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Einleitung 1

1 Einleitung

Die Untersuchung von Naturstoffen findet an der Schnittstelle zwischen Biologie und
Chemie statt. Durch die Methoden der modernen Forschung ist die Aufklarung der mole-
kularen Strukturen, welche den biologisch relevanten Stoffen zugrunde liegen, in hohem
Malle vereinfacht worden. Dies trug ma3geblich dazu bei, dass man heute ein recht detail-
liertes Verstidndnis der von der Natur zum Aufbau chemischer Verbindungen mit vollig
unterschiedlichen Aufgabenbereichen genutzten Prinzipien hat. Der Zusammenhang zwi-
schen der chemischen Struktur einerseits und den resultierenden biologischen Eigenschaf-

ten andererseits ist jedoch sehr komplex und bis heute Gegenstand intensiver Forschung.

In vielen Féllen bringen insbesondere die im Sekundidrmetabolismus von Pflanzen und
Tieren gebildeten Naturstoffe dem produzierenden Organismus einen entscheidenden
Vorteil beim téglichen Kampf ums Uberleben, wenngleich der ursichliche Zusammenhang
im Detail oft nicht geklart ist. Bis heute ist dabei die liberwiegende Zahl an Naturstoffen
aus Pflanzenextrakten isoliert worden. Betrachtet man solche Sekundirmetaboliten im
Hinblick auf ihre mogliche Eignung als Arzneimittel, féllt auf, dass Pflanzen nur bedingt
als Produzenten hochwirksamer Antibiotika auftreten. Letzteres ist vielmehr eine Doméne

der Mikroorganismen.

Dariiber hinaus erweisen sich Bakterien und Pilze, die als einzige Spezies alle Lebens-
rdume erobert haben, unabhingig von ihrer phylogenetischen Einordnung als Produzenten
einer weiten Bandbreite interessanter Substanzen. In den letzten Jahren galt die besondere
Aufmerksamkeit der Naturstoffchemie vor allem der Untersuchung terrestrischer Actino-
myceten und Pilze. Die Suche nach neuen, biologisch aktiven Naturstoffen hat das Interes-
se in jlingster Zeit jedoch verstdrkt auf solche Organismen gerichtet, welche sich als Be-
wohner bisher wenig untersuchter Habitate auszeichnen. Thre besondere Anpassungs-
fahigkeit, mitunter auch an extremste Bedingungen, ldsst vermuten, dass sie zur Produktion

von Substanzen mit spezieller Wirksamkeit befdhigt sind.

Naturstoffe verfiigen iiber eine hohe strukturelle Diversitit. Fast alle bekannten Struktur-
elemente sind vertreten, wobei die zugrunde liegenden Molekiilgroen iiber einen grofen
Bereich variieren. Um diese grofle Substanzklasse einer effizienten Untersuchung zugéng-
lich zu machen und die biologische Aktivitit neu gefundener Verbindungen rasch ermitteln

zu konnen, bedient man sich heute der Methode des High-Throughput-Screening (HTS).
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1.1 Naturstoffe aus marinen Organismen

Seit Beginn der siebziger Jahre des vergangenen Jahrhunderts wurden mehr als 10 000
strukturell unterschiedliche Naturstoffe aus marinen Organismen isoliert, welche durch
eine Reihe biologischer Aktivititen auffielen.' Die grofte Gruppe unter allen marinen
Lebewesen bilden die Mikroorganismen, wobei sich die Zahl der vorkommenden Arten
nur schwer abschétzen lasst. Es wird zudem vermutet, dass viele Wirkstoffe aus héheren
marinen Organismen zu einem Grofteil von mit ihnen assoziiert auftretenden Mikroor-
ganismen gebildet werden. Bei der Betrachtung der isolierten Substanzen féllt auf, dass

diese bereits teilweise aus terrestrischen Quellen bekannt sind.

Bislang erweist sich die medizinische Anwendung mariner Naturstoffe aus verschiedenen
Griinden als problematisch. So koénnen in diesem Kontext vielversprechende Substanzen
oft nur in sehr geringen Mengen isoliert werden. Um die begrenzten natiirlichen Ressour-
cen zu schonen, ist man auf eine Kultivierung der betreffenden Organismen im Labor
angewiesen, welche sich insbesondere bei Invertebraten und/oder deren Symbionten als
schwierig erweist. Hauptsdchlich dann, wenn es um die Fermentation von Mikroorganis-
men geht, erweist sich die Etablierung geeigneter Systeme, welche die komplexen,
marinen Umweltbedingungen im Labormafstab nachbilden, als limitierender Faktor. Trotz
dieser Hindernisse sind einige marine Naturstoffe bereits Gegenstand klinischer bzw.

préklinischer Studien.

Tabelle 1 Beispiele von marinen Naturstoffen, welche sich in der klinischen oder

priklinischen Phase befinden.*’

. ) Klinische

Substanz Organismen Krankheit
Phase
Ziconotide (Prialt™) | Conus magnus (Molusk) Neuropathien I
Ecteinascidin 743 . - . .
(Yondelis™) Ecteinascidia turbinata (Tunikate) Krebs /111
Bryostatin 1 Bugula neritina (Bryozoon) Krebs II
. Dolabella auricularia (Molusk,
Dolastatin 10 spater in Cyanobakterien gefunden) Krebs Il
IPL-576092 Petrosia contignata (Schwamm) Psoriasis II
IPL-512602 Petrosia contignata (Schwamm) Asth{na/ 11
Entziindung
Thiocoraline Mzcrom.onosp oramarimna Krebs praklinisch
(Bakterium)
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Bei dem ersten marinen Naturstoff, der sich als Krebsmittel in klinischen Untersuchungen
befand, handelt es sich um Didemnin B (1). Dieser Wirkstoff konnte bereits im Jahre 1981

. . . 4
aus Tunikaten isoliert werden.

OMe

Das Antikrebsmittel Bryostatin 1 (2), welches zum ersten Mal in den siebziger Jahren als
Metabolit des Bryozoon Bugula neritina gefunden wurde, konnte erst im Jahre 1982 per
Rontgenkristallographie in seiner Struktur vollstindig aufgeklirt werden.” Neuere Befunde
deuten auf einen mikrobiellen Ursprung als Quelle von 2 hin, was die Mdglichkeit zur

Kultivierung des produzierenden Symbionten erdffnen konnte.°

Ein anderes Beispiel fiir einen marinen Naturstoff mit interessanter biologischer Aktivitét
ist das aus dem Dinoflagellaten Gambierdiscus toxicus isolierte Maitotoxin (3).”* Diese

zur Klasse der Polyether gehorende Verbindung zdhlt zu den potentesten bislang gefun-
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denen Giften und stellt das nicht-peptidische Toxin mit dem gréften bekannten Molekular-
gewicht dar. Zur Strukturautkldrung wurde das Molekiil chemisch gespalten und die erhal-
tenen Bruchstiicke wurden anschlieBend per HPLC getrennt und mittels NMR-Spektrosko-

pie analysiert.
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1.2 Arktische und antarktische Meereisbakterien

Ein auflergewdhnliches marines Habitat bildet das arktische und antarktische Eis. Hier
findet man neben extremophilen Mikroorganismen wie Bakterien und Algen auch héher
entwickelte Lebewesen wie Krebse und Wiirmer. Offenbar bietet Meereis fiir das Wachs-
tum von Mikroorganismen giinstige Voraussetzungen, auf gleiche Volumina bezogen ist es

sogar dichter besiedelt als Nordseewasser wihrend der Algenbliite.’

Meereis wird aus zunichst entstehenden SiiBwassereiskristallen gebildet, welche unter dem
Einfluss von Wind und Wellen zu kompakterem Eis zusammengepresst werden. Bei
diesem Prozess wird kontinuierlich Salzwasser eingeschlossen, aus dem wiederum Siif3-
wasser auskristallisieren kann. Ein Teil der dabei gebildeten konzentrierten Sole sinkt auf-
grund ihrer hoheren Dichte wihrend der Eisbildung ins Meerwasser, ein anderer verbleibt
in abgeschlossenen Eiszwischenrdumen im Eis. In den sogenannten Salzlaugenkanilen
reichert sich also eine hochgesittigte Salzlosung an, deren Konzentration nach Temperatur
und Eishohe abhéngt. In den sich hier bietenden ungewdhnlichen Lebensrdumen finden
besonders angepasste Kieselalgen, Dinoflagellaten, Mikroalgen, Pilzen und Bakterien eine

Okologische Nische.
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Kilteadaptierte Mikroorganismen, welche nur in einem Temperaturbereich von ca. -2 bis
20 °C existieren konnen, bezeichnet man als psychrophil. Das Wachstumsoptimum findet
man hier zwischen 4 und 10 °C. Psychrotrophe Arten hingegen kdnnen auch Temperaturen
bis 40 °C tolerieren. Mikroorganismen, die an normale (mesophile) Bedingungen ange-
passt sind und trotzdem kurzzeitige Kilteperioden ohne Schaden iiberdauern, werden als

psychrotolerant bezeichnet.

Uber die niedermolekularen Stoffwechselprodukte, die von kilteadaptierten Organismen
produziert werden, ist derzeit noch recht wenig bekannt. Ein Beispiel an dieser Stelle ist
die Verbindung Ns-Acetylkynuramin (4), die in unserer Arbeitsgruppe aus antarktischem

Meereisbakterium ANT V/2 253 isoliert und identifiziert wurde.'”

0 0O

A

N
H

NH,

4

Andere Beispiele sind die Verbindungen Haliclamin C (5) und D (6) genannt, die zur
Substanzklasse der 3-Alkyltetrahydropyridin-Alkaloide gehdren und als Metabolite des

. . . . . 11
arktischen Schwamms Haliclona viscosa isoliert wurden.

Sni=7;np=>5
6n =8 n=>5

Weitere Vertreter von Stoffwechselprodukten kélteadaptierter Organismen sind die aus
Pseudomonas fluorescens S51W isolierten Verbindungen Pyoverdin 51W (7), suc-
Pyoverdin 51W und suca-Pyoverdin 51W.'? Diese Substanzen bilden Chelatkomplexe mit
Eisen(IIl)-Ionen, was die Aufnahme dieses essentiellen Elements durch die Zelle erleich-
tert. Die Produktion solcher als Siderophore bezeichneten Chelatbildner wird unter Eisen-
mangelbedingungen induziert; bei den Eisenkomplexen handelt es sich meist um rotbraun
gefarbte Verbindungen. Die auffillige gelb-griine Farbe der fluoreszierenden Pseudomo-

naden ist jedoch durch Pyoverdine bedingt."?
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1.3 Symbiotische Mikroorganismen

Mikroorganismen treten oft im Verbund mit héher entwickelten Lebewesen auf. Der Be-
griff ,,Symbiose* wird im klassischen Sinn verwendet, um Beziehungen zwischen zwei
Organismen zu beschreiben, die unterschiedlichen Spezies angehodren und physikalisch
nahe assoziiert auftreten. Eine fiir beide Seiten niitzliche Symbiose wird dabei als Mutu-
alismus bezeichnet. Profitiert nur ein Organismus von der Lebensgemeinschaft und geht
diese zu Lasten des anderen, so spricht man von parasitdren Verhiltnissen. Im Fall von
pathogenen Keimen fiihren diese zusitzlich zu einer Erkrankung des befallenen Wirts. Die
Forschung auf dem Gebiet der symbiotisch lebenden Bakterien und Pilze ist durch den
Umstand, dass es sich hierbei vielfach um nur schwer oder nicht kultivierbare Mikroor-

ganismen handelt, stark beeintréchtigt.

OCONH,
N
HN +
. NH>=NH2
H,NZ N oH
/ OH
H
8

Ein Beispiel fiir einen Naturstoff, welcher von symbiotisch mit Dinoflagellaten asso-
ziierten Mikroorganismen gebildet wird, stellt Saxitoxin (8) dar. Wéhrend der Dino-
flagellaten-Bliite, die auch als ,yrote Schleife” bekannt ist, kommt es zur Freisetzung

verschiedener Gifte in die marine Nahrungskette, wobei 8 eine wesentliche Komponente
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darstellt. Der Verzehr von Fischen und Schalentieren, in denen diese Toxine angereichert
sind, kann zu einer Reihe von Vergiftungen beim Menschen wie beispielsweise dem PSP
(paralytic shellfish poisoning) fiihren.'* KODAMA und Mitarbeiter konnten bereits 1988 ein
intrazelluldres Bakterium aus dem Dinoflagellaten Alexandrium tamarense isolieren, wel-
ches Saxitoxin (8) produziert."’ Seitdem wurden zahlreiche weitere Toxin produzierende

Bakterien aus Dinoflagellaten isoliert.'

OH
O O/\/
HO

9 10

N
H

Extern ausgebriitete Embryonen der Shrimpsart Palaemon macrodactylus sind resistent
gegen Infektionen, die von dem Pilz Lagenidium callinectes hervorgerufen werden.
FENICAL und Mitarbeiter fanden'’, dass eine bestimmte Alteromonaden-Art, die auf der
Oberflache der gesunden Embryonen lokalisiert ist, Isatin (9) produziert. Diese Verbin-
dung hemmt das Wachstum von L. callinectes. Ein &hnlicher Abwehrmechanismus,
welcher auf von Gram-negativen Bakterien produziertem Tyrosol (10) beruht, wurde auch

bei Hummer-Embryonen gefunden.'®

0 OH
+

O OH NH,
o 7

N

H

HO
OH
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Fugu-Fisch ist eine Delikatesse in der japanischen Kiiche. Da sowohl Eierstdcke als auch
Leber dieser Fischart hoch toxisch sind, darf sie nur von speziell ausgebildeten Kdchen
zubereitet und serviert werden. Das enthaltene Neurotoxin, welches zur Blockierung der
spannungsabhingigen Natrium-Kanile fiihrt,"” wurde als Tetrodotoxin (11) identifiziert.”’
Diese Verbindung konnte ebenfalls als Metabolit von Bakterien gefunden werden, welche

man aus dem Fisch isolierte.>"*?
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Pathogene Keime bedienen sich vielfach der Hilfe von Siderophoren, um durch Chelat-
bildung die Aufnahme essentieller Eisenionen aus dem Wirt zu ermdglichen. Dieses im
Wirt in vergleichsweise groer Menge vorhandene Element ist stark an intra- und extra-
zellulire Komponenten gebunden.” Sinkt die Menge an freien Eisenionen unter einen
bestimmten Wert, kann das pathogene Bakterium seinen Bedarf nicht mehr decken und
stirbt ab.”* Aus diesem Grund kénnen hohere Organismen die Konzentration freier Eisen-
ionen im Zuge einer Abwehrreaktion bei einer Infektion bis auf Werte reduzieren, die noch
keinen Einfluss auf lebenswichtige Funktionen beim Wirt haben, eine Ausbreitung der
Bakterien aber erschweren. Ein Vertreter eines solchen eisenabhdngigen pathogenen
Keims ist das Pyochelin (12) produzierende Bakterium Pseudomonas aeruginosa, welches

. . . 25
eine Infektion der menschlichen Lunge verursachen kann.

.,
,/

H H _)\
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Einige Pflanzen, insbesondere Apfelbdume, produzieren bei einer Infektion der Blitter
(Apfelschorf) oder der Haarwurzeln die sog. Opine, weil die fiir deren Biosynthese
verantwortlichen Gene iiber ein bakterielles Plasmid in das pflanzliche Genom einge-

26
schleust wurden.

Die Opine wiederum werden von Parasiten wie Agrobacterium
tumefaciens und A. rhizogenes als Wachstumsfaktoren benotigt. Eine derartige Pflanzen-

Bakterien-Beziehung ist ein Beispiel fiir eine natiirliche genetische Manipulation.
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2 Aufgabenstellung

Okologische oder symbiotische Wechselwirkungen sind also iiberwiegend chemischer
Natur, wobei sicherlich auch die Habitate der jeweiligen Organismen eine gewichtige
Rolle spielen. Die Aufklirung der zugrunde liegenden Mechanismen wird durch die
Komplexitdt okologischer Systeme allerdings erheblich erschwert, weshalb am Anfang
Untersuchungen an Modellsystemen oder zumindest einfachen Lebensgemeinschaften
sinnvoll sind. Die Aufklarung einer chemischen Kommunikation erfordert immer erst die
Bilanzierung des chemischen Vokabulars, welches unter anderem aus mikrobiellen
Sekundarmetaboliten aufgebaut ist. Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Unter-
suchung polarer Mikroorganismen, welche aufgrund ihres Habitates von besonderem
Interesse sind. So handelt es sich bei Arktis und Antarktis um einzigartige, nahezu abge-
schlossene Okosysteme, deren Lebensgemeinschaften im Hinblick auf dkologische und
symbiotische Zusammenhdnge bisher nur wenig untersucht wurden. Zudem bestehen in
unserer Arbeitsgruppe bereits erste Erfahrungen im Umgang mit polaren Mikroorganis-

men, '’ welche eine gute Basis fiir weitere Arbeiten auf diesem Gebiet darstellen.

Die fiir die Untersuchungen bendtigten Bakterienstimme sind {iber bestehende Zusammen-
arbeiten mit dem Institut fiir Biotechnologie und Wirkstoffforschung (Kaiserslautern) und
dem Alfred-Wegener-Institut (Bremerhaven) zuginglich. Rohextrakte miissten nach einem
biologischen und chemischen Screening chromatographisch aufgetrennt und die Strukturen

der so erhaltenen Reinsubstanzen mit geeigneten Methoden aufgeklirt werden.

Voraussetzung fiir die geplanten Arbeiten ist eine leistungsfahige Analytik, fiir die sich aus
verschiedenen Griinden besonders die ESI-Massenspektrometrie in Kombination mit

weiteren analytischen Methoden, wie UV-Spektroskopie und HPLC, anbietet.

Mithilfe dieser Techniken ist zunédchst eine HPLC-UV-ESI-MS/MS-Datenbank von mikro-
biellen Sekunddrmetaboliten aufzubauen, die in unserer Arbeitsgruppe isoliert wurden. Die
erstellte Datenbank wiirde anschlieBend nicht nur zur Dereplikation bekannter Verbin-
dungen im Screening von Meereisbakterien nutzbar sein, sondern sich allgemein auch zur

Dereplikation von Metaboliten aus anderen Bakterienstimmen eignen.

Es liegt nahe, die erhaltenen Daten zu einer genaueren Untersuchung von ESI-Fragmentie-
rungswegen unterschiedlicher Substanzklassen zu nutzen, um auch die Strukturzuordnung
bislang nicht bekannter bzw. nicht in der Datenbank vorhandener Substanzen zu

ermoglichen.
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Einen weiteren Aspekt der vorliegenden Arbeit bildet die Strukturaufkldrung von
Sekundarmetaboliten aus terrestrischen sowie marinen Actinomyceten-Stimmen, deren
Rohextrakte sich durch biologische Aktivitit bzw. interessante Zonen im chemischen
Screening auffillig zeigen. Die vom Institut fiir Bodenkunde (Lohra-Kirchvers), dem
Alfred-Wegener-Institut (Bremerhaven) und der Fachhochschule Ostfriesland (Emden)
bereitgestellten Stdmme sollten in grolerem Malstab kultiviert und die gebildeten
Sekundédrmetaboliten mithilfe chromatographischer Methoden isoliert und in ihrer Struktur

aufgeklart werden.
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3 Screening der Bakterienstimme

Die von der Natur zur Synthese bakterieller Sekundirstoffe verwendeten Mechanismen
ermoglichen eine nahezu unbegrenzte Strukturvielfalt, welche ein enormes Potenzial an
unterschiedlichsten biologischen Aktivititen birgt. Um das Metabolitenspektrum eines
Stammes beurteilen und geeignete Produzenten auswihlen zu konnen, fiihrt man zunichst
ein Screening durch. Dies kann wirkungsorientiert als biologisches Screening mit Hilfe
lebender Organismen oder entsprechend angepasster Modelle erfolgen oder im Fall des
chemischen Screening auf bestimmten chemischen bzw. physikalischen Stoffeigenschaften
basieren. Zur experimentellen Durchfiihrung bedient man sich der Rohextrakte der zu
untersuchenden Stimme. Diese wurden in der vorliegenden Arbeit durch Kultivierung in

Schiittelkolben und anschlieBende standardisierte Aufarbeitung der Kulturbriihen erhalten.

3.1 Biologisches Screening

Die Priifung der biologischen Aktivitit eines Rohextraktes bzw. bereits vorgetrennter
Fraktionen gegeniiber bestimmten Testorganismen (z. B. Bakterien, Pilze, Algen und
Zelllinien) kann in Form eines Plattendiffusionstests erfolgen. In Abhédngigkeit von der
GroBBe des sich ergebenden Hemmhofes kann hier eine Beurteilung hinsichtlich der
Aktivitdt einer Substanz bzw. eines Extrakts vorgenommen werden. Zur Bewertung der
Cytotoxizitit gegeniiber hoheren Organismen dienen Tests z. B. mit Salinenkrebsen
(Artemia salina) und Nematoden (Caenorhabditis elegans), wobei die cytotoxische
Aktivitat hier anhand der Mortalitdtsrate der Larven bestimmt wird. Als Nachteil dieses
Screeningsansatzes erweist sich dessen Limitierung auf die verwendeten Testsysteme.
Wird ein Extrakt als nicht aktiv eingestuft, erfolgt dessen Aussortierung. Dies birgt aller-
dings die Gefahr, dass Substanzen mit einem im Testsystem nicht erfassten Wirkspektrum
wegen der vermeintlich fehlenden biologischen Aktivitdt nicht weiter bearbeitet werden.
Als weiterhin problematisch erweisen sich falsch positive Ergebnissen, welche
beispielsweise auf synergistischen Effekten im untersuchten Substanzgemisch beruhen,
sowie (hoch)aktive Substanzen, welche aufgrund ihrer gering Konzentration nicht in

ausreichenden Mengen isoliert werden kdnnen.

In neuerer Zeit finden verstirkt Target-orientierte Testsysteme Verwendung, welche
allerdings ein detailliertes Verstdndnis von Krankheitsursachen und —symptomen auf

molekularer Ebene voraussetzen. Man bedient sich hier Rezeptor- oder Enzym-basierter
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Assays, welche im High-Throughput-Verfahren betrieben werden und ein zeit- und kosten-
effizientes industrielles Screening grofer Substanzbibliotheken ermoglichen. Durch
sorgfiltige Auswahl der verwendeten Target-Systeme kann hiermit gezielt nach solchen
Stoffen gesucht werden, welche als Therapeutika mit ursdchlichem Wirkprinzip zur

effizienten Behandlung bestimmter Erkrankungen eingesetzt werden kdnnen.

3.2 Chemisches Screening

Im klassischen chemischen Screening werden Extrakte diinnschichtchromatographisch
untersucht, wobei substanzspezifische Parameter wie Eigenfarbe, UV-Loschung, R~-Wert
sowie Anfarbeverhalten mit Spriihreagenzien als Auswahlkriterien zur Bewertung des
Metabolitenspektrums eines Produzenten herangezogen werden. Hierbei werden meist
Kombinationen unterschiedlicher Spriithreagenzien wie Anisaldehyd/Schwefelsdure
(charakteristische Anfarbung von Glykosiden, Steroiden, Terpenen, Makroliden, Phenolen)
und Ehrlich Reagenz (Amine, Indole, Furane, Pyrrole) verwendet. Dies dient dazu, eine
moglichst groBBe Zahl an Verbindungen sichtbar zu machen und erlaubt vielfach erste
Riickschliisse auf das Vorliegen bestimmter Substanzklassen. Eine exakte Identifizierung
von bereits bekannten Metaboliten kann hier jedoch nicht erfolgen, was sich als einer der

grofBten Nachteile dieser Form des chemischen Screenings erweist.

Die insbesondere in den letzten Jahrzehnten intensivierte Forschung auf dem Gebiet der
Naturstoffisolierung hat mittlerweile ndmlich dazu gefiihrt, dass zunehmend haufig — bis
zu iiber 90 % bei terrestrischen Streptomyceten — bereits bekannte Verbindungen isoliert
werden. Um ein effizientes Auffinden neuer Substanzen sicherzustellen, ist es daher
unumginglich, in einem mdglichst frilhen Stadium bereits bekannte Verbindungen zu
erkennen und auszumustern. Dieser als Dereplikation bezeichnete Vorgang ist Gegenstand

aktueller Forschung.

Die Kopplung von chromatographischen mit spektroskopischen Untersuchungsmethoden,
wie z. B. LC-NMR, LC-CD, LC-UV/VIS, GC-EI-MS sowie LC-ESI-MS ermdglicht die
Erstellung mehrdimensionaler Substanzdatenbanken und trigt damit erheblich zu einer
Vereinfachung des Dereplikationsprozesses bei. Diese in den letzten Jahren entwickelten
Methoden erlauben die Wiedererkennung von Komponenten komplexer Gemische ohne
vorherige prédparative Trennung, was drastische Zeit- und Kosteneinsparungen mit sich

bringt.
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Da die LC-NMR-Kopplung auf relativ hohe Substanzmengen angewiesen sowie relativ
teuer ist, kann sie nicht fiir Routineuntersuchungen eingesetzt werden. Als zusitzlicher
Nachteil erweist sich die nicht immer vollstindige Substanztrennung mittels HPLC,
welche zu komplexen, nicht auswertbaren NMR-Spektren von Stoffgemischen fiihrt. Ein
HPLC-CD-basiertes Screening andererseits setzt das Vorhandensein chiraler Kohlenstoft-
atome sowie geeigneter chromophorer Gruppen in einem Molekiil voraus, wobei sich nur
wenige Informationen iiber die vorliegenden Substanzen aus den erhaltenen CD-Spektren
ableiten lassen. Die mangelnde Spezifizitidt von UV-Spektren (mehrere Substanzen knnen
dhnliche UV-Spektren besitzen), ihre Abhingigkeit vom jeweiligen pH-Wert und die
Tatsache, dass viele Substanzen keine oder nur geringe UV-Absorption zeigen, macht auch
ein HPLC-UV/VIS-basiertes Screening zu einem wenig zuverldssigen Ansatz. Der Einsatz
der GC-MS-Kopplung birgt den Nachteil, dass nur thermisch stabile, fliichtige und zumeist
unpolare Substanzen zuginglich sind. Die darin begriindete Notwendigkeit einer nicht
immer gelingenden Derivatisierung von ansonsten hier nicht detektierbaren Substanzen
erschwert den Identifikationsprozess. Weiterhin wirkt sich bei dieser Methode die haufig
beobachtete Bildung von Artefakten storend aus.”” Der Einsatz von HPLC-MS im
Screeningsprozess schlieBlich bringt als Nachteil mit sich, dass die Messparameter
Retentionszeit und Molekulargewicht in vielen Fillen nicht ausreichen, um eine Substanz
eindeutig zu charakterisieren. Dies kann zu einem versehentlichen Aussortieren von noch

unbekannten Verbindungen fiihren.

Aus den angegebenen Griinden wurde eine Methode weiterentwickelt, welche die
umfassende, treffsichere und zugleich sensitive Analyse unterschiedlicher Verbindungs-
klassen durch gleichzeitige Aufnahme verschiedener spektroskopischer Daten gestattet.
Hier erwies sich die Kopplung von HPLC und UV/VIS-DAD als sinnvoll, welche die
parallele Messung eines UV-Chromatogramms und —Spektrums der einzelnen
Verbindungen in einem Substanzgemisch ermoglicht. Durch Kopplung mit einem ESI-
Massenspektrometer konnen zusétzlich deren Molekulargewichte sowie mittels MS/MS
das fiir viele Verbindungen charakteristische Fragmentierungsmuster ermittelt werden.
Somit kdnnen wihrend eines einzelnen Messvorgangs mehrere substanzspezifische Daten
erhalten werden, welche in den meisten Fillen zur eindeutigen Identifizierung einer
Verbindung ausreichen. Voraussetzung fiir diesen Ansatz ist der Zugang zu einer groflen

Zahl an Reinsubstanzen, die moglichst den Strukturraum der zu untersuchenden

" Gemeint ist ein Chromatogramm mit Detektion durch Messung der Extinktion.
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Naturstoffe abdecken sollten. Diese bilden ferner die Grundlage zur Erstellung einer

umfassenden Substanzbibliothek.

Der Einsatz der HPLC-UV/VIS-MS/MS-Kopplung erfolgt dabei im Rahmen des
chemischen Screenings und liefert ergéinzende Informationen, welche iiber die Ergebnisse
aus diinnschichtchromatographischen Untersuchungen und die Resultate aus biologischen
Testungen hinausgehen. Produziert ein Stamm ausschlieBlich bereits bekannte Sekundir-
stoffe, konnen diese mittels Datenbankvergleich zugeordnet und das Metabolitenspektrum
somit vollstindig charakterisiert werden. Weiterhin ist ein Einsatz der HPLC-UV/VIS-ESI-
MS/MS-Kopplung zur raschen Identifizierung von gesuchten neuen bzw. bereits bekannten
Verbindungen wihrend des Isolierungsprozesses mitunter gewinnbringend (Abbildung 1).
Ebenso ist diese Screeningsmethode fiir eine effiziente Identifizierung von zu unter-
suchenden Verbindungen im Rahmen von Fiitterungs- und Medienvariationsansétzen

geeignet.

[ Rohextrakt aus 250 ml Kulturbriihe ]

[ DC-Screening und Aktivititstest ]

HPLC-UV/VIS-ESI-MS/MS-Screening

l
[ 20 1 Fermenter ]

[ Strukturaufklarung ]

-------------------------------------------------------

Abbildung 1 Vorgang der Naturstoffisolierung aus Mikroorganismen.
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4 HPLC-UV-ESI-MS/MS-Datenbank

4.1 Aufbau einer HPLC-UV-ESI-MS/MS-Datenbank

( HPLC:

Methanol/Wasser (je 0.05% Ameisenséure)

Screening-Gradient
RP-C12-Séule

UV/VIS-DAD:
Anzahl der Substanzen und Retentionszeit

[ Full-scan-ESI-Spektrum: Masse ]

CID-MS/MS-Spektren:
Quadrupol-Ion Trap
dependent scan mode
normierte Kollisionsenergie 35 %
Fragmentierung der beiden intensivsten Peaks im Fullscan-ESI-Spektrum

[
Einfligen der UV- und MS/MS-Spektren Vergleich der UV- und MS/MS-

\_

Vs

von Referenzsubstanzen Spektren von unbekannten Substanzen
in die UV- und Massenspektrenbibliothek mit den Datenbankspektren

Abbildung 2 Schematischer Verlauf der Messung.

4.1.1 HPLC-Bedingungen

Fiir die chromatographische Trennung wurden zwei HPLC-Sédulen mit unterschiedlichen
Sdulenmaterialien und -groBen von zwei verschiedenen Herstellern zu Vergleichzwecken
herangezogen. Bei gleichem Durchmesser von zwei Millimetern besall die RP-CI18-
Kieselgelsdule (Macherey & Nagel) eine Lange von 125 mm, wéhrend eine mit RP-C12-
Material befiillte Sdule (Phenomenex) 150 mm lang war. Aufgrund der geringeren Zahl
freier Silanolgruppen und der sich daraus ergebenden besseren Trenneigenschaften,
insbesondere fiir basische Verbindungen, wurde letztere fiir die Erstellung der Spektren-
bibliothek ausgewaihlt. Als mobile Phase diente ein Methanol/Wasser-Gradient (Abbildung
3), welcher zur Erhohung der Trennschérfe jeweils mit 0.05 % Ameisensdure versetzt

wurde. Ohne Sdurezusatz war die Tendenz zu einer Peakverbreiterung erkennbar, was die
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automatisierte Fragmentierung der gewiinschten Verbindung im dependent scan mode’
erschwerte (siche Kapitel 4.1.4). Vergleichende Untersuchungen mit dem Laufmittel-
system Acetonitril/Wasser fithrten nicht zu generell besseren Ergebnissen, weswegen dies
aufgrund schlechterer Losungseigenschaften bei der Probenvorbereitung nicht zum Einsatz
kam. Eine Flussrate von 300 pul/min sowie ein Injektionsvolumen von 5 pl erwiesen sich
fiir die angestrebten Analysen als optimale Messparameter. Die HPLC-chromatogra-
phischen Trennungen fanden durchweg bei Raumtemperatur statt.

100 ~— Ende der MS-Messung

50 -

404

MeOH/H20 [%]

30 4

204

Abbildung 3  Verlauf des zur Erstellung der HPLC-UV-ESI-MS/MS-Datenbank ver-

wendeten Methanol/Wasser-Gradienten.

4.1.2 UV/VIS-Diode-Array-Detektor

Die per HPLC getrennten Substanzen wurden mittels eines UV/VIS-DAD im Bereich von
200 bis 800 nm bei einer Auflésung von 5 nm spektroskopisch analysiert. Anhand des so
erhaltenen UV-Chromatogramms konnte die Anzahl der in der Probe vorhandenen Verbin-
dungen abgeschitzt werden. Die dadurch ebenfalls zugdnglichen UV-Spektren beinhaltet-
en zusitzlich oft wertvolle Informationen iiber die vorliegenden Substanzklassen. Verbin-
dungen, welche in dem verwendeten UV/VIS-Messbereich keine oder nur geringe Absorp-

tionseigenschaften besallen, konnten hier jedoch nicht detektiert werden.

4.1.3  Electrospray-Massenspektrometrie

Bei dem zum Aufbau der Datenbank eingesetzten Messautbau war das

Massenspektrometer in Serie an den UV/VIS-Detektor gekoppelt. Dadurch ergab sich eine

" Automatischer Messablauf, in dem durch die Voreinstellungen nur bestimmte Ionensignale fragmentiert
werden.
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Zeitverzdgerung von etwa fiinf Sekunden zwischen UV/VIS- und MS-Signal. Aufgrund
des verwendeten fliissigchromatographischen Trennverfahrens war der Einsatz von ESI
(Electrospray lonisation) als Ionisierungsart vorgegeben. Diese schonende Methode erwies
sich bei der Analyse der vorliegenden Naturstoffe als durchaus vorteilhaft, da sie in den
meisten Féllen die Bildung eines Molekiilions gewahrleistete. Um trotz der vorgegebenen
hohen Flussrate die Erzeugung eines optimalen Sprays mit moglichst geringen
Durchmessern zu erreichen, wurde eine erhohte Kapillartemperatur von 220 °C gewdhlt.
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Abbildung 4 Mit unterschiedlichen Kollisionsenergien (ISCID) erhaltene MS-Spektren.
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Die Massendetektion wurde im positiven und im negativen Modus durchgefiihrt, wobei es
in den meisten Fillen zur Bildung von Monomer-Ionen ([M+H]'-, [M+Na] - und [M-H])
sowie Dimer-Ionen ([2M+H]-, [2M+Na]- und [2M-H]) kam. Die hiufig in den
Massenspektren beobachteten Dimer-lonen fithrten zu keinem interpretierbaren
Fragmentierungsmuster und storten zudem aufgrund ihrer hohen Intensititen eine
automatisierte Selektion der zu fragmentierenden lonen (sieche Kapitel 4.1.4). Somit war es
zweckmaBig, die Dimerbildung zu unterdriicken und damit eine hohere Signalintensitét der
Monomerionen zu gewdhrleisten. Um dies zu ermoglichen, musste eine zusétzliche
Kollisionsenergie in der Quelle (In Source Collision-induced Dissociation, ISCID)
angelegt werden, so dass auftretende Dimere zuriick in die Monomeren zerfielen, wobei
letztere wiederum nicht zur Fragmentbildung angeregt werden durften. Aufgrund der
unterschiedlichen Stabilitit der Molekiile musste eine mittlere Energie dafiir ausgewéhlt
werden. Anhand von Experimenten mit verschiedenen Energien zeigte sich, dass ein Wert

von 10 V fiir die durchgefiihrten Untersuchungen am besten geeignet ist (Abbildung 4).

Datenbanken, welche als Molekiileigenschaften die Retentionszeit, das UV-Spektrum
sowie das Molekulargewicht beinhalten, sind bereits weit verbreitet und werden vielfach
eingesetzt. Konstitutionsisomere ohne charakteristische UV-Spektren konnen anhand
dieser Daten allerdings nicht unterschieden werden. Isomere Verbindungen, welche iden-
tische Chromophor-Grundgeriiste, aber unterschiedliche Seitenkette besitzen, weisen
gleiche UV- und Massenspektren sowie dhnliche Retentionszeiten auf und sind somit
ebenfalls nur schwer zu identifizieren. Aus diesen Griinden liegt die Einbeziehung zusitz-
licher Informationen in eine Datenbank nahe, welche die Unterscheidung solcher Verbin-
dungen ermoglicht. In der vorliegenden Arbeit wurde diesbeziiglich auf MS/MS-spektro-

metrische Daten zuriickgegriffen.

4.1.4  Die ESI-MS/MS-Methode

Die bisher vorhandenen MS/MS-Techniken basieren auf einer durch Zusammenstdfie mit
Argon- bzw. Heliumatomen induzierten Fragmentierung (Collision-induced Dissociation,
CID). Diese wird bei Triple-Quadrupol- und lon-trap-Massenspektrometern in einem
separaten Prozess Vollzogen.28 Bei Einsatz der beiden letztgenannten Instrumente findet
somit eine Vorauswahl der zu fragmentierenden Massenionen statt, was zu geringeren

Storsignalen und demgemal zu einer deutlich hoheren Qualitit der CID-Spektren fiihrt. Im
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Zuge dieser Arbeit wurde auf die Verwendung eines lon-Trap-Massenspektrometers

zuriickgegriffen.
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Abbildung 5 Mit unterschiedlichen Kollisionsenergien erhaltene MS/MS-Spektren.

Die zur Induktion der Fragmentierung erforderliche Kollisionsenergie nimmt mit

steigenden m/z-Werten zu.”> Um eine bessere Vergleichbarkeit zu ermdglichen, werden in

der Regel normierte Kollisionsenergien angegeben, welche um den masseabhingigen

sowie um einen geratespezifischen Teil korrigiert sind. Wahlt man flir das Experiment zu
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niedrige Kollisionsenergien, so kommt es zu keiner ausreichenden Fragmentierung,
wéhrend zu hohe Energien niedrigere Fragmentintensititen zur Folge haben (Abbildung 5).
Um den fiir die Erstellung einer Naturstoff-Datenbank geeigneten Energiewert zu
ermitteln, wurden im Vorfeld systematische Untersuchungen durchgefiihrt. Diese fiihrten
zu dem Ergebnis, dass eine mittlere Kollisionsenergie von 35 % zur Fragmentierung der

vorliegenden, strukturell hoch variablen Verbindungsklassen am zweckméBigsten erschien.

Fragmentierungen erfolgen im Regelfall an der Stelle des Molekiils, an der die positive
bzw. negative Ladung lokalisiert ist. Seltener kommt es zur sogenannten ,,charge-remote*-
Fragmentierung, welche unabhingig von der Position der Ladung ist. In diesem
Zusammenhang ist auffdllig, dass protoniert vorliegende Molekiilionen im Vergleich zu
entsprechenden Natriumaddukten iiber deutlich unterschiedliche Fragmentierungsmuster
verfiigen. Dies kann dadurch erklirt werden, dass H'- und Na'-Ionen an unterschiedlichen
Stellen des zu fragmentierenden Molekiils binden und damit auch die Ladung an verschie-
denen Positionen eingefiihrt wird. Zusitzlich findet eine Wanderung der H -Ionen inner-

halb eines Molekiils wihrend des Fragmentierungsprozesses statt.

Die Selektion der Massenionen, welche fragmentiert werden sollten, erfolgte im dependent
scan Modus. Bei der vorliegenden Arbeit wurden die zugrunde liegenden Parameter so
gewadhlt, dass es zur sukzessiven Fragmentierung der beiden intensivsten Ionen im Full-

scan-Spektrum” kam.

Die Fragmentierung des zweit-intensivsten Ions im dependent scan Modus wurde aus

folgenden Griinden durchgefiihrt:

1. [M+H]- und [M+Na] -Ionen einer Substanz weisen unterschiedliche Fragment-
terungsmuster und Intensititen auf. Im Fall des cyclischen Peptides F-36 (13)
konnten die Peaks der beiden Addukt-lonen mit deutlich unterschiedlichen
Intensitdten detektiert werden (Abbildung 6). Das [M+Na]-Ion wies hier eine
hohere Intensitit im MS-Spektrum auf als das [M+H] -Ion. Die regelmiBige
cyclische Anordnung der Carbonylsauerstoffatome begiinstigt die Bildung des
Natriumadduktes. Die anschlieBende Fragmentierung dieses Ilons wiederum

lieferte ein MS/MS-Spektrum mit geringeren Fragmenten (Abbildung 7).

" Das direkt nach ES-Ionisierung aufgenommene Massenspektrum.
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2. In manchen Féllen ist die Intensitdt des Dimer-Peaks hoher als die des Monomer-
Ions. Da ersterer meist kein interpretierbares Fragmentierungsmuster liefert, ist
man zur Erstellung eines aussagekriftigen MS/MS-Spektrums hier auf das zweit-
intensivste lon angewiesen. In Abbildung 8 ist das Massenspektrum von
Carquinostatin A (14) als Beispiel angefiihrt. Im Falle dieser Verbindung weist
das [2M+Na] -Ion etwa doppelte Intensitit im Vergleich mit dem [M+H] -Ion

auf.
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Abbildung 8 ESI-Massenspektrum von Carquinostatin A (14) mit unterschied-
lichen Intensititen der [M+H]"- ,[M+Na]'- und [2M+Na] -Ionen.

3. Die Intensitédt der Peaks von Hintergrund- und iiberlappenden Ionen ist in einigen
Fallen groBer als die der untersuchten Ionen. Dies ist teilweise auf Verunreini-
gungen aus dem System zuriickzufiihren. Die Trennung konnte durch Zusatz von
Ameisensdure in den Losungsmitteln verbessert werden.” In Abbildung 9 ist das

Massenspektrum eines Gemisches von Phthalsdureester und einer zu unter-

" Keine Verwendung von TFA, da diese Séure sehr gut ionisierbar ist und im negativen Modus zu einer
hohen Zahl an Untergrundsignalen fiihrt.
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suchenden Substanz wiedergegeben. Phthalsdureester sind als Weichmacher in
Schlduchen weit verbreitet und wurden aufgrund ihrer hohen Empfindlichkeit bei
jeder Messung detektiert. [M+H]'- und [2M+Na] -Ionen zeigen hohe Peak-
Intensititen bei einer Retentionszeit zwischen 23 und 24 Minuten. Besitzt die
interessierende Substanz eine vergleichbare Retentionszeit, musste in zahlreichen
Fillen von einer Uberlagerung der Massenionen ausgegangen werden. In
Abbildung 9 ist zur Verdeutlichung ein MS-Spektrum dargestellt, in welchem das
Ton der untersuchten Verbindung (m/z 815, [M,+Na]") eine geringere Intensitit

als das Dimer-Ion von Phthalsdureester (m/z 803, [2M;+Na]") aufweist.
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Abbildung 9 ESI-Massenspektrum eines Gemisches von Phthalester (M;) und

einer zu untersuchenden Substanz (M3).

Als problematisch erwies sich jedoch nach wie vor die Trennung homologer Ver-
bindungen. Eine Uberlappung der Quasimolekiilionen mit unterschiedlichen
Intensitdten war auch bei den schwer zu trennenden Actinomycinen hiufig anzu-
treffen. Abbildung 10 zeigt das Massenspektrum eines Gemisches von zwei
Actinomycinen, welche iiber eine Massendifferenz von zwei Einheiten verfligen.
Actinomycin C, weist ein [M+H] -Ion bei m/z 1270 und ein [M+Na] -Ion bei
m/z 1292 auf, wihrend Actinomycin Xz ein [M+H]+-Ion bei m/z 1272 sowie ein
[M+Na] -Ion bei m/z 1294 zeigt. Da die [M+Na] -Ionen der Actinomycine ein
spezifischeres und intensiveres Fragmentierungsmuster ergaben, wurde deren
Fragmentierung bei der Erstellung der Datenbank bevorzugt. Eine Fragmentie-

rung beider Substanzen im dependent scan Modus setzte die automatische Selek-
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tion des zweitintensivsten lons voraus. Diese war ebenso unumginglich, wenn
lediglich die Fragmentierung der Substanz mit der geringeren Quasimolekiilionen-

intensitat das Ziel war.
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Abbildung 10 ESI-Massenpektrum eines Gemisches von Actinomycin C, (M)
und Actinomycin Xog (My).

4.1.5 UV/VIS-MS/MS-Bibliotheken

Zur Erstellung der Datenbank wurde ein Programm bendtigt, welches die Eintragung der
UV- und MS/MS-Spektren sowie weiterer Informationen iiber die untersuchten Verbin-
dungen, wie Retentionszeit, Substanzname, Struktur und Summenformel, erlaubt. Im Rah-

men dieser Arbeit wurden zwei fiir diesen Zweck geeignete Softwarelosungen verglichen.

NIST Algorithmus

In der Software Xcalibur werden MS/MS-Massenspektren automatisch in das von der
Datenbank NIST benutzte Dateiformat umgewandelt. Letztere wurde urspriinglich fiir EI-
MS-Spektren entwickelt, woraus sich einige Beschrinkungen bei der Verwendung von
ESI-MS/MS-Spektren ergeben. So ist es beispielsweise nicht moglich, zusétzliche

Informationen wie Retentionszeiten oder die verwendete Messmethode einzubeziehen.

Sind andere spektroskopische Daten wie z. B. UV/VIS-Spektren zugédnglich, konnen diese

ebenfalls nicht ergéinzend in die zu erstellende Datenbank auf der Basis von NIST einge-
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tragen werden. An dieser Stelle wird ein zusétzliches Programm fiir die Erstellung der
UV/VIS-Datenbank benétigt. Bisher ist ein derartiges Modul, welches die Kopplung mit
der NIST-Datenbank ermoglicht, aber nicht kommerziell verfligbar. Das fiihrt dazu, dass
Totalionenstrom- und UV/VIS-Chromatogramm unabhéngig voneinander in unterschied-
lichen Datenbanken bzw. Programmen bearbeitet werden miissen. Dies erschwert die
Durchfiihrung einer Datenbanksuche und kann unter Umstdnden zu einer falschen Inter-

pretation der Peaks fiihren, weswegen auf die Verwendung dieser Software verzichtet

wurde.
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Abbildung 11 Eine auf dem NIST-Algorithmus basierende Datenbank.

MS-Manager von ACD-Labs

Dieses Programm er6ffnet verschiedene Bearbeitungsmoglichkeiten. So kann es nicht nur
zur Erstellung einer Datenbank dienen, es ermoéglicht ebenfalls eine Bearbeitung der
erhaltenen Massenspektren. Der grofite Vorteil dieses Programms liegt darin, dass mehrere
spektroskopische Daten, wie MS/MS-, UV-, IR- sowie NMR-Daten, hier miteinander
gekoppelt werden konnen. Ebenso besteht die Moglichkeit, die im positiven wie die im
negativen Modus erhaltenen MS/MS-Spektren zu kombinieren. Ergénzend koénnen

zusitzliche Informationen wie Name und Struktur einer Verbindung, deren Summenfor-
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mel, Retentionszeit sowie die verwendete Messmethode einbezogen werden. Die Eintra-
gung der beiden letztgenannten Parameter erfolgt dabei automatisch. Eine Datenbanksuche
mit diesem Programm erlaubt durch die vielseitige Verkniipfung verschiedener Optionen
die gezielte Ermittlung der gewiinschten Informationen. Bezieht man unterschiedliche
spektroskopische Informationen in die Datenbank ein, kdnnen diese kombiniert und so ein
effizienteres Auffinden der gesuchten Struktur ermdglicht werden. Das Importieren der

MS-Spektren aus Xcalibur in den MS-Manager ist jedoch recht zeitaufwendig.
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Abbildung 12 Eine im MS-Manager geéffnetes HPLC-UV-MS/MS-Datenbankfenster.

4.2 Methodenanalyse

Die erstellte HPLC-UV-ESI-MS/MS-Datenbank basiert auf in unserer Arbeitsgruppe
isolierten bakteriellen Naturstoffen und beinhaltet bisher etwa 250 Verbindungen. Durch
die Kopplung von HPLC, UV/VIS-DAD und Massenspektrometer sowie die induzierte
Fragmentierung konnten die zu untersuchenden Substanzen getrennt und gleichzeitig deren
Retentionszeiten, UV-Spektren, Massenzahlen sowie Fragmentierungsmuster ermittelt
werden. Die in Abhéngigkeit von den jeweiligen Molekiileigenschaften entstandenen

[M+H]"- und [M+Na] -Ionen fiihrten ebenso zu unterschiedlichen, spezifischen Fragment-
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ierungsmustern. Sofern es die Peakintensititen erlaubten, wurden beide MS/MS-Spektren

in die Datenbank eingetragen.

