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Einleitung 1

A. THEORETISCHER TEIL

I. Einleitung

1. Pflanzen in der Wirkstoffsuche

Die Menschheit hat sich fiir die Erfiillung ihrer Grundbediirfnisse schon immer auf die Natur
verlassen, sei es fiir die Produktion von Nahrungsmitteln, Behausungen, Kleidung,
Transportmitteln, Diinger oder Arzneimitteln. Pflanzen haben dabei die Basis fiir hoch
entwickelte traditionelle medizinische Systeme gebildet, die seit mehreren tausend Jahren
existieren. Eines der umfangreichsten existiert in China, wo versucht wird, die moderne
Medizin mit der traditionellen Medizin zu verbinden.' In China gibt es fast 13000
verschiedene Arten von traditionellen Medikamenten, von denen ca. 11000 aus Pflanzen
erhalten werden. 1000 dieser medizinischen Pflanzen wurden in dem Zeitraum von 1978 bis
2000 phytochemisch untersucht. Insgesamt konnten ca. 10000 Substanzen isoliert werden,
von denen 1300 in der Literatur nicht beschrieben waren.”

Traditionelle medizinische Systeme spielen auch heutzutage eine sehr groBe Rolle im
Gesundheitswesen. Die World Health Organziation (WHO) schitzt, dass 80 % der
Weltbevélkerung hauptsichlich auf traditionelle Medikamente vertrauen.” Pflanzeninhalts-
stoffe spielen aber auch bei den verbleibenden 20 % der Bevdlkerung eine grofle Rolle. Eine
Untersuchung fiir den Zeitraum von 1959 — 1980 in den USA und Kanada zeigte, dass ca.
25 % der verschreibungspflichtigen Medikamente bioaktive Substanzen enthalten, die aus
Pflanzen stammen oder Derivate von Pflanzeninhaltsstoffen sind.* Es werden mindestens 119
Sekundarmetaboliten aus Pflanzen als Medikamente verwendet, 75 % davon haben dhnliche
oder identische Anwendung wie die Pflanze in der Volksmedizin, aus der sie isoliert wurden,
z.B. Chinin (Behandlung von Malaria), Digitalis (Herzstimulans) und Morphin
(Analgetikum).” Diese 119 Sekundirmetaboliten werden hauptsichlich aus 90 Pflanzenarten
gewonnen, bei liber 250000 bekannten Arten von hoheren Pflanzen, von denen erst ein kleiner
Prozentsatz systematisch untersucht worden ist.’ Diese Zahlen zeigen das ungeheure Potential
von Pflanzen auch fiir die heutige moderne Medizin. Die traditionellen medizinischen
Systeme oder Volksmedizinen haben auf viele Medikamente hingewiesen, die heute genutzt
werden, und sind gute Indikatoren fiir bioaktive Substanzen. Dieses Wissen wird bei der
Ethnobotanik (Studium der Pflanzen, die von Menschen fiir Nahrung, Behausungen,

Arzneimittel usw. genutzt werden) bzw. Ethnomedizin (Studium der Pflanzen, die von
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Menschen als Arzneimittel genutzt werden) beriicksichtigt. Bei diesen Wissenschaften wird
gezielt nach Pflanzen gesucht, die fiir Menschen eine heilende Wirkung besitzen. Hierbei
wird das Wissen von einheimischen Heilern, Schamanen oder Medizinménnern genutzt, um
Pflanzen zu sammeln und diese auf ihre biologische Wirksamkeit zu untersuchen.
Geschichtlich gesehen haben ethnobotanische Hinweise zu drei verschiedenen Typen von
Medikamenten gefiihrt: 1. unmodifizierte Substanzen, bei denen die ethnomedizinische
Nutzung auf eine klinische Wirksamkeit hindeuteten (z.B. Digitalis), 2. unmodifizierte
Substanzen, bei denen die therapeutische Wirkung nur ansatzweise bekannt war (z.B.
Vincristin, Vinblastin) und 3. modifizierte natiirliche oder synthetische Produkte, die auf
einem Naturstoff beruhen und in der Volksmedizin genutzt wurden (z.B. Aspirin®).* Von dem
ethnobotanischen Ansatz unterscheidet sich der so genannte Zufallsansatz, bei dem die
Untersuchung einer moglichst groBen Diversitdit von Pflanzen angestrebt wird. Die
ethnobotanische Betrachtung ist fiir Krankheiten sinnvoll, die fiir die einheimischen Heiler
ersichtlich sind, wie z.B. Hepatitis, Diarrhd, Wunden, Haut- und Pilzinfektionen usw., also
von auBen erkennbar sind. Fiir Krebs hingegen gibt es in den meisten Kulturen gar keinen
Ausdruck bzw. der Begriff steht fiir andere Krankheitsbilder, z.B. als Synomyn fiir schwere,
schlecht heilende, oftmals chronische offene Wunden und nicht fiir langsam wachsende
Tumore in inneren Organen. Das gleiche gilt flir kardiovaskuldre Krankheiten. Krebs und
kardiovaskuldre Krankheiten treten aufgrund der hohen Lebenserwartungen der Menschen
hauptsdchlich in den Industrienationen auf. Eingeborenenstimme, z.B. im tropischen
Regenwald, sind aufgrund ihrer geringeren Lebenserwartung von diesen Krankheiten
meistens nicht betroffen. Die Bedeutung dieser Krankheiten in den Industrienationen ist auch
an den Forschungsausgaben der pharmazeutischen Industrie zu erkennen, die zu einem grof3en
Prozentsatz flir die Erforschung von Krebstherapeutika und kardiovaskuldre Krankheiten
investiert werden.”

Bei der Suche nach Krebsmedikamenten aus Pflanzen zeigt sich kein Unterschied zwischen
dem Zufallsansatz und der ethnobotanischen Betrachtung.” Durch die ethnobotanische
Betrachtung konnten die Vinca-Alkaloide Vinblastin und Vincristin aus Catharanthus roseus,
die ethnomedizinisch zur Behandlung von Diabetes eingesetzt wurden, und das
Podophyllotoxin aus Podophyllum peltatum, das eine ethnomedizinische Verwendung bei
Hautkrebs und Warzen hat, isoliert werden. Vinblastin und Vincristin sowie die
semisynthetischen Derivate Etoposid (1) und Teniposid des Podophyllotoxins sind heute in
der klinischen Anwendung.® Dem Zufallsansatz folgend konnten das Paclitaxel (Taxol™) aus

Taxus brevifolia, Camptothecin (2) aus Camptotheca acuminata und Homoharringtonin aus
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Cephalotaxus harringtonia ssp. drupacea isoliert werden.” Taxol® sowie die semisynthe-
tischen Derivate von 2, das Topotecan (3) und Irinotecan, sind ebenfalls in der klinischen

Anwendung.®
Hc N0 0
3 @) O
HO HO
O
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Anders verhilt es sich bei Pflanzen, die eine ethnomedizinische Verwendung besitzen. Eine
Studie in Brasilien zeigte z.B. fiir Malariamittel eine Trefferquote von 0.07 % fiir den
Zufallsansatz und 18 % fiir den ethnomedizinischen Ansatz.” Dies zeigt sich z.B. auch in der
Isolierung von Artemisinin (4) 1972 aus dem Kraut Artemisia annua L. (Asteraceae).'’ Es
wird in der traditionellen chinesischen Medizin als Malariamittel und Antipyretikum
eingesetzt. Artemisinin zeichnete sich in klinischen Studien durch hohe Wirksamkeit gegen
Malaria aus, die durch Plasmodium falciparum verursacht wird, ohne dabei ersichtliche
Nebenwirkungen zu zeigen. Selbst gegen Chloroquin-resistente Erreger war es aktiv. Seit

1987 wird es fiir die klinische Behandlung von Malaria eingesetzt.
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Der ethnobotanische bzw. ethnomedizinische Ansatz ist jedoch nicht neu, sondern erlebt seit
ca. 1980 eine Renaissance. Zahlreiche ethnobotanische Studien mit dem Ziel neuer
pharmazeutischer Produkte wurden in den letzten Jahren initiert.'' Ein Grund hierfiir sind die
heutigen in vitro Testsysteme der groen pharmazeutischen Firmen, die zusammen mit dem
High-Throughput-Screening (HTS) eine gro3e Anzahl von Proben bewiltigen konnen. Diese
Testsysteme sind viel empfindlicher als die friiher verwendeten, wodurch die Mdglichkeit
besteht, dass Pflanzenextrakte, die friiher negativ getestet worden sind, heute ein positives
Ergebnis liefern konnten. Ein anderer Grund ist sicherlich der Riickgang von neuen
Medikamenten (ndheres dazu in Kapitel A.1.3.), wodurch wieder verstirkt nach alternativen
Quellen fiir Naturstoffe gesucht wird.

Wenn die Entwicklung von Pharmazeutika betrachtet wird, fdllt auf, dass die ersten
Medikamente aus diesem Ansatz stammen. Die Isolierungen des Malariamittels Chinin im
Jahr 1820 aus der Rinde einer Cinchona-Art und des Analgetikums Morphin aus Papaver
somniferum im Jahr 1806 wurden alle von ethnobotanischen Beobachtungen geleitet. Die
Pflanzen wurden von Einheimischen zur Bekdmpfung von Fieber (Chinin) bzw. Schmerzen
(Morphin) verwendet. Die Isolierungen der Substanzen ist auf das Prinzip des ,aktiven
Grundbestandteils* zuriickzufiihren, d.h. die Idee, dass die Wirkung der Pflanze von einer
Substanz hervorgerufen wird. Im 19. Jahrhundert gab es beeindruckende methodische
Fortschritte in der Chemie, so dass Pflanzenwirkstoffe isoliert und niedermolekulare
Substanzen in ihrer Struktur aufgekldrt werden konnten. Sie wurden aber somit gleichzeitig
der chemischen Synthese zuginglich und oftmals wurden die pflanzlichen von den
synthetischen Produkten verdringt. Die Acetylsalicylsdure (Aspirin® (5)) ist hierfiir ein sehr
gutes Beispiel. In der Volksmedizin wurde die Rinde von Weiden zur Behandlung von
Schmerzen eingesetzt. Der Inhaltsstoff der Weidenrinde wurde als Salicin (6) identifziert, das
im Korper zur Salicylsdure metabolisiert wird. Die Salicylsdure besitzt antirheumatische,
antipyretische, analgetische und entziindunghemmende Wirkungen, irritiert aber auch stark
die Magenschleimhaut. Das Derivat Acetylsalicylsdure (5) brachte eine bessere Vertrig-
lichkeit und der Firma Bayer seit ihrer Markteinfithrung 1899 bis heute einen Verkaufs-

Os_ _OH O _OH
HO
H.C. _O HO Qo
Y 1o
OH
o)
5 6

schlager.



Einleitung 5

Ein Problem fiir die kommerzielle Nutzung bioaktiver Substanzen aus Pflanzen besteht in der
Verfiigbarkeit und Reproduktion. Die Beschaffung von Pflanzenmaterial gestaltet sich
teilweise sehr schwierig, da es oftmals aus schwer zuginglichen Gebieten stammt, z.B. aus
dem tropischen Regenwald. Um dieses Problem zu umgehen, besteht die Mdglichkeit, die
Pflanzen auf Plantagen oder in Gewichshdusern anzubauen. Hierbei ist aber beobachtet
worden, dass Pflanzen, die auBerhalb ihres natiirlichen Okosystem wachsen, die gesuchten
Inhaltsstoffe nicht mehr produzierten, selbst wenn Samen von der urspriinglichen Pflanze
verwendet wurden.'' Ein weiteres Problem ist, dass Pflanzen bestimmte Substanzen nur zu
bestimmten Zeiten ihrer Wachstumsphasen produzieren, wodurch ein relativ langer Zeitraum
zwischen zwei Erntephasen entstechen kann. Weiterhin besteht bei der Nutzung von
natiirlichen Ressourcen das Problem, dass eine hohe Nachfrage zur Ausrottung von
Pflanzenarten fithren kann. Ein Beispiel dafiir ist das fiir die Behandlung von Glaukom
eingesetzte Pilocarpin. Hierfiir werden die Blétter von Pilocarpus-Arten gebraucht, die
hauptsidchlich im Nordosten Brasiliens vorkommen. Durch die hohe Nachfrage kam es zu
einer Ausrottung der Bdume in einigen Gebieten, die heute durch Kultivierung auf Plantagen
vermieden wird."> Ein anderes sehr aktuelles Beispiel ist das Krebsmedikament Paclitaxel
(Taxol® (7)), das aus der Rinde von Taxus brevifolia (Eibe) erstmalig isoliert wurde. 7 ist in
der getrockneten Rinde mit nur ca. 0.01 % Gewichtsanteil vertreten. Dieser geringe
Gewichtsanteil macht die Aufarbeitung einer sehr groBen Menge an Rinde ndtig, um den
kommerziellen Bedarf zu decken. Eine 100 Jahre alte Eibe ergibt ca. 5 kg getrocknete
Rinde."” Allein fiir die klinischen Testphasen wurden 30000 kg Rinde benétigt,'* d.h. 6000
Béaume mussten gefdllt werden. Bis in die Mitte der 90er Jahre wurden die gesamte Menge an
klinisch genutzten Paclitaxel (7) aus der Rinde der Eibe aus dem pazifischen Nordwesten der
USA gewonnen, zu Spitzenzeiten waren das ca. 800000 kg jahrlich." Hierdurch wurden die
Eibenbestinde in den Wildern im starken Malle gefihrdet. Mit der Entdeckung des spéten
Biosynthesevorlaufers 10-Desacetylbaccatin in den Nadeln der Eiben konnte der Nachschub
an (7) gewihrleistet werden, da es semisynthetisch aus 10-Desacetylbaccatin hergestellt
werden kann. Hierdurch bestand zusitzlich die Moglichkeit zur Synthese von Derivaten, die
auf ihre Wirksamkeit getestet werden konnten. So konnte das ebenfalls in der Klinik
eingesetzte Docetaxel synthetisiert werden.® Eine Totalsynthese von Paclitaxel (7) ist
aufgrund der komplexen Struktur im industriellen MaB3stab nicht rentabel. 1993 konnte der
Pilz Taxomyces andreanae aus der Rinde einer Eibe isoliert werden, der 7 produziert.”’ Die
Produktion von 7 ist aber nur sehr niedrig, sie liegt bei ca. 20 — 50 ng/L. Optimierungen

fiihrten zu Ausbeuten von 0.2 — 0.3 pg/L, die aber immer noch viel zu niedrig fiir eine
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kommerzielle Nutzung sind. Mittlerweile wird versucht, mit Zellkulturen von verschiedenen

Taxus-Arten Paclitaxel (7) zu produzieren, wobei auch schon Erfolge zu verzeichnen sind.'®

2. Pharmazeutika aus Mikroorganismen

Mit der Entdeckung des Penicillins aus Penicillium notatum 1928 von A. Fleming und dessen
Einfiihrung wihrend des 2. Weltkrieges 1941/42 als ein effizienten antibakterielles
Therapeutikum bei Wundinfektionen, begann die Ara der Mikroorganismen in der
Arzneimittelforschung.!” Bis zu dieser Zeit waren Mikroorganismen, im Gegensatz zu
Pflanzen, nicht dafiir bekannt, Sekunddrmetaboliten zu produzieren, die als Medikamente in
Frage kommen. Ab 1945 riickten die Mikroorganismen als neue Quelle fiir Wirkstoffe in den
Mittelpunkt des Interesses. IThr Hauptvorteil gegeniiber Pflanzen war die Kultivierbarkeit in
grolen Behiltern, wodurch in kurzer Zeit groBe Mengen der mikrobiellen Sekundér-
metaboliten erhalten werden konnten.

Die Suche nach neuen Wirkstoffen aus Mikroorganismen wurde ein zentraler Gegenstand der
Naturstoffforschung. Hierfiir konnen zwei verschiedene Methoden zum Einsatz kommen, das
biologische und das chemische bzw. physikochemische Screening. Das biologische Screening
beruht auf einer biologischen Testung eines Extraktes bzw. einer Reinsubstanz. Im
klassischen Sinne'® bedeutet dies eine antibakterielle Wirkung im Plattendiffusionstest gegen
verschiedene Testkeime. Das zunehmende Verstdndnis von Krankheiten auf molekularer und
genetischer Ebene, das durch die Sequenzierung des menschlichen Genoms 2001 noch
erheblich erhoht wurde,'®? fiihrte zum Target-orientierten Screening, in dem spezifische

Wechselwirkungen mit einem molekularen Target (z.B. Enzym, Rezeptor, RNA-/DNA-
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Abschnitte) mit dem Ziel einer definierten pharmazeutischen Anwendung untersucht werden.
Diese Screening-Methode wird heutzutage hauptsidchlich bei dem industriellen High-
Throughput-Screening (HTS) eingesetzt.”' Das chemische Screening® dagegen zielt primir
auf das Auffinden neuer Verbindungen, die nach der Isolierung zur Untersuchung ihrer
potentiellen biologischen Aktivitidt den verschiedenen Testsystemen zugefiihrt werden. Als
Auswabhlkriterien dienen hierbei das Laufverhalten auf Diinnschichtchromatogrammen in
verschiedenen Laufmittelsystemen und das chemische Verhalten gegeniiber Spriihreagenzien,
die auf unterschiedliche Substanzgruppen ansprechen. Erfolgt die Detektion nicht auf
chemischen Wege, sondern z.B. iiber UV-Absorption oder CD-Spektroskopie, so wird vom
physikochemischen Screening gesprochen. Hierzu zihlt z.B. das HPLC-DAD-Screening,”
bei dem Rohextrakte liber HPLC aufgetrennt und per DAD-Detektion analysiert werden. Aus
dem chromatographischen Verhalten und den UV-Spektren kann durch Abgleich mit einer
Datenbank die Identitét oder in den meisten Féllen zumindestens die Zugehorigkeit zu einer
bestimmten Substanzklasse festgestellt werden. Zunehmend finden auch andere gekoppelte
HPLC-Methoden wie HPLC-MS,** HPLC-CD* und HPLC-NMR** in Screeningverfahren
ihre Anwendung, wodurch zusitzliche Informationen gewonnen werden kénnen.

Mit Hilfe der vorgestellten Screeningverfahren wurden bisher eine ganze Reihe neuer und
interessanter Naturstoffe aus verschiedenen Substanzklassen entdeckt. Die Wahrscheinlich-
keit, bekannte Verbindungen zu isolieren, steigt jedoch zunehmend. In Zukunft wird es daher
immer mehr von Bedeutung sein, mdglichst effizient neue Verbindungen zu finden. Hierzu ist
vor allem das Erkennen bekannter Strukturen zu einem mdglichst frithen Zeitpunkt im
Screening noétig, wofiir umfassende Datenbanken bendtigt werden.

Es wurden verschiedene Ansitze entwickelt, um unbekannte Substanzen zu entdecken. Eine
Moglichkeit ist die Isolierung neuer Stimme von Actinomyceten oder filamentosen Pilzen,
die allgemein als gute Sekundérstoffbildner bekannt sind, aus ungewohnlichen
geographischen Gebieten (Extremophile, marine Organismen) oder bisher wenig untersuchten
okologischen Habitaten (Endosymbioten). Des Weiteren haben Studien gezeigt, dass die
Bildung vieler Sekundéirstoffe sehr stark von den gewihlten Kultivierungsbedingungen
abhingig sind.”® Dies kann dazu fiihren, dass bei standardisierten High-Throuput-Verfahren
trotz der Verfligbarkeit geeigneter Produzenten prinzipiell interessante Wirkstoffe iibersehen
werden. Um einen Uberblick beziiglich des Biosynthesepotentials eines Organismus zu
erlangen, ist die Variation der Kultivierungsbedingungen somit unumgénglich. Dieser Idee
folgt die im Arbeitskreis Zeeck entwickelte OSMAC-Methode (One Strain/Many
Compounds).”” Mit dieser Methode ist es z.B. gelungen, den Schimmelpilz Aspergillus



Einleitung 8

ochraceus (DSMZ-7428) zur Bildung von mehr als 20 verschiedenen Sekundidrmetaboliten

anzuregen, darunter das strukturell neuartige Asperloxin A (8).”*

O—CH,

Als zu variierende GroBen bei der Kultivierung von Mikroorganismen bieten sich die
Parameter Temperatur, Beliiftung, Sauerstoffpartialdruck, Kultivierungsgefdl3, pH-Wert,
Belichtung und Ndhrmedium an. Auch der Einsatz von anorganischen Salzen, Adsorber-
materialien, Detergenzien, unnatiirlichen Biosynthesevorldufern (im Sinne der Vorldufer-
dirigierten Biosynthese®) und Enzyminhibitoren kann auf die Bildung von Sekundir-
metaboliten Einfluss haben. Der dritte Ansatz auf dem Weg zu neuen Wirkstoffen aus
natiirlichen Quellen beruht auf der Nutzung der Fortschritte im Bereich der Genetik.
Mittlerweile ist es mdglich, aus einer Bodenprobe DNA zu isolieren und Fragmente davon in
Wirtsorganismen wie Escherichia coli zu klonieren.*® Diese Methode ist interessant, da bisher
weniger als 1 % der im Boden lebenden Mikroorganismen kultiviert wurden und so auch
Wirkstoffe von schwer oder nicht kultivierbaren Organismen erhalten werden konnen.
Naturstoffe aus Mikroorganismen haben gezeigt, dass sie eine sehr grofle strukturelle
Diversitit besitzen und viele unterschiedliche biologische Aktivititen aufweisen. Viele von
ihnen werden in der Therapie von Krankheiten in der modernen Medizin eingesetzt bzw.
dienen als Leitstrukturen fiir semisynthetische Derivate oder als Modell fiir totalsynthetisch
hergestellte Substanzen, deren Pharmakophor von Naturstoffen abgeleitet wurde.
Nachfolgend sollen hierfiir Beispiele mit einem groBen Einfluss auf die moderne Medizin
gegeben werden.

Die B-Lactam-Antibiotika, zu denen die Penicilline (z.B. Penicillin G (9)) und die
Cephalosporine (z.B. Cephalosporin C (10)) gehdren, waren die ersten Antibiotika, die

kommerziell genutzt wurden.
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Ein Problem der f-Lactam-Antibiotika besteht aber in der relativ schnellen
Resistenzentwicklung. Viele Bakterien besitzen oder erhielten durch Gentransfer
B-Lactamasen, die den B-Lactam-Ring 6ffnen. Dieser kann dann nicht mehr kovalent an das
aktive Zentrum der Transpeptidase binden und damit die Peptidoglykan-Synthese nicht mehr
hemmen. Die Einfiihrung von [-Lactamase-Inhibitoren wie Clavulansidure konnten hier
Verbesserungen bringen. Ein Beispiel fiir ein Kombipriparat aus einem [-Lactamase-
Inhibitor und einem p-Lactam-Antibiotikum ist Augmentin®. Weitere Antibiotika-Klassen,
die fiir die medizinische Anwendung einen groflen Nutzen hatten und zum grofBten Teil noch
haben sind die Aminoglykoside®® (z.B. Streptomycin), die Tetracycline’® (z.B. Chlor-
tetracyclin), die Makrolide,” fiir die das Erythromycin beispielhaft steht, sowie die Glyko-
peptide (z.B. Vancomycin). Die Glykopeptide werden als sogenannte Reserveantibiotika
genutzt. Sie sind gegen multiresistente Keime wirksam und werden insbesondere gegen
Methillicin-resistente Staphylocoocus aureus-Stimme eingesetzt. Aber selbst bei ihnen zeigen
sich mittlerweile schon Resistenzen.

Die Einfithrung des Immunsuppressivums Cyclosporin A (Sandimmun® (11)) 1983 war ein
Meilenstein im medizinischen Nutzen von mikrobiellen Metaboliten.'” Cyclosporin A (11)
aus Trichoderma polysporum fiel zunédchst als Antimykotikum auf, zeigte dann aber bei
weitergehenden Tests in Tieren immunsuppressive Wirkungen. Aufgrund dieser Eigenschaft
revolutionierte 11 das Gebiet der Organtransplantationen, da AbstoBungsreaktionen
gegeniiber den Organen unterbleiben, der Korper aber trotzdem gegen bakterielle Infektionen
widerstandsfihig bleibt. FK 506 (Tacrolimus®) aus Streptomyces tsukubaensis und
Rapamycin (Sirolimus®) aus Streptomyces hygroscopicus, die ebenfalls in der klinischen
Anwendung sind, sowie Sanglifehrin A aus Streptomyces flaveolus sind weitere Metaboliten,

die immunsuppressive Wirkungen besitzen.
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Ein weiterer Meilenstein war die Entdeckung von Lovastatin (Mevacor® (12)) aus Aspergillus
terreus als selektiven Inhibitor der HMG-CoA-Reduktase, einem Schliisselenzym bei der
Biosynthese von Cholesterol. Diese Inhibition war ein vollig neuartiges Prinzip, um hohe
Blutcholesterinspiegel zu senken, die fiir Arteriosklerose und koronare Herzkrankheiten
verantwortlich sind. Eine hohere Affinitit zur HMG-CoA-Reduktase konnte z.B. beim

Derivat Pravastatin (Mevalotin® (13)) erreicht werden.
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3. Zur Bedeutung von Naturstoffen in der Pharmaforschung

Naturstoffe sind fiir die Entwicklung von Pharmazeutika unverzichtbar, sei es als direkte
Medikamente oder als Leitstrukturen fiir Syntheseprodukte. Die Entwicklung des High-
Throughput-Screenings (HTS) fiihrte zu einem erhdhtem Probendurchsatz und damit zu einer
groBeren Nachfrage nach Substanzen, die nur durch den Aufbau von grofen Substanz-
bibliotheken zu bewiltigen war. Die kombinatorische Chemie und auch das rationale
Wirkstoffdesign sind hierfiir besser geeignet als Naturstoffe, da die Synthese von Substanzen
schneller und einfacher ist als die Isolierung, Aufreinigung, Strukturaufkldrung und
Produktion von Naturstoffen. Infolgedessen haben viele pharmazeutische Firmen ihre
Naturstoffforschung zugunsten der kombinatorischen Chemie eingeschriankt oder sogar ganz
aufgegeben. Die erwarteten Erfolge stellen sich jedoch nicht ein. Die Anzahl an neu
eingefiihrten Substanzen (37) erreichte 2001 ein neues 20-Jahres-Tief. Die United States Food
and Drug Administration (FDA) verzeichnete 2001 nur 16 neue Applikationen im Vergleich
zu 24 im Jahr 2000.° Der Riickgang in der Entwicklung neuer Medikamente durch die
pharmazeutischen Industrie wird auf die Flut von Fusionen und Aufkdufen von Firmen, die
steigenden Kosten fiir die Entwicklung von Medikamenten und die Ubervorsichtigkeit der
FDA bei Neuzulassungen zuriickgefiihrt. Interessanterweise wird die Reduktion der
Aktivititen zur Erforschung von Naturstoffen nicht als moglicher Grund fiir den mangelnden
Erfolg erwihnt.’ Der Vorteil der Naturstoffe zeigt sich in einer statistischen Untersuchung®
zur Strukturkomplementaritit von Naturstoffen und synthetischen Substanzen. 40 % der
Strukturen von Naturstoffen finden keine Entsprechung in synthetischen Verbindungen.
Zusiétzlich weisen Naturstoffe im Durchschnitt eine héhere Molekularmasse auf, enthalten
weniger Stickstoff-, Halogen- und Schwefelatome, dafiir aber etwas haufiger
Sauerstoffatome. AuBerdem weisen sie einen hoheren Anteil an Verbindungen mit
sp>-hybridisierten Briickenkopfatomen sowie eine héhere Anzahl an Ringen und Chiralitits-
zentren pro Molekiil auf. Sie sind damit statistisch gesehen rdumlich komplexer als
synthetische Substanzen. Weiterhin besitzen Naturstoffe mehr sauerstofthaltige funktionelle
Gruppen wie Alkohole, Ketone und Ether im Gegensatz zu den in synthetischen
Verbindungen haufiger enthaltenden Aminen und Aromaten.

Bei der Analyse der im Zeitraum 1981 — 2002° neu eingefiihrten Medikamente zeigt sich, dass
ca. 30 % ihren Ursprung in Naturstoffen bzw. ihren semisynthetisch hergestellten Derivaten
besitzen. Werden noch die Substanzen dazugerechnet, die zwar synthetisch hergestellt
werden, deren Pharmakophor jedoch einem Naturstoff entlehnt ist, so steigt dieser Prozentsatz

auf ca. 50 %. Besonders hoch ist dieser Anteil bei Priparaten gegen Infektions-krankheiten,
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die neben den Krebstherapeutika zu den wichtigsten Forschungsgebieten der
pharmazeutischen Industrie gehdren. Bei den Antiinfektiva liegt dieser bei ca. 65 %, in der
Klasse der Antibiotika sogar bei ca. 80 %.

Die kombinatorische Chemie allein spielt keine Rolle mehr bei der Entwicklung neuer
Medikamente, bei der Variation eines Naturstoffes leistet sie jedoch gute Dienste. Der Trend
zur Synthese komplexer Naturstoff-dhnlicher Bibliotheken, bei der die Naturstoffsynthese mit
der kombinatorischen Chemie verkniipft wird, ist bemerkenswert.® Ein neueres Konzept ist
die Synthese von Naturstoffhybriden.®> Hierbei werden zwei Naturstoffe bzw. deren
Pharmakophore miteinander verkniipft, um somit die Eigenschaften der einzelnen Naturstoffe
zu kombinieren. Als Beispiel sei hier die Kombination von DC-81 mit dem Erkennungs-
muster der Lexitropsine genannt. DC-81 besitzt eine Affinitit zu GC-reichen DNA-
Sequenzen, wihrend die Lexitropsine eine Affinitit zu AT-reichen Regionen besitzen. Die
Hybride (z.B. 14) zeigten im Vergleich zu den einzelnen Naturstoffen teilweise einen
drastischen Anstieg in der Wirksamkeit.

