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EINLEITUNG 1

A. Theoretischer Teil

1 Einleitung

1.1 Sekundarstoffbildung bei Mikroorganismen

Bakterien und Pilze produzieren eine faszinierende Vielfalt an strukturell interessanten und
biologisch aktiven Sekundidrmetaboliten. Hierunter fallen Antibiotika, Immunsuppressiva,
antitumorale und antivirale Wirkstoffe, Enzym-Inhibitoren, Rezeptor-Antagonisten und
-Agonisten, Siderophore, Toxine, Pflanzenwachstums-Regulatoren, Insektizide und Herbizide
sowie Signalstoffe. Den Sekundirstoffen gemeinsam ist, dass sie fiir das Wachstum und
Uberleben des jeweiligen Organismus nicht essentiell sind. Sie besitzen eine beschrinkte
MolekiilgroBe und sind meist das Produkt ungewohnlich komplexer Biosynthesewege. Im
Unterschied zu den Primdrmetaboliten wie z. B. Aminosduren oder Zuckern werden sie nur
von bestimmten Spezies einer biologischen Gattung, und innerhalb dieser Spezies nur von

bestimmten Subspezies oder Stimmen produziert!"?.

Uber die Funktion der Sekunddrmetaboliten fiir den Produzenten existieren verschiedene
Theorien. Da es sich um hoch komplexe, genetisch wie energetisch aufwendige Stoffwechsel-
prozesse handelt, muss die Biosynthese dieser Substanzen fiir den jeweiligen Organismus
einen evolutiondren Vorteil erbringen. Die Entwicklung dieser Féhigkeiten unter einem hohen
Selektions- und Konkurrenzdruck wire andernfalls nicht denkbar. Dies impliziert zugleich

eine stets vorhandene biologische Wirkung bzw. Funktion dieser Substanzen’.

Funktions- und evolutionsbasierte Erkldrungsmodelle

Die Verteidigungs-Hypothese geht davon aus, dass viele Sekundérstoffe zur chemischen
Verteidigung gegen konkurrierende Organismen dienen. Diese Funktion liegt bei antibiotisch
wirkenden Substanzen nahe und wird durch die Beobachtung unterstiitzt, dass Sekundérstoffe
fast ausschlieBlich von Organismen produziert werden, die kein eigenes Immunsystem
besitzen'". Als besonders produktiv haben sich neben Pflanzen vor allem solche Bakterien-
oder Pilzgattungen herausgestellt, die beispielsweise im Erdboden einem besonders hohen
Selektionsdruck unterliegen. So wurde in dem natiirlichen Substrat verschiedener Basidio-
myceten eine Antibiotika-Konzentration nachgewiesen, die konkurrierende Pilze zu hemmen
vermochte™. Deutlich weniger Sekundirstoffe sind hingegen von Organismen bekannt, die
okologische Nischen einnehmen wie z. B. Extremophile. Ein weiterer Hinweis auf eine

Verteidigungs-Funktion ist das Auftreten von Resistenz-Genen auch in Mikroorganismen, die
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das entsprechende Antibiotikum iiberhaupt nicht bilden. Die hieraus folgende Immunitit
dieser Organismen gegen ansonsten letal wirkende Antibiotika gewidhrt ihnen einen Vorteil
gegeniiber Konkurrenten'®. In dieses Bild passt die Beobachtung, dass die Antibiotika-
Produktion einiger Mikroorganismen durch die Anwesenheit anderer Keime gesteigert wird.
So erhoht der Ascomycet Qudemansiella mucida die Biosynthese des fungizid wirkenden
Strobilurin A (1) um ein Vielfaches bei Zugabe von Sporen oder Myzel von Penicillium-

Stimmen zur Kultur”. Die Funktion einer

chemischen Verteidigung ist auch plausibel fiir die in

NN
der vorliegenden Arbeit beschriebenen Antibiotika
O AN O R | -
wie die Actinomycine (Kapitel 2), Nargenicin A,
1 /O (Kapitel 4) oder die Chaetoglobosine (Kapitel 11).

Gegen eine generelle Giiltigkeit des Verteidigungs-
Konzepts spricht, dass viele Antibiotika in
natiirlicher Umgebung nicht in einer Konzentration vorliegen, die eine Wachstumshemmung
anderer Keime bewirken konnte. Interessanterweise zeigen sie in subinhibitorischer
Konzentration dennoch eine Wirkung auf Bakterien, indem sie die Transkription bestimmter
Gene regulieren. So ist Erythromycin A (2, ein Inhibitor der ribosomalen Proteinsynthese)

ebenso wie Rifampicin (3, ein RNA-Polymerase Inhibitor) in der Lage, in niedriger

Konzentration die Promotoren von Genen mit sehr unterschiedlicher Funktion zu aktivieren
oder deaktivieren. Dies wurde anhand einer Klon-Bibliothek nachgewiesen, deren Stimme
verschiedene Promotor-Gene vor einem /ux-Operon enthielten. Die Regulierung der
Transkription bei Zugabe der Antibiotika konnte so anhand der Lichtbildung beobachtet

werden. Da resistente Stimme keine Reaktion auf das entsprechende Antibiotikum zeigten,
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dient vermutlich derselbe Wirkort sowohl der antibiotischen als auch der regulatorischen
Aktivitat™. Man kénnte in diesem Zusammenhang von einer Kommunikations-Hypothese
beziiglich der Funktion von Sekunddrmetaboliten sprechen. Bevor dieser Effekt bei
Antibiotika nachgewiesen wurde, waren bereits eine Reihe anderer Metaboliten als
Autoinducer in Quorum-Sensing Systemen bekannt. Hierunter versteht man Signalstoffe, die
biologische Funktionen steuern, wenn mikrobielle Populationen eine bestimmte Zelldichte

9,10]

erreichen™'®. Unter anderem wird iiber Quorum-Sensing bei manchen Bakterien die

('l Die Produktion von Pflanzen-

Féhigkeit zur Aufnahme von Fremd-DNA gesteuert
wachstums-Wachstumsregulatoren wie Gibbellerinsdure (4, Seite 120) durch Pilze stiitzt die
Kommunikations-Hypothese ebenso wie Wechselbeziehungen zwischen symbiotischen
Mikroorganismen und ihrem Wirt. Auf die Beziehung zwischen endophytischen Pilzen und

ihren Wirtspflanzen wird im néchsten Unterkapitel ndher eingegangen.

Einen anderen Erklarungsansatz verwendet die so genannte Screening-Hypothese. Sie geht
davon aus, dass eine starke und selektive biologische Aktivitit fiir ein durch zufillige
Mutation neu entstehendes Biosyntheseprodukt eine sehr auBergewohnliche und demnach
unwahrscheinliche Eigenschaft ist. Um dennoch im Laufe der Evolution solche Leistungen
entwickeln zu konnen, miissen die Organismen auch die Produktion von Metaboliten ohne
einen direkten Nutzen akzeptieren. Im Gegenzug erhoht die Produktion moglichst diverser
Naturstoffe die Wahrscheinlichkeit, durch Weiterentwicklung schlieSlich doch ein bioaktives
Produkt zu erhalten. Damit wiirde die Anpassungs- und Uberlebensfihigkeit dieses
Organismus zwar kurzfristig durch den erhohten Energieaufwand beeintriachtigt, auf lange
Sicht jedoch gestirkt werden. Dieses Modell erkldrt elegant die im Vergleich zum
Primédrstoffwechsel geringere Substrat- und Produktspezifitit der Biosyntheseenzyme, da
diese Eigenschaft eine moglichst breite Produktpalette begiinstigt!'?. Auch das Entstehen
neuer Strukturen wird erleichtert, was im Labor im Rahmen der kombinatorischen und
Vorldufer-dirigierten Biosynthese ausgenutzt wird!'™'*. Die geringe Spezifitit bestimmter
Glykosyltransferasen wird auch im Kapitel 5 thematisiert (6-Desoxytalopyranoside aus
Actinomyces sp. G6 M1, ab Seite 67) und zur Vorldufer-dirigierten Biosynthese genutzt. Die
Screening-Hypothese sagt weiterhin eine Bevorzugung verzweigter Biosynthesewege
gegeniiber linearen sowie die mogliche Synthese mehrerer Produkte durch dasselbe Enzym
voraus, da beides dem primédren Ziel der Erzeugung chemischer Diversitit dient. Dies kann
beispielsweise bei der Biosynthese von Terpenoiden beobachtet werden!'”). So erméglicht
u. a. die Substrattoleranz der beteiligten Enzyme die Bildung der bis zu 400 fliichtigen

Substanzen, die fiir den Duft von Rosenbliiten verantwortlich sind!'?.
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Erkenntnisse aus der Genomanalyse von Streptomyceten

Bis heute wurden iiber 150 mikrobielle Genome sequenziert, darunter mit Streptomyces

71" 7wei bekannte Sekundirstoff-Produzenten.

coelicolor’’® und Streptomyces avermitilis
Eine Analyse dieser Daten kann alle drei erwédhnten Hypothesen anteilig unterstiitzen.
Auftillig ist eine unerwartet hohe Anzahl regulatorischer Gene, die sowohl der Anpassung an
wechselnde Umweltbedingungen als auch der Kommunikation dienen kénnten. Im Genom
von S. coelicolor wurden 23 fiir Sekundirstoffe codierende Gencluster gefunden, obwohl
zuvor nur sechs der Substanzen bekannt waren'™. Bei S. avermitilis sind es sogar 30
Gencluster!'”). Es gibt also im Einklang mit der Screening-Hypothese eine groBe Zahl
unterschiedlicher Biosynthese-Gene, die potentiell zu bioaktiven Naturstoffen fiihren konnen.
Einige dieser Gene sind erhalten geblieben, obwohl sie keine funktionsfahigen Genprodukte
hervorbringen oder nur unter spezifischen, bisher nicht bekannten Bedingungen transkribiert
werden. Die Gencluster sind nicht gleichmdBig iiber das Genom verteilt, sondern treten
gehduft am Anfang und Ende des linearen Chromosoms auf (Abbildung 1), was eine erhohte
Variabilitdt implizieren konnte. Alle essentiellen Gene liegen hingegen im mittleren, hell
gezeichneten Bereich. Der hohe Anteil der Gene fiir Sekundirstoffbildung am gesamten
Genom von bis zu 6 % kann nur durch einen signifikanten evolutiondren Vorteil erklirt

werden, den die Organismen hierdurch erhalten!'®""’.

0 ZILOOO 2|OOO i.I%OOO 411000 5000 6|OOO 71000 SIOOO kbI
T T T T T T T T 1

L ! Tt ?L t T A
fas pks3 pks3 fer act sid|scbAhop SCbA
car fas cda ses I‘e(lj plksl pksll pksl

des whi ternrps  pks3

Abbildung 1: Verteilung der Sekundérstoff-Gene im Genom von Streptomyces coelicolor.

act = Actinorrhodin car = [sorenieraten cda = Calcium-dependend antibiotic
des = Desoxyzucker-Synthase fas = Fettsduresynthase fer = Desferrioxamin

nprs = Nichtribosomale Peptidsynth.  pks1/pks2/pks3 = Polyketidsynthase Typ 1/Typ 2/Typ 3

red = Prodiginin scbA = y-Butyrolacton ses = Sesquiterpen-Cyclase

sid = Siderophor-Synthetase ter = Geosmin whi =TW95a
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1.2 Endophytische Pilze als Quelle neuer Sekundarstoffe

Was sind endophytische Pilze?

Unter Endophyten versteht man Mikroorganismen, die im Inneren von Pflanzen leben, ohne
dass diese hierdurch einen sofortigen, erkennbaren Schaden erleiden™. Diese Definition legt
die Beziehung zwischen Pflanze und Mikroorganismus nicht fest, sie kann von symbiotisch
iiber saprophytisch bis hin zu pathogen reichen. In den interzellularen Rdumen aller Pflanzen

finden sich sowohl Bakterien als auch Pilze"!.

Uber die Anzahl der existierenden endophytischen Pilzgattungen gibt es keine genauen
Angaben, Schitzungen gehen von bis zu einer Million aus. In einer Pflanzenart werden an
unterschiedlichen Standorten hiufig dieselben Pilzarten gefunden, was ein Anzeichen fiir eine
spezifische Interaktion zwischen Wirtspflanze und Endophyt sein konnte. Eine generelle
Korrelation auf Gattungs-Ebene ist bisher jedoch nur selten moglich. Einige Gattungen wie

Fusarium, Pestalotiopsis oder Phomopsis werden besonders haufig in Pflanzen gefunden".

Produktion von Wirkstoffen als Anpassung an ein Habitat

Viele Endophyten produzieren bioaktive Naturstoffe, die ihnen zur Interaktion mit der
Wirtspflanze oder zur Verteidigung ihrer oOkologischen Nische dienen konnen.
Moglicherweise verschaffen sie auch dem Wirt Vorteile, indem sie ihn vor pathogenen

Erregern, Insekten oder anderen Schidlingen schiitzen!”>'.

Im Hinblick auf diese Funktionen schlagen STROBEL, DAISY, CASTILLO und HARPER vier
Kriterien fiir eine rationale Pflanzenauswahl vor, deren Endophyten besonders produktiv sein

sollten?!?%.

1) Pflanzen aus ungew6hnlichen Habitaten

Bei der Entwicklung besonderer Anpassungs- und Uberlebensstrategien konnten auch
endophytisch lebende Mikroorganismen einen Beitrag geleistet haben. Dies ldsst auf
einen besonderen Sekundirstoffwechsel und damit die Moglichkeit schlielen,
neuartige bioaktive Substanzen zu finden. In diese Kategorie fallen auch die in der

vorliegenden Arbeit untersuchten Endophyten aus marinen Habitaten.
2) Endemische Pflanzen

Mit derselben Argumentation wie unter Punkt 1 werden bei diesen oft erdgeschichtlich

alten Pflanzen interessante Sekundarstoffbildner erwartet.
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3) Pflanzen mit bekannter biologischer Wirkung

Von vielen Pflanzen ist eine biologische Wirkung bekannt, die fiir medizinische oder
andere Zwecke ausgenutzt wird. STROBEL ET AL. sprechen hier von Pflanzen mit
ethnobotanischer Geschichte. Fiir ihre biologische Aktivitit ist manchmal nicht die
Pflanze selbst verantwortlich, sondern von Epi- oder Endophyten produzierte
Sekundirstoffe. Die Isolierung und Kultivierung der mikrobiellen Wirkstoff-
Produzenten sollte das Auffinden neuer bioaktiver Substanzen ermoglichen und die

Substanzbeschaffung von zuvor nur aus Pflanzen bekannten Metaboliten vereinfachen.
4) Pflanzen aus Habitaten mit besonders hoher Biodiversitat

Eine hohe biologische Diversitidt impliziert eine ebenfalls hohe chemische Diversitit,
da nur diese das Uberleben einer Spezies unter einem besonders hohen Konkurrenz-
druck sichert. Diese These steht im Einklang mit den in der Verteidigungs- und
Screening-Hypothese geduBerten Annahmen iiber die evolutiondre Funktion der
Sekundédrmetaboliten. Tatsdchlich konnte eine Studie mehr biologisch aktive Natur-
stoffe in Endophyten nachweisen, die aus Pflanzen des tropischen Regenwalds isoliert
wurden, im Vergleich zu solchen, die aus Pflanzen der geméBigten Klimazonen

stammten.

Fungizide Wirkstoffe aus endophytischen Pilzen

Die toxische Pflanze Tripterygeum wilfordii wird in der
chinesischen Medizin verwendet, ihre Auswahl zur
Untersuchung von Endophyten entspricht dem obigen
Kriterium 3. Aus ihr wurde der endophytische Pilzstamm
Cryptosporiopsis cf. quercina isoliert™), der mit dem
Lipopeptid Cryptocandin und dem Tetramséure-Derivat
Cryptocin  (5) zwei neue, hochpotente Fungizide

produziert®. Neben der Skologischen Funktion (Schutz

der Wirtspflanze vor phytopathogenen Pilzen) wird hier
ein haufig bei Sekundirstoff-Produzenten anzutreffendes
Prinzip sichtbar: das synergistische Zusammenwirken
mehrere Substanzen. Dieses ist auch bei dem bereits erwdhnten Actinomyceten Streptomyces
coelicolor zu erkennen, der mehrere verschiedene Antibiotika produziert. HOPwOOD und
CHALLIS sehen in einem solchen Synergismus eine generelle Triebkraft fiir die Evolution von

Sekundirmetaboliten!'®,
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Cytotoxische Substanzen aus endophytischen Pilzen

Ein weiteres Beispiel fiir einen Naturstoff aus einem Endophyten, der in einer biologisch
wirksamen Pflanze vorkommt, ist das bekannte Antitumor-Mittel Paclitaxel (6, Taxol®™). Es
wurde erstmals 1971 aus der Rinde der pazifischen Eibe (Taxus brevifolia) isoliert, wird
jedoch von allen bekannten Eiben-Arten gebildet. 1993 fand man heraus, dass auch der aus
T. brevifolia isolierte endophytische Pilz Taxomyces andreanae 6 produziert. Seither wurden
zahlreiche weitere endophytische und nicht-endophytische Pilzstimme gefunden, die Taxane
bilden®!. Der Nutzen fiir die Wirtspflanzen liegt in der fungiziden Wirkung von Paclitaxel
(6), die besonders stark gegeniiber phytopathogenen Pilzen wie Phytophthora sp. ausgeprigt
ist?!.  Interessant ist, dass
dieser Metabolit sowohl von
der Pflanze selbst als auch dem
Endophyten  biosynthetisiert
wird. Aufgrund der weiten
Verbreitung Paclitaxel-

produzierender Stimme im

Pilzreich nimmt man an, dass

dort der evolutiondre Ursprung
der Biosynthese-Gene liegt, die
letztlich auch auf die Pflanzen
der Gattung Taxus iibertragen

wurden??!.

Die in Siidamerika beheimateten Biische Baccharis coridifolia und Baccharis artemisiodis
sind dort haufig Ursache fiir Vergiftungen von Weidetieren. Thre toxische Wirkung geht auf
den Gehalt an Roridinen sowie Verrucarin A (7) und B zuriick, bei denen es sich um zur
Familie der Trichothecene gehdrende Mykotoxine handelt. Sie hemmen bereits in
nanomolaren Konzentrationen die Protein-
biosynthese von Sidugetierzellen. B. coridifolia
und B. artemisiodis produzieren die
Trichothecene nicht selbst, ihr Gehalt in den
Pflanzen ist vielmehr auf Pilze zuriickzufiihren.
Endophyten der Spezies Ceratopicnidium

baccharidicola bilden die Rodirine und

Verrucarine und konnten in beiden
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Pflanzenarten nachgewiesen werden. Zusitzlich erfolgt auch eine Aufnahme der Toxine aus
dem Boden, wo sie von in der Umgebung der Pflanzen lebenden Pilzen gebildet werden. Die
Mykotoxine bieten der Pflanze einen umfassenden Schutz sowohl gegen pathogene Pilze und

Bakterien als auch gegen FraBfeinde!*”.

Insektizide und nematozide Wirkstoffe aus endophytischen Pilzen

Eine Schutzfunktion fiir ihre Wirtspflanze erfiillen auch endophytische Pilze, deren
Metaboliten gegen Insekten und Parasiten schiitzen. So produziert ein aus der tropischen
Pflanze Bontia daphnoides isolierter Pilz der Gattung Nodulisporium ein insektizid wirksames
Indol-Diterpen. Die Nodulisporic Acid A (8) genannte Substanz blockiert selektiv Glutamat-
gesteuerte Chlorid-lonenkandle von Invertebraten und ist besonders stark wirksam gegen
Fliegenlarven'®®. Die Wirtspflanze entstammte in diesem Fall einem Habitat mit besonders
grofler Biodiversitit. Entsprechend der zuvor erlduterten Erwartung erhoht der mikrobielle
Endophyt durch seine Sekundirstoffproduktion die Durchsetzungsfiahigkeit und

Uberlebenschancen der Pflanze in einer kompetitiven Umgebung.

Es gibt auch Beispiele fiir Endophyten mit nematozider Aktivitit. Bei einem biologischen
Screening von 500 Pilzstimmen aus Pflanzen unterschiedlicher Habitate wurden 17
nematozid aktive Isolate gefunden. Die Mehrzahl der aktiven Stimme gehorte zur Gattung
Phomopsis, allen gemeinsam war die Produktion von 3-Hydroxypropionsdure. Diese wirkt
nematozid gegen den Pflanzenparasiten Meloidogyne incognita (LDsyo= 15 pg/L), ihre
Aktivitdt gegen den saprophytisch lebenden Fadenwurm Caenorhabditis elegans ist fiinffach
geringer. Die besonders starke Wirkung gegen den Pflanzen-Schiadling sowie die
unterschiedliche Herkunft der Produzenten lassen hier ein weit verbreitetes biologisches
Prinzip vermuten, mit dem endophytische Pilze der Wirtspflanze einen biologischen Vorteil

verschaffen!®”.
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Entziindungshemmende Substanzen aus endophytischen Pilzen

Eine weitere Pflanze, deren biologische Wirksamkeit teilweise auf einen endophytischen Pilz
zuriickgefiihrt werden kann, ist der siidamerikanische Korallenstrauch (Erythina crista-galli).
Die Pflanze ist stark neurotoxisch und wirkt in hoher Konzentration dhnlich wie Curare, bei
niedriger Dosierung stehen jedoch medizinisch nutzbare entziindungshemmende
Eigenschaften im Vordergrund. Aus einem hieraus isolierten endophytischen Pilzstamm der
Gattung Phomopsis wurde das neue Antibiotikum Phomol (9) erhalten, das neben

antibakteriellen, fungiziden und schwach

cytotoxischen FEigenschaften eine starke

@) N entziindungshemmende Wirkung besitzt"*".
OH
Es erscheint plausibel, dass 9 fiir die
HO o . .
X pharmakologische Wirkung des Pflanzen-
extrakts mit verantwortlich ist, was die
HO O
O zuvor gedullerte These 3 zur Auswahl viel

9 versprechender Wirtspflanzen unterstiitzt.
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1.3  Aufgabenstellung

Ziel dieser Arbeit war das Auffinden und Isolieren neuer mikrobieller Sekundérmetaboliten
mit interessanter chemischer Struktur und biologischer Aktivitit. An die Strukturaufklérung
und spektroskopische Charakterisierung der Naturstoffe sollte sich deren breite biologische

Testung anschlieBen.

Als Quelle fiir neue Naturstoffe dienten einerseits im chemischen Screening aufgefallene
Actinomyceten, andererseits im Rahmen eines BMBF-geforderten Projekts endophytische
Pilze aus unterschiedlichen Habitaten. Neben aus Algen isolierten Pilzstimmen sollten auch
Endophyten aus terrestrischen Pflanzen sowie Pflanzen der Brackwasser- und Kiistenregion

untersucht werden.

Um das Biosynthesepotential der Pilzstimme zu erschlieBen, war eine umfangreiche
Variation der Kultivierungsbedingungen geplant. Die Extrakte sollten sowohl einem
chemischen als auch einem biologischen Screening unterzogen werden, um eine Auswahl
produktiver Stimme und geeigneter Kultivierungsbedingungen treffen zu konnen. Das
Testung hinsichtlich einer fiir den Pflanzenschutz interessanten biologischen Aktivitdt wurde
von der BASF A. G. als Kooperationspartner durchgefiihrt, die Isolierung endophytischer
Pilze vom Arbeitskreis AUST/SCHULZ an der TU Braunschweig (siehe Projektbeschreibung ab
Seite 82).

Bei dem im Verlauf der vorliegenden Arbeit aufgefallenen Produzenten der neuartigen
6-Desoxytalopyranoside, Actinomyces sp. G6 M1, sollte durch Vorldufer-dirigierte
Biosynthese die Ausbeute der Glykoside erhoht und das Metabolitenspektrum erweitert

werden.

Im Rahmen einer Kooperation mit dem Arbeitskreis LANG (TU Braunschweig) wurde der
Extrakt des aus der Nordsee isolierten Bakteriums Halomonas sp. Rk377a im Hinblick auf
Sekundédrmetaboliten untersucht, deren Produktion bei Zugabe von Anthranilsdure zum
Kulturmedium erfolgte. Hierbei waren eine starke Zunahme der Melaninbildung sowie eine

orange Fiarbung des Extrakts aufgefallen.
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2 Neue Actinomycine aus Actinomyces sp. CS210

Der Stamm Actinomyces sp. CS210 fiel im chemischen Screening durch eine griine Farbung
der Kulturbrithe auf, auch die Diinnschichtchromatogramme von Kulturfiltrat- und
Myzelextrakt zeigten neben mehreren gelben Zonen einen griinen Spot®. Die chromato-
graphische Auftrennung der Extrakte ergab, dass die griine Farbe aus der Mischung einer

blauen Substanz (10) mit mehreren orangen Substanzen (12 - 17) resultierte.

Anhand ihres charakteristischen UV-Spektrums und der hohen Molmasse wurden 12 - 16 als
neue Actinomycine identifiziert, deren Strukturaufkldrung durch hochauflosende
Massenspektrometrie und NMR-Spektroskopie gelang. Die Struktur des blauen Farbstoffs 10
konnte aufgrund der sehr geringen Substanzmenge nicht bestimmt werden. Vermutlich
handelt es sich ebenfalls um eine nicht in der Literatur beschriebene Verbindung, da es zu
threr Molmasse von 651 g/mol keinen passenden Eintrag in den Datenbanken gab. Zusétzlich
wurden die bereits bekannten Metaboliten 1-Phenazinol (17) und N-(2-Hydroxyphenyl)-

acetamid (18) isoliert.

21 Isolierung der Reinsubstanzen

Fiir die Isolierung der Actinomycine erwies sich die Kombination aus Chromatographie an
Kieselgel, Sephadex LH-20 und Nucleodur RP-18 in der angegebenen Reihenfolge als
optimal. Nach einer groben Abtrennung sehr polarer (Zucker etc.) und unpolarer (Fettsduren
etc.) Bestandteile des Extrakts durch Chromatographie an Kieselgel erfolgte die Anreicherung
der hohermolekularen Actinomycine mittels Gelchromatographie. Die Trennung in die
Einzelkomponenten gelang schlieBlich durch semipridparative RP-HPLC (siehe S. 154,

Experimenteller Teil).

Wichtig bei der Chromatographie ist die Verwendung sédurefreier Losungsmittel, da
Actinomycine unter sauren Bedingungen rasch umgewandelt werden. Besonders leicht findet
ein Austausch der Aminogruppe des Chromophors gegen eine Hydroxygruppe statt®'>%! bei
langerer Reaktionszeit oder hoherer Siurekonzentration kommt es zur Hydrolyse von

Amidbindungen sowie Umwandlungen des Chromophors™.

* Frau Dr. V. Gesheva (Institute of Microbiology, Bulgarian Academy of Science, Sofia) danke ich fiir die
Uberlassung des Stammes und Frau M. Klingebiel (Institut fiir Organische und Biomolekulare Chemie,

Universitit Gottingen) fiir die Durchfithrung des chemischen Screenings.
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2.2 Spektroskopische Charakteristika der Actinomycine

Alle Actinomycine haben einen Actinoyl-Chromophor und unterscheiden sich in der
Zusammensetzung  der  Pentapeptidlactone.  Charakteristische = Absorptionsmaxima
ermoglichen die Zuordnung zur Substanzklasse anhand der UV-Spektren. Einen raschen
Uberblick iiber die Aminosiure-Zusammensetzung und das Vorliegen der nativen

Konformation (A-Konformation®?*)) erhilt man aus den 'H- und "*C-NMR-Spektren.

Abbildung 2 zeigt als Beispiel die Struktur von Actinomycin G, (12), dessen Struktur-
aufklarung in Kapitel 2.3 ab Seite 18 beschrieben wird.

Position: a-Ring p-Ring
@) —0 O=——0
5’ MeVal ;" — MeAla
=0 0=
4 Sar H,C CH, Sar
HO =0 o=

3 HMPro /\> Pro
N N
—0 O=
2 D-Val >— 4< D-Val

NH NH
= O=
r Thr ClThr
NH NH Cl
13 :O O: 14
1
Actinoyl- 8 | Sy N Ne-NH
Chromophor N O NS o)
11 12

Abbildung 2: Struktur von Actinomycin G, (12) mit Bezifferung der Aminoséuren.
Nicht-proteinogene Aminoséuren: MeVal = N-Methylvalin, MeAla = N-Methylalanin,
HMPro = trans-3-Hydroxy-cis-5-methylprolin, D-Val = D-Valin, ClThr = 4-Chlorthreonin

® Die Bezeichnung ,,A-Konformation® leitet sich von der Konformation des isolierten Pentapeptidlacton-Rings in
Aceton ab und beinhaltet von MeVal ausgehend eine cis-cis-trans-trans-Konfiguration der Amidbindungen. In
Chloroform (,,C-Konformation) kommt es zur Ausbildung eines all-trans verkniipften Rings. Beim
vollstdndigen Actinomycin-Molekiil liegt unabhéngig vom Losungsmittel eine A-Konformation der Ringe vor,

da sie durch interannulare Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert wird.
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221 UV-Spektrum

Das charakteristische UV-Spektrum eignet sich gut zur Identifizierung der Actinomycine und
ermoglicht in HPLC-DAD-Chromatogrammen die einfache Zuordnung von Peaks zu dieser
Substanzklasse. Das UV-Spektrum von Actinomycinen mit intaktem Chromophor zeigt starke

Absorptionsmaxima bei 240, 426 und 440 nm.

Absorption

240 nm

426 nm 440 nm

N Y

300 400 500 600 nm

Abbildung 3: UV-Spektrum von Actinomycin G, (12).

2.2.2 'H-NMR-Spektrum

Die 'H-NMR-Spektren der Actinomycine weisen eine Reihe typischer Signale auf, die
unmittelbar Riickschliisse auf vorkommende Aminoséuren und die vorliegende Konformation

erlauben:

o  Chromophor
Die Methylgruppen zeigen eine Resonanz bei oy~ 2.1 und 2.5, die Signale der beiden
aromatischen Protonen an C-7 und C-8 sind bei 0y~ 7.2 — 7.5 zu Dubletts aufgespalten
(Jun = 8 Hz). Diese Signale sind einfach zuzuordnen, erlauben jedoch keine detaillierte
Aussage 1iber Verdnderungen am Chromophor. Mehr Informationen iiber den

Chromophor lassen sich dem *C-NMR-Spektrum entnehmen.
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Amidprotonen und N-Methylgruppen

Vier der Amidbindungen besitzen Wasserstoffatome, weitere vier tragen Methylgruppen.
Beide sind fiir die Strukturaufkldrung von besonderem Wert, da sie im HMBC-Spektrum
neben den a-Wasserstoffatomen Auskunft {iber die Verkniipfung der Aminosiuren geben
konnen. Die Amidprotonen liegen im Bereich zwischen 0y = 6.8 und 8.3 und sind durch
Kopplung mit H-o zum Dublett aufgespalten. Bei Verwendung von CDCl; als Losungs-
mittel sind alle vier Amidprotonen zu sehen, in Methanol tauschen die NH-Gruppen der
beiden Threoninreste (Position 1°) rasch aus. Die amidischen Protonen von D-Valin
(Position 2’) sind hingegen fiir das Losungsmittel weniger gut zugédnglich. Sie bilden
antiparallele Wasserstoftbriickenbindungen zur Carbonylgruppe des Valins am jeweils

[35

anderen Ring aus®”! und bleiben daher auch in protischen Losungsmitteln sichtbar.

2-H von Prolin

Das Signal des Wasserstoffatoms an C-2 der Proline (Position 3°) ist stark ins Hochfeld
verschoben (0 =~ 5.8 - 6.2). Ursache hierfiir ist die rdumliche Nidhe zur Carbonylgruppe
von Threonin an Position 1’ und deren magnetische Anisotropie. Bei nicht modifiziertem
Prolin spaltet das Signal zum Dublett auf (Juy= 9 Hz). Ursache hierfir ist ein
Diederwinkel nahe 90° zum (pro-S)-Proton der benachbarten Methylengruppe. Der Betrag
der Kopplungskonstanten ist hierdurch so gering, dass sie nicht sichtbar ist. Bei trans-
3-Hydroxy-cis-5-methylprolin (HMPro) fehlt die Kopplung zum (pro-R)-Proton, wodurch

ein Singulett fiir 2-H zu sehen ist.

2-H und 3-H von Threonin

Das Proton in a-Position erscheint bei 8y~ 4.4 — 4.6 als Dublett CJyy = 3 Hz) in
Methanol, in CDCIl; kommt die 7 Hz groe Kopplung zum Amidproton hinzu. Bei
hydroxyliertem oder chloriertem Threonin erfolgt eine Tieffeldverschiebung dieses
Signals zu 0y = 5.2 — 5.4. In diesem Bereich liegt auch das Proton an C-3 der Seitenkette,
dessen komplexere Signalaufspaltung es von 2-H unterscheidet. Die hohe chemische
Verschiebung erklért sich hier durch die Anisotropie der Ester-Carbonylgruppe, die in

rdumlicher Nachbarschaft liegt.

2-H, von Sarkosin
Die diastereotopen Protonen der Methylengruppen haben eine auffillig hohe geminale

Kopplungskonstante von %y = 18 Hz, sofern der Pentapeptidlactonring in der Standard-
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konformation vorliegt (A-Konformation®). Hier liegt eine cis-Amidbindung zwischen
Sarkosin und Prolin vor. Kommt es bei einer verdnderten Konformation zu einer trans-

Amidbindung, so sinkt der Betrag der Kopplungskonstante auf “Jyy = 14.5 Hz.

Diese und weitere auffillige Signale wie die Methylgruppen von Valin und Alanin sind in

Abbildung 3 am Beispiel des 'H-NMR-Spektrums von Actinomycin G, (12) gezeigt.

2.2.3 "C-NMR-Spektrum

Durch Vergleich der chemischen Verschiebungen im '*C-NMR-Spektrum mit bekannten
Daten lassen sich Verdnderungen des Chromophors nachweisen. Das Auftreten von
Prolinresten mit Oxofunktion kann durch die Resonanz der Carbonylgruppe bei 6¢ =~ 210
erkannt werden. Weitere typische Signale im *C-NMR-Spektrum von Actinomycin G, (12)
siche Abbildung 5.

¢ Zur Bezeichnung A-Konformation siehe FuBnote auf Seite 12.
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Abbildung 4: Charakteristische Signale im 'H-NMR-Spektrum von Actinomycin G, (12) in

CDCl; (600 MHz).
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Abbildung 5: Charakteristische Signale im *C-NMR-Spektrum von Actinomycin G (12) in
CDCl; (150.8 MHz).
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2.3  Strukturaufklarung von Actinomycin G, (12)

Summenformel

Durch hochauflésende ESI-Massenspektrometrie ldsst sich bei den Actinomycinen die
Summenformel eindeutig ermitteln, wenn man bei der Berechnung die mogliche Anzahl der
Stickstoffatome auf 5 bis 15 beschriankt. Fiir Actinomycin G; (12) wurde die nominale
Molmasse 1290 und die Summenformel Cg1Hg3N1,017Cl erhalten, das Vorhandensein eines

Chloratoms ergibt sich auch aus dem Isotopenmuster (siche Abbildung 6).

+ . . +
gemessen: [M+H] simuliert: [Cg1HgsN12017Cl]
(o] o [ee] (2] [s2] (2] N~ [oe] [42] n
(o] [Te) < N~ N o o N ™ N
o ()] o) N~ - O o N~ [oo] o
N~ N~ N~ N~ [o¢) N~ N~ N~ N~ o
w 1o 1p 1n ) ) 0 0 0
- N ™ < Lo — N (2] < n
()] [} [« [« (o] (o] (o] [« [« [«
N N N N N N N N N N
— — — — — — — — — —
I I I I I I I I I

. Lo L.

1191 1193 1195 1197 m/z 1191 1193 1195 1197 m/z

Abbildung 6: Gemessenes (links) und berechnetes (rechts) Isotopenmuster von 12 im ESI-

Massenspektrum.

Chromophor

Das *C-NMR-Spektrum von 12 zeigt Signale fiir 12 Carbonylgruppen, das zusitzliche Signal
bei 0c = 178.5 stammt von der Ketogruppe an C-3 des Chromophors. Ein Vergleich der elf
aromatischen Signale des Chromophors zwischen 8c= 100 — 150 mit Literaturwerten>®
beweist, dass der Actinoyl-Chromophor intakt ist und als 2-Amino-4,6-dimethyl-3-oxo-3H-
phenoxazin-1,9-dicarbonsdure-Derivat vorliegt. Die Zuordnung der Kohlenstoffatome gelingt

anhand des HMBC-Spektrums, das auch die Unterscheidung von C-4a und C-10a erlaubt, die
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eine sehr dhnliche chemische Verschiebung haben (Abbildung 7). Offen bleibt zunédchst die
chemische Verschiebung der Carbonylgruppe C-14, diese wird durch eine HMBC-Kopplung

mit 2-H der gebundenen Aminoséure festgelegt.

Abbildung 7: HMBC-Kopplungen im Chromophor von Actinomycin G; (12).

Aminosduren

Nach Korrelation der Signale des 'H-NMR-Spektrums mit den '‘C-chemischen
Verschiebungen durch ein HSQC-Spektrum gelingt die Zuordnung der Signale der zehn
einzelnen Aminosduren groftenteils durch die Auswertung des COSY-Spektrums, da
innerhalb der Aminosduren aufler der Carbonylgruppe keine quartiren Kohlenstoffatome
vorkommen. Unvollstindig bleibt die Zuordnung der Prolinringe, da die Kreuzsignale des
COSY-Spektrums hier teils sehr schwach ausfallen. Mittels eines HMBC-Spektrums lassen
sich auch diese Resonanzen eindeutig den jeweiligen Positionen im Prolinring zuweisen
(Abbildung 9). Die Zuordnung der Protonen am Stickstoff ist ebenfalls anhand des COSY-
Spektrums moglich, da sie vicinale Kopplungen von 6-7 Hz mit 2-H zeigen. Die
N-Methylgruppen koppeln nicht mit anderen Protonen, im HMBC jedoch mit dem C-2 der

jeweiligen Aminoséure.

Die Bestimmung des Amid-Kohlenstoffatoms kann bei einigen Aminosduren anhand der im
HMBC sichtbaren *Jcy -Kopplung von 3-H auf C-1 geschehen. Im Falle des Fehlens der
Seitenkette (Sarkosin) oder des Fehlens der erwdhnten Korrelation im HMBC (Valin,
4-Chlorthreonin, 3-Hydroxy-5-methylprolin) muss auf die “Jcy -Kopplung von 2-H auf C-1
zuriickgegriffen werden. Die Protonen in dieser Position zeigen jedoch zusitzlich eine
interresiduale *Jcy -Kopplung zur Carboxylgruppe der nichsten Aminosdure. Die Unter-
scheidung zwischen der “Jcy - (intraresidual) und der *Jey -Kopplung (interresidual) gelingt
im Fall von Sarkosin durch den Vergleich mit der HMBC-Korrelation der N-Methylgruppe,

da diese nur zur Carboxylgruppe der nédchsten Aminosdure geht. Bei den anderen
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Aminosduren hilft die Kombination mit zuvor ermittelten Informationen (wenn eines der
beiden Kohlenstoffatome bereits einer anderen Aminosdure zugeordnet wurde) sowie die
HMBC-Korrelationen der Amidprotonen: “Jey (interresidual) ist deutlich groBer als *Jey

(intraresidual).

Neben den von Actinomycin D (19) bekannten Aminosduren N-Methylvalin (MeVal),
Sarkosin (Sar, 2x vorkommend), Prolin (Pro), Valin (Val, 2x vorkommend) und Threonin
(Thr) ergibt die Analyse der NMR-Spektren von Actinomycin G, (12) drei verdnderte

Untereinheiten:

N-Methylalanin (MeAla): Eine im Vergleich zu Valin zu tieferem Feld verschobene
Methylgruppe bei 0y = 1.32 koppelt mit einer zum Quartett aufgespaltenen Methingruppe
(0 = 3.33). Sie gehoren zu einem Alaninrest, dessen N-Methylgruppe das HMBC-Spektrum

anzeigt.

trans-3-Hydroxy-cis-5-methyl-prolin (HMPro): Eine weitere Methylgruppe mit Resonanz
bei relativ tiefem Feld gehort zu einem modifizierten Prolinring. Dieser ist an Position drei
zusitzlich hydroxyliert, was durch die chemischen Verschiebungen deutlich wird (&g = 4.06,
O0c= 75). Da das H-Atom in o-Position als Singulett erscheint, muss der Diederwinkel
H-C(2)-C(3)-H nahe 90° liegen. Die GroBe der vicinalen Kopplungskonstante, beschrieben
durch die Karpluskurve, ist hier minimal®”. Die Konfiguration der Hydroxygruppe an C-3 ist
folglich trans zur Amidgruppe an C-2 (Abbildung 8). Die cis-Konfiguration der Methyl-
gruppe ergibt sich aus dem NOESY-Spektrum, das eine rdumliche Nidhe von 3-H und der
Methylgruppe an C-5 anzeigt. Dies ist nur moglich, wenn sie auf derselben Seite des Rings

stehen. Der zwischen 5-H und 2-H auftretende NOE bestitigt die Konfiguration.

= NOE

<= ->

Abbildung 8: Konfiguration des 3-Hydroxy-5-methylprolins (HMPro).
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4-Chlorthreonin (CIThr): Das "H-NMR-Spektrum von 12 enthilt keine Methylgruppe eines
zweiten Threonins, stattdessen tritt eine zusitzliche Methylengruppe bei oy = 3.94/3.99 auf.
Die chemische Verschiebung des dazugehdrigen Kohlenstoffatoms ist mit 6¢ = 43 niedriger
als fiir die Bindung an ein Sauerstoffatom zu erwarten wire. Sie zeigt die Position des
Chloratoms an, dessen Vorhandensein sich aus der Summenformel ergibt.

B¢ sowie

Alle drei ungewohnlichen Aminosduren sind von den Actinomycinen des Z-Typs
von Actinomycin G,*P*¥ (11) bekannt. Ein Vergleich der NMR-Daten zeigt weitgehende

Ubereinstimmung mit den Literaturwerten.

MeVal MeAla Val (1) Val (2)
O\ O
H—O O O @)
> I A
2 = i -
Sar (1) Sar (2) Thr ClIThr
): O O :‘ O O O O
H2C§ (e ) = N
N AN HEN NSH  C
Pro HMPro = 3-Hydroxy-5-methylprolin

MeVal = N-Methylvalin
MeAla = N-Methylalanin
CIThr = 4-Chlorthreonin

Abbildung 9: Wichtige HMBC-Korrelationen innerhalb der Aminosauren von 12.

4 Zur Bezeichnung von Actinomycin G, (11) siehe FuBinote auf Seite 23.
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Verkniipfung der Aminosduren

Die Verkniipfung der Aminosduren folgt aus dem HMBC-Spektrum (Abbildung 10). Hierbei
werden die *Jcy-Kopplungen der Protonen in a-Position zu den Carboxylgruppen der
nichsten Aminosiure bzw. des Chromophors verwendet. Unterstiitzt wird dies durch *Jey-
Kopplungen der N-Methylgruppen, *Jcy-Kopplungen ausgehend von C-5 an den Prolinringen
und die “Joy-Kopplung der Amidprotonen. Der Ringschluss durch eine Esterbindung zur
fiinften Aminosdure ausgehend von C-3 der Threoninreste wird ebenfalls durch eine
entsprechende HMBC-Korrelation bewiesen. Das NOESY-Spektrum bestdtigt zusitzlich die

ermittelten Konnektivititen.

0O———0 O=—<—0
N ‘—\
o

\
RN

H2C|:>
—N
HON |

—Q f— /
e
,/7HN> <NH\\
I/ l\ —O (@)= /\’ \\‘
14 \\> «~° Ll
y ,” HN) NH Cl
4 R,
\\ ; 13 [ Oo—n
\\,\ 1
H | X N\ N2 NH,
= N
H O O

Abbildung 10: Struktur von Actinomycin G, (12) und wichtige interresiduale Kopplungen
(HMBC: durchgehende Linie, NOESY: gestrichelte Linie).
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Absolute Stereochemie

Die absolute Stereochemie der einzelnen Aminosduren von 12 wurde nicht bestimmt. Es ist
jedoch anzunehmen, dass sie mit der bei anderen Actinomycinen ermittelten Konfiguration
tibereinstimmt. Dies ergibt sich aus der beibehaltenen A-Konformation (vgl. FuBBnote S. 12),
die u. a. durch die im "H-NMR-Spektrum ins Tieffeld verschobenen Protonen in a-Position
der Prolinringe sowie die hohe geminale Kopplungskonstante der Sarkosine bewiesen wird.
Eine Anderung der Sterecochemie einzelner Aminosiuren wiirde zum Verlust dieser

[33,34

Konformation fiihren™**%. Ein weiterer Hinweis ist die biologische Aktivitit von 12, die

einen intakten Chromophor und die A-Konformation der Pentapeptidringe zur Voraussetzung

hat (vgl. Seite 38)5*".

Struktur von Actinomycin G, (12)

Die Struktur und Aminoséuresequenz von Actinomycin G, (12) zeigt Abbildung 11. Die
Namensgebung erfolgte aufgrund der Ahnlichkeit zu dem bekannten Actinomycin G
(11)°0*4 Im Unterschied zu 11 befindet sich bei 12 3-Hydroxy-5-methylprolin im a- anstatt
im f-Ring, und der f-Threoninrest ist an C-4 chloriert anstatt hydroxyliert.

0
HQ H | a-Ring B-Ring
%jY/U\'L/\]/O C’/lkN/\K — L-MeVal L-MeAla —
| |
_—N o N N o Sar Sar
: | |
3 \E a \E S
N 0T N H
o

L-HMPro L-Pro

0
N
W o N N o) o I |
D-Val D-Val
o | |
O—— L-Thr L-CIThr —O
HN (e} O NH Cl
A 0 0
N NH, N NH,
_ S
(e} (0] O (@]

Abbildung 11: Struktur und Aminosduresequenz von Actinomycin G, (12).

¢ 11 wurde unter der Bezeichnung Actinomycin HKI-0155 verdffentlicht. Der Name Actinomycin G ist ein
Vorschlag von H. Lackner und A. B. Mauger in Erinnerung an den Naturstoffchemiker U. Griafe (HKI Jena,
T 2003), in dessen Arbeitskreis 11 gefunden wurde. Dieser Name wird auch in einem demnéchst erscheinenden

. . . . 1
Review iiber Actinomycine verwendet werden'”.
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a-Ring B-Ring
Cy/lk'lq/\ﬁ /\.’/ — L-MeVal L-MeAla —
| |
\EO - \EO / Silir S:ar
B
o o | !
D-Val D-Val
I I
O— L-Thr L-HThr—O
NH OH
O o)
NH, N NH,
o o] o

Abbildung 12: Struktur und Aminosduresequenz von Actinomycin G, (11)1*%.

L-Pro L-HMPro

W

2.4  Strukturaufklarung von Actinomycin G;(13)

Summenformel

Actinomycin Gs (13) besitzt eine nominale Masse von 1272, die Hochauflosung des ESI-
Massenspektrums liefert die Summenformel Cg1HgsN12,015. Im Vergleich zu Actinomycin G;
(12) entspricht dies dem Austausch des Chloratoms gegen eine OH-Gruppe, die
Actinomycine G3 (13) und G; (11) sind Isomere.

NMR-Spektren und Struktur

Die 'H- und *C-NMR-Spektren von 13 sind denen von 12 sehr dhnlich. Aus der Analyse der
2D-NMR-Daten (HSQC, COSY und HMBC) ergeben sich dieselben Aminosduren wie fiir 12,
einziger Unterschied ist das Vorkommen von 4-Hydroxythreonin (HThr) anstelle von
4-Chlorthreonin (CIThr). Diese Anderung wird an der héheren chemischen Verschiebung des
Kohlenstoffatoms C-4 der Aminoséure deutlich (Tabelle 1). Die Sequenz der Aminosduren im
a- und B-Ring ist gleich der von 12, Actinomycin G3 (13) besitzt daher die in Abbildung 13
gezeigte Struktur. Die Aminosdure-Zusammensetzung von 13 ist identisch mit Actinomycin

G (11, Abbildung 12), der modifizierte Prolinrest befindet sich jedoch im anderen Ring.
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Tabelle 1: NMR-Daten von 4-Chlorthreonin und 4-Hydroxythreonin (CDCls;, 600 MHz)

ClThr (12) HThr (13)
Atom dc oy J[Hz] d¢ oy J[Hz]
1| 168.07 168.40
2| 5354 527 dd,7.6,2.7 5196 520 dd,7.0,2.0
3| 7498 5.12 ddd,5.0,2.5,2.5 75.39 5.05 ddd,8.5,5.0,2.5
4| 4321 394 dd, 114,25 59.40 3.23 dd, 12.0,9.0
399 dd, 11.4,6.0 3.76 dd, 12.0,4.5
NH 7.88 d,7.3 828 d,6.5
o) o)

HO
Y l o i l o a-Ring B-Ring
N/Y N/Y — L-MeVal L-MeAla ——
| |
N o) N N o) N
> ~ Sar Sar
: [ [
L-HMPro L-Pro
W\ NH o) o) W\\ NH o) o) | |
D-Val D-Val
(e} (0] | |
O—— L-Thr L-HThr——0O

Abbildung 13: Struktur und Aminosduresequenz von Actinomycin Gj (13).
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2.5  Strukturaufklarung von Actinomycin G, (14)

Summenformel

Die nominale Masse von 1256 wurde durch ein ESI-Massenspektrum bestimmt, die Hoch-
auflosung ergab die Summenformel Cg;Hg4N20,7. Actinomycin G4 (14) besitzt demnach ein
Sauerstoffatom weniger als 13, im Vergleich zu 12 ist ein Chloratom durch ein Wasser-

stoffatom ersetzt.

NMR-Spektren und Struktur

Die Summenformel ldsst das Vorliegen eines unsubstituierten Threonins im S-Ring erwarten
bei ansonsten im Vergleich zu 12 und 13 unverdnderter Grundstruktur. Diese Annahme wird
durch das "H-NMR-Spektrum bestitigt: es fehlt das auffillige Signal bei &y ~ 5.3 fiir 3-H des
in Position 4 substituierten Threonins. Stattdessen gibt es eine zusitzliche Methylgruppe (dy =
1.30, 4-H;), die eine Anderung des Kopplungsmusters von H-3 zu einem Quartett von
Dubletts (qd) bewirkt. Da die weiteren Signale nahezu unverindert sind, ergibt sich folgende

Struktur fiir Actinomycin G4 (14):

a-Ring B-Ring

| |
\E j: L-HMPro L-Pro
(0]

o NHﬁ o) : |
D-Val D-Val

| |
O—— L-Thr L-Thr

/Z

Abbildung 14: Struktur und Aminosduresequenz von Actinomycin Gy (14).

O . .
H - -
l | 0
N/Y N/Y — L-Meval L-MeAla —
| |
© / N\EO e N Sar Sar

NH
@) o
NH,
o} 0 o)

O
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2.6  Strukturaufklarung von Actinomycin Gs (15)

UV-Spektrum

Das UV-Spektrum von Actinomycin Gs (15) zeigt eine zusétzliche Bande bei 260 nm, die bei
den Actinomycinen G, bis Gy (12 - 14) nicht auftritt. Zusammen mit der geringeren

Extinktion (log € = 4.2 statt 4.5) weist dies auf einen verdnderten Chromophor hin.

Summenformel

Die durch hochauflosende ESI-Massenspektrometrie bestimmte Summenformel von 15 lautet

Cs1Hg1N ;0,5 (nominale Masse 1255). Es fallen zwei Besonderheiten auf:

(1) Die Substanz hat ein Stickstoffatom weniger als die anderen Actinomycine. Diese
besitzen zehn Stickstoffatome in Amidbindungen und zwei im Chromophor, 15 hat
insgesamt nur elf. Am leichtesten zu ersetzen ist die Aminogruppe des Chromophors,
hier findet schon unter schwach sauren Bedingungen ein Austausch gegen eine

Hydroxygruppe statt (vgl. S. 11)'],

(2) Die Anzahl der Doppelbindungsdquivalente berechnet sich fiir 15 zu 27, die der
Actinomycine G, bis Gg4 (12-14) zu 26. Da die Zahl der spz-hybridisierten
Kohlenstoffatome im '*C-NMR-Spektrum nicht gestiegen ist und demnach keine
weiteren Doppelbindungen vorliegen, muss ein zusitzlicher Ringschluss im Molekiil

vorhanden sein.

NMR-Spektren

Das 'H-NMR-Spektrum zeigt die Signale der Protonen an C-2 von Prolin und Hydroxy-
methylprolin (8= 6.19, 6.34), auch die charakteristisch aufgespaltenen Methylengruppen
von zwel Sarkosinresten fallen auf (ZJHH = 17.5 Hz). Die Interpretation der 2D-NMR-
Spektren (HSQC, COSY, HMBC) erbringt dieselbe Aminosdure-Zusammensetzung wie fiir
Actinomycin G3 (13). Auffillig sind die von 13 abweichenden chemischen Verschiebungen
des Hydroxythreonins (insbesondere eine Tieffeldverschiebung der Methylengruppe in
Position 4, sieche Tabelle 2) und die verdnderten Resonanzen des Aminophenoxazon-

Chromophors im *C-NMR-Spektrum (Tabelle 3).
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Tabelle 2: Vergleich der chemischen Verschiebungen der Hydroxythreonine von Actino-
mycin Gz (13) und Actinomycin Gs (15) (CDs;0OD, 600 bzw. 150.8 MHz)

HThr (13) HThr (15)
Atom ¢ On ¢ on
I’ 16840 — 165.80 —
2’ 51.96 5.27 54.04 4.07
3 75.39 5.12 64.71 5.53
4’ 59.40 3.94,3.99 68.48 4.64,4.86

Tabelle 3: Vergleich der *C-NMR-Daten des rechten Rings im Actinoyl-Chromophor von 13
und 15 (CD;0D, 150.8 MHz)

Atom Sc (13) Sc (15) Atom Sc (13) Sc (15)
102.32 94.74 4 114.14 117.42

2 148.54 167.98 4a 146.52 149.35

3 180.30 182.64 10a 146.91 150.17

Struktur von Actinomycin Gs (15)

Die genannten Abweichungen der spektralen Daten erkldren sich durch einen Ringschluss
zwischen der 4’-OH-Gruppe des Hydroxythreonins und C-2 des Chromophors, der durch eine
HMBC-Korrelation zwischen den Strukturteilen angezeigt wird (sieche Abbildung 15). Diese
Etherbindung bewirkt die starke Tieffeldverschiebung der '*C-Resonanz von C-2 und der
'H-Resonanz der diastereotopen Methylengruppe des HThr. Die Struktur und

Aminosduresequenz von Actinomycin Gs (15) zeigt Abbildung 16.

(MeVal) | | (MeAla)

o
(Thr) O;

Abbildung 15: Wichtige HMBC-Korrelationen in 15.



NEUE ACTINOMYCINE AUS ACTINOMYCES SP. CS210 29

(@]
H o-Rin -Rin
l l o g B-Ring
N/Y N/Y — L-MeVal L-MeAla —
| |
o) N o N
\E / \E e e Sar Sar
IB | |
o L-HMPro L-Pro
W o o W\\‘ NH o) o) | |
)Y‘\ )Y‘\ D-Val D-Val
| |
O—— L-Thr L-HThr —0
NH
o (@] (@] \
o) o 0

Abbildung 16: Struktur und Aminosduresequenz von Actinomycin Gs (14).

/Z

Die zusitzliche Verkniipfung des S-Pentapeptidlacton-Rings mit dem Actinoyl-Chromophor
ist in der Literatur noch nicht berichtet worden, obwohl die Actinomycine des Z-Typs

teilweise ebenfalls Hydroxythreonin an Position 1’ des -Rings besitzen!*®!

und somit grund-
satzlich die Mdglichkeit zu einem solchen Ringschluss gegeben wire. Auch synthetisch ist ein
solches Produkt nicht bekannt. Actinomycin Gs (15) stellt daher eine neuartige Struktur-
variante mit einem zusétzlichen Achtring zwischen Chromophor und Peptidlacton auf der

[-Seite dar.

Der Produzent von Actinomycin G; (11) bildet ein Actinomycin mit gleicher Molmasse und
Summenformel wie 15, dessen Struktur bisher nicht vollstdndig aufgeklart wurde’. Es ist zu
vermuten, dass hier ein analoger Ringschluss erfolgte. Hydroxymethylprolin gehort jedoch

wie bei 11 zum S-Ring, so dass die Verbindungen nicht identisch sein kénnen.

Uberlegungen zur Biosynthese

Biosynthetisch entsteht 15 wahrscheinlich durch einen nucleophilen Angriff von 4’-OH auf
C-2 unter Abspaltung von Ammoniak aus Actinomycin Gz (13). Ob dieser Schritt
enzymatisch katalysiert wird oder spontan verlduft, ist ungeklért. Fiir eine Enzymbeteiligung
spricht die Tatsache, dass ein derartiges Produkt bei den Z-Actinomycinen nicht gefunden

wurde, obwohl dort ebenfalls 4-Hydroxythreonin als Aminosdure vorkommt. 15 kann bereits

"H. Lackner, personliche Mitteilung unverdffentlichter Ergebnisse
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im Rohextrakt mittels analytischer HPLC nachgewiesen werden, das Vorliegen eines bei der
Isolierung entstandenen Artefakts kann daher ausgeschlossen werden (moglich ist jedoch die

Entstehung im Zellmilieu oder bei der Aufarbeitung der Kulturbriihe).

2.7  Strukturaufklarung von Actinomycin Gg (16)

Summenformel und Polaritdt

Die Verbindung 16 hat dieselbe Molmasse und Summenformel wie die Actinomycine G; (11)
und Gs (13) (M = 1272, C¢HgaN2013), ist jedoch deutlich polarer. Dadurch ist die Substanz
in Chloroform nur schlecht 16slich, in Methanol, DMSO oder Wasser jedoch gut.