Die Erstellung der Datenbank war mit einem hohen Zeit- und Arbeitsaufwand verbunden,
da zunichst mehrere Experimente durchgefiihrt werden mussten, um optimale Messpara-
meter und -bedingungen fiir die zu untersuchenden Substanzen zu ermitteln. Anschlieend
wurden die einzelnen Verbindungen untersucht und die erhaltenen UV- und Fragmentie-
rungsspektren sowie weitere erforderliche Daten in die Datenbank eingetragen. Der
vergleichsweise hohe Aufwand ist jedoch insofern gerechtfertigt, als es sich hier um eine
Datenbank mit sehr hohem Informationsgehalt handelt, welche die effiziente und zwei-

felsfreie Identifikation von Verbindungen gewahrleistet.
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Abbildung 13 Ein Vergleich des Base-Peak- (oben) und UV/VIS-Chromatogramms

(unten) eines Rohextraktes.

Sowohl Rohextrakte als auch durch chromatographische Trennung erhaltene Fraktionen
wurden unter Verwendung identischer Bedingungen gemessen. Die Kombination der
erhaltenen Daten fiihrte in den meisten Féllen zu einer raschen Identifizierung der einzel-
nen Substanzen mit Hilfe der HPLC-UV-ESI-MS/MS-Datenbank. Darin gespeicherte
Verbindungen wurden mit einer 100proz. Trefferausbeute wiedererkannt. Soll die Anzahl
der in einer Probe enthaltenen Verbindungen abgeschitzt werden, muss darauf geachtet
werden, dass nicht oder nur schwer ionisierbare Molekiile nicht unmittelbar im Base-Peak-
Chromatogramm detektierbar sind. In derartigen Féllen ist jedoch die zusétzliche Verfiig-

barkeit des UV-Chromatogramms als ergdnzende Informationsquelle héufig hilfreich
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(Abbildung 13). Umgekehrt konnen UV-inaktive Verbindungen vielfach im Ionenstrom-
chromatogramm nachgewiesen werden. Liegt eine Substanz vor, welche nicht in der
Datenbank enthalten ist, wurden Molekulargewicht und UV/VIS-Daten als Ausgangspunkt
fiir eine weitere Suche in AntiBase™ bzw. Chapmann & Hall*' mit dem Ziel der Struktur-

zuordnung durchgefiihrt.
Kann eine Substanz nicht identifiziert werden, bestehen folgende Moglichkeiten:

* Es handelt sich um eine bislang unbekannte Verbindung.

= Die Substanz ist zwar bekannt, aber nicht in der Datenbank enthalten.

= Die Substanz kann mittels ESI nicht oder nur schwer ionisiert werden, so dass kein
Massenspektrum zuginglich ist.

* Die Peak-Intensitit des Dimers bzw. deren Isotope sind trotz der verwendeten
Kollisionsenergie (ISCID) wesentlich hoher als die des Monomers.

» Es erfolgt keine vollstindige Trennung per HPLC, so dass mehrere iiberlappende
Ionen mit unterschiedlichen Intensitdten im Massenspektrum zu erkennen sind.

* Die in der Probe enthaltene Substanzmenge ist zu gering, so dass die Intensitit des

Quasimolekiilions im Vergleich mit dem Hintergrund nur sehr niedrig ist.

Abbildung 14 zeigt das Beispiel einer Strukturidentifizierung im Rohextrakt des Stammes
Alteromonas sp. T268. Die von den einzelnen Substanzen ermittelten MS/MS-Spektren
wurden zur Suche in der HPLC-UV-ESI-MS/MS-Datenbank herangezogen, was zu den
hdufig von Bakterien produzierten Diketopiperazinen fiihrte. Ein zusétzlicher Vergleich
der Retentionszeiten und UV-Spektren bestitigte die Zuordnung. In diesem Zusammen-
hang wurde festgestellt, dass die vorhandenen Diastereomeren anhand des Fragmentie-
rungsmusters nicht unterschieden werden konnen. Dies gelingt in vielen Féllen jedoch iiber

einen Vergleich der Retentionszeiten.
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Abbildung 14 Identifizierung der im Rohextrakt von Stamm T268 enthaltenen Subs-
tanzen mit Hilfe der HPLC-UV-ESI-MS/MS-Datenbank.
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5 Fragmentierungen ausgewihlter Substanzen

Die moderne Massenspektrometrie hat sich im Bereich der Naturstoffchemie zu einem
méchtigen Werkzeug entwickelt. Auler dem reinen Molekulargewicht liefert sie eine Viel-
zahl weiterer, wertvoller Informationen {iber eine Verbindung. Durch deren Kombination
konnen bekannte Substanzen unter Nutzung von Datenbanken rasch identifiziert werden.
Liegt eine noch unbekannte Verbindung vor, kann die Massenspektrometrie die Moleku-
largewichtsbestimmung sowie den Nachweis funktioneller Gruppen erbringen und in
einigen Féllen eine komplette Strukturzuordnung ermdoglichen. Letztere ist insbesondere
dann mdglich, wenn die Fragmentierungswege strukturanaloger Substanzen bereits im

Vorfeld aufgeklirt werden konnten.

Die Sequenzanalyse von Proteinen stellt heute bereits eines der wichtigsten Anwendungs-
gebiete der modernen, schonenden MS-lonisierungsverfahren in Kombination mit geeig-
neten MS/MS-Techniken dar. Bei der Aufkldrung der Primérstruktur dieser Biopolymere
handelt es sich um einen Kernbereich des als Proteomics bezeichneten Forschungsfeldes,
welches die Analyse der gesamten in genomischer DNA codierten Proteine zum Ziel
hat.*? Das groBe Interesse am Einsatz der MS-Analyse fiir die Peptidsequenzierung griindet
sich auf der Hoffnung, durch deren Anwendung einige Nachteile des klassisch eingesetzten
Edman-Abbaus™ wie den groBen Arbeits- und Zeitaufwand sowie den hohen Substanz-

bedarf iberwinden zu konnen.

R, |O Ry, | O R3
R 12| |
HZN—CH""C""NH"*"CH"-C"-NH""CH"—COZH

= =

a bl ¢y a; bz ¢y

Abbildung 15 Schematische Darstellung der Fragmentierungswege eines linearen

Peptides nach ROEPSTORFF.*

Bei der MS/MS-Analyse von Peptiden kommt es zur Bildung unterschiedlicher Fragment-
Ionen (Abbildung 15), welche zum grof3en Teil aus der Spaltung der amidischen Bindung-
en resultieren. Befindet sich die Ladung am N-terminalen Fragment, spricht man von Ionen
der a-, b- bzw. c-Reihe, ist sie am C-terminalen Fragment lokalisiert, bezeichnet man

dieses als x-, y- bzw. z-Ion.
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Als besonders schwierig erwies sich die Aufkldrung der Fragmentierungsmechanismen
von Cyclopeptiden. Die hier beobachteten Fragmentierungsmuster sind durch kon-
kurrierende Primérspaltungen verschiedener Peptidbindungen sehr komplex. Bei dieser
Verbindungsklasse musste dariiber hinaus auch das Problem Sequenz/Retrosequenz gelost

werden.

Das Fragmentierungsmuster eines Molekiils hingt von der verwendeten lonisierungs-
methode, der Art der Kollisionsaktivierung sowie vom eingesetzten Massenanalysator ab.>”
Im Vergleich zur EI-Massenspektrometrie sind die bei der ESI-MS/MS-Massenspektro-
metrie erhaltenen Fragmentierungswege bisher nur in wenigen Fillen untersucht worden.*
Um deren Verstidndnis zu fordern, wurden einige der im Rahmen der Erstellung der HPLC-
UV-ESI-MS/MS-Datenbank gemessenen MS/MS-Spektren von ausgewéhlten Verbin-

dungsklassen analysiert.

Die Anlagerung von Na'- bzw. H'-Ionen, welche zur Ionisierung der untersuchten Mole-
kiile fiihrt, erfolgt an freien Eletronenpaaren von Heteroatomen. Die geladenen Molekiile
spalten nach StoBaktivierung mit Edelgasatomen neutrale Fragmente ab. Es wird vermutet,
dass die Fragmentierung in der Nihe des protonierten bzw. mit einem Na'-Ion assoziierten
Atoms erfolgt. Die MS"-Fragmentierung einer Verbindung mit einem Ion-Trap-Massen-
spektrometer kann dabei zu anderen lonen fiihren als die MS/MS-Fragmentierung mit
einem Triple-Quadrupol-Instrument. Bei ESI-lon-Trap-Experimenten, welche auch zur
Erstellung der Datenbank herangezogen wurden, kommt es ferner in manchen Féllen

aufgrund von Protonwanderung zur Bildung protonierter Fragmente in der Ionenfalle.

Das zu beobachtende Fragmentierungsmuster ist auch von der Art des gebildeten Molekiil-
Addukts abhdngig. Einige Beispiele hiervon sind in der Literatur beschrieben, wie
verschiedene Digitoxin-Fragmente von [M+H]"- und [M+Na]*-Ionen®’ sowie Unterschiede

in den MS/MS-Spektren von [M+Na]"- und [M+NH,] -Ionen bei Oligosacchariden.38

5.1. Actinomycine

Bei den Actinomycinen handelt es sich um orangefarbene Sekundéarmetaboliten von Strep-
tomyceten. Ein Gemisch dieser Substanzklasse wurde 1940 von WAKSMAN als erstes aus
Actinomyceten bekanntes Antibiotikum beschrieben.” Den ersten Strukturbeweis eines

Actinomycins erbrachten schlieSlich BROCKMANN und LACKNER 1960 mittels einer Total-
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synthese von Actinomycin C3.** Bis heute sind iiber 40 Actinomycine aus natiirlichen

Quellen isoliert worden.

Actinomycine interkalieren reversibel in doppelstrangige DNA, worauf ihre effiziente
antitumorale Wirkung beruht.*' Dieser nicht selektive Mechanismus geht jedoch mit einer
ausgepragten Toxizitdt einher und fiihrt so zu einer stark limitierten klinischen Anwend-
barkeit dieser Substanzklasse. Um diesem Problem entgegenzutreten wurden zahlreiche
Ansitze verfolgt, welche die Herstellung von Analoga mit verbessertem Wirkprofil zum

Ziel hatten.

Chemisch bestehen Actinomycine aus einer Chromophoreinheit (3-Amino-1,8-dimethyl-2-
phenoxazone-4,5-dicarbonséure), welche zwei Pentapeptidreste trigt, die ihrerseits
amidisch an die beiden Carboxylgruppen gebunden sind. Jeder dieser Reste bildet einen
Cyclodepsipeptidring. Bei den Aminosduren A und V, die die Lactonringe mit dem
Phenoxazinon-chromophor verbinden, handelt es sich fast ausschlieBlich um L-Threonin-
reste, deren B-Hydroxylgruppe mit der Carboxylgruppe der fiinften Aminosdure in

derselben Pentapeptidkette lactonisiert ist.

Bei der Strukturaufkldarung von Actinomycinen spielte die Massenspektrometrie bisher
eine eher untergeordnete Rolle. So wurde von einigen auf electron impact (EI),* field
desorption (FID),* plasma desorption,” chemical ionization (CI)* und fast atom
bombardment (FAB)***" beruhenden MS-Analysen berichtet. THOMAS und Mitarbeiter
publizierten erstmals die Aufklidrung der durch ES-lonisierung (ESI) in Verbindung mit
einem Tripel-Quadrupol-Detektor erhaltenen Actinomycin-Fragmente.** Diese Expe-
rimente beruhten vor allem auf der Auswertung der von den [M+H] -Ionen gebildeten
Fragmente. Die Fragmentierungswege einiger anderer Cyclodepsipeptide wurden hingegen

49,50

bereits eingehend untersucht. Hier zeigte sich, dass primir Esterspaltungen bei dieser

Verbindungsklasse bevorzugt ablaufen.’'

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war, bereits aufgeklirte Fragmentierungswege bekannter
Actinomycine zur Strukturaufklirung von neuen Vertretern dieser Substanzklasse heran-
zuziehen. Fiir die Untersuchung wurden verschiedene Actinomycine ausgewéhlt, die iiber
identische wie auch unterschiedliche Pentapeptidreste verfiigten. Als strukturell inte-
ressante Variationen erwiesen sich Actinomycine mit chlor- bzw. hydroxysubstituiertem
Threonin sowie solche, welche iiber eine Esterbindung des Threoninrestes mit dem Chro-

mophor verkniipft sind. Tabelle 2 gibt einen Uberblick iiber die untersuchten Actinomy-
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cine, deren Fragmentierungswege ausgehend vom [M+Na]"-Ion in der vorliegenden Arbeit

aufgeklart wurden.
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Tabelle 2  Systematische Darstellung der untersuchten Actinomycine.
Actino- a-Kette B-Kette
mycin A | B C D E vV | W X Y z
Actinomycine mit identischen cyclischen Peptidketten
C; Thr | D-alle Pro Sar | MeVal Thr | D-alle Pro Sar | MeVal
D Thr | D-Val Pro Sar | MeVal Thr D-Val Pro Sar | MeVal
F; Thr | D-alle Sar Sar | MeVal Thr | D-alle Sar Sar | MeVal
Actinomycine mit unterschiedlichen cyclischen Peptidketten
C, Thr | D-Val Pro Sar | MeVal Thr | D-alle Pro Sar | MeVal
X, Thr | D-Val Pro Sar | MeVal Thr D-Val | OPro Sar | MeVal
Xop Thr | D-Val Pro Sar | MeVal Thr D-Val Hyp Sar | MeVal
Actinomycine mit unterschiedlichen cyclischen Peptidketten und substituiertem Threonylrest
74 Thr | D-Val | HMPro | Sar | MeVal | HThr | D-Val | MOPro | Sar | MeAla
7, Thr | D-Val | HMPro | Sar | MeVal | CIThr | D-Val Hyp Sar | MeAla
G, Thr | D-Val | HMPro | Sar | MeVal | ClThr | D-Val Pro Sar | MeAla
G3 Thr | D-Val | HMPro | Sar | MeVal | HThr | D-Val Pro Sar | MeAla

Actinomycine mit unterschiedlichen cyclischen Peptidketten und auBBergewohnlicher Verkniipfung
des Threonylrestes

Gy

Thr

D-Val

HMPro

Sar MeVal

HThr'

D-Val

Pro

Sar

MeAla
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Unterschiede zu Actinomycin D sind fett gedruckt (MeVal = N-Methylvalin, alle = allo-
Isoleucin, MeAla = N-Methylalanin, HMPro = trans-3-Hydroxy-cis-5-methylprolin, OPro
= 3-Oxoprolin, MOPro = cis-5-Methyl-3-oxoprolin, Hyp = trans-4-Hydroxyprolin, HThr =
4-Hydroxy-threonin, CIThr = 4-Chlorthreonin, Verkniipfung von Threonin zwischen dem
Chromophor und Peptidkette ist umgekehrt).

Abbildung 16 zeigt das MS/MS-Spektrum des [M+Na]'-lons von Actinomycin D
(m/z 1277). Eine schematische Darstellung der zugrundeliegenden Fragmentierungswege

ist in Abbildung 17 wiedergegeben.
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Abbildung 16 MS/MS-Spektrum des [M+Na] -Ions von Actinomycin D.

GemiB bereits bekannten Mechanismen findet hier zuniichst vermutlich eine Offnung der
beiden Peptidringe per Esterspaltung statt. Im nidchsten Schritt werden nacheinander die in
Position 5 befindlichen Aminosduren abgespalten. Es folgt die schrittweise Freisetzung der
Aminosduren einer Kette, wobei gelegentlich Kohlenmonoxid- sowie Wassermolekiile
eliminiert werden. Da a- und B-Kette dieser Substanz identisch sind, sind auch die gebil-
deten Fragmente gleich, was einerseits das MS/MS-Spektrum vereinfacht, eine Unterschei-

dung der beiden Cyclopeptidylreste jedoch verhindert.
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Abbildung 17 Schematische Darstellung der Fragmentierungswege von Actinomycin D.
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Tabelle 3 Beobachtete Fragmentbildung fiir [M+Na]-Ionen von Actinomycinen mit

identischen cyclischen Peptidketten.

Fragmention Fragmentmassen von Actinomycin [m/z]
C; D F;
[M+Na]" 1305 1277 1253
[M+Na-CO]" 1277 1249 1225
[M+Na-E]" 1192 1164 1140
[M+Na-E-H,0]" 1174 1146 1122
[M+Na-E-CO]" - 1136 -
[M+Na-E-Z]" 1079 1051 1027
[M+Na-E-Z-H,0]" 1061 1033 1009
[M+Na-E-D-H,0]" - - 1051
[M+Na-E-D-C-H,0]" 1006 978 980
[M+Na-E-D-C-H,0-CO]" 978 950 -
[M+Na-E-D-C-B-H,0]" 893 879 867
[M+Na-E-D-C-B-A-H,0]" - - 784
[M+Na-E-Z-D-C-H,0]" 893 865 867
[M+Na-E-Z-D-C-H,0-CO]" 865 837 -
[M+Na-E-Z-D-C-B-H,0]" 780 766 754

Eine Variation der dritten Aminosédure in einer der Peptidketten, wie im Fall von Actino-
mycin Xog, fithrt nach einer bestimmten Anzahl von Fragmentierungsschritten zur Bildung
unterschiedlicher Bruchstiicke fiir beide Cyclen. Dies setzt jedoch eine Fragmentierung
mindestens bis zur dritten Position voraus. Abbildung 18 zeigt eine schematische Dar-
stellung der Fragmentierungswege des [M+Na']-lons (m/z 1293) von Actinomycin Xgg.
Eine Ubersicht iiber die Fragmentionen einiger unsymmetrischer Actinomycine gibt

Tabelle 4.
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Abbildung 18 Schematische Darstellung der Fragmentierungswege von Actinomycin Xog.
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Tabelle 4 Beobachtete Fragmentbildung der [M+Na] -Ionen von Actinomycinen mit

unterschiedlichen cyclischen Peptidketten.

) Fragmentmassen von Actinomycin [m/z]
Fragmention
C, X> Xos
[M+Na]" 1291 1291 1293
[M+Na-CO]" 1263 1263 1265
[M+Na-E]" 1178 1178 1180
[M+Na-E-H,0]" 1160 1160 1162
[M+Na-E-D]" - 1107 1109
[M+Na-E-D-H,0]" 1089 - 1091
[M+Na-E-Z]" 1065 1065 1067
[M+Na-E-Z-H,0]" 1047 - 1049
[M+Na-E-D-C-H,0]" 992 992 994
[M+Na-Z-Y-X-H,0]" 992 978 978
[M+Na-E-D-C-H,0-CO]" 964 964 966
[M+Na-E-D-C-B-H,0]" 893 893 895
[M+Na-Z-Y-X-W-H,0]" 879 879 879
[M+Na-Z-Y-X-W-H,0-CO]" 851 851 -

Bei den Actinomycinen der Z- und G-Reihe, welche unterschiedliche Aminoséurereste in
Position 2 aufweisen, sind bereits bei den ersten Fragmentierungsschritten unterschiedliche
Fragmentmassen fiir beide Peptidketten erkennbar. Trotz der Moglichkeit einer Sequenzzu-
ordnung der einzelnen Aminosdure-Ketten konnen diese mittels der eingesetzten Methode

nicht eindeutig einer Position des Chromophorgeriists zugeteilt werden.

Liegt ein Threoninrest chlorsubstituiert vor, ergibt sich das Fragment hochster Intensitét
aus einer Abspaltung von Chlorwasserstoff. Ob dieses Fragment vor oder nach Offnung
der Peptidringe gebildet wird, ist nicht bekannt. Befindet sich hingegen ein hydroxysubs-
tituierter Threoninrest im Molekiil, resultieren die Fragmentionen hdchster Intensitdt aus
einer Abspaltung der Aminosduren in Position 5. Nach sukzessiver Spaltung aller Amid-
bindungen der Peptidketten kommt es zur Bildung eines Acetaldehyd-Fragments der
Masse 44. Dieses entsteht vermutlich iiber eine a-Spaltung des urspriinglichen Threonin-

rests.
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Abbildung 19 Schematische Darstellung der Fragmentierungswege von Actinomycin Z.
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Tabelle 5 Beobachtete Fragmentierung von [M+Na] -Ionen unsymmetrischer Actinomy-
cine mit unterschiedlichen Aminosduren in der 5. Position sowie Hydroxy-

bzw. Chloridsubstitution (Q) an einem der Threoninreste.

‘ Fragmentmassen von Actinomycin [m/z]
Fragmention
7, 74 Gy G3
[M+Na]" 1323 1329 1313 1295
[M+Na-QJ" 1305 1293 1277 1277
[M+Na-CO]" 1295 - - 1267
[M+Na-Q-CO]" - 1265 1249 -
[M+Na-E]" 1238 1216 1200 1182
[M+Na-Z]" 1210 1244 1228 1210
[M+Na-E-Q]" 1192 1180 1164 1164
[M+Na-Z-Q]" 1220 1208 1192 1192
[M+Na-E-Z]" 1125 - - 1097
[M+Na-E-Z-Q]" 1107 1095 1079 1079
[M+Na-E-D]" - - - 1111
[M+Na-E-Z-D]" 1054 - - -
[M+Na-E-D-C-Q]" 994 - - 966
[M+Na-Z-Y-X-QJ" 1024 - - -
[M+Na-E-D-C-Q-CO]" 966 - - 938
[M+Na-E-D-C-B-Q]" 895 - - -
[M+Na-Z-Y-X-W-Q]" 925 - - -
[M+Na-Z-Y-X-W-Q-CH;CHO]" 881 881 881 881
[M+Na-E-Z-Y-X-W-Q-CH;CHO]" 768 768 768 768
[M+Na-E-D-Z-Y-X-W-Q-CH;CHO]" 697 697 697 697

Tabelle 5 zeigt eine Liste der detektierten Fragmentionen einiger Actinomycine der Reihen
Z und G. Hierbei ist auffillig, dass Actinomycine, welche einen chlorsubstituierten Threo-
ninrest beinhalten (Actinomycin Z7 und G;), eine geringere Zahl an Fragmenten bildet als
solche, welche iiber eine hydroxysubstituierte Threoningruppierung verfiigen (Actinomy-
cin Z; und Gs). Je mehr Fragmente eine Substanz nach Beschuss mit einer bestimmten
Kollisionsenergie liefert, desto mehr Informationen konnen aus den entsprechenden
Spektren erhalten werden. In Fillen von Actinomycinen mit hydroxylierten Threoninresten

konnte die schrittweise Zuordnung der einzelnen Aminoséuren erfolgen, wihrend es bei
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Anwesenheit chlorierter Threoningruppen zu einer unspezifischen Abspaltung mehrerer

Aminoséduren gleichzeitig kam.

Kiirzlich konnten die neuartigen Actinomycine Z7, G, und Gs aus Streptomyces sp. CS210
isoliert werden.” Zusitzlich wurde aus diesem Stamm ein Actinomycin mit ungewdhn-
licher Verkniipfung am Threoninrest gefunden. Bei der Strukturaufkliarung ergab sich, dass
hier eine cyclische Peptidkette {iber eine Esterbindung mit dem Chromophorgeriist ver-
kniipft ist. Dies hat deutliche Konsequenzen fiir die mit ESI-MS/MS erhaltenen Fragmente.
Es zeigte sich, dass die Aminosdurereste der betreffenden Peptidkette nicht nacheinander
abgespalten werden, sondern es vielmehr zur Freisetzung der gesamten Kette kommt. Die
Fragmentierung der zweiten Peptidkette verlduft nach dem {iiblichen Muster, was deren
Sequenzzuordnung erlaubt. Abbildung 20 zeigt eine schematische Darstellung der Frag-

mentierungswege von Actinomycin Ge.

Die Interpretation der Fragmentierung des Natriumadduktes bereits bekannter Actinomy-
cine lieferte wertvolle Informationen, die in den meisten Fillen zu einer eindeutigen Iden-
tifizierung der vorliegenden Verbindung ausreichten. Handelt es sich um noch unbekannte
Actinomycine, ermdglicht die beschriebene, zeitsparende Methode vielfach die Zuordnung
der kompletten Aminosduresequenz. Als schwierig erwiesen sich jedoch die Bestimmung
des Substitutionsortes der Peptidketten am Chromophorgeriist sowie die Unterscheidung
von Aminosdureisomeren. Hier musste auf die Hilfe von NMR-spektroskopischen Daten

zuriickgegriffen werden.

" J. Bitzer und Prof. Dr. A. Zeeck danke ich fiir die Bereitstellung der Actinomycine.
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Abbildung 20 Schematische Darstellung der Fragmentierungswege von Actinomycin Ge.
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5.2. Diketopiperazine

Eine aus Bakterienkulturen hdufig isolierte Verbindungsklasse ist die der cyclischen
Dipeptide, welche unter dem Name Diketopiperazine bekannt sind. Diese Substanzen
beinhalten hiufig nichtribosomal synthetisierte Aminosduren, was die Bildung isomerer
Strukturen ermoglicht. Die meisten in den Rohextrakten gefundenen Diketopiperazine
weisen eine Prolylgruppe auf, wobei am héufigsten die Verbindungen Cyclo(prolylvalyl)

(15), Cyclo(leucylprolyl) (16), Cyclo(phenylalanylprolyl) (17) und Cyclo(prolyltyrosyl)

(18) gefunden werden.
0 (0]
HN HN)J\’i>
O (0]
15 16
0] 0]
HO
HN)S? HN)S?
N N
0] 0]
17 18

Aufgrund der guten Ionisierbarkeit von Peptiden und der vergleichsweise hohen gebildeten
Substanzmengen waren die entsprechenden Peaks im Totalionenstrom-Chromatogramm
der Rohextrakte sehr auffillig. Anhand des Fragmentierungsmusters und der Retentions-
zeiten konnten die gefundenen Diketopiperazine durch eine Suche in der HPLC-UV-ESI-
MS/MS-Datenbank schnell identifiziert werden. Die Methode stoBt jedoch an ihre Grenze,
wenn es um die Unterscheidung von Isomeren geht, welche verschiedene Konfiguration
(cis- und trans-Form) bzw. unterschiedliche Konstitution (z. B. Leucin und Isoleucin) auf-
weisen. Aufgrund der identischen Fragmentierungsmuster sowie der sehr dhnlichen Reten-
tionszeiten konnen solche Verbindungen per HPLC-MS/MS nicht eindeutig identifiziert

werden.
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Um die Fragmentierungswege von mittels ESI ionisierten Peptiden besser verstehen zu

konnen, wurde im Rahmen dieser Arbeit versucht, die in den MS/MS-Spektren auftre-

tenden Diketopiperazin-Fragmente aufzukléren.

180 [M+H-NH,]*

-NH,
~——— | 197 [M+H]*

-17)

152 [M+H-CO-NH,]" | «—

- NH,

-17)

0]

HN

- col(-zs)

169 [M+H-CO]" |———»

-Val -Pro
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-CO
@

124 [M+H-2CO-NH,]*
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CO-Val]* | |72 [M+H-CO-Pro]*

Abbildung 21 Vorschlag eines Fragmentierungsschemas fiir Cyclo(prolylvalyl) (15).

In Abbildung 21 ist das Fragmentierungsschema eines Diketopiperazins dargestellt. Die

Zusammensetzung aller gefundenen Fragmente wurde per Hochauflosung verifiziert.

Ammoniak- und Kohlenstoffmonoxidabspaltung konnten hier hdufig beobachtet werden.

Zusitzlich konnte die Bildung von Immoniumionen der beiden Aminosduren nachge-

wiesen werden. Aus diesem Grund wurde vermutet, dass die Wahrscheinlichkeit einer

Protonierung des Molekiils an den beiden Aminosdureresten gleich ist. Der genaue

Fragmentierungsmechanismus dieser Substanzklasse ist bisher jedoch nicht vollstindig

aufgeklart.

Tabelle 6 zeigt eine Liste der Fragmentionen, die von den vier am haufigsten vorkom-

menden Diketopiperazinen gebildet werden.
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Tabelle 6 Fragmente von héufig isolierten Diketopiperazinen. (X: Aminosdure aufler

Prolin)
Fragmenion | QS | Qe | Sy | Ty
[M+H] 197 211 245 261
[M+H-NH;]" 180 194 228 244
[M+H-COJ" 169 183 217 233
[M+H-2CO]" 141 155 189 205
[M+H-CO-NH3]" 152 166 200 216
[M+H-2CO-NH;]" 124 138 172 188
[M+H-CO-X]" 70 70 70 -
[M+H-CO-Pro]” 72 86 120 136
[M+H-NH;-Pro]” - - 131 147
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6 Untersuchung ausgewiahlter Staimme aus arktischen und

antarktischen Habitaten

6.1 Pseudoalteromonas sp. T268

Der Stamm T268 wurde aus dem Darminhalt der antarktischen Krillart Euphausia superba
isoliert. Im Diinnschichtchromatogramm des nach Kultivierung erhaltenen Rohextraktes
fielen zwei Zonen auf, die weder UV-16schend noch fluoreszierend waren. Nach Besprii-
hen mit Anisaldehyd und Erwidrmung zeigte eine der Zonen eine blaue Anfarbung, welche
auf das Vorliegen von Fettsduren hindeutete. Die andere Zone farbte sich weder mit Anis-
aldehyd noch mit Ehrlichs Reagenz an. Im biologischen Screening zeigte der Rohextrakt

des Stammes keine auffilligen Aktivitéten.

6.1.1 Bestimmung der Taxonomie

T268 wichst in Form beiger, glinzender Kolonien. Die 16S rRNA-Sequenz zeigte 99 %
Homologie zu Pseudoalteromonas sp. Der Stamm ist Gram-negativ und psychrotolerant,
d.h. er wéchst sowohl bei Temperaturen um 1 °C als auch oberhalb von 30 °C, wobei das
Wachstum stark vom Gehalt an Seewassersalzen im Ndhrmedium abhédngt. T268 ist
Oxidase- und Katalase-positiv, vermag Nitrat nicht zu reduzieren und zeigt keine Bildung
von Schwefelwasserstoff. Gelatine, Chitin und Casein konnen abgebaut werden, Cellulose
und Stérke hingegen nicht. Der Stamm zeigt weder 3-Galactosidase- noch Arginin-, Lysin-
sowie Ornithin-Decarboxylaseaktivitit. Im SFN-Biolog Verwertungstest werden die

fettdhnlichen Substanzen Tween 40 und Tween 80 metabolisiert.

6.1.2 Isatin

Die orange-farbene Verbindung 19 fiel im Diinnschichtchromatogramm (R,=0.35,
CH,Cl,/MeOH 95:5) durch die intensive Eigenfarbe sowie UV-Ldschung bei 254 nm auf.
Die Substanz ging beim Besprithen mit Anisaldehyd in der Warme einen Farbumschlag

von Orange nach Hellgelb ein.

Das 'H-NMR-Spektrum zeigte nur Resonanzen im Aromatenbereich. Die Signale hoherer
Ordnung bei 8 =7.6, 7.57, 7.14 und 6.90 konnten einem 1,2-disubstituierten Benzolring

zugeordnet werden. Weiterhin war ein breites Signal bei 6 =7.81 sichtbar, das auf das
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Vorliegen einer OH- oder NH-Gruppe hindeutete. Eine auf dem EI-Fragmentierungsmuster
basierende Datenbanksuche mit NIST zeigte an, dass Isatin (19) isoliert wurde. Ein Ver-
gleich der spektroskopischen Daten mit denen von authentischem Isatin (19) ergab voll-

stindige Ubereinstimmung und bestitigte somit die Zuordnung.

3a

19

Isatin (19) zeigt antifungische Aktivitit gegen den Pilz Lagenidium callinectes, der Infek-
tionen bei extern ausgebriiteten Embryonen der Shrimpart Palaemon macrodactylus
hervorruft. In einer von FENICAL und Mitarbeitern aufgestellten Symbiose-Theorie™ geht
man davon aus, dass eine Isatin (19) produzierende Alteromonaden-Art, die sich auf der

Oberfliche von gesunden Embryonen befindet, essentiell fiir deren Uberleben ist.

6.1.3  3-Hydroxy-3-acetonyloxindol

Der farblose Feststoff 20 war im Diinnschichtchromatogramm (R,= 0.23, CH,Cl,/MeOH
95:5) durch UV-Léschung bei 254 nm auffallig und féarbte sich beim Besprithen mit Anis-
aldehyd violett und mit Ehrlichs Reagenz griin an.

10-H;

Abbildung 22 'H-NMR-Spektrum (300 MHz, [Ds]DMSO) von 20.
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Verbindung 20 zeigte im EI-Massenspektrum das Ion hdchster Masse bei m/z = 205. Dem
1H-NMR-Spektrum waren im Aromatenbereich vier Signale bei 6 = 7.23, 7.16, 6.90, 6.77
zu entnehmen, die einem ortho-disubstituierten Benzolring zuzuordnen waren. Weiterhin
waren zwei breite Signale bei 6 = 10.19 und 5.96 erkennbar, die auf OH- bzw. NH-Grup-
pen im Molekiil hindeuteten, sowie eine Methylgruppe bei & = 2.00. Zusédtzlich waren
Resonanzen bei 6 =3.25 und 2.98 sichtbar, welche iiber eine geminale Kopplung

wechselwirkten und das Vorliegen einer diastereotopen Methylengruppe anzeigten.

Abbildung 23 "C-NMR-Spektrum (300 MHz, [Ds]DMSO) von 3-Hydroxy-3-acetonyl-
oxindol (20).

Das "*C-NMR-Spektrum zeigte ein Signal bei & = 205.0, das fiir eine Ketogruppe sprach,
ein Signal fiir eine Carbonylgruppe von Estern bzw. Amiden bei 6 = 178.0 und sechs Sig-
nale im Aromaten- bzw. Olefinbereich bei & = 142.4 — 109.3. Eine Datenbanksuche mit
diesen Informationen in AntiBase®® fiihrte zu 3-Hydroxy-3-acetonyloxindol (20). Die Ver-
bindung wurde zur Strukturabsicherung ausgehend von Isatin und Aceton synthetisiert.”
Das erhaltene Produkt stimmte in allen NMR-spektroskopischen Daten mit dem isolierten
Naturstoff 20 iiberein. Auffillig war der vergleichsweise niedrige Drehwert der isolierten
Verbindung, welcher bei +1.9° (¢ =1 mg/ml, MeOH) lag. Nach Trennung mittels einer
chiralen HPLC-Saule stellte sich heraus, dass es sich um ein 1:1-Gemisch aus beiden enan-
tiomeren Formen handelte. Neben einer enzymkatalysierten Biosynthese kann aufgrund

des Vorliegens als Racemat die Moglichkeit nicht ausgeschlossen werden, dass 20 ein

" Fiir die Synthese von 3-Hydroxy-3-acetonyloxindol danke ich Marc Corbella.
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Artefakt ist, welches wihrend der Aufarbeitung iiber eine Aldol-Reaktion aus Isatin und

Aceton entsteht.

OH 11
3a

20

3-Hydroxy-3-acetonyloxindol (20) ist bereits seit lingerem als Syntheseprodukt bekannt.

Von der Arbeitsgruppe FENICAL wurde es erstmals als Naturstoff isoliert.

6.1.4  3-Hydroxy-3-(1-propanonyl)oxindol

Der im Diinnschichtchromatogramm (R, = 0.25, CH,Cl,/MeOH 95:5) bei 254 nm UV-
16schende weille Feststoff 21 farbte sich nach Besprithen mit Anisaldehyd griin und mit

Ehrlichs Reagenz rot an.

Im EI-Massenspektrum wies 21 das Ion hochster Masse bei m/z =219 auf. Im Vergleich
mit dem 'H-NMR-Spektrum von 20 zeigte 21 dieselben Signale im Aromatenbereich
sowie fiir die diastereotope Methylengruppe. Es fehlte jedoch die Resonanz der Methyl-
gruppe bei & = 2.21. Stattdessen traten zwei zusétzliche Signale fiir eine Methylengruppe
bei 6 = 2.44 und eine Methylgruppe bei 6 = 1.00 auf, die eine Ethyleinheit bilden. Verbin-
dung 21 konnte somit als 3-Hydroxy-3-(1-propanonyl)oxindol (21) identifiziert werden.
Diese Substanz ist bis jetzt weder als Naturstoff noch als Syntheseprodukt bekannt. Der
Drehwert von 21 lag bei +10.3°, die Trennung mittels einer chiralen HPLC-Saule lieferte
die beiden Enantiomere im Verhéltnis 17:20. Da ein Isomeres hier im Uberschuss vorliegt,

kann der Schluss gezogen werden, dass es sich bei beiden Enantiomeren um Naturstoffe

handelt.
OH 10 OH
3a COOH
5 8
2 o} O
N O N
7 H H

21 22
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Der zu Verbindung 20 bzw. 21 dhnliche Naturstoff 22 wurde im Arbeitskreis ZEECK aus
Halomonas sp. RK377 isoliert.”* Dieser 3-(3-Hydroxy-2,3-dihydro-1H-indol-3-yl)-2-oxo-
propionsdure (22) produzierende Stamm wurde aus einer in Norddeich-Mole gesammelten
Wasserprobe isoliert. Bei den Convolutamydinen A (23),” B (24), C (25) und D (26) han-
delt es sich um eine Reihe bromierter Hydroxyoxindole,”® welche von H. P. ZHANG et al.
aus dem marinen Bryozoen Amathia convoluta isoliert wurden. Sie zeigen inhibitorische
Aktivitdt gegeniiber der Differenzierung von menschlichen Promyelozytenleukdmie-Zellen

der HL-60-Linie.”’

Br o 23: R = CH,COCHj
R 24: R = CH,CH,Cl
25: R = CH;
Br N (0]
H 26: R = CHCH,

6.1.5 Ubichinon Q8

Die sich mit Anisaldehyd in der Wirme violett anfirbende Substanz 27 fiel als gelbes Ol
an, das im Diinnschichtchromatogramm eine bei 254 nm UV-Licht 16schende Zone (R, =

0.93, CH,Cl,/MeOH 95:5) zeigte.

N 1 1 | wp
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Abbildung 24 'H-NMR-Spektrum (600 MHz, CDCls) von Ubichinon Q8 (27).
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Im 'H-NMR-Spektrum waren acht Methingruppen (8 = 5.09 - 4.91), zwei Methoxygruppen
(6=3.97, 3.96), fiinfzehn Methylengruppen (6=3.16, 2.05-1.94) sowie =zechn
Methylgruppen (6=1.99 (3H), 1.72 (3H), 1.66 (3H), 1.56 (21H)) zu erkennen. Im
Aromatenbereich hingegen wurde kein Signal beobachtet. Das ESI-Massenspektrum zeigte
ein Ion bei m/z = 749 [M+Na]". Eine Suche in AntiBase®® mit diesen Informationen lieferte
Ubichinon Q8 (27) als mogliche Struktur, deren Vorliegen durch NMR-Datenvergleich mit

in unserer Arbeitsgruppe vorhandenen Spektren bestdtigt wurde.

6.1.6  Ubichinon KQS5

Die o6lige Substanz 28 zeigte im Diinnschichtchromatogramm eine gelbe Zone, die UV-
Licht der Wellenldnge 254 nm l6schte und sich mit Anisaldehyd in der Warme blau
anférbte. Die Polaritdt von 28 (R, = 0.65, CH,Cl,/MeOH 95:5) war deutlich hoher als
diejenige von Verbindung 27.

i | REE

— 7 T T T v [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T [ T T T T[T T T T[T
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 ppm

Abbildung 25 "H-NMR-Spektrum (600 MHz, CDCls;) von 28. Im Vergleich mit 27

zusitzlich vorhandene Signale sind mit einem Pfeil markiert.
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Abbildung 26 *C-NMR-Spektrum (300 MHz, CDCl3) von 28.

Im ESI-Massenspektrum zeigte ein Ion bei m/z = 547 [M+Na]’, aus dem per Hochaufls-
sung die Summenformel C;3H4305 abgeleitet werden konnte. Im Vergleich mit dem 'H-
NMR-Spektrum von 27 wies Verbindung 28 zusitzliche Signale fiir zwei Methylen-
gruppen bei 0 =2.35 und 1.64 sowie eine Methylgruppe bei & = 2.10 auf. Es fehlte jedoch
das Singulett fiir die Methylgruppe bei & = 1.66. Im *C-NMR-Spektrum war das Signal
einer zusitzlichen Ketogruppe bei 6 =209.2 auffillig. Das H,H-COSY-Spektrum zeigte
die Kopplung der Methylenprotonen untereinander sowie mit einem Signal fiir eine weitere
Methylengruppe bei & ~ 1.9 an, welches mit den Resonanzen der Isopren-Methylengruppen
iberlagerte. Somit konnte das in Abbildung 39 gezeigte Strukturelement abgeleitet werden.
Die im HMBC-Experiment beobachteten Korrelationen erlaubten die Verkniipfung der

gefundenen Fragmente.
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Abbildung 27 H,H-COSY-Spektrum (600 MHz, CDCls) von 28.

Abbildung 28 Fiir die Strukturzuordnung entscheidende H,H-COSY- und HMBC-Korre-

lationen von 28.
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Abbildung 29 HMBC-Spektrum (600 MHz, CDCl3) von 28.

28

Die weitere Auswertung der NMR-Daten fiihrte zu dem Ergebnis, dass es sich um das
Ubichinonderivat 28 handeln musste, in dem formal eine der terminalen Methylgruppen
gegen eine Sauerstofffunktion ersetzt worden war. Damit wurde 28 als Ubichinon KQ5
identifiziert, wobei es sich um einen neuen Typ von Prenylchinonen handelt, der bislang
weder als Naturstoff noch als Syntheseprodukt beschrieben worden ist. Gewisse
Ahnlichkeiten zeigen lediglich die Trisporine und Trisporsiuren aus dem Pilz Blakeslea

trispora, wie etwa Trisporin B (29).®
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29

Ob 28 tatsdchlich durch Demethylierung und Oxidation eines Pentaprenyl-Restes nach
einem normalen Ubichinon-Biosyntheseverlauf® entsteht oder vielmehr durch Addition
von Geranyl-geranylaceton an ein 2,3-Dimethoxy-5,6-dimethylchinon gebildet wird (siehe
Abbildung 30), muss anhand von Fiitterungsexperimenten mit markierten
Vorldufermolekiilen gepriift werden. Diese konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit

aus Zeitgriinden nicht durchgefiihrt werden.

COOH
L PP N “ . .
OH
Hydrierung l Demethylierung
Oxidation

!

(0]
| @) 0]
28
| 0 OPP ]
O
+ 7 = 7 7

o) (0]
| 0] Geranylgeranylaceton

Abbildung 30 Biosynthesevorschlidge von Verbindung 28.
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6.1.7  Ubichinon KQ2

Die Substanz 30 fiel auf dem Diinnschichtchromatogramm durch ihre gelbe Farbe und UV-
Loschung sowie eine griine Anfiarbung mit Anisaldehyd/Schwefelsdure auf. Im Vergleich

mit 27 und 29 zeigte sie eine hohere Polaritét (Ry= 0.56, CH,Cl,/MeOH 95:5).

o L NI

5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 ppm

Abbildung 31 "H-NMR-Spektrum (600 MHz, CDCl5) von 30.

Im ESI-Massenspektrum zeigte 30 ein Ion bei m/z = 343 [M+Na]". Aus dem 'H-NMR-
Spektrum sind Resonanzen fiir eine Methingruppe bei & = 4.91, zwei Methoxygruppen bei
o = 3.98, 3.96, vier Methylengruppen bei 6 = 3.16, 2.33, 1.93, 1.64 sowie drei Methyl-
gruppen bei 8 = 2.09, 1.99, 1.70 zu erkennen. Das *C-NMR-Spektrum zeigte die Existenz
von 28 Kohlenstoffatomen an, wobei anhand der typischen chemischen Verschiebungen
eine Ketogruppe bei 6 = 208.9 sowie zwei einem Chinonsystem zuzuordnende Carbonyl-
signale bei 6 = 184.7, 183.9 zu sehen waren. Im Vergleich mit den NMR-Daten von 29
fehlten die Signale fiir die Polyisopren-Seitenkette. Mit Hilfe von H,H-COSY- und
HMBC-Experimenten konnten die Strukturelemente abgeleitet und die gefundenen Frag-
mente verkniipft werden. Diese Verbindung war bereits von der Arbeitsgruppe FENICAL

aus dem Cyanobakterium Microcoleus lyngbyaceus isoliert und identifiziert worden.®
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Von p-Chinon abgeleitete Strukturen mit Isopren-Seitenkette, deren Lange stark von der
produzierenden Spezies abhéngt, spielen aufgrund ihrer Redoxaktivitét eine wichtige Rolle
im pflanzlichen und tierischen Metabolismus. Sie eignen sich folglich zur taxonomischen
Charakterisierung unterschiedlicher Organismen.®’ Im Stoffwechsel von Menschen und
Tabakpflanzen findet man Chinone mit zehn Isopren-Einheiten, wéhrend die von Nage-
tieren, E. coli und Hefe (Saccharomyces cerevisiae) produzierten aus sechs, acht oder neun
Einheiten aufgebaut sind. Die Prenylchinone teilt man in zwei Gruppen ein, Ubichinone
(Coenzym Q) und Menachinone (Vitamin K3) ein. Bei den meisten Gram-positiven sowie
bei anaerob lebenden Gram-negativen Bakterien findet man ausschlieBlich Menachinone,
wiahrend die meisten aeroben Gram-negativen Bakterien nur Ubichinone aufbauen. Hin
und wieder findet man bei beiden Vertretern partiell geséttigte Polyisoprenyl-Seitenketten
sowie andere Chinon-Derivate wie Chlorobiumchinone, a-Tocopherolchinone, Rhodo-

chinone, Epoxyubichinone und schwefelhaltige Caldariellachinone.®'

Ubichinon (CoQ) wurde 1961 gleichzeitig von MORTON®® und CRANE® gefunden. Eine
wichtige Eigenschaft von Ubichinonen ist ihre Hydrophobizitit, welche Mobilitdt inner-
halb der Zellmembran gewéhrleistet und fiir eine freie Wanderung zwischen den zu redu-
zierenden bzw. oxidierenden Spezies ermdglicht. Ubichinon spielt eine wichtige Rolle als
Wasserstoffiibertrager zwischen NADH und dem Enzym Succinat-Dehydrogenase sowie
dem Cytochrom-System. Die Reduktion von CoQ beinhaltet eine Ubertragung von zwei
Elektronen sowie die Addition von zwei Protonen und fiihrt zur Bildung von Ubichinol. Im
umgekehrten Oxidations-Prozess erfolgt die Bildung von Ubichinon unter Freisetzung von

zwei Elektronen bzw. Protonen. **

6.1.8 B-Carbolin-Derivate
Norharman

Der weille Feststoff 31a fiel im Diinnschichtchromatogramm (R,= 0.37, CH,Cl,/MeOH
9:1) durch UV-Loschung bei 254 nm sowie durch starke hellblaue Fluoreszenz bei 366 nm
auf. Die Verbindung war weder mit Anisaldehyd/Schwefelsdure noch mit Ehrlichs Rea-

genz anfarbbar.

Im '"H-NMR-Spektrum waren ausschlieBlich Resonanzen im Aromatenbereich detektier-
bar. Die Signale bei 6 = 8.05, 7.62, 7.53 und 7.25 konnten anhand ihres charakteristischen

Kopplungsmusters einem 1,2-disubstituierten Benzolring zugeordnet werden. Das bei
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0 =10.78 erscheinende breite Singulett deutete auf das Vorliegen einer OH- bzw. NH-
Gruppe im Molekiil hin. Ein weiteres Singulett bei & =8.90 sowie zwei Dubletts bei
0=28.35 und 8.22 konnten jeweils einer aromatischen Methingruppe zugeschrieben
werden. Im EI-Massenspektrum war das lon hochster Masse bei m/z = 168 sichtbar, dessen
Fragmentierungsmuster mit dem von B-Carbolin 31a iibereinstimmte. Dass es sich bei der
isolierten Substanz tatsdchlich um die auch unter dem Trivialnamen Norharman 31a be-
kannte Verbindung handelte, konnte durch 'H-NMR-Datenvergleich mit einem in unserer

Arbeitsgruppe vorhandenen Referenzspektrum von 31a bestitigt werden.

