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Einleitung 1

A.Theoretischer Teil

I Einleitung

1. Bedeutung der Naturstoffchemie

Die ersten bekannten Aufzeichnungen zur Verwendung von Pflanzen als
Heilmittel stammen aus der Zeit ca. 2600 vor Christus. In Mesopotamien
wurden hunderte Tontafeln mit der Beschreibung von Uber 1000 Substanzen
gefunden, welche hauptsachlich als Ole angewandt wurden, wie z.B. Zederndl
oder Mohnsaft. Auch in Agypten oder China existieren Schriften von 1500 bzw.
1100 vor Christus Uber die medizinische Nutzung pflanzlicher oder auch

tierischer Bestandteile."

Bis heute haben natlrliche Quellen fir die Entwicklung von Medikamenten nicht
an Bedeutung verloren. Im Gegenteil, durch die Entwicklung neuer Methoden
zur Aufreinigung, Strukturaufklarung und Testung von Naturstoffen sowie durch
weitreichende Fortschritte in der Synthese findet die Naturstoffchemie ein
weites Feld in Forschung und Anwendung. Dabei werden heute nicht nur
Pflanzen und Tiere, sondern vielfach auch Pilze und Bakterien als Lieferanten
neuer Substanzen mit biologischer Aktivitat untersucht.>** So stammt z.B. das
Antibiotika Bleomycin® aus dem Bakterium Streptomyces verticillus und der

Lipidsenker Lovastatin® aus dem Pilz Aspergillus terreus.

Bei der Suche nach neuen Naturstoffen sto3t man immer haufiger auf bekannte
Verbindungen.” Um dieses Problem zu umgehen, werden verstarkt Organismen
aus bisher wenig untersuchten Quellen bearbeitet. Dazu gehoren
beispielsweise Extremophile aus der Waiuste, heiRen Quellen oder der
Antarktis.® Aber auch marine Organismen finden verstérkt Aufmerksamkeit. So
hat das Land Niedersachsen einen Forschungsschwerpunkt
.Meeresbiotechnologie® ins Leben gerufen, der ab dem 1. Januar 1998 fur funf

Jahre aus Mitteln der VW-Stiftung geférdert wurde.®



Einleitung 2

2. Marine Naturstoffforschung

Die Erforschung des marinen Lebensraums als Quelle interessanter Naturstoffe
fand ihren ersten Héhepunkt in den 70er Jahren."'® Ein Pionier auf diesem

neuen Arbeitsgebiet war P. J. Scheuer, dessen erste "marine" Veroéffentlichung

Uber Toxine aus Fischen'' aus dem Jahr stammt. Die Fischtoxine zahlen
zweifellos zu den ersten untersuchten marinen Naturstoffen. Eine der letzten

Publikationen von P.J. Scheuer'? aus dem Jahr 2001 berichtet tber neue

Sterole, die Gellusterole A bis D aus dem Schwamm der Gellius sp., die gegen

verschiedene Krebszelllinien aktiv sind.

Im Zentrum des ersten Artikels von P. J. Scheuer aus dem Jahr 1964 steht

Tetrodotoxin (1), welches aus den Ovarien von Puffer-, Koffer- oder
Kugelfischen isoliert wird und 1964' in seiner Struktur aufgeklart werden

konnte.

o
OH
@)
O on +
HO E%NHZ
N
OH HO H
1

Auler in Fischen wurde Tetrodotoxin (1) spater auch in verschiedenen
Salamanderarten, Froschen, australischen Tintenfischen und in der japanischen
Elfenbeinschnecke gefunden.' Das legt den Schluss nahe, dass 1 nicht von
den Tieren selbst, sondern von Symbionten produziert wird. 1986/87 konnte
aus Kulturen der Spezies Pseudomonas', Alteromonas’ und Vibrio'’
Tetrodotoxin (1) isoliert werden, und von der Haut des Pufferfisches Fugu

poecilonotus wurde ein Bakterium des Typs Pseudomonas’® isoliert.

Damit wird ein Problem der marinen Naturstoffforschung deutlich. Im
Allgemeinen werden Makroorganismen wie Schwamme, Tunikate oder Korallen
untersucht, ohne dass eine genaue Aussage getroffen werden kann, ob die
isolierte Substanz wirklich von dem Makroorganismus oder von assoziierten

bzw. symbiontischen Mikroorganismen produziert wird. Diese sind meist schwer
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zu kultivieren, so dass genaue Aussagen nur mit Hilfe der Gentechnik mdglich
werden. Bei den kultivierbaren Mikroorganismen stellt sich dagegen oft die
Frage, ob es sich um rein marine oder ins Wasser gelangte terrestrische

Bakterien oder Pilze handelt."®

Im Folgenden soll genauer auf einige Beispiele mariner Naturstoffe
eingegangen werden, wobei eine Einteilung in Substanzen aus Invertebraten,

Schwammen und Mikroorganismen erfolgt.

2.1. Naturstoffe aus marinen Invertebraten

2.1.1. Die Bryostatine

Seit 1968 ist die antineoplastische Wirkung von Komponenten der Bryozoe
Bugula neritina bekannt. Das erste Polyketid Bryostatin 1 (2) wurde 1981 von
der Arbeitsgruppe Pettit isoliert.”® Bis heute sind 20 Bryostatine aus den
Invertebraten Bugula neritina und Amathia convulata bekannt.® Alle Bryostatine
bestehen aus einem 20-gliedrigen Macrolacton, in welches drei Pyranringe
integriert sind. An C-8 und C-18 befinden sich jeweils geminale
Dimethylgruppen, und vom A- und C-Ring gehen immer zwei C4-Seitenketten
aus, die Uber eine Lactonbindung verknupft sind. Am B- und C-Ring verfligen
die Bryostatine Uber exocyclische Methylenoate. Die Hauptunterschiede sind in
den Substituenten an C-7 und C-20 zu sehen. Die Hydroxygruppe an C-7 von 2
ist bei Bryostatin 3 z.B. acetyliert und die Seitenkette an C-20 fehlt bei den
Bryostatinen 10, 11, 13, 16, 17 und 18.

Bryostatin 1 (2)
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Bryostatin 1 (2) zeigt eine bemerkenswerte in vitro und in vivo Anti-Krebs-
Aktivitat u.a. gegen Leukamie, Eierstock- und Brustkrebs. Es wirkt dabei
immunstimulierend, blutbildend, antineoplastisch und inhibiert das Wachstum
von Tumorzellen. Jedoch existieren auch Nebenwirkungen, wie z.B.
Muskelschmerz, Anamie und Appetitlosigkeit. Zur Zeit befindet sich 2 in mehr
als 43 klinischen Studien der Phase 1 und 2. Bisher ist eine vollige Heilung
einer an Nicht-Hodgkin-Lymphom im vierten Stadium erkrankten Patientin
bekannt. Die Behandlung umfasste acht vierzehntagige Zyclen, wobei jeweils
liber 72 h eine intravendse Infusion mit einer Dosis von 120 mg/m? erfolgte. In
vielen klinischen Studien wird 2 jedoch in Verbindung mit anderen Krebs-

Therapeutika, wie z.B. Vincristin oder Cisplatin untersucht.?’

Erste Untersuchungen zur Biosynthese begannen 1996. Dabei ist es mittels
radiomarkierten Fltterungsversuchen gelungen, Acetat, S-Adenosylmethionin
(SAM) und Glycerin als Hauptbausteine von 2 zu bestimmen. Propionat, n-
Butyrat, n-Succinat und Isobutyrat konnten als Komponenten ausgeschlossen
werden. Die geminalen Dimethylgruppen stammen aus SAM-Methylierungen
von eingebauten Acetateinheiten, wie es auch bei der Biosynthese von
Lankacidin und Aplasmomycin der Fall ist. Durch Addition von Acetaten an die
Polyketidkette und anschlieRende Dehydratation sind wahrscheinlich die

exocyclischen Olefine entstanden.??

Der fur Bakterien typische Polyketid-Biosytheseweg lat den Schluss zu, dass
Bryostatin 1 (2) von Symbionten der Bryozoe gebildet wird. Die Arbeitsgruppe
um M. G. Haygood untersucht derzeit vor allem die Larven von Bugula neritina

auf vorhandene Symbionten. Dabei enthalten alle Bryostatin-Produzenten das
unkultivierbare Gamma-Proteobakterium "Canditatus Endobugula sertula". Das
fur die Biosynthese von 2 unerlaBliche Keto-Synthase-Gen wurde im Genom
des Symbionten E. sertula gefunden. Damit kdnnten in Zukunft Bryostatin-Gene
in heterologen Wirtsbakterien expremiert werden und somit eine Produktion von

2 in groken Mengen ermdglichen.?*%*

Das Problem der Mengenbeschaffung fir eine breite therapeutische
Anwendung von Bryostatin 1 (2) ist den Forschern seit langem bewusst. Aus
diesem Grund finden umfangreiche Forschungen zur Kultivierbarkeit der

Bryozoe B. neritina statt. Erste Erfolge erzielte die Arbeitsgruppe D. Mendola
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mit der Kultivierung von Larven in 5000 L-Seewassertanks. Jedoch war die
Ausbeute an 2 wesentlich geringer als aus naturlich gewachsenen Bryozoen.
Die Umstellung auf "in-sea" Aquakulturen brachte den gewunschten Erfolg. Die
so kultivierten Invertebraten erzeugen anndhernd soviel 2 wie die unter
naturlichen Bedingungen gewachsenen. Damit ist es mdglich, die fur die
Pharmaindustrie bendtigte Menge zu produzieren und Bryostatin 1 (2) als
Krebsmedikament in den Handel zu bringen.?

2.1.2. Die Conotoxine

Marine Schnecken der Gattung Conus (Kegelschnecken) haben eine
ungewohnliche biochemische Strategie zur Jagd auf Beutetiere entwickelt. Sie
beillen mit einem hohlen, harpunenartigen Zahn zu, der gleich zwei Funktionen
erfillt. Zum einen wird die Beute mechanisch festgehalten, zum anderen wird
ein Giftcocktail injiziert. Es gibt ca. 500 verschiedene Kegelschnecken, deren
Gift jeweils aus 40 bis 200 cysteinreichen Peptiden mit Sequenzen von 10 bis

30 Aminosauren besteht.?®

Die Conotoxine sind direkte Translationsprodukte von Genen, und ihre
Aminosauresequenz ist direkt durch die Nukleinsauresequenz kodiert. Die
Anzahl der Peptide und die groRe Variation an Sequenzen birgt ein hohes
pharmakologisches  Potential. Sie  werden derzeit in  hunderten
Forschungslaboren untersucht. Dabei liegen die Schwerpunkte auf
unterschiedlichsten physiologischen und pharmakologischen Wirkungen der
Conotoxine auf das Nervensystem von Vertebraten und Invertebraten durch die

spezifische Bindung an Oberflaichen von Rezeptoren und lonenkanalen.?’

Es werden auch immer wieder neue Wirkorte der Peptide bestimmt. Das k-
Conotoxin PVIIA, bestehend aus 27 Aminosauren, ist das erste, welches den
Shaker-Kaliumkanal blockiert. Es stammt aus der ostpazifischen, fischjagenden
Kegelschnecke Conus purpurascens und ist ein SchlUssel bei der schnellen

Immobilisation des Beutetieres.?®?°

Das aus 25 Aminosauren bestehende Conopeptid w-Conotoxin MVIIA (siehe
Abbildung 01) aus Conus magus befindet sich derzeit in der Klinischen Phase

[Il fur die Behandlung von schweren Schmerzzustanden. Es wirkt, indem es
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N-typ-Calciumkanale in den Schmerzfasern der Wirbelsaule blockiert. Dies ist

ein erfolgversprechendes Beispiel fiir die Anwendung der Conotoxine.*

CKGKG AKCSR LMYDC CTGSC RSGKC

Abbildung 01 Primarstruktur von w-Conotoxin MVIIA

2.2. Naturstoffe aus Schwammen

2.21. Der Schwamm Theonella swinhoei

Erste Metabolite des Schwammes Theonella swinhoei sind seit den 80er
Jahren bekannt. Auch heute werden noch neue Sekundarstoffe mit

interessanter biologischer Aktivitat aus diesem Invertebraten isoliert.

Peptide bilden hier die grote Substanzklasse. 1994 wurde die Struktur von
Theonegramid (§)31, einem antifungisch wirkenden Glykopeptid von

D. J. Faulkner verodffentlicht. 3 ist ein bicyclisches Dodecapeptid. Es enthalt

unter anderem D-Arabinose und die ungewdhnlichen Aminosauren [3-
Hydroxyasparagin, Isoserin, a-Aminoadipinsaure, 4'-Bromo-3-
methylphenylalanin und 3-Amino-4-hydroxy-6-methyl-8-phenylocta-5,7-
dienoinsaure. Der hier bearbeitete Schwamm wurde an der Kuste der

Philippinen gesammelt.

0 (0]
_ [6)
N
HN E H

HZNOC

\,/ o NH
O

H,NOC

Theonegramid (3)
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Nicht auf den Philippinen, sondern vor der Kiste Okinawas wurde der
Schwamm gesammelt, aus dem erstmals Theonellapeptolid [1d*?, ein
Tridecapeptidlacton, isoliert wurde. Dieses Peptid verhindert die Befruchtung
der Seegurke Hemicentotus pulcherrimus, hat jedoch keinen Einfluss auf das
Wachstum von befruchteten Eiern. Ebenfalls in Japan, jedoch vor der Kiste der
Insel Hachijo-jima, 300 km sudlich von Tokyo, wurde ein Schwamm gefunden,
der sechs neue lineare Pentapeptide, die Pseudotheonamide®, produziert. Sie

wirken als Serin-Protease-Inhibitoren.

Ein indonesischer Schwamm der Gattung Theonella swinhoei enthielt die drei
cyclischen Peptide Barangamid B, Cund D*. Sie zeigen eine leichte
immunsuppressive Aktivitdt. In Indonesien und Papua Neu Guinea wurden
Schwamme untersucht, die das antifungisch wirkende Cyclodepsipeptid
Cyclolithistid A*® enthielten.

Ebenfalls vor der Kiste Papua Neu Guinas wurde das Exemplar gesammelt,
welches die Papuamide A - D* enthielt. Diese cyclischen Depsipeptide wirken
als HIV-Inhibitoren. Auf der gleichen Forschungsfahrt wurde auch der
Schwamm Theonella mirabilis gesammelt, aus dem ebenfalls die Papuamide
A — D isoliert werden konnten.

Theonella swinhoei produziert neben Peptiden auch Makrolide. Die cytotoxisch

373839 stammen aus Schwammen, die

und antifungisch wirkenden Swinholide
vor der Kuste Okinawas gesammelt wurden. Eine monomere Carbonsaure von
Swinholid A, Pre-Swinholid A, entstammt einem in Papua Neu Guinea

gesammelten Schwamm.
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(:)Me

C:)Me

Swinholid A

Auch Steroide gehoéren zur grollen Substanzpalette von Theonella swinhoei.
Die Swinhosterole A—C, sowie Theonellasteron, Conicasteron und
Bistheonellasteron entstammen Schwammen aus Okinawa.***' Ebenso lassen
sich Steroide in den Organismen der Philippinischen Kiste nachweisen.

7a-Hydroxytheonellasterol*? zeigt dabei in Kombination mit Bistheonellid A
moderate cytotoxische Aktivitat.

N\

HO

Swinhosterol A

Von einer Sammlung bei der Insel Hachijo-jima stammen zwei neue

antimikrobiell wirksame Lysoplasmanylinositole. Inositole sind unter anderem
als Wachstumsfaktoren bekannt.*?
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2] OH
CHOH ﬂ OH
H,C—0—P orPH
oy HO

Lysoplasmanylinositol

Die Vielfaltigkeit und die Art der Substanzen aus Theonella swinhoei ist
auffallend. Dabei wurden aus Schwammen unterschiedlicher Standorte die
gleichen oder ahnliche Metabolite isoliert. Es liegt also der Schluss nahe, dass
symbiontische Mikroorganismen die wahren Produzenten sind. Diese
Hypothese lasst sich jedoch nur schwer beweisen, da Symbionten im

allgemeinen als kaum kultivierbar gelten.

2.2.2. Avarol (4)

1974 wurde erstmals das Sesquiterpenhydrochinon Avarol (4)** aus dem
Schwamm Dysidea avara beschrieben. 4 weist eine starke cytotoxische

Aktivitat*® gegen Brustkrebszellen auf.

Jetzt ist der Arbeitgruppe W. E. Muller der Nachweis gelungen, dass 4 auch
vom symbiontenfreien, unter Laborbedingungen gezichteten Schwammzellen
produziert wird.*® Damit wurde die Hypothese bestétigt, dass Schwamme auch
ohne assoziierte oder symbiontische Bakterien in der Lage sind, Naturstoffe zu
bilden.

Avarol (4)
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2.3. Naturstoffe aus marinen Mikroorganismen

2.3.1.  Maitotoxin (5)

Maitotoxin (5) ist das starkste, bisher bekannte, nichtproteinogene Gift. Die LDsg
bei einer intraperitonealen Injektion*” betrdgt 50 ng pro Kilogramm Maus. Das
bedeutet, das 1 mg 5 eine Millionen Mause toten konnte. 5 weist jedoch noch

verschiedene pharmakologische Aktivitaten auf.

Maitotoxin  (5) wurde erstmals als Bestandteii des Fischvergiftung
verursachenden Gifts Cigatera®® entdeckt. 1977 identifizierte T. Yasumoto®
einzellige Mikroalgen, den Dinoflagellaten Gambierdiscus toxicus, als
Verursacher der Vergiftungserscheinungen. 5 wurde aus dem Doktorfisch
Ctenochaetus striatus isoliert und erhielt seinen Namen nach der Tahitianischen
Bezeichnung "Maito" fiir diesen Fisch.*® Spater produzierte Gambierdiscus
toxicus das Toxin auch unter Laborbedingungen.®® Um eine ausreichend groRe
Menge von 10-20mg fir die Strukturaufklarung zu erhalten, mufiten

insgesamt 4000 L Kulturldsung bereitgestellt werden.*

Die Strukturaufklarung von Maitotoxin (5) gelang erst mit Hilfe neuer Methoden
der Massenspektrometrie und NMR-Spektroskopie. 5 besitzt ein
Molekulargewicht von 3422 Da mit der Summenformel Cis4H256063S2Na, als
Dinatriumsalz  und gehdért somit zu den groften  bekannten
Sekundarmetaboliten. Maitotoxin (5) enthalt eine Cq4,-Kette, die 32 Etherringe,

28 Hydroxygruppen sowie zwei Sulfatester enthalt.>

Maitotoxin (

(3]

)
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Maitotoxin (5) weist aulderdem eine sehr hohe Cytotoxizitat, Ichthyotoxizitat und
hemolytische Aktivitdt auf. Es stimuliert den Calciumfluss in verschiedene

Zellen und ist somit ein Calciumkanal-Agonist.®?

2.3.2.  Salinospora sp.

Die Arbeitsgruppe W. Fenical®® erbrachte im Jahr 2000 mit Hilfe der
Sequenzierung von 16S rRNA den Beweis fur die Existenz von obligat marinen
Actinomyceten. 2500 Stamme wurden inzwischen isoliert und konnten der
neuen Gattung, genannt Salinospora, durch zuvor nicht beschriebene
16S rRNA-Gensequenzen zugeordnet werden. Die Stamme wurden aus dem
Sediment von tropischen und subtropischen Ozeanen aus mehr als 1000 m
Tiefe isoliert.>* Es gelang, die so erhaltenen Stamme auf marinen Nahrmedien
zu kultivieren. Die Extrakte zeigten cytotoxische und cytostatische Aktivitaten
und erwiesen sich als eine gute Quelle fir die Suche nach neuen

Naturstoffen.®*

Der Salinospora-Stamm CNB-392 fuhrte mit Hilfe einer aktivitatsgeleiteten
Fraktionierung des Extraktes zu Salinosporamid A (6) mit einer Ausbeute von
7mg/L. 6 besitzt eine bicyclische y-Lactam-B-lacton-Struktur. Dieses
Strukturelement ist bisher nur von Omuralid bekannt, welches aus einem
terrestrischen Streptomyceten isoliert wurde. Die Funktionalisierung von (6) ist

jedoch einzigartig.>*

Cl
Salinosporamid A (6)
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Salinosporamid A (6) weist eine bemerkenswerte Wirkung (ICso-
Wert = 11 ng/mL) gegen HTC-116-Darmkrebszellen auf. AuRerdem hemmt es

Lungenkrebs-, Brustkrebs- und Melanom-Zelllinien.>*

Die Entdeckung einer neuen Bakterienart zeigt, dass die Erforschung des
marinen Lebensraums noch lange nicht abgeschlossen ist. Immer wieder
werden neue und interessante Sekundarstoffe mit pharmakologischen
Wirkungen entdeckt. Fur die Zukunft gilt es, mit neuen Methoden den schwer

kultivierbaren marinen Mikroorganismen ihre Geheimnisse zu entlocken.

3. Aufgabenstellung

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht die Untersuchung von Mikroorganismen
bezuglich ihrer Naturstoffproduktion, wobei die Mikroorganismen aus
verschiedenen Habitaten stammen. Dabei sollte ein chemisches Screening mit
marinen Pilze und marinen und terrestrischen Streptomyceten durchgeflihrt
werden. Die Kultivierung der Mikroorganismen sollte in verschiedenen
Narmedien erfolgen, um mdglichst viele Substanzen zu erfassen. Die Detektion
zielte auf die Erfassung von Substanzen mit moglichst hoher chemischer
Diversitat. Dabei wurden an die Produzentenstamme folgende Anforderungen

gestellt:

- Bildung einer im chemischen Screening auffallenden Produktpalette,

- Variation der Produktpalette unter verschiedenen Kultivierungsbedingungen,

- Bildung von Substanzen unterschiedlicher Polaritat,

- unterschiedliche Substanzklassen (Anfarbeverhalten mit Sprihreagenzien
im Dunnschichtchromatogramm),

- Reproduzierbarkeit der Ergebnisse.

Stamme, die diese Anforderungen erflllten, sollten im groRBeren Malstab
kultiviert werden, um so im Anschluss an die Aufarbeitung ausreichende
Substanzmengen fur eine weitere Bearbeitung verfugbar zu haben. Nach der
Isolierung unter Verwendung verschiedener chromatographischer
Trennverfahren sollte sich die Strukturaufklarung unter Einbeziehung moderner
chemischer und spektroskopischer Methoden anschliel3en. Im
Plattendiffusionstest sollte die biologische Aktivitat neuer Substanzen gepruift

werden.
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In einem Teilprojekt, geférdert vom BMBF, sollten Invertebraten der Tiefsee, die
eine dichte Besiedlung der Kiemen mit Symbionten aufwiesen, auf ihren
Naturstoffgehalt gepruft werden. Dazu wurden verschiedene Ansatze zur
Aufarbeitung der Proben verfolgt. Die Isolierung der Naturstoffe sollte unter
Einbeziehung verschiedener chromatographischer Trennmethoden erfolgen,
wobei auf der Charakterisierung auch kleinster Substanzmengen ein
besonderes Augenmerk lag. Die so isolierten Substanzen sollten in ihrer
Struktur anhand von spektroskopischen Daten aufgeklart werden. AbschlieRend

sollte die biologische Aktivitat im Plattendiffusionstest geprift werden.
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Il Streptomyceten

1. Screening von Streptomyceten
1.1. Screeningmethoden

Es gibt grundsatzlich zwei verschiedene Methoden fur das Auffinden von
Sekundarmetaboliten. Die eine beginnt mit der Untersuchung der biologischen
Aktivitat der Extrakte, ist also wirkungsorientiert. Die andere Methode weist

Sekundarmetabolite physikochemisch nach, ist also strukturorientiert.

Das biologische Screening beruht auf den Ansatzen von S.A. Waksman®,

wobei die antibakterielle Wirkung von Substanzen auf Testorganismen im
Plattendiffusionstest untersucht wird. Das zunehmende Wissen um die
Mechanismen von Krankheitsverlaufen auf genetischer und molekularer Ebene
filhrte zum target-orientierten Screening®. Dabei erfolgt die Testung mittels
Enzym- und Rezeptormodellen, die auf spezielle Krankheiten ausgelegt sind.
Dieser Ansatz erlaubt eine weitgehende Automatisierung mit hohem Durchsatz,
das sogenannte High-Throughput-Screening (HTS)*’, und wird vor allem in der

Industrie angewandt.

Die Nachteile des biologischen Screenings sind im folgenden zu sehen:
Interessante Metabolite, die in zu geringer Konzentration auftreten oder eine
andere Wirkung als die getestete aufweisen, werden nicht nachgewiesen.
AulBerdem kann es zu falsch positiven Ergebnissen aufgrund von
synergistischen Effekten im Extrakt kommen. Unbekannte Substanzen mit
interessanten Strukturen aber ohne biologische Aktivitat sind nicht nachweisbar.
Ein weiterer Nachteil ist, dass auch bekannte Verbindungen erfasst werden,

was sich jedoch mit keiner Methode ausschliel3en Iasst.

