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Einleitung 1

A. Theoretischer Teill

1. Allgemeine Einfihrung

1.1 Einleitung

Wir befinden uns am Beginn eines neuen Jahrtausends, in dem ein Wandel der
Wissenschaft stattfindet, der besonders durch die Informationstechnologie stark

gefordert wird.

Die Verfugbarkeit von Informationen aus verschiedenen klassischen Wissen-
schaftsgebieten wie der organischen Synthese, Biochemie, Molekularbiologie,
Genetik und der Verfahrenstechnik unter Verwendung von Bakterien, Pilzen, Zell-
und Gewebekulturen ergibt neue aufstrebende Wissenschaftsfelder wie die Bio-
technologie.

Das breite Spektrum der Anwendungsmdglichkeiten und das wirtschaftliche Po-
tential der Biotechnologie reicht von der Medizin und der Pharmazie Uber die
Chemie und den Pflanzenschutz bis hin zum Umweltschutz und der Gewinnung

neuer Energietrager aus nachwachsenden Rohstoffen.

Enzyme werden beispielsweise immer 6fter in chemischen Prozessen eingesetzt.
Ihre hohe Chemo-, Regio- und Stereoselektivitat bei milden Reaktionsbedingun-
gen in Kombination mit einer stetig steigenden kommerziellen Verfugbarkeit zu
akzeptablen Preisen macht diese Biokatalysatoren zu einer attraktiven Alternative
zu chemischen Katalysatoren und kann desweiteren zur Herstellung neuer Sub-

stanzen dienen,

In der Pflanzenbiotechnologie werden heute schon Nutzpflanzen hergestellt, wel-
che eine Resistenz gegen Pilze oder Insekten aufweisen. Die dadurch verbesser-

ten Ertrage und Einsparungen bei Pflanzenschutzmitteln sind enorm.
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Der am schnellsten wachsende Teil der Biotechnologie ist der Medizin/Pharma-
bereich. Hier bieten die Molekularbiologie und Genetik die Moglichkeit durch
Verédnderung der Gene von Bakterien, Pilzen und Pflanzen neue Substanzen her-
zustellen, welche besonders fur die Pharmaindustrie von Interesse sind. Man
bezeichnet dieses Prinzip als kombinatorische Biosynthese. Sie grindet sich auf
der Neukombination der Biosynthesegene und fuhrt zu vollig neuen ,unnattrli-

chen“ Naturstoffen.

Eine Studie des National Cancer Institute (NCI) belegt die Bedeutung von Natur-
stoffen fir die Arzneimittelentwicklung, wobei ganze Therapiebereiche ohne die
Anregung aus der Naturstoffforschung véllig brach liegen wiirden'?.

Ein erfolgversprechendes Beispiel fur die Suche nach Wirkstoffen ist das Zytosta-
tikum Taxol (1) aus der Rinde einer pazifischen Eibenart (taxus brevifolia). Diese
Entdeckung von (1) hat die Wirkstoffsuche in Pflanzen immer starker in den Vor-
dergrund gertckt. Im Pflanzenbereich &3t dabei vor allem die grof3e Artenvielfalt
des Meeres, insbesondere die der Algen auf ein gro3es, noch weitgehend unaus-

geschopftes Potential fir neue Wirkstoffe bzw. Leitstrukturen hoffen®l.

Abb. 1: Taxol (1)

Taxol (

=

)
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Der klinische Bedarf an Taxol (1) wird mittlerweile durch Semisynthese ausge-
hend von einer Taxol-Vorstufe abgedeckt, die man aus Nadeln einer européi-
schen Eibenart erhalt. Mittlerweile konnte Taxol (1) auch durch Totalsynthesen
hergestellt werden, doch diese sind im Vergleich zu den Partialsynthesen oder

auch zu der Isolierung aus natiirlichen Quellen aufwendiger und teurer®®l,

Am Anfang der Untersuchung eines Naturstoffes steht fast immer die Frage nach
dessen chemischer Struktur und der Biogenese, d.h. die Suche nach den
Grundbausteinen, aus denen der Naturstoff aufgebaut ist. Sie ist die
Voraussetzung fur eine weitergehende Erforschung der beim Aufbau ablaufenden
Biosynthesemechanismen und der an den Reaktionen beteiligten Enzymen.

Die Untersuchung sowohl der Biogenese als auch der Biosynthese findet zumeist
anhand von Einbauexperimenten mit hypothetischen Vorlaufern der Naturstoffe
statt, die entweder mit radioaktiven (beispielsweise *C, 3P oder *H) oder stabilen
(z.B. 3C, *®0 ,*>N oder ?H) Isotopen angereichert sind.

Beide Markierungsmethoden haben ihre Vor- und Nachteile. Wahrend die Markie-
rungen mit stabilen Isotopen eine ungefahrliche Handhabung erlaubt, wird die
Verwendung radioaktiver Isotope durch die hierbei notwendigen Sicherheitsvor-
kehrungen erschwert. Die Markierung mit radioaktiven Isotopen besitzt den Vor-
teil, daf? aufgrund der hohen Nachweisempfindlichkeit der Strahlung auch noch
bei sehr geringen Substanzmengen bzw. Einbauraten eine Detektion mdglich ist.
Um Informationen tber den Einbauort zu erhalten, sind aber oftmals Abbaureak-
tionen notwendig, die sich insbesondere bei geringen Substanzmengen als
schwierig erweisen.

Die bei den stabilen Isotopen vorteilhafte Detektion mit Hilfe der NMR-Spektro-
skopie erfordert bedingt durch die zum Teil schlechten Einbauraten und die
relative Unempfindlichkeit dieser Messmethode die Verwendung grof3erer Men-
gen an Vorlaufern.

Wird eine isotopenmarkierte Verbindung nicht in den zu untersuchenden Natur-
stoff eingebaut, muld Uberpruft werden, ob sie die Zellwand Gberhaupt passieren
und an den Stoffwechselvorgéngen teilnehmen kann. Ist dies nicht der Fall, mus-
sen bei einer Futterung die Zellwdnde durch chemische oder mechanische

Einflisse passierbar gemacht werden. Es kann sogar die Entwicklung eines zell-
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freien Systems notwendig werden. Um Fragen bezlglich des Reaktionsmechanis-
musses von Enzymen zu klaren, kdnnen Synthesen von direkten Vorlaufersub-

stanzen durchgefuhrt oder Enzymreaktionen imitiert werden.
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1.2 Aufgabenstellung

Die Arbeit zu dem Thema ,Polyketide” gliedert sich in zwei Abschnitte.

1. Abschnitt

Im ersten Kapitel sollen die noch nicht geklarten Cyclisierungsvorgange bei Typ-
2-Polyketidsynthase (PKS) mit Hilfe von Modellsynthesen n&her untersucht
werden. Es ist bekannt, dal3 die erste Cyclisierung durch die ,minimale PKS* ka-
talysiert wird. Der Mechanismus der darauffolgenden Ringschlisse konnte bis
heute noch nicht vollstandig geklart werden.

Man unterscheidet zwischen zwei Formen der Cyclisierung: Inter- und Intra-Ket-
tenreaktion.

Bei der Inter-Kettenreaktion finden durch Aldolkondensationen Ringschliisse zwi-

schen den Ketten statt,

Inter-Kettenreaktionen

HO o)
? HO HO CHg
CH3 COOR
N F
OR OH

DMAC (2)

wahrend die Intra-Kettenreaktion innerhalb der Seitenkette durch z.B. Lactonisie-

rung zustande kommt.

Intra-Kettenreaktionen

Ho/xo

OR
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Bei der Inter-Kettenreaktion geht man von einer enzymgesteuerten Reaktion aus.
Der Grund daflr ist die zumeist beobachtete hohe Regiospezifitat.

Dagegen wird von Intra-Kettenreaktionen angenommen, daf} sie spontan ablau-
fen, da sie zumeist dann auftreten, wenn keine fur Cyclisierungen verantwortliche

Gene im Produzenten vorhanden sind.

Im Rahmen einer Zusammenarbeit mit der spanischen Arbeitsgruppe von Profes-
sor E. Malpartida sollen im 2. Kapitel die Produkte eines im Target-Screening

gegen Pilze auffallig geworden Bakterienstammes Streptomyces sp. 106 isoliert,
charakterisiert und ihre Struktur aufgeklart werden.

Hierzu wurden uns die Zellkulturen Ubergeben, aus denen die auffallig geworde-
nen Substanzen isoliert werden sollten.

Meine Aufgabe bestand nun in der Isolation der Naturstoffe und deren Struktur-

aufklarung.

2. Abschnitt

Die Mimose Leucaena leucocephala ist eine vielseitig verwendbare Pflanzenart,
die in den unterschiedlichsten Bereichen ihre Anwendungen findet, wie z.B. in der
Masttierhaltung.

Eine auffallige Eigenschaft dieser Pflanze ist die Produktion der zytostatisch wir-
kenden Aminosaure L-Mimosin (40), wobei insbesondere der Biosyntheseweg
interessant ist. Dieser sollte durch weitere Untersuchungen mittels Fitterungs-
experimenten genauer erforscht werden, um so auf Mdoglichkeiten der
Beeinflussung schliessen zu kénnen. Dabei soll zum einen die Produktion von
Mimosin (40) gestoppt werden, um so der Pflanze eine bessere Vertraglichkeit als
Futtermittel zu geben. Zum anderen wére es maoglich, die Biosynthese dahinge-
hend zu verandern, daf® Derivate von zytostatischem Mimosin (40) fur medizini-

sche Zwecke gebildet werden .
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2. Polyketide

2.1 EinfUihrung

Die Gruppe der Polyketide gehért zu der grofdten und wichtigsten Verbindungs-
klasse innerhalb der Naturstoffe. Beeindruckend ist der Biosyntheseweg, der
durch Polymerisation von Essig-, Malon- oder Propansdure zu Naturstoffen von
hoher struktureller Komplexitat und pharmazeutischer Wirksamkeit fuhrt. Der Be-
griff Polyketide bei Naturstoffen lafdt somit auf Verbindungen schlie3en, deren
GrundgerUst aus mehreren Keto- bzw. Hydroxygruppen, getrennt durch Methy-
lengruppen, besteht. Eine Vielzahl von Organismen wie z.B. Pflanzen, Pilze oder
Bakterien sind in der Lage diese Art von Substanzen zu bilden. Die dabei isolier-
ten Substanzen weisen eine therapeutische Vielseitigkeit auf, wobei das
Spektrum von Antibiotika (z.B. Erythromycin), Antikrebsmitteln (z.B. Lovastatin),
Immunosuppressiva (z.B. Rapamycin) bis zu Fungiziden (z.B. Amphothericin B)
reicht. Die Entwicklung zu dem heute anerkannten Biosyntheseweg begann um
die Jahrhundertwende mit den Theorien von Collie!”? und wurde in den vierziger
Jahren von Robinson' weiterentwickelt. Aber erst der im Jahr 1953 von Birch und
Donovan® formulierte Biosyntheseweg filhrte zu einer breiten Akzeptanz. Dem-
nach verlauft der Biosyntheseweg der Polyketide und der Fettsduren nach einem
ahnlichen Schema ab, bei dem durch mehrfach nacheinander stattfindende Clai-
senkondensationen von CoA-Thioestern Polyketidgeriste bzw. die Fettsaure
aufgebaut werden. Als Startereinheit fungiert bei der Biosynthese haufig Essig-
saure (als Acetyl-CoA), wahrend Malonyl-CoA den Baustein fir die Ketten-
verlangerung darstellt. Auch Propionat (Cs-Einheit) oder Butyrat (Cs-Einheit) bzw.
Methyl- oder Ethylmalonat konnen als Starter fur die Kettenverlangerung
verwendet werden, wodurch Kettenverzweigungen entstehen.

Der Unterschied zur Fettsaurebiosynthese™ liegt bei den Polyketiden in einem
nicht vollstandig durchlaufenen Reaktionszyklus, welcher verantwortlich fir die
Ausbildung von Keto- oder Hydroxygruppen, Doppelbindungen oder Methylen-
gruppen und die variable Gestaltung der Stereochemie entstehender Chiralitats-

zentren istt,
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Ebenso wie bei den Fettsauren unterscheidet man die Polyketidsynthasen (PKS)
in zwei Typen: Typ-1-PKS katalysieren die Biosynthese von Polyethern und Ma-
kroliden (siehe Kap. 3), wahrend Typ-2-PKS die Synthese von polyzyklischen
aromatischen Verbindungen wie z.B. Angucyclinen, Anthracyclinen oder Tetracy-
clinen katalysieren™?,

Dabei bestehen Typ-1-PKS aus grol3en, modular aufgebauten Multienzymkom-
plexen (siehe Abb. 2). Die in diesem Komplex enthaltenen Enzymmodule
bestimmen zum einen den Aufbau der Kette durch Acyltransferase und (-Keto-
synthase und je nach Genprogramm die jeweiligen Enzyme wie Keto-Reduktase
(KR), Dehydratase (DH) und Enoyl-Reduktase (ER).

Abb. 2: Beispiel fur Typ-1-PKS

Enzymmodule

P e S

N s,
—> ——> ——> —>
HO SCoA
CHg

CH, Erythronolid B

Typ-2-PKS bestehen dagegen aus nur einem einzelnen Satz monofunktionalen
oder sogar bifunktionalen Enzyme (siehe Abb. 3). Zunachst wird die gesamte
Polyketidkette durch aufeinanderfolgende Claisenkondensationen aufgebaut bis
die gewlnschte Kettenlange erreicht ist. Durch die starke CH-Aciditat der ent-
standenen Methylengruppen werden so nach geeigneter Faltung des Vorlaufers
intramolekulare Aldolkondensationen ermdglicht, die schlielich zu den stabilem
aromatischen Sechsringen fuhren. Daneben gibt es aber auch Ringschlisse (z.B.
Hemiketalbildung oder Lactonisierung), bei denen man vermutet, dal} sie unkata-
lysiert zum thermodynamisch stabilen Produkt fihren. Nachdem das Grundgerust
aufgebaut worden ist, folgen die post PKS Modifikationen, wie z.B. Oxidationen,
Reduktionen, Alkylierungen und Glykosylierungen.
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Abb. 3: Beispiel fur Typ-2-PKS

| OH

. . o CH o)
mono- oder bifunktionale Enzyme 8
O‘O OH
OH
o]

(0] (0]
M —> ——> ——> —>
HyC SCoA

Die fur den Aufbau des Grundgerists zustandigen Gene sind heute grof3tenteils
charakterisiert und sollen deshalb hier nur kurz aufgefuhrt und erklart werden.
Man bezeichnet diesen Teil der Gene als ,minimale PKS®. Sie enthalt eine (3-
Keto-Synthase (KS), mit deren Hilfe die Claisenkondensation stattfindet, eine
damit gekoppelten Acyltransferase (AT), die die Startereinheit zur Ketosynthase
transportiert, einem Kettenlangenfaktor, der die Kettenlange bestimmt und einem
Acylcarrierprotein (ACP), an das die Polyketidkette gebunden ist. (Siehe Abb. 4)

Unter die post-PKS-Gene fallen Ketoreduktasen (KR), die eine Carbonylgruppe
zur Hydroxygruppe reduzieren. Die Aromatasen (ARO) und Cyclasen (CYC) sind
verantwortlich fur die spezifischen Ringformationen, die gréf3enteils dem Reakti-

onstyp einer intramolekularen Aldolkondensation gleichen*.
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Abb. 4: Minimale Polyketidsynthase

COOH
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2.2 Kombinatorische Biosynthese

Mutationen und systematischer Austausch von Typ-2-PKS und auch Typ-1-PKS
Genen sind die Grundsteine, die uns in heutiger Zeit einen Einblick in die Funktio-
nen und Wirkungsweisen von Genen geben und ausschlaggebend fur den neuen
Wissenschaftszweig der kombinatorischen Biosynthese sind.

Hierbei kann durch Rekombination einzelner Gene eine Vielzahl von sogenannten
~unnaturlichen Naturstoffen gebildet werden, die durch organische Synthesen
nicht so einfach zuganglich waren. Diese gentechnisch hervorgebrachte Evolution
kann durch die im Schema (siehe Abb. 5) dargestellten Prozesse erreicht
werden.

Desweiteren wird durch diese Vielzahl von Produkten die Suche nach neuen
Wirkstoffen fur die Medizin erleichtert.

Abb. 5: Wichtige gentechnische Prozesse

OO DDOO

Mutation Duplikation

OO DD O DD DI [ ODOPDDOT

Rekombination

OPPDOIRG OOHDIDDOD
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Dies alles ware aber nicht moglich ohne die Entwicklung von aktiven zellfreien
Enzymsystemen, kinetischen Studien, Strukturaufklarungen, Katalysemechanis-
men und durch die Sequenzierung der einzelnen Genabschnitte.

Die hier beschriebenen Erkenntnisse beruhen zu einem grof3en Teil auf den Ar-

beiten von D.A. Hopwood, B. Shen, C. Khosla und R. Hutchinson**®!.

Als Grundlage ihrer Arbeiten diente der Bakterienstamm Streptomyces coelicolor,
der das antibiotische Oktaketid Actinorhodin produziert. Aus dem Wildstamm
konnte durch das Entfernen der Actinorhodin-Biosynthesegene der Stamm
Streptomyces coelicolor CH999 gebildet werden, der als Genakzeptor fungieren
konnte. Die Biosynthesegenkassetten konnten in die Plasmide eingefugt werden,
welche als Gendonoren fungierten. Somit war mit dem Stamm S. coelicolor
CH999 ein flexibles Wirts/Vektor-System geboren, mit dem man durch gezielten
Einbau von Biosynthesegenen Hybridnaturstoffe produzieren konnte.

Es konnte folgendes Schema (siehe Abb. 6) fur die Arbeiten mit Actinorhodin-

Biosynthesegenen aufgestellt werden™?.
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Abb. 6: SEK-Biosynthese
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Bei genauerer Betrachtung der Produkte, kann man erkennen das SEK 4 (4) und

SEK 34 (3) exakt dasselbe Cyclisierungsmuster aufweisen, wéhrend beim

Mutactin (5) der zweite Ringschluss nicht durch eine Hemiketalbildung, sondern

durch eine Aldolkondensation zwischen der Methylen- und der Carbonylgruppe

zustande kommt. Vermutlich ist durch die nicht erfolgte Aromatisierung des ersten

Ringes der Enolcharakter der an Position 11 liegenden Carbonylgruppe nicht

ausgepragt genug, um zu einer Hemiketalisierung zu fihren. Das Interessante ist,
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dal3 die act ,min“ PKS in Anwesenheit einer Ketoreduktase ausschlief3lich die
Synthese von Mutactin (5) katalysiert, und dabei keine Nebenprodukte gefunden
werden konnen. Die Aldolkondensation zwischen der Methylengruppe (Pos. 6)
und der Ketogruppe (Pos.15), die zum Aufbau des zweiten Rings fuhrt, [auft voll-
kommen selektiv ab, obwohl keine Enzyme daran beteiligt sein sollen. Eigentlich
ware auch eine Aldolkondensation zwischen den Positionen 4 und 13 moglich wie
ebenfalls eine Cyclisierung die zum DMAC (2) fihren kdnnte. Das dennoch aus-
schliel3lich Mutactin (5) zu finden ist 1a3t einerseits die Moglichkeit einer Cyclase
zu, welche bis dato noch nicht charakterisiert worden ist oder es verweist ande-
rerseits auf eine vorhergehende Lactonisierung, die zu dem Pyronring fihren
konnte und somit nur noch die 6/15 Cyclisierung zulassen wirde. Insgesamt be-
obachtet man drei verschiedene spontane Cyclisierungen: die Hemiketalbildung,
die 4-Pyronbildung und die 6/15-Aldolkondensation. Aufgrund dieser Aspekte las-
sen sich den Reaktionen Priorititen zuordnen, wobei offenbar Intra-
Cyclisierungen eine hohere Bildungstendenz als die Inter-Cyclisierungen aufwei-
sen.

Ein noch nicht genannter Aspekt betrifft die Regioselektivitat des ersten Ring-
schlusses.

Alle Hybridnaturstoffe in dem oben gezeigten Schema weisen am ersten Ring
eine Cyclisierung zwischen der 7-Carbonyl- und 12-Methylengruppe auf, die
durch Aldoladdition zustande kommt. Da diese Cyclisierung bereits bei SEK 4 (4)
auftritt, wurde angenommen, daf3 die ,min PKS* nicht nur die Synthese des offen-
kettigen Polyketids katalysiert, sondern auch die regioselektive erste Cyclisierung.
Im Widerspruch dazu steht jedoch das Auffinden von SEK 4b (8) (siehe Abb. 7),
dessen Synthese ebenfalls nur durch die act ,min“ PKS katalysiert wird. Es han-
delt sich dabei aber nicht wie beim SEK 34b (6) um das dehydratisierte Produkt,
sondern um ein Produkt, das durch die zur 7/12-Aldolkondensation konkurrie-
rende 10/15-Aldolkondnesation als einleitende Cyclisierung gebildet wird. Die
nachfolgenden Ringschlisse kommen wie beim SEK 4 (4) durch Lactonisierung
zwischen der C-1- und C-5 Position und einer Hemiketalbildung, mit der durch
vorherige Aromatisierung entstandenen Hydroxygruppe an Position 11, zustande.
Fur die Bildung des stabilen sechsgliedrigen Heterocyclus steht hier nicht die 15-
Carbonyl-, sondern einzig die 7-Carbonylgruppe zur Verfugung.
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Abb. 7: Darstellung der Strukturen SEK4 (4) und SEK4b (8)

H
CH; O T 3
| || 15/OH
15 O/
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11
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11 7—OH i, o)
HO \ \O/ | |
/7
_5\ HO ﬁ
O0—= (@] 5
_1/ C?
/ 1
OH O/ / \OH
SEK 4b (8) SEK 4 (4)

Es wird nun vermutet, daf® durch zeitliche Kontrolle des Kettenabltsevorgangs
das zuerst synthetisierte Methylende des offenkettigen Polyketids auch zuerst von
dem Enzym gel6st wird und dabei bereits eine spontane Cyclisierung zwischen
den Positionen C-15 und C-10 stattfindet. Das Carboxylende ist in diesem Fall

dann noch an das Enzym gebunden!*®,

Wie wichtig die Erforschung von Cyclisierungsreaktionen ist, zeigt sich bei der
Bildung langerer Polyketidketten, wie den Dodecaketiden.

Die whiE (Sporenpigment) minimale PKS ist in der Lage eine Vielzahl von unter-
schiedlichen Polyketiden zu produzieren. Die Polyketide unterscheiden sich in der
Kettenlange und in der Cyclisierungsart™”.

Man konnte bei den isolierten Dodecaketiden vier verschiedene Cyclisierungsar-
ten des ersten Ringes beobachten, die ohne eine Cyclase d.h. spontan verlaufen.
Diese regiospezifischen Cyclisierungen erfolgen zwischen C7/C12, C8/C13,
C10/C15 und C13/C15. Es konnte aber kein Produkt mit einer normalerweise
auftretenden C9/C14 Cyclisierung gefunden werden. Dieser Ringschluss wird
durch eine Cyclase katalysiert.

Die verstarkt auftretende C7/C12 Cyclisierung des ersten Ringschlusses bei SEK
4 (4), und TW93a-e (siehe Abb. 8) a3t die Vermutung zu, dal} die Regiospezifitat
dieser Cyclisierung vor anderen Ringschlusskombinationen favorisiert wird. Diese
Cyclisierungsart findet vermutlich mittels indirekter Kontrolle der minimalen PKS
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statt, indem durch Verknupfung der Carboxylgruppe mit dem ACP (Acylcarrier-
protein) die strukturelle Moblitat der linearen Polyketidkette eingeschrankt wird.
Durch den dabei energetisch giinstigsten Ubergangszustand kommt es zu einer
spontanen Aldolkondensation zwischen C7/C12.

Alle Produkte weisen den 4-Hydroxy-2-pyronring auf, welcher bei den ,unnatirli-
chen® Polyketiden oft zu finden ist. Der energetische Zustand mul3 fur diese Art
von Ringschluss sehr ginstig sein, wahrend man Hemiketalverkntpfungen wie in
SEK4 (4), SEK4b (8) oder SEK34 (3) in keinem dieser Produkte finden kann. Ob-
wohl die Bildung von Hemiketalen in einigen dieser Verbindungen sehr leicht
maoglich wére.

Zu einer in der Natur uniiblichen Cyclisierung kommt es bei der Bildung von dem
Produkt TW93h (10), woraus ein Dioxoadamantanring resultiert.

Abb. 8: Isolierte Dodecaketide von whiE minimal PKS
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2.3 Polyketidsynthesen

Das Interesse an der Synthese von Polyketidketten stammt aus der Zeit, als die
Theorie der Biosynthese gerade in der Entwicklung war. Anfang des 20. Jahrhun-
derts war man auf die Eigenschaften von Keten-diethylacetalen aufmerksam
geworden, welche unter bestimmten Umstanden zur Polymerisation neigen und

somit Polyketidketten ergeben. In einer Veréffentlichung von P.R. Johnson!*®

konnte gezeigt werden, das mit Cadmium als Katalysator und Keten-diethylacetal
eine Kettenverlangerung auf der Basis ,head to tail* wie in der Biosynthese zu-
stande kommt. Das allgemeine Problem, dafld bei dieser Art der Synthese
auftaucht, ist die Kontrolle Uber die Kettenverlangerung. Ansonsten ware das Sy-
stem ideal zum Aufbau und Beobachtung von Polyketidketten geeignet. Neuere
Arbeiten haben gezeigt, dal? es in der Polymerchemie mdglich ist, typische Poly-
ketidprodukte wie Trihydroxynaphthalene oder Tetrahydroxyanthracene in den

Gemischen zu finden*® 2%,

Ein anderer Reaktionstyp, der zum synthetischen Aufbau von Polyketidketten
dient, ist die Claisenkondensation. Eine Vielzahl von (-Tetra- und [-
Pentacarbonyl Verbindungen wurden durch schrittweise Acetylierung des nachst
kleineren Molekiils synthetisiert®”. Schlechte Ausbeuten und Trennungsprobleme
fihrten aber dann zur Verwendung von B-Keto-Estern wie Methylacetoacetat'??,
wodurch langere Ketten im Zuge einer Reaktion erhalten werden konnten. An
diesen offenkettigen Hexaketiden konnte T.M.Harris Cyclisierungsstudien
vornehmen'®!. Dabei wurden die in der Abbildung 9 dargestellten Verbindungen

isoliert.
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Abb. 9: Cyclisierungsstudien von T.M.Harris
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Theoretisch sollte bei diesen Hexaketiden eine grdf3ere Zahl an Cyclisierungen

erfolgen kdnnen, doch es konnten nur drei Cyclisierungsprodukte gefunden wer-

den. Auffallig an dieser Tatsache ist, dal3 durch Veranderung des pH-Wertes eine

Regiokontrolle fur Aldolkondensationen gegeben ist

[21, 23]
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Eine von T.M.Harris entwickelte Synthesestrategie soll kurz erwahnt werden, da
sie den Ausgangspunkt fur die in dieser Arbeit durchgeflihrten Synthesen bildet.
Fur die Totalsynthese von Pretetramiden verwendete T.M.Harris 3-Methoxy-ho-
mophthalsaureester als Linker fir die Kettenverlangerungen® (siehe Abb. 10).
Interessanterweise bildete das Intermediat (11) keinen Pyronring, sondern cycli-
siert durch Inter-Ketten-Aldolkondensationen zum Anthracenderivat. T.M.Harris!*>
fuhrte diese Erkenntnis auf sterische Effekte beim Angriff auf die aromatische
Carbonylgruppe zurtck. Dies ist bedingt durch die Schutzgruppe am Linker, die

die Moglichkeit zur Hemiketalisierung fur die obere Kette verhindert.

