durchgefiihrt; fiir das Bpi-Protein BpiBO7 von C. Hornung (AK Streit, Hamburg). Fiir die
Proteine BpiB01, BpiB04, BpiB05 und BpiB09 wurden als Substrate N-(3-Oxooctanoyl)-L-
Homoserinlacton (3-Oxo0-Cg-HSL, 62) und N-(Dodecanoyl)-DL-Homoserinlacton (C;,-HSL,
64) eingesetzt. Die mittels Protino®-Siulen (Firma Macherey-Nagel) aufgereinigten Proteine
BpiB01, BpiB04, BpiB05 und BpiB09 oder deren Rohextrakte wurden mit dem jeweiligen
AHL fiir 20 h bei 30 °C inkubiert. Vor Zugabe des jeweiligen Substrats wurde bei der Dialyse
der Proteine BpiB0I, BpiB0O4 und BpiB09 ZnCl, oder beim Protein BpiB05 CaCl, als
benotigter Cofaktor in einer Endkonzentration von 2 mM zugefiigt. Das aufgereinigte Protein
BpiB07 wurde mit 3-Oxo0-Cg-HSL fiir 20 h bei 30 °C inkubiert. Vor Zugabe des Substrats
wurde bei der Dialyse ZnCl, in einer Endkonzentration von 0.2 mM zugegeben. Zur
Kontrolle wurde das Eluat der Kultur des Kontrollstammes mit Leervektor ebenfalls zunichst
dialysiert und anschlieBend mit dem jeweiligen Substrat fiir 20 h bei 30 °C inkubiert. Alle
Inkubationsansitze wurden mit Ethylacetat extrahiert.

Mit Hilfe der HPLC-ESI-MS-Analyse sollten die erhaltenen Extrakte auf ein mogliches Spalt-

produkt des Substrats untersucht werden. Dazu wurde die Detektion von Massenaddukten der
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N-Acylhomoserine 3-Ox0-Cg-HS (63) und C;»-HS (65) fiir die QQ-Aktivitit der BpiB-
Proteine als Beleg fiir die Lactonase-Aktivitit herangezogen (s. Abbildung 25).

/\/\)J\/U\ /q\ Lectonase_ /\/\)J\/U\ /q/

3-Oxo0-Cg-HSL (62) 3-Ox0-Cg-HS (63)
/\/\/\/\/\)J\ ’ C :O Lactonase /\/\/\/\/\)J\ /q/
C,,-HSL (64) C,,-HS (65)

Abbildung 25. Enzymatische Hydrolyse der Substrate 3-Oxo-Cg-HSL (62) und C,,-HSL (64).

Zur Probenvorbereitung wurden die erhaltenen Ethylacetat-Extrakte aus den Inkubationsan-
sdtzen mit BpiB-Proteinen und ,,Leervektor* in 110 uL Methanol gelost. Die Messung der
Proben erfolgte mittels HPLC-ESI-MS (HPLC D, Sidule A: Grom Superspher 100, RP-18,
Programm B: MeOH/H,O0, jeweils mit 0.05 % Ameisensaure, Gradient; s. Abschnitt B 1.2

im positiven und negativen Modus.

HPLC-ESI-MS-Proben fiir ein BpiB-Protein mit Lactonase-Aktivitit
1. Inkubationsansatz des jeweiligen Bpi-Proteins (2 Ansitze)
2. ,Leervektor* mit Substrat als Kontrollexperiment
3. 10-20 pL der jeweiligen Stammldsung (in DMSO) des Autoinducers als Kontrolle
4. Hydrolyseprodukt des jeweiligen Autoinducer-Substrats aus chemischer Hydrolyse

(Standard mit ¢ = 1.0 mg/mL) als Kontrolle

Etablierung der HPLC-ESI-MS-Methode zur QQ-Analyse

In Vorversuchen fiir die HPLC-ESI-MS-Analytik wurde zuniéchst versucht, die genaue Nach-
weisgrenze von 3-Oxo-Cg-HSL (62) zu bestimmen, um fiir die spitere Analytik der Inku-
bationsansitze eine noch detektierbare Konzentration an Spaltprodukt 63 zu gewihrleisten.
Im ONPG-Test wurden zur Quantifizierung des Abbaus von AHLs Konzentrationen von
¢ =5.0 nM (Endkonzentration im Inkubationsansatz) fiir 62 eingesetzt. Dies entspricht einem
Konzentrationsbereich, in dem eine chemische Analyse bei gegebener Ausstattung nicht
erfolgen konnte. Aus diesem Grund wurde zuerst das 3-Oxo0-Cg-HSL (62) mit 1 N NaOH in
DMSO teilweise hydrolysiert, um das hierbei erhaltene Spaltprodukt 3-Oxo-Cg-HS (63) als

Referenzsubstanz in der folgenden Analytik einsetzen zu kénnen.** Es wurden sowohl das
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Substrat 62 als auch das chemisch unvollstindig hydrolysierte Spaltprodukt 63 in
verschiedenen Konzentrationen von ¢ = 1.0 mg/mL, 0.5 mg/mL, 50 ug/mL und 5 pg/mL in
Methanol vermessen. Die Analyse ergab, dass 3-Oxo-Cs-HSL (62) und 3-Oxo0-Cs-HS (63) bei
einer Konzentration von c¢ =35 ug/mL massenspektrometrisch nicht mehr nachgewiesen
werden konnen, wohingegen bei einer Konzentration von ¢ =50 ug/mL eine Detektion
sowohl im UV- als auch im Massenspektrum noch moglich ist. Aus diesem Grunde wurde pro
Inkubationsansatz (1 mL) 15-20 ug Substrat 3-Oxo-Cg-HSL (62) eingesetzt, um fiir die
HPLC-ESI-MS-Analyse eine Endkonzentration von ¢ = 50 pg/mL in 110 uL Methanol sicher
zu stellen. Allererste Untersuchungen von Inkubationsansitzen mit dem Substrat 3-Oxo0-Cs-
HSL (62) zeigten das gesuchte Hydrolyseprodukt 63 lediglich in Spuren und nicht
reproduzierbar. Es wurde vermutet, dass eventuell vorhandenes Spaltprodukt 63 durch
Extraktion bei alkalischem pH-Wert nicht in die Ethylacetatphase aufgenommen wurde. Zur
Uberpriifung erfolgte in eigenen Arbeiten eine pH-Einstellung zugeschickter Inkubations-
ansitze nach einmaliger Extraktion mit Ethylacetat auf pH = 5.5 mit 0.5 N HCI, um dann ein
weiteres Mal mit Ethylacetat zu extrahieren. Allerdings ergab die HPLC-ESI-MS-Analyse
keine Verbesserung hinsichtlich des zu beobachtbaren Umsatzes. Als néchstes wurde zur
Verbesserung der Loslichkeit des Substrats dem Kooperationspartner (AK Streit) vorge-
schlagen, das Substrat 62 anstatt in Ethylacetat in DMSO gelost zuzugeben. Aufgrund der
Reaktionsfithrung konnte nédmlich eine permanente Durchmischung der wéssrigen und
organischen Phasen wihrend der Inkubation nicht ermoglicht werden. Es wurde angenom-
men, dass nur an der Phasengrenze eine enzymatische Hydrolyse des Substrats stattfindet,
was lediglich nur zu einem Umsatz fiihrte, dessen Groenordnung nur geringfiigig iiber der
Nachweisgrenze lag. Die verdnderte Zugabe des 3-Oxo-Cg-HSL (62) fiihrte zu einer
reproduzierbaren massenspektrometrischen Detektion des Spaltprodukts 63. Allerdings
konnte diese nicht im UV-Spektrum erfolgen. Fiir eine Quantifizierung des enzymatischen
Umsatzes ist aber eine Detektion im UV-Spektrum erforderlich, um eine enzymatische
Aktivitdt im Vergleich zur Kontrolle belegen zu konnen. Eine veridnderte Induktion fiir das
BpiB-Protein BpiB07, die von C. Hornung (AK Streit) erfolgreich etabliert wurde, ermog-
lichte eine signifikante Detektion des 3-Ox0-Cg-HS (63) im UV-Spektrum. Zusitzlich zu den
optimierten Inkubationsbedingungen fiihrte die Zugabe von Zn**- bzw. Ca**-Ionen bei allen
BpiB-Proteinen zu einer reproduzierbaren Erhohung des Spaltproduktes 63, da es sich hierbei
um metallabhingige Lactonasen handelt. Allerdings ergaben Untersuchungen hinsichtlich der

eingesetzten Substratkonzentration eine notwendige Konzentration von mindestens
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¢ =20 pg/mL. Bei niedrigeren Konzentrationen konnte kein Hydrolyseprodukt mittels HPLC-
ESI-MS detektiert werden.

Im Folgenden wird die Verifizierung der Lactonase-Aktivitit der BpiB-Proteine BpiB07,
BpiB04 und BpiB0I mittels der hier etablierten HPLC-ESI-MS-Methode vorgestellt.®* Hierbei
handelt es sich bei den BpiB-Proteinen BpiBOl und BpiB0O4 um die ersten Vertreter zwei
neuer Lactonase-Familien, wohingegen BpiB07 Sequenzihnlichkeiten zu bekannten Lacto-
nasen aufweist.*>

Die Untersuchungen der Extrakte ergaben fiir jedes der BpiB-Proteine, dass bei der
enzymatischen Spaltung des 3-Oxo-Cs-Homoserinlactons (62) ein Gemisch aus 3-Oxo0-Cg-
HSL (62) und einer polareren Verbindung entsteht, fiir die Retentionszeiten von 8.3 min und
7.4 min resultierten (s. Abbildung 28, A). Zusitzlich trat bei 9.1 min der Methylester des
3-Ox0-Cs-HSL (62a) auf, der moglicherweise unter den gegebenen HPLC-MS-Bedingungen
durch saure Methanolyse des Substrats gebildet wird. Weitere auftretende Signale sind
Substanzen aus dem Medium zuzuordnen. ESI-MS-Analysen der polareren Komponente
zeigten Massenaddukte bei m/z =260.1 [M+H]", 282.1 [M+Na]" und 540.1 [2M+Na]" (s.
Abbildung 28, B). Diese Massenzunahme von 18 stimmt mit der Spaltung des Lactonrings
von 3-Ox0-Cg-HSL (62, M = 241.2 g/mol) iiberein, bei der das N-Acylhomoserin 3-Oxo0-Cs-
HS (63, M = 259.2 g/mol) erhalten wird (s. Abbildung 26).

OH
O 0 ) 0
/\/\)J\/U\ o /\/\)k/tk
H H
o o}
3-Ox0-Cg-HSL (62) 3-Ox0-C4-HS (63)
R,=8.3 min R,=7.4 min
MW = 241.2 g/mol MW = 259.2 g/mol
[M+H]+ = 242.1 [M+H]+ = 260.1
[M+Na]* = 264.1 [M+Na]+ = 282.1

[2M+Na]* = 540.1

Abbildung 26. Massen und entsprechende Massenaddukte des 3-Oxo-Cg-HSL (62) und des Hydrolyseprodukts
3-Ox0-Cs-HS (63).

Fiir das Substrat 3-Oxo0-Cg-HSL wurden in der ESI-MS Massenaddukte bei m/z = von 242.1
[M+H]" und 264.1 [M+Na]" detektiert. (s. Abbildung 29, F). Der bei der HPLC-MS-
Analytik gebildete Methylester konnte anhand der Massenionen bei m/z = 272.1 [M+H]" und
294.1 [M+Na]" identifiziert werden.
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3-Ox0-Cg-Methylester (62a)
R,=9.1 min
MW = 271.1 g/mol

[M+H]* = 272.1
[M+Na]+ = 294.1

Abbildung 27. Massen und entsprechende Massenaddukte des Methylesters von 3-Oxo-Cg-HSL (62a).

Zusitzliche beobachtbare Massenaddukte sind auch hier Substanzen aus dem Medium
zuzuordnen. Tandem-MS des Massenions bei m/z=260.1 [M+H]" zeigte die charak-
teristischen Tochterionen bei m/z = 242 und 102 des Reaktionsprodukts 3-Oxo-Cs-HS (63).
Zusiitzlich bestitigte die aus der HRMS des [M+H]"-Ions bei m/z = 260.1 erhaltene Summen-
formel C,H,;NOs das N-Acylhomoserin 3-Oxo-Cg-HS (63).

Die BpiB-Proteine BpiB07, BpiB04 und BpiB01 sind in der Abbildung 28 entsprechend ihres
abnehmenden enzymatischen Umsatzes abgebildet. Die beobachtete Abnahme stimmt mit der
Stéarke ihres inhibierenden Einflusses auf die Ausbildung von Biofilm in P. aeruginosa PAOI1
iiberein. Hierbei hemmte das BpiB-Protein BpiB07 die Biofilmbildung am stérksten, wéahrend
das BpiB-Protein BpiB0! die geringste Hemmung aufwies.*®

Zur weiteren Verifizierung der Lactonase-Aktivitidt wurde das 3-Oxo-Cg-L-HSL (62) unvoll-
standig und vollstandig alkalisch hydrolysiert (s. Abbildung 29, A und C). HPLC-MS-
Analysen zeigten, dass sowohl die Retentionszeiten als auch die Massenspektren des synthe-
tischen Reaktionsprodukts mit denen des enzymatischen Spaltprodukts iibereinstimmten (s.
Abbildung 28 und Abbildung 29). Die unvollstindige Hydrolyse von 3-Oxo0-Cg-HSL (62)
zeigt das Spaltprodukt mit dem geoffneten Lactonring (7.4 min) und den zugehorigen
Massenaddukten bei m/z =260.0 [M+H]", 282.1 [M+Na]* und 540.9 [2M+Na]" sowie das
Substrat 3-Oxo0-Cg-HSL (8.3 min) mit den entsprechenden Massenionen bei m/z =242.1
[M+H]" und 264.1 [M+Na]", die zusitzlichen Schultern der Signale sind vermutlich auf die
jeweiligen Tautomere der Keto-Enol-Tautomerie zuriickzufiihren (s. Abbildung 29, A und
C). Die vollstindige Hydrolyse weist dahingegen nur das Spaltprodukt 63 auf (s. Abbildung
29, ). Bei der unvollstindigen Hydrolyse des Substrats 62 konnte ebenfalls die Bildung des
Methylesters (62a) bei einer Retentionszeit von 9.8 min und entsprechende Massenaddukte
bei m/z=272.1 [M+H]" und 294.1 [M+Na]" beobachtet werden, wohingegen bei der voll-
stindigen Hydrolyse keine Veresterung der freien Sidure mit Methanol detektiert wird (s.

Abbildung 29 C).
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Abbildung 28. HPLC-ESI-MS-Analysen der Inkubationsansitze von den BpiB-Proteinen BpiB07, BpiB04,
BpiB0OI mit 3-Ox0-Cg-HSL (62). A: HPLC-UV-Chromatogramme der BpiB-Proteine bei 252 nm mit Substrat
(AHL, 62), Spaltprodukt (N-Acylhomoserin, 63) und Methylester (62a). Die BpiB-Proteine zeigen von oben

nach unten einen abnehmenden enzymatischen Umsatz. B: Massenspektren des Spaltprodukts (N-Acylhomoserin

63) mit

gekennzeichneten Massenaddukten.

Mit Hilfe des vollstindig hydrolysierten Spaltprodukts 63 kann auflerdem eine unter sauren

Bedingungen reversible RingschlieBung des geodffneten Lactonringes in signifikantem
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Umfang ausgeschlossen werden, da das Produkt dieser RingschlieBung, 3-Oxo-Cg-HSL (62),
lediglich in Spuren im UV- und Massenspektrum detektiert wurde. Damit ist gezeigt, dass der
geringe enzymatische Umsatz der BpiB-Proteine nicht auf eine reversible Ringschliefung
unter den gegebenen HPLC-MS-Bedingungen zuriickzufiihren ist.

Die Analyse der Kontrollen, in denen 3-Oxo0-Cg-HSL mit Rohextrakten bzw. Eluaten der
Leervektorkontrollen von E. coli BL21 inkubiert worden war, ergaben ebenfalls keine
signifikanten Mengen des N-Acylhomoserins 3-Oxo0-Cs-HS (63, s. Abbildung 29, E und F),
so dass eine umfangreiche unspezifische Spaltung von E. coli-eigenen Proteinen bei den statt-
gefundenen Analysen der BpiB-Proben ausgeschlossen werden kann. Die lediglich sehr
geringen Mengen an detektierbarem 63 konnen auf die in der Literatur beschriebene
Hydrolyse-Instabilitdt von N-Acylhomoserinlactonen zuriickgefiihrt werden. (s. Abbildung
29 E). Die durchgefiihrten HPLC-MS-Analysen bestitigen die Annahme, dass es sich bei den
QS-inhibierenden BpiB-Proteinen BpiB01, BpiB04 und BpiBO7 um Lactonasen handelt. Es
konnte gezeigt werden, das 3-Oxo-Cs-HSL (62) in Gegenwart der BpiB-Proteine durch
enzymatische Hydrolyse des Lactonringes in das entsprechende N-Acylhomoserin (63) iiber-
fiihrt wird und damit das Signalmolekiil inaktiviert wird. Damit konnte eindeutig die QQ-
Aktivitdt dieser Lactonasen verifiziert werden. Hierbei handelt es sich bei den Bpi-Proteinen

BpiB01 und BpiB04 um die ersten Vertreter zwei neuer Lactonase-Familien.®
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Abbildung 29. HPLC-ESI-MS-Analysen der alkalischen Hydrolysen 3-Oxo-Cg-HSL (62) und der Negativ-
kontrolle zur Verifizierung der Lactonase-Aktivitit von BpiB-Proteinen. A und C: HPLC-UV-Chromatogramme
der unvollstindigen und vollstindigen alkalischen Hydrolyse bei 252 nm. Substrat (AHL) und Spaltprodukt
(N-Acylhomoserin) sind markiert. B und D: Massenspektren des Spaltprodukts 63 mit gekennzeichneten
Massenaddukten. E: HPLC-UV Chromatogramm der Kontrolle des Leervektor-Rohextrakts nach Inkubation mit
3-0Ox0-Cg-HSL (62) bei 252 nm mit Substrat (AHL, 62), Spaltprodukt (N-Acylhomoserin, 63) und Methylester

(62a). F: Massenspektren des Substrats 62 mit gekennzeichneten Massenaddukten.
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Erweiterung des AHL-Substratspektrums

Zur weiteren Steigerung des enzymatischen Umsatzes wurde unserem Kooperationspartner
(AK Streit) vorgeschlagen, Substrate mit unterschiedlichen Seitenketten einzusetzen. Hiermit
sollte iiberpriift werden, ob moglicherweise ein anderes N-Acylhomoserinlacton ein fiir die
jeweilige Lactonase geeigneteres Substrat darstellt. Als weitere Substrate wurden das
Ci2-HSL (64) und 3-Ox0-C¢-HSL (68) auf ihre Eignung getestet (s. Abbildung 25 und
Abbildung 30). Erste Untersuchungen zeigten, dass mittels HPLC-ESI-MS fiir das C;,-HSL
(64) massenspektrometrisch nur geringe Mengen an Spaltprodukt 65 beobachtet werden
konnten. Dahingegen wies eine Probe allein mit dem Substrat 3-Oxo-Ce-HSL (68) schon
signifikante Mengen des Spaltprodukts 69 mit entsprechender Masse auf, wodurch von

vornherein die Quantifizierung einer enzymatischen Hydrolyse nicht mﬁglich war.

O 0 spontane
WL O Zersetzung /\)u
N
H
o]
3-Ox0-C4-HSL (68) 3-0x0-C¢-HS (69)

Abbildung 30. Struktur des Substrats 3-Ox0-C4-HSL (68) und dem entsprechendem Spaltprodukt 69.

Aus diesem Grund wurden fiir die BpiB-Proteine BpiB01, BpiB04, BpiB05 und BpiB09 Inku-
bationsansidtze mit racemischen C,-DL-HSL (64) als Substrat mittels HPLC-MS-Analysen
untersucht. Zur Uberpriifung der Retentionszeiten und Massenaddukte wurde C,,-DL-Homo-
serinlacton (64) vollstindig in Dioxan mit 1 N NaOH fiir 24 h bei Raumtemperatur hydro-
lysiert. Die HPLC-MS-Analysen der mit Cj,-HSL-inkubierten Ansétzen ergaben {iiberein-
stimmende Ergebnisse beziiglich der Retentionszeiten und Massenspektren des synthetischen
Reaktionsprodukts und des enzymatischen Spaltprodukts. Die Massenspektren des
synthetischen und enzymatischen Spaltprodukts 65 wiesen Massenaddukte bei m/z =284
[M-H,O+H]*, 302 [M+H]", 324 [M+Na]" und 625 [2M+Na]" bei einer Retentionszeit von
17.3 min auf. In den Negativkontrollen mit Rohextrakten bzw. Eluaten von E. coli BL21-
Leervektorkontrollen wurden diese Massenaddukte nicht in signifikanten Mengen detektiert.
Allerdings fiihrte der Einsatz dieses Substrat nicht zu der erhofften Umsatzsteigerung.
AuBerdem ist es fiir eine Quantifizierung nicht geeignet, da es keine UV-Absorption aufweist.
Des Weiteren tritt in der HPLC-ESI-MS-Analyse bei entsprechender Retentionszeit ein
Phtalester auf. Dieser ist bei jeder HPLC-ESI-MS-Messung zu beobachten, da dieser sich aus

den Weichmachern von Schlauchmaterialien 16st.
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Bisherige, intensive Versuche zur Optimierung eines geeigneten Programms fiir das C,-HSL
(64) fiihrten zu keiner Erfolg versprechenden Methode ohne HPLC-stérende Signaliiber-
lagerungen, zumal moglicherweise mit Uberlagerungen von Verunreinigungen aus dem
Medium der Inkubationsansitze gerechnet werden miisste. Dahingegen wiirde der Einsatz des
3-Ox0-Cjp-Derivats als Substrat aufgrund einer UV-Absorption bei 252 nm eine Quanti-
fizierung hinsichtlich der Enzymaktivitit ermoglichen. Aulerdem wiirden sich die Reten-
tionszeiten des Substrats und des entsprechenden Spaltprodukts aufgrund der polareren Eigen-
schaften zu niedrigeren Zeiten verschieben und die Verwendung der etablierten HPLC-ESI-
MS-Methode zulassen.

Die durchgefiihrten HPLC-MS-Analysen bestitigen die Annahme, dass es sich bei den
QS-inhibierenden BpiB-Proteinen BpiB0I, BpiBO4 und BpiB07 sowie den weiteren unter-
suchten Proteinen BpiB05 und BpiB09 um Lactonasen handelt. Diese Lactonasen inaktivieren
das 3-Ox0-Cs-HSL (62) und C;,-HSL (64) durch die Spaltung des Lactonringes. Allerdings
ist der enzymatische Umsatz dieser Proteine noch weiter zu optimieren. Erste Untersuchungen
mit anderen Substraten wie C,-HSL (64) oder 3-Ox0-C¢-HSL (68) fiihrten bisher nicht zu der
erhofften Steigerung der enzymatischen Hydrolyse, der Einsatz von 3-Oxo-C,-HSL wire aus

chemisch-analytischer Sicht @uf3erst reizvoll.

3.4 Screening von Quorum-Sensing-Inhibitoren aus dem Metagenom

In der Arbeitsgruppe R. Schmitz-Streit (Universitit Kiel) wurden Metagenombanken aus
marinen Habitaten angelegt. Diese wurden mittels eines neuen Reporterstamms auf Quorum-
Sensing-inhibierende (QSI) Wirkstoffe hin untersucht, die mit Signalmolekiilen des
AI-2-Typs interferieren. Das entwickelte Screeningsystem beruht auf der Idee von Givskov et
al.68, die als Reporterstamm P. aeruginosa einsetzen, der ein Plasmid mit einem QS-kontrol-
liertem Promotor und einem letalen Gen enthilt. In Gegenwart von AHL-Signalmolekiilen
wird der QS-kontrollierte Promotor aktiviert, damit das letale Gen exprimiert wird. In Folge
dessen, wichst der Reporterstamm nicht. In Gegenwart eines QSI-Molekiils, oder QSI-
haltigen Extrakten eines wachsenden Klons wird der QS-kontrollierte Promotor nicht aktiviert
und der Reporterstamm wichst. Bei einem analogen Testsystem wird anstelle des letalen
Gens ein Antibiotikaresistenzgen mit Repressor verwendet.®® In der Arbeitsgruppe
R. Schmitz-Streit (Universitit Kiel) etablierte N. Weiland ein Testsystem, das auf E. coli als
Reporterstamm basiert und so aufgebaut wurde, dass der QS-kontrollierte Promotor in

Gegenwart von Signalmolekiilen des AI-2-Typs aktiviert wird. Diese Aktivierung fiihrt zur
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Exprimierung eines letalen Gens und die Zellen sterben ab. In den letzten Jahren zeigten
eingehende Untersuchungen, dass die Bildung von Biofilmen in E.coli vermutlich durch
Signalmolekiile des AI-2-Typs kontrolliert wird.”® Wie bereits im Abschnitt 3.2.1
beschrieben, leiten sich die Signalmolekiilen des AI-2-Typs vom Vorldaufer DPD (31) ab, das
spontan zum S-THMF (37) oder R-THMF (38) cyclisiert (s. Abbildung 16). Aus letzterem
bildet sich in Gegenwart von Borsdure Al-2 (20). R-THMF (38) ist das Signalmolekiil von
E. coli, wihrend AI-2 (20) als Signalmolekiil bei V. harveyi fungiert. Ein weiteres
Signalmolekiil, das zum AI-2-Typ gehort, ist MHF (4-Hydroxy-5-methyl-3(2H)-furanon, 39),
welches eine 1000fach geringere Aktivitit als Signalmolekiil im Vergleich zu Al-2 (20) auf-
weist.* Dieses MHF (39) wird als QS-Signalmolekiil im obigen Testsystem eingesetzt, da die
Chemikalie kommerziell giinstig erhéltlich ist (110 €/ 100 g), wiahrend DPD (31) erst sehr
arbeitsintensiv mit den Enzymen LuxS und Pfs ausgehend vom Substrat S-Adenosyl-
homocystein (SAH, 33) erhalten werden kann. Zusitzlich konnte N. Weiland auch ein AHL-

basiertes Testsystem mit E. coli als Reporterstamm etablieren.

3.4.1 Analytik von Metagenomklonen

Vorversuche zur Extraktherstellung

Beim Screening der Metagenom-Banken aus marinen Habitaten auf Quorum-Sensing-
Inhibition (QSI) wurden bereits einige Klone als positiv eingeschitzt, deren InsertgroBen
zwischen 15-32 kb lagen. Die GroBe einer Biosynthesegensequenz fiir einen kleinen struk-
turell einfach aufgebauten Naturstoff liegt bei Anwesenheit einer kleinen PKS oder NRPS
zwischen 30-40 kb. Zudem ist auch ein modifizierter Metabolit des Primérstoffwechsels nicht
auszuschlieBen. Um zu priifen, ob es sich bei den ausgewdhlten Metagenomklonen um
Proteine bzw. hoher molekulare, peptidische Substanzen oder small molecules handelt,
wurden im Rahmen dieser vorliegenden Arbeit erste Vorversuche in Kooperation mit der
Arbeitsgruppe Schmitz-Streit durchgefiihrt. Hierzu wurden zunidchst von N. Weiland zwei
Klone aus Bakterienisolaten (NC FS9, 15kb Insert; NC K14, 32 kb Insert) und zwei
metagenomische Klone (NC II 6/C8, 22 kb Insert; NC II16/GS, 29 kb Insert) mit QSI-
Aktivitiat angezogen. Die auf QSI-Aktivitit getesteten Kulturfiltrate wurden in Gottingen mit
verschiedenen polaren Losungsmittelgemischen wie  Methanol/Aceton 6:4 und
Wasser/Methanol/Aceton 2:6:4 extrahiert. Parallel wurden in Kiel Ethylacetat-Extrakte
hergestellt (ohne Korrektur des pH-Werts). Alle Extrakte wurden in Kiel auf eine reproduzier-
bare QSI-Aktivitit tiberpriift, allerdings konnte diese nach der Extraktion der Kulturfiltrate

nicht mehr nachgewiesen werden. Aufgrund dieser Beobachtung wurde angenommen, dass es
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sich bei den Klonen mit QSI-Aktivitit um bioaktive Proteine handeln muss. Eine Bioaktivitiit,
die auf das Vorliegen eines small molecules zuriickgefiihrt werden kann, hitte sich andern-
falls nach der Extraktion reproduzierbar nachweisen lassen sollen.

Zur Uberpriifung dieser Beobachtungen wurde zur Extraktherstellung diesmal die sehr
schonende Methode des Lyophilisierens eingesetzt. Hierzu wurden die Volumina der zuvor in
Kiel als positiv getesteten Kulturiiberstinde von drei verschiedenen Klonen (NC FS9, NC
K14, NC III 6/C8) nach einer pH-Wert-Korrektur auf pH = 5.0 in zwei Teile aufgeteilt. Der
eine Teil wurde zweimal mit Ethylacetat extrahiert, wihrend der andere Teil zunichst
lyophilisiert wurde. Das erhaltene Lyophilisat wurde nacheinander mit Methanol/Aceton 6:4
und Wasser/Methanol/Aceton 2:6:4 extrahiert. Alle erhaltenen Rohextrakte wurden in einer
Konzentration zwischen ¢ = 10-20 mg/mL in dem jeweiligen Extraktionslosungsmittel gelost,
je 1 mL-Proben entnommen und zur Uberpriifung der QSI-Aktivitit nach Kiel geschickt. Da
die erstellten Proben keine QSI-Aktivitit mehr zeigten, wurden erneut Kulturiiberstinde der
Klone NC FS9, NC K14 und NC III 6/GS ohne Korrektur des pH-Wertes lyophilisiert, um
einen Einfluss einer pH-Wert-Anderung auszuschlieBen. Das jeweilige Lyophilisat wurde in
einer Konzentration von ¢ = 100 mg/mL in bidest. Wasser aufgenommen, je 1.5 mL-Proben
entnommen, damit eine die QSI-Aktivitit in Kiel tiberpriift werden konnte. Auch hierbei
konnte keine QSI-Aktivitit mehr nachgewiesen werden. Aufgrund dieser Beobachtungen

sollte man ausschlieBen, dass es sich bei diesen Klonen um small molecules handelt.

HPLC-ESI-MS-Analytik

Zur Untersuchung eines weiteren metagenomischen Klons (NC XIX 69/B2, 2 kb Insert) auf
Reaktionsprodukte einer moglichen Quorum-Quenching-Aktivitidt wurden Inkubationsansitze
dieses Klons mit N-(3-Oxooctanoyl)-L-Homoserinlacton (3-Oxo0-Cg-HSL, 62) als Substrat von
N. Weiland hergestellt. Hierfiir wurden jeweils 100 uL konzentrierter Kulturiiberstand des
metagenomischen Klons mit 3-Oxo-Cg-HSL (62) in Tris-Puffer (pH 8.0) iiber Nacht bei 37°C
und 150 U/min inkubiert. Zur Kontrolle wurden Kulturen mit dem Leervektor ebenfalls mit
3-Ox0-Cg-HSL (62) in Tris-Puffer (pH 8.0) iiber Nacht bei 37°C und 150 U/min inkubiert.
Anschlieend wurden die Inkubationsansitze mit Ethylacetat extrahiert.

Fiir die HPLC-ESI-MS-Messung wurden die erhaltenen Extrakte in 110 uL MeOH aufge-
nommen. Die Messung der Proben erfolgte mittels HPLC-ESI-MS (HPLC D, Saule A: Grom
Superspher 100, RP-18, Programm B: MeOH/H,0, jeweils mit 0.05 % Ameisensaure,

Gradient; s. Abschnitt B 1.2 ) im positiven und negativen Modus.
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HPLC-ESI-MS-Proben:

1. Inkubationsansatz des metagenomischen Klons NC XIX 69/B2 (3 Ansitze)

2. ,,Leervektor mit AHL-Substrat (3 Ansitze)

3. 150 uL der AHL-Stammlosung (100 mM in Ethylacetat) als Kontrolle

4. Hydrolyseprodukt 63 des Substrats aus chemischer Hydrolyse (Standard mit
¢ = 1.0 mg/mL) als Kontrolle

Die Datenbankenvergleiche der aus der Sequenzierung erhaltenen Daten fiir den zu unter-
suchenden Klon (NC XIX 69/B2) wiesen auf das Vorliegen einer Transkriptase hin. Es wurde
angenommen, dass die QSI-Aktivitdt dieses Enzyms nicht auf Quorum-Quenching zuriick-
geht, d. h., dass das Signalmolekiil nicht enzymatisch abgebaut wird. Es wird anderweitig in
die Signal-Tranduktions-Kaskade eingegriffen und somit QS-inibiert. Mit Hilfe der HPLC-
ESI-MS-Analyse konnte diese Annahme unterstiitzt werden, da keine Hinweise auf einen
enzymatischen Abbau des Signalmolekiils beobachtet wurden, sondern nur das AHL-Substrat
detektiert wurde. Lediglich Spuren des Hydrolyseproduktes (63) konnten massen-
spektrometrisch detektiert werden. Diese geringfiigige Hydrolyse konnte im gleichen Maf3e in
der Negativkontrolle des Leervektors beobachtet werden. Damit kann die Hydrolyse auf die
Instabilitidt des 3-Oxo-Cg-HSLs (62) beim eingesetzten Puffer bei pH = 8.0 zuriickgefiihrt
werden.

Weitere in Kiel durchgefiihrte Untersuchungen bestitigten die Annahme, dass der vorliegende
Klon innerhalb der Signal-Transduktions-Kaskade eingreift und damit QS-inhibiert.”

Im Rahmen dieser Arbeit bestand fiir die Etablierung weiterer Methoden zur Analyse von
QSI-Klonen, die etwa mit dem AI-2-Typ-Signalweg interferieren, keine Notwendigkeit. Fiir
zukiinftige Arbeiten wird in der Literatur eine Methode beschrieben, die mit Hilfe einer
chemischen Derivatisierung von MHF (39) die Detektion und Quantifizierung mittels HPLC-
ESI-MS-Analyse in Kulturiiberstinden errntjglichte.48 Hierbei wurde die Hydroxygruppe des
MHEF (39) mit Chloroformiat gemi Husek et al. verestert.”' Der Einsatz von Benzylchloro-
formiat bietet bei der Derivatisierung von MHF (39) den Vorteil, dass das Benzylderivat eine
Detektion durch UV-Absorption ermdglichen wiirde und damit auch dessen Quantifizierung

erreicht werden kann.

3.5 Diskussion der Ergebnisse

Kooperation Arbeitsgruppe K. Jung
Die Totalsynthese des Autoinducer Al-1 (19) und seiner enantiomerenreinen Epimere R,S-29

und S,5-30 gelang iiber die Schiitzung der Hydroxyfunktion vom Natriumsalz des 3-Hydroxy-
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butyrats (43) mit TBS-Chlorid, EDC-vermittelter Kupplung mit o-Amino-y-butyrolacton-
hydrobromid (44) und anschlieBender Entschiitzung des Silylethers 50 in einer Gesamt-
ausbeute von 30 % iiber 4 Stufen. Zur Uberpriifung der biologischen Aktivitit wurden das
Epimerengemisch 52 und die enantiomerenreinen Epimere R,S-29 und S,5-30 auf ihren Ein-
fluss bei der Induktion von Biolumineszenz in verschiedenen Konzentrationen gemessen.
Hierbei zeigte das (R,S)-Al-1 (29) der Literatur entsprechend die stirkste Stimulation der
Biolumineszenz.

Mit Hilfe einer Affinitidtschromatographie (immobilisiertes Boronsduregel) konnte eine
98 %ige Reinigung bei der enzymatischen Synthese des Autoinducers AI-2 (20) erzielt
werden, die mit dem Reporterstamm V. harveyi MM77 iiberpriift werden konnte. Damit
konnte eine erfolgreiche Reinigungsmethode etabliert werden, die einen schnellen Zugang zu
ausreichenden Mengen an Al-2 (20) bietet, so dass die biologischen Kooperationspartner eine

hervorragende Grundlage fiir ihre Forschungsarbeiten haben.

Kooperation Arbeitsgruppe W. Streit

Die Quorum-Quenching-Aktivitit von Biofilm-inhibierenden Metagenom-Klonen (BpiB-
Proteine) wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit mit Hilfe der HPLC-ESI-MS-Analyse
eindeutig als Lactonase-Aktivitit verifiziert. Lactonasen fithren zur Hydrolyse des Lacton-
ringes von N-Acylhomoserinlactonen (AHL), wobei das entsprechende N-Acylhomoserin
freigesetzt wird. Es wurde die enzymatische Aktivitit der neuen Lactonasen mit den
Substraten 3-Oxo0-Cg-HSL (62) und Ci,-HSL (64) untersucht. In Vorversuchen wurde
zunichst als Nachweisgrenze eine Konzentration von ¢ =50 ug/mL fiir die Detektion von
3-Ox0-Cg-HSL (62) und seinem Spaltprodukt 63 bestimmt. Aufgrund der geringen Mengen
an detektiertem Spaltprodukt wurde vermutet, dass eventuell vorhandenes Hydrolyseprodukt
bei alkalischem pH-Wert nicht in die Ethylacetatphase aufgenommen wurde. Das konnte
jedoch durch Extraktion des Inkubationsansatzes unter sauren Bedingungen widerlegt werden,
da keine groleren Mengen beobachtet wurden. Erst die Zugabe des AHL in DMSO anstatt in
Ethylacetat zu BpiB-Proteinen sowie optimierte Inkubationsbedingungen fiihrten zu einer
Erhohung der enzymatischen Aktivitdt. Eine Detektion der spezifischen Massenaddukte der
N-Acylhomoserine 3-Ox0-Cs-HS (63) und der Vergleich mit chemisch hydrolysiertem Spalt-
produkt, bestitigte die Lactonase-Aktivitdt der BpiB-Proteine. Zudem wurden neben dem
3-Ox0-Cg-HSL (62) zwei weitere Substrate wie Ci,-HSL (64) und 3-Oxo0-C¢-HSL (62)
hinsichtlich einer Erhohung der Enzymaktivitidt untersucht, allerdings erbrachte dies keine

signifikante Erhohung an Hydrolyseprodukt.
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Kooperation Arbeitsgruppe R. Schmitz-Streit

Fir Untersuchungen der biologischen Aktivitit von Quorum-Sensing-inhibierenden
Metagenom-Klonen wurden mit Hilfe verschiedener chemischer Methoden Rohextrakte von
Kulturiiberstinden hergestellt und erneut in der Arbeitsgruppe R. Schmitz-Streit auf eine Bio-
aktivitdt getestet. Hieriiber sollte das Vorliegen eines small molecule als Anti-Quorum-
Sensing-Molekiil verifiziert werden, da dieses eine reproduzierbare Aktivitdt zeigen sollte.
Die hergestellten Rohextrakte wurden alle negativ auf eine reproduzierbare Aktivitét {iber-
priift, so dass ein small molecule als Anti-Quorum-Sensing-Molekiil ausgeschlossen werden
konnte.

Unter den aktiven Klonen konnte in der Arbeitsgruppe R. Schmitz-Streit eine mogliche Trans-
kriptase identifiziert werden, fiir deren Quorum-Sensing-inhibierende Wirkung ein Eingriff
auf die Signal-Transduktions-Kaskade angenommen wurde. Um diese Annahme zu priifen,
wurde der Klon auf mogliche Reaktionsprodukte eines Quorum-Quenching-Mechanismus
mittels HPLC-ESI-MS untersucht, die jedoch nicht detektiert werden konnten. Weitere
molekulargenetische Arbeiten zur Charakterisierung dieses Metagenom-Klons in der
Arbeitsgruppe R. Schmitz-Streit bestitigten diese Annahme, dass es sich hierbei um einen

QSI-aktiven Klon handelt.
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4 Assoziierte Streptomyceten von marinen Invertebraten

Aus marinen Invertebraten wie Schwiammen, Manteltieren, Moos- oder Weichtierchen wurde
eine grofle Vielfalt an strukturell einzigartigen Sekundidrmetaboliten isoliert, von denen viele
interessante pharmakologische Eigenschaften besitzen.”? Viele der aus marinen Invertebraten
isolierten Naturstoffe sind auf Bakterien oder andere Mikroorganismen zuriickzufiihren, die
als wahre Produzenten entweder im Rahmen der Nahrungskette aufgenommen worden sind
oder in einer stabilen Lebensgemeinschaft mit dem Makroorganismus leben.” Diese Hypo-
these wird durch zahlreiche Evidenzen unterstiitzt. So zeigen viele der aus marinen Habitaten
isolierten Naturstoffe ausgeprigte strukturelle Ahnlichkeiten zu bekannten Metaboliten
mikrobiellen Ursprungs oder sind Substanzklassen, wie z. B. den Polyketiden zuzuordnen, die
unter den Mikroorganismen weit verbreitet sind.”” Ein Beispiel hierfiir ist das Antitumormittel
Ecteinascidin ET-743 (70)"* aus dem Manteltier Ecteinascidia turbinata, dessen Struktur eine
groBe Ahnlichkeit zum mikrobiellen Sekundirmetaboliten Safracin B (71)"°  aus
Pseudomonas fluorescens aufweist (s. Abbildung 31). Diese Strukturverwandtschaft ermog-
lichte die Partialsynthese des nur in sehr geringen Mengen zu isolierenden marinen Natur-

stoffs 70 aus dem leicht zugénglichen mikrobiellen Metaboliten 71.7°

Abbildung 31. Beispiel fiir Strukturverwandtschaften zwischen marinen und mikrobiellen Sekundarmetaboliten.

Ein vermuteter bakterieller Ursprung solcher strukturell komplexer Naturstoffe kann durch
Charakterisierung des Biosynthese-Genclusters mit Hilfe molekularbiologischer Methoden
nachgewiesen werden. Ein Beispiel hierfiir sind das Polyketidamid Pederin (72) aus dem
afrikanischen Blasenkifer Paederus sabaeus und den Pederin-verwandten Naturstoffen
Theopederin A (73) und Onnamid A (74) aus dem Schwamm Theonella swinhoei (s.
Abbildung 32).”
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Abbildung 32. Pederin (72) und Pederin-verwandte Naturstoffe 73 und 74.

Die Klonierung und Sequenzierung der Biosynthese-Gene ergab, dass offensichtlich in beiden
Fillen bisher nicht kultivierte bakterielle Symbionten die Wirkstoffe produzieren.zs’77

Die Identifizierung dieser mit marinen Invertebraten assoziierten Mikroorganismen, welche
hiufig zu den nicht-kultivierbaren Mikroorganismen gehoren, und die systematische Unter-
suchung ihrer moglichen Rolle als Produzenten von Sekundédrmetaboliten sowie die Unter-
suchung ihres Metabolitenmusters auf neue Naturstoffe sind wichtige Forschungsschwer-

punkte in der marinen Naturstoffforschung.”

4.1 Der Produzent Streptomyces sp. JP90

In der Arbeitsgruppe von Prof. J. Piel (Universitit Bonn) wurden verschiedene Bakterien-
stimme aus der marinen Ascidiacea (Seescheide, zum Unterstamm Manteltiere gehorend)
Aplidium lenticulum isoliert, die dem Great Barrier Reef vor Heron Island (Australien) ent-
nommen worden waren. Diese Spezies ist in der Literatur als Produzent von 5-Desoxy-
enterocin (75b) beschrieben, ein Naturstoff, der sowohl aus dem Manteltier als auch aus
Bakterien isoliert worden ist (s. Abbildung 33).” Die mikrobiologische Diversitit der
Tunikaten und die Rolle dieser assoziierten Bakterien in der Sekundédrmetabolitenproduktion
sollten nidher untersucht werden, da es bisher diesbeziiglich erst wenige Studien ga1b.73’80 Von

besonderem Interesse war, einen Produzenten fiir das 5-Desoxyenterocin (75b) zu finden.
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Abbildung 33. Struktur des Enterocin (75a) und 5-Desoxyenterocin (75b).

Aus der marinen Ascidiacea Aplidium lenticulum wurden zehn verschiedene Bakterien-
stimme isoliert, mittels 16S-rRNA-Analyse phylogenetisch bestimmt und deren Metaboliten-
muster in einem chemisch-biologischen Screening analysiert. In einem chemischen Screening
der Isolate nach OSMAC,81 das N. Czempinski im Rahmen ihrer Diplomarbeit durchfiihrte,82
fiel Streptomyces sp. Stamm JP90 durch eine Reihe unterschiedlicher UV-aktiver sowie mit
gingigen Sprithreagenzien anfdarbenden Zonen auf. Die weitere Bearbeitung des Stammes
JP90 erfolgte durch T. Schuhmann im Rahmen seiner Dissertation.”® Aus einer Fermentation
im 4 L-Malstab konnten die bereits aus Mikroorganismen isolierten Verbindungen N-Acetyl-
tyramin (76), Cyclo(prolyltyrosyl) (77), Desferrioxamin E (78), 3-Indolcarbonsiure (79), das
bisher nur als Pflanzenmetabolit beschriebene Monoterpen Rosiridol (23) sowie die bislang
unbekannten Verbindungen 6-Hydroxy-6-methylheptansdure (80), und das ungewohnliche
Cinnamoylphosphoramid (21) isoliert werden (s. Abbildung 34).
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Abbildung 34. Isolierte Metaboliten aus Streptomyces sp. JP90.**
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Das isolierte Cinnamoylphosphoramid (21) wurde anhand der spektroskopischen Daten als
(E)-3—(p—Aminomethoxyphosphoryloxyphenyl)acrylsduremethylester identifiziert. Zwar er-
gaben sich aus den spektroskopischen Untersuchungen die Strukturvorschlige 21 und 81,
doch ist aufgrund von Stabilititsiiberlegungen nur die Methylesterstruktur plausibel (s.
Abbildung 35), da Imidoester in wissrigen Medien sehr rasch hydrolysiert werden, wobei die
entsprechende Carbonsiure entsteht.* Die Phosphoramidgruppierung ist dagegen gegeniiber

einer Hydrolyse relativ stabil.>*

Og_OCH, HNg__OCH,
p p
| |
H,CO—P—NH, H,CO—P—OH
o) o)
21 81

Abbildung 35. Strukturvorschlége fiir den isolierten Sekundédrmetaboliten 21.

4.1.1 Eigene Vorarbeiten

Im Rahmen der Diplomarbeit sollte mithilfe einer Totalsynthese von 21 ein Vergleich der
spektroskopischen Daten eine eindeutige Strukturzuordnung ermoglichen und damit die
Strukturaufkldrung des isolierten Sekunddrmetaboliten abgeschlossen werden.

Die Totalsynthese des racemischen Naturstoffs erfolgte iiber die Synthese des (E)-3-(p-
Hydroxyphenyl)acrylsduremethylesters (82) in einer Heck-Reaktion von p-Bromphenol (83)
und Methylacrylat (84) in einer Losung von Triethylamin. Als Palladium-Quelle diente
Pd(OAc),, das mit Tri—o-tolylphosphan als Liganden bei 90 °C eingesetzt wurde. Die
Synthese von 82 lieferte nach sdulenchromatographischer Reinigung eine Ausbeute von 90 %.
Zur Synthese des Cinnamoylphosphoramids (21) wurde der phosphorhaltige funktionelle
Substituent ausgehend von 82 sukzessiv aufgebaut. Hierfiir wurde zunéchst nach Tacke et al.
mit NaH das Natriumsalz des Heck-Produktes 82 in wasserfreiem Dichlormethan gebildet
und dies als Suspension in Dichlormethan portionsweise zu einem Uberschuss des
Phosphorylierungsreagenzes Methoxyphosphoryldichlorid (85) bei 0 °C gegeben.®” Nach 16 h
Rithren bei Raumtemperatur konnte das Intermediat 86 erhalten werden. Das Phosphory-

lierungsreagenz 85 wurde dabei gemill Quast et al. durch Methanolyse von Phosphoryltri-
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chlorid erhalten.®® Im abschlieBenden Schritt des Aufbaus der phosphorhaltigen Gruppe er-
folgte die Einfithrung der Aminofunktion. Gemif3 Fosters et al. wurde durch eine Losung von
Intermediat 86 in wasserfreiem Dichlormethan fiir 50 min bei —10 °C gasférmiges Ammoniak
geleitet und so racemisches Cinnamoylphosphoramid (21) in einer Ausbeute von 16 %
erhalten (s. Schema 4).%" Die relativ geringe Ausbeute wurde durch die Zersetzung von 21 an
Kieselgel bei der sdulenchromatographischen Reinigung verursacht. Eine Zersetzung des
nativen 21 an Kieselgel wurde von 7. Schuhmann in seiner Dissertation fiir die Isolierung des
Naturstoffs 21 aus dem Kulturfiltrat nicht beschrieben, ist aber aufgrund der sehr geringen

Menge an isoliertem Naturstoff (1.4 mg/L) nicht auszuschlieBen.?®

Pd(OAc),, NEt;,
P(o-tol), 1. NaH, CH.Cl, »» CH,Cl,,
\)J\ 90C21h 21h 0 °C—=RT, 2h —10°C 50m|n
OCH, 90% 16% ausgehend
|/P von 82

o}
cl 85 I
H,CO—P—Cl H,CO—P—NH,
0 °C—RT,25h Il I
0 o)
83 84 82 86 2

?
P
1

Schema 4. Totalsynthese des Cinnamoylphosphoramids (21).

Ein Vergleich der spektroskopischen Daten der synthetisierten Verbindung 21 mit denjenigen
des isolierten Naturstoffs ermoglichte die eindeutige Bestidtigung der Struktur des Cinnamoyl-
phosphoramids, es besteht Identitit zwischen synthetischem und nativem 21.

Die Bestimmung der absoluten Konfiguration am Phosphor des isolierten Naturstoffs 21
erfolgte liber die Synthese beider Enantiomere von 21 ausgehend von den diastereomeren
Phosphoramiden des L-Phenylalaninethylesters gemadll Koizumi et al. und einem Vergleich
von physikochemischen Eigenschaften der diastereomeren Phosphoramid-Intermediaten mit
bekannten Verbindungen.®® Vergleichende HPLC-Analysen von nativem und totalsyn-
thetischem Cinnamoylphosphoramid (21) an chiraler stationédrer Phase zeigten eindeutig, dass
der Naturstoff (S)-konfiguriert vorliegt.zg’89

Weiterhin sollte der neue Naturstoff 21 biochemisch charakterisiert werden. Cinnamoyl-
phosphoramid (21) weist das fiir Sekunddrmetaboliten eher ungewohnliche Element Phosphor
auf. Nur wenige phosphorhaltige Naturstoffe sind aus Streptomyceten in der Literatur
beschrieben. Hierzu gehoren das Herbizid Bialaphos (87), das potente Anti-Malariamittel

Fosmidomycin (88) und das insektizid wirkende Cyclophostin (89), welches auch ein starker
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Inhibitor der Acetylcholinesterase ist (s. Abbildung 36). Das fiir einen Metaboliten unge-
wohnliche phosphorhaltige Strukturelement und der einfache Aufbau lassen vermuten, dass
21 ein aktivierter Biosynthesevorldufer bislang unbekannter Metaboliten sein konnte.

Des Weiteren ist das Cinnamoylphosphoramid (21) hinsichtlich seiner biologischen Aktivitit
von grofem Interesse, da die chemische Struktur dieses Molekiils dem Grundgeriist von
Organophosphorsiureestern entspricht wie z. B. dem bekannten synthetischen Insektizid
Methylparaoxon (90), ein Inhibitor der Acetylcholinesterase. Auch Anti-HIV-Priparate wie
z.B. L-Alaninyl-d4T-MP (2',3'-Didesoxy-2',3'-dihydro-thymidin-5'-monophosphat) (91)*
oder Anti-Hepatitis C—Préipauralte91 beinhalten eine Phosphoramidstruktur (s. Abbildung 36).

0 NH,
H HO
HO N N
H P/ HO
0] (@] / \OH
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Abbildung 36. Strukturen phosphorhaltiger Wirkstoffe.

Zur Untersuchung der Funktion der Verbindung 21 wurde das racemische Syntheseprodukt
dem Streptomyceten sp. Stamm JP90 zugefiittert, um zu untersuchen, ob aus dadurch beein-
flussten Stoffwechselwegen neue Metaboliten in ausreichender Menge zur Isolierung und
Strukturaufkldarung produziert werden.

Hierbei konnte eine neue Substanz aus den Kulturfiltraten mit Zufiitterung von 21 isoliert
werden, bei der es sich um Molekiil der Molmasse Mg = 1171.35 g/mol handelt. Die Struktur
konnte im Rahmen der Diplomarbeit nicht mehr abschlieBend aufgekldart werden. Die
abschlieBende Strukturaufkldrung dieses Naturstoffs erfolgte im Rahmen der vorliegenden
Dissertation. Des Weiteren wurden in dieser vorliegenden Arbeit Fiitterungsexperimente mit
Struktur-Analoga von 21 als potentielle Biosynthesevorldufer durchgefiihrt, die zeigten, dass
das Cinnamoylphosphoramid (21) kein Biosynthesevorldufer des bisher noch nicht isolierten

Sekundirmetaboliten ist.
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4.1.2 Synthetische Arbeiten zum Cinnamoylphosphoramid (21) und
seinem Saurederivat (92)

Die Totalsynthese des racemischen Naturstoffs erfolgte iiber die Synthese des (E)-3-(p-
Hydroxyphenyl)acrylsduremethylesters (82) in einer Heck-Reaktion und dem sukzessiven
Aufbau der phosphorhaltigen funktionellen Gruppe ausgehend von 82 (s. Abschnitt 4.1.1 ).
Aufgrund der teilweisen Zersetzung des Rohprodukts bei der sdulenchromatographischen
Reinigung an Kieselgel sollte die Reinigung des Rohprodukts an reversed-phase Kieselgel
optimiert und die Gesamtausbeute bestimmt werden. Des Weiteren sollten ausreichende
Mengen der Zielverbindung 21 fiir biologische Testung und Zufiitterungsexperimente

bereitgestellt werden.

Der Versuch, die Ausbeute bei der Umsetzung von 82 mit dem Phosphorylierungsreagenz 85
durch eine verbesserte Loslichkeit des Natriumphenolats im polareren Losungsmittel THF zu
erhohen, fithrte zu keinem hoheren Umsatz als die Reaktion in Dichlormethan. Aus diesem
Grund erfolgte die Reaktion weiterhin in Dichlormethan. Zur Vermeidung der Zersetzung des
nach Ammonolyse erhaltenen Rohprodukts an Kieselgel (s. Abschnitt 4.1.1 )erfolgte die
Reinigung durch Mitteldrucksdulenchromatographie an reversed-phase Kieselgel (RP-18,
GroBe C, MeOH/H,0 6:4). Dies fiihrte ausgehend von 82 zu einer Optimierung der Gesamt-
ausbeute des Cinnamolyphosphoramids (21) von zuvor 16 % nach Reinigung an Kieselgel auf

55 % nach Reinigung an reversed-phase Kieselgel (s. Schema 5).%

Os_OCH, OxyCCH; OxOCH,
_ 1. NaH, CH,Cl, y NHyg), CH,Cl, _

0°C—= RT,25h ~15 °C, 50
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cl—P~ von 82 nach
/. OCH, Chromatographie
OH 0 °C E_ RT. 25 h 0 an RP-Material
’ [
82 H,CO—p—Cl H,CO—P—NH,
O 86 O rac21

Schema 5. Optimierung der Totalsynthese von Zielverbindung 21.
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Synthesearbeiten zum Siurederivat 92

Die Bioaktivitit des Cinnamoylphosphoramids (21) ist von groBem Interesse, da die
chemische Struktur dieses Molekiils dem Grundgeriist von Organophosphorsdureestern ent-
spricht, welches durch die Schrader-Formel beschrieben wird (s. Abbildung 74, S.117). Im
Rahmen der Diplomarbeit wurden Untersuchungen zur moglichen inhibitorischen Wirkung
auf die Acetylcholinesterase (AChE) von 21 in einer Kooperation mit der Arbeitsgruppe Prof.
U. Holzgrabe (Universitiat Wiirzburg) von E. Kugelmann begonnen. Aufgrund der schlechten
Loslichkeit von 21 im verwendeten Phosphatpuffer konnte nur eine sehr schwache Hemmung
der AChE (ICsp > 350 um) gemessen werden. Zur genauen Bestimmung des /Cso-Wertes
sollte das Sdurederivat von 21 als wasserlosliches Analogon dargestellt werden. Bei der Wahl
moglicher Synthesestrategien zur Darstellung eines solchen Derivats musste von vornherein
die Instabilitdt von 21 sowohl gegeniiber sauren als auch basischen Bedingungen beriick-

sichtigt werden, da diese Instabilitit zur Dephosphorylierung von 21 fiihrt.

Hydrolyse unter mild basischen oder enzymatischen Bedingungen

Zuniachst sollte ausgehend vom Cinnamoylphosphoramid (21) das Saurederivat 92 synthe-
tisiert werden. Bei den Versuchen den Methylester 21 in wasserfreiem THF mit LiOH x H,O
unter milden basischen Bedingungen zu verseifen, wurde vollstindige Zersetzung zum Phenol
82 beobachtet (s. Tabelle 1, Eintrag 1, 2). Enzyme sind enantioselektive Biokatalysatoren, die
regioselektiv unter milden Bedingungen arbeiten. Diese Eigenschaften sollten eine Dar-
stellung von 92 ohne Zersetzung zum Phenol ermdglichen. Die enzymatische Hydrolyse mit
dem Enzym Schweineleberesterase (PLE, Porcine liver esterase, Fa. Sigma), eine oft in der
asymmetrischen Synthese eingesetzte Esterase, sollte zuerst an einer Modellverbindung unter-
sucht werden.”” Hierzu wurde zunichst das Enzym PLE am Zimtsiuremethylester (93) ge-
testet. Das Substrat wurde in Wasser (pH = 7.7) gelost, das Enzym zugegeben und das Reak-
tionsgemisch bei Raumtemperatur stark geriihrt. Der pH-Wert wurde alle 5 min gepriift, und
mit 0.5 N NaOH auf pH 7.7 eingestellt. Diinnschichtchromatographische Analyse an reversed-
phase Kieselgel zeigte nach 25 min einen vollstindigen Umsatz des Zimtsduremethylesters
zur entsprechenden Sdure, welche nach Aufarbeitung in einer Ausbeute von 59 % isoliert
werden konnte (s. Tabelle 1, Eintrag 3). Nach erfolgreicher enzymatischer Hydrolyse der
Modellverbindung wurde die Hydrolyse des Methylesters 21 untersucht. Die Durchfiihrung
erfolgte analog zur Modellverbindung. Es wurden trotz starker Erhohung der Enzymbeladung
nur Spuren einer polareren Verbindung bei diinnschichtchromatographischer Analyse

detektiert. Die Reaktion wurde nach 14 d ergebnislos abgebrochen (s. Tabelle 1, Eintrag, 4).
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Os__OCH, OxOH
pZ .

Bedingungen
Z

7/ >
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Schema 6. Versuche zur Hydrolyse des Methylesters 21.

Tabelle 1. Hydrolyse unter mild basischen oder enzymatischen Bedingungen.

R Bedingungen Anmerkungen
A) 2.4 Aq. LiOH - H,O, THF, RT, 2 h,
-l(I) ! DC-Kontrolle Zersetzung zum
MCO_E_NHZ B) 1.0 Aq. LiOH - H,O, THF, RT, 30 min, Phenol 82
2 DC-Kontrolle
1.0 Ag. Schweineleberesterase, Reiner und
" 3 H,O (pH = 7.7), RT, 25 min, DC-Kontrolle vollstandiger Umsatz
_T_ ) A) 1.0-10 Aq. Schweineleberesterase, DC-Analyse: Spuren
0 H,O (pH =7.7), RT, 14 d, DC-Kontrolle einer polareren
Meo_ﬁ_NHz B) 1.0-3.0 Ag. Cholesterinesterase, Komponente, Keine
S M0 (pH=7.0), 37 °C, 14 d, DC-Kontrolle Isolierung
DC-Analyse: Spuren
o p 1.0-3.0 Ag. Schweine-Pankreas-Lipase, einer polareren

H,O (pH =7.4), 37 °C, 14 d, DC-Kontrolle

Komponente, Keine

Isolierung

Da als moglichen Grund fiir den nicht erfolgten Umsatz sterische Effekte des Phosphoramid-

substituenten angenommen werden konnten, wurde in einem weiteren Versuch die Choles-

terolesterase, isoliert aus dem Pankreas von Schweinen (Fa. Fluka) eingesetzt, welche in der

Literatur fiir die enantioselektive hydrolytische Spaltung von Acetatschutzgruppen in

Gegenwart von chiralen Phosphanen oder Phosphanoxiden verwendet wurde.” Auch fiir

dieses Enzym konnte lediglich die Bildung einer polareren Komponente in Spuren beobachtet

werden, die Reaktion wurde ebenfalls nach 14 d abgebrochen (s. Tabelle 1, Eintrag 5). Um

den Einfluss des phosphorhaltigen Substituenten zu untersuchen, wurde der Methylester 82
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mit Schweine-Pankreas-Lipase (porcine-pancreas-lipase, PPL, Fa. Sigma) umgesetzt.94 Doch
auch dieser nicht phosphorylierte 4-Hydroxyzimtsdureester konnte enzymatisch nicht
hydrolysiert werden (s. Tabelle 1, Eintrag 6). Der para-stindige Hydroxy- bzw. der Phos-
phoryloxysubstituent fithren zu einer Erhohung der Elektronendichte am Aromaten, welcher
in Konjugation mit dem o,B-ungesittigten Methylester steht. Da die enzymatische Hydrolyse
des Zimtsduremethylesters (93) vollstindig verlief, fithrte vermutlich die Erhohung der

Elektronendichte am Methylester zu dem nicht erfolgten enzymatischen Umsatz.

Versuche zur Reduktion-Oxidationssequenz
Eine weitere Strategie beruhte auf der Reduktion des Methylesters 21 zum Alkohol und

anschlieBender Oxidation zur Siure.

848

0
I
H,CO— P NH, H,CO— ﬁ NH, H,CO— P NH,

O @) O
21 94 95 92

Schema 7. Geplante Reduktion-Oxidations-Sequenz zur Synthese von 92.

Zunichst sollte die Reduktion von 21 mit DIBAL-H im polaren Losungsmittel THF bei
-78 °C zum allylischen Alkohol und im unpolaren Dichlormethan bei —78 °C zum Aldeyhd
untersucht werden (s. Tabelle 2, Eintrag 1, 2). Beide Reaktionen wurden nach 3.5 h durch Zu-
gabe von Methanol und Rochelle-Salz beendet und aufgearbeitet. Das 'H-NMR-Spektrum des
Reaktionsansatzes in THF zeigte ein Gemisch aus dem allylischen Alkokol mit Phosphor-
amidsubstituenten 94 und dem allylischem Alkohol des Phenols 95 (s. Schema 7); beim
Ansatz in Dichlormethan konnte lediglich ein Multikomponentengemisch detektiert werden.
Zur Optimierung der Reduktion in THF wurde der Ansatz wiederholt und die Reaktion nach
40 min unter Zugabe von NH4Cl-Losung beendet (s. Tabelle 2, Eintrag 3). Allerdings erwies
sich diese Variante der Aufarbeitung nicht als geeignete Methode, da das 'H-NMR-Spektrum
des Rohprodukts ein Gemisch aus dephosphoryliertem Substrat, Produkt 94 und reduziertem
Zersetzungsprodukt 95 aufwies. Alle weiteren Versuche, den phosphorylierten allylischen

Alkohol in ausreichenden Mengen zu erhalten, fithrten zur vollstindigen Zersetzung des
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Substrats. Bei der Verwendung von LiAlH, als Reduktionsmittel in THF bei —78 °C wurde
lediglich Zersetzung beobachtet (s. Tabelle 2, Eintrag 4).

Tabelle 2. Versuche zur Reduktion des Methylesters 21.

Reagenzien Bedingungen Anmerkungen

1 DIBAL-H (1.0 M) A) 2.0 Ag., THF, -78 °C,3.5h 94 + 95

2 DIBAL-H((1.0M) B)1.0 Aq., CH,Cl,, -78 °C,3.5h  Zersetzung zum Phenol 82

3 DIBAL-H(1.0M) ©)2.0 Ag., THF, -78 °C, 40 min ~ Zersetzung zum Phenol 82

4 LiAlH, 1.3 Aq., THF, -78 °C, 30 min Zersetzung zum Phenol 82

Totalsynthese eines wasserloslichen Analogons

Da die bisherigen Ansitze zur Synthese des wasserloslichen Analogons sich als nicht geeignet
erwiesen hatten, sollte die Synthese ausgehend vom Silyl-geschiitzten Ester der 4-Hydroxy-
zimtsdure (96) analog zur Totalsynthese von 21 durchgefiihrt werden. Aufgrund der hohen
Instabilitdt des Phosphoramidsubstituenten unter sauren und basischen Bedingungen sollte die
Synthese vom TIPS-Ester 98 ausgehen, da die Abspaltung der Schutzgruppe bereits unter der
Ammonolyse erfolgen konnte. Ansonsten schien es moglich, unter Verwendung milder Be-

dingungen etwa mit TBAF eine Entschiitzung zu erreichen und 92 zu erhalten (s. Schema 8).