R

ZT

31a:R=H
31b: R=CHj;

NN

Harman

Die Verbindung 31b war auf dem Diinnschichtchromatogramm hinsichtlich UV-Léschung
und Anfirbeverhalten mit Anisaldehyd/Schwefelsdure identisch mit 31a, zeichnete sich

aber durch eine hohere Polaritat aus (R,= 0.35, CH,Cl,/MeOH 9:1).

Der Vergleich mit dem 'H-NMR-Spektrum von 31a deutete auf das Vorhandensein des-
selben B-Carbolin-Grundgeriists hin. Es fehlte jedoch das Signal fiir ein aromatisches Pro-
ton bei 6 = 8.90, dafiir trat eine zusétzliche Methylgruppe bei & =2.77 auf. Das EI-Massen-
spektrum zeigte ein Ion hchster Masse bei m/z = 128. Eine Datenbanksuche in AntiBase™
und anschlieBender Vergleich des 'H-NMR-Spektrums mit der in unserer Arbeitsgruppe

vorhandenen Spektrensammlung fiihrte zur Identifizierung von 31b als Harman.

Harman, ein typischer Pflanzenmetabolit,”” wurde bereits mehrfach als Stoffwechselpro-

dukt bei Actinomyceten® und Dinoflagellaten®’” gefunden.
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6.1.9 Glutarsiaure-Derivate
Glutarsiure

Bei dem Hauptmetaboliten des Stammes T268 handelte es sich um eine farblose Substanz,
die weder UV-16schend noch fluoreszierend war und keine Farbreaktion beim Bespriihen
mit Anisaldehyd/Schwefelsdure sowie Ehrlichs Reagenz einging. Sie konnte lediglich als
ausgedehnte farblose Zone im Diinnschichtchromatogramm (R,=0.25, CH,Cl,/MeOH

95:5) nach Anfarbung detektiert werden und wurde in einer Ausbeute von 6 mg/1 isoliert.

Das '"H-NMR-Spektrum zeigte zwei Signale fiir drei Methylengruppen bei & =2.37 und
1.85, die im Integralverhiltnis 2:1 zueinander standen. Dies deutete auf das Vorliegen
einer symmetrischen Struktur hin. Anhand der NMR-Daten und mittels des Fragmentie-
rungsmusters im EI-Massenspektrum konnte die Substanz als Glutarsdure (32a) identifi-

ziert werden.

Ho\n/\/\n/R 32a: R=0H

@) @) 32b: R = OCH;

Glutarsauremonomethylester

Die ebenfalls als farblose Fliissigkeit anfallende Verbindung 32b war auf dem Diinn-
schichtchromatogramm hinsichtlich UV- und Anfarbeverhalten mit Anisaldehyd/Schwefel-
sdure sowie Ehrlichs Reagenz identisch mit 32a zeichnete sich aber durch geringere

Polaritit (R,= 0.42, CH,Cl,/MeOH 95:5) aus.

Im '"H-NMR-Spektrum waren drei Methylengruppen bei &=2.44, 2.42 und 1.96 zu
erkennen. Zusétzlich konnte ein breites Singulett bei 6 ~ 10, das einer OH- bzw. NH-
Gruppe zugeschrieben wurde, sowie eine Methoxygruppe bei 6 = 3.69 detektiert werden.
Das EI-Massenspektrum zeigte ein Ion hochster Masse bei m/z =128. Anhand des Frag-
mentierungsmusters und der 'H-NMR-Daten konnte die Verbindung als Glutarsduremono-
methylester (32b) identifiziert werden. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass 32b im
Zuge der chromatographischen Aufarbeitung durch Veresterung von Glutarsdure (32a) mit

im Laufmittelgemisch vorhandenem Methanol gebildet wird.
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6.1.10 Indolderivate

3-Indolylcarbonsiure

Das farblose Ol 33 zeigte im Diinnschichtchromatogramm UV-Léschung bei 254 nm und
farbte sich mit Anisaldehyd/Schwefelsdure orange und mit Ehrlichs Reagenz violett an

(Ry=0.44, CH,Cl,/MeOH 9:1), was auf ein Indol hinwies.

Im 'H-NMR-Spektrum waren lediglich aromatische Protonen sichtbar. Die Signale bei
0 =28.09, 7.40, 7.16 und 7.13 waren aufgrund des typischen Kopplungsmusters einem 1,2-
disubstituierten Phenylring zuzuordnen. Weiterhin trat ein Singulett fiir eine aromatische
Methingruppe bei & = 7.88 auf. Eine mit den aus Massen- und 'H-NMR-Spektrum gewon-
nenen Informationen durchgefiihrte Suche in AntiBase® lieferte 3-Indolylcarbonséure (33)
als mogliche Struktur. Ein Vergleich der 'H-NMR-Daten von 33 mit der Spektren-

sammlung ergab vollstindige Ubereinstimmung und bestitigte die Zuordnung.

Verbindung 33 ist auch unter den Namen Heteroauxin sowie Rhizopin bekannt und spielt
als Wuchsstoff im Metabolismus von Pflanzen eine Rolle.®® Ebenso ist es als Metabolit

mariner Mikroorganismen sowie halophiler Bakterien® bekannt.

H
0 0O
COOH 9

5 3a 5 3a

A\ N,

N N

7 H 7
33 34

3-Hydroxyacetylindol

Der weille Feststoff 34 fiel im Diinnschichtchromatogramm durch UV-Loschung bei
254 nm sowie durch hellrote Fiarbung beim Bespriihen mit Ehrlichs Reagenz auf

(Rr=0.28, CH,Cl,/MeOH 95:5).

Der Vergleich des '"H-NMR-Spektrums mit dem von 33 zeigte, dass bei 34 wiederum ein
Indolgeriist vorlag, jedoch trat eine zusitzliche Methylengruppe bei 6 =4.72 auf. Das EI-
Massenspektrum zeigte ein lon hochster Masse bei m/z = 175, welches ein fiir 3-Hydroxy-
acetylindol (34) typisches Fragmentierungsmuster aufwies. Ein Vergleich der Masse- und
'H-NMR-Daten mit den im Arbeitskreis vorhandenen Spektren von 34 bestitigte die

Zuordnung.
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6.1.11 Sonstige Metaboliten

Uracil

Die polare Substanz 35 fiel im Diinnschichtchromatogramm (R,=0.25, CH,Cl,/MeOH
9:1) durch UV-L&schung bei 254 nm auf. Sie zeigte kein Anfarbeverhalten beim Besprii-
hen mit Anisaldehyd und Ehrlichs Reagenz. Das 'H-NMR-Spektrum zeigte lediglich zwei
Dubletts bei & = 7.38 und 5.44. Diese Information fiihrte in Kombination mit den aus dem
El-Massenspektrum erhaltenen Daten nach einer AntiBase-Suche® rasch zu der im
Arbeitskreis oft isolierten Verbindung Uracil (35). Ein Vergleich der Spektren mit den in

unserer Sammlung vorhandenen zeigte eine vollstindige Ubereinstimmung.

Os_OH
O 1
]
HN
)\ | 5 3
07N’
H OH
35 36 37

p-Hydroxybenzoesiure

Die Verbindung 36 war im Diinnschichtchromatogramm als UV-l6schende Zone (Ry =
0.49, CH,Clo/MeOH 9:1) aufgefallen und wurde in einer Ausbeute von 2 mg/l als weiller

Feststoff isoliert.

Das 'H-NMR-Spektrum von 36 war dhnlich dem von 35, jedoch wiesen die vorhandenen
beiden Dubletts hier eine andere chemische Verschiebung auf. Mittels zusétzlicher Infor-
mationen aus dem EI-Massenspektrum konnte die Substanz als p-Hydroxybenzoesdure
(36) identifiziert werden. Ein Vergleich der Masse- und 'H-NMR-Daten mit denen der

Spektrensammlung bestitigte die Struktur.

Tyrosol

Substanz 37 fiel als sich mit Anisaldehyd/Schwefelsdure lila anfiarbende Zone (R,= 0.44,
CH,Cl,/MeOH 9:1) im Diinnschichtchromatogramm auf und konnte als weiller Feststoff

isoliert werden.

Das 'H-NMR-Spektrum zeigte im Aromatenbereich zwei Dubletts, die fiir je zwei Proton-

en integrierten. Dies wies auf das Vorliegen eines 1,4-disubstituierten Aromaten hin.
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Zusitzlich waren zwei Tripletts fiir benachbarte Methylengruppen bei 6 =7.10 und 6.78
detektierbar. Die abgeleiteten Strukturfragmente fiihrten zusammen mit den Informationen

aus dem El-Massenspektrum zu p-Hydroxyphenylethanol (37).

Vanillinsidure

Bei Verbindung 38 handelte es sich um einen weillen Feststoff, der auf dem Diinnschicht-
chromatogramm UV-Loschung zeigte und mit Anisaldehyd eine hellblaue Farbreaktion

einging.

Im 'H-NMR-Spektrum waren drei Signale im Aromatenbereich zu sehen, die anhand ihres
charakteristischen Kopplungsmusters zu einem 1,3,4-trisubstituierten Aromat gehoren
mussten. Zusitzlich konnte ein Signal flir eine Methoxygruppe bei 6 = 3.89 beobachtet
werden. Das EI-Massenspektrum zeigte ein Ion hdchster Masse bei m/z = 168. Eine mit
diesen Informationen durchgefiihrte Datenbanksuche in AntiBase™ ergab Vanillinsdure
(38) als Strukturvorschlag. Ein Vergleich der 'H-NMR-Daten mit denjenigen aus der

Spektrensammlung bestitigte die Zuordnung.

HO )

4-Hydroxy-3-methoxy-phenyl-propionsiure

Der schwach UV-loschende weille Feststoff 39 zeigte im Diinnschichtchromatogramm

nach Bespriihen mit Anisaldehyd eine hellrote Farbung.

Die Analyse des 1H-NMR—Spek‘urums von 39 ergab, dass ebenfalls ein 1,3,4-trisubstituier-
ter, methoxylierter Aromat vorlag. Im Vergleich mit Verbindung 38 waren jedoch zwei zu-
satzliche Signale fiir benachbarte Methylengruppen detektierbar. Das EI-Massenspektrum
zeigte ein lon hochster Masse bei m/z = 196, was einem Unterschied von zwei Methylen-
gruppen bezogen auf 38 entsprach. Eine Suche in AntiBase’® mit nachfolgendem Spektren-

vergleich ergab, dass 4-Hydroxy-3-methoxy-phenyl-propionsiure (39) isoliert wurde.
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6.2 Salegentibacter holothuriorum T436

Der Stamm T436 wurde aus mehrjdhrigem arktischem Eis isoliert. Der Rohextrakt fiel im
Diinnschichtchromatogramm (CH,Cl,/MeOH 9:1) durch eine Reihe gelber Zonen auf, die
sich sowohl in polaren als auch in unpolaren Bereichen befanden. Beim Bespriihen mit
Anisaldehyd- und Ehrlichs Reagenz sowie nach Zugabe von 2 N NaOH wurde keine Farb-
anderung beobachtet. Letzteres deutete darauf hin, dass es sich wahrscheinlich nicht um

Chinon-Derivate mit chelierten Hydroxygruppen handelte.

6.2.1 Bestimmung der Taxonomie

Der Stamm T436 wurde phénotypisch sowie genotypisch charakterisiert. Es zeigte sich,
dass die 16S rRNA-Sequenz zu 98 % jener von Salegentibacter holothuriorum homolog

ist.

Der Stamm bildete auf Agar-Platten beige gefarbte Kolonien aus. Optimales Wachstum
wurde bei Temperaturen zwischen 20 und 25 °C erreicht, wobei 30 °C nicht iiberschritten
werden durften. Es handelt sich somit um einen psychrotoleranten Stamm, der Gram-
negativ, Oxidase- sowie Katalase-positiv ist und Nitrat zu reduzieren vermag. Gelatine und
Asculin kénnen abgebaut werden, Schwefelwasserstoff wird im Stoffwechsel nicht gebil-
det. T436 zeigt weder -Galaktosidase- noch Arginin-, Lysin- sowie Ornithin-Decarboxy-
laseaktivitdt. Im SFN-Biolog Verwertungstest konnen im Gegensatz zu Zuckerverbindung-

en fettdhnliche Substanzen wie Tween 40 und Tween 80 metabolisiert werden.

6.2.2  4-Nitrophenol

Der hellgelbe Feststoff 40 fiel im Diinnschichtchromatogramm (R,= 0.60, CH,Cl,/MeOH
9:1) durch UV-Loschung bei 254 nm auf.

Die Verbindung zeigte im APCI-Massenspektrum ein Ion bei m/z = 138 [M-H]". Im 'H-
NMR-Spektrum waren lediglich charakteristische Signale fiir zwei benachbarte aroma-
tische Protonen bei 8 = 8.12 und 6.88 detektierbar. Unter Einbeziehung der aus der Mol-
masse abgeleiteten Summenformel musste es sich daher um ein symmetrisches Molekiil
handeln. Im IR-Spektrum waren typische Banden fiir eine Nitrogruppe bei 1594 und

1339 cm™ vorhanden. Dies legte die Vermutung nahe, dass ein hydroxy- sowie nitrosubs-
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tituierter Aromat vorlag, was durch die fiir 4-Nitrophenol (40) charakteristische Absorption

bei 309 nm im UV-Spektrum bestétigt wurde.

40

Verbindung 40 ist bereits als Stoffwechselprodukt von Stephanaspora caroticolor isoliert
worden.” Dieser auch unter dem Namen Karottentriiffel bekannte seltene Gasteromycet ist
in Laub- und Mischwéldern beheimatet und bevorzugt lehmige, kalkhaltige Boden. Die
etwa 1 bis 3 cm groBen knollenférmigen Fruchtkdrper wachsen hypogédisch und sind an

ihrer orangegelben Farbe zu erkennen.

6.2.3  4-Hydroxy-3-nitro-phenyl-Derivate

41: R = COOH
42: R = CH,COOH
ON R 43: R = CH,CH,COOH
D/ 44: R = CH,COOCH;
HO 45: R = CH,CH,OH

46: R = CH2CH2NHAC
47: R = CHCHNO,

4-Hydroxy-3-nitrobenzoesiure

Verbindung 41 wurde in einer Ausbeute von 0.09 mg/l als gelber Feststoff isoliert. Die
Substanz zeichnete sich durch relativ hohe Polaritit aus, was sich im R~Wert von 0.25 bei

Verwendung des Laufmittelgemischs CH,Cl,/MeOH 9:1 widerspiegelte.

Im EI-Massenspektrum zeigte 41 das Ion hochster Masse bei m/z = 183. Im 'H-NMR-
Spektrum fanden sich fiir einen 1,2,4-trisubstituierten Aromaten charakteristische Signale
bei & =8.66, 8.15 und 7.13. Das *C-NMR-Spektrum wies eine auffillige Resonanz bei
0 =169.8 auf, die einem Carboxyl-Kohlenstoffatom zugeschrieben wurde. Im UV-Spek-



Untersuchung ausgewaihlter Stimme aus arktischen und antarktischen Habitaten 65

trum war ein Absorptionsmaximum bei 340 nm vorhanden. Aus dem IR-Spektrum konnten
Banden fiir das aromatische Grundgeriist bei 1626 und 1574 cm™, fiir eine Nitrogruppe bei
1337 sowie 1542 cm™ und fiir eine Arylcarbonsédure-Einheit bei 1685 cm™ entnommen
werden. In Kombination mit den aus einem HMBC-Spektrum erhaltenen Informationen

konnte 41 als 4-Hydroxy-3-nitrobenzoesédure (41) identifiziert werden.

4-Hydroxy-3-nitrobenzoesédure (41) war bisher nur als Syntheseprodukt bekannt.

Abbildung 32 Aus HMBC-Korrelationen abgeleitete Struktur von 4-Hydroxy-3-nitro-

benzoesdure (41).

4-Hydroxy-3-nitrophenyl-essigsaure

Verbindung 42, die in einer Ausbeute von 0.15 mg/1 als gelber Feststoff isoliert wurde, war
im Diinnschichtchromatogramm (R, = 0.39, CH,Cl,/MeOH 9:1) durch ihre Eigenfarbe und
UV-Loschung bei 254 nm aufgefallen.

Im 'H-NMR-Spektrum zeigte 42 hinsichtlich des Kopplungsmusters im Aromatenbereich
deutliche Ahnlichkeit zu 41. AuBer einem geringen Unterschied in der chemischen Ver-
schiebung der aromatischen Protonen war im 'H-NMR-Spektrum von 42 im Gegensatz zu
41 ein zusétzliches Singulett bei 6 = 3.63 vorhanden, das einer Methylengruppe zugeordnet
wurde. Mittels EI-Massenspektrometrie wurde die Masse m/z = 197 bestimmt, was einer
Differenz von vierzehn im Vergleich zu Verbindung 41 entsprach. Im UV-Spektrum war
ein Absorptionsmaximum bei 354 nm vorhanden. Das IR-Spektrum von 42 zeigte im
Vergleich mit dem von 41 identische Banden fiir funktionelle Gruppen, jedoch lag die
Absorption der Carboxylgruppe bei 1698 cm™, was auf deren Verkniipfung mit einer
gesittigten Alkylkette hindeutete. Diese Informationen fiihrten in einer Datenbanksuche
mit AntiBase®® zu 4-Hydroxy-3-nitrophenyl-essigsiure (42). Ein Vergleich der 'H-NMR-

Daten mit Literaturwerten bestitigte die Zuordnung.”
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4-Hydroxy-3-nitrophenyl-propionsiure

Die Verbindung 43 war auf dem Diinnschichtchromatogramm hinsichtlich UV-Loschung
und Anféarbeverhalten identisch mit 42, zeichnete sich aber durch eine niedrigere Polaritét
aus (Ry=0.82, CH,Cl,/MeOH 9:1). Die Substanz konnte in einer Ausbeute von 0.08 mg/1

als gelber Feststoff isoliert werden.

Das 'H-NMR-Spektrum von 43 stimmte im Aromatenbereich mit dem von 42 iiberein.
Auffalligster Unterschied war das Fehlen der Methylengruppe bei & = 3.63, an deren Stelle
bei 43 die Signale fiir eine Ethylengruppe bei & =2.93 und 2.67 traten. Im EI-Massenspek-
trum zeigte 43 das lon hochster Masse bei m/z = 211. Dies entsprach einem im Vergleich
zu 42 um vierzehn Einheiten hoheren Molekulargewicht. Die UV- und IR-Spektren erga-
ben dieselben Absorptionsbanden wie bei Verbindung 42. Es musste sich folglich bei 43
um 4-Hydroxy-3-nitrophenyl-propionsdure (43) handeln. Ein Vergleich der spektrosko-

pischen Daten mit Literaturwerten bestitigte die Zuordnung.”"

4-Hydroxy-3-nitrophenyl-essigsiure (42) und 4-Hydroxy-3-nitrophenyl-propionsiure (43)
wurden erstmals aus Streptomyces hygroscopicus isoliert und zeigen antibiotische Aktivitét
gegen Clostridium difficile.”’ 4-Hydroxy-3-nitrophenyl-essigsdure (42) ist dariiber hinaus
phytotoxisch’®, verursacht eine 600proz. Erhéhung der Ammoniakfreisetzung bei Kiefer-

samen’” und hemmt die Synthese von Chlorophyll bei Klee und Wasserlinse.”

4-Hydroxy-3-nitrophenyl-essigsiuremethylester

Substanz 44 wurde als bei 254 nm UV-16schender gelber Feststoff in einer Ausbeute von
0.09 mg/l erhalten, dessen Polaritéit zwischen der von 42 und 43 lag (R,= 0.76, CH,Cl,/
MeOH 9:1).

Im 'H-NMR-Spektrum zeigte sich im Gegensatz zu demjenigen von Verbindung 42 eine
zusitzliche Methoxygruppe bei 6 =3.69. Im El-Massenspektrum war ein Ion hdchster
Masse bei m/z=211 zu erkennen, was einer Differenz von vierzehn Einheiten im Ver-
gleich mit 42 entsprach. Im IR-Spektrum waren Banden fiir Phenyl- und Nitrogruppen
sowie fiir eine Esterfunktion bei 1737 cm™ sichtbar. Das UV-Spektrum war identisch mit
dem von 42 und 43. Aus der Kombination dieser Informationen wurde Verbindung 44 als
4-Hydroxy-3-nitrophenyl-essigsduremethylester (44) identifiziert. Ein Vergleich der NMR-

Daten mit Literaturwerten bestitigte die Zuordnung.”
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2-(4-Hydroxy-3-nitrophenyl)ethanol

Die Substanz 45 wurde in einer Ausbeute von 0.13 mg/l aus einem 20 1-Fermentationsan-

satz von Stamm T436 isoliert. Die Verbindung fiel im Diinnschichtchromatogramm

(Rr=0.59, CH,Clo,/MeOH 9:1) als gelbe Zone auf, die UV-Licht bei 254 nm loschte.

UV- und 'H-NMR-Spektren von 45 zeigten wiederum fast vollstindige Ubereinstimmung
mit denjenigen von 43. Beide 'H-NMR-Spektren besaBien identische Signalaufspaltungen,
jedoch war die chemische Verschiebung der Tripletts bei & =2.93 und 2.67 auf 3.86 und
2.84 verschoben. Im IR-Spektrum war eine zusétzliche Bande fiir eine Hydroxygruppe
vorhanden, wihrend die der Carboxyl-Funktion fehlte. Im EI-Massenspektrum zeigte 45
das Ton hochster Masse bei m/z=183. Die Substanz wurde als 2-(4-Hydroxy-3-nitro-
phenyl)ethanol (45) identifiziert. Ein Vergleich der NMR-Daten mit publizierten Werten

bestitigte die Zuordnung.”

N-(4-Hydroxy-3-nitrophenylethyl)acetamid

Substanz 46 zeichnete sich durch UV-Loschung bei 254 nm und fehlende Farbreaktion
beim Besprithen mit Anisaldehyd aus. Die Verbindung konnte als gelber Feststoff in einer

Ausbeute von 0.4 mg/l aus dem Kulturfiltrat des Stammes T436 isoliert werden.

Das '"H-NMR-Spektrum von 46 zeigte im Gegensatz zu denjenigen von 43 und 45 ein
zusdtzliches Singulett bei 6 = 1.93, welches einer Acetylgruppe zugeschrieben wurde. Im
El-Massenspektrum lag das Ion hochster Masse bei m/z=224. Das IR-Spektrum wies
auller Hydroxy-, Phenyl-, und Nitro-Banden auch solche von sekundiren Amin- sowie
Amidgruppen bei 3300 cm™ bzw. 1634 und 1532 cm™ auf. Eine Suche in AntiBase®® und
ein Vergleich der spektroskopischen Daten mit Literaturwerten’ fiihrten zu N-(4-Hydroxy-
3-nitrophenylethyl)acetamid (46).

2-(4-Hydroxy-3-nitrophenyl)ethanol (45) und N-(4-Hydroxy-3-nitrophenylethyl)acetamid
(46) wurden erstmals von SVIRIDOV et al. aus Pyricularia oryzae Cav. isoliert.” Dieser
Deuteromycet ist der Erreger von Pyriculariosis, einer bei Reispflanzen verbreiteten
Erkrankung. 2-(4-Hydroxy-3-nitrophenyl)ethanol (45) zeigte beim Test eine wachstums-

hemmende Aktivitiat bei Pflanzen.
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2-Nitro-4-(2’-nitroethenyl)phenol

Auf dem Diinnschichtchromatogramm (R,= 0.83, CH>Cl,/MeOH 9:1) fiel 47 durch gelbe
UV-Loschung bei 254 nm auf, jedoch wies keine Anfarbung beim Besprithen mit Anis-
aldehyd auf. Die Verbindung wurde als orangefarbener Feststoff in einer Ausbeute von

0.03 mg/1 isoliert.
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Abbildung 33 Das HMBC-Spektrum (CD;OD, 600 MHz) von 2-Nitro-4-(2’-nitro-
ethenyl)-phenol (47).

Im 'H-NMR-Spektrum waren drei Signale fiir aromatische Methingruppen bei & = 8.36,
7.87 und 7.10 sichtbar, die anhand ihres Kopplungsmusters einem 1,2,4-trisubstituierten
Aromaten zugeordnet werden konnte. Zusdtzlich waren zwei Dubletts bei 6 = 8.05 und
7.87 detektierbar, die aufgrund ihrer chemischen Verschiebung und der zugehorigen Kop-
plungskonstante (*J = 13.5 Hz) zu einer trans-stindigen Doppelbindung gehoren mussten.
Das El-Massenspektrum zeigte ein lon hochster Masse bei m/z =210, aus dem durch
Hochauflosung die Summenformel CgHgN,Os ermittelt wurde. Im 13C-NMR-Spektrum
waren sieben Signale sichtbar. Erst im HMBC-Experiment konnte die fehlende achte

Resonanz detektiert und die Strukturfragmente verkniipft werden. Dem UV-Spektrum



Untersuchung ausgewaihlter Stimme aus arktischen und antarktischen Habitaten 69

waren Absorptionen bei 318, 333 und 435 nm zu entnehmen. Im IR-Spektrum waren eine
Alkenbande bei 3110 cm™, eine Arylalkenbande bei 1624 cm™ sowie eine Nitrobande bei
1537 und 1342 cm™ sichtbar. Die Verkniipfung der erhaltenen spektroskopischen Daten
fiihrte zu dem Ergebnis, dass 2-Nitro-4-(2’-nitroethenyl)phenol (47) vorlag.

Abbildung 34 Aus HMBC-Korrelationen abgeleitete Struktur von 47

2-Nitro-4-(2’-nitroethenyl)phenol (47) wurde erstmals im Jahr 1992 aus Blittern der

indischen Mangrove Sonneratia acida isoliert.”
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Abbildung 35 Schematische Darstellung der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den
Molekiilen der Losungsmittel und den von 2-Nitro-4-(2’-nitroethenyl)-
phenol (47).

Bei 47 handelt es sich um ein anndhernd planares Molekiil, in dem ein Sauerstoffatom der
ortho-standigen Nitrogruppe eine intramolekulare Wasserstoftbriickenbindung mit der
benachbarten Hydroxygruppe eingeht. Die Moglichkeit zur Ausformung zweier polymor-
pher Zustinde liegt darin begriindet, dass es beim Kristallisationsprozess zu einem Kon-

kurrenzeffekt zwischen der Ausbildung von intra- und intermolekularen Wasserstoff-
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briickenbindungen kommt. So binden die aziden Protonen von Methanol an die Sauerstoft-
atome der Phenol- sowie der Nitrogruppe. Infolgedessen wird beim Entfernen des Lo-
sungsmittels die Ausbildung intermolekularer Wasserstoffbriickenbindungen begiinstigt,
was zur gelben polymorphen Form fiihrt. Das als schwécherer Protonendonator
fungierende Chloroform hingegen bedingt die Ausformung intramolekularer Wasserstoff-
briicken, was zu einem eingeschriankten gegenseitigen Kontakt der Molekiile fiihrt und so
die bevorzugte Bildung orangefarbener Kristalle hervorruft. Die letztgenannte polymorphe

Form ist weniger stabil.”’

Abbildung 36 Dreidimensionale Darstellung der gelben polymorphen Form von 2-Nitro-
4-(2’-nitroethenyl)phenol (47).

Abbildung 37 Dreidimensionale Darstellung der orangefarbenen polymorphen Form von

2-Nitro-4-(2’-nitroethenyl)phenol (47).
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6.2.4 3,5-Dinitro-4-hydroxy-phenyl-Derivate

48: R = CH,COOCH3

O,N R 49: R = CH,CH,COOH
50: R = CH,CH,Cl
HO 51: R = CH,CHCICOOCH;
NO, 52: R = CH,CH,NHCOCH;

53: R = CHCHNO;,

3,5-Dinitro-4-hydroxy-phenyl-essigsiuremethylester

Der orangefarbene Feststoff 48 fiel im Diinnschichtchromatogramm (R;= 0.36, CH,Cl,/
MeOH 9:1) durch die intensive Eigenfarbe sowie gelbe Fluoreszenz bei 254 nm auf. Ver-

bindung 48 konnte in einer Ausbeute von 0.02 mg/1 isoliert werden.

Im '"H-NMR-Spektrum waren drei Singulett-Signale bei & = 7.96, 3.70 und 3.60 sichtbar.
Ersteres konnte zwei symmetrischen aromatischen Protonen zugeordnet werden, wéhrend
die beiden letztgenannten zu jeweils einer Methyl- bzw. einer Methylengruppe gehorten.
Verbindung 48 wies im ESI-Massenspektrum ein Ion bei m/z =255 [M-H] auf, aus dem
per Hochauflosung die Summenformel CoHsN,O7 bestimmt werden konnte. Diese ergab in
einer Datenbanksuche mit AntiBase® in Kombination mit den aus den '"H-NMR-Daten
erhaltenen Strukturfragmenten keinen Treffer. Die geringe Substanzmenge sowie die ohne-
hin problematische Nachweisbarkeit von '*C-Resonanzen quartirer Kohlenstoffatome,
welche mit Nitrogruppen funktionalisiert sind, fiihrte dazu, dass die Gesamtzahl an Koh-
lenstoffatomen von 48 nur in einem HMBC-Experiment detektiert werden konnte. Hier
waren sieben Resonanzen erkennbar, von denen eine einer Ester- bzw. Amidgruppe, vier
aromatischen Kohlenstoffatomen sowie zwei einer aliphatischen Kette zugeordnet wurden.
Die vier aromatischen Signale konnten aus Symmetriegriinden einem 1,2,4,6-tetrasubsti-
tuierten Phenylring zugeschrieben werden. Im UV-Spektrum war die fiir substituierte Dini-
trophenolsysteme charakteristische Absorption bei 432 nm zu erkennen. Dem IR-Spektrum
konnten Banden fiir Phenyl- bzw. Nitrogruppen sowie fiir eine Esterfunktion entnommen
werden. Diese Informationen fiihrten dazu, dass 48 als 3,5-Dinitro-4-hydroxyphenyl-essig-
sduremethylester (48) identifiziert wurde. In der Literatur ist 48 bislang nicht als Naturstoff
bekannt.
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Abbildung 38 HMBC-Spektrum (600 MHz, CDs;OD) von 3,5-Dinitro-4-hydroxy-phenyl-

essigsduremethylester (48).

3,5-Dinitro-4-hydroxy-phenyl-propionsiure

Im Diinnschichtchromatogramm war 49 hinsichtlich UV-Lschung und Anfarbeverhalten
identisch mit 48, zeichnete sich aber durch eine hdhere Polaritit aus (R, = 0.16, CH,Cl,/

MeOH 9:1). Die Substanz 49 konnte in einer Ausbeute von 0.05 mg/1 isoliert werden.

Das 'H-NMR-Spektrum des orangefarbenen Feststoffs stimmte im Aromatenbereich mit
dem von 48 {iberein. Es fehlten jedoch die Singuletts der aliphatischen Protonen, an deren
Stelle Signale fiir eine Ethylengruppe bei 6 = 2.89 und 2.62 traten. Das ESI-Massenspek-
trum und die per Hochauflosung bestimmte Summenformel zeigten, dass es sich bei 48
und 49 um Isomere handelte. Die UV-Spektren beider Verbindungen waren identisch,
ebenso konnten im IR-Spektrum Banden fiir Aromaten- und Nitrogruppen detektiert
werden. Hier fehlte jedoch die Absorption der Estergruppe, stattdessen trat eine zusétzliche
Bande fiir eine Sauregruppe bei 1712 cm™ auf. Ausgehend von diesen Informationen wur-
de vermutet, dass es sich bei 49 um 3,5-Dinitro-4-hydroxyphenyl-propionsdure (49)
handelte. Die im HMBC-Spektrum beobachteten Korrelationen bestitigten diese Vermu-

tung. Verbindung 49 wurde bislang in der Literatur nicht als Naturstoff beschrieben.
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3,5-Dinitro-4-hydroxy-phenyl-ethylchlorid

Verbindung 50 zeichnete sich auf dem Diinnschichtchromatogramm durch dieselbe Eigen-
farbe sowie identische UV-Eigenschaften, jedoch unterschiedliche Polaritit (R, = 0.44,
CH,Cl,/MeOH 9:1) im Vergleich zu 48 und 49 aus. Der orangefarbene Feststoff 50 konnte

in einer Ausbeute von 0.03 mg/l isoliert werden.

Das sich im 'H-NMR-Spektrum zeigende Signalmuster von 50 stimmte mit dem von 49
sehr gut {iberein. Jedoch erschienen die auftretenden Tripletts bei einer anderen che-
mischen Verschiebung. Im ESI-Massenspektrum fiel das Molekiilion durch ein fiir Chlor
typisches Isotopenverhéltnis (3:1) auf. Auch die Hochauflosung bestétigte die Existenz
dieses Elementes im Molekiil. Das IR-Spektrum zeigte weder die Bande fiir eine Saure-
noch fiir eine Estergruppierung. Es musste sich bei der Substanz folglich um 3,5-Dinitro-4-
hydroxyphenyl-ethylchlorid (50) handeln. Mit Hilfe des HMBC-Spektrums wurde die

Struktur abgesichert. Verbindung 50 ist bisher in der Literatur weder als Naturstoff noch

. H/HH .
g

NO,

als Syntheseprodukt bekannt.

Abbildung 39 Aus HMBC-Korrelationen abgeleitete Strukturfragmente von 3,5-Dinitro-
4-hydroxy-phenyl-ethylchlorid (50).

3,5-Dinitro-4-hydroxy-phenyl-2-chlor-propionsiauremethylester

Die orangefarbene Substanz 51 wurde in einer sehr geringen Ausbeute von 0.04 mg/1 iso-
liert und wies im Diinnschichtchromatogramm identisches UV- und Anférbeverhalten wie

die vorangehenden 3,5-Dinitro-4-hydroxyphenyl-Derivate auf.

Das '"H-NMR-Spektrum von 51 zeigte im aromatischen Bereich ebenfalls ein Singulett, das
fiir zwei Protonen integrierte. Im aliphatischen Bereich befanden sich Signale fiir eine
Methingruppe bei 6 =4.56, eine Methoxygruppe bei 6 = 3.73 sowie fiir eine diastereotope
Methylengruppe bei & =3.18 bzw. 3.06. Die chemische Verschiebung der Methingruppe

legte die Vermutung nahe, dass diese mit einem Heteroatom sowie einer Carbonylfunktion
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verkniipft war. Im APCI-Massenspektrum trat ein lon bei m/z =303 [M-H] auf, das auf-
grund seines Isotopenmusters auf das Vorhandensein eines Chloratoms im Molekiil hin-
wies. Ebenso zeigte das IR-Spektrum eine starke Absorptionsbande bei 701 cm™, welche
charakteristisch fiir chlorsubstituierte Kohlenstoffatome ist. Ein Hochauflosung-ESI-Spek-
trum bestétigte die Summenformel von C;oHyCIN,O7. Diese Ergebnisse flihrten zu dem
Schluss, dass 3,5-Dinitro-4-hydroxy-phenyl-2-chlor-propionsduremethylester (51) isoliert
wurde. Aufgrund der geringen Substanzmengen konnten keine 2D-NMR-Experimente zur
weiteren Absicherung der Struktur durchgefiihrt werden. Verbindung 51 war bisher weder

als Naturstoff noch als Syntheseprodukt bekannt.

N-(3,5-Dinitro-4-hydroxy-phenylethyl)acetamid

Die ebenfalls als oranger Feststoff anfallende Substanz 52 war auf dem Diinnschichtchro-
matogramm hinsichtlich UV-Verhalten identisch mit den vorherigen Dinitrophenol-Ver-

bindungen und konnte in einer Ausbeute von 0.14 mg /1 isoliert werden.

Das 'H-NMR-Spektrum von 52 zeigte im Aromatenbereich groe Ahnlichkeit zu dem von
50, wahrend die aliphatischen Signale gut mit denen von Verbindung 46 iibereinstimmten.
Im C-NMR-Spektrum waren acht Signale erkennbar, die aufgrund der Symmetrieeigen-
schaften des aromatischen Strukturelements zehn Kohlenstoffatomen zugeordnet wurden.
Das ESI-Massenspektrum zeigte ein lon bei m/z =268 [M-H], zuséitzlich zeichnete sich
das IR-Spektrum von 52 durch groBe Ahnlichkeit zu dem von 46 aus. Die Kombination der
beschriebenen Informationen lieBen nur den Schluss zu, dass es sich bei 52 um N-(3,5-
Dinitro-4-hydroxy-phenylethyl)acetamid handelte. Die Struktur wurde durch die im
HMBC-Spektrum auftretenden Korrelationen weiter abgesichert. Das Dinitrophenol-

Derivat 52 war bislang ebenso weder als Naturstoff noch als Syntheseprodukt bekannt.

HﬂH ]
¢ N

NO,

Abbildung 40 Aus HMBC-Korrelationen abgeleitete Strukturfragmente von N-(3,5-
Dinitro-4-hydroxy-phenylethyl)acetamid (52).
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2,6-Dinitro-4-(2’-nitroethenyl)phenol

Das ESI-Massenspektrum von 53 zeigte ein lon bei m/z = 254 [M-H], was auf das Vorhan-
densein einer ungeraden Zahl an Stickstoffatomen im Molekiil hinwies. Mittels Hochauf-
16sung wurde die Summenformel CgHsN3O7 bestimmt. Im 1H—NMR—Spektmrn waren ein
Singulett bei 6 = 8.24, das aufgrund der Integralhdhe zwei aromatischen Protonen zuge-
schrieben wurde, sowie zwei Dubletts bei & = 7.99 und 7.76 zu erkennen. Letztere konnten
aufgrund ihrer chemischen Verschiebung und der zugehdrigen Kopplungskonstante
(J=13.5Hz) einer trans-stindigen Doppelbindung zugeordnet werden. Die spektros-
kopischen Befunde fiihrten im Vergleich mit den von Verbindung 47 erhaltenen zu dem
Ergebnis, dass es sich bei 53 um 2,6-Dinitro-4-(2’-nitroethenyl)phenol (53) handeln
musste. Aufgrund der geringen Substanzmengen konnten keine zusétzlichen 2D-NMR-
Experimente durchgefiihrt werden. Ebenfalls stellt 53 eine bislang nicht bekannte Verbin-
dung dar.

6.2.5 Pyriculamid

Der gelbe Feststoff 55 fiel im Diinnschichtchromatogramm durch seine Eigenfarbe, UV-
Loschung bei 254 nm. Die Substanz 55 wurde in einer Ausbeute von 0.3 mg/l aus dem

Stamm T436 isoliert.

Das 'H-NMR-Spektrum von 55 zeigte im Aromatenbereich identische Signale wie die
bereits beschriebenen 4-Hydroxy-3-nitrophenyl-Derivate. Im aliphatischen Bereich traten
zahlreiche zusitzliche Resonanzen auf, die denen des Diketopiperazins Cyclo(tyrosyl-
prolyl) (54) sehr dhnelten. Das ESI-Massenspektrum zeigte eine Molmasse von 305 an. Im
PBC-NMR-Spektrum waren 14 C-Atome zu erkennen, von denen zwei (8= 168.2 und
164.5) Ester- bzw. Amidgruppen zugeordnet werden konnten. Eine Suche in AntiBase®
mit den so erhaltenen Informationen fiihrte zu Pyriculamid (55). Ein Vergleich der NMR-
Daten mit Literaturwerten bestétigte die Zuordnung. Das nitrierte Cyclo(tyrosylprolyl) 55

wurde erstmals aus Pyricularia oryzae isoliert.”
@)
N 54:R=H
HN 55: R=NO;
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6.2.6  7-Hydroxy-3-(4-hydroxy-3-nitrophenyl)-4H-1-benzopyran-4-on (3’-Nitro-

daidzein)

-

Abbildung 41 lH-NMR-Spektrum (600 MHz, [Dg]DMSO) von 7-Hydroxy-3-(4-hydroxy-

3-nitrophenyl)-4H-1-benzopyran-4-on (56).

Die UV-l6schende Verbindung 56 konnte in einer Ausbeute von 0.06 mg/l in Form eines
gelben Feststoffs isoliert werden. Sie zeigte im ESI-Massenspektrum ein lon bei m/z =298
[M-H]. Im "H-NMR-Spektrum waren sieben aromatische Protonen bei &= 8.45, 8.15,
7.97,7.71, 7.12, 6.94 und 6.88 zu erkennen, von denen die letzten sechs anhand des Auf-
spaltungsmuster sowie der Kopplungskonstante zwei 1,2,4-trisubstituierten aromatischen
Systemen zugeordnet werden konnten. Dem “C-NMR-Spektrum konnte das Vorliegen
von fiinfzehn Kohlenstoffatomen entnommen werden, unter denen sich eine Carbonyl-
gruppe (0 =174.3) befand. Durch hochauflosende Massenspektrometrie konnte die
Summenformel zu C;sH9oNOg bestimmt werden. Anhand von 2D-NMR-Experimenten
konnte ein Strukturvorschlag fiir 56 abgeleitet werden, demzufolge es sich um 7-Hydroxy-
3-(4-hydroxy-3-nitrophenyl)-4H-1-benzopyran-4-on (56) handeln musste. Durch Vergleich
der NMR-spektroskopischen Daten mit Literaturwerten konnte die Zuordnung bestétigt

werden.

Verbindung 56 wurde bereits 1997 aus dem gentechnisch verdnderten Stamm Streptomyces

sp. K3 isoliert.”®
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Abbildung 42 Aus HMBC-Korrelationen abgeleitete Strukturfragmente von 7-Hydroxy-
3-(4-hydroxy-3-nitrophenyl)-4H-1-benzopyran-4-on (56) .

HO

6.2.7 5,7-Dihydroxy-3-(3,5-dinitro-4-hydroxy-phenyl)-4H-1-benzopyran-4-on

(3’,5’-Dinitro-genistein)

Der orangefarbene, bei 254 nm gelb fluoreszierende Feststoff 57 war in allen géngigen

Losungsmitteln mit Ausnahme von Dimethylsulfoxid schwer 16slich.

Verbindung 57 wies im APCI-Massenspektrun ein Ion bei m/z =359 [M-H] auf, aus dem
mittels Hochauflosung die Summenformel C;sHsN,Oy erhalten wurde. Im 1H-NMR-Spek-
trum waren Signale fiir eine OH- bzw. NH-Gruppe bei & = 12.78 sowie fiinf Methingrup-
pen bei 6 =8.27, 8.03 (2H), 6.12 und 6.00 erkennbar. Die beiden letztgenannten wurden
aufgrund ihrer chemischen Verschiebung und der zugehdrigen Kopplungskonstante meta-
stindigen aromatischen Protonen zugeordnet. Das Singulett bei 6 = 8.03 integrierte fiir
zweil Protonen, was dafiir sprach, dass ein symmetrisch substituierter Phenylring vorlag.
Dementsprechend wurden im “C-NMR-Spektrum, das aus insgesamt dreizehn Resonan-
zen bestand, zwei Signale mit doppelter Intensitit beobachtet. Mit Hilfe von 2D-NMR-
Spektren konnten die abgeleiteten Strukturfragmente verkniipft und die Substanz als 5,7-
Dihydroxy-3-(3,5-dinitro-4-hydroxy-phenyl)-4H-1-benzopyran-4-on ~ (57) identifiziert

werden.
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Verbindung 57 wurde erstmals 1999 aus dem genetisch verdnderten Amikacin-Produzen-

ten Streptomyces sp. K3 isoliert. ”’

| !
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Abbildung 43 1H—NMR—Spektmm (600 MHz, [Dg]DMSO) von 57.

57
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6.2.8  Nitro-/Vg-acetyltryptamine
2-Nitro-/Vg-acetyltryptamin

Die Substanz 58 fiel im Diinnschichtchromatogramm durch ihre gelbe Eigenfarbe und UV-
Loschung bei 254 nm auf, zeigte jedoch keine Farbreaktion beim Besprithen mit

Anisaldehyd.

Im ESI-Massenspektrum war ein Ion bei m/z =270 [M+Na]" zu erkennen, welches auf
eine ungerade Anzahl an Stickstoffatomen in der Verbindung hinwies. Eine HRESI-MS-
Messung fithrte zur Summenformel C;;H;3N30;. Anhand des IR-Spektrums konnte
weiterhin auf die Anwesenheit einer Nitrogruppe geschlossen werden. Das 'H-NMR-
Spektrum zeigte im aromatischen Bereich Signale hoherer Ordnung bei 6 = 7.74, 7.41 (2H)
und 7.18. Ferner konnte neben vier aliphatischen Protonen bei 8 =3.51 und 3.37, welche
Methylengruppen zugeschrieben wurden, das Signal einer Acetylgruppierung bei 6 = 1.78
detektiert werden. Im '*C-NMR-Spektrum waren zwdlf Resonanzen erkennbar, unter
denen sich die eines Carbonylkohlenstoffatoms bei 6 = 173.4 befand. Somit war die An-
wesenheit einer Ester- oder Amidgruppe im Molekiil gesichert. Das komplexe Aufspal-
tungsmuster der aromatischen Protonen im 'H-NMR-Spektrum erschwerte die Zuordnung
der Position der Nitrogruppe. Die Strukturaufkldrung gelang schlieBlich mit Hilfe eines
HMBC-Korrelationsspektrums und fithrte zu 2-Nitro-Ng-acetyltryptamin (58). Das
Indolderivat 58 war bisher weder als Naturstoff noch als Syntheseprodukt bekannt.

Abbildung 45 Aus HMBC-Korrelationen abgeleitete Strukturfragmente von 2-Nitro-Ng-
acetyltryptamin (58).

8 H
3a N 1"
> O
7 H NO,

58
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6-Nitro-/Vg-acetyltryptamin

Der gelbe Feststoff 59 zeigte im Diinnschichtchromatogramm UV-Loschung bei 254 nm.
Im ESI-Massenspektrum war ein Ion bei m/z =270 [M+Na]" zu erkennen, was auf das
Vorliegen einer zu 58 isomeren Verbindung hinwies. Das '"H-NMR-Spektrum zeigte im
aromatischen Bereich Signale bei 6 =8.31, 7.92, 7.68 und 7.46, welche einem disubsti-
tuierten Indolgeriist zugeordnet werden konnten. Weiterhin waren Signale fiir zwei Me-
thylengruppen bei & = 3.46 und 2.97 sowie fiir eine Acetylgruppe bei 6 = 1.90 erkennbar.
Aus diesen Griinden wurde vermutet, dass es sich bei Verbindung 59 um ein Ng-Acetyl-
tryptamin-Derivat handelte. Aufspaltungsmuster und chemische Verschiebungen im aro-
matischen Bereich deuteten auf eine Substitution in Position sechs des Indolgertistes hin.
Ein Vergleich der spektroskopischen Daten mit denjenigen von 58 fiihrte zu 6-Nitro-Ng-
acetyltryptamin (59). Diese Verbindung war bisher weder als Naturstoff noch als Synthe-
seprodukt bekannt.

3a 11
5 | T

7-Nitro-/Ng-acetyltryptamin

Der gelbe Feststoff 60 wies identisches Verhalten im Diinnschichtchromatogramm auf und
zeigte im ESI-Massenspektrum dasselbe Quasimolekiilion wie die Verbindungen 58 und
59. Im 'H-NMR-Spektrum waren neben aromatischen Signalen bei & =7.78, 7.71, 7.38
und 7.20 zusitzliche Resonanzen fiir zwei Methylengruppen bei & = 3.34 und 3.04 sowie
fiir eine Acetylgruppe bei 6 = 1.89 erkennbar. Aufspaltungsmuster und chemische Ver-
schiebungen der aromatischen Signale legten das Vorliegen eines an Position sieben subs-
tituierten Indolgeriistes nahe. Es musste sich bei 60 somit um in der Literatur bisher nicht

beschriebenes 7-Nitro-Ng-acetyltryptamin (60) handeln.