Das (physiko-) chemische Screening geht auf Umezawa®® zuriick und wurde
von Zahner® und Zeeck® weiterentwickelt. Dabei werden die im
Dunnschichtchromatogramm  aufgetrennten  Extrakte mit verschiedenen
Spruhreagenzien angefarbt. Das Spruhreagenz reagiert mit bestimmten
funktionellen Gruppen der Metabolite und farbt so die Zone im Chromatogramm
an. Dabei lassen sich schon aus der Farbung gewisse Rickschllisse auf die

Funktionalitaten ziehen. So sind z.B. mit Anisaldehyd Steroide und hdhere
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Alkohole, mit Ehrlichs Reagenz Amine und mit Orcin Zucker besonders gut
nachweisbar.®' Eine Erweiterung dieser Methode erfolgte durch die zunehmend
fortschreitende Entwicklung der HPLC-Technik. Damit lassen sich die
Substanzen "on flow" charakterisieren, indem die HPLC-Anlage mit
verschiedenen Detektoren gekoppelt wird. Beispiele hierfir sind die
gekoppelten Methoden HPLC-DAD®?, HPLC-MS®*%* und HPLC-NMR®.

Die Nachteile des chemischen Screenings sind folgende: Eine Automatisierung
im Sinne eines HTS ist schwer umsetzbar. Das Screeningfenster liegt auf den
durch die Spruhreagenzien vorgegeben Farbreaktionen. AufRerdem werden
auch hier bekannte Substanzen detektiet und koénnen von neuen

Sekundarmetaboliten nur mit viel Erfahrung unterschieden werden.

Heute kombiniert man die Vorteile des biologischen mit denen des chemischen
Screenings. Dabei werden die Extrakte nach einer ersten Fraktionierung mittels
gekoppelter HPLC-Methoden untersucht und gleichzeitig in einen biologischen
Assay eingeschleust. Die so gesammelten Informationen werden mit
Datenbanken verglichen, um bekannte Metabolite moglichst rasch ausschliel3en

zu konnen.

1.2. Chemisches Screening der bearbeiteten Stamme

Um einen Uberblick (ber das Metabolitenmuster zu erhalten, erfolgte die
Kultivierung der Streptomyceten bei den terrestrischen Mikroorganismen in vier,
bei den Stammen mariner Herkunft in funf verschiedenen Nahrmedien.
Untersuchungen der Firma Panlabs haben gezeigt, dass eine bestimmte
biologische Aktivitat bei 75 % der bearbeiteten Stamme nur auf einem von vier
Nahrmedien zu beobachten ist.°® Das Fehlen wichtiger Spurenelemente kann
dabei die Bildung von Sekundarmetaboliten verhindern, wogegen andere
Nahrmedienbestandteile, wie z.B. Glucose oder Ammoniumionen stille

Biosynthesegene aktivieren konnen.

Um ein breites Spektrum an Nahrmedienbestandteilen abzudecken, wurden im
Screening die komplexen Medien M2, SGG, SM, Hafer und Marine Broth
verwendet. Temperatur und Beluftung wurden im fir Streptomyceten gunstigen
Bereich konstant gehalten. Mit zwei Kolben je Nahrmedium sollten eventuelle

Unregelmalligkeiten ausgeglichen werden. Die Aufarbeitung erfolgte geman
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Abbildung 02. Die so erstellten Extrakte wurden jeweils in 2 mL
Methanol/Wasser (1:1) aufgenommen und 5 pL dieser Losung auf HPTLC-
Kieselgelplatten aufgetragen. Die Chromatogramme wurden in den
Laufmittelgemischen Chloroform/Methanol (9:1) und n-Butanol/Eisessig/Wasser
(4:1:5) entwickelt. Die Detektion erfolgte anhand der Eigenfarbe bei farbigen
Substanzen, anhand UV-Absorption/Fluoreszenz bei 254 und 366 nm sowie
durch das Anfarbeverhalten mit unterschiedlichen Spriuhreagenzien. UV-
Absorption und Fluoreszens wurden ebenso wie das Anfarbeverhalten

fotografisch dokumentiert.

Kulturlésung (200 mL)

Zentrifugation

)\

Kulturfiltrat Mycel

Extraktion mit Aufschluss mit Aceton
Essigester im Ultraschall

Essigesterextrakt Acetonextrakt

Abbildung 02 Aufarbeitungsschema fir die Streptomyceten

1.3. Herkunft und Stammauswahl

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 24 Streptomyceten-Stamme

untersucht, deren Herkunft sich wie folgt gliedert:

a) Streptomyceten terrestrischer Herkunft: Agy-rot, Z- und Te-Stamme.
b) Streptomyceten mariner Herkunft (Atlantik): Ku2, Ku3, Kuba.
c) Streptomyceten mariner Herkunft (Ostsee): RS-Stamme, 20XX-Stamme.
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a) Streptomyceten terrestrischer Herkunft

Der Stamm Agy-rot stammt aus einer Bodenprobe, die ca. 10 km westlich von
Hurghada (Agypten) in einer Steinwlste entnommen wurde. Die Z-Stdmme
wurden aus einer Probe isoliert, die unter einer Zeder an den Niederungen der
Erft (bei Dusseldorf) entnommen wurde. Die Te-Stdmme stammen aus dem

Abraum von Tennisplatzen.
b) Streptomyceten mariner Herkunft aus dem Atlantik

Aus einer Sedimentprobe, die an der Atlantikkiste im Sddosten Kubas
entnommen wurde, lieRen sich die drei Stamme Ku2, Ku3 und Kuba isolieren.
Die Probe stammt aus einer Meerestiefe von 1.30 - 1.50 m. Die Entfernung der

Entnahmestelle zur Atlantikkiste (bei Guardalavaka) betrug etwa 80 m.
c) Streptomyceten mariner Herkunft aus der Ostsee

Aus verschiedenen Sedimentproben, die an der deutschen Ostseeklste
entnommen wurden, lieRen sich sieben RS-Stamme sowie sieben 20XX-

Stamme isolieren.

Die 24 Stamme wurden wie in Kapitel 1.2 angegeben dem chemischen
Screening unterzogen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 01 zusammengefasst.
Folgende Stamme wurden zur weitergehenden Bearbeitung ausgewahlt: Agy-
rot, Z3, 26, Z9 und Z12 sowie KuZ2.
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Stamm M2 SM SGG | Hafer | Marine Broth
_Agy-rot +++++ | | ++ -
Z3 ++++ ++ ++++ ++ -
Z6 ++ ++ ++ +++ -
Z9 +++++ ++ + ++ -
Z12 ++ +++++ |+t + -
Tel + + + + -
Te2 + + + + -
Ku2 ++ ++ + +++++ +
Ku3 + + + + +
Kuba + ++ + + +
RS1 + + + + +
RS2 + + + + +
RS3 ++ + + ++ +
RS4 + + + + +
RS5 + + + + +
RS6 ++ + + + +
RS7 + ++ + + +
2014 + + + + +
2019 + + + + +
2021 ++ + + + +
2022 + + + + +
2024 + + ++ + +
2025 + + + + +
2026 + + + + +

Tabelle 01 Bewertung der bearbeiteten Streptomyceten-Stamme (mit
+++++ = sehr gutes Metabolitenspektrum bis + =kaum
vorhandenes Metabolitenspektrum, - = nicht untersucht)
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2. Streptomyceten mit auffalligem Metabolitenmuster
2.1.  Der Stamm Agy-rot

2.1.1.  Fermentation und Isolierung der gebildeten Metabolite

Der Stamm Agy-rot fiel im chemischen Screening durch drei Metabolite roter
Eigenfarbe auf, die fluoreszierend und UV-lI6schend sind. Mit den verwendeten
Spruhreagenzien Anisaldehyd, Ehrlichs Reagenz und Orcin erfolgte keine
Reaktion. Im Mycel des M2- und SGG-Mediums zeigte der Stamm ein
ahnliches Metabolitenmuster, wobei die polarere Substanz verstarkt im M2-
Medium und die unpolareren Substanzen verstarkt im SGG-Medium produziert

wurden.

Der Stamm wurde bei 28 °C und 180 rpm in 300 mL-Schittelkolben mit
Schikane, befullt mit 100 mL der M2-Nahrldsung, fermentiert. Die Aufarbeitung
der Kulturbrihe erfolgte nachAbbildung 02, wobei der Essigester-Extrakt
verworfen wurde. Der Aceton-Extrakt wurde einer Saulenchromatographie an
Kieselgel mit einem Chloroform/Methanolgemisch (14:1) unterworfen. Der letzte
Aufreinigungsschritt erfolgte an Sephadex LH-20 (Methanol) und ergab 7-
Desoxy-13-dihydrodaunomycinon (7) (1.3 mg/L) und eine weitere Verbindung

(0.1 mg/L), die aufgrund zu geringer Menge nicht aufgeklart werden konnte.

Die Kultivierung von Agy-rot im SGG-Nahrmedium fiihrte unter den selben
Bedingungen zu einem ahnlichen Metabolitenmuster mit einem polareren
Hauptmetaboliten. Der Aceton-Extrakt wurde an Kieselgel mit einem
Ldsungsmittelgradienten Dichlormethan/Methanol (95:5 bis 4:1) getrennt. Die
weitere Aufreinigung erfolgte an Sephadex LH-20 (1. Aceton, 2. Methanol). Im
letzten Schritt wurde an Kieselgel mit einem Dichlormethan/Methanolgemisch

(100:1) getrennt, wobei e-Rhodomycinon (8) (3.9 mg/L) erhalten wurde.

2.1.2.  Charakterisierung der gebildeten Hydroxyanthrachinone
7-Desoxy-13-dihydrodaunomycinon (7)

FUr den roten Feststoff 7, der einen Schmelzpunkt von 220 °C besitzt und
optisch aktiv ist, wurde durch EI-MS eine Molmasse von 384 g/mol zugeordnet.
Die rote Eigenfarbe lieR® ein Hydroxyanthrachinon-System vermuten. Die Bande
im UV-Spektrum (siehe Abbildung 03) bei 494 nm bestatigte diese Vermutung.
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Abbildung 03 UV-Spektrum von 7

Im "H-NMR-Spektrum konnten den Signalen bei &y =7.59 und 7.87 drei
aromatische Protonen zugeordnet werden. Die Signale bei 64 = 4.60, 13.35 und
13.90 deuten auf mindestens drei Hydroxygruppen hin. Desweiteren sind bei
Oy =1.13 eine Methylgruppe und bei o4 =3.97 eine Methoxygruppe zu
erkennen. Mit dem '>C-NMR-Spektrum konnten die Aussagen des
Protonenspektrum bestatigt werden und die restlichen Protonen drei
Methylengruppen mit 8¢ = 20.1, 26.0 und 31.9 sowie einer an Sauerstoff
gebundenen Methingruppe mit &¢c =72.1 zugeordnet werden. Aullerdem
erscheinen zwei Signale bei &c=185.9 und 186.2, die typisch fur zwei
Carbonyl-Kohlenstoffatome sind. Mit diesen Informationen wurde eine
Struktursuche in der Datenbank Antibase®” durchgefiihrt. Durch den Vergleich
mit Literaturdaten® wurde 7 eindeutig als 7-Desoxy-13-dihydrodaunomycinon
identifiziert. 7 entspricht dem Aglykon von Daunomycin (gleich Daunorubicin),
einem Anthracyclin mitausgepragter Antitumoraktivitat®. In Tabelle 02 sind die
'H-NMR-Daten von 7 im Vergleich zu 8 und den jeweiligen Literaturdaten

aufgefuhrt.
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7 (Literatur)?| 7 (isoliert)®| 8 (isoliert)’| 9 (Literatur)®
1-H 7.87 7.86 7.77 8.33
2-H 7.87 7.86 7.82 7.85
3-H 7.59 7.59 7.39 7.85
4-H 8.33
4-OH 11.95
6-OH 13.90 13.91 13.40 13.33
7-H 2.65/284| 2.51-2.95 5.52 542
7-OH 5.33/5.54* 3.40
8-H 1.51/1.88| 1.50/1.89| 1.99/2.10 2.28 1 2.56
9-OH 4.26| 5.33 / 5.54* 3.89
10-H 2.65| 2.51-2.95 415 411
11-H 7.74
11-OH 13.35 13.38 12.74
13-H 3.55 3.55| 1.43/1.68 1.59/1.74
13-OH 4.60 4.68
14-H 1.13 1.14 1.03 1.12
4-OCH; 3.97 3.96
COOCH;3; 3.62 3.72

Tabelle 02 Vergleich der NMR-Daten von 7 und 8 mit Literaturdaten
£ = Zuordung nicht gesichert. @270 MHz/DMSO-ds,
600 MHz/DMSO-dg, 400 MHz/CDCl;. )

e-Rhodomycinon (8)

Die Verbindung 8 erwies sich nicht nur durch die rote Eigenfarbe, sondern auch
anhand der spektroskopischen Daten als sehr ahnlich zu 7. 8 ist jedoch deutlich
polarer und auch die durch EI-MS bestimmte Molmasse von 428 g/mol ist um

44 Einheiten groler als die von 7.

Im 'H-NMR-Spektrum treten wieder drei aromatische Protonen bei 8y = 7.39,
7.77 und 7.82 auf. Die Signale bei o4 =11.95, 12.74 und 13.40 deuten auf
mindestens drei Hydroxygruppen hin. Auch eine Methylgruppe bei &4 = 1.03
und eine Methoxygruppe bei &y = 3.62 sind zu sehen. Dabei fallt auf, dass
sowohl die Methylgruppe als auch die Methoxygruppe im Vergleich zu 7
Hochfeld-verschoben sind. Das *C-NMR-Spektrum zeigt neben den beiden
Carbonylgruppen bei d¢c = 185.9 und 190.0 eine weitere Carbonylgruppe bei
0c=170.2. Es sind nur zwei Methylengruppen bei &c=32.1 und 34.6
auszumachen, daflr treten zwei Methingruppen bei &c = 51.2 und 60.6 auf. Die

Datenbankrecherche in Antibase fuhrte zur Struktur von e-Rhodomycinon. 8



Streptomyceten 22

stellt das Aglykon der Rhodomycine dar, welche eine grolke Gruppe

tumoraktiver’® Anthracycline bilden.

Rhodomycinon (8) wurde 1955 erstmals von Brockmann und Franck’
beschrieben. 1961 folgte die Verdffentlichung der Konstitutionsformel. Die
Strukturaufklarung erfolgte zu dieser Zeit durch Bestimmung der
Abbauprodukte. Bisher wurden keine NMR-spektroskopischen Daten zu
e-Rhodomycinon (8) verdffentlicht. Der Datenvergleich fand mit Hilfe der
Literaturangaben zu 7 und der Literaturdaten von 7-Desoxyaklavinon (9)"® statt
(siehe Tabelle 02). 9 unterscheidet sich von 8 nur an Position C-4 und C-11

durch die bei 9 nicht vorhandenen Hydroxygruppen.

7 8 9

Abbildung 04 7-Desoxy-13-dihydrodaunomycinon (7), e-Rhodomycinon
(8) und 7-Desoxyaklavinon (9)

2.2. Der Stamm Z9

2.2.1. Fermentation und Isolierung der gebildeten Metabolite

Der Stamm Z9 fiel im chemischen Screening durch die Bildung einer mit
Anisaldehyd orange-braun anfarbenden Zone und einer schleifenden, mit Anis
grau-braun anfarbenden Zone im Nahrmedium M2 auf. Die Substanzen wurden
ausschlieBlich im Kulturfiltrat detektiert und sind mit R-Werten zwischen 0.24

und 0.34 in Chloroform/Methanol (9:1) im polaren Bereich anzusiedeln.

Der Stamm wurde bei 28°C und 180 rpm in 300 mL-Schittelkolben mit
Schikane, befillt mit 100 mL M2-Nahrlésung, fermentiert. Die Aufarbeitung der
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Kulturbrihe erfolgte nach Abbildung 02, wobei der Aceton-Extrakt verworfen
wurde. Der Essigester-Extrakt wurde gemafR Abbildung 05 aufgereinigt und
fuhrte zu Nonactinsaure (10) (6.2 mg/L), Homononactinsaure (11) (4.5 mg/L)
und Streptenol E (12) (0.4 mg/L).

Essigesterextrakt
1.13 g/L
Kieselgel
CH,Cl,/CH,0OH
95:5 T 4:1
Kieselgel Sephadex LH-20
EE/CH/CH,0OH Methanol
10:5:1 ‘
12 10 1
0.4 mg/L 6.2 mg/L 4.5 mg/L

Abbildung 05 Isolierung von 10, 11 und 12

2.2.2.  Charakterisierung der gebildeten Metabolite
Streptenol E (12)

Die in Form eines farblosen Ols erhaltene Substanz farbt mit Anisaldehyd ocker
und mit Orcin braun an. Durch El- und ESI-MS Iasst sich eine Molmasse von
227 g/mol zuordnen, wobei die ungerade Zahl auf eine ungerade Anzahl

Stickstoffatome hinweist.

Dem Protonenspektrum lassen sich Signale fur 19 Protonen entnehmen, die in
Bereich von 8y = 1.60 bis 5.38 zu sehen sind. Im ">*C-NMR-Spektrum sind zwei
Methylgruppen, funf Methylengruppen und drei Methingruppen zu erkennen,
sowie zwei Signale bei 6¢c = 173.4 und 211.6 fur Carbonylgruppen. Anhand des
'H,"H-COSY-NMR-Spektrums lieRen sich Teilstlicke des Molekiils ableiten, die
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bei der Datenbankrecherche in Antibase (Abbildung 06) nur eine magliche
Losung ergaben. Durch Vergleich mit Literaturdaten” konnte die Substanz 12

als Streptenol E identifiziert werden.

Suche nach Molgewicht 226-228

ﬂ 139 Treffer

H H

Suche nach %(k
H

H H

ﬂ 10 Treffer

OH H

Suche nach

H H

2 Treffer
A4

Suche nach zwei Carbonylgruppen

1 Treffer
A4
O OH (0]
/\/\)W )J\
H,C X N CH,
H

Streptenol E (12)

Abbildung 06 Antibase-Suchstrategie fir 12

Nonactinsaure (10)

Der weilen Feststoff 10, der sehr gut in Methanol I6slich ist, hat die Molmasse
202 g/mol (ESI-MS). 10 ist nicht UV-l6schend oder fluoreszierend, farbt jedoch
mit Anisaldehyd rotbraun, mit Orcin graubraun und mit Ehlich's Reagenz

hellviolett an.

Im Protonenspektrum spalten zwei Methylgruppen bei 64 =1.10 und 1.15
jeweils zum Dublett (J=7.0 und 6.0 Hz) auf. Die Signale bei &4 = 1.55, 1.60
und 2.00 lieRRen sich drei Methylengruppen zuordnen. Desweiteren lassen sich

vier Methingruppen ausmachen, wobei drei von ihnen mit dy = 3.88 bis 4.02
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Tieffeld-verschoben sind, was auf eine Nachbarschaft zu Sauerstoff hindeutet.
Das 'C-NMR-Spektrum mit 10 Signalen bestatigt die Ergebnisse des
Protonenspektrums und zeigt ein weiteres Signal bei &¢c =178.9 fur eine
Carbonylgruppe. Mit den Informationen aus Massen- und NMR-Spektroskopie
wurde eine Datenbankrecherche in Antibase durchgefihrt. Durch den Vergleich
mit Literaturdaten’ konnte 10 eindeutig als Nonactinsaure identifiziert werden,
wobei der Drehwert von Null auf ein (+)/(-)-Gemisch hinweist. Die
Tetramerisierung von je zwei Molekllen der (+)- und (-)-Nonactinsaure (10)

fihrt in der Biosynthese zu Nonactin (13), einem Macrotetrolid-Antibiotikum.”®

Homononactinsaure (11)

Die Substanz 11 unterscheidet sich nur wenig von 10. Sie ist ebenfalls nicht
UV-l6schend oder fluoresziered, farbt jedoch mit Anisaldehyd grau, mit Orcin
graubraun und mit Ehrlichs Reagenz weil3 an. Aus dem ESI-MS-Spektrum lasst
sich eine Molmasse von 216 g/mol ableiten, was auf eine Verlangerung der
Kohlenstoffkette von 10 um eine CHz-Einheit hindeutet. Dem entsprechend sind
im 'H- und 'C-NMR-Spektrum vier Methylengruppen zu erkennen. Ein
Vergleich mit Literaturdaten’” fiihrte zu Homononactinsaure (11). Auch bei 11
ist der Drehwert gleich Null, was wiederum auf ein (+)/(-)-Gemisch hinweist. Die
Tetramerisierung von je zwei Molekllen der (+)- und (-)-Homononactinsaure
(11) fuhrt in der Biosynthese zu Tetranactin (14). Der Zusammenhang zwischen
Tetranactin  (14), Nonactin (13) und den jeweiligen Bausteinen

Homononactinsaure (11) und Nonactinsaure (10) ist in Abbildung 07 dargestellt.
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10 R =CH, 13 R =CH,

11 R =C,H, 14 R=C,H,

Abbildung 07 Nonactin (13), Tetranactin (14) und die jeweiligen

Bausteine Nonactinsaure (10) und Homononactinsaure (11)

2.3. Der Stamm Z12

2.3.1.  Fermentation und Isolierung der gebildeten Metabolite

Der Stamm Z12 fiel im chemischen Screening durch die Bildung interessanter
Zonen bei der Kultivierung in SGG und SM auf. In SM war eine polare, mit
Anisaldehyd blau anfarbende Substanz im Dunnschichtchromatogramm zu
sehen, die sich ausschliel3lich im Aceton-Extrakt befand. Im SGG-Medium fiel
eine mittelpolare Substanz gelber Eigenfarbe auf, die mit Ehrlichs Reagenz
schwach gelb anfarbte und eine etwas unpolarere, UV-ldschende und
fluoreszierende Substanz, die ebenfalls mit Ehrlichs Reagenz schwach gelb
anfarbte, jedoch keine Eigenfarbe aufwies. Beide Zonen waren sowohl im

Aceton- als auch im Essigester-Extrakt zu sehen.

Der Stamm wurde bei 28 °C und 180 rpm in 300 mL-Schittelkolben mit
Schikane, befullt mit 100 mL SGG-Nahrlosung, fermentiert. Die Aufarbeitung
der Kulturbrihe erfolgte nach Abbildung 02, wobei der Essigester-Extrakt
verworfen wurde. Der Aceton-Extrakt wurde einer Saulenchromatographie an
Kieselgel mit einem Lésungsmittelgradienten von Dichlormethan/Methanol (95:5
bis 4:1) unterzogen. Durch eine nochmalige Auftrennung mit einem
Dichlormethan/Methanolgemisch (9:1) konnte 2'-Desoxy-5-methylcytidin (15)

mit einer Ausbeute von 1.6 mg/L erhalten werden.
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Die Kultivierung und Aufarbeitung von Z12 im Nahrmedium SM erfolgte unter
den selben Bedingungen wie oben. Aceton- und Essigester-Extrakt wurden
aufgrund des sehr ahlichen Metabolitenspektrums vereinigt. Die Aufreinigung
der Metabolite erfolgte saulenchromatographisch an Kieselgel mit einem
Ldsungsmittelgradienten von Dichlormethan/Methanol (95:5 bis 4:1) und durch
zweimalige Chromatographie an Sephadex LH-20 (1. Methanol, 2. Aceton). Es
konnten 0.05 mg/L Cyclo-(phenylalanyl-prolyl) (16) und 1.0 mg/L Kitamycin B

(17) isoliert werden.

Um eine groRere Menge an 17 und eventuell andere Kitamycine oder
Antimycin-Antibiotika zu erhalten, wurde Z12 im selben Nahrmedium im 50 L-
Fermenter kultiviert. Es konnten jedoch kein Kitamycin B (17), aber eine polare,
ausschlieRBlich mit Orcin (dunkelblau) anfarbende Substanz 18 mit einer
Ausbeute von 0.3 mg/L isoliert werden. Die Isolierung erfolgte an Kieselgel mit
einem Ldsungsmittelgradienten von Chloroform/Methanol (16:1 bis 6:1) und
anschlieBender Aufreinigung an Sephadex LH-20 (Methanol). Aufgrund der
starken Ahnlichkeit dieser Substanz zu 19, einer aus dem Stamm Z6 isolierten
Substanz, wird die Charakterisierung von 18 im Kapitel 2.5.2 genauer

besprochen.

2.3.2.  Charakterisierung der gebildeten Metabolite

2'-Desoxy-5-methylcytidin (15)

Der im Aceton-Extrakt der Fermentation im SGG-

Medium gefundenen, mit Orcin blau anfarbenden

Substanz 15 lasst sich mittels DCI-MS eine Molmasse )\ | .
von 241 g/mol zuordnen. Im Protonenspektrum sind die Ho © o.M
typischen Signale einer Stickstoff-verknipften Pentose \g"
mit Verschiebungen bei oy =2.21/2.29 und 3.70/3.79

fur zwei Methylengruppen sowie bei &y = 3.92, 4.83 und

15
6.25 fur drei Methingruppen zu sehen. T

Desweiteren erscheint das Singulett einer Methingruppe bei dy = 7.79 und das
Singulett einer Methylgruppe bei 34 = 1.93. Im *C-NMR-Spektrum lassen sich
bei 6c=111.5 1524 und 166.4 die Signale flr weitere drei quartare
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Kohlenstoffatome ausmachen. Mit diesen Informationen wurde eine
Datenbankrecherche in  Antibase durchgefihrt. Der Vergleich mit
Literaturdaten’® filhrte zur Struktur von 2'-Desoxy-5-methylcytidin. 15 ist als
Intermediat des Nucleotidstoffwechsels bekannt und kénnte aus dem im SGG-

Nahrmedium enthaltenen Cornsteep-Powder stammen.

