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EINLEITUNG 1

A. THEORETISCHER TEIL

I Einleitung

1. Die Quellen der Naturstoffe im Wandel der Zeit

1.1. Bedarf von Naturstoffen als Wirkstoffe

Naturstoffe stellen fiir die medizinische Chemie aus vielerlei Hinsicht eine interessante Quelle
fiir die Wirkstoffsuche dar. Thre biologische Aktivitit macht sie hdufig zu wertvollen
Medikamenten zur Bekimpfung verschiedener Krankheiten.'! Da heute von mehr als 30000
bekannten Krankheitsbildern nur etwa ein Drittel symptomatisch und nur wenige ursdchlich
behandelt werden kdnnen, steht die Suche nach Leitstrukturen fiir die Entwicklung von neuen,
hochwirksamen Medikamenten im  Mittelpunkt des Interesses pharmazeutischer
Unternehmen. Das bedeutet, dass chemische Verbindungen mit neuen Strukturen fiir
ausgewdhlte biologische Wirkungen entdeckt werden miissen. Eine Strategie, um an
interessante Substanzen zu gelangen ist das Molecular Modelling. Hierbei wird die
Beschaffenheit der identifizierten Angriffspunkte im Zielmolekiil mit Computern berechnet
und daraus die Struktur eines optimalen Wirkstoffes abgeleitet. Diese Technik befindet sich
noch in den Anfingen. Als besonders schwierig erweist sich dabei trotz bekannter
Konstitutionen z. B. eines Proteins die Ermittlung der tatsdchlichen Konformation in der
natiirlichen Umgebung innerhalb der Zelle. Eine weitere Methode zur Auffindung neuer
Wirkstoffe ist die Kombinatorische Synthese.”! Bei dieser Methode werden systematisch
geeignete Edukte zur Reaktion gebracht und das Produktgemisch anschlieend
entsprechenden High-Throughput-Screening-Verfahren (HTS) zur biologischen Austestung
zugefiihrt. Auch wenn diese Verfahren durch Automatisierung und Miniaturisierung eine
Vielfalt an potentiell biologisch aktiven Substanzen fiir die pharmazeutische Industrie
hervorbringt, ist der Kosten- und Zeitfaktor nicht zu vernachldssigen. Zusitzlich bleiben
aufgrund der eingeschrinkten Variationsmoglichkeiten die strukturelle Diversitdt und
Komplexitit der Produkte!” hinter den von Naturstoffen deutlich zuriick, woraus letztendlich
ein verringertes Wirkspektrum resultiert. Mit dieser Methode ist bisher kein Durchbruch in
der Arzneimittelforschung erzielt worden. Von der Kombinatorischen Chemie in den letzten
Jahren zurlickgedrangt erleben Naturstoffe derzeit eine Renaissance. In einem statistischen
Vergleich der strukturellen Eigenschaften von synthetischen und natiirlichen Substanzen

kommen T. HENKEL et al. zu dem Ergebnis, dass Naturstoffe héufiger komplexe
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Strukturelemente aufweisen, von denen 40% in Syntheseprodukten gar nicht vorkommen.!*!

Daher tiberrascht es nicht, dass 60% der kommerziell vertriebenen oder sich in letzter
klinischer Testphase befindenden Antitumormittel und Antibiotika natiirlichen Ursprungs
sind.l*! Meist wird aber erst durch das Zusammenspiel von Synthese- und Naturstoffchemie
ein optimaler Wirkstoff hervorgebracht: So konnte z. B. mittels Derivatisierung die
Wasserloslichkeit und damit auch die Effektivitidt der synergistisch wirkenden Antibiotika
Pristinamycin und Virginiamycin erhoht werden.*” Beide wurden aus terrestrischen
Streptomyceten isoliert. Diese sporenbildenden Bakterien gehdren zu den Actinomyceten, die
sich neben Pilzen als besonders geeignete Quelle fiir komplexe Naturstoffe erwiesen haben.

Bereits seit Jahrtausenden werden Heilpflanzen mit ihren natiirlichen Wirkstoffen vom
Menschen z. B. in der traditionellen Chinesischen Medizin zur Therapie von Krankheiten
eingesetzt. Die Weidenrinde mit dem Inhaltsstoff Salicylséure ist durch den Einsatz bei
Erkéltung und Grippe, die mit Fieber, Kopf- und Gelenkschmerzen einhergehen, bekannt.
Chinarinde (Chinin (1)) und der chinesische Beifuss (Artemisin (2)) wurden in der

traditionellen Chinesischen Medizin als Antimalariamittel eingesetzt (Abbildung 1)1

N
é \\\\OH
N MH
=
N
1 2

Abbildung 1: Strukturen von Chinin (1) und Artemisin (2).

Mikrobielle Stoffwechselprodukte riickten erst in den Mittelpunkt des Interesses, als der
schottische Bakteriologe A. FLEMING 1928 die wachstumshemmende Wirkung des Pilzes
Penicillium notatum auf Staphylokokken entdeckte.’® 1940 gelang erstmals die Isolierung des
fiir die Wirkung verantwortlichen Penicillins G. Nach S. A. WAKSMAN bezeichnete man
Penicillin als Antibiotikum, weil es ein mikrobielles niedermolekulares Stoffwechselprodukt
ist, das in niedrigen Konzentrationen das Wachstum anderer Mirkoorganismen hemmt, ohne
den Produzenten selbst zu schidigen.!”’ 1952 wurden die Makrolidantibiotika mit ihrem
bekanntesten Vertreter dem Erythromycin aus Streptomyceten (Bakterien) entdeckt. Durch

den Einsatz von Antibiotika wurden alle Arten von Infektionen behandelbar. Doch aufgrund
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der spezifischen Resistenz, die jede Mikroorganismen-Gattung gegeniiber bestimmten
antibiotischen Wirkstoffklassen hat, beobachtete man, dass Mikroorganismen eine
Widerstandskraft innerhalb kurzer Zeit erwerben kénnen.!'” Der groBe Bedarf an neuen
Naturstoffen ist nicht nur erkldrlich aus dem Bedarf bei der Bekdmpfung von
Infektionskrankheiten. Es hat sich gezeigt, dass Naturstoffe sowohl aus Pflanzen als auch aus
Mikroorganismen auch in anderen Bereichen Wirkung zeigen, die einen hohen
therapeutischen Wert haben. Neben Camptothecin (3) ist Taxol (4), das aus der Rinde der
pazifischen Eibe (Taxus brevifolia) isoliert wurde, eines der vielversprechendsten Zytostatika
der letzten 20 Jahre.!'! Es hat bereits gute Therapicerfolge fiir fortgeschrittene
Eileiterkarzinome und maligne Melanome gezeigt. Die Transplantationsmedizin konnte erst
Erfolge verzeichnen, nachdem Substanzen mit immunsuppressiver Wirkung wie Cyclosporin
oder FK 506, die die AbstoBung transplantierter Organe unterdriicken, zur Verfligung
standen. Mit dem Fortschritt in der Medizin werden immer spezifischere, hoch wirksame

Naturstoffe gesucht, die als Leitstrukturen dienen konnen. Zum einen wird die Suche auf neue

Habitate ausgedehnt (Meer, extremophile Standorte), zum anderen kann mit Hilfe der
)[12].

Genomforschung neue Wirkstoffe modelliert werden (Metagenom

Abbildung 2: Camptothecin (3) und Taxol (4) zwei Sekunddrmetabolite terrestrischer
Naturstoffquellen.

1.2. Marine Habitate als Naturstoff-Lieferanten

In den letzten Jahren richtete sich die Naturstoffforschung verstarkt auf die Nutzung mariner
Ressourcen als Quelle fiir neue Wirkstoffe. In mariner Umgebung findet man eine grof3ere
Artenvielfalt als im terrestrischen Bereich. Das Meer bedeckt 71% der Erdoberfliche und
weist sehr unterschiedliche Lebensrdume auf, die unter anderem von der Temperatur, Tiefe

und Stromung abhéngen. Im marinen Habitat sind wirbellose Tiere (Invertebraten) wie
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Korallen, Schwiamme, Tunikate oder Moostierchen die bedeutendsten Naturstofflieferanten.
Die wirbellosen marinen Organismen leben in komplexen, bis heute kaum verstandenen
Lebensgemeinschaften, unter Beteiligung diverser Mikroorganismen, die zum Teil einen
betrachtlichen Anteil der Biomasse ihrer Wirte ausmachen koénnen. Daher ist die Vermutung
naheliegend, dass solche assoziiert lebenden Mikroorganismen durch eigenstindige
Biosyntheseleistungen zum Metabolitenspektrum des gesamten Organismus beitragen.'"”!

Marine Naturstoffe zeichnen sich durch ungewohnliche funktionelle Gruppen aus,
insbesondere durch die Substitution mit den Halogenen Chlor und Brom. Weiterhin sind
komplexe Heterocyclen, Ringsysteme und Terpenoide weit verbreitet. Zurzeit befinden sich

die vier marinen Naturstoffe Bryostatin-1 (5), Halichondrin B, Didemnin B und Ecteinascidin

743 (6)[14] (Abbildung 3) als Antitumormittel in klinischer Priifung. Bryostatin-1 (5) zum

Beispiel wird zurzeit in 50 verschiedenen klinischen Studien zur Behandlung von
[15]

Melanomen, Leukdmie, sowie Brust- und Lungenkarzinomen untersucht.

Abbildung 3: Bryostatin-1 (5) und Ecteinascidin 743 (6) zwei Vertreter mariner Naturstoffe
mit Antitumorwirkung.

Bryostatin-1 (5) ist einer der bekanntesten Vertreter mariner Naturstoffe und wurde aus dem
Moostierchen Bugula neritina isoliert. Es ist ein makrocyclisches Lacton, das an die

16171 Mittlerweile sind mehr als 20 verschiedene Bryostatine aus dem

Proteinkinase C bindet.!
Produzenten bekannt, die sich lediglich in den Sédureresten unterscheiden. In der Mehrzahl der
Fille ist die Beschaffung ausreichender Substanzmengen mariner Naturstoffe mit enormen
Schwierigkeiten verbunden. Um ein Milligramm Substanz zu isolieren, werden 500 — 1000 kg

Bryozoen benétigt. Die komplexe Struktur des Naturstoffs verhindert einen 6konomisch
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vertretbaren Zugang durch Totalsynthese. Inzwischen ist die Biotechnologie-Firma
CalBioMarine Technologies/USA dabei, Kolonien von B. neritina in 5000 L Tanks zu
kultivieren, um den Substanznachschub zu sichern und keine ©6kologischen Systeme zu
zerstoren. Zurzeit werden Struktur-Wirkungsbeziehungen an vereinfachten Bryostatin-
Analoga durchgefiihrt.!'™

Auch im marinen Habitat sind ca. 70% Mikroorganismen am Aufbau von Sekundér-
metaboliten beteiligt. Aufgrund ihrer metabolischen Vielfalt, der kurzen Generationszeit und
der schnellen Anpassung an verdnderte Umweltbedingungen (Salzkonzentration, Symbiosen),

sind Prokaryonten eine bis heute interessante Quelle bei der Naturstoffsuche.

1.3. Extremophile Organismen fiir die Biotechnologie

Vor diesem Hintergrund geht der Trend in den letzten Jahren dahin, neue, extreme Habitate
zu erschlieen. Mikroorganismen befinden sich auch in extremen Biotopen, z. B. wachsen sie
bei Temperaturen von iiber 100°C, bei einem Salzgehalt von bis zu 30% und bei pH-Werten
zwischen eins und drei sowie zwolf und vierzehn. Es gelang Extremophile aus kontinentalen
und submarinen Vulkangebieten, heilen Solfatarenfeldern, alkalischen Seen, Salzseen, kalten
Regionen oder extrem basischen oder sauren Habitaten zu isolieren. Viele dieser Organismen
gehoren phylogenetisch zu den Archaea. Bis heute sind etwa 40 Arten hyperthermophiler (>
85°C  optimale Wachstumstemperatur) Archaea und Bacteria bekannt.!'” Die
Mikroorganismen werden heute nicht nur isoliert, um nach neuen Naturstoffen zu suchen,
sondern auch um Enzyme zu finden, die fiir eine Anwendung als Biokatalysator in der
Biotechnologie geeignet sind (Weile Biotechnologie). Gegeniiber konventionellen
chemischen Verfahren besitzen welche mit Enzymen deutliche Vorteile z. B. beziiglich der
Stereo- oder Regiospezifitit. Allerdings setzen die fehlende Stabilitdit von Enzymen sowie
thre pH- und Wasserabhdngigkeit der industriellen Nutzung Grenzen. Deshalb sind die
aullergewohnlichen Eigenschaften mancher Enzyme aus Thermophilen fiir biotechnologische
Anwendungen besonders interessant. Im Vergleich zu mesophilen Organismen, die bei
moderaten Temperaturen leben, sind die essentiellen Zellkomponenten hyperthermophiler
Organismen wie z. B. Proteine und Nukleinsduren extrem stabil. So weisen sie neben
extremer Thermostabilitdt zum Teil auch Toleranz gegeniiber Detergenzien und organischen
Losungsmitteln auf. Der Einsatz von Biokatalysatoren bleibt somit nicht auf wéssrige

Systeme und milde Temperaturen beschrénkt.
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Eine grofle Anzahl extremthermophiler (65 - 85°C) und hyperthermophiler (> 85°C) Archaea
und Bacteria ist in der Lage, Kohlenhydrate wie Pektin und Cellulose, Lipide und Proteine als
Energie- und Kohlenstoffquelle zu nutzen. Zur Verstoffwechselung dieser Substrate
vermoOgen die Organismen extrem hitzestabile, extrazellulire bzw. intrazellulire Enzyme zu
synthetisieren, die industriell als Biokatalysatoren von Interesse sind. Einige hitzestabile
Enzyme aus extremophilen Mikroorganismen wurden in den letzten fiinf Jahren angereichert

2% yund im

und ndher untersucht. So konnten z. B. Amylasen und Xylanasen gereinig
Hinblick auf ihre Funktion, Substratspezifitit und dreidimensionale Struktur untersucht
werden. Einige dieser Enzyme weisen katalytische Aktivitdten bei Temperaturen bis zu 130°C
und hohem Druck auf.

Zu den industriell interessanten Enzymen gehoren auch die Proteasen. Es konnten hitzestabile
Proteasen in extremthermophilen Bakterien der Ordnung Thermotogales nachgewiesen
werden. Die Enzyme sind bei Temperaturen zwischen 50 und 110°C und pH- Werten
zwischen 4 und 12 aktiv. Solche Proteasen finden als Waschmittelzusatz und in anderen
Reinigungsmitteln Anwendung.

Bedeutsam sind auch die DNA-Polymerasen, ohne die die bahnbrechenden Erfolge der
Genetik der letzten 25 Jahre undenkbar wiren. DNA-Polymerasen sind Enzyme, die bei der
Vervielfiltigung des genetischen Materials (DNA) bendtigt werden. In den letzten Jahren
wurde eine Anzahl thermostabiler DNA-Polymerasen charakterisiert, aus Thermococcus
aggregans findet ein Enzym (Taq), welches beim Ablesen der DNA eine besonders geringe
Fehlerrate aufweist, Anwendung. Thermostabile DNA-Polymerasen werden heute bei der
Polymerase Kettenreaktion (PCR) eingesetzt.*']

Weitere Anwendungsbeispiele fiir Biokatalysatoren sind aus der Starke-, Textil-, Zellstoft-,
Papierindustrie und Umwelttechnik bekannt.'*

Mit den Neuerungen in der Technik, hat die pharmazeutische Forschung eine gewaltige
Umstrukturierung erfahren. Durch das Scheitern rein synthetischer Ansdtze bei der
Wirkstoffsuche zeichnet sich deutlich ab, dass die Zukunft der Pharmaindustrie von der
Etablierung neuer Leitstrukturen aus der Natur abhidngt. So wird es ein wichtiges Ziel sein,
das Potential der Natur besser nutzbar zu machen. Derzeit gelten mehr als 95% aller

2] yund nur 1 — 10% der kultivierbaren

Mikroorganismen als noch nicht kultivierbar
Mikroorganismen sind auf ihre Sekundirstoffproduktion hin untersucht.** Neben dem
Riickgriff auf seltene Mikroorganismen oder marine Organismen eroffnet auch die intensive
Erforschung einzelner Bakterienstimme Wege zu interessanten neuen Naturstoffen. Die

vorliegende Arbeit gibt mit dem bakteriellen Sekundérstoff Collinolacton (7) ein Beispiel fiir
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die Stirken dieses Ansatzes, da es bei geringer Molmasse (360 g/mol) eine neuartige
polyzyklische Grundstruktur aufweist, die zur Untersuchung der Chemie und Biosynthese
einlddt. Dies Molekiil kdnnte sich zu einer interessanten Leitstruktur in der Pharmaforschung

entwickeln.

2. Baeyer-Villiger-Monooxygenasen

Oxygenasen sind Enzyme, die reduktiv Sauerstoff aktivieren und diesen in Substrate
einbauen. Sie werden in Mono- und Dioxygenasen eingeteilt, je nachdem, ob ein oder zwei

Atome des molekularen Sauerstoffs in das Substrat eingehen.

2.1. Baeyer-Villiger-Oxidation

Im Jahr 1899 entdeckten A. VON BAEYER und V. VILLIGER die chemisch-synthetische

(251 In diesen

Umwandlung von Ketonen in Ester oder cyclischen Ketonen in Lactone.
Reaktionen wird das Carbonyl-C-Atom von einer Peroxysdure nukleophil angegriffen
(Abbildung 4). Es bildet sich das tetraedrische, so genannte Criegee-Intermediat.!*” Diese
instabile Verbindung unterliegt einer Umlagerung, bei der die Carbonsdure abgespalten wird.

Es bilden sich Ester und Séure.

=0

Abbildung 4: Mechanismus der Baeyer-Villiger-Oxidation von Ketonen zu Estern. Die
Reaktion verlduft nach einem konzertierten Mechanismus, so dass die Stereochemie am
wandernden Kohlenstoffatom von R? erhalten bleibt (R** = chiraler Substituent).

Im Allgemeinen wandert der am hdchsten substituierte Rest und zwar unter Retention der
Konfiguration am direkt involvieren C-Atom. Sterische, konformationelle und elektronische
Faktoren haben einen Einfluss auf die Geschwindigkeit der Umlagerung und auf die

Wanderungstendenz.l*”! Auch die Art der Peroxysiure beeinflusst die Wanderungstendenz.
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Diese Merkmale machen die Baeyer-Villiger-Reaktion zu einem &ullerst interessanten
Werkzeug fiir die Synthese von Lactonen und Estern. Ebenso macht sich die Natur diese

Reaktion unter Einstz von Enzymen zu Nutze.

2.2. Monooxygenasen

Monooxygenasen katalysieren eine Vielzahl von Oxidations Reaktionen: Hydroxylierung von
aliphatischen oder aromatischen Substraten, Epoxidierung von Alkenen, Heteroatom-
Oxidationen und Baeyer-Villiger-Transformation. Der Oxidationstyp héngt im Allgemeinen
von der prosthetischen Gruppe innerhalb des betreffenden Enzyms ab; Hydroxylierungen und
Epoxidierungen werden durch metallabhéngige Monooxygenasen vom Typ Cytochrom Pysg
katalysiert,”® wohingegen Heteroatom- und Baeyer-Villiger-Oxidationen Flavin-abhingige

Enzyme benétigen.

A H OH B i 0
2
— Jo, — &
R R R (@)
OH
— Q H !
R/_ s /Q N, —> Rl/N\RZ
R R™ R

H OH Q.
©/ — ©/ RIRE T R

Abbildung 5: Reaktionen, die von Pgssp-abhédngigen (A), sowie Flavin-abhédngigen (B)
Monooxygeasen katalysiert werden.

Monooxygenasen bauen aus molekularem Sauerstoff O, ein Sauerstoffatom in das Substrat
ein, wihrend aus dem zweiten Sauerstoffatom Wasser entsteht. Die Sauerstoffaktivierung
geschieht bei allen Monooxygenasen auf gleiche Art und Weise: Sauerstoff wird reduktiv
durch Elektronen eines Donors (NADH oder NADPH) aktiviert. Die Erzeugung der eigentlich
aktiven, sauerstoffiibertragenden Spezies wird bei den Monooxygenasen unter Beteiligung
von Redoxmediatoren bewerkstelligt, die zu Zweielektroneniibertragungen fahig sind. Dies
sind Ubergangsmetalle (Fe, Cu) oder gebundene organische Cofaktoren (Pteridine und

Flavine).*”! Die Bildung von Oxometallverbindungen oder anderen oxidierten Intermediaten
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wird durch die sukzessive Ubertragung von insgesamt zwei Elektronen auf O, mdglich. In

Abbildung 6 ist die Gesamtreaktion exemplarisch an der Campherhydroxylierung dargestellt.

P,y O
0 +0,+ H'+ NADH+ 2~ —20— %OH+ NAD* + H,0
H

Abbildung 6: Grundgleichung fiir Monooxygenasen am Beispiel der Campherhydroxylierung
mittels einer P4so-Monooxygenase aus Pseudomonas putida.

2.3. Baeyer-Villiger-Monooxygenasen

Die Biotransformation von Steroiden in Pilzen, welche als erstes Beispiel einer biologischen

(301 Seither wurden

Baeyer-Villiger-Reaktion gilt, wurde 1948 von G. E. TURFITT entdeckt.
Baeyer-Villiger-Oxidationsschritte in biosynthetischen Ablaufen, wie der
Aflatoxinbiosynthese in Pilzen, der Synthese von Iridoiden und Steroiden in Pflanzen, und der
Toxinsynthese in Schalentieren gefunden. Baeyer-Villiger-Oxidationsschritte werden haufig
in mikrobiologischen Abbauprozessen angetroffen. So nutzen Mikroorganismen Baeyer-
Villiger-Monooxygenasen (BVMO), um in Gegenwart von aliphatischen Methylketonen,
alicyclischen Kohlenwasserstoffen, aromatischen Verbindungen und Terpenen wachsen zu
konnen. Alle heute bekannten bakteriellen BVMOs sind NADPH- (8) oder NADH-abhéngige
Flavoproteine. In Abbildung 7 (links) sind die coenzymatisch aktiven Formen von Riboflavin

(9), Flavinadenindinukleotid (10) (FAD) (= 5'-ADP-Ester des Riboflavins) und dessen 5’-
Phosphat (11) (FMN) dargestellt.

o)
N
\/g H
N N
N~ N7 o j@[\f‘\NH 2H* + 2e- :@:fj\NH
\/K /K
N~ N7 o NT TNT o

R=H Riboflavin (9)
R=ADP  FAD (10) oxidierte Form reduzierte Form
R=POzZ FMN (11)

(FAD) FADH,

Abbildung 7: Riboflavin (9) und seine coenzymatisch aktiven Formen (10, 11).
Redoxgleichung von FAD/FADH,; (rechts). Als Abkiirzung fiir die oxidierte und reduzierte
Form verwendet man die Symbole FAD und FADH,.
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FAD (10) und FMN (11) sind die Coenzyme in Flavin-abhéngigen Monooxygenasen. Sie sind
fest, aber meist nicht-kovalent an das aktive Zentrum gebunden. Ihr reaktiver Teil, der
Isoalloxazinring, dient als Elektronen-Carrier (Abbildung 7, rechts). Dieser kann zwei
Elektronen und zwei Protonen aufnehmen. Das BVMO-gebundene Flavin-Coenzym kann nur
in seiner reduzierten Form molekularen Sauerstoff aktivieren. Die zur Reduktion von FAD
(10) bzw. FMN (11) benétigten Reduktionsédquivalente werden von NADPH (8) bzw. NADH
bereitgestellt (Abbildung 7). Im Gegensatz zum Flavin fungiert das Nicotinamid-System

ausschlieBlich als Hydridakzeptor bzw. -donor.

O

H H NH,
HN 7 S . /N Ny O H Oy
oom o Sl _ HN Ny H+2e iy
1N 5 O—P—0—P—0 5 N N 2 | _— 2 | |
o] |- |- o] -
I o) (o) 1 N N
OH OH OH O
8 o2 NADP* NADPH

3

Abbildung 8: Strukturformel von NADPH (8) mit der dazugehdrigen Redoxgleichung
(rechts).

Die Baeyer-Villiger-Monooxygenasen konnen in zwei Gruppen unterteilt werden:
Typ I BVMOs enthalten Flavinadenindinukleotid (10) (FAD) als Coenzym, benutzen
NADPH (8) als Elektronenquelle und bestehen aus identischen Untereinheiten.
Typ II BVMOs nutzen Flavinmononukleotid (11) (FMN) als Coenzym, NADH als
Elektronendonor und bestehen aus a,f-Trimeren. Typ II BVMOs wurden bisher nicht
kloniert, ihre Gene nicht isoliert und nicht sequenziert. Somit konnten sie
molekularbiologisch bislang nicht untersucht werden.
An Typ I BVMOs hatten molekularbiologische Arbeiten schon Kontroversen iiber deren
konservierte Regionen zur Folge, d. h. welche Gensequenz spezifisch fiir die BVMO
codiert.”'! Es gibt zwei unterschiedliche Forschungsansitze, die sich in der Anwendung und
Herkunft der BVMOs unterscheiden.
1) Enzyme aus katabolischen Reaktionen werden zur Anwendung in der organischen
Synthese, z. B. der Umsetzung kleiner organischer Molekiile zum oxidierten Produkt
genutzt. Zum anderen beschéftigen sie sich mit der mechanistischen Untersuchung der

Baeyer-Villiger-Oxidation. Somit sind sie die ,,BVMOs der organischen Synthese*
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2) Enzymaktivititen aus anabolischen Raktionen, die eingehend untersucht wurden, sind
vor allem solche aus Biosynthesewegen pilzlicher und bakterieller Sekundirstoffe.
Besonders fiir Sekundérstoffe aus Streptomyceten sind wegen der gut etablierten
genetischen Methoden einige BVMOs aufgrund von Sequenzhomologien postuliert
worden. Das sind die ,,BVMOs der Sekunddrstoffe‘

Aus detaillierten Studien zu den ,,BVMOs der organischen Synthese* ist bislang
hervorgegangen, dass es ein Sequenzmotiv gibt, das fiir Dinukleotid-bindende Doménen im
Protein codiert. Diese Sequenz wird Rossmann-Schleife genannt und beinhaltet das Motiv
GxGxx@G, das fiir die Bindung des ADP-Restes von FAD (10) und NADPH (8) verantwortlich
it [31:32]
J. ROHR und Mitarbeiter beschiftigen sich vornehmlich molekularbiologisch mit den ,,BVMOs
der Sekunddrstoffe, vor allem mit Sequenzen aus Streptomyceten. Sie schlagen fiir den
Adenosin-bindenden Teil des FADs (10) ebenfalls das Rossmann-Motiv vor, stellen aber
weitere konservierte Regionen heraus, wie beispielsweise eine Asparaginsdure, die fiinf
Aminosduren N-terminal vor der Rossmann-Schleife lokalisiert ist. Eine zweite Rossmann-

Schleife wird von J. ROHR identifiziert, ihre Funktion jedoch nicht beschrieben.!?**>!

2.4. Mechanismus der enzymatischen Baeyer-Villiger-Reaktion

Der allgemein akzeptierte Mechanismus fiir die enzymatische Baeyer-Villiger-Reaktion
basiert auf den Untersuchungen der Cyclohexanon-Monooxygenase (CHMO), welche aus
Acinetobacter calcoaceticus NCIMB 9871 isoliert wurde (Abbildung 9).°%*”) Das Enzym
besitzt ein Flavinadenindinukleotid (10) (FAD) als prosthetische Gruppe, ist NADPH- (8) und
sauerstoffabhidngig, und gehort zu den Typ I BVMOs. Erster Schritt des biokatalytischen
Prozesses ist die Reduktion des fest am Enzym gebundenen FAD (10) mittels NADPH (8) (A
- B). Die nachfolgende schnelle Oxidation durch molekularen Sauerstoff liefert das Flavin
4a-Peroxidanion (C). Dieses Intermediat stellt die oxygenierende Spezies in der
nachfolgenden Baeyer-Villiger-Oxidation dar.*® Das Peroxidanion greift die Carbonylgruppe
des Substrates (D) nukleophil an. Es bildet sich das tetraedrische Criegee-Addukt (E). Die
Umlagerung dieser Spezies erfolgt unter Eliminierung des Lactons (G) und des 4a-
Hydroxyflavons (F). Der katalytische Zyklus schlieft mit der Eliminierung von Wasser unter
Riickbildung von FAD (10).
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Abbildung 9: Mechanismus von Flavin-abhidngigen Monooxygenasen.

Es wird angenommen, dass die Umlagerung durch die gleichen stereoelektronischen Effekte
wie in der nicht-enzymatischen Baeyer-Villiger-Oxidation gesteuert wird.”” Fiir eine
erfolgreiche  Alkylwanderung und  4a-Hydroxyflavon-Abspaltung  miissen  zwei
Voraussetzungen erfiillt sein: Zum einen muss die C-C Bindung antiperiplanar zur
Peroxybindung stehen und zum anderen muss ein freies Elektronenpaar am Sauerstoffatom
anti zur wandernden Aklylgruppe stehen. Uber isotopenmarkierte Substrate bestitigten
J. ScHwAB und Mitarbeiter, dass die Fragmentierung des tetraedrischen Intermediats in
Analogie zur chemischen Oxidation unter Retention der Konfiguration am wandernden
Kohlenstoffzentrum erfolgt.!*”

Die Cyclohexanon-Monooxygenase kann die regio- und enantioselektive Oxidation
katalysieren, indem es nur einer C-C Bindung ermdglicht, sich antiperiplanar zur O-O
Bindung im Criegee-Intermediat (E) anzuordnen. Da FAD (10) fest am Enzym gebunden ist,
bestimmen die Wechselwirkungen zwischen dem Substrat und den Aminoséuren im aktiven

Zentrum die Ausrichtung und die Auswahl der wandernden Gruppe.
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2.5. Baeyer-Villiger Monooxygenasen in Sekundérstoff-Biosynthesen

Die Beteiligung von Baeyer-Villiger-Monooxygenasen wurde ebenso bei biosynthetischen
Ablaufen von Sekundérstoffen gefunden. Ein Pilzmetabolit des Fadenpilzes Penicillium
lilicium, das Progesteron (12), wird nach Demethylierung zu 4-Androsten-3,17-dion (13)
durch eine BVMO zum Testosteronlacton (14) oxidiert, wie aus Abbildung 10 ersichtlich.*"

BVMO

12 13 14

Abbildung 10: Transformation von Progesteron (12) zu Testosteronlacton (14) bei
Penicillium lilicium. Die Baeyer-Villiger-Monooxygenase katalysiert den Schritt von 4-
Androsten-3,17-dion (13) zu Testosteronlacton (14).

Ein weiteres Beispiel fiir die Beteiligung von Baeyer-Villiger-Monooxygenasen am Aufbau
von Sekundirstoffen ist in der Aflatoxin-Biosynthese zu finden. Aflatoxine sind stark
cytotoxisch wirkende Pilzmetabolite, die ausschlieflich von den pathogenen Pilzen
Aspergillus flavus oder Aspergillus parasiticus gebildet werden. In den letzten Jahrzehnten
haben sich viele Arbeitskreise der Aufklarung der Aflatoxin-Biosynthese gewidmet. Dabei
wurde die Biosynthese der Mycotoxine via Decaketid-Intermediate etabliert..*”) Baeyer-
Villiger-Monooxygenasen sind an mehreren Schritten an der Aflatoxin-Biosynthese beiteiligt.
Da die Biosynthese duflerst komplex ist, soll hier nur ein Schritt beispielhaft skizziert werden.

Aus Aflatoxin B1 (15) wird iiber eine BVMO das Aflatoxin G1 (16) gebildet.!*!)

Abbildung 11: Baeyer-Villiger-Reaktion bei der Transformation von Aflatoxin B1 (15) zu
Aflatoxin G1 (16).
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Nicht nur an der Sekundérstoffbildung aus Pilzen sind Baeyer-Villiger-Monooxygenasen
beteiligt, sie ist auch in die bakterielle Sekundérstoffproduktion involviert, beispielsweise gibt
es bei Streptomyceten Enzyme mit Baeyer-Villiger-Monooxygenase-Aktivitit. Nach dem
oben beschriebenen Mechanismus iiberfiihren sie ein Keton unter Einbau von molekularem
Sauerstoff FAD- (10)/NADPH- (8) abhingig in ein Lacton. Beispiele hierfiir findet man in
der Familie der Angucycline, die von A. ZEECK et al. klassifiziert wurden.[*’! Die Vertreter
dieser Klasse zeigen ein breites biologisches Wirkungsspektrum wie z. B. cytostatische,
antivirale, antibakterielle und enzyminhibierende Wirkung. Die Angucyclin-Antibiotika

besitzen ein tetracyclisches angulares Benzanthracengertist.

Abbildung 12: Die Biosynthese von Urdamycin L (19) unter Beteiligung einer BVMO
(UrdM).

Der instabile Vorldufer UWM 6 (17) wird mittels einer BVMO (UrdM) in 18 umgewandelt.
Molekularer Sauerstoff wird dabei {iber eine Baeyer-Villiger-Oxidation zwischen C-12b und
C-1 unter Bildung eines Siebenring-Lactons 18 eingefiihrt. Durch weitere Oxidation und

Wasserabspaltung wird das Urdamycin L (19) gebildet.
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3. Aufgabenstellung

Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit steht die chemische und biologische Untersuchung
von Collinolacton (7) aus dem Stamm Streptomyces sp. GO 40/10, der im chemischen
Screening durch die Bildung zahlreicher Sekundidrmetabolite auffiel. Die vorliegenden
Untersuchungen kniipfen an die Dissertation von H.-J. SCHIEWE an, der Collinolacton (7)
isolierte (Ausbeute: 0.25 mg/L) und die Struktur und Biosynthese untersuchte. Da sowohl das
'H- als auch das ""C-NMR-Spektrum einen doppelten Satz an Signalen mit einem
Intensititsverhdltnis von 4:1 aufwiesen, wurde vorgeschlagen Collinolacton (7) als E/Z-
Isomerengemisch an der Doppelbindung C-14/C-15 zu beschreiben (Abbildung 13).1*Y H.-J.
SCHIEWE konnte erste Biosynthese- und Aktivititsuntersuchungen durchfiihren. Auf dieser
Basis wurde fiir einen Polyketidvorldufer im Verlauf der spédten Biosynthese eine Baeyer-
Villiger-Oxidation vorgeschlagen. Collinolacton (7) zeigte eine cytotoxische und
cytostatische Aktivitit. Im Verlauf der Arbeiten von H.-J. SCHIEWE stellte sich heraus, das

auch R. KIND Collinolacton aus einem Stamm Tii 1892 isoliert hatte.!¢!

18

E-lsomer (7) Z-lsomer

Abbildung 13: Strukturhypothese zum Collinolacton (7) von H.-J. SCHIEWE: E/Z-
Isomerengemisch an C-14/C-15.

Um Collinolacton (7) aus Kulturen von G6 40/10 und Tii 1892 zuverldssig isolieren zu
konnen galt es zunidchst, eine Optimierung der Kultivierungsbedingungen auszuarbeiten. Mit
Fiitterungsexperimenten unter '°O,-angereicherter Atmosphire sollte die Herkunft der
Sauerstoffatome untersucht werden, um eine abschlieSende Biosynthesehypothese ausarbeiten
zu konnen. Auf analytischer Seite sollten Methoden entwickelt werden, das vorliegende
Isomerengemisch zu trennen. Dabei war an die Anwendung moderner chromatographischer
Methoden eventuell nach vorheriger Derivatisierung gedacht. Ziel war es die Struktur der
Haupt- und Minderkomponente aufzuklaren. Semisynthetische chemische Derivatisierungen

sollten durchgefiihrt werden, die die Einfilhrung neuer Substituenten ins Collinolacton (7)
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sowohl in 4-OH Position als auch im zehngliedrigen Trien des Collinolactons zugénglich
machen. Diese Derivate sollten sowohl zu Kristallisation fiir die Rontgenstrukturanalyse als
auch zur Priifung ihres Bioaktivitétsprofils in Cytotoxizititstests verwandt werden. Zusétzlich
sollten Derivate erzeugt werden, die nicht das Phinomen des doppelten NMR-Signalsatzes
aufweisen. Dieser Teil der Arbeit wurde im Rahmen des SFB 416 Teilprojekt B 14
»Biosynthese und Synthese von Collinolacton, Spirodionsdure und Iromycin, Analyse und
Generierung neuer Strukturdiversitdt” durchgefiihrt. Im Rahmen eines BMBF-Projektes
sollte mit Arbeiten zum Auffinden des Biosynthesegenclusters begonnen werden. Firma
Combinature stellte dafiir eine Cosmidbank des Stammes G6 40/10 zur Verfiigung. Unter
Verwendung moderner molekularbiologischer Arbeitstechniken sollten Vorarbeiten zur

Generierung einer Baeyer-Villiger-Monooxygenase-Sonde geleistet werden.

In einem zweiten Projekt sollte die Biosynthese von 1-O-Acylrhamnopyranosiden weiter
untersucht werden. Von S. GROND konnten aus Kulturextrakten von Streptomyces
griseoviridis (Stamm Ti 3634) das mit Anisaldehyd/H,SO, intensiv griin anfirbende 1-O-
Benzoyl-o-L-rhamnopyranosid (20) isoliert werden. Im Rahmen ihrer Dissertation wurde eine
Biosynthesehypothese aufgestellt, die davon ausgeht, dass die Startereinheit, in diesem Falle
Benzoesdure, direkt aus Shikimat hervorgeht und nicht wie bei Pflanzen bereits bewiesen
{iber Prephenat und Phenylalanin.'*! Diese Biosynthesehypothese sollte durch Fiitterung von
BC-markiertem [1,7-'°C,]Shikimat iiberpriift werden. Dies erforderte zunichst die
Optimierung der Kultivierungsbedingungen, so dass 1-O-Benzoyl-a-L-rhamnosid (20) in
hoher und reproduzierbarer Ausbeute entsteht, und '*C-Fiitterungsexperimente aussichtsreich

werden.

Ein drittes Teilprojekt wurde im Rahmen des DBU-Projektes ,, Effiziente Produktion
Neuartiger Wirkstoffe aus extremophilen Mikroorganismen (Archaen und Bakterien) durch
Einsatz heterologer Expressionssysteme‘ (AZ 13142) durchgefiihrt. Es wurden extremophile
Bakterien, die entweder im chemischen oder biologischen Screening auffielen, hinsichtlich
threr Sekundirstoffbildung untersucht. Stimme, die sich durch ein auffilliges
Metabolitenmuster oder biologische Aktivitit auszeichneten, sollten in grofBerem Malstab
kultiviert werden, um so ausreichende Rohproduktmengen fiir die Isolierung des aktiven
Prinzips zu erhalten. Mit Hilfe chromatographischer Trennverfahren sollten die bioaktiven
Stoffe als Reinsubstanzen isoliert und durch moderne spektroskopische Methoden in ihrer

Struktur aufgeklért werden.
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II Der neue Naturstoff Collinolacton aus Streptomyces sp.

1. Streptomyceten als Collinolacton-Produzenten

In der Stammsammlung von A. ZEECK sind zwei Streptomyceten Stamme (Tt 1892 und Go6

40/10) vorhanden, die Collinolacton (7) produzieren.

1.1. Stamm Tii 1892

Der Stamm Tii 1892 (Streptomyces collinus ssp. collinus (LINDENBEIN)) wurde aus einer
Bodenprobe bei Kamakura (Japan) isoliert. Bei einem Screening auf abnormes
Hyphenwachstum bei Pilzen fanden H.ZAHNER und W. WEBER farblose und gelbe
Komponenten, die ein breite antifungische Aktivitit zeigten. R. KIND beschiftigte sich

wihrend seiner Dissertation eingehend mit dem Stamm Tii 1892.1%%)

1.2. Stamm Go 40/10

Der Stamm G0 40/10 stammte aus einer Stammsammlung (ca. 110 Stimme) eines Screenings
auf anti-HIV-wirksamen Naturstoffe von G. BACH.'*! Er wurde aus einer bolivianischen
Bodenprobe isoliert und zeigte keine antivirale oder toxische Wirkung im MT-4 Zelltest!***"]
des Deutschen Primatenzentrums (Gottingen). In einem chemischen Screening und einem
HPLC-Screening, das von B. BETHE im Rahmen ihrer Dissertation durchgefiihrt wurde, zeigte
G6 40/10 jedoch ein besonders auffilliges, vielfiltiges Metabolitenmuster.>” Bisher wurde

keine taxonomische Bestimmung des Stammes G6 40/10 durchgefiihrt.

2. Metabolitenspektrum der Stimme Tii 1892 und Go 40/10

B. Beree®™, R. Kinp™ und H.-J. ScHiEwWe™  beschiftigten sich wihrend ihrer
Dissertationen unter verschiedenen Fragestellungen mit den genannten Stimmen und stellten
eine groBe Ahnlichkeit im Muster der produzierten Sekundirmetabolite fest. Die aus den
beiden Streptomyceten isolierten Sekunddrmetabolite lassen sich in drei bekannte Gruppen

(Ansamycine, 14-gliedrige Makrolide und y-Butyrolactone) einordnen.
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2.1. Die Gruppe der Ansamycine

Der 1973 von V. PRELOG und W. OPPOLZER gepragte Begriff ,,Ansamycine* bezeichnet eine
Gruppe von mikrobiellen Sekundérstoffen, die ein gemeinsames Strukturmerkmal verbindet,
ein Chinon oder benzanilliertes Chinon, das wie ein Henkel (griech.: amsa) von einer
aliphatischen ~ Kohlenstoffkette iiberbriickt wird.”!! Die Ansamycine, die eine
charakteristische orange/rote Eigenfarbe besitzen, gehoren zu der groBen Klasse der
Makrolactam-Antibiotika und haben eine biologische Aktivitit gegen gram-positive
Bakterien. Dieser Verbindungsklasse, die heute mehr als 70 Vertreter umfasst, sind
Diastovaricine (21), Naphtomycine (22), Ansatrienine (23) und Rifamycin SV (24)
zuzuordnen (Abbildung 14, Abbildung 15). Sie werden strukturell je nach der Art ihres
aromatischen Chromophors als Naphthalen- oder Benzen-Typ bezeichnet, eine weitere

Unterteilung erfolgt anhand der Lénge der aliphatischen Kette.

Diastovaricin | (21): R, =H, R, = OH

Naphtomycin A (22): R, = CH;, R, = Cl

Abbildung 14: Drei Verbindungsklassen der Ansamycine: Diastovaricin 1 (21),
Naphtomycin A (22) und Ansatrien (23).

Durch die groBen Erfolge des aus Amycolatopsis mediterranei isolierten Rifamycin SV (24)

und seines semisynthetischen Derivates Rifampicin (25) bei der Bekdmpfung der Tuberkulose

haben die Ansamycine groBe Aufmerksamkeit auf sich gezogen.>*!
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Rifamycin SV (24): R=H

Rifampicin (25): R = / \
N=N—-N  N—

—/

Abbildung 15: Biologisch aktives Rifamycin SV (24) mit seinem semisynthetischen Derivat
Rifampicin (25).

2.2. Die Gruppe der 14-gliedrigen Makrolide

Die Gruppe der Makrolide wird ebenso wie die der Ansamycine nach strukturellen
Merkmalen in verschiedene Untergruppen eingeteilt, wobei das Hauptunterscheidungs-
merkmal die Ringgrofe des Lactons darstellt. Die ,klassischen® Makrolide sind 12-, 14- oder
16-gliedrig. Der wohl am besten untersuchte und bekannteste Vertreter ist das 14-gliedrige
Makrolid Erythromycin A (26), das als Antibiotikum gegen Gram-positive Bakterien eine
breite Anwendung findet. Erythromycin A (26) hemmt die Proteinbiosynthese der
Bakterienzelle und macht sie damit unschédlich. Ungradzahlige Makrolide weisen spezifische
cytotoxische Eigenschaften auf, wie das Amphidinolid J (27) (Abbildung 16)"), das aus
einem marinen Dinoflagellaten (Amphidinium sp.), der ein Symbiont des Plattwurms

Amphiscolops sp. ist, isoliert wurde.

26 27

Abbildung 16: Das 14-gliedrige Makrolid Erythromycin A (26) und das 15-gliedrige
Amphidinolid J (27).
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1957 fithrte R. WOODWORD den Begriff , Makrolide fiir makrocyclische Lactone ein.”>*!

Inzwischen umfasst allein die Gruppe der 14-gliedrigen Makrolide mehr als 80 Vertreter, die
cytotoxische Wirkung oder antibakterielle Eigenschaften gegen gram-positive und einige
gram-negative Bakterien, Spirochdten, Pilze und verschiedene Viren zeigen. Interessant ist in
diesem Zusammenhang die Tatsache, dass bei Erythromycinen und dem ebenfalls in der
klinischen Anwendung befindlichen Oleandomycin (28) die Glykosylierung des
Makrolidringes fiir die biologische Wirkung zwingend erforderlich ist (Abbildung 18). Die
beiden bearbeiteten Stimme G6 40/10 und Tii 1892 produzieren hingegen sowohl das nicht

glykosylierte (29) und das glykosylierte (30) Cineromycin B-Derivat (Abbildung 17).
OH

29 30

Abbildung 17: Aus den Streptomyceten isoliertes Cineromycin B (29) und 7-O-(a-Glucosyl)-
Cineromycin B (30).

Wie das aus Streptomyces galbus isolierte antifungisch wirksame Galbonolid A (31) zeigt,
konnen jedoch auch nicht glykosylierte 14-gliedrige Makrolide eine biologische Aktivitit
besitzen (Abbildung 18).1°%%%

28 31

Abbildung 18: Glykosylierte und nicht-glykosylierte 14-gliedrige Makrolide: Oleandomycin
(28) und Galbonolid A (31).
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2.3. Die Gruppe der y-Butyrolactone

Das Strukturelement eines filinfgliedrigen Lactons ist in der Natur sowohl unter den
Metaboliten von Pro- wie auch Eukaryonten weit verbreitet. Aus Kafern (Eldana saccharina)
konnte das ausschlieBlich Alkylgruppen tragende terpenoide Butyrolacton Eldanolid (32)P7
isoliert werden, das als Sexualhormon wirkt. Das Butyrolacton Palauolid (33)"* aus einem
Palauan-Schwamm zeigt antibiotische Aktivitdt. Aus einem Pilz (Paxillus atromentosus) lie3

sich das Osmundalacton (34) isolieren, dass fraBhemmende Wirkung gegeniiber Larven von

Schmetterlingen besitzt (Abbildung 19).1*"!

34

33 @] 0]

Abbildung 19: y-Butyrolactone aus dem Tierreich und Pilzen. Eldanolid (32), Palauolid (33)
und Osmundalacton (34).

In Streptomyceten findet man haufig p-Butyrolactone, die stoffwechselregulierende
Eigenschaften haben. Sie spielen als pleiotrope Effektoren im Wachstumsverlauf eine
wichtige Rolle, indem sie mehrere nachgeordnete Genfunktionen stimulieren. Weiterhin
dienen sie als Induktionsfaktoren, Differenzierungsfaktoren oder Signalstoffe und werden als

«“l angesehen. Es ist jedoch bisher nicht geklirt, ob es sich um ein

,,mikrobielle Hormone
Wirkstoffprinzip handelt, das allgemeingiiltig ist. Einige Butyrolactone scheinen fiir
bestimmte Regulationsvorginge im Sekundérstoffwechsel der Streptomyceten essentiell zu
sein. Der die Streptomycin-Biosynthese in Streptomyces griseus stimulierende A-Faktor (35)
(2-Isocaproyl-3R-hydroxymethyl-butyrolacton (Abbildung 20)) ist bisher am intensivsten
untersucht worden. Sein Fehlen in Blockmutanten verhindert die Expression der
Biosynthesegene des Streptomycins und die Sporenbildung. Zugabe von synthetischem A-
Faktor (35) induziert diese Fahigkeiten wieder..®"! Virginaebutanolid C (36) stimuliert die
Virginiamycin-Biosynthese, und ein Dihydroderivat des A-Faktors (36) die Antracyclin-

Biosynthese.[*#%!
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Abbildung 20: Der A-Faktor (35) und zwei biologisch wirksame Derivate Virginaebutanolid
C (36) und ein Dihydroderivat des A-Faktors (37).

Die beschriebenen Funktionen der verschiedenen mikrobiellen y-Butyrolactone ist eine Klasse
von Signalstoff-Molekiilen. Es ist jedoch anzumerken, dass einige taxonomisch eng mit y-
Butyrolacton-Produzenten verwandte Organismen von Vertretern dieser Substanzklasse
unbeeinflusst bleiben. D. h. es handelt sich bei den y-Butyrolactonen nicht um Mediator-
Molekiile eines universellen Regulationsprinzips. Interessanterweise tibernehmen die dem v-
Butyrolacton strukturell sehr &hnlichen Homoserinlactone (38) bei gram-negativen Bakterien
ebenfalls eine kommunikative Aufgabe.[**®! Die in den Stimmen Tii 1892 und Go 40/10
isolierten Verbindungen gehdren zu der Substanzklasse der 2,3-disubstituierte -
Butyrolactone (39 und 40) (Abbildung 21). Thre Funktion als Signalstoff-Molekiile wurde

bisher nicht weiter untersucht.

5 O

OH 5
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Abbildung 21: Homoserinlacton (38) und zwei aus Streptomyces sp. GO 40/10 isolierte y-
Butyrolactone (39 und 40).

3. Optimierung der Kultivierungsbedingungen

Fiir die Isolierung ausreichender Mengen des interessierenden Sekundérstoffs Collinolacton
(7) fiir spektroskopische Untersuchungen, Kristallisationsversuche, Derivatisierungs-
experimente und die Durchfiihrung von Biosyntheseuntersuchungen ist ein verléssliches

Wachstum und hinreichende Produktion von Streptomyces G6 40/10 und Ti 1892 eine
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notwendige Voraussetzung. Deshalb mussten zuerst die Kultivierungsparameter mit dem Ziel
einer grofftmoglichen Produktion des Sekundérmetaboliten 7 optimiert werden.

Die Stimme wurden als Stickstoff-Einlagerung aus der Stammsammlung der Abteilung PROF.
DR. A. ZEECK entnommen. Die in Stickstoff eingelagerten Agarstiickchen wurden auf Soja-
Mannit (SM) Agarplatten mit einer sterilen Impfose ausgestrichen und fiinf Tage bei 28°C
inkubiert. Wahrend dieser Zeit verférbte sich der Agar dunkelbraun bis schwarz und es bildete
sich weilles, gut versportes Luftmycel aus, das sich bei Lagerung (4°C) grau verférbte. Fiir
eine kurzzeitige Konservierung der Stimme wurden SM-Agarplatten gewéhlt, die bis zu drei
Monate bei 4°C gelagert werden konnten. Zur Langzeitkonservierung wurden Stickstoff-
Einlagerungen hergestellt (B. XI1.2). Vom Wachstum her konnte kein Unterschied zwischen
den beiden Stammen festgestellt werden. Beide Stimme zeigten nach 5 Tagen Inkubation bei
28°C ein weilles gut versportes Luftmycel, das sich wiahrend einer Lagerung bei 4°C grau
verfarbte, und eine dunkelbraune Verfarbung des Agars.

Bei Streptomyceten ist eine gute Produktion von Sekunddrstoffen in der Regel in
Fliissigkulturen (Schiittelkolben oder Fermenter) moglich. Zur Ausbeuteoptimierung sollten
Fermentationen durchgefiihrt werden, die in der Linge der Inkubationszeit, der Art des
Nihrmediums, der Art der KultivierungsgefiBe und den Zusatz Amberlite® XAD-2 zum
Néhrmedium variierten. Die daraus gewonnenen Rohprodukte sollten nicht nur im Hinblick
auf die Menge des gebildeten Collinolactons (7) ausgewertet werden, sondern auch
Erkenntnisse dariiber liefern, ob durch die Variation der Kultivierungsbedingungen Vorstufen
des Sekundiarmetaboliten erhalten werden kdnnen.

R. KIND konnte einmalig das Collinolacton (7) nach Versuchen zur Vorldufer-dirigierten
Biosynthese am Stamm Tii 1892 in einer Ausbeute von 7 mg/L isolieren. Die Vorldufer-
dirigirte Biosynthese wurde angewendet, um neue Ansamycin-Analoga zu erhalten. Daher
wurde 3-Aminobenzoesdure in einer Konzentration von 2 g/L (15mmol/L) zu einem 50 L-
Fermenter (Soja-Mannit (SM)-Medium) gefﬁttert.[46]

H.-J. SCHIEWE, der sich mit der Biosyntheseleistung des Stammes G6 40/10 wahrend seiner
Dissertation beschiftigte, konnte 0.25 mg/L Collinolacton (7) aus einer Fermentation in

Hafer-Medium im 50 L-MaBstab isolieren.[**!

3.1. Variation der Kultivierungszeit und Kultivierungsgefife

Autfbauend auf die bisherigen Daten zu den Fermentationen von Collinolacton (7) wurden die

Stdimme Tii 1892 und G6 40/10 in 300 mL Erlenmeyerkolben (drei Schikanen) mit 100 mL
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SM-Medium und in 1 L Erlenmeyerkolben (EMK) mit 150 mL Soja-Mannit (SM)-Medium
durchgefiihrt. Die Vorkulturen, je ein Kolben, wurden mit einem Achtel einer gut
bewachsenen SM-Agarplatte des jeweiligen Stammes angeimpft und 36 h bzw. 48 h bei 28°C
und 180 rpm bzw. 250 rpm (Rundschiittler) inkubiert. Mit 5 mL der Vorkulturen wurden die
Hauptkulturen, je zwei Kolben, angeimpft und jeweils 72 h bzw. 96 h unter gleichen
Bedingungen inkubiert. Zusétzlich wurde der Querschiittler mit 120 spm in die Experimente
zur Ausbeuteoptimierung mit einbezogen. Grundlage dieses Ansatzes war die Erfahrug, dass
die Stimme einen sehr hohen Sauerstoffbedarf hatten. Die Ansdtze wurden unter
standardisierten Bedingungen mittels Ethylacetatextraktion des Kulturfiltrates (s. B. XI4.1)
aufgearbeitet. Die Collinolactonproduktion wurde mittels HPLC-MS-Analyse (Integrale des
Produktpeaks) der erhaltenen Extrakte bewertet. Aufgrund der Effizienz wurde auf eine

Quantifizierung mittels zusétzlicher Eichkurve verzichtet (Tabelle 1).

Fermentationsdauer 300 mL EMK 1L EMK 1 L EMK*
der Vor- und 100 mL Medium 150 mL Medium 150 mL Medium
Hauptkultur 180rpm 250 rpm 180 rpm 250 rpm 120 spm

Stamm Tii 1892
36 h VK 72 h HK + + + + +
36 h VK 96 h HK + ++ + + +
48 h VK 72 h HK ++ ++++ + +++ +
48 h VK 96 h HK + ++ + ++ +
Stamm Go6 40/10
36 h VK 72 h HK + + + + +
36 h VK 96 h HK + + + + +
48 h VK 72 h HK + -+ + ++ +
48 h VK 96 h HK + ++ + + +

Tabelle 1: Variation der Fermentationsparameter bei der Kultivierung mit beobachteter
Collinolactonproduktion. (+ nachweisbare Produktion, ++ mifige Produktion, +++ gute
Produktion, ++++ sehr gute Produktion). EMK* = Erlenmeyerkolben ohne Schikane.

Anhand der durchgefiihrten Variationsexperimente, die in Tabelle 1 zusammengefasst sind,
wird deutlich, dass die Kultivierung in 300 mL EMK eine reproduzierbare Menge an
Collinolacton (7) zuldsst. In Schiittelkulturen zeigen beide Stimme eine olivgriine Verfarbung
der Kulturbrithe mit sehr starker Mycelbildung. Der Stamm Tii 1892 ist in der
Collinolactonproduktion potenter als der Stamm GO 40/10. Beide Stimme haben ihr
Produktionsoptimum an Collinolacton (7) unter der Fermentationslinge von zwei Tagen

Vorkultur und drei Tagen Hauptkultur. Die Kultivierung in 300 mL EMK auf einem
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Rundschiittler bei 250 rpm, d. h. bei hohem Sauerstoffangebot, erbrachte die hochste Menge

an Collinolacton (7).

3.2. Nahrmedienvariation

Der Literatur zufolge zeigt eine Untersuchung von 760 Mikroorganismen besonders deutlich,
dass der Einfluss der Ndhrmedienzusammensetztung auf die Produktivitét eines Stammes sehr
entscheidend ist. Diese wurden jeweils in vier verschiedenen Nidhrmedien kultiviert und die
Extrakte biologischen Testsystemen zugefiihrt. Demnach findet sich das aktive Prinzip bei
75% der Stimme in nur einem Medium.!” Nihrmedien fiir Streptomyceten enthalten
allgemein neben Kohlenstoff-, Stickstoff- und Phosphatquellen auch Spurenelemente wie
z. B. Mg-, Ca-, Na-, K-, Fe-, Mn-, Zn-, Co-, Cu- und Mo-Ionen, die sich fiir das Wachstum!®”!

und die Bildung!®®

von Sekundédrmetaboliten als wichtig herausgestellt haben. Der Einfluss
einzelner Komponenten auf die Sekundirstoffproduktion ist fiir ausgewédhlte Beispiele gut
untersucht.!®! Als C-Quelle finden Glycerin oder in komplexen Medien meist einfache
Kohlenhydrate wie Glucose oder Stirke Verwendung. Eiweilhydrolysate (Peptone) oder
Sojamehl dienen in komplexen Medien als N-, S- und P-Quelle, in synthetischen Medien
verwendet man dazu Ammoniumphosphat und -sulfat oder Aminosduren. Fiir jede
Fragestellung, d.h. fir jeden Produzentenstamm wund den interessierenden
Sekundirmetaboliten miissen neue Arbeiten zur Optimierung durchgefiihrt werden. Denn es
gibt bis heute kein allgemein giiltiges Verfahren, um die Ausbeute an Sekundarstoff gezielt zu
erhohen.

Die Untersuchung zur Optimierung des Ndhrmediums wurden mit den Stimmen Tii 1892 und
GO 40/10 in 300 mL Erlenmeyerkolben (drei Schikanen) mit 100 mL des zu testenden
Néahrmediums durchgefiihrt. Um dem Stamm mdglichst alle notwendigen Nihrstoffe
bereitzustellen, wurden ausschlie8lich komplexe Nahrmedien verwendet. In Soja-Mannit-
Medium ist neben Mannit als C-Quelle Sojamehl Hauptbestandteil, welches als Stickstoft-,
Schwefel- und Spurenelementquelle dient. Das Hafermedium besteht neben Hafer, das als C-,
N- und S-Quelle dient aus einer Spur 11-Losung, die die notwendigen Spurenelemente zum
Aufbau von Sekundidrmetaboliten liefert. Im GPDX-Medium werden drei verschiedene C-
Quellen zugesetzt. Neben Glycerin und Glucose als schnell verstoffwechselbare C-Quellen
wird auBlerdem Prolin eingesetzt, so dass auch in einem spéten Zeitpunkt der Fermentation, in
der der Sekundérstoffwechsel am ausgeprégtesten ist, noch ausreichend Néhrstoff zur Bildung

der Sekundirmetaboliten vorhanden sind. Ergénzt wird dieses Medium durch Zugabe
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verschiedener Salze (z. B. NaCl, CaCOs), Hefeextrakt als N- und S-Quelle, sowie Prolin als
Stickstoffquelle. Die Vorkulturen, je ein Kolben, wurden mit einem Achtel einer gut
bewachsenen Agarplatte angeimpft und 48 h bei 28°C und 250 rpm inkubiert. Die
Hauptkulturen wurden mit 5 mL der Vorkultur angeimpft und 72 h bei 28°C und 250 rpm
inkubiert. Mit den Hauptkulturen wurden je zwei Kolben beschickt, die nach Ende der
Fermentation unter standardisierten Bedingungen (s. B. XI4.1) aufgearbeitet wurden. Die
Collinolactonproduktion wurde mittels HPLC-MS-Analyse (Integrale des Produktpeaks) der
erhaltenen Extrakte bewertet (Tabelle 2).

Medium Tii 1892 Go 40/10
Soja/Mannit (SM) ++ +
Hafer + +
GPDX - -

Tabelle 2: Variation des Néhrmediums bei der Kultivierung und beobachtete
Collinolactonproduktion (- keine Produktion, + miBige Produktion, ++ sehr gute Produktion).

Anhand von Tabelle 2 ist deutlich, dass der Stamm Tt 1892 in dem Soja-Mannit-Medium am
stiarksten produziert hat. Die Produktion belief sich auf ca. 3 — 5 mg/L, was jedoch noch nicht
ausreichte, die notwendige Menge an Collinolacton (7) zu erhalten, um die in der
Aufgabenstellung vorgestellten Experimente durchzuftihren. Der Stamm Go& 40/10
produzierte weder im Hafermedium noch im Soja-Mannit-Medium in ausreichenden Mengen

(~ 2 mg/L). Das GPDX-Medium erbrachte keine Produktion von Collinolacton (7).

3.3. Variation des Kultivierungsgefilles und des Sauerstoffpartialdrucks

Der Sauerstoffpartialdruck in einer Kulturldsung kann einen enormen Einfluss auf das
Metabolitenspektrum eines Stammes ausiiben.’” Durch Variation der Art des
Fermentationsgefdfies bzw. einzelner Fermentationsparameter wie Fiillhohe, Drehzahl oder
Riihrergeschwindigkeit und durch die damit verbunden Unterschiede in den
Beliiftungsverhiltnissen, ldsst sich die Variation dieses Parameters einfach realisieren. Eine
besondere Situation hoher Durchliiftung liegt beispielsweise in einem 10 L Airlift-Fermenter
(ohne Riihrblitter, Durchliiftung vom Fermentationsboden) vor, der eine besonders gute
Durchliiftung der Kulturbriihe erlaubt und bei bis zu 5 bar Uberdruck betrieben werden kann.
Aufgrund der Aufgabenstellung wurden zwei Anforderungen an die Produktion von

Collinolacton (7) gestellt. Fiir Biosyntheseuntersuchungen sollte der Stamm in kleinem
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Malistab eine verlédssliche Produkton zeigen. Der grofle Bedarf an Collinolacton (7) fiir
spektroskopische Untersuchungen, Kristallisationsversuche und Derivatisierungsexperimente
war ausschlaggebend dafiir, dass die Collinolactonproduzenten Tii 1892 und G6 40/10 auch in
grofBBen Kultivierungsgefafien kultiviert werden sollten. Die Variation der Kultivierungsgefa3e
erstreckte sich von Kultivierungen in unterschiedlich gro3en Schiittelkolben (300 mL, 1 L)
iiber unterschiedliche Arten der Erlenmeyerkolben (mit und ohne Schikane) bis hin zu
Fermentern unterschiedlicher Grofe (1 — 50 L). Alle Kultivierungen zur Ausbeutesteigerung
durch Variation der Kultivierungsgefiale wurden mit dem Stamm Streptomyces collinus Ti
1892 im Néhrmedium Soja/Mannit (SM) durchgefiihrt. Die Vorkulturen wurden mit einem
Achtel einer gut bewachsenen Agarplatte angeimpft und 48 h bei 28°C und 250 rpm
inkubiert. Die Fermenter (Hauptkulturen) wurden mit 10% des Fermentervolumens aus
Vorkulturen beimpft. Die detaillierten Fermentationsbedingungen zu den einzelnen
Fermentern sind im Experimentellen Teil (Kapitel B. XI3) zusammengefasst. Nach Filtration
iiber Hyflocelite wurde das Kulturfiltrat mit Ethylacetat extrahiert.

Die Kultivierung des Stammes Tii 1892 in Fermentern stellte sich als experimentell
herausfordernd heraus. Um starke Schaumbildung wéhrend der Fermentation zu unterdriicken
wurde den Fermentationen in groflen MaBstiben ein Entschdumer (NIAX) beigesetzt. Der
Stamm reagierte sehr stark auf die Zugabe des Entschdumers NIAX. Wurde der Fermentation
zuviel NIAX beigefiigt, schlug der pH-Wert der Kultur ins alkalische um und die
Bakterienkultur zeigte keine detektierbaren Mengen an Collinolacton (7). Dem Stamm durfte
nicht mehr als ein Tropfen NIAX pro Fermentationsliter zugefiigt werden. Ein weiteres
Problem stellte das starke schnelle Wachstum der Bakterienkultur dar. Es wurde so viel
Biomasse und Schaum produziert, dass es die Kulturbriihe ab der 36. Fermentationsstunde aus
den Fermentern herausdriickte. Diesem Problem konnte weder mit einer groBeren Menge an
NIAX oder mit einer Fermentation in einem grof3eren Fermentationsgefdll (30 L Kulturbriihe
auf 50 L Fermenter) noch mit Verminderung der Riihrgeschwindigkeit entgegen gewirkt
werden. Die Fermentationen in groen MaBstidben (10 — 50 L) zeigten weiterhin leider nicht
den gewiinschten additiven Effekt an Collinolactonproduktion.