Abb. 10: Darstellung von Pretetramiden nach Harris
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2.4 Synthesestrategie

Wie schon in der Aufgabenstellung beschrieben, ist unser Ziel, von synthetisch
hergestellten Polyketide die Inter- und Intra-Kettencyclisierungen zu untersuchen:

Abb. 11: Darstellung von Intra- und Inter-Kettencyclisierungen

----------------------- » Intra-Kettencyclisierungen

—> Inter-Kettencyclisierungen

Bei der Bildung der Ketten ist darauf zu achten, dal3 keine Symmetrie zwischen
den beiden Seitenketten herrscht, da es sich ansonsten nicht mehr um die bio-

synthetischen Zwischenprodukte handeln wirde.

Folgende Synthesestrategien (siehe Abb. 12) wurden erarbeitet:

Als Linker fir die Polyketidketten sollte 3-Hydroxy-homophthalsauredimethylester

(12) sowie Methyl-1,8-dihydroxy-2-(methoxycarbonyl)-3-naphthyl-acetat (13)

verwendet werden.
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Abb.12: Synthesestrategie
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Dabei soll das kommerziell erhaltliche Methylacetoacetat (14) an das vorher syn-
thetisierte 3-Hydroxyhomophthalat (12) angelagert werden und nach Erhalten des
Zwischenproduktes durch pH-Kontrolle die Cyclisierungsprodukte isoliert und
charakterisiert werden.

Fur die Darstellung von 3-Hydroxyhomophthalat (12) eignet sich am besten die

von T.H.Chan and P. Brownbride!®® ?"! beschriebene Synthese, welche sich durch

Kondensation von 1,3-bis-(trimethylsiloxy)-1-methoxy-1,3-butadien (15) auszeich-
net. Andere in der Literatur beschriebene Synthesen flhren meist zu dem
geschiitzten 3-Methoxyhomophthalat®®3%. Es ist zwar synthetisch mdglich die
Methoxygruppe zu entfernen, doch fuhrt dieser zusétzliche Reaktionsschritt zu
einer verringerten Ausbeute. Dies ist fur die Darstellung von Ausgangsprodukten
nicht sinnvoll weshalb der im Folgenden beschriebene Syntheseweg gewahlt

wurde.
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2.5 Darstellung von 3-Hydroxyhomophthalat (12)

Als Ausgangspunkt verwendete man das kommerziell erhéltliche Methylacetoa-

(31]

cetat (14), was nach einer Methode von S.J. Danishefsky in das 3-

trimethylsiloxy-but-2-enoat (17) Uberfiihrt wird. Dabei zeigte das 'H-NMR
Spektrum eine Mischung von E- und Z-Isomeren im Verhéltnis von 7:1. Vermut-
lich wurde durch einen gréReren Uberschul? an Zinkchlorid das Isomeren-

Verhéltnis von dem in der Literatur beschriebenen 5:1 nach 7:1 verschoben.

Abb. 13: Darstellung von monosilyliertem Acetessigsauremethylester (17)

o o 1.) NEt, (H5C)3Si0 0 CH; ﬁ

2.) TMSiCI M ¥ )\A
HaC OMe 3)zncl, . HiC A OMe  (HsC)sSIO OMe
Z-lsomer(17) E-lsomer(17’)

Das Umsetzen des Gemisches von (17) und (17°) mit Lithiumdiisopropylamin
(LDA) und Trimethylsilylchlorid ergab ausschliel3lich das E-Isomere von 1,3-bis
(trimethylsiloxy)-1-methoxybuta-1,3-dien (15) in sehr guter Ausbeute (>95%)?® 3
%3 Somit konnte man das disilylierte Produkt direkt ohne weitere Aufreinigung fiir
die Darstellung von 3-Hydroxyhomophthalat (12) einsetzen.

Abb. 14: Darstellung von disilyliertem Acetessigsauremethylester

(H3C)3Sio o] 1.) Diisopropylamin (H3C)3SiO OMe
\ 2.) n-BulLi >
HaC , OMe 3.) TMSICI HC = OSi(CH3)3
(17)+ (A7) (15)

Die Umsetzung von (15) zu 3-Hydroxyhomophthalat (12) muf innerhalb von 1-2
Tagen vorgenommen werden, da das disilylierte Produkt (15) sehr reaktiv ist und
sogar im Gefrierschrank nach einiger Zeit Zersetzungen bzw. Polymerisationen
aufweist.
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Abb. 15: Darstellung von 3-Hydroxyhomophthalat (12)
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Im né&chsten Syntheseschritt, der Bildung des Homophthalates (12), mul3te be-
achtet werden, dal} die Zugabe des disilylierten Produktes (15), zu einer auf -78°
Celsius abgekuhlten Losung bestehend aus Titantetrachlorid in p.a. Dichlor-
methan (CH2Cl) sehr langsam (45 min) erfolgt. Bei schneller Zugabe kam es zu
einer verstarkten Bildung von Nebenprodukten, wie (18) und (19) (siehe Abb.
16).

Abb. 16: Nebenprodukte bei der Darstellung von (12)
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Anhand der Reaktionsmechanismen Uber die gezeigten Zwischenprodukte soll
dies verdeutlicht werden. Im ersten Schema (siehe Abb. 17) sieht man den Reak-
tionsmechanismus, welcher zu dem gewiinschten 3-Hydroxy-homophthalsaure-
dimethylester (12) fuhrt.
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Abb. 17: Reaktionsmechanismus fur die Darstellung von Homophthalat (12)
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Als Konkurrenzreaktion steht der folgende Reaktionsmechanismus (siehe Abb.

18), der durch Reaktion der mittelstandigen Doppelbindung anstelle der Reaktion
der endstandigen Doppelbindung mit dem Orthoester (16) zu dem nichtge-

wuinschten Phenol-Derivat (19) fuihrt.

Abb. 18: Mechanismus fur Nebenprodukt (19)
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Das Problem, welches durch die Nebenprodukte verursacht wurde, war die Auf-
reinigung, da sich insbesondere das Phenolderivat (19) schwer von 3-Hydroxy-
homophthalat (12) trennen liel3. Das Naphthalenderivat bereitete weniger Schwie-
rigkeiten, da es sich leicht durch Kieselgelsdulenchromatographie abtrennen lief3
und sich nur bildete, wenn das Reaktionsgemisch langer als sieben Stunden
geruhrt wurde. Vermutlich ist die Bildung auf ein nicht cyclisiertes Zwischenpro-
dukt zurtickzufihren, das bei langerer Reaktion mit einem weiteren disilylierten
Molekul reagiert und durch Abspaltung der Estergruppe zum Naphthalenring
aromatisiert.

Die Struktur aller Produkte wurden mittels *H-NMR und **C-NMR-Spektroskopie
aufgeklart.

Auf das Hauptprodukt soll nicht ndher eingegangen werden, da ein Vergleich mit
Literaturwerten eine eindeutige Ubereinstimmung ergab.

Die Struktur des Phenolderivat (19) konnte durch die charakteristische ortho-
Kopplung der aromatischen Protonen zum Dublett mit der Kopplungskonstante
von J = 8 Hz und durch Berechnungen der **C-Verschiebungen mit Hilfe des
Inkrement-Systems, die bei einfachen Aromaten weitgehend gultig sind, ermittelt
werden (siehe Tabelle 1). Zum andern gaben auch die oben gezeigten mecha-

nistischen Uberlegungen Aufschluss tber die Struktur.

Tabelle 1: Gemessene und berechnete *C-Daten von Verbindung (19)

Nr. |gemessene Daten Berechnet

1 163.9 160.5
ICOOMe

2 [1145 T/\T/Me 1185

3 |1436 J\(Z\mwe 141.4

4 123.9 o 123.5
(19)

5 135.9 136.2

6 115.2 112.8
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Etwas aufwendiger war die Strukturaufklarung des Naphthalenderivats (18). Man
konnte anhand des ‘H-NMR-Spektrums erkennen, daR es sich um einen Naph-
thalenring handelte, wobei jeder Ring zwei Protonen besitzt. Auch die Stellung der
Protonen zueinander konnte durch die Kopplungskonstante von J= 8 Hz (ortho-
Position) bestimmt werden.

Doch die genaue Zuordnung konnte erst durch HMBC-Spektren aufgeklart wer-

den.

Abb. 19: HMBC-Spektrum von Substanz (18)

HO H
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2.6 Kettenverlangerung an Homophthalsaureester (12)

Die Kettenverlangerung mittels Claisenkondensation stellt den kritischen Schritt
der Synthese dar.

Ein Grund dafur ist die gleichzeitige Verknipfung der aktiven Dicarbanionen mit
den Estergruppen. Die doppelte Kettenverlangerung wurde zwar schon erfolg-

(22]

reich in den Synthesen von T. M. Harris®? und M. Yamaguchi®*® beschrieben,

doch wurde hier immer das als Methoxy-Gruppe geschitzte Homophthalat ver-
wendet. Mehrere Reaktionsbedingungen wurden durch Uberschuss an Base und
Methylacetoacetat (14) getestet. Es kam aber nur zu einer Kettenverlangerung an

der oberen (Pos. 5) Estergruppe.

Abb. 20: Bildung des Hemiketals (20)

I
H 1
///2/ \ /CH3
o)
CHs H™
o~ | OH
37 H
OH
Y 0 iay
N HsC
O CHy ' 1) LDA | |
o) + P ] :
4 2)PufferpH=6.8 \6/ \\Oo
= [
© o CHa 9 11 13 CH
\10// \12/ \O/ 3
(12) (14) REN
(20)

Unter neutralen Bedingungen kam es sofort zur Bildung eines Hemiketals (20)
d.h. einer Intra-Kettenreaktion. Eine Inter-Kettenreaktion oder die Bildung eines
weiteren Pyronringes, wie man ihn bei einer Vielzahl von biosynthetischen Poly-
ketiden findet, konnte nicht beobachtet werden. Man kann daraus Schlussfolgern,
dal3 die Bildungstendenz eines Hemiketals die eines Pyrons deutlich Giberwiegt.

Die oben gezeigte Struktur konnte anhand von *H-NMR und **C-NMR-Daten auf-
geklart werden. Die Verschiebung des an Pos. 3 befindlichen C-Atoms war

ausschlaggebend fur die Aufklarung der oben dargestellten Struktur.



Polyketide: Typ-2-PKS 28

Das APT-Spektrum wies auf ein quartares C-Atom hin, das zu tiefem Feld
verschoben war und bei 6= 99.47 lag. Dieser Bereich ist charakteristisch fur
anomere C-Atome in Halbacetalen und Hemiketalen. Da bei dieser Synthese das
Vorhandensein von Zuckern ausgeschlossen werden kann, deutete alles auf die
Bildung eines Hemiketals hin. Die weiteren Positionen konnten anhand von
Spektrenvergleichen mit dem Edukt (Homophthalat (12)) zugeordnet werden.

Die Methylengruppe an Pos. 12 zeigte eine Aufspaltung des Signals in ein Dublett
mit einer Kopplungskonstanten von J=15 Hz. Vermutlich wurde durch die
Ketogruppe an Pos. 5 die freie Drehbarkeit der Estergruppe gehindert, so dal3 die
Protonen als diastereotope Signale erscheinen.

Abb. 21: *H-NMR-Spektrum von Substanz (20)

12bj

T T T T T B . P o T T T T T T
" 7.5 7.0 6.8 6.0 8.0 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 4.0 0.5
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2.7 Kettenverlangerungen an 1,8-dihydroxy-2-(methoxycarbonyl)-
3-naphthyl acetat (13)

Es gab zwei Grunde, weshalb man fur die Kettenverlangerung auch das Naph-
thalenderivat (13) verwendete.

1.) Durch seine Fluoreszenz bei 366 nm konnte man die Reaktion im Dunn-
schichtchromatogram leichter verfolgen. Bei den Reaktionen mit 3-Hydroxy-
homophthalat (12) hatte man erheblich Schwierigkeiten, bei der gro3en Produkt-

vielzahl die interessanten Produkte ausfindig zu machen.

2.) Es sollte uberpruft werden, ob durch das Vorhandensein eines zweiten Ringes
die Intra-Cyclisierungen weiterhin die favorisierten Cyclisierungen sind, oder ob
auch Inter-Cyclisierungen zum Anthracyclin oder Angucyclin moglich sind.

2.7.1 Darstellung des Naphthalenderivates (13)

Fur die Darstellung von Methyl 1,8-dihydroxy-2-(methoxycarbonyl)-3-naphthyl-

[34, 35]

acetat (13) wurde die Synthesevorschrift von M. Yamaguchi verwendet.

Dabei wurde das Basengemisch aus n-BuLi und NaH verwendet. Laut Vorschrift
ist das Basengemisch reaktiver als LDA und fiihrt somit zu héheren Ausbeuten.
Als Cyclisierungskatalysator wurde Ca(OAc)>* H2O verwendet.

Abb.22: Darstellung des Naphthalenderivats (13)

CHg

OH OH o)
O/CH NaH
, v = (LY
o
HO o MeOH /CHs
Shy CaOAc)*HO )
(21) (13)
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Bei der Reaktion gab es keine Schwierigkeiten, und man erhielt das Produkt in
guter Ausbeute. Die Strukturaufklarung fand mittels Vergleich mit den in der Lite-
ratur vorhandenen Spektrendaten statt und bedarf keiner weiteren Ausfihrung.

2.7.2 Kettenverlangerungen zu (22) und (23)

Fur die Kettenverlangerung wurde zunachst die gleiche Base, LDA, wie bei dem
3-Hydroxyhomophthalat (12) verwendet. Das einzige, was verandert wurde, war
die Konzentration an Base, da das Naphthalenderivat eine zweite ungeschutzte

Hydroxygruppe aufweist. Ansonsten wurden die gleichen Bedingungen gewabhit.

Abb. 23: Bildung eines Hemiketals

1 CH.
N8
/L/OH
OH OH o 0 /CH3 <IDH T \T
CH 0 0 /9\ /7\ /5\
o8P Q U
O —_— > 1
CHy 2.) PufferpH =6.8 1t 13 15 17 CcH
o HaC ) P N N N N8

Doch konnte auch hier nur die Hemiketalcyclisierung beobachtet werden. Eine
doppelte Kettenverlangerung konnte nicht beobachtet werden. Die Struktur wurde
durch *H-NMR und *C-NMR-Spektren aufgeklart.

Zum einem ist das Verschwinden des Signals der Hydroxygruppe an Pos. 7 bei
0=14.2 ein Anzeichen fur die gezeigte Hemiketalcyclisierung und zum anderen
konnte wiederum das **C-Signal an der Pos. 3 bei & =102 gefunden werden.
Nach einem Vergleich der fur Substanz (22) erhaltenen Spektren mit denen von
Substanz (20), gab es keinen Zweifel Uber das Vorhandensein einer

Hemiketalcyclisierung.
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Abb. 24: Darstellung der Substanz (23)
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Da man vermutete, dafl3 LDA eine zu schwache Base fur die doppelte Kettenver-
langerung darstellt, verwendete man eine Basenkombination. Als Base wurde nun
eine Mischung aus Natriumhydrid und n-BuLi verwendet. Diese Mischung ist re-
aktiver und verhindert die oftmals beobachtete Reaktion der Estergruppe mit
Diisopropylamin bei der Verwendung von LDA. Beim Einsatz dieser Basenkombi-
nation kam es zu einer Kettenverlangerung an der unteren (Pos. 13) Estergruppe,
welche als offene Kette unter neutralen Bedingungen vorlag. Es kam zu keiner
Intra-Cyclisierung, welche zu einem Pyronring fuhren wirde. Auch eine Inter-
Cyclisierung konnte nicht beobachtet werden. Erst bei einer Erh6hung des pH-
Wertes auf pH=9-10 mit NaOH kam es zu Reaktionen. Die Strukturen der dabei
moglicherweise entstandenen Cyclisierungsprodukte  konnten aufgrund der
geringen Ausbeuten nicht charakterisiert werden. Bestimmen konnte man die
Struktur der offenkettigen Substanz (23) mit Hilfe eines H,H-COSY-Spektrums.
Die Kopplung des an Position C-12 befindlichen Protons mit dem Proton an
Position C-14 (tautomere Struktur) gab den Beweis fur die Anordnung.
Desweiteren kam es zu einer Verschiebung des urspringlichen

Carbonséureestersignals von Pos. 13 von 6=3.67 nach 6=3.23.
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2.8 Diskussion und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnten die Verbindungen (20), (22) und (23) syntheti-
siert werden. Es fallt auf, dal3 bei allen identifizierten Verbindungen jeweils nur
eine Kettenverlangerung stattgefunden hat, wahrend T. M. Harris®” und M. Ya-
maguchi® bei der vergleichbaren Reaktion mit Methylacetoacetat als Seiten-
kettenbaustein jeweils eine zweifache Kettenverknipfung beobachteten.

Mit der Nucleophilie des Methylacetoacetats (14) oder sterischen Hinderungen
kann dies nicht begriindet werden, da es sich um denselben Seitenkettenbaustein
handelt.

Also kann die Erklarung fur dieses Phdnomen nur in der fehlenden Schutzgruppe
fur die Hydroxygruppe an dem Aromaten liegen.

Vermutlich wurde durch die aromatische Hydroxygruppe ein Teil der Base deakti-
viert und es kam nur zu einer Kettenverlangerung. Da man aber mit Uberschul
an Base arbeitet, hatte dies eigentlich keine Auswirkungen haben sollen. Der ge-
naue Grund fur das Ausbleiben einer zweifachen Kettenverlangerung konnte bis

jetzt noch nicht gefunden werden.

Findet die erste Claisen-Kondensation mit LDA, die zur Verknipfung der Seiten-
kette mit dem Homophthalat fihrt, an der aromatischen Estergruppe statt, so
bildet sich ein nicht isolierbares Intermediat (24), welches sofort den Ringschluf3
zu einem Hemiketal bildet (siehe Abb. 20 und Abb. 23).

Abb. 25: Intermediat der oberer Kettenverlangerung
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Das Intermediat hatte auch die Méglichkeit, wie im Fall von TW93g™” (9), durch
Angriff eines freien Elektronenpaars des 9-Carbonyl-O-Atoms an die Estergruppe
einen Pyronring auszubilden. Ein entsprechendes Cyclisierungsprodukt konnte

nicht gefunden werden.

Abb. 26: Pyronbildung wie in TW93g (9)

Y

Bei der Verwendung von NaH/n-BuLi als Base kam es zu einer Kettenverlange-
rung an der aliphatischen Estergruppe.

Das Hauptprodukt, welches isoliert werden konnte, wies die offene Polyketidkette
auf. Es kam zu keiner Inter- oder Intracyclisierung. Eigentlich hatte man einen
Ringschlul3, welcher zu einem Pyronring fihrt, erwartet. Erst nach Zugabe von
NaOH kam es zu einer weiteren Reaktion, welche aber zu keinem definierten
Produkt fuihrte.

Abb. 27: Erwarteter Ringschlul3 zu einem Pyronring

Dabei mul} allerdings beachtet werden, dal3 hier mit den Methylestern gearbeitet
wurde, die eine etwas geringere Reaktivitat aufweisen als die in den lebenden

Organismen vorkommenden Thioester.
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Eine interessante Veroffentlichung von Hopwood et al.®?” befasst sich mit der

Synthese von Thioestern (25) und dem darauffolgenden Einsetzten der Produkte
als Futterungssubstrate (siehe Abb. 28) an Streptomyces. coelicolor A3. Diese
Substanzen sollten zum Uberpriifen einer Reduktase dienen, die einen entschei-
denen Cyclisierungsschritt bei der Biosynthese von Actinorhodin (26) (siehe Abb.
29) einleitet.

Abb. 28: Synthese und Fltterungsresultat eines Modellthioesters

Reaktion mit

OMe
OO OMe  kg(0,CCH,COSCH,CH,NHAC), OO oMe
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Abb. 29: Reduktions- und Cyclisierungsschritte in der Actinorhodinbiosyn-

these

HO OH (0]

CHg Reduktase (act VI)
—_—
o} o}
OR

Actinorhodin(26)

Diese interessante Reaktion mit Thioestern kénnte als Ausgangspunkt fir unsere
weitere Reaktionen zur Beobachtung von Cyclisierungen verwendet werden.
Durch Austauschen der Methylestergruppe gegen N-Acetylcysteamin bei den von
uns dargestellten Modellmolekule (20), (22) und (23) kdnnten derartige Thioesters
gebildet werden. Besonders bei dem offenkettigen Molekil (23) kdnnte gezeigt
werden, ob das Thioestermolekil unter spontaner Cylisierung einen Pyronring

ergibt, oder die Cyclisierung erst im Organismus stattfindet.
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3. Makropolyene bzw. Polyen-Makrolide

3.1 Einfuhrung

In der Literatur werden Makrolide allgemein als Naturstoffe mit einem Lacton-
Ring, der mehr als 10 Atome im Ring aufweist, klassifiziert. Die Uberwiegend von
Streptomyceten produzierten Polyen-Makrolide enthalten einen 20-38 gliedrigen
Lactonring, der auf der einen Seite eine unterschiedliche Anzahl konjugierter
Doppelbindungen und auf der anderen Seite eine Poly-(1-hydroxy-1,2-ethandiyl)-
Kette aufweist (siehe Abb. 30). Sie sind haufig mit einem Aminozucker (z.B. D-
Mycosamin) glykolisiert. Die Polyen-Makrolide zeigen als amphiphile Substanzen
molekulare Wechselwirkungen mit der Zellmembran eukaryotischer Zellen auf.
Desweiteren sind sie bei nicht zu vernachlassigender (Nieren-)Toxizitat durchweg
antifungisch wirksam und werden zudem klinisch gegen Pilz- und Hefeinfektionen
eingesetzt (z.B. Amphothericin B (27), Nystatin, Filipin)©®.

Abb. 30: Strukturbeispiele von Makropolyenen
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Ihre Biosynthese findet durch die Typ-1-Polyketidsynthase statt. Wie schon in der
Einleitung erwahnt, besteht die Typ-1-PKS aus einem oder mehreren multifunk-
tionalen, modular angeordneten Polypeptiden, in denen jedes Enzym im Verlauf
der Biosynthese nur flr genau einen Schritt verwendet wird.

Fur die Grundlagenforschung wurde die Biosynthese des Vorstufenprodukts 6-
Desoxyerythronolid B (28) des antibakteriell wirkenden Erythromycin verwendet
(siehe Abb. 31).

Das 6-Desoxyerythronolid B (28) (DEBS)-PKS weist dabei drei Multienzym-Poly-

peptidketten auf, die sechs Enzymgruppen (Module) enthalten .

Abb. 31: Typ-1-PKS am Beispiel der 6-Desoxyerythronolid B (28) Synthase
(DEBS)

Loading Modul 2 Modul 4 Modul 6
Modul 1 Modul 3 Modul 5 JTE

AT ACP KSlATlKRMKSlATlKRATlAcleS AT|KR[DH[ER [aceks|aT|kR]ace[ks| aT|kR]ace|TE)
T .

=S

CHj
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Jedes Modul kann die Kette um einen Baustein erweitern. Dieses beinhaltet das
Vorhandensein einer Ketosynthase (KS), einer Acyltransferase (AT) und einem
Acylcarrierproteins (ACP) (siehe auch Abb. 4). Die Spezifitdt der Acyltransferase
entscheidet, ob fur die Kettenverlangerung Malonyl- oder a-Alkylmalonyl-CoA
verwendet wird. Nachdem die Kette um eine Einheit verlangert worden ist, folgen
die reduktiven Schritte. Dabei wird festgelegt, ob die 3-Ketogruppe weiterhin als
Ketogruppe vorliegt oder zur Hydroxyl-, Methenyl- oder Methylengruppe reduziert
wird™ % (siehe Abb. 32).

Die dabei wirkenden Enzyme und deren Wirkungsweise soll durch das unten ge-
zeigte Schema verdeutlicht werden.

Abb. 32: Reduktive Schritte bei der PKS-1-Synthase
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Wie bei der in Kap. 2.2 beschriebenen ,Kombinatorischen Biosynthese* mit der
Typ-2-PKS, ist es ebenso mit der Typ-1-PKS mdglich, eine Strukturvielfalt herzu-
stellen, die in der Chemie ihresgleichen sucht. In den letzten Jahren konnte jedes
Gen, welches fur den Aufbau von Polyketiden verantwortlich ist, identifiziert und
seine Funktion aufgeklart werden.

Durch gezielte Veranderungen dieser Gene konnte in jingster Zeit eine Samm-
lung von uber 50 verschiedenen Grundgeriststrukturen des 6-Deoxyerythronolid
B hergestellt werden.

Zwei unterschiedliche Strategien wurden fur die Herstellung dieser Substanzbi-
bliotheken verwendet, die hier kurz vorgestellt werden sollen.