Ein interdisziplindrer Ansatz fiir die Entwicklung und Optimierung neuer Wirkstoffe, der auf
das Zusammenspiel von Naturstoffquellen mit der Synthese, der kombinatorischen Chemie,
dem rationalen Wirkstoffdesign und der kombinatorischen Biosynthese setzt, ist sicherlich
eine der besten Moglichkeiten, um neue Leitstrukturen zu entdecken.

H

H \n/\/
H,N R AN 8

NH O CH

Lexitropsin-Erkennungsmuster DC-81

14
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4. Aufgabenstellung

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht die Untersuchung von Mikroorganismen und Pflanzen aus
verschiedenen Quellen beziiglich ihrer Sekundirstoftbildung.

Der erste Teil beschiftigt sich mit 35 Actinomyceten-Stimmen aus der Kilimanjaro-Region
(Tansania, Mramba Forest, Mwanga District), die im chemischen Screening22 auf ihre
Sekundiarmetabolitenproduktion hin untersucht werden sollten. Methodisch war dabei
wichtig, ob und inwieweit es Ubereinstimmungen zwischen dem chemischen Screening und
einem LC-MS-Screening gibt. Es fehlte bisher eine Aussage dariiber, ob ein LC-MS-
Screening routinemdfig zur Suche nach neuen Naturstoffen eingesetzt werden kann, ohne
wichtige Komponenten zu iibersehen. Stimme mit interessantem Metabolitenprofil sollten im
grofleren MaBstab fermentiert, die Sekundirstoffe isoliert und in ihrer Struktur aufgeklart
werden. Im Sinne der OSMAC-Methode (One Strain/Many Compounds)’’ sollte die
biosynthetische Leistungsfahigkeit einiger Produzenten {iberpriift werden.

In einer Zusammenarbeit mit Prof. Dr. H.-P. Fiedler (Mikrobiologisches Institut, Universitit
Tilibingen) sollten aus dem Actinomyceten-Stamm Micromonospora sp. Tii 6368 isolierte
Sekundédrmetaboliten in ihrer Struktur aufgekldrt werden. Diese waren im Rahmen eines
HPLC-DAD-Screenings23 entdeckt worden und standen als Reinsubstanzen zur Verfiigung.
Der dritte Teil dieser Arbeit beruht auf einer Zusammenarbeit mit Prof. Dr. L. O. Demirezer
(Pharmakologisches Institut, Hacettepe Universitdt Ankara, Tiirkei). Es sollten die Strukturen
von Sekunddrmetaboliten aufgekldrt werden, die aus den Arzneipflanzen Centranthus
longiflorus, Vitex agnus-castus und Galium verum stammten und als Reinsubstanzen zur
Verfiigung standen. Zusétzlich sollten die Substanzen auf ihre biologische Aktivitdt hin

untersucht werden.
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II. Sekundarmetaboliten aus Actinomyceten der Kilimanjaro-

Region

1. Die Kilimanjaro-Stimme (K-Stimme)

1.1. Allgemeines

Die in diesem Kapitel behandelten Mikroorganismen wurden aus Erdproben der Kilimanjaro-
Region (Tansania, Mramba Forest, Mwanga District) isoliert,” wobei die Erdproben in
verschiedenen Hohen und in Bereichen unterschiedlicher Baume entnommen wurden (siche
Tabelle 1). Bei allen Mikroorganismen handelt es sich um Actinomyceten, die taxonomisch

nicht weiter zugeordnet wurden.

Reihe Baum Anzahl isolierter | Hohe
Stamme (Reihe) [m]

1 und 2 Liane (unbekannt) -(1),2(2)] 1640
3und 4 Uvariodendron sp. 1(3),3(4)] 1640
5,6 und 7 | Teclea simplicifolia 6(5),13(6),1(7)]| 1640
8 und 9 Terminalia brownii 16 (8),28 (9) | 1640
10 und 11 | Boswellia neglecta 11 (10), 13 (11) 820
12 und 13 z?z];lz?)i%um 13 (12), 16 (13) | 820
14und 15 |, Mshira* 15 (14), 10 (15) | 820
16 und 17 | Commiphora eminii 7(16),12(17)| 820
18 und 19 | Grewia bicolor 6 (18),5(19)| 820
20 und 21 | Vepris glomerata 15(20), 11 21) | 820
22 und 23 | Maema angolensis 14 (22), 10 (23) 820
24 und 25 | Olea capensis 9(24),15(25)| 1610
26 und 27 | Cantrium siebenlistii 7 (26), 14 (27)| 1610
28 und 29 | Cenecia syringifolius 14 (28), 11 (29)| 1610
30und 31 | Teclea simplicifolia 15(30),9 (31)| 1610

Tabelle 1: Ubersicht iiber die Bodenproben aus der Kilimanjaro-Region, grau unterlegt sind

die in dieser Dissertation bearbeiteten Stimme.

* Herrn Dr. Claus (Goéttingen) danke ich fiir die Isolierung und Bereitstellung der Mikroorganismen.
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1.2. Chemisches Screening der K-Stimme

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die aus den Reihen K 5 (Stdamme 2, 3, 5 und 6), K 8
(Stimme 1 — 8), K 10 und K 17 isolierten Mikroorganismen untersucht (in Tabelle 1 grau
unterlegt). Dazu wurden die Stdimme in vier verschiedenen Ndhrmedien (M2, Soja/Mannit,
Haferkleie, SGG) in Schiittelkolben kultiviert und die Kulturbrithen standardisiert
aufgearbeitet (siehe Kapitel B.I1.2.). Das chemische Screening der jeweiligen Rohextrakte
(Kulturfiltrat und Myzel), bei dem anhand von Anfirbereaktionen mit Spriihreagenzien
(Anisaldehyd, Orcin und Ehrlich) und Laufverhalten auf Diinnschichtchromatogrammen mit
zwei verschiedenen Laufmittelsystemen (sieche Kapitel B.I1.2.) ausgewéhlt wird, ermoglicht
die Entscheidung, welche Stamme weiterbearbeitet werden sollen. Diese Methode geht auf
H. Umezawa®® zuriick und wurde in den Arbeitsgruppen von H. Zihner’’ und A. Zeeck®®
weiter entwickelt. Von den 35 kultivierten Staimmen zeigten 18 ein interessantes Metaboliten-
spektrum. Diese Stimme wurden im 1 L-Mafstab in Schiittelkolben in einem geeigneten
Nahrmedium fermentiert und wiederum standardisiert aufgearbeitet (siehe Kapitel B.I1.3.1.).
Nur 10 von diesen Stimmen lieferten reproduzierbare Ergebnisse mit ausreichender
Metabolitenproduktion fiir die Strukturaufklarung. Insgesamt konnten aus diesen 10 Stimmen
29 verschiedene Metaboliten isoliert werden, von denen die interessantesten in den folgenden
Kapiteln A.II.2. — A.IL.7. beschrieben werden, darunter sieben neue (16 — 18, 38, 40, 54 und
78). Die jeweiligen sdulenchromatographischen Aufreinigungsschritte und Ausbeuten sind in
den Kapiteln B.II.3. — B.IL.8. niedergelegt. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse zeigt
Tabelle 2.
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Anzahl produzierende | Anzahl der
Reihe | ausgewihlter Stimme isolierten Substanzen
Stimme (Stamm-Nr.) | Verbindungen
K5 2 von 4 - 0 -
K8 5von 8 K 8/1 1 Ferroverdin A (15)
K 8/5 3 Gabosine (16 — 18)
K 8/7 1 Streptazolin (33)
Streptazolin, Obscurolid A3,
K10 3von 1l K 10/11 3 Chartreusin (33 — 35)
K17 8 von 12 K 17/1 2 Daidzein, Genistein
K172 1 2-Aminobenzoyl-a-L-
rhamnopyranosid (36)
K 17/7 4 Teleocidine (37 — 40)
K 17/9 14 Isocoumarine (52 — 55),
Diketopiperazine (56, 57),
Benzoxazole (58, 59),
Piericidine (63 — 65),
Echinosporine (75, 76),
Benzisoxamid (78)
K 17/11 1 Streptazolin (33)
K 17/12 1 Adenosin

Tabelle 2: Zusammenfassung der Ergebnisse fiir die K-Stdmme.

1.3. LC-MS-Screening von Rohextrakten der K-Stimme

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, ob Ubereinstimmungen zwischen dem
oben beschriebenen chemischen Screening und einem LC-MS-Screening gefunden werden
konnen. Hierzu wurden die Kulturfiltrat- und Myzelextrakte der Screening-Ansétze (100 mL)
und der Kultivierungen im 1 L-MaBstab der nach dem chemischen Screening ausgewihlten
18 Stamme jeweils in 2 mL bzw. 20 mL Methanol geldst und mit Hilfe eines Membranfilters
(PorengréBe 0.45 um) von Schwebteilchen befreit. Von diesen Losungen wurden LC-MS-
Experimente mit einem Standardprogramm im negativen und positiven ESI-Modus
durchgefiihrt, wobei eine Einspritzmenge von 10 pL gewdhlt wurde. Zusétzlich wurden von
einigen im chemischen Screening als besonders interessant eingestuften Stimmen die
Fraktionen der Rohextraktsdulen mit LC-MS untersucht, um zu verifizieren, ob und wo die in
den Rohextrakten als interessant angesehenen Substanzen wieder gefunden werden konnen.

Gesucht wurde in den LC-MS-Chromatogrammen nach intensiven Massensignalen und/oder
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UV-Signalen. Um Nédhrmedienbestandteile von Sekunddrmetaboliten unterscheiden zu
konnen, wurden die im Screening verwendeten vier Ndhrmedien (M2, Soja/Mannit, Hafer-
kleie, SGG) ebenfalls 72 h bei 180 U/min und 28 °C geschiittelt und wie die Kulturbriithen der
K-Stimme aufgearbeitet. Dabei stellte sich das Nahrmedium SGG als problematisch heraus,

da es von sich aus schon sehr viele Substanzen in der Massendetektion aufweist.

Bei den LC-MS-Messungen der Fraktionen der Rohproduktsdulen, die durch chemische
Anfarbereaktionen separiert wurden, konnten sehr hiufig die vorher in den Rohextrakten
beobachteten Massen nicht mehr wieder gefunden werden. Aufgrund dieser nicht zufrieden
stellenden Ergebnisse und der fehlenden Erfahrung mit dem LC-MS-Screening erfolgten die

weiteren Aufreinigungsschritte anhand der chemischen Anféarbbarkeit der Substanzen.

Eine abschlieende Bewertung des LC-MS-Screenings und der Vergleich zum chemischen

Screening wird ausfiihrlich im Kapitel A.IL.9. diskutiert.

2. Actinomyces sp. Stamm K 8/1

2.1. Ferroverdin A (15)

Der Stamm K 8/1 fiel im chemischen Screening durch seinen griinen Myzelextrakt und durch
eine grine Zone bei Ry = 0.2 (Kieselgel, CHCl3/MeOH 9:1) auf dem Diinnschicht-
chromatogramm auf. Aus einer Kultivierung im 1 L-Mafstab konnten 1.5 mg/L 15 isoliert

werden.

Die griine Substanz 15 zeigt im 'H-NMR-Spektrum zehn H-Atome, die alle im aromatischen
bzw. olefinischen Bereich liegen. Anhand der Kopplungskonstanten konnten ein para-
substituierter Aromat (6y = 7.16: d, J = 8.5 Hz, 2H, 9-H, 13-H und oy = 7.48: d, J = 8.5 Hz,
2H, 10-H, 12-H), eine endstindige Doppelbindung (dy = 5.23: dd, J = 11.0, 1.0 Hz, 1H,
15-Ha; 6y = 5.76: dd, J = 18.0, 1.0 Hz, 1H, 15-Hg und 6y = 6.74: dd, J = 18.0, 11.0 Hz, 1H,
14-H) und ein 1,3,4-trisubstituierter Aromat (6y = 7.19: d, J = 9.0 Hz, 1H, 5-H; 6y = 7.90:
d, J=2.0 Hz, 1H, 2-H und &y = 8.18: dd, J = 9.0, 2.0 Hz, 1H, 6-H) identifiziert werden. Eine
Suche in AntiBase® fiihrte zum Ferroverdin A (15), einem trimeren Eisenchelat-Komplex
und Inhibitor des Cholesterylester-Transfer-Proteins. Das ESI-Massenspektrum zeigt ein Ion
bei m/z = 860 [M], das ESI-MS/MS-Experiment eine fiir 15 charakteristische Abspaltung
von m/z = 268 [Monomereinheit]. Literaturdaten***' bestitigen, das Ferroverdin A (15)

isoliert wurde.
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3. Actinomyces sp. Stamm K 8/5

3.1. O-Acetylgabosine E (16 — 18)

Der Stamm K 8/5 zeigte im chemischen Screening auf dem Diinnschichtchromatogramm eine
in n-Butanol/Eisessig/Wasser 5:1:4 bei 254 nm UV-l6schende Zone (R = 0.2), die in der
Wirme mit Anisaldehyd dunkelbraun und mit Orcin rotbraun anfarbte. Aus einer

1 L-Kultivierung konnte ein Gemisch aus den drei Substanzen 16 — 18 (Ausbeute 40 mg/L)
isoliert werden.

Das DCI-Massenspektrum gibt ein Ton hochster Intensitit bei m/z = 234 ([M+NH4]"). Im
'H-NMR-Spektrum (siche Abbildung 1) sind zwei Bereiche (55 = 2.1 — 2.2 und 6.8 — 7.0) zu
erkennen, die vermuten lassen, dass es sich bei dieser Fraktion um ein Gemisch von drei
Isomeren (16 —18) im ungefihren Verhéltnis von 2:1:1 handelt, die sich sdulen-
chromatographisch an Kieselgel, Sephadex®™ LH-20 und RP-Material nicht weiter auftrennen
lieBen. Der eine Bereich zeigt Verschiebungen von 6y = 6.87 (dt, J = 5.5, 2.0 Hz, 2H), 6.92
und 7.00 (jeweils dt, J = 6.0, 2.0 Hz, 1H) und der zweite Signale bei 6y = 2.10 (s, 6H), 2.13

(s, 3H) und 2.16 (s, 3H).
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Abbildung 1: '"H-NMR-Spektrum (300 MHz, Methanol) des Isomerengemisches 16 — 18.

Im “C-NMR-Spektrum sind drei Ketocarbonyle (8¢ = 194.3, 198.2 und 198.8), Ester-
carbonyle (8¢ = 172.2), sechs C-Atome im Doppelbindungsbereich (8¢ = 137 — 142), neun
oxygenierte Methingruppen (6¢ = 65 — 76), oxygenierte Methylengruppen (6¢ = 59.3) und
drei Methylgruppen (6¢ = 20.7, 20.8 und 20.9) zu erkennen. Aufgrund der Verschiebungen
der Methylgruppen und der Estercarbonyle kdnnen drei O-Acetylgruppen vermutet werden.
Da die Isomeren alle die gleiche Molmasse (M = 216 g/mol) besitzen, kann eine Summen-
formel von CoH ;06 fiir jedes Isomer bestimmt werden. Hieraus lassen sich vier
Doppelbindungsidquivalente berechnen. Neben den beiden Carbonylgruppen und der
Doppelbindung muss also noch ein Ringschluss erfolgen. Es ergibt sich ein Cyclohexenon-
geriist, in dem das Keton aufgrund seiner chemischen Verschiebung im '*C-NMR-Spektrum
o,B-ungesittigt vorliegt. Mit Hilfe von 2D-NMR-Experimenten (‘H,'H-COSY, HSQC und
HMBC, siehe Abbildung 2) konnten die Signale den einzelnen Isomeren zugeordnet und fiir
16 — 18 Strukturvorschldge erstellt werden. Hiernach gehdren 16 —18 zur Gruppe der
Gabosine (Ketocarbazucker), die in unserer Arbeitsgruppe schon hdufiger isoliert worden
sind.******4 Eine kurze Ubersicht iiber die Strukturklasse der Gabosine wird im folgenden

Kapitel gegeben.
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Abbildung 2: Wichtige "H,'"H-COSY- und HMBC-Kopplungen von 16 sowie Strukturen der
Gabosine 16 — 18.

Die relative Stereochemie konnte fiir alle drei Verbindungen iber die
3 Jun-Kopplungskonstanten bestimmt werden. Zwischen 5-H und 6-H ist eine groBe diaxiale
Kopplung zu beobachten (J = 10.0 — 11.0 Hz), zwischen 4-H und 5-H eine Kopplungs-
konstante von J = 4.0 Hz, wodurch eine pseudo-dquatoriale Stellung von 4-H zu 5-H ange-
nommen wird. Damit gibt es nur noch zwei Mdglichkeiten (siche Abbildung 3) fiir das

Cyclohexenongeriist: A (45,55,6R) und B (4R,5R,65).

0
HOGG R HO,,.6 R
HO™ 7 HO” Y,
OH OH
A B

Abbildung 3: Mdglichkeiten A und B fiir die Stereochemie des Cyclohexenongeriistes der
isolierten Gabosine 16 — 18.
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Die Stereochemie des Cyclohexenongeriistes von A besitzen die Gabosine D (19) und
E (20), die von B das Gabosin A (21).*” Unterscheidbar sind diese Enantiomere durch ihre
Drehwerte, die gegensinnig zueinander sind. 20 besitzt einen Wert von +148° (¢ = 0.95,
Methanol), 21 hingegen von -132° (¢ = 1, Methanol). Eine Messung des Drehwertes des
Gemisches aus 16 — 18 ergab einen Drehwert von +173° (c = 0.1, Methanol), aufgrund dessen
die Isomere als 4-O-Acetylgabosin E (16), 5-O-Acetylgabosin E (17) und 6-O-Acetyl-
gabosin E (18) charakterisiert wurden. 16 — 18 sind neu, 7-O-Acetylgabosin E (= 19) konnte

interessanterweise aus dem Stamm K 8/5 nicht isoliert werden.
3.2. Die Gruppe der Gabosine und Carbazucker

Gabosine sind hydroxylierte, substituierte Cyclohexanonderivate, die ein C;-Grundgeriist
besitzen.*’ Die meisten bekannten Gabosine sind a,B-ungesittigte Carbonylverbindungen, es
sind aber auch gesittigte Gabosine beschrieben. Als Dihydrogabosine werden die an der
Carbonylfunktion reduzierten Derivate bezeichnet.” Bei den Gabosinen fillt die groBe
strukturelle Ahnlichkeit zu Monosacchariden in deren Pyranoseform auf, wobei das
Ringsauerstoffatom durch eine Carbonylgruppe ersetzt ist. McCasland fiihrte den Begriff
Pseudozucker®™ fiir Substanzen ein, bei denen das Ringsauerstoffatom eines cyclischen
Monosaccharids durch eine Methylengruppe ersetzt ist. Suami und Ogawa beschrieben sie mit
dem Begriff Carbazucker,” der mittlerweile gebrauchlich ist. Gabosine sind hiernach als
Ketocarbazucker zu bezeichnen,* ihre Nomenklatur erfolgte alphabetisch in der Reihenfolge

ithrer Entdeckung und beschreibt daher keine strukturellen Verwandtschaftsverhéltnisse.

Bisher sind 21 Gabosine bekannt,*****"*" darunter die Gabosine G — I (22 — 24), Gabosin L
(25) sowie 4-0O- und 5-O-Acetylgabosin A (26 und 27). In neuerer Zeit wurde das zu den
Gabosinen verwandte Parasitenon (28)’' isoliert, das an den Positionen 5 und 6 iiber ein
Epoxid verbriickt ist. Aus Phyllosticta sp. wurde 1971 das 6(S)-Acetoxy-4(R),5(R)-
dihydroxy-2-hydroxymethyl-2-cyclohexenon (29) isoliert,”” das Enantiomer zu 6-O-Acetyl-
gabosin E (18), das aber nie als Gabosin bezeichnet wurde. Phyllosinol (30)* ist wie 28
ebenfalls an den Positionen 5 und 6 iiber ein Epoxid verbriickt, hat aber die Hydroxy-
methylengruppe an Position 2 und eine andere Stereochemie. Ausgewihlte bekannte

Gabosine mit einem Cyclohexenongeriist sind in Abbildung 4 dargestellt.
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Abbildung 4: Ausgewihlte Gabosine mit einem Cyclohexenongeriist, Ac = Acetyl.

Carbazucker und Carbazucker-enthaltende Verbindungen werden haufig als Sekundér-
metaboliten gefunden und zeigen ein breites biologisches Wirkspektrum. Sie wirken als

Antibiotika,53 Antitumormittel,54 Herbizide,5 > Fungizide,56 Pﬂanzenwachstumsregulatoren57

58,59

und spezifische Enzyminhibitoren. die strukturelle

Ahnlichkeit der

Es wird angenommen, dass

Carbazucker mit natiirlichen Monosacchariden fur die Aktivitit

verantwortlich ist. Biologische Systeme erkennen die Carbazucker, weitere Reaktionsschritte

werden jedoch gehemmt. Die Acarbose (31)°*¢

ist ein aus Mikroorganismen isolierter
a-Glucosidase-Inhibitor, der in der Therapie von Diabetes mellitus angewendet wird. Ein
weiteres Beispiel ist COTC (32),* das als Grundgeriist das Gabosin C besitzt und als

Glyoxylase-I-Inhibitor wirkt.
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Die Biosynthese® der Gabosine wurde mit Hilfe von Fiitterungsexperimenten mit
isotopenmarkierten Vorldufern aufgeklért. Sie lauft {iber den Pentosephosphatweg und nicht
tiber den zuerst vermuteten Shikimisdureweg. Eine Transketolase katalysiert den Transfer
eines C,-Fragments von Fructose-6-phosphat auf Glycerinaldehyd-3-phosphat. Das daraus
resultierende Xylulose-5-phosphat (X-5-P) kann durch Isomerisierung und Epimerisierung in
Ribose-5-phosphat (R-5-P) umgewandelt werden. Danach findet, katalysiert durch eine
Transaldolase, ein zweiter C,-Fragment-Transfer von X-5-P zu R-5-P statt, der zu
Sedoheptulose-7-phosphat (S-7-P) fiihrt. Der vermutete Cyclisierungsmechanismus von S-7-P
zum Grundgeriist der Gabosine ist an die bekannte Cyclisierung von 3-Desoxy-D-arabino-

heptulosonat-7-phosphat (DAHP) zu Shikimat angelehnt (sieche Abbildung 5).

OH OH
Pentose- HO ) OH HO AN OH
phosphat- -t 0] —_— OH — » Gabosine
Wee HO o(® HO
OH 0]

S-7-P 2-epi-5-epi-Valiolon
Abbildung 5: Biosyntheseweg der Gabosine.
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4. Actinomyces sp. Stamm K 10/11

Im chemischen Screening fiel der Stamm K 10/11 durch eine gelbe Zone (Rf = 0.4), die im
UV-Licht (366 nm) intensiv blau fluoresziert, und eine mit Anis in der Wérme braun
anfdarbende Substanz (Ry = 0.6) auf. Die LC-MS-Messungen der Rohextrakte einer Kulti-
vierung im 1 L-Mafstab zeigten im Myzelextrakt eine stark UV-absorbierende Substanz (35),
die eine Molmasse von 640 g/mol besitzt, und zwei UV-absorbierende Substanzen (33 und
34) im Kulturfiltratextrakt, denen aber keine eindeutige Masse zuzuordnen war. Die aus der
1 L-Fermentation isolierten Substanzen 33 — 35 (Ausbeuten: 33 = 35 mg/L, 34 = 5 mg/L und
35 = 100 mg/L) wurden ebenfalls von O. Schlérke in seiner Diplomarbeit® aus dem Stamm
K 11/8 isoliert, der vom gleichen Baum wie K 10/11 stammt. Daher ist zu vermuten, dass

diese Stimme gleich sind oder zumindest eine groBe Ahnlichkeit zueinander haben.
4.1. Streptazolin (33)

Im EI-Massenspektrum zeigt 33 ein Ion hochster Intensitdt bei m/z = 207 [M]". Das
'H-NMR-Spektrum zeigt eine Methylgruppe bei 8 = 1.86 (d, J = 7.5 Hz), zwei Methylen-
gruppen sowie finf Methingruppen. Die Quartett-Aufspaltung von oy = 6.12 (q, J = 7.5 Hz,
1H) spricht fiir eine benachbarte Methylgruppe (dg = 1.86), gleichzeitig kann das Doppel-
bindungsproton keinen anderen Kopplungspartner besitzen. Zusammen mit der Molmasse und
dem letztgenannten Strukturelement wurde eine Suche in AntiBase® durchgefiihrt. Die

Substanz konnte als Streptazolin (33) identifiziert werden.®®

33 ist ein ungewohnlicher Tricyclus mit einer Urethan-Einheit, die duflerst selten in der Natur
vorkommt. Deshalb war es interessant flir Biosyntheseuntersuchungen, die 1993
veroffentlicht wurden.”® Aufgrund seines Dien-Charakters kann 33 fiir Diels-Alder-

Reaktionen verwendet werden. Bei der Reaktion mit Naphthochinonen konnten Substanzen
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isoliert werden, die bakterizide, fungizide und cytotoxische Wirkungen zeigten,’” 33 selbst

zeigt jedoch nur geringe antimikrobielle Aktivitéten.
4.2. Obscurolid A3 (34)

Die Substanz 34 zeigt im EI-Massenspektrun ein Ton hochster Masse bei m/z = 277 [M]’, eine
anschliefende Hochauflosung ergab die Summenformel C;sH;9gNO,. Im 1H-NMR-Spektrum
finden sich zwei Signale (0y = 6.61 und 7.14), die fiir je zwei Protonen integrieren und eine
typische Kopplungskonstante fiir benachbarte aromatische Protonen zeigen (J = 8.5 Hz).
AuBerdem ist eine oxygenierte Methylengruppe (dy = 4.44) zu erkennen. Mit diesen
Strukturteilen und der Molmasse fiihrte die Recherche in AntiBase™ zu Obscurolid A3 (34),®
welches ein Hemmstoff der Phosphodiesterase ist. Im '“C-NMR-Spektrum fallen die
aufgespaltenen Signale fiir C-4 bis C-8 auf. Es wird vermutet, dass es sich hierbei entweder
um eine partielle Racemisierung an C-7 oder verschiedene Konformere handelt, die z.B.
durch Rotation um die Bindungen der NH-Gruppe zustande kommen konnen.” Die
Biosynthese wurde bisher noch nicht untersucht, es kann aber vermutet werden, dass die
Kohlenstoffatome C-1 bis C-8 aus Acetat stammen und der aromatische Teil auf dem

Shikimisdureweg aufgebaut wird.

3|

4.3. Chartreusin (35)

Der gelbe Feststoff 35 féllt auf dem Diinnschichtchromatogramm (R¢ = 0.4) durch seine
intensive Fluoreszenz bei 366 nm auf. Die Loslichkeit in Methanol ist schlecht, in Pyridin und
DMSO jedoch gut. Aufgrund des R~Wertes im Diinnschichtchromatogramm, der Eigenfarbe
und des Loslichkeitverhaltens wurde vermutet, dass es sich um Chartreusin handelt, einen
schon hiufiger in unserer Arbeitsgruppe gefundenen Metaboliten.**** Ein 'H-NMR- und

ESI-MS-Experiment (m/z = 639 [M-H]') bestétigten diese Vermutung.
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Chartreusin (35) wurde erstmals 1953 aus Streptomyces chartreusis isoliert’” und durch

. 1,72,73,74
chemischen Abbau’!’>7*7

in seiner Struktur aufgeklirt. 35 zeigt Antitumoraktivitit,” die
durch die Hemmung der Biosynthese von DNA, RNA und Proteinen verursacht wird,”® und
induziert zusammen mit reduzierenden Agentien Doppelstrangbriiche.”” Fiir den klinischen
Finsatz ist es jedoch trotz seiner starken Aktivitidt ungeeignet, da es bei oraler Gabe nur
langsam tiber den Diinndarm resorbiert und bei intravendser Gabe schnell liber die Galle

. . 35
ausgeschieden wird.”

Biosyntheseuntersuchungen ergaben, dass das Aglykon aus elf Acetateinheiten aufgebaut
wird, wobei drei Kohlenstoffatome durch oxidative Bindungsspaltung als CO, verloren gehen

und sich durch anschlieBende Lactonbildung das Aglykon bildet.”

5. Actinomyces sp. Stamm K 17/2

5.1. 2-Aminobenzoyl-o-L-rhamnopyranosid (36)

Das Diinnschichtchromatogramm des Stammes K 17/2 zeigte im chemischen Screening eine
bei 254 nm l6schende und bei 366 nm fluoreszierende Zone (R¢= 0.3), die mit Anisaldehyd in
der Wérme gelb-braun anfirbte. 36 konnte aus einer 1 L-Fermentation in einer Ausbeute von

3.5 mg/L isoliert werden.