Cyclo-(phenylalanyl-prolyl) (16)

Aus dem Nahrmedium SM liel3 sich die Substanz
16 isolieren, die eine Molmasse von 244 g/mol
aufweist (El- und ESI-MS). 16 ist schwach UV-

[6schend, nicht fluoreszierend und farbt mit

Ehrlichs Reagenz schwach gelb an.
Im Protonenspektrum sind vier Methylengruppen mit Verschiebungen zwischen
04 =1.79 und 3.53 erkennbar. Desweiteren sind zwei Methingruppen bei
On = 4.05 und 4.43 sowie ein Multiplett fur funf sich Uberlagernde aromatische
Protonen bei &y=7.22 zu sehen. Das '>C-NMR-Spektrum ergdnzt die
Informationen aus dem 'H-NMR-Spektrum um zwei Carbonylgruppen mit
Verschiebungen bei 6¢c =166.9 und 176.9. Mit diesen Daten wurde eine
Struktursuche in Antibase durchgefuhrt. 16 konnte durch Vergleich mit
Literaturdaten’ als Cyclo-(phenylalanyl-prolyl) identifiziert werden und ist somit

bei den Diketopiperazinen einzuordnen.

Kitamycin B (17)

Die aus dem Nahrmedium SM isolierte leuchtend gelbe Substanz 17 ist mit
einem R+~Wert von 0.69 (Chloroform/Methanol 9:1) mittelpolar. Anhand von ElI-
und ESI-MS konnte eine Molmasse von 466 g/mol ermittelt werden. Eine
Hochauflosung des EI-Peaks bei m/z=466 fuhrte zur Summenformel
C23H3308No.

Im Protonenspektrum wies ein Dublett bei &4 = 0.86 mit J = 7.0 Hz die Intensitat
von sechs Protonen auf, was auf eine Isopropylgruppe hindeutete. Weitere zwei
Methylgruppen mit &4 = 1.31 und 1.46 konnten bestimmt werden. AulRerdem

sind vier Methylengruppen und funf Methingruppen mit Verschiebungen
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zwischen &y = 1.62 und 5.71 zu erkennen. Das breite Singulett bei oy = 1.94
deutet ebenso wie das Singulett bei 12.66 auf je eine Hydroxygruppe hin. Den
Signalen bei &4 =7.15 und 8.01 wurden zwei NH-Gruppen zugeordnet. Im
Tieffeld-Bereich finden sich weitere vier Protenen, zwei bei &y = 7.27 und 8.55
spalten zum Dublett mit J= 8.0 Hz auf, das dritte spaltet zum Dublett vom
Dublett mit Kopplungskonstanten von zweimal 8.0 Hz auf und das vierte wurde
bei oy = 8.50 detektiert.

Das "*C-NMR-Spektrum bestatigte die Ergebnisse des Protonenspektrums und
zeigte weitere sechs quartare Kohlenstoffatome mit Verschiebungen von
Sc = 112.6 bis 174.1. Anhand des 'H,"H-COCY-NMR-Spektrums ergaben sich
Teilsticke der Struktur, die mittels des HMBC-NMR-Spektrums, wie in
Abbildung 08 dargestellt, verkntpft werden konnten. Eine Datenbankrecherche
in Antibase ergab fiir 17 in Ubereinstimmung mit den Literaturdaten® die
Struktur von Kitamycin B. (17) gehért zur Gruppe der Antimycine, hemmt das

Pflanzenwachstum und ist aktiv gegen Candida albicans.

/0 OH

Abbildung 08 COSY-Fragmente (dick) und ausgewdhlte HMBC-
Kopplungen (Pfeile) von 17

24, Der Stamm Z3

24.1. Fermentation und Isolierung der gebildeten Metabolite

Der Stamm Z3 fiel im chemischen Screening in den Nahrmedien SGG und M2
auf. Im Aceton-Extrakt des SGG-Mediums zeigte sich eine fluoreszierende und
UV-lI6schende Zone, die mit Orcin blau anfarbte. Bei der Kultivierung in M2 war
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sowohl im Essigester- als auch im Aceton-Extrakt eine mit Anisaldehyd intensiv

braun anfarbende Substanz zu sehen.

Die Fermentation von Z3 erfolgte bei 28 °C und 180 rpm in 300 mL-
Schuttelkolben mit Schikane, beflllt mit 100 mL der Nahrlésung SGG. Die
Aufarbeitung wurde nach Abbildung 02 durchgefihrt, dabei wurde der
Essigester-Extrakt verworfen. Der Aceton-Extrakt wurde einer
Saulenchromatographie an Kieselgel mit einem Ldsungsmittelgradienten von
Dichlormethan/Methanol  (95:5 bis 4:1) unterworfen. Der letzte
Aufreinigungsschritt erfolgte an Sepadex LH-20 (Methanol) und ergab 2'-
Desoxycytidin (20) mit einer Ausbeute von 0.5 mg/L.

Die Kultivierung und Aufarbeitung von Z3 im Nahrmedium M2 erfolgte unter den
selben Bedingungen wie oben. Da die mit Anisaldehyd braun anfarbende
Substanz im Aceton- und im Essigester-Extrakt zu sehen war, wurden beide
vereinigt. Es folgte eine Saulenchromatographie an Kieselgel mit einem
Dichlormethan/Methanolgemisch (9:1) und anschlieBender Aufreinigung an
Sephadex LH-20 (Methanol). Man erhielt 2,5-Furandimethanol (21) mit einer
Ausbeute von 7.3 mg/L.

2.4.2.  Charakterisierung der gebildeten Metabolite

2'-Desoxycytidin (20)

NH,
Der mit Orcin blau anfarbende weilie Feststoff zeigt NZ
in allen physikalischen Eigenschaften ebenso wie in )\ | 6
den 'H-und ™C-NMR-Spektren eine groRe HO—© 0 N,

Ahnlichkeit zu 2'-Desoxy-5-Methylcytidin (15) (siehe
Kapitel 2.3.2). Die Molmasse von 227 g/mol (ESI-
MS) ist im Vergleich zu 15 um eine Methylengruppe
kleiner. 20

Im Protonenspektrum zeigt sich ein Dublett bei &y = 5.68 mit J = 8.0 Hz und das
Signal bei &y = 7.98 spaltet mit der selben Kopplungskonstante ebenso zum
Dublett auf. Die anderen Signale sind im Vergleich zu 15 nahezu unverandert.
Im '3C-NMR-Spektrum werden die Ergebnisse aus Massen- und

Protonenspektrum bestatigt. Durch den Vergleich mit Literaturdaten®' wird fiir
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20 die Struktur von 2'-Desoxycytidin bestatigt. 20 ist ebenso wie 15 als
Intermediat des Nucleotidstoffwechsels bekannt und kdnnte auch hier aus dem

im SGG-Nahrmedium enthaltenen Cornsteep-Powder stammen.

2,5-Furandimethanol (21)

Far den weilRen Feststoff ergab sich laut EI- und
ESI-MS eine Molmasse von 128 g/mol. Die 0
Hochauflésung des Molpeaks im EI-MS-Spektrum

fuhrte zur Summenformel CgHgOs. 21

Im Protonenspektrum sind nur drei Signale bei &y =4.37, 5.10 und 6.19 zu
sehen, wobei das erste eine Intensitat von zwei und die anderen eine Intensitat
von eins aufweisen. Im ">*C-NMR-Spektrum sind ebenfalls nur drei Signale
erkennbar. Das Signal bei &c=54.4 kann einer Sauerstoff-gebundenen
Methylengruppe zugeordnet werden, wogegen die Kohlenstoffatome mit
Oc = 109.1 und 155.7 auf eine Doppelbindung hindeuten. Die starke Tieffeld-
Verschiebung von 8¢ = 155.7 lasst auf eine Bindung an ein Sauerstoffatom
schlielen. Aufgrund der oben angegebenen Summenformel mufl} hier eine
symmetrische Substanz vorliegen. Durch einen Vergleich mit Literaturdaten®?

konnte 21 als 2,5-Furandimethanol identifiziert werden.

2.5. Der Stamm Z6

2.5.1. Fermentation und Isolierung der gebildeten Metabolite

Da der Stamm Z6 im chemischen Screening zwar nicht sehr auffallig war, aber
dennoch ein gewisses Potential erkennen liel, wurde er einem weiteren
Screening unterzogen. Dabei wurden wieder die Nahrmedien M2, SM, SGG
und Hafer verwendet, jedoch unter veranderten Bedingungen. Eine Kultivierung
bei 30 °C statt der Ublichen 28 °C brachte auch bei unterschiedlichen Zeiten der
Probennahme  keinen  erkennbaren  Fortschritt. Ein  Zusatz  von
Oberflachenmaterialien zur Fermentation wurde aufgrund der guten
Erfahrungen von C. Puder® getestet. Es wurden 30 g/L Erde oder XAD-2 dem
Nahrmedium zugesetzt, wobei die Kulturbrihe wie Ublich (Abbildung 02)

aufgearbeitet wurde.
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Bei der Fermentation in Hafer mit Erde fiel dabei eine mit Orcin violett
anfarbende Substanz (19) im Essigester-Extrakt auf. 19 ist nicht UV-I6schend
oder fluoreszierend und farbt auch mit anderen Spruhreagenzien als Orcin nicht
oder kaum an. Die Isolierung erfolgte durch Chromatographie an Kieselgel mit
einem Ldésungsmittelgradienten von Dichlormethan/Methanol (95:5 bis 4:1) und
anschlieBend an Sephadex LH-20 (Methanol). 19 wurde mit einer Ausbeute von
55 mg/L erhalten.

2.5.2.  Charakterisierung des gebildeten Metaboliten 19 im Vergleich zu 18

Der von Z6 gebildete Metabolit 19 weist eine sehr groRe Ahnlichkeit zu der aus
dem 50 L-Fermenter des Stammes Z12 isolierten Substanz 18 auf. Beide
haben einen identischen RWert von 0.11 im Laufmittelgemisch
Chloroform/Methanol (9:1) und 0.34 im Laufmittelgemisch
n-Butanol/Eisessig/Wasser (4:1:5) und sind damit als polar einzustufen. Beide
erinnern im Geruch stark an Liebstockel ("Maggikraut") und sind weder UV-
l6schend noch fluoreszierend. Sie lassen sich weder mit ESI- noch mit FAB-,
DCI- oder EI-MS vermessen, wobei aufgrund der hohen Polaritat am ehesten
im ESI-, FAB- oder auch im DCI-MS ein Ergebnis zu erwarten gewesen ware.
Eine Elementaranalyse von 19 ergab ein Verhaltnis von Kohlenstoff zu
Wasserstoff von eins zu zwei. Stickstoff konnte nicht nachgewiesen werden,
und eine Bestimmung des Sauerstoffgehalts der Probe ist mit dieser Methode

nicht moglich. Eine Kristallisation gelang bis heute nicht.

Im Protonenspektrum von 19 ist eine Vielzahl von Signalen im Bereich von
on = 3.35 bis 4.32 auszumachen, die sich grofdtenteils Uberlagern. Dabei fallt
besonders das Singulett bei 64 = 4.32 auf, da es im Vergleich zu den anderen
Signalen in etwa sechs Methylengruppen entspricht. Das Protonenspektrum
von 18 ist nahezu identisch, jedoch entspricht hier das Singulett bei &4 = 4.32 in
etwa 24 Methylengruppen. Zur Veranschaulichung werden die

Protonenspektren von 18 und 19 in Abbildung 09 dargestelit.
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Abbildung 09 Protonenspektren von 18 und 19 in CD;0D

Im *C-NMR-Spektrum von 19 liegen fast alle Signale im Bereich von 3¢ = 63.0
bis 112.3. Dabei tritt eine Haufung im Bereich bei ¢ = 64 auf, was auf viele
Sauerstoff-gebundene Kohlenstoffatome schlielen lasst. Das Signal bei
Oc = 66.7 weist hier eine besonders hohe Intensitat auf und ist somit den funf
Methylengruppen des Protonenspektrums zuzuordnen. Ein weiteres Signal bei
Sc = 212.1 deutet auf eine Keto-Funktion hin. Das ">*C-NMR-Spektrum von 18
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ist wiederum nahezu identisch, jedoch ist die Intensitat des Signals bei

Oc = 66.7 deutlich gréfker und somit den 15 Methylengruppen zuzuordnen.

Das APT-NMR-Spektrum von 19 (siehe Abbildung 10) lasst nur quartare
Kohlenstoffatome und Methylengruppen fir die gesuchte Struktur zu. Das
gleiche gilt fir das APT-NMR-Spektrum von 18. Ein 'H,'H-COSY-NMR-
Spektrum brachte aufgrund der Vielzahl der sich Uberlagernden Protonen keine
verwertbaren Ergebnisse. Aus diesem Grund wurde von weiteren 2D-NMR-

Experimenten Abstand genommen.

Aufgrund der bisherigen Ergebnisse ist keine genaue Aussage zu den
Strukturen von 18 und 19 mdglich. Lediglich das Vorhandensein einer oder
mehrerer Ketogruppen gleicher Verschiebung scheint gesichert, ebenso dass
aufgrund der Verschiebungen im 'H- und '*C-NMR-Spektrum mehrere
Hydroxygruppen Bestandteil der Strukturen sein mussen. Da die Substanzen
jedoch sehr polar sind, war ein NMR-Experiment in einem aprotischen
Lésungsmittel nicht moglich. Um weitere Aussagen zu den Strukturen von 18

und 19 treffen zu kdnnen, sollte ein Derivat hergestellt werden.

T T T T T T T T L L e e T
220 200 180 160 140 120 100 [:1¢] EO 40 20 0 ppm

CD3s0OD

L 0 B e e L L B B L B L N B L L R L B L L B L BN B

200 180 160 140 120 100 B0 60 40 ppm

Abbildung 10 APT-NMR-Spektrum von 18 und 19 in CD;0D
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2.5.3. Derivatisierungen von 19

Um mdglichst wenig Substanz zu verbrauchen, wurden erste Experimente im
Tupfelmalistab durchgefuhrt. Somit wurde zunachst Uberprift, ob die geplanten

Derivatisierungen Erfolg versprechend sind.

Ansatze im TupfelmaRstab

Zuerst wurde eine Acetylierung von 19 mit Acetanhydrid in Dichlormethan unter
Zusatz von Pyridin bei 0 °C durchgefuhrt. Dabei wurde gleich zu Beginn und im
folgenden jede halbe Stunde ein Tropfen der Reaktionsldsung im Vergleich zur
Ausgangssubstanz (19) auf ein Dunnschichtchromatogramm getipfelt und
dieses im Laufmittelgemisch Dichlormethan/Methanol (4:1) entwickelt. Dabei
konnte beobachtet werden, dass die Zone von 19 im Reaktionsgemisch immer
schmaler wurde und schlieRlich verschwand. Dagegen erschien eine weitere,
wesentlich unpolarere Zone, die jedoch die gleiche blaue Farbe wie 19 mit dem
Spruhreagenz Orcin lieferte. Andere, deutlich schmalere, mit Orcin lila
anfarbende Zonen waren ebenfalls auszumachen. Nach vier Stunden konnte
die Reaktion als beendet betrachtet werden, da die Ausgangssubstanz (19)
nicht mehr zu sehen war. Die Acetylierung sollte in gréRerem Malistab

wiederholt werden.

Eine weitere Acetylierung wurde mit Essigsaure bei Raumtemperatur
durchgefuhrt. Hier waren auch nach langerer Zeit keine Veranderungen im
Dunnschichtchromatogramm erkennbar. Von einer Wiederholung in grélierem

MalRstab wurde daher Abstand genommen.

Desweiteren wurde eine Methylierung von 19 in reinem Methanol mit FeCls-
Zusatz durchgefuhrt. Hier waren schon nach kurzer Zeit mehrere neue
Substanzen zu erkennen, darunter auch nach langerer Zeit jedoch kein
Hauptprodukt, so dass auch hier von der Wiederholung des Experiments in

grolierem Mal3stab abgesehen wurde.

Acetylierung von 19

Die Acetylierung von 30 mg 19 erfolgte mit Acetanhydrid unter den gleichen
Bedingungen wie im Tupfelansatz beschrieben. Nach vier Stunden wurde die

Reaktion durch Zugabe von Eiswasser beendet. Im
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Dunnschichtchromatogramm zeigte sich wie erwartet ein unpolarer, mit Orcin
blau anfarbender Hauptspot und einige kleinere, mit Orcin lila anfarbende
Zonen. Das Reaktionsgemisch wurde mehrfach mit Dichlormethan extrahiert,
die organische Phase im Vakuum eingeengt und mit Toluol koevaporiert. Es
folgte eine Aufreinigung an Kieselgel mit einem
Dichlormethan/Methanolgemisch (95:5) und anschlieBender Chromatographie
an Sephadex LH-20 (Dichlormethan). Man erhielt das Hauptprodukt (22) der

Derivatisierung mit einer Ausbeute von 15 mg.

Der Substanz 22 konnte anhand von DCI- und ESI-MS eine Molmasse von
174 g/mol zugewiesen werden. Im Protonenspektrum sind zwei Singuletts bei
On =2.17 und 4.78 zu sehen, wobei anhand der Integrale das erste einer
Methyl- und das zweite einer Methylengruppe zuzuweisen ist. Die Methylgruppe
sollte der eingefiihrten Acetylgruppe entstammen. Das '*C-NMR-Spektrum
zeigt vier Signale, wobei das bei &¢c =20.4 dem der Methylgruppe und das
Signal bei ©c=66.5 dem der Methylengruppe des Protonenspektrums
entspricht. Die anderen beiden Signale mit Verschiebungen von &¢ = 170.2 und
198.3 deuten auf Carbonylgruppen hin, wobei erstere der Acetylgruppe des

reagierten Acetanhydrids entstammen durfte.

Durch Kombination von Massen- und NMR-Spektroskopie wird deutlich, dass
es sich bei 22 um eine symmetrische Substanz, namlich 1,3-
Diacetoxyacetondiacetat handeln muss. Die beiden Acetylgruppen sollten dabei
aus Acetanhydrid stammen, so dass als Bestandteil von 19 Dihydroxyaceton
(23) Ubrig bleibt (Abbildung 11). Dabei kann man bei einem Einsatz von 30 mg
19 und einer Ausbeute von 15 mg 22 von einem Dihydroxyaceton-Gehalt von
mindestens 26 % ausgehen, wobei die Verluste durch die Aufreinigung nicht

berucksichtigt sind.

0O

0
H CJ-I—O-CHZJ'I—CHZ—OJJ—CH

3 3

22

Abbildung 11 Hauptprodukt der Acetylierung von 19
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Da 19 nur quartare und Methylen-Kohlenstoffatome enthalt, kdnnte es sich hier
um ein Polykondensat aus Dihydroxyaceton (23) handeln. Das Singulett im
'H-NMR-Spektrum bei 4.32 [aBt sich durch einen hochsymmetrischen Teil im
Molekul erklaren. Jedoch muss die Substanz ebenso unsymmetrische Anteile
enthalten, da im Bereich von 3.35 bis 4.17 des 1H-NMR-Spektrums eine
Haufung von Signalen zu beobachten ist. Daraus lassen sich
Strukturvorschlage fur 19 ableiten, die aufgrund der bisher nicht bestimmbaren

Molmasse jedoch nicht bewiesen werden konnen.

HO ORSO OH
0 0 0]
11X HH — Pﬁ
-6 H,0 0] 0)

HO OH Pﬂ OH
23 OH

91 g/mol

107 g/mol

Abbildung 12 Strukturvorschlag fur 19

Im FAB-Massenspektrum von 19 (siehe Abbildung 13) sind Bruchsticke zu
erkennen, die sich um 91 und 107 g/mol unterscheiden. Diese kdnnen Teilen
der in Abbildung 12 dargestellten Struktur zugeordnet werden und untermauern
somit die Theorie, dass 18 und 19 Oligomere von Dihydroxyaceton sind. Dabei
ist eine Saure- oder Basen-induzierte Polykondensation von Dihydroxyaceton

auszuschliel3en, da 18 aus der Kulturbrihe des 50 L Fermenters isoliert wurde.
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Diese erfolgte in einem pH-Bereich von 6.5 £ 1.5, wobei der Ernte-pH bei 7.9

lag.

Abbildung 13 FAB-MS von 19

2.6. Der Stamm Ku2

2.6.1. Fermentation und Isolierung des gebildeten Metaboliten

Der Stamm Ku2 fiel im chemischen Screening im Hafermedium durch die

Bildung einer mit Anisaldehyd rosa anfarbenden Zone auf.

Die Kultivierung erfolgte bei 28 °C und 180 rpm in 300 mL-Schuttelkolben mit
Schikane, beflllt mit 100 mL Nahrlésung. Dem Schema in Abbildung 02
folgend, erhielt man den Essigester-und den Aceton-Extrakt. Diese wurden
vereinigt, da die gesuchte Substanz in beiden Extrakten enthalten war. Das
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch an Kieselgel mit einem
Dichlormethan/Methanolgemisch (9:1) und anschlielend an Sephadex LH-20
(Methanol) aufgereinigt. Man erhielt das Alkaloid TM-64 (24) mit einer geringen
Ausbeute von 0.3 mg/L.
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2.6.2.  Charakterisierung des Alkaloids TM-64 (24)

Der weil’e Feststoff hat laut ElI- und ESI-MS eine Masse von 314 g/mol.
Aufgrund der geringen Ausbeute lieR sich nur ein 'H- aber kein "*C-NMR-

Spektrum messen.

Im Hochfeldbereich des Protonenspekirums lassen sich neben den Signalen
einer Methin- und zweier Methylengruppen bei &4 = 3.08, 3.70 und 4.32 das mit
einer Kopplungskonstante von J=7.0 Hz zum Dublett aufspaltende Signal
einer Methylgruppe bei &y =1.52 ausmachen. Im Tieffeldbereich sind die
Signale vier benachbarter aromatischer Protonen bei 64 = 7.00, 7.10, 7.14 und
7.62 und ein Singulett bei 5y = 8.09 zu sehen. Im "H,"H-COSY-NMR-Spektrum
lieBen sich die in Abbildung 14 dargestellten Teilstrukturen formulieren. Mit den
Informationen aus Massen- und NMR-Spektroskopie wurde eine
Datenbankrecherche in Antibase durchgefihrt. Durch Vergleich mit den
Literaturdaten®* konnte die Substanz als Alkaloid TM-64 (24) identifiziert
werden. Diese Verbindung ist bisher nur als Metabolit aus einem
Endosymbionten® und einem thermophilen Actinomyceten®® beschrieben

worden. Fur 24 ist eine lokalanasthetische Wirkung am Auge bekannt.

H H,C—CH,

2X =N
H HC—CH, H

. | 0
WJT\

H

Zn

2

24

Abbildung 14 Aus dem 'H,'H-COSY-NMR (500 MHz, CDs;OD) von 24
abgeleitete Fragmente



Streptomyceten 40

3. Pyridomycinol (25)
3.1. Stammbeschreibung und Isolierung

Der Sekundarmetabolit 25 wurde aus dem Stamm Tu 6252 (Streptomyces
aureofaciens) isoliert, welcher in den Isolaten einer brasilianischen Bodenprobe
aufgefallen ist. Der Extrakt dieses Stammes erwies sich im biologischen
Screening des AK Fiedler (Universitat Tubingen) als wirksam gegen Gram-
positive und -negative Bakterien und hemmte das Wachstum der Grinalge
Chilorella fusca. Aus dem Kulturfiltrat konnten drei Substanzen isoliert werden,

Pyridomycin (26) und Pyridomycinalkohol (27) hatte M. Holzenkampfer in ihrer

Dissertation®” beschrieben. Es galt nun, die dritte Substanz (25) in ihrer Struktur

aufzuklaren.

3.2. Strukturaufklarung von 25

Der weilten Feststoff, der einen R~Wert von 0.62 (Chloroform/Methanol 9:1)
aufweist, hat die Summenformel Cy7H34N4O9 (HREI-MS). Im Vergleich zu
Pyridomycin (26) sind zwei Wasserstoffatome und ein Sauerstoffatom mehr
vorhanden. Ein Vergleich der "H- und "*C-NMR-Spektren beider Substanzen
macht deutlich, dass die Doppelbindung in 26 zwischen C-2 und C-1' in 25
hydratisiert vorliegt (siehe Abbildung 15). 25 ist ein neues Derivat von
Pyridomycin (26), es wurde aufgrund der hydratisierten Doppelbindung

Pyridomycinol genannt.
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Abbildung 15 Vergleich von Pyridomycinol (25), Pyridomycin (26) und
Pyridomycinalkohol (27)
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4. Diskussion und Ausblick

Im Rahmen der Untersuchungen der Streptomyceten wurden Stadmme
unterschiedlicher Herkunft untersucht. Die terrestrischen Vertreter stammen von
zum Teil sehr ungewdhnlichen, bisher nicht untersuchten Orten (Abraum von
Tennisplatzen). Dabei wurden neue, interessante Substanzen erwartet. Die
Dunnschichtchromatogramme zeigten jedoch kein ausgepragtes
Metabolitenspektrum. Die Mikroorganismen einer Bodenprobe zeigten ein sehr
ahnliches Metabolitenmuster. Die Stamme Z6 und Z12 wurden aus einer
Bodenprobe, die unter einer Zeder entnommen wurde, isoliert. Beide
produzieren sehr ahnliche Metabolite, die bisher noch nicht eindeutig in ihrer
Struktur aufgeklart werden konnten. Die weitere Bearbeitung erfordert neben

der Derivatisierung auch Kristallisationsversuche.

Der Stamm Agy-rot aus dem Wistensand Agyptens zeigte einige sehr
interessante Sekundarmetabolite. Durch einen gréleren Fermentationsansatz
konnte es gelingen, weitere Derivate der Verbindungsklasse der Anthracycline
in ausreichender Menge =zu erhalten. Auch eine Veranderung der

Kultivierungsparameter kdnnte stille Biosynthesegene aktivieren.