Eine Arbeit von R. McDaniel™ verfolgt die systematische Modifikation der 6-De-
soxyerythronolid B (28) Synthase. Man verwendet ein einzelnes Plasmid, welches
die drei Multienzym-Polypeptidketten eryAl, ery All, ery Alll enthalt. Die Modifika-
tionen erreicht man durch Austauschen der Acyltransferase bzw. 3-Kohlenstoff
Domaéanen von 6-Desoxyerythronolid B gegen die von Rapamycin (z.B. rapAT2).
Die Rapamycindomanen haben eine alternative Substratspezifitdt und Redukti-
ons- bzw. Dehydratationsaktivitat an den [3-Kohlenstoffatomen. (siehe Abb. 33)
Die veradnderte 6-Deoxyerythronolid B Synthase mit einfacher, doppelter oder
dreifacher katalytischer Domanensubstitution kann zu den Erythromycin-Makroli-
den mit einfacher, zweifacher oder dreifacher Modifikation fiihren.

Ein Vorteil dieser Strategie ist, daf3 die einzelnen Mutanten auf ihre Produktivitat
uberprift werden konnen. Doch durch das separate Behandeln jeder einzelnen
Kombination erweist sich diese Methode als sehr platz- und zeitaufwendig.
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Abb. 33: Beispiele fur die Substitution mit Rapamycin Genen

6-Deoxyerythronolid B Verandertes Strukturelement
Strukturelement
OH OH
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CHs CHs

Eine Methode von C. R. Hutchinson*" verwendet einzelne Mutanten (Substitution

von DEBS-Genen gegen Rapamycin-Gene), welche fur ihre Produktivitat bekannt
sind und kombiniert diese in 3 verschiedene Plasmide fiir die Herstellung neuer
Substanzen.

Um diese Kombination herstellen zu kdnnen, war es notwendig, Mutanten der in-
dividuellen ORF’s (offenen Leserahmen, englisch: Open Reading Frame) in
separate Plasmide zu exprimieren . Die Plasmide wurden anschliel3end in einen
geeigneten Host coexprimiert, um die Produktion von Polyketiden zu stimulieren.
Diese Methode kann theoretisch X Mutanten von ORF1, Y Mutanten von ORF 2
und Z Mutanten von ORF 3 zusammen mit dem Wild-Typ enthalten. Es wirde
somit eine kombinatorische Bibliothek von (X+1) * (y+1) * (z+1) Mutanten plus die
Wild-Typ-PKS entstehen. In der Praxis ist aber nur ein Bruchteil der PKS in der
Lage, neue Produkte in ausreichenden Mengen zu produzieren.

Die in von R. Hutchinson et al.*" isolierten Produkte deckten sich teilweise mit

denen von R. McDaniel*?

, doch konnte der Arbeitsaufwand stark verkirzt wer-

den.
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Abb.34: Beispiele fur isolierte Produkte (A) = Modul 2 (rapAT2)
(B) = Modul 2 (rapDH/KR4)
(C) = Modul 5 (rapAT2)

o = verandertes Zentrum
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3.2 Die Besonderheit der Makropolyene

Die Besonderheit der Makropolyene ist ihre antifungische Wirksamkeit. Dies ist
insbesondere von Bedeutung, da laut mehrfacher Berichte aus Krankenh&usern
und Forschung ein erheblicher Anstieg von Mikroorganismen, die Resistenz ge-
gen die heutigen Medikamente aufweisen, beobachtet werden kanni*. Im
Gegensatz zu der bakteriellen Resistenz wurde die fungische Resistenz erst in
den letzten Jahren verstarkt untersucht. Der Grund dafur liegt in der ebenfalls an-
steigenden pathogenen Wirkung der Pilze. Dies ist sowohl durch Medikamente
bedingt, welche immer mehr das Immunsystem beeinflussen bzw. schwachen, als
auch durch die Immunschwéchekrankheit AIDS. Diese beiden Punkte sind Anlaf3
fiir die intensive Suche nach neuen und effektiveren Fungiziden % °,

Das erste antifungisch wirkende Medikament war Amphothericin B (27), was be-
kannt fur seine nephrotoxischen Nebenwirkungen ist. In den 80er und 90er
Jahren wurden Medikamente der Substanzklassen Imidazole und Triazole
eingefuhrt, welche eine sichere und effektive Methode zur Behandlung von loka-
len und systematischen Pilzinfektionen darstellten. Die Gruppe der Triazole,
insbesondere das Fluconazol (29) wurde im medizinischen Bereich intensiv ein-
gesetzt. In den Vereinigten Staaten wurde dieses Medikament an ca. 16 Millionen
Patienten, wovon 300.000 HIV-Patienten waren, seit der Einfuhrung verabreicht.
Die weitgestreute Verwendung dieses Medikaments hat unweigerlich zu einer an-
steigenden Resistenz bei Pilzen gefihrt.

Da man die Resistenz bei Bakterien schon eingehend untersucht hat, kdnnte man
annehmen, dal3 sich die Erfahrungen auch auf Pilze Ubertragen lassen. Leider
erwies sich dieses als Trugschlul3, da sich die Physiologie von Bakterien und Pil-
zen sehr voneinander unterscheidet. Pilze sind gro3tenteils diploider Natur und
haben eine langere Reproduktionsdauer. Auch die Angriffspunkte unterscheiden
sich erheblich. Zum Beispiel inhibieren antibakteriell wirkende Substanzen wich-
tige Schritte in der Biosynthese von Peptidoglycan, einem Stoff der fir den
Aufbau der Zellwand in Bakterien zustandig ist. Im Kontrast dazu inhibieren anti-
fungisch wirkende Substanzen die Ergosterol-Biosynthese (siehe Abb. 36), eine

wichtige Substanz der Zellmembran in Pilzen.
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Einer der wichtigsten Unterschiede zwischen Bakterien und Pilzen liegt in der
Verfugbarkeit von standardisierten Bakterienstammen und Plasmiden, die eine
Untersuchung der Resistenzmechanismen erlauben. Bei Pilzen sind solche Stan-
dardsysteme nicht vorhanden und somit kann man nur klinische Zellstdmme
verwenden, was eine Aufklarung der Resistenzmechanismen sehr schwierig bzw.

manchmal unméglich macht!*®!.

Der Wirkungsmechanismus der drei klinisch verwendeten Hauptsubstanzklassen
von den Wirkstoffen Azole, Polyene und Allylamine (siehe Abb. 35 und Abb. 30),
beruht auf der Ergosterol Inhibierung oder der direkten Interaktion mit Ergosterol.
Ergosterol stellt einen wichtigen Stoff fiir die Zellmembran von Pilzen dar, da es
als Bioregulator von Membranflissigkeit und fur die Unversehrtheit der Zellmem-
bran zustandig ist. Diese wichtigen Aufgaben machen es fiur die antifungischen
Wirkstoffe zu einem bevorzugten Angriffsziel™°.

Dabei beeinflussen die Gruppen der Azole und die der Allylamine bestimmte

Syntheseschritte in der Biosynthese des Ergosterols.

Abb. 35: Beispiele von Azol- und Allylamin-Verbindungen
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Abb. 36: Wirkungsweise der Allylamine und Azole
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Anhand des Schemas (siehe Abb. 36) sieht man, dal3 Allylamine sehr fruh in die
Biosynthese eingreifen, wahrend die Azole erst spéat einen Einflud auf die Bio-
synthese ausuben. Die Azole, wie Fluconazol (29), Voriconazol (30) und
Itraconazol, entfalten ihre Wirkung durch Beeinflussung der Cytochrom P-450
abhangigen 14a-Sterol-demethylase!’.

Die Allylamine, im speziellen Terbafine (31), inhibieren vermutlich die Steroid-
Synthese an dem Punkt der Squalen-Epoxidation, d.h. die Reaktion, die durch

eine Squalen-Epoxidase katalysiert wird!*®!,

Die Substanzklasse der Polyene interagiert dagegen mit dem Ergosterol. Fur
Polyene ist es wichtig, dal’ sich Sterol in der Zellmembran befindet. Alle Orga-
nismen, die auf die Polyene einen Einflul haben, wie z.B. Pilze, Algen und
Protozoen, enthalten Steroide in ihrer Zellwand, wahrend resistente Organismen
diesen Bestandteil nicht enthalten. Dieser Tatbestand konnte durch verschiedene
Experimente bestétigt werden. Doch nicht nur allein die Interaktion von Polyenen
und Sterol fuhrt zu der antifungischen Wirkung, sondern man konnte zeigen, daf3
bei grol3en Polyenen wie Amphothericin B (27), grol3e wasserdurchlassige Poren
gebildet werden™*® (siehe Abb. 37).

Abb. 37: Schema der Porenbildung

Extrazellulares Medium

Zytoplasma
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Diese Anordnung, in der die hydrophile Seite (Hydroxygruppen) des
Amphothericin (27) zum Poreninneren gerichtet ist (siehe Abb. 38), fuhrt zu einer
ansteigenden Permeabilitéat, was das Auslaufen von Zytoplasmakomponenten
nach sich zieht und schlie3lich den Tod des Organismus hervorruft. Daneben
konnten in Candida albicans oxidative Reaktionen beobachtet werden, die

ebenfalls zu dem Zelltod fuhren.

Abb. 38: Schema der Wechselwirkungen

Chol |
olestero Makropolyen (z.B. Amphothericin B(27))

Phospholipide

Amphothericin B (27) ist eine der effektivsten antifungisch wirkenden Substanzen,
aber ihr Einsatz in der Medizin ist durch ihren sehr engen therapeutischen Index
stark eingeschrankt. Die Toxizitat von Amphothericin B (27) beinhaltet akute wie
auch chronische Effekte. Akute Effekte wie Fieber, Schiittelfrost, Ubelkeit und
Kreislaufbeschwerden entstehen wahrend der Infusion. Chronische Effekte wie
Blutarmut und ZNS-Stérungen entstehen zumeist nur bei Langzeittherapient?.
Um diese Nebeneffekte zu reduzieren, wurde Amphothericin B (27) in Liposomen
eingeschlossen, was einen Transport von hoheren Dosen begunstigt, und die To-
xizitdt gegen Mammaliazellen verringert.

Der Mechanismus flur die reduzierte Toxizitat und gesteigerte Aktivitat hangt mit
der Aufnahmeféahigkeit von Liposomen zusammen. Amphothericin B (27) wird von
den Liposomen komplett umschlossen und durch die hohere Affinitat von Er-
gosterol zu Amphothericin B (27) erst in der Zellwand wieder freigelassent?.
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3.3 Streptomyces Spl06

3.3.1 Fermentation und Isolierung

Der Stamm Streptomyces Sp106, welcher von einer spanischen Arbeitsgruppe

von Prof. F Malpartida aus kubanischer Erde isoliert worden war, zeigte in einem

ersten Screening eine Aktivitat gegen Pilze. Aufgrund dieses Befundes wurde der
Stamm an die Arbeitsgruppe Rohr tbergeben, um die Isolierung und Charakteri-
sierung moglicher Sekundarmetabolite vorzunehmen. Das von der spanischen
Arbeitsgruppe zur Sporenvermehrung verwendete Medium, ist das von Hopwood
(Hopwood Manual) beschriebene R5-Medium.

Um das optimale Medium fir Flussigkulturen herauszufinden, wurden verschie-
dene Medien getestet (siehe im Anhang Medium 1, Medium 2, Medium 3). Es
stellte sich heraus, daf} ein Wechsel des Mediums keine grof3e Auswirkung auf
die Ausbeute der einzelnen Komponenten hat, sehr wohl aber auf den Arbeits-
aufwand bei der Aufarbeitung und auf den Kostenfaktor des Nahrmediums.

Die Fermentation wurde bei 28° C durchgefiihrt und konnte nach drei Tagen ge-
stoppt werden, da das Produktionsmaximum erreicht war. Zum Konzentrieren der
Ldosungen wurde das Verfahren der Lyphilisation angewendet, da die Stoffe sehr
polar sind. Der entstandene braune Feststoff konnte nur teilweise in Wasser
wieder auflost werden, da sich noch Zellreste in der Losung befanden. Die
Feststoffe konnten Uber einen Faltenfilter entfernt werden.

Eine Aufreinigung mittels Kieselgelchromatographie bzw. Sephadex LH-20 fihrte
zu keinem Erfolg, da die Hauptproduktphasen sich nicht voneinander trennen
lie3en.

Wahrend der Voruntersuchungen konnten folgende Erkenntnisse tber die Sub-
stanzen erhalten werden. Die Substanzen erwiesen sich als farblos und zeigten
auf dem Kieselgel-DC nur eine sehr schwache UV-Fluoreszenz bei der Wellen-
lange 366 nm. Auch Versuche mit Anfarbemitteln wie lod und Anisaldehyd
ergaben eine maRige ldentifikation. Die Anfarbung mit Anisaldehyd flihrte zu einer
leichten Braunfarbung und gab einen ersten Hinweis auf das mdgliche Vorhan-

densein von Aminogruppen oder Zuckern.
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Am geeignetsten erschien die Auftrennung mittels HPLC mit einer RP18-Saule.
Als bestes Laufmittel stellte sich Wasser/Acetonitril im Gradientenverhaltnis (siehe
Experimenteller Teil) heraus und zur Detektion der Produkte wurde eine Wellen-
lange von 304 nm benutzt.

In dem Chromatogramm (siehe Abb. 39) kann man die zwei Hauptkomponenten
bei Peak 2 (32) und Peak 4 (33) erkennen. Bei den gekennzeichneten Nebenpro-
dukten 1 und 3 handelt es sich ebenfalls um Makropolyene, wobei aufgrund der

geringen Substanzmengen noch eine vollstandige Charakterisierung aussteht.

Abb. 39: HPLC-Chromatogramm bei einer Wellenlange von 304 nm.
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3.4 Strukturaufklarung

3.4.1 Literaturrecherche

Fur die Hauptprodukte konnten folgende Erkenntnisse gewonnen werden. Im
FAB-Massenspektrum (pos. lonen) der Reinsubstanzen erhielt man flr Substanz
2 (32) eine Molekiilmasse von m/e=740 [M+H]" und fiir die Substanz 4 (33)
m/e=768 [M+H]". Aus dem 'H-Spektren fiir den Stoff 2 (32) kann man auf ca. 48
sichtbare H-Atome schlieRen und das *3C-Spektrum ergab 57 C-Atome. Aus
diesen Erkenntnissen konnte man auf eine Summenformel von Cs;HssNO14
schluRfolgern. In einer Literaturrecherche konnte keine Ubereinstimmung mit den
bis dato isolierten Verbindung gefunden werden.

Fir Substanz 4 (33) konnte man ca. 52 H-Atome erkennen und das **C-Spektrum
zeigte 39 C-Atome an. Man erhielt damit eine Summenformel CsgHgiNO14. In
diesem Fall ergab eine Literaturrecherche eine gute Ubereinstimmung mit dem in

(50]

den 50er Jahren von J.W. Davisson et al.”* gefundenen Makropolyen Rimocidin

(33). Dieser Stoff wurde aus dem Stamm Streptomyces rimosus neben dem Stoff
Terramycin (34) isoliert. Seine Strukturaufklarung wurde in den 60er Jahren von

C. Cope et al.” begonnen und wurde in der Mitte der 70er Jahre von Ramesh

und Rinehart ®? beendet. Zumindest seine Konstitutionsstruktur konnte bis dato

geklart werden. Die absolute Stereochemie wurde aber erst durch die polnische

(53]

Arbeitsgruppe von P. Sowinski et al.”* im Jahre 1995 anhand eines Derivates

mittels NMR bewiesen.

Abb. 40: Hauptprodukte des Produzenten Streptomyces rimoseus

HHc oH OH N(CH3)3

HO.

N TN

° Ri idin (33
N O imocidin (33) Oxytetracyclin (Terramycin) (34)
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3.5 Strukturaufklarung von Substanz 4 (33) bzw. Rimocidin

Wie schon in dem Kapitel 3.4.1 erwahnt, liel3 die durch HPLC isolierte Substanz 4
(13.5 min Retentionszeit) die Vermutung zu, das es sich hierbei um Rimocidin
(33) handelt. Die massenspektroskopisch erhaltene Summenformel stimmte mit
dem aus der Literatur erhaltenem Wert exakt Uberein. Auch andere charakteristi-
sche Werte, wie die UV-spektroskopischen Daten und der Schmelzpunkt
stimmten mit den Literaturwerten tberein. Fir eine endgiltige Bestatigung, sollte
ein Vergleich von NMR-Daten den besten Hinweis geben.

Von Rimocidin (33) selber gibt es keine verdffentlichten NMR-Spektren, die hilf-
reich fur einen Vergleich waren. Das Problem bei Rimocidin (33) ist dabei seine
schlechte Loslichkeit in den Standard-NMR-Losungsmitteln und die daraus resul-
tierende schlechte Auflosung der Signale.

In einer Verdffentlichung aus dem Jahr 1995 beschreibt eine polnische Arbeits-
gruppe®® einen Weg, wie durch Synthese eines Derivats die Loslichkeit stark

verbessert wird und eine Aufklarung mittels NMR maoglich ist.



Polyketide: Makropolyene 51

3.6 Derivatisierung von Rimocidin

3.6.1 Acetylierung der Aminogruppe

Abb.41: Acetylierung der Aminogruppe

0
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In dem ersten Syntheseschritt wurde selektiv die Aminogruppe am Zucker
acetyliert™. Dieses erreicht man durch verwenden von Losungsmitteln wie
Methanol oder einer Mischung aus Tetrahydrofuran und Wasser. In der Literatur
werden beide Losungsmittel beschrieben, wobei in beiden Féllen die Ausbeuten
bei ca. 90% liegen. Ein Nachteil, der sich bei der Verwendung des
Tetrahydrofuran/Wasser-Gemisch herausstellte, ist das Entfernen des Wassers.
Daher wurde in den hier verwendeten Reaktionen trockenes Methanol dem
THF/Wasser Gemisch vorgezogen. Nach HPLC-Analyse erhielt man das
gewunschte Produkt mit 95% Ausbeute. Die massenspektroskopische Analyse
ergab fur Derivatl(36) eine Masse von 809.8 g/mol und somit die Summenformel
Ca1He3sNOss.
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3.6.2 Amidierung der Carbonsé&uregruppe an Position 14

Abb. 42: Reaktionsschema der Amidierung

CH, CH,
o] OH
o o] OH o
oH NH oH NH
R, Ry
R H,NCH,COOMe R
o] > o]
e) OH e) NH/\//O
R OH R OH N
OH OH CHg
(37)
R,=Ac

Als zweiten Derivatisierungsschritt wurde eine Reaktion verwendet bei der durch

Reaktion von Glycinmethylester die Carbonsaure in der Position 14 zu einem

Amidderivat umgewandelt wird. Urspringlich wurde diese Reaktion bei dem

Polyenmakrolid Aureofacin verwendet um ein biologisches Essay zu erfassen und

somit eine Struktur-Wirkungsbeziehung herzustellen. Dabei wurde eine Anzahl

von verschiedenen Glycinestern verwendet? .

Im Fall von Rimocidin wurde dieser Reaktionsschritt zur weiteren Verbesserung

der Loslichkeit herangezogen.
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3.7 Strukturaufklarung von Rimocidin-Derivat (37)

3.7.1 Mycosamin-Derivat (35)

Abb.43: HMBC-Korrellationen von Mycosamin-Derivat (35)

HMBC-Korrellationen

OIxIN
| [ —H | /
| . HO
Tabelle 2: Mycosamin-Derivat (35)
Atom-Nr. O o
1 5.29 98.3
2 4.55 711
3 3.65 56 2
4 4.02 776
S 3.95 745
6’ 1.59 18.8
3'-NHCOMe
-CO 172.0
Me 2.10 23_2

Im Fall von Stoff 4 (33) findet man ebenfalls Mycosamin als den Zuckerbaustein.
Anhand der HMBC-Korrellationen, welche oben dargestellt sind, kann man sehr
gut die Verknupfung der Acetylgruppe mit der Aminogruppe erkennen. Bei dem
Vergleich der Daten mit der Rimocidin-Verotffentlichung fallt auf, das vermutlich
ein Fehler in den Veréffentlichungsdaten®® vorliegt. Das **C-Signal an Pos. 3' soll

laut der Veroffentlichung bei dc= 68.28 liegen, wahrend das von uns gemessene
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Signal bei 3c= 56.23 liegt. Nach Vergleich mit anderen Literaturdaten®® >”! kam
man zu dem EntschluR, das vermutlich bei der Literaturstelle®® ein Fehler

aufgetreten ist.

Abb. 44: HH-COSY- und HMBC-Korrelationen des Aglykons (37)
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Tabelle 3: NMR-Daten Aglykon des Rimocidin-Derivats (37)

Atom-Nr |dy oc

1 173.57
2 2.67 57.45
2" 2.30; 1.85 23.17
2" 1.06 14.14
3 4.64 68.84
4 2.70; 2.91 49.59
5 210.40
6 2.70; 2.55 45.20
7 1.75; 2.05 20.49
8 1.40; 1.63 38.37
9 4.54 68.59
10 1.78; 1.90 47.08
11 98.35
12 1.80; 2.55 45.65
13 5.12 66.45
14 2.85 58.10
14 -CO 174.49
15 5.23 66.90
16 2.98; 2.15 38.54
17 4.95 76.48
18 6.39 137.88
19 6.30 129.28
20 134.01
21 6.21 132.21
22 6.21 132.88
23 6.21 132.54
24 134.10
25 5.75 131.48
26 2.30;2.45 38.61
27 5.23 73.54
28 1.63; 1.51 37.40
29 1.37 18.77
30 0.90 14.14

Gly-OMe

CH2 4.63; 3.99 41.45
-CO 171.04
Me 3.88 52.53

Anhand der in Abbildung 49 gezeigten Korrelationen und Vergleichen mit Daten
aus der Literatur lief3 sich die Struktur aufklaren. Anhand der HMBC-Kopplungen
des Carbonséaure C-Atoms &c = 174.49 auf die H-Atome des Glycinesters &y =
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2.85 und &y = 4.64 konnte sehr gut die Verknlipfung des Glycineesters mit dem
Aglykon charakterisiert werden.

Es war im Gegensatz zu den Literaturdaten nicht moglich eine genaue Zuordnung
der C-Atome in der Tetraen-Bindungen vorzunehmen, da die Signale als ein mul-
tiplett erscheinen. Die COSY-Kopplungen ergeben ein ahnliches Korrelationsmu-
ster wie im Fall der Substanz 2 (32) und sind in Tabelle 5 aufgefihrt.

Tabelle 4: COSY-Daten von Aglykon Rimocidin-Derivat (37)

On Korrelationen
0.90 1.37
1.06 1.85 [2.30
1.37 1.51 |0.90 |1.63
1.40 2.05
151 1.63 |5.23
1.63 140 |1.51 |2.05 |4.54 |5.23
1.75 2.05
1.80 1.90 |2.55 |5.12
1.85 1.06 |2.30 |2.67
1.90 4.54
2.05 1.75 |2.55 |2.70 |1.40 |1.63
2.15 2.98 |5.23
2.30 1.06 |1.85 |2.67 |5.23 |5.75
2.45 2.30 |5.75
2.55 1.75 |1.80 |2.05 |2.70 |5.12
2.70 1.75 ]1.85 |2.05 |2.55 |2.91
2.85 5.23
2.91 2.70 |4.64
2.98 2.15 |4.95
4.55 140 |1.63 |1.90 [4.65
4.64 2.67 |2.91
4.65 4.55 [4.02
4.95 2.98 |6.39 [2.15
5.12 1.80 [2.55 |2.85
5.23 151 |1.63 |2.15 |2.30 |2.85
5.75 2.30 |2.45 |6.21
6.30 2.30 |5.75
6.39 4.95 16.30

Es war somit klar, da es sich bei der Hauptkomponente (33) um das
Makropolyen Rimocidin handelt.
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3.8 Charakterisierung der Strukturen von Substanz 2 (32)

Bei der Substanz 2 (32) handelt es sich ebenfalls um ein Makropolyen, welches
der Substanz Rimocidin (33) gleicht. Der Unterschied zwischen den beiden
Stoffen liegt in der Seitenkette, wobei Substanz 2 (32) eine Methylseitenkette

enthalt anstatt der in Rimocidin (33) vorhandenen Propylseitenkette .
Aufgrund der GrofRe von Makropolyenringen und der Komplexitdt bei der
Aufklarung wird zum besseren Verstandnins die Substanz 2 (32) gedanklich in

drei Teilstiicke zerlegt und einzeln besprochen.

Abb. 45: Aufteilung des Makropolyenes in verschiedene Teilstiicke

Teilstlick A

HO

Teilstiick B
A VS
Teilstick C

Zucker

3.8.1 Aufklarung des Zuckers: Mycosamin(38)

In Analogie zu den bis heute isolierten Makropolyenen ist eine Variation der
Zucker am Makropolyenring nicht zu erwarten. Der am haufigsten gefundene und
sehr gut charakterisierte Zucker ist Mycosamin (38). Man findet ihn in Makropoly-
enen wie z.B. Amphothericin B (27). Man konnte nun davon ausgehen, das es

sich mit grofl3ter Wahrscheinlichkeit in dem neu Makropolyene um diesen Zucker
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handelt. Die **C-Daten zeigen eine hohe Ubereinstimmung mit den in der Literatur
beschriebenen Daten.

Abb. 46: COSY- und HMBC-Korrelationen von Mycosamin (38)

Mycosamin(35)

COSY-Korrelationen HMBC-Korrelationen

Tabelle 5: NMR-Daten von dem Zucker Mycosamin (38)

ATOM-NTr. | &y Multiplizitat (Hz) | d¢

1 462 |s 98.2
2" 4.03 |d,J=2.75 68.0
3 3.20 |dd,J=2.75,9.0 |56.1
4 3.37% |m 69.5
5" 3.35% |m 73.5
6" 1.31 |[d,J=6.0 16.7

. Signale werden durch Losungsmittelsignal teilweise verdeckt

Mycosamin (38) ist ein Aminozucker, was durch die Tieffeld-Verschiebung des
13C- Signals an Position 3* bei 8:=56.1 belegt wird. Die Konstitution wird durch die
oben dargestellten zwei 2D-NMR-Experimente (COSY und HMBC, jeweils
500MHz, CD30D) bestatigt.