Das DCI-Massenspektrum zeigt fiir 36 ein Ion hochster Masse bei m/z = 301 [M+NH,4]". Im
13C—NMR—Spektlrum sind 13 C-Atome zu erkennen, davon eines im Esterbereich (6¢c = 167.4),
sechs im aromatischen Bereich (6c = 110—153) und sechs fiir einen Zucker stehende
Kohlenstoffatome (d¢ = 18.1, 71.4, 72.4, 72.5, 73.6 und 95.0). Der Zucker konnte durch die
BC-Verschiebungen als Rhamnose identifiziert werden, das '"H-NMR-Spektrum zeigt fiir das
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anomere Proton (dy = 6.15) eine Kopplungskonstante von J = 2.0 Hz, die typisch fiir eine
a-Konfiguration ist. Die Kopplungskonstanten der verbleibenden Protonen des Zuckers
bestitigen das Vorliegen einer a-L-Rhamnose. Uber ein 'H,'H-COSY-Experiment konnten
die vier aromatischen Protonen einem Spinsystem zugeordnet werden, es handelt sich um
einen 1,2-disubstituierten Aromaten. Eine Suche in AntiBase®™ fiihrte zu 2-Aminobenzoyl-
a-L-rhamnopyranosid (36). 36 konnte von S. Grond” in ihrer Doktorarbeit durch Vorliufer-
dirigierte Biosynthese mit Streptomyces griseovirdis (Tii 3634) erhalten werden, wobei als
Vorldufer 2-Aminobenzoesdure eingesetzt wurde. Untersuchungen zur Biosynthese zeigten,
dass der Benzoesdurebaustein auf dem Shikimisdureweg aufgebaut wird, die Rhamnose geht

aus Glucose hervor.*°

6. Actinomyces sp. Stamm K 17/7

Im chemischen Screening fiel der Stamm K 17/7 durch eine im Myzelextrakt enthaltene bei
254 nm UV-loschende und mit Anisaldehyd in der Wérme braun-violett anfarbende Zone
(R¢= 0.6) auf. Die LC-MS-Untersuchung des Myzelextraktes aus der 1 L-Fermentation ergab
drei Substanzen mit starker UV-Absorption, wobei das mittlere Signal eine Aufspaltung
zeigte. Die dazugehorigen Massenionen lagen bei m/z = 460 [M+Na]" (37), 474 [M+Na]"
(39), 502 [M+Na]" (38) und 516 [M+Na]" (40). Aus der 1 L-Fermentation konnte aus dem
Myzelextrakt jedoch nur 37 isoliert werden. Daraufhin wurden weitere Fermentationen mit
dem Niahrmedium Haferkleie im groBeren MaBstab durchgefiihrt (siehe Kapitel B.I1.7.2.),
wobei verschiedene Fermenter gewéhlt wurden, um somit gleichzeitig auch die OSMAC-
Methode”” (One Strain/Many Compounds) anzuwenden. Es wurden Kultivierungen im
10 L-Airlift-Fermenter bei Normaldruck, 10 L-Airlift-Fermenter mit 5 bar Uberdruck und
10 L als Ruhefermentation (P-Kolben) durchgefiihrt. Aus dem Myzelextrakt des Airlift-
Fermenters bei Normaldruck konnten neben 37 drei weitere Substanzen (38 — 40) isoliert

werden, von denen 38 und 40 in der Literatur bisher nicht beschrieben sind. 37 — 40 waren
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ebenfalls in dem Airlift-Fermenter mit 5 bar Uberdruck und in der Ruhefermentation in
P-Kolben enthalten Die Aufarbeitung der jeweiligen Fermenter bis zu den Rohextrakten ist im

Kapitel B.I1.7.3. angegeben.
6.1. Teleocidin A-2 (37)

Das DCI-Massenspektrum von 37 zeigt ein Ion hochster Masse bei m/z = 438 [M+H]", das
auf eine ungerade Anzahl von Stickstoffatomen schlieBen ldsst. Im 'H-NMR-Spektrum sind
charakteristische Signale fiir zwei benachbarte aromatische Protonen (éy = 6.47 und 6.96,
J = 8.0 Hz), eine endstdndige Doppelbindung (6 = 6.21: dd, J = 17.5, 11.0 Hz; g = 5.26:
dd, J=11.0, 1.0 Hz; 6y = 5.30: dd, J = 17.5, 1.0 Hz), zwei diastereomere Methylengruppen
(0 = 3.06/3.14: Jop = 17.5 Hz; &y = 3.57/3.74: Jap = 11.0 Hz), fiinf C-Methylgruppen und
eine N-Methylgruppe (84 = 2.90) zu erkennen. Eine Auffilligkeit im '"H-NMR-Spektrum
besteht durch die teilweise vorhandenen Doppelsignale (z.B. bei den Methylgruppen), die auf
Konformere zuriickzufiihren sein konnten. Im *C-NMR-Spektrum tritt das gleiche Phinomen
auf, fast alle Signale kommen als Paare vor. Mit der Molmasse und den oben genannten
Strukturelementen wurde eine Suche in AntiBase™ durchgefiihrt, die zu den Strukturen von
Teleocidin A-1 (= Lyngbyatoxin A) und A-2 (37) fiihrte. Teleocidin A-1 und 37 unter-
scheiden sich nur in der Stereochemie an C-19: bei Teleocidin A-1 liegt eine R-Konfiguration
vor, bei 37 eine S-Konfiguration.®' Zu unterscheiden sind die beiden Stereoisomere haupt-
sichlich durch geringe Unterschiede im ?C-NMR-Spektrum an den Positionen 5 (Ad¢c = 0.5),
7 (Adc = 0.5), 20 (Adc = 0.6), 21 (Adc = 0.6) und 23 (Adc = 0.6), die jeweiligen
Verschiebungen sind in der Tabelle 3 gezeigt. Durch den Vergleich der '*C-NMR-Daten

konnte 37 als Teleocidin A-2 identifiziert werden.

17 16
H,C__CH,
18 11 H 13\
H3C\N “\\\ OH
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Das Indolactamgeriist der Teleocidine kann in zwei Konformationen vorliegen, der
sogenannten Twist-Form (A, cis-Amidbindung) und der Sofa-Form (B, trans-Amid-

8283 Diese beiden Konformere lassen sich sowohl im 'H- als auch im '*C-NMR-

bindung).
Spektrum unterscheiden, besonders gut sind im "“C-NMR-Spektrum die doppelten
Signalsitze zu erkennen. Die stirksten Verdnderungen finden sich fiir das Indolactamgertist
im 1H—NMR—Spektrurn (Chloroform) an den Positionen 12 (A: 8y = 4.3, B: 0y = 3.0) und 16
(A: g = 0.7, B: oy = 1.3), im 13C—NMR—Spektmm (Chloroform) an der Position 12
(A: 8¢ = 71, B: 8¢ = 77).% Diese Verinderungen konnen auch in den Spektren von 37
wiedergefunden werden. Bei 37 liegt das Verhéltnis von Konformer A (Twist) zu Konformer

B (Sofa) bei ca. 6:1.

37 TA1® TA2% 38 14-0-Ac-TA1%
Nr. Sc 6H Sc 61-[ 6(: 61-[ Sc 6H 6(: 6H
3a| 1185 -l 1187 -l 1185 -l 1184 -1 1277 -

511060 | 647 1065 | 647 106.0| 6.47| 106.1 | 6.50 107.5 6.50

6] 1203 | 696 120.0| 697 1203 | 697| 1203 | 6.98 120.1 6.98

71 121.0 -1 121.6 -1 121.1 -1 121.2 - 113.2 -

20| 248 1.45 242 | 147 248 | 145 247 | 145 17.5 1.44

21| 1490 | 6.21 | 1484 | 6.17| 149.0| 6.20| 1488 | 6.20 148.4 6.21

5.26 5.28 5.26 5.27 5.31
22| 112.1 530 112.4 530 112.1 530 112.2 531 112.5 536
1.80 1.80
231 38.0 1.94 38.6 | 1.87 38.0 | 1.90 37.9 1.93 38.5 k.A.

Tabelle 3: Vergleich der wichtigsten °C- und "H-NMR-Daten (Chloroform) der Twist-Form
von 37 und 38 im Vergleich mit Literaturdaten von Teleocidin A-1 (TAl), A-2
(TA2) und 14-O-Acetylteleocidin A-1 (14-O-Ac-TAl1); Verschiebungen in ppm,;
k.A. =keine Angabe.

6.2. 14-0O-Acetylteleocidin A-2 (38)

Die hellgelbe 6lige Substanz 38 zeigt im DCI-Massenspektrum ein Ion hdchster Masse bei
m/z = 480 [M+H]+, eine HRESI-MS-Messung ergab die Summenformel C,oH41N303, die
durch die "H-NMR- und "*C-NMR-Spektren bestitigt wird. Wie bei 37 sind im *C-NMR-
Spektrum doppelte Signalsitze sowie das C-12-Atom der Sofa-Form (8¢ = 77.2) zu erkennen,
im "H-NMR-Spektrum finden sich die Signale bei 8y = 1.25 (16-H) und 2.98 (12-H).
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Zusétzlich treten in den 1D-Spektren Signale fiir eine Acetylgruppe auf (C-1’: ¢ = 171.1;
C-2’: 8¢ = 20.8; 2’-Hs: oy = 2.09), die durch die Massendifferenz von Am/z = 42 und einer
zusitzlichen Esterbande im IR bei 1742 cm™ bestitigt wird. Die Verkniipfung ist durch eine
Tieffeldverschiebung der Protonen an C-14 von 6y = 3.57/3.74 (37) auf 3.98/4.18 (38)
gegeben. Durch Vergleich der ?C-NMR-Daten von 38 mit denen von 37 und Teleocidin A-1
(siche Tabelle 3) konnte 38 als 14-O-Acetylteleocidin A-2 charakterisiert werden. Das

Verhiltnis von Twist- zu Sofa-Form betréigt bei 38 ca. 3:1.

17 16
H,C__-CH,

18

ZT

38 ist in der Literatur bisher nicht beschrieben worden. 2000 wurde die Struktur von
14-O-Acetyllyngbyatoxin A (= 14-O-Acetylteleocidin A-1) verdffentlicht.*® Die Zuordnung
der *C-NMR-Verschiebungen von C-3a, C-7 und C-20 (siche Tabelle 3) muss jedoch im
Vergleich zu den bekannten Metaboliten der Teleocidin-Reihe als zweifelhaft angesehen
werden, insbesondere im Vergleich mit den chemischen Verschiebungen von Teleocidin A-1.
Die *C-Verschiebungen von C-2 bis C-5 und C-7a des Indolactamgeriistes in der Twist-Form
sind bei allen Metaboliten der Teleocidin-Reihe fast konstant (Adc max. 3 ppm), bei
14-O-Acetyltelocidin A-1 weichen sie fir C-3 um 9 ppm und fiir C-7 um 8 ppm ab.
Zusitzlich zeigt sich eine Diskrepanz von fast 7 ppm bei der C-20-Methylgruppe, die nicht zu
erkliren ist. Die "H-NMR-Daten sind jedoch iibereinstimmend mit denen von Teleocidin A-1,

37 und 38.
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6.3. Teleocidin B-3 (39)

Das DCI-Massenspektrum der hellgelben Substanz 39 zeigt ein Ion hochster Masse bei m/z =
452 [M+H]", die 'H- und “C-NMR-Spektren zeigen die typischen Indolactamsignale von
Metaboliten der Teleocidin-Reihe. Eine HRESI-MS-Messung ergab die Summenformel
CrgHa1N305. Im 13 C-NMR-Spektrum sind wiederum doppelte Signalsédtze zu erkennen (siche
Abbildung 7) sowie das Signal fiir C-12 (6¢ = 76.6) der Sofa-Form. Eine Suche in AntiBase™
mit der Molmasse und dem Indolactamgertist ergab, dass es sich bei 39 um ein Teleocidin der
B-Reihe handeln muss. Die Teleocidine B-1 bis B-4 (41, 42, 39, 43) unterscheiden sich in der
Stereochemie an C-19 und C-25, die Strukturen sind in Abbildung 8 dargestellt.

c2 CDCl
c2 C9
3 Cc-12 C-14
c2l c3| s
c7

C-11 Gt e |

| J JC-6 ‘

{I | | IH |

Abbildung 7: “C-NMR-Spektrum (150.8 MHz, Chloroform) von 39, angegeben sind

ausgewahlte C-Atome der Twist-Form.

R' R’ R’ R*
41| iso-Propyl CH; | Vinyl CH3
42 CH3 | iso-Propyl CH; | Vinyl
39| iso-Propyl CH; CH; | Vinyl
43 CHs | iso-Propyl | Vinyl CHs;

Abbildung 8: Teleocidine der B-Reihe.

Die Teleocidine der B-Reihe konnen ebenso wie die Teleocidine A-1 und A-2 (37) anhand
ihrer ?C-NMR-Daten voneinander unterschieden werden. 41 und 42 kénnen durch die
chemischen Verschiebungen von C-20 (Adc = 4.0 —5.0), C-21 (Adc = 3.0 — 4.0), C-22 (Adc =
2.0-3.0), C-24 (Adc = 1.0 - 1.5) und C-29 (Adc = 1.0 —1.5) von 39 und 43 unterschieden
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werden (siehe Tabelle 4). Aufgrund dieser Daten muss die Substanz entweder Teleocidin B-3
(39) oder B-4 (43) sein. 39 und 43 lassen sich wiederum durch kleine Unterschiede in den
chemischen Verschiebungen von C-6 (Ad¢c = 0.6), C-25 (Ad¢ = 0.6), C-26 (Adc = 0.9) und
C-29 (Adc = 0.7) voneinander unterscheiden. Demnach ist 39 identisch mit Teleocidin B-3.

Das Verhéltnis von Twist- und Sofa-Form betrégt fiir 39 ca. 5:1.

17 16
H,C<__-CH,

18 H 14

39 41 | 42¥ TB3%7%8 435788 40
Nr. Sc 6H 5(: Sc 5(; 6H 5(: 6H 5(: 6H

6] 137.2 -1 1379 137.6| 137.3 -1 1379 -1 1372 -

20 21.7| 1.49 26.5 2541 21.6| 146 21.7 | 1.51 21.6 | 1.50

21| 151.6 | 6.24| 147.6| 1483 | 151.6 | 6.22| 1519 | 6.16| 1514 | 6.22

5.27 5.24 5.25 5.27
22| 111.1 540 113.2| 11281 111.1 537 111.2 541 111.2 540
1.44 1.40
24| 249 193 26.1 2671 249 ]| kA. 25.0 | k.A. 24.8 1.90
25| 39.6 - 40.2 40.1 39.6 - 40.1 - 39.5 -

26| 37.0| 2.29 37.2 382 37.0| 227 379 2.25 369 | 2.26

29| 298| 1.33 27.8 2791 29.8| 1.30 29.1 | 1.35 29.8 | 1.30

Tabelle 4: Vergleich der wichtigsten C- und "H-NMR-Daten (Chloroform) der Twist-Form
von 39 und 40 im Vergleich mit Literaturdaten von 41, 42, Teleocidin B-3 (TB3)
und 43; Verschiebungen in ppm; k.A. = keine Angabe.
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6.4. 14-0-Acetylteleocidin B-3 (40)

Die 6lige Substanz 40 zeigt im DCI-Massenspektrum ein lon hochster Masse bei m/z = 494
[M+H]" und in den 1D-NMR-Spektren eine fast vollstindige Ubereinstimmung mit 39. Eine
HRESI-MS-Messung ergab die Summenformel C;oH43N303, die Massendifferenz zwischen
39 und 40 betrigt wie bei 37 und 38 Am/z = 42. Aullerdem ist im IR wieder eine zusitzliche
Esterbande bei 1742 cm™ zu erkennen. Dies lisst wiederum auf eine zusitzliche Acetylgruppe
schlieen, die Signale hierfiir sind in den 1D-Spektren vorhanden (C-1’: 8¢ = 171.1, C-2’:
oc = 20.8; 2°-Hs: 8y = 2.10). Die Verkniipfung ist wie bei 38 an der Position 14, das durch
den Tieffeldshift der Protonen von &y = 3.62/3.79 auf 4.02/4.19 gezeigt wird. Zusammen mit
den ""C-NMR-Verschiebungen (siche Tabelle 4) kann 40 als 14-O-Acetylteleocidin B-3
charakterisiert werden, das als Naturstoff neu ist, jedoch als Zwischenstufe bei der
Totalsynthese von 39 schon beschrieben wurde.® Das Verhiltnis von Twist- und Sofa-Form

betrigt ca. 2:1.

Auffallig ist, dass die Acetylierung an Position 14 das Indolactamgeriist mehr in die Sofa-
Form zu zwingen scheint, das Verhiltnis von Twist- und Sofa-Form geht von 6:1 (37) auf 3:1

(38) sowie von 5:1 (39) auf 2:1 (40) zuriick.

17 16
H,C.__CH

18 H 14
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6.5. Die Gruppe der Teleocidine

Die Metaboliten der Teleocidin-Gruppe sind Indolalkaloide und besitzen als Baustein
(-)-Indolactam V (44), das in zwei, nicht voneinander zu trennenden Konformeren vorkommt,
der Twist- und der Sofa-Form.*® Substitutionen mit verschiedenen Monoterpenoideinheiten an
Position 7 oder 6 und 7 fiihrt zu den Teleocidinen. Der erste isolierte Metabolit war das
namensgebende Teleocidin, das 1960 von einer japanischen Arbeitsgruppe isoliert wurde.*
Es zeigte hohe Toxizitit gegeniiber im Wasser lebenden Organismen, Nematoden und
Sdugetieren (Maus, Kaninchen). AuBerdem wurden Hautirritationen bei Séugetieren
beobachtet, es konnte jedoch keine Inhibierung von Mikroorganismen festgestellt werden.”
1962 wurde aus einem Streptomycetenstamm das Teleocidin B isoliert, wodurch das zuvor
isolierte Teleocidin in Teleocidin A umbenannt wurde.”' Das 1979 aus Lyngbya majuscala
(ein Cyanobakterium) isolierte Lyngbyatoxin A zeigt in seiner Struktur groBe Ahnlichkeit zu

2 Die absolute

Teleocidin B und ist Verursacher der sogenannten Seegras-Dermatitis.’
Konfiguration von Teleocidin B wurde 1984 bestimmt.”® Etwas spiter konnten aus dem
Stamm Streptomyces mediocidius vier Metaboliten (Teleocidine B-1 bis B-4: 41, 42, 39 und
43) isoliert werden,”” die alle die Struktur von Teleocidin B aufweisen, jedoch eine
unterschiedliche Stereochemie an C-19 und C-25 besitzen. Dem urspriinglichen Teleocidin B
wurde die Struktur B-4 (43) zugeordnet. Aus demselben Stamm konnten die Teleocidine A-1
(45) und A-2 (37) isoliert werden,® wobei sich herausstellte, dass 45 mit Lyngbyatoxin A
tibereinstimmt. Ebenfalls zu der Gruppe der Teleocidine gehdren die Lyngbyatoxine B und C

95,96

aus Lyngbya majuscala,’*”* die Olivoretine aus Streptomyces olivoreticuli und die

Blastmycetine aus Streptomyces blastmyceticum.”*°%100-101.102.103.104

Neben den oben erwéhnten biologischen Wirkungen sind die Metaboliten der Teleocidin-
Reihe als Tumorpromotoren beschrieben.'” Sie zeigen Wirkungen &dhnlich zu denen von
12-O-Tetradecanoylphorbol-13-O-acetat (TPA), z.B. die Inhibierung des epidermalen
Wachstumsfaktors (EGF),'” mitogene Effekte auf Lymphozyten'”” und die irreversible

108

Aggregation von Blutplittchen, — obwohl sie strukturell vollig unterschiedlich aufgebaut sind

(siche Abbildung 9). Bei Untersuchungen mit synthetisierten und in ihrer Konformation
festgelegten Indolactamen konnte festgestellt werden, dass die bevorzugte Twist-Form der

Teleocidine auch die biologisch aktive Konformation ist.'*''
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TPA 44

Abbildung 9: Strukturvergleich von TPA und dem Indolactamgeriist (44) der Teleocidine.

Aufgrund ihrer vielfdltigen biologischen Aktivititen sowie der ungewdhnlichen Struktur
waren die Teleocidine Ziel von Biosyntheseuntersuchungen, die mit dem Stamm
Streptomyces blastmyceticum durchgefiihrt wurden. Es konnte festgestellt werden, dass das
(-)-Indolactam V (44) aus L-Tryptophan, L-Valin und S-Methylmethionin ([CH3]) tiber
N-Methyl-L-valyl-L-tryptophanol (46) aufgebaut wird.'""' Es wurde vermutet, dass die
Monoterpenoideinheit iiber den Mevalonat-Weg gebildet wird, jedoch wurden die

"2 1n der Arbeitsgruppe von M. Rohmer

entsprechenden markierten Vorldufer nicht eingebaut.
konnte gezeigt werden, dass in Bakterien ein weiterer Biosyntheseweg existiert, der
sogenannte Nicht-Mevalonat-Weg,'" bei dem Isoprenoide aus Kohlenhydraten hervorgehen.
Ausgehend von Pyruvat und Glycerinaldehyd-3-phosphat (GA-3-P), die aus dem
Kohlenhydratstoffwechsel stammen, werden die Terpenbausteine Isopentenyldiphosphat
(IPP) und Dimethylallyldiphosphat (DMAPP) aufgebaut. 1998 konnte fiir die Teleocidine aus
dem Stamm Streptomyces blastmyceticum durch Fiitterung von D-[1-">C]Glucose gezeigt
werden, dass der Nicht-Mevalonat-Weg fiir die Biosynthese der Monoterpenoideinheit
genutzt wird.'" In einer anderen Arbeit wurde festgestellt,''? dass Deuterium-markiertes
Teleocidin A-1 (45) in Teleocidin B-4 (43) und Olivoretin A (47) eingebaut wurde. Die eine
lineare Monoterpenoideinheit besitzende Teleocidine der A-Reihe sind daher vermutlich
Vorldufer der Teleocidine der B-Reihe, die eine cyclisierte Monoterpenoideinheit besitzen.

Ebenfalls konnte nachgewiesen werden, dass das in der B-Reihe zusitzlich vorhandene

Kohlenstoffatom C-29 aus S-Methylmethionin ([CH3]) stammt.

Die bei diesen Untersuchungen isolierten Blastmycetine D (48) und E (49) stellen ebenfalls
wahrscheinliche Vorldufer von Metaboliten der Teleocidin-Gruppe dar. Diese Vermutung
konnte durch chemische Reaktionen mit den beiden Metaboliten bekréftigt werden. Die

Behandlung von 48 mit Phosphorsdure fiir 20 h bei Raumtemperatur lieferte 47. 49 lasst
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vermuten, dass die Monoterpenoideinheit iiber (-)-1-N-Nerylindolactam V (49) durch eine
Aza-Claisen-Umlagerung an Position 7 eingefithrt wird. Die Einfiihrung der C-29-Methyl-
gruppe muss auf der Stufe von 45 oder 49 geschehen. Dass der Einbau der zusitzlichen
Methylgruppe auf verschiedenen Stufen der Biosynthese erfolgen kann, beweist 49. Es besitzt
trotz noch nicht erfolgter Aza-Claisen-Umlagerung bereits die C-29-Methylgruppe, die jedoch
an Position 26 anstelle von Position 25 eingefiihrt wurde. AuBBerdem ergab die Behandlung
von 49 mit 1 %iger Essigsdure in Methanol/Wasser 1:1 bei 70 °C Des-O-methylolivoretin E
(50), was die Vorlduferrolle bestétigt. Die aufgrund dieser Untersuchungen vorgeschlagenen

Biosynthesewege sind in Abbildung 10 dargestellt.
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o H,C CH,
H
H_N WY N \
2 .\ U\OH H3C\N “\\\OH
H,C CH, H o)
+ + [CH;] -
| OH |
N HN N
H 0] H
L-Tryptophan L-Valin 46
Pyruvat + GA-3-P ’ )\/\ )\/\
DMAPP

Abbildung 10: Vermutete Biosynthesewege der Teleocidine.
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7. Actinomyces sp. Stamm K 17/9

Der Stamm K 17/9 fiel im chemischen Screening durch eine im Kulturfiltratextrakt enthaltene
bei 254 nm UV-l6schende und mit Anisaldehyd in der Wérme stark violett anfarbende Zone
(Rr = 0.3) auf. Im LC-MS-Screening zeigte der Kulturfiltratextrakt zwei UV-aktive
Substanzen mit den Molmassen 222 g/mol und 223 g/mol und der Myzelextrakt ebenfalls
zwei UV-aktive Substanzen, denen aber keine eindeutige Molmasse zugeordnet werden
konnte. Aus einer 1 L-Kultivierung konnten die Substanzen 52, 56, 58, 65 und 75 isoliert
werden. Diese fiinf Metaboliten haben alle unterschiedliche Grundgeriiste. Um das
Biosynthesepotential dieses Stammes weiter zu untersuchen, wurden im Sinne der OSMAC-
Methode® (One Strain/Many Compounds) die Kultivierungsbedingungen variiert. Es wurden
Fermentationen im 4 L-Malstab (Biostat B, Blattriihrfermenter), 10 L bei Normaldruck
(Airlift-Fermenter, Umwurffermenter), 10 L mit 5 bar Uberdruck (Airlift-Fermenter) und
10 L als Ruhefermentation (P-Kolben) durchgefiihrt (siche Kapitel B.I1.8.2.). Die
Aufarbeitung der erhaltenen Kulturbrithen bis zu den Rohextrakten ist im Kapitel B.IL.8.3.
angegeben. Eine Ubersicht iiber die Ausbeuten der isolierten Substanzen aus den

verschiedenen Kultivierungsansétzen ist in Tabelle 5 gegeben.

Insgesamt konnten aus allen Kultivierungsvariationen 14 verschiedene Sekunddrmetaboliten
isoliert werden, von denen 54, 65 und 78 bisher nicht in der Literatur beschrieben worden

sind.
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SK(AL) | BB@4L) | ALI(10L) | AL2(10L) | PK(10L)
[mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L] [mg/L]

52 7.0 23.0 21.0 17.5 14.0
53 - - 1.0 1.5 3.5
54 - - - 0.1 0.3
55 - 0.5 0.2 - -
56 2.0 4.0 2.0 2.5 1.5
57 - 5.5 0.5 1.0 1.5
58 10.0 21.5 5.5 5.5 4.5
59 14.0% - - - -
63 - - 0.8 - -
64 - - 0.3 0.1 -
65 - 7.0 5.5 2.0 1.0
75 1.5 15.0 10.0 13.0 -
76 - - - 0.2 -
78 - - - 1.0 -

Tabelle 5: Ubersicht iiber die Ausbeuten der isolierten Substanzen aus den verschiedenen
Kultivierungen des Stammes K 17/9 (SK = Schiittelkolben, BB = Biostat B,
AL1 = Airlift-Fermenter bei Normaldruck, AL2 = Airlift-Fermenter mit 5 bar
Uberdruck, PK = P-Kolben, * 59 wurde aus Schiittelkolben (1 L) mit Soja/Mannit

als Ndhrmedium isoliert).
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7.1. Isocoumarine

Aus den verschiedenen Kultivierungsvariationen des Stammes K 17/9 konnten die vier

Isocoumarine 52 — 55 isoliert werden.

52 | H H H

53 | H |CH;| H

54 | H H | CH;

55 |OH| H H

7.1.1. Reticulol (52)

Die weile mit Anisaldehyd in der Wirme stark violett anfirbende Substanz 52 zeigt im
'H-NMR-Spektrum sechs Signale, von denen eines einer Methylgruppe (g = 2.25), eines
einer Methoxygruppe (6y = 4.02), zwei Methingruppen (6y = 6.18 und 6.40) und zwei mit
D,0 austauschbaren Protonen (0y = 6.51 und 11.30) zugeordnet werden konnen. Die
Verschiebung von oy = 11.30 weist auf eine Carbonsdure oder eine chelatisierte Hydroxy-
gruppe hin. Das 13C-NMR—Spektrum zeigt insgesamt elf C-Atome, von denen sieben quartér
sind. Ein HREI-Massenspektrum fiihrte zur Summenformel C;;H;¢Os. Eine Suche in
AntiBase®® fithrte zum Reticulol (52),''>''® einem Inhibitor der cyclischen Nukleotid-

117

Phosphodiesterasen. ' Die Zuordnung der quartiren C-Atome konnte durch ein HMBC-

Experiment bestimmt werden (siche Abbildung 11).