Aus dem Stamm Z12 lie® sich, jedoch nicht reproduzierbar, ein Antimycin
isolieren. Durch Variation der Kultivierungsparameter konnten sich auch hier die

Biosynthesegene der Sekundarstoffproduktion wieder aktivieren lassen.

Die Streptomyceten mariner Herkunft erwiesen sich als eher malige
Naturstoffproduzenten. Es ist bekannt, dass sich die Kultivierung der
Mikroorganismen und die Isolierung der haufig nur in sehr geringen Mengen
vorhandenen Naturstoffe oft sehr schwierig gestalten. Eine Untersuchung der
Stamme mit Gensonden nach Sekundarstoffbiosynthesegenen wirde die
Auswahl der zu bearbeitenden Mikroorganismen erleichtern. Auf3erdem
kdnnten sich so Hinweise ergeben, von welcher Substanzklasse

Sekundarmetabolite zu erwarten waren.
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Il Pilze

1. Screening von Pilzen
1.1. Screeningmethoden

Die Methoden beim Screening von Pilzen unterscheiden sich nicht wesentlich
von denen der Streptomyceten (siehe Kapitel 1l). Auch hier kann ein
chemisches oder ein biologisches Screening durchgefiuhrt werden, ebenso ist
eine Kombination beider Methoden moglich. Dabei finden sich bei Pilzen im
Vergleich zu Streptomyceten vielfach andere Substanzklassen, da die
Biosynthesegene recht unterschiedlich sind. Zu nennen sind hier beispielsweise
die Penicillin-Antibiotika mit der strukturellen Besonderheit des B-Lactamrings

oder die Aflatoxine® mit Sauerstoff-Heterocyclen als Strukturmerkmale.

1.2. Chemisches Screening der bearbeiteten Stamme

Um einen Uberblick Uber das Metabolitenmuster zu erhalten, erfolgte die
Kultivierung in acht verschiedenen Nahrmedien: 1158, E2, G20, SGG, SM,
1549, Marine Broth (MB) und 1405a. Es wurden groftenteils komplexe Medien
mdglichst unterschiedlicher Zusammensetzung ausgewahlt. Dabei enthalt z.B.

1549 Fleischextrakt und 1405a nur definierte Nahrmedienbestandteile.

Temperatur und Belilftung wurden konstant bei fur Pilze im allgemeinen
gunstigen Bedingungen gehalten. Je Nahrmedium wurden vier Kolben kultiviert,
um eventuelle Unregelmafigkeiten ausgleichen zu koénnen. Zwei Kolben
wurden nach vier Tagen und die restlichen zwei Kolben nach sechs Tagen
Fermentationsdauer aufgearbeitet, da besonders bei Pilzen der Zeitpunkt der

Sekundarstoffproduktion sehr unterschiedlich sein kann.

Nach Abbildung 16 erfolgte die Aufarbeitung der Kulturbriihen. Die so erstellten
Extrakte wurden jeweils in 3 mL Methanol/Wasser (1:1) aufgenommen und 5 pL
dieser Lésung auf HPTLC-Kieselgelplatten aufgetragen. In  den
Laufmittelgemischen Chloroform/Methanol (9:1) und n-Butanol/Eisessig/Wasser
(4:1:5) wurden die Chromatogramme entwickelt. Die Detektion erfolgte anhand
der Eigenfarbe bei farbigen Substanzen, mittels UV-Absorption/Fluoreszenz bei

254 und 366 nm sowie durch das Anfarbeverhalten mit unterschiedlichen
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Spruhreagenzien. UV-Absorption und Fluoreszens wurden ebenso wie das

Anfarbeverhalten fotografisch dokumentiert.

Kulturlésung (300 mL)

Zentrifugation

/I\

Kulturfiltrat Mycel

Adsorption an XAD-2/ Aufschluss mit Aceton
Eluieren mit Methanol im Ultraschall

Methanolextrakt Acetonextrakt

Abbildung 16 Aufarbeitungsschema fiir Pilze

1.3. Herkunft und Stammauswahl

Im Rahmen dieser Arbeit wurden acht Pilzstamme untersucht, die alle aus
Bryozoen isoliert wurden. Dabei wurden die Stamme A1, A2, A3, A4, A5 und B3
aus Flustra foliacea und MH11 und MH13 aus Tubulipora liliacea erhalten und
sind somit als Mikroorganismen mariner Herkunft zu betrachten. Gattung bzw.
Gruppe sind in Tabelle 03 wiedergegeben. Die Stamme wurden jeweils auf E2-
und 1158-Agarplatten inkubiert und im folgenden auf der am besten
bewachsenen Platte Uberimpft. Alle acht Stamme wurden wie oben angegeben
dem chemischen Screening unterzogen, wobei anschlieliend die Stamme A2,

A4, A5, MH11 und MH13 zur weiteren Bearbeitung ausgewahlt wurden.



Pilze 44

Stamm | Gattung/Gruppe | E2 | 1158 | G20 SM [SGG (1549 MB | 1405
a
A1 Acremonium + + + + + + + +
Murorum

A2 Metarrhizium | ++ + +++++ |+ + + +
A3 Coelomycetes | ++ + + + ++ + + +
A4 Trichoderma + |+t |+t + + ++ + +

A5 Zygomycota ++ | +++++ + + ++ + + ++
B3 Trichoderma + + + + + + + ¥
MH11 Hefe + + ++ + + + ++++ +
MH13 | schwarze Hefe | + + +++++ | ++ + ++ + +

Tabelle 03 Bewertung der bearbeiteten Pilz-Stamme (mit +++++ =sehr
gutes Metabolitenspektrum bis +=kaum vorhandenes
Metaboliten-spektrum)

Da die Stamme A1 - A5 und B3 aus der selben Bryozoe isoliert wurden, sollte
untersucht werden, ob sich unter Laborbedingungen Interaktionen feststellen
lassen. Dazu wurden auf E2- und 1158-Agarplatten jeweils zwei Stamme
gegeneinander ausgestrichen. Dabei fiel besonders der Stamm A4 auf, der die
anderen meist vollstandig Uberwuchs. Es wurde daher eine antifungische
Aktivitat vermutet. Die Extrakte des Stammes wurden im Plattendiffusionstest
auf antibakterielle und antifungische Wirkung untersucht, es konnte jedoch
keine Aktivitat festgestellt werden. Auch eine Mischfermentation von A4 mit B3

brachte keine neuen Zonen im Dunnschichtchromatogramm.

2. Pilze mit auffalligem Metabolitenmuster
21. Der Stamm A5

2.1.1.  Fermentation und Isolierung der gebildeten Metabolite

Der Methanol-Extrakt der 1158-Nahrlésung des Stammes AS fiel im
chemischen Screening durch eine Substanz leuchtend gelber Eigenfarbe auf.

Diese war nach 96 h am intensivsten.

Der Stamm wurde bei 28 °C und 100 spm in 1 L-Schuttelkolben ohne Schikane,
befullt mit 150 mL der 1158-Nahrldsung, tber 96 h fermentiert. Die Aufarbeitung
der Kulturbriihe erfolgte nach Abbildung 16, wobei der Aceton-Extrakt
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verworfen wurde. Der Methanol-Extrakt wurde einer Saulenchromatographie an
Kieselgel mit einem Dichlormethan/Methanolgemisch (100:1 bis 95:5) und
anschlieBender Auftrennung an Sephadex LH-20 (Methanol) unterzogen. Der
letzte Aufreinigungsschritt erfolgte an Kieselgel mit einem
Essigester/Cyclohexangemisch (1:1) und ergab Chaetoviridin A (28) mit einer

Ausbeute von 31.0 mgl/L.

Eine Ruhefermentation des Stammes bei 28 °C in P-Kolben beflllt mit 1 L
1158-Nahrlosung Uber 30 Tage zeigte die Bildung einer neuen Zone, wobei 28
im Dunnschichtchromatogramm nicht mehr sichtbar war. Diese neue Zone
zeigte ahliche Eigenschaften wie 28, war jedoch polarer und farbte eher gelb
als orange-gelb mit Anisaldehyd an. Die Kulturbrihe wurde nach Abbildung 16
aufgearbeitet. Da die gesuchte Zone sowohl im Methanol- als auch im Aceton-
Extrakt zu sehen war, wurden beide zur weiteren Bearbeitung vereinigt. Es
folgte eine Chromatographie an Kieselgel mit einem
Dichlormethan/Methanolgradienten (95:5 bis 4:1), anschlieRend mit einem
Essigester/Cyclohexangemisch (1:1) und abschlielliender Aufreinigung an
Sephadex LH-20 (Aceton). Chaetoviridin B (29) konnte als gelber Feststoff mit

einer Ausbeute von 22.7 mg/L isoliert werden.

2.1.2.  Charakterisierung der gebildeten Metabolite

Chaetoviridin A (28)

Der orange-gelbe Feststoff, der einen
Schmelzpunkt von 121 °C aufweist und
optisch aktiv ist, besitzt eine Molmasse
von 433 g/mol (El- und ESI-MS). Die

Hochauflésung des Molpeaks im El-

MS fuhrt zur Summenformel
Co3H25CIOg. 28

Im Protonenspektrum sind funf Methylgruppen sowie eine Methylengruppe im
Bereich von &y = 0.92 bis 1.70 zu erkennen. Das breite Singulett bei &y = 2.28
spricht fur eine aliphatisch gebundene Hydroxygruppe. Aullerdem sind drei
Methingruppen im Bereich von ©y=2.30 bis 3.86 und weitere vier

Methingruppen im Bereich von &4 = 6.10 bis 8.80 zu sehen. Dabei erscheint die
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Tieffeld-Verschiebung von &y =8.80 als sehr hoch und deutet auf einen

Heterocyclus hin.

Das "*C-NMR-Spektrum bestitigt die Ergebnisse des Protonenspektrums und
fugt zehn quartare Kohlenstoffatome hinzu. Anhand der Summenformel und der
NMR-spektroskopischen Daten wurde eine Struktursuche in Antibase
durchgefiihrt. Ein Vergleich mit Literaturdaten® identifizierte 28 als
Chaetoviridin A. Diese Verbindung wurde erstmals 1990 aus dem Pilz
Chaetomium globosum var. flavo-viridae isoliert. Chaetoviridin A (28) inhibiert
mit einem [Cso-Wert von 31.6 M das Cholesteryl Ester Transfer Protein.
Dieses Protein fordert den Austausch und Transfer von Neutralfetten wie z.B.

Cholesterin zwischen Plasmaproteinen®.

Chaetoviridin B (29)

Diese Substanz wies eine groRe Ahnlichkeit zu 28 auf, war jedoch eher von
gelber Eigenfarbe. El-, DCI- und auch ESI-MS ergaben eine Molmasse von
435 g/mol. Die NMR-Daten von 29 waren denen von Chaetoviridin A (28) sehr
ahnlich und ein Vergleich mit Literaturdaten® zeigte eine fast 100 %ige

Ubereinstimmung mit den NMR-daten von Chaetoviridin B (siehe Tabelle 04).

Jedoch stimmten die Angaben der Molmassen nicht Uberein. Die
Literaturangabe war mit 453 g/mol um 18 Einheiten groRer als die hier
beschriebene, die mit drei verschiedenen Messmethoden bestimmt wurde. Eine
nochmalige Aufnahme des Protonenspektrums brachte die Gewissheit, dass

die isolierte Substanz 29 sich nicht verandert hatte.

Die Strukturformel von Chaetoviridin B (29) in der Literatur zeigt eine
Hydroxygruppe an Position C-5', welche durch Ausbildung eines &-Lactonringes
mit der Carboxylruppe an C-1' unter Wasserabspaltung reagieren kdnnte. Somit
ware die Massendifferenz von 18 Einheiten zu erklaren. Diese Hypothese
konnte anhand eines HMBC-Spektrums nicht bewiesen werden, da keine
Kopplung von C-1' mit &¢c = 170.8 auf das Proton an C-5' mit &4 =4.32 zu
erkennen war. Eine Simulation der vorgeschlagenen Strukturen flr
Chaetoviridin B mit dem Programm ACD Labs®' ergab jedoch fiir das C1'-Atom
der Literatur eine Verschiebung von &¢c = 175.1, und fur die hier vorgeschlagene

Struktur eine Verschiebung von 8¢ = 168.5.
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29 (isoliert)| 29 (Literatur)| 29 (isoliert) 29 (Literatur)

"H-NMR? 'H-NMR®| "*C-NMR? 3C-NMR"

C-1 7.30 7.30 145.6 145.7
C-3 - - 157.7 157.8
C-4 6.55 6.55 104.9 105.0
C-4a - - 140.5 140.6
C-5 - - 109.9 110.1
C-6 - - 189.1 189.3
C-7 - - 83.6 83.9
C-8 3.01 3.01 50.2 50.5
C-8a - - 114.3 114.4
C-9 6.06 6.06 120.1 120.2
C-10 6.53 6.53 146.7 146.9
Cc-1 2.26 2.26 38.8 38.9
C-12 1.43 1.43 29.7 29.2
C-13 0.91 0.91 11.6 11.7
7-CH; 1.40 1.40 23.3 23.4
11-CH; 1.08 1.08 19.3 19.4
c-1 - - 170.8 170.8
Cc-2' 3.07 3.07 58.1 58.3
c-3' - - 104.0 104.1
c-4' 1.91 1.91 44.9 45.0
C-5' 4.32 4.32 77.4 77.3
C-6' 1.41 1.41 18.6 18.7
3'-OH 3.19 3.19 - -
4'-CH; 1.14 1.14 8.7 8.8
5'-OH 1.86 1.86 - -

Tabelle 04 Vergleich der gemessenen NMR-Daten von 29 mit denen der

Literatur®® (° 300 MHz, CDCls, ? 400 MHz, CDCls)

Wenn man die Massendifferenz von 18 Einheiten bei drei verschiedenen

Messmethoden und die kleinere Differenz der Verschiebung des C-1'-Atoms bei

Ringschluss zum Lacton berticksichtigt, so ist die hier vorgeschlagene Struktur

wahrscheinlicher. Die in der Literatur angegebene® und die hier ermittelte

Struktur von 29 werden in Abbildung 17 dargestellit.

Chaetoviridin B (29) inhibiert ebenso wie Chaetoviridin A (28) das Cholesteryl

Ester Transfer Protein®. Mit einem ICso-Wert von <6.2 pM ist seine Aktivitét

grofer als die von 28.
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13

29 (isoliert) 29 (Literatur)89

Abbildung 17 Strukturvorschlag und Literaturangabe von 29

2.2. Der Stamm A2

2.2.1.  Fermentation und Isolierung der gebildeten Metabolite

Der Stamm A2 fiel im chemischen Screening durch die Bildung zweier mit Orcin
blau anfarbenden Substanzen im Aceton-Extrakt und einer mit Anis braun
anfarbenden Zone im Methanol-Extrakt des Nahrmediums SM auf. Der Stamm
wurde bei 28 °C und 100 spm in 1 L-Schuttelkolben ohne Schikane, beflllt mit
150 mL des SM-Nahrmediums Uber 96 h fermentiert. Die Aufarbeitung der
Kulturbriihe erfolgte nach Abbildung 16.

Der Methanol-Extrakt wurde an Kieselgel mit einem
Dichlormethan/Methanolgemisch  (95:5) und anschlieBend mit einem
Essigester/Cyclohexan/Methanolgemisch (10:8:1) aufgetrennt. Der letzte
Reinigungsschritt erfolgte an Sephadex G-10 (Methanol) und Isoscleron (30)

konnte mit einer Ausbeute von 0.8 mg/L isoliert werden.

Die Aufreinigung des Aceton-Extraktes begann mit einer
Saulenchromatographie an Kieselgel mit einem Loésungsmittelgradienten von
Dichlormethan/Methanol (100:1 bis 4:1). Dabei erhielt man die beiden
Fraktionen F1 und F2. Beide wurden getrennt jeweils an Kieselgel mit einem
Essigester/Methanolgemisch (8:2) und an Sephadex G-10 (Methanol)
aufgetrennt. Dabei konnten aus F1 Adenosin (31) (0.4 mg/L) und aus F2 Uridin
(32) (1.9 mg/L) isoliert werden.
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2.2.2.  Charakterisierung der gebildeten Metabolite

Isoscleron (30)

Die in Form eines weillen Feststoffes erhaltene
Substanz farbt mit Orcin blaugrau, mit Anisaldehyd

blau und mit Ehrlichs Reagenz hellgrau an. Sie ist UV-

|I6schend und fluoresziert gelb. Aus dem DCI-MS ergab
sich eine Molmasse von 178 g/mol. 30

Im Protonenspektrum lassen sich zwei Methylengruppen bei &y =2.17/2.33
und 2.63/2.98 als Multipletts ausmachen. Die Tieffeld-Verschiebung der
Methingruppe bei &y =4.89 lasst den Ruckschluss auf ein benachbartes
Sauerstoffatom zu. Weitere drei Methingruppen bei &4 = 6.69, 7.00 und 7.47
sind erkennbar und aufgrund der starken Tieffeld-Verschiebung als aromatisch
anzusehen. Das Singulett bei &4 =12.40 lasst sich einer Hydroxygruppe

zuordnen.

Im "*C-NMR-Spektrum werden die Ergebnisse des 'H-NMR-Spektrums
bestatigt, und es lassen sich weitere vier quartdre Kohlenstoffatome bei
Oc = 116.5, 148.5, 163.7 und 206.2 zuordnen. Das Signal bei &c = 206.2 ist
dabei typisch fur Keto-Funktionen. Mit diesen Informationen konnte eine
Datenbankrecherche in Antibase durchgefiihrt werde. Der anschlieRende

Vergleich mit Literaturdaten®*®?

identifizierte 30 als Isoscleron. 30 gehdrt somit
zu den Trihydroxytetralonen, typischen Pilzmetaboliten, und weist eine

phytotoxische Aktivitat auf.

Adenosin (31) und Uridin (32)

Beide Substanzen weisen Ubereinstimmungen auf. Sie farben beide mit Orcin
blau an, sind UV-l6schend und fluoreszierend. Fur 31 wurde im EI-MS eine
Molmasse von 267 g/mol ermittelt. Die Hochauflésung des Molpeaks ergab die
Summenformel C1oH13N504. 32 hat laut El- und DCI-MS eine Molmasse von
244 g/mol. Die Hochauflosung des Molpeaks im El-Massenspektrum ergab die

Summenformel CgH12N>0g.
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Im Protonenspektrum von 31 sind die typischen Signale einer Stickstoff-
verknipften Pentose mit Verschiebungen bei &4=3.55/3.65 flr eine
Methylengruppe und &y = 3.95, 4.14, 4.59 und 5.87 flr vier Methingruppen zu
erkennen. Im Bereich von &4 = 5.43 bis 5.81 sind drei OH-Gruppen sichtbar.
Die Signale der Pentose sind auch im Protonenspektrum von 32 mit kleinen
Abweichung wiederzufinden. Dazu kommen bei 31 noch zwei Singuletts bei
04 =8.12 und 8.33 und das Signal einer NH»-Gruppe bei 6y =7.26. Bei 32
dagegen finden sich bei ©&4=5.61 wund 7.85 2zwei Dubletts mit
Kopplungskonstanten von J= 8.0 Hz, sowie das breite Singulett einer NH-
Gruppe bei 6y = 11.20.

Im "C-NMR-Spektrum von 31 kommen zu den laut Protonenspektrum
erwarteten Signalen die der quartaren Kohlenstoffatome bei 8¢ = 119.3, 149.0
und 156.0 dazu. Im Spektrum von 32 sind zwei quartare Kohlenstoffatome bei
0c =150.8 und 163.2 zu sehen. Mit diesen Informationen wurde eine
Datenbankrecherche in Antibase durchgefuhrt, und anschlieRend anhand von
Literaturdaten 31 als Adenosin® und 32 als Uridin®® identifiziert. 31 und 32 sind
als Intermediate des Nucleotidstoffwechsels bekannt und kdonnten aus dem im

Nahrmedium SM enthaltenen Sojamehl stammen.

2.3. Der Stamm MH13

2.3.1.  Fermentation und Isolierung der gebildeten Metabolite

Der Stamm MH13 fiel im chemischen Screening durch die Bildung von vier

Zonen im Methanol-Extrakt der Nahrlosung G20 auf, die nach 96 h die
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hochsten Konzentrationen erreichten. Es zeigten sich im
Dunnschichtchromatogramm eine mit Anisaldehyd rosa und drei dunkelbraun
anfarbende Zonen unterschiedlicher Polaritat. Im Aceton-Extrakt konnten keine

Metabolite detektiert werden.

Die Fermentation erfolgte bei 28 °C und 100 spm in 1 L-Schuttelkolben ohne
Schikane, beftillt mit 150 mL des SM-Nahrmediums Uber 96 h. Die Kulturbriihe
wurde nach Abbildung 16 aufgearbeitet, wobei der Aceton-Extrakt verworfen
wurde. Die Aufreinigung der Substanzen folgte Abbildung 18. So konnten
a-Acetylorcinol (33), Indolessigsaure (34), cis-4-Hydroxyscytalon (35) und ein
Gemisch aus Scytalon (36) und 6-Hydroxyisoscleron (37) isoliert werden. Eine

weitere Trennung des Gemisches aus 36 und 37 erwies sich als nicht méglich.

Methanolextrakt
325 mg/L
Kieselgel
CH,CL,/CH,OH
95:5 — 4:1
Sephadex LH-20 Kieselgel
Methanol CH,CL,/CH,OH
9:1
Sephadex LH-20 Sephadex LH-20 Sephadex LH-20
Aceton Aceton Aceton
33 36 +37 34 35
0.8 mg/L. 0.04 mg/L 0.4 mg/L. 0.5 mg/L

Abbildung 18 Aufarbeitungsschema des Methanol-Extraktes von MH13
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2.3.2.  Charakterisierung der gebildeten Metabolite
a-Acetylorcinol (33)

ESI- und DCI-MS lieferten eine Molmasse von 166 g/mol. Im "H-NMR-Spektrum
waren acht Protonen erkennbar, das Singulett einer Methylgruppe und einer
Methylengruppe bei oy = 2.16 und 3.59, sowie drei aromatische Protonen bei
Sn = 6.20. Das "C-NMR-Spektrum zeigte zusatzlich zwei quartire, Tieffeld-
verschobene Kohlenstoffatome bei 8¢ = 137.9 und 159.9, sowie das flr eine
Keton-Funktion typische Signal bei ¢ = 209.7. Mit diesen Informationen wurde
eine Datenbankrecherche in Antibase durchgefuhrt. Durch Vergleich mit

Literaturdaten®® konnte so 33 als a-Acetylorcinol identifiziert werden.

Indolessigsaure (34)

Der mit Orcin blau anfarbenden Substanz liel3 sich mittels ESI-MS eine
Molmasse von 175 g/mol zuweisen. Im "H-NMR-Spektrum waren Signale fiir
sieben Protonen sichtbar, eine Methylengruppe bei &4 =3.70 und funf
aromatische Protonen im Bereich von &4 = 7.00 bis 7.54. Dabei fallt besonders
das Singulett bei &4 = 7.19 auf, da es typisch fur das 2-H-Atom von Indolen ist.
Im "*C-NMR-Spektrum kommen vier weitere quartire Kohlenstoffatome hinzu.
Das Signal bei 6c = 176.6 spricht dabei fur eine Carboxylgruppe. Ein Vergleich
mit Literaturdaten®” bestétigte die Annahme, dass es sich bei 34 um
Indolessigsaure handelt. 34 ist zu den Wachstumshormonen der Pflanzen zu

zahlen.

HO 1 8

N
OH H
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cis-4-Hydroxyscytalon (35)

Der in Form eines weilen Feststoffes erhaltenen Substanz besitzt die
Molmasse von 210 g/mol (ESI-MS). Im Protonenspektrum lassen sich eine
Methylengruppe bei &y = 2.83 und zwei Methingruppen bei 64 = 4.28 und 4.76
ausmachen. Die Tieffeld-Verschiebung von zwei weiteren Methingruppen bei
On = 6.19 und 6.59 deutet auf einen Aromaten hin. Das Singulett bei 6, = 12.64
zeigt mindestens eine Hydroxygruppe.

Im *C-NMR-Spektrum sind zusatzliche vier Signale zu sehen. Dabei ist das
Signal bei d¢c = 164.2 zwei Kohlenstoffatomen zuzuordnen, wie ein Vergleich
mit dem HSQC-NMR-Spektrum zeigt. Das Signal bei &4 = 204.9 deutet auf eine
Carbonylgruppe hin. Mit diesen Informationen wurde eine Datenbankrecherche
in Antibase durchgefiihrt. Der Vergleich mit Literaturdaten® bestatigte fiir 35 die
Struktur von cis-4-Hydroxyscytalon. 35 ist ebenso wie Isoscleron (30) den
Tetralonen zuzuordnen.
OH O

HO O‘ OH

OH
35

Scytalon (36) und 6-Hydroxyisoscleron (37)

Die Strukturaufklarung dieser Substanzen erwies sich als schwierig. Im 'H-
NMR-Spektrum waren eine Vielzahl an Signalen zu erkennen, ebenso im ">C-
NMR-Spektrum, so dass eine Verbindung mit ca. 20 Kohlenstoffatomen
erwartet wurde. Dem ESI- und DCI-MS war nur eine Molmasse von 194 g/mol
zu entnehmen. Eine HPLC-MS-Untersuchung zeigte, dass hier ein Gemisch
von zwei Substanzen gleicher Molmasse vorlag (siehe Abbildung 20). Eine

chromatographische Trennung war nicht moglich, da die Menge zu gering war.