Anhand der **C-NMR Signale kann man eine Aussage uber die Stellung der Me-
thylgruppe machen. In Desoxyzuckern sind aquatorial stehende Methylgruppen
gegenuber axialen Methylgruppen hochfeldverschoben. Dies laf3t sich gut am

nl58. 59

Beispiel von Kirromyci zeigen, das an der C-4 Position zwei Methylgruppen
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tragt. Hier zeigt die axial-stehende Methylgruppe im **C-NMR-Spektrum eine
chemische Verschiebung von &c= 24.5, die &quatorial stdndige Methylgruppe von
Oc=15.9.

Im Fall von Mycosamin gibt die an C-5° sitzende Methylgruppe eine chemische
Verschiebung von dc= 16.7, was auf eine aquatoriale Position schlief3en laf3t.

Zum anderen weist die Kopplung von H-3* auf H-4' mit einem Wert von J= 9 Hz
auf eine axial-axial Stellung der Protonen hin, wahrend die Kopplung von H-3*' auf
H-2' eine axial-aquatorial bzw. aquatorial-aquatorial Stellung mit J= 2.97 Hz
angibt.

Man kann davon ausgehen, dal3 es sich bei dem Zucker um Mycosamin (38)
handelt.

3.8.2 Teilstruktur A vom Aglykon
Bei Teilstlick A handelt es sich um die hydrophile Seite des Polyenes, welche bei
der Bildung von Poren zur Lochmitte gerichtet ist und somit den Transport von

polaren Substanzen in und aus der Zelle begulnstigt (siehe in Kap. 3.2, Abb. 38).

Abb. 47: COSY-und HMBC-Korrelationen im Teilstick A
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Tabelle 6: NMR-Daten Teilstiick A

Atom-Nr OH dc
1 173.4
2 2.18 56.3
2" 1.59, 1.90 22.4
3 0.92 10.9
3 411 68.5
4 2.37,2.46 48.8
5 210.6
6 2.46, 2.32 44.3
7 1.39,1.61 19.6
8 1.39, 1.30-1.26 37.6
9 4.12 68.4
10 1.61 46.5
11 97.8

Anhand der H,H-COSY- und HMBC-Kopplungen kommt man zu dem oben ge-
zeigten Teilstiick A. Die entscheidenden Kopplungen, welche zu der Teilstruktur
fuhrten sind die HMBC-Kopplungen zwischen C-5 &c= 210 (Ketogruppe) und der
an C-6 bzw. C-4 sitzenden Wasserstoffatome. Die HMBC-Kopplung zwischen C-
11 dc= 97.8 und dem Wasserstoffatom an der Position C-10 gibt Aufschluf? Gber

die Verknupfungstelle zwischen dem Teilstlickes A und dem Teilstiick B.

3.8.3 Teilstruktur B

Bei dem unten gezeigten Teilstick B handelt es sich um den sechsgliedrigen
Lactonring mit den jeweiligen Verknupfungsstellen zu dem hyrophilen Teilstlick A
und hydrophoben Teilstiick C.
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Abb.48: COSY- und HMBC-Korrelationen im Teilstiick B
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Tabelle 7: NMR-Daten Teilstiick B
Atom-Nr. OH dc
11 97.8
12 2.02,1.30-1.26 441
13 4.29 66.9
14 2.03 60.5
-COOH 179.3
15 4.37 66.6
16 2.30,1.70 38.7
17 4.45 78.2

Eine Kopplung, die Aufschlul3 Uber die Verknupfung zwischen dem Teilstlick A

und B angibt, ist die Kopplung des C-11 Atoms und den beiden Wasserstoffato-

men an Position C-12. Das Atom an der Position 17 stellt den Verknipfungspunkt

zwischen Teilstick B und C dar und durch die HMBC-Kopplungen mit dem

anomeren Wasserstoffatom, wird gleichzeitig die Position des Zuckers in der

Substanz festgelegt. Die weitere Struktur ergibt sich durch die gezeigten COSY

und HMBC-Korrelationen.
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3.8.4 Teilstruktur C

Bei der Teilstruktur C handelt es sich um den hydrophoben Teil der Struktur, der
wie schon im vorhergehenden Kapitel besprochen, verantwortlich fur die Interak-
tion der Polyene mit der lipophilen Zellwand ist und damit einen wichtigen
Bestandteil fur den Wirkungsmechanismus darstellt. Sein Aufbau ist gepréagt
durch vier konjugierte Doppelbindungen. Die Verknupfung mit der hydrophilen
Teilstruktur A erfolgt durch eine Lactonbindung.

Abb. 49: COSY-und HMBC-Korrelationen im Teilstiick C

COSY-Korrellation HMBC-Korrellation

27 2
[P SR N = N e N A (et
18 20 22 24 26 18 20 22 24 26
R \19 \Tl/ \TB/K\TS H R/\\Tg/\fl/ \Ts/ \25 H
H \J H

Tabelle 8: NMR-Daten Teilstiick C

Atom-Nr. OH oc
18 5.95 136.0
19 6.35 133.6
20 6.13° 129.3
21 6.13" 133.4
22 6.13° 132.3
23 6.13° 132.3
24 6.13" 132.6
25 5.63 131.1
26 2.32,2.40 40.0
27 5.07 70.8
28 1.26 20.0

* : Signale sind untereinander vertauschbar

Die genaue Zuordnung der C-Atome bzw. H-Atome innerhalb des konjugierten

Tetraensystems konnte nicht erfolgen, da die Signale im 'H-NMR sehr stark
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uberlappen. Anhand der Kopplungskonstanten kann man aber auf eine E-
Konfiguration schlief3en.

Die Position der Lactonbindung konnte durch Vergleich mit NMR-Daten bekannter
Polyene vorgenommen werden. HMBC- und COSY-Korrelationen kdnnen bei
dieser Art von Bindung keine Informationen liefern. Gleichzeitig gab das im **C-
Spektrum sehr Tieffeld verschoben Signal an Position C-27 Aufschlul Gber die

Strukturverknipfung der Lactonbindung.

3.8.5 Nebenprodukte Substanz 1 (39) und Substanz 3

Es konnten neben den Hauptprodukten auch noch zwei Nebenkomponenten
gefunden werden, von denen aber aufgrund der geringen Substanzmenge zur
Zeit nur *H-NMR-Spektren vorliegen.

Im UV-Detektor konnte man aufgrund der starken Absorption bei 304 nm und
schwachen Absorption bei 254 nm erkennen, dal’ es sich hierbei ebenfalls um
Makropolyene handelt. In den zur Zeit verfiugbaren NMR-Spektren von Substanz
1 (39) sieht man, daR eine hohe Ahnlichkeit zu den Spektren der Substanzen 2
(832) und 4 (33) herrscht. Ein Unterschied, der auffallt, sind besteht in den den
veranderten Signale der Seitenkette.

Bei Substanz 3 handelt es sich um ein Gemisch aus zwei Substanzen, die mit
dem entwickelten HPLC-Program nicht zu trennen sind und fir die ein separater

Trennungsweg entwickelt werden muf3.

3.8.6 Test auf Aktivitat gegen Hefepilze

Die beiden Makropolyene Substanz 2 (32) und Rimocidin (33) wurden zusammen
mit Amphothericin B (27) gegen die beiden Hefepilze Candida albicans und
Cryptococcus neoformans getestet.

Man verwendete daflr ein in der Literatur beschriebens Standardverfahren, wel-

ches in den meisten grésseren Krankenhausern in Amerika verwendet wird .
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Dafur wird in den ersten Testversuchen zumeist die Aktivitat gegen Hefepilze ge-
testet. Wirksame Substanzen wurden nach diesen ersten Studien dann gegen
eine grol3ere Anzahl von Pilzen getestet.

Fur unser Testverfahren wurde eine Mikrotiterplatte mit verschiedenen Konzen-
trationen der Substanzen von 0.01 pg/mL bis 16 pg/mL hergestellt. Dabei stellte
sich heraus, da? Amphothericin B (27) in seiner Wirksamkeit am starksten ist und
schon bei einer Konzentration von 0.25 pg/mL  wird die minimale
Hemmkonzentration (MIC) bei C. albicans erreicht, wahrend Rimocidin (33) und
Substanz 2 (32) nur eine schwache Wirksamkeit zeigen, wobei vermutlich die
die minimale Hemmkonzentrationen (MIC) oberhalb der von uns verwendeten
Konzentrationen liegt. Das gleiche Ergebnis konnte auch bei dem Stamm C.
neoformans gefunden werden. Fur Rimocidin (33) sollten die Werte normaler-
weise bei 5 pg/mL liegen.

Vermutlich kam es bei der Einwaage der beiden Substanzen (32) und (33) zu ei-
nem Fehler, da sie nicht in gréReren Mengen vorhanden waren und eine

Stammldsung wie bei Amphothericin B nicht angesetzt werden konnte.
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3.9 Diskussion und Ausblick

Die beiden komplett charakterisierten Produkte aus Streptomyces sp 106
kommen beide aus der Familie der Makropolyene.
Dabei handelt es sich um das bekannte Rimocidin (33) und um ein neues, zuvor

unbekanntes Makropolyen (32).

Auffallend bei diesen beiden Makropolyenen ist, dal3 sie sich nur in den
Seitenketten unterscheiden. Aglykon und der Zucker (38) sind hingegen gleich
aufgebaut und in der selben Art und Anordnung miteinander verknupft.

Bei den Nebenprodukten, von denen es bis dato nur 'H-NMR-Spektren
vorhanden sind, deuten bei Vergleichen ebenfalls auf das Vorhandensein des
gleichen Aglykons bzw. Zuckers hin. Hieraus folgt, dal} das letzte Modul eine
gewisse Flexbilitat aufweist, und somit fur die Variation der Makropolyene
verantwortlich ist.

Eine Struktur- Wirkungs-beziehung konnte nicht gefunden werden, d.h. es konnte
aufgrund der veréanderten Seitenkette keine bessere bzw. schlechtere Aktivitat
gegen Candida albicans bzw. Cryptococcus neoformans beobachtet werden.
Dafur wirkt sich die Seitenkette auf die Loslichkeit aus. Wahrend Substanz 2 (32)
in Methanol noch relativ gut I6slich war, nahm bei Rimocidin (33) die Loslichkeit in
Methanol ab.



Mimosin 66

4. Mimosin

4.1 EinfUhrung

Mimosin 3-(3-Hydroxy-4-oxo-1(4H)-pyridyl)-L-alanin (40) ist eine toxische Amino-
saure mit interessanten pharmakologischen Eigenschaften. Mimosin (40) wird von
der zu den Mimosaceae zahlenden Pflanzenart Leucaena leucocephala bzw.
anderen Mimosenarten, z.B. Mimosa pudica, produziert®!. Mimosin (40) wird
besonders in den Samen und Blattern der Pflanze angereichert®. Die
heterocyclische Substanz wurde zuerst aus der Pflanzenart Mimosa pudica iso-

liert und von Renz et al.[®®

im Jahre 1936 als Mimosin (40) bezeichnet. Spéter im
Jahre 1946 wurde sie auch in der Pflanze Leucaena leucocephala von Klipool und

Wibaut® detektiert.

Abb. 50: Struktur von Mimosin (40)

—O

NH,

Mimosin (40)

Als weitere Substanz konnte 3,4-Dihydroxypyridin (41), aus Leucaena leucoce-

phala isoliert und charakterisiert werden.
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Abb. 51: Struktur von 3,4-Dihydroxypyridin (41)

HO

X

Z
N

OH

3,4-Dihydroxypyridin (41)

4.2 Details zu der Pflanzenart Leucaena leucocephala

Leucaena leucocephala ist eine vielseitig nutzbare Pflanzenart, welche den 700

Stickstoff fixierenden Pflanzenarten zugeordnet wird.

Abb. 52: Zeichnung von der Pflanze Leucaena leucocephala

Leucaena leucocephala
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4.2.1 Geschichte

In der Geschichte hatte Leucaena leucocephala verschiedene botanische Namen,
wie z.B. L. glauca und L. latisiliqua. Bei der Eroberung Zentralamerikas durch die
Spanier war L. leucocephala eine in der Region weit verbreitete und von den Na-
turvolkern vielseitig genutzte Pflanzenart. Anfang des 17. Jahrhunderts wurden
die Pflanzensamen auf den Galeeren zuerst auf die Philippinen gebracht und von
dort aus in die ganze Welt verbreitet®.

4.2.2 Verwendung

Die Pflanze dient als Quelle fir Feuerholz, Holzkohle, zur Papierherstellung und
Produktion des Textilstoffes Rayon, der Kautschuk wird bei Klebern verwendet. In
der Agrarwirtschaft wird diese Pflanzenart bevorzugt als Schattenspender auf
Tabak- und Kakaoplantagen eingesetzt®.

Eine Besonderheit der Pflanze Leucaena leucocephala ist ihre Nutzung als Fut-
termittel fur Rinder und Schafe. Leucaena Blatter sind reich an Proteinen,
Mineralien und Xanthophyll und werden so neuerdings auch in der Geflugelhal-

tung als Futtermittel verwendet.

4.2.3 Nahrstoffgehalt von Leucaena leucocephala

Der Nahrstoffgehalt von Leucaena leucocephala ist, wie schon erwahnt, wichtig
fur die Futtermittelindustrie. In dem Zeitraum von 1946-1992 gab es ca. 65 Ver-
offentlichungenl®, die sich mit dem Nahrstoffgehalt der Pflanze
auseinandergesetzt haben. Die Erkenntnisse zeigten, dal3 Leucaena Blatter ca.
78% verwertbares Protein enthalten und beziglich des dazugehoérigen
Aminosauregehaltes mit den Sojabohnen vergleichbar sind.

Der beste Zeitpunkt fur die Ernte der Blatter liegt ca. acht Wochen vor der Blite
der Pflanze
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4.2.4 Verwendung als Futtermittel fur Tiere

Die Verwendung von Leucaenablattern als Viehfutter fihrt zu beachtlichen Ge-
wichtszunahmen bei Rindern und Schafen, die bis zu 30% erreichen kénnen!®”..

Es ist jedoch darauf zu achten, daf3 verstarktes Futtern von Leucaena Material ab
einer bestimmten Grenze zu negativen Effekten fuhren kann. Die Grenzen variie-
ren bei den verschiedenen Nutztieren und kénnen bei Uberschreiten zum Ge-

wichtsverlust bis hin zum Tod des Tieres fiuihren.

4.2.5 Problem mit Pflanzenschéadlingen

Die ,springende Pflanzenlaus” (Psyllid) stellt in heutiger Zeit einen gefahrlichen
Schadling fiir L. leucocephala dar'®®. In den 80er und 90er Jahren verbreitete sich
dieser Schéadling rund um die Erde und fuhrte zu grof3er Aufmerksamkeit bei den
Farmern. In Landern, in denen er keine naturlichen Feinde, wie z.B. den Kafer
Curinus coeruleus vorfand, richtete er grofen Schaden an. In diesen Landern
wird die Plage mit verschiedenen Mitteln bek&mpft, wie z.B. Ansiedeln von natur-
lichen Feinden, Insektizide oder durch Zichtung resistenter L. leucocephala

Pflanzen!®,

4.2.6 Toxizitat von Mimosin (40) und 3,4-Dihydroxypyridin (41)

Leucaena leucocephala ist reich an Nahrstoffen, bildet aber auch die toxische
Aminosaure Mimosin (40), die man besonders in den Blattern und Samen der
Pflanze findet. Der Mimosingehalt liegt in den getrockneten Blattern und Samen
bei ca. 4%.

Die Uberhthte Aufnahme von Mimosin (40) kann bei Tieren zu Wachstumshem-

mungen, Alopecia, Kropfbildung und zu einem niedrigen Tyrosinspiegel fiihren®,

Diese Faktoren sind der Grund fur die eingeschrénkte Verwendung von Leucaena
leucocephala als Futtermittel.
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Auffallend ist, daf3 Wiederkauer weniger anfallig gegen L. leucocephala-Viehfutter
sind als die anderen Tierarten. Der Grund dafur ist, daf3 Wiederkduer einen be-
sonderen Bakterienstamm Synergistes jonesii besitzen, der es ermdglicht,
Mimosin (40) frihzeitig in das weniger toxische 3,4-Dihydroxypyridin (41) umzu-

wandeln bzw. sogar noch weiter abzubauen®®.

Abb. 53: Abbau von Mimosin (40) in Wiederk&uern

o)
OH
OH
OH
| | Rumen Metabolismui X
N o N/
OH
NH,
Mimosin (40) 3,4-Dihydroxypyridin (41)

Die meisten Wiederkauer besitzen die Fahigkeit des in Abb. 53 gezeigten Abbaus
von Mimosin (40) zu 3,4-Dihydroxypyridin (41).

Es ist zu beachten, dal’3 3,4-Dihydroxypyridin (41) auch toxische Eigenschaften,
die z.B. zur Kropfbildung fihren kdnnen, besitzt. Erstaunlicherweise sind die Wie-
derkduer in bestimmten Regionen (Mexiko, Indonesien, Hawaii) in der Lage,
sogar das 3,4-Dihydroxypyridin  (41) weiter zu ungiftigen Substanzen
abzubauen®. In anderen Gebieten, wie z.B. Australien und Afrika, sind die
Wiederkauer dagegen nicht fahig, das 3,4-Dihydroxypyridin (41) weiter
abzubauen, und somit ist Toxizitat heute noch ein Problem in diesen Landern.
Dem Thema hat sich eine Organisation namens CSIRO (Commenwealth Scienti-
fic and Industrial Research Organisation) in Australien zugewandt und dabei
festgestellt, dafl3 ein Fehlen der 3,4-Dihydroxypyridin (41) abbauenden Bakterien
dafur verantwortlich ist. Dieses Problem kann durch Infektion der gefahrdeten
Tiere mit Dihydroxypyridin abbauenden Bakterien gelost werden!™.

Mit dieser Methode wurden in China und Afrika sehr gute Erfolge erzielt. Nach
dem Transfer der Dihydroxypyridin abbauenden Bakterien konnte in den Messun-
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gen von Urin und Blut keine nennenswerten Konzentrationen der toxischen
Substanzen Mimosin (40) und 3,4-Dihydroxypyridin (41) festgestellt werden.

Ein Vorteil dieser Methode ist die einmalige Impfung vereinzelter Tiere, die die
Bakterien innerhalb der Herde schnell weiter verbreiten. Es ist darauf zu achten,
daR3 die Tiere ein reichhaltiges Nahrungsangebot an L. leucocephala bekommen,

um die Bakterien in ihrer neuen Umgebung zu etablieren.

Beobachtungen an Hasen zeigten, dal3 diese gro3e Mengen an L. leucocephala
ohne Probleme zu sich nehmen kdnnen, wahrend bei Schweinen und Geflugel
das Quantum an L. leucocephala nicht Uber 10% der taglichen Nahrungsmittel-
zufuhr betragen solltel?.

4.3 Pharmakologische Eigenschaften

4.3.1 Mimosin (40) als Tyrosin Antagonist

Mimosin (40) agiert als Tyrosin Antagonist™, d.h. Mimosin (40) konkurriert mit
Tyrosin um die Aktivitat der Tyrosinase!”®. Die Tyrosinase ist ein Enzym, das im
Korper das Wachstum, z.B. von Haaren, reguliert und steuert.

Die durch die Tyrosin-Decarboxylase katalysierte Decarboxylierung von L-Tyrosin
wird leicht gehemmt, wenn Mimosin (40) vorher mit dem Pyridoxal Phosphat Co-
enzym in Kontakt kommt'®. In Ratten konnte festgestellt werden, daR
nachtraglich zugefuhrtes Tyrosin die wachstumshemmenden Eigenschaften von
Mimosin (40) wieder kompensiert.

Andere Berichte zeigten, dal’ das Zufuhren von Tyrosin zu keinen positiven Er-
gebnissen bei der Pravention gegen die Effekte von Mimosin (40) flhrt.
Spektroskopische Untersuchungen deuteten auf die Moéglichkeit einer Komplex-
bildung zwischen Tyrosin und Mimosin (40) hin, obwohl sich der Tyrosin-
Katabolismus in Ratten scheinbar durch Hinzufiigen von Mimosin (40) zum Futter
nicht verandert®. Es wird daher angenommen, daR der Mechanismus von

Mimosin (40) multifunktional ist.
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4.3.2 Mimosin (40) als potentielles Antikrebsmittel

Fur die Entwicklung von Antikrebsmitteln ist es wichtig, dafd3 die untersuchten
Substanzen die DNA- Synthese beeinflussen. Viele Substanzen sind bekannt, die
entweder wahrend der Verlangerung der DNA-Kette inhibieren oder das Initiieren
des DNA-Replikations-Schrittes beeinflussen. Mimosin (40) hebt sich hervor, da

es bei beiden Schritten wirken kann 6781,

Bisher konnten folgende Erkenntnisse an speziellen Krebszellarten gewonnen

werden:

1) Es wurde festgestellt, da? Mimosin (40) einen hemmenden Einflu® auf Lun-
genkrebszellen hat, indem es durch Aktivierung des p21WAF-1 Proteins indirekt
das Krebszellenwachstum inhibiert!"?.

2.) Mimosin (40) kann durch Chelatbildung mit Eisen die Zellteilung der Brust-
krebsart MDA-MB-453 blockieren ¥ .

4.3.3 Auswirkungen von Mimosin (40) auf HIV-1 Viren

In neueren Untersuchungen wurde herausgefunden, dal? Mimosin (40) als ein
Desoxyhyposylhydroxylase-Inhibitor (DOHH) wirken kann. DOHH katalysiert die
Bildung von Hypusin, einer seltenen Aminoséaure, die entscheidend zur Funktion
des Wirtszellen elF-5A-Faktors (eucaryotic initiation factor 5A) beitragt. Dieser
wird wiederum vom HIV-1-Protein Rev bendtigt. Durch DOHH-Inhibition kann da-
her eine Ausdunnung des Faktors 5A stattfinden und es kommt zu einer

Beeintrachtigung der Rev-Funktion. Die HIV-1 Multiplikationsrate wird reduziert
[81]
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4.4 Synthese von Mimosin (40)

Obwohl Mimosin (40) schon Ende des 19. Jahrhunderts detektiert worden war,
wurde es erst in den 30er Jahren des 20. Jahrhunderts mdglich, die Substanz zu

reinigen und zu charakterisieren®!. Adams and Johnson ¥? gelang es 1949 zum

ersten Mal, Mimosin (40) synthetisch herzustellen.
Die chemische Synthese von Mimosin (40) wurde spéater ebenfalls von 1.D. Spen-
ser und A.D. Notation 1962 durchgefiihrt, doch beide Synthesen sind sehr

umfangreich und ergeben nur eine geringe Ausbeute an Mimosin (40).
4.4.1 Verwendung von Mimosin (40) in der Peptidchemie

Aufgrund der biologischen Aktivitat von Mimosin (40), wie z. B. Antitumor Effekte
oder die Inhibierung von Tyrosinase, Dopamin 3-Hydroxylase oder anderen Kup-
fer enthaltenen Enzymen, kam man zu der Uberlegung, Mimosin (40) in Peptide
einzufugen.

Da eine gewisse Ubereinstimmung zu den Aminosauren Tyrosin und Dopamin
gegeben ist, versuchte man als erstes, diese durch Mimosin (40) zu ersetzten.

Es wurden schon einige Voruntersuchungen 1978 von Stewart® durchgefiihrt,
jedoch ohne Erfolg. Der Grund dafir liegt in der geringen Léslichkeit von Mimosin
(40) in allen Lésungsmitteln. Desweiteren waren die Ausbeuten sehr gering und
beim Schitzen der Aminogruppe kam es zur Bildung der Zwitterionenform (3),
welche nicht mehr die biologische Aktivitdt von Mimosin (40) aufweist. In einer

|, 2]

Synthese aus dem Jahr 1996 von G. Roblot et a ist es gelungen, diese Pro-

bleme zu umgehen und es konnte das erste Mimosin (40) enthaltende Peptid
hergestellt werden.

Abb. 54: Umwandlung von Mimosin (40) in die Zwitterionenform

9 OH

OH = OH
» <
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R=H R = Acyl-Gruppe
Mimosin (40) Zwitterion Acylmimosin
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4.5 Isolierung und Charakterisierung von Mimosin (40) und Dihy-

droxypyridin (41) aus L. leucocephala

4.5.1 Bekannte Methoden

Eine einfache Isolierungsmethode von Mimosin (40) aus L. leucocephala Samen
wurde 1944 von R. Yoshida®®® beschrieben. Diese Methode ergab aber nur eine
geringe Ausbeute von Mimosin (40) und das Produkt war oftmals noch mit schwer
abzutrennenden Polysacchariden verunreinigt.

Eine Methode von 1.D. Spenser und A.D. Notation® verwendete einfache Dia-

lyse-Techniken, um reines Mimosin (40) zu erhalten, aber die Ausbeuten waren

immer noch sehr niedrig.
Eine beschriebene Isolierungsmethode von Giinther'® aus dem Jahr 1987 basiert

auf der Methode von R. Yoshida®®. Der Unterschied liegt in der Verwendung von
destillierten Wasser anstatt der von Yoshida verwendeten 0.1N HCL-LOsung.

4.5.2 Isolierung von Mimosin (40)

Die Methode, die wir in unserem Labor verwenden, ist vergleichbar mit den Me-
thoden von Ginther und R. Yoshida. Fir die Extraktion von Mimosin (40) aus der

Pflanze wird eine Mischung aus Essigséaure und Wasser eingesetzt.

Man verwendet Essigsaure, da sie sich leichter entfernen &3t als Salzsaure, aber
trotzdem das Mimosin (40) schneller aus den Pflanzenellen herauslost und in die
flissige Extraktionsphase transportiert.

Fur Ausbeutenanalysen wurde auf die Methode der Kristallisation verzichtet, da
es zu signifikanten Verlusten von Mimosin (40) kommen kann. Fir die Aufreini-
gung des Rohextrakts wurde eine G-10 Sephadexsaule (bidest. Wasser)
verwendet, da hierbei keine grof3en Verluste von Mimosin (40) zu erwarten sind.
Die Methode ist aber sehr zeitaufwendig, da man das saubere Produkt erst nach
ungefdhr zehnmaligen Wiederholen des Reinigungschritts (Saulenchromatogra-
phie) erhalt.
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Um den Aufreinigungsprozess zu beschleunigen, wurde das Rohprodukt mittels
einer RP-18 Saule auf der HPLC®"! vorgetrennt und anschliessend kristallisiert.
Fur die Bestimmung von Ausbeuten ist diese Methode aber ungeeignet.