/7«"' M=
HO N _CH,
N N
3 N
OH O

Abbildung 11: Wichtige HMBC-Kopplungen von 52.
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Die Biosynthese von 52 wurde 1977 untersucht.''® Eine Polyketidsynthase vom Typ II baut
aus fiinf Acetateinheiten eine Pentaketidkette auf. Durch Cyclisierung, Aromatisierung und
Lactonbildung entsteht 52. Die Herkunft der 7-O-Methylgruppe aus S-Methylmethionin

konnte durch Fiitterungsexperimente mit markiertem Methionin bewiesen werden.
7.1.2. 6-O-Methylreticulol (53)

Die 'H- und C-NMR-Spektren von 52 und dem weiBen mit Anisaldehyd in der Wirme
ebenfalls violett anfirbenden 53 stimmen fast vollstidndig liberein. Auffalligster Unterschied
ist das Fehlen des Signals fiir die Hydroxygruppe bei 6y = 6.40, an deren Stelle bei 53 eine
Methoxygruppe bei oy = 3.89 tritt. Eine HREI-MS-Messung bestitigte die angenommene

Summenformel Ci,H;,0s, bei 53 handelt es sich um 6-0-Methylreticulol.115

7.1.3. 8-O-Methylreticulol (54)

Die weile mit Anisaldehyd in der Wérme violett anfarbende Substanz 54 zeigt wiederum fast
vollstindige Ubereinstimmung in den 1D-NMR-Spektren mit 52 und 53. Im 'H-NMR-
Spektrum sind wie bei 53 zwei Methoxygruppen zu erkennen, jedoch fehlt das Signal fiir die
chelatisierte Hydroxygruppe bei 6y = 11.04, dafiir ist die Hydroxygruppe bei 6y = 6.39 zu
erkennen. Das EI-Massenspektrum zeigt ein Ion hochster Masse bei m/z = 236 [M]".
Zusammen mit dem “C-NMR-Spektrum ergibt sich daraus die gleiche Summenformel
(C12H1205) wie bei 53. Daher wurde 54 als 8-O-Methylreticulol charakterisiert, das in der

Literatur bisher nicht beschrieben worden ist.
7.1.4. 9-Hydroxyreticulol (55)

55 ist ein weiller mit Anisaldehyd in der Wéarme braun anfiarbender Feststoff, der in den
1D-NMR-Spektren starke Ahnlichkeiten zu den oben charakterisierten Substanzen 52 — 54
zeigt. Auffilligster Unterschied im "H-NMR-Spektrum zu dem von 52 ist das Fehlen der
Methylgruppe bei dy = 2.25, an deren Stelle eine oxygenierte Methylengruppe bei oy = 4.34
tritt. Das EI-Massenspektrum zeigt ein Ion hochster Masse bei m/z = 238 [M]', das
zusammen mit dem 13C-NMR-Spektrum die Summenformel C;H;0O¢ ergibt. Durch
zusitzlichen Vergleich mit Literaturdaten'' konnte 55 als 9-Hydroxyreticulol identifiziert

werden.
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7.2. Diketopiperazine

Unter verschiedenen Kultivierungsbedingungen des Stammes K 17/9 konnten die zwei unten

abgebildeten Diketopiperazine 56 und 57 isoliert werden.

7.2.1. XR330 (56)

Die auf dem Diinnschichtchromatogramm gelbe, UV-lI6schende (254 nm) und bei 366 nm
gelb fluoreszierende Substanz 56 zeigt im EI-Massenspektrum ein Ion hochster Intensitdt und
Masse bei m/z = 334 [M]". Zusammen mit dem 'H- und *C-NMR-Spektrum ergab eine
HREI-MS-Messung die Summenformel C;oH;sN,O;. Im lH-NMR-Spektrum sind eine
N-Methylgruppe (0 = 2.98), eine Methoxygruppe (g = 3.83), elf Protonen im aromatischen
bzw. olefinischen Bereich (6g = 7.0 — 7.4) und ein mit DO austauschbares Proton (g = 8.05)
zu erkennen. Im *C-NMR-Spektrum fallen vier Signale auf, deren Intensititen jeweils zwei
chemisch dquivalente C-Atome anzeigen, in diesem Fall von einem einfach- und einem para-
substituierten Aromaten. Eine Datenbanksuche in AntiBase® und Vergleich mit

Literaturdaten'" fiihrte zum Diketopiperazin XR330 (56).
7.2.2. XR334 (57)

Der gelbe Feststoff 57 zeigt in den 1D-NMR-Spektren fast vollstindige Ubereinstimmung mit
den Spektren von 56. Einziger Unterschied zu 56 besteht in dem Fehlen der N-Methylgruppe
bei oy = 2.83. Eine HREI-MS-Messung bestitigte die vermutete Summenformel C;9H;6N,Os.
Bei 57 handelt es sich um das Diketopiperazin XR334.'"

Die Diketopiperazine 56 und 57 fielen in einem Screeningprogramm fiir Inhibitoren der
PAI-1-Aktivitit (plasminogen activator inhibitor-1) auf, einem physiologischen Regulator der

Fibrinolyse.""
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7.3. Benzoxazole

Unter verschiedenen Kultivierungsbedingungen konnten zwei Benzoxazole (58 und 59) aus

dem Stamm K 17/9 isoliert werden.

17

7.3.1. Antibiotikum UK-1 (58)

Der hellgelbe Feststoff 58 absorbiert auf Diinnschichtchromatogrammen UV-Licht bei
254 nm und zeigt eine gelbe Fluoreszenz bei 366 nm. Im EI-Massenspektrum findet sich ein
Ion hochster Masse bei m/z = 386 [M]". Im 13C—NMR—Spektrum sind 22 C-Atome zu
erkennen, im 'H-NMR-Spektrum eine Methoxygruppe (g = 4.17), zehn aromatische
Protonen (0 = 7.0 —8.1) und ein mit D,O austauschbares Proton (dy = 11.96). Durch ein
'H,"H-COSY-Experiment konnten drei verschiedene aromatische Spinsysteme bestimmt
werden (sieche Abbildung 12), wobei es sich um zwei 1,2,3-trisubstituierte und einen
1,2-disubstituierten Aromaten handelt.

R R R
CH X(H X <H X

Abbildung 12: 1H,IH—COSY—Fragmente von 58, X = Heteroatom, R = C-Atom.

Mit diesen Strukturteilen, der Molmasse und der Anzahl der C-Atome wurde eine Suche in
AntiBase” durchgefiihrt, die zum Antibiotikum UK-1 (58) fiihrte, einem dimeren

Benzoxazol-Derivat. Ein Vergleich mit den Literaturdaten'**'?' bestitigte die Zuordnung.
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7.3.2. Demethyl-UK-1 (59)

Die 1D-NMR-Spektren des gelben Feststoffs 59 stimmen fast vollstdndig mit denen von 58
tiberein. Einziger Unterschied ist das Fehlen der Ester-Methoxygruppe bei 6y = 4.17. Das
'H,'H-COSY-Experiment zeigte wiederum die drei aromatischen Spinsysteme. Daher konnte
59 als Demethyl-UK-1 identifiziert werden.'?!

58 zeigt keine antibakterielle oder antifungische Aktivitit, ist jedoch cytotoxisch und inhibiert

123

die menschliche Topoisomerase II.'**'** 59 hingegen besitzt antibakterielle'” und das

16-O-Methyl-UK-1 wiederum antifungische Aktivitit.'**

7.3.3. Vermutete Biosynthese der Benzoxazole

Die Biosynthese von 58 und 59 verlauft hochstwahrscheinlich iiber den Shikimisdureweg. Als

Bausteine werden Methyl-3-hydroxyanthranilsdure (60), 3-Hydroxyanthranilaldehyd (61) und

Salicylaldehyd (62) angenommen. Der vorgeschlagene Weg ist in Abbildung 13 dargestellt.'*!

CO,CH, CO,CH,
NH, N
+ OHC — N

OH O

HN  OH HN  OH

60 61 CHO

HO

58
Abbildung 13: Vorgeschlagener Biosyntheseweg fiir UK-1 (58).
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7.4. Piericidine
7.4.1. Piericidin A, (63)

63 liefert im DCI-Massenspektrum ein Ion hochster Intensitit bei m/z = 416 [M+H]" und im
BC-NMR-Spektrum 25 Kohlenstoffatome. Die ungerade Molmasse (M = 415 g/mol) deutet
auf mindestens ein Stickstoffatom im Molekiil hin. Das 'H-NMR-Spektrum zeigt Signale von
sechs Methylgruppen (6y = 0.8 —2.1), zwei Methoxygruppen (6u = 3.84 und 3.93), zwei
Methylengruppen (8y = 2.77 und 3.37) und sieben Methingruppen. Im "*C-NMR-Spektrum
konnen insgesamt acht quartire C-Atome erkannt werden, die alle im aromatischen bzw.
olefinischen Bereich liegen. Durch die Kopplungskonstanten des 'H-NMR-Spektrums und
eines 'H,'H-COSY-Experimentes konnten die in Abbildung 14 gezeigten Fragmente

aufgestellt werden.
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Abbildung 14: 'H,'H-COSY-Spektrum (300 MHz, Chloroform) von 63 und daraus

abgeleitete Strukturfragmente.



Sekundirmetaboliten aus K-Stimmen 46

Eine daran anschlieBende Datenbankrecherche in AntiBase® mit diesen Fragmenten, der
Molmasse und der Anzahl der C-Atome fiihrte zu Piericidin A (63).'%

14 17
CH, CH, CH, CH,

Piericidin A; (63) fiel 1963'%° in einem Screeningprogramm als Insektizid auf. Die
Konstitution wurde in den folgenden Jahren durch Abbaureaktionen und Vergleich mit

27128129 sowie Biosynthesestudien'®” aufgeklirt, die Stereo-

synthetisierten Verbindungen
chemie an C-9 und C-10 konnte erst 1983 endgiiltig geklart werden."”' Bei weitergehenden
biologischen Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass 63 ein Inhibitor der
mitochondrialen Atmungskette ist,"”>> 1998 wurde die 49-kDa-Untereinheit der NADH/Ubi-

chinon-Oxidoreduktase als Bindungsstelle identifiziert.'*?

7.4.2. IT-143-B (64)

Das DCI-Massenspektrum von 64 zeigt ein Ion hochster Masse bei m/z = 456 [M+H]". Die
'H- und “C-NMR-Spektren zeigen im Vergleich zu 63 drei zusitzliche Signale, eine
Methylgruppe (dy = 1.73, 6c = 16.6), eine Methingruppe (0y = 5.39, dc = 124.7) und ein
quartédres C-Atom (3¢ = 133.0). Dies wird durch die Massendifferenz von Am/z = 40 bestitigt.
Die Signale des Pyridinringes und der Seitenkette von 63 konnen in den Spektren von 64
wiedergefunden werden. Es handelt sich hierbei um ein um eine Propionateinheit verldngertes
Piericidin A;-Derivat. Durch Vergleich mit Literaturdaten'* konnte 64 als IT-143-B
identifiziert werden. Die Stereochemie an C-9 und C-10 ist in Anlehnung an 63 dargestellt.

16 18 20
CH, CH, CH, CH, CH,

64
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7.4.3. 4-Demethoxy-1T-143-B (65)

Im ESI-Massenspektrum von 65 ist ein Ion bei m/z = 424 [M-H] zu sehen, die 1D-NMR-
Spektren sind denen von 64 sehr dhnlich. Im "*C-NMR-Spektrum sind 27 C-Atome zu
erkennen, im 'H-NMR-Spektrum fehlt gegeniiber 64 das Signal fiir eine Methoxygruppe,
dafiir ist ein zusitzliches Methinproton bei 6y = 5.86 zu erkennen. Die Massendifferenz von
Am/z = 30 zwischen 64 und 65 bestdtigt dieses Ergebnis. Die Signale der Seitenkette von 64
sind in den 1D-NMR-Spektren von 65 wiederzufinden. Der Vergleich mit Mer-A2026B'*
(66, siche Abbildung 15), das den gleichen Pyridinring wie 65 besitzt, bestétigt das Fehlen der
Methoxygruppe an C-4°, die NMR-Daten des Pyridinringes stimmen mit denen von 65
iiberein. Daher konnte 65 als 4’-Demethoxy-IT-143-B charakterisiert werden, das bisher in
der Literatur nicht beschrieben worden ist. Die Sterochemie an C-9 und C-10 ist in
Anlehnung an 63 dargestellt. Auler den Piericidinen Mer-A2026A und Mer-A2026B (66) ist
65 das einzige Piericidin-Derivat, das keine Methoxygruppe an C-4’ besitzt.

16 18 20
CH, CH, CH, CH, CH,

7.4.4. Die Gruppe der Piericidine

Mittlerweile sind mehr als 20 Piericidine bekannt, allein aus Streptomyces pactum'*'*°

konnten insgesamt 16 isoliert werden, unter anderem A; (63), B; (67), C; (68) und D; (69),
die sich nur in der Seitenkette unterscheiden. Der Pyridinring ist gleich und besitzt die
Konstitution von 63. 1987 konnten die Glucopiericidine A (70) und B isoliert werden, die
antimikrobielle Aktivititen zeigen und die Bildung von Antikérpern inhibieren.”” Die
Wirkungen der Glucopiericidine sind stérker als die von 63, die akute Toxizitit in Méusen
jedoch geringer, was darauf hinweist, dass der Zuckerbaustein wichtig fiir die Regulierung der
physiologischen Aktivitdit ist. In den darauf folgenden Jahren konnten weitere
Glycopiericidine isoliert werden: Glucopiericidinole A; (71) und A, (cytotoxische
Aktivitit),"*® 13-Hydroxyglucopiericidin A (72),'* 3’-Rhamnopiericidin A;,'** 7-Demethyl-
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3’-rhamnopiericidin A, und 3’-Desoxytalopiericidin A;.'**  Weitere Metaboliten der

Piericidin-Reihe sind 7-Demethylpiericidin A, (73),'""  Piericidin B, N-Oxid (74) (ein
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Phosphatidylinositol-Turnover-Inhibitor),'* Piericidin Bs und Bs N-Oxid,'** Mer-A2026A
und Mer-A2026B (66) (Vasodilatatoren)>>'*> sowie IT-143-A und IT-143-B (64)."** Eine
kurze Ubersicht ist in Abbildung 15 gegeben.

R'| R”* | R | R
CH, R CH, CH,
1 13 63 | A|CH;| H | H
Z o 10 .
R 7 R" 16 |Cc|cH;| H | H
ADR3
OR 67 | A|lcHs|cHs| H
70 | A|CH;| Glc | H
72 | A|cH;| H |OH
B |(A|lH|H]|H
74 | B |CH;|CH; | H

CH, CH, CH, CH,
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B 69:RI=A R2= CH,
H,C—O.__N
N HO CH, CH, CH, CH,
= N NG X _CH
CH, R ’
OH R20
C 71: R!= A, R2=Clc

Abbildung 15: Ausgewihlte Metaboliten der Piericidin-Reihe; Glc = Glucose.

Biosynthetisch werden die Piericidine iiber eine Typl Polyketidsynthase aufgebaut.
Untersuchungen fanden mit markierten Vorldufern bei Piericidin A; (63) und B; (67) statt,
wobei festgestellt wurde, dass sie aus vier Acetat- und flinf Propionateinheiten aufgebaut
werden und dann ein Stickstoff am Ende der Kette eingefiihrt wird. Danach findet die
Cyclisierung zum Pyridinring statt. Die Methoxygruppen stammen von S-Methyl-

.. 146,147,14
methionin, 46147148
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7.5. Echinosporine

Aus verschiedenen Kulturen des Stammes K 17/9 konnten die Echinosporine 75 und 76

isoliert werden.

7.5.1. Echinosporin (75)

Die mit Anisaldehyd in der Wérme stark violett anfirbende Substanz 75 zeigt im
ESI-Massenspektrum ein Ion bei m/z = 246 [M+Na]" und im 'H-NMR-Spektrum sechs
Methingruppen: zwei aliphatische (dg = 3.04 und 3.17) und vier olefinische (dg = 6.0 — 6.5).
Zusammen mit dem 13C-NMR-Spektrum konnte die Summenformel C;oHyNOs aufgestellt
werden. Im ">C-NMR-Spektrum sind zwei Carbonylgruppen (8¢ = 165.1 und 173.6) zu
erkennen, deren chemischen Verschiebungen im Ester- bzw. Amidbereich liegen. Eine Suche

in AntiBase® zeigte, dass Echinosporin (75) vorliegt.'*

75 wurde erstmals 1982'°

aus Streptomyces echinosporus isoliert und in seiner Struktur
aufgeklirt. Durch eine Rontgenstrukturanalyse'®' konnte die relative Stereochemie bestimmt
werden. Eine Totalsynthese'>> ermdglichte die Bestimmung der absoluten Stereochemie.
Echinosporin (75) ist in der Literatur als schwach antibakteriell und cytotoxisch

beschrieben.'>?

7.5.2. 7-Desoxyechinosporin (76)

76 zeigt im DCI-Massenspektrum ein Ion hochster Intensitdt bei m/z = 225 [M+NH,]". Die
1D-NMR-Spektren sind zu denen von 75 sehr dhnlich, auffilligster Unterschied ist eine
zusitzliche aliphatische Methingruppe bei 6y = 3.41. Die Massendifferenz von Am/z = 16
spricht fiir das Fehlen eines Sauerstoffatoms. Dieses kann durch das *C-NMR-Spektrum
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bestétigt werden, das Signal von C-7 hat sich von o¢ = 85.3 (75) auf 51.7 verschoben. Daher

konnte 76 als 7-Desoxyechinosporin identifziert werden.'>

7.5.3. Die Biosynthese der Echinosporine

Untersuchungen zur Biosynthese'*” von 75 mit *C-markierten Vorldufer zeigten, dass es auf
dem Shikimisdureweg entsteht, durch eine bislang unbekannte Abzweigung vom Chorismat
(77), dem Vorlaufer fiir aromatische Aminosduren. 75 entsteht aus zwei Molekiilen
Phosphoenolpyruvat (PEP) und Erythrose-4-phosphat (E-4-P). Der Einbau eines zweiten PEP
impliziert, dass Chorismat (77) ein spites Intermediat in der Biosynthese ist. Die
Umwandlung von 77 in 76, dem direkten Vorldufer von 75, erfolgt durch eine Umlagerung

mit einer Ringkontraktion, deren vermuteter Mechanismus in Abbildung 16 zu sehen ist.

co®
o)
® co®
K\ + E—— \
HO™ Y~ 0 ®o0 HO" Y~ “OH
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0] COZ k—\
- H co? -
N NF - 0~ ~coP
00 + NH, ) g\ 2
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-H,0
[O]
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Abbildung 16: Biosynthese von 75 und 76.
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7.6. Benzisoxamid (78)
7.6.1. Strukturaufklirung

Die auf Diinnschichtchromatogrammen bei 254 nm UV-loschende und bei 366 nm hellblau
fluoreszierende Substanz 78 zeigt im ESI-Massenspektrum ein Ion bei m/z = 441 [M+Na]"
und im "“C-NMR-Spektrum 20 C-Atome. Aus einer HRESI-MS-Messungb ergab sich die
Summenformel CyoHy6N4Os. Im 1H—NMR—Spektrum sind zwei Methylgruppen (6 = 0.97 und
1.43), drei aromatische Protonen (dy = 6.72, 6.95 und 7.05), die zu einem Spinsystem
gehoren, fiinf mit D,O austauschbare Protonen (6 = 7.57, 8.00, 8.27, 9.35 und 11.72) und
zwolf aliphatische Protonen (8 = 1.6 — 4.9) zu erkennen. Das >C-NMR-Spektrum zeigt vier
Signale, die flir Carbonylgruppen von Estern bzw. Amiden (6c = 165 — 174) sprechen und
sechs Signale im Aromaten- bzw. Olefinbereich (0c = 110 —148). Im IR-Spektrum sind
Banden von Amiden (1680, 1666, 1650, 1636 cm™) zu erkennen, aber keine Esterbanden, die
bei Wellenzahlen von iiber 1700 cm™ liegen miissten. Das UV-Spektrum zeigt typische
Absorptionen (207, 255 und 316 nm) fiir Aromaten, die langwellige Bande verschiebt sich im
sauren und alkalischen Milieu bathochrom. Mit Hilfe eines 'H,'H-COSY-Experimentes
konnten die in Abbildung 17 gezeigten Strukturelemente abgeleitet werden. Durch ein
nachfolgendes HMBC-Experiment (siche Abbildung 18) war es moglich, die gefundenen

Fragmente zu verkniipfen, wobei aber noch Fragen offen blieben.

/H
NH
H R XCH3 H R H
¢ R ?9% i
H\ ? H
H

Abbildung 17: 1H,lH-COSY-Fragmente von 78, X = Heteroatom, R = C-Atom, ? = Ver-
kniipfung unsicher.

® Herrn Dr. M. Witt (Bruker Daltonik GmbH, Bremen) danke ich fiir die Durchfiihrung der HRESI-MS-
Messung.
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Abbildung 18: HMBC-Spektrum (600 MHz, Dimethylsulfoxid) von 78 und daraus
abgeleitete Verkniipfungen der Strukturfragmente; X = Heteroatom, ? = Ver-

kniipfung unsicher.

Aufgrund der Summenformel blieben fiir die letzten offenen Stellen nur noch ein Sauerstoft-
und ein Stickstoffatom iibrig. Eine vierte Amidbindung kann durch die Ergebnisse aus den
HMBC- und 'H,'H-COSY-Experimenten ausgeschlossen werden. Die drei vorhandenen

NH-Gruppen geben scharfe Signale (6y = 7.57, 8.00 und 8.27), die zwei Hydroxygruppen
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breite Signale (8 = 9.35 und 11.72) im "H-NMR-Spektrum, d.h. die NH-Gruppe eines vierten
Amides sollte ebenfalls ein scharfes Signal geben und sichtbar sein. Ebenfalls gegen eine
vierte Amidbindung sprechen die HMBC-Kopplungen von C-3a (8¢ = 110.2) zu 10-H
(0 = 4.45) und von C-3 (8¢ = 165.6) zu 9-H (dy = 4.89). Diese sollten beim Vorliegen eines
Amides nicht zu erkennen sein, denn es wiren *J-Kopplungen iiber ein Heteroatom hinweg.
Als Moglichkeit bleibt daher nur noch ein heteroaromatischer Fiinfring iibrig, was zu

folgendem Strukturvorschlag fiihrte.

Das cyclisierte Ornithin (C-18 bis C-23) konnte durch einen Vergleich mit Sollasin B¢
bestitigt werden. Fiir das heteroaromatische Ringsystem sind vier Moglichkeiten A —D
denkbar (siche Abbildung 19), die Benzisoxazole (A = 1,2-Benzisoxazol, B = 2,1-Benz-
isoxazol) und die Benzoxazole (C und D), wie sie z.B. in dem im Kapitel A.IL.8.3.

charakterisiertem UK-1 (58) vorliegen.

4 R 4 R 4 3 4 3
\3 _ 3 N 0
 C o = P
7a (1) 7a l:l 7a C1) 7a I1\l
OH OH OH OH

A B C D

Abbildung 19: Moglichkeiten A — D fiir das heteroaromatische Ringsystem von 78.

Die Benzoxazole konnen aufgrund der "*C-NMR-Daten und des HMBC-Experimentes
ausgeschlossen werden. Das Benzoxazol-Geriist besitzt an den Positionen C-3a und C-7a
BC-Werte von 8¢ = 140 und 150, im Fall von 78 liegen diese bei 8¢ = 110.2 (C-3a) und 148.3
(C-7a). Hinzu kommen die beobachteten Kopplungen im HMBC-Experiment von C-3a
(0c = 110.2) zu 10-H (g = 4.45) und von C-3 (&¢ = 165.6) zu 4-H (g = 7.05), die im Falle
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der Benzoxazole *J-Kopplungen iiber ein Heteroatom hinweg sein miissten, genauso wie die
oben beim Ausschluss der Amide beschriebenen Kopplungen. In der Literatur konnten keine
PC-NMR-Daten fiir an Position 7 hydroxylierte Benzisoxazole gefunden werden. Die
BC-NMR-Werte fiir C-3, C-3a und C-7a (siche Tabelle 6) von nicht hydroxylierten und an

Position 3 C-substituierten Benzisoxazolen' "'

weisen auf Moglichkeit B (2,1-Benz-
isoxazol) als die wahrscheinliche Struktur des heteroaromatischen Ringsystems hin, wenn fiir
die Hydroxygruppe die Inkrementverschiebung fiir die ortho-Position (-12.6)'*° beriick-

sichtigt wird.

Um den Strukturvorschlag zu verifizieren wurden zusitzlich ESI-MS"-Experimente (negative
Ionen) durchgefiihrt, die Fragmentierungen (siche Abbildung 20) bestdtigen den Struktur-
vorschlag fiir 78. Die Stereochemie an C-9, C-10, C-14 und C-18 konnte bisher nicht

bestimmt werden.

Recherchen in SciFinder,'® Chapman & Hall'®' und AntiBase® zeigten, dass 78 ein fiir
Naturstoffe neuartiges Geriist besitzt, das bisher nicht beschrieben worden ist. 78 besitzt
verschiedene ungewohnliche Strukturteile, die miteinander verkniipft sind: ein 2,1-Benz-
isoxazol, eine B-Hydroxybuttersdure, ein a-Methyl-B-alanin (eine -Aminosdure) und ein
cyclisiertes Ornithin (eine a-Aminosédure). Auf die hypothetische Biosynthese von 78 wird im

nachfolgenden Kapitel eingegangen.

C-3 C-3a C-7a

1,2-BI*' | 157.1| 120.5| 163.9 (-12.6)

2,1-BI*' | 163.5| 115.7 | 157.4(-12.6)

78%* | 165.6| 110.2 | 1483

78+ | 1682 | 111.9|146.8

Tabelle 6: Vergleich der BC-NMR-Daten von 1,2-Benzisoxazol (1,2-BI), 2,1-Benzisoxazol
(2,1-BI) und 78; * CDCL,, *2 DMSO-dg, 3 CD;OD; Verschiebungen in ppm.
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Abbildung 20: Fragmentierungsmuster der ESI-MS"-Experimente von 78; alle aufgefiihrten

Massen wurden beobachtet.
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7.6.2. Hypothetische Biosynthese

Biosyntheseuntersuchungen konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr durchgefiihrt
werden, es kann jedoch ein Vorschlag fiir den Verlauf der Biosynthese gemacht werden.
Vermutlich wird 78 aus 3-Hydroxyanthranilsdure (79), aus der das 2,1-Benzisoxazol entsteht,
B-Hydroxybuttersdure (80), o-Methyl-B-alanin (81) und Ornithin (82) gebildet (siche
Abbildung 21).

o
CH, O o o
on A
+ HO OH + HN OH + HO NH,
NH, CH, NH,
OH

79 80 81 82

]

H
Os N
CH, O o) IJ
HO N/\HJ\N
H H
- CHS
0
~ 7/
N
OH
78

Abbildung 21: Hypothetische Biosynthese von 78.

Diese vier Bausteine entstammen unterschiedlichen Biosynthesepools, es liegt also ein
kombinierter Biosyntheseweg vor. 79 entsteht auf dem Shikimisdureweg und ist auch
Vorlaufer fiir UK-1 (58) (sieche Kapitel A.I1.8.3.3.). 80 wird aus zwei Acetateinheiten von
einer Polyketidsynthase Typl oder einer Fettsduresynthase aufgebaut. Anstatt der
Acetateinheiten konnte auch Homothreonin (= y-Hydroxynorvalin (83)) als hypothetischer
Vorlaufer fiir 80 fungieren, indem es durch eine Transaminase (74) zu einer o-Keto-
carbonsdure (84) umgewandelt wird und dann durch oxidative Decarboxylierung 80 entsteht
(siehe Abbildung 22). Dieser Weg ist bei der Startereinheit von Myxothiazol beschrieben, bei

dem Leucin in Isovaleriansiure umgewandelt wird.'®> Bei dieser Moglichkeit wiirde 78 aus
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Bausteinen gebildet, die nur zwei verschiedenen Biosynthesepools entstammen: dem
Kohlenhydrat- und dem Aminosdurepool, und nicht aus drei verschiedenen Stoffwechsel-

wegen wie bei der ersten Moglichkeit.

CH, O
OH_T4 _ o,
>, HO . HO OH
-CO,
83 84 80

Abbildung 22: Umwandlung von Homothreonin (83) zur f-Hydroxybuttersdure (80).

80, 82 und die nicht proteinogene Aminosdure 81 werden vermutlich durch eine
nichtribosomale Peptidsynthetase (NRPS) verkniipft. 81 wird ebenfalls als Vorldufer bei der
Biosynthese von Vicenistatin angenommen, einem Makrolactam-Antibiotikum.'®
Fiitterungsexperimente mit isotopenmarkierten Glutamat fiihrten zu einem Einbaumuster, dass
durch eine Umwandlung von Glutamat (85) durch die Glutamatmutase (GM) in
3-Methylaspartat (3-MA) und anschlieBender Decarboxylierung zu 3-Amino-2-methyl-

propionat (= a-Methyl-B-alanin (81)) zu erkléren ist (siche Abbildung 23).

0 0 NH, O 0
—GM _  HO -
HOWOH — NOH p— HZN/\HJ\OH
NH, O CH, -0, CH,

85 3-MA 81

Abbildung 23: Umwandlung von Glutamat zu a-Methyl-B-alanin (81).

7.7. Zugabe des Enzyminhibitors Glyphosat

Glyphosat (86) ist ein Inhibitor der EPSP-Synthase (EPSP-S), die die Umwandlung von
Shikimat-3-phosphat (S-3-P) zu 5-Enoylpyruvylshikimat-3-phosphat (EPSP) katalysiert,
welches durch die Chorismat-Synthase (C-S) weiter zu Chorismat (77) umgesetzt wird (siche
Abbildung 24).'** Es wird im Pflanzenschutz als Totalherbizid (Markenname u.a. Roundup®)
eingesetzt, wobei die Aufnahme ausschlieBlich iiber griine Pflanzenteile erfolgt, aber nicht

. . 165
iber die Wurzel.

Bei Pflanzen wird eine Inhibierung des Shikimisdurewegs bei
Konzentrationen von <1 mM erreicht, bei Bakterien bei ca. 2 mM. Es sind aber auch

Mikroorganismen beschrieben, die eine hohere Toleranz gegeniiber Glyphosat aufweisen.
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Abbildung 24: Enzymatische Reaktionen von S-3-P zu 77 iiber EPSP.

Aufgrund der Tatsache, dass Chorismat (77) ein Intermediat in der Biosynthese von
Echinosporin (75) und wahrscheinlich auch UK-1 (58) ist, sollte durch Glyphosat-Zugabe die

1"°* fithrte in seiner

Ausbeute an 75 und 58 stark bis vollstindig zuriickgehen. P. Kraste
Doktorarbeit Versuche mit Glyphosat-Zugabe (0.01 mM, 0.06 mM, 0.6 mM und 3 mM) beim
Echinosporin-Produzenten Streptomyces erythraeus T 4015 durch, wobei er bei einer
Konzentration von 0.06 mM sogar eine Erhdhung der Ausbeute um fast 100 % feststellte. Die
Griinde hierfiir konnten bisher nicht geklart werden. Bei allen Glyphosat-Konzentrationen
verdnderte sich das Wachstumsverhalten des Stammes nicht, was auf eine Toleranz des

Stammes gegeniiber Glyphosat hindeutet.