H
3a 2 N 1
5 | \n/
O
2
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NO,

60
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6.2.9  Salegentipyrrol A

Die sich mit Anisaldehyd in der Warme orange anfirbende Verbindung 61 16schte UV-
Licht der Wellenldnge 254 nm, war im Gegensatz zu den bisher aus diesem Stamm iso-
lierten Verbindungen jedoch farblos. Die Substanz 61 konnte lediglich in einer geringen

Ausbeute von 0.02 mg/1 isoliert werden.

o

T
2.5 ppm
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Abbildung 46 'H-NMR-Spektrum (600 MHz) von Salegentipyrrol A (61) in CDCls.

Mit Hilfe des ?C-NMR-Spektrums und einer HRESI-MS-Messung wurde 61 die Summen-
formel Ci,H;3N303 (M =247 g/mol) zugewiesen. Dem 1H-NMR-Spektrum waren Signale
fiir eine Acetylgruppe (6 =2.06), zwei diastereotope Methylengruppen (8 =3.84, 3.40,
3.01 und 2.81), eine Methingruppe (8 =6.23), vier benachbarte aromatische Protonen
(6=17.42, 7.24, 6.84 und 6.66) sowie ein durch D,O austauschbares Proton (6 = 5.34) zu
entnehmen. Das "C-NMR-Spektrum zeigte die Existenz einer Amid- oder Estergruppe
(8=170.1) an. Mit Hilfe eines 'H,'H-COSY-Experimentes konnten die in Abbildung 47
gezeigten Strukturelemente abgeleitet werden. Mittels eines HMBC-Experiments gelang

die Verkniipfung der erhaltenen Fragmente.
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Abbildung 47 'H,'H-COSY-Fragmente von Salegentipyrrol A (61).

Abbildung 48 Aus HMBC-Korrelationen abgeleitete Strukturfragmente von Salegenti-

pyrrol A (61).
O,N HO,
N \f N H \f
H H
61 62

Verbindung 61 wurde als 1-Acetyl-1,2,3,3a,8,8a-hexahydropyrrolo[2,3-b]-3a-nitro-indol
(61) identifiziert und Salegentipyrrol A genannt. Die dieser bislang nicht beschriebenen
Substanz strukturell nah verwandte Verbindung 62 wurde bereits aus einem Stamm der
Spezies Streptomyces staurosporeus isoliert, der als Produzent des Proteinkinase-C-
Hemmstoffes Staurosporin (63) bekannt ist.*® Die Produktion von 62 wurde durch
Zufiitterung von Tryptamin-hydrochlorid angeregt,"' woraus sich ein plausibler
Biosyntheseweg fiir die Bildung von 61 ausgehend von Np-Acetyltryptamin ableiten lésst
(siche Abbildung 49).
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Abbildung 49 Hypothetische Biosynthese von 61.

6.2.10 Salegentipyrrol B

Im Diinnschichtchromatogramm zeigte der gelbe Feststoff 64 identisches UV- und An-

farbeverhalten wie 61.

Das 'H-NMR-Spektrum zeigte groBe Ahnlichkeit zu demjenigen von Verbindung 61, es
fehlte jedoch das Signal eines Protons im Aromatenbereich. Anhand des Kopplungsmus-
ters konnte auf das Vorliegen eines 1,2,3-trisubstituierten Phenylrings geschlossen werden.
Hochauflosende ESI-Massenspektrometrie fiihrte zur Summenformel C;,H;,N4Os, welche
im Vergleich mit 61 auf den Austausch eines Protons durch eine Nitrogruppe hindeutete.
Aufgrund der geringen Substanzmengen konnten keine weiterfithrenden 2D-NMR-Expe-
rimente durchgefiihrt werden. Aus den vorhandenen spektroskopischen Daten konnte
jedoch ein Strukturvorschlag fiir Verbindung 64 abgeleitet werden, demzufolge es sich um
1-Acetyl-1,2,3,3a,8,8a-hexahydropyrrolo[2,3-b]-3a,7-dinitro-indol (64) handelte. Substanz

64 war weder als Naturstoff noch als Syntheseprodukt in der Literatur zu finden.
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6.2.11 4,5-Dinitro-3-methoxy-phenol

Die bei 254 nm UV-l6schende, orangefarbene Verbindung 65 zeigte im APCI-Massen-
spektrum ein lon bei m/z =213 [M-H], aus dem per Hochauflosung die Zusammensetzung
C7HgN,Og ermittelt wurde. Dem 1H-NMR-Spektrum waren zwei Signale bei 6 = 8.59 und
7.55 zu entnehmen, die anhand ihrer charakteristischen Kopplungskonstante einem 1,2,3,5-
tetrasubstituierten Benzolring zuzuordnen waren. Weiterhin war ein Signal bei & = 3.87
sichtbar, das einer Methoxygruppe zugeschrieben werden konnte. Im IR-Spektrum waren
Absorptionsbanden fiir Phenyl- und Nitrogruppen sichtbar. Mittels 2D-NMR-Spektrosko-
pie konnte die Position der Substituenten am Aromatenring festgelegt werden. Bei Verbin-
dung 65 handelte es sich demzufolge um 4,5-Dinitro-3-methoxy-phenol (65), eine Subs-
tanz, die bisher nicht als Naturstoff oder Syntheseprodukt bekannt war.

OH
1

6.2.12 4,6-Dinitro-2-methoxy-phenol

Das 'H-NMR-Spektrum der orangen, UV-Licht bei 254 nm 16schenden Substanz zeigte die
gleiche Signalaufspaltung, jedoch unterschiedliche chemische Verschiebungen wie Verbin-
dung 65. Dementsprechend konnte im *C-NMR-Spektrum dieselbe Zahl an Kohlenstoff-
atomen detektiert werden. Das El-Massenspektrum bestdtigte ebenfalls die Vermutung,
dass es sich um Isomere handelte. Nachdem die Positionen der Substituenten mit Hilfe von

2D-NMR-Spektroskopie bestimmt worden waren, konnte 66 als 4,6-Dinitro-2-methoxy-
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phenol (66) identifiziert werden. Die Struktur konnte zusétzlich durch Vergleich der spek-
troskopischen Daten mit synthetisch hergestelltem 66 abgesichert werden. Verbindung 66

ist auch unter dem Namen 4,6-Dinitroguaiacol (66) bekannt.

66

4,6-Dinitroguaiacol (66)** und 3,5-Dinitroguaiacol® sind als Stoffwechselprodukte der
roten Alge Marginisporum aberrans bekannt und zeigen antimikrobielle Aktivitit gegen B.
subtilis. Auflerdem konnte 4,6-Dinitroguaiacol (66) bereits aus getrockneten Chilibohnen

. . . 84
Capsicum annuum isoliert werden.

6.2.13 Sonstige Metaboliten

2,6-Dimethoxy-1,4-benzochinon

67

Das EI-Massenspektrum des orangefarbenen, bei 254 nm UV-loschenden Feststoffs 67
zeigte das Ton hdchster Masse bei m/z = 168. Im 'H-NMR-Spektrum waren lediglich zwei
Singuletts bei & = 5.84 und 3.80 detektierbar. Das *C-NMR-Spektrum zeigte fiinf Signale,
von denen zwei (6 = 186.6 und 176.7) Carbonylgruppen zugeordnet werden konnten, wih-
rend die tibrigen durch ungewdhnlich hohe Signalintensititen auffielen. Diese Informa-
tionen legten die Vermutung nahe, dass es sich um ein symmetrisches, aus acht Kohlen-
stoffatomen bestehendes Chinongeriist handelte. DemgemiB konnten die Signale des 'H-
NMR-Spektrums zwei aromatischen Methingruppen sowie zwei Methoxygruppen zuge-
ordnet werden. Eine Suche in AntiBase® lieferte 2,6-Dimethoxy-1,4-benzochinon (67) als
einzigen Strukturvorschlag. Verbindung 67 ist als Pflanzenmetabolit bekannt und zeigt

antitumorale Aktivitit,®
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3-Indolyl-ethyl-methylether

5 3'a \

68

Die farblose, UV-Licht bei 254 nm l6schende und sich mit Anisaldehyd in der Wirme
violett anfirbende Verbindung 68 zeigte im 'H-NMR-Spektrum die fiir Indolderivate ty-
pischen Resonanzen im Aromatenbereich. Zusdtzlich waren Signale einer Methoxygruppe
bei 6 =3.37 sowie zweier Methylengruppen bei & =3.66 und 2.99 erkennbar. Letztere
konnten einer Ethandiylgruppe zugeordnet werden, die sich aufgrund der chemischen
Verschiebungen zwischen dem Indolgeriist und einem Heteroatom befinden musste. Im
IR-Spektrum zeigte 68 eine Absortionsbande bei 1107 cm™, welche charakteristisch fiir
das Vorliegen einer Ethergruppierung ist. In Kombination mit der per ESI-Hochauflosung
bestimmten Summenformel von C;;H;3NO konnte die Verbindung als 3-Indolyl-ethyl-

methylether (68) identifiziert werden, das bislang nur als Syntheseprodukt bekannt ist.®

Thymin

Verbindung 69 zeigte im EI-Massenspektrum das fiir Thymin (69) charakteristische Frag-
mentierungsmuster. Die im 'H-NMR-Spektrum sichtbaren Signale bestitigten diese Zuord-

nung.

Zusétzlich konnten Uracil (35) bzw. p-Hydroxybenzoesdure (36) aus Stamm T436 isoliert

werden.
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6.2.14 Isolierte Nitrophenole

Tabelle 7 Eine Ubersicht von isolierten Nitroverbindungen aus dem Stamm T436.

R~Wert R
Isolierte Nitroverbindungen (CH,C1/MeOH N
9:1) [min]
HOONOZ 40 0.60 12.1
41: R = COOH 0.25 11.9
42: R = CH,COOH 0.39 11.3
O,N R 43: R = CH,CH,COOH 0.82 11.4
HO 45: R = CH,CH,0H 0.59 13.2
46: R = CH,CH,NHAc 0.51 11.1
47: R = CHCHNO, 0.83 13.7
48: R = CH,COOCH; 0.36 12.8
O,N R 49: R = CH,CH,COOH 0.16 11.9
50: R = CH,CH,ClI 0.44 15.6
HO T 51: R = CH,CHCICOOCH; 0.41 17.0
2 52: R = CH,CH,NHCOCH; 0.19 10.3
53: R = CHCHNO, 0.53
S5 0.45 9.5
56:R;;R,=H 0.59 16.0
57: R1 = OH, Rz = N02 0.21
58 R, =NO,; R, =H;R;=H
59 R1 = H; Rz = NOQ; R3 =H 0.55 12.8
60 R, =H; R, = H; R; =NO,
61:R=H 0.60 12.8
64: R =NO, 0.49
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Rr~Wert R
Isolierte Nitroverbindungen (CH,Cl,/MeOH N
9:1) [min]
OH 65: R; =0CHj;; R, =H
. 1= 3, N2
R R1 R3:H,R4:N02 0-51 14.1
R3 R2 66: R1 = H, Rz = OCH3
Ry=NOy R, = H 0.50 14.1
NO,

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Nitroverbindungen charakteristische chromatogra-
phische und spektroskopische Eigenschaften aufweisen. Die gelben bzw. orangefarbenen
Mono- bzw. Dinitrobenzol-Derivate zeigten im Diinnschichtchromatogramm weder beim
Bespriithen mit Anisaldehyd noch mit Ehrlichs Reagenz eine Farbreaktion. Erst ein spe-
zielles Reagenz fiir Nitroverbindungen farbt die entsprechenden Zonen an: Mittels
Zinn(Il)-chlorid-Lésung wurde zundchst die Nitro- zur Aminogruppe reduziert. Diese
reagierte anschlieBend mit 4-Dimethylaminobenzaldehyd unter Ausbildung einer Schiff-
schen Base, welche sich durch intensive Gelb- bzw. Orangefarbung zu erkennen gibt. Im
IR-Spektrum zeigen Nitrogruppen typische Absorptionsbanden bei Wellenldngen von
1510 — 1570 und 1320 — 1350 cm™. Das unterschiedliche UV-Verhalten von Mono- und
Dinitrophenolen kann direkt im Diinnschichtchromatogramm oder mittels eines UV-
Spektrometers nachgewiesen werden. Erstere 16schen im Chromatogramm UV-Licht bei
254 nm und zeigen ein Absorptionsmaximum bei ~ 350 nm (siche Abbildung 50). Im
Gegensatz hierzu weisen Dinitrophenole im Chromatogramm bei 254 nm gelbe Fluores-
zenz sowie im UV-Spektrum eine langwellige Absorption bei ~ 430 nm auf. Eine weitere
Besonderheit, die bei der spektroskopischen Betrachtungen von Nitroverbindungen be-
achtet werden muss, ist, dass quartére aromatische Kohlenstoffatome, die mit Nitrogruppen
verkniipft sind, nur bei langen Messzeiten in '*C-NMR-Experimenten detektiert werden

konnen.
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Abbildung 50 UV-Spektrum (MeOH) eines Mononitrobenzol-Derivats (42) im Vergleich

mit dem eines zweifach nitrierten Phenols (48).

Bei den bisher durchgefiihrten Biosyntheseuntersuchungen wurde festgestellt, dass die
meisten Nitrogruppen durch Oxidation von Aminogruppen entstehen. So konnte mittels
Fiitterungsexperimenten nachgewiesen werden, dass p-Aminophenylalanin (70) sowohl der
Vorldufer des p-Nitrophenylserinol-Teils von Chloramphenicol (71)*” als auch der Nitro-

phenyl-Einheit von Aureothin (72) ist.*®

H,N 0

HN  OH

71
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Bei Biosynthese-Studien an Pyrrolnitrin (73), welches ausgehend von Tryptophan gebildet
wird, konnte gezeigt werden, dass das urspriingliche Indolstickstoffatom N-1 in die ent-
sprechende Aminogruppe umgewandelt wird, welche dann direkt zur Nitrofunktion oxi-
diert wird.** Van Pee ef al. stellten zu einem spiteren Zeitpunkt fest, dass das Enzym

Chlorperoxidase den letzten Schritt katalysiert.”

(0]
OH Cl
\ NH2 o o | |
N NH, H
Cl
Tryptophan
Cl
|
NO, N
Cl
73

Ein anderer, weitaus seltener beschrittener Biosyntheseweg zur Bildung einer Nitrogruppe
ist die direkte Nitrierung. Das einzige bislang beschriebene Beispiel hierfiir ist die Verbin-
dung Dioxapyrrolomycin (74), welche in der Arbeitsgruppe von CARTER untersucht
wurde.”’ Durch '""N-NMR-Experimente und Massenspektrometrie konnte nachgewiesen
werden, dass die Nitrogruppe von Dioxapyrrolomycin (74) das gleiche Verhiltnis von

PN:MN sowie *0:'°0 wie zugefiittertes K'°N'*0; aufwies.

Cl Cl
cl c.  NO,
/ \ H — / \ H
0 © 0 ©
74

Nicht ginzlich auszuschlieBend ist ferner die Moglichkeit, dass sich Nitrogruppen durch
Oxidation von Nitrosofunktionen wihrend des Aufarbeitungsprozesses bilden. Es konnten
bereits mehrfach Nitrosoverbindungen aus natiirlichen Quellen isoliert werden. Ein Bei-
spiel hierfiir ist 4-Hydroxy-3-nitrosobenzoesiure (75), welche von LI ef al. aus Streptomy-

.. . 92
ces murayamaensis isoliert wurde.
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COOH COOH
Ox.
—_—
NO NO,
OH OH
75 41

Um einen tieferen Einblick in die Biosynthese der Nitrogruppen zu erhalten, konnen
Einbaustudien mit K'°N'®0; durchgefiihrt werden. Eine mégliche Biogenese, welche iiber
die Oxidation einer Amino- bzw. Nitrosogruppe verlduft, konnte durch die gezielte Suche

nach entsprechenden Vorldufern in Rohextrakten von Stamm T436 nachgewiesen werden.

6.2.15 ESI-Fragmentierung der aromatischen Nitroverbindungen

Im Zusammenhang mit der in Kapitel 5 beschriebenen Aufkldrung von ESI-Fragmentie-
rungswegen wurden auch die MS/MS-Spektren der isolierten aromatischen Nitroverbin-
dungen ndher untersucht. Die leicht ionisierbare Nitrogruppe fiihrte dazu, dass die
entsprechenden Substanzen meist nur im negativen Modus sichtbar waren. Um die rasche
Erkennung weiterer aromatischer Nitroverbindungen zu ermoglichen, wurde eine
Datenbank mit den erhaltenen MS/MS-Spektren erstellt und die dabei auftretenden
charakteristischen Fragmente identifiziert. Die hier gewonnenen Erkenntnisse konnen bei

der Strukturzuordnung neuer Nitroverbindungen eingesetzt werden.

Bei phenolischen, am Aromaten einfach nitrierten Carbonsduren konnte im negativen
Modus hiufig die Abspaltung von Kohlendioxid sowie eines 30 Da grofSen Fragments

beobachtet werden.

0]

02N 'C02 -NO
OH — 138[M-H-CO,]’ —— 108 [M-H-CO,-NO]
(-44) (-30)

HO
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- CO, 152 [M-H-CO,]- -NO
O,N OH 4{; m
:©/\”/ o " 122 [M-H-CO,-NOJ
o) \ 2
HO (-30) 166 [M-H-NOJ- %

“H,0 | (-18)
196 [M-H]-

104 [M-H-CO,-NO-H,0T

Die Differenz von 30 Masseneinheiten kann durch die Reduktion der aromatischen Nitro-
zur Aminofunktion erkldrt werden. Dieses Phdnomen wurde bereits Anfang der achtziger
Jahre bei auf chemischer lonisation (CI) beruhenden MS-Experimenten untersucht.”>**%>
Zusitzlich wurde bei APCl-basierten Studien in Abhédngigkeit vom verwendeten Losungs-
mittel das um 30 Da leichtere Fragment im positiven Modus detektiert.”® Eine andere
Begriindung, die das Auftreten dieses Spaltprodukts erklért, geht von einer NO-Eliminie-
rung aus, welche bereits aus EI-Experimenten bekannt ist.”” Diese Theorie wird dadurch

gestlitzt, dass in den Full-scan-Spektren keine [M-H-30]-Ionen detektiert werden konnten,

diese vielmehr erst nach dem Fragmentierungsprozess auftraten.

)
O,N -CO,

-H,0
OH — = 166 [M-H-CO,|7 —— 148 [M-H-CO,-H,O]
(-44) (-18)

HO 'HNO, | (-47)
210 [M-HJ"

119 [M-H-CO,-HNO, |

181 [M-H-CH,CO]-

- CH,CO -NO
7(-42') m

H
O,N N
\n/ -NO - CH,CO
—— 193 [M-H-NO]- ——= 151 [M-H-CH,CO-NOJ
HO o (-30) (-42)

47 NO: _CH,NH |(-29)
223 [M-HJ"

176 [M-H-HNO, |
122 [M-H-CH,CO-NO-COH,NH]-

In mehreren Fillen konnte ein Massenverlust von 47 Einheiten detektiert werden, was auf

die Abspaltung eines Molekiils HNO, hindeutete.

Im Falle der bisher untersuchten phenolischen Dinitroverbindungen kam es zu dhnlichen

Fragmentierungsmustern wie bei einfach nitrierten Substanzen.



Untersuchung ausgewaihlter Stimme aus arktischen und antarktischen Habitaten 93

Verfiigt das vorliegende Nitrophenolderivat iiber eine leicht abspaltbare Gruppe wie z. B.
Chlor, wurde diese zuerst (hier in Form von Chlorwasserstoff) abgespalten. Anschlieend

erfolgte die Eliminierung von NO.

-NO
:Q/\/ —> 209 [M-H-HCI]- —— 179 [M-H-HCI-NOJ-
(-36) (-30)

Liegt hingegen unsubstituiertes Nitrophenol vor, kommt es lediglich zur Abspaltung von

Stickstoffmonoxid.

OH
-NO
—————= 108 [M-H-NOJ-
(-30)
NO,
138 [M-HJ-

Im positiven Modus konnten nur solche Nitroverbindungen detektiert werden, welche tliber
eine leicht ionisierbare funktionelle Gruppe verfiigen. In diesen Féllen konnte stets die
Eliminierung eines 46 D schweren Fragments beobachtet werden, wobei es sich vermutlich

um Stickstoffdioxid handelt.

H
N
-NO, - CH,CONH,
O —— 202 [M+H-NO,] ———= 143 [M+H-NO,-CH,;CONH, ]
N (-46) (-59)
H
NO,
248 [M+H]*
H
O,N N - CH,CO - NH,
—— 183 [M+H-CH,CO]" —— = 166 [M+H-CH ,CO-NH, ]
') (-42) (-17)
HO -NO, | (-46)
225 [M+H]*

143 [M+H-CH,CO-NH,-NO, |
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6.3 Actinomyces sp. T426

Der Stamm T426 wurde aus litoralem Sediment in Feuerland isoliert. Beim biologischen
Screening des Rohextraktes gegen verschiedene Organismen konnte eine cytotoxische

Aktivitdt gegen verschiedene Zelllinien gefunden werden.

6.3.1 Tryptophol und p-Hydroxybenzoesauremethylester

Im EI-Massenspektrum zeigte die farblose Fliissigkeit 76 das Ion hochster Masse bei
m/z=161. Anhand der typischen chemischen Verschiebungen sowie Signalaufspaltungen
im 1H-NMR—Spektrum bei 6 =7.62, 7.37, 7.20, 7.12 und 7.08 konnte auf Indol als Grund-
struktur geschlossen werden. Im Diinnschichtchromatogramm zeigte 76 eine violette Farb-
reaktion beim Besprithen mit Ehrlichs Reagenz in der Wiarme, was das Vorliegen eines
Indolderivats zusitzlich bestétigte. Weiterhin waren Signale im aliphatischen Bereich bei
0=3.90 und 3.03 zu erkennen, die einer an ein Heteroatom gebundenen Ethylengruppe
zugeordnet werden konnten. Eine Suche in Antibase®® mit der ermittelten Molmasse sowie
den aus der NMR-Spektroskopie erhaltenen Strukturfragmenten ergab, dass es sich bei 76
um Tryptophol (76) handeln musste.

3a OH

6 H OH
76 77
Das EI-MS-Spektrum des weilen Feststoffs 77 zeigte das fiir p-Hydroxy-benzoesdureme-
thylester (77) charakteristische Fragmentierungsmuster. Ein Vergleich der 'H-NMR-Spek-
tren von 77 mit demjenigen von p-Hydroxybenzoesiure (36) zeigte eine Ubereinstimmung
der Signale im aromatischen Bereich, wobei Verbindung 77 die zusétzliche Resonanz einer
Methoxygruppe bei 6 = 3.83 aufwies. Somit wurde der sich aus der El-Datenbank NIST
ergebende Strukturvorschlag bestitigt.
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6.4 Actinomyces sp. T421

Der Stamm T421 wurde ebenfalls aus litoralem Sediment in Feuerland isoliert. Im biolo-

gischen Screening zeigte der Rohextrakt cytotoxische Aktivitit gegen einige Zelllinien.
6.4.1 trans-3-Methylthioacrylsiure

Der UV-loschende, farblose Feststoff 78 zeigte im EI-Massenspektrum ein Ion hochster
Masse bei m/z = 118. Im 'H-NMR-Spektrum waren neben einer Methylgruppe bei & = 2.37
zwei weitere Signale bei 6 = 7.88 und 5.66 sichtbar, die im Bereich von Doppelbindungs-
protonen lagen und von denen eines aufgrund seiner chemischen Verschiebung an ein
Heteroatom gebunden sein musste. Nach einer Suche in AntiBase’® sowie einem Vergleich
der spektroskopischen Daten mit Literaturwerten konnte 78 als trans-3-Methylthioacryl-

sdure (78) identifiziert werden.

)
78

Bei systematischen Untersuchungen von SURETTE und VINING™ konnte 1976 erstmals ein
Zusammenhang zwischen der Bildung von 78 und der Konzentration an L-Methionin im
Kulturmedium von Streptomyces lincolnensis festgestellt werden. Fiir die Biosynthese von

78 wird der in Abbildung 51 dargestellte Mechanismus vermutet.

H3C_SV\|/COOH Transaminase Hac_SV\H/COOH
—_—

NH, O
Methionin

l Decarbonylierung

Dehydrierung

59 HCTS > cooH

Abbildung 51 Bildung von 78 aus Methionin nach SURETTE und VINING.”®
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6.4.2 Benzoesiure und Phenylessigsiure

Die Verbindung 79 fiel im Diinnschichtchromatogramm durch UV-Ldschung bei 254 nm
auf, wies jedoch keine Anfarbung beim Besprithen mit Anisaldehyd auf. Durch Auswer-
tung des 'H-NMR-Spektrums sowie des charakteristischen EI-MS-Fragmentierungs-

musters konnte die Substanz rasch als Benzoesdure (79) identifiziert werden.

OH

@)

79 80

Der ebenfalls farblose Feststoff 80 zeigte das gleiche UV- und Anfarbeverhalten wie Ver-
bindung 79. Im EI-Massenspektrum war ein lon hdchster Masse bei m/z = 136 erkennbar.
Die Massendifferenz von Am/z = 14 zwischen den Substanzen 80 und 79 legte die Vermu-
tung nahe, dass 80 iiber eine zusitzliche Methyl- oder Methylengruppe verfiigte. Dieser
Befund konnte im "H-NMR-Spektrum bestitigt werden. Es handelte sich bei der vorlie-
genden Verbindung folglich um in unserem Arbeitskreis bereits hiufig isolierte Phenyl-

essigsdure (80).

6.5 Stamm T846

Der Stamm T846 wurde aus einer Wasserprobe des Humboldt-Stroms vor der chilenischen
Kiiste isoliert. Im Diinnschichtchromatogramm fiel eine ausgeprigte, stark UV-16schende

Zone auf, die sich weder mit Anisaldehyd noch mit Ehrlich-Reagenz anfarbte.

6.5.1  3-Indolylcarbonsiure und 3-Indolylcarbaldehyd

Das farblose, sich mit Anisaldehyd rot sowie mit Ehrlichs Reagenz violett anfirbende Ol
wies UV-Loschung bei 254 nm auf. EI-Massen- und 'H-NMR-Spektrum zeigten identische
Signale wie diejenigen von 33, weswegen die vorliegende Substanz rasch als 3-Indolyl-

carbonséure (33) identifiziert werden konnte.
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R

©\—/|( 33: R = COOH
N 81: R = CHO
H

Die ebenfalls in Form eines farblosen Feststoffs isolierte Verbindung 81 wies gleiches UV-
und Anfirbeverhalten auf wie 33. Das 'H-NMR-Spektrum deutete ebenso auf das
Vorliegen eines Indolgeriists hin, wahrend im EI-Massenspektrum eine um 16 Einheiten
geringere Masse als bei 33 detektiert wurde. Eine Datenbanksuche in NIST wies auf 3-
Indolylcarbaldehyd (81) hin. Ein Vergleich der 'H-NMR-Daten mit dem in unserer
Arbeitsgruppe vorhandenen Spektrum von 81 bestitigte diesen Befund.

6.5.2  3-(Methylthio)propansiure

Der farblose Feststoff 82 zeigte im Diinnschichtchromatogramm UV-Léschung und keine
Anfirbung beim Besprithen mit Anisaldehyd. Das '"H-NMR-Spektrum wies ein mit D,O
austauschbares Signal bei 6 =10.76 auf. Weiterhin fanden sich Resonanzen fiir zwei
benachbarte Methylengruppen bei 6 =2.74 und 2.66 sowie eine fiir Methylgruppe bei
8 =2.11. Mit diesen NMR-Daten wurde eine Datenbanksuche in AntiBase®® durchgefiihrt,
welche 3-(Methylthio)propansdure (82) als Strukturvorschlag lieferte. Die vollstidndige
Ubereinstimmung der spektroskopischen Daten mit in unserer Arbeitsgruppe vorhandenen
Referenzwerten bestitigte diesen Hinweis. Das Auftreten von Verbindung 82, welche ein
biosynthetisches Zwischenprodukt bei der Bildung von 3-(Methylthio)acrylsdure (78)
darstellt, kann als Indiz fiir die Korrektheit des in Abbildung 51 angefiihrten Mechanismus
angefiihrt werden.”® Die S-methylierte Form von 82 (DMSP) ist vor allem als Stoffwech-
selprodukt von Phytoplankton bekannt.” Im Zuge bakteriellen Abbaus wird sie in
Dimethylsulfid (DMS) umgewandelt. DMSP sowie DMS spielen eine wichtige Rolle im
globalen Schwefelkreislauf.'"

3

82
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6.5.3 1,3,5-Triazin

Im Diinnschichtchromatogramm war 83 durch UV-Loschung bei 254 nm detektierbar,
farbte sich jedoch mit keinem der gingigen Spriihreagenzien an. Die Substanz wies eine
sehr hohe Polaritit auf, welche sich im R~Wert von 0.21 im Laufmittelgemisch CH,Cl,/
MeOH 9:1 wiederspiegelte.

Weder EI-, ESI- noch DCI-Massenspektrum zeigten das Auftreten eines Molekiilions an.
Im 'H-NMR-Spektrum war lediglich ein Singulett bei & =8.53 erkennbar. Ebenso fand
sich im "*C-NMR-Spektrum nur eine Resonanz bei & = 170.5. Davon ausgehend wurde
vermutet, dass es sich bei der isolierten Verbindung um 1,3,5-Triazin (83) handelte. Ein
Vergleich der NMR-Daten mit denjenigen von kommerziell erhiltlichem 1,3,5-Triazin
(83) bestitigte die Vermutung. Die niedermolekulare, heterocyclische Verbindung 83 war

bis jetzt lediglich als Syntheseprodukt bekannt.

6.6 Stamm T406

Der aus Pinguinexkrementen isolierte, psychrophile Stamm T406 zeigte bei einer
Temperatur von 4 °C optimales Wachstum. Im Diinnschichtchromatogramm des Rohex-
trakts waren mehrere gelbe bzw. UV-loschende Zonen auffillig, von denen eine nach
Besprithen mit Anisaldehyd eine dunkelviolette Farbreaktion einging. Im biologischen
Screening zeigte der Rohextrakt cytotoxische Aktivitdt gegen Nematoden sowie einige

Zelllinien.

6.6.1  2-(Indol-3-ylmethyl)-indol-3-ylethanol

Verbindung 84 fiel im Diinnschichtchromatogramm durch UV-Loschung bei 254 nm und
Violettfarbung beim Besprithen mit Anisaldehyd auf. In Losung war 84 farblos, wihrend

die Substanz im trockenen Zustand eigentiimlicherweise eine violette Farbe aufwies.
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Abbildung 52 '"H-NMR-Spektrum (600 MHz, CD;0D) von 2-(Indol-3-ylmethyl)-indol-
3-ylethanol (84).

Im DCI-Massenspektrum von 84 war ein Ion bei m/z =291 [M+H]" sichtbar, aus dem sich
durch Hochauflosung die Summenformel C9HsN,O ableiten lie. Das 1H-NMR-Spek-
trum zeigte neun aromatische Signale bei 0 = 7.46, 7.43, 7.31, 7.20, 7.05, 6.97, 6.96, 6.94
und 6.92 sowie Resonanzen fiir drei Methylengruppe bei 6 =4.22, 3.69 und 3.04. Dem
H,H-COSY-Spektrum konnten die in Abbildung 53 dargestellten Korrelationen von acht
aromatischen Protonen sowie zweier Methylengruppen untereinander entnommen werden.
Hieraus ergab sich, dass zwei 1,2-disubstituierte Phenylsysteme sowie eine Ethylengruppe
im Molekiil vorlagen. Aufgrund der chemischen Verschiebung musste letztere an mindes-

tens ein Heteroatom gebunden sein.

V/‘me 7.31‘_\
H H
7.05 ¥ O\
6-2H H > H H
H H H H
6.97 6.92 3.04 3.69
7.20 7.43

Abbildung 53 Mittels H,H-COSY-Korrelationen abgeleitete Strukturfragmente von 2-
(Indol-3-ylmethyl)-indol-3-ylethanol (84).
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Das *C-NMR-Spektrum von 84 zeigte entsprechend der Summenformel neunzehn Sig-
nale. Uber ein HMBC-Experiment (sieche Abbildung 54) konnten die erhaltenen Fragmente
miteinander verkniipft und die Struktur somit aufgekldrt werden. Es handelte sich um in
der Literatur bisher als Naturstoff nicht bekanntes 2-(Indol-3-ylmethyl)-indol-3-ylethanol
(84).

Abbildung 54 Mittels HMBC-Korrelationen abgeleitete Strukturfragmente von 2-(Indol-
3-ylmethyl)-indol-3-ylethanol (84).

R H 84: R = CH,CH,OH
O | | O 85: R = CH,CHOHCOOH
N 86: R = CH,COOH

Die strukturell dhnlich aufgebaute Substanz 85 ist bereits als Metabolit von Malassezia
furfur beschrieben worden, einer Hefe, die die menschliche Haut besiedelt und fiir
seborrhoeische Ekzeme verantwortlich gemacht wird.'”" Der Phenoloxidase-Inhibitor 85
wird zur Behandlung von Hyperpigmentationen sowie bei malignen und semimalignen
Melanozyten angewendet. Bei Verbindung 86, welche 1987 aus dem thermophilen Archae-
bakterium Sulfolobus acidocaldarius isoliert werden konnte, handelt es sich um die oxi-

dierte Form von 84.'%

6.6.2  Ubichinon Q7

Die als gelbes Ol anfallende Substanz 87 war im Diinnschichtchromatogramm (R,= 0.95,
CH,Cl,/MeOH 95:5) durch eine bei 254 nm UV-16schend, sich mit Anisaldehyd in der

Wirme violett anfarbende Zone sichtbar.
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Im 'H-NMR-Spektrum von 87 waren sieben Methingruppen bei 8 =5.10 — 4.91, zwei Me-
thoxygruppen bei & =3.97 und 3.96, dreizehn Methylengruppen bei & =3.16, 2.05 — 1.94
sowie neun Methylgruppen bei 6 =1.99, 1.71, 1.65, 1.56 und 1.55 zu erkennen. Aroma-
tische Protonen konnten hingegen nicht detektiert werden. Das Spektrum wies eine grof3e
Ahnlichkeit zu dem von Ubichinon Q8 (27, siche Kapitel 6.1.5) auf. Anhand der Anzahl
der im "H-NMR-Spektrum sichtbaren Protonen wurde darauf geschlossen, dass es sich um

Ubichinon Q7 (87) handelte.

87

6.6.3  SS-43405e

Verbindung 88 war im Diinnschichtchromatogramm durch die intensive orange Farbe und
UV-Loschung bei 254 nm detektierbar, farbte sich jedoch mit keinem der géngigen Spriih-
reagenzien an. Die Substanz konnte lediglich in einer sehr geringen Ausbeute von

0.02 mg/1 als gelber Feststoff isoliert werden.

Das '"H-NMR-Spektrum von 88 wies ein mit D,O austauschbares Signal bei &= 12.92
sowie Resonanzen von flinf aromatischen (6 = 8.03, 7.80, 7.65, 7.34 und 6.24) und einer
aliphatischen (6 = 2.70) Methingruppe auf. Weiterhin waren Signale fiir eine diastereotope
Methylengruppe bei 6 = 1.95 und 1.76 sowie zwei Methylgruppen bei 6 = 1.41 und 0.96
detektierbar. Im ESI-Massenspektrum zeigte 88 ein Ion bei m/z = 363 [M+H]". Eine Suche
in AntiBase™ und anschlieBender Vergleich der NMR-Daten mit Spektren bekannter Ver-
bindungen fiihrte zur Identifizierung von 88 als SS-43405¢ (88). Es handelt sich hierbei um
einen Vertreter aus der Klasse der Pluramycine, welcher antimikrobielle und antitumorale
Aktivitit besitzt. Letztere ist auf die selektive Ausbildung von DNA-Bindungen zuriick-

.. 103
zufuhren.
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6.6.4 Indolderivate
Tryptophol

Mittels EI-Massen- und 'H-NMR-Spektroskopie konnte das farblose, UV-Licht bei
254 nm 18schende und sich mit Anisaldehyd rot anfirbende Ol rasch als Tryptophol (76,
sieche Kapitel 6.3.1) identifiziert werden.

OH 5 3a o1
Swi e
2 O
N N
H ! H
76 89

2-(3-Indolyl)ethylacetat

Der farblose Feststoff 89 16schte im Diinnschichtchromatogramm UV-Licht bei 254 nm.
Die Verbindung féarbte sich mit Anisaldehyd rot sowie mit Ehrlichs Reagenz charak-

teristisch violett an, was auf das Vorliegen eines Indolderivates hindeutete.

Diese Vermutung wurde durch das '"H-NMR-Spektrum von 89 bestitigt, welches ein fiir
Indolgeriiste typisches Signalmuster aufwies. Zusitzlich waren Signale fiir zwei Methylen-
gruppen bei 6 =4.35 und 3.10 sowie eine Acetylgruppe bei & =2.05 zu erkennen. Erstere
wurden aufgrund ihrer chemischen Verschiebungen und anhand des Aufspaltungsmusters
einer Ethylengruppe zugeordnet, welche an das Indolgeriist gebunden und zusitzlich mit
einem Heteroatom substituiert vorliegen musste. Das EI-Massenspektrum von 89 zeigte
ein lon hochster Masse bei m/z = 203. Mittels dieser Informationen wurde die Verbindung

als 2-(3-Indolyl)ethylacetat (89) identifiziert.
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Substanz 89 wurde erstmal von GLOMBITZA et al. als Metabolit der Hefearten Hansenula

104

anomala und Torulopsis utilis beschrieben. " Zu einem spéteren Zeitpunkt konnte die

Verbindung aus dem Pilz Ceratocystis fagacearum isoliert werden. Als biosynthetischer

Ursprung wurde Tryptophan bzw. Tryptophol nachgewiesen.'®

6.6.5 Cyclo(Dehydroalanyl-Isoleucyl)

Verbindung 90 fiel im Diinnschichtchromatogramm (R,= 0.51, CH,Cl,/MeOH 9:1) durch
UV-Loschung bei 254 nm sowie durch Orangefiarbung beim Besprithen mit Anisaldehyd
sowie Ehrlichs Reagenz auf. Die Substanz konnte in Form eines farblosen Feststoffs iso-

liert werden.

EHNC R ERUE
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Abbildung 55 'H-NMR-Spektrum (600 MHz, [Ds]DMSO) von Cyclo(Dehydroalanyl-
Isoleucyl) (90).

Das 'H-NMR-Spektrum wies zwei verbreiterte, mit D,O austauschbare Signale bei
0=10.47 (1H) und 8.40 (1H) auf, welche auf das Vorliegen von NH- und/oder OH-
Gruppen hindeuteten. Zwei im olefinischen Bereich bei 6 = 5.18 und 4.79 auftretende, fiir
jeweils ein Proton integrierende Singuletts konnten anhand der zugehorigen HSQC-
Korrelationen einer Methylengruppe zugeschrieben werden. Dariiber hinaus konnte die
Resonanz einer Methingruppe bei & = 3.96 detektiert werden, welche aufgrund ihrer che-
mischen Verschiebung mit einem Heteroatom substituiert sein musste. Zusitzlich konnten

Signale fiir eine Methingruppe bei 6 = 1.80, zwei homotope Methylgruppen bei & = 0.86
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sowie eine Methylengruppe bei & = 1.58 detektiert werden. Im *C-NMR-Spektrum waren
insgesamt acht Kohlenstoffatome zu erkennen, wobei Resonanzen bei & = 166.4 und 158.2
auf die Anwesenheit von Carbonylgruppen im Molekiil hindeuteten. Die bei 6 = 134.7 und
98.9 auftretenden Signale konnten Kohlenstoffatomen einer Doppelbindung zugeordnet
werden, welche sich in Konjugation mit einer Carbonylfunktion befinden musste. Da die
massenspektroskopische Untersuchung von 90 keine auswertbaren Daten lieferte, wurde
zur weiteren Strukturzuordnung auf 2D-NMR-Experimente zuriickgegriffen. Deren Aus-
wertung legte nahe, dass ein Diketopiperazin isoliert wurde, welches iiber eine exocy-
clische Doppelbindung verfiigte. Ein Vergleich der NMR-Daten fiihrte zur Verbindung
Cyclo(Dehydroala-Isoleu) (90), welche bereits zuvor in unserer Arbeitsgruppe isoliert

werden konnte.'%

2 11
HN
NH
7 5
O
90

Das Isomer von 90, Cyclo(Dehydroala-Leu) wurde zum ersten Mal aus Kulturen von Peni-
cillium sp. F70614 isoliert und zeigt einen inhibitorischen Effekt gegeniiber a-Glucosida-

sen.'"’

Diese Enzyme katalysieren die Spaltung der a-glycosidischen Bindung im letzten
Schritt des Kohlenhydratabbaus und sind als potenzielle Therapeutika zur Behandlung von

Diabetes mellitus im Gespréch.'®

6.6.6  2-Phenylethanol

Die farblose Fliissigkeit 91 zeigte weder beim Ansprithen mit Anisaldehyd noch mit Ehr-
lichs Reagenz eine Farbreaktion. Die Substanz fiel im Diinnschichtchromatogramm durch

UV-Loschung bei 254 nm auf und konnte in einer Ausbeute von 0.9 mg/I isoliert werden.

Das EI-Massenspektrum von 91 zeigte das Ion hdochster Masse bei m/z=122. Im 'H-
NMR-Spektrum waren charakteristische Signale fiir einen monosubstituierten Benzolring
sowie flir zwei Methylengruppen bei 6 = 3.83 und 2.86 vorhanden. Letztere konnten auf-
grund ihrer chemischen Verschiebung und anhand des Aufspaltungsmusters einer Ethylen-

gruppe zugeordnet werden, welche an das aromatische System gebunden und mit einem
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Heteroatom substituiert vorliegen musste. Anhand der spektroskopischen Daten wurde

darauf geschlossen, dass 2-Phenylethanol (91) isoliert wurde.

o

OH
1
4 6

91

Die farblose, rosenartig riechende Fliissigkeit 91 ist als Bestandteil von Rosen-, Orange-

bliiten-, Neroli-, Geranien- und Nelkenolen bekannt.

6.7 Streptomyces flavogriseus ACT7651

Der Stamm ACT7651 wurde aus litoralem Sediment, welches in der Ndhe von Punta
Arenas (Feuerland) gesammelt wurde, isoliert. Gemdfl der 16S rRNA-Sequenzanalyse
besteht eine 98 %ige Homologie zu Streptomyces flavogriseus, was einer vergleichsweise
grolen Distanz zum nichsten bekannten Verwandten entspricht. Dies konnte auf das

Vorliegen einer neuen Spezies hindeuten.

6.7.1  2’-Desoxyuridin

Der weille Feststoff 92 fiel im Diinnschichtchromatogramm (R,= 0.05, CH,Cl,/MeOH 9:1)
durch UV-Loschung bei 254 nm sowie durch Blaufirbung beim Besprithen mit Anis-
aldehyd auf.

Verbindung 92 zeigte im EI-Massenspektrum das Ion hochster Masse bei m/z = 228. Dem
'H-NMR-Spektrum waren Signale bei 8 =7.97 und 5.69 zu entnehmen, welche benach-
barten Protonen an sp>-hybridisierten Kohlenstoffatomen zugeschrieben werden konnten.
Zusitzlich konnten drei Methingruppen bei 6 = 6.26, 4.37 und 3.92 sowie zwei Methylen-
gruppen bei 6 = 3.74 und 2.22 detektiert werden, die aufgrund ihrer chemischen Verschie-
bungen und anhand des charakteristischen Kopplungsmusters einer Deoxyriboseeinheit
zugeordnet wurden. Durch eine Suche in AntiBase®® und anschlieBenden Vergleich der 'H-

NMR-Daten mit Literaturwerten konnte 92 als 2°-Desoxyuridin (92) identifiziert werden.
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6.7.2  2’-Desoxythymidin

Verbindung 93 fiel im Diinnschichtchromatogramm (R,= 0.07, CH>Cl,/MeOH 9:1) durch
UV-Loschung bei 254 nm sowie durch Blaufdarbung beim Besprithen mit Anisaldehyd auf

und konnte in Form eines weif3en Feststoffs isoliert werden.

Im Vergleich mit 92 fehlten im 'H-NMR-Spektrum von 93 die Signale fiir Methingruppen
bei 6 =7.97 und 5.69, stattdessen traten Resonanzen einer zusitzlichen Methineinheit bei
0 =7.80 sowie einer Methylgruppe bei 6 = 1.86 auf. Das ESI-Massenspektrum zeigte ein
Ton bei m/z = 265 [M+Na]". Anhand dieser Befunde konnte 93 als 2"-Desoxythymidin (93)
identifiziert werden. Ein Vergleich der NMR-Daten aus der Spektrensammlung bestitigte

die Zuordnung.

6.7.3  2’-O-Methyluridin

Die sich im Diinnschichtchromatogramm mit Anisaldehyd nach Erhitzen griin anférbende,
UV-Licht bei 254 nm l16schende Verbindung 94 zeigte im ESI-Massenspektrum ein Ion bei
m/z=1259 [M+H]". Ein Vergleich des 'H-NMR-Spektrums mit demjenigen von Ver-
bindung 92 lieB auf das Vorliegen desselben Uracil-Grundgeriists schlieen, jedoch fehlte
das Signal einer Methylengruppe bei & = 2.22. An deren Stelle traten zwei zusétzliche Re-
sonanzen, die einer Methingruppe (& = 3.87) und einer Methoxygruppe (6 = 3.51) zugeteilt
wurden. Somit konnte 66 als 2'-O-Methyluridin (94) identifiziert werden, was durch eine
Suche mit AntiBase® und Vergleich der NMR-Daten mit Literaturwerten'® bestitigte
wurde. 2’-O-methylierte Ribonucleoside werden bei der ribosomalen RNA-Synthese
eingebaut. Vermutlich dienen sie dazu, benachbarte Phosphodiesterbindungen vor einem

Abbau durch intrazelluldare RNasen zu schiitzen.
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6.7.4 Enterocin

Im Diinnschichtchromatogramm war 95 als bei 254 nm UV-ldschende, sich mit Anisalde-
hyd in der Wirme blau anfirbende Zone erkennbar. Im "H-NMR-Spektrum konnten cha-
rakteristische Signale fiir einen monosubstituierten Phenylring bei 6 = 7.84 (d, 2H), 7.51 (t,
1H) und 7.39 (t, 2H) sowie fiir Protonen eines konjugierten Doppelbindungssystems bei
§=6.30 (d, *J = 2.2 Hz), 5.42 (d, *J = 2.2 Hz) detektiert werden. Zusitzliche waren Reso-
nanzen fiir eine Methoxygruppe bei & = 3.75, vier Methingruppen bei & =4.77, 4.64, 4.61
und 4.42 sowie eine diastereotope Methylengruppe bei 2.53 und 1.84 vorhanden. Das ESI-
Massenspektrum zeigte ein Ion bei m/z = 445 [M+H]". Die Molmasse fiihrte in Kombina-
tion mit den abgeleiteten Strukturfragmente in einer AntiBase-Suche® zur Verbindung
Enterocin (95). Diese Substanz war bereits mehrfach in unserer Arbeitsgruppe isoliert

worden. Ein Vergleich der NMR-Spektren bestitigte die Zuordnung.

6.7.5 5-Desoxyenterocin

Die bei 254 nm UV-loschende Verbindung 96 farbte sich mit Anisaldehyd nicht an. Der
farblose Feststoff zeigte im 'H-NMR-Spektrum identische Signale im Aromaten- und
Doppelbindungsbereich wie Substanz 95. Im Unterschied hierzu fehlte jedoch die Reso-
nanz einer Methingruppe, an deren Stelle Signale einer zusitzlichen diastereotopen Me-
thylengruppe bei 6 =2.83 und 2.71 traten. Die iibrigen Protonen zeichneten sich im Ver-
gleich zu Verbindung 95 durch geringe Unterschiede in ihren chemischen Verschiebungen
aus. Das ESI-Massenspektrum zeigte ein Ion bei m/z = 429 [M+H]", was einer Molmassen-

differenz von 16 bezogen auf 95 entsprach. Dies legte die Vermutung einer fehlenden
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Hydroxygruppe nahe. Eine Suche in AntiBase’® mit diesen Informationen fithrte zu 5-
Desoxyenterocin (96).

Enterocin (95), das auch unter dem Namen Vulgamycin bekannt ist, konnte inklusive
mehrerer Derivate bereits aus dem marinen Actinomyceten Streptomyces marinus,'' "'
aus terrestrischen Streptomyceten sowie aus einer marinen Tunikate isoliert werden.''