Mit Hilfe des "H,"H-COSY-NMR-Spektrums lieRen sich einzelne Teilstiicke der
Verbindungen formulieren, die mit Hilfe der HMBC-Kopplungen verbunden
werden konnten (siehe Abbildung 19). Ein Vergleich mit Literaturdaten

bestatigte fir 36 die Struktur von Scytalon®® und fiir 37 die von
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6-Hydroxyisoscleron'®. Beide Metabolite sind den Tetralonen zuzuordnen,

wobei 36 erwiesenermafen ein Vorldufer in der Biosynthese von Melanin ist'".

OH O . OH O
HO (jg OH HOT\SZAS
OH
36 37

Abbildung 19 COSY-Fragmente (dick) und ausgewahlte HMBC-
Kopplungen (Pfeile) von 36 und 37
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Abbildung 20 HPLC-MS-Spektren von 36 und 37
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24. Der Stamm MH11

24.1. Fermentation und Isolierung des gebildeten Metaboliten

Der Stamm MH11 fiel im chemischen Screening im Nahrmedium Marine Broth
(MB) durch eine mit Anisaldehyd ocker und mit Orcin dunkelgelb anfarbende

Zone im Dunnschichtchromatogramm auf, die nach 96 h am intensivsten war.

Die Kultivierung erfolgte bei 28 °C und 100 spm in 1 L-Schuttelkolben ohne
Schikane, befullt mit 150 mL des MB-Nahrmediums Uber 96 h. Die Kulturbrihe
wurde nach Abbildung 16 aufgearbeitet, wobei der Aceton-Extrakt verworfen
wurde. Die Aufreinigung des Methanol-Extrakts erfolgte zunachst an Kieselgel
mit einem Lésungsmittelgradienten von Dichlormethan/Methanol (95:5 bis 4:1)
und anschlieBend an Sephadex LH-20 (Methanol). So konnten 1.4 mg/L

Cholsaure (38) isoliert werden.

2.4.2. Charakterisierung des gebildeten Metaboliten
Cholsaure (38)

Dem weilRen Feststoff liel3 sich mittels ESI-MS eine Molmasse von 409 g/mol
zuweisen. Im Protonenspektrum sind alle Signale im Bereich von &y = 0.72 bis
3.79 zu sehen. Dabei lassen sich drei Methylgruppen, neun Methylengruppen
sowie neun Methingruppen erkennen. Im 3C-NMR-Spektrum sind dem weitere
drei quartare Kohlenstoffatome hinzuzufugen. Eine Datenbankrecherche in
Antibase mit anschlieBendem Vergleich mit Literaturangaben'?'® fijhrte zu
Cholsaure (38).




Pilze 56

38 ist eine weit verbreitete Gallensdure und gehért zu den Steroid-
Carbonsauren. Bisher ist eine Isolation aus Mikroorganismen nicht bekannt.
Moglicherweise stammt 38 aus dem komplexen Nahrmedium Marine Broth,
wobei die relativ hohe Ausbeute dagegen spricht, ebenso wie die Tatsache,
dass die mit Anisaldehyd ocker anfarbende Zone im
Dunnschichtchromatogramm bei der Fermentation anderer Stamme in der

Marine Broth-Nahrldsung nicht gesehen wurde.

2.5. Der Stamm A4

2.5.1. Fermentation und Isolierung des gebildeten Metaboliten

Der Stamm A4 fiel im chemischen Screening durch die Bildung einer UV-
l6schenden, mit Anisaldehyd gelb anfarbenden, polaren Zone auf, deren

Konzentration nach 144 h am hochsten war.

Die Fermentation erfolgte bei 28 °C und 100 spm in 1 L-Schuttelkolben ohne
Schikane, befullt mit 150 mL der 1158-Nahrlosung uber 144 h. Die Kulturbrihe
wurde nach Abbildung 16 aufgearbeitet, wobei der Aceton-Extrakt verworfen
wurde. Der Methanol-Extrakt wurde einer Saulenchromatographie an Kieselgel
mit einem Dichlormethan/Methanolgradienten (95:5 bis 4:1) unterzogen.
Anschlie®end wurde an Sephadex LH-20 (Methanol) getrennt, worauf der letzte
Reinigungsschritt an Kieselgel mit einem Chloroform/Methanolgemisch (4:1)
folgte. So konnte O-Galactosylisomaltol (39) mit einer Ausbeute von 3.1 mg/L

isoliert werden.

2.5.2.  Charakterisierung des gebildeten Metaboliten
O-Galactosylisomaltol (39)

Dem weil’en Feststoff lasst sich anhand von ESI-MS eine Molmasse von
288 g/mol zuweisen. Im Protonenspektrum sind eine Methylgruppe bei
On = 2.48 und eine Methylengruppen bei &y = 3.68 / 3.47 zu sehen. Aullerdem
lassen sich sieben Methingruppen ausmachen, wobei finf mit Verschiebungen
zwischen &y = 3.42 und 5.56 flr benachbarten Sauerstoff sprechen. Die beiden

anderen mit &y = 6.76 und 7.65 sind typisch fur eine Doppelbindung.



Pilze 57

Im "*C-NMR-Spektrum sind zusatzlich drei quartare %HZOH
Kohlenstoffatome bei &¢c = 139.3, 154.4 und 187.5 O O
sichtbar, wobei das letzte Signal aufgrund der OH gy 0

starken Tieffeld-Verschiebung als das einer

Carbonylgruppe einzuordnen ist. Das Signal der Ol_l /
Methingruppe bei &¢c =101.4 ist typisch fur das i @)
anomere Kohlenstoffatom von Zuckern, so dass mit ©
grolder Wahrscheinlichkeit ein Zucker als Bestandteil 30

der Struktur von 39 anzunehmen war. Ein Vergleich
mit  Literaturdaten'® identifiziete 39 als  O-Galactosylisomaltol.
Galactosylisomaltol wird auch in gekochter Milch gefunden'®. Daher ist 39 als

Nahrmedienbestandteil aus der 1158-Nahrlosung anzusehen.

3. Diskussion und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ausschliellich Pilze mariner Herkunft
bearbeitet. Es bestand die Vermutung, dass diese bisher wenig beachteten
Mikroorganismen uUber andere Biosynthesegene als die terrestrischen verfligen.
Daher wurden neue, biologisch aktive Naturstoffe erwartet. Diese Erwartung
wurde nicht erfullt. Nur bekannte Substanzen wurden isoliert, wobei die

Chaetoviridine sicher zu den interessanteren gehoren.

Der Einsatz von spezifisch auf Sekundarstoffbiosynthesegene ansprechenden
Gensonden ware hier eine Mdglichkeit zu entscheiden, ob die untersuchten
Stamme Uberhaupt Uber die Fahigkeit zur Sekundarstoffbildung verfugen. Das
genetische Screening ware ein besseres Auswahlkriterium bei der Bearbeitung

von Pilzen.
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IV Tiefseemuscheln

1. Projektbeschreibung

Dieser Teil der Arbeit wurde im Rahmen des BMBF-Projektes "TIEFBAK:
Biologisch aktive Naturstoffe aus marinen Invertebraten der Tiefsee und ihren
symbiontischen Bakterien" (FKZ 03FO236C7) durchgeflhrt.

In einem Verbundprojekt der Arbeitsgruppen Imhoff (Universitat Kiel), Suess
(Geomar Forschungszentrum Kiel) und Zeeck (Universitat Goéttingen) bernahm
unser Arbeitskreis die Aufgabe der "Isolierung und Strukturaufklarung von
biologisch aktiven Naturstoffen aus marinen Invertebraten der Tiefsee und ihren
symbiontischen Bakterien". Ein besonderes Augenmerk sollte dabei auf

Identifizierung von marinen Naturstoffen gelegt werden.

Die verfugbaren Proben stammten aus Tiefseemuscheln und wurden in einer
Prioritatenliste geordnet. Vorrang hatten Proben aus Kiemengewebe, da hier
eine hohe Bakteriendichte zu erwarten sein sollte’®®. GréRere Probenmengen
wurden zuerst bearbeitet, da die Ausbeute an definierten Naturstoffen ohnehin
klein sein wurde und Erfahrungen gesammelt werden sollten. Die chemischen

Arbeiten gliederten sich in drei Phasen:

a) Erstellen der Extrakte
b) Aufarbeitung der Extrakte unter  Verwendung verschiedener
Isolierungsmethoden

c) ldentifizierung der isolierten Substanzen

2. Erstellen der Extrakte und Aufarbeitung der Proben

Im Rahmen des Projektes wurden sieben Proben aus dem Kiemengewebe von
verschiedenen Tiefseemuscheln bearbeitet (siehe Tabelle 05). Da die Proben
eine unterschiedliche Genese aufwiesen, wurden sie getrennt bearbeitet, um

eventuelle Standortunterschiede zu erkennen.
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Kiemengewebe

gefriergetrocknet | feucht
Solemya sp. S8 7749 -
Solemya sp. S9-15 469 -
Solemya sp. S7 55¢g -
Solemya sp. S1-6 1299 -
Acharax sp. TVG 40-2 31149 119.5¢g
Acharax sp. TVG 56-1 9.8 ¢ 18.5¢g
Calyptogena sp. TVG 68-2 124 g 41.2 g

Tabelle 05 verfiigbare Proben der Tiefseemuscheln

21. Solemya sp.

Es wurde mit der Untersuchung von Kiemengewebe der Muschel Solemya
begonnen, da hier eine besonders dichte Besiedlung von symbiontischen
Bakterien vorlag und somit die Wahrscheinlichkeit, Metabolite zu finden, am

hochsten war.

Die Solemya-Lyophilisatprobe S8 wurde lipophil/wassrig extrahiert. Die so
gewonnenen Rohextrakte lieferten unauffallige DUnnschichtchromatogramme.
Die modifizierte Aufarbeitung der Probe S9-15 mit Hilfe von Adsorberharz
(XAD-2) fuhrte zu  starker angereicherten  Extrakten, die im
Dunnschichtchromatogramm eine breite Substanzpalette zeigten. Fir eine
Isolierung der Substanzen waren die Mengen jedoch zu gering. Nur Thymidin
konnte anhand des R+Wertes und seines typischen Anfarbeverhaltens (mit
Anisaldehyd blau) identifiziert werden. Die Probe S7 wurde ebenfalls an
Adsorberharzen aufgearbeitet, die Dinnschichtchromatogramme waren mit
denen der Probe S9-15 vergleichbar. Daraufhin wurden die Proben von
Solemya sp. gemeinsam bearbeitet, sofern sie vom gleichen Standort

stammten.

Die Probe S1-6 wurde zwischen Essigester und Wasser verteilt. Die Extrakte
zeigten keine biologische Aktivitat gegen die Testkeime Candida albicans,
Bacillus  subtilis, Staphylococcus aureus und Escherichia coli. Der
Wasserextrakt zeigte im Dunnschichtchromatogramm ein Metabolitenspektrum
mit einigen fluoreszierenden aber nur wenigen mit Anisaldehyd oder Orcin

anfarbenden Substanzen. Eine mit Anisaldehyd blau anfarbende Substanz
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erwies sich wiederum als Thymidin. Es wurden vier nicht anfarbende aber
fluoreszierende Substanzen in Mengen zwischen 1.5 und 2.5 mg weitgehend
aufgereinigt. Das El-Massenspektrum einer dieser vier Substanzen weist auf
ein Inosin-Derivat hin. Die geringen Mengen dieser Substanzen lieRen weitere

(NMR-) spektroskopische Untersuchungen nicht zu.

2.2. Acharax sp.

Die Acharax-Proben wurden getrennt, aber nach gleichem Schema bearbeitet

und lieferten identische Ergebnisse.

Das Kiemengewebe der Muschel Acharax wurde zunachst gemahlen und mit
Aceton im Ultraschall aufgeschlossen. Man erhielt den Aceton-Extrakt und

einen Ruckstand aus Kiemengewebe.

Der Ruckstand wurde mit Dichlormethan erneut im Ultraschall aufgeschlossen.
Der so erhaltene Dichlormethan-Extrakt wurde mehrfach an Kieselgel und
Sephadex LH-20 chromatographiert. Es lie3 sich nur Cholesterin (40) in beiden

Muschelproben anhand von EI-MS und einer Vergleichsprobe identifizieren.

Der Ruckstand aus zweimal im Ultraschall aufgeschlossenem Kiemengewebe
wurde nochmals mit Methanol aufgeschlossen. Das Dunnschicht-

chromatogramm des Methanol-Extraktes wies keine interessanten Zonen auf.

Der zuerst erstellte Aceton-Extrakt wurde in einem Methanol/\WWassergemisch
aufgenommen und filtriert. Das Filtrat chromatographierte man an einer MCI-
MPLC-Saule und erhielt jeweils 40. Der Rickstand des Aceton-Extraktes wurde
zunachst an Kieselgel und anschlieBend an Sephadex LH-20 getrennt und
lieferte ebenfalls 40. Andere Komponenten waren im
Dunnschichtchromatogramm bei R-Werten zwischen 0.3 und 0.8 (Laufmittel:
Chloroform/Methanol (1:1), Anfarbung mit Anisaldehyd) zu erkennen, jedoch

aufgrund zu geringer Mengen nicht zu isolieren.
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2.3. Calyptogena sp.

Aus dem Kiemengewebe der Muschel Calyptogena wurden ein Aceton-, ein
Dichlormethan- und ein Methanol-Extrakt erstellt (siehe 2.2). Der Aceton- und
der Dichlormethan-Extrakt wurden jeweils einmal Uber Kieselgel getrennt. Es
folgte eine Vereinigung der im Dunnschichtchromatogramm &hnlich
anfarbenden und UV-l6schenden Fraktionen. Man erhielt vier Fraktionen, wobei
die erste Fraktion fast ausschlieRlich Schwefel (41) (103.6 mg) enthielt, der

anhand von EI- und DCI-Massenspektren identifiziert wurde.

Die Fraktionen wurden chromatographisch zunachst an Kieselgel und weiter an
Sephadex LH-20 (Methanol) aufgereinigt. Die so erhaltenen acht Fraktionen
(ohne 41) zeigten einige sehr schwach anfarbende Substanzen mit R-Werten
im Bereich 0.2 bis 0.8 (Laufmittelgemisch Chloroform/Methanol (1:1), Anfarbung
mit Anisaldehyd). Sie wurden in der HPLC untersucht, wiesen jedoch nur eine
sehr geringe Intensitat im UV-Spektrum auf. Auch mit Hilfe der gekoppelten
HPLC-MS-Methode liel3en sich keine Substanzen identifizieren.

Das Dunnschichtchromatogramm des Methanol-Extraktes wies auch hier keine

interessanten Zonen auf und wurde nicht weiter bearbeitet.

3. Diskussion und Ausblick

Marine Naturstoffforschung ist ein auferst risikoreiches Arbeitsgebiet, weil
marine Organismen Sekundarmetabolite, die zugleich Wirkstoffe sind, wenn
uberhaupt nur in sehr geringen Mengen produzieren. Insbesondere wenn bisher
nicht untersuchte Makroorganismen als Quelle dienen (hier Tiefseemuscheln),
konnen Erfahrungen gesammelt werden, wobei von der Probennahme bis zum
biologisch-chemischen Screening alle Arbeitsschritte aufeinander abgestimmt
sein mussen. Dies liel3 sich in der verfugbaren Zeit nicht erreichen. Dennoch
ergeben sich aus den Untersuchungen Hinweise, dass Tiefseemuscheln flr

weitergehende Prufungen durchaus in Frage kommen.

Die Tiefsee ist ein bisher kaum erforschter und in sich weitgehend
geschlossener Lebensraum. Die hier lebenden Organismen muissen eigene,

vielleicht bisher nicht bekannte Moglichkeiten gefunden haben, miteinander zu
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kommunizieren oder sich zu verteidigen. Dass die Symbionten von

Tiefseemuscheln interessante Wirkstoffe produzieren, ist daher anzunehmen.

Die Untersuchung von Kiemengewebe aus Tiefseemuscheln war in diesem Fall
nicht geeignet, um Metabolite der Symbionten zu identifizieren. Dazu mussten
ausreichend groRe Mengen sorgfaltig aufbereiteter Tiefseemuscheln verfiigbar
sein, oder die Symbionten mussten in Kultur gebracht werden. Es gibt viele
Beispiele bei der Beschreibung mariner Wirkstoffe, wo erst aus hunderten
Kilogramm der Makroorganismen (Feuchtgewicht) nur wenige mg Wirkstoff
isoliert werden konnten. So wurden z.B. 6.5 mg des anticancerogen wirkenden
Naturstoffs Agelagalastatin’’ aus 450 kg (Feuchtgewicht) des Schwammes

Agela sp. isoliert.

In den Chromatogrammen war deutlich sichtbar, dass bei der Auftragung
grolRer Extraktmengen Zonen von Metaboliten sichtbar werden, die aufgrund
der R+Werte und der Anfarbbarkeit flir eine Untersuchung interessant
erscheinen. Die verfigbaren Extraktmengen sind fir eine Isolierung dieser
Substanzen jedoch nicht ausreichend, so dass sich die Frage, ob
Tiefseemuscheln ein Ausgangspunkt fur die Wirkstoffsuche sein kdnnen, nicht

abschlieRend beantworten lasst.

Einen alternativen Weg, mit Wirkstoffen aus schwer zuganglichen Organismen
zu arbeiten, eroffnet  die  Gentechnik. Solte es  gelingen,
Sekundarstoffbiosynthesegene bei Symbionten zu erkennen und selektiv zu
isolieren, konnte man diese durch heterologe Expression nutzen, um die

gesuchten Sekundarstoffe in ausreichender Menge zu erhalten.



Zusammenfassung der Ergebnisse 63

V Zusammenfassung der Ergebnisse

1. Streptomyceten

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 24 Streptomycetenstamme in
einem chemischen Screening auf ihre Naturstoffproduktion hin untersucht.
Dabei handelte es sich um sieben terrestrische Stamme, drei Stamme mariner
Herkunft aus dem Atlantik und 14 Stdmme mariner Herkunft aus der Ostsee.
Nach dem Screening wurden aus diesen 24 Stdmmen sechs zur intensiven
Bearbeitung ausgewahlt. Aulerdem wurde eine im AK Fiedler aus dem Stamm
Tl 6252 isolierte Substanz in ihrer Struktur aufgeklart.

Agy-rot

Die Hauptmetabolite aus zwei verschiedenen Nahrmedien erwiesen sich als die
literaturbekannten Sekundarstoffe 7-Desoxy-13-dihydrodaunomycinon (7) und
e-Rhodomycinon (8). Beide Naturstoffe gehéren zu den Hydroxyanthrachinonen

und sind Aglykone der Anthracyclin-Antibiotika.

Z3

Die in zwei verschiedenen Nahrmedien auffalligen Substanzen fiuhrten zu
2'-Desoxycytidin (20), ein Intermediat des Nucleotidstoffwechsels, und 2,5-

Furandimethanol (21), ein Nahrmedienbestandteil.

Z6

Beim Screening unter Zusatz von Oberflachenmaterialien und bei veranderter
Temperatur fiel eine Substanz (19) auf, die eine groRe Ahnlichkeit zu 18
aufwies. Die Struktur von 19 konnte mit den ublichen Methoden nicht aufgeklart
werden. Eine Acetylierung mit Acetanhydrid lieferte 1,3-Dihydroxyaceton-
diacetat und somit 1,3-Dihydroxyaceton (22) als Bestandteil von 19. Auch bei
19 handelt es sich um ein Dihydroxyaceton-Oligomer, dessen Bildung als eine

besondere Biosyntheseleistung anzusehen ist.
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Z9

Hauptmetabolite waren die literaturbekannten Naturstoffe Nonactinsaure (10),
Homononactinsaure (11) und Streptenol E (12). 10 und 11 sind die Bausteine
der Macrotetrolid-Antibiotika Nonactin (13) und Tetranactin (14), diese konnten

jedoch nicht nachgewiesen werden.

212

2'-Desoxy-5-methylcytidin (15), ein Intermediat des Nucleotidstoffwechsels, das
Diketopiperazin Cyclo-(phenylalanyl-prolyl) (16) und Kitamycin B (17), ein
Antimycin, konnten isoliert werden. Mit einem 50 L-Fermenter sollten groRere
Ausbeuten an 17 erhalten werden, was jedoch nicht gelang. Es wurde aber eine
neue Substanz (18) erhalten. Die Struktur von 18, ein Dihydroxyaceton-
Oligomer, konnte mit Hilfe der bisher angewandten Methoden nicht vollstandig

aufgeklart werden. 18 ahnelt der aus dem Stamm Z6 isolierten Substanz (19).

Ku2

Im chemischen Screening des Stammes trat ein Metabolit auf, der mit
Anisaldehyd rosa anfarbte. Es handelt sich dabei um das Alkaloid TM-64 (24),
das bisher nur aus einem Endosymbionten und einem thermophilen

Actinomyceten isoliert wurde.

Pyridomycinol (25)

Ein Vergleich der NMR-Daten von Pyridomycin (26) und dem in einer friheren
Arbeit isolierten neuen Metaboliten zeigte grolke Ubereinstimmungen. Allerdings
ist eine der Doppelbindungen hydratisiert. Diese Verbindung ist neu und wurde

Pyridomycinol (25) genannt.
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2. Pilze

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt acht Pilzstdmme mariner Herkunft
(aus Bryozoen isoliert) in einem chemischen Screening auf ihre
Naturstoffproduktion hin untersucht. Sechs von ihnen stammten aus Flustra
foliacea und die anderen beiden aus Tubulipora liliacea, gesammelt in der
Nordsee. Nach dem Screening wurden aus diesen acht Stammen funf fir die
intensivere Bearbeitung ausgewahlt.

A2

Aus dem Stamm A2 konnten drei Hauptmetabolite isoliert werden. Dabei
handelt es sich um Adenosin (31) und Uridin (32), zwei Intermediate des

Nucleotidstoffwechsels, sowie um Isoscleron (30), ein Trihydroxytetralon.

A4

Der Hauptmetabolit von A4 erwies sich als O-Galactosylisomaltol (39) und ist

wahrscheinlich ein Nahrmedienbestandteil der 1158-Nahrlosung.

A5

Aus Kulturen in Schittelkolben konnte Chaetoviridin A (28) und aus Kulturen in
P-Kolben Chaetoviridin B (29) isoliert werden. Dabei wies das Massenspektrum
von 29 eine Differenz von 18 Masseneinheiten auf, obwohl die NMR-Daten
annahernd 100 %ig Ubereinstimmten. Es wird die Bildung eines Lactonringes

far die Struktur von 29 angenommen.

MH11

Der Stamm MH11 zeigte nur einen Hauptmetaboliten, Cholsaure (38). 38 ist

eine Gallensaure und gehdrt zu den Steroid-Carbonsauren.

MH13

Aus dem Stamm MH13 wurden funf Substanzen identifiziert. Drei von ihnen
gehodren zu den Tetralonen, namlich cis-4-Hydroxyscytalon (35), Scytalon (36)

und 6-Hydroxyisoscleron (37). Dabei lagen 36 und 37 als Gemisch vor. Bei den
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anderen Komponenten handelt es sich um a-Acetylorcinol (33) und

Indolessigsaure (34).

3. Tiefseemuscheln

Fir die sieben Proben aus Kiemengewebe von verschiedenen Tiefseemuscheln
wurden mehrere Bearbeitungs- und Isolierungsmethoden ausgearbeitet,
trotzdem konnten nur Cholesterin (40) und Schwefel (41) isoliert und Thymidin
anhand des Dunnschichtchromatogramms identifiziert werden. Weitere Zonen
waren zwar zu erkennen, aufgrund der zu geringen Mengen jedoch nicht
isolierbar. Eine Bewertung der marinen Naturstoffforschung wurde

vorgenommen.
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B.Experimenteller Teil

| Allgemeines

1. Instrumentelle Analytik

Schmelzpunkte: Alle Schmelz- bzw. Zersetzungspunkte wurden mit einem

Heiztischmikroskop der Firma Reichert bestimmt und sind nicht korrigiert.

Drehwerte: Polarimeter Perkin-Elmer Modell 241, die Drehwerte sind in [10-

1 deg cm2 g-1], und die Konzentration (c) in [g / 100 mL] angegeben.

Circulardichroismus-Spektren: Jasco J 500. Angabe der molaren Eliptizitaten

als Amax-Werte in [grad cm? 10™" mol™].

Massenspektren: EI-MS: Finnigan MAT 95, 70 eV, Hochauflésungen mit
Perfluorkerosin als Vergleichssubstanz; FAB-MS: Finnigan MAT 8230 (Matrix:
3-Nitrobenzylalkohol, Glycerin); DCI-MS: Finnigan MAT 95A , 200 eV,
(Reaktandgas: NH3); ESI-MS: Finnigan LQC.

Infrarotspektren: Alle IR-Spektren wurden mit einem Spektrometer der Firma
Perkin-Elmer Modell 1600 aufgenommen; Feststoffe als KBr-PreRlinge, Ole als

Film zwischen NaCl-Fenstern. Abklrzungen: br = breit, sh = Schulter.

Elektronenspektren: Kontron Uvikon 860, Varian Modell Cary 3E;
Methanol/HCI bzw. Methanol/NaOH: Zu 2 mL der angegebenen Lésung wurde
jeweils ein Tropfen 2 M HCI bzw. 2 M NaOH gegeben.