Abb. 55: Schema zur Isolierung von Mimosin (40)

| Aufarbeitung von Leucaena leucocephala |

Rohes Pflanzenmaterial

4.1 g frische Zweige

50 ml Eisessig, 150 ml H,O
60° Celsius, 5h

Unlésliche  Stoffe  werden
mittels Filtration entfernt

v

‘Entfernen des Losungsmittels

v

Aufldsen in H,O und
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Einengen der wassrigen
Ldsung

—| HPLC - Reinigung

:

{Filtration tber Sephadex}x6

um 98 % Reinheit
zu erhalten
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Umkristallisation
aus H,0/MeOH

P

Ausbeute: 73 mg > 1.7 % Mimosin pro 4.1g
L-Mimosin Pflanzenmaterial
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4.6 Spektroskopische Daten

4.6.1 Mimosin (40)

Mimosine (40)

Tabelle 9: NMR-Daten von Mimosin (40)

Atom-Nr. Oy Multiplizitat oc
2 7.45 s, 1H 130.4
3 146.1
4 160.5

5 6.50 d,1H,J=7.0 |113.0

6 7.43 d,1H,J=7.0 |139.1

7 4.15 dd,J=5.2, 56.3

J=15.1, 2H
8 3.99 t,J=5.2, 1H 51.8
9 167.1

Abb. 56: 'H-NMR-Daten vom Mimosin (40)
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4.6.2 3,4-Dihydroxypyridin (41)

HO

X

=
N

OH

3,4-Dihydroxypyridin (41)

Tabelle 10: NMR-Daten von 3,4-Dihydroxypyridin (41)

Atom-Nr. Ou Multiplizitat oc
2 7.92 s, 1H 124.0
3 146.1
4 168.2
5 7.10 d,1H,J=7.0 113.8
6 7.90 d,1H,J=7.0 135.4

Die Aufklarung der Struktur von 3,4-Dihydroxypyridin (41) fand durch Vergleich
mit den NMR-Daten von Mimosin (40) statt. Die Anordnung der Protonen im Ring
konnte durch das Kopplungsmuster und die spezifischen Verschiebungen
zugeordnet werden. Durch den Verlust der Seitenkette kommt es zu einer
Tieffeldverschiebung der Signale, die bedingt ist durch die Aromatisierung des

Ringes.
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4.7 Stand der bisherigen Forschungen zur Biosynthese von Mi-

mosin (40)

4.7.1 Studien mit [2-**C]-DL-Lysin-monochlorid (42)

J.W. Hylin et al. zeigte, daR bei einer Aufnahme von [2-**C]-DL-Lysin-monochlorid

(42) in Leucaena leucocephala (ehemals Leucaena glauca benth) die Inkorpora-
tionen in Mimosin (40), Pipecolinsaure (43) und 5-Hydroxypipecolinsdure (44)
erfolgten’® (siehe Abb. 57).

Die hohe Einbaurate von markiertem Lysin (42) lie3 die Vermutung aufkommen,
dal’ es sich bei Lysin (42) um eine wichtige Vorlaufersubstanz fur die drei He-
terocyclen handelt. Die Einbauraten in 5-Hydroxypipecolinsédure (44) zeigten, dal3
Lysin (42) nicht nur ein Vorlaufer von Mimosin (40) ist, sondern auch von 5-Hy-
droxypipecolinsaure (44) und Pipecolinsdure (43). Nach einer Methode von R.
Adams et al.®® konnte durch Pyrolyse nachgewiesen werden, daR die Markie-
rungen vornehmlich in dem Pyridonring vorkommen, da das isolierte 3,4-
Dihydroxypyridin (41) 95% der Aktivitait von dem vorher gemessenen Mimosin
(40) enthielt.

Abb. 57: Radioaktiv markierte Produkte nach Fiitterung mit [2-**C]-Lysin (42)

2-#CIoL-Lysin (42)

J Leucaena leucocephala

HO.
OH
- o o
N N
N H H

CHs OH OH
5-Hydroxypipecolinsaure (44) Pipecolinsaure (43)
NH,
Mimosin (40)
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In Anbetracht der Tatsache, daf3 die drei genannten Heterocyclen in L. leucoce-
phala vorkommen und der Biosyntheseweg von Pipecolinsaure (43) schon
aufgeklart worden war, stellte das Lysin (42) die vielversprechendste Substanz fur

Futterungsexperimente dar (siehe Abb. 58)
Abb. 58: Biosyntheseweg von Pipecolinsaure (43)

o}
HoN |
OH

NH,

a)/ Lysin (42) b)

OH OH

Iz

Pipecolinsaure (43)
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Die in Abbildung 57 gezeigten Umwandlungen von L-Lysin (42) in Pipecolinséure
(43) sind offensichtlich:

a) ist ein Weg uber e-Amino-a-ketocapronsaure und A-Piperidein-2-carbonsaure,
der den Verlust der a-Aminogruppe von Lysin (42) beinhaltet und zu dem Einbau

des an &-Position sitzenden Stickstoffs in den Ring fuhrt.

b) ist ein Weg Uber die Substanzen a-Aminoadipinsaure-3-semialdehyd und A’
Piperidein-6-Carbonsaure, der den Verlust der s-Aminogruppe und zu dem
Einbau des an a-Position sitzenden Stickstoffs in den Pipecolinring (43) fuhrt.

%% \wird vermutet, daR in Bakterien und

In einer Veroffentlichung von Seelig et al.
Pflanzen Pipecolinsaure (43) nach dem Weg b) gebildet wird.
An Leucaena leucocephala wurden solche Untersuchungen bis zum jetzigen Zeit-

punkt noch nicht durchgefuhrt.

Allerdings gibt es eine Untersuchung an dem Marcfortine A produzierenden Bak-
terienstamm Penicillium roqueforti, bei der durch Fiitterungsversuche mit *°N-
markiertem Lysin (42) bewiesen werden konnte, dal3 die Picolat-Einheit nach dem
Weg a) gebildet wird®",

4.7.2 Fitterungsversuche mit [3-'C]-Asparaginséaure (45)

Radioaktives Mimosin (40) konnte von I.D. Spenser et al.®* %! von der

Pflanzenart Mimosa pudica isoliert werden. Dabei wurde aber nicht markiertes
Lysin  (42) zugefuttert, sondern [3-'“C]-Asparaginsaure  (45). Durch
Abbaureaktionen konnte bewiesen werden, dass sich die Markierung im Ring
befindet.
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Abb. 59: Einbau von markierter Asparaginsaure (45) in den Pyridonring

(@]
* COOH >
HOOC/\( g ‘ ‘
NH, Mimosa pudica
N
[3_14CE|_D|_.A5paraginséure (4_) 'L

Bei Fitterungsexperimenten mit [1-'*C]-Asparaginsaure und mit [4-'*C]-
Asparaginsdure an Mimosa pudica konnte kein einheitlicher Einbau im
Pyridonring gefunden werden. Beide Carboxylgruppen wurden also im Verlauf
des Biosynthesewegs abgespalten.

DalR Mimosin (40) trotzdem eine Aktivitat aufweist, liegt vermutlich an dem Einbau
von radioaktiv markiertem Kohlendioxid, welches aus der Carbonsdure von
Asparaginsaure (45) entstanden war.

Da sich die Biosynthesen von L. leucocephala und Mimosa pudica wahrscheinlich
nicht unterscheiden, und Lysin (42) der direkte Vorlaufer von Mimosin (40) ist,
folgte die Annahme, dal3 Asparaginsdure eine Vorlaufersubstanz von Lysin (42)
wahrend der Biosynthese darstellen mufte. Die Inkorporation findet unter

Abspaltung der C-4 Carbonsaure von Asparaginsaure (45) statt.

4.7.3 Bekannte Biosynthesen von Lysin (42)
Zwei Wege sind fir die Biosynthese von Lysin (42) bekannt:

a.) der Diamino-pimelinsaure Weg von Pflanzen und Bakterien, bei dem die
gesamte Kohlenstoffkette von Asparaginsaure (45) in Lysin (42) eingefugt
wird.

b.) der a-Aminoadipinsdure-Weg in Pilzen, bei dem nur die Positionen C-2 und
C-3 von Asparaginsaure (45) in Lysin (42) inkorporiert werden, wahrend die

anderen Kohlenstoffatome aus dem a-Ketoglutarat kommen.
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Die oben erwahnten Fultterungen von verschieden markierten Asparaginsauren
deuten fur Mimosa pudica auf den a-Aminoadipinsdure Biosyntheseweg hin,
wobei interessant ist, dal3 fur andere Pflanzenspezien eher der Diamino-

pimelinsdureweg favorisiert wird.

Abb. 60: Biosyntheseweg von Lysin (42) in Pflanzen und Bakterien
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4.7.4 Cystein Synthase katalysierte Mimosinbildung

Die Herkunft der Seitenkette von Mimosin (40) wurde ebenfalls von |.D. Spenser
et al.®@ an der Pflanze Mimosa pudica untersucht. Fiir die Fitterungsexperimente
verwendete |.D. Spenser [1-**C]-Serin (46) und konnte damit beweisen, daR die
Seitenkette aus Serin (46) aufgebaut wird.

Durch die schnelle Aufnahme und die hohen Inkorporationsraten von Serin (46)

hat die Arbeitsgruppe von |._ Murakoshi et al.®” dieses Phanomen unter

enzymatischen Gesichtspunkten untersucht und dabei herausgefunden, daf3 O-
Acetyl-L-serin (47) das aktive Substrat bei der Bildung von Mimosin (40) darstellt
(siehe Abb. 61).

Abb. 61: Reaktion von O-Acetyl-L-serin (47)

OH
= OH )
| OH
N |
N
3,4-Dihydroxypyridin (41) N

COOH
Ac O/\r >
OH
NH,

NH,
O-Acetyl-L-serin (47) Mi in (40)
imosin (40

Bei dem Enzym handelt es sich um ein Multienzym, bestehend aus Serin-
Acyltransferase und Cystein-Synthase, mit einer besonderen Substratspezifitat fur
heterocylische Substanzen. Dieses System ist ebenfalls flr die Biosynthese von
L-Cystein (48) in Pflanzen zustandig®.

Die Serin-Acyltransferase katalysiert die Bildung von O-Acetyl-L-serin (47) und
Acetyl-CoA, die durch die Cystein-Synthase katalysierte Reaktion von H.S, 3,4-
Dihydroxypyridin(41) oder Pyrazol mit O-Acetyl-L-serin (48) fuhrt dann zu den
Produkten Cystein (48), Mimosin (40) oder (3-(Pyrazol-1-yl)-L-alanin (3-PA) (49)
(siehe Abb. 62).
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Abb. 62: Schema fur Serin-Acyltransferase
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4.8 Zusammenfassung der Literaturdaten

Mimosin (40) setzt sich zusammen aus L-Serin (46), welches durch einen

Enzymkomplex als O-Acetylserin (47) mit dem Stickstoffheterocyclus gekoppelt

wird. Dies konnte in verschiedenen Verdffentlichungen aus den letzten Jahren

gezeigt werdenl® 997,

Das 3,4-Dihydroxypyridin (41) entsteht nach J.W. Hylin®®*® und 1.D. Spenser® aus

L-Lysin (42). Es ist aber nicht bekannt, wie der Biosyntheseweg verlauft, d.h. in

welcher Art und Weise die Sauerstoffatome in Lysin (42) eingefugt werden und
die Bildung des Ringschlusses stattfindet. (Siehe Abb. 63)
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Abb. 63: Zusammenfassung der bisherigen Erkenntnisse:
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4.9 Neue biosynthetische Studien

4.9.1 Biosynthetische Studien mit markiertem Lysin (42)

Um weitere Erkenntnisse Uber den Biosyntheseweg von 3,4-Dihydroxypyridin (41)
und L-Mimosin (40) (siehe Abb. 64) zu bekommen und somit mehr tber den
Aufbau des Pyridonrings zu erfahren, sollen weitere Untersuchungen mit
markierten Substanzen stattfinden.

Abb.64: Biosynthetische Uberlegungen
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Wie man in dem Schema erkennt, lassen sich fir die Vorlaufersubstanz Lysin (42)

verschiedene Biosynthesewege postulieren.

Im Weg a.) wirde Lysin (42) durch eine Monooxygenase in ein Epoxid umge-
wandelt werden und anschlieRend in das 3,4-Dihydroxylysin (50) mittels
Wasseranlagerung umgewandelt werden.
Das Dihydroxylysin (50) muf3te dann unter Decarboxylierung und Abspalten der
Aminogruppe in das Dihydroxypiperidein Gbergehen welches sich in das aromati-
sche 3,4-Dihydroxypyridin (41) umwandelt.

Der Weg b.) unterscheidet sich lediglich in der Bildung von Dihydroxylysin (50)

durch die Anwesenheit einer Dioxygenase von Weg a).

Nach Weg c.) wird postuliert, dass der Ringschluld bereits vor Einfliihrung der
Sauerstoffatome stattfindet.

Um die postulierten Biosynthesewege zu uberprifen, kbnnen zwei Vorlaufer fur
deren Uberprufung ausgewahlt werden. Zum einen ware es das 3,4-Dihydroxyly-
sin (50) von Weg a.) und b.) und zum anderen das in Weg c.) beschriebene A'-
Piperidein (51).

Fur diese Versuche mul3 aber erst ein System entwickelt werden, was erlaubt, die

markierten Substanzen in den Biosyntheseweg einzuschleusen.
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410 Wie uberfihrt man die markierten Substanzen in die

Pflanze?

In der Literatur sind zwei Mdglichkeiten beschrieben worden, wie man Fiutte-
rungsexperimente an Leucaena leucocephala durchfihren kann. Beide
Experimente wurden fur Futterungen mit radioaktiv markierten Substanzen be-

schrieben und direkt an der Pflanze durchgefuhrt.

4.10.1 I.D. Spenser’'s Methode

Die radioaktiven Substanzen wurden in destilliertem Wasser aufgelost und dann
mittels eines Bindfadens oder Baumwollstreifens mit dem Zweig der Pflanze in
Kontakt gebracht’®¥ (siehe Abb. 65). Die eingesetzten Mengen der markierten

Substanzen lagen fiir ein zwei Tage andauerndes Experiment bei 2 mg.

Abb. 65: Futterungsversuch nach .D. Spenser

Flussigkeit tiber einen
Bindfaden mit der Pflanze
verbunden

Fur Fatterungen mit grol3eren Substanzmengen ist diese Methode nicht geeignet,
da ein grof3er Anteil der zu futternden Substanz in dem Bindfaden gebunden und

nicht mehr weiter zur Pflanze transportiert wurde.
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Ein Nachteil bei Futterungen an Pflanzen ist, daf3 sich die markierten Substanzen

in der gesamten Pflanze verteilen kdnnen und danach schwer zu detektieren sind.

4.10.2 J.W. Hylin"s Methode

In dieser Methode erfolgt die Aufnahme an jungen Pflanzentrieben. Die einge-
setzte Menge der markierten Substanz liegt bei 0.5 mg fir ein drei Tage
andauerndes Experiment.

Die Blattchen eines jungen Triebes werden entfernt und der Stiel wird sofort in die
Futterungslésung, die sich in einem Rohrchen befindet, eingetaucht (siehe Abb.
66).

Abb. 66: Fitterungsversuch nach J.W. Hylin!®®

Ro6hrchen mit markierter Substanz

Diese Methode kann nur bei Fiutterungen mit geringen Substanzmengen bzw.
wenig Losungsmittelvolumen durchgefihrt werden, da die Aufnahme der Flissig-
keit gegen den Flussigkeitsstrom und die Kapillarkrafte der Pflanze geht.

Da die Futterungen ebenfalls an der gesamten intakten Pflanze durchgefuhrt wer-
den, ist ein unkontrollierbares Verteilen der zu futternden Substanzen mdoglich.
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4.10.3 Futterung an einem abgeschnittenen Zweig

Ein frisch von der Pflanze abgeschnittener Zweig wird sofort in einem Glaschen
mit der markierten Lésung in Kontakt gebracht. Die Konzentrationen von mar-
kierten Substanzen konnen von 1-100 mg/Zweig variieren. Die Dauer der
Futterung liegt im Durchschnitt bei 2-3 Tagen.

Abb. 67: Schema fur Futterung an einem abgeschnittenen Blatt

Die Vorteile dieser Methode sind das ermdglichte Futtern grol3erer Substanzmen-
gen und die bessere Kontrolle Uber das Verbleiben der Stoffe in der Pflanze.
Der Nachteil ist, dafl3 durch das Abschneiden der Zweige moglicherweise Biosyn-

thesewege der Pflanze beeinflul3t werden.
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4.11 Futterungsexperimente

4.11.1 Vorversuche

In einer ersten Studie wurden die Auswirkung von verschiedenen pH-Werten an
abgeschnittenen Zweigen nach phanomenologischen Gesichtspunkten (Frische,
Uberlebensdauer, Austrocknung) untersucht.

Als bester pH-Wert stellte sich der Bereich zwischen pH=6-7 heraus. Hier waren
die Pflanzen nach drei Tagen noch griin und es konnte die gro3te Flussigkeits-
aufnahme beobachtet werden. Im basischen Bereich pH=8-9 war ein Grol3teil der
Pflanzen schon nach einem Tag vertrocknet, wahrend im schwach sauren Be-
reich pH=4-5 nach 2 Tagen die Pflanzen zwar in relativ gutem Zustand waren, es
aber nur zu einer geringen Flussigkeitsaufnahme kam.

Nachdem nun das pH-Optimum gefunden war, fing man an, Fltterungsexperi-
mente mit verschiedenen Konzentrationen von unmarkiertem Lysin (42)
durchzufuhren.

Es wurde ein Konzentrationsbereich von 5-50 mg pro Zweig bei einem pH=6.5 fur
die Versuche ausgewahlt. Der pH-Bereich wurde mit Natriumhydroxid-Losung
eingestellt.

Als Resultat erhielt man eine Konzentration von 10 mg L-Lysin (42) pro Zweig. Es
war die hdchste Konzentration, bei der die Zweige nach drei Tagen noch intakt
aussahen, d.h. keine hangenden Blatter hatten. Bei hoheren Konzentrationen wa-
ren zwar die Blatter noch griin, aber sehr welk und teilweise trocken.

Da man sich bis jetzt nur nach den rein auf3erlichen Kriterien orientiert hatte und
nicht nach der Mimosin-Konzentration, wurden nun die Konzentrationen von Mi-
mosin (40) einer Pflanze ohne Fitterung und mit Fltterung verglichen.

Die erhaltenen Ergebnisse unterschieden sich nur geringfugig, d.h. es kam zu
keiner Beeinflussung der Mimosinproduktion.

Zusammenfassend konnte man bis zu diesem Zeitpunkt sagen, daf} eine Lysin-
futterung von 10 mg pro Blatt bei einem pH=6.5 am geeignetsten erschien.
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Bei der Fitterung mit 10 mg [2-'*C]-DL-Lysin (42) zeigte sich jedoch keine Anrei-
cherung in den NMR-Spektren. Auch in einem zweiten Versuch mit 20 mg konnte

keine Signalerhéhung im **C-NMR-Spektrum detektiert werden.

4.11.2 Versuche zur Steigerung der Mimosinproduktion

Nachdem die ersten Futterungsexperimente fehlgeschlagen waren, versuchte
man, durch Zufuttern von Cystein (48) die Mimosinproduktion zu steigern. Der
Gedanke hierbei war, durch eine Uberschwemmung des Systems mit Cystein (48)
die O-Acetyl-serin-Konzentration im System zu erhdéhen, somit eine Nachfrage

nach dem Pyridonring zu schaffen und als Schluf3folgerung die Umwandlung von

Lysin (42) zum Heterocyclus zu férdern.

Abb. 68: BeeinfluRBung der Mimosinproduktion
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In den Experimenten wurde der pH-Wert weiterhin bei pH=6.5 gehalten. Die Ver-

suche wurden mit jeweils zwei Zweigen durchgefihrt.

Tab.1: Futterung an zwei Blattern

mg Lysin | mg Cystein |Ausbeute

5mg/mL | 5 mg/mL 24 mg

5 mg/mL 18 mg

5 mg/mL 18 mg

Anhand der Ergebnisse erkennt man, daf} es zu einer Steigerung der Ausbeute
an Mimosin (40) von bis zu 30% kommen kann. Um das Ergebnis abzusichern
und eventuelle Fehler z.B. Wagefehler minimal zu halten, wurde der Versuch ein
weiteres Mal mit einer grof3eren Anzahl von Blattern wiederholt. In diesem Ver-

such wurden sieben Blatter verwendet.

Tab. 2: Futterung an sieben Blattern

mg Lysin | mg Cystein |Ausbeute

5 mg/ml 5 mg/ml 110 mg

5 mg/ml 84 mg

Das Ergebnis konnte bestatigt werden und das Protokoll wurde fur Fitterungs-
versuche mit [2-*3C]-DL-Lysin * 2 HCI (42) verwendet.

Es konnte aber ebenfalls kein Einbau des markierten Lysins (42) im Mimosin (40)
gefunden werden.

Folgende Erklarungsmaoglichkeiten kommen fiir diese Ergebnisse in Betracht.

a.) Durch niedrige Einbauraten ist es nicht moglich, die Markierungen im NMR-
Spektrum zu detektieren.
b.) Der Prozel3 von Aufbau und Abbau von Mimosin (40) verlauft schnell und die

mittlere Anreicherung ist zu gering.
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Beide Mdoglichkeiten zeigen, dal3 Futterungsversuche mit grol3eren Mengen von
markiertem Lysin (42) durchgefihrt werden sollten.

4.11.3 Radioaktive Fiitterungsversuche mit **C-L-Lysin (42)

Zur Bestimmung der Einbauraten wurde radioaktives Lysin (42) verwendet, da es
auch bei geringen Konzentrationen nachweisbar und gegeniiber **C-markierten

Lysin (42) erheblich gunstiger ist.

Um eine gewisse Routine zu bekommen bzw. um zu Uberprifen, ob tUberhaupt
ein Einbau stattfand, wurde der Versuch mit den Konzentrationsangaben von J.W.
Hylin®® unter Verwendung unserer Fiitterungsmethode wiederholt.

4.11.4 Versuchsbedingungen
Folgende Versuchsbedingungen wurden dabei verwendet:

10 pl radioaktives Lysin (42) mit einer Aktivitat von 2.45*1076 dpm, dies entspricht
1.10 pCi.

Die 10 pl wurden in 2 mL Wasser aufgelost, und zu jeweils 0.33 mL an sechs
Blatter verteilt. Innerhalb von vier Stunden wurde die Flissigkeit komplett von den
Blattern aufgenommen. Es wurde dann jeweils 0.5 mL Wasser zugegeben und
die Pflanzen wurden fur zwei Tage aufbewahrt.

Die Aufarbeitung des radioaktivem Mimosins (40) wurde folgendermal3en durch-

gefuhrt:

a.) Die Pflanzen wurden in einer verschlieBbaren Pyrexflasche mit 200 mL Was-
ser und 100 mL konz. Essigséaure fur 3-5 Stunden bei 50 Grad Celsius erhitzt.

b.) Trennung des Pflanzenmaterials und der L6sung mittels Filtration durch

Papierfilter.
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c.) Entfernen der wéasserigen Losung am Rotationsverdampfer. Dabei erhielt man
ein orangenes Ol, welches erneut in Wasser aufgenommen wurde. Hierbei
fand eine Ausfallung von Proteinen statt, die durch erneute Filtration entfernt

wurden.

d.) Danach erneutes Entfernen der wasserigen Phase.

e.) Trennung von Mimosin (40) mittels Sephadex G-10, dieser Schritt wurde

mehrmals wiederholt (ca. 5 mal), bis man eine konstante Radioaktivitat erhielt.

Dabei detektierte man einen Wert, der bei abnehmender Masse konstant blieb.

4.11.5 Allgemeine Mel3prozedur

Die Mimosinfraktion wurde in 3 mL Wasser aufgeldst und 10 pl fir die Messung

mittels Szintillationsz&hler abgenommen.

Folgender Wert ergab sich dabei: 236 mg 393.12 dpm

Das entspricht einem absoluten Einbau von 4.8% bezogen auf die eingesetzte
Radioaktivitat.

Da aber die Mimosin (40) Produktion von sechs Blattern bei 50-70 mg liegt, han-
delt es sich bei dem Rest um Verunreinigungen. Um nun sicher zu sein, dal3 die
Radioaktivitdt vom Mimosin (40) kommt, wurde die Kristallisation als weiterer Rei-
nigungschritt hinzugezogen. Das Problem bei dieser Aufreinigungmethode ist die
geringe Ausbeute, da man nur einen Bruchteil des Mimosinanteils in Reinform
erhalt. Die Ausbeute lag bei 5.6 mg mit einer Radioaktivitat von 8054 dpm. Dies

wurde einem Einbau von 4.1% entsprechen.
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4.11.6 Daten zur Bestimmung der spezifischen Radioaktivitat

Bestimmen der Radioaktivitat von 10 pl **C Lysin:
10 pl = 2.45 * 10° dpm = 40833,33 dps = 1.10 uCi
Insgesamt hat die Losung eine Aktivitat von 3.7 MBg/mL
Berechnung des Koeffizienten: 1.85MBq = 50 pCi

d.h. 1.1uCi = 40.7 KBq

Formeln zur Bestimmung der spezifischen Radioaktivitat:
spez. Einbaurate = Erhaltene spez. Aktivitat/ Zugefihrte spez. Aktivitat

spez. Aktivitat = Molmasse/Einwaage * Beg/dpm * gem. Aktivitat

4.11.7 Futterungsversuche

Es wurden vier Fiutterungsversuche durchgefuhrt. In allen wurde die oben ange-
gebene Menge an radioaktivem Lysin (42) zugegeben.

1.) Im ersten Futterungsversuch wurden pro Blatt 40 mg Lysin (42) gefittert.
Diese Menge wurde in 0.3 mL Wasser aufgelést und dann dem Blatt zugefihrt.
Die Aufnahme der Flussigkeit fand in einem Zeitraum von drei bis finf Stunden
statt. Bevor das Blatt fur vier Tage in das Gewachshaus gestellt wurde, fihrte
man 1mL Wasser zu. Es wurde jeden Tag darauf geachtet, dal3 dem Blatt immer
genugend Wasser zur Verfliigung stand.