Alle Verbindungen zeigen antibakterielle, antifungische sowie herbizide Aktivitit.'"

Die Biosynthese von 95 und 96 verlduft iiber einen PKS II-katalysierten Mechanismus
ausgehend von Benzoyl-SCoA (97). Diese ungewdhnliche Startereinheit wird durch oxida-
tiven Abbau aus Phenylalanin gebildet (siche Abbildung 56).'"* Die dabei als Zwischen-
stufe vorkommende Zimtsaure konnte im Rahmen dieser Arbeit in Form des Séureamids
99 ebenfalls isoliert werden. Verbindung 97 wird iiber sieben Kettenverlangerungsschritte
mit Malonyl-SCoA in das lineare Octaketid 98 iiberfiihrt, aus welchem mittels dreier
enzymkatalysierter Reaktionen unter Beteiligung einer Favorskii-Umlagerung Enterocin
(95) hervorgeht.'"”> Das als Vorstufe auftretende 5-Desoxyenterocin (96) konnte folglich
auch als Sekundirmetabolit des Stammes ACT2298 gefunden werden. Bei dem fiir die
Produktion von 95 verantwortlichen Biosynthesegencluster handelt es sich um das erste bei

marinen Organismen nachgewiesene Beispiel einer Polyketidsynthase vom Typ IL.''*!!
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97 3-Keto-3-phenylpropionyl-CoA (3R)-3-Hydroxy-3-

phenylpropional-CoA

EncABCDL | (x7 Malonyl-CoA)
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Enterocin 5-Deoxyenterocin 3-epi-5-Deoxyenterocin

Abbildung 56 Biosyntheseweg fiir die Bildung von Enterocin und davon abgeleiteten De-

rivaten.''®

EncP: Desaminase Phenylalanin-Ammoniak-Lyase, EncH:
Zimtsdure-CoA-Ligase, Encl: Zimtsdure-CoA-Hydratase, EncJ: 3-Keto-3-
phenylpropionyl-CoA-Thiolase, EncABCD: minimale PKS, EncL: aroma-
tische Akyltransferase, EncM: Oxygenase, EncK: Methyltransferase,

EncQ: Ferredoxin, EncR: Cytochrom-P-450-Hydroxylase.
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6.7.6 trans-Zimtsaureamid

Im Rohextrakt fiel 99 durch UV-Loschung bei 254 nm und hellrote Farbreaktion beim
Bespriihen mit Anisaldehyd sowie Gelbfarbung mit Ehrlichs Reagenz auf.

Im 'H-NMR-Spektrum waren zwei Dubletts bei & =7.57 und 6.74 detektierbar, die auf-
grund ihrer chemischen Verschiebung und der zugehorigen Kopplungskonstante (*J = 15.7
Hz) zu einer trans-stindigen Doppelbindung gehdren mussten. Weiterhin waren Signale
fiir einen monosubstituierten Phenylring zu erkennen. Das EI-Massenspektrum zeigte ein
Ion hochster Masse bei m/z = 146 und das Fragmentierungsmuster fiir Zimtsdureamid (99).

Ein Vergleich der NMR-spektroskopischen Daten bestétigte diesen Befund.

99

6.7.7 Venturicidin A

Die nicht von XAD-16 adsorbierte wéssrige Phase lieferte nach Extraktion mit Essigester
und chromatographischer Trennung farblosen Feststoff. Verbindung 100 fiel im Diinn-
schichtchromatogramm durch schwache UV-Léschung bei 254 nm und intensive dunkel-

blaue Farbung beim Besprithen mit Anisaldehyd und Ehrlichs Reagenz auf.

Die Substanz zeigte im 'H-NMR-Spektrum ein komplexes Signalmuster im Bereich
8 =5.58 — 0.82, wihrend dem *C-NMR-Spektrum die Existenz von 41 Kohlenstoffatomen
im Molekiill entnommen werden konnte. Im ESI-Massenspektrum war ein lon bei
m/z =772 [M+Na]" erkennbar. Diese Informationen deuteten auf das Vorliegen eines Ma-
krolid-Grundgeriists hin. Eine Datenbanksuche in AntiBase® ergab, dass das aus einem
20-gliedrigen Lactonring aufgebaute, mit einem Zucker und einer C,;-Alkyl-Seitenkette
substituierte Antibiotikum Venturicidin A (100) isoliert wurde. Ein Vergleich der NMR-

Daten mit Literaturwerten bestitigte die Zuordnung.'"”
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100

Substanz 100 wurde zum ersten Mal aus Kulturen des Stammes Streptomyces aureofaciens
isoliert."® Bei diesem antifungischen Makrolid handelt es sich ebenso wie bei der struk-

turell nahe verwandten Verbindung X-14952B (106) um ein Glykosid der 3-O-Carbamoyl-

2-desoxy-D-rhamnose.
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7 Untersuchungen ausgewiihlter Stimme aus anderen Habitaten

7.1 Streptomyces sp. GW24/1811

Der nach dreitdgiger Kultivierung erhaltene Rohextrakt des aus Malta stammenden
terrestrischen Stammes Streptomyces sp. GW24/1811 wies im Diinnschichtchromato-
gramm eine Reihe farbloser Zonen auf. Die Isolierung der entsprechenden Reinsubstanzen
gelang aufgrund zu geringer Substanzmengen jedoch nicht. In einem zweiten, sechstétigen
Kultivierungsversuch zeigte der erhaltene Rohextrakt im Diinnschichtchromatogramm
schlieBlich mehrere orange und violette Zonen, welche sich bei Behandlung mit 2 N NaOH
blau bzw. braun verfirbten. Im biologischen Screening zeigte der Rohextrakt hohe

Aktivitaten gegen Chlorella vulgaris, Nematoden sowie Salinenkrebse.

7.1.1 Hopen-B

Die farblose kristalline Verbindung 101 gab sich im Diinnschichtchromatogramm nach
Anfarbung mit Anisaldehyd als blaue Zone zu erkennen. Sie zeigte weder bei 254 nm noch
366 nm UV-Aktivitdt und zeichnete sich durch geringe Polaritit aus, welche sich in einem

R~Wert von 0.98 bei Verwendung von CH,Cl,/MeOH 95:5 als Laufmittel widerspiegelt.

Das 'H-NMR-Spektrum wies starke Signaliiberlappung im aliphatischen Bereich zwischen
0=0.7 bis 1.8 auf. Dariliber hinaus konnten Resonanzen fiir eine Methingruppe bei
0 =2.66 sowie eine Methylengruppe im Doppelbindungsbereich bei 6 =4.76 detektiert
werden. Im APT-NMR-Spektrum wurden 30 Signale angezeigt, die sechs Methylgruppen,
sechs Methingruppen sowie achtzehn Methylen- bzw. quartiren Kohlenstoffatomen zuge-
ordnet werden konnten. Darunter befanden sich Resonanzen eines quartdren Kohlenstoft-
atoms bei & = 148.8 sowie einer Methylengruppierung bei & = 110.1, welche aufgrund ihrer
chemischen Verschiebung sp>-hybridisiert vorliegen mussten. Im EI-Massenspektrum war
das Ton hichster Masse bei m/z = 410 erkennbar. Eine Suche in AntiBase®® lieferte Hopen
B (101) als Strukturvorschlag. Ein Vergleich der spektroskopischen Daten den Literatur-

werten bestitigte die Zuordnung.'*'
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101

Bei den Triterpenen handelt es sich um eine Gruppe von Naturstoffen mit hoher struk-
tureller wie funktioneller Diversitit. Sie sind in die groB3e Klasse der Isoprenoide eingeglie-
dert, wobei ihre Struktur auf einem C;)-Grundgeriist basiert. Von ihnen abgeleitet sind die
tetracyclisch aufgebauten Sterole, welche in fast allen eukaryotischen, jedoch sehr selten in

122
findet man

prokaryotischen Zellen biosynthetisiert werden. Mit Ausnahme der Archae
bei zahlreichen Bakterienarten stattdessen pentacyclische Triterpenoide, die der Hopan-
Reihe zuzuordnen sind.'*'** Diese fiir den Primirmetabolismus bedeutenden Verbindung-
en stabilisieren die Phospholipid-Doppelschichten in den Plasmamembranen. Bei Brady-
rhizobien, einer an Wurzeln von Hiilsenfruchtpflanzen symbiotisch lebenden Bakterien-
art'® besitzen Hopanoide eine zusitzliche Funktion. Hier werden sie zum Aufbau einer
Diffusionsbarriere genutzt, welche den Schutz des oxidationsempfindlichen Nitrogenase-

Komplexes vor Sauerstoff sicherstellt.'*®

7.1.2  Poly(B-hydroxybuttersiure)

Der weiBle polymerartige Feststoff 102 konnte im Diinnschichtchromatogramm weder
durch UV-Licht noch mittels Spriihreagenzien sichtbar gemacht werden. Die Substanz

l6ste sich gut in Dichlormethan sowie Chloroform, nicht jedoch in Methanol und Aceton.

Das '"H-NMR-Spektrum zeigte Signale fiir eine Methylgruppe bei & = 1.24, eine diastereo-
tope Methylengruppe bei & = 2.59 und 2.44 sowie eine Methingruppe bei 6 = 5.23. Letztere
musste aufgrund der chemischen Verschiebung an ein Heteroatom gebunden sein. Im >C-
NMR-Spektrum konnte zusétzlich eine Carbonylgruppe bei 6 = 169.1 detektiert werden.
Ein Vergleich der NMR-Spektren mit denjenigen von Poly(3-hydroxybuttersdure) (102),
eines in unserem Arbeitskreis hdufig isolierten Polymers, fiihrte zur Identifizierung der
Verbindung. Das ESI-Massenspektrum wies keine signifikanten Ionen im Bereich bis
m/z =2000 auf, was auf das Vorliegen langkettiger Poly(3-hydroxybuttersdure)-Molekiile

hindeutete.
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*Mok '

Polyhydroxysduren stellen neben Polyisoprenoiden, Polypeptiden, Polysacchariden und
Polynucleotiden eine weitere Gruppe weit verbreiteter Biopolymere dar. P(3-HB) (102)
wurde erstmals 1925 von Lemoigne beschrieben,'?’ der dieses Polymer zu einem spiteren

128 Polyhydroxysduren werden von

Zeitpunkt aus Bacillus megaterium isolieren konnte.
Mikroorganismen bei Nahrstoffmangel in Gegenwart von Kohlenstoff-Quellen unter Ener-
gieverbrauch gebildet.'” Infolge ihres hohen Molekulargewichts und der damit einherge-
henden Schwerldslichkeit erzeugen Polyhydroxyséduren keinen osmotischen Druck, was zu
ihrer Nutzung als mikrobielle Reservestoffe gefiihrt hat."*° Neben diesen als sPHB (s fiir
»storage®) bezeichneten Biopolymeren wurden in neuerer Zeit Vertreter einer als cPHB (c
fiir ,,channel-forming®) beschriebenen Gruppe gefunden, welche sich durch geringe

Molekulargewichte (MW ~ 1300 Da) auszeichnen. "’

7.1.3 Komodochinon A

Verbindung 103 gab sich im Diinnschichtchromatogramm (R,= 0.42, CH,Cl,/MeOH 95:5)
durch eine orange Eigenfarbe, UV-Loschung bei 254 nm sowie Fluoreszenz bei 366 nm zu

erkennen. Eine Farbreaktion beim Bespriihen mit Anisaldehyd blieb aus.

Das ESI-Massenspektrum von 103 zeigte ein Ion bei m/z =530 [M+H]', was auf eine
ungerade Anzahl von Stickstoffatomen im Molekiil schlieBen lieB. Im 'H-NMR-Spektrum
war ein mit D,O austauschbares Signal 6 = 8.40 erkennbar, welches flir zwei Protonen
integrierte. Weiterhin fanden sich Resonanzen fiir drei aromatische Methingruppen bei
0=7.95, 7.84 und 7.74, sechs weitere Methingruppen bei 6 = 5.78, 4.97, 4.18, 3.98, 3.83
und 3.23, zwei diastereotope Methylengruppen bei 6 = 2.97, 2.57, 2.02 und 1.83 sowie vier
homotope Methylengruppen bei 6 =2.57, 2.58, 1.28 und 1.04. Aufgrund der geringen
Substanzmenge war die Messung eines *C-NMR-Spektrums nicht méglich. Eine Suche in
AntiBase®® mit den beschriebenen Informationen lieferte Komodochinon A (103) als
Strukturvorschlag. Ein Vergleich der NMR-Daten ergab jedoch keine zufriedenstellende
Ubereinstimmung, wobei Unterschiede vor allem im Bereich der chemischen

Verschiebung der Zuckerprotonen lagen. Ein MS"-Experiment zeigte allerdings, dass die
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Summenformel der Zuckerreste identisch war. Dies deutete darauf hin, dass dasselbe
Aglykon- und Zuckergeriist wie bei Verbindung 103 vorlag, diese jedoch an anderer

Position miteinander verkniipft waren.

103

Komodochinon A (103) besteht aus einem Anthracyclin-Geriist, welches mit einem
Aminozucker am D-Ring substituiert ist. Untersuchungen ergaben, dass 103 die

Differenzierung neuronaler Zellen induziert kann.'**

7.1.4 Komodochinon B

Der orange Feststoff 104 wies identisches UV- und Anfdarbeverhalten, jedoch geringere
Polaritit (R,= 0.42, CH,Cl,/MeOH 95:5) als Verbindung 103 auf.

Das ESI-Massenspektrum von 104 zeigte ein Ion bei m/z =379 [M+Na]". Im 'H-NMR-
Spektrum waren drei mit D,O austauschbare Signale bei 6 = 13.40, 12.06 und 5.28 erkenn-
bar. Dariiber hinaus waren Resonanzen fiir drei aromatischen Protonen bei 6 = 7.81, 7.75
und 7.37, die einem 1,2,3-trisubstituierten Phenylring zugeschrieben wurden, eine Methin-
gruppe bei 6 = 4.94, zwei diastereotope Methylengruppen bei 6 = 3.02, 2.53, 2.05 und 1.84
sowie eine Methylgruppe bei &=1.32 detektierbar. Dem "“C-NMR-Spektrum waren
neunzehn Signale zu entnehmen, von denen zwei im Bereich von Carbonylkohlenstoff-
atomen (0= 189.7 und 185.7) lagen. Mit den vorliegenden Daten wurde eine Suche in
AntiBase® durchgefiihrt, welche Komodochinon B (104) als Strukturvorschlag lieferte.
Ein Vergleich der spektroskopischen Daten mit Literaturwerten bestétigte diese

Zuordnung.
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Komodochinon A (103) und dessen Aglykon Komodochinon B (104) konnten erstmals im

Jahr 2003 aus einem marinen Streptomyceten isoliert werden.'*

7.2 Streptomyces sp. GW16/3128

Agarplatten, Mycel und Kulturbrithe des terrestrischen Stammes Streptomyces sp.
GW16/3128 waren tief schwarz gefarbt, nach Extraktion der Kulturbrithe mit Essigester
ergab sich jedoch ein hellgelber Rohextrakt. Im Diinnschichtchromatogramm fiel eine
Zone auf, die schwach UV-16schend war und sich mit Anisaldehyd schwarz anfdrbte. Im
biologischen Screening zeigte der Rohextrakt sehr hohe Aktivititen gegen Chlorella

vulgaris, Chlorella sorokiniana sowie Scenedesmus subspicatus.

Eine Nihrmedienvariation wurde durchgefiihrt, da der Stamm in M,-Medium kein aus-
reichendes Wachstum aufwies. Es zeigte sich, dass die Verwendung eines Fleischextrakt-
Mediums hier deutliche Vorteile brachte. Zur Animpfung dienten fliissige Vorkulturen, da
direkte Animpfung mittels gut bewachsener Agar-Stiickchen zu keinem zufrieden-

stellenden Wachstum des Stammes fiihrte.

7.2.1  Glykolipide

Der farblose Feststoff 105 zeigte im Diinnschichtchromatogramm sehr schwache UV-
Loschung und farbte sich mit Anisaldehyd schwarz an. Verbindung 105 konnte in einer

Ausbeute von 0.3 mg/l isoliert werden.

Im ESI-Massenspektrum trat das Ion hochster Intensitit bei m/z =779 [M+Na]" auf. Das
1H-NMR-Spektrum zeigte Signale fiir acht Methingruppen bei 6 = 5.33, 5.24, 4.79, 3.60,
3.56, 3.38 und 3.30 sowie drei diastereotope Methylengruppen bei & =4.47, 4.20, 3.86,
3.78, 3.66 und 3.62. Im Bereich von 6 =2.4 — 0.9 waren zusétzlich Resonanzen fiir Acyl-

reste zu erkennen, welche unter Einbeziehung der Integralhdhen auf das Vorliegen zweier
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getrennter Ketten hindeuteten. Dariiber hinaus war ein Signal bei & =2.02 detektierbar,
welches aufgrund seiner chemischen Verschiebung und Intensitét zwei an ein Doppelbin-
dungssystem gebundenen Methylengruppen zugeschrieben werden konnten. Im *C-NMR-
Spektrum war die genaue Anzahl der Kohlenstoffsignale schwer zu ermitteln, da im Be-
reich der Methylenresonanzen eine starke Signaliiberlappung zu beobachten war. Diese
konnte jedoch mittels einer ESI-Massenhochaufldsung bestimmt werden, aus der sich eine
Summenformel von C43HgyOo ergab. Die Auswertung der NMR-Daten legte die Vermu-
tung nahe, dass Verbindung 105 aus einem Zuckergeriist und zwei Acylketten aufgebaut
ist. Mit Hilfe von 2D-NMR-Spektren konnten die erhaltenen Strukturfragmente verkniipft
und die Vermutung bestdtigt werden. Die genaue Position der Doppelbindung in einer der

Acyl-Seitenketten des Glycolipids 105 konnte jedoch nicht eindeutig bestimmt werden.

j/‘ e ////f f
7 T T T ———T T T

105
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Glykolipide sind bei photosynthetisch aktiven Eukaryoten'>® und Prokaryoten'** weit ver-
breitet. In biologischen Untersuchungen zeigten Glykolipide antitumorale,'*® entziindungs-

136 138 139

hemmende,'*® phycotoxische,"*” hemolytische'*® sowie antivirale'*® Aktivitit.

7.3 Streptomyces sp. GW12/1492

Der intensiv gelb gefirbte Rohextrakt des terrestrischen Stammes Streptomyces sp.
GW12/1492 zeigte im Diinnschichtchromatogramm zwei auffillige Zonen. Die unpolarere
Zone besal} eine gelbe Eigenfarbe und farbte sich mit herkdmmlichen Spriihreagenzien
nicht an, wihrend die polarere Zone farblos war und beim Besprithen mit Anisaldehyd
sowie Ehrlichs Reagenz eine dunkelblaue Farbreaktion einging. Dariiber hinaus konnte im
Diinnschichtchromatogramm auf das Vorhandensein einer groBen Menge an Fettsduren
geschlossen werden, welche sich durch nicht UV-16schende, mit Anisaldehyd blau
anfarbbare Zonen zu erkennen gaben. Im biologischen Screening zeigte der Rohextrakt

antibakterielle Aktivitét.

7.3.1 X-14952B

Der Hauptmetabolit 106 des Stammes GW 12/1492 wurde in einer Ausbeute von
100 mg/L aus einem 20 L-Fermentationsansatz erhalten. Die Verbindung fiel im
Diinnschichtchromatogramm (R,= 0.28, CH,Cl,/MeOH 95:5) durch UV-Loschung bei

254 nm sowie durch intensive dunkelgriine Farbung beim Bespriihen mit Anisaldehyd auf.

Der hellgelbe Feststoff 106 zeigte im ESI-Massenspektrum ein Ion bei m/z = 802 [M+Na]".
Das 'H-NMR-Spektrum wies ein sehr komplexes Signalmuster auf, wihrend im *C-NMR-
Spektrum die Resonanzen von 42 Kohlenstoffatomen sichtbar waren. Anhand dieser Infor-
mationen wurde das Vorliegen eines Makrolid-Grundgeriists vermutet. Eine Datenbank-
suche in AntiBase™ ergab, dass das 20-gliedrige Makrolidlacton X-14952B (106) isoliert
wurde. Ein Vergleich der NMR-Daten mit Literaturwerten bestitigte die Zuordnung.'*’
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106

Verbindung 106 wurde erstmals 1985 von OMURA et al. als Sekundarstoff eines Strepto-
myceten-Stammes isoliert. Die Substanz besitzt antibakterielle und antifungische Aktivitit.
Ahnliche Wirkungen konnten auch bei den strukturell verwandten Makroliden Concana-

myecin,'*' Virustomycin A'* und Bafilomycin'* gefunden werden.

7.3.2 Cervinomycin A;

Verbindung 107 wurde als Hauptkomponente einer Mischung unterschiedlicher gelber
Substanzen, welche in einer Ausbeute von insgesamt 50 mg/L erhalten wurden, isoliert.
Die Auftrennung der iibrigen Substanzen war aufgrund der geringen Loslichkeit nicht mo-
glich. Verbindung 107 zeigte UV-Loschung bei 254 nm, war mit den {iblichen

Spriihreagenzien jedoch nicht anfarbbar.

Das ESI-Massenspektrum von 107 wies ein Ion bei m/z =550 [M+Na]™ auf. Im 'H-NMR-
Spektrum waren Signale fiir eine NH-/OH-Gruppe bei 6 = 13.96, fiinf aromatische Methin-
gruppen bei 6 = 8.19, 7.96, 7.60, 7.21 und 7.14 sowie drei diastereotope Methylengruppen
bei 6 =4.25, 4.04, 3.74, 3.32 und 3.23 vorhanden. Weiterhin konnten Resonanzen fiir zwei
Methoxygruppen bei 6 =4.00 sowie eine Methylgruppe bei & =1.41 detektiert werden.
Dem *C-NMR-Spektrum konnten 29 Kohlenstoffsignale entnommen werden. Eine Suche
in AntiBase’® mit den vorliegenden Informationen lieferte Cervinomycin A, (107) als
Strukturvorschlag. Ein Vergleich der spektroskopischen Daten mit Literaturwerten besté-

tigte die Zuordnung.'**
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107

Die in allen herkdmmlichen Losungsmitteln schwerloslichen Cervinomycine sind gegen
Anaerober und Mycoplasmen wirksame Antibiotika, welche erstmals aus Kulturen von

1 145
Streptomyces cervinus isoliert wurden.

Fiir die medizinische Anwendung wird gegen-
wartig die acetylierte Form von Verbindung 107 untersucht, welche sich durch bessere
Loslichkeit und eine geringe Toxizitdt auszeichnet. Cervinomycin A; (107) weist hohe
Aktivitdit gegen die Problemkeime Clostridium difficile, Reptococcus variabillis und

146
Streptococcus mutans auf.

7.3.3 Sonstige Metaboliten
Hexadecan- und Heptadecansaure

Das zweite Hauptmetabolit 108 des Stammes GW 12/1492 fiel im Diinnschichtchromato-
gramm durch blaue Anfirbung mit Anisaldehyd auf. Substanz 108 konnte in Form eines
farblosen Ols in einer Ausbeute von 100 mg/L isoliert werden. Anhand der 'H-NMR- und
EI-Daten wurde die Verbindung 108 als eine Mischung aus Hexa- und Heptadecansiure

(108) identifiziert.

N A>coon n=12-13

108

Anthranilsiureamid und Phenylessigsiure

Der farblose Feststoff 109 zeigte im Diinnschichtchromatogramm eine bei 254 nm UV-

l6schende sowie bei 366 nm hellblau fluoreszierende Zone, welche beim Bespriihen mit
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Anisaldehyd bzw. Ehrlichs Reagenz Gelbfirbung einging. '"H-NMR- und EI-Massenspek-
trum bestétigten die Vermutung, dass es sich bei Verbindung 109 um Anthranilsdureamid

(109) handelte.

OH

NH

109 61

Der UV-16schende, farblose Feststoff 61 wies im 'H-NMR- und EI-Massenspektrum das
fiir Phenylessigsdure (61) charakteristische Signalmuster auf. Substanz 61 war zuvor
bereits als Metabolit des Actinomyceten-Stammes T421-A isoliert worden (siche Kapitel

6.4.2).

7.4 Streptomyces sp. GW51/456

Eine chromatographische Aufreinigung der Fraktionen erwies sich als &duflerst schwierig,
da die zu trennenden Substanzen an Kieselgel wie an Sephadex adsorbiert blieben und
auch durch Verwendung verschiedener Losungsmittel und —gemische nicht eluiert werden

konnten.
7.4.1 Thiothymin

Der weille Feststoff 110 zeigte im Diinnschichtchromatogramm eine auffillige UV-Lo-

schung bei 254 nm.

Dem 'H-NMR-Spektrum konnten lediglich zwei Singuletts bei & = 7.84 sowie 2.31 ent-
nommen werden, welche einer Methin- bzw. einer Methylgruppe zugeordnet wurden. Das
DCI-MS-Spektrum zeigte ein Ion bei m/z = 143 [M+H]". Anhand eine Suche in AntiBase™
und anschlieBendem Vergleich der 'H-NMR-Daten mit Literaturwerten konnte 110 als
Thiothymin (110) identifiziert werden.
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7.4.2 B-Indomycinon

Die orange Substanz 111 fiel im Diinnschichtchromatogramm (R,= 0.75, CH,Cl,/MeOH
95:5) durch Eigenfarbe und UV-Loschung bei 254 nm auf. Die nach Behandlung mit
Natronlauge einsetzende Blaufirbung legte die Vermutung nahe, dass es sich bei 111 um

ein Chinon-Derivat mit chelierter Hydroxygruppe handelt.

Im '"H-NMR-Spektrum war anhand der Integralverhiltnisse erkennbar, dass ein Gemisch
aus zwei Substanzen vorliegen musste. Mittels eines anschlieBenden LC-MS-Experiments
konnten zwei Isomere (111 und 112) mit einer Molmasse von 404 identifiziert werden,

welche in den folgenden Abschnitten beschrieben werden.

Bei den '"H-NMR-Signalen der Hauptkomponente handelte es sich um zwei mit D,O aus-
tauschbare Resonanzen bei 6 = 12.84 und 2.76, zwei Singuletts bei 6 = 8.06 und 6.51 sowie
charakteristische Resonanzen fiir einen 1,2,3-trisubstituierten Aromaten bei 6 = 7.81, 7.67
und 7.34. Im aliphatischen Bereich waren zwei Methingruppen bei 6 = 5.70 und 5.35, eine
diastereotope Methylengruppen bei 6=2.90 und 2.75 sowie drei Methylgruppen bei
8=1.68, 1.62 und 3.02 zu erkennen. Eine Suche in AntiBase® lieferte B-Indomycinon
(111) als Strukturvorschlag fiir 111. Ein Vergleich des 'H-NMR-Daten mit einem in
unserer Arbeitsgruppe vorhandenen Referenzspektrum bestitigte die Zuordnung. B-
Indomycinon (112) gehort zur Substanzklasse der Pluramycine. Diese verfligen iiber die
Eigenschatft, selektiv an DNA binden zu kénnen, worauf ihre antimikrobielle und antitu-

morale Aktivitit zuriickgefiihrt wird.'"’
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111

7.4.3 Saptomycin A

Ein Vergleich der 'H-NMR-Signale der Minderkomponente 112 mit denjenigen von 111
deutete auf das Vorliegen einer dhnlichen Struktur mit demselben Anthrachinon-Grund-
geriist hin. Es fehlten jedoch im Unterschied zu 111 die Signale der Methylengruppe,
stattdessen fanden sich zusétzliche Resonanzen fiir zwei Methingruppen bei 6 = 5.00 und
2.97. Weiterhin war auffillig, dass sich die chemische Verschiebung der aliphatischen
Doppelbindungsprotonen sowie der Methylgruppen im Vergleich zu 111 unterschied.
Zusétzlich verfiigte eine der Methylgruppe iiber ein verdndertes Aufspaltungsmuster. Eine
Suche in AntiBase® nach einer Verbindung mit demselben Anthrachinon-Geriist und der
gleichen Molmasse wie 111 fithrte zu Saptomycin A (112). Ein Vergleich der 'H-NMR-
Daten von 112 mit einem Referenzspektrum bestitigte, dass es sich bei 112 um Saptomy-

cin A handelt.

112

Saptomycin A (112) wurde erstmals im Jahr 1993 von ABE et al. als Stoffwechselprodukt

von Streptomyces sp. HP530 isoliert. Die Saptomycine verfiigen iiber antimikrobiotische

Eigenschaften und zeigen Antitumor-Aktivitit gegen verschiedene Tumorzelllinien. '**
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7.5 Streptomyces sp. Mei 24

Der nach sechstigiger Kultivierung erhaltene Rohextrakt des Stammes Mei 24 zeichnete
sich durch eine griinliche Farbung aus. Im Diinnschichtchromatogramm waren zahlreiche
bei Tageslicht farbige Zonen sichtbar. Nach Besprithen mit Anisaldehyd zeigte sich eine
ausgedehnte, blau angefarbte Zone, welche aufgrund fehlender UV-Loschung bei 254 nm
auf das Vorliegen mehrerer Fettsduren hindeutete. Nach deren Abtrennung verblieb
lediglich eine sehr geringe Menge an Rohextrakt, aus der nur miihsam einige weitere

Metaboliten isoliert werden konnten.

7.5.1  4-Methylamino-7-methyl-isoquinolin-3,6-dion

Der rote Feststoff 113 bildete im Diinnschichtchromatogramm (R,= 0.70, CH,Cl,/MeOH
9:1) eine bei 254 nm UV-l6schende, orange Zone, die sich beim Versetzen mit 2 N NaOH

rot verfarbte. Nach Bespriihen mit Ehrlichs Reagenz stellte sich eine orange Farbung ein.

Im ESI-Massenspektrum von 113 konnte ein Ion bei m/z =203 [M+H]" detektiert werden.
Dem 'H-NMR-Spektrum waren Signale fiir ein OH-/NH-Gruppe bei & = 5.79, zwei aroma-
tische Methingruppen bei 6 =9.00 und 5.70 sowie drei Methylgruppen bei 6 =2.90, 2.73
und 2.68 zu entnehmen. Eine Datenbanksuche in AntiBase® fithrte zur Verbindung 4-
Methylamino-7-methyl-isoquinolin-3,6-dion (113), welche bereits mehrfach in unserem
Arbeitskreis isoliert wurde.'*'*° Ein Vergleich der spektroskopischen Daten bestitigte die
Zuordnung. In der Literatur war 113 bislang lediglich als Syntheseprodukt, nicht jedoch als

Naturstoff bekannt.'>!

113 114

7.5.2 4-Methylamino-7,8-dimethyl-isoquinolin-3,6-dion

Die rote Verbindung 114 zeigte im Diinnschichtchromatogramm einen etwas unterschied-
lichen R-Wert (R,= 0.67, CH,Cl,/MeOH 9:1) im Vergleich mit 113. Beide Verbindungen
besaBen jedoch identisches UV- und Anférbeverhalten.
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Im ESI-Massenspektrum zeigte 114 ein Ion bei m/z =217 [M+H]" und wies somit eine um
vierzehn Einheiten geringere Masse als 113 auf. Auch das 'H-NMR-Spektrum fiel durch
groBe Ahnlichkeit zu demjenigen von 113 auf. Es fehlte jedoch das Signal einer Methyl-
gruppe, stattdessen trat die Resonanz einer zusétzlichen aromatischen Methingruppe bei
0 ="7.75 auf. Letztere musste aufgrund der chemischen Verschiebung an das Kohlenstoff in

Position 7 gebunden sein.

0
E
N
H,N Z
o)
115

Das strukturell dhnlich aufgebaute Isochinolinchinon Cribrostatin 1 (115) konnte aus dem
blauen marinen Schwamm Cribrochalina sp. isoliert werden. Verbindung 115 wies eine

biologische Aktivitit gegeniiber der P388 lymphozytiren Leukimie-Zelllinie auf.'>*

7.5.3  Sonstige Metaboliten
3-Indolylcarbonséure und 3-Hydroxyacetylindol

Im Diinnschichtchromatogramm waren zwei UV-ldschende Zonen auffillig, welche nach
Besprithen mit Ehrlichs Reagenz eine violette Farbreaktion eingingen. Dies legte die
Vermutung nahe, dass es sich hierbei um Indolderivate handelte. Ein Vergleich der EI-
Massen- und "H-NMR-Spektren mit denjenigen der Verbindungen 16 und 17 ergab, dass
3-Indolylcarbonsiure (16) bzw. 3-Hydroxyacetylindol (17) isoliert wurde.

Uracil und p-Hydroxybenzoesaure

Die Substanzen 18 und 19 waren im Diinnschichtchromatogramm als UV-16schende Zonen
im polaren Bereich erkennbar. Die nach Auftrennung erhaltenen farblosen Feststoffe konn-
ten anhand ihrer spektroskopischen Eigenschaften rasch als Uracil (18) und p-Hydroxy-

benzoesdure (19) identifiziert werden.
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8 Zusammenfassung

Mikroorganismen nehmen einen grof3en Einfluss auf 6kologische und symbiotische Wech-
selwirkungen in Lebensgemeinschaften, der durch Sekundirmetabolite mit oft einzig-
artiger Struktur und biologischer Aktivitit moderiert wird. Bei den auBergewohnlichen
Habitaten Arktis und Antarktis handelt es sich um in diesem Kontext bisher nur wenig
untersuchte Okosysteme. Um Grundlagen zu einem besseren Verstindnis der 6kologischen
und symbiotischen Zusammenhénge zu liefern, {iber welche Lebensgemeinschaften bei
derart unwirtlichen Umweltbedingungen interagieren, war die Untersuchung polarer

mikrobieller Sekundarmetaboliten Thema der vorliegenden Arbeit.

Die zu untersuchenden polaren Bakterienstimme wurden vom Alfred-Wegener-Institut
(Bremerhaven) zur Verfligung gestellt. Nach einem biologischen und chemischen
Screening von mehr als 700 Rohextrakten wurden besonders auffillige Stimme ausge-
wihlt (ca. 20 %), von denen anschlieBend eine Auswahl am Institut fiir Biotechnologie und
Wirkstoffforschung (Kaiserslautern) im grof3eren Mafstab kultiviert wurde. Da die erhal-
tenen Mengen an Rohextrakten sehr gering und die Gemische sehr komplex zusammen-

gesetzt waren, erwies sich deren chromatographische Aufarbeitung als recht aufwendig.

Um ein effizientes und zuverldssiges chemisches Screening zu ermoglichen, wurde zu
Beginn der vorliegenden Arbeit die HPLC-UV-ESI-MS/MS-Kopplung als geeignete
Methode fiir eine verldssliche Dereplikation weiterentwickelt, die mit dem Programm MS-
Manager von ACDLabs eine schnelle und verldssliche Wiedererkennung bekannter Subs-

tanzen moglich machte.

Aufgrund der ungewissen Ergebnislage, welche die Bearbeitung polarer Bakterienstimme
liefern wiirde, wurden zusétzlich terrestrische und marine Streptomyceten-Staimme, welche
vom Institut fiir Bodenkunde (Lohra-Kirchvers) und der Fachhochschule Ostfriesland
(Emden) bereitgestellt wurden, im biologischen und chemischen Screening untersucht.
Fiinf auffillige Stimme wurden in groBerem Maf3stab kultiviert und die gebildeten Sekun-

darstoffe isoliert.

HPLC-UV-ESI-MS/MS-Datenbank und ESI-Fragmentierung

Die Verwendung der HPLC-UV-ESI-MS/MS-Kopplung ermdoglichte eine Trennung der in

Rohextrakten bzw. Fraktionen erhaltenen Verbindungen bei gleichzeitiger Messung ver-
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schiedener stoffspezifischer Eigenschaften. Die hier experimentell zugdnglichen Daten wie
Retentionszeit, UV-Spektrum, Molmasse und Fragmentierungsmuster erwiesen sich in den
meisten Fillen als ausreichend fiir eine eindeutige Identifizierung der untersuchten Subs-
tanzen. Zur Erstellung der Datenbank wurden bisher etwa 250 bakterielle Naturstoffe aus
unserer Arbeitsgruppe herangezogen, wobei sdmtliche massenspektrometrischen Daten
sowohl im positiven als auch im negativen Modus detektiert wurden. Es zeigte sich jedoch,
dass aufgrund der hohen Diversitit an Naturstoffstrukturen und der messtechnischen
Begrenzungen des Massenspektrometers nicht alle Verbindungen auswertbar waren. Als
limitierende Faktoren erwiesen sich hier vor allem mangelnde ES-lonisierbarkeit und/oder

fehlende UV-Absorption.

Um erste strukturelle Riickschliisse iiber Verbindungen erhalten zu kénnen, welche neu
bzw. noch nicht in der Datenbank implementiert sind, erwies sich die Aufklédrung der cha-
rakteristischen, bisher nur wenig untersuchten ESI-Fragmentierungswege als vielverspre-
chend. Dies konnte am Beispiel zweier oft isolierter Verbindungsklassen, den Actinomy-
cinen (Na'-Addukte) und Diketopiperazinen (H -Addukte), gezeigt werden. Bei den Acti-
nomycinen war eine komplette Zuordnung der Aminosdure-Sequenzen auf der Basis der
gemessenen MS/MS-Spektren moglich, was dieses Verfahren anderen Methoden iiber-

legen macht.

Arktische und Antarktische Bakterien

Der aus dem Darminhalt der antarktischen Krillart Euphausia superba isolierte psychro-
tolerante Stamm Pseudoalteromonas sp. T268 produzierte Glutarsdure, Diketopiperazine
und Fettsduren als Hauptmetabolite. Neben Isatin (19) konnten auch einige seiner Derivate
isoliert werden, nédmlich 3-Hydroxy-3-acetonyloxindol (20) und 3-Hydroxy-3-(1-
propanonyl)oxindol (21). Verbindung 21 war bisher in der Literatur weder als Synthese-

produkt noch als Naturstoff beschrieben worden.

O OH
3a 5 3a A R
5 20 R =CHj;
2 O 2 0O
N N (@) 21 R = C2H5
7 H ! H

19
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Als weitere Verbindungsklasse konnten Ubichinone aus dem Rohextrakt von Stamm T268
erhalten werden. Neben Ubichinon Q8 (27) wurden zusitzlich Ubichinon KQ2 (30) und
Ubichinon KQ5 (28) isoliert. Die Verbindungen 28 und 30 stellen Vertreter eines neuen
Typs von Prenylchinonen dar, deren Biosynthese in der vorliegenden Arbeit diskutiert

wird.

27n=7 28n=4
30n=1

Der Rohextrakt des aus dem arktischen Meereis isolierten psychrotoleranten Stammes
Salegentibacter holothuriorum T436 war intensiv gelb gefarbt. Es konnten daraus neben
mehreren einfachen niedermolekularen Substanzen 24 aromatische Nitroverbindungen aus
unterschiedlichen Substanzklassen isoliert werden. Zehn dieser Verbindungen waren bis-
her nicht literaturbekannt, drei Substanzen lediglich als Syntheseprodukte beschrieben.
Groftenteils handelte es sich um substituierte Mononitro- sowie Dinitrophenole. Inte-
ressanterweise wurden auch Ndhrmedienbestandteile in nitrierter Form gefunden, und zwar

6-Nitro-cyclo(tyrosylprolyl) (55), 3’-Nitro-daidzein (56) und 3’,5’-Dinitro-genistein (57).

56 57
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Stamm T436 erwies sich zudem als Produzent mehrerer nitrierter Indol-Derivate. So konn-
ten die Verbindungen 2-Nitro-Ng-acetyltryptamin (58), 6-Nitro-Ng-acetyltryptamin (59)
und 7-Nitro-Ng-acetyltryptamin (60) isoliert werden, welche sich lediglich in der Position
der Nitro-Substitution unterscheiden. Bei den Verbindungen Salegentipyrrol A (61) und B
(64) handelt es sich um Vertreter einer Substanzklasse, die biosynthetisch wahrscheinlich
aus Np-Acetyltryptamin durch Ringschluss und anschlieBende elektrophile Addition eines
Nitroniumions entsteht. Alle nitrierten Indol-Derivate von Stamm T436 waren bisher
unbekannt. Weitere Untersuchungen am Stamm T436 sind notwendig, um den
biosynthetischen Ursprung der Nitrogruppen, fiir den verschiedene Mechanismen in Frage

kommen, zu kléren.

H O.N
5 3a 2 N1 2 ]
T 5 N
e T
R; N™ R, > N o
R, R
58 R, =NO,;R,=H;R;=H 61R=H
59R,=H:R,=NO;R;=H 62 R=NO,

60R1:H; R2:H; R3:N02

Im Zuge der HPLC-ESI-MS/MS-Untersuchungen wurden im Rahmen dieser Arbeit zu-
sitzlich die Fragmentierungswege der isolierten aromatischen Nitroverbindungen aufge-
klart. Im negativen Modus konnte in den meisten Fillen eine NO- sowie HNO,-Abspal-
tung detektiert werden, wiahrend im positiven Modus bevorzugt die Eliminierung von NO;

auftrat.

Der aus arktischen Pinguinexkrementen stammende, psychrophile Stamm T406 wurde bei
einer Temperatur von 4 °C kultiviert. Aus dem erhaltenen cytotoxischen Rohextrakt konnte
der Sekundédrmetabolit SS-43405¢ (88) isoliert werden, der zur Substanzklasse der Plura-
mycine gehort. Zusitzlich wurde die bisher nicht bekannte Substanz 2-(Indol-3-yl-2’-
methyl)-indol-3-ylethanol (84) erhalten. Derartige, strukturell als 2,3-Bisindolylmethane zu
klassifizierende Verbindungen, waren bisher lediglich aus der Hefe Malassezia furfur und

dem thermophilen Archaebakterium Sulfolobus acidocaldarius bekannt.
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88 84

Der Stamm T846 wurde aus einer Wasserprobe des Humboldt-Stroms vor der chilenischen
Kiiste isoliert. Der nach der Kultivierung erhaltene Rohextrakt war cytotoxisch gegen
mehrere Zelllinien aktiv und enthielt 1,3,5-Triazin (83) als ungewohnlichen niedermoleku-
laren Metaboliten. Die heterocyclische Verbindung 83 wurde bislang als Naturstoff nicht
beschrieben. Ob die biologische Aktivitdt durch 83 oder andere Inhaltsstoffe bewirkt

wurde, muss noch untersucht werden.

Der Stamm Streptomyces flavogriseus ACT7651 wurde aus litoralem Sediment, das in der
Néhe von Punta Arenas (Feuerland) gesammelt wurde, isoliert. Der durch Adsorption an
XAD-16 erhaltene Rohextrakt dieses marinen Streptomyceten enthielt die bekannten Ver-
bindungen Enterocin (95), 5-Desoxyenterocin (96) und Zimtsdureamid (99). Bei den
beiden letztgenannten Verbindungen handelt es sich um Intermediate der Enterocin-
Biosynthese. Die nicht von XAD-16 adsorbierte wissrige Fraktion wurde mit Essigester

getrennt extrahiert und lieferte das Makrolid Venturicidin A (100).

95 R=0H
96 R=H
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100

Die Sekundirmetaboliten des Stammes ACT7651 unterschieden sich im Hinblick auf
Strukturgréfe und Verbindungsklasse deutlich von den {ibrigen aus polaren Bakterien iso-

lierten Verbindungen.

Streptomyceten aus anderen Quellen

Der nach sechstdgiger Kultivierung erhaltene phycotoxische Rohextrakt des terrestrischen
Actinomyceten Streptomyces sp. GW24/1811 enthielt das Anthracyclin Komodochinon B
(104) und das pentacyclische Triterpenoid Hopen-B (101). Hopane sind Triterpene, die bei
Bakterien dhnlich wie Cholesterol und Ergosterol bei Tieren und Pflanzen deren Zellmem-
bran stabilisieren. Dieser an sich weit verbreitete Verbindungstyp wurde mit 101 in unserer

Arbeitsgruppe hier erstmals isoliert.

104 101

Die antibakterielle Wirkung des Rohextraktes aus dem terrestrischen Stamm Streptomyces
sp. GW12/1492 konnte auf das Makrolid X-14952B (106) und das schwerlosliche Cervino-
mycin A, (107) zuriickgefiihrt werden. Diese beiden Hauptmetaboliten konnten in unge-

wohnlich hohen Ausbeuten von 100 bzw. 50 mg/1 isoliert werden.
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106

107

Aus dem antibakteriell wirksamen Rohextrakt des terrestrischen Stammes Streptomyces sp.
GW51/456 konnten die zur Substanzklasse der Pluramycine gehdrenden Verbindungen B3-
Indomycinon (111) und Saptomycin A (112) erhalten werden.

111 R;=0OH; R, =H

112 R] =H; R2=OH

Die beiden neuen Isochinolinchinone 4-Methylamino-7-methyl-isoquinolin-3,6-dion (113)
und 4-Methylamino-7,8-dimethyl-isoquinolin-3,6-dion (114) konnten aus dem antibakte-
riell und phycotoxisch wirksamen Rohextrakt des marinen Nordsee-Stammes Streptomyces
sp. Mei24 isoliert werden. Ahnliche Verbindungen sind aus tropischen Schwimmen

bekannt, was auch dort einen mikrobiellen Ursprung vermuten lasst.
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113R=H
114 R = CH;

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass marine Bakterien, insbesondere
solche arktischen und antarktischen Ursprunges, zur Bildung biologisch aktiver und struk-
turell interessanter Metaboliten beféhigt sind. Im Vergleich mit terrestrischen Streptomy-
ceten, welche seit langem als Quelle biologisch wirksamer Sekundédrmetabolite bekannt
und nach wie vor Gegenstand intensiver Untersuchungen sind, neigen polare Bakterien in
hoherem MaBle zur Produktion niedermolekularer Verbindungen. Der Anteil an neuen,
bisher nicht beschriebenen Strukturen war bei den letztgenannten in dieser Arbeit jedoch
deutlich grofler. Die Bearbeitung der marinen Stamme erwies sich vielfach als schwierig,
da nach der Kultivierung meist nur geringe Mengen an Rohextrakten erhalten werden
konnten. Als Ursache hierfiir konnen die nicht optimalen Anzuchtbedingungen im Labor
angefiihrt werden, wobei hier insbesondere die Zusammensetzung der Nidhrmedien eine
entscheidende Rolle spielen diirfte. Von den Ergebnisse der vorliegenden Arbeit ldsst sich
zusammenfassend der Schluss ziehen, dass die Erforschung des Metabolitenmusters
polarer Mikroorganismen aus den bisher wenig untersuchten Kiltegebieten der Pole sehr

vielversprechend ist und in Zukunft verstirkt betrieben werden sollte.
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9 Materialien und Methoden

Drehwerte: CD-Polarimeter (Perkin-Elmer, Modell 241).

IR-Spektren: Perkin-Elmer 1600 Series FT-IR; Perkin-Elmer 297 Infrared Spectrophoto-
meter; Beckman DU-640; Shimadzu FT-IR; (KBr-Presslinge und Film).

UV/VIS-Spektren: Perkin-Elmer Lambda 15 UV/VIS Spectrometer

1H-NMR-Spektren: Varian Unity 300 (300 MHz), Bruker AMX 300 (300 MHz), Varian
INOVA 500 (500 MHz), Varian Inova 600 (600 MHz). Tetramethylsilan als der interne
Standard.

BC-NMR-Spektren: Varian Mercury 300 (75.5 MHz), Varian Unity 300 (75.5 MHz), Bruker
AMX 300 (75.5 MHz), Varian INOVA 500 (125.7 MHz), Varian Inova 600 (150.8 MHz).

Massenspektren: EI-MS: Finnigan MAT 95 (70 eV). Hochauflosung: Perfluorkerosin als
Vergleichssubstanz. DCI-MS: Finnigan MAT 95 (200 eV), Reaktandgas: NHs;. ESI-MS:
Finnigan LCQ. HR-ESI-MS: Bruker Apex-Q III, 7 Tesla.