OTIPS OTIPS O OTIPS Os_OH
=
1. NaH, CH,Cl, 9 CHCly, Entschitzung
0 °C—> RT —10 °C mltTBAF

of 85
0 ComRT HSCO—ﬁ—CI HCO— —NH, H,CO— P NH,
8
97 98 99 92

Schema 8. Synthesestrategie zur Synthese des wasserloslichen Analogons 92.

Fiir die Synthese des Silylesters 97 erfolgte zundchst gemall Wipf et al. die Umsetzung von 4-
Hydroxyzimtsdure (96) mit TIPS-Chlorid und Triethylamin als Base in wasserfreiem
THF/DMF bei 0°C.” Diinnschichtchromatographische Analyse des Reaktionsgemisches

zeigte die Bildung von zwei Produkten (s. Tabelle 3, Eintrag 1). Um eine ausschlieBliche



68 Allgemeiner Teil

Bildung des Silylesters zu erhalten, wurde der Einsatz der schwécheren Basen Imidazol und
Morpholin untersucht und die Reaktion zunichst im NMR-Rohrchen unter 'H-NMR-
Kontrolle durchgefiihrt (s. Tabelle 3, Eintrag 2, 3). Sowohl die Verwendung von Imidazol als
auch von Morpholin als Base in deuteriertem DMSO-dg zeigte in den 'H-NMR-Spektrum
lediglich die Bildung des einfach silylierten Produkts 97, allerdings wurde fiir Imidazol ein
wesentlich schlechter Umsatz detektiert. Bei der Synthese des Silylesters mit Morpholin als
Base in DMF bei 0 °C wurde die gewiinschte Verbindung lediglich in einer Ausbeute von

36 % erhalten (s. Tabelle 3, Eintrag 4).

Tabelle 3. Untersuchungen zur TIPS-Schiitzung der 4-Hydroxyzimtséure (96).

Bedingungen Anmerkungen
1 1.3 Ag. TIPSCI, 1.2 Aq. E;N, THF/DMF 1:1, 0 °C, 2 h, DC-Analyse: Bildung
DC-Kontrolle von zwei Produkten
2 1.1 Ag. TIPSCI, 1.4 Aq. Imidazol, DMSO-dg, RT, 0.5 h, Bildung eines
"H-NMR-Kontrolle (alle 5 min) Produkts
3 1.1 Aq. TIPSCI, 1.3 Aq. Morpholin, DMSO-dg, RT, 0.5 h, Bildung eines
"H-NMR-Kontrolle (alle 5 min) Produkts
4 Isolierung von 97

1.1 Aq. TIPSCI, 1.3 Aq. Morpholin, DMF, RT, 0.5 h

Der Aufbau der phosphorhaltigen funktionellen Gruppe sollte analog zur Totalsynthese von
21 erfolgen. Hierfiir wurde das Natriumphenolat 97 portionsweise zu einem Uberschuss
Methoxyphosphoryldichlorid (85) bei 0 °C gegeben und anschlieend fiir 25 h bei Raum-
temperatur geriihrt (s. Schema 9). Nach der Ammonolyse gemidl dem oben beschriebenen
Verfahren wurde zur Aufarbeitung die wissrige Phase zunédchst ohne pH-Korrektur mit
Ethylacetat extrahiert und die Extraktion nach vorsichtigem Ansduern auf pH 5.6-5.8 wieder-
holt. Es konnte allerdings in keiner der erhaltenen Rohproduktfraktionen die Zielverbindung

99 detektiert werden.
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Os_ _OTIPS Os_ _OTIPS Ox OTIPS
Pz Pz =
1. NaH, CH,Cl, NHgg), CH,Cl,
0 °C—=RT,2h —10 °C, 50 min
0
2. g
OH C'C/l/ ~OMe 0 ?Q
85 . H.CO—P—NH
0 C—=RT,25h HCO—[~C S
o) (@)
97 98 99

Schema 9. Synthese des Intermediats 98 und Einfiihrung der Aminofunktion.

Um AusschlieBen zu kdnnen, dass aufgrund der Zersetzung des Reagenzes 85 der Aufbau der
funktionellen Gruppe nicht erfolgreich verlaufen war, wurde das Methoxyphosphoryldi-

Fehler! Textmarke nicht definiert.

chlorid (85) gemil} der Literatur neu hergestellt und die Synthese
wiederholt. Ungliicklicherweise konnte 99 jedoch auch mit dieser neuen Charge nicht erhalten
werden.

Da die bisherigen Versuche ausgehend von einem TIPS-silylierten Zimtsdureester nicht zum
Saurederivat fiihrten, sollte als Substrat der sterisch weniger gehinderte TBS-Ester 100 einge-
setzt werden, welcher auch bereits unter den Reaktionsbedingungen der Ammonolyse ent-
schiitzt werden konnte. Fiir die Umsetzung von 4-Hydroxyzimtsdure (96) zum TBS-Ester
wurde zunichst die Verwendung der Basen Triethylamin und Morpholin untersucht. Hierfiir
wurde die aromatische Carbonsdure in wasserfreiem THF gelost, auf 0 °C abgekiihlt und

TBS-Chlorid in Toluol (2.5 M) sowie die jeweilige Base zugegeben (s. Tabelle 4, Eintrag 1,
2).

Tabelle 4. Untersuchungen zur TBS-Schiitzung der 4—Hydroxyzimtséure (96).

Bedingungen Anmerkungen
1 1.0 Aq. TBSCl in Toluol (1.0 M), 1.0 Aq. Et;:N, THF, 0 °C, Bildung von zwei
20 min, DC-Kontrolle Produkten
2 1.0 Agq. TBSCl in Toluol (1.0 M), 1.0 Aq. Morpholin, THF, Bildung von zwei
0 °C, 20 min, DC-Kontrolle Produkten
3 Isolierung von 100

1.0 Aq. TBSCl in Toluol (1.0 M), 1.0 Aq. E;N, THF, 0 °C,

20 min
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Diinnschichtchromatographische Analyse zeigte fiir Triethylamin als Base nur eine neu
gebildete unpolarere Substanz, wihrend fiir Morpholin zwei unpolarere Substanzen detektiert
wurden. Allerdings erfolgte die Umsetzung von 96 zum TBS-Ester mit Trieythlamin als Base
lediglich in einer Ausbeute von 56 % (s. Tabelle 4, Eintrag 3). Der Aufbau der funktionellen
Gruppe wurde analog zum oben beschriebenen Verfahren (s. Schema 9) durchgefiihrt.
Abweichend zur vorher durchgefiihrten Isolierung des Intermediats 98 wurde jedoch in das
nach Umsetzung mit Methoxyphosphoryldichlorid (85) erhaltene Reaktionsgemisch direkt
gasformiges Ammoniak bei —10 °C eingeleitet. Die Zielverbindung 92 konnte jedoch nicht
isoliert werden.

In der Arbeitsgruppe von Prof. P. v. Zezschwitz fiihrte die inverse Zugabe des Reagenzes,
d. h. Methoxyphosphoryldichlorid (85) wurde portionsweise zum Natriumalkoholat bei —
78 °C gegeben und damit zum Intermediat 101 umgesetzt. Die direkte Umsetzung des
erhaltenen Reaktionsgemisches mit gasformigen Ammoniak fiihrte zur Zielverbindung 92 in
einer Ausbeute von 43 % (s. Schema 10).*° Die anschlieBende Reinigung des Rohprodukts,
ein 10:1 Gemisch aus Produkt und durch Zersetzung erhaltenes Phenol, wurde im Rahmen

dieser Dissertation mittels Gelchromatographie an Sephadex-LH 20 (MeOH) durchgefiihrt.

Z _ _
1. NaH, CH,Cl, NHy g, CH.Cl,
0°C,1h —17 °C, 45 min
2. (|)| 43% ausgehend
CI//P\OCH von 100
OH Cllgg ' o i
- — |
78 <C—=RT, 16 h H,CO—P—Cl H,CO—P—NH,
)
100 101 rac-92

Schema 10. Synthese des wasserloslichen Analogons 92 nach v. Zezschwitz.*

Sowohl das Cinnamoylphosphoramid (21) als auch das wasserlosliche Sdurederivat 92
wurden auf ihre biologische Aktivitdt gegeniiber der Acetyl- und Butyrylcholinesterase

getestet. Die Ergebnisse werden im Abschnitt 4.1.9 beschrieben.

4.1.3 Fermentation und Isolierung der Metaboliten

Der Stamm Streptomyces JP90 wurde in 1 L-Schiittelkolben mit Schikane, befiillt mit 150 mL
Medium S bei 28 °C und 180 U/min kultiviert. Die Hauptkulturen wurden mit je 5 mL einer

48 h alten Vorkultur inokuliert. Nach 96 h wurde die Fermentation beendet und die Kultur-



Assoziierte Streptomyceten von marinen Invertebraten 71

brithe nach pH-Einstellung (pH = 5.0) durch Filtration (Celite-Zusatz) vom Mycel abgetrennt.
Das Kulturfiltrat wurde dreimal mit Ethylacetat (Volumina Ethylacetat:Kulturfiltrat ca 1:1)
extrahiert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Hierbei fielen die Rohextrakte durch eine
intensive Rosa-Farbung auf.

Zur Isolierung des unbekannten Metaboliten, dessen Struktur im Rahmen der Diplomarbeit
nicht abschlieBend strukturaufgeklirt werde konnte, wurde das aus dem Kulturfiltrat erhaltene
Rohprodukt zunichst an Kieselgel (CHCls/MeOH 95:5) vorgereinigt und fraktioniert. Die mit
Anisaldehyd braun anfarbende Substanz 22 enthaltende Fraktion, wurde durch zweifache
Mitteldrucksdulenchromatographie an reversed-phase Kieselgel (Lobar®, GroBe B,
Aceton/H,O 3:1) gereinigt und 5.6 mg/LL des Spirotetronats (22a) sowie 4.2 mg/L des
Spirotetronats (22b) gewonnen. Zusitzlich konnten hierbei 2.0 mg/L Rosiridol (23) und
Cinnamoylphosphoramid (21) erhalten werden; diese Fraktionen waren leicht verunreinigt.
Bei der Isolierung dieser Substanzen konnten nach S&ulenchromatographie an Kieselgel in
den weiteren Fraktionen einige der bereits von 7. Schuhmann isolierten Substanzen
identifiziert werden. Hierzu wurden die Fraktionen spektroskopisch untersucht und durch
Vergleich der '"H-NMR Spektren N-Acetyltyramin (76), Cyclo(prolyltyrosyl) (77) und eine
weitere Substanz, die zur Stoffklasse der Diketopiperazine gehort, erneut isoliert.

Fir Versuche zur Isolierung des Rosa-Farbstoffs wurden 31.6 mg des Rohextraktes mittels
Gelchromatographie an Sephadex LH-20 (Aceton) fraktioniert, die erhaltene Hauptfraktion an
reversed-phase Kieselgel (Lobar-B®, Aceton/H,0 3:1) weiter gereinigt und die Fraktionen
diinnschichtchromatographisch an Kieselgel (Cyclohexan/EE/MeOH 5:10:2) und an reversed-
phase Kieselgel (Aceton/H>O 3:1) analysiert. Die Fraktionen, die sehr polare, mit Anis-
aldehyd orange und rot anfarbende Verbindungen enthielten, wurden spektroskopisch unter-
sucht. Die '"H-NMR Spektren zeigten jedoch keine interessanten oder charakteristischen
Signale, so dass von einer weiteren Bearbeitung abgesehen wurde. Damit konnte die fiir die

Rosa-Farbung verantwortliche Substanz nicht identifiziert werden.

4.1.4 Charakterisierung der Spirotetronate (22)

Struktur des Spirotetronats (22a)

Die Verbindung 22a wurde als farbloser Feststoff in einer Ausbeute von 5.6 mg/L isoliert. Es
zeigte neben UV-Loschung bei 254 nm eine braune Farbe nach Bespriihen mit Anisaldehyd in
der Wirme. Das ESI-Massenspektrum wies Ionen bei m/z =1171.57 [M+H]" und 1193.54
[M+Na]* auf. Die Bestimmung der Summenformel aus der Hochauflosung eines dieser

Addukte ergab zunichst widerspriichliche Ergebnisse, so dass mithilfe von Derivatisierung



72 Allgemeiner Teil

die Strukturaufkldrung des Naturstoffs 22 ermdglicht werden sollte (s. Abschnitt 4.1.5 ). Erst
nachdem fiir die Anzahl der moglichen O- und N-Atome eine groBere Zahl als je 20
zugelassen wurde, konnte die korrekte Summenformel CgHgsO2 (19 Doppelbindungs-
dquivalente) vorgeschlagen werden. Dies erfolgte aus der Hochauflosung des [M+H]**-Ions
bei m/z =597.29 fiir den Metaboliten 22a. Fiir diesen Summenformelvorschlag lieferte eine
Datenbankrecherche mit Antibase’® und Chapman & Hall’’ eine Ubereinstimmung zu den
bereits 1990 veroffentlichten Naturstoffen mit antibiotischer Wirkung gegen anaerobe
Bakterien, die aus Streptomyces Pa-46101 isoliert wurden.”® Es handelt sich hierbei um zwei
Makrolid-Antibiotika, die zur Stoffklasse der Spirotetronate gehdren. Diese weisen ein
ungewoOhnliches Aglykon mit charakteristischen Strukturelementen wie eine trans-Decalin-,
eine Tetronsdure- und eine Cyclohexen-Einheit auf. Die beiden letzteren sind miteinander

spiroverkniipft.

Fiir eine bessere Vergleichbarkeit der spektroskopischen Daten von 22a mit den Literatur-
daten wurden zuvor in deuteriertem Methanol-ds aufgenommene lH—, 13C—, und 2D-NMR-
Spektren erneut in deuteriertem Chloroform-d; gemessen, wobei das in deuteriertem
Methanol gemessenen 'H-NMR Spektrum diskretere Resonanzen aufweist als das Vergleichs-
spektrum in deuteriertem Chloroform-d; (s. Abbildung 37).

Das 'H-NMR-Spektrum enthilt Signale fiir 82 Protonen, die verbleibenden vier sind
Hydroxygruppen zuzuordnen. Im Tieffeldbereich des Spektrums bilden drei aromatische
Signale (0y=6.74, 6.78, 7.23 ppm) ein ABC-Spinsystem, wobei die beiden Dubletts
Oy =6.74, 6.78 ppm) in 2'4Jc,H—Korrelaltionen aus dem HMBC-Experiment ihre Nachbar-
schaft zu aromatisch gebundenen Methoxy- bzw. Methylgruppe zeigen. Weiterhin weisen

zwei breite Singuletts (0y = 5.79, 6.50 ppm) auf olefinische Methinprotonen hin. Drei weitere



Assoziierte Streptomyceten von marinen Invertebraten 73

Methinprotonen (dy = 4.54, 4.81, 5.27 ppm) konnten aufgrund der typischen, zugehorenden
13C—NMR—Verschiebungen bei 6c =98.1, 99.7 und 103.5 ppm als anomeres Proton von
Zuckern erkannt werden. AuBerdem sind im 'H-NMR-Spektrum vier Methoxygruppen
(8 = 3.38, 3.51, 3.56, 3.81 ppm) zu beobachten, die ebenfalls aufgrund ihrer '*C-NMR-
Resonanzen bei 6¢ = 55.8, 57.4, 59.0, und 61.6 ppm als solche erkannt werden konnten. Das
BC-NMR-Spektrum beinhaltet die Resonanzen von 61 C-Atomen, darunter vier Carbonyl-
verbindungen und elf Signale fiir olefinische und aromatische C-Atome. Durch HSQC-'Jc -
Kopplungen wurden die Kohlenstoffatome den daran gebundenen Protonen zugeordnet. Die
Zuordnung der trans-Decalin-, und Cyclohexen-Einheiten konnte aus 1H,IH—COSY—
Experimenten und *“Jcy-Korrelationen aus dem HMBC-Experiment abgeleitet werden.
Deren Verkniipfung iiber die Alkylkette bzw. die Tetronsdure-Einheit erfolgte anhand der
2"‘JC,H—Korrelationen aus dem HMBC-Experiment und einen Vergleich mit den in der
Literatur angegebenen NMR-Daten.” Die Zuordnung, insbesondere die des Aglykons, konnte
im Verlauf dieser Arbeit durch C—13C—K0pplungen, welche aus Fiitterungsexperimenten mit

BC-markierten Vorldufern erhalten wurden, bestitigt werden.
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Abbildung 37. "H-NMR-Spektren des Spirotetronats (22a); 600 MHz, CD;OD und CDCl; sowie *C-NMR-
Spektrum; 150 MHz, CDCl;.
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Abbildung 37 (Fortsetzung). 1H-NMR-Spektren des Spirotetronats (22a); 600 MHz, CD;0D und CDCl; sowie
BC-NMR-Spektrum; 150 MHz, CDCl,,.

Zur Uberpriifung der relativen Konfiguration am Kohlenstoffatom C-3' der 2,4-Di-O-methyl-
3-C-methyl-rhamnose (Zucker 1, s. Abbildung 38) wurde zusitzlich zu den Informationen
aus dem 'H,'"H-COSY-Experiment ein 2D-NOESY-Experiment aufgenommen. Im 'H-NMR-
Spektrum kann zwischen 4'-H und 5'-H eine Kopplungskonstante von *Juyy = 9.7 Hz beob-

achtet werden, somit miissen die benachbarten Protonen eine diaxiale Position einnehmen.
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Abbildung 38. 'H,'H-COSY-Korrelationen und NOESY- bzw. NOE-Korrelationen zur Bestimmung der

relativen Konfiguration am anomeren Kohlenstoffatom der 2,4-Di-O-methyl-3-C-methyl-rhamnose (Zucker 1).

Da das 4'-H als Dublett vorliegt und keine weitere Kopplungskonstante aufweist, ist auch hier
fir die benachbarte 3'-CH3;-Gruppe eine axiale Anordnung zu vermuten. Im NOESY-
Spektrum konnte keine Korrelation zwischen 4'-H und 3'-CHj3 detektiert werden, was jeweils
eine axiale Anordnung dieser benachbarten Substituenten bestitigt, die somit auf unterschied-
lichen Seiten der Ringebene stehen. Weiterhin spricht eine NOE-Korrelation zwischen 3'-CH3
und 5'-H fiir eine diaxiale Anordnung dieser Substituenten. Auflerdem kann eine NOE-
Korrelation zwischen 3'-CH3 und 2'-H detektiert werden, aufgrund dieser eine axiale Position
der 2'-OCHj3-Gruppe anzunehmen ist. Die relative Konfiguration am anomeren Kohlenstoff-
atom C-1' wurde aus 1D-NOE-Experimenten abgeleitet, da eine Bestimmung der 'Jey-
Kopplungskonstanten nicht moglich war. Es konnte keine NOE-Korrelation zwischen dem
anomeren Proton 1'-H und 3'-CH; detektiert werden, was darauf hinweist, dass beide
Substituenten auf unterschiedlichen Seiten der Ringebene stehen. Aufgrund der bereits abge-
leiteten axialen Stellung der 3'-CHs-Gruppe ist somit eine axiale Position fiir die Hydroxy-
gruppe am anomeren Kohlenstoffatom C-1' anzunehmen. Dies wird durch die kleine geminale
Kopplungskonstante von *Juy = <<3.0 Hz unterstiitzt. Die empirisch gefundene Klyne-Regel
besagt, dass in bakteriellen Naturstoffen Zucker der D- Reihe B-verkniipft und die der L-Reihe
a-verkniipft vorliegen.” Allerdings wiirden beim Vorliegen der Rhamnose in der D-
Konfiguration mit B-Verkniipfung die Substituenten 1'-H und 3'-CHj3 auf der gleichen Seite
der Ringebene stehen und damit eine NOE-Korrelation zeigen, was auch beim Vorliegen

einer L-Konfiguration mit f—Verkniipfung der Fall wire. Da die NOE-Korrelation zwischen
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1'-H und 3'-CHj3 nicht beobachtet wurde, ist fiir die 2,4-Di-O-methyl-3-C-methyl-rhamnose
(Zucker 1) eine L-Konfiguration anzunehmen, bei der das begiinstigte Anomer mit der axial-
standigen anomeren Hydroxygruppe vorliegt und damit a-verkniipft ist. Zur Absicherung der
absoluten Stereokonfiguration miisste bei einer Methanolyse von 22a der Zucker in aus-
reichenden Mengen isoliert werden, um die Drehwerte der entstehenden Methylglykoside mit
Literaturdaten zu vergleichen. Auerdem kann mit Hilfe der Hudsonschen Isorotationsregel
durch Vergleich der Drehwerte von a- und B-Anomeren die Zugehorigkeit zur D- oder L-
Reihe bestimmt werden.'® Bei L-Zuckern dreht das a-Anomer stéirker links als das B-Anomer,
in der D-Reihe umgekehrt. Diese Regel ist im Gegensatz zur Klyne-Regel allgemeingiiltig und
bisher ohne Ausnahme. Im Rahmen von durchgefiihrten Derivatisierungsarbeiten konnte bei
der sauren Methanolyse des Spirotetronats (22a) kein abgespaltener Zucker isoliert werden

und damit keine Bestimmung der absoluten Stereokonfiguration erfolgen.

Struktur des Spirotetronats (22b)

22b wurde als farbloser Feststoff in einer Ausbeute von 4.2 mg/L isoliert. Die Verbindung
22b zeigte neben UV-Loschung bei 254 nm eine braune Farbe nach Besprithen mit Anis-
aldehyd in der Wirme. Das ESI-Massenspektrum wies ein Ion bei m/z = 1006 [M+Na]" auf.
Die Hochauflosung des [M+Na]**-Tons bei m/z = 503.23 ergab fiir den Metaboliten 22b die
Summenformel Cs;H70O;3 (18 Doppelbindungsédquivalente). Eine Datenbankrecherche”®?’
ergab, dass es sich bei diesem Sekundirstoff um das zweite, 1990 erstmalig isolierte Spiro-

tetronat handelt.”®

14-Hy 13-H,

12H
30-Hy =~
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Abbildung 39. "H-NMR- und 13C-NMR-Spektrum des Spirotetronats (22b); 600 bzw. 150 MHz, CDCls.

Das 'H-NMR-Spektrum zeigt Signale fiir 66 Protonen und #hnelt sehr den spektroskopischen

Daten von Spirotetronat 22a. Nur die Signale eines Zuckers (Zucker 1 von 22a) fehlen, was

u. a. durch die Abwesenheit des Methinprotons bei &y = 5.27 ppm und der zugehérigen *C-

NMR-Resonanz bei oc =99.7 ppm als anomeres Kohlenstoffatom des Zuckers présentiert

wurde (s. Abbildung 40).

20.7

15.6/1.28

Abbildung 40. Struktur des Spirotetronats (22b) sowie dessen Aglykon mit 2"‘JC,H-Korrelationen aus dem

HMBC-Experiment.
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Auch im *C-NMR-Spektrum finden sich bis auf die Signale des Zuckers 1 die Resonanzen
von 22a. Die Strukturzuordnung und Verkniipfungen der einzelnen Strukturelemente erfol-
gten mit Hilfe von 1JC,H— und 2'4JC,H—K0rrelationen aus dem HSQC- bzw. HMBC-Experiment

und Vergleiche mit den bekannten NMR-Daten.”®

4.1.5 Chemische Derivatisierung des Spirotetronats (22a)

Aufgrund widerspriichlicher Ergebnisse aus hochaufgelosten ESI-Messungen beziiglich der
Summenformel fiir den neuen Sekundirstoff 22a sollte mithilfe von Derivatisierungsarbeiten
die zweifelsfreie Strukturaufklirung ermoglicht werden. Durch die Acetylierung bzw. Methy-
lierung vorhandener Hydroxyfunktionen im Molekiil sollten spezifische Signalverschie-
bungen im 'H- und *C-NMR-Spektrum induziert werden, welche Indizien fiir die Struktur-
aufklidrung liefern konnten. Weiterhin sollte durch saure Methanolyse mindestens einer der
drei vorliegenden Zucker von 22a abgespalten werden, um die Strukturzuordnung zu
erleichtern. Eine Isolierung der abgespaltenen Zucker sollte die Bestimmung der absoluten
Stereokonfiguration ermoglichen. Fiir die Derivatisierungsarbeiten musste im Rahmen der
vorliegenden Arbeit zundchst der Metabolit 22a in ausreichenden Mengen isoliert und
gereinigt werden. Ein Fermentationsansatz des Stammes JP90 im Fermenter (15 L) fiihrte zu
keiner Sekundidrmetabolitenproduktion, so dass zur Isolierung von ausreichenden Mengen an
22a eine Kultivierung im 5 L-Malstab unter Standardbedingungen in 1 L. Schiittelkolben
durchgefiihrt wurde. Hierbei wurde 22a in einer Ausbeute von 5.6 mg/LL gewonnen (s.
Abschnitt 4.1.3 ). Im Folgenden werden die aus den durchgefiihrten Derivatisierungsarbeiten
gewonnenen Derivate von 22a beschrieben, mit deren Hilfe die Struktur des Spirotetronats

(22a) zusiitzlich zum Vergleich mit den Literaturdaten’® verifiziert werden konnten.

Acetylierung

Zur Umsetzung mit Acetanhydrid wurde die Verbindung 22a in Pyridin gelost, die Losung
auf 0°C gekiihlt und Acetanhydrid zugegeben. Unter diinnschichtchromatographischer
Analyse, wurde das Reaktionsgemisch fiir 27 h bei Raumtemperatur geriihrt, da nur ein
geringer Umsatz detektiert wurde. Nach Aufarbeitung und sdulenchromatographischer Reini-

gung an Kieselgel konnten aber lediglich Zersetzungsprodukte isoliert werden.

Methylierung zum Spirotetronat 102a
Die Methylierung der Substanz 22a erfolgte mit etherischer Diazomethanlosung (ca. 0.4 M)

bei 0 °C in Methanol/Wasser 19:1. Nach Aufarbeitung und sdulenchromatographischer Reini-
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gung an Kieselgel wurde das zweifach methylierte Produkt 102a als farbloser Feststoff in

einer Ausbeute von 71 % erhalten.

Das ESI-Massenspektren des nach Methylierung erhaltene Produkts lieferte ein Ion bei
miz=1199 [M+H]", 1222 [M+Na]", dessen Masse auf ein zweifach methyliertes Produkt
schlieBen lieB. Das 'H-NMR-Spektrum wies zwei zusiitzliche Methylgruppen bei 8 = 3.53
und 4.11 ppm auf, die aufgrund ihrer Tieffeldverschiebung am Sauerstoff gebunden sein
miissen. Es sind also zwei Hydroxygruppen methyliert worden. Dieses wird im *C-NMR-
Spektrum durch zwei zusitzliche Signale bei dc = 52.3 und 62.7 ppm bestitigt. Des Weiteren
zeigt das 13C—NMR—Spektrum fiir die C-Atome C-22 und C-24 eine Tieffeldverschiebung von
O0c =160.9 zu 6¢c =169.0 ppm fiir C-22 bzw. d¢c =165.9 zu 6¢c = 169.9 ppm fiir C-24, die
Resonanz der Carbonsédure (C-28) ist nur geringfiigig von 6c = 171.2 auf d¢c = 171.5 ppm ins
Tieffeld verschoben. Aufgrund dieser Beobachtungen ist zum einen die Sidurefunktion (C-28)
in den entsprechenden Methylester iiberfiihrt worden, wofiir die zusitzliche Resonanz bei
Oc = 52.3 ppm spricht. Auflerdem ist das Enol an C-22 in den entsprechenden Enolether der
Tetronsdure-Einheit umgewandelt worden. Dieser Methylenolether stimmt mit der stark ins

Tieffeld verschobenen Resonanz fiir die Methylgruppe bei d¢ = 62.7 ppm iiberein.

102a

Abbildung 41. Struktur des zweifach methylierten Derivats 102a.

Methanolyse zum Spirotetronat 103a und 104a
Die Verbindung 22a (18.1 mg, 15 pumol) wurde in methanolischer Salzsdure gelost und

15 min im Ultraschallbad behandelt. Nach Mitteldrucksidulenchromatographie am reversed-
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phase Kieselgel wurden die Derivate 103a und 104a in einer Ausbeute von 45 % bzw. 15 %

isoliert.

Fiir die nach Methanolyse isolierte polarere Hauptkomponente 103a wurde im ESI-Massen-
spektrum ein Ion bei m/z = 1050 [M+Na]® detektiert, dessen Hochauflosung die Summen-
formel Cs4sH740;9 (18 Doppelbindungsiquivalente) ergab. Das 1H—NMR—Spektrum zeigt
Signale fiir 70 Protonen und @hnelt den spektroskopischen Daten von Spirotetronat 22a. Nur
die Signale eines Zuckers (Zucker 3 von 22a) fehlen, was u. a. durch die Abwesenheit des
Methinprotons bei oy = 4.81 ppm und der zugehdrigen BC-NMR-Resonanz bei ¢ = 98.1 ppm
als anomeres Kohlenstoffatom des Zuckers bestitigt. Ebenso zeigt das '*C-NMR-Spektrum
bis auf die Signale des Zuckers 3 die Resonanzen von 22a. Die Strukturzuordnung und
Verkniipfungen der einzelnen Strukturelemente erfolgten mit Hilfe von 'Jey- und **Jep-
Korrelationen aus dem HSQC- bzw. HMBC-Experiment und Vergleich mit der Struktur-
zuordnung von 22a (s. Abbildung 42).

103a 104a

Abbildung 42. Strukturen der Derivate 103a und 104a aus saurer Methanolyse von Spirotetronat (22a).

Fiir die nach Methanolyse isolierte polarere Nebenkomponente 104a trat im ESI-Massen-
spektrum ein Ion bei m/z =861 [M+Na]" auf, dessen Hochauflosung die Summenformel
C4sHs3O15 (17 Doppelbindungsiquivalente) ergab. Das 1H—NMR—Spektrum enthélt Signale
fiir 70 Protonen und #hnelt den spektroskopischen Daten von Spirotetronat 22a bzw. der
Hauptkomponente 103a. Allerdings fehlen die Resonanzen der Zucker 1 und 3 von 22a, wie

auch im ""C-NMR-Spektrum. Die Strukturzuordnung und Verkniipfungen der einzelnen
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Strukturelemente erfolgten mit Hilfe von 1JC,H— und 2'4Jc,H—Korrelaltionen aus dem HSQC-
bzw. HMBC-Experiment und Vergleich mit der Strukturzuordnung von 22a bzw. 103a (s.
Abbildung 42).

Die bei der Methanolyse abgespaltenen Zucker 1 und 3 konnten jedoch aufgrund unzurei-
chender Detektion mit Orcin/Schwefelsdure bei der chromatographischen Reinigung nicht

isoliert werden.

4.1.6 Die absolute Konfiguration des Rosiridols (23)

Zur Bestimmung der absoluten Konfiguration des hydroxylierten Monoterpens Rosiridol (23)
wurde der Naturstoff mit den synthetisch dargestellten Verbindungen rac-(23)- und S-(23)-
Rosiridol in einer vergleichenden HPLC-Analyse an chiraler stationdrer Phase untersucht. Die
Arbeiten zur Totalsynthese des rac-Rosiridols und seines (S)-Enantiomers, dessen absolute
Stereokonfiguration mithilfe von Moshers-Estern des rac-Rosiridols abgeleitet worden war,
wurden in der Arbeitsgruppe von 7. Lindel (Technische Universitit Braunschweig) von
K. Simon durchgefiihrt.'”! Fiir eine vergleichende HPLC-Analyse an chiraler stationirer Phase
wurde zunichst eine geeignete HPLC-Methode zur analytischen Trennung des rac-Rosiridols
entwickelt. Vorversuche zur analytischen Trennung von rac-(23) ergaben eine vollstindige
Trennung der beiden Enantiomere an chiraler stationidrer Phase vom Typ Daicel Chiralcel OD
bei einem Injektionsvolumen von 15 pL einer Stammldsung mit einer definierten Konzen-
tration von ¢ = 1.0 mg/mL. Fiir die HPLC-Analyse (HPLC C, Séule F: Daicel Chiralcel OD,
Programm G: n-Hexan/Isopropanol, isokratisch; s. Abschnitt B 1.2 ) wurden Mischungen
aus rac-(23)- mit S-(23)-Rosiridol und Naturstoff mit S-(23)-Rosiridol im Verhiltnis von 1:1
hergestellt (mit Stammldsung von ¢ = 1.0 mg/mL).'" Zur Uberpriifung der Retentionszeiten
wurden die einzelnen Substanzen (natives (23)-, totalsynthetisches rac-(23)- und S-(23)-
Rosiridol) vor dem jeweiligen Mischungsexperiment gemessen (s. Abbildung 43). Um die
Retentionszeiten auf Konsistenz zu iiberpriifen, wurde zwischen den Einzelmessungen jeweils

rac-Rosiridol gemessen.
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Abbildung 43. Mischungsexperimente zur Bestimmung der absoluten Konfiguration des hydroxylierten Mono-
terpens Rosiridol (23). Die Abbildung der Mischungsreihe zeigt von oben nach unten: 1. rac-Rosiridol; 2. (S)-
Rosiridol; 3. Mischungsexperiment mit rac-Rosiridol und (S)-Rosiridol (1:1 Gemisch); 4. Natives Rosiridol; 5.

Mischungsexperiment mit nativem Rosiridol und (S)-Rosiridol (1:1 Gemisch).

Beim Mischungsexperiment des (S)-Rosiridols mit dem rac-Rosiridols ist eine Vergroflerung
der Fliche des ersten Peaks zu beobachten, wihrend beim Mischungsexperiment des nativen
Rosiridols mit rac-Rosiridol eine VergroBBerung der Fliche des zweiten Peaks auftritt. Damit
ist zweifelsfrei bewiesen, dass synthetisches (S)-Enantiomer und natives Rosiridol nicht die
gleiche Konfiguration aufweisen und das aus Streptomyces sp. JP90 isolierte Rosiridol (23)

somit (R)-konfiguriert ist.

Abbildung 44. Natives Rosiridol (23) mit der absoluten 4R-Konfiguration.
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4.1.7 Studien zur Biosynthese ausgewihlter Metaboliten

Das Metabolitenspektrum des Stammes Streptomyces JP90 zeigt eine biogenetische Vielfalt,
die auf verschiedenen Terpen-, Polyketid-, Shikimat- und Aminosidure-Quellen basiert (s.
Abbildung 45). Dieser mikrobielle Produzent ist damit ein ,,dullerst begabter® Stamm zu
nennen. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten einige ausgewihlte Sekundidrmetaboliten

hinsichtlich ihres biosynthetischen Aufbaus mit C-markierten Vorldufern untersucht

werden.
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Abbildung 45. Metabolitenspektrum des Stammes Streptomyces JP90. Die Spirotetronate (22) sind im Rahmen

dieser Dissertation isoliert worden.

Die Spirotetronate (22) gehoren zur Klasse der Spirotetronat-Antibiotika, deren Aglykon aus
einer trans-Decalin-, einer Tetronsdure-, und einer Cyclohexen-Einheit bestehen, wobei die
Tetronsiure-Einheit mit dem Cyclohexenring spiroverkniipft ist und iiber einen Carbonsiure-
ester an das trans-Decalin gebunden ist. Die aus dem Stamm Streptomyces JP90 isolierten
Spirotetronate (22) wurden erstmalig Anfang der 90er Jahre aus einem Streptomyceten
gewonnen und weisen eine hohe strukturelle Ahnlichkeit zum bekannten Chlorothricin (105)

aus Streptomyces antibioticus auf.'” Aufgrund dieser groen Strukturverwandtschaft sollten
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anhand von Biosynthesestudien mit BC-markierten Vorldufern der polyketidische Ursprung
des Aglykons von 22 iiberpriift und der biosynthetische Aufbau der Tetronsdure-, trans-
Decalin- und Cyclohexen-Einheiten im Vergleich zum Chlorothricin (105) untersucht werden.
Rosiridol (23) ist ein bisher nur aus Pflanzen isolierter Naturstoff, der zur gro3en Klasse der
Terpene gehort. Die Biosynthese von Terpenen kann in Pflanzen, Griinalgen und Mikro-
organismen liber zwei Biosyntheserouten erfolgen: Den Acetat-Mevalonatweg, der iiber
vierzig Jahre als universeller Biosynthesemechanismus fiir den Aufbau von Terpenbausteinen
angenommen wurde oder den Triose-Pyruvat-Weg, dessen Hypotheseschema erstmalig 1993

% und Arigoni et al.'® veroffentlicht wurde. Viele Bakterien benutzen zur

von Rohmer et al.
Biosynthese der Terpene entweder den Acetat-Mevalonat- oder den Triose-Pyruvat-Weg,
wobei Streptomyceten ungewohnlicherweise beide Biosynthesemechanismen nutzen konnen,
wie biosynthetische Untersuchungen mit *C-markierten Vorlidufern zeigten.'” Aus diesem
Grund sollte untersucht werden, iiber welchen Stoffwechselweg der Stamm Streptomyces
JP90 das Monoterpen 23 aufbaut.

Des Weiteren sollte das in seiner Struktur ungewohnliche Cinnamoylphosphoramid (21)

biochemisch charakterisiert werden und Untersuchungen zur moglichen Funktion des

Metaboliten als Biosynthesevorldufer durchgefiihrt werden.

4.1.7.1 Fermentationskurve

Fir eine Durchfithrung von Biosynthesestudien sind Kenntnisse iiber den zeitabhingigen
Produktionsverlauf der Sekundidrmetaboliten notwendig. Mit Hilfe von Fermentationskurven
konnen wichtige Informationen iiber den pH-Verlauf und die Produktbildung der Metaboliten
gewonnen werden, auf deren Grundlage der geeignete Zeitpunkt und die Dauer von Fiit-
terungsexperimenten ermittelt werden. Um eine geniigend hohe Anreicherung im Naturstoff
zu erzielen, erfolgt die Fiitterung der markierten Vorldufer zu Beginn der Produktion des an-
zureichernden Sekundirmetaboliten und endet mit dem Erreichen von dessen maximaler
Konzentration. Hierbei ermdglichen kontinuierliche Fiitterungsverfahren eine Zufiitterung der
markierten Vorldufer iiber einen ldngeren Zeitraum, die dem natiirlichen Stoffwechsel gerecht
wird.

Zur Aufnahme der Fermentationskurve wurde der Stamm JP90 in 1 L Schiittelkolben mit
Schikane (je 150 mL Ndhrmedium S, 28 °C, 180 U/min) sowie im Fermenter Biostat M, kulti-
viert (950 ml Nihrlésung Medium S, 28 °C, 600 U/min, 1.6 vvm, s. Abschnitt B 3.6.1 ).
Alle sechs bzw. liber Nacht acht Stunden wurden 25 mL Kulturbriihe aus dem Fermenter und

10 mL Kulturbrithe aus den Schiittelkolben entnommen, erstmals nach Animpfen bis zur
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78. Inkubationsstunde. Die Aufarbeitung erfolgte wie unter Abschnitt B 3.6.1 beschrieben.
Die erhaltenen Rohextrakte aus dem Kulturfiltrat wurden mit einer definierten Konzentration
von c¢=4mg/mL in Methanol gelost und diinnschichtchromatographisch an Kieselgel
(CHCl13/MeOH 85:15) untersucht. Hierbei konnte die Sekundirstoffproduktion aus der
Intensitdt der UV-Loschung bei 254 nm und aus der Intensitit der Farbreaktion mit Anis-
aldehyd detektiert werden. Die diinnschichtchromatographische Analyse der Rohextrakte
wies darauthin, dass bei der Kultivierung in Schiittelkolben der Stamm JP90 eine gute
Sekundirmetabolitenproduktion zeigte, wihrend dies bei der Kultivierung im Fermenter nicht
erfolgte. Fiir die analytische Untersuchung der Sekundirstoffproduktion in den Rohextrakten
mittels HPLC wurden jeweils 150 uL entnommen, zentrifugiert und anschlieend analysiert
(HPLC A, Sédule A: Grom Superspher 100 RP-18, Programm A: MeOH/H,0, jeweils mit
0.05 % Ameisensiure, Gradient; s. Abschnitt B 1.2 ). Uber die HPLC-Analyse wurde der
relative Gehalt an Spirotetronaten (22) iiber die Fermentationszeit abgeschitzt (s. Abbildung

46).
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Abbildung 46. Fermentationskurve der Spirotetronate (22a,b) aus Stamm Streptomyces JP90.

Es wurde deutlich, dass die Produktion der Spirotetronate (22) nach der 36. Stunde beginnt
und ihr erstes Maximum nach 58 Stunden Inkubationszeit erreicht. Ab der 72 h steigt die
Menge an Spirotetronaten (22) kontinuierlich an und erreicht ihr Maximum mit der 78.
Stunde der Fermentation. Anhand dieser Ergebnisse erfolgte die Zufiitterung '*C-markierter
Vorldufer ab der 48. Stunde iiber einen Zeitraum von ca. 12 h, um eine optimale Anrei-

cherung der Metaboliten 22 zu erzielen.
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4.1.7.2 Fiitterungsexperimente mit *C-markierten Vorliufern

Zur Biosynthese der Spirotetronate (22)

Spirotetronat-Antibiotika sind einer Substanzklasse zuzuordnen, deren Strukturen ein unge-
wohnliches Aglykon besitzen. Dieses weist neben einem frans-Decalin eine charakteristische
Tetronsdure auf, die mit einem Cyclohexenring spiroverkniipft ist. Bekannte Spirotetetronate
sind Chlorothricin (105)'®, Tetrocarcin A (106)'*” und Kijanimicin (107)'*, wobei die spiro-
verkniipfte Tetronsdure in Chlorothricin (105) iiber einen Carbonsidureester an das trans-
Decalin gebunden ist und somit der Familie der Makrolide angehort. Tetrocarcin A (106) und
Kijanimicin (107) besitzen hingegen eine Ketogruppe und erhalten so die Acyltetronsédure-
Struktur (s. Abbildung 47).

CH CH, e}

HO =Q
o MOHO -0
D-Olivose H
H,C OCH,
Cl
105

106: R = HoHsc 0~7 “ L-Digitoxose

L-Amicetose

107: R = o >
o/ 1z07" ?
L-Digitoxosen HC|)-| L/ 107"
O
Hsco)J\NH
CH,
106: R2 = Q o
107: R2 = H.C N
3 b R
D-Tetronitrose NO, o
bzw. H,C 108

D-Kijanose

Abbildung 47. Strukturen von Chlorothricin (105), Tetrocarcin A (106), Kijanimicin (107) und Tetronomycin
(108).
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Die Metaboliten 22 aus dem Stamm Streptomyces JP90 zeigen neben den charakteristischen
Strukturelementen der Spirotetronate eine groBe strukturelle Ahnlichkeit zum Chlorothricin
(105). So erfolgt die Bindung der Tetronsidure-Einheit im Aglykon von 22 ebenfalls iiber
einen Carbonsidureester. 22 weist einen Salicylat-Substituenten auf, der allerdings im Gegen-
satz zu 105 keinen Chlorsubstituenten trigt und auerdem an dem ersten direkt am Aglykon
gebundenen Zucker substituiert ist. Weiterhin trigt das Aglykon von 22 eine D-Digitoxose,
eine 2,6-Didesoxy-D-Allose und eine 2-Desoxy-L-rhamnose, wohingegen im Naturstoff 105

zwei 2-Desoxy-D-rhamnosen (D-Olivosen) zu finden sind (s. Abbildung 48).

CH
" CHs o % H,CO CH,
o M/OHO o o
H,C OCH,

OR
: 9

CH,
22a: R = H,c0%C/ 120
HO
OCH,
3
22b: R = OH
105 22

Abbildung 48. Strukturen der Makrolid-Spirotetronate Chlorothricin (105) und Spirotetronate (22).

Bekanntes zur Biosynthese von Chlorothricin (105) und anderen Spirotetronaten
Die Biosynthese von Chlorothricin (105) wurde von Floss et al. in Fiitterungsexperimenten

% und danach mit C-

mit Streptomyces sp. Ti99 zunidchst mit radioaktiven Tracern'
markierten Vorldufern eingehend untersucht.''’ Die Zufiitterung von C-markiertem Acetat
und Propionat ergaben, dass der Acyl-Substituent aus vier Acetat-Einheiten und das Aglykon
aus zehn Acetat- und zwei Propionat-Einheiten aufgebaut wird, die ausgehend von einer
Acetat-Einheit (C-29/C-21) eine Polyketidkette bilden (s. Abbildung 49). Allerdings zeigten
die C-Atome C-22, C-23 und C-24 keine Anreicherung. Zur Kldrung des biosynthetischen
Ursprungs dieser C-Atome wurden neben [°Cs]Pyruvat und ["°Cs]Lactat weitere mogliche
Vorldufer getestet, die alle zu keiner Anreicherung in der Cs-Einheit fiihrten, bis ein Fiit-
terungsexperiment mit [U-">C3]Glycerin einen vollstindigen Einbau als intakte Einheit ergab.

Untersuchungen zur ,,Orientierung® des Glycerins in die C-Atome C-22/C-23/C-24 mit
deuteriertem (2R)-[1-'H,]Glycerin ergaben, dass C-3 von Glycerin zu C-24 vom Aglykon und
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C-1 zu C-22 wird. Aufgrund dieser Ergebnisse postulierte Floss et al. fiir den biosyn-
thetischen Aufbau des Aglykons 108, dass nicht Glycerin selbst, sondern Phosphoenolpyruvat
als Metabolit von Glycerin mit der Polyketidkette kondensiert.''® Glycerin wird hierbei iiber
Glycerinaldeyd-3-phosphat zu Phosphoenolpyruvat bzw. weiter zu Acetyl-CoA umgewandelt
(s. Abbildung 51). Weitere Biosyntheseuntersuchungen von Floss et al. ergaben, dass die 2-

Desoxy-D-rhamnosen aus Glucose stammen.

H,CO” 2 Y 6 “CH

o 10— /_ Glycerin
._\ Propionat
<4— Acetat

109

Abbildung 49. Einbau von isotopenmarkierten Vorldufern in die Acyl-Einheit (109) und in das Aglykon (110)
von Chlorothricin (105).

Ein dhnliches Einbaumuster wird in der Literatur aus Fiitterungsexperimenten fiir Tetrocarcin
A (106) beobachtet. Hierbei wird analog zu 105 ein polyketidischer Aufbau aus Acetat- und
Propionat-Einheiten fiir das Aglykon beschrieben, wobei auch kein Einbau in eine Cs-Einheit

erfolgte.!’ 2006 konnte der Biosynthese-Gencluster fiir Chlorothricin (105)'12

publiziert
werden, die fiir Kijanimicin (107)""* und Tetrocarcin A (106)'"* folgten 2007 und 2008. Die
Analyse des Biosynthese-Genclusters von Chlorothricin (105) ergab folgenden Biosyn-
thesemechanismus fiir den Aufbau des Aglykons: Eine Kondensationsreaktion zwischen
einem aus Glycerin stammenden Cs-Baustein mit einer aus Acetat- und Propionat-Einheiten
aufgebauten Polyketidkette, zwei Cycloadditionen - moglicherweise Diels-Alder-Reaktionen -
die zur Bildung der trans-Decalin- sowie der Cyclohexen-Einheit fithren und eine
abschliefende Umwandlung der Acyltetronsdure in ein Makrolid durch eine Bayer-Villiger-
Oxygenase (s. Schema 11).

Fiir den Mechanismus, der sich aus dem klonierten Chlorothricin-Biosynthese-Gencluster
ableitete, wurde in Anlehnung an den mechanistischen Biosynthesevorschlag von Floss et al.

Phosphoenolpyruvat als mogliches Substrat postuliert, das mit der Polyketidkette zur

Tetronsiure-Struktur kondensiert.''°
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/_ Glycerin
.-\ Propionat
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Schema 11. Postulierte Biosynthesemechanismen fiir den Aufbau des Makrolids 116 (Aglykon der Spiro-
tetronate 22). A: Bildung der trans-Decalin-Einheit durch intramolekulare Cycloaddition der Polyketidkette 111.
B: Kondensation der Phosphoenolpyruvat-Spezies 113 mit Intermediat 112. C: Bildung der spiroverkniipften
Acyltetronsdure 115 durch Kondensation der Glycerin-Spezies 114 mit Intermediat 112 und nachfolgender
intramolekularer Cycloaddition. D: Umwandlung von 115 in das Makrolid 116 durch eine Bayer-Villiger-

Oxygenase.

Des Weiteren wird aber auch ein allgemeingiiltiger Biosynthesemechanismus zum Aufbau
von Spirotetronaten nicht ausgeschlossen, bei dem 1,3-Bisphosphoglycerat, ein Intermediat
der Glykolyse als direkter Vorldufer fiir den Cs;-Baustein (s. auch Abbildung 51) ange-
nommen wird. Weitere enzymatische Umwandlungen der Glykolyse konnen diesen Meta-
boliten in Phosphoenolpyruvat iiberfithren, das aber leicht zu Pyruvat umlagern kann (s.

Abbildung 50).'"

~OP Q 1,3-H- Q
I S-ACP * S-ACP Verschiebun S-ACP
HC—OH FkbH o DH 9 .
H,C—OP OH
1,3-Bisphospho- 114 117
glycerat

Abbildung 50. Postulierter Mechanismus fiir die enzymatische Umwandlung des Glykolyse-Intermediats 1,3-

Bisphosphoglycerat in einen Cs-Baustein, der Substrat zum Aufbau der Tetronsiure sein konnte''
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Abbildung 51. Glycerin-Metabolismus zu Acetyl-CoA.

Zugefiittertes Glycerin wird hierbei in Glycerinaldehyd-3-phosphat umgewandelt, welches als
Intermediat in die Glykolyse eingespeist wird (s. Abbildung 51).''%!"

Die Biosynthesehypothesen fiir Kijanimicin (107)'"* und Tetrocarcin A (106)'"* schlagen
ebenfalls 1,3-Bisphosphoglycerat als direkten Vorldufer des Cs-Bausteins vor, der die
Kondensationsreaktion mit einer Polyketidkette eingeht. Fiir die anschlieende Cycloaddition
ist allerdings eine weitere Doppelbindung notwendig. Ob diese enzymatisch oder zur
Schaffung eines konjugierten Systems spontan geschaffen wird, um das Spirotetronat-Geriist
vollstandig aufzubauen, ist noch ungeklédrt. Aufgrund der Arbeiten am Biosynthese-Gen-

cluster vom Polyether Tetronomycin (108, s. Abbildung 47)''®

postulierte Leadlay et al.
ebenfalls einen allgemeingiiltigen Mechanismus fiir die Bildung von Spirotetronat-Einheiten,
der fiir den Aufbau der Tetronsidure 1,3-Bisphosphoglycerat als direkten Vorlidufer fiir den
Cs-Baustein annimmt. Allerdings ist hier anzumerken, dass Leadley et al.'"® fiir den Aufbau
der Tetronsdure im Chlorothricin (105) in seiner Publikation irrtiimlicherweise den falschen
Cs-Baustein gewihlt hat. Anstelle der C-Atome C-22/C-23/C-24 sind C-24/C-25/C-26 als
Cs-Baustein markiert, deren biosynthetischer Einbau nicht mit den experimentellen

Ergebnissen der literaturbekannten Fiitterungsexperimente {ibereinstimmen wiirde (s.

Abbildung 49).
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Fiitterungsexperiment mit Natrium|[ 1,2 B3¢, ]acetat

Im Rahmen eigener Biosyntheseuntersuchungen mit dem Stamm JP90 an den Spirotetronaten
(22) erfolgte zunichst ein Fiitterungsexperiment mit Natrium[1,2-">Cy]acetat, um den biosyn-
thetischen Aufbau des Aglykons und der Acyl-Einheit iiber einen Polyketidmechanismus in
Analogie zum Chlorothricin (105) zu {berpriifen. Des Weiteren sollte iiber Be-Be-
Kopplungen intakter [1,2-'°C,]Acetat-Einheiten eine eindeutige Strukturzuordnung am
Aglykon ermoglicht werden.

Der Stamm Streptomyces JP90 wurde in sieben 1 L Schiittelkolben mit Schikane, befiillt mit
150 mL. Medium S bei 28 °C und 180 U/min kultiviert. Die Hauptkulturen wurden mit je
5 mL einer 48 h alten Vorkultur inokuliert. Entsprechend der Ergebnisse aus der Fermen-
tationskurve wurde die wissrige Losung von [1,2—13C2]Acetat ab der 48. Stunde mittels einer
Schlauchpumpe {iiber einen Zeitraum von 7 h kontinuierlich zugegeben. Dabei wurde dem
Stamm 550 mg/L. (5.9 mmol/L) Naltrium[l,Z—13 Cylacetat in 250 mL wissriger Losung
(pH = 7.0) zugefiittert. Nach der 96. Stunde wurde die Fermentation beendet. Nach der Auf-
arbeitung und sdulenchromatographischen Reinigung (s. Abschnitt B 3.3.3 ) des aus dem
Kulturfiltrat erhaltenen Rohextraktes wurden angereichertes Spirotetronat 22a und
Spirotetronat 22b in einer Ausbeute von 30.0 mg/L und 9.0 mg/L isoliert. Die Ergebnisse der
Fiitterung fiir das jeweilige Aglykon sind in Tabelle 5 zusammengefasst und in Abbildung

52 dargestellt.

= [1,2-13C,]Acetat
J(13C-13C)in Hz

Abbildung 52. Beobachtetes Einbaumuster in Spirotetronat (22a) aus dem Fiitterungsexperiment mit

[1,2-*C,]Acetat.
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Tabelle 5. "“C-NMR Analyse der angereicherten Spirotetronate (22) aus dem

Fiitterungsexperiment mit [1,2—13C2]Acetat.

C. (gcz[a]) [1.2-3C,] (gCZ[b]) [1,2-°C,]
Atom Acetat™™ Acetat™
[ppm] [ppm]
C-1 179.8 - 180.1 -
C-2 50.4 - 50.4 -
C-3 37.8 34 37.7 35
C4 20.7 34 20.0 34
C-5 31.0 36 29.9 36
C-6 76.6 36 67.6 36
C-7 85.3 39 85.2 39
C-8 37.4 39 36.7 39
C-9 120.0 - 119.9 -
C-10 134.3 - 134.6 -
C-11 54.1 34 54.2 -
C-12 30.5 34 30.4 34
C-13 33.7 34 33.7 35
C-14 25.8 34 25.7 35
C-15 344 - 34.4 -
C-16 46.5 - 464 -
C-17 148.0 - 147.8 -
C-18 131.3 - 131.5 -
C-19 34.1 - 34.1 -
C-20 27.6 - 27.6 -
C-21 82.9 - 83.0 -
C-22 160.9 - 160.9 -
C-23 116.4 90 116.4 93
C-24 165.9 90 166.0 93
C-25 15.6 - 15.8 -
C-26 22.4 - 22.4 -
C-27 21.7 - 21.6 -
C-28 171.2 - 172.3 -
C-29 26.5 - 26.4 -
C-30 12.6 - 12.3 -

[a] BC-NMR Spektrum (150.8 MHz; CDCls); [b] Kopplungskonstanten (in Hz).

Das "*C-NMR Spektrum der Spirotetronate (22) prisentierte signifikante Kopplungsmuster
und wies auf einen hohen Einbau von [1,2—13C2]Acetat in 22 hin. Es lieBen sich intakte
C»-Einheiten in der Acyl-Einheit fiir die C-Atome COO/C-1"", C-2""/C-3"", C-4""/C-5"" und
C-6""/6""-CH3 ableiten sowie im Aglykon fiir die C-Atome C-3/C-4, C-5/C-6, C-7/C-8,
C-11/C-12, C-13/C-14 und C-23/C-24. Mithilfe der gefundenen '*C-'">C-Kopplungen des
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Aglykons konnte die Zuordnung der Kohlenstoffatome iiberpriift werden. Die beobachtete
grof3e 1Jc,c—Kopplung zwischen C-23 und C-24 von 90 Hz bestitigte die Existenz einer
Tetronsdure-Einheit, da Spin-Spin-Kopplungen fiir derartige Systeme in dieser GroBen-
ordnung beschrieben wurden. Gemil3 der bereits beschriebenen Ergebnisse aus Fiitterungs-
experimenten an Chlorothricin (105)""° und Tetrocarcin A (106)'"" wurde fiir eine Cs-Einheit,
die C-Atome C-20, C-21, C-22 keine Anreicherung beobachtet, weshalb ein weiteres Fiit-
terungsexperiment mit [U-">C3]Glycerin durchgefiihrt wurde, um die Herkunft dieser Einheit

zu iiberpriifen.

Fiitterungsexperiment mit [ U-"¢; |Glycerin

Zur Kliarung des biosynthetischen Ursprungs der Cs-Einheit bestehend aus den C-Atomen
C-20/C-21/C-22 wurde in Anlehnung an Biosynthesearbeiten von Floss et al.''”
[U- C;]Glycerin zum Stamm Streptomyces JP90 zugefiittert.

Der Stamm JP90 wurde in vier 1-L Schiittelkolben mit Schikane, befiillt mit 150 mL Medium
S bei 28 °C und 180 U/min kultiviert. Die Hauptkulturen wurden mit je 5 mL einer 48 h alten
Vorkultur inokuliert. Abweichend zum Medium S wurde ein Glyceringehalt von 1.8 g/L ein-
gestellt. Dieses wurde durchgefithrt, um in der Kulturbrithe nach Zufiitterung des
[U-C;]Glycerin ein Verhiltnis von 3:1 fiir unmarkiertes Glycerin zu isotopenmarkiertem
Glycerin zu erzielen. Hiermit sollte die Entstehung statistischer Kopplungen, die aus einem
moglichen Einbau intakter 3C-markierten Einheiten in benachbarte Positionen resultieren,
verhindert werden. Entsprechend des Fiitterungsexperiments mit [1,2-"*C,]Acetat erfolgte die
kontinuierliche Zugabe der Losung von [U—13C3]G1ycerin ab der 48. Stunde mittels einer
Schlauchpumpe iiber einen Zeitraum von ca. 12 h. Dabei wurde 500 mg/L (9.1 mmol/L)
[U-"*C3]Glycerin in 160 mL wissriger Losung (pH = 7.0) zugefiittert. Nach der 96. Stunde
wurde die Fermentation beendet. Nach der Aufarbeitung und sidulenchromatographischen
Reinigung (s. Abschnitt B 3.3.3 ) des aus dem Kulturfiltrat erhaltenen Rohextraktes
wurden angereichertes Spirotetronat 22a und Spirotetronat 22b in einer Ausbeute von
28.0 mg/L und 7.0 mg/L isoliert. Die Ergebnisse der Fiitterung fiir das jeweilige Aglykon sind

in Tabelle 6 zusammengefasst.
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Tabelle 6. "“C-NMR Analyse der angereicherten Spirotetronate (22) aus dem

Fiitterungsexperiment mit [U-">C3]Glycerin.

5! 13 5 13
PR 2% G[IU <l om0
[ppm] ycerin [ppm] Glycerin
C-1 179.8 - 180.1 -
C-2 50.4 36 50.4 36
C3 37.8 34 37.7 34
Cc4 20.7 34 20.0 34
C-5 31.0 37 29.9 37
C-6 76.6 37 67.6 37
C-7 85.3 39 85.2 39
C-8 37.4 39 36.7 39
C9 120.0 - 119.9 -
C-10 134.3 44 134.6 44
C-11 54.1 34 54.2 34
C-12 30.5 34 304 34
C-13 33.7 35 33.7 35
C-14 25.8 35 25.7 35
C-15 344 - 344 -
C-16 46.5 34 46.4 34
C-17 148.0 - 147.8 -
C-18 131.3 70 131.5 70
C-19 34.1 - 34.1 -
C-20 27.6 37 27.6 37
C-21 82.9 37,51 83.0 37,51
C-22 160.9 51 160.9 51
C-23 116.4 91 116.4 91
C-24 165.9 91 166.0 91
C-25 15.6 36 15.8 36
C-26 22.4 44 22.4 44
C-27 21.7 34 21.6 34
C-28 171.2 70 172.3 70
C-29 26.5 35 26.4 35
C-30 12.6 35 12.3 35

[a] BC-NMR Spektrum (150.8 MHz; CDCls); [b] Kopplungskonstanten (in Hz).
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Abbildung 53. Beobachtetes Einbaumuster in Spirotetronat (22a) aus dem Fiitterungsexperiment mit

[U-13C3]Glycerin.

Die “C-NMR Analyse des Fiitterungsexperiment mit [U-'">C3]Glycerin zeigte fiir die
C-Atome der Csz-Einheit C-20/C-21/C-22 eine signifikante Anreicherung und einen intakten
Einbau von [U—13C3]G1ycerin mit 13C—ISC—Kopplungen von 37.0 Hz zwischen den C-Atomen
C-20/C-21 und 51.0 Hz zwischen C-21/C-22 (s. Abbildung 53). Das Vorliegen einer intakten
Cs-Einheit zeigt eindeutig das Kopplungsmuster vom C-Atom C-21, welches beide Kopp-
lungskonstanten von 'Jo.=37.0 Hz und 'J..=51.0 Hz zu C-20 bzw. C-22 aufweist. Des
Weiteren sind aus dem Fiitterungsexperiment mit [U-""C3]Glycerin fiir die Spirotetronate (22)
signifikante Anreicherungen an intakten C,-Einheiten fiir die Kohlenstoffatome des
Aglykons, C-3/C-4, C-5/C-6, C-7/C-8, C-11/C-12, C-13/C-14, und C-23/C-24 sowie fiir die
Acyl-Einheit, COO/C-1"", C-2""/C-3"", C-4""/C-5"" und C-6""/6""-CH3 zu beobachten. Das
Entstehen von C;-Einheiten aus dem Cs;-Korper Glycerin ist iiber dessen Umwandlung in
Glycerinaldehyd-3-phosphat zu Acetyl-CoA zu erkliren (s. Abbildung 51).''*"" Ein
vergleichsweise geringer Einbau von angereichertem Glycerin in die Kohlenstoffatome
C-2/C-25, C-10/C-26, C-16/C-27, C-18/C-28 und C-29/C-30 ist auf die hieriiber
identifizierten Propionat-Einheiten zuriickzufiihren. Das aus Glycerin gebildete Acetyl-CoA
wird in den Citratcyclus eingeschleust und iiber Succinyl-CoA in Methylmalonyl-CoA umge-

wandelt, das durch Decarboxylierung mit der Methylmalonyldecarboxylase in Propionat iiber-
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fithrt wird, und zum Einbaumuster nur noch einer intakten C,-Einheit an den Kohlenstoff-
atomen C-2/C-3 des Propionats fiihrt, 10117119

Das beobachtete Einbaumuster der D-Digitoxosen und der L-Rhamnose entspricht zum einen
einem starkem bis moderaten Einbau iiber die Gluconeogenese, wobei angereichertes
Glycerin iiber Glycerinaldehyd-3-phosphat in Pyruvat umgewandelt wird (s. Abbildung
53)!1%1"7 Zusitzlich weisen die '"C-NMR Spektren aber Isotopomere auf, die mit einem
Aufbau der Zucker iiber den Pentosephosphatweg iibereinstimmt, hierbei wird das fiir den
Aufbau benotigte Hexosegeriist iiber Ribulose-5-phosphat, Sedoheptulose-7-phosphat und
Erythrose-4-phosphat gebildet.lzo’121

Biosynthesehypothese zum Aufbau des Makrolids 116

Die Ergebnisse der Fiitterungsexperimente mit [1,2-°C,]Acetat und [U-">C3]Glycerin zur
Uberpriifung des polyketidischen Aufbaus des Aglykons von Spirotetronaten (22) stimmen
mit den Ergebnissen aus klassischen Biosynthesestudien an den bekannten Spirotetronaten
Chlorothricin (105)110 und Tetrocarcin A (106)111 iiberein. Die beobachteten Einbaumuster
aus beiden Fiitterungsexperimenten belegen einen polyketidischen Ursprung des Aglykons,
bestehend aus sechs Acetat- und fiinf Propionat-Einheiten. Ebenso wird der Acyl-Substituent
wie erwartet aus vier Acetat-Einheiten aufgebaut, die Methylgruppe der Methoxygruppe
stammt vermutlich aus Methionin, was Floss et al.'' durch Zufiitterung von BC-markiertem
Methionin zum Chlorothricin-Produzenten im Chlorothricin (105) nachweisen Kkonnte.
Aufgrund der sehr starken strukturellen Verwandtschaft der Metaboliten 22 zum Chloro-
thricin (105) und den &dhnlichen Einbaumustern konnte auf die Zufiitterung vom markierten
[1-"*C]Acetat verzichtet werden, da die Richtung der Polyketidkette aus dem Einbaumuster
des Chlorothricin-Aglykons (109) bzw. dessen Acyl-Einheit abgeleitet werden konnte. Die
Herkunft der beim Fiitterungsexperiment mit [1,2—13 Cy]Acetat nicht angereicherten
Cs-Einheit, bestehend aus den Kohlenstoffatomen C-20/C-21/C-22, konnte in Anlehnung an

1.'"° mithilfe der Zufiitterung von [U-'">Cs]Glycerin auf den Vorliufer Glycerin

Floss et a
zuriickgefiihrt werden. Dieses belegen beobachtete '*C-"’C-Kopplungen zwischen den
C-Atomen des Cs-Bausteins mit Kopplungskonstanten von 1JC_C =37.0 Hz und 1JC_C =51.0 Hz,
wobei dem *C-NMR-Signal von C-21 beide Kopplungskonstanten zu entnehmen sind. In der
Literatur werden Biosynthesehypothesen fiir die Spirotetronate 105'"%, 106'"°, 107'"*
beschrieben, die aus deren Biosynthese-Genclustern abgeleitet wurden. Aus diesen Hypo-
thesen ergeben sich zwei Moglichkeiten fiir den biosynthetischen Aufbau des Makrolids (116,

S. Schema 11).
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Schema 11. Postulierte Biosynthesemechanismen fiir den Aufbau des Makrolids 116. A: Bildung der trans-
Decalin-Einheit durch intramolekulare Cycloaddition der Polyketidkette 111. B: Kondensation der Phosphoenol-
pyruvat-Spezies 113 mit Intermediat 112. C: Bildung der spiroverkniipften Acyltetronsdure 115 durch
Kondensation der Glycerin-Spezies 114 mit Intermediat 112 und nachfolgender intramolekularer Cycloaddition.