Strukturaufkldrung

Das UV- und das ’C-NMR-Spektrum beweisen einen intakten, unverinderten Actinoyl-
Chromophor. Die Auswertung der COSY-, HSQC- und HMBC-Spektren zeigt, dass 16
dieselbe Aminosdure-Zusammensetzung besitzt wie Actinomycin Gs (13). Die Aminosduren
des f-Rings weisen jedoch auffillige Signal-Verdnderungen in den eindimensionalen NMR-

Spektren auf:

(1) Die geminale Kopplung der Methylengruppe des Sarkosins betrégt nicht wie gewohnt
18 Hz, sondern nur noch 2JHH = 14.5 Hz, offensichtlich liegt hier eine trans- anstelle

der {iblichen cis-Amidbindung vor.

(2) Das a-Wasserstoffatom des Prolins ist von oy = 6.1 zu 4.9 deutlich Hochfeld-, das des
Methylalanins hingegen von oy = 3.5 zu 5.4 stark Tieffeld-verschoben. Diese und
weitere abweichende chemische Verschiebungen beweisen die starke konformative

Verdnderung im Vergleich zur normalen A-Konformation des Pentapeptidlactons.

Aus der Analyse der HMBC-Korrelationen der Protonen des Hydroxythreonins ergibt sich die
Ursache fiir die Verdnderungen: die Aminosdure ist nicht iiber eine Amidbindung an den
Chromophor gebunden, sondern iiber eine Esterbindung ausgehend von der Hydroxygruppe
an C-4’. Die Aminogruppe von HThr formt nun den Ringschluss zum Methylalanin, das
Sauerstoffatom an Position 3 ist zur freien Hydroxygruppe geworden. Bewiesen wird dies
durch die HMBC-Korrelation der Methylengruppe (C-4’) von HThr zur Carboxylgruppe
(C-14) des Chromophors und die Korrelation von 2°-H {iber den Stickstoff zur Carboxyl-
gruppe von Methylalanin (Abbildung 17). Die Esterbindung bewirkt eine Tieffeld-
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verschiebung der Protonen an C-4’, die Methingruppe in Position 3 ist durch das Fehlen einer

solchen Bindung ins Hochfeld verschoben (Tabelle 4).

(MeAla)
(MeAla)
| | —©
NH @) NH NH
o=y (0 o
1 2'
ﬂ —
<NH ~—OH o‘)/ OH
—]14 O "
\L/N\ X NH, I/N\ NH,
¢ X R
o 0 o 0
13 (,,normal) 16 (,,umgelagert™)

Abbildung 17: Wichtige HMBC-Kopplungen von 13 und 16 im Vergleich.

Tabelle 4: Vergleich der NMR-Daten der 4-Hydroxythreonine von 13 und 16

13 16
Atom Sc dy d¢c du
1’ 169.92 171.63
2’ 53.39 5.13 54.93 4.75
3’ 78.49 5.07 70.10 4.40
4 60.50 3.51, 3.69 67.13 4.24,4.47

Die vollstindige Struktur von Actinomycin G (16) zeigt Abbildung 18. 16 ist neben 12 das
Hauptprodukt des Stamms CS210. Im Unterschied zu allen anderen bekannten
Actinomycinen befindet sich auf der S-Seite die Esterbindung nicht im Ring, sondern stellt
die Verbindung zum Chromophor dar. Der Ring wird nicht als Lacton geschlossen, sondern

durch die Aminogruppe als Lactam.
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Abbildung 18: Struktur und Aminosduresequenz von Actinomycin Gg (16).

Uberlegungen zur Biosynthese

Biosynthetisch geht Actinomycin Ge (16) vermutlich aus Actinomycin G; (13) durch eine
zweifache Acylverschiebung hervor. Durch einen nucleophilen Angriff an C-14 verdringt die
terminale Hydroxygruppe des Hydroxythreonins die Aminogruppe aus der Amidbindung, fiir
diese Reaktion ldsst sich eine sechsgliedrige zyklische Zwischenstufe formulieren. Die freie
Aminogruppe an C-2’ kann anschlieBend als Nucleophil die Esterbindung zum Methylalanin
angreifen und die 3’-OH-Gruppe als Bindungspartner ersetzen (Abbildung 19).

Es ist unklar, ob die Umwandlung von 13 zu 16 durch Acyltransferasen katalysiert wird oder
nicht-enzymatisch ein thermodynamisch begiinstigtes Produkt entsteht. Ebenso wie bei
Actinomycin Gs (15) spricht fiir eine Enzymbeteiligung, dass bei den Actinomycinen vom
Z-Typ keine zu 16 analoge Verbindung gefunden wurde, obwohl bei Z; ebenfalls 4-Hydroxy-
threonin im S-Ring vorkommt und demnach eine Acylverschiebung moglich wire. Beim
Produzenten CS210 der G-Actinomycine féllt auf, dass Actinomycin G; (13) eine
Minderkomponente ist. Sie ist offensichtlich Vorlaufer fiir die Actinomycine Gs (15) und Gg
(16), moglicherweise auch fiir das Chlorthreonin enthaltende Actinomycin G, (12).
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Abbildung 19: Hypothetischer Biosyntheseweg von Actinomycin Gz (13) zu Gg (16).
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2.8 Weitere Sekundarmetaboliten aus Actinomyces sp. CS210

2.8.1 1-Phenazinol (17)

Die lipophile Substanz mit intensiver gelber Eigenfarbe ldsst sich durch Gelchromatographie
an Sephadex LH-20 leicht von den hdhermolekularen Actinomycinen abtrennen. Das im
Vergleich zu den Actinomycinen komplexere, hypsochrom verschobene UV-Spektrum weist
auf einen verdnderten Chromophor hin und die sehr stark verbreiterte Bande bei 420 nm
deutet Wasserstoffbriickenbindungen mit dem Losungsmittel an. Die 1D-NMR-Spektren
zeigen Signale fiir sieben aromatische Protonen und 12 aromatische Kohlenstoffatome. 17
ergibt im EI-Massenspektrum ein Ion hochster Masse und Intensitdt bei m/z = 196, woraus
sich gemeinsam mit der Anzahl der Kohlenstoffatome die Summenformel C,,HgN,O ableiten
lasst. Eine Suche mit diesen Informationen in der Datenbank AntiBase!*" ergab 1- und
2-Phenazinol als mdgliche Strukturen. Ein Vergleich mit publizierten *C-NMR-Daten™*”
legte die Verbindung 17 als 1-Phenazinol fest, das als Sekundidrmetabolit des Phenazin-

Produzenten Pseudomonas aeruginosa bekannt ist.

OH

9 10 1

9a N\lOa Py
@ /4 3
a a
N :

17

2.8.2 N-(2-Hydroxyphenyl)acetamid (18)

Der farblose Feststoff 18 wurde als Nebenprodukt bei der Trennung der Actinomycine Gs
(13) und Gs (15) durch semipridparative HPLC erhalten. Die ungerade Molmasse von
151 g/mol weist auf das Vorhandensein eines Stickstoffatoms hin. Das 'H-NMR-Spektrum
zeigt vier Protonen im Tieffeldbereich, die anhand ihres typischen Kopplungsmusters einem
ortho-disubstituierten Aromaten zugeordnet werden konnen (zwei Dubletts und zwei Tripletts
mit einer Kopplungskonstanten von je 8 Hz). Bei dy = 2.16 ist die Resonanz einer Acetyl-
gruppe zu sehen, weitere Signale treten nicht auf. Eine Datenbanksuche!*!! fiihrte zu
N-(2-Hydroxyphenyl)acetamid, das bereits mehrfach als Metabolit von Streptomyceten

]

beschrieben wurde!™!. Die Ubereinstimmung des 'H-NMR-Spektrums mit publizierten

Daten!**! bestitigte die Zuordnung.
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Ein plausibler Biosyntheseweg fiir 18 geht von 3-Hydroxyanthranilsédure aus, einem aus
Tryptophan hervorgehenden Intermediat bei der Biosynthese des Actinoyl-Chromophors der
Actinomycine. Nach Decarboxylierung zu ortho-Aminophenol erfolgt die Acetylierung zu

N-(2-Hydroxyphenyl)acetamid (18), siche Abbildung 20.

Decarboxylase Acyltransferase
COOH

1
> NH, 2 -NH, +Acetyl -CoA
T
- CO, —COA SH
° “OH ' “OH

Abbildung 20: Hypothetische Biosynthese von 18 ausgehend von 3-Hydroxyanthranilsdure.
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2.9 Biologische Aktivitat der G-Typ Actinomycine

2.9.1 Wirkmechanismus der Actinomycine

Actinomycine interkalieren reversibel mit doppelstrangiger DNA, der Chromophor schiebt
sich dabei selektiv zwischen zwei Guanosin/Cytosin — Basenpaare (Abbildung 21). Eine
pseudo C,-symmetrische Konformation der Actinomycine ist Voraussetzung fiir ihre Affinitat
zu DNAP*Y Die Selektivitit von Actinomycin D (19) beziiglich der Nukleinbasen
(5’-GpC-3’) beruht auf der Ausbildung von vier Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den
Amidgruppen der Threonine und den N2/N3-Aminogruppen von Guanin®™**. Die
Peptidringe binden auf beiden Seiten in der kleinen Furche und bewirken eine Abhidngigkeit
der Bindungsstirke von der flankierenden Sequenz!*!. Neben der Interkalation wird auch die

[46]

Bindung an Einzelstrang-DNA berichtet™™, fiir die ein sequenzabhingiger Bindungs-

mechanismus unter Ausbildung von Haarnadel-Schleifen diskutiert wird'*"’.

In Folge der Interkalation werden Replikation und Transkription gestort, da die Enzyme DNA
als Templat verwenden. Die Transkription wird wesentlich stirker und daher schon bei
geringeren Konzentrationen inhibiert als die Replikation. Diese Préferenz entsteht durch die
unterschiedliche Konformation der DNA im aktiven Zentrum von DNA- und RNA-
Polymerase, die im Falle der RNA-Polymerase eine stirkere Bindung von Actinomycin

bewirkt*®,

i

- =

Abbildung 21: Interkalation mit DNA (links, iibernommen aus °*). Die Kristallstruktur von

Actinomycin D (19, rechts) zeigt die pseudo C,-symmetrische Konformation!®>*"),
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Aufgrund des nicht-selektiven Wirkmechanismus ist die antitumorale und antibakterielle
Aktivitdt mit einer hohen Toxizitdt verkniipft. Trotzdem kommt Actinomycin D als Chemo-
therapeutikum bei einigen Krebsarten zur Anwendung, so z. B. in Kombination mit Vincristin
zur Behandlung bestimmter Nierentumore bei Kindern (Wilms Tumor)™”. Bei in vivo Tests
einiger Actinomycin-Analoga konnte eine durch pharmakokinetische Effekte verursachte

Selektivitit fiir Leukimie-Zellen festgestellt werden[".

2.9.2 Testung der neuen Actinomycine

Die in dieser Arbeit isolierten Actinomycine wurden mittels Plattendiffusionstests auf
antibakterielle und antifungische Aktivitdt getestet. Die cytotoxische Wirkung gegeniiber

Tumorzelllinien wurde an der Medizinischen Hochschule Hannover gepriift.®

Antimikrobielle Wirkung: Eine Hemmung trat bei Gram-positiven und Gram-negativen
Bakterien auf (Tabelle 5), eine antifungische Wirkung wurde nicht festgestellt. Die stirkste
antibakterielle Wirkung besitzt Actinomycin G, (12), das 4-Chlorthreonin im S-Ring enthélt.
Steht an dieser Stelle 4-Hydroxythreonin wie bei 13, ist die Aktivitdt deutlich geringer. Eine
weitere Verringerung der Wirkung tritt bei Actinomycin Gs (15) auf, wihrend das
umgelagerte Actinomycin Gg (16) inaktiv ist. Keines der G-Actinomycine erreicht die

Wirkhohe der Vergleichssubstanz Actinomycin D (19).

Cytotoxische Wirkung: Unter den natiirlich vorkommenden Actinomycinen ist X, (20)
dasjenige mit der hochsten cytotoxischen Aktivitit®?. Es wurde daher neben dem in der
klinischen Anwendung befindlichen Actinomycin D (19) als Vergleichssubstanz gewihlt. Die
starkste Wirkung unter den G-Actinomycinen zeigte wie bei den antibakteriellen Tests die
chlorierte Verbindung 12. Die GI50- und TGI-Werte fiir 12 bei den Zelllinien HMO02 und
Hep2G (Magen- bzw. Leberkarzinom) liegen zwischen denen von Actinomycin D (19) und
X; (20) und beweisen eine sehr hohe Cytotoxizitéit (Tabelle 6). Die nicht-chlorierte Substanz
14 hemmte das Wachstum der Zellen deutlich schlechter, jedoch immer noch besser als die
am Threoninrest hydroxylierte Komponente 13. Nur noch eine schwache Restwirkung zeigten
die beiden strukturell andersartigen Actinomycine Gs (15) und Gg (16), in der gleichen
GroBenordnung liegt auch die Wirkung von 1-Phenazinol (17).

€ Herrn Prof. Dr. W. Beil (Institut fiir Pharmakologie, Medizinische Hochschule Hannover) danke ich fiir die
Durchfiithrung der Cytotoxizitéts-Tests.
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Tabelle 5: Antibakterielle Wirkung der Actinomycine. Angegeben ist der Hemmbhof-

Durchmesser beim Plattendiffusionstest in [mm)].

Escherichia coli Staphylococcus  Bacillus subtilis
aureus
Actinomycin D (19) 20 30 55
Actinomycin G; (12) 15 27 45
Actinomycin G3 (13) 0 21 33
Actinomycin Gs (15) 0 10 20
Actinomycin Ge (16) 0 0 0

50 pg Substanz auf Filterpapier-Pléttchen, @ 6 mm
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Tabelle 6: Ergebnisse der Cytotoxizitats-Tests

39

GI50 [pg/mL] TGI [pug/mL]
Tumorzelllinie HMO02 (Magenkarzinom)
Actinomycin D (19) 0.002 0.008
Actinomycin X; (20) 0.0012 0.005
Actinomycin G (12) 0.0017 0.0055
Actinomycin Gs (13) 0.16 0.7
Actinomycin G4 (14) 0.082 0.65
Actinomycin Gs (15) 2.7 5.5
Actinomycin Gg (16) 1.3 2.6
1-Phenazinol (17) 5.6 9.5
Tumorzelllinie HepG2 (Leberkarzinom)
Actinomycin D (19) 0.0015 0.065
Actinomycin X; (20) 0.0021 0.018
Actinomycin G (12) 0.0038 0.023
Actinomycin Gs (13) 1.4 > 10
Actinomycin G4 (14) 0.8 1.8
Actinomycin Gs (15) 34 9.8
Actinomycin Gg (16) 2.1 >10
1-Phenazinol (17) 4.2 > 10
Tumorzelllinie MCF7 (Mammakarzinom)
Actinomycin D (19) 0.0024 0.011
Actinomycin X, (20) 0.0024 0.01
Actinomycin G; (12) 0.005 0.016
Actinomycin G3 (13) 0.58 2.0
Actinomycin Gy4 (14) 0.50 1.9
Actinomycin Gs (15) 1.7 3.1
Actinomycin Ge (16) 1.8 5.8
1-Phenazinol (17) 34 >10

GI50 = Konzentration, die eine Abnahme des Zellwachstums um die Halfte bewirkt.
TGI = Konzentration, die eine vollstindige Hemmung des Zellwachstums bewirkt.



40 NEUE ACTINOMYCINE AUS ACTINOMYCES SP. CS210

2.9.3 Diskussion der biologischen Aktivitat

Vergleich der Wirkung mit Actinomycin G; und Z; bis Zs

Von dem zu 13 sehr dhnlichen Actinomycin G; (11) wird in der Literatur eine schwache
Wirkung gegen Gram-positive Bakterien berichtet, es konnte allerdings keine Interkalation
mit doppelstriangiger DNA festgestellt werden!®®!. Unklar bleibt, wie diese beiden scheinbar
widerspriichlichen Informationen zusammen passen. Moglicherweise ist die antibiotische
Wirkung durch eine im Vergleich zu Actinomycin D (19) schwéchere, jedoch nicht

ausgebliebene Interkalation zu erkliren.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit korrelieren besser mit den fiir die Z-Actinomycine
veroffentlichten Daten®®. Die cytotoxische und antibakterielle Wirkung der Chlorthreonin-
haltigen Verbindungen Z; und Zs ist etwas stirker als die der Vergleichssubstanz
Actinomycin D (19), die Aktivitdt der Hydroxythreonin-haltigen Verbindung Z, ist deutlich

schwicher.

Struktur-Wirkungsbeziehungen

Die nur schwache antibiotische Wirkung der Actinomycine Gs (15) und Gg (16) ist vermutlich
auf deren ,gestorte Raumstruktur zuriickzufiilhren. Sowohl die Verdnderung des
Chromophors bei 15 als auch die vollkommen verédnderte Konformation des f-Rings von 16
behindern die Einlagerung der Substanz in die DNA und damit ihre biologische Wirkung. Ein
Austausch der Aminogruppe des Chromophors bewirkt ebenfalls eine signifikant geringere

Affinitit zu doppelstringiger DNAP.

Als Ursache fiir die besonders starke Wirkung der Chlorthreonin enthaltenden Actinomycine
wie 12 und Actinomycin Z3 wird eine partiell auftretende kovalente Bindung an die DNA
durch nucleophile Substitution vorgeschlagen™, jedoch kénnen optimierte nicht-kovalente
Wechselwirkungen nicht ausgeschlossen werden. Die nur schwache Aktivitit bei
Actinomycinen mit hydroxyliertem Threoninrest am a-Ring ist vermutlich auf die Ausbildung
einer intramolekularen Wasserstoffbriickenbindung von der zusétzlichen Hydroxyfunktion zur
Aminogruppe des Chromophors zuriickzufiihren. Letztere ist wie oben erwihnt fiir die

Affinitdt zur DNA essentiell, das Molekiil wird daher schwécher gebunden.
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210 Die Substanzklasse der Actinomycine

2.10.1 Entdeckung der Actinomycine und Nomenklatur

Actinomycin A wurde 1940 von WAKSMAN aus Streptomyces antibioticus isoliert und war

das erste aus Actinomyceten erhaltene Antibiotikum"®.

Die weiteren Untersuchungen zeigten, dass es sich um ein Gemisch aus mehreren
Einzelkomponenten handelte. Diese als Komplexe bezeichneten Gemische wurden in
unterschiedlicher Zusammensetzung auch in anderen Streptomyceten gefunden und mit
lateinischen Buchstaben gekennzeichnet, die Benennung der Einzelkomponenten eines
Komplexes erfolgte durch eine Zahl als Index**!. Da die gefundenen Gemische oft dieselben
Substanzen enthielten, jedoch in unterschiedlichen Verhiltnissen, existiert fiir die meisten
Actinomycine eine Reihe synonymer Bezeichnungen (siehe Tabelle 7). Versuche zur
Einfliihrung einer systematischen Nomenklatur durch Nummerierung der Actinomycine oder
Beschreibung verdnderter Aminosduren im Vergleich zu Actinomycin D haben sich nicht

durchgesetzt™.

Tabelle 7:  Wichtige Actinomycine und ihre Synonyme (die linke Spalte enthdlt die

gebrauchlichste Bezeichnung)™™.

Actinomycin Synonyme

Actinomycin D Actinomycin IV / Ay / B4/ Ci/Da/Fo/ i/ S2/ X,/ Aus
Auranthin C / A3, Cosmogen, Dactinomycin, Oncostatin K

Actinomycin C, Actinomycin VI/ 1,/ Au,, Auranthin B / A2

Actinomycin Cs Actinomycin VII / I3/ Au;, Auranthin A

Actinomycin X, Actinomycin V/ As/ Bs/ Ds / S3

2.10.2 Struktureller Aufbau

Actinomycine sind Chromopeptide. Sie besitzen als gemeinsamen Actinoyl-Chromophor ein
2-Aminophenoxazin-3-on-System, das zweifach methyliert und liber zwei Amidbindungen

mit Pentapeptidlacton-Ringen verkniipft ist.

Als Grundstruktur kann Actinomycin D (19) angesehen werden (Abbildung 22), von dem sich

durch Abwandlung oder Modifikation einzelner Aminosduren die anderen Strukturen ableiten
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lassen. Neben den proteinogenen Aminosduren L-Threonin, L-Valin und L-Prolin sind in 19
auch die nicht-proteinogenen Aminosduren Sarkosin" und D-Valin enthalten. Bei zwei
gleichen Peptidlactonringen wie bei 19 spricht man von iso-Actinomycinen, bei

unterschiedlichen Ringen von aniso-Actinomycinen.

a-Peptidlactonring [-Peptidlactonring
- N I
0

Pro 4

Dmf T d f LA
TLLT T

I N

NN NH,
Chromophor
T T N

Abbildung 22: Struktur von Actinomycin D (19).

Der erste Strukturbeweis eines Actinomycins gelang BROCKMANN und LACKNER 1960 durch
die Totalsynthese von Actinomycin C;°°!. Heute sind insgesamt 19 Actinomycine natiirlicher
Herkunft bekannt (siehe Tabelle 8), hinzu kommen die fiinf in dieser Arbeit beschriebenen

neuen Strukturen vom G-Typ.

2.10.3 Vorlauferdirigierte Biosynthese

Durch vorlduferdirigierte Biosynthese konnten zahlreiche neue Actinomycine gewonnen
werden, bis heute sind iliber 25 Strukturen verdffentlicht worden. Als besonders variabel hat
sich die Position 3’ in den Peptidringen herausgestellt, neben modifizierten Prolinringen

werden hier auch Sechsringe wie Pipecolinsdure oder Vierringe wie Azetidincarbonsdure

" Als Sarkosin bezeichnet man N-Methylglycin. Der Name geht zuriick auf Justus von Liebig, der die

Aminoséure erstmals aus dem Kreatin der Fleischbrithe gewann (griech.: sarx = Fleisch).
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eingebaut. Eine weitere Modifikationsmoglichkeit bietet die Position 2° der Pentapeptide.
Fiitterungsexperimente ergaben, dass D-Valin durch D-Leucin und D-allo-Isoleucin
austauschbar ist. Tabelle 9 listet alle bisher veroffentlichten Actinomycine auf, die aus

vorlduferdirigierter Biosynthese erhalten wurden.
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Tabelle 8: Systematische Ordnung der natiirlich vorkommenden Actinomycine.

Unterschiede zu Actinomycin D (MID) sind fett gedruckt. Abkiirzungen: MeVal = N-Methylvalin,
alle = allo-Isoleucin, MeAla = N-Methylalanin, HMPro = trans-3-Hydroxy-cis-5-methylprolin,
OPro = 3-Oxoprolin, MOPro = cis-5-Methyl-3-oxoprolin, Hyp = trans-4-Hydroxyprolin, aHyp =
cis-4-Hydroxyprolin, HThr = 4-Hydroxythreonin, ClThr = 4-Chlorthreonin.

a-Ring p-Ring
Actinomycin D Thr-D-Val-Pro-Sar-MeVal Thr-D-Val-Pro-Sar-MeVal

(2) Actinomycine der C-Reihe (Variationen in Position 2° durch D-alle) "]

Actinomycin C, Thr-D-Val-Pro-Sar-MeVal Thr-D-alle-Pro-Sar-MeVal
Actinomycin Cy, Thr-D-alle-Pro-Sar-MeVal Thr-D-Val-Pro-Sar-MeVal
Actinomycin C; Thr-D-alle-Pro-Sar-MeVal Thr-D-alle-Pro-Sar-MeVal
(3) Actinomycine der F-Reihe (Variation in Position 3* durch Sarkosin) (6%
Actinomycin Fg Thr-D-Val-Sar-Sar-MeVal Thr-D-Val-Sar-Sar-MeVal
Actinomycin Fg Thr-D-Val-Sar-Sar-MeVal Thr-D-Val-Pro-Sar-MeVal
Thr-D-Val-Pro-Sar-MeVal Thr-D-Val-Sar-Sar-MeVal

Anmerkung: Actinomycin Fy besteht aus zwei Isomeren, die auch als Actinomycin III und IIIA bezeichnet
werden (Sarkosin in B- bzw. a-Kette)®. F, bis F; wurden mittels vorliuferdirigierter Biosynthese erhalten, hier
tritt zusétzlich eine Variation in Position 2’ durch alle auf.

(4) Actinomycine der X-Reihe (Var. in Pos. 3’ durch oxidiertes Prolin oder Sarkosin) [*>¢*66I
Actinomycin X, Thr-D-Val-Sar-Sar-MeVal Thr-D-Val-Hyp-Sar-MeVal
Actinomycin Xog Thr-D-Val-Pro-Sar-MeVal Thr-D-Val-Hyp-Sar-MeVal
Actinomycin Xos Thr-D-Val-Pro-Sar-MeVal Thr-D-Val-aHyp-Sar-MeVal
Actinomycin X, Thr-D-Val-Sar-Sar-MeVal Thr-D-Val-OPro-Sar-MeVal
Actinomycin X, Thr-D-Val-Pro-Sar-MeVal Thr-D-Val-OPro-Sar-MeVal

(5) Actinomycine der G-P* und Z-Reihe®® (Var. in Pos. 1’ durch hydroxyliertes/chloriertes
Threonin, in Pos. 3’ durch methyliertes und oxidiertes Prolin und in Pos. 5’ durch MeAla)

Actinomycin G, Thr-D-Val-Pro-Sar-MeVal HThr-D-Val-HMPro-Sar-MeAla
Actinomycin Z; Thr-D-Val-HMPro-Sar-MeVal Thr-D-Val-MOPro-Sar-MeAla
Actinomycin Z, Thr-D-Val-HMPro-Sar-MeVal HThr-D-Val-MOPro-Sar-MeAla
Actinomycin Z3 Thr-D-Val-HMPro-Sar-MeVal CIThr-D-Val-MOPro-Sar-MeAla
Actinomycin Zy4 Thr-D-Val-MOPro-Sar-MeVal Thr-D-Val-MOPro-Sar-MeAla
Actinomycin Zs Thr-D-Val-MOPro-Sar-MeVal CIThr-D-Val-MOPro-Sar-MeAla

(6) N-desmethylierte Actinomycine (Variation in Position 4° durch Glycin)?**¢”

Actinomycin D Thr-D-Val-Pro-Sar-MeVal Thr-D-Val-Pro-Gly-MeVal
N,N'-Didemethy]l-
actinomycin D Thr-D-Val-Pro-Gly-MeVal Thr-D-Val-Pro-Gly-MeVal
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Tabelle 9: Actinomycine, die aus vorlduferdirigierter Biosynthese erhalten wurden.

(S) OH

NH,

[-Kette
Thr-D-alle-Pro-Sar-Melle
Thr-D-alle-Pro-Sar-Melle

Fitterung von L-Isoleucin:[¢*¢”!
a-Kette
Actinomycin E, Thr-D-alle-Pro-Sar-MeVal
Actinomycin E; Thr-D-alle-Pro-Sar-Melle
(Melle = N-Methyl-L-isoleucin, alle = allo-L-Isoleucin)
Futterung von L-Leucin und L-Isoleucin: O
OH
NH,
Actinomycin Au5[7°] Thr-D-Leu-Pro-Sar-MeVal
Actinomycin Aye, Thr-D-alle-Pro-Sar-MeVal
Actinomycin Au6b[71] Thr-D-Leu-Pro-Sar-MeVal
Actinomycin Ay7, Thr-D-Leu-Pro-Sar-MeVal
Actinomycin Au7b[72]. Thr-D-Val-Pro-Sar-MeVal

.0

(S) OH

NH,
Thr-D-Leu-Pro-Sar-MeVal
Thr-D-Leu-Pro-Sar-MeVal
Thr-D-alle-Pro-Sar-MeVal
Thr-D-Val-Pro-Sar-MeVal
Thr-D-Leu-Pro-Sar-MeVal

Anmerkung: Actinomycin Auy, wurde unter der Bezeichnung Actinomycin Cs;, auch ohne Zufiitterung von

Aminosiuren gefunden, jedoch nicht verdffentlicht!),

Fitterung von Sarkosin:®!

Actinomycin F, Thr-D-Val-Sar-Sar-MeVal
Actinomycin F; Thr-D-Val-Pro-Sar-MeVal
Actinomycin F; Thr-D-alle-Sar-Sar-MeVal
Actinomycin Fy4 Thr-D-alle-Pro-Sar-MeVal

O

L,

—NH

Thr-D-alle-Sar-Sar-MeVal
Thr-D-alle-Sar-Sar-MeVal
Thr-D-alle-Sar-Sar-MeVal
Thr-D-alle-Sar-Sar-MeVal

Anmerkung: Die Strukturen von Fy, Fs, Fs und F sind nicht bekannt oder ver6ffentlicht worden.

Fiitterung von (4R)- und (45)-4-Methyl-L-prolin:!"

cis-4-Methyl-L-prolin:

Actinomycin K Thr-D-Val-Pro-Sar-MeVal
Actinomycin Ky Thr-D-Val-MPro-Sar-MeVal
trans-4-Methyl-L-prolin:

Actinomycin K Thr-D-Val-Pro-Sar-MeVal
Actinomycin Ky Thr-D-Val-MPro-Sar-MeVal

O

OH
NH

Thr-D-Val-MPro-Sar-MeVal
Thr-D-Val-MPro-Sar-MeVal

Thr-D-Val-MPro-Sar-MeVal
Thr-D-Val-MPro-Sar-MeVal

(Fortsetzung auf der ndchsten Seite)
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... Fortsetzung Tabelle 9: Actinomycine aus vorlduferdirigierter Biosynthese

Fitterung von (4R)- und (4S)-4-Chlor-L-prolin:©*! 0

cl OH

. NH

cis-4-Chlor-L-prolin:
unbenannt (*) Thr-D-Val-Pro-Sar-MeVal Thr-D-Val-CIPro-Sar-MeVal
unbenannt Thr-D-Val-CIPro-Sar-MeVal Thr-D-Val-CIPro-Sar-MeVal
trans-4-Chlor-L-prolin:
unbenannt (*) Thr-D-Val-Pro-Sar-MeVal Thr-D-Val-CIPro-Sar-MeVal

Fitterung von Pipecolinsaure:!”!

O O O
HO O
OH OH OH
NH NH NH

Pipecolinsiure (Pip) 4-Hydroxy- (HPip) 4-Oxo- (OPip)
Actinomycin Pip 1, (*) Thr-D-Val-Pip-Sar-MeVal Thr-D-Val-OPip-Sar-MeVal
Actinomycin Pip 1 (*) Thr-D-Val-Pip-Sar-MeVal Thr-D-Val-Pro-Sar-MeVal
Actinomycin Pip 1, (*) Thr-D-Val-Pip-Sar-MeVal Thr-D-Val-HPip-Sar-MeVal
Actinomycin Pip 15 (*) Thr-D-Val-Pro-Sar-MeVal Thr-D-Val-OPip-Sar-MeVal
Actinomycin Pip 1, (*) Thr-D-Val-Pro-Sar-MeVal Thr-D-Val-HPip-Sar-MeVal
Actinomycin Pip 2 (¥*) Thr-D-Val-Pip-Sar-MeVal Thr-D-Val-Pip-Sar-MeVal
Fitterung von Thiazolidin-4-carbonsaure:’® 0
Der Einbau von Thiazolidin-4-carbonséure in zwei neue Actinomycine
konnte durch *S-Isotopenmarkierung nachgewiesen werden. Die S OH
Struktur der Verbindungen wurde nicht geklart, vermutlich handelt es \__NH

sich analog zu den Azetomycinen um einen einfachen und doppelten
Einbau von Thiazolidin-4-carbonsiure anstelle von Prolin.

Fitterung von Azetidin-2-carbonsaure:t’”"® o
OH
NH
Azetomycin I (*) Thr-D-Val-Pro-Sar-MeVal Thr-D-Val-AzC-Sar-MeVal
Azetomycin II Thr-D-Val-AzC-Sar-MeVal Thr-D-Val-AzC-Sar-MeVal

(*) bei den gekennzeichneten Substanzen wurde nicht untersucht, ob der Einbau im a- oder im S-Ring erfolgte.
Wahrscheinlich ist das Vorliegen von Gemischen.
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2.11 Zur Biosynthese der Actinomycine

2.11.1 Biosynthese von Actinomycin D (19)

Die Biosynthese von Actinomycin D (19) ldsst sich in drei Schritte unterteilen:

1. Die Bildung von 4-Methyl-3-hydroxyanthranilsdure (4-MHA) aus L-Tryptophan

.. erfolgt in mehreren enzymatisch katalysierten Schritten'”” (Abbildung 23).

COOH COOH
COOH
NH, +H ,0
HCOOH
NH
L-Tryptophan Kynurenin
+0,, NADPH / H*
- H,0, NADP*
COOH
COOH (0] COOH
NH + S-Adenosyl-
’ methionin N h0o NH,
- S-Adenosyl- il Alanin
OH homocystein OH NH,
CH4 OH
4-Methyl-3-hydroxy- 3-Hydroxyanthranilsaure

anthranilsaure (4-MHA)

Abbildung 23: Biosynthese von 4-Methyl-3-hydroxyanthranilsdure.

2. Die nichtribosomale Synthese des Pentapeptidlactons mit 4-MHA als Starteinheit

. bendtigt insgesamt vier Multienzymkomplexe. Zundchst wird 4-MHA durch die
Actinomycin-Synthetase | (ACMS ) als Adenylat aktiviert. Dieses wird auf das
Actinomycin-Acyl-Carrier-Protein (AcmACP) iibertragen, 4-MHA ist nun als Thioester

gebunden.

Der Aufbau des Pentapeptids geschieht durch fiinf NRPS-Module, die auf die beiden
multifunktionellen Enzyme Actinomycin-Synthetase II und III (ACMS II und III) verteilt
sind. ACMS II besitzt zwei der Module und katalysiert die Aktivierung und Kondensation
von Threonin und Valin an die als Thioester vorliegende Starteinheit. Das zweite Modul
enthélt zusitzlich eine Epimerisierungs-Funktion, die das Substrat L-Valin nach dem

Einbau zu D-Valin epimerisiert. Die drei Module von ACMS III bewirken die
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Verlidngerung der Peptidkette durch Prolin, Glycin und Valin, die beiden letzteren werden
jeweils durch eine Methylierungs-Domédne zu Sarkosin bzw. N-Methylvalin umgesetzt.
Das letzte Modul enthilt zusdtzlich eine Thioesterase-Funktion, die wahrscheinlich neben

der Abspaltung vom Protein auch die Ausbildung der Lactonbindung katalysiert!™".

3. Oxidative Kupplung von zwei 4-MHA-Pentapeptidlactonen zu Actinomycin

Der letzte Schritt der Actinomycin-Biosynthese ist bisher nicht geklart. Lange Zeit wurde
vermutet, dass hierfiir das Enzym Phenoxazin-Synthase (PHS) verantwortlich sei.
Tatsdchlich wurde ein solches Enzym bei Streptomyces antibioticus gefunden und es
katalysiert auch die oxidative Kondensation von Aminophenolen zu Aminophenoxazonen.
Bei anderen Actinomycin-Produzenten wie S. chrysomallus fehlt dieses Enzym jedoch,
und Inaktivierung der PHS-Gene in S. antibioticus bewirkt keine Verringerung der
Actinomycin-Produktion. Es muss daher ein anderer Kupplungsmechanismus vorliegen,

der sowohl enzymatischer als auch nicht-enzymatischer Natur sein konnte®*",

— MeVal MeVal — MeVal Val
[ [ I
Sar Sar Sar Gly ACMS Il
| | |
Pro Pro Pro Pro
| I | -
D- VaI D- Val D- Val Val
ACMS I
o— Thr Thr—o ' Thr Thr |
COOH
NH NH
ACMS |
und
AcmACP
o o

Abbildung 24: Biosynthetischer Aufbau
Kupplung zum Actinomycin D (19).

der Pentapeptid-Einheit und anschlieBende
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2.11.2 Diskussion der Biosynthese der G-, X- und Z-Actinomycine

Wihrend bei den C- und F-Actinomycinen wahrscheinlich eine geringe Substratspezifitdt der
zweiten und dritten Adenylierungsdoméne den Einbau anderer Aminosduren ermoglicht, gibt
es bisher keine Untersuchungen zur Biosynthese der iibrigen amiso-Actinomycine. Diese
zeigen eine klare Préferenz beziiglich der Seitenkette, in der sich variierte Aminoséuren
befinden. Bei den X-Actinomycinen findet man einen oxidierten Prolinring ausschlieBlich im
f-Ring, bei den G-Actinomycinen hingegen im a-Ring. Den G- und Z-Actinomycinen ist
gemeinsam, dass sowohl N-Methylalanin als auch 4-Chlor- oder 4-Hydroxythreonin nur im

f-Ring vorkommen.

Diese Priferenz fiir einen bestimmten Ring macht einen direkten Einbau modifizierter
Aminosduren durch die NRPS-Enzyme unwahrscheinlich. In diesem Fall wire zu erwarten,
dass nach der Kondensation zweier 4-MHA-Pentapeptidlactone alle denkbaren Regioisomere
gefunden wiirden, also z. B. auch N-Methylalanin im a-Ring der G-Actinomycine. Da die
Oxidation zum Aminophenoxazon bereits durch Luftsauerstoff erfolgen kann, ist eine
vollstindige Kontrolle der Dimerisierung durch die Phenoxazin-Synthase (PHS) oder ein

dhnliches Enzym nur schwierig erreichbar.

An der Modifikation der Aminosduren sind daher wahrscheinlich post-NRPS-Enzyme
beteiligt, deren Substrate nicht die einzelnen Aminoséuren oder das Pentapeptidlacton sind,
sondern das zunidchst entstandene iso-Actinomycin. Fraglich ist diese Hypothese im Hinblick
auf die Biogenese des Methylalanins in Position 5°, da bisher weder ein Abbau des an dieser
Stelle tiiblichen Valins zu Alanin noch ein Selektivitit erlaubender Kondensations-
mechanismus von zwei Monomereinheiten zum Actinomycin beschrieben wurde. Ein
besseres Verstidndnis des dritten Biosynthese-Schritts (Kupplung der ortho-Aminophenole) ist

eine essentielle Voraussetzung fiir die Aufklidrung der Biogenese der aniso-Actinomycine.
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3 Neue Aminophenoxazone aus Halomonas sp. Rk377a

3.1 Der Stamm Halomonas sp. Rk377a

Der Stamm Rk377a gehort zur Gattung Halomonas und damit zu den y-Proteobakterien. Er
wurde war in einer Wasserprobe enthalten, die der Nordsee bei Norddeich-Mole entnommen

[82]

wurde'. L. LIANG konnte im Rahmen ihrer Dissertation®*! aus diesem Stamm 13 Substanzen

isolieren, unter ihnen viele Indol-Derivate (Abbildung 25).

H
HO COOH Hooc _N._coom N\ 0
I L) ¥
N HO S
H
22 (%) O O 31

|
Iz o
o

HO R
COOH
29:R=H,30R:=0OH
A\
N
N COOH COOH
SH
23 . o SH
COOH N\_ o N |N
—N
o @E\% { {
N N
H N N N COOH
7(*) 28 (%)
Abblldung 25: Bekannte Metabohten aus Halomonas sp. Rk377a.
21 = Isatin, 22 = 3-(3-Hydroxy-2,3-dihydroindol-3-yl)-2-oxopropionséure, 23 = Indol-3-essigséure,

24 = 3-Hydroxyacetylindol, = 25 = Indol-3-carbonsdure, = 26=  Indol-3-carboxaldehyd, 27 = Glusun I,
28 = Glusun II, 29 = 3-(4’-Hydroxyphenyl)-4-phenylpyrrol-2,5-dicarbonsdure, 30 = 3,4-Di(4 -hydroxyphenyl)-
pyrrol-2,5-dicarbonsdure, 31 = 7-Hydroxybenzo[1,4]thiazin-3-on. Nicht gezeigt sind die ebenfalls beschriebene
Phenylessigséure und Bis(isooctylphthalat).

(*) Die Strukturen 22, 27 und 28 sind nicht gesichert und als Vorschldge anzusehen.

" Der Stamm wurde von Frau Dr. H. Steven (Arbeitskreis Prof. Simon, ICBM, Universitit Oldenburg) im
Rahmen des vom Land Niedersachsen und der VW-Stiftung geforderten Niedersdchsischen Forschungs-

schwerpunkts Meeresbiotechnologie isoliert und charakterisiert.
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3.2 Neue Aminophenoxazon-Derivate durch veranderte
Kultivierungsbedingungen

Die Auswirkungen von verdnderten Kultivierungsbedingungen auf Wachstum und
Metabolitenspektrum des Stamms Rk377a wurden in der Diplomarbeit von T. GROBE™!
untersucht. Der Zusatz von Biosynthesevorldufern zum Kulturmedium fiihrte zu einer
Ausbeutesteigerung der entsprechenden Substanzen. So bewirkte die Zugabe von Tyrosin eine
vermehrte Produktion von 29 und 30, und die Zugabe von Indol steigerte die Biosynthese von

Indol-Derivaten.

Die Anwesenheit von Anthranilsdure bei der Fermentation fiihrte zu einer Schwarzfarbung
der Zellen und des Uberstands. Neben unloslichen dunklen Pigmenten, bei denen es sich
moglicherweise um Melanine handelt, wurde ein orange-roter Farbstoff produziert, der im
Ethylacetatextrakt enthalten war und eine UV-Absorption bei 430 nm zeigte. Die interessante
Verianderung des Metabolitenspektrums bei Zugabe von Anthranilsdure wurde in dieser
Arbeit durch Isolierung und Strukturaufklarung der im Extrakt enthaltenen Substanzen unter-

sucht und wird im Folgenden beschrieben.

3.2.1 Isolierung der Reinsubstanzen

Der vollstindig in Methanol 16sliche Extrakt wurde durch Gelchromatographie in zwdlf
Fraktionen getrennt. Diese wurden, soweit erforderlich, durch weitere chromatographische
Schritte getrennt bzw. gereinigt (siche Abbildung 74 auf Seite 156). Es wurden insgesamt
zwOlf Substanzen in reiner Form erhalten. Ca. 80% des Extrakts bestanden aus Polyiso-
propylenglycol (32), das bei der Fermentation als Antischaummittel verwendet wurde.
Weiterhin enthielt der Extrakt fiinf Diketopiperazine (33 - 37) und den Weichmacher
Di(isooctylphthalat) (38). Die orange Farbung konnte auf fiinf Aminophenoxazone (39 - 43)

zuriickgefiihrt werden, von denen drei bisher nicht beschriebene Strukturen darstellen.

o) L
- /\ﬁ\/\
3 ! 1 3 5
O—(|3H—CH2 O > ) &
CH, @]
. \/t/v
O

32 38
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3.2.2 Cyclo(prolylvalyl) (33)

Der farblose Feststoff farbt auf dem Diinnschichtchromatogramm mit Anisaldehyd oder
Orcin-Sprithreagenz in der Wéarme braun an und hat eine Molmasse von 196 g/mol. Das
'H-NMR-Spektrum zeigt das Vorhandensein einer Isopropylgruppe, deren diastereotope
Methylgruppen jeweils zu einem Dublett aufgespalten sind (8 = 0.93 und 1.10). Aromatische
oder olefinische Protonen sind nicht vorhanden. Die Suche mit diesen Informationen in
AntiBase!*!! erbrachte Cyclo(prolylvalyl) (33) als Strukturvorschlag, der durch den Vergleich

mit Literaturdaten™ bestitigt wurde.

Das Fragmentierungsmuster des EI-Massenspektrums von 33
ist charakteristisch fiir ein Prolin enthaltendes Diketopiperazin.
Die Spektren enthalten ein Fragment bei m/z = 154, das durch
Abspaltung des Rests der zweiten Aminosdure entsteht

(Abbildung 26).

[
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Abbildung 26: EI-Massenspektrum von Cyclo(prolylvalyl) (33).
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Diketopiperazine wie 33 entstehen durch Kondensation von zwei Aminosduren und sind
sowohl aus Bakterien als auch aus Pilzen bekannt. Sie sind biosynthetisch ebenso wie
synthetisch™®™ leicht zuginglich und werden hiufig beim Screening von mikrobiellen

Extrakten gefunden. Auffillig ist eine Priferenz fiir die Aminoséure Prolin als Baustein™.

Vertretern dieser Substanzklasse wird in der Literatur eine ganze Palette biologischer
Aktivititen zugeschrieben, unter anderem antibakteriell®™, antifungisch®”, phytotoxisch®,

als Signalstoff in Quorum-Sensing Systemen!®”’

und als Inhibitoren verschiedener Enzyme
(Bsp. in ") Diese Vielzahl an biologischen Wirkungen korreliert sowohl mit dem
héufigen Auffinden dieser Substanzklasse als auch mit ihrem einfachen Aufbau aus zwei

Aminoséuren, der eine hohe Affinitit zu Biomolekiilen erwarten I4sst.

Natiirlich vorkommende Diketopiperazine bestehen in der Regel aus zwei L-Aminosduren,
dies wird auch fiir die aus Halomonas sp. Rk377a isolierten Verbindungen 33 - 37
angenommen. Es sind jedoch auch DL-, LD- und DD-Kombinationen bekannt. Diese kdnnen

aus dem LL-Tsomer durch nicht-enzymatische Epimerisierung entstehen®™, die durch

[92]

Nachbargruppeneftekte begiinstigt wird”~. Leider erfolgte in der Literatur hiufig eine

6]

fehlerhafte Bestimmung der Stereozentren™, so dass keine genaue Aussage beziiglich der

Haufigkeit von D-Aminoséduren in Diketopiperazinen gemacht werden kann.

3.2.3 Cyclo(leucylprolyl) (34)

Das El-Massenspektrum des farblosen Feststoffs 34 zeigt ein lon héchster Masse bei m/z =
210 und das typische Fragment eines Prolin enthaltenden Diketopiperazins bei m/z = 154. Im
"H-NMR-Spektrum finden sich Signale fiir zwei Methylgruppen, zwei Methin- und eine
Methylengruppe neben Heteroatomen sowie drei weitere Methylengruppen. Die im Vergleich
zu 33 um 14 g/mol hohere Molmasse kann somit auf eine
zusitzliche Methylengruppe zuriickgefiihrt werden. Die hieraus
folgende Annahme, dass Leucin anstelle von Valin vorliegt,
konnte durch die Aufnahme eines *C-NMR-Spektrums und den

87]

Vergleich mit Literaturdaten™ bestitigt werden. Bei der

Substanz 34 handelt es sich um das Diketopiperazin

Cyclo(leucylprolyl). 34
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3.2.4 Cyclo(isoleucylprolyl) (35)

Substanz 35 fiel als farbloser Feststoff an, dessen Molmasse zu 210 g/mol bestimmt wurde.

Das von 33 und 34 schon bekannte Fragment bei m/z = 154 im EI-Massenspektrum und das

dhnliche chromatographische Verhalten lieBen vermuten,
dass es sich hier ebenfalls um ein Diketopiperazin und
somit ein Isomer von 34 handelt. Die Ubereinstimmung der
chemischen Verschiebungen des 'H-NMR-Spektrums mit

[87]

Literaturdaten ermoglichte die Identifizierung als

Cyclo(isoleucylprolyl) (35).

3.2.5 Cyclo(phenylalanylprolyl) (36)

Die Molmasse wurde durch EI-Massenspektrometrie zu
244 g/mol bestimmt, das Fragmentierungsmuster wies auf
ein Prolin enthaltendes Diketopiperazin hin. Die zwei
Heteroatom-benachbarten Methingruppen bei &y = 4.06
und 4.44 erinnern an die 'H-NMR-Spektren der
Diketopiperazine 33 und 34, ebenso finden sich die drei

Methylengruppen des Prolins wieder. Zusétzlich enthilt das

Spektrum von 36 die Resonanzen fiinf aromatischer Protonen, die zu einer Phenylgruppe

gehoren (Oy = 7.25), und einer ins Tieffeld verschobenen Methylengruppe (6y = 3.14/3.17).

Die zweite Aminosdure konnte dem entsprechend als Phenylalanin und das gesamte

Diketopiperazin als Cyclo(phenylalanylprolyl) (36) identifiziert werden, dessen chemische

Verschiebungen im 'H-NMR-Spektrum mit publizierten Werten

ubereinstimmen.
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3.2.6 Cyclo(prolyltyrosyl) (37)

Das 'H-NMR-Spektrum von 37 stimmt im aliphatischen Bereich sehr gut mit dem Spektrum
von Cyclo(phenylalanylprolyl) (36) iiberein. Anstelle einer Phenylgruppe finden sich im
aromatischen Bereich die Resonanzen eines para-disubstituierten Aromaten, erkennbar an
zwel Dubletts, die fiir je zwei Protonen integrieren. Deren chemische Verschiebung (6y =
6.69 und 7.03) legt Sauerstoff als einen Substituenten nahe, libereinstimmend hiermit wird im
EI-Massenspektrum eine im Vergleich zu 36 um 16
Einheiten hohere Molmasse von 260 g/mol
gefunden. Diese Daten charakterisieren 37 als
Cyclo(prolyltyrosyl), es ist das fiinfte aus dem
Extrakt des Stamms Halomonas sp. Rk377a isolierte

Diketopiperazin.

3.2.7 2-Aminophenoxazin-3-on (39)

Der rote kristalline Feststoff hat eine Molmasse von

212 g/mol, das EI-Massenspektrum lieferte durch % N\loa 2 NH,
Abgleich  mit der Wiley  EI-MS-Datenbank @
2-Aminophenoxazin-3-on (39) als beste Uberein- . 4

stimmung. Diese Zuordnung wurde unterstiitzt durch die 39
Absorptionsmaxima bei 237, 421 und 431 nm im

UV-Spektrum von 39 (vgl. UV-Spektren der Actinomycine auf Seite 13). Eine zweifelsfreie

Bestitigung konnte durch die NMR-Spektren gewonnen werden, die mit publizierten Daten'*

%] {ibereinstimmen.

Als nicht trivial gestaltete sich die Zuordnung der NMR-Daten zu den jeweiligen Atomen, da
diese bei jeder der hier zitierten Literaturstellen anders erfolgt. Aufgrund ihrer chemischen
Verschiebung im NMR-Spektrum sind die Carbonylgruppe (8¢ = 180) sowie das hierzu in
S-Position befindliche Kohlenstoffatom C-1 (8¢ = 98) zweifelsfrei erkennbar. Die Zuordnung
der weiteren Kohlenstoffatome erfolgte anhand eines HMBC-Spektrums (siehe Abbildung
27), wobei die Unterscheidung zwischen den quartdren Kohlenstoffatomen C-5a (¢ = 142)
und C-9a (6¢c = 134) durch Zuordnung des hoheren 5-Wertes zum Sauerstoff-substituierten
Atom erfolgte. Unsicher bleibt die Differenzierung zwischen C-4a und C-10a (¢ = 147 und

148), Inkrementberechnungen® legen eine hohere chemische Verschiebung von C-10a nahe.
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Abbildung 27: HMBC-Korrelationen in 39.

Die sehr intensiv farbige Substanz 39 wurde in einer Ausbeute von 6 mg/L erhalten und ist

hauptsédchlich verantwortlich fiir die rot-orange Fiarbung des Rohextraktes. Daneben wurden

geringere Mengen ebenfalls farbiger Derivate von 39 gefunden (40-43). Ein

2-Aminophenoxazon-Geriist liegt auch dem Chromophor der Actinomycine zu Grunde (siche

Kapitel 2).

Ausgangspunkt der Biosynthese ist vermutlich die dem Néhrmedium zugegebene
Anthranilsdure. Durch Einfiihrung einer Hydroxygruppe in Position 3 (diese Reaktion kann
durch das Enzym Anthranilat-3-monooxidase katalysiert werden””’) und Decarboxylierung
entsteht ortho-Aminophenol, das durch oxidative Kupplung zu 2-Aminophenoxazon
umgesetzt wird. Fiir den letzten Schritt kommt eine Phenoxazin-Synthase als Enzym in Frage,
auch die nicht-enzymatische Oxidation durch reaktive Sauerstoffspezies!”®! oder Elektronen-

[99]

azeptoren wie Flavin" " ist moglich (vgl. Kapitel 2.11).
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3.2.8 2-Amino-6-hydroxyphenoxazin-3-on (40)

Die Verbindung 40 ist ebenso wie 39 ein roter Feststoff,

dessen UV-Spektrum ein Aminophenoxazon-Grundgertist o K)j & ‘_, NH 5
erkennen ldsst. Ein zusétzliches Absorptionsmaximum j;I
bei 278 nm weist zugleich auf eine Veriinderung im ;20" 370
Chromophor hin. Anhand der im Vergleich zu 39 um OH ;O

16 g/mol hoheren Molmasse und der durch ESI-

Hochauflosung erhaltenen Summenformel C;;HsN,O;

konnte auf eine Hydroxygruppe am Chromophor geschlossen werden. Deren Position ergab
sich aus dem Protonenresonanzspektrum, in dem drei aromatische Protonen in ortho-Stellung
zueinander zu erkennen sind. Die Unterscheidung zwischen C-6 und C-9 als Triger der
Hydroxygruppe erfolgte anhand der chemischen Verschiebungen: wiére die Hydroxygruppe in
Position 9, so wiirde C-9a aufgrund der +M-Effekte von O-5 und O-9 eine Resonanz bei
hohem Feld zeigen (<130 ppm), C-5a und C-9 hingegen wegen der —I-Effekte bei tiefem Feld
(>140 ppm). Bei einer Hydroxygruppe an C-6 stinden beide sauerstoff-substituierten
C-Atome ortho zueinander, infolge dessen sich +M- und —I-Effekte teilweise ausgleichen
wiirden. Auf C-5a wirkt zusétzlich der +M-Effekt von N-10. Die beobachteten Resonanzen
bei d¢ = 131 (C-9a) und 135 (C-5a) entsprechen der letzteren Annahme und legen die Struktur
als 2-Amino-6-hydroxyphenoxazin-3-on (40) fest.

Dieses mit einer Ausbeute von ca. 1 mg/L erhaltene Aminophenoxazon-Derivat wurde in der
Literatur bisher nicht beschrieben. Ahnliche Verbindungen sind z. B. Chandrananimycin AP
(Hydroxygruppe an C-9, Aminogruppe acetyliert), 2-Amino-7-hydr0xy-phen0xazin—3-on[loo]
und 2-Amino-7-methoxy-phenoxazin-3-on'°"). An C-6 monosubstituierte Aminophenoxazone
sind nicht bekannt, die Substitution an C-6 geht stattdessen meist mit einer zweiten
funktionellen Gruppe an C-9 einher. Dieses Substitutionsmuster findet man auch beim

Actinoyl-Chromophor der Actinomycine, der an C-6 und C-4 je eine Methylgruppe trigt, an
C-9 und C-1 je eine Carboxylgruppe.
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3.2.9 Chandrananimycin C (41)

Der rote Feststoff 41 wurde in Ausbeuten von 1.5 mg/L
erhalten und seine Molmasse durch EI-Massen-
spektrometrie zu 296 g/mol bestimmt. Das UV-Spektrum
lieB analog zu 40 einen modifizierten Aminophenoxazon-

Chromophor erwarten. Eine Datenbanksuche mit diesen
[41]

Informationen in AntiBase fiihrte zu Chandranani- .
mycin C (41), dessen publizierte 'H-NMR-Daten® mit 41

den gemessenen Werten tibereinstimmen.

Als Produzent von 41 wird in der Literatur ebenfalls ein Bakterium aus einem marinen
Habitat genannt (Actinomadura sp.). Fir Chandrananimycin C (41) wird eine Wirkung gegen

Gram-positive Bakterien, Algen und Tumorzelllinien beschrieben*.

3.2.10 2-Amino-8-benzoyl-6-hydroxyphenoxazin-3-on (42)

Eine weitere rote Nebenkomponente wurde mit einer Ausbeute von ca. 1 mg/L erhalten. Thre
Molmasse betrdgt 332 g/mol, durch eine ESI-MS-Hochauflosung wurde die Summenformel
Ci9H12N2O4 ermittelt. Neben dem UV-Spektrum bestitigen auch die NMR-Daten das
Vorliegen eines Aminophenoxazin-Grundgeriists. Das '*C-NMR-Spektrum zeigt im
Vergleich zu 40 eine zusitzliche Ketogruppe (8¢ =194) und sechs weitere aromatische
Kohlenstoffatome, die von einem Phenylrest stammen. Die beiden Protonen des in der
Strukturformel mit ,,A“ gekennzeichneten Rings erscheinen als Dubletts, aufgrund ihrer
Kopplungskonstante (*Juy = 2.0 Hz) miissen sie sich in meta-Position zueinander befinden.
Beide zeigen ebenso wie die ortho-stindigen Protonen der Phenylgruppe im HMBC-
Spektrum eine Kopplung zur Ketogruppe bei §c = 194. In Ubereinstimmung mit der Struktur

von 40 konnte 42 daher als 2-Amino-8-benzoyl-6-hydroxyphenoxazin-3-on bestimmt werden.

42 ist weder als Naturstoff noch als
Syntheseprodukt bekannt. Generell wurden
in der Literatur bisher keine

6,8-disubstituierten =~ Aminophenoxazone

beschrieben.