Aufgrund der beschriebenen Probleme und enormen Produktionseinbu3en in Fermentern und
einer wenig effektiven Kultivierung von grof3en Mengen (5 — 10 L) in Schiittelkulturen wurde
als letzte Gefdfvariation die Fermentation in einem Airlifter unter Druck durchgefiihrt. Durch
die 5 bar Uberdruck wurde der Stamm an starker Schaumbildung gehindert, so dass es nicht

notig war, der Fermentationsbriilhe NIAX hinzu zufiigen. Dass diese Fermentation sehr
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erfolgreich war, ist durch den Vergleich der Ausbeuten aus allen Ansdtzen der

FermentationsgefdBvariationen, zusammengefasst in Tabelle 3, zu erkennen.

Ausbeute von 7 in

Kultivierungsgefaf} mg/L
250 mL EMK 53
1 L EMK mit Schikane 2.6
1 L EMK ohne Schikane 2.8
1 L Fermentation 4.1
10 L Fermentation 0.4
50 L Fermentation 1.5
10 L Airlifter 7.0

Tabelle 3: Variation des Fermentationsgefdfles bei der Kultivierung des Stammes Ti 1892
und beobachtete Collinolactonproduktion in mg/L.

Tabelle 3 ist zu entnehmen, dass die Eigenschaften des Airlift-Fermenters die
Collinolactonproduktion von Tii 1892 positiv beeinflussten. Die starke Durchliiftung vom
Fermenterboden stellt eine hohe Sauerstoffzufuhr bereit. Die Fermentation unter Druck lésst
ein Schidumen der Fermentationsbriihe nicht zu und so kann der Zusatz von NIAX vermieden
werden. Mit einer Produktion von 7 mg/L Collinolacton (7) konnten verldssliche Mengen an
Sekunddrmetabolit 7 produziert werden. Eine weitere Steigerung war dennoch
wiinschenswert, da fiir Derivatisierungsversuche und Kristallisationsexperimente ein hoher

Bedarf an Collinolacton (7) vorhanden war.

3.4. Zugabe des Enzyminhibitors Glyphosat und Fiitterung von Acetat

Glyphosat (41) ist ein Inhibitor der 5-Enolpyruvyl-shikimat-3-phosphat-Synthase (EPSP-S),
welche die Umwandlung von Shikimat-3-phosphat (42) (Shikimat-3-P) zu 5-Enolpyruvyl-
shikimat-3-phosphat (43) (EPSP) katalysiert, das durch die Chorismat-Synthase (C-S) weiter
zu Chorismat (44) umgesetzt wird (Abbildung 22)."Y Glyphosat (41) (Markenname u. a.
Roundup®) wird im Pflanzenschutz als Totalherbizid eingesetzt. Die Aufnahme erfolgt
ausschlieBlich tiber griine Pflanzenteile, wobei eine Aufnahme tiber die Wurzel nicht moglich
ist.”” Bei Pflanzen wird eine Inhibierung des Shikimisdureweges bei Konzentrationen an
Glyphosat (41) von < 1 mM erreicht, bei Bakterien bei ca. 2 mM. Es sind aber auch

Mikroorganismen beschrieben, die eine hohere Toleranz gegeniiber Glyphosat (41)
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aufweisen. Bei Cyanobakterien zum Beispiel wurde bei Zugabe von 20 mM Glyphosat (41)

keine Verdnderung im Wachstumsverhalten beobachtet.!””!

COO~ COO-
/ﬂ\ EPSPS
—>
\\‘ \\‘ J]\ JI\
PO OH Po2 OH 6
42 43 44
Inhibierung

18
P
HO” N7 \"OH
H OH
41

Abbildung 22: Enzymatische Reaktionen von Shikimat-3-Phosphat (42) zu Chorismat (44)
iiber EPSP.

Die Zugabe von Glyphosat (41) zu Tii 1892 und G6 40/10 sollte die Biosynthese der gro3en
Familie der Ansamycine (s. A. I12.1), die einen erheblichen Anteil der Metaboliten der beiden
Stimme ausmachen, hemmen. Damit sollte mehr Biosynthesekapazitit aus dem
Carbonsdurepool fiir die Bildung des Collinolactons (7) zur Verfiigung stehen. Zusétzlich
sollte bei einer Fermentation durch die Fiitterung von Acetat der Polyketid-Biosyntheseweg
unterstiitzt werden. Als Biosynthese-Startereinheit aller Ansamycine dient die 3-Amino-5-
hydroxybenzoesidure (AHBA) (45). Sie wird auf einem der Bildung der Shikimiséure
dhnlichen, aminoanalogen @ Weg, aus Erythrose-4-Phosphat (46) (E4P) und
Phosphoenolpyruvat (47) (PEP) tiber 3,4-Didesoxy-4-amino-D-arabino-heptulosat-7-phosphat
(48) (AminoDAHP) und 5-Desoxy-5-amino-3-dehydroshikimat (49) (AminoDHS) aufgebaut
und auch als m-C;N-Einheit bezeichnet (Abbildung 23). Die analogen Desamino-
Verbindungen DAHP und DHS werden von den entsprechenden Enzymen nicht umgesetzt.
AuBlerdem gibt es bisher keine Anhaltspunkte aus der Literatur, ob die Inhibition des
Shikimat-Chorismat-Biosyntheseweges eine regulatorische Wirkung auf die AHBA-
Produktion hat. Unklar ist auch, ob Glyphosat (41) auf die AHBA-Biosynthese direkt
regulatorisch wirken kann, da hier keine EPSP-Synthase-Analoge Reaktion beteiligt ist.
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Abbildung 23: Bildung von 3-Amino-5-hydroxybenzoesiure (45).

Der Versuch, die Collinolactonproduktion von G& 40/10 und Ti 1892 durch die
Unterdriickung der Ansamycinbiosynthese und durch zusétzliche Fiitterung des
Polyketidbausteins Acetat (nur an T 1892) zu erhdhen, fand wegen der einfachen
Handhabung und der konstanten Ausbeuten parallel in 1 L Riihrblattfermentern statt. Die
Vorkulturen wurden in Schiittelkulturen (100 mL SM-Medium, 250 rpm, 28°C und 48 h)
angezogen. 100 mL einer 48 Stunden alten Vorkultur dienten als Inokulum der Hauptkultur.
Die Riihrgeschwindigkeit wurde auf 600 rpm heruntergeregelt, um eventuellem Schiumen
vorzubeugen. Nach dem Anwachsen der Staimme wurde Glyphosat (41) (10 mg/L, 0.06 mM)
in 40 mL sterilem Wasser in der 40. Inkubationsstunde der Kulturlosung hinzugefiigt. Dem
Stamm Tii 1892 wurde zusitzlich ab der 48. Inkubationsstunde iiber 16 Stunden Acetat
(615 mg/L, 7.5 mM) kontinuierlich mittels Pumpe hinzugefiittert. Nach 72 Stunden wurden
beide Fermenter geerntet und nach standardisiertem Protokoll aufgearbeitet (B X14.1).

Der Stamm GO 40/10, dem ausschlieBlich Glyphosat (41) in der 40. Inkubationsstunde
zugefiigt wurde, wuchs auffillig gut. Der Stamm Ti 1892 dem sowohl einmalig Glyphosat
(41) als auch Acetat iiber 16 Stunden kontinuierlich zugefiittert wurde, wuchs ebenso gut wie
der Stamm G6 40/10. Im Vergleich zu Kulturen unter Normalbedingungen konnte keine
Wachstumshemmung der Ansamycinfamilie und keine Produktionssteigerung an

Collinolacton (7) festgestellt werden.
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3.5. Zusatz von Oberflichenmaterial

Am Beispiel des Adsorberharzes XAD ist der glinstige Einfluss von Materialien mit grof3en
Oberflichen und adsorbierenden Eigenschaften auf das Metabolitenmuster in fritheren
Studien mehrfach gezeigt worden. So wurde festgestellt, dass es unter Gegenwart von XAD
in der Kulturlosung zu einer Ausbeutesteigerung der bekannten Sekundirstoffe sowie zur
Bildung neuer Sekundirmetaboliten kommen kann.”" Die Ursache fiir diesen Effekt ist
bisher ungeklirt. Eine mégliche Interpretation ist, dass XAD als Stressfaktor wirkt.!”” Als
Beispiel fiir einen Naturstoff, der erst nach Zugabe von XAD gebildet wurde, sei
Exfoliamycin genannt.[”®!

Als Zusatz fiir die Fermentation des Stammes Tii 1892 wurde Amberlite® XAD-2 in einer
Konzentration von je 20 g/L gewédhlt. Die Kultivierung des Stammes erfolgte in
Schiittelkolben (300 mL mit 100 mL SM-Medium, 28°C, 250 rpm). Die Hauptkultur wurde
mit einer 48 h alten Vorkultur, von Agarplatte angeimpft, inokuliert. Das sterile, mit Wasser
angefeuchtete XAD-2 wurde der Fermentation nach Anwachsen des Stammes in der 12.
Inkubationsstunde hinzugefiigt. Die Aufarbeitung der Kulturbriithe erfolgte standardméBig
nach 72 Stunden. Alle gebildeten Metabolite, die dem Polarititsfester des Harzes entsprachen,
so auch Collinolacton (7), befanden sich nach Filtration im XAD-haltigen Riickstand. Man
extrahierte das XAD mit MeOH. Die Ausbeute an Collinolacton (7) konnte in Schiittelkultur
von 3.7 mg/L um 100% auf 7.4 mg/L gesteigert werden. Aus diesem Grund wurde auch eine
Airlift-Fermentation durchgefiihrt, der XAD-2 zugesetzt wurde, um eine moglichst groBe
Menge an Collinolacton (7) zu gewinnen, und die gewiinschten Experimente zur Isolierung
und Derivatisierung fiir die Strukturaufkldrung durchfiihren zu konnen. Tabelle 4 ist zu
entnehmen, dass der Zusatz von XAD-2 zur Fermentation im Airlifter eine weitere

Produktionssteigerung an Collinolacton (7) zur Folge hatte (11.4 mg/L).

Kultivierunoseefif Ausbeute von 7 ohne Ausbeute von 7 mit
%8 XAD-Zusatz in mg/L XAD- Zusatz in mg/L

Schiittelkultur 3.7 7.4

Airliftfermenter 7.0 114

Tabelle 4: Vergleich der Ausbeuten an Collinolacton (7) in mg/L bei Kultivierung des
Stammes Tii 1892 mit und ohne Zusatz von Amberlite® XAD-2.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass fiir eine optimale Kultivierung von Streptomyces
sp. G6 40/10 und Tii 1892 zur Produktion von Collinolacton (7) die Vorkultur 48 h inkubiert

werden muss und fiir die Hauptkultur eine Inkubation von 72 h optimal ist. Die gute
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Sekundarstoffproduktion bei 250 rpm ldsst darauf schlieBen, dass der Stamm eine gute
Beliiftung bevorzugt. Deshalb ist eine Fermentation im 1 L Mal3stab mit maximaler Beliiftung
angeraten. Die Auswertungen mehrer Testreihen ergab, dass der Stamm Streptomyces collinus
Tii 1892 unter diesen Voraussetzungen groflere Mengen Collinolacton (7) produziert. Nur
geringe Mengen Entschdumers NIAX konnen zur Fermentation des Stammes Ti 1892
zugefiigt werden. Durch die Fiitterung von Glyphosat (41) und Acetat zusétzlich zur
Fermentation konnte keine Ausbeutesteigerung erzielt werden. Im Gegensatz dazu kann durch
Zugabe von Amberlite® XAD-2 (Adsorberharz) zur Fermentation eine erhebliche
Produktionssteigerung von 100% des Collinolactons (7) erzielt werden.

Die Ausbeute an Collinolacton (7) konnte verglichen mit Vorarbeiten von H.-J. SCHIEWE von
0.25 mg/L (50 L, Hafermedium) auf 11.4 mg/L aus Ansdtzen im 10 L Airlift-Fermenter
(5 bar) unter Zugabe von XAD-2 gesteigert werden.

4. Aufarbeitung und Isolierung

Zur Isolierung von Collinolacton (7) wurde die tief olivgriine Kulturbrithe zundchst mit 0.5 M
HCI bzw. 0.5 M NaOH auf pH ~ 5.0 eingestellt. Die Zugabe von reichlich Hyflocelite
erleichterte die Trennung der Kulturbrithe in Mycel und Kulturfiltrat durch Filtration. Bei
einer Fermentation ohne XAD-Zusatz, brauchte nur das Kulturfiltrat weiterbearbeitet zu
werden. Das Mycel wurde verworfen, da es nachweislich per DC kein Collinolacton (7)
enthielt. Es wurde dreimal mit gleichen Kulturfiltrat-Volumina Ethylacetat ausgeschiittelt.
Enthielt die Fermentation als Zusatz Amberlite® XAD-2, so wurde das vom Kulturfiltrat
durch Filtration abgetrennt und verworfen, da es keine Metabolite mit der Polaritit des
Collinolactons (7) enthielt (DC-Kontrolle). Das Mycel-XAD-Gemisch wurde mit MeOH
(300 mL pro Liter Kulturbriihe) im Ultraschallbad extrahiert (15 min).

Die Chromatographie der Rohextrakte (ca. 300 mg/L) erfolgte an Kieselgel (CH,Cl,/MeOH,
9:1) und an RP-18 (MeOH/H,0, 7:3) (Abbildung 24).
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1 L Kulturbriihe mit 1 L Kulturbriihe
XAD-Zusatz mit XAD-Zusatz

Filtration iber
Celite

Filtration {iber
wenig Celite

/\

Kulturfiltrat Zellpellet mit Kulturfiltrat Zellpellet
verworfen XAD-Zusatz verworfen
XAD-2 Extraktion mit
MeOH Ethylacetat
300 mg Rohextrakt
KG

CHzClz/MCOH 9:1

RP-18
MeOH/H,0 7:3

3 — 10 mg Collinolacton (7)
gegebenenfalls prap. HPLC

Abbildung 24: Flussdiagramm zur Aufarbeitung und Isolierung von Collinolacton (7).

5. Spektroskopische Charakterisierung des Collinolactons (7)

Wie in der Aufgabenstellung beschrieben (vgl. A I3) ist ein erster Strukturvorschlag von H.-J.
SCHIEWE im Rahmen seiner Dissertation entstanden (Abbildung 25). Bei der Betrachtung der
NMR-Spektren des Collinolactons (7) ergab sich, dass sowohl das 'H- als auch das *C-NMR-
Spektrum doppelte Signalsitze zeigten, die sich wie ein Isomerengemisch im Verhéltnis 4:1
verhalten. H.-J. SCHIEWE fiihrte diese Beobachtung darauf zuriick, dass sich das Collinolacton
(7) als E/Z-Isomerengemisch, der nicht-konjugierten Doppelbindung (C-14/C-15) vorliegt.
Diese Annahme begriindete er damit, dass die Signallagen von C-14 und C-15 um 4o¢c = 15.3
bzw. 12.3 ppm unterscheiden und die von 15-H um 4y = 1.63 ppm. Die 'H- und *C-NMR-
Signale der Methylgruppe an Position 19 erfahren eine starke Tieffeldverschiebung, um 4dc =
11.1 ppm und 4Jy = 0.45 ppm.
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E-lsomer (7) Hypothese: Z-Isomer

Abbildung 25: Strukturhypothese von H.-J. SCHIEWE: E/Z-Isomerengemisch an C-14/C-15
des Collinolactons (7).

Sollte es sich tatsdchlich um ein stabiles E/Z-Isomerengemisch handeln, dass wéhrend der
Biosynthese oder durch Umlagerungen gebildet wird, dann miissten die Verbindungen mittels
chromatographischen Verfahren zu trennen sein. Deshalb kamen unterschiedliche Methoden
zur Anwendung, um das postulierte Stereoisomeren-Gemisch von 7 in seine einzelnen
Komponenten zu trennen. Nicht zum Erfolg fiihrten Trennungen an Kieselgel, Sephadex und
RP-Material mit verschiedensten Eluenten. Auch Chromatographie an Kieselgel mit
Silbernitratdotierung!’”, die u. a. fiir eine Trennung von E/Z-Isomeren geeignet sein soll.
Auch die chromatographischen FEigenschaften synthetisierter p- bzw. o-Brombenzoyl-
Derivate (61, 62) und des isolierten Naturstoffs 7 waren augenscheinlich gleich, so dass sich
mit Hilfe der HPLC keine Komponenten trennen lieBen. Die HPLC-Chromatogramme
ergaben bei unterschiedlichen Bedingungen ebenso wie verschiedenen Sdulen (chiral, nicht
chiral) und unterschiedlichen Eluenten einen schlanken, einheitlichen Peak. Aufgrund
priparativ nicht trennbarer E/Z-Isomere und der bisher nicht gegliickten Aufkldrung der
Minderkomponente wurde eine Strukturaufklirung von Grund auf des Collinolactons (7)
durchgefiihrt.

Die nach der Isolierung erhaltene farblose, amorph kristalline Verbindung firbte mit
Anisaldehyd/Schwefelsdure intensiv griin an und I8schte auf dem Diinnschicht-
chromatogramm bei Bestrahlung mit UV-Licht bei 254 nm. Die Verbindung war optisch
aktiv, mit einem Drehwert von [a]? = - 20° (CHCI;, ¢ = 591 - 10° mol/L), sowie zwei
Cotton-Effekten im CD-Spektrum (MeOH), einem negativen bei Am.,x = 211 nm und einem
positiven Am.x = 251 nm. Das ESI-Massenspektrum zeigte einen Peak bei m/z = 743.0, der als

[2M+Na]" identifiziert werden konnte. Die hochaufldsende ESI-Massenspektroskopie fiihrte
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zur Summenformel C,;H,305, woraus sich acht Doppelbindungsidquivalente ergaben. Im IR-
Spektrum waren intensive Banden bei V', = 3428, 1725 und 1638 cm’! zu erkennen, die auf
eine Hydroxylgruppe, ein Séurederivat und eine C-C-Doppelbindung schlieBen lieBen. Des
weiteren wurden fiir den Sekunddrmetaboliten im Fingerprint-Bereich Schwingungsbanden
bei Vma = 2959, 2362, 1450, 1381, 1266, 1200, 1143, 1019 cm™ gefunden. Das UV-
Spektrum (MeOH) zeigte ein flir den Naturstoff charakteristisches Absorptionsmaximum bei

240 nm.

5.1. Auswertung der 1 D- und 2 D-NMR-Spektren der Hauptkomponente

Da die Strukturaufkldrung des Collinolactons (7) mit seiner Minderkomponente von Grund
auf neu erarbeiten werden sollte, wurde versucht, NMR-Spektren mit verbesserter
Separierung der Signalmuster zu erhalten. 1 D- und 2 D-NMR-Spektren in C¢Dg ergaben
Signalsitze, die es zulieBen, den kompletten Daten-Satz fiir die Minderkomponente zu
erhalten und diese fiir eine unabhingige Strukturaufklirung heranzuziehen. Man kann
vermuten, dass durch den Einfluss des Anisotropiekegels des Benzols auf das Collinolacton
(7) die hohe Signaldichte (‘H) zwischen 1 — 2 ppm, die bei Messungen in CD,Cl, zu
beobachten war, gedehnt werden konnte (Abbildung 26).

Die '"H-NMR-Spektren von 7 zeigten unter den Messbedingungen (25°C, 600 MHz) sowohl
in CDyCl, als auch in Cg¢Dg ein Integralverhéltnis von 4:1 fiir die beiden Collinolacton-
Komponenten. Zur Charakterisierung der Hauptkomponente von 7 wurden alle Signale groer
Intensitdt ausgewertet. Im 'H-NMR-Spektrum lieBen sich 27 Wasserstoffatome detektieren.
Es zeigte drei Methyl-, vier Methylen- und zehn Methingruppen. Eine Methylgruppe (dy =
0.81) konnte als Teil einer Ethylgruppe identifiziert werden, da sie zum Triplett aufspaltete.
Die beiden anderen Methylgruppen (oy = 1.12, 1.81) zeigten sich als Singuletts und konnten
so als an quartidre Kohlenstoffatome gebunden gelten. Sechs Protonen zwischen 1 — 2 ppm
waren drei diastereotope Methylengruppen zuzuordnen. Das 'H-NMR-Spektrum zeigte sieben
Wasserstoffatome in dem Bereich von 2 — 4 ppm und fiinf weitere zwischen 4.8 — 6.2 ppm.

Letztere konnten als Protonen von Doppelbindungen zugeordnet werden.
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Abbildung 26: 1H—NMR—Spektren (600  MHz) des Collinolactons (7) in zwei
unterschiedlichen Losungsmittelen: C¢Dg mit gut separierten Signalen in dem Bereich dy =
0.8 — 2.0 ppm (oben) und CD,Cl, mit dem Bereich der 1H—NMR—Signale bei 0y = 0.8 — 2.0
ppm (unten).

Das "*C-NMR Spektrum zeigte 21 Kohlenstoffatome. Zwei Kohlenstoffatome konnten als
Carbonyl-Kohlenstoffatome von Estergruppen (dc = 170.2, 172.2) identifiziert werden. Zwei
quarternére olefinische C-Atome (dc = 133.1, 135.0), vier olefinische Methingruppen (¢ =
124.4, 126.5, 134.0, 139.0) waren spezifisch fiir drei Doppelbindungen. Desweiteren waren
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sechs aliphatische Methingruppen, von denen drei in Nachbarschaft zu Sauerstoffatomen
standen, vier Methylengruppen und drei Methylgruppen, zu erkennen. Eine Zuordnung der
Protonen zu den an sie gebundenen Kohlenstoffatomen erfolgte mittels eines HSQC-
Experiments (150.8 MHz, C¢Dg).

Von den aus der Summenformel abgeleiteten acht Bindungsequivalenten wurden zwei den
Carbonylgruppen und drei den Doppelbindungen zugeordnet. Die drei verbleibenden
Doppelbindungsequivalente und die Konnektivititen zwischen den protonentragenden
Gruppen, die durch die Auswertung eines COSY-Experiments erfasst wurden, flihrten zu
einem tricylischen Kohlenstoffgeriist fiir die Struktur des Collinolactons (7).

Da das 1H—NMR—Spek‘[rum in C¢Dg nur 27 Protonen zeigte, und die Summenformel aus der
hochauflosenden Massenspektrometrie 28 Protonen, sowie ein weiteres Sauerstoffatom
aufwies und das IR-Spektrum eine breite Bande bei 3428 cm™ zeigte, konnte man davon
ausgehen, dass die Struktur eine Hydroxylfunktion trigt. Uber die Auswertung des HMBC-
Experiments konnte die Position der Hydroxylfunktion in B-Stellung zur Carbonylgruppe (oc
= 170.2) bestimmt werden. Abbildung 27 zeigt die Struktur des Collinolactons (7), die aus
den 'H,'"H-COSY Konnektivititen und 'H,">C-HMBC Korrelationen abgeleitet wurde. Die
Struktur der Hauptkomponente 7 stimmte mit den Literaturdaten'** des vorgeschlagenen E-

Isomers von H.-J. SCHIEWE uberein.

= =CO0sY

-~ X =HMBC

Abbildung 27: 'H,'H (fett) und 'H,"C (Pfeile) Konnektivititen des Collinolactons (7) aus
COSY- und HMBC-Experimenten (ausgewdhlte HMBC Korrelationen).

Der Doppelbindung C-6/C-7 wurde die E-Konfiguration (Js.; = 16.5 Hz) zugeordnet. Bei den
methylsubstituierten Doppelbindungen ldsst sich die Konfiguration mit Hilfe der chemischen
Verschiebung des Signals der Methylgruppe zuordnen. So erscheinen Methylgruppensignale

Z-konfigurierter Doppelbindungen gegeniiber den entsprechenden E-konfigurierten
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Verbindungen im *C-NMR-Spektrum deutlich tieffeldverschoben. Die Methylgruppe an
C-16 liegt bei oc = 19.0, was fiir eine Z-Konfiguration der Doppelbindung C-8/C-9 spricht,
wihrend die Methylgrupe an C-19 dc = 12.5 eine E-Anordnung fiir die Doppelbindung
C-14/C-15 anzeigt.

Zur Aufklarung der relativen Stereochemie des tricyclischen Systems wurde ein 2 D NOESY-
Experiment durchgefiihrt. Durch NOE-Effekte kann sich die Magnetisierung eines Protons
auf andere, riumlich nahestehenden Protonen iibertragen. Diese Ubertragung erfolgt nicht
iiber Bindungen, sondern durch den Raum iiber eine Distanz zwischen den 'H-Atomen von
maximal 5 A. In Abbildung 28 sind ausgewihlte NOE Korrelationen gekennzeichnet, die
sowohl die Konfiguration aller drei Doppelbindungen, als auch die relative Stereochemie der
sechs Chiralitdtszentren bestétigen. Eine Schliisselrolle bei der Auswertung dieses Spekrums
spielte 19-H;, das im Modell der Verbindung auf der Unterseite einer durch den
zehngliedrigen Ring gedachten Ebene liegt.

m = NOE oberhalb gedachter Ebene

= NOE unterhalb gedachter Ebene

Abbildung 28: Relative Stereochemie des Collinolactons (7) gezeigt an flnf
charakteristischen NOE-Korrelationen (Pfeile gestrichelt, unterhalb der gedachten Ebene und
Pfeile durchgehend, oberhalb der gedachten Ebene).

Die Korrelationen mit 5a-H, 9a-H, 12-H und 15a-H zeigten, dass diese ebenfalls unterhalb der
Ebene liegen. Das Proton 15a-H korreliert mit 3-H,, welches somit auch unterhalb der
gedachten Ebene liegt. 3-H;, welches sich damit oberhalb der gedachten Ebene befindet zeigte
ein Kreuzsignal zu 4-H, das sich demnach oberhalb befindet. Weiterhin war ein Kreuzsignal

zwischen 13a-H und 15-H zu sehen, was die E-Konfiguration der isolierten Doppelbindung
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sowie die Lage der beiden Protonen oberhalb der gedachten Ebene beweist, so dass sich

daraus die in Abbildung 28 gezeigte relative Konfiguration des Molekiils ergab.

5.2. Strukturaufklirung der Minderkomponente des Collinolactons

Neben den 21 '""C-NMR Signalen mit groBer Intensitit zeigte das NMR-Spektrum
(150.8 MHz, C¢Dg) auch einen Signalsatz von 21 Kohlenstoffatomen relativ niedriger
Intensitdt. Die meisten Signale waren nur wenig von den Signalen hoher Intensitit
verschoben. Auch das 'H-NMR-Spektrum (600 MHz, C¢Dg) zeigte einen doppelten
Signalsatz (Abbildung 29) mit zweimal 27 Protonen mit relativ &hnlichen chemischen

Verschiebungen und identischem Signalmuster.
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Abbildung 29: 'H-NMR (600 MHz, C¢Ds) des Collinolactons (7/7m). Das 'H-NMR-
Spektrum zeigt einen doppelten Signalsatz an Protonen im Verhéltnis von 1:4.
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Nur an einer Stelle im Molekiil unterschieden sich die Datensédtze der Haupt- (7) und
Minderkomponente (7m) wesentlich. Die Kohlenstoffatome C-14, C-15 und C-19 mit den
dazugehorigen Protonen unterscheiden sich signifikant in ihren Daten der 'H-, °C-, HMBC-
und NOESY-Experimente. Der Strukturunterschied zwischen der Haupt- (7) und
Minderkomponente (7m) war daher an der Doppelbindung C-14/C-15 zu suchen. Besonders
der Tieffeldshift fiir 7m von C-19 (48¢ =+ 11.1 ppm) und der Hochfeldshift von 15-H (46y =
- 0.30 ppm) bekriftigten diese Vermutung. Ebenso erfuhr das quartire Atom C-14 einen
Tieffeldshift (46¢c = + 15 ppm). Diese Daten lieBen H.-J. SCHIEWE vermuten, dass die
Doppelbindung C-14/C-15 als E/Z-Isomerengemisch vorliegt.”**! Eine sorgfiltige Auswertung
der Spektren aus den 2 D-NMR-Experimenten sollte zeigen, ob sich diese Strukturhypothese
halten lieB3.

Die Auswertung des COSY-Experiments zeigte fiir die Komponente 7m ausschlieBlich
dieselben Konnektivititen wie die der Hauptkomponente (7). Eine zweifelsfreie Zuordnung
der Protonen zu den benachbarten Kohlenstoffatomen gelang durch ein HSQC-Spektrum.

Das HMBC- und das NOESY-Experiment zeigten deutliche Unterschiede fiir die
Molekiilregion der Doppelbindung C-14/C-15. Ausgewihlte 'H,'H-Korrelationen des
NOESY-Experiments wurden in Abbildung 30 zusammengefasst. Fiir die rdumliche
Zuordnung haben die NOE-Kreuzsignale von 15-H und 19-Hj; eine Schliisselfunktion. Zeigte
in der Hauptkomponente (7) 15-H ausschlieBlich Kreuzsignale zu Protonen oberhalb der
gedachten Ebene, so zeigt es jetzt ausschlieBlich Korrelationen zu Protonen unterhalb der
Ebene, namentlich 5a-H, 9a-H, 12-H, 15a-H. Das sind genau jene Protonen, zu denen die
Methylgruppe 19-H; der Hauptkomponente (7) Korrelationen zeigte. Das sich an der
Konfiguration der iibrigen Protonen nichts verdndert hat, lie3 sich anhand des Protons 15a-H,
das mit 3-H, korreliert, die sich somit beide unterhalb der gedachten Ebene befinden wie in
der Hauptkomponente (7), zeigen. 3-Hy, welches sich damit oberhalb der gedachten Ebene
befindet zeigte ein Kreuzsignal zu 4-H, das sich oberhalb befindet. Die zweite
Schliisselfunktion {ibernimmt die Methylgruppe 19-Hs, die in der Minderkomponente (7m)
Kreuzsignale zu 13a-H und 16-H aufweist, die beide in der Minderkomponente (7m) ebenso
oberhalb der gedachten Ebene liegen, wie in der Hauptkomponente (7).

An Abbildung 30 ist deutlich zu erkennen, dass C-15 zweifelsfrei in der unteren
Molekiilebene lokalisiert sein muss, um sich in der Nachbarschaft der Protonen 5a-H, 9a-H,
12-H und 15a-H zu befinden. Somit zeigten sich im HMBC-Experiment die gegensitzlichen
Korrelationen im Vergleich zur Hauptkomponente (7). Ebenso hat C-19 eine andere Stellung

im Molekiil eingenommen und befindet sich in der Néhe von 13a-H und 16-Hj; also
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zweifelsfrei oberhalb der Molekiilebene. Dies widerlegt die Annahme von H.-J. SCHIEWE,
dass es sich bei der Minderkomponente um das Z-Isomer des Collinolactons (7) handelt.** In
diesem Fall miissten 19-H; und 15-H entweder beide unterhalb oder beide oberhalb der

Molekiilebene liegen.

m = NOE oberhalb der gedachten Ebene

= NOE unterhalb der gedachten Ebene

Abbildung 30: Relative Stereochemie und ausgewihlte NOE-Korrelationen zur Verifizierung
der Konformation der Minderkomponente des Collinolactons (7m). (Pfeile gestrichelt,
unterhalb der gedachten Ebene und Pfeile durchgehend, oberhalb der gedachten Ebene)

H
°CH, H

Tsyn NMR-Verhéltnisse 1:4 bei RT o

Abbildung 31: Hauptkomponente (anti), Minderkomponente (syn) des Collinolactons (7).

Es handelt sich bei der Minderkomponente um ein Rotamer des Collinolactons (7,), eine
Verbindung gleicher Stereokonfiguration, die durch Rotation des Molekiilfragments
C14/C15/C19 um die Bindungen 13a/14 und 15a/15 mit der Hauptkomponente im
dynamischen Gleichgewicht steht. Folglich liegt die Doppelbindung C-14/C-15 um 180°
gekippt, aber weiterhin in E-Konfiguration, vor (Abbildung 31). Im Folgenden wird die
Hauptkomponente des Collinolactons (7) folgerichtig als anti-Collinolacton (7,,4) und die

Minderkomponente als syn-Collinolacton (7,) bezeichnet. Die Bezeichnung anti und syn
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bezieht sich auf die Methylgruppen C-16 und C-19 und ihre relative Stellung zueinander
(Abbildung 31, fett). Das Collinolacton (7) liegt also in anti- und syn-Konformation vor, die
in NMR-Experimenten im Verhéltnis 4:1 beobachtet wurden, aber in der Chromatographie als

einheitliche Verbindung erschienen.

Position Mult. oc ou
C-Atom Tani Tom Tanii Tn
2 C 170.3 170.2 - -
3 CH, 42.7 42.9 2.40 2.40
2.90 2.90
4 CH 62.3 62.2 3.62 3.61
5 CH, 34.6 35.2 1.55 1.41
1.91 1.91
S5a CH 43.1 44.2 2.65 2.47
6 CH 126.5 123.9 5.00 4.89
7 CH 139.0 138.4 5.62 5.60
8 C 135.0 137.0 - -
9 CH 124.4 121.4 6.18 5.84
9a CH 40.3 46.2 2.78 291
10 C 172.4 172.2 - -
12 CH 77.0 77.2 3.78 3.85
13 CH, 324 34.8 1.22 1.52
1.32 1.52
13a CH 46.3 45.1 2.20 1.78
14 C 133.1 148.0 - -
15 CH 134.0 121.6 4.80 4.50
15a CH 81.7 79.5 5.30 5.10
16 CH; 19.0 20.2 1.88 1.80
17 CH, 28.2 28.5 1.20 1.27
1.43 1.53
18 CH; 9.2 9.9 0.81 0.95
19 CH; 12.5 23.6 1.12 1.57

Tabelle 5: °C- und 'H-NMR-Daten (600 MHz, Ce¢Dg) des anti und syn Isomers des
Collinolactons (7) im Vergleich. Hervorgehoben (fett) die chemischen Verschiebungen der
Doppelbindung C-14/C-15 und der benachbarten Methylgruppe C-19.

Ein Naturstoff oder eine synthetische Verbindung mit der Kombination der Strukturelemente:
7-10-6 tricyclisches Kohlenstoffgrundgeriist, sechs Chiralititszentren und die beschriebenen
Funktionalitdten, ist bisher noch nicht in der Literatur beschrieben worden. Damit wurde nicht

nur ein neuer Naturstoff aufgeklirt sondern auch eine neue Substanzklasse beschrieben.
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5.3. Nachweis der Existenz von Collinolacton-Rotameren

NMR-Experimente bei unterschiedlichen Temperaturen

In den NMR-Experimenten bei Raumtemperatur (RT) waren beide Komponenten 7,,; und
Tgn des Collinolactons einzeln beobachtbar und ihre Signale waren nicht gemittelt. Da in der
HPLC-Analyse eine einheitliche Verbindung gefunden wurde, wurde die These aufgestellt,
dass ein im Vergleich zur NMR-Zeitskala langsamer Ubergang zwischen anti- und syn-
Collinolacton (7) stattfindet. Um dies ndher zu untersuchen wurde eine temperaturabhingige
Serie von 'H-NMR-Experimenten von - 50°C bis + 100°C durchgefiihrt. Im Rahmen der
Dissertation von H.-J. SCHIEWE wurden NMR-Experimente bei + 25°C, + 50°C und + 75°C
durchgefiihrt. Es wurden keine Verdnderungen der Integrale beobachtet, so dass lange an der
These der E-/Z-Isomerie festgehalten wurde. In der Versuchsreihe im Rahmen dieser Arbeit
wurden die Integrale der 'H-NMR-Signale der Protonen von 9-H, 7-H, 15a-H und 6-H in
Bezug auf ihr anti/syn-Verhiltnis hin untersucht. Die Signale dieser Protonen liegen
voneinander getrennt vor und sind ausreichend separiert, so dass ihre Integrale auch bei
hoherer Temperatur stets getrennt ausgewertet werden konnten. Das Losungsmittel musste
innerhalb der Versuchsreihe gewechselt werden, da es kein geeignetes Losungsmittel gibt, das
iiber den gesamten Temperaturbereich angewendet werden konnte. Da aber bei
Raumtemperatur in allen bisher getesteten Losungsmitteln (CDCl;, CD,Cl,, C¢Ds, de-DMSO)
das Verhiltnis der Integrale immer 4:1 war, konnte davon ausgegangen werden, dass der
Losungsmittelwechsel keinen bedeutenden Einfluss auf das Rotamerenverhiltnis nehmen
sollte. Wie fiir das Vorhandensein von Rotationsisomeren zu erwarten war, zeigten die
Integralintensititen kein signifikantes temperaturabhidngiges Verhalten (Tabelle 6). Eine
Tendenz wurde jedoch deutlich. Das Verhéltnis von anti- zu syn-Collinolacton wurde mit
steigender Temperatur ausgeglichener. Die Experimente ergaben Verhiltnisse von 4.48:1 bei
-50°C bis zu 1.88:1 bei +75°C. Bei 100°C trat langsame Zersetzung ein, so dass dieser Wert
eventuell fehlerbehaftet war. Ebenso muss der Wert bei -50°C kritisch beurteilt werden, da
bei niedrigen Temperaturen die Umwandlung verlangsamt wird und das Verhiltnis
eingefroren wird. Die Ergebnisse der Temperaturreihe von -50°C — +100°C sind in Tabelle 6

dargestellt.
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Temperatur in °C  Lésungsmittel Verhaltnisse von Kis,-Collinolacton

100 de-DMSO (1.94:1) Zersetzung
75 ds-DMSO 1.88:1
50 ds-DMSO 2.98:1
22 CD.(Cl, 3.93:1
-20 CD,Cl, 4.77:1
-50 CD,Cl, 4.48:1

Tabelle 6: Integralverhiltnisse von anti/syn-Collinolacton (7) temperaturabhingiger 'H-
NMR-Experimente.

Obwohl die temperaturabhéngigen NMR-Experimente aufgrund der thermischen Instabilitit
nicht iiber einen wiinschenswert grolen Termperaturbereich durchgefiihrt werden konnten,
soll an dieser Stelle eine thermodynamische Betrachtung angestellt werden. Bei einem
Isomerengleichgewicht von syn- und anti-Produkten setzt sich die auftretende freie
Gibbsenthalpie aus der Warmetonung AH und dem entropischen Anteil — 7 © AS zusammen.
Gleichung 1 beschreibt den Zusammenhang zwischen der freien Bindungsenergie AG
(formuliert als Gibb’sche Energie) und Temperatur 7' und Gleichgewichtskonstante K/,
die in der Thermodynamik als Verhéltnis von Produkt zu Edukt definiert ist, sowie die
Aufteilung in enthalpischen und entropischen Anteil (77 © AS). R entspricht dabei der

universellen Gaskonstante.

AG:R-T-an:AH—T-AS:HnKZE-l—ﬁ
R T RT

Gleichung 1: Zur Berechnung der thermodynamischen GroBen aus der van't Hoff-
Auftragung.

Die Wirmetonung AH wurde aus dem Anstieg (AH/R) der angepassten Gerade der
Auftragung von InK gegen 1/T (van’'t Hoff-Auftragung, Abbildung 32) bestimmt. AG konnte
direkt aus der Gleichgewichtskonstante K bei 298 K bestimmt werden (Gleichung 1). Der
entropische Anteil wurde nach 7 - AS = AH — AG berechnet (7= 298 K).
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Substanz AG in kJ/mol AH in kJ/mol AS in J/K - mol
anti/syn-Collinolacton (7) -6.8 -34 -11.3
syn/anti-[3.3]Metacyclophan 8.4 6.0 -8.0
E/Z-Stilben 10.7-23.8 19.2 4.4

Tabelle 7: Vergleich berechneter thermodynamischer Grof3en des Collinolacton-Rotamers (7)

mit Literaturwerten fiir ein syn/anti-Konformer!”® und ein E/Z-Isomer!”.

Die Analyse der Temperaturabhéngigkeit des Verhiltnisses von anti- zu syn-Collinolacton (7)
zeigte das typische Verhalten fiir Rotamere in einem dynamischen Gleichgewicht. Bei
Zunahme der Temperatur wurde die energetische ungiinstigere Minderkomponente gemal3 der
Boltzmannverteilung zunehmend besetzt und die Gleichgewichtskonstante konvergierte

gegen 1.

In(K) = anti / syn
i

. I * I ¥ I ! I
0,0025 0,0030 0,0035 0,0040 0,0045

1/ T*K

Abbildung 32: Van’t Hoff-Auftragung: Logarithmus der Gleichgewichtskonstante K gegen
1/T (Tabelle 6). Achsenabschnitt A =-1.51; Steigung B = 812 K.

Die van’t Hoff-Auftragung der Gleichgewichtskonstante ergab im zuldssigen
Temperaturbereich zwischen -20°C und 75°C anndherungsweise ein lineares Verhalten, aus

dem Werte fiir die Umwandlungsenthalpie AH = -3.4 kJ/mol und die Umwandlungsentropie
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AS = -11.3 J/moleK errechnet werden konnten. Wenngleich die absoluten
thermodynamischen Werte nicht als zuverlédssig gelten konnen, so zeigt doch der Vergleich
mit Beispielen aus der Literatur, dass sie sich im iiblichen Bereich fiir Rotationsisomerie
befinden. Ingesamt deutete die gefundene Temparaturabhingigkeit stark auf die postulierte
dynamische Umwandlung zwischen syn- und anti-Collinolacton (7) im Bereich der NMR-

Zeitskala hin.

1 D- und 2 D-NOESY-Experimente

In NOESY-Experimenten eines Molekiils von der Molmasse des Collinolactons (7) sind alle
Diagonalpeaks von negativer Phase. Alle Crosspeaks, die durch Korrelationen hervorgerufen
werden, haben hingegen eine positive Phase. Crosspeaks wiederum, die durch einen
chemischen Austausch hervorgerufen werden, haben wie die Diagonalpeaks eine negative
Phase.'® Dieser Nachweis des chemischen Austauschs konnte fiir das Collinolacton (7)
verwandt werden, um die Existenz einer dynamischen Rotationsisomerie zu belegen. Da viele
Protonen der Haupt- und Minderkomponente sehr dicht beieinander lagen, wurde im 1 D
NOESY-Spektrum nur auf solche Protonen selektiv eingestrahlt (19-Hj; bei dpgn = 1.12 und
bei dugyn = 1.57 ppm) die isoliert angeregt werden konnten. Die Methylgruppe 19-H; eignete
sich fiir dieses Experiment (4oy = 0.45 ppm). Nach Einstrahlung auf die anti-19-H;
Methylgruppe wurde neben den erwarten NOEs in der anti-Komponente bei positiver Phase
ein Signal negativer Phase fiir syn-19-H; gefunden. Dieses Signal kam durch Umwandlung
von anti- zu syn-Collinolacton (7) wéihrend der Mischzeit zustande und entspricht damit
formal einem chemischen Austausch.

Die selektive Einstrahlung auf die syn-19-Hs;-Methylgruppe ergab das analoge Ergebnis mit
NOE:s positiver Phase in der Minderkompenente und einem einzigen NOE negativer Phase fiir
anti-19-H;. Damit unterstiitzte auch das NOESY-Experiment die postulierte dynamische

Rotationsisomerie zwischen syn- und anti-Collinolacton (7).
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Abbildung 33: 1 D-NOESY-Experiment am Collinolacton (7): Einstrahlung auf oy = 1.57
ppm (syn 19-Hs) mit Austauschsignal bei oy = 1.12 (anti 19-H3) (oben). Einstrahlung bei oy =
1.12 (anti 19-H;) mit Austauschsignal bei oy = 1.57 ppm (syn 19-Hs) (unten).

Quantenchemische Berechnungen

Als dritte Stiitze zur Beweisfilhrung, dass das Collinolacton (7) als anti-/syn-
Konformerengemisch vorliegt, wurden quantenchemische Berechnungen als experimentell
unabhédngige Methode herangezogen. Dazu wurden die chemischen Verschiebungen aller
Kohlenstoffatome eines C-14/C-15-E-anti-, C-14/C-15-E-syn- und eines C-14/C-15-Z-syn-
Collinolactons, und damit aller bisherigen Strukturvorschldge, namlich die der syn-/anti-E-
Konformere und des Z-Isomers gemdBl des Strukturvorschlags von H.-J. SCHIEWE,
computergestiitzt mit Hilfe des Programmpaketes Spartan 04 berechnet.” Thermodynamische
und NMR-Daten wurden auf der Grundlage von HF/6-31G* sowie Geometrien basierend auf
B3Lyp/6-31G* berechnet. Die berechneten *C-NMR-Daten, wobei die Doppelbindung von
C-14/C-15 von besonderem Interesse war, wurden mit den gemessenen '*C-NMR-Daten des
isolierten anti/syn-Collinolactons (7) verglichen.

Wie der Tabelle 8 zu entnehmen ist, wichen die berechneten BC-NMR-Daten von den

gemessenen NMR-Verschiebungen um 49 = 1 bis 7 ppm ab. Die gemessenen NMR-Daten

" An dieser Stelle sei HEIKO SCHILL (AG A. DE MEUERE) gedankt, der die Berechnungen durchgefiihrt hat.



COLLINOLACTON AUS STREPTOMYCES SP. 48

zeigten einen starken Tieffeldshift fiir C-19 und C-14 und einen starken Hochfeldshift fiir C-
15 beim Vergleich von der Hauptkomponente mit der Minderkomponente. Dieser Trend
wurde nach den Rechnungen sowohl fiir das postulierte Rotamer E-syn als auch fiir das

Stereoisomer Z-syn gefunden.

Konformer C-14inppm C-15inppm C-19 in ppm
NMR-Daten C-14/C-15-E-anti 133.1 134.0 12.5
berechnet C-14/C-15-E-anti 131.5 138.7 14.9
NMR-Daten C-14/C-15-E-syn 147.9 121.6 23.6
berechnet C-14/C-15-E-syn 155.8 122.6 23.8
berechnet C-14/C-15-Z-syn 144.3 124.7 30.5

Tabelle 8: Vergleich der berechneten NMR-Daten mit den gemessenen NMR-Daten (grau
unterlegt) fiir drei Kohlenstoffatome (C-14, C-15 und C-19).

Leider konnte aufgrund der Rechnungen keine der beiden syn-Spezies ausgeschlossen
werden, wenngleich die gemessen Daten fiir E-syn ndher an den berechneten Daten liegen,
aufgrund des groBBen Fehlers aller berechneten Daten, nimmt man die Daten der gemessenen
und berechneten anti-Spezies als Referenz. Zumindest entkrifteten die Rechnung H.-J.
SCHIEWES Argumentation fiir das Vorliegen eines E/Z-Isomerengemisches aufgrund von "*C-

NMR-Verschiebungen.

Die Auswertung temperaturabhingiger NMR-Experimente, NOESY-Experimente und
berechneter *C-NMR Daten belegten die Richtigkeit des Postulats, dass das Collinolacton (7)
im 'H- und "“C-NMR-Spektrum aufgrund einer dynamischen Rotationsisomerie einen
doppelten Spektrensatz aufweist. Damit konnte die von H.-J. SCHIEWE vorgeschlagene
Strukturhypothese des Collinolactons (7) als E/Z-Isomere widerlegt werden. Demnach handelt
es sich bei der Minderkomponente um eine Verbindung gleicher Stereokonfiguration, die
durch Rotation des Molekiilfragments C14/C15/C19 um die Bindungen 13a/14 und 15a/15
mit der Hauptkomponente in dynmaischen Gleichgewicht steht (Abbildung 31).
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I1I Biosynthese des Collinolactons

Collinolacton (7) ist ein neuer Naturstoff mit einem ungewohnlichen, neuartigen tricyclischen
Grundgeriist. In der Literatur konnte keine Verbindung ausgemacht werden, die ein derartiges
Kohlenstoffskelett aufweist. Aufgrund der Neuartigkeit des tricyclischen Grundgeriistes
waren Fiitterungsexperimente mit entsprechenden C- und '*O-markierten Vorliufern zur

Untersuchung der Biosynthese von besonderem Interesse.

1. Polyketid-Biosynthese mikrobieller Sekundiirstoffe

Die Gruppe der Polyketide gehdrt zu der groBten und wichtigsten Verbindungsklasse
innerhalb der Sekundidrmetabolite aus Bakterien. Beeindruckend ist der hoch wvariable
Biosyntheseweg, der durch die Polymerisation von Essigsdure und Propionsdure oder anderen
Carbonsduren zu Naturstoffen von hoher struktureller Komplexitdt und variabler
pharmazeutischer Wirksamkeit fiihrt.

Der Begriff Polyketid-Naturstoff kennzeichnet Verbindungen, deren Grundgeriist aus einer
Poly-f-oxocarbonsdure bestehen. Eine Vielzahl von Organismen wie z. B. Bakterien, Pilze
oder auch Pflanzen sind in der Lage diese Arten von Substanzen zu bilden. Die gebildeten
Substanzen weisen eine erstaunliche therapeutische Vielseitigkeit auf, wobei das Spektrum
von klassischen Antibiotika gegen Infektionskrankheiten und Chemotherapeutika gegen
Tumorerkrankungen iiber Immunsuppressiva bis hin zu Fungiziden fiir die Landwirtschaft
reicht.

Die Beschreibung des heute allgemein anerkannten Polyketid-Biosynthesewegs begann um
1900 mit den Theorien von J. CoLLI®™ und wurde in den vierziger Jahren von R.
ROBINSON®! weiterentwickelt. Aber erst der im Jahre 1953 von A. BIRCH und F.
DoNOVAN®! formulierte Biosyntheseweg fiihrte zu einer breiten Akzeptanz. Demnach
verlduft der Biosyntheseweg der Polyketide und der Fettsduren nach einem &hnlichen Schema
ab. Mehrfach nacheinander stattfindende Claisenkondensationen von CoA-Derivaten wie
Acetyl- oder Propionyl-Thioestern, die durch die Polyketidsynthase (PKS) oder die
Fettsduresynthase (FAS) katalysiert werden, fiihren zum Aufbau von Polyketidgeriisten bzw.
Fettsduren. Als Startereinheit fungiert bei der Biosynthese hédufig Acetat (als Acetyl-CoA),
wihrend Malonyl-CoA den Baustein fiir die Kettenverldngerung darstellt. Auch Propionat
(Cs-Einheit) oder Butyrat (C4-Einheit) bzw. Methyl- oder Ethylmalonat konnen als Starter

und zur Kettenverlingerung verwendet werden, wodurch Kettenverzweigungen entstehen.
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Der Unterschied zwischen Fettsdure-"*" und Polyketid-Biosynthese liegt in den auf die
Claisenkondensation folgenden Reduktionsschritten. Bei der Fettsdurebiosynthese werden alle
Ketofunktionen reduziert, dehydratisiert und die entstandenen Doppelbindungen vollstindig
zu Methylengruppen reduziert. Ungesittigte Fettsduren entstehen erst durch nachfolgende
Oxidation. In der Polyketidbiosynthese wird jede neue C,-Einheit individuell in
unterschiedlichem Ausmall reduziert, wodurch komplexe Molekiile mit Keto-,
Hydroxygruppen, Doppelbindungen oder Methylengruppen entstehen und dabei hinsichtlich
der Stereochemie entstehender Chiralititszentren unterschiedliche Konfigurationen in
Abhingigkeit der PKS entstehen.!*>-*!

Ebenso wie bei den Fettsduren unterscheidet man die Polyketidsynthasen aufgrund
unterschiedlicher enzymatischer Aktivititen inzwischen in drei Typen. Neuste Arbeiten
belegen jedoch einen groflen Variantenreichtum aller PKS-Biosynthesewege und raten, sich
von einer zu starren Unterteilung der Typen zu trennen.®” Der Typ PKS-I katalysiert die
Biosynthese von Polyethern und Makroliden wie das 6-Desoxyerythronolid B (50), wihrend
der Typ PKS-II die Synthese von polyzyklischen, aromatischen Verbindungen wie z.B.
Angucycline und Anthracycline wie das Actinorodin (51) katalysiert. Der Typ PKS-III

katalysiert die Synthese der Chalcone (52) in héheren Pflanzen.[*®"]

Typ PKS I

Der Typ PKS-I besteht aus modular aufgebauten Multienzymkomplexen, welche iiber
verschiedene funktiononelle Einheiten (Dominen) verfiigen. Die in diesem Komplex
enthaltenen Module bestimmen die Bausteine zum Aufbau der Kette durch Acyltransferase
(AT), p-Ketosynthase (KS) und Acetyl-Carrier-Protein (ACP) und die Funktionalititen je
nach Aufbau und Reihenfolge der jeweiligen Module wie Keto-Reduktase (KR), Dehydratase
(DH) und Enoyl-Reduktase (ER), wie am Beispiel des Aglykons 50 des Erythromycins
(Abbildung 34) gezeigt ist. Die katalysierten Reaktionen verlaufen &uBerst selektiv

hinsichtlich ihrer Regiochemie und kontrollierter Generierung aller Stereozentren.
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Abbildung 34: Biosynthese von 6-Desoxyerythronolid B (50) durch eine modulare Typ
PKS-I nach J. STAUNTON.**!

Typ PKS-11

Der Typ PKS-II besteht dagegen aus nur einem einzelnen Satz mono- oder sogar
bifunktionaler Enzyme, der wiederholt, also iterativ abgelesen wird, ein klassisches Beispiel
ist das Actinorhodin (51) (Abbildung 35). Zunichst wird die gesamte Polyketidkette durch
aufeinander folgende Claisenkondensationen aufgebaut bis die gewiinschte Kettenlédnge
erreicht ist. Durch die starke CH-Aciditét der entstandenen Methylengruppen werden so nach
geeigneter Faltung des Vorldufers intramolekulare Aldolkondensationen ermdglicht, die
schlieBlich zu den stabilen aromatischen Sechsringen fithren. Ferner gibt es Ringschliisse

(z.B. Lactonisierungen), bei denen vermutet wird, dass sie in der Enzymtasche definierter
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GroBe unkatalysiert zum thermodynamisch stabilen Produkt fiihren (vgl. Chaperone).
Nachdem das Grundgeriist aufgebaut wurde, folgen die post-PKS Modifikationen, wie
Oxidationen, Reduktionen, Alkylierungen und Glykosylierungen.

Die fiir den Aufbau eines Grundgeriists zustindigen Gene sind heute grofitenteils
charakterisiert und werden als ,,minimale PKS* bezeichnet. Die minimale PKS enthélt eine /-
Ketosynthase (KS), mit deren Hilfe die Claisenkondensation stattfindet, eine damit
gekoppelte Acyltransferase (AT), die die Startereinheit zur Ketosynthase transportiert, einen
Kettenlangenfaktor (Chain-Length-Factor (CLF)), der die Kettenldnge bestimmt und ein
Acylcarrierprotein (ACP), an das die Polyketidkette gebunden ist.

: OH O CH,
o —_— ~ o
B —
o o o |
0 1
OH O COOH |,
COOH —

51

Abbildung 35: Schematische Darstellung der Typ PKS-II-vermittelten Actinorhodin-
biosynthese (51).

Typ PKS 111

Das bekannteste Beispiel fiir die PKS-III ist die Chalcon-Synthase (CHS) (Abbildung 36), die
Phenylpropanoide synthetisiert. Oberflachlich gesehen, dhnelt sie der PKS Typ I und II,
jedoch gibt es einige wichtige Unterschiede: PKS Typ I und II benutzen den
Phosphopantheteinarm des ACP, um Substrate entlang der aktiven Zentren zu beférdern. Die
CHS nutzt stattdessen den CoA-Thioester der Substrate. Eine vollstindige Reaktionsfolge von
Decarboxylierung, Kondensation, Cyclisierung und Aromatisierung finden an einem einzigen
aktiven Zentrum statt. Demnach ist die PKS Typ III multifunktional und iterativ
aufgebaut.!*

Bei den Chalcon-Synthasen gehoren die Ketoreduktasen (KR), die eine Carbonylgruppe zur
Hydroxygruppe reduzieren, zu den sogenannten post-PKS-Genen. Die Aromatasen (ARO)
und Cyclasen (CYC) sind verantwortlich fiir die spezifische Cyclisierung, die groBtenteils

dem Reaktionstyp einer intramolekularen Aldolkondensation angehoren.”
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Abbildung 36: Drei Kondensationsschritte der Chalcon-Synthase (CHS) nach J. STAUNTON.
381 Die Startereinheit ist in blau gezeichnet.

2. Fiitterungsexperimente mit *C- und '*O-markierten Vorliufern

Um den biosynthetischen Aufbau des neuartigen tricyclischen Grundgeriistes des
Collinolactons (7) zu studieren, sollten Fiitterungsexperimente mit '*C-markierten Vorlaufern

aus der Polyketidbiosynthese durchgefiihrt werden.

2.1. Fermentationskurve

Fir Biosyntheseuntersuchungen  wichtige Informationen erhdlt man aus der
Fermentationskurve eines Produzenten, die fir jeden Mikroorganismus einen
charakteristischen Verlauf zeigt. Erkenntnisse iiber den pH-Verlauf und die Entwicklung der
Sekundirstoffproduktion liefern notwendige Hinweise, um die C- und '*O-markierten
Vorldufer gezielt zum richtigen Zeitpunkt in die spezifischen Stoffwechselwege des
Sekundédrmetaboliten einschleusen zu konnen. Fiir die Fiitterungsexperimente mit stabilen
Isotopen muss eine geniigend hohe Anreicherung im Zielmolekiil erreicht werden. Deshalb
wird die gezielte Fiitterung des Vorldufers durch Pulse-Feeding-Verfahren oder
kontinuierliche Zugabe, meist zu Beginn der Sekundirstoffproduktion begonnen, und endet

kurz vor Erreichen der maximalen Konzentration des Metaboliten. Um die vollstindige
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Aufnahme der Vorldufermolekiile zu gewéhrleisten, wird die Fermentation meist nur wenige
Stunden fortgefiihrt, dann der Sekundarmetabolit aus der Kulturldsung isoliert, damit Abbau-
und Umbaureaktionen die Ausbeute nicht beeinflussen. Bei der kontinuierlichen Zugabe
werden die markierten Vorldufer iiber einen definierten Zeitraum in kleinen Mengen in die
Kulturlosung gepumpt, so dass dem Produzenten stets eine konstante Konzentration des
Vorldufers zur Verfligung steht. Dieses Verfahren hat den Vorteil, dass ein ldngerer
Fiitterungszeitraum der zeitlichen Flexibilitit des biologischen Stoffwechsels gerecht wird,
und so ein erfolgreicher Einbau des markierten Vorldufers in den Sekundérmetaboliten
gewahrleistet ist.

Um die Entwicklung der Collinolacton-Konzentration wéhrend der Fermentation zu
analysieren, wurde flir den Stamm Ti 1892 eine Fermentationskurve aufgenommen. Die
Fermentationskurve wurde wihrend der Fermentation in einer '*0,-Apparatur aufgenommen,
da unter anderem Fiitterungen in '°O,-angereicherter Sauerstoffatmosphire durchgefiihrt
werden sollten (Abbildung 107). Die Kultivierung des Stammes Tii 1892 erfolgte nach
B.XI3.1. Die Kolben der '*0,-Apparatur sind in Reihe geschaltet. Es war notwendig den
letzten Kolben mit 100 mL sterilem Wasser zu befiillen, um zu vermeiden, dass sich wegen
des starken Wachstums des Bakterienstammes die gesamte Apparatur entleerte. Ab der
sechsten Fermentationsstunde wurde alle sechs Stunden, je ein Kolben (100 mL) geerntet. Um
das Fermentationsvolumen nicht zu verringern und damit das Sauerstoffvolumen zu erh6hen
wurde der entnommene Kolben mit 100 mL sterilem Wasser befiillt und wieder auf das
Schiittelbrett gesetzt. Die Proben wurden mittels Filtration in Kulturfiltrat und Mycel
getrennt. Das Kulturfiltrat wurde mit Ethylacetat (2 x 50 mL) extrahiert und die organischen
Phasen im Vakuum eingeengt. Von den Rohextrakten wurde eine methanolische Losung mit
der Konzentration 3 mg/mL hergestellt und einer HPLC-Analyse zugefiihrt (HPLC 1, Séule 1,
Programm 1). Mit Hilfe der Kalibrierungsgerade, die zuvor mit Konzentrationen von
1.0 mg/mL, 0.5 mg/mL, 0.25 mg/mL und 0.125 mg/mL Collinolacton (7) erstellt wurde,
konnte die Konzentration des Collinolactons (7) durch HPLC-Chromatographie verfolgt
werden (Abbildung 37).
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Abbildung 37: Fermentationskurve des Collinolactons (7) aus dem Stamm Tii 1892.

Die Fermentationskurve zeigte den Produktionsbeginn von Collinolacton (7) ab der 24.
Inkubationsstunde. Ein drastischer Anstieg der Konzentration war zwischen der 36. und 48.
zu verzeichnen.

Aus den Daten der Fermentationskurve wurde abgeleitet, dass eine Fiitterung ab der 36.
Inkubationsstunde sinnvoll ist. Ab diesem Zeitpunkt steigt die Konzentration an Collinolacton
(7) in der Kulturbriithe drastisch an. Da die Fiitterungsdauer nicht zu lang gewahlt werden
sollte, wurden insgesamt 16 Stunden, von der 48. bis zur 64. Stunde, isotopenstabile

Vorlédufer gefiittert.

2.2. Fiitterung von [1-*C]Acetat und [1,2-"C;]Acetat!""!

Alle Fiitterungsexperimente mit “C-markierten Verbindungen, wurden von H.-J. SCHIEWE
nach seiner Dissertation durchgefiihrt und sind bisher nicht verdffentlicht. Zur Klérung der
Biogenese des Collinolactons (7), wurden zunidchst Fiitterungen mit isotopenmarkiertem

Natriumacetat als Grundbaustein des Polyketid-Biosynthesewegs durchgefiihrt. Aus den
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erhaltenen Ergebnissen sollte im Folgenden problemspezifisch {iber den Einsatz weiterer
Vorlaufer entschieden werden.

Der Stamm G6 40/10 wurde im 1 L Fermenter kultiviert und die Precursorlésung ab der 48.
Inkubationsstunde iiber 16 Stunden nach dem Pulse-Feeding-Verfahren in Intervallen von
15 min in die Kulturbriihe gepumpt. Nach der 72. Inkubationsstunde wurde die Fermentation
beendet, aufgearbeitet und das Collinlolacton (7) isoliert (A. 114).

Dem Stamm GO& 40/10 wurden in der ersten Fermentation 820 mg/L [1-CJAcetat
(10 mmol/L) gefiittert und nach Aufarbeitung und Isolierung konnten 3.0 mg/L Collinolacton
(7) erhalten werden. Im >C-NMR-Spektrum der angereicherten Substanz lieen sich fiir C-2,
C-4, C-5a, C-7, C-10 und C-13a (Tabelle 9) beachtliche Intensititserhohungen erkennen, mit
einem spezifischen Einbau (vgl. Gleichung 2) von 4.48 — 7.48. Unter Beriicksichtigung der
natiirlichen Haufigkeit von *C-Kernen sowie der Anreicherung des Precursors gilt ein Einbau
als erfolgreich, wenn die Signalintensitit eines C-Atoms verdoppelt und somit die

Anreicherung grofer als eins ist.

Intensitdt des Signals der markierten Verbindung

-1.1%

% Anreicherung =1.1% x — - - -
Intensitdt des Signals der unmarkierten Verbindung

(% Anreicherung)x 100
% Anreicherung Vorlc'iufer)

spezifischer Einbau = (

Gleichung 2: Berechnung der spezifischen Einbauraten bei Fiitterungsexperimenten mit
einfach markierten Vorlaufern.

Nachdem durch den erfolgreichen Einbau von [1-">C]Acetat belegen (Abbildung 38), dass der
Polyketid-Biosyntheseweg am Aufbau des Collinolactons (7) beteiligt ist, sollte mit dem
Einbau von [1,2-"°C,]Acetat geklart werden, ob der Einbau der Acetatbausteine intakt
erfolgte.