D: Umwandlung von 115 in das Makrolid 116 durch eine Bayer-Villiger-Oxygenase.

Zunichst erfolgt aus fiinf Acetat- und sechs Propionat-Einheiten der Aufbau einer Poly-
ketidkette, die ausgehend von einer Propionat-Einheit (C-30/C-29/C-19) startet (Intermediat
111). Die Anordnung der Polyketidkette ermdglicht auch in 22 die Bildung des trans-Decalin-
Ringsystems iiber eine Cycloaddition (Intermediat 112). Im néchsten Schritt entsteht durch
eine Kondensationsreaktion zwischen einem aus Glycerin stammenden Cs-Baustein mit der
aus Acetat- und Propionat-Einheiten aufgebauten Polyketidkette und nachfolgender intra-
molekularer Cycloaddition die spiroverkniipfte Acyltetronsdure-Struktur (Intermediat 115),

wobei die zweite Cycloaddition zum Aufbau der Cyclohexen-Einheit fiihrt.

Fiir die Kondensationsreaktion sind beide derzeit in der Literatur diskutierten moglichen
Wege prisentiert: Weg B zeigt als Substrat eine Phosphoenolpyruvat-Spezies 113, deren
Hydroxylgruppe nukleophil an C-24 der Polyketidkette angreift. Es schliet sich eine C-C-
Bindungskniipfung zwischen C-23 der Polyketidkette und dem Carboxylkohlenstoff von 113
an, der in der Tetronsdure-Einheit als C-22 beziffert ist. Die vorliegende Doppelbindung der

Phosphoenolpyruvat-Spezies 113 ermoglicht die nachfolgende Cycloaddition zum Cyclo-
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hexenring. Weg C geht von einer aus 1,3-Bisphosphoglycerat abgeleiteten Glycerin-Spezies
(114, s. Abbildung 50) aus. Dieser beginnt mit der Acylierung von C-23 der Polyketidkette
durch die Glycerin-Spezies 114, gefolgt von einem nukleophilen Angriff der Hydroxylgruppe
von 114 an C-24 der Polyketidkette unter Aufbau einer Tetronsdure-Einheit. Fiir eine
anschlieende Cycloaddition muss die notwendige Doppelbindung entweder enzymatisch
oder spontan durch Dehydratisierung gebildet werden. Die erhaltene spiroverkniipfte Acyl-
tetronsdure (Intermediat 115) wird dann durch eine Bayer-Villiger-Oxygenase in das
Makrolid 116 umgewandelt. Die Umwandlung in ein Makrolidringsystem ist nur fiir Chloro-
thricin (105) beschrieben, Tetrocarcin A (106) und Kijanimicin (107) sind beides keine
Makrolide, bei beiden Spirotetronaten bleibt die Acyltetronsdure-Struktur erhalten.

Zur Biosynthese des Rosiridols (23)

Mevalonat- und Nicht-Mevalonat-Weg
Seit den 50er Jahren wurde der Acetat-Mevalonat-Weg als universeller Biosyntheseweg zum
Aufbau von Isoprenoid-Einheiten (IPP) angesehen, deren Verkniipfung zur Naturstoffklasse

'22 Die Biogenese der Terpene konnte an der Steroid-Biosynthese detailliert

der Terpene fiihrt.
aufgeklirt werden.'” Drei Molekiile Acetyl-CoA werden in zwei Kondensationsreaktionen
iiber Acetoacetyl-CoA in 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (HMG-CoA) iiberfithrt. HMG-
CoA wird unter Beteiligung von NADPH/H" zu Mevalonat reduziert (s. Abbildung 54).
AnschlieBend entsteht durch drei Phosphorylierungen das Intermediat Mevalonsdure-5-pyro-
phosphat, welches unter Decarboxylierung und Dehydratisierung zum Isopentenylpyro-
phosphat (IPP) umgewandelt wird. Ausgehend von [1-"*C]Acetat ist im IPP eine Markierung
der Kohlenstoffatome C-1 und C-3 zu beobachten.

0 o 0

HO,
/ﬁ\ /u\SCoA /M /u\SCOA g
SCoA SCoA

HO,

SCoA NADPH
o)

o HMG-CoA

oH AP, )\/.\ == /K/I\
- €0, OPP OPP

O Mevalonat IPP DMAPP

Abbildung 54. Isoprenoidbiosynthese iiber HMG-CoA mit Markierung von [1-"°C]Acetat im Acetat-Mevalonat-
Weg.
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In der Vergangenheit gab es ausgehend vom Acetat-Mevalonat-Weg als universelle Bio-
syntheseroute oft widerspriichliche Ergebnisse bei Biosyntheseuntersuchungen von Terpenen
an Pflanzen und Mikroorganismen. Haufig wurden mit markierter Mevalonsdure oder Acetat

nur sehr geringe Einbauraten in Terpenen erzielt.'**

Auch konnten in pflanzlichen Systemen
einige Enzyme des Acetat-Mevalonat-Wegs nicht in den Chloroplasten nachgewiesen
werden.'* In den 80er Jahren fiihrte Rohmer et al.'™ Fiitterungsexperimente zur Aufklirung
der Biosynthese von Hopanoiden durch, deren Ergebnisse nicht mit dem Acetat-Mevalonat-
Weg erklirt werden konnten.'”® Anfang der 90er Jahre wurde von Rohmer et al.'™ und
Arigoni et al.'® unabhiingig voneinander erstmals ein hypothetisches Schema des Triose-
Pyruvat-Wegs publiziert. Rohmer et al. entwickelte dieses ausgehend von Biosynthese-
untersuchungen mit *C-markierter Glucose als Substrat an Zymomonas mobilis und E. coli'™,
wihrend Arigoni et al. dieses anhand von Biosyntheseuntersuchungen an terpenoiden Ver-

bindungen aus Ginkgo biloba ableitete.'”

E Hopanoid (118) Ginkgolid A (119)

Abbildung 55. Strukturen des Hopanoid (118) und Ginkgolid A (119).

Die Isoprenoidbiosynthese erfolgt im Triose-Pyruvat-Weg iiber das Intermediat 1-Desoxy-D-
Xylulose-5-phosphat (DMP), das aus der Triose Glycerinaldeyhd-3-phosphat (GAP) und aus
der C,-Einheit aus Pyruvat gebildet wird, wobei vermutlich Thiamindiphosphat (Vitamin Bg)
als Cofaktor fungiert. Eine nachfolgende Umlagerung fiihrt zum Intermediat 2-Methyl-D-
erythritol-4-phosphat (MEP) (s. Abbildung 56). Die anschlieBenden Schritte, welche MEP in
IPP umwandeln, konnten bisher mechanistisch noch nicht vollstindig aufgeklért werden.'?’
Die enzymatische Umwandlung von MEP in das cyclische Intermediat 2C-Methyl-D-eryth-
ritol-2,4-cyclodiphosphate (MECP) wurde mithilfe von Kristallstrukturen der jeweiligen
Enzym-Substrat-Komplexe formuliert, wahrend die Transformation des MECP in IPP mit
Hilfe dieser noch nicht abschlieBend aufgekldart werden konnte. Aufgrund bisher durchge-
fithrter Studien wird hierfiir zunédchst ein Reduktion-Eliminierungsschritt zum 4-Hydroxy-2-
methyl-2-(E)-butenyl-4-diphosphat angenommen, welches dann in IPP iiberfiihrt wird.'*®
Ausgehend von [1—13C]Acetat ist IPP nur an Kohlenstoffatom C-4 markiert.
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Abbildung 56. Isoprenoidbiosynthese iiber 1-Desoxyxylulose-5-phosphat mit Markierung [1-">C]Acetat (A:
Citratcyclus; B: Glycerinaldeyhd-3-phosphat (GAP)/Pyruvatweg).

Die Existenz des Triose-Pyruvat-Wegs wurde bisher in Pflanzen, Griinalgen und Bakterien
nachgewiesen, nicht aber in tierischen Organismen und Pilzen. In hoheren Pflanzen existieren
in der Regel beide Biosynthesewege nebeneinander. Es wird vermutet, dass der Triose-
Pyruvat-Weg vor allem in den Chloroplasten abliduft, wihrend im Cytosol gebildete Terpene

122 Viele Bakterien benutzen

iiberwiegend iiber den Acetat-Mevalonat-Weg aufgebaut werden.
zur Biosynthese der Terpene entweder den Acetat-Mevalonat- oder den Triose-Pyruvat-Weg.
Erstaunlicherweise zeigten von Seto et al.'” durchgefiihrte Fiitterungsexperimente mit °C-
markierten Vorldufern, dass Streptomyceten beide Wege einsetzen kdonnen, um Terpene auf-
zubauen. Fiir Biosynthesestudien am Naturstoff Menaquinone (120) und Naphterpin (121)
wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten '*C-markierte Glucose zum Produzenten zuge-
fiittert. Hierbei konnte gezeigt werden, dass bei einem frithen Fiitterungszeitpunkt das beob-
achtete Einbaumuster in 120 dem Triose-Pyruvat-Weg entsprach, wihrend bei einem spiteren
Fiitterungszeitpunkt der Acetat-Mevalonat-Weg beschritten wird. Beim Sekundidrmetaboliten
121 konnte nur ein Einbaumuster gemifl dem Acetat-Mevalonat-Weg gefunden werden, was

bedeuten konnte, dass der Stamm diesen Metaboliten erst in der stationdren Phase produziert

(s. Abbildung 57).'%
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Menaquinon (120)

Naphterpin (121)
Abbildung 57. Strukturen des Menaquinon (120) und Naphterpin (121).

Fiitterungsexperiment mit Natrium-[ 1 ,2-PCyJacetat

Im Rahmen der biosynthetischen Arbeiten mit dem Stamm Streptomyces JP90 wurde aus dem
Fiitterungsexperiment mit Natrium[1,2-"°C,]acetat auch das angereicherte Monoterpen
Rosiridol (23) in einer Ausbeute von 1.8 mg/L isoliert. Im C-NMR Spektrum der mit
[1,2-"*C,]Acetat angereicherten Substanz wurden keine signifikanten Spin-Spin-Kopplungen
beobachtet. Da bei einem biosynthetischen Aufbau von 23 iiber HMG-CoA (Acetat-
Mevalonat-Weg) die C-Atome C-1/C-2, C-3/C-10, C-5/C-6 sowie C-7/C-9 aus intakten
[1,2-°C,]Acetat-Einheiten aufgebaut wiren, welche charakteristische '*C-'">C-Kopplungen
zeigen wiirden, konnte anhand dieser fehlenden Kopplungen eine Isoprenoidbiosynthese iiber

HMG-CoA ausgeschlossen werden (s. Abbildung 58).

Biosynthesehypothese
fir Einbau von [1,2-13C, JAcetat

liber HMG-CoA

10

HOWL AA
NN Non

Einbaumuster aus
Flitterungsexperiment

10

| 1

HOL AR AN — intakte Einheiten
4

L\ OH — aus [1,2-13C,]Acetat
Einzel-
| || ® anreicherungen
9 \ 8 9 7N 8
23

Abbildung 58. Hypothetischer Einbau von [1,2-13C2]Acetat iiber HMG-CoA und das beobachtete Einbaumuster

in Rosiridol (23) aus dem Fiitterungsexperiment mit [1 2-13 C,]Acetat.

Zur Bestimmung der spezifischen Einbaurate gemdfl der Formel in Abschnitt B 1.5.6
wurde nacheinander folgend auf jedes einzelne Kohlenstoffatom referenziert. Dabei ergab
sich fiir die C-Atome C-1, C-3, C-5, C-7, C-9 und C-10 eine dhnlich grofle Einbaurate. Zudem
zeigten die Berechnungen, dass die C-Atome C-2, C—4, C-6 und C-8 ebenfalls angereichert

waren. Die hierbei resultierenden negativen Werte lieBen auf eine dhnliche Einbaurate fiir
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diese C-Atome schlieBen. Damit ergaben die Berechnungen fiir die spezifische Einbaurate,
dass alle Kohlenstoffatome des Rosiridols (23) nach Zufiitterung von [1,2—13C2]Acetat
signifikant angereichert waren. Um den spezifischen Einbau bestimmen zu konnen, wurde das
Rosiridol (23) mit Acetanhydrid in Pyridin umgesetzt. Dieses Experiment sollte zur
Einfilhrung eines unmarkierten Kohlenstoffatoms dienen, was nicht gelang und der
spezifische Einbau daher nicht ermittelt werden konnte. Zur weiteren Untersuchung der
Terpenbiosynthese von Rosiridol sollte 23 im Rahmen der Biosyntheseuntersuchungen an den
Metaboliten 22 aus einem weiteren Fiitterungsexperiment mit [U-">C3]Glycerin isoliert

werden und eine mogliche Anreicherung im *C-NMR-Spektrum analysiert werden.

Fiitterungsexperiment mit [ U-"c;y) Glycerin

Im Rahmen des Fiitterungsexperiments mit [U-""C3]Glycerin konnte ein Gemisch aus an-
gereichertem Monoterpen Rosiridol (23) und nicht angereichertem Cinnamoylphosphoramid
(21) in einer Ausbeute von 2.3 mg/L isoliert werden. Im "C-NMR Spektrum des mit
[U-"*C;3]Glycerin angereicherten 23 wurden signifikante Spin-Spin-Kopplungen beobachtet,
die charakteristisch fiir eine Isoprenoidbiosynthese iiber den Triose-Pyruvat-Weg sind. Die
C-Atome C-1/C-2/C-4 sowie C-5/C-6/C-8 stammen alle aus je einer Cs-Einheit, dem
Glycerinaldeyhd-3-phosphat (GAP), was durch eine 'J¢c-Kopplung zwischen C-1/C-2 und
C-5/C-6 angezeigt wird. Diese intakten Einheiten weisen zusitzlich 2Jc,c—Kopplungen
zwischen den C-Atomen C-2 und C-4 sowie zwischen C-6 und C-8 mit 3.8 Hz und 3Jc,c—Fern—
kopplungen zwischen den C-Atomen C-1 und C-4 sowie zwischen C-5 und C-8 mit 5.1 Hz
auf (s. Tabelle 7)."**

Tabelle 7. "C-NMR Analyse des angereicherten Rosiridols (23) aus dem Fiitterungsexperiment mit

[U-13C3]Glycerin.

C-Atom 5™ 23) [U—13¢3][b]
[ppm] Glycerin
C-1 59.3 48.0, 5.1
C-2 126.2 48.0, 3.8
C-3 140.6 43.0
C4 78.1 3.8,5.1
C-5 34.8 45.0,4.5
C-6 121.7 45.0, 3.8
C-7 134.0 42.5
C-8 26.0 3.8,4.5
C-9 18.0 42.5
C-10 118.0 43.0

[a] BC.NMR Analyse (125.5 MHz; in CD;0D). [b] Kopplungskonstanten (in Hz).
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5 /7~ [U-13C,]Glycerin
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A5 “ OH A Einzelanreicherung

= intakte Einheit

W" — intakte Einheit
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Abbildung 59. Beobachtetes Einbaumuster in Rosiridol (23) aus dem Fiitterungsexperiment mit

[U-13C3]Glycerin.

Es gibt keine signifikante Menge an Molekiilen, deren C-1/C-2- bzw. C-5/C-6-Einheit nicht
durch eine 2Jc,c—/3Jc,c—K0pplung aufgespalten ist. D. h. jede intakte angereicherte '*C,-Einheit
ist immer mit dem ebenfalls angereichertem einzelnen *C-Atom bei C-4 bzw. C-8 eingebaut
worden. Des Weiteren sind 'J¢ c-Kopplungen zwischen den C-Atomen C-3/C-10 und C-7/C-9
zu beobachten, die keine weiteren Spin-Spin-Kopplungen zeigen. Diese intakten C,-Einheiten
werden nach Decarboxylierung aus Pyruvat erhalten (s. Abbildung 59 und s. Abbildung 60).
Zusitzlich wiesen die Kohlenstoffatome C-1/C-2 eine weitere 'Jec-Kopplung auf, die
zwischen C-5/C-6 lediglich schwach erkennbar ist, und somit auf das Vorliegen von
Isotopomeren hinweisen. Dies fiihrt zu der Annahme, dass die Bildung von Rosiridol (23)
moglicherweise nicht nur und ausschlielich iiber den Triose-Pyruvat-Weg erfolgen konnte,

sondern auch in geringem Anteil iiber den Acetat-Mevalonat-Weg. (s. Abbildung 60).
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Abbildung 60. “C-NMR-Dehnungen der einzelnen Kohlenstoffatome des Rosiridols (23) aus dem Fiitterungs-

experiment mit [1,2-13C2]Acetat.

Biosynthese des Rosiridols (23)
Die beobachteten Einbaumuster in Rosiridol (23) aus den Fiitterungsexperimenten mit

[1,2—13C2]Acetat und [U—13C3]G1ycerin weisen auf einen biosynthetischen Aufbau aus
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Glycerinaldehyd-3-phosphat (GAP) und Pyruvat iiber das Intermediat 1-Desoxy-D-xylulose-
5-phosphat (DMP) hin (s. Abbildung 56). Im 13C—NMR—Spektrum des Fiitterungsexperiments
mit [1,2—13C2]Acetat weist isoliertes Rosiridol (23) keine intakten C,-Einheiten auf, sondern
zeigt in allen Kohlenstoffatomen signifikante Einzelanreicherungen. Fiir den biosynthetischen
Aufbau von 23 iiber den Triose-Phosphat-Weg durchliduft vollstindig angereichertes Acetyl-
CoA den Citratcyclus oder Glyoxylatweg und fiihrt zur Bildung von Oxalacetat (s.
Abbildung 61)."" Decarboxylierung, katalysiert durch die PEP-Carboxykinase, iiberfiihrt
Oxalacetat in Gegenwart von GTP zu Phosphoenolpyruvat (PEP), welches in mehreren
Schritten zu Glycerinaldehyd-3-phosphat (GAP) umgewandelt oder durch die Pyruvat-Kinase

in einem Schritt in Pyruvat tiberfiihrt wird. (s. Abbildung 51).!16117
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Abbildung 61. Acetat-Metabolismus in Oxalacetat iiber Citratcyclus und/oder Glyoxylat-Weg.

Die so aus angereichertem Acetyl-CoA iiber Oxalacetat aufgebauten Grundbausteine des
Triose-Pyruvat-Wegs wiirden ein Einbaumuster wie in Abbildung 62 nach Fiitterung mit
[1,2-"*C,]Acetat ergeben. Das Pyruvat weist nach Decarboxylierung von C-1 keine intakte
C,-Einheit auf, sondern zwei einzeln angereicherte C-Atome, die von C-2 aus [I,2-
13C2]Acetat stammen. Der Cs-Baustein GAP zeigt eine intakte C,-Einheit und eine
Einzelanreicherung, die aus der Decarboxylierung von Oxalacetat zu PEP resultiert und auf
C-2 aus [1,2-"°C,]Acetat zuriickzufiihren ist. Bei der Semi-Pinakolumlagerung des Inter-
mediats 1-Desoxy-D-xylulose-5-phosphat (DMP) zum 2-Methyl-D-erythritol-4-phosphat
(MEP, s. Abbildung 56) wird in die intakte C,-Einheit des Glycerinaldehyd-3-phosphats die
aus Pyruvat stammende C,-Einheit eingebaut, so dass anstelle einer 'J¢ c-Kopplung zwischen

C-1 und C-2 von GAP eine 2JC,C—Kopplung im 13C—NMR—Spektrum tritt. Die "*C-NMR-
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Analyse des mit [1,2-"C,]Acetat angereicherten Rosiridols (23) zeigte aber keine Spin-Spin-
Kopplungen zwischen den C-Atomen C-2 und C-4 oder zwischen C-6 und C-8. Diese
Kopplung ist jedoch zu erwarten, da die C-Atome C-2/C-4 bzw. C-6/C-8 jeweils aus einer
intakten C,-Einheit des Glycerinaldehyd-3-phosphats stammen.

1. Hypothetisches Einbaumuster
nach Flitterung von [1,2-13C JAcetat

Oy -CO, 10
N Al ! o 0" HO A
N—COH B ~con Y ) > S on
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C-1 aus [1,2-13C,]Acetat
Acetyl-CoA C-2 aus [1,2-13C,]Acetat

ﬂﬁ\ keine Kopplung

Abbildung 62. 1. Hypothetisches Einbaumuster fiir Rosiridol (23) aus dem Fiitterungsexperiment mit

[1,2-PC,]Acetat (A: Umwandlung von Pyruvat in Acetyl-CoA und anschlieBende Metabolisierung im

Citratcyclus/Glyoxylatweg zum Oxalacetat; B: Glycerinaldehyd-3-phosphat (GAP)/ Pyruvatweg).

Aus diesem Grund wurde fiir den biosynthetischen Aufbau eine 2. Biosynthesehypothese auf-
gestellt (s. Abbildung 64). Hierbei wird angenommen, dass das aus angereichertem Acetyl-
CoA aufgebaute Oxalacetat iiber Phosphoenolpyruvat (PEP) zu Pyruvat verstoffwechselt
wird. Dieses angereicherte Pyruvat wird iiber den Pyruvat-Dehydrogenase-Multienzym-
komplex in Acetyl-CoA umgewandelt, welches in den Citratcyclus oder Glyoxylatweg

gespeist wird (s. Abbildung 63).

co; Co.
O > PO_ ,CO, oTco; O _SCOA OTC%
-CO \ﬂ/ -CO T —
co, ®° LA A co;
[
Oxalacetat PEP Pyruvat Acetyl-CoA Oxalacetat

Abbildung 63. Weitere Metabolisierung von angereichertem Oxalacetat aus [1,2-"°C,]Acetat iiber Pyruvat zu
Acetyl-CoA. (A: Angereichertes Acetyl-CoA aus Pyruvat wird wieder iiber den Citratcyclus/Glyoxylatweg zum

Oxalacetat, welches keine intakten C,-Einheiten aus [1,2-13C2]Acetat mehr aufweist).

Das hierbei aufgebaute Oxalacetat wird wie bereits beschrieben in angereichertes GAP und

Pyruvat tiberfiihrt, die aber keine intakten C,-Einheiten aus [1,2—13 C,]Acetat mehr aufweisen,
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sondern nur einzelne 13C—Markierungen. Die Semi-Pinakolumlagerung des DMP fiihrt zu
einem wie in der 2. Biosynthesehypothese gezeigtem Einbaumuster (s. Abbildung 64), mit
dem die Beobachtungen aus der '*C-NMR-Analyse iibereinstimmen. Alle Kohlenstoffatome
sind hier angereichert, stammen jedoch alle von C-2 aus [1,2—13C2]Acetat und zeigen damit

keine Spin-Spin-Kopplungen.

2. Biosynthesehypothese |

nach Fitterung von [1,2-13C JAcetat HOL A /I\OH
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Abbildung 64. 2. Biosynthesehypothese und beobachtetes Einbaumuster in Rosiridol (23) aus dem Fiitterungs-
experiment mit [1,2-"°C,]Acetat (A: Umwandlung von Pyruvat in Acetyl-CoA und anschlieBende Meta-
bolisierung im Citratcyclus/Glyoxylatweg zum Oxalacetat, das GAP liefert; B: Glycerinaldehyd-3-phosphat
(GAP)/ Pyruvatweg).

Die *C-NMR Analyse des Fiitterungsexperiments mit [U-">C3]Glycerin zeigte fiir Rosiridol
(23) signifikante Spin-Spin-Kopplungen, die charakteristisch fiir eine Isoprenoidbiosynthese
iiber den Triose-Pyruvat-Weg sind. Das vollstindig angereicherte Glycerin wird iiber das
Glycerinaldeyd-3-phosphat (GAP) zu Pyruvat umgewandelt, und resultiert in vollstindig an-
gereicherten Cs- und C,-Bausteinen fiir den Triose-Pyruvat-Weg. Die Umwandlung von DMP
zum 2-Methyl-D-erythritol-4-phosphat (MEP, s. Abbildung 56) fiihrt zum Einbau von
Pyruvat zwischen C-1 und C-2 der Cs-Einheit, wodurch die zur Triose gehorenden C-Atome
C-1/C-2/C-3 voneinander getrennt werden und zusitzliche *J¢c- und *J¢c-Kopplungen auf-
weisen, wihrend der intakte C,-Baustein aus Pyruvat (C-3/C-10 und C-7/C-9) nur eine 1Jc,c—
Kopplung zeigt (s. Abbildung 65). Das beobachtete Einbaumuster in Rosiridol (23) aus Zu-
fitterung mit [U-">C3]Glycerin stimmt mit der Biosynthesehypothese iiber den Triose-

Pyruvat-Weg iiberein.'**
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Beobachtetes Einbaumuster

Abbildung 65. Biosynthesehypothese nach dem Triose-Pyruvat-Weg und beobachtetes Einbaumuster in
Rosiridol (23) aus dem Fiitterungsexperiment mit [U-13C3]Glycerin (B: Glycerinaldehyd-3-phosphat (GAP)/
Pyruvatweg).

Die zusitzlich beobachteten 1Jc,c—Kopplungen zwischen den C-Atomen C-1/C-2 sowie ver-
mutlich zwischen C-5/C-6 konnen auf intakte C,-Einheiten zuriickgefiihrt werden, die keine
weitere *Jc.o*Jc.c-Kopplung zu C-4 bzw. C-8 haben. Dies konnten zusitzliche 1Jc,c—Kopp—
lungen sein, die auf einen biosynthetischen Aufbau von 23 iiber den Acetat-Mevalonat-Weg
hinweisen. Dies wire auf die bereits beschriebene starke Vernetzung der verschiedenen Stoff-

wechselwege zuriickzufiihren.

Ho, ,» @

(0] (0]
Q )\SCOA Q9 /u\SCoA % NADPH
/ﬂ\ - )\/‘L = SCoA — —
SCoA SCoA

o) O' HMG-CoA

Beobachtetes Einbaumuster

Abbildung 66. Biosynthesehypothese nach Acetat-Mevalonat-Weg und zusitzlich beobachtetes Einbaumuster in

Rosiridol (23) aus dem Fiitterungsexperiment mit [U-13C3]G1ycerin.
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Das urspriinglich aus [U- C;]Glycerin stammende Pyruvat kann durch oxidative Decarboxy-
lierung, katalysiert durch den Pyruvat-Dehydrogenase-Multienzymkomplex zu Acetyl-CoA
umgewandelt werden. Dieses kann als Substrat in den Acetat-Mevalonat-Weg eingespeist
werden und so zum in Abbildung 66 gezeigten Einbaumuster fithren. Damit sind die zusitz-
lich beobachteten 'J¢c-Kopplungen zwischen den C-Atomen C-1/C-2 und auch zwischen
C-5/C-6 Hinweise auf einen weiteren Stoffwechselweg iiber den 23 aufgebaut werden konnte.
Das Verhiltnis der beiden Stoffwechselwege Acetat-Mevalonat- und Triose-Pyruvat-Weg ist

aufgund der *C-NMR-Signalintensititen auf 1:5 zu schitzen.

Zur Biosynthese des Cinnamoylphosphoramids (21)

Im Rahmen des Fiitterungsexperiments mit [U—13C3]G1ycerin konnte ein Gemisch aus angerei-
chertem Monoterpen Rosiridol (23) und nicht angereichertem Cinnamoylphosphoramid (21)
in einer Ausbeute von 2.3 mg/L isoliert werden. Vermutlich wird der Sekunddrmetabolit 21
deutlich vor der 48. Stunde gebildet, so dass der Beginn der Zufiitterung von [U-">C3]Gly-
cerin zu einem fritheren Zeitpunkt hétte erfolgen miissen, um eine Anreicherung in 21 zu er-
zielen. Das Strukturelement einer Hydroxyzimtsduremethylester-Einheit ldsst fiir das Cinna-
moylphosphoramid (21) einen biosynthetischen Aufbau ausgehend von Shikimisidure ver-
muten (s. Abbildung 67). Aus dieser entsteht in mehreren Stufen {iber Chorisminsédure
L-Phenylalanin (L-Phe), welches durch die Phenylalanin-Ammoniak-Lyase (PAL) zu

Zimtsdure (122) umgewandelt wird.

COH CO,H COH CO.H
=
. @\ JL . NH,  par
| —_— —_—  ———
HO™ Y~ “OH v~ Y07 TCO,H
OH OH
Shikimisaure Chorisminséure L-Phe 122
lC4H
COH
=
H,CO, //
7\
HN" o o -
\
21 OCH, OH
96

Abbildung 67. Biosynthesehypothese fiir 21 (PAL: Phenylalanin-Ammoniak-Lyase; C4H: Cinnamat 4-
Hydroxylase).
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Weitere enzymatische Transformation, katalysiert durch die Cinnamat-4-Hydroxylase (C4H)
ergibt 4-Hydroxyzimtsdure (96), die anschlieBend durch Methylierung, Phosphorylierung
sowie Einfiihrung der Methoxy- und Aminofunktion am Phosphatsubstituenten in das Cinna-
moylphosphoramid (21) {iberfiihrt wird, wobei die Reihenfolge sowie der genaue
enzymatische Ablauf dieser Transformationsschritte bisher noch unbekannt ist.

Dass die Metabolisierung von Phenylalanin zu Zimtsiure in marinen Streptomyceten analog
zu Pflanzen verlduft, konnten Moore et al. im Jahr 2000 anhand von Fiitterungsexperimenten
mit “H- und "“C-markierten Vorldufern am marinen Bakterium Streptomyces maritimus
zeigen.129 Hierbei untersuchte Moore et al. die Biosynthese von Benzoyl-CoA, das als Starter-
einheit fiir eine Typ II-Polyketidsynthase zur Produktion des bakteriostatisch wirkenden Poly-
ketids Enterocin (75a, Abbildung 33) dient. Mit Hilfe dieser Fiitterungsstudien konnte die
zuvor aus dem Enterocin-Biosynthese-Gencluster abgeleitete Biosynthesehypothese bestitigt

werden.

4.1.7.3 Fiitterungsexperimente mit potentiellen Biosynthesevorliaufern

Cinnamoylphosphoramid (21) weist neben einem einfachen Aufbau, ein fiir mikrobielle
Sekundidrmetaboliten ungewohnliches phosphorhaltiges Strukturelement auf (s. Abbildung
36). Da phosphorhaltige funktionelle Gruppen zur Aktivierung organischer Stoffe dienen,
konnte dieser Metabolit ein aktivierter Biosynthesevorldufer bislang unbekannter Metaboliten
sein. Aus diesem Grund wurden im Rahmen der Diplomarbeit® bereits erste Untersuchungen
zur moglichen Funktion des Metaboliten als Biosynthesevorldaufer durchgefiihrt. Die Zufiit-
terung der synthetischen Verbindung 21 sollte zeigen, ob aus dadurch beeinflussten Stoff-
wechselwegen neue Metaboliten in ausreichender Menge zur Isolierung und Strukturauf-
klirung produziert werden. Die bisher von T. Schuhmann®® aus Kulturbrithen des Stammes
JPI90 isolierten Metaboliten (s. Abbildung 34) zeigten keine Strukturelemente, die auf bio-

synthetische Verwandtschaft mit 21 schlieen lassen.

Zur Untersuchung der moglichen Funktion des Cinnamoylphosphoramids (21) als Biosyn-
thesevorldufer wurde das racemische Syntheseprodukt 21 einer Standardfermentation in
Schiittelkolben (acht 1 L Erlenmeyerkolben mit je 150 mL Néhrlosung) nach der 12. und 16.
Stunde zu vier der Hauptkulturen zugefiittert, die anderen vier dienten als Kontrolle
(0.61 mM, Endkonzentration in der Kulturbriihe). Geerntet wurde sobald ein pH-Wert von 7.7
iberschritten wurde. Nach Aufarbeitung der Hauptkulturen wurden zwei Rohextrakte aus den
Kulturbriihen mit Zufiitterung erhalten. Bei der diinnschichtchromatographischen Analyse der

aus Zufiitterung erhaltenen Rohextrakte an Kieselgel (CHCI3/Methanol 85:15) fiel eine
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Substanz durch ihre Absorption bei 254 nm auf. In den Vergleichskulturen konnte diese
Substanz nur in Spuren detektiert werden. Diese Verbindung zeigte bereits bei Tageslicht auf
der Kieselgelplatte eine schwache violette Farbung. Nach Anfiarbung mit Anisaldehyd trat
eine blau-violette Farbreaktion auf. Ein Vergleich der beiden Extrakte aus den Kulturen mit
Zufiitterung von 21 ergab nach Anfirben des Diinnschichtchromatogramms mit Anisaldehyd
keine exakte Ubereinstimmung des Metabolitenmusters, so dass zur Isolierung der neuen,
bisher in ihrer Struktur unbekannten Substanz die Extrakte einzeln an Kieselgel gereinigt
wurden (CH,Cl,/Methanol 95:5). Die Fraktion, die neben dieser unbekannten, mit Anis-
aldehyd blau-violett anfirbenden Verbindung auch eine mit Anisaldehyd braun anfirbende
Substanz enthielt, wurde durch Mitteldrucksdulenchromatographie an reversed-phase Kiesel-
gel (Lobar®, GroBe B, Aceton/H,O 4:1) gereinigt. Hierbei konnte die unbekannte Verbindung
zwar nicht isoliert werden, aber es konnte die mit Anisaldehyd braun anfirbende Verbindung
in einer Ausbeute von 5.1 mg als farbloser Feststoff gewonnen werden. Im Rahmen der vor-
liegenden Arbeit wurde die Struktur dieser Verbindung anhand spektroskopischer und
spektrometrischer Daten sowie Datenbankrechere als Spirotetronat (22a) strukturaufgeklart
(s. Abschnitt 4.1.4 ). Allerdings liegen auch fiir diesen Sekundédrmetaboliten keine Struktur-

elemente vor, die auf biosynthetische Verwandtschaft mit 21 schlieBen lassen.

Os_OCH, Og_OCH, Og_~OCH, Og_ OH
. /3 /z /3
0 OH

H,CO—P—NH,

@)
21 82 93 122

Abbildung 68. Zugefiitterte potentielle Biosynthesevorldufer rac-Cinnamoylphosphoramid (21), 4-Hydroxy-

zimtsduremethylester (82), Zimtsduremethylester (93) und Zimtsdure (122).

In der vorliegenden Arbeit wurden weitere Fiitterungsexperimente mit unmarkierten poten-
tiellen Biosynthesevorldufern durchgefiihrt, um zu iiberpriifen, ob dadurch eine Ausbeute-
steigerung des unbekannten Metaboliten aus JP90 reproduzierbar erreicht werden kann (s.
Abbildung 68). Als potentielle Vorldaufer wurde racemisches Cinnamoylphosphoramid (21,
0.59 mM, Endkonzentration im Kolben) und die Strukturanaloga 4-Hydroxyzimt-

sauremethylester (82, 0.94 mM, Endkonzentration im Kolben), Zimtsduremethylester (93,
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1.03 mM, Endkonzentration im Kolben) und Zimtsidure (122, 1.12 mM, Endkonzentration im
Kolben) zugefiittert. Die Kultivierung erfolgte unter Standardbedingungen in Schiittelkolben
(pro gefiitterte Substanz vier 1 L Schiittelkolben mit je 150 mL Né&hrlosung, s. Abschnitt B
3.6.3 ). Die Substanzen wurden in je 2 mL sterilem DMSO gelost und nach der 12. und
16. Stunde in jeweils 0.25 mL dieser Losung zu jeweils vier der Hauptkulturen gegeben, vier
weitere Kulturen dienten als Kontrolle. Jeder Ansatz wurde nach 96 h geerntet und wie in
Abschnitt B 3.3.3 beschrieben aufgearbeitet. Die erhaltenen Rohextrakte wurden mit einer
Konzentration von ¢ = 10.0 mg/mL in Methanol gelost und diinnschichtchromatographisch an
Kieselgel (CHCI3/Methanol 85:15) untersucht. Ein Vergleich aller Rohextrakte ergab, dass
der unbekannte Metabolit aus dem vorherigen Fiitterungsexperiment nicht reproduziert
werden konnte. Andererseits konnte im Rohextrakt, das nach Zufiitterung von 4-Hydroxy-
zimtsduremethylester (82) erhalten wurde, ein neuer Sekundidrmetabolit detektiert werden.
Dieser fiel durch Absorption bei 254 nm auf und zeigte nach Anfirben mit Anisaldehyd eine
pink-violette Firbung. Zur Isolierung dieser Substanz wurde das Rohextrakt zunichst an
Kieselgel (CHCls/Methanol 95:5) vorgereinigt und eine anschlieBende Gelchromatographie
an Sephadex-LH 20 (Methanol) ergab 4.9 mg der durch Zufiitterung von 82 induzierten
Verbindung 123.

Zur weiteren Analyse der Rohextrakte wurden diese mittels HPLC-ESI-MS untersucht
(HPLC D, Sédule A: Grom Superspher 100 RP-18, Programm B: MeOH/H,0, jeweils mit
0.05 % Ameisensdure, Gradient; s. Abschnitt B 1.2 ). Eine Auswertung der HPLC-ESI-
MS-Chromatogramme zeigte bis auf die Zufiitterung von 82 ebenfalls keine Verinderung des
Metabolitenmusters hinsichtlich neuer oder in ihrer Produktion gesteigerten Sekundir-
metaboliten. Damit konnte trotz weiterer Fiitterungsexperimente mit potentiellen Biosyn-
thesevorldufern eine biologische Funktion des Cinnamoylphosphoramids (21) als aktivierter

Biosynthesevorldufer fiir den Produzenten Stamm JP90 nicht verifiziert werden.

Charakterisierung des 4-Hydroxy-3-methoxy-zimtsiuremethylesters (123)

Der nach Zufiitterung von 82 in einer Ausbeute von 10.9 mg/L isolierte hellgelbe Feststoff
zeigte im ESI-Massenspektrum eine Molmasse von 194 g/mol und die Hochauflosung ergab
die Summenformel C;;H;,0s, (6 Doppelbindungsédquivalente). Das 1H—NMR—Spektrum zeigt
eine sehr starke Ahnlichkeit zur zugefiitterten Substanz 82, die sich nur durch das
Substitutionsmuster am Aromaten unterscheiden. Es sind sieben Signale im 'H-NMR-
Spektrum zu beobachten, darunter zwei Methoxygruppen (6y =3.75 und 3.87 ppm), zwei
Methingruppen im olefinischen Bereich (6y = 6.34 und 7.60 ppm), deren hohe vicinale Kopp-

lungskonstante von “Jyy =159 Hz auf eine trans-stindige Anordnung der olefinischen
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Protonen hinweist und drei Signale im Aromatenbereich (6y =6.79, 7.05 sowie 7.16 ppm).
Zwei der aromatischen Protonen (6g = 6.79 und 7.05 ppm) sind aufgrund ihrer Kopplung von
3J(H,H) = 8.0 Hz ortho-stindig; eine Kopplung von 3J(H,H) = 2.1 Hz der Signalen bei oy = 7.05
und 7.16 ppm zeigt, dass diese meta-stindig sind. Das >*C-NMR-Spektrum enthilt Signale fiir
zwel Methoxyguppen, neun olefinische/aromatische Kohlenstoffatome und eine Carbonyl-
funktion, deren chemische Verschiebung einem a,B-ungesittigte Carbonsiureester entspricht.
Auch hier ist eine grofle strukturelle Verwandtschaft zur Verbindung 82 zu finden. 1J(C,H)— und
2JLJ(C,H)—Korrelationen aus HSQC- bzw. HMBC-Experimenten erlaubten die Zuordnung der

Struktur 123.

T HMBC H H
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Abbildung 69. Ausgewihlte 2"“J(C_,H)-Korrelationen aus dem HMBC-Experiment von 4-Hydroxy-3-Methoxy-
Zimtsduremethylester (123).

Der zugefiitterte Zimtsduremethylester 82 wird vermutlich geméaf8 einer biosynthetischen Um-
wandlung des Zwischenprodukts 4-Hydroxyzimtsdaure (96) zur 4-Hydroxy-3-methoxy-
zimtsdure zunidchst ortho-stindig zur Hydroxyfunktion hydroxyliert und anschlieBend in

Gegenwart von S-Adenosinmethionin (SAM) methyliert.'*

Os_OCH, Ox_OCH, Os_OCH,
= Z %
0, SAM
NADPH NADP+ OH OCH,
OH OH OH
82 124 123

Abbildung 70. Biosynthetische Umwandlung von 82 (SAM: S-Adenosylmethionin).

4.1.8 Diskussion und Ergebnisse der Biosynthesestudien

Der Produzent Streptomyces sp. Stamm JP90, ein aus marinen Invertebraten isoliertes assozi-
iertes Bakterium, zeigt als Produzent von Naturstoffen eine groBe strukturelle Vielfalt. Neben
bekannten niedermolekularen Naturstoffen beinhaltet sein Metabolitenspektrum auch neue

und ungewohnliche Strukturen wie Cinnamoylphosphoramid (21), Rosiridol (23) und
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Spirotetronate (22). Die biogenetische Vielfalt bedient sich verschiedener Terpen-, Polyketid-,
Shikimat- und Aminosiure-Quellen fiir den biosynthetischen Aufbau dieser Sekundirstoffe,
so dass der Stamm als ,,begabt* einzustufen ist, der vielseitig, verzweigte Biosynthesewege

unterhalt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde diese Mannigfaltigkeit mit Biosynthesestudien an
ausgewihlten Metaboliten untersucht. Mit Hilfe von Fiitterungsexperimenten mit
BC-markierten Biosynthesevorliufern konnte die starke strukturelle Ahnlichkeit der Spiro-
tetronate (22) mit dem bekannten Chlorothricin (105) auch auf biosynthetischer Ebene veri-
fiziert werden. Die von Floss et al.'"° durchgefiihrten Fiitterungsexperimente an Chlorothricin
(105) und die hieraus abgeleitete Biosynthesehypothese fiir den mechanistischen Aufbau des
Spirotetronat-Aglykons stimmen mit der aus dem Chlorothricin-Biosynthese-Gencluster ab-
geleiteten Hypothese nahezu iiberein. Seit 2007 sind weitere Biosynthesehypothesen aus
klonierten Biosynthese-Gencluster anderer Spirotetronate wie Tetrocarcin A (106) und
Kijanimicin (107) postuliert worden, die auf einen allgemeingiiltigen mechanistischen Aufbau
solcher Spirotetronate schliefen lassen. Die aus den Fiitterungsexperimenten resultierenden
Ergebnisse fiir die aus dem Stamm JP90 isolierten Verbindungen 22a und 22b unterstiitzen
diese Biosynthesehypothese. In der aktuellen Literatur wird am Beispiel des Polyethers
Tetronomycin (108), dessen Struktur eine Tetronsdure-Einheit aufweist, ein allgemeiner
Mechanismus fiir den biosynthetischen Aufbau von Tetronsidure-Einheiten postuliert und
diskutiert. Eine Bestidtigung dieser Hypothese erfordert derzeit noch weitere systematische
Untersuchungen aller Biosynthese-Gencluster und vor allem der beteiligten Enzyme.
Aufgrund der aus den Fiitterungsexperimenten resultierenden sehr dhnlichen Ergebnisse fiir
Spirotetronate (22) und Chlorothricin (105) erschienen Studien am Biosynthese-Gencluster
der Spirotetronate zunéchst nicht erstrebenswert. Moglicherweise bieten diese aber im Hin-
blick auf die derzeitige Diskussion eines allgemeingiiltigen Mechanismus fiir den biosyn-
thetischen Aufbau von Tetronsdure-Einheiten in der Natur eine potentielle Quelle, um weitere

Indizien zu sammeln, die die Biosynthese von Tetronsduren kldaren konnten.

Streptomyceten sind in der Literatur als einzige Mikroorganismen beschrieben, die nach-
weislich fiir den biosynthetischen Aufbau der Terpene beide moglichen Biosynthesewege
benutzen konnen, den Acetat-Mevalonat- und den Triose-Pyruvat-Weg. Mit Hilfe von Bio-
syntheseuntersuchungen mit Fiitterungsexperimenten von BC-markierten Vorldufern am
Monoterpen Rosiridol (23) sollte gekldrt werden, iiber welchen Stoffwechselweg das Mono-

terpen 23 aufgebaut wird. Hierbei ergaben sich Hinweise, dass der Produzent Streptomyces
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JP90 moglicherweise beide Biosynthesewege einsetzen kann, um das Rosiridol (23) zu
bilden. In der Literatur gibt es Beispiele, wonach der Triose-Pyruvat-Weg in der exponen-
tiellen, der Acetat-Mevalonat-Weg in der stationdren Wachstumsphase beobachtet wurde.
Anhand der Ergebnisse aus dem Fiitterungsexperiment mit [U-""C3]Glycerin, bei dem die
kontinuierliche Zugabe des Vorldufers zum Stamm JP90 zwischen der 48. Stunde bis zur 60.
Stunde erfolgte, ergab die 13C—NMR—Analyse anhand des beobachtenden Einbaumusters, dass
Rosiridol (23) iiber den Triose-Pyruvat-Weg aufgebaut wird. Zusétzlich konnen im
beobachteten Einbaumuster aus dem Fiitterungsexperiment mit [U-">C3]Glycerin Hinweise
auf den Acetat-Mevalonat-Weg gefunden werden. Dies konnte bedeuten, dass der Stamm
JPI90 fiir den biosynthetischen Aufbau von 23 in der exponentiellen Wachstumsphase den
Triose-Pyruvat-Weg und in der stationdren Phase den Acetat-Mevalonat-Weg nutzt (s.
Abbildung 71).
/ [U-3C,]Glycerin

Triose-Pyruvat-Weg Acetat-Mevalonat-
Weg

Exponentielle Stationére
Wachstumsphase Pyruvat Acetyl-CoA Wachstumsphase
+
Glycerinaldehyd-3-phosphat

Abbildung 71. Graphischer Uberblick der verschiedenen Stoffwechselpfade zur Biosynthese des Rosiridols
(23).

Diese Hypothese wird durch das beobachtete Einbaumuster in 23 aus der Zufiitterung von
[1,2—13C2]Acetat unterstiitzt, welches nur einen biosynthetischen Aufbau allein iiber den
Triose-Pyruvat-Weg zeigt. Bei diesem Fiitterungsexperiment erfolgte die kontinuierliche Zu-
gabe des Vorldufers nur zwischen der 48. Stunde und 55. Stunde. Da die 13C—NMR—Anallyse
nur einen Biosyntheseweg als sehr eindeutig zulédsst, namlich den Triose-Pyruvat-Weg, ist zu
vermuten, dass die Zufiitterung von [1,2—13C2]Acetat bereits in der exponentiellen Wachs-
tumsphase abgeschlossen war, wihrend die Fiitterung von [U—13C3]Glycerin noch in die

beginnende stationidre Phase hineinreichte. Um diese Hypothese zu verifizieren, miissten zu
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unterschiedlichen Fiitterungszeitpunkten weitere Fiitterungsexperimente mit '*C-markierten
Vorldufern durchgefithrt werden. Im Falle eines Fiitterungsbeginns nach der 60. Stunde
konnte das zu beobachtende Einbaumuster in Rosiridol einen biosynthetischen Aufbau iiber
den Acetat-Mevalonat-Weg zeigen.

Fiir das Cinnamoylphosphoramid (21) konnte die postulierte Biosynthesehypothese anhand
von Fiitterungsexperimenten mit '*C-markiertenVorliufern nicht unterstiitzt werden, da diese
zu keiner Anreicherung in 21 fiihrten. Die Produktion dieses Sekundérstoffs startet vermutlich
schon weit vor der 48. Stunde, welche als optimaler Zufiitterungsbeginn fiir eine Anreich-
erung der Spirotetronate gewihlt wurde. Die vorgeschlagene Biosynthesehypothese fiir 21,
ausgehend von Shikimisdure iiber Zimtsdure als Intermediat, wird durch literaturbekannte
Fiitterungsexperimente mit C-markieten Vorldufern an einem anderen marinen

Streptomyceten129 unterstiitzt.

4.1.9 Zur biologischen Aktivitiit ausgewihlter Metaboliten

Cinnamoylphosphoramid (21)

Cinnamoylphosphoramid (21) weist nicht nur einen fiir mikrobielle Sekundidrmetaboliten
ungewohnlichen Phosphoramidsubstituenten auf, sondern seine chemische Struktur entspricht
dem Grundgeriist der Organophosphate. Organische Phosphorverbindungen gehoren zu den
irreversiblen Inibitoren der Acetylcholinesterase (AChE). Das Acetylcholin (125) zihlt zu den
wichtigsten Neurotransmittern und spielt bei der neuromuskuliren Ubertragung sowie im
vegetativen Nervensystem eine wichtige Rolle. Die Erregungsiibertragung zwischen Nerven
und den nachgeschalteten Nerven-, Muskel- oder Driisenzellen erfolgt bei cholinergen Synap-
sen durch Ausschiittung von Acetylcholin in den synaptischen Spalt. An der postsynaptischen
Membran befindet sich in rdumlicher Nihe zum Acetylcholinrezeptor ortsfest die Acetyl-
cholinesterase, die die Hydrolyse von Acetylcholin (125) zu Cholin (126) und Acetat (127)
katalysiert und somit eine Dauererregung der postsynaptischen Rezeptoren verhindert (s.

Abbildung 72)."*!
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Abbildung 72. Hydrolyse des Acetylcholins (125).
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Die Organophosphate hemmen die AChE irreversibel und verhindern so die Hydrolyse des
Acetylcholins (125). Viele Vertreter dieser Stoffklasse besitzen sehr starke insektizide
Wirkung und zerfallen nach der Anwendung schnell, so dass sie hiufig als Pflanzenschutz-
mittel eingesetzt wurden. Beispiele sind das extrem toxische Nervengift Fluostigmin (Di-
isopropylfluorphosphat, DIPF, 128) und das Insektizid Nitrostigmin (E 605, Parathion, 129),
in dem in vivo der Schwefel gegen Sauerstoff ausgetauscht wird. Erst der dadurch entstehende

Metabolit, Paraoxon genannt, besitzt die hohe Affinitit zur Esterase (s. Abbildung 73).131
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Abbildung 73. Strukturen zweier irreversibler AChE-Inhibitoren.

Die chemische Struktur der Organophosphate und der daraus resultierende Wirkmechanismus

kann durch die Schrader-Formel (130) beschrieben werden (s. Abbildung 74).132

R o(S) R, R2 = Alkoxy-, Alkyl-, Amino-, } basische
\P// Dialkylaminogruppe Gruppen
2 \
R 4 X X = Halogen-, Cyanid-, } acide
130 Phenoxy-, Thiogruppe Gruppen

Abbildung 74. Die Schrader-Formel (130).

Die acide Gruppe der Grundstruktur 130 ist die wichtigste Voraussetzung fiir die Reaktion
mit dem Enzym. Nach Aufnahme der Organophosphate werden diese im menschlichen
Korper durch oxidative und hydrolytische Prozesse verstoffwechselt. Die oxidativen Prozesse
werden durch Cytochrom P-450 katalysiert und die hydrolytische Spaltung moglicher Ester-
bindungen erfolgt durch Esterasen. Des Weiteren werden die Phosphorsdureester durch
Transferasen demethyliert. Unter Abspaltung der aciden Gruppe phosphorylieren Organo-
phosphate die AChE an der Serin~-OH-Gruppe und inhibieren somit das Enzym. Die Inakti-
vierung der AChE verhindert die Hydrolyse des Neurotransmitters Acetylcholin (125), wo-
durch der regulidre Ablauf von Nervenimpulsen beeinflusst wird und die Toxizitdt der

Organophosphate verursacht wird."?!

Die Struktur von 21 lésst sich auf die Grundstruktur 130 der Organophosphate, der Schrader-

Formel, zuriickfiihren. Die Phenoxygruppe entspricht der aciden Gruppe, die Methoxy- und
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die Aminofunktion den Resten R! und R>. Dieses lisst vermuten, dass es sich bei der

Verbindung um einen Acetylcholinesterase-Hemmstoff handeln konnte.

Im Rahmen der Diplomarbeit”’ wurden erste Untersuchungen zu einer mdglichen inhibi-
torischen Aktivitdt auf die AChE in einer Kooperation mit Prof. U. Holzgrabe (Universitit
Wiirzburg) von E. Kugelmann durchgefiihrt. Aufgrund der schlechten Loslichkeit von 21 im
verwendeten Phosphatpuffer konnte nur eine sehr schwache Hemmung der AChE
(ICsp > 350 uM) gemessen werden, wihrend Kontrollexperimente mit dem Parasympathomi-
metikum Tacrin (Cognex®) die erwartete Hemmung der AChE erbrachten (ICsp = 1.5 nM).13 3
Zur genauen Bestimmung des ICsp-Wertes wurde das Sdurederivat von 21 als wasserlosliches
Analogon dargestellt (s. Abschnitt 4.1.2 ) und zusammen mit dem racemischen Synthese-
produkt 21 die inhibitorischen Aktivititen auf die AChE mit Hilfe des spektrophoto-
metrischen Ellmann-Test untersucht.’**'**> Hierfiir wurde das Enzym (AChE) mit dem
potentiellen Inhibitor, in diesem Fall das racemische Syntheseprodukt 21 und das wasser-
l16sliche Saurederivat 92, in einem Phosphatpuffer (pH = 8) inkubiert. AnschlieBend wurde
das Ellmann-Reagenz (DTNB = 5,5'-Dithiobis-2-nitrobenzoesdure, 131) zugegeben und
schlieBlich das Substrat Acetylthiocholin (ATCh, 132), dessen Zugabe die Reaktion startet (s.

Abbildung 75).
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Abbildung 75. Farbreaktion des Ellmann-Tests.

Nach Spaltung des ATCh (132), vom Enzym zu Thiocholin (133) und Acetat (127), reagiert
das Spaltprodukt Thiocholin (133) mit DTNB (131) zu einem gelb gefirbten Produkt, dem

Anion der 5-Thio-2-nitrobenzoesdure (135), dessen Konzentration spektrometrisch bei
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A =412 nm vermessen werden kann. Die Stirke der Farbentwicklung ist proportional der
AChE-Aktivitit. Bereits mit bloBem Auge kann das Ausmal} der Farbbildung beobachtet
werden. Schwache bis gar keine Farbbildung ist ein Indiz fiir starke Inhibitoren. Umgekehrt
deutet eine intensiv gelb gefirbte Losung in der Messkiivette auf eine schwache Inhibition

hin.

Die Untersuchungen von 21 und seinem Sidurederivat 92 zeigten fiir beide nur eine sehr
schwache inhibitorische Aktivitdt (ICso > 350 uM), wihrend das Kontrollexperiment mit
Tacrin dem erwarteten Ergebnis (ICso = 1.5 nM) entsprach. Weitere Untersuchungen der
potentiellen Inhibitoren wurden mit der Butyrylcholinesterase (BChE) in Kooperation mit
Prof. C. Meier (Universitait Hamburg) von N. Gisch durchgefiihrt und ergaben fiir 21 einen
ICso =250 uM und keine signifikante Aktivitit fiir 92."*° Die aus den in vitro-Tests bestimm-
ten, nur sehr schwachen inhibitorischen Aktivititen des Cinnamoylphosphoramids (21)
schlieBen allerdings eine starke insektizide Wirkung nicht aus. Bereits Anfang der 50er Jahre
wurde die Hypothese, dass organische Phosphorverbindungen, die in-vitro die AChE oder
BChE hemmen, eine entsprechende Aktivitiit in vivo zeigen, widerlegt. '*" Es konnte gezeigt
werden, dass einige organische Phosphorverbindungen, die eine starke insektizide Wirkung
besalen, in vitro gar keine oder nur eine sehr geringe hemmende Wirkung auf AChE oder

BChE aufwiesen.

Der Ansatz, die Loslichkeit des potentiellen Inhibitors 21 zu erhohen, indem sein Sdurederivat
92 synthetisiert wurde, war nicht erfolgreich. Eine andere Mdglichkeit ein wasserlosliches
Analogon darzustellen, ohne die Carbonsdureesterfunktionalitit zu verlieren, besteht in der
Bildung eines Esters mit Ethanolaminderivaten, die Aminseitenketten tragen. Vorstellbar
wire etwa das tertidre N,N-Dimethylaminoethanolamin oder das quartdre N,N,N-Trimethyl-
ammoniumethanol. Ein Beispiel fiir die Erhohung der Wasserloslichkeit durch die Einfithrung
eines N,N-Dimethylaminoethanol-Substituenten ist das glycosidische Duocarmycin-Ana-

logon138

(136, s. Abbildung 76), das sich derzeit in Untersuchungen fiir eine selektive Krebs-
therapie befindet; ein Beispiel fiir einen quartdrnisierten Trimethylaminoethanol-

Substituenten ist das Phospholipid Miltefosin (137, s.Abbildung 77).
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Abbildung 76. Wasserlosliches gylcosidisches Duocarmycin-Analogon (136).

Des Weiteren wurde die cytostatische und cytotoxische Wirkung der R- und S-Enantiomere
des Cinnamoylphosphoramids (21) auf das Wachstum von verschiedenen Tumorzelllinien in
vitro vergleichend untersucht. Die Untersuchungen wurden in der Arbeitsgruppe von Prof.
W. Beil an der Medizinischen Hochschule (MH Hannover) mit den Tumorzelllinien AGS
(Magenadenokarzinom), HepG2 (Leberkarzinom) und MCF 7 (Mammakarzinom) durch-
gefiihrt.'*

Tabelle 8. Ermittelte GI5S0- und TGI-Werte fiir die R- und S-Enantiomere. Alle Werte sind in ug/mL angegeben.

Substanz AGS HepG2 MCF 7
GI50" TGI' GI50° TGI' GI50° TGI'
(R)-21 0.01 0.065 0.015 1.0 0.01 0.026
($)-21 0.032 0.09 0.038 > 10° 0.038 0.049

“GI50 = Konzentration, die eine halbmaximale Hemmung des Zellwachstums bewirkt. TGI = Konzentration, die
eine vollstindige Hemmung des Zellwachstums bewirkt.
*> 10 ug/mL (90 % Hemmung mit 0.1 ug/mL, dann keine weitere Zunahme der Hemmwirkung bis zur héchsten

Konzentration.

Beide Enantiomere besitzen starke cytostatische und cytotoxische Wirkung, wobei das (R)-21

etwas stiarker wirksam ist, als das (S5)-21.

Synthetisches racemisches Cinnamoylphosphoramid (21) wurde in Kooperation mit
M. Kaiser (Schweizer Tropeninstitut, Basel) auf Aktivitidten gegen die Parasiten Trypanosoma
brucei rhodesiense, Trypanosoma cruzi, Leishmania donovani, Plasmodium falciparum
getestet. Die mit dem Parasiten L. donovani durchgefiihrten in vitro-Tests zeigte eine hohere

Aktivitit als der Standard Miltefosin (137, s. Abbildung 77), ein Phospholipid, welches unter
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dem Namen Impavido® als Arzneistoff gegen Leishmaniose auf dem Markt ist."*" Zur
Verifizierung der Aktivitit sollen die beiden Enantiomere (R)-21 und ($)-21 auf ihre Wirkung

gegen den Erreger L. donovani untersucht werden.

O, __o +/
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Abbildung 77. Miltefosin (137), ein Arzneistoff gegen den Erreger der Leishmaniose.

Tabelle 9. Ermittelte ICs,-Werte fiir 7ac—21 und den Standard 137. Alle Werte sind in ug/mL angegeben.

Substanz L. donovani
ICso
Miltefosin (137) 0.206
rac-21 0.111

Viszerale Leishmaniose, auch bekannt als ,,Kala-azar® (Schwarze Krankheit, ,,black fever®)
gehdrt zu den weit verbreiteten Infektionskrankheiten mit hoher Todesrate.'*' Nach
Schitzung der Weltgesundheitsorganisation (WHO) sind zurzeit etwa 350 Millionen

142 I eishmanianen sind

Menschen in 88 Lidndern der Welt mit Leishmanianen infiziert.
Protozoen, die durch die Sand- und Schmetterlingsmiicke der Gattung Phlebotomus auf
Schafe, Hunde und Menschen iibertragen werden. Die Leishmaniose tritt in verschiedenen
Formen auf, es wird zwischen kutanen und viszeralen Formen unterschieden. Die kutane
Form fiihrt zu geschwiirartigen Hautverdnderungen, die in der Regel von selbst abheilen und
nicht lebensbedrohlich sind. Die durch den Erreger L. donovani verursachte viszerale Form ist
geféahrlich und lebensbedrohlich, da sich die Parasiten in der Leber, Milz und im Knochen-
mark ausbreiten und unbehandelt innerhalb von spitestens 24 Monaten zum Tode fiihren. Die
Behandlung erfolgte vor Markteinfiihrung des Miltefosins (137) mit sehr giftigen Antimon-
verbindungen, z. B. mit Pentostam® (138, s. Abbildung 78) oder mit dem Polyen-Makro-

lacton aus Streptomyces nodosum Amphotericin B (139, s. Abbildung 78).
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Abbildung 78. Wirkstoffe gegen Leishmaniose.

Zunehmende Resistenzentwicklung und die aufwendige intravenose Therapien mit Antimon-
verbindungen erforderten die Entwicklung eines neuen Medikaments, welches idealerweise
nach Moglichkeit oral appliziert werden kann. Seit 2004 ist in Deutschland das oral wirksame
Medikament Miltefosin (Impavid0®, 137) zugelassen, das von Prof. H. Eibl am MPI fiir
biophysikalischen Chemie, Gottingen zusammen mit Prof. C. Unger, damals Universitéts-
klinikum Géttingen, heute Klinik fiir Tumorbiologie an der Universitdt Freiburg, durch
Struktur-Wirkungsbeziehungen antitumoral wirksamer (Alkyl)-Lysophospholipide entdeckt
und in vitro und in vivo auf seine Wirkung gegen Leishmaniose und Malaria getestet wurde.
137 wird inzwischen auch erfolgreich bei der Bekdmpfung von Hautmetastasen bei Brust-

krebs eingesetzt.'"!

Synthetisches und natives Cinnamoylphosphoramid (21) wurden im Plattendiffusionstest auf
antibakterielle und antimykotische Wirkung gepriift. Als Testkeime dienten Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli und Candida albicans. Hierbei zeigte die Verbin-
dung 21 keine hemmende Wirkung. Das ist ein hervorragender Hinweis, dass 21 nicht allge-
mein cytotoxische Wirkung hat, also weniger Nebenwirkungen im gerichteten Einsatz haben

konnte.

Spirotetronate (22)

Spirotetronate gehoren zu einer Klasse von Naturstoffen, die eine Bandbreite an biologischen
Aktivitidten aufweist und die antibakterielle, antivirale und cytostatische Eigenschalften143 ,
aber auch Aktivititen als Anti-Malariamittel wie das Kijanimicin (107) oder als Cholesterin-

144

senker wie das Chlorothricin (105) ™" umfasst. Fiir die erstmals Anfang der 90er Jahre aus

Streptomyces sp. PA-46101 isolierten Spirotetronate (22) wurde eine méBige bis schwache
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antibiotische Wirkung gegen anerobe und aerobe Gram-positive und Gram-negative
Bakterien beschrieben.”