42



NEUE AMINOPHENOXAZONE AUS HALOMONAS SP. RK377A 59

3.2.11 2-Amino-6-hydroxy-8-(4-hydroxybenzoyl)-phenoxazin-3-on (43)

Das vierte Pigment mit intensiv roter
Eigenfarbe wurde in einer Ausbeute
von 0.5 mg/L isoliert. Das 'H-NMR-
Spektrum zeigt die von 42 bekannten

HO
vier Protonen des 6,8-disubstituierten

Aminophenoxazon-Grundgeriists: 1-H

43

und 4-H erscheinen als Singuletts bei

relativ hohem Feld (6 = 6.34 und 6.37), 7-H und 9-H sind durch eine meta-Kopplung zu
Dubletts aufgespalten (i = 7.11 und 7.17). Anstelle eines Phenylrests wie bei 42 ist ein para-
disubstituierter Aromat enthalten, erkennbar an zwei fiir je zwei Protonen integrierenden
Signalen (g = 6.81 und 7.65), die eine ortho-Kopplung von 9 Hz zeigen. Die chemischen
Verschiebungen lassen auf einen iiber Sauerstoff gebundenen Substituenten schlieen, der
anhand der Molmasse als Hydroxygruppe festgelegt werden kann. Hochauflosende ESI-
Massenspektrometrie bestétigt die Summenformel der Verbindung 43, deren systematischer
Name 2-Amino-6-hydroxy-8-(4’-hydroxybenzoyl)-phenoxazin-3-on lautet. 43 ist neben 42

ein weiterer Vertreter der bisher nicht bekannten 6,8-disubstituierten Aminophenoxazone.

3.3 Biologische Aktivitaten der Aminophenoxazone

Die erstmalig  beschriebenen = Aminophenoxazon-Derivate 40, 42 und 43,
Chandranamimycin C (41) und das allen Derivaten zugrunde liegende 2-Aminophenoxazin-3-

on (39) wurden auf antibakterielle, antifungische und cytotoxische Wirkung getestet.

Antimikrobielle Wirkung: Die stirkste Hemmwirkung gegen Gram-positive Bakterien
zeigte das hydroxylierte Aminophenoxazon 40, etwas schwicher wirkte die strukturell
einfachste Substanz 39 und eine weitere Abschwédchung war bei 41 zu beobachten. Die
Wirkung aller drei Substanzen war deutlich schwiécher als die von Actinomycin D (19), das
ebenfalls ein Aminophenoxazon-System besitzt und daher als Vergleich gewihlt wurde. Die
in der Literatur®™ berichtete antibakterielle Wirkung von 41 konnte nicht reproduziert
werden, auch 43 zeigte keine Aktivitit gegen die Testkeime. 39 konnte als einzige

Testsubstanz das Wachstum des Hefepilzes hemmen.
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Cytotoxizitat: Die cytotoxische Wirkung' der getesteten Aminophenoxazone 39, 40 und 42
ist im Vergleich zu Actinomycin D (19) gering (Tabelle 11). Die ermittelten GI50-Werte
liegen bei der HM02-Zelllinie (Magenkarzinom) etwa um den Faktor 500 (39) bis 1000 (40)
hoher als bei 19, die TGI-Werte sind jeweils ca. 300fach hoher. Bei den Zelllinien HepG2 und
MCF7 (Leber- bzw. Mammakarzinom) sind die Unterschiede zu 19 dhnlich groB, jedoch kann
man eine deutlich stiarkere Aktivitdt von 2-Aminophenoxazin-3-on (39) im Vergleich zu den
in Position 6 hydroxylierten Derivaten 40 und 42 erkennen. Der Benzoylrest in Position 8 bei
42 hat hingegen kaum Einfluss auf die Wirkung der Substanz. Die stirkste Wirkung zeigte 39
bei der MCF7-Zelllinie: GI50- und TGI-Werte sind um eine Groenordnung kleiner als bei
den anderen Aminophenoxazonen, trotzdem noch ca. 40mal hoher als die entsprechenden

Werte von 19.

Tabelle 10: Antimikrobielle Wirkung der Aminophenoxazone. Angegeben ist der Hemmhof-

Durchmesser beim Plattendiffusionstest in [mm], Actinomycin D diente als Vergleich.

Escherichia Bacillus Staphylococcus Candida

coli subtilis aureus albicans
Actinomycin D (19) 16 35 25 0
39 0 20 15 25
40 0 25 16 0
41 0 0 0 0
42 0 16 10 0
43 0 0 0 0

50 pg Substanz auf Filterpapier-Pléttchen, @ 6 mm

J Fiir die Durchfiihrung der Cytotoxizitits-Tests bedanke ich mich bei Herrn Prof. Dr. W. Beil (Institut fiir

Pharmakologie, Medizinische Hochschule Hannover).
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Tabelle 11: Cytotoxische Wirkung der Aminophenoxazone im Vergleich zu Actinomycin D.

GI50 [pg/mL] TGI [pg/mL]
Tumorzelllinie HMO02 (Magenkarzinom)
Actinomycin D (19) 0.002 0.008
39 0.95 2.2
40 1.6 2.6
42 1.35 2.6
Tumorzelllinie HepG?2 (Leberkarzinom)
Actinomycin D (19) 0.0015 0.065
39 1.4 5.6
40 43 >10
42 3.2 10.0
Tumorzelllinie MCF7 (Mammakarzinom)
Actinomycin D (19) 0.0024 0.011
39 0.13 0.42
40 1.6 2.7
42 2.0 3.2

GI50 = Konzentration, die eine Abnahme des Zellwachstums um die Hélfte bewirkt.
TGI = Konzentration, die eine vollstindige Hemmung des Zellwachstums bewirkt.

3.4 Diskussion und Ausblick

Neue Metaboliten durch verdnderte Kultivierungsbedingungen

Die Zugabe von Anthranilsdure zum Kulturmedium von Halomonas sp. Rk377a fiihrte zur
Produktion neuer chemischer Verbindungen. Bemerkenswert ist, dass sich das Metaboliten-
spektrum so vollstindig &nderte, dass keine der zuvor produzierten Substanzen mehr
nachgewiesen werden konnte. Neben der Produktion verschiedener Diketopiperazine wurde
stattdessen der zugefiitterte Baustein vom Stamm zum Aufbau des bekannten 2-Amino-
phenoxazin-3-ons (39) genutzt, welches regioselektiv an Position 6 hydroxyliert wurde (40).
Eine weitere Substitution erfolgte an Position 8 durch einen Benzoylrest (42), der zusétzlich
in para-Stellung hydroxyliert werden konnte (43). Weder die Monosubstitution an C-6 noch
die Disubstitution an C-6 und C-8 sind bisher in der Literatur beschrieben worden. 40, 42 und
43 stellen somit neuartige Strukturvarianten eines bekannten Grundkorpers und die

erfolgreiche Anwendung der OSMAC-Methode (Qne—§train—@ny—Qompounds)[102] dar.
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Induktion der Melanin-Bildung

Die wahrscheinlich auf Melanin-Bildung zuriickzufiihrende Schwarzfirbung der Zellen
konnte sowohl durch die Anthranilsdure als auch durch die hieraus entstandenen
Aminophenoxazone induziert worden sein. Zur Klarung dieser Frage steht der Versuch aus,
ob die Zufiitterung von 2-Aminophenoxazon (39) ebenfalls zur vermehrten Melanin-

Produktion fiihrt.

Zur biologischen Wirkung der Aminophenoxazon-Derivate

Die etwas stirkere antimikrobielle Wirkung des 6-Amino-6-hydroxyphenoxazin-3-ons (40)
im Vergleich zu 39 ist iiberraschend, wenn man von einem Wirkmechanismus &hnlich dem
der Actinomycine ausgeht. Bei letzteren erschweren Modifikationen am Chromophor die
Interkalation mit dem DNA-Doppelstrang (siehe Kapitel 2.9). Moglicherweise wirkt sich hier
die bessere Loslichkeit von 40 gegeniiber 39 positiv aus, oder die Hydroxylierung hat eine
Verbesserung der Pharmakodynamik wie z. B. einen erleichterten Transport ins Zellinnere zur
Folge. Eine weitere Substitution in Position 8§ bewirkt eine deutliche Abschwichung der
Aktivitit. Da zudem sowohl die achiralen Strukturen selbst als auch ihr hypothetischer
Wirkmechanismus keine Selektivitit in der Wirkung erwarten lassen, ist von einer hohen

Toxizitdt der Verbindungen auszugehen.

Ebenso wie die antibakterielle Aktivitit ist auch die cytotoxische Wirkung der
Aminophenoxazone 39 — 42 schwicher als die von Actinomycin D (19), allerdings ist hier der
Unterschied zur Referenzsubstanz noch wesentlich grofler. Dies ldsst zwar ihren Einsatz als
Antitumor-Mittel unattraktiv erscheinen, jedoch konnte die geringere Cytotoxizitdt die

therapeutische Breite fiir eine potentielle Anwendung gegen pathogene Keime erhdhen.
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4 Nargenicin A| aus Actinomyces sp. Go 301

Der Stamm Actinomyces sp. G6 301 wurde aus einer afrikanischen Bodenprobe isoliert*. Er
fiel im chemischen Screening durch eine mittelpolare, mit Anisaldehyd in der Wérme
schwarz-braun anfiarbende Zone auf dem Diinnschichtchromatogramm auf. Nach Kultivierung
des Stamms im 2L-Maflstab wurde die entsprechende Substanz chromatographisch
aufgereinigt und durch massenspektrometrische und NMR-spektroskopische Untersuchung

als Nargenicin A; (44) identifiziert. Eine zweite, etwas

polarere Substanz erwies sich als das Diketopiperazin

Cyclo(prolyltyrosyl) (37), das auch aus dem Stamm
Halomonas sp. Rk377a erhalten wurde (siehe S. 55). Eine

32-> @0-78 dritte  Substanz hinterlieB auf dem Diinnschicht-
chromatogramm bei Anfarbung mit Orcin in der Wirme
0.55
44> et einen ungefiarbten, weilen Bereich. Hierbei handelt es sich
37> @® 043

um Polyisopropylenglycol (32), ein Polymer, das auch als
Antischaum-Mittel bei Fermentationen Anwendung findet.
Bei Actinomyces sp. Go 301 wurde es nicht der Kultur

zugesetzt, es handelt sich daher um eine vom

Actinomyceten produzierte Komponente.

Abbildung 28:  Skizze des
Diinnschichtchromatogramms
des Extrakts, angegeben sind

R#-Werte (CHCI3/MeOH 9:1).

4.1 Polyisopropylenglycol (32) und Cyclo(prolyltyrosyl) (37)

Die Strukturaufkldrung des Diketopiperazins Cyclo(prolyltyrosyl) (37) erfolgte anhand des
El-Massenspektrums und des 'H-NMR-Spektrums wie auf Seite 55 beschrieben und wurde

4]

durch einen Vergleich mit Literaturdaten®* verifiziert.

Die nicht-anfarbende, lipophile Komponente des Extrakts zeigte im EI-Massenspektrum
beginnend bei m/z = 59 eine Reihe von Signalen, die jeweils eine Massendifferenz von m/z =

58 haben. Dies entspricht einem Baustein mit der Summenformel C;HgO, dessen Verwendung

¥ Nihere Angaben zum Ort fehlen. Frau M. Klingebiel danke ich fiir die Isolierung des Stamms.
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zum Aufbau eines Polymers durch ein ESI-Massenspektrum bestétigt wird. Es zeigt ein
Gemisch von Polymeren unterschiedlicher Lange, deren mittlere Molmasse etwa 1045 g/mol
betrigt. Das "H-NMR-Spektrum legt durch die Resonanzen einer Methyl-, einer Methylen-
und einer Methingruppe das Polymer als Polyisopropylenglycol (32) fest.

O—CH-CH;
CH

37 32

4.2 Nargenicin A, (44)

Der farblose Feststoff zeigt im EI-Massenspektrum ein Ion hochster Masse und Intensitdt bei
m/z = 515. Das C-NMR-Spektrum beinhaltet die Resonanzen von 28 C-Atomen, darunter
zwei Ester- oder Amidgruppen und acht Signale fiir olefinische oder aromatische C-Atome.
Im '"H-NMR-Spektrum (Abbildung 29) erkennt man eine Methoxygruppe (8 = 3.29), drei
zum Dublett aufgespaltene Methylgruppen (6 = 0.95, 1.24, 1.30) und eine, die als Singulett
erscheint (8y =1.77). Eine Suche mit der Molmasse, der Anzahl der C-Atome und den
genannten Strukturelementen in der Datenbank AntiBase!*'! fiihrte zu zwei Makroliden:
Nargenicin A; und Isonargenicin A;. Ein Vergleich der NMR-Daten mit publizierten
Werten!' %! bestitigte das Vorliegen von Nargenicin A; (44).

44 wurde erstmals 1977 von der Fa. Pfizer
als Metabolit von Nocardia argentinensis

beschrieben!'*!

und ist aufgrund seiner
antibiotischen Wirkung Gegenstand

mehrerer Patente. Nargenicin A; (44) hat ein

enges Wirkspektrum und hemmt bestimmte 20
Gram-positive  Bakterien, insbesondere H 0

Staphylococcen. Es ist auch gegen N s O\\“‘
multiresistente Stimme wirksam und in der \ /

Wirkstirke  etwa  mit  Erythromycin 44

vergleichbar!'®®. Wirkort und -mechanismus

sind bisher nicht publiziert worden.
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H,O CD;0D
4-H 19-H,
23-H; 10-H 22-Hs
3’-H 6-H 15-H 9-H 18-H 11-H 12-H 3-H
5-H 4'-H 5-H 17-H 8-H 2-H r 3-Hp
16-H 21-Hj 20-H3
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Abbildung 29: "H-NMR-Spektrum von Nargenicin A; (44) in CD;OD (300 MHz).

Die 1980 verdffentlichte Struktur!'® von Nargenicin A, (44) ist der Ester aus Pyrrol-2-
carbonsdure und dem ebenfalls antibiotisch wirksamen Nodusmicin. Biosynthetisch entsteht
das Makrolid als Produkt einer Polyketidsynthase vom Typ I aus fiinf Acetat- und vier

Propionat-Bausteinen!'**!

. Die Zyklisierung des Nonaketids unter Ausbildung des cis-
verkniipften Octalin-Systems erfolgt vermutlich durch eine enzymatisch katalysierte Diels-
Alder-Reaktion (Abbildung 30). Im Zuge der spiten Biosynthese finden Oxidationen an C-2,
C-8, C-13 und C-18, die Methylierung von 2-OH zur Methoxygruppe und die Veresterung

von 9-OH mit Pyrrolcarbonsiure statt!'"!,

Intramolekulare Diels-Alder-Reaktion werden auch bei der Biosynthese einiger in dieser
Arbeit aus Pilzstimmen isolierter Polyketide angenommen!'®: Solanapyron C (61, Seite 97)

und die Chaetoglobosine 65, 66 und 67 (ab Seite 100).
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Abbildung 30: Dicls-Alder-Reaktion bei der Biosynthese von Nargenicin A; (44).

4.3 Biologische Aktivitat

Die antibiotische Wirkung von 44 wurde in Plattendiffusionstests iiberpriift, die Ergebnisse
sind in Tabelle 12 zusammengefasst. Nargenicin A; (44) zeigte keine Wirksamkeit gegen das
Gram-negative Bakterium E. coli und den Hefepilz C. albicans. Bei den Gram-positiven
Bakterien wurde selektiv S. aureus mit einer in etwa der Vergleichssubstanz Penicillin G
entsprechenden Stirke gehemmt. Das Wachstum von B. subtilis wurde hingegen nicht
beeinflusst. Das Ergebnis entspricht den Literaturangaben und bestitigt die hohe Selektivitét
der Wirkung von 44.

Eine cytotoxische Wirkung von 44 gegen Tumorzelllinien wurde nicht beobachtet'.

Tabelle 12: Antibiotische Wirkung von Nargenicin A; (44). Angegeben ist der Hemmhof-

Durchmesser beim Plattendiffusionstest in [mm], Penicillin G diente als Vergleich.

Escherichia Bacillus Staphylococcus Candida

coli subtilis aureus albicans
Penicillin G 16 35 25 0
44 0 0 23 0

50 pg Substanz auf Filterpapier-Pléttchen, @ 6 mm

' Herrn Prof. Dr. W. Beil (Institut fiir Pharmakologie, Medizinische Hochschule Hannover) danke ich fiir die
Durchfiihrung der Cytotoxizitéts-Tests.
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5 6-Desoxytalopyranoside aus Actinomyces sp. Go M1

Der Stamm Actinomyces sp. GO M1 wurde aus einer Sandprobe isoliert, die auf vulkanischem
Gebiet nahe Mexico-City gesammelt wurde™. Im chemischen Screening fielen mehrere mit
Orcin in der Widrme braun-schwarz anfirbende Zonen auf. Die Isolierung und
Strukturautkldrung der Reinsubstanzen fiihrte zu neuen Sekundérstoffen, die 6-Desoxytalose
als gemeinsamen Baustein enthalten. Dieser seltene Desoxyzucker ist a-glykosidisch mit der
Carboxylgruppe kleiner, meist aromatischer Aglykone (O-Acyl-6-desoxytalopyranoside) oder
mit phenolischen OH-Gruppen (O-Aryl-6-desoxytalopyranoside) verkniipft. Die drei Haupt-
metaboliten sind 1-O-Phenylacetyl-6-desoxy-a-L-talopyranosid (46, 19 mg/L), 1-O-
Isovaleryl-6-desoxy-a-L-talopyranosid (45, 6 mg/L) und 1-O-(4-Hydroxyphenyl)-6-desoxy-a-
L-talopyranosid (48, 6 mg/L). Des Weiteren wurden vier Verbindungen (47, 49 -51) in
Ausbeuten von 0.3 bis 1 mg/L erhalten. Alle Strukturen sind zusammenfassend in Abbildung

34 gezeigt.

5.1  Strukturaufklarung des 6-Desoxyzuckers

Die Strukturaufkldrung der Zuckerkomponente erfolgte fiir alle sieben Verbindungen aus
Actinomyces sp. GO M1 analog und wird im Folgenden am Beispiel von 1-O-(4-Hydroxy-
phenyl)-6-desoxy-a-L-talopyranosid (48) diskutiert.

Das 'H-NMR-Spektrum der Verbindung (Abbildung 31) zeigt eine Methylgruppe (5y = 1.21)
und vier Methingruppen (g = 3.65, 3.86, 3.90, 4.01), die aufgrund ihrer Tieffeldverschiebung
an Sauerstoff gebunden sein miissen. Eine weitere Methingruppe (6n = 5.33) konnte aufgrund
ihrer '*C-Resonanz bei 0c =102 als anomeres Kohlenstoffatom eines Zuckers erkannt
werden. Mittels eines COSY-Spektrums gelang die Verkniipfung der funktionellen Gruppen
zu einer Hexose, die an Position 6 eine Methylgruppe besitzt (Abbildung 32, links).

Eine Korrelation im NOESY-Spektrum zwischen 3’-H und 5’-H spricht fiir eine axiale
Anordnung dieser Protonen (Abbildung 32, rechts). Da keine diaxialen Kopplungen
beobachtet werden konnen (alle Kopplungskonstanten sind kleiner als 6.5 Hz), miissen die zu
3’-H und 5’-H benachbarten Protonen 2’-H und 4’-H eine dquatoriale Position einnehmen.

Eine zwischen 2’-H und 4’-H auftretende W-Kopplung (“Jun= 1.5 Hz) bestitigt diese

™ Frau M. Klingebiel danke ich fiir die Isolierung des Stamms und den Teilnehmer/innen des Praktikums

Biomolekulare Chemie im WS 2002/2003 fiir die Durchfiihrung des chemischen Screenings.
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Annahme. Die Konfiguration am anomeren C-Atom wurde anhand der 'Jey-Kopplungs-
konstanten bestimmt™!'®. Der gemessene Wert von 170.9 Hz beweist das Vorliegen des
a-Anomers, was durch die kleine geminale Kopplungskonstante von *Juy = 2 Hz unterstiitzt
wird. Der Desoxyzucker kann somit eindeutig als 6-Desoxy-a-talose in der Pyranosid-Form

beschrieben werden.

H,O CD5;0D /

A
o) B
[ L [ [ e e [

T
7 6 5 4 3 2 1 ppm

L

Abbildung 31: "H-NMR-Spektrum von 1-O-(4-Hydroxyphenyl)-6-desoxy-a-L-talopyranosid
(48) mit Spreizungen der Signale des Desoxyzuckers (600 MHz, CD;0OD).

--WKoppIu{(_\\\ ]
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Abbildung 32: COSY- (links) und NOESY-Korrelationen (rechts) des Desoxyzuckers von

48. Die Zahlen geben die chemische Verschiebung der Protonen in ppm an.

" g-Anomer: 'Jey = 169 - 175 Hz, f-Anomer: 'Joyy = 158 - 162 Hz
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Absolute Stereochemie

"% pesagt, dass in bakteriellen Naturstoffen Zucker

Die empirisch gefundene KLYNE-Regel!
der D-Reihe in der f-Form und Zucker der L-Reihe in der a-Form vorliegen. Entsprechend
dieser Regel kann davon ausgegangen werden, dass hier das L-Enantiomer der

6-Desoxytalose vorliegt.

Diese Annahme wird durch die Drehwerte der isolierten 6-Desoxytalopyranoside unterstiitzt.
Fiir alle Verbindungen (45 - 51) wurden negative Drehwerte ermittelt, was libereinstimmt mit

den negativen Drehwerten der synthetisch dargestellten Verbindungen Benzyl-6-desoxy-a-L-

talopyranosid (52)!''"! und Methyl-6-desoxy-a-L-talopyranosid (53)!'' >3,
o o _CH,
H,C o7 H,C o071
OH OH
OH OH OH OH
52 53

Zur Absicherung der absoluten Stereochemie ist eine Methanolyse der Verbindungen geplant,

um die Drehwerte der entstehenden Methylglykoside mit den Literaturdaten zu vergleichen.

GC-MS-Analytik

Bei 6-Desoxyzuckern von Sekundirstoffen handelt es sich in der Regel um Rhamnose oder

Fucose!!'¥

. Zur zusitzlichen Bestdtigung der Zuordnung als 6-Desoxytalose und um
Rhamnose und Fucose auszuschlieBen, wurde der Zucker der Hauptprodukte 45, 46 und 48
durch Methanolyse abgespalten. Die Methylglykoside wurden nach Silylierung mittels
GC-MS analysiert''™ und mit entsprechend derivatisierter Rhamnose und Fucose als
Referenzen verglichen. Ein direkter Vergleich mit 6-Desoxytalose konnte nicht durchgefiihrt
werden, da diese weder kommerziell erhiltlich noch synthetisch einfach zuginglich ist. Die
GC-MS-Experimente zeigten, dass alle drei Naturstoffe denselben Baustein enthalten, dessen
EI-Massenspektren mit Fucose und Rhamnose iibereinstimmen, nicht aber die Retentions-

zeiten. Als Ergebnis konnen Rhamnose und Fucose wie erwartet als Desoxyzucker von 45, 46

und 48 ausgeschlossen werden.
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5.2  Strukturaufklarung der 6-Desoxy-a-L-talopyranoside

Die Strukturen der sieben verschiedenen 6-Desoxy-a-L-talopyranoside zeigt Abbildung 34

auf Seite 74, ihre Aufkldrung wird in den folgenden Unterkapiteln beschrieben.

5.21 1-O-lsovaleryl-6-desoxy-a-L-talopyranosid (45)

Das 'H-NMR-Spektrum der farblosen, 6ligen Substanz zeigt das Vorhandensein von
6-Desoxy-a-L-talose (sieche vorhergehendes Kapitel), deren anomeres Proton ins Tieffeld
verschoben ist (0g = 6.03). Weiterhin sind die Signale von zwei Methylgruppen (6 = 0.96
und 0.97), einer Methin- (6 =2.07) und einer Methylengruppe (0 = 2.22) vorhanden, die
mittels eines COSY-Spektrums zu einer Isobutylgruppe verkniipft werden konnen. Im
PC-NMR-Spektrum fillt neben den Resonanzen des Zuckers und der Isopropylgruppe das
Signal einer Ester-Carbonylgruppe auf. Das Vorliegen eines a-glykosidisch gebundenen
Isovaleriansdure-Esters erklirt die hohe chemische Verschiebung des Protons am anomeren
C-Atom und steht im Einklang mit der Molmasse von 248 g/mol. Durch ein hochaufgeldstes
ESI-Massenspektrum lie} sich die Summenformel C;;H»0O¢ ermitteln, die die Substanz als

1-O-Isovaleryl-6-desoxy-a-L-talopyranosid (45) bestétigt.

5.2.2 1-O-Phenylacetyl-6-desoxy-a-L-talopyranosid (46)

Der farblose Feststoff wurde mit einer Ausbeute 19 mg/L als Hauptmetabolit des Stammes
Actinomyces sp. Go M1 erhalten. 46 besitzt eine Molmasse von 282 g/mol und die durch ESI-
MS-Hochauflosung bestimmte Summenformel C;4H;30s. Abziiglich der 6-Desoxytalose,
deren Vorhandensein die 'H- und "C-NMR-Spektren beweisen, bleibt fiir den Rest die
Formel CgH;0. Auf die im Protonenresonanzspektrum erkennbare Phenylgruppe entfallen
hiervon sechs Kohlenstoff- und fiinf Wasserstoffatome, ein weiteres Kohlenstoff- und zwei
Wasserstoffatome gehoren zu einer Methylengruppe (8¢ = 42, oy = 3.68). Das ibrig bleibende
Kohlenstoff- und das Sauerstoffatom konnen einer Ester-Carbonylgruppe (0¢=171)
zugeordnet werden, deren Bindung an das anomere C-Atom des Zuckers durch die
Tieffeldverschiebung des dortigen Protons (O6n = 6.00) angezeigt wird. Die Position der
Methylengruppe zwischen Aromat und Carbonylgruppe erkldrt ihre hohe chemische
Verschiebung, als Struktur ergibt sich 1-O-Phenylacetyl-6-desoxy-a-L-talopyranosid (46).
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5.2.3 1-0O-(2-Aminobenzoyl)-6-desoxy-a-L-talopyranosid (47)

Die ungerade Molmasse dieser Minderkomponente (283 g/mol) lieB ein Stickstoffatom im
Molekiil erwarten, aus dem hochaufgeldsten Massenspektrum wurde die Summenformel
Ci3H17NOg ermittelt. Zusétzlich zu den Signalen von 6-Desoxytalose enthidlt das "H-NMR-
Spektrum die Resonanzen vier aromatischer Protonen, deren Kopplungsmuster (zwei
Dubletts, zwei Tripletts) einen ortho-disubstituierten Aromaten anzeigen. Die Substituenten
lassen sich aus der Summenformel ableiten: eine Amino- und eine Ester-Carbonylgruppe. Es
handelt sich demnach bei der Substanz um 1-O-(2-Aminobenzoyl)-6-desoxy-a-L-
talopyranosid (47). Die Zuordnung der Protonen im Aromaten erfolgte anhand ihrer
chemischen Verschiebung. Durch ihren —M-Effekt bewirkt die Carbonylgruppe in ortho-
Position eine starke Entschirmung, folglich befindet sich dort das Proton mit der hochsten
chemischen Verschiebung (8y = 7.74). Die Positionen der anderen drei Protonen folgen aus

der Auswertung der Kopplungskonstanten.

5.2.4 1-0O-(4-Hydroxyphenyl)-6-desoxy-a-L-talopyranosid (48)

Das in CD;OD gemessene 'H-NMR-Spektrum (siche Abbildung 31, Seite 68) zeigt neben
dem Vorhandensein des Desoxyzuckers zwei aromatische Signale, die fiir je zwei Protonen
integrieren und zu einem para-disubstituierten Aromaten gehdren. Die Hochfeldverschiebung
dieser Protonen (0y=6.70 und 6.94) ldsst auf Sauerstoff als zweifachen Substituenten
schlieBen, was von der durch hochauflésende Massenspektrometrie erhaltenen Summen-
formel C,H;60¢ unterstiitzt wird. Die im Vergleich zu 45 - 47 um ca. 0.7 ppm geringere
chemische Verschiebung des Protons am anomeren Zentrum (8 = 5.33) steht im Einklang
mit der Tatsache, dass eine normale glykosidische Bindung anstelle eines Esterglykosids an
C-1’ vorliegt. Der systematische Name dieser Verbindung lautet 1-O-(4-Hydroxyphenyl)-6-
desoxy-a-L-talopyranosid (48).

5.2.5 1-0O-(4-Hydroxy-2-methoxyphenyl)-6-desoxy-a-L-talopyranosid (49)

Das Aglykon dieses farblosen Feststoffs zeigt im 'H-NMR-Spektrum die Signale von einer
Methoxygruppe und drei aromatischen Protonen. Die Molmasse ist mit 286 g/mol um
30 g/mol hoher als die von 48, die Differenz entspricht der Methoxygruppe. Das
Substitutionsmuster des Aromaten lie3 sich durch die Kombination von NOESY- und COSY-

Korrelationen ermitteln (Abbildung 33). 1°-H befindet sich in rdumlicher Nihe zum Proton
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bei on = 6.87, das hierdurch als 6-H festgelegt wird. Das zu letzterem in ortho-Position
befindliche 5-H (du = 6.28) zeigt eine meta-Kopplung zu dem Proton bei &y = 6.46, welches
sich demnach in Position 3 befindet. Der Nuclear-Overhauser-Effekt zwischen 3-H und der
Methoxygruppe legt schlieBlich die Struktur als 1-O-(4-Hydroxy-2-methoxyphenyl)-6-
desoxy-a-L-talopyranosid (49) fest.

43,44 = 2.8 Hz

OH

J-Kopplung (COSY)

NOE (1D-NOESY)

I
€ - - -

OH

OH OH

Abbildung 33: Wichtige COSY- und NOESY-Korrelationen in 49.

5.2.6 1-O-(2-Pyrrolylcarbonyl)-6-desoxy-a-L-talopyranosid (50)

Der glykosidisch gebundene Rest dieses 6-Desoxy-a-L-talopyranosids zeigt im *C-NMR-
Spektrum die Signale fiinf sp*-hybridisierter Kohlenstoffatome, darunter eine Ester-
Carbonylgruppe. Drei der aromatischen C-Atome tragen ein Proton und weisen eine deutliche
Hochfeldverschiebung auf. Anhand der charakteristischen kleinen *Ji-Kopplungskonstanten
der zugehorigen Signale (3.0 bzw. 3.5Hz) sowie der durch hochauflésende ESI-
Massenspektrometrie ermittelten Summenformel C;;H;sNO¢ kann auf Pyrrolcarbonsiure
geschlossen werden, die a-glykosidisch mit dem Zucker verestert ist. Ein Vergleich der

chemischen Verschiebungen und Kopplungskonstanten mit Literaturwerten!'®”!

zeigt, dass
sich die Carbonylgruppe in Position 2 des Pyrrolrings befindet. Die Substanz wird daher als

1-O-(2-Pyrrolylcarbonyl)-6-desoxy-a-L-talopyranosid (50) identifiziert.

5.2.7 1-0O-(4-Hydroxybenzoyl)-6-desoxy-a-L-talopyranosid (51)

Das '"H-NMR-Spektrum von 51 enthilt neben den Resonanzen des 6-Desoxyzuckers zwei

Signale im aromatischen Bereich, die fiir je zwei Protonen integrieren. Die ortho-Kopplung
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von >Juy =9 Hz zwischen ihnen kennzeichnet einen para-disubstituierten Aromaten. Die
beiden Substituenten (eine Hydroxygruppe, eine Carbonylgruppe) konnen aus der
Summenformel C;3H;607 abgeleitet werden und stehen im Einklang mit der beobachteten
Tieffeldverschiebung des einen aromatischen 'H-Signals (benachbart zur Carbonylgruppe,
On=7.89) und der Hochfeldverschiebung des anderen (benachbart zur Hydroxygruppe,
Ou = 6.83). Die hohe chemische Verschiebung des anomeren Protons des Zuckers (0y = 6.24)
spricht fiir eine a-glykosidische Esterbindung zwischen Aromat und 6-Desoxytalose. Die
Komponente 51 kann zusammenfassend als 1-O-(4-Hydroxybenzoyl)-6-desoxy-o-L-

talopyranosid charakterisiert werden.
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OH

H.C

OH
OH

51
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Abbildung 34: Aus Actinomyces sp. G6 M1 isolierte 6-Desoxy-a-L-talopyranoside.
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5.3 Vorlaufer-dirigierte Biosynthese mit Actinomyces sp. G6 M1

Das Produktspektrum von Actinomyces sp. GOo M1 zeigt, dass die fiir den Aufbau der
6-Desoxytalopyranoside verantwortliche Glykosyltransferase nur eine geringe Substrat-
spezifitit hinsichtlich der Carbonséure bzw. des Phenols besitzt®. Dies lieB erwarten, dass der
Stamm auch andere aromatische Carbonsduren als Substrate akzeptieren und mit dem

Desoxyzucker zu den entsprechenden a-Pyranosiden umsetzen wiirde.

Fir die Experimente zur Vorldufer-dirigierten Biosynthese wurde der Stamm im
1L-Riihrblattfermenter kultiviert. Nach der 12. Stunde wurden 7.3 mmol der jeweiligen
Carbonséure als Losung iiber 12 h kontinuierlich zugepumpt. Die zugegebene Stoffmenge
wurde zuvor nicht optimiert, sie hatte sich jedoch in analogen Experimenten mit dem
Rhamnosid-Produzenten Streptomyces griseoviridis Ti 3634 (Kapitel 5.6) als geeignet

(1617 ynd wurde iibernommen. Durch Zugabe von Pyrrolcarbonséure oder Phenyl-

erwiesen
essigsdure konnte die Ausbeute an den jeweiligen 1-O-Acyl-glykosiden erheblich gesteigert
werden. Die Fiitterung von 4-Hydroxybenzoesdure flihrte zur erwarteten Verbindung 51,
zusétzlich wurden das 1-O-Aryl-pyranosid 48 sowie die neue diglykosylierte Verbindung 54

gebildet. Einen Uberblick iiber die Fiitterungsexperimente gibt Abbildung 35.

0 0
H o)
\/ OH .
H
\ 46 (60 mg/L) /
50 (33 mg/L) LT R 51 (75 mg/L),
o~ 48 (50 mg/L),
e . \ 54 (11 mg/L)
“. loH
.. OH -

Abbildung 35: Durch Vorldufer-dirigierte Biosynthese erhaltene 1-O-Acyl- und 1-O-Aryl-

6-desoxy-a-L-talopyranoside.

° Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass der Stamm mehrere Glykosyltransferasen mit Spezifitit fiir
6-Desoxytalose besitzt. Unter evolutiondren Gesichtspunkten erscheint ein einzelnes Enzym 6konomischer und

damit wahrscheinlicher, Auskunft hieriiber konnten Untersuchungen mit entsprechenden Gensonden geben.
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5.3.1 Fiutterung von Pyrrolcarbonsaure oder Phenylessigsaure

Die Zugabe von Pyrrolcarbonsdure oder Phenylessigsdure zur Kultur von Actinomyces sp.
Go6 M1 fiihrte zur vermehrten Produktion der 1-O-Acyl-6-desoxy-a-L-talopyranoside 50 bzw.
46. Die Ausbeute an 50 wurde nahezu um den Faktor 30 auf 33 mg/L gesteigert, die Ausbeute
an 46 erhohte sich um den Faktor drei auf ca. 60 mg/L. Die im normalen Produktspektrum
ebenso wie bei der Vorlaufer-dirigierten Biosynthese zu beobachtende vermehrte Produktion
von 1-O-Phenylacetyl-6-desoxy-a-L-talopyranosid (46) im Vergleich zum Glykosid der
Pyrrolcarbonsédure (50) konnte auf die GroBe des aromatischen Rings zuriickzufiihren sein.
Der grofBere Abstand der Carboxylgruppe vom Aromaten scheint hingegen nur eine
untergeordnete Rolle zu spielen, wie der ebenfalls hohe Einbau von 4-Hydroxybenzoesiure

zeigt (siehe nédchstes Unterkapitel).

5.3.2 Futterung von 4-Hydroxybenzoesaure

4-Hydroxybenzoesdure wurde bei Zufiitterung ebenfalls als Substrat akzeptiert und fiihrte zur
Bildung des 1-O-Acyl-glykosids 51, des 1-O-Aryl-glykosids 48 und der zweifach
glykosylierten Verbindung 54 (Abbildung 36).

OH 51 (75mg/L)

N

0]
OH
/@( 0" 3 54 (11 mg/L)
o Hscwl o
OH
H,C H.C
OH OH 3 (@]
OH

1n

3 (@) 1

oH OH
OH " oM 48(50 mg/L) OH

Abbildung 36: Durch Fiitterung von 4-Hydroxybenzoesdure erhaltene 6-Desoxy-a-L-talo-

pyranoside.
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Wihrend die Biosynthese von 51 der Erwartung entspricht, unterscheidet sich
1-O-(4-Hydroxyphenyl)-6-desoxy-a-L-talopyranosid (48) durch die durch eine Hydroxy-
gruppe ersetzte Carboxylgruppe von dem erwarteten 4-Hydroxybenzoesdure-Derivat.
Scheinbar findet vor oder nach der Glykosylierung der phenolischen OH-Gruppe eine
oxidative Decarboxylierung am Aromaten statt’. Eine solche Reaktion ist fiir 4-Hydroxy-

benzoesduren bei Pilzen bekannt, z. B. bei der Biosynthese von Shikonin!'"®.,

51 wurde in einer Ausbeute von 75 mg/L erhalten, ohne Zugabe des Vorldufers waren es nur
0.5 mg/L. Die Vorlaufer-dirigierte Biosynthese filhrte demnach zu einer Ausbeutesteigerung
um das 150fache. Die Bildung von 48 wurde um den Faktor 4 auf 50 mg/L erhoht. Das
Mengenverhiltnis 1-O-Acyl- zu 1-O-Aryl-glykosid betrigt etwa 5 : 4, die Glykosylierung von
Carboxylgruppen scheint leicht bevorzugt gegeniiber phenolischen OH-Gruppen zu sein. Eine
genaue Aussage liber die Spezifitit der Glykosyltransferase kann jedoch nicht getroffen
werden, da nicht bekannt ist, wie rasch die Umwandlung der 4-Hydroxybenzoesdure zum
Hydrochinon erfolgt. Fiir das Produktverhéltnis konnten daher auch unterschiedliche Substrat-

Konzentrationen ursiachlich sein.

Als neue Verbindung wurde der farblose Feststoff 54 isoliert, dessen 'H-NMR-Spektrum
neben den Protonen des para-disubstituierten Aromaten das Vorliegen von zwei Desoxy-
zuckern zeigt. Eines der anomeren Protonen zeigt ein Signal bei oy = 6.24 (kennzeichnend fiir
eine glykosidische Esterbindung), das andere erscheint bei hoherem Feld (dy = 5.65), was fiir
eine normale Glykosidbindung spricht. Das *C-NMR-Spektrum belegt mit der Resonanz bei
d¢ = 166, dass keine Decarboxylierung am Aromaten stattgefunden hat. Die Molmasse von
430 g/mol sowie die durch hochauflosende Massenspektrometrie verifizierte Summenformel
CioH2601; sichern die Struktur von 4-O-(6-Desoxy-a-L-talopyranosyl)-benzoesdure-

(6-desoxy-a-L-talopyranosyl)ester (54) ab.

5.4 Biologische Aktivitat der Metaboliten

Die 6-Desoxy-a-L-talopyranoside 45 - 51 und 54 wurden auf antimikrobielle Aktivitit gegen
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus und Candida albicans getestet. Es

konnte keine hemmende Wirkung der Substanzen festgestellt werden.

P Der tatsdchliche Einbau des Vorlaufermolekiils in 48 ist zwar aufgrund der Ausbeutesteigerung zu vermuten,

ein Beweis wire jedoch nur durch die Fiitterung einer markierten Verbindung zu erlangen.
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Die Hauptmetaboliten 46 und 48 wurden geméll der NCI-Richtlinien auf ihre cytotoxische
Wirkung gegen die Krebszelllinien HM02 (Magenkarzinom), HepG2 (Leberkarzinom) und

MCF7 (Mammakarzinom) untersucht, wiesen hier jedoch ebenfalls keine Aktivitit auf?.

Die mogliche biologische Funktion der Substanzen wird in Kapitel 5.7 (Seite 80) diskutiert.

5.5 6-Desoxytalose — ein ungewohnlicher Zuckerbaustein

6-Desoxyzucker sind bei Sekunddrmetaboliten hdufig vorkommende Bausteine, meist handelt
es sich um Rhamnose (= 6-Desoxymannose) oder Fucose (= 6—Desoxygalaktose)[n4]. Aus
Mikroorganismen ist lediglich ein Sekundérstoff in der Literatur beschrieben, der
6-Desoxytalose enthdlt: Phenazoviridin (55), ein aus einem Streptomyceten isoliertes
Phenazin-Derivat (Abbildung 37). Ebenso wie bei 45 - 51 und 54 liegt der Desoxyzucker hier

als a-L-Pyranose vor'''”!.

Abbildung 37: Phenazoviridin A (55) und Sarmentosid A (56).

Ebenfalls in der a-L-Form liegt 6-Desoxytalose in einigen Strophantidinen vor, einer Familie
hochwirksamer Herzglykoside. Diese pflanzlichen Sekundérstoffe sind aus den Samen
afrikanischer Heilpflanzen der Gattung Strophanthus bekannt und werden &hnlich wie die
Digitalis-Glykoside therapeutisch angewandt. Abbildung 37 zeigt als Beispiel das aus

S. sarmentosus isolierte Sarmentosid A (56)!'*". Weiterhin ist a-L-Desoxytalose Bestandteil

9 Fir die Durchfiihrung der Cytotoxizitits-Tests bedanke ich mich bei Herrn Prof. Dr. W. Beil (Institut fiir

Pharmakologie, Medizinische Hochschule Hannover).
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von Glykolipiden verschiedener Bakterienstimme der Gattungen Mycobacterium,

Pseudomonas und Rhodopseudomonas"*"'*?),

Das D-Enantiomer der 6-Desoxytalose wurde in einigen bakteriellen Lipopolysacchariden

(LPS), die in der Zellwand Gram-negativer Bakterien vorkommen!'*"

, sowie bei Glykolipiden
aus Mycobacterium-Arten nachgewiesen''**. In beiden Fillen wurde nicht berichtet, ob der

Desoxyzucker in der a- oder f-Form vorliegt.

5.6 Vergleich mit den bekannten 1-O-Acyl-a-L-rhamno-
pyranosiden

Von verschiedenen Streptomyceten ist bekannt, dass sie 1-O-Acyl-a-L-Rhamnopyranoside
bilden!'''*12] " Abgesehen von dem verinderten Desoxyzucker gleichen sie den hier
vorgestellten 6-Desoxy-a-L-talopyranosiden. So ist der Hauptmetabolit des Stamms
Streptomyces griseoviridis Tii 3634 ebenfalls eine glykosylierte Phenylessigsdure (57,
Abbildung 38). Auch die Rhamnose-Analoga der anderen 1-O-Acyl-6-desoxy-a-L-talo-
pyranoside werden von diesem Stamm gebildet!'>! (50) oder sind durch Vorldufer-dirigierte

Biosynthese zugénglich'*”) (47, 51).

oH 46 OH 57
OH OH

Abbildung 38: 1-O-Phenylacetyl-6-desoxy-a-L-talopyranosid (46) und 1-O-Phenylacetyl-a-
L-rhamnopyranosid (57).

Die bakteriellen Produzenten der Rhamnopyranoside zeigten in Versuchen zur Vorldufer-

dirigierten Biosynthese eine breite Akzeptanz verschiedener Carbonsduren, wodurch die

Anzahl bekannter 1-O-Acyl-a-L-Rhamnopyranoside auf iiber 20 erhht werden konnte''®!7],

Als essentiell stellte sich die Bindung der Carboxylgruppe an einen Aromaten oder das

[116]

Vorkommen einer Doppelbindung in f-Position heraus Isovaleriansdure (wie in
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Verbindung 45 vorliegend) wiirde demnach von der Glykosyltransferase der Rhamno-

pyranosid-Bildner nicht als Substrat akzeptiert werden.

Die geringe Substratspezifitit der Glykosyltransferasen beziiglich der Carbonsdure geht

einher mit einer hohen Spezifitét fiir die Zuckerkomponente, Zufiitterung von z. B. L-Fucose
zu S. griesoviridis Tii 3634 fiihrte zu keiner Umsetzung!'>"",
Als einziger natiirlich vorkommender 1-O-Arylether der Rhamnose ist das entsprechende

127 p-Hydroxybenzylalkohol konnte durch Zufiitterung zu

116]

Salicylsiure-Derivat bekannt!
Kulturen von S. griseoviridis Tii 3634 rhamnosyliert werden!''®. 1-O-Aryl-a-L-rhamnoside
mit den in 48 und 49 vorkommenden Aromaten wurden bisher nicht beschrieben. Ebenso ist

eine mehrfach rhamnosylierte Verbindung analog zu 54 nicht bekannt.

5.7 Diskussion der Ergebnisse

Zur Struktur und biologischen Funktion der Substanzen

6-Desoxytalose ist ein ungewdhnlicher Zuckerbaustein, der im Sekundirstoffwechsel von

[119

Mikroorganismen zuvor nur von einer einzigen Substanz bekannt war!''®!. Die in dieser Arbeit

beschriebenen neuen 1-O-Acyl-6-desoxy-a-talopyranoside 45 - 51 besitzen dhnliche
glykosidisch gebundene Bausteine wie die bekannten 1-O-Acyl-a-L-Rhamnopyranoside!'*.
Unabhéngig vom Zuckerbaustein sind die Molekiile weder antimikrobiell noch cytotoxisch
wirksam, ihre biologische Funktion ist bisher nicht bekannt. Fiir einige Rhamnopyranoside
wurde eine moderate inhibierende Wirkung gegen das Enzym 3a-Hydroxysteroid-

Dehydrogenase (3a-HSD) festgestellt, das an der Biosynthese von Arachidonsédure beteiligt
ist!126],

Im Sekundédrmetabolismus von Pflanzen sind Acyltransferasen bekannt, die acylierte Zucker

11281 Die Acyl-Donoren sind hier

anstelle von CoA-Thioestern als Substrate akzeptieren
1-O-B-Glucose-Ester, die Enzyme selbst weisen iiberraschenderweise eine hohe Ahnlichkeit
zu Carboxypeptidasen und damit Enzymen des Primirstoffwechsels auf. Das Wissen iiber die
Verwendung von 1-O-Acyl-f-glucopyranosiden in Pflanzen kann sicherlich nicht direkt auf
1-O-Acyl-a-Desoxyzuckerpyranoside in Mikroorganismen iibertragen werden. Dennoch
bietet die Idee, die acylierten Zucker als energiereiche Intermediate anzusehen, eine plausible
Erklarung fiir ihr wiederholtes Vorkommen in Bakterien. Die groBe Anzahl an akzeptierten

Substraten und die hieraus abzuleitende geringe Spezifitit der entsprechenden Glykosyl-

transferase lassen sogar die Verwendung als Energiespeicher moglich erscheinen, da eine
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Vielzahl an acylierten Verbindungen fiir den Stamm wichtiger zu sein scheint als die genaue

Kontrolle des Produkts.

Interessant wire das Auffinden der bakteriellen Enzyme, die die acylierten Pyranoside als
Substrat akzeptieren und deren biochemische und molekularbiologische Charakterisierung.
Moglicherweise gibt es hier, ebenso wie bei den Pflanzen, eine enge Verwandtschaft

zwischen Primér- und Sekundiarmetabolismus zu entdecken.

Vorldufer-dirigierte Biosynthese

Die Zufiitterung aromatischer Carbonséuren zur Kultur von Actinomyces sp. G6 M1 bewirkte
eine erhebliche Steigerung der Ausbeute an den entsprechenden Glykosiden sowie die
Bildung eines neuen 6-Desoxytalosids (54). Durch Vorldufer-dirigierte Biosynthese diirfte
eine Vielzahl an weiteren neuen 1-O-Acyl- und 1-O-Aryl-6-desoxy-a-L-talopyranosiden
zuginglich sein. Es erscheint lohnenswert, das Glykosylierungs-Potential des Stammes

intensiver zu erschlieflen.

Zur Biosynthese

Die Biosynthese der 6-Desoxy-a-L-talopyranoside ldsst sich unterteilen in den Aufbau des
Desoxyzuckers und die Biosynthese der glykosidisch gebundenen, meist aromatischen Reste.
Die Enzyme und katalytischen Mechanismen, die zur Bildung von 6-Desoxyzuckern fiihren,
wurden ausfiihrlich untersucht. Als Ausgangsverbindung dient Glucose, die zunichst in

Position 6 reduziert und anschliefend epimerisiert wird!'**'*%,

Die aromatischen Bausteine diirften unterschiedlicher Herkunft sein. Ausgehend von Glucose
entsteht zunichst Shikimat, welches weiter zu Chorismat umgesetzt wird. Bei Pflanzen und
Pilzen fiihrt der Biosyntheseweg weiter iiber Phenylalanin als Zwischenstufe zu p-Hydroxy-

benzoesdure (PHB). Ein analoger Weg wurde bei dem marinen Bakterium Streptomyces

[131] 132]

maritimus und dem Myxobakterium Sorangium cellulosum gefunden!?. Von dem

Bakterium E. coli ist hingegen die direkte Umsetzung von Chorismat zu PHB durch das

{133

Enzym Chorismat-Lyase bekannt!*’!. Eine direkte Bildung von Benzoat aus Shikimat ohne

Phenylalanin-Zwischenstufe wurde auch bei dem Rhamnosidbildner S. griseoviridis T 3634

(1341 ynd kann daher ebenso fiir 47 - 49 und 51 vermutet werden. Fiir die

nachgewiesen
Bildung von Phenylessigsdure erscheint hingegen die Transaminierung von Phenylalanin zu
Phenylpyruvat und anschlieBende Decarboxylierung wahrscheinlich!*!. Beide Hypothesen
wiéren durch geeignete Fiitterungsexperimente mit markierten Verbindungen zu beweisen,

was jedoch nicht Gegenstand der vorliegenden Arbeit war.
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6 BMBF-Verbundprojekt ,,Endophytische Pilze aus

Algen und Pflanzen verschiedener Meeresbiotope*

Im Rahmen des Forschungsschwerpunkts ,Marine Naturstoffforschung, der vom
Bundesministerium fiir Bildung und Forschung (BMBF) im Juli 2000 zum zweiten Mal
ausgeschrieben wurde, wird das Projekt ,,Endophytische Pilze aus Algen und Pflanzen
verschiedener Meeresbiotope™ gefordert (Forder-Kennzeichen 03F0360A). Der Forderzeit-
raum betragt 3.5 Jahre, beginnend mit dem 1. Juli 2002.

Ziel des Projekts ist die Identifizierung neuer Naturstoffe und das Auffinden neuer Leit-
strukturen fiir den Pflanzenschutz. Hierfiir sollten endophytische Pilze aus Meeresalgen sowie
aus Pflanzen der Brackwasserzonen und Kiistenregionen hinsichtlich ihrer Inhaltsstoffe
untersucht werden. Aufgrund ihrer speziellen Lebensbedingungen (Interaktion zwischen
Endophyt und Pflanze, Salzgehalt, Gezeiten) wurde erwartet, dass die dort isolierten Pilze
eine viel versprechende Quelle fiir neue Naturstoffe sind. Uber die Inhaltsstoffe von

Endophyten dieser Biotope war bisher vergleichsweise wenig bekannt.
Am Verbundprojekt sind vier Projektpartner beteiligt (siche auch Abbildung 39):

1) Technische Universitdt Braunschweig (Arbeitsgruppe Prof. Dr. H.-J. AUST / PD Dr.
B. ScruLz, Institut fiir Mikrobiologie)
Der Arbeitskreis ist zustidndig fiir die Isolierung der Pilze und ihre taxonomische
Bestimmung. Die Isolate werden einem biologischen Screening unterzogen, die
Kultivierungsbedingungen optimiert und die Extrakte der BASF zur Testung
zugesandt. Dort aufgefallene Pilzstimme sollten im groBeren MafBistab kultiviert und

den Arbeitskreisen KROHN und ZEECK zur Verfiigung gestellt werden.

2) Universitit- GH Paderborn (Arbeitsgruppe Prof. Dr. K. KROHN, Organische Chemie)
In diesem Arbeitskreis erfolgt die Isolierung und Strukturaufklirung von
Reinsubstanzen aus einem Teil der Pilze, deren Extrakte biologische Aktivitdt zeigten
oder im chemischen Screening auffielen. Zudem soll durch chemische Synthese und
Variation besonders interessanter Strukturen das Spektrum der zur Verfiigung
stehenden Substanzen vergroBert werden. Reinsubstanzen werden den Pflanzenschutz-

tests der BASF zugefiihrt.



BMBF-VERBUNDPROJEKT 83

3) Universitit Gottingen (Arbeitsgruppe Prof. Dr. A. ZEECK, Institut fiir Organische und
Biomolekulare Chemie)
Vom Kooperationspartner in Braunschweig erhaltene Pilzstimme sowie selbst
isolierte Endophyten werden einer Variation und Optimierung der Kultivierungs-
bedingungen unterzogen (OSMAC-Methode!')). In den Pflanzenschutz-Tests der
BASF und im chemischen Screening aufgefallene Stimme werden im groBeren
MafBstab kultiviert, die Sekunddrmetaboliten isoliert und in ihrer Struktur aufgeklart.
Reinsubstanzen werden durch Plattendiffusionstests auf antimikrobielle Wirkung

untersucht und ebenso wie die Extrakte zur Testung an die BASF gegeben.

4) BASF AG, Ludwigshafen
Die erhaltenen Rohextrakte und Reinsubstanzen werden in Mikrotestsystemen auf
fungizide, insektizide und herbizide Wirkung gepriift. Biologisch aktive Extrakte
werden HPLC-chromatographisch aufgetrennt und die Fraktionen auf biologische
Aktivitdt hin getestet. Diese Korrelation zwischen Retentionszeit und biologischer

Aktivitdt dient als Orientierung fiir die Isolierung der Reinsubstanzen.

AK AusT/ SCHULZ
Isolierung von Pilzstammen, Taxonomie,
Kultivierung, biologisches Screening,
molekularbiologische Analysen, Biotop-
vergleichende Datenanalyse

AK KROHN
Isolierung und
Strukturaufklarung,
Sekundarmetaboliten-
profile, Synthese

AK ZEECK
OSMAC, chemisches

Screening, Kultivierung,
Isolierung und Struktur-
aufklarung, Platten-
diffusionstests

BASF AG
Testung und
Fraktionierung

Abbildung 39: Arbeitsaufteilung im Verbundprojekt (E = Extrakte, R = Reinsubstanzen, P =

Pilzstimme, T = Testergebnisse).
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7 Isolierung von Pilzen, Screening und Stammauswabhl

7.1 Isolierung endophytischer Pilze aus einer Rotalge

Im Rahmen des BMBF-Projekts wurden hauptsédchlich Pilzstimme bearbeitet, die an der
TU Braunschweig isoliert und charakterisiert wurden. Um die zur Verfiigung stehende Anzahl
an Pilzstimmen zu erhdhen, wurden zusdtzlich eigene Pilzstimme aus einer Rotalge der
Spezies Hypnea cervicornis” isoliert. Diese auf Kreta gesammelte Algenart ist weltweit in
tropischen und subtropischen Gebieten verbreitet. Sie wéchst in flachem Wasser und wird
135]

auch zur Gewinnung von Agar und Carrageen genutzt!

Zur Isolierung endophytischer Pilze nach einer von SCHULZ ET. AL. entwickelten Methode!'*®!

wurde die Oberflidche der Alge mit Ethanol sterilisiert. Anschlieend zerschnitt man die Alge
in ca. 2-5 mm groB3e Stiicke, legte diese auf Agarplatten aus und inkubierte bei 25 °C fiir ein
bis drei Tage, bis Kolonien sichtbar wurden (Abbildung 40). Die Kolonien wurden durch

mehrfaches Uberimpfen und Verdiinnungsausstriche vereinzelt.

Algenteile

Pilzkolonie

Abbildung 40: Agarplatte mit aus Algenteilen herauswachsenden Pilzkolonien.

Insgesamt wurden aus der Alge 36 Pilzstimme isoliert (Tabelle 13). Ein Unterschied

zwischen Nidhrmedien mit und ohne Zugabe von Natriumchlorid wurde nicht festgestellt, alle

" Fiir die Bestimmung von Gattung und Art der Alge bedanke ich mich bei Frau PD Dr. B. Schulz (Institut fiir

Mikrobiologie, Technische Universitit Braunschweig).
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Stimme sind ohne Zugabe von Salz kultivierbar. Die auffillig gro8e Anzahl an Stimmen der

Gattung Aspergillus weist darauf hin, dass die angewandte Isolierungsmethode schnell

wachsende Stimme bevorzugt. Stachybotrys, Chaetomium, Paecilomyces, Arthrinium, Phoma

und Trichoderma stellen ebenfalls weit verbreitete Taxa dar. Daneben finden sich mehrere

Stamme der vor allem aus marinen Habitaten bekannten Gattung Dendryphiella

537 und je ein

Stamm der weniger hdufig anzutreffenden Gattungen Thelebolus und Nodulisporium.

Tabelle 13: Taxonomische Einordnung der endophytischen Pilzstimme®

Stamm- Taxonomische Stamm- Taxonomische
Bezeichnung Bestimmung Bezeichnung  Bestimmung

G0 201 Dendryphiella sp. Go6 219 Chaetomium sp.
G0 202 Stachybotrys sp. Go6 220 Stachybotrys sp.
Go6 203 Stachybotrys sp. Go 221 Aspergillus flavus
Go6 204 Aspergillus niger Go 222 Cladosporium sp.
G0 205 Aspergillus niger Go 223 Nodulisporium sp.
G0 206 Chaetomium sp. G0 224 Dendryphiella sp.
Go6 207 n. b. Go6 225 Phoma sp.

Go6 208 Thelebolus sp. Go6 226 Aspergillus niger
Go6 209 Coprinus sp. Go6 227 Aspergillus niger
Go6 210 n. b. Go 228 Aspergillus niger
Go 211 Aspergillus flavus G0 229 Trichoderma sp.
Go6 212 Chaetomium sp. Go6 230 Aspergillus niger
Go6 213 n. b., a) G0 231 n. b.

Go 214 Aspergillus niger Go 232 Eurotium/Aspergillus sp.
Go6 215 Aspergillus niger Go 233 Arthrinium sp.