Das gleiche Experiment wurde auch mit dem Stamm K 17/9 in Schiittelkulturen durchgefiihrt.
Die Zugabe von Glyphosat erfolgte erst 30 h nach der Inokulation, um die Bildung von
essentiellen aromatischen Aminosduren im Primdrmetabolismus iiber den Shikimisdureweg
zu ermoglichen. Nach der Aufarbeitung der Schiittelkolben mit den verschiedenen Glyphosat-
Konzentrationen konnte jedoch auf Diinnschichtchromatogrammen keine Verdnderung bei
Ausbeuten und Metabolitenmuster erkannt werden. K 17/9 scheint wie Tii 4015 gegeniiber

Glyphosat tolerant zu sein.
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7.8. Beurteilung der Biosyntheseleistung

Der Stamm K 17/9 besitzt ein vielseitiges Metabolitenspektrum. Es konnten aus
verschiedenen Kultivierungsansitzen insgesamt 14 Sekundidrmetaboliten isoliert werden,
darunter das Benzisoxamid (78). Letzteres ist als Naturstoff aufgrund seines
Benzisoxazolgeriistes einzigartig. Selbst synthetisch sind an Position 7 hydroxylierte
2,1-Benzisoxazole nicht sehr hiufig beschrieben. Zusitzlich besitzt 78 eine a- und eine

B-Aminoséure.

Die Substanzen lassen sich aus biosynthethischer Sicht anhand ihrer Biogenesequellen
(Kohlenhydrat-, Carbonsdure- und Aminosdurepool) in drei unterschiedliche Gruppen

cinteilen.'®® Nach einem von B. Bethe'®’

ausgearbeiteten Konzept zur Klassifizierung von
Mikroorganismen aufgrund ihrer Biosyntheseleistung im Sekundirstoffwechsel darf der

Stamm K 17/9 als ,,vielseitig, verweigt und komplex* eingestuft werden.

Bei den Isocoumarinen (52 — 55) und Piericidinen (63 — 65) handelt es sich um Polyketide,
wobei erstere iiber eine Polyketidsynthase Typ II und letztere iiber eine Polyketidsynthase
Typ I aufgebaut werden. Die Benzoxazole (58 und 59) und Echinosporine (75 und 76) werden
iiber den Shikimisdureweg und die Diketopiperazine (56 und 57) durch eine Kondensation
von Aminosduren gebildet. Das Benzisoxamid (78) konnte auf einem kombinierten
Biosyntheseweg mit Substraten aus dem Shikimisdureweg (Bildung des Benzisoxazols),
Polyketid-Stoffwechsel (Bildung von pB-Hydroxybuttersdure (80)) und Aminosédurepool
(a-Methyl-B-alanin (81) bzw. Glutamat (85) und Ornithin (82)) oder mit Substraten aus dem
Shikimisdaureweg (Benzisoxazol) und Aminosdurepool (Homothreonin (83), 81 bzw. 85 und

82) aufgebaut werden (siehe Kapitel A.I1.7.6.).
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8. Zur biologischen Aktivitit der Metaboliten

Die isolierten Substanzen wurden auf antimikrobielle Aktivitit gegen Escherichia coli,
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus und Candida albicans untersucht. Dabei bewirkten
nur Chartreusin (35) und Demethyl-UK-1 (59) Hemmhofe bei Bacillus subtilis (35:
@ =26 mm, 59: @ = 20 mm) und Staphylococcus aureus (35: @ = 12 mm, 59: @ = 12 mm),
alle anderen Tests fielen negativ aus.

Cytotoxizititsuntersuchungen werden zur Zeit von W. Beil (Medizinische Hochschule

Hannover) durchgefiihrt, die Ergebnisse lagen bis zur Abgabe der Arbeit noch nicht vor.

9. Bewertung des LC-MS-Screenings im Vergleich zum chemischen

Screening

Die in den vorangegangenen Kapiteln A.IL.3. — A.IL.7. beschriebenen Sekundirmetaboliten
wurden aufgrund der fehlenden Erfahrung mit dem LC-MS-Screening anhand der chemischen

Anfarbbarkeit der Substanzen separiert und isoliert.

Um das LC-MS-Screening mit dem chemischen Screenings zu vergleichen, wurden am Ende
dieser Arbeit nochmals die LC-MS-Chromatogramme untersucht. Hierbei zeigte sich, dass die
durch das chemische Screening gefundenen Metaboliten 15 (Stamm K 8/1), 16 — 18 (Stamm
K 8/5), 36 (Stamm K 17/2) sowie 54, 55, 76 und 78 (Stamm K 17/9) in den LC-MS-
Chromatogrammen nicht auftraten, darunter das neuartige Benzisoxamid (78). Die
Metaboliten 33 und 34 des Stammes K 10/11 wurden anhand ihrer UV-Absorption im
UV-Chromatogramm erkannt, jedoch konnte ihnen nicht die korrekte Molmasse zugeordnet
werden. 35 (Stamm K 10/11) und 37 —40 (Stamm K 17/7) waren aus den jeweiligen
Rohextrakten sowohl anhand ihrer UV-Absorption als auch durch ihre Massenspektren
erkennbar. Beim Stamm K 17/7 zeigten die vermessenen Fraktionen der Rohproduktsdule
ebenfalls die im Rohextrakt gefundenen Molmassen fiir 37 —40. Von den 14 isolierten
Metaboliten aus K 17/9 fielen nur 52, 58, 63 und 75 in den Rohextrakten durch ihre starke
UV-Absorption auf. Eindeutige Molmassen konnten jedoch nur 52 (222 g/mol) und 75
(223 g/mol) zugeordnet werden. Die anderen Metaboliten aus K 17/9 (53, 56, 57, 59, 64, 65)
wurden bei nachtrdglichen Suchen mit den Molmassen der Substanzen in den LC-MS-
Chromatogrammen der Rohextrakte gefunden, die Signale hatten jedoch eine sehr geringe

Intensitét.
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Die oben angefiihrten Beispiele zeigen, dass durch die Auswahl der K-Stimme mit Hilfe des
chemischen Screenings mehr Sekunddrmetaboliten isoliert wurden, als es wahrscheinlich
durch die Auswahl anhand des LC-MS-Screenings der Fall gewesen wire. Hierbei muss
jedoch auch beachtet werden, dass jedes Verfahren ein eigenes Screening-Fenster hat,
wodurch schon eine gewisse Vorauswahl getroffen wird. Ein kritischer Punkt beim LC-MS-
Screening ist das Losungsverhalten von Substanzen in Methanol, das als Losungsmittel und
Laufmittel verwendet wird. In Methanol sehr schlecht 16sliche Substanzen (z.B. 56 und 57 aus
dem Stamm K 17/9) werden aus dem Rohextrakt nur in geringer Konzentration oder gar nicht
gelost, weshalb sie dann trotz hoher UV-Aktivitdt im UV- und Massenchromatogramm nicht
zu sehen sind. Als weiterer Punkt ist die relativ schlechte lonisation von unpolaren im
Vergleich zu polaren Substanzen im ESI-Verfahren zu nennen, was ebenfalls zur
Nichterkennung von Substanzen im Rohextrakt fithren kann. Oftmals konnen auch
Molmassen nicht durch Vergleich der Massenspektren im positiven und negativen ESI-Modus
bestétigt werden, da viele Substanzen (z.B. 58 aus dem Stamm K 17/9) nur in einem Fall
ionisiert werden. Bei sehr polaren Substanzen (z.B. 16 — 18 aus dem Stamm K 8/5) besteht
das Problem, dass sie durch die bei den LC-MS-Messungen verwendete RP-18-Séule
innerhalb der ersten zwei Minuten mit anderen polaren Komponenten, z.B. aus dem
Néahrmedium, von der Sdule eluiert werden und dadurch in den Rohextrakten ebenfalls

schlecht erkannt werden konnen.

Trotz dieser Probleme ist das LC-MS-Verfahren eine gute Methode zur Erkennung von
bekannten Substanzen in Rohextrakten. Fiir den routinemadfigen Einsatz des LC-MS-
Screenings zur Entdeckung neuer Naturstoffe miissten jedoch Datenbanken angelegt werden,
um bekannte Metaboliten schnell identifizieren zu konnen. Moderne Software ermdglicht es
inzwischen, sogenannte ionenabhidngige Scans durchzufiihren, mit denen es moglich ist,
MS/MS-Messungen wihrend einer LC-MS-Messung durchzufiihren. Hierbei werden die bei
einem Full Scan detektierten intensivsten zwei Signale fragmentiert. Diese Fragmentierungs-
muster konnen in einer Datenbank abgelegt werden. Eine zusitzliche Hilfe wire ein
Diodenarraydetektor, der mit einer UV-Datenbank gekoppelt ist. Durch Vergleich und
Kombination von Retentionszeiten, UV-Spektren, Molmassen und Fragmentierungsmustern

konnten aus Rohextrakten viele bekannte Substanzen schnell identifiziert werden.
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10. Ausblick

Die Stereochemie an C-9, C-10, C-14 und C-18 des Benzisoxamids (78) konnte bisher nicht
bestimmt werden. Bei geniigender Menge an 78 sollte eine Derivatisierung mit
2-Brombenzoesdure und anschlieBend Kristallisationversuche durchgefiihrt werden. Eine
Rontgenstrukturanalyse konnte den Strukturvorschlag bestitigen und die absolute

Stereochemie klaren. Versuche zur Reproduktion von 78 werden zur Zeit durchgefiihrt.

Die Untersuchung der Biosynthese (hypothetische Biosynthese siche Kapitel A.11.8.6.2.) des
Benzisoxamids (78) wire ebenfalls sehr reizvoll, da es sich um einen Metaboliten handelt, der
aus Bausteinen verschiedener Biosynthesepools aufgebaut wird. Fiir Biosynthese-
untersuchungen miisste zuerst genauer untersucht werden, ob 78 nur im Airlifter bei 5 bar
Uberdruck oder auch in Schiittelkolben und/oder in 1 L-Fermentern produziert wird.
Zusitzlich miisste eine Produktionsoptimierung durchgefiihrt werden, da die Ausbeute von 78
bei nur 1.0 mg/L lag. Als Biosynthesevorldufer kommen isotopenmarkierte Vorldufer des
Shikimisdaurewegs (z.B. Glycerin, Shikimat, Anthranilsdure, 3-Hydroxyanthranilsdure (79)),
des Polyketidwegs (Acetat, Malonat) und die isotopenmarkierten Aminosduren Homothreonin
(83), a-Methyl-B-alanin (81), Glutamat (85) und Ornithin (82) sowie markierte f-Hydroxy-
buttersdure (80) in Frage. Hierdurch konnte auch gekléart werden, ob 80 aus dem Polyketid-
oder Aminosiurestoffwechsel stammt. Ebenso ist die Frage der Startereinheit zu kliren.
Vermutlich handelt es sich um 79, die als Benziosoxazol oder einem Vorldufer davon mit 80

verkniipft wird. Der Mechanismus dieser Verkniipfung wire ebenfalls zu kléren.

Durch die vielfdltigen Biosynthesewege (siche Kapitel A.I1.8.8) des Stammes K 17/9 ist
dieser sicherlich interessant fiir genetische Untersuchungen. Insbesondere die Sequenzierung
des Genclusters fiir die Biosynthese des Benzisoxamids (78) konnte interessante Einblicke in

die biosynthetischen Mdoglichkeiten von Actinomyceten liefern.
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III. Charakterisierung von Metaboliten aus Micromonospora sp.

Ti 6368

1. Stammherkunft und taxonomische Bestimmung

In Zusammenarbeit mit dem Arbeitskreis von H.-P. Fiedler® wurde das Metabolitenmuster des
Stammes Tii 6368 untersucht. Der Stamm wurde dazu von N. To6th wihrend ihrer
Doktorarbeit kultiviert. Die aus den gewonnenen Extrakten isolierten Substanzen wurden im
Rahmen dieser Doktorarbeit in ihrer Struktur aufgeklért.

Der Stamm Tii 6368 wurde aus einer Erdprobe isoliert, die in Rety, Ruminien, gesammelt
worden war. Die Erdprobe wurde mit trockener Hitze behandelt (40 min bei 60 °C).
AnschlieBend konnten Actinomyceten von einem Stdrke-Casein-Agar isoliert werden, der
Cycloheximid, Nystatin, Nalidixinsdure und Novobiocin enthielt.

Das Luftmyzel des Stammes Tii 6368 zeigt eine orange Farbe wihrend die Sporen schwarz
sind. Durch die chemotaxonomischen Untersuchungen konnte der Stamm Tii 6368 aufgrund
von DL-Diaminopimelinsdure, Menachinonen MK-9 (Hg, Hg), gesdttigten iso-, anteiso- und
ungesittigten Fettsduren sowie Galaktose und Arabinose als Zellwandzucker der Gattung
Micromonospora sp. zugeordnet werden. Eine partielle 16S rRNA-Sequenzierung bestitigte

mit 99.6 % Identitdt diese Einordnung.
2. HPLC-DAD-Screening, Produktionsoptimierung und Isolierung

Neben dem im Kapitel A.Il.1.2. angesprochenen chemischen Screening ist das HPLC-DAD-
Screening®™ eine weitere Methode zur Bewertung des Metabolitenprofils von Mikro-
organismen. Es wird anhand von UV-Spektren und Retentionszeiten einzelner Substanzen
entschieden, bei welchen Mikroorganismen die weitere Bearbeitung lohnt.

Bei einer HPLC-DAD-Analyse zeigte der Stamm Tii 6368 in einer 100 mL-Kultivierung in
Schiittelkolben eine Reihe von Sekundérmetaboliten, deren UV-VIS-Spektren nicht mit der
HPLC/UV-VIS-Datenbank (ca. 750 Eintrdge) der Arbeitsgruppe Fiedler identifiziert werden
konnten. Mit Hilfe einer LC-MS-Untersuchung konnten zusétzlich die Molmassen bestimmt
werden (siehe Tabelle 7). Eine anschlieBenden Suche in kommerziellen Datenbanken fiihrte
aufgrund fehlender Ubereinstimmungen zu der Annahme, dass der Stamm Tii 6368 neue

Sekundédrmetaboliten produziert.

¢ Herrn Prof. Dr. H.-P. Fiedler und Frau Dipl.-Biol. N. Téth (Mikrobiologisches Institut, Universitit Tiibingen)
danke ich fiir die Uberlassung der Substanzen sowie fiir die gute Zusammenarbeit.
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Als bestes Produktionsmedium stellte sich nach verschiedenen Optimierungsversuchen die
Néhrlosung MMM heraus (Glucose 10 g/L, Starke 20 g/L, Hefeextrakt 5 g/L, Caseinpepton
5g/L, CaCO; 1g/L, pH = 7.6). Der Zusatz von Amberlite® XAD-16 zum Nahrmedium
wihrend der Fermentation fiihrte zu einer Produktionssteigerung und zu einer Variation im
Sekundarmetabolitenprofil. Darauthin wurden zwei Fermentationen im 10 L-Mafstab
(10 L Blattriihrfermenter, New Brunswick, Beliiftung 0.5 vvm, 200 U/min, 28 °C, 168 h)
durchgefiihrt, einmal ohne und einmal mit XAD-16-Zusatz.

Das Kulturfiltrat der Fermentation ohne XAD-16-Zusatz wurde iiber XAD-16 gegeben, mit
Methanol eluiert, das Eluat mit Ethylacetat extrahiert und im Vakuum bis zur Trockne
eingeengt. Durch weitere Chromatographie an Kieselgel, Sephadex® LH-20 und préparativer
HPLC (RP-18) konnten drei Substanzen erhalten werden: 1-Methyllumichrom (87, 5.0 mg/L),
Lumichrom (88, 0.3 mg/L) und 1-(a-Ribofuranosyl)-lumichrom (89, 1.0 mg/L). 89 wurde in
der Literatur bisher nicht beschrieben.

Bei der Fermentation mit XAD-16-Zusatz wurde das Myzel zusammen mit dem XAD-16 mit
Aceton extrahiert, der Extrakt im Vakuum konzentriert, das Konzentrat mit Ethylacetat
extrahiert (pH = 7) und dieses im Vakuum bis zur Trockne eingeengt. Eine Chromatographie
an Kieselgel (CH,Cl, — CH,Cl,/MeOH 9:1) fiihrte zu drei Fraktionen, die anschlieBend iiber
Sephadex® LH-20, Fraktogel TSK HW-40 und priparativer HPLC (RP-18) weiter aufgetrennt
wurden. Es konnten sieben Substanzen erhalten werden, von denen sich die Metaboliten
6368J (97, 2.0 mg/L), 6368C2 (100, 3.0 mg/L) und 6368A2 (103, 130 mg/L) als neue
Naturstoffe erwiesen, die anderen vier [Dehydrorabelomycin (90, 5.0 mg/L), Rabelomycin
(91, 2.0 mg/L), 3-Desoxyrabelomycin (92, 2.0 mg/L), und Galtamycinon (93, 15.0 mg/L)]

waren bekannt.

Substanz 87 88 89 90 91 92 93 97 100 | 103

R¢ [min] 123 | 94 | 80 | 21.1 | 13.3 | 169 | 20.6 | 22.6 | 18.1 | 9.6

M [g/mol] | 256 | 242 | 374 | 320 | 338 | 322 | 450 | 836 | 1475 | 328

Tabelle 7: Retentionszeiten und Molmassen der Substanzen aus Ti 6368.
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3. Strukturaufklirung

3.1. Lumichrome

Die mit Anisaldehyd in der Warme gelb anfirbenden Substanzen 87 —89 sind gelbe
Feststoffe, die auf Kieselgel-DC-Platten bei 254 nm UV-Licht 16schen und bei 366 nm blau
fluoreszieren. 87 und 88 zeigen identische UV-Spektren mit Maxima (Methanol, neutral) bei
220, 250, 260, 340 und 385 nm, 89 hingegen zeigt jeweils nur ein Maximum bei 255 nm
(anstatt 250 und 260 nm) und 340 nm (anstatt 340 und 385 nm). Der Vergleich mit der oben
genannten HPLC/UV-VIS-Datenbank der Arbeitsgruppe Fiedler zeigt fiir 87 und 88 eine
Ubereinstimmung mit 3-Methyllumichrom und Lumichrom (88), fiir 89 konnte keine

Ubereinstimmung gefunden werden.
3.1.1. 1-Methyllumichrom (87)

Mit Hilfe der 'H- und ?C-NMR-Daten sowie eines HREI-Massenspektrums ergab sich fiir 87
die Summenformel C;3H;;)N40,. Das 'H-NMR-Spektrum zeigt zwei aromatische
Methinprotonen bei 6y = 7.81 (s) und 8.04 (s), eine Methylgruppe bei oy = 3.79
(d, J= 1.0 Hz), zwei Methylgruppen bei 6y = 2.28 (s) und 2.35 (s) sowie ein breites Singulett
bei 8y = 14.10. Diese Ergebnisse und der Vergleich mit Literaturdaten'®®'® bestitigte das von
der HPLC/UV-VIS-Datenbank vorgeschlagene 3-Methyllumichrom. Denkbar wére aber auch
eine Substitution an Position 1, wodurch sich die 'H- und *C-Verschiebungen nicht sehr stark
verdndern wiirden. Um die Substitution an Position 3 zu bestéitigen, wurde ein HMBC-
Experiment durchgefiihrt. Im HMBC-Spektrum koénnen von 8¢ = 146.8 und 150.9
Kopplungen auf die N-Methylgruppe bei oy = 3.79 beobachtet werden. Das Signal bei
d0c = 1509 kann der C-2-Carbonylgruppe, das Signal bei oc = 146.8 C-10a zugeordnet
werden. Dies beweist die Sustitution an Position 1 und nicht an 3, denn fiir eine Substitution
an Position 3 miissten Kopplungen von 6¢ = 150.9 (C-2) und 160.5 (C-4) auf die N-Methyl-
gruppe beobachtet werden. Entsprechend liegt 1-Methyllumichrom (87) vor.'”
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3.1.2. Lumichrom (88)

Die Substanz 88 zeigt im EI-Massenspektrum ein Ion bei m/z = 242 [M]", im Vergleich zu 87
eine Differenz von Am/z = 14. Im "H-NMR-Spektrum fehlt das Signal fiir die N-Methyl-
gruppe, dafiir integriert das breite Singulett bei 6y = 13.95 fiir zwei Protonen. Zusammen mit
dem UV-Spektrum und einem "‘C-NMR-Spektrum konnte Lumichrom (88) identifziert

werden.'"!
3.1.3. 1-(o-Ribofuranosyl)-lumichrom (89)

Eine HRESI-MS-Messung ergab zusammen mit dem “C-NMR-Spektrum fiir 89 die
Summenformel C;7H;sN4Og. Der Vergleich des *C-NMR-Spektrums mit dem von 88 zeigt,
dass bei 89 wiederum ein Lumichrom-Grundgeriist vorliegt. Im "H-und "*C-NMR-Spektrum
treten aber zusitzliche Zuckersignale auf, die durch ein 'H,'"H-COSY-Experiment einer
Pentofuranose zugeordnet werden konnen. Um zu kldren, ob die Pentofuranose an Position 1
oder 3 iiber Stickstoff verkniipft ist, wurde wie bei 87 ein HMBC-Experiment durchgefiihrt.
Es koénnen jedoch nur Kopplungen von C-2 (6¢ = 157.0) auf 1’-H (0 = 6.61) und 2’-H
(0g = 5.13) gefunden werden, aber keine Kopplung von C-10a auf 1’-H. Es wird dennoch

angenommen, dass der Furanosylrest in Position 1 steht.
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Fiir die Struktur der Pentofuranose gibt es vier Moglichkeiten, die als B-D-Pentofuranosen in

Abbildung 25 dargestellt sind: Ribofuranose (A), Arabinofuranose (B), Xylofuranose (C) und

Lyxofuranose (D).
HO\Q/OH HO\Q/OH HO\SD/OH HO\Q/OH
HO  OH HO  OH HO  OH HO OH
A B C D

Abbildung 25: B-D-Pentofuranosen, A = Ribose, B = Arabinose, C = Xylose, D = Lyxose.

Im "H-NMR-Spektrum koppeln 1°-H, 2’-H und 3’-H jeweils mit 5.5 Hz, zwischen 3’-H und
4’-H betrigt die Kopplung 9.0 Hz. Auffillig ist auch die relativ starke Tieffeldverschiebung
von 2’-H, dessen Signal bei 8y = 5.13 liegt. Das “C-NMR-Spektrum zeigt fiir die Pento-
furanose folgende Verschiebungen: ¢ = 89.8 (C-17), 79.4 (C-27), 71.6 (C-3’), 80.9 (C-4’) und
60.9 (C-5’). Auffillig ist hier die fast gleiche Verschiebung von C-2’ und C-4’, die beide bei
ungefdhr 80 ppm liegen. Aufgrund dieser NMR-Daten ist es nicht moglich, den Zucker-
baustein eindeutig zu bestimmen. Daher wurden selektive NOE-Experimente durchgefiihrt.
Einstrahlungen bewirken NOE-Korrelationen von 1°-H (dy = 6.61) auf 2’-H (6 = 5.13) und
von 2’-H auf 3’-H (0g = 4.18). Eine Einstrahlung auf 3°-H fiihrte zu keinem Erfolg, da die
Signale fiir 3’-H und 4’-H (dy = 4.22) fiir ein NOE-Experiment zu dicht beieinander liegen
und eine selektive Anregung nicht moglich ist. Aufgrund dieser NOE-Korrelationen bleiben
nur noch vier Méglichkeiten fiir die Pentofuranose iibrig, die in Abbildung 26 dargestellt sind:

a-D- und a-L-Ribofuranose (a und b) sowie B-D- und B—L—Lyxofuranose (c und d).

a b c d
Abbildung 26: Moglichkeiten fiir die Pentofuranose von 89 nach den NOE-Experimenten.

Nach Methanolyse und anschlieBender Silylierung von 89 und den Referenzpentosen
D-(-)-Ribose und D-(-)-Lyxose konnte der Zuckerbaustein von 89 mit GC-MS als Methyl-
2,3,5-tris-O-trimethylsilylderivat bestimmt werden. Er zeigt in den Retentionszeiten (siche
Abbildung 27) und dem Fragmentierungsmuster Ubereinstimmungen zur Ribose. Damit
bleibt als Moglichkeit nur noch die o-D- oder a-L-Ribofuranose iibrig, was nicht unter-
schieden werden konnte. Somit liegt ein 1-(a-Ribofuranosyl)-lumichrom (89) vor, das in der

Literatur bisher nicht beschrieben wurde. Bei mikrobiellen Sekundéarstoffen kommen Zucker
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hauptsichlich in der B-D- und a-L-Konfiguration vor, was hier fiir eine L-Ribose sprechen
wiirde.

In der Literatur ist 1-(B-D-Ribofuranosyl)-lumichrom bekannt, das aus der Umsetzung von
2,4-Bis(trimethylsiloxy)-lumichrom mit 1-O-Acetyl-2,3,5-tri-O-benzoyl-B-D-ribofuranose
entsteht, zusammen mit dem 3-(B-D-Ribofuranosyl)-lumichrom und dem 1,3-Di-(B-D-Ribo-

' Die Position 1 des

furanosyl)-lumichrom, die als Minderkomponenten auftraten.'’
Lumichroms scheint somit zumindestens fiir chemische Reaktionen zugénglicher zu sein.
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Abbildung 27: Vergleich der Retentionszeiten des silylierten Zuckerbausteins von 89 (oben)

und silylierter Ribose (unten).
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3.2. Rabelomycine
3.2.1. Dehydrorabelomycin (90)

Die Substanz 90 ist ein grau-griiner Feststoff, der mit Anisaldehyd in der Wéarme braun
anfarbt. Der Vergleich des UV-Spektrums mit der oben genannten HPLC/UV-VIS-Datenbank
zeigt eine Ubereinstimmung mit Dehydrorabelomycin (= 6-Hydroxytetrangulol). Dies konnte
mit Hilfe eines HREI-MS- und eines 'H-NMR-Spektrums sowie durch Vergleich mit

Literaturdaten' " bestitigt werden.

3.2.2. Rabelomycin (91)

Eine HREI-MS-Messung ergab zusammen mit dem 'H-NMR-Spektrum fiir den gelben und
mit Anisaldehyd in der Wérme braun anfarbenden Feststoff 91 eine Summenformel von
Ci19H1406. Der Vergleich mit dem 1H-NMR—Spek‘urum von 90 zeigt dasselbe Anthrachinon-
Grundgeriist, jedoch fehlen zwei aromatische Protonen (2-H und 4-H) und das Signal fiir die
chelierte Hydroxygruppe an C-1, dafiir treten zwei zusétzliche aliphatische Methylengruppen
sowie eine Verschiebung der Methylgruppe (13-CH3) von 6p = 2.40 auf 1.46 auf. Eine Suche
in AntiBase und der Vergleich mit Literaturdaten'” fithrte zur Identifizierung von 91 als

Rabelomycin.
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3.2.3. 3-Desoxyrabelomycin (92)

Die mit Anisaldehyd in der Wiarme violett anfirbende Substanz 92 zeigt dieselben
UV-Spektren wie 91. Eine HREI-MS-Messung ergab zusammen mit dem 'H-NMR-Spektrum
eine Summenformel von C;9H40s. Der Vergleich zu 91 zeigt, dass in 92 ein Sauerstoffatom
fehlt, dies wird auch durch das Auftreten eines zusétzlichen aliphatischen Methinprotons im
'H-NMR-Spektrum (8y = 2.39) bestitigt. Aufgrund dieser Ergebnisse und durch Vergleich

mit Literaturdaten'”* konnte 92 als 3-Desoxyrabelomycin identifiziert werden.
3.3. Galtamycinon (93)

Das UV-Spektrum der Substanz 93 zeigt beim Vergleich mit der HPLC/UV-VIS-Datenbank
Ubereinstimmung mit dem Antibiotikum SS-228R (94), einem linearen Angucyclin, das
durch eine Umlagerung aus SS-228Y (95) entsteht, die photolytisch und auch thermolytisch
induziert werden kann.'”>'"

Das ESI-Massenspektrum von 93 zeigt ein Ion bei m/z = 449 [M-H] und im “C-NMR-
Spektrum sind 25 C-Atome zu erkennen. Der Vergleich der 'H-NMR-Daten von 93 und 94
zeigt, dass bei 93 zusitzliche Signale im Zuckerbereich auftreten, die durch ein 1H,lH—COSY—
Experiment einem 2,6-Didesoxyzucker (D-Olivose) zugeordnet werden konnen, der
C-glykosidisch (C-1’: 8¢ = 72.2) mit dem Aglykon verkniipft ist. Durch Vergleich mit

177

Literaturdaten ' konnte 93 als Galtamycinon identifiziert werden. 93 entsteht z.B. durch eine

Umlagerung aus Aquayamycin (96), das mit Bariumhydroxid bei Raumtemperatur oder

thermolytisch (220°C) behandelt wurde (siche Abbildung 28)."”®
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96: R = B-D-Olivose

95:R=H
O HO
O‘O‘ — Y
OH O OH O OH\
B
-2H,0

93: R = B-D-Olivose
94:R=H

Abbildung 28: Umlagerungsschritte von 96 und 95 zu 93 und 94 bei der Behandlung mit

Bariumhydroxid, B = Base.
3.4. Metabolit 6368J (97)

Das UV-Spektrum von 97 zeigt ebenso wie das von 93 beim Vergleich mit der HPLC/UV-
VIS-Datenbank Ubereinstimmung mit SS-228R (94). Die LC-MS-Analyse von 97 zeigte bei
einer noch nicht vollstindig aufgereinigten Fraktion ein Ion bei m/z = 803 [M-H], das
ESI-Massenspektrum der Reinsubstanz jedoch ein lon bei m/z = 835 [M-H], also eine
Differenz von 32 Masseneinheiten. Eine HRESI-MS-Messung ergab zusammen mit dem
13C-NMR-Spektrum die Summenformel CssHs5,O;6. Eine dhnliche Summenformel besitzt

auch das 1986 erstmalig beschriebene Galtamycin (98),'””'*" das neben der C-glykosidisch
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gebundenen D-Olivose noch drei weitere, an der D-Olivose iiber C-4’ O-glykosidisch

gebundene Zuckerbausteine besitzt, zwei L-Rhodinosen und eine D-Olivose.