Beide Spirotetronate wurden im Plattendiffusionstest auf antibakterielle und antimykotische
Wirkung untersucht. Als Testkeime dienten Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli und Candida albicans. Lediglich gegen B. subtilis zeigten beide Substanzen

eine miBige antibiotische Wirkung.

Des Weiteren wurde das Spirotetronat (22a) in der Arbeitsgruppe von Prof. W. Beil an der
Medizinischen Hochschule (MH Hannover) auf seine cytotoxische und cytostatische Wirkung
gegen die Tumorzelllininen AGS (Magenadenokarzinom), HepG2 (Leberkarzinom) und MCF
7 (Mammakarzinom) untersucht.'”® Allerdings wurden in vitro nur sehr geringe Aktivititen

gegen die Krebszelllinien beobachtet.

Tabelle 10. Ermittelte Glso- und TGI-Werte fiir 22a. Alle Werte sind in pg/mL angegeben.

Substanz AGS HepG2 MCF 7

* *

Gl TGI Gl TGI Gl TGI

*

22a 5.0 > 10° > 10° > 10 2.5 > 10°

‘GI50 = Konzentration, die eine halbmaximale Hemmung des Zellwachstums bewirkt. TGI = Konzentration, die
eine vollstindige Hemmung des Zellwachstums bewirkt.

> 10 ug/mL (83 % Hemmung bei 10 pg/mL); "> 10 ug/mL (38 % Hemmung bei 10 pg/mL); “> 10 ug/mL
(70 % Hemmung bei 10 pg/mL).

Rosiridol (23)

Der Extrakt aus dem Wurzelstock des Rosenwurzes (Rhodiola rosea) wird besonders in Russ-
land und Skandinavien seit Jahrhunderten als traditionelles Arzneimittel verwendet. Es wird
eine Kraft und Ausdauer fordernde sowie die korperliche und geistige Leistungsfahigkeit bei
Erschopfung und Schwichezustinden steigernde Wirkung zugeschrieben. Auflerdem soll er
bei Potenzstorungen und im Klimakterium helfen. Im Volksmund wird der Rosenwurz auch
als ,,Goldene Wurzel* bezeichnet. Die adaptogene Wirkung wird auf die Substanzen Rosin
(140), Rosiridin (141) und Salidrosid (142) zuriickgefiihrt. Das glykosidierte Terpen Rosiridin
(141) macht iiber 3 % der Trockenmasse des Extaktes aus (s. Abbildung 79).'* Bisher
konnte fiir das Monoterpen Rosiridol (23) noch kein Beitrag zur biologischen Wirkung des

Extraktes gefunden werden.



124 Allgemeiner Teil

OH OH
HO HO
20 O N 0 (0] = S
OH OH
140 141
OH
(@]
H?"O ° )\/\/k/\
NS NS
OH OH
142

23

Abbildung 79. Wirkstoffe mit adaptogener Wirkung und Rosiridol (23) aus Rhodiola rosea.

23 wurde im Plattendiffusionstest auf antibakterielle und antimykotische Wirkung gepriift Als
Testkeime dienten Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli und Candida

albicans. Hierbei zeigte die Verbindung 23 keine hemmende Wirkung.

4.1.10 Ausblick

Biologische Funktion der Metaboliten

Das ungewohnliche Cinnamoylphosphoramid (21) und das bisher nur als Pflanzeninhaltsstoff
bekannte Rosiridol (23) fithren zur Frage, welche biologischen Funktionen diese Metaboliten
fiir den Produzenten Streptomyces sp. JP90 oder die Tunikate als Habitat des Streptomyces sp.
JP90 haben. Bisherige Untersuchungen zur moglichen Funktion von 21 als aktiviertes Biosyn-
these-Intermediat mit Hilfe von Fiitterungsexperimenten potentieller Vorldufer konnten
jedoch keine Hinweise hierfiir erbringen. Ob die strukturelle Ahnlichkeit zu Organo-
phosphaten eine Bedeutung fiir die Tunikate hat, ist eine interessante Fragestellung, die es
noch zu erforschen gilt. Bisherige Untersuchungen zur biologischen Aktivitit des de novo in
ausreichenden Mengen erfolgreich hergestellten Cinnamoylphosphoramids (21) zeigen, das
Naturstoffe aus marinen Habitaten ein attraktives Potential zukiinftiger Leitstrukturen dar-
stellen. Insbesondere die Aktivitit gegen Leishmania donovani ist hier hervorzuheben.

Die Isolierung des Rosiridols (23) als bekannter Pflanzeninhaltsstoff aus Bakterien, fithrt zu
der Vermutung, dass nicht die Pflanze, sondern moglicherweise ein Bakterium der eigentliche
Produzent dieses Sekundirstoffs sein konnte. Zurzeit werden in der Arbeitsgruppe Prof.
D. Ober (Universitiat Kiel) die Samen der Rhodiola rosea, aus deren Wurzeln bisher der
Metabolit 23 gewonnen wurde, unter sterilen Bedingungen angezogen, um zu untersuchen, ob
bakterienfreie Pflanzen das Rosiridol (23) produzieren. Sollte 23 auch aus diesen Pflanzen

isoliert werden, soll neben der Biosynthese des Rosiridols (23) in der Pflanze auch die Frage-
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stellung, warum Bakterien und Pflanzen dieselbe Struktur biosynthetisieren, niher erforscht

werden.

4.2 Der Produzent Streptomyces sp. Pol001

In der Arbeitsgruppe von Prof. U. Hentschel (Universitat Wiirzburg) wurden Streptomyceten
aus verschiedenen marinen Schwimmen isoliert und von M. Scheuermayer in einem
funktionsbasierten Screening auf ihre Produktion antimikrobiell wirksamer Sekundirstoffe
untersucht. Hierzu wurden mit Streptomyceten bewachsene Agarplatten mit den jeweiligen
Teststaimmen, Staphylococcus aureus, Escherichia coli und Candida albicans tiberschichtet.
Nach Inkubation bei 30 °C bzw. 37 °C iiber Nacht wurden die Platten auf die Bildung von
Hemmhofen untersucht. Der Stamm  Streptomyces Pol001 aus dem marinen Schwamm
Axinella polypoides zeigte bei diesem funktionsbasierten Screening eine hemmende Wirkung
gegen das Gram-positive Bakterium S. aureus. Zur Untersuchung dieser antimikrobiellen
Aktivitit wurden im Rahmen der Dissertation von M. Scheuermayer™ erste Kultivierungs-
arbeiten mit dem Stamm Pol001 durchgefiihrt. Hierbei konnten aus dem Ethylacetatextrakt
einer Festphasenkultivierung des Stammes PolOO1 in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von
Prof. G. Bringmann (Universitit Wiirzburg) mittels HPLC vier Substanzen isoliert werden.
Diese Reinsubstanzen zeigten unterschiedlich starke wachstumshemmende Wirkung gegen
S. aureus WT und konnten als Tetromycine, die zur Klasse der Spirotetronate gehoren, identi-
fiziert werden. Die Tetromycine C, zu deren Substanzfamilie die isolierten Verbindungen
gehoren, sind in der Literatur als Wirkstoffe mit antibiotischer Aktivitdt u. a. gegeniiber
MRSA (Methicillin-resistente Staphylococcus aureus) beschrieben.'*®

Des Weiteren wurden beim Stamm Pol0OO1 im Rahmen eines genetischen Screenings Gene
einer FADH;-abhédngigen Halogenase mit Hilfe von PCR und degenerierten Primern identi-
fiziert. FADH,-abhingige Halogenasen sind Enzyme, die an der Modifizierung von Sekun-
diarmetaboliten aus verschiedenen Actinomycetenstimmen durch Einfithrung eines oder
mehrerer Halogenatome in diverse Phenol- und Pyrrol-Einheiten von Naturstoffen beteiligt
sind.'*” Die Bedeutung dieser Enzyme bei der Erschaffung struktureller Diversitit wird durch
die Anzahl von bisher 4000 bekannten chlor-, oder bromsubstituierten Naturstoffen verschie-

denster Naturstoffklassen deutlich!'*®

, auBerdem spielt die Halogenierung bei der biologischen
Aktivitdt von Naturstoffen eine wichtige Rolle.'* Fiir das genetische Screening bietet die
Suche nach Sequenzhomologien zu solchen Enzymen auch einen groen Vorteil. Auch bei
der massenspektrometrischen Analytik des Metabolitenspektrums von Bakterienstimmen ist

eine Halogensubstitution giinstig. Halogenierte Naturstoffe konnen in der Massenspektro-
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metrie ndmlich anhand eines charakteristischen Isotopenmusters erkannt werden, welches
durch seine Isotopenverteilung zusitzlich eine Aussage beziiglich der Art und der Anzahl des
Halogensubstituenten ermoglicht. Somit sollte ein genetisch und chemisch-analytisch
geleiteter Ansatz in der Regel eine schnelle Uberpriifung des Metabolitenspektrums hin-
sichtlich der Produktion eines halogenierten Naturstoffs erlauben.

Im Rahmen der Dissertation von M. Scheuermayer™ konnte gezeigt werden, dass die im
Streptomyces sp. Pol001 nachgewiesene FADH;-abhingige Halogenase der Gruppe von
Halogenasen zuzuordnen ist, die an der Biosynthese von Glykopeptiden wie Vancomycin (1,
Abbildung 1) beteiligt sind. Basierend auf diesem Ergebnis wurde eine Genbank von Pol001
erstellt und auf Sekundidrmetabolit-Operons durchgemustert. Hierbei wurde ein neuer Glyko-
peptid-Biosynthesegencluster gefunden, dessen Sequenzierung und in silico Analyse auf ein

strukturell neues Glykopeptid hinwiesen, welches Ahnlichkeiten zum Vancomycin (1) besitzt.

4.2.1 Der Glykopeptid-Biosynthesegencluster

Glykopeptid-Antibiotika

Glykopeptid-Antibiotika sind Medikamente, die bei der Bekdmpfung von lebensbedrohlichen
Infektionen durch multiresistente Gram-positive Bakterien wie Staphylokokken und Entero-
kokken eingesetzt werden. Vancomycin (1) wurde Mitte der 50er Jahre als erstes Glykopeptid

aus Amycolatopsis orientalis (frither Streptomyces orientalis) isoliert und bereits 1959 erst-

mals klinisch eingesetzt.150

1 143 OH
Abbildung 80. Die Glykopeptid-Antibiotika Vancomycin (1) und Teicoplanin (143).

Seitdem wurden viele verwandte Glykopeptid-Antibiotika aus Amycolatopsis- und

Streptomyces- Stammen isoliert'', wobei sich nur die Vertreter Vancomycin (1) und Teico-
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planin (143) in der klinischen Anwendung befinden (s. Abbildung 80). Die Glykopeptide
werden in zwei Untergruppen unterteilt, den Vancomycin- und Teicoplanin-Typ, die beide
eine Heptapeptideinheit als zentrales Strukturelement aufweisen. Die Arylseitenketten der
Aminosdurenreste sind iiber Biarylether- bzw. Biarylbriicken miteinander verkniipft, was zu
einer starren kuppelférmigen Gestalt des Peptidgeriists fiihrt. Das Peptidgeriist hat in beiden
Verbindungen die Konfiguration D-D-L-D-D-L-L, wobei die Nummerierung am N-Terminus
beginnt. Aus der Konfiguration und der starren kuppelformigen Konstitution resultiert die
hohe Affinitit zur Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen mit dem N-Acyl-D-Alanin-
D-Alanin-Ende des Zellwandbausteins Muropeptid, dem Target der Glykopeptide (s.
Abbildung 81).""* Durch eine Quervernetzung des aus Peptidoglykanstringen aufgebauten
Muropeptids erlangt die bakterielle Zellwand Gram-positiver Bakterien erst ihre mechanische
Stabilitit und schiitzt die Bakterienzelle bei Anderungen des osmotischen Drucks. Glyko-
peptide blockieren die Quervernetzung der Peptidoglykanstringe, indem sie das Substrat hier-
fiir komplexieren.

Seit Ende der 80er Jahre sind Vancomycin-resistente Enterokokken (VRE) bekannt, erste
Vancomycin-resistente Staphylokokken (VR-MRSA) traten ca. zehn Jahre spiter auf. Die
Resistenz gegen Vancomycin (1) beruht auf der Biosynthese eines alternativen Muropeptids
mit einem D-Alanin-D-Lactat-Ende. Diese Variation fiihrt wie in Abbildung 81 gezeigt nur
noch zur Ausbildung von vier anstatt von fiinf Wasserstoffbriickenbindungen, und es treten
zusitzlich elektrostatische AbstoBungskrifte auf. Hierdurch wird die Affinitidt des Glyko-
peptids zum Zellwandbaustein-Analogon (145) um den Faktor 1000 im Vergleich zum Muro-
peptid mit dem D-Alanin-D-Alanin-Ende (144) herabgesetzt. Fiir eine vergleichbare thera-
peutische Wirkung miisste nun 100-1000mal soviel Vancomycin (1) verabreicht werden.
Damit ist Vancomycin (1) kein akzeptables Antibiotikum mehr und es bedarf neuer Anti-
biotika zur Bekdmpfung dieser multiresistenten Erreger.

Glykopetide des Vancomycin-Typs enthalten fiinf aromatische Aminosdurereste, darunter [3-
Hydroxytyrosin in Position 2 und 6, sowie die nichtproteinogenen Aminosduren 4-Hydroxy-
phenylglycin (Hpg) in Position 4 und 5 und 3,5-Dihydroxyphenylglycin (Dpg) in Position 7.
Bei den zwei weiteren Aminosduren handelt es sich um Leucin in Position 1 und Asparagin in

Position 3.
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Abbildung 81. Wasserstoffbriickenbindungen bei der Wechselwirkung von Vancomycin (1) mit N-Acyl-D-

Alanin-D-Alanin (144) und mit N-Acyl-D-Alanin-D-Lactat (145).

Dahingegen weist der Teicoplanin-Typ sieben aromatische Reste auf, wobei anstelle der
aliphatischen Aminosduren die nichtproteinogenen Aminosduren 4-Hydroxyphenylglycin
(Hpg) in Position 1 und 3,5-Dihydroxyphenylglycin (DPG) in Position 3 auftreten. Im Unter-
schied zum Vancomycin-Typ ist die aromatische Aminosiure in Position 2 nicht $-Hydroxy-
tyrosin, sondern Tyrosin. Darum hat Vancomycin drei oxidativ gekniipfte Querverbindungen
zwischen den Arylseitenketten 2-4, 4-6 und 5-7, wihrend in Teicoplanin zwischen den
zusitzliche Arylseitenketten in Position 1 und 3 eine weitere Biaryletherbriicke auftritt. Die
Vielzahl der Glykopeptid-Antibiotika unterscheiden sich in den weiteren Modifikationen des
Peptidgeriists, wie Chlorsubstituenten an den aromatischen Resten 2 und/oder 6, eine [-
Hydroxygruppe an den Resten 2 und 6 und diversen Zuckerbausteinen an den Seitenketten in

Position 4, 6, 7. Die Kombination dieser Modifikationen ist dafiir verantwortlich, in welchem
52

MaBe die einzelnen Glykopeptide eine antibiotische Wirkung zeigen.'

Bekanntes zur Biosynthese von Glykopeptiden
Fiir die Erzeugung neuer Glykopeptid-Analoga mit Hilfe kombinatorischer Biosynthese ist

ein Verstidndnis auf genetischer und struktureller Ebene erforderlich. In den letzten Jahren gab
es auf diesem Forschungsgebiet beachtliche Fortschritte mit Hilfe von Kombinationen aus
molekulargenetischen, biochemischen und chemischen Methoden. Bisherige Untersuchungen

der Glykopeptid-Biosynthesegencluster, beispielsweise von Balhimycin (146) oder Chloro-
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eremomycin (147) (s. Abbildung 82), beides Glykopeptide des Vancomycin-Typs, lieferten
Informationen iiber die Art und Reihenfolge der Biosyntheseschritte: Nach Synthese der
Aminosdurebausteine verkniipfen nicht-ribosomale Peptidsynthetasen (NRPS) insgesamt
sieben Aminosiuren zu einem linearen Peptidgeriist.'”>'> Die aromatischen Aminosiurereste

154,155 und im

werden durch P450-Monooxygenasen in einer definierten Reihenfolge verbriickt
Anschluss das Heptapeptidgeriist weiter modifiziert, dazu gehéren Chlorierung, Methylierung

und Glykosidierung.'*®

146

147

Abbildung 82. Strukturen der Glykopeptide Balhimycin (146) und Chloroeremomycin (147).

In allen Glykopeptiden ist an jeder oxidativen Verkniipfung ein 4-Hydroxyphenylglycin-Rest
(Hpg) beteiligt, so dass diese Aminosdure fiir den Aufbau des Glykopeptids notwendig ist.
Durch Fiitterungsexperimente mit '“C-markiertem Tyrosin konnte gezeigt werden, dass die
nichtproteinogene Aminosiure 4-Hydroxyphenylglycin aus Tyrosin aufgebaut wird.">’ Daher
wurde fiir die Biosynthese eine direkte Umwandlung von Tyrosin zu 4-Hydroxyphenylglycin
iber 4-Hydroxyphenylpyruvat vorgeschlagen. Aufgrund der Untersuchungen an Glykopeptid-
Biosynthesegenclustern wurde diese Hypothese revidiert und angenommen, dass die Bio-
synthese von Hpg von Prephensiure ausgeht. '°* Hierbei bildet die Prephenatdehydrogenase
(Pdh) aus Prephenat unter Decarboxylierung 4-Hydroxyphenylprephenat, welches wiederum
durch die Reduktase HmaS zu 4-Hydroxymandelsdure umgesetzt wird (s. Abbildung 83).
Aus dieser wird unter Beteilung der Oxidase Hmo 4-Hydroxybenzoylformiat gebildet, das
dann durch die Pyridoxalphosphat-abhingige Transaminase HpgT in Gegenwart von
L-Tyrosin in 4-Hydroxyphenylglycin unter Freisetzung von 4-Hydroxyphenylpyruvat umge-
wandelt wird."”* Hierbei verliuft der biosynthetische Aufbau katalytisch in Bezug auf
Prephenat und stochiometrisch fiir L-Tyrosin ab. Da alle Hpg-Reste im Glykopeptid

D-konfiguriert vorliegen, erfolgt eine in-situ-Epimerisierung am NRPS-Enzymkomplex.
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Abbildung 83. Biosynthese von L-4-Hydroxyphenylglycin (PdH: Prephenatdehydrogenase, Hmas: Reduktase,

Hmo: Oxidase, HpgT: Transaminase).

Fiir die Biosynthese der nichtproteinogenen Aminosiure 3,5-Dihydroxyphenylglycin ergaben
Fiitterungsexperimente mit [1,2—13 C,]Acetat, dass Dpg iiber eine Polyketid-Synthase aus vier
Acetat-Einheiten aufgebaut wird."” Fiir die an der Biosynthese dieser Aminosiure beteiligten
Enzyme DpgA, DpgB, DpgC und DpgD sind die Gene bisher in allen bekannten Glykopeptid-
Biosynthesegenclustern gefunden worden.'”® Hierbei wird angenommen, dass DpgA vier
Malonyl-CoA-Einheiten in ein lineares Polyketid umwandelt und an der anschlieBenden
regioselektiven Cyclisierung beteiligt ist (s. Abbildung 84). Unter Beteiligung der Enzyme
DpgB und DpgD wird das aus der Cylisierung erhaltene Intermediat zum 3,5-Dihydroxy-
phenylacetyl-CoA umgewandelt. Aus diesem Intermediat wiederum wird durch DpgC 3,5-Di-
hydroxyglyoxylat gebildet, welches dann durch HpgT in Gegenwart von L-Tyrosin zu 3,5-Di-

hyxdroxyphenylglycin transaminiert wird.
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Abbildung 84. Biosynthese von L-3,5-Dihydroxyphenylglyin.

Strukturvorschlag des Glykopeptids aus Streptomyces Pol001

Die Arbeiten zur Erstellung und Durchmusterung einer Genbank aus PolOO1 auf Sekundir-
metabolitbiosynthesegene fiihrte im Rahmen der Dissertation von M.Scheuermayer” zur
Beschreibung eines neuen Glykopeptid-Biosynthesegenclusters. Die Sequenzierung und in
silico Analyse weist auf ein strukturell neues Glykopeptid hin, welches Ahnlichkeit um
Vancomycin (1) besitzt. Bei dem aus den erhaltenen Geninformationen abgeleiteten Glyko-

peptid wiirde es sich um das erste des Vancomycin-Typs handeln, welches eine oder mehrere

OR2 R3
o)
Os1
0 y 0
s N NHCH
N 2SNTT °
H H
RS O R*

Sulfatgruppe(n) tragt (s. Abbildung 85).

R1: H oder CI S1: H oder SO,
R2: Glucose S2: H oder SO,
R3: H oder Cl $3: H oder SO,

R4: aliphatischer Rest

R5: moglicherweise Alanin S4: H oder SO,

S5: H oder SO,

S*0 Os3

24

Abbildung 85. Vermutliche Strukturen des Glykopeptids aus Pol001.
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Im Stamm Streptomyces Pol001-Biosynthesegencluster fehlt jeweils ein Gen fiir die Bildung
der Vorstufen von den nichtproteinogenen Aminoséduren 4-Hydroxyphenylglycin und 3,5-Di-
hydroxyphenylglycin, die in allen anderen bekannten Glykopeptid-Biosynthesegenclustern
beschrieben sind.” Es konnte im Biosynthesegencluster kein Gen gefunden werden, das die
Prephenatdehydrogenase (Pdh) kodiert (s. Abbildung 83). Allerdings sind Homologe zu Pdh
mit dem Shikimatstoffwechsel assoziiert, so dass es auch im Primérstoffwechsel zur Bildung
von 4-Hydroxyphenylpyruvat kommt, welches moglicherweise als Vorstufe fiir das
4-Hydroxyphenylglycin eingesetzt werden konnte. Damit sollte die Biosynthese des
4-Hydroxyphenylglycin trotz fehlender Prephenatdehydrogenase prinzipiell moglich sein. ™
Fiir die Darstellung der anderen nichtproteinogenen Aminoséure 3,5-Dihydroxyphenylglycin
fehlt ein Homologon des Gens DpgD (s. Abbildung 84). Die Funktion der einzelnen Dpg-
Gene aus A. balhimycina wurde bereits von Wohlleben et al. schon niher untersucht.'”®
Demnach sind den Genen DpgB und DpgD nur Hilfsfunktionen zuzuordnen, so dass die Bio-
synthese des 3,5-Dihydroxyphenylglycin auch ohne dieses Gen ablaufen sollte.*

Fiir die Vorhersage der Aminosduren in Position 1 und 3 des Strukturvorschlags 24, aus
denen sich das Heptapeptidgeriist aufbaut, konnte anhand der gesammelten Daten keine ein-
deutige Aussage erfolgen. Es konnte lediglich abgeleitet werden, dass es sich hierbei um zwei
aliphatische Aminoséduren handelt, moglicherweise Alanin in Position 3. Da sich im Teico-
planin-Typ an diesen Positionen aromatische Aminosdurereste befinden, erhoht dieses
Resultat die Ahnlichkeit zum Vancomycin-Typ. Des Weiteren sind im Gencluster von Stamm
Pol001 drei homologe Gene lokalisiert worden, die Ahnlichkeiten zu Oxygenasen aufweisen,
die an der Verkniipfung der Aminosiurereste 2—4, 4—6 und 5-7 in Glykopeptiden des Vanco-
mycin-Typs beteiligt sind.

Das Heptapeptidgeriist von Glykopeptiden trigt verschiedene weitere Modifikationen, bei
denen es sich meistens um Glykosylierung, Chlorierung und Methylierung des Peptids
handelt. Fiir das Glykosylierungsmuster konnte im Stamm Pol0OO1 nur ein Gen identifiziert
werden, das Sequenzidhnlichkeiten zu einem Enzym im Balhimycin-Gencluster aufweist.
Dieses Enzym ist fiir die Ubertragung eines Glucoserestes auf 4-Hydroxyphenylglycin in
Position 4 des Heptapeptids verantwortlich. Da keine weiteren Homologen zu anderen
Glykosyltransferasen gefunden wurden, wird angenommen, dass das Glykopeptid aus Pol001
nur einen Glucoserest an Aminosdureposition 4 aufweist.”’ Uber die Priisenz einer FADH,-
abhédngigen Halogenase konnte der vorliegende Biosynthesegencluster mit Hilfe von PCR und
degenerierten Primern im Stamm Pol001 identifiziert werden. Es ist ein Homologon des

Enzyms, welches in allen bekannten Glykopeptidgenclustern Chlorsubstituenten einfiihrt.
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Weiterhin wurde ein Homologon der N-Methyltransferase gefunden, die zum Beispiel bei der
Biosynthese von Balhimycin (146) eine Methylgruppe auf die Aminofunktion der Amino-
saure in Position 1, Leucin, libertrdgt. AuBBerdem konnte ein Sulfotransferasegen abgeleitet
werden, zu dem nur im Biosynthesegencluster von A47934 (149) ein sehr dhnliches Gen
gefunden wurde, das eine Sulfatgruppe auf die Aminosédure in Position 1 iibertrdgt. Bisher
werden in der Literatur nur drei Glykopeptide des Teicoplanin-Typs beschrieben, die

zusitzlich Sulfatgruppen tragen, A47934 (148)"

aus Streptomyces toyocaensis, UK69542-A
(149)160 aus Saccharothrix aerocolonigenes und UK68597 (150)161 aus Actinoplanes sp..
Damit wire das vorhergesagte Glykopeptid aus Streptomyces PolO01 das erste Sulfatgruppen-

tragende Glykopeptid des Vancomycin-Typs.
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Abbildung 86. Strukturen der Glykopeptide A47934 (148), UK69542-A (149) und UK68597 (150) mit Sulfat-
gruppen.

4.2.2 Analyse des Metabolitenspektrums auf Glykopeptide

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte das Metabolitenspektrum des Stammes
Streptomyces sp. Pol001 auf die Produktion des aus dem Biosynthesegencluster abgeleiteten
Glykopeptids (24) untersucht werden, welches das erste Glykopeptid des Vancomycin-Typs
darstellt, das mindestens eine Sulfatgruppe als Substituenten trigt (s. Abbildung 85). Die
Analyse des Glykopeptid-Biosynthesegenclusters aus Pol001 offenbarte, dass fiir die Biosyn-
these der nichtproteinogenen Aminoséauren L-4-Hydroxyphenylglycin (L-Hpg) und L-3,5-Di-
hydroxyphenylglycin (L-Dpg) jeweils ein Gen fiir die Bildung der Vorstufen fehlt.*® Dennoch
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ist die Bildung des neuen Glykopeptids (24) nicht auszuschlieBen, allerdings konnten sich
Auswirkungen auf die Produktionsgeschwindigkeit und die Produktmenge ergeben.

Mit Hilfe von Fermentationsstudien sollte untersucht werden, ob der Stamm Pol001 dieses
neue Glykopeptid (24) produziert und gegebenenfalls durch Variation der Kultivierungs-
bedingungen und durch Fiitterung von potentiellen Biosynthesevorldufern oder anderen Zu-
sitzen die Produktion des vorhergesagten Glykopeptids (24) reproduzierbar gesteigert werden
kann. AuBerdem sollten verschiedene Aufarbeitungs- sowie Isolierungsmethoden getestet
werden, um einen effizienten Zugang fiir die Gewinnung des neuen Glykopeptids zu er-
reichen. Ferner sollte das neue Glykopeptid mittels spektrometrischer und spektroskopischer
Methoden strukturaufgekliart werden, um den aus dem Biosynthesegencluster abgeleiteten
Strukturvorschlag 24 zu verifizieren. Weiterhin sollten hieriiber Aufschliisse iiber die noch
fehlenden Strukturinformationen hinsichtlich des Heptapeptidgeriists und dessen

Substitutionsmuster erhalten werden, um die Struktur abschlieBend aufzukléiren.

Fermentationsoptimierung und Fiitterungsexperimente potentieller Vorlaufer

Bekanntes zur Produktion von Glykopeptiden

Fir die Produktion von Glykopeptiden wird der jeweilige Produzent in komplexen Néahr-
medien kultiviert, da diese iiber die notwendigen Stickstoff- und Kohlenstoffquellen verfiigen.
Als Stickstoffquellen werden meistens Sojamehl, Pepton oder Hefeextrakt eingesetzt,
wihrend als Kohlenstoffquelle hiufig Glucose, Glycerin, Stirke oder Dextrin dienen.'®”
Glykopeptide konnen nicht nur aus Fermentationsbrithen, sondern auch aus dem zuriick-
bleibenden Zellmaterial isoliert werden, hierbei werden sie oft in geringen Ausbeuten und als
Mischung von Glykopeptiden mit verschiedenen Modifizierungsgraden am Heptapeptidgeriist
gewonnen.'”  Glykopeptide tragen verschiedenste Zuckersubstituenten, die je nach
Glykosidierungsgrad die Loslichkeit der Glykopeptide in Wasser stark erhohen. Auflerdem
weisen sie je nach Art bzw. Substitutionsmuster der Aminosédurereste und des N-Terminus des
Peptidgeriists unterschiedliche isoelektrische Punkte auf, beispielsweise besitzt Vancomycin
(1) einen pH; = 5.0, wihrend das eine Sulfatgruppe tragende Glykopeptid A4739 (148) einen
pH;=3.2 aufweist.'®® Damit ist die Strategie der Aufarbeitung und Isolierung von Glyko-
peptiden aus der Kulturbrithe oder aus dem Mycel von der jeweiligen Struktur abhédngig, was
natiirlich Kenntnisse iiber die Struktur voraussetzt. Das neue Glykopeptid (24) aus Pol001
weist gemil3 des vorhergesagten Strukturvorschlags (s. Abbildung 85) einen Zuckerbaustein

an Position 4 auf, anstatt der aliphatischen Aminosdure Asparagin in Position 2 vermutlich
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Alanin, und es trigt mindestens eine Sulfatgruppe, deren Anzahl aber auch insgesamt fiinf
betragen konnte. Damit ist sowohl bei der Aufarbeitung als auch bei der Isolierung zu beriick-
sichtigen, dass es sich bei dem vorhergesagten Glykopeptid (24) aufgrund mindestens einer
Sulfatgruppe um eine Verbindung mit noch polareren Eigenschaften als Vancomycin (1)

handeln sollte.

Eigene Arbeiten zum neuen Glykopeptid (24) des Vancomycin-Typs

Im Folgenden werden die verschiedenen Fermentationen des Stammes Pol0O01 zur
Optimierung der Kultivierungsbedingungen beschrieben. Die einzelnen Fermentations-
varianten sind als Variante A bis Variante P bezeichnet. Zur Optimierung wurden
verschiedene Strategien zur Produktionssteigerung untersucht: Nidhrmedienwechsel,
Temperatur, Variation der Kultivierungsdauer, Fermentation in Schiittelkolben, P-Kolben,
Fermenter sowie Festphasenkultivierung und Fiitterung verschiedener Vorldufersubstanzen
sowie anderer Zusdtze. Weiterhin wurden die Bedingungen der Fermentation als auch die
Aufarbeitungs- und Isolierungsmethoden optimiert, um einen moglichst effizienten Zugang
fir die Gewinnung des Glykopeptids (24) zu erreichen. Die einzelnen Aufarbeitungs-

methoden sind als Variante I bis Variante VI aufgefiihrt.

Vorarbeiten im Arbeitskreis Grond

Im Rahmen ihrer Staatsexamensarbeit fiihrte M. Westermann'®* erste Kultivierungsarbeiten
des Stammes Streptomyces sp. Pol001 in verschiedenen Nidhrmedien durch. Der Stamm
Pol001 wurde im Rahmen der Dissertation von M. Scheuermayer’® auf antimikrobiell
wirkende Sekundidrmetaboliten untersucht (s. Abschnitt 4.2.1 ). Der Stamm Pol001 zeigte
auf Agarplatten mit Soja-Mannit-Medium (SM-Medium) und Meerwasser-Medium (M1-
Medium) eine wachstumshemmende Wirkung gegeniiber dem Gram-Positiven Bakterium
S. aureus. Aus diesem Grund erfolgte zunéchst eine Kultivierung des Streptomyces Pol001 in
1 L Erlenmeyerkolben mit Schikane bei 28 °C und 180 U/min im SM-Medium mit Zusatz
von Spur 11 (2.5 mL/L) und M1-Medium. Als weiteres Nihrmedium wurde das komplexe
Medium S unter Zusatz von Spur 11 (2.5 mL/L) und Natriumchlorid (2.5 g/L) eingesetzt (pro
Ansatz: 1 L-MaBstab). Nach 96 Stunden wurde geerntet und aufgearbeitet. Die Aufarbeitung
erfolgte nach Einstellung des pH-Wertes mit 2 N HCl auf pH =5.2, gefolgt von einer
Abtrennung des Mycels durch Filtration unter Zusatz von Celite. Das Kulturfiltrat wurde mit
Ethylacetat extrahiert, das Mycel wurde verworfen. Die Rohextrakte wurden diinnschicht-
chromatographisch an Kieselgel und reversed-phase Kieselgel (RP-18 Kieselgel) und mittels
HPLC-ESI-MS-Analyse untersucht (HPLC D, Sdule A: Grom Superspher 100, RP-18, Pro-
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gramm B: MeOH/H;O0, jeweils mit 0.05 % Ameisensédure, Gradient, s. Abschnitt B 1.2 ).
Allerdings konnten keine Hinweise auf die Produktion des neuen Glykopeptids (24)

gewonnen werden.

Variante A, Variante B und Variante G

Erste Kultivierungsarbeiten und Untersuchungen der nach Extraktion mit Ethylacetat erhal-
tenen Kulturfiltrat-Rohextrakte von M. Westermann ergaben keine Hinweise auf eine Produk-
tion des neuen Glykopeptids. Aus diesem Grund wurde zunidchst die Kultivierung des
Streptomyces PolO01 in 1 L. Erlenmeyerkolben mit Schikane bei 28 °C und 180 U/min im
SM-Medium (Variante A) und M1-Medium (Variante B) wiederholt (pro Ansatz: 1 L-MaB-
stab).

Zu einer Kultivierung (Variante G) von Pol001 in 1 L Schiittelkolben mit Schikane bei 28 °C
und 180 U/min im SM-Medium wurden 24 h nach Kultivierungsbeginn zu je einem 1 L-
Ansatz 5 mL Kulturbriihe einer Ubernachtkultur des Bakteriums S. aureus pro Schiittelkolben
hinzugefiigt bzw. 5 mL steril filtriertes Kulturfiltrat einer weiteren Ubernachtkultur des Bak-
teriums S. aureus pro Schiittelkolben hinzugegeben. Durch die Co-Kultivierung mit S. aureus
wurde eine Produktionssteigerung hinsichtlich des gesuchten Glykopeptids (24) vermutet, da
der Streptomyces Pol001 moglicherweise die Produktion von antibiotisch wirksamen Sekun-

darstoffen in Anwesenheit des Bakteriums steigern konnte.

Fortlaufend erfolgte zur Aufarbeitung aller Fermentationsansitze (Variante A bis Variante P)
zunichst die Einstellung des pH-Wertes mit 2 N HCI auf pH = 5.0, gefolgt von einer Abtren-
nung des Mycels durch Zentrifugieren unter Zusatz von Celite mit anschlieender Filtration.
Das Kulturfiltrat und der Riickstand (Mycel, Celite) wurden getrennt voneinander aufge-
arbeitet.

Nachdem sich im Rohprodukt einer Ethylacetat-Extraktion kein Hinweis auf die Produktion
von 24 ergeben hatte, wurde das Kulturfiltrat der einzelnen 1 L-Ansidtze gemidll der Auf-
arbeitungs-Variante I an Amberlite® XAD-2 adsorbiert, mit demin. Wasser gewaschen und

mit Methanol eluiert. In der Literatur'®'®!

wird fiir die Isolierung der Sulfatgruppen-
tragenden Teicoplanine UK69542-A (149) und UK68597 (150) ebenfalls der Einsatz des
Adsorberharzes XAD-2 beschrieben. Nach der Extraktion mit Amberlite® XAD-2 wurden je
100 mL Proben des Kulturfiltrats mit Ethylacetat extrahiert. Da Glykopeptide nicht nur aus
dem Kulturfiltrat sondern auch aus dem Mycel isoliert werden kénnen, wurde der Riickstand
(Mycel, Celite) zur Aufarbeitung erst mit Methanol, dann mit Aceton/Methanol extrahiert

(Ultraschallbad, 30 min).
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Zur diinnschichtchromatographischen Analyse aller erhaltener Rohextrakte an Kieselgel und
RP-18-Kieselgel wurden verschiedene polare Laufmittelgemische getestet: Fiir Unter-
suchungen an Kieselgel wurden die Laufmittelgemische CHCls/MeOH/20 % NH; 2:2:1 und
BuOH/HOACc/H,0 4:1:5 eingesetzt bzw. an RP-18-Kieselgel MeOH/H,O 2:1. Das Diinn-
schichtchromatogramm der Rohextrakte nach XAD-2-Extraktion zeigte unabhingig von
Nédhrmedium und Co-Kultivierung fast keine, mit Anfirbereagenzien nachweisbare Sekundir-
stoffproduktion, wihrend die Rohextrakte nach Ethylacetat-Extraktion fiir die Kultivierung im
SM-Medium mit Anisaldeyhd schwarz, violett, braun oder lila anfiarbende Zonen aufwies.
Dagegen prisentierte das Diinnschichtchromatogramm der aus dem Mycel erhaltenen Roh-
extrakte fiir die Kultivierung im SM-Medium eine Vielzahl mit Anisaldehyd anfdrbbarer
Zonen, wohingegen die Kultivierung im M1-Medium auch hier eine geringere Anzahl anfirb-
barer Zonen aufwies. Auch bei dieser Kultivierung ergab die diinnschichtchromatographische
Analyse analog zu den Vorarbeiten keine Hinweise auf die Produktion eines Glykopeptids.
Allerdings konnten im Polaritidtsbereich von Vancomycin (1) eine Reihe von sehr polaren mit
Anisaldeyhd rosa und griin anfirbenden Zonen detektiert werden, welche als Néhrmedien-
bestandteile im Vergleich mit einer Nahrmedienkontrolle identifiziert wurden. Da eine mog-
liche Uberlagerung von Sekundirmetaboliten und Substanzen aus dem Nihrmedium nicht
ausgeschlossen werden konnte, wurden zunichst alle Rohextrakte mittels HPLC-ESI-MS
analysiert (HPLC D, Sidule A: Grom Superspher 100 RP-18, Programm B: MeOH/H,O0,
jeweils mit 0.05 % Ameisensdure, Gradient, s. Abschnitt B 1.2 ). Allerdings konnte in
keinem der Rohextrakte eine halogenierte Substanz aufgrund ihres charakteristischen
Isotopenmusters nachgewiesen werden. Zur Untersuchung des Metabolitenspektrums auf
mogliche iiberlagerte Substanzen, wurde das Mycelrohextrakt aus der Kultivierung gemif3
Variante A durch Gelchromatographie an Sephadex LH-20 (Methanol) fraktioniert und die
einzelnen Fraktionen diinnschichtchromatographisch an Kieselgel (CHCl3/MeOH/20 % NH3
2:2:1) untersucht. Hierbei wurde eine mit Anisaldehyd pink anfirbbare Substanz (s.
Abbildung 87, Fraktion 8) detektiert, die sowohl in ihrer Polaritit als auch im Anfirbe-
verhalten Vancomycin (1) gleicht (s. Abbildung 87, Vancomycin (1) als Standard ganz rechts
aufgetragen). Aullerdem konnte diese Verbindung in der Nidhrmediumkontrolle nicht nach-

gewiesen werden.
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Abbildung 87. Diinnschichtchromatographische Analyse an Kieselgel (CHCl;/MeOH/20 % NHj; 2:2:1) nach
Gelchromatographie an Sephadex LH-20 (Methanol). Mit Pfeilen gekennzeichnet sind die mit Anisaldeyhd pink

und braun anfidrbbaren Metaboliten aus Pol001 sowie der Standard Vancomycin (1).

Da es sich bei diesem mit Anisaldehyd pink anfarbbaren Metaboliten moglicherweise um das
gesuchte Glykopeptid (24) handeln konnte, wurde Fraktion 8 weiter bearbeitet. Hierbei erwies
sich eine chromatographische Reinigung an RP-18-Kieselgel als nicht geeignet, wie Vor-
versuche in verschiedenen Laufmittelgemischen mit Aceton/Wasser und Methanol/Wasser
zeigten. Durch Sidulenchromatographie an Kieselgel (Aceton/H,O 9:1) konnte zwar auch
keine vollstindige Reinigung der Substanz erreicht werden, aber bei einer HPLC-ESI-MS-
Analyse der erhaltenen Fraktionen konnte in der zweiten Fraktion bei Retentionszeiten von
R, =2.20 min Vancomycin (1) und bei 4.75 min eine unpolarere Verbindung mit Massen-
addukten bei m/z = 1448 [M+H]" fiir Vancomycin (1) bzw. 1460 [M+H]" fiir die unpolarere
Substanz im positiven Modus detektiert werden (HPLC D, Siule A: Grom Superspher 100
RP-18, Programm B: MeOH/H,O0, jeweils mit 0.05 % Ameisensdure, Gradient, s. Abschnitt B
1.2 ). Beide Massenaddukte wiesen ein typisches Isotopenmuster fiir eine zweifach chlor-
substituierte Verbindung auf, allerdings wies diese in beiden Fillen nicht die erwartete
Isotopenverteilung auf, was vermutlich auf leichte Verunreinigungen zuriickgefiihrt werden
konnte (s. Abbildung 88).165 Im negativen Modus konnten fiir Vancomycin (1) und die
ebenfalls zweifach chlorierte Verbindung Massenpeaks bei m/z = 1446 [M-H] bzw. bei
m/z = 1458 [M-H] beobachtet werden.
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Abbildung 88. HPLC-ESI-MS-Analysen der weiter gereinigten Fraktion 8 aus Stamm Pol001 und Vancomycin
(1) als Vergleich. A: HPLC-ESI-MS-Chromatogramme: a) Massenchromatogramm, b) UV-Chromatogramm bei
280 nm, c¢) Massenchromatogramm mit spezieller Suche von m/z = 1448 fiir Vancomycin aus Stamm Pol001 bei
R,=2.20 min und dem Standard 1 und von m/z = 1460 bei R,=4.75 min fiir die weitere chlorsubstituierte
Verbindung aus PolOO1. B: Massenspektren der chlorsubstituierten Verbindungen aus Stamm Pol0O01 und

Vancomycin (1).
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Des Weiteren zeigte die HPLC-ESI-MS-Analyse fiir beide Substanzen ein zusétzliches Frag-
mentierungsmuster auf. Beispielsweise ist der Massenverlust von 143 Da oder 305 Da auf die
Abspaltung des Aminozuckers Vancosamin bzw. auch der Glucose zuriickzufiihren, die ent-
sprechenden Massenionen der Produkte sind bei m/z = 1305 [M+H]" und 1143 [M+H]" zu
beobachten. Weitere charakteristische Bruchstiicke sind die Massenionen bei m/z = 967
[M+H]" und 725 [M+H]", deren Isotopenmuster nur noch die Anwesenheit eines Chloratoms
in dem jeweiligen Fragment widerspiegelte. Der Einsatz von Vancomycinhydrochlorid als
Standard ermoglichte im Rahmen der HPLC-ESI-MS-Analyse einen Vergleich der Reten-
tionszeiten und des Fragmentierungsmuster und damit die Verifizierung von Vancomycin (1)
in der nach Sédulenchromatographie an Kieselgel erhaltenen zweiten Fraktion.

Ein &dhnliches Fragmentierungsmuster kann auch fiir das Massenaddukt bei m/z = 1460
[M+H]" beobachtet werden. Es sind Massenionen der Produkte bei m/z = 1317 [M+H]" und
bei m/z =1155 [M+H]" vorhanden, deren Massendifferenz dem Aminozucker Vancosamin
mit m/z = 143 entsprechen konnte bzw. auf eine zusitzliche Abspaltung des Glucosezuckers
mit m/z = 305 zuriickgefiihrt werden konnte. Au3erdem entspricht das zum Massenaddukt bei
miz = 1460 [M+H]" gehorende UV-Spektrum mit einem Maximum bei 280 nm den Glyko-
peptiden. Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass es sich bei der unpolareren Verbindung
um ein Glykopeptid des Vancomycin-Typs handeln konnte. Ob es sich hierbei jedoch um das
gesuchte Glykopeptid (24) handelt, ist aufgrund des Polarititsunterschieds zum mit Anis-
aldeyhd pink anfiarbenden Metaboliten an Kieselgel vermutlich auszuschlieen.

Die in der zweiten Fraktion auch enthaltenen, mit Anisaldeyhd braun anfdarbenden Verbin-
dungen konnten mittels HPLC-ESI-MS-Analyse den bereits im Rahmen der Dissertation von

M. Scheuermayer™ identifizierten Tetromycinen zugeordnet werden (s. Abbildung 87).

Zur weiteren massenspektrometrischen Analyse des zweiten moglichen Glykopeptids mit
einer Masse bei m/z = 1460 [M+H]" wurden MS-MS-Experimente in Kooperation mit Dr.
D. Wunderlich und Dr. J. Fuchser durchgefiihrt.'®® Eine Hochauflosung des Massenpeaks bei
miz =732 [M+2H]2Jr ergab einen Summenformelvorschlag mit Cg;H77CIbNgOy4, der auf
N-Methylvancomycin (151) oder Vancomycin-Methylester (152) deuten konnte, jedoch
beruht diese Summenformel auf einem Massenion bei m/z = 1462 [M+H]*, das sich mit
m/z =2 vom Massenion bei m/z=1459 unterscheidet und einer zusitzlichen Reduktion

bedarf, um der vorgeschlagenen Summenformel zu geniigen (s. Abbildung 89).
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Abbildung 89. Strukturen von N-Methylvancomycin (151) und Vancomycinmethylester (152).

Eine im negativen Modus detektierte Massendifferenz mit m/z = 44 resultiert in einem Mas-
senaddukt bei m/z=1414 [M-H], welches der Abspaltung von Diethylamin entsprechen
konnte und den Strukturvorschlag von N-Methylvancomycin (148) unterstiitzen wiirde.'® Im
Rahmen weiterer HPLC-ESI-MS-Untersuchungen konnten auch im Standard von Vanco-
mycin (1) diese Masse von 1459 g/mol sowohl im positiven als auch negativen Modus bei
einer Retentionszeit von 5.30 min gefunden werden. Bis auf eine Retentionszeitdifferenz von
~0.5 min stimmen die beobachtete Isotopenverteilung und Fragmentierung mit der zuvor aus
dem Mycelrohextrakt isolierten Verbindung iiberein. Diese Beobachtungen bestétigen die bis-
herige Annahme, dass der Stamm Pol0O0O1 neben Vancomycin (1) ein weiteres Glykopeptid
des Vancomycin-Typs produziert, bei dem es sich aber nicht um das aus dem Biosynthese-
gencluster abgeleiteten Glykopeptid (24) handelt.

Um die Produktion des mit Anisaldehyd pink anfdrbbaren, sehr polaren Metaboliten auf
dessen Reproduzierbarkeit im Mycelextrakt zu iiberpriifen, erfolgte eine weitere Kultivierung
im 1L Schiittelkolben mit Schikane bei 28 °C und 180 U/min im SM-Medium. Nach
96 Stunden wurde geerntet und wie unter Variante Il beschrieben aufgearbeitet, wobei die
Extraktion des Kulturfiltrats mit XAD-2 und die Extraktion des Mycels mit Methanol im
Ultraschallbad erfolgten. Erst nach Fraktionierung eines Anteils des Mycelrohextraktes durch
Gelchromatographie an Sephadex LH-20 (Methanol) konnte die Reproduzierbarkeit des pink
anfiarbbaren Metaboliten diinnschichtchromatographisch an Kieselgel (CHCIl;/MeOH/
20 % NHj3 2:2:1) bestitigt werden. Zur weiteren Reinigung der pink anfidrbbaren Verbindung
wurde die entsprechende Fraktion an Kieselgel (Aceton/H,O 8:1) chromatographiert und die

erhaltenen Fraktionen mittels HPLC-ESI-MS untersucht. Es konnte jedoch in keiner Fraktion
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eine chlorsubstituierte Substanz mit entsprechendem Isotopenmuster nachgewiesen werden.
Fiir Hinweise auf die Naturstoffklasse der pink anfdarbenden Verbindung folgte eine Unter-
suchung der Substanz mittels '"H-NMR-Spektroskopie in deuteriertem DMSO-ds. Dem erhal-
tenen Spektrum konnten Resonanzsignale im Tief- und Hochfeld entnommen werden, eine
genaue Klassifizierung war jedoch nicht moglich, da hierfiir die Untersuchung einer gro3eren
Substanzmenge notig wire. Auch ein Vergleich mit den 'H-NMR-Signalen von Vancomycin
(1) zeigte keine direkte Ubereinstimmung.

Die Fraktionierung der Mycelrohextrakte aus den Kultivierungen mit S. aureus an Sephadex
LH-20 (Methanol) und diinnschichtchromatographische Analyse der erhaltenen Fraktionen an
Kieselgel (CHCI3/MeOH/20 % NHj3 2:2:1) zeigte keine Produktionssteigerung hinsichtlich
des mit Anisaldeyhd pink anfiarbbaren Metaboliten. Auch konnte mittels HPLC-ESI-MS
keine chlorsubstituierten Substanzen detektiert werden.

Des Weiteren wurden alle bisher erhaltenen Rohextrakte und den pink anfdarbbaren Meta-
boliten enthaltenen Fraktionen sowie die Fraktion aus der NMR-Probe auf eine mogliche
wachstumshemmende Wirkung gegeniiber S. aureus getestet. Hierbei zeigte keiner der Roh-
extrakte eine antibiotische Wirkung, wéhrend alle Fraktionen, die die mit Anisaldeyhd braun
anfiarbenden Spirotetronate, die Tetromycine enthielten, wie erwartet eine wachstumshem-
mende Wirkung aufwiesen. Dieses Ergebnis bestitigte die Identifizierung der Tetromycine
mittels HPLC-ESI-MS, zeigte aber auch, dass eine Verifizierung des gesuchten Glykopeptids
(24) iiber seine mogliche biologische Aktivitdt in Gegenwart der Tetromycine nicht erreicht
werden konnte. Damit bestand neben einer Produktionssteigerung des pink anférbbaren
Substanz die Notwendigkeit, eine bessere Isolierungsstrategie zu etablieren, um die Tetro-

mycine getrennt von dem pink anfiarbbaren Metaboliten zu erhalten.

Variante C

Fiir erste Experimente zur Produktionssteigerung des aus dem Biosynthesegencluster abge-
leiteten Glykopeptids (24) wurde die Kultivierung des Stamms PolOO1 als Ruhekultur in
P-Kolben durchgefiihrt. In der Literatur'®” wird zur Produktionssteigerung von Vancomycin
(1) ein Dextrin-Medium bei einer Kultivierungstemperatur von 30 °C verwendet. Da es sich
beim gesuchten Glykopeptid (24) um ein Glykopeptid des Vancomycin-Typs handelt, wurde
der Einfluss dieses Dextrin-Mediums ebenfalls bei erhohter Kultivierungstemperatur auf die
Produktion von 24 untersucht. Als Medium fiir die Vorkulturen wurde Glucose als Kohlen-
stoffquelle und Bactopepton, Hefe-, und Malzextrakt als Stickstoffquelle, fiir die Haupt-
kulturen wurde als Kohlenstoffquelle Dextrin und als Stickstoffquelle Sojamehl und Bacto-

pepton eingesetzt. Die P-Kolben wurden mit 72 h alten Vorkulturen inokuliert, welche bei
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30 °C und 225 U/min kultiviert worden waren, und fiir vier Wochen bei 30 °C als Ruhe-
kulturen inkubiert. Am Erntetag waren anstatt einer vollstandigen Sporenschicht nur einzelne
Kolonien in den Fermentationsansitzen zu erkennen. Es folgte die Aufarbeitung der Kulturen
gemill Variante IIl. Nachdem eine Extraktion mit XAD-2 beziiglich des dabei erhaltenen
Metabolitenspektrums keine Hinweise auf den pink anfirbbaren Metaboliten ergeben hatte,
wurde das Kulturfiltrat mit Ethylacetat extrahiert. Die Zellmasse wurde mit Methanol/Wasser
9:1 im Ultraschallbad fiir insgesamt 30 min aufgeschlossen.

Die diinnschichtchromatographische Analyse der erhaltenen Rohextrakte an Kieselgel er-
folgte mit dem noch polareren Laufmittelgemisch CHCls/MeOH/20 % NH; 1:2:1, das die
Detektion des pink anfirbbaren Metaboliten bereits im Rohextrakt erlauben sollte. Da aber
die Produktion dieses Metaboliten mittels Diinnschichtchromatographie nicht beobachtet
werden konnte, wurde als mogliche Fehlerquelle eine zu geringe Luftzufuhr wihrend der
Fermentation in Betracht gezogen. Eine wiederholte Kultivierung in Schiittelkolben mit
Schikane sollte Aufschliisse hieriiber geben.

AuBerdem war die Stammbhaltung von Pol001 am Anfang der eigenen Arbeiten von M1- auf
SM-Agarplatten umgestellt worden, da dabei ein besseres Wachstum erzielt werden konnte.
Allerdings konnte ein Einfluss der Sekundirstoffproduktion durch eine verénderte Stamm-
haltung des Streptomyces PolO01 ebenfalls nicht ausgeschlossen werden, so dass fiir die
folgende Fermentation frisch bewachsene Agarplatten aus dem Arbeitskreis U. Hentschel
verwendet wurden und im weiteren Verlauf, die Stammhaltung nur noch auf M1-Agarplatten

erfolgte.

Variante D

Die Kultivierung wurde in 1 L Schiittelkolben mit Schikane bei 30 °C und 200 U/min mit
Dextrin-Medium fiir 120 h durchgefiihrt, um eine ausreichende Luftzufuhr fiir eine Sekundaér-
stoffproduktion zu gewdhrleisten. Die Aufarbeitung erfolgte analog zur Variante III.
Allerdings zeigte die diinnschichtchromatographische Analyse der Rohextrakte an Kieselgel
(CHCl13/MeOH/20 % NH3 1:2:1) wieder keine Produktion des mit Anisaldeyhd pink anférb-
baren Metaboliten. Um eine eventuelle Uberlagerung des Sekundirstoffs mit Substanzen aus
dem Nihrmedium auszuschlieBen, wurde ein Teil des Mycelrohextraktes an Sephadex LH-20
(Methanol/Wasser 2:1) fraktioniert. Aufgrund der besseren Loslichkeit des Rohextraktes in
Methanol/Wasser 2:1 wurde dieses auch als Losungsmittel fiir die Gelchromatographie einge-
setzt. Jedoch bestitigte die Fraktionierung an Sephadex LH-20, dass der Stamm PolOO1 den
pink anfidrbbaren Metaboliten nicht produziert hatte. Aus diesem Grund wurde die folgende

Kultivierung wieder im SM-Medium bei 28 °C und 180 U/min durchgefiihrt.
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Variante E

Die Fermentation erfolgte unter den bewihrten Kultivierungsbedingungen der Variante A in
1 L Schiittelkolben mit Schikane bei 28 °C und 180 U/min mit SM -Medium fiir 96 h. Beim
SM"-Medium wird neben Mannit als Kohlenstoff- und Sojamehl als Stickstoffquelle, Fleisch-
extrakt als zusitzliche Stickstoffquelle verwendet. Diese Variation wurde aus Kultivierungs-
arbeiten zum Peptidlacton Hormaomycin entnommen, welches auch durch eine nicht-ribo-
somale Peptidsynthase (NRPS) produziert wird.'®®

Die Aufarbeitung erfolgte analog zur Variante I1I.

Die diinnschichtchromatographische Analyse der erhaltenen Rohextrakte an Kieselgel
(CHCl13/MeOH/20 % NH3 1:2:1) zeigte im Metabolitenspektrum von Pol00O1 den pink anférb-
baren Metaboliten im Mycelrohextrakt, welches anschlieend durch Gelchromatographie an
Sephadex LH-20 (Methanol/Wasser 2:1) fraktioniert wurde. Im Folgenden stand die
Optimierung der Isolierungsmethode im Vordergrund, um eine moglichst vollstindige Ab-
trennung der Tetromycine vom pink anfdarbbaren Metaboliten zu erreichen. Eine Chromato-
graphie an Nano Sil® Diol-Kieselgel-Aluplatten mit Methanol/Wasser 7:3 und 9:1 erwies sich
als ungeeignet. Dieses Material liegt im Polarititsbereich zwischen Kieselgel und RP-18-
Kieselgel. Im weiteren Verlauf wurde zunidchst an Sephadex G-25 (Methanol/Wasser 1:1)
fraktioniert. Dieses Material wird fiir eine Groentrennung von Molekiilmassen ab 1000 Da
MW verwendet, wihrend Sephadex LH-20 nur einen Bereich zwischen 100—-1000 Da MW
abdeckt. Da Glykopeptide eine Molmasse >1000 g/mol aufweisen und die Tetromycine Mol-
massen von ~900 g/mol besitzen, sollte Sephadex G-25 fiir eine Trennung geeignet sein.
Nachdem auch bei dieser Methode keine vollstindige Abtrennung der Tetromycine erzielt
werden konnte, folgte eine Reinigung an Kieselgel (CHCl3/MeOH/20 % NHj3 1:2:1), welche
abschliefend eine vollstindige Abtrennung der Tetromycine gewihrleistete. Die so erhaltene,
noch leicht verunreinigte pink anfirbbare Verbindung zeigte im durchgefiihrten 'H-NMR-Ex-
periment (DMSO-ds) Resonanzen im Tief- und Hochfeldbereich, aber keine Signaliiberein-
stimmung zu der nach Sdulenchromatographie an Kieselgel (Aceton/H,O 8:1) erhaltenen
Substanz (s. Variante A). Eine optimierte HPLC-ESI-MS-Analyse zeigte wiederholt kein
Isotopenmuster einer chlorsubstituierten Verbindung (HPLC D, Sidule C: Phenomenex
Synergi Hydro RP, Programm C: MeOH/H,O0, jeweils mit 0.05 % Ameisensdure, Gradient, s.
Abschnitt B 1.2 ).

Variante F
Zur Produktionssteigerung durch Variation der Kultivierungsbedingungen wurde auch eine

Festphasenkultivierung auf SM -Agarplatten durchgefiihrt, welche mit je 500 pL einer gut
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gewachsenen Vorkultur beimpft wurden und bei 28 °C fiir 6 d bis zur Ausbildung einer voll-
standigen Sporenschicht inkubiert wurden.

Die Aufarbeitung (Variante 1V) erfolgte mit Methanol/Wasser 9:1 als Extraktionslosungs-
mittel, um eine vollstindige Extraktion aller polaren Substanzen zu gewihrleisten. Fiir die
weitere Aufarbeitung wurde das Mycelrohextrakt in Wasser aufgenommen und mittels einer
Mitteldruckpumpe auf eine mit dem Adsorberharz MCI-Gel®-gefiillte Siule aufgebracht.
Nach Waschen mit demin. Wasser wurde anschlieBend mit Methanol/Wasser 1:2,
Methanol/Wasser 1:1, Methanol/Wasser 2:1 und Methanol geméll der optimierten Vorschrift
(Variante VI) eluiert. Die diinnschichtchromatographische Analyse an Kieselgel
(CHCl13/MeOH/20 % NH3 1:2:1) zeigte das Vorliegen des pink anfdrbbaren Metaboliten in

der wiassrigen Waschphase.

Variante H

Bisherige Fermentationsstudien zeigten, dass die Produktion des pink anfirbbaren Meta-
boliten in 1 L Schiittelkolben mit Schikane bei 28 °C und 180 U/min mit SM- bzw. SM -
Medium zwar reproduzierbar war, aber zu keiner ersichtlichen Produktionssteigerung fiihrte.
Auch eine Fermentation unter Zusatz des Bakteriums S. aureus tibte keinen Einfluss auf das
Metabolitenspektrum von PolOO1 aus. Die Analyse des Glykopeptid-Biosynthesegenclusters
aus Pol001 im Rahmen der Dissertation von M. Scheuermayer™ hatte gezeigt, dass fiir die
Biosynthese der nichtproteinogenen Aminosduren L-4-Hydroxyphenylglycin (L-Hpg) und
L-3,5-Dihydroxyphenylglycin (L-Dpg) jeweils ein Gen fiir die Bildung der Vorstufen fehlt.”
Mit Hilfe von HPLC-ESI-MS-Analysen konnte die Produktion von Glykopeptiden im Pol001
anhand von chlorsubstituierten Isotopenmustern experimentell belegt werden (s. Fermen-
tationsansatz Variante A). Damit kann Streptomyces Pol001 Glykopeptide generell in sehr
geringen Mengen produzieren, so dass die Bildung des neuen Glykopeptids (24) trotz
fehlender Gene nicht auszuschlieBen ist. Allerdings ist die Annahme, dass sich das Fehlen der
Gene auf die Produktionsgeschwindigkeit und damit auf die Produktmenge auswirken konnte,
aufgrund der bisherigen Ergebnisse bestitigt worden. Im Folgenden wurden zur Produktions-
steigerung hinsichtlich des gesuchten Glykopeptids (24) Kultivierungen mit Zufiitterung von
potentiellen Vorldufern und anderen Zusitzen durchgefiihrt.

Die Kultivierung von vier verschiedenen Fermentationsansétzen erfolgte parallel unter den
oben genannten Kultivierungsbedingungen mit SM -Medium. AuBerdem wurde direkt nach
der Inokulierung der Hauptkulturen zu jedem Schiittelkolben eine wéssrige Vitaminldsung ge-
geben (1 mL/L), da das Vitamin B;, (Cyanocobalamin) eine wichtige Schliisselfunktion bei

vielen Stoffwechselprozessen einnimmt. Zwar sind Mikroorganismen im Gegensatz zu
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Mensch und Tier in der Lage, dieses Cobalt-haltige Coenzym vollstindig aufzubauen'®, es

sollte aber die Zugabe in Kombination mit zugefiitterten Vorldufersubstanzen eine Produk-
tionssteigerung positiv beeinflussen. Die im Folgenden beschriebenen potentiellen Vorldufer-
substanzen und anderen Zusidtze wurden portionsweise nach der 24. und 32. Stunde zum
jeweiligen Ansatz zugegeben.

Die aromatischen Aminosduren L-Tyrosin und L-Phenylalanin sind in den beschriebenen Bio-
synthesewegen der nichtproteinogenen Aminosiduren L-Hpg und L-Dpg (s. Abbildung 83)
potentielle Vorlaufer. In Gegenwart von L-Tyrosin findet die durch das Enzym HpgT kataly-
sierte Transaminierung statt, aus der die Aminosduren L-Hpg und L-Dpg hervorgehen. Hierbei
werden bei beiden Biosynthesewegen stochiometrische Mengen an L-Tyrosin verbraucht,
wihrend bei der Bildung der Vorstufe L-Hpg nur katalytische Mengen an Prephenat einge-
setzt werden, welches u.a. aus L-Phenylalanin aufgebaut werden kann. Aus diesem Grund
wurden zur Produktionssteigerung zu den Fermentationsansitzen Variante H-A und Variante
H-B 1-Tyrosin als Suspension in DMSO bzw. L-Tyrosin in DMSO und L-Phenylalanin hinzu-
gefiigt, wobei der Zusatz DMSO die Aufnahme der Vorldufer in die Zellen verbessern
sollte.'™ Zusiitzlich wurde das Adsorberharz XAD-2 zur Variante H-B nach der 24. Stunde
zugegeben. Hierbei sollte die Zugabe von XAD-2 zur Kulturbriihe nach dem ,,Prinzip von Le
Chatelier* wirken. Das gebildete Glykopeptid (24) bindet an das Adsorberharz XAD-2 und
wird so aus dem Reaktionsgleichgewicht der Kulturbrithe entfernt. Das System sollte ent-
sprechend mit Nachproduktion reagieren, das Ergebnis wiirde einer Produktionssteigerung
gleichen. Weiterhin wurde der Einfluss der Fiitterung von Natriumacetat und Glycerin in
Kombination mit XAD-2 und Glycerin in Kombination mit DMSO in den Varianten H-C und
H-D untersucht.