'"H-NMR-Spektren: Bruker AMX 300 (300 MHz), Varian Unity 300 (300 MHz),
Varian Inova 500 (500 MHz), Varian Inova 600 (600 MHz). Chemische

Verschiebungen in &-Werten (ppm) relativ zum jeweiligen Lésungsmittel als

internem  Standard. Kopplungskonstanten (J) in [Hz]. Abklrzungen:
s = Singulett, d = Dublett, dd = Doppeldublett, ddd = Dublett vom Dublett vom
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Dublett, t= Triplett, q = Quartett, dg = Dublett vom Quartett, m = Multiplett,
br = breit. Alle "H-NMR-Spektren wurden naherungsweise als Spektren erster

Ordnung interpretiert.

13C-NMR-Spektren: Bruker AMX 300 (75.5 MHz), Varian Unity 300 (75.5 MHz),
Varian Inova 500 (125.7 MHz), Varian Inova 600 (150.8 MHz). Chemische
Verschiebungen in &-Werten (ppm) relativ zum jeweiligen Lésungsmittel als

internem Standard.
Abklrzungen: APT (Attached Proton Test): CH/CH3 stehen nach oben, C/CH2

stehen nach unten, "*C-'H-Multiplizitdten sind aus HMQC-Experimenten in
Verbindung mit APT-Experimenten ableitbar. Abklrzungen: s = Singulett,
d = Dublett, t = Triplett, g = Quartett.

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

Coherence), HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence).

2. Chromatographische Methoden

Losungsmittel: Die Ldsungsmittel fir die Chromatographie wurden zuvor
destilliert, fur alle anderen Zwecke fanden analysenreine Losungsmittel

Anwendung.

Dunnschichtchromatographie (DC): DC-Fertigplatten KG 60 F254 (Merck):
Schichtdicke 0.25 mm; DC-Alufolien Kieselgel 60 F254 (Merck): Schichtdicke
0.20 mm; HPTLC-Nano-Fertigplatten (10 x 10 cm); Sil G-25/UV254/336 KG 60
(Macherey & Nagel): Schichtdicke 0.25 mm; Nano-Fertigplatten RP-8 F254
(Merck): Schichtdicke 0.25 mm.

Spruhreagenzien: Nach Reagenzien Merck, Anfarbereagenzien fur die
Diinnschichtchromatographie'®. Die DC-Platten wurden nach dem Anspriihen

auf ca. 100 °C erwarmt.
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Anisaldehyd (Nr. 21): 1.0 mL Anisaldehyd in einer Losung aus 85 mL Methanol,

10 mL Eisessig und 5 mL konz. Schwefelsaure.
Ehrlich-Reagenz (Nr. 91): 1 g 4-Dimethylaminobenzaldehyd in einer Losung
von 25 mL Salzsaure (36 %) in 75 mL Methanol.
Orcin-Spruhreagenz _(Nr. _120-122): 1 g Eisen(lll)-chlorid wurde in 100 mL
Schwefelsaure geldst und zu gleichen Anteilen mit einer Orcinldsung (6% in

Ethanol) gemischt.

Saulenchromatographie und Gelchromatographie: Kieselgel 60, 0.04 -
0.063 mm (ICN); Sephadex LH-20 (Pharmacia), Sephadex G-10 (Pharmacia).

Adsorberharze: Amberlite® XAD-2 (Serva), MCI-Gel CHP 20P (Mitsubishi

Chemical Corporation).

HPLC: Pumpe: Kontron 322 System; Autosampler: Kontron 360; Detektor
Kontron Dioden Array Detektor 440; Mischkammer: Kontron HPLC 360;
Datensystem: Kontron Kroma-System 2000 Version 1.60; analytische
Aufgabenschleife; Vorsaule: Beckmann Ultrasphere Gold ODS, 4.6 x 45 mm,
5 um, RP-18; Saule: Grom Ultrasphere 100 RP-18 endc. 4, 100 x 2 mm,
FluBrate: 1.0 mL/min, Laufmittelgradient 100 % Wasser zu 100 % Methanol.

Bidestilliertes Wasser und analysenreine organische Ldésungsmittel wurden im
Ultraschallbad und anschliefiend durch einen Helium-Strom jeweils 10 min

entgast.

3. Mikrobiologische Methoden

Nahrmedienbestandteile: Die verwendeten Nahrmedienbestandteile wurden

von folgenden Firmen bezogen:

Glucose Merck Hefeextrakt Gibco BRL

Starke Merck Hafermehl (Holo Hafergold) Neuform
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Mannit Merck Corn steep powder Marcor
Caseinpepton Merck Sojamehl fettarm Henselwerk GmbH
Malzextrakt Merck Marine Broth MB2216 Difco
Fleischextrakt Merck Agar-Agar Difco

Verwendete Nahrmedien:

Hafer:
M2:

SM:

w

»n
@
®

|rl'|
N

RN
N
(¢}
[00)

@
N
o

RN
a
IS
O

—
o
(@) ]

|§
oY

Hafermehl 20 g/L, Spur 11 2.5 mL/L, pH 7.2.

Malzextrakt 10 g/L, Hefeextrakt 4 g/L, Glucose 4 g/L, pH = 7.0, fur die
Stammhaltung Zusatz von Agar 20 g/L (M2).

Sojamehl fettarm 20g/L, Mannit 20g/L, pH=7.0, fur die
Stammbhaltung Zusatz von Agar 20 g/L.

Glucose 10 g/L, Glycerin 10 g/L, Starke 10 g/L, Corn steep powder
2.5 g/L, Caseinpepton 5 g/L, Hefeextrakt 2 g/L, NaCl 1 g/L, CaCO3
3g/L,pH="7.0.

Glucose 20 g/L, Hafermehl 20 g/L, Sojamehl fettarm 20 g/L, fUr die
Stammbhaltung Zusatz von Agar 20 g/L.

Malzextrakt 20 g/L, Glucose 10 g/L, Hefeextrakt 2 g/L,
Ammoniumhydrogenphosphat 0.5 g/L, pH =6, fur die Stammbhaltung
Zusatz von Agar 20 g/L.

Glycerin 20 g/L, Malzextrakt 10 g/L, Hefeextrakt 4 g/L.

Glucose 10 g/L, Maltose 10 g/L, Caseinpepton 5 g/L, Fleischextrakt
59/L, pH=5.4.

Glucose 30 g/L, Natriumnitrat 3 g/L, Kaliumhydrogenphosphat 1 g/L,
Magnesiumsulfat 0.5 g/L, Kaliumchlorid 0.5 g/L, Eisensulfat 0.01 g/L,
pH=7.3.

Marine Broth 2216 37.4 g/L.

Spurenelementlésung Spur 11: CaCl; x 2 H,O 3 g/L, Fe(lll)-citrat 1 g/L, MnSO4

0.2 g/L, ZnCl; 0.1 g/L, CuSO4 x 5 H,0 25 mg/L, Na;B;sO; x 10 H,O 20 mg/L,
CoCl; 4 mg/L, NazMoO4 x 2 H,O 10 mg/L.
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Fur alle Medien wurde demineralisiertes Wasser verwendet. Alle Nahrmedien
wurden nach Einstellen des pH-Wertes mit 0.5 M NaOH bzw. 0.5 M HCI fir
30 min bei 121 °C sterilisiert.

Zentrifugen: Sigma 2K1, Sigma 4K15, Sigma 210 M.

Schiittler: Braun Inkubationsschittelschrank BS4, Braun Certomat® RM,
Braun Certomat® BS-1, Schittelbrett Universitat Goéttingen (100 spm, 28 °C).

Fermenter mit Belluftungseinstellung: Fischer & Porter Gasflowmeter

(45711 M), The Analytical Development Co Ltd. Kohlendioxid-Analysator, Ingold

Sauerstoffelektrode.

Zugabe von 1g/L Niax bei allen Kultivierungen in Fermentern.

4. Biologische Tests

Im Plattendiffusionstest wurden als Testkeime Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus und Candida albicans verwendet. Rohprodukte aus
200 mL Kulturlésung (jeweils Mycel- und Kulturfiltratextrakt) wurden in 2 mL
Methanol/Wasser (1:1) geldst, Reinsubstanzen in Konzentrationen von
1 mg/mL (Lésungsmittel Methanol, Aceton oder Dichlormethan). Filterplattchen
(Durchmesser: 9 mm, Dicke 0.5 mm) wurden mit den Losungen getrankt, unter
sterilen Bedingungen getrocknet, auf die Testplatten gelegt und 1-2 d bei 37 °C
(Bakterien) bzw. 27 °C (Pilze) inkubiert.

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

Medium fur B. subt.: Glucose 5 g/L, Na-citrat x 2 H,O 0.5 g/L, KH,PO4 3 g/L,
KoHPO4 7 g/, MgSO4 x 7 H0O 0.1 g/L, (NH4)2SO4 1 g/L, Agar 15 g/L.

Medium fir Cand. alb.: Hefeextrakt 4 g/L, Malzextrakt 10 g/L, Glucose 4 g/L,
Agar 15 g/L, pH = 5.5.
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Il Screening von Streptomyceten

1. Stammhaltung und Langzeitkultivierung

Die Streptomyceten wurden auf zwei verschiedenen Medien (M2, SM)
ausgestrichen und bei 28 °C acht bis zehn Tage inkubiert. Zur Stammhaltung
verwendete man das Medium, auf dem das beste Wachstum zu beobachten
war. Die Agarplatten wurden bei 4 °C gelagert. Die Langzeitlagerung der
Stdmme erfolgte in flissigem Stickstoff.

2. Durchfiihrung des chemischen Screenings

Die Kultivierung der zu untersuchenden Stamme erfolgte in funf verschiedenen
Medien (M2, SM, SGG, HA, MB) in 300 mL-Schittelkolben (3 Schikanen,
Schaumstoffkappe), die jeweils mit 100 mL Nahrldsung befullt waren. Beimpft
wurde mit einem ca. 1 cm? groRen Stiick einer gut bewachsenen Agarplatte und
bei 28 °C Uber 72 h inkubiert. Es wurden je zwei Kolben pro Nahrmedium
angesetzt, die bei gleichem Aussehen und pH-Wert zusammen aufgearbeitet
wurden.

Die vereinigte Kulturbrihe (200 mL) wurde zentrifugiert (4500 rpm, 10 min), das
Mycel 15 min mit 200 mL Aceton im Ultraschallbad extrahiert. Es folgte eine
Filtration, wonach das Filtrat unter Vakuum eingeengt wurde. Man erhielt den
Aceton-Extrakt. Das Kulturfiltrat wurde mit 200 mL Essigester extrahiert und die
organische Phase im Vakuum eingeengt. Die so erhalteren Extrakte (Aceton-
und Essigester-Extrakt) wuden in je 2 mL Methanol/Wasser (1:1) gelést und
5puL dieser Lésung auf eine HPTLC-Kieselgelplatte aufgetragen. Die
Dunnschichtchromatogramme  wurden in Laufmittelgemischen von
Chloroform/Methanol (9:1) und n-Butanol/Eisessig/Wasser (4:1:5) entwickelt.
Die Analyse des Metabolitenmusters erfolgte optisch bei Substanzen mit
auffallender Eigenfarbe, durch UV-Absorbtion und Fluoreszenz bei 254 und
365 nm sowie mit Hilfe von Sprihreagenzien (Anisaldehyd, Orcin, Ehrlichs

Reagenz).
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3. Aufarbeitung von Fermentationsansatzen

Fermentationen im gréReren Malistab wurden analog zu dem unter Kapitel 2
beschriebenen Verfahren durchgefuhrt. Dabei wurden zwischen 2 L und 5L in
Schuttelkolben und 50 L im Fermenter kultiviert.

Die Aufarbeitung folgte ebenfalls Kapitel 2, wobei das Mycel dreimal mit je 1 L
Aceton und das Kulturfiltrat dreimal mit je 1 L Essigester je Liter Kulturlésung

extrahiert wurde.

4. Metabolite aus Agy-rot

7-Desoxy-13-dihydrodaunomycinon (7)
C21H2007 (384.39)
R+Wert: 0.64 (CHCI3/CH3OH 9:1)
0.85 (BuOH/Eisessig/H,0 4:1:5).
Anfarbeverhalten: gelblich (Anisaldehyd)
rot (Orcin)
rot (Ehrlichs Reagenz).

Smp.: 220 °C
EI-MS: m/z (%) = 384 (78) [M]", 339 (100) [M-C,H50]".
HREI-MS: 384.1235 gefunden wie berechnet.
IR (KBr): v = 3424, 2925, 1613, 1578, 1407, 1283, 1250, 1211, 1059 cm™.
UV (CH3;OH): Amax (Ig €) = 235 (0.56), 253 (0.62), 290 (0.16), 494
(0.24) nm.
(CH;OH/HCI): Aax (Ig€) = 211 (0.62), 235 (0.72), 253 (0.81), 290
(0.20), 494 (0.32) nm.
(CH3;OH/NaOH): Amax (Ig€)= 202 (0.83), 205 (1.13), 236 (0.63), 252
(0.77), 290 (0.18), 499 (0.20) nm.
CD (CH30H): Ayax (Ag) = 338 (-2.30), 241 (+2.42), 249 (-1.38), 333 (-2.40), 342
(+1.15) nm.

[«]]) =-24.6° (c =0.57, CH;OH).
[a], (Literatur™) = -108° (¢ = 0.128, CHCIy/CH3OH 1:1).

'H-NMR (600 MHz, DMSO-dg): 5= 1.13 (d, J=6.5 Hz, 3H, 14-H3), 1.51 (dt,
J=12.0, 6.0 Hz, 1H, 8-H.), 1.88 (m, 1H, 8-Hy), 2.65 (m, 3H, 10-Hy, 7-Ha), 2.84
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(dd, J=19.0, 6.0 Hz, 1H, 7-Hy), 3.55 (d, J=6.5 Hz, 1H, 13-H), 3.97 (s, 3H,
OCHs), 4.60 (s, 1H, 13-OH), 7.59 (dd, J = 7.0, 3.0 Hz, 1H, 3-H), 7.87 (m, 2H, 1-
H, 2-H), 13.35 (s, 1H, 11-OH), 13.90 (s, 1H, 6-OH).

3C-NMR (150.8 MHz, DMSO-dg): 5 = 17.0 (q, C-14), 20.1 (t, C-7), 26.0 (t, C-8),
31.9 (t, C-10), 56.5 (q, OCHs), 70.2 (s, C-9), 72.1 (d, C-13), 108.9 (s, C-5a),
109.5 (s, C-11a), 118.8 (d, C-1), 119.3 (d, C-3), 120.1 (s, C-4a), 134.8 (s, C-
12a), 135.9 (d, C-2), 138.9 (s, C-10a), 155.2 (s, C-11), 155.8 (s, C-6), 160.7 (s,
C-4), 185.9 (s, C-12), 186.2 (s, C-5).

C-6a ist nicht detektierbar.

€-Rhodomycinon (8)
Ca2H200g (428.40)
R+Wert: 0.44 (CHCI3/CH3OH 9:1)
0.68 (BuOH/Eisessig/H,0 4:1:5).
Anfarbeverhalten: gelblich (Anisaldehyd)
rot (Orcin)
rot (Ehrlich).

Smp.: 108 °C
EI-MS: m/z (%) = 428 (100) [M]*, 392 (19), 360 (21), 339 (27), 322 (32), 294
(19).
ESI-MS (positive lonen): m/z (%) = 879 (84) [2M+Na]*, 857 (100) [2M+H]",
451 (13) [M+Na]".
IR (KBr): v = 3424, 2962, 1635, 1262, 1098, 1024, 801 cm™".

UV (CH3;OH): Amax (Ig €) = 234 (0.63), 253 (0.41), 291 (0.14), 492
(0.20) nm.

(CH;OH/HCI): Amax (Ig €) = 234 (0.60), 253 (0.40), 291 (0.15), 492
(0.23) nm.

(CH30H/NaOH): Anax (Ig€)= 212 (0.39), 238 (0.59), 295 (0.11), 499

(0.18) nm.
CD (CH30H): Amax (A€) =211 (-7.74), 239 (+23.48), 251 (+18.91), 287 (+2.95)
349 (+15.39) nm.

[«]]) =+121.0° (c = 0.62, CH;OH).

'"H-NMR (600 MHz, DMSO-dg): 5 =1.03 (t, J=7.0 Hz, 3H, 14-H3), 1.43 (dq,
J=14.0, 7.0 Hz, 1H, 13-H,), 1.68 (dq, J=14.0. 7.0 Hz, 1H, 13-Hp), 1.99 (dd,
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J=14.5, 3.5 Hz, 1H, 8-H,), 2.10 (m, 1H, 8-Hy), 3.62 (s, 3H, COOCH,), 4.15 (s,
1H, 10-H), 5.52 (d, J = 3.5 Hz, 1H, 7-H), 5.33/5.54 (br s, 2H, 9-OH/7-OH), 7.39
(dd, J=8.5, 3.0 Hz, 1H, 3-H), 7.77 (dd, J=7.5, 3.0 Hz, 1H, 1-H), 7.82 (dd,
J=8.5,7.5Hz, 1H, 2-H), 11.95 (s, 1H, 4-OH), 12.74 (s, 1H, 11-OH), 13.40 (s,
1H, 6-OH).

3C-NMR (150.8 MHz, DMSO-dg): & = 6.6 (q, C-14), 32.1 (t, C-13), 34.6 (t, C-8),
51.2 (d, C-10), 52.1 (q, COOCHs), 60.6 (d, C-7), 70.9 (s, C-9), 110.8 (s, C-11a),
110.9 (s, C-5a), 116.0 (s, C-4a), 119.0 (d, C-1), 124.5 (d, C-3), 133.0 (s, C-12a),
133.9 (s, C-6a), 137.2 (s, C-2), 138.6 (s, C-10a), 155.6 (s, C-11), 155.9 (s, C-6),
161.4 (s, C-4), 170.2 (s, COOCHj3), 185.9 (s, C-12), 190.0 (s, C-5).

5. Metabolite aus Z9

Homononactinsaure (11)
C11H2004 (216.28) 1 OH
Re-Wert: 0.34 (CHCIy/CH;OH 9:1) HOOC
0.74 (BuOH/Eisessig/H20 4:1:5).
Anfarbeverhalten: grau (Anisaldehyd)
graubraun (Orcin)
weil (Ehrlichs Reagenz).
ESI-MS (positive lonen): m/z (%) = 455 (12) [2M+Na]", 239 (8) [M+Na]".
(negative lonen): m/z (%) = 454 (20) [2M-2H+Na]’, 216 (61) [M-HT".

IR (KBr): v = 3426, 3308, 2936, 2881, 1735, 1463, 1200, 1068, 1039 cm™.
UV (CH;0H): Amax (Ig €) = 204 (0.16), 273 (0.10) nm.

(CH3OH/HCI):  Amax (Ig €) = 201 (0.18), 271 (0.09) nm.

(CH3OH/NaOH): Amax (Ig €) = 204 (0.23), 282 (0.08) nm.
CD (CH3O0H): Amax (Ag) = 208 (-4.32), 298 (+0.65), 325 (+0.57), 334 (-1.76) nm.
'H-NMR (300 MHz, CDCl3): §=0.92 (t, J=7.5Hz, 3H, 10-Hs), 1.16 (d,
J=7.0 Hz, 3H, 2-CH3), 1.52 (m, 2H, 9-H), 1.67 (m, 2H, 4-H), 1.72 (m, 2H, 5-
H2), 2.05 (m, 2H, 7-H), 2.50 (m, 1H, 2-H), 3.78 (m, 1H, 8-H), 4.00 (m, 1H, 3-H),
4.22 (m, 1H, 6-H), 6.00 (br s, 1H, COOH).
3C-NMR (75.5 MHz, CDCl5): & = 10.3 (q, C-10), 14.0 (q, 2-CHa), 29.5 (t, C-5),
31.6 (t, C-9), 32.3 (t, C-7), 44.1 (t, C-4), 46.9 (d, C-2), 71.3 (d, C-8), 78.0 (d, C-
3), 82.0 (d, C-6), 178.8 (s, C-1).
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Nonactinsaure (10) OH
C1oH1s04 (202.25) HOOC
Ri-Wert: 0.24 (CHCI3/CH30H 9:1) O 9
0.68 (BuOH/Eisessig/H,0 4:1:5).
Anfarbeverhalten: rotbraun (Anisaldehyd)
graubraun (Orcin)
hellviolett (Ehrlichs Reagenz).
ESI-MS (positive lonen): m/z (%) = 427 (14) [2M+Na]", 225 (16) [M+Na]".
IR (KBr): v = 3427, 3308, 2938, 2882, 1733, 1460, 1202, 1066, 1038 cm™.
UV (CH;0H): Amax (Ig €) = 204 (0.11), 273 (0.02) nm.
(CH30H/HCI):  Anax (Ig €) =201 (0.17), 271 (0.04) nm.
(CH30H/NaOH): Ayax (Ig €) = 204 (0.19), 282 (0.03) nm.
CD (CH30H): Anax (Ag) = 208 (-4.16), 298 (+0.62), 325 (+0.50), 334 (-1.78) nm.
'"H-NMR (300 MHz, CD;OD): §=1.10 (d, J=7.0 Hz, 3H, 2-CH3), 1.15 (d,
J=6.0 Hz, 3H, 9-H3), 1.55 (m, 2H, 4-Hy), 1.60 (m, 2H, 5-H;), 2.00 (m, 2H, 7-
Hy), 2.43 (m, 1H, 2-H), 3.88 (m, 1H, 8-H), 3.96 (m, 1H, 3-H), 4.02 (m, 1H, 6-H).
3C-NMR (75.5 MHz, CD;0D): & = 14.0 (q, 2-CHs), 24.1 (q, C-9), 29.5 (t, C-5),
32.3 (t, C-7), 46.2 (t, C-4), 46.9 (d, C-2), 66.2 (d, C-8), 78.0 (d, C-3), 82.0 (d, C-
6), 178.9 (s, C-1).

Streptenol E (12) o OH 0
C12H21NO3 (227.30 WW

121121 3( ) H3C AN N)J\CH3
Ri-Wert: 0.34 (CHCI3/CH30H 9:1) H

0.61 (BuOH/Eisessig/H20 4:1:5).
Anfarbeverhalten: ocker (Anisaldehyd)
braun (Orcin)
leicht lila (Ehrlichs Reagenz).
EI-MS: m/z (%) = 227 (3) [M]", 209 (17) [M-H20]", 150 (22), 116 (60), 72 (100),
43 (84).
ESI-MS (positive lonen): m/z (%) = 477 (89) [2M+Na]", 250 (100) [M+Na]".
IR (KBr): v = 3410, 2932, 1708, 1651, 1634, 1559, 1377 cm™".
'"H-NMR (500 MHz, CDsOD): 5 = 1.60 (d, J = 5.5 Hz, 3H, 10-H3), 1.69-1.50 (m,
2H, 2-H), 1.96 (s, 3H, COCHj3), 2.21 (dt, J=7.0, 7.0 Hz, 2H, 7-H;), 2.50 (m,
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2H, 6-H,), 2.57 (m, 2H, 4-H,), 3.23 (m, 2H, 1-H,), 4.05 (dddd, J = 8.2, 8.2, 4.2,
4.2 Hz, 1H, 3-H), 5.50-5.38 (m, 2H, 8-H, 9-H).

3C-NMR (125.7 MHz, CD;0D): & = 18.0 (g, C-10), 22.5 (g, NHCOCHj), 27.6 (t,
C-7), 37.3 (t, C-2), 37.7 (t, C-1), 44.3 (t, C-6), 50.9 (t, C-4), 66.5 (d, C-3), 126.7
(d, C-9), 130.9 (d, C-8), 173.4 (s, NHCOCH3), 211.6 (s, C-5).

6. Metabolite aus Z12

2‘-Desoxy-5-methylcytidin (15) NH,
C1oH1sN3O4 (241.25) NZ
Re-Wert: 0.39 (CHCI3/CH;OH 9:1) )\ |6
0.67 (BuOH/Eisessig/H,0 4:1:5). HO—O o N1
Anfarbeverhalten: blau-griin (Anisaldehyd) v
blau (Orcin)

OH
blau (Ehrlichs Reagenz).

DCI-MS: m/z (%) = 260 (55) [M+NHa]*, 242 (19) [M+H]".
IR (KBr): v = 3407, 1696, 1275, 1091, 1055 cm’™.
UV (CH;OH): Amax (Ig €) = 202 (0.42), 267 (0.32) nm.
(CH3OH/HCI):  Amax (Ig €) = 205 (0.36), 267 (0.31) nm.
(CH30H/NaOH): Aoy (Ig €) = 210 (0.41), 267 (0.27) nm.
CD (CH30H): Amax (A€) = 204 (+0.62), 216 (-4.01), 227 (-3.58), 238 (-2.90), 272
(+4.06), 333 (-1.51) nm.

[«]]) = +11.0° (c = 0.98, CH;0H).

"H-NMR (300 MHz, CD30D): & = 1.93 (s, 3H, 5-CHs), 2.21 (m, 1H, 2'-Ha), 2.29
(m, 1H, 2'-Hy), 3.70 (dd, J = 12.0, 4.0 Hz, 1H, 5'-Ha), 3.79 (dd, J = 12.0, 4.0 Hz,
1H, 5'-Hp), 3.92 (dt, J = 4.0, 3.0 Hz, 1H, 4'-H), 4.38 (dt, J = 4.0, 2.0 Hz, 1H, 3"
H), 6.25 (t, J = 6.5 Hz, 1H, 1-H), 7.79 (s, 1H, 6-H).