Der Fermentation wurden 410 mg/L [1,2-">C,]Acetat (5 mmol/L, 15 mL steriles Wasser) von
der 48. — 64. Inkubationsstunde zugefiittert. Die Kultivierung wurde in der 72. Inkubations-
stunde beendet und es konnten 7.8 mg/L Collinolacton (7) isoliert werden.

Im C-NMR-Spektrum des mit [1,2-"°C,]Acetat angereicherten Collinolactons (7) waren
zehn Dubletts von Kohlenstoffatomen zu finden, zusitzlich waren zwei *C-Signale (C-2 und
C-15a) als erhohte Singuletts zu beobachten. Folglich hat an dieser Stelle die Trennung von
[1,2-Cy]Acetat in zwei einzelne Kohlenstoffatome stattgefunden. In Tabelle 9 sind die

Kopplungskonstanten fiir die angereicherten C-Atome angegeben. Daraus ergab sich, dass
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fiinf intakte Acetateinheiten (C-3/C-4, C-5/C-5a, C-6/C-7, C-9a/C-10 und C-13/C-13a) und
zwei einfache Markierungen aus Acetat (C-2, C-15a) in das Molekiil eingebaut wurden. Die
Beobachtung zweier isoliert angereicherter C-Atome legt die Vermutung nahe, dass C-2 und
C-15 aus einer Acetateinheit stammen, die nachtrdglich oxidativ gespalten wurde. Aus der

Summe der beiden Fiitterungsexperimente mit angereichertem Acetat wurde die

o 0
/JLO- Nat .)to' Na*

[1-13C]Acetat [1,2-13C,]Acetat
@)

O/kO' Nat

[1,2-13C,]Acetat nicht intakt

Einbaurichtung der Acetateinheiten bestimmt.

Abbildung 38: Markierungsmuster des Collinolactons (7), abgeleitet aus den Fiitterungs-
experimenten mit [1-'>C]Acetat und [1,2-°C,]Acetat.

Damit steht auBler Frage, dass Acetat iiber Acetyl-CoA und Malonyl-CoA in das Zielmolekiil
eingefiihrt wurde. Wie der Tabelle 9 ferner zu entnehmen ist, wurde fiir C-9 und C-12 des
[1-C]Acetat-Fiitterungsexperiments eine signifikante spezifische Einbaurate errechnet. Da
fiir die Kohlenstoffatome C-16/C-8, C-18/C-17 und C-19/C-14/C-15 bislang kein Einbau
gefunden wurde liegt die Vermutung nahe, dass diese Kohlenstoffe und die Kohlenstoffe C-9
und C-12, die durch [1-">C]Acetat angereichert wurden, jeweils als Cs-Einheit aus Propionat
hervorgehen. Dass die Kohlenstoffatome C-9 und C-12 durch Acetat markiert werden konnen
liegt im Acetatmetabolismus begriindet. Acetat wird {iber Zitronensdure und Succinat
schlieBlich in Methylmalonyl-CoA umgewandelt, das als Cs;-Einheit genauso eingebaut
werden kann.'” Der Einbau dieser Cs-Einheiten tritt wegen des Acetatmetabolismuses
zeitlich verzogert ein, dass darin die schwicheren Einbauraten begriindet liegen.

Mit der Fiitterung von [1-">C]Propionat sollte die Herkunft der verbleibenden Kohlenstoff-

atome mit einem C;-Baustein eindeutig geklédrt werden

2.3. Fiitterung von [1-13C]Pr0pi0nat[9”

Zur Klarung der biosynthetischen Herkunft der Methyl- und Ethylgruppen von 7 wurde dem
Stamm G& 40/10 Propionat in einer Fermentation (960 mg/L [1-"°C]Propionat, 10 mmol/L,
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15 mL steriles H,O) in dem Zeitraum von der 48. — 64. Inkubationsstunde im Pulse-Feeding-
Verfahren zugefiittert. Die Fermentation wurde in der 72. Inkubationsstunde beendet und
nach Aufarbeitung und Isolierung konnten 2.0 mg/L Collinolacton (7) erhalten werden.

Da das Experiment mit einem einfach-markierten Vorldufer durchgefiihrt wurde, konnte
Gleichung 2 zur Auswertung des C-NMR-Spektrums angewandt werden (Tabelle 9). Es war
eine groBe Intensititserhdhung der Signale C-9, C-12 und C-15 des *C-NMR-Spektrums zu
erkennen. Abbildung 39 zeigt den Einbau von [1-13C]Propionat in Collinolacton (7), der aus
dem "*C-NMR-Spektrums ermittelt wurde.

Durch dieses Ergebnis konnte bewiesen werden, dass die drei Cs-Einheiten C-16/C-8/C-9, C-
18/C-17/C-12 und C-19/C-14/C-15 durch den Einbau von Propionat in der PKS entstehen.

O

\/u\O' Na+t

[1-13C]Propionat

Abbildung 39: Markierungsmuster des Collinolactons (7), abgeleitet aus dem
Fiitterungsexperiment mit [1-">C]Propionat.

Aus den Fiitterungsexperimenten mit '*C-markierten Vorldufern war abzuleiten, dass
Collinolacton (7) als Nonaketid aus sechs Acetat- und drei Propionat-Einheiten nach der PKS
aufgebaut wird.

Das Collinolacton (7) zeigt in seiner Struktur ein sieben-Ring-Lacton. Bisher ist nicht klar,
aus welchem Vorldufer der Sauerstoff an Position 1 stammt. Da C-2 und C-15a von einer
nicht intakten [1,2-"°C,]Acetat-Einheit markiert wurden, liegt die Vermutung nahe, dass an
dieser Stelle eine oxidative Ringerweiterung durch Sauerstoff stattgefunden hat. Um die
Hypothese zu belegen und um die Herkunft des Sauerstoffs an Position 1 zu analysieren,

wurde eine Kultivierung in '®0,-angereicherter Atmosphire durchgefiihrt.
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S Spezifischer Einbau Jec
C-Atom WL [-Pcl pFer (127G
Acetat Propionat Acetat

2 171.6 6.33 0.46 -
3 42.7 0.23 0.64 35.0
4 62.9 5.59 0.68 35.0
5 35.1 0.24 0.29 34.6
Sa 43.1 4.68 0.35 34.6
6 127.0 0.55 0.25 73.0
7 138.8 4.48 0.65 73.0
8 135.9 0.00 0.09 -
9 123.6 1.33 26.71 -
9a 40.6 0.24 0.14 50.3
10 173.8 7.48 0.53 50.3
12 78.5 2.27 28.30 -
13 32.5 0.21 0 32.8
13a 46.7 4.93 0.38 32.8
14 133.1 0.03 0.99 -
15 134.0 0.03 24.90 -
15a 82.3 0.33 0.17 -
16 19.9 0.11 0.26 -
17 28.4 0.13 0.04 -
18 9.6 0.00 0.24 -
19 13.2 0.82 0.36 -

Tabelle 9: Chemische Verschiebungen (CD,Cl,, 125.7 MHz) und spezifische Einbauraten
von Collinolacton (7) nach Fiitterungsexperimenten mit [1-'>C]Acetat und [1-">C]Propionat
(standardisiert auf die C-13 Signalintensitdt, fett: erfolgreicher Einbau) und
Kopplungskonstanten IJC,C in Hz nach Fiitterung von [1,2-">C,]Acetat.

2.4. Kultivierung in 18Oz-angereicherter Atmosphire

Zur Interpretation der Biosynthese-Mechanismen eines Metaboliten kann die Kenntnis der
Herkunft der im Molekiil enthaltenen Sauerstoffatome sehr hilfreich sein. Der Verbleib von
Sauerstoffatomen aus Vorldufermolekiilen ldsst sich experimentell durch Zufiitterung
entsprechender '*O-markierter Vorldufer verfolgen. Ein am Kohlenstoffatom gebundenes '*O-
Isotop bewirkt durch einen Isotopen-Effekt eine Verschiebung des entsprechenden

31 Je nach

Kohlenstoff-Signals im *C-NMR-Spektrum, der zu untersuchenden Verbindung.
Einbaurate der Sauerstoffmarkierung in das Molekiil zeigt sich neben dem '*C-NMR-Signal
unmarkierter Molekiile ein um einen charakteristischen Isotopen-Shift in Richtung Hochfeld

verschobenes '*C-NMR-Signal der markierten Isotopomeren. Ein Vergleich der
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Signalintensititen ldsst sich zur Abschitzung des '°0/'®O-Verhiltnisses verwenden. Die
Stirke des Isotopen-Shifts ist von der chemischen Umgebung abhingig.”**>**! So fithren
'80-Atome in Carbonylen zu einem stirkeren Effekt (0.034 — 0.050 ppm) als beispiclsweise
in sekundiren Alkoholen (0.016 — 0.023 ppm).” Wihrend die GroBe der Signalverschiebung
bei Carbonylen nicht vom Losungsmittel abhingt, verdndert sich dieser bei Alkoholen
beispielsweise mit dem Wechsel von d;-Chloroform auf ds-Pyridin um bis zu 0.003 ppm. Der
Isotopen-Shift fiir die benachbarten C-Atome bei Einbau mehrerer ®*O-Atome addiert sich
jeweils.["”!

Um die Herkunft des Sauerstoffatoms an Position 1 zu kliren wurde der Stamm Tii 1892 im
Rahmen dieser Arbeit unter '*0,-angereicherter Atmosphire fermentiert. Eine Oxidation, in
der ein Sauerstoffatom durch Oxygenasen spezifisch in ein Kohlenstoffgeriist eingebracht
wird, ist eine Reaktion der ,,spiten Biosynthese®. Das Experiment sollte Auskunft iiber die
Biosyntheseschritte der ,,spiten Biosynthese* geben.

Der Stamm Tii 1892 wurde im 300 mL EMK mit SM-Medium bei 28°C, 250 rpm, wie unter
B. XI3.6 und B. XI3.7 beschrieben, fermentiert. Unter diesen Bedingungen wurde die '*0,-
Zufitterung in der 36. Fermentationsstunde begonnen. Hierzu schloss man die Schiittelkolben
an eine '*O,-Apparatur (Abbildung 107) an, die eine regelméBige kontrollierte Gaszirkulation
im geschlossenen System ermdglicht, und nach 36 Stunden Inkubationszeit in normaler
Luftatmosphire wurden dem System 2L '®0,-Sauerstoff vorgelegt. In der 48.
Inkubationsstunde wurde die Fermentation abgebrochen und aufgearbeitet. Collinolacton (7)
lieB sich in einer Ausbeute von 7 mg/L als Reinsubstanz isolieren. Das *C-NMR-Spektrum
zeigte den iiblichen doppelten Signalsatz. Auflerdem ergaben sich a-Isotopenshifts fiir die
Atome Cgu-15a (31 ppb) and Cg,-15a (30 ppb) (Abbildung 40). Damit war der a-
Isotopenshift bei den Kohlenstoffatomen, die durch eine Einfachbindung mit Sauerstoff
verbunden sind (C-15a), vergleichsweise grofl und eindeutig. Nach der Hypothese sollte auch
fiir C-2 ein a-Isotopenshift erkennbar sein. Bei den Signalen der Carbonylgruppe (Cgui-2 und
Cyn-2) war kein o-Isotopenshift zu erkennen. Aus diesem Grund wurde das Experiment
wiederholt. Die Auswertung des “C-NMR-Spektrum aus der zweiten Fermentation ergab
jedoch das gleiche Ergebnis. In der Literatur wurde ein dhnliches Phdnomen beschrieben. Es
konnte eine '*O-Markierung, die zwischen einem sp’ hybridisiertem Kohlenstoff- und einem
Carbonyl-Kohlenstoffatom liegt, ausschlielich an dem sp® hybridisierten Kohlenstoffatom

beobachtet werden,”®

obwohl Carbonyl-Kohlenstoffatome einem stirkeren a-Isotopenshift
unterliegen und eine Verschiebung von 43 — 50 ppb in Richtung Hochfeld zeigen sollten. In

Anlehnung an die Literatur ist damit auch fiir das Collinolacton (7) der Einbau von '*O-
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Sauerstoff an Position 1 durch das '®O,-Fiitterungsexperiment bestitigt, auch wenn der
Einbau allein durch das benachbarte Kohlenstoffatom C-15a nachgewiesen wurde (Abbildung
41). Das Fiitterungsexperiment in '®O,-angereicherter Atmosphire bestitigte die Annahme,
dass nur O-1 zwischen C-2 und C-15a aus atmosphérischem Sauerstoff generiert wird, alle
anderen Sauerstoffatome des Collinolactons (7) gehen demnach, wie erwartet, aus Acetat und

Propionat hervor.

C'Izanti I C-1 Saa,m- :

C'Zsyn I AW

sl Y M b e
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160 140 120 100 a0 60 40 20 0 pp=

Abbildung 40: a-Isotopenshift am C-15a (anti und syn) im C-NMR-Spektrum des '*O,-
angereicherten Collinolactons (7).
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@Einbau Sauerstoff aus 180,-Futterung

Abbildung 41: Einbaumuster von 80, in Collinolacton (7). Einbaumuster von 7 aus den
Fiitterungsexperimenten mit °C- und '*O-markierten Vorldufern.
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Abbildung 41 zeigt das Einbaumuster von Collinolacton (7) aus den Fiitterungsexperimenten
mit *C- und "®O-markierten Vorldufern an Collinolacton (7). Daraus ist abzuleiten, dass das
Grundgeriist des Collinolactons (7) aus sechs Acetat-, drei Propionat-Einheiten und einem
atmosphirischen Sauerstoffatom aufgebaut ist. Der Einbau des Sauerstoffatoms aus Luft
sicherte die Annahme, dass das Lacton wéhrend der spiten Biosynthese durch eine oxidative
Ringerweiterung aufgebaut wird. Solche Ringerweiterungen werden in der Natur durch
Baeyer-Villiger-Monooxygenasen ausgefiihrt. Damit erscheint die Biogenese des

Collinolactons (7) insgesamt plausibel.

3. Zusatz von Inhibitoren P4sp-abhaniger Monooxygenasen

Der Zusatz von Enzyminhibitoren dient meist dem Ziel, durch Blockade einzelner Schritte der
Biosynthese natiirlicher Sekundarmetabolite Zwischenprodukte, sogenannte ,,shunt-Produkte*
zu akkumulieren und so Hinweise iiber den genauen Biosyntheseablauf zu erhalten. Eine
Beeinflussung des Oxygenierungsmusters ist durch Inhibierung der Pyso-abhénigen
Monooxygenasen mit Hilfe von Verbindungen wie Ancymidol (53)""), Metapyron (54)!'°
oder Tetcyclacis (55) mdglich. Darauthin werden Desoxyderivate der bekannten Metabolite

erwartet.

Abbildung 42: Inhibitoren P4so-abhéngiger Monooxygenasen: Ancymidol (53), Metapyron
(54) und Tetcyclacis (55).

==

Auch  andere  post-PKS-Biosyntheseschritte ~ konnen  inhibiert  werden.  Bei

Methylierungsreaktionen lassen sich beispielsweise die Ubertragung von C;-Bausteinen iiber

[101]

S-Adenosylmethionin durch Ethionin, O-Methylierungen durch Sinefungin inhibieren.

Eine andere Idee liegt der Verwendung von Cerulenin!'®

als Inhibitor der Fettsdure-,
Polyketid- und Steroidbiosynthese zugrunde. Hier soll eine vollstindige Unterdriickung des
gesamten Biosynthesewegs schon am Anfang erreicht werden. So werden zugefiitterte oder

durch einen zweiten Stamm in Co-Fermentation ausgeschiedene Vorldufer durch die intakten
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1031 modifiziert.

Enzyme der spiten Biosynthese (z. B. Glykosyltransferasen)!
Enzyminhibitoren kdnnen aber auch zur Ausbeutesteigerung eingesetzt werden, wie es unter
A. 113.4 beschrieben wurde.

Da die Literatur nicht genauer darauf eingeht, ob Inhibitoren der Py4so-abhidngigen
Monooxygenasen ebenso Flavin-abhingige Monooxygenasen inhibiert, wurde der Stamm Tii
1892 in SM-Medium kultiviert mit dem Ziel, Collinoketon (56) als Desoxyderivat des
Collinolactons (7) zu erhalten. Die Kulturen wurden ab der 24. Fermentationstunde iiber einen
Zeitraum von 12 Stunden mit Ancymidol 53 (33 mg pro 100 mL Kultur) in drei Portionen
versetzt. Ancymidol 53 war weder in Wasser, DMSO oder MeOH ausreichend 16slich, so dass
der Kulturldsung eine Suspension in allen drei Losungsmitteln zugefiittert wurde.

Die Kulturen wurden standardmédBig via Ethylacetatextraktion aufgearbeitet. In den
Rohextrakten der Ancymidol-Fiitterung konnte weder mittels HPLC-MS (HPLC 3, Saule 2,
Programm 2) noch mithilfe Diinnschichtchromatographie Collinolacton (7) detektiert werden.
Ein Produkt mit der nominellen Masse von m/z = 344.45, das dem Collinoketon (56) und
somit dem gesuchten Desoxyprodukt des Collinolactons (7) entspriche konnte, als [M+H] -,
als [M+Na]'-Peak und nicht als andere Addukte in einer HPLC-ESI-MS Analyse
nachgewiesen werden. Das bedeutete, dass die Oxidation vermutlich durch keine Pjso-
abhingigen Monooxygenase katalysiert wird, was die Annahme, dass wir es mit einer Baeyer-
Villiger Oxygenase zu tun haben, bestirkte. Obwohl die Kulturen ein gutes Wachstum
zeigten, was anhand der olivgriinen Fiarbung der Kulturbrithe festgestellt wurde, schien der
P4so-abhingige Monooxygenase Inhibitor auf die Biosynthese des Collinolactons Einfluss
genommen zu haben, der derzeit nicht genauer erklirt werden kann. Die Biosynthese ist nicht
auf der Stufe des Collinoketons (56) zum Stillstand gekommen und es konnte kein

Collinolacton (7) identifiziert werden.

4. Diskussion und Hypothese zur Biosynthese des Collinolactons

Das Collinolacton (7) ist ein neuartiger Naturstoff mit einem ungewo6hnlichen 7-10-6-
tricyclischen Grundgertist, dessen 10-Ring ein Trien ist und dessen beide dufleren Ringe
Lactone sind. Der Literatur zufolge konnte bisher kein Sekundarmetabolit gefunden werden,
der ein solches Grundgeriist trigt. Mit Hexacyclinsdure (57)!'°" und Abyssomicin (58)!'"!
sind zwei interessante Ringsysteme bekannt, die im Falle des Abyssomicins (58) als Inhibitor
der p-Aminobenzoesdure/Tetrahydrofolat Biosynthese wirken und damit eine antibiotische

Aktivitdt gegen vancomycinresistene Staphylokokken aufweisen.
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57 58

Abbildung 43: Zwei literaturbekannte Sekundidrmetaboliet: Hexacyclinsdure (57) und
Abyssomicin (58).

Die Fiitterungsexperimente mit °C- und '*O-markierten Vorldufern fithrten zur vollstindigen
Aufklirung der Biogenese des Kohlenstoff- und Sauerstoffgeriistes des Collinolactons (7) aus
Streptomyces GO 40/10 und Ti 1892. Die aus den FEinbauexperimenten erhaltenen
Einbaumuster sind in Abbildung 44 dargestellt. Das Collinolacton (7) entsteht auf dem
Polyketid-Biosyntheseweg aus sechs Acetateinheiten, von denen eine durch den Einbau eines
atmosphirischen Sauerstoffatoms durch eine Baeyer-Villiger analoge Oxidation getrennt
wird. An der Bildung der tricyclischen Struktur des Cyclodecatriens war einerseits der
erfolgreiche Einbau fiinf intakter [1,2-"’C,]Acetateinheiten beteiligt, die aufgrund des
Kopplungsmusters detektiert werden konnten. Weiterhin konnte der Einbau einfach
markierter Vorldufer und die durch die Baeyer-Villiger-Oxidation getrennte [1,2-
C,]Acetateinheit anhand erhohter Signalintensitit im *C-NMR-Spektrum bewiesen und der
spezifische Einbau berechnet werden. Die Auswertung der Markierungsmuster belegt, dass
die Biosynthese unter Bildung eines Nonaketids stattfand. Die Kohlenstoffkette C-12/C-17/C-
18 ist dabei die Startereinheit. Somit ist eindeutig festgelegt, dass die Methylgruppen C-16
und C-19 aus Propionateinheiten und damit aus einer Polyketidketten-Kettenverzweigung
hervorgeht. Dass die Ketofunktion des Collinoketons (56) in der spédten Biosynthese zu einer
Lactonfunktion oxidiert wird, konnte durch den Einbau von markiertem Luftsauerstoff
eindeutig bewiesen werden. Mittels Oxidation wird ein Sauerstoffatom aus der Atmosphire
zwischen C-15a und C-2 an Position O-1 eingefiihrt, der dabei eine vormals intakte
Acetateinheit spaltet. Der erfolgreiche Einbau von '*O-Sauerstoff in das Geriist des
Collinolactons (7) wurde durch den a-Isotopenshift (ca. 30 ppb) im *C-NMR-Spektrum des

'80-angereicherten Spektrums eindeutig gezeigt. Es ist zu vermuten, dass es sich um eine



BIOSYNTHESE DES COLINOLACTONS 65

Baeyer-Villiger Oxidation handelt, fiir die es einige literaturbekannte Beispiele gibt, bei
denen ein Sechsringketon zu einem Siebenringlacton oxidiert wird."**"*”1 Beispielsweise
wird auf dem Biosyntheseweg der Urdamycine, dass instabile Sechsringketon UWM 6 (17)
zum Siebenring-Lacton (18) durch eine Baeyer-Villiger analoge Oxidation gebildet wird. Die
als Baeyer-Villiger-Oxidation beschriebene Reaktion wird auf molekularbiologischer Ebene
durch das Enzym UrdM katalysiert."*’]

Die aus den Fiitterungsexperimenten ausgewerteten Einbaumuster warfen die Frage auf, nach
welchem Polyketidsynthase-Typ das Collinolacton (7) hinsichtlich seiner Struktur eine
Sonderstellung zwischen typischen Sekundérstoffen der Gruppe der Makrolide (modular, Typ
I) und den polycyclischen, aromatischen Polyketiden (iterativ, Typ II) einnimmt.!' Die PKS
vom Typ I ist vor allem als Syntheseapparat von makrocyclischen Lactonen bekannt. Acetat
und Propionat gelten als Grundbausteine der Kettenverlangerung von PKS Typ I aufgebauten
Verbindungen. Die Struktur des Collinolactons (7) weist jedoch kein Makrolacton, das
typische Kohlenstoffskelett von Makroliden auf. Es ist denkbar, dass in der Biosynthese
zundchst ein Makrocyclus gebildet wird, der durch post-PKS-Enzyme zur Dreiringstruktur
umgebaut wird, denn Collinolacton (7) tragt die charakteristische Funktionalitit des Lactons.
Es ist denkbar, dass Collinolacton (7) nach dem Mechanismus einer Typ II PKS aufgebaut
werden konnte. Wire eine PKS Typ II an dem Aufbau von Collinolacton (7) beteiligt, so
wiirde iterativ ein Nonaketid (A) durch aufeinander folgende Claisenkondensationen
aufgebaut. Nach geeigneter Faltung des Vorldufers wiirden die intramolekularen Ringschliisse
entsprechend der Pfeile in Abbildung 44 stattfinden. Durch post-PKS Modifikationen gelédnge
man zum vorgeschlagenen Collinoketon (56), dass via Baeyer-Villiger Oxidation zum
Collinolacton (7) oxidiert wiirde (Abbildung 44). Gegen diese Hypothese spricht, dass
Propionat ein fir PKS II untypische Verlingerungseinheit darstellt. Ferner sollte die
Methylgruppe an C-14 die Bildung des Triens behindern. Ferner enthdlt die Struktur des
Collinolactons (7) keinen aromatischen Ring, was gegen eine Typ PKS II spricht. Vor allem
wegen des Vorkommens der Propionateinheiten wird der Biosyntheseweg durch eine iterativ

aufgebaute PKS Typ II als unwahrscheinlich angenommen.
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Abbildung 44: Hypothetisches Biosyntheseschema von Collinolacton (7) unter Beteiligung
der PKS II.

Basierend auf den Ergebnissen der Fiitterungsexperimente wird hier ein Mechanismus zur
Biosynthese des Collinolactons (7) vorgeschlagen, der dem Weg der PKS Typ I folgt.
Demnach umfasst die Biosynthese-Hypothese, dass die Polyketidsynthase vom Typ I
zunédchst ein Nonaketid (A) aufbaut, bestehend aus sechs Acetat- und drei Propionat-
Einheiten. Die Polyketidkette wird durch entsprechende Enzymaktivitdten, die in der modular
aufgebauten PKS Typ I verankert sind, funktionalisiert. AnschlieBend findet die
Lactonisierung zu einem Makrocyclus (B) zwischen O-11 und C-12 statt. Durch Faltung des
Makrolactons und damit giinstige Ausrichtung der Doppelbindungen konnten die zwei
Ringschliisse zum Collinoketon (56) unter Verschiebung der Positionen der Doppelbindungen
stattfinden. Beide Ringschliisse konnten konzertiert nach einer [6+4]Cyloaddition zum
Collinoketon (56) erfolgen. Dieser konzertierte Mechanismus ist demnach ausschlaggebend
dafiir, dass die intakten *C-markierten Acetateinheiten, nicht wie iiblicherweise in PKS I
Produkten zwischen den Doppelbindungen liegen, sondern in diesem Falle direkt auf den
Doppelbindungen (Abbildung 45). H.-J. SCHIEWE vermutete an dieser Stelle, dass die beiden
von ihm vorgeschlagenen E/Z-Isomere sich durch zwei verschiedene Ringschliisse zum
Collinoketon (56) aufbauen lassen. Im Jahr 1965 wurde von R. HOFFMANN und R. B.
WOODWARD eine [6+4]Cyloaddition in der chemischen Synthese theoretisch beschrieben.

Aus ihren Rechenexempeln geht hervor, dass die Reaktion zum Aufbau von Trienen,
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theoretisch moglich ist.'°” Erste praktische Arbeiten dazu fiihrte K. N. HOUK im Jahre 1970
aus.'% 1919 1) Jahr 1998 machen sich J. H. RIGBY und K. R. FALES die [6+4]Cyloaddition
zunutze um das Streptovaricin D synthetisch aufzubauen.!''"! Eine [6+4]Cyloaddition als
Biosyntheseschritt fiir Sekundarmetaboliten aus Pflanzen, Pilzen oder Streptomyceten wurde
bisher in der Literatur nicht beschrieben. AnschlieBend an die [6+4]Cycloaddition wird
zwischen C-2 und C-15a in der spédten Biosynthese ein Sauerstoffatom via Baeyer-Villiger
Oxidation eingefiihrt und so das Collinolacton (7) aufgebaut (Abbildung 45).["'*'"*! In ein
Produzentenstamm der Firma Analyticon wurde die Existenz des Collinoketons (56)
analytisch mittels HPLC-MS nachgewiesen.!''¥

Bisher konnte der Biosyntheseweg aufgrund von Fiitterungsexperimenten mit
isotopenmarkierten Voldufern nur postuliert werden. Wiinschenwert wiére es, die
biosynthetischen Vorstufen zu isolieren. Ob der lactonisierte Makrocyclus B je isoliert
werden kann ist unsicher. Das Collinoketon (56), sollte duch Fiitterungsexperimente von
Oxygenase-Hemmstoffen oder verdnderte Kultivierungsbedingungen geniert werden konnen.
Fiitterungen von Ancymidol als Enzyminhibitoren der Pjso-abhingigen Monooxygenase
filhrten nicht zum Erfolg, da BVMO nicht metall- sondern Flavin-abhingige Enzyme
bendtigen. Dem Stamm G6 40/10 oder Tii 1892 sollten Enzyminhibitoren einer Flavin-

abhingigen Monooxygenase zugegeben werden, die bis heute nicht literaturbekannt sind.



BIOSYNTHESE DES COLINOLACTONS 68

[1,2-13C,]Acetat
[1-13C]Propionat

Propionyl - CoA
6 Malonyl - CoA
2 Methylmalonyl - CoA

N1

180,

PKS |

PKS |

Nonaketid A Makrolacton B

[6+4]Cyclo-
Addition

[1802*]

Baeyer-Villiger
Oxidation

OH

Abbildung 45: Biosynthese-Hypothese des Collinolactons (7) unter Beteiligung der PKS-I



CHEMISCHE MODIFIKATIONEN DES COLLINOLACTONS 69

IV Chemische Modifikationen des Collinolactons

Arbeiten von H.-J. SCHIEWE zeigten, dass von ihm isoliertes Collinolacton-Produkt sowohl
eine zytotoxische Aktivitit gegenliber Magencarzinom (HMO02), Lebercarzinom (HepG2) und
Mammacarzinom (MCF7) hat, als auch eine Mikrotubuli-stabilisierende und somit eine
zytostatische Wirkung zeigt. Diese viel versprechende Grundlage war der Anlass, die
Aktivititen verschiedener Derivate des Collinolactons (7) zu untersuchen.

Ferner waren Kristallisationsversuche an Collinolacton (7) selbst bisher fehlgeschlagen.
Daher sollten Derivate hergestellt werden, die sich kristallisieren lieen.

Bevor bewiesen werden konnte, dass es sich beim Collinolacton (7) um eine Reinsubstanz in
Form von Rotameren handelt, wurde die Uberlegung angestellt, dass durch Derivatisierung
die vermeintlichen Isomere anhand ihrer Polaritidten unterscheidbar sein konnten, und so ihre
Trennung leichter zu erreichen sei. Da es sich jedoch, wie in Kapitel A 1I5.3 beschrieben, um
Konformere handelte, sollten Analoga synthetisiert werden, die C-14 und C-15 so
stabilisieren, dass keine Rotation mehr mdglich ist. Alle hier beschriebenen Reaktionen
wurden nicht gezielt optimiert, da die Menge an verfiigbarem Collinolacton (7) immer den

limitierenden Faktor der Derivatisierungsarbeiten darstellte.

1. Reaktionen an C-4 des Collinolacton-Geriistes

Die Hydroxylgruppe an C-4 des Collinolacton-Grundgeriistes eignete sich, um Veresterungen
mit verschiedenen Substituenten durchzufiithren. Die Selektivitit stellte keine Probleme dar,
da diese Hydroxygruppe die einzige OH-Gruppe im Molekiil ist. Mit einer Modifikation an C-
4 erhoffte man sich, dass die Derivate der vermeintlichen Isomere unterschiedliche Polaritdten
aufweisen und dadurch eine Trennung mdglich sei, oder durch Einfithrung von sperrigen

Substituenten sich die Kristallisationseigenschaften verbessern.

1.1. 4-O-Acetylcollinolacton (59)

Die Umsetzung von Collinolacton (7) mit Acetanhydrid (2 mL) in Pyridin (1 mL) bei
Raumtemperatur iiber 16 h mit anschlieBender Aufarbeitung und Isolierung ergab einen
weillen amorphen Feststoff mit der Summenformel C,3H300¢. Die Masse von m/z = 402.49

und die Summenformel konnte durch HR-ESI-MS bestitigt werden. Die Reaktion lieferte das
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4-0O-Acetylcollinolacton (59) in einer Ausbeute von 17.8 mg (91%) nach Aufreinigung zur
Reinsubstanz an Kieselgel (CH,Cl,/MeOH, 8:2). Das 1H—NMR—Spektmrn (600 MHz, C¢D¢)
zeigte neben den scharfen Signalen des Collinolacton-Grundgertistes ein auf oy = 4.98 zu
tiefem Feld verschobenes Signal von 4-H. Weiterhin lieB sich das neu eingefiihrte
charakteristische Signal der Methylgruppe bei dy = 1.66 als Singulett erkennen. Dem “C-
NMR-Spektrum (150.8 MHz, C¢Ds) konnten die Signale der Methylgruppe bei dc = 20.4 und
die neue Ester-Carbonylgruppe bei dc = 168.9 entnommen werden. Die NMR-Spektren
zeigten den doppelten Signalsatz fiir ein anti- (59,.,;) und ein syn-4-O-Acetylcollinolacton
(594»). Die Rotameren-Verhiltnisse beliefen sich auf 4:1 bei Raumtemperatur und CgDs als

Losungsmittel und waren damit identisch zum Naturstoff Collinolacton (7).

C-3
C-13 C_9Cal3C17 C-18
C-7 C-6 C-5a\\ C-16
C-15 1 0 g C-4 c.5lc0
\c-s C-15a b\ c19
C-14 C-12
C-2 //’
C-10 ,
C-1
J ‘J ‘lJ Ay h.,L' Julab L
L B L L L L B L L L L B B B L A L L L L BN BN BN L BLELELL |
160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Abbildung 46: 13C-NMR-Spektrurn (150.8 MHz, C¢Dg) von 4-O-Acetylcollinolacton (59)
mit dem doppelten Spektrensatz fiir das anti- und syn-Rotamer von 59.

1.2. 4-O-Benzoylcollinolacton (60)

Die Umsetzung von Collinolacton (7) mit 1.5 eq. Benzoeséure, 1.5 eq. N’-(3-Dimethylamino-
propyl)-N-ethylcarbo-diimid-hydrochlorid ~ (EDCI) und  4-N,N-Dimethylaminopyridin
(DMAP) in CH,Cl, bei Raumtemperatur iiber 19 h, nachfolgender Aufarbeitung und
Aufreinigung an Kieselgel (CH,Cl,/MeOH, 8:2) lieferte das 4-O-Benzoylcollinolacton (60) in
einer Ausbeute von 3.9 mg (42%). Die Summenformel von C,3H3,06 und die Masse von m/z
= 464.56 wurden durch HR-ESI-MS bestitigt. Das 'H-NMR-Spektrum (600 MHz, C¢Dy)
zeigte neben den scharfen Signalen des Collinolacton-Grundgeriistes ein auf oy = 5.18 zu
tiefem Feld verschobenes Signal von 4-H. Ferner lieBen sich die neu aufgetretenen Signale

der fiinf Protonen der Benzoylgruppe bei oy = 7.16 — 8.09 eindeutig identifizieren. Dem *C-
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NMR-Spektrum (150.8 MHz, C¢Ds) konnten die fiinf Methingruppen des Benzolrings bei oc¢
= 128.7 — 133.4, das quartire Kohlenstoffatom bei dc = 130.5 und die neu eingefiihrte
Estergruppe bei dc = 164.9 entnommen werden. Die Zuordnung der Protonen der
Benzoylgruppe zum jeweiligen Kohlenstoffatom wurde {iiber ein 2 D-HSQC-Spektrum
eindeutig bestimmt. Die NMR-Spektren des 4-O-Benzoylcollinolactons (60) zeigten die
Rotamere des anti- und syn-Konformers im Verhéltnis 4:1. Da die eingefiihrte Benzoylgruppe
rdumlich weit von C-14 und C-15 getrennt liegt, weichen die NMR-Daten der eingefiihrten

Gruppe der anti- und syn-Konformere untereinander nicht stark voneinander ab.

1.3. 4-O-p-Brombenzoylcollinolacton (61)

Normalerweise lassen sich p-Brombenzoylderivate gut kristallisieren. In einem Vorversuch
wurde Collinolacton (7) mit 8.3 Moldquivalenten p-Brombenzoylchlorid sowie DMAP in
CH,Cl, umgesetzt. Nach Aufarbeitung konnte 3.4 mg des 4-O-Brombenzoylderivat in einer
Ausbeute von 39% aus dem Reaktionsgemisch isoliert werden. Um auch die Moglichkeit
einer Veresterung mit freien Sduren zu priifen, wurde Collinolacton (7) in einem weiteren
Ansatz mit 1.5 Moldquivalenten p-Brombenzoesidure sowie N’-(3-Dimethylaminopropyl)-N-
ethylcarbo-diimid-Hydrochlorid (EDCI) als Kupplungsreagens und katalytischen Mengen
DMAP versetzt. Hier konnte das 4-O-Derivat in 48% Ausbeute nach Aufarbeitung gewonnen
werden. Es wurde ebenfalls ein Derivat 61 erhalten, das mit Anisaldehyd/H,SOs gelb
anfdrbte. Aus der HR-ESI-MS konnte die Masse mit m/z = 543.46 und die Summenformel zu
CysH;31BrOg bestimmt werden. Das ins Tieffeld verschobene Proton von 4-H wurde in 'H-
NMR-Spektren von 61 bei dy = 5.54 detektiert. Es handelt sich um einen symmetrischen
Benzoylrest, der durch die Protonensignale mit doppelter Integralintensitit (oy = 7.65 und
7.92) identifiziert werden konnte. Im "“C-NMR-Spektrum wurden fiinf neue Signale
beobachtet, wobei zwei Methingruppen, mit doppelter Intensitit (c = 131.2 und 132.2)
auftraten. Das quartdre Kohlenstoffatom mit Bromsubstitution wurde zu dc = 129.0 und das
C-1" mit Carboxylsubstitution dc = 131.4 zugeordnet. Das Signal der Estergruppe hatte einen
charakteristischen Wert von dc=165.0. Die NMR-Spektren des 4-O-p-Brombenzoyl-
collinolactons (61) zeigten den doppelten Signalsatz des anti- und syn-Konformers im
Verhiéltnis 4:1. Da die eingefiihrte 4-Brombenzoylgruppe raumlich weit von C-14 und C-15
getrennt liegt, wichen die NMR-Daten der eingefiihrten Gruppe der anti- und syn-Konformere

untereinander nicht stark voneinander ab.
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1.4. 4-0-0-Brombenzoylcollinolacton (62)

Durch Umsetzung von Collinolacton (7) mit o-Brombenzoesdure in CH,Cl, unter Zusatz
katalytischer Mengen DMAP und 1.5 Molédqivalenten EDCI konnte das 4-O-o-
brombenzoylierte Produkt 62 in 72% Ausbeute (45.3 mg) nach Aufreinigung dargestellt
werden. Neben den NMR-Daten des Collinolacton-Grundgeriistes konnte anhand des ins
Tieffeld verschobenen Protons (dy = 5.58) der Erfolg der Umsetzung festgestellt werden. Die
Protonen der o-Brom-Benzoylgruppe waren zwischen oy = 7.42 und dy = 7.81 zu beobachten.
Die "C-NMR-Signale dieser Methingruppen zeigten eine chemische Verschiebung von
oc =127.8 — 133.4. Die quartdren Kohlenstoffatome wiesen eine chemische Verschiebung
von dc = 121.4 (ortho-Brom-Position des Benzoylrings), dc = 131.2 (aromatisch) und d¢c =
165.6 (Esterfunktion) auf. Ahnlich wie bei dem 4-O-p-Brombenzoylcollinolacton (62) zeigten
die NMR-Spektren die typische Verdopplung des Signalsatzes als anti- und syn-Konformer
im Verhdltnis 4:1. Es zeigten sich kaum Unterschiede in den NMR-Daten der eingefiihrten

Gruppe der anti- und syn-Rotamere untereinander (max. 4dy,c = 0.5 ppm).

2. Reaktionen an den Doppelbindungen des Collinolactons

Das Grundgeriist des Collinolactons (7) enthélt drei Doppelbindungen, die alle im 10-Ring
liegen (C-6/C-7, C-8/C-9 und C-14/C-15). Gezielte Reaktionen (Oxidation bzw. Reduktion)
an den Doppelbindungen, die eine sterische Hinderung des 10-Rings des Collinolactons (7)
zur Folge haben, konnten die erwiinschte Aufhebung der Rotationsisomerie bewirken. Zur
Derivatisierung der Doppelbindungen in Collinolacton (7) boten sich Hydrierung als

effiziente Reaktion mit hoher Ausbeute und Epoxidierung an.

2.1. Epoxidierung mit m-CPBA

Da es eine Vielzahl biologisch aktiver Verbindungen gibt, deren Pharmakophore
Epoxidgruppen sind, wurde eine Epoxidierung des Collinolactons (7) angestrebt.
Epoxidstrukturelemente in Sekundirmetaboliten verschiedener Produzenten induzieren hiufig
eine besondere Wirkung. Es sei hier nur auf einige dieser Naturstoffe verwiesen wie z. B.

Manumycin (63)'"*!, Maytansin (64)!''®! oder Cerulenin (65)!"°*! (Abbildung 47).
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Abbildung 47: Naturstoffe aus Actinomyceten mit Epoxidstruktur: Manumycin (63),
Maytansin (64) und aus Pilzen Cerulenin (65).

Fiir die Epoxidierung von Collinolacton (7) bot sich eine Vielzahl von Reagenzien an, die
zwischen den zwar &hnlichen Reaktivititen aber den wunterschiedlichen chemischen
Umgebungen der Doppelbindungen differenzieren sollten. Weiterhin war zu vermuten, dass
die vorhandenen Stereozentren und die Art der Doppelbindungen (konjugiert und isoliert)
eine Kontrolle auf die Epoxidierung ausiiben. Als gingige Epoxidierungsreagenzien finden
Wasserstoffperoxid und seine Derivate wie z. B. fert-Butylhydroperoxid (TBHP) und
organische Persduren Verwendung. Durch den Einsatz verschiedener Katalysatoren (z. B.
VO(acac), oder MoO,(acac),) kann eine zusétzliche asymmetrische Kontrolle erreicht
werden. Als universelle Oxidationsmittel liefern Persduren wie m-Chlorperbenzoesdure (m-
CPBA)!"'" und Nitrobenzoesduren!''® hervorragende Ergebnisse bei der Epoxidierung von
Doppelbindungen, wobei jedoch keine Stereokontrolle auf die Reaktion ausgeilibt wird. Die

Kontrolle muss von den zu epoxidierenden Ausgangsverbindungen selbst ausgehen, wie

119 [121

Beispiele aus den Totalsynthesen von Fumagillin!''”', Dynemicin A!"*!, Vernomenin!'*!! oder

L-Triptonid''**! belegen.

2.1.1. 14-Methylen-15-hydroxy-6,7-monoepoxycollinolacton (66)

Die Reaktion von Collinolacton (7) mit 1.0 Moldquivalent m-CPBA lie sich

diinnschichtchromatographisch tiber vier Stunden sehr gut verfolgen. Es konnte die Bildung
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einer neuen Hauptverbindung beobachtet werden, die einen kleineren R~Wert
(CH,Cly/MeOH, 8:2) aufwies als Collinolacton (7). Die Reaktion wurde unter
Argonatmosphdre vier Stunden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Nach Trennung des
Produktgemisches und Aufreinigung an Kieselgel konnte die neu entstandene Verbindung
(66) in 35% Ausbeute gewonnen werden. Den 'H- und ?C-NMR-Daten wurde entnommen,
dass durch die Umsetzung mit m-CPBA ein neues Derivat 66 dargestellt wurde, dass ein
einheitliches Konformer zeigt. Ein doppelter Signalsatz in den NMR-Spektren von 66 wurde
nicht beobachtet (Abbildung 48).

15-H
4-H
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Abbildung 48: 'H-NMR-Spektrum des 14-Methylen-15-hydroxy-monoepoxycollinolacton
(66) in CD,Cl, (600 MHz) gemessen.

Dem 'H-NMR konnten alle Protonen des 6- und 7-Ring-Lactons mit der C-12-Ethylgruppe
entnommen werden. Die 'H-NMR-Daten des Cylcodecatriens hatten sich stark verindert.
Eine Ausnahme waren die chemischen Verschiebungen der Protonen 5a-H, 9a-H, 13a-H und
15a-H (oy = 2.38, 2.89, 2.28 und 5.15). Die Doppelbindung an C-8/C-9 (dy = 6.22) und die an
C-8 (og = 2.00) gebundene Methylgruppe zeigten eine starke Tieffeldverschiebung. Zur
Charakterisierung des Collinolacton-Derivates 66 mussten 2 D-NMR-Experimente

herangezogen werden. Zusitzlich gab das 2 D-NMR-Experiment Sicherheit, dass die in
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Abbildung 49 dargestellten und eben beschiebenen Strukturelemente noch vorhanden waren.
Daraus wurden abgeleitet, dass eine der konjugierten Doppelbindungen die Doppelbindungen
C-6/C-7 und die isolierte Doppelbindung C-14/C-15 durch die Umsetzung mit einem
Molaquivalent m-CPBA modifiziert (Abbildung 49) wurden.

/\ = HMBC

Abbildung 49: Eindeutig identifizierter Strukturteil mit vier offenen Positionen am 10-Ring
des Monoepoxids des Collinolactons (66) mit ausgewihlten HMBC-Korrelationen.

Das 'H-NMR-Spektrum zeigte fiinf zusitzliche Protonen, die zunichst nicht zugeordnet
wurden. Es handelte sich bei diesen Protonen um drei Methin- und um eine Methylengruppe.
Die Protonen der Methylengruppe wurden als zwei scharfe Singuletts bei dy = 5.00 und 5.11
beobachtet. Das gemeinsame Kohlenstoffatom hatte eine chemische Verschiebung von
oc = 105.1. Da die Signale als Singuletts im Protonenspektrum erschienen, konnten keine
weiteren Protonen in ihrer Nachbarschaft zugeordnet werden. Im 2 D-HMBC-Spektrum
wurde die Nachbarschaft eines quartiren Kohlenstoffs mit einer chemischen Verschiebung
von Oc = 153.2 identifiziert. Dieses Kohlenstoffatom ist direkt benachbart zu dem
Briickenkopfatom C-13a. Somit konnte die Methylengruppe und das benachbarte quartiren
Kohlenstoffatom als exocyclische Doppelbindung, in Nachbarschaft zu C-13a, identifiziert
werden.

Zwei der Methingruppen sind unmittelbar benachbart und hatten eine chemische
Verschiebung von dy = 2.39 (2 x) und d¢c = 52.9 und 54.0 (COSY, HMBC). Diese
Verschiebungen sprechen fiir eine Epoxidgruppe. Da iiber die 2 D-NMR-Spektren die
Nachbarschaft zu C-5a und C-8 ermittelt werden konnte, ldsst sich daraus der Strukturteil
eines Epoxids, liegend zwischen C-5a und C-8 ableiten. Durch Umsetzung von Collinolacton
mit m-CPBA wurde also eine Epoxidgruppe an C-6/C-7 generiert. Allein die Funktionalitét
von C-15 stand noch offen. Dem 'H- und *C-NMR-Spektrum war eine letzte Methingruppe

zu entnehmen, die mit einer chemische Verschiebung von dy = 3.98 und dc = 78.9 in tiefem
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Feld lag. Diese Werte deuten auf die Nachbarschaft von Sauerstoff hin. Somit konnte davon
ausgegangen werden, dass C-15 eine Hydroxylgruppe trug. Die Auswertung der NMR-
Experimente deuten  auf  die Struktur  von 14-Methylen-15-hydroxy-6,7-
monoepoxycollinolacton (66) hin (Abbildung 50) und miisste die Summenformel C,;H,507
aufweisen. Um die Nachbarschaften der Protonen, der neu eingefiihrten Gruppen zu
bekriftigen wurde von dem Molekiil eine 2 D-NOESY-NMR-Spektrum aufgenommen.
Ausgewihlte NOE-Korrelationen wurden in Abbildung 50 eingezeichnet.

("N =HmBC { ) =NoE

/_\ = HMBC-Korrelationen, die gegen
den Strukturvorschlag sprechen

Abbildung 50: Postulierte Struktur vom Monoepoxid des Collinolactons (66) mit
ausgewihlten HMBC-Korrelationen (links) und Monoepoxid des Collinolactons (66) mit
ausgewihlten NOE-Korrelationen (rechts).

Zur eindeutigen Beweisfihrung wurde ein HR-ESI-MS-Spektrum der Substanz
aufgenommen. Das Massenspektrum ergab eine Summenformel mit der Zusammensetzung
von Cy;H306 und somit einer Masse von m/z = 376.45. Diese Ergebnisse standen im
Widerspruch zur Auswertung der NMR-Experimente, denn das Massenspektrum ergab eine
Summenformel, der ein Sauerstoffatom fehlte. Welche Mdoglichkeiten der Strukturzuordnung
galt es also noch zu bedenken?

Die Sauerstoffatome der Lactone und die Hydroxylgruppe an C-4 galten als richtig
zugeordnet, da die NMR-Verschiebungen der Umgebungen durch Vergleich mit
Collinolacton (7) sich nicht verdndert hatten. C-6/C-7 zeigte im Collinolacton (7) eine
Doppelbindung. Doppelbindung haben generell eine chemische Verschiebung von oc = 125 —

140. Die chemischen Verschiebungen in dieser derivatisierten Verbindung 66 waren auf dc =
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53 — 54 stark ins Hochfeld verindert und sprechen eindeutig fiir eine Epoxid-Struktur.!'*’! Das
letzte Sauerstoffatom C-15 galt es zu iberdenken. Allein wegen der chemischen
Verschiebungen in "H- und *C-NMR-Spektren war davon auszugehen, dass C-15 sich in der
Nachbarschaft von mindestens einem Sauerstoffatom befand. Auch aus chemischer Sicht ist
es plausibel, dass C-15 eine Hydroxylgruppe trdgt. Der Mechanismus zur Bildung der
Doppelbindung an C-14 kann wie folgt hergeleitet werden. Collinolacton (7) wurde mit m-
CPBA umgesetzt. Als erstes wurde die isolierte Doppelbindung (C-14/C-15) von der Persdure
angegriffen und es entstand ein Epoxid. Durch das negativ polarisierte Sauerstoffatom wurde
der Methylgruppe ein Proton abstrahiert und so entstand sowohl die exocyclische

Doppelbindung an C-14 als auch eine Hydroxylgruppe an C-15 (Abbildung 51).

Abbildung 51: Reaktionsmechanismus zur Generierung der exocyclischen Doppelbindung an
C-14 von 66.

Wire, wie die Massenspektrometrie andeutet, an C-15 keine weitere Funktionalitit gebunden,
miisste im 'H-NMR-Spektrum an der entsprechenden Stelle fiir C-15 eine Methylengruppe
anstatt der beobachteten Methingruppe (o = 3.98 und dc = 78.9) zu beobachten sein.

Der Widerspruch zwischen Massenspektrometrie und NMR-Spektroskopie ist ein noch zu
16sendes Problem. Ein weiteres trat in der Auswertung des HMBC-Experiments auf. Zwei
Kopplungen, die in Abbildung 50 mit grauen Pfeilen angedeutet sind, konnen mit der
gezeigten Strukturaufkldrung nicht erklart werden. Das Proton 15-H zeigt eine
Kreuzkupplung zu den Kohlenstoffatomen C-7 und C-8. Die Kopplung zwischen 15-H und
C-5 ist als *J-Kopplung anzuschen.

Um den Widerspruch zwischen Massenspektrometrie und NMR-Spektroskopie zu kldren,
wire es notwendig einen Kristall dieser Verbindung zu erhalten, um {iiber Rontgen-
Kristallographie die Losung des Strukturproblems zu erhalten. Uber Kristallisationsversuche

wird in dem Kapitel A IV3 gesprochen.
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2.1.2. 15-Hydroxy-triepoxycollinolacton (67)

Da bisher nicht alle Doppelbindungen modifiziert wurden, wurde ein zweiter
Epoxidierungsversuch mit 4 Molédquivalenten m-CPBA durchgefiihrt. Die Umsetzung fand
unter  Argonatmosphidre und bei Raumtemperatur statt, und wurde mittels
Diinnschichtchromatographie kontrolliert. Nach vier Stunden Reaktionszeit wurde die
Umsetzung abgebrochen, da trotz Zugabe von weiteren 0.5 Moldquivalenten m-CPBA die
Reaktion zum Stillstand gekommen war. Auf dem Diinnschichtchromatogramm konnte ein
Produktgemisch von mindestens vier mit Anisaldehyd/H,SO4 gelb anfdrbenden Spots
beobachtet werden, von denen einer Collinolacton (7) war. Weil die Polaritdt durch
Mehrfachepoxidierung verstirkt wird, wurde das Produkt mit dem kleinsten R~Wert auf dem
Kieselgel-DC isoliert. Dieses Produkt 67 konnte in 11% Ausbeute mit 0.5 mg nach

Aufarbeitung erhalten werden.
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Abbildung 52: "H-NMR-Spektrum von 15-Hydroxy-triepoxicollinolacton (67) in CD,Cl,
(600 MHz) gemessen.

Das 'H- und "C-NMR-Spektrum zeigte einen einheitlichen Signalsatz. Dem 'H-NMR-
Spektrum waren 26 Protonen zu entnehmen (Abbildung 52) und dem "*C-NMR-Spektrum 21
Kohlenstoffatome  (Abbildung 53). Ahnlich wie bei der Aufklirung der

Monoepoxycollinolacton-Struktur (66) wurden alle Protonen des 6- und 7-Ring-Lactons
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einschlieBlich der an C-12 gebundenen Ethylgruppe identifiziert, ebenso wie die an C-8
gebundene als Singulett erscheinende Methylgruppe. Die 'H-NMR-Daten des Derivats 67
unterschieden sich stark vom Cyclodecatrien. Die Briickenkopfprotonen zu den Lactonringen
konnten dennoch per COSY- und HMBC-Experiment zugeordnet werden und wichen kaum
von den vorherigen Daten von 66 ab (63, = 2.28 (66) versus 2.44 (67)). Die *C-NMR-
Daten der drei Doppelbindungen (C-6/C-7, C-8/C-9 und C-14/C-15) waren ins Hochfeld
verschoben zu dc = 50.3 — 77.1. Im Vergleich dazu liegen die Doppelbindungen des
Naturstoffs 7 bei einer chemischen Verschiebung von dc = 124 — 139. Aufgrund der
Protonenverschiebung von oy = 1.76 — 3.32 konnte davon ausgegangen werden, dass es sich

um das Strukturelement von Epoxiden handelte.

9 C-13a

C
c-4 Co c3 | cs
C-9a C-16
C-ISNN\C-14\| c5a | [c-17
C-15a \\\ -8 C-13  C-18
C-12 C-7

Abbildung 53: "“C-NMR-Spektrum (150.8 MHz, CD,Cl,) von 15-Hydroxy-triepoxi-
collinolacton (67).

Zur Charakterisierung des Collinolacton-Derivats 67 wurden wie bei dem Monoepoxid 66
2 D-NMR-Daten herangezogen. Uber 2 D-NMR-Experimente konnte ermittelt werden, dass
die Kohlenstoffe C-6/C-7 und C-8/C-9 iiber jeweils einen Sauerstoff als Epoxidstruktur
verbriickt waren. C-15 erfuhr im Derivat 67 im Vergleich zum Collinolacton (7) eine
Hochfeldverschiebung nach dc = 77.1. Mit 15-H (dg = 4.24) konnte davon ausgegangen
werden, dass C-15 eine Hydroxylgruppe trug. Dann galt zu klidren, welche Funktionalititen
C-14 und C-19 trugen. C-14 erfuhr eine chemische Verschiebung von oc = 60.3 und C-19
eine von dc = 40.6. C-19 trug zwei Protonen die als Singuletts im 'H-NMR- Spektrum zu
identifizieren waren, dhnlich der exocyclischen Doppelbindung von 66. In der Verbindung 67
betrugen die chemische Verschiebungen von 19-H,s jedoch dy = 2.58 und 2.64. Da sowohl

die Protonen als auch die Kohlenstoffatome im Vergleich zu 66 zum Hochfeld shifteten,
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wurde diese Einheit als exocyclische Epoxidgruppe an C-14 und C-19 identifiziert. Abbildung
54 kann die postulierte Struktur des Triepoxids des Collinolactons (67) mit der relativen
Stereochemie entnommen werden. Die relative Stereokonfiguration wurde den Spektren eines

2 D-NOESY-NMR-Experiments entnommen.

m = HMBC-Korrelationen

m = HMBC-Kaorrelation, die gegen
' den Strukturvorschlag sprechen

Abbildung 54: Postulierte Struktur von 15-Hydroxy-triepoxicollinolacton (67) mit
ausgewéihlten HMBC-Korrelationen.

Anhand des Reaktionsmechanismus, der dieser Umsetzung zugrunde liegt, kann man
erklaren, warum zwischen C-14 und C-19 ein Epoxid eingefiihrt werden konnte. Da die
Reaktion mit 4 Moldquivalenten durchgefiihrt wurde, konnten zuerst die drei Epoxide an den
drei Doppelbindungen entstehen. Durch die Instabilitdt des Epoxids an C-14/C-15 wird C-
14/C-19 als exocyclische Doppelbindung in Analogie zum Monoepoxid 66 generiert. Im
Reaktionsgemisch stand ein UberschuB3 an m-CPBA zur Verfiigung, um auch die an C-14/C-
19 gebildete Doppelbindung zu epoxidieren. Uber die Reihenfolge der Epoxidierungen kann
im Rahmen dieser Arbeit nur spekuliert werden. Die Umsetzung zum Monoepoxid 66 legt
jedoch nahe, dass C-8/C-9 und C-14/C-19 wahrscheinlich als letzte der Doppelbindungen
epoxidiert wurden.

Zur eindeutigen Beweisfiihrung wurde ein HR-ESI-MS-Spektrum der Substanz
aufgenommen. Das Massenspektrum ergab eine Summenformel mit der Zusammensetzung
von C;Hy30g und somit der Masse von m/z = 408.45. Diese Ergebnisse stehen im
Widerspruch zur Auswertung der NMR-Experimente. Dieser Widerspruch ist analog zum
Monoepoxid 66, denn auch hier erhielt man aus der massenspektrometrischen Untersuchung
eine Summenformel mit der Differenz von 16 Masseneinheiten, also einem fehlenden

Sauerstoffatom.
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Nach der Auswertung der NMR-Daten sollten neun Sauerstoffatome im Molekiil sein. Die
Sauerstoffatome der Lactone und die Hydroxylgruppe an C-4 konnten sicher zugeordnet
werden, da die NMR-Verschiebungen der chemischen Umgebung durch Vergleich von NMR-

Daten mit Collinolacton (7) keine erhebliche Veridnderung aufwiesen.

C-Atom (5pcpfn6) g)cpfg) 511 66 (ppm) 511 67 (ppm)
C-2 1712 170.8 - -
C-3 41.9 42.0 2.74 (dd, J =38, 13) 2.73 (dd, J= 6.5, 13.5)
2.94 (dd, J=38, 13) 2.99 (dd, J=9.0, 13.5)
C-4 64.0 63.5 4.35-4.39 (m) 4.40 (m)
C-5 343 33.8 1.67 (m) 1.58 (m)
2.15 (m) 2.17 (ddd, J = 3.0, 8.0, 8.0)
C-5a | 43.0 443 2.38 (m) 2.17 (m)
C-6 52.9 54.5 2.39 (m) 1.76 (dd, J=11.5, 11.5)
C-7 54 50.3 2.39 (m) 2.48 (d,J=11.5)
C-8 1388 584 - -
Cc9 1278  6l.1 6.22 (dd, J =3, 3.5) 3.32(d, J=17.5)
C9a | 453 44.1 2.89 (dd, J=17, 8) 2.37 (m)
C-10 | 173.6 1725 - -
C-12 | 78.8 78.7 4.35-4.39 (m) 4.02 (m)
C-13 | 32.8 26.7 1.74 (m) 1.50 (m)
2.19 (ddd, J=2.5, 3.5, 15) 1.80 (m)
C-13a | 41.7 36.6 2.28 (ddd, J =3, 8.5, 8.5) 2.44 (dd, J = 10, 10)
C-14 1532 603 - -
C-15 | 789 77.1 3.98 (dd, J =10, 10) 424 (dd, J=2.5, 6.5)
C-15a | 79.6 77.5 5.15 (dd, J =4, 8.5) 3.98 (dd, J=11.5, 11.5)
Cc-16 | 213 18.3 2.00 (s) 1.45 (s)
C-17 | 282 28.0 1.64 (m) 1.60 (m)
1.76 (m) 1.66 (m)
C-18 9.6 9.4 1.02 (dd, J=17.5,7.5) 0.98 (dd, J=17.5,7.5)
C-19 1051  44.6 5.00 (s) 2.58 (s)
5.11 (s) 2.64 (s)

Tabelle 10: Vergleich *C- und '"H-NMR-Daten (CD,Cl,, 600 MHz) in ppm der mono- 66
und triepoxidierten 67 Syntheseprodukte. Starke Abweichungen der NMR-Daten zwischen
den Daten der Derivate wurden grau unterlegt. Die angegebenen “Jiy y-Kopplungskonstanten
sind in Hz angegeben.

C-6/C-7 und C-8/C-9 zeigten im Collinolacton (7) Doppelbindungen, deren chemische
Verschiebung bei dc = 125 — 140 lagen. Die *C-NMR-Daten der Triepoxy-Verbindung 67

waren stark ins Hochfeld verschoben zu dc = 50 — 61. Diese Werte konnten durch Vergleich
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11231 a1s Epoxid-Funktionalitit angesehen werden. Wegen der Analogie zum

mit der Literatur
Monoepoxid 66 wurde eine weitere Hydroxylfunktion, als an C-15 gebunden, zugeordnet. Ein
Sauerstoffatom, das es zuzuordnen galt, verbriickt C-14 und C-19 zu einem exocyclischen
Epoxid. Durch den Vergleich mit Literaturdaten z. B. Fumagillin''**"! oder Mer-f3'*! kann
dieser Strukturvorschlag als folgerichtig behandelt werden, jedoch gilt es das Paradoxon aus
Massenspektrometrie und NMR-Spektroskopie zu kléren.

Das HMBC-Experiment zeigte beim Derivat 67 eine nicht zu erkldrende Korrelation. In
Abbildung 54 ist sie als grauer Pfeil eingezeichnet. Die Korrelation des 15-H auf das
Kohlenstoff C-7 ist anhand eines HMBC-Experiments nicht zu erkldren. Diese Korrelation
wurde in den HMBC-Spektren des Derivates 66 ebenso gefunden. Auch wenn eine erneute
Analogie zwischen den beiden Derivaten festgestellt werden konnte, kann dieses Phanomen

nicht geklart werden. Aus Griinden der geringen Substanzausbeute von 0.5 mg konnte das

Triepoxid des Collinolactons (7) bisher nicht in Kristallisationsversuche eingesetzt werden.

2.2. Reduktion mit Pd/C und H; zum (6,7,8,9)-Tetrahydrocollinolacton (68)

Die katalytische Hydrierung von C-C-Doppelbindungen ist die wichtigste Methode, um
Wasserstoff an eine Doppelbindung zu addieren. Als Katalysatoren werden hauptsichlich
Ubergangsmetalle, wie z. B. Platin, Palladium!'*” wund Nickel''” auf inerten
Tragermaterialien eingesetzt. Eine Enantioselektivitdt dieser Systeme ist nicht gegeben. Da
bei der Reaktion von Collinolacton (7) die Stereoselektivitit, die etwa mit einem Wilkinson-

Katalysator!'**!

erzielt werden kann, nicht von Interesse war, sondern ein moglichst hoher
Umsatz erzielt werden sollte, wurde Pd/C (10%) als Katalysator gewihlt.

Collinolacton (7) wurde, mit einem Massendquivalent Pd/C (10%) versetzt, unter H»-
Atmosphdre tlber 17h bei Raumtemperatur geriihrt und die Reaktion mittels
Diinnschichtchromatographie verfolgt. Man beobachtete das Ausbleiben der UV-Loschung
bei 254 nm des Collinolactons (7) und beendete die Reaktion. Nach Aufreinigung des
Syntheseproduktes 68, dass sich mit Molybdatophosphorsidure-Losung (MOPS) blau anfarben
lieB, konnte (6,7,8,9)-Tetrahydrocollinolacton (68) in 14% Ausbeute (1.2 mg) nach
Aufreinigung erhalten werden.

Dem DCI-MS-Spektrums konnte eine Masse mit m/z = 382.4 als [M+NH,]-Peak entnommen
werden. Aus diesem Ergebnis lieB sich ableiten, dass die Summenformel des

Syntheseproduktes C,H3,0s war. Aufgrund schlechter Ionisierbarkeit des Tetrahydro-
collinolactons (68) konnten keine Ergebnisse aus den Messungen der EI-MS-, ESI-MS und
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HR-ESI-MS-Spektrometrie  erhalten werden. Das °C-NMR-Spektrum zeigte 21
Kohlenstoffatome (Abbildung 55), von denen zwei als Estercarbonylgruppen bei oc = 173.3
und 174.2 auszuwerten waren. Ferner waren zwei Kohlenstoffatome im olefinischen Bereich
(dc = 135.1, 128.3) zu beobachten. Die Kohlenstoffatome C-4 waren bei dc = 67.0, C-12 bei
oc = 76.6, und C-15a bei 70.6 mittels HMBC-Experiment eindeutig identifiziert. Zusitzlich
konnten dem “C-NMR-Spektrum 14 Kohlenstoffatome im Bereich von dc = 9.7 — 51

entnommen werden.