Nach vier Tagen wurde nach dem oben beschriebenen Verfahren aufgearbeitet.
Bis auf Punkt e.), da hier die HPLC anstatt Sephadex G10 aus Zeitgrinden ver-
wendet wurde. Man erhielt: 6.3 mg mit 294 dpm, dies entspricht einem Einbau

von 0.6%.

2.) Im zweiten Futterungsversuch wurden 210 mg Lysin (42) auf zwei Blatter ein-

gesetzt und in 1.6 mL Wasser gelost.
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Man erhielt: 5.4 mg mit 3460 dpm, dies entspricht einen Einbau von 6.8%

3.) Der dritte Futterungsversuch beinhaltete 160 mg Lysin (42), das auf zwei

Blatter eingesetzt und in 1.5 mL Wasser gelost wurde.

Man erhielt: 5.1 mg mit 1560 dpm, dies entspricht einem Einbau von 2.7%.

4.) Beim vierten Futterungsversuch wurden 250 mg Lysin (42) auf zwei Blatter

eingesetzt und in 3 mL Wasser gelost.

Leider war die Mimosin-Konzentration so gering, daf® kein reines Mimosin (40)

isoliert werden konnte.

Tab. 3 Zusammenfassung der Einbauraten

Futterungsexperiment

Nach Umkristallisieren

40 mg pro Pflanze

0.6%

80 mg pro Pflanze

2.7%

105 mg pro Pflanze

6.8%

Abb. 69: Graphische Darstellung der Futterungsergebnisse

Einbauraten in Prozent

OEinbauraten in

I: Prozent

8
=2 6
S
o 4
a2 [ |
0 —
40 80 105 0.05

Futterungsmenge in mg/Blatt

Anhand der Daten erkennt man, dal3 ein Zusammenhang zwischen Fitterungs-
konzentration und Einbaurate besteht. Je hther die Futterungsmenge ist, um so

grossere Einbauraten sind zu erwarten. Jedoch kann man die zuzuflhrende
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Menge nicht unbegrenzt erhéhen, da Lysin (42) ab einer bestimmten Konzentra-
tion nicht mehr in Wasser 16slich ist.

Es laRt sich auch zeigen, dal® ein Loch zwischen der 0.05 mg und der 40 mg
Futterung besteht. Vermutlich ist das Pflanzensystem in diesem Bereich in einer
Art ,Schockzustand® und nimmt kein zugefuhrtes Lysin (42) auf oder verwendet
es fur anderen Biosyntheseschritte. Erst nachdem man das System mit Lysin (42)
flutet, kommt es wieder zu einem Einbau in Mimosin (40).

Das Ergebnis konnte nun fiir Fiitterungsexperimente mit **C-markierten Lysin (42)

eingesetzt werden.

4.12 Futterung mit [2-*C]-DL-Lysin * 2HCI (42)

Als Futterungsvorschrift wurden die im vorhergehenden Kapitel erarbeiteten Er-
gebnisse verwendet. Die Futterung mit 105 mg Lysin (42) pro Zweig lieferte die

hochste Einbaurate. Sie liegt bei ca. 7-8%.

Die erwartete Markierung an Pos. 2 und/oder 6 im Pyridonring blieb aus, stattdes-
sen konnte ein Einbau in die Seitenkette an der Pos. 8 mit einer Einbaurate von
6.7% beobachtet werden.

Ein Ergebnis war schon von Dr. Rao aus unserer Arbeitsgruppe gefunden und
durch den weiteren Seitenketteneinbau nur bestatigt worden.
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Abb. 70: Markierungen in Mimosin (40)

(o}

H,N
OH
NH,
2-1C-DL-Lysin*2HCI
Hylin

gefundene Markierung Markierungen

0 (0]
l OH OH
[ ] I
N
o) 0
NH,

Mimosin (40) Mimosin (40)

Dieses Ergebnis steht im krassen Widerspruch zu den von J.W. Hylin®! und 1.D.
Spenser et al.®® erhaltenen Resultaten. Nach ihren Erkenntnissen hatte der

Einbau im Ring stattfinden sollen und nicht in der Seitenkette. (Siehe Abb. 71)

Abb. 71: Biosynthetische Interpretation dieses Ergebnisses

Dehydrogenase
Monooxygenase o |
H2N *
OH
NH,
Dioxygenase
H,0
(0]
Il on
Spaltung  _Ho 0 o] | |
H2N * | *
OH —= HO OH—= N" o
OH NH, NH; K‘*)KOH
3,4-Dihydroxylysin (50) Serin (46) NH,
Mimosin (40)
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Es konnte sein, dal3 durch eine Dioxygenase das 3,4-Dihydroxylysin (50) aus
Lysin (42) gebildet wird und es dann zu einer Spaltung kommt, durch die Serin
(46) entsteht, welches in die Seitenkette eingebaut wird.

Eine zweite Mdglichkeit ware das Vorhandensein einer Dehydrogenase, die mit
einer Monooxygenase gekoppelt ist. In diesem Fall kbnnte ein Epoxid entstehen,
welches dann unter Wasseranlagerung 3,4-Dihydroxylysin (50) bildet.

4.12.1 Begrundung

Die Unterschiede zwischen unseren Experimenten und denen von J.W. Hylin®®
und 1.D. Spenser ®¥ liegen zum einen an der Verwendung von abgeschnittenen
Zweigen fur die Futterung und zum anderen an den Fltterungsmengen.

J.W. Hylin und auch |.D. Spenser verfitterten die markierten Substanzen an die
komplette Pflanze (siehe Kap. 4.10). Bei unserem Experiment wurde nur ein
einzelner Zweig verwendet. Dieses kénnte von dem System als Angriff gewertet
werden und das Ausldsen der oben gezeigten Enzymaktivitaten hervorrufen, um
schneller toxisches Mimosin (40) herstellen zu kdnnen.

Eine andere Uberlegung ist, daR durch das Fluten des Pflanzensystems mit
grolReren Mengen an Lysin (42) eine Biosyntheseweg aktiviert wurde, der das
Lysin (42) schneller verarbeitet und aus dem System entfernt und der Einbau
somit als Zufall gewertet werden kann. Das wirde auch den in der Abb. 69
(Chart) gezeigten Abfall der Einbauraten zwischen den Konzentrationen 0.05 mg
Lysin (42) und 40 mg erklaren.

Um zu Uberprifen, ob bei geringeren Lysin-Konzentrationen Markierungen im
Ring zu beobachten sind, wurde die in Kap. 4.11.7 beschriebene Fitterung ein

weiteres Mal durchgefuhrt.



Mimosin 101

4.13 Radioaktive Futterung mit geringer Lysin-Konzentration

Die 10 pl wurden in 2 mL Wasser aufgeldst und zu jeweils 0.33 mL an sechs
Zweige verteilt. Innerhalb von vier Stunden wurde die Flussigkeit von ihnen kom-
plett aufgenommen. Es wurden dann jeweils 0.5 mL Wasser zugegeben und die
Zweige fur zwei Tage aufbewabhrt.

Es konnte dabei ein Einbau von 6% in das Mimosin (40) gefunden werden.
Anschlie3end wurde die Seitenkette durch Pyrolyse abgespalten. Das erhaltene
3,4-Dihydroxypyridin (41) wurde mittels Szintillation auf eine mdgliche Inkorpora-
tion Gberpraft.

Es konnte aber keine Strahlung festgestellt werden, d.h. der Pyridin-Ring enthielt
keine Markierung.

Es konnte gezeigt werden, dal3 die Konzentration an Lysin (42) keinen Einflufd auf
die Art des Einbaus hat. Es war nun nétig, die Fiitterung nach J.W. Hylin®®® direkt
an der Pflanze durchzuflhren, um zu sehen, ob die Form der Verabreichung eine

Rolle spielt.

4.14 Radioaktive Futterungen nach der Methode von J.W. Hylin

88 2u wiederholen und die

Es wurde versucht, die Experimente von J.W. Hylin
Futterungen direkt an der Pflanze vorzunehmen.

Es fiel auf, dal’ die in der Vorschrift von J.W. Hylin angegeben Daten Uber die
Aufnahmezeiten der Flussigkeit nicht mit unseren Daten ubereinstimmten. Nach
J.W. Hylin’s Angaben sollte die Aufnahmezeiten bei 1-2 Stunden liegen. In unse-
ren Fall war erst nach 2 Tagen die Halfte der Flissigkeit aufgenommen worden.
Man war bis dahin immer davon ausgegangen, daB J.W. Hylin® in seinen Versu-
chen Wasser als Losungsmittel verwendet hat, da keine anderen Angaben

gemacht worden waren.

Man konnte aber beobachten, dal? durch Zusatz von Ethanol zum Losungsmittel
Wasser die Aufnahmezeiten erheblich verbessert werden kénnen. Im Fall einer
Mischung aus 80% Wasser und 20% Ethanol wurde die gesamte Losung inner-
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halb von 8-12 Stunden aufgenommen. Die angrenzenden Blatter zeigten keine
Beeintrachtigung wie z.B. Austrocknung oder eine Veranderung der Blattfarbe.
Daher wurde eine Futterung an zwei Blattern mit jeweils 10 pl radioaktiven Lysin
(42) in 0.3 mL ethanolischer Losung durchgefuhrt.

Das erhaltene Mimosin (40) wies nur einen 1.8%igen Einbau auf, nach der Ab-
baureaktion zu 3,4-Dihydroxypyridin (41) konnte keine Radioaktivitat mehr
nachgewiesen werden. Auch in dem direkt aus der Pflanze isolierten 3,4-Dihy-
droxypyridin (41) konnte keine Radioaktivitat festgestellt werden.
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4.15 Entwicklung eines Systems fir spezielle Fltterungsexperi-

mente und spéatere genetische Untersuchungen.

Neben den Futterungsexperimenten an Pflanzen sollten auch Fitterungsexperi-
mente an Pflanzenzellen durchgefiihrt werden. Der Vorteil von Pflanzenzellkultu-
ren ist, daf3 viele Nebenkomponenten in ihnen nicht vorhanden sind. Die
Futterungsbedingungen sind viel besser kontrollierbar, d.h. man kann auch Fiitte-
rungen mit leicht flichtigen Stoffen wie Kohlendioxid, Stickstoff oder Sauerstoff
durchfiihren®,

Fir das Mimosinprojekt wére eine Fitterung mit **O-Sauerstoff sehr interessant,
da es uns, wie in Abb. 64 in Kap. 4.9.1 gezeigt, ermdglichen konnte, die Herkunft
der Sauerstoffatome im Mimosin (40) aufzuklaren.

Es war daher wichtig, Pflanzenzellen zu zuchten, die in der Lage sind, Mimosin

(40) in ausreichenden Mengen zu produzieren.

4.15.1 Kultivierung von Pflanzenzellen (Kallus)

Um optimale Bedingungen fir Pflanzenzellkulturen zu entwickeln, muf3 man sich

der Komplexitat der beteiligten Faktoren und auch ihrer Anzahl bewuf3t sein %

1. Der genetische Aufbau der Pflanze:
Dies ist ein entscheidender Faktor in jedem Wachstumsstadium der Pflanze,
er bestimmt z.B. die Blattform, die optimale Temperatur fur die Blite der

Pflanze usw.
2. Néahrstoffe: Wasser, Makro- und Mikroelemente und Zucker

3. Physiologische Wachstumsfaktoren: Licht, Temperatur, pH, Sauerstoff und
COz-Konzentrationen
Diese Faktoren kann man von in vivo auf die in vitro Pflanze Ubertragen. Sie

haben EinfluR z.B. auf die Wasseraufnahme, Photosynthese usw.
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4. Einige organische Substanzen: Regulatoren, Vitamine usw.
Regulatoren sind organische Stoffe, welche nur in ganz geringen Konzentra-
tionen in der Pflanze vorkommen. Sie sind z.B. verantwortlich fur die Zelltei-
lung und das Zellwachstum. Insbesondere sind Auxine und Cytokinine fir in
vitro Kulturen wichtig. Sie regulieren die Entwicklung von bestimmten Organen
der Pflanze.
Um nun Pflanzenzellen zu isolieren und in vitro zum Wachstum anzuregen,

bedarf es einer Vielzahl von Substanzen. (Siehe Abb. 72)

Abb. 72: Wichtige Nahrstoffe und Hormone fir Pflanzenzellkulturen

Wichtige Nahrstoffe und Hormone fur Pflanzenkulturen

Wasser
Organische Substanzen Makro Mikro
Zucker N Fe Co
Aminosauren P Zn Ni
Vitamine K B Al
Ca Mn Mo O
Regulatoren : Auxin Mg Cu |
Cytokinin S pH
Gibberellin
Abscisicsauren v
Ethylen
Nicht definierte Substanzen: Hefeextrakt
Pflanzenextrakte
Pepton und Trypton

Makro- und Mikroelemente sind ebenfalls wichtig fir die in vivo lebenden
Pflanzen, wahrend die organischen Substanzen und die nicht definierten
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Komponenten zwar in vitro unabdingbar sind, aber in vivo zumeist von der
Pflanze selber gebildet werden kénnen.

Es werden in der Literatur verschiedene Medien beschrieben, die sich in den
Konzentrationen der verschiedenen Makro- und Mikroelemente unterscheiden.

In den von uns durchgefuhrten Versuchen wurde das Medium von Murashige und

Skoog !
Pflanzen positiv darauf reagieren.

verwendet, da es ein allgemeines Medium ist und eine Vielzahl von

Der pH-Wert wurde in unseren Versuchen auf pH=5.9 eingestellt. Bisher ist noch
wenig bekannt Uber die Auswirkungen des pH-Wertes auf das Pflanzenwachstum.
Die Erfahrung hat gezeigt, dal’ der pH-Wert zwischen pH=5.0-6.5 liegen sollte, da
es bei einem pH-Wert aul3erhalb dieses Bereiches zu einem Wachstumsstop

kommt!oY,

Nachdem nun das Medium und der pH-Wert festgelegt worden waren, mufite
entschieden werden, welche Regulatoren eingesetzt werden sollen.

In Pflanzen sind Hormone die Regulatoren fur Wachstum und Entwicklung. Da in
in vitro Kulturen keine naturlichen Hormone vorhanden sind, verwendet man
synthetische Substanzen, die die Hormone simulieren sollen.

Fur in vitro Kulturen der Pflanzen verwendet man die Gruppe der Auxine und/oder

Cytokinine.

Auxin: Auxine werden allgemein fur Zellwachstum, Anschwellen des Gewebes,

Zellteilung (Kallus) und Bildung von Wurzeln verwendet. Auxin inhibiert das

Keimen bzw. Wachsen von Pflanzentrieben %2
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Mimosin
Abb. 73: Beispiel fur Auxine
Auxine
COOH Cl
0 COOH
| \ ~~"
N
H cl
IAA (Indolylessigsaure) (52) 2,4-D (2,4dichlorophenoxyessigséaure)(53)

Cytokinin: Cytokinine werden flr Wachstumsstimulation und Entwicklung verwen-

det. Sie fodern ebenfalls die Zellteilung, insbesondere im Zusammenspiel mit

Auxinen*°%,

Cytokinin induziert in héheren Konzentrationen die Bildung von Pflanzentrieben,

d.h. somit auch die Chlorophyllproduktion, inhibiert aber die Wurzelbildung.

Abb. 74: Beispiel fur Cytokinine

Cytokinine
P
HN HN
N | '\'\> N \>
K N k
N H
K (Kinetin)(54) BA (N®-Benzyladenin)(55)
Wann immer ein Auxin und/oder Cytokinin zugefihrt werden muf3,

um

Zellwachstum oder -teilung zu stimulieren, ist es notwendig, die Art der schon

vorhandenen Substanz zu bestimmen.

Dies bedeutet, wenn Pflanzenzellen bereits ein Auxin produzieren, ist eine weitere

Zugabe nicht notwendig.
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Es mussen Untersuchungen durchgefuhrt werden, um folgendes zu bestimmen.

Kulturen brauchen weder Auxin noch Cytokinin
Kulturen brauchen nur Auxin

Kulturen brauchen nur Cytokinin

o o T

Kulturen brauchen beides, d.h. Auxin und Cytokinin

4.15.2 Testen verschiedener Regulatoren
Um nun die besten Wachstumsbedingungen fur den Kallus zu bekommen,
wurden die verschiedenen Hormone in unterschiedlichen Konzentrationen
verwendet.

2,4 D (2,4-Dichlorophenoxyessigsaure)(53)

[,2BA (Indolylessigsaure (52)+ Benzyladenin (55))

[,4BA (Indolylessigsaure (52) + Benzyladenin (55))

1K1 (Indolylessigsaure (52) + Kinetin (54))
Um das Pflanzenmaterial fur die Kallusbildung verwenden zu kdnnen, muf3 es als
erstes sterilisiert werden. Dabei geht man folgendermal3en vor (siehe ebenfalls
Abb. 75):

1. Herstellung einer Bleiche-Losung (20 mL Bleiche + 80 mL Wasser)

2. Pflanzenmaterial wurde in passende Stucke geschnitten und in einem

Baumwolltuch eingewickelt.

3. Das Baumwolltuch wurde dann fir 15 min in die Bleich-Losung getaucht und

anschliessend fur 5 min in steril. Wasser getaucht.

4. Pflanzenmaterial wurde zerkleinert und dann auf die Agar-Platten verteilt.
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Abb. 75: Bildung von Kallus:

Jxﬁ Baumwoll- /

l P S e
= 'u,:'u

20 ml Bleichmittel
+80mlH,O
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4.15.3 Beobachtungen der Untersuchungen

Nach 2 Wochen zeigten sich die ersten Anzeichen einer Kallusbildung in den
Medien 124BA und 1,2BA. Man konnte dabei helle Zellklumpen erkennen, welche
aus der Rinde von Zweigen herauswuchsen. Blatter zeigten kaum Anzeichen fur
Kallusbildung, es fand meistens nur eine Verdickung des Blattgewebes statt.

2,4 D (53) zeigte auch Anzeichen von Kallusproduktion, aber das Zellwachstum

war nur sehr gering und stoppte nach 4 Wochen ganz.

Das Medium I:K; rief keinerlei Reaktionen bei dem Pflanzenmaterial hervor. Bei
Erh6hung der Kinetinkonzentration zu 1,Ks konnte zwar erste Anzeichen, wie
Aufquellen der Rinde, beobachtet werden, aber mit dem Cytokinin BA (55) waren

die Erfolgsaussichten besser.

Es wurde somit das Medium I,4BA fiur das produzieren von Kallus verwendet. Alle
drei bis vier Wochen wurde der Kallus auf frisches 1,4BA-Medium Gbergeimpft und
von Pflanzenresten befreit. Das entfernen von Pflanzenresten war wichtig, da bei
der spateren Untersuchung auf Mimosin (40) noch in den Pflanzenresten vor-
handenes Mimosin (40) nicht stéren kann und das Ergebnis verfalscht.

Um nun reinen Kallus in ausreichenden Mengen fir weitere Untersuchungen zu

erhalten, muf3te drei bis vier mal auf frisches Medium tbergeimpft werden.

Nachdem Pflanzenzellkulturen in ausreichenden Mengen vorhanden waren,
wurde diese auf das Vorhandensein von Mimosin (40) Uberprift. Man verwendete
1 g Kallusgewebe und versuchte nach der oben beschriebenen Methode mit
Wasser/Essigsaure, Mimosin (40) zu extrahieren.

Das erhaltene Rohextrakt zeigte im HPLC-Chromatogram keinen Hinweis auf das
Vorhandensein von Mimosin (40).
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4.16 Diskussion und Ausblick

Bei Betrachtung der Ergebnisse stellt sich die Frage, ob Lysin (42) ein Vorlaufer-
produkt fir den Ringaufbau ist oder nicht.

Bei der Vielzahl von Ftterungsversuchen konnte man zwar zeigen, daf3 Lysin
(42) in Mimosin (40) eingebaut wurde, aber nicht in den Ring, sondern in die Sei-

tenkette.

Die daraus folgenden biosynthetischen Uberlegungen (siehe Abb 64) zeigen als
mogliches Zwischenprodukt 3,4-Dihydroxylysin (50), welches ebenfalls bei unse-
ren anfanglichen Uberlegungen ein direktes Vorlauferprodukt von 3,4-Dihy-
droxypyridin (41) (siehe Abb. 76) ware.

Abb. 76: Vorlaufersubstanz 3,4-Dihydroxylysin (50)

Cyefic:
3,4-Dihydroxylysin (50) \

3,4-Dihydroxypyridin (41)

Die Begrundungen, dal3 die erh6hten Konzentrationen von Lysin (42) bzw. die
Futterungsart eine Rolle fir die Spaltungsreaktion spielen, konnte durch Wieder-
holung der Versuche von J.W. Hylin®®® nicht bewiesen werden. Es bestatigte sich
eher das von uns gefundene Ergebnis der Markierung in der Seitenkette.

Zur Uberpriifung der Biosynthese sollte markiertes 3,4-Dihydroxylysin (50) fiir

Futterungsexperimente herangezogen werden.
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Es konnte der Schliissel fiir die weiteren biosynthetischen Uberlegungen sein, da
es in beiden postulierten Biosynthesewegen als Zwischenprodukt vorkommt.

Falls es zu keinem Einbau in den Ring kommt, aber ein Seitenketteneinbau er-
folgt, kann man definitiv Lysin (42) als Baustein fur den Ring ausschliel3en.

Bei den Pflanzenzellkulturen sollte eine Optimierung des Nahrmediums erfolgen,
um die Biosynthese von Mimosin (40) anzuregen.

Da in dem Pflanzenmedium 1,4BA die Auxinkonzentration von IAA noch hoch ist
und die Zellkulturen vielleicht zu sehr in Richtug Wurzelproduktion tendieren,
sollte versucht werden, die Auxinkonzentration ganz herabzusetzen und nur noch
das Cytokinin BA (55) zu verwenden. Dieses kénnte mehr die Bildung von fri-
schen Trieben fordern, und somit die Chlorophyllproduktion, aber gleichzeitig
auch die Mimosinproduktion anregen.

In einer Veroffentlichung aus dem Jahr 1994 "% konnte gezeigt werden, daR die
Bildung von Trieben in einem Gemisch aus dem Cytokinin BA (55) und Nitraten in
Dunkelheit am starksten war. Dieses kdnnte ebenfalls einen Hinweis fur weitere

Untersuchungen geben.

Da von Mimosin (40) vermutet wird, dal3 es eine Substanz fir die Verteidigung
der Pflanze gegen naturliche Feinde darstellt, ware es auch mdglich, durch Indu-
zieren von sogenannten Elicitoren, die Produktion von Mimosin (40) zu beeinflus-
sen.

Es konnte in den letzten Jahren gezeigt werden, dal3 bestimmte Regulationsme-
chanismen die Produktion von sekundéren Metaboliten kontrollieren.

Diese regen die Biosynthese der Verteidigungsstoffe erst an, wenn eine Verlet-
zung stattgefunden hat, wobei das Verteidigungssystem der Pflanze lokal oder
systematisch in der ganzen Pflanze angeregt werden kann.

Dieses Warnsystem mufd schnell auf die Angriffe reagieren. Obwohl noch nicht
alle Schritte aufgeklart worden sind und in den verschiedenen Pflanzen auch stark
variieren konnte ein Mechanismus in einer Vielzahl von Pflanzen gefunden wer-
den 4,

Der Weg fur das Signalsystem fuhrt tber den Biosyntheseweg von Jasmonsaure
104 (56)
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Abb. 76: Biosyntheseweg von Jasmonsaure (56)

|Primére Elicitoren | ——> | Biosynthese von Jasmonsaure (56)

Oligosaccharide Linolensaure
Chitosan
Oligopeptide
Sekundare Metaboliten
HOOC
— CHg
X __COOH
(CHy)s
o)
I\
— CHy
__COOH
(CHY)s
o) H
S CHg
Gen Aktivierung [«———
COOH
Sekundare Metaboliten epi-Jasmonséaure

Verteidigungsproteine
Strukturelle Verteidigung

Es ware moglich, durch Hinzufigen von Jasmonséure (56) die Mimosinbiosyn-

these zu beeinflussen und eine Produktionssteigerung zu erreichen.
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5. Zusammenfassung der Ergebnisse

1. Polyketidsynthese

Zur Untersuchung von Cyclisierungsmechanismen von Polyketiden wurden die
drei Modellmolekilen (20), (22) und (23) synthetisiert. Aus den Strukturen konnte
geschlossen werden, dal3 Hemiketalbildung gegentber 4-Pyronbildung bevorzugt
ist. Mit der Synthese der offenkettigen Polyketide ist die Mdglichkeit gegeben,
durch Umwandlung der Methylestergruppe in einen Thioester genauere Untersu-
chungen der Pyron-Cyclisierung durchzufthren.

2. Makropolyene

a.) Den in einem Screening auffallig gewordenen Stamm Streptomyces sp.106
kultivierte man, isolierte die Metaboliten aus den Extrakten und klarte deren

Strukturen mit spektroskopischen Methoden auf.

b.) Ein HPLC-System wurde ausgearbeitet, das die schnelle analytische Uber-

prufung sowie die praparative Aufarbeitung der Metaboliten erlaubt.

c.) Es stellte sich heraus, daf3 es sich bei den Produkten um Vertreter der Sub-
stanzklasse der Makropolyene handelt. Die beiden Hauptkomponenten
konnten als das neue Makropolyen (32) und Rimocidin (33) identifiziert wer-

den, welche sich in den Seitenketten unterscheiden.

d.) Fur die Strukturaufklarung von Rimocidin (33) wurde aufgrund der schlechten
Loslichkeit ein Derivat (37) mittels einer Zweistufen-Synthese gebildet. Da-
durch war die Mdglichkeit gegeben eine, Strukturaufklarung mit Hilfe der NMR-
Spektroskopie durchzufihren.
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e.) Rimocidin (33) und Substanz 2 (32) wurden einem biologischen Test gegen
Candida albicans und Cryptococcus neoformans unterzogen. Hierbei erwiesen
sich beide Makropolyene (33) und (32) als nur schwach wirksam im Vergleich
mit Amphothericin B (27). Eine Verédnderung der Aktivitat durch die

unterschiedlichen Seitenketten konnte nicht beobachtet werden.