O  OH
CH,
e O
0
Q7Ho

H,C 0 OH O OH
H.C
0
HO/O%/O
H,C O
OH
98

Durch den Vergleich des C-NMR-Spektrums mit dem von 93 kann das Galtamycinon-
Grundgeriist fiir 97 bestitigt werden, es treten zusidtzliche Signale flir eine Ketogruppe
(0c = 207.6), eine Methoxygruppe (8¢ = 57.1), drei anomere C-Atome (6¢ = 99.6, 100.0,
100.6), drei Methylgruppen (6¢c = 14.9, 16.1 und 17.2), sieben oxygenierte Methingruppen
und vier Methylengruppen auf. Die komplette Auswertung des 'H-NMR-Spektrums sowie der
2D-NMR-Experimente konnte aufgrund von sehr breiten Signalen im 'H-NMR-Spektrum und
der geringen Substanzmenge nicht durchgefithrt werden. Die '*C-Signale deuten auf drei
Desoxyzucker hin, die fiir Angucycline typisch sind. Die am héufigsten vorkommenden
Zucker in Angucyclinen sind 2,6-Didesoxyzucker (D-Olivose), 2,3,6-Tridesoxyzucker
(L-Rhodinose, L-Amicetose) sowie L-Aculose und L-Cinerulose A, letztere besitzen beide eine
Ketogruppe an Position 4. Die Differenz zwischen der gefundenen Masse (M = 836 g/mol)
und 93 (M = 450 g/mol) betrdgt Am/z = 386, hierfiir konnten aber keine drei Zuckerbausteine
gefunden werden, auf die die Massendifferenz und die *C-NMR-Daten zutreffen. Wird
jedoch von der urspriinglich bei der LC-MS-Analyse gefundenen Masse ausgegangen
(M = 804 g/mol, C43H4305), betridgt die Massendifferenz Am/z = 354, fiir die eine eindeutige
Losung moglich ist. Demnach muss die verbliebende Trisaccharidkette aus einem
2,3,6-Tridesoxy- (entweder L-Rhodinose oder L-Amicetose), einem 2,6-Didesoxyzucker

(D-Olivose) und einer L-Aculose bestehen.

Die Differenz (Am/z = 32) zwischen der urspriinglich vermessenen Substanz und 97 ist dann
dadurch zu erkldren, dass sich widhrend der Aufarbeitung bzw. Aufreinigung durch

Séulenchromatographie mit Methanol bei leicht sauren Bedingungen Methanol an die
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L-Aculose (A) addiert hat und sich somit eine 2-Methoxycinerulose A (B) gebildet hat (siche
Abbildung 29). Diese Reaktion wurde bei der milden Hydrolyse (0.1 M Salzsdure/Methanol)
182

von Vineomycin A;'"®" und bei Derivatisierungen der Saquayamycine A und B'™ mit

Alkoholen ebenfalls beobachtet.

l

OR OR

H,C o) HO® Hp/@%
0 “Ou N o
o. N

CH, H
B

Abbildung 29: Reaktion von L-Aculose mit Methanol bei leicht sauren Bedingungen.

Somit bleibt nur noch die Frage nach der Reihenfolge der Zucker, ob es sich bei einem der
Zucker um eine Rhodinose oder eine Amicetose handelt sowie die Frage nach den Positionen
der O-glykosidischen Verkniipfungen der Olivosen (entweder C-3 oder C-4) offen. Aufgrund
der C-NMR-Daten und eines Vergleichs mit Literaturdaten ist die C-glykosidisch
gebundene Olivose an Position 4 (6¢c = 89.5) mit der Trisaccharidkette verkniipft. Wenn sie
iber Position 3 verkniipft wire, miisste eine Verschiebung von dc = 82 zu finden sein, was
nicht der Fall ist. Die zweite Olivose hingegen ist wie bei Landomycin A'® iiber ihr C-3

O-glykosidisch (siehe Tabelle 8) verkniipft (6c = 78.9).



Sekundédrmetaboliten aus Micromonospora sp. Tii 6368

74

B-D-Olivose, B-D-Olivose, B-D-Olivose, B-D-Olivose,

C-Glykosyl, C-Glykosyl, O-Glykosyl, O-Glykosyl,
3-O-glykosyliert, | 4-O-glykosyliert, | 3-O-glykosyliert | 4-O-glykosyliert,

Nr. 6(; 8(: Sc] 8(:

1 71.1 71.1 100.8 101.4
2 37.5 38.9 37.0 38.2
3 81.8 71.3 75.3 72.3
4 76.0 89.4 80.2 88.4
5 76.1 74.4 69.2 70.8
6 18.4 18.4 17.8 17.8

Tabelle 8: Vergleich der *C-NMR-Daten (Chloroform) von 3-O- und 4-O-glykosylierten

Olivosen, Verschiebungen in ppm.

Beziiglich des 2,3,6-Tridesoxyzuckers sprechen die '*C-NMR-Daten eher fiir eine Rhodinose,
da zwei Signale Verschiebungen von d¢ = 24.5 (C-3) und 24.6 (C-2) haben, eine Amicetose

miisste an diesen Positionen Verschiebungen von 6¢ =25 und 31 besitzen (siche Tabelle 9).

o-L-Rhodinose, o-L-Rhodinose, o-L-Amicetose, o-L-Amicetose,
O-Glykosyl, O-Glykosyl, O-Glykosyl, O-Glykosyl,
4-0O-glykosyliert, 4-0-glykosyliert,
Nr. oc ! dc ! o o'
1 97.7 97.4 96.9 98.1
2 254 24 .4 24.7 27.6
3 25.0 24.0 31.2 30.0
4 75.7 67.7 81.0 72.0
5 67.7 67.0 75.5 73.0
6 17.0 17.9 18.6 17.8

Tabelle 9: Vergleich der 'C-NMR-Daten von L-Rhodinosen und L-Amicetosen, Ver-
schiebungen in ppm; ' CDCls, * CD;0D.

Aufgrund der oben angefiihrten Punkte wird folgende Struktur vorgeschlagen: Es liegt das
Galtamycinon-Grundgeriist vor, dessen C-Glykosid eine D-Olivose ist. Die *C-NMR-Daten
sprechen fiir eine weitere D-Olivose, eine L-Rhodinose und eine L-2-Methoxycinerulose A.
Aufgrund von ESI-MS"-Experimenten (siche Abbildung 30) kann folgender Vorschlag fiir die
Tetrasaccharidkette werden:

gemacht D-Olivose-(4—1)-D-Olivose-(3—1)-L-Rhodinose-

(4—1)-L-2-Methoxycinerulose A, fiir die urspriingliche Substanz also D-Olivose-(4—1)-
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D-Olivose-(3—1)-L-Rhodinose-(4—1)-L-Aculose. Damit liegt die gleiche Trisaccharid-
einheit (D-Olivose-(4—1)-D-Olivose-(3—1)-L-Rhodinose) wie beim Landomycin A vor, an
die noch eine L-Aculose gekniipft ist, die typisch fiir die Saquamycine ist.'® Diese Ergebnisse
fiihren somit fiir 97 und fiir die urspriingliche Substanz mit der Molmasse 804 (99) zu den

hier dargestellten Strukturvorschldgen. Beide Strukturen wurden in der Literatur bisher nicht

beschrieben.
O OH
CH3
S o Mo LTI
HO A0 Tio
H3C o OH O OH
@)
H,C O
/
O 99
6B
HsC
2B
6C
H,C o7 1C
O O\7C
CH3 97

Ebenso wie 97 besitzen die aufgrund ihrer Antitumor- und thrombolytischen Aktivitdten 1990
patentierten Antibiotika der Q-1043-Reihe'® die oben gezeigte Trisaccharideinheit, an die
noch eine Olivose und eine Cinerulose B gekniipft sind. Die Urdamycine'*® hingegen besitzen
eine andere Reihenfolge des Trisaccharids (D-Olivose-(3—1)-L-Rhodinose-(4—1)-
D-Olivose), ebenso das Galtamycin (98),'”'™ das noch eine zusitzliche Rhodinose enthilt

(D-Olivose-(4—1)-L-Rhodinose-(4—1)-D-Olivose-(3—1)-L-Rhodinose).
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717
[M+Na

~(2-Methoxycinerulose A)]*

579
[M-H
-(2-Methoxycinerulose A)
-Rhodinose]

-114
-

Positive Ionen

- 142

859
[M+Na]*

-386

473
[93+Na]*

-256
—_—

Negative Ionen

835
[M-HJ

|-32

803
[M-H
-MeOH]-

l-llO

693
[M-H

-2-Methoxycinerulose AJ-

l _244

449
[93-HJ

603
[M+Na
-(2-Methoxycinerulose A)
-Rhodinose]*

319
[94-H]

Abbildung 30: Wichtige Fragmentierungen der ESI-MS"-Experimente von 97.
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3.5. Metabolit 6368C2 (100)

Beim Vergleich des UV-Spektrums von 100 mit der HPLC/UV-VIS-Datenbank wurde eine

Ubereinstimmung mit Saquayamycin B (101) gefunden.

101 @)

Eine erste LC-MS-Analyse einer noch nicht vollstindig aufgereinigten Fraktion ergab ein Ion
bei m/z = 1465 [M+Na]’, die ESI-MS-Messung der Reinsubstanz jedoch ein Ion bei
m/z = 1497 [M+Na]". Durch die Molmasse und dem *C-NMR-Spektrum von letzterer konnte
die Summenformel C;4H;06030 abgeleitet werden. Die Differenz der beiden Massen betréagt
wie bei 97 Am/z = 32, was auch hier fiir eine Anlagerung von Methanol an die urspriingliche
Substanz (102) spricht. Durch die Ubereinstimmung des UV-Spektrums mit dem von 101
wurden die ’C-NMR-Daten der Aglyka (d.h. mit C-Glykosid) von 100 und 101'**
miteinander verglichen, sie zeigen eine vollstindige Ubereinstimmung. Neben dem Aglykon
sind im 13C—NMR—Spek‘[rum acht anomere C-Atome identifizierbar (0c = 92.6 — 101.4), eine
Ketogruppe (0c = 207.5), eine Methoxygruppe (d¢ = 57.0) und acht Methylgruppen
(6c = 14.8 — 18.0), die wiederum fiir typische Desoxyzucker von Angucyclinen sprechen. Die
Ketogruppe und die Methoxygruppe haben die gleichen Verschiebungen wie bei 97, daher
kann vermutet werden, dass 100 die gleiche Trisaccharidkette aufweist. Dies wird wiederum
durch das ""C-NMR-Spektrum von 100 bestitigt, in dem alle Verschicbungen der
Trisaccharidkette von 97 gefunden werden. Die restlichen fiinf Zuckerbausteine sind iiber das
C-3-Sauerstoffatom an das Aglykon gekniipft, was durch die Verschiebung von C-3
(0c = 82.3) bewiesen ist, die mit den Saquayamycinen iibereinstimmt. Auf die komplette
Auswertung des 'H-NMR-Spektrums sowie auf Messung weiterer 2D-NMR-Experimente
wurde aufgrund der geringen Substanzmenge verzichtet. Fiir die fiinf Zuckerbausteine bleibt
eine Massendifferenz von m/z = 603, die durch drei Tridesoxy- und zwei Didesoxyzucker

ausgefiillt werden kann. Aufgrund der "“C-NMR-Daten ist zu vermuten, dass drei
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L-Rhodinosen und zwei D-Olivosen vorliegen (sieche Tabellen 8 und 9), die D-Olivosen
scheinen iiber das jeweilige C-3-Sauerstoffatom verkniipft zu sein.

Die Reihenfolge der Zuckerbausteine des Pentasaccharids und der Tetrasaccharidkette konnte
durch ESI-MS/MS-Experimente bestimmt bzw. bestétigt werden, die Fragmentierungen sind
in Abbildung 31 dargestellt.

Positive Ionen

1383
[M+Na
1252 -Rhodinose]*
[M+Na
-Rhodinose 1 [;42 fl\lla
3 +
Olivose] -(2-Methoxycinerulose A)
1139 114 -Rhodinose]*
[M+Na - 244 /
-Rhodinose -358
-Olivose \ -236 111
-Rhodinose]* -386 [M+Na
1497 » | -(2-Methoxycinerulose A)
489 [M+Na]* -Rhodinose
1008 _501 -Olivose]*
[M+Na
-Rhodinose
-Olivose -602
-Rhodinose 872 996
-Olivose]* [M+Na
Y -(2-Methoxycinerulose A)
-Rhodinose
625 895 -Olivose
[Pentasaccharid- [M+Na -Rhodinose]*
kette+Na]* -Rhodinose
-Olivose
-Rhodinose
-Olivose
-Rhodinose]*

Abbildung 31: ESI-MS/MS-Fragmentierungen von 100.

Aufgrund dieser Ergebnisse werden fiir 100 und 102 die hier aufgefiihrten Strukturvorschlige
gemacht, die zu neuen Verbindungen fiihren. Die Stereochemie an C-3, C-4a und C-12b sind

in Anlehnung an bekannte Angucycline'®’

dargestellt. Insgesamt besitzt 100 neun
Zuckerbausteine mit den wahrscheinlichen Sequenzen fiir die Tetrasaccharidkette von
D-Olivose-(4—1)-D-Olivose-(3—1)-L-Rhodinose-(4—1)-L-2-Methoxycinerulose A sowie fiir
die Pentasaccharidkette L-Rhodinose-(4—1)-D-Olivose-(3—1)-L-Rhodinose-(4—1)-

D-Olivose-(3—1)-L-Rhodinose. Fiir 102 (M = 1443 g/mol, C73H;020,9) gilt damit fir die
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Tetrasaccharidkette das gleiche wie fiir 97, statt der L-2-Methoxycinerulose A ist eine
L-Aculose enthalten.

100 bzw. 102 ist das bisher grofte Angucyclin. Landomycin A und D' (M = 1087 bzw.
1071 g/mol) und PI-080"** (= PI-6621, M = 1049 g/mol) waren bisher die groften mit jeweils

insgesamt sechs Zuckerbausteinen.

102

100
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3.6. Metabolit 6368A2 (103)

Der gelben mit Anisaldehyd in der Wérme orange-gelb anfiarbenden Substanz 103 konnte mit
Hilfe des *C-NMR-Spektrums und einer HRESI-MS-Messung die Summenformel C;sH ;406
(M = 328 g/mol) zugewiesen werden. Aus dem 'H- und *C-NMR-Spektren sind Resonanzen
fiir eine Methylgruppe (0c = 21.8), zwei Methylengruppen (6c = 43.6 und 47.4), eine
aliphatische (6c = 31.4) und fiinf aromatische Methingruppen sowie neun quartire C-Atome
zu erkennen. Von den quartdren C-Atomen sind zwei oxygenierten aliphatischen C-Atomen
(0c = 78.4 und 80.4), eines einer Ketogruppe (8¢ = 209.3) und eines einer zweiten
Carbonylfunktion (8¢ = 176.8) zuzuordnen. Aufgrund der Ahnlichkeiten in den Spektren mit
denen der vorher genannten Rabelomycine (90 — 92) lag die Vermutung nahe, das auch 103
ein Angucyclinon ist. Der Vergleich des 'H-NMR-Spektrums mit dem von 3-Desoxy-
rabelomycin (92) zeigt eine Ubereinstimmung fiir die Ringe A und D, d.h. bei 103 liegt
ebenfalls die 2,3,5-substituierte Cyclohexanoneinheit und ein 1,2,3-substituierter Aromat vor,
die durch ein 'H,'H-COSY-Experiment bestitigt werden konnten. Aufgrund des *C-NMR-
Spektrums ist aber auffdllig, das bei 103 kein Chinon vorliegen kann, denn es fehlt das dritte
Carbonyl-C-Atom. Der Ring B kann ebenfalls nicht aromatisch vorliegen, denn es fehlen
zwei aromatische C-Atome, an deren Stelle C-Atome mit den Verschiebungen von o¢ = 78.4
und 80.4 treten. Aullerdem gibt es zwei neue Signale bei ¢ = 146.3 und 162.1, die fiir
oxygenierte aromatische C-Atome stehen. Aufgrund der charakterisierten Strukturteile und
der gefundenen Summenformel bleiben fiir den Ring C nur noch eine Carbonylfunktion und
ein Sauerstoffatom iibrig. Mit Hilfe eines HMBC-Experiments konnten die Strukturteile

eindeutig miteinander verkniipft werden (siche Abbildung 32).

¢ Herrn Dr. M. Witt (Bruker Daltonik GmbH, Bremen) danke ich fiir die Durchfiihrung der HRESI-MS-
Messung.
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Abbildung 32: Ausschnitt aus dem HMBC-Spektrum (300 MHz, Methanol) von 103 und
daraus abgeleitete Verkniipfungen der Strukturteile.

Die Stereochemie von 103 an C-3, C-4a und C-12b ist in Anlehnung an bekannte

Angucycline/Angucyclinone'’ dargestellt. Struktursuchen in kommerziellen Datenbanken

blieben erfolglos, die nichsten Verwandten sind Xanthone und Ochracenomicin A (104).'%

Xanthon-Grundkorper 104
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Um die Stereochemie von 103 zu bestitigen wurde die Substanz an der C-8-Hydroxygruppe
mit 2-Brombenzoesiure verestert. Ein 'H-NMR-Spektrum und ein DCI-Massenspektrum mit
Ionen hochster Intensitit bei m/z = 528 [C25H190779Br+NH4]Jr und 530 [C25H190781Br+NH4]+
bestdtigten die Umsetzung von 103 zum Ester 105. Versuche zur Kristallisation von 105

werden zur Zeit durchgefiihrt.

Br O 105

4. Zur biologischen Aktivitit der Metaboliten

Die isolierten Substanzen wurden auf antimikrobielle Aktivitit gegen Escherichia coli,
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus und Candida albicans untersucht. Dabei zeigten nur
Dehydrorabelomycin (90, @ = 8 mm), Rabelomycin (91, @ = 30 mm), 3-Desoxyrabelomycin
(92, @ =20 mm) und der Metabolit 6368C2 (100, @ = 18 mm) Hemmhofe gegentiber Bacillus
subtilis.

AulBlerdem werden 87, 93 und 103 von W. Beil (Medizinische Hochschule Hannover) gegen
die Krebszelllinien HMO02 (Magenadenocarcinom), HepG2 (Lebercarcinom) und MCF7

(Mammacarcinom) getestet. Die Ergebnisse lagen bis zur Abgabe der Arbeit noch nicht vor.
5. Beurteilung der Biosyntheseleistung

Aus dem Stamm Micromonospora sp. Tii 6368 konnten aus zwei Kultivierungsansétzen
(siehe Kapitel A.IIl.2.) insgesamt 10 Sekunddrmetaboliten isoliert werden, die zu den Klassen
der Lumichrome (87 — 89) und Angucyclin(on)e (90 — 93, 97, 100 und 103) gehoren. Dabei
zeigt der Stamm bei den Angucyclin(on)en eine breite Variation des Grundgeriistes. Er
produziert sowohl lineare (93 und 97), angulare (90 — 92 und 100) als auch im Chinonring
oxidierte (103) Aglyka. Des Weiteren besitzt der Stamm C- und O-Glykosyltransferasen,
letztere glykosylieren regioselektiv am C-4’- (Trisaccharidkette, 97 und 100) und am C-3-
Sauerstoffatom (Pentasaccharidkette, 100). 100 ist das bisher grofite Angucyclin mit
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insgesamt neun Zuckerbausteinen, 103 gehort zu einer seltenen Klasse von Angucyclinonen,

die im Chinonring oxidiert werden.

167

Nach dem Konzept von B. Bethe ' kann der Stamm damit als ,,vielseitig, verzweigt und

komplex* eingestuft werden.
6. Die Gruppe der Angucycline/Angucyclinone

Die aus der Fermentation von Tii 6368 mit XAD-16-Zusatz isolierten Substanzen gehdren alle
zur Gruppe der Angucycline/Angucyclinone, deren Klassifizierung 1986 vorgeschlagen
wurde.'® Als  Angucyclinone gelten Naturstoffe, die eine angulare tetracyclische
(Benz[a]anthracen) Grundstruktur besitzen oder daraus hervorgehen (z.B. durch Umlagerung)
und keine hydrolisierbaren Zuckerbausteine besitzen (C-Glykoside sind aber moglich).
Biosynthetisch entstehen sie iiber den Polyketidweg (Typ II) aus einer Decaketidkette, die
wiederum aus einer Acetyl-CoA-Startereinheit und neun Malonyl-CoA-Verldngerungs-
einheiten aufgebaut wird. Der Begriff Angucycline beeinhaltet diejenigen Naturstoffe, die
zusdtzlich zum oben genannten Grundgeriist noch hydrolisierbare Zuckerbausteine enthalten.
Aufgrund dieser Einteilung gehoren Dehydrorabelomycin (90), Rabelomycin (91), 3-Desoxy-
rabelomycin (92) und Galtamycinon (93) zu den Angucyclinonen sowie die Metaboliten
6368J (97) und 6368C2 (100) zu den Angucyclinen, der Metabolit 6368A2 (103) ist ein
Angucyclinon, das im Chinonteil verdndert wurde.

Die Angucyclin(on)-Gruppe besteht mittlerweile aus weit mehr als einhundert
Sekundirmetaboliten,'™”'*® die alle mikrobiellen Ursprungs sind. Sie besitzen vielfiltige
biologische Aktivititen, die von Enzyminhibition (z.B. Aquayamycin (96)) iiber
Thrombozytenaggregationshemmung (z.B. Antibiotika der PI-080-Serie) bis zu cytostatischen
(z.B. Grincamycin), antibiotischen (z.B. Vineomycin A;) und antiviralen Wirkungen (z.B.
SM 196 B) reichen. Als erste Mitglieder dieser Gruppe wurden Tetrangomycin (106),
Tetrangulol (107), Ochromycinon (108), Rabelomycin (91) und Aquayamycin (96)

beschrieben, die alle in den Jahren von 1965 — 1970 entdeckt wurden.
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OH O R2 OH O

91: R'=0OH R?=O0OH 107
106: R'=H R?=O0OH
108: R'=H R?=H

Neuere, von der Struktur sehr ungewohnliche Angucyclinone sind die Simo-
cyclinone.”""*'  Simocyclinon D8 (109) wird aus vier unterschiedlichen Einheiten
aufgebaut, einem angucyclischen Polyketidgeriist, einer Didesoxyhexose (D-Olivose), einer

Tetraenseitenkette und einem halogenierten Aminocoumarin.

Cl
HO 0 O
O
7 NJV\/\/S\/\H/O
H
OH o OH OH OH

Die Biosynthese der Angucyclin(on)e wurde durch Fiitterungsexperimente mit verschiedenen
Vorlaufern (1-13C-Acetat, 2-13C-Acetat, 1,2-13C2-Acetat, 1-13C1802-Acetat, 0, und
1-°C-Glucose) aufgekldrt. Detaillierte Untersuchungen wurden hauptsichlich an den
Vineomycinen, Urdamycinen, Landomycinen, Kinamycinen und Jadomycinen durchgefiihrt.
Die Ergebnisse aus diesen Untersuchungen sind in den Abbildungen 33 und 34 dargestellt
und sollen den allgemeinen Biosyntheseweg der Angucyclin(on)e sowie einen hypothetischen
Biosyntheseweg zu 103 erldutern, die Bildung der Xanthon-Struktur ist in Anlehnung an

. 194,195
vorgeschlagene Mechanismen

dargestellt (sieche Abbildung 33). Das Intermediat
UWM6'™® (110) konnte bei Untersuchungen zum Cyclisierungsmechanismus von 91
charakterisiert werden, die Zwischenstufen (111 —116) sind hypothetischer Natur, deren
Existenz aber durch sogenannte Shunt-Produkte unterstiitzt wird."””'*

Fiir die Biosynthese von 103 sind zwei Wege denkbar, Weg 1 wiirde iiber die bekannten und
vermuteten Intermediate der Urdamycine laufen, wobei am Ende das Xanthon gebildet wird.
Der Weg 2 hingegen wiirde iiber das bekannte Tetrangomycin (106) mit anschlieBender

Xanthonbildung und Einfiihrung der Hydroxygruppen an C-4a und C-12b fiihren.
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1 COSX

1 Acetyl-CoA
+ —

9 Malonyl-CoA

Dehydrorabelomycin (90)
Rabelomycin (91)
3-Desoxyrabelomycin (92)

verschiedene verschiedene

i Biosynthese-
Biosynthese- "

schritte schritte 5

Weg 1
———
(O]
Baeyer-
Villiger
[O]
+H,0
-CO,

OH OH
H
115
[O]
-2H,0
+2H

glykosylierte Angucycline
(siehe Abbildung 34)

<—
-2H,0 OH OH
+2H OH
103 114

Abbildung 33: Hypothetischer Biosyntheseweg von 103.
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OH OH O Gr OH O OH

Urdamycinon F

Umlagerung
OH O OH OH O

99 GV 116
R = Trisaccharidkette / R = Trisaccharidkette

102

Abbildung 34: Biosyntheseschritte zu 93, 99 und 102, GT = Glycosyltransferasen.
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7. Erste Biosyntheseuntersuchungen zum Metaboliten 6368A2 (103) und
Ausblick

Die Aufkldrung der Biosynthese von 103 konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr
durchgefiihrt werden. Es sind zwei Biosynthesewege denkbar (siche Kapitel A.IILS.,
Abbildung 33), die zu 103 fiihren. Diese konnten durch Fiitterungsexperimente mit
markierten Vorldufern {iberpriift werden. Als Vorldufer wiirden sich [1—13C1802]Acetat, 1802
und H,'®0 eignen. Hierdurch kénnte iiberpriift werden, ob das Sauerstoffatom an C-4a aus
Acetat stammt oder aus Luftsauerstoff liber eine Monooxygenase (Einbau von einem
80O-Atom plus Wasseraddition) oder eine Dioxygenase (Einbau von zwei '“O-Atomen)
eingebaut wird.

Erste Experimente von N. Téth in Tiibingen mit Zufiitterung von unmarkiertem Acetat zu
Produktionsbeginn zeigten keine Produktion von 103, obwohl in der Kontrollfermentation
103 gebildet wurde.'” Anscheinend wird die Produktion von 103 durch die Zugabe von
Natriumacetat zur Kulturbrithe gehemmt. Die Hemmung der Polyketidproduktion durch
Zugabe von Acetat ist auch von anderen Stammen bekannt. Bei Biosyntheseuntersuchungen
an Simocyclinon D8 (109) mit Streptomyces antibioticus Tii 6040 wurde die Produktion von
109 ebenfalls gehemmt, jedoch konnte durch Zufiitterung von Malonat und zusitzliche Gabe

193

von Vitamin B, wieder eine stabile Produktion erreicht werden. ~~ Dieses soll auch mit dem

Stamm Tii 6368 versucht werden, entsprechende Experimente werden zur Zeit durchgefiihrt.
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IV. Charakterisierung von Pflanzenmetaboliten

1. Metaboliten aus Centranthus longiflorus ssp. longiflorus (Valerianaceae)

1.1. Allgemeines

Der Genus Centranthus gehort zu den Valerianaceae und ist in der Flora der Tiirkei mit drei
Arten vertreten. Pflanzen dieser Familie sind bekannt fiir ihre beruhigende Wirkung und
Centranthus longiflorus ssp. longiflorus wird in der tiirkischen Volksmedizin aufgrund ihrer
beruhigenden und antispastischen Wirkung geschétzt. In fritheren Verdffentlichungen wurde
die Isolierung von Cyclopentanmonoterpenen, Valepotriaten, Anthocyaninpigmenten und
Glycerinsiuren beschrieben.””’ In einer fritheren Zusammenarbeit von L. . Demirezer und
A. Zeeck wurden aus dem methanolischen Extrakt der oberirdischen Teile von Centranthus
longiflorus ssp. longiflorus ein neues Iridolacton (Longifloron) sowie Valtrathydrine B8,

o1 Die in Wasser

Patrinosid, Kanokosid A, Oleanolsdure, Sitosterol und Rutin isoliert.
gelosten Iridoide (100 mg/kg) zeigten beruhigende, krampflosende und antidepressive
Wirkungen, gleichzusetzen mit der Wirkung von Diazepam (5 mg/kg) bei Ratten und

. 202
Mausen.

1.2. Pflanzenmaterial und Isolierung

In Zusammenarbeit mit L. O. Demirezer* wurden aus den Wurzeln von Centranthus
longiflorus ssp. longiflorus Substanzen isoliert und im Rahmen dieser Doktorarbeit in ihrer
Struktur aufgeklart. Das Pflanzenmaterial wurde im Juli 2000 in Ostanatolien (Erzurum) in
1960 m Hohe gesammelt und von Y. Kaya®” identifiziert. Ein Musterexemplar (HUEF
96022) wurde im Herbarium der Hacettepe Universitit* hinterlegt.