Fiir die Aufarbeitung der entsprechenden Kulturen wurde das Mycel zur Extraktion mit
Methanol/Wasser 9:1 behandelt und das erhaltene Mycelrohextrakt in Wasser aufgenommen.
Die wissrige Extraktlosung wurde mittels einer Mitteldruckpumpe auf eine mit dem
Adsorberharz MCI-Gel®-gefiillte Siule aufgebracht. Hierbei sollte untersucht werden, ob der
Einsatz dieser Aufarbeitungsmethode eine Abtrennung der unpolareren Tetromycine ermog-
licht. Nach Waschen mit demin. Wasser wurde zunichst mit dem Rohextrakt der Variante
H-A die Reinigung durch MCI-Gel optimiert. Hierzu wurde zuerst mit Methanol/Wasser 2:8,
Methanol/Wasser 4:6, Methanol/Wasser 5:5, Methanol/Wasser 6:4, Methanol/Wasser 8:2 und
Methanol eluiert (Variante V). Mit Hilfe einer diinnschichtchromatographischen Analyse der
einzelnen Fraktionen an Kieselgel (CHCI3/MeOH/20 % NH3 1:2:1) konnte eine Produktion

des pink anfdarbbaren Metaboliten nicht bestitigt werden. Zur Verifizierung dieser Aufarbei-
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tungsmethode wurde diese mit Mycelrohextrakt aus der vorherigen Fermentation geméaf
Variante A durchgefiihrt, bei der eine Produktion mittels Diinnschichtchromatographie iiber-
priift worden war. Hierbei wurde der pink anfiarbbare Metabolit in der Waschphase, dem
sogenannten Vorlauf, detektiert. Aus diesem Grund wurden bei den folgenden Aufarbei-
tungen am MCI-Gel nach dem Waschen mit Wasser folgende Losungsmittelgemische zur
Elution eingesetzt: Methanol/Wasser 1:2, Methanol/Wasser 1:1, Methanol/Wasser 2:1 und
Methanol (Variante VI).

Die diinnschichtchromatographische Analyse an Kieselgel (CHCI;/MeOH/20 % NH; 1:2:1)
der aus Variante H-A bis H-D erhaltenen Fraktionen zeigte keine Produktion des pink anfirb-
baren Metaboliten. Ebenso konnte in der HPLC-ESI-MS kein chlorsubstituierter Naturstoff
nachgewiesen werden. Mit Hilfe der Analysemethoden konnte gezeigt werden, dass die
Tetromycine an MCI-Gel adsorbiert werden und erst mit dem Losungsmittelgemisch
Methanol/Wasser 2:1 bzw. reinem Methanol eluiert werden. Somit konnte eine Aufarbei-
tungsmethode etabliert werden, die eine Abtrennung des pink anfdrbbaren Metaboliten von

den Tetromycinen ermoglichte.

Variante 1

Da bei der Kultivierung mit Zufiitterung der Vorldufersubstanzen (aromatische Aminosiuren,
Natriumacetat und Glycerin) keine Produktionssteigerung des pink anfirbbaren Metaboliten
beobachtet wurde, erfolgte eine weitere Fermentation des Stammes PolOO1 unter Zugabe der
nichtproteinogenen Aminosiure L-4-Hydroxyphenylglycin (L-Hpg), einer Kombination von
L-Hpg und Malonsédure sowie D-Hpg und Malonsdure. Die nichtproteinogene Aminosiure
L-3,5-Dihydroxyphenylglycin (L-Dpg) wird aus vier Molekiilen Malonyl-CoA aufgebaut (s.
Abbildung 84), so dass als direkter Vorldufer fiir diese Vorstufe Malonsdure zugefiittert
wurde. Es sollte untersucht werden, ob die direkte Zufiitterung von L-Hpg alleine oder nur in
Kombination mit Malonsdure zur Produktionssteigerung fithrt. Weiterhin sollte untersucht
werden, ob die Fiitterung von L-Hpg oder D-Hpg einen spezifischen Einfluss auf die Produk-
tion austibt. Es liegen alle Hpg-Reste im Glykopeptid D-konfiguriert vor, so dass L-Hpg durch
in-situ-Epimerisierung am NRPS-Enzymkomplex umgewandelt werden muss, wihrend die
Epimerisierung im Fall von zugefiittertem D-Hpg nicht erfolgen muss.

Die Kultivierung der drei verschiedenen Fermentationsansitze erfolgte parallel unter den
oben genannten Kultivierungsbedingungen bei 28 °C und 180 U/min mit SM -Medium. Die
potentiellen Vorldufersubstanzen wurden portionsweise nach der 24. und 32. Stunde zum je-

weiligen Ansatz zugegeben. Die Zugabe der Vitaminlosung erfolgte diesmal erst nach der 24.
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Stunde. Als Kontrolle wurde der Stamm Pol0O01 ebenfalls im 1 L-Ma@3stab ohne Zufiitterung
kultiviert.

Die Aufarbeitung der einzelnen Fermentationen wurde geméill der optimierten Variante VI
durchgefiihrt. Die diinnschichtchromatographische Analyse der gewonnenen Mycelroh-
extrakte an Kieselgel (CHCI3/MeOH/20 % NH; 1:2:1) wies eine Produktionssteigerung des
pink anfidrbbaren Metaboliten bei der Kultivierung mit Zufiitterung von L-Hpg und Malon-
saure (Variante I-B) sowie von D-Hpg und Malonsaure (Variante I-C) auf, wobei anhand der
beobachteten Intensititen, die letztere Kombination fiir eine grofere Produktmenge sprach.
Sowohl der Ansatz mit alleiniger Zufiitterung von L-Hpg (Variante I-A) als auch die Negativ-
kontrolle ohne Zufiitterung zeigten nur eine sehr geringe Produktion des pink anfirbbaren
Metaboliten. Diinnschichtchromatographie der nach MCI-Gel-Trennung erhaltenen Frak-
tionen von Variante I-A und I-B zeigten deutlich den pink anfarbbaren Metaboliten im Vor-
lauf. Die Lyophilisatextrakte aus dem Kulturfiltrat wiesen keine pink anfidrbbare Substanz
auf. Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit und Bereitstellung von Substanzmenge wurde
die Kultivierung mit Zufiitterung von D-Hpg und Malonsdure in Schiittelkolben wiederholt.
Parallel wurde die Kultivierung im Fermenter (Ansatz 3 L, s. Variante J) durchgefiihrt.
AuBerdem erfolgte eine weitere sdulenchromatographische Reinigung der Vorlauf-Fraktion
an Sephadex LH-20 (Methanol/Wasser 2:1), gefolgt von einer Mitteldrucksidulenchromato-
graphie an reversed-phase Kieselgel (Lobar® GroBe B oder C, MeOH/H,O 1:9) und einer ab-
schlieenden Saulenchromatographie an Kieselgel (CHCl3/MeOH/20 % NH; 1:2:1), die den
pink anfidrbbaren Metaboliten als farblosen Feststoff (17.2 mg/L) lieferte.

Variante J

Fiir die Produktion des pink anfirbbaren Metaboliten im 3 L Mafstab wurde der Stamm
Pol001 im Fermenter unter Zufiitterung kultiviert. Die Fermentation erfolgte bei 28 °C,
400 U/min und einer Beliiftung von 1 vvm im SM -Medium fiir 96 h. Dabei wurde der pH-
Verlauf durch eine pH-Sperre (pH = 6.5+1.5) reguliert und der Verbrauch an O, kontrolliert.
Fiir die Zufiitterung wurden die Vorldufer D-Hpg (5 mM) und Malonsédure (5 mM) mittels
einer Schlauchpumpe iiber einen Zeitraum von 10 h kontinuierlich zugegeben. Nach der 24.
Stunde wurde der Kulturbrithe auch die wissrige Vitaminlosung (1 mL/L) hinzugefiigt. Die
Aufarbeitung erfolgte gemill Variante VI. Die diinnschichtchromatographische Analyse der
gewonnenen Mycelrohextrakte an Kieselgel (CHCl3/MeOH/20 % NH3 1:2:1) zeigte im Ver-
gleich zur Kultivierung in Schiittelkolben eine geringere Produktionssteigerung. Aufgrund
eines groBen Fettanteils am Mycelrohextrakt wurde auf eine weitere Aufarbeitung zunichst

verzichtet.
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Variante K

Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit und Bereitstellung von Substanzmenge des pink
anfarbbaren Metaboliten wurde die Kultivierung mit Zufiitterung von D-Hpg und Malonséure
in Schiittelkolben wiederholt. Die Zufiitterung erfolgte wie unter Variante I bereits beschrie-
ben. Die Aufarbeitung wurde analog zur Variante VI durchgefiihrt, wobei das Kulturfiltrat
verworfen wurde.

Die diinnschichtchromatographische Analyse des gewonnenen Mycelrohextraktes an Kiesel-
gel (CHCI13/MeOH/20 % NH3; 1:2:1) ergab eine reproduzierbare Produktionssteigerung beziig-
lich des pink anfarbbaren Metaboliten. Die anschlieBende HPLC-ESI-MS-Analyse (HPLC D,
Sédule C: Phenomenex Synergi Hydro RP, Programm C: MeOH/H,0, jeweils mit 0.05 %
Ameisensiure, Gradient, s. Abschnitt B 1.2 ) des nach MCI-Gel-Trennung erhaltenen
Vorlaufs zeigte bei der Retentionszeit von R; = 5.70 min deutlich Vancomycin (1) mit einem
Massenion bei m/z = 1448 [M+H]*. Ein Vergleich der Retentionszeiten und der Frag-
mentierungsmuster mit dem Standard verifizierte eindeutig die Substanz als Vancomycin (1)
(s. Abbildung 90).

Eine polarere Substanz mit ebenfalls charakteristischem Isotopenmuster konnte nicht detek-
tiert werden. Bei den polareren Verbindungen im Chromatogramm handelte es sich um Nihr-
medienbestandteile. Eine Ubereinstimmung zwischen Vancomycin (1) und dem pink anfirb-
baren Metaboliten kann aufgrund der Ri-Werte an Kieselgel ausgeschlossen werden. Die
Isolierung des pink anfiarbbaren Metaboliten erfolgte wie unter Variante I beschrieben.
Zusitzlich wurden die nach MCI-Gel-Chromatographie erhaltenen Fraktionen und die
isolierte pink anfirbende Verbindung auf eine wachstumshemmende Wirkung gegeniiber
S. aureus und B. subtilis in Konzentrationen von 5.0 mg/mL und 10 mg/mL getestet. Hierbei

konnte keine antibiotische Aktivitidt beobachtet werden.
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Abbildung 90. HPLC-ESI-MS-Analysen des nach MCI-Gel-Trennung erhaltenen Vorlaufs und Vancomycin (1)
als Vergleich. A: HPLC-ESI-MS-Chromatogramme: a) Massenchromatogramm, b) UV-Chromatogramm bei
280 nm, c) Massenchromatogramm mit spezieller Suche von m/z = 1448 fiir Vancomycin aus Stamm Pol001 bei
R;=5.70 min und dem Standard 1. B: Massenspektren der chlorsubstituierten Verbindung aus Stamm Pol001

und Vancomycin (1).

Variante L

Um den Einfluss von Malonsdure auf die Produktion des pink anfarbbaren Metaboliten zu
priifen, wurde Pol0O1 unter alleiniger Zufiitterung von Malonsédure gemill Variante I kulti-
viert. Die Aufarbeitung wurde analog zur Variante VI durchgefiihrt.

Die diinnschichtchromatographische Analyse des gewonnenen Mycelrohextraktes an Kiesel-
gel (CHCl3/MeOH/20 % NHs 1:2:1) zeigte eindeutig eine reproduzierbare Produktions-
steigerung beziiglich des pink anfiarbbaren Metaboliten (s. Abbildung 91). Allerdings konnte
bei der anschlieBenden HPLC-ESI-MS-Analyse des nach MCI-Gel-Trennung erhaltenen
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Vorlaufs kein typisches Isotopenmuster eines Glykopeptids detektiert werden (HPLC D,
Sédule C: Phenomenex Synergi Hydro RP, Programm D: MeOH/H,0, jeweils mit 0.05 %
Ameisensdure, Gradient, s. Abschnitt B 1.2 ). Fiir die HPLC-Analyse wurde im Vergleich
zur vorherigen ein noch polarerer Gradient gewihlt, um eine Detektion des gesuchten Glyko-
peptids (24) zu ermoglichen. Zusitzlich wurde der aus der Kultivierung mit alleiniger Zufiit-
terung von L-Hpg erhaltene Vorlauf auch mittels HPLC-ESI-MS auf ein chlorsubstituiertes
Glykopeptid hin untersucht. Auch hier konnte kein Glykopeptid detektiert werden.
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Abbildung 91. Diinnschichtchromatographische Analyse an Kieselgel (CHCI;/MeOH/20 % NHj; 1:2:1) mit den
Fermentationen Variante K bis Variante P. Alle Fermentationen bis auf Variante L und J erfolgten mit Zufiit-

terung von: KA = L-Hpg; KB = L-Hpg und Malonséure; KC, M, N, O = D-Hpg und Malonsiure; P = Malonsiure.
Mit Pfeilen gekennzeichnet sind der Standard Vancomycin (V, 1), Malonsiure und der isolierte pink anfarbbare

Metabolit (ST) aus Pol0O1.

Die Isolierung des pink anfirbbaren Metaboliten erfolgte wie unter Variante I beschrieben.
Zudem wurde anstatt der Gelchromatographie an Sephadex LH-20 (Methanol/Wasser 2:1)
diese auch an Toyopearl HW-40F (Methanol/Wasser 2:1) durchgefiihrt. Dieses Material kann
zur Trennung von Molekiilen im GréBenbereich von 100-7000 Da MW eingesetzt werden und
sollte einen Zugang zu einem Glykopeptid ermoglichen.

Die nach MCI-Gel-Trennung erhaltenen Fraktionen und die isolierte pink anfidrbbare Verbin-
dung wurden ebenfalls auf eine wachstumshemmende Wirkung gegeniiber S. aureus und
B. subtilis in Konzentrationen von 5.0 mg/mL und 10 mg/mL getestet. Hierbei konnte auch

keine antibiotische Aktivitit beobachtet werden.

Variante M-O und Variante P
Die bisherigen Beobachtungen lieBen vermuten, dass es sich moglicherweise bei dem pink

anfdarbbaren Metaboliten nicht um das gesuchte Glykopeptid (24) handelt. Um diese Annahme
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zu priifen, wurde der Stamm Pol001 in den Medien SM*, SD, SG und S mit Zufiitterung von
Malonsédure und als Kontrolle ohne Zufiitterung kultiviert. Zudem wurde als zusitzliche
Kontrolle der Stamm JP90 im SM -Medium mit Zufiitterung von Malonsiure kultiviert. Die
Fermentation erfolgte analog zur Variante I. Fiir die Aufarbeitung wurde das Mycel mit
Methanol/Wasser 9:1 extrahiert und nicht weiter aufgearbeitet.

Die diinnschichtchromatographische Analyse der gewonnenen Mycelrohextrakte an Kieselgel
(CHCl13/MeOH/20 % NH; 1:2:1) lieB3 eindeutig erkennen, dass bei Zufiitterung von Malon-
saure die Substanzmenge des pink anfirbbaren Metaboliten deutlich zunahm. Auch die
Kontrolle JP90 zeigte die Bildung der pink anfirbbaren Verbindung. Diese Beobachtungen
lieBen vermuten, dass es sich bei dem pink anfdarbbaren Metaboliten um ein Derivat der

Malonséure handeln konnte.

4.2.3 Detaillierte Analytik des gesuchten Metaboliten

Mit Hilfe verschiedener Analytikmethoden sollte untersucht werden, ob es sich bei dem pink
anfarbbaren Metaboliten aus Pol00O1 um das gesuchte Glykopeptid (24) oder einen anderen
Metaboliten handelt.

Bisherige HPLC-ESI-MS-Analysen erbrachten weder Hinweise auf das Vorliegen des ge-
suchten Glykopeptids (24) anhand seines typischen Isotopenmusters, das einem die Identi-
fizierung erlauben wiirde, noch auf das Vorliegen eines anderen Metaboliten. Zur Bestim-
mung einer Molekiilmasse und der dazugehorigen Summenformel wurden verschiedene mas-
senspektrometrische Methoden verwendet. Aber auch der Einsatz der MALDI-TOF-Methode,
mit welcher die Analytik der sulfatierten Glykopeptide UK68597 (149) gelang, erbrachte
keinen Anhaltspunkt fiir das Vorliegen eines Glykopeptids.

Fiir die Aufnahme eindeutiger spektroskopischer Daten wurde aufgrund der schlechten Los-
lichkeit der pink anfarbbaren Verbindung in deuteriertem DMSO-dg verschiedene polare Los-
ungsmittel und Losungsmittelgemische verwendet, wie beispielsweise D,O, CD;OD/D,0 2:1,
CD;CN/D,0 1:1, NH3-d3 (20%ig in D,O) und DMSO-d¢/D,0 9:1. Allerdings konnten die an-
fanglichen spektroskopischen Daten nicht reproduziert werden, sondern lediglich nur
Resonanzen im 'H-NMR-Spektrum gefunden werden, die auf das Vorliegen eines kleinen
Molekiils hinwiesen. Das 'H-NMR-Spektrum der Verbindung (~2 mg) zeigt eine Methyl-
gruppe (0y = 3.14 ppm), zwei Methylenprotonen (6y = 3.31, 3.39 ppm) und ein Methinproton
(0 = 3.49 ppm), die aufgrund der Tieffeldverschiebung an einem Heteroatom oder in direkter
Nachbarschaft zu Carbonylgruppen gebunden sein miissen. Die Multiplizitiaten deuteten auf

ein Derivat der Malonsdure hin. Das zugehorige 13C—NMR—Spektrum weist drei Resonanzen



Assoziierte Streptomyceten von marinen Invertebraten 153

bei 6c =49.3, 63.5, 72.9 ppm auf, deren Tieffeldverschiebung auch auf die Pridsenz von
Heteroatomen oder Carbonylgruppen schlieBen lieB. Eine weitere Resonanz bei
O0c = 175.1 ppm ist einer Carbonylgruppe zuzuordnen. Ein diinnschichtchromatographischer
Vergleich der Malonsdure mit dem pink anfirbbaren Metaboliten ergab keine eindeutige
Ubereinstimmung, zeigte aber ein sehr #hnliches Anfirbeverhalten mit Anisaldeyhd, was auf
das Vorliegen eines Metaboliten der Malonsiure deuten konnte.

Des Weiteren besal} die pink anfiarbende Substanz keine signifikanten UV-Absorptionen oder
charakteristische IR-Banden fiir Ester- oder Amidbindungen, die fiir das Vorliegen eines
Glykopeptids sprachen. Mit Hilfe einer Elementaranalyse wurde die isolierte Substanz auf die
Anwesenheit von Schwefel iiberpriift. Hierbei konnte dieser zwar nachgewiesen werden,
allerdings ergab die Zusammensetzung nur einen sehr geringen Kohlenstoffanteil von 15 %,
wihrend dieser in Glykopeptiden einen Anteil von iiber 50 % ausmacht. Zusitzlich wurde fiir
die Substanz ein sehr hoher Stickstoffanteil von 14 % gemessen.

Versuche zum Erhalt einer Kristallstruktur, mit dessen Hilfe sich Kenntnisse iiber das Vor-
liegen eines Glykopeptids oder eines von Malonsdure abstammenden Metaboliten erlangt
werden sollten, resultierten in einem Einkristall. Hierfiir wurde die Diffusionsmethode ange-
wendet, wobei die Verbindung in deuteriertem Methanol/Wasser 2:1 geldst vorlag und
Methanol als Diffusionslosungsmittel eingesetzt wurde. Allerdings ergab die Kristallstruktur-
analyse in der Arbeitsgruppe von Prof. G. Sheldrick, die von A. Thorn durchgefiihrt wurde'”',
dass es sich bei dem Einkristall um das Salz (NH4),SO4 handelte. Vermutlich war dieses auch
fiir den positiven Schwefelnachweis und den hohen Anteil an Stickstoff im Rahmen der

Elementaranalyse verantwortlich.

4.2.4 Versuche zur enzymatischen und chemischen Derivatisierung

Enzymatische Untersuchungen mit einer Arylsulfatase

In der Literatur wurde das Teicoplanin-dhnliche Glykopeptid UK68597 (149) mit einer Aryl-
sulfatase aus Patella vulgata, Typ V inkubiert, um die spektroskopischen Daten mit dem nicht
Sulfatgruppen-tragenden Glykopeptid vergleichen zu konnen. Hieriiber konnte das Substi-
tutionsmuster am sulfatierten Glykopeptid UK68597 (149) eindeutig zugeordnet werden. Mit
Hilfe der Inkubation des pink anfiarbbaren Metaboliten mit der Arylsulfatase sollten die spek-
troskopischen Daten des isolierten Produkts kldren, ob es sich bei der pink anfirbbaren
isolierten Verbindung aus Pol0O1 um das gesuchte Glykopeptid (24) oder einen Metaboliten
der Malonsidure handeln konnte. Hierfiir wurde die isolierte Substanz in 0.2 M Natriumacetat-

Puffer (pH = 5.0) gel6st und mit dem Enzym bei 37 °C fiir 48 h inkubiert und anschlieBend
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der Reaktionsansatz lyophilisiert. Nach sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel
(CHCl13/MeOH/20 %ig NHs 1:2:1) wurde die Substanz reisoliert. Das 1H—NMR—Spektrum
zeigte keine Verdnderung im Vergleich zum eingesetzten Substrat. Bei der Wiederholung des
Inkubationsansatzes mit isolierter Substanz aus einem anderen Fermentationsansatz wurde zur
Aufarbeitung das Lyophilisat in Methanol/Wasser 2:1 aufgenommen und ein Teil {iber einen
Spinfilter mit einer Ausschlugroe von 5000 Da MW zentrifugiert, um das Enzym abzu-
trennen. Sowohl im Filtrat als auch im Riickstand konnte durch HPLC-ESI-MS-Analyse kein

Glykopeptid detektiert werden.

Chemische Derivatisierung

Um zu kldren, ob es sich bei dem pink anfarbbaren Metaboliten um das gesuchte Glykopeptid
(24) oder um einen Metaboliten der Malonsdure handeln konnte, folgte eine methanolische
Hydrolyse. Die isolierte Substanz wurde in methanolische Salzsédure suspendiert und fiir
5 min im Ultraschallbad behandelt. Zur vollstindigen Losung wurde zum Reaktionsgemisch
Methanol/Wasser 2:1 gegeben, dieses fiir weitere 10 min im Ultraschallbad behandelt und an-
schlieBend das Losungsmittel bis zur Trockne entfernt. Der Riickstand wurde in
Methanol/Wasser 2:1 aufgenommen und diinnschichtchromatographisch an Kieselgel
(CHCl13/MeOH/20 %ig NH3 1:2:1) sowie mittels HPLC-ESI-MS analysiert (HPLC D, Séule
B: Phenomenex Synergi Hydro RP, Programm D: MeOH/H,0, jeweils mit 0.05 % Ameisen-
saure, Gradient, s. Abschnitt B 1.2 ). Hierbei konnte in Spuren bei einer Retentionszeit von
R; = 8.50 min Vancomycin (1) detektiert werden und anhand eines Vergleichs der Retentions-
zeiten und der Fragmentierungsmuster mit dem Standard eindeutig identifiziert werden. Aller-
dings wurde in der unbehandelten isolierten Substanz in der gleichen Gré8enordnung liegend
ebenfalls Vancomycin (1) gefunden, so dass nicht erst die methanolische Hydrolyse zu 1 ge-
fiihrt hat, sondern dieses in Spuren mit der isolierten Substanz zusammen bereits vorlag. Eine
Wiederholung mit isolierter Substanz aus einer anderen Kultivierung mit Zufiitterung von
D-Hpg und Malonséure zeigte vor und nach der Hydrolyse kein chlorsubstituiertes Isotopen-
muster. Zur Kontrolle wurde Vancomycin (1) ebenfalls mit methanolischer Salzsédure
behandelt. Hierzu wurde 1 in Methanol/Wasser 2:1 vollstiandig geldst und nach Zugabe von
methanolischer Salzsdure fiir 15 min im Ultraschallbad behandelt. Der Riickstand wurde
mittels HPLC-ESI-MS analysiert und ergab eine vollstindige Zersetzung des Vancomycins
(1). Vermutlich erfolgte keine Zersetzung des Vancomycins (1) bei der methanolischen
Hydrolyse der pink anfirbbaren Substanz, da sich dieses zuniéchst nicht in methanolischer
Salzsdure gelost hatte. Zudem war die Behandlung im Ultraschallbad nach vollstindiger

Losung auch kiirzer als im Vergleich mit 1 und fiihrte somit noch nicht zur Zersetzung.
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4.2.5 Diskussion der Ergebnisse und Ausblick

Diskussion der Ergebnisse

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte mit Hilfe von Fermentationsstudien untersucht
werden, ob der Stamm Pol0O1 das aus dem Biosynthesegencluster abgeleitete neue Glyko-
peptid (24) mit mindestens einem Sulfatsubstituenten produziert. Gegebenenfalls sollte durch
Variation der Kultivierungsbedingungen und durch Fiitterung von potentiellen Biosynthese-
vorldaufern oder anderen Zusitzen die Produktion des vorhergesagten Glykopeptids (24) ge-
steigert werden. Hierbei zeigten erste Untersuchungen des Metabolitenspektrums vom Stamm
Pol001, dass nach chromatographischer Trennung an Sephadex LH-20 (Methanol) ein mit
Anisaldehyd pink anfidrbbarer Metabolit im Mycelrohextrakt detektiert werden konnte, der ein
dhnliches Anfédrbeverhalten wie Vancomycin (1) aufwies und in dessen Polaritédtsbereich lag
(s. Abbildung 87, Fraktion 8). Nach weiterer chromatographischer Reinigung dieser Fraktion
an Kieselgel (Aceton/H,O 9:1) konnte mittels HPCL-ESI-MS-Analyse die Produktion von
Vancomycin (1) in Fraktion 8 (s. Abbildung 88) verifiziert werden. Ein weiteres Glykopeptid
oder Derivat von Vancomycin mit einer Molmasse von 1459 g/mol konnte ebenfalls in
Fraktion 8 detektiert, aber nicht identifiziert werden. Die hochauflésende massenspektro-
metrische Untersuchung eines Massenion bei m/z =732 [M+2H]** ergab einen Summen-
formelvorschlag mit Cg;H77CI,NgO,4, allerdings mit einer entsprechenden Molmasse von
1461 g/mol. Ein weiteres chlorsubstituiertes Isotopenmuster, das moglicherweise zu dem
vorhergesagten neuen Glykopeptid (24) gehoren konnte, wurde nicht beobachtet.

Die Optimierung der Fermentationsbedingungen des Stammes Pol001 fiihrte unter Zusatz der
Vorldufer L-Hpg/Malonsédure und D-Hpg/Malonsiure zu einer Produktionssteigerung der pink
anfdrbbaren Substanz. HPLC-ESI-MS-Analysen lieen ebenfalls eine Produktionssteigerung
von 1 erkennen, jedoch kein spezifisches Chlor-Isotopenmuster, hinweisend auf das gesuchte
Glykopeptid (24). Eine Ubereinstimmung von Vancomycin (1) und dem pink anfirbbaren
Metaboliten konnte aufgrund der unterschiedlichen R-Werte ausgeschlossen werden. Auch
konnte bei der alleinigen Zufiitterung von L-Hpg zum Stamm PolOO1 nur eine schwache
Produktion der pink anfarbbaren Verbindung durch diinnschichtchromatographische Analyse
sowie keine Produktion von Glykopeptiden in der HPLC-ESI-MS beobachtet werden. Aus
diesem Grund wurde der alleinige Einfluss von Malonsdure-Zugabe wihrend der Fermen-
tation auf die Produktion der pink anfirbbaren Verbindung nédher untersucht. Hierbei zeigte
die diinnschichtchromatographische Analyse eine genau so starke Produktionssteigerung wie
bei Zufiitterung der Vorlaufer D-Hpg und Malonsdure, dennoch lieBen sich erneut keine

Massensignale des gesuchten Glykopeptids (24) nachweisen. Dies fiihrte zu der Annahme,
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dass es sich bei dem pink anfirbbaren Metaboliten aus Pol0O1 nicht um das gesuchte
sulfatierte Glykopeptid (24) handelt, sondern um einen anderen, durch Malonsdure
induzierten Metaboliten.

Weitere Fiitterungsexperimente ergaben, dass die Zufiitterung von Malonséure zur Produktion
dieses Metaboliten fiihrt. Aufgrund des sehr dhnlichen Anféarbeverhalten von Malonsédure und
diesem Metaboliten und der spektroskopischen Daten (s. Abschnitt 4.2.3 ) ist zu vermuten,
dass es sich bei dieser pink anfiarbbaren Verbindung um einen Metaboliten der Malonsédure
handelt. Diese Annahme wird durch die weiteren analytischen Arbeiten unterstiitzt, die zur
Verifizierung durchgefiihrt worden sind. So weisen die UV- und IR-Daten keine Ahnlichkeit
zu Vancomycin (1) auf, obwohl es sich bei dem gesuchten Glykopeptid (24) um eines des
Vancomycin-Typs handeln soll. Weiterhin fiihrten Versuche zur enzymatischen Hydrolyse
der Sulfatgruppen nur zur Reisolierung der pink anfirbbaren Substanz. AuBlerdem erbrachte
die Elementaranalyse zwar einen Nachweis von Schwefel fiir die Substanz, aber einen viel zu
geringen Kohlenstoffanteil, der mit 15 % weit unter dem erwarteten von iiber 50 % fiir ein
Glykopeptid liegt. Vermutlich ist der Schwefelanteil auf das Vorliegen des Salzes (NH4),SOy4
zuriickzufiihren, das durch eine Kristallstrukturanalyse bestitigt wurde, zumal der gemessene
Stickstoffanteil fiir die Substanz bei 14 % liegt.

Im Rahmen dieser Arbeiten sollten aulerdem verschiedene Aufarbeitungs- sowie Isolierungs-
methoden getestet werden, um einen effizienten Zugang fiir die Gewinnung des neuen Glyko-
peptids zu erreichen. Fiir die Aufarbeitung erwies sich eine Trennung des erhaltenen Mycel-
rohextraktes am Adsorberharz MCI-Gel als sehr geeignet, um die Tetromycine abzutrennen,
die mit Hilfe von Gel- oder Sadulenchromatographie an Kieselgel zuvor nicht abgetrennt
werden konnten. Die Eignung dieser Aufarbeitungsmethode konnte mittels HPLC-ESI-MS-
Analyse bestitigt werden, da im Vorlauf der MCI-Gel-Trennung Vancomycin (1) detektiert
wurde. Die erarbeitete Methode erwies sich als optimal fiir die Isolierung fiir den pink anfirb-
baren Metaboliten. Das zuvor im Vorlauf detektierte Vancomycin (1) konnte aufgrund zu
geringer Mengen trotz Produktionssteigerung und unzureichender diinnschichtchromato-
graphischer Detektion nicht isoliert werden. Es konnte am Ende der Reinigung des pink
anfarbbaren Metaboliten nur noch in Spuren mittels HPLC-ESI-MS nachgewiesen werden.
Moglicherweise werden die Sulfatgruppen des gesuchten Glykopeptids (24) bereits in der
Kulturbriihe oder bei der Aufarbeitung hydrolysiert. Zudem kann auch das Vorliegen einer
Desulfatase nicht ausgeschlossen werden, dessen enzymatische Aktivitdt ebenfalls zur De-
sulfatierung von 24 fiihren wiirde. Dies konnte bedeuten, dass das mittels HPLC-ESI-MS

nachgewiesene Vancomycin (1) das Produkt einer solchen Desulfatierung wire, da es sich bei
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dem neuen Glykopeptid (24) um ein Glykopeptid des Vancomycin-Typs handeln soll. Unter
Umstinden sind die nach Sidulenchromatographie an Kieselgel mit ammoniakalischem Lauf-
mittelgemisch CHCl3/MeOH/20 %ig NH; 1:2:1) als Ammoniumsalz ((NH4),SO4) vor-

liegenden Sulfationen ein weiteres Indiz fiir die Produktion von 24.

Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeiten konnte die Produktion von Vancomycin (1) im Pol001 verifiziert
werden und dessen Produktionssteigerung durch Zufiitterung der Vorldufer D-4-Hydroxy-
phenylglycin und Malonsiure erreicht werden. Jedoch produziert der Stamm PolOO1 1 immer
noch in sehr geringen Mengen. Das gesuchte Glykopeptid weist laut seinem Biosynthesegen-
cluster eine starke Ahnlichkeit zu Vancomycin (1) auf. Fiir eine eindeutige Bestitigung der
vorhergesagten Struktur fiir das neue Glykopeptid (24) wéren Arbeiten zur Strukturaufklarung
mit ausreichenden Substanzmengen von 24 ndtig. Zunichst miisste mit Hilfe molekular-
genetischer Methoden eine Aktivierung des Glykopeptid-Biosynthesegencluster erreicht
werden, um eine generelle und zuverlidssige Produktion von 24 im Stamm Pol001 zu ermog-
lichen. Ein Beispiel fiir eine erfolgreiche Aktivierung eines Biosynthesgenclusters im Pilz
Aspergillus nidulans sind Arbeiten von Hertweck et al.'’>. Aus PKS-NRPS-Hybrid-Gen-
clustern abgeleitete Metaboliten konnten dort mittels HPLC-ESI-MS-Analyse nicht im Meta-
bolitenspektrum detektiert werden. Die Aktivierung dieser Biosynthesegene erfolgte iiber die
Expression eines spezifischen Regulators, der mit Hilfe eines induzierbaren Promotors
»angeschaltet werden konnte. Dieser neue Ansatz fiihrte zur Isolierung und Strukturauf-

kldrung zwei neuer cytotoxischer Naturstoffe, Aspyridone A und B (153).

153

Aspyridon A:R=H
B:R=0H

Abbildung 92. Struktur der Aspyridone A und B (153) aus Aspergillus nidulans.

Mit Hilfe chemisch-analytischer Methoden sollte auch eine experimentelle Uberpriifung der
erfolgreichen Aktivierung zur Produktion des neuen Glykopeptids (24) im Stamm Pol0O1
erfolgen konnen. Hierzu wiirde der Stamm PolOO1 unter den optimierten Kultivierungs-

bedingungen angezogen werden und die Analyse des Mycelrohextraktes bzw. nach Trennung
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an MCI-Gel die Produktion des Glykopeptids mittels HPLC-ESI-MS-Analyse untersucht
werden. Zudem konnten parallel Kultivierungen mit Zufiitterung der Vorldufer
D-Hpg/Malonsdure und L-Hpg/Malonsdure durchgefiihrt werden, um moglicherweise eine
zusitzliche Produktionssteigerung fiir eine bessere Isolierung von 24 zu erzielen.

Bei der Isolierung von Glykopeptiden werden in der Literatur hdufig Ionenaustauscher einge-
setzt, wobei sich diese im Falle eines Glykopeptids mit mindestens einer Sulfatgruppe auf-
grund zu starker Wechselwirkungen mit dem Trigermaterial nicht eignen. Eine andere Mog-
lichkeit bietet die Affinitdtschromatographie. Hierbei wird die Affinitit der Glykopeptide zum
Dipeptid D-Alanyl-D-Alanin ausgenutzt, welches an Agarosegel gebunden wird. Diese
Methode ist auch bei der Isolierung der Sulfatgruppen-tragenden Glykopeptide UK69542-A
(149) UK68597 (150) erfolgreich eingesetzt worden. Aber auch der Einsatz des Materials
Toyopearl HW40F zur Gelchromatographie oder eine saulenchromatographische Reinigung

an HPLC sind potentielle Methoden zur Isolierung des neuen Glykopeptids (24).
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5 Mpykotoxine aus dem Pilz Aspergillus nidulans

Bis heute sind mehr als 400 Mykotoxine aus Schimmelpilzen isoliert worden. Zu den
Produzenten dieser bereits in geringsten Mengen akut oder chronisch toxisch wirkenden
Sekundirmetaboliten gehoren Pilze der Gattung Aspergillus, Penicillium und Fusarium
spp..173 Die bekanntesten Vertreter sind die Aflatoxine aus Aspergillus flavus, hierbei ist
Aflatoxin B; (154, s. Abbildung 93) eine sehr kanzerogene Verbindung (ICso-Wert:
21.9 mg/mL). Der Mensch nimmt Mykotoxine iiber kontaminierte Nahrungsmittel auf, ins-
besondere Getreide, Mais und 6lhaltige Samen, Niisse, und natiirlich verschimmelte Nah-

rungsmittel sind hiervon betroffen.

154 155

Abbildung 93. Strukturen der Mykotoxine Aflatoxin B, (154) und Sterigmatocystin (155).

In der Arbeitsgruppe von PD M. Miiller (Arbeits- und Sozialmedizin, Universitit Gottingen)
wurden Extrakte von Schimmelpilzen der Gattung Aspergillus und Penicillium spp. auf ihre
Cytotoxizitdt und Mutagenitit getestet, nachdem diese als Ursache fiir chronische Atemwegs-
erkrankungen bei Mitarbeitern einer Kompostieranlage identifiziert worden waren. Fiir
weitere Untersuchungen der Mykotoxine wurden die Extrakte zunichst mittels préiparativer
HPLC-Methoden in 5-Minuten-Fraktionen getrennt. Hierbei fiel ein Extrakt des Pilzes
Aspergillus nidulans durch eine Cytotoxizitdt auf, deren Stdrke nicht allein auf den Gehalt
von Sterigmatocystin (155, s. Abbildung 93) im Extrakt zuriickgefiihrt werden konnte.'”* Aus
diesem Grund sollte das fiir diese Cytotoxizitdt verantwortliche Mykotoxin aus dem Extrakt

isoliert und in seiner Struktur aufgekléart werden.

5.1 Arbeiten zur Strukturaufklarung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Arbeiten zur Strukturaufklarung von isolierten
Metaboliten aus dem Pilz A. nidulans in Kooperation mit der Arbeits- und Sozialmedizin
M. Miiller (Universitdt Gottingen) durchgefithrt. Die Kultivierungsarbeiten sowie die
Isolierung und Reinigung der Metaboliten mittels HPLC-Methoden wurden von C. Handrich

im Rahmen ihrer Dissertation ausgefiihrt.
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Cycloisoemericellinol (156), ein Neues Derivat von Cycloisoemericellin (157)

Das ESI-Massenspektrum des gelben Feststoffs (,,Peak 25, interne Bezeichnung der Arbeits-
und Sozialmedizin) zeigt Massenaddukte bei m/z = 425 [M+H]", 447 [M+Na]" und 407 [M-
H,0+H]*. Die Hochauflosung des Massenions bei m/z = 425 [M+H]" ergibt einen Summen-
formelvorschlag von C,sH»3O¢ (12 Doppelbindungsédquivalente). Das 1H—NMR—Spektrum
enthilt Signale fiir insgesamt 26 Protonen. Im Hochfeld befinden sich drei Singuletts, davon
entsprechen die Intensititen der Signale bei oy = 1.33 und 1.54 ppm vier Methylgruppen und
das Singulett bei 0y = 2.41 ppm ist einer aromatisch gebundenen Methylgruppe zuzuordnen.
AuBerdem weisen zwei mit > Jun = 6.0 Hz-koppelnde Tripletts bei oy = 2.07 und 4.10 ppm auf
benachbarte Methylengruppen hin, von denen eine aufgrund der Tieffeldverschiebung an ein
Sauerstoffatom gebunden ist. Im Tieffeldbereich des Spektrums treten bei 6y =5.61 und
6.30 ppm zwei Singuletts auf, deren Kopplungskonstante von 3JH,H =10.0 Hz auf vicinale
olefinische Methinprotonen hinweist. Zusétzlich sind drei aromatische Signale zu erkennen,
wovon zwei Dubletts (dy = 6.84 und 7.23 ppm) mit 3JH,H = 8.5 Hz koppeln und das Singulett
bei &y = 7.18 ppm im 'H,'H-COSY-Spektrum eine direkte Nachbarschaft zur aromatisch ge-
bundenen Methylgruppe zeigt. Im '*C-NMR-Spektrum sind 14 Kohlenstoffatome in dem
Bereich der sp>-hybridisierten C-Atome zu erkennen. Von diesen scheinen vier aufgrund der
Tieffeldverschiebung an Sauerstoff gebunden zu sein. Zusitzlich ist eine Carbonylfunktion
bei 6c = 179.1 ppm zu entnehmen sowie zwei weitere aliphatische quartiare Kohlenstoffatome
bei ¢ =77.9 und 70.3 ppm, deren Verschiebung fiir eine Substitution durch ein Sauerstoff-
atom spricht. Ferner sind drei Methylengruppen, deren Tieffeldverschiebung ebenfalls auf
Sauerstoff zuriickzufiihren ist und vier weitere Methylgruppen zu beobachten. Die Carbonyl-
gruppe und die vierzehn Kohlenstoffatome im aromatischen/olefinischen Bereich ergeben
zusammen unter Beriicksichtigung von zwei aromatischen Systemen nur zehn Doppel-
bindungsiquivalente, so dass die vorliegende Struktur insgesamt vier Ringe aufweisen muss.
Durch HSQC-'Jcy-Kopplungen wurden die Kohlenstoffatome den daran gebundenen
Protonen zugeordnet. Mit Hilfe von 2'4JC,H—K0rrelationen aus HMBC-Experimenten konnten
die Kohlenstoffatome zugeordnet werden. Bei einer Datenbankrecherche mit Antibase’® und
Chapman & Hall’’ fiel das Cycloisoemericellin (157, s. Abbildung 95) mit der Summen-
formel CysH,505 aufgrund der starken Ahnlichkeit seiner spektroskopischen Daten auf.'” Ein
Vergleich ergab, dass bei dem vorliegenden Molekiil eine Addition von einem Molekiil
Wasser an die Doppelbindung des 1"-O-Prenylsubstituenten des Cycloisoemericellin (157)
vorlag, was auch der beobachteten Massendifferenz von 18 entspricht. Dies fiihrt zu einer

gesittigten Alkylkette, zu der die als Triplett vorliegenden Methylengruppen zuzuordnen sind.
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Zur weiteren Verifizierung der Literaturdaten wurde die Substanz mittels ElI-
Massenspektromtrie auf charakteristische Massenfragmente hin untersucht. Das beobachtete
Hauptfragment mit m/z = 337 weist auf den Verlust des 1"-O-Substituenten (C-1" bis C-5")
hin, das ebenfalls fiir 157 detektierte Hauptfragment von m/z = 337 kann auf den Verlust des
1"-O-Prenylsubstituenten zuriickgefiihrt werden. 175

Ob es sich bei der isolierten Substanz um Cycloisoemericellinol (156), ein neues, geniunes
Derivat von Cycloisoemericellin (157) handelt oder ob sich dieses erst bei der sauren Auf-

arbeitung aus 156 bildet, wurde in eigenen Arbeiten untersucht (s. Abschnitt 5.1.1 ).

501 57.0 OH
H,C

6.84 7.18 HMBC

Abbildung 94. Neues Derivat vom Cycloisoemericellinol (156) und ausgewahlte 2"‘JC_,H-HMBC-Korrelationen.

Die Reinsubstanz weist keine mutagene Wirkung auf, zeigt aber eine gegeniiber den Zell-
linien A-549 (humane Lungenpneumocyten), Hep-G2 (humane Leberkrebszellen), 1.-929
(Mausfibroblasten) und Neuro-2a (neuronales Gewebe) cytotoxische Aktivitit. Aufgrund von
Strukturdhnlichkeiten zu bekannten Topoisomerase-Hemmstoffen wurde die mogliche
katalytische Hemmung der Topoisomerase durch das neue Cycloisoemericellin-Derivat unter-
sucht. Hierbei konnte C. Handrich in zellfreien Assays eine katalytische Hemmung der Topo-
isomerase I ab einer Konzentration von ¢ =25 pg/mL, eine Hemmung der Topoisomerase II

konnte ab Konzentrationen von ¢ = 25 mg/ml bis 50 mg/mL beobachtet werden.'”

Weitere Struktur-verwandte Substanzen

Aus einer Festphasenkultivierung des Stammes A. nidulans konnte C. Handrich ein Gemisch
von zwei weiteren Substanzen isolieren, das bei einem Cytotoxizitdtsscreening in den Zell-
linien A-549 (humane Lungenpneumocyten), Hep-G2 (humane Leberkrebszellen) und 1.-929
(Mausfibroblasten) ICsp-Werte kleiner 10 ug/mL erzielte. Aufgrund zu geringer Mengen
konnte dieses Gemisch (,,Peak 31, interne Bezeichnung der Arbeits- und Sozialmedizin)
chromatographisch nicht weiter gereinigt werden, so dass in eigenen Arbeiten keine
abschlieBende Strukturaufkldrung fiir die zwei weiteren Substanzen erfolgte, sondern ledig-

lich Strukturfragmente aus 'H,"H-COSY-Experimenten abgeleitet werden konnten.
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Ein ESI-Massenspektrum des Substanzgemisches (,,Peak 31%) zeigt Massenaddukte bei
mlz =407 [M+H]", 429 [M+Na]" und 445 [M+K]". Die Hochauflésung des Massenions bei
mlz =407 [M+H]" ergibt einen Summenformelvorschlag von C»sH205 (13 Doppelbindungs-
dquivalente). Das 'H-NMR-Spektrum zeigt mit Ausnahme des verbreiterten Signals der
aromatisch gebundenen Sauerstoff-substituierten Methylengruppe und der beiden Methylen-
gruppen vom 1'"-O-gebundenen Substituenten eine groBe Ahnlichkeit zum neuen Derivat
Cycloisoemericellinols (156) auf. Hier treten zwei neue Multipletts bei oy =3.82 und
5.18 ppm auf, die im 'H,'"H-COSY-Spektrum eine Kopplung zeigen. Die chemische Ver-
schiebung des Signals bei Oy =5.18 ppm deutet auf das Vorliegen eines 1"-O-Prenyl-
substituenten hin. Des Weiteren zeigt das Signal im 'H,"H-COSY-Spektrum eine *J-Kopplung
zu den beiden Methylgruppen des 1"-O-Prenylsubstituenten bei oy = 1.65 und 1.72 ppm.
Anhand dieser Daten kann als Struktur Cycloisoemericellin (157) vorgeschlagen werden.
Allerdings liegen die chemische Verschiebungen des 1"-O-Prenylsubstituenten geméal
Literaturdaten'”” in CDCl; fiir die Methylengruppe bei oy = 4.45 ppm, fiir das Methinproton
bei oy =5.62 ppm und die Methylgruppen bei dy =1.72 und 1.83 ppm (s. Abbildung 95).
Moglicherweise ist die Hochfeldverschiebung dieser Signale auf das Vorliegen der anderen
Substanz und Verunreinigungen zuriickzufithren. Damit konnte auch erklirt werden, warum
die am Aromaten gebundene, in CDClI; als verbreitertes Singulett auftretende, Methylen-
gruppe vermutlich ins Tieffeld verschoben und von anderen Signalen iiberlagert wird. Fiir
eine abschliefende Strukturaufkldarung sind groflere Substanzmengen erforderlich, um mit
Hilfe von "*C-NMR-Daten und 2'4JC,H—Korrelationen aus HSQC- und HMBC-Experimenten

eine exakte Strukturzuordnung durchfiihren zu konnen.

Literaturdaten

Abbildung 95. Vergleich des 1'"-O-Prenylsubstituenten vom Strukturvorschlag mit 'H-NMR-Literaturdaten
(gemessen in CDCl;) des Cycloisoemericellins (157).

Fiir die zweite Substanz weist das ESI-Massenspektrum Massenaddukte bei m/z =339
[M+H]", 361 [M+Na]® und 321 [M-H,O+H]" auf. Die Hochauflosung des Massenions bei
mlz = 339 [M+H]" ergibt einen Summenformelvorschlag von C,0H;30s (12 Doppelbindungs-
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%97 ergab Ubereinstimmung mit einem weiteren

dquivalente). Eine Datenbankrecherche
Xanthon, dem De-C-prenylepishamixanthon (158)."7® Das 'H-NMR-Spektrum des Gemisches
zeigt weitere aromatische Signale, die sich allerdings mit denen des vermuteten Cyclo-
isoemericellin (157) iiberlagern. Weiterhin weisen die Signal bei oy =2.84, 4.18, 4.24,
5.35 ppm im 'H,"H-COSY-Spektrum Kopplungen auf, die zum Strukturfragment des Di-
hydropyranrings von 158 gehoren konnen, wobei das Signal bei oy = 2.84 ppm im Gegensatz
zur Literatur Tieffeld verschoben ist. Aulerdem treten zwischen 4.80 und 5.00 ppm nicht wie
erwartet die Protonen der exostdndigen Doppelbindung des Alkylsubstituenten am Dihydro-
pyranring auf. Ob diese aufgrund des Substanzgemisches oder Verunreinigungen Tieffeld
verschoben sind, ist nicht zu klidren. Damit kann das Vorliegen des aus der Summenformel
erhaltenen Strukturvorschlags nicht verifiziert werden. Auch in diesem Fall kann eine ab-
schlieBende Strukturaufkldrung erst mit groBeren Substanzmengen durchgefiihrt werden, um

mit Hilfe von *C-NMR-Daten und IJC,H—Korrelationen aus HSQC- bzw. 2'4JC,H—Korrelaltionen

aus HMBC-Experimenten weitere Daten iiber die Struktur zu erhalten.

Literaturdaten
4.84

Abbildung 96. Ausgewihlte Literaturdaten des De-C-Prenylepihamixanthons (158) (gemessen in CDCly).

Emerin (159)

Das ESI-Massenspektrum zeigt fiir diese Substanz (,,Peak-Neu®, interne Bezeichnung der
Arbeits- und Sozialmedizin) Massenaddukte bei m/z =317 [M+H]" und bei m/z =339
[M+Na]". Fiir das Massenion bei m/z =317 [M+H]" ergibt die Hochauflésung die Summen-
formel C,0HsN,O,. Das 1H—NMR—Spektrum weist zwei Signalsitze auf, von denen einer
zugeordnet werden konnte. Im Hochfeld tritt bei dy = 3.86 ppm eine Methoxygruppe auf. Im
Tieffeld sind drei Signale zu beobachten, darunter zwei Dubletts aromatischer Protonen
(O =6.79 und 7.86 ppm) die mit 3JH,H = 9.0 Hz koppeln und ein AA'BB'-Spinsystem bilden.
Das verbliebene Singulett bei 6y = 7.54 ppm ist einem olefinischen Methinproton zuzuordnen.

96,97

Eine Datenbankrecherche ergab Ubereinstimung mit Emerin (159), welches auch als

177

Dimethyletherderivat des Xanthocillin bekannt ist.”"" Ein Vergleich der spektroskopischen
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Daten belegte das Vorliegen von Emerin (159). Zusitzlich wurde ein long-range-'H,'H.-
COSY-Experiment durchgefiihrt, um anhand der *J- und °J-Kopplungen zwischen den
Protonen 1'-H und 2"/6"-H bzw. 3"/5"-H eindeutig die Struktur zu belegen. Ein zur Uber-
prifung gemessenes IR-Spektrum zeigte deutlich das Vorliegen der Nitrile mit ihrer

charakteristischen Schwingungsbande bei 2222 cm’.

Abbildung 97. Struktur des Emerins (159), ausgewihlte **Jc ;-HMBC-Korrelationen sowie *J- und °J-Kopp-
lungen aus dem Long-range-'H,'H-COSY-Experiment.

Fiir das Emerin wird in der Literatur eine antibiotische und antivirale Wirkung beschrieben.'”’
In der biologischen Testung zeigte Emerin keine ausgeprigte Cytotoxizitit oder Gen-

toxizitit.'**

Demethylsterigmatocystin (160)

Das EI-Massenspektrum eines orange-gelben Feststoffs (,,Peak 42%, interne Bezeichnung der
Arbeits- und Sozialmedizin) zeigt ein Massenion bei m/z = 310. Die hochauflésende Massen-
spektrometrie ergab fiir dieses lon die Summenformel C;7H;00¢ (13 Doppelbindungs-
dquivalente). Das 'H-NMR-Spektrum weist im Tieffeld das Spinsystem eines 1,2,3-trisubsti-
tuierten Aromaten auf (0y=6.76, 6.86, 7.54 ppm). Zusitzlich treten bei dy=11.2 und
12.1 ppm zwei Singuletts von chelatisierenden Hydroxygruppen auf. Ferner konnen die Reso-

nanzen von fiinf Methinprotonen (6y = 4.68, 5.43, 6.45, 6.78 ppm) beobachtet werden.

0

160

Dem "’C-NMR-Spektrum sind Signale von 14 Kohlenstoffatomen im aroma-
tischen/olefinischen Bereich zu entnehmen, dariiber hinaus eine Carbonylfunktion bei

Oc = 184.7 ppm, ein tertidres C-Atom bei 6¢ = 90.3 ppm und ein aliphatisches tertidres C-
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Atom bei 6c = 47.4 ppm, dessen chemische Verschiebung auf einen in direkter Nachbarschaft
gebundenen Sauerstoff hinweist. Eine Datenbanksuche’®®” fiihrte zum Demethylsterig-
matocystin (160), ein Vergleich der gemessenen Daten mit den NMR-Literaturdaten'’®
bestétigte eindeutig das Vorliegen von Demethylsterigmatocystin (160).

160 zeigte bei der biologischen Testung nach metabolischer Aktivierung eine mutagene
Wirkung.'”* 160 ziihlt zu den Mykotoxinen und weist die fiir die mutagene Wirkung verant-
wortliche endstidndige Doppelbindung am Furanring (zwischen C-16 und C-17) auf. Es stellt
eine Vorstufe in der Biosynthese des Sterigmatocystins (155) dar, ein von Aspergillus
nidulans produziertes Mykotoxin, das akut toxisch und kanzerogen wirkt (s. Abbildung
98).'” In Aspergillus flavus und Aspergillus parasiticus bildet es die Vorstufe fiir das

Aflatoxin B; (154), ein Mykotoxin, das erstmals 1960 entdeckt wurde.'®

O OH O OH

PYSe

(0]
Norscolorinsaure

Hexanoyl-CoA

+
7 x Malonyl-CoA

Versiconal (VAL) Averufin (161)

Versicolorin A Demethylsterigmatocystin Sterigmatocystin
(160) (155)

Abbildung 98. Die Biosynthese des Sterigmatocystins (155).

Averufin (161)

Der rote Farbstoff (,,Peak 82, interne Bezeichnung der Arbeits- und Sozialmedizin) zeigt im
ESI-Massenspektrum die Massenaddukte bei m/z =391 [M+Na]*, 759 [2M+Na]" und 367
[M-H]. Die Hochauflésung des Massenions bei m/z = 367 [M-H] ergibt die Summenformel
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CyH607 (13 Doppelbindungsidquivalente). Das 1H—NMR—Spektrum zeigt Signale fiir
insgesamt 15 Protonen. Im Hochfeld tritt eine aliphatische Alkylkette von drei Methylen-
gruppen auf, zu deren Spinsystem das Singulett eines Methinprotons bei oy =5.28 ppm
gehort, dessen Tieffeldverschiebung auf Sauerstoff zuriickzufithren ist. Im Tieffeld des
Spektrums sind drei Resonanzen bei oy = 6.47, 7.04 und 7.06 ppm aromatischen Protonen
zuzuordnen und zwei verbreiterte Singuletts chelatisierenden Hydroxylgruppen bei dy = 12.1
und 12.7 ppm. Im "*C-NMR-Spektrum treten 20 Kohlenstoffatome auf, darunter zwdlf eines
Aromaten, wovon vier aufgrund ihrer Tieffeldverschiebung an Sauerstoff gebunden sind. Des
Weiteren sind zwei Carbonylfunktionen bei 6c=187.6 und 181.1 ppm sowie drei
Methylengruppen, eine Methylgruppe und ein aliphatisches tertidres Sauerstoff gebundenes

C-Atom bei 8¢ = 66.0 ppm. Eine Datenbanksuche”®”’

ergab Averufin (161), ein Vergleich der
gemessenen Daten mit den NMR-Literaturdaten'” belegte eindeutig das Vorliegen von
Averufin (161). Dies ist ebenfalls eine Vorstufe aus der Biosynthese von Sterigmatocystin

(155, s. Abbildung 98).

5.1.1 Verifizierung des neuen Derivats Cycloisoemericellinol (156)

Zur Untersuchung des Metabolitenspektrums von Pilz Aspergillus nidulans auf Mykotoxine
wurden Festphasenkultivierungen und Isolierungsarbeiten von C. Handrich (AK Miiller,
Arbeits- und Sozialmedizin, Gottingen) durchgefiihrt. Zur Aufarbeitung wurden die Fest-
phasenkulturen (60-70 Agarplatten, YES-Agar) zerkleinert und mit (CH,Cl,/MeOH 2:1,
Zusatz von 150 uL Ameisensdure auf 30 mL Losungsmittel) extrahiert und das Losungsmittel
1. Vak. entfernt. Das Rohprodukt wurde in DMSO aufgenommen und mittels priperativer
HPLC (Eurospher 100-7 C18, AcCN/H,0, jeweils mit 0.05 % TFA, Gradient, s. Abschnitt B
5.2.1 ) in 5 min-Fraktionen fraktioniert. Die jeweiligen Fraktionen wurden auf Mutagenitit
und Cytotoxizitdt untersucht und aktive Fraktionen dann mittels priaperativer HPLC (ODS-
AQ, AcCN/H,0, jeweils mit 0.05 % TFA, Gradient, s. Abschnitt B 5.2.1 ) weiter aufge-
reinigt.'®!

Um zu untersuchen, ob das aus Aspergillus nidulans isolierte Cycloisoemericellinol (156)

zum Metabolitenspektrum des Pilzes gehort, oder diese Verbindung erst bei der Aufarbeitung
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durch Zugabe der Ameisensdure zum Extraktionslosungsmittel aus Cycloisoemericellin (157)
gebildet wird, wurde die Aufarbeitung variiert. Hierzu wurde zu Festphasenkulturen als
Extraktionslosungsmittel CH,Cl,/MeOH 2:1 ohne Zusatz von Siure gegeben und aufge-
arbeitet. Die wissrige Phase wurde noch einmal mit Dichlormethan extrahiert, die orga-

nischen Phasen vereinigt und das Losungsmittel bis zur Trockne entfernt.

HPLC-ESI-MS-Analytik

Fiir die vergleichende HPLC-ESI-MS-Analyse wurden die Rohextrakte der jeweiligen Auf-
arbeitungen mit und ohne Sdure sowie die Reinsubstanz (156) im positiven und negativen
Mode gemessen (HPLC D, Sidule A: Grom Superspher 100, RP-18, Programm B:
MeOH/H,0, jeweils mit 0.05 % Ameisensidure, Gradient; s. Abschnitt B 1.2 ). Hierfiir
wurden die Rohextrakte in einer Konzentration von ¢ = 5.0 mg/mL in Methanol gelost, die
Reinsubstanz (156) in einer Konzentration von ¢ = 1.0 mg/mL in Methanol gel6st und alle
Proben mittels HPLC-ESI-MS analysiert.

Die HPLC-ESI-MS-Analyse zeigte fiir die Reinsubstanz (156) bei einer Retentionszeit von
R; = 25.9 min die zugehorigen Massenaddukte bei m/z = 425 [M+H]", 447 [M+Na]* und 871
[2M+Na]". Bei R;=28.0 min konnten in sehr geringen Mengen die Ionen bei m/z = 407
[M+H]", 429 [M+Na]® und 835 [2M+Na]" detektiert werden. Diese Massenaddukte ent-
sprechen einer Abspaltung von Wasser, das hierbei resultierende Produkt weist das Massen-
ion bei m/z =407 [M+H]" vom Cycloisoemericellin (157) auf. Fiir das Lyophilisat, das aus
der sauren Aufarbeitung erhalten wurde, konnte bei gleicher Retentionszeit von R; = 25.9 min
die der Reinsubstanz 156 entsprechenden Massenaddukte beobachtet werden. Die nach Ab-
spaltung von Wasser resultierende Masse bei m/z =407 [M+H]" konnte mit entsprechenden
Massenaddukten bei R; = 28.0 min detektiert werden. Die HPLC-ESI-MS-Analyse fiir das aus
eigenen Arbeiten erhaltene Rohextrakt zeigte mit dem Lyophilisat und der Reinsubstanz (156)
tibereinstimmende Retentionszeiten und Massen. Auch hier konnte die Bildung von 157
beobachtet werden. Allerdings lassen die lediglich in Spuren detektierten Massen auf eine
Abspaltung von Wasser unter den Losungsmittelbedingungen der Analyse schlieBen. Eine
Addition von Wasser an die Doppelbindung ist unter den gewihlten Bedingungen der
Analysenmethode in sehr geringen Mengen nicht auszuschlieBen, aber eine vollstidndige
Derivatisierung sollte nicht moglich sein. Damit konnte im Rahmen der eigenen Arbeiten
eindeutig gezeigt werden, dass der Pilzstamm A. nidulans dieses neue Derivat
Cycloisoemericellinol (156) selbst produziert und eine Bildung wéhrend der Aufarbeitung

ausgeschlossen werden kann.
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6 Zusammenfassung der Ergebnisse

6.1 BMBF-Verbundprojekt

Im Rahmen des vom BMBF geforderten Netzwerks ,,Neue Anti-Biofilmstrategien aus dem
Metagenom* war die Identifizierung von neuen Biofilminhibitoren zur Hemmung der Bio-
filmbildung mit Hilfe der Metagenom-Strategie das Ziel. In der vorliegenden Arbeit ging es

um das Teilprojekt ,,Synthese und Chemische Analyse neuer Biofilminhibitoren®.

Kooperation Arbeitsgruppe K. Jung (LMU Miinchen)

Durch Totalsynthese und Reinigung der Quorum-Sensing-Molekiile Autoinducer 1 (Al-1, 19)
und Autoinducer 2 (AI-2, 20) wurden diese in ausreichenden Mengen und ohne die bisher
iiblichen toxischen Nebenprodukte fiir den Projektpartner K. Jung dargestellt: Die Total-
synthese des Autoinducer Al-1 (19) und seiner enantiomerenreiner Epimere R,S-29 und
S,5-30 gelang iiber die Schiitzung der Hydroxyfunktion vom Natriumsalz des 3-Hydroxy-
butyrats (43) mit TBS-Chlorid, EDC-vermittelter Kupplung mit o-Amino-y-butyrolacton-
hydrobromid (44) und anschlieBender Entschiitzung des Silylethers 50 in einer Gesamtaus-
beute von 30 % {iiber 4 Stufen. Die biologische Aktivitidt der Reinstoffe aus der Synthese
wurde im Bioassay mit V. harveyi in Miinchen getestet. Hierbei zeigte das (R,S)-Al-1 (29) die

starkste Stimulation der Biolumineszenz.

OH O HQ .
o) 3
Al1 (19) Al-2 (20)

Der Autoinducer AI-2 (20) konnte nach enzymatischer Synthese mit Hilfe einer Affinitits-
chromatographie bis auf 98 % gereinigt werden. Dies wurde mit dem Reporterstamm
V. harveyi MM77 iiberpriift. Damit war eine erfolgreiche Reinigungsmethode fiir die Arbeits-
gruppe K. Jung etabliert worden, die einen schnellen und effizienten Zugang zu reinem Al-2

(20) bot und geplante molekularbiologische Forschungsarbeiten iiberhaupt erst ermoglichte.

Kooperation Arbeitsgruppe W. Streit (Universitdt Hamburg)

Die Quorum-Quenching-Aktivitit von Biofilm-inhibierenden Metagenom-Klonen (BpiB-
Proteine) wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit mit Hilfe der HPLC-ESI-MS-Analyse
eindeutig als Lactonase-Aktivitit verifiziert. Lactonasen fithren durch Hydrolyse des Lacton-

ringes von N-Acylhomoserinlactonen (AHL) zum biologisch inaktiven N-Acylhomoserin. Es
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wurde die enzymatische Aktivitit der neuen Lactonasen mit den Substraten 3-Oxo-Cs-HSL

(62) und C;,-HSL (64) untersucht.

/\/\)J\/U\ ,?O Lactonase /\/\)J\/U\ ,q

3-Ox0-C4-HSL (62) 3-Ox0-C4-HS (63)
/\/\/\/\/\)J\ /q\ Lactonase /\/\/\/\/\)J\ /q
C,,HSL (64) C,,-HS (65)

Ein reproduzierbares und verldsslich effizientes Protokoll zur HPLC-ESI-MS-Analyse wurde
entwickelt, die Nachweisgrenze bestimmt, Kontrollexperimente etabliert und auch die
Enzymreaktionen bei den biologischen Partnern in reger Absprache intensiv optimiert. So
fithrte die Zugabe des AHL in DMSO zu optimierten Inkubationsbedingungen fiir die BpiB-
Proteine und damit zu einer Erhohung der enzymatischen Aktivitdt. Eine Detektion der
spezifischen Massenaddukte des N-Acylhomoserins 3-Oxo0-Cg-HS (63) und der Vergleich mit
chemisch hydrolysiertem Spaltprodukt, bestitigte die Lactonase-Aktivitit der BpiB-Proteine.
Zudem wurden neben dem 3-Oxo0-Cg-HSL (62) zwei weitere Substrate wie C1,-HSL (64) und
3-Ox0-Cs-HSL (62) hinsichtlich einer Erhohung der Enzymaktivitéat untersucht.