C-8
C-9a (6
C-5a .13
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C-18
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Abbildung 55: "C-NMR-Spektrum des 6,7,8,9-Tetrahydrocollinolacton (68) in C¢Ds
(150.8 MHz) gemessen.

Das '"H-NMR-Spektrum zeigte 31 Protonen, von den drei Methyl-, sieben Methylen- und acht
Methingruppen waren. Ebenso wie in den Syntheseprodukten der Epoxidierungen 66 und 67
konnten die 'H- und *C-NMR-Daten der zwei Lactonringe mit der C-12-Ethylgruppe durch
Vergleich mit den NMR-Daten des Naturstoffs 7 zugeordnet werden. Durch die Umsetzung
des Collinolactons (7) mit dem Hydrierungsagenz wurde das Cyclodecatrien verdndert. Da
das *C-NMR-Spekrum zwei Kohlenstoffatome im olefinischen Bereich zeigte, konnte davon
ausgegangen werde, dass nur zwei Doppelbindungen hydriert wurden. Dies stand im Einklang
mit dem Ergebnis aus der Massenspektrometrie. Es galt zu kldren, welche der Doppelbindung
noch vorhanden war. Da das 'H-NMR-Spektrum sieben Methylengruppen zeigte, war
sichergestellt, dass eine der Doppelbindungen erhalten geblieben war, die eine Methylgruppe
trug. Da die Methylgruppe C-19 mit der chemischen Verschiebung von oy = 1.26 und dc =
12.6 als Singulett in '"H-NMR-Spektrum erschien, konnte man darauf schlieBen, dass die C-
14/C-15 Doppelbindung intakt war.
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Abbildung 56: Struktur des (6,7,8,9)-Tetrahydrocollinolacton (68) mit 'H,'H (fett) und
'H,"C (Pfeile) Konnektivititen erhalten aus COSY- und HMBC-Experimenten (ausgewéhlte
HMBC Korrelationen).

C-Atom | 6c 7 in ppm Jc 68 in ppm Oon 7 in ppm oy 68 in ppm
2 170.3 173.3 quartar quartér
3 42.7 42.0 2.40,2.90 2.07,2.19
4 62.3 67.0 3.62 3.88
5 34.6 33.1 1.55,1.91 1.44,2.20
Sa 43.1 41.8 2.65 1.56
6 126.5 25.1 5.00 0.97, 1.96
7 139.0 29.5 5.62 0.98, 1.09
8 135.0 40.0 quartir 1.61
9 124.4 36.8 6.18 1.20
9a 40.3 40.8 2.78 1.92
10 172.4 174.2 quartar quartér
12 77.0 76.6 3.78 3.70
13 32.4 28.5 1.22,1.32 1.25,1.49
13a 46.3 47.6 2.20 2.03
14 133.1 128.3 quartir quartar
15 134.0 135.1 4.80 542
15a 81.7 70.6 5.30 4.56
16 19.0 22.2 1.88 0.93
17 28.2 30.4 1.20, 1.43 1.34,1.43
18 9.2 9.7 0.81 0.84
19 12.5 12.6 1.12 1.26

Tabelle 11: 'H- und *C-NMR-Daten (600 MHz, C¢D¢) des Collinolactons (7) im Vergleich
mit (6,7,8,9)-Tetrahydrocollinolactons (68). Starke Abweichungen zwischen den Derivaten
sind grau unterlegt.

Anhand der 2 D-NMR-Spektren (IH,IH—COSY, HSQC, HMBC) konnte die Struktur bestétigt

werden. Die Konnektivititen zwischen den protonentragenden Gruppen wurde durch die
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Auswertung des 'H,'H-COSY-Spektrums erfasst. Die Auswertung des HMBC-Spektrums
ergab, dass die Protonen von 19-CHj3 auf C-15 der Methingruppe koppelten und das Proton
13a-H auf C-19 der Methylgruppe. Die 'H- und "*C-NMR-Daten sind in Tabelle 11

zusammengefasst.

3. Kristallisation der Derivate

Zur Absicherung der neuartigen, tricyclischen Collinolacton-Struktur sowie der absoluten
Stereochemie wurden verschiedene Versuche zur Kristallisation des Collinolactons (7)
unternommen. Jedoch konnten aus unterschiedlichen Losungsmitteln (MeOH, Aceton,
CH,Cl;) bzw. Losungsmittelgemischen (Aceton/Wasser, Aceton/Pentan) keine fiir die
Rontgenstrukturanalyse tauglichen Kristalle erhalten werden. Auch der Versuch zur
Verbesserung der Kristallisationseigenschaft des Collinolactons (7) durch Veresterung an 4-
OH mit ortho- und para-Brombenzoesdure schlugen fehl. Grund mag das bei den veresterten
Derivaten 61, 62 vorliegende Rotamerengleichgewicht sein, das eine Kristallisation
verhinderte. Hier wurden Kristallisationsexperimente nach der Abdampfmethode mit den
oben genannten Losungsmitteln und Losungsmittelgemischen bei unterschiedlichen
Temperaturen (RT, 4°C und -20°C) durchgefiihrt.

Die am Cyclodecatrien modifizierten Derivate 66 — 68 zeigten in den NMR-Spektren
erfreulicherweise nur noch einen einfachen Spektrensatz. Allein das Monoepoxy-Derivat 66
konnte in guten Ausbeuten dargestellt werden, so dass 9.1 mg zur Kristallisation zur
Verfiigung standen. Aus einer Losung mit einer Konzentration von 3 mg/mL in CD,Cl, bei
- 20°C (NMR-Ro6hrchen) konnten Kristalle erhalten werden. Die Rontgenstrukturanalyse der
Kristalle wurde in der Arbeitsgruppe G. SHELDRICK durchgefiihrt und ist derzeit noch in
Bearbeitung. Die erfolgreiche Durchfiihrung einer Rontgenstruktur-Analyse ist besonders
attraktiv, damit konnte nicht nur die Stereochemie der Struktur des Collinolactons (7),
sondern auch das Paradoxon der Epoxidderivate (66, 67) aus der Analyse der Masse- und

NMR-Spektren geklart werden.

4. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit konnten sieben neue Collinolacton-Derivate 59, 60, 61, 62, 66, 67
und 68 semisynthetisch in Ausbeuten von 0.5 — 45.3 mg dargestellt werden. Die Derivate sind

in Abbildung 57 zusammengefasst. Diese Verbindungen sind nicht literaturbekannt, d. h. in
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threr Struktur vollig neuartig Vier Derivate wurden iiber eine Veresterung an der
Hydroxylgruppe von C-4 hergestellt. Es konnte ein acetyliertes 59, ein benzoyliertes 60 und
zwei brombenzoylierte (ortho 61 und para 62) Collinolactonderivate dargestellt werden.
Dabei wurden unterschiedliche Agenzien verwendet. Zum einen wurde mit Acetanhydrid in
Pyridin gearbeitet, zum anderen konnten die freien Sduren, mit EDCI als Kupplungsagenz
und DMAP als Katalysator umgesetzt werden. Als drittes Veresterungssystem wurde ein
Séurechlorid mit DMAP als Katalysator gewihlt. Die Ausbeuten dieser Reaktionen, die nicht
optimiert wurden, zeigten, dass alle drei Moglichkeiten effektive Reaktionen mit guten

Ausbeuten darstellen.

59, 91%

Acetanhydrid
Pyridin

Benzoesaure
EDCI, DMAP

CH.CI,
p-Brombenzoesaure (6]
“oH EDCI,DMAP 60, 42% o]
67, 11% PdiC, ,
H, CH,CI,
MeOH 0-Brombenzoe- 0 o Br
CH.CI saure, EDCI,
2= DMAP o
e}

61, 39% o
“OH

68, 14%

Br

o]
62, 72% o

Abbildung 57: Im Rahmen dieser Arbeit dargestellte neue Collinolactonverbindungen 59 —
62, 66 — 68. Funktionalisierungen der Hydroxylgruppe von C-4 (rechts), Umsetzungen an den
Doppelbindungen (links).

Die Auswertung der NMR-Spektren von 59 — 62 zeigte, dass alle an C-4 modifizierten
Verbindungen 59 — 62 der Rotationsisomerie unterliegen. Die Einfiihrung eines sperrigen
Substituenten an C-4 fiihrte nicht zur erhofften rdumlichen Fixierung des Cyclodecatriens.
Die Aufkldrung der Strukturen aller vier Derivate 59 — 62 erfolgte sowohl fiir das jeweilige
anti- und das jeweilige syn-Rotamer durch 'H-, *C- und HSQC-NMR-Daten. HR-ESI-MS-

Daten bestétigten die Summenformeln und Massen der neuen Verbindungen 59 — 62.
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Weiterhin konnten drei Derivate 66 — 68 synthetisiert werden, die nur ein Konformer in
durchgefiihrten NMR-Experimenten zeigten. Die Modifizierung an den Doppelbindungen des
Cyclodecatriens erbrachte drei nicht literaturbekannte Verbindungen. Es konnten zwei
epoxidierte und ein hydriertes Derivat 68 generiert werden. Die Epoxydderivate 66 und 67
wurden durch Umsetzungen mit m-CPBA in unterschiedlichen Moléqgivalenten (1 eq. und 4
eq.) dargestellt. Zu beachten war, dass durch die Umsetzung mit einem Moldquivalent m-
CPBA nicht nur die einzelne Doppelbindung C-14/C-15 angegriffen wurde, sondern auch die
als stabil geltende konjugierte Doppelbindung (C-6 bis C-9). Da bei dieser Reaktion zwei
Doppelbindungen vom Epoxidierungsreagenz angegriffen wurden, konnte die Ausbeute 50%
nicht iiberschreiten. Insofern ist die Reaktionsausbeute von 35% (9.1 mg) als sehr hoch
anzusehen. Im Gegensatz dazu wurde das Triepoxid 67 mit 11% Ausbeute in einem nicht
befriedigenden Maf} dargestellt. Das konnte unter anderem an der Isolierungsmethode liegen,
denn die Epoxide wurden iiber Sdulenchromatographie an Kieselgel, einem sehr sauren
Chromatographiematerial, aufgereinigt. So konnten die Epoxydfunktionen zerstért worden
sein. In Zukunft sollte auf RP-Material zuriickgegriffen werden. Die Widerspriiche der
Ergebnisse aus der Massenspektrometrie und der NMR-Spektroskopie bei der
Strukturaufklarung von 66 und 67 sind bisher nicht ausreichend geklart. Interessanterweise
trat das Phdnomen ,,des fehlenden Sauerstoffs® bei beiden Epoxidderivaten auf, so dass von
einem dhnlichen Prinzip bei 66 und 67 gesprochen werden kann. Anhand einer Hypothese
iiber den Reaktionsmechanismus der Epoxidierung von 66 und 67 konnte ein Einblick iiber
die Stabilitdt und Reaktivitit der Doppelbindungen des Cyclodecatriens gegeben werden.

Ein weiteres Derivat, das synthetisiert wurde war das Tetrahydrocollinolacton (68). Es wurde
durch Reduktion mit Pd/C, H, mit 14% Ausbeute dargestellt. Um zukiinftig eine hohere
Ausbeute zu erzielen, ist dariiber nachzudenken, ob eine schonende Aufreinigung liber RP-
Material geeigneter wire. Aufgrund der hohen Anzahl von neu eingefiihrten
Methylengruppen, war die Auswertung des 'H-NMR-Spektrums eine Herausforderung. Da
das *C-NMR-Spektrum nur einen einfachen Signalsatz von 21 Kohlenstoffatomen zeigte,
konnte bewiesen werden, dass eine einheitliche Verbindung und kein Konformerengemisch
vorlag.

Interessanterweise konnten die Reaktionszentren von m-CPBA und Palladium/Kohle im
Collinolacton (7) nicht miteinander verglichen werden. Wiahrend die Persdure zuerst die
isolierte Doppelbindung angreift, hydriert Pd/C, H, in einem hoheren Malle zuerst die

konjugierte und somit die sterisch ungehinderte Doppelbindung.
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Mit diesen sieben Derivaten des Collinolactons 59 — 62, 66 — 68 konnte gezeigt werden, dass
die Derivatisierung der Hydroxylgruppe an C-4 zu keiner Aufhebung der Rotamere fiihrt,
hingegen die drei Derivatisierungen an den Doppelbindungen des Cyclodecatriens ein

einheitliches Konformer zur Folge hatten.
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V Biologische Untersuchungen zum Collinolacton

1. Molekularbiologische Arbeiten zum Stamm Go6 40/10

Die molekularbiologischen Arbeiten, insbesonders das Primerdesign, die PCR, DNA-
Isolierung und Sequenzierung wurden in enger Kooperation mit dem Arbeitskreis Priv. Doz.
Dr. R. DANIEL und seiner Mitarbeiterin CAROLA SIMON an der Universitit Gottingen
durchgefiihrt.

1.1. Hypothese zum Biosynthesegencluster des Collinolactons

Wie in Kapitel III beschrieben, konnte eine Hypothese zum Aufbau des
Kohlenstoffgrundgeriistes des Collinolactons (7) und der Herkunft des Sauerstoffatoms an
Position 1 durch Fiitterungsexperimente formuliert werden. Es kann auf die Beteiligung von
Enzymen eines PKS I-Genclusters geschlossen werden. Im Folgenden wird die postulierte
Biosynthese diskutiert, die sich unter Annahme einer beteiligten Polyketidsynthase I zum
Aufbau eines Nonaketids und weitere Tayloring-Enzyme zur Funktionalisierung des
Collinolactons (7) ergibt.

Die PKS I zur Collinolacton-Biosynthese sollte wie folgt organisiert sein: Das Lade-Modul,
welches die Kettenstartereinheit, als Coenzym-A-Thioester an ACP bindet, ist aus zwei
Doménen aufgebaut, der Acyltransferase (AT) und dem Acyl-Carrier-Protein (ACP). Die
Kettenverldngerung findet unter Aktivierung von Malonsdure zu Malonyl-CoA und Bindung
an die AT mit nachfolgender Ubertragung durch die Ketosynthase (KS) statt. Anschliefend
findet die Funktionalisierung der Startereinheit durch die Ketoreduktase (KR) zur
Hydroxylgruppe statt. Eine weitere Kettenverldangerung mittels AT und KS um eine
Propionateinheit wird von den enzymatischen Aktivitdten des Moduls 2 vermittelt, durch das
die Funktionalisierung der Propionateinheit zu einer Doppelbindung von einer Ketoreduktase
(KR) und einer Dehydratase (DH) katalysiert wird. Die Kettenverlangerungen und
Funktionalisierungen werden gemall Abbildung 58 bis zum Nonaketid weiter fortgefiihrt. Das
End-Modul des Multienzymkomplexes sollte eine Doméne enthalten, die eine Thioesterase
(TE) tragt, die den S-Keto-Thioester von dem Protein abldst und den Ringschluss zum Lacton
einleitet. AbschlieBend wird das Molekiil durch post-PKS-Enzyme modifiziert. Es konnen

konkrete Vermutungen angestellt werden, welche Art von Reaktionen hier ablaufen miissen.
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Es stellen sich dabei folgende Fragen: Ist am Aufbau des Collinolactons (7) eine Diels-
Alderase beteiligt? Die Existenz von Diels-Aldereasen ist ein dulerst kontrovers diskutiertes
Thema in der Literatur."**%"!" Wird die [6+4]Cycloaddition, die zum Ringschluss des
Collinolactons  (7) fiilhrt durch ein Enzym katalysiert oder sind allein
thermodynamische/kinetische Effekte, z. B. Faltung des Nonaketids im PKS-Enzymkomplex
dafiir verantwortlich? Wie konnte eine Baeyer-Villiger-Monooxygenase aussehen, die die

Vorstufe Collinoketon (56) zum Collinolacton (7) oxidiert?

Laden Modul 1 Modul 2 Modul 3 Modul 4 Modul 8 Ende

DH KR DH KR
' Ks AT KS AT ACP_KS AT

el

OH

Abbildung 58: Biosynthese-Hypothese des Collinolactons (7) durch eine PKS I mit spéten
Biosyntheseschritten: Lactonisierung, [6+4]Cycloaddition ([6+4]CA), Baeyer-Villiger-
Oxidation (BVO).

Um die verbleibenden Fragen zur Biogenese des Collinolactons (7) beantworten zu konnen,
ist es notwendig, den Biosynthesegencluster zu identifizieren, zu sequenzieren und

biochemisch zu charakterisieren.
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1.2. Kartierung von Cosmiden des Stammes G6 40/10

Um den hypothetischen Aufbau des Biosynthesegenclusters zu {iberpriifen, wurden erste
molekulargenetische Arbeiten durchgefiihrt. Grundlage dieses Ansatzes ist die Tatsache, dass
Gene durch Sonden-Screening, die aus bekannten analogen Genen anderer Organismen
hergestellt worden sind, lokalisiert werden kdnnen. Durch die anschlieBende Annotation ist es
auch in vielen Fillen moglich auf ihre Funktion zu schlieen.

Die erste Aufgabe besteht darin, den Gencluster der Collinolactonbiosynthese in der
genomischen DNA ausfindig zu machen. Dazu wurde der Stamm Streptomyces sp. G6 40/10
im Rahmen dieser Arbeit zunichst durch Verdiinnungsausstriche vereinzelt und iiberimpft.
Anschlieffend folgte eine Kultivierung der vereinzelten Kolonien unter Standardbedingungen
(B. X1I3.1), um die erfolgreiche Produktion des Collinolactons (7) zu iiberpriifen. Dies war
notwendig, um sicherzustellen, dass im néchsten, kostenintensiven Schritt, ndmlich der
Herstellung und Charakterisierung einer Cosmidbank der betreffende Klon den Collinolacton-
Biosynthesegencluster enthalt.

Aus einer Kolonie des Stammes GO 40/10 wurde von der Firma Combinature unter
Verwendung des integrativen Vektors pOJ436 (Abbildung 59) eine Cosmidbank angelegt.
Zur DNA-Extraktion wurde Mycel des Stammes G6 40/10 in Agarose eingebettet, die DNA
partiell mit dem Restriktionsenzym Sau3A gespalten und isoliert. Hierbei entstanden DNA-
Fragmente einer durchschnittlichen Groe von mehr als 35 kb, die in den Cosmidvektor
p0OJ436 ligiert wurden. Dieser war 11.1 kbp grof3 und besall auBer einer @C3/ Integration-
Site und der fiir die Erkennung wichtige attP-Site eine BamHI-Schnittstelle. Daneben waren
im Cosmid ein Apramycin-Resistenzgen (aac3IV) zur Selektion und eine ori- sowie eine
oriT-Region (,,origin of replication”) zur Replikation vorhanden. Die bis zu 35 kbp
Streptomyceten-DNA enthaltenden Cosmide wurden durch Elektroporation in kompetente E.

coli Zellen (DH5a) eingefiihrt und kultiviert.
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Abbildung 59: Integrativer Cosmid-Vektor pOJ436.

Das Ziel, dass verfolgt wurde ist die Identifizierung, Sequenzierung und Annotation des
Biosynthesegenclusters des Collinolactons (7). Bei der Betrachtung der Struktur von
Collinolacton (7) fiel auf, dass das Grundgeriist keine spezifischen Funktionalititen, wie
halogenierte Substituenten, Zucker, oder dhnliches trdgt, fiir die ausgearbeitete Sonden zu
erhalten waren. Es war anzunehmen, dass das Collinolacton (7) auf dem Weg der Polyketide
aufgebaut wird (vgl. Kapitel A III). Und wie in Kapitel II beschrieben, war bekannt dass der
Stamm G0 40/10 die Ansamycine bildet, die durch AHBA als Startereinheit gebildet werden.
Vor diesem Hintergrund wurden die Arbeiten zur Erstellung einer Cosmidbank bei
Combinature durchgefiihrt. Nach Isolierung der Cosmid-DNA wurde mittels der Sonden
PKSI-2214 auf PKS-I Genanaloga und DEG-AHF2 auf Geldanamycin-AHBA Genanaloga
gepriift. Die insgesamt 81 E. coli Kulturen, die die betreffenden PKSI-2214 positiven und die
DEG-AHF2 negativen Cosmide enthalten, wurden darauthin von Combinature weitergeleitet.
Die 81 E. coli Kulturen, die im Rahmen dieser Arbeit bearbeitet wurden, sind also reine PKS-
I positive Kulturen, die keine DNA-Fragmente enthalten, um AHBA zu produzieren (AHBA-
negativ). Der Stamm GO 40/10 kann aber noch weitere PKS-I Produkte, wie die
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Cineromycine oder Butyrolactone bilden. Somit musste eine Strategie erarbeitet werden, wie
diese 81 E. coli Kulturen selektiert werden konnten. Die Idee, die im Folgenden verfolgt
wurde, ist die Erarbeitung einer vollstindig neuen, nicht literaturbekannten und spezifischen
Sonde zur Erkennung der Baeyer-Villiger-Monooxygenase. Um eine Sonde zu entwickeln,
miissen als erstes spezifische BVMO-Primerpaare entwickelt werden, die in PCR-
Experimente (Polyketidkettenreaktionen) benutzt werden. In den PCR-Reaktionen werden
BVMO-konservierte Regionen amplifiziert, die in weiteren Experimenten als BVMO-Sonde
dienen. Um mit dieser neuentwickelten Sonde an den Biosynthesegencluster des
Collinolactons (7) zu gelangen, muss die BVMO-Sonde radioaktiv oder fluoreszierend
markiert werden und dann die 81 positiven Klone anhand des Southern Blots (B. XIII1.6)
selektiert werden. Dazu wurden die 81 E. coli Kulturen kartiert und anschlieend durch einen
Southern Blot an eine Nylonmembran fixiert werden.

Die E. coli Kulturen wurden per Verdiinnungsausstrich vereinzelt und Kultivierungen von den
einzelnen Cosmid-Klonen durchgefiihrt. Nach alkalischer Lyse der Zellen wurde die Cosmid-
DNA durch eine Mini-Priparation (B. XIII1.6) isoliert. AnschlieBend wurde die erhaltene
DNA mit BamHI vollstindig verdaut, die Fragmente durch Gelelektrophorese aufgetrennt und
mit Ethidiumbromid angefédrbt (Abbildung 61). Es wurde von dem Agarosegel ein Southern
Blot angefertigt, der in Zukunft direkt mit der spezifischen BVMO-Sonde hybridisiert werden

kann. Die durchgefiihrten Arbeiten sind in Abbildung 60 zusammengefasst.
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Vereinzelung G6 40/10

Auffinden eines Collinolacton
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Abbildung 60: Flussdiagramm iiber die durchgefiihrten und geplanten molekularbiologischen
Arbeiten zum Stamm GO 40/10. Arbeiten, die ellipsoid unterlegt sind, wurden in Gottingen

durchgefiihrt. Rechteckig unterlegte wurden bei Combinature in Berlin ausgefiihrt.
Anstehende Arbeiten sind grau unterlegt.
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Die Auswertung der Agarosegele nach BamHI-Verdau zeigte, dass offensichtlich alle
Cosmide iiberlappende DNA-Fragmente zeigten. Daraus konnte gefolgert werden, dass in der
vorliegenden Cosmidbank aus Streptomyces sp. GO 40/10 die Gencluster in unmittelbarer
Nachbarschaft auf dem DNA-Strang liegen oder zufilligerweise DNA-Fragmente von nur
einem Polyketid kloniert wurden. Die Gesamtlidnge der klonierten DNA wurde zu ~ 85 kbp
bestimmt. Die Bandenmuster der Gelelektrophorese wurden auf Ubereinstimmungen
ausgewertet. Es wurden acht unterschiedliche Familien gefunden. Von jeder Familie wurde
ein Cosmid ausgewihlt, um die Zahl der Cosmide, mit denen gearbeitet wurde mdoglichst

klein zu halten. Die acht Cosmide waren CB-2214-39, -41, -43, -53, -65, -68, -94 und -95.

Leiter 37 39 41 43 L 46 50 52 54 Leiter
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Abbildung 61: 17 Proben der Cosmidbank (CB-2214-37 - 55) nach BamHI-Verdau (1 h),
Auftrennung per Gelelektrophorese und Anfirbung mit Ethidiumbromid bei 366 nm. Es
wurden 3 puL einer DNA-Leiter (1 kb, Promega) aufgetragen (links, mitte, rechts).
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1.3. Literaturbekannte BVMQO-Reaktionen

Wie eingangs erwdhnt, miissen zur Entwicklung von BVMO-Sonden zunichst spezifische
BVMO-Primer designt werden, mit denen PCR-Experimente gemacht werden konnen. Dazu
wurde die Literatur zu Baeyer-Villiger-Reaktionen, -enzymen und -genen gepriift und nur
fiinf Beispiele gefunden. Diese in der Literatur gefundenen Gensequenzen wurden auf
Homologien untereinander gepriift, um die konservierten Regionen zur Konstruktion einer
spezifischen BMVO-Sonde zu erhalten. Innerhalb der Sekundidrmetabolite aus
Streptomyceten sind die Angucycline eine groBe Familie, die Baeyer-Villiger-
Monooxygenasen zum Aufbau ihrer Sekundéirmetabolite verwenden. Angucycline wurden
1986 als neue Klasse von Antibiotika in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. A. ZEECK
klassifiziert.*) Die Vertreter dieser Klasse zeigen ein breites biologisches Wirkungsspektrum
wie z. B. cytostatische, antivirale, antibakterielle und enzyminhibierende Wirkung. Die
Angucyclin-Antibiotika besitzen ein tetracyclisches angulares Benzanthracengeriist. In der
Literatur konnten drei Vertreter der Angucycline Urdamycin L (19), Jadomycin B (69),
Landomycin E (70) gefunden werden, die die Aktivitit von Baeyer-Villiger-Monooxygenasen

zum Aufbau ihrer Sekundarstoffstruktur nutzen.

Abbildung 62: Finf verschiedene literaturbekannte Vertreter 19, 69 — 72, die zum
biosynthetischen Aufbau eine Baeyer-Villiger-Monooxygenase bendtigen.

Es wurden zwei weitere Vertreter gefunden, das Mithramycin (71) zu den Aureolsdure-

Antibiotika gehort und das p-Rubromycin (72) mit Hydroxynaphthoquinon-Chromophor
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(Abbildung 62). Beim Autbau dieser fiinf Naturstoffe 19, 69 - 72 wurden Gene postuliert, die
eine Baeyer-Villiger-Monooxygenase codieren.

Die fiinf Naturstoffe wurden im Detail zu ihrem Biosynthesemechanismus untersucht und die
daran beteiligten Genen charakterisiert, um zu analysieren, welche Reaktionen von
potenziellen BVMOs katalysiert werden, und um deren Gensequenz auf Homologien zu
untersuchen. Das Vorhandensein von Sequenzhomologien ist eine notwendige
Voraussetzung, fiir die Konstruktion einer spezifischen BMVO-Sonde und damit fiir die

erfolgreiche Isolierung des Biosynthesegenclusters des Collinolactons (7).

Urdamycin L

Urdamycin L (19) ist ein "shunt-Produkt" aus Streptomyces fradiae Tu 2717, welches auf
dem Biosyntheseweg zum Urdamycin A aus UWM 6 (17) gebildet werden kann, wenn das
Enzym UrdM eine Mutation aufweist. Anhand Abbildung 63 ist zu erkennen, dass UrdM
sowohl die Baeyer-Villiger Oxidation zwischen C-12b und C-1 zum Siebenring-Lacton, als
auch fiir die anschlieBende Umlagerung dieses Lactons zu einer Hydroxylgruppe an C-12b
vermittelt. Untersuchungen zeigten, dass ein am C-terminalen Ende mutiertes UrdM nicht

11321 S0 wird die Biosynthese an C-12b

mehr in der Lage ist die Umlagerung durchzufiihren.
auf der Stufe des Lactons unterbrochen. Weitere Oxidationen am Ring C, fiir die nicht UrdM
verantwortlich ist, fiilhren zur Bildung des chinoiden Grundgeriistes von Urdamycin L (19).
Da nicht mutiertes UrdM die Umlagerung zur Hydroxylgruppe durchfiihrt und somit der
Biosyntheseweg zur Produktion von Urdamycin A moglich ist, kann davon ausgegangen
werden, dass die Fihigkeit von UrdM eine Baeyer-Villiger Oxidation zum Lacton

durchzufiihren, in Richtung des N-terminalen Endes codiert ist.!'*



BIOLOGISCHE UNTERSUCHUNGEN ZUM COLLINOLACTON 99

o ~OH
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@ aus O, Urdamycin A
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Abbildung 63: Mechanistische Uberlegungen zur Urdamycin-Biosynthese: bei C-terminaler
Mutation von UrdM zum Urdamycin L (19) und bei nicht mutiertem UrdM zum Urdamycin
A.

Jadomycin B

UMW 6 (17) ist dhnlich wie bei den Urdamycinen in der Biosynthese des Jadomycins ein
instabiles frithes Intermediat. So wird UMW 6 (17) durch JadF zu einem Siebenring-Lacton
oxidiert, welches zum Jadomycin B (69) durch weitere Enzyme u. a. hydrolysiert, oxidiert
und glykosyliert wird (Abbildung 64)."’! Jadomycin B wird vom Stamm Streptomyces
venezuelae ISP 5230 produziert.

17
@ aus O, 69

Abbildung 64: Umwandlung des UWM 6 (17) zum Jadomycin B (69) unter Beteiligung von
JadF, einer Baeyer-Villiger Monooxygenase.

Landomycin E
Am Autbau des Landomycins E (70) sind zwei Gene beteiligt, die nicht explizit als Baeyer-

Villiger-Monooxygenasen in der Literatur gefiihrt werden. Dennoch sind sowohl LndE aus
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Streptomyces cyanogenus S136 als auch LndM?2 aus Streptomyces globisporus 1912 als
bifunktionale Oxygenase-Reduktase-Proteine bekannt und sollten nach der hier vorliegenden
Analyse der post-Reaktionsmechanismen fiir eine Baeyer-Villiger-Oxidation verantwortlich

sein.[13?

I Abbildung 65 zeigt einen Ausschnitt aus dem hypothetischen Biosyntheseweg zu
Landomycin E (70) unter Beteiligung der zwei oben genannten Oxido-Reduktasen. Aus zehn
Acetateinheiten wird durch eine PKS vom Typ II eine Polyketidkette aufgebaut, die durch
LndFE katalysiert, das Tetrangomycin (73) bildet. LndM?2 katalysiert die oxidative Einflihrung
einer Hydroxylgruppe an C-6 im Ring B zum Rabelomycin (74). Ein zweiter Schritt, die
Reduktion zum 11-Deoxylandomycinon, wird durch LndM?2 eingeleitet. Weitere Enzyme

katalysieren die Biosynthese bis zum Landomycin E (70).

3 HO CH,
w OH mOH (e} O
LndM2/ox LndM2/red
—_—

OH O OH

10 Acetateinheiten -t

73 .
74 11-Deoxylandomycinon

|

Landomycin E (70)

Abbildung 65: Hypothese von friihen Oxidations- und Reduktionsschritten wihrend der
Biosynthese des Landomycin E (70).

Mithramycin
Der Mithramycin-Biosynthesegencluster wurde aus dem Produzentenstamm Streptomyces
argillaceus isoliert und sequenziert. Das Gen mtmOIV ergab bei vergleichender Suche in der

)31 eine hohe

Datenbank des National Center for Biotechnology Information (NCBI
Ahnlichkeit mit den Oxygenase-Sequenzen des Jadomycin- und Urdamycin-Bildners und
konnte so als Baeyer-Villiger-Oxygenase zugeordnet werden.['** In dieser Datenbank sind
alle Sequenzen von Genen oder Clustern mit Kommentaren zu Homologien gespeichert, die
bislang verdffentlicht wurden. Somit konnte fiir Mithramycin (71) als Vertreter der
Aureolsdure-Antibiotika ein Biosyntheseweg vorgeschlagen werden, der in Abbildung 66
zusammengefasst ist. Obwohl das durch mtmOIV oxidierte Zwischenprodukt bisher nicht
isoliert werden konnte, wurde eine Fermentation unter 18Og—angereicher‘ter

Sauerstoffatmosphére durchgefiihrt, die zeigte, dass der Sauerstoff an Position C-3" der

Mithramycinvorstufe 75 aus Luftsauerstoff hervorgeht. Daraufhin wurde ein Bindungsbruch
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des Lactons zur Mithramycinvorstufe postuliert. Dies steht im Einklang mit dem Ergebnis
einer Kultivierung des Collinolactons (7) in 18Oz—angereicherter Atmosphire (A. I1112.4). Auch

das Collinolacton (7) generiert ein Siebenring-Lacton aus Luftsauerstoft.

Premithramycin B

R! = Trisaccharidkette
R2 = Disaccharidkette

Mithramycin (71)

@ aus O,

Abbildung 66: Vorgeschlagener Mechanismus fiir die Oxygenase-Reaktion von
Premithramycin B zu einem Siebenring-Lacton.

S-Rubromycin

In einer Datenbankrecherche zu mtmOIV wurde als verwandtes Gen rubN genannt.!'*”

Der vollstindige Biosynthesegencluster des Rubromycinbildners Streptomyces collinus DSM
2012 wurde von H. SAITO, P. BRUENTER, R. MARTIN und W. MINAS sequenziert (nicht
publiziert).!"**! Das Gen rubN zeigt in der Annotation eine hohe Verwandtschaft zu mtmOIV
fiir eine Baeyer-Villiger-Monooxygenase, und weist u. a. eine FAD-bindendende Doméne
auf.'*”! Die Rubromycine (72) sind antibakterielle und cytostatisch aktive mikrobielle
Sekundirmetabolite, in denen ein Hydroxynaphthoquinon-Chromophor durch eine

[136

Spiroacetalverbriickung mit einer Isocoumarineinheit verbunden ist.""**’ Eine Homologie zu

urdM ist durch die Datenbankrecherche ebenso fiir das Gen pgaM aus dem Stamm

Streptomyces sp. PGA64, gefunden worden.!"”]
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Abbildung 67: Grundgeriist der Rubromycine.

Die diskutierten Beispiele ergaben, dass die durch die Gene urdM, jadF, mtmOIV und rubN
codierten Proteine BVMO-Aktivitidt haben konnten. BVMO-Aktivitit konnte fiir die Proteine,
die durch die Gene IndE, IndM?2 und pgaM codiert sind vom Standpunkt der Biosynthese-
Mechanismen nicht mit Sicherheit festgestellt werden. Im Vergleich mit den diskutierten
Beispielen erscheint die Beteiligung einer BVMO an der Biosynthese des Collinolactons (7),
mit der post-PKS-Oxidation eines Sechsring-Ketons zu einem Siebenring-Lacton unter
Einbau von Luftsauerstoff sehr plausibel. Daher kann man erwarten, dass die Gensequenzen
der Beispiele Homologien mit der BVMO des Biosynthesegenclusters (Abbildung 58) des
Collinolactons (7) aufweisen sollten.

Um Primer fiir eine Baeyer-Villiger-Monooxygenase generieren zu kdnnen, werden die
Aminosdure-Sequenzen der oben genannten BVMO-Gene auf ihre Sequenzdhnlichkeit
untereinander iiberpriift. Dazu sind Programme frei verfligbar, die das Alignment von
Aminosdure-Sequenzen ermoglichen. Zu unserem Zwecke wurde das Programm ClustalW
(1.82) des European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI) genutzt.mg]

Das verwendete Programm ClustalW zeigt drei verschiedene Grade der Sequenzéhnlichkeiten
jeder einzelnen Aminosdure (AS) an. Mit einem Stern versehene AS stimmen zwischen den
Sequenzen zu 100% iiberein. Die mit zwei Punkten iibereinander gekennzeichnete AS
stimmen > 50% {berein. Alle AS, die mit einem Punkt gekennzeichnet sind, zeigen ca.
50%ige Ubereinstimmung. Durch die anschauliche Auswertung des Programms wird es dem
Anwender sehr einfach gemacht, Sequenzdhnlichkeiten in den Aminosdure-Sequenzen zu
erkennen. In diesem Enzym-Abschnitt fillt die groBe Ubereinstimmung der Aminosiure-
Sequenzen auf (Abbildung 68). Ferner konnte die in der Einleitung eingefiihrte und ndher

beschriebene Rossmann-Schleife (griin unterlegt) in dem Alignment wieder entdeckt werden.
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CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment

pe—
For 1
UrdM MVAP-—————————— SLDV GAGPVGIMLAGEL|LRTGGVRVTVLERLAE 42
PgaM For5  wMsED--------ccoomooo HTET GAGPVGLFLAGEIRLAG-ADVVVLEQLTA 41
JadF MTEPRRAGAPAPESPDAPDTPVLLDA GAGPTGIMLAGEIRLGG-ADVIVLESRET 59
LndM2 MAD--———————————————— THTKT GAGPVGIMLAGEIRLGG-ADVVVVERLDT 41
MtmOIV MHNSN-—-—————————— ADDAALTT GGGPVGIMLAGELRAGG-VGALVLEKLVE 46
RubN MSQSVPP--EQSERDFEITYDTDVDE GGGPYGMLLAAEIIRI SR-VRAVVLERLPE 57
* . *'**.*::**.** .. . *:*
For4 &
UrdM PTTESRASMTMLTPSYEMELLHERGLVIERLGP - PPDAGPGHFGC- - - IPLDLTEAGESRY 98
PgaM PTTESRASTLHAR---TMEILDSRGLIASLGD- PPNEEMGHFGG- - - IPLDLTLP--SAY 92
JadF PTTESRASTLHAR- - —~TMEL|LDDRGLLTPLGT - PPSEPRGHFGG- - - IPLDLTLP--GRH 110
LndM2 PTTESRASTLHAR---TMEILDSRGLLAELGT-VPTDAMGHFGG - - -VPLDLTLP--GPW 92
MtmOIV PVGHDRAGALHIR---TVETLDLRGLLDRFLEGTQVAKGLPFACIFTQGLDFGLVD-TRE 102
RubN RTPHSKAFGLHAR- - - SLEJLDRRGLLKRFREGARSWNNGHFAG-LDEWVDFSTLD-SAH 112
.« % . .k * * k k. . * * oKk .
Rev 4
UrdM AGOWKAPQIRVEAVLSTWATELGAEVRRGHTVIGLVEAPDGVSVVATAPSGERLRLSAAY 158
PgaM AGOWKVQQTRIEELLAQWAKDLGADIRRGHHVTALTATGEYAEAEVRTAEGRTELFRAKC 152
JadF PGOWKVEQTRTEALLQEWATGLGADVRRGHTLRSLTVTETYAEAGATGPGGRDVRVRARY 170
LndM2 PGOWKVPQARVEELLGNWATGLGAVVLRGHELRGLTAGODHVDAEAVGPDG-PVRLRASY 151
MtmOIV PYTGLVPQSRTEALLAEHAREAGAEI PRGHEVTRLRODAEAVEVTVAGPSG-PYPVRARY 161
RubN GYALLSEQTRTERLLEERAAERGAEIRRGHEVTAIRQODADGVEAEVAGPDG-TYTLRARY 171
* * * :*k * * % . * k% : . . * . *
Rev 1/For 2
UrdM DSAVRRLAGFAFPGADPTKELLRADLAGIELR--ERRFERHPNGVANARRGP- 215
PgaM N SVVRRLGGFGFPGTEGGRELLRADVAGIDVP--NRRFERLDGGLAIVARRP- 209
JadF RSTVRALAGAEFPGOEARRELLRADVAGIDVP--DRRFORLPGGLAVAACR-— 226
LndM2 DSAVRRLGGFGFPGADAAREL IRADVAGIDIP--NRRFORLEHGLATAARRP- 208
MtmOIV JRSTVRRLAADRFPGTEATVRALIGYVTTPERE-VPRRWERTPDGILVLAFPPE 220
RubN SRSLVRREAGIDFPGTGGRVTARLGDVILADRENAPMGMERTERGLLFCVP-—- 228
* * % * k% . . .k * .
— —
Rev 2
UrdM QAARYRKGRVLIJAGDAAHVQLPVGGQALNLGLODAMDLGGKLAAHI TGKAGEELLDT--T 327
PgaM Rev 5  QADSYRDHRFFIIAGDAAHQOMPIGGQALNLGLODAVNIGWKLARQVAGRGPDGLLDSYHG 322
JadF QLTRYRDGRVLWAGDAAHOQOMPIGGQALNLGLQDAVNIGWKLAAVVRGTAPDGLLDTYHD 341
LndM2 QAARYRQGRVLIAGDAAHOQOMPVGGOALNLGLODAVNLGWKLARHLGGRQPQSFLDTYHD 323
MtmOIV QAKRYRSGRVLIJAGDAAHVHFPIGGQGLNTGLODAVNLGWKLAARVRGWGSEELLDTYHD 337
RubN QADRYREGRLL IAGDAAHTHF PVGGOGVNLGLODAFNLGWKLAAEVHGWAPEDLLDSYDR 344
* **' *.: * Kk %k A ::*:***':* ‘k*‘k*‘k.:** * K k bk . * . :**:

Abbildung 68: Alignment von sechs Aminosdure-Sequenzen mit ClustalW des EMBL-
EBL"*® Von markierten Aminosédure-Sequenzen (rot, blau, orange, bordeaux, lila) wurden
Primer abgeleitet (For = forward, Rev = reverse). Griin gekennzeichnete Sequenzen sind
literaturbekannte konservierte Regionen von Baeyer-Villiger-Monooxygenasen. Rot
unterlegte Sequenzen gehdren zu dem ausgewdéhlten Primerpaar For 1 und Rev 1.

Neben dieser in der Litereratur als konservierte Region fiir FAD-abhingige Oxygenasen
beschriebene Region konnten sieben weitere Regionen (Umrahmungen) identifiziert werden,
die innerhalb der Aminosiure-Sequenzen der sechs Gene urdM, jadF, mtmOIV, rubN, IndM?2
und pgaM konserviert vorliegen. Da fiir ein erfolgreiches Primerdesign die
Sequenzdhnlichkeit eine notwendige Voraussetzung ist, ermutigten die gefundenen
Sequenzédhnlichkeiten dazu, Primer zu designen und mittels PCR auf ihre Tauglichkeit hin zu

priifen.
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1.4. Die Polymerase-Kettenraktion (PCR)

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) lassen sich Gen-Sequenzen maschinell
vervielféltigen, ohne einen lebenden Organismus, als Produktionswirt zu benutzen. Die PCR
gehort inzwischen in biologischen und medizinischen Laboratorien zur Standardmethode zur
Erkennung von Erbkrankheiten, fiir das Erstellen und Uberpriifen genetischer
Fingerabdriicke, fiir das Klonieren von Genen oder fiir die Verifikation einer Vaterschaft. In
den frithen 1980er Jahren wurde die PCR vom Nobelpreistriger K. B. MULLIS gefunden.
Seine Idee war die Entwicklung eines Verfahrens zur in-vitro Vervielfiltigung von DNA mit
Hilfe von DNA-Polymerase. Zur Durchfiihrung einer PCR werden mehrere Komponenten
benotigt.

e Die zu vervielfiltigende DNA (Matrize)

e Zwei Primer, zur Festlegung von Anfang und Ende des zu vervielfiltigenden
Abschnitts

e DNA-Polymerase, um den festgelegten Abschnitt zu amplifizieren

e Nukleotide (Triphosphate), die Bausteine fiir den von der DNA-Polymerase zu
synthetisierenden DNA-Strang

Die PCR findet in einem sogenannten Thermocycler statt. Dieses Gerit erhitzt und kiihlt die
in ihr befindlichen Reaktionsgefiflie fiir bestimmte Reaktionszeiten priazise auf die
Temperatur, die fiir den jeweiligen Schritt benétigt wird. Der PCR-Prozess besteht aus einer
Serie von 20 bis 40 Zyklen. Jeder Zyklus besteht aus drei Schritten (Abbildung 69).

1. Schritt: Zunichst wird die doppelstrangige DNA erhitzt auf 90°C, um die Stringe zu
trennen. Dieser Schritt wird Denaturierung genannt. Die  Wasserstoff-
Briickenbindungen, die die beiden DNA-Stringe zusammenhalten, werden
aufgebrochen. Im ersten Zyklus wird die DNA oft fiir lingere Zeit erhitzt um
sicherzustellen, dass sich die DNA-Matrize vollstindig aufgetrennt hat.

2. Nach der Trennung der Stringe wird die Temperatur auf 50 — 65°C gesenkt, so dass
die Primer sich an die einzelnen DNA-Stringe anlagern kdnnen. Dieser Schritt heilit
»Annealing” (Anlagern). Die Temperatur wéhrend dieser Phase wird von dem
Charakter der Primern definiert und liegt normalerweise 5°C unter deren
Schmelztemperatur. Wird die Temperatur zu niedrig gewéhlt, fithrt das dazu, dass die
Primer auch an der falschen Stelle der DNA-Matrize anlagern kdnnen und die PCR
unspezifisch wird.

3. SchlieBlich verldngert die DNA-Polymerase (meist Taq, Thermococcus aggregans)
die komplementédren Stringe. Ihr Temperaturoptimum liegt bei ~ 70°C. Die DNA-
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Polymerase beginnt am angelagerten Primer und folgt dann dem DNA-Strang. Dieser
Schritt heift ,,Elongation® (Verlingerung). Beide Primer werden von der DNA-
Polymerase in 5'> 3’der DNA verldngert. Die Zeit die dieser Schritt bendtigt, hingt
von der DNA-Polymerase und der Linge des DNA-Fragments, das vervielfiltigt
werden soll, ab. Die beiden entstandenen DNA-Stringe bilden zusitzlich zum
Ausgangstemplat die Matrizen flir den flogenden Durchlauf. Die Menge an DNA
verdoppelt sich also mit jedem Zyklus. Der Ablauf einer korrekten PCR lisst sich iiber
verschiedene Parameter einstellen. Dazu gehoren die Temperaturen, die Zeiten, die
Salzkonzentrationen und der pH-Wert.
Das zu vervielfiltigende DNA-Fragment wird durch die Primer bestimmt. Primer sind kurze,
kiinstlich erzeugte DNA-Stringe, die 18 — 30 Nukleotide lang sind und die komplementér zu
dem Anfang bzw. dem Ende des zu vervielfiltigenden DNA-Fragmentes sind. Sie lagern sich
an den Start- und Endpunkten der Ausgangs-DNA an und dienen der DNA-Polymerase fiir
die Synthese des neuen DNA-Strangs als Startpunkt. Die Schmelztemperatur des Primers
hingt neben der Lénge von einer Reihe von Faktoren ab. Die Schmelztemperatur eines
Primers ist die Temperatur, bei der 50% des Primers am Templat binden. Die
Schmelztemperatur steigt mit zunehmender Primer-Lénge und hdngt hauptsdchlich vom G/C-
Gehalt ab. Bei kurzen Primern kann die Schmelztemperatur nach der Formel 7,, = 4x (Abp
G/C) + 2 x (Abp A/T) abgeschitzt werden. Sollte ein Primer zu kurz sein, kann er sich an
mehrere Stellen der DNA anlagern, wodurch der zu vervielféiltigende Bereich nicht
ausreichend definiert ist. Andererseits ist die Lange und dadurch die Spezifitit des Primers
durch die maximale Schmelztemperatur, die in der Nihe des Temperaturoptimums der
Polymerase von 72°C liegen sollte, auf 60°C — 75°C begrenzt. Die optimale Linge der Primer
liegt im Allgemeinen zwischen 18 und 30 Nukleotiden was 6 bis 10 codierten Aminosiuren

entspricht.
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5 3 1. Zyklus
3 5
l 96 - 90°C Denaturierung
1
5 3
+ \
3 5
/ 65 - 50°C
5 — 3 5 3
5 s 2 > -
‘ Annealing
70°C . ¥
3 5
‘ Elongation
5 3 5 3
3 5 3 5
2. Zyklus
4
5 3 5 3
3 5 + 5
l Folgezyklen
5 3 3
3 5 5
5 3 5 3
3 5 3 5
3 5 3 5 3 5 3
3 5 3 5 3 5 3 5
3 5 3 3 5 3
5 5 3 5

Abbildung 69: Schematische Darstellung des PCR-Zyklus. 1. Schmelzen bei 96°C; 2.
Anlagerung; 3. Verldngerung (P = Polymerase); 4. der erste Zyklus ist beendet. Es folgen
weitere Zyklen.

Zwei spezielle Formen der PCR sollen an dieser Stelle kurz umrissen werden, da sie zur

Anwendung kamen.

1.4.1. Touchdown PCR

Bei der Touchdown PCR wird die Annealingtemperatur der zu erwartenden
Schmelztemperatur des Primers zyklusweise angendhert und iiber diese hinaus abgesenkt.

Wenn die Annealingtemperatur iiber der zu erwartenden Schmelztemperatur des Primers
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gewihlt wird, binden die Primer ausschlieBlich und damit hochspezifisch an das gewiinschte
DNA-Fragment. So werden Primerdimere und Artefakte verringert, und es vermehrt sich

vorzugsweise das gewiinschte Amplikon.

1.4.2. Nested PCR

Ein klassisches Problem ist, dass zwar theoretisch ein Templat-Molekiil ausreicht, um dies
beliebig zu vervielfiltigen, dies in der Praxis jedoch nicht funktioniert. Nach etwa 40 Zyklen
nimmt die Menge an Fehlhybridisierungen immer stirker zu, so dass man bei hoheren
Zyklenzahlen vor dem Problem des ,,Schmiers® an Produkten steht. Ein Trick, um auch
geringste Templatmengen nachzuweisen ist die nested (,,verschachtelte”) PCR. Man fiihrt
eine PCR durch und verwendet das Produkt als Templat fiir eine zweite Amplifikation mit
anderen Primern. Das zweite Primerpaar liegt dabei innerhalb des zu untersuchenden
Genabschnitts. Auf diese Weise werden die falschen Amplifikationsprodukte des ersten PCR-
Durchgangs rausselektiert, man kann sehr geringe Templatmengen nachweisen und die PCR

sehr spezifisch und empfindlich gestalten.

1.5. PCR mit abgeleiteten Primern

1.5.1. BVMO-Primerdesign

Mit Hilfe des Alignments wurden aus den Aminosdure-Sequenzen Primerpaare fiir eine
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) abgeleitet. Die jeweiligen Primer sollten mindestens sechs
Aminosduren lang sein und ein DNA-Stiick der Lénge << 2000 bp amplifizieren. Die
Primersequenz soll der konservierten Region der BVMO entsprechen. Die Primerlidnge und
die zu amplifizierenden Stiicke der DNA-Sequenz wurden so gewihlt, dass die Fehlerrate der
PCR moglichst gering gehalten werden konnte. Es wurden fiinf Primerpaare von den in
Abbildung 68 bunt (rot, blau, orange, bordeaux, lila) gekennzeichneten Aminosiuresequenzen
abgeleitet. ,,For* (forward) bedeutet in diesem Falle, dass es sich um den Primer handelt, der
an 3’-Ende der DNA bindet und ,,Rev* (reverse) ist der Primer, der sich an das 5'-Ende des zu
amplifizierenden DNA-Stiicks anlagert. Beide Primer werden nun von der 7Taq in 5" = 3" der
DNA verlangert (Abbildung 69).

Auch wenn in der Literatur die sogenannte Rossmann-Schleife mit dem Motiv GxGxxG, als
konservierte Region fiir Oxygenasen beschrieben wurde,*" so ist doch die Rossmann-

Schleife eine fiir Baeyer-Villiger-Monooxygenasen relativ unspezifische Bindungsstelle, da
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diese Doméne generell fiir viele FAD-abhidngige Enzyme codiert. In dem Alignment
(Abbildung 68) ist die Rossmann-Schleife griin unterlegt eingezeichnet und stellt den
Adenosin-bindenden Teil des FAD (10) dar.”"! Wiirde man einen Primer allein auf Basis
einer Rossmann-Schleife generieren, wiirde man alle Gene, die fiir FAD-abhingige Enzyme
codieren, aus dem Cluster selektieren. Da das nicht allein Baeyer-Villiger-Monooxygenasen
wiren, sondern Oxygenasen unterschiedlicher katalytischer Aktivitit, wie Dehydrogenasen
und weitere Enzyme, war es nicht sinnvoll, die Primer allein auf Grundlage des Motivs der
Rossmann-Schleifen zu konstruieren.

Fiinf Aminosduren in Richtung N-Terminus vor der Adenosin-bindenden Rossmann-Schleife
befindet sich mit ca. 50%iger Ubereinstimmung die Aminosiure Asparaginsiure (D,
hellgriiner Kasten Abbildung 68). Nach Meinung von J. ROHR und Mitarbeitern ist diese
Asparaginsdure (D) in Zusammenhang mit der ersten Rossmann-Schleife eine konservierte

34331 1n unserem Alignment fillt jedoch auf,

Region fiir Baeyer-Villiger-Monooxygenasen.
dass die Asparaginsdure (D) nur zu 66% in den sechs BVMO-Genclustern vorkommit.
Aufgrund der geringen Ubereinstimmung der Asparaginsiure in den BVMO-Gensequenzen
und die groBe Entfernung zur ersten Rossmann-Schleife ist es nicht sinnvoll diese
Asparaginsdure in das Primerdesign einzubeziehen. Dem Alignment ist aber zu entnehmen,
dass C-terminal hinter der Rossmann-Schleife (roter Kasten, rot unterlegt) eine hoch
konservierte Region fiir Baeyer-Villiger-Monooxygenasen ist, die bisher noch nicht
beschrieben wurde. Zum einen, um nicht alle FAD-bindenden Enzyme heraus zu selektieren
und weil eine eben so hoch konservierte Region identifiziert werden konnte, setzte das
vorliegende Primerdesign fiir die forward-Primer 1 erst C-terminal hinter der Rossmann-
Schleife an. Der reverse Primer 1 wurde an einer noch hoher konservierten Region festgesetzt
(roter Kasten rot unterlegt, Abbildung 68). Vier der sechs Aminosduren aus dem Alignment
der Aminosduresequenzen der BVMO-Enzyme stimmen untereinander zu 100% iiberein.
Desweiteren wurden Richtung C-Terminus weitere sechs konservierte Regionen ausgemacht,
von denen drei forward-Primer 3, 4 und 2 und fiinf reverse-Primer 1 - 5 abgeleitet wurden.

Da die Aminosduresequenz in der Nukleotidsequenz der DNA codiert vorliegt, miissen die
Primer iiber den genetischen Code (Abbildung 70) in eine Nukleotidabfolge tlibersetzt werden.
Jede Aminosdure wird durch ein Basentriplett, bestehend aus Adenin (A), Thymin (T),
Guanin (G) und Cytosin (C) beschrieben. Da der genetische Code degeneriert ist, kommen fiir
jede Aminosdure mehrere Codes in Frage, was das Primerdesign deutlich erschwert. An

einem Beispiel sei das hier ndher erklart. Der Primer For 2 (blau, Abbildung 68) fiir die
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Aminosduresequenz VGCDGE wird anhand des genetischen Codes (Abbildung 70) in die

Nukleotidsequenz iibersetzt (Tabelle 12).

Abbildung 70: Der genetische Code: Der Triplett-Code wird er von innen nach auflen

gelesen.
Primer- Valin Glycin Cystein  Aspartat Glycin Glutamat
Nummer (V) (G) © D) (G (E)
1. 5"-GTT GGT/C/A/G TGT/C  GAT/C GGT/C/A/IG GA-3’
2. 5"-GTC GGT/C/A/G TGT/C  GAT/C GGT/C/A/IG GA-3
3. 5"-GTA GGT/C/A/G TGT/C  GAT/C GGT/C/A/IG GA-3’
4. 5"-GTG GGT/C/A/G TGT/C  GAT/C GGT/C/A/G GA-3’

Tabelle 12: Beispiel der Primerableitung von der Aminosduresequenz VGCDGE in die
Nukleotidsequenz anhand des genetischen Codes. Unterschiede fett eingezeichnet.

Man erkennt, dass fiir eine Aminosdure (AS) hédufig die dritte Base im Basentriplett variiert

und dennoch ein und dieselbe AS codiert wird. Daher wurden fiir die Aminosduresequenz For

2 mindestens vier Primergruppen abgeleitet (1. — 4. siche Tabelle 12), die sich in der dritten

Position der ersten Aminosdure jeweils unterscheiden (fett). An die dritte Stelle der zweiten

bis flinften AS setzt man Platzhalter, die eine Mischung aller gewiinschten Nukleotide

enthalten. Diese Positionen werden ,,Wobble*“-Positionen genannt, sind nicht sehr spezifisch

und haben damit mehrere Bindungsmoglichkeiten. Das Alignment zeigt, dass anstatt der

letzten Aminosdure Glutaminsdure (Glu, E) auch héufig ein Glycin (Gly, G) in den
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Gensequenzen vorkommt. So wurden weitere vier Primer hergestellt, die von der AS-Sequenz
VGCDGG statt VGCDGE abgeleitet wurden. Somit wurde eine grof3e Anzahl an Primern fiir
PCR-Reaktionen erreicht. Aus dem Alignment der Aminosdure-Sequenzen wurden acht fiir
BVMOs konservierte Regionen ableitet. Daraus resultierten die Primer For 1 - 4 und Rev 1 -

4. In Tabelle 13 ist die Primeranzahl zusammengefasst, die fiir die PCR-Reaktionen bestellt

wurden.
AS- Name der énzahl . . Primer gepoolt
. abgeleiteter Primer Name der Primer .
Sequenz Primer . (2.Generation)
(1. Generation)
For 1 BVI11f 1 BVB1f- BVB5f 5

Rev 4 BV41r - BV42r
For 5 BV51f - BV54f
Rev 5 BV51r—-BV54r

Rev 1 BVI1Ir—-BVI15r 5 BVBIr-BVB5r 5
For 2 BV21f—-BV28r 8
Rev 2 BV21r—-BV22r 2
For 3 BV3i1f 1
Rev 3 BV31r-BV32r 2
For 4 BV4l1f 1
2
4
4

Tabelle 13: Anzahl der abgeleiteten Primer fiir die PCR-Reaktionen. Grau unterlegt sind die
Primer, die zu einem positiven Ergebnis fiihrten. Die Primer wurden von Metabion
(Martinsried) bezogen.

Im folgenden Kapitel wird die Anwendung der abgleiteten Primer an genomischer DNA
beschrieben. Diese Versuche sollten zeigen, ob die abgeleiteten Primer in einer PCR-Reaktion
spezifisch binden und das gewiinschte DNA-Fragment amplifizieren. Das heisst, dass nach
der PCR-Reaktion moglichst nur ein PCR-Produkt mittels Gelelektrophorese zu beobachten
ist, das auf die Primerpaare zuriickzufiihren ist. Die GroB3e dieses PCR-Produkts kann anhand
des Alignments abgeschétzt werden, indem die Anzahl an Aminosduren, die dieser Abschnitt
lang ist, mit dem Faktor drei multipliziert wird. In diesem Fall sollte ein PCR-Produkt einer
GroBe von ca. 500 bp entstechen. Unter B. XIII4.3 sind alle Primerpaare mit ihren
vollstindigen Nukleotidsequenzen angegeben, die im Vorversuch mit der genomischen DNA

zu einem positiven Ergebnis fiihrten.
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1.5.2. Vorversuch mit der genomischen DNA des Stammes Go6 40/10

Aus dem Alignment (Abbildung 68) konnten acht hoch konservierte Regionen fiir BVMOs
identifiziert werden. Aus diesen konservierten Regionen konnten zundchst vier, spiter
insgesamt flinf Primerpaare abgeleitet werden. Wie aus Tabelle 13 ersichtlich, wiirde daraus
die Summe von 41 PCR-Reaktionen (5 PCR fiir Primerpaar (PP) 1; 16 PCR fiir PP 2; 2 PCR
fiir PP 3; 2 PCR fiir PP 4 und 16 PCR fiir PP 5) allein mit jedem DNA-Templat resultieren.
Um iiberschaubare Ergebnisse aus den PCR-Experimenten zu erhalten, wurde nicht unter
Einsatz der 81 vorselektierten Cosmide aus der Cosmidbank von Combinature und nicht unter
Einsatz der acht priorisierten Cosmide gearbeitet. Stattdessen wurde zunichst genomische
DNA des Stammes GO 40/10 isoliert, und mit dieser PCR-Versuche unternommen (B.
XI1I4.3). Um sicherzustellen, dass die erhaltenen Ergebnisse der PCR auf Gene fiir BVMOs
zurlickzufiihren sind, wurde parallel die genomische DNA des Stamms Streptomyces fradiae
Ti 2717, des Urdamycin-Bildners mit denselben Primern untersucht. Da der Urdamycin-
Bildner Tii 2717 der Literatur nach zu urteilen (vgl. A V1.3) BMVO Gene enthilt, von denen
die Primer abgeleitet wurden, sollte dieses Experiment als positive Referenz gelten. Da die
genomische DNA von Streptomyceten bis acht Mb grof3 ist und stark verdrillt vorliegt, wurde
die genomische DNA der Stimme mit BamHI 15 min partiell verdaut, um eine Anlagerung
der Primer in der PCR zu erleichtern. Die Primer, die bei der PCR gleichzeitig verwendet
wurden, wiesen eine um ca. 6°C schwankende Schmelztemperatur auf. Daher wurde die
Methode der Touchdown-PCR (A. V1.4.1) angewendet. In den ersten drei PCR-Durchgéngen
wurden die vier zundchst abgeleiteten Primerpaare Forl/Rev 1 bis For 4/Rev 4 verwendet,
was insgesamt zu 25 PCR-Ansétzen fiir je GO 40/10 und Tii 2717 fiihrte.

Die PCR, deren Produkte im Agarosegel in (Abbildung 71) aufgetrennt wurden, wurde mit
den Primerpaaren (5 Stiick), die von der Sequenz For 1 und Rev 1 abgeleitet wurden (For 1:
BV 11fund Rev 1: BV 11r — BV 15r), durchgefiihrt. Um die aus der PCR erhaltenen DNA-
Fragmente sichtbar zu machen, wurde eine Gelelektrophorese mit anschlieBender
Ethidiumbromidfarbung durchgefiihrt (B. XII14.2). In Abbildung 71 ist zu erkennen, dass
neben der erwarteten Bande bei 500 bp mehrere Banden gefunden wurden. Da auf dem Gel
fiinf und mehr PCR-Produkte zu sehen waren, war die PCR nicht spezifisch verlaufen. Dies
verwunderte nicht, da die Sequenz jedes Primers nicht einheitlich war, um der Degeneration
des genetischen Codes gerecht zu werden (Wobble-Positionen, Tabelle 20) und damit die

Moglichkeit zur Hybridisierung nicht spezifisch war.
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Leiter Proben mit Stamm G6 40/10 Proben mit Stamm Tu 2717 Leiter

Abbildung 71: Agarosegel der genomischen DNA von G6 40/10 (rechte Hélfte) und Tii 2717
(linke Hélfte) nach der PCR mit den Primerpaaren BVI11f mit jeweils BV11r — BV15r.
Zusétzlich wurden 2 pL eine 1 kb groBen DNA-Leiter (Fermentas) aufgetragen.

Somit wurde das Primerpaar BV 11f und BV 11r durch Aufspaltung in eine neue
Primergruppe (BV B1f — BV B5f und BV Blr — BV B5r) spezifischer gemacht, indem die 3.
und 4. AS des forward-Primers und die 2. und 5. AS des reverse-Primers, die in der
jeweiligen Primer-Mischung vierfach gewobbelt vorlagen, nun durch eine zweifach
gewobbelte Codierung ersetzt wurden (Tabelle 20, B XII14.3). Mit diesen Primerpaaren der
zweiten Generation, wurde erneut eine PCR durchgefiihrt.