Go6 216 Aspergillus niger Go6 234 Aspergillus niger
Go 217 Paecilomyces farinosus GO 235 Aspergillus niger
G0 218 Dendryphiella sp. G0 236 Aspergillus niger

n. b. = nicht bestimmt, a) = nicht sporulierend

* Herrn Dr. S. Draeger (Institut fiir Mikrobiologie, Technische Universitdt Braunschweig) danke ich fiir die

taxonomische Bestimmung der Pilzstimme und die Auskiinfte beziiglich seltener Gattungen.
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7.2  Kultivierung der Pilzstamme

Die Kultivierung der Endophyten erfolgte durch vier verschiedene Verfahren:

e An der TU Braunschweig wurden alle dort isolierten Stimme auf Festagar mit
Biomalz-Ndhrmedium und einem Feststoffmedium auf Dinkel-Gerste Basis (DiGe)
kultiviert. Die Extrakte wurden einem biologischen Screening sowie den Testsystemen
der BASF zugefiihrt (siche Kapitel 7.4).

e Ausgewihlte aus Braunschweig erhaltene Stdmme wurden unter variierten
Bedingungen kultiviert. Die Inkubation der Schuttelkulturen erfolgte in sechs
verschiedenen Niahrmedien (1158, G20, E2, 1549, SGG, Biomalz). Einige der Stimme
wurden zusitzlich unter Zugabe von 33 g/ Natriumchlorid oder 58 g/L
Natriumbromid zur Nihrlosung kultiviert. Ausgehend von den Ergebnissen der
Schiittelkultur wurde der jeweilige Stamm mit zwei bis sechs verschiedenen
Nihrmedien in P-Kolben inkubiert. Die Extrakte wurden einem chemischen
Screening unterzogen sowie den BASF-Pflanzenschutztests zugefiihrt.

e Die Endophyten aus der Rotalge Hypnea cervicornis wurden in den erwédhnten sechs
Nihrlosungen in Schuttelkolben kultiviert und die Extrakte durch chemisches und
biologisches Screening untersucht. Bei der Kultivierung blieben Isolate der Gattung
Aspergillus weitgehend unberiicksichtigt, da diese sehr umfangreich untersucht ist und
somit die Gefahr der Reisolierung bekannter Substanzen als besonders hoch

angesehen wurde.

7.3 Chemisches Screening

Das chemische Screening erfolgte durch eine diinnschichtchromatographische Auftrennung
der Kulturfiltrat- und Myzelextakte an Kieselgel, als Laufmittel diente Chloroform/Methanol
(9:1). Der Nachweis der Metaboliten geschah unter UV-Licht (254 und 366 nm) sowie durch
Anfarbereagenzien (Anisaldehyd/H>SO4, Orcin-Spriithreagenz, Ehrlich’s Reagenz). Ausge-
wihlte Extrakte, die auf dem Diinnschichtchromatogramm ein interessantes Metaboliten-
spektrum zeigten, wurden zusitzlich mittels HPLC-MS untersucht. Nachfolgend wird eine
Zusammenfassung der erhaltenen Ergebnisse gegeben, die Resultate einzelner Stimme

werden in Kapitel 7.5 dargestellt.

Extrakte von Festagar- und Feststoffmedium-Kulturen (,,Tupfelproben®): Von 235

untersuchten Extrakten wurden im chemischen Screening 29 als interessant und 37 als
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eingeschrinkt interessant beurteilt. Bei 169 Proben konnte keine Sekundirstoffproduktion in

groflerem Umfang festgestellt werden.

Schittelkulturen und P-Kolben der aus Braunschweig erhaltenen Endophyten: Von 14
in Schiittelkolben kultivierten Pilzstimmen zeigten vier ein interessantes Metabolitenmuster.
In P-Kolben war die Erfolgsrate hoher: sechs der elf bearbeiteten Stimme wiesen eine

verfolgenswerte Sekundarstoftbildung auf.

Schittelkulturen der Pilzstamme Go 201 - GO 233: Neun der bisher 18 kultivierten

Pilzstimme wurden als interessant beurteilt.

7.4 Biologisches Screening

Bei der BASF erfolgte die Untersuchung hinsichtlich einer fiir den Pflanzenschutz relevanten
biologischen Aktivitit. Die Extrakte und Reinsubstanzen wurden in Mikrotestsystemen auf
eine hemmende Wirkung gegen phytopathogene Pilze (Tabelle 14) und schidigende Insekten
(Tabelle 15) gepriift. Bei groferen Probenmengen erfolgte zusétzlich die Testung der
fungiziden Wirkung im Gewichshaus und der herbiziden Eigenschaften gegen bestimmte

Pflanzenarten (Tabelle 16).

Tabelle 14: In den Testsystemen verwendete phytopathogene Pilze

Wissenschaftlicher Name — wéchst auf verursachte Krankheit
Phytophthora infestans Tomate Kraut- und Knollenfaule
Alternaria solani Tomate Diirrfleckenkrankheit

Botrytis cinerea Paprika/ Tomate ~ Grauschimmel

Pyricularia oryzae Reis Reisbrand

Erysiphe segetum Weizen Getreidemehltau

Puccinia recondita Weizen Braunrost

Septoria tritici Weizen Blattdiirre des Weizens
Septoria nodorum Weizen Blatt- und Spelzenbraune
Pyrenophora teres Gerste Netzfleckenkrankheit der Gerste

Standard-Set fur Mikrotests: P. infestans, B. cinerea, P. oryzae, S. tritici

Standard-Set fur Gewachshaus-Tests: P. infestans, A. solani, B. cinerea, E. segetum,
P. recondita, S. nodorum, P. teres
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Tabelle 15: Insekten des BASF Insektizid-Eingangstests

Wissenschaftlicher Name Deutsche Bezeichnung
Anthonomus grandis BaumwollkapselriiBBler
Certitis capitata Mittelmeerfruchtfliege
Heliothis virescens Eulenfalter

Megoura viciae Bohnenblattlaus

Tabelle 16: Im Herbizid-Eingangstest verwendete Pflanzen

Wissenschaftlicher Name Deutsche Bezeichnung
Abuliton theophrasti Samtpappel (Malvengewichs)
Alopecurus myosuroides Acker-Fuchsschwanz

Avena fatua Flughafer

Echinochloa crus-galli Hiihnerhirse

Setaria faberi Fabers Borstenhirse

Seraria italica Kolbenhirse

Schuittel- und Ruhekulturen der aus Braunschweig erhaltenen Pilzstamme: 14 Pilz-
stimme wurden unter verschiedenen Bedingungen in Schiittelkolben (ca. 300 Extrakte)
kultiviert, zusdtzlich wurden von 11 dieser Pilzstimme Ruhekulturen in P-Kolben angelegt
(ca. 100 Extrakte). Proben von sieben der Stimme wiesen signifikante Aktivititen auf (sieche
Tabelle 17 auf Seite 90). Hierbei zeigte sich, dass bei interessanten Stimmen meist mehrere
(jedoch nicht alle) Extrakte, die aus Kulturen mit verschiedenen Nidhrmedien gewonnen
wurden, eine biologische Wirkung zeigten. Ein deutlicher Unterschied hingegen wurde stets

zwischen den Extrakten aus Schiittel- und Ruhekultur beobachtet.

Schuttelkulturen der selbst isolierten Endophyten: Von bisher 18 kultivierten Pilzstimmen
(insgesamt 216 Extrakte) zeigten Extrakte von drei Stimmen eine gute fungizide Wirkung
und von einem Stamm eine starke insektizide Wirkung. Weitere drei Stimme ergaben
schwiicher fungizide bzw. insektizide Extrakte. Eine detaillierte Ubersicht wird in Tabelle 18

auf Seite 91 gegeben.
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7.5 Screening-Ergebnisse und Stammauswahl

Die Ergebnisse des chemischen und biologischen Screenings sind in Tabelle 17 (aus
Braunschweig erhaltene Endophyten) und Tabelle 18 (selbst isolierte Endophyten)

zusammengefasst.

In der ersten Hilfte des Projektzeitraums wurden mangels der Verfiigbarkeit anderer
Pilzstimme die Stimme BS 5943, BS 5945, BS 5954, BS 5958 und BS 6278 bearbeitet,
obwohl diese weder im chemischen noch im biologischen Screening besonders auffillig
waren. Einzig der Agarplatten-Extrakt des Stamms BS 5954 zeigte eine insektizide Wirkung,
die jedoch in Schiittel- oder P-Kolben-Kultur nicht reproduziert werden konnte. Trotz
intensiver Bearbeitung aller fiinf Pilzstimme konnten nur aus den Stimmen BS 5945 und
BS 6278 interessante Sekundidrmetaboliten isoliert werden, deren Strukturaufkldrung in
Kapitel 9 (Ascosalipyron (60)) bzw. Kapitel 10 (Solanapyron C (61)) besprochen wird. Aus
den anderen drei Pilzen wurden lediglich Metaboliten wie Ergosterol-5,8-epoxid (Stamm
BS 5943) und 4-(2-Hydroxyethyl)-phenol (Stamm BS 5958) erhalten, so dass auf eine

Beschreibung dieser Experimente verzichtet wird.

In der nachfolgenden Zeit hingegen stand durch die erhohte Anzahl positiver Screening-
Resultate eine grofere Anzahl an interessanten Pilzen zur Verfiigung. Die Auswahl der
bearbeiteten Pilzstimme erfolgte aufgrund interessanter Metabolitenprofile im chemischen
Screening (Drechslera sp. BS 6618, Beauveria sp. BS 6750, Phomopsis sp. BS 6769), die
teilweise auch mit einer signifikanten biologischen Wirkung einher gingen (Chaetomium sp.

BS 6556).

Da viele Screening-Ergebnisse erst gegen Ende dieser Arbeit zur Verfiigung standen, steht die
Bearbeitung einiger hoch interessanter Extrakte noch aus bzw. ist nicht abgeschlossen. Zu
nennen sind hier insbesondere die chemisch interessanten und biologisch aktiven P-Kolben-
Kulturen der Stimme Phoma sp. BS 6829 und Pleospora sp. BS 6631 sowie der Agarplatten-
Extrakt von Phoma sp. BS 6771. Der nicht bestimmte Stamm BS 6612 produzierte sowohl in
Schiittel- als auch in Ruhekulturen biologisch und chemisch interessante Substanzen. Auch
die Pilze BS 6666 und BS 6689 lassen interessante Sekundérstoffe erhoffen, ebenso Coprinus
sp. GO 209, Chaetomium sp. GO 212, Aspergillus flavus G6 221 und Nodulisporium sp.
G0 223.
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Tabelle 17: Screening-Ergebnisse der aus Braunschweig erhaltenen Pilzstimme
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Tabelle 18: Screening-Ergebnisse der selbst isolierten Endophyten

Stamm- Taxonomische Bestimmung Ergebnisse der Schiittelkultur-Extrakte
Bezeichnung chem. Screening biol. Screening
Go6 201 Dendryphiella sp. - (F)

G0 202 Stachybotrys sp. - -

Go 203 Stachybotrys sp. 0 -

Go6 207 n. b. - F

G0 208 Thelebolus sp. - -

G0 209 Coprinus sp. + -

Go 212 Chaetomium sp. + F, h)

Go6 213 n.b., a) 0 |

Go 217 Paecilomyces farinosus + -

Go 218 Dendryphiella sp. - -

Go6 220 Stachybotrys sp. + -

G0 221 Aspergillus flavus + F

G0 223 Nodulisporium sp. + -

G0 224 Dendryphiella sp. - -

Go 225 Phoma sp. - -

Go6 227 Aspergillus niger - )

Go6 229 Trichoderma sp. 0 )

G0 233 Arthrinium sp. - -

n. b. = nicht bestimmt, a) = nicht sporulierend
-/ 0/ + = Einordnung nach chemischen Screening (nicht interessant / eingeschrénkt interessant / interessant)
F = fungizid, I = insektizid, h) = HPLC-Trennung mit Aktivitétstest der Fraktionen
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8 Haufig vorkommende Metaboliten

8.1 Diketopiperazine

Diketopiperazine werden haufig von Pilz- und Bakterienstimmen produziert. Alle in dieser
Arbeit aus Pilzkulturen isolierten Diketopiperazine wurden bereits in Kapitel 3.2 (Seite 51) als

Metaboliten des Bakteriums Halomonas sp. Rk377a beschrieben (Substanzen 33 bis 37).

8.2 Ergosterol (58)

Ergosterol (58) ist die dominierende Sterol-Komponente der Zellmembran von Pilzen und

(1381 58 ist damit ein Produkt des

wichtig fiir die Struktur und Fluiditdt der Membran
Primédrmetabolismus und kann in jedem aus Pilzen erhaltenen Extrakt nachgewiesen werden.
Insbesondere die Myzelextrakte enthalten meist groBere Mengen (z.B. 25 mg/L bei
Microsphaeropsis sp. BS 6278, Kapitel 10). Eine zweite Funktion besitzt Ergosterol (58) als
hormoneller Wachstumspromotor. Es konnte nachgewiesen werden, dass bei Abwesenheit
von 58 kein Wachstum von Pilzen mdglich ist, obwohl die Funktion als Membranlipid von

strukturell dhnlichen Sterolen ersetzt werden konnte!'>,

Aufgrund des nahezu ubiquitdren Vor-

kommens bei Pilzen kann der Nachweis

von Ergosterol (58) zur qualitativen und

quantitativen ~ Bestimmung  pilzlicher

[140]

Biomasse in Umweltproben oder bei

[141

Lebensmitteln"*! dienen. Hierzu wird die

Probe mit einem lipophilen Losungsmittel

extrahiert und 58 HPLC-analytisch oder
durch Diinnschichtchromatographie nach-

gewiesen!'*%,

58 firbt auf dem Diinnschichtchromatogramm mit Anisaldehyd in der Wérme violett an und
16scht UV-Licht bei 254 nm. Das 'H-NMR-Spektrum zeigt ein auffilliges Kopplungsmuster
der olefinischen Protonen, weitere kennzeichnende Signale sind von 3-H (dg = 3.61) sowie

den insgesamt sechs Methylgruppen (Abbildung 41).
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6 Methylgruppen

r A

18 Methin- und

Methylenprotonen
6-H 22-H
7-H 23-H 3-H 4-H, 4-H,
T T T T L | T T T T T T T
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

Abbildung 41: "H-NMR-Spektrum (600 MHz, CDCls) von Ergosterol (58).

Sdugetiere verwenden Cholesterol anstelle von Ergosterol (58) als dominierendes Sterol in
ithrer Zellwand. Dieser grundlegende Unterschied im Zellaufbau erdffnet Mdoglichkeiten fiir
einen selektiven Angriff durch Antimykotika. Polyenantibiotika wie Amphotericin B oder
Nystatin bewirken durch eine irreversible Komplexbildung mit 58 eine Permeabilisierung der
Membran, andere Substanzklassen wie die Allylamine oder die Azol-Antimykotika inhibieren

die Biosynthese von Ergosterol"'*.

Ergosterol (58) wird auch als Provitamin D, bezeichnet, da es sich unter dem Einfluss von

UV-Licht zu Vitamin D, umwandelt"'**. AuBerdem besitzt 58 antioxidative Eigenschaften,

indem es mit reaktiven Sauerstoffspezies zu Ergosterol-5,8-peroxid umgesetzt wird"'*).
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8.3 Cerebrosid C (59)

Als Cerebroside bezeichnet man Glykolipide, die aus Sphingosin, einer Fettsdure und einem
Monosaccharid (D-Galactose oder D-Glucose) bestehen (Abbildung 42). Sie gehdren zur
Substanzklasse der Sphingolipide, zu denen u. a. auch Ceramide, Ganglioside und Sphingo-
myeline zdhlen. Sphingolipide kommen ubiquitdr in allen eukaryotischen Organismen vor.
Sie sind meist in der Plasmamembran angereichert und besitzen vielfdltige biologische
Funktionen!"**". Bei Cerebrosid C (59) handelt es sich daher ebenso wie bei Ergosterol (59)
um ein priméres Stoffwechselprodukt von Pilzen, das hauptsidchlich im Myzelextrakt

gefunden wird.

Abbildung 42: Struktureller Aufbau von Cerebrosid C (59).

Auf dem Diinnschichtchromatogramm fallt 59 als eine polare Substanz auf, die mit
Anisaldehyd in der Wérme intensiv violett anfarbt. Die Strukturaufklidrung gelingt rasch
anhand des Massenspektrums und eines 'H-NMR-Spektrums (Abbildung 43). Letzteres zeigt
die Resonanzen fiinf olefinischer Protonen (dy = 5.1 - 5.9) und von insgesamt elf Protonen an
Sauerstoff-substituierten C-Atomen (oy = 3.2 - 4.5), die der Glucose sowie 1-H,, 3-H und
2’-H zuzuordnen sind. Auch das zum Stickstoff benachbarte Proton 2-H erscheint bei
hoherem Feld (0y = 3.97). Auffillig ist zudem das intensive Signal der zur Fettsdure und dem
lipophilen Schwanz des Sphingosins gehdrenden Methylengruppen, das fiir insgesamt 36

Protonen integriert.
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36 Protonen:

12-H, bis 17-H,,
6’-H, bis 17°-H,
- \
H,O
CD;0OD
19-H;
18-Hs,
4 Methylengruppen: 18°-H;
. 6-H,, 7-Ha, -,
10-H,, 5°-H, /
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Abbildung 43: "H-NMR-Spektrum (600 MHz, CD;0D) von Cerebrosid C (59).

Es ist bekannt, dass Cerebrosid B und C (59), die sich in der Linge der Fettsdurekette und
ihrem Sittigungsgrad an C-3’ unterscheiden, bei dem Pilz Schizophyllum commune die

Zelldifferenzierung induzieren und damit die Bildung von Fruchtkérpern auslosen' .

Eine ganz andere Wirkung wurde bei Pflanzen festgestellt: bei der Reispflanze bewirken die
Cerebroside A und C (59) die Auslosung des hypersensitiven Zelltods, einem mit der
Apoptose vergleichbaren programmierten Absterben einzelner Zellen. Mit diesem Prozess ist
die Akkumulierung von Phytoalexinen verbunden, d. h. von Substanzen, die die Pflanze zur
Abwehr gegen den Befall mit Erregern bildet. Interessant ist, dass die Cerebroside A und C
(59) in groBerem Malstab von dem phytopathogenen Pilz Magnaporthe grisea produziert
werden. Dieser ist zugleich Ausloser einer als Reisbrand bekannten Pflanzenkrankheit und
unter dem Synonym Pyricularia oryzae Bestandteil der bei der BASF durchgefiihrten
Mikrotests. Die Erkennung der Cerebroside stellt fiir die Pflanze daher einen wichtigen

Schutzmechanismus gegen den Produzenten dieser Substanzen dar''*.
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9 Ascosalipyron aus Diplodia sp. BS 5945

Der Stamm Diplodia sp. BS 5945 wurde aus einer Braunalge (Fucus serrata) isoliert. Er
wurde unter Verwendung sechs verschiedener Nihrmedien jeweils mit und ohne Zusatz von
33 g/L NacCl kultiviert. Keiner der Extrakte fiel in den biologischen Tests auf, im chemischen
Screening jedoch zeigte der Extrakt der im Nidhrmedium G20 gewachsenen Schiittelkultur

mehrere interessante Zonen.

Die Kultivierung des Stamms im 4L-MalBistab ermoglichte die Isolierung der Haupt-
komponente mit einer Ausbeute von 7 mg/L. Hierbei handelt es sich um einen farblosen
Feststoff, dessen Molmasse durch ein EI-Massenspektrum zu 238 g/mol bestimmt wurde. Das
"H-NMR-Spektrum zeigt vier Methylgruppen, eine Methylengruppe sowie drei Methin-
protonen, von denen eines im olefinischen/aromatischen Bereich liegt (dy = 6.21). Anhand
des COSY-Spektrums lassen sich die beiden anderen Methingruppen zwei Fragmenten
zuordnen (Abbildung 44). Die Protonen beider Teilstrukturen zeigen im HMBC-Spektrum
CH-Fernkopplungen zu einer Ketogruppe (6c =211), die sie zu einem 1,3-Dimethyl-2-
pentanoyl-Rest verbindet. Eine Datenbanksuche!*! mit diesem Strukturelement und der
Molmasse fiihrte zu Ascosalipyron (60), die Identitdt der spektroskopischen Daten mit

[148

publizierten Werten!'** bestitigte die Strukturaufklirung.

Ascosalipyron (60) wird in der Literatur ebenfalls als Metabolit eines endophytischen Pilzes
(Ascochyta salicorniae) beschrieben, der aus einer Alge isoliert wurde!'**). Die Autoren des
Artikels konnten fiir 60 keine antimikrobielle, cytotoxische, antiplasmodische oder algizide
Wirkung feststellen, auch die HIV-1-Enzyme Reverse Transkriptase sowie Tyrosinkinase

(p56'*) wurden nicht gehemmt.

In Ubereinstimmung hiermit zeigte Ascosalipyron (60) im Plattendiffusionstest keine
antibiotische Aktivitdt. In den Pflanzenschutz-Tests wurde eine schwache Hemmwirkung

gegen S. tritici und P. oryzae festgestellt (siche Kapitel 15, Seite 134).

H H
I COSY 3? /? ’ Datenbank-
HC-. VY . CH,  ~CH, >
f HMBC & (= "CH, suche

Abbildung 44: Strukturaufklarung von Ascosalipyron (60).
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10 Solanapyron C aus Microsphaeropsis sp. BS 6278

Der Stamm Microsphaeropsis sp. BS 6278 wurde aus der Rotalge Ceramium sp. isoliert. Die
Kultivierung in P-Kolben mit dem Niahrmedium SGG unter Zusatz von 58 g/ NaBr fiihrte zu
einem Extrakt, in dessen Diinnschichtchromatogramm eine mit Anisaldehyd beim Erhitzen
blau anfarbenden Zone auffiel. Die Isolierung und Strukturaufklidrung der hierfiir ursdchlichen
Substanz ergab, dass der Stamm das Phytotoxin Solanapyron C (61) produziert. Die Extrakte
aus Festagar- und Schiittelkulturen des Stamms BS 6278 waren hingegen weder im

chemischen noch im biologischen Screening auffillig.

Die Isolierung der Substanz erfolgte aus einem 2L-Ansatz. Das ESI-Massenspektrum ergab
eine Molmasse von 331 g/mol, woraus auf das Vorkommen mindestens eines Stickstoffatoms
im Molekiil geschlossen werden konnte. Das 'H-NMR-Spektrum zeigt eine zum Dublett
aufgespaltene Methylgruppe (g = 0.97), eine cis-konfi-
gurierte Doppelbindung (8 = 5.46, 5.68; *Jun = 10.0 Hz)
und ein Aldehydproton bei oy =9.89. Weiterhin sind
zwei Heteroatom-substituierte Methylengruppen zu
erkennen (dy=3.56, 3.73), die aufgrund ihrer
Aufspaltung zu Tripletts (*Juyy = 5.5 Hz) benachbart sein

miussen. Eine Datenbanksuche!™! mit diesen

Informationen flihrte zu Solanapyron C (61), dessen

[149]

veroffentlichte spektroskopische Daten mit den 61

gemessenen Werten iibereinstimmen.

Solanapyron C (61) ist ein von dem pathogenen Pilz Alternaria solani bekanntes Phytotoxin.
A. solani ist Verursacher der Diirrfleckenkrankheit, die vor allem Kartoffel- und Tomaten-
pflanzen betrifft">". Neben den Hauptkomponenten Solanapyron A (62), B und C (61), die
alle ein cis-Decalin-System enthalten, produziert der Pilz auch Nebenkomponenten mit einem
trans-Decalin-Korper. Hierzu zdhlen Solanapyron D (63) und E. Die Erkldrung fiir das
Auftreten dieser unterschiedlichen Konfiguration liegt in der Biosynthese der Substanzen
(Abbildung 45). Aus acht Acetat-Bausteinen sowie zwei von L-Methionin stammenden C;-
Einheiten wird in mehreren Schritten Prosolanapyron III (64) aufgebaut, das bereits den
Pyronring enthdlt und hieran eine aliphatische Kette triagt. Fiir die Ausbildung des Decalin-
Systems wird nun eine enzymatisch katalysierte Diels-Alder-Reaktion angenommen, deren

exo-Produkt das cis-Decalin und deren endo-Produkt das trans-Decalin ist!">". Aus dem
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zundchst vorliegenden Solanapyron A (62) entsteht durch eine nucleophile Substitution mit

2-Aminoethanol Solanapyron C (61)!"°%.

In einem zellfreien Extrakt von A. solani konnte erstmals die Diels-Alderase-Aktivitét eines
Enzyms nachgewiesen werden!"’'. Auch bei den in dieser Arbeit beschriebenen Chaeto-
globosinen (ab S. 100) und Nargenicin A; (44, S. 63) sowie einigen anderen mikrobiellen
Sekundirstoffen wird die Beteiligung einer Diels-Alderase an der Biosynthese

postuliert!! %1521,

l Diels-Alderase l

Abbildung 45: Biosynthese von Solanapyron A (62), C (61) und D (63).
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11  Sekundarmetaboliten aus Chaetomium sp. BS 6556

Der Stamm Chaetomium sp. BS 6556 fiel sowohl im chemischen als auch im biologischen
Screening auf. Der Extrakt einer auf dem Feststoffmedium DiGe gewachsenen Kultur zeigte
im Diinnschichtchromatogramm mehrere bei 254 nm UV-l6schende Zonen, die mit
Anisaldehyd beim Erhitzen braun anfirbten. In den Mikrotests der BASF wurde eine gute
Wirksamkeit des Extrakts gegen die phytopathogenen Pilze B. cinerea, P. oryzae und S. tritici
festgestellt, bei einer Konzentration von 8 ppm erfolgte jeweils eine vollstindige Wachstums-
hemmung. Eine schwache herbizide Wirksamkeit gegen A. theophrasti konnte ebenfalls

nachgewiesen werden.

Die bei der BASF erfolgte Auftrennung des Extrakts mittels HPLC und anschlieende
biologische Testung der Fraktionen ergab, dass mindestens drei Substanzen im Extrakt flir
diese Wirkung verantwortlich sein miissen. Die mit A, B und C markierten Bereiche
fungizider Aktivitdt sind im HPLC-UV-Chromatogramm als Peaks erkennbar, denen sich
durch HPLC-MS insgesamt vier Molmassen zuordnen lieBen (Abbildung 46).

Pyricularia oryzae

% Wachstum
3

Fraktion

Abbildung 46: Mikrotest der Rohextrakt-Fraktionen gegen P. oryzae und HPLC-MS-Daten.
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Die HPLC-Trennung von 20 mg Rohextrakt unter gleichen Bedingungen fiihrte zur Isolierung
von 4.5 mg der Komponente C, die anhand ihrer spektroskopischen Daten als 19-O-Acetyl-
chaetoglobosin A (65) identifiziert wurde (die Strukturaufkldrung wird im folgenden
Unterkapitel beschrieben). Diese zur Familie der Cytochalasine gehdrende Verbindung ist das
Hauptprodukt des Stamms Chaetomium sp. BS 6556 (ca. 25 mg/L) und vermutlich flir die

starke fungizide Wirkung im Bereich C des Extrakts verantwortlich.

Die weiteren Komponenten wurden aus dem Extrakt eines gréferen Kultivierungssatzes
(ca. 12 L) isoliert und aufgeklart. Die Trennung und Strukturaufkldrung der Metaboliten im
Bereich B erbrachte zwei weitere Cytochalasine, Chaetoglobosin A (66) und Chaetoglobosin
C (67), sowie eine nicht in der Literatur beschriebene Verbindung mit einem neuartigen

Spiro-Kohlenstoffgertist, die Chaetospiron (68) genannt wurde.

Der Bereich A konnte bei der Refermentation bisher nicht reproduziert werden. Aufgrund der
im Vergleich zu 66 und 67 um 16 Masseneinheiten hoheren Molmasse (M = 544) ist ein
hydroxyliertes Chaetoglobosin zu erwarten, auch das dem HPLC-Experiment entnommene
UV-Spektrum von A zeigt weitgehende Ubereinstimmung mit denen der anderen
Chaetoglobosine. Ein solches Cytochalasin ist in der Literatur bisher nicht beschrieben und

wiirde daher einen neuen Naturstoff darstellen.

Die Kultivierung des Stamms Chaetomium sp. BS 6556 in Schiittelkolben fiihrte ebenfalls zu
fungizid wirksamen Extrakten, jedoch zeigte das chemische Screening, dass die Metaboliten
hier in weit geringerer Konzentration gebildet wurden. Moglicherweise liegt eine Erkldrung
fiir die nicht befriedigende Ausbeute an Chaetoglobosinen in einer zu kurzen Fermentations-
dauer von 6 Tagen. Durch eine Kultivierung in Schiittelkultur {iber 11 Tage wurden in der

Literatur Ausbeuten von bis zu 700 mg/L erzielt!'**!.

11.1  19-O-Acetylchaetoglobosin A (65)

Der gelbliche Feststoff 65 ist das Hauptprodukt von Chaetomium sp. BS 6556 und wurde in
Ausbeuten von ca. 25 mg/L erhalten. Die Molmasse von 570 g/mol wurde durch ein ESI-

Massenspektrum bestimmt, dessen Hochauflosung die Summenformel CssH3sN,Og lieferte.

[41,55

FEine Suche mit der Summenformel in Naturstoff-Datenbanken I erbrachte nur zwei

Eintrige: die 19-O-Acetate von Chaetoglobosin A und B. Durch Vergleich der NMR-Daten

153]

mit Literaturwerten! wurde die Substanz als 19-O-Acetylchaetoglobosin A (65)

identifiziert.
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Das 'H-NMR-Spektrum (Abbildung 47) zeigt trotz der groen Anzahl an Protonen nur eine
geringe Uberlappung der Signale. Auffillige Resonanzen ergeben im aromatischen Bereich
die Protonen des zum Indoyl-Rest gehérenden ortho-disubstituierten Aromaten (zwei Dubletts
und zwei Tripletts) sowie die Protonen der trans-konfigurierten Doppelbindung in Position
21, die deutlich ins Tieffeld verschoben sind (dy= 6.30 bzw. 7.50) und als Dubletts
(3JHH = 16.5 Hz) erscheinen. Ein Signal im olefinischen Bereich zeigt auch das Proton 19-H
(0g = 5.85). Seine Position zwischen der Carbonylgruppe C-20 und der Doppelbindung
C-17/C-18 bewirkt eine starke Entschirmung, die durch die Acetylgruppe noch verstérkt wird.

CDCl3
18-CHy |12-H;
Acetyl- E
gruppe
16-CHs
7-H 15-Hy| -Hq
3-H 10-Hy, -Ha 5-H
4-H 16-H | 8H
[ MJN UL
I | ‘ ’ I T T I T T T T 1 T | L
8 7 6 5 4 3 2 1

Abbildung 47: "H-NMR-Spektrum (600 MHz, CDCl5) von 65.
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11.2 Chaetoglobosin A (66) und C (67)

Die beiden Metaboliten 66 und 67 des Stamms BS 6556 sind ebenso wie 65 gelbliche
Feststoffe und wurden als Nebenprodukte in einer Ausbeute von 5 bzw. 2 mg/L isoliert. Thre
UV-Spektren stimmen mit dem von 65 iiberein, weshalb davon ausgegangen werden konnte,

dass es sich ebenfalls um Chaetoglobosine handelt.

Das 'H-NMR-Spektrum von 66 ist nahezu identisch mit dem von 19-O-Acetylchaetoglobosin
A (65), einziger Unterschied ist das Fehlen des Signals der Acetylgruppe. Den gleichen
Befund zeigt das '*C-NMR-Spektrum. In Ubereinstimmung mit der Molmasse von 528 g/mol

konnte die Substanz somit als Chaetoglobosin A (66) identifiziert werden!"*,

67 besitzt dieselbe Molmasse wie 66, jedoch fehlen im '"H-NMR-Spektrum die Signale der
Doppelbindung in Position 21 ebenso wie die Methingruppe in Position 19. Stattdessen zeigt
das "*C-NMR-Spektrum zwei zusitzliche aliphatische Kohlenstoffatome sowie eine vierte
Carbonylgruppe. Geht man von einer Oxidation der Hydroxygruppe an C-19 aus, so ergibt

sich die Struktur von Chaetoglobosin C (67), dessen spektroskopische Daten mit
154]

ubereinstimmten.

Literaturwerten!

Chaetoglobosin A (66) und seine Struktur wurden erstmals 1973 beschrieben!'>”. Die
Isolierung erfolgte aus dem Pilz Chaetomium globosum, der als Namensgeber fiir die
Substanz diente. In derselben Publikation wird auch 19-O-Acetylchaetoglobosin A (65)
erwdhnt, jedoch nur als Produkt chemischer Derivatisierung. Drei Jahre spéter wurde die
Struktur von Chaetoglobosin C (67) aufgekléirt[156] und durch Rontgenstrukturanalyse
bestitigt!"". 1981 schlieBlich fand man 65 als Metabolit eines Pilzes derselben Gattung und
Art, wo die Substanz ebenso wie bei Chaetomium sp. BS 6556 das Hauptprodukt

darstellte!'>,
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11.3 Zur Substanzklasse der Cytochalasine

Chaetoglobosine gehdren zur Substanzklasse der Cytochalasine', denen der in Abbildung 48
dargestellte Aufbau zugrunde liegt. Man kennt heute ca. 120 verschiedene Cytochalasine, die
alle von Pilzen produziert werden™. Strukturell unterscheiden sie sich durch die verwendete
Aminoséure, die Lénge der Polyketidkette sowie deren Konstitution wie z. B. dem Grad der

Oxidation und Methylierung.

R R R

1 1 1
N 23
H H OH H O

O (@] @]

| I Il
R ) o R
o = H OO P
v Vv VI

Abbildung 48: Verschiedene Strukturtypen der Cytochalasine (R = Aminoséure-Rest). Es

sind auch Cytochalasine mit einem jeweils 2 C-Atome kleineren Makrozyklus bekannt.

' Die Bezeichnung leitet sich ab von den griechischen Worten kytos (= Zelle) und chalasis (= Erschlaffung), in

Anspielung auf ihre biologische Wirkung.
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Cytochalasine mit der Aminosdure Tryptophan

(551381 it die Aminoséure Tryptophan

Den 30 in der Literatur beschriebenen Chaetoglobosinen
sowie ein 13 Kohlenstoffatome groBer Makrozyklus gemeinsam. Sie entsprechen dem
Strukturtyp III in Abbildung 48. AuB3er aus Chaetomium sp. wurden sie auch aus Diplodia sp.,
Phomopsis sp., Penicillium sp. und anderen Gattungen erhalten. Aus Penicillium sp. wurden
zudem einige diesem Strukturtyp entsprechende Substanzen isoliert, die jedoch Penochalasin
E, F, G und H genannt wurden. Ebenfalls Tryptophan enthalten die Penochalasine A — D, die
einen Furan-Ring im Makrozyklus aufweisen, sowie Cytochalasin G, X, Y und Z, deren

makrozyklischer Ring jedoch zwei C-Atome kiirzer ist.

Cytochalasine mit anderen Aminosduren

Die am hiufigsten in Cytochalasinen vorkommende Aminosdure ist Phenylalanin. Hierzu
zahlen die meisten mit ,,Cytochalasin“ benannten Verbindungen, aulerdem die Zygosporine,
Ascochalasine sowie einige einzelne Substanznamen. Weitere auftretende Aminosduren sind
Tyrosin (Cytochalasin Z; und Zs, Phenochalasin A und B, Pyrichalasine) sowie Leucin

(Aspochalasine)[ss].

Biosynthese der Cytochalasine

Biosynthetisch entstehen Cytochalasine aus einer acht oder neun Acetat-Einheiten langen
Polyketidkette und einer Aminosdure. IThre Aminogruppe bewirkt durch eine nucleophile
Substitution an C-1 des Polyketids die Ausbildung einer Peptidbindung, die zwischen C-2 des
Polyketids und der Carboxylgruppe der Aminosédure erfolgende Aldol-Kondensation fiihrt
zum Lactamring. Fiir die darauf folgende Formierung des Sechsrings wird eine Diels-Alder-

Reaktion angenommen, bei der das Ende der Polyketidkette als Dien fungiert!'>-'®"!,
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11.4 Chaetospiron (68)

Der farblose Feststoff 68 wurde in einer Ausbeute von ca. 6 mg/L isoliert. Das ESI-
Massenspektrum ergab eine Molmasse von 638 g/mol, durch hochauflosende Massen-
spektrometrie wurde die Summenformel C;4H330, ermittelt. Die NMR-Spektren zeigen das
Vorhandensein von drei Methyl-, vier Methylen- und zwei Methingruppen sowie von acht
quartdren Kohlenstoffatomen. Da die Spektren damit lediglich halb so viele Atome zeigen wie
laut Summenformel vorhanden sind, muss die Verbindung als symmetrisches Dimer
vorliegen. Die Summenformel einer Molekiilhdlfte ist C;7H;9Og, woraus sich acht
Doppelbindungsiquivalente ergeben. Das *C-NMR-Spektrum lisst vier olefinische C-Atome,
eine Ester-Carbonylgruppe und zwei Ketogruppen erkennen (gemeinsam nur fiinf DB-
Aquivalente), das Monomer muss daher ein Trizyklus sein. Die gerade Anzahl an Sauerstoff-
atomen schlieft die Verkniipfung der Monomer-Einheiten iiber ein O-Atom aus, folglich ist

eine C-C-Verbriickung zu erwarten.

3-H,, 4-H,,
5-H,
10-H 17-H;
CDCly 2-H 7-Hp 7-H, 15-H3/|1-H3
J ﬂ Ttoms
I | A MW{
B s B s B L A s Sy R s S
8 7 6 5 4 3 2 ::. ppm

Abbildung 49: 'H-NMR-Spektrum (600 MHz, CDCls) von Chactospiron (68).

Ausgehend von der zum Dublett aufgespaltenen Methylgruppe bei 6y = 1.06 ldsst sich mit
Hilfe eines COSY-Spektrums eine Kette mit einer Sauerstoff-substituierten Methingruppe
(0p=3.86) und drei Methylengruppen erkennen. Anhand der HMBC-Korrelationen kann
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diese Kette um ein quartires Kohlenstoffatom erweitert werden, dessen chemische
Verschiebung (8¢ = 102.8) eine Acetal-Struktur erwarten ldsst. Eine “Jey-Korrelation
ausgehend von der Methylgruppe zeigt den Ringschluss zum Tetrahydropyran-Ring an.
Weitere Signale im HMBC-Spektrum beweisen die Bindung einer Tieffeld-verschobenen
Methylengruppe (g = 2.40/2.67) an das acetalische C-Atom, woraus sich zusammenfassend
das in Abbildung 50 gezeigte Fragment | ergibt. Die chemische Verschiebung einer zweiten
Methylgruppe (0n = 2.14) ist typisch fiir einen Acetylrest, diese Zuordnung wird durch eine
%Jeu-Korrelation zu einer Ester-Carbonylgruppe (8¢ = 169.9) bestitigt. Eine *Jey-Korrelation
verbindet die Acetylgruppe mit einem quartdren, aliphatischen C-Atom (6¢c = 84.7), an das
eine weitere Methylgruppe (8 = 1.59) gebunden ist (Fragment I1). Das *C-NMR-Spektrum
beinhaltet zwei Ketogruppen, deren chemische Verschiebung sie als a,B-ungeséttigt ausweist
(6c= 191.8, 192.2). Sie bilden gemeinsam mit den vier olefinischen C-Atomen die
Fragmente 111 und IV, womit alle in den Spektren vorhandenen Atome einer Teilstruktur
zugeordnet werden konnten. Die f-Position der Methin- zur Carbonylgruppe in Fragment III

ergibt sich aus der Tieffeld-Verschiebung ihrer NMR-Signale (6y = 7.76, 8¢ = 157.6).

Fragment | Fragment Il

@]
AO 1.06 )J\
o CH3 2.14
R~ ~~4 o) CH
|?| C ) Hs.ae 3
2.40/2.67 § [ \943 150
L

Fragmente Il und IV

o 0
T HMBC | cosy /ﬁ&Lj & P
H/J X/ J

Abbildung 50: Aus den NMR-Spektren abgeleitete Fragmente I-IV von 68.

Die Verkniipfung der Fragmente anhand von HMBC-Korrelationen ist in Abbildung 51
dargestellt. Sie steht im Einklang mit den beobachteten chemischen Verschiebungen der
olefinischen Kohlenstoffatome. Die Konjugation der Doppelbindungen wird durch die Lage
der C=C-Streckschwingung im IR-Spektrum unterstiitzt (v = 1608).
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Fragment Il
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YCHs
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\/CH3

.20 Fragment IV
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Abbildung 51: Verkniipfung der Fragmente I-IV anhand von HMBC-Korrelationen zur
Struktur von 68.

Aus der erhaltenen Struktur ergibt sich, dass die C-C-Verkniipfung der beiden monomeren
Einheiten zur Gesamtstruktur nur lber das o-C-Atom von Fragment III erfolgen kann
(Abbildung 51). Bei dem Spiroketal 68 handelt es sich um einen bisher nicht beschriebenen

Naturstoff, fiir den der Name Chaetospiron vorgeschlagen wird".

Relative Stereochemie von Chaetospiron (68)

68 besitzt drei Stereozentren an C-2, C-6 sowie C-13, aullerdem diirfte die Rotation um die
Achse C-12/C-12° wegen der benachbarten Ketogruppe stark eingeschréinkt sein. Die relative
Konfiguration von C-2 und C-6 ldsst sich anhand von NOESY-Korrelationen bestimmen.
Dies ist fiir C-13 aufgrund der rdumlichen Entfernung nicht moglich, so dass die
Konfiguration dort ungekldrt bleibt. Es ist plausibel, fiir den Tetrahydropyran-Ring eine
Sesselform anzunehmen. Die Methylgruppe befindet sich in dquatorialer Position, wie die
diaxiale Kopplung (Juy = 12.5 Hz) zwischen 2-H und 3-H beweist. Eines der Protonen der

Methylengruppe in Position 5 zeigt NOESY-Korrelationen zu beiden Protonen in Position 7,

" in Anlehnung an die Pilzgattung (Chaetomium sp.), aus der die Verbindung isoliert wurde, sowie an ihre

strukturellen Besonderheiten (Spiroverbindung mit Ketogruppen).
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das andere lediglich zu einem dieser Protonen. Dies ist nur bei der in Abbildung 52 gezeigten
Konfiguration des Spirozentrums moglich, bei der sich das axiale Proton an C-5 in rdumlicher

Nihe zu beiden Methylenprotonen an C-7 befindet.

L= =

Abbildung 52: Festlegung der relativen Stereochemie an C-2 und C-6.

Daraus ldsst sich folgende Struktur ableiten:

(relative Konfiguration)

Strukturvergleich

Chaetospiron (68) besitzt ein neuartiges Kohlenstoffgeriist. Weder das Spiroketal-
Grundgeriist (69, Abbildung 53) noch das entsprechende Octahydro-spiro[azulen-2,1’-
cyclohexan]-System (70) waren zuvor bei Naturstoffen oder Syntheseprodukten bekannt.
Beide Strukturen existieren lediglich als Substruktur wesentlich komplexerer Systeme, so

findet man 70 in einigen Fullerenen!'®!),
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0 XA
69 70

Abbildung 53: Grundstruktur von Chaetospiron (68).

Die neue Verbindung 68 weist eine strukturelle Ahnlichkeit zu Malettinin A (71, Abbildung
54) auf. Bei 71 handelt es sich um ein Tropolon-Derivat, das aus einem taxonomisch nicht
ndher beschriebenen, nicht sporulierenden Pilz isoliert wurde, der das Fadengeflecht eines
weiteren Pilzes der Gattung Hypoxolon (Kohlenbeere) besiedelt!'®®. 71 und seine Derivate
Malettinin B und C, die an der Ketogruppe des Fiinfrings reduziert sind, besitzen eine starke
antifungische Wirkung, u. a. gegen Candida albicans!'®®). Im Unterschied zu Chaetospiron
(68) weisen die Malettinine ein intaktes Tropolon-System' auf (68 hat eine zweite
Ketogruppe im Siebenring), der Tropolon-Ring befindet sich am Sechs- anstatt am Fiinfring

des bizyklischen Spiroketals und es wird keine dimere Struktur gebildet.

O O

Abbildung 54: Malettinin A (71) und Chaetospiron (68) im Vergleich.

V' Als (a-)Tropolon bezeichnet man 2-Hydroxy-2,4,6-cycloheptatrienon, ein bei Naturstoffen héufig

vorkommender Grundkdrper.
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Uberlegungen zur Biosynthese

Fiir die Biosynthese von Chaetospiron (68) ist der Polyketidweg plausibel. Einen
hypothetischen Verlauf zeigt Abbildung 55. Aus sieben Acetat-Bausteinen wird ein
Heptaketid aufgebaut, das anschlieend in Position 9 oxidiert sowie in Position 13 oxidiert
und methyliert wird. Der Ringschluss zum Cycloheptan kann durch eine nucleophile
Substitution am Thioester geschehen, ausgehend von einem Enolat-stabilisierten Carbanion
(Schritt 2). Anschlieend werden durch eine Sequenz von zwei aufeinander folgenden nucleo-
philen Additionen an die Carbonylgruppen C-6 und C-9 zwei weitere Ringschliisse unter
Ausbildung des Spiroketals vollzogen (Schritte 3 und 4). Eine Dehydratisierung bewirkt im
ndchsten Schritt die Ausbildung der Doppelbindung in Position 8. Durch Acetylierung an
13-OH und Dimerisierung unter C-C-Verkniipfung in Position 11 entsteht 68.

1.

—

OH o

@]
5. -H,0
P
o]
o]
CH

6. Acetylierung,
Dimerisierung

68

Abbildung 55: Hypothetische Biosynthese von Chaetospiron (68).
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Diese Hypothese stellt lediglich einen von mehreren moglichen Wegen dar. Denkbar wére
auch ein Kettenaufbau in umgekehrter Richtung im Tropolon-Ring oder die Biosynthese des

Tropolon-Rings durch oxidative Ringerweiterung eines zunichst entstehenden Sechsrings.

Ein solcher Mechanismus wurde bei anderen Tropolon-Derivaten nachgewiesen, die von

Pilzen gebildet werden. Abbildung 56 zeigt den Biosyntheseverlauf von Stipitatsdure (72) und

(1641 “ Ays einem Tetraketid entsteht zuniichst

Stipitatonsdure (73) aus Penicillium stipitatum
3-Methylorsellinsdure (74). Die Methylgruppe in Position 3 ist eine von S-Adenosyl-L-
Methionin stammende C;-Einheit, die im nichsten Schritt ebenso wie C-3 durch eine

Monooxygenase[165 ]

oxidiert wird. Durch eine Pinakol-Umlagerung wird der Tropolonring
gebildet. Eine weitere Oxidation fiihrt zu Stipitatonsdure (73), aus der letztlich Stipitatsdure

(72) hervorgeht[l66].

©)
) oi .(‘OH
(Lo
O O HO OH  ox. 0 <on
O
o HOOC HOOC
S ~
Enz.” ()
74
Oxidation,
Pinakol-
Umlagerung
0] O
. OH o OH
HO HO
COOH
O 0 [0}
72 73

Abbildung 56: Biosynthese von Stipitatsdure (72) und Stipitatonsdure (73).
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@) Ein analoger Biosyntheseweg flihrt auch zu Sepedonin (75) aus

[167] sowie Puberulic Acid und Puberulonic

Sepedonium chrysospermum
Acid aus Penicillium aurantio-virens. Letztere unterscheiden sich von
75 Stipitatsdure (72) und Stipitatonsdure (73) nur durch eine zusétzliche

Hydroxygruppe an C-7°%.

OH Ein entsprechender Biosyntheseweg fiir Chaetospiron (68) ist in
Abbildung 57 gezeigt und geht von einem methylierten Heptaketid aus.

Die C,-Einheit findet sich anschlieBend im Tropolon-Ring wieder. Der Nachweis des
tatsdchlichen Verlaufs der Biosynthese miifite durch geeignete Fiitterungsexperimente

erfolgen, die jedoch nicht mehr Gegenstand der vorliegenden Arbeit sein konnten.

. (©) HHoﬁ.
o)
HO Ox.
—_—
HOOC HOOC
(@]
Enz. ©
HO
OH OH
Pinakol-
Umlagerung
0 ® (0) [ O ®
HO o] 2x nucl. HO OH HO
(0] Substitution Ox.
HOOC - HOOC -—— HOOC
(@) (0]
oxidative
Decarbox.,
Methylierung
o ° OH OH
Acetylierung
HO o Dimerisierung

Abbildung 57: Alternativer Biosyntheseweg fiir Chaetospiron (68).
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11.5 Biologische Aktivitat der Sekundarmetaboliten

Zur biologischen Aktivitdt von Cytochalasinen

Cytochalasine sind biologisch hoch aktiv, am auffilligsten ist ihre in vitro und in vivo
nachgewiesene cytotoxische Wirkung gegen Sidugetier-Zellen. Durch Hemmung der
Cytoplasmateilung (Cytokinese), nicht jedoch der Kernteilung (Mitose), konnen sie zu
vielkernigen, stark vergroBerten Zellen fiihren. Bei hoheren Konzentrationen kommt es zum
Austritt des Kerns aus der Zelle. Sie besitzen mindestens zwei Wirkorte in tierischen Zellen

168,169

und hemmen in niedriger Konzentration die Aufnahme von Zuckern! I Weitere toxische

Wirkungen der Cytochalasine treten gegen Bakterien, Pilze, Algen und Protozoen auf. Bei

einigen Cytochalasinen wurden auch phytotoxische Eigenschaften nachgewiesen!' "

Biologische Aktivitit der Chaetoglobosine 65 - 67

Im Plattendiffusionstest hemmten die Chaetoglobosine 65 - 67 das Wachstum der bakteriellen
Testkeime, wobei die Wirkung von Chaetoglobosin A (66) und seinem 19-O-Acetat (65)
deutlich stdrker war als die von Chaetoglobosin C (67). Eine Aktivitit gegen Candida
albicans wurde nicht beobachtet (siche Tabelle 20 auf Seite 135). In der Literatur wird fiir alle

171]

drei Chactoglobosine eine cytotoxische Wirkung angegeben!'’"!, von 66 ist zudem eine

Aktivitdt gegen Gram-positive Bakterien und verschiedene, darunter phytopathogene Pilze

bekannt!! %172,

Obwohl die Ergebnisse der Pflanzenschutz-Tests noch ausstehen, kann davon ausgegangen
werden, dass die fungizide und herbizide Wirkung des Rohextrakts auf die Chaetoglobosine
zuriickzufiihren ist. Das Hauptprodukt des Stamms, 19-O-Acetylchaetoglobosin A (65),
bewirkt die Hemmung im Bereich C des Rohextrakts, 66 und 67 die im Bereich B (siche
Abbildung 46). Diese Annahme beruht auf der Ubereinstimmung der HPLC-Retentionszeiten
der Reinsubstanzen mit den aktiven Bereichen des Extrakts sowie der oben beschriebenen

biologischen Aktivitit von 66 und der Substanzklasse der Cytochalasine.

Zur biologischen Aktivitdt von Tropolonen

Von a-Tropolon sind vielfdltige biologische Eigenschaften bekannt. Es ist Inhibitor von

U731 Bine

Metalloproteasen, wirkt fungizid gegen phytopathogene Pilze und insektizid
insektizide Wirkung wird ebenfalls von verschiedenen Tropolon-Derivaten wie
Cordytropolon (76) berichtet, welches das aktive Prinzip des pathogenen Pilzstamms

Cordyceps sp. BCC 1681 ist. Es ist vermutlich biosynthetisch mit Stipitatonsdure (73)
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verwandt und besitzt zudem cytotoxische Eigenschaften!'”. Auch das aus Pflanzen der
Gattung Thuja (,,Lebensbaum®) bekannte a-Thujaplicin (77) ist giftig fiir Insekten. Zur

Funktion von niedermolekularen Spiroacetalen bei Insekten siehe Kapitel 13.1, Seite 126.

0
OH O
OH
HO
0
76 77

Biologische Aktivitit von Chaetospiron (68)

Im Plattendiffusionstest hemmte 68 das Wachstum von Bacillus subtilis, zeigte jedoch keine
antifungische Aktivitit gegen Candida albicans. Ob 68 ebenso wie die Chaetoglobosine 65 -
67 eine Wirkung gegen phytopathogene Pilze besitzt und damit fiir die entsprechende
Wirkung im Bereich B des Rohextrakts (Abbildung 46) mitverantwortlich ist, wird
gegenwirtig gepriift (siche Kapitel 15, Seite 134). Aufgrund der beschriebenen Wirkung
anderer Tropolon-Derivate diirften auch die ausstehenden Ergebnisse des Insektizid-Tests

interessant sein.
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12 Sesquiterpene aus Drechslera sp. BS 6618

Der Stamm Drechslera sp. BS 6618 wurde als Endophyt aus Strandroggen (Elymus
arenarius) isoliert, einer typischen, halotoleranten Pflanze der Diinen- und Vordiinen-
Landschaft. Der Agarplatten-Extrakt des Stamms BS 6618 zeigte in den biologischen Tests
keinen Befund. Im chemischen Screening fielen im Diinnschichtchromatogramm violette,
lipophile Farbstoffe auf sowie die intensive Braunfdarbung einiger Zonen unterschiedlicher

Polaritét beim Erhitzen mit Anisaldehyd.

Wihrend die Struktur der Farbstoffe aufgrund der sehr geringen Substanzmengen nicht
aufgeklart werden konnte, stellten sich die mit Anisaldehyd braunfiarbenden Substanzen als
Sesquiterpene heraus. Vier verschiedene Terpene wurden isoliert, darunter die bereits
bekannten trizyklischen Verbindungen Helminthosporal (78, 7 mg/L), Helminthosporol (79,
6 mg/L) und cis-Sativendiol (80, 4 mg/L). Mit Bis(prehelminthosporol) (81, 9.5 mg/L) wurde
ein dimeres Sesquiterpen vom seco-Sativentyp isoliert, das wahrscheinlich ebenso wie 78 und
79 aus 80 hervorgeht. Dieser neue Naturstoff wurde in zwei diastereomeren Formen erhalten

(81A und 81B), die nicht voneinander getrennt werden konnten.

12.1 Helminthosporal (78)

Die Substanz 78 wurde als ein farbloses Ol isoliert. Mittels des EI-Massenspektrums lieB sich
die Molmasse nicht eindeutig bestimmen, weshalb ein DCI-MS-Experiment durchgefiihrt
wurde. Der erhaltene [M+NH,4] -Peak bei m/z =252 belegt die Molmasse 234 g/mol. Das
PC-NMR-Spektrum zeigt 15 Kohlenstoffatome, darunter zwei
Carbonylgruppen (8¢ =187, 204). Anhand des 'H-NMR-
Spektrums konnen diese als zwei Aldehydgruppen erkannt werden
(0 = 9.48, 10.00), auBerdem sind insgesamt vier Methylgruppen
zu erkennen (0y = 0.75, 1.04, 1.13, 2.05). Eine Suche mit diesen

Daten und Strukturelementen in Naturstoff-Datenbanken!*!*”

ergab Helminthosporal (78) als Strukturvorschlag, der durch einen

Vergleich der spektroskopischen Daten mit Literaturwerten' !

verifiziert wurde.
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12.2 Helminthosporol (79)

Das 'H-NMR-Spektrum von 79 ist dem von 78 sehr dhnlich. Es zeigt die zur quartiren

Doppelbindung benachbarte Aldehydgruppe (oy= 10.00, s), die zu einer Methingruppe

benachbarte Aldehydgruppe fehlt jedoch. Stattdessen féllt das
Signal einer neuen Methylengruppe (oy = 3.28, 3.69) auf, deren
Tieffeld-Verschiebung die Bindung an Sauerstoff vorgibt. Dieser
Befund sowie die im Vergleich zu 79 um 2 Masseneinheiten
hohere Molmasse von 236 g/mol lieBen das Vorliegen eines in
Position 14 zum Alkohol reduzierten Derivats von 79 erwarten.
Diese Vermutung bestitigte die Ubereinstimmung der 'H- und
PC-NMR-Daten mit publizierten Werten fiir ein solches

Derivat!'’?, das als Helminthosporol (79) bekannt ist.

12.3 cis-Sativendiol (80)

Die farblose Verbindung 80 ist ebenso wie 78 und 79 von dliger
Konsistenz. Thre Molmasse von 236 g/mol wurde durch ein DCI-
Massenspektrum ermittelt. Das '*C-NMR-Spektrum beinhaltet
die Signale von 15 Kohlenstoffatomen, weshalb das Vorliegen
eines weiteren Sesquiterpens zu vermuten war. Die NMR-
Spektren zeigen anders als bei 78 und 79 keine Carbonylgruppen.
Das HSQC-Spektrum offenbart mit der Korrelation von zwei bei
relativ. hohem Feld erscheinenden olefinischen Protonen

(0 = 4.58, 4.89) zu demselben C-Atom (¢ = 103) das Vorliegen

einer exozyklischen Doppelbindung. Die im COSY-Spektrum sichtbare Kopplung von zwei

zum Dublett aufgespaltenen Methylgruppen (g =0.85, 0.92) zu derselben Methingruppe

(0g =1.34) lasst wie bei 78 und 79 eine Isopropylgruppe erkennen. Weitere auffillige

Strukturelemente sind eine an ein quartires C-Atom gebundene Methylgruppe (6y = 1.03)

sowie zwei Sauerstoff-gebundene, benachbarte Methingruppen (o= 3.63, 4.02), deren

vicinale Kopplungskonstante *Juy = 6.0 Hz betrigt. Diese Strukturelemente und Molmasse

sind in der Datenbank AntiBase!*"! nur mit cis- und #rans-Sativendiol in Einklang zu bringen,

die erwdhnte Kopplungskonstante zwischen H-14 und H-15 legt die Verbindung in

Ubereinstimmung mit Literaturwerten!'’®'”’

Vals cis-Sativendiol (80) fest.
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12.4 (15R)- und (15S)-Bis(prehelminthosporol) (81A und 81B)

Ebenso wie bei den anderen Sesquiterpenen 78 - 80 handelt es sich auch bei 81 um ein
farbloses Ol. Die NMR-Spektren zeigen das Vorliegen eines Gemischs aus zwei Substanzen
im Verhéltnis 5 : 3, die im Folgenden mit 81A und 81B bezeichnet werden. Eine Trennung
war auch durch HPLC unter den verwendeten Bedingungen nicht moglich. Die Spektren
beider Substanzen weisen groBe Ubereinstimmung mit denen von cis-Sativendiol (80) auf,

wobei die Signale fiir 81A und 81B nur geringfiigig gegeneinander verschoben sind.