3. Biosynthese von Mimosin (40)

Zur Aufklarung der Biosynthese von Mimosin wurden Einbauversuch mit einem
hypothetischen Biosynthesevorlaufer, DL-Lysin, in isotopenmarkierter Form

durchgefihrt.

a. Es wurde ein Fitterungsprotokoll fur **C-markiertes Lysin (42) mit Hilfe von
radioaktivem Lysin (42) entwickelt.

b. Bei der Fiitterung mit **C-markierten Lysin kam es zu einem Einbau in die
Seitenkette von Mimosin (40). Einen Einbau der Markierung in den Ring, wie
er in der Literatur beschrieben ist, konnte nicht gefunden werden (siehe Abb.
70).

88] eroffentlichten Methode zum Einbau

c. Beim Uberpriifen der von J.W. Hylin
von radioaktivem Lysin (42) direkt an der Pflanze konnten ebenfalls keine

radioaktiven Isotope in den heterocyclischen Ring eingebaut werden.

d. Es wurden von Pflanzenzellkulturen fir weiterfihrende Fitterungsversuche
mit *®0-markiertem Sauerstoff entwickelt. Dieses System kann fiir spétere
genetische Untersuchungen verwendet werden. Dabei ist aber zu erwdhnen,
dal3 fur die Mimosin-Produktion noch weitere Optimierungen mit z.B. Elicitoren

notwendig sind.
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B. Experimenteller Teil

1. Allgemeine Methoden

Alle Umsetzungen wurden, soweit sinnvoll, in ausgeheizten Glasapparaturen
unter einem leichten N,-Uberdruck durchgefiihrt. Losungsmittel wurden nach den
ublichen Laboratoriumsmethoden getrocknet, destilliert und gegebenenfalls ab-
solutiert. Kaufliche Produkte wurden ohne weitere Bearbeitung eingesetzt.

Instrumentelle Analytik

Schmelzpunkte: Schmelzpunkte wurden mit einem Schmelzpunktgerat SMP-20

der Firma Buchi bestimmt und sind nicht korrigiert.

Massenspektren: EI-MS: Finnigan MAT 95, 70 eV; DCI-MS: Finnigan MAT 311

A, 200 eV; Ammoniak als Reaktionsgas eingesetzt

UV-Spektren: Kontron UV IKON 860; + HCI bzw. + NaOH: zu 2 mL der angege-
benen Lésung wurde je 1 Tropfen 2 N HCI bzw. 2 N NaOH gegeben.
Perkin-Elmer Lambda 4A; + HCI| bzw. +NaOH: zu 1 mL der angegebenen Ldsung
wurde je 1 Tropfen 0.1 N HCI bzw. 0.1 N NaOH gegeben.

'H-NMR-Spektren: Varian Inova-500 (500 MHz), Bruker DMX 500 (500 MHz),
Varian VXR-S 400 (400 MHz), Varian Unity-300 (300 MHz), Varian VXR 300 (300
MHz), Bruker AMX 300 (300 MHz), Varian XL 200 (200 MHz), Varian VXR 200
(200 MHz).

Chemische Verschiebungen in Werten der &-Skala (ppm) relativ zu Tetramethyl-

silan als internem Standard. Kopplungskonstanten (J) in [Hz].
Abklrzungen: s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, g = Quartett, m = Multiplett,
dd = Dublett vom Dublett, br = breit.
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3C-NMR-Spektren: Bruker DMX 500 (125.7 MHz), Varian VXR-S 400 (100.6
MHz), Varian Unity-300 (75.5 MHz), Bruker AMX 300 (75.5 MHz), Varian XL 200
(50.3 MHz), Varian VXR 200 (50.3 MHz).

Chemische Verschiebungen sind in Werten der &-Skala (ppm) relativ zu

Tetramethylsilan als internem Standard angegeben.

Abklrzungen: APT (Attached Proton Test), HMBC (Heteronuclear Multiple Bond
Connectivity), HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Coherence), HSQC
(Heteronuclear Single Quantum Coherence)

Schittler: Infors, Multitron HT, GFL Modell 3033

Inkubator: Sanyo Modell MIR 152, Boekel Scientific Modell 133000

Chromatographische Methoden

Dunnschichtchromatographie: DC-Kieselgel-Fertigplatten Sil G-25/UV (254 +
366 nm), 0.25 mm Schichtdicke (Fa. Macherey & Nagel); DC-Kieselgel-
Fertigplatten Kieselgel 60 F2s4 (Fa. Merck), 0.25 mm Schichtdicke; DC-Fertigplat-
ten RP-18 Fys4 (Fa. Merck).

Saulenchromatographie: Kieselgel, 30-60 um Korngro3e (Fa. J. T. Baker);
Kieselgel 60, 40-63 um Korngrof3e (Fa. Macherey & Nagel); Sephadex LH-20
(Pharmacia), Sephadex G-10 (Pharmacia Biotech).

Anfarbereagenzien: Anisaldehyd-Sprihreagenz (Gemisch aus 850 mL

Methanol, 100 mL Essigsédure und 50 ml Schwefelsaure; pro 100 mL dieses
Gemisches Zugabe von 1 mL Anisaldehyd, nach Anspriuhen erwéarmt);

FeCls-DC-Platte: 5% methanolische Losung auf DC-Kiselgelplatte giessen und

eintrocknen lassen

HPLC: Pumpe: Pumpe: Kontron 420: Detektoren: Kontron 450; Mischkammer:

Kontron M 800; Kontron Multiport; Datensystem: Kontron Data System 450; Vor-

saule: Upchurch Scientific Precolumn Module 5 x 5 mm mit Macherey & Nagel
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RP-8, 25-40 um; Saule: Kontron 250 x 10 mm Spherisorb ODS RP-18 10um
(semipraparativ), Kontron 250 x 4.6 mm Spherisorb ODS RP-1 5 um (analytisch).

Losungsmittel: LOosungsmittel fir die Chromatographie wurden, sofern nicht
analysenrein, vor der Benutzung destilliert. Fur die HPLC wurden nur analysen-
reine Losungsmittel (Fa. Eisher Scientific) sowie bidestilliertes Wasser benutzt,

die zuvor im Ultraschallbad entgast wurden.

Isotopenmarkierte Verbindungen: **C-markiertes L-Lysin (spez. Aktivitat: 11.4
GBg/mmol, Konzentration 3.7 MBg/mL, radio-chemische Reinheit: 99.9%) von der
Fa. NEN Life Science Products.

[2-13C]-DL-Lysin « 2HCI von der Fa. Isotec Inc.

Flussigkeitszintillationszéhler: Beckmann LS 1801 Liquid Scitillation Systems

Flussigkeit: Scinti Safe 30% von der Fa. Fisher Scientific

Berechnung der spezifischen Aktivitat:
407000 Bq = 2.45 * 10° dpm

Molmasse, 40.7Bq
Einwaage 2450 DPM

spezifische Aktivitéat = * gem.DPM

Berechnung der spezifischen Einbaurate:

Erhaltene spezifische Aktivitét

spezifische Einbaurate = - — —
Zugefihrte spezifische Aktivitét

Berechnung der **C-Anreicherung:

XIX

ST

% -1.1%

%Anreicherung =1.1%*
ST

X: Intensitat des Signals der markierten Verbindung
Y: Intensitat des Referenzsignals
St: Standardsignal
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Mikrobiologische Methoden

Abkurzungen:
dd Wasser: bidest. Wasser

Nahrmedienbestandteile: D-Glucose, Malzextrakt, D-Mannit, Calciumcarbonat
und Saccharose wurden von der Firma Merck bezogen.

Agar, Tryptic Soy Broth, Bacto Tryptone und Yeast Extract wurden von der Fa.
Difco gekauft.

L-Lysin, L-Serin, L-Cystein von der Fa. Sigma gekauft.

Vollfett-Sojamehl wurde von der Fa. Henschel bezogen.

Wachstumssubstanzen fiir  Pflanzen:  3-Indolylessigsaure  (IAA),  N°-

Benzyladenin (BA), und Kinetin (K) wurden bei der Fa. Fluka geordert.

Nahrmedienzusammensetzung: Alle Nahrmedien wurden 20 Minuten bei 121°C

autoklaviert

Tabelle 1: Festmedien:

R5-Medium

21g Agar

103 g Succrose

10g D-Glucose

5 g Hefeextrakt
5.73g TES-Puffer
10.72g MgCl, x H.0
0.25 g K;SOq4

0.1g Casaminoacids
mit 850 mL dest. Wasser
auf 1 Liter auffillen
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Tabelle 2: Flissigmedien

Medium 1 Medium 2 Medium 3
0.25% Nutrient broth 2% vollfett Sojamehl {20 g D-Glucose
0.4 % Tripton 2% D-Mannit 20 g losliche Starke
0.5 % Tryptic soy broth pH=7-7.5 59 Hefeextrakt
0.2 % D-Glucose 2.5 g Pharmamedium
2.5 % l6sliche Starke 1g MgSO4x7H20
0.3 % Hefeextrakt 1.3 g KH2PO4 x 3 H,O
3g NacCl
3g CaCOs3
mit Leitungswasser auf
1 Liter auffullen

Pflanzenmedien:

B5 Medium: Zusammensetzung der Stammldsungen fir einen Liter Medium

1. Anorganische Salz-Lésung 100 mL
2. Stammldésung A 1mL
3. Stammlésung B 5mL
4. Stammlésung C 1mL
5. Stammloésung D 1mL
6. Stammlosung E variabel
7. Stammlosung F 1mL
8. Zucker 209

Der pH-Wert wird auf 5.9 + 0.1 unter Verwendung von 3 % KOH- oder 1% HCL-

Ldsung eingestellt. Anschlie3end auf 1 Liter mit dest. Wasser auffillen.
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Herstellung der Stamml6sungen:

1. Anorganische Salze

NaH,PO, 1.50 g
KNO3 25.00g
(NH4)2S04 1.34 g
MgSO, - 7H.0 2.50 g

geldst in einem Liter dest. Wasser

2. Stammldsung A

CaCl,+2H,0 15 g in 100 mL dest. Wasser

3. Stammldsung B (mul3 im Gefrierschrank bei — 10 °C gelagert werden)

Nicotinsaure 200 mg
Thiamin HCI 209
Pyridoxin HCI 100 mg
M-inositol 209

gelost in ein Liter dest. Wasser und in 5 mL grof3e Portionen aufteilen.

4. Stammlosung C

MnSO4+ H20 109
H3BOs3 300 mg
ZnS04 «7TH0 200 mg
Na;MoO, + 2H,0 25 mg
CuSO0Os4 « 5H0 3.9 mg
CoCl, « 6H,0 2.5 mg

GelOst in 100 mL dest. Wasser
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5. Stammldsung D

Kl 75 mg in 100 mL dest. Wasser

6. Stammldsung E (Im Kihlschrank lagern)
2,4-D 20 mg in 100 mL 20-30% ethanolischer Losung

oder IAA 20 mg
oder BA 20 mg
oder Kinetin 10 mg in 90 mL 20-30% ethanolischer Losung

plus 10 mL 2 N HCI

7. Stammldsung F

Sequestrene 330 Fe 2.8 g in 100 mL dest. Wasser

Fur Festmedium wird 8.5 g Bacto Agar pro Liter zugefugt
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2. Polyketidsynthesen

2.1 Darstellung von 3-trimethylsiloxybut-2-enoat (17)+(17))

o o 1.) NEt, .
HsC OMe 3.) ZnCl, H;C OMe
(14) (17)+(17")
116.11 g/mol 188.3 g/mol

In einen 250 mL Kolben wurden 2 g ZnCl,; (M = 136.28 g/mol; 14.6 mmol) durch
Erwarmen im Vakuum getrocknet. Danach wurden 16 mL Triethylamin (M =
101.07 g/mol; 0.11 mmol) zugegeben und 1 Stunde lang geriihrt. Dann fugte man
9 mL Trimethylchlorsilan TMSICl (M = 108.64 g/mol; 0.08 mmol) zu.

Die Losung wurde anschlieBend 2 Stunden unter RuUckflul3 gerihrt. Nach
Abklhlen der Lésung gab man 7 g (60 mmol, M = 100.11 g/mol) Acetoacetat (14)
zu und liel3 die Losung weitere 8 Stunden unter Ruckflul? erwarmen. Nachdem die
Losung auf Raumtemperatur abgekuhlt war, wurde der Feststoff abgetrennt und
mehrmals mit Petrolether (PE) gewaschen.

Die organische Phase wurde am Rotationsverdampfer entfernt. Durch Destillation
erhielt man 9.5 g (54 mmol, 93%) von (17)+(17"). Dabei lag der Stoff in einem

Gemisch bestehend aus der E (177)- und Z (17)-Konfiguration vor.

Tabelle 3: *H-NMR-Daten (300 MHz, d;-Chloroform) von (17)+(17°)

E-Konfiguration Z-Konfiguration
'H-Daten | Multiplizitat 'H-Daten Multiplizitat
3 (ppm) (J/Hz) 3 (ppm) (J/Hz)
0.28 | 9H, s —Si(CHs3)3 0.28 9H, s —Si(CHgs)3
2.27 3H, s 1.90 3H, s
3.77 3H, s, -OMe 3.60 3H, s -OMe
5.14 1H, s 5.10 1H, s
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2.2 Darstellung von (E)-1,3-bis(trimethylsiloxy)-1-methoxybuta-
1,3-dien (15)

O\ MeO
(H3C)3SIO OMe 1.) Diisopropylamin (H3C)3Sio / OSi(CHg)3
— 2.) n-BulLi _
e 3.) TMSIC| - H,C
(17)+(177) (15)
188.1g/mol 260.3 g/mol

Zu Diisopropylamin (6.8 mL, 48 mmol) in 100 mL THF wurden 32 mL n-BuLi (1.5
M, 48 mmol) und 6.4 mL TMEDA gegeben. Die Losung wurde auf -78 °C
abgekuhlt. Dann fugte man 7.6 g (40 mmol) 3-trimethylsiloxybut-2-enoat
(A7)+(17) zu. Die Losung wurde nach einer halben Stunde mit 8 mL
Trimethylsilylchlorid gequencht, und langsam auf Raumtemperatur erwarmt. Das
Gemisch liel3 man dann noch weitere 30 min bei Raumtemperatur riihren. Das
Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt und der Ruckstand mit
Petrolether versetzt. Den Festoff entfernte man durch Filtration, wéhrend die
organische Phase am Rotationsverdampfer eingeengt wurde. Dabei erhielt man
(15) als ein gelbliches Ol.

Ausbeute: 91% (9.69)

Tabelle 4: '"H-NMR-Daten (300 MHz, d;-Chloroform) von (15)

'H-Daten Multiplizitat
3 (ppm) (J/Hz)
0.15 9H, 5 —Si(CHa)s
0.19 9H, s —Si(CHa)s
3.50 3H, s, -OMe
3.90 1H, d (L.5)
4.10 1H, d (1.5)
4.42 1H, s
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2.3 Darstellung von Dimethyl 3-hydroxyhomophthalat (12)

MeO HO
H3C)3SiO OSi(CH MeO Ticl4 COOMe
(oS / eria) * >_0Me —
MeO COOMe
H,C
(15) (16) (12)
260.3 g/mol 106.1 g/mol 224.2 g/mol

Zu einer Losung bestehend aus 0.656 g (4 mmol) Orthoameisensauretrimethyl-
ester (16) und 0.8 mL (8 mmol) TiCls in 10 mL p.a. CH2Cl, wurden bei -78 °C 2 g
(8 mmol) 1,3-bis(trimethylsiloxy)-1-methoxybuta-1,3-dien (15) innerhalb von 45
min zugegeben. Die Losung wurde dann zwei Stunden bei -78°C gerihrt, bevor
langsam auf Raumtemperatur erwdrmt und weitere zwei Stunden gerihrt wurde.
Die dunkelrote Losung wurde dann in 200 mL einer geséttigter NaHCOs3-L6sung
gegeben und mit Et,O extrahiert. Die organische Phase wurde am
Rotationsverdampfer eingeengt. Im Dunnschichtchromatogram konnten drei
Spots identifiziert werden.

Die Reinigung erfolgte durch Kieselgelsaulenchromatographie (CHxCly)

Hauptprodukt: 1-Hydroxy-2-methoxycarbonyl-3-phenylacetat (12)




Experimenteller Teil

125

Ri+-Wert = 0.53 (CH2Cly)
EI-MS (70 eV) : m/z = 224 [M; (35%)], 192 [M-OCHs;, (100%)], 161 [M-OCHzs,

(40%)] - C11H120s
Ausbeute : 56 %

Tabelle 5: "H-NMR-Daten (300 MHz, d;-Chloroform) von (12)

Nr. |'H-Daten| Multiplizitat ¥ C-Daten

3 (ppm) (J/Hz) 3 (ppm)

3 3.66 2H, s 42.21
3-OMe| 3.86 |3H,s (-CO,CHs) 51.63
2-OMe| 3.95 |3H,s (-CO,CH>) 51.81
(-CO,CHb) 170.76

(-CO2CHa) 171.70

1 11.2 1H, s (-OH) 162.61

2 111.90
3 136.16
4 6.72 1H,d (8.0) 117.17
5 6.92 1H,d (8.0) 123.61
6 7.84 1H, dd (8.0) 134.23

Nebenprodukt: 1,6-dihydroxy-naphthalen-2,5-acetat (18)
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Rf =0.89 (CH2C|2)

EI-MS (70 eV) : miz = 276 [M; (55%)], 244 [M-OCHg; (40%)], 212 [M-OCHy;
(100%) — Ci4H1206

Ausbeute: 10%

Tabelle 6: *H-NMR-Daten (300 MHz, d;-Chloroform) von (18)

13C-NMR-Daten (75.5 MHz, d1-Chloroform),

Multiplizitat der **C-Daten durch APT

Nr. | H-Daten Multiplizitat 3 C-Daten
3 (ppm) (J/Hz) 3 (ppm)
1 12.38 1H, s (Pos.1, -OH) 166.49 (u)
2 136.92 (u)
3 7.17 1H, d (10.0) 118.64 (o)
4 7.82 1H, d (10.0) 127.20 (o)
5 119.20 (u)
6 11.86 1H, s (Pos.6, -OH) | 160.56 (u)
7 8.30 1H, d (10.0) 116.04 (o)
8 8.55 1H, d (10.0) 131.83 (0)
9 105.15 (u)
10 104.52 (u)
4.0 3H, s (Pos. 2, - 52.31 (o)
CO2CH5)
(Pos.2,-CO,Me3) 171.04 (u)
4.1 3H, s (Pos. 5, - 52.59 (o)
CO2CHg)
(Pos.5,-CO,Me3) 172.54 (u)
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Nebenprodukt: Dimethyl-1-Hydroxy-3-methylphthalat (19)

Rf = 0.55 (CH,Cly)
EI-MS (70 eV) :
(40%)] - C11H120s
Ausbeute : 20 %

(|:H
O O
Y
4

I

N
l

HO

A

oO—20U1

X3
Lo
=

o)
ScH,
)

RN
(o]

(

miz = 224 [M; (35%)], 192 [M-OCHs, (100%)], 161 [M-OCHs,

Tabelle 7: *H-NMR-Daten (300 MHz, d;-Chloroform) von (19)
¥C-NMR-Daten (75.5 MHz, d1-Chloroform)
Multiplizitat der **C-Daten durch APT

Nr. | *H-Daten | Multiplizitat 1 C-Daten
3 (ppm) (J/Hz) 3 (ppm)

1 11.04 1H, s (-OH) 163.97 (u)
2 114.53 (u)
3 143.64 (u)
4 123.92 (u)
5 7.79 1H, d (8.0) 135.96 (0)
6 6.80 1H, d (8.0) 115.22 (o)
2.66 3H, s (-CHa) 20.03 (0)

3.82 3H, s (-CO.CHg) | 52.03 (0)

3.93 3H, s (-CO,CHg) | 52.57 (0)
168.01 (u)

171.70 (u)
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2.4 Darstellung von Substanz (20)
(0]
H/ l| CH3
__CHg H,é’a/ o
OH o] NS
No cH, M€ < 1.) LDA T T'—H
o * L e v N
2)PufferpH =68 "\~ Noo
X
\O O—=CH;s 5|>| L 1|3 CH
\10// \/1?/ \O/ :
(12) (14) 0 " "
224.21g/mol 116.1 g/mol 308.28 g/mol
g g

Um LDA-LAsung (8 mmol) herzustellen, gab man bei -78 °C 1.2 mL (8 mmol) Di-

isopropylamin und 7.6 mL n-BuLi (8 mmol) in 10 mL THF zusammen. Nach 10

min wurden 0.232 g (2 mmol) Acetessigsauremethylester (14) zugegeben und 30

min bei -78°C geruhrt. Dann gab man eine Lésung bestehend aus 200 mg (0.89

mmol) Dimethyl-3-Hydroxyhomophthalsaureester (12) und 1 mL TMEDA in 5 mL
THF bei -78 °C zu. Die Losung wurde 30 min bei -78°C geruhrt und dann auf

Raumtemperatur erwdrmt und weitere 2 Stunden geruhrt. Nun gab man die
Losung in einen Puffer bestehend aus 25 mL KH,PO4 und 25 mL KoHPO4 (pH =

6.8) und rihrte die Mischung 1 h. Danach extrahierte man mit CH,Cl,. Das

Produkt erhielt man durch Kiselgelsdulenchromatographie mit dem Laufmittel

Toluol/Essigester 8:2 in 40% Ausbeute.

R¢ = 0.31 (Toluol/Essigester (8:2))
EI-MS (70 eV) : m/z = 308 [M; (80%)]
Ausbeute: 108 mg (40%)

UV (Methanol) Amax [Nm] (€) = 214 (6300)
UV (Methanol/HCI)  Amax [Nnm] (€) = 214 (6200)
UV (Methanol/NaOH) Amax [nm] (€) = 207 (6200)

--> C15H1607
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Tabelle 8: "H-NMR-Daten (200 MHz, d;-Chloroform) von (20)
13C-NMR-Daten (50.3 MHz, d1-Chloroform),

Multiplizitat der **C-Daten durch APT

Nr. | 'H-Daten | Multiplizitat ¥ C-Daten
3 (ppm) (J/Hz) 3 (ppm)
1 171.73*" (u)
2 2.91 2H,d (8.0) 48.17 (u)
3 99.47 (u)
4a 3.03* 1H,d (15.0) 42.64 (0)
4b 2.78* 1H,d (15.0) 42.64 (0)
5 191.48 (u)
6 119.02 (u)
7 158.91 (u)
8 6.82 1H,d (8.0) 125.75 (0)
9 7.41 1H, dd (8.0) 135.02 (0)
10 6.92 1H,d (8.0) 118.23 (0)
11 135.99 (u)
12a 4.19% 1H, d (15.0) 40.66 (0)
12b 3.85+° 1H, d (15.0) 40.66 (0)
13+ 171.32*" (u)
1" 3.83*" 3H, s 51.82*" (0)
13" 3.71+ 3H, s 52.37* (0)

*Zuordnung untereinander vertauschbar
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2.5 Darstellung von Methyl 1,8-dihydroxy-2-(Methoxycarbonyl)-3-
naphthyl-acetat

COOEt O\\ /CH3 |OH TH (0]
1.) NaH )k CH
+ O\ © 2.) n-BuLi NN o
o COOEt 3) MeOH, l\ uo /l\/ﬁ\ Gt
HC Ca(0Ac),*H,0 N N o
(21) (14) 13)
204.2 g/mol 116.1 g/mol 290.3 g/mol

Unter Stickstoffatmosphare wurden Methylacetoacetat (14) ( 3.22g, 27.9 mmol) in
10 mL THF und eine Suspension aus Natriumhydrid (672 mg, 28 mmol) in 30 mL
THF zusammengegeben. Die Losungen wurden wéhrend der Zusammengabe auf
0° Celsius abgekuhlt. Dann ruhrte man die Lésung 10 min, bevor n-Butyllithium
(28 mmol) in Hexan (18 mL) bei weiterhin 0° Celsius hinzugegeben wurde. Nach
weiteren 10 min gab man dann eine Losung bestehend aus 3-Hydroxyglutarsau-
reethylester (21) (0.714 mg, 3.5 mmol) in THF (4 mL) hinzu. Das Gemisch wurde
auf Raumtemperatur erwarmt und fiir 2 Stunden rihren gelassen.

Anschlieend gab man das Reaktionsgemisch in eine auf 0° Celsius abgekihlte
2N HCI Losung (50 mL) und extrahierte danach das organische Material mit
zweimal mit Ethylacetat. Die Loésung wurde mit Na,SO, getrocknet und am Rota-
tionsverdampfer eingeengt. Weiter wurde eine Suspension bestehend aus
Methanol und Ca(OAc).*H2O vorbereitet in die nun die Olige Flussigkeit zugege-
ben wurde. Das Gemisch wurde 2 h unter Ruckflul geruhrt.

Eine erneute Zugabe von 2N HCI und Extraktion mit Ethylacetat ergab wiederum
eine Olige Flussigkeit. Das Produkt erhielt man durch S&ulenchromatographie
(CH2Cly) in 43%iger Ausbeute.