Das Agarosegel nach der PCR, die mit den Primern BV B1f (5" — ATG CT(C/G) GC(T/C)
GG(T/C) GA(A/G) CT - 3") und BV B2r (5" — GA(A/G) GG(A/G) GA(T/C) TG(T/C)
GG(A/G) GT — 3") durchgefiihrt wurde, zeigte neben der 500 bp groflen Bande nur drei
weitere PCR-Hauptprodukte. Die Proben 27-1 und 27-2 in Abbildung 72 stammen von der
PCR mit der genomischen DNA des Stamms Tii 2717 und die Proben 40-1 und 40-2 in
derselben Abbildung sind mit der genomischen DNA des Stamms G6 40/10 gemacht worden.
Auf dem Gel war zu sehen, dass eine PCR-Produktbande der GréBe ~ 500 bp gebildet wurde,
so dass jetzt eine quantitative Gelelektrophorese mit dem gesamten Ansatz der PCR-Reaktion
gemacht wurde, mit der Absicht die 500 bp-Bande zu isolieren. Das Ausschneiden musste
ohne Anfirben des gesamten Geles erfolgen, da die Interkalation mit Ethidiumbromid die
DNA zerstort. Daher wurde das dullerste Ende des Agarosegels, das u. a. die DNA-Leiter
enthielt vom Gel abgetrennt, mit Ethidiumbromid unter UV-Licht ausgewertet und die Stelle



BIOLOGISCHE UNTERSUCHUNGEN ZUM COLLINOLACTON 113

der 500bp-Bande mit einem Skalpell markiert. So konnte, nachdem das markierte
Agarosestlick wieder an das Gel angelegt worden war, die 500 bp-Bande des gesamten nicht

angefarbten Agarosegels ausgeschnitten werden.

Leiter 27-1 27-2 40-1 40-2

L0 L

Abbildung 72: Agarosegel der genomischen DNA von Tii 2717 und G6 40/10 nach der PCR
mit dem spezifischen Primerpaar BVB1f und BVB2r. Es wurden die Proben 27-1, 27-2, 40-1
und 40-2 von links nach rechts aufgetragen. Zusitzlich ist eine 1 kb groBe DNA-Leiter
(Fermentas) aufgetragen.

Aus dem Agarosegel wurde das PCR-Produkt mit Hilfe eines Préparationskits der Firma
Qiagen (QIAquick PCR Purification Kit) isoliert. Das PCR-Produkt wurde anschlieBend mit
Hilfe des TOPO TA Cloning® Kits der Firma Invitrogen in einen Vektor 2.1-TOPO kloniert.
Zur Klonierung wurde statt einer Ligase ein mit Vaccinia Topoisomerase I ,,aktivierter TA-
Vektor verwendet. Die Topoisomerase erkennt die Schnittstelle (C/T)CCTT, bindet die
Vektor-DNA und bleibt {iber eine 3’-Phosphotyrosyl-Bindung kovalent an Topoisomerase
gebunden. Da die Tag-Polymerase bei einem PCR-Durchgang immer die Base ,,A*“ an das
Ende des PCR-Produktes anhdngt und der TOPO-Vektor nach dem Schnitt der
Topoisomerase ein T-Uberhang hat, wird das PCR-Produkt mit dem TOPO-Vektor ligiert.
Der TOPO-Vektor besitzt neben der ,multiple cloning site zum einen ein Ampicillin-
Resistenzgen zum anderen das Gen LacZo zur Selektion. Wird LacZa durch insertieren eines
DNA-Fragments zerstort, kann der blaue Farbstoff, den LacZa normalerweise bildet, nicht
mehr produziert werden. Dieses Phidnomen ist auf die Reaktion einer S-Galactosidase

zuriickzufiihren (Blau-WeiB3-Selektion). Der Vektor, der das PCR-Insert enthielt, wurde in
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kompetente E. coli (TOP10-Zellen) via Hitzeschock transformiert. Die Transformations-
produkt-Zellen wurden auf eine LB-Agarplatte mit Ampicillin gegeben und iiber Nacht bei
37°C inkubiert. Alle Klone mit Weilfarbung tragen ein DNA-Produkt als Insert. Inaktive
Zellen, die mit einem Vektor ohne Insert, erschienen blau gefirbt. Es wurden einzelne
weilgefarbte Kolonien iiber Nacht in fliissigem LBamp-Medium (4 mL, 37°C, 220 rpm)
angezogen und daraus die Plasmid-DNA mit Hilfe des NucleoSpin® Plasmid-Kits der Firma
Macherey-Nagel isoliert. Die zwei Proben des Stammes Tii 2717 (27-1, 27-2; vgl. Abbildung
72) und zwei Proben des Stammes Go6 40/10 (40-1, 40-2; vgl. Abbildung 72) wurden von der
Firma Géttingen Genomics Laboratory (G2L) ansequenziert.

Diese Sequenzen wurden mit dem Programm ClustalW 1.83 verglichen, um
Ubereinstimmungen der Nukleotidsequenzen der Primerprodukte untereinander zu finden.
Aus diesem Vergleich war ersichtlich, dass alle Sequenzen der PCR-Produkte die Sequenz
des Primers BV B1f als Anfangs- (vgl. Abbildung 73) bzw. die Sequenz des Primers BV B2r
als Endsequenz trugen. Damit wurde gezeigt, dass mittels PCR erfolgreich das von den
Primern vorgegebene DNA-Fragment amplifiziert wurde. Die DNA-Fragmente der
Sequenzen 27-1, 27-2 und 40-1, 40-2 wurden auf Ubereinstimmung mit bisher publizierten
Sequenzen in der Datenbank BLAST!'*®! der NCBI untersucht. Diese Suche ergab, dass
Sequenzen der Proben 27-1 und 27-2 des Stammes Ti 2717 mit einem Stiick der
genomischen DNA des Stammes Streptomyces coelicolor und Streptomyces avermitilis zu
98%ige tibereinstimmten. Da der Stamm Tii 2717 als positive Referenz in die PCR-
Experimente eingebracht worden waren, hétte im optimalen Fall erwartet werden konnen,
dass die Suche in BLAST eine Ubereinstimmung mit urdM ergibt. Offensichtlich waren die
Primer nicht spezifisch genug, um urdM aus der riesigen genomischen DNA (~ 8 Mbp bei
Streptomyceten) zu selektieren, was nicht bedeutet, dass die designten Primerpaare nicht
spezifisch genug wiren, um die BMVO-Gene aus den kleineren Cosmiden (<85 kbp) zu

selektieren.

Das Ergebnis der Suche in BLAST nach Ubereinstimmungen der Sequenzen der DNA-
Fragmente 40-1 und 40-2 aus G6 40/10 mit Sequenzen in der BLAST-Datenbank!"** zeigte,
dass die Sequenzen der Proben 40-1 und 40-2 eine liberraschende Homologien zu Fragmenten
der genomischen DNA eines Penicillium-Stammes aufwiesen. Eine Bewertung dieses
Ergebnisses ist zu friith, da die Sequenz, die in der PCR amplifiziert wurde zu kurz ist und

keine literaturbekannten konservierten Regionen aufwies.
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Interessanter Weise zeigte die Sequenzanalyse, dass die erhaltenen DNA-Fragmente aus Ti
2717 vermutlich in direkter Nachbarschaft zu einer Rossmann-Schleife liegen (Abbildung
73), da dies der Fall fiir die 98% homologe Sequenz von Streptomyces coelicolor ist. Dies

entspricht genau dem Primerdesign des verwendeten forward-Primer BV B1f.

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment

RubN MSQSVPPEQSERDF---EITYDTDVDFDVL IVGGGPVAMLLAAHLR- ISRVRAVVLER 54
MEmOTV MHNSN -~ —==== ===~~~ ADDAALTTDVVVVGGGPVAIMLAGELIR-AGGVGALVLEK 43
S.coelicolor MNSAQFTAEPSS------ EATAGHDFDVIVSGCGPTGAMLAAEI|R-LHDVRVLVLEK 50
JadF MTEPRRAGAPAPESPDAPDTPVLLDADVVVIGAGPTGIMLAGEIR-L.GGADVIVLES 56
LndM2 MAD-===========——————— THTKTQVVVVGAGPVGIIMLAGEI|R-LGGADVVVVER 38
PgaM MSED-=--==========—=——- HTETQVVVVGAGPVGIIFLAGEIR-TAGADVVVLEQ 38
Urdm MVAP--====—==———————— SLDVDVIVVGAGPVAIMLAGEIILRTGGVRVTVLER 39
40-1 e AMLAGEI|R------- QYPRL 15
40-2 e MLAAELG------- QYPRR 15
27-1 e MLAGET|Q------—----~- 7
27-2 e MLAGEI|F - -~ ---—---~~ 7
. o o o :*k‘k.‘k*

Abbildung 73: Alignment von sechs Aminosédure-Sequenzen, u.a. Streptomyces coelicolor
(3. Reihe) und der vier ansequenzierten Proben (27-1, 27-2, 40-1, 40-2). Rossmann-Schleife
griin unterlegt, Primer For 1 rot unterlegt.

Um ein selektives Primerpaar zu erhalten, wurde ein neues Primerpaar 5 aus der Aminosiure-
Sequenz abgeleitet. Die AS-Sequenz des forward-Primers 5 war im Vergleich zur AS-
Sequenz des urspriinglichen forward-Primers BV B1f um zwei AS in Richtung N-Terminus
verschoben und beinhaltet damit als N-terminale AS das C-terminale Glycin der
Rossmannschleife (GxGxxG). Somit sollte der neue forward-Primer 5 sowohl selektive Teile
der konservierten Region der BVMO wie auch der Rossmann-Schleife enthalten (For 5, lila in
Abbildung 68). Insgesamt wurden vier foward-Primer fiir die AS-Sequenz GLMLA abgeleitet
(BV 51f — BV 54f). Um eine groBBeres DNA-Fragment mit Hilfe der PCR zu amplifizieren,
und damit in der BLAST-Datenbanksuche!'**! eindeutigere Ergebnisse zu erhalten, wurden
vier weitere reverse Primer 5 (BV 51r — BV 54r) von der Aminosdure-Sequenz GGKLA
abgeleitet, die eine konservierte Region in einem Abstand von 850 — 900 bp zum forward-
Primer darstellt. Gleichzeitig konnen die Primerpaare 1 und 5 in einer Nested-PCR
kombiniert werden. Damit wurde erhofft selektive BVMO-Primer generiert zu haben, die nun

Identifizierung und Isolierung der BVMO-Gene ermdglichen.
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1.6. Diskussion und Ausblick

Das Ziel, das in diesem Kapitel verfolgt wurde, war das Design von selektiven BVMO-
Primern, anhand derer eine neue und selektive Sonde fiir die Gene der Baeyer-Villiger-
Monooxygenase zu konstruieren ist. Die Isolierung des Biosyntheseclusters des
Collinolactons (7) war das Fernziel, da hier unbeantwortete Fragen zur Biosynthese mit
besonderem Augenmerk auf die postulierte [6+4]Cycloaddition zu kldren waren. Die
Mitwirkung einer BVMO in dem post-PKS Abschnitt der Biosynthese des Collinolactons (7)
konnte durch detaillierte Analyse der Biogenese aller Atome und Vergleich mit der BVMO-
abhingigen Biosynthese anderer Sekunddrmetabolite herausgearbeitet werden.

Um eine Sonde zu generieren, mussten zunachst konservierte Regionen einer BVMO ermittelt
und in PCR-Experimenten auf ihre Selektivitit getestet werden. In diesem Fall sollte die
BMVO-Sonde radioaktiv oder fluoreszierend markiert werden und iiber Klone, die die

genomische DNA des Collinolactonbildners G6 40/10 enthalten, getestet werden.

Anhand eines Alignments (Abbildung 68) literaturbekannter Enzym-Sequenzen fiir Proteine,
die eine Baeyer-Villiger-Oxidation katalysieren, konnten acht konservierte Regionen definiert
werden. Von den Aminosdure-Sequenzen dieser konservierten Regionen wurden Primer
abgeleitet, die in PCR-Experimenten erfolgreich getestet wurden. Als DNA-Templat fiir die
PCR-Versuche wurde genomische DNA des Stammes G6 40/10 und Ti 2717 verwendet.
Durch PCR-Experimente mit der DNA des Stammes Tii 2717 konnte mit dem Primerpaar
BV 11f und BV 12r ein ~ 500 bp groBes DNA-Fragment amplifiziert werden, dass nach
Isolierung, Sequenzierung und vergleichender Suche in der Datenbank BLAST!**! eine
98%ige Ubereinstimmung mit einem Ausschnitt der genomischen DNA der Stimme
Streptomyces coelicolor und avermitilis zeigte. Fiir den Stamm G0 40/10 konnte bislang keine
Ahnlichkeit zu Ausschnitten genomischer DNA von Streptomyceten nachgewiesen werden.
Tii 2717 wurde als positive Referenz mit in die Untersuchungen einbezogen, da auf dem
Biosynthesegencluster mit UrdM ein Enzym codiert ist, dass der Literatur zufolge eine BVO
katalysiert."'**) Wenngleich es die konzipierten Primer bislang nicht ermdglichten, den UrdM
Biosynthesegencluster aus der genomischen DNA von Tii 2717 zu isolieren, so konnten die
erhaltenen Ergebnisse verwendet werden, um neue Primer 5 zu entwickeln. Sollte dieser
Primer erfolgreich mittles PCR eine Oxygenase aus genomischer DNA von Tii 2717 oder G6

40/10 selektieren, so erscheint ihr Einsatz an der Cosmidbank erfolgsversprechend.
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Neben den in Kapitel A. V1.3 beschriebenen literaturbekannten Beispiel fiir Baeyer-Villiger-
Oxidationen wurde ein weiteres Beispiel einer putativen Oxygenase gefunden. Der Stamm
Streptomyces sp. Tii 6040 produziert die Sekundirstoffe der Familie der Simocyclinone. Sie
zeigen ein Angucyclinon-Grundgeriist mit Zucker-, Tetraen- und Coumarineinheiten. A.
BECHTHOLD konnte in einer Kooperation den Simocyclinon-Biosynthesegencluster des
Stammes Tii 6040 isolieren und teilweise in seiner Funktion aufkldren. Das Enzym SimA47
zeigte bei einem Datenbankvergleich Ahnlichkeit zu einer putativen Oxygenase UrdE aus
dem Stamm Tii 2717.1°°) M. HOLZENKAMPFER fiihrte im Rahmen ihrer Dissertation!'*
Fiitterungsexperimente an Streptomyces antibioticus Tii 6040 in '®0,-angereicherter
Sauerstoffatmosphére durch und erhielt das Einbaumuster von Luftsauerstoff im
Angucyclinon-Grundgeriist fiir Simocyclinon D8 (76) fiir die Hydroxylgruppe an C-12b und
fir das Epoxid zwischen C-12a und C-6a.!'*"! Unter Beriicksichtigung der Ergebnisse der
Literaturbeispiele und dem experimentellen Ergebnis von M. HOLZENKAMPFER, konnte ein
hypothetischer Mechanismus der Hydroxylierung an dem Kohlenstoffatom C-12b unter
Beteiligung einer Baeyer-Villiger-Oxidation im Rahmen dieser Arbeit aufgestellt werden

(Abbildung 74).
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Abbildung 74: Hypothetischer Aufbau des Angucyclinon-Grundgeriistes des Simocyclinons
D8 (76) mit Beteiligung einer Baeyer-Villiger-Monooxygenase (SimA7) unter
Beriicksichtigung der Fiitterungsexperimente in 'O,-angereicherter Sauerstoffatmosphire
von M. HOLZENKAMPFER.
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Anhand des Alignments von AS-Sequenzen ausgewihlter Baeyer-Villiger-Monooxygenasen
(UrdM, JadF, LndM?2, MtmOIV) mit der AS-Sequenz von SimA7 kann gezeigt werden, dass
die AS-Sequenz MLAGEL (rot unterlegt), von der die Primer (BV11f und BVB1f — BVB5f)
abgeleitet wurden und das Rossmann-Motiv (GxGxxG, griin unterlegt), auch im
Biosynthesegencluster der Simocyclinone als konservierte Regionen auftreten (Abbildung
75). Neben der mechanistischen Betrachtung konnte somit auch anhand der
Sequenzéhnlichkeit gezeigt werden, dass es sich bei SimA7 mit groBer Wahrscheinlichkeit um
eine Baeyer-Villiger-Monooxygenase handelt.

An diesem weiteren Beispiels konnte gezeigt werden, dass die konservierten Regionen, die in
das vorgestellte Primerdesign einflossen auch in der Aminosdure-Sequenz von SimA7 zu
finden sind. Dies zeigt, dass der Gedankenansatz zur Konstruktion einer BVMO-Sonde zur

Isolierung des Genclusters des Collinolactons (7) durchaus erfolgsversprechend sein kann.

CLUSTAL W (1.83) multiple sequence alignment

UrdM MVAP-------—-—-———--—-—-—-—-— SLDVDVIVVGAGPVGLIMLAGELILRTGGVRVTVLERLAE 42

JadF MTEPRRAGAPAPESPDAPDTPVLLDADVVVIGAGPTGLIMLAGELIRLGG-ADVIVLESRET 59

LndM2 MAD-----=—=—-—=—-——=————— IHTKTQVVVVGAGPVGLMLAGELRRLGG-ADVVVVERLDT 41

SimA7 0 mmmmmmmmm e MDAQVIVVGAGPAGLIMLAGELIRLAG-VDVVVLERLAQ 36

MtmOIV MHNSN------—-———--~— ADDAALTTD GGGPVGLIMLAGELIRAGG-VGALVLEKLVE 46
e K o o ok Kk Kklof. kK kK * . K%

Abbildung 75: Alignment ausgewéhlter Baeyer-Villiger-Monooxygenaseenzyme (UrdM,
JadF, LndM2 und MtmOIV), und der AS-Sequenz von SimA7. Rossmann-Schleife griin
unterlegt, Primer For 1 rot unterlegt.

2. Biologische Aktivititen des Collinolactons und seiner Derivate

In ersten Untersuchungen zur biologischen Aktivitidt wurden die Metabolite 7, 59, 60, 61 und
62 im Plattendiffusionstest beziiglich ihrer Wirkung gegen die Testkeime Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Candida albicans, Mucor hiemalis und Aspergillus
sp. untersucht. Keine dieser Vertreter zeigte bei Auftragen von 15 pL einer Konzentration von

1 mg/mL eine Aktivitit gegen diese Bakterien bzw. Pilze.
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Test auf cytotoxische Aktivitdtt

Da das Collinolacton-Produkt, dass H.-J. SCHIEWE isoliert hatte, cytotoxische und
cytostatische Eigenschaften aufwies, wurde Collinolacton (7) von Prof. Dr. W. BEIL' auf eine
mogliche cytotoxische Aktivitit gegen drei Tumorzelllinien HMO2 (Magencarcinom),
HEPG2 (Lebercarcinom) und MCF7 (Mammacarcinom) gemél der NCI-Richtlinien''**!
getestet. Fiir das Collinolacton (7) konnte bis zur hochsten Priifkonzentration von 10 pg/mL
keine Aktivitét festgestellt werden, obwohl eine solche schon einmal getestet wurde. Trotz der
negativen Ergebnisse aus den Tests des Naturstoffs 7 wurden die sieben Collinolacton-
Derivate (59, 60, 61, 62, 66, 67, 68) ebenfalls auf cytotoxische Aktivitit gegen die oben
genannten Zelllinien bei Prof. Dr. W. BEIL getestet. Die Derivate (59, 60, 61) zeigten eine
Hemmung des Zellwachstums von Tumorzellen in vitro. Die Ergebnisse der Testung sind in

Tabelle 14 zusammengestellt.

HMO02 HepG2 MCF7
Substanz
Glsp TGI Gy TGI Gl TGI
Collinolacton (7) >10 >10 >10 >10 >10 >10
4-0-Acetylcollinolacton (59) 88 >10 75 >10 03 5.1
4-0-Benzoylcollinolacton (60) 6.5 8.5 6.5 >10 24 6.0

4-0-p-Brombenzoylcollinolacton (61) 70 >10 74 >10 09 6.8
4-0-o-Brombenzoylcollinolacton (62) >10 >10 >10 >10 >10 >10
Monoepoxycollinolacton (66) >10 >10 >10 >10 >10 >10
15-Hydroxy-triepoxycollinolacton (67) >10 >10 >10 >10 >10 >10
6,7,8,9-Tetrahydrocollinolacton (68) >10 >10 >10 >10 >10 >10

Tabelle 14: Ergebnisse der Cytotoxizitdtstests, alle Angaben in pg/mL, Glsp: Growth
Inhibition 50%, TGI: Total Growth Inhibition. Aktive Derivate des Collinolactons (7) grau
unterlegt.

Die drei cytostatisch wirksamen Derivate zeigten gegen alle drei getesten Zelllinien in
Konzentrationen unter 10 ug/mL eine Wachstumsinhibierung von 50% (Glsp). Auffallend ist

die selektive Wirkung der drei Derivate (59, 60, 61) gegen die Zelllinie MCF7. Es konnte eine

" Fiir die Durchfilhrung der Cytotoxizititstest danke ich Herrn Prof. Dr. W. BEIL, Institut fiir Pharmakologie,

Medizinische Hochschule Hannover.
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vollstdndige und potente Inhibierung des Wachstums (TGI) und cytotoxische Aktivitdt (LCs)

beobachtet werden.

Test auf Mikrotubuli-modifizierende Wirkung}

Collinolacton (7) und seine sieben Derivate 59 — 62, 66 — 68 wurden im Helmholzt-Zentrum
fiir Infektionsforschung von Herrn Dr. F. SASSE* auf eine mogliche cytostatische/cytotoxische
Aktivitit durch einen Einfluss auf die Mikrotubulistabilitit getestet.

Die acht Proben wurden zunichst mit L929-Mausfibroblasten auf Proliferationshemmung
getestet. L929-Mausfibroblasten sind Zellen aus dem subkutanen Gewebe einer minnlichen
C3H/An-Maus. Die Zellen wachsen adhdrent und haben eine Fibroblasten-dhnliche
Morphologie. Das Read-out des MTT-Assays ergab folgende ICsp-Werte, die in Tabelle 15
zusammengefasst wurden.

Danach hemmt das nicht-derivatisierte Collinolacton (7) sowie seine Epoxide- (66, 67) und
das Tetrahydro-Derivat (68) die Proliferation der Mauszellen nicht. Die aktivste Verbindung
hingegen ist das 4-O-Benzoylcollinolacton (60). Es folgen o-Brombenzoyl- (62) mit 6 pg/mL
und p-Brombenzoyl-Derivat (61) mit 10 pg/mL. Das 4-O-Acetylcollinolacton (59) zeigt mit
20 pg/mL eine schwache Aktivitit.

Substanz ICs in pg/mL
Collinolacton (7) > 40
4-0-Acetylcollinolacton (59) 20
4-0-Benzoylcollinolacton (60) 0.7
4-O-p-Brombenzoylcollinolacton (61) 10
4-0-o-Brombenzoylcollinolacton (62) 6
14-Methylen-15-hydroxy-6,7-monoepoxycollinolacton (66) > 40
15-Hydroxy-triepoxycollinolacton (67) > 40
6,7,8,9-Tetrahydrocollinolacton (68) > 40

Tabelle 15: Ergebnisse aus dem Mikrotubulistabilitdtstest. 1Cso: Konzentration bei der
halbmaximale Hemmung erreicht wird.

Die drei aktivsten Verbindungen 60 — 62 wurden auf ihren Wirkmechanismus hin ndher

untersucht. Es wurden PtK2-Zellen mit 20 pg/mL des jeweiligen Collinolactonderivats 60 —

* Fiir die Durchfithrung der Mikrotubulistabilititstests danke ich Herrn Dr. F. SASSE vom Helmholtz-Zentrum fiir

Infektionsforschung in Braunschweig.
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62 tliber Nacht inkubiert. Die PtK2-Zellen aus der Niere einer australischen Beutelratte
(Potorous tridactylis) sind flach adhédrente wachsende Zellen mit Epithel-dhnlicher
Morphologie. Verglichen mit den L929-Mauszellen wachsen sie langsamer und sind wegen
ihrer flachen Struktur duBerst geeignet fiir Immunfluoreszenzfiarbung der Mikrotubuli.

Es konnten folgende Phidnomene beobachtet werden. Die Benzoyl-Verbindung 60 induziert
eine Vakuolisierung im Endoplasmatischen Retikulum (A), die auch im Mikrotubuli-
Netzwerk sichtbar wird (B) (Abbildung 76). Die Mikrotubuli selbst sind weniger betroffen.
Das Mikrotubulinetzwerk der PtK2-Zellen, die mit 4-O-p-Brombenzoylcollinolacton (61)
behandelt wurden, zeigte keine besondere Verdnderung. Hingegen zeigte eine hohe Anzahl an
mitotischen Zellen eine monoastrale Halbspindelbildung statt des normalen, bipolaren
Spindelapparates (C) (Abbildung 76). Das Wachstum der Zellen wurde mit einem ICsp-Wert
von 20 pg/mL inhibiert.

A)

Abbildung 76: Beobachtete Phidnomene: Vakuolisierung im ER (A) und im
Mikrotubulinetzwerk (B) nach Inkubation der Zellen mit 4-O-Benzoylcollinolacton (60),
sowie monoastrale Spindelbindung (C) nach Inkubation der Zellen mit 4-O-p-
Brombenzoylcollinolacton (61) und normale bipolare mitotische Spindeln von PtK2-Zellen
(D, Kontrolle). Mikrotubuli wurden durch Immunofluoreszenz griin markiert, wéhrend
Zellkerne und Chromosomen mit DAPI blau geférbt wurden.
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Das 4-0-o-Brombenzoylcollinolacton (62) zeigt im in vitro Zelltest einen Abbau des
Mikrotubulinetzwerkes (E). Zusétzlich finden sich auch hier Halb- (F) oder Kriippelspindeln
(G) (Abbildung 77).

E) F)

G)

Abbildung 77: Beobachtete Phidnomene nach Inkubation der Zellen mit 4-O-o-
Brombenzoylcollinolacton (62): Abbau des Mikrotubulinetzwerks (E), sowie monoastrale
Spindelbindung (F & G) und normale bipolare mitotische Spindeln von PtK2-Zellen (H,
Kontrolle). Mikrotubuli wurden durch Immunofluoreszenz griin markiert, wéhrend Zellkerne
und Chromosomen mit DAPI blau gefédrbt wurden.

Den seltenen Phédnotyp der Monoastralbildung haben erstmals T. U. MAYER und S. L.
SCHREIBER mit dem danach benannten Monastrol (77) beschrieben.!'**! Monastrol (77) ist
eine Verbindung aus einer DOS-Bibliothek, die in einem Screening der chemisch
synthetischen Genetik entdeckt worden ist. In weiteren Experimenten ist gezeigt worden, dass
Monastrol (77) sehr selektiv auf das Kinesin Eg5 wirkt (ICso = 14 pg/mL).!"*¥ Kinesine sind
Motorproteine, die an zellbiologischen Vorgdngen wie der Organisation und Funktion der
Spindel und dem Langstreckentransport von Vesikeln und Organellen beteiligt sind. Im
Unterschied zu anderen bekannten Naturstoffvertretern wie Taxol (4), Discodermolid oder
den Epothilonen, die allesamt Mikrotubuli-stabilisierend wirken, oder zu Halochondrin B, den
Spongistatinen oder den Vincaalkaloiden, die Mikrotubuli-destabilisierend wirken, ist das
Monastrol (77) somit kein Spindelgift im herkdmmlichen Sinne. Vielmehr war es die erste

Verbindung, die die mitotische Maschinerie durch Wechselwirkung mit einem Motorprotein
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inhibiert, und nicht durch direkte Wechselwirkung mit den Mikrotubuli. Der Angriff erfolgt
somit an einer anderen Stelle im Zellcyclus, weil es das Kinesin Eg5 als Target attackiert.
Eine weitere Verbindung, die zu monopolaren Spindelbindung fiihrt, ist das HR22C16 (78).
HR22C16 (78) ist ebenfalls in einem Screening der vorwartsgerichteten chemischen Genetik
entdeckt worden. Als Target konnte auch hier Kinesin Eg5 identifiziert werden (ICsy =

0.8 pg/mL).'*!

OH O OH
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Abbildung 78: Strukturen der Kinesin Eg5-Inhibitoren Monastrol (77) und HR22C16 (78).

Bioaktivititstest auf Mikrotubuli-modifizierende Wirkung und EGS5-Inhibition®

Die drei Benzoylderivate 60 — 62 und das nicht-derivatisierte Collinolacton (7) wurden zu
Untersuchungen auf Mikrotubuli-modifizierende Wirkung an das MPI fiir Biochemie nach
Miinchen zu Dr. T. U. MAYER geschickt. Es sollte die Aktivitdt der Derivate auf Kinesin Eg5
und ihre Selektivitdt getestet werden. Die Untersuchungen sind in Bearbeitung, so dass die

Ergebnisse hier noch ausstehen.

Die drei aktivsten Derivate des Collinolactons (60 — 62) zeigen duBerst unterschiedliche
Phianomene der Proliferationshemmung. Es stellt sich die Frage, warum das Collinolacton (7)
selbst nicht aktiv ist. Strukturell ist zu bemerken, dass nur die an 4-OH veresterten Derivate
59 — 62 aktiv sind. Der Acetylrest zeigt nur eine sehr schwache Aktivitit, hingegen der
Benzoylrest die stirkste. Wird der Benzoylrest durch ein Bromatom stark vergrofert, so ist
das Derivat, welches das Bromatom nah (ortho, 62) am Collinolacton-Grundgertist tragt

aktiver, als das Derivat, das den Bromrest an der entferntesten Stelle (para, 61) vom

¥ Fiir die Durchfithrung der Tests zur Mikrotubuli-Modifizierung danke ich Herrn Dr. T. MAYER vom Max-
Planck-Institut fiir Biochemie (MPI) in Miinchen.
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Collinolactonskelett trdgt. Bisher ist nicht bekannt, dass Benzoesdure alleine solche
Aktivitdten hervorrufen kann. Mit zwei weiteren Derivaten soll geklirt werden, inwiefern nur
ein Benzylrest die Aktivitit vermitteln kann, oder ob Substanzen anderer Grdéfe und
rdumlicher Anordnung ebensolche Aktivititen und Phdnomene der Mikrotubuli-
modifizierenden Wirkung hervorrufen kénnen.

Es werden derzeit Derivate hergestellt, bei denen Collinolacton (7) zum einen mit
Isobuttersdure (79) und zum anderen mit Tiglinsdure (80) verestert wird. Beide Cs-
Carbonséuren stehen mit ihrer GroBe direkt zwischen Essigsdure und Benzoesdure, sind aber

untereinander gleich grof3 und unterscheiden sich allein in ihrer rdumlichen Anordnung.

)\)i I
AN
oH OH

79 80

Abbildung 79: C4-Carbonsduren: Isobuttersdure (79) und Tiglinsdure (80).

Tiglinsdure als linearer Vertreter und Isobuttersdure als etwas raumgreifender sollen das Bild
der Aktivitatsabschdtzung von Collinolacton (7) und seinen Derivaten 59 — 62, 66 — 68
komplettieren.

Mit den hier dargestellten Ergebnissen konnen die vier aktiven Derivate 59 — 62 als
cytotoxisch und cytostatisch wirkende Substanzen angesehen werden. Die in vitro
durchgefiihrten Tests zur biologischen Aktivitidt konnten anhand der Hemmung von Pilzen
(Candida albicans, Mucor hiemalis und Aspergillus sp.) als weitere Vertreter eukariotischer
Zellen in Plattendiffusionstests in vivo nicht nachgestellt werden. Die Pilze lieBen sich durch

die Derivate des Collinolactons 59 — 62 in threm Wachstum nicht hemmen.
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VI 1-0O-Benzoyl-a-L-rhamnopyranosid aus Streptomyces Ti 3634

1. Verbindungsklasse der 1-O-Acylglykoside

Neben der Bedeutung von Kohlenhydraten im Allgemeinen Stoffwechselgeschehen, als
Energietriger, Speicherstoff und Informationstrdger spielt im Sekundirmetabolismus die
Verkniipfung eines nicht-zuckerhaltigen Aglykons mit einer Zuckerkomponente -eine
besondere Rolle, da hierdurch eine Modulation der biologischen Wirkung erreicht werden

kann.!'46

] Einige Antibiotika sind auch auf molekularer Ebene beziiglich ihrer Wirkungsweise
betrachtet worden, wie z. B. Anthracycline, Angucyclinone, Endiine oder Makrolide. Hier
zeigte sich das Vorhandensein von Zuckern als essentiell fiir deren biologische Aktivitdt und
Bindungsselektivitit.

O-glykosidische Bindungen zwischen der anomeren Hydroxylgruppe eines Zuckers und
anderen Hydroxylgruppen (eines zweiten Zuckers oder eines anderen Bindungspartners) sind
ubiquitdr verbreitet. Im Gegensatz dazu ist die Bildung von Acylglykosiden, in denen die
anomere Hydroxylfunktion mit einer Carbonsdure verestert ist, sehr selten. Das Vorkommen
solcher Verbindungen beschriankt sich meist auf niedermolekulare Naturstoffe des
Sekundédrmetabolismus.

Im Pflanzenreich finden sich hauptsidchlich Monoester der D-Glucose, wobei die Aglyka den
verschiedensten Substanzklassen angehoren und ihre Ester unterschiedlichste biologische

[147] Monoterpen-'"**! (81) und

Aktivititen zeigen. Man findet neben langkettigen Fettsdure-
Carotenoidestern!'*’ der Glucose auch viele Beispiele fiir Hydroxyzimtsdurederivate, wie 82,
oder Ester hydroxylierter Benzoeséuren, die aber im Vergleich zu den entsprechenden O-

Glucosiden deutlich weniger verbreitet sind.['*"!
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Abbildung 80: O-Acylglykoside 81 uns 82 aus der Pflanzenwelt.
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OH
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Abbildung 81: 1-O-Acylglykoside 83 und 84 aus der Pflanzenwelt.

Zu der groflen Substanzklasse der Saponine, die aus mehreren Pflanzenfamilien beschrieben

1 deren acylisch gebundene

sind, gehdren iiber 50 verschiedene Triterpensaponine wie 83!
D-Glucose neben anderen Zuckern auch Teil eines Oligosaccharidrestes sein kann. Eine
andere GroBfamilie pflanzlicher Acylglucoside sind die Tannine, wie 84!"*% die aufgrund
ihrer stark gerbenden und adstringierenden Wirkung seit Jahrtausenden in der Gerberei
Verwendung finden. Hierbei handelt es sich um mehrfach mit Gallussdure veresterte

Glucosederivate oder ihre Di- und Tetramere.
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Abbildung 82: Detoxifikation von Xenobiotika durch Abbau des 1-O-Acylglucosids.

Mehrere Beispiele belegen, dass die Konjugation mit Glucose auch ein effizienter Weg zur

Detoxifikation acider Xenobiotika ist. So kann man beispielsweise aus mit Nikotinsdure
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behandelten Tabakpflanzen den entsprechenden Glucoseester (85) isolieren.””*! Auch bei
Insekten ist ein vergleichbarer Mechanismus bekannt. Als Beispiel seien resistente Kifer der
Gattung Leptinotarsa genannt, die das Insektizid Fenvalerat zu den Produkten 86 und 87
abbauen.!"*

Wihrend bei Pflanzen als Zuckerbaustein Glucose weit verbreitet ist, findet man bei
mikrobiellen Sekunddrmetaboliten iiberwiegend Desoxyhexosen, die biosynthetisch aus
Glucose hervorgehen. Acylglykoside aus Mikroorganismen sind bisher jedoch selten. Zu

155]

nennen ist hier zum einen das aus Streptomyces sp. isolierte Phenazoviridin (88)!'*”); eine

Phenazincarbonsdure, die mit 6-Desoxy-a-L-talose verestert ist. Es ist als Radikalfanger
wirksamer als das als Antioxidans bekannte a-Tocopherol. Zum anderen kennt man die
Aestivophoenine A — C (89 — 91) aus Streptomyces purpeofuscus, die ebenfalls
Radikalfidngereigenschaften Dbesitzen. Als Zuckerkomponente findet sich hier o-L-

[

Rhamnose.!">*"*"! Ein weiteres Rhamnosid ist das in Streptomyces GT 61150 gefundene 2-(1-

Propen-1-yl)-4-hydroxymethyl-3-furanylcarbonyl-a-L-rhamno-pyranosid (92), das {iber einen

gemischten Acetat-Glycerin Biosyntheseweg aufgebaut wird.!'*®
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A(89):R1=H R2 = COPhenyl

B (90): Rt = CH,CHC(CH,),, R? = COPheny!
C (91): R = CH,CHC(CH,),, R2 = H
Abbildung 83: 1-O-Acylglykoside aus Streptomyceten: Phenazoviridin = (88),

Aestivophoenine A — C (89 — 91) und das 2-(1-Propen-1-yl)-4-hydroxymethyl-3-
furanylcarbonyl-a-L-rhamno-pyranosid (92).
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2. Der Produzentenstamm Streptomyces griseoviridis Tii 3634

Von S. GROND konnten aus Kulturextrakten von Streptomyces griseoviridis (Stamm Tii 3634)
das mit Anisaldehyd/H,SO, intensiv griin anfiarbende 1-O-Benzoyl-a-L-rhamnopyranosid (20)
isoliert werden. Die Verbindung 20 enthélt eine Benzoesdure, die liber eine Carboxylgruppe
an a-L-Rhamnose O-glykosidisch gebunden ist. Die Biosynthese des 6-Desoxyzuckers kann
auf allgemein bekannte Stoffwechselwege =zuriickgefithrt werden. Im Rahmen ihrer
Dissertation wurde anhand von Fiitterungsexperimenten mit [U-"C3]Glyerin ein
Biosyntheseweg postuliert, der davon ausgeht, dass die Startereinheit, in diesem Falle
Benzoesédure (104, Abbildung 89), direkt aus Shikimat hervorgeht und nicht wie bei Pflanzen
gewdhnlich, iiber Prephenat und Phenylalanin (105)."*! Diese Biosynthesehypothese sollte im
Rahmen der vorliegenden Arbeit durch Fiitterung von '*C-markiertem [1,7-*C,]Shikimat
tiberpriift werden. Durch Optimierung der Kultivierungsbedingungen sollte eine
reproduzierbar hohe Ausbeute an 1-O-Benzoyl-a-L-rhamnosid (20) erhalten werden, so dass

aussichtsreiche "*C-Fiitterungsexperimente durchgefiihrt werden konnten.

2.1. Metabolitenspektrum des Stammes Tii 3634

Der Stamm Streptomyces griseoviridis Tl 3634 ist durch zahlreiche Fiitterungsexperimente
im Sinne der Vorldufer-dirigierten Biosynthese recht gut untersucht. Die Biosynthese der
gebildeten Hauptmetabolite 2,4-Dimethyl-3-furanylcarbonyl-a-L-rhamnopyranosid (93) und
des Benzoylderivates (94) sowie die Betrachtung des Biosynthesepotentials durch spezielle
Variationen der Fermentations-bedingungen waren Gegenstand bisheriger Forschung.*”!

Bei den Fiitterungsexperimenten zur Vorldufer-dirigierten Biosynthese konnten eine Vielzahl
von a-L-Rhamnopyranosid-Derivaten erzeugt werden. Ohne Zufiitterung einer stammfremden
Carbonsdure erhdlt man allein durch Variationen des Néhrmediums und der
Fermentationsgefdfle (und damit insbesondere die Beliiftung der Kultur) sechs verschiedene
a-L-Rhamnopyranoside 93 — 97 und 20 (Abbildung 84). Durch Vorliufer-dirigierten
Biosynthese mit dem Stamm Tii 3634 konnte die Verbindungsklasse der 1-O-Acylrhamnoside
auf liber 20 Verbindungen erweitert werden. Neben den 1-O-Acylrhamnosiden produziert der

Stamm Tii 3634 zwei Butyrolactone 98 und 99.""*"
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Abbildung 84: Vom Stamm Tii 3634 natiirlich gebildete a-L-Rhamnopyranoside 93 — 97 und
20 und die y-Butyrolactone 98 und 99.

2.2. Optimierung der Fermentationsbedinungen zur Ausbeutesteigerung

Fiir die Durchfiihrung von Biosyntheseuntersuchungen ist ein verldssliches Wachstum von
Streptomyces griseoviridis T 3634 notwendige Voraussetzung. Deshalb mussten zuerst die
Kultivierungsparameter mit dem Ziel einer groftmoglichen Produktion an 1-O-Benzoyl-o-L-
rhamnopyranosid (20) optimiert werden. Der Stamm konnte als N,-Einlagerung aus der
Stammsammlung der Abteilung A. ZEECK iibernommen werden. Die N,-Einlagerung wurde
auf M2~ oder Hafer-Agarplatten mit einer sterilen Impfose ausgestrichen und fiinf bis sieben
Tage bei 28°C inkubiert. Wahrend dieser Zeit verfarbte sich das gut versporte Luftmycel
zimtbraun. Als kurzzeitige Konservierung des Stammes wurden M2'- oder Hafer-Agarplatten
gewdhlt, die bis zu drei Monaten bei 4°C gelagert werden konnten. Zur Langzeit-
konservierung wurden N»-Einlagerungen hergestellt (B. XV1.2). Bei Streptomyceten ist eine
gute Produktion von Sekundirstoffen in der Regel in Fliissigkulturen (Schiittelkolben oder
Fermenter) moglich. Erkenntnisse aus der Vorldufer-dirigierten Biosynthese, die von S.
GROND wihrend ihrer Dissertation erhalten wurden, sollten helfen, die Ausbeute an 1-O-
Benzoyl-o-L-rhamnopyranosid (20) zu steigern. S. GROND beobachtete, dass 1-O-Benzoyl-a-
L-rhamnopyranosid (20) als natiirlicher Metabolit aus Standardfermentationen in Ausbeuten
von 2 — 4 mg/L produziert wurden. Uberraschenderweise wurde bei Experimenten zur

Vorlaufer-dirigierten Biosynthese durch Zufiitterung von stammfremden Carbonsduren wie
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Isophthal-, Terephthal-, 4-Hydroxy-3-nitrobenzoe- und Isodehydracetsdure auch das 1-O-
Benzoyl-o-L-rhamnopyranosid (20) in sehr hohen Ausbeuten (5 — 8 mg/L) isoliert.”*”! Deshalb
wurde versucht, die Ausbeute von 20 durch Zufiitterung einer stammfremden Carbonsdure
wihrend der Fermentation zu steigern, um optimale Bedingungen fiir die Fiitterung markierter
Vorldufer zu erhalten.

Die Kultivierung von Tii 3634 erfolgte im 1 L Riihrblattfermenter in Haferndhrmedium tiber
einen Zeitraum von ca. 72 h. Die Vorldufer wurden ab der 12. Wachstumsstunde — kurz vor
Beginn der Rhamnosidbildung — kontinuierlich iiber acht Stunden mit Hilfe einer
Schlauchdosierpumpe in die Kulturbriihe gefordert. Die Carbonsduren (7.3 mmol) wurden
hierzu in 80 — 100 mL Wasser gelost, die Losung auf einen pH = 6.5 eingestellt und
sterilfiltriert. Ebenfalls ab der 12. Inkubationsstunde wurde eine pH-Sperre von 6.5 £+ 0.7
eingestellt. Es wurden drei Carbonsduren dem Stamm geflittert, namentlich Terephthal-,
Isophtal- und Vitamin C. In Tabelle 16 sind die Mengen der isolierten Reinstoffe aus den
Fiitterungsexperimenten zusammengefasst, die zur Ausbeutesteigerung durch die Vorldufer-

dirigierte Biosynthese durchgefiihrt wurden.

Fiitterung in Ausbeute an o-L-Rhamnosid (20)

Carbonsiure oL in mg/L
keine - 1.4
Terephthalsdure 1.21 2.0
Isophthalsdure 1.21 2.2
Vitamin C 1.29 2.4

Tabelle 16: Zusammenfassung der Ergebnisse zur Ausbeutesteigerung von 1-O-Benzoyl-o-L-
rhamnopyranosid (20). Als Referenz wurde die Ausbeute einer Fermentation ohne
Carbonséurezusatz von 20 mit angegeben.

Neben der Fermentation in Hafermedium wurde als zweites die Kultivierung in Medium S
getestet. Dies erbrachte jedoch keinen Erfolg, obwohl der Kulturbrithe 7.3 mmol
Terephthalsdure zugefiittert wurden. Es konnte kein 1-O-Benzoyl-a-L-rhamnopyranosid (20)
nachgewiesen werden, dafiir wurde das 2-Aminobenzoyl-a-L-rhamnopyranosid in 0.9 mg/L
Ausbeute isoliert. Die literaturbekannte Ausbeutesteigerung von 20 durch Zufiitterung von
stammfremden Carbonsduren, konnte leider nicht in dem erwarteten Malle reproduziert
werden. Dennoch wurde unter Zufiitterung von Vitamin C eine leichte Ausbeutesteigerung
auf 2.4 mg/L erzielt. Die im Folgenden berschriebenen Fermentationen wurden unter Zugabe
von Vitamin C und DMSO (einmalig 5 mL/L in 10 mL Wasser, sterilfiltriert, 11.
Inkubationsstunde) durchgefiihrt. DMSO wurde als Additiv zugesetzt, um die Zellwénde fiir
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die markierte Shikimisdure permeabler zu machen. Die Produktion von 20 wurde durch die

Zugabe von DMSO nicht beeintrichtigt, wie in einem Referenzexperiment gezeigt wurde.

2.3. Aufarbeitung und Isolierung

Zur Isolierung wurde die zimtfarbene Kulturbrithe zunachst mit 0.5 M HCI bzw. 0.5 M NaOH
auf pH ca. 5.0 eingestellt. AnschlieBend wurde die Kulturbrithe mit ausreichend Hyflocelite
versetzt und das Mycel von dem Kulturfiltrat durch Filtration getrennt. Das Mycel wurde
verworfen. Das Kulturfiltrat wurde an Amberlite® XAD-16 adsorbiert und mit MeOH eluiert
(500 mL). Das Rohextrakt (ca. 800 mg/L) wurde an Sephadex LH-20 (MeOH), Kieselgel
(CH,Cl,/MeOH, 4:1) und an RP-18 (MeOH/H,0, 6:4, Mitteldruck) chromatographiert.

1 L Kultur (Tii 3634)

/\

Kulturfiltrat Mycel
verworfen

Adsorption an XAD-16
Eluation mit 500 mL MeOH

ca. 800 mg/L Rohprodukt

Sephadex LH-20 (MeOH)
Kieselgel (MeOH/DCM, 4:1)
RP-18 (MeOH/H,0, 6:4)

1.4 -2.4mg/L
1-0-Benzoyl-a-L-rhamnopyranosid (20)

Abbildung 85: Schema zur Aufarbeitung und Isolierung von 1-O-Benzoyl-o-L-
rhamnopyranosid (20).

3. Charakterisierung des 1-O-a-L-Rhamnopyranosids

Eine charakteristische und fiir die Aufarbeitung hilfreiche Eigenschaft des gelben, dligen o-L-
Rhamnosids 20 ist die markante griine Anfarbung mit Anisaldehyd/H,SO4-Spriihreagenz.
Gegeniiber Sduren verhdlt sich der Naturstoff 20 labil, weshalb NMR-Analysen in CDCl;

vermieden wurden. In Kulturldsung ist die Substanz bei 4°C und einem pH-Wert zwischen
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4.9 und 6.8 iiber 10 Tage stabil. Man beobachtete gute Ldslichkeit in Aceton, Methanol,
Dichlormethan und Ethylacetat.

OH

Abbildung 86: Struktur des 1-O-Benzoyl-a-L-Rhamnopyranosids (20).

Zur Charakterisierung des isolierten Benzoyl-a-L-rhamnosids (20) aus Streptomyces
griseoviridis Tii 3634 wurden die experimentellen Daten mit den Literaturwerten!'>'®"]
verglichen. Das DCI-Massenspektrum des reinen Naturstoffs 20 lieferte einige
Fragmentpeaks mit m/z = 303 [M+NH;+NH,]", 286 [M+NH,]", 244 [M-CO,]" und 181
[C6H1105+NH4]+, aus der sich die Summenformel C;3H;60¢ und die Molmasse zu 268 g/mol
ableiten liel3.

Die Auswertung des Infrarotspektrums belegte das Vorhandensein eines Carbonsdureesters
(V... = 1726 cm™) und die Existenz einiger Hydroxylgruppen (¥, = 3384 cm™ (breit)).
Desweiteren wurden fiir den Sekundarmetaboliten charakteristische Schwingungsbanden bei

¥ =2979,2916, 1601, 1451, 1320 und 1271 cm™ gefunden. Das UV-Spektrum (in MeOH)

zeigte zwel flir den Naturstoff 20 charakteristische Absorptionsmaxima bei 274 und 230 nm.
Die 'H- und *C-NMR-Daten des a-L-Rhamnosids (20) und die Literaturdaten!"**'%" sind in
Tabelle 17 zusammengefasst. Ein Vergleich der experimentellen Daten mit denen aus der

[159:160) (Tabelle 17) zeigte zweifelsfrei, dass 1-O-Benzoyl-a-L-rhamnopyranosid (20)

Literatur
vorliegt. Im 'H-NMR-Spektrum waren die Signale eines acylgebundenen Rhamnosebausteins
mit 1’-H bei dy = 6.18 zu erkennen. Neben den vier Protonen einer Benzoylgruppe bei oy =
7.50 — 8.03 (2-H — 6-H) konnte der Zuckerbaustein mit den chemischen Verschiebungen von
og = 3.50 — 3.95 identifiziert werden. Das Methylsignal der a-L-Rhamnose zeigte eine
chemische Verschiebung von Jy= 1.28 und wurde zu einem Dublett aufgespalten, da in

Nachbarschaft eine Methingruppe stand (Abbildung 87).



1-O-BENZOYL-0-L-RHAMNOPYRANOSID AUS STREPTOMYCES SP.

C- Exp. Lit. '3 Exp. Lit. 31
Atom Joc ppm Joc ppm ou ppm Oou ppm

1 130.9 130.5

2 130.7 130.7 8.03(dd,J=1.5,8.0) 8.03(dd,J=1.5,7.5)
3 129.8 129.8 7.50 (dd,J=17.5,8.0) 7.50(dd,J=7.5,7.5)
4 134.8 134.8 7.64(dd,J=2.5,7.5) 7.64(dd,J=1.5,7.5)
5 129.8 129.8 7.50 (dd,J=17.5,8.0) 7.50(dd,J=7.5,7.5)
6 130.7 130.7 8.03(dd,J=1.5,8.0) 8.03(dd,J=1.5,7.5)
7 166.0 166.0

1’ 96.0 95.9 6.18 (d, /=2.0) 6.18(d,J=1.9)

2’ 71.3 71.2 3.95(dd,J=2.0,4.0) 3.97(dd,J=1.9,3.5)
3 72.3 72.3 3.84(dd,J=4.0,9.5) 3.83(dd,J=3.5,9.5)
4’ 73.5 73.5 3.50(dd,J=9.5,9.5) 3.50(dd,J=9.5,9.5)
5 72.6 72.6 3.76 (dq, J=6.5,9.5) 3.76 (dq,J=6.3,9.5)
6 18.1 18.1 1.28 (d,J=6.5) 1.28 (d,J=6.3)

Tabelle 17: Vergleich der 'H- und C-NMR-Daten des Naturstoffs 20 mit Daten aus der
Literatur!>*'%% (600 MHZ**"), 500 MHZ!""*'*”), CD;0D). Soweit nicht anders angegeben

handelt es sich bei den Kopplungen um skalare 3J(H,H)—Kopplungen mit [J] = Hz.

O 7
.
H,C ' 4 6-H
HO> 0
HO
2-H | 3.H 5'-H ,
6-H |5-H 3°-H 4-H
. H 2'-§ \ J
) LL_# . __.ﬁ-J,.LL}.L__ N J'L_._._

Abbildung 87: 'H-NMR-Spektrum des 1-O-Benzoyl-o-L-rhamnopyranosids (20) in CD;0D
(600 MHz) gemessen.
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Die im néchsten Kapitel beschriebenen Untersuchungen zur Biosynthese des 1-O-Acyl-
rhamnosids 20 durch Fiitterung einer *C-markierten Verbindung haben die vorgeschlagene

Struktur zusétzlich abgesichert.

4. Die Biosynthese des 1-O-Benzoyl-a-L-rhamnopyranosids

4.1. Bisherige Untersuchungen zur Biosynthese

Das 1-O-Benzoyl-a-L-rhamnopyranosid (20), das aus Streptomyces griseoviridis Tii 3634
isoliert wurde, enthélt eine Benzoesdure, die iiber eine Carboxylgruppe an a-L-Rhamnose O-
glykosidisch gebunden ist. Zum einen werden zwei intakte Glycerineinheiten iiber die
Gluconeogenese zu Glucose verstoffwechselt, die in den Hexosephosphatpool eingespeist
werden. Zum anderen konnen zwei nicht intakte Glycerineinheiten aus Vorldufern aus dem
Pentosebisphosphatweg zu Hexasacchariden aufgebaut werden, die ebenfalls den
Hexosephosphatpool speisen. Das Hauptaugenmerk sollte daher auf der Biosynthese des
Aglykons 20a liegen. Fiir die Biogenese des Aglykons 20a kommt der Shikimisdureweg in
Frage, was mit Hilfe von *C-markierten Vorldufern belegt werden sollte.

Der Shikimisdureweg ist ein wichtiger Biosyntheseweg in Pflanzen und Bakterien zum
Aufbau von Primér- und Sekundirmetaboliten. Als Primdrmetaboliten werden auf diesem
Weg z.B. die aromatischen Aminosduren L-Phenylalanin (102), L-Thyrosin oder L-
Tryptophan gebildet. Der Shikimisdureweg ist aber auch am Aufbau von Bausteinen der
Sekundirmetabolite beteiligt, wie dem Chloramphenicol, Vancomycin oder Novobiocin aus
Mikroorganismen. Genauso werden Biosynthesebausteine von Planzen, wie der Xanthone

und Isoflavone, iiber ihn gebildet.['®"

Vorarbeiten zur Biogenese des 1-O-Benzoyl-o-L-rhamnopyranosids

Die im Folgenden zusammengefassten Fiitterungsexperimente sind von S. GROND im Rahmen
ihrer Dissertation durchgefiihrt worden.[*) Es erfolgte kein Einbau bei der Fiitterung von *C-
markiertem Natriumacetat. Es konnte somit ausgeschlossen werden, dass es sich bei dem
Aglykon (20a) von 1-O-Benzoyl-a-L-rhamnopyranosid (20) um ein Polyketid handelt. [U-
PCg]Glucose wird in die Rhamnosyleinheit inkorporiert, fiir das Benzoyl-Aglykon ist kein
Einbau nachzuweisen, weder durch Erhéhung der Signalintensititen noch durch das
Auftauchen von C-">C-Kopplungen. Im Gegensatz dazu ist im *C-NMR-Spektrum von 20

aus einem Fiitterungsexperiment mit [2-13C]Glycerin eine Anreicherung von formal drei
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Signalen C-1, C-3 und C-5 durch Signalintensititserh6hung zu beobachten. Wegen der
chemischen Aquivalenz der Kerne C-3 und C-5 kann aus diesem Ergebnis nicht abgeleitet

werden, welcher der beiden Kerne angereicht wurde.

(X0

1

20a

Abbildung 88: Anreicherungsmuster aus dem Fiitterungsexperiment mit [2-"C]Glycerin im
Aglykon 20a.
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Abbildung 89: Postulierte Markierungmuster des Aglykons (104 bzw. 105) von Rhamnosid
20 nach Fiitterung von [U-"C3]Glycerin zur Aufklirung des Biosyntheseweges.
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Durch den fehlenden Einbau von *C-markiertem Acetat oder Glucose wurde vermutet, dass
der Shikimisdureweg an dem Aufbau des Aglykons des 1-O-Benzoyl-a-L-rhamnopyranosids
(20) beteiligt ist. Die Biosynthese von unsubstituierten Benzoesduren wird vor allem bei
Pflanzen und Pilzen beschrieben. In ihrer Biosynthese wird die Benzoesdure als Intermediat
tiber Shikimisdure aus Phenylalanin (102) gebildetet. Shikimisdure selbst wird durch
Kondenstation von Phosphoenolpyruvat (47) und Erythrose-4-phosphat (46) gebildet.!'*>'®"]
[U-"*C3]Glycerin geht wie in Abbildung 89 gezeigt in den Biosyntheseweg der Shikimisiure
ein.

Prinzipiell sind zwei Wege zur Biosynthese des Aglykons, ausgehend von Shikimisdure
denkbar (Abbildung 89). Zum einen ist der direkte Aufbau der Benzoesédure aus Shikimisdure
denkbar, was nach Fiitterung von [U-""C;]Glycerin zu dem Markeriungsmuster 104 fiihrt, bei
dem zwei intake Cs-Einheiten C-7/C-1/C-2 und C-4/C-5/C-6 zu erwarten sind. Zum anderen
konnte die Benzoesdure {tiber den gewohnlichen ,plant-like” Biosyntheseweg {lber
Phenylalanin 102 fiihren und das Markierungsmuster 105 ergeben, das aus einer intakten Cs-
Einheit C-4/C-5/C-6, einer C,-Einheit C-1/C-2 und einer Anreicherung an C-7 besteht. Die
Fiitterung von [U-">C;]Glycerin war notwendig, da die Fiitterung von [2-">C]Glycerin die
Unterscheidung zwischen den Biosynthesewegen nicht zulédsst (Abbildung 88).

Die Fiitterung von [U-">Cs]Glycerin fithrte zu einem “C-NMR-Spektrum, das teilweise
komplexe Spinsysteme hoherer Ordnung aufwies. Nicht alle Kopplungskonstanten fiir die
Signale des Aglykons 20a konnten direkt aus den Spektren bestimmt werden. Es folgte ein
deduktives Vorgehen zur Unterscheidung der Einbaumuster 104 und 105 (Abbildung 89).
Dabei wurde die Methode der rechnergestiitzten Spinsimulation zur Berechnung der
Signalmuster der 'C-NMR-Spektren von 104 und 105 verwendet. Alle moglichen
Isotopomeren der einzelnen Spinsysteme wurden berechnet und mit den gemessenen ~C-
NMR-Spektrum verglichen. Zur Berechnung der Spinsysteme einzelner Isotopomere wurden
die bekannten chemischen Verschiebungen und die Gréfen der Kopplungskonstanten benutzt.
Der Vergleich von gefundenen und simulierten Kopplungsmustern der Benzoylgruppe stiitzte
eine Interpretation der '*C-NMR-Spektren, nach der es drei Isotopomere geben muss, die in

Abbildung 90 dargestellt wurden.
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A B C

Abbildung 90: Markierungsmuster dreier Isotopomere des Aglykons von o-L-
Benzoylrhamnosids (20a), abgeleitet aus dem Fiitterungsexperiment mit [U-">C3]Glycerin.

Die eindeutige Aufkldarung des Biosyntheseweges erforderte eine zweifelsfreie Zuordung
eines der Isotopomeren A oder C zum gefundenen “C-Kopplungsmuster. Daher war es
sinnvoll, durch ein weiteres Fiitterungsexperiment mit [1,7-">C,]Shikimisdure den
Biosyntheseweg des Aglykons von 20 zu kldren. Die fiir dieses Einbauexperiment zu
erwartenden Markierungsmuster sind in Abbildung 91 zusammengefasst. Der direkte Einbau
(Weg 1) von Shikimisdure (103) wiirde {liber den intakten Einbau der C,-Einheit C-1/C-7 und
der daraus resultierenden 'J¢,-Kopplung angezeigt werden (Benzoylaglykon 106). Der
Einbau der [1,7-"°C,]Shikimisdure iiber Phenylalanin (102) wiirde im *C-NMR-Spektrum nur
die Anreicherung an C-1 zur Folge haben, denn das '*C-angereicherte Kohlenstoffatom C-7
wiirde aufgrund einer Decarboxylierung (Abbildung 91) abgespalten werden
(Benzoylaglykon 107). Somit wire im *C-NMR-Spektrum die Anreicherung an C-1 durch

Erhohung der Intensitdt am Kohlenstoffatom C-1 zu beobachten.

o’> O/>

107 106

Abbildung 91: Hypothetische Einbaumuster nach Fiitterung [1,7-"°C,]Shikimisdure zur
Unterscheidung des Biosynthesewegs zum Aglykon von 20.
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4.2. Fiitterungsexperiment mit [1,7-" C,|Shikimisiure™

Um die Stoffwechselvertraglichkeit des Vorldufers sicherzustellen, wurden Vorversuche
unternommen, in denen dem Stamm die unmarkierte Verbindung zugefiittert wurde. Es gab
keine Hinweise auf eine Beeintrachtigung des Sekundirstoffwechsels. Fiir die
Biosyntheseuntersuchungen kultivierte man den Stamm Tii 3634 in einem 1 L Fermenter. Zur
Erh6hung der Ausbeute an 1-O-Benzoyl-a-L-rhamnopyranosid (20) wurde ab der 11.
Fermentationsstunde 7.3 mmol/L Vitamin C (1.29 g) tlber eine Schlauchdosierpumpe
kontinuierlich {iber zehn Stunden zugegeben. Zusétzlich wurde dem Stamm DMSO (5 mL/L
in 10 mL/L Wasser, sterilfiltriert) einmalig beigesetzt. Die Fiitterung des *C-markierten
Vorldufers wurde in der 12. Wachstumsstunde begonnen und iiber neun Stunden
aufrechterhalten. Die Fermentation wurde nach 60 Stunden beendet. Nach standardisierter
Aufarbeitung (B. XV4) und Isolierung konnten 2mg/L des 1-O-Benzoyl-a-L-
rhamnopyranosids (20) erhalten werden.

Das "*C-NMR-Spektrum aus diesem Fiitterungsexperiment zeigte neben den “C-NMR-
Signalen der Verbindung 20 zwei Dubletts der Kohlenstoffsignale C-1/C-7 (oc = 130.9,
166.0), die eine Kopplungskonstante von 76 Hz aufwiesen. Da beide Kohlenstoffsignale ein
Dublett von 76 Hz zeigten, konnte davon ausgegangen werden, dass ein intakter Einbau der
PC-markierter Shikimisdure stattgefunden hatte und die C;-Einheit in das Benzoylaglykon

20a eingeschleust wurde.

™ An dieser Stelle sei H. G. Floss gedankt, der mir das [1,7-"*C5]Shikimat fiir das Fiitterungsexperiment zur

Verfiigung stellte.
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Abbildung 92: 13C-NMR-Spektrum von 1-O-Benzoyl-a-L-rhamnopyranosid (20) aus dem
Fiitterungsexperiment mit [1,7-"°C,]Shikimat (150.8 MHZ, CD;OD). Die 1J((:,(;)-Kopplung
von C-1 und C-7 von 76 Hz ist in den Dehnungen dargestellt. Das Referenzspektrum von 20
ohne Anreicherung zeigt nach unten.

4.3. Diskussion

Die experimentellen Daten belegen, dass das Benzoylaglykon des o-L-Rhamnopyranosids
(20), das vom Stamm Tii 3634 gebildet wird, de novo aus einem Shikimat-Intermediat
gebildet wird. Es wird nicht iiber Prephenat (108) und Phenylalanin (102) zur Benzoesiure
(105) aufgebaut wird. Analoge Beobachtungen konnten bei Fiitterungs-experimenten an
Stamm- oder Wurzelkulturen von Swertia chirata gemacht werden. Die Ergebnisse dieser
Studie zeigten, dass das 3-Hydroxybenzoat von Amarogentin (109) aus einem Intermediat des
frithen Shkimisiurewegs gebildet und nicht iiber Zimtsdure aufgebaut wird.!'**!

Die gefundenen alternative Biosyntheseroute der Benzoesdure konnte klar von der
gewohnlichen ,,plant-like” Biotransformation, die von Shikimat und Chorismat (44) zu
Benzoat via Prephenat (108), Phenylalanin (102) und Zimtsdure verlduft, durch
Fiitterungsexperimente mit '*C-markierten Vorldufern getrennt und nachgewiesen werden.
Erst jiingst wurde zusitzlich von einer ,,plant-like” Biosynthese der Benzoesdurestartereinheit

[165

von Enterocin in dem Bakterium Streptomyces maritimus''®! und Soraphen A in Sorangium
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cellulosum Dberichtet, das durch Fiitterungsexperimente von “C- und “H-markierten

Vorldufern belegt wurde [166:167]
) @)
AN
\\\\\“ O OH
O
OH ?
he
HO OH
OH OH

109

Abbildung 93: Struktur des Aromagentin (109) aus Swertia chirata.