Das ESI-Massenspektrum zeigt, dass 81A und 81B dieselbe Molmasse von 454 g/mol
besitzen. Durch ein hochaufgeldstes Massenspektrum konnte die Summenformel Cs;oHs603
fiir die Substanzen ermittelt werden. Durch Zugabe von Saure (TFA) zur Probe wurde statt-
dessen ein Fragment mit der Masse m/z = 219 und der Summenformel C;5H,,0 erhalten, was
der Hélfe des urspriinglichen Molekiils bei vorheriger Wasserabspaltung entspricht. Da die
NMR-Daten das Vorliegen eines Sesquiterpens vorschlagen, die MS-Daten jedoch eine
doppelt so hohe Molmasse zeigen (minus Wasserabspaltung), miissen die Verbindungen 81A

und 81B symmetrische Dimere eines terpenoiden Grundkdrpers sein.

Die Zuordnung der NMR-Signale zu 81A bzw. 81B erfolgte anhand der Integrale des
Protonenresonanzspektrums sowie der 2D-NMR-Spektren. Es wird zundchst die Struktur-

aufkldrung der Hauptkomponente 81A diskutiert.

Die NMR-Spektren zeigen einige von cis-Sativendiol (80) vertraute Strukturelemente: eine
exozyklische Doppelbindung (6 =4.77, 4.87), eine Isopropylgruppe (g = 0.85, 0.90, 1.34)
und eine zu einem quartiren C-Atom benachbarte Methylgruppe (6y = 1.13). Anhand der
COSY- und HMBC-Korrelationen konnten diese Fragmente mit zwei Methylen- und vier
weiteren Methingruppen zu einem zu 80 analogen Kohlenstoffgeriist verkniipft werden
(Abbildung 58). Nicht von 80 bekannt sind eine Sauerstoff-gebundene Methylengruppe
0y =3.54, 3.94) und eine Acetalfunktion (oy=4.64, 6c = 96), deren Konnektivitit sich
ebenfalls aus den 2D-NMR-Spektren ableiten lie8. Sie befinden sich an den Positionen im
Molekiil, die bei 80 von den Hydroxygruppen eingenommen werden. Das Fehlen einer
vicinalen Kopplung zwischen den Protonen beider C-Atome beweist, dass die C-C-
Verkniipfung zwischen C-14 und C-15 durch eine Sauerstoff-Briicke ersetzt ist. Es liegt hier

also ebenso wie bei 78 und 79 eine Verbindung vom seco-Sativentyp” vor (Abbildung 59).

Y lat.: seco = ich schneide
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Abbildung 58: COSY-Konnektivitdten und ausgewéhlte HMBC-Korrelationen von 81A.

Sativen-Typ seco-Sativen-Typ

Abbildung 59: Sativen- und seco-Sativen-Typ bei Sesquiterpenen.

Die Konfiguration des acetalischen Kohlenstoffatoms C-15 wurde durch 1D-NOESY-
Experimente geklart, bei denen auf 15-H eingestrahlt wurde. Der zwischen 15-H und 7-H
auftretende Nuclear-Overhauser-Effekt ist nur bei der in Abbildung 60 (links) dargestellten
Konfiguration an C-15 moglich. Nimmt man die absolute Konfiguration der anderen Stereo-

zentren als identisch mit 78 und 79 an, so entspricht dies der (/5R)-Konfiguration.

Fir die Minderkomponente 81B ergibt sich auf gleichem Weg eine Struktur, deren
Konnektivitdt mit 81A identisch ist. Die Verbindungen unterscheiden sich jedoch in der
Konfiguration an C-15. Die 1D-NOESY-Spektren zeigen, dass sich das Proton 15-H von 81B
in  rdumlicher Ndhe zur exozyklischen Doppelbindung befindet, was einer

(15S)-Konfiguration entspricht (Abbildung 60, rechts).
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81A (I5R) 81B (15S)

Abbildung 60: NOESY-Korrelationen ausgehend von 15-H in 81A (links) und 81B (rechts).

Beide Substanzen miissen aufgrund ihrer NMR-Spektren symmetrisch vorliegen, ihre
Summenformel und der Zahl der Sauerstoffatome (drei) bedingen die Verkniipfung der
monomeren Einheiten {liber das acetalische Sauerstoffatom. Diese nicht in der Literatur

beschriebenen dimeren Sesquiterpene wurden (/5R)-Bis(prehelminthosporol) (81A) und
(15S)-Bis(prehelminthosporol) (81B) genannt.

81A 81B

Die Monomere sind unter dem Namen Prehelminthosporol (82) bekannt (sieche Abbildung 61
auf Seite 122). Sie wurden aus Pilzen isoliert, die auch 78 - 80 und dhnliche Sesquiterpene
produzieren!' ™. 82 wurde stets als Gemisch von epimeren Halbacetalen gefunden!'”), was
einen Hinweis auf das Entstehen der beiden Isomere 81A und 81B bietet. Die fiir
Prehelminthosporol (82) verdffentlichten NMR-Daten!'"®"*" sind in guter Ubereinstimmung

mit den Werten von 81A und 81B.
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Es scheint wahrscheinlich, dass der Stamm BS 6618 neben den Acetalen 81A und 81B auch
das gemischte Acetal aus (/5R)- und (15S)-Prehelminthosporol (82) biosynthetisiert. Bei
mehreren im Diinnschicht- und HPLC-Chromatogramm den beschriebenen Metaboliten
dhnlichen, bisher nicht isolierten Substanzen handelt es sich vermutlich ebenfalls um
Sesquiterpene. Die weitere Auftrennung des Extrakts sollte somit zu weiteren Vertretern einer

Substanzklasse flihren, die interessante biologische Wirkungen auf Pflanzen aufweist.

Strukturell sehr dhnlich ist ein von dem Pilzstamm
Cochliobolus  setariae  1FO 6635  bekannter
Aversionsfaktor (83). Hierunter versteht man
Sekundirstoffe von Pilzen, die das Wachstum anderer
Stimme derselben Spezies hemmen. 83 ist anders als

81 ein unsymmetrisches Dimer aus Prehelmintho-

O sporol (82) und Prehelminthosporal (85, siche Seite

83 122), was durch Identifizierung der
Hydrolyseprodukte nachgewiesen wurde!"8,

Spektroskopische Daten von 83 sowie die Konfiguration an C-14 und C-15 sind nicht

bekannt.

12.5 Zur biologischen Aktivitat der Sesquiterpene

78, 79 und 80 sind als Produkte von Pilzen der Gattung Drechslera bekannt, die auch

1761821 pilzstimme dieser Gattung werden

synonym als Helminthosporium bezeichnet wird!
zwar einerseits als phytopathogen beschrieben, andererseits besiedeln sie z. B. epiphytisch
Reispflanzen, bei denen sie insbesondere durch die Produktion von cis-Sativendiol (80) eine
Wachstums-Forderung der Pflanze bewirken. Die Wirkung von 80 und in einem schwécheren
Ausmal} auch die von Helminthosporol (79) ist dhnlich der des bekannten Phytohormons
Gibberellinsdure (4). Das ebenfalls auftretende frans-Isomer von 80 hingegen hat ebenso wie
Helminthosporal (78) cine entgegengesetzte, phytotoxische Wirkung, wodurch dem Pilz

insgesamt eine Wachstums-regulierende Funktion zukommt!'”",
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Der endophytische Pilz Drechslera dematioidea, der aus der Rotalge Liagora viscida isoliert
wurde, produziert mindestens fiinfzehn verschiedene Sesquiterpene (darunter auch 79 und

80)!'"®!, was eine dhnliche 6kologische Funktion dieses Pilzes bei Algen nahe legt.

Testergebnisse beziiglich der herbiziden oder Wachstums-fordernden Wirkung der neuen
Verbindungen 81A und 81B stehen noch aus. Zur Uberpriifung, ob 81 analog zu 83 als
Aversionsfaktor wirkt, sollte zundchst neben der Gattung (Drechslera) auch die Spezies des

Produzenten bestimmt werden.

Die Verbindungen 78 und 79 zeigten im Plattendiffusionstest eine moderate Hemmwirkung
gegen Bacillus subtilis, cis-Sativendiol (80) und Bis(prehelminthosporol) (81) zeigten keine
antimikrobielle Aktivitdt (siche Kapitel 15, Seite 134).

12.6 Uberlegungen zur Biosynthese

Die Biosynthese der Sesquiterpene geht aus von Farnesylpyrophosphat. Durch eine Reihe von
Zyklisierungen und Umlagerungen entsteht Sativen (84), das zu cis-Sativendiol (80) oxidiert
wird"®. Dieses kann zu Prehelminthosporal (85) oder Prehelminthosporol (82) weiter
oxidiert werden, wobei die Bindung zwischen C-14 und C-15 gespalten wird. Die Oxidation
zur Alkohlgruppe an C-14 und zur Aldehydgruppe an C-15 bei 82 fiihrt zur spontanen
Ausbildung einer Halbacetalstruktur, die nicht stereoselektiv verlduft und so zu einem
Gemisch aus zwei Epimeren fiihrt. Dimerisierung unter Wasserabspaltung fiihrt zu den
entsprechenden Bis(prehelminthosporol)-Epimeren 81A und 81B, eine Verschiebung der
Doppelbindung um eine Position ergibt Helminthosporol (79). Bei letzterem verhindert die
nun zur Carbonylgruppe konjugierte Doppelbindung die Ausbildung von Isomeren wie bei
82. Eine analoge Doppelbindungs-Verlagerung fiihrt von 85 zu Helminthosporal (78). Die
nach cis-Sativendiol (80) folgenden Biosyntheseschritte sind bisher nicht untersucht worden

und stellen daher eine Hypothese dar. Auch Umwandlungen zwischen 82 und 85 sowie

zwischen 78 und 79 sind denkbar.
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Farnesylpyrophosphat

\

X2

81A

79

Abbildung 61: Hypothetische Biosynthese der Sesquiterpene aus Drechslera sp. BS 6618.
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13  Spiroverbindung aus Beauveria sp. BS 6750

Der Stamm Beauveria sp. BS 6750 fiel im

chemischen Screening durch ein interessantes

Chloroform / Methanol (9:1) ) )
Metabolitenspektrum auf. Sowohl die Fest-

agarkultur als auch die Inkubation in Schiittel-

' kolben und die Ruhekultur in P-Kolben fiihrte
Ergosterol (58)

zur Produktion mehrerer Metaboliten, die mit
Anisaldehyd in der Wirme braun oder blau
anfirbten. In den biologischen Tests blieben
die Extrakte ohne Ergebnis. Im Folgenden
wird die Strukturaufkldrung einer mit Anis-
aldehyd braun anfirbenden Substanz aus dem

— Agarplatten-Extrakt beschrieben. Es handelt

L S sich um eine neue Spiroverbindung, die

Beauveriaspirolid (86) genannt wurde.

Abbildung 62: Diinnschichtchromatogramm der
Fraktionen der Rohproduktsiule (Agarplatten-
Extrakt, Anfarbung mit Anisaldehyd).

13.1 Strukturaufklarung von Beauveriaspirolid (86)

Das EI-Massenspektrum der farblosen, oligen Substanz 86 zeigt bei m/z=196 den
Molekiilpeak, dessen Fragmentierung das Vorhandensein einer Methylgruppe (Am/z = 15)
und einer Ester- oder Carboxylgruppe (Am/z = 44) andeutet. Die NMR-Spektren beinhalten
Signale von zehn Kohlenstoff- und 14 Wasserstoffatomen. Unter Beriicksichtigung der
Molmasse ldsst sich hieraus die Summenformel C;oH;4O4 ableiten, welche ein hoch-
aufgelostes EI-Massenspektrum bestétigte. Von den sich ergebenden vier formalen Doppel-
bindungsidquivalenten kann nur eines einer funktionellen Gruppe zugeordnet werden (Ester-

Carbonylgruppe bei 6¢c = 179), 86 muss daher drei Ringsysteme aufweisen.
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10-H; /

9-H 2'Hb 8'I_Ia
4-H 2-H, 5-Hp
2-H 5-H, 8-Hy 7-Hy,
T T T T T
4 3 2 1 ppm

Abbildung 63: 'H-NMR-Spektrum von 86 (600 MHz, C¢Ds).

Das 'H-NMR-Spektrum (Abbildung 63) zeigt eine Methylgruppe (8y=0.99), die eine

Sauerstoft-substituierte Methingruppe als Kopplungspartner hat (dy =3.99). Mittels des
COSY-Spektrums lassen sich zwei Methylengruppen ermitteln, die diese Kette fortsetzen
(Abbildung 64, Fragment 1). Eine weitere Teilstruktur ergibt sich aus zwei Methylengruppen,

zwischen denen sich zwei Methingruppen befinden. Letztere miissen aufgrund ihrer hohen

chemischen Verschiebung (6i = 4.08, 4.29) Sauerstoff tragen (Abbildung 64, Fragment 2).

| COSY

T HMBC

Abbildung 64: COSY-Konnektivititen und fiir die Strukturaufkldrung wichtige HMBC-

Korrelationen bei 86.

Fragment 1 /_/} Ce:(\

O. = 116‘,.""

Y—7

O\\/ Fragment 2
N
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Die Verkniipfung der Fragmente 1 und 2 mit den beiden quartiren C-Atomen des Molekiils
erfolgte anhand von HMBC-Korrelationen (ebenfalls in Abbildung 64 dargestellt) und der
chemischen Verschiebungen. Das Carbonyl-Kohlenstoffatom ist direkt an Fragment 2
gebunden. Die Verbindung zwischen beiden Fragmenten bildet das zweite quartire C-Atom,
dessen starke Tieffeldverschiebung (8¢ = 116) das Vorliegen eines Acetals und zusétzlich die
Bindung an die Carbonylgruppe beweist. Es ergibt sich fiir die rechte Hélfte des Molekiils ein
siebengliedriger Lactonring. Der Ringschluss zum Tetrahydrofuran-Ring auf der linken Seite
wird zwar durch keine HMBC-Korrelation angezeigt, jedoch indirekt durch das Fehlen
jeglicher HMBC- und NOESY-Korrelationen zwischen den Positionen 2-5 (Fragment 2) und
8-10 (Fragment 1) bewiesen, die bei einer Verbriickung C-9—-O—C-3/C-4 zu erwarten wiren.
Es verbleibt laut Summenformel nur ein weiteres Sauerstoffatom, so dass die Struktur durch
eine Epoxidfunktion an C-3/C-4 vervollstindigt wird. Man erhélt ein Spiroketal-Lacton-

System, das aus einem Fiinf- und einem Siebenring aufgebaut ist, letzterer mit einem Epoxid

(Abbildung 65).

Abbildung 65: Struktur von 86 ohne Beriicksichtigung der Stereochemie.

Aufkldrung der relativen Stereochemie

Die GroBe der vicinalen Kopplungskonstante zwischen 3-H und 4-H (Jyy = 5.5 Hz) ist kenn-

1] Die relative Konfiguration der anderen

zeichnend fiir eine cis-Konfiguration des Epoxids!
Stereozentren wurde durch ein NOESY-Spektrum aufgekldrt, wichtige Korrelationen sind in
Abbildung 66 zusammengefasst. Der zwischen der Methylgruppe und 7-H, auftretende NOE
weist darauf hin, dass sich beide auf derselben Seite des Fiinfrings befinden. Die rdumliche
Néhe von 7-H, zu 5-H, am Siebenring ist ebenfalls mit einer cis-Konfiguration dieser beiden
Gruppen zu erkldren, woraus sich auch fiir die Methylgruppe und C-5 eine solche Anordnung
ergibt. Die beiden Methinprotonen des Epoxids hingegen zeigen ausschlieSlich NOESY-

Korrelationen zu 7-Hy. Hieraus ldsst sich schliefBen, dass diese drei Protonen auf derselben

Seite des Siebenrings sind, es folgt die gezeigte (3R* 4S* 6R* 95*)-Konfiguration von 86.
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Da die Konformation sowohl des Fiinf- wie auch des Siebenrings nicht genau vorhersagbar
ist, ist diese Konfiguration als Vorschlag anzusehen und sollte durch weitere Experimente
belegt werden. Denkbar wire z.B. eine oxidative Offnung des Epoxids, welche eine
Acylierung in dieser Position und anschlieBende Kristallisation zum Zweck der Rontgen-
strukturanalyse erlauben sollte. Die Einflihrung eines Schweratom-haltigen Substituenten

wiirde zudem auch die Bestimmung der absoluten Stereochemie ermdglichen.

<= =->
Z
O
m

Abbildung 66: Bestimmung der relativen Stereochemie von 86.

Die Substanz wurde Beauveriaspirolid® (86) genannt. Das
Grundgertist von 86 ist strukturell sehr ungewohnlich. Etwa
130 Naturstoffe mit einem Spiroketal-Lacton-Geriist als
Substruktur sind bekannt, keine dieser Substanzen enthéalt
jedoch einen Fiinf- und einen Siebenring. Ebenso wurde die

Kombination mit einer Epoxidfunktion bisher nicht

beschrieben®”. Meist handelt es sich um y-Lactone, die mit
einem Fiinf- oder Sechsring verkniipft sind wie z. B. Spiroxa-
bovolide (87). Niedermolekulare Spiroketale ohne Lactonfunktion findet man oft bei
Insekten, wo sie z. T. als Pheromone wirken. Hier gibt es auch einige wenige Vertreter mit

Fiinf-/Siebenring-Struktur wie z. B. 2,7-Dimethyl-1,6-dioxaspiro[4.6]Jundecan (88)!'**!.

87

* In Anlehnung an die Gattung des 86 produzierenden Endophyten (Beauveria) sowie die strukturellen

Besonderheiten der Substanz (Spiroketal).
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13.2 Zur Biosynthese von Beauveriaspirolid (86)

Die Struktur von Beauveriaspirolid (86) ldsst eine Biosynthese auf dem Polyketidweg
vermuten. Ein hypothetischer Biosyntheseweg ist in Abbildung 67 gezeigt. Aus fiinf Acetat-
Bausteinen wird durch eine Polyketidsynthase ein Pentaketid aufgebaut (Schritt 1). In
Position 6 erfolgt anschlieBend eine Oxidation zur Ketogruppe (Schritt 2), welche von 9-OH
nucleophil angegriffen wird unter Ausbildung des Tetrahydrofuran-Rings (Schritt 3). Die
entstandene Hydroxygruppe wiederum bewirkt eine nucleophile Substitution an der
Carbonylgruppe, die als Thioester aktiviert vorliegt (Schritt 4). Die Oxidation der
Doppelbindung in Position 3 zum Epoxid ist hier als letzter Biosyntheseschritt gezeigt, sie

konnte jedoch auch zuvor erfolgen.

CoA 0
1. Polyketid- \S
synthase OH 2. Oxidation
5 X Acetat — —_—

6

o o CoA o
5. Oxidation 4. \ ’\( )
o 0 o O ST
- -
o, or )
L 7 I
86

Abbildung 67: Hypothetischer Biosyntheseweg von 86.
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14 Sekundarmetaboliten aus Phomopsis sp. BS 6769

Der Stamm Phomopsis sp. BS 6769 fiel im

chemischen Screening durch ein interessantes

Metabolitenmuster auf. Insbesondere der Kulturfiltrat-

Extrakt der Schiittelkultur mit dem Nihrmedium 1158

90 > @ 056 zeigte mehrere mit Anisaldehyd beim Erhitzen

anfarbende Zonen. Die Kultivierung im 4L-Mafstab

823 8%2 ermOglichte die Isolierung von drei Reinsubstanzen.

Hierbei handelt es sich um das bereits aus Phomopsis

. sp. bekannte Phomopsolid B (89) und eine neue,

biosynthetisch verwandte Verbindung, die Phomopso-

Abbildung 68: Skizze furan A (90) genannt wurde. Die dritte Substanz

des Diinnschichtchromatogramms wurde als p-Menthan-1,2,4-triol (91) identifiziert, das

des Extrakts, angegeben sind bisher nur aus Pflanzen bekannt war und hier erstmals
Re~Werte (CHCls/MeOH 9:1). als Pilzmetabolit beschrieben wird.

14.1 Phomopsolid B (89)

Die Molmasse des farblosen Feststoffs, der in einer Ausbeute von 3.5 mg/L isoliert wurde,
wurde durch ein ESI-Massenspektrum zu 296 g/mol bestimmt. Das '*C-NMR-Spektrum zeigt
die Signale von 15 Kohlenstoffatomen, darunter zwei Ester- oder Lactongruppen (d¢ = 164.9,
167.9) und sechs olefinische C-Atome (8¢ =125.0 — 143.1). Ausgehend von einer im 'H-
NMR-Spektrum zum Dublett aufspaltenden Methylgruppe (8= 1.06, *Jo 0= 6.2 Hz) lieB
sich anhand der Korrelationen des COSY-Spektrums das in Abbildung 69 gezeigte, neun
Kohlenstoffatome lange Fragment ermitteln. Die Konfiguration der Doppelbindungen ergab
sich aus dem Betrag der Kopplungskonstanten der olefinischen Protonen (*Js; = 15.5 Hz fiir
die trans- bzw. 3J2,3 = 9.8 Hz fiir die cis-Kopplung). Die chemischen Verschiebungen von 4-H
und 5-H (0 = 5.21, 5.39) lieBen vermuten, dass die entsprechenden C-Atome an die beiden
Ester- bzw. Lactongruppen gebunden sind. Dieses wurde durch eine Suche mit der Molmasse
sowie den erwihnten Fragmenten und funktionellen Gruppen in der Datenbank Dictionary of

Natural Products™!

und die hieraus erhaltene Struktur von Phomopsolid B (89) bestitigt. Die
Ubereinstimmung der gemessenen spektroskopischen Daten von 89 mit in der Literatur

veroffentlichten Werten!'*" belegt die Strukturzuordnung.
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Abbildung 69: Aus dem COSY-Spektrum abgeleitetes Fragment (links) und Strukturformel
von Phomopsolid B (89, rechts).

Phomopsolid B (89) wurde erstmals 1985 beschrieben, ebenfalls als Metabolit eines Pilz-
stamms der Gattung Phomopsis'®¥. Dieser produzierte zudem eine Phomopsolid A genannte
verwandte Verbindung, die an Position 8 eine Ketogruppe trigt und eine Z-Konfiguration der
Doppelbindung zwischen C-6 und C-7 besitzt. Weitere Phomopsolid-Varianten wurden 1997

851 Der Stamm wurde aus der

aus einem endophytischen Penicillium sp. Stamm erhalten
Rinde einer pazifischen Eibe isoliert, auf der Suche nach einem Produzenten von Taxol.
Neben Phomopsolid A und B werden hier auch die jeweiligen 6,7-Dihydro-Derivate gebildet
(Phomopsolid E bzw. D). Es konnte gezeigt werden, dass die Produktion der Phomopsolide
abhingig vom Mg3(PO4),-Zusatz zum verwendeten Glucose-Sojapepton-Nahrmedium ist. Als

weiterer Metabolit tritt das (6, 7E)-Isomer von Phomopsolid A auf (Phomopsolid C).

Den Phomopsoliden A und B (89) wird eine abschreckende Wirkung gegen Borkenkafer
zugeschrieben!**!. Ein endophytischer Pilz, der diese Substanzen produziert, sollte fiir den
Wirtsbaum einen Vorteil darstellen, da er gegen die schiddigenden Kifer schiitzt. Moglicher-
weise erfiillt auch Phomopsis sp. BS 6769 eine solche Funktion in dem Wirtsbaum (Weide),

aus dem er isoliert wurde.

Die in Position 4 als Ester gebundene (E)-2-Methyl-2-butensdure wird auch als Tiglinsdure
bezeichnet und ist bei Pflanzen weit verbreitet. Das Dictionary of Natural Products” kennt
iiber 650 pflanzliche Sekundirstoffe, die Tiglinsdure als Ester enthalten, ihr (Z)-Isomer
(Angelicasdure) 1ist sogar Bestandteil von etwa 1500 Pflanzen-Metaboliten. Beide
Carbonséuren sind jedoch im mikrobiellen Stoffwechsel sehr selten und ungewdhnlich. Aul3er

den Phomopsoliden sind keine weiteren Substanzen aus Pilzen beschrieben, die Tiglinséure
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als Baustein enthalten. Als ein neuer Metabolit mit einem Tigloyl-Ester wird im néchsten

Kapitel die Substanz Phomopsofuran A (90) beschrieben.

14.2 Phomopsofuran A (90)

Die farblose, 6lige Substanz 90 mit der Molmasse 310 g/mol wurde in einer Ausbeute von
2 mg/L. erhalten. Die Summenformel C;sH,Os konnte durch ein hochaufgelostes ESI-
Massenspektrum bestimmt werden. Der Vergleich des 'H-NMR-Spektrums mit dem von
Phomopsolid B (89) zeigte das Vorhandensein eines (£)-2-Methyl-2-butenoyl-Substituenten,
dessen zwei Methylgruppen sich tiberlagern (g = 1.80, 1.80) und dessen olefinisches Proton
bei op = 6.86 ein Multiplett ergibt.

as "C-NMR-Spektrum zeigt neben den Signalen fiir C-1’ und C-2° der Tigloylgruppe drei
weitere quartire Kohlenstoffatome: eine Ester-Carbonylgruppe (8¢ = 175) und zwei stark ins
Tieffeld verschobene aromatische C-Atome (¢ =152, 159). Gemeinsam mit zwei aroma-
tischen CH-Gruppen (¢ = 107, 110) und einem Sauerstoffatom bilden sie einen Furanring,
dessen Protonen (dy = 6.20, 6.30) eine typische Kopplung von 3 Hz zeigen. Die weiteren
Signale des "H-NMR-Spektrums lassen sich anhand eines COSY-Spektrums drei Fragmenten
zuordnen: einer Methoxygruppe (6y = 3.63), einer 1-Hydroxy-ethylengruppe (g = 1.46, 4.76)
und einer Kette bestehend aus zwei Methylengruppen (6y = 2.27, 2.36) und einer Sauerstoft-
gebundenen Methingruppe (Oy = 5.89). Deren auffillig starke Tieffeldverschiebung kann
durch die Nachbarschaft zum Aromaten sowie eine Acylgruppe am Sauerstoff erklirt werden.
Die Verkniipfung dieser drei Fragmente, der Tigloylgruppe und der quartiren Kohlenstoff-
atome folgt aus dem HMBC-Spektrum und ist in Abbildung 70 illustriert.

on
kw N'o
f\’(\ I —
O

Abbildung 70: Wichtige HMBC-Korrelationen bei der Strukturaufkldrung von 90.
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Hieraus ergibt sich die gezeigte Struktur der Verbindung 90, die einen neuen, in der Literatur
bisher nicht beschriebenen Naturstoff darstellt und die in Anlehnung an den im Molekiil

vorhandenen Furanring den Namen Phomopsofuran A (90) erhilt.

Die Stereochemie an C-4 und C-9 ist analog zu
Phomopsolid B (89) angegeben, da beide Metaboliten
einen gemeinsamen biosynthetischen Ursprung haben
(siche nédchstes Unterkapitel). Diese Konfiguration ist
als Vorschlag anzusehen und wére durch z. B. durch

Derivatisierung der sekunddren Alkohle nach der
186] [187]

Methode von MOSHER!'®® oder HELMCHEN zu

beweisen.

14.3 Zur Biosynthese von Phomopsolid B (89) und Phomopso-
furan A (90)

Phomopsolid B (89) und Phomopsofuran A (90) sind biosynthetisch verwandt. Dies zeigt sich
zum einen in dem fiir Mikroorganismen ungewohnlichen Tigloyl-Substituenten, zum anderen
besitzen beide Verbindungen eine zehn Kohlenstoffatome lange unverzweigte Carbonsdure
als Grundgertist. Diese ist bei 89 zum Pyron zyklisiert, bei 90 liegt sie als Methylester vor. In
Position 4 ist jeweils die Tigloylgruppe als Ester gebunden, auch die Oxygenierung der

C-Atome C-4, C-5, C-8 und C-9 ist identisch.

Bei beiden Substanzen handelt es sich vermutlich um die Produkte eines gemischten
Biosynthesewegs: die 10gliedrige Kohlenstoffkette diirfte ein durch eine Polyketidsynthase
aus flinf Acetat-Einheiten aufgebautes Pentaketid sein, Tiglinsdure ist hingegen ein
Hemiterpen aus dem Isoprenoid-Stoffwechsel. Das Pentaketid, das als gemeinsames
Zwischenprodukt von Phomopsolid B (89) und Phomopsofuran A (90) auftreten kdnnte, ist in
Abbildung 71 gezeigt. Es kann jedoch keine exakte Aussage hinsichtlich des Sattigungsgrads
und der Position und Anzahl der OH-Gruppen gemacht werden, moglicherweise
unterscheiden sich die Biosynthesewege bereits auf dieser Stufe. Die Biosynthese des Hemi-
terpens erfolgt vermutlich auf dem klassischen Mevalonat-Weg. Der bei Bakterien ebenfalls

mogliche Nicht-Mevalonat-Weg ist bisher bei Pilzen nicht beobachtet worden!'**.

Der zur Bildung des Furanrings filhrende Mechanismus ist unklar. Bei Fettsduren kennt man

die so genannten F-Sduren oder furanoiden Fettsduren, die einen methylierten Furanring
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(1891 Sie werden bei Pflanzen oder Tieren aus mehrfach ungesittigten Fettsiuren wie

enthalten
z. B. Linolsdure gebildet, teilweise als Reaktion auf oxidativen Stress. Die Umwandlung
katalysiert eine spezielle Lipoxygenase, als Zwischenprodukt tritt das 13-Hydroperoxid der
Linolsiure aufi™®”. Dieser Mechanismus lasst sich jedoch nicht direkt auf die Biosynthese von
Phomopsofuran (90) iibertragen, da das Edukt als unabdingbare strukturelle Voraussetzung
eine Methylengruppe zwischen zwei cis-konfigurierten Doppelbindungen haben muss. Dies

erscheint bei dem zu 90 flihrenden Pentaketid unwahrscheinlich bzw. unméoglich.

3 Acetyl-CoA oder
5 Acetyl-CoA Pyruvat / Glycerinaldehyd-3-phosphat

Nicht-Mevalonat-Weg

PKS, \ /
Oxidation an \ / Mevalonat- oder

C4 und C-8
0 OH OH o)
=
COA-SW + /ﬁ)J\ S-CoA
OH OH

Abbildung 71: Hypothetischer Verlauf der Biosynthese von 89 und 90.

14.4 p-Menthan-1,2,4-triol (91)

Die Substanz 91 wurde in einer Ausbeute von 2.5 mg/L als farbloses Ol erhalten. Die
Molmasse von 188 g/mol wurde durch ein ESI-Massenspektrum ermittelt. Das *C-NMR-
Spektrum enthélt die Signale von zehn Kohlenstoffatomen, die aufgrund ihrer geringen

chemischen Verschiebung alle sp’-hybridisiert sein miissen. Aus der Anzahl der C-Atome und
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der Molmasse lasst sich die Summenformel C;oH»,O3 ableiten, die im Einklang mit der aus
den Integralen des 'H-NMR-Spektrums ermittelten Anzahl an Protonen steht. Anhand eines
zum Heptett aufgespaltenen Signals eines Methinprotons (0y=1.47) kann auf das
Vorhandensein einer Isopropylgruppe geschlossen werden, deren zwei Methylgruppen jeweils
bei 0y =0.82 Dubletts ergeben. Die Abspaltung der Isopropylgruppe kann auch im
EI-Massenspektrum beobachtet werden (A m/z = 45). Eine weitere
Methylgruppe (g = 1.10) erscheint als Singulett und muss daher
an eines der beiden quartiren Kohlenstoffatome gebunden sein
(8¢ = 69.8, 73.0), das andere tragt die [sopropylgruppe. Zusammen
mit drei Methylengruppen und einer oxygenierten Methingruppe

bilden die beiden quartiren C-Atome einen Sechsring. Zwei der

Methylengruppen  sind  benachbart, ebenso die dritte 91
Methylengruppe und die Methingruppe. Als ein mogliches Isomer

ergibt sich hieraus p-Menthan-1-2,4-triol (91), dessen Vorliegen durch die Ubereinstimmung
der "H-NMR-Daten mit publizierten Werten''"") bestitigt wird.

Die Isopropylgruppe wirkt als konformativer Anker des Cyclohexansystems. Das Auftreten
einer W-Kopplung zwischen 2-H und 6-H.q belegt eine dquatoriale Stellung des Protons an
C-2. Auf analoge Weise sowie anhand der im Vergleich zu den axialen Protonen niedrigeren
chemischen Verschiebung konnen die dquatorialen Protonen an C-2 und C-5 bestimmt

werden.

Abbildung 72: Konformation von p-Menthan-1-2,4-triol (91).

p-Menthan-1-2,4-triol (91) wird in der Literatur als Bestandteil bestimmter Pflanzendle

55,191

beschrieben 1. Aus Mikroorganismen war dieses Monoterpen bisher nicht bekannt, jedoch

wurde die regioisomere Verbindung p-Menthan-1,2,3-triol aus einem Pilzstamm der gleichen

1921 Das Vorkommen von 91 ist neben der in 89 und 90

Gattung (Phomopsis) isoliert!
enthaltenen Tiglinsdure ein weiterer Beweis fiir einen aktiven Isoprenoidstoffwechsel des

Stamms Phomopsis sp. BS 6769.
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15 Biologische Aktivitat der Pilzmetaboliten

Die in Plattendiffusionstests ermittelte antimikrobielle Wirkung der Metaboliten gegen Gram-
positive und Gram-negative Bakterien sowie den Pilz Candida albicans sind in Tabelle 19
angegeben. Tabelle 20 zeigt die Ergebnisse der Pflanzenschutz-Tests gegen phytopathogene
Pilze und Insekten. Testergebnisse zur herbiziden Wirkung der Substanzen liegen noch nicht

Vor.

15.1 Biologische Aktivitat der bekannten Substanzen

Die beiden Primédrmetaboliten Ergosterol (58) und Cerebrosid C (59) wiesen keine Wirkung
in den biologischen Tests auf, mit Ausnahme einer schwachen Aktivitit von 59 gegen

P. infestans (Hemmung bei 125 ppm).

Ascosalipyron (60) kann das Wachstum der phytopathogenen Pilze P. oryzae und S. tritici
verhindern, aufgrund der geringen Wirkstirke erscheint diese Aktivitit jedoch nicht

verfolgenswert. Eine Wachstumshemmung von Bakterien oder C. albicans trat nicht auf.

Im Plattendiffusionstest wurde wie erwartet eine starke antibakterielle Wirkung von
Chaetoglobosin A (66) und seinem 19-O-Acetat (65) festgestellt. Bei B. subtilis ist sie
vergleichbar mit Penicillin G, bei E. coli und S. aureus etwas schwécher. Chaetoglobosin C
(67) besitzt nur gegen B. subtilis eine moderate Hemmwirkung. Vermutlich sind sowohl die
fungizide als auch die herbizide Wirkung des Extrakts aus Chaetomium sp. BS 6556 auf die
Chaetoglobosine 65 - 67 zuriickzufiihren. Testergebnisse hierzu stehen noch aus, diskutiert

wird die Wirkung der Cytochalasine auf Seite 113.

Eine hemmende Wirkung gegen B. subtilis besitzen auch die Sesquiterpene Helminthosporal
(78), Helminthosporol (79) und cis-Sativendiol (80). Von ihnen ist zudem eine toxische (78)
bzw. Wachstums-fordernde Wirkung (79, 80) gegeniiber Pflanzen bekannt, diese wird in
Kapitel 12.5 ab Seite 120 beschrieben.

Phomopsolid B (89) zeigte weder gegen Bakterien noch gegen phytopathogene Pilze oder
Insekten eine Aktivitit. Die in der Literatur angegebene starke antibakterielle Wirkung von 89
gegen S. aureus (vergleichbar mit z. B. Penicillin)!'®’ konnte nicht reproduziert werden. Zur

in der Literatur beschriebenen Aktivitit gegen Borkenkéfer siche Kapitel 14.1, Seite 128.
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15.2 Biologische Aktivitat der neuen Sekundarmetaboliten

Chaetospiron (68) und Bis(prehelminthosporol) (81) weisen jeweils eine antibakterielle
Wirkung gegen B. subtilis auf. Fiir Beauveriaspirolid (86) und Phomopsofuran A (90) konnte
bisher keine antimikrobielle Wirkung festgestellt werden, allerdings stehen hier ebenso wie
bei 68 und 81 die Ergebnisse der Pflanzenschutz-Tests noch aus. Bei dem dimeren
Sesquiterpen 81 diirften aufgrund der bekannten Wirkungen der Sesquiterpene 78 - 80
insbesondere die Ergebnisse des Herbizid-Tests interessant sein. Bei der Spiroverbindung 86
gilt dies aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit zu Insekten-Pheromonen fiir die Insektizid-

Tests (vgl. Kapitel 13.1, Seite 123), ebenso bei 68 aufgrund seines Tropolon-Geriists.

Tabelle 19: Antibiotische Wirkung der aus Pilzen isolierte Sekunddrmetaboliten. Angegeben

ist der Hemmhof-Durchmesser beim Plattendiffusionstest in [mm], Penicillin G diente als

Vergleich.
Escherichia Bacillus Staphylo- Candida
coli subtilis coccus aureus albicans
Penicillin G 16 35 25 0

Substanzen aus Chaetomium sp. BS 6556

19-O-Acetyl- 10 30 10 0
chaetoglobosin A (65)

Chaetoglobosin A (66) 12 35 11 0
Chaetoglobosin C (67) 0 10 0 0
Chaetospiron (68) 0 14 0 0

Substanzen aus Drechslera sp. BS 6618

Helminthosporal (78) 0 10 0 0
Helminthosporol (79) 0 9 0 0
cis-Sativendiol (80) 0 8 0 0
Bis(prehelminthosporol) (81) 0 9 0 0

50 pg Substanz auf Filterpapier-Pléttchen, @ 6 mm

Keine Wirkung gegen die Testkeime zeigten Ergosterol (58), Cerebrosid C (59), Ascosali-
pyron (60), Beauveriaspirolid (86), Phomopsolid B (89) und Phomopsofuran A (90).
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Tabelle 20: Ergebnisse der aus Pilzen isolierten Sekundérstoffe in den Pflanzenschutz-Tests.

Mikrotest gegen phytopathogene Pilze  Insektizid-Mikrotest

Hdufig isolierte Metaboliten
Ergosterol (58) nicht aktiv

Cerebrosid C (59) schwache Wirkung gegen P. infestans
(Hemmung bei 125 ppm)

Substanz aus Diplodia sp. BS 5945

Ascosalipyron (60) schwache Wirkung gegen P. oryzae
und S. tritici (Hemmung bei 125 ppm)

Substanzen aus Drechslera sp. BS 6618
Helminthosporol (79) nicht aktiv

Substanz aus Beauveria sp. BS 6750
Beauveriaspirolid (86) nicht aktiv

Substanzen aus Phomopsis sp. BS 6769
Phomopsolid B (89) nicht aktiv nicht aktiv
p-Menthan-1,2,4-triol (91) nicht aktiv

Nicht angegebene Testergebnisse sowie die von 19-O-Acetylchaetoglobosin A (65),
Chaetoglobosin A (66), Chaetoglobosin C (67), Chaetospiron (68), Helminthosporal (78), cis-
Sativendiol (80), Bis(prehelminthosporol) (81) und Phomopsofuran A (90) stehen noch aus.
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16 Diskussion der im Screening mit endophytischen

Pilzen erzielten Ergebnisse

Endophyten als Quelle neuartiger Sekunddrstoffe

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstreichen, dass endophytische Pilzstimme eine
reichhaltige Quelle fiir neue Sekunddrmetaboliten sind. Vier der neun bearbeiteten
Pilzstimme produzieren bisher unbekannte Verbindungen. Beriicksichtigt man lediglich die
im Screening aufgefallenen Pilzstimme, so erhoht sich die Quote der Stimme mit neuen
Sekundirstoffen auf 100%. Unter den Metaboliten befinden sich mit Chaetospiron (68) und

Beauveriaspirolid (86) zwei Spiroverbindungen mit neuartigen Kohlenstoff-Grundgeriisten.

Ein Unterschied zwischen Endophyten aus Algen und solchen aus terrestrischen Pflanzen
kann aufgrund der nicht-signifikanten Anzahl an bearbeiteten Stimmen in dieser Arbeit nicht
festgestellt werden. Es kann jedoch vermutet werden, dass die als typisch flir marine Habitate
geltenden Gattungen Dendryphiella und Corollospora, von denen insgesamt fiinf Stimme
untersucht wurden, iiber keine signifikante Sekundirstoffbildung verfiigen. Dies lésst jedoch
weder Riickschliisse auf andere Pilzgattungen zu, noch ist die Moglichkeit auszuschliefen,

dass die geeigneten Kultivierungsbedingungen bisher nicht gefunden wurden.

Neben dieser Biotop-vergleichenden Datenanalyse wére auch ein Vergleich zwischen
Endophyten und nicht-endophytisch lebenden Pilzen interessant. Leider ist hierzu in der
Literatur keine solide Datengrundlage erhéltlich, da die Ergebnisse ,,unproduktiver* Stimme
und die Reisolierung bekannter Substanzen selten verdffentlicht werden. Somit ist keine
abgesicherte Aussage dariiber moglich, wie hoch der Anteil an Pilzstimmen einer
spezifischen Gattung ist, in dem neue Sekundirmetaboliten gefunden werden konnen. Dies
verdeutlicht, dass die Fixierung der Arbeiten auf neue Strukturen wichtige Informationen

unterdriickt, die unter heutiger Fragestellung dringend gebraucht wiirden.

Variation der Kultivierungsbedingungen

Die Ergebnisse des Screenings zeigen, dass die Produktion von Sekundérstoffen bei Pilzen in
erheblichem MaBe von der Art der Kultivierung beeinflusst wird. Die groften Unterschiede
zeigten die Extrakte aus Schiittel- und Ruhekulturen. Ob diese Ruhekulturen auf Festagar, auf
DiGe-Feststoffmedium oder in P-Kolben in Fliissigmedium durchgefiihrt wurden, hatte
ebenfalls deutliche Auswirkungen. Das Nahrmedium schlieBlich bewirkte eine weitere

Variation der Sekundérstoff-Biosynthese. Die Resultate des Screenings zeigen jedoch, dass
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positive Befunde eines Stamms zumeist in mehreren Nidhrmedien erhalten werden. Es wire
daher aus Griinden der Effizienz zu {iberlegen, die Anzahl der verwendeten Néhrlosungen zu
verringern. Es konnte eine Beschrinkung auf drei oder vier Ndhrmedien erfolgen, wobei auf
unterschiedliche Kohlenstoffquellen wie Glucose, Malz, Glycerin und Stirke geachtet werden

sollte.

Die Zugabe von Natriumchlorid oder —bromid zur Néhrlosung fiihrte zur Beeinflussung des
Wachstums und des Metaboliten-Musters einiger Stimme. Dieser Effekt war jedoch nicht so
ausgeprigt, dass eine routineméfige Variation der Salzkonzentration empfohlen werden kann.

Lohnenswert ist sie sicherlich bei bereits als interessant eingestuften Stimmen.

Fiir eine Erhohung der taxonomischen Vielfalt wére eine Isolierung der Pilzstimme mit
Néhrmedien interessant, die dem jeweiligen biologischen Habitat angepasst sind. So haben
beispielsweise Algen einen hohen Anteil an Zuckeralkoholen, diese werden in den {iblichen
Néhrmedien jedoch nicht verwendet. Diese Komponenten konnten auch bei der Variation der

Kultivierungsbedingungen berticksichtigt werden.

Chemisches und biologisches Screening

Eine sorgfiltige Stammauswahl durch ein vorgeschaltetes chemisches oder biologisches
Screening ist fiir das Auffinden neuer Naturstoffe unerlédsslich. Dies zeigt sehr deutlich ein
Vergleich der Ergebnisse aus den fiinf nicht im Screening aufgefallenen Pilzstimmen mit
denen der vier Stimme, die nach chemischen und biologischen Gesichtspunkten ausgewihlt
worden waren. Wihrend aus Ersteren nur zwei bekannte Sekundéarstoffe erhalten wurden,

waren Letztere eine ergiebige Quelle auch neuartiger Strukturen.

Auffillig ist eine hiufige, jedoch nicht ausnahmslose Ubereinstimmung der Ergebnisse des
chemischen und biologischen Screenings. Da die biologischen Tests auf Aktivitit gegen
phytopathogene Pilze und Insekten beschrinkt waren, war die Anzahl der chemisch

interessanten Extrakte hoher als die der biologisch wirksamen.

Um eine Reisolierung bereits bekannter Substanzen effektiver zu vermeiden, wire die
Verwendung einer HPLC-gestiitzten Datenbank sinnvoll. Da eine solche kommerziell nicht
erhéltlich ist, miisste sie zunichst aufgebaut werden. Hierflir wére eine Kooperation verschie-
dener Arbeitsgruppen erstrebenswert, um eine moglichst grole Anzahl an Reinsubstanzen zur
Verfiigung zu haben. Die effektivste Methode wire sicherlich eine HPLC-MS Kopplung,
héufig wiirde jedoch auch eine HPLC-UV Kopplung mit Dioden-Array-Detektor ausreichen.

Effizient ware weiterhin die direkte Verbindung mit einer alle bekannten Pilzmetaboliten
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enthaltenden Datenbank. Die kommerziell erhiltlichen Naturstoff-Datenbanken AntiBase!*”

und Dictionary of Natural Products™”’

enthalten diese zwar, jedoch ist bei einer Suche die
Unterscheidung zwischen bakteriellen, pilzlichen und pflanzlichen Metaboliten nicht ohne
Weiteres moglich. Ebenso fehlt die direkte Einbindung experimenteller spektroskopischer
Daten. Letztere bietet das Handbook of Fungal Metabolites!'” | das jedoch nicht in elektroni-

scher Form erhaltlich ist und nur einen Teil der bekannten Sekundiarmetaboliten enthilt.

Projektplanung und —koordination

Die Konzeption des Projekts sah einen gleichzeitigen Arbeitsbeginn aller Projektpartner vor.
Im offensichtlichen Widerspruch hierzu steht die Tatsache, dass die Arbeiten der Gruppen
aufeinander aufbauen. Die am Anfang stehende Isolierung der endophytischen Pilze und ihre
taxonomische Charakterisierung ermdglichen erst die hierauf folgende Kultivierung der
Stamme und deren chemisches und biologisches Screening. Wie bereits erwdhnt sind die
Ergebnisse dieser Tests eine essentielle Voraussetzung fiir eine Erfolg versprechende Stamm-
auswahl. Nach den Erfahrungen dieses Projekts ist ein Zeitraum von etwa einem Jahr
einzuplanen, bis eine Kultivierung ausgewéhlter Stimme im groBeren Mafstab erfolgen kann

und die Arbeiten zur Isolierung und Strukturaufkldrung sinnvoll beginnen konnen.

Als sehr hilfreich erwies sich die von der BASF durchgefiihrte Auftrennung von Rohextrakten
durch HPLC mit biologischer Testung der Fraktionen, wofiir jedoch weitere Zeit notwendig
war. Dies fiihrte zu der Situation, dass erst ab der zweiten Hélfte, insbesondere jedoch gegen
Ende des Projektzeitraums eine grole Anzahl interessanter Stimme zur Verfiigung stand, teils
mit zusétzlichen Informationen durch HPLC-Trennungen. Diese kénnen jedoch im Rahmen

des eigentlichen Projekts nicht mehr vollstindig bearbeitet werden.

Sinnvoll wéren ein zeitlich um ein Jahr versetzter Projektbeginn der einzelnen Arbeitsgruppen
sowie eine insgesamt um mindestens ein Jahr lidngere Projektlaufzeit gewesen. Eine
schnellere Verfligbarkeit der Ergebnisse aus den Pflanzenschutz-Mikrotests wire flir einen
Vergleich der biologischen Aktivitdt isolierter Substanzen mit der des jeweiligen Extrakts

erstrebenswert.

Eine zentrale Sammlung der Ergebnisse aller Projektpartner dieses Forschungsverbunds
wiirde vergleichende Datenanalysen mit einer maximalen Zahl an Informationen ermdglichen.
Wie oben erwéhnt, konnte der Aufbau einer entsprechenden Datenbank einen grof3en Beitrag

auch fiir zukiinftige Projekte leisten.
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17 Zusammenfassung der Ergebnisse

17.1 Naturstoffe aus Bakterien

Neue Actinomycine aus Actinomyces sp. CS 210

Die Strukturen von fiinf neuen Actinomycinen des G-Typs wurden durch spektroskopische
Methoden aufgeklart. Damit wurde die Zahl der bekannten natiirlich vorkommenden
Actinomycine von 19 auf 24 erweitert. Abweichend von Actinomycin D (19) enthalten sie die
Aminosduren 3-Hydroxy-5-methylprolin im a-Ring und N-Methylalanin sowie 4-Chlor- bzw.
4-Hydroxythreonin im pS-Ring. Erstmals wurde bei Actinomycin Gs (15) ein Ringschluss

zwischen [-Pentapeptidring und
i | u [l | Chromophor festgestellt.
~° ~°
%jyk Zﬁ/ Clk zﬂ/ Actinomycin G¢ (16) hingegen entsteht
\E g \i - biosynthetisch vermutlich durch

W 0" o W N+ zweifache Acylverschiebung aus Gs (13).
[¢] O
R

~°
NH, R=Cl: Actinomycin G; (12)
R = OH: Actinomycin Gs (13)
O
R=H: Actinomycin G4 (14)

@*W e 3t 5o W
TO/O\O N//o\o*f/o S s

Actinomycin Gs (15) Actinomycin Gg (16)

/

N

z

12 - 16 wurden auf ihre Cytotoxizitdt gegen verschiedene Zelllinien und im Plattendiffusions-

test auf antimikrobielle Wirkung untersucht. Das 4-Chlorthreonin enthaltende
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Actinomycin G, (12) wirkt ebenso stark cytotoxisch, jedoch etwas schwicher antibakteriell
als Actinomycin D (19). Deutlich schwicher ist die biologische Wirksamkeit der
4-Hydroxythreonin enthaltenden Verbindungen 13, 15 und 16, insbesondere im Fall des
verdnderten Chromophors (15) oder des Verlusts der nativen Konformation des f-Rings (16).
Struktur-Wirkungsbeziehungen wurden herausgestellt. Die Biosynthese der Actinomycine
vom G-, X- und Z-Typ wurde diskutiert und fiir die Bildung von 15 und 16 aus 13

Reaktionsmechanismen aufgezeigt.

Es wurde ein Uberblick iiber die Substanzklasse der Actinomycine und die durch Vorldufer-

dirigierte Biosynthese erhaltenen Derivate gegeben.

Neue Aminophenoxazone aus Halomonas sp. Rk377a

Die Zugabe von Anthranilsdure zum Kulturmedium von Halomonas sp. Rk377a fiihrte zu
einer vollstindigen Anderung des Metabolitenspektrums des Stamms. Die orange-rote
Farbung des Extraktes ist auf die Produktion von 2-Aminophenoxazon (39) und vier
Derivaten hiervon zuriickzufithren. Drei dieser Derivate besitzen eine in der Literatur nicht
beschriebene Substitution in Position 6 bzw. 6 und 8: 2-Amino-6-hydroxy-phenoxazin-3-on
(40), 2-Amino-8-benzoyl-6-hydroxy-phenoxazin-3-on (42) und 2-Amino-8-(4-hydroxy-
benzoyl)-6-hydroxy-phenoxazin-3-on (43). Die antimikrobiellen sowie cytotoxischen
Aktivititen der Verbindungen wurden ermittelt und diskutiert, ebenso der mdgliche
Zusammenhang zwischen Aminophenoxazon-Produktion und der beobachteten verstarkten

Melanin-Bildung.

R1 R2
39 H H
40 OH H o RNQ: N\:@N H,

\7 5a 4a 3
42 OH ©)L 7 =0 o}
R
O 1

43 N

OH

HO

Nargenicin A; aus Actinomyces sp. Go 301

Mit dem Stamm Actinomyces sp. G6 301 wurde ein effektiver Produzent des Antibiotikums

Nargenicin A; (44) gefunden, der die Verbindung in Ausbeuten von 50 mg/L verfiigbar
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macht. Die selektive Wirkung von 44 gegen Staphylokokken wurde im Plattendiffusionstest
bestitigt.

6-Desoxy-a-L-talopyranoside aus Actinomyces sp. Go M1

Aus Actinomyces sp. G6 M1 wurden sieben 1-O-Aryl- und 1-O-Acyl-glykoside isoliert, deren
gemeinsamer Zuckerbaustein 6-Desoxy-a-L-talose ist. Dieser ungewohnliche Desoxyzucker

war zuvor bei nur einem anderen mikrobiellen Sekundirstoff gefunden worden.

O/R

H,C o

OH

OH OH

1-O-Isovaleryl-... (45) 1-O-(4-Hydroxyphenyl)-...

(48)

)(L)\ /©/
¢ <
1-O-Phenylacetyl-... (46) jL/@ 1-O-(4-Hydroxy-2-methoxy- OH

phenyl)-... (49)

1-O-(2-Aminobenzoyl)-... e N 1-O-(2-Pyrrolylcarbonyl)-... o
H
(47) ‘J‘\@ (50) N
W

1-O-(4-Hydroxybenzoyl)-... Q
<
... -6-desoxy-a-L-talopyranosid D) J\©\
OH

Durch Vorldufer-dirigierte Biosynthese konnte die Ausbeute an 46 um das Dreifache und an
50 um das DreiBligfache erhoht werden. Die Zugabe von 4-Hydroxybenzoesdure zur Kultur
filhrte zur vermehrten Bildung des 1-O-Acyl-glykosids 51 und des 1-O-Aryl-glykosids 48,
aulerdem wurde der neue zweifach glykosylierte 4-O-(6-Desoxy-a-L-talopyranosyl)-

benzoesdure-(6-desoxy-o-L-talopyranosyl)ester (54) erhalten.

Die Biosyntheseleistung und das Produktspektrum des Stamms wurden mit den bekannten
Rhamopyranosid-Bildnern verglichen und Annahmen zur Biosynthese gemacht. Die
biologische Bedeutung der Verbindungen wurde im Hinblick auf ihre mogliche Funktion als

energiereiche Intermediate im bakteriellen Stoffwechsel diskutiert.
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17.2 Naturstoffe aus endophytischen Pilzen

Chemisches und biologisches Screening

Im Rahmen eines BMBF-Forschungsverbunds wurden endophytische Pilzstimme aus
verschiedenen Habitaten auf ihre Sekundirstoffproduktion hin untersucht. Aus der Rotalge
Hypnea cervicornis wurden eigenstindig 36 endophytische Pilzstimme isoliert. 18 dieser
Stimme sowie 16 von B. SCHULZ (TU Braunschweig) erhaltene Endophyten wurden einem
intensiven chemischen und biologischen Screening unter Variation der Kultivierungs-
bedingungen unterzogen (OSMAC-Methode), in dessen Verlauf jeweils iiber 600 Proben
getestet wurden. Beim chemischen Screening erwiesen sich die Extrakte von 16 Pilzen als

interessant, in den biologischen Tests fielen 14 Stimme auf.

Endophyten als Produzenten von Sekunddrmetaboliten

Neun Pilzstimme wurden im Rahmen dieser Arbeit im groBeren Malistab kultiviert, so dass
ihre Sekundirstoffe isoliert und in ithrer Struktur aufgekldrt werden konnten. Die Endophyten
erwiesen sich als potente Produzenten strukturell vielfdltiger, teils neuartiger Naturstoffe.
Voraussetzung fiir das Auffinden interessanter Metaboliten war eine sorgfiltige Stamm-

auswahl nach chemischen und biologischen Gesichtspunkten.

Sekunddrmetaboliten aus Diplodia sp. BS 5945 und Microsphaeropsis sp. BS 6278

Aus dem Stamm BS 5945 wurde Ascosalipyron (60) isoliert, welches in der Literatur bereits
als Metabolit eines anderen Endophyten beschrieben wurde. Das aus dem Stamm BS 6278

erhaltene Solanapyron C (61) ist ein bekanntes Toxin phytopathogener Pilzstimme.

Chaetoglobosine und Chaetospiron aus Chaetomium sp. BS 6556

Die im biologischen Screening aufgefallene starke fungizide Wirkung des DiGe-Extrakts
konnte auf die Produktion von Cytochalasinen zuriickgefiihrt
werden. Als Hauptprodukt bildet der Stamm 19-O-Acetyl-
chaetoglobosin A (65), Nebenprodukte sind Chaetoglobosin
A (66) und C (67). Aus dem lipophilen Anteil des Extrakts
wurde Chaetospiron (68) isoliert, welches ein neuartiges
Kohlenstoffgeriist besitzt. 68 wirkt antibakteriell, der

hypothetische Verlauf der Biosynthese von 68 auf dem \

Polyketidweg wurde dargestellt.
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Sesquiterpene aus Drechslera sp. BS 6618

Aus dem Agarplatten-Extrakt des Stamms BS 6618 wurden die drei Sesquiterpene
Helminthosporal (78), Helminthosporol (79) und cis-Sativendiol (80) isoliert. Die neue
Verbindung Bis(prehelminthosporol) (81) wurde als Gemisch von zwei nicht-trennbaren
Diastereomeren erhalten (81A und 81B). Es liegt das dimere Acetal von Prehelminthosporol
(82) vor, einem mutmalBlichen
biosynthetischen Vorldufer von
79. Die biologische Aktivitdt der
Metaboliten wurde evaluiert und

thre biosynthetische Verwandt-

schaft aufgezeigt.