HPLC-MS: Massenspektrometer: Finnigan LCQ; UV/VIS-Detektor: Finnigan Surveyor PDA
Detector (Thermo Electron Corporation); HPLC-Pumpe: Rheos 4000 (Flux Instrument);
Entgaser: ERC-3415a (Flux Instruments); Autosampler: Jasco 851-AS Intelligent Sampler
(Jasco); Steuersoftware HPLC: Janeiro (Flux Instruments); Datensystem: Xcalibur (Finnigan);
Datenbanksoftware: MS-Manager (ACDLabs); Saulen: EC 125/2 Nucleosil 100-5 C18
(Macherey-Nagel), Synergi 4p MAX-RP 80A, 150x2.00 mm 4p micron (Phenomenex);
Losungsmittel: Methanol gradient grade fiir die Fliissigkeitschromatographie (Merck und
Fluka). Programm: von 10 % Methanol auf 100 % Methanol in 20 min, 10 min 100 %
Methanol, von 100 % Methanol auf 10 % Methanol in 2 min.; Flussrate: 300 pl/min.

Materialien

Diinnschichtchromatographie (DC): DC-Folien Polygram SIL G/UV,ss (Macherey-Nagel
& Co., Diiren).

Priparative Dickschichtchromatographie (PDC): Kieselgel P/UV,s4 (55 g/100 ml Wasser,
Macherey-Nagel & Co.) goll man auf waagrecht liegende Glasplatten (20%20 cm), lieB3 an der
Luft trocknen und aktivierte 4 h bei 130 °C.
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Sidulenchromatographie (SC): MN Kieselgel 60, 0.05-0.2 mm (Macherey-Nagel & Co.);
Kieselgel 60, 0.063-0.100 mm (Merck).

AusschluSichromatographie: Sephadex LH-20 (Fluka).

Spriihreagenzien

Anisaldehyd/Schwefelsdure: Zu 100 ml einer Stammlosung aus 85 ml Methanol, 14 ml

Eisessig und 1 ml Schwefelsdure fiigte man 1 ml Anisaldehyd hinzu.

Ehrlichs Reagenz: 1 g 4-Dimethylaminobenzaldehyd wird in einer Mischung aus 25 ml
Salzsdure (36 %) und 75 ml Methanol gelost.

Zinn(IT)-chlorid-Salzsiure/4-Dimethylaminobenzaldehyd:

Sprithlosung I: 3 ml Zinn(Il)-chlorid-Losung (15 % in Wasser) werden mit 15 ml Salzsdure
(37 %) gemischt und mit 180 ml Wasser verdiinnt. Die Losung wurde frisch zubereitet.
Spriihlosung II: 1 g 4-Dimethylaminobenzaldehyd wird in einer Mischung aus 30 ml Ethanol,
3 ml Salzséure (37 %) und 180 ml 1-Butanol geldst.

Vorgang: Mit I sprithen, an der Luft trocknen und mit II nachspriihen.

Mikrobiologische Materialien

Fermenter: 20-1-Fermenter (Meredos GmbH, Gottingen) bestehend aus Kulturgefal,
Magnetgekuppeltem Propellerriihrer, Kiihlschlange mit Thermostat, Steuereinheit mit pH-
Regler, Antischaum-Regler (Meredos GmbH, Gottingen).

Schiittler: Infors AG (CH 4103 Einbach) Typ ITE.

Autoklav: Albert Dargatz Autoklav, Volumen 119 1, Betriebstemperatur 121 °C, Betriebs-
druck 1.2 kg/cm®

Stammbhaltung: Tiefkiihllagerung in Dewargefd3 Typ BT 37 Air liquid

Kapillaren zur Tiefkiihllagerung: Durchmesser 1.75 mm, Linge 80 mm (Hirschmann

Laborgerite, Eberstadt)
Erde fiir Erdkultur: Luvos Heilerde (LU-VOSJUST GmbH & Co., Friedrichshof)

Ultraturrax: Janke & Munkel KG
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Testpliattchen: 9 mm Durchmesser, Schleicher & Schiill No. 321 261

Niéhrbodenbestandteile: Glucose, Hefeextrakt und Malzextrakt (Merck, Darmstadt), Bacto
Agar (Difco)

Antischaum-Losung: Niax PPG 2025 (Union Carbide Belgium N. V., Zwiijndrecht)

Petrischalen: Durchmesser 94 mm, Hohe 16 mm (Greiner Labortechnik, Niirtingen)

Celite: Celite France S. A., Rueil-Malmaison Cedex

Rezepturen

Alle Kultur-Medien wurden bei 1.2 bar und 121 °C autoklaviert. Die Verweildauer im Auto-
klav betrug fiir 1-1-Schiittelkulturen 33 min, fiir Fermenter-Medien in Form eines 2 1- Kon-

zentrats 50 min und fiir den mit 16 1 Wasser gefiillten Fermentationsbehélter 82 min.

Kiinstliches Seewasser (A)

Eisencitrat (vorher zermorsert) 2g
NaCl 389 ¢
MgCl,-6 H,O 176 g
ia;gse?gsgorher in 2 1 Wasser 68.8 o
CaCl, 36¢g
Na,HPO, 0.16 g
Si0O, 03¢g
Spurenelement-Losung 20 ml
Stamm-Ldsung 200 ml

Die Losungen wurden mit Leitungswasser auf 20 1 aufgefiillt.

Spurenelement-Losung nach Hoagland (1993)

H;BO; 0611 g
MnCl, 0.389 g
CuSO, 0.056 g
ZnSO047 H,0 0.056 g
Aly(SO4)3-18 H,O 0.056 g

NiSO46 HO 0.056 g
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Co(NO3)3-6 H,0 0.056 g
TiO, 0.056 g
(NH4)sM070,4-4 H,0 0.056 g
LiCl 0.028 ¢
SnCl, 0.028 ¢
KI 0.028 g

Die Spurenelementsalze wurden in 1 1 Leitungswasser gelost.

Stamm-Loésung

KClI 110 g
NaHCO; 32¢g
KBr 16 g
SrCl,-6 H,O (getrennt aufgelost) 68¢g
H;BO; 44¢
NaF 048 g
NH4NO; 032¢g

Die Salze wurden mit Leitungswasser auf 2 1 aufgefiillt.

Kiinstliches Seewasser (B)

NaCl 24 ¢
MgCl, S5¢g
MgSOy4 5¢g
CaCl, 05¢g
KCl 05¢g
KBr 0.1g
FePO4.H,0O 10 mg
demineralisiertes Wasser 1000 ml
M;-Medium

Pepton 5¢g
Hefe-Extrakt lg
KBr lg
Seewasser 750 ml
demineralisiertes Wasser 250 ml

Die Losung wurde mit 2 N NaOH auf pH 8.0 eingestellt.
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M, ohne Seewasser

Malz-Extrakt 10g
Glucose 4¢g
Hefe-Extrakt 4¢
Leitungswasser 1000 ml

Die Losung wurde mit 2 N NaOH auf pH 7.8 eingestellt. Bei festem Medium wurden zusétz-
lich 18 g Bacto Agar zugegeben.

M, mit Seewasser

Malz-Extrakt 10g
Glucose 4¢g
Hefe-Extrakt 4¢
kiinstliches Seewasser 500 ml
Leitungswasser 500 ml

Die Losung wurde mit 2 N NaOH auf pH 7.8 eingestellt. Bei festem Medium wurden zusétz-
lich 18 g Bacto Agar zugegeben.

LB-Medium

Trypton 10g
Hefe-Extrakt S5¢g
NacCl 10g
kiinstliches Seewasser (B) 500 ml
demineralisiertes Wasser 500 ml

Die Losung wurde mit 2 N NaOH auf pH 7.6 + 0.2 eingestellt.

B-Medium

Maisstérke (Merck) 5¢g
N-Z-Amine (Sigma) 25¢g
Rindfleischextrakt (Difco) 38¢g
Sojamehl (Sojamin 50T) lg
Hefeextrakt (Difco) 25¢g
KNOs3 1.5¢g
Seetangextrakt (Manufactum) 2,5 ml

Seewassermischung (Tropic Marin) 333¢g
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demineralisiertes Wasser 1000 ml

Die Losung wurde auf pH 8.0 eingestellt.

Fleischextrakt-Medium

Pepton 2g
Glucose 10g
Hefe-Extrakt lg
Fleischextrakt lg
Leitungswasser 1000 ml

Die Losung wurde mit 2 N NaOH auf pH 7.8 eingestellt.

Medium fiir Nordsee-Streptomyceten (" Mei-Stimme'")

Malz-Extrakt 10g
Glucose.H,O 4¢g
Hefe-Extrakt 4¢g
CaCO; 05¢g
13.2 % Seewasser 1000 ml

Die Losung wurde mit 2 N NaOH auf pH 7.3 eingestellt.

LB-Agar

Trypton 5g
Hefeextrakt 5¢g
NaCl 10 g
Agar 20g
demineralisiertes Wasser 1000 ml

Die Losung wurde auf pH 7.2 eingestellt.

LBm-Agar

Trypton 5g
Hefeextrakt 5¢g
NaCl 10 g
Agar 20g
demineralisiertes Wasser 500 ml
Seewasser 500 ml

Die Losung wurde auf pH 7.2 eingestellt.
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Nutrient-broth-Agar

Nutrient broth (Difco) 8g
Agar 20¢g
demineralisiertes Wasser 1000 ml

Die Losung wurde auf pH 7.6 eingestellt.

M-Test-Agar
(fiir die Testkeime Escherichia coli, Bacillus subtilis (ATCC 6051), Staphylococcus aureus,
Mucor miehei (Tii 284))

Malz-Extrakt 10 g
Glucose 4¢g
Hefe-Extrakt 4¢g
Bacto Agar 20¢g
demineralisiertes Wasser 1000 ml

Die Losung wurde mit 2 N NaOH auf pH 7.3 eingestellt.

Sabouraud-Agar

(fiir den Testkeim Candida albicans)

Glucose 40 ¢
Bacto Pepton 10g
Bacto Agar 20¢g
demineralisiertes Wasser 1000 ml

Die Losung wurde mit 2 N NaOH auf pH 7.3 eingestellt.

Bolds Basal Medium (BBM):

Medium fiir die Algenstimme Chlorella sorokiniana, Chlorella vulgaris und Scenedesmus

subspicatus

NaNO; 250 mg
KH,PO4 175 mg
K>,HPO4 75 mg
MgSO4-7 H,O 75 mg
NaCl 25 mg
CaCl,2 H,O 25 mg

Fe-EDTA 1.0 ml
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Spurenelementlosung 11 1.0 ml

Die Salze wurden jeweils in 10 ml H,O geldst. Dieses Losungen vereinigte man mit der Fe-
EDTA-L6sung und der Spurenelementlosung II und fiillte auf 1000 ml mit demineralisiertem

Wasser auf. Bei festem Medium 15 g Agar-Zusatz.

Fe-EDTA-Losung
Man 16ste 0.7 g FeSO4-7 H,0O und 0.93 g EDTA (Titriplex IIT) in 80 ml H,O unter Erwérmen.

Diese Losung wurde mit demineralisiertem Wasser auf 100 ml aufgefiillt.

Spurenelementlosung 11

Losung A:

MnSO4-H,O 16.9 mg
Na;MoO4-2 H,O 13.0 mg
Co(NO3),'6 H,O 10.0 mg

Die Salze wurden jeweils in 10 ml demineralisiertem Wasser gelost. Diese Losungen wurden

vereinigt.

Losung B:

CU.SO4'5 Hzo 5.0 mg
ZnS047 H,O 10.0 mg

Die Salze wurden in 10 ml demineralisiertem Wasser gelost.

Losung A und B wurden vereinigt und mit demineralisiertem Wasser auf 100 ml aufgefiillt.



Experimenteller Teil 142

10 Experimenteller Teil

10.1  Pseudoalteromonas sp. T268

Der aus dem Darminhalt der antarktischen Krillart Euphausia superba isolierte Stamm T268

bildete beige-farbene, glinzende Kolonien.

10.1.1 Primirscreening

Im Diinnschichtchromatogramm fielen lediglich zwei Zonen auf, die weder UV-16schend
noch fluoreszierend waren. Nach Besprithen mit Anisaldehyd und Erwérmung zeigte eine der
Zonen eine blaue Anfirbung. Die andere Zone farbte sich weder mit Anisaldehyd noch mit
Ehrlichs Reagenz an. Im biologischen Screening (300 ug/Pléttchen), das am Institut fiir Bio-
technologie und Wirkstoffforschung (Kaiserslautern) durchgefiihrt wurde, zeigte der Rohex-

trakt des Stammes keine auffdlligen Aktivitéten.

Tabelle 8 Aktivitdt des Rohextraktes von Pseudoalteromonas sp. T268 im biologischen

Screening.
Testkeim Hemmbhof & [mm]

Bacillus brevis (ATCC 9999) 10
Bacillus subtilis (ATCC 6633) 10
Nematospora coryli (ATCC 10647) 10
Micrococcus luteus (ATCC 381) 15
Mucor miehei (Tii 284) 0
Paecilomyces variotii (ETH 114646) 0

10.1.2 Kultivierung und Aufarbeitung

Die Kultivierung von Stamm T268 in einem 20 1-Fermenter und wurde ebenfalls am Institut
fiir Biotechnologie und Wirkstoff-Forschung (Kaiserslautern) durchgefiihrt. Die Fermentation
erfolgte in M;-Medium, wobei zum Animpfen 250 ml einer 24 h alten Vorkultur dienten. Fiir
die Kultivierung wurden ein Beliiftungsdruck von 2.5 1/min, eine Riihrgeschwindigkeit von

121 Upm sowie eine Temperatur von 20 £+ 0.5 °C gewdhlt.
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Die Kulturbrithe wurde nach Zusatz von Celite mittels einer Filterpresse in Mycel und Kultur-
filtrat getrennt. Letzteres wurde dreimal mit Essigester extrahiert. Das Mycel wurde mit
Essigester versetzt und nach Ultraschall-Behandlung filtriert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden anschlieBend vom Losungsmittel befreit, wobei sich 4.5 g Rohextrakt

ergaben.

10.1.3 Isolierung und Charakterisierung der Metaboliten

Der Rohextrakt wurde mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel unter Verwendung eines
Stufengradienten aus Dichlormethan/Methanol (CH,Cl,, CH,Cl,/MeOH 99:1, CH,Cl,/MeOH
98:2, CH,Cl/MeOH 97:3, CH,Cl,/MeOH 96:4, CH,Cl,/MeOH 95:5, CH,Cl,/MeOH 9:1,
CH,Cl,/MeOH 4:1) getrennt. Die so erhaltenen Fraktionen wurden durch Chromatographie an
Sephadex® LH-20 (CH,Cl,/MeOH 3:2 und MeOH) gereinigt. Erneute Flashchromatographie
an Kieselgel (CH,Cl,/MeOH) lieferte 6.9 mg Isatin (19), 3.1 mg 3-Hydroxy-3-acetonyloxin-
dol (20), 2.0 mg 3-Hydroxy-3-(1-propanonyl)oxindol (21), 2.3 mg Ubichinon Q8 (27), 1.2 mg
Ubichinon KQ5 (29), 0.8 mg Ubichinon KQ2 (30), 1.3 mg Norharman (31), 0.3 mg Harman
(31), ~ 120 mg Glutarsdure (32), 31.2 mg Monomethylglutarsdure (32), 0.5 mg Indolcarbon-
sdure (33), 1.7 mg 3-Hydroxyacetylindol (34), 1.9 mg Uracil (35), ~40 mg p-Hydroxy-
benzoesdure (36), 3.3 mg Tyrosol (37), 0.8 mg Vanillinsdure (38) und 1.6 mg 4-Hydroxy-3-
methoxy-phenyl-propionséure (39).

Isatin (19): CsHsNO, (147), oranger Feststoff, UV-loschend. — Ry

= 0.35 (CH,Cl/MeOH 95:5). — Anférbeverhalten: Anisaldehyd 5 3a i
(gelb), Ehrlich (orange). — "H-NMR (CDCl;, 300 MHz): & = 7.81 =0
(br, 1H, 1-NH), 7.63 (d, >J = 7.9 Hz, 1H, 4-H), 7.57 (t, °J = 7.8 Hz, 7 N

1H, 6-H), 7.14 (t, °J = 8.0 Hz, 1H, 5-H), 6.90 (d, *J = 8.0 HZ, 1H,

7-H). - EI-MS (70 eV): m/z (%) = 147 (IM]"", 43), 119 (100), 92 (74), 64 (39).
3-Hydroxy-3-acetonyloxindol (20): C;;H;;NOs; (205), OH .
weiller Feststoff, UV-loschend (254 nm). — Ry = 0.23 5 i 8
(CH,Cl,/MeOH 95:5). — Anfarbeverhalten: Anisaldehyd N 2 o o)
(violett), Ehrlich (griin). — R, = 7.0 min (LC-MS). — 'H- ! H

NMR (CDCls, 300 MHz): § = 7.78 (s br, 1H, 3-OH), 7.37
(d, ] = 8.2 Hz, 1H, 4-H), 7.28 (t, *J = 7.9 Hz, 1H, 6-H), 7.06 (t, °J = 8.1 Hz, 1H, 5-H), 6.89
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(d, *J=8.0 Hz, 1H, 7-H), 3.21, 2.99 (AB, %J = 15.2 Hz, 2H, 8-H), 2.21 (s, 3H, 10-H). — *C-
NMR ([Ds]DMSO, 75.5 MHz): & = 205.0 (Cy, C-9), 178.0 (Cq, C-2), 142.4 (C,, C-7a), 131.4
(Cq, C-32), 128.9 (CH, C-6), 123.6 (CH, C-4), 121.1 (CH, C-5), 109.3 (CH, C-7), 72.6 (C,, C-
3), 50.2 (CHa, C-8), 30.5 (CHs, C-10). — EI-MS (70 eV): m/z (%) = 205 (IM]"™, 19), 162
(26), 148 (29), 138 (24), 120 (27), 107 (100), 100 (56), 43 (21). ). — UV (MeOH): Ay (Ig €) =
216 (4.01), 255 (3.69), 291 (3.07) nm. — IR (KBr): v (cm™) = 3371, 3319, 1720, 1622, 1486,
1472, 1403, 1389, 1363, 1335, 1228, 1183, 1115, 1061, 780, 761, 670, 642, 622, 593, 555.).
— [a]) =+1.94 (c = 1 mg/ml, MeOH).

3-Hydroxy-3-(1-propanonyl)oxindol (21): C;;H;3NO;

OH 10
(219), weiBer Feststoff, UV-16schend (254 nm). — Ry = 5 3a 8
0.25 (CH,Clp/MeOH 95:5). — Anféarbeverhalten: Anis- 2 o o)
N
aldehyd (hellgriin), Ehrlich (hellrot). — R, = 9.4 min (LC- ’ H

MS). — '"H-NMR (CDCls, 300 MHz): & = 8.25 (br, 1H,

3-OH), 7.30 (d, °J = 7.5 Hz, 1H, 4-H), 7.24 (t, °J = 7.9 Hz, 1H, 6-H), 7.02 (t, J = 7.3 Hz, 1H,
5-H), 6.86 (d, °J = 8.0 Hz, 1H, 7-H), 3.13, 2.94 (AB, 2J = 15.2 Hz, 2H, 8-H), 2.44 (q, J=17.3
Hz, 2H, 10-H), 1.00 (t, °J = 7.3 Hz, 3H, 11-H). — ®*C-NMR (CD;OD, 75 MHz): § = 209.8
(Cg, C-9), 181.2 (Cq, C-2), 143.6 (Cq, C-7a), 132.3 (Cq, C-3a), 130.7 (CH, C-6), 124.8 (CH,
C-4), 123.4 (CH, C-5), 111.2 (CH, C-7), 74.8 (Cy, C-3), 50.0 (CH,, C-8), 37.3 (CH,, C-10),
7.7 (CH3, C-11).- EI-MS (70 eV): m/z (%) = 219 (IM]™, 61), 174 (21), 162 (94), 140 (100),
126 (18), 120 (62), 92 (16), 57 (22). — [a]; =+10.26 (c = 1 mg/ml, MeOH).

Ubichinon Q8 (27): C4H7404 (726), gelbes Ol, UV-16schend. — Ry = 0.93 (CH,Cly/MeOH
95:5). — Anfirbeverhalten: Anisaldehyd (violet), Ehrlich (beige). — "H- NMR (CDCls;, 300
MHz): 6 = 5.09-5.06, 5.04 (m, t, 7H, 12-, 16-, 20-, 24-, 28-, 32, 36-H), 4.91 (t, 1H, 8-H), 3.97
(s, 3H, 5-OCHs), 3.96 (s, 3H, 6-OCH3), 3.16 (d, 2H, 7-H), 2.05, 1.94 (2m, 2x14H, 10-, 11-,
14-, 15-, 18-, 19-, 22-, 23-, 26-, 27-, 30-, 31-, 34-, 35-H), 1.99 (s, 3H, 2-H), 1.72 (s, 3H, 9-
CHj3), 1.66 (s, 3H, 13-CHs3), 1.56 (s, 15H, 17-, 21-, 25-, 29-, 33-CH3), 1.55 (s, 6H, 37-CHj,
38-H). - (+)-ESI-MS: m/z (%) = 1475 [2M+Na]" (100), 749 [M+Na]" (18).
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5 0
Ubichinon KQS (28): Cs3HssOs (524), gelbes Ol, UV-lsschend (254 nm). — Ry = 0.65
(CH,Clo/MeOH 95:5). — Anfarbeverhalten: Anisaldehyd (blau), Ehrlich (beige). — R, = 24.6
min (LC-MS). — "H- NMR (CDCls, 600 MHz): & = 5.07 (t, °J = 6.9 Hz, 2H, 16-, 20-H), 5.04
(t,>J=6.9 Hz, 1H, 12-H) 4.91 (t, °J = 6.9 Hz, 1H, 8-H), 3.97 (s, 3H, 5-OCH3), 3.96 (s, 3H, 6-
OCH3), 3.16 (d, >J = 6.9 Hz, 2H, 7-H), 2.35 (t, °J = 7.4 Hz, 2H, 24-H), 2.10 (s, 3H, 26-H),
2.06-2.01 (m, 6H, 11-, 15-, 19-H), 1.99 (s, 3H, 2-H), 1.96-1.92 (m, 8H, 10-, 14-, 18-, 22-H),
1.72 (s, 3H, 9-CH;), 1.64 (quintett, °J = 7.4 Hz, 2H, 23-H), 1.55 (s, 9H, 13-, 17-, 21-H). —
BC-NMR (CDCls, 150.8 MHz): & = 209.2 (Cg, C-25), 184.8 (Cg, C-1), 183.9 (Cq, C-4), 144.3
(Cy, C-5), 144.2 (Cq, C-6), 141.7 (Cq, C-3), 138.9 (Cq, C-2), 137.6 (Cq, C-9), 135.2 (C,, C-13),
134.9 (Cq, C-17), 134.1 (Cg, C-21), 125.1 (CH, C-20), 124.2 (CH, C-16), 123.9 (CH, C-12),
118.8 (CH, C-8), 61.1 (CH3, 5-OCH3), 61.1 (CH3, 6-OCHs), 43.0 (CH,, C-24), 39.7 (CH,, C-
10), 39.7 (CHa, C-14), 39.7 (CH,, C-18), 38.9 (CH,, C-22), 30.0 (CHs, C-26), 26.7 (CHa, C-
11), 26.6 (CHa, C-15), 26.5 (CHa, C-19), 25.3 (CHy, C-7), 21.8 (CH,, C-23), 16.3 (CH3, 9-
CHs), 16.0 (CHs, 13-CH3), 16.0 (CH3, 17-CH3), 15.7 (CHs, 21-CH3), 11.9 (CH3, 2-CHs). —
(H)-ESI-MS: m/z (%) = 1071 [2M+Na]" (100), 547 [M+Na]" (25). — HRMS ber. fiir
Ci33H4g0s: 524.35016, gef.: 524.35006. — UV (MeOH): Amax (Ig €) = 275 (3.90) nm. — IR
(KBr): v (cm™) = 2929, 2856, 1718, 1652, 1612, 1457, 1385, 1288, 1265, 1205, 1155, 1104,
1027.

Ubichinon KQ2 (30): C;3H»405 (320), gelbes Ol,
UV-léschend (254 nm). - Ry = 0.56
(CH,Cl,/MeOH  95:5). —  Anfarbeverhalten:
Anisaldehyd (griin), Ehrlich (beige). R, = 17.7 min
(LC-MS). — '"H-NMR (CDCls, 600 MHz): & =
491 (t, °J = 6.9 Hz, 1H, 8-H), 3.98 (s, 3H, 5-
OCHj3), 3.96 (s, 3H, 6-OCH3), 3.16 (d, °J = 6.9 Hz, 2H, 7-H), 2.33 (t, °J = 7.5 Hz, 2H, 12-H),
2.09 (s, 3H, 14-H), 1.99 (s, 3H, 2-CH3), 1.93 (t, °J = 7.5 Hz, 2H, 10-H), 1.70 (s, 3H, 9-CH3),
1.64 (quintett, >J = 7.5 Hz, 2H, 11-H). — "C-NMR (CDCl;, 150.8 MHz): 5 = 208.9 (C,, C-
13), 184.7 (C,, C-1), 183.9 (C,, C-4), 144.4 (C,, C-5), 144.2 (C,, C-6), 141.5 (C, C-2), 138.9
(Cq C-3), 136.9 (C,, C-9), 119.7 (CH, C-8), 61.2 (CH3, 5-OCH3), 61.2 (CHs, 6-OCH3), 42.9
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(CH,, C-12), 38.9 (CH,, C-10), 30.0 (CH3, C-14), 25.3 (CH,, C-7), 21.7 (CH,, C-11), 16.1 (9-
CH3), 12.0 (2-CH3). — (+)-ESI-MS: m/z (%) = 663 [2M+Na]™ (100), 343 [M+Na]" (51). —
HRMS ber. fiir C;gH0s: 320.16237, gef.: 320.16242. — UV (MeOH): Amsx (Ig €) = 209
(4.04), 274 (3.98), 394 (2.52) nm. — IR (KBr): v (cm™) = 2931, 2855, 1716, 1651, 1612,
1457, 1385, 1287, 1266, 1205, 1157, 1102, 1018, 946.

Norharman (31a): C;HgN; (168), weiller Feststoff, UV- H
16schend (254 nm), fluoreszierend (366 nm). — Ry = 0.37 7 N NN
(CH,C1,/MeOH 9:1). — Keine Anfarbung mit Anisaldehyd und ©/—\4&©3
Ehrlichs Reagenz. — R, = 5.9 min (LC-MS). — "H-NMR (D¢- °

Aceton, 600 MHz): & = 10.78 (br, 1H, 9-NH), 8.90 (s, 1H, 1-H), 8.35 (d, °J = 6.1 Hz, 1H, 3-
H), 8.22 (d, °J = 6.1 Hz, 1H, 4-H), 8.05 (d, °J = 7.8 Hz, 1H, 5-H), 7.62 (d, *J = 8.2 Hz, 1H, 8-

H), 7.53 (t, >J = 7.9 Hz, 1H, 7-H), 7.25 (t, J = 8.0 Hz, 1H, 6-H). - EI-MS (70 eV): m/z (%) =
168 ((IM], 100), 140 (14).

Harman (31b): C;;H;oN;, (182), weiller Feststoff, UV-loschend

(254 nm), fluoreszierend (366 nm). — Ry = 0.35 (CH>Cl,/MeOH N L
9:1). — Keine Anfiarbung mit Anisaldehyd und Ehrlichs Reagenz.

— R,= 6.7 min (LC-MS). — "TH-NMR (Ds-Aceton, 300 MHz): § = :
10.72 (br, 1H, 9-NH), 8.24 (d, °J = 6.2 Hz, 1H, 3-H), 8.18 (d, *J =

6.2 Hz, 1H, 4-H), 7.89 (d, *J = 7.8 Hz, 1H, 5-H), 7.60 (d, >J = 8.2 Hz, 1H, 8-H), 7.51 (t, *J =
7.9 Hz, 1H, 7-H), 7.23 (t, °J = 8.0 Hz, 1H, 6-H), 2.77 (s, 3H, 1-CHs). - EI-MS (70 eV): m/z
(%) =182 ((IM]™", 100), 154 (14).

3

Glutarsiure (32a): CsHgO4 (132), farbloser Feststoff, nicht HO. 1 s _OH
UV-aktiv. — Ry = 0.25 (CH,Cl,/MeOH 95:5). — Keine Anfar- \n/\fs/\n/
bung mit Anisaldehyd und Ehrlichs Reagenz. — "H-NMR (Ds- © ©
Aceton, 300 MHz): & = 2.37 (t, °J = 6.8 Hz, 4H, 2-H, 4-H), 1.85 (quintet, *J = 6.8 Hz, 2H, 3-
H). - (+)-ESI-MS: m/z (%) = 155 [M+Na]" (98).

Glutarsiuremonomethylester (32b): CcH;0O4 (128), farblo- HO. 5 1 _OMe
se Fliissigkeit, nicht UV-aktiv. — Ry = 0.42 (CH,Cl,/MeOH \ﬂ/\s/\n/
95:5). — Keine Anfarbung mit Anisaldehyd und Ehrlichs Rea- © °

genz. — R, = 10.6 min (LC-MS). — "H-NMR (CDCls, 300 MHz): 8 = ~10 (br, 1H, OH), 3.69
(s, 3H, OCH3), 2.44 (t, °J = 6.7 Hz, 2H, 4-H), 2.42 (t, >J = 6.7 Hz, 2H, 2-H), 1.96 (quintet, *J
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= 6.7 Hz, 2H, 3-H). - EI-MS (70 eV): m/z (%) = 128 (IM]™, 24), 115 (100), 114 (58), 100
(83), 87 (89), 86 (53), 74 (30), 59 (44), 55 (60), 45 (58), 43 (90), 42 (40), 41 (47).

Indolcarbonsiure (33): CoH;NO, (161), farbloses Ol, UV-16schend. COCH
— Ry = 0.44 (CH,Cl/MeOH 9:1). — Anfarbeverhalten: Anisaldehyd 5 - N\ ,
(orange), Ehrlich (violett). — R, = 11.4 min (LC-MS). — "H-NMR N

(CD;0D, 300 MHz): & = 8.09 (d, °J = 8.1 Hz, 1H, 4-H), 7.88 (s, 1H,
2-H), 7.40 (d, °J = 8.1 Hz, 1H, 7-H), 7.16 (t, °J = 8.1 Hz, 1H, 6-H), 7.13 (t, °*J = 8.1 Hz, 1H, 5-
H). - EI-MS (70 eV): m/z (%) = 161 ([M]™, 100), 144 (91), 116 (25), 89 (34).

3-Hydroxyacetylindol (34): C;oHoNO, (175), weiller Feststoff,

UV-l6schend. — Ry = 0.28 (CH,Cl,/MeOH 95:5). — Anfirbeverhal- 0 90H
ten: Anisaldehyd (braun), Ehrlich (hellrot). — R, = 10.1 min (LC- s 3a \
MS). — "TH-NMR (CD;OD, 300 MHz): § = 8.22 (m, 1H, 4-H), 8.19 2
(s, 1H, 2-H), 7.44 (m, 1H, 7-H), 7.22 (m, 2H, 5-H, 6-H), 4.72 (s, 7 H
2H, 9-H). - EI-MS (70 eV): m/z (%) = 175 (IM]"", 24), 144 (100),
116 (18), 89 (12).
Uracil (35): C4H4N,O, (112), weiBBer Feststoff, UV-16schend. — Ry = 0.25 o
(CH2Cl/MeOH 9:1). — Keine Anfdrbung mit Anisaldehyd und Ehrlichs !
Reagenz. - '"H-NMR ([D¢]DMSO, 300 MHz): & = 10.95 (br, 1H, 2-NH), j\ | )
10.77 (br, 1H, 4-NH), 7.38 (d, >J = 8.2 Hz, 1H, 5-H), 5.44 (d, °J = 8.2 Hz, 0”3 N
1H, 6-H). — EI-MS (70 eV): m/z (%) = 112 ([M] ™, 26), 69 (47), 42 (100).
p-Hydroxy-benzoesiure (36): C;HqO; (138), weiBer Feststoff, UV- Os_OH
16schend. — Ry = 0.49 (CH,Cl,/MeOH 9:1). — Anfirbeverhalten: Ehrlich 1
(violett). — R, = 7.7 (LC-MS). - "TH-NMR ([Ds]DMSO, 300 MHz): & = 7.86

5 3

(d, *J = 8.6 Hz, 2H, 3-H, 5-H), 6.80 (d, *J = 8.6 Hz, 2H, 2-H, 6-H). — EI-MS
(70 eV): m/z (%) = 138 (IM], 54), 121 (100), 93 (22), 65 (19). OH

p-Hydroxyphenylethanol (37): CgH;00, (138), weiller Feststoff, UV-
16schend. — Ry = 0.44 (CH,Cl,/MeOH 9:1). — Anfiarbeverhalten: Anisal-
dehyd (violett). — "H-NMR NMR (CDCls, 300 MHz): § = 7.10 (d, °J =
8.5 Hz, 2H, 2’-H, 6’-H), 6.78 (d, °J = 8.5 Hz, 2H, 3’-H, 5’-H), 4.84 (br,
1H, OH), 3.83 (t, °J = 8.0 Hz, 2H, 1-H), 2.81 (t, °J = 8.0 Hz, 2H, 2-H). -
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EI-MS (70 eV): m/z (%) = 138 (IM], 34), 107 (100), 77 (10).

Vanillinsdure (38): CsHgO,4 (168), weiller Feststoff, UV-16schend. — Ry
= 042 (CH,Cl,/MeOH 9:1). — Anféarbeverhalten: Anisaldehyd
(hellblau). — R, = 8.3 (LC-MS).. — "H-NMR (CD;0D, 300 MHz): & = 3
7.55 (m, 2H, 2-H, 6-H), 6.82 (d, *J = 8.0 Hz, 1H, 5-H), 3.89 (s, 3H,

OCH3). - EI-MS (70 eV): m/z (%) = 168 (([M]™, 100), 153 (61), 125

(22), 97 (36), 51 (19).

OH

4-Hydroxy-3-methoxy-phenyl-propionsiure (39):

Ci0H1204 (196), weiBler Feststoff, schwach UV-16schend.
— Ry = 0.44 (CH,Cl,/MeOH 9:1). — Anfirbeverhalten:
Anisaldehyd (hellrot). — "H-NMR (CDCls, 300 MHz): & =
6.84 (d, 1H, *J= 8.5 Hz, 5°-H), 6.71 (s, 1H, 2°-H), 6.70 (d,
3J = 8.5 Hz, 1H, 6>-H), 5.50 (br, 1H, OH), 3.87 (s, 3H, OCH3), 2.89 (t, °J = 7.1 Hz, 2H, H-2),
2.66 (t,°J=7.1 Hz, 2H, H-3). - EI-MS (70 eV): m/z (%) = 196 ((IM]™", 37), 137 (100).

10.2  Salegentibacter holothuriorum T436

Der aus mehrere Jahre altem arktischen Eis isolierte Stamm T436 bildete auf Agar-Platten

beige Kolonien und farbte den Agar intensiv gelb.

10.2.1 Primirscreening

Der Rohextrakt des Stammes T436 zeigte im Diinnschichtchromatogramm (CH,Cl,/MeOH
9:1) eine Reihe gelber und oranger Zonen auf, die sich sowohl im polaren als auch im unpo-
laren Bereich befanden. Besprithen mit Anisaldehyd und Ehrlichs Reagenz sowie Zugabe von
2 N NaOH fiihrten zu keiner Farbianderung. Im biologischen Screening (300 pg/Pléttchen)

zeigte der Rohextrakt des Stammes folgende Aktivitéten:
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Tabelle 9 Aktivitit des Rohextraktes von Salegentibacter holothuriorum T436 im biolo-

gischen Screening.

Testkeim Hemmbhof & [mm)]
Bacillus brevis (ATCC 9999) 17
Bacillus subtilis (ATCC 6633) 17
Nematospora coryli (ATCC 10647) 19
Micrococcus luteus (ATCC 381) 15
Mucor miehei (Tii 284) 0
Paecilomyces variotii (ETH 114646) 0

10.2.2 Kultivierung und Aufarbeitung

Die Kultivierung des Stammes T436 wurde am Institut fiir Biotechnologie und Wirkstoft-
Forschung (Kaiserslautern) in einem 20 1-Fermenter unter Verwendung des B-Mediums
durchgefiihrt. Die Fermentation erfolgte bei einem Beliiftungsdruck von 3 1/min und einer

Riihrgeschwindigkeit von 121 Upm fiir 5 Tage bei 22 °C.

10.2.3 Isolierung und Charakterisierung der Metaboliten

Der Rohextrakt wurde durch Sdulenchromatographie an Kieselgel mittels eines Stufengradi-
enten aus Dichlormethan/Methanol (CH,Cl,, CH,Cl,/MeOH 99:1, CH,Cl,/MeOH 98:2,
CH,Clo/MeOH 97:3, CH,Cly/MeOH 96:4, CH,Cl,/MeOH 95:5, CH,Cl,/MeOH 9:1, CH,Cly/
MeOH 4:1) getrennt. Die erhaltenen Fraktionen wurden durch weitere Chromatographie an
Sephadex® LH-20 (CH,Cl,/MeOH 3:2 und MeOH) gereinigt. Nachfolgende Flashchromato-
graphie an Kieselgel (CH,Cl,/MeOH) ergab 0.4 mg p-Nitrophenol (40), 1.8 mg 4-Hydroxy-3-
nitro-benzoesdure (41), 3.0 mg 4-Hydroxy-3-nitrophenyl-essigsdure (42), 1.7 mg 4-Hydroxy-
3-nitrophenyl-propionsdure (43), 1.7 mg 4-Hydroxy-3-nitrophenyl-essigsduremethylester
(44), 2.6 mg 2-(4-Hydroxy-3-nitrophenyl)ethanol (45), 7.1 mg N-(4-Hydroxy-3-nitrophenyl-
ethyl)acetamide (46), 0.4 mg 2-Nitro-4-(2 -nitroethenyl)phenol (47), 0.4 mg 3,5-Dinitro-4-
hydroxy-phenyl-essigsduremethylester (48), 1.1 mg 3,5-Dinitro-4-hydroxy-phenyl-propion-
sdure (49), 0.6 mg 3,5-Dinitro-4-hydroxy-phenyl-ethylchlorid (50), 0.7 mg 5-Dinitro-4-
hydroxy-phenyl-2-chlor-propionsduremethylester (51), 2.7 mg N-(3,5-Dinitro-4-hydroxy-
phenylethyl)-acetamid (52), 0.4 mg 2,6-Dinitro-4-(2’-nitroethenyl)phenol (53), 6.1 mg Pyri-
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culamide (55), 1.1 mg 7-Hydroxy-3-(4-hydroxy-2-nitrophenyl)-4H-1-benzopyran-4-on (3’-
Nitro-daidzein)  (56), 3.9mg 5,7-Dihydroxy-3-(3,5-dinitro-4-hydroxy-phenyl)-4H-1-
benzopyran-4-on (3’,5’-Dinitro-genistein) (57), 0.8 mg 2-Nitro-Ng-acetyltryptamin (58), 6-
Nitro-Ng-acetyltryptamin (59), 7-Nitro-Ng-acetyltryptamin (60), 0.4 mg Salegentipyrrol A
(61), 0.9 mg Salegentipyrrol B (64), 1.8 mg 4,5-Dinitro-3-methoxy-phenol (65), 1.2 mg 4,6-
Dinitro-2-methoxy-phenol (66), 2.1 mg 2,6-Dimethoxy-1,4-benzoquinon (67), 1.1 mg 3-
Indolyl-ethyl-methylether (68), 4.7 mg Thymin (69), 4.2 mg Uracil (35) und 2.2 mg p-
Hyxdroxybenzoeséure (36).

p-Nitrophenol (40): CsHsNO; (139), hellgelber Feststoff, UV-16schend (254
nm). — Ry = 0.60 (CH,Cl/MeOH 9:1). — R, = 12.1 min (LC-MS). — "H-NMR
(CD;0D, 600 MHz): & = 8.12 (d, *J = 9.6 Hz, 2H, 2-H, 6-H), 6.88 (d, >*J=9.6
Hz, 2H, 3-H, 5-H). — (-)-APCI: m/z = 138 [M-H]". — UV (MeOH): Anax (Ig €) = 1
223 (4.03), 309 (4.07) nm. — IR (KBr): v (cm™) = 2928, 2360, 2340, 1617, OH
1595, 1518, 1500, 1457, 1385, 1339, 1290, 1168, 1112, 852, 755.

NO,

4-Hydroxy-3-nitro-benzoesaure (41): C;HsNOs (183), gelber Feststoff, OH
UV-l6schend (254 nm). — Ry= 0.25 (CH,Cl,/MeOH 9:1). — R,= 11.9 min NO,
(LC-MS). — "H-NMR (CD;0D, 600 MHz): & = 8.66 (d, *J = 1.8 Hz, 1H,
2-H), 8.15 (dd, *J = 1.8 Hz, °J = 8.4 Hz, 1H, 6-H), 7.13 (d, °J = 8.4 Hz, 1

1H, 5-H). - BC-NMR (CD;OD, 150.8 MHz): § = 169.8 (COOH), 158.0 COOH
(Cq, C-4), 137.9 (CH, C-6), 135.5 (C,, C-3), 127.8 (CH, C-2), 126.9 (C,,

C-1), 120.8 (CH, C-5). — EI-MS (70 eV): m/z (%) = 183 ((]M]"™, 100), 167 (12), 166 (18),
153 (16), 119 (22), 81 (23), 63 (61), 53 (28). — UV (MeOH): Ama (g €) = 237 (4.38), 340
(3.51) nm. — IR (KBr): ¥V (cm™) = 3307, 2924, 2853, 1685, 1626, 1574, 1541, 1433, 1338,
1312, 1257, 1175, 1112.

4-Hydroxy-3-nitrophenyl-essigsaure (42): CsH;NOs (197), ON_ . OH
gelber Feststoff, UV-loschend (254 nm). — Ry = 0.39 :©/\H/
(CH,C1,/MeOH 9:1). — R, = 11.3 min (LC-MS). — '"H-NMR HO™ ™ ©
(CD;0D, 300 MHz): & = 8.01 (d, *J = 2.1 Hz, 1H, 2-H), 7.54

(dd,*J=8.5Hz, “J=2.1 Hz, 1H, 6-H), 7.10 (d, °J = 8.5 Hz, 1H, 5-H), 3.63 (s, 2H, CH,COO).
- EI-MS (70 eV): m/z (%) = 197 ((M], 23), 152 (100), 106 (20), 77 (19), 51 (18). — UV
(MeOH): Amax (Ig €) = 226 (3.88), 274 (3.84), 354 (3.52) nm. — IR (KBr): v (cm™) = 3432,

2930, 1698, 1632, 1581, 1493, 1434, 1412, 1331, 1258, 1216, 1180.
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4-Hydroxy-3-nitrophenyl-propionsiure (43):

CoHyNOs (211), gelber Feststoff, UV-loschend (254 nm). — O
R;= 0.82 (CH,Cl,/MeOH 9:1). R, = 11.4 min (LC-MS). — O N OH
"H-NMR (CDCls, 300 MHz): & = 10.46 (s, 1H, 4-OH),

HO
7.93 (d, *J = 2.1 Hz, 1H, 2-H), 7.43 (dd, >J = 8.4 Hz, *J = 5

2.1 Hz, 1H, 6-H), 7.08 (d, >J = 8.4 Hz, 1H, 5-H), 2.93 (t, °J

= 7.0 Hz, 2H, CH,CH,COO0), 2.67 (t, *J = 7.0 Hz, 2H, CH,CH,COO). - EI-MS (70 eV): m/z
(%) =211 (IM]™, 32), 193 (46), 152 (100), 147 (38), 106 (15). — UV (MeOH): Amax (Ig €) =
223 (3.98), 276 (3.92), 358 (3.59) nm. — IR (KBr): v (cm™) = 2925, 1710, 1631, 1583, 1539,
1490, 1429, 1327, 1244, 1187.

4-Hydroxy-3-nitrophenyl-essigsduremethylester (44):

O,N 3 1 O\
CsH7NOs (211), gelber Feststoff, UV-16schend (254 nm). — :©/\H/
R;=0.76 (CH,Cl,/MeOH 9:1). — R, = 13.6 min (LC-MS). — HO ©
"H-NMR (CD;0D, 300 MHz): & =7.99 (d, *J = 2.4 Hz, 1H,
2-H), 7.52 (dd, °J = 8.7 Hz, *J = 2.4 Hz, 1H, 6-H), 7.09 (d, °J = 8.7 Hz, 1H, 5-H), 3.69 (s, 3H,
COOMe), 3.67 (s, 2H, CH,). — EI-MS (70 eV): m/z (%) = 211 ((M]", 16), 165 (11), 152
(100), 135 (12), 106 (44), 77 (36), 59 (23), 51 (35). — UV (MeOH): Amax (Ig €) = 220 (4.22),

273 (4.00), 354 (3.68) nm. — IR (KBr): ¥ (cm™) = 3280, 3083, 1736, 1634, 1581, 1537, 1486,
1430, 1420, 1356, 1330, 1307, 1262, 1172.

2-(4-Hydroxy-3-nitrophenyl)ethanol (45): CsHoNO, (183), 5

gelber Feststoff, UV-loschend (254 nm). — Ry = 0.59 HO:@\/\
(CH,C1/MeOH 9:1). — R, = 13.2 min (LC-MS). — '"H-NMR ONT 1 oH
(CDCls, 300 MHz): & = 10.46 (s, 1H- 4-OH), 7.96 (d, *J=2.2

Hz, 1H, 2-H), 7.46 (dd, *J = 8.5 Hz, *J = 2.2 Hz, 1H, 6-H), 7.08 (d, °J = 8.5 Hz, 1H, 5-H),
3.86 (t, °J = 6.5 Hz, 2H, CH,CH,OH), 2.84 (t, °J = 6.5 Hz, 2H, CH,CH,OH). — EI-MS (70
eV): m/z (%) = 183 ((IM]™, 35), 152 (100), 135 (39), 106 (31), 77 (20), 51 (9). — UV
(MeOH): Amax (Ig €) = 221 (4.12), 275 (3.93), 358 (3.59) nm. — IR (KBr): ¥ (cm™) = 3300,
2929, 2847, 1632, 1586, 1488, 1427, 1326, 1253, 1179.

N-(4-Hydroxy-3-nitrophenylethyl)acetamide (46): HO 5
C1oH12N,04 (206), gelber Feststoff, UV-loschend (254 :@\/\ 0
nm). — Ry = 0.51 (CH,Cl/MeOH 9:1). — R, = 11.1 min O.N" 3 1 J]\

N
2
H
(LC-MS). — 'H-NMR (CDCls, 300 MHz): § = 10.44 (s,
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D,O-austauschbar, 1H, 4-OH), 7.89 (d, *J = 2.1 Hz, 1H, 2-H), 7.41 (dd, >J = 8.4 Hz, *J=2.1
Hz, 1H, 5-H), 7.08 (d, 3J=8.4 Hz, 1H, 6-H), 5.72 (br s, D,O-austauschbar, 1H, NH), 3.46 (q,
3J=6.9 Hz, 2H, CH,CH,NH), 2.79 (t, >J = 6.9 Hz, 2H, CH,CH,NH), 1.93 (s, 3H, Ac). — EI-
MS (70 eV): m/z (%) = 206 (IM]™, 60), 165 (100), 135 (23), 105 (19), 77 (15), 72 (18), 60
(17), 43 (41). — UV (MeOH): Amax (Ig €) = 225 (3.90), 275 (3.86), 357 (3.56) nm. — IR (KBr):
v (em™) = 3079, 2934, 1634, 1558, 1532, 1489, 1424, 1321, 1291, 1257, 1171.

2-Nitro-4-(2 -nitroethenyl)phenol (47): CgH¢N,Os (210), HO 5

gelber Feststoff, UV-loschend (254 nm). — Ry = 0.83

(CH,CL/MeOH 9:1). — R, = 13.7 min (LC-MS). — '"H-NMR OZND\/\NO
(CD;0D, 300 MHz): & = 8.36 (d, *J = 2.4 Hz, 1H, 2-H), 8.05

(d, *J=13.5 Hz, 1H, CHNO), 7.87 (d, °J = 13.5 Hz, 1H, CHCHNO), 7.87 (dd, *J = 2.4 Hz,
3J=8.7Hz, 1H, 6-H), 7.10 (d, >J = 8.7 Hz, 1H, 5-H). - *C-NMR (CD;0D, 150.8 MHz): § =
160.8 (C,, C-4), 145.8 (C,, C-3), 138.6 (CH, CHCHNO,), 137.6 (CH, CHCHNO,), 136.3
(CH, C-6), 129.3 (CH, C-2), 123.6 (CH, C-5), 121.8 (C,, C-1). — EI-MS (70 eV): m/z (%) =
210 (([M], 24), 163 (100), 118 (38), 89 (70), 63 (58). — UV (MeOH): Amsx (Ig €) = 222
(4,20), 269 (4.04), 325 (4.20), 435 (sh) (3.54) nm. — IR (KBr): ¥ (cm™) = 3436, 1640, 1624,
1537, 1513, 1504, 1489, 1342, 1275, 1174.