Die getrockneten und gepulverten Wurzeln (350 g) wurden zweimal mit jeweils 3.5L
Methanol bei 40 — 60 °C extrahiert und der Methanolextrakt im Vakuum eingeengt. Der
Riickstand (80 g) wurde in Wasser aufgelost und mit Chloroform extrahiert. Die Wasserphase
wurde im Vakuum eingeengt und der Riickstand (47 g) auf eine Sephadex® LH-20 Séule
(MeOH) gegeben. Fraktionen, die Iridoide enthielten, wurden an einer Kieselgelsdule
(CHCl13/MeOH 9:1—1:1) chromatographiert. Durch weitere Chromatographie an Kieselgel,
Sephadex® LH-20 und RP-18 konnten sicben Substanzen erhalten werden. 4’-Desoxy-
kanokosid A (123, 48 mg) und 4’-Desoxykanokosid C (124, 15 mg) wurden bisher in der

¢ Frau Prof. Dr. L. O. Demirezer und Frau Dr. A. Kuruiiziim-Uz (Hacettepe Universitit, Ankara, Tiirkei) danke
ich fiir die Uberlassung der Substanzen sowie fiir die gute Zusammenarbeit.
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Literatur nicht beschrieben, des Weiteren konnten Coniferin (117, 27 mg), Isoconiferinosid
(118, 35 mg), Kanokosid A (120, 169 mg), Kanokosid C (121, 70 mg) und Valerosidatum
(122, 38 mg) isoliert werden.

1.3. Strukturaufklirung
1.3.1. Bekannte Phenylpropanoide (117, 118)

Coniferin (117)
Die Substanz 117 férbt in der Warme mit Vanillin/H,SOy, lila an und zeigt im ESI-Massen-
spektrum ein Ion bei m/z = 365 [M+Na]" sowie im *C-NMR-Spektrum 16 C-Atome. Durch

das 1H-NMR-Spektrum konnte ein 1,2,4-trisubstituierter Aromat als Strukturelement identi-
fiziert werden. Bei einer Suche in Chapman & Hall*”> mit der Molmasse, dem Struktur-
element des Aromaten und der Anzahl der C-Atome als Suchparameter blieben fiinf Mdglich-
keiten {ibrig. Durch den Vergleich mit Literaturdaten® konnte 117 als Coniferin identifiziert

werden.

Isoconiferinosid (118)

Die in der Wéarme mit Vanillin/H,SO,4 blau anfirbende Substanz 118 zeigt im ESI-Massen-
spektrum ein Ion bei m/z = 527 [M+Na]" und die 'H- und *C-NMR-Daten zeigen Ahnlich-
keiten zu 117, wobei die Massendifferenz (Am/z = 162) und die >C-NMR-Daten auf einen
zusitzlichen Zucker schlieBen lassen. Durch eine Datenbankrecherche in Chapman & Hall**
mit den gleichen Suchparametern wie bei 117 blieben nur noch Isoconiferinosid (118) und

Coniferinosid (119) als Méglichkeiten. Durch Vergleich mit Literaturdaten®® konnte 118 als

Isoconiferinosid identifiziert werden.

117: R'=H R2=H
118: R!'=p-D-Glucose R?=H
119: R'=H R? = B-D-Glucose
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1.3.2. Bekannte Iridoide (120 — 122)

Aufgrund des Anfarbeverhaltens (braun) der Substanzen 120 — 122 mit Vanillin/H,SOj in der
Wirme wurde vermutet, dass es sich bei den Substanzen um Iridoide handelt. Mit Hilfe der

1% Daten-

'H- und C-NMR-Daten sowie den Massenspektren konnten in Chapman & Hal
bankrecherchen durchgefiihrt werden, die zur Identifizierung der Metaboliten 120 — 122

fihrten.

Kanokosid A (120)
Die Substanz 120 zeigt im ESI-Massenspektrum ein Ion bei m/z = 499 [M+Na]" und im

PBC-NMR-Spektrum 21 C-Atome. Mit diesen Angaben und der zusitzlichen Einschrinkung
auf Iridoide gab es nur einen Treffer in der Datenbank, Kanokosid A (120). Durch Vergleich

mit den Literaturdaten®”** konnte 120 eindeutig als Kanokosid A identifiziert werden.

Kanokosid C (121)
Das ESI-Massenspektrum von 121 zeigt ein Ion bei m/z = 661 [M+Na]" und das *C-NMR-
Spektrum 27 C-Atome. Die 'H- und *C-NMR-Spektren von 120 und 121 sind sehr #hnlich.

Bei 121 treten zusitzliche Signale im Zuckerbereich auf, was durch die Massendifferenz von
Am/z =162 bestitigt wird. Mit der gleichen Suchstrategie wie bei 120 gab es ebenfalls nur
einen Treffer, Kanokosid C (121). Der Vergleich mit Literatudaten®’"** bestitigte dies.

OH

HO
NG

1' 5 OR

O (53H3
120: R=H
121: R = B-D-Glucose
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Valerosidatum (122)
122 zeigt 21 C-Atome im *C-NMR-Spektrum, ebenso wie 120, aber ein Ion im ESI-Massen-

spektrum von m/z = 485 [M+Na]". Bei der Datenbankrecherche mit den gleichen Such-
parametern wie bei 120 und 121 wurden drei Verbindungen gefunden: Patrinosid,
8-epi-Patrinosid und Valerosidatum (122). Aufgrund der Literaturdaten’*'**'"*12 konnte

letzteres identifiziert werden.

122

122 weist im Vergleich mit 120 und 121 eine andere Stereochemie an C-8 auf, was fiir
Substanzen, die aus der gleichen Pflanze isoliert werden, sehr ungewohnlich ist. Daher
wurden selektive NOE-Experimente fiir 1-H, 7-H, 9-H und 10-H3 durchgefiihrt, um die
Stereochemie zu bestétigen. Die Einstrahlungen zeigen Korrelationen von 10-Hz zu 1-H, 7-H
und 9-H, von 9-H zu 1-H, 5-H und 10-Hj, von 7-H zu 6-H, und 10-H; sowie von 1-H zu 9-H
und 10-Hs. Zusammen mit den Kopplungskonstanten J; 9 = 4.0 Hz und Js 7 = 3.5 Hz, die fiir
die Konformation des Iridoidskeletts wichtig sind, und durch Vergleich mit *C-NMR-Daten
von 2’,3’-Diacetylvalerosidatum®® und 8-epi-Valerosidatum®'* konnte die Stereochemie
bestitigt werden. Uber die Isolierung von 122 zusammen mit Patrinosid und den Kanokosiden

A — D aus Valerian-Wurzeln wurde bereits friiher berichtet.?’’

1.3.3. 4’-Desoxykanokosid A (123)

Der mit Vanillin/H,SO4 in der Wérme braun anfirbenden Substanz kann aufgrund des
ESI-Massenspektrums (m/z = 483 [M+Na]") und mit Hilfe der 'H- und "*C-NMR-Spektren
die Summenformel C;;H3,0,; zugeordnet werden. Beim Vergleich der "H- und *C-NMR-
Daten mit denen von 120 wurde eine fast vollkommene Ubereinstimmung gefunden.
Unterschiede treten bei vier Zuckersignalen an den Positionen 3°, 4°, 5> und 6’ auf. Die

signifikanteste Anderung war das Fehlen einer Methingruppe bei &y = 3.27. An deren Stelle
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tritt eine diastereomere Methylengruppe bei 6y = 1.35 und 1.91 (Jap = 12.5 Hz), die fiir ein
desoxygeniertes C-Atom im Zucker spricht. Auflerdem wird im Vergleich zu 120 eine
Massendifferenz von Am/z = 16 beobachtet, die diese Annahme unterstiitzt. Das *C-NMR-
Spektrum bestitigt diese Vermutung: Die Signale fiir C-3’ (Adc = 6), C-4’ (Adc = 35) und
C-5" (Adc = 4) sind ins Hochfeld verschoben, C-6’ (Adc = 3) hingegen ins Tieffeld, was auf
die Abwesenheit der Hydroxygruppe an C-4” hinweist. Ein Vergleich mit den *C-Werten von
4-Desoxy-B-D-glucose [6¢c = 97.1 (C-1), 76.9 (C-2), 71.3 (C-3), 35.1 (C-4), 73.2 (C-5), 64.5
(C-6)*"° unterstiitzt dieses ebenfalls. Zusammen mit den 'H,"H-COSY-, HSQC- und HMBC-
Spektren konnte 123 als 4’-Desoxykanokosid A abgeleitet werden. 123 ist bisher nicht

123
beschrieben worden und ist ein seltenes Beispiel fiir Naturstoffe mit einem 4-Desoxyzucker.

1.3.4. 4’-Desoxykanokosid C (124)

Das ESI-Massenspektrum (m/z = 645 [M+Na]") ergibt, zusammen mit den 'H- und
13C-NMR-Spektren, fir die mit Vanillin/H,SO4 in der Warme braun anfarbende Substanz eine
Summenformel von Cy;H4016. Aufgrund der Verwandtschaft zu 121 (Am/z = 16, ein
Sauerstoffatom weniger) wurden die spektroskopischen Daten mit denen von 121 und
4’-Desoxykanokosid A (123) verglichen. Das 'H-NMR-Spektrum zeigt die erwarteten
Protonen fiir das Iridoidskelett und die Isovalerylgruppe. Die Kopplungskonstanten von
J = 8.0 Hz der anomeren Protonen bei oy = 4.34 und 4.37 stimmen mit einer B-Konfiguration
beider Zucker iiberein. Mit den zusétzlich durchgefiihrten 2D-NMR-Experimenten kann auf
eine 4-Desoxygentiobiose als Zuckereinheit geschlossen werden. Aus diesen Daten ldsst sich
124 als 4’-Desoxykanokosid C ableiten. Damit gehort 124 wie auch 123 zu den seltenen
Naturstoffen mit einem 4-Desoxyzucker und wurde bisher ebenfalls nicht beschrieben. Ein

ghnliches Iridoid, Serrulatosid,?'® wurde aus Penstemon serrulatus (Scrophulariaceae) isoliert.
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1.4. Cytotoxizititsuntersuchungen

Die Substanzen wurden von W. Beil gegen die Krebszelllinien HMO02 (Magenadeno-
carcinom), HepG2 (Lebercarcinom) und MCF7 (Mammacarcinom) getestet. Sie zeigten bis
zu einer Konzentration von 10 pg/mL nur Wachstuminhibierungen von 50 % (Gls), jedoch

keine komplette Inhibierung des Wachstums (TGI) oder cytotoxische Aktivititen (LCsy).

HM02 HepG2 MCF7
Substanz | GlIso | TGI | GIso | TGI | GIso | TGI
117 3.6 9.5 721 >10) 26| >10
118 5.2 7.9 7.5 >10 3.8] >10
120 85| >10| 49| >10] 25| >10
121 3.5 7.5 6.5| >10 1.3 >10
122 701 >10] 99| >10 32| >10
123 68| >10] 58| >10 1.3 >10
124 5.8 9.9 87| >10 1.0 >10

Tabelle 10: Ergebnisse der Cytotoxizititstests, alle Angaben in pg/mL, Glsp: Growth
Inhibition 50 %, TGI: Total Growth Inhibition.

" Herrn Prof. Dr. W. Beil (Institut fiir Pharmakologie, Medizinische Hochschule Hannover) danke ich fiir die
Durchfiihrung der Cytotoxizitétstests.
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2. Metaboliten aus Vitex agnus-castus L. (Verbenaceae)

2.1. Allgemeines

Vitex agnus-castus L. (Verbenaceae) ist ein kleiner Baum bzw. Busch, der an der anatolischen
Kiistenlinie weit verbreitet ist. Die Pflanze hat gute medizinische Eigenschaften und wird
aufgrund ihrer hormondhnlichen Wirkweise speziell zur Behandlung von premenstrualen
Problemen und Hyperprolaktindmie verwendet. In der anatolischen Volksmedizin wird Vitex
agnus-castus zur Verdauungsforderung, als Harntreibmittel und Antimykotikum verwendet
sowie bei Angstzustinden, Frithgeburten und Bauchschmerzen eingesetzt. Bisher isolierte
Metaboliten aus Vitex agnus-castus gehoren in die Substanzgruppen der Iridoide, Flavonoide,

Diterpenoide und Ketosteroide.*!’

2.2. Pflanzenmaterial und Isolierung

In Zusammenarbeit mit L. O. Demirezer® wurden die Stéingel (Bliiten, Blitter und Zweige)
von Vitex agnus castus L. untersucht und die isolierten Substanzen im Rahmen dieser
Doktorarbeit in ihrer Struktur aufgeklirt. Das Pflanzenmaterial wurde im Juni 2001 in Fethiye
(Mugla, Tiirkei) gesammelt und von A. Kuruiiziim-Uz identifiziert. Ein Musterexemplar
(HUEF 01031) wurde im Herbarium der Hacettepe Universitit™** hinterlegt.

Das getrocknete und gepulverte Pflanzenmaterial (700 g) wurde dreimal mit jeweils 3.5 L
Methanol bei 45 °C extrahiert und der Methanolextrakt im Vakuum eingeengt. Der Riickstand
(300 g) wurde in Wasser aufgelost und zuerst mit Chloroform (36 g) und dann mit n-Butanol
(74 g) extrahiert und im Vakuum eingeengt. Ein Teil des n-Butanol-Riickstandes (25 g) wurde
an einer Kieselgelsdule (CHCI;/MeOH 9:1—1:1) chromatographiert. Fraktionen, die Iridoide
und Flavonoide enthielten, wurden weiter an Kieselgel (1. EtOAc/MeOH/H,O
100:5:2—100:17:13, 2. CHCI3/MeOH/H,0 90:10:1—60:40:4), Sephadex® LH-20 (MeOH)
und RP-18 (MeOH/H,O-Gradienten) chromatographiert. Es konnten insgesamt zwdlf
Substanzen erhalten werden, von denen Agnucastosid A (134, 5 mg), Agnucastosid B
(135, 6 mg) und Agnucastosid C (136, 26 mg) in der Literatur bisher nicht beschrieben
wurden. Des Weiteren konnten Isoorientin (125, 67 mg), 2’’-(E)-Caffeoylisoorientin
(126, 17 mg), 6”’-(E)-Caffeoylisoorientin (127, 7 mg), Luteolin-7-O-glucosid (128, 5 mg),
Myzodendron (129, 6 mg), Aucubin (130, 14 mg), Agnusid (131, 130 mg), Mussaenosinsdure
(132, 52 mg) und 6’-0O-p-Hydroxybenzoylmussaenosinsdure (133, 78 mg) isoliert werden.

¢ Frau Prof. Dr. L. O. Demirezer und Frau Dr. A. Kuruiiziim-Uz (Hacettepe Universitit, Ankara, Tiirkei) danke
ich fiir die Uberlassung der Substanzen sowie fiir die gute Zusammenarbeit.
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2.3. Strukturaufklirung
2.3.1. Bekannte Flavonoide (125 — 128)

Die Eigenfarbe und das Anfarbeverhalten (gelb) in der Warme mit Vanillin/H,SO4 der
Substanzen 125 — 128 deutete darauf hin, dass es sich bei ihnen um Flavonoide handelt. Mit
Hilfe der 'H- und *C-NMR-Daten sowie den Massenspektren konnten in Chapman & Hall**
Datenbankrecherchen durchgefiihrt und die Metaboliten 125 — 128 identifiziert werden.

Isoorientin (125)

Die Substanz 125 zeigt im ESI-Massenspektrum ein Ion bei m/z = 471 [M+Na]" und im
PBC-NMR-Spektrum 21 C-Atome. Mit diesen Angaben und der zusitzlichen Einschrinkung
auf Flavonoide sowie einem 3,4-Dihydroxyphenylring gab es 32 Treffer in der Datenbank.
Aufgrund des Vorhandenseins eines C-glykosidisch gebundenen Zuckerbausteins (C-1°’:
dc = 75.3, du = 4.90) kamen nur noch acht Strukturen in Frage. Durch Vergleich mit den

Literaturdaten’'® konnte 125 als Isoorientin identifiziert werden.

2’-0-(E)-Caffeoylisoorientin (126)
Das ESI-Massenspektrum von 126 zeigt ein Ion bei m/z = 633 [M+Na]” und das *C-NMR-
Spektrum 30 C-Atome. Die NMR-Spektren ("H und *C) von 125 und 126 sind sehr #hnlich,

bei 126 treten zusitzliche Signale im aromatischen Bereich auf. Mit der gleichen
Suchstrategie wie bei 125 konnte 126 als 2’’-O-(E)-Caffeoylisoorientin identifiziert

werden."’

6”’-O-(E)-Caffeoylisoorientin (127)

127 zeigt das gleiche Ton im ESI-Massenspektrum (m/z = 633 [M+Na]") und die gleiche
Anzahl von C-Atomen (30) wie 126. Auffilligste Unterschiede sind im 'H-Spektrum die
Verschiebungen von 2°’-H (126: oy = 5.66, 127: g = 4.23) und 6’’-H, (126: oy = 3.79/3.92,
127: 6y = 4.34/4.52) sowie im 13C-Spektrum von C-2"" (126: 6¢c = 73.8, 127: 6¢c = 72.4) und
C-6"" (126: 6¢c = 62.8, 127: o¢ = 65.0). Daraus ergibt sich, dass 127 im Gegensatz zu 126 an

C-6"" und nicht an C-2"’ des Zuckers verestert ist. Durch Literaturvergleich?'® konnte 127 als

6°’-0-(E)-Caffeoylisoorientin bestétigt werden.
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125: R!=H R2=H
126: R! = (E)-Caffeoyl R2=H
127: R'=H R? = (E)-Cafteoyl

Luteolin-7-O-glucosid (128)

Das DCI-Massenspektrum von 128 zeigt ein Ion bei m/z = 449 [M+H]" und das *C-NMR-
Spektrum 21 C-Atome, damit also die gleiche Masse und C-Atomzahl wie 125. Unterschiede
bestehen jedoch in der Verschiebung von C-1"" (125: o¢ = 75.3, 128: ¢ = 99.9) und im
Auftreten von einem zusitzlichen aromatischen Methinprotonen bei 6y = 6.43, die fiir ein

O-Glykosid bei 128 anstelle eines C-Glykosides wie bei 125 sprechen. Durch die

anschlieBende Datenbankrecherche mit den gleichen Suchparametern wie bei 125 konnte 128

als Luteolin-7-O-glucosid identifiziert werden.”’

6"
HO o
HO
M O
3"

2.3.2. Myzodendron (129)

Die mit Vanillin/H,SO4 in der Wérme blau-lila anfiarbende Substanz zeigt im ESI-Massen-
spektrum ein Ion bei m/z = 365 [M+Na]" und das *C-NMR-Spektrum 16 C-Atome. Durch
eine Suche in Chapman & Hall’” und Vergleich mit Literaturdaten®'*** konnte 129 als

Myzodendron bestimmt werden.
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129

2.3.3. Bekannte Iridoide (130 — 133)

Aufgrund der Anfarbeverhalten der Substanzen 130 und 131 mit Vanillin/H,SO4 (braun) in
der Wirme wurde vermutet, dass es sich bei den Substanzen um Iridoide handelt. Mit Hilfe
der 'H- und “C-NMR-Daten sowie den Massenspektren konnten in Chapman & Hall*”
Datenbankrecherchen durchgefiihrt und die Metaboliten 130 und 131 identifiziert werden.

Die beiden Substanzen 132 und 133 férben in der Wiarme mit Vanillin/H,SO4 im Vergleich zu
130 und 131 rosa an. Durch die 'H- und *C-NMR-Spektren konnte aber festgestellt werden,
dass es sich bei ihnen ebenfalls um Iridoide handelt. Sie zeigen typische Iridoidskelett- und
Zuckersignale. Sie wurden ebenfalls durch Datenbankrecherchen in Chapman & Hall*”’

identifiziert.

Aucubin (130)

Die Substanz 130 zeigt im ESI-Massenspektrum ein Ion bei m/z = 369 [M+Na]". Mit dieser
Angabe und der zusétzlichen Einschrinkung auf Iridoide gab es 19 Treffer in der Datenbank.
Durch Vergleich der 'H-NMR-Daten mit den Literaturdaten konnte 130 als Aucubin bestimmt

werden. >3

Agnusid (131)
Das ESI-Massenspektrum von 131 zeigt ein Ion bei m/z = 489 [M+Na]" und das *C-NMR-

Spektrum 22 C-Atome. Die 'H-NMR-Spektren von 130 und 131 sind sehr dhnlich, bei 131
treten zusétzliche Signale im Aromatenbereich auf. Auffillig ist die unterschiedliche Ver-
schiebungen von 10-H; (130: oy = 4.15/4.34, 131: oy = 4.86/5.08), die fiir eine Veresterung
von 131 an C-10 sprechen. Mit der Molmasse und der Anzahl der C-Atome gab es vier
Treffer in der Datenbank und 131 konnte als Agnusid identifiziert werden.**
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130: R=H
131: R = p-Hydroxybenzoyl

Mussaenosinsaure (132)

132 zeigt einen ESI-Massenpeak von m/z = 399 [M+Na]" und insgesamt 16 C-Atome. Eine
Schwierigkeit bei dieser Substanz besteht darin, dass nicht alle C-Atome im “C-NMR-
Experiment sichtbar werden. Die Werte fiir C-4 (8¢ = 116.2) und C-11 (6¢ = 173.0) konnten
nur durch ein HMBC-Experiment bestimmt werden. Sie zeigen jeweils eine Korrelation mit
dem 'H-Signal bei 8y = 7.26, das der Position 3 zugeordnet wird. Durch die Suchparameter
Iridoide, Molmasse und Anzahl der C-Atome gab es fiir 132 noch 13 Mdglichkeiten. Durch

Vergleich mit Literaturdaten®*® konnte 132 als Mussaenosinsiure identifiziert werden.

6’-0O-p-Hydroxybenzoylmussaenosinséure (133)

133 zeigt im ESI-Massenspektrum ein Ion bei m/z = 519 [M+Na]" sowie 23 C-Atome im
PC-NMR-Spektrum. Die 'H- und "“C-NMR-Spektren von 132 und 133 zeigen starke
Ahnlichkeiten zueinander, wobei in den Spektren von 133 zusitzliche Signale im
Aromatenbereich zu erkennen sind. Die *C-Signale fiir C-4 und C-11 sind im Gegensatz zu
132 vorhanden, die Intensititen sind aber gering. Die Massendifferenz zwischen 132 und 133
betragt Am/z = 120, die gleiche Differenz wie zwischen 130 und 131. Die zuséitzlichen
aromatischen Signale im 'H- und *C-NMR-Spektrum stimmen mit den Signalen iiberein, die
bei 131 zur para-Hydroxybenzoyleinheit gehoren. Es ist moglich die Veresterungsposition
iiber den Vergleich der 'H- und ?C-NMR-Daten mit denen von 132 zu bestimmen. Aus der
Verschiebung der Signale von 6’-H, (132: oy = 3.63/3.89, 133: 6y = 4.41/4.62) und C-6’
(132: 6¢c = 62.9, 133: 6¢c = 64.4) folgt die Verkniipfung der para-Hydroxybenzoyleinheit {iber

227

das C-6’-Sauerstoffatom des Zuckers. Durch Vergleich mit Literaturdaten™" konnte 133 als

6’-0O-p-Hydroxybenzoylmussaenosinsdure bestétigt werden.



Sekundirmetaboliten aus Pflanzen 99

132: R=H
133: R = p-Hydroxybenzoyl

2.3.4. Agnucastosid A (134)

Der mit Vanillin/H,SOs in der Wiarme lila anfarbenden Substanz konnte durch das
ESI-Massenspektrum (m/z = 565 [M+Na]") und den 'H- und 13C—NMR—Spektren die
Summenformel C,cH330, zugeordnet werden. Die UV- und IR-Spektren zeigen typische
konjungierte Enol-Ether-Systeme von Iridoiden (UV: 220 nm, IR: 1650 und 1703 cm™). Die
'H- und "C-NMR-Spektren zeigen wiederum Ahnlichkeiten zu denen von 132 und 133.
Weiterhin ist wie bei 133 eine Verschiebung von 6°-H, (132: oy = 3.63/3.89, 134:
On = 4.27/4.49) und C-6" (132: ¢ = 62.9, 134: ¢ = 64.3) zu beobachten. Diese sprechen fiir
eine Veresterung am C-6’-Sauerstoffatom des Zuckers. Von den verbleibenden 10 C-Atomen
kann eines einer Carbonylgruppe bzw. Estergruppe zugeordnet werden, vier davon liegen im
olefinischen und fiinf im aliphatischen Bereich. Die restlichen Protonen konnen zwei
Methylgruppen, drei Methylengruppen und zwei olefinischen Methingruppen zugeordnet
werden. Durch 'H,'H-COSY-, HSQC- und HMBC-Experimente sowie Vergleich mit
Literaturdaten®’ konnte fiir diese Signale eine Ubereinstimmung mit einer Foliamenthoyl-
einheit gefunden werden. Aulerdem kann die Veresterung an der 6’-Hydroxygruppe bestitigt
werden, da es HMBC-Korrelationen zwischen C-1°" und 6’-H,, 3°’-H sowie 9°’-H; gibt.
Dadurch konnte 134 als 6’-O-Foliamenthoylmussaenosinsdure  (Agnucastosid A)
charakterisiert werden, einem bisher noch nicht bekannten Naturstoff.

Aufgrund der geringen Menge an 134 war es nicht moglich, die Konfiguration der
6°*,7"’-Doppelbindung zu bestimmen. Als eine allgemeine Regel*® fiir die 6,7-Doppel-
bindung in Foliamenthinsédure wird angenommen, dass bei einer Differenz von mehr als
20 ppm zwischen C-5 und C-10 eine (E)-Konfiguration und bei weniger als 10 ppm eine
(Z2)-Konfiguration vorliegt. Bei 134 liegt eine Differenz von 23 ppm zwischen C-5 und C-10

vor, so dass auf eine (£)-Konfiguration geschlossen wird.
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134

2.3.5. Agnucastosid B (135)

Das ESI-Massenspektrum (m/z = 567 [M+Na]") und die 1D- und 2D-NMR-Daten von 135
(rosa Anfirbereaktion in der Wirme mit Vanillin/H,SO,) zeigen starke Ubereinstimmungen
mit denen von 134. Die Substanz hat ebenfalls 26 C-Atome und zusammen mit dem
"H-.NMR- und dem Massenspektrum konnte ihr die Summenformel C,sH400O,, zugeordnet
werden. Die Unterschiede zu 134 zeigen sich in den *C-NMR-Spektren an den Positionen
C-6 und C-7’. Anstelle von zwei olefinischen C-Atomen (C-6’: ¢ = 138.3, C-7":
dc = 125.8) treten bei 135 zwei aliphatische C-Atome auf (C-6": 8¢ = 30.6, C-7"’: d¢ = 40.6).
Die Verschiebungen in den "H-NMR-Spektren von &y = 5.38 (br t, J = 6.5 Hz, 1H, 7”’-H) in
134 und 6y = 1.62 (m, 1H, 6°’-H) sowie 1.36/1.60 (m, 2H, 7°’-H;) in 135 bestitigen dieses.
Damit liegt in 135 eine gesittigte (A®’)-Foliamenthoyleinheit vor und die Verbindung kann
als 6’-0-(6,7-Dihydrofoliamenthoyl)-mussaenosinsdure (Agnucastosid B) charakterisiert
werden, die bisher noch nicht in der Literatur beschrieben wurde.

Die Stereochemie an C-6’" konnte aufgrund zu geringer Substanzmenge nicht ndher bestimmt
werden. Bisher wurden die meisten Verbindungen mit einer 6,7-Dihydrofoliamenthinsédure-

einheit wie in 135 mit der 6(S)-Konfiguration®*® beschrieben.

OH 0
OH |[4» 3" 57"
5| o yZ OH
CH CH
o 3 o

135
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2.3.6. Agnucastosid C (136)

Die Substanz farbt in der Wéarme mit Vanillin/H,SO4 rosa an und zeigt im ESI-Massen-
spektrum ein Ion bei m/z = 707 [M+Na]'. Zusammen mit den 'H- und 13C-NMR—Spektren
konnte als Summenformel CssH360;5 bestimmt werden. Die UV- und IR-Spektren zeigen
wiederum typische Signale fiir ein konjungiertes Enol-Ether-System von Iridoiden (UV:
219 nm, IR: 1634 und 1694 cm™). Im C-NMR-Spektrum sind 34 Signale zu sehen, 16 von

diesen konnen dem Iridoidgrundgeriist von 8—epi—Loganséiurezzg’230

zugeordnet werden, von
den 18 verbleibenden Signalen liegen 16 im Aromaten- bzw. Doppelbindungsbereich (6¢ =
115—160) und zwei im Carbonyl- bzw. Esterbereich (8¢ = 169.0). Diese konnen durch ein
'H,"H-COSY-Experiment und Vergleich mit Literaturdaten einer Coumaroyl->>' und einer

Caffeoyleinheit™***

zugeordnet werden. Die Verkniipfungspunkte der Coumaroyl- und
Caffeoyleinheiten sind durch Verschiebungen in den 'H- und "“C-NMR-Spektren gut zu
erkennen. Ein Verkniipfungspunkt ist an C-7 und der andere an C-6’ (Tiefteldverschiebungen
von Adc = 4.2 sowie Ady = 0.80 an C-7 und Ad¢ = 1.4 sowie Ady = 0.70 an C-6’ gegeniiber

8-epi-Logansdure).