Die hier beschriebene alternative Route der Biosynthese eines Benzoats direkt aus Shikimat
und nicht iiber Phenylalanin (102) ist fiir Mikrooganismen bisher in der Literatur nicht
beschrieben worden und somit neu. Sie ist unter Umstdnden auch am Aufbau anderer

Sekundarmetabolite beteiligt.
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VII Chemisch Biologisches Screening mit extremophilen

Mikroorganismen

Extremophile Mikroorganismen leben in extremen Umgebungen. Sie wachsen beispielsweise
bei Temperaturen von iiber 100°C, zeigen noch Wachstum bei einem Salzgehalt von bis zu
30% oder bei pH-Werten zwischen pH = 1 und pH = 3 sowie pH = 12 und pH = 14. IThre
Enzymausstattung ist diesen Habitaten angepasst und es konnen einzelne Enzyme in
industriellen Verfahren als Biokatalysatoren mit hohen Anforderungen eingesetzt werden.
Hier ersetzen sie herkdmmliche, meist teure, langwierige und vor allem umweltschadliche
Verfahren. Zugleich ermoglichen die Biokatalysatoren aus extremophilen Mikroorganismen
génzlich neue, umweltentlastende biotechnologische Herstellungsprozesse. Eingesetzt werden
koénnen sie in der Chemie- und Pharmaindustrie sowie in den Bereichen Kosmetik,

Lebensmittel, Textil und Energieversorgung.

1. Projektbeschreibung

Der dritte Teil der vorliegenden Arbeit wurde im Rahmen des DBU-Projektes ,,Effiziente
Produktion Neuartiger Wirkstoffe aus extremophilen Mikroorganismen  durch FEinsatz
heterologer Expressionssysteme* (AZ 13142) durchgefiihrt. Dieses Projekt basiert auf einer
Kooperation dreier Hochschularbeitsgruppen unter der Projekt-leitung der Brain AG. Die
Projektstrukturen des DBU-Projekts sind in Abbildung 94 zusammengefasst. Ziel des
Forschungsvorhabens war, aus extrem schwer kultivierbaren Mikroorganismen neue
Naturstoffe auf Basis eines chemischen und biologischen Screenings zu isolieren, um an neue
Leitstrukturen fiir die Wirkstoftforschung zu gelangen.

Das die Arbeitsgruppe S. GROND betreffende Teilprojekt C ,,Wirkstoffisolierung, Validierung
und Strukturaufkldrung hatte die ErschlieBung neuer Naturstoffe aus einer extremophilen
Quelle mit anschlieBender Strukturaufklarung zum Ziel.

Die Isolate der extremophilen Mikroorganismen aus den verschiedensten Habitaten waren
thermotolerante Archeaen oder Bakterien, liber die der Arbeitskreis G. ANTRANIKIAN (TU
Hamburg-Harburg) und die Arbeitsgruppe A. KLETZIN (Zentrum fiir Molekulare Evolution &
Biodiversitét e.V. Darmstadt, ZEB) zum Antragszeitpunkt bereits in ihren Stammsammlungen

verfiligten.
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Universitit Gottingen
(Dr. S. Grond)

Stémme, (chem. Profilierung, Isolierung, Stémme,
Extrakte Strukturauﬂ(lﬁrung) Extrakte

I ‘ Technische Universitit
ZEB, Darmstadt Fraktionierte HH-Harburg
(Dr. A. Kletzin) Extrakte, Stimme (Prof. G. Antranikian)
(Isolierung und Anzuchtder | Reinsubstanzen (Isolierung und Anzucht der
Stimme, Kultivierung) v Stimme, Kultivierung)

Extm Brain AG Aakte

(Biologisches Screening,
Testsysteme, Genombank)

Abbildung 94: Kooperationen im Rahmen des DBU-Projekts.

Die Firma Brain AG ibernahm das Biologische Screening. Dazu gehdren genetischen
Arbeiten, die die PCR-Typisierung, die Herstellung und das sequenzhomologe Screening der
Genombanken einschloss. Aulerdem wurden Extremophile aus der Stammsammlung der
Brain AG in dem Projekt bearbeitet. Kultiviert wurden die Mikrooganismen, die in den
Screeningansdtzen durch positive Ergebnisse auffielen, in den Arbeitskreisen G.
ANTRANIKIAN, S. GROND und A. KLETZIN. Die Brain AG iibernahm die biologische Priifung
der fraktionierten Extrakte und Reinsubstanzen auf antimikrobielle Wirkung (Hefen und
Bakterien) und cytotoxische Eigenschaften (CHO-, HEK293-Zellen) sowie Wirkung gegen
multiresistente Keime (Staphylococcus). Ausgewdhlte, im Test auffillige, extremophile
Stimme wurden in Gottingen im grofBeren Malstab kultiviert. Die chemische Profilierung, die
Naturstoffisolierung und die Strukturaufklirung lagen in der Hand des Arbeitskreises S.
GROND in Goéttingen.

Die gesammelten Daten aus dem Biologischen und Chemischen Screening wurden in eine
gemeinsame Datenbank Online SQL der Brain AG eingetragen, zu der alle Kooperationsparter

jederzeit Zugriff hatten.
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2. Screening der extremophilen Mikroorganismen

2.1. Screeningmethoden

Die Moglichkeiten zur Entdeckung neuer Naturstoffe oder neuer pharmazeutischer Wirkstoffe
sind sehr vielfiltig. Das ilteste Verfahren, das von S. A. WAKSMAN eingefiihrte Biologische

[1%8) "beruht auf Wechselwirkungen zwischen Naturstoff und Testorganismus. Diese

Screening
Methode fiihrte in den 50iger Jahren zur Entdeckung einer Reihe neuer Antibiotika wie den
Tetracyclinen.'® Nachteil dieser Methode ist, dass biologisch weniger aktive oder nur in
geringer Konzentration vorhandene Substanzen oftmals unentdeckt bleiben. Mit
zunehmenden Verstdndnis von Krankheiten auf genetischer und molekularer Ebene

170], mit dem versucht wird, durch den

entwickelte sich ein Target-orientiertes Screening'
Einsatz von Enzym- und Rezeptorassays auf molekulare Ursachen einzelner Krankheiten und
pharmazeutische Anwendung zu testen. In der Industrie wird diese Vorgehensweise heute im
Rahmen des High-Throughput-Screenings (HTS) angewandt. Dieses wird mit Robotern, die
durch Einsatz von Mikrotiterplatten grofe Substanzbibliotheken oder zahlreiche
Extraktproben in kiirzester Zeit verarbeiten konnen, durchgefiihrt. Nachteilig bei diesem
Ansatz ist die Abhdngigkeit von bestimmten Testsystemen, deren Relevanz bei bestimmten
Krankheiten keineswegs immer geklért ist. Interessante Sekundidrmetabolite, die in den
Systemen, aufgrund zu geringer Wirkstoftkonzentration, nicht ansprechen, werden auf diesem
Weg nicht erkannt. Zudem koénnen durch synergistische Effekte falsch positive Ergebnisse
erzielt werden, was die Auswertung zusédtzlich erschwert.

Neben den biologischen, wirkungsorientierten Methoden bietet das von H. ZAHNER'"' und
A.ZEECK'™ in der Wirkstoffsuche eingefilhrte Chemische Screening, welches auf
H. UMEZAWA'" zuriickgeht, die Moglichkeit, neue Sekundirstoffe allein durch chemische
Reaktionen mit speziellen Reagenzien zu entdecken. Die mittels
Diinnschichtchromatographie aufgetrennten Rohprodukte der verschiedenen Organismen
werden mit verschiedenen Spriihreagenzien angefarbt, wobei sich einzelne Naturstoffe
aufgrund ihrer unterschiedlichen funktionellen Gruppen durch spezifische Féarbungen zu
erkennen geben. Nach der Isolierung der Reinsubstanz erfolgen Strukturaufklirung,
chemische Charakterisierung und biologische Testierung.

Im Chemischen Screening gehen nur wenige physikochemische Informationen zum
Substanzspektrum eines Organismus verloren; dies ist auch deshalb giinstig, weil selbst

zunéchst biologisch inaktive Substanzen noch als Leitstrukturen dienen konnen. Es kann
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davon ausgegangen werden, dass alle Naturstoffe eine biologische Aktivitit besitzen!'’¥,

diese jedoch aufgrund des Fehlens geeigneter Testsysteme nicht immer erkannt wird.
Nachteilig am Chemischen Screening sind die nur halbautomatisierte Durchfiihrbarkeit und
der hohe Anteil nicht digitalisierbarer Daten. AuBlerdem werden wie beim Biologischen
Screening immer wieder bereits bekannte Metabolite isoliert. Um solche Substanzen bereits
frithzeitig zu identifizieren, wurde das Chemische Screening zum Physikochemischen
Screening, in dem die Detektion der Metabolite mit Hilfe gekoppelter HPLC-Systeme erfolgt,
weiterentwickelt. Durch Einsatz von Datenbanken lassen sich bereits bekannte Metabolite
anhand ihrer Retentionszeiten und physikalischen Daten friihzeitig erkennen (Dereplikation).
Methodisch kommen hier die gekoppelten Methoden HPLC-DAD!'"*! HPLC-MS!"" und
HPLC-NMR!""" oder deren Kombination zum Einsatz.

Um die Vorteile sowohl des Biologischen als auch des Chemischen Screenings auszunutzen,
wurden in den letzten Jahren kombinierte Systeme entwickelt. Bei diesen erfolgt parallel zu
einer HPLC-Trennung mit physikochemischen Detektoren die biologische Testierung. Tritt
eine biologische Aktivitit auf, so ldsst sich dieser UV- und MS-Daten zuordnen, was die

gezielte Isolierung der fiir die Wirkung verantwortlichen Substanz erleichtert.

2.2. Durchfiihrung des Chemisch-Biologischen Screenings

Im Rahmen des DBU-Projektes wurden zehn extremophile Stdmme (3-005 — 3-015) im
Chemisch-Biologischen Screening bearbeitet. Die zehn Stimme stammten aus der
Stammsammlung der Brain AG. Um die Potenz der Sekundérstoftbildung zu priifen, wurden
die extremophilen Stimme im Chemischen Screening in vier verschiedenen Medien, wie
Soja-Mannit (SM), Hafer, Malz-Hefe-Glucose (M2) und Stérke-Glucose-Glycerin (SGG), in
Schiittelkolben kultiviert. Im SGG-Medium stehen z. B. Glycerin, Glucose und Stérke als
Kohlenstoffquellen zur Verfiigung. Caseinpepton und Hefeextrakt dienen als Schwefel- und
Stickstoff-Quellen. Um moglichst alle fir das Wachstum lebensnotwendigen Nihrstoffe
bereitzustellen, wurden ausschlieBlich komplexe Ndhrmedien verwendet. Um das Problem
des hohen Fettgehalts zu umgehen, das z. B. bei der Kultivierung in Hafermedium besteht,
verwendet man im SM-Medium fettarmes Sojamehl, um die Produktion von Fettsduren zu
vermindern. Diese erschweren Aufarbeitung und Detektion der Metabolite. Ein weiteres
Problem bei der Verwendung komplexer Ndhrmedien ist die mogliche Isolierung von

Néhrmedienbestandteilen oder deren Transformationsprodukten.
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Bei der Durchfiihrung des Screenings wurde Vorkulturen mit je 50 mL Ndhrmedium in einem
300 mL Erlenmeyer-Kolben mit drei Schikanen angesetzt, die mit einem Achtel einer
Agarplatte angeimpft und 2 d bei 50°C und 180 rpm inkubiert wurden. Fiir die Hauptkultur
wurden je Ndhrmedium zwei Kolben 3 — 4 d (je nach pH-Wert) bei 50°C und 180 rpm
inkubiert. Die Hauptkulturen impfte man mit 3 mL/Kolben der Vorkultur an. Das Screening
wurde mit Vor- und Hauptkultur durchgefiihrt um die Stabilitidt und die Reproduzierbarkeit
der Sekundirstoffproduktion zu gewihrleisten. Die Kulturbriihen wurden auf pH ~ 5.0
eingestellt und standardisiert mittels Extraktion mit Ethylacetat aufgearbeitet (Abbildung 95).
Die erhaltenen Extrakte wurden jeweils in 1 mL Methanol aufgenommen und 10 pL dieser
Losung auf DC-Kieselgelplatten aufgetragen. Um ein moglichst grofes Polarititsspektrum
abzudecken, entwickelte man die Kieselgelplatten in zwei verschiedenen Laufmittelsystemen.
Zum einen in CHCl3/MeOH 9:1 fiir die Detektion unpolarer Komponenten, zum andern in
n-BuOH/AcOH/MeOH 4:1:5 fiir die polaren Komponenten. Die Analyse des
Metabolitenspektrums erfolgte iiber visuelle Detektion unter UV-Licht (254 und 366 nm)
sowie liber Farbreaktionen mittels Anspriihreagenzien wie Anisaldehyd, Ehrlichs Reagenz
und Orcin. So lassen sich z.B. mit Anisaldehyd Steroide und hohere Alkohole, mit Ehrlichs

Reagenz Amine und mit Orcin Zucker nachweisen.!'™”

Kulturbriihe (200 mL)
I

Filtration iiber Celite

/\

Kulturfiltrat Mycel
I I
Extraktion mit Aufschluss in Aceton im
Ethylacetat Ultraschallbad, 15 min
| |
Kulturfiltrat-Extrakt Mycel-Extrakt
Losen in 1 mL MeOH Losen in 1 mL MeOH

Auftragung von 10 pL der Losung auf DC-Kieselgelplatten
Auswertung unter UV-Licht und mit Anfirbereagenzien

Abbildung 95: Aufarbeitungsschema des chemischen Screenings mit extremophilen
Mikroorganismen.
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Neben den chemischen Nachweisverfahren wurden jeweils 5% der Extrakte bei der Brain AG
auf ihre biologische Aktivitdt hin untersucht. Im Plattendiffusionstest wurde dabei unter
anderem auf antimikrobielle Aktivititen gepriift. Die Indikatororganismen, die dazu
verwendet wurden, waren Hefen der Gattung Saccaromyces, Pichia, Candida und
Sporobolomyces oder Bakterien wie E. coli, Bacillus, Staphylococcus und Mycobacterium.
Zusétzlich wurden Kulturextrakte mittels Diinnschichtchromatographie aufgetrennt.
AnschlieBend wurden sie umgedreht auf mit Indikatororganismen angeimpfte Platten gelegt,
inkubiert und ausgewertet. Alternativ besprithte man die DC-Platten direkt mit einer
Suspension aus Medium und Indikatororganismus. Die Aussagekraft dieser Assays ist
insofern groBer, als das ein Hemmbhof jetzt direkt einem Spot auf dem DC und damit einer
bestimmten Fraktion des Extrakts, manchmal sogar einer bestimmten Substanz, zugeordnet
werden konnte, was die spatere chemische Analyse erleichterte.

Kulturextrakte und aufgereinigte Substanzen wurden in biologischen Assays auf ihrer
generelle Cytotoxizitdt hin gepriift. Hierbei dienten eukaryotische Zelllinien (CHO, HEK293)
als sensitive Targets, deren Uberlebensrate nach Inkubation mit den zu testenden Substanzen
bestimmt wurde. Als Auswahlkriterium fiir die Aktivitit einer Testsubstanz wurde eine
Uberlebensrate von < 5% beim Einsatz einer definierten Verdiinnung festgelegt.

Die aufgereinigten Substanzen, die in den unspezifischen Overlay-Tests antimikrobielle
Wirkung gezeigt hatten, wurden ferner gegen eine Auswahl multiresistenter Staphylococcus-
Stamme getestet. Klinisch besonders interessant sind dabei Resistenzen gegen Ciprofloxacin,
Amoxycillin oder Mupirocin.

Die Auswahlkriterien anhand derer entschieden wurde, ob ein extremophiler Stamm, der im
Chemischen oder Biologischen Screening auffiel, im groBeren MaBstab kultiviert werden
sollte, sind in Abbildung 96 zusammengefasst. Im Idealfall besteht eine Kohidrenz zwischen
den Ergebnissen aus dem Chemischen und dem Biologischen Screening, aber auch ein
positives Ergebnis aus einem der Screeningsysteme kann eine weitere Bearbeitung nach sich
ziehen.

Um die isolierten Metabolite mdglichst rasch in bekannte und neue Metabolite zu separieren,
wurden anhand der Daten aus der NMR-Spektroskopie oder der Massenspektrometrie eine
Suche in den Datenbanken ,Dictionary of Natural Products* (DNP, Chapman &
Hall/CRC)M'™ und ,,AntiBase* (Chemical Concepts)!'™" durchgefiihrt. Beispiele fiir diese
Vorgehensweise sind bei der Charakterisierung der isolierten bekannten Metabolite

beschrieben. Aber auch bei neuen Substanzen konnen Datenbanken durch die Suche nach
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Aglyka oder Strukturfragmenten erste Aufschliisse auf das Grundgeriist liefern und so die

Strukturaufkldrung vereinfachen.

Chemisches Screening Biologisches Screening
Stamm kultivierbar? Biologische
Aktivitat?
ja :
4 ja
Metabolite detektierbar? v
) Aktivitét
! Ja verifizierbar?

Produktivitit des

Stammes ausreichend? ja

ja
\ 4

Scale-Up

Zuordnung bekannter
Metabolite?

Keine weitere
Bearbeitung

[ Bioaktivitits Test ]

Abbildung 96: Auswahlkriterien fiir die weitere Bearbeitung von im Screening auffilligen
extremophilen Mikroorganismen.

Bei der Auswertung der Chromatogramme des Chemischen Screenings fiel auf, dass das
Metabolitenspektrum aller Stimme bei dem Laufmittelsystem n-BuOH/AcOH/MeOH 4:1:5
besser separiert war, als das Metabolitenspektrum der gleichen Stimme, die im
Laufmittelsystem CHCl3/MeOH 9:1 chromatographiert wurden. Ferner zeigten die Extrakte
der Ndhrmedien SGG und Hafer ein reichhaltigeres Metabolitenspektrum als die Ndhrmedien
M2 und SM. Die Diinnschichtchromatogramme, die die Extrakte der Mycele zeigten, wiesen
keine chemisch interessanten Metabolite auf. Die Chromatogramme, die mit
Anisaldehyd/H,SO,4 angefarbt wurden, zeigten das vielfdltigste Metabolitenmuster. So wurde
jeder Stamm in jedem Nidhrmedium anhand seines Metabolitenspektrums bewertet und eine
Scale-Up-Fermentation mit den Stimmen in dem Néhrmedium durchgefiihrt, das sich jeweils
als interessant erwies. Anschliefende Isolierung der Metabolite und Aufnahme von

experimentellen Daten verhalfen zur Aufklarung der Strukturen.
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3. Streptomyces thermonitrificans Stamm 3-008

Der Actinomycet Streptomyces thermonitrificans Stamm 3-008 fiel im Chemischen Screening
im SM-Medium wegen seines Metabolitenspektrums auf (CHCI;/MeOH 9:1). Das
Chromatogramm ergab vier getrennte Substanzen im R~Bereich von 0.3 — 0.5. Es wurde ein
himmelblauer anfarbbarer Stoff bei einem R~Wert von ca. 0.5, sowie ein altrosa Spot bei ca.
0.4, eine braun anfirbbare Substanz bei etwa 0.3 und ein blaugrauer Spot bei 0.25 nach
Anfarbung mit Anisaldehyd/H,SO, beobachtet.

Dieses Metabolitenspektrum konnte bei einem Scale-Up auf 10 L in einem Biostat E
Fermenter mit SM als Ndahrmedium nicht reproduziert werden. Das Mycel wurde verworfen,
weil es keine Sekundidrmetabolite enthielt. Aus dem  Kulturfiltrat dieses
Fermentationsansatzes konnte zum einen 1-Methyl-iso-inosin (110) und zum anderen Indol-3-
Milchsdure (111) in Ausbeuten von 0.2 mg bzw. 1.1 mg/L isoliert werden. Neben diesen
beiden Metaboliten wurden auflerdem drei hédufig literaturbeschriebene Metabolite (112 —

114) gefunden (Abbildung 100). Die Isolierung der Metabolite ist in Abbildung 97

DCM/MeOH 1:1

DCM/MeOH 2:1

110
0.2 mg/L

111
1.1 mg/L

DCM/MeOH 4:1

114
0.4 mg/L

112
0.3 mg/L

Abbildung 97: Flussdiagramm zur Aufarbeitung des Stammes 3-008.

zusammengefasst.

Kulturfiltratextrakt
Sephadex LH-20
(MeOH)

Fraktion 3 Fraktion 4 Fraktion 5 113
| | I 1.2 mg/L
KG
KG KG
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3.1. 1-Methyl-iso-inosin (110)

Die farblose dlige Substanz (0.2 mg) wies einen R~Wert von 0.2 (CHCl3/MeOH 9:1) und eine
gelbe Anfarbbarkeit mit Anisaldehyd/H,SO4 auf. Im ESI-Massenspektrum sind zwei Signale
m/z = 305 [M+Na]" und 587 [2M+Na]" zu sehen. Damit ergab sich fiir die Verbindung eine
nominelle Masse von 282. Das hochaufgeldste Massenspektrum bestétigte die Molekiilmasse
und es ergab eine Summenformel von C;;H4N4Os. Dem 13C-NMR-Spektrum waren Signale
fiir eine Methyl-, eine Methylen-, sechs Methingruppen und drei quartdre Kohlenstoffe zu
entnehmen. Im Protonenspektrum waren zwei charakteristische Methinsignale bei oy = 8.29
und 8.32 zu sehen, die jeweils als Singulett erschienen. Die zugehorigen Kohlenstoffatome
fanden sich bei oc = 149.9 und 141.3, was auf die Anwesenheit eines Stickstoff-Heterocyclus
hindeutete. Desweiteren fanden sich Signale fiir vier Methin- (d¢c = 72.1, 76.1, 87.5, 90.5) und
eine Methylengruppe (oc = 63.0), die jeweils sauerstoffsubstituiert sein sollten. Die
Methylgruppe, die als Singulett im Protonenspektrum erschien (dy = 3.61 und dc = 34.5), lie3
darauf schlieen, dass es sich hier um eine heteroatomgebundene Methylgruppe handelte. Das
eine der drei quartiren Kohlenstoffatome konnte als Carbonylfunktionen, wegen der
chemische Verschiebung von Jc = 158.8 identifiziert werden. Ferner wurde eine
Methingruppe mit einer chemischen Verschiebung von dy = 5.99 und dc = 90.5 in den NMR-
Spektren beobachtet, die auf ein anomeres Proton eines Zuckers schlieen lieBen. Auf den

Grundlagen dieser Daten fiihrte die Datenbanksuche!!’*!""]

zu Inosin, dass an N-1 methyliert
ist. Die spektroskopischen Daten des Inosins sind identisch mit denen aus der Literatur. Inosin
gehort zu den Nucleosiden und ist erstmals 1936 von J. GULLAND und E. HOLIDAY
beschrieben worden.!"™ Sein methyliertes Iso-Derivat ist bislang nur als Kristallstruktur in
der Literatur beschrieben.!'®"]

Uber ein HMBC-Experiment konnte bewiesen werden, dass 110 die Iso-Form des Inosins
zugrunde liegt, bei der die Carbonylgruppe an C-2 und nicht an C-9 gebunden ist.
Ausgewihlte HMBC-Korrelationen sind in Abbildung 98 zusammengefasst.
Methyl-1-iso-inosin ist als Sekunddrmetabolit aus Streptomyceten bislang nicht beschrieben
worden. Durch Synthese wurde die Verbindung dargestellt, die als Kristallstruktur
beschrieben wurde.!'®! Eine Biologische Aktivitit konnte in Plattendiffusionstest nicht

beobachtet werden und ist bisher nicht beschrieben worden.
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110

Abbildung 98: Struktur von 1-Methyl-iso-inosin (110) mit ausgewéhlten HMBC-
Korrelationen.

3.2. Indol-3-milchsiure (111)

Die farblose 6lige Substanz (1.1 mg) wies in CHCI3;/MeOH 9:1 kein Laufverhalten auf, dafiir
zeigte sie im polaren Laufmittelsystem (n-BuOH/AcOH/MeOH 4:1:5) einen R~Wert von 0.9.
Die Verbindung zeigte eine intensiv rote Anfdrbbarkeit mit Anisaldehyd/H,SO,4. Das ESI-
Massenspektrum ergab nur in negativem Mode ein auswertbares Signal mit m/z = 204 als
Signal hochster Masse. Das '*C-NMR-Spektrum zeigte neben vier aromatischen
Methingruppen (6c = 110 — 125) auch zwei Methingruppen, die aufgrund ihrer chemischen
Verschiebung von dc = 74 und 124, in Nachbarschaft zu einem Heteroatom stehen sollten.

Ferner konnte auf eine Carbonsiure geschlossen werden, da das "C-NMR-Spektrum ein

quartdres Kohlenstoffatom mit der chemischen Verschiebung von dc = 181.3 aufwies. Dem

PC-NMR-Spektrum waren ferner drei quartire Kohlenstoffatome (dc = 112.0, 129.2, 138.0)
und eine Methylengruppe (dc = 32.2) zu entnehmen. Die Datenbanksuche einer Verbindung
mit elf Kohlenstoffatomen und der Annahme, dass die Molekiilmasse 205 entspriche, fiihrte

[179]

in AntiBase zu der Struktur von Indol-3-milchsdure (111) mit der Summenformel

C11H11NOs (Abbildung 99). Da fiir 111 bei einer Literaturrecherche keine spektroskopischen
Daten gefunden wurden, wurden NMR-spektroskopische Daten des Ethylester-Derivates!'®
zur Aufklirung herangezogen. Die 'H- und *C-NMR-Daten der Literaturverbindung stimmen
gut mit den gefundenen iiberein. Indol-3-milchsdure (111) wurde als erstes 1911 von F.
EHRLICH und K. JACOBSEN beschrieben, die feststellten, dass die Verbindung aus Tryptophan

[183,184] Fiir 111 ist eine

gebildet wird, das durch eine Hefe (Oidium lactis) verdaut wird.
antifungische Aktivitit gegen Candida albicans '™ beschrieben, die in Plattendiffusionstests

nicht nachgewiesen werden konnte.
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Abbildung 99: Struktur von Indol-3-milchsdure (111).

3.3. Bekannte Metabolite

Aus dem Fermentationsansatz konnten drei bekannt Metabolite isoliert werden.
Anthranilsédure (112) (0.3 mg) hat eine intensiv gelbe Anférbbarkeit mit Ehrlichs Reagenz und
einen R~Wert von 0.3 (CHCl;/MeOH 9:1). Das BC-NMR-Spektrum zeigte vier aromatische
Kohlenstoffatome bei dc = 115 — 135 und ein quartidres C-Atom bei dc = 173, das einer
Carbonsdure zugeordnet werden konnte. Ferner bestdtigte das EI-Massenspektrum die
Molekiilmasse von 137 g/mol als [M]" mit der Summenformel von C;H;NO». Anthranilséure
(112) ist als aromatische Carbonsdure im Shikimisidure-Biosyntheseweg als Vorldufer von
Tryptophan bekannt.

Genistein  (113) (1.2 mg) als Vertreter der Isoflavonoide konnte anhand des EI-
Massenspektrums und der 'H-NMR-Daten identifiziert werden. Die sechs aromatischen
Protonen Jy = 6.0 — 7.4, das aliphatische Proton bei oy = 3.3 und die Molekiilmasse von 270
[M]" bestitigten das Vorliegen von Genistein (113). Genistein (113) ist das wichtigste
Isoflavonoid in Soja und somit ein Bestandteil des Nahrmediums (Soja-Mannit) in dem der
Stamm 3-008 kultiviert wurde. Genistein (113) kann 0strogene Wirkungen haben, aber auch
Prozesse innerhalb der Krebsbildung (Angiogenese) hemmen und krebsfordernde Enzyme
blockieren. Dieses Isoflavonoid hat auBerdem antioxidative Wirkungen und regt im
Immunsystem die natiirlichen Killer-Lymphozyten an.!'®!

Es konnte Adenosin (114) (0.4 mg) isoliert werden. Die Summenformel lautet C;oH;3N504.
Das ESI-Massenspektrum gibt ein Signal hochster Masse mit m/z = 801 fiir [3M]" an.
Adenosin (114) ist das bei weitem wichtigste Nukleosid, weil es nicht nur in den
Polynukleotiden DNA und RNA vorkommt, sondern als freies Triphosphat (ATP) den

universellen Energielibertrager der Zelle bildet. Es ist auBerdem Teil vieler wichtiger



CHEMISCH BIOLOGISCHES SCREENING MIT EXTREMOPHILEN MIKROORGANISMEN 152

Coenzyme, sowie einiger Antibiotika und Vitamine. Chemisch baut sich das Adenosin aus der

Base Adenin und dem Zucker Ribose, bzw. 2'-Desoxyribose auf.!'*!

OH HO NN

HO  OH
112 113 114

Abbildung 100: Drei bekannte Vertreter aus Streptomyceten: Anthranilsdure (112), Genistein
(113) und Adenosin (114).

4. Saccharomonospora sp. Stamm 3-009

Der Stamm Saccharomonospora sp. 3-009 fiel im chemischen Screenings wegen zweier im
Diinnschichtchromatogramm mit Anisaldehyd/H,SOj tief violett anfairbenden Verbindungen
auf. Ferner bildete der Stamm in allen vier Ndhrmedien, die schon im Stamm 3-008
beobachtete Anthranilsdure. Das 10 L Scale-Up (Hafer) wurde bei der Brain AG
durchgefiihrt. Aus dem Kaulturfiltrat dieses Fermentationsansatzes konnte 3-Indol-10-
methoxypropan-11,12-diol (115) und 4-Hydroxyphenylessigsdure (116) in Ausbeuten von 1.0
mg bzw. 0.4 mg/L isoliert werden. Zusitzlich wurde im biologischen Screening eine extrem
cytotoxische Fraktion verifiziert, deren aktive Komponente aber bislang nicht isoliert werden

konnte. Sie zeigte auf dem Diinnschichtchromatogramm kein spezifisches Anfarbeverhalten.

4.1. 3-(2,3-Dihydroxy-1-methoxypropyl)-indol (115)

Die gelblich 6lige Verbindung wies in CHCI3/MeOH 9:1 einen R~Wert von 0.6 auf. Durch
das Anfiarben mit Anisaldehyd/H,SO4 erhielt man einen braunen Spot. Das ESI-
Massenspektrum zeigte zwei Peaks mit m/z = 244 fiir [M+Na]" und 465 fiir [2M+Na]", dessen
Hochauflésung zu der Summenformel C;,H;sNO3 und der Molekiilmasse von 221.26 fiihrte.
Das '""C-NMR-Spektrum zeigte neben vier aromatischen Methingruppen auch drei
Methingruppen, die in Nachbarschaft zu einem Heteroatom lagen. Dem *C-NMR-Spektrum

waren ferner drei quartire Kohlenstoffatome, eine Methylengruppe und eine
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heteroatomgebundene Methylgruppe zu entnehmen. Der Vergleich der 'H- und *C-NMR-
Spektren der isolierten Verbindung mit den NMR-Spektren der 3-Indolmilchséure (111)
zeigte, dass es sich bei dieser Verbindung um ein in drei Position substituiertes Indolgeriist

handeln musste.

13-H ¢

11-H
12-H

10-H

Fo

_p__.._,ll_..__i_l..kj-:l_i._.-/" N ,JP_L,.L. S WIS T P

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Abbildung 101: "H-NMR-Spektrum des 3-(2,3-Dihydroxy-1-methoxypropyl)-indol (115) in
Aceton-ds (600 MHz) gemessen.

Die Struktur des Substituenten ergab sich aus der Auswertung der verbleibenden Signale.
Anhand der chemischen Verschiebungen der zwei restlichen Methingruppen oy = 4.03, 4.51
und Jc = 75.5, 80.3 war zu erkennen, dass sie sich in der Nachbarschaft von Heteroatomen
und damit Sauerstoff befinden mussten. Ebenso konnte die Methylengruppe mit ihrer
chemischen Verschiebung von dy = 3.62, 3.74 und oc = 64.7 in Nachbarschaft zu Sauerstoff
stehend, angesehen werden. Die chemische Verschiebung einer Methylgruppe mit oy = 3.22
und d¢c = 56.7 wurde einer Methoxygruppe zugeordnet (Abbildung 101). Die Konnektivititen
zwischen den protonentragenden Gruppen des Substituenten wurde durch die Auswertung
eines COSY-Spektrums erfasst. Sie zeigten, dass es sich um ein 1-Methoxypropan- 2,3-diol

(115) als Substituent handelt, das an C-3 des Indols gebunden war (Abbildung 102).
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OH

Abbildung  102:  Struktur  3-(2,3-Dihydroxy-1-methoxypropyl)-indol ~ (115) aus
Saccharomonospora sp. Stamm 3-009.

Eine Suche nach 3-(2,3-Dihydroxy-1-methoxypropyl)-indol (115) in den Datenbanken
AntiBase'™ und Chapman & Halll'™® ergab keinen Treffer. Auch in Scifindert'™" lieB sich
kein Treffer erzielen. Demnach ist dieses Indolderivat mit dem 2,3-Dihydroxy-1-
methoxypropan als Substituent an drei Position nicht literaturbekannt und somit neu. Eine

Biologische Aktivitdt konnte in Plattendiffusionstest nicht beobachtet werden.

4.2. 4-Hydroxyphenylessigsiure (116)

Das EI-Massenspektrum des farblosen Naturstoffes 116 zeigte bei m/z = 152 den Peak
hochster Masse, dessen Hochauflosung zu der Summenformel CsHgOs fiihrte. Im '"H-NMR-
Spektrum traten Signale fiir einen 1,4-substituierten Aromaten (dg = 6.70, 7.06) und eine
Methylengruppe in S-Stellung zu Sauerstoff (Jy = 3.22) auf. Dem C-NMR-Spektrum war
ein Signal fiir eine Carbonséure zu entnehmen (¢ = 180.5). Die Suche in AntiBase!'” fiihrte
zu p-Hydroxyphenylessigsdure (116), dessen spektroskopische Daten gut mit den

Literaturdaten iibereinstimmten.!'*®

116

Abbildung 103: Struktur der p-Hydroxyphenylessigsdure (116) aus Saccharomonospora sp.
Stamm 3-009.
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4.3. Cytotoxische Substanz
Das Rohprodukt des Kulturfiltrates (1.6 g) wurde an Sephadex LH-20 (MeOH) in sechs

Fraktionen aufgetrennt und von der Brain AG auf cytotoxische Aktivitit getestet. Die vierte
Fraktion des Rohproduktextraktes zeigte eine starke cytotoxische Aktivitit. Weitere
chromatographische Auftrennung der Fraktion 4 an Kieselgel (Cyclohexan/Essigester/
Methanol 5:10:2) ergab sieben Fraktionen, die erneut auf ihre Aktivitit getestet wurden. Die
vierte Fraktion zeigte weiterhin eine hohe cytotoxische Wirkung, wurde jedoch aufgrund der
geringen Masse (3.5 mg) nicht weiter aufgereinigt. Eine Analyse mit der HPLC-MS (HPLC 3,
Saule 2, Programm 2) zeigte, dass sich in der Fraktion 4 sechs Hauptmetabolite befanden, die

Massen von m/z = 140 bis 250 aufwiesen (Abbildung 104).
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Abbildung 104: HPLC-MS-Chromatogramm der cytotoxischen Fraktion. HPLC-Lauf (oben),
UV-Lauf bei 254 nm (unten).

So wurde von der Firma Brain AG erneut eine Fermentation im 10 L MaBstab durchgefiihrt.
Die starke cytotoxische Aktivitit konnte bestitigt werden. Die Arbeiten sind soweit

fortgeschritten, dass die cytotoxische Aktivitit nach der Rohproduktsdule (~ 300 mg) zwei
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verschiedenen Fraktionenen zugeordnet werden konnte. Da die Substanz auf dem
Diinnschichtchromatogramm keine Farbung ergibt, miissen weitere Trennungen an der HPLC

erfolgen, die bislang nicht durchgefiihrt werden konnten.

5. Streptomyces thermoviolaceus Stamm 3-006

Der Stamm Streptomyces thermoviolaceus 3-006 wurde aufgrund seines sehr reichhaltigen
und mit Anisaldehyd/H,SO4 bunt anfirbenden Metabolitenspektrum ausgewidhlt. Es wurde
ein Scale-Up in dem Ndhrmedium SGG im 10 L MaB3stab gemacht. Neben Adenosin (114)
und Polypropylenglykol, Entschdumer (NIAX), konnten keine weiteren Naturstoffe isoliert
werden. Das Problem war, dass die Massen an Metabolite alle < 1 mg waren, so dass keine
saubere Isolierung moglich gewesen wiére. Das Metabolitenspektrum war anscheinend zu
reichhaltig, so dass keine Hauptmetaboliten auBler Adenosin (114) identifiziert werden

konnten.

6. Diskussion und Ausblick

Im Rahmen des DBU-Verbundprojektes sollten extremophile Mikroorganismen als Quelle
neuer Naturstoffe erschlossen werden. Obwohl in den vergangenen 15 Jahren eine Vielzahl
von Studien erschienen, die die Isolierung und Charakterisierung von biotechnologisch
anwendbaren Exoenzymen wie Amylasen, Proteasen und Lipasen zum Inhalt hatten, ist das
Sekundédrmetabolitenspektrum extremophiler Mikroorganismen immer noch weitestgehend
unaufgeklirt. Man erwartete Metabolite mit neuen und ungewdhnlichen Strukturen, die durch
auffillige biologische Wirkungen zu neuen Leitstrukturen fiihren.

Von den zehn extremophilen Stimmen, die dem Screening unterzogen wurden, fielen zwei im
Chemischen Screening durch ihr Verhalten in der Diinnschichtchromatographie auf (3-006
und 3-008). Nur ein Stamm (3-009) zeigte eine stark cytotoxische Aktivitit. Leider konnte der
Stamm 3-009 im Chemischen Screening nicht als interessant eingestuft werden, so dass die
Ergebnisse aus Biologischem und Chemischem Screening nicht konform waren. Positiv
anzumerken ist, dass alle extremophilen Mikroorganismen auf komplexen Néhrmedien unter
,Gottinger Bedingungen* kultiviert werden konnten. Es wurden sieben Verbindungen isoliert
und in ihrer Struktur aufgekldrt, davon waren sechs Verbindungen literaturbekannt. Das
isolierte 3-(2,3-Dihydroxy-1-methoxypropyl)-indol (115) ist in den Datenbanken nicht

verzeichnet und ist somit als neues Indolderivat einzustufen. In den Plattendiffusionstests
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zeigten alle sieben Substanzen keine Aktivitidt. Auf Grundlage des bisherigen Projektstandes
ist festzustellen, dass bisher keine neuen fiir die Wirkstoffsuche interessanten Leitstrukturen
isoliert werden konnten. Dennoch sollte iiberdacht werden, ob nicht auch ein synthetisches
Medium in das chemische Screening eingeschlossen werden sollte, um einen Vergleich zu
haben, wie die extremophilen Stamme auf diese Medien reagieren. In den synthetischen
Medien ist kein Fett enthalten, was fdlschlich positive Ergebnisse durch aktive Fettsduren im
Biologischen Screening ausschlieBen wiirde und die Aufarbeitung der Extrakte erleichterte.

Ein wiederkehrendes Problem bei der Suche nach neuen Naturstoffen ist die Reisolierung
bereits bekannter Substanzen. So wurden auch in diesem Projekt aus verschiedenen
extremophilen Mikroorganismen literaturbekannte Sekunddrmetabolite isoliert. Diese konnten
durch den Einsatz von Naturstoffdatenbanken wie ,,Dictionary of Natural Products® (DNP,
Chapman & Hall/CRC)!"™ und Antibase (Chemical Concepts)!'” recht schnell identifiziert
werden, mussten jedoch vorher mit einigem Aufwand aufgereinigt werden, um fiir die
Datenbankrecherche belastbare Strukturdaten zu gewinnen. Die Identifizierung bekannter
Substanzen aus Extrakten ist z. B. mit Hilfe einer HPLC-UV-MS-Kopplung méglich. Dazu
miissten jedoch zunichst Datenbanken angelegt werden, die einen groBen Teil der bekannten
ca. 30’000 mikrobiellen Sekunddrmetabolite enthalten. Durch Vergleich und Kombination
von Retentionszeiten, UV-Spektren, Molmassen und Fragmentierungsmustern konnten
bekannte Substanzen schneller identifiziert werden. Dazu miissten die Rohextrakte jedoch
einem vorgeschalteten Reinigungsschritt unterzogen werden, weil je nach Stamm und
Medium unterschiedliche Anteile lipophiler und hydrophiler Begleitsubstanzen die
Trennergebnisse und Daten verfdalschen konnen. Sofern man an eine Automatisierung der
Screening- und Identifizierungsprogramme denkt, miissen alle Teilschritte sorgfiltig validiert

werden.
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VIII Zusammenfassung der Ergebnisse

1. Strukturzuordnung und Biosynthese des Collinolactons

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Durch Optimierung der Fermentationsbedingungen konnte das Collinolacton (7) aus
dem Stamm G6 40/10 und T 1892 in reproduzierbaren Mengen von 11 mg/L isoliert
werden. Im Vergleich zu Vorarbeiten (0.25 mg/L), konnte die Ausbeute um das 44-
fache gesteigert werden. Hierbei brachte vor allem die Fermentation im Airlift-
Fermenter (SM, 28°C) bei 5 bar Uberdruck unter Zugabe von Amberlite® XAD-2 eine
sprunghafte Erh6hung der Ausbeute.

Die Optimierung der Aufarbeitung iiber Ethylacetat-Extraktion und Aufreinigung iiber
Kieselgel- und RP-Chromatographie lieB eine verldssliche Isolierung des
Collinolactons (7) aus der Fermentationsbrithe zu. Collinolacton-Derivate fiir den
biologischen Test wurden priparativ an der HPLC aufgereinigt.

Die Konstitution des anti-Collinolactons (7,4) konnte anhand von 1 D-, 2 D-NMR-
und Massenspektren (ESI und HR-ESI) und mittels UV- und IR-Daten sowie dem
Drehwert unter Vergleich mit Literaturdaten**! eindeutig bewiesen werden.

Durch Wechsel des NMR-Losungsmittel zu C¢Dg fiir die 1 D- und 2 D-NMR-
Spektroskopie konnte die Struktur der Minderkomponente syn-Collinolacton (7gym)
erstmals zweifelsfrei beschrieben werden. Somit wurde der Strukturvorschlag von H.-
J. SCHIEWE, der eine eine E/Z-Isomerie fiir das Collinolacton (7) vorschlug, revidiert.
Durch 1 D- und 2 D-NOESY-Experimente, temperaturabhingige 'H-NMR-
Messungen und quantenchemische Berechnungen von *C-NMR-Verschiebungen der
Collinolacton-Isomeren und -Rotameren konnte gezeigt werden, dass anti- und syn-
Collinolacton (7) die gleiche relative Stereokonfiguration aufweisen. Demnach
handelt es sich bei Collinolacton um eine einheitliche Verbindung, bei der 7, via
Rotation des Fragmentes C15/C14/C19 um die Bindungen C13a/C14 und C15/C15a
mit 7,,; in einem dynamischen Gleichgewicht steht (Abbildung 31). Das Collinolacton
(7) liegt als anti/syn-Konformerengemisch in Bezug auf C-19 und C-16 in einem
Verhiéltnis von 4:1 bei 25°C vor.

Die Biogenese aller Kohlenstoffatome konnte in Vorarbeiten von H.-J. SCHIEWE durch
Fiitterung von “C-markierten Vorlaufern geklirt werden. Collinolacton (7) wird aus

drei Propionateinheiten und sechs Acetateinheiten aufgebaut. Die Biogenese des 1-O-
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7)

Atoms aus Luftsauerstoff konnte durch Fermentationen des Stammes Tl 1892 unter
'80,-angereicherter Atmosphire aufgeklirt werden.

Ein hypothetischer Biosyntheseweg fiir das Collinolacton (7) wurde unter
Berticksichtigung aller Fiitterungsexperimente aufgestellt. Demnach verlauft die
Biosynthese iiber die Bildung eines Nonaketids via PKS I beginnend mit Propionat.
Nach Lactonisierung postulieren wir den Aufbau des tricyclischen Cyclodecatriens
durch konzertierte [6+4]Cycloaddition und die oxidative Ringerweiterung durch

Einbau von Luftsauerstoff mit Hilfe einer Baeyer-Villiger-Monooxygenase.

2. Derivatisierungen des Collinolactons

Fiir Kristallisationsversuche am Collinolacton (7) wurden die Derivate 59 — 62 hergestellt, die

leichter kristallisieren sollten. Ferner sollten Derivate synthetisiert werden, die keine anti/syn-

Rotationsisomerie in der NMR-Spektroskopie zeigen. Aus Vorarbeiten war bekannt, dass

Collinolacton (7) als cytotoxisch und cytostatisch einzustufen ist, so dass es intressant war,

Collinolacton (7) und seine Derivate (59 — 62, 66 — 68) einer Bioaktivititsstudie zu

unterziehen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt sieben neue Collinolacton-Derivate

durch Reaktionen an 4-OH und am Cyclodecatrien dargestellt (Abbildung 57).

)]

2)

3)

4)

Vier Derivate konnten {iber eine Veresterung an der Hydroxylgruppe von C-4
generiert werden. Es konnten das Acetat 59, das Benzoat 60 und zwei Brombenzoate
(ortho- (62) und para- (61)) gewonnen werden. Als Reagenzien kamen Anhydrid in
Pyridin, freien Sdure mit EDCI/DMAP als Kupplungsagenz und schlieBlich
Sdurechlorid/DMAP zum Einsatz. Die guten Ausbeuten (bis zu 91%) dieser nicht
optimierten Reaktionen zeigten, dass es effektive Zuginge zu Collinolactonestern gibt.
Die Auswertung der NMR-Spektren zeigte, dass alle an C-4 modifizierten
Verbindungen 59 — 62 eine Verdopplung des Spektrensatzes durch Rotationsisomerie
aufweisen. Durch 'H-, *C- und HSQC-NMR-Daten wurden alle vier Derivate
getrennt fiir anti- und syn-Rotamer aufgeklirt und ihre Summenformeln durch HR-
ESI-MS bestitigt.

Die Derivate 59 — 62, die durch Veresterung fiir Kristallisationsexperimente
dargestellt wurden, konnten nicht kristallisiert werden, was vermutlich auf das
Vorliegen von Rotameren zuriickzufiihren ist.

Derivatisierungen wurden am Trien vorgenommen mit dem Ziel, die

Isomerisierungstendenz aufzuheben. Drei Derivate waren zugénglich, die nur ein
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Konformer in den NMR-Spektren anzeigten. Es konnten zwei epoxidierte 66 und 67
und ein tetrahydriertes 68 Derivat dargestellt werden.

5) Die Epoxidderivate 66 und 67 wurden durch Umsetzungen mit unterschiedlichen
Moliqgivalenten m-CPBA (1 eq. und 4 eq.) in CH,Cl, dargestellt. Es ist
bemerkenswert, dass durch Synthese der zwei Derivate 66 und 67 eine Aussage iiber
die Stabilitdit und Reaktivitit der Doppelbindungen des Cylodecatriens getroffen
werden konnte.

6) Das 6,7,8,9-Tetrahydrocollinolacton (68) entstand bei der Hydrierung mit Pd/C als
Katalysator.

7) Im Einklang mit der unter 3) angestellten Vermutung konnte aus den Derivaten der
Cyclodecatrien-Modifikationen ein Kristall erhalten werden. Das Monoepoxid-Derivat
66 ergab Kristalle aus einer Losung der Konzentration von 3 mg/mL in CD,Cl, bei
-20°C. Die Rontgenstrukturanalyse der Kristalle wird in der Arbeitsgruppe G.

SHELDRICK durchgefiihrt und ist derzeit noch in Bearbeitung.

3. Molekularbiologische Untersuchungen zum Collinolacton

Das Ziel der Molekularbiologischen Untersuchungen war die Identifizierung des
Biosynthesegenclusters von Collinolacton (7). Dazu sollte eine BVMO-Sonde konstruiert und
auf eine Cosmidbank des Collinolacton-Produzenten angewendet werden. Eine Analyse des
Biosynthesegencluster des Collinolactons (7) werden die postulierte Biosynthese belegen
konnen, bei der neben einer Baeyer-Villiger-Oxidation eine bislang unbekannte
[6+4]Cycloaddition eine Rolle spielt.

1) Aus der von Combinature erhaltenen Cosmidbank mit 81 PKS I positiven Klonen
wurde eine Kartierung der Cosmide vorgenommen. Die Cosmid-DNA wurde isoliert,
mit BamHI verdaut, per Gelelektrophorese getrennt und per Southern Blot fixiert. Die
Cosmide wurden in acht Familien unterteilt, von denen jeweils ein Cosmid als
favorisiertes ausgewdhlt wurde (CB-2214-39, -41, -43, -53, -65, -68, -94 und -95).

2) Fir das Primerdesign wurde die Literatur nach Baeyer-Villiger-Monooxygenasen
gesichtet. Es wurden sechs Gene (urdM, pgaM, jadF, IndM?2, mtmOIV und rubN)
gefunden, die auf Sequenzédhnlichkeit untersucht wurden. Dabei wurden acht
spezifische konservierte Bereiche identifiziert, von denen 4 Primerpaare (jeweils

forward und reverse) abgeleitet wurden.
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3)

Zur Priifung der Primerpaare wurde diese zundchst zur Amplifizierung anverdauter
genomischer DNA der Stimme Go640/10 und Ti 2717 angewandt. Es wurde
erfolgreich ein etwa 500 bp groBes DNA-Fragment mittels PCR amplifiziert, das nach
Transformation, Kultivierung und Isolierung und Ansequenzierung der amplifizierten
DNA eine 98%ige Ubereinstimmung mit Teilen von genomischer Streptomyceten
DNA aus Streptomyces coelicolor aufwies. Wenngleich noch kein BVMO-Gen isoliert
werden konnte, so lag das gefundene DNA-Fragment in unmittelbarer Nachbarschaft
zu einer FAD-bindenden Rossmann-Schleife, wie sie fiir BVMO typisch ist und fiihrte

zum Design eines verbesserten, fiinften Primerpaars.

4. Cytotoxische Aktivitit der Collinolacoton-Derivate

1)

2)

3)

4)

5)

Drei Derivate des Collinolactons 59 — 61 fielen im Cytotoxizitétstest (W. BEIL, MHH)
auf. Sie zeigten gegen die drei getesten Zelllinien bis zu einer Konzentration von 10
ug/mL eine Wachstuminhibierung von 50% (Glsg). Auffallend ist die Zellspezifitit
von 59 — 61 gegen die Mammacarcinom-Zelllinie MCF7. Es konnte eine vollstindige
und potente Inhibierung des Wachstums (TGI) beobachtet werden.

Drei Derivate des Collinolactons 60 — 62 fielen im Proliferationshemmungstest (F.
SASSE) auf. Der Mechanismus der Mikrotubuli-modifizierenden Wirkung wurde ndher
untersucht.

4-0-Benzoylcollinolacton (60), das aktivste Derivat (ICso-Wert = 0.7 pg/mL),
induzierte eine Vakuolisierung im Endoplasmatischen Retikulum, was auch im
Mikrotubulinetz sichtbar wurde. Die Mikrotubuli selbst waren nicht daran beteiligt.
Das 4-0-o-Brombenzoylcollinolacton (62) mit einem ICso-Wert von 6 pg/mL baute
das Mikrotubulinetz ab, so dass Halb- und Kriippelspindeln vorlagen.

Das 4-O-p-Brombenzoylcollinolacton (61) mit einem ICsp-Wert von 10 pg/mL
beeinflusste das Mikrotubulinetz nicht, dafiir lagen in den Zellkernen auffallend viele

Halbspindeln vor.

5. Beitrige zur Biosynthese des 1-O-Benzoylrhamnopyranosids

1))

Durch Zufiitterung von Vitamin C zur wachsenden Kultur von Stamm Tii 3634 konnte
eine zuverldssige 1-O-Benzoylrhamnosid-produktion (20) von 2.5 mg/L erzielt

werden. Die Optimierung der Aufarbeitung liel3 eine effektive Isolierung von 20 zu.
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2) Die Fiitterung mit [1,7-°C,]Shikimat belegt, dass das Benzoylaglykon des o.-L-
Rhamnopyranosids 20 de novo aus einem Shikimat-Intermediat gebildet wird. Damit
wurde der laut Literatur {ibliche Biosyntheseweg iiber Prephenat und Phenylalanin zur
Benzoesdure ausgeschlossen.

3) Die hier beschriebene, alternative Route der Biosynthese von Benzoaten ist fiir
Mikrooganismen bisher nicht literaturbekannt und beschreibt somit ein neues Prinzip.
Sie ist damit unter Umstdnden auch an dem Aufbau anderer Sekundirmetabolite
beteiligt.

4) Die Analyse zeigte, dass die Biosynthese von Sekundirstoffen auf den verschiedenen
Stoffwechselwegen effizient durch die Auswertung von “C-NMR-Spektren aus

Fiitterungsexperimenten mit *C-markierten Vorliufern bewiesen werden kann.

6. Sekundirmetabolite aus extremophilen Mikroorganismen

Im Rahmen des DBU-Projektes wurden zehn thermophile Bakterienstimme (3-006 — 3-010)
aus der Stammsammlung der Brain AG in einem chemischen und biologischen Screening auf
vier verschiedenen Nidhrboden auf ihre Sekunddrmetabolitenproduktion untersucht. Es
wurden zwei Stimme (3-006 und 3-008) zur weiteren Bearbeitung ausgewihlt, die durch ein
interessantes Metabolitenspektrum auffielen. Ein Stamm (3-009) fiel im biologischen
Screening der Firma Brain AG wegen einer extrem cytotoxische Aktivitit auf. Diese drei
Stimme wurden im 10 L-Ma@stab kultiviert, um ausreichend Rohprodukt zur Isolierung der
Reinsubstanzen zu gewinnen. Mit Hilfe spektroskopischer Methoden (1 D- 2 D-NMR, UV-
und IR-Spektroskopie) und der Massenspektrometrie wurden sieben Verbindungen (110 -
116) unter anderem mit Hilfe einer Datenbankrecherche identifiziert. Es wurden eine neue
Verbindung, ein bekanntes Syntheseprodukt und fiinf bekannte Sekunddrmetaboliten isoliert.

Keine dieser Verbindungen war im Plattendiffusionstest biologisch aktiv.

6.1. Streptomyces thermonitrificans Stamm 3-008

1) Es konnte das 1-Methyl-isoinosin (110) durch 1 D-, 2 D-NMR und Massen-

spektrometrie in seiner Struktur aufgeklart werden. 1-Methyl-isoinosin (110) ist als

[181]

Syntheseprodukt literaturbekannt. Es wurde bisher nicht aus Streptomyceten

isoliert und zeigte keine biologische Aktivitdt in Plattendiffusionstests
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2)

3)

Die Indol-3-Milchsdure (111) wurde anhand eines ESI-Massenspektrums und
Abgleich mit Daten aus AntiBase!'” identifiziert. Der Vergleich von 1 D-NMR-Daten
mit der Literatur konnte das Vorliegen der Indol-3-Milchsdure (111) bestéitigen.[lgz]
111 zeigte keine biologische Aktivitit in Plattendiffusionstests, obwohl eine
antifungische Aktivitit beschrieben ist.!'””!

Anthranilsiure (112), Genistein (113) und Adenosin (114) konnten anhand der 'H-
NMR-Daten, Massenspektren und mit Zuhilfe von Datenbanken rasch identifiziert
werden. Sie sind sehr hiufige Intermediate von Stoffwechselwegen (112, 113) oder

stammen aus dem Ndhrmedium selbst (113).

6.2. Saccharomonospora sp. Stamm 3-009

1)

2)

Mit Hilfe der NMR-Spektroskopie und der Massenspektrometrie konnte die Struktur

des neuen Indolderivates 3-(2,3-Dihydroxy-1-methoxypropyl)-indol (115) in seiner

178,179,1 .
TEATIT] eroab keine

Struktur aufgeklirt werden. Vergleiche mit allen Datenbanken!
Ubereinstimmung. Es konnte keine biologische Aktivitit festgestellt werden.

Das Vorliegen von p-Hydroxyphenylessigsdure (116) konnte anhand des EI-
Massenspektrums und Abgleich mit der Datenbank identifiziert und bestdtigt

werden. 38!
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IX Ausblick

1. Collinolacton

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Um die absolute Stereochemie der sechs Chiralititszentren zu klidren, ist die
Kristallstruktur von Collinolacton (7) oder einem seiner Derivate notwendig.

Die NMR-Analyse und die Massenanalyse fiihrten zu unterschiedlichen
Summenformeln mit der Differenz eines Sauerstoffatoms fiir die zwei Epoxidderivate
66 und 67. Zur Klirung dieses Widerspruchs ist die Rontgenstrukturanalyse des
Monoepoxiderivates 66 von besonderem Interesse.

Es gilt zu kléren, ob eine chromatographische Aufreinigung der Derivate 66 — 68 {iber
RP-Material zu besseren Ausbeuten fiihrt.

Um den Biosynthesegencluster zu isolieren, miissen die molekularbiologischen
Arbeiten fortgefiihrt werden. Mit den verbesserten Primern kann nun die Cosmidbank
gescreent werden und bei erfolgreicher Amplifizierung konnte eine erste Baeyer-
Villiger-Monooxygenasesonde  generiert werden. Uber die Baeyer-Villiger-
Monooxygenasesonde sollte der Biosynthesegencluster von Collinolacton (7)
zuginglich werden.

Der Biosynthesegencluster des Collinolactons (7) ist von besonderem Interesse, um
die postulierte Biosynthese zu belegen. Vor allem die ungewohnliche Bildung des
tricyclischen Cyclodecatriens via [6+4]Cycloaddition bedarf der
molekularbiologischen Charakterisierung.

Ein zusitzlicher, wiinschenswerter Beleg der postulierten Biosynthese wére die
Isolierung der biosynthetischen Vorstufe Collinoketon (56). Die Variation von
Nahrmedien und die Fiitterung von Ancymidol (53) brachten bisher keinen Erfolg.
Nach Darstellung und biologischer Testung zweier weiterer Derivate des
Collinolactons (Veresterung mit Tiglin- (80) und Isobuttersdure (79)) konnten weitere
Uberlegungen angestellt werden, welche neuen Derivate interessante biologische
Aktivititen aufweisen wiirden. Eine vielversprechende Maoglichkeit wire die
Kupplung von Zuckerbausteinen an Collinolacton (7).

Die bei der Bioaktivititsprofilierung des 4-O-p-Brombenzoylcollinolacton (61)
aufgefallene Monoasterbildung kennt man bislang nur vor zwei weiteren Substanzen,
dem Monastrol (77) und dem HR22C16 (78). Als mogliches Target wird das

Motorprotein Kinesin Eg5 weiter untersucht./'*!
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2. Chemisches Screening mit extremophilen Mikroorganismen

D)

2)

Die im Biologischen Screening aufgefallene, stark cytotoxische Substanz muss iiber
preparative HPLC zur Reinsubstanz aufgereinigt und in ihrer Struktur aufgeklért
werden.

Es sollte iiberdacht werden, ob nicht auch ein synthetisches Medium in das chemische
Screening eingeschlossen wird, um einen Vergleich zu haben, wie die extremophilen
Stimme auf dieses Medium reagieren und mehr Masse an Sekunddrmetaboliten

produzieren.
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B. EXPERIMENTELLER TEIL

X Allgemeines

1. Instrumentelle Analytik

Infrarotspektren (IR): 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 (UV): Varian Cary 3E, alle Spektren wurden in Methanol als Losungsmittel
aufgenommen, soweit nicht anders vermerkt. Die Wellenldnge 4 ist in nm angegeben, der
molare Absorptionskoeffizient ¢ hat die Einheit 1000 cm” mol™ und berechnet sich wie folgt:

Abs - M
o=
c-d

3

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/HCI bzw. Methanol/NaOH: zu 2 mL methanolischer Losung wurde jeweils ein

Tropfen 1 M Salzséure bzw. 1 M Natronlauge gegeben.

Circulardichroismus-Spektren (CD): Jasco Modell J-500, die molaren Elliptizititen 6 sind
in 10" deg cm® mol™’, gegeben. UV und CD wurden bei der gleichen Konzentration

gemessen, die bei der jeweiligen Verbindung angegeben wurde.

Drehwerte: Polarimeter Perkin-Elmer Modell 241, die Drehwerte [a]} sind in

10" deg cm” g”', die Konzentrationen in mg/mL angegeben.

Massenspektren: EI-MS: Finnigan MAT 95, 70 eV, Hochauflosungen wurden mit
Perfluorkerosin als Vergleichsubstanz gemessen, die relativen Intensititen beziehen sich auf
den Peak hochster Intensitdt und sind in Klammern angegeben. DCI-MS: Finnigan MAT 95,
200 eV, Reaktandgas NHj3. ESI-MS: Finnigan LC-Q. HR-ESI-MS: Bruker APEX-Q 1V,
Feldstéarke 7 Tesla.
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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 6-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 Kopplungskonstanten
angegeben sind. Abkiirzungen: s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, q = Quartett, quint =
Quintett, sext = Sextett, sept = Septett, hept = Heptett, m = Multiplett, br = breit.

BC-NMR-Spektren: 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 J-Werten (ppm) relativ zum
jeweiligen Losungsmittel als internem Standard. Multiplizitdten: s = Singulett, d = Dublett, t

= Triplett, q = Qartett.

2D-NMR-Spektren: 'H,"H-COSY ('H,'H-Correlated Spectroscopy), HSQC (Heteronuclear
Single Qantum Coherence), HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Coherence), HMBC
(Heteronuclear Multiple Bond Connectivity), NOESY (Nuclear Overhauser Effect
Spectroscopy).

2. 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.

Diinnschichtchromatographie: Merck HPTLC-Fertigplatten Kieselgel 60 Fs4, 10 x 10 cm,
Schichtdicke 0.2 mm; Merck DC-Alufolien Kieselgel 60 Fyss4, 20 x 20 cm, Schichtdicke
0.2 mm; Merck DC-Alufolien RP-18 Fjs45, 20 x 20 cm, Schichtdicke 0.2 mm. Angegeben sind
R~Werte (Laufhohen relativ zur Laufmittelfront).

Spriihreagenzien: Nach Merck, Anfiarbereagenzien fiir die Diinnschicht- und Papier-

Chromatographie.!'®
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Die DC-Platten wurden nach dem Anspriihen auf ca. 120°C erwérmt.
Anisaldehyd (Nr. 21): 1.0 mL Anisaldehyd wurde in eine Losung aus 85 mL Methanol,
10 mL Eisessig und 5 mL konz. Schwefelsaure gegeben.

Ehrlichsreagenz (Nr. 91): 1 g 4-Dimethylaminobenzaldehyd wurde in einer Ldsung aus

25 mL Salzsdure gegeben.

Orcin-Sprithreagenz (Nr. 120 - 122): 1 g Eisen-(III)-chlorid wurde in 100 mL Schwefelsdure

gelost und mit dem gleichen Volumen einer Orcinlésung (6% in Ethanol) versetzt.

MOPS-Spriihreagenz (Nr. 204): Molybdatophosphorsdurelosung (5 oder 10% in Ethanol).

Adsorberharz: Serva Amberlite® XAD-2, Merck und Rohm und Haas Amberlite®XAD-16.

Sdulenchromatographie: Fiir Schwerkraftsdulen wurde Kieselgel 60, 0.2 — 0.05 mm
(Macherey-Nagel, ICN), Kieselgel 60 RP-8, 35 — 70 um (Orpegen), Kieselgel 60 RP-18, 40 —
63 um (Merck) verwendet. Fiir die Gelchromatographie kam Sephadex® LH-20 (Sigma

Aldrich) zum Einsatz.

Mitteldruckchromatographie: Pumpe: Knauer; Siule Merck Lobar™ B, 40 — 63 pum.

Hochleistungs-Fliissigchromatographie Anlagen (HPLC):

Analytische HPLC mit DAD-Kopplung:

HPLC 1: 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 Auftragsschleife; Sdulenofen: Jasco CO-2065; Fraktionssammler: Jasco
SF-3120; Chromatographiesoftware: Jasco Borwin™™ mit Jasco Borwin"™ PDA Version 1.50;
Steuersoftware: Jasco Borwin™™ HSS-2000 Version 3.5.2.

HPLC 2: Pumpe: Kontron 322; Mischkammer: Kontron HPLC 360; Dioden-Array-Detektor:
Kontron 440; Autosampler: Kontron 360 mit analytischer Auftragsschleife; Software:
Kontron Kromasystem 2000™ Version 1.60.