2

3,5-Dinitro-4-hydroxy-phenyl-essigsiuremethylester

O,Ns 1 O\
(48): CyHgN,O7 (256), gelber Feststoff, UV-16schend (254
nm). — Ry= 0.36 (CH,ClyMeOH 9:1). — R, = 12.8 min (LC- HO™ N o
MS). — "H-NMR (CDs0D, 600 MHz): 6 = 7.96 (s, 2H, 2-H, NO,

6-H), 3.70 (s, 3H, COOCHj3), 3.60 (s, 2H, CH,COO). — “C-

NMR (CD;0D, 150.8 MHz): § = 173.7 (C,, COO), 158.3 (C,, C-4), 143.1 (C,, C-3. C-5),
132.5 (CH, C-1), 114.4 (CH, C-2, C-6), 52.6 (CH,, CH,COO), 39.6 (COOCH3). — EI-MS (70
eV): m/z (%) = 256 ([M]™, 14), 226 (13), 197 (12), 59 (16), 44 (100). — HRMS ber. fiir
CoHsN,O7: 256.03315, gef.: 256.03330. — UV (MeOH): hmax (Ig €) = 228 (4.33), 432 (3.85)
nm. — IR (KBr): ¥ (cm™) = 3437, 2925, 1738, 1631, 1553, 1439, 1406, 1384, 1338, 1265,
1238, 1198, 1177, 1116.
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3,5-Dinitro-4-hydroxy-phenyl-propionsiure (49):

CyoHgN,O7 (256), gelber Feststoff, UV-16schend (254 nm). (0]
— Ry = 0.16 (CH,Cl,/MeOH 9:1). — R, = 11.9 min (LC- O,N 3 U OH
MS). — '"H-NMR (CD;0D, 600 MHz): § = 8.04 (s, 2H, 2-
H, 6-H), 2.89 (t, >J = 7.0 Hz, 2H, CH,CH,COO0), 2.62 (t, *J HO N"’O
2

= 7.0 Hz, 2H, CH,CH,COO). - *C-NMR (CD;0D, 150.8

MHz): § = 176.2 (C,, COOH), 152.7 (Cy, C-4), 141.7 (C,, C-3, C-5), 131.4 (CH, C-2, C-6),
128.4 (Cy, C-1), 36.1 (CH,, CH,CH,COO), 30.3 (CH,, CH,CH,COO). - (-)-ESI-MS: m/z (%)
= 533 [2M-2H+Na] (29), 255 [M-H] (100). — HRMS ber. fiir CoHgN,O7: 256.03315, gef:
256.03320. — UV (MeOH): Amax (Ig €) = 226 (3.92), 356 (3.16), 436 (3.39) nm. — IR (KBr):
V(em™)=3412, 1712, 1638, 1542, 1428, 1343, 1262.

3,5-Dinitro-4-hydroxy-phenyl-ethylchlorid (50):
CsH7N,OsCl (246), gelber Feststoff, UV-loschend (254 nm). —
R; = 0.44 (CH,Cl/MeOH 9:1). — R, = 15.6 min (LC-MS). —
"H-NMR (CD;0D, 600 MHz): & = 8.02 (s, 2H, 2-H, 6-H), 3.75 O,N
(t, °J = 7.2 Hz, 2H, CH,CH,Cl), 3.02 (t, °J = 7.2 Hz, 2H,
CH,CH,Cl). — ®C-NMR (CD;0D, 150.8 MHz): & = 159.6 (C,, C-4), 144.2 (C,, C-3, C-5),
132.2 (CH, C-2, C-6), 119.1 (C,, C-1), 46.0 (CH,, CH,CH,Cl), 38.2 (CH,, CH,CH,Cl). — EI-
MS (70 eV): m/z (%) = 246 ([M]™, 16), 197 (100), 151 (16), 91 (98). — HRMS ber. fiir
CsHN,O5Cl: 246.00435, gef.: 246.00430. — UV (MeOH): Amax (Ig €) = 230 (4.16), 435 (3.68)
nm. — IR (KBr): v (cm™) = 3424, 2926, 1719, 1638, 1543, 1429, 1341, 1256.

HO

3,5-Dinitro-4-hydroxy-phenyl-2-chlor-propionsiure-
methylester (51): C,0HoCIN,O7 (304), orange Feststoff,
UV-l6schend (254 nm). — Ry= 0.41 (CH,Cl,/MeOH 9:1).
— R, = 17.0 min (LC-MS). — '"H-NMR (CD;0D, 600
MHz): & = 7.82 (s, 2H, 2’-H, 6'-H), 4.56 (t, 1H, °J = 8.9
Hz, 2-H), 3.73 (s, 3H, 1-OCH3), 3.18, 3.06 (ABX, *J =
15.1 Hz, °J = 8.9 Hz, 3-H). — (-)-APCI: m/z = 303 [M-H]. UV (MeOH): Amax (Ig €) = 213 (s,
3.58), 340 (2.89) nm. — IR (KBr): v (cm™) = 3427, 2925, 2854, 1740, 1621, 1545, 1399,
1258, 1098, 701.
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N-(3,5-Dinitro-4-hydroxy-phenylethyl)acetamid (52):

Ci0H11N3O¢ (269), gelber Feststoff, UV-l6schend (254 O,N_3 ; H
nm). — Ry = 0.19 (CH,Cly/MeOH 9:1). — R, = 10.3 min \ﬂ/
(LC-MS). — "H-NMR ([Ds]DMSO, 300 MHz): 5 = 7.82 HO 7 ©

(t br, 1H, NH), 7.64 (s, 2H, 2-H, 6-H), 3.17 (m, 2H, NO,

CH,CH,NH), 2.48 (m, 2H, CH.CH,NH), 1.77 (s, 3H,
Ac). — BC-NMR ([Ds]DMSO, 150.8 MHz): § = 169.0 (C, CH3CO), 158.5 (C,, C-4), 142.6
(Cq C-3, C-5), 130.7 (CH, C-2, C-6), 114.4 (C,, C-1), 40.0 (CH,, CH,CH,NH), 33.2 (CH,,
CH,CH,NH), 22.5 (CHs, CH;CO). — (-)-ESI-MS: m/z (%) = 537 [2M-H] (45), 268 [M-H]'
(100). — HRMS ber. fiir C1oH;N3O5: 269.06478, gef.: 269.06480. — UV (MeOH): Amax (Ig €)
= 225 (3.80), 443 (3.21) nm. — IR (KBr): ¥ (cm™) = 3421, 2928, 1637, 1543, 1460, 1384,
1362, 1338, 1310, 1253, 1205.

2,6-Dinitro-4-(2 -nitroethenyl)phenol  (53): CgHsN;O;
(255), orange Feststoff, UV-loschend (254 nm). — Ry = 0.53
(CH,Cl/MeOH 9:1). — "H-NMR (CD;0D, 600 MHz): & =
8.24 (s, 2H, 3-H, 5-H), 7.99 (d, °J = 13.5 Hz, 1H, 2’-H), 7.76
(d, °J = 13.5 Hz, 1H, 1’-H). — (-)-ESI-MS: m/z = 531 [2M-
2H+Na], 254 [M-HJ.

Pyriculamid (55): C;4H;5N30s (305), gelber Feststoff,
UV-l6schend (254 nm). — Ry = 0.45 (CH,Cl,/MeOH
9:1). — R, = 9.5 min (LC-MS). — 'H-NMR
([Ds]DMSO, 300 MHz): & = 8.14 (d, >J = 4.0 Hz, 1H,
NH), 7.70 (d, “J = 2.3 Hz, 1H, 5-H), 7.34 (dd, *J = 8.4
Hz, *J=2.3 Hz, 1H, 9-H), 7.08 (d, °J = 8.4 Hz, 1H, 8-
H), 3.94 (m, 1H, 2-H), 3.48 (m, 1H, 2°-H), 3.46 (m, 1H, 3-H,), 3.27 (m, 1H, 3-Hg), 2.96 (m,
2H, 5°-H), 2.06 (m, 1H, 3°-Hy), 1.83 (m, 1H, 4’-H,), 1.68 (m, 2H, 3°-H,, 4’-Hg). - *C-NMR
([D]DMSO, 150.8 MHz): § = 168.2 (C,, C-1), 164.5 (C,, C-17), 151.1 (C,, C-7), 136.6 (CH,
C-5), 136.2 (Cy, C-6), 127.4 (C,, C-4), 125.7 (CH, C-9), 119.1 (CH, C-8), 57.8 (CH, C-2),
57.3 (CH, C-2°), 44.7 (CH,, C-3), 37.7 (CH,, C-5"), 28.5 (CH,, C-3"), 21.4 (CH,, C-4*). - (+)-
ESI-MS: m/z (%) = 655 [2M-H+2Na]" (100), 633 [2M+Na]" (25). — (-)-ESI-MS: m/z (%) =
631 [2M-2H+Na] (100), 304 [M-H] (55). — UV (MeOH): Amax (Ig €) = 208 (3.40), 273 (2.42),
354 (2.08) nm. — IR (KBr): v (cm™) = 3439, 3191, 3081, 2930, 2862, 1623, 1524, 1472,
1445, 1356, 1335, 1280.
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7-Hydroxy-3-(4-hydroxy-2-nitrophenyl)-4H-1-
benzopyran-4-on (3’-Nitro-daidzein, 56):
CisHoNOg (299), gelber Feststoff, UV-loschend
(254 nm). — Ry = 0.59 (CH,Cl,/MeOH 9:1). — R, =
16.0 min (LC-MS). — '"H-NMR ([Ds]DMSO, 300
MHz): & = 10.90 (s br, 1H, OH), 8.45 (s, 1H, 2-H),
8.15 (d, *J=2.1 Hz, 1H, 2’-H), 7.97 (d, >J = 8.8 Hz, 1H, 5-H), 7.71 (dd, *J=8.8 Hz, '/ =2.1
Hz, 1H, 6’-H), 7.12 (d, °J = 8.8 Hz, 1H, 5’-H), 6.94 (dd, °J = 8.8 Hz, *J = 2.1 Hz, 1H, 6-H),
6.88 (d, *J = 2.1 Hz, 1H, 8-H). - C-NMR ([Ds]DMSO, 150.8 MHz): § = 174.3 (C,, C-4),
162.8 (Cy, C-7), 157.4 (C,, C-8a), 153.7 (CH, C-2), 153.0 (C,, C-4°), 136.5 (C,, C-3°), 135.3
(CH, C-6"), 127.2 (CH, C-5), 125.2 (CH, C-2°), 122.0 (C,, C-1°), 121.4 (C,, C-3), 119.6 (CH,
C-5°), 116.4 (C,, C-4a), 115.3 (CH, C-6), 102.1 (CH, C-8). - ()-ESI-MS: m/z (%) = 621
[2M+Na]" (78), 300 [M+H]" (18). — (-)-ESI-MS: m/z (%) = 597 [2M-H] (40), 298 [M-H]
(100). — DCI-MS (NHs): m/z (%) = 456 [2M+NH,]" (14), 237 [M+NH4]" (100). — UV
(MeOH): Amax (Ig €) = 243 (3.99), 300 (sh, 3.67), 359 (3.22) nm. — IR (KBr): v (cm™") = 3429,
3281, 1588, 1578, 1537, 1426, 1385, 1310, 1266, 1240, 1179.

5,7-Dihydroxy-3(3,5-dinitro-4-hydroxy-phenyl)-
4H-1-benzopyran-4-on  (3’,5’-Dinitro-genistein,
57): C;sHgN,O9 (360), orange Feststoff, UV-
16schend (254 nm). — Ry=0.21 (CH,Cl/MeOH 9:1).
— "H-NMR ([Ds]DMSO, 300 MHz): & = 12.78 (br,
1H, OH), 8.27 (s, 1H, 2-H), 8.03 (s, 2H, 2'-H, 6"-H),
6.12 (d, *J=2.1 Hz, 1H, 8-H), 6.00 (d, *J = 2.1 Hz, 1H, 6-H). — *C-NMR ([Ds]DMSO, 150.8
MHz): § = 178.9 (C, C-4), 161.6 (Cg, C-5), 159.0 (Cy, C-4"), 157.9 (Cq, C-8a), 152.6 (CH, C-
2), 142.9 (Cg4, C-37), 142.9 (Cq, C-57), 130.4 (CH, C-27), 130.4 (CH, C-6), 119.9 (Cg, C-1"),
105.7 (Cq, C-3), 102.3 (Cq, C-4a), 100.2 (CH, C-6), 94.3 (CH, C-8). — (-)-APCI-MS: m/z (%)
= 359 [M-H] (100). — HRMS ber. fiir C;sHgN,Oy: 360.02297, gef.: 360.02307. — UV
(MeOH): Amax (Ig €) =268 (4.12), 434 (3.29) nm.

2-Nitro-Ng-acetyltryptamin (58): C;H3N;O; (247), H
gelber Feststoff, UV-loschend (254 nm). — Ry = 0.55 5 ° N\H/
(CH,Cl/MeOH 9:1). — R, = 12.8 min (LC-MS). — 'H-
NMR (CD;OD, 300 MHz): 6 = 7.74 (d br, 1H, 4-H),
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7.41 (m, 2H, 6-H, 7-H), 7.18 (m, 1H, 5-H), 3.51 (t, °J = 6.8 Hz, 2H, 9-H), 3.37 (t, >J = 6.8 Hz,
2H, 8-H), 1.78 (s, 3H, Ac). — "C-NMR (CD;0D, 150.8 MHz): § = 173.4 (C,, C-11), 139.2
(Cq, C-2), 135.9 (C,, C-7a), 129.0 (CH, C-6), 128.2 (C,, C-3a), 122.7 (CH, C-4), 122.4 (CH,
C-5), 117.9 (C,, C-3), 113.7 (CH, C-7), 40.1 (CH,, C-9), 25.5 (CHa, C-8), 22.5 (CHs, C-12). —
(+)-ESI-MS: m/z (%) = 517 [2M+Na]" (72), 270 [M+Na]" (100). — (-)-ESI-MS: m/z (%) =
515 [2M-2H+Na] (19), 246 [M-H] (100). — HRMS ber. fiir C;,H;3N305: 247.09569, gef.:
247.09567. — UV (MeOH): Amax (Ig €) = 216 (4.02), 244 (3.84), 355 (4.00) nm. — IR (KBr):
V (em™) = 2924, 2854, 1656, 1547, 1452, 1386, 1290.

6-Nitro-Ng-acetyltryptamin (59): C;2H3N30; ) H
(247), gelber Feststoff, UV-l6schend (254 nm). — 5 3a N\H/
Ry = 0.55 (CH,CI/MeOH 9:1). — R, = 12.9 min /©j2/\/ 9]
(LC-MS). — 'TH-NMR (CD;OD, 300 MHz): & = ON 7 N

8.31 (d, *J = 1.8 Hz, 1H, 7-H), 7.92 (dd, *J = 8.7

Hz, *J= 1.8 Hz, 1H, 5-H), 7.68 (d, >J = 8.7 Hz, 1H, 4-H), 7.46 (s, 1H, 2-H), 3.46 (t, °J = 6.8

Hz, 2H, 9-H), 2.97 (t, >J = 6.8 Hz, 2H, 8-H), 1.90 (s, 3H, Ac). — (+)-ESI-MS: m/z (%) = 517
[2M+Na]" (38), 270 [M+Na]" (100). — (-)-ESI-MS: m/z (%) = 246 [M-H] (100).

7-Nitro-Ng-acetyltryptamin (60): C,;H3N303 (247),

H
8
gelber Feststoff, UV-loschend (254 nm). — Ry = 0.55 5 2 N\H/
(CH,ClyMeOH 9:1). — R, = 12.9 min (LC-MS). — 'H- N2 O
NMR (CD;OD, 300 MHz): § = 7.78 (dd, °J = 7.6 Hz,*J 7NO H

2

= 1.8 Hz, 1H, 6-H), 7.71 (dd, °J = 8.4 Hz, *J = 1.8 Hz,

1H, 7-H, 4-H), 7.38 (t, >J = 8.2 Hz, 1H, 5-H), 7.20 (s, 1H, 2-H), 3.34 (t, °J = 6.8 Hz, 2H, 9-
H), 3.04 (t, °J = 6.8 Hz, 2H, 8-H), 1.89 (s, 3H, Ac). — (+)-ESI-MS: m/z (%) = 517 [2M+Na]"
(38), 270 [M+Na]" (100). — (-)-ESI-MS: m/z (%) = 246 [M-H] (100).

1-Acetyl-1,2,3,3a,8,8a-hexahydropyrrolo[2,3-b]-3a-nitro-

indol (Salegentipyrrol A, 61): C;,H;3N;05; (247), farbloses ON /

Ol, UV-léschend (254 nm). — Ry = 0.60 (CH,Cl,/MeOH 9:1). — 5©f<;‘\11 O
Anfarbeverhalten: Anisaldehyd (orange), Ehrlich (griin). — R, = ; H \f
12.8 min (LC-MS). — '"H-NMR (CDCl;, 300 MHz): & = 7.42

(dd, °J=7.7 Hz, *J=2.1 Hz, 1H, 4-H), 7.24 (dt, >J = 7.7 Hz, *J = 2.0 Hz, 1H, 6-H), 6.84 (dt,

3J=17.7Hz *J=2.1Hz 1H, 5-H), 6.66 (dd, *J = 7.7 Hz, *J = 2.0 Hz, 1H, 7-H), 6.23 (s, 1H,
8a-H), 5.34 (br, 1H, 8-NH), 3.84 (ddd, J = 10.5 Hz,>J = 8.3 Hz, >J = 2.0 Hz, 1H, 2-H,), 3.40
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(ddd, 2J=10.5 Hz,>J = 10.5 Hz, °J = 6.3 Hz, 1H, 2-Hg), 3.01 (ddd, >J = 12.9 Hz, °J = 10.5 Hz,
3J=8.3 Hz, 1H, 3-H,), 2.81 (ddd, >J = 12.9 Hz,’J = 6.3 Hz, *J = 2.0 Hz, 1H, 3-Hg), 2.06 (s,
3H, COCH;). — "C-NMR (CDCl;, 150.8 MHz): & = 170.1 (C,, CO), 150.3 (C,, C-7a), 132.4
(CH, C-6), 125.0 (CH, C-4), 121.8 (C,, C-3b), 119.6 (CH, C-5), 110.5 (CH, C-7), 99.2 (C,, C-
3a), 78.5 (CH, C-8a), 46.8 (CH,, C-2), 36.1 (CH,, C-3), 22.2 (CH;, COCHj3). — DCI-MS
(NH3): m/z (%) = 512 [2M+NH,]" (5), 495 [2M+H]" (19), 265 [M+NH,]" (46), 248 [M+H]"
(100). — HRMS ber. fiir C1,H;3N305: 247.09569, gef.: 247.09581. — UV (MeOH): Amax (g €)
=239 (3.74), 302 (3.04) nm. — IR (KBr): v (cm™) =2927, 2856, 1636, 1548, 1438, 1385.

1-Acetyl-1,2,3,3a,8,8a-hexahydropyrrolo[2,3-b]-3a,7-dini-

tro-indol (Salegentipyrrol B, 64): C;;H,,N4Os (292), gelbes ON 1

Ol, UV-16schend (254 nm). — Ry= 0. 49 (CH,Cl,/MeOH 9:1). — i NY
"H-NMR (CDCls, 600 MHz): = 8.10 (d, °J = 7.8 Hz, 1H, 4- 7 N o)
H), 7.70 (d, °J = 7.8 Hz, 1H, 6-H), 7.61 (s br, 1H, 8-NH), 6.84 NO,

(t, °J = 7.8 Hz, 1H, 5-H), 6.49 (s, 1H, 8a-H), 3.90 (ddd, %J =

10.5 Hz, °J = 8.4 Hz, °J = 2.2 Hz, 1H, 2-H,), 3.45 (ddd, *J = 10.5 Hz, >J = 10.5 Hz, *J = 6.1
Hz, 1H, 2-Hg), 3.09 (ddd, J = 13.2 Hz, >J = 10.5 Hz, °J = 8.4 Hz, 1H, 3-H,), 2.82 (ddd, *J =
13.2 Hz, >J= 6.1 Hz, >J=2.2 Hz, 1H, 3-Hg), 2.10 (s, 3H, 1-COCH3). — (+)-ESI-MS: m/z (%)
= 607 [2M+Na]" (27), 315 [M+Na]" (100). — (-)-ESI-MS: m/z (%) = 291 [M-H] (100). —
HRMS ber. fiir C;,H;;N,4Os: 292.07968, gef.: 292.08089.

4,5-Dinitro-3-methoxy-phenol (65): C;H¢N,O4, orange Feststoff,

UV-l6schend (254 nm). — Ry = 0.51 (CH,Cl,/MeOH 9:1). — R, = 14.1 1OH

min (LC-MS). — "H-NMR (CD;0D, 600 MHz): & = 8.59 (d, *J = 2.4 , ;

Hz, 1H, 6-H), 7.55 (d, *J = 2.4 Hz, 1H, 2-H), 3.87 (s, 3H, 3-OCHj3). — o) NO,
BC-NMR (CD;0D, 150.8 MHz): § = 164.6 (C,, C-1), 155.6 (C,, C- | NO,

3), 135.2 (Cy, C-5), 132.2 (Cg, C-4), 118.3 (CH, C-6), 106.7 (CH, C-

2), 57.0 (CHs, 3-OCH3). — (-)-APCL m/z = 213 [M-H]. — HRMS ber. fiir C;H¢N,Og:
214.02258, gef.: 214.02262. — UV (MeOH): Ay (Ig €) = 213 (4.22), 266 (3.92), 342 (3.68)
nm. — IR (KBr): ¥ (cm™) = 3391, 3109, 2946, 2835, 1778, 1607, 1556, 1449, 1344, 1261,
1092, 1027, 946, 918, 804, 711.
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4,6-Dinitro-2-methoxy-phenol (66): C;H¢N,Oq, orange Feststoff,

UV-l6schend (254 nm). — Ry = 0.50 (CH,Cl,/MeOH 9:1). — R, = 14.1 OH |
1

min (LC-MS). — "H-NMR (CD;OD, 300 MHz): & = 8.51 (d, '/ =2.7 O.N o

Hz, 1H, 5-H), 7.75 (d, *J = 2.7 Hz, 1H, 3-H), 3.94 (s, 3H, 2-OCHj3). — 5 s

3C-NMR (CD;0D, 150.8 MHz): § = 157.8 (C,, C-1), 153.7 (Cq, C-
2), 135.5 (Cq, C-6), 134.2 (Cy, C-4), 116.4 (CH, C-5), 108.3 (CH, C-
3), 57.1 (CHs, 2-OCHs). — EI-MS (70 eV): m/z (%) = 214 (IM]™", 100), 197 (70), 166 (22),
121 (28), 53 (29), 50 (33).

2,6-Dimethoxy-1,4-benzoquinon (67): CgHsOs (168), gelber

Feststoff. — "TH-NMR (CDCls, 300 MHz): & = 5.84 (s, 2H, 3-H, 5- /O 01 O\
H), 3.80 (s, 6H, 20CH3). — *C-NMR (CDCl;, 150.8 MHz): & =

186.8 (Cq, C-1), 176.7 (Cqy C-4), 157.3 (Cqy C-2, C-6), 107.4 (CH, ° ’

C-3, C-5), 56.5 (CHs, 2 OCH3). — EI-MS (70 eV): m/z (%) = 168 O

(IM]™, 5), 104 (39), 91 (21), 80 (20), 69 (100), 53 (29).

3-Indolyl-ethyl-methylether (68): C;H;;NO (175), . 2 o
farbloses Ol, UV-léschend (254 nm). — R, = 0.80 ° | 1 h
(CH,CI/MeOH 9:1). — Anfarbeverhalten: Anisaldehyd z H z

(rot), Ehrlich (violett). — R, = 15.7 min (LC-MS). — "H-

NMR (CD;OD, 600 MHz): § = 7.51 (d, *J = 7.8 Hz, 1H, 7°-H), 7.31 (d, >J = 7.8 Hz, 1H, 4’-
H), 7.06 (t, >J = 7.8 Hz, 1H, 6>-H), 7.05 (s, 1H, 2’-H) 6.98 (t, °J = 7.8 Hz, 1H, 5°-H), 3.66 (t,
3J=17.2Hz, 2H, 1-H), 3.37 (s, 3H, OCH3), 2.99 (t, °J = 7.2 Hz, 2H, 2-H). — UV (MeOH): Amax
(Ig &) = 221, 281 nm. — IR (KBr): Vv (cm™) = 3415, 2926, 1620, 1457, 1384, 1339, 1228,
1107, 742.

Thymin (69): CsH¢N,O, (126), weiBler Feststoff, UV-16schend (254 0
nm). — Ry = 0.46 (CH>Cl,/MeOH 9:1). — Keine Anfdrbung. — "H-NMR HN !
(ID6]DMSO, 300 MHz): & = 10.95 (br, 1H, 2-NH), 10.55 (br, 1H, 4- )\ | ]
NH), 7.23 (s, 1H, 5-H), 1.73 (s, 3H, 6-CHs). - EI-MS (70 eV): m/z (%) = o~ N

126 ((IM]™, 100), 55 (64).
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10.3  Actinomyces sp. T426

Der aus litoralem Sediment in Feuerland isolierte mesophile Stamm T426 wuchs auf Agar-

platten unter Ausbildung eines gelben Luft- sowie eines beigen Substratmycels.

10.3.1 Primirscreening

Beim biologischen Screening des Rohextraktes gegen verschiedenen Organismen (Tabelle 10)
konnte lediglich eine cytotoxische Aktivitit gegen die angefiihrten Zelllinien gefunden

werden.

Tabelle 10  Fiir das biologische Screening verwendete Organismen bzw. Zelllinien.

. . *
Organismen Konzentration

Bakterien B. brevis, B. subtilis, M. luteus, E. dissolvens

M. miehei, N. corylii, P. notatum, P. variotii,

Pilze C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei,
F. solani, R. oryzae 20 pl/Plittchen
Pathogenes Hefe C. albicans

S. aureus, P. vulgaris, P. fluorescens,

Pathogene Bakterien .
P. aeruginosa

Nematoden C. elegans 10 pul/ml

MCF-7, HepG2, HeLLA S3, Jurkat, Colo 320,

L1210, MDAMB231 60 pl/400 pl

Cytotoxizitit

" Das Extrakt aus 200 ml Kultur wurde in 3 ml MeOH aufgenommen.

10.3.2 Kultivierung und Aufarbeitung

Kultivierung und Aufarbeitung wurden am IBWF (Kaiserslautern) durchgefiihrt. Fiir die Vor-
kulturen wurde Stamm T426 in 500 ml Erlenmeyerkolben mit einer Schikane, welche mit
200 ml B-Medium befiillt waren, bei 120 Upm und 22 °C inkubiert. Die Fermentation der
Hauptkulturen erfolgte ebenfalls bei 22 °C in B-Medium bei pH 8. Die so erhaltene Kultur-

brithe wurde mit Celite versetzt und filtriert. Das Mycel wurde daraufhin mit Essigester extra-
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hiert. Der pH-Wert des Kulturfiltrats wurde auf 4 eingestellt und anschlieend ebenfalls mit

Essigester extrahiert.

10.3.3 Isolierung und Charakterisierung der Metaboliten

Eine Vortrennung des Rohextraktes erfolgte bereits am IBWF (Kaiserslautern). Es wurden
sechs Fraktionen (1 — 6) mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel unter Verwendung eines
Stufengradienten aus Cyclohexan/Essigester (CH/EE 9:1, CH/EE 8:2, CH/EE 7:3, CH/EE 6:4,
CH/EE 5:5) erhalten. Nachfolgende Trennung an Sephadex LH-20 (MeOH) fiihrte zu den
Fraktionen 7 — 10, welche jedoch nur in sehr geringen Mengen anfielen und folglich nur
einem HPLC-ESI-MS/MS-Screening unterzogen werden konnten. Aus den Fraktionen 3 — 6
konnten durch Chromatographie an Sephadex LH-20 (MeOH) und mittels préparativer Dick-
schichtchromatographie 7.3 mg Tryptophol (76) und 2.1 mg p-Hydroxybenzoesduremethyl-

ester (77) isoliert werden.

Tryptophol (76): CioH;;NO (161), farbloses Ol, UV- . OH
16schend (254 nm). — Ry = 0.28 (CH,Clo,/MeOH 95:5). — An- | 9
farbeverhalten: Anisaldehyd (rot), Ehrlich (violett). — R, = ’

11.8 min (LC-MS). — "H-NMR (CDCl;, 300 MHz): & = 8.03

(s br, 1H, 1-NH), 7.62 (d, >J = 8.2 Hz, 1H, 4-H), 7.37 (d, >J = 8.2 Hz, 1H, 7-H), 7.20 (dt, *J =
8.2 Hz, *J = 1.3 Hz, 1H, 5-H), 7.12 (dt, >J = 8.2 Hz, *J = 1.3 Hz, 1H, 6-H), 7.08 (s, 1H, 2-H),
3.90 (t, J = 6.6 Hz, 2H, 9-H), 3.03 (t, °J = 6.6 Hz, 2H, 8-H). — EI-MS (70 eV): m/z (%) = 161
(IM]™, 25), 130 (100), 103 (6), 77 (7).

N
6 H

p-Hydroxybenzoesduremethylester (77): CgHgOs (152), weiler Feststoff, o) o)
UV-l6schend (254 nm). — Ry = 0.63 (CH,Cl,/MeOH 9:1). — Keine Anfir- 1
bung. — "H-NMR (CD;OD, 300 MHz): & = 7.86 (d, *J = 8.5 Hz, 2H, 2-H, 6-

H), 6.81 (d, °J = 8.5 Hz, 2H, 3-H, 5-H), 3.83 (s, 3H, OCH3). — EI-MS (70 °

eV): m/z (%) = 152 (IM]™, 44), 121 (100), 93 (18), 65(10). OH

104  Actinomyces sp. T421

Der aus litoralem Sediment in Feuerland isolierte Stamm T421 bildete auf Agarplatten graues

Luft- sowie gelbes Substratmycel aus.
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10.4.1 Primirscreening

Beim biologisches Screening des Rohextraktes gegen verschiedene Organismen (siche
Tabelle 10) konnte eine zu Stamm T426 vergleichbare cytotoxische Aktivitdt festgestellt
werden (vgl. Kapitel 10.3.1).

10.4.2 Kultivierung und Aufarbeitung

Kultivierung und Aufarbeitung wurden am IBWF (Kaiserslautern) unter den in Kapitel 10.3.2
beschriebenen Bedingungen durchgefiihrt. Im Unterschied zu Stamm T426 erfolgte die Fer-

mentation hier in LB-Medium bei einer Temperatur von 18 °C.

10.4.3 Isolierung und Charakterisierung der Metaboliten

Der Rohextrakt wurde am IBWF (Kaiserslautern) chromatographisch aufgereinigt. Es konn-
ten 1.2 mg trans-3-Methylthioacrylsdure (78), 1.1 mg Benzoesdure (79) und 1.3 mg Phenyl-

essigsdure (80) isoliert werden.

trans-3-Methylthioacrylsiure (78): C4HqO,S (118), weiller Se __~_1 _OH

~
Feststoff, UV-l6schend (254 nm). — Ry = 0.60 (CH,Cl,/MeOH 9:1). SV\H/

o)

— Keine Anfirbung. — "H-NMR (CDCl;, 300 MHz): & = 7.88 (d, °J
=15.0 Hz, 1H, 3-H), 5.66 (d, >J = 15.0 Hz, 1H, 2-H), 2.37 (s, 3H, 5-H). — EI-MS (70 eV): m/z
(%) = 118 ([M]™, 100), 103 (91), 101 (17), 100 (30), 85 (15), 73 (28), 72 (23), 58 (22), 47
(17), 45 (33). - DCI-MS (NH3): m/z (%) = 153 [M+NH;+NH,]" (32), 136 [M+NH,4]" (100).

Benzoesiure (79): C;HsO; (122), weiBer Feststoff, UV-16schend (254 nm). —
Rs= 0.60 (CH,Cl/MeOH 9:1). — Keine Anfdrbung. — '"H-NMR (CDCls, 300
MHz): & =8.12 (d, *J = 7.9 Hz, 2H, 2-H, 6-H), 7.62 (t, °J = 7.2 Hz, 1H, 4-H),
7.48 (t,°J = 7.5 Hz, 2H, 3-H, 5-H). — EI-MS (70 eV): m/z (%) = 122 (IM] ", 5 3
100), 105 (90), 77 (48), 51 (18).

) OH

Phenylessigsiaure (80): CsHgO, (136), weiller Feststoff, UV-16schend (254 1OH
nm). — Ry = 0.60 (CH,ClyMeOH 9:1). — Keine Anfirbung. — "H-NMR 0]
(CDCl3, 300 MHz): 6 = 7.30 (m, 5SH, Ar-H), 3.66 (s, 2H, 2-H). — EI-MS 6 >

(70 eV): m/z (%) = 136 (IM] "™, 38), 92 (18), 91 (100), 65 (11).
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10.5 Stamm T846

Der Stamm T846 wurde aus einer Wasserprobe des Humboldt-Stroms vor der chilenischen

Kiiste isoliert.
10.5.1 Primiérscreening

Im Diinnschichtchromatogramm waren einige UV-loschende Zonen zu erkennen. Nach
Besprithen mit Anisaldehyd farbten sich zwei Zonen violett an. Eine weitere, stark UV-
16schende und sehr polare Zone ging weder mit Anisaldehyd noch mit Ehrlichs Reagenz eine

Farbreaktion ein.

10.5.2 Kultivierung und Aufarbeitung

Kultivierung und Aufarbeitung wurden am IBWF (Kaiserslautern) durchgefiihrt.

10.5.3 Isolierung und Charakterisierung der Metaboliten

Eine Vortrennung erfolgte am IBWF (Kaiserslautern) durch Sdulenchromatographie an Kie-
selgel. Zwei der dabei erhaltenen Fraktionen wurden aufgrund auffilliger Zonen im Diinn-
schichtchromatogramm weiter bearbeitet. Nachfolgende Chromatographie an Sephadex LH-
20 (MeOH) und Kieselgel lieferte 3.1 mg 3-Indolylcarbaldehyd (81), 2.8 mg 3-Indolylcarbon-
sdure (33), 26.2 mg 3-Methylthiopropionsiure (82) und 12.4 mg Triazin (83).

3-Indolylcarbaldehyd (81): CoH;NO (145), farbloses Ol, UV- o
16schend (254 nm). — Ry = 0.37 (CH,Cl,/MeOH 9:1). — Anférbe- 3a
verhalten: Anisaldehyd (orange), Ehrlich (violett). — R, = 12.0 min

(LC-MS). — "TH-NMR ([D¢]Aceton, 300 MHz): & =~ 11.2 (br, 1H, 7
1-NH), 10.02 (s, 1H, CHO), 8.21 (d, >J = 8.0 Hz, 1H, 7-H) , 8.19

(s, 1H, 2-H), 7.53 (d, °J = 8.0 Hz, 1H, 4-H), 7.24 (m, 2H, 5-H, 6-H). — EI-MS (70 eV): m/z
(%) = 145 ([M]™, 82), 144 (100), 116 (40), 89 (54), 63 (26).

3-Methylthio-propionsiure (82): C4HgO,S (120), farbloses o1, 0
UV-l6schend (254 nm). — Ry = 0.51 (CH,Cl,/MeOH 9:1). — Keine Jj\/e’\ _
Anfirbung. — "H-NMR (CDCls, 300 MHz): & = 10.76 (br, 1H, o S
COOH), 2.74 (m, 2H, 3-H), 2.66 (m, 2H, 2-H), 2.11 (s, 3H, SCH3).
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1,3,5 Triazin (83): C;H;N; (81), weiller Feststoff, UV-loschend (254 nm). —

Ry=0.21 (CH,Cl,/MeOH 9:1). — Keine Anfirbung. — R; = 6.3 min (LC-MS). N
AN
— '"TH-NMR (CD;OD, 300 MHz): & = 8.53 (s, 3H, 2-H, 4-H, 6-H). — *C- |(
N N
NMR (CD;0D, 150.8 MHz): § = 170.5 (CH, C-2, C-4, C-6). 5 ~NF s

10.6 Stamm T406

Der aus Pinguinexkrementen isolierte Stamm T406 wuchs in Form gelber, feiner Kolonien

und zeigte psychrophiles Verhalten.

10.6.1 Primirscreening

Im Diinnschichtchromatogramm waren mehrere gelbe bzw. UV-l6schende Zonen auffillig,
von denen eine nach Bespriihen mit Anisaldehyd eine dunkelviolette Farbreaktion einging.
Das biologische Screening des Rohextraktes gegen verschiedenen Organismen (Tabelle 10)
ergab die bereits bei den Stimmen T426 (Kapitel 10.3.1) und T421-A (Kapitel 10.4.1) auf-
fillige Cytotoxizitit gegeniiber bestimmten Zelllinien. Weiterhin wies Stamm T406 eine

Aktivitdt gegen Nematoden auf.

10.6.2 Kultivierung und Aufarbeitung

Kultivierung und Aufarbeitung wurden am IBWF (Kaiserslautern) unter den in Kapitel 10.3.2
beschriebenen Bedingungen durchgefiihrt. Die Fermentation erfolgte in B-Medium bei 4 °C,
wobei sich 3.1 g Rohextrakt ergaben.

10.6.3 Isolierung und Charakterisierung der Metaboliten

Der Rohextrakt wurde mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel unter Verwendung eines
Stufengradienten aus Dichlormethan/Methanol (CH,Cl,, CH,Cl,/MeOH 99:1, CH,Cl,/MeOH
98:2, CH,Cl,/MeOH 97:3, CH,Cl,/MeOH 95:5, CH,Cl,/MeOH 9:1) getrennt. AnschlieBende
chromatographische Reinigung an Sephadex LH20 (CH,Cl,/MeOH 3:2 und MeOH) sowie
Flashchromatographie an Kieselgel (CH,Cl,/MeOH) ergaben 1.9 mg 2-(Indol-3-ylmethyl)-
indol-3-ylethanol (84), 3.6 mg Ubichinon Q7 (87), 0.2 mg SS-43405¢ (88), 1.3 mg 2-(3-
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Indolyl)ethylacetat (89), 1.5 mg Cyclo(Dehydroala-Leu) (90), 18.1 mg Phenylethanol (91)
und 8.4 mg 2-(3-Indolyl)ethanol (76).

2-(Indol-3-ylmethyl)-indol-3-ylethanol (84):
Ci9HsN,0O (290), farbloser Feststoff, UV-16schend
(254 nm). — Ry=0.75 (CH,Cl,/MeOH 9:1). — Anfar-
beverhalten: Anisaldehyd (violett). — R, = 16.6 min
(LC-MS). — '"H-NMR (CD;0D, 300 MHz): & = 7.46
(d br, *J=7.7 Hz, 1H, 4>-H), 7.43 (d br, >J = 8.0 Hz,
1H, 4°°-H), 7.31 (d br, >J = 8.2 Hz, 1H, 7°’-H), 7.20 (d br, °J = 7.6 Hz, 1H, 7’-H), 7.05 (t br,
J=17.6 Hz, 1H, 6°-H), 6.97 (m, 1H, 6’-H), 6.96 (m, 1H, 2>’-H), 6.94 (m, 1H, 5>-H), 6.92 (m,
1H, 5>’-H), 4.22 (s, 2H, 8°-H), 3.69 (t, °J = 7.6 Hz, 2H, 1-H), 3.04 (t, >J = 7.6 Hz, 2H, 2-H). —
BC-NMR (CD;OD, 150.8 MHz): § = 138.3 (Cq, C-77a), 137.2 (Cq, C-T’a), 136.6 (Cq, C-27),
130.1 (Cq, C-3’a), 128.6 (Cq4, C-37’a), 123.8 (CH, C-2"), 122.3 (CH, C-6""), 121.4 (CH, C-6’),
119.6 (CH, C-5"), 119.41 (CH, C-4""), 119.37 (CH, C-5’), 118.6 (CH, C-4’), 114.0 (C,, C-
3), 112.2 (CH, C-7""), 111.6 (CH, C-7°), 108.0 (C,, C-3°), 63.7 (CH,, C-1), 29.0 (CH,, C-2),
23.3 (CH,, C-8°). — EI-MS (70 eV): m/z (%) = 290 ((IM]™, 33), 259 (100), 130 (37). — DCI-
MS (NH;): m/z (%) = 582 [2M+H]" (0.5), 308 [M+NH4]" (14), 291 [M+H]" (100). — UV
(MeOH): Amax (1g €) =224 (4.08), 282 (2.91), 385 (2.55) nm.

Ubichinon Q7 (87): CasHesOs (658), gelbes Ol, UV-léschend (254 nm). — Ry = 0.95
(CH,Cl,/MeOH 95:5). — Anfirbeverhalten: Anisaldehyd (violett). — '"H-NMR (CDCls;, 300
MHz): 8 = 5.10-5.04 (m, 6H, 12-, 16-, 20-, 24-, 28-, 32-H), 4.91 (t, 1H, 8-H), 3.97 (s, 3H, 5-
OCH3;), 3.96 (s, 3H, 6-OCH3), 3.16 (d, 2H, 7-H), 2.05-1.94 (m, 24H, 10-, 11-, 14-, 15-, 18-,
19-, 22-, 23-, 26-, 27-, 30-, 31-H), 1.99 (s, 3H, 2-CHs), 1.71 (s, 3H, 9-CH3), 1.65 (s, 3H, 13-
CHj3), 1.56 (s, 12H, 17-, 21-, 25-, 29-CH3), 1.55 (s, 6H, 33-CHs, 34-H).
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SS-43405e (88): CxH ;305 (362), gelber Feststoff, UV-

13

16schend (254 nm). — Ry = 0.88 (CH,Cl,/MeOH 9:1). — NS
2
Keine Anfirbung. — R, = 24.7 min (LC-MS). — "TH-NMR OH 0o 0~ >I\
. = - 12
(CDCls, 600 MHz): & = 12.92 (s, 1H, OH), 8.03 (s, 1H, 6 . NN
H), 7.80 (d, *J = 7.6 Hz, 1H, 8-H), 7.65 (t, >J = 8.2 Hz, 1H, | PY
9-H), 7.34 (d, J = 8.5 Hz, 1H, 10-H), 6.24 (s, 1H, 3-H), 5 7 °
(0]

3.00 (s, 3H, 5-H), 2.70 (sextett, °J = 7.0 Hz, 1H, 13-H),
1.95 (dq, 7 = 13.8 Hz, >J = 7.6 Hz, 1H, 14-H,), 1.76 (dq,
2J =13.8 Hz, °J = 7.0 Hz, 1H, 14-Hp), 1.41 (d, 3H, 13-CHjs), 0.96 (t, 3H, 15-H). - (+)-ESI-
MS: m/z (%) = 747 [2M+Na]" (100), 363 [M+H]" (41). - (-)-ESI-MS: m/z (%) = 745 [2M-
2H+Na] (100), 361 [M-H] (17).

2-(3-Indolyl)ethylacetat (89): C;,H;3NO, (203), weiller ] . O 11
Feststoff, UV-loschend (254 nm). — R, = 0.81 ©j/\g/ \[O]/
(CH,Clp/MeOH 9:1). — Anfarbeverhalten: Anisaldehyd > H ?

(rot), Ehrlich (violett). — R, = 15.7 min (LC-MS). — 'H-

NMR (CDCls;, 300 MHz): & = 8.00 (br, 1H, 1-NH), 7.64 (d, >J = 7.8 Hz, 1H, 4-H), 7.38 (d, *J
=7.9 Hz, 1H, 7-H), 7.20 (t, °*J = 7.8 Hz, 1H, 5-H), 7.13 (t, *J = 7.9 Hz, 1H, 6-H), 7.06 (d, >J =

7.2 Hz, 1H, 2-H), 4.35 (t, *J = 7.2 Hz, 2H, 9-H), 3.10 (t, °J = 7.2 Hz, 2H, 8-H), 2.05 (s, 3H,
12-H). — EI-MS (70 eV): m/z (%) = 203 (((M] ™", 28), 143 (100), 130 (90).

Cyclo(Dehydroala-Leu) (90): CoHi4N,O, (182), weiller

Feststoff, UV-l6schend (254 nm). — Ry = 0.51 (CH,Cl,/MeOH )012\(11
9:1). — Anfarbeverhalten: Anisaldehyd (orange), Ehrlich (orange). HN

— R,=9.7 min (LC-MS). — "H-NMR ([Ds]DMSO, 600 MHz): § = )\/S(NH
10.47 (br, 1H, 1-NH), 8.40 (s br, 1H, 4-NH), 5.18 (s, 1H, 11-Ha), O

4.79 (s, 1H, 11-Hg), 3.96 (t, °J = 8.0 Hz, 1H, 6-H), 1.80 (septett,

3J= 6.7 Hz, 1H, 8-H), 1.58 (m, 2H, 7-H), 0.86 (d, >J = 6.5 Hz, 6H, 9-H, 10-H). — *C-NMR
([Ds]DMSO, 150.8 MHz): & = 166.4 (C,, C-5), 158.2 (C,, C-2), 134.7 (Cy, C-3), 98.9 (CH,,
C-11), 53.7 (CH, C-6), 43.5 (CH,, C-7), 23.3 (CH, C-8), 22.6 (CH3, C-9), 22.1 (CH3, C-10).

Phenylethanol (91): CgH;0O (122), farblose Fliissigkeit, UV- .

OH
loschend (254 nm). — Ry = 0.63 (CH,Cl,/MeOH 9:1). — Keine ©/\{
Anfirbung. — "H-NMR (CDCls, 300 MHz): & = 7.32 (m, 2H, 2’-H, # &

6°-H), 7.25 (m, 3H, 3°-H, 4°-H, 5°-H), 3.83 (t, ’J = 7.9 Hz, 2H, 1-
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H), 2.86 (t, °J = 7.9 Hz, 2H, 2-H). — EI-MS (70 eV): m/z (%) = 122 (IM]", 34), 92 (58), 91
(100), 65 (18).

10.7 Streptomyces flavogriseus ACT7651

Der Stamm wurde aus litoralem Sediment isoliert, das aus der Ndhe von Punta Arenas

(Feuerland) stammte.

10.7.1 Primirscreening

Der Rohextrakt von Stamm ACT2298 fiel im Diinnschichtchromatogramm durch mehrere

UV-l6schende Zonen auf, welche sich beim Bespriihen mit Anisaldehyd blau farbten.

Tabelle 11  Aktivitdt des Rohextraktes von Stamm ACT2298 im biologischen Screening.

Testkeim Hemmbhof & [mm)]
Bacillus subtilis 30
Staphylococcus aureus 25
Escherichia coli 30
Candida albicans 17
Mucor miehei (Tii 284) 11
Chlorella vulgaris 12
Chlorella sorokiniana 13
Scenedesmus subspicatus 13

10.7.2 Kultivierung und Aufarbeitung

Die Kultivierung erfolgte im 15 1 Schiittelkultur-MaRstab in 1 1 Erlenmeyerkolben, welche
mit jeweils 200 ml M2-Medium befiillt und mit einem 1cm’ groBen Stiick einer gut
bewachsenen Agarplatte beimpft wurden. Die Fermentation wurde auf einem Linearschiittler

bei 28 °C fiir vier Tage durchgefiihrt.