Kooperation Arbeitsgruppe R. Schmitz-Streit (Universitdt Kiel)

Fir Untersuchungen der biologischen Aktivitit von Quorum-Sensing-inhibierenden Meta-
genom-Klonen wurden mit Hilfe verschiedener chemischer Methoden Rohextrakte von
Kulturiiberstanden hergestellt. Keiner der Extrakte zeigte in Folgeexperimenten eine reprodu-
zierbare Bioaktivitit, so dass small molecules als Anti-Quorum-Sensing-Molekiile ausge-
schlossen werden und nun Proteinanalytik zum Einsatz kommit.

Mit Hilfe der etablierten HPLC-ESI-MS-Analyse fiir die Detektion von Reaktionsprodukten
aus dem enzymatischen Abbau von N-Acylhomoserinlactonen konnte ein Quorum-
Quenching-Mechanismus fiir einen positiv eingeschitzten Klon ausgeschlossen werden. Die
Entwicklung von Methoden zur Analyse von Quorum-Sensing-inhibierenden Klonen des
AI-2-Typs ist ein reizvolles weiteres Ziel der chemischen Analyse in Kooperation mit der

Arbeitsgruppe R. Schmitz-Streit.
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6.2 Assoziierte Streptomyceten aus marinen Invertebraten

6.2.1 Der Produzent Streptomyces sp. JP90

Synthetische Arbeiten zum Cinnamoylphosphoramid und seinem Sdurederivat

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte die chromatographische Reinigung des Roh-
produkts von synthetisch hergestelltem Cinnamoylphosphoramid (21) an reversed-phase
Kieselgel optimiert werden. Dies fiihrte ausgehend von 82 zu einer Optimierung der Gesamt-
ausbeute des Cinnamoylphosphoramids (21) von zuvor 16 % nach Reinigung an Kieselgel auf
55 % nach Reinigung an reversed-phase Kieselgel.

Die Bioaktivitidt des Cinnamoylphosphoramids (21) ist von groBem Interesse, da die che-
mische Struktur dieses Molekiils dem Grundgeriist von Organophosphorsidureestern
entspricht. Erste Untersuchungen zur Inhibition der Acetylcholinesterase ergaben jedoch
aufgrund der schlechten Loslichkeit nur eine schwache Hemmung. Zur genauen Bestimmung
des ICso-Wertes wurde das Séurederivat von 21 als wasserlosliches Analogon dargestellt.
Versuche das Sédurederivat (92) ausgehend von 21 durch enzymatische oder milde basische
Hydrolyse zu synthetisieren oder eine geplante Sequenz zur Reduktion des Methylesters 21
zum Alkohol und anschlieBender Oxidation zur Sdure fithrten nicht zum Ziel. Daher wurde
die Synthese ausgehend vom Silyl-geschiitzten Ester der 4-Hydroxyzimtsdure (96) analog zur
Totalsynthese von 21 durchgefiihrt. Aufbauend auf den synthetischen Arbeiten zum 21 gelang
P.v. Zezschwitz die Synthese der Zielverbindung 92 in einer Ausbeute von 43 %. Die an-
schlieBende Reinigung des Rohprodukts, ein 10:1 Gemisch aus Produkt und durch Zersetzung
erhaltenes Phenol, wurde im Rahmen dieser Dissertation mittels Gelchromatographie an
Sephadex-LH 20 (Methanol) durchgefiihrt. 21 und das Saurederivat 92 zeigten nur eine sehr
schwache inhibitorische Aktivitdt gegeniiber der Acetylcholinesterase (ICso> 350 uM).
Weitere Untersuchungen der potentiellen Inhibitoren mit der Butyrylcholinesterase (BChE)
ergaben fiir 21 einen ICsp = 250 uM und keine signifikante Aktivitit fiir das Sdurederivat 92.
Synthetisches racemisches Cinnamoylphosphoramid (21) zeigte jedoch in durchgefiihrten in
vitro-Tests mit dem Parasiten Leishmania donovani mit einem ICsp-Wert = 0.11 pg/mL eine
hohere Aktivitdt als der Standard Miltefosin (137, ICsp-Wert = 0.21 ug/mL) (in Kooperation
mit M. Kaiser, Schweizer Tropeninstitut, Basel). Zur Verifizierung der Aktivitidt sollen die
beiden synthetischen Enantiomere (R)-21 und ($)-21 auf ihre Wirkung gegen den Erreger der

L. donovani untersucht werden.
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Studien zur Biosynthese und okologischen Chemie

Die im Rahmen der Diplomarbeit begonnenen Arbeiten zur Strukturaufkldrung des aus
Stamm JP90 isolierten Sekundérstoffs wurden in der vorliegenden Arbeit erfolgreich abge-
schlossen. Die Naturstoffklasse der Spirotetronate aus Stamm JP90 wurde um ein literatur-

bekanntes Analogon (22b) erweitert, seine Struktur wurde aufgeklirt und abgesichert.

OCH,
Cinnamoylphosphoramid (21)

O O
HO 22a:R - H coﬂﬁi‘\#\ \q/\
o
CH, 22b: R = H HC™ "CH,
Splrotetronate (22) Rosiridol (23)

Mit Hilfe von Fiitterungsexperimenten mit '*C-markierten Biosynthesevorldufern konnte die
Biosynthese der Spirotetronate (22) mit dem bekannten Chlorothricin (105) verglichen
werden. Die beobachteten Einbaumuster aus Fiitterungsexperimenten mit [1,2—13C2]Acetat
und [U—13C3]G1ycerin belegen einen polyketidischen Ursprung des Aglykons, bestehend aus
sechs Acetat- und fiinf Propionat-Einheiten. Die Herkunft der mit [1,2—13C2]Acetat nicht ange-
reicherten Cs-Einheit (C-20/C-21/C-22) konnte mit Hilfe von [U—13C3]Glycerin auf den Vor-
laufer Glycerin zuriickgefiihrt werden. Die Anordnung der Polyketidkette ermoglicht auch in
22 die Bildung des trans-Decalin-Ringsystems iiber eine Cycloaddition. Im néchsten Schritt
entsteht durch eine Kondensationsreaktion zwischen dem aus Glycerin stammenden Csz-Bau-
stein mit der Polyketidkette und nachfolgender intramolekularer Cycloaddition die spiro-
verkniipfte Acyltetronsdure, welche abschlieBend in ein Makrolid umgewandelt wird.
Rosiridol (23) ist bisher nur ein aus Pflanzen isoliertes Monoterpen, dessen biosynthetischer
Aufbau hinsichtlich Acetat-Mevalonat- oder Triose-Pyruvat-Weg ungeklart ist.
Fiitterungsexperimente mit den BC-markierten Vorliufern Naltrium—[l,Z—13 C,]Acetat und
[U-"*C3]Glycerin zeigten, iiber welchen Stoffwechselweg der Stamm JP90 das Monoterpen
Rosiridol (23) aufbaut. Die *C-NMR-Analyse der beobachteten Einbaumuster ergab, dass die

Biosynthese von 23 iiber den Triose-Pyruvat-Weg erfolgt. Zusitzlich konnten im beob-



172 Allgemeiner Teil

achteten Einbaumuster aus dem Fiitterungsexperiment mit [U—13C3]G1ycerin Hinweise auf
einen geringen Anteil von Rosiridol (23) aus dem Acetat-Mevalonat-Weg gefunden werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Untersuchung der Funktion von 21 dem Stamm JP90
rac-Syntheseprodukt 21 und die Strukturanaloga 4-Hydroxyzimtsauremethylester (82), Zimt-
sauremethylester (93) und Zimtsiure (122) zugefiittert. Es konnte jedoch keine Verdnderung
des Metabolitenmusters oder eine Produktionssteigerung hinsichtlich neuer Sekundédrmeta-
boliten beobachtet werden. Damit konnte keine naheliegende ©kologische Funktion des
Cinnamoylphosphoramids (21) als aktivierter Biosynthesevorldaufer fiir den Produzenten

Stamm JP90 aufgezeigt werden.

6.2.2 Der Produzent Streptomyces sp. Pol001

In diesem Kooperationsprojekt mit U. Hentschel (Universitit Wiirzburg) wurde das Meta-
bolitenspektrum des Streptomyces Stamm Pol001 auf die Produktion eines neuen Glyko-
peptids (24) untersucht. Die Struktur dieses neuen Glykopeptids (24), bei dem es sich um das
erste Glykopeptid des Vancomycin-Typs mit mindestens einem Sulfatsubstituenten handeln

konnte, wurde von M. Scheuermayer’® aus dem identifizierten Biosynthesegencluster

abgeleitet.
R! OR?2 R3
o @)
S5O Ost
O 0 0O
o H H
N O 3 N NG 1 NHCH,
H H
RS O R
HN R1: H oder CI S1: H oder SO,
R2: Glucose S2: H oder SO,
R3: H oder Cl S3: H oder SO,

R4: aliphatischer Rest

R5: méglicherweise Alanin S4: H oder SO,

S5: H oder SO,

sS40 0os3

24

Mit Hilfe von HPLC-ESI-MS-Analysen konnte die Produktion von zwei Glykopeptiden,
Vancomycin (1) und vermutlich N-Methylvancomycin (151) aufgezeigt werden. Weitere
Glykopeptide des Vancomycin-Typs mit spezifischem Chlor-Isotopenmuster wurden nicht
gefunden. Allerdings konnte im Mycelrohextrakt ein mit Anisaldehyd pink anfdrbbarer Meta-
bolit im Polarititsbereich von Vancomycin (1) detektiert werden. Die Optimierung der
Fermentationsbedingungen gemiih des OSMAC-Ansatzes'** des Stammes Pol001 fiihrte unter
Zusatz der Vorldufer L-Hpg/Malonsédure bzw. D-Hpg/Malonsiure zur Produktionssteigerung

dieses pink anfidrbbaren Metaboliten. Es handelt sich vermutlich um einen Metaboliten der
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zugefiitterten Malonsidure. HPLC-ESI-MS-Analysen lieBen ebenfalls eine Produktions-
steigerung von Vancomycin (1) erkennen, jedoch konnte kein spezifisches Chlor-Isotopen-
muster fiir das vorhergesagte Glykopeptid (24) detektiert werden. Damit konnte im Rahmen
dieser Arbeit die Produktion eines neuen Glykopeptids (24) nicht nachgewiesen werden, es

handelt sich um einen sogenannten ,,stillen Biosynthesegencluster*.

6.3 Mykotoxine aus Aspergillus nidulans

In der Arbeitsgruppe M. Miiller (Arbeits- und Sozialmedizin, Universitidt Gottingen) wurden
verschiedene Schimmelpilz-Extrakte auf Cytotoxizitit und Gentoxizitdt untersucht, nachdem
diese als Ursache fiir chronische Atemwegserkrankungen bei Mitarbeitern einer Kompostier-
anlage identifiziert worden waren. Ein Extrakt des Pilzes Aspergillus nidulans fiel durch
einen besonders starken cytotoxischen Effekt auf, dessen Stédrke nicht allein auf den Gehalt
von Sterigmatocystin (155) im Extrakt zuriickgefiihrt werden konnte. Aus diesem Grund
sollte das fiir diese Cytotoxizitdt verantwortliche Mykotoxin aus dem Extrakt isoliert und in

seiner Struktur aufgeklért werden.

Fiir die von C. Handrich (Arbeitsgruppe M. Miiller) isolierten Sekundéarstoffe aus dem Pilz
Aspergillus nidulans erfolgte die Strukturaufklarung mit Hilfe von spektroskopischen und
spektrometrischen Methoden. Hierbei wurde die Struktur des neuen Derivats
Cycloisoemericellinol (156) aufgeklirt, das formal eine Addition von Wasser am O-Prenyl-
substituenten aufweist. Um zu priifen, ob diese Verbindung erst bei der sauren Aufarbeitung
gebildet wurde und nicht zum nativen Metabolitenspektrum des A. nidulans gehort, erfolgte in
eigenen Arbeiten eine Aufarbeitung ohne Zugabe von Siure. Eine HPLC-ESI-MS-Analyse
der Rohextrakte aus den Aufarbeitungen mit und ohne Sédure sowie der Reinsubstanz im
Vergleich zeigte eindeutig, dass es sich bei Verbindung 156 um einen urspriinglich gebildeten
Sekundirstoff aus dem Metabolitenspektrums des A. nidulans handelt. 156 weist eine
cytotoxische Wirkung als Topoisomerasehemmer auf.

Als weitere Metaboliten konnten Demethylsterigmatocystin (160) und Averufin (161), zwei
Vorstufen aus der Biosynthese von Sterigmatocystin (155) identifiziert werden. Letzteres

weist wie Sterigmatocystin (155) eine gentoxische Wirkung auf. Auflerdem konnte das
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Emerin (159) identifiziert werden, das weder eine cytotoxische noch mutagene Wirkung

besitzt.
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B  EXPERIMENTELLER TEIL

1 Allgemeines

1.1 Instrumentelle Analytik

Massenspektren: ESI-MS: Finnigan Ion-Trap-Massenspektrometer LC-Q. EI-MS:
Finnigan Doppelfokussierendes Sektorfeld-Massenspektrometer MAT 95, 70 eV. Hochauf-
16sungen wurden mit Perfluorkerosin als Vergleichssubstanz gemessen. DCI-MS: Finnigan
MAT 95 200 eV (Reaktandgas: NHj3). HR-ESI-MS: Bruker Apex IV (FTICR), 7 Tesla,
Bruker microTOF (TOF-MS). Angegeben sind jeweils die Quotienten aus Masse zu Ladung

(m/z) sowie die relativen Intensitdten bezogen auf den Basispeak.

Infrarotspektren: Alle IR-Spektren wurden mit einem FT-IR Spektrometer der Firma
Perkin-Elmer Modell 1600 gemessen. Die Substanzen wurden in Form von KBr-Presslingen

vermessen. Abkiirzungen: br = breit, sh = Schulter.

UV-VIS-Spektren: Alle Elektronenspektren wurden mit einem Spektrometer der Firma
Varian Modell Cary 3E gemessen. Die UV-Spektren wurden im sauren und basischen Milieu
nach Zugabe von einem Tropfen 1 M HCI bzw. 1 M NaOH zu 2 mL einer methanolischen
Losung der Substanzen vermessen. Die Wellenlidnge (A) ist in [nm] angegeben, sh = Schulter.
Der molare Extinktionskoeffizient € ist in [1000 cm® mol™] angegeben, und wurde unter
Berticksichtigung geritespezifischer Konstanten mit nachfolgender Gleichung berechnet:

E - Molmasse -10
Einwaage [mg ]

£[1000 cm* mol '] =

Circulardichroismus-Spektren: Jasco Modell J 810. Die molaren Elliptizititen 6 sind in

[10™ deg cm’ mol™] angegeben.

Drehwerte: Die Drehwerte wurden an einem Perkin-Elmer Modell 343 Digital-Polarimeter

bei einer Wellenlinge von 589 nm (Na-D-Linie) in einer 1.0 dm-Messzelle mit einem
Volumen von 1 mL gemessen. Die Angabe des Drehwertes [05]20 erfolgt in Grad pro

Dezimeter bei der angegebenen Temperatur und einer Konzentrationsangabe in Gramm pro

100 mL des verwendeten Losungsmittels.



178 Experimenteller Teil

Schmelzpunkte: Heiztischmikroskop der Fa. Reichert; die Schmelzpunkte sind unkorrigiert.

Elementaranalysen: Mikroanalytische Labore des Instituts fiir Organische und Biomole-

kulare Chemie sowie des Instituts fiir Anorganische Chemie der Universitiat Gottingen.

1H-NMR-Spektren: Varian Inova-600 (600 MHz), Varian Mercury-300 (300 MHz), Varian
Inova-300 (300 MHz). Chemische Verschiebungen wurden in 3-Werten (ppm) relativ zum
jeweiligen Losungsmittel als internen Standard angegeben; Kopplungskonstanten (J) in Hertz
(Hz). Soweit nicht anders angegeben, handelt es sich bei den Kopplungen um skalare
3J(H,H)-Kopplungen. Die 'H-NMR-Spektren wurden niherungsweise als Spektren erster
Ordnung interpretiert. Abkiirzungen: s = Singulett, d = Dublett, t= Triplett, q = Quartett,
dd = Dublett vom Dublett, ddd = Dublett vom Dublett vom Dublett, dddd = Dublett vom
Dublett vom Dublett vom Dublett, dt=Dublett vom Triplett, tt = Triplett vom Triplett,
gt = Quartett vom Triplett, m = Multiplett, br = breit.

13C-NMR-Spektren: Varian Inova 600 (150.8 MHz), Varian Inova 500 (125.7 MHz) unter
Verwendung einer Kryosonde “C {'H} PFG Cold Probe der Firma Varian bei einer
Empfinger- und Verstirkertemperatur von 25 K gemessen, Varian Mercury-300 (75.5 MHz).
Alle chemischen Verschiebungen wurden in 8-Werten (ppm) relativ zum jeweiligen Losungs-
mittel als internem Standard angegeben. *C-"H-Multiplizitiiten wurden aus 'Jcy-Korrelations-
experimenten oder APT-Spektren entnommen. Abkiirzungen: s = Singulett, d = Dublett,
t = Triplett, q = Quartett, APT = Attached Proton Test: CH (d) und CHj3 (q) stehen nach oben,
C (s) und CHj; (t) stehen nach unten.

2D-NMR-Spektren: 1H,lH-COSY (lH,lH—@rrelated Spectroscopy), HSQC (Heteronuclear
Singular Quantum Coherence)) HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Connectivity),
NOESY (Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy).

1.2 Chromatographische Methoden

Losungsmittel: Die Losungsmittel fiir die Chromatographie wurden zuvor destilliert. Fiir die
HPLC wurden nur analysenreine Losungsmittel (Merck) und bidestilliertes Wasser ver-
wendet. Vor Benutzung wurden die Losungsmittel fiir die HPLC zunidchst fiir jeweils

10 Minuten im Ultraschallbad und anschlieBendem Durchleiten von Helium entgast.
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Diinnschichtchromatographie (DC): Merck HPTLC-Fertigplatten Kieselgel 60 Fjs4,
10 x 10 cm, Schichtdicke 0.2 mm; Merck DC-Alufolien Kieselgel 60 Fpss, 20 x 20 cm,
Schichtdicke 0.2 mm; Merck DC-Alufolien RP-18 Fjsss, 20 x 20 cm, Schichtdicke 0.2 mm.
Angegeben sind Ri-Werte (Laufhohe relativ zur Laufmittelfront).

Anfarbereagenzien: Nach Merck, Anfirbereagenzien fiir die Diinnschichtchromato-

graphie' 8

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

. Die DC-Platten wurden nach dem Anspriihen auf ca. 100°C erwérmt.

essig und 5 mL konz. Schwefelsdure, Sprithreagenz.

Ehrlichs Reagenz (Nr. 91): 1 g 4-Dimethylaminobenzaldehyd in einer Losung aus 25 mL
Salzsédure (36 %) und 75 mL Methanol, Sprithreagenz.

Orcin-Spriihreagenz (Nr. 120 —122): 1 g Eisen-(Il)-chlorid in 100 mL Schwefelsédure
gelost, wurden mit gleichen Anteilen einer Orcinlosung (6 % in Ethanol) gemischt,
Spriihreagenz.

Vanillin-Schwefelsidure (Nr. 322): 1 g Vanillin wird in 100 mL konz. Scwefelsdure gegeben.
Ninhydrin (Nr. 231): 0.2 g Ninhydrin in 100 mL Ethanol gelost, Spriihreagenz.
Palladium(II)-chlorid (Nr. 251): 0.5 g Palladium(II)-chlorid in einer Losung aus 100 mL
Wasser unter Zusatz einiger Tropfen Salzsaure (25 %), Sprithreagenz.

Dragendorffs Reagenz (Nr. 121): 0.85 g Bismutnitrat in 10 mL Eisessig und 40 mL Wasser
gelost und mit gleichen Anteilen einer Kaliumjodidlosung (8 g Kaliumjodid in 20 mL
Wasser) gemischt, Tauchreagenz.

Molybdatophosphorsiure (Nr. 204): Eine 5-10 %ige Losung von Molybdatophosphorsdure

in Ethanol, Tauchreagenz.

Adsorberharz: Serva Amberlite® XAD-2, Mitsubishi Kasei Corporation MCI-Gel®
CHP,OP.

Sédulenchromatographie und Gelchromatographie: Chromatographische Trennungen er-
folgten an Macherey-Nagel Kieselgel 60 (40—63 um, 230—400 mesh ASTM) (als Flash-Chro-
matographie nach Szl et al."®") und an Merck Kieselgel 60 RP-18 (4063 um). Fiir die Gel-
chromatographie wurden Pharmacia Sephadex® LH-20; Fluka Sephadex® LH-20; Tosoh

Toyopearl® HW-40F eingesetzt.
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Mitteldrucksiulenchromatographie: Pumpe: Kronwald HPP-100/150, Pumpe: Knauer
Wellchrom Maxi-Star K-1000; Sdule: Merck Lobar®—Fertigsiiule, Grofle A (240-10), Grofle B
(310-25), GroBle C (440-37); Saulenmaterial: Merck Li Chroprep®RP—18 (40—63 pum).

High Performance Liquid Chromatography (HPLC):

Analytische/Semipriparative HPLC mit DAD-Kopplung:

HPLC A: Pumpe: Jasco PU-2080 Plus; Mischkammer: Jasco LG-2080-02; Entgaser: Jasco
DG-2080-53; PDA-Detektor: Jasco MD-210 Plus; Autosampler: Jasco AS-2055 Plus mit
Rheodyne 100 pl. Aufgabeschleife; Sédulenofen: Jasco CO-2065; Datensystem: Jasco
Borwin® mit Jasco Borwin® PDA Version 1.50 (Chromatographie), Jasco Borwin® HSS-
2000 Version 3.5.2. (Steuerung).

HPLC B: Pumpe: Kontron Modell 322; Autosampler: Kontron 360; Detektor: Kontron Diode
Array Detektor 440; Mischkammer: Kontron HPLC 360; Datensystem: Kontron Kroma-
system 2000 Version 1.60; analytische Aufgabenschleife.

HPLC C: Pumpe: Jasco PU-2080 Plus; Mischkammer: Jasco Vierkanalgradientenmisch-
kammer LG-1590-04; Vierkanalentgaser: Jasco DG 1580-54; PDA-Detektor: Jasco MD-2010
Plus mit LC-Net [I/ADC (Steuerung); Autosampler: Jasco AS-2055 Plus; Datensystem: Jasco
Borwin® mit Jasco Borwin® PDA Version 1.50 (Chromatographie), Jasco Borwin® HSS-

2000 Version 3.5.2. (Steuerung).

Analytische HPLC mit ESI-MS-Kopplung:

HPLC D: Pumpe und Mischkammer: Flux Instruments Rheos 4000; Entgaser: Flux
Instruments ERC-3415a; Autosampler: Jasco 851-AS mit variabler Aufgabeschleife
0-100 pL; PDA-Detektor: Finnigan Surveyor; Massendetektor: Finnigan LC-Q;
Datensysteme: HPLC: Flux Instruments Janeiro (Steuerung); PDA- und MS-Detektor:

Finnigan Xcalibur® Version 1.3 (Chromatographie- und Steuerung).

Praparative HPLC:

HPLC E: Pumpe: Jasco PU-1587 (0-50 mL/min), Mischkammer: Jasco 1000 pL; UV-
Detektor: Jasco UV 1575; manuelles Probenaufgabeventil: Rheodyne, préiparative 2.0 mL
Aufgabeschleife; Datensystem: Jasco Borwin® Ver. 1.50 (Chromatographie), Jasco Borwin®

HSS-200 Version 3.5.2 (Steuerung).
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HPLC-Séulen:

Analytisch:

Sédule A: (Standardsdule 1 fiir HPLC-ESI-MS) Grom Superspher-100 RP-18, endcapped,
100 x 2 mm, 4 um, mit Vorsdule: Grom Superspher 100 RP-18, endcapped, 10 x 2 mm, 4 um,
Flussrate: 0.3 mL/min.

Sdule B: (Standardsdule 2 fiir HPLC-ESI-MS) Phenomenex Synergi Hydro-RP C18,
endcapped, 250 x 3 mm, 4 um, mit Vorsdule: Phenomenex Security Guard AQ CI18,
4 x 2 mm, Flussrate: 0.4 mL/min.

Séule C: Knauer Nucleosil-100 C8, 250 x 3 mm, 5 um, mit Vorsdule: Phenomenex Security
Guard AQ C18, 4 x 2 mm, Flussrate: 0.4 mL/min.

Sédule D: Machery Nagel Nucleodur-100 C18, 250 x 3 mm, 5 um, mit Vorsdule Security
Guard C8, 4 x 2 mm Flussrate: 0.4 mL/min.

Séule E: Daicel Chiralpak IA, 250 x 46 mm, Flussrate: 0.8 mL/min.

Saule F: Daicel Chiralcel OD, 250 x 46 mm, Flussrate: 0.8 mL/min.

Praparativ:

Séule G: Jasco Nucleosil-100 C8, 250 x 20 mm, 5 pm, Flussrate: 10.0 mL/min.

Programme fiir die HPLC (analytisch):

Programm A: (Standardprogramm 1 fiir die Analytik) Losungsmittelsystem: Losung A:
Wasser, Losung B: Methanol, jeweils mit 0.05 % Ameisensédure; Gradient: von 20 % auf
100 % B in 20 min, 10 min bei 100 % B, von 100 % auf 20 % B in 2 min, 8 min bei 20 % B.
Programm B: (Standardprogramm 1 fiir die HPLC-ESI-MS) Losungsmittelsystem: Losung
A: Wasser, Losung B: Methanol, jeweils mit 0.05 % Ameisensdure; Gradient: von 20 % auf
100 % B in 20 min, 10 min bei 100 % B, von 100 % auf 20 % B in 2 min, 8 min bei 20 % B.
Programm C: (Standardprogramm 2 fiir die HPLC-ESI-MS) Losungsmittelsystem: Losung
A: Wasser, Losung B: Methanol, jeweils mit 0.05 % Ameisensédure; Gradient: von 10 % auf
100 % B in 20 min, 10 min bei 100 % B, von 100 % auf 5 % B in 2 min, 8 min bei 5 % B.
Programm D: (Standardprogramm 3 fiir die HPLC-ESI-MS) Loésungsmittelsystem: Losung
A: Wasser, Losung B: Methanol, jeweils mit 0.05 % Ameisensédure; Gradient: von 5 % auf
100 % B in 20 min, 5 min bei 100 % B, von 100 % auf 5 % B in 5 min, 10 min bei 5 % B.
Programm E: Losungsmittelsystem: Losung A: Wasser, Losung B: Acetonitril; isokratisch,

30 % B, Programmdauer: 25 min.
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Programm F: Losungsmittelsystem: Losung A: Wasser, Losung B: Methanol, jeweils mit
0.05 % Ameisensiure; Gradient: 30 min bei 35 % B, in 2 min auf 100 % B, 7 min bei 100 %
B, von 100 % auf 35 % B in 2 min, 6 min bei 35 % B.

Programm G: Losungsmittelsystem: Losung A: Isopropanol, Losung B: n-Hexan,
isokratisch, 98 % B, Programmdauer: 70 min.

Programm H: LoOsungsmittelsystem: Losung A: Isopropanol, Losung B: n-Hexan,

isokratisch, 98 % B, Programmdauer: 90 min.

Programm fiir die HPLC (priparativ):
Programm I: Losungsmittelsystem: Losung A: Wasser, Losung B: Acetonitril; isokratisch,

30 % B, , Programmdauer: 20 min.

1.3 Synthetische Arbeiten

Alle Umsetzungen wurden unter inerter Atmosphire (Argon oder Stickstoff) durchgefiihrt.
Alle Losungsmittel fiir die Synthese wurden nach iiblichen Laboratoriumsmethoden getrock-
net'® und unter Stickstoff destilliert (THF und Diethylether mit Na/Benzophenon, NEt; und
CH,Cl, mit CaH, DMF iiber Molsieb). Acrylsiuremethylester wurde vor Gebrauch bei
Raumtemperatur unter vermindertem Druck umkondensiert. Wenn nicht anders angegeben,
sind Losungen von NH4Cl, NaCl und NaHCO; gesittigte wissrige Losungen. Feststoffe
wurden, wenn nicht anders angefiihrt, pulverisiert eingesetzt. Nicht gesondert aufgefiihrte

Chemikalien sind kommerziell erhéltlich.

Die folgenden Substanzen wurden nach Literaturangaben dargestellt:

Tri-o-tolylphosphan nach Ziegler und Heck'®

Heuschmann und Abdel-Rahmann'®.

, Methoxyphosphoryldichlorid (85) nach Quast,

1.4 Derivatisierung

1.4.1 Herstellung der methanolischen Salzsidure

Acetylchlorid (7.1 mL, 0.1 mol, Fa. Acros) wurde bei 0 °C langsam zu MeOH (25 mL)

gegeben. Die so hergestellte Losung war 4 M.

1.5 Mikrobiologische Arbeiten

Alle mikrobiologischen Arbeiten wurden unter den iiblichen sterilen Bedingungen durch-

gefiihrt'™.
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1.5.1 Nihrmedienbestandteile

Die verwendeten Nihrmedienbestandteile wurden von folgenden Firmen bezogen:
Malzextrakt, Fleischextrakt, D-Glucose, Stiarke und Casein-Pepton: Fa. Merck; Hefeextrakt:
Fa. Oxoid; Cornsteep Powder: Fa. Marcor; Leberextrakt, Dextrin (aus Kartoffelstirke):
Fa. Fluka; Mannit, Stirke (aus Kartoffeln): Fa. Roth; Soja (fettarm): Fa. Henselwerk GmbH,
Bactopepton: Fa. Bacto™, Glycerin: Fa. AppliChem; Agar: Fa. Difco.

Verwendete Nihrmedien: Fiir alle Nahrmedien wurde Leitungswasser verwendet. Der pH-
Wert wurde vor der Sterilisation mit 0.5 N HCI bzw. 0.5 N NaOH eingestellt. Zur Herstellung
von Agarplatten wurden 20 g/l Agar hinzugefiigt. Alle Ndahrmedien wurden durch Auto-
klavieren (feuchte Hitze, 121°C, 1 bar Uberdruck, 30 min) sterilisiert.

M2: Malzextrakt 10 g/L, Hefeextrakt 4 g/L, Glucose 4 g/L, pH = 7.0. Fiir die Stammbhaltung
wurde ein Zusatz von CaCOs; 0.3 g/L, Agar 20 g/L zugegeben.

S: Stirke 10 g/L, Glycerin 4 g/L, Casein-Pepton 4 g/L., Hefeextrakt 0.5 g/L, Fleischextrakt
0.5 g/L, Leberextrakt 0.5 g/L, NaCl 1 g/L, pH =7.0.

SGG: Glucose 10 g/L, Glycerin 10 g/L, Stiarke 10 g/L, Cornsteep Powder 2.5 g/L., Casein-
Pepton 5 g/L, Hefeextrakt 2 g/L., NaCl 1 g/L, CaCOs 3 g/L, pH = 7.3.

NL 13587: Glycerin 12.5 g/, Casein-Pepton 2 g/L., K,HPO, 1g/L., NaCl 1 g/L,
MgSO4 x 7 H,0 0.5 g/L, Spur 11 5 mL/L.

M1: Stirke 10 g/L, Hefeextrakt 4 g/L, Casein-Pepton 2 g/L, ,, Artifizielles Seewasser (ASW)*
ad 1 L. Fiir die Stammhaltung wurde Agar 20 g/L. zugegeben.

Soja/Mannit: Sojamehl (fettarm) 20 g/L, Mannit 20 g/L, pH 7.0. Fiir die Stammbhaltung
wurde Agar 20 g/L zugegeben.

Soja/Mannit : Sojamehl (fettarm) 20 g/L, Mannit 20 g/L, Fleischextrakt 5 g/L, pH 7.0.
Soja/Glucose: Sojamehl (fettarm) 20 g/L, Glucose 20 g/L, pH 7.0.

Soja/Dextrin: Sojamehl (fettarm) 20 g/L, Dextrin 20 g/L, pH 7.0.

Glucose-Medium: Glucose 17 g/L, Bactopepton 11 g/L., Hefeextrakt 3 g/L., Malzextrakt
3¢/L,pH7.0.

Dextrin-Medium: Dextrin 140 g/L, Sojamehl (fettarm) 30 g/L, Bactopepton 25 g/L, NaCl
1.2 g/L, pH 7.0.

KM1-Medium: Bacto Nutrient Broth 8 g/, NaCl 5 g/LL und Agar 15 g/L, keine pH-
Einstellung.
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Spurelementléosung 11: CaCl, x 2 H,O 3 g/L, Fe(Ill)citrat 1 g/L., MnSO4 0.2 g/L, ZnCl,
0.1 g/, CuSOsx5H,O 0.025¢g/L, NaBOsx10H,O 0.02¢g/L, CoCl, 0.004 g/L,
Na,MoO4 x 2 H,0 0.01 g/L.

Vitaminlosung: Thiamin - HC1 1 g/L, Calcium - D-Pantothenat 1.2 g/L,, Flavin — Mono-
nukleotid 1 g/L, Nikotinsdure 2.3 g/, Pyridoxin - HCl 12 g/L,, p-Aminobenzoat 0.2 g/L,
Vitamin By, 0.1 g/L, Folsdure 0.01 g/L, Biotin 0.006 g/L.

Artifizielles Seewasser: NaCl 234.7 g/L, Na,SO4 39.2 g/L., MgCl, x 6 H,0 106.4 g/L., CaCl,
11.0 g/L, NaHCO5 1.92 g/L, KC1 6.64 g/L, KBr 0.96 g/L, H3BO3 0.26 g/L, SrCl, 0.24 g/L,
NaF 0.03 g/L, H,O ad to 10 L.

1.5.2 Zugefiitterte Substanzen

Folgende Substanzen wurden als Vorldufer oder Zusatz in verschiedenen Fermentationen

verwendet:

Stamm Streptomyces JP90: 4-Hydroxyzimtsduremethylester (CjoH;0Os3, synthetisiert),
Cinnamoylphosphoramid (C;oH;2NOsP, synthetisiert), Zimtsdure (CoHgO,, Fa. Merck), Zimt-
sauremethylester (C;oH;00O,, synthetisiert).

Stamm Streptomyces Pol001: L-Tyrosin (CoH;;NOs, Fa. Merck), L-Phenylalanin (CoH;;NO,,
Fa. Jannsen Chimica), Dimethylsulfoxid (DMSO, Fa. Riedel-deHden), Glycerin (Fa.
AppliChem.), Natriumacetat (C;H3NaO,, Fa. Fluka), 4-Hydroxy-L-phenylglycin (CsHyNO3, >
99.0%, Fa. Fluka), D-4-Hydroxyphenylglycin (CsHoNOs3, > 98.0%, Fa. Aldrich), Malonsédure
(C5H40y4, Fa. Merck).

Die Substanzen wurden in geloster Form zugefiittert, wobei alle Losungen einen pH-Wert von
ca. pH = 6-7 besallen. Die Herstellung der Fiitterungslosungen wird in den entsprechenden

Kapiteln aufgezeigt.

1.5.3 Schiittler und Fermenter:

Braun Inkubationsschrank BS4, Braun Certomat® RM, Braun Certomat® U, Braun Certomat®

BS1, Braun Biostat® B (5 L), Braun Biostat® E (15 L) Braun Biostat® M (1 L).

1.5.4 Verschiedene Gerite

Dosierpumpe: ISMATEC Schlauchpumpe (0.019-1.9 mL/min).
Zentrifugen: Eppendorf Centrifuge 5415D, Eppendorf Centrifuge 3K30, Sigma Labaratory
Centrifuge 4K10.
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Feinfilter: Sartorius Minisart®, Porengrofle 0.2 um; Sartorius Vivaspin 20®; VWR Vacuum

Filtration System®, PorengroBe 0.2 um, Millipore Spinfilter, AusschluBBgréBe S000 kDa.

1.5.5 Stammbhaltung:

Langzeiterhaltung in fliissigem Stickstoff: Von einer gut bewachsenen Agarplatte wurden
mit einseitig zugeschweilliten und mit einem Bleistiick beschwerten sterilen Polypropylen-
Halmen Agarstiickchen ausgestanzt, bis der Halm gefiillt war. Der Halm wurde in einen
zweiten dulleren Halm gesteckt, der an beiden Enden zugeschmolzen wurde. Mehrere Halme

in einem Kryorohrchen wurden in einem Dewargefal} iiber fliissigem Stickstoff eingelagert.

Stammhaltung auf Agarplatten: Fiir die Bakterien wurden die Nihrmedien M2*, SM und
M1 verwendet. Die mittels einer Platinimpfose beimpften Agarplatten wurden 4-7 Tage bei
28°C inkubiert. Bewachsene Agarplatten wurden mit Verschlussfolie (Pechiney Parafilm® M)

versiegelt und bei 4 °C fiir maximal 4 Monate gelagert.

Stammbhaltung als Sporensuspension (Glycerin-Einlagerung): Bei Kultivierung in Fliissig-
kultur der jeweiligen Mikroorganismen wurden nach 48 h ca. 0.8—-1 mL der jeweiligen
Kulturbrithe in ein 2 mL Kryordhrchen pipettiert und fiigte dieselbe Menge an Glycerin
(steril) hinzu. Die Suspension wurde gut durchmischt und anschlieBend bei —20 bis —80°C

gelagert.

1.5.6 Isotopenmarkierte Verbindungen

[1,2-"°C,]Natriumacetat (99% isotopenmarkiert) wurde von der Fa. Campro Isotope

Laboratories bezogen und [U-""C3]Glycerin (99% isotopenmarkiert) von der Fa. Chemotrade.

Berechnung der 13C-Anreicherung (nicht miteinander koppelnde Kerne)'”’:

In diesem Verfahren wird die natiirliche Héiufigkeit von BC-Kernen beriicksichtigt, um die
Anreicherung der gefiitterten markierten Vorldufer im zu untersuchenden Molekiil zu ermit-
teln. Ein erfolgreicher Einbau gilt als gesichert, wenn sich die Signalintensitit eines C-Atoms
verdoppelt und somit der spezifische Einbau grofer eins ist. Vor der Berechnung miissen alle
Intensititen der C-Atome auf ein C-Atom, bei dem man keinen Einbau des isotopen-

markierten Vorldufers erwartet, normiert werden.
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(Intensitit des Signals der markierten Verbindung)

% Anreicherung = 1.1% X 1.1%

(Intensitit des Signals der Referenzverbindung)

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

Spezifischer Einbau =

1.5.7 Plattendiffusionstest:

Auf die mit verschiedenen Testkeimen angeimpfte Agarplatte wurden Filterplittchen
(Durchmesser 6 mm, Dicke 0.5 mm) gelegt, die mit 15 pLL Substanzlosung (¢ = 1 mg/mL in
Methanol) getrinkt und vor dem Auflegen unter sterilen Bedingungen getrocknet worden
waren. Als Testkeime dienten Bacillus subtilis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus und
Candida albicans. Die Agarplatten wurden 24 h bei 25 °C (C. albicans), bzw. bei 37 °C

(B. subtilis, E. coli und S. aureus) inkubiert.

Zusammensetzung der Nihrboden fiir die Plattendiffusionstests:

B. subtilis und E. coli: Glucose 5 g/L, Trinatriumcitrat x 2 H,O 0.5 g/L., KH,PO, 3 g/L,
Ko;HPO4 7 g/L, MgSO4 x 7 HyO 0.1 g/, (NH4)2SO4 1 g/ und Agar 15 g/L, keine pH-
Einstellung.

S. aureus: Bacto Nutrient Broth 8 g/, NaCl 5 g/LL und Agar 15 g/L, keine pH-Einstellung.
C. albicans: Hefeextrakt 4 g/L., Malzextrakt 10 g/L, Glucose 4 g/L. und Agar 15 g/L, pH =5.5.
Zum Ansetzen der Testplatten-Medien wurde demineralisiertes Wasser verwendet. Die

Glucose wurde erst nach 30 miniitiger Sterilisation hinzugegeben.
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2 Neue Biofilm-Inhibitoren aus dem Metagenom

2.1 Synthese des Autoinduktors AI-1 (19)

2.1.1 (3R)-3-(tert-Butyldimethylsilyloxy)butansiure (162)

OTBSO

T 0H

Zu einer Losung von (-)-(R)-Hydroxybutyrat (R-43, 300 mg, 2.38 mmol, 1.0 Aq.) in
wasserfreiem DMF (15 mL) wurden unter kriftigem Riihren bei 0 °C Imidazol (1.04 g,
15.2 mmol, 6.4 Aq.) und fert-Butyldimethylsilylchlorid (1.04 g, 6.90 mmol, 2.8 Aq.) gegeben.
AnschlieBend wurde die Reaktionslosung fiir 30 h bei Raumtemperatur geriihrt. Danach
wurde die Reaktionsmischung mit Ethylacetat (120 mL) verdiinnt und mit 1 N KHSO,
(30 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde mit Wasser (2 x 20 mL) und ges. NaCl-
Losung (2 x 80 mL) gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel i. Vak.
entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wurde ohne Aufreinigung in Dioxan (6 mL) gelost, unter
starkem Riihren tropfenweise 1 N NaOH (2.38 mL, 2.38 mmol, 1 Aq. bezogen auf 43) zu-
gegeben und das Reaktionsgemisch fiir 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Anschlieend wurde
zur Reaktionsmischung Ethylacetat (30 mL) und Wasser (30 mL) gegeben und die wéssrige
Phase mit 2N HCIl (1 mL) pH 1.0 eingestellt. Die wéssrige Phase wurde mit Ethylacetat
(3 x 80 mL) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit ges. NaCl-Losung
(1 x 150 mL) gewaschen, iiber Na,SO,4 getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. entfernt.
Nach sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Cyclohexan/EE 7:2) wurde die
Zielverbindung (162) als farbloses Ol erhalten (422 mg, 1.93 mmol, 81 %).

C1oH»05Si  (218.37).
Ry: 0.40 (KG, Cyclohexan/EE 7:2).
MS (ESI): m/z (%) = 219 (10) [M+H]*, 236 (100) [M+NH,]".

'H-NMR (300 MHz, Aceton-de): 8 = 0.05/0.07 (2 x s, 2 x 3 H, Si(CH3),C(CHz)s, 0.86 (s,
9 H, Si(CH;),C(CH3)3), 1.18 (d, J=6.0Hz, 3H, 4-H;), 2.38 (m, 2 H, 2-H,), 4.29 (ddq,
J=6.0,6.0, 6.0 Hz, 1 H, 3-H) ppm.
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"H-NMR (600 MHz, CDCls): 6 = 0.04/0.06 (2 x s, 2 x 3 H, Si(CH3),C(CH3)3, 0.85 (s, 9 H,
Si(CH3),C(CH3)3), 1.21 (d, J=6.0 Hz, 3 H, 4-H3), 2.46 (m, 2 H, 2-H;), 4.26 (ddq, J = 6.0,
6.0, 6.0 Hz, 1 H, 3-H) ppm.

BC-NMR (125 MHz, CDCl3): § = —5.1/-4.6 (Si(CH3),C(CH3)3), 17.9 (Si(CH3),C(CH3)3),
23.6 (C-4), 25.7 (Si(CH3),C(CHs)3), 44.3 (C-2), 65.7 (C-3), 176.9 (C-1) ppm.

2.1.2 N-[(3R)-3-(tert-Butyldimethylsilyloxy)butyryl]-L-homoserinlacton
(163)

(3R)-3-tert-Butyldimethylsilyloxybutansiure (162, 234. mg, 1.08 mmol, 1.0 Aq.) wurde in
wasserfreiem DMF (22 mL) gelost, die Losung auf 0 °C gekiihlt und EDC - HCI (618 mg,
323 mmol, 3 Aq.) sowie (S)-(-)-0-Amino-y-butyrolacton-hydrobromid (44, 294 mg,
1.61 mmol, 1.5 Aq.) zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde fiir 28 h bei Raumtemperatur
geriihrt. Danach wurde die Reaktionslosung mit Ethylacetat (70 mL) sowie Wasser (70 mL)
verdiinnt und fiir 20 min geriihrt. Die wissrige Phase wurde mit Ethylacetat (4 x 200 mL)
extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit ges. NH4Cl-Losung (1 x 200 mL) und
ges. NaCl-Losung (3 x 200 mL) gewaschen, iiber Na;SO, getrocknet und das Losungsmittel i.
Vak. entfernt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Flashchromato-
graphie, Cyclohexan/Aceton 3:1) wurde die Zielverbindung (161) als farbloses Ol erhalten
(207 mg, 686 umol, 64 %).

C14sH27NO4Si  (301.64).
R¢: 0.35 (KG, Cyclohexan/Aceton 2:1).
MS (ESI): m/z (%) = 302 (28) [M+H]", 324 (38) [M+Na]", 625 (100) [2M+Na]".

"H-NMR (600 MHz, Aceton-d): 8 = = 0.05/0.07 (2 x s, 2 x 3 H, Si(CH3),C(CH3)3), 0.86 (s,
9 H, Si(CH3),C(CH5)3),1.18 (d, J=6.0 Hz, 3 H, 4'-H3), 2.21 (dddd, J=2.0, 6.0, 9.0, 11.0 Hz,
1 H, 3-Ha), 2.31 (m, 1 H, 2'-Hyp), 2.35 (m, 1 H, 2'-Hp), 2.56 (dddd, J=1.5, 6.0, 9.0, 11.0 Hz,
1 H, 3-Hp), 429 (ddd, J=6.0, 9.0, 11.0 Hz, 1 H, 4-H,), 427 (m’, 1 H, 3"-H), 4.38 (ddd,
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J=15,9.0, 11.0 Hz, 1 H, 4-Hg), 4.73(ddd, J=6.0, 9.0, 11.5 Hz, 1 H, 2-H), 7.51 (sor, 1 H,
NH) ppm.

“Signal liegt unter anderem Signal.

BC.NMR (125 MHz, Aceton-d): & = —5.1/-4.6 (Si(CH3),C(CHs)3), 18.5 (Si(CH;),C(CHs)3),
24.1 (C-4), 26.2 (Si(CH3),C(CHs)3), 30.2 (C-3), 46.9 (C-2'), 48.8 (C-2), 66.0 (C-3'), 66.9
(C-4), 171.2 (C-1'), 175.6 (C-1) ppm.

2.1.3 N-[(3R)-Hydroxybutyryl]-L-homoserinlacton (R,S-29)

H, OHQ
MN > 1 o
H

0]

N-[(3R)-3-(tert-Butyldimethylsilyloxy)butyryl]-L-homoserinlacton (163, 207 mg, 686 umol,
1.0 Aq.) wurde in wasserfreiem CH,Cl, (2.3 mL) gel6st und unter Argon in einen Falcontube
(15 mL, Fa. Sarstedt) tiberfiihrt. Die Losung wurde auf O °C gekiihlt und unter kriftigem
Rithren HF - Pyridin = (70 %ig, 0.19 mL) =zugegeben. Nach 30min wurde die
Reaktionsemulsion mit Wasser (5 mL) sowie ges. NaHCOs3-Losung (1 mL) verdiinnt. Die
weitere Zugabe von ges. NaHCOs-Losung zum Reaktionsgemisch erfolgte unter pH-
Kontrolle mittels pH-Papiers bis zu einem eingestellten pH-Wert von 7.0. Die wissrige Phase
wurde mit Wasser (3 mL) auf ein Gesamtvolumen von ~14 mL verdiinnt und nach
Abtrennung der CH)Cl,-Phase mit Ethylacetat (3 x 10 mL) extrahiert. Die organischen
Phasen aus der Ethylacetat -Extraktion wurden vereinigt, das Losungsmittel i. Vak. entfernt
und N-[(3R)-Hydroxybutyryl]-L-homoserinlacton (R,5-29) enthaltenes Rohprodukt (26.2 mg)
erhalten. Die wissrige Phase wurde bis zur Trockne konzentriert, der Riickstand mit Aceton
extrahiert (3 x 50 mL) und N-[(3R)-Hydroxybutyryl]-L-homoserinlacton (R,S-29) enthaltenes
Rohprodukt (74.4 mg) gewonnen. Die Rohprodukte wurden vereinigt, chromatographisch an
Kieselgel (Flashchromatographie, Cyclohexan/Aceton 1:2) gereinigt und die Zielverbindung
(R,S5-29) als farbloser Feststoff erhalten (73.2 mg, 391 umol, 57 %).

CsHisNO4  (187.20).
R¢: 0.35 (KG, Cyclohexan/Aceton 1:2); 0.57 (RP-18, Aceton/H,0 1:3).
MS (DCI, 200 eV): m/z (%) = 188 (8) [M+H]", 205 (100) [M+NH,4].
HR-ESI-MS: ber. (m/z) = 210.07368 [M+Na]*

gef. (m/z) = 210.07367 [M+Na]".
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Drehwert: [l =50 (¢ = 0.1, MeOH).

UV (MeOH): Amax (Ig €) =202 nm (2.53); (MeOH, HCI): Apax (1g €) 202 nm (2.03); (MeOH,
NaOH): A (Ig €) =202 nm (0.82).

IR (KBr): v (Cm'l) =3421, 2923, 1772, 1653, 1541, 1386, 1181, 1020.

"H-NMR (600 MHz, Aceton-dg): 8 = 1.14 (d, J = 6.0 Hz, 3 H, 4-H3), 2.25 (dddd, J = 1.5, 7.5,
9.0, 11.0Hz, 1 H, 3-Ha), 2.33 (m, 2 H, 2'-H), 2.57 (dddd, J=1.5, 6.5, 8.0, 9.0Hz, 1H,
3-Hp), 4.09 (ddq, J=1.5, 6.0, 7.5 Hz, 1 H, 3'-H), 4.13 (si, 1 H, OH), 4.28 (ddd, J = 6.0, 9.0,
11.0Hz, 1 H, 4-Ha), 4.39 (ddd, J=2.0, 9.0, 11.0 Hz, 1 H, 4-Hg), 4.65 ( ddd, J=38.0, 9.0,
11.0 Hz, 1 H, 2-H), 7.70 (s, 1 H, NH) ppm.

BC-NMR (125 MHz, Aceton-de): & = 23.3 (C-4"), 29.7 (C-3), 45.2 (C-2'), 49.1 (C-2), 65.2
(C-3"), 66.1 (C-4), 172.6 (C-1'), 175.7 (C-1) ppm.

2.14 (35)-3-(tert-Butyldimethylsilyloxy)butansiure (164)

OTBSO

3 1OH

Die Synthese der Verbindung (164) erfolgte ausgehend von (+)-(S)-Hydroxybutyrat (S-43)
wie in 2.1.1 beschrieben. Diese wurde als farbloses Ol erhalten (445 mg, 2.95 mmol, 85 %).

CioH2203Si  (218.37).
Ry: 0.40 (KG, Cyclohexan/EE 7:2).
MS (ESI): m/z (%) = 219 (10) [M+H]", 236 (100) [M+NH,4]".

'H-NMR (600 MHz, Aceton-dg): 6 = 0.05/0.07 (2 xs, 2 x 3H, Si(CH3)>C(CH3)3), 0.86 (s,
9 H, Si(CH3),C(CH3)3), 1.19 (d, J=6.0Hz, 3 H, 4-H3), 2.38 (m, 2 H, 2-H,), 4.28 (ddq,
J=06.0,6.0,6.2 Hz, 1 H, 3-H), 10.2 (sp, 1 H, COOH) ppm.

BC-NMR (125 MHz, Aceton-de): & = —4.8/~4.4 (Si(CH3),C(CHs)3), 18.5 (Si(CH3),C(CH3)3),
24.2 (C-4), 26.1 (Si(CH3),C(CHs)3), 44.9 (C-2), 66.6 (C-3), 172.6 (C-1) ppm.
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2.1.5 N-[(3S)-3-(tert-Butyldimethylsilyloxy)butyryl]-L-homoserinlacton
(165)

Die Synthese der Verbindung (165) erfolgte ausgehend von (35)-3-(tert-Butyldimethyl-
silyloxy)butansédure (164) wie in 2.1.2 beschrieben. Das erhaltene Rohprodukt wurde ohne

weitere Reinigung im Folgeschritt eingesetzt.

C14H27sNOSSi  (301.64).
R¢: 0.35 (KG, Cyclohexan/Aceton 2:1).
MS (ESI): m/z (%) = 302 (28) [M+H]", 324 (38) [M+Na]", 625 (100) [2M+Na]".

"H-NMR (600 MHz, Aceton-dg): & = 0.05/0.07 (2 x s, 2 x 3 H, Si(CHz3),C(CHj)3), 0.86 (s,
9 H, Si(CH3),C(CHz);),1.16 (d, J=6.0 Hz, 3 H, 4-Hz), 2.27 (m, 1 H, 2'-H,), 2.29 (dddd,
J=15,5.0, 9.0, 11.0Hz, 1 H, 3-Hy), 2.37 (m, 1 H, 2'-Hg), 2.56 (dddd, J=1.5, 6.5, 8.5,
9.0 Hz, 1 H, 3-Hp), 4.27 (ddd, J=6.0, 9.0, 10.5Hz, 1 H, 4-Hy), 429 (ddq, J= 1.5, 6.0,
75Hz, 1 H, 3-H), 4.39 (ddd, J=2.0, 9.0, 11.0 Hz, 1 H, 4-Hg), 4.53 (ddd, J=7.5, 8.0,
11.5 Hz, 1 H, 2-H), 7.60 (sp:, | H, NH) ppm.

BC-NMR (125 MHz, Aceton-d): & = —4.7/-4.5 (Si(CH3),C(CHs)3), 18.5 (Si(CH3),C(CH3)3),
24.0 (C-4"), 26.2 (Si(CH3),C(CH3)3), 29.3 (C-3), 46.8 (C-2"), 49.3 (C-2), 66.0 (C-3"), 66.8
(C-4),171.2 (C-1", 175.4 (C-1) ppm.

2.1.6 N-[(3S)-Hydroxybutyryl]-L-homoserinlacton (S,5-30)

Ho H 9
MN21O
H

(0]

Die Synthese der Verbindung (S,5-30) erfolgte ausgehend vom Rohprodukt (165) wie in
2.1.3  beschrieben. Das aus der wissrigen Phase erhaltene Rohprodukt wurde chromato-

graphisch an Kieselgel (Flashchromatographie, Cyclohexan/Aceton 1:2) gereinigt und die
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Zielverbindung (5,5-30) als farbloser Feststoff erhalten (25.1 mg, 134 umol, 26 % iiber zwei
Stufen).

CsHisNO4  (187.20).
R¢: 0.35 (KG, Cyclohexan/Aceton 1:2); 0.57 (RP-18, Aceton/H,0 1:3).
MS (DCI, 200 eV): m/z (%) = 188 (8) [M+H]", 205 (100) [M+NH,4]".
HR-ESI-MS: ber. (m/z) = 210.07368 [M+Na]"
gef. (m/z) = 210.07372 [M+Na]".
Drehwert: [l =—18 (¢ =0.1, MeOH).
UV (MeOH): Anax (Ig €) =202 nm (2.55); (MeOH, HCI): Anax (Ig €) 202 nm (2.28); (MeOH,
NaOH): Amax (Ig €) =202 nm (1.24).
IR (KBr): ¥ (cm™) = 3297, 2966, 1775, 1644, 1552, 1383, 1176, 1018.

"H-NMR (600 MHz, Aceton-de): 8 = 1.12 (d, J = 6.0 Hz, 3 H, 4-H3), 2.30 (dddd, J = 1.5, 5.0,
9.0, 11.0 Hz, 1 H, 3-Ha), 2.32 (m, 2 H, 2-H,), 2.57 (dddd, J=1.8, 6.5, 9.0, 11.0 Hz, 1 H,
3-Hp), 4.10 (myy, 2 H, 3'-H, 3'-OH), 4.28 (ddd, J =6.0, 9.0, 11.0 Hz, 1 H, 4-Ha), 4.39 (ddd,
J=2.0,9.0, 11.0 Hz, 1 H, 4-Hg), 4.61 (ddd, J=8.0, 9.0, 11.0 Hz, 1 H, 2-H), 7.68 (si, 1 H,
NH) ppm.

BC-NMR (125 MHz, Aceton-de): & = 23.3 (C-4'), 29.3 (C-3), 45.2 (C-2'), 49.2 (C-2), 65.2
(C-3"), 66.1 (C-4), 172.6 (C-1"), 175.6 (C-1) ppm.

2.1.7 N-(Hydroxybutyryl)-L-homoserinmethylester (54)

OH
OH O

1 . OCH,

Ir=

CsHi7NOs  (219.24).
Ry: 0.20 (KG, CH,Cl,/MeOH 10:1); 0.44 (RP-18, Aceton/H,0 1:3).
MS (ESI): m/z (%) = 242 (20) [M+Na]*, 218 (30) [M-H]".

"H-NMR (600 MHz, Aceton-dg): 8 = 1.14 (d, J = 6.0 Hz, 3 H, 4-H3), 1.78 (dddd, J = 1.5, 5.0,
7.8, 9.5Hz, 1 H, 3-Hu), 2.00 (dddd, J=1.5, 5.0, 8.0, 10.0 Hz, 1 H, 3-Hg), 2.33 (m, 2 H,
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2'-H,), 3.60 (ddd, J =5.0, 8.0, 10.0 Hz, 2 H, 4-H,), 3.65 (s, 3 H, 1-OCH3), 4.09 (ddq, J = 1.5,
6.0, 7.5Hz, 1 H, 3'-H), 4.14 (sy, 1 H, 4-OH), 4.60 (ddd, J =8.0, 9.0, 11.0 Hz, 1 H, 2-H), 7.54
(svr, 1 H, NH) ppm.

BC-NMR (125 MHz, Aceton-de): & = 23.4 (C-4"), 35.6 (C-3), 45.2 (C-2), 50.4 (C-2), 52.2
(1-OCHs), 58.6 (C-4), 64.3 (C-3"), 172.9 (C-1"), 173.5 (C-1) ppm.

2.1.8 N-(Hydroxybutyryl)-L-homoserinbutylester (53)

C1iH;1NOs  (247.29).
R¢: 0.37 (KG, Cyclohexan/Aceton 1:2).

"H-NMR (600 MHz, Aceton-de): & = 0.91 (t, J = 7.5 Hz, 3 H, 4"-H3), 1.14 (d, J = 6.0 Hz, 3 H,
4'-H3), 1.38 (tq, J/ =7.5 Hz, 2 H, 3"-H,), 1.60 (tt, J=7.5 Hz, 2"-H,), 1.78 (dddd, J = 1.5, 5.0,
7.8, 9.5 Hz, 1 H, 3-Hy), 2.02 (dddd, J=1.5, 5.0, 8.0, 10.0 Hz, 1 H, 3-H,), 2.33 (m, 2 H,
2'-Hy), 3.61 (ddd, J =5.0, 8.0, 10.0 Hz, 2 H, 4-H;,), 4.09 (ddq, J = 1.5, 6.0. 7.5 Hz, 1 H, 3'-H),
4.10 (t, J=6.8 Hz, 1 H, 1"-Hy), 4,18 (s»r, 1 H, 4-OH), 4.59 (ddd, J=38.0, 9.0, 11.0 Hz, 1 H,
2-H), 7.58 (Sur, 1 H, NH) ppm.

“Signal hoherer Ordnung.

BC-NMR (125 MHz, Aceton-de): & = 13.9 (C-4"), 19.7 (C-3"), 23.4 (C-4"), 31.3 (C-2"), 35.7
(C-3), 45.2 (C-2"), 50.6 (C-2), 58.7 (C-4), 65.3 (C-1"), 65.4 (C-3"), 172.9 (C-1"), 173.1 (C-1)

2.2 Reinigung des enzymatisch hergestellten Autoinducers AI-2 (20)

2.2.1 Invitro-Synthese des AI-2-Vorlidufers DPD (31)

Die zur in vitro-Synthese benotigten Enzyme Pfs und LuxS wurden von C. Anetzberger (AK
Jung, Miinchen) produziert und nach Proteinreinigung die jeweilige Proteinkonzentration
mittels Peterson'® durch C. Anetzberger bestimmt. Fiir eine enzymatische Synthese mit

einem Ansatzvolumen von 3 mL wurden Puffer (Natriumphosphat-Puffer), Enzyme (Pfs,
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LuxS) und Substrat (S-Adenosylhomocystein, SAH, Fa. Sigma) zusammengegeben (siche
Tabelle 11).

Zur Herstellung der 10 mM SAH-Losung wurde SAH (7.69 mg) in 1 M HCI (0.9 mL) gel6st,
anschlieBend unter kontinuierlichem Schwenken tropfenweise 1 M NaOH (0.9 mL) und 1 M
Natriumphosphat-Puffer (~0.2 mL, pH =7.5) zugegeben und der eingestellte pH-Wert von
7.5 iiberpriift. Die Losung wurde bei —20 °C gelagert.191 Fiir den 1 M Natriumphosphat-Puffer
wurden 1 M-Losungen von Na,HPOs (84.5 mL; 93.1 g/250 mL) und NaH,PO, (14.5 mL;

191

6.89 g/50 mL) zusammengegeben und 1 M HCI pH = 7.5 eingestellt. ~ Alle Ansitze wurden

mit Wasser auf das Gesamtvolumen aufgefiillt bzw. dieses zunichst vorgelegt:

Tabelle 11. Ansatz (3 mL) fiir eine in-vitro Synthese des AI-2-Vorldufers DPD (31).

Endkonzentration im Konzentration der Eingesetzte Menge fiir
Gesamtvolumen (3 mL) benutzten Losung 3 mL-Ansatz
1 mmolar SAH 10 mmolar SAH 300 uL.
1 mg/mL Pfs Hier: 15.6 mg/mL Pfs’ 190 pL’
1 mg/mL LuxS Hier: 12.2 mg/mL LuxS" 240 uL’
10 mmolar Na-Phosphat-Puffer 1 M Na-Phosphat-Puffer 30 uL

*Bestimmung der Enzymkonzentration mittels Peterson'™ (C. Anetzberger, AK Jung, Miinchen).

Der enzymatische Reaktionsansatz wurde fiir 1 h bei 37 °C auf einer Wippe inkubiert. Danach
wurde der Reaktionsansatz zur Abtrennung der Proteine mittels VIVASPIN® 20 filtriert.
Hierzu wurde der gesamte Ansatz auf eine VIVASPIN® 20-Minisiule gegeben und zentri-
fugiert (2000 g, 4°C). Die Bestimmung der Konzentration an gebildeten AI-2-Vorldufer DPD
(31) wurde mit einem Ellmann-Test durchgefiihrt. Hierzu wurde eine Probe des erhaltenen
Filtrats mit Ellmann-Puffer im Verhiltnis 1:10 verdiinnt. Fiir eine Verdiinnungsreihe wurden
10, 50 und 100 pl dieser Stammlosung in Messkiivetten gegeben und mit Ellmann-Puffer auf
ein Gesamtvolumen von 200 ul aufgefiillt. Je 100 ul Ellmann-Reagenz (Dithio-Nitrobenzoat,
5 mM; 19.82 g/10 mL Ellmann-Puffer) zugegeben und die Absorption bei 412 nm gemessen.

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte iiber E =& ¢ d mit (d= 1 cm, € = 14150/M cm).""!

Zur Herstellung des Ellmann-Puffers wurden 10 mL einer 1 M Stammlosung des Natrium-
phosphat-Puffers mit 200 uL. einer 50 mM Stammldsung von EDTA zusammengegeben und

mit bidest. Wasser auf ein Gesamtvolumen von 100 mL aufgefiillt.
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2.2.2 Affinititschromatographie an Boronsiure-Gel

Die Affinititschromatographie wurde in Anlehnung an Semmelhack et al. durchgefiihrt.'?
Das immobilisierte Boronsdure-Gel (Fa. Pierce) wurde bei Thermo Fisher Scientific erwor-
ben. Die enzymatische Synthese des AI-2-Vorlaufers DPD wurde wie im vorherigen Ab-

schnitt beschrieben durchgefiihrt.

Die Affinitdtschromatographie wurde wie folgt durchgefiihrt:

1. Zum Entfernen des Natriumazids wurde gut gemischtes Boronsdure-Gel (200 uL) in einen
Mikrozentrifugenfilter (Microcon YM-30, Centrifugal Filter Unit Microcon YM-30,
AusschlugroBe: 30 kDA; Fassungsvolumen 500 uL) gegeben und bei 9000 U/min und 4 °C
fiir 12 min zentrifugiert.