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 Auftragsschleife 0 —
100 uL; PDA-Detektor: Finnigan Surveyor; Massendetektor: Finnigan LC-Q; Steuersoftware
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HPLC: Flux Instruments Janeiro; Chromatographie- und Steuersoftware PDA und MS-
Detektor: Finnigan Xcalibur™ Version 1.3.

Semipraparative HPLC:

HPLC 4: Pumpe Jasco PU-1587; Mischkammer: Jasco 1000 pL; UV-Detektor: Jasco UV-
1575; Manuelles Probenauftragsventil: Rheodyne mit 2.0 mL Auftragsschleife;
Chromatographiesoftware: Jasco Borwin'™ Version 1.50; Steuersoftware: Jasco HSS-2000

Version 3.5.2.

Hochleistungs-Fliissigchromatographie Siulen:

Analytisch: Séule 1 (Standardséule fiir Analytik): Jasco Kromasil 100 C18, 5 pm, 250 x 3
mm, Flussrate: 0.5 mL/min. Sdule 2 (Standardséule fiir HPLC-MS): Grom Supersphere 100
RP-18 endcapped, 4 um, 100 x 2 mm mit Vorsdule Grom Supersphere 100 RP-18 endcapped,
4 um, 10 x 2 mm, Flussrate: 0.3 mL/min.

Semipriparativ: Sidule 3: Jasco Kromasil 100 C18, 7 um, 250 x 20 mm, Flussrate:

17 mL/min.

Gradientenprogramme und Laufmittelsysteme fiir die HPLC:

Programm 1 (Standardprogramm fiir die Analytik): Laufmittelsystem: Wasser (A) /
Acetonitril (B), jeweils mit 0.1% TFA; Gradient: 20% auf 100% B in 20 min, 10 min bei
100% B, in 2 min auf 20% B, 5 min bei 20% B.

Programm 2 (Standardprogramm fiir die HPLC-MS): Laufmittelsystem: Wasser (A) /
Methanol (B), jeweils mit 0.05% Ameisensdure; Gradient: 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 (Aufreinigung von Collinolacton): Laufmittelsystem: Wasser (A) / Acetonitril
(B), jeweils mit 0.1% TFA; Gradient: 20% auf 100% B in 20 min, 10 min bei 100% B, in
2 min auf 20% B, 5 min bei 20% B.

3. Mikrobiologische Methoden und Geriite

Alle mikrobiologischen Arbeiten wurden unter den {iblichen sterilen Bedingungen

durchgefiihrt.["*"

Nihrmedienbestandteile: Die verwendeten Néhrmedienbestandteile wurden von folgenden

Firmen bezogen:
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AppliChem: Glycerin Neuform: Hafermehl (Holo® Hafergold)
Difco: Agar und Bacto Trypton Oxoid: Hefeextrakt

Fluka: D-Maltose Riedel-deHaen: D-Mannit

Henselwerk GmbH: Sojamehl fettarm Roth: D-Glucose und Stirke aus Kartoffeln
Marcor: Cornsteep Powder Sigma: Sojapepton

Merck: Malzextrakt, Fleischpepton

und Caseinpepton

Néhrmedien fiir Bakterienkulturen:

Seja/Mannit (SM): Sojamehl 20 g/L, D-Mannit 20 g/L, pH 7.0.

Medium 2 (M2): Malzextrakt 10 g/L, Hefeextrakt 4 g/L., D-Glucose 4 g/L, pH 7.0.

Hafer: Hafermehl 20 g/L, ,,Spur 11 2.5 mL/L, pH 6.8.

Spurenelementldsung ,,Spur 11¢: CaCl, x 2 H,O 3 g/L, Fe(IlI)-citrat 1 g/L, MnSO4 0.2 g/L,
ZnCl, 0.1 g/L, CuSO4 x 5 H,O 25 mg/L, Na,B407 x 10 H,O 20 mg/L, CoCl, 4 mg/L,
Na,MoO4 x 2 H,O 10 mg/L.

SGG: D-Glucose 10 g/L, Glycerin 10 g/L, Stirke 10 g/L, Cornsteep Powder 2.5 g/L,
Caseinpepton 5 g/L, Hefeextrakt 2 g/L, NaCl 1 g/L, CaCOs 3 g/L, pH 7.0.

M1: 5.0 g/L Pepton, 3.0 g/L Fleischextrakt, 15.0 g/L Agar auf einen Liter dest. H,O, pH 7.0.
STA: Medium als Agar-Platte von Brain erhalten.

Die Mengenangaben beziehen sich jeweils auf einen Liter Leitungswasser.

Néhrmedien fiir molekularbiologische Arbeiten:

LB: Bacto Trypton 10 g/L, Hefeextrakt 5 g/L, NaCl 10 g/L, 975 mL bidest. H,O

LB, Bacto Trypton 10 g/L, Hefeextrakt 5 g/L, NaCl 10 g/L, 975 mL bidest. H,O Nach der
Sterilisation Apramycin bis zu einer Endkonzentration von 50 pg/mL zugegeben.

Apramycin wurde in Stammldsungen einer Konzentration von 50 mg/L bei -4°C gelagert.
SOB: Bacto Trypton 20 g/L, Hefeextrakt 5 g/L, NaCl 0.5 g/L, 250 mM KCIl 10 mL/L,
950 mL bidest. H,O, pH 7.0

Alle Nihrmedien wurden 30 min bei 121°C und einem bar Uberdruck sterilisiert. Der pH-
Wert wurde vor der Sterilisation mit 0.5 M HCI bzw. 0.5 M NaOH eingestellt. Festen Medien

wurde entsprechend 22 g/L. Agar hinzugefiigt.
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Schiittler: Braun Inkubationsschiittelschrank BS-4, Braun Certomat® RM, Braun Certomat®
U+HK, Braun Certomat® BS-1.

Fermenter: Riihrblattfermenter Braun Biostat M (1 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 Stammhaltung erfolgte auf Agarplatten. Bewachsene Agarplatten
wurden mit Verschlussfolie (Parafilm® M, Fa. Brand) verschlossen und bei 4°C fiir maximal

vier Monate gelagert.

4. Molekularbiologische Methoden und Ger:iite

Reagenzien: Das Phenol/Chloroform wurde von Roth, die Ribonuclease A von Sigma und
das Lysozyme von Fluka bezogen. Das Restriktionsenzym (BamH1) mit dessen Puffer, sowie
BSA stammen von New England Biolabs. Fiir die Gelelektrophorese wurde der Farbstoff
Blue Orange Loading Dye und eine 1 kb grole DNA-Leiter (Promega) verwendet, sowie ein
Gene-Ruler/DNA-Leiter-Gemisch von Fermentas. Tris Ultra Qualitdt und Agarose NEEO-

Qualitit wurden von der Firma Roth bezogen.

Pufferl6sungen:
AL 1: Fiir 100 mL Losung: 1 M Tris/HCI (pH 8.0) 5 mL, 0.5 M EDTA (pH 8.0) 2 mL, 93 mL
ddH,O (steril), Lagerung bei 4°C. Kurz vor Gebrauch 10 mg RNase A (100 pg/mL) dazu

geben.

AL 2: Fir 50 mL Loésung: 10% Natriumdodecylsulfat (SDS) 5 mL, 10 M NaOH
1 mL, ddH,O (steril) 44 mL. Die Pufferlosung ist maximal drei Wochen haltbar.

AL 3: 3 M KOACc (pH 5.5, steril).

TE: 10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA

P1: 3 M NaOAc

50 x TAE: Tris/Base 242 g/L, Eisessig 57.1 mL/L, EDTA 18.6 g/LL oder 100 mL/L 0.5 M
EDTA, pH 8.0 mit ddH,O auffiillen.
1 x TAE: 20 mL 50 x TAE (Stamml6sung), 980 mL ddH,O.
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5x TBE: 54 g Tris/Base, 27.5 g Borsaure, 20 mL 0.5 M EDTA, pH 8.0 mit ddH,O auf
1 L auffiillen.
1 x TBE: 200 mL TBE (Stammldsung), 800 mL ddH,O.

Losungen:

10.3%ige Saccharose: 51.5 g Saccharose auf 500 mL ddH,O

Lysozym Stammlésung:  10.27 g Saccharose, 2.5 mL 1 M Tris/HCI (pH 8.0), 5 mL 0.5 M
EDTA (pH 8.0) auf 100 mL ddH,O auffiillen.

Lysozym-Losung: 76.5 mg Lysozym in 15.3 mL Lysozym Stammldsung
Denaturierungslosung: 20 g NaOH, 87 g NaCl, 1 L ddH,O.

Neutralisierungslosung:  121.14 g Tris/Base, 87.7 g NaCl, 1 L ddH,O, pH 7.4.

20 x SSC: 175.3 NaCl, 88.2 NaCitrat, 1 L ddH,O, pH 7.0.

Enzym: BamHI-Schnittstellen: 5...G | GATCC...3’
3’...CCTAG|G...5’

Antibiotika: Eine Apramycin-Stammldsung von 50 mg Apramycin in 1 mL ddH,O (steril).

Membran: Fir den Southern Blot wurde eine Hybond™-N+ positiv geladene Nylon-
Transfer-Membran von der Firma Amersham Biosciences mit einer Removal Rating von

0.45 um verwendet.

Zentrifugen: Eppendorf Zentrifuge 5415D, Sigma Laboratory Zentrifuge 3 K 30, (Rotor
19777 und 12154), 4K10 (Rotor 11140), 4K15 (Rotor 12256).

Elektroporation: Biorad Gene Pulser II, Biorad Pulse Controller Plus.
Termoblock: Stuart Scientific Block Heater.

Gelelektrophorese: Biorad PowerPac 300.

Vortex: Winn Vortex-Genie.

Photometer: Eppendorf BioPhotometer.

PCR-Maschine: Eppendorf Mastercycler Gradient.



EXPERIMENTELLER TEIL 174

XTI Collinolacton aus Streptomyces sp. Go 40/10 und Tii 1892

1. Stammbhaltung

Es wurden zwei unterschiedliche Variationen der Stammbhaltung angewandt.

1.1. Agarplatten

Die SM-Agarplatten wurden entweder mit Sporen einer gut bewachsenen Agarplatte oder mit
einem drittel einer Stickstoffeinlagerung beimpft und bei 28°C bis zur vollstindigen
Sporulation (fiinf Tage) inkubiert. Die Platten wurden bei 4°C nicht ldnger als drei Monate
gelagert. Frisch inkubierte Platten wiesen weiles Luftmycel auf, das sich bei Lagerung grau

farbte. Der Agar war dunkelgriin bis schwarz gefarbt.

1.2. Langzeiterhaltung in fliissigem Stickstoff

Von einer gut bewachsenen Agarplatte wurden mit einseitig zugeschweiiten und mit einem
Bleistiick beschwerten sterilen Polypropylen-Halm Agarstiickchen ausgestanzt, bis der Halm
gefiillt war. Der Halm wurde in einen zweiten dufleren Halm gesteckt, der an beiden Enden zu
geschmolzen wurde. Mehrere Halme in einem Cryorohrchen wurden in einem Dewargefdl} in

fliissigem Stickstoff (-196°C) eingelagert.

2. Standardkultivierung

Kultivierungen in Schiittelkolben mit Schaumstoffkappen wurden in 250 mL
Erlenmeyerkolben mit drei Schikanen bei 28°C und 250 rpm durchgefiihrt. Die Kolben
enthielten 100 mL SM Nihrmedium. Die Vorkulturen mit dem jeweiligen
Produktionsmedium wurden mit 1 cm? groBen Stiick einer gut bewachsenen Agarplatte
beimpft. Die Hauptkulturen wurden mit jeweils 5 mL einer 48 h alten Vorkultur beimpft und

72 h bei 28°C und 250 rpm inkubiert.
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3. Variation der Kultivierungsbedingungen zur Ausbeutesteigerung

3.1. Kultivierung in verschiedenen Nihrmedien

Um ein optimale Produktion des Collinolactons (7) in verschiedenen Nihrmedien zu
studieren, wurden die Stimme Ti 1892 und Go6 40/10 in einem Ansatz von 300 mL in vier
verschiedenen Nahrmedien (M2, SM, SGG und Hafer) kultiviert. Die Ansdtze wurden iiber
Celite filtriert. Das Mycel wurde in 100 mL Aceton im Ultraschallbad aufgeschlossen. Nach
einer erneuten Filtration des Mycels wurde die organische Phase im Vakuum entfernt. Das
Kulturfiltrat wurde mit 2 x 100 mL Ethylacetat ausgeschiittelt. Die organische Phase wurde
im Vakuum entfernt. Von den Rohextrakten wurde eine methanolische Losung mit der
Konzentration 3 mg/mL angefertigt, die iiber die HPLC-MS (Séule 2, Programm 2) analytisch
ausgewertet wurde.

Weitere Versuche der Ausbeutesteigerung, wie unten aufgefiihrt wurden im Ndhrmedium SM
mit dem Stamm Streptomyces collinus T 1892 (auBler die Fermentation im 50 L-Malstab)

durchgefiihrt.

3.2. Kultivierung in Schiittelkolben bei 180 rpm

Der Stamm Tii 1892 wurde in 250 mL Erlenmeyerkolben mit 3 Schikanen, befiillt mit
100 mL SM Nahrlosung, beimpft mit einem 1 cm? groBem Stiick einer gut bewachsenen
Agarplatte, bei 28°C und 180 rpm fermentiert. Nach 48 stlindiger Kultivierung wurden mit
5 mL dieser Vorkultur wie oben beschrieben vorbereitete Hauptkulturen angeimpft. Nach 72

stiindiger Kultivierung (28°C und 180 rpm) der Hauptkultur wurden die Kolben geerntet.

3.3. Kultivierung in Schiittelkolben mit XAD-Zusatz

Die Kultivierung wurde in 250 mL Erlenmeyerkolben mit drei Schikanen bei 28°C und
250 rpm durchgefiihrt. Die Kolben enthielten 100 mL SM Nihrmedium. Die Vorkulturen mit
dem jeweiligen Produktionsmedium wurden mit einem 1 cm? groflen Stiick einer gut
bewachsenen Agarplatte beimpft. Die Hauptkulturen wurden mit jeweils 5 mL einer 48 h
alten Vorkultur beimpft. Nach 12 h wurde jedem Kolben ca. 1.5 g steriles Amberlite” XAD-2
zugefiigt. Die Inkubation wurde 72 h bei 28°C und 250 rpm durchgefiihrt.
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3.4. Kultivierung in 1 L Schiittelkolben

Die Kultivierung erfolgte in 1 L Erlenmeyerkolben ohne Schikane bei 28°C und 120 spm. Die
Kolben enthielten 150 mL SM-Né&hrmedium. Es wurden Vor- und Hauptkulturen analog zu B.
XI2 angefertigt.

3.5. Kultivierung in Fermentern

1 L-MaBstab:

Die Kultivierung des Stammes Tii 1892 in einem 1 L Biostat M Fermenter wurde mit 900 mL
Néahrmedium SM und einem Tropfen Entschdumer (NIAX) durchgefiihrt. Das Animpfen
erfolgte mit 100 mL einer 48 h alten Vorkultur, die analog zu B. XI2 angezogen wurden. Die
Kultivierung im 1 L-MalBstab erfolgte bei 28°C, einer Luftzufuhr von 1.6 vvm und einer
Riihrerdrehzahl von 700 rpm. Die Kultivierung verlief unter einer pH-Sperre von pH = 7.3 £
1.2. Nach 72 h wurde der Fermenter geerntet.

10 L-Ma@stab:

Fiir die Kultivierung des Stammes Tii 1892 in einem 10 L Biostat E Fermenter wurden 9 L
Néhrmedium SM und zehn Tropfen NIAX autoklaviert. Das Animpfen erfolgte mit 1 L einer
48 h alten Vorkultur, die analog zu B. XI2 angezogen wurden. Die Kultivierung im 10 L-
MafBstab erfolgte bei 28°C, einer Luftzufuhr von 1.0 vvm und einer Riihrerdrehzahl von
300 rpm. Die Kultivierung verlief unter einer pH-Sperre von pH = 7.0 £ 1.5. Nach 72 h wurde
der Fermenter geerntet.

50 L-MaBstab:

Der 50 L Biostat U Fermenter wurde mit 47.5 L SM-Medium und 13 g NIAX befiillt,
autoklaviert und mit 48 h alten Vorkulturen des Stammes G& 40/10 (9.6% des
Fermentationsvolumens), die entspechend B. XI2 vorbereitet wurden, angeimpft. Der
Fermenter lief mit einer Rithrerumdrehung von 200 rpm, einer Luftzufuhr von 0.66 vvm und
bei 28°C. Die pH-Sperre wurde auf pH = 6.5 + 1.0 eingestellt.

Airlift-Fermenter mit Uberdruck:

Der Stamm Tu 1892 wurde im 10 L Airlift-Fermenter mit 9 L SM-Medium als Ndhrmedium
kultiviert. Nach dem Autoklavieren wurde das Ndhrmedium mit 1 L einer 48 h alten
Vorkultur beimpft (s. B XI2). Die Fermentation erfolgte bei 28°C, 5 bar Uberdruck,

Luftzufuhr von 4 vvm und ohne pH-Sperre. Die Kulturen erntete man nach 72 h.
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Airlift-Fermenter mit XAD-Zusatz:

Die Fermentation verlief analog zu der Fermentation im Airlifter mit Uberdruck. Nach 12 h
wurde dem Fermenter 250 g in Wasser aufgeschlimmtes, autoklaviertes Amberlite® XAD-2

zugesetzt.

3.6. Kultivierung unter Beliiftung

Man impfte sieben 250 mL Schiittelkolben mit drei Schikanen (geschlossene Apparatur), die
mit jeweils 100 mL Néhrlosung SM befiillt wurden, mit 5 mL einer 48 h alten Vorkultur an
und schiittelte bei 250 rpm und 28°C mit einer Luftzufuhr von 0.3 vvm. Der achte (letzte)
Kolben in der geschlossenen Apparatur wurde mit 100 mL sterilem Wasser befiillt. Dadurch

wurde vermieden, dass sich die komplette '®O,-Apparatur entleerte. Die Fermentation wurde

nach 72 h beendet.

3.7. Kultivierung unter Sauerstoffzusatz

Die Kultivierung unter Sauerstoffzusatz erfolgte analog zur Kultivierung unter Beliiftung. Ab
der 36. Fermentationsstunde schloss man die Sauerstoffapparatur an, spiilte dreimal mit
Stickstoff und leitete dann 1.2 L Sauerstoff ein. Wahrend der weiteren Fermentation wurde
der verbrauchte Sauerstoff ersetzt, woraus sich ein Gesamtverbrauch von 2 L ergab. Die

Kultivierung wurde nach 48 h beendet.

4. Standardaufarbeitung

4.1. Aufarbeitung ohne XAD-Zusatz

Die Aufarbeitung von Fermenter und Schiittelkultur erfolgte auf gleiche Weise. Die
Kulturbrithe wurde auf pH = 5.0 eingestellt, mit Celite (1 EBlo6ffel/L) versetzt und filtriert. Da
sich im Mycel-Extrakt kein Collinolacton nachweisen lies, wurde das Mycel verworfen
(Abbildung 105). Das Kulturfiltrat wurde mit doppelter Menge Ethylacetet extrahiert und das

Loésungsmittel im Vakuum entfernt.
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4.2. Aufarbeitung mit XAD-Zusatz

Die Aufarbeitung von Fermenter und Schiittelkultur erfolgte auf gleiche Weise. Die
Kulturbrithe wurde in Kulturfiltrat und Mycel durch Filtration getrennt. Die Kulturbriihe
konnte verworfen werden, da sich dort kein Collinolacton nachweisen lie. Das mit
Amberlite® XAD versetzte Mycel wurde 2 x mit 100 mL/L Aceton unter Rithren auf dem
Magnetriihrer eluiert. Nach Filtration wurden die vereinigten organischen Phasen am Vakuum

eingeengt.

4.3. Isolierung des Collinolactons

Der olige Rohextrakt wurde an Kieselgel (CH,Cl,/MeOH, 9:1, Schwerkraft) und RP-18
(MeOH/H;0, 7:3, Schwerkraft) chromatographiert. Aus Ansétzen (1 — 5 L) im Schiittelkolben
erhielt man 5.3 mg/L. Collinolacton (7) als weilles Pulver. Aus Ansédtzen im 10 L Airlift-
Fermenter konnten 11.4 mg/L Collinolacton (7) isoliert werden (Abbildung 105).

1 L Kulturbriihe mit 1 L Kulturbriihe
XAD-Zusatz

Filtration tiber
Celite

Filtration tiber
wenig Celite

/\

Kulturfiltrat Mycel mit Kulturfiltrat Mycel
verworfen XAD-Zusatz verworfen
XAD-2 EXtral.(tion
MeOH mit
Ethylacetat
300 mg Rohextrakt
KG

CH,Cl,/MeOH 9:1

RP-18
MeOH/H,0 7:3

3 — 10 mg Collinolacton (7)
bedarfsweiser prap. HPLC

Abbildung 105: Flussdiagramm zur Aufarbeitung und Isolierung von Collinolacton (7).
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5. Charakterisierung des Metaboliten

Collinolacton (7)

(6E,8Z,14E) 12-Ethyl-4-hydroxy-8, 14-dimethyl-4,5,5a,9a,12,13, 13a, 1 5a-octahydro-2 H-
pyrano-[3',4°:7,8] cyclodeca[l,2-b]oxepine-2,10(3H)-dione

C21H,505 (360.45)

Re-Werte: 0.71 (CH,Cl,/MeOH 9:1)
0.41 (MeOH/H,0 7:3)
Anfirbeverhalten: griin (Anisaldehyd)
gelb (Ehrlichs Reagenz)

ESI-MS: (positive Ionen) m/z (%) = 743.0 [2M+Na]"
ESI-MS: (negative lonen) m/z (%) = 405.1 [M+HCO;]’, 764.9 [2M+HCO;]
HR-ESI-MS: berechnet m/z (%) = 361.20095 [M+H]", 383.18290 [M+Na]"

gefunden m/z (%) = 361.20099 [M+H]", 383.18302 [M+Na]"
IR (KBr): ¥ may = 3428, 2959, 2362, 1725, 1638, 1450, 1381, 1266, 1200, 1143, 1019 cm™.
CD: (MeOH, ¢ = 5.91 * 10” mol/L) Ly [0] = 211 (-37214), 251 (8306) nm.
UV-VIS: (MeOH): Anax (¢) = 240 (1350) ;

(MeOH/HCI): Apax (€) = 240 (1350) ;

(MeOH/NaOH): Ayax (€) = 240 (1690) nm.
Drehwert : [a]2 =-20° (CHCl3, ¢ =5.91 - 10” mol/L)

=-92° (MeOH, ¢ =2.5 - 10 mol/L)
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"H NMR (600 MHz, CsDg): Tans, 0 = 0.81 (dd, J = 7.5, 7.5 Hz, 3H, 18-Hs), 1.12 (s, 3H, 19-
Hs), 1.20 (m, 1H, 17-H,), 1.22 (m, 1H, 13-H,), 1.32 (d, J = 15 Hz, 1H, 13-Hy), 1.43 (m, 1H,
17-Hp), 1.55 (m, 1H, 5-H,), 1.88 (s, 3H, 16-Hs), 1.91 (dd, J = 4.75, 4.75 Hz, 1H, 5-Hy), 2.20
(ddd, J = 8.5, 8.5, 2 Hz, 1H, 13a-H), 2.40 (dd, J = 4.5, 15 Hz, 1H, 3-H,), 2.65 (sept, 1H, 5a-
H), 2.78 (dd, J = 8, 8 Hz, 1H, 9a-H), 2.90 (dd, J = 10, 15 Hz, 1H, 3-Hy), 3.62 (m, 1H, 4-H),
3.78 (m, 1H, 12-H), 4.80 (d, J = 6.5 Hz, 1H, 15-H), 5.00 (dd, J = 16.5, 10 Hz, 1H, 6-H), 5.30
(dd, J = 6, 6 Hz, 1H, 15a-H), 5.62 (d, J = 16.5 Hz, 1H, 7-H), 6.18 (d, J = 7.5 Hz, 1H, 9-H)
ppm.

13C NMR (150.8 MHz, C¢Dg): § = 9.2 (q, C-18), 12.5 (q, C-19), 19.0 (q, C-16), 28.2 (t, C-
17), 32.4 (t, C-13), 34.6 (t, C-5), 40.3 (d, C-9a), 42.7 (t, C-3), 43.1 (d, C-5a), 46.3 (d, C-13a),
62.3 (d, C-4), 77.0 (d, C-12), 81.7 (d, C-15a), 124.4 (d, C-9), 126.5 (d, C-6), 133.1 (s, C-14),
134.0 (d, C-15), 135.0 (s, C-8), 139.0 (d, C-7), 170.3 (s, C-2), 172.4 (s, C-10) ppm.

"H NMR (600 MHz, CD,CL,): 7uui, 6 = 1.0 (dd, J = 7.5, 7.5 Hz, 3H, 18-H;), 1.62 (m, 1H, 17-
H.), 1.68 (s, 3H, 19-H3), 1.73 (m, 1H, 17-Hy), 1.76 (m, 1H, 5-H,), 1.78 (m, 1H, 13-H,), 1.89
(m, 1H, 13-Hy), 1.91 (s, 3H, 16-Hy), 2.34 (dd, J = 15, 10 Hz, 1H, 5-Hy), 2.62 (ddd, J = 8.5,
8.5, 3 Hz, 1H, 13a-H), 2.88 (m, 1H, 5a-H), 2.92 (dd, J = 15, 5 Hz, 1H, 3-H,), 3.14 (dd, J = 10,
15 Hz, 1H, 3-Hy), 3.27 (dd, J = 8.5, 8.5 Hz, 1H, 9a-H), 4.35 (m, 1H, 12-H), 4.46 (m, 1H, 4-
H), 4.83 (d, J = 7.0 Hz, 1H, 15-H), 5.13 (dd, J = 16, 10 Hz, 1H, 6-H), 5.61 (dd, J = 6.0,
6.0 Hz, 1H, 15a-H), 5.74 (dd, J= 7.5, 2.5 Hz, 1H, 9-H), 5.88 (d, J = 16.5 Hz, H-7) ppm.

13C NMR (150.8 MHz, CD,Cl,): 6 =9. 6 (q, C-18), 13.2 (g, C-19), 19.8 (q, C-16), 28.4 (t, C-
17), 32.4 (t, C-13), 35.0 (t, C-5), 40.5 (d, C-9a), 42.7 (t, C-3), 43.0 (d, C-5a), 46.7 (d, C-13a),
62. 8 (d, C-4), 78.4 (d, C-12), 82.2 (d, C-15a), 123.5 (d, C-9), 127.0 (d, C-6), 133.7 (s, C-14),
133.7 (d, C-15), 135.8 (s, C-8), 138.7 (d, C-7), 171.6 (s, C-2), 173.8 (s, C-10) ppm.

'H NMR (600 MHz, C¢D¢): 7y, 6 = 0.95 (dd, J = 7.5, 7.5 Hz, 3H, 18-Hs), 1.27 (m, 1H, 17-
H.), 1.41 (m, 1H, 5-H,), 1.52 (m, 2H, 13-H,), 1.53 (m, 1H, 17-Hy), 1.57 (s, 3H, 19-H;), 1.78
(m, 1H, 13a-H), 1.80 (s, 3H, 16-Hs), 1.91 (m, 1H, 5-Hy), 2.40 (dd, J = 15, 4 Hz, 1H, 3-H,),
2.47 (sept, 1H, Sa-H), 2.90 (m, 1H, 3-Hy), 2.91 (m, 1H, 9a-H), 3.61 (m, 1H, 4-H), 3.85(m, 1H,
12-H), 4.50 (d, J= 5.5 Hz, , 1H, 15-H), 4.89 (dd, J= 16, 9.5 Hz,, 1H, 6-H), 5.10 (dd, J = 4.5,
4.5 Hz, , 1H, 15a-H), 5.60 (d, J = 16.5 Hz, 1H, 7-H), 5.84 (d, J= 8.5 Hz, , 1H, 9-H) ppm.

13C NMR (150.8 MHz, C¢Dq): § = 9.9 (g, C-18), 20.2 (q, C-16), 23.6 (q, C-19), 28.5 (t, C-
17), 34.8 (t, C-13), 35.2 (t, C-5), 42.9 (t, C-3), 44.2 (d, C-5a), 45.1 (d, C-13a), 46.2 (d, C-9a),
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62.2 (d, C-4), 77.2 (d, C-12), 79.5 (d, C-15a), 121.4 (d. C-9), 121.6 (d, C-15), 123.9 (d, C-6),
137.0 (s, C-8), 138.4 (d, C-7), 147.9 (s, C-14), 170.2 (s, C-2), 172.2 (s, C-10) ppm.

"H NMR (600 MHz, CD,Cl,): Toyny 6 =0.99 (dd, J= 7.5, 7.5 Hz, , 3H, 18-H3), 1.58 (s, 3H,
19-Hs), 1.62 (m, 1H, 17-H,), 1.73 (m, 1H, 17-Hy), 1.77 (m, 1H, 5-H,), 1.91 (s, 3H, 16-H3),
2.04 (m, 2H, 13-Hy), 2.22 (m, 1H, 13a-H), 2.29 (dd, J = 15, 5 Hz, , 1H, 3-H,), 2.35 (dd, J
=15, 10 Hz, 1H, 5-Hy), 2.76 (m, 1H, 5a-H), 3.14 (dd, J = 15, 10 Hz, 1H, 3-Hy), 3.35 (dd, J
=12, 8.5 Hz, 1H, 9a-H), 4.35 (m, 1H, 12-H), 4.46 (m, 1H, 4-H), 5.17 (dd, J = 16, 10 Hz, 1H,
6-H), 5.26 (d, J = 6.0 Hz, 1H, 15-H), 5.46 (dd, J =5, 5 Hz, 1H, 15a-H), 5.57 (dd, J = 8.5, 3
Hz, 1H, 9-H), 5.94 (d, /= 16.5 Hz, 1H, 7-H) ppm.

BC NMR (150.8 MHz, CD,Cl,): 5 = 9.9 (q, C-18), 20.3 (q, C-16), 23.5 (q, C-19), 28.5 (t, C-
17), 35.0 (t, C-13), 35.6 (t, C-5), 42.9 (t, C-3), 44.4 (d, C-5a), 45.3 (d, C-13a), 46.6 (d, C-9a),
62.7 (d, C-4), 78.6 (d, C-12), 80.1 (d, C-15a), 120.4 (d, C-9), 121.8 (d, C-15), 124.3 (d, C-6),
138.0 (s, C-8), 138.3 (d, C-7), 148.3 (s, C-14), 171.5 (s, C-2), 173.9 (s, C-10) ppm.

6. Biosyntheseuntersuchung unter '*0,-Atmosphiire

6.1. Kalibrierung der HPLC

Zur Kalibrierung der HPLC (HPLC 1, Sdule 1, Programm 1) wurden Ldsungen von
Collinolacton (7) in Methanol mit den Konzentrationen von 1.0 mg/mL, 0.5 mg/mL, 0.25
mg/mL und 0.125 mg/mL hergestellt. Die Proben wurden per HPLC analysiert und so die

Eichgerade ermittelt.

6.2. Analyse des Fermentationsverlaufs

Zur Bestimmung der zeitabhingigen Sekundéirstoffproduktion von Collinolacton (7) wurde
der Stamm Tii 1892 analog zur Kultivierung unter Beliiftung in einem geschlossenen System
inkubiert.

Ab der sechsten Fermentationsstunde wurde alle sechs Inkubationsstunden ein Kolben
(100 mL) geerntet. Um das Fermentationsvolumen nicht zu verringern wurde nach der Ernte
100 mL steriles Wasser in den leeren Kolben gefiillt und weiter inkubiert. Die Proben wurden
in Kulturfiltrat und Mycel getrennt. Das Kulturfiltrat wurde mit Ethylacetat (2 x 50 mL)
extrahiert und die organischen Phasen im Vakuum eingeengt. Von den Rohextrakten wurde

eine methanolische Losung mit der Konzentration 3 mg/mL angefertigt, die mittels HPLC
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chromatographiert wurde. Mit Hilfe der Kalibirierungsgrade konnte der Produktionsverlauf

des Collinolactons (7) verfolgt werden (Abbildung 106).
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Abbildung 106: Fermentationskurve des Collinolactons (7) aus dem Stamm Tii 1892.

6.3. Fiitterungsexperiment mit ['*0,]-Gas

Das Fiitterungsexperiment wurde analog zur Kultivierung unter Sauerstoffzusatz (s. B. XI3.7)
durchgefiihrt. Aufgrund des Fermentationsverlaufs wurden die Kolben ab der 36.
Inkubationsstunde an die '®0,-Anlage (Abbildung 107) angeschlossen und nach dreimaligem
Spillen mit Stickstoff mit ['*0,]-Gas geflutet. Die Fermentation wurde in der 48.

Inkubationsstunde abgebrochen.
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H1

Abbildung 107: Schematische Darstellung einer '*O,-Apparatur. 1 = Ausgleichsgefd, 2 =
Gas-Vorrats-behidlter, 3 = CuSOs-Losung, 4 = Wasserfalle, 5= Umluftpumpe, 6 =
Magnetriihrer, 7 = 5 N KOH-Losung, 8 = Sterilfilter, 9 = Schiittler.

XII Derivatisierungen von Collinolacton

1. 4-0-Acetylcollinolacton (59)

1.1. Darstellung durch Umsatz mit Acetanhydrid

Collinolacton (7) (17.3 mg, 0.048 mmol) wurde in Pyridin (1 mL) gelost und unter
Eiskiihlung mit frisch destilliertem Acetanhydrid (2 mL) versetzt. Die Reaktionslésung wurde
16 h bis zur quantitativen Umsetzung bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieend mit
Eiswasser (5 mL) hydrolisiert. Die waissrige Phase wurde dreimal mit Dichlormethan

extrahiert und die vereinigten organischen Phasen im Vakuum eingeengt. Reste Pyridins
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wurden azeotrop mit Toluol entfernt. Auftrennung des erhaltenen Riickstands an Kieselgel

(CH,Cl/MeOH, 9:1) lieferten 18 mg (0.044 mmol, 91%) 4-O-(Acetyl)collinolacton (59).

1.2. Charakterisierung des Metaboliten 4-O-Acetylcollinolacton (59)

C23H30BI'06 (40249)

Re~Werte: 0.91 (CH,Cl,/MeOH 9:1)
0.31 (MeOH/ H,0 7:3)
Anféarbeverhalten: blau (Anisaldehyd)
blassgelb (Ehrlichs Reagenz)
ESI-MS: (positive Ionen) m/z (%) = 425.2 [M+Na]", 827.0 [2M+Na]"
ESI-MS: (negative Ionen) m/z (%) = 447.1 [M+HCO;], 803.1 [2M-H]
HR-ESI-MS: berechnet m/z (%) = 403.21152 [M+H]"
gefunden m/z (%) = 403.21152 [M+H]"
IR (KBr): V.., = 3443, 2367, 1739, 1638, 1450, 1376, 1237, 1160, 1108, 1023 cm’".
CD: (MeOH, ¢ =3.72 * 10 mol/L) Ay [6] = 211 (-66712), 252 (18002) nm.
UV-VIS: (MeOH): Ly (€) = 243 (4700) ;
(MeOH/HCI): Apax () =239 (3230) ;
(MeOH/NaOH): Ay (€) = 238 (3500) nm.
Drehwert : [a]% =2° (CHCls, ¢ =3.72 - 10 mol/L)
=-20° (MeOH, ¢ = 0.1 mol/L)
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"H NMR (600 MHz, C¢Dg): 59,4, 6 = 0.81 (dd, J = 7.5, 7.5 Hz, 3H, 18-H3), 1.12 (s, 3H,
19-H3), 1.27 (m, 1H, 17-H,), 1.30 (m, 1H, 13-H,), 1.40 (d, J = 15 Hz, 1H, 13-H}), 1.48 (m,
1H, 17-Hy), 1.54 (m, 1H, 5-H,), 1.62 (s, 3H, 2"-H3), 1.84 (s, 3H, 16-H3), 2.15 (dd, J = 4.75,
4.75 Hz, 1H, 5-Hy), 2.24 (ddd, J = 8.5, 8.5, 2 Hz, 1H, 13a-H), 2.32 (dd, J = 15, 4.5 Hz, 1H,
3-H,), 2.50 (Septett, 1H, 5a-H), 2.85 (dd, J =8, 8 Hz, 1H, 9a-H), 3.19 (dd, J = 15, 10 Hz, 1H,
3-Hy), 3.86 (m, 1H, 12-H), 4.78 (d, J = 6.5 Hz, 1H, 15-H), 4.94 (dd, J = 16.5, 10 Hz, 1H, 6-
H), 4.98 (m, 1H, 4-H), 5.29 (dd, J = 6, 6 Hz, 1H, 15a-H), 5.66 (d, J = 16.5 Hz, 1H, 7-H), 6.13
(d, J=7.5Hz, 1H, 9-H) ppm.

BC NMR (150.8 MHz, C¢Dg): 0 = 9.6 (q, C-18), 12.5 (q, C-19), 19.8 (q, C-16), 20.4 (q,
C-2),28.3 (t, C-17), 32.4 (t, C-13), 31.6 (t, C-5), 40.4 (d, C-9a), 40.3 (t, C-3), 43.9 (d, C-5a),
46.2 (d, C-13a), 65.3 (d, C-4), 77.1 (d, C-12), 81.5 (d, C-15a), 124.5 (d, C-9), 125.7 (d, C-6),
133.2 (s, C-14), 133.8 (d, C-15), 135.0 (d. C-8), 139.4 (d, C-7), 168.9 (s, C-1"), 169.3 (s, C-2),
172.3 (s, C-10) ppm.

"H NMR (600 MHz, C¢Dg): 59, d = 0.92 (dd, J = 7.5, 7.5 Hz, 3H, 18-H3), 1.28 (m, 1H,
17-H,), 1.42 (m, 1H, 5-H,), 1.49 (m, 1H, 17-Hy), 1.66 (s, 3H, 2°-H3), 1.54 (s, 3H, 19-H3), 1.57
(m, 2H, 13-Hy), 1.82 (s, 3H, 16-H3), 1.83 (m, 1H, 13a-H), 2.15 (dd, J = 4.75, 4.75 Hz, 1H,
5-Hy), 2.38 (m, 1H, 5a-H), 2.40 (dd, J = 15, 4.5 Hz, 1H, 3-H,), 2.95 (dd, J = 8, 8 Hz, 1H, 9a-
H), 3.18 (dd, J = 15, 10 Hz, 1H, 3-Hy), 3.91 (m, 1H, 12-H), 4.62 (d, J = 6.5 Hz, 1H, 15-H),
4.88 (dd, J = 16.5, 10 Hz, 1H, 6-H), 4.91 (dd, J = 6, 6 Hz, 1H, 15a-H), 4.98 (m, 1H, 4-H),
5.82(d,J=16.5 Hz, 1H, 7-H), 5.84 (d, J= 7.5 Hz, 1H, 9-H) ppm.

BC NMR (150.8 MHz, C¢Dg): 6 = 9.9 (q, C-18), 20.2 (q, C-16), 20.5 (q, C-2"), 23.6 (q,
C-19), 28.5 (t, C-17), 32.2 (t, C-5), 34.8 (t, C-13), 40.2 (t, C-3), 44.7 (d, C-5a), 45.0 (d,
C-13a), 46.3 (d, C-9a), 65.2 (d, C-4), 77.2 (d, C-12), 79.5 (d- C-15a), 121.2 (d, C-15), 121.5
(d, C-9), 123.4 (d, C-6), 137.0 (s, C-8), 138.7 (d, C-7), 148.5 (s, C-14), 169.0 (s, C-17), 169.1
(s, C-2),172.4 (s, C-10) ppm.

2. 4-O-Benzoylcollinolacton (60)

2.1. Darstellung durch Veresterung mit Brombenzoesiure

Eine Losung von 12.5 mg (0.035 mmol, 1 eq.) Collinolacton (7) in 4 mL wasserfreiem

Dichlormethan wurde mit 6.4 mg (0.053 mmol, 1.5 eq.) Brombenzoesédure, 10.05 mg (0.053
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mmol, 1.5 eq.) N’-(3-Dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbo-diimid-hydrochlorid (EDCI) sowie
katalytischen Mengen 4-N,N-Dimethylaminopyridin (DMAP) versetzt. Das Gemisch wurde
19 h bei Raumtemperatur geriihrt, wobei der Reaktionsumsatz durch mehrmalige,
nachtrégliche Gabe von zusitzlicher Brombenzoesdure sowie EDCI in Richtung des Produkts
gedriangt wurde. AnschlieBend wurde die Reaktionslosung mit Dichlormethan verdiinnt und
nacheinander mit Wasser sowie gesdttigter Ammoniumchlorid-, Natriumhydrogencarbonat
und Kochsalzlosung extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden im Vakuum
eingeengt. Der erhaltene Riickstand (47 mg) wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel
(CH2Cly/MeOH, 99:1) gereinigt und lieferte 6.8 mg (0.015 mmol, 42%) 4-O-
Benzoylcollinolacton (60).

2.2. Charakterisierung des Metaboliten 4-O-Benzoylcollinolacton (60)

C2sH3:06 (464.56)

RrWerte: 0.92 (CH,Cl,/MeOH 9:1)
0.12 (MeOH/ H,0 7:3)
Anfirbeverhalten: blau (Anisaldehyd)
blassgelb (Ehrlichs Reagenz)

ESI-MS: (positive Ionen) m/z (%) = 487.2 [M+Na]", 519.3 [M-H+2Na]",951.1 [2M+Na]".
ESI-MS: (negative lonen) m/z (%) = 509.1 [M+HCO;]".
HR-ESI-MS: berechnet m/z (%) = 465.22717 [M+H]", 482.25371 [M+NH4]".

gefunden m/z (%) = 465.22730 [M+H]", 482.25389 [M+NH,]".
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IR (KBr): v .. = 3435, 2854, 2364, 1730, 1629, 1451, 1366, 1267, 1183, 1108, 1022, 714
cm™.
CD: (MeOH, ¢ = 3.34 - 10” mOl/L) Ayax [0] = 211 (-200145), 248 (85161) nm.
UV-VIS: (MeOH): Apax (8) =229 (14700), 248 sh (6290);

(MeOH/HCI): Ayax (€) = 229 (14970), 251 sh (6290);

(MeOH/NaOH): Aa (€) = 222 (14520), 250 (6290) nm.
Drehwert : [a]2 =20° (CHCl3, ¢ = 3.34 - 10” mol/L)
=+ 8° (MeOH, ¢ =5 - 10% mol/L)

"H NMR (600 MHz, C¢Dg): 60,4, 6 = 0.84 (dd, J = 7.5, 7.5 Hz, 3H, 18-H3), 1.05 (s, 3H,
19-Hs), 1.20 (m, 1H, 17-H,), 1.22 (m, 1H, 13-H,), 1.32 (d, J = 15 Hz, 1H, 13-Hy), 1.43 (m,
1H, 17-Hp), 1.55 (m, 1H, 5-H,), 1.85 (s, 3H, 16-Hs), 2.20 (ddd, J = 8.5, 8.5, 2 Hz, 1H, 13a-H),
2.30 (dd, J = 4.75, 4.75 Hz, 1H, 5-Hy), 2.34 (dd, J = 15, 4.5 Hz, 1H, 3-H,), 2.52 (Septett, 1H,
5a-H), 2.75 (dd, J = 8, 8 Hz, 1H, 9a-H), 3.24 (dd, J = 15, 10Hz, 1H, 3-Hy), 3.80 (m, 1H,
12-H), 4.78 (d, J = 6.5 Hz, 1H, 15-H), 4.95 (dd, J = 16.5, 10 Hz, 1H, 6-H), 5.18 (m, 1H, 4-H),
5.24 (dd, J = 6, 6 Hz, 1H, 15a-H), 5.55 (d, J = 16.5 Hz, 1H, 7-H), 6.14 (d, J = 7.5 Hz, 1H,
9-H), 7.16 (ddd, J = 8.0, 7.5, 1.0 Hz, 1H, 4"-H, 6’-H), 7.21 (ddd, J = 8.0, 7.5, 1.0 Hz, 1H, 5'-
H), 8.09 (dd, J= 8.0, 1.0 Hz, 1H, 3"-H, 7'-H) ppm.

B3C NMR (150.8 MHz, C¢Dg): 6 = 9.6 (q, C-18), 12.5 (q, C-19), 19.7 (q, C-16), 28.3 (t,
C-17), 31.4 (t, C-5), 32.5 (t, C-13), 40.4 (d, C-9a), 40.6 (d, C-3), 44.3 (d, C-5a), 46.2 (d,
C-13a), 66.1 (d, C-4), 77.0 (d, C-12), 81.4 (d, C-15a), 124.6 (d, C-9), 125.2 (d, C-6), 128.7 (d,
C-4', C-6"), 129.7 (d, C-3’, C-7"), 130.5 (s, C-2"), 133.1 (s, C-14), 133.4 (d, C-5"), 133.9 (d,
C-15), 134.9 (s, C-8), 139.7 (d, C-7), 164.9 (s, C-1"), 169.1 (s, C-2), 172.1 (s, C-10) ppm.

"H NMR (600 MHz, C¢Dy): 60y, 0 = 0.88 (dd, J = 7.5, 7.5 Hz, 3H, 18-H3), 1.27 (m, 1H,
17-H,), 1.41 (m, 1H, 5-H,), 1.53 (m, 1H, 17-Hy), 1.53 (m, 2H, 13-H;), 1.56 (s, 3H, 19-H3),
1.59 (ddd, J = 8.5, 8.5, 2 Hz, 1H, 13a-H), 1.81 (s, 3H, 16-H3), 1.91 (dd, J=4.75,4.75 Hz, 1H,
5-Hy), 2.46 (dd, J =15, 4.5 Hz, 1H, 3-H,), 2.50 (Septett, 1H, 5a-H), 2.84 (dd, /=8, 8 Hz, 1H,
9a-H), 3.26 (dd, J =15, 10 Hz, 1H, 3-Hy), 3.80 (m, 1H, 12-H), 4.67 (d, /= 6.5 Hz, 1H, 15-H),
4.88 (dd, J = 16.5, 10 Hz, 1H, 6-H), 5.00 (dd, J = 6, 6 Hz, 1H, 15a-H), 5.18 (m, 1H, 4-H),
5.50 (d, J=16.5 Hz, 1H, 7-H), 5.84 (d, J = 7.5 Hz, 1H, 9-H), 7.10 (ddd, J = 8.0, 7.5, 1.0 Hz,
1H, 4’-H, 6’-H), 7.21 (ddd, J = 8.0, 7.5, 1.0 Hz, 1H, 5°-H), 8.09 (dd, J = 8.0, 1.0 Hz, 1H,
3’-H, 7"-H) ppm.
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3C NMR (150.8 MHz, C¢Dg): 6 = 9.8 (g, C-18), 20.2 (g, C-16), 23.7 (g, C-19), 28.5 (t,
C-17), 32.2 (t, C-5), 34.6 (t, C-13), 40.2 (t, C-3), 44.9 (d, C-5a), 45.0 (d, C-13a), 46.4 (d, C-
9a), 66.1 (d, C-4), 77.2 (d, C-12), 79.5 (d, C-15a), 121.2 (d, C-9), 121.7 (d, C-15), 123.3 (d,
C-6), 128.7 (d, C-4", C-6"), 129.7 (d, C-3", C-7"), 130.4 (d, C-2"), 133.4 (d, C-5"), 136.9 (s, C-
8), 138.8 (d, C-7), 148.6 (s, C-14), 165.2 (s, C-17), 168.3 (s, C-2), 172.0 (s, C-10) ppm.

3. 4-O-p-Brombenzoylcollinolacton (61)

3.1. Darstellung durch Umsatz mit p-Brombenzoylchlorid

8.8 mg (0.024 mmol, 1 eq.) Collinolacton (7) wurden unter Argonatmosphére in 5 mL CH,Cl,
gelost und mit 41.5 mg (0.20 mmol, 8.3 eq.) p-Brombenzoylchlorid versetzt. Zu der auf 0°C
gekiihlten Losung gab man 23.4 mg (0.19 mmol, 7.8 eq.) 4-N,N-Dimethylaminopyridin
(DMAP) und lie} auf Raumtemperatur erwdrmen. Nach 24 h wurde das Reaktionsgemisch
auf Eis gegossen und 30 min geriihrt. AnschlieBend extrahierte man die wissrige Phase mit
Ethylacetat (3 x 15 mL). Die vereinigten organischen Phasen wurden am Vakuum entfernt.
Sdulenchromatographische ~ Auftrennung des erhaltenen Riickstands an Kieselgel
(CH,Cl/MeOH, 9:1) und Sephadex LH-20 (Eluent: CH,Cl,) lieferten 5.1 mg (0.009 mmol,
39%) 4-O-p-Brombenzoylcollinolacton (61).

3.2. Darstellung durch Veresterung mit p-Brombenzoesiure

Eine Losung von 51.2 mg (0.14 mmol, 1 eq.) Collinolacton (7) in 4 mL wasserfreiem
Dichlormethan wurde mit 42.83 mg (0.21 mmol, 1.5 eq.) p-Brombenzoeséure, 40.80 mg (0.21
mmol, 1.5 eq.) N’-(3-Dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbo-diimid-hydrochlorid (EDCI) sowie
katalytischen Mengen DMAP versetzt. Das Gemisch wurde 24 h bei Raumtemperatur gertihrt,
wobei der Reaktionsumsatz durch mehrmalige, nachtrigliche Gabe von zuséitzlicher p-
Brombenzoesdure sowie EDCI in Richtung des Produkts geleitet wurde. AnschlieBend wurde
die Reaktionslosung mit Dichlormethan verdiinnt und nacheinander mit Wasser sowie
gesdttigter Ammoniumchlorid-, Natriumhydrogencarbonat und Kochsalzlosung extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden im Vakuum eingeengt. Der erhaltene Riickstand
(65.3 mg) wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel (CH,Cl,/MeOH, 9:1) gereinigt und
lieferte 36.2 mg (0.067 mmol, 48%) 4-O-p-Brombenzoylcollinolacton (61).
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3.3. Charakterisierung des Metaboliten 4-O-p-Brombenzoylcollinolacton (61)

Br Br

C28H3 1BI'06 (54346)

ReWerte: 0.93 (CH,Cl,/MeOH 9:1)
0.08 (MeOH/ H,0 7:3)
Anfirbeverhalten: graublau (Anisaldehyd)
blassgelb (Ehrlichs Reagenz)

ESI-MS: (positive Ionen) m/z (%) = 566.5 [M+Na]", 1108.9 [2M+Na]".
ESI-MS: (negative lonen) m/z (%) = 586.9 [M+HCO;]’, 1130.8 [2M+HCO,]".
HR-ESI-MS: berechnet m/z (%) = 543.13768 Br’ [M+H]", 545.13563 Br*'[M+H]".

gefunden m/z (%) = 543.13761 Br” [M+H]", 545.13563 Br*'[M+H]".
IR (KBr): ¥ . = 4329, 2868, 2363, 1722, 1638, 1589, 1443, 1392, 1276, 1178, 1107, 1009,
757 cm™.
CD: (MeOH, ¢ = 3.15 * 10” mOl/L) Ayax [0] = 211 (-22896), 254 (14567) nm.
UV-VIS: (MeOH): Apax (€) = 244 (22860) ;

(MeOH/HCI): Apax (€) = 244 (22860) ;

(MeOH/NaOH): A (€) = 242 (21580) nm.
Drehwert : [a]2 =0° (CHCl3, ¢ = 3.15 - 10” mol/L)

=+ 8° (MeOH, ¢ =5 - 10? mol/L)



EXPERIMENTELLER TEIL 190

"H NMR (600 MHz, CD;Cly): 61444, 6 = 1.00 (dd, J = 7.5, 7.5 Hz, 3H, 18-Hj), 1.62 (m, 1H,
17-H,), 1.68 (s, 3H, 19-H3), 1.73 (m, 1H, 17-Hy), 1.76 (m, 1H, 5-H,), 1.80 (m, 1H, 13-H,),
1.90 (d, J = 15 Hz, 1H, 13-Hp), 1.92 (s, 3H, 16-H3), 2.25 (dd, J = 15, 10 Hz, 1H, 5-Hy), 2.64
(ddd, J = 8.5, 8.5, 3 Hz, 1H, 13a-H), 2.85 (m, 1H, 5a-H), 3.07 (dd, J = 16, 5 Hz, 1H, 3-H,),
3.26 (dd, J = 8.0, 8.0 Hz, 1H, 9a-H), 3.45 (dd, J = 16, 10 Hz, 1H, 3-Hy), 4.34 (m, 1H, 12-H),
4.87 (d, J = 6.5 Hz, 1H, 15-H), 5.17 (dd, J = 16.5, 10 Hz, 1H, 6-H), 5.54 (m, 1H, 4-H), 5.64
(dd, J= 6, 6 Hz, 1H, 15a-H), 5.77 (d, J = 8 Hz, 1H, 9-H), 5.91 (d, J = 16.5 Hz, 1H, 7-H), 7.65
(d,J=9 Hz, 1H, 4"-H, 6'-H), 7.92 (d, J= 9 Hz, 1H, 3"-H, 7'-H) ppm.

3C NMR (150.8 MHz, CD,CL): § = 9.5 (g, C-18), 13.2 (g, C-19), 19.7 (g, C-16), 28.3(t,
C-17), 31.8 (t, C-5), 32.3 (t, C-13), 40.4 (t, C-3), 40.8 (d, C-9a), 44.0 (d, C-5a), 46.5 (d,
C-13a), 66.4 (d, C-4), 78.3 (d, C-12), 82.1 (d, C-15a), 123.7 (d, C-9), 125.9 (d, C-6), 129.0 (s,
C-57), 131.2 (d, C-4’, C-6"), 131.4 (s, C-2"), 132.2 (d, C-3’, C-7°), 133.5 (d, C-15), 133.8 (s,
C-14), 135.7 (s, C-8), 139.4 (d, C-7), 165.0 (s, C-17), 170.3 (s, C-2), 173.5 (s, C-10) ppm.

"H NMR (600 MHz, CD,Cly): 61,,,, 6 = 1.00 (dd, J = 7.5, 7.5 Hz, 3H, 18-H;), 1.61 (s, 3H,
19-Hj), 1.62 (m, 1H, 17-H,), 1.73 (m, 1H, 17-Hy), 1.76 (m, 1H, 5-H,), 1.93 (s, 3H, 16-Hj3),
1.95 (m, 2H, 13-Hy), 2.25 (dd, J = 15, 10 Hz, 1H, 5-Hy), 2.25 (ddd, J = 8.5, 8.5, 3 Hz, 1H,
13a-H), 2.74 (Septett, 1H, 5a-H), 3.07 (dd, J = 16, 5 Hz, 1H, 3-H,), 3.35 (dd, J = 8.0, 8.0 Hz,
1H, 9a-H), 3.45 (dd, J = 16, 10 Hz, 1H, 3-Hy), 4.44 (m, 1H, 12-H), 5.18 (dd, J = 16.5, 10 Hz,
1H, 6-H), 5.26 (d, ] = 6.5 Hz, 1H, 15-H), 5.47 (dd, J = 6, 6 Hz, 1H, 15a-H), 5.54 (m, 1H, 4-
H), 5.60 (d, J = 8 Hz, 1H, 9-H), 5.96 (d, ] = 16.5 Hz, 1H, 7-H), 7.60 (d, J = 9 Hz, 1H, 4'-H,
6'-H), 7.86 (d, J =9 Hz, 1H, 3'-H, 7'-H) ppm.

BC NMR (150.8 MHz, CD,Cl,): 5 = 9.8 (q, C-18), 20.3 (q, C-16), 23.3 (q, C-19), 28.4 (t, C-
17), 32.6 (t, C-5), 34.9 (t, C-13), 40.5 (t, C-3), 44.9 (d, C-5a), 45.2 (d, C-13a), 46.2 (d, C-9a),
66.3 (d, C-4), 78.4 (d, C-12), 80.1 (d, C-15a), 120.5 (d, C-9), 121.3 (d, C-15), 123.7 (d, C-6),
128.8 (s, C-5"), 131.4 (d, C-4’, C-6"), 131.5 (s, C-27), 132.5 (d, C-3", C-7"), 135.7 (s, C-8),
139.4 (d, C-7), 148.8 (s, C-14), 165.0 (s, C-17), 170.3 (s, C-2), 173.5 (s, C-10) ppm.
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4. 4-0-0-Brombenzoylcollinolacton (62)

4.1. Darstellung durch Veresterung mit o-Brombenzoesiure

Eine Losung von 50.5 mg (0.14 mmol, 1 eq.) Collinolacton (7) in 4 mL wasserfreiem
Dichlormethan wurde mit 42.22 mg (0.21 mmol, 1.5 eq.) o-Brombenzoesdure, 40.22 mg
(0.21 mmol, 1.5 eq.) EDCI sowie katalytischen Mengen DMAP versetzt. Das Gemisch wurde
24 h bei Raumtemperatur in einer Argonatmosphdre geriihrt, wobei der Reaktionsumsatz
durch mehrmalige, nachtrigliche Gabe von zusitzlicher o-Brombenzoesdure sowie EDCI in
Richtung des Produkts gedringt wurde. AnschlieBend wurde die Reaktionslosung mit
Dichlormethan verdiinnt und nacheinander mit Wasser sowie gesittigter Ammoniumchlorid-,
Natriumhydrogencarbonat und Kochsalzlosung extrahiert. Nach Trocknung der organischen
Phase iiber Natriumsulfat wurde diese im Vakuum vom Losungsmittel befreit. Der erhaltene
Riickstand (71.5 mg) wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel (CH,Cl,/MeOH, 9:1)
getrennt. Es wurden 54.4 mg (0.10 mmol, 72%) 4-O-o-Brombenzoylcollinolacton (62)

erhalten.

4.2. Charakterisierung des Metaboliten 4-O-0-Brombenzoylcollinolacton (62)

Br Br

ngHngrO6 (54346)

RrWerte: 0.93 (CH>Cl,/MeOH 9:1)
0.09 (MeOH/ H,0 7:3)
Anfirbeverhalten: blau (Anisaldehyd)
blassgelb (Ehrlichs Reagenz)
ESI-MS: (positive Ionen) m/z (%) = 1108.9 [2M+Na]".
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ESI-MS: (negative Ionen) m/z (%) = 540.9 [M-H]".
HR-ESI-MS: berechnet m/z (%) = 543.13768 Br’[M+H]", 545.13563 Br*'[M+H]".
gefunden m/z (%) = 543.13762 Br” [M+H]", 545.13549 Br®' [M+H]".
IR (KBr): V.. = 3444, 2360, 1733, 1590, 1443, 1370, 1286, 1249, 1191, 1122, 1029, 747
em’
CD: (MeOH, ¢ = 2.41 * 10° mol/L) Ayax [0] = 207 (-234128), 250 (82636) nm.
UV-VIS: (MeOH): Lyax () = 237 (9540) ;
(MeOH/HCI): Amax (€) = 234 (10370);
(MeOH/NaOH): Ayax (€) =239 (8710) nm.
Drehwert : [a]% =+ 8° (CHCl3, ¢ =2.41 - 10° mol/L).

=+ 16° (MeOH, ¢ =5 - 10 mol/L).

"H NMR (600 MHz, CD,ClL,): 624, 6 = 0.99 (dd, J= 7.5, 7.5 Hz, 3H, 18-H3), 1.62 (m, 1H,
17-H,), 1.65 (s, 3H, 19-H3), 1.71 (m, 1H, 17-Hy), 1.78 (m, 1H, 5-H,), 1.80 (m, 1H, 13-H,),
1.90 (d, J= 15 Hz, 1H, 13-Hy), 1.92 (s, 3H, 16-H3), 2.23 (m, 1H, 5-Hy), 2.63 (ddd, J = 8.5,
8.5, 3 Hz, 1H, 13a-H), 2.90 (Septett, 1H, 5a-H), 3.17 (dd, J = 15, 5 Hz, 1H, 3-H,), 3.25 (dd,
J= 8, 8 Hz, 1H, 9a-H), 3.47 (dd, J = 15, 10 Hz, 1H, 3-Hy), 4.33 (m, 1H, 12-H), 4.85 (d,
J=6.5 Hz, 1H, 15-H), 5.16 (dd, J = 16.5, 10 Hz, 1H, 6-H), 5.58 (m, 1H, 4-H), 5.66 (dd,
J=16.0, 6.0 Hz, 1H, 15a-H), 5.75 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 9-H), 5.88 (d, J = 16.5 Hz, 1H, 7-H),
7.42 (ddd, J = 7.5, 7.5, 3 Hz, 1H, 5'-H, 6'-H), 7.70 (d, J = 7.5 Hz, 1H, 4’-H), 7.81 (d,
J=7.5Hz, 1H, 7'-H) ppm.

3C NMR (150.8 MHz, CD,Cl,): § = 9.6 (q, C-18), 13.3 (q, C-19), 19.8 (q, C-16), 28.3 (t,
C-17), 32.0 (t, C-5), 32.4 (t, C-13), 40.2 (t, C-3), 40.4 (d, C-9a), 43.9 (d, C-5a), 46.6 (d,
C-13a), 67.1 (d, C-4), 78.3 (d, C-12), 82.2 (d, C-15a), 121.4 (s, C-3"), 123.7 (d, C-9), 126.1
(d, C-6), 127.8 (d, C-7"), 131.2 (s, C-2"), 131.7 (d, C-4"), 133.3 (d, C-6"), 133.4 (d, C-5),
133.9 (s, C-14), 134.6 (d, C-15), 135.7 (s, C-8), 139.2 (d, C-7), 165.6 (s, C-1"), 170.2 (s, C-2),
173.6 (s, C-10) ppm.

'H NMR (600 MHz, CD,Cl,): 62, 5 = 0.99 (dd, J = 7.5, 7.5 Hz, 3H, 18-Hj), 1.60 (s, 3H,
19-Hs), 1.62 (m, 1H, 17-H,), 1.71 (m, 1H, 17-Hp), 1.79 (m, 1H, 5-H,), 1.88 (s, 3H, 16-H3),
2.04 (m, 2H, 13-H,), 2.24 (m, 1H, 5-Hy), 2.24 (ddd, J = 8.5, 8.5, 3 Hz, 1H, 13a-H), 2.78
(Septett, 1H, 5a-H), 3.16 (dd, J = 15, 5 Hz, 1H, 3-H,), 3.33 (dd, J = 8, 8 Hz, 1H, 9a-H), 3.46
(dd, J =15, 10 Hz, 1H, 3-Hy), 4.38 (m, 1H, 12-H), 5.00 (dd, J = 6.0, 6.0 Hz, 1H, 15a-H), 5.18
(dd, J = 16.5, 10 Hz, 1H, 6-H), 5.23 (d, J = 6.5 Hz, 1H, 15-H), 5.58 (m, 1H, 4-H), 5.59 (d,
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J=28.0 Hz, 1H, 9-H), 5.93 (d, J = 16.5 Hz, 1H, 7-H), 7.36 (ddd, J=17.5, 7.5, 3 Hz, 1H, 5’-H,
6'-H), 7.66 (d, J=7.5 Hz, 1H, 4’-H), 7.76 (d, J= 7.5 Hz, 1H, 7"-H) ppm.

BC NMR (150.8 MHz, CD,CL): 6 = 9.9 (g, C-18), 20.3 (q, C-16), 23.2 (q, C-19), 28.5 (t,
C-17), 32.5 (t, C-5), 34.9 (t, C-13), 40.4 (t, C-3), 44.9 (d, C-5a), 45.2 (d, C-13a, 46.5 (d,
C-9a), 68.2 (d, C-4), 78.5 (d, C-12), 80.1 (d, C-15a), 120.5 (d, C-9), 121.3 (s, C-3"), 121.5 (d,
C-15), 123.8 (d, C-6), 127.7 (d, C-7"), 131.7 (d, C-4"), 132.2 (d, C-6"), 132.7 (s, C-2"), 134.6
(d, C-5%), 137.9 (s, C-8), 138.7 (d, C-7), 148.8 (s, C-14), 167.8 (s, C-1"), 170.2 (s, C-2), 173.6
(s, C-10) ppm.