Die Aufarbeitung der Kulturen erfolgte zunédchst durch Korrektur des pH-Wertes auf 5.0,
Zusatz von Celite und Filtration. Das Kulturfiltrat wurde an XAD-16 adsorbiert, das Adsor-
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berharz anschliefend mit 10 1 Wasser gewaschen und mit 5 1 Methanol eluiert. Das nach
dieser Behandlung vorliegende Kulturfiltrat wurde zusétzlich mit Essigester extrahiert und
filhrte zu 50 mg hellgelbem Extrakt. Der mit Celite vermischte Zellriickstand wurde dreimal
mit Essigester und zweimal mit Aceton unter Ultraschall-Behandlung extrahiert. Die ver-

einigten organischen Phasen ergaben nach Entfernen des Losungsmittels 6.8 g Rohextrakt.

10.7.3 Isolierung und Charakterisierung der Metaboliten

Der Rohextrakt wurde mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel mit einem Dichlormethan/
Methanol-Gradienten (1000 ml CH,Cl,/MeOH 95:5 und 2000 ml CH,Cl,/MeOH 9:1) ge-
trennt. AnschlieBende chromatographische Reinigung an Sephadex LH20 (CH,Cl,/MeOH 3:2
und MeOH) sowie préparative Dickschichtchromatographie an Kieselgel (CH,Cl,/MeOH 9:1)
ergaben 67.7 mg 2-Desoxyuridin (92), 45.1 mg 2-Desoxythymidin (93), 10.9 mg 2’-O-
Methyluridin (94), 54 mg Enterocin (95), 43 mg 5-Deoxyenterocin (96) und 33 mg trans-
Zimtsdureamid (99). Der Essigester-Extrakt des Kulturfiltrates wurde mittels Séulen-
chromatographie an Kieselgel (CH,Cl,/MeOH 95:5) getrennt. Weitere Reinigung an
Sephadex LH20 (MeOH) lieferte 4.3 mg Venturicidin A (100).

2-Desoxyuridin (92): CoH;,N,Os (228), weiller Feststoff, UV- o
l6schend (254 nm). — R = 0.05 (CH,ClL,/MeOH 09:1). -
Anfarbeverhalten: Anisaldehyd (blau), schwach Ehrlich (braun). —
R, = 2.9 min (LC-MS). — "H-NMR (CD;OD, 300 MHz): 5 = 7.97
(d, *J = 8.3 Hz, 1H, 6-H), 6.26 (t, °J = 6.6 Hz, 1H, 1’-H), 5.69 (d, >J
= 7.9 Hz, 1H, 5-H), 4.37 (dt, °J = 6.0 Hz, 3.4 Hz, 1H, 3’-H), 3.92
(q, °J=3.4 Hz, 1H, 4’-H), 3.76, 3.72 (ABX, *J = 12.0 Hz, *J = 3.3
Hz, 2H, 5’-H), 2.22 (m, 2H, 2’-H). — (+)-ESI-MS: m/z (%) = 251 (95). — (-)-ESI-MS: m/z (%)
=227 (20). — EI-MS (70 eV): m/z (%) = 228 ((IM]™, 2), 117 (100), 112 (29), 96 (15), 73 (52),
69 (51), 45 (39).

2-Desoxythymidin (93): C,0H;4N,Os (242), weiller Feststoff, UV-
loschend (254 nm). — Ry = 0.07 (CH,Cl,/MeOH 09:1). —
Anférbeverhalten: Anisaldehyd (blau), Ehrlich (schwach braun). —
R, = 3.9 min (LC-MS). — "H-NMR (CD;0OD, 300 MHz): § = 7.80
(s, 1H, 6-H), 6.28 (t, °J = 7.0 Hz, 1H, 1’-H), 4.39 (m, 1H, 3’-H),
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3.90 (q, °J 3.4 Hz, 1H, 4°-H), 3.78, 3.72 (m, %/ = 12.1 Hz, °J = 3.1 Hz, 2H, 5°-H), 2.23 (m,
2H, 2°-H), 1.86 (s, 5-CHs). — (1)-ESI-MS: m/z (%) = 507 [2M+Na]" (68), 265 [M+Na]"
(100), 243 [M+H]" (2). — (-)-ESI-MS: m/z (%) = 287 [M+HCOOT (100), 241 [M-HJ (6).

2°-O-Methyluridin (94): C;oH14N,O¢ (258), weiller Feststoff, UV-
l6schend (254 nm). — Ry = 0.09 (CH,Cl,/MeOH 09:1). —
Anfiarbeverhalten: Anisaldehyd (griin), Ehrlich (schwach braun). —
R, = 3.6 min (LC-MS). — "TH-NMR (CD;OD, 300 MHz): § = 8.08
(d,*J=17.9Hz, 1H, 6-H), 5.93 (d, *J=3.4 Hz, 1H, 1’-H), 5.69 (d, *J
= 8.2 Hz, 1H, 5-H), 4.24 (t, °J = 6.0 Hz, 1H, 3>-H), 3.97 (dt, °J =
6.0, 3.0 Hz, 1H, 4’-H), 3.87 (dd, >J = 12.3, 3.0 Hz, 1H, 5’-Hg) 3.84
(dd, °J = 6.0, 3.5 Hz, 1H, 2°-H), 3.74 (dd, *J = 12.3, 3.0 Hz, 1H, 5°-H,), 3.51 (s, 3H, 2’-
OCHy).

Enterocin (95): C»H»00,0 (444), weiller Feststoff, UV-
l6schend (254 nm). — Ry = 0.21 (CH,Cly/MeOH 9:1). —
Anfarbeverhalten: Anisaldehyd (blau), Ehrlich (hellrot). —
R, = 8.4 min (LC-MS). — "H-NMR (CDCl;, 300 MHz): § =
7.84 (d, °J =7.7 Hz, 2H, 18-H, 22-H), 7.51 (t, *J = 7.5 Hz,
1H, 20-H), 7.39 (t, °J = 7.4 Hz, 2H, 19-H, 21-H), 6.30 (d,
‘J =22 Hz, 1H, 11-H), 542 (d, *J = 2.2 Hz, 1H, 13-H),
4.77 (m, 1H, 6-H), 4.69 (br, 1H, OH), 4.64 (s, 1H, 3-H),
4.61 (d,*J = 4.5 Hz, 1H, 5-H), 4.57 (br, 1H, OH), 4.42 (d,
3J=2.5Hz, 1H, 9-H), 4.35 (br, 1H, OH), 3.75 (s, 3H, 15-H), 2.53 (dd, 2J = 14.7 Hz, °J = 3.1
Hz, 1H, 7-H,,), 1.84 (dd, >J = 14.7 Hz, >J = 2.6 Hz, 1H, 7-Hs,). — (+)-ESI-MS: m/z (%) = 911
[2M+Na]" (100), 467 [M+Na]" (16), 445 [M+H]" (8).

5-Desoxyenterocin (96):

CaHy009 (428), weiBler Feststoff, UV-loschend (254 nm). —
Ry = 0.35 (CH,Cly/MeOH 9:1). — Keine Anférbung. — R, =
10.2 min (LC-MS). — '"H-NMR (CDCl;, 300 MHz): § =
7.84 (d, °J = 8.0 Hz, 2H, 18-H, 22-H), 7.60 (t, °J = 7.1 Hz,
1H, 20-H), 7.48 (t, °J = 7.4 Hz, 2H, 19-H, 21-H), 6.28 (d, *J
= 1.9 Hz, 1H, 11-H), 5.48 (d, *J = 1.9 Hz, 1H, 13-H), 4.99
(m, 1H, 6-H), 4.21 (s, 1H, 9-H), 3.99 (s, 1H, 3-H), 3.80 (s,
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3H, 15-H), 2.83 (dd, >J = 15.1 Hz, *J = 4.0 Hz, 1H, 5-H,y), 2.71 (dd, >J = 14.4 Hz, °*J = 2.8 Hz,
1H, 7-Hay), 2.16 (t, °J = 15.1 Hz, 1H, 5-Ha,), 1.85 (t, °J = 14.4 Hz, 1H, 7-Hy,). — (+)-ESI-MS:
m/z (%) = 879 [2M+Na]" (100), 857 [2M+H]" (5), 429 [M+H]" (23).

trans-Zimtsaureamid (99): CoHgO, (147), weiller Feststoff,
UV-l6schend (254 nm). — Ry = 0.39 (CH,Cly/ MeOH 9:1). —
Anfiarbeverhalten: Anisaldehyd (hellrot), Ehrlich (gelb). — R, =
11.1 min (LC-MS). — "TH-NMR (d-Aceton, 300 MHz): § = 7.58
(m, 2H, 2°-H, 6’-H), 7.57 (d, °J = 15.7 Hz, 1H, 2-H), 7.38 (m,
3H, 3°-H, 4°-H, 5°-H), 7.13 (br, 1H, NH), 6.74 (d, >J = 15.7 Hz, 1H, 3-H), 6.68 (br, 1H, NH).
— EI-MS (70 eV): m/z (%) = 146 ([M]™, 100), 131 (56), 103 (85), 102 (44), 77 (79), 51 (62),
44 (82).

Venturicidin A
(100):  C4HeNOy,y
(750), farblose Kris-
talle, schwach UV-
l6schend (254 nm). —
Ry = 0.28 (CH,Cly/
MeOH 9:1). — Anfar-

beverhalten: Anisal-

dehyd (dunkelblau), Ehrlich (dunkelblau). — R, = 20.8 min (LC-MS). — "H-NMR (CDCl;, 300
MHz): 6 = 5.58 (s br, 1H, 3-OH), 5.48 (m, 1H, 5-H), 5.39 (m, 1H, 14-H), 5.38 (m, 1H, 9-H),
5.27 (m, 1H, 15-H), 4.82 (br, 2H, CONH;), 4.64 (m, 2H, 19-CH, 3’-H), 4.54 (m, 1H, 1'-H),
4.44 (s, 1H, 7-H), 3.83 (m, 1H, 13-H), 3.51 (m, 1H, 23-H), 3.23 (m, 1H, 5’-H), 3.22 (m, 1H,
4’-H), 3.14 (br, 1H, 4’-OH), 2.76 (m, 1H, 24-H), 2.59 (m, 2H, 2-H), 2.57 (m, 1H, 26-H,),
2.53 (s br, 1H, 23-OH), 2.30 (m, 1H, 26-Hg), 2.24 (m, 1H, 2'-H,), 2.14 (m, 3H, 4-H, 16-H),
2.09 (m, 1H, 10-Hu), 1.90 (m, 1H, 10-Hp), 1.83 (m, 1H, 18-H), 1.77 (m, 1H, 20-H), 1.67 (m,
1H, 2’-Hg), 1.60 (m, 1H, 22-H), 1.47 (s, 3H, 6-CH3), 1.44 (m, 2H, 12-H), 1.44 (m, 1H, 11-
Ha), 1.39 (s, 3H, 8-CH3), 1.31 (d, 3H, 5'-CH3), 1.20 (m, 1H, 17-Ha), 1.17 (m, 1H, 11-Hp),
1.15 (m, 1H, 21-Ha), 1.08 (m, 3H, 24-CH3), 1.03 (m, 1H, 17-Hp), 1.03 (m, 3H, 27-H), 0.98
(m, 1H, 21-Hg), 0.92 (d, 3H, 16-CH3), 0.85 (m, 3H, 22-CH3), 0.82 (m, 3H, 20-CH3), 0.82 (m,
3H, 18-CH3). — “C-NMR (CDCl;, 150.8 MHz): & = 216.8 (Cq, C-25), 173.0 (Cq, C-1), 157.4
(Cy, C-6"), 138.8 (CH, C-15), 134.4 (Cg4, C-8), 133.1 (Cg, C-6), 129.5 (CH, C-14), 129.4 (CH,
C-9), 116.7 (CH, C-5), 98.3 (CH, C-1"), 93.8 (C,, C-3), 83.1 (CH, C-19), 82.7 (CH, C-13),
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80.1 (CH, C-7), 77.8 (CH, C-23), 75.4 (CH, C-3"), 75.1 (CH, C-4"), 71.9 (CH, C-5"), 48.3
(CH, C-24), 43.4 (CHa, C-2), 41.7 (CH,, C-21), 36.7 (2CHa, C-17, C-2), 36.0 (CH,, C-26),
35.1 (CH,, C-4), 34.80 (CH, C-16), 34.78 (CH,, C-12), 32.4 (CH, C-22), 32.1 (CH, C-20),
31.6 (CH, C-18), 27.2 (CHa, C-10), 25.9 (CH,, C-11), 19.5 (16-CHj), 19.2 (6-CHj), 17.8 (5'-
CH;), 16.0 (22-CHj), 14.3 (24-CHs), 12.5 (20-CH3), 12.0 (18-CHs), 10.7 (8-CHs), 7.5 (CHs,
C-27). — (H)-ESI-MS: m/z (%) = 772 [M+Na]" (100). — (--ESI-MS: m/z (%) = 748 [M-H]
(60).

10.8  Streptomyces sp. GW24/1811

Der aus einer Bodenprobe aus Malta isolierte terrestrische Stamm bildete auf Agarplatten

weille Kolonien.

10.8.1 Primirscreening

Der nach dreitidgiger Kultivierung erhaltene Rohextrakt von Stamm GW24/1811 wies im
Diinnschichtchromatogramm eine Reihe farbloser Zonen auf. In einem zweiten, sechstitigen
Kultivierungsversuch zeigte der erhaltene Rohextrakt im Diinnschichtchromatogramm
mehrere orange und violette Zonen, welche sich bei Behandlung mit 2 N NaOH blau bzw.
braun verfarbten. Im Cytotoxizitétstest mit Artemia salina ergab sich eine Mortalitétsrate von

95 %, wahrend diese bei Caenorhabditis elegans 89 % betrug.

Tabelle 12 Aktivitdt des Rohextraktes von Stamm GW24/1811 im biologischen Screening.

Testkeim Hemmbhof & [mm)]
Bacillus subtilis 14
Staphylococcus aureus 11
Streptomyces viridochromogenes (Tii 57) 11
Escherichia coli 16
Candida albicans 0
Mucor miehei (Tii 284) 0
Chlorella vulgaris 30
Chlorella sorokiniana 0
Scenedesmus subspicatus 0
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10.8.2 Kultivierung und Aufarbeitung

Die Fermentation erfolgte im 20 1 Schiittelkultur-MaRstab in 1 1 Erlenmeyerkolben, welche
mit jeweils 200 ml M,-Medium befiillt waren und mit einem 1 cm® groBen Stiick einer gut
bewachsenen Agarplatte beimpft wurden. Die Kultivierung wurde auf einem Linearschiittler
bei 28 °C fiir 3 bzw. 6 Tage durchgefiihrt. Ab dem fiinften Tag zeigten die Kulturen eine auf-

fallige orange Farbung.

Die Kulturbriihe wurde anschlieend mittels einer Filterpresse iiber Celite filtriert. Das erhal-
tene Filtrat wurde dreimal mit Essigester extrahiert, wahrend das Mycel dreimal mit Essig-
ester und zweimal mit Aceton unter Ultraschall-Behandlung extrahiert wurde. Die vereinigten

organischen Phasen wurden vom Losungsmittel befreit, wobei sich 6.4 g Rohextrakt ergaben.

10.8.3 Isolierung und Charakterisierung der Metaboliten

Der Rohextrakt wurde mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel mit einem Stufengradien-
ten aus Chloroform/Methanol (CHCl;, CHCl3/MeOH 99:1, CHCl;/MeOH 98:2, CHCls/
MeOH 97:3, CHCl3/MeOH 96:4, CHCIs/MeOH 95:5, CHCI3/MeOH 9:1, CHCI3/MeOH 4:1
und CHCI3/MeOH 3:2) getrennt. Nach eintdgiger Lagerung bei 4 °C im Losungsmittel Chlo-
roform fielen bei der ersten Fraktion 4.9 mg Hopen-B (101) in Form farbloser Kristalle an.
Weitere chromatographische Aufreinigung der zweiten Fraktion an Sephadex LH-20 (CH,Cl,/
MeOH 3:2) und anschlieBende priparative Dickschichtchromatographie lieferten 1.3 mg
Komodochinon A (103) und 4.6 mg Komodochinon B (104). Aus der dritten Fraktion
konnten nach Chromatographie an Sephadex LH-20 (CH,Cl,/MeOH 3:2) 56.0 mg Poly(8-
hydroxybuttersdure) (102) isoliert werden.

Hopen-B (101): C;0Hsy (410), farblose Kristalle,
nicht UV-aktiv. — R = 0.98 (CH,Cl,/MeOH 95:5). —
Anférbeverhalten: Anisaldehyd (violett). — R, = 12.2
min (LC-MS). — '"H-NMR (CDCl;, 300 MHz): § =
4.76 (s, 2H, 23-H), 2.66 (q, 1H, 21-H), 1.83 (m, 2H,
20-H), 1.73 (s, 3H, 24-H), 1.62 (m, 2H, 1-H), 1.60
(m, 2H, 16-H), 1.47 (m, 2H, 6-H), 1.35 (m, 2H, 2-H),
1.31 (m, 2H, 3-H), 1.20 (m, 2H, 15-H), 0.94 (s, 3H, 28-H), 0.92 (s, 3H, 29-H), 0.82 (s, 3H,
25-H), 0.79 (s, 3H, 27-H), 0.77 (s, 3H, 26-H), 0.70 (s, 3H, 30-H), 0.68 (m, 1H, 5-H). — *C-
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NMR (CDCls, 125.7 MHz): § = 148.8 (Cq, C-22), 110.1 (CH,, C-23), 56.1 (CH, C-5), 54.9
(CH, C-17), 50.4 (CH, C-9), 49.4 (CH, C-13), 46.5 (CH, C-21), 44.8 (C,, C-18), 42.10 (CH,,
C-3), 42.05 (Cq, C-14), 41.89 (C, C-8), 41.88 (CH,, C-19), 40.3 (CH,, C-1), 37.4 (C,, C-10),
33.6 (CHa, C-15), 33.4 (CHs, C-25), 33.2 (C,, C-4), 33.2 (CHa, C-7), 27.4 (CH,, C-20), 25.0
(CHs, C-26), 24.0 (CHa, C-12), 21.7 (CHa, C-16), 21.6 (CHs, C-24), 20.9 (CHa, C-11), 18.7
(2CH,, C-2, C-6), 16.74 (CHj, C-29), 16.68 (CHs, C-28), 16.1 (CHs, C-30), 15.8 (CHs, C-27).
— EI-MS (70 eV): m/z (%) = 410 (IM]™, 13), 191 (68), 189 (38), 137 (34), 123 (54), 111
(47), 109 (70), 97 (52), 95 (98), 85 (39), 83 (79), 81 (89), 71 (63), 69 (100), 67 (45), 43 (58),
41 (41).

Poly(B3-hydroxybuttersaure) (102): weiller Feststoff, nicht UV- o

aktiv. — Keine Anfirbung. — '"H-NMR (CDCl;, 300 MHz): § = /[J\/U\ /]/*
5.23 (sext, °J = 6.0 Hz, CH), 2.59 (dd, 2/ = 15.5 Hz, *J = 7.6 Hz, ’ O
CH,, Hp), 2.44 (dd, °J = 15.5 Hz, °J = 5.8 Hz, CH,, Hg), 1.24 (d,

’J = 6.0 Hz, CH3). — ®C-NMR (CDCls, 150.8 MHz): & = 169.1 (COO), 67.6 (CH), 40.8
(CH,), 19.8 (CH3).

Komodochinon A (103): Cy7H3NOjg
(529), orange Feststoff, UV-loschend (254
nm). — Ry = 0.42 (CH,Cl/MeOH 95:5). —
Keine Anfarbung. — R, = 12.4 min (LC-
MS). — "TH-NMR ([Ds]DMSO, 600 MHz):
& = 8.40 (s br, 2H, 20H) 7.95 (m, 1H, 1-
H), 7.84 (m, 1H, 2-H), 7.74 (m, 1H, 3-H),
5.78 (br s, 1H, 1>-H), 4.97 (m, 1H, 7-H),
4.18 (d br, 1H, 2°-H), 3.98 (q, °J = 6.1 Hz,
1H, 5>-H), 3.83 (d br, 1H, 3°-H), 3.23 (t br, 1H, 4’-H), 2.97 (d, ’J = 18.7 Hz, 1H, 10-Hy), 2.57
(d, ’J=18.7 Hz, 1H, 10-Hg), 2.57 (s, 3H, N-CH3), 2.58 (s, 3H, N-CHj3), 2.02 (d, ’J = 13.7 Hz,
1H, 8-Hy), 1.83 (m, 1H, 8-Hg), 1.28 (s, 3H, 13-H), 1.04 (d, °J = 6.1 Hz, 3H, 6’-H). — (+)-ESI-
MS: m/z (%) = 1609 [3M+Na]" (44), 1081 [2M+Na]" (100), 1059 [2M+H]" (82), 530 [M+H]"
(38). — (-)-ESI-MS: m/z (%) = 1080 [2M+Na-2H] (100), 529 [M-H] (72).
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Komodochinon B (104):

Ci9H1607 (356), roter Feststoff, UV-l6schend (254 nm)
und orange fluoreszierend (366 nm). — Ry = 0.42
(CH,Cly/ MeOH 95:5). — Keine Anfarbung. — R, = 19.6
min (LC-MS). — "TH-NMR ([D¢]DMSO, 300 MHz): &
= 13.40 (s br, 1H, 11-OH), 12.06 (s br, 1H, 4-OH),
7.81(dd, *J=7.7 Hz, 7.5 Hz, 1H, 2-H), 7.75 (dd, *J = 7.5 Hz, *J = 1.5 Hz, 1H, 1-H), 7.37 (dd,
3J=17.71Hz, *J=1.5 Hz, 1H, 3-H), 5.28 (s, 1H, OH), 4.94 (s br, 1H, 7-H), 3.02 (d, 2J = 18.5
Hz, 1H, 10-Hy), 2.53 (d, J = 18.5 Hz, 1H, 10-Hp), 2.05 (dd, >J = 13.7 Hz, 1H, 8-H,), 1.84
(dd, °J = 13.7 Hz, 1H, 8-Hp), 1.32 (s, 3H, 13-H). — *C-NMR ([Ds]DMSO, 150.8 MHz): § =
189.7 (Cq, C-5), 185.7 (C,, C-12), 161.4 (Cy, C-4), 156.4 (Cy, C-6), 156.1 (Cq, C-11), 137.9
(Cq C-6a), 137.1 (CH, C-2), 137.0 (C,, C-10a), 133.0 (C,, C-12a), 124.4 (CH, C-3), 118.9
(CH, C-1), 115.9 (C,, C-4a), 110.3 (C,, C-5a), 109.6 (C, C-11a), 67.5 (C,, C-9), 61.4 (CH, C-
7), 40.4 (CH,, C-8), 37.4 (CH,, C-10), 29.8 (CHs, C-13). — (+)-ESI-MS: m/z (%) = 1091
[3M+Na]" (45), 735 [2M+Na]" (100), 379 [M+Na]" (7). — (-)-ESI-MS: m/z (%) = 733
[2M+Na-2H]" (100), 355 [M-H] (52).

10.9  Streptomyces sp. GW16/3128

Sowohl Agarplatten also auch Mycel und Kulturbriihe vom terrestrischen Stamm

Streptomyces sp. GW16/3128 waren tief schwarz gefarbt.

10.9.1 Primirscreening

Im Diinnschichtchromatogramm des hellgelben Rohextraktes fiel eine Zone auf, die schwach

UV-l6schend war und sich mit Anisaldehyd schwarz anférbte.
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Tabelle 13 Aktivitit des Rohextraktes von Stamm GW16/3128 im biologischen Screening.

Testkeim Hemmbhof & [mm)]
Bacillus subtilis 21
Staphylococcus aureus 18
Streptomyces viridochromogenes (Tii 57) 20
Escherichia coli 20
Candida albicans 0
Mucor miehei (Tii 284) 0
Chlorella vulgaris sehr hoch
Chlorella sorokiniana 40
Scenedesmus subspicatus 32

10.9.2 Kultivierung und Aufarbeitung

Die Kultivierung von GW16/3128 erfolgte im 20 1 Schiittelkultur-Maf3stab in 1 1
Erlenmeyerkolben, welche mit je 200 ml Fleischextrakt-Medium befiillt waren und auf einem
Linearschiittler drei Tage bei 28 °C inkubiert wurden. Zum Beimpfen diente eine sechs Tage

alte Vorkultur, welche im selben Medium angeziichtet wurde.

Die Aufarbeitung der Kulturbriihe erfolgte wie in Kapitel 10.8.2 beschrieben, wobei sich 3.3 g
Rohextrakt ergaben.

10.9.3 Isolierung und Charakterisierung der Metaboliten

Der Rohextrakt wurde mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel mit einem Stufengradien-
ten aus Chloroform/Methanol (CHCl;, CHCls/MeOH 99:1, CHCl;/MeOH 98:2, CHCls/
MeOH 97:3, CHCI;/MeOH 96:4, CHCI;/MeOH 95:5, CHCl3/MeOH 9:1, CHC1;/MeOH 4:1
und 500 ml CHCI3/MeOH 3:2) getrennt. AnschlieBende Trennung an Sephadex LH-20
(CHCl3/MeOH 3:2 und MeOH) und Sédulenchromatographie an Kieselgel fithrte zu 6.4 mg
Glykolipid 105.



Experimenteller Teil 175

Glykolipid 105: C43HgoO1o (756), weiler Feststoff, schwach UV-l6schend (254 nm). — Ry =
0.20 (CH,Cl,/MeOH 95:5). — Anfirbeverhalten: Anisaldehyd (schwarz). — "H-NMR
(CD;0D, 300 MHz): § = 5.33 (t, 2H, °J = 12.0 Hz), 5.24 (m, 1H, 2-H), 4.79 (d, °J = 8.3 Hz,
1H, 1°°°-H), 4.47 (dd, °J = 12.0 Hz, °J = 3.2 Hz, 1H, 1-H,), 4.20 (dd, >J = 12.0 Hz, °J = 6.4
Hz, 1H, 1-Hg), 3.86 (dd, 2/ = 11.2 Hz, °J = 6.4 Hz, 1H, 3-H,), 3.78 (dd, 2J=10.5 Hz, °*J = 2.3
Hz, 1H, 6>>’-Hy), 3.66 (dd, >J=10.5 Hz, >J = 6.3 Hz, 1H, 6’”’-Hg), 3.62 (m, 1H, 3-Hg), 3.60
(m, 1H, 3°*°-H), 3.56 (m, 1H, 5°’-H), 3.38 (dd, *J=9.2 Hz, >*J = 7.5 Hz, 1H, 2°*’-H), 3.30 (m,
1H, 4°>°-H), 2.32 (m, 4H, 2°-H, 2”’-H), 2.02 (m, 4H), 1.60 (m, 4H, 3°-H, 3">-H), 1.31 (br, 44-
H, 22 Alkyl-CH,), 0.90 (m, 6H, 17°-H, 17°’-H). — *C-NMR (CD;0D, 150.8 MHz): § = 175.0
(Cq, 1-CO0), 174.7 (C, 17°-C0O0), 130.9 (CH), 130.8 (CH), 100.7 (CH, C-1°""), 74.9 (CH,
C-3>"), 73.9 (CH, C-5>"), 73.4 (CH, C-2""), 71.62 (CH, C-2), 71.57 (CH, C-4>""), 67.1
(CH,, C-3), 63.8 (CH,, C-1), 62.6 (CH,, C-6"""), 35.2 (CH,, C-2"), 35.0 (CH,, C-2), 33.1
(CH,), 33.0 (CH,), 30.9 (9CH,), 28.20 (CH,), 28.17 (CH,), 26.1 (CH,, C-3"), 26.0 (CH,, C-
3°%),23.8 (2CH,, C-16°, C-16""), 14.6 (CH3, C-17°, C-17"").

10.10 Streptomyces sp. GW12/1492

10.10.1 Primérscreening

Der Rohextrakt zeigte im Diinnschichtchromatogramm zwei auffillige Zonen. Die unpolarere
Zone besal} eine gelbe Eigenfarbe und farbte sich mit herkdmmlichen Spriithreagenzien nicht
an, wihrend die polarere Zone farblos war, beim Besprithen mit Anisaldehyd und Ehrlichs

Reagenz jedoch eine dunkelblaue Farbreaktion einging.
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Tabelle 14  Aktivitit des Rohextraktes von Stamm GW12/1492 im biologischen Screening.

Testkeim Hemmbhof & [mm)]
Bacillus subtilis 11
Staphylococcus aureus 13
Streptomyces viridochromogenes (Tii 57) 20

Escherichia coli

Candida albicans

Mucor miehei (Tii 284)

Chlorella sorokiniana

0
0
0
Chlorella vulgaris 0
0
0

Scenedesmus subspicatus

10.10.2 Kultivierung und Aufarbeitung

Die Kultivierung erfolgte im 20 1 Schiittelkultur-MaBstab in 1 1 Erlenmeyerkolben, welche
mit je 200 ml M,-Medium befiillt waren und mit einem 1 em? groBen Stiick einer gut
bewachsenen Agarplatte beimpft wurden. Die Fermentation wurde auf einem Linearschiittler
bei 28 °C fiir vier Tage durchgefiihrt, wobei sich ab dem zweiten Tag eine Gelbfarbung der
Kulturbriihe einstellte.

Die Aufarbeitung der Kulturen erfolgte wie in Kapitel 10.8.2 beschrieben. Es ergaben sich so
15.2 g Rohextrakt.

10.10.3 Isolierung und Charakterisierung der Metaboliten

Der Rohextrakt wurde mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel mit einem Stufengradien-
ten aus Chloroform/Methanol (CHCl;, CHCl;/MeOH 99:1, CHCl;/MeOH 98:2, CHCls/
MeOH 97:3, CHCI;/MeOH 96:4, CHCl:;/MeOH 95:5, CHC13/MeOH 9:1, CHC1;/MeOH 4:1
und CHCI3/MeOH 3:2) getrennt. Nach mehreren Trennversuchen an Kieselgel gelang die
Isolierung von 4.7 mg Cervinomycin A, (107). Aus der zweiten Fraktion konnten durch
Sdulenchromatographie an Kieselgel 2 g Hexa- und Heptadecansdure (108) erhalten werden.
Die weitere Auftrennung der dritten Fraktion an Sephadex LH-20 (CH,Cl,/MeOH) lieferte
2.2 g X-14952B (106), wihrend aus Fraktion vier 2.0 mg Anthranilsdureamid und 4.0 mg

Phenylessigsédure isoliert werden konnten.
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X-14952B (106): C4,HsoNO12 (779), weiler Feststoff, schwach UV-16schend (254 nm). — Ry
= 0.28 (CH,Cl,/MeOH 95:5). — Anfarbeverhalten: Anisaldehyd (dunkelblau), Ehrlich
(dunkelblau). — R, = 20.1 min (LC-MS). - '"H-NMR (CDCl;, 300 MHz): & = 5.61 (s br, 1H,
OH), 5.51 (dd, *J = 15.4 Hz, 8.6 Hz, 1H, 15-H), 5.44 (m, 1H, 5-H), 5.40 (dd, *J=10.3 Hz, 5.1
Hz, 1H, 9-H), 5.19 (dd, *J = 15.4 Hz, 9.6 Hz, 1H, 14-H), 5.03 (s br, 2H, NH,), 4.82 (dd, *J =
8.9 Hz, 1.9 Hz, 1H, 19-H), 4.59 (m, 1H, 3’-H), 4.52 (dd, *J = 9.8 Hz, 1.9 Hz, 1H, 1°-H), 4.41
(s, 1H, 7-H), 3.89 (m, 1H, 13-H), 3.50 (m, 1H, 23-H), 3.27 (m, 1H, 17-H), 3.23 (m, 1H, 5’
H), 3.18 (t, *J = 8.9 Hz, 1H, 4’-H), 2.64 (m, 1H, 24-H), 2.62 (d, >J = 16.7 Hz, 1H, 2-H,), 2.54
(d, ’J = 16.7 Hz, 1H, 2-Hg), 2.47 (q, °J = 7.3 Hz, 2H, 26-H), 2.22 (ddd, 2J = 12.3 Hz, *J = 5.2
Hz, 1.8 Hz, 1H, 2°-Hy,), 2.12 (m, 1H, 16-H), 2.08 (m, 2H, 4-H), 2.06 (m, 1H, 10-H,), 1.95 (m,
1H, 18-H), 1.83 (m, 1H, 10-Hg), 1.74 (m, 1H, 22-H), 1.64 (m, 1H, 2’-Hg), 1.56 (m, 3H, 12-
Hg, 24-CH,CH3), 1.55 (m, 1H, 20-H), 1.44 (s, 3H, 6-CHs), 1.41 (m, 2H, 11-H,), 1.40 (m, 1H,
12-Hg), 1.36 (s, 3H, 8-CHs), 1.28 (d, *J = 6.0 Hz, 3H, 5°-CHs), 1.20 (m, 1H, 11-Hg), 1.19 (m,
1H, 21-Hy), 1.00 (t, °J = 7.1 Hz, 3H, 27-H), 0.94 (m, 1H, 21-Hg), 0.90 (d, *J = 6.7 Hz, 3H,
16-CHjs), 0.86 (d, *J = 7.0 Hz, 3H, 18-CHs), 0.84 (t, °J = 7.4 Hz, 3H, 24-CH,CH;), 0.82 (d, *J
= 6.7 Hz, 3H, 20-CHs3), 0.80 (d, >J = 6.7 Hz, 3H, 22-CH;). — *C- NMR (CDCl;, 150.8 MHz):
8§ =217.2 (Cq C-25), 173.5 (Cq, C-1), 157.4 (C,, 3°-OCONH)), 134.8 (C,, C-8), 134.3 (CH,
C-14), 134.1 (CH, C-15), 132.9 (C,, C-6), 129.3 (CH, C-9), 116.8 (CH, C-5), 98.2 (CH, C-
1°), 94.0 (C,, C-3), 82.3 (CH, C-13), 81.9 (CH, C-19), 80.0 (CH, C-7), 77.7 (CH, C-17), 76.7
(CH, C-23), 75.2 (CH, C-3"), 75.0 (CH, C-4"), 71.9 (CH, C-5), 55.1 (CH, C-24), 43.3 (CH,,
C-2), 42.0 (CH, C-16), 38.0 (CH,, C-26), 37.0 (CH,, C-21), 36.8 (CH,, C-2"), 35.1 (CH,, C-
12), 35.0 (CH,, C-4), 34.4 (CH, C-18), 33.3 (CH, C-20), 32.5 (CH, C-22), 27.0 (CH,, C-10),
26.0 (CH,, C-11), 22.7 (CHa, 24-CH,CH3), 19.2 (CHs, 6-CHs), 17.8 (CHs, 5°-CH3), 17.1
(CHs, 16-CH3), 15.8 (CHs, 20-CH3), 12.7 (CHs, 22-CH3), 11.7 (CHs, 24-CH,CH3), 10.7
(CHs, 8-CHs), 7.2 (CH3, 27-CHs), 5.4 (CHs, 18-CHs).
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Cervinomycin A; (107): CyH21NOg
(527), gelber Feststoff, UV-loschend (254
nm). — Ry = 0.62 (CH,Cl,/MeOH 95:5). —
Keine Anfirbung. — R, = 17.9 min (LC-
MS). — 'H- NMR (CD,Cl,, 300 MHz): § =
13.96 (s, 1H, OH), 8.19 (d, °J = 8.5 Hz,
1H, 10-H), 7.96 (d, °J = 8.5 Hz, 1H, 9-H),
7.60 (s, 1H, 19-H), 7.21 (s, 1H, 7-H), 7.14
(s, 1H, 16-H), 4.25 (t, °*J = 7.1 Hz, 2H, 2-
H), 4.04 (m, 1H, 1-H), 4.00 (s, 3H, 17-OCHj3), 4.00 (s, 3H, 18-OCHjs), 3.74 (m, 1H, 1-H),
3.32 (d, °J = 14.8 Hz, 1H, 5-H), 3.23 (d, °J = 14.8 Hz, 1H, 5-H), 1.41 (s, 3H, 30-H). — *C-
NMR (CD,Cl,, 150.8 MHz): & = 182.0 (C,, C-23), 178.8 (Cy, C-12), 172.7 (C,, C-21), 165.1
(Cq C-28), 161.6 (Cy, C-26), 156.2 (Cq, C-17), 154.2 (Cy, C-13), 151.4 (Cq, C-15), 149.4 (C,,
C-18), 141.1 (C,, C-8), 138.2 (Cy, C-24), 137.1 (C,, C-6), 132.7 (CH, C-9), 130.1 (Cg, C-11),
124.0 (CH, C-10), 121.2 (C,, C-22), 120.0 (C,, C-25), 119.9 (C,, C-20), 117.9 (CH, C-7),
107.9 (Cg, C-27), 105.1 (CH, C-19), 100.9 (CH, C-16), 92.5 (C,, C-4), 64.7 (CHy, C-2), 57.0
(17-OCHj3), 56.8 (18-OCHj3), 42.4 (CH,, C-1), 41.3 (CH,, C-5), 22.9 (CH3, C-30). - (+)-ESI-
MS: m/z (%) = 1077 [2M+Na]" (100), 550 [M+Na]" (18).

Anthranilsidureamid (109): C;HgN,O (136), farbloser Feststoff, UV- o NH,
16schend (254 nm), fluoreszierend (366 nm). — Rr= 0.35 (CH,Cl,/MeOH 1 NH
95:5). — Anfarbeverhalten: Anisaldehyd (gelb), Ehrlich (gelb). — R, = 4.2 2
min (LC-MS). - '"H-NMR (CDCl;, 300 MHz): § = 7.36 (d, °J = 8.0 Hz, 5 3

1H, 6-H), 7.23 (t, °J = 8.0 Hz, 1H, 4-H), 6.68 (t, *J = 8.0 Hz, 1H, 3-H),
6.64 (d, °J = 8.0 Hz, 1H, 5-H), 5.70 (s br, 4H, 2NH,). — EI-MS (70 eV): m/z (%) = 136
((IM], 91), 119 (100), 92 (50), 65 (22).

10.11 Streptomyces sp. GW 51/456

10.11.1 Primirscreening

Der Rohextrakt wies eine intensive Gelbfarbung auf. Diinnschichtchromatographie fiithrte zu

keiner klaren Trennung der gebildeten Substanzen.
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Tabelle 15  Aktivitit des Rohextraktes von Stamm GW 1909 im biologischen Screening.

Testkeim Hemmbhof & [mm)]
Escherichia coli 19
Bacillus subtilis 19
Streptomyces viridochromogenes (Tii 57) 13
Candida albicans 12
Mucor miehei (Tii 284) 0
Staphylococcus aureus 30
Chlorella sorokiniana 0
Chlorella vulgaris 0
Scenedesmus subspicatus 0

10.11.2 Kultivierung und Aufarbeitung

Der Stamm GW1909 wurde auf zwei Agarplatten (Ndhrmedium M,) fiir 72 h bei 28 °C inku-
biert. Die so erhaltenen Kulturen wurden zum Beimpfen von sechs mit je 200 ml Medium
befiillten 1 1 Schikanekolben verwendet. Diese Vorkulturen wurden anschlieend fiir 72 h bei
28 °C und 95 Upm kultiviert. Die Fermentation der Hauptkulturen erfolgte im 20 1 Schiittel-
kultur-MaBstab in 1 1 Erlenmeyerkolben, welche mit jeweils 200 ml M;-Medium befiillt und
mit ca. 10 ml der Vorkulturen beimpft wurden. Die anschlieBende Kultivierung erfolgte auf
einem Linearschiittler bei 28 °C fiir drei Tage. Direkte Animpfung aus den Agarplatten fiihrte
zu keinem guten Wachstum von dem Stamm. Ab zweitem Tag wurde gelb gefiarbte Kultur-

briihe beobachtet.

Die Kulturbrithe wurde darauf hin mittels einer Filterpresse iiber Celite filtriert. Das erhaltene
Kulturfiltrat wurde an XAD-2 adsorbiert, das Adsorberharz mit 20 1 Wasser gewaschen und
mit 10 1 Methanol eluiert. Der mit Celite vermischte Zellriickstand wurde dreimal mit Essig-
ester und dreimal mit Aceton unter Ultraschall-Behandlung extrahiert. Die vereinigten orga-

nischen Phasen ergaben nach Entfernung des Losungsmittels 6.8 g Rohextrakt.

10.11.3 Isolierung und Charakterisierung der Metaboliten

Der Rohextrakt wurde mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel mit einem Stufengradien-

ten aus Dichlormethan/Methanol (CH,Cl,, CH,Cl,/MeOH 99:1, CH,Cl,/MeOH 98:2, CH,Cl,/
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MeOH 97:3, CH,Cl,/MeOH 96:4, CH,Cl,/MeOH 95:5, CH,Cl,/MeOH 9:1, CH,Cl,/MeOH
4:1 und CH,CI/MeOH 3:2) getrennt. Die zweite Fraktion fiel im Diinnschichtchromato-
gramm durch eine orange Zone auf und lieferte nach Auftrennung mit Kieselgel und Sepha-
dex (MeOH) 1.8 mg eines Gemisches aus B-Indomycinon (111) und Saptomycin A (112).
Mehrere Trennungsschritte mittels préparativer Dickschichtchromatographie lieferten

schlieBlich 3.7 mg Thiothymin (110).

Thiothymin (110): CsH¢N,OS (142), weiBler Feststoff, UV-loschend
(254 nm). — Ry = 0.50 (CH,CI/MeOH 9:1). — Keine Anféirbung. — 'H- (
NMR (CD;0D, 300 MHz): § = 7.84 (s, 1H, 6-H), 2.31 (s, 3H, 5-CH3). —
DCI-MS (NHs): m/z (%) = 177 [M+NH3;+NH4]" (10), 160 [M+NH,4]" 0”3 ”
(100), 143 [M+H]" (35). — EI-MS (70 eV): m/z (%) = 142 (([M]", 48),

86 (10), 68 (34), 43 (38).

B-Indomycinon (111): CyH3Os (404), oranger
Feststoff, UV-16schend (254 nm) und orange fluores-
zierend (336 nm). — Ry = 0.75 (CH,Cl,/MeOH 95:5).
— Keine Anfirbung. — R, = 21.8 min (LC-MS). — 'H-
NMR (CDCl;, 600 MHz): & = 12.84 (s br, 1H, OH),
8.06 (s, 1H, 6-H), 7.81 (d, >*J = 7.5 Hz, 1H, 8-H), 7.67
(t, °J = 8.0 Hz, 1H, 9-H), 7.34 (d, °J = 8.4 Hz, 1H,
10-H), 6.51 (s, 1H, 3-H), 5.70 (m, 1H, 18-H), 5.35
(m, 1H, 17-H), 3.02 (s, 3H, 13-H), 2.90 (dd, J = 14.3 Hz, °J = 6.7 Hz, 1H, 16-H,), 2.76 (s br,
1H, OH), 2.75 (m, 1H, 16-Hg), 1.68 (s, 3H, 15-H), 1.62 (d, °J = 6.8 Hz, 3H, 19-H). — (+)-ESI-
MS: m/z (%) = 831 [2M+Na]", 405 [M+H]".

Saptomycin-A (112): Cy4H,0Os (404), oranger

Feststoff, UV-16schend (254 nm) und orange fluores- ~ é _
zierend (366 nm). — Ry = 0.70 (CH,Cly/MeOH 95:5). 13

— Keine Anfirbung mit Anisaldehyd und Ehrlich. — OH O 10/>I3\

R, = 20.7 min (LC-MS). — '"H-NMR (CDCls, 600 P AN 0
MHz): & = 12.63 (s br, 1H, OH), 8.07 (s, 1H, 6-H), 9 | ZaN

7

7.81 (d, °J = 7.5 Hz, 1H, 8-H), 7.67 (t, °J = 8.0 Hz, 5

1H, 9-H), 7.34 (d, °J = 8.4 Hz, 1H, 10-H), 6.25 (s,
1H, 3-H), 5.64 (m, 1H, 18-H), 5.49 (m, 1H, 17-H), 5.00 (m, 1H, 16-H), 3.49 (br d, 1H, OH),
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3.02 (s, 3H, 13-H), 2.97 (m, 1H, 14-H), 1.68 (d, °J = 7.0 Hz, 3H, 19-H), 1.43 (d, °*J = 7.0 Hz,
3H, 15-H). — (+)-ESI-MS: m/z (%) = 831 [2M+Na]", 405 [M+H]".

10.12  Streptomyces sp. Mei24
10.12.1 Primiérscreening

Das griin gefarbte Rohextrakt des Nordsee-Bakteriums zeigte im Diinnschichtchromato-
gramm zeigte beim Tageslicht zahlreiche blaue und violette Zonen. Die farblosen und nicht
UV-l6schenden Zonen wurden mit Anisaldehyd/Schwefelsdure bei der Wérme in

verschiedene Farben angefarbt.

Tabelle 16  Aktivitdt des Rohextraktes von Streptomyces sp. Mei24 im biologischen Scree-

ning.
Testkeim Hemmbhof & [mm)]

Bacillus subtilis 11
Staphylococcus aureus 27
Streptomyces viridochromogenes (Tii 57) 0
Escherichia coli 0
Candida albicans 13
Mucor miehei (Tii 284) 11
Chlorella vulgaris 26
Chlorella sorokiniana 25
Scenedesmus subspicatus 27

10.12.2 Kultivierung und Aufarbeitung

Die Kultivierung von Stamm Mei24 erfolgte im 20 1 Schiittelkultur-Mal3stab in 11
Erlenmeyerkolben, welche mit je 200 ml Mei-Stamm-Medium befiillt und mit einem 1 cm?
grof3en Stiick einer gut bewachsenen Agarplatte beimpft wurden. Die Fermentation wurde auf

einem Linearschiittler bei 28 °C fiir sechs Tage durchgefiihrt.

Die Aufarbeitung der Kulturen erfolgte wie in Kapitel 10.8.2 beschrieben. Es ergaben sich so
1.7 g Rohextrakt.
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10.12.3 Isolierung und Charakterisierung der Metaboliten

Der Rohextrakt wurde mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel mit einem Stufengradien-
ten aus Dichlormethan/Methanol (CH,Cl,, CH,Cl,/MeOH 99:1, CH,Cl,/MeOH 98:2, CH,Cl,/
MeOH 97:3, CH,Cl,/MeOH 96:4, CH,Cl,/MeOH 95:5, CH,Cl,/MeOH 9:1 und CH,Cl,/
MeOH 4:1) getrennt. Weitere chromatographische Aufreinigung der zweiten Fraktion an
Kieselgel (Cyclohexan/EE) lieferte 0.8 mg 4-Methylamino-7-methyl-isoquinolin-3,6-dion
(113) und 0.8 mg 4-Methylamino-7,8-dimethyl-isoquinolin-3,6-dion (114). Die dritte Fraktion
ergab nach Chromatographie an Kieselgel (CH,Cl,/MeOH) 346.5 mg eines Fettsdure-Ge-
mischs. Die restlichen Fraktionen fiihrten nach mehreren chromatographischen Trennschritten
an Kieselgel sowie Sephadex zu 0.6 mg Indolcarbonsédure (33), 0.4 mg 3-Hydroxyacetylindol
(34), 2.4 mg Uracil (35) und 6.5 mg p-Hydroxybenzoesaure (36).

4-Methylamino-7-methyl-isoquinolin-3,6-dion (113):

Ci11HioN20; (202), roter Feststoft, UV-l6schend (254 nm). — Ry
= 0.67 (CHyCly/MeOH 9:1). — Anfarbeverhalten: Ehrlich
(orange). — R, = 11.4 min (LC-MS). — '"H-NMR (CDCls, 600
MHz): 6 =9.13 (s, 1H, 2-H), 7.75 (s, 1H, 7-H), 6.06 (s br, 1H,
4-NH), 5.77 (s, 1H, 5-H), 2.94 (d, *J = 4.6 Hz, 3H, 4-NHCH3), 2.70 (s, 3H, 7-H).

4-Methylamino-7,8-dimethyl-isoquinolin-3,6-dion (114):
Ci2H12N>O; (216), roter Feststoft, UV-loschend (254 nm). — Ry
= 0.70 (CH,CI,/MeOH 9:1). — Anfarbeverhalten: Ehrlich
(orange). — R; = 13.9 min (LC-MS). — '"H-NMR (CDCl;, 600
MHz): 6 = 9.00 (s, 1H, 2-H), 5.79 (s br, 1H, 4-NH), 5.70 (s,
1H, 5-H), 2.90 (d, °J = 4.6 Hz, 3H, 4-NHCHj3), 2.73 (s, 3H, 8-H), 2.68 (s, 3H, 7-H). — (+)-
ESI-MS: m/z (%) =217 [M+H]" (15).
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