3C-NMR (75.5 MHz, CD;0D): & = 12.5 (q, 5-CH3), 41.2 (t, C-2°), 62.8 (t, C-5'),
72.2 (d, C-3'), 86.2 (d, C-1°), 88.8 (d, C-4%), 111.5 (s, C-5), 138.2 (d, C-6), 152.4
(s, C-2), 166.4 (s, C-4).
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Cyclo-(phenylalanyl-prolyl) (16)

o)
H
7
C14H16N20; (244.30) NH /@
N ‘y .
e
o)

R+Wert: 0.64 (CHCI3/CH3OH 9:1)

0.72 (BuOH/Eisessig/H20 4:1:5).
Anfarbeverhalten: schwach gelb (Ehrlichs Reagenz).
EI-MS: m/z (%) = 244 (100) [M]", 125 (81).

ESI-MS (positive lonen): m/z (%) = 511 (93) [2M+Na]", 268 (76) [M+Na]".

IR (KBr): v = 3426, 2929, 2363, 1652, 1384 cm™".

CD (CH30H): Anax (Ag) = 206 (+1.78), 212 (-2.27), 223 (+3.95), 239 (+2.34) nm.
"H-NMR (600 MHz, CD30D): & = 1.79 (m, 2H, 4-Ha, 5-Ha), 2.08 (m, 2H, 4-Hp, 5-
Hp), 3.13 (dd, J =14.0, 5.0 Hz, 1H, 10-H,), 3.17 (dd, J = 14.0, 5.0 Hz, 1H, 10-
Hp), 3.36 (m, 1H, 3-H,), 3.53 (m, 1H, 3-Hy), 4.05 (ddd, J = 11.0, 6.5, 2.0 Hz, 1H,
6-H), 4.43 (m, 1H, 9-H), 7.22 (m, 5H, 2'-H, 3'-H, 4‘-H, 5‘-H, 6°-H).

3C-NMR (150.8 MHz, CD;0D): & = 22.8 (t, C-4), 29.4 (t, C-5), 38.2 (t, C-10),
46.0 (t, C-3), 57.7 (d, C-9), 60.1 (d, C-6), 128.1 (d, C-4"), 129.5 (d, C-2, C-6"),
131.1 (d, C-3, C-5%), 137.3 (s, C-1°), 166.9 (s, C-1), 176.9 (s, C-7).

Kitamycin B (17) H

CasHs308N5 (464.51) H\H/NC;:(H i

Ri-Wert: 0.69 (CHCI3/CH30H 9:1) © / ; szo
0.88 (BuOH/Eisessig/H,0 4:1:5). ot

Anfarbeverhalten: hellgelb (Anisaldehyd)

blau (Orcin)
gelb (Ehrlichs Reagenz).

Smp.: 137 °C
EI-MS: m/z (%) = 464 (44) [M]", 436 (36), 220 (100), 135 (84).
HREI-MS: 464.2189 gefunden wie berechnet.
ESI-MS (positive lonen): m/z (%) = 951 (100) [2M+Na]", 488 (78) [M+Na]".
(negative lonen): m/z (%) = 464 (100) [M-H]".
IR (KBr): v =3393, 2959, 2931, 2362, 1739, 1682, 1644, 1539, 1366, 1257,
1195 cm™.
UV (CH3OH): Amax (Ig €) = 224 (1.60), 322 (0.30) nm.
(CH30OH/HCI):  Amax (Ig €) = 206 (1.05), 225 (1.36), 314 (0.31) nm.
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(CH3OH/NaOH): Amax (Ig €) = 202 (1.12), 224 (1.80), 343 (0.46) nm.
CD (CH3OH): Amax (A€) = 207 (-9.47), 228 (-7.35), 240 (+4.63), 289 (-1.09) nm.

[]3) =+40.0° (c = 0.97, CH;OH).

[«], (Literatur™) = +45° (c = 0.01, CHCl).

"H-NMR (500 MHz, CDCl;): & = 0.86 (d, J = 7.0 Hz, 6H, 24-H,, 25-H3), 1.26 (m,
5H, 21-H,, 22-H,, 23-H), 1.31 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 18-H3), 1.46 (d, J = 6.5 Hz, 3H,
19-Hs), 1.70 (m, 2H, 20-H,), 1.94 (brs, 1H, 8-OH), 2.36 (m, 1H, 7-H), 3.61 (m,
1H, 8-H), 4.85 (m, 1H, 9-H), 5.24 (t, J=7.5Hz, 1H, 3-H), 5.71 (m, 1H, 4-H),
6.92 (dd, J = 8.0, 8.0 Hz, 1H, 16-H), 7.15 (d, J = 7.5 Hz, 1H, 10-NH), 7.27 (d,
J=8.0Hz, 1H, 17-H), 8.01 (s, 1H, 14-NH), 850 (d, J=1.5Hz, 1H, 14-
NHCHO), 8.55 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 15-H), 12.66 (s, 1H, 13-OH).

3C-NMR (125.7 MHz, CDCl3): & = 13.9 (g, C-24/C-25%), 14.0 (g, C-24/C-25%),
15.0 (g, C-18), 18.4 (g, C-19), 22.5 (t, C-21), 27.2 (t, C-22), 28.9 (t, C-20), 29.1
(d, C-23), 52.1 (d, C-7), 53.7 (d, C-3), 70.7 (d, C-4), 76.8 (d, C-9), 77.2 (d, C-8),
112.6 (s, C-12), 119.0 (d, C-16), 120.3 (d, C-17), 124.8 (d, C-15), 127.3 (s, C-
14), 150.6 (s, C-13), 159.1 (d, 14-NHCHO), 169.4 (s, C-11), 170.1 (s, C-2),
174.1 (s, C-6).

Dihydroxyaceton-Oligomer 18
R+Wert: 0.11 (CHCI3/CH3OH 9:1)
0.34 (BuOH/Eisessig/H,0 4:1:5).
Anfarbeverhalten: blaugrin (Orcin).
IR (KBr): v = 3382, 2929, 1735, 1420, 1071, 1002 cm™.
'H- und *C-APT-NMR: siehe Abbildung 09 und Abbildung 10.

7. Metabolite aus Z3

2‘-Desoxycytidin (20)
CoH13N304 (227.22) N~
R+Wert: 0.30 (CHCI3/CH3OH 9:1)

HO— "2 o N
0.0.57 (BuOH/Eisessig/H20 4:1:5). O .
Anfarbeverhalten: blau (Orcin)

helllila (Ehrlichs Reagenz). OH
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ESI-MS (positive lonen): m/z (%) = 501 (53) [2M-H+2Na]", 479 (92) [2M+Na]",
251 (100) [M+Na]".
IR (KBr): v = 1697, 1471, 1274, 1091, 1053 cm™".
UV (CH;OH): Amax (Ig €) = 205 (0.43), 262 (0.45) nm.
(CH3OH/HCI):  Amax (Ig €) = 206 (0.38), 261 (0.43) nm.
(CH3OH/NaOH): Ay (Ig €) = 204 (0.65), 261 (0.35) nm.
CD (CH3OH):  Amax (A€) = 221 (-3.25), 237 (-3.90), 269 (+7.84) nm.

[«]]) =32.0° (c = 1.00, CH;0H).

"H-NMR (500 MHz, CD30D): & = 2.20 (m, 1H, 2-H,), 2.29 (m, 1H, 2-H,), 3.70
(dd, J=12.0, 4.0 Hz, 1H, 5'-H,), 3.79 (dd, J = 12.0, 4.0 Hz, 1H, 5-Hy), 3.92 (dt,
J=4.0, 3.0Hz, 1H, 4-H), 4.38 (dt, J=4.0, 2.0Hz, 1H, 3-H), 5.68 (d,
J=8.0 Hz, 1H, 5-H), 6.25 (t, J = 4.0 Hz, 1H, 1°-H), 7.98 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 6-H).
*C.NMR (125.7 MHz, CD;0D): § = 41.4 (t, C-2'), 62.8 (t, C-5'), 72.3 (d, C-3"),
86.6 (d, C-1), 89.0 (d, C-4), 102.6 (d, C-5), 142.5 (d, C-6), 152.3 (s, C-2), 166.3
(s, C-4).

2,5-Furandimethanol (21)
CeHsO3 (128.13) Ho\/z@s\/OH
R+Wert: 0.30 (CHCI3/CH3OH 9:1) o)

0.65 (BuOH/Eisessig/H,0 4:1:5).
Anfarbeverhalten: baun (Anisaldehyd).
EI-MS: m/z (%) = 128 (60) [M], 97 (100) [M-CH3OJ", 69 (26), 41 (31).
HREI-MS: 128.0473 gefunden wie berechnet.
ESI-MS (positive lonen): m/z (%) = 279 (100) [2M+Na]", 151 (38) [M+Na]".
IR (KBr): v = 3422, 2924, 2854, 1650, 1457, 1011 cm™.
"H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): & = 4.37 (s, 4H, 2-CH,OH, 5-CH,OH), 5.10 (s,
2H, 2-CH,0H, 5-CH,0H), 6.19 (s, 2H, 3-H, 4-H).
"H-NMR (300 MHz, CD30D): § = 4.45 (s, 4H, 2-CH,OH, 5-CH,OH), 6.21 (s, 2H,
3-H, 4-H).
3C-NMR (75.5 MHz, CD30D): § = 54.4 (t, 2-CH,OH, 5-CH,OH), 109.1 (d, C-3,
C-4), 155.7 (q, C-2, C-5).
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8. Metabolite aus Z6

Dihydroxyaceton-Oligomer 19

R+Wert: 0.11 (CHCI3/CH3OH 9:1)

0.34 (BuOH/Eisessig/H,0 4:1:5).

Anfarbeverhalten: blaugrin (Orcin).

FAB-MS: siehe Abbildung 13.

IR (KBr): v = 3380, 2934, 1733, 1421, 1071, 1002 cm™.

UV (CH;O0H): Amax (Ig €) = 276 (0.02) nm.
(CH3OH/HCI):  Amax (Ig €) = 275 (0.03) nm.
(CH3OH/NaOH): Amax (Ig €) = 204 (0.16), 295 (0.27) nm.

'H- und *C-APT-NMR: siehe Abbildung 09 und Abbildung 10.

8.1. Derivatisierung von 19

Derivatisierungen im TupfelmaRBstab
a) Acetylierung mit Acetanhydrid

3.0 mg 19 wurden in 0.4 mL Dichlormethan gel6st, mit 0.2 mL Pyridin versetzt
und die Mischung unter Ruhren auf 0 °C abgekuhlt. Es folgte die Zugabe von
0.2 mL Acetanhydrid. Im Abstand von 30 min wurde je ein Tropfen der
Reaktionslésung auf ein Dunnschichtchromatogramm aufgetiptelt, im
Laufmittelgemisch  Chloroform/Methanol (4:1) entwickelt und mit Orcin
angefarbt. So lie} sich der Reaktionsverlauf beobachten. Die Zone von 19
nahm immer mehr ab, dafir wurden die Zonen eines Hauptprodukts und
mehrerer Nebenprodukte immer deutlicher sichtbar. Nach 4 h war das Edukt

nicht mehr zu erkennen und die Reaktion wurde abgebrochen.

b) Acetylierung mit Essigsaure

In 0.4 mL Essigsaure wurden 3.0 mg 19 gelost und bei Raumtemperatur
geruhrt. Wie unter a) beschrieben, wurde der Reaktionsverlauf mittels
Dunnschichtchromatographie verfolgt. Auch nach 4 h konnte keine Reaktion

beobachtet werden. Das Experiment wurde abgebrochen.
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c) Methylierung mit Methanol

0.3 mg 19 wurden in 0.4 mL reinem Methanol gelést, mit einer Spatelspitze
FeCls; versetzt und bei Raumtemperatur geruhrt. Der Reaktionsverlauf wurde
wie unter a) beschrieben mittels Dunnschichtchromatographie beobachtet.
Nach 1 h war das Edukt nicht mehr detektierbar, aber mehrere neue Zonen zu
sehen, unter denen sich jedoch kein Hauptprodukt ausmachen lief3.

Acetylierung von 19

20 mg 19 wurden in 2 mL Dichlormethan geldst und mit 1 mL Pyridin versetzt.
Die Mischung wurde unter Ruhren auf 0 °C abgekuhlt und anschlieRend mit
1 mL Acetanhydrid versetzt. Nach 4 h beendete man die Reaktion durch
Zugabe von 20 mL Eis/Wasser. Es folgte die dreimalige Extraktion des
Reaktionsgemisches mit jeweils 20 mL Dichlormethan. Die vereinigten
organischen Phasen wuren im Vakuum eingeengt und mit Toluol koevaporiert.
Die dinnschichtchromatographische Analyse des Rohprodukts (35.9 mg) zeigte
ein Hauptprodukt und 4 - 5 Nebenprodukte. Durch die Auftrennung an Kieselgel
mit einem Dichlormethan/Methanolgemisch (95:5) und anschlieRende
Chromatographie an Sephadex LH-20 (Dichlormethan) konnte das
Hauptprodukt 22 (15.0 mg) als farbloses Ol isoliert werden.

1,3-Diacetoxyacetondiacetat (22)

C7H1005 (174.15)

Re-Wert: 0.76 (CHCIy/CH;OH 9:1) H3CJLO_CH2JL CHy o-Ll-cn
0.90 (BuOH/Eisessig/H20 4:1:5).

Anfarbeverhalten: blaugrun (Orcin).

ESI-MS (positive lonen): m/z (%) = 372 (25) [2M+H+Na]**, 371 (30) [2M+Na]",

197 (100) .[M+Na]".

DCI-MS: m/z = 192 (100) [M+NH,]".

"H-NMR (300 MHz, CD,Cl,): § = 2.13 (s, 6H, 2xCH3), 4.75 (s, 4H, 2xCH>).

3C-NMR (75.5 MHz, CD,Cl,): 5 = 20.4 (t, 2xCH3), 66.5 (d, 2xCH,), 170.2 (q,

2xCO-Acetat), 198.3 (q, CO-Keton).
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9. Metabolite aus Ku2

Alkaloid TM-64 (24) .
C1sH1sN4OS (314.41) | '
Ri-Wert: 0.39 (CHCI5/CH3OH 9:1)

0.45 (BuOH/Eisessig/H20 4:1:5).
Anfirbeverhalten: rosa (Anisaldehyd) 2

Iz
Iz
2
~I
—
N

blau (Ehrlichs Reagenz).
Smp.: 119°C
EI-MS: m/z (%) = 314 (2) [M]", 143 (100) [C1oHgN]", 130 (80) [CoHsN]".
ESI-MS (positive lonen): m/z (%) = 338 (100) [M+Na]*, 315 (12) [M+H]".
(negative lonen): m/z (%) = 313 (100) [M-H]".

IR (KBr): v = 3415, 1650, 1635 cm™.
UV (CH3OH): Amax (Ig €) =221 (0.48) nm.

(CH3OH/HCI):  Amax (Ig €) = 221 (0.46) nm.

(CH30H/NaOH): Anax (Ig €) = 221 (0.49) nm.
CD (CH3OH): Amax (A€) = 214 (-5.90), 303 (+1.31), 214 (-5.90), 303 (+1.31), 334

(-2.00) nm.

[«]]) = +14.0° (c = 1.00, CH;OH).

[«]7) (Literatur) = +11.25° (c = 0.8, CHyOH).

'H-NMR (500 MHz, CDsOD): &= 1.52 (d, J= 7.0 Hz, 3H, 2-CHCHs3), 3.08 (t,
J=7.0 Hz, 2H, 8-H,), 3.70 (t, J = 7.0 Hz, 2H, 9--H,), 4.32 (g, J = 5.0 Hz, 1H, 2-
CHCHs), 7.00 (dd, J = 8.0, 8.0 Hz, 1H, 5'-H), 7.10 (dd, J = 8.0, 8.0 Hz, 1H, 6'-
H), 7.14 (s, 1H, 2-H), 7.35 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 7-H), 7.62 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 4'-
H), 8.09 (s, 1H, 5-H).
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10. Pyridomycinol (25)

C27H34N4O9 (558.59)
Re-Wert: 0.33 (CHCI3/CH30H 9:1)
0.32 (BuOH/Eisessig/H20 4:1:5)
Anfarbeverhalten: grau (Orcin)
weild (Ehrlich).

Smp.: 108 °C
EI-MS: m/z (%) = 558 (100) [M]", 205 (48), 93 (56).
HREI-MS: 558.2327 gefunden wie berechnet.
IR (KBr): v = 3420, 2925, 1737, 1650, 1520, 1452, 1293, 1255, 1023 cm™.
UV (CH3;0H): Amax (Ig €) = 256 (0.14), 262 (0.15), 303 (0.25) nm.
(CH3OH/HCI):  Amax (Ig €) = 265 (0.22), 303 (0.28) nm.
(CH30H/NaOH): A (Ig €) = 261 (0.18), 268 (0.12), 335 (0.27) nm.
CD (CH30H): Amax (Ag) = 208 (-1.79), 326 (+1.25), 335 (-2.39), 343 (+1.47) nm.

[]3) =-52.0° (c = 1.00, CHsOH).

'"H-NMR (500 MHz, CDCls): §=0.88 (t, J=7.0Hz, 3H, 3-H3), 1.27 (d,
J=6.0 Hz, 3H, 13-H3), 1.32 (d, J = 7.0 Hz, 3H, 14-Hs), 1.40 (s, 3H, 4-Hs), 1.65
(dq, J = 13.5, 7.0 Hz, 1H, 2"-H,), 1.82 (dq, J = 13.5, 7.0 Hz, 1H, 2"-Hy), 2.47 (dq,
J=7.0, 2.0 Hz, 1H, 11-H), 2.96 (dd, J=13.0, 10.0 Hz, 1H, 7*“-H,), 3.08 (dd,
J=13.0, 4.0 Hz, 1H, 7"-Hy), 3.61 (d, J = 2.0 Hz, 1H, 10-H), 4.14 (m, 1H, 9-H),
4.64 (s, 1H, 2-H), 4.81 (dd, J=7.0, 6.0 Hz, 1H, 6-H), 5.81 (dq, J = 6.0, 6.0 Hz,
1H, 5-H), 7.26 (m, 1H, 5*“-H), 7.32 (dd, J = 8.5, 4.5 Hz, 1H, 5“-H), 7.43 (dd,
J=8.5, 1.0 Hz, 1H, 4“-H), 7.73 (d, J=8.0 Hz, 1H, 4"*-H), 8.08 (dd, J = 4.5,
1.0 Hz, 1H, 6“-H), 8.36 (d, J = 4.0 Hz, 1H, 6*-H), 8.43 (s, 1H, 2*-H), 8.82 (d,
J=7.0 Hz, 1H, 8“-NH), 11.60 (br s, 1H, 3“-OH).

3C-NMR (125.7 MHz, CDCls): § = 8.4 (q, C-3'), 12.4 (g, C-13), 17.1 (q, C-14),
22.5 (q, C-4'), 32.4 (t, C-2'), 35.8 (t, C-7), 46.2 (d, C-11), 54.4 (d, C-6), 55.7 (d,
C-9), 70.5 (d, C-5), 71.5 (d, C-10), 73.7 (s, C-1°), 78.9 (d, C-2), 124.3 (d, C-5%),
126.0 (d, C-5"), 129.0 (d, C-4“), 130.8 (s, C-3"), 134.6 (s, C-2"), 138.5 (d, C-
4, 140.1 (d, C-6“), 146.7 (d, C-6*), 149.6 (d, C-2“), 157.7 (s, C-3“), 166.1 (s,
C-7), 167.0 (s, C-3), 168.4 (s, C-7"), 173.0 (s, C-12).
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lll Screening von Pilzen

1. Stammhaltung und Langzeitkultivierung

Die Pilze wurden auf zwei verschiedenen Medien (E2, 1158) ausgestrichen und
bei 25 °C acht bis zehn Tage inkubiert. Zur Stammbhaltung verwendete man das
Medium, auf dem das beste Wachstum zu beobachten war. Die Agarplatten
wurden bei 4 °C gelagert. Die Langzeitlagerung der Stdmme erfolgte in
flissigem Stickstoff.

2. Durchfiihrung des chemischen Screenings

Die Kultivierung der zu untersuchenden Stamme erfolgte in acht verschiedenen
Medien (E2, 1158, SM, SGG, G20, 1549, 1405a, MB) in 1 L-Schiuttelkolben
(ohne Schikanen, Flieskappe), die jeweils mit 150 mL Nahrlésung befullt waren.
Beimpft wurde mit einem ca. 1 cm? groBen Stiick einer gut bewachsenen
Agarplatte und bei 28 °C Uber 96 und 144 h inkubiert. Es wurden je zwei Kolben
pro Nahrmedium angesetzt, die bei gleichem Aussehen und pH-Wert

zusammen aufgearbeitet wurden.

Die vereinigte Kulturbrihe (300 mL) wurde zentrifugiert (4500 rpm, 10 min), das
Mycel 15 min mit 300 mL Aceton im Ultraschallbad extrahiert. Es folgte eine
Filtration, wonach das Filtrat unter Vakuum eingeengt wurde. Man erhielt den
Aceton-Extrakt. Das Kulturfiltrat wurde an Amberlite® XAD-2 (50 mL) adsorbiert
und das Adsorberharz anschlieend mit 150 mL Wasser gewaschen. Es folgte
die Eluation mit 150 mL Methanol mit anschlielender Einengung des
Lésungsmittels im Vakuum. Die so erhaltenen Extrakte (Aceton- und Methanol-
Extrakt) wuden in je 3 mL Methanol/Wasser (1:1) geldst und 5 pL dieser Losung
auf eine HPTLC-Kieselgelplatte aufgetragen. Die Dinnschichtchromatogramme
wurden in Laufmittelgemischen von Chloroform/Methanol (9:1) und
n-Butanol/Eisessig/Wasser (4:1:5) entwickelt. Die Analyse des Metaboliten-
musters erfolgte optisch bei Substanzen mit auffallender Eigenfarbe, durch
UV-Absorbtion und Fluoreszenz bei 254 und 365 nm sowie mit Hilfe von

Spruhreagenzien (Anisaldehyd, Orcin, Ehrlichs Reagenz).
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3. Aufarbeitung von Fermentationsansatzen

Fermentationen im grof3eren Malistab wurden analog zu dem unter Kapitel 112
beschriebenen Verfahren durchgefuhrt. Dabei wurden 4.8 L in Schuttelkolben
und 1 L Ruhekolben kultiviert.

Die Aufarbeitung folgte ebenfalls Kapitel 112, wobei das Mycel dreimal mit je
1.5 L Aceton extrahiert und das Kulturfiltrat an XAD-2 (1 L) mit 1.5 L Methanol
je Liter Kulturlésung eluiert wurde.

4. Metabolite aus A5

Chaetoviridin A (28)
C23H25ClOg (432.90)
R+Wert: 0.62 (CHCI3/CH3;0H 9:1)
0.95 (BuOH/Eisessig/H,0 4:1:5).
Anfarbeverhalten: leuchtend gelbe Eigenfarbe

orange-gelb (Anisaldehyd)

braun (Orcin)
gelb-grin (Ehrlichs Reagenz).
Smp.: 121 °C
EI-MS: m/z (%) = 432 (6) [M]", 389 (24), 332 (100).
HREI-MS: 432.1349 gefunden wie berechnet.
ESI-MS (positive lonen): m/z (%) = 455 (100) [M+Na]*, 433 (35) [M+H]".
IR (KBr): v = 3445, 2947, 1770, 1676, 1624, 1243 cm™.
UV (CH3;O0H): Amax (Ig €) = 304 (0.42), 365 (0.36), 451 (0.66) nm.
(CH3OH/HCI):  Anax (Ig €) = 305 (0.46), 367 (0.40), 451 (0.69) nm.
(CH30H/NaOH): Anax (Ig €) = 303 (0.43), 366 (0.34), 443 (0.54) nm.

[«]) = +90° (c = 0.9, CHsOH).

[a]f)"(uteratursg) = +98° (¢ = 0.05, CHCl3).

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 5=0.92 (t J=7.4Hz, 3H, 13-Hs), 1.10 (d,
J=6.6 Hz, 3H, 11-CHs), 1.17 (d, J = 6.7 Hz, 3H, 4'-CH3), 1.17 (d, J = 6.7 Hz,
3H, 6'-CHs), 1.45 (m, 2H, 12-H,), 1.70 (s, 3H, 7-CHs), 2.28 (br s, 1H, 5-OH),
2.30 (m, 1H, 11-H), 3.61 (m, 1H, 4-H), 3.86 (m, 1H, 5'-H), 6.10 (d, J = 15.7 Hz,
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1H, 9-H), 6.56 (s, 1H, 4-H), 6.60 (dd, J = 15.7, 8.3 Hz, 1H, 10-H), 8.80 (s, 1H, 1-
H).

3C-NMR (75.5 MHz, CDCls): 5 =11.6 (g, C-13), 13.5 (q, C-6*), 19.3 (q, 11-
CHs), 21.5 (q, 4'-CHa), 26.3 (q, 7-CHs), 29.1 (t, C-12), 39.0 (d, C-11), 50.9 (d, C-
4'), 70.9 (d, C-5'), 87.6 (s, C-7), 105.4 (d, C-4), 108.9 (s, C-5), 110.4 (s, C-8a),
119.7 (d, C-9), 125.0 (s, C-2'), 139.7 (s, C-4a), 148.1 (d, C-10), 151.5 (d, C-1),
157.0 (s, C-3), 162.8 (s, C-8), 167.9 (s, C-1°), 183.4 (s, C-6), 201.1 (s, C-3").

Chaetoviridin B (29)
Ca3H27ClOg (434.92)
R+Wert: 0.59 (CHCI3/CH3OH 9:1)
0.93 (BuOH/Eisessig/H20 4:1:5).
Anfarbeverhalten: gelb-orange Eigenfarbe
gelb (Anisaldehyd)

braun (Orcin)

gelb-grin (Ehrlichs Reagenz).