6B

3B
HO
4B\
8B
OH 9]
3A
0 OH _ OH
s 91T g 6A
OH
8A

136

Aufgrund der identischen chemischen Verschiebung der Estercarbonylgruppen (C-1A und
C-1B) bei d¢ = 169.0 war es trotz 2D-NMR-Experimenten nicht moglich zu bestimmen, iiber
welches Sauerstoffatom die Coumaroyl- bzw. Caffeyoleinheit verkniipft ist. Um dieses
Problem zu losen, wurden ESI-MS"-Experimente durchgefiihrt (sieche Abbildung 35). Die
Fragmentierung des Ions bei m/z = 707 [M+Na] resultiert in vier Hauptfragmente bei
m/z = 689 [M+Na-H,0]", 663 [M+Na-CO,]", 543 [M+Na-F1]" und 365 [M+Na-F2]". Eine
zweite Fragmentierung des lons bei m/z = 543 fiihrt zu drei Fragmenten bei m/z = 525
[M+Na-F1-H,0]", 499 [M+Na-F1-CO,]" und 365 [M+Na-F1-F3]". Dieses Fragmentierungs-

muster ist nur moglich, wenn die Coumaroyleinheit {iber das Sauerstoffatom an C-7 und die
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Caffeoyleinheit iiber das Sauerstoffatom an C-6’ des Zuckers verkniipft ist. Hierdurch konnte
136 als 7-O-(E)-Coumaroyl-6’-O-(E)-caffeoyl-8-epi-logansidure (Agnucastosid C) identifiziert

werden. Dieser Naturstoff wurde wie 134 und 135 bisher nicht beschrieben.

HO
F1: C,H,0, =163

OH 0]

5 o\ _ oH

C,H,0, =147 o

OH
F2: C;H,,0, =341
F3: Zucker: CH,,0,= 178

Abbildung 35: Fragmentierungsmuster von 136, F1 — F3: Fragmente.

2.4. Zur biologischen Aktivitiit der Metaboliten

Die Metaboliten wurden in Plattendiffusionstest auf antimikrobielle Aktivitit gegen die
Stamme Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus und Candida albicans
getestet, sie zeigten jedoch keine Aktivitt.

Des Weiteren wurden die Substanzen 125 — 127, 129, 130 und 132 - 136 von W. Beil" gegen
die Krebszelllinien HMO02 (Magenadenocarcinom), HepG2 (Lebercarcinom) und MCF7
(Mammacarcinom) getestet. Dabei zeigten sie bis 10 pg/mL keine Wirkungen gegeniiber den
oben genannten Zelllinien, die Ergebnisse fiir 125 — 127 lagen bis zur Abgabe der Arbeit noch

nicht vor.

" Herrn Prof. Dr. W. Beil (Institut fiir Pharmakologie, Medizinische Hochschule Hannover) danke ich fiir die
Durchfiihrung der Cytotoxizitétstests.
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3. Metaboliten aus Galium verum ssp. verum (Rubiaceae)

3.1. Allgemeines

Die Gattung Galium (Rubiaceae) ist mit ungefdhr 100 Arten in der Flora der Tiirkei
vertreten.”** Galium-Arten werden in der tiirkischen Volksmedizin als Diuretika sowie gegen
Rheuma und Krimpfe eingesetzt. In bisherigen phytochemischen Studien wurden als

Hauptkomponenten Iridoidglycoside, Flavonoide und Anthrachinone identifiziert.>>**

3.2. Pflanzenmaterial und Isolierung

In Zusammenarbeit mit L. O. Demirezer' wurden die oberirdischen Teile von Galium verum
ssp. verum untersucht und die daraus isolierten Substanzen im Rahmen dieser Doktorarbeit in
ihrer Struktur aufgekldrt. Das Pflanzenmaterial wurde im Juni 2001 in Fethiye (Mugla,
Tiirkei) gesammelt. Ein Musterexemplar (HUEF 01032) wurde im Herbarium der Hacettepe
Universitat™ hinterlegt.

Das getrocknete Pflanzenmaterial (750 g) wurde dreimal mit je 2.5 L Methanol extrahiert und
der Methanolextrakt im Vakuum eingeengt. Der Riickstand wurde in Wasser aufgelost und
mit Chloroform (fiinfmal mit je 2.5 L) und n-Butanol (5 L) extrahiert und im Vakuum
eingeengt. Der n-Butanol-Riickstand (33 g) wurde an einer Kieselgelsdule (CHCl:;/MeOH
9:1—-MeOH) chromatographiert. Durch weitere Chromatographie an Kieselgel, Sephadex™
LH-20 und RP-18 mit verschiedenen Laufmittelsystemen konnten neun Substanzen erhalten
werden: Astragalin (137, 12 mg), Rutin (138, 29 mg), Asperulosinsdure (139, 34 mg),
6-0-epi-Acetylscandosid (140, 5 mg), Asperulosid (141, 7 mg), Daphyllosid (142, 6 mg),
Desacetyldaphyllosid (143, 5 mg), Desacetylasperulosinséure (144) und Monotropein (145).

3.3. Strukturaufklirung
3.3.1. Bekannte Flavonoide (137, 138)

Die gelbe Eigenfarbe und das Anfarbeverhalten (gelb) in der Warme mit Vanillin/H,SO4 der
Substanzen 137 und 138 deutete darauf hin, dass es sich um Flavonoide handelt. Mit Hilfe der
'H- und C-NMR-Daten sowie den Molmassen konnten in Chapman & Hall** Datenbank-
recherchen durchgefiihrt und die Metabolite 137 und 138 identifiziert werden.

" Frau Prof. Dr. L. O. Demirezer und Frau F. Giirbiiz (Hacettepe Universitit, Ankara, Tiirkei) danke ich fiir die
Uberlassung der Substanzen sowie fiir die gute Zusammenarbeit.
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137: R!'=H R2?2=H
138: R!=0OH R2?= q-L-Rhamnose

Astragalin (137)
137 zeigt im ESI-Massenspektrum ein Ion bei m/z = 471 [M+Na]™ und im "“C-NMR-

Spektrum 19 C-Atome, von denen sechs eindeutig einer B-D-Glucose zuzuordnen sind und
zwei Signale (8¢ = 116.1 und 132.2) fiir zwei C-Atome integrieren, was wiederum fiir einen
para-substituierten Aromaten spricht. Dieses wird durch zwei Signale im 'H-NMR-Spektrum
bei oy = 6.87 und 8.04 bestitigt. Die restlichen Signale liegen im aromatischen Bereich. Im
Vergleich zu an Position 3 unsubstituierten Flavonoiden findet sich das Signal von C-3 bei
einer Verschiebung von 6c = 135.4, normalerweise liegt dieses Signal zwischen 6¢ = 103 —
106. Mit Hilfe der oben genannten Strukturteile, der Molmasse, der Anzahl der C-Atome und
der Einschriankung auf Flavonoide wurde eine Suche in Chapman & Hall*” durchgefiihrt und

es konnte 137 durch Vergleich mit Literaturdaten® als Astragalin identifiziert werden.

Rutin (138)
Das ESI-Massenspektrum von 138 zeigt ein Ion bei m/z = 609 [M-H] und das BC-NMR-

Spektrum eine starke Ahnlichkeit zu dem von 137. Insgesamt sind 27 C-Atome zu erkennen,
sechs davon koénnen wiederum eindeutig einer B-D-Glucose zugeordnet werden, sechs einer
a-L-Rhamnose und die verbleibenden 15 C-Atome einem aromatischen System. Das
'H-NMR-Spektrum zeigt im Vergleich mit 137, dass kein para-substituierter, sondern ein
1,3,4-substituierter Aromat vorliegt. Mit der gleichen Suchstrategie wie bei 137 konnte 138

als Rutin identifiziert werden.?’
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3.3.2. Bekannte Iridoide (139 — 145)

Die Substanzen 139 — 145 farben in der Warme mit Vanillin/H,SO4 blau an. Die "H- und
PC-NMR-Spektren der Substanzen #hneln sich sehr stark und zeigen typische Signale fiir
Iridoide, speziell die Verschiebungen von C-1 (dy = 5.03 —5.95, 6¢ = 93.3-101.3), C-3
(Ou = 7.29-7.65, d¢c = 1503 —155.4), C-5 (6u = 3.01 —3.64, dc = 37.5-43.2) und C-9
Oy = 2.54-3.29, dc = 45.3-46.9) des Iridoidskeletts. Des Weiteren konnen in den
NMR-Spektren eindeutig die Signale von B-D-Glucose erkannt werden. Auffillig sind auch
die Verschiebungen von C-7 (6y = 5.60 —6.01, ¢ = 126.9 — 133.2), die auf eine Doppel-

bindung im Fiinfring hinweisen.

Asperulosinsdure (139)
139 zeigt im ESI-Massenspektrum ein Ion bei m/z = 455 [M+Na]" und im "C-NMR-
Spektrum 18 C-Atome. Eine Recherche in der Datenbank Chapman & Hall*”® mit den

Suchparametern Molmasse, Anzahl der C-Atome und Iridoide ergab nur zwei Treffer, durch

Vergleich mit Literaturdaten™® konnte 139 als Asperulosinsdure identifiziert werden.

6-0-epi-Acetylscandosid (140)
Die Substanz 140 zeigt im ESI-Massenspektrum das gleiche Ton (m/z = 455 [M+Na]") und

die gleiche Anzahl von C-Atomen wie 139. Aufgrund der Unterschiede in den
Verschiebungen von C-6 (139: oy = 4.90, d¢c = 75.4; 140: 6y = 5.58, d¢ = 83.7) und C-10
(139: oy = 4.85/4.94, d¢c = 63.8; 140: oy = 4.19/4.35, d¢c = 60.9) kann darauf geschlossen
werden, dass die in 139 an C-10 sitzende Acetylgruppe an C-6 vorzufinden ist. Der Vergleich
mit Literaturdaten®’ konnte 140 als 6-O-epi-Acetylscandosid bestitigen.

OH
OH

139: R'=H R? = COCH,
140: R'=COCH; R?=H
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Asperulosid (141)
141 zeigt im Vergleich zu 139 eine Massendifferenz von Am/z = 18 (ESI-MS: m/z = 437

[M+Na]"), bei gleicher Anzahl von C-Atomen. Dies spricht fiir eine Abspaltung von Wasser.
Die auffilligsten Unterschiede in den 'H- und *C-NMR-Spektren sind die Verschiebungen
fiir C-6. Wihrend 139 Signale bei 6y = 4.90 und d¢ = 75.4 aufweist, sind die Werte bei 141
tieffeldverschoben (g = 5.56, 6c = 86.3). Dies weist auf eine Veresterung der 6-Hydroxy-
gruppe hin. Da aber alle anderen Hydroxygruppen von 139 vorhanden sind, bleibt nur noch
eine Veresterung durch die sich im Molekiil befindliche Carboxylgruppe iibrig. Der dadurch
gebildete Fiinfring hat ebenfalls Auswirkungen auf die Konformation des Iridoidskeletts,
speziell auf die Verschiebungen von C-5 (139: oy = 3.02, d¢c = 42.6; 141: oy = 3.64,
Oc = 37.5) und C-1 (139: 65 = 5.05, 6c = 101.1; 141: 0 = 5.95, 0¢c = 93.3). Dies konnte durch
eine Datenbankrecherche mit den gleichen Suchparametern wie bei 139 und Literatur-

vergleich®* bestitigt werden. Bei der Substanz 141 handelt es sich um Asperulosid.

2" 1 5  OH

141

Daphyllosid (142)
Bei der Substanz 142 konnen im C-NMR-Spektrum 19 C-Atome erkannt werden. Im

ESI-Massenspektrum ist ein Ion bei m/z = 469 [M+Na]" zu erkennen. Im Vergleich zu 139
treten in den 1D-NMR-Spektren zusétzliche Signale bei dy = 3.74 (s, 3H) und 6¢ = 51.8 auf,
die Massendifferenz betrdgt Am/z = 14 und die Carboxylgruppe ist um Adc = 3.2 verschoben.
Diese Ergebnisse weisen auf einen Methylester an C-11 hin. Der Vergleich mit den in der

Literatur™® gefundenen Daten bestitigt dieses, bei 142 handelt es sich um Daphyllosid.
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Desacetyldaphyllosid (143)

Im ESI-Massenspektrum von 143 findet sich ein Ion bei m/z = 427 [M+Na]’. Aufgrund der
Massendifferenz (Am/z = 42), des Fehlens des Signals der Acetylgruppe bei oy = 2.08 und der
Hochfeldverschiebung von 10-H, im Vergleich zu 142 (142: 6y = 4.80/4.94, 143: oy =
4.20/4.45) wurde 143 als Desacetyldaphyllosid charakterisiert.”*®

142: R = COCH,
143: R=H

Desacetylasperulosinsiure (144) und Monotropein (145)

Die Substanzen 144 und 145 wurden aus Mischspektren identifiziert. Im *C-NMR-Spektrum
sind insgesamt 32 C-Atome zu erkennen. Ein GroBteil dieser C-Atome kommt in Paaren bei
gleichen Verschiebungen vor, nur sechs C-Atome haben keinen dhnlichen Partner. Es handelt
sich hierbei um die Signale von C-6 (144: oc = 75.6, 145: 6¢c = 138.5), C-8 (144: d¢ = 151.5,
145: 3¢ = 86.4) und C-10 (144: 3¢ = 61.8, 145: 3¢ = 68.5). Durch 'H,'H-COSY- und HSQC-
Experimente konnten die 'H- und "*C-Signale den jeweiligen Iridoidskeletten zugeordnet
werden, die Zuckersignale sind fiir beide Substanzen fast identisch. Die Ergebnisse der NMR-
Experimente weisen auf eine unterschiedliche Lage der Doppelbindung in den Fiinfringen der
Iridoidskelette von 144 und 145 hin, auflerdem scheint eine Hydroxygruppe verschoben zu
sein. Mit Hilfe eines HMBC-Experiments konnten diese Vermutungen bestitigt werden und

144 als Desacetylasperulosinsdure sowie 145 als Monotropein identifiziert werden.?****!




Sekundirmetaboliten aus Pflanzen 108

3.4. Zur biologischen Aktivitit der Metaboliten

Die Metaboliten 137, 138 und 140 — 143 wurden in Plattendiffusionstest auf antimikrobielle
Aktivitdt gegen die Stimme Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus und
Candida albicans getestet, sie zeigten jedoch keine Aktivitét.

Des Weiteren werden sie von W. Beil (Medizinische Hochschule Hannover) gegen die
Krebszelllinien HMO02 (Magenadenocarcinom), HepG2 (Lebercarcinom) und MCF7
(Mammacarcinom) getestet, die Ergebnisse lagen bis zum Abschlufl dieser Arbeit noch nicht

Vor.
4. Diskussion

Aus den drei in der tiirkischen Volksmedizin verwendeten Pflanzen Centranthus longiflorus,
Vitex agnus-castus und Galium verum konnten insgesamt 28 Substanzen isoliert und in ihrer
Struktur aufgeklart werden, von denen fiinf (123, 124, 134 — 136) neu waren. Von diesen 28
Sekundiarmetaboliten stellt die Klasse der Iridoide mit 19 Substanzen den Hauptanteil (ca.
70 %), am zweithdufigsten vertreten waren die Flavonoide mit sechs Substanzen. Der hohe
Anteil der Iridoide unter den isolierten Substanzen resultiert aus der Fokussierung der
Arbeitsgruppe von L. O. Demirezer auf die methanolischen Extrakte von Pflanzen. Die
Iridoide sind mit ca. 1000 Verbindungen®” im Vergleich zu den Flavonoiden zwar eine
relativ kleine Substanzklasse, die Wahrscheinlichkeit ein bekanntes Iridoid zu isolieren, ist
mittlerweile allerdings relativ hoch. Obwohl die Pflanzen schon in fritheren Studien gut
untersucht worden sind, konnten fiinf neue Iridoide gefunden werden, von denen zwei seltene
Beispiele fiir Naturstoffe mit 4-Desoxyzuckern sind (123 und 124). Dies zeigt, dass die
Inhaltsstoffe von Pflanzen oftmals mit dem Standort, der Wachstumsphase und dem
betrachteten Pflanzenteil variieren. Sie besitzen zwar meistens die gleichen Grundgertiste,
sind jedoch unterschiedlich derivatisiert. Der Anteil an neuen Verbindungen liegt mit ca.
20 % in dhnlicher Hohe wie bei den Sekundirmetaboliten aus den K-Stimmen (ca. 25 %),
wihrend der Anteil bei dem Stamm Micromonospora sp. T 6368 mit 40 % deutlich hoher
liegt, was jedoch auch eher die Ausnahme als die Regel darstellt.

Aufgrund der groBlen Artenvielfalt von Pflanzen sind sicherlich noch viele neue Substanzen
zu entdecken, wodurch eine weitere Bearbeitung lohnenswert erscheint. Allerdings sollte die
Isolierungsstrategie nicht nur auf die methanolischen Extrakte abzielen, da durch diesen

Ansatz die Moglichkeit zur Entdeckung neuer Leitstrukturen stark eingeschrénkt wird.
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V. Zusammenfassung der Ergebnisse

1. Sekundirmetaboliten aus Actinomyceten der Kilimanjaro-Region

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Aus dem Myzelextrakt des Stammes K 8/1 wurde das literaturbekannte Ferroverdin A

(15) isoliert.

Der Stamm K 8/5 erwies sich als Gabosin-Produzent. Aus einem Mischspektrum konnten
die drei neuen Gabosin-Derivate 4-O-Acetyl-, 5-O-Acetyl- und 6-O-Acetylgabosin E
(16 — 18) identifiziert werden, die durch Chromatographie an Kieselgel, Sephadex®
LH-20 und HPLC-RP-Material nicht weiter aufzutrennen waren.

Die Extrakte des Stammes K 10/11 enthielten die bekannten Verbindungen Streptazolin
(33), Obscurolid A3 (34) und Chartreusin (35).

Das literaturbekannte 2-Aminobenzoyl-o-L-rhamnopyranosid (36) wurde aus dem

Kulturfiltratextrakt des Stammes K 17/2 erhalten.

Der Stamm K 17/7 wurde nach dem OSMAC-Ansatz in vier verschiedenen
Fermentationsgefden kultiviert. Aus den Myzelextrakten konnten die bekannten
Verbindungen Teleocidin A-2 (37) und B-3 (39) sowie die als Naturstoffe noch nicht
beschriebenen Substanzen 14-O-Acetylteleocidin A-2 (38) und 14-O-Acetylteleocidin B-3
(40) isoliert werden.

Der Stamm K 17/9 wurde nach dem OSMAC-Ansatz in fiinf verschiedenen

Fermentationsgefdlen kultiviert. Aus diesen Kultivierungen konnten insgesamt 14

verschiedene Sekundidrmetaboliten isoliert und identifiziert werden, die zu sechs

verschiedenen Stoftklassen gehoren.

a) Isocoumarine: Aus den Kulturfiltratextrakten konnten das noch nicht in der Literatur
beschriebene 8-O-Methylreticulol (54) und die bekannten Metaboliten Reticulol (52),
6-O-Methylreticulol (53) und 9-Hydroxyreticulol (55) isoliert werden.

b) Diketopiperazine: Die Myzelextrakte enthielten die in der Literatur bekannten
Diketopiperazine XR330 (56) und XR334 (57).

¢) Benzoxazole: Die bekannten Antibiotika UK-1 (58) und Demethyl-UK-1 (59) konnten

aus den Myzelextrakten erhalten werden.



Zusammenfassung der Ergebnisse 110

7)

8)

d)

g)

h)

Piericidine: Neben dem neuen 4’-Demethoxy-IT-143-B (65) konnten die bekannten
Metaboliten Piericidin A; (63) und IT-143-B (64) aus den Myzelextrakten isoliert
werden.

Echinosporine: Aus den Kulturfiltratextrakten konnten die in der Literatur
beschriebenen Metaboliten Echinosporin (75) und 7-Desoxyechinosporin (76) isoliert
werden.

Benzisoxamid: Bei einer Kultivierung im 10 L-Airlift-Fermenter bei 5 bar Uberdruck
wurde das neuartige Benzisoxamid (78) aus dem Kulturfiltratextrakt isoliert. Es besitzt
ein fiir Naturstoffe bisher nicht beschriebenes 2,1-Benzisoxazolgrundgeriist, das mit
einer B-Hydroxybuttersdure kondensiert ist, an die peptidisch a-Methyl-B-alanin und
cyclisiertes Ornithin gebunden sind. Eine hypothetische Biosynthese von 78 wurde
aufgestellt.

Da einige Metaboliten des Stammes auf dem Shikimisdureweg entstehen, wurde
Glyphosat, ein Inhibitor der 5-Enoylpyruvylshikimat-3-phosphat-Synthase, in
verschiedenen Konzentrationen den wachsenden Kulturen zugesetzt. Es konnten
jedoch keine Verdnderungen im Metabolitenmuster erkannt werden, was auf eine
Toleranz des Stammes K 17/9 gegeniiber Glyphosat hindeutet.

Aufgrund der aus den verschiedenen Fermentationsansdtzen erhaltenen Metaboliten

wurde das Biosynthesepotential des Stammes diskutiert und beurteilt.

Die aus den Kilimanjaro-Stimmen isolierten Metaboliten wurden in Plattendiffusionstests

auf ihre antibakterielle Aktivitdt hin untersucht. Fiir 35 und 59 wurden Wirkungen

gegeniiber Bacillus subtilis und Staphylococcus aureus beobachtet.

Die Ergebnisse des durchgefiihrten LC-MS-Screenings wurden mit denen des chemischen

Screenings verglichen und bewertet.
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2. Sekundirmetaboliten aus Micromonospora sp. Tii 6368

Im Rahmen der Zusammenarbeit mit Prof. Dr. H.-P. Fiedler (Mikrobiologisches Institut,
Universitdt Tiibingen), wurden als Reinsubstanzen vorliegende Verbindungen mit Hilfe
spektroskopischer Methoden in ihrer Struktur aufgekldrt. Es handelt sich um
Sekundidrmetaboliten aus Micromonospora sp. Tii 6368, der einmal ohne und einmal mit

XAD-16-Zusatz im 10 L-MaBstab kultiviert worden war.

1) Aus dem Kulturfiltratextrakt der Fermentation ohne XAD-16-Zusatz konnten neben dem
bisher noch nicht beschriebenen 1-(a-Ribofuranosyl)-lumichrom (89) die Metaboliten

1-Methyllumichrom (87) und Lumichrom (88) in ihrer Struktur bestimmt werden.

2) Der Myzelextrakt der Fermentation mit XAD-16-Zusatz enthielt die bekannten
Verbindungen Dehydrorabelomycin (90), Rabelomycin (91), 3-Desoxyrabelomycin (92)
und Galtamycinon (93). Des Weiteren konnten die bisher nicht beschriebenen Metaboliten
6368J (97), 6368C2 (100) und 6368A2 (103) bestimmt werden. Bei 97 handelt es sich um
ein Galtamycin-Derivat, wihrend 100 das bisher grofite isolierte Angucyclin ist, das den
Grundkorper der Saquayamycine aufweist und insgesamt neun Zuckerbausteine besitzt.
103 besitzt als Grundgeriist ein angulares Xanthon, d.h. die C-7-Carbonylgruppe ist durch
ein Sauerstoffatom ersetzt. Fiir Kristallisationsversuche wurde der 2-Brombenzoe-

sdureester von 103 hergestellt. Eine mogliche Biosynthese von 103 wird diskutiert.

3) Die Metaboliten aus dem Stamm Micromonospora sp. Tii6368 wurden in
Plattendiffusionstests auf ihre antibakterielle Aktivitdt hin untersucht. Hierbei zeigten

90 — 92 und 100 Hemmbhofe gegeniiber Bacillus subtilis.

4) Aufgrund der aus den verschiedenen Fermentationsansédtzen erhaltenen Metaboliten

wurde das Biosynthesepotential des Stammes diskutiert und beurteilt.
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3. Sekundiarmetaboliten aus Pflanzen

Im Rahmen der Zusammenarbeit mit Prof. Dr. L. O. Demirezer (Pharmakologisches Institut,

Hacettepe Universitét, Ankara, Tiirkei) wurden als Reinsubstanzen vorliegende Verbindungen

mit Hilfe spektroskopischer Methoden in ihrer Struktur aufgeklirt. Es handelt sich um

Sekundarmetaboliten aus drei verschiedenen Pflanzen, die in der tiirkischen Volksmedizin

genutzt werden.

1))

2)

Centranthus longiflorus: Es konnten insgesamt sieben Metaboliten in ihrer Struktur
aufgeklirt werden, die aus den Wurzeln der Pflanze isoliert wurden. Bei den bekannten
Verbindungen handelte es sich um die Phenylpropanoide Coniferin (117) und
Isoconiferinosid (118) sowie die Iridoide Kanokosid A (120), Kanokosid C (121) und
Valerosidatum (122). Des Weiteren konnten die bisher nicht beschriebenen Iridoide
4’-Desoxykanokosid A (123) und 4’-Desoxykanokosid C (124) bestimmt werden, bei
denen es sich um seltene Beispiele fiir Naturstoffe mit 4-Desoxyzuckern handelt.
117 — 124 wurden auf ihre cytotoxischen Wirkungen gegeniiber den Krebszelllinien
HMO02, HepG2 und MCF7 getestet. Sie zeigten bis zu einer Konzentration von 10 pg/mL
nur Wachstuminhibierungen von 50 % (Glsg), jedoch keine komplette Inhibierung des

Wachstums (TGI) oder cytotoxische Aktivitéten (LCjsp).

Vitex agnus-castus: Zwolf Verbindungen, die aus den Stingeln der blithenden Pflanze
isoliert wurden, konnten identifiziert werden. Neben den bisher in der Literatur nicht
beschriebenen Iridoiden Agnucastosid A (134), B (135) und C (136) wurden die
bekannten Iridoide Aucubin (130), Agnusid (131), Mussaenosinsdure (132) und
6’-0O-p-Hydroxybenzoylmussaenosinsdure (133), die Flavonoide Isoorientin (125),
2”’-0-(E)-Caffeoylisoorientin (126), 6°’-O-(E)-Cafteoylisoorientin (127) und Luteolin-
7-O-glucosid (128) sowie das Myzodendron (129) bestimmt. Die Metaboliten wurden in
Plattendiffusionstests auf ihre antibakteriellen Aktivitit hin untersucht, zeigten jedoch
keine Wirkungen. Des Weiteren wurden 125 —127, 129, 130 und 132 — 136 auf ihre
cytotoxischen Wirkungen gegeniiber den Krebszelllinien HMO02, HepG2 und MCF7
getestet. Dabei zeigten sie bis 10 pg/mL keine Wirkungen, die Ergebnisse fiir 125 — 127

lagen bis zum Abschluf3 der Arbeit noch nicht vor.
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3)

4)

Galium verum: Es konnten insgesamt neun bekannte Verbindungen bestimmt werden, die
aus den oberirdischen Teilen der Pflanzen isoliert wurden. Bei ihnen handelt es sich um
die Flavonoide Astragalin (137) und Rutin (138) sowie um die Iridoide Asperulosinsdure
(139), 6-O-¢epi-Acetylscandosid (140), Asperulosid (141), Daphyllosid (142), Desacetyl-
daphyllosid (143), Desacetylasperulosinsdure (144) und Monotropein (145). 144 und 145
wurden aus einem Mischspektrum bestimmt. 137, 138 und 140 — 143 wurden in Platten-
diffusionstests auf ihre antibakterielle Aktivitdt hin untersucht, zeigten jedoch keine

Wirkungen.

Das Potential der untersuchten Pflanzen als Sekundirstoffbildner wurde diskutiert und

bewertet.
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B. EXPERIMENTELLER TEIL

I. Allgemeines

1. Instrumentelle Analytik

Massenspektren: EI-MS: Finnigan MAT 95, 70eV, Hochauflosungen wurden mit

Perfluorkerosin als Vergleichssubstanz gemessen, die relativen Intensitdten beziehen sich auf
den Basispeak (I = 100 %) und sind in Klammern angegeben. DCI-MS: Finnigan MAT 95,
200 eV, Reaktandgas NHi;. ESI-MS: Finnigan LC-Q. HR-ESI-MS: Bruker Apex-Q III,
7 Tesla.

Infrarotspektren (IR): Alle IR-Spektren wurden mit einem FT-IR-Spektrometer der Fa.
Perkin-Elmer Modell 1600 als KBr-Prefllinge gemessen, sh = Schulter.

Elektronenspektren (UV): Alle Elektronenspektren wurden mit einem Spektrometer der Fa.

Varian Modell Cary 3E gemessen. Die Wellenldnge A ist in [nm] angegeben, der molare
Extinktionskoeffizient € hat die Dimension [1000 cm? mol'l], sh = Schulter; Methanol/HC1
bzw. Methanol/NaOH: Zu 2 ml methanolischer Losung wurde jeweils ein Tropfen 1 M HCI
bzw. 1 M NaOH gegeben.

Drehwerte: Alle Drehwerte wurden mit einem Polarimeter der Fa. Perkin-Elmer Modell 343
bestimmt, die Drehwerte [a]3 sind in [10"" deg cm” g'] angegeben, die Konzentrationen ¢ in

[102 gml'].

Circulardichroismus-Spektren (CD): Jasco J 500 mit Jasco IF 500 A/D-Wandler und BMC

IF 800 Personalcomputer als Prozessor, die molaren Elliptizititen 0 sind in

[10" grad cm® mol '] angegeben, br = breit.