2. Zur vollstandigen Entfernung des Natriumazids und Einstellen auf pH 9.0 wurde das
Boronsdure-Gel mit ges. NaHCOs;-Losung (2 x 250 uL., pH 8.8) gewaschen (9000 U/min,
4 °C, 12 min).

3. Das aus dem enzymatischen Ansatz erhaltene Rohprodukt (Filtrat) wurde zunichst mit ges.
NaHCOs;-Losung (Volumina enzym. Ansatz: NaHCOs-Lsg. 1:1) verdiinnt und anschlieBend
in Aliquots von 350 uL zum Boronsdure-Gel addiert und zentrifugiert (9000 U/min, 4 °C,
12 min). Der Durchfluss wurde aufgefangen und im Ellmann-Test iiberpriift.

4. Nach vollstindiger Gabe des Rohproduktes iiber das Boronsdure-Gel wurde mit ges.
NaHCOs-Losung (1 x 200 pL) gewaschen (9000 U/min, 4 °C, 12 min). Der Durchfluss wurde
aufgefangen und im Ellmann-Test iiberpriift.

5. Die Elution des DPD erfolgte mit Ameisensdure (10 %ig, 2 x 250 uL). Das Eluat wurde in
einem neuen 1.5 mL Eppendorfgefdll aufgefangen, in dem ges. NaHCOs3-Losung (14 L) und
Borsdure (1 M, 162 uL; 61.8 g/L) vorgelegt waren. Der pH-Wert dieser Losung wurde sofort
mittels pH-Papier kontrolliert und durch weitere Zugabe von ges. NaHCO3-Losung (14 pL)
auf pH 7.8 eingestellt. Die Konzentration an gebildetem AI-2 (20) wurde mittels Ellmann-

Test bestimmt.

2.3 Chemische Hydrolyse von N-Acyl-Homoserinlactonen

Zur chemischen Analyse der Lactonase-Spaltprodukte wurde das 3-Oxo-Cs-L-Homoserin-
lacton im Alkalischen anteilig hydrolysiert. Hierzu wurde das 3-Oxo0-Cg-L-Homoserinlacton
(62) (5.8 mg, 24.1 umol) in DMSO (60 uL) gelost und mit 1 N NaOH (1.5 Aq., 36 uL) fiir 16
h bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde durch Zugabe von Wasser (10 mL) die

Reaktion beendet, mit 1M NaH,PO, (39 uL) pH 6.5 eingestellt und mit Ethylacetat
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(3 x 10 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit ges. NaCl-Losung
(20 mL) gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. entfernt.

Zur vollstandigen Hydrolyse wurde 3-Oxo-Cg-L-Homoserinlacton (62) (12.1 mg, 50.1 uL) in
Dioxan (100 uL) mit 1 N NaOH (1.5 Aq., 74.7 uL) fiir 24 h bei Raumtemperatur geriihrt.
Anschliefend wurde die Reaktion mit Wasser (10 mL) beendet und wie oben beschrieben
aufgearbeitet. Das Ci,-DL-Homoserinlacton (64) (2.4 mg, 8.47 pmol) wurde zur vollstdndigen
Hydrolyse in Dioxan (150 puL) mit 1 n NaOH (1.5 Aq., 12.7 uL) fiir 24 h bei Raumtemperatur
gerithrt, danach die Reaktion mit Wasser (10 mL) beendet und wie oben beschrieben

aufgearbeitet.

2.3.1 Charakterisierung der N-Acyl-Homoserinlactone und Hydrolyse-
produkte

3-Oxo0-Cg-L-Homoserinlacton (62)
0 0O
/\/\)QLN}qo
Ci2H1oNO4  (241.29). : o)
MS (DCI, 200 eV): m/z (%) = 259 (100) [M+NH,4]*, 500 (8) [2M+NH,]".
MS (ESI): m/z (%) = 242 (100) [M+H]", 264 (30) [M+Na]", 241 (100) [M-H]".

"H-NMR (600 MHz, Aceton-de): & = 0.87 (t, J = 7.0 Hz, 3 H, 8'-H3), 1.25 (tt, J = 7.0, 9.0 Hz,
2 H, 6-H,), 1.30 (tq, J = 7.0, 9.0 Hz, 2 H, 7"-Hy), 1.53 (tt, J=7.5, 7.5 Hz, 2 H, 5-H,), 2.13"
(m, 2 H, 4-H,"), 2.29 (dddd, J = 1.5, 7.0, 9.0, 11.0 Hz, 1 H, 3-H,), 2.58 (t, J=7.5 Hz, 2 H,
4'-H,), 2.60 (dddd, J=2.0, 7.5, 9.0, 11.0 Hz, 1 H, 3-Hg), 3.40 (s, 2 H, 2'-H,), 4.29 (ddd,
J=6.0, 9.0, 11.0 Hz, 1 H, 4-H,), 4.40 (ddd, J=1.5, 9.0, 11.0 Hz, 1 H, 4-Hg), 4.64 (ddd,
J=175,9.0, 11.0 Hz, 1 H, 2-H), 473" (ddd, J=7.5, 9.0, 11.0 Hz, 1 H, 2-H"), 5.10" (s, 1 H,
2-H"), 7.45" (sor, 1 H, NH'), 7.81 (s, 1 H, NH), 13.6" (s, 1 H, 3'-OH) ppm.

BC.NMR (125 MHz, Aceton-dg): & = 14.2 (q, C-8), 23.1 (t, C-7), 23.7 (t, C-5"), 26.7" (t,
C-57), 30.1 (t, C-3), 31.9 (t, C-6'), 35.5" (t, C-4"), 43.1 (t, C-4"), 48.8" (d, C-27), 49.4 (d, C-2),
50.7 (t, C-2"), 66.1 (t, C-4), 90.6" (C-2") 167.3 (s, C-1"), 175.3 (s, C-1), 205.0 (s, C-3") ppm.

*
Signale der Enolform.
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3-0Ox0-Cg-L-Homoserin (63)

CoH1NOs  (259.30). o}
MS (ESI): m/z (%) = 242 (48) [M-H,O+H]", 260 (100) [M+H]", 282 (30) [M+Na]", 541 (50)
[2M+Nal*, 258 (100) [M-HJ", 517 (35) [2M-HT’, 539 (70) [2M-2H+Na]".

"H-NMR (600 MHz, Aceton-dg): 8 = 0.87 (t, J = 7.0 Hz, 3 H, 8-H3), 1.28 (my,, 2 H, 6-H,),
1.28 (my,, 2 H, 7-Hy), 1.53 (tt, J=7.5, 7.5 Hz, 2 H, 5-H,), 1.80 (m., 1 H, 3-Ha), 2.06 (m,,
1 H, 3-Hp) 2.58 (t, J =7.5Hz, 2 H, 4-H,), 3.50" (my;, 2 H, 2-H,), 3.50" (my,, 1 H, 4-OH),
3.63" (m, 2 H, 2-H), 3.64" (m, 1 H, 4-H,), 4.45 (m, 1 H, 4-Hg), 7.90 (spr, 1 H, NH), 13.8 (s,
1 H, 1-OH) ppm.

BC-NMR (125 MHz, Aceton-de): & = 14.3 (q, C-8"), 23.2 (t, C-7'), 23.8 (t, C-5"), 32.0 (t,
C-6), 36.1 (t, C-3), 43.6 (t, C-4"), 50.9 (d, C-2), 53.0 (t, C-2"), 59.2 (t, C-4), 168.2 (s, C-1"),
178.8 (s, C-1), 207.0 (s, C-3') ppm.

*
Die Signale iiberlagern.

C12-DL-Homoserinlacton (64)

CicH2oNO3  (283.41). @)
MS (ESI): m/z (%) = 284 (100) [M+H]", 306 (90) [M+Na]", 589 (35) [2M+Na]", 282 [M-H]".

"H-NMR (600 MHz, Aceton-dg): & = 0.86 (t, J = 7.0 Hz, 3 H, 12'-H3), 1.27 (my,, 14 H, 4"-H,
5'-H,, 6'-H,, 7-H,, 8'-H,, 9'-H,, 10'-Hy), 1.30 (my, 2 H, 11'-Hy), 1.58 (tt, J=7.5, 7.5 Hz, 2 H,
3'-H,), 2.19 (dd, J=6.8, 7.9 Hz, 2 H, 2-H,), 2.25 (dddd, J=2.0, 7.5, 9.0, 11.0 Hz, 1 H,
3-Hg), 2.55 (dddd, J=1.5, 7.0, 9.0, 11.0 Hz, 1 H, 3-Ha), 4.26 (ddd, J =6.0,9.0, 11.0 Hz, 1 H,
4-Hp), 4.37 (ddd, J=1.5, 9.0, 11.0 Hz, 1 H, 4-Hg), 4.61 (ddd, J=7.5, 9.0, 11.0Hz, 1 H,
2-H), 7.48 (spr, 1 H, NH) ppm.

BC-NMR (125 MHz, Aceton-dg): 8 =14.5 (C-12'), 23.8 (C-11"), 27.0 (C-3"), 30.2 (C-3), 30.3
(C-4"), 30.5 (C-6', C-9"), 30.7 (C-5', C-8"), 30.8 (C-7"), 33.1 (C-10"), 49.6 (C-2"), 50.5 (C-2),
66.2 (C-4), 172.6 (s, C-1"), 174.8 (s, C-1) ppm.
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C12-DL-Homeoserin (65) o
/\/\/\/\/\Aj\ }qo

CisH31NO4  (301.43). ©

MS (ESI): m/z (%) = 284 (20) [M-H,O+H]", 302 (70) [M+H]", 324 (35) [M+Na]*, 625 (100)

[2M+Na]", 300 (100) [M-H], 601 (25) [2M-H]".

'"H-NMR (600 MHz, CD;0D): & = 0.89 (t, J = 7.0 Hz, 3 H, 12-H;), 1.28 (my,, 14 H, 4-H,
5'-H,, 6'-H,, 7'-H,, 8'-Ha, 9'-H,, 10'-H»), 1.31 (my, 2 H, 11'-Hy), 1.61 (tt, J =7.5, 7.5 Hz, 2 H,
3'-H,), 1.84 (dddd, J=1.5, 7.0, 9.0, 11.0Hz, 1 H, 3-Ha), 2.08 (dddd, J=2.0, 7.5, 9.0,
11.0 Hz, 1 H, 3-Hp), 2.24 (dd, J=6.8, 7.9 Hz, 2 H, 2'-H,), 3.59 (ddd, /=7.5, 9.0, 11.0 Hz,
1 H, 2-H), 3.64 (ddd, J =6.0, 9.0, 11.0 Hz, 1 H, 4-Ha), 4.49 (ddd, J=1.5, 9.0, 11.0 Hz, 1 H,
4-Hg) ppm.

BC-NMR (125 MHz, CD;0D): § =14.5 (C-12'), 23.8 (C-11"), 27.0 (C-3"), 30.3 (C-4'), 30.5
(C-6', C-9", 30.7 (C-5', C-8'), 30.8 (C-7"), 33.1 (C-10"), 35.4 (C-3), 36.9 (C-2"), 49.5 (C-2),
59.4 (C-4),175.3 (s, C-1"), 176.3 (s, C-1) ppm.

2.4 HPLC-ESI-MS-Analytik von Metagenomklonen

Zur Verifizierung der Quorum-Quenching-Aktivitdt neuer Lactonasen aus dem Metagenom
mittels HPLC-ESI-MS-Analytik wurden Inkubationsansitze mit BpiB-Proteinen (Grofle der
Inserts zwischen 1-5 kb) und N-Acyl-Homoserinlacton (AHL) als Substrat hergestellt. Diese
Arbeiten wurden fiir die Bpi-Proteine BpiB0I, BpiB04, BpiB05 und BpiB09 von C. Schipper
(AK Streit, Hamburg) durchgefiihrt; fiir das Bpi-Protein BpiB0O7 von C. Hornung (AK Streit,
Hamburg). Fiir die Proteine BpiB01, BpiB04, BpiB05 und BpiB09 wurden als Substrate N-(3-
Oxooctanoyl)-L-Homoserinlacton (3-Oxo-Cg-HSL, 62) (10 uL einer Stammldsung mit einer
Konzentration von ¢=0.20mg/uL in DMSO; Fa. Sigma) und N-(Dodecanoyl)-DL-
Homoserinlacton (Ci,-HSL, 64) (10 uL einer Stammlésung mit einer Konzentration von
c=0.12mg/uL inDMSO; Fa. Sigma) eingesetzt. Die aufgereinigten Proteine BpiBOl,
BpiB04, BpiB05 und BpiB09 oder deren Rohextrakte (¢ =20 pug/mL) wurden mit dem
jeweiligen AHL in 1 mL Kaliumphosphatpuffer (100 mM, pH 7.0) oder Tris-Puffer (100 mM,
pH 7.0) fiir 20 h bei 30 °C inkubiert. Vor Zugabe des jeweiligen Substrats wurde bei der
Dialyse der Proteine BpiB01, BpiB04 und BpiB09 ZnCl, oder beim Protein BpiB05 CaCl, als

benotigter Cofaktor in einer Endkonzentration von 2 mM zugefiigt. Das aufgereinigte Protein
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BpiB0O7 wurde mit 3-Oxo-Cg-HSL (5 pL einer Stammldsung mit einer Konzentration von
¢=0.02 mg/uL in DMSO) in 1 mL Tris-Puffer (100 mM, pH 7.0) fiir 20 h bei 30 °C
inkubiert. Vor Zugabe des Substrats wurde bei der Dialyse ZnCl, in einer Endkonzentration
von 0.2 mM zugegeben. Nach der Inkubation wurden die Inkubationsansitze jeweils mit
Ethylacetat (Volumina Ethylacetat:Inkubationsansatz 2:1) extrahiert und die vereinigten
organischen Phasen 1. Vak. bis zur Trockne konzentriert. Zur Kontrolle wurde das Eluat des
Leervektors ebenfalls zundchst dialysiert, anschlieBend mit dem jeweiligen Substrat fiir 20 h
bei 30 °C inkubiert und mit Ethylacetat extrahiert.

Die erhaltenen Extrakte aus den Inkubationsansitzen mit BpiB-Proteinen und Leervektor
wurden in 110 uL Methanol gelost, fiir die Messung in Einsdtze (Inlets) mit 200 uL
Fassungsvolumen iiberfiihrt und zentrifugiert (10 000 U/min, 5 min). Die Messung der Proben
erfolgte mittels HPLC-ESI-MS (HPLC D, Séaule A: Grom Superspher 100, RP-18,
Programm B: MeOH/H,0, jeweils mit 0.05 % Ameisensidure, Gradient; s. 1.2 ) im positiven

und negativen Mode.

HPLC-ESI-MS-Proben fiir ein Bpi-Protein mit Lactonase-Aktivitiit

. Inkubationsansatz des jeweiligen Bpi-Proteins (2 Ansitze)

5

6. ,Leervektor mit Substrat

7. 10-20 pL der jeweiligen Stammldsung (in DMSO) als Kontrolle
8

. Hydrolyseprodukt des jeweiligen Substrats aus chemischer Hydrolyse (Standard
mit ¢ = 1.0 mg/mL) als Kontrolle
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2.5 Vorversuche zur Analytik von Metagenomklonen

2.5.1 Verifizierung Quorum-Sensing inhibierender Metagenomklone

Verschiedene Klone aus marinen Habitaten wurden auf Quorum-Sensing-Inhibition (QSI)
von N. Weiland (AK Schmitz-Streit, Kiel) untersucht. Zwei Klone aus Bakterienisolaten (NC
FS9, NC K14) und zwei metagenomische Klone (NC III 6/C8, NC III6/GS5) mit QSI-Aktivitit
wurden zunéchst auf die Produktion von Proteinen bzw. hoher molekularen, peptidischen
Substanzen oder small molecules analysiert. Hierfiir wurden Rohextrakte aus deren Kultur-
tiberstinden (Kulturfiltraten) hergestellt. Die Kultivierungsarbeiten, aus denen die einzelnen
Proben stammten, wurden von N. Weiland (AK Schmitz-Streit, Kiel) durchgefiihrt sowie die
Extraktion der zuvor positiv getesteten Kulturiiberstinde mit Ethylacetat (ohne Korrektur des
pH-Werts).

Fiir die Rohextraktherstellung der zuvor positiv getesteten Kulturiiberstinde (NC FS9, NC
K14, NC II 6/C8; je 400 mL) wurde zunédchst mit 2 N HCI ein pH-Wert von 5.0 eingestellt
und das jeweilige Kulturfiltrat zur weiteren Bearbeitung in 2 x 200 mL aufgeteilt. Der eine
Teil wurde jeweils mit Ethylacetat (2 x 200 mL) extrahiert und das Losungsmittel i. Vak.
entfernt. Der andere Teil wurde jeweils lyophilisiert und das erhaltene Lyophilisat zunichst
mit Methanol/Aceton 6:4 extrahiert, abfiltriert und der Riickstand noch einmal mit
Wasser/Methanol/Aceton 2:6:4 extrahiert. Nach Entfernung des Losungsmittels wurden die
erhaltenen Rohextrakte in einer Konzentration zwischen ¢ = 10-20 mg/mL in dem jeweiligen
Extraktionslosungsmittel gelost, je 1 mL-Proben entnommen und zur Uberpriifung der QSI-
Aktivitidt nach Kiel geschickt. Da die erstellten Proben keine QSI-Aktivitdt mehr zeigten,
wurden Kulturiiberstinde (je 200 mL) der Klone NC FS9, NC K14 und NC III 6/G5 ohne
Korrektur des pH-Wertes lyophilisiert und das jeweilige Lyophilisat in einer Konzentration
von ¢ = 100 mg/mL in bidest. Wasser aufgenommen, je 1.5 mL-Proben entnommen und zur

Uberpriifung der QSI-Aktivitit nach Kiel geschickt.

2.5.2 HPLC-ESI-MS-Analytik

Zur Untersuchung eines metagenomischen Klons auf mogliche Quorum-Quenching-Aktivitit
wurden Inkubationsansitze dieses Klons (Grof3e des Inserts zwischen 1-5 kb) mit N-(3-Oxo-
octanoyl)-L-Homoserinlacton (3-Oxo0-Cg-HSL, 62) als Substrat von N. Weiland (AK Schmitz-
Streit, Kiel) hergestellt. Hierfiir wurden jeweils 100 uL konzentrierter Kulturiiberstande des
metagenomischen Klons mit 3-Oxo-Cg-HSL (50 uL einer 100 mM Stammlosung in
Ethylacetat) in 1 mL Tris-Puffer (50 mM, pH 8.0) iiber Nacht bei 37°C und 150 U/min
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inkubiert. Zur Kontrolle wurden ebenfalls 100 uL. des konzentrierten Kulturiiberstandes des
Leervektors mit 3-Oxo0-Cg-HSL in 1 mL Tris-Puffer (50 mM, pH 8.0) tiber Nacht bei 37°C
und 150 U/min inkubiert. AnschlieBend wurden die Inkubationsansidtze mit Ethylacetat
(2 x 1 mL) extrahiert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt.'”?

Fir die HPLC-ESI-MS-Messung wurden die erhaltenen Extrakte in 110 uL MeOH
aufgenommen, in Einsétze (Inlets) mit 200 pL. Fassungsvolumen iiberfiihrt und zentrifugiert
(10000 U/min, 5 min). Die Messung der Proben erfolgte mittels HPLC-ESI-MS (HPLC D,
Séaule A: Grom Superspher 100, RP-18, Programm B: MeOH/H,0, jeweils mit 0.05 %

Ameisensiure, Gradient; s. 1.2 ) im positiven und negativen Mode.

HPLC-ESI-MS-Proben:
1. Inkubationsansatz des metagenomischen Klons (3 Ansétze)
2. ,Leervektor mit Substrat (3 Anséitze)
3. 150 pL der Stamml6sung (100 mM in Ethylacetat) als Kontrolle
4. Hydrolyseprodukt 63 des Substrats aus chemischer Hydrolyse (Standard mit
¢ = 1.0 mg/mL) als Kontrolle
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3 Produzent Streptomyces sp. JP90

3.1 Optimierung der Synthese des rac-Cinnamoylphosphoramids (21)

3.1.1 3-(p-Hydroxyphenyl)acrylsiuremethylester (82)

HO A\ 0
OCH,

In eine dickwandige Pyrex®—Flasche wurden Pd(OAc), (195 mg, 0.869 mmol, 3 mol%), Tri-
o-tolylphosphan (1.58 g, 5.20 mmol, 18 mol%) und p-Bromphenol (83, 5.00 g, 28.9 mmol,
1.0 Aq.) eingewogen. Im Anschluss wurde unter Einleiten von Stickstoff wasserfreies Tri-
ethylamin (29.0 mL) zugegeben. Die orange-rote Suspension wurde mit Acrylsduremethyl-
ester (84, 4.98 g, 57.8 mmol) versetzt und fest verschlossen fiir 21 h bei 90 °C geriihrt. Nach
Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde das Gemisch mit 1 M HC1 (290 mL) auf einen pH von
ca. 1 eingestellt und die organische Phase mit Diethylether (3 x 150 mL) extrahiert. Die ver-
einigten organischen Phasen wurden iiber MgSOy getrocknet, filtriert und i. Vak. konzentriert.
Saulenchromatographie an Kieselgel (270 g, Hexan/Ethylacetat 4:1) ergab die Titelver-
bindung 82 als hellgelben Feststoff (4.65 g, 26.1 mmol, 90%).

R¢ = 0.28 (KG, Hexan/Ethylacetat 4:1).
Schmp.: 135-137 °C.

'"H-NMR (250 MHz, CDCls): =3.80 (s, 3H, 1-OCH3), 5.30 (s, 1 H, OH), 6.31 (d,
J=159Hz, 1H, 2-H), 6.85(d, J=84Hz, 2 H, 6-H, 8H], 7.43 (d, J=8.4 Hz, 2 H, 5-H, 9-
H]) 7.64 (d, J=15.9 Hz, 1 H, 3-H) ppm.

BC-NMR (75.5 MHz, CDCl3): & = 52.0 (q, 1-OCH3), 114.9 (d, C-2), 116.8 (d, C-6, C-8),
127.1 (s, C—4), 131.2 (d, C-5, C-9), 146.5 (d, C-3), 161.3 (s, C-7), 169.7 (s, C—1) ppm.
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3.1.2 (E)-3-(p-Chlormethoxyphosphoryloxyphenyl)acrylsiuremethylester
(86)

Zu einer Losung von 3-(p-Hydroxyphenyl)acrylsduremethylester (86, 301 mg, 1.68 mmol,
1.0 Aq.) in wasserfreiem Dichlormethan (22 mL) wurde unter kriftigem Riihren bei 0 °C NaH
(72.9 mg, 1.82 mmol, 1.1 Aquiv. als 60proz. Suspension in Mineral6l) gegeben. Das Reak-
tionsgemisch wurde bis zur Beendigung der H,-Entwicklung, d.h. nach 0.5 h, bei 0 °C geriihrt
und anschlieBend fiir 2 h im Ultraschallbad durchmischt, bis eine einheitliche, gelbe Sus-
pension entstanden war. Diese Suspension wurde unter kriftigem Riihren innerhalb von 9 h
bei 0 °C zu einer Losung von Methoxyphosphoryldichlorid (85, 503 mg, 3.38 mmol, 2.0 Aq.)
in wasserfreiem Dichlormethan (6 mL) gegeben. AnschlieBend wurde das Reaktionsgemisch
fiir 16 h bei Raumtemperatur geriihrt. Unter Schutzgasatmosphire wurde der entstandene
farblose Niederschlag iiber Celite filtriert, der Riickstand mit wasserfreiem Dichlormethan
(3 x50 mL) gewaschen und das hellgelbe Filtrat i. Vak konzentriert. Es wurden 586 mg des
leicht verunreinigten Zielproduktes 86 als gelbes Ol erhalten, welches ohne weitere Reinigung

im Folgeschritt verwendet wurde.

'"H-NMR (250 MHz, CDCl3): &=3.80 (s, 3H, 1-OCH3), 4.03 (d, J=14.1 Hz, 3H, 10—
OCHs), 6.39 (d, J=159Hz, 1H, 2-H), 7.29 (d, J=84Hz, 2H, 6-H, 8-H), 7.54 (d,
J = 8.4 Hz, 2 H, 5-H, 9-H), 7.66 (d, J = 15.9 Hz, 1 H, 3-H) ppm.

MP.NMR (121.7 MHz, CDCl3): & = 1.81 (s, P) ppm.

3.1.3 (E)-3-(p-Aminomethoxyphosphoryloxyphenyl)acrylsduremethylester
(21)

OCH,

(E)-3-(p-Chlormethoxyphosphoryloxyphenyl)acrylsiuremethylester (86, 586 mg, 1.0 Aq.)
wurde in wasserfreiem Dichlormethan (18 mL) gelost. Durch die Reaktionslosung wurde

unter kriaftigem Riihren fiir 50 min bei —15 °C gasformiger Ammoniak geleitet. Danach wurde
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das Reaktionsgemisch wurde mit NaCl-Losung (20 mL) versetzt und mit Ethylacetat
(3 X 30 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber MgSO, getrocknet,
filtriert und 1. Vak. eingeengt. Nach Mitteldrucksdulenchromatographie an RP-18-Kieselgel
(GroBe C, Methanol/H,O 1:1) wurden iiber zwei Stufen ausgehend von 82 die Titel-
verbindung 21 als farbloser Feststoff erhalten (252 mg, 0.929 mmol, 55%).

R¢ = 0.34 (KG, CHCI3/MeOH 9:1); 0.56 (RP-18, MeOH/H,0 7:3).
Schmp.: 131 °C.
EI-MS: (70 eV), m/z (%) =271 (92) [M]", 240 (76), 178 (40) [C1oH;005]", 147 (89), 119
(40), 94 (100), [CH¢NO,P], 91 (39).
ESI-MS: m/z (%) = 565 (100) [2M + Na]".
C11H1sNOsP (271.21): ber.: C 48.72, H 5.20, N 5.16

gef.: C 48.93, H 5.96, N 5.37.
UV (MeOH): Amax (Ig€) =205 nm (4.06), 218 (4.08), 283 (4.30); (MeOH, HCI): Amax
(Ig €) =206 nm (4.05), 218 (4.06), 282 (4.30); (MeOH, NaOH): Anax (Ig €) =241 nm (3.79),
358 (4.39).
IR (KBr): ¥ =3363 cm™' (N=H), 2947 (C-H), 1713 (C=0), 1639 (N-H), 1601 (C=C), 1507
(C=0C), 1438, 1317 (P=0), 1218, 1173, 1060, 1002, 986, 931, 839, 793.

"H-NMR (300 MHz, CDCls): § = 3.32 (br. s, 2 H, 10-NH,), 3.77 (s, 3 H, 1-OCHj3), 3.80 (d,
J=11.4Hz, 3H, 10-OCHs), 6.33 (d, J= 15.9 Hz, 1 H, 2-H), 7.22 (d, J = 8.4 Hz, 2 H, 6- H,
8-H], 7.46 (d, J = 8.4 Hz, 5-H, 9-H), 7.61 (d, J = 15.9 Hz, 1 H, 3-H) ppm.

BC-NMR (75.5 MHz, CDCl;): §=51.7 (g, 1-OCH3), 53.8 (q, “Jep = 5.3 Hz, 10-OCHj3),
117.5 (d, C-2), 120.7 (d, *Jcp = 5.3 Hz, C-6, C-8), 129.5 (d, C-5, C-9), 131.1 (s, C-4), 143.7
(d, C-3), 152.3 (s, 2Jcp = 6.8 Hz, C-7), 167.3 (s, C-1) ppm.

MP.NMR (121.7 MHz, CDCl3): & = 7.10 (s, P) ppm.

3.2 Vorversuche zur enzymatischen Hydrolyse des Cinnamoylphosphor-

amids (21)

3.2.1 Enzymatische Hydrolyse des Zimtsiuremethylesters (93)

Zimtsduremethylester (93) (14.0 mg, 86.3 umol) wurde in Wasser (800 uL, pH 7.7)
suspendiert und als Enzym Schweineleberesterase (porcine liver esterase, PLE) (29.7 uL,

86.3 umol, 86.3 Units, Fa. Sigma) zugegeben. Der pH-Wert der Reaktionsmischung wurde
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alle 5 min kontrolliert, indem jeweils 5 uL. der Reaktionsmischung entnommen und auf pH-
Papier gegeben wurden. Durch Zugabe von 0.5 N NaOH wurde der pH der Reaktions-
mischung auf pH =7.7 reguliert. Die Reaktionsmischung wurde bei Raumtemperatur fiir
25 min unter DC-Kontrolle an reversed-phase Kieselgel (MeOH/H,O 7:3) geriihrt. Nach
25 min wurde ein vollstindiger Umsatz von 93 zur Zimtsdure (122) detektiert. Zur Auf-
arbeitung wurde durch Zugabe einiger Tropfen Chloroform das Enzym denaturiert und nach
anschlieBender Zentrifugation das Enzym als Pellet entfernt. Die wissrige Losung wurde mit
demin. Wasser verdiinnt (10 mL), auf pH = 5.0 mit 0.5 N HCI angesduert und mit Ethylacetat
(3 x 10 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden iiber Na,SO,4 getrocknet,
das Losungsmittel i. Vak. entfernt und 122 als farblosen Feststoff erhalten (7.6 mg,
51.3 umol, 59 %).

3.3 Kultivierung und Aufarbeitung

3.3.1 Stammhaltung

Fiir die Stammbhaltung wurde der Streptomyces sp. Stamm JP90 mittels einer Platinimpfose
auf M2"-Agarplatten ausgestrichen und bis zur Ausbildung einer geschlossenen hellgrauen
Sporenschicht fiir 6 Tage bei 28 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Platten bei

4 °C aufbewahrt und maximal zwei Monate zum Animpfen von Schiittelkulturen verwendet.

3.3.2 Kaultivierung

Schiittelkolben: Fiir die Vorkulturen dienten 300 mL Erlenmeyerkolben mit drei Schikanen,
befiillt mit jeweils 100 mL Medium S, verschlossen mit einer Schaumstoffkappe. Jeder
Kolben wurde nach Sterilisation mit einem 1/10 Stiick einer gut bewachsenen Agarplatte
angeimpft. Nach 48 h Inkubation bei 28 °C und 180 U/min wurde die Hauptkultur mit 5 mL
Vorkultur inokuliert. Die Fermentation der Hauptkulturen erfolgte in 1 L Erlenmeyerkolben,
gefiillt mit je 150 mL Medium S, verschlossen mit einer Schaumstoffkappe. Die Hauptkultur
wurde fiir 96 h bei 28 °C und 180 U/min inkubiert.

Fermenter: Die Kultivierung erfolgte im Fermenter Biostat M (1 L Arbeitsvolumen). Das
Fermentationsgefdl wurde mit 950 mL Medium S befiillt und autoklaviert. Nach dem
Inokulieren mit 100 mL Vorkulturlésung wurde fiir 96 h bei 28 °C, 600 U/min und einer Luft-

zufuhr von 1.6 vvm inkubiert.
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3.3.3 Aufarbeitung

Die Kulturbrithe wurde mit 0.5 M HCI auf einen pH-Wert von 5.5 eingestellt. Nach Zugabe
von Celite (ca. 3 gehiufte Essloffel auf 1 L Kulturbrithe) wurde das Mycel durch Filtration
abgetrennt. Der Riickstand (Mycel, Celite) wurde zweimal mit Aceton/Methanol 1:1 (100-
200 mL) versetzt und fiir jeweils 15 min im Ultraschallbad aufgeschlossen, filtriert und das
Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das Kulturfiltrat wurde zweimal mit Ethylacetat (Volumina

Ethylacetat:Kulturfiltrat ca. 1:1) extrahiert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt.

3.4 Isolierung und Charakterisierung von Metaboliten

Zur Isolierung der Substanzen 22, 23 und 21 wurde das aus dem Kulturfiltrat erhaltene Roh-
produkt zunidchst an Kieselgel (CHCl3/MeOH 95:5) vorgereinigt und fraktioniert. Die
Fraktion, die die mit ANIS braun anfiarbende Substanz 22 enthielt, wurde durch zweifache
Mitteldrucksiulenchromatographie an reversed-phase Kieselgel (Lobar® GroBe B,
Aceton/H;0 3:1) gereinigt und 5.6 mg/L des Spirotetronats (22a), 4.2 mg/L des Spirotetronats
(22b) und je noch leicht verunreinigte 2.0 mg/L des Rosiridols (23) und des Cinnamoyl-
phosphoramids (21) isoliert.

Spirotetronat (22a)

Ce1Hs6O22  (1171.35).

Farbloser Feststoff.

Ry: 0.34 (KG, CHCI3/MeOH 95:5), 0.40 (RP-18, Aceton/H,O 3:1).
Anfirbeverhalten: braun (ANIS), grau-schwarz (ORCIN).

MS (ESI): m/z (%) = 1194 (60) [M+Na]", 1216 (100) [M+NH,]", 1170 [M-H].
Drehwert: [a]f =3 (¢ = 0.5, MeOH).
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Vergleich (Saccharose): [013 = 67 (c = 1.0, H,0); Lit.: [o]y = 65 (c = 1.0, H,0).

CD (MeOH): A [0] = 268 nm (-38416), 248 (30), 230 (-8501), 203 (25486).

UV (MeOH): Ama (Ig €) =202 nm (3.95), 242 (3.14), 266 (3.36); (MeOH, HCI): Ama (Ig
£) = 203 nm (3.88), 268 (2.85), 280 (2.87); (MeOH, NaOH): Anux (Ig €) = 203 nm (4.09), 238
(3.14), 265 (3.3945).

IR (KBr): ¥ (cm™) = 3432, 2934, 1772, 1718, 1670, 1587, 1560, 1267, 1143, 1094, 1014,
765.

"H-NMR (600 MHz, CDCls): & = 0.63 (my, 1 H, 13-H,), 0.89 (t, J=7.0 Hz, 3 H, 30-Hs),
0.95" (m’, 1 H, 12-Hy), 0.95" (m’, 1 H, 14-H,), 1.21 (s, 3 H, 27-H3), 1.25 (dd, J= 6.1, 6.1 Hz,
6 H, 6-Hs, 6"-Hs), 1.27 (d, J=6.1 Hz, 3H, 6"-Hs), 1.29 (s, 3H, 25-H3), 1.32 (s, 3 H,
3'-CHs), 1.33" (m’, 1 H, 15-Hy,), 1.40" (m", 1 H, 3-H), 1.45" (m", 1 H, 15-Hg), 1.46" (m’, 1 H,
14-Hg), 1.49" (m", 1 H, 5-H,), 1.53" (m", 1 H, 12-Hg), 1.58" (m", 2 H, 4-H,), 1.60" (m’, 1 H,
2"-Hyp), 1.62° (m”, 1 H, 29-H,), 1.67 (s, 3 H, 26-H3), 1.70" (m", 1 H, 29-Hg), 1.80 (my,, 1 H,
13-Hg), 1.84 (mp, 1H, 11-H), 1.86 (my, 1 H, 5-Hg), 1.88 (my, 1 H, 20-Hy), 2.14 (ddd,
J=2.0, 40, 8.0Hz, 1H, 2"-Hg), 2.28 (s, 3H, 6"-CHs), 2.29" (m’, 1 H, 8-H), 2.44 (dd,
J=8.0, 15.0 Hz, 1 H, 20-Hg), 2.56 (ddy, J=8.0 Hz, 1 H, 19-H), 2.84 (dd, J=2.8, 9.7 Hz,
1 H, 4"-H), 2.89 (d, J=9.7 Hz, 1 H, 4-H), 3.16 (dd, J=1.8, 10.8 Hz, 1 H, 7-H), 3.24 (do,
J=18Hz, 1 H, 2-H), 3.38 (s, 3 H, 4"-OCHj3), 3.38 (dd, J = 2.8, 8.1 Hz, 1 H, 2"-H), 3.51 (s,
3 H, 2-OCHs), 3.56 (s, 3 H, 4-OCH3), 3.62 (dq, J=6.2, 9.7 Hz, 1 H, 5-H), 3.81 (s, 3 H,
2"-OCHs), 3.81° (m’, 1 H, 5"-H), 3.93 (dq, J=6.1,9.7 Hz, 1 H, 5"-H), 4.17" (m", 1 H, 6-H),
4.19 (myy, 1 H, 3"-H), 4.37 (mpy, 1 H, 3"-H), 4.54 (d, J = 8.0 Hz, 1 H, 1"-H), 4.63 (dd, J = 2.4,
9.7 Hz, 1 H, 4"-H), 4.81 (dd, J = 1.8, 9.7 Hz, 1 H, 1"-H), 5.27 (S, 1 H, 1'-H), 5.79 (S6r, 1 H,
9-H), 6.50 (spr, 1 H, 17-H), 6.74 (d, J = 8.5 Hz, 1 H, 5""-H), 6.78 (d, J = 7.5 Hz, 1 H, 3""-H),
7.23 (t,J = 8.0 Hz, 1 H, 4""-H), 10.2 (str, 1 H, 28-OH) ppm.

"H-NMR (600 MHz, CD;0D): § = 0.60 (my;, 1 H, 13-Hy,), 0.93 (t, J = 7.0 Hz, 3 H, 30-H3),
1.06" (m", 1 H, 12-H,), 1.06 (m, 1 H, 14-H,), 1.21 (d, J= 6.1 Hz, 3 H, 6"-H3), 1.23 (s, 3 H,
27-H3), 1.23" (m", 1 H, 15-H,), 1.27 (d, J = 6.1 Hz, 3 H, 6'-H3), 1.28 (s, 3 H, 25-H3), 1.29 (d,
J=6.1Hz, 3H, 6"-Hs), 1.32 (s, 3H, 3-CH3), 1.32" (m’, 1 H, 4-H,), 1.43" (m’, 1 H, 15-Hg),
147" (m", 1 H, 14-Hp), 1.49" (m’, 1 H, 12-Hp), 1.58" (m’, 1 H, 3-H), 1.60" (m", 1 H, 5-Hy,),
1.62" (m", 2 H, 29-H,), 1.65 (m", 1 H, 2"-H,), 1.66" (m", 1 H, 4-Hg), 1.67" (m", 1 H, 13-Hp),
1.71 (s, 3H, 26-Hs), 1.77 (d, J=7.7 Hz, 1 H, 11-H), 1.84 (my,, 1 H, 5-Hg), 1.86 (my, 1 H,
20-Hy), 2.00 (ddd, J =2.0, 4.0, 8.0 Hz, 1 H, 2""-Hg), 2.28 (s, 3 H, 6""-CH3), 2.29" (m", 1 H,
8-H), 2.48 (dd, J=8.0, 15.0 Hz, 1 H, 20-Hg), 2.56 (ddy, J =8.0 Hz, 1 H, 19-H), 2.88 (dd,
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J=28,9.7Hz, 1H, 4"-H), 299 (d, J=9.7Hz, 1 H, 4-H), 3.22 (dd, /J=1.8, 10.8 Hz, 1 H,
7-H), 3.24 (dw,, J = 1.8 Hz, 1 H, 2'-H), 3.36 (s, 3 H, 4"-OCH3), 3.44 (dd, /=2.8, 8.1 Hz, 1 H,
2"-H), 3.52 (s, 3 H, 2'-OCH3), 3.55 (s, 3 H, 4-OCH3), 3.62 (dq, /=6.2, 9.7 Hz, 1 H, 5"-H),
3.83 (s, 3 H, 2""-OCH3), 3.88 (dq, /=6.1, 9.7 Hz, 1 H, 5"-H), 3.98 (dq, /=6.1,9.7Hz, 1 H,
5"-H), 4.18 (my,, 1 H, 6-H), 4.21 (dddy,, /=3.0, 6.0 Hz, 1 H, 3"-H), 4.33 (dd, /=2.4 Hz 1 H,
3"-H), 4.59 (d, J=8.0Hz, 1 H, 1"-H), 4.72 (dd, /=2.8, 9.8 Hz, 1 H, 4"-H), 4.88 (sp, 1 H,
1"-H), 5.28 (d, /J=1.0Hz, 1 H, 1'-H), 5.83 (sur, 1 H, 9-H), 6.41 (d, /=1.2Hz, 1 H, 17-H),
6.82 (d, /J=79Hz, 1H, 5""-H), 6.87 (d, J=7.5Hz, 1 H, 3"-H), 7.28 (t, J=8.0Hz, 1H,
4"-H) ppm.

BC-NMR (150 MHz, CDCL): & = 12.6 (g, C-30), 15.6 (q, C-25), 17.8 (q, C-6"), 18.0 (q,
C-6'), 18.0 (q, C-6"), 18.5 (g, 3'-CH3), 19.2 (q, 6""-CH3), 20.7 (t, C-4), 21.7 (g, C-27), 22.4 (q,
C-26), 25.8 (t, C-14), 26.5 (t, C-29), 27.6 (t, C-20), 30.5 (t, C-12), 31.0 (t, C-5), 33.7 (t, C-13),
34.1 (d, C-19), 34.4 (t, C-15), 36.2 (t, C-2"), 37.4 (d, C-8), 37.8 (d, C-3), 46.5 (s, C-16), 50.4
(s, C-2), 54.1 (d, C-11), 55.8 (q, 2""-OCHj3), 57.4 (q, 4"-OCH3), 59.0 (q, 2'-OCH3), 61.6 (q,
4'-OCH3), 63.7 (d, C-3"), 66.7 (d, C-5"), 67.3 (d, C-5"), 68.7 (d, C-5"), 70.9 (d, C-2"), 73.1 (s,
C-3", 74.3 (d, C-4"), 76.6 (d, C-6), 81.0 (d, C-3"), 82.0 (d, C-4"), 82.9 (s, C-21), 84.9 (d,
C-2", 85.3 (d, C-7), 86.6 (d, C-4"), 98.1 (d, C-1", 99.7 (d, C-1"), 103.5 (d, C-1"), 108.3 (d,
C-3"), 116.4 (s, C-23), 120.0 (d, C-9), 122.3 (d, C-5""), 123.2 (s, C-1""), 130.5 (d, C-4""),
131.3 (s, C-18), 134.3 (s, C-10), 136.0 (s, C-6""), 148.0 (d, C-17), 156.3 (s, C-2""), 160.9 (s,
C-22), 165.9 (s, C-24), 167.8 (s, COO), 171.2 (s, C-28), 179.8 (s, C-1) ppm.

BC-NMR (150 MHz, CD;0D): § = 12.9 (q, C-30), 15.8 (q, C-25), 18.2 (g, C-6"), 18.4 (q,
C-6'), 18.5 (q, C-6"), 19.5 (q, 3'-CH3), 19.5 (q, 6""-CH3), 21.9 (t, C-4), 22.0 (q, C-27), 23.0 (q,
C-26), 25.9 (t, C-14), 27.5 (t, C-29), 29.4 (t, C-20), 30.4 (t, C-12), 32.0 (t, C-5), 34.3 (t, C-13),
35.6 (d, C-19), 35.9 (t, C-15), 38.5 (t, C-2"), 38.9 (d, C-8), 39.4 (d, C-3), 47.0 (s, C-16), 50.5
(s, C-2), 56.3 (d, C-11), 56.4 (q, 2"'-OCH3), 57.0 (q, 4"-OCHs), 59.6 (q, 2'-OCH3), 62.0 (q,
4'-OCH3), 64.0 (d, C-3"), 68.2 (d, C-5"), 68.8 (d, C-5"), 70.2 (d, C-5"), 72.2 (d, C-2"), 74.6 (s,
C-3", 75.6 (d, C-4"), 79.0 (d, C-6), 81.3 (d, C-3"), 83.5 (d, C-4"), 85.2 (s, C-21), 86.4 (d,
C-2"),87.2 (d, C-7), 87.2 (d, C-4'), 100.0 (d, C-1"), 100.9 (d, C-1"), 104.9 (d, C-1"), 109.6 (d,
C-3"), 115.5 (s, C-23), 121.3 (d, C-9), 123.3 (d, C-5""), 124.4 (s, C-1""), 131.8 (d, C-4""),
133.2 (s, C-18), 136.0 (s, C-10), 137.2 (s, C-6""), 147.9 (d, C-17), 157.8 (s, C-2""), 169.3 (s,
COO0), 170.6 (s, C-24), 170.8 (s, C-28), 177.1 (s, C-1) ppm.

*
Diese Signale iiberlappen mit anderen Signalen.
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Spirotetronat (22b)

Cs:H79O18  (983.13).

Farbloser Feststoff.

Ry: 0.72 (KG CHCI3/MeOH 85:5), 0.44 (RP-18, Aceton/H,0 3:1).

Anfirbeverhalten: braun (ANIS), grau-schwarz (ORCIN).

MS (ESI): m/z (%) = 1006 (40) [M+Na]"*, 1028 (100) [M-H+2Na]", 982 (100) [M-H].
Drehwert: [a]} =44 (c = 0.5, MeOH).

Vergleich (Saccharose): [a]7 = 67 (¢ = 1.0, H,0); Lit.: [o]3 = 65 (c = 1.0, H,0).

CD (MeOH): Auur [0] =268 nm (-32787), 248 (-3454), 237 (-11282), 228 (-9717), 219
(-12641), 206 (12030), 205 (10447), 201 (31541).

UV (MeOH): Anx (Ig €) =202 nm (3.83), 241 (3.11), 267 (3.31); (MeOH, HCI): Apax (Ig
€) =201 nm (3.84), 268 (2.55), 280 (2.64); (MeOH, NaOH): Apnax (Ig €) =207 nm (3.78), 239
(3.14), 265 (3.37).

IR (KBr): ¥ (cm™) = 3432, 2924, 1718, 1586, 1466, 1384, 1265, 1092, 1015, 767.

"H-NMR (600 MHz, CDCl3): & = 0.62 (my, 1 H, 13-H,), 0.90 (t, J=7.4 Hz, 3 H, 30-H3),
0.90" (m’, 1 H, 12-H,), 0.90" (m’, 1 H, 14-H,), 1.21 (s, 3 H, 27-H3), 1.26 (dd, J= 6.1, 6.1 Hz,
3 H, 6"-Hs), 1.29 (d, J= 6.1 Hz, 3 H, 6"-Hs), 1.34 (s, 3 H, 25-H3), 1.33" (m", 1 H, 15-Hy),
1.45" (m", 1 H, 15-Hg), 1.45" (m", 1 H, 3-H), 1.48" (m", 1 H, 4-H,), 1.50" (m", 1 H, 14-Hp),
1.55" (m", 1 H, 5-Hy), 1.55 " (m", 1 H, 4-Hg), 1.60" (m’, 1 H, 2"-Hy,), 1.68 (s, 3 H, 26-Hs3), ),
1.71" (m", 1 H, 29-Hy), 1.77° (m", 1 H, 29-Hg), 1.82" (m", 1 H, 13-Hg), 1.81 (dsy, J = 6.0 Hz,
1 H, 11-H), 1.86 (d, J = 14.8 Hz, 1 H, 20-H,), 2.05 (dw, J = 11.0 Hz, 1 H, 5-Hg), 2.14 (ddd,
J=2.0, 40, 8.0Hz, 1H, 2"-Hg), 2.28 (s, 3 H, 6"-CHs), 2.28" (m’, 1 H, 8-H), 2.44 (dd,

J=28.0, 15.0 Hz, 1 H, 20-Hg), 2.56 (ddy, J=8.0 Hz, 1 H, 19-H), 2.83 (dd, J=2.8, 9.7 Hz,
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1 H, 4"-H), 3.26 (dd, J=1.8, 10.8 Hz, 1 H, 7-H), 3.39 (s, 3 H, 4"-OCHj3), 3.39" (m’, 1 H,
2"-H), 3.81 (s, 3H, 2""-OCH3), 3.81 (dq, J=6.1, 9.8 Hz, 1 H, 5"-H), 3.93 (dq, J=6.1,
9.7 Hz, 1 H, 5"-H), 4.16 (my, 1 H, 6-H), 4.18 (my, 1 H, 3"-H), 4.41 (dd, J=2.8 Hz, 1 H,
3"-H), 4.60 (d, J=8.0Hz, 1H, 1"-H), 475 (dd, J=2.8, 10.0 Hz, 1 H, 4"-H), 4.82 (dd,
J=2.0,9.7Hz, 1H, 1"-H), 5.73 (sp;, 1 H, 9-H), 6.51 (spr, 1 H, 17-H), 6.74 (d, J = 8.5 Hz,
1 H, 5"-H), 6.78 (d, J=7.5Hz, 1 H, 3"-H), 7.23 (t, J= 8.0 Hz, 1 H, 4""-H), 10.2 (spr, 1 H,
28-OH) ppm.

BC.NMR (150 MHz, CDCLs): § = 12.5 (q, C-30), 15.8 (q, C-25), 17.6(g, C-6"), 17.9 (q,
C-6"), 19.1 (g, 6"'-CHz), 20.0 (t, C-4), 21.6 (q, C-27), 22.4 (g, C-26), 25.7 (t, C-14), 26.4(t,
C-29), 27.6 (t, C-20), 29.9 (t, C-5), 31.0 (t, C-12), 33.7 (t, C-13), 34.1 (d, C-19), 34.4 (t,
C-15), 36.2 (t, C-2"), 36.7 (d, C-8), 37.7 (d, C-3), 46.4 (s, C-16), 50.4 (s, C-2), 54.2 (d, C-11),
55.8 (q, 2""-OCHs), 57.4 (q, 4"-OCHsz), 63.7 (d, C-3"), 67.5 (d, C-5"), 67.6 (d, C-6), 68.7 (d,
C-5"), 70.3 (d, C-2"), 74.1 (d, C-4"), 80.3 (d, C-3"), 82.1 (d, C-4"), 83.0 (s, C-21), 85.2 (d,
C-7), 99.5 (d, C-1"), 102.0 (d, C-1"), 108.3 (d, C-3"), 116.5 (s, C-23), 119.9 (d, C-9), 122.4
(d, C-5"), 123.3 (s, C-1"), 130.5 (d, C-4"™), 131.5 (s, C-18), 134.6 (s, C-10), 136.2 (s, C-6"),
147.8 (d, C-17), 156.5 (s, C-2"™), 160.9 (s, C-22), 166.0 (s, C-24), 167.9 (s, COO), 172.3 (s,
C-28), 180.1 (s, C-1) ppm.

*
Diese Signale iiberlappen mit anderen Signalen.

Rosiridol (23) 1 CH,

C10H150; (170.25). |
Farbloser Feststoff. "H,C” T CH
Smp.: 150 °C.

R¢=0.30 (KG, CHCI3/MeOH 9:1); 0.62 (RP-18, Aceton/H,O 3:1).
Anfirbeverhalten: violett (ANIS).

MS (DCI, 200 eV): m/z (%) = 170 (100) [M-H,O+NH,]*, 188 (42) [M+NH,]".
Drehwert: [aly = -8 (¢ = 0.05, MeOH).

UV (MeOH): Apax (Ig €) =203 nm (4.65); (MeOH, HCI): Apn.x (Ig €) =203 nm (4.68);
(MeOH, NaOH): A (Ig €) = 206 nm (4.47).

IR (KBr): v (Cm_l) = 3405, 2922, 1669, 1438, 1384, 1001.
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"H-NMR (600 MHz, CD;0D): § =1.62 (s, 3 H, 9-H3), 1.63 (sr, 3 H, 10-H3), 1.68 (spr, 3 H,
8-Hs), 2.22 (m, 2 H, 5-H,), 3.93 (dd, J = 7.0, 7.0 Hz, 1 H, 4-H), 4.12 (m", 2 H, 1-H,), 5.10 (m,
J=15,7.0Hz, 1 H, 6-H), 5.52 (m, J = 1.2, 1.5, 7.0 Hz, 1 H, 2-H) ppm.

BC-NMR (150 MHz, CD;0D): § =11.8 (g, C-10), 18.0 (g, C-9), 26.0 (q, C-8), 34.9 (t, C-5),
59.2 (t, C-1), 78.0 (d, C-4), 121.7 (d, C-6), 126.2 (d, C-2), 133.9 (s, C-7), 140.5 (s, C-3) ppm.

*
Signal hoherer Ordnung.

Cinnamoylphosphoramid (21)

CiiHi4yNOsP (271.21). 27 0— T\ 0
Farbloser Feststoff.

UV-loschend (254 nm).

R; = 0.34 (KG, CHCI3/MeOH 9:1); 0.56 (RP-18, MeOH/H,0 7:3).

ESI-MS: m/z (%) = 294 (25) [M + Na]*, 565 (100) [2M + Na]".

Drehwert: [aly =-5.2 (c = 0.25, MeOH).

UV (MeOH): Apax (Ig €) =204 nm (4.75), 217 (4.70), 283 (4.86); (MeOH, HCI): Apax (Ig
€) =205 nm (4.80), 217 (4.73), 316 (4.87); MeOH, NaOH): Apax (Ig €) = 240 nm (4.42), 359
(4.96).

IR (KBr): ¥ (cm™) = 3417, 2953, 1716, 1637, 1602, 1508, 1437, 1326, 1226, 1171, 1053,
1014, 982, 925, 836, 796.

"H-NMR (600 MHz, CDCls): 8 =3.06 (spr, 2 H, 10-NH,), 3.77 (s, 3 H, 1-OCH3), 3.80 (d,
J=114Hz, 3H, 10-OCHs), 6.33 (d, J= 159 Hz, 1 H, 2-H), 7.22 (d, J=8.4 Hz, 2 H, 6-H,
8-H), 7.46 (d, J = 8.4 Hz, 5-H, 9-H), 7.61 (d, J = 15.9 Hz, 1 H, 3-H) ppm.

BC.NMR (125.7 MHz, CDCls): 8=51.8 (g, C-12), 53.8 (q, 2Jep = 5.3 Hz, C-11), 117.7 (d,
C-2), 120.8 (d, *Jcp = 5.3 Hz, C-6, C-8), 129.6 (d, C-5, C-9), 131.2 (s, C-4), 143.7 (d, C-3),
152.4 (s, 2Jcp = 6.8 Hz, C-7), 167.4 (s, C-1) ppm.

3.5 Derivatisierung des Spirotetronats (22a)

3.5.1 Acetylierung

22a (12.5 mg, 10.6 umol) wurde in Pyridin (1 mL) gelost, die Losung auf 0 °C gekiihlt und
Acetanhydrid (50 uL) zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde auf Raumtemperatur

erwdarmt und fiir 27 h bei dieser Temperatur geriihrt. Danach wurde die Reaktion durch
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Zugabe von Eiswasser (10 mL) und ges. NaHCO3-Losung (3 mL) beendet. Das Reaktions-
gemisch wurde mit CH,Cl, (3 x 20 mL) extrahiert, die organische Phase i. Vak. eingeengt
und mit Toluol koevaporiert. Nach sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel
(Cyclohexan/Ethylacetat/Methanol 5:10:2) zeigten die jeweiligen 1H—NMR—Spektren lediglich

die Isolierung von Zersetzungsprodukten.

3.5.2 Methylierung

22a (9.7 mg, 8.28 umol) wurde bei 0 °C in Methanol/Wasser 19:1 gelost (1 mL) und tropfen-
weise unter Rithren mit etherischer Diazomethanlésung (0.4 M) bis zur bleibenden Gelb-
fairbung der Losung versetzt. AnschlieBend wurde die Reaktionsmischung auf Raum-
temperatur erwédrmt, 1 h bei dieser Temperatur geriihrt und i. Vak. bis zur Trockne eingeengt.
Nach sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (Cyclohexan/Ethylacetat/Methanol
5:10:2) wurde das zweifach methylierte Produkt 102a als farbloser Feststoff erhalten (7.1 mg,
5.92 umol, 71 %).

Spirotetronat (102a)

Ce3sHooO22  (1199.19).

Farbloser Feststoff.

R¢: 0.73 (KG, Cyclohexan/Ethylacetat/MeOH 5:10:2); 0.24 (RP-18, Aceton/H,0 3:1).
Anfirbeverhalten: braun (ANIS), grau-schwarz (ORCIN).

MS (ESI): m/z (%) = 1200 [M+H]", 1218 [M+NH,4]", 1223 [M+Na]".
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"H-NMR (600 MHz, CD;0D): 8 = 0.62 (my, 1 H, 13-Hy), 0.92 (t, /= 7.0 Hz, 3 H, 30-Hy),
1.09" (m’, 1 H, 12-H,), 1.09 (m, 1 H, 14-Hy,), 1.18 (s, 3 H, 27-Hs), 1.21 (d, J= 6.1 Hz, 3 H,
6"-Hy), 1.21° (m”, 1 H, 15-H,), 1.27 (d, J = 6.1 Hz, 3 H, 6'H3), 1.28 (s, 3 H, 25-Hs), 1.29 (d,
J=6.1Hz, 3H, 6"-Hs), 1.31 (s, 3 H, 3-CHs), 1.31" (m’, 1 H, 4-Hp), 1.43" (m’, 1 H, 15-Hp),
147" (m', 1 H, 14-Hp), 149" (m", 1 H, 12-Hp), 158" (m", 1 H, 3-H), 1.60" (m", 1 H, 5-Hy),
1.62" (m", 2 H, 29-Hy), 1.65 (m", 1 H, 2"-Hy), 1.66" (m’, 1 H, 4-Hg), 1.67" (m", 1 H, 13-H),
1.71 (s, 3H, 26-H3), 1.77 (d, J=7.8 Hz, 1 H, 11-H), 1.85 (my, 1 H, 5-Hg), 1.87 (my, 1 H,
20-H,), 2.00 (ddd, J=2.0, 4.0, 8.0 Hz, 1 H, 2"-Hg), 2.28 (s, 3 H, 6""-CH3), 2.29" (m’, 1 H,
8-H), 2.40 (dd, J = 8.0, 15.0 Hz, 1 H, 20-Hp), 2.58 (ddy, J = 8.0, 8.0 Hz, 1 H, 19-H), 2.89 (dd,
J=28,9.7Hz, 1 H, 4"-H), 2.99 (d, J = 9.7 Hz, 1 H, 4-H), 3.22 (dd, /= 1.8, 10.8 Hz, 1 H,
7-H), 3.24 (v, J = 1.8 Hz, 1 H, 2-H), 3.37 (s, 3 H, 4"-OCH,), 3.4 (dd, J=2.8, 8.1 Hz, 1 H,
2"-H), 3.53 (s, 3 H, 2-OCH), 3.56 (s, 3 H, 4-OCHj), 3.60 (dq, /= 6.2, 9.7 Hz, 1 H, 5-H),
3.53 (s, 3 H, 28-OCHs), 3.84 (s, 3 H, 2"-OCHj), 3.88 (dq, J= 6.1, 9.7 Hz, 1 H, 5"-H), 3.98
(dq, J=6.1,9.7 Hz, 1 H, 5"-H), 4.11 (s, 3 H, 22-OCH3), 4.19 (myy, 1 H, 6-H), 4.22 (my:, 1 H,
3"-H), 435 (dd, J=24Hz 1 H, 3"-H), 460 (d, J=8.0Hz, 1 H, I"-H), 473 (dd, J=2.8,
9.8 Hz, 1 H, 4"-H), 4.87 (sp, 1 H, 1"-H), 5.28 (d, /= 1.0 Hz, 1 H, 1'-H), 5.85 (sor, 1 H, 9-H),
6.38 (d, J=1.2Hz, 1 H, 17-H), 6.83 (d, J=7.9 Hz, 1 H, 5""-H), 6.88 (d, J=7.5Hz, 1 H,
3""-H), 7.28 (t, J = 8.0 Hz, 1 H, 4""-H) ppm.

BC-NMR (150 MHz, CD;0D): & = 12.8 (q, C-30), 15.5 (q, C-25), 18.3 (g, C-6"), 18.4 (q,
C-6"), 18.5 (q, C-6"), 19.5 (q, 3'-CH3), 19.5 (q, 6""-CH3), 22.1 (t, C-4), 22.3 (q, C-27), 23.1 (q,
C-26), 24.8 (t, C-14), 27.4 (t, C-29), 29.3 (t, C-20), 30.3 (t, C-12), 31.9 (t, C-5), 33.9 (t, C-13),
35.6 (d, C-19), 36.0 (t, C-15), 38.5 (t, C-2"), 38.8 (d, C-8), 39.9 (d, C-3), 46.9 (s, C-16), 50.5
(s, C-2), 52.3 (g, 28-OCH3), 56.4 (d, C-11), 56.6 (q, 2""-OCH3), 57.0 (q, 4"-OCH3), 59.6 (q,
2'-OCH3), 62.0 (q, 4-OCH3), 62.7 (q, 22-OCH3), 64.0 (d, C-3"), 68.3 (d, C-5"), 68.8 (d, C-5"),
70.2 (d, C-5"), 72.1 (d, C-2"), 74.6 (s, C-3"), 75.6 (d, C-4"), 78.8 (d, C-6), 81.3 (d, C-3"), 83.5
(d, C-4"), 85.9 (s, C-21), 86.4 (d, C-2"), 87.0 (d, C-7), 87.2 (d, C-4"), 100.1 (d, C-1"), 100.9 (d,
C-1"), 1049 (d, C-1"), 109.6 (d, C-3""), 115.8 (s, C-23), 121.6 (d, C-9), 123.3 (d, C-5""),
124.4 (s, C-1""), 131.8 (d, C-4""), 132.7 (s, C-18), 135.9 (s, C-10), 137.2 (s, C-6""), 147.7 (d,
C-17), 157.8 (s, C-2""), 169.0 (s, C-22), 169.3 (s, COO), 169.9 (s, C-24), 171.5 (s, C-28),
176.6 (s, C-1) ppm.

*
Diese Signale tiberlappen mit anderen Signalen.
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3.5.3 Methanolyse

22a (18.1 mg, 15.5 pmol) wurde in methanolischer Salzsdure (5 mL) gelost und 15 min im
Ultraschallbad behandelt. AnschlieBend wurde die Reaktionsmischung i. Vak. bis zur
Trockne eingeengt. Nach chromatographischer Reinigung an reversed-phase Kieselgel
(Lobar® GroBe A, Aceton/H,0 3:1) mittels MPLC wurden als Hauptprodukt 103a (7.1 mg,
6.91 umol, 45 %) und als Nebenprodukt 104a (2.0 mg, 2.38 pmol, 15 %) als farblose Fest-

stoffe erhalten.

Spirotetronat (103a)

CssH74019  (1027.18).

Farbloser Feststoff.

R¢: 0.69 (KG, Cyclohexan/Ethylacetat/MeOH 5:10:2); 0.51 (RP-18, Aceton/H,O 3:1).
Anfirbeverhalten: braun (ANIS), grau-schwarz (ORCIN).

MS (ESI): m/z (%) = 1050 (100) [M+Na]", 1026 [M-H]".

Drehwert: [alf =-80.5 (¢ = 0.2, MeOH).

CD (MeOH): Apay [0] =455 nm (904), 268 (-38686), 249 (-1148), 231 (-10764), 227 (-8221),
223 (-10652), 201 (30176).

UV (MeOH): Apax (Ig €) =203 nm (3.54), 242 (2.81), 265 (3.03); (MeOH, HCI): Apax (Ig
€) =203 nm (3.56), 266 (2.00), 280 (2.12); (MeOH, NaOH): Ayax (1g €) = 206 nm (3.46), 239
(2.81), 265 (3.06).

IR (KBr): ¥ (cm™) = 3446, 2932, 1718, 1587, 1458, 1384, 1266, 1092, 1012, 765.
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"H-NMR (600 MHz, CD;0D): § = 0.60 (my, 1 H, 13-H,), 0.92 (t, J = 7.0 Hz, 3 H, 30-H3),
1.07° (m", 1 H, 12-H,), 1.07 (m, 1 H, 14-H,), 1.23 (d, J= 6.1 Hz, 3 H, 6"-H3), 1.23 (s, 3 H,
27-Hz), 1.23" (m", 1 H, 15-H,), 1.28 (s, 3 H, 25-H3), 1.29 (d, J= 6.1 Hz, 3 H, 6'-H3), 1.32 (s,
3 H, 3-CH3), 1.32" (m", 1 H, 4-H,), 1.45" (m’, 1 H, 15-Hg), 1.47 (m’, 1 H, 14-Hp), 1.48
(m’, 1 H, 12-Hg), 1.56' (m’, 1 H, 3-H), 1.62" (m", 1 H, 5-H,), 1.62" (m", 1 H, 29-H,), 1.66"
(m’, 1 H, 4-Hg), 1.66 (m’, 1 H, 29-Hg), 1.67 (m", 1 H, 13-Hg), 1.71 (s, 3 H, 26-H3), 1.76 (d,
J=7.7Hz, 1 H, 11-H), 1.87 (my, 1 H, 5-Hg), 1.82 (my,, 1 H, 20-Hy), 2.29 (s, 3 H, 6""-CHs),
2.29" (m", 1 H, 8-H), 2.47 (dd, J = 8.0, 15.0 Hz, 1 H, 20-Hg), 2.55 (my, 1 H, 19-H), 2.98 (d,
J=9.7Hz, 1 H, 4-H), 3.22 (dy:, J = 1.5 Hz, 1 H, 2"-H), 3.26 (dd, J = 1.8, 10.8 Hz, 1 H, 7-H),
3.44 (dd, J=2.8, 8.1 Hz, 1 H, 2"-H), 3.53 (s, 3 H, 2-OCHj3), 3.55 (s, 3 H, 4-OCH3), 3.62 (dq,
J=6.2,9.7Hz, 1 H, 5-H), 3.80 (s, 3 H, 2""-OCHj3), 4.05 (dq, J = 6.1, 9.7 Hz, 1 H, 5"-H), 4.22
(myr, 1 H, 6-H), 4.27 (dd, J =2.4 Hz 1 H, 3"-H), 4.73 (dd, J = 2.8, 9.8 Hz, 1 H, 4"-H), 4.73 (d,
J=80Hz, 1H, 1"-H), 529 (d, J=1.0Hz, 1H, 1-H), 5.81 (sor, 1H, 9-H), 6.41 (d,
J=12Hz, 1 H, 17-H), 6.82 (d, J=7.9 Hz, 1 H, 5""-H), 6.87 (d, J = 7.5 Hz, 1 H, 3""-H), 7.28
(t,/J=8.0 Hz, 1 H, 4""-H) ppm.