Spiroverbindung aus Beauveria

sp. BS 6750

Der Stamm BS 6750 fiel im chemischen Screening auf und produziert

eine neuartige Spiroverbindung, die Beauveriaspirolid (86) genannt

86

wurde. Vermutlich ist 86 ebenso wie 68 ein Polyketid.

Sekunddrmetaboliten aus Phomopsis sp. BS 6769

Neben der literaturbekannten Verbindung Phomopsolid B (89) Q
biosynthetisiert Phomopsis sp. BS 6769 in Schiittelkultur die A e OH
neue, biosynthetisch verwandte Substanz Phomopsofuran A SR :
(90). Weiterhin wurde das zuvor nur aus Pflanzen bekannte -

p-Menthan-1,2,4-triol (91) erhalten. © 90

Biologische Aktivitit der neuen Sekunddrmetaboliten

Im Plattendiffusionstest wurde die antimikrobielle Wirkung aller Metaboliten bestimmt. 68
und 81 wirken antibakteriell gegen B. subtilis, fiir 86 und 90 wurde keine antimikrobielle
Aktivitdt festgestellt. Alle Substanzen wurden den Pflanzenschutz-Tests der BASF zugefiihrt,

deren Ergebnisse groBtenteils noch ausstehen.
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B. Experimenteller Teil

18 Instrumentelle Analytik

Infrarotspektren: Alle IR-Spektren wurden als KBr-Presslinge mit einem FT-IR-
Spektrometer der Firma Perkin-Elmer Modell 1600 aufgenommen. Abkiirzungen: br = breit,

sh = Schulter.

UV-Spektren: Varian Cary 3E. Alle Spektren wurden mit Methanol als Losungsmittel
aufgenommen, soweit nicht anders vermerkt. Die Wellenldnge A ist in [nm] angegeben, der
molare Absorptionskoeffizient € hat die Dimension [1000 cm? mol™'] und berechnet sich wie
folgt: &= Abs*M ,

c*d
mit Abs = Absorption, M = Molmasse, ¢ = Konzentration, d = Schichtdicke.
Bei einer Schichtdicke von d =1 ¢cm und einer Losung mit dem Volumen V = 10 mL ergibt

Abs*M [g/mol]*10
Einwaage [mg]

sich somit: & [1000 cm® mol] =

Methanol/HCl bzw. Methanol/NaOH: Zu 2 mL methanolischer Losung wurde jeweils ein
Tropfen 1 M Salzsdure bzw. 1 M Natronlauge gegeben.

Circulardichroismus-Spektren: Jasco Modell J-500. Die molaren Elliptizititen 6 sind in
[10" grad cm® mol™'] angegeben.

20

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

[107 deg cm® g'], die Konzentrationen in [mg/mL] angegeben.

Massenspektren: EI-MS: Finnigan MAT 95, 70V, Hochauflosungen wurden mit
Perfluorkerosin als Vergleichssubstanz gemessen, die relativen Intensitdten beziehen sich auf
den Peak hochster Intensitdt und sind in Klammern angegeben. DCI-MS: Finnigan MAT 95,
200 eV, Reaktandgas NHj;. ESI-MS: Finnigan LC-Q. HR-ESI-MS: Bruker Apex-Q III,
Feldstérke 7 Tesla.



146 EXPERIMENTELLER TEIL

1H-NMR-Spektren: Varian Inova 600 (600 MHz), Varian Inova 500 (500 MHz), Varian
Mercury 300 (300 MHz), Varian Unity 300 (300 MHz), Bruker AMX 300 (300 MHz).
Chemische Verschiebungen sind in 8-Werten (ppm) relativ zum jeweiligen Losungsmittel als
internem Standard angegeben, Kopplungskonstanten J in [Hz]. Alle 'H-NMR-Spektren
wurden als Spektren erster Ordnung interpretiert, soweit Signalaufspaltung und Kopplungs-
konstanten angegeben sind. Abkiirzungen: s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, q =
Quartett, quint = Quintett, sext = Sextett, hept = Heptett, m = Multiplett, br = breit.

13C-NMR-Spektr‘en: Varian Inova 600 (150.8 MHz), Varian Inova 500 (125.7 MHz), Varian
Mercury 300 (75.5 MHz), Varian Unity 300 (75.5 MHz), Bruker AMX 300 (75.5 MHz),
Varian Mercury 200 (50.3 MHz). Chemische Verschiebungen in 6-Werten (ppm) relativ zum
jeweiligen Losungsmittel als internem Standard. Multiplizititen wurden aus 'Jeu-
Korrelationsexperimenten oder APT-Spektren entnommen. Abkiirzungen: s = Singulett, d =

Dublett, t = Triplett, q = Quartett, APT = Attached Proton Test

2D-NMR-Spektren: *H,'H-COSY ('H,'H-Correlated Spectroscopy), HSQC (Heteronuclear
Single Quantum Coherence), HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Coherence), HMBC
(Heteronuclear Multiple Bond Connectivity), NOESY (Nuclear Overhauser Effect
Spectroscopy), TOCSY (Total Correlation Spectroscopy).

19 Chromatographie

Losungsmittel: Die Losungsmittel fiir die Chromatographie wurden zuvor destilliert. Fiir die
HPLC wurden analysenreine Losungsmittel und bidestilliertes Wasser verwendet, die zuvor
im Ultraschallbad (10 min) und durch anschlieBendes Durchleiten von Helium (10 min)

entgast wurden.

Dunnschichtchromatographie: Merck HPTLC-Fertigplatten Kieselgel 60 Fyss, 10 x 10 cm,
Schichtdicke 0.2 mm; Merck DC-Alufolien Kieselgel 60 F,s4, 20 x 20 cm, Schichtdicke
0.2 mm; Merck DC-Alufolien RP-18 Fjs45, 20 x 20 cm, Schichtdicke 0.2 mm. Angegeben sind
Re~Werte (Lauthohe relativ zur Laufmittelfront).
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Spriithreagenzien: Nach Merck, Anfirbereagenzien fiir die Diinnschichtchromatographie!'>).

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

Anisaldehyd (Nr. 27): 1.0 mL Anisaldehyd wird in eine Losung aus 85 mL Methanol, 10 mL
Eisessig und 5 mL konz. Schwefelsdure gegeben.

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

Orcin-Sprithreagenz (Nr. /20-122): 1 g Eisen-(III)-chlorid wird in 100 mL Schwefelsdure

geldst und mit dem gleichen Volumen einer Orcinlésung (6% in Ethanol) versetzt.

Adsorberharz: Serva Amberlite® XAD-2

Saulenchromatographie: Fiir Schwerkraftsdulen wurde Kieselgel 60, 0.2 - 0.05 mm
(Macherey-Nagel, ICN) verwendet; fiir Flash-Chromatographie!'**! kam Kieselgel 60, 0.04 -
0.063 mm (Macherey-Nagel) zum Einsatz. Sephadex® LH-20 (Sigma Aldrich) wurde zur

Gelchromatographie benutzt.

Mitteldruckchromatographie: Pumpe: Knauer; Saule: Merck LiChroprep® RP-18, 40 —
63 pm.

Hochleistungs-Flussigchromatographie Anlagen:

Analytische HPLC mit DAD-Kopplung:

HPLC 1: Pumpe: Kontron 322; Mischkammer: Kontron HPLC 360; Dioden-Array-Detektor:
Kontron 440; Autosampler: Kontron 360 mit analytischer Aufgabeschleife; Software:
Kontron Kromasystem 2000™ Version 1.60.

HPLC 2: Pumpe: Jasco PU-2080plus; Mischkammer: Jasco LG-2080-02; Entgaser: Jasco
DG-2080-53; PDA-Detektor: Jasco MD-210plus; Autosampler: Jasco AS-2055plus mit
Rheodyne 100 pL. Aufgabeschleife; Sdulenofen: Jasco CO-2065; Fraktionensammler: Jasco
SF-3120; Chromatographiesoftware: Jasco Borwin™ mit Jasco Borwin™ PDA Version 1.50;
Steuersoftware: Jasco Borwin™ HSS-2000 Version 3.5.2.

Analytische HPLC mit MS-Kopplung:

HPLC 3: Pumpe und Mischkammer: Flux Instruments Rheos 4000; Entgaser: Flux
Instruments ERC-3415a; Autosampler: Jasco 851-AS mit variabler Aufgabeschleife
0-100 pL; PDA-Detektor: Finnigan Surveyor; Massendetektor: Finnigan LC-Q; Steuersoft-
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ware HPLC: Flux Instruments Janeiro; Chromatographie- und Steuersoftware PDA und MS-
Detektor: Finnigan Xcalibur™ Version 1.3.

Semipréaparative HPLC:

HPLC 4: Pumpe: Jasco PU-1587; Mischkammer: Jasco 1000 pL; UV-Detektor: Jasco
UV-1575; manuelles Probenaufgabeventil: Rheodyne mit 2.0 mL Aufgabeschleife;
Chromatographiesoftware: Jasco Borwin™ Version 1.50; Steuersoftware: Jasco HSS-2000

Version 3.5.2.

Hochleistungs-Flussigchromatographie Saulen:

Analytisch: Saule 1 (Standardsdule fiir Analytik): Jasco Nucleosil 100 C18, 5 um,
250 x 3 mm, Flussrate: 0.5 mL/min. S&ule 2 (Standardsdule fir HPLC-MS): Grom
Supersphere 100 RP-18 endcapped, 4 um, 100 x 2 mm mit Vorsédule Grom Supersphere 100
RP-18 endcapped, 4 pm, 10 x 2 mm, Flussrate: 0.3 mL/min. Sdule 3 (BASF-Fraktionierung):
Merck Chromolith Performance RP18-e, 2 um, 100 x 4.6 mm, Flussrate: 1.4 mL/min.
Séule 4: Jasco Nucleodur 100 C18, 5 um, 250 x 3 mm, Flussrate: 0.5 mL/min.
Semipraparativ: Sdule 5: Jasco Nucleosil 100 C18, 5um, 250 x 8 mm, Flussrate:
2.6 mL/min. S@ule 6: Macherey-Nagel Nucleodur 100-5 C18 endcapped, 5 um, 250 x 8 mm,
Flussrate: 2.6 mL/min. Saule 7: Macherey-Nagel Nucleodur 100-5 C18 endcapped, 5 um,

250 x 16 mm, Flussrate 17 mL/min.

Gradientenprogramme und Laufmittelsysteme ftr die HPLC:

Programm 1 (Standardprogramm fiir Analytik): Laufmittelsystem: Wasser (A) / Acetonitril
(B), jeweils mit 0.1% TFA; Gradient: von 10% auf 100% B in 25 min, 8 min bei 100% B, von
100% auf 10% B in 2 min, 5 min bei 10% B.

Programm 2 (Standardprogramm fiir HPLC-MS): Laufmittelsystem: Wasser (A) / Methanol
(B), jeweils mit 0.05% Ameisensdure; Gradient: von 20% auf 100% B in 20 min, 10 min bei
100% B, in 2 min auf 20% B, 5 min bei 20% B.

Programm 3 (BASF-Programm): Laufmittelsystem: Wasser (A) / Acetonitril (B); Gradient:
von 10% auf 50% B in 20 min, von 50% auf 100% B in 7.5 min, 18.5 min bei 100% B, von
100% auf 10% B in 0.5 min, 3.5 min bei 10% B.

Programm 4 (Trennung der Actinomycine 13 und 15): Laufmittelsystem: Wasser (A) /
Acetonitril (B); isokratische Trennung mit 54% B, UV-Detektion bei 254 nm.

Programm 5 (Trennung der Actinomycine 12, 13 und 14): Laufmittelsystem: Wasser (A) /
Acetonitril (B); isokratische Trennung mit 51% B; UV-Detektion bei 254 nm.
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Programm 6 (Trennung der Diketopiperazine 33, 34, 35): Laufmittelsystem: Wasser (A) /
Acetonitril (B), jeweils mit 0.1% TFA; Gradient: 13 min bei 17.4% B, in 1.5 min auf 90% B,
5 min bei 90% B, in 1.5 min auf 17.4% B, 2 min bei 17.4% B; UV-Detektion bei 215 nm.
Programm 7 (Aufreinigung des Aminophenoxazonderivats 42): Laufmittelsystem: Wasser
(A) / Acetonitril (B), jeweils mit 0.1% TFA; Gradient: 7 min bei 22% B, in 1 min auf 44% B,
10 min bei 44% B, in 1 min auf 88% B, 5 min bei 88% B, in 2 min auf 22% B, 2 min bei
22% B; UV-Detektion bei 254 nm.

Programm 8 (Aufreinigung des Desoxytalopyranosids 47): Laufmittelsystem: Wasser (A) /
Acetonitril (B), jeweils mit 0.1% TFA; Gradient: in 25 min von 40% auf 75% B, 9 min bei
75% B, in 1 min auf 40% B, 5 min bei 40% B; UV-Detektion bei 254 nm.

Programm 9 (Trennung der Desoxytalopyranoside 48 - 51): Laufmittelsystem: Wasser (A) /
Acetonitril (B), jeweils mit 0.1% TFA; Gradient: in 25 min von 10% auf 20% B, 5 min bei
20% B, in 1 min auf 10% B, 5 min bei 10% B; UV-Detektion bei 254 nm.

Programm 10 (Trennung der Sesquiterpene 80 und 81): Laufmittelsystem: Wasser (A) /
Acetonitril (B); Gradient: in 25 min von 72% auf 80% B, 5 min bei 80% B, in 1 min auf
72% B, 3 min bei 72% B; UV-Detektion bei 215 nm.

Programm 11 (Trennung der Sesquiterpene 78 und 79): Laufmittelsystem: Wasser (A) /
Acetonitril (B); isokratische Trennung mit 65% B; UV-Detektion bei 215 nm.

Programm 12 (Trennung der Chaetoglobosine 65 - 67 und Chaetospiron (68)): Laufmittel-
system: Wasser (A) / Acetonitril (B); Gradient: 11 min bei 58% B, in 1 min auf 65% B, in
14 min auf 70% B, in 1 min auf 58% B; 3 min bei 58% B; UV-Detektion bei 254 nm.

Gaschromatographie (GC):

GC-MS: Gaschromatograph: ThermoFinnigan Trace GC; Massendetektor: ThermoFinnigan
Trace MS (El-lonisierung, 70 eV); Autosampler: ThermoFinnigan AS2000; Saule: J & W
DB-5MS, 25 mx 0.25 mm, Filmdicke 0.25 um; Triagergas: Helium; Flussrate: 1 mL/min;
Software: ThermoFinnigan Xcalibur™ Version 1.2, EI-MS-Datenbank: NIST/EPA/NIH Mass
Spectral Library Version 2.0a.

Programm: Der Sdulenofen wurde von 40 °C (2 min isotherm) bis 280 °C (4 min isotherm)
mit einer Rate von 10 Grad/min geheizt. Die Temperatur des Injektors und der direkten
Kopplung zum Massenspektrometer betrug 250 °C. Jeweils 0.1 pL. Probenlésung wurden mit

einem Split von 1:50 injiziert.
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20 Mikrobiologische Methoden und Gerate

Nahrmedienbestandteile: Die verwendeten Nahrmedienbestandteile wurden von folgenden
Firmen bezogen: Malzextrakt, Fleischpepton und Caseinpepton von der Fa. Merck, D-Glucose
und Stirke aus Kartoffeln von der Fa. Roth, D-Mannit von der Fa. Riedel-deHaén, D-Maltose
von der Fa. Fluka, Marine Broth, Bacto Nutrient Broth und Agar von der Fa. Difco, Glycerin
von der Fa. AppliChem, Hefeextrakt von der Fa. Oxoid, Cornsteep Powder von der Fa.
Marcor, Hafermehl (Holo® Hafergold) von der Fa. Neuform, Sojamehl fettarm und Sojamehl
vollfett von der Fa. Henselwerk GmbH, Sojapepton von der Fa. Sigma, Perlgraupen von der
Fa. Briiggen, Vollkorn-Dinkelflocken von der Fa. Griines Land, Biomalt Gerstenmalzextrakt

von der Fa. Villa Natura.

N&ahrmedien flur Bakterienkulturen:

M2: Malzextrakt 10 g/L, Hefeextrakt 4 g/L., D-Glucose 4 g/L, pH 7.0

Soja/Mannit: Sojamehl 20 g/L, D-Mannit 20 g/L, pH 7.0

Hafer: Hafermehl 20 g/L, ,,Spur 11* 2.5 mL/L, pH 7.0

Spurenelementelosung ,,Spur 11¢: CaCl, x 2 H>O 3 g/L, Fe(Ill)-citrat 1 g/L, MnSO4 0.2 g/L,
ZnCl, 0.1 g/L, CuSO4x5H,O 25mg/L, Na;BsO;x 10 H,O 20 mg/L, CoCl, 4 mg/L,
Na;MoOsx 2 H,O 10 mg/L

SGG: D-Glucose 10 g/L, Glycerin 10 g/L, Starke 10 g/L, Cornsteep Powder 2.5 g/L, Casein-
pepton 5 g/L, Hefeextrakt 2 g/L., NaCl 1 g/L, CaCOs 3 g/L, pH 7.0

N&ahrmedien flr Pilzkulturen:

1158: Malzextrakt 20g/L, D-Glucose 10 g/L, Hefeextrakt 2 g/L., NHsHSO40.5 g/L, pH 6.0
E2: D-Glucose 20 g/L, Hafermehl 20 g/L, entfettetes Sojamehl 20g/L, keine pH-Einstellung
G20: Glycerin 20 g/L, Malzextrakt 10 g/L, Hefeextrakt 4 g/L, keine pH-Einstellung

1549: D-Glucose 10 g/L, D-Maltose 10 g/L, Caseinpepton 5 g/L, Fleischpepton 5 g/L, pH 5.4
SGG: siehe Ndhrmedien fiir Bakterienkulturen

1405: D-Glucose 30 g/L, NaNOs 3 g/L, K,HPO,4 1g/L, MgSO,4 x 7 H,0 0.5 g/L, KCI1 0.5 g/L,
FeSO,40.01 g/L, pH 7.3

Marine Broth: Marine Broth 37.4 g/L, keine pH-Einstellung

Biomalz: Biomalt Gerstenmalzextrakt 20g/L, pH 5.6

DiGe (Feststoffmedium): Perlgraupen 200 g, Vollkorn-Dinkelflocken 200 g, Sojapepton 2 g,
MnCl,-Losung 1 mL (¢ =20 mg MnCl, x 4 H,O/L), 250 mL Wasser, keine pH-Einstellung
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Fiir alle Nahrmedien wurde demineralisiertes Wasser verwendet und der pH-Wert vor dem
Autoklavieren mit 0.5 N Natronlauge bzw. 0.5 N Salzsdure eingestellt. Zur Herstellung von
Agarplatten wurden jeweils 20 g/ Agar zugesetzt. Die N&hrmedien wurden durch
Autoklavieren (feuchte Hitze, 121 °C, 1 bar Uberdruck, 30 min) sterilisiert.

Schiittler: Braun Inkubationsschiittelschrank BS4, Braun Certomat® RM.

Fermenter: Riihrblattfermenter Braun Biostat M (1.5 L), Braun Biostat B (5 L), Braun
Biostat E (10 L), Braun Biostat U (50 L), Airlift-Fermenter (10 L), gebaut: Uni Dortmund,
Fischer & Porter Gasflowmeter (45711M), The Analytical Development Co. Ltd. CO;-
Analysator, Ingold O,-Elektrode.

Stammhaltung: Die Stammbhaltung erfolgte auf Agarplatten. Fiir Actinomyceten wurde das
Néahrmedium M2 verwendet und die beimpften Platten 4 bis 7 Tage bei 28 °C inkubiert.
Pilzstimme wurden auf dem Nahrmedium 1158 kultiviert, die Dauer betrug hier 7 bis 21 Tage
bei 25 °C. Bewachsene Agarplatten wurden mit Verschlussfolie (Parafilm®M, Fa. Brand)

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

Langzeiterhaltung in flissigem Stickstoff: Von einer gut bewachsenen Agarplatte wurden
mit einseitig zugeschweiliten und mit einem Bleistiick beschwerten sterilen Polypropylen-
Halmen Agarstiickchen ausgestanzt, bis der Halm gefiillt war. Zur Einlagerung von Pilz-
stimmen wurde die bewachsene Agarplatte vor dem Ausstechen mit einer 15%igen wéssrigen
Glycerinlosung bedeckt. Der Halm wurde in einen zweiten dufleren Halm gesteckt, der an
beiden Enden zu geschmolzen wurde. Mehrere Halme in einem Cryordhrchen wurden in

einem Dewargefal} in fliissigem Stickstoff eingelagert.

Mit Ausnahme des Stamms Halomonas sp. Rk377a (Stammhaltung und Kultivierung
erfolgten an der TU Braunschweig, siche S. 155) wurden alle in der vorliegenden Arbeit

beschriebenen Bakterien- und Pilzstimme nach der angegebenen Methode eingelagert.

Plattendiffusionstests: Auf die mit den verschiedenen Testkeimen beimpften Agarplatten
wurden Filterpapierpldttchen (Durchmesser: 6 mm, Dicke: 0.5 mm) gelegt, die mit 50 pL
Substanzlosung (in Aceton oder Methanol, ¢ = 1 mg/mL) getrdnkt und vor dem Auflegen

unter sterilen Bedingungen getrocknet worden waren. Als Testkeime dienten Escherichia coli,
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Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus und Candida albicans. Die Agarplatten wurden 24 h

bei 37 °C (E. coli, B. subtilis und S. aureus) bzw. 25 °C (C. albicans) inkubiert.

Zusammensetzung der Nahrbdden fur Plattendiffusionstests: B. subtilis und E. coli: 5 g/L
D-Glucose, 0.5 g/L Trinatriumcitrat x 2 H,0, 3 g/L KH,PO4, 7 g/l K;HPO4, 0.1 g/L MgSO4
x 7H,0, 1 g/l (NH4),SO4 und 15 g/l Agar, keine pH-Einstellung. S. aureus: 8 g/ Bacto
Nutrient Broth, 5 g/ NaCl und 15 g/l Agar, keine pH-Einstellung. C. albicans: 4 g/L
Hefeextrakt, 10 g/L. Malzextrakt, 4 g/LL D-Glucose und 15 g/L. Agar, pH =5.5.

Zum Ansetzen der Nahrboden wurde demineralisiertes Wasser verwendet, Glucose wurde erst

nach dem Autoklavieren hinzu gegeben.

Isolierung endophytischer Pilze aus Algen: Die Isolierung endophytischer Pilze aus einer
Alge erfolgte analog zu der von SCHULZ et al. fiir Schwimme publizierten Methode!"“.
Hierzu wurden Agarplatten mit 1158, E2-, G20-, 1549- und Biomalz-Ndhrmedium hergestellt,
jeweils mit und ohne Zusatz von 33 g/L NaCl. Zu den Nihrlosungen wurden jeweils 250 pg/L
Penicillin G und 250 pg/L Streptomycin zugegeben, um das Wachstum von Bakterien zu
unterdriicken.

Zur Oberflachensterilisation wurden ca. 5 cm lange Stiicke der Alge 30 Sekunden in eine
70%ige Ethanollosung gehalten und anschliefend mit sterilem demineralisiertem Wasser
gewaschen. Die Algenstiicke wurden in etwa 2 mm grofle Teile geschnitten, die auf die
Antibiotika enthaltenden Agarplatten gelegt und mit einer sterilen Pinzette leicht angedriickt
wurden. Die Agarplatten wurden fiir 2 bis 5 Tage bei 25 °C inkubiert, bis sich Kolonien
ausbildeten. Durch mehrfaches Uberimpfen auf neue Agarplatten mit einer sterilen Impfnadel

wurden die Kolonien vereinzelt.

Zur Uberpriifung des Erfolgs der Oberflichensterilisation wurden mehrere nicht zerschnittene
Algenstiicke ebenfalls auf Agarplatten gelegt und inkubiert. Bei diesen wurde kein

mikrobielles Wachstum beobachtet.
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21 Chemisches Screening von endophytischen Pilzen

Kultivierung auf festen Phasen und Aufarbeitung”

Die Stimme wurden bei Raumtemperatur fiir 21-28 Tage auf Biomalz-Agarplatten oder
DiGe-Feststoffmedium kultiviert. Die Aufarbeitung erfolgte durch Lyophilisieren der Kultur
und anschlieBende Extraktion mit Ethylacetat. Die Extrakte wurden im Vakuum bis zur

Trockne eingeengt.

Kultivierung in Schittelkolben

Die verschiedenen Stimme wurden standardmidfig in sechs verschiedenen Nédhrmedien
kultiviert (1158, G20, E2, 1549, SGG, Biomalz). Die Kultivierung erfolgte in 1L
Erlenmeyerkolben mit drei Schikanen, die mit 150 mL Nahrlosung befiillt und mit einem
Zellstoffstopfen verschlossen wurden. Jeweils zwei Kolben pro Stamm und Ndhrmedium
wurden angesetzt, um eine Kontrolle der Ergebnisse zu gewéhrleisten. Die Kolben wurden
autoklaviert, mit ca. 1 cm” einer gut bewachsenen Agarplatte angeimpft und 6 Tage bei 28 °C

und 180 U/min kultiviert.

Kultivierung in P-Kolben

Die Auswahl der Ndhrmedien wurde anhand der Ergebnisse der Schiittelkulturen vorgenom-
men. Die Kultivierung erfolgte in 5 L P-Kolben, die mit 1 L Nahrlosung befiillt und mit einer
Schaumstoffkappe verschlossen wurden. Jeweils zwei P-Kolben pro Stamm und Ndahrmedium
wurden angesetzt, um eine Kontrolle der Ergebnisse zu gewihrleisten. Die P-Kolben wurden
sterilisiert, mit 20 mL einer 72 h alten in Schiittelkolben gewachsenen Vorkultur angeimpft

und 28 Tage bei 28 °C oder Raumtemperatur kultiviert.

Aufarbeitung der Schiittel- und P-Kolben-Kulturen

Kulturfiltrat und Myzel wurden durch Zentrifugieren (3000 U/min, 10 min) getrennt. Der pH-
Wert des Kulturfiltrats wurde durch Zugabe von 1 N Salzsdure auf 5.0 eingestellt, falls er
zuvor hoher lag. Das Kulturfiltrat wurde dreimal mit dem gleichen Volumen an Ethylacetat
extrahiert. Das Myzel wurde mit Aceton versetzt (ca. 250 mL Aceton je 1 L Kulturbriihe) und

15 min im Ultraschallbad aufgeschlossen. Durch Filtration wurden die nicht ldslichen

¥ Die Festphasen-Kultivierung erfolgte im Arbeitskreis von Frau PD Dr. B. Schulz (Institut fiir Mikrobiologie,
TU Braunschweig).



154 EXPERIMENTELLER TEIL

Bestandteile abgetrennt. Kulturfiltrat- und Myzelextrakt wurden im Vakuum eingeengt und
der wissrige Riickstand lyophilisiert.

Dunnschichtchromatographie und Nachweis der Metaboliten

Das Lyophilisat von Kulturfiltrat- und Myzelextrakt der Schiittelkulturen wurde in je 3 mL
Methanol/Wasser (9:1) aufgenommen, das der P-Kolben in 20 mL. 5 puL. der Losungen
wurden auf HPTLC-Nanoplatten (10 x 10 cm) aufgetragen und die Diinnschichtchromato-
gramme mit Chloroform/Methanol (9:1) als Laufmittel entwickelt. Der Nachweis der
Metaboliten erfolgte unter UV-Licht (254 und 366 nm) sowie durch Anfarbereagenzien (siche
Seite 147). Ausgewihlte Extrakte wurden zusétzlich mittels HPLC-MS untersucht (HPLC 3,

Sdule 2, Programm 2).

22 Kultivierung, Aufarbeitung und Isolierung der

Metaboliten

221 Neue Actinomycine aus Actinomyces sp. CS210

Kultivierung und Aufarbeitung

Die Kultivierung erfolgte in 300 mL Schiittelkolben mit drei Schikanen, die mit 100 mL
Néhrmedium M2 befiillt und mit einem Zellstoffstopfen verschlossen wurden. Nach dem
Autoklavieren wurden die Kulturen mit ca. 1 cm” einer gut bewachsenen Agarplatte beimpft
und 72 h bei einer Temperatur von 28 °C mit 180 U/min rotierend geschiittelt. Zum Erntezeit-
punkt hatten die Kulturen eine griin-braune Férbung angenommen und wiesen einen pH-Wert

von ca. 7.1 auf.

Das Myzel wurde durch Zentrifugation (4500 U/min, 10 min) abgetrennt und mit Aceton
extrahiert (3x 30 mL je Kolben). Der Kulturiiberstand wurde nach Einstellung des pH-Werts
durch tropfenweise Zugabe von 1 N Salzsdure auf 5.0 mit Ethylacetat extrahiert (3 x 100 mL

je Kolben). Das Losungsmittel der Extrakte wurde im Vakuum entfernt.

Isolierung der Metaboliten
Myzel- und Kulturfiltratextrakt wiesen ein dhnliches Metabolitenspektrum auf, jedoch lagen
die Substanzen im Kulturfiltrat nur in geringer Konzentration vor. Durch Chromatographie an

Kieselgel, Sephadex LH-20 und Nucleodur RP-18 (HPLC) konnten die Actinomycine G, bis
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Ge (12 bis 16) sowie die Metaboliten 17 und 18 als Reinsubstanzen erhalten werden (siche

Abbildung 73).

Myzelextrakt

Kieselgel
CH,Cl,/MeOH
Gradient 100:0 - 80:20
Sephadex LH-20 1) Sephadex LH-20, Methanol
Aceton 2) Sephadex LH-20, Aceton
16
7 mg/L
HPLC 4 HPLC 4 Sephadex LH-20
Nucleodur C-18 Nucleodur C-18 Aceton
Programm 5 Programm 4

12, 14 13,15, 18 10 17
10 mg/L, 1 mg/L 3 mg/L, 2 mg/L, 0.4 mg/L 0.3 mg/L 3 mg/L

Abbildung 73: Isolierungsschema fiir die Actinomycine und andere Metaboliten aus dem

Stamm Actinomyces sp. CS210.

22.2 Neue Aminophenoxazone aus Halomonas sp. Rk377a

Stammhaltung. Kultivierung und Aufarbeitung®

Die Stammhaltung erfolgte auf Agarplatten mit dem Nihrmedium Marine Broth, die fiir 72 h
bei 27 °C inkubiert wurden. Die Lagerung erfolgte nach Verschluss mit Parafilm® M fiir
maximal 8 Wochen bei 4 °C. Fiir die Schiittelkultur wurden 500 mL Erlenmeyerkolben mit
vier Schikanen verwendet, die mit 100 mL Nahrlosung gefiillt wurden. Diese bestand aus

11951 mit Zusatz von 5 g/L Hefeextrakt, 10 g/L Trypton und 0.5 g/L

synthetischem Meerwasser
Anthranilsdure (pH = 7.4). Als Inokulum diente jeweils 1 mL einer 24 h alten Schiittelkolben-
Vorkultur. Nach einer Inkubationszeit von 48 h bei 27 °C und 100 U/min wiesen die Zellen

und der Uberstand eine tiefe Schwarzfirbung auf, der pH-Wert betrug ca. 8.3. Durch

? Die Stammhaltung, Kultivierung und Aufarbeitung erfolgten am Institut fiir Biotechnologie der TU Braun-

schweig. Herrn PD Dr. S. Lang und Frau L. Wang danke ich fiir die Erstellung und Zusendung des Extrakts.



156 EXPERIMENTELLER TEIL

Extraktion mit Ethylacetat bei pH = 3.0 wurden die Kulturen aufgearbeitet, das Losungsmittel

des Extrakts wurde im Vakuum entfernt.

ﬂixtrakt aus 3 L Kultur

\\ 970 mg
Sephadex LH-20
Methanol
1 2 3 4
32 (,,Niax“) H!_DLC 4 Sephadex LH-20 37
768 mg Saule 5 Aceton 9 mg
Programm 6
33 35 34 36 38
5mg 1mg 4 mg 3 mg 4 mg
5 6 7 8 9
. . Flash-Kieselgel
Flash-Kieselgel Kieselgel HPLC 4 Cyclohexan/
CHCIy/MeOH 95:5 | CHCIy/MeOH 95:5 Saule 5 Ethylacetat/MeOH
Programm 7 Gradient
5:10:0->5:10:1
41 39 40
4.5 mg 18 mg 2.5mg 42 43
2mg 1.5 mg

Abbildung 74: Isolierungsschema fiir die Aminophenoxazone und Diketopiperazine aus dem
Stamm Halomonas sp. Rk377a.

Isolierung der Metaboliten

Die Auftrennung des Extraktes erfolgte durch Chromatographie an Sephadex LH-20 (MeOH).
Die hierbei erhaltenen Fraktionen wurden wie in Abbildung 74 gezeigt durch HPLC, Flash-

Chromatographie oder Gelchromatographie weiter aufgereinigt und getrennt.

22.3 6-Desoxy-a-L-talopyranoside aus Actinomyces sp. Go M1
Kultivierung und Aufarbeitung

Die Kultivierung erfolgte in 300 mL Schiittelkolben mit drei Schikanen, die jeweils mit

100 mL Hafer-Ndhrmedium befiillt und mit einem Zellstoffstopfen verschlossen wurden.
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Nach dem Autoklavieren wurden die Kulturen mit ca. 1cm® einer gut bewachsenen
Agarplatte angeimpft und 72 h bei einer Temperatur von 28 °C mit 180 U/min rotierend
geschiittelt. Zum Erntezeitpunkt hatte die Kulturbriihe eine gelbliche Farbung angenommen

und wies einen pH-Wert von ca. 4.7 auf.

Das Myzel von 2 L Kulturansatz wurde durch Zentrifugation abgetrennt (4500 U/min,
10 min) und verworfen, da der Myzelextrakt im chemischen Screening keine interessanten
Metaboliten aufgewiesen hatte. Der Uberstand wurde an Amberlite® XAD-2 adsorbiert
(500 mL) und das Adsorberharz mit 500 mL Wasser gewaschen. Die adsorbierten Substanzen
wurden mit 1000 mL Methanol eluiert, der Extrakt im Vakuum eingeengt und der wéssrige

Riickstand lyophilisiert.

Isolierung der Metaboliten

Die Isolierung der Metaboliten erfolgte wie in Abbildung 75 gezeigt.

Extrakt aus 2 L Kultur

Kieselgel
CHCIy/MeOH
Gradient 19:1 - 5:1

1) Sephadex LH-20

Sephadex LH-20 Methanol
Aceton
2) HPLC 4
Saule 5
Programm 9
Sephadex LH-20 Sephadex LH-20 HPLC 4
Aceton Aceton Saule 5
Programm 8
45 46 47
12 mg 38 mg 2 mg
48 49 50 51
12 mg 2mg 1.2mg 0.5mg

Abbildung 75: Isolierungsschema fiir die 6-Desoxy-a-L-talopyranoside aus Actinomyces sp.
Go M1.
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Methanolyse und Silylierung von 45, 46 und 48
Darstellung von methanolischer Salzsdure: 7.1 mL (0.1 mol) Acetylchlorid (Fa. Merck)
wurden bei 0 °C langsam in 25 mL Methanol geldst. Die so hergestellte methanolische

Salzsdure war 4 molar.

0.3 mg der jeweiligen Substanz wurden in ein Schmelzpunktbestimmungsrohrchen
(1=80mm, @ =2mm) gegeben, mit 4 M methanolischer Salzsdure versetzt (Fiillhohe:
30 mm) und 15 min im Ultraschallbad behandelt. AnschlieBend wurde die Probe im Vakuum
bis zur Trockne eingeengt und mit 25%iger TSIM-Losung (Fa. Aldrich, N-(Trimethylsilyl)-
imidazol in Dimethylformamid) versetzt (Fiillhhe: 30 mm). Das Schmelzpunktbestimmungs-

rohrchen wurde zugeschmolzen und fiir eine Stunde auf 65 °C erhitzt.

Vorlaufer-dirigierte Biosynthese

Zur Vorlaufer-dirigierten Biosynthese wurde der Stamm im 1L-Riihrblattfermenter kultiviert,
der mit 800 mL Hafer-Nahrmedium befiillt und autoklaviert wurde. Als Inokulum dienten
100 mL einer 72 h alten Schiittelkolben-Vorkultur, diec wie oben beschrieben erstellt wurde.
Die Riihrgeschwindigkeit betrug 200 U/min, die Temperatur 28 °C und die Beliiftung
1.0 vvm. Die Losung mit den jeweiligen Vorldufermolekiilen (siehe Tabelle 21) wurde mittels
einer Schlauchdosierpumpe ab der 12. Stunde iiber einen Zeitraum von 12 Stunden zugeleitet.
Nach einer Fermentationsdauer von 72 h wurde die Kultur geerntet und wie zuvor
beschrieben aufgearbeitet. Die Isolierung der Metaboliten erfolgte analog zu Abbildung 75
durch Chromatographie an Kieselgel und anschlieBend an Sephadex LH-20, die Ausbeuten

sind Tabelle 21 zu entnehmen.

Tabelle 21: Zur Kultur von Actinomyces sp. Go M1 zugegebene Vorldaufermolekiile. Jeweils

7.3 mmol der Substanzen wurden in 50 mL sterilem demineralisierten Wasser gelost.

Substanz Molmasse geldste Menge erhaltene Ausbeute
[g/mol] [mg] Metaboliten [mg/L]
(Substanz-Nr.)
1. Pyrrol-2-carbonséure 111.10 811 50 33
2. Phenylessigsdure 138.12 994 46 60
3. 4-Hydroxybenzoesdure 136.15 1008 54 11
48 50

51 75
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22.4 Nargenicin A; aus Actinomyces sp. Go 301

Kultivierung und Aufarbeitung

Die Kultivierung erfolgte in 300 mL Schiittelkolben mit drei Schikanen, die jeweils mit
100 mL Néhrmedium M2 befiillt und mit einem Zellstoffstopfen verschlossen wurden. Nach
dem Autoklavieren wurden die Kulturen mit ca. 1 cm” einer gut bewachsenen Agarplatte
angeimpft und 96 h bei einer Temperatur von 28 °C mit 180 U/min rotierend geschiittelt. Zum
Erntezeitpunkt hatten die Kulturen eine braunliche Farbung angenommen und wiesen einen

pH-Wert ca. 6.5 auf.

Das Myzel von 2L Kulturansatz wurde durch Zentrifugation abgetrennt (4500 U/min,
10 min) und verworfen, da der Myzelextrakt im chemischen Screening nur eine sehr geringe
Konzentration an Metaboliten aufgewiesen hatte. Der Uberstand wurde an Amberlite® XAD-2
adsorbiert (500 mL), das Adsorberharz mit 500 mL Wasser gewaschen und anschlieend mit
1000 mL Methanol eluiert. Der Extrakt wurde im Vakuum eingeengt und der wéssrige

Riickstand lyophilisiert.

Isolierung der Metaboliten

Das Isolierungsschema zeigt Abbildung 76.

Extrakt aus 2 L Kultur

Kieselgel
CH,Cl,/MeOH
Gradient 100:0 = 90:10

Sephadex LH-20 Sephadex LH-20 Flash-Kieselgel
Aceton Aceton Cyclohexan/Ethylacetat/MeOH
Gradient: 5:10:2->5:10:3

32 44 37
77 mg 42 mg 7mg

Abbildung 76: Isolierungsschema fiir Nargenicin A; (44) und andere Metaboliten aus

Actinomyces sp. GO 301.
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22.5 Ascosalipyron aus Diplodia sp. BS 5945

Kultivierung und Aufarbeitung

Die Kultivierung erfolgte in 1 L Erlenmeyerkolben mit drei Schikanen, die jeweils mit
150 mL Nahrmedium G20 befiillt und mit einem Zellstoffstopfen verschlossen wurden. Nach
dem Autoklavieren wurden die Kulturen mit ca. 1 cm” einer gut bewachsenen Agarplatte
angeimpft und 7 d bei einer Temperatur von 28 °C mit 180 U/min rotierend geschiittelt. Zum
Erntezeitpunkt hatten die Kulturen eine schwarz-griine Férbung angenommen und wiesen

einen pH-Wert von ca. 7.1 auf.

Das Myzel wurde durch Zentrifugation (3000 U/min, 10 min) abgetrennt und verworfen. Der
pH-Wert des Uberstands wurde durch Zugabe von 1M Salzsdure auf pH = 5.0 eingestellt.
AnschlieBend wurde der Uberstand mit Ethylacetat extrahiert (3 x 50 mL je Erlenmeyer-

kolben) und der Extrakt im Vakuum bis zur Trockne eingeengt.

Isolierung von Ascosalipyron (60)

Der Kulturfiltrat-Extrakt von 4 L Kulturbrithe wurde durch Chromatographie an Kieselgel
(Dichlormethan/Methanol, Gradient 19:1 = 4:1), Flash-Kieselgel (Dichlormethan/Methanol
9:1) und Sephadex-LH20 (Dichlormethan) aufgetrennt. Man erhielt 28 mg der Verbindung 60

als farblosen Feststoff.

22.6 Solanapyron C aus Microsphaeropsis sp. BS 6278

Kultivierung und Aufarbeitung

Die Kultivierung erfolgte in vier 5 L P-Kolben, die jeweils mit 1 L Ndhrmedium SGG und
58 g NaBr befiillt und mit einer Schaumstoffkappe verschlossen wurden. Die P-Kolben
wurden autoklaviert und anschlieBend mit 20 mL einer 72 h alten Schiittelkolben-Vorkultur
beimpft (Nahrmedium SGG, 150 mL Nahrlésung in einem 1 L Erlenmeyerkolben mit drei
Schikanen). Nach einer Kultivierungsdauer von 28 d zeigten die Kulturen eine starke

Luftmyzelbildung von graulicher Farbe und wiesen einen pH-Wert von ca. 5.5 auf.

Das Myzel wurde durch Zentrifugation (3000 U/min, 10 min) abgetrennt und zweimal mit je
1 L Aceton 15 min im Ultraschallbad aufgeschlossen. Der Uberstand wurde mit Ethylacetat
extrahiert (3 x 2 L). Das Losungsmittel der Extrakte wurde im Vakuum entfernt und der

Riickstand lyophilisiert.
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Isolierung von Solanapyron C (61)

Der Myzel-Extrakt von 4L Kultur wurde durch Chromatographie an Kieselgel
(Dichlormethan/Methanol, Gradient 19:1 = 4:1), Sephadex-LH20 (Aceton) und Flash-
Kieselgel (Chloroform/Methanol 15:1) aufgetrennt. Man erhielt 5 mg 61 als farblosen
Feststoff.

22.7 Sekundarmetaboliten aus Chaetomium sp. BS 6556

Kultivierung und Aufarbeitung
Die Kultivierung erfolgte auf DiGe-Feststoffmedium bei Raumtemperatur fiir 28 d (ca. 12 L).
Die Kulturen wurden anschlieBend lyophilisiert und dreimal mit je 1 L Ethylacetat/ Methanol

(9:1) extrahiert. Der Extrakt wurde im Vakuum eingeengt.

Isolierung der Sekundarmetaboliten
Die Isolierung von 4.5 mg 65 aus 20 mg Rohextrakt erfolgte durch semi-priaparative HPLC
(HPLC 2, Séule 3, Programm 3). Zur Isolierung der anderen Metaboliten sowie von 65 in

groBBeren Mengen siche Abbildung 77.

22.8 Sesquiterpene aus Drechslera sp. BS 6618

Kultivierung, Aufarbeitung und Isolierung der Metaboliten

Die Kultivierung erfolgte auf Agarplatten mit Biomalz-Nédhrmedium bei Raumtemperatur fiir
28 d (12 L Ndhrmedium, ca. 250 Agarplatten). Die Agarplatten wurden lyophilisiert und
anschlieBend dreimal mit je 1 L Ethylacetat/Methanol (9:1) extrahiert. Der Extrakt wurde im
Vakuum eingeengt. Die Isolierung der Sekunddrmetaboliten erfolgte wie in Abbildung 78

gezeigt.



162 EXPERIMENTELLER TEIL

<Extrakt aus 2 L KuItur>

<Extraktion mit n—Pentan>
Extray Ruckstand

HPLC 4 MPLC
Saule 7 Kieselgel RP-18
Programm 12 Aceton/H,0 4:1

66 67 65 68
10 mg 4mg 50 mg 12 mg

Abbildung 77: Isolierungsschema fiir die Sekundarmetaboliten aus Chaetomium sp. BS 6556.

Extrakt aus 4 L KuItur>

1. Kieselgel
CH,CIl,/MeOH
Gradient 1:0 - 4:1

2. Sephadex LH-20

Aceton
HPLC 4 HPLC 4
Saule 7 Saule 7
Programm 10 Programm 11

80 81 79 78
16 mg 38 mg 24 mg 28 mg

Abbildung 78: Isolierung der Sesquiterpene aus Drechslera sp. BS 6618.
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229 Spiroverbindung aus Beauveria sp. BS 6750

Kultivierung und Aufarbeitung

Die Kultivierung erfolgte auf Agarplatten mit Biomalz-Nédhrmedium bei Raumtemperatur fiir
28 d (12 L Ndhrmedium, ca. 250 Agarplatten). Die Agarplatten wurden lyophilisiert und
anschlieBend dreimal mit je 1 L Ethylacetat/Methanol (9:1) extrahiert. Der Extrakt wurde im

Vakuum eingeengt.

Isolierung der Spiroverbindung

Die Hilfte des Extrakts wurde durch zweifache Chromatographie an Kieselgel
(1. CH,CIp/MeOH, Gradient 19:1 = 4:1; 2. Cyclohexan/Ethylacetat/MeOH, Gradient 10:5:0
- 10:5:2) aufgetrennt. Hierbei wurden 7.5 mg der Verbindung 86 erhalten.

22.10 Sekundarmetaboliten aus Phomopsis sp. BS 6769

Kultivierung und Aufarbeitung

Die Kultivierung erfolgte in 1 L Erlenmeyerkolben mit drei Schikanen, die jeweils mit
150 mL Nidhrmedium 1158 befiillt und mit einem Zellstoffstopfen verschlossen wurden. Nach
dem Autoklavieren wurden die Kulturen mit ca. 1 cm” einer gut bewachsenen Agarplatte
angeimpft und 5 d bei einer Temperatur von 28 °C mit 180 U/min rotierend geschiittelt. Zum
Erntezeitpunkt hatten die Kulturen eine gelbliche Farbung angenommen und wiesen einen

pH-Wert von ca. 3.7 auf.

Das Myzel wurde durch Zentrifugation (3000 U/min, 10 min) abgetrennt und der Uberstand
mit Ethylacetat extrahiert (3 x 50 mL je Erlenmeyerkolben). Das Losungsmittel der

vereinigten organischen Phasen wurde im Vakuum entfernt.

Isolierung der Metaboliten

Die Isolierung der Reinsubstanzen erfolgte nach dem in Abbildung 79 gezeigten Schema.
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Extrakt aus 4 L Kultur

Kieselgel
Dichlormethan/MeOH
Gradient 12:1 > 7:1
Sephadex LH-20 1. Kieselgel 1. Kieselgel
Aceton Cyclohexan/Ethylacetat/MeOH Cyclohexan/Ethylacetat/
Gradient 5:10:0 - 5:10:1 MeOH 5:10:2
2. Flash-Kieselgel 2. Flash-Kieselgel
Chloroform/MeOH 95:5 Chloroform/MeOH 9:1
90 89 91
8 mg 14 mg 10 mg

Abbildung 79: Isolierungsschema der Sekundérmetaboliten aus Phomopsis sp. BS 6769.
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23 Charakterisierung der Metaboliten
23.1 Substanzen aus Actinomyces sp. Stamm CS210
23.1.1 Actinomycin G; (12) o-Ring p-Ring
— L-MeVal L-MeAla —
intensiv oranger Feststoff < ' Sl
ar ar
Ce1Hs3N1,017Cl (1291.84) [ [
L-HMPro L-Pro
Monoisotopische Masse: Myono = 1290.57 | |
D-Val D-Val
Anfarbeverhalten: orange (Anisaldehyd) | 2 | ?
R = 0.53 (CHCl3/MeOH 9:1) O L-Thr L-CIThr —0
Rt =21.9 min (HPLC 1, Séule 1, Programm 1) © ©
N NH
ESI-MS (positive Ionen): m/z = 1291 [M+H]", 1313 [M+Na]" X ?
ESI-MS (negative Ionen): m/z = 1289 [M-H] o o

HR-ESI-MS: berechnet m/z = 646.291660 [M+2H]*"
gefunden m/z = 646.291570 (Abweichung 0.14 ppm)
IR (KBr): v = 3421, 3274, 3055, 2963, 2931, 2862, 2359, 1749, 1668, 1635, 1580, 1507,
1475, 1360, 1306, 1192, 1097, 753 cm’'
UV (MeOH): Amax (log €) =240 (4.44), 426 (4.24), 440 (4.25) nm
(MeOH/HCI): Amax (log €) =241 (4.45), 429 (4.13), 441 (4.14) nm
(MeOH/NaOH): Amax (log €) =240 (4.44), 428 (4.24), 441 (4.25) nm
CD (MeOH): Amax ([®]) =212 (-178300), 242 (33700), 270 (-73900), 378 (-24600) nm
[a] 7 =-214° (c= 1 in Methanol)
NMR-Daten (CDCls) siehe Tabelle 22, Seite 170.
NMR-Daten (CD;0D) siche Tabelle 23, Seite 171.

a-Ring B-Ring
— L-MeVal L-MeAla —

Seltr Sllslr
23.1.2 Actinomycin G; (13) |_-H||\/|Pro L-;ro
intensiv oranger Feststoff D-l/al D-\llal
CouHasN1Ose (1273.39) ST VT |
Monisotopische Masse: Mmoo = 1272.60 o o
Anfarbeverhalten: orange (Anisaldehyd) A NH,

R¢=0.51 (CHCI3/MeOH 9:1)
Ri=21.3 min (HPLC 1, Séule 1, Programm 1) o ©
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ESI-MS (positive Tonen): m/z = 1273 [M+H]", 1295 [M+Na]"

ESI-MS (negative lonen): m/z = 1271 [M-H]

HR-ESI-MS: berechnet m/z = 637.308603 [M+2H]*"

gefunden m/z = 637.308708 (Abweichung 0.16 ppm)

IR (KBr): v = 3430, 2941, 2354, 1735, 1644, 1503, 1467, 1312, 1266, 1196, 1115, 1035,

804, 667 cm”

UV (MeOH): Amax (log €) =236 (4.39), 426 (4.12), 444 (4.13) nm
(MeOH/HCI): Amax (log €) =236 (4.41), 427 (4.12), 445 (4.12) nm
(MeOH/NaOH): Amax (log €) =234 (4.48), 425 (4.14), 444 (4.16) nm

CD (MeOH): Amax ([®]) =210 (-128500), 240 (7700), 269 (-26300) nm

[a] 2= -83° (c= 1 in Methanol)

NMR-Daten (CDCls) siehe Tabelle 24, Seite 172.

NMR-Daten (CD;O0D) siehe Tabelle 25, Seite 173.

23.1.3 Actinomycin G4 (14) a-Ring B-Ring
intensiv oranger Feststoff [ L'vaal L'MfAIa ]
Ce1Hs4N12017 (1257.39) S?r Sf‘r
Monoisotopische Masse: Mono = 1256.61 L-HIMPFO L-Fl’fo
Anfarbeverhalten: orange (Anisaldehyd) D-Val D-Val
R¢=0.31 (CHCI3/MeOH 9:1) o— L-'Il'hr L-'Il'hr o)
Rt=19.5 min (HPLC 1, Séule 1, Programm 1) o) 0
ESI-MS (positive Tonen): m/z = 1257.5 [M+H]", 1279.6 [M+Na]" Na NH,
ESI-MS (negative lonen): m/z = 1255.6 [M-H]

(0] (0]

HR-ESI-MS: berechnet m/z = 629.311146 [M+2H]*"
gefunden m/z =629.311171 (Abweichung 0.04 ppm)
UV (MeOH): Amax (log €) =237 (4.45), 435 (4.27) nm
(MeOH/HCI): Amax (log €) =233 (4.53), 405 (4.14), 458 (4.24), 486 (4.11) nm
(MeOH/NaOH): Anax (log €) = 238 (4.52), 433 (4.32) nm
CD (MeOH): Amax ([®]) =210 (-111300), 240 (5000), 277 (-18700) nm
NMR-Daten (CD;0D) siche Tabelle 26, Seite 174.
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23.1.4 Actinomycin Gs (15) o-Ring p-Ring
intensiv oranger Feststoff e L'vaa' L'M'laA'a ]
Ce1HaiN11015 (1556.36) Sar Sar
Monoisotopische Masse: Myono = 1255.58 L-HMPro L-Pro
Anfarbeverhalten: orange (Anisaldehyd) D-l/al D-\llal
Ry = 0.36 (CHCLy/MeOH 9:1) S T LHTh —— &
R¢=18.7 min (HPLC 1, Séule 1, Programm 1) o o \
ESI-MS (positive Ionen): m/z = 1255.5 [M+H]", 1278.6 [M+Na]" Ne o)
ESI-MS (negative lonen): m/z = 1254.7 [M-H]
HR-ESI-MS: berechnet m/z = 1256.583381 [M+H]" © ©

gefunden m/z = 1256.583064 (Abweichung 0.25 ppm)
IR (KBr): v =3434, 2931, 2858, 2353, 1745, 1654, 1460, 1376, 1192, 1135, 800, 668 cm’
UV (MeOH): Amax (log €) = 234 (4.18), 260 (4.04), 418 (3.69), 443 (3.64) nm
(MeOH/HCI): humax (log €) = 233 (4.17), 259 (4.01), 416 (3.64), 443 (3.62) nm
(MeOH/NaOH): Amax (log €) = 261 (4.35), 430 (4.06) nm

CD (MeOH): Amax ([O]) = 212 (-57900), 261 (2900), 304 (-9500) nm
[a] 2= -38° (¢ = 1 in Methanol)
NMR-Daten (CD;OD) siehe Tabelle 27, Seite 175.
23.1.5 Actinomycin Gg (16) o-Ring p-Ring
intensiv oranger Feststoff o L_M|eval L_M|eAla_
Ce1HsaN1201 (1273.39) sar Sar
Monoisotopische Masse: Mnono = 1272.60 "'HlMPrO "'Fl’ro
Anfarbeverhalten: orange (Anisaldehyd) D'Ya' D'\l/a'
R¢=0.27 (CHCl3/MeOH 9:1) O— L-Thr L-HThr —NH
Ry = 16.6 min (HPLC 1, Séule 1, Programm 1) o o
ESI-MS (positive Ionen): m/z = 1273.6 [M+H]", 1295.6 [M+Na]" New NH,
ESI-MS (negative lonen): m/z = 1271.6 [M-H]
HR-ESI-MS: berechnet m/z = 637.30860 [M+2H]*" o ©

gefunden m/z = 637.30854 (Abweichung 0.09 ppm)
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IR (KBr): v =3435, 3313, 2966 (sh), 2364, 1732, 1644, 1582, 1525, 1447, 1318, 1475, 1194,

1101, 1001 cm™

UV (MeOH): Amax (log €) =237 (4.45), 435 (4.27) nm
(MeOH/HCI): Amax (log €) =233 (4.53), 405 (4.14), 458 (4.24), 486 (4.11) nm
(MeOH/NaOH): Amax (log €) = 238 (4.52), 433 (4.32) nm

CD (MeOH): Amax ([®]) =238 (22000), 252 (7600), 277 (25600) nm

[a] 2= +16° (¢ = 1 in Methanol)

NMR-Daten (CD;OD) siehe Tabelle 28, Seite 176.

23.1.6 1-Phenazinol (17) ) OH
intensiv rot-brauner Feststoff N N\loa 1 2
C12HsN20 (196.21) @ —
Anfarbeverhalten: rot-orange (Anisaldehyd) : I}' " 3

R¢=0.75 (CHCl3/MeOH 9:1)
EI-MS (70 eV): m/z (%) = 196 (100) [M]", 168 (65), 140 (8), 129 (2), 114 (4), 98 (3), 77 (10)
IR (KBr): v = 3426, 2924, 2366, 1636, 1563, 1520, 1469, 1427, 1393, 1359, 1320, 1218,
1171, 1116, 1039 cm™
UV (MeOH): Ama (log €) = 238 (4.15), 262 (4.62), 355 (3.61), 363 (3.72), 368 (3.75),
420, br (3.22) nm
(MeOH/HCI): Amax (log €) = 237 (4.12), 264 (4.59), 368 (3.78), 383 (3.63), 423, br
(3.14) nm
(MeOH/NaOH): Amax (log €) = 239 (4.35), 294 (4.56), 359 (3.34), 374 (3.35), 528, br
(3.24) nm
'H-NMR (300 MHz, CDCls): 7.22 (dd, J = 6.0, 3.0 Hz, 1H, 2-H), 7.75 (m, 1H, 3-H), 7.76 (m,
1H, 4-H), 7.81 (m, 1H, 8-H)**, 7.84 (m, 1H, 7-H)**, 8.20 (m, 1H, 6-H)*, 8.24 (m, 1H, 9-H)*.
'H-NMR (600 MHz, CD;0D): 7.19 (dd, J= 7.5, 1.0 Hz, 1H, 2-H), 7.69 (dd, J = 8.5, 1.0 Hz,
1H, 4-H), 7.78 (dd, J = 8.5, 7.5 Hz, 1H, 3-H), 7.89 (m, 1H, 8-H)**, 7.92 (m, 1H, 7-H)**, 8.18
(dd, J=8.5, 1.5 Hz, 1H, 6-H)*, 8.32 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 9-H)*.
BC-NMR (75.5 MHz, CDCl3): 108.9 (d, C-2), 119.9 (d, C-4), 129.2 (d, C-6)*, 129.6 (d,
C-9)*, 130.5 (d, C-8)**, 130.8 (d, C-7)**, 131.8 (d, C-3), 134.7 (s, C-10a), 141.2 (s, C-4a),
143.8 (s, C-9a)***, 144.1 (s, C-5a)***, 151.7 (s, C-1).