Smp.: 110°C

EI-MS: m/z (%) = 434 (65) [M]", 83 (100).

DCI-MS: m/z (%) = 196 (20) [M+NH,4]*, 179 (100) [M+H]".

ESI-MS (positive lonen): m/z (%) = 452 (26) [M+Na]*, 435 (100) [M+H]".

(negative lonen): m/z (%) = 433 (100) [M-HT".

IR (KBr): v = 3426, 2964, 1721, 1620, 1562, 1520, 1245 cm™.

UV (CH3;O0H): Amax (Ig €) = 224 (0.39), 384 (0.57), 429 (0.20) nm.
(CH3OH/HCI):  Anax (Ig €) = 223 (0.58), 384 (0.62), 401 (0.53) nm.
(CH30H/NaOH): A (Ig €) = 220 (0.45), 385 (0.55), 401 (0.49) nm.

CD (CH30H): Amax (Ag) =218 (-11.10), 240 (+6.32), 254 (+2.31), 271 (-10.04),

291 (+1.87), 334 (-7.82) nm.

[«]]) =-88° (c =0.9, CHyOH).

[«]3) (Literatur®) = -104° (c = 0.13, CHC).

'H-NMR (300 MHz, CDCls): 5=0.91 (t, J=7.4Hz, 3H, 13-Hs), 1.08 (d,
J=6.6 Hz, 3H, 11-CHs), 1.14 (d, J = 7.2 Hz, 3H, 4-CHs), 1.40 (s, 3H, 7-CHa),
1.41 (d, J = 5.2 Hz, 3H, 6~Hs), 1.43 (m, 2H, 12-H,), 1.86 (brs, 1H, 5-OH), 1.91
(m, 1H, 4-H), 2.26 (m, 1H, 11-H), 3.01 (d, J=10.1 Hz, 1H, 8-H), 3.07 (d,
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J=10.1Hz, 1H, 2-H), 3.19 (brs, 1H, 3-OH), 4.32 (m, 1H, 5-H), 6.06 (d,
J=15.7 Hz, 1H, 9-H), 6.53 (dd, J = 15.7, 8.0 Hz, 1H, 10-H), 6.55 (s, 1H, 4-H),
7.30 (s, 1H, 1-H).

3C-NMR (75.5 MHz, CDCls): 5 = 8.7 (q, 4'-CHs), 11.6 (q, C-13), 18.6 (q, C-6'),
19.3 (g, 11-CHa), 23.3 (q, 7-CHa3), 29.7 (t, C-12), 38.8 (d, C-11), 44.9 (d, C-4),
50.2 (s, C-8), 58.1 (d, C'-2), 77.4 (d, C-5'), 83.6 (s, C-7), 104.0 (s, C-3'), 104.9
(d, C-4), 109.9 (s, C-5), 114.3 (s, C-8a), 120.1 (d, C-9), 140.5 (s, C-4a), 145.6
(d, C-1), 146.7 (d, C-10), 157.7 (s, C-3), 170.8 (s, C-1*), 189.1 (s, C-6).

5. Metabolite aus A2

NH,
Adenosin (31)
1 \5 N
C1oH13sN504 (267.24) NI \>
Ri-Wert: 0.13 (CHCI3/CH3OH 9:1) kN/ AL
0.46 (BuOH/Eisessig/Ho0 4:1:5), HO .
Anfarbeverhalten: blau (Anisaldehyd) T
blau (Orcin).
Smp.: 209 °C OH OH

EI-MS: m/z (%) = 267 (6) [M]", 178 (30), 164 (86), 135 (100), 108 (16).
HREI-MS: 267.0970 gefunden wie berechnet fur C1oH13N504.
IR (KBr): v = 3422, 3178, 2920, 2362, 1666, 1650, 1302, 1056 cm"".
UV (CH3OH): Amax (Ig €) = 201 (0.43), 259 (0.22) nm.
(CH3OH/HCI):  Amax (Ig €) = 206 (0.48), 258 (0.27) nm.
(CH3;0H/NaOH): Amax (Ig €) = 206 (0.36), 259 (0.20) nm.
CD (CH3OH): Amax (A€) = 207 (+2.79), 216 (-2.63), 227 (+0.99), 242 (-3.05), 262
(-3.59) nm.

[«]) =-14.0° (c = 1.04, CHsOH).

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds): & = 3.55 (dd, J = 13.0, 6.0 Hz, 1H,

5'-Ha), 3.65 (dd, J = 13.0, 6.0 Hz, 1H, 5-Hy), 3.95 (dt, J = 6.0, 3.0 Hz,

1H, 4-H), 4.14 (dd, J = 5.0, 3.0 Hz, 1H, 3-H), 4.59 (dd, J = 6.0, 5.0 Hz, 1H, 2"-
H), 5.43-5.81 (br s, 3H, 2'-OH, 3'-OH, 4-OH), 5.87 (s, 1H, 1'-H), 7.26 (s, 2H, 6-
NH,), 8.12 (s, 1H, 2-H), 8.33 (s, 1H, 8-H).
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3C-NMR (125.7 MHz, DMSO-d¢): 5 = 61.6 (t, C-5'), 70.6 (d, C-3'), 73.4 (d, C-
2'), 85.5 (d, C-4°), 87.9 (d, C-1*), 119.3 (s, C-5), 139.8 (d, C-6), 149.0 (s, C-4),
152.3 (d, C-2), 156.0 (s, C-8).

Uridin (32)
CoH12N20g (244.20) 0
R+-Wert: 0.14 (CHCI3/CH30H 9:1)

0.49 (BuOH/Eisessig/H20 4:1:5).

Anfarbeverhalten: gelb-grin (Anisaldehyd) HO O o N
blau (Orcin) 1
weil (Ehrlichs Reagenz).

Smp.: 138°C OH OH

EI-MS: m/z (%) = 244 (10) [M]*, 133 (71), 113 (100).
HREI-MS: 244.0695 gefunden wie berechnet.
DCI-MS: m/z (%) = 506 (5) [2M+NH,]", 262 (100) [M+NH4]*, 245 (14) [M+H]".
IR (KBr): v = 3396, 1700, 1681, 1269, 1096, 1052 cm™.
UV (CH3OH): Amax (Ig €) = 206 (0.57), 261 (0.59) nm.

(CH3OH/HCI):  Amax (Ig €) = 205 (0.57), 261 (0.56) nm.

(CH30H/NaOH): Anax (Ig €) = 204 (0.91), 261 (0.48) nm.
CD (CH30H):  Anax (Ag) = 220 (-4.32), 238 (-4.46), 271 (+7.24) nm.
"H-NMR (300 MHz, DMSO-d¢): 5 = 3.55 (dd, J=13.0, 6.0 Hz, 1H, 5-H,), 3.65
(dd, J=13.0, 6.0 Hz, 1H, 5'-Hy), 3.82 (dt, J=6.0, 3.0 Hz, 1H, 4-H), 3.95 (dd,
J=6.0, 5.0 Hz, 1H, 2-H), 4.02 (dd, J = 5.0, 3.0 Hz, 1H, 3'-H), 5.00 — 5.30 (br s,
3H, 2--OH, 3-OH, 4-OH), 5.61 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 5-H), 5.79 (d, J = 6.0 Hz, 1H,
1*-H), 7.85 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 6-H), 11.20 (br s, 1H, 3-NH).
3C-NMR (75.5 MHz, DMSO-dg): 5 = 60.9 (t, C-5'), 69.9 (d, C-3'), 73.6 (d, C-2'),
84.8 (d, C-4'), 87.7 (d, C-1°), 101.8 (d, C-5), 140.7 (d, C-6), 150.8 (s, C-2), 163.2
(s, C-4).

Isoscleron (30)
C10H1003 (178.19)
R+Wert: 0.61 (CHCI3/CH3;0H 9:1)
0.92 (BuOH/Eisessig/H,0 4:1:5).
Anfarbeverhalten: braun (Anisaldehyd)
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blaugrau (Orcin)
hellgrau (Ehrlichs Reagenz).
Smp.: 74°C
DCI-MS: m/z (%) = 196 (20) [M+NH4]*, 179 (100) [M+H]".
IR (KBr): v = 3425, 2927, 1636, 1455, 1341, 1245, 1163, 808, 746 cm™.
UV (CH3OH): Amax (19 €) = 214 (1.38), 258 (0.72), 331 (0.30) nm.
(CH3OH/HCI):  Amax (Ig €) = 214 (1.56), 258 (0.68), 331 (0.28) nm.
(CH30OH/NaOH): Amax (Ig €) = 215 (1.17), 258 (0.67), 334 (0.28) nm.
CD (CH3OH):  Amax (Ag) = 210 (+21.92), 229 (-3.33), 259 (-9.68) nm.

[«]]) =+17.1° (c = 0.8, CH:OH).

[«]5 (Literatur®) = +19° (c = 0.34, CHCly).

"H-NMR (500 MHz, CDCls): 5 = 2.17 (m, 1H, 3-Ha), 2.33 (m, 1H, 3-Hy), 2.63 (m,
1H, 2-Ha.), 2.98 (m, 1H, 2-Hp), 4.89 (dd, J=5.9, 3.7 Hz, 1H, 4-H), 6.90 (dd,
J=8.3, 1.8 Hz, 1H, 7-H), 7.00 (dd, J = 7.4, 1.8 Hz, 1H, 5-H), 7.47 (dd, J = 8.3,
7.4 Hz, 1H, 6-H), 12.40 (s, 1H, 8-OH).

3C-NMR (125.7 MHz, CDCls): 5 =32.5 (t, C-3), 35.9 (t, C-2), 68.2 (d, C-4),
116.5 (s, C-8a), 117.7 (d, C-5), 118.8 (d, C-7), 137.9 (d, C-6), 148.5 (s, C-4a),
163.7 (s, C-8), 206.2 (s, C-1).

6. Metabolite aus MH13

a-Acetylorcinol (33)

CoH1003 (166.18) HO 1

R+Wert: 0.54 (CHCI3/CH3OH 9:1)

0.92 (BuOH/Eisessig/H20 4:1:5).

Anfarbeverhalten: dunkelbraun (Anisaldehyd) OH
blaugrau (Orcin)
lila (Ehrlichs Reagenz).

ESI-MS (positive lonen): m/z (%) = 355 (100) [2M+Na]", 189 (30) [M+Na]".

DCI-MS: m/z (%) =350 (34) [2M+NH,]*, 201 (12) [M+NH3+NH,]*, 184 (100)
[M+NH,4]".

IR (KBr): v = 3394, 1704, 1618, 1603, 1457, 1355, 1308, 1163 cm™".

UV (CH;0H): Amax (Ig €) =201 (1.70), 282 (0.17) nm.
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(CH30H/HCI):  Apax (Ig €) = 202 (1.96), 283 (0.15) nm.
(CH3OH/NaOH): Anax (Ig €) = 207 (1.55), 293 (0.19) nm.
"H-NMR (500 MHz, CD;0D): & = 2.16 (s, 3H, COCHs), 3.59 (s, 2H, 2-H,), 6.20
(m, 3H, 4-H, 6-H, 8-H).
3C-NMR (125.7 MHz, CD30D): & = 29.0 (q, COCHs), 51.7 (t, C-2), 102.3 (d, C-
6), 108.9 (d, C-4, C-8), 137.9 (s, C-3), 159.9 (s, C-5, C-7), 209.7 (s, C-1).

cis-4-Hydroxyscytalon (35)
C10H1005 (210.19) OH O

R+Wert: 0.40 (CHCI3/CH3OH 9:1)
0.91 (BuOH/Eisessig/H20 4:1:5). O
Anfarbeverhalten: dunkelbraun (Anisaldehyd) HO OH

blau (Orcin)
lila (Ehrlichs Reagenz).

OH

Smp.: 92°C

ESI-MS (negative lonen): m/z (%) = 419 (42) [2M-H], 209 (100) [M-H]".

IR (KBr): v = 3424, 1631, 1381, 1266, 1167 cm™".

UV (CH3;0H): Amax (Ig €) = 215 (1.32), 232 (0.74), 282 (0.99) nm.
(CH3OH/HCI):  Anax (Ig €) = 215 (1.25), 232 (0.72), 282 (1.00) nm.
(CH3OH/NaOH): Amax (Ig €) = 216 (1.02), 254 (0.43), 333 (1.95) nm.

CD (CH3;0H): Anax (Ag) =211 (+18.74), 233 (-4.99), 247 (-0.67), 279 (-10.81),

304 (+3.95) nm.

[«]3) =-11.0° (c = 1.00, CHsOH).

[0!]12)3 (Literatur®®) = -56° (¢ = 0.25, 95% C,HsOH).

"H-NMR (500 MHz, ds-Aceton): & = 2.83 (d, J = 5.0 Hz, 2H, 2-H,), 4.28 (m, 1H,
3-H), 4.76 (d, J=3.0Hz, 1H, 4-H), 6.19 (d, J=2.0 Hz, 1H, 7-H), 6.59 (d,
J=2.0Hz, 1H, 5-H), 12.64 (s, 2H, 6-OH, 8-OH).

3C-NMR (125.7 MHz, dg-Aceton): 5 = 41.9 (t, C-2), 68.6 (d, C-3), 69.2 (d, C-4),
100.5 (d, C-7), 106.8 (d, C-5), 108.2 (s, C-8a), 146.5 (s, C-4a), 164.2 (s, C-8/C-
6), 204.9 (s, C-1).
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Scytalon (36)

C10H1004 (194.19) OH O
Anfarbeverhalten: baun (Anisaldehyd) 3 \

helllila (Orcin)

helllila (Ehrlichs Reagenz). ~ HO OH

ESI-MS (negative lonen): m/z (%) = 193 (100) [M-H].
DCI-MS: m/z (%) =229 (13) [M+NH3+NH,]*, 212 (95) [M+NH4]*, 195 (100)

[M+H]".
IR (KBr): v = 3442, 2926, 2363, 1634, 1383 cm™.
UV (CH;OH): Amax (Ig €) = 215 (0.58), 282 (0.42), 317 (0.20) nm.

(CH3OH/HCI):  Anax (Ig €) = 215 (0.65), 282 (0.47), 316 (0.21) nm.

(CH30H/NaOH): Anax (Ig €) = 203 (1.01), 220 (0.56), 332 (0.80) nm.
'H-NMR (600 MHz, CDsOD): 5 = 2.58 (m, 1H, 2-H.), 2.84 (m, 2H, 4-Ha, 2-Hy),
3.08 (m, 1H, 4-Hy), 4.24 (m, 1H, 3-H), 6.10 (d, J=2.0 Hz, 1H, 7-H), 6.22 (d,
J=2.0 Hz, 1H, 5-H).
3C-NMR (150.8 MHz, CDsOD): & =39.1 (t, C-4), 47.4 (t, C-2), 66.9 (d, C-3),
101.6 (d, C-7), 109.4 (d, C-5), 110.4 (s, C-8a), 146.0 (s, C-4a), 166.6 (s, C-8),
166.7 (s, C-6), 202.5 (s, C-1).

6-Hydroxyisoscleron (37)

OH O
C10H1004 (194.19) . 1
Anfarbeverhalten: baun (Anisaldehyd)
helllila (Orcin)
HO
helllila (Ehrlichs Reagenz).
OH

ESI-MS (negative lonen): m/z (%) = 193 (100) [M-H].

DCI-MS: m/z (%) =229 (13) [M+NH3+NH,]*, 212 (95) [M+NH4]*, 195 (100)
[M+H]".

IR (KBr): siehe Scytalon (36).

UV (CH3OH): siehe Scytalon (36).

"H-NMR (600 MHz, CD;0D): & =2.02 (m, 1H, 3-H,), 2.23 (m, 1H, 3-Hy), 2.60

(m, 1H, 2-H,), 2.76 (m, 1H, 2-Hy), 4.72 (dd, J = 8.5, 4.0 Hz, 1H, 4-H), 6.16 (d,

J=2.0Hz, 1H, 7-H), 6.55 (d, J = 2.0 Hz, 1H, 5-H).



Experimenteller Teil 93

3C-NMR (150.8 MHz, CD30OD): & = 32.7 (t, C-3), 35.7 (t, C-2), 68.5 (d, C-4),
102.5 (d, C-7), 107.4 (d, C-5), 110.4 (s, C-8a), 151.3 (s, C-4a), 166.8 (s, C-8),
166.9 (s, C-6), 203.7 (s, C-1).

Indolessigsaure (34)

C10HgNO; (175.19)

Re-Wert: 0.40 (CHCIy/CH;OH 9:1) 3a A_-OH

0.93 (BuOH/Eisessig/H20 4:1:5). | O

Anfarbeverhalten: rosa (Anisaldehyd) H

blau (Orcin)
blau (Ehrlichs Reagenz).

ESI-MS (negative lonen): m/z (%) = 174 (100) [M-H]".

IR (KBr): v = 3411, 2928, 1707, 1620, 1458, 744 cm™.

UV (CH;0H): Amax (Ig €) = 219 (3.39), 281 (0.72), 289 (0.63) nm.
(CH3OH/HCI):  Amax (Ig €) = 219 (3.65), 279 (0.75), 289 )0.64) nm.
(CH30OH/NaOH): Amax (Ig €) = 222 (3.29), 281 (0.69), 290 (0.61) nm.

'"H-NMR (500 MHz, CD;0D): & =3.70 (s, 2H, 8-H,), 7.00 (ddd, J=7.5, 7.0,

1.0 Hz, 1H, 5-H/6-H*), 7.08 (ddd, J=7.5, 7.0, 1.0 Hz, 1H, 5-H/6-H*), 7.19 (s,

1H, 2-H), 7.32 (d, J=7.5 Hz, 1H, 7-H), 7.54 (d, J = 7.5 Hz, 1H, 4-H).

3C-NMR (125.7 MHz, CD;0D): & = 32.0 (t, C-8), 109.0 (s, C-3), 112.2 (d, C-7),

119.4 (d, C-4/C-5%), 119.8 (d, C-4/C-5%), 122.4 (d, C-6), 124.6 (d, C-2), 128.7 (s,

C-3a), 138.0 (s, C-7a), 176.6 (s, C-9).

*: (xly) Zuordnung nicht mdglich

7. Metabolite aus MH11

Cholsaure (38)
C24H4005 (408.58)
R+Wert: 0.19 (CHCI3/CH3OH 9:1)
0.89 (BuOH/Eisessig/H,0 4:1:5).
Anfarbeverhalten: ocker (Anisaldehyd)
dunkelgelb (Orcin)
schwach weil3 (Ehrlich).

Smp.: 71°C
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ESI-MS (positive lonen): m/z (%) = 862 (82) [2M-H+2Na]", 840 (53) [2M+Na]",
432 (7) [M+Na]".
(negative lonen): m/z (%) = 408 (100) [M-H].
IR (KBr): v = 3422, 2934, 2858, 2363, 1703, 1382, 1077, 1041 cm™.
CD (CH30H): Amax (Ag) = 209 (-8.25), 219 (-9.30), 241 (+0.68), 261 (-1.60), 297
(-2.75), 316 (-2.87), 344 (+1.36) nm.

[«]]) = +19.0° (c = 1.01, CH;0H).

[a]lz)S(LiteraturGQ) =+27.5 (¢ = 0.75, CH3OH).

'"H-NMR (500 MHz, CD30D): § =0.72 (s, 3H, 18-CH3), 0.92 (s, 3H, 19-CHs),
0.99 (m, 1H, 1-Ha), 1.02 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 21-CHs), 1.12 (m, 1H, 15-H,), 1.32
(m, 1H, 16-Ha), 1.35 (m, 1H, 22-H,), 1.38 (m, 1H, 5-H), 1.43 (m, 1H, 20-H), 1.45
(m, 1H, 2-H,), 1.53 (m, 1H, 6-Ha), 1.55 (m, 1H, 8-H), 1.58 (m, 2H, 11-H2), 1.59
(m, 1H, 2-Hy), 1.66 (m, 1H, 4-H,), 1.76 (m, 1H, 15-Hp), 1.79 (m, 1H, 22-H,),
1.81 (m, 1H, 1-Hy), 1.86 (m, 1H, 17-H), 1.90 (m, 1H, 16-Hy), 1.95 (m, 1H, 6-Hy),
2.00 (m, 1H, 14-H), 2.21 (m, 1H, 23-H,), 2.25 (m, 1H, 9-H), 2.25 (m, 1H, 4-Hy),
2.37 (m, 1H, 23-Hp), 3.37 (m, 1H, 3-H), 3.80 (m, 1H, 7-H), 3.79 (m, 1H, 12-H).
3C-NMR (125.7 MHz, CD30D): 5 = 13.0 (q, C-18), 17.6 (q, C-21), 23.2 (q, C-
19), 24.2 (t, C-15), 27.9 (d, C-9), 28.7 (t, C-1), 29.6 (t, C-11), 31.2 (t, C-2), 32.4
(s, C-13), 32.5 (C-23), 35.8 (s, C-10), 35.9 (t, C-6), 36.5 (t, C-22), 36.8 (d, C-
20), 40.5 (t, C-4), 41.0 (d, C-8), 43.0 (d, C-14), 43.2 (d, C-5), 47.5 (t, C-16), 48.1
(d, C-17), 69.1 (d, C-7), 72.9 (d, C-3), 74.0 (d, C-12), 178.8 (s, C-24).

3C-NMR (125.7 MHz, Pyridin-ds): § = 12.7 (q, C-18), 17.3 (g, C-21), 22.9 (q,
C-19), 23.4 (t, C-15), 27.1 (d, C-9), 27.8 (t, C-1), 29.4 (t, C-11), 31.4 (t, C-2),
31.7 (s, C-13), 31.9 (t, C-23), 35.0 (s, C-10), 35.5 (t, C-6), 35.7 (t, C-22), 35.9
(d, C-20), 40.4 (t, C-4), 40.7 (d, C-8), 42.2 (d, C-14), 42.4 (d, C-5), 46.6 (t, C-
16), 47.0 (d, C-17), 67.4 (d, C-7), 71.6 (d, C-3), 72.1 (d, C-12), 176.5 (s, C-24).
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8. Metabolite aus A4

O-Galactosylisomaltol (39)
C12H4160s (288.25)
R+Wert: 0.15 (CHCI3/CH3OH 9:1)
0.46 (BuOH/Eisessig/H20 4:1:5).
Anfarbeverhalten: gelb (Anisaldehyd)

schwach beige (Orcin) O
schwach blau (Ehrlichs Reagenz).
Smp.: 76 °C
ESI-MS (positive lonen): m/z (%) = 599 (92) [2M+Na]", 311 (100) [M+Na]".
(negative lonen): m/z (%) = 547 (28) [2M-H]’, 287 (19) [M-H]".
IR (KBr): v = 3426, 2932, 1652, 1588, 1456, 1274, 1104, 1021 cm™.
UV (CH;0H): Amax (Ig €) =200 (0.11), 276 (0.48) nm.
(CH30OH/HCI):  Anax (Ig €) =201 (0.31), 276 (0.56) nm.
(CH3;0H/NaOH): Amax (Ig €) = 204 (0.45), 276 (0.53) nm.
CD (CH30H): Aqax (Ag) =204 (+16.05), 232 (+9.17), 276 (-4.29), 299 (+8.02),
317 (+8.42), 334 (+9.35) nm.

[«]) = +59.0 (c = 0.99, CHsOH).

"H-NMR (500 MHz, CD;0D): & = 2.48 (s, 3H, 7-Hs), 3.42 (dd, J = 10.0, 9.0 Hz,
1H, 4-H), 3.57 (m, 1H, 5-H), 3.60 (dd, J=10.0, 3.5 Hz, 1H, 2'-H), 3.68 (dd,
J=12.0, 5.0 Hz, 1H, 6“Ha), 3.74 (dd, J=12.0, 2.0 Hz, 1H, 6'-Hy), 3.83 (dd,
J=9.0,9.0 Hz, 1H, 3-H), 5.56 (d, J = 3.5 Hz, 1H, 1--H), 6.76 (d, J = 2.0 Hz, 1H,
4-H), 7.65 (d, J = 2.0 Hz, 1H, 5-H).

3C-NMR (125.7 MHz, CD;0D): & = 27.4 (q, C-7), 62.2 (t, C-6'), 71.2 (d, C-4"),
72.9 (d, C-2'), 74.8 (d, C-3'), 75.5 (d, C-5%), 101.4 (d, C-1°), 105.9 (t, C-4), 139.3
(s, C-3), 148.6 (t, C-5), 154.4 (s, C-2), 187.5 (s, C-6).
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IV Screening der Tiefseemuscheln

1. Metabolite aus Acharax sp.

Cholesterin (40)

Ca27H460 (286.66)

R+Wert: 0.78 (CHCI3/CH3OH 9:1).
Anfarbeverhalten: gelb (Anisaldehyd).
Smp.: 147 °C

EI-MS: m/z (%) = 386 (100) [M]", 368 (22), 301 (19), 275 (26).

HO

2. Metabolite aus Calyptogena sp.

Schwefel (41)

Ss (256.48)

R+Wert: 0.95 (CHCI3/CH3OH 9:1)

Anfarbeverhalten: weil} (Anisaldehyd)

EI-MS: m/z (%) = 256 (100) [Ss]", 192 (19) [Se]", 160 (38) [Ss]", 128 (42) [S4]",
96 (17) [Sa]", 64 (57) [S2]".

DCI-MS: m/z (%) = 256 (100) [Sg]*, 224 (18) [S7]", 192 (58) [Se]", 160 (41) [Ss]".
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