BC-NMR (150 MHz, CD;0D): & = 12.9 (g, C-30), 15.9 (g, C-25), 18.2 (g, C-6"), 18.3 (q,
C-6'), 19.3 (q, 3-CH3), 19.5 (g, 6""-CH3), 21.9 (t, C-4), 22.0 (g, C-27), 22.8 (q, C-26), 25.9 (t,
C-14), 27.5 (t, C-29), 29.4 (t, C-20), 30.4 (t, C-12), 32.0 (t, C-5), 34.3 (t, C-13), 35.6 (d,
C-19), 35.9 (, C-15), 38.9 (d, C-8), 39.4 (d, C-3), 47.0 (s, C-16), 50.5 (s, C-2), 56.3 (d, C-11),
56.3 (q, 2""-OCH3), 59.6 (g, 2'-OCH3), 62.0 (q, 4-OCH3), 68.3 (d, C-5"), 68.3 (d, C-5"), 71.0
(d, C-3"), 72.9 (d, C-2"), 74.6 (s, C-3'), 76.6 (d, C-4"), 79.2 (d, C-6), 85.3 (s, C-21), 86.45(d,
C-2'), 87.0 (d, C-7), 87.2 (d, C-4"), 100.0 (d, C-1", 104.9 (d, C-1"), 109.7 (d, C-3""), 115.3 (s,
C-23), 121.3 (d, C-9), 123.4 (d, C-5"), 124.7 (s, C-1""), 131.7 (d, C-4""), 133.2 (s, C-18),
136.2 (s, C-10), 137.6 (s, C-6"), 148.0 (d, C-17), 157.8 (s, C-2""), 169.2 (s, COO), 170.7 (s,
C-24), 171.2 (s, C-28), 177.1 (s, C-1) ppm.

*
Diese Signale tiberlappen mit anderen Signalen.

Das Signal C-22 fehlt im *C-NMR.
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Spirotetronat (104a)

CysHss015  (838.96).

Farbloser Feststoff.

R¢: 0.73 (KG, Cyclohexan/Ethylacetat/MeOH 5:10:2); 0.43 (RP-18, Aceton/H,0 3:1).
Anfarbeverhalten: braun (ANIS), grau-schwarz (ORCIN).

MS (ESI): m/z (%) = 861 (68) [M+Na]", 883 (40) [M-H+2Na]", 838 (94) [M-H].

Drehwert: [0]3 =-184 (c = 0.05, MeOH).

CD (MeOH): Apuy [0] =268 nm (-16489), 250 (-1417), 220 (-8668), 204 (12502), 202
(20009).

UV (MeOH): Anx (Ig €) =204 nm (4.36), 244 (3.62), 266 (3.74); (MeOH, HCI): Apax (Ig
€) =204 nm (4.35), 268 (3.14), 280 (3.21); (MeOH, NaOH): Anax (Ig €) = 208 nm (4.35), 244
(3.67), 265 (3.78).

IR (KBr): ¥ (cm™) = 3446, 2925, 1772, 1733, 1633, 1507, 1457, 1385, 1093.

"H-NMR (600 MHz, CD;0D): § = 0.60 (my;, 1 H, 13-Hy,), 0.92 (t, J = 7.0 Hz, 3 H, 30-H3),
1.07° (m", 1 H, 12-H,), 1.07 (m, 1 H, 14-H,), 1.23 (d, J=6.1 Hz, 3 H, 6"-Hs), 1.23 (s, 3 H,
27-Hsz), 1.23" (m", 1 H, 15-Hy), 1.28 (s, 3 H, 25-H3), 1.32" (m", 1 H, 4-Hy), 1.45 (m’, 1 H,
15-Hg), 1.47" (m", 1 H, 14-Hg), 1.48" (m", 1 H, 12-Hg), 1.56" (m", 1 H, 3-H), 1.62" (m, 1 H,
5-Hp), 1.62° (m’, 1 H, 29-H,), 1.66" (m", 1 H, 4-Hg), 1.66" (m", 1 H, 29-Hg), 1.67" (m", 1 H,
13-Hg), 1.71 (s, 3 H, 26-H3), 1.76 (d, J = 7.7 Hz, 1 H, 11-H), 1.87 (my,, 1 H, 5-Hg), 1.82 (my,
1 H, 20-Hy), 2.29 (s, 3 H, 6""-CH3), 2.29" (m", 1 H, 8-H), 2.42 (dd, J=8.0, 15.0 Hz, 1 H,
20-Hg), 2.50 (my, 1 H, 19-H), 3.22 (dd, J = 1.8, 10.8 Hz, 1 H, 7-H), 3.56 (dd, J = 2.8, 8.1 Hz,
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1 H, 2"-H), 3.80 (s, 3 H, 2""-OCH3), 4.04 (dq, J=6.1, 9.7Hz, 1 H, 5"-H), 4.19 (my,, 1 H,
6-H), 4.31 (dd, /=2.4Hz 1H, 3"-H), 4.75 (dd, J=2.8, 9.8 Hz, 1 H, 4"-H), 4.76 (su, 1 H,
1"-H), 5.73 (sor, 1 H, 9-H), 6.39 (d, /=09 Hz, 1 H, 17-H), 6.82 (d, J=7.9 Hz, 1 H, 5""-H),
6.87 (d,J=7.5Hz, 1 H, 3"-H), 7.27 (t, J=8.0 Hz, 1 H, 4""-H) ppm.

BC-NMR (150 MHz, CD;0D): & = 13.1 (g, C-30), 16.4 (g, C-25), 18.1 (g, C-6"), 19.5 (q,
6""-CH3), 21.4 (t, C-4), 22.1 (q, C-27), 23.0 (g, C-26), 26.0 (t, C-14), 27.6 (t, C-29), 29.4 (t,
C-20), 30.8 (t, C-12), 35.6 (d, C-19), 36.8 (t, C-15), 38.5 (d, C-8), 39.4 (d, C-3), 46.1 (s,
C-16), 50.0 (s, C-2), 56.1 (d, C-11), 56.3 (q, 2""-OCH3), 68.3 (d, C-5"), 70.3 (d, C-6), 70.9 (d,
C-3"), 72.5 (d, C-2"), 76.5 (d, C-4"), 83.9 (s, C-21), 86.6 (d, C-7), 103.2 (d, C-1"), 109.7 (d,
C-3"), 120.8 (d, C-9), 123.4 (d, C-5""), 124.7 (s, C-1""), 131.7 (d, C-4""), 137.6 (s, C-6""),
147.4 (d, C-17), 157.8 (s, C-2"") ppm.

*
Diese Signale tiberlappen mit anderen Signalen.

Diese Signale fehlen im *C-NMR: C-1, C-5, C-10, C-13, C-18, C-22, C-23, C-24, C-28, COO.

3.6 Studien zur Biosynthese ausgewihlter Metaboliten

3.6.1 Fermentationskurve

Zur Aufnahme der zeitabhingigen Sekundirstoffproduktion des Spirotetronats (22a) wurde
der Stamm JP90 in 1 L Schiittelkolben mit Schikane, befiillt mit 150 mL N&dhrlosung Medium
S, bei 28 °C und 180 U/min sowie im Fermenter Biostat M, befiillt mit 950 ml Néhrlosung
Medium S, bei 28 °C, 600 U/min und 1.6 vvm kultiviert; als Inokulum diente eine 48 Stunden
alte Vorkultur (siehe Abschnitt 3.3.2 ). Der pH-Verlauf wurde wihrend der Fermentation im
Fermenter mittels pH-Elektrode aufgenommen; bei der Kultivierung in Schiittelkolben wurde
der pH-Wert der entnommenen Proben bestimmt. Alle sechs bzw. iiber Nacht acht Stunden
wurden 25 mL Kulturbrithe aus dem Fermenter und 10 mL Kulturbrithe aus den Schiittel-
kolben entnommen, erstmals nach Animpfen bis zur 78. Inkubationsstunde. Die Aufarbeitung
erfolgte wie in Abschnitt 3.3.3  beschrieben. Die erhaltenen Rohextrakte aus dem Kultur-
filtrat wurden mit einer definierten Konzentration von ¢ =4 mg/mL in Methanol gelost und
diinnschichtchromatographisch an Kieselgel (CHCIl3/MeOH 85:15) untersucht. Fiir
analytische HPLC-Untersuchungen der Rohextrakte wurden jeweils 150 uL entnommen,
zentrifugiert und anschlieBend analysiert (HPLC A, Sdule A: Grom Superspher 100 RP-18,
Programm A: MeOH/H,0, jeweils mit 0.05 % Ameisensdure, Gradient, s. 1.2 ).
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3.6.2 Fiitterungsexperimente mit N atrium-[1,2-13C2]acetat und
[U-"C;]Glycerin

Fiitterungsexperiment mit Natrium-[1,2-"C;]acetat

Das Fiitterungsexperiment (1.05 L-Ansatz) wurde in sieben 1L Erlenmeyerkolben mit
Schikane, befiillt mit 150 mL N&hrlosung Medium S, unter Standardbedingungen durchge-
fiihrt (siehe Abschnitt 3.3.2 ). Die isotopenmarkierte Substanz wurde in 20 mL sterilem
bidest. Wasser gelost und der pH-Wert mit 0.5 N HCI auf 7.0 eingestellt. Die Losung wurde
steril filtriert und mit sterilem bidest. Wasser auf ein Gesamtvolumen von 250 mL aufgefiillt.
Ab der 48. Stunde wurde der Vorlaufer mittels einer Schlauchpumpe iiber einen Zeitraum von
7 h kontinuierlich zugefiittert. Die Aufarbeitung erfolgte wie in Abschnitt 3.3.3 beschrieben.
Die Isolierung der einzelnen Substanzen aus dem Extrakt des Kulturfiltrates erfolgte wie in
3.4 beschrieben. Es wurden 550 mg/L (5.9 mmol/L) Natrium—[l,ZBCz]Acetat zugefiittert und
1.8 mg/L angereichertes Rosiridol (23), 30.0 mg/LL angereichertes Spirotetronat (22a) und

9.0 mg/L angereichertes Spirotetronat (22b) isoliert.

Fiitterungsexperiment mit [U-">C3]Glycerin

Das Fiitterungsexperiment (600 mL-Ansatz) wurde in vier 1L Erlenmeyerkolben mit
Schikane, befiillt mit 150 mL N&hrlésung Medium S, unter Standardbedingungen durchge-
fiihrt (siehe Abschnitt 3.3.2 ). Abweichend zum Mediums S wurde ein Glyceringehalt von
nur 1.8 g/L eingestellt. Dieses wurde durchgefiihrt, um in der Kulturbrithe nach Zufiitterung
des [U—13C3]G1ycerin ein Verhiltnis von 3:1 fiir unmarkiertes Glycerin zu isotopenmarkiertem
Glycerin zu erzielen. Die isotopenmarkierte Substanz wurde in 20 mL sterilem bidest. Wasser
gelost, steril filtriert und mit sterilem bidest. Wasser auf ein Gesamtvolumen von 160 mL ver-
diinnt. Ab der 48. Stunde wurde der Vorldufer mittels einer Schlauchpumpe iiber einen Zeit-
raum von 12h Kkontinuierlich zugefiittert. Die Aufarbeitung erfolgte wie in 3.3.3
beschrieben. Die Isolierung der einzelnen Substanzen aus dem Extrakt des Kulturfiltrates er-
folgte wie in Abschnitt 3.4 aufgefiihrt. Es wurden 500 mg/L (9.1 mmol/L) [U—13C3]Glycerin
zugefiittert und 28.0 mg/L angereichertes Spirotetronat (22a), 7.0 mg/L angereichertes Spiro-
tetronat (22b) und 2.3 mg/L eines Gemisches aus angereichertem Rosiridol (23) und nicht

angereichertem Cinnamoylphosphoramid (21) isoliert.

3.6.3 Fiitterungsexperimente mit potentiellen Biosynthesevorlaufern

Die Kultivierung (je 600 mL Ansatz) erfolgte unter Standardbedingungen in Schiittelkolben
(pro gefiitterte Substanz vier 1 L Schiittelkolben mit je 150 mL Néhrlosung, siehe Abschnitt
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3.3.2 ). Folgende Substanzen wurden als Vorldufer zugefiittert: Racemisches Synthese-
produkt 21 (0.59 mM, 24 mg/150 mL, Endkonzentration im Kolben), 4-Hydroxyzimtsidure-
methylester (82) (0.94 mM, 25 mg/150 mL, Endkonzentration im Kolben), Zimtsauremethyl-
ester (93) (1.03 mM, 25 mg/150 mL, Endkonzentration im Kolben), Zimtsdure (122)
(1.12 mM, 25 mg/150 mL, Endkonzentration im Kolben). Die Substanzen wurden in je 2 mL
sterilem DMSO gel6st und nach der 12. und 16. Stunde jeweils 0.25 mL dieser Losung zu
jeweils vier der Hauptkulturen gegeben, vier weitere Kulturen dienten als Kontrolle. Die Auf-
arbeitung erfolgte wie in Abschnitt 3.3.3  beschrieben. Die erhaltenen Rohextrakte wurden
mit einer Konzentration von ¢ = 10.0 mg/mL in Methanol gelst und diinnschichtchromato-
graphisch an Kieselgel (CHCl3/MeOH 85:15) untersucht. Fiir HPLC-ESI-MS-Messungen der
Rohextrakte wurden jeweils 150 uL entnommen, zentrifugiert und anschlieBend analysiert
(HPLC D, Sidule A: Grom Supershere 100 RP-18, Programm B: MeOH/H,0, jeweils mit
0.05 % Ameisensdure, Gradient; s. 1.2 ).

3.6.4 Isolierung und Charakterisierung des Metaboliten (123)

Der aus dem Kultivierungsansatz mit Zufiitterung von 4-Hydroxyzimtsduremethylester (82)
erhaltene Kulturfiltrat-Extrakt wurde zunichst an Kieselgel (CHCI3/Methanol 95:5)
vorgereinigt und fraktioniert. Weitere Reinigung durch Gelchromatographie an Sephadex-LH

20 (Methanol) ergab 4.9 mg der durch Zufiitterung induzierten Verbindung 123.

4-Hydroxy-3-methoxy-zimtsiuremethylester (123)

C1H 204 (208.2). HO— TN\
Re: 0.92 (KG, CHCly/MeOH 85:15). °H,CO OCH
Anfarbeverhalten: violett (ANIS).

MS (ESD): m/z (%) = 343.2 [M+Na]*, 663.1 [2M+Na]*, 982.5 [3M+Na]".

"H-NMR (300 MHz, CD;0D): 6 =3.75 (s, 3 H, 1-OCH3), 3.87 (s, 3 H, 6-OCH3), 6.34 (d,
J=159Hz, 1 H, 2-H), 6.79 (d, J=8.0 Hz, 1 H, 8-H), 7.05 (dd, J=2.1, 8.0 Hz, 1 H, 9-H),
7.16 (d,J=2.1 Hz, 1 H, 5-H), 7.60 (d, /= 15.9 Hz, 1 H, 3-H).

BC.NMR (75 MHz, CD5;0D): 6 =52.0 (q, C-10), 56.4 (q, C-11), 111.6 (d, C-9), 115.0 (d,
C-2), 116.5 (d, C-8), 124.2 (d, C-5), 127.5 (s, C-4), 146.9 (d, C-3), 149.4 (s, C-6), 150.9 (s,
C-7), 169.8 (s, C-1).
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3.7 Die absolute Konfiguration des Rosiridols (23)

3.7.1 Vergleichende HPLC-Analyse von nativen und totalsynthetischen
Rosiridols an chiraler stationirer Phase

Fiir die HPLC-Analyse an chiraler stationdrer Phase (HPLC C, Séule F: Daicel Chiralcel OD,
Programm G: n-Hexan/Isopropanol, isokratisch; s. 1.2 ) wurde fiir die einzelnen Substanzen
(natives (23)-, totalsynthetisches rac-(23)- und S-(23)-Rosiridol) jeweils eine Konzentration
von ¢ = 1.0 mg/mL in n-Hexan/Isopropanol 9:1 eingestellt und als Injektionsvolumen fiir rac-
23 20 uL und fiir 23 und $-23 15 pL gewdhlt. Fiir die Mischungsexperimente von rac-(23)-
mit S-(23)-Rosiridol und Naturstoff mit S-(23)-Rosiridol wurden Gemische im Verhiltnis von
1:1 hergestellt (mit Stammlésung von ¢ = 1.0 mg/mL) und jeweils 15 pL injiziert. Um die
Retentionszeiten auf Konsistenz zu iiberpriifen, wurde zwischen den Einzelmessungen jeweils

rac-Rosiridol gemessen.



Produzent Streptomyces sp. Pol001 221

4 Produzent Streptomyces sp. Pol001

4.1 Kaultivierung und Aufarbeitung

4.1.1 Stammhaltung

Fiir die Stammbhaltung wurde der Streptomyces sp. Stamm Pol001 mittels einer Platinimpfose
auf M1-Agarplatten ausgestrichen und bis zur Ausbildung einzelner weiller Kolonien fiir
6 Tage bei 28 °C inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Platten bei 4 °C aufbewahrt und
maximal zwei Monate zum Animpfen von Schiittelkulturen verwendet. Zur Ausbildung einer
geschlossenen weilen Sporenschicht wurden M1-Agarplatten mit 0.5—1 mL einer 48 Stunden

alten Vorkultur (SM-Medium) beimpft und fiir 6 Tage bei 28 °C inkubiert.

4.1.2 Variationen der Kultivierungsbedingungen

Variante A: (Ansatz: 1L, Schiittelkolben) Die Vorkulturen wurden in 300 mL Erlen-
meyerkolben mit Schikane, befiillt mit 100 mL SM-Medium und mit Schaumstoffkappen
verschlossen, kultiviert. Jeder Kolben wurde nach Sterilisation mit einem 1 cm? grofBen Stiick
einer gut bewachsenen Agarplatte beimpft und bei 28 °C und 180 U/min fiir 48 h inkubiert.
Die Fermentation der Hauptkulturen erfolgte in 1 L Erlenmeyerkolben mit Schikane, befiillt
mit 150 mL SM-Medium und mit Schaumstoffkappen verschlossen. Diese wurden nach

Sterilisation mit 5 mL Vorkultur inokuliert und bei 28 °C, 180 U/min fiir 96 h kultiviert.

Variante B: (Ansatz: 1 L, Schiittelkolben) Fiir die Vorkulturen wurden 300 mL Erlenmeyer-
kolben mit Schikane mit jeweils 100 mL M2-Medium befiillt und mit Schaumstoffkappen
verschlossen. Inkubation erfolgte nach Sterilisation und Animpfen mit einem 1 cm’ grof3en
Stiick einer gut bewachsenen Agarplatte bei 28 °C und 180 U/min fiir 48 h. Die Fermentation
der Hauptkulturen erfolgte in 1 L Erlenmeyerkolben mit Schikane, befiillt mit 150 mL M1-
Medium und mit Schaumstoffkappenverschluss. Diese wurden nach Sterilisation mit 5 mL

Vorkultur inokuliert und bei 28 °C, 180 U/min fiir 96 h kultiviert.

Variante C: (Ansatz: 5 L, P-Kolben) Die Vorkulturen wurden in 300 mL Erlenmeyerkolben
mit Schikane, befiillt mit 100 mL Glucose-Medium und mit Schaumstoffkappen verschlossen,
kultiviert. Jeder Kolben wurde nach Sterilisation mit einem 1 cm? groBen Stiick einer gut
bewachsenen Agarplatte beimpft und bei 30 °C und 225 U/min fiir 85 h inkubiert. Die
Kultivierung der Hauptkulturen erfolgte in 5 L P-Kolben, die mit 1 L. Dextrin-Medium befiillt
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und mit einer Schaumstoffkappe verschlossen wurden. Die P-Kolben wurden zweimal
sterilisiert, mit jeweils 50 mL Vorkultur inokuliert und fiir 4 Wochen bei 30 °C als Ruhekultur
kultiviert, wobei nach zwei Wochen die P-Kolben zur Durchmischung des Mediums

vorsichtig geschwenkt wurden.

Variante D: (Ansatz: 4 L, Schiittelkolben) Fiir die Vorkulturen wurden 300 mL Erlenmeyer-
kolben mit Schikane mit jeweils 100 mL Glucose-Medium befiillt und mit Schaumstoff-
kappen verschlossen. Inkubation erfolgte nach Sterilisation und Animpfen mit einem 1 cm?
groBBen Stiick einer gut bewachsenen Agarplatte bei 30 °C und 200 U/min fiir 60 h. Die
Fermentation der Hauptkulturen erfolgte in 1 L Erlenmeyerkolben mit Schikane, befiillt mit
150 mL.  Dextrin-Medium und mit Schaumstoffkappenverschluss. Diese wurden nach

Sterilisation mit 5 mL Vorkultur inokuliert und bei 30 °C, 200 U/min fiir 120 h kultiviert.

Variante E: (Ansatz: 4 L, Schiittelkolben) Die Vorkulturen wurden in 300 mL Erlenmeyer-
kolben mit Schikane, befiillt mit 100 mL SM'-Medium und mit Schaumstoffkappen
verschlossen, kultiviert. Jeder Kolben wurde nach Sterilisation mit einem 1 cm? groBen Stiick
einer gut bewachsenen Agarplatte beimpft und bei 28 °C und 180 U/min fiir 48 h inkubiert.
Die Fermentation der Hauptkulturen erfolgte in 1 L Erlenmeyerkolben mit Schikane, befiillt
mit 150 mL SM’-Medium und mit Schaumstoffkappen verschlossen. Diese wurden nach

Sterilisation mit 5 mL Vorkultur inokuliert und bei 28 °C, 180 U/min fiir 96 h kultiviert.

Variante F: (Ansatz: 37 Agarplatten, Festphasenkultivierung) Fiir die Vorkulturen wurden
250 mL Erlenmeyerkolben mit Schikane mit jeweils 50 mL SM"-Medium befiillt und mit
Schaumstoffkappen verschlossen. Inkubation erfolgte nach Sterilisation und Animpfen mit
einer einzelnen Kolonie einer Agarplatte bei 28 °C und 180 U/min fiir 48 h. Die
Festphasenkultivierung erfolgte auf SM*—Agarplatten bei 28 °C fiir 6 d, welche mit jeweils
500 uL Vorkultur beimpft wurden.

4.1.3 Fiitterung potentieller Vorlidufer und anderer Zusiitze

Folgende Substanzen wurden als Vorldufer in den verschiedenen Fermentationen verwendet:

L-Tyrosin, L-Phenylalanin, Natriumacetat, Glycerin, 4-Hydroxy-L-phenylglycin (L-Hpg),
D-Hydroxy-4-phenylglycin (D-Hpg), Malonsdure. Die Substanzen wurden alle in geloster
Form zugefiittert, wobei alle Losungen auf einen pH-Wert von etwa pH = 6.0-7.0 eingestellt
wurden. Die angegebenen Konzentrationen sind die Endkonzentrationen, die nach

Zufiitterung im Kolben oder Fermenter erreicht werden. Als weitere Zusidtze wurden
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Vitaminl6sung, DMSO, XAD-2, sowie Kulturbrithe des Bakteriums S. aureus als auch das
Sterilfiltrat dieser Kulturbrithe eingesetzt. Die Fiitterungslosungen wurden wie folgt

hergestellt:

L-Tyrosin:
L-Tyrosin (3 mM, 81.5 mg/150 mL) wurde als 1 %ige Losung in steril filtriertem DMSO
(bezogen auf das Volumen des Nidhrmediums) suspendiert. Auf eine Korrektur des pH-Wertes

zu 6.0-7.0 wurde aufgrund der schlechten Loslichkeit verzichtet.

L-Phenylalanin:

L-Phenylalanin (3 mM, 70.8 mg/150 mL) wurde in ~1 mL 2N NaOH gelost, mit bidest.
Wasser (10 mL) verdiinnt und unter vorsichtigem Schwenken der Losung tropfenweise mit
1 N HCI auf pH 7.0 korrigiert. AnschlieBend wurde die Losung steril filtriert und mit bidest.
Wasser (steril) auf das benotigte Volumen aufgefiillt, so dass 2 x 1.5 mL Fiitterungslosung
pro Schiittelkolben (150 mL N#hrmedium) bis zur Endkonzentration zugefiittert werden

konnten.

Natriumacetat:

Natriumacetat (5 mM, 58.6 mg/150 mL) wurde in bidest. Wasser gelost und mit 1 N HCI ein
pH-Wert von 7.0 eingestellt. Die Losung wurde steril filtriert und mit bidest. Wasser (steril)
auf das benotigte Volumen aufgefiillt, so dass 2x1.0mL Fiitterungslosung pro

Schiittelkolben (150 mL Ndhrmedium) bis zur Endkonzentration zugefiittert werden konnten.

Glycerin:

Glycerin (5 mM, 65.8 mg/150 mL) wurde in bidest. Wasser gelost, die Losung steril filtriert
und mit bidest. Wasser (steril) auf das benétigte Volumen aufgefiillt, so dass 2 x 1.0 mL
Fiitterungslosung pro Schiittelkolben (150 mL Nihrmedium) bis zur Endkonzentration
zugefiittert werden konnten. Des Weiteren wurde eine 86 %ige Losung hergestellt (Vol-%),
autoklaviert und 2 x 0.6 mL Fiitterungslosung pro Schiittelkolben (150 mL Ndhrmedium) bis

zu einer Endkonzentration von 5 g/L (bezogen auf Nihrmedium) zugefiittert.

4-Hydroxy-L-phenylglycin (L-Hpg):
4-Hydroxy-L-phenylglycin (5 mM, 125.4 mg/150 mL) wurde in 1-2 mL 2 N HCI gel6st, mit
bidest. Wasser (20 mL) verdiinnt und unter vorsichtigem Schwenken der Losung tropfenweise

zunichst mit 2 N NaOH ein pH-Wert von ~3.0 eingestellt, welcher dann mit 1 N NaOH und
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0.5 N NaOH auf pH = 6.0 korrigiert wurde. AnschlieBend wurde die Losung steril filtriert und
mit bidest. Wasser (steril) auf das benotigte Volumen aufgefiillt, so dass 2 x 2.28 mL
Fiitterungslosung pro Schiittelkolben (150 mL Nihrmedium) bis zur Endkonzentration

zugefiittert werden konnten.

4-Hydroxy-D-phenylglycin (D-Hpg):

4-Hydroxy-D-phenylglycin (5 mM, 125.4 mg/150 mL) wurde in 1-2 mL 2 N HCI gelost, mit
bidest. Wasser (20 mL) verdiinnt und unter vorsichtigem Schwenken der Losung tropfenweise
zunichst mit 2 N NaOH ein pH von ~3.0 eingestellt, welcher dann mit 1 N NaOH und 0.5 N
NaOH auf pH = 6.0 korrigiert wurde. AnschlieBend wurde die Losung steril filtriert und mit
bidest. Wasser (steril) auf das benotigte Volumen aufgefiillt, so dass je nach Fermen-
tationsansatz zwischen 2 x 1.76 mL —2 x 2.28 mL Fiitterungslosung pro Schiittelkolben

(150 mL Nédhrmedium) bis zur Endkonzentration zugefiittert werden konnten.

Malonsiure:

Malonsédure (5 mM, 78.0 mg/150 mL) wurde in wenig bidest. Wasser gelost und mit 2 N
NaOH auf einen pH-Wert von 7.0 korrigiert, steril filtriert und mit bidest. Wasser (steril) auf
das bendtigte Volumen aufgefiillt, so dass 2 x ~1.0 mL Fiitterungslosung pro Schiittelkolben

(150 mL Ndhrmedium) bis zur Endkonzentration zugefiittert werden konnten.

Vitaminlosung:
Das benétigte Volumen an Vitaminlosung (1 mL/L, d. h. 150 uL pro Schiittelkolben) wurde
einer Stammlosung entnommen und steril filtriert, bevor die Zugabe zur Fermentation nach

der 24. Stunde erfolgte.

DMSO:
1 Vol-% steril filtriertes DMSO (bezogen auf das Volumen an Nihrmedium) wurden in zwei

Portionen (2 x 0.75 mL) zu jedem Schiittelkolben gegeben.

Amberlite® XAD-2:
Es wurden 30 g Amberlite® XAD-2 in bidest. Wasser (40 mL) in einem 300 mL Erlenmeyer-
kolben iiber Nacht aufgeschlimmt und autoklaviert. Nach 24 h wurde jedem Kolben des

entsprechenden Fermentationsansatzes ~1.5 g (entspricht etwa 1 Teeloffel) zugefiigt.
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Bakterium S. aureus:

Kultivierung: Die Kultivierung von S. aureus erfolgte in zwei 1 L Erlenmeyerkolben ohne
Schikane, die mit 100 mL Medium KM1 befiillt und mit einer Schaumstoffkappe
verschlossen wurden. Nach Sterilisation wurde mit je 500 uL einer Glycerineinlagerung des
Stammes beimpft und anschlieBend bei 37 °C, 180 U/min fiir 15 h inkubiert.

Fiitterung: Es wurden 5 mL Kulturbrithe von S. aureus in vivo zu 150 mL Kulturbriihe des
Streptomyces Pol001 24 h nach Kultivierungsbeginn hinzugefiigt. Zu einem zweiten Fermen-
tationsansatz von Pol0O1 wurden 5 mL steril filtriertes Kulturfiltrat pro Schiittelkolben nach

der 24. Stunde zugegeben.
Kultivierungen mit Zufiitterung potentieller Vorliufer und anderer Zusitze

Variante G: (Ansatz: 2 x 1 L, Schiittelkolben) Die Vorkulturen wurden in 300 mL Erlen-
meyerkolben mit Schikane, mit 100 mL SM-Medium befiillt und mit Schaumstoffkappen
verschlossen, kultiviert. Jeder Kolben wurde nach Sterilisation mit einem 1 cm? groBen Stiick
einer gut bewachsenen Agarplatte beimpft und bei 28 °C und 180 U/min fiir 48 h inkubiert.
Die Fermentation der Hauptkulturen erfolgte in zweimal sieben 1 L Erlenmeyerkolben mit
Schikane, befiillt mit 150 mL SM-Medium und mit Schaumstoffkappenverschluss. Nach
Sterilisation wurden diese mit je S5 mL der Vorkultur inokuliert. 24 h nach
Kultivierungsbeginn wurde zu sieben Kolben je 5 mL Kulturbrithe des Bakteriums S. aureus
hinzugefiigt; zu den sieben anderen Kolben je 5 mL steril filtriertes Kulturfiltrat des

Bakteriums S. aureus. Die Kultivierung erfolgte bei 28 °C und 180 U/min fiir 96 h.

Variante H: (Ansatz: 4 x 1 L, Schiittelkolben) Fiir die Vorkultur der Vorkultur wurden
250 mL Erlenmeyerkolben mit Schikane mit 50 mL SM -Medium befiillt und mit Schaum-
stoffkappen verschlossen. Inkubation erfolgte nach Sterilisation und Animpfen mit je einer
einzelnen Kolonie einer Agarplatte bei 28 °C und 180 U/min fiir 48 h. Die Vorkulturen
wurden in 300 mL Erlenmeyerkolben mit Schikane, befiillt mit 100 mL SM"-Medium und mit
Schaumstoffkappen verschlossen, kultiviert. Jeder Kolben wurde nach Sterilisation mit 5 mL
Vorkultur der Vorkultur beimpft und bei 28 °C und 180 U/min fiir 48 h inkubiert. Die
Fermentation der Hauptkulturen erfolgte in 1 L Erlenmeyerkolben mit Schikane, die mit
Schaumstoffkappen verschlossen wurden. Jeder Kolben wurde mit 150 mL SM"-Medium
befiillt und nach Sterilisation mit 5 mL Vorkultur inokuliert. Direkt im Anschluss erfolgte die

Zugabe von 150 pL steril filtrierter Vitaminldsung pro Schiittelkolben. Nach der 24. und der
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32. Stunde der Kaultivierung wurde dem jeweiligen Fermentationsansatz folgende
Kombination von Substanzen steril zugefiittert: L-Tyrosin (3 mM; als 1 %ige Suspension in
DMSO) und DMSO (1 Vol-%); L-Tyrosin (3 mM, 81.5 mg/150 mL; als 1 %ige Suspension in
DMSO), L-Phenylalanin (3 mM, 70.8 mg/150 mL) und Amberlite® XAD-2 (1.5 g pro
Kolben); Natriumacetat (5 mM, 58.6 mg/150 mL), Glycerin (5 mM, 65.8 mg/150 mL) und
Amberlite® XAD-2 (1.5 g pro Kolben); Glycerin (86 %ig) und DMSO (1 Vol-%) (siehe
Tabelle 12). Die Kultivierung erfolgte bei 28 °C, 180 U/min fiir 96 h.

Tabelle 12. Uberblick der zugefiitterten potentiellen Vorliufer und Zusitze von Variante H.

Variante Variante Variante Variante
HA HB HC HD
L-Tyrosin 3 mM 3 mM
(1 %ig in (1 %ig in
DMSO) DMSO)
L-Phenylalanin 3 mM
Natriumacetat 5 mM
Glycerin 5 mM 5¢g/lL
XAD-2 ~15¢g ~15¢g
DMSO 1 Vol-% 1 Vol-%
Vitaminlosung 1 mL/L 1 mL/L 1 mL/L 1 mL/L

Variante I: (Ansatz: 3 x 1 L, Schiittelkolben) Fiir die Vorkultur der Vorkultur wurden
250 mL Erlenmeyerkolben mit Schikane mit 50 mL SM"-Medium befiillt und mit Schaum-
stoffkappen verschlossen. Inkubation erfolgte nach Sterilisation und Animpfen mit je einer
einzelnen Kolonie einer Agarplatte bei 28 °C und 180 U/min fiir 48 h. Die Vorkulturen
wurden in 300 mL Erlenmeyerkolben mit Schikane, befiillt mit 100 mL SM"-Medium und mit
Schaumstoffkappen verschlossen, kultiviert. Jeder Kolben wurde nach Sterilisation mit 5 mL
Vorkultur der Vorkultur beimpft und bei 28 °C und 180 U/min fiir 48 h inkubiert. Die
Fermentation der Hauptkulturen erfolgte in 1 L Erlenmeyerkolben mit Schikane, die mit
Schaumstoffkappen verschlossen wurden. Jeder Kolben wurde mit 150 mL SM-Medium
befiillt und nach Sterilisation mit 5 mL Vorkultur inokuliert. Nach der 24. und der 32. Stunde
der Kultivierung wurden dem jeweiligen Fermentationsansatz die potentiellen Vorldufer steril
zugefiittert: L-Hpg (5 mM, 125.4 mg/150 mL); L-Hpg (5 mM, 125.4 mg/150 mL) und Malon-
sdaure (5 mM, 78.0 mg/150 mL); p-Hpg (5 mM, 125.4 mg/150 mL) und Malonsdure (5 mM,
78.0 mg/150 mL) (siehe Tabelle 13). Ebenfalls nach der 24. Stunde nach Kultivierungsbeginn
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wurde zu jedem Schiittelkolben 150 puL steril filtrierte Vitaminlosung gegeben. Die Kulti-
vierung erfolgte bei 28 °C, 180 U/min fiir 96 h.

Variante J: (Ansatz: 3 L, Fermenter Biostat B): Fiir die Kultivierung im Biostat-B-Fermenter
im 5 L Fermentergefil wurde dieses mit 4.7 L SM"-Medium befiillt und autoklaviert. Es
wurde mit 300 mL Vorkultur (= 6 Vol-% des gesamten Fermentervolumens, Kultivierung wie
bei Variante I) inokuliert. Nach sieben Stunden wurde 1 L der Kulturbriithe aufgrund starker
Schaumentwicklung abgepumpt. Ab der 24. Stunde wurden die potentiellen Vorldufer D-Hpg
(5 mM, 125.4 mg/150 mL) und Malonsédure (5 mM, 78.0 mg/150 mL) mittels einer Schlauch-
pumpe iiber einen Zeitraum von 10 h kontinuierlich zugefiittert. Nach der 24. Stunde wurden
auch 5 mL steril filtrierte Vitaminlosung zur Kulturbrithe hinzugefiigt. Die Kultivierung
erfolgte bei 28 °C, 400 U/min und einer Beliiftung von 1.0 vvm fiir 96 h. Dabei wurde der
pH-Verlauf durch eine pH-Sperre (pH =6.5 = 1.5) reguliert und der Verbrauch an O,
kontrolliert.

Variante K: (Ansatz: 4 L, Schiittelkolben): Kultivierung wie bei Variante I, Zufiitterung der
potentiellen Vorldufer D-Hpg (S mM, 1254 mg/150 mL) und Malonsdure (5 mM,
78.0 mg/150 mL).

Variante L: (Ansatz 4 L, Schiittelkolben): Kultivierung wie bei Variante I, aber nur Zu-

fiitterung des potentiellen Vorldufers Malonsdure (5 mM, 78.0 mg/150 mL).

Variante M-O: (Ansatz: je Variante 2 x 450 mL, Schiittelkolben): Kultivierung wie bei
Variante I, aber Verwendung verschiedener Nihrmedien: SM*—, SD-, SG-Medium und
Medium S, Zufiitterung des potentiellen Vorldufers Malonsdure (5 mM, 78.0 mg/150 mL) zu

jedem weiteren Ansatz von 450 mL.

Variante P: (Ansatz: 2 x 450 mL, Schiittelkolben): Kultivierung des Stammes Streptomyces
sp. JP90 wie bei Variante I, bei einem Ansatz von 450 mL Zufiitterung von Malonséure

(5 mM, 78.0 mg/150 mL).
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Tabelle 13. Uberblick der zugefiitterten potentiellen Vorldufer und Zusitze von Variante I-O.

Variante Variante Variante Variante
IA 1B IC, J, K L, M-0O
L-Hpg 5 mM 5 mM
D-Hpg 5 mM
Malonsiure 5 mM 5 mM 5 mM
Vitaminlosung 1 mL/L 1 mL/L 1 mL/L 1 mL/L

4.1.4 Aufarbeitung

Fiir die Aufarbeitung der Fermentationen wurde die Kulturbrithe mit 1 N bzw. 2 N HCI auf
einen pH-Wert von pH = 5.0 eingestellt. AnschlieBend wurde die Kulturbrithe mit Celite (ca.
3 gehiufte Essloffel auf 1 L Kulturbriihe) versetzt, zentrifugiert (4500 U/min, 15 min, 15 °C)
und der Riickstand (Mycel, Celite) durch Filtration abgetrennt. Bei den Fermentationen der

Varianten K-P wurde das Kulturfiltrat verworfen.

Variante I: Der Riickstand wurde mit Methanol (300 mL fiir einen 1 L-Ansatz) versetzt und
fiir 15 min im Ultraschallbad aufgeschlossen, filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt.
Der Arbeitsschritt wurde mit Aceton/Methanol 1:1 als Extraktionslosungsmittel wiederholt.
Das Kulturfiltrat wurde an Amberlite® XAD-2 adsorbiert, mit demin. Wasser (1:1 zur Kultur-
brithe) gewaschen und mit Methanol (500 mL/1 L Kulturbriihe) eluiert. Das Losungsmittel
wurde i. Vak. entfernt und der Riickstand lyophilisiert. Nach Extraktion mit Amberlite®
XAD-2 wurden 100 mL-Proben des Kulturfiltrats zweimal mit Ethylacetat (Volumina
Ethylacetat:Kulturfiltrat 1:1) extrahiert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt.

Variante II: Der Riickstand wurde zweimal mit Methanol (300 mL fiir einen 1 L-Ansatz)
versetzt und fiir jeweils 15 min im Ultraschallbad aufgeschlossen, filtriert und das Losungs-

mittel i. Vak. entfernt. Die Aufarbeitung des Kulturfiltrats erfolgte analog zu Variante 1.

Variante III: Der Riickstand wurde zweimal mit Methanol/Wasser 9:1 (300 mL fiir einen
1 L-Ansatz) versetzt und fiir jeweils 15 min im Ultraschallbad aufgeschlossen, filtriert und
das Losungsmittel 1. Vak. entfernt. Das Kulturfiltrat wurde zweimal mit Ethylacetat

(Volumina Ethylacetat:Kulturfiltrat 1:1) extrahiert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt.
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Variante IV: Fiir die Aufarbeitung der Festphasenkultivierung wurden die SM-Agarplatten
(37 Stiick) in Methanol/Wasser 9:1 (1 L) aufgenommen und im Ultra® Turrax zerkleinert.
Anschlieend wurden die in Methanol/Wasser 9:1 zerkleinerten Agarplatten fiir 30 min im
Ultraschallbad aufgeschlossen und filtriert. Der Riickstand wurde erneut mit
Methanol/Wasser 9:1 (1 L) versetzt, fiir 30 min im Ultraschallbad aufgeschlossen und filtriert.
Die Methanol/Wasser-Phasen wurden vereinigt, das Losungsmittel i. Vak. entfernt und der

Riickstand lyophilisiert.

Variante V: Der Riickstand wurde zweimal mit Methanol/Wasser 9:1 (300 mL fiir einen 1 L-
Ansatz) versetzt und fiir jeweils 15 min im Ultraschallbad aufgeschlossen, filtriert und das
Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das aus dem Mycel erhaltene Rohextrakt wurde in Wasser
(~100 mL fiir Rohextrakt aus 1 L-Ansatz) geldst und mittels einer Mitteldruckpumpe auf eine
MCI-Gel-Siule aufgebracht. Es wurde mit Wasser (fiir Mycel aus 1 L-Ansatz: 500 mL)
gewaschen und anschlieBend mit Methanol/Wasser 2:8,  Methanol/Wasser 4:6,
Methanol/Wasser 5:5, Methanol/Wasser 6:4, Methanol/Wasser 8:2 (jeweils 2 x 100 mL) und
Methanol (300 mL) eluiert. Das Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt und der Riickstand
lyophilisiert. Das Kulturfiltrat wurde lyophilisiert und das erhaltene Lyophilisat mit
Methanol/Wasser 9:1 extrahiert, filtriert und das Losungsmittel i. Vak. entfernt.

Variante VI: Der Riickstand wurde zweimal mit Methanol/Wasser 9:1 (300 mL fiir einen
1 L-Ansatz) versetzt und fiir jeweils 15 min im Ultraschallbad aufgeschlossen, filtriert und
das Losungsmittel i.Vak. entfernt. Das aus dem Mycel erhaltene Rohextrakt wurde in Wasser
(~100 mL fiir Rohextrakt aus 1 L-Ansatz) geldst und mittels einer Mitteldruckpumpe auf eine
MCI-Gel-Sidule aufgebracht. Es wurde mit Wasser (2 x 300 mL) gewaschen und anschlie3end
mit Methanol/Wasser 1:2, Methanol/Wasser 1:1, Methanol/Wasser 2:1, (jeweils 2 x 100 mL
beim 1 L-Ansatz) und Methanol (300 mL) eluiert. Das Losungsmittel wurde i. Vak. entfernt

und der Riickstand lyophilisiert. Das Kulturfiltrat wurde verworfen.

4.2 Diinnschichtchromatographische Analytik

Zur Uberpriifung der aus Mycel und Kulturfiltrat erhaltenen Rohextrakte auf die Produktion
des mit Anisaldehyd pink anfirbbaren Metaboliten wurde eine Diinnschichtchromatographie
an Kieselgel durchgefiihrt. Hierzu wurden ca. 10 pL der jeweiligen Rohextrakte mit einer
Konzentration von ¢ = 20 mg/mL in Methanol/Wasser 2:1 auf Kieselgel-DC-Alufolien aufge-
tragen, in CHCls/MeOH/20 %ig NH3 1:2:1 entwickelt und mit Anisaldehyd angeférbt. Die

nach Fraktionierung des Mycel-Rohextraktes an MCI-Gel erhaltenen Fraktionen wurden in



230 Experimenteller Teil

jeweils 10 mL Methanol/Wasser 1:1 aufgenommen und ebenfalls diinnschichtchromato-
graphisch analysiert. Fiir die Isolierung des mit Anisaldehyd pink anfdarbbaren Metaboliten er-
wies sich die Aufarbeitung nach Variante V als beste Strategie, da diese eine vollstindige

Abtrennung der mit Anisaldehyd braun anfirbbaren Tetromycine erlaubte.

4.3 HPLC-ESI-MS-Analytik

Fir die HPLC-ESI-MS-Analytik wurden je 2 mL der gelosten Rohextrakte sowie der nach
MCI-Gel erhaltenen Fraktionen entnommen, das Losungsmittel bis zur Trockne entfernt und
jeweils eine Konzentration von ¢ =5 mg/mL in Methanol/Wasser 2:1 eingestellt. Die nach
Sdulenchromatographie an Kieselgel erhaltenen Fraktionen sowie die mit Anisaldehyd pink
anfarbbare Substanz wurden mit einer Konzentration zwischen c¢=3-5mg/mL in
Methanol/Wasser 2:1 gelost, als Standard wurde Vancomycinhydrochlorid mit einer Konzen-
tration von ¢ =1 mg/mL in Methanol/Wasser 2:1 eingesetzt. Die erstellten Proben wurden
zentrifugiert, je 120 uL entnommen, in Inlets mit einem Fassungsvolumen von 200 pL iiber-
fiihrt und per HPLC-ESI-MS im positiven und negativen Modus gemessen. Hierbei erfolgten
die Messungen zundchst mit dem Standardprogramm 1 fiir HPLC-ESI-MS-Analytik
(HPLC D, Séule A: Grom Superspher 100, RP-18, Programm B: MeOH/H,0, jeweils mit
0.05 % Ameisensiaure, Gradient, s. 1.2 ) und wurden nach Optimierung mit dem
Standardprogramm 2 (HPLC D, Sdule B: Phenomenex Synergi Hydro RP, Programm C:
MeOH/H,0, jeweils mit 0.05 % Ameisensdure, Gradient, s. 1.2 ) durchgefiihrt.

4.4 Isolierung des Metaboliten (166)

Nach Fraktionierung des Mycel-Rohextraktes an MCI-Gel gemidfl Aufarbeitung Variante V
wurden die einzelnen Fraktionen diinnschichtchromatographisch an  Kieselgel
(CHCl13/MeOH/20 %ig NHs 1:2:1) untersucht. Der mit Anisaldehyd pink anfidrbbare Meta-
bolit wurde im Vorlauf, welcher beim Waschen der Sdule mit Wasser erhalten wurde, detek-
tiert. Diese Fraktion wurde zunichst durch Gelchromatographie an Sephadex LH-20
(Methanol/Wasser 2:1) und nachfolgende Mitteldrucksidulenchromatographie an reversed-
phase Kieselgel (Lobar® GroBe C, MeOH/H,O 1:9) weiter gereinigt. AnschlieBende Siulen-
chromatographie an Kieselgel (CHCl3/MeOH/20 %ig NH3; 1:2:1) ergab 17.2 mg/L. der
Substanz (166) als farblosen Feststoff.
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4.5 Charakterisierung des Metaboliten (166)

Elementaranalyse (%): C = 15.57; H=15.74; N = 14.15; S = 6.73.
IR (KBr): v (cm'l) =3197, 1685, 1617, 1404, 1164, 1113, 670, 615, 577.

"H-NMR (600 MHz, DMSO-dy): & = 3.14 (s), 3.31 (dd, J = 6.0, 11.0 Hz), 3.39 (dd, J = 5.0,
11.2 Hz), 3.49 (tt oder dt, J = 5.0, 6.0, 11.0, 11.2 Hz) ppm.
BC-NMR (125 MHz, DMSO-dg): & =49.3, 63.5, 72.9, 175.1 ppm.

4.6 Versuche zur enzymatischen und chemischen Derivatisierung

4.6.1 Enzymatische Untersuchungen mit einer Sulfatase

22.6 mg der Substanz (166) wurden in 0.2 M Natriumacetat-Puffer (2.30 mL; pH = 5.0) gelost
und als Enzym Arylsulfatase aus Patella vulgata, Typ V (11.0 mg, 40.7 Units; Fa. Sigma)
zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde bei 37 °C fiir 48 h inkubiert. AnschlieBend wurde
das Reaktionsgemisch lyophilisiert, der Riickstand in Methanol/Wasser 2:1 geldst und diinn-
schichtchromatographisch an Kieselgel (CHCIl3/MeOH/20 %ig NH3 1:2:1) analysiert. Nach
sdulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel (CHCl3/MeOH/20 %ig NH; 1:2:1)

wurden 10.4 mg der Substanz (166) reisoliert.

4.6.2 Methanolische Hydrolyse

Substanz (164):

3.0 mg der Substanz (166) wurden in methanolischer Salzsdure (1 mL) suspendiert und 5 min
im Ultraschallbad behandelt. Nach erfolgter Zugabe von Methanol/Wasser 2:1 (400 puL)
wurde das Reaktionsgemisch fiir weitere 10 min im Ultraschallbad behandelt und das
Losungsmittel bis zur Trockne i. Vak. entfernt. Der Riickstand wurde in Methanol/Wasser 2:1
aufgenommen und diinnschichtchromatographisch an Kieselgel (CHCI;/MeOH/20 %ig NHj3
1:2:1) untersucht. 120 uL wurden der Losung entnommen, zentrifugiert und mittels HPLC-
ESI-MS (HPLC D, Sidule B: Phenomenex Synergi Hydro RP, Programm C: MeOH/H,O0,

jeweils mit 0.05 % Ameisensdure, Gradient, s. 1.2 ) analysiert.
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Substanz (166):

4.90 mg der Substanz (166) wurden in Methanol/Wasser 2:1 (653 uL) geldst und nach
Zugabe von methanolische Salzsdure (1.60 mL) 15 min im Ultraschallbad behandelt.
AnschlieBend wurde das Losungsmittel bis zur Trockne i. Vak. entfernt. Der Riickstand
wurde in Methanol/Wasser 2:1 aufgenommen und diinnschichtchromatographisch an Kiesel-
gel (CHCI3/MeOH/20 %ig NH3 1:2:1, Sprithreagenz ANIS) untersucht. 120 uL. wurden der
Losung entnommen, zentrifugiert und mittels HPLC-ESI-MS (HPLC D, Siule B:
Phenomenex Synergi Hydro RP, Programm C: MeOH/H,0, jeweils mit 0.05 % Ameisen-

sdure, Gradient, s. 1.2 ) analysiert.

Vancomycin (1):

3.60 mg der Substanz 1 wurden in Methanol/Wasser 2:1 (480 uL) gelost und nach Zugabe
von methanolische Salzsdure (1.20 mL) 15 min im Ultraschallbad behandelt. AnschlieSend
wurde das Losungsmittel bis zur Trockne i. Vak. entfernt. Der Riickstand wurde in
Methanol/Wasser 2:1 aufgenommen und diinnschichtchromatographisch an Kieselgel
(CHCI3/MeOH/20 %ig NH3 1:2:1) untersucht. 120 uL wurden der Losung entnommen,
zentrifugiert und mittels HPLC-ESI-MS (HPLC D, Saule B: Phenomenex Synergi Hydro RP,
Programm C: MeOH/H,O0, jeweils mit 0.05 % Ameisensdure, Gradient, s. 1.2 ) analysiert.
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5 Charakterisierung von Metaboliten aus dem Pilz Aspergillus

nidulans

5.1 Charakterisierung der Metaboliten

Die Kultivierungs- und Isolierungsarbeiten der Metaboliten aus dem Pilzproduzenten
Aspergillus nidulans wurden von C. Handrich (AK Miiller, Arbeitsmedizin Gottingen) durch-
gefiihrt.

Cycloisoemericellinol (156)

C25H2305 (424.20).
Ri-Wert: 0.60 (KG, CHCl3/MeOH 91); 0.31 (RP, MeOH/H,0 91).
Anféarbeverhalten: blau (Anisaldeyd/Schwefelsédure).
MS (EIL, 70 eV): m/z (%) = 424 (25) [M]*, 377 (14), 337 (100), 305 (14), 284 (17), 84 (26),
66 (29), 57 (20), 43 (18).
MS (ESI): m/z (%) = 425 [M+H]", 447 [M+Na]+, 849 [2M+H]", 871 [2M+Na]".
HR-ESI-MS: m/z (%) = ber.: m/z = 425.1958651 [M+H]"

gef.: m/z = 425.1958510 [M+H]".
UV (MeOH): Amax (Ig €) =213 nm (3.4982), 225 (3.4466), 237 (3.4993), 254 (3.4082), 280
(3.6153), 350 (2.86), 376 (2.9503); (MeOH, HCI): An.x (Ig €) =237 nm (3.3941), 253
(3.3023), 280 (3.5574), 350 (2.4382), 377 (2.6623); (MeOH, NaOH): An.x (Ig €) =201 nm
(2.0837), 202 (2.4663), 213 (3.4635), 223 (3.4056), 257 (3.3754), 280 (3.5845).
IR (KBr): ¥ (cm™) = 3430, 2926, 1682, 1641, 1608, 1460, 1431, 1383, 1214, 1126, 1068,
814.

"H-NMR (600 MHz, CDCl3): & = 1.33 (s, 6 H, 4"-H3, 5"-H3), 1.54 (s, 6 H, 4'-Hs 5'-H3), 2.07
(t, J=6.0 Hz, 2 H, 2"-H>), 2.41 (s, 3 H, 6-CH3), 3.70 (si, 1 H, 8-CH,OH), 4.10 (t, J = 6.0 Hz,
2 H, 1"-H»), 5.01 (sw, 2 H, 8-CH,OH), 5.61 (d, /=10.0 Hz, 1 H, 2'-H), 6.30 (d, J=10.0 Hz,
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1 H, 1'-H), 6.84 (d, J=8.5Hz, 1 H, 4-H), 7.18 (s, 1 H, 5-H), 7.23 (d, J=8.5 Hz, 1 H, 3-H)
ppm.

"H-NMR (600 MHz, DMSO-d): & = 1.18 (s, 6 H, 4"-Hs, 5"-Hj), 1.47 (s, 6 H, 4'-Hj, 5'-Hj),
1.95 (t, J=7.2Hz, 2 H, 2"-H,), 2.38 (s, 3 H, 6-CH3), 3.94 (7, J=7.2 Hz, 2 H, 1"-H,), 4.88
(sbr 2 H, 8-CH,OH), 5.76 (d, J = 10.0 Hz, 1 H, 2-H), 6.46 (d, J = 10.0 Hz, 1 H, 1'-H), 6.97 (d,
J=8.5Hz, 1 H, 4-H), 7.39 (spr, 1 H, 5-H), 7.46(d, J = 8.5 Hz, 1 H, 3-H) ppm.

BC-NMR (150 MHz, CDCls): § = 17.5 (6-CHs), 27.9 (C-4', C-5), 29.7 (C-4", C-5"), 42.5
(C-2"), 57.0 (8-CH,OH), 70.3 (C-3"), 72.7 (C-1"), 77.9 (C-3'), 108.4 (C-4), 112.7 (C-9a),
117.0 (C-2), 119.1 (C-5), 120.7 (C-8a), 121.5 (C-1"), 129.5 (C-2"), 131.9 (C-3), 134.1 (C-8),
140.1 (C-6), 152.4 (C-7), 152.9 (C-10a), 154.3 (C-1), 156.3 (C-4a), 179.1 (C-9) ppm.

BC-NMR (150 MHz, DMSO-de): & = 16.7 (6-CH3), 27.7 (C-4', C-5"), 29.6 (C-4", C-5"), 42.9
(C-2"), 55.3 (8-CH,OH), 67.7 (C-3"), 71.9 (C-1"), 77.5 (C-3"), 108.1 (C-4), 111.8 (C-9a),
116.4 (C-2), 118.7 (C-5), 119.6 (C-8a), 121.1 (C-1"), 129.2 (C-2"), 132.2 (C-3), 133.8 (C-8),
140.0 (C-6), 152.4 (C-7), 151.9 (C-10a), 153.3 (C-1), 155.5 (C-4a), 177.3 (C-9) ppm.

Emerin (159)

C2HisN20O; (316.36).

MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 316 (100) [M]*, 108 (20), 158 (8), 209 (20), 239 (8), 285 (10).
MS (ESI): m/z (%) = 317 (90) [M+H]", 339 (70) [M+Na]", 355 (50) [M+K]".

IR (KBr): ¥ (cm™) = 3431, 2925, 2222, 1602, 1508, 1384, 1263, 1178, 1024, 828.

'"H-NMR (600 MHz, CDCls): & = 3.86 (s, 2x3 H, 2x4"-OCH3), 6.97 (d, J=9.0 Hz,
2x2H, 2x3"H, 2x5"H), 7.54 (s, 2x1H, 2x1-H), 7.86 (d, J=9.0Hz, 2x2H,
2 x 2"-H, 2 x 6"-H) ppm.

BC-NMR (125 MHz, CDCls): 8 = 55.6 (2 x 4-OCH3), 105.2 (2 x C-1"), 106.1 (C-2, C-3),
114.6 2 x C-3", 2x C-5"), 131.6 (C-1, C-4), 131.8 (2x C-2", 2x C-6"), 143.1 (2x Cvl)
ppm.
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Demethylsterigmatocystin (160)

C17H1006 (310.27).

MS (EIL 70 eV): m/z (%) = 310.2.

HR-EI-MS: m/z (%) = : ber.: m/z =310.0477 [M]*
gef.: miz = 310.0474 [M]".

"H-NMR (600 MHz, CDCl3): § = 4.68 (dd, J=2.3, 7.0 Hz, 1 H, 15-H), 5.43 (d, J = 2.3 Hz,
1 H, 16-H), 6.45 (dy, J=2.3 Hz, 2 H, 11-H, 17-H), 6.76 (d, J=8.0 Hz, 1 H, 4-H), 6.78 (d,
J=6.5Hz, 1 H, 14-H), 6.86 (d, J = 8.0 Hz, 1 H, 6-H), 7.54 (t, J=8.0 Hz, 1 H, 5-H), 11.9 (s,
1 H, 12-OH), 12.1 (s, 1 H, 3-OH) ppm.

BC-NMR (125 MHz, CDCl3): & = 47.4 (C-15), 90.3 (C-11), 102.6 (C-916, 103.3 (C-9), 107.4
(C-2), 109.5 (C-13), 107.0 (C-6), 110.9 (C-4), 113.1 (C-14), 136.7 (C-5), 144.9 (C-17), 156.0
(C-7), 157.1 (C-8), 161.1 (C-3), 144.9 (C-17), 158.1 (C-12), 165.6 (C-10), 184.7 (C-1) ppm.

Averufin (161)

C0H1607 (368.1).
MS (ESI): m/z (%) = 391 [M+Na]*, 759 [2M+Na]*, 367 [M-H]’, 757 [2M-2H+Na].
HR-ESI-MS: m/z (%) = ber.: m/z = 367.0823 [M-H]

gef.: m/z =367.0823 [M-H].

"H-NMR (600 MHz, DMSO-dg): 8 = 1.44 (m, 1 H, 3'-H,), 1.53 (s, 3 H, 6'-H3), 1.64 (m, 1 H,
3'-Hp), 1.74 (d, J=13.0 Hz, 1 H, 4'-Hy), 1.85 (dt, /=5.0, 8.0 Hz, 1 H, 2'Ha), 1.99 (m, 1 H,
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3'-Hp), 2.02 (m, 1 H, 4-Hp), 5.28 (m, 1 H, 1'-H), 6.47 (s, 1 H, 5-H), 7.04 (s, 1 H, 4-H), 7.06
(s, 1 H, 7-H), 12.1 (spr, 1 H, OH), 12.6 (s, 1 H, OH) ppm.

BC-NMR (125 MHz, DMSO-d): & = 15.3 (C=3"), 26.9 (C-2"), 27.4 (6-CH3), 35.2 (C-4"),
66.0 (C-1", 100.9 (C-6), 106.7 (C-4, C-5), 107.9 (C-9a), 108.6 (C-7), 115.8 (C-2), 1294
(C-10a), 133.0 (C-5a), 134.6 (C-8a), 157.9 (C-1), 159.3 (C-3), 164.3 (C-6, C-8), 181.1
(C-10), 187.6 (C-9) ppm.

5.2 Verifizierung des neuen Cycloisoemericellinols (156)

5.2.1 Variation der Aufarbeitung

Zur Untersuchung des Metabolitenspektrums vom Pilz Aspergillus nidulans auf Mykotoxine
wurden Festphasenkultivierungen und Isolierungsarbeiten von C. Handrich (AK Miiller,
Arbeitsmedizin Gottingen) durchgefiihrt. Zur Aufarbeitung wurden die Festphasenkulturen
(60-70 Agarplatten, YES-Agar) zerkleinert und mit (CH,Cl,/MeOH 2:1, Zusatz von 150 uLL
Ameisensdure auf 30 mL Losungsmittel) extrahiert, das Losungsmittel i. Vak. entfernt. Das
Rohprodukt wurde in DMSO aufgenommen und mittels priaperativer HPLC (Eurospher 100-7
C18, 250 mm x 8 mm L.D., (Knauer); Losungsmittel A: H,O plus 0.05 % TFA, Losungsmittel
B: AcCN plus 0.05 % TFA, Gradient: 90 % A, in 30 min auf 50 % A, in 10 min auf 10 % A,
10.5 min bei 10 % A, in 7.5 min auf 90 % A, in 5.5 min auf 92 % A; Flussrate 2.5 mL/min) in
5 min-Fraktionen fraktioniert. Die jeweiligen Fraktionen wurden auf Mutagenitdt und
Cytotoxizitdt untersucht und aktive Fraktionen dann mittels priperativer HPLC (ODS-AQ,
250 mm x 10 mm LD., S-5 pym, 12 nm (YMC); Losungsmittel A: H,O plus 0.05 % TFA,
Losungsmittel B: AcCN plus 0.05 % TFA, Gradient: 75 % A, in 16 min auf 69 % A, in 1 min
auf 29 % A, in 13 min auf 5 % A, 11 min bei 5 % A, in 3 min auf 90 % A, 6 min bei 90 %A;
Flussrate 3.0 mL/min) weiter aufgereinigt.194

Um zu untersuchen, ob das aus Aspergillus nidulans isolierte Cycloisoemericellinol (156)
zum Metabolitenspektrum des Pilzes gehort, oder diese Verbindung erst bei der Aufarbeitung
durch Zugabe der Ameisensédure zum Extraktionslosungsmittel aus Cycloisoemericellin (157)
gebildet wird, wurde die Aufarbeitung variiert. Hierzu wurde zu Festphasenkulturen
(3 Agarplatten) als Extraktionslosungsmittel CH,Cl,/MeOH 2:1 ohne Zusatz von Sdure
gegeben und mittels Ultra Turrax® zerkleinert, filtriert und die Phasen getrennt. Die wissrige
Phase wurde noch einmal mit CH,Cl, extrahiert, die organischen Phasen vereinigt und das

Losungsmittel bis zur Trockne entfernt.
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5.2.2 HPLC-ESI-MS-Analytik

Fiir die vergleichende HPLC-ESI-MS-Analyse wurden die Rohextrakte der jeweiligen Auf-
arbeitungen mit und ohne Sdure sowie die Reinsubstanz 156 im positiven und negativen
Mode gemessen (HPLC D, Sédule A: Grom Superspher 100, RP-18, Programm B:
MeOH/H,0, jeweils mit 0.05 % Ameisensiure, Gradient; s. 1.2 ). Hierfiir wurden die Roh-
extrakte in einer Konzentration von ¢ = 5.0 mg/mL in MeOH aufgenommen, die Reinsubstanz
156 in einer Konzentration von ¢ = 1.0 mg/mL in MeOH gelost, alle Proben zentrifugiert und

analysiert.
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