5. 14-Methylen-6,7-epoxy-15-hydroxycollinolacton (66)

5.1. Darstellung durch Oxidation mit 1 eq. m-Chlorperbenzoesiure

Zu einer Losung aus 24.4 mg (0.068 mmol, 1.0 eq.) Collinolacton (7) und 1 mL wasserfreiem
Dichlormethan wurde unter Riihren in einer Argonatmosphire langsam eine LoOsung aus
11.7 mg (0.068 mmol, 1.0 eq.) m-Chlorperbenzoesidure (m-CPBA) zugetropft. Die Reaktion
wurde nach vier Stunden abgebrochen. AnschlieBend wurde die Reaktionslosung mit
Dichlormethan verdiinnt und nacheinander mit gesittigter Natriumhydrogensulfit-, sowie
Natriumhydrogencarbonat und Kochsalzlosung extrahiert. Nach Trocknung der organischen
Phase iiber Natriumsulfat wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der erhaltene
Riickstand (15 mg) wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel (CH,Cl,/MeOH, 9:1)
gereinigt und lieferte 9.3 mg (0.02 mmol, 35%) 14-Methylen-6,7-epoxy-15-
hydroxycollinolacton (66).
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5.2. Charakterisierung des Metaboliten 14-Methylen-6,7-epoxy-15-hydroxycollinolacton
(66)

C21H,50 (392.45)

Re-Werte: 0.3 (CH,Cl,/MeOH 9:1)
Anféarbeverhalten: gelb (Anisaldehyd)

ESI-MS: (positive Ionen) m/z (%) = 775.2 [2M+Na]", 1151.0 [3M+Na]".
ESI-MS: (negative lonen) m/z (%) = 375.2 [M-HJ', 421.2 [M+HCO,]’, 797.0 [2M+HCO,]".
HR-ESI-MS: berechnet m/z (%) = 377.19587 [M+H]".

gefunden m/z (%) = 377.19592 [M+H]".

"H NMR (600 MHz, CD,Cl,): 6 = 1.02 (dd, J= 7.5, 7.5 Hz, 3H, 18-H;), 1.64 (m, 1H, 17-H,),
1.67 (m, 1H, 5-H,), 1.74 (m, 1H, 13-H,), 1.76 (m, 1H, 17-Hy), 2.00 (s, 3H, 16-Hs), 2.15 (m,
1H, 5-Hy), 2.19 (ddd, J = 15, 3.5, 2.5 Hz, 1H, 13-Hy), 2.28 (ddd, J = 8.5, 8.5, 3 Hz, 1H,
13a-H), 2.38 (m, 1H, 5a-H), 2.39 (m, 1H, 6-H), 2.39 (m, 1H, 7-H), 2.74 (dd, J = 13, 8 Hz, 1H,
3-H,), 2.89 (dd, J = 8, 7 Hz, 1H, 9a-H), 2.94 (dd, J = 13, 8 Hz, 1H, 3-Hy), 3.98 (dd, J = 10,
10 Hz, 1H, 15-H), 4.35 — 4.39 (m, 1H, 4-H), 4.35 — 4.39 (m, 1H, 12-H), 5.00 (m, 1H, 19-H,),
5.11 (s, 1H, 19-Hy), 5.15 (dd, J = 8.5, 4 Hz, 1H, 15a-H), 6.22 (dd, J = 5.5, 3 Hz, 1H, 9-H)
ppm.

13C NMR (150.8 MHz, CD,CLy): 6 = 9.6 (q, C-18), 21.3 (g, C-16), 28.2 (t, C-17), 32.8 (1,
C-13), 34.3 (1, C-5), 41.7 (d, C-13a), 41.9 (t, C-3), 43.0 (d, C-5a), 45.3 (d, C-9a), 52.9 (d, C-
6), 54.0 (d, C-7), 64.0 (d, C-4), 78.8 (d, C-12), 78.9 (d, C-15), 79.6 (d, C-15a), 105.1 (t, C-
19), 127.8 (d, C-9), 138.8 (s, C-8), 153.2 (s, C-14), 171.2 (s, C-2), 173.6 (s, C-10) ppm.
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6. 6,7;8,9;14-Triepoxy-15-hydroxycollinolacton (67)
Darstellung durch Oxidation mit 4 eq. m-Chlorperbenzoesiaure

Zu einer Losung aus 27.5 mg (0.076 mmol, 1.0 eq.) Collinolacton (7) und 1 mL wasserfreiem
Dichlormethan wurde unter Riithren in einer Argonatmosphére langsam eine Losung aus
52.7 mg (0.305 mmol, 4.0 eq.) m-Chlorperbenzoesiure (m-CPBA) zugetropft. Die Reaktion
wurde nach vier Stunden abgebrochen. AnschlieBend wurde die Reaktionslosung mit
Dichlormethan verdiinnt und mit gesittigter Natriumhydrogencarbonatlosung extrahiert. Das
Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt. Der erhaltene Riickstand (22.5 mg) wurde
sdulenchromatographisch an Kieselgel (CH,Cl,/MeOH, 9:1) gereinigt und liefert 3.0 mg
verunreinigtes und 0.5 mg reines 6,7;8,9;14-Triepoxy-15-hydroxycollinolacton (67)
(0.008 mmol, 11%). Auf die spektroskopische Analyse von UV und IR wurde zu gunsten der

Biotests verzichtet.

6.1. Charakterisierung des Metaboliten 6,7;8,9;14-Triepoxy-15-hydroxycollinolacton
(67)

C21H2309 (424.45)

R~Werte: 0.2 (CH,Cl,/MeOH 9:1)
Anfirbeverhalten: gelb (Anisaldehyd)

HR-ESI-MS: berechnet m/z (%) = 409.18569 [M+H]", 426.21224 [M+NH,]",
431.16764 [M+Na]".

gefunden m/z (%) = 409.18604 [M+H]", 426.21263 [M+NH,4]",

431.17141 [M+Na]".

"H NMR (600 MHz, CD,CL): 6 = 0.98 (dd, J= 7.5, 7.5 Hz, 3H, 18-H,), 1.45 (s, 3H, 16-Hj),
1.50 (m, 1H, 13-H,), 1.58 (m, 1H, 5-H,), 1.60 (m, 1H,17-H,), 1.66 (m, 1H, 17-Hy), 1.76 (dd,
J=11.5, 11.5 Hz, 1H, 6-H), 1.80 (m, 1H, 13-Hy), 2.17 (ddd, J = 8.0, 8.0, 3.0 Hz, 1H, 5-Hy),
2.17 (m, 1H, 5a-H), 2.37 (m, 1H, 9a-H), 2.44 (dd, J = 10.0, 10.0 Hz, 1H, 13a-H), 2.48 (d, J =
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11.5 Hz, 1H, 7-H), 2.58 (s, 1H, 19-H,), 2.64 (s, 1H, 19-Hy), 2.73 (dd, J = 13.5, 6.5 Hz, 1H,
3-H,), 2.99 (dd, J=13.5, 9.0 Hz, 1H, 3-Hy), 3.32 (d, /= 7.5 Hz, 1H, 9-H), 3.98 (dd, J=11.5,
11.5 Hz, 1H, 15a-H), 4.02 (m, 1H, 12-H), 4.24 (dd, J = 6.5, 2.5 Hz, 1H, 15-H), 4.40 (m, 1H,
4-H) ppm.

BC NMR (150.8 MHz, CD,Cl,): § = 9.4 (q, C-18), 18.3 (q, C-16), 26.7 (t, C-13), 28.0 (t,
C-17), 33.8 (t, C-5), 36.6 (d, C-13a), 42.0 (t, C-3), 44.1 (d, C-9a), 44.3 (d, C-5a), 44.6 (t,
C-19), 50.3 (d, C-7), 54.5 (d, C-6), 58.4 (s, C-8), 60.3 (d, C-14), 61.1 (d, C-9), 63.5 (d, C-4),
77.1 (d, C-15), 77.5 (d, C-15a), 78.7 (d, C-12), 170.8 (s, C-2), 172.5 (s, C-10) ppm.

7. 6,7,8,9-Tetrahydrocollinolacton (68)

7.1. Darstellung durch katalytische Hydrierung mit Pd/C unter H,-Atmosphire

10 mg (0.028 mmol) Collinolacton (7) wurden in 0.5 mL MeOH gelost und mit 10 mg Pd/C
(10%) versetzt. Unter Hy-Atmosphire wurde 17 h bei Raumtemperatur geriihrt. Als keine
UV-Loschung mehr zu erkennen war, wurde {iber Celite filtriert, mit MeOH gewaschen und
das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der erhaltene Riickstand (10 mg) wurde
sdulenchromatographisch an Kieselgel (CH,Cl,/MeOH, 9:1) gereinigt und lieferte 1.3 mg
6,7,8,9-Tetrahydrocollinolacton (68) (0.004 mmol, 14%).

7.2. Charakterisierung der Metabolite 6,7,8,9-Tetrahydrocollinolacton (68)

C1H3,05 (366.50)

Rr~Werte:0.64 (CH,Cl,/MeOH 9:1)
0.01 (MeOH/H,0 7:3) Anférbeverhalten: graublau (MOPS)
IR (KBr): V .0 = 3432, 2926, 2368, 1723, 1630, 1383, 1161, 1114, 1057, 564 cm™.
CD: (MeOH, ¢ =4.34 - 10” mol/L) e [0] = 211 (-1429), 222 (-4765), 249 (-272) nm.
UV-VIS: (MeOH): Apax (€) =263 (1520), 543 (1040), 580 (990);
(MeOH/HCI): Amayx () = 536 (20), 584 (20);
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(MeOH/NaOH): Ay (€) = 536 (20) nm.
Drehwert : [a]% =+ 40° (MeOH, ¢ =5 * 10” mol/L).

"H NMR (600 MHz, C¢Dq): § = 0.84 (dd, J = 7.5, 7.5 Hz, 3H, 18-H3), 0.93 (s, 3H, 16-H3),
0.97 (m, 1H, 6-H,), 0.98 (m, 1H, 7-H,), 1.09 (m, 1H, 7-Hy), 1.20 (m, 2H, 9-H»), 1.25 (m, 1H,
13-H,), 1.26 (d, J = 8.0 Hz, 3H, 19-H3), 1.34 (m, 1H, 17-H,), 1.43 (m, 1H, 17-Hy), 1.44 (m,
1H, 4-H,), 1.49 (m, 1H, 13-Hy), 1.56 (m, 1H, 5a-H), 1.61 (m, 1H, 8-H), 1.92 (m, 1H, 9a-H),
1.96 (m, 1H, 6-Hy), 2.03 (m, 1H, 13a-H), 2.07 (m, 1H, 3-H,), 2.19 (m, 1H, 3-Hy), 2.20 (m,
1H, 4-Hy), 3.70 (m, 1H, 12-H), 3.88 (m, 1H, 4-H), 4.56 (m, 1H, 15a-H), 5.42 (d, J = 6.5 Hz,
1H, 15-H) ppm.

BC NMR (150.8 MHz, C¢Dg): 6 = 9.7 (q, C-18), 12.6 (q, C-19), 22.2 (q, C-16), 25.1 (t, C-6),
28.5 (t, C-13), 29.5 (t, C-7), 30.4 (t, C-17), 33.1 (t, C-5), 36.8 (t, C-9), 40.0 (d, C-8), 40.8 (d,
C-9a), 41.8 (d, C-5a), 42.0 (t, C-3), 47.6 (d, C-13a), 67.0 (d, C-4), 70.6 (d, C-15a), 76.6 (d,
C-12), 128.3 (s, C-14), 135.1 (d, C-15), 173.3 (s, C-2), 174.2 (s, C-10) ppm.

XIII Molekularbiologische Methoden

1. Kartierung von Cosmiden des Stammes Go 40/10

1.1. Kultivierung der E. coli-Zellen (CB 2214)
81 Cosmide in E. coli (CB 2214) des Stammes Streptomyces sp. G6 40/10 auf LB-Agar

wurden uns von der Firma Combinature zur Verfiigung gestellt. Jeder Cosmidklon wurde im
Verdiinnungsausstrich (Zahnstocher, steril) auf eine LB,,-Agarplatte tibertragen, die 12 h bei
37°C inkubiert wurde. Dieser Vorgang wurde so hédufig wiederholt bis einzelne Kolonien zu
erkennen waren. Es wurde LBg,-Medium (5 mL) in ein mit einer Aluminiumkappe
verschlieBbares Reagenzglas pipettiert. AnschlieBend impfte man jedes Reagenzglas mit
genau einer Kolonie der LB, -Agarplatte, gepickt mittels eines Zahnstochers (steril) und am
Rand des Reagenzglases abgestriffen, oder mit 20 pL einer Glycerineinlagerung (B. XIII1.2
oder B. XIII1.3) an. 12 h wurde bei 37°C und 220 rpm (schriges Schiittelbrett) inkubiert.
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1.2. Stammbhaltung der E. coli-Zellen in 50% Glycerin

750 uL der gut angewachsenen E. coli Kulturen (CB 2214) wurden in sterile Eppendorfgefifie
pipettiert. 750 pL 50%iges Glycerin (steril) wurde darauf pipettiert, gut durchmischt und bei
- 20°C gelagert.

1.3. Stammbhaltung der E. coli-Zellen in 20% Glycerin

Die gut angewachsenen E. coli-Kulturen (CB 2214) wurden in Eppendorfgefiaf3e (je 1500 pL)
pipettiert, zentrifugiert (20s, 13000 rpm) und der Uberstand mit einer Vakuumpipette
abgesaugt. Die Lagerung erfolgte gut durchmischt in Glycerin (20%, 1500 pL) bei - 20°C.

1.4. Isolierung von Cosmid-DNA (Mini-Préaparation)

Die Cosmid-DNA-Isolierung erfolgte unter nicht vollstindig sterilen Bedingungen. Es geniigt
Puffer, Losungen und Arbeitsmittel zuvor zu autoklavieren.

4 mL der gut angewachsenen E. coli-Kulturen (CB 2214) wurden in beschriftete Falkontubes
bei 4°C und 7300 rpm 3 — 4 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit einer Vakuumpipette
abgesaugt. Das Pellet wurde in 300 pL Puffer AL 1 resuspendiert und in ein 1500 pL
Eppendorfcap iiberfiihrt. AnschlieBend wurde 300 uL. AL 2-Puffer hinzugefiigt, der Deckel
verschlossen und vorsichtig geschwenkt. Das Gemisch wurde 3 — 4 min bei Raumtemperatur
stehen gelassen. Beim Offnen des Deckels sollte sich anschlieBend ein durchsichtiger Faden
bilden. Zur Proteinfdllung wurde 300 uL. AL 3 hinzugefiigt, vorsichtig geschwenkt und
15 min auf Eis inkubiert. Das ausgefallene Protein wurde 20 min bei 4°C und 13000 rpm
abzentrifugiert. Der Uberstand ohne Proteinreste wurde in ein steriles 2 mL Eppendorfcap
iiberfiihrt. (Eppendorfspitze am Anfang gleich bis fast auf den Boden des Caps durchfiihren,
da an der Oberfliche Proteinreste schwimmen, die sich so am Rand der Pipettenspitze
festsetzten.) Bei weiteren Problemen der Uberfiihrung des Uberstandes sollte man das 2 mL
Eppendorfcap erneut 5 min zentrifugieren. Proteinreste blieben jetzt am Rand héngen und
man konnte den Uberstand erneut ohne Probleme zum Fillen der DNA iiberfiihren. Das
Eppendorfcap wurde mit gleichem Volumenanteil Isopropanol (900 — 1000 pL) aufgefiillt,
vorsichtig geschwenkt und 30 min bei Raumtemperatur zur Féllung stehen gelassen.
AnschlieBend wurde bei 4°C und 13000 rpm 15 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und die ausgefallene DNA mit 1000 uL 70%igem Ethanol gewaschen, 10 min auf
Eis inkubiert, 15 min zentrifugiert (4°C, 13000 rpm) und der Uberstand vorsichtig ab
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pipettiert. Die DNA-Pellets wurden unter der Flow-Box 15 — 30 min trocknen gelassen und
anschlieBend in 50 pL TE-Puffer oder fiir die PCR in 50 pL ddH,O geldst. Die Lagerung
erfolgte bei — 20°C.

1.5. Restriktionsverdau und Gelelektrophorese

Restriktionsverdau: Fiir den Restriktionsverdau wurden das bendtigte Enzym BamHI und der

Puffer kurz vor der Anwendung auf Eis aufgetaut. Man pipettierte zuerst den Puffer des
Enzyms, die BSA und das ddH,O gemeinsam in ein Eppendorfcap, durchmischte gut und
verteilte Puffer, BSA und ddH,O auf die Eppendorf-Gefifle des jeweiligen Ansatzes.
AnschlieBend wurde die DNA-L6sung und zum Schluss das Enzym hinzugefiigt (Tabelle 18).
Der Ansatz wurde gut durchmischt und bei 37°C 60 min lang inkubiert. Die Reaktion der
Enzyme wurde durch Eiskiihlung gestoppt und die Ansétze bei — 20°C fiir eine weitere

Bearbeitung gelagert.

DNA in [pL] Pufferin[uL] BSA +ddH,Oin[pL] Enzym in[uL] Total in [puL]

2/4 1.5 0.15+12.85 0.5 17/19
20 3 0.3+4.7 2 30

Tabelle 18: Volumina der Reagenzien fiir den Restriktionsverdau.

Gelelektrophorese: Fiir die Gelelektrophorese wurde ein Gel aus 0.8% Agarose (2.4 g) in
TAE-Puffer (300 g) angefertigt. Der TAE-Puffer wurde aus einer 50fachen TAE-
Stammlosung hergestellt (20 mL TAE-Stammlosung auf 1000 mL ddH,O) und die Agarose-
TAE-Puffer-Mischung in der Mikrowelle (ca. 3 min, 500 W) vorsichtig bis zum Sieden

erhitzt (klare Losung). Nach dem Abkiihlen (auf ca. 50°C) goss man das Gel auf eine
vorbereitete Glasplatte (10 x 15 cm, 15 x 20 cm) mit einem Kamm, der so angebracht wurde,
dass er einen Abstand von ungefdhr 1 mm zu Glasplatte hatte. Es wurde gerade soviel Gel
gegossen, dass es sich iiber die ganze Glasplatte bis in die Ecken ausdehnte, die Gelschicht
erreichte dabei eine Dicke von ungefihr 3 — 4 mm. Man lieB auf Raumtemperatur abkiihlen,
entfernte vorsichtig den Kamm, so dass die Probentaschen unbeschédigt blieben und legte die
Glasplatte mit dem Gel in die Elektrophoreseapparatur ein. Die Apparatur wurde mit TAE-
Puffer bis zu einem Fliissigkeitsstand von ca. 2 — 3 cm iiber dem Gel aufgefiillt, die einzelnen
DNA-Proben (DNA-Leiter: 3 uL, DNA (unverdaut) 2 uL, DNA (15 min anverdaut) 5 pL,
DNA (verdaut) 2 pL) mit dem Farbstoff Blue Orange Loading Dye (Promega, 2 pL) versetzt
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und in jeweils eine Probentasche des Gels pipettiert. An die Apparatur legte man Spannung
(80 V (tagsiiber), 20 V (iiber Nacht)) mit Laufrichtung der DNA zum Pluspol an. Die
Elektrophorese wurde beendet, als die Farbstofffront das obere Drittel des Gels erreicht hatte
(1:20 h, 16 h). AnschlieBend farbte man das Gel in einem Ethidiumbromidbad (30 pL einer
Ethidiumbromid stock-solution (10 mg/mL) in 300 mL TAE-Puffer (finale Konzentration
1 pg/mL)) an (10 — 15 min). Das Bandenmuster wurde im UV-Licht sichtbar gemacht und mit

der Digitalkamera dokumentiert.

1.6. Southern Blot mit Hochsalzpuffer

Vorbehandlung: Um die elektrophoretisch getrennte DNA dauerhaft auf einer Membran zu

fixieren wurde ein Southern Blot angefertigt. Das Agarosegel wurde 10 min leicht
schwenkend in 0.25 M HCI gelagert. Das Gel wurde kurz mit dest. HO gespiilt, bevor es 2 x
15 min leicht schwenkend mit der Denaturierungslosung behandelt wurde. Das Gel wurde
nach der 2. Behandlung mit dest. HO gespiilt. AnschlieBend wurde das Gel 2 x 15 min in
Neutrallosung gelagert und leicht schwenken gelassen. Die Neutrallosung wurde abgegossen
und das Gel wurde in den Hochsalzpuffer 20 x SSC gelagert, bis der Aufbau des Blottes fertig
war.

Blotaufbau und —vorgang: Blotten mit Hochsalzpuffer (SSC) ist eine der weit verbreitesten

Methoden, um DNA an eine Membran zu fixieren. Unter Ausnutzung der Kapillarkrafte wird
20 x SSC-Puffer durch das Gel und die Membran in einen Stapel von Papiertiichern gesogen.
Die DNA wandert mit und bleibt auf der Membran héngen. Uber einer Wanne, die mit 20 x
SSC gefiillt ist, wurde eine Glasplatte gelegt, die etwa die Breite des Agarosegels hatte, legte
darauf einen getrinkten Filterpapierstreifen (luftblasenfrei), dessen beide Enden links und
rechts in die Fliissigkeit in der Wanne hingen. Das Agarosegel wurde unbedingt luftblasenfrei
auf den Filterpapierstreifen gelegt. Auf das Agarosegel folgten zwei auf die Grofle
zugeschnittene Filterpapiere (luftblasenfrei) und dariiber eine Menge Papiertiicher. Auf diesen
Aufbau wurden Gewichte gesetzt. Der Wasserstand in der Wanne sollte 2 cm betragen
(Abbildung 108). Wichtig war, dass der Transferpuffer nicht am Gel vorbei lief. Deswegen
schnitt man die Membran und die zwei dariiber liegenden Filterpapiere auf die Gelgrofle
zurecht und deckte den Bereich um das Gel mit Plastikfolie ab. Nach 3 — 14 h war das
Blotting fertig. Die Membran wurde in Plastik- und Aluminiumfolie eingeschlagen und bei

4°C gelagert.
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Gewicht
Glasplatte
2 x Filterpapier

1 x Nylon-Membran
Agarosegel
= / grof3es Filterpapier
;ﬁ Glasplatte \\\

2 20x SSC

Abbildung 108: Aufbau eines Southern Blots mit Filterpapierbriicke.

2. Herstellung kompetenter E. coli-Zellen (DH100) fiir die Transformation

Zur Herstellung der kompetenten Zellen wurden LB-Agar-Platten mit 20 pL einer
Glycerineinlagerung von E. coli DH10a-Zellen im Verdiinnungsausstrich angeimpft und 12 h
bei 37°C inkubiert. AnschlieBend beimpfte man 4 x 25 mL SOB-Medium (100 mL
Erlenmeyerkolben ohne Schikane) mit einer einzelnen Kolonie (mit sterilem Zahnstocher
gepickt). Diese vier Kulturen und zwei Kulturen, als negativ Standard, wurden 12 h bei 37°C
und 220 rpm inkubiert. Je vier 1 L Erlenmeyerkolben ohne Schikane wurden mit je 500 mL
SOB-Medium befiillt und eine % Stunde bei 28°C vorgewdrmt. Jeder vorgewiarmte Kolben
wurde mit 2.5 mL der Vorkultur angeimpft. Inkubiert wurde bei 37°C und 180 rpm bis zu
einer optischen Dichte von ODggy ~ 0.75 (nie mehr als ODggp = 0.8, ca. 1:45 h). Zu jeder Zeit
mussten Kulturen, Glycerinldsungen und abzentrifugierte Zellen streng bei 0°C auf Eis
gekiihlt werden. Sobald die Zellen die gewiinschte Dichte erreicht hatten wurden die Kulturen
(je 144 g Kulturbrithe pro Nelgene-Flidschchen) 10 min bei 4°C, 4400 rpm zentrifugiert,
wobei keine streng sterilen Bedingungen eingehalten wurden. Der Uberstand wurde
verworfen und die Nelgene-Flischchen wieder mit gekiihlter Kulturbrithe aufgefiillt.
Nachdem alle Zellen zentrifugiert waren, wurden sie mit gekiihlter 10%iger Glycerinlosung
dreimal gewaschen und bei 4°C, 4400 rpm 10 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Die Zellen wurden in 10%igem Glycerin in 4 eisgekiihlte 15 mL Falkontubes tiberfiihrt, kurz
zentrifugiert (3 min, 7300 rpm) und der Uberstand verworfen. AnschlieBend wurden die
Zellen in 1 mL 10%igem Glycerin pro Falkontube aufgenommen (ca. 4 mL Glycerin (10%)
auf 2 L Zellkultur). Je 50 uL Zell-Suspension wurden in vorgekiihlte 500 pL Eppendorf-
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Gefalle mit vorgekiihlten Eppendorfspitzen abgefiillt, in einem N,-Bad sofort schockgefroren
und ziigig bei — 80°C gelagert.

3. Transformation

50 uL der kompetenten Zellen wurden auf Eis aufgetaut. In eine trockene, eisgekiihlte
Elektroporationskiivette pipettierte man 1 pL des Ligationsansatzes und gab die kompetenten
Zellen unmittelbar vor der Transformation hinzu. Die Kiivette wurde in die dafiir vorgesehene
Halterung eingesetzt und Spannung angelegt. Sofort nach dem elektrischen Puls gab man
I mL LB-Medium hinzu und mischte gut durch. Der Reaktionsansatz wurde in 1500 pL
Eppendorfgefifle tiberfiihrt und 60 min bei 37°C regeneriert. AnschlieBend wurde der
gesamte Reaktionsansatz auf LB,,-Agarplatten ausplattiert. Die Platten wurden fiir 30 min

bei Raumtemperatur unter der Flow-Box getrocknet und schlieBlich 12 h bei 37°C inkubiert.

Elektroporationsbedingungen:

Spannung 2.5 kV, Feldstirke: 2.5 uF, Widerstand: 200 Q

4. PCR-Versuche zur Baeyer-Villiger-Monooxygenase

4.1. Kultivierung des Stammes Go 40/10

Die Kultivierung des Stammes G6 40/10 fiir eine Mini-Pridparation der genomische DNA
wurde in 250 mL Erlenmeyerkolben, die mit einer Metallspirale versehen waren,
durchgefiihrt. Die Kolben wurden mit 25 mL M2-Medium befiillt und autoklaviert, mit einem
1 cm? groBBen Stiick einer gut bewachsenen Agarplatte beimpft und bei 28°C und 225 rpm
12 h inkubiert.

4.2. Isolierung von genomischer Streptomyceten-DNA (Mini Priparation)

Zur Isolierung der genomischen DNA aus Streptomyces sp. (Stamm G6 40/10) wurden 25 mL
einer Ubernachtkultur des Stammes in ein Falkontube iiberfiihrt und 5 min bei 7300 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 25 mL 10.3 %iger
Saccharose-Losung gewaschen. 50 pg/uL feuchtes Mycelium wurde in ein 1500 pL
Eppendorfcap iiberfiihrt. Man resuspendierte das Pellet in 500 uL Lysozym-Losung und

inkubierte etwa 45 min bei 37°C. Die Zellen lagen jetzt als Protoplasten vor, das Gemisch
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wurde milchig-triib. Nach Zugabe von 250 uL 2 %iger SDS-Lésung und intensivem
Durchmischen im Vortex (I min) wurde die Losung klar. Es wurden 250 pL Phenol-
Chloroform-L6sung zugegeben, 30 s im Vortex gut durchmischt, 2 min bei Raumtemperatur
stehen gelassen und bei 13000 rpm 5 min zentrifugiert. Der Uberstand (obere Phase ohne
Proteine) wurde in ein neues 1500 uL Eppendorf-Gefd3 iiberfiihrt und die Proteinfdllung
wurde 2 — 4 mal wiederholt, bis sich keine weille Trennfliche mehr bildete. Die gebildeten
weillen Zwischenphasen (bestehend u. a. aus Proteinen) und die Chloroform-Phasen wurden
verworfen. Nach Uberfilhrung des Uberstands der letzten Proteinfillung in ein 2 mL
Eppendorf-GefaB wurde durch Zugabe von 0.1 Vol% (Volumendquivalent) 3 M
Natriumacetat-Losung und 1.0 Vol% Isopropanol zum Uberstand die DNA gefillt und nach
10 min Inkubationszeit bei Raumtemperatur in Form einer weilen Wolke in der Losung
sichtbar (wihrend dieser Phase nicht mit dem Vortex behandeln, da die DNA hierdurch
fragmentieren wiirde). Man zentrifugierte 15 min bei 13000 rpm, goss den Uberstand ab und
resuspendierte das Pellet in 750 pL. 70%igem Ethanol. Nach erneuter Zentrifugation (4°C,
13000 rpm, 5 min) und Trocknung unter der Flow-Box (nicht linger als 30 min) wurde die
DNA in 40 pL TE-Puffer oder fiir die PCR in 40 pL ddH,0O aufgenommen und bei — 20°C
gelagert.

4.3. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR-Experimente wurden in enger Kooperation mit dem Arbeitskreis Priv. Doz. Dr. R.
Daniel und seiner Mitarbeiterin Carola Simon an der Universitit Géttingen durchgefiihrt.

Die Polymerasekettenreaktion ist eine Technik zur gezielten Amplifikation eines DNA-
Fragments mittels zweier spezifischer Oligonukleotide (Primer) und einer hitzebestdndigen
DNA-Polymerase. Ein Prozess bestehend aus Denaturierung, Primeranlagerung und
Elongation wird 25 — 30 mal zyklisch durchlaufen. Im Standardansatz (Endvolumen 50 pL)
wurden 0.1 — 50 ng DNA-Matrize mit jeweils 100 pg der spezifischen Primer im
entsprechenden Reaktionspuffer (5 puL) eingesetzt, sowie MgCl, (3.5 pL) und H,O (38uL).
Ein typisches PCR-Programm ist in Tabelle 19 dargestellt.
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PCR-Schritte Zeitin min = Temperatur in °C
1 Initiale Denaturierung 2 95
2 Denaturierung 1.5 95
3 Annealing 1.5 69
4  FElongation 1 72
15 Zyklen der Schritte 2 bis 4
5  Denaturierung 1.5 95
6  Annealing 1.5 54
7  Elongation 1 72
13 Zyklen der Schritte 5 bis 7
8  End-Elongation 10 72
9  Abkiihlen 4

Tabelle 19: PCR-Programm einer Touchdown-PCR zur Amplifikation eines genomischen

DNA-Fragments. In Schritt 3 wird pro Zyklus die Temperatur um 1°C abgesenkt.

Als DNA-Polymerase wurde standardméBig eine 7ag-DNA Polymerase (1 pL, Fermentas)

eingesetzt. Zur Amplifikation eines genomischen DNA-Fragments aus Streptomyces sp. GO

40/10 und T 2717 wurde eine Touchdown-PCR mit folgenden Primern (Tabelle 20)

verwendet.

Primer Sequenz (5" —-3")

BV11f ATG CTC/G GCT/C/A/G GGT/C/A/G GGA/G CT
BV1lr  GAA/G GGT/C/A/G GAT/C TGT/C GGT/C/A/G GT
BV12r GGT GGT/C/A/G GAT/C TGT/C GGT/C/A/G GT
BV13r GGC GGT/C/A/G GAT/C TGT/C GGT/C/A/G GT
BV14r GGA GGT/C/A/G GAT/C TGT/C GGT/C/A/G GT
BV15r GGG GGT/C/A/G GAT/C TGT/C GGT/C/A/G GT
BVB1f ATG CTC/G GCT/C GGT/C GAA/G CT
BVB2r GAA/G GGA/G GAT/C TGT/C GGA/G GT

Tabelle 20: Sequenzen der Primer, die zum gewlinschten DNA-Fragment fiihrten.

4.4. Isolation von DNA aus Agarosegelen

Ein Teil der elektrophoretisch aufgetrennten DNA wurde mit Ethidiumbromid angeférbt. Die

gewiinschte DNA Bande wurde mit einem Skalpell angezeichnet und so konnte durch

Anlegen des gefarbten DNA-Stiickes an das unbehandelte Agarosegel das gewiinschte DNA-
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Fragment mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten und mit Hilfe QIAquick PCR

Préparationskits (Qiagen) nach Herstellerangaben aus der Gelmatrix eluiert werden.

4.5. Klonierung, Transformation, Amplifikation

Das PCR-Produkt wurde mit Hilfe des TOPO TA Cloning® Kits (Invitrogen) in einen Vektor
2.1-TOPO kloniert. Zur Klonierung wurde ein Vaccinia Topoisomerase | ,,aktivierter TA-
Vektor verwendet. Die Topoisomerase erkennt die Schnittstelle (C/T)CCTT, schneidet die
DNA und bleibt iiber eine 3'-Phophotyrosyl-Bindung kovalent an Topoisomerase gebunden.
Weil der TOPO-Vektor zwei benachbarte Schnittstellen enthdlt und so beide DNA-Enden
durch Topoisomerase blockiert sind, wird eine Selbstligation verhindert. An die Primer muss
keine zusétzliche Schnittstelle eingefiigt werden (bluntend). Der Vektor und E. coli (TOP10-
Zellen), als Produzentenstamm, wurden durch Hitzeschock transformiert. Das
Transformationsprodukt wurde auf eine LB-Agarplatte mit Ampicillinresistenz gegeben und
tiber Nacht bei 37°C inkubiert. Durch Blau-Weil3-Selektion konnten Kolonien Mit Insert und
ohne Insert selektiert werden. Es wurden einzelne Kolonien mit Insert und Vektor gepickt und

iiber Nacht in fliissigem LBamp-Medium amplifiziert.

4.6. Isolierung von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA aus E. coli-Kulturen wurde mit Hilfe des NucleoSpin®™ Plasmid-Kits der Firma
Macherey-Nagel isoliert. Es kamen die mitgelieferten Puffer und Losungen des Herstellers
zum Einsatz. Die Aufreinigung der Plasmid-DNA erfolgt dabei prinzipiell durch Bindung an

eine Kieselgelmatrix in Spinsdulchen.

4.7. Sequenzierung von DNA und Sequenzanalyse

Die Sequenzierung von DNA erfolgte als externe Auftragsarbeit durch die Firma Gottingen

Genomics Laboratory (G2L). Die erhaltenen Sequenzen konnten iiber eine Datenbankabfrage

mit BLAST auf Ahnlichkeiten untersucht werden.['*!



EXPERIMENTELLER TEIL 206

XIV Biologische Aktivit:t

1. Plattendiffusionstest

Im Plattendiffusionstest wurden als Testkeime Bacillus subtilits, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Mucor hiemalis, Candida albicans und Aspergillus sp. verwendet.
Die Reinsubstanzen wurden in Konzentrationen von 1 mg/mL (Losungsmittel MeOH) geldst.
Filterplattchen (Durchmesser: 9 mm, Dicke 0.5 mm) wurden mit den Lésungen getrankt,
unter sterilen Bedingungen getrocknet, auf die Testplatten gelegt und 12 h bei 37°C
(Bakterien) bzw. 24°C (Pilze) inkubiert.

Nihrmedien fiir Testplatten:

B. subtilis: Glucose 5 g/L, Na-Citrat - 2 H,O 0.5 g/L, KH,PO4 3 g/L, KoHPO4 7 g/L, MgSOy -
7 H,0 0.1 g/L, (NH4)2SO4 1 g/L, Agar 15 g/L.

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

C. albicans: Hefeextrakt 4 g/L, Malzextrakt 10 g/L, Glucose 4 g/L, Agar 15 g/L, pH =15.5.
Aspergillus sp.: Malzextrakt 20 g/L, Glucose 10 g/L, Hefeextrakt 2 g/L, (NH4),HPO,4 0.5 g/L,
pH=16.5.

Zum Ansetzen der Testplatten-Medien wurde demineralisiertes Wasser verwendet. Die
Glucose wurde erst nach 30 min Sterilisation hinzu gegeben.
Die Platten wurden nach 24 h ausgewertet. keine der Verbindungen 7, 59 - 62, 66 - 68, 110 -

116 zeigte eine Aktivitdt auf die getesteten Staimme.

2. Cytotoxizitatsuntersuchungen

Collinolacton (7) und die sieben Derivate 59 — 62, 66 — 68 wurden von Prof. Dr. W. BEIL
(Medizinische Hochschule Hannover) gemdB den NCI-Richtlinien'*” gegen die
Krebszelllinien HMO02 (Magenadenocarcinom), HepG2 (Lebercarcinom) und MCF7
(Mammacarcinom) getestet. Die Zellen wurden in dem Nahrmedium RPMI mit 10% fetalem
Kélberserum auf 96-well Mikrotiterplatten kultiviert. 24 h nach Aussaat wurden die
Priifsubstanzen (Konzentration im Ansatz: 0.1, 0.5, 1.0, 5.0 und 10 pg/mL) zugegeben und
die Zellen fiir weitere 48 h kultiviert. Nach dieser Zeit wurde die Zellzahl
(Proteinbestimmung mit Sulforhodamin) bestimmt. Die Substanzen wurden in MeOH geldst.
Die MeOH-Konzentration im Testansatz betrug 0.1%. Aus den Konzentrations-

Wirkungskurven wurden die Werte Glso (Konzentration, die eine halbmaximale Hemmung
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des Zellwachstums bewirkt) und TGI (Konzentration, die eine vollstindige Hemmung des
Zellwachstums bewirkt) bestimmt.
Es konnten drei Derivate 59 — 61 ermittelt werden, die cytotoxische und cytostatische

Aktivititen zeigten. In Tabelle 21 wurden die Ergebnisse zusammengefasst.

HMO02 HepG2 MCF7
Substanz
Glsp TGI GIsp TGI Gl TGI
4-0-Acetylcollinolacton (59) 88 >10 75 >10 03 5.1
4-0-Benzoylcollinolacton (60) 6.5 8.5 6.5 >10 24 6.0

4-O-p-Brombenzoylcollinolacton (61) 7.0 >10 74 >10 09 6.8

Tabelle 21: Ergebnisse der Cytotoxizittstests, alle Angaben in pg/mL, Glsp: Growth
Inhibition 50%, TGI: Total Growth Inhibition.

3. Mikrotubulistabilititsuntersuchungen

Collinolacton (7) und die sieben Derivate 59 — 62, 66 — 68 wurden von Dr. F. SASSE (GBF
Braunschweig) auf ihre Mikrotubuli-Modifikation untersucht. Alle acht Proben wurden auf
Proliferationshemmung an L929-Mausfibroblasten untersucht. Das Read-out, ein MTT-Assay
ergibt danach folgende ICso-Wert (Tabelle 22).

Substanz ICs0-Werte Beobachtungen der

in pg/mL Mikrotubuli-Modifikation
Collinolacton (7) > 40 -
4-0-Acetylcollinolacton (56) 20 -
4-O-Benzoylcollinolacton (57) 0.7 V?\l/([lillgrl(l)stfgs ﬁﬁg:vgieusnd
4-0-p-Brombenzoylcollinolacton (58) 10 Bildung von Halbspindeln
4-0-0-Brombenzoylcollinolacton (59) 6 11;/; Eﬁoliizugg;i?z i?r]zg:fr’l
Monoepoxicollinolacton (63) > 40 -
Triepoxycollinolacton (64) > 40 -
Tetrahydrocollinolacton (65) > 40 -

Tabelle 22: Ergebnisse aus dem Mikrotubulistabilitdtstest. 1Cso: Konzentration bei der
halbmaximale Hemmung erreicht wird. Aktive Substanzen (fett), ER = Endoplasmatisches
Retikulum.

Die drei aktivsten Derivate 60 — 62 wurden auf ihren Wirkmechanismus hin ndher untersucht.

Es wurden PtK2-Beutelratten-Nierenzellen mit 20 pL/mL {iber Nacht inkubiert. Die



EXPERIMENTELLER TEIL 208

Zellkerne, das Endoplasmatische Retikulum (ER) und die Mikrotubuli wurden angefarbt. Die

Ergebnisse sind in Tabelle 22 zusammengefasst.

XV 1-0-Benzoyl-o-L-rhamnosid aus Streptomyces sp. Tu 3634

1. Stammbhaltung

1.1. Agarplatten

Die Stammbhaltung von Streptomyces griseoviridis Tii 3634 erfolgte auf Petrischalen mit M2"-
Agar. Die mit Sporen einer gut bewachsenen Agarplatte oder mit 1/3 einer
Stickstoffeinlagerung beimpften Platten wurden 5 — 7 Tage bei 28°C inkubiert und

anschliefend bei 4°C gelagert. Das versporte Luftmycel weist eine zimtbraune Farbung auf.

1.2. Stickstoffeinlagerung

Bei der Konservierung tber fliissigem Stickstoff wurden aus einer gut bewachsenen
Agarplatte mit einem Halm aus Polypropylen Agarstiickchen ausgestanzt und dieser in einem
weiteren, mit einem kleinen Bleistiickchen beschwerten Halm eingeschweiflit. Die Halme
wurden zundchst fir 30 min im oberen Bereich des Kryobehdlters eingefroren und
anschliefend iiber fliissigem Stickstoff gelagert. Diese Methode erlaubt eine Lagerung iiber

mehrere Jahre.

2. Fliissigkultivierung

2.1. Vorkulturen und Hauptkulturen in Schiittelkolben

Die Anzucht des Stammes Streptomyces griseoviridis Tl 3634 erfolgte in 1 L-Schiittelkolben
mit 3 Schikanen, die je mit 100 mL Haferndhrmedium beschickt, bei 28°C und 250 rpm
rotierend geschiittelt wurden. Fiir Vorkulturen dienten Agarstiickchen (1/8 Platte) einer gut
versporten Agarplatte als Animpfmaterial. Hauptkulturen in Schiittelkolben wurden mit 5 mL
einer 50 — 55 h alten Vorkultur beimpft und ebenso bei 28°C und 250 rpm 72 h rotierend
kultiviert.
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2.2. Fermentation im 1 L Riihrblattfermenter

Die Anzucht von Tii 3634 im 1 L Biostat M-Fermenter erfolgt in 900 mL Hafernihrmedium
(Start-pH 6.5) bei 28°C, 700 rpm und einer Luftzufuhr von 1.6 vvm. Als Inokulum dienten
100 mL einer 50 — 55 h alten Vorkultur. Nach der 15. Inkubationsstunde wurde der pH-Wert
durch automatische Steuerung mit 2 M Citronensdure bzw. 0.5 M NaOH auf pH = 6.0 + 0.7

geregelt. Ernte der Kultur erfolgte nach 72 h.

2.3. Standardaufarbeitung

Die mit Celite versetzte Kulturbrithe wurde filtriert und das Mycel verworfen. Das
Kulturfiltrat wurde an Amberlite XAD-16 adsorbiert, dieses mit Wasser gewaschen und mit
Methanol extrahiert (Mengenverhéltnisse etwa 300 mL XAD-16, 1 L Kulturfiltrat, 500 mL
Wasser, 1 L Methanol). Die organische Phase wurde im Vakuum eingeengt und Reste von

Wasser durch Lyophilisieren entfernt.

2.4. Isolierung

Kulturfiltratextrakt

Sephadex LH-20

MeOH
Fraktion I
KG
CH2C12/MCOH 4:1 RP-18
Fraktion 11 MeOH/H;0
RP-18
MeOH/H,0 6:4

1-O-Benzoyl-a-L-rhamnopyranosid (20)

Abbildung 109: Aufarbeitungsschema zur Isolierung von 1-O-Benzoyl-a-L-rhamnopyranosid
(20).
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Der methanollosliche Bestandteil des Rohextrakts wurde an Sephadex (I m, MeOH),
teilweise an Kieselgel (CH,Cl,/MeOH, 4:1) und RP-18 (MeOH/H,O, 6:4, Mitteldruck)
chromatographiert (Abbildung 109). Aus Fermentationsansdtzen erhielt man 1.4 mg/L

sauberes 1-O-Benzoyl-a-L-rhamnopyranosid (20) als dlige Verbindung.

3. Versuche zur Ausbeutesteigerung

Es wurde ein Biostat M Fermenter unter Standardbedingungen (B. XV2.2) gestartet. Zum
Néhrmedium Hafer wurden jeweils ab der 11. Inkubationsstunde iiber 10 h Terephthalséure,
Isophthalsdure oder Vitamin C in einer Konzentration von ca. 1.2 g/l (Tabelle 23)
kontinuierlich in die wachsende Kultur gepumpt. Zur genauen Ausbeutebestimmung wurden
die Fermentationsansidtze von 1 L unter Standardbedingungen (B. XV2.3 & B. XV24)

aufgearbeitet und isoliert.

4. Beschreibung des Fiitterungsexperiments

Das Fiitterungsexperiment wurde unter Standardbedingung (B. XV3) durchgefiihrt, wobei
man zuerst auf Vertrdglichkeit mit unmarkierter Verbindung testete. Zur Ausbeutesteigerung
wurde Vitamin C ab der 11. Inkubationsstunde beigefiigt. Zur Penetration der Zellen wurden
zusdtzlich 5 mL Dimethylsulfoxid (in 10 mL H,O) der Fermentationsbriihe hinzugefiigt. Die
Fiitterung mit *C-markiertem Vorldufer wurde in der 12. Inkubationsstunde gestartet und

wurde tiber 9 h kontinuierlich zugepumpt.

gefiitterte Substanz gefiitterte Menge Ausbeute an Rhamnosid 20
Terephthalsdure 124 ¢ nicht detektierbar
Isophthalsdure 124 ¢ 24 mg

Vitamin C 129 ¢ 2.2 mg

Vitamin C + Shikimat 1.29 g + 150 mg nicht detektierbar

Vitamin C + DMSO +

[1,7-C,]Shikimat 1.29 g+ 5 mL + 150 mg 3.0mg

Tabelle 23: Zusammenfassung der Fiitterungsexperimente an Tii 3634.
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5. Charakterisierung des Metaboliten

1-O-Benzoyl-a-L-thamnopyranosid (20)

C13H1606 (268.27)

R~Werte: 0.58 (CHCI3/MeOH 8:2)

0.68 (BuOH/HOACc/H,0 4:1:5)
Anfirbeverhalten: gelb (Anisaldehyd)
DCI-MS: m/z (%) = 303 (100) [M+NH;+NH,4]", 286 (33) [M+NH,]", 224 (10) [M-CO,]",
241 (12), 181 (30) [CsH;105+NH,] .

IR (KBr): ¥ a = 3384, 2979, 2916, 1726, 1601, 1451, 1320, 1271 cm’.
UV-VIS: (MeOH) Ayux (Ig 6) = 230 nm (4.11), 274 (2.98).

17

Drehwert: [a]5,= - 52° (c = 0.35, Methanol).

'H-NMR: (500 MHz, CD;0D) 6 = 1.28 (d, J = 6.3 Hz, 3H, 6'-H3), 3.50 (dd, J=9.5, 9.5 Hz,
1H, 4-H), 3.76 (dq, J = 6.3, 9.5 Hz, 1H, 5'-H), 3.83 (dd, J = 9.5, 3.5 Hz, 1H, 3'-H), 3.97 (dd,
J=3.5,19Hz, 1H, 2-H), 6.18 (d, J= 1.9 Hz, 1H, 1'-H), 7.50 (dd, J = 7.5, 7.5, 2H, 3-H, 5-H),
7.64 (dd, J=17.5, 1.5 Hz, 1H, 4-H), 8.03 (dd, J = 7.5, 1.5 Hz, 2H, 2-H, 6-H) ppm.

BC-NMR: (125.7 MHz, CD;0D) 6= 18.1 (q, C-6'), 71.2 (d, C-2"), 72.3 (d, C-3"), 72.6 (d,
C-5"), 73.5 (d, C-4"), 95.9 (d, C-1'), 129.8 (d, C-3, C-5), 130.5 (s, C-1), 130.7 (d, C-2, C-6),
134.8 (d, C-4), 166.0 (s, C-7) ppm.
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XVI Sekundiarmetabolite aus extremophilen Mikroorganismen

1. Stammhaltung und Langzeitkonservierung

Die aus Firma Brain AG erhaltenen extremophilen Mikroorganismen wurden auf vier
verschiedenen Medien (M1, M2/M2", STA und GYM), mit Sporen einer gut bewachsenen
Agarplatte bzw. einer Abimpfung aus der Stickstoff-Einlagerung, ausgestrichen und bei 37°C
7 d inkubiert. Das Medium, auf dem das beste Wachstum zu beobachten war, verwendete
man zur Stammbhaltung. Die Agarplatten wurden bei 4°C gelagert, die Langzeithaltung der
Stimme erfolgte in fliissigem Stickstoff (analog zu B XI1.2).

2. Durchfiihrung des chemisch biologischen Screenings

Die Kultivierung der zu untersuchenden Stimme erfolgte in vier verschiedenen Medien
(Hafer, M2, SM und SGG) in 300 mL Erlenmeyerkolben (drei Schikanen,
Schaumstoffkappe), die jeweils mit 100 mL Medium befiillt waren. Die Vorkulturen wurden
mit einem 1 cm? groBem Stiick einer gut bewachsenen Agarplatte beimpft und bei 50°C und
180 rpm fiir 48 h rotierend geschiittelt wurden. Die Hauptkultur wurde mit 5 mL einer 48 h
alten Vorkultur angeimpft, bei 50°C und 180 rpm inkubiert. Die Ernte erfolgte nach drei oder
vier Inkubationstagen je nach pH-Verlauf der Kultur. War der pH-Wert nach drei Tagen
schon bei > 7.0 wurde die Fermentation abgebrochen, ansonsten wurden die Kulturen weiter
inkubiert. Es wurden je Nahrmedium zwei Kolben angesetzt, die bei gleichem Aussehen und
pH-Wert zusammen aufgearbeitet wurden.

Mycel und Kulturfiltrat der vereinigten Kulturbrithen (200 mL), die auf pH 5.0 eingestellt
wurde, wurden iiber Celite von einander getrennt. Das Mycel wurde mit 100 mL Aceton
versetzt, 15 min im Ultraschallbad aufgeschlossen, der Acetonextrakt von festen
Bestandteilen durch Filtration abgetrennt und das Losungsmittel des Extraktes im Vakuum
entfernt. Das Kulturfiltrat wurde an Amberlite® XAD-2 (50 mL) adsorbiert, dieses mit 100
mL Wasser gewaschen und mit 200 mL Methanol extrahiert. Das Losungsmittel wurde
anschlieend im Vakuum entfernt. Die so erhaltenen Extrakte wurden je in 1 mL eines
Methanol-Wasser-Gemisches (9:1) aufgenommen, 10 pL dieser Losung auf eine HPTLC-

Kieselgelplatte  aufgetragen und  diinnschichtchromatographisch  untersucht.  Als
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Standardlaufmittel fanden Chloroform/Methanol (9:1) bzw. n-Butanol/Eisessig/Wasser
(4:1:5) Verwendung. Fiir die Entwicklung der Diinnschichtchromatogramme wurden die
Spriihreagenzien Anisaldehyd/H,SO4, Orcin und Ehrlich benutzt. Die Analyse des

Metabolitenmusters erfolgte durch UV-Loschung und mit Hilfe von Spriihreagenzien.

3. Aufarbeitung von Fermentationsansitzen

3.1. Kultivierung im Fermenter

Interessante Screening-Ansdtze wurden im Biostat E Fermenter im 10 L-Malstab
reproduziert. Der Biostat E Fermenter wurde mit 9 L des jeweiligen Produktionsmediums
bestiickt und autoklaviert. Als Inokulum diente 1 L einer 48 Stunden alten Vorkultur, der
analog zu (B 2) angezogen wurde. Die Fermentation wurde bei einer Riihrergeschwindigkeit
von 200 rpm, einer Temperatur von 50°C und einer Luftzufuhr von 1.0 vvm durchgefiihrt. Es
wurde eine pH-Sperre von pH = 6.5 + 1.5 festgelegt. Die Ernte erfolgt nach 96
Inkubationsstunden. Die Aufarbeitung eines groBBen Fermentationsansatzes erfolgte analog zu

B2.

4. Streptomyces termonitrificans Stamm 3-008

4.1. Kultivierung und Aufarbeitung

Der Stamm 3-008 wurde wie unter B 3.1 beschrieben in einem Biostat E Fermenter im 10 L
MafBstab mit SM als Ndhrmedium kultiviert und aufgearbeitet. Aus dem Kulturfiltrat dieses
Fermentationsansatzes konnte 1-Methyl-iso-inosin (105) und Indol-3-Milchsédure (106) in

Ausbeuten von 0.2 mg bzw. 1.1 mg/L isoliert werden.

4.2. Isolierung und Charakterisierung der Metabolite

1-Methyl-iso-inosin (110)

110 konnte in einer Ausbeute von 0.2 mg/L aus dem Kulturfiltrat einer Fermentation in einem
Biostat E Fermenter (Medium SM) erhalten werden. Die Aufreinigung erfolgte durch
Chromatographie an Sephadex LH-20 (I m, MeOH) und Kieselgel (CH,Cl,/MeOH 4:1 -
1:1).
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C1H1sN4Os (282.26)

Rr~Werte: 0.25 (CH,Cl,/MeOH 8:2)
Anfirbeverhalten: gelb (Anisaldehyd)

EI-MS: m/z (%) = 282.2 (10) [M]", 150.1 (100), 136.0 (95), 107.1 (55).

ESI-MS: (positive Ionen) m/z (%) = 305.2 [M+Na]", 587.0 [2M+Na]".

HR-ESI-MS: berechnet m/z (%) = 283.1038050 [M+H]", 305.0857590 [M+Na]".
gefunden m/z (%) = 283.10380 [M+H]", 305.08576 [M+Na]".

"H NMR (500 MHz, CD;0D): J = 3.61 (s, 3H, 10-H3), 3.74 (dd, J= 12, 3.5 Hz, 1H, 5"-H,),
3.85 (dd, J = 12, 3.5 Hz, 1H, 5’-Hy), 4.13 (dd, 6.5, 3.5 Hz, 1H, 4’-H), 4.32 (dd, J = 5.5,
3.5Hz, 1H, 3’-H), 4.62 (dd, J=5.5, 5.5 Hz, 1H, 2’-H), 5.99 (d, J = 5.5 Hz, 1H, 1'-H), 8.29 (s,
1H, 9-H), 8.32 (s, 1H, 6-H) ppm.

BC NMR (125.7 MHz, CD;0D): J = 34.3 (q, C-10), 63.0 (t, C-5"), 72.1 (d, C-3"), 76.1 (d, C-
2%), 87.5 (d, C-4"), 90.5 (d, C-17), 125.2 (s, C-8), 141.3 (d, C-5), 148.9 (s, C-4), 149.9 (d, C-
9), 158.8 (s, C-2) ppm.

Indol-3-Milchsédure (111)

106 konnte in einer Ausbeute von 1.1 mg/L aus dem Kulturfiltrat einer Fermentation in
einem Biostat E Fermenter (Medium SM) erhalten werden. Die Aufreinigung erfolgte durch
Chromatographie an Sephadex LH-20 (I m, MeOH) und Kieselgel (CH,Cl,/MeOH 2:1 -
1:1).

CuHi1NO;3 (205.22)

Re-Werte: 0.06 (CH,Cl,/MeOH 8:2)
0.74 (MeOH/H,0 6:4)

Anfirbeverhalten: rosa (Anisaldehyd)
dunkellila (Ehrlichs Reagenz)
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ESI-MS: (negativ Ionen) m/z (%) = 204 [M-HJ, 186.2 [M+H,O0J, 158.2 [M-COOH]".

IR (KBr): ¥ max = 3399, 3055, 2923, 1595, 1420, 1350, 1234, 1089, 1016, 743 cm’".

UV-VIS:  (MeOH): Apar (€) = 223 (73820), 281 (12570), 290 (10470);
(MeOH/HC): Zuax (€) = 222 (70680), 281 (12570), 289 (11000);
(MeOH/NaOH): Znax (6) = 222 (72780), 281 (11520), 290 (9950) nm.

Drehwert : [a]2 =+ 36° (MeOH, ¢ =5 - 10 mol/L).

"H NMR (300 MHz, CD;0D): 6 = 2.97 (dd, J = 14, 8.5 Hz, 1H, 10-H,), 3.28 (d, J = 3 Hz,
1H, 10-Hy), 4.25 (dd, 8.5, 3 Hz, 1H, 11-H), 6.96 (t, /=8, 8 Hz, 1H, 7-H), 7.04 (t, /=8, 8 Hz,
1H, 6-H), 7.11 (s, 1H, 2-H), 7.29 (d, /= 8 Hz, 1H, 5-H), 7.66 (d, /= 8 Hz, 1H, 8-H) ppm.

BC NMR (75.5 MHz, CD;0D): § = 32.2 (t, C-10), 74.3 (d, C-11), 112.0 (s, C-3), 112.6 (d,
C-8), 119.4 (d, C-5), 119.8 (d, C-6), 122.0 (d, C-7), 124.4 (d, C-2), 129.2 (s, C-4), 138.0 (s,
C-9), 181.3 (s, C-12) ppm.

5. Saccharomonospora sp. Stamm 3-009

5.1. Kultivierung und Aufarbeitung

Der Stamm 3-009 wurde bei der Firma Brain AG wie folgt kultiviert. Die Anzucht der
Agarplatten wurde auf M2-Platten begonnen, die aus einer Stickstoffeinlagerung angeimpfte
Platte wurde 72 h bei 50°C inkubiert. Sporen von dieser Platte wurde auf eine Hafer-Platte
tiberimpft und weitere 96 h bei 50°C inkubiert. Fiir die Vorkultur wurden vier 2 L-
Schikanekolben mit 250 mL Hafer-Nahrmedium befiillt und mit 2 Haferplatte angeimpft. Die
Vorkulturen wurden drei Tage bei 180 rpm und 50°C inkubiert. Die Hauptkultur wurde mit
einem Liter der Vorkultur angeimpft in einem 10 L Fermenter, der mit 9 L Hafer-Medium
beschickt war. Die Inkubation wurde bei einer Riihrergeschwindigkeit von 200 rpm, einer
Luftzufuhr von 6 L/min, einer Temperatur von 50°C und einer pH-Sperre von pH = 7.0 = 1.0
durchgefiihrt. Die Luftzufuhr musste in der 7. Inkubationsstunde auf 4 L/min, in der 46.
Stunde auf 3 L/min und schlieBlich in der 54. Stunde auf 2 L/min wegen sehr starker
Schaumbildung herunter geregelt werden. Aus dem Kulturfiltrat dieses Fermentationsansatzes
konnte das 3-(2,3-Dihydroxy-1-methoxypropyl)-indol (115) und die  p-
Hydroxyphenylessigsdure (116) in Ausbeuten von 1.0 mg bzw. 0.4 mg/L isoliert werden.
Zusiétzlich konnte noch eine extrem cytotoxische Fraktion verifiziert werden, deren

cytotoxische Substanz aber bislang nicht identifiziert wurde.
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5.2. Isolierung und Charakterisierung der Metabolite

3-(2,3-Dihydroxy-1-methoxypropyl)-indol (115)

115 konnte in einer Ausbeute von 1.0 mg/L aus dem Kulturfiltrat einer Fermentation im 10 L
MafBstab (Hafer-Medium) erhalten werden. Die Aufreinigung erfolgte durch Chromatographie
an Sephadex LH-20 (1 m, MeOH) und Kieselgel (CH,Cl,/MeOH 4:1 - 2:1).

C12H;sNO; (221.26)

RrWerte: 0.15 (CH>Cl,/MeOH 8:2)
0.78 (MeOH/H,0 6:4)
Anfirbeverhalten: braun (Anisaldehyd)
EI-MS: m/z (%) =221.2 (15) [M]", 160.1 (100) [M-C,Hs0,]", 130.1 (75) [M-C3H,0;]".
ESI-MS: (positiv Ionen) m/z (%) = 244 [M+Na]", 465 [2M+Na]".
HR-ESI-MS: berechnet m/z (%) = 244.09441 [M+Na]".
gefunden m/z (%) = 244.09459 [M+Na]".
IR (KBr): ¥ may = 3426, 2936, 1636, 1567, 1384, 1102, 1043, 747 cm™.
UV-VIS: (MeOH): A (€) = 216 (62030), 279(13290), 290 (11390);
(MeOH/HCI): Ay (€) = 218 (63290), 280 (13920), 288 (12030);
(MeOH/NaOH): A (€) = 217 (69620), 280 (12660), 289 (12660) nm.

Drehwert : [a]% =- 12° (MeOH, ¢ = 2.5 - 10”mol/L).

"H NMR (600 MHz, CD;0D): § = 3.22 (s, 3H, 13-H), 3.62 (dd, J = 11.5, 6.5 Hz, 1H, 12-
H,), 3.74 (dd, J = 11.5, 4.0 Hz, 1H, 12-Hy), 4.03 (m, 1H, 11-H), 4.51 (d, J = 6.0 Hz, 1H, 10-
H), 6.99 (dt, J = 7,0, 1.0 Hz, 1H, 6-H), 7.09 (m, 1H, 7-H), 7.23 (d, J = 5.5 Hz, 1H, 2-H), 7.35
(dd, J=8.0, 1.0 Hz,1H, 8-H), 7.66 (dt, J = 7,0, 1.0 Hz, 1H, 5-H), 10.1 (dy, 1H, 1-H) ppm.

13C NMR (150.8 MHz, CD;0D): § = 56.7 (q, C-13), 64.7 (t, C-12), 75.5 (d, C-11), 80.6 (d,
C-10), 112.4 (d, C-8), 113.1 (s, C-3), 120.0 (d, C-6), 120.7 (d, C-5), 122.5 (d, C-7), 125.8 (d,
C-2), 127.6 (s, C-4), 138.4 (s, C-9) ppm.
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p-Hydroxyphenylessigsdure (116)

116 konnte in einer Ausbeute von 0.2 mg/L aus dem Kulturfiltrat einer Fermentation im 10 L
MafBstab (Hafer-Medium) erhalten werden. Die Aufreinigung erfolgte durch Chromatographie
an Sephadex LH-20 (1 m, MeOH) und Kieselgel (CH,Cl,/MeOH 4:1 - 2:1).

CsH;30; (152.12)

R~Werte: 0.45 (CH>Cl,/MeOH 8:2)

Anfirbeverhalten: gelb (Anisaldehyd)

EI-MS: m/z (%) = 152.2 (35) [M]", 107.1 (100) [M-COOH]", 77.1 (20)
[CeHa]".

116

"H NMR (600 MHz, CD;0D): 6 = 3.22 (s, 2H, 2-H,), 6.70 (d, J = 8.0 Hz, 2H, 4-H, 8-H),
7.06 (d, J= 8.0 Hz, 5-H, 7-H) ppm.

BC NMR (150.8 MHz, CD;0D): 6 = 42.7 (t, C-2), 116.1 (d, C-4, C-8), 128.1 (s, C-3), 131.3
(d, C-5, C-7), 157.1 (s, C-6), 180.5 (s, C-1).

6. Biologische Aktivitit

Die Testung der biologischen Aktivitit von Extrakten, Fraktionen und Reinsubstanzen wurde
von der Firma Brain AG durchgefiihrt. Dazu wurden der Firma jeweils 5% des zu
untersuchenden Gemisches/Reinsubstanz zugesand. Die Indikatororganismen waren Hefen:
Saccharomyces, Pichia, Candida glabrata oder Sporobolomyces johnsonii; Bakterien: E. coli,
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas fluorescens, Micrococcus luteus,
Mycobacterium smegmatis oder ein Halobacterium sp. Zu diesem Zweck wurden die
Indikatororganismen in ausreichender Zelldichte auf die fiir sie jeweils spezifischen
Wachstumsmedien gleichmédBig ausplattiert. Sodann wurden die Rohextrakte, Fraktionen und
Reinsubstanzen in verschiedenen Konzentrationen auf Filterpldttchen aufgetropft, auf die

angeimpften Platten gegeben wurden und diese anschlieBend bei den jeweils
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organismenspezifischen Temperaturen bis zum Auftreten eines dichten Zellrasens inkubiert.
Die Hemmhofe wurden gemil3 ihres Durchmessers bewertet.

Zusitzlich wurden Kultur- und Zellextrakte hergestellt und mittels
Diinnschichtchromatographie aufgetrennt. Nachfolgend wurden diese ,upside down* auf mit
Indikatororganismen angeimpfte Platten gelegt und diese wie oben inkubiert und ausgewertet.
Alternativ bespriiht man die DC-Platten direkt mit einer Suspension aus Medium und
Indikatororganismus. Die Aussagekraft dieser Assays ist insofern groBer, als ein Hemmhof
jetzt direkt einem ,spot® auf dem DC und damit einer bestimmten Fraktion des Extrakts,
manchmal sogar einer bestimmten Substanz, zugeordnet werden konnte, was die spétere

chemische Analyse erleichterte.
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