* [ xF [ #%¥ = Zuordnungen jeweils austauschbar
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23.1.7 N-(2-Hydroxyphenyl)acetamid (18)

farbloser Feststoff » ; CH,
CsHygNO, (151.16) @ I(
Anfarbeverhalten: braun (Anisaldehyd) t "OH
R¢= 0.40 (CHCI3/MeOH 9:1)
ESI-MS (positive lonen): kein Spektrum erhalten
ESI-MS (negative Ionen): m/z = 150 [M-H], 301 [2M-H]
UV (MeOH): Amax (log €) =207 (3.88), 242 (3.38), 283 (3.09) nm

(MeOH/HCI): Amax (log €) =207 (3.88), 242 (3.40), 282 (3.13) nm

(MeOH/NaOH): Amax (log €) =220 (3.69), 250 (3.43), 306 (3.29) nm
'H-NMR (CDCl3;, 600 MHz): 2.16 (s, 3H, 8-H3), 6.79 (ddd, J= 8.0, 8.0, 1.5 Hz, 1H, 4-H),
6.84 (dd, J= 8.0, 1.5 Hz, 1H, 6-H), 6.98 (ddd, J= 8.0, 8.0, 1.5 Hz, 1H, 5-H), 7.57 (dd, J=
8.0, 1.5 Hz, 1H, 3-H).
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Tabelle 22: NMR-Daten von Actinomycin G;

'H: 600 MHz, '*C: 150.8 MHz, CDCl;

Pentapeptidlacton:

a-Ring  Pos.  §¢ &y J[Hz] p-Ring  Pos. Sc oy J[Hz]
Thr 1 16849 - - ClThr 1 168.07 - -
2 5482 444 dd,7.0,2.9 2 53.54 527 dd,7.6,2.7
3 7472 528 qd, 6.3,2.9 3 7498 5.12 dt, 5.0,2.5
4 17.15 120 d,6.3 4 4321 394 dd, 114,25
NH - 696 d,7.1 399 dd, 11.4,6.0
NH - 788 d,7.3
D-Val 1 173.91 - - D-Val 1 173.23 - -
2 59.38 3.37 dd, 10.0,5.0 2 58.57 3.66 m
3 31.77 2.10 m 3 31.78 2.08 m
4 19.25 1.10 d,6.7 4 19.28 0.90 d,6.7
5 19.04 0.86 d,6.8 5 19.00 1.09 d,6.7
NH - 820 d,5.2 NH - 8.12 d,6.2
HMPro 1 170.95 - - Pro 1 173.17 - -
2 68.22 597 s 2 56.82 590 d,9.0
3 7544 4.06 d,5.5 3 31.07 1.84 dd, 12.0,6.5
4 4321 211 m 291 m
2.19 m 4 22.67 2.07 m
5 53.78 476 m 2.18 m
6 18.73 148 d,6.0 5 4748 3.68 m
3.80 m
Sar 1 166.12 - - Sar 1 166.52 - -
2 51.51 3.64 d,17.5 2 51.25 3.61 d,17.5
474 d,17.5 469 d,17.5
NMe 3497 2.86 s NMe 3484 283 s
MeVal 1 167.53 - - MeAla 1 16885 - -
2 71.27 2.65 d,9.3 2 59.60 3.33 q,7.0
3 2692 2.63 m 3 1342 132 d,7.0
4 21.63 093 d,6.4 NMe 36.71 2091 s
5 19.00 0.71 d,6.8
NMe 3940 291 s
Chromophor:

IH.NMR: &= 2.13 (s, 3H, 12-Hs), 2.49 (s, 3H, 11-Hs), 7.31 (dq, J = 7.7, 0.9 Hz, 1H, 7-H), 7.53 (d,
J=17.6 Hz, 1H, 8-H).
BC.NMR: 8= 7.79 (q, C-12), 14.97 (C-11), 99.92 (s, C-1), 113.81 (s, C-4), 125.36 (d, C-8), 127.57
(s, C-6), 128.86 (s, C-9a), 130.26 (d, C-7), 132.65 (s, C-9), 140.47 (s, C-5a), 145.18
(s, C-4a), 146.04 (s, C-10a), 147.67 (s, C-2), 166.52 (s, C-13), 168.96 (s, C-14),
178.49 (C-3).
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Tabelle 23: NMR-Daten von Actinomycin G;

'H: 600 MHz, '*C: 150.8 MHz, CD;0D

Pentapeptidlacton:

a-Ring  Pos. d¢ oy J[Hz] p-Ring  Pos. S¢ du J[Hz]
Thr 1 16987 - - ClIThr 1 169.58 - -
2 56.24 461 d,2.5 2 54.05 540 d,2.5
3 75.59 526 qd, 6.0,3.0 3 7742 5.16 ddd, 6.5, 3.5,
4 1736 125 d,6.0 2.5
4 43.18 3.82 dd, 11.0,6.5
3.85 dd, 11.0,3.5
D-Val 1 175.11 - = D-Val 1 17535 - -
2 60.57 3.51 dd, 10.0,5.0 2 5991 3.79 dd,9.5,6.0
3 33.13 211 m 3 33.06 2.11 m
4 19.88 1.12 d,6.5 4 1992 094 d,6.5
5 19.67 0.88 d,6.5 5 19.62 1.14 d,6.5
NH - 819 d,5.0 NH - 8.02 d,6.0
HMPro 1 173.22 - - Pro 1 175.59 - -
2 69.57 623 s 2 5885 6.03 d,9.0
3 76.62 411 d,5.5 3 3228 1.89 m
4 41.82 2.02 ddd, 13.5,10.0, 2.86 m
5.5 4 23.66 2.11 m
2.29 dd, 13.5,7.0 5 48.78 3.69 m
5 55.16 501 m 390 m
6 1923 149 d,6.0
Sar 1 168.65 — Sar 1 16824 - -
2 52.67 4.04 d,18.0 2 5245 395 d,18.0
4.72 d,18.0 476 d, 18.0
NMe 3553 2.86 s NMe 3551 284 s
MeVal 1 169.68 - - MeAla 1 171.07 - -
2 72.01 3.00 m 2 60.77 3.57 q,7.0
3 2835 258 m 3 13.59 130 d,6.0
4 21.78 098 d,6.5 NMe 3682 294 s
5 19.38 0.80 d,6.5
NMe 3937 299 s
Chromophor:
'"H-NMR: 8= 2.19 (s, 3H, 12-H3), 2.53 (s, 3H, 11-H3), 7.42 (dq, J= 7.5, 1.0 Hz, 1H, 7-H), 7.46
(d, J=7.5 Hz, 1H, 8-H).
BCNMR: 8= 7.79 (q, C-12), 15.00 (C-11), 101.79 (s, C-1), 114.48 (s, C-4), 12591 (d, C-8),

128.98 (s, C-6), 130.78 (s, C-9a), 131.31 (d, C-7), 134.03 (s, C-9), 141.84 (s, C-5a),
146.70 (s, C-4a), 147.09 (s, C-10a), 148.73 (s, C-2), 169.09 (s, C-13), 170.04 (s,
C-14), 180.11 (C-3).
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Tabelle 24: NMR-Daten von Actinomycin G;

'H: 600 MHz, '*C: 150.8 MHz, CDCl;

Pentapeptidlacton:

a-Ring  Pos.  §¢ &y J[Hz] B-Ring Pos. & &y J[Hz]
Thr 1 168.57 - - HThr 1 168.40 - -
2 55.01 446 dd,7.0,3.0 2 51.96 5.20 dd,7.0,2.0
3 74.83 525 qd,6.0,3.0 3 7539 5.05 ddd,8.5,5.0,2.5
4 1720 122 d,6.0 4 59.40 3.23 dd, 12.0,9.0
NH - 695 d,6.5 3.76 dd, 12.0,4.5
NH - 828 d,6.5
D-Val 1 174.03 - - D-Val 1 173.46 - -
2 59.50 3.39 dd, 10.0,5.5 2 5857 373 m
3 31.80 2.14 m 3 31.88 2.13 m
4 19.35 1.12 d,6.5 4 1939 094 d,6.5
5 1898 0.88 d,6.5 5 19.04 1.14 d,6.5
NH - 830 d,6.0 NH - 799 d,6.5
HMPro 1 170.84 - - Pro 1 173.17 - =
2 68.07 592 s 2 56.80 5.85 d,9.0
3 75.51 4.07 d,5.0 3 31.16 1.87 d,12.5,7.0
4 41.06 2.11 m 296 m
2.15 m 4 22.64 208 m
5 5346 463 m 220 m
6 18.81 1.50 d,6.0 5 47.61 3.72 m
377 m
Sar 1 166.10 - — Sar 1 166.50 - -
2 51.54 3.64 d,17.5 2 5131 359 d,17.5
474 d,17.5 472 d,17.5
NMe 35.03 2.87 s NMe 3488 2.84 s
MeVal 1 167.55 - - MeAla 1 169.26 - -
2 71.32  2.67 d,9.0 2 59.79 321 q,6.5
3 2698 2.66 m 3 1348 129 d,6.5
4 21.67 095 d,6.5 NMe 36.63 286 s
5 19.04 0.72 d,6.5
NMe 3938 293 s
Chromophor:
'H-NMR: &= 2.18 (s, 3H, 12-H;), 2.51 (s, 3H, 11-H3), 7.34 (d, J= 7.5 Hz, 1H, 7-H), 7.55 (d, J =
7.5 Hz, 1H, 8-H).
BC.NMR: § = 7.85 (q, C-12), 15.02 (C-11), 98.84 (s, C-1), 114.08 (s, C-4), 125.59 (d, C-8),

127.62 (s, C-6), 128.69 (s, C-9a), 130.55 (d, C-7), 132.83 (s, C-9), 140.51 (s, C-5a),
145.42 (s, C-4a), 146.12 (s, C-10a), 148.38 (s, C-2), 166.37 (s, C-13), 169.39 (s,
C-14), 178.20 (C-3).




EXPERIMENTELLER TEIL

173

Tabelle 25: NMR-Daten von Actinomycin G;

'H: 600 MHz, '*C: 150.8 MHz, CD;0D

Pentapeptidlacton:

a-Ring  Pos. & &y J[Hz] B-Ring Pos. & &y J[Hz]
Thr 1 169.97 - - HThr 1 169.92 - -
2 56.16 4.75 m 2 5339 513 m
3 75.84 528 qd, 6.0,2.5 3 7849 507 m
4 1734  1.29 d,6.5 4 60.50 3.51 m
3.69 dd, 12.0,4.5
D-Val 1 175.68 - - D-Val 1 175.47 - =
2 60.36 3.55 m 2 5995 381 m
3 33.18 2.13 m 3 3301 214 m
4 1993 1.13 d,6.5 4 1993 092 d,6.5
5 19.64 090 d,6.5 5 19.68 1.16 d,6.5
NH - 829 d,5.0 NH - 822 m
HMPro 1 173.32 - - Pro 1 175.14 - -
2 6899 6.20 s 2 5873 6.11 d,9.0
3 76.60 4.18 m 3 3220 1.85 m
4 41.78 2.00 m 2.84 m
2.28 dd, 13.0,7.0 4 23770  2.11 m
5 5486 492 m 5 48.77 3.68 m
6 19.35 147 d,6.0 396 m
Sar 1 168.27 - - Sar 1 169.15 - -
2 5271 4.04 d,17.5 2 5247 394 d,17.5
477 d,17.5 471 d,17.5
NMe 35.60 286 s NMe 3547 283 s
MeVal 1 169.15 - - MeAla 1 170.14 - -
2 7197 3.01 d,9.0 2 6097 3.52 q,7.0
3 28.32  2.58 dhept, 9.0, 6.5 3 13.52 129 d,7.0
4 21.74 098 d,6.5 NMe 3690 294 s
5 19.37 0.80 d,7.0
NMe 39.37 296 s
Chromophor:
'H-NMR: &= 2.01 (s, 3H, 12-H;), 2.55 (s, 3H, 11-Hs), 7.43 (d, J= 7.5 Hz, 1H, 7-H), 7.44 (d, J =
7.5 Hz, 1H, 8-H).
BC.NMR: 8= 7.57 (q, C-12), 15.00 (C-11), 102.32 (s, C-1), 114.14 (s, C-4), 125.97 (d, C-8),

128.78 (s, C-6), 130.57 (s, C-9a), 131.30 (d, C-7), 134.48 (s, C-9), 141.73 (s, C-5a),
146.52 (s, C-4a), 146.91 (s, C-10a), 148.54 (s, C-2), 168.51 (s, C-13), 171.34 (s,
C-14), 180.30 (C-3).
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Tabelle 26: NMR-Daten von Actinomycin G4 'H: 600 MHz, "°C: 150.8 MHz, CD;0D

Pentapeptidlacton:

a-Ring  Pos. d¢ oy J[Hz] p-Ring  Pos. d¢ oy J[Hz]
Thr 1 - - Thr 1 - -
2 5592 508 d,2.5 2 56.19 463 d,3.0
3 75.76 525 qd, 6.5,3.0 3 76.43 5.13 qd, 6.5,2.5
4 17.37 126 d,6.5 4 1746 130 d,6.5
D-Val 1 - = D-Val 1 - -
2 6045 352 m 2 59.79 379 m
3 3320 209 m 3 33.16 2.09 m
4 19.81 1.12 d,6.5 4 1990 093 d,6.5
5 19.68 0.89 d,6.5 5 19.57 1.15 d,6.5
NH - 814 d,5.0 NH - 804 d,55
HMPro 1 - - Pro 1 - -
2 69.67 622 s 2 58.75 6.09 d,9.0
3 76.77 4.11 d,5.5 3 3216 187 m
4 4197 203 m 285 m
234 m 4 2374 212 m
5 5544 487 m 5 48.77 3.68 m
6 19.37 152 d,6.0 393 m
Sar 1 - = Sar 1 - =
2 52.64 405 d,17.5 2 5243 395 d,17.5
471 d,17.5 473 d,17.5
NMe 3552 2.86 s NMe 3546 2.84 s
MeVal 1 - = MeAla 1 - =
2 71.98 3.00 d,10.0 2 61.17 347 q,7.0
3 2837 257 m 3 1349 128 d,7.0
4 21.77 098 d,6.5 NMe 3690 294 s
5 19.34 0.80 d, 6.5
NMe 3936 2.99 s
Chromophor:

'H-NMR: 8= 2.22 (s, 3H, 12-H3), 2.55 (s, 3H, 11-H3), 7.43 (dq, J= 7.5, 0.5 Hz, 1H, 7-H), 7.47
(d, J=7.5 Hz, 1H, 8-H).
BC.NMR: 8= 7.80 (q, C-12), 15.00 (C-11). 126.0 (d, C-8), 131.3 (d, C-7).

Die chemischen Verschiebungen der quartdren C-Atome waren aufgrund der geringen
Substanzmenge dem *C-NMR-Spektrum nicht eindeutig zu entnehmen und werden daher hier nicht
angegeben.
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Tabelle 27: NMR-Daten von Actinomycin Gs

'H: 600 MHz, '*C: 150.8 MHz, CD;0D

Pentapeptidlacton:

a-Ring  Pos. & Sy J[Hz] B-Ring Pos. & &y J[Hz]
Thr 1 1718 - - HThr 1 16580 - -
2 56.46 497 m 2 54.04 4.07 d,3.0
3 74.87 536 qd,6.5,2.5 3 64.71 5.53 m
4 1730 133 d,6.5 4 68.48 4.64 dd,11.0,1.0
486 m
D-Val 1 17499 - - D-Val 1 17697 - -
2 59.58 3.89 d,10.0 2 60.88 3.72 dd, 10.0,5.5
3 3261 220 m 3 3348 2.07 m
4 19.76  0.90 d,6.5 4 19.86 1.11 d,6.5
5 1923 1.16 d,6.5 5 19.54 090 d,6.5
NH — 853 s NH — 816 d,6.0
HMPro 1 17257 - - Pro 1 17573 - -
2 68.66 634 s 2 5832  6.19 dd,9.0,3.0
3 74.68 425 d,3.0 3 3232 1.83 m
4 4072 197 m 2.54 m
212 m 4 2423 202 m
5 55.16 421 m 2.08 m
6 18.73 146 d,6.0 5 4875 3.63 m
3.85 m
Sar 1 16846 — - Sar 1 16853 -— -
2 52.87 4.08 d,18.0 2 5272 3.97 d,18.0
4.84 d,18.0 480 d,18.0
NMe 3537 2.84 s NMe 3546 2.86 s
MeVal 1 169.62 — - MeAla 1 17093 — —
2 72.07  3.09 d,9.0 2 61.01 3.78 q, 7.0
3 2824 263 m 3 13.57 140 d,7.0
4 2175 1.01 d,6.5 NMe 3728 2.84 s
5 18.41 0.82 d,6.5
NMe 39.62 3.07 s
Chromophor:
'H-NMR: 8= 2.10 (s, 3H, 12-H;), 2.48 (s, 3H, 11-H3), 7.43 (d, J= 7.5 Hz, 1H, 7-H), 7.44 (d, J =
7.5 Hz, 1H, 8-H).
BC.NMR: §= 8.02 (q, C-12), 15.01 (C-11), 94.74 (s, C-1), 117.42 (s, C-4), 125.83 (d, C-8),

128.88 (s, C-9a), 128.99 (s, C-6), 130.05 (d, C-7), 132.11 (s, C-9), 141.47 (s, C-5a),
149.35 (s, C-4a), 150.17 (s, C-10a), 167.98 (s, C-2), 169.58 (s, C-13), 174.71 (s,
C-14), 182.64 (C-3).
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Tabelle 28: NMR-Daten von Actinomycin Gg

'H: 600 MHz, '*C: 150.8 MHz, CD;0D

Pentapeptidlacton:

a-Ring  Pos. & &y J[Hz] B-Ring Pos. & &y J[Hz]
Thr 1 17131 - - HThr 1 17163 - -
2 5822 5.00 d,2.2 2 5493 475 d,3.7
3 73.69 538 qd,6.5,2.4 3 70.10 4.40 ddd, 8.0, 4.0, 4.0
4 17.81 1.47 d, 6.4 4 67.13 424 dd,11.1,8.5
447 dd, 11.1,4.1
D-Val 1 17420 - - D-Val 1 17228 - -
2 59.84 3.56 d,10.0 2 59.15 443 d,10.9
3 3244 203 m 3 29.60 2.06 m
4 19.82 1.05 d,6.7 4 19.53 090 d,6.6
5 19.70 0.84 d, 6.7 5 19.13 095 d,6.7
HMPro 1 17352 - - Pro 1 17520 - -
2 6743 622 s 2 5822 494 dd,8.5,4.5
3 75.75 420 m 3 29.12 1.84 m
4 40.88 1.86 m 228 m
1.95 m 4 2576 195 m
5 5456 431 sext, 6.4 2.07 m
6 1925 1.33 d,6.3 5 4892 3.64 m
402 m
Sar 1 16878 - - Sar 1 17237 - -
2 53.09 4.01 d,18.0 2 51.79 333 d, 145
5.00 d,18.0 458 d,14.5
NMe 3579 286 s NMe 38.71 335 s
MeVal 1 170.06 - - MeAla 1 17372 - -
2 71.88 320 d,9.5 2 5421 535 q,7.3
3 28.19 2.67 dhept, 9.5, 6.5 3 1474 144 d,7.3
4 22.17 1.09 d,6.6 NMe 3231 3.14 s
5 1947 085 d,6.8
NMe 3937 3.03 s
Chromophor:
'H-NMR: &= 2.06 (s, 3H, 12-Hz), 2.43 (s, 3H, 11-H3), 7.37 (d, J= 7.8 Hz, 1H, 7-H), 7.77 (d, J =
7.8 Hz, 1H, 8-H).
BCNMR: 8= 7.94 (q, C-12), 15.19 (C-11), 98.24 (s, C-1), 114.54 (s, C-4), 127.08 (d, C-8),

129.75 (s, C-9), 130.27 (s, C-6), 131.15 (d, C-7), 131.84 (s, C-9a), 141.62 (s, C-5a),
146.98 (s, C-4a)*, 147.01 (s, C-10a)*, 149.90 (s, C-2), 168.49 (s, C-13), 167.00 (s,
C-14), 179.48 (s, C-3). * = die Zuordnung der beiden Atome ist austauschbar.
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23.2 Substanzen aus Halomonas sp. Stamm Rk377a

23.2.1 Polyisopropylenglycol (32) O—CH-CH
2
farbloses Ol C|IH3
n

[C3H6O]n

Anfarbeverhalten: weiller Fleck bei Farbung mit Anisaldehyd oder Orcin.

R¢=ca. 0.78 (CHCI3/MeOH 9:1)

EI-MS (70 eV): Es sind Signale fiir die Summenformel [C;HsO],H von n=1 bis n=6 sichtbar.
m/z (%) =349 (2), 291 (4), 233 (8), 175 (17), 117 (43), 59 (100)

'H-NMR (300 MHz, CDCls): 8 = 1.10 (m, 3H, CH3), 3.37 (m, 1H, CH), 3.52 (m, 2H, CH)).
BC-NMR (50.3 MHz, CDCL): es treten 3 Gruppen von Signalen auf. 8 = 17.3 -17.4 (q, CH3),
72.8 —73.3 (t, CHy), 75.0 — 75.4 (d, CH).

23.2.2 Cyclo(prolylvalyl) (33)

farbloser Feststoff

C10H16N20; (196.25)

Anfarbeverhalten: braun (Anisaldehyd oder Orcin)
R¢=0.35 (CHCl3/MeOH 9:1)

R¢= 7.7 min (HPLC 1, Séule 1, Programm 1)
EI-MS (70 eV): m/z (%) = 196 (5) [M]", 154 (100) [M-C3Hq]", 125 (30), 72 (52), 70 (95), 69
(14), 55 (8),43 (8), 41 (21)

'H-NMR (300 MHz, CD;0D): &= 0.93 (d, J = 7.0 Hz, 3H, 4’-H3), 1.09 (d, J = 7.0 Hz, 3H,
5’-Hs), 1.86-2.06 (m, 3H, 3-H,, 4-H,), 2.32 (m, 1H, 3-Hy), 2.48 (sept d, J = 7.0, 2.5 Hz, 1H,
3’-H), 3.52 (m, 2H, 5-H>), 4.03 (m, 1H, 2°’-H), 4.20 (td, /= 5.0, 2.0 Hz, 1H, 2-H).
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23.2.3 Cyclo(leucylprolyl) (34)

farbloser Feststoff

C1:H1sN,0; (210.28)

Anfarbeverhalten: braun (Anisaldehyd oder Orcin)
R¢ = 0.45 (CHCl3/MeOH 9:1)

Rt = 9.8 min (HPLC 1, Séule 1, Programm 1)
EI-MS (70 eV): m/z (%) = 210 (1) [M]", 195 (3) [M-CH;]", 167 (5), 154 (100) [M-C4Hs]",
139 (5), 125 (11), 96 (4), 86 (18), 70 (48), 55 (4), 43 (6), 41 (7)

'H-NMR (300 MHz, CD;0D): &= 0.94 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 5’-H3), 0.95 (d, J = 6.5 Hz, 3H,
6’-Hs), 1.51 (m, 1H, 3-H,), 1.82 — 2.09 (m, 5H, 3’-H,, 4’-H, 3-H,, 4-H,), 2.29 (m, 1H, 3’-H,),
3.50 (m, 2H, 5-H,), 4.12 (m, 1H, 2°-H), 4.26 (td, /= 7.5, 2.0, 1H, 2-H).

'H-NMR (600 MHz, DMSO-ds): 8= 0.86 (d, J= 6.5 Hz, 3H, 5’-H3), 0.86 (verdeckt, 1H,
4-H,), 0.87 (d, J= 6.5 Hz, 3H, 6’-H3), 1.36 (m, 1H, 3°-H,), 1.77 (m, 1H, 3’-Hy), 1.82 (m, 1H,
4-Hy), 1.87 (m, 1H, 4’-H), 1.92 (m, 1H, 3-H,), 2.12 (m, 1H, 3-Hy), 3.4 (verdeckt, 2H, 5-H,),
3.99 (t, J= 6.0 Hz, 1H, 2°>-H), 4.18 (t, J = 8.0 Hz, 1H, 2-H).

BC-NMR (150 MHz, DMSO-dq): 8 = 21.8 (q, C-5°), 22.4 (t, C-4), 22.7 (q, C-6"), 24.0 (d,
C-4%), 273 (t, C-3), 37.7 (t, C-3"), 44.8 (t, C-5), 52.6 (d, C-2"), 58.4 (d, C-2), 166.4 (s, C-1"),
170.2 (s, C-1).

23.2.4 Cyclo(isoleucylprolyl) (35)

farbloser Feststoff

C11H1sN20- (210.28)

Anfarbeverhalten: braun (Anisaldehyd oder Orcin)
R¢=0.36 (CHCl3/MeOH 9:1)

R:=9.4 min (HPLC 1, Sédule 1, Programm 1)
EI-MS (70 eV): m/z (%) = 154 (100) [M-C4Hs]", 86 (27), 70 (46), 21 (18)

ESI-MS (positive Tonen): m/z = 443 [2M+Na]"

'H-NMR (300 MHz, CD;0D): 8= 0.92 (t, J = 7.0 Hz, 5’-H3), 1.04 (d, J = 7.0 Hz, 6’-H3),
1.30 (m, 3-H,), 1.86 — 2.20 (m, 3’-H, 4’-H,, 4-H,), 2.32 (m, 3-Hy), 3.54 (m, 5-H,), 4.06 (m,
2-H), 4.19 (m, 2’-H).

Eine Analyse der Integrale war nicht moglich, da die Substanz nicht einheitlich vorlag. Die

Zuordnung der Signale erfolgte in Analogie zu 33 und 34.
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23.2.5 Cyclo(phenylalanylprolyl) (36)

farbloser Feststoff

C14H16N20, (244.30)

Anfarbeverhalten: gelb (Anisaldehyd)
R¢=0.50 (CHCl3/MeOH 9:1)

Rt = 9.0 min (HPLC 1, Séule 1, Programm 1)
EI-MS (70 eV): m/z (%) = 244 (36) [M]", 153 (24) [M-Ph-CH,]", 125 (65), 91 (50), 70 (100),
55 (10), 41 (27)

ESI-MS (positive Ionen): m/z = 267 [M+Na]", 511 [2M+Na]"

'H-NMR (600 MHz, CD;0OD): &= 1.20 (m, 1H, 3-H,), 1.80 (m, 2H, 4-H,), 2.08 (m, 1H,
3-Hy), 3.14 (dd, /= 14.0, 5.0 Hz, 1H, 3’-H,), 3.17 (dd, J = 14.0, 5.5 Hz, 1H, 3’-Hy), 3.37 (m,
1H, 5-H,), 3.53 (dt, J= 12.0, 8.5 Hz, 1H, 5-Hy), 4.06 (ddd, J= 11.0, 6.0, 2.0 Hz, 1H, 2-H),
4.44 (tm, J= 5.0 Hz, 1H, 2°-H), 7.23 (m, 3H, 5’-H, 7°-H, 9°-H), 7.27 (m, 2H, 6’-H, §8’-H).

23.2.6 Cyclo(prolyltyrosyl) (37)

farbloser Feststoff

C14H16N203 (260.30)

Anfarbeverhalten: gelb (Anisaldehyd)

R¢= 0.46 (CHCl3/MeOH 9:1)

Ri= 7.6 min (HPLC 1, Séule 1, Programm 1)
EI-MS (70 eV): m/z (%) = 260 (18) [M]", 154 (100) [M-PhOH-CH,]", 107 (43), 91 (3), 77
(4),70(22),55(1),41 (4)

'H-NMR (300 MHz, CD;0OD): &= 1.20 (m, 1H, 3-H,), 1.79 (m, 2H, 4-H,), 2.08 (m, 1H,
3-Hy), 3.01 (dd, J = 14.0, 4.5 Hz, 1H, 3°-H,), 3.08 (dd, J = 14.0, 5.0 Hz, 1H, 3’-Hy), 3.35 (m,
1H, 5-H,), 3.54 (dt, J = 12.0, 8.5 Hz, 1H, 5-Hy), 4.04 (ddd, J = 11.0, 6.2, 2.0 Hz, 1H, 2°-H),
4.35 (td, J= 5.0, 2.0 Hz, 1H, 2-H), 6.69 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 6’-H, 8’-H), 7.03 (d, J = 8.5 Hz,
2H, 5°-H, 9°-H).
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23.2.7 Diisooctylphthalat (38) o) s
= Bis(2-ethylhexyl)phthalat s 1

farbloses Ol 0

CasH3504 (390.57) VE/\/
Anfarbeverhalten: violett (Anisaldehyd) O

R¢=0.45 (CHCl3/MeOH 9:1)

R:=10.6 min (HPLC 1, Séule 1, Programm 1)

ESI-MS (positive Ionen): m/z =413 [M+Na]", 803 [2M+Na]"

'H-NMR (300 MHz, CD;0D): 8 =0.90 (t, J= 7.5 Hz, 12H, 6’-Hs, 8°-H3), 1.22-1.45 (m, 16H,
3’-H,, 4’-H,, 5’-H,, 7°-Hy), 1.66 (nonett, J = 6.0 Hz, 2H, 2°-H), 4.19 (dd, J = 14.0, 6.0, 2H,
1’-H,), 4.21 (dd, J = 14.0, 6.0, 2H, 1°-Hy), 7.54 (m, 2H, 3-H, 4-H), 7.69 (m, 2H, 2-H, 5-H).

23.2.8 2-Aminophenoxazin-3-on (39) .
intensiv roter Feststoff @ N\joiiNHz
C12HsN20,(212.21) N X0
Anfarbeverhalten: braun-violett (Orcin) ° )
R¢=0.54 (CHCl3/MeOH 9:1)
Ri=12.9 min (HPLC 1, Séule 1, Programm 1)
EI-MS (70 eV): m/z (%) = 212 (100) [M]", 185 (35)
IR (KBr): v = 3407, 3314, 1580, 1472, 1420, 1278, 1176, 1106, 1054, 841, 755, 699, 575,
542 cm™
UV (MeOH): Amax (log €) =237 (4.34), 421 (4.26), 431 (4.26) nm
(MeOH/HCI): Amax (log €) =236 (4.36), 438 sh (4.07), 462 (4.10), 481 sh (4.06) nm
(MeOH/NaOH): Amax (log €) =236 (4.32), 419 (4.22), 432 (4.24) nm
'H-NMR (300 MHz, CDCls): 8= 5.10 (br s, 2H, NH,), 6.40 (s, 1H, 4-H), 6.46 (s, 1H, 1-H),
7.32-7.46 (m, 3H, 6-H, 7-H, 8-H), 7.74 (dd, J= 8.0, 2.0 Hz, 1H, 9-H).
'H-NMR (600 MHz, DMSO-de): 8= 6.34 (s, 1H, 4-H), 6.37 (s, 1H, 1-H), 6.76 (br s, 2H,
NH,), 7.38 (td, /= 8.0, 1.5 Hz, 1H, 8-H), 7.45 (td, J = 8.0, 1.5 Hz, 1H, 7-H), 7.48 (dd, J = 8.0,
1.5 Hz, 1H, 6-H), 7.69 (dd, /= 8.0, 1.5 Hz, 1H, 9-H).
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BC-NMR (75.5 MHz, DMSO-dg): § = 98.4 (d, C-1), 103.3 (d, C-4), 115.8 (d, C-6), 125.2 (d,
C-8), 127.9 (d, C-9), 128.7 (d, C-7), 133.7 (s, C-9a), 141.9 (s, C-5a), 147.3 (s, C-4a)*, 148.2
(s, C-10a)*, 148.8 (s, C-2), 180.1 (s, C-3).

* Zuordnungen austauschbar. Die angegebene Zuordnung erfolgte anhand von Inkrementberechnungen®’.

23.2.9 6-Hydroxy-2-aminophenoxazin-3-on (40)

intensiv roter Feststoff % ll\ol\loa > NH,
C1HsN,03 (228.21) j;I
Anfarbeverhalten: braun-violett (Orcin) - 0 “ 20
R = 0.43 (CHCl/MeOH 9:1) OH
Ri:=9.9 min (HPLC 1, Séule 1, Programm 1)
EI-MS (70 eV): m/z (%) = 228 (100) [M]", 201 (40)
ESI-MS (positive Tonen): m/z = 229 [M+H]", 250 [M+Na]"
HR-ESI-MS: berechnet m/z = 229.06077 [M+H]"
gefunden m/z =229.06079 (Abweichung 0.09 ppm)

IR (KBr): v =3431, 2931, 1643 (sh), 1589, 1506, 1460, 1382, 1277, 1212, 1085, 1027, 834,
763, 716, 669 cm™
UV (MeOH): hmax (log €) = 236 (3.93), 277 (3.75), 430 (3.72) nm

(MeOH/HCI): Amax (log €) = 230 (3.91), 284 (3.61), 464 (3.50) nm

(MeOH/NaOH): A (log €) = 232 (3.99), 298 (3.72), 440 (3.74) nm
'H-NMR (600 MHz, CD;0D): 8= 6.43 (s, 1H, 4-H), 6.44 (s, 1H, 1-H), 6.97 (dd, J = 8.0,
1.5 Hz, 1H, 7-H), 7.16 (dd, J = 8.0, 1.5 Hz, 1H, 9-H), 7.19 (t, J = 8.0 Hz, 1H, 8-H).
'H-NMR (600 MHz, DMSO-dg): 8= 6.31 (s, 1H, 4-H), 6.37 (s, 1H, 1-H), 6.69 (br s, 2H,
NH»). 6.99 (d, /= 8.0 Hz, 1H, 7-H), 7.10 (d, J= 8.0 Hz, 1H, 9-H), 7.15 (t, /= 8.0 Hz, 1H,
8-H).
BBC-NMR (125 MHz, DMSO-de): 5 = 98.4 (d, C-1), 103.0 (d, C-4), 115.5 (d, C-7), 117.4 (d,
C-9), 124.5 (d, C-8), 131.2 (s, C-9a), 134.8 (s, C-5a), 146.0 (s, C-6), 147.3 (s, C-4a)*, 147.8
(s, C-102)*, 148.7 (s, C-2)*, 180.0 (s, C-3).

* Zuordnungen austauschbar. Die angegebene Zuordnung erfolgte anhand berechneter Werte!”™®!

, eine zweifels-

freie Unterscheidung durch das HMBC-Spektrum war nicht moglich.
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23.2.10 Chandrananimycin C (41)

intensiv roter Feststoff

C17H16N203 (296.33)

Anfarbeverhalten: orange (Orcin)

R¢=0.78 (CHCl3/MeOH 9:1)

Rt = 14.9 min (HPLC 1, Sdule 1, Programm 1)
EI-MS (70 eV): m/z (%) = 296 (42) [M]", 281 (20) [M-CHs]", 266 (100) [M-CH,0]", 265
(56) [M-CH;0]", 264 (50) [M-CH;0H]", 263 (42) [M-CH3-H,0]", 251 (18), 250 (27), 249
(100), 238 (20), 221 (36), 149 (18), 132 (18), 73 (15)

'H-NMR (300 MHz, CDCLs): 8 = 1.36 (m, 1H, 12-H,), 1.37 (d, J= 6.5 Hz, 3H, 14-H3), 2.22
(m, 1H, 12-Hy), 3.53 (s, 3H, OMe), 3.73 (m, 1H, 13-H), 5.07 (t, J= 3.0 Hz, 1H, 11-H), 5.88
(br s, 1H, NH), 6.35 (s, 1H, 4-H), 7.35 (m, 3H, 6-H, 7-H, 8-H), 7.76 (dt, J= 7.0, 1.5 Hz, 1H,
9-H).

23.2.11 2-Amino-8-benzoyl-6-hydroxy-phenoxazin-3-on (42)
intensiv roter Feststoff
C19H12N204 (332.32)
Anfarbeverhalten: braun-rot (Orcin)
R¢=0.49 (CHCl3/MeOH 9:1)
Ri=15.0 min (HPLC 1, Saule 1, Programm 1)
EI-MS (70 eV): nicht erhéltlich
ESI-MS (positive Ionen): m/z = 333 [M+H]", 687 [2M+Na]", 1019 [3M+Na]"
ESI-MS (negative lonen): m/z =331 [M-HJ, 663 [2M-H]
HR-ESI-MS: berechnet m/z = 333.086983 [M+H]"
gefunden m/z =333.086901 (Abweichung 0.25 ppm)

IR (KBr): v = 3435, 2943, 2361, 1670, 1638, 1432, 1686, 1264, 1202, 1137, 1088, 1034,
844, 800, 712 cm™
UV (MeOH): Amax (log €) =257 (3.81), 309 (3.59), 432 (3.46) nm

(MeOH/HCI): Amax (log €) =254 (3.73), 305 (3.53), 454 (3.57) nm

(MeOH/NaOH): Amax (log €) =243 (3.89), 438 (3.67) nm
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'H-NMR (600 MHz, DMSO-d¢): & = 6.36 (s, 1H, 1-H), 6.41 (s, 1H, 4-H), 6.88 (br s, 2H,
NHL), 7.38 (d, J= 2.0 Hz, 1H, 7-H), 7.42 (d, J= 2.0 Hz, 1H, 9-H), 7.59 (t, J= 7.5 Hz, 2H,
4-H, 6°-H), 7.69 (t, J= 7.5 Hz, 1H, 5>-H), 7.76 (d, J = 7.5 Hz, 2H, 3’-H, 7°-H).

BC-NMR (125 MHz, DMSO-dg): & = 98.2 (d, C-1), 103.9 (d, C-4), 114.9 (d, C-7), 120.6 (d,
C-9), 128.5 (d, C-4’, C-6), 129.3 (d, C-3’, C-7), 132.4 (d, C-5), 132.7 (s, C-8)**, 134.0 (s,
C-9a)**, 134.1 (s, C-5a), 137.1 (s, C-2°), 145.3 (s, C-6), 147.6 (s, C-4a)*, 148.4 (s, C-10a)*,
148.8 (s, C-2)*, 180.2 (s, C-3), 194.4 (s, C-1").

* /| ** = Zuordnungen jeweils austauschbar. Die angegebene Zuordnung erfolgte anhand berechneter Werte

[96]
b

eine zweifelsfreie Unterscheidung durch das HMBC-Spektrum war nicht méglich.

23.2.12 2-Amino-8-(4-hydroxybenzoyl)-6-hydroxy-phenoxazin-3-on (43)
intensiv roter Feststoff
C19H12N205 (348.32)
Anfarbeverhalten: braun-rot (Orcin)
R¢=0.32 (CHCl3/MeOH 9:1)
R¢=12.7 min (HPLC 1, Sdule 1, Programm 1)
EI-MS (70 eV): nicht erhiltlich
ESI-MS (positive Ionen): m/z = 349 [M+H]", 719 [2M+Na]"
ESI-MS (negative lonen): m/z = 347.3 [M-H], 694.9 [2M-H]
HR-ESI-MS: berechnet m/z = 349.08190 [M+H]"
gefunden m/z =349.08176 (Abweichung 0.40 ppm)

IR (KBr): ¥ =3432, 2359, 1618, 1584, 1398, 1265, 1176, 1109, 1029, 662, 566 cm’’
UV (MeOH): Amax (log €) =266 (3.54), 300 (3.52), 428 (3.44), 434 (3.45) nm

(MeOH/HCI): Amax (log €) =249 (3.62), 304 (3.58), 465 (3.35) nm

(MeOH/NaOH): Amax (log €) =239 (3.61), 346 (3.56), 445 (3.49) nm
'H-NMR (600 MHz, DMSO-d): 8= 6.34 (s, 1H, 1-H), 6.37 (s, 1H, 4-H), 6.73 (br s, 2H,
NH,), 6.81 (d, J= 8.5 Hz, 2H, 4’-H, 6’-H), 7.11 (br s, 1H, 9-H)*, 7.17 (br s, 1H, 7-H)*, 7.65
(d, J=8.5Hz, 2H, 3’-H, 7°-H).
" Zuordnung austauschbar
'H-NMR (600 MHz, CD;0D): 8 = 6.45 (s, 1H, 1-H), 6.49 (s, 1H, 4-H), 6.85 (d, J= 9.0 Hz,
2H, 4’-H, 6’-H), 7.23 (d, J= 2.0 Hz, 1H, 9-H)*, 7.30 (br s, 1H, 7-H)*, 7.74 (d, J= 9.0 Hz,
2H, 3°-H, 7°-H).

* Zuordnung austauschbar

HO
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23.3 Nargenicin A, aus Actinomyces sp. Go 301

23.3.1 Nargenicin A1 (44)

farbloser Feststoff
ngH37NOg (M = 51560)

Anfarbeverhalten: schwarz-braun

(Anisaldehyd), braun (Orcin) o,
R¢=0.55 (CHCl;/MeOH 9:1) Ho 9

N \\“
EI-MS (70 eV): m/z (%) = 515 (100) [M]", 497 \ / < o'

(10), 457 (12), 426 (8). 369 (10). 347 (4), 297
(6), 147 (14), 109 (10), 94 (50), 43 (12)
ESI-MS (positive Ionen): m/z = 538 [M+Na]", 1053 [2M+Na]"
ESI-MS (negative lonen): m/z =514 [M-HJ
HR-ESI-MS: berechnet m/z = 516.259194 [M+H]"
gefunden m/z =516.259245 (Abweichung 0.10 ppm)
IR (KBr): v = 3420, 2967, 2927, 2871, 2366, 2950, 1701, 1654, 1559, 1458, 1410, 1385,
1307, 1262, 1107, 1027, 969, 750 cm™
UV (MeOH): Amax (log €) =227 (3.68), 265 (3.90) nm
(MeOH/HCI): Amax (log €) =231 (3.64), 265 (3.89) nm
(MeOH/NaOH): Amax (log €) =221 (3.72), 265 (3.91) nm
CD (MeOH): Amax ([©]) = 204 (40800), 237 (-4000) nm
[a] %= +48° (c = 1 in Methanol)

'H-NMR (300 MHz, CD;0OD): § = 0.93 (d, J= 7.0 Hz, 3H, 20-Hs), 1.21 (d, J = 6.0 Hz, 3H,
19-Hs), 1.25 (d, J = 7.0 Hz, 3H, 22-Hs), 1.35 (m, 1H, 3-H,), 1.82 (s, 3H, 21-Hs), 2.30 (m, 1H,
4-H), 2.34 (m, 1H, 10-H), 2.47 (m, 1H, 12-H), 2.48 (ddd, J= 15.0, 11.0, 4.0 Hz, 1H, 3-Hy),
2.61 (d, J= 7.0 Hz, 1H, 7-H), 3.08 (m, 1H, 16-H), 3.28 (s, 3H, 23-H3), 3.69 (dd, J= 11.0,
3.0 Hz, 1H, 11-H), 3.72 (dd, J = 11.0, 4.5 Hz, 1H, 2-H), 3.99 (dq, J= 9.0, 6.0 Hz, 1H, 18-H),
4.12 (d, J= 5.0 Hz, 1H, 8-H), 5.03 (t, J= 5.0 Hz, 1H, 9-H), 5.14 (dd, J= 8.5, 6.0 Hz, 1H,
17-H), 5.44 (dd, J= 7.0, 1.0 Hz, 1H, 15-H), 5.60 (dd, J= 9.5, 3.0 Hz, 1H, 5-H), 5.90 (ddd,
J=9.0, 7.0, 2.0 Hz, 1H, 6-H), 6.20 (dd, J= 4.0, 2.5 Hz, 1H, 4°-H), 6.87 (dd, J = 4.0, 1.5 Hz,
1H, 3>-H), 6.99 (dd, J=2.5, 1.5 Hz, 1H, 5°-H).

'H-NMR (300 MHz, CDCls): 8= 0.95 (d, J= 7.0 Hz, 3H, 20-Hz), 1.24 (d, J= 7.0 Hz, 3H,
21-Hs), 1.30 (d, J= 6.0 Hz, 3H, 19-H3), 1.38 (dt, J= 15.0, 3.5 Hz, 1H, 3-H,), 1.77 (s, 3H,
21-Hs), 2.32 (m, 2H, 4-H, 10-H), 2.46 — 2.58 (m, 3H, 3-Hy, 7-H, 12-H), 3.15 (sext, J = 7.0 Hz,
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1H, 16-H), 3.29 (s, 3H, 23-H3), 3.64 (dd, J= 11.0, 2.5 Hz, 1H, 11-H), 3.67 (dd, J= 11.5,
4.0 Hz, 1H, 2-H), 4.09 (quint, J= 6.5 Hz, 1H, 18-H), 4.20 (d, J= 5.0 Hz, 1H, 8-H), 5.11 (t,
J=4.5Hz, 1H, 9-H), 5.14 (t, J= 7.0 Hz, 1H, 17-H), 5.54 (m, 2H, 5-H, 15-H), 5.84 (ddd,
J=9.0, 7.0, 1.5 Hz, 1H, 6-H), 6.25 (m, 1H, 4’-H), 6.86 (m, 1H, 3°-H), 6.97 (m, 1H, 5>-H),
9.34 (br s, 1H, NH).

BC.NMR (75.5 MHz, CD;0D): § = 13.3 (g, C-20), 15.9 (q, C-22), 17.7 (g, C-21), 21.3
(q, C-19), 34.0 (d, C-16), 35.5 (d, C-10), 36.0 (t, C-3), 40.4 (d, C-7), 44.1 (d, C-4), 50.8
(d, C-12), 58.0 (q, C-23), 66.6 (d, C-18), 74.7 (d, C-9), 76.4 (d, C-11), 80.0 (d, C-17), 82.7
(d, C-8), 84.0 (d, C-2) , 90.6 (s, C-13), 110.8 (d, C-4"), 116.9 (d, C-3°), 123.1 (s, C-2°), 125.1
(d, C-5°), 128.9 (d, C-6), 132.3 (d, C-15), 133.9 (d, C-5), 136.2 (s, C-14), 161.9 (s, C-1"),
174.4 (s, C-1).
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23.4 Substanzen aus Actinomyces sp. Go M1

23.4.1 1-O-lsovaleryl-6-desoxy-a-L-talopyranosid (45)

farbloses Ol o
C11H2006 (248.27) M
Anfarbeverhalten: grau-griin (Anisaldehyd), schwarz- e ¢ 2
braun (Orcin) 3 O /.

Rr=0.33 (CHCLy/MeOH 9:1) oq"

OH
EI-MS (70 eV): nicht erhéltlich

ESI-MS (positive Tonen): m/z =271 [M+Na]", 519 [2M+Na]"
ESI-MS (negative lonen): m/z =495 [2M-H]
HR-ESI-MS: berechnet m/z =271.11521 [M+Na]"
gefunden m/z =271.11515 (Abweichung 0.22 ppm)
IR (KBr): v = 3400, 2966, 2935, 1745, 1458, 1387, 1370, 1292, 1252, 1169, 1144, 1101,
1020, 967, 949, 812, 689 cm”
UV (MeOH): Amax (log €) =203 (3.15) nm
CD (MeOH): Amax ([®]) = 213 (800), 247 (-500) nm
[a] 2= -84° (¢ = 1 in Methanol)

'H-NMR (600 MHz, CD;0D): § = 0.96 (d, J= 6.8 Hz, 3H, 4-H;), 0.97 (d, J= 6.8 Hz, 3H,
5-Hs), 1.22 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 6>-H3), 2.07 (nonett, J = 6.8 Hz, 1H, 3-H), 2.22 (dd, J = 14.0,
6.8 Hz, 1H, 2-H,), 2.25 (dd, J= 14.0, 7.5 Hz, 1H, 2-Hy), 3.65 (m, 1H, 4°-H), 3.67 (ddd,
J=3.5,2.0, 1.5 Hz, 1H, 2°-H), 3.76 (t, J = 3.5 Hz, 1H, 3°-H), 6.03 (d, J = 2.0 Hz, 1H, I>-H).
BC-NMR (150.8 MHz, CD;0D): = 16.9 (q, C-6"), 22.6 (q, C-4), 22.7 (g, C-5), 26.9 (d,
C-3), 44.1 (t, C-2), 67.1 (d, C-3"), 70.9 (d, C-5°), 71.1 (d, C-2), 73.9 (d, C-4), 95.8 (d, C-1°),
172.7 (s, C-1).
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23.4.2 1-O-Phenylacetyl-6-desoxy-a-L-talopyranosid (46)

farbloser Feststoff

O
C14H1505 (282.29) @
Anfarbeverhalten: grau-griin (Anisaldehyd), ot
schwarz-blau (Orcin) H,C o7+
Rf=0.43 (CHCly/MeOH 9:1) OH
OH
E1-MS (70 eV): nicht erhiltlich OH

DCI-MS (200 eV): m/z =300 [M+NH4]", 317 [M+NH4+NH3]", 582 [2M+NH,4]"
ESI-MS (positive Ionen): m/z = 305 [M+Na]", 587 [2M+Na]"
ESI-MS (negative Ionen): nicht erhéltlich
HR-ESI-MS: berechnet m/z = 305.09956 [M+Na]"
gefunden m/z =305.09972 (Abweichung 0.52 ppm)

IR (KBr): v = 3412, 2976, 2933, 2361, 2342, 1745, 1456, 1384, 1248, 1124, 1102, 1020,
962, 811, 728, 699 cm’'
UV (MeOH): Apax (log €) =206 (3.83) nm

(MeOH/HCI): Amax (log €) =205 (3.84) nm

(MeOH/NaOH): Amax (log €) =215 (2.79) nm
CD (MeOH): Amax ([O]) =226 (4800) nm
[a] 5 =-35° (¢ = | in Methanol)
'H-NMR (300 MHz, CDs0D): &= 1.13 (d, J= 6.5 Hz, 3H, 6’-H3), 3.55 (m, 1H, 4°-H), 3.63
(m, 1H, 3°-H), 3.64 (m, 1H, 2°-H), 3.68 (s, 2H, 2-H,), 3.69 (q, J = 6.5 Hz, 1H, 5°-H), 6.00 (d,
J=2.0 Hz, 1H, 1°-H), 7.28 (m, 5H, 4-H bis 8-H).
'H-NMR (600 MHz, Pyridin-de): & = 1.42 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 6’-H3), 3.81 (s, 2H, 2-H,), 4.03
(ddd, J=3.5, 2.0, 1.5 Hz, 1H, 2°-H), 4.10 (g, J = 6.5 Hz, 5°-H), 4.20 (dd, J = 3.0, 2.5 Hz, 1H,
3°-H), 4.26 (m, 1H, 4’-H), 6.70 (d, J= 1.5Hz, 1H, I’-H), 7.25 (m, 1H, 6-H), 7.31 (t,
J=17.5Hz, 2H, 5-H, 7-H), 7.39 (d, J = 7.5 Hz, 2H, 4-H, 8-H).
'H-NMR (300 MHz, CDCl;): 8= 1.18 (d, J= 6.5 Hz, 3H, 6’-H3), 3.60 — 3.80 (m, 6H, 2-H,
und 2°-H bis 5°-H), 6.15 (br s, 1H, 1°-H), 7.26 (m, 5H, 4-H bis 8-H).
BC-NMR (75.5 MHz, CD;OD): 8= 16.8 (q, C-6"), 42.1 (t, C-2), 67.0 (d, C-3"), 70.7 (d,
C-27), 70.8 (d, C-5°), 73.8 (d, C-4"), 96.2 (d, C-1°), 128.2 (d, C-6), 129.6 (d, C-5, C-7), 130.3
(d, C-4, C-8), 135.4 (s, C-3), 171.4 (s, C-1).
'Jcr am anomeren C-Atom (CD;OD): 175.2 Hz
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BC-NMR (50.3 MHz, CDCLy): 8 = 16.8 (q, C-6), 42.1 (t, C-2), 67.0 (d, C-3"), 70.7 (d, C-2"),
70.8 (d, C-5°), 73.8 (d, C-4%), 96.2 (d, C-1°), 128.2 (d, C-6), 129.6 (d, C-5 und C-7), 130.3 (d,
C-4 und C-8), 135.4 (s, C-3), 171.4 (s, C-1).

23.4.3 1-0O-(2-Aminobenzoyl)-6-desoxy-a-L-talopyranosid (47)
farbloser Feststoff
C13H17NOg (283.28)
Anfarbeverhalten: orange-braun (Orcin)
R¢=0.21 (CHCl3/MeOH 9:1)
EI-MS (70 eV): nicht erhéltlich OH
ESI-MS (positive Tonen): m/z = 306 [M+Na]", 589 [2M+Na]"
HR-ESI-MS: berechnet m/z = 306.09481 [M+H]"
gefunden m/z =306.09518 (Abweichung 1.14 ppm)

IR (KBr): ¥ =3432,2927, 1619, 1457, 1384, 1242, 1148, 1107, 1060, 1019, 955 cm™
UV (MeOH): Amax (log €) =219 (3.93), 248 (3.43), 340 (3.19) nm

(MeOH/HCI): Amax (log €) =221 (3.83), 248 (3.32), 339 (3.03) nm

(MeOH/NaOH): Amax (log €) =220 (3.84), 249 (3.31), 340 (3.08) nm
CD (MeOH): Amax ([®]) =207 (-2100), 223 (500), 252 (-2200), 289 (-1800), 345 (-1800) nm
'H-NMR (600 MHz, CD;OD): &= 1.25 (d, J= 6.5 Hz, 3H, 6’-H3), 3.71 (m, 1H, 4’-H), 3.82
(ddd, J= 3.5, 2.0, 1.5 Hz, 1H, 2’-H), 3.93 (t, /= 3.0 Hz, 1H, 3’-H), 4.06 (q, J = 6.5 Hz, 1H,
5’-H), 6.24 (d, J= 2.0 Hz, 1H, 1°-H), 6.56 (ddd, J= 8.0, 7.0, 1.0 Hz, 1H, 5-H), 6.75 (ddd,
J=28.5, 1.0, 0.5 Hz, 1H, 3-H), 7.25 (ddd, J= 8.5, 7.0, 1.5 Hz, 1H, 4-H), 7.74 (ddd, J = 8.0,
1.5, 0.5 Hz, 1H, 6-H).
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23.4.4 1-0O-(4-Hydroxyphenyl)-6-desoxy-a-L-talopyranosid (48)

farbloser Feststoff f or
Ci12H1606 (256.25) O/©/
Anfarbeverhalten: braun (Orcin), grau-blau (Ehrlich)
R =0.15 (CHCl;/MeOH 9:1) ; o/
EI-MS (70 eV): m/z (%) = nicht erhiltlich OSH
ESI-MS (positive Ionen): m/z =279 [M+Na], 525 [2M+Na]"
HR-ESI-MS: berechnet m/z = 279.08391 [M+Na]"
gefunden m/z =279.08371 (Abweichung 0.72 ppm)

IR (KBr): v = 3367, 3188, 2962, 2928, 2499, 2364, 1510, 1474, 1444, 1379, 1327, 1219,
1102. 1034, 973, 835, 815, 772, 691, 518 cm’'
UV (MeOH): Amax (log €) =223 (3.93), 286 (3.49) nm

(MeOH/HCI): Amax (log €) =224 (3.85), 287 (3.33) nm

(MeOH/NaOH): Amax (log €) =236 (3.93), 298 (3.46) nm
CD (MeOH): Amax ([®]) = 225 (-6800) nm
[a] % =-108° (¢ = 1 in Methanol)

H.,C

OH

'H-NMR (600 MHz, CD;0D): 8= 1.21 (d, J= 6.5 Hz, 3H, 6’-H3), 3.65 (m, 1H, 4’-H), 3.86
(ddd, J=3.5,2.0, 1.5 Hz, 2°-H), 3.90 (t, /= 3.5 Hz, 1H, 3’-H), 4.01 (q, /= 6.5 Hz, 1H, 5’-H),
533 (d, J=2.0Hz, 1H, 1’-H), 6.70 (d, J= 9.0 Hz, 2H, 3-H, 5-H), 6.89 (d, J= 9.0 Hz, 2H,
2-H, 6-H).

'H-NMR (600 MHz, Pyridin-de): 8= 1.48 (d, J= 6.5 Hz, 3H, 6’-H3), 4.09 (m, 1H, 2’-H)*,
4.31 (q,J= 6.5 Hz, 5’-H), 4.44 (m, 1H, 4’-H)*, 4.47 (m, 1H, 3°-H)*, 5.94 (d, J= 2.0 Hz, 1H,
1’-H), 6.39 (brs, 1H, OH), 6.44 (brd, J= 7.0 Hz, 1H, OH), 6.76 (br d, J= 7.0 Hz, 1H, OH),
7.16 (d, J=9.0 Hz, 2H, 3-H, 5-H), 7.28 (d, J=9.0 Hz, 2H, 2-H, 6-H).

* = Zuordnung austauschbar.

BC-NMR (75.5 MHz, CD;0D): 6= 16.9 (g, C-6"), 67.2 (d, C-3"), 68.9 (d, C-5"), 72.1 (d,
C-2°),74.2 (d, C-4°), 101.7 (d, C-1"), 116.8 (d, C-3, C-5), 119.2 (d, C-2, C-6), 151.1 (s, C-1),
151.7 (s, C-4).