R¢=0.65 (CHCly)

Ei-MS (70 eV) : m/iz =290 [M; (30%)], 258 [M-OCHs, (40%)], 226 [M-OCHs;
(100%)] - CisH140s

Ausbeute: 436 mg (43%)
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Tabelle 9: *H-NMR-Daten (200 MHz, d;-Chloroform) von (13)

Nr. '"H-Daten | Multiplizitat
8 (ppm) (J/Hz)

1 14.2 1H,s (-OH)
4 7.06 1H, s

5 7.15 1H,d (7.0)

7 6.87 1H,d (7.0)

6 7.45 1H,t (7.0

8 9.53 1H,s (-OH)
_CH,COOMe 3.67 5H, s
-COOMe 3.93 3H, s

2.6 Darstellung der Verbindung (22)

I
2/1\o/CH3
L/OH
OH OH o} o /CH3 (IJH T/ \[|1
o/CH3 + O\>_>;O 1.) LDA llO%g\lT/7\T/5§o
o S — Q
. P o 2.) Puffer pH = 6.8 n\z /13\1 4//15\16 /17\0 __CHg
(13) (14) (22)
290.3 g/mol 116.1 g/mol 374.3 g/mol

Zu einer LDA-L6sung (8 mmol ;1.1 mL Diisopropylamin, 6 mL n-BuLi, 1 mL
TMEDA) fugte man bei —78°C langsam 174 mg Acetessigsauremethylester (14)
(8 eq, 1.5 mmol) hinzu. Die Losung wurde 1 h bei -78 °C riihren gelassen, bevor
der Methyl 1,8-Dihydroxy-2-(methyloxycarbonyl)-3-naphthyl-acetate (13) (100 mg,
0.3 mmol) in 5 mL THF innerhalb von 30 min zugegeben wurde. Die L&sung
wurde fur weitere 30 min bei -78°C geruhrt und dann langsam auf Raumtempe-
ratur erwarmt. Nach weiteren 2 h gab man die Losung langsam in eine 50 mL
Pufferlosung (pH = 6.8, KH2PO4/K2HPO,4). Nach einer Stunde extrahierte man mit
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CHCl,. Das Produkt erhielt man durch Kieselgelsaulenchromatographie mit dem

Laufmittel Toluol/Essigester 8:2 in 32% Ausbeute.

Rf (Toluol/AcOEt 8:2)= 0.27

EI-MS (70 eV): m/z = 374 [M; (100%)], 342 [M-OCHa; (30%)] > C1oH1g0s

Ausbeute: 34 mg (32%)

Tabelle 10: *H-NMR-Daten (200 MHz, d;-Chloroform) von (22)
13C-NMR-Daten (50.3 MHz, d1-Chloroform),

Multiplizitat der **C-Daten durch APT

Nr. |['H-Daten| Multiplizitat 3 C-Daten
3 (ppm) (J/Hz) 3 (ppm)
1+ 172.2
2 3.00 2H, dd (15, 27) 43.0
3 5.79 1H,s (-OH) 65.0
4a*° 2.95 1H,t (18) 47.8
4h* 3.21 1H,t (18) 47.8
5 189.6
6 102.1
7 158.0
8 113.9
9 8.92 1H,s (-OH) 155.4
10 6.89 1H, d (7.0) 112.3(0)
11 7.45 1H,t (7.0) 131.6(0)
12 7.19 1H, d (7.0) 126.1(0)
13 138.3
14 7.18 1H, s 119.0(0)
15 130.3
16a*’ 4.15 1H, d (18) 41.1
16b*° | 3.92 1H, d (18) 41.1
17+ 171.2
18+* 3.69 3H, s, COOCHs 51.9
19** 3.85 3H, s, COOCHs 53.0

*Zuordnung untereinander vertauschbar
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2.7 Darstellung der Substanz (23)

1.) NaH
2.) n-BulLi
3.) Puffer pH = 6.8

Unter Stickstoffatmosphéare wurde eine THF-L6sung (10 mL) bestehend aus 1.07

g (9 eq, 9 mmol) Methylacetoacetat (14) zu einer THF (30 mL) Suspension mit

NaH (224 mg, 9 mmol), bei 0° Celsius, zugegeben. Die L6ésung wurde dabei 10

min geruhrt. Butyllithium (10 mmol) in 10 mL Hexan wurden zugefugt und nach

weiteren 10 min gab man eine weitere THF-L6sung bestehend aus Methyl 1,8-

dihydroxy-2-(methoxycarbonyl)-3-naphthyl-acetate (13) (1 eq, 290 mg, 1mmol)

und 6 mL HMPT zu. Es wurde fur zwei Stunden bei Raumtemperatur gerihrt und

anschlie3end in einer 200 mL Phospatpuffer-Losung (pH = 6.8) gequencht. Nach

einer halben Stunde wurde das Loésungsmittel entfernt. Die Trennung erfolgte

mittels Kieselgelsdulenchromatographie (PE/EE 6:4). Die Ausbeute lag bei 24%.

R = 0.27 (Petrolether/Essigester (6:4))

EI-MS : m/z = 374 [M: (100%)], 342 [M-OCHa; (30%)] — CioH180s

Ausbeute: 89 mg (24%)
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Tabelle 11: 'H-NMR-Daten (200 MHz, d;-Chloroform) von (23)

13C-NMR-Daten (75.5 MHz, d1-Chloroform),

Multiplizitat der **C-Daten durch APT

Nr. | *H-Daten | Multiplizitat ¥ C-Daten
3 (ppm) (J/Hz) 3 (ppm)
1 167.9 (u)*
2 104.1 (u)
3 14.25 1H, s (-OH) 164.1 (u)
4 113.3 (u)
5 9.72 1H,s (-OH) 156.8 (u)
6 6.91 1H, d (7.0) 111.8 (o)
7 7.48 1H,t (7.0) 132.0 (o)
8 7.17 1H, d (7.0) 124.1 (o)
9 137.7 (u)
10 7.08 1H, s 118.2 (o)
11 5.5 1H, s (-OH) 130.2 (u)
12 3.99 2H, s 47.0 (u)
13 182.9 (u)
14 3.92 1H, s 99.4 (o)
15 15.1 1H, s (-OH) 195.6 (u)
16 3.22 2H, s 435 (u)
17 172.5 (u)*
18 3.90 |3H,s (-CO.CHs)| 52.5(0)"
19 323 |3H,s (-CO.CHs)| 52.4 (o)~

*Zuordnung untereinander vertauschbar
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3. Streptomyces SP 106

3.1 Kultivierung des Stamms

Zur Sporenvermehrung wurde das R5-Medium verwendet. Man brachte die aus
Spanien stammenden Sporen auf Platten aus und liel3 sie 4 Tage lang bei 28°C
anwachsen. Von diesen Agarplatten wurden Flissigkulturen mit gut bewachsenen
Sticken angeimpft (100 mL Medium 2 in 250 mL Erlenmeyerkolben mit drei
Schikanen) und 72 Stunden bei 28° Celsius und 180 U/min fermentiert.

Fur die Isolierung der Rohprodukte vermischte man die Kulturlésung mit Celite
(100 g/L) und trennte anschliel3end mittels Vakuumfiltration. Die gelblich walrige
Losung wurde in einem Aceton/Trockeneisbad eingefroren und das Wasser dann
mittels der Gefriertrocknung entfernt. Dabei erhielt man einen hellbraunen Fest-
stoff welcher in 200 mL Methanol aufgenommen wurde und Uber einen Papierfilter
ein weiters Mal gereinigt wurde. Dabei wusch man der Rickstand dreimal mit 100
mL Methanol. Das Ldsungsmittel wurde am Rotationverdampfer entfernt. Die
weitere Aufreinigung fand mittels HPLC mit einer semipréparativen RP-18 Saule
statt.

HPLC-Programm:

0-3 min Gradient Wasser/Acetonitril (100%/0%).
3-4 min zu Wasser/Acetonitril (70%/30%)

4-9 min zu Wasser/Acetonitril (65%/35%)

9-11 min zu Wasser/Acetonitril (60%/40%)
11-13 min zu Wasser Acetonitril (50%/50%)
13-14.50 min zu Wasser/Acetonitril (30%/70%)
14.50 Reinigungsprogramm Acetonitril (100%)

HPLC-Retentionszeiten: Fir das kleinere Molekil (32) 10.2 min

Fur das groRere Molekidl (33) 13.7 min (Saule: Kontron Spherisorb ODS 10 pm
RP-18 semipraparativ; Flussgeschwindigkeit 5 mL/min, mobile Phase 24 min
Laufmittelsystem: Acetonitril/\Wasser)
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3.2 Rimocidin (33)

Rimocidin

OH

MW = 767.8 g/mol. (C39He1NO14)

FAB-MS: (positive lonen) : 768 ([M+H]").

FAB-MS: (negative lonen): 766 ([M-HJ).

UV (Methanol) Amax [nm] (€) = 317 (7200); 302 (7800); 289 (5400)
Schmelzpunkt: Zersetzung bei 115° C
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3.3 Derivatisierung der beiden Makropolyene

3.3.1 Acetylierung der Aminogruppe am Zucker

o

H3C—<

o}
»CHs
OH o
R OH
NH, H3C—\< R N
OH o] \ OH
o o
O o
CHg CHg

30 mg des jeweiligen Makropolyen wurden in 5 mL trockenem MeOH gel6st und

auf 4° Celsius abgekuhlt. Nach 5 min gab man 2 pL Acetanhydrid zu und lief3 die
Losung 10 Stunden rihren. Durch DC-Kontrolle konnte nur ein Produkt
identifiziert werden. Das LOsungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt
und das resultierende Produkt konnte umgehend fir die nachste Reaktion
eingesetzt werden.

Die Ausbeuten lagen fur beide Makropolyene bei 95-99%. (nach HPLC-Analyse)
Verwendetes HPLC-Program (siehe Rimocidin).

DCI-MS (negative lonen): m/z = 808.5 [M-H, (100%)]
MW= 809.8 (C41H63N015)
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3.3.2 Amidierung der Carbonséuregruppe zum Derivat (37)

CHg CH3
o) OH o) OH
o) o)
NH NH
H OH
[e] \ \
Ry Ry
R H,NCH,COOMe HsC
o) > o)
o]
o OH o NH/Y
o
R OH H3C OH N
OH OH CHs
R,=Ac

Zu einer auf 0° Celsius gekuhlten Losung bestehend aus 30 mg Makropolyen,
100 mg Glycindimethylester Hydrochlorid in 5 mL Dimethylformamid gab man 0.1
mL Triethylamin und 0.1 mL DPPA (Diphenylphosphoramid). Die Lésung wurde
12 h bei 0 Grad gekunhlt. Aufreinigung fand mittels HPLC statt. Das verwendete
HPLC-Program wurde schon unter der allgemeinen Aufarbeitung beschrieben.

Die Ausbeute lag, bedingt durch Verluste bei der Aufreinigung mittels HPLC, bei
60%.
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3.4 Rimocidin-Derivat (37)

Rimocidin-Derivat

R,=NHCH,COOCH,
R2 @) R,= Ac

MW = 880.1 g/mol. (C44HesN2016)

FAB-MS: (positive lonen) : m/z 881 ([M+H]").

FAB-MS: (negative lonen): m/z 879 ([M-HJ).

UV (Methanol) Amax [nm] (€) = 319 (10300); 304 (9000); 291 (6500).
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Tabelle 12: *H-NMR-Daten (500 MHz, ds-Pyridin/ds-Methanol im Verhéltnis 9:1)

13C-NMR-Daten (125.7 MHz, ds-Pyridin/ds-Methanol im Verhaltnis 9:1),

von (37)
Nr. 'H-Daten Multiplizitat 13 C-Daten
3 (ppm) (J/Hz) 3 (ppm)
1 173.57
2 2.67 1H, dt, (9.6, 3.6) 57.45
2 2.30; 1.85 2H, ddq 23.17
(12.5, 9.6, 7.2)
2°-Me 1.06 3H, 1 (7.2) 14.14
3 4.64 1IH, m 68.84
4 2.70; 2.91 2H, m 49.59
5 210.40
6 2.70; 2.55 2H, m 45.20
7 1.75; 2.05 2H, m 20.49
8 1.40; 1.63 2H, m 38.37
9 4.54 1H, ddt 68.59
(9.5, 8.2, 2.2)
10 1.78:1.90 | 2H,dd (135,95)| 47.08
11 98.35
12 1.80; 2.55 2H, m 45.65
13 5.12 1H, ddd 66.45
(10.8, 9.9, 4.1)
14 2.85 1H, dd (9.9) 58.10
14 -CO 174.49
15 523 1H, dd (9.9, 9.5) 66.90
16 2.98; 2.15 2H, ddd 38.54
(14.3, 9.5, 5.9)
17 4.95 1H, dt (8.5, 5.9) 76.48
18 6.39 1H, dd (14.9, 85) | 137.88
19 6.30 1IH, m 129.28
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20 6.51 * 1H, m 134.01
21 6.21°" 1H, m 132.21
22 6.21" 1H, m 132.88
23 6.21°" 1H, m 132.54
24 6.45 *° 1H, m 134.10
25 5.75 1H, ddd 131.48
(14.0, 9.5, 5.1)
26 2.30;2.45 2H, m 38.61
27 5.23 1H, ddt 73.54
(10.5, 6.3, 1.9)
28 1.63; 1.51 2H, dt (14.0, 7.0) 37.40
29 1.37 2H, m 18.77
30 0.90 3H, t(7.2) 14.14
Zucker
1 5.29 1H, s 98.35
2" 4.55 1H, d (2.8) 71.10
3 4.65 1H, dd (9.0, 2.8) 56.23
4 4.02 1H, m 72.58
5" 3.95 1H, m 74.50
6" 1.59 3H, d (5.7) 18.77
3“NHCOMe
-CO 172.04
Me 2.10 3H, s 23.17
Gly-OMe
CH2 4.63; 3.99 2H, d (17.5) 41.45
-CO 171.04
Me 3.88 3H, s 52.53

*Zuordnung untereinander vertauschbar
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3.5 Substanz 2 (32)

Substanz 2

OHY.
3

MW: 739.77 g/mol. (C37H57NO14)

FAB-MS: (positive lonen): m/z 740 ([M+H]").

FAB-MS: (negative lonen): m/z 738 ([M-HJ).

UV (Methanol) Amax [nm] (€): 317 (54700); 302 (60300); 290 (44200).
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Tabelle 13: *H-NMR-Daten (500 MHz, ds-Methanol) von (32)

¥C-NMR-Daten (125.7 MHz, ds-Methanol),

Nr. ! H-Daten Multiplizitat 13C-Daten
3 (ppm) (J/Hz) 3 (ppm)
1 173.4
2 2.18 1H, dt (9.6, 3.8) 56.3
2" 1.59;1.90 2H, dq (7.5, 3.8) 22.4
2"-Me 0.92 3H, t, (7.5) 10.9
3 4.11 1H, dd (9.6, 2.2) 68.5
4 2.37:2.46 2H, m 48.8
5 210.6
6 2.46:2.32 2H, m 44.3
7 1.39;1.61 2H, m 19.6
8 1.39;1.30-1.26 2H, m 37.6
9 4.12 1H, ddt 68.4
(9.3,8.2,2.2)
10 1.61 2H, m 46.5
11 97.8
12 2.02;1.30-1.26 2H, m 44.1
13 4.29 1H, ddd (11.1, 66.9
10.5, 4.6)
14 2.03 1H, t (9.3) 60.5
-COOH 179.3
15 4.37 1H, dd (9.3, 8.2) 66.6
16 2.30;1.70 2H, dd (8.2) 38.7
17 4.45 1H, td (3.5, 8.3) 78.2
18 5.95 1H, dd (15.3,8.3) 136.0
19 6.35 1H, dd (13.8,10.7) 133.6
20 6.13" 1H, m 129.3
21 6.13" 1H, m 133.4
22 6.13" 1H, m 132.3
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23 6.13 " 1H, m 132.3

24 6.13" 1H, m 132.6

25 5.63 1H, ddd 131.1
(14.0, 9.5, 5.1)

26 2.32; 2.40 2H, m 40.0

27 5.07 1H, ddq 70.8
(10.5, 6.3, 1.9)

28 1.26 3H, d (6.3) 20.0

Zucker

1 4.62 1H, s 98.2

2’ 4.03 1H, d (2.8) 68.0

3 3.20 1H, dd (9.0, 2.8) 56.1

4 3.37° 1H, m 69.5

5’ 3.35% 1H, m 73.5

6’ 1.31 3H, d (5.7) 16.7

a: Signale werden durch Losungsmittelsignal teilweise verdeckt
*. Zuordnungen untereinander vertauschbar
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3.6 Test auf fungizide Wirkung

Fur die Herstellung der Kolonien von Candida Albicans und Cryptococcus
neoformans wurden YPD-Platten ausgestrichen und 2-3 Tage bei 30° C inkubiert.
Anschlie3end wurden 2-3 Kolonien herausgepickt und mit 5 mL sterilen Wasser
gut vermischt.

Die optische Dichte wurde bei 530 nm gemessen und die Absorption auf 0.15
eingestellt. Dies entspricht ungefahr einer Million Zellen pro mL. Von dieser L6-
sung wurden 100 pL abgenommen und mit 4.9 mL bidest. Wasser versetzt (1/50
Mischung) und gut durchmischt.

Es wurde eine 1:20 Lésung hergestellt aus 1 mL der oben beschriebenen 1:50
Mischung und 19 mL RMPI-Medium hergestellt.

Um die Konzentrationen der Zellen zu Uberprifen, wurden 10 uL abgenommen
und auf YPD-Platten ausgestrichen, wobei man nach 72 Stunden ca. 10-50
Kolonien erwartete.

Jede Offnung der Mikrotiterplatte wurde mit 100 pL 1:20 RMPI-Lésung und mit
der jeweiligen Konzentration an Makropolyen pro 100 pL sterilen Wasser
bestlickt. Dabei wurde eine Konzentrationsreihe von 16 pg/mL — 0.01 pg/mL
ausgewahlt. Die Mikrotiterplatte wurde dann fur drei Tage bei 30° C in den
Inkubator bei gestellt.

Zum Erhalten der Daten wurde die Mikrotiterplatte gut durchgeschiittelt und dann

die optische Dichte jeder Offnung gemessen.

RMPI-1640 Medium YPD-Medium
10.4 g RMPI-Mischung 20g Agar
34.53 g MOPS Puffer 10g Peptone

10g D-Glucose
auf 1 Liter dest. Wasser 5 g Hefeextrakt
pH=7.0 mit 5 M NaOH einstellen.
Lagerung bei 4°C
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4. Mimosin (40)

4.1 Allgemeine Isolierung von Mimosin (40) und 3,4-Dihydroxy-
pyridin (41)

Die abgeschnittenen Zweige wurden in eine verschlieBbare 500 mL Pyrexflasche
gegeben. Anschlie3end fligte man eine 1:3 Mischung aus konzentrierter Essig-
saure und Wasser hinzu. Dabei war darauf zu achten, daf3 alle Pflanzenteile mit
der LOsung in Kontakt waren.

Das Gemisch wurde fur funf Stunden auf 60° C erhitzt. Nachdem die Pyrexflasche
abgekunhlt war, wurden die unlgslichen Stoffe mittels eines Faltenfilter entfernt.
Man entfernte das Losungsmittel am Rotationsverdampfer. Das entstandene
orangene Ol wurde mit 50 mL Wasser versetzt und erneut liber einen Faltenfilter

gereinigt. Die waldrige L6sung wurde im Vakuum eingeengt.

Fur analytische Zwecke fand die gesamte weitere Aufreinigung an Sephadex G-
10 (50 x 2.5 cm, bidest. Wasser) statt. Dieser Vorgang muf3te sechs bis zu 10

mal wiederholt werden, um eine 90% Reinheit des Produkts zu erhalten.

Fur die allgemeine Mimosin (40) und 3,4-Dihydroxypyridin (41) Aufreinigung wur-
den die Rohextrakte zuerst tber HPLC RP-18 gereingt.

HPLC-Retentionszeiten fur Mimosin (40): 2.4 min

HPLC-Retentionszeiten fur 3,4-Dihydroxypyridin (41): 3.5 min (Saule: Kontron
Spherisorb ODS 10 um RP-18, semipraparativ; Flu3geschwindigkeit 5 mL/min,
Laufmittelsystem: Gradient Wasser + 0.2% Orthophosporséure/Acetonitril (100/0)
-> Wasser + 0.2% Orthophosphorsaure/Acetonitril (80/20) in 3 min und anschlie-
Rend Gradient zu 100% Acetonitril in 2 min).

Mimosin wurde danach zweimal tber Sephadex G-10 aufgereinigt und anschlie-

Rend in einem Gemisch aus H>O/Methanol (80:20) umkristallisiert.
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4.2 Mimosin (40)

NH,

Mimosin (40)

MW :198.18 g/mol (CgH1oN204)
EI-MS (positive lonen): mz = 199.1 [M+H; (100)]

Tabelle 14: *H-NMR-Daten (400 MHz, D,O + 1 Tropfen DCI) von (40)
¥C-NMR-Daten (100.6 MHz, DO + 1 Tropfen DCI),

Nr. ' H-Daten Multiplizitat ° C-Daten
3 (ppm) (I/Hz) 3 (ppm)
2 7.45 1H, s 130.4
3 146.1
4 160.5
5 6.50 1H, d (7.0) 113.0
6 7.43 1H, d (7.0) 139.1
7 4.15 2H, dd 56.3
(5.2, 15.1)
8 3.99 1H,t (5.2) 51.8
167.1
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4.3 3,4-Dihydroxypyridin (41)

3,4-Dihydroxypyridin (41)

MW: 111.1 g/mol (CsHsNOy)

Tabelle 15: *H-NMR-Daten (400 MHz, D,0) von (41)
¥C-NMR-Daten (100.6 MHz, D;0),

Nr. |['H-Daten| Multiplizitat | ™°C-Daten
3 (ppm) (I/Hz) 3 (ppm)
2 7.92 1H, s 124.0
3 146.1
4 168.2
5 7.10 1H, d (7.0) 113.8
6 7.90 1H, d (7.0) 1354
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4.4 Einbauversuch mit [U-**C-L-Lysin]

Fur das Futterungsexperiment wurden 10 pL radioaktives L-Lysin (1.1uCi) in 2 mL
destilliertem Wasser aufgelést, und zu jeweils 0.33 mL auf sechs bzw. zwei
Zweige verteilt. Die Flussigkeit wurde innerhalb von 4 Stunden aufgenommen.
Man gab anschlieRend 0.5 mL Wasser hinzu und bewahrte die Pflanze fir zwei
Tage auf.

Nach der Aufarbeitung wurden die Pflanzen bis zur konstanten Radioaktivitat ge-
reinigt (siehe Theoretischer Teil: Kap. 4.11.7), anschlieend die Aktivitat mit
einem Flussigkeitszintillationszahler gemessen und uber einen Standard auf die
spezifische Aktivitaten umgerechnet worden.

Man erhielt fir 236 mg eine Aktivitat von 11.79*10* dpm. Dies entspricht einen
absoluten Einbau von 4.8%.

Die folgenden Futterungsversuche fanden mit einer Mischung von unmarkierten
L-Lysin mit 10uL [U-**C]-L-Lysin statt.

Nach der Aufreinigung erhielt man folgende Werte:

Tabelle 16: Einbauexperimente mit [U-**C]-L-Lysin

Futterungsexperiment | Fur Messung verwendete | Spezifische | Spezifische
Menge an Mimosin Aktivitat | Einbaurate
[Bg/mmol] [%0]
240 mg pro 6 Blatter 6.3 mg 153 0.6%
160 mg pro 2 Blatter 5.1 mg 1006 2.7%
210 mg pro 2 Blatter 5.4 mg 2019 6.8%
125 mg pro 2 Blatter kein Mimosin
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4.5 Einbauexperiment mit [2-"*C]-DL-Lysin*2HCI

Fur das Fitterungsexperiment wurden 210 mg [2-**C]-DL-Lysin * 2HCI in 1 mL
dest. Wasser aufgeldst und an zwei Zweige gefuttert. Nach 3 Tagen wurden die
Zweige aufgearbeitet. Die Aufarbeitung erfolgte wie in Kap.4.1 beschrieben.
Dabei konnten 9.6 mg Mimosin isoliert werden.

Es konnte eine Anreicherung von 6.7% flir das an Position 8 befindliche Kohlen-
stoffatom berechnet werden.

4.6 Abbau von Mimosin (40) nach Adams

0
) OH HO
OH
A
N o _ S
| Zn Z
OH N
NH,
Mimosine (40) 3,4-Dihydroxypyridin (41)

Fur die Reaktion wurden 56 mg (0.28 mol) Mimosin in einen Kolben mit 100 mg
Zn gegeben und fir drei Stunden auf 250° C erhitzt. Das Gemisch wurde in
Methanol aufgenommen und das Zink wurde mittels Filtration entfernt. Die an-
schliessende Isolierung von 3,4-Dihydroxypyridin fand mittels RP-18-Saule auf
der HPLC statt.

Die Ausbeute lagen bei ca. 41 %. (12 mg, 0.11 mol)
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4.7 Einbauexperiment von radioaktivem Lysin mit Abbau von

Mimosin zu 3,4-Dihydroxypyridin

Die Futterung wurde an den abgeschnittenen Zweigen durchgefihrt. Fir die Fut-
terung wurden 10 pL [U-**C]-L-Lysin (42) mit 0.5 mL Wasser verwendet und an
sechs Zweigen zugefuhrt wurden. Die Aufnahme der Flissigkeit fand innerhalb
von einem Tag statt. Die sechs Zweige wurde noch zwei weitere Tage stehen
gelassen. Die Aufarbeitung erfolgte wie in Kap. 4.1. beschrieben.

Die Mimosinfraktion wurde in 3 mL Wasser aufgel6st und 10 pL fur die Messung
mittels Szintillationszahler abgenommen.

Fur 128 mg erhielt man dabei 489 dpm, dies wirde einen Einbau von ca. 6%
entsprechen.

Die Reaktion aus Kap. 4.6 nach Adams ergab 5.6 mg 3,4-Dihydroxypyridin (41),

welches aber im Szintillationszahler keine Radioaktivitat aufwies.

4.8 Einbauexperiment nach Hylin

Die Futterung wurde nach von J.W. Hylin® beschriebenen Methode durchgefiihrt.
Fir die Fitterung wurden zweimal 10 pL [U-**C]-L-Lysin mit 0.3 mL einer Mi-
schung aus Wasser/Ethanol (80/20) verwendet und der Pflanze zugefiihrt. Die
Aufnahme der Flussigkeit fand innerhalb von 12 Stunden statt. Fir die Isolierung
von Mimosin (40) drei Tagen spater wurden nur die Zweige genommen, die direkt
mit der Flussigkeit in Kontakt standen. Die Aufarbeitung erfolgte wie in Kap. 4.1.
beschrieben.

Dabei erhielt man 56 mg Mimosin, welches in 3 mL Wasser aufgenommen wurde.
Es wurden 10 pL von der Losung abgenommen und gemessen. Man erhielt dabei
folgenden Wert: 258 dpm -> absoluter Einbau von 1.8%

Nach Abbau zu 3,4-Dihydroxypyridin erhielt man 3.2 mg. Bei Messung
Szintillationszahler konnte keine Radioaktivitat festgestellt werden.
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