Jch am anomeren C-Atom: 170.9 Hz
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23.4.5 1-0O-(4-Hydroxy-2-methoxyphenyl)-6-desoxy-a-L-talopyranosid (49)

farbloser Feststoff o
C13H1507 (286.28)
Anfarbeverhalten: braun (Orcin) o

2
R¢=0.17 (CHCl3/MeOH 9:1) H,C -y OMe
ESI-MS (positive Tonen): m/z = 309 [M+Na]", 595 [2M+Na]" o

HR-ESI-MS: berechnet m/z = 309.09447 [M+Na]" OH OH
gefunden m/z =309.09441 (Abweichung 0.06 ppm)

IR (KBr): ¥ = 3420, 2935, 2370, 2344, 1684, 1675, 1608, 1509, 1458, 1437, 1384, 1301,
1212, 1163, 1103, 1029, 976, 826, 691 cm™
UV (MeOH): Amax (log €) =220 (3.55), 282 (3.11) nm

(MeOH/HCI): Amax (log €) =223 (3.31), 283 (2.86) nm

(MeOH/NaOH): Aoy (log €) = 239 (3.04), 296 (2.36) nm
CD (MeOH): Amax ([O]) = 229 (-1800), 254 (400), 273 (-300) nm
'H-NMR (600 MHz, CD;0D): 8= 1.21 (d, J= 6.5 Hz, 3H, 6’-H3), 3.67 (m, 1H, 4’-H), 3.77
(s, 3H, OCH3), 3.92 (t, J= 3.0 Hz, 1H, 3’-H), 3.94 (ddd, J= 3.5, 2.0, 1.5 Hz, 1H, 2’-H), 4.21
(q, J=6.5Hz, 1H, 5°-C), 5.23 (d, J= 2.0 Hz, 1H, 1>-H), 6.28 (dd, J = 8.5, 2.8 Hz, 1H, 5-H),
6.46 (d, J=2.8 Hz, 1H, 3-H), 6.87 (d, J = 8.5 Hz, 1H, 6-H).
BC-NMR (150.8 MHz, CD;0D): &= 16.8 (q, C-6), 56.2 (q, OCH3), 67.2 (d, C-3"), 69.2
(d, C-5”), 72.0 (d, C-2°), 74.4 (d, C-4"), 101.7 (d, C-3), 103.3 (d, C-1"), 107.4 (d, C-5), 121.9
(d, C-6), 139.8 (s, C-1), 153.3 (s, C-2), 155.3 (s, C-3).

1 Jcn am anomeren C-Atom: 174 Hz

23.4.6 1-0O-(2-Pyrrolylcarbonyl)-6-desoxy-a-L-talopyranosid (50)

farbloser Feststoff

C1:H1sNOg (257.24) i H
Anfarbeverhalten: braun (Orcin) o 2 \ /
Rf=0.19 (CHCI3/MeOH 9:1) H,C o7

ESI-MS (positive Ionen): m/z = 280 [M+Na]", 537 [2M+Na]" OH

OH
ESI-MS (negative Ionen): nicht erhéltlich
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HR-ESI-MS: berechnet m/z = 280.07916 [M+Na]"
gefunden m/z =280.07912 (Abweichung 0.14 ppm)

IR (KBr): v = 3432, 2927, 1699, 1684, 1636, 1410, 1384, 1309, 1206, 1123, 1076, 1024,
961 cm’
UV (MeOH): Amax (log €) =231 (3.49), 267 (3.96) nm

(MeOH/HCI): Amax (log €) =232 (3.43), 267 (3.95) nm

(MeOH/NaOH): Amax (log €) = 230 (3.33), 267 (3.93) nm
CD (MeOH): Amax ([©]) =216 (1000), 230 (1800), 266 (800) nm
[a] 2= -60° (¢ = 1 in Methanol)
'H-NMR (600 MHz, CD;0D): &= 1.24 (d, J= 6.5 Hz, 3H, 6’-H3), 3.70 (m, 1H, 4>-H), 3.79
(ddd, J= 3.5, 2.0, 1.5 Hz, 1H, 2°-H), 3.97 (dd, J= 3.5, 3.0 Hz, 1H, 3°-H), 4.07 (q, /= 6.5 Hz,
1H, 5°-H), 6.19 (d, J= 2.0 Hz, 1H, 1°-H), 6.21 (dd, J= 3.5, 2.5 Hz, 1H, 4-H), 6.92 (dd,
J=3.5, 1.5 Hz, 1H, 3-H), 7.01 (dd, J= 2.5, 1.5 Hz, 1H, 5-H).
BC-NMR (150.8 MHz, CD;OD): 8= 17.0 (q, C-6"), 67.2 (d, C-3"), 70.9 (d, C-5°), 71.3
(d, C-2°), 74.0 (d, C-4), 95.7 (d, C-1"), 111.1 (d, C-4), 117.7 (d, C-3), 122.7 (s, C-2), 125.7
(d, C-5), 160.5 (s, C-6).

23.4.7 1-0O-(4-Hydroxybenzoyl)-6-desoxy-a-L-talopyranosid (51)

farbloser Feststoff 0

Ci13H1607 (284.26) o 1
Anfarbeverhalten: braun (Orcin) H.C o 4
R¢=0.15 (CHCl3/MeOH 9:1) o OH

ESI-MS (positive Tonen): m/z =307 [M+Na]", 591 [2M+Na]"  OH OH
ESI-MS (negative lonen): m/z =283 [M-H]
HR-ESI-MS: berechnet m/z = 307.07882 [M+Na]"
gefunden m/z =307.07862 (Abweichung 0.65 ppm)

IR (KBr): v =3386, 2937, 1708, 1608, 1592, 1514, 1445, 1270, 1168, 1150, 1103 sh, 1082,
1020, 956, 852, 813, 770, 686 cm”
UV (MeOH): Anax (log €) = 211 (3.53), 259 (3.63) nm

(MeOH/HCI): Amax (log €) =209 (3.69), 260 (3.61) nm

(MeOH/NaOH): Anax (log €) = 221 (3.32), 302 (3.82) nm
CD (MeOH): kein signifikanter CD-Effekt
[a] 2= -69° (¢ = 2 in Methanol)
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IH-NMR (600 MHz, CD;0D): 8 = 1.25 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 6’-H3), 3.72 (m, 1H, 4’-H), 3.82
(ddd, J= 3.5, 2.0, 1.5 Hz, 1H, 2°-H), 3.94 (t, J = 3.0 Hz, 1H, 3°-H), 4.07 (g, J = 6.5 Hz, 1H,
5’-H), 6.24 (d, J=2.0 Hz, 1H, 1’-H), 6.84 (d, J=9.0 Hz, 2H, 3-H, 5-H), 7.88 (d, J= 9.0 Hz,
2H, 2-H, 6-H).

BC-NMR (75.5 MHz, CDsOD): § = 17.0 (q, C-6"), 67.3 (d, C-3"), 71.0 (d, C-2"), 71.2 (d,
C-5°), 73.9 (d, C-4°), 96.2 (d, C-1"), 116.4 (d, C-3, C-5), 121.5 (s, C-1), 133.1 (d, C-2, C-6),
164.1 (s, C-4), 166.0 (s, C-7).

23.4.8 4-0O-(6-Desoxy-a-L-talopyranosyl)-benzoesaure-(6-desoxy-a-L-
talopyranosyl)ester (54)

farbloser Feststoff o
C19H26011 (430.40) o
1

Anfarbeverhalten: braun (Orcin)

H,C o071 ;
R;=0.13 (CHCl3/MeOH 9:1) 7 o
ESI-MS (positive Tonen): m/z = 453 [M+Na]", 883 [2M+Na] OoH &, "/ o7
HR-ESI-MS: berechnet m/z = 453.13673 [M+Na]" OCH)H oK

gefunden m/z =453.13677 (Abweichung 0.09 ppm)

IR (KBr): v = 3404, 2935, 1718, 1605, 1508, 1421, 1312, 1271, 1246, 1173, 1150, 1102,
1023, 974, 949 sh, 912, 853, 811, 771, 689 cm’*
UV (MeOH): Amax (log €) =252 (4.03) nm

(MeOH/HCI): Amax (log €) =252 (4.01) nm

(MeOH/NaOH): Amax (log €) =250 (3.99) nm
CD (MeOH): Amax ([®]) =252 (-6400) nm
[a] 7 = -124° (¢ = 2 in Methanol)
'H-NMR (600 MHz, CD;0D): 8= 1.18 (d, J= 6.5 Hz, 3H, 6”>-H3), 1.25 (d, J= 6.5 Hz, 3H,
6’-H3), 3.67 (m, 1H, 4°’-H), 3.72 (m, 1H, 4’-H), 3.83 (ddd, J= 3.5, 2.0, 1.5 Hz, 1H, 2’-H),
3.88 (m, 1H, 5°’-H), 3.90 (m, 1H, 2°’-H), 3.94 (t, /= 3.0 Hz, 1H, 3°’-H), 3.95 (t, /= 3.0 Hz,
1H, 3°-H), 4.08 (q, J = 6.5 Hz, 1H, 5’-H), 5.65 (d, /= 2.0 Hz, 1H, 1”’-H), 6.24 (d, J = 2.0 Hz,
1H, 1’-H), 7.17 (d, J = 9.0 Hz, 2H, 3-H, 5-H), 7.99 (d, J = 9.0 Hz, 2H, 2-H, 6-H).
BC-NMR (75.5 MHz, CD;0D): § = 16.9 (q, C-6’"), 17.0 (q, C-6"), 67.1 (d, C-3>"), 67.3 (d,
C-3), 69.6 (d, C-5*), 71.1 (d, C-2°, C-5°), 71.6 (d, C-2""), 73.9 (d, C-4"’), 96.4 (d, C-1’),
100.2 (d, C-1"), 117.3 (d, C-3, C-5), 124.3 (s, C-1), 132.8 (d, C-2, C-6), 162.8 (s, C-4), 165.6
(s, C-7).
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23.5 Haufig aus Pilzstammen isolierte Metaboliten

28

23.5.1 Ergosterol (58)
= (22E)-Ergosta-5,7,22-trien-3-ol = Provitamin D,
farbloser Feststoff
C2sH140 (396.66)
Anfarbeverhalten: violett (Anisaldehyd)
Rt = 0.70 (CHCl3/Methanol 9:1)
EI-MS (70 eV): m/z (%) = 396 (20) [M]", 363 (15) [M-CH;-H,0]", 337 (8), 271 (6), 253 (8),
211 (10), 157 (12), 143 (15), 91 (20), 81 (28), 69 (78), 55 (100), 43 (92)
IR (KBr): v =3420, 2954, 2871, 1711, 1653, 1458, 1372, 1333, 1242, 1160, 1056, 972, 834,
606 cm’
UV (MeOH): Amax (log €) =263 (3.71), 271 (3.84), 282 (3.86), 293 (3.65) nm
(MeOH/HCI): Amax (log €) =263 (3.74), 271 (3.85), 281 (3.86), 293 (3.67) nm
(MeOH/NaOH): Amax (log €) =262 (3.51), 271 (3.70), 281 (3.73), 293 (3.41) nm
CD (MeOH): Amax ([®]) = 223 (16300), 261 (-25700), 270 (-34500), 281 (-33200), 292
(-16900) nm
[a] 3= -34° (¢ = | in Methanol)

'H-NMR (600 MHz, CDCLy): & = 0.60 (s, 3H, 18-Hs), 0.80 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 26-Hs), 0.81
(d, J= 6.5 Hz, 3H, 27-Hs), 0.89 (d, J= 6.5 Hz, 3H, 28-Hs), 0.92 (s, 3H, 19-H;), 1.01 (d,
J=6.5Hz, 3H, 21-Hs), 1.16 — 2.07 (m, 18H, 1-Hs, 2-H,, 9-H, 11-H,, 12-H,, 14-H, 15-H,,
16-H,, 17-H, 20-H, 24-H, 25-H), 2.26 (dd, J= 14.0, 13.0 Hz, 1H, 4-H,), 2.44 (ddd, J = 14.0,
3.4, 2.0 Hz, 1H, 4-Hy), 3.61 (t, J= 11.0, 4.0 Hz, 1H, 3-H), 3.61 (t, J= 11.0, 4.0 Hz, 1H,
3-H), 5.15 (dd, J= 15.0, 8.0 Hz, 1H, 22-H), 5.20 (dd, J = 15.0, 7.0 Hz, 1H, 23-H), 5.36 (ddd,
J=8.0,5.5,2.5 Hz, 1H, 7-H), 5.54 (dd, J = 6.0, 2.5 Hz, 1H, 6-H).

BC-NMR (150.8 MHz, CDCls): § = 12.1 (q, C-18), 16.3 (g, C-19), 17.3 (q, C-28), 19.7 (q,
C-26), 20.0 (g, C-21), 21.1 (q, C-27), 21.1 (t, C-11), 23.0 (t, C-15), 28.3 (t, C-16), 32.0 (t,
C-2), 33.1 (d, C-25), 37.0 (s, C-10), 38.4 (t, C-1), 39.1 (t, C-12), 40.5 (d, C-20), 40.8 (t, C-4),
42.8 (s, C-13), 42.8 (d, C-24), 46.3 (d, C-9), 54.6 (d, C-14), 55.7 (d, C-17), 70.5 (d, C-3),
116.3 (d, C-7), 119.6 (d, C-6), 132.0 (d, C-22), 135.6 (d, C-23), 139.8 (s, C-5), 141.4 (s, C-8).
Die Zuordnung der NMR-Daten wird in der Literatur teils widerspriichlich vorgenommen. Die hier wieder-

gegebene Zuordnung wurde bei einer ausfiihrlichen NMR-Studie erhalten, die INADEQUATE-Messungen

beinhaltete und daher als zuverlissig angesehen werden kann!". Sie stimmt iiberein mit den im Handbook of

[179]

Secondary Fungal Metabolites'' ' angegebenen Daten.
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23.5.2 Cerebrosid C (59)

farbloses Ol
C3H79NOg (754.09)
Anfarbeverhalten: violett (Anisaldehyd)
R¢=0.12 (CHCl3/MeOH 9:1)
EI-MS (70 eV): nicht erhéltlich
ESI-MS (positive Ionen): m/z = 755 [M+H]", 777 [M+Na]"
ESI-MS (negative lonen): m/z =753 [M-H], 798 [M+HCOO|
IR (KBr): v = 3426, 2923, 2860, 2364, 1727 (sh), 1639, 1540, 1454, 1383, 1158, 1078, 1033
(sh), 971 (sh) cm™
CD (MeOH): Amax ([®]) =202 (-31800) nm
[a] 7 =-12° (¢ = 1 in Methanol)

'H-NMR (600 MHz, CD;OD): § = 0.89 (t, J= 7.0 Hz, 6H, 18-Hs, 18°-H), 1.28 (m, 36H,
12-H, bis 17-Ha, 6°-H, bis 17°-H,), 1.38 (m, 2H, 11-H,), 1.59 (s, 3H, 19-Hs), 1.97 (t,
J=17.5Hz, 2H, 10-Hy), 2.04 (m, 6H, 6-H, 7-H, und 5>-H,), 3.19 (dd, J = 9.0, 8.0 Hz, 1H,
2>-H), 3.27 (m, 1H, 4”’-H), 3.29 (m, 1H, 5°*-H)*, 3.35 (td, J= 9.0, 1.0 Hz, 1H, 3°-H)*, 3.66
(dd, J= 12.0, 5.5 Hz, 1H, 6”°-H,), 3.70 (dd, J= 10.5, 3.5 Hz, 1H, 1-H,), 3.86 (dd, J = 12.0,
1.5 Hz, 1H, 6”-Hy), 3.97 (m, 1H, 2-H), 4.12 (m, 2H, 1-Hy, 3-H), 4.27 (d, J= 7.8 Hz, 1H,
1”°-H), 4.43 (dd, J = 6.0, 1.0 Hz, 1H, 2°-H), 5.14 (t, J = 6.8 Hz, 1H, 8-H), 5.45 (ddt, J= 15.0,
7.2, 1.0 Hz, 1H, 4-H), 5.48 (ddt, J= 15.0, 6.0, 1.0 Hz, 1H, 3°-H), 5.71 (dtd, J= 15.0, 5.5,
1.0 Hz, 1H, 5-H), 5.83 (dtd, J= 15.0, 6.8, 1.0 Hz, 1H, 4°-H).

BC-NMR (150.5 MHz, CD;0OD): = 14.5 (q, C-18, C-18°), 16.2 (q, C-19), 23.8 (t, C-17,
C-17°), 28.8 (t, C-7), 29.2 (t, C-11), 30.4 — 30.9 (t, C-12 bis C-15, C-6" bis C-15"), 33.1
(t, C-16, C-16), 33.5 (t, C-5"), 33.8 (t, C-6), 40.8 (t, C-10), 54.6 (d, C-2), 62.7 (t, C-6""), 69.7
(t, C-1), 71.6 (d, C-4°*), 72.9 (d, C-3), 74.1 (d, C-2°), 75.0 (d, C-2°*), 77.9 (d, C-57)*, 78.0
(d, C-3)*, 104.7 (d, C-1°"), 124.9 (d, C-8), 129.0 (d, C-3"), 131.0 (d, C-4), 134.5 (d, C-5),
134.7 (d, C-4°), 136.7 (s, C-9), 177.2 (s, C-1°).

*Zuordnung austauschbar.

Die Zuordnung der NMR-Daten erfolgte nach Literaturangabe"®”".
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23.6 Ascosalipyron aus Diplodia sp. BS 5945

23.6.1 Ascosalipyron (60)
farbloser Feststoff
C13H1804 (238.29)
Anfarbeverhalten: hellbraun (Anisaldehyd)
R¢=0.63 (CHCl3/MeOH 9:1)
EI-MS (70 eV): m/z (%) = 238 (10) [M]", 154 (100), 125 (5), 85 (10), 69 (6), 57 (55), 41 (12)
IR (KBr): v = 3427, 2968, 2934, 2370, 2343, 1717, 1700, 1684, 1654, 1646, 1636, 1587,
1560, 1458, 1410, 1384, 1243, 1136, 1090, 1030 cm’’
UV (MeOH): Amax (log €) =213 (3.69), 290 (3.21) nm
(MeOH/HCI): Amax (log €) =287 (3.17) nm
(MeOH/NaOH): Amax (log €) =215 (3.55), 290 (3.12) nm
CD (MeOH): kein signifikanter CD-Effekt
[a] 2= -8° (¢ = 1 in Methanol)

'H-NMR (300 MHz, CDCls): 5= 0.78 (t, J= 7.5 Hz, 3H, 11-Hs), 1.05 (d, J= 7.0 Hz, 3H,
12-Hs), 1.33 (m, 1H, 10-H,), 1.34 (d, J= 7.0 Hz, 3H, 13-H;), 1.65 (dq, J = 14.0, 7.0 Hz, 1H,
10-Hy), 1.92 (s, 3H, 14-Hj), 2.61 (sext, J= 7.0 Hz, 1H, 9-H), 3.78 (q, J= 7.0 Hz, 1H, 7-H),
6.21 (s, 1H, 5-H).

BC-NMR (75.5 MHz, CD;0D): 6 = 8.2 (q, C-14), 11.5 (g, C-11), 14.4 (q, C-12), 16.3 (q,
C-13), 25.6 (t, C-10), 46.8 (d, C-9), 49.0 (d, C-7), 99.6 (s, C-3), 101.7 (d, C-5), 160.4 (s, C-6),
166.3 (s, C-4), 167.5 (s, C-2), 211.2 (s, C-8).
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23.7 Solanapyron C aus Microsphaeropsis sp. BS 6278

23.7.1 Solanapyron C (61)

farbloser Feststoff
C19H25NO4 (331.41)
Anfarbeverhalten: blau (Anisaldehyd)
R¢=0.63 (CHCl3/MeOH 9:1)
ESI-MS (positive Ionen): m/z = 354 [M+Na]", 685 [2M+Na]",
1016 [3M+Na]"
ESI-MS (negative lonen): m/z =330 [M-HJ
UV (MeOH): Amax (log €) =203 (4.00), 237 (4.23), 282 (3.72), 318 (3.79) nm
(MeOH/HCI): Amax (log €) =203 (3.97), 237 (4.22), 282 (3.70), 318 (3.77) nm
(MeOH/NaOH): Amax (log €) = 205 (3.93), 237 (4.20), 281 (3.72), 319 (3.80) nm
CD (MeOH): Amax ([®]) =204 (18100), 243 (16500), 263 (-1000), 313 (-4700) nm
'H-NMR (600 MHz, CD;0D): 8 =0.97 (d, J= 6.5 Hz, 3H, 17-H3), 1.16 — 1.51 (m, 6H, 6-H,,
7-Hax, 8-Hy, 9-H»), 1.72 (m, 2H, 6-Heq, 7-Heg), 2.14 (m, 1H, 5-H), 2.22 (m, 1H, 10-H), 2.54
(m, 2H, 1-H, 2-H), 3.56 (t, /= 5.5 Hz, 2H, 18-H»), 3.73 (t, /= 5.5 Hz, 2H, 19-H,), 5.46 (dt,
J=10.0, 1.5 Hz, 1H, 3-H), 5.68 (ddd, /= 10.0, 5.0, 2.0 Hz, 1H, 4-H), 6.48 (s, 1H, 12-H), 9.89
(s, IH, 16-H).
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23.8 Substanzen aus Chaetomium sp. BS 6556

23.8.1 Chaetoglobosin A (66) 3 3

gelblicher Feststoff | HN
N 2 o

C3oH35N-05 (528.65) H

Anfarbeverhalten: braun (Anisaldehyd)
R¢=0.57 (CHCl3/MeOH 9:1)
ESI-MS (positive Ionen): m/z = 551 [M+Na]", 1079 [2M+Na]", 1607 [3M+Na]"
ESI-MS (negative lonen): m/z = 527 [M-H], 1055 [2M-H]’, 1584 [3M-H]
IR (KBr): ¥ = 3419, 2926, 2357, 1689, 1621 (sh), 1440, 1383, 1292, 1247, 1157, 1100, 1057,
976, 743, 670 cm™
UV (MeOH): hma (log €) = 220 (4.55), 273 (3.76), 279 (3.76), 290 (3.64) nm
(MeOH/HCI): Amax (log €) = 221 (4.55), 273 (3.74), 281 (3.73), 288 (3.64) nm
(MeOH/NaOH): Aoy (log €) = 220 (4.54), 276 (3.73), 282 (3.75), 289 (3.68) nm
CD (MeOH): Amax ([©]) =219 (-127500) nm
[a] %= -203° (¢ = 1 in Methanol)

'H-NMR (600 MHz, CDCL): § = 0.98 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 16-CHs), 1.24 (d, J= 7.0 Hz, 3H,
11-Hs), 1.28 (s, 3H, 12-H3), 1.30 (d, J= 1.0 Hz, 3H, 18-H;), 1.84 (qd, J= 7.0, 5.0 Hz, 1H,
5-H), 2.01 (ddd, J= 13.5, 11.0, 10.5 Hz, 1H, 15-H,), 2.11 (dd, J= 10.0, 5.0 Hz, 1H, 8-H),
2.25 (m, 1H, 15-Hy), 2.43 (m, 1H, 16-H), 2.61 (dd, J = 14.5, 7.5 Hz, 1H, 10-H,), 2.78 (d, J =
5.0 Hz, 1H, 7-H), 2.93 (dd, J= 14.5, 4.0 Hz, 1H, 10-H,), 3.01 (dd, J= 5.0, 3.5 Hz, 1H, 4-H),
3.79 (m, 1H, 3-H), 3.85 (br s, 1H, OH), 5.01 (s, 1H, NH), 5.20 (ddd, J= 15.0, 10.5, 4.0 Hz,
1H, 14-H), 5.58 (dq, J=9.0, 1.0 Hz, 1H, 17-H), 5.84 (s, 1H, 19-H), 6.04 (ddd, J= 15.0, 10.0,
1.5 Hz, 1H, 13-H), 6.46 (br d, J= 16.5 Hz, 1H, 21-H), 6.94 (d, J = 2.5 Hz, 1H, 2°-H), 7.13 (td,
J=17.5,1.0 Hz, 1H, 5>-H), 7.18 (td, J= 7.5, 1.0 Hz, 1H, 6’-H), 7.34 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 7°-H),
7.47(d,J=17.5Hz, 1H, 4°-H), 7.72 (d, J = 16.5 Hz, 22-H), 8.18 (s, 1H, N1°-H).

BC-NMR (150.8 MHz, CDCL): 8= 10.6 (q, 18-CHj), 13.6 (g, C-11), 19.9 (q, C-12), 21.0
(q, 16-CHs), 32.1 (d, C-16), 34.4 (t, C-10), 36.1 (d, C-5), 41.8 (t, C-15), 47.1 (d, C-4), 48.8
(d, C-8), 52.6 (d, C-3), 58.0 (s, C-6), 62.4 (d, C-7), 63.2 (s, C-9), 81.7 (d, C-19), 110.4
(s, C-3°), 111.6 (d, C-7"), 118.3 (d, C-4"), 120.0 (d, C-5°), 122.5 (d, C-6"), 123.2 (d, C-2°),
126.9 (s, C-3a’), 128.2 (d, C-13), 131.6 (d, C-21), 132.2 (s, C-18), 133.8 (d, C-14), 136.3
(d, C-22), 136.4 (s, C-7a"), 140.4 (d, C-17), 173.0 (s, C-1), 196.7 (s, C-20), 201.7 (s, C-23).
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23.8.2 19-O-Acetylchaetoglobosin A (65)

gelblicher Feststoff a3
C34H33N206 (570.69) HN—HO
Anfarbeverhalten: braun (Anisaldehyd) H ?

R¢=0.80 (CHCl3/MeOH 9:1)
ESI-MS (positive Ionen): m/z = 593.4 [M+Na]", 1163.1 [2M+Na]"
ESI-MS (negative lonen): m/z = 569.2 [M-H]J, 1139.0 [2M-H]
HR-ESI-MS: berechnet m/z = 593.262208 [M+Na]"
gefunden m/z = 593.262065 (Abweichung 0.24 ppm)

IR (KBr): v =3432, 2922, 2357, 1686, 1438, 1380, 1246, 1192, 1139, 1039, 974, 886, 798,
739, 669, 545 cm’!
UV (MeOH): Amax (log €) =221 (4.43), 279 (3.70), 288 (3.67) nm

(MeOH/HCI): Amax (log €) =222 (4.46), 282 (3.69), 289 (3.64) nm

(MeOH/NaOH): Amax (log €) =218 (4.54), 282 (3.80), 290 (3.77) nm
CD (MeOH): Amax ([®]) =218 (-103100), 293 (900), 333 (-6700) nm
[a] Z=-149° (c = 1 in Methanol)

'H-NMR (600 MHz, CDOD): & = 0.94 (d, J= 6.5 Hz, 3H, 16-CHs), 1.13 (d, J= 7.0 Hz, 3H,
11-Hs), 1.22 (s, 3H, 12-Hs), 1.39 (s, 3H, 18-CH;), 1.76 (qd, J = 7.0, 5.5 Hz, 1H, 5-H), 1.97
(dt, J=13.5, 11.0 Hz, 1H, 15-H,), 2.06 (dd, J= 10.0, 5.0 Hz, 1H, 8-H), 2.12 (s, 3H, Acetyl-
CHs), 2.21 (m, 1H, 15-Hy), 2.40 (m, 1H, 16-H), 2.63 (dd, J= 14.5, 7.0 Hz, 1H, 10-H,), 2.74
(d, J=5.0 Hz, 1H, 7-H), 2.83 (dd, J= 14.5, 4.5 Hz, 1H, 10-Hy), 2.85 (m, 1H, 4-H), 3.74 (m,
1H, 3-H), 5.11 (ddd, J= 15.0, 11.0, 4.0 Hz, 1H, 14-H), 5.62 (d, J= 9.0 Hz, 1H, 17-H), 5.85
(s, 1H, 19-H), 6.03 (dd, J = 15.0, 10.0 Hz, 1H, 13-H), 6.30 (d, /= 16.5 Hz, 1H, 21-H), 6.93 (s,
1H, 2°-H), 7.07 (t, J= 7.5 Hz, 1H, 5°), 7.12 (t, J= 7.5 Hz, 1H, 6’-H), 7.29 (d, J = 8.0 Hz, 1H,
7°-H), 7.43 (d, J= 7.5 Hz, 1H, 4°-H), 7.50 (d, J = 16.5 Hz, 1H, 22-H), 8.84 (s, 1H, NI>-H).
BBC-NMR (150.8 MHz, CDCls): 8= 11.5 (q, 18-CHz), 13.2 (q, C-11), 19.7 (g, C-12), 20.6
(g, Acetyl-CHj), 20.7 (q, 16-CHs), 32.0 (d, C-16), 33.7 (t, C-10), 36.1 (d, C-5), 41.3 (t, C-15),
47.0 (br d, C-4), 48.3 (d, C-8), 52.4 (d, C-3), 57.8 (s, C-6), 62.2 (d, C-7), 63.2 (br s, C-9), 83.2
(d, C-19), 109.7 (s, C-3"), 111.6 (d, C-7°), 118.1 (d, C-4"), 119.6 (d, C-5), 122.1 (d, C-6"),
123.6 (d, C-2°), 127.0 (s, C-32°), 127.6 (s, C-18), 128.3 (d, C-13), 132.8 (d, C-21), 133.1
(d, C-14), ,134.8 (d, C-22), 136.2 (s, C-7a’), 142.4 (d, C-17), 170.0 (s, Acetyl-CO), 173.1
(s, C-1), 194.8 (s, C-20), 196.8 (s, C-23).
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23.8.3 Chaetoglobosin C (67)

gelblicher Feststoff 3 3
CaaHasN;05 (528.65) |' N
Anfarbeverhalten: braun (Anisaldehyd) H 2

R¢=0.69 (CHCl3/MeOH 9:1)
ESI-MS (positive Tonen): m/z =551 [M+Na]", 1079 [2M+Na]"
ESI-MS (negative lonen): m/z =527 [M-H]
IR (KBr): ¥ = 3427, 1925, 1698, 1649, 1447, 1385, 1335, 1245, 1100, 1025, 746, 571 cm’’
UV (MeOH): Amax (log €) =219 (4.33), 281 (3.63), 289 (3.61) nm
(MeOH/HCI): Amax (log €) =220 (4.27), 283 (3.46), 289 (3.39) nm
(MeOH/NaOH): Amax (log €) =219 (4.38), 284 (3.76), 290 (3.72) nm
CD (MeOH): Amax ([®]) =225 (-10900), 243 (-15900) nm
[a] 7= -20° (¢ = 1 in Methanol)

'H-NMR (600 MHz, DMSO-dq): 0.92 (d, J= 7.0 Hz, 3H, 11-H;), 0.96 (d, J= 6.5 Hz, 3H,
12-Hs), 1.17 (s, 3H, 16-CHs), 1.61 (m, 1H, 5-H), 1.64 (m, 1H, 22-H,), 1.69 (d, J= 1.0 Hz, 3H,
18-CHs), 1.75 (ddd, J=13.0, 10.0, 2.5Hz, 1H, 21-H,), 1.82 (m, 1H, 15-H,), 2.15
(dd, J=10.0, 6.0 Hz, 1H, 8-H), 2.26 (dd, J = 5.0, 2.5 Hz, 1H, 4-H), 2.30 (m, 1H, 15-Hy), 2.46
(td, J=10.0, 2.5 Hz, 1H, 22-Hy), 2.62 (ddd, J= 13.0, 11.0, 2.0 Hz, 1H, 21-Hy), 2.64 (d,
J=6.0 Hz, 1H, 7-H), 2.69 (m, 1H, 16-H), 2.72 (dd, J= 14.5, 4.0 Hz, 1H, 10-H,), 2.84 (dd,
J=14.5,5.5 Hz, 1H, 10-Hy), 3.75 (m, 1H, 3-H), 4.97 (ddd, J= 15.5, 11.0, 3.0 Hz, 1H, 14-H),
5.92 (dg, J=10.0, 1.0 Hz, 1H, 17-H), 6.08 (ddd, J= 15.5, 11.0, 3.0 Hz, 1H, 13-H), 7.00 (td,
J=17.5,1.0Hz, 1H, 5>-H), 7.07 (td, J= 7.5, 1.0 Hz, 1H, 6’-H), 7.13 (d, J= 2.0 Hz, 1H, 2’-H),
7.33 (d, J=8.0Hz, 1H, 7>-H), 7.54 (d, J=8.0 Hz, 1H, 4°-H), 8.42 (s, N2-H), 10.92 (s,
N1’-H).

BBC-NMR (150.8 MHz, DMSO-dg): 10.0 (g, 18-CHs), 12.3 (q, C-11), 19.1 (g, C-12), 19.3
(q, 16-CH;), 31.8 (t, C-10), 31.9 (t, C-21), 32.5 (d, C-16), 36.1 (d, C-5), 37.1 (t, C-22), 40.0
(t, C-15), 48.3 (d, C-4), 48.4 (d, C-8), 52.3 (d, C-3), 56.7 (s, C-6), 60.3 (d, C-7), 62.3 (s, C-9),
108.1 (s, C-3°), 111.3 (d, C-7), 118.3 (d, C-4%), 118.7 (d, C-5°), 120.9 (d, C-6"), 125.1
(d, C-2°), 127.1 (d, C-13), 131.0 (s, C-18), 127.7 (s, C-32°), 133.2 (d, C-14), 135.9 (s, C-7a"),
155.7 (d, C-17), 173.9 (s, C-1), 196.1 (s, C-23), 205.3 (s, C-20), 208.1 (s, C-19).



200 EXPERIMENTELLER TEIL

23.8.4 Chaetospiron (68)

farbloser Feststoff
Cs34H3301, (638.66)
Anfarbeverhalten: braun (Anisaldehyd)
R¢=0.86 (CHCl3/MeOH 9:1)
ESI-MS (positive Tonen): m/z = 661 [M+Na]", 3
1299 [2M+Na]"
HR-ESI-MS: berechnet m/z = 639.243603 [M+H]"
gefunden m/z = 639.243497 (Abweichung 0.17 ppm)
IR (KBr): v = 3436, 2929, 1739, 1708, 1667, 1606, 1583, 1448, 1404, 1372, 1247, 1170,
1129, 1080, 984, 937, 902 cm’'
UV (MeOH): Amax (log €) =316 (4.23) nm
(MeOH/HCI): Amax (log €) =318 (4.24) nm
(MeOH/NaOH): Amax (log €) =224 (4.30), 257 (3.71), 315 (3.81), 454 (3.93) nm
CD (MeOH): Amax ([®]) =228 (-54700), 294 (103500), 338 (-79400) nm
[a] ¥ =-217° (c = 1 in Methanol)

'H-NMR (600 MHz, CDCL3): 1.06 (d, J= 6.0 Hz, 3H, 1-Hs), 1.23 (m, 1H, 3-H,), 1.44 (m, 1H,
5-H,), 1.59 (s, 3H, 15-H), 1.62 (m, 1H, 3-Hy), 1.66 (m, 1H, 4-H,), 1.84 (m, 1H, 4-Hy), 1.87
(m, 1H, 5-Hy), 2.14 (s, 3H, 17-Hs), 2.40 (d, J= 16.5 Hz, 1H, 7-H,), 2.67 (d, J= 16.5 Hz, 1H,
7-Hy), 3.83 (dqd, J= 12.5, 6.0, 2.0 Hz, 1H, 2-H), 7.76 (s, 1H, 10-H).

BBC-NMR (150.8 MHz, CDCLy): 18.2 (t, C-4), 20.2 (q, C-17), 21.6 (q, C-1), 22.4 (s, C-15),
31.4 (t, C-3), 32.0 (t, C-5), 37.5 (t, C-7), 68.7 (d, C-2), 84.7 (s, C-13), 102.8 (s, C-6), 111.1
(s, C-11), 122.5 (s, C-8), 145.0 (s, C-9), 157.6 (d, C-10), 169.9 (s, C-16), 191.8 (s, C-14),
192.2 (s, C-12).
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23.9 Sesquiterpene aus Drechslera sp. BS 6618

11

23.9.1 Helminthosporal (78)

farbloses Ol ‘
Ci5H220, (234.34) OQ/
o=~
15

R¢=0.70 (CHCIl3/MeOH 9:1) 12
EI-MS (70 eV): m/z (%) = 234 (2) [M], 205 (5), 187 (8), 168 (9), 133 (9), 121 (10), 107
(12), 91 (38), 79 (28), 69 (18), 55 (44), 43 (50), 41 (100)
DCI-MS (200 eV): m/z = 252 [M+NH,4]", 486 [2M+NH,4]"
IR (KBr): & = 3430, 2938, 2868, 2360, 1705, 1652, 1457, 1383, 1216, 1170, 1118, 1068 cm™"
UV (MeOH): Amax (log €) =260 (3.38) nm

(MeOH/HCI): Amax (log €) =259 (3.22) nm

(MeOH/NaOH): Amax (log €) =270 (3.17) nm
CD (MeOH): Amax ([®]) =213 (1200), 235 (-700), 271 (4600), 332 (-2900) nm

[a] 3= 34° (¢ = 1 in Methanol)

‘.
'I
‘,
2

Anfarbeverhalten: braun (Anisaldehyd)

8

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 8 = 0.75 (d, J= 5.0 Hz, 3H, 11-H3), 0.88 (m, 1H, 5-H,), 1.04
(m, 4H, 10-H; und 6-H), 1.04 (m, 1H, 9-H), 1.14 (s, 3H, 8-Hs), 1.40 (m, 2H, 4-H,), 1.76
(m, 1H, 5-Hy), 2.05 (s, 3H, 12-H3), 2.14 (d, J = 4.0 Hz, 1H, 13-H), 3.36 (s, 1H, 7-H), 9.48 (d,
J=4.0 Hz, 1H, 14-H), 10.00 (s, 1H, 15-H).

BC-NMR (75.5 MHz, CDCl;): 8= 10.6 (q, C-12), 18.9 (q, C-8), 20.6 (q, C-11), 21.5
(q, C-10), 25.0 (t, C-5), 31.4 (d, C-9), 33.5 (t, C-4), 40.1 (d, C-7), 43.6 (d, C-6), 51.2 (s, C-3),
70.7 (d, C-13), 136.9 (s, C-1), 165.0 (s, C-2), 187.3 (d, C-15), 204.0 (d, C-14).

23.9.2 Helminthosporol (79)

farbloses Ol

Ci15H240, (236.36)

Anfarbeverhalten: braun (Anisaldehyd)
R¢=0.65 (CHCl3/MeOH 9:1)

EI-MS (70 eV): m/z (%) = 236 (40) [M]", 218 (20), 205 (20), 189 (16), 175 (12), 153 (32),
135 (34), 123 (85), 107 (100), 97 (82), 79 (44), 69 (46), 55 (70), 43 (56), 41 (86)
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ESI-MS (positive Ionen): m/z =237 [M+H]"
IR (KBr): 7 = 3433, 2935, 2866, 2359, 1702 (sh), 1656, 1454, 1379, 1072, 1026, 670 cm’
UV (MeOH): Amax (log €) =265 (3.83) nm

(MeOH/HCI): Amax (log €) =265 (3.75) nm

(MeOH/NaOH): Amax (log €) =266 (3.75) nm
CD (MeOH): Amax ([O]) = 204 (8900), 230 (1200), 267 (13300), 333 (-7700) nm
[a] = -17° (¢ = 1 in Methanol)
IH-NMR (300 MHz, CDCl3): &= 0.72 (d, J = 5.5 Hz, 3H, 11-Hz), 0.84 (m, 1H, 5-H,), 1.00
(s, 3H, 8-Hs), 1.00 (m, 1H, 9-H), 1.04 (d, J= 4.5 Hz, 3H, 10-H3), 1.01 (m, 1H, 6-H), 1.37
(m, 2H, 4-Hy), 1.71 (m, 1H, 5-Hy), 1.64 (dd, J = 9.0, 5.5 Hz, 1H, 13-H), 1.98 (s, 3H, 12-H3),
3.16 (s, 1H, 7-H), 3.28 (dd, J= 11.0, 9.0 Hz, 1H, 14-H,), 3.69 (dd, J= 11.0, 5.0 Hz, 1H,
14-Hy), 10.00 (s, 1H, 15-H).
BC.NMR (75.5 MHz, CDCLy): & = 10.6 (q, C-12), 183 (q, C-8), 20.7 (g, C-11), 21.6 (q,
C-10), 25.2 (t, C-5), 31.7 (d, C-9), 34.1 (t, C-4), 41.1 (d, C-7), 44.8 (d, C-6), 50.7 (s, C-3),
61.1 (d, C-13), 62.2 (t, C-14), 137.2 (s, C-1), 166.3 (s, C-2), 188.3 (d, C-15).

23.9.3 cis-Sativendiol (80)

farbloses Ol
CisH240; (236.36)
Anfarbeverhalten: hellbraun (Anisaldehyd)
R¢= 0.72 (CHCl;/MeOH 9:1)
EI-MS (70 eV): m/z (%) = 219 [M-OH]" (70), 207 (28), 201 (92), 17712(45), 159 (24), 145
(28), 133 (24), 119 (26), 105 (38), 91 (35)
DCI-MS (200 eV): m/z = 254 (100) [M+NH4]", 490 (2) [2M+NH,4]"
ESI-MS (positive Ionen): m/z = 259 [M+Na]", 495 [2M+Na]"
IR (KBr): v = 3419, 2937, 2863, 2362, 2322, 1654, 1459, 1381, 1319, 1261, 1160, 1056,
1022, 883, 794, 669 cm’'
UV (MeOH): Amax (log €) =285 (3.51) nm
(MeOH/HCI): Amax (log €) =287 (3.17), 320 (3.19) nm
(MeOH/NaOH): Amax (log €) =292 (3.66) nm
CD (MeOH): 201 (-36100) nm
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[a] %= -77° (¢ = 1 in Methanol)

'H-NMR (300 MHz, CDCls): &= 0.85 (d, J= 6.0 Hz, 3H, 11-H;), 0.92 (d, J= 6.0 Hz, 3H,
10-Hs), 1.03 (s, 3H, 8-H3), 1.16 (dd, J= 12.0, 5.0 Hz, 1H, 5-H,), 1.30 (dd, J= 12.5, 2.0 Hz,
1H, 4-H,), 1.32 (m, 1H, 6-H), 1.34 (m, 1H, 9-H), 1.44 (dd, J= 12.5, 4.5 Hz, 1H, 4-H}), 1.56
(m, 1H, 5-Hp), 1.56 (brs, 1H, 13-H), 2.40 (brs, 1H, 7-H), 2.63 (brs, 1H, 1-H), 3.63 (d,
J=6.0 Hz, 15-H), 4.02 (d, J= 6.0 Hz, 1H, 14-H), 4.58 (d, J= 1.0 Hz, 1H, 12-H,), 4.89 (d,
J=1.0 Hz, 1H, 12-Hy).

BC-NMR (75.5 MHz, CDCl;): & = 20.8 (q, C-8), 20.9 (g, C-11), 21.1 (q, C-10), 25.4 (t, C-5),
33.0 (d, C-9), 39.9 (t, C-4), 41.7 (d, C-7), 41.9 (d, C-6), 42.9 (s, C-3), 54.1 (d, C-1), 58.2
(d, C-13), 69.3 (d, C-14), 74.7 (d, C-15), 103.2 (t, C-12), 157.1 (s, C-2).

23.9.4 (15R)-Bis(prehelminthosporol) (81A)
und (715S)-Bis(prehelminthosporol) (81B)

10 11

Die Epimere waren unter den verwendeten Bedingungen nicht voneinander trennbar und
wurden als farbloses Ol erhalten. Die NMR-Daten konnten der jeweiligen Verbindung

zugeordnet werden, alle anderen Daten beziehen sich auf ein 5:3 Gemisch von 81A und 81B.

CsoH4603 (454.70)
Anfarbeverhalten: hellbraun (Anisaldehyd)
R¢= 0. 78 (CHCls/MeOH 9:1)
EI-MS (70 eV): m/z (%) = 454 (2) [M]", 219.3 (100) [Monomer-Fragment]"
ESI-MS (positive Ionen): m/z = 477.4 [M+Na]", 931.3 [2M+Na]"
HR-ESI-MS: berechnet m/z = 477.33392 [M+Na]"

gefunden m/z =477.33390 (Abweichung 0.04 ppm)
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HR-ESI-MS nach Saurezugabe (TFA):
berechnet m/z =219.17434 [C,5sH»,0 = Monomer-Fragment]+
gefunden m/z =219.17422 (Abweichung 0.55 ppm)

IR (KBr): v = 3412, 2930, 2880, 1657, 1456, 1376, 1334, 1279, 1249, 1222, 1169, 1114,
1099, 1054, 1014, 965, 924, 881, 817, 730 cm’'
UV (MeOH): Amax (log €) =203 (4.19), 255 (3.55), 280 (3.50), 311 (3.43) nm

(MeOH/HCI): Amax (log €) = 204 (4.32), 324 (3.49) nm

(MeOH/NaOH): Amax (log €) =206 (4.15), 254 (3.58), 290 (3.64) nm
CD (MeOH): Amax ([©]) =202 (-59200) nm
[a]?=-34° (¢ = | in Methanol)
(15R)-Bis(prehelminthosporol) (81A):
'H-NMR (300 MHz, CDCls): &= 0.85 (d, J= 7.0 Hz, 3H, 11-H3), 0.90 (d, J= 7.0 Hz, 3H,
10-Hs), 1.13 (s, 3H, 8-H3), 1.15 (m, 2H, 5-H, und 6-H), 1.25 (s, 1H, 13-H), 1.34 (m, 2H, 9-H,
4-H,), 1.44 (m, 1H, 4-Hy), 1.65 (m 1H, 5-Hy), 2.06 (s, 1H, 7-H), 2.49 (s, 1H, 1-H), 3.54 (dd,
J=11.5, 1.5 Hz, 1H, 14-H,), 3.96 (dd, J=11.5, 2.0 Hz, 1H, 14-H,), 4.64 (s, 1H, 15-H), 4.77
(s, 1H, 12-H,), 4.87 (s, 1H, 12-Hy).
BC-NMR (75.5 MHz, CDCl3): & =19.0 (q, C-8), 20.9 (q, C-11), 21.1 (q, C-10), 25.8 (t, C-5),
30.7 (d, C-9), 42.0 (t, C-4), 44.5 (d, C-7), 44.8 (s, C-3), 46.5 (d, C-6), 50.4 (d, C-1), 50.4
(d, C-13), 67.7 (t, C-14), 96.0 (d, C-15), 102.0 (t, C-12), 157.2 (s, C-2).
(155)-Bis(prehelminthosporol) (81B):
'H-NMR (300 MHz, CDCls): &= 0.83 (d, J= 6.5 Hz, 3H, 11-H;), 0.93 (d, J= 6.5 Hz, 3H,
10-Hs), 1.10 (m, 1H, 6-H), 1.15 (m, 1H, 5-H,), 1.16 (s, 3H, 8-H3), 1.30 - 1.45 (m, 3H, 4-H,,
9-H), 1.33 (m, 1H, 13-H), 1.65 (m, 1H, 5-Hy), 2.57 (br s, 1H, 1-H), 3.74 (dd, /= 11.0, 2.0 Hz,
1H, 14-H,), 3.89 (d, /= 11.0 Hz, 1H, 14-Hy), 4.70 (s, 1H, 12-H,), 4.80 (s, 1H, 12-Hy), 4.92 (d,
J=3.0Hz, 1H, 15-H).
BC-NMR (75.5 MHz, CDCl3): 20.2 (q, C-8), 21.0 (q, C-11), 21.0 (q, C-10), 25.9 (t, C-5),
30.8 (d, C-9), 36.9 (d, C-7), 41.9 (t, C-4), 43.6 (s, C-3), 46.6 (d, C-6), 48.8 (d, C-1), 51.6
(d, C-13), 64.8 (t, C-14),97.1 (d, C-15), 101.5 (t, C-12), 157.9 (s, C-2).
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23.10 Spiroverbindung aus Beauveria sp. BS 6750

23.10.1 Beauveriaspirolid (86)
farbloses Ol
C10H1404 (198.22)
Anfarbeverhalten: gelb (Anisaldehyd)
R;=0.58 (CHCl3/MeOH 9:1)
EI-MS (70 eV): m/z (%) = 198 (20) [M]", 183 (15) [M-CHs]", 154 (66) [M-CO,]", 143 (60),
139 (53), 127 (72), 111 (70), 98 (22), 83 (40), 71 (28), 55 (100), 43 (78)
HR-EI-MS: m/z = 198.0892 gefunden wie berechnet.
IR (KBr): v = 3430, 2963, 1774, 1636, 1560, 1457, 1353, 1195, 1157, 1098, 1054, 1026,
991, 921, 876, 828, 661 cm’™’
UV (MeOH): Amax (log €) =205 (3.37) nm

(MeOH/HCI): Amax (log €) =203 (3.29) nm

(MeOH/NaOH): Amax (log €) =273 (3.49) nm
CD (MeOH): Amax ([©]) =211 (-4900) nm
[a] %= 25° (c = 1 in Methanol)

'H-NMR (300 MHz, CD;OD): &= 1.16 (d, J= 6.0 Hz, 3H, 10-Hs), 1.44 (m, 1H, 8-H,), 2.08
(m, 1H, 8-Hp), 2.00 — 2.15 (m, 2H, 7-H,), 2.19 (dd, J= 14.5, 6.0 Hz, 1H, 5-H,), 2.33 (d,
J=14.5Hz, 1H, 5-Hy), 2.51 (d, J= 18.0 Hz, 1H, 2-H,), 2.84 (dd, /= 18.0, 7.8 Hz, 1H, 2-H),
4.16 (m, 1H, 9-H), 4.89 (m, 1H, 3-H), 5.22 (t, /= 5.5 Hz, 1H, 4-H).

'H-NMR (600 MHz, C¢Ds): & = 0.99 (d, J = 6.0 Hz, 3H, 10-Hs), 1.02 (m, 1H, 7-H,), 1.35 (dd,
J=14.0, 6.0 Hz, 1H, 5-H,), 1.57 (m, 1H, 8-H,), 1.74 (m, 1H, 8-Hy), 1.75 (m, 1H, 7-Hy), 2.06
(dd, J= 18.5, 8.0 Hz, 1H, 2-H,), 2.10 (d, J= 14.0 Hz, 1H, 5-Hy), 2.42 (d, J= 18.5 Hz, 1H,
2-Hp), 3.99 (m, 1H, 9-H), 4.08 (m, 1H, 3-H), 4.29 (t, J = 6.0 Hz, 1H, 4-H).

BBC-NMR (75.5 MHz, CD;0D): & = 21.2 (q, C-10), 32.2 (t, C-8), 35.1 (t, C-7), 38.6 (t, C-2),
42.4 (t, C-5), 76.2 (d, C-9), 79.1 (d, C-3), 85.7 (d, C-4), 116.6 (s, C-6), 179.1 (s, C-1).
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23.11 Sekundarmetaboliten aus Phomopsis sp. BS 6769

23.11.1 Phomopsolid B (89)

farbloser Feststoff
Ci15H2006 (296.32)
Anfarbeverhalten: braun (Anisaldehyd)
R¢=0.28 (CHCl3/MeOH 9:1)
EI-MS (70 eV): nicht erhéltlich
ESI-MS (positive Ionen): m/z =319 [M+Na]", 615 [2M+Na]"
IR (KBr): v =3428, 2969, 2927, 1715, 1647, 1449, 1383, 1256,
1131, 1074, 1026 (sh), 981 (sh), 829, 730 cm™
UV  (MeOH): Anax (log €) =217 (4.31) nm
(MeOH/HCI): Amax (log €) =217 (4.31) nm
(MeOH/NaOH): Amax (log €) =217 (4.20), 318 (3.72) nm
CD (MeOH): 217 (92900), 264 (4100) nm
[a] 2= 191° (¢ = 1 in Methanol)

'H-NMR (300 MHz, CDCL3): & = 1.06 (d, J= 6.2 Hz, 3H, 10-H3), 1.79 (s, 3H, 4°-H;), 1.81 (s,
3H, 5°-H3), 3.59 (qd, J= 6.2, 6.0 Hz, 1H, 9-H), 3.91 (tt, J= 6.0, 1.0 Hz, 1H, 8-H), 5.21 (dddd,
J=62,3.0, 1.0, 1.0 Hz, 1H, 5-H), 5.39 (dd, J= 5.7, 3.0 Hz, 1H, 4-H), 5.87 (ddd, J= 15.5,
6.2, 1.0 Hz, 1H, 6-H), 6.02 (ddd, J= 15.5, 5.7, 1.0 Hz, 1H, 7-H), 6.21 (d, J= 9.8 Hz, 1H,
2-H), 6.89 (m, 1H, 3°-H), 7.09 (dd, J= 9.8, 5.8 Hz, 1H, 3-H).

BC-NMR (75.5 MHz, CDCL): 8= 12.1 (g, C-5°), 14.5 (q, C-4°), 18.7 (q, C-10), 65.2
(d, C-4), 71.5 (d, C-5), 76.9 (d, C-9), 80.5 (d, C-8), 125.0 (d, C-2), 125.7 (d, C-6), 128.9
(s, C-2), 136.4 (d, C-7), 140.4 (d, C-3"), 143.1 (d, C-3), 164.9 (s, C-1), 167.9 (s, C-1°).
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23.11.2 Phomopsofuran A (90)
= 5,8-Epoxy-9-hydroxy-4-(2-methyl-(2E)-2-butenoyl)-
5,7-decadiensdauremethylester
farbloser Feststoff
C16H2206 (310.35)
Anfarbeverhalten: griin-braun (Anisaldehyd)
R¢=0.56 (CHCI3/MeOH 9:1)
EI-MS (70 eV): m/z (%) = 292 (20) [M-H,0]", 227 (4), 209 (24), 193 (26), 179 (8), 151 (5),
133 (8), 83 (100), 55 (20), 43 (9)
ESI-MS (positive Ionen): m/z = 311 [M+H]", 328 [M+NH,]", 333 [M+Na]"
HR-ESI-MS: berechnet m/z =333.130860 [M+Na]"
gefunden m/z=333.131149 (Abweichung 0.87 ppm)

IR (KBr): v = 3433, 2934, 2370, 1718, 1640, 1446, 1380, 1262, 1196, 1158, 1075, 813,
733 cm’!
UV  (MeOH): A (log €) =214 (4.18) nm

(MeOH/HCI): Amax (log €) =216 (4.02) nm

(MeOH/NaOH): Amax (log €) =213 (4.11), 275 (3.62) nm
CD (MeOH): Amax ([©]) =210 (-11500), 231 (3100) nm
[a] % =-14° (¢ = 1 in Methanol)

'H-NMR (300 MHz, CDCLy): & = 1.46 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 10-H3), 1.80 (s, 3H, 5°-H;), 1.80 (s,
3H, 4°-H;), 2.27 (m, 2H, 3-H,), 2.36 (m, 2H, 2-H,), 3.63 (s, 3H, 11-H3). 4.76 (q, J= 6.5 Hz,
1H, 9-H), 5.89 (dd, J= 7.0, 6.5 Hz, 1H, 4-H), 6.20 (dd, J= 3.0, 1.0 Hz, 1H, 6-H), 6.30 (d,
J=3.0 Hz, 1H, 7-H), 6.86 (m, 1H, 3°-H).

BBC-NMR (75.5 MHz, CDCls): 8 = 12.1 (q, C-5°), 14.4 (g, C-4°), 21.7 (q, C-10), 29.0 (t, C-3),
30.8 (t, C-2), 52.2 (q, C-11), 64.1 (d, C-9), 69.3 (d, C-4), 106.7 (d, C-6), 110.2 (d, C-7), 129.5
(s, C-2), 139.3 (s, C-3°), 152.6 (s, C-5), 159.6 (s, C-8), 168.5 (s, C-1°), 174.8 (s, C-1).
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23.11.3 p-Menthan-1,2,4-triol (91)

farbloses Ol

C1oH2003 (188.26)

Anfarbeverhalten: grau-blau (Anisaldehyd)
Rf=0.26 (CHCI3/MeOH 9:1)

EI-MS (70 eV): m/z (%) = 170 (2) [M-H,0]", 145 (40), 127 (55), 117 (30), 109 (46), 107
(28), 99 (22), 85 (25), 83 (18), 81 (28), 71 (42), 58 (50), 43 (100), 41 (30)

ESI-MS (positive Ionen): m/z =211 [M+Na]’, 299 (2M+Na]"

'H-NMR (600 MHz, DMSO-d¢): 6= 0.82 (d, J= 7.0 Hz, 6H, 8-Hs, 9-H3), 1.10 (s, 3H,
10-H3), 1.24 (m, 1H, 6-Hey), 1.28 (dq, J = 13.0, 3.0 Hz, 1H, 5-H,), 1.40 (dt, J=13.5, 3.0 Hz,
1H, 3-Hey), 1.47 (hept, J= 7.0 Hz, 1H, 7-H), 1.66 (td, J= 13.0, 4.0 Hz, 1H, 5-H.y), 1.76 (td,
J=13.0, 4.0 Hz, 1H, 6-H,,), 1.78 (dd, J= 13.5, 3.0 Hz, 1H, 3-H,,), 3.35 (m, 1H, 2-H), 4.10
(br s, 1H, OH), 4.52 (br s, 1H, OH), 5.10 (br s, 1H, 2-OH).

'H-NMR (300 MHz, CD;OD): &= 0.90 (d, J= 7.0 Hz, 6H, 8-Hs, 9-H3), 1.23 (s, 3H, 10-H3),
1.35 — 1.47 (m, 2H, 5-Heq, 6-Heg), 1.57 (hept, J = 7.0 Hz, 1H, 7-H), 1.60 (dt, /= 13.0, 3.0 Hz,
1H, 3-He,), 1.82 (td, J= 13.0, 3.5 Hz, 1H, 5-Hy), 1.92 (td, J=13.0, 4.0 Hz, 1H, 6-H,,), 1.93
(dd, J=13.5, 3.0 Hz, 1H, 3-Hy), 3.50 (td, J = 3.0, 1.0 Hz, 1H, 2-H).

BC-NMR (150.8 MHz, DMSO-d¢): & = 16.8 (q, C-8, C-9), 27.0 (g, C-10), 29.1 (t, C-5), 29.4
(t, C-6), 34.0 (t, C-3),37.2 (d, C-7), 69.8 (s, C-1), 73.0 (s, C-4), 73.3 (d, C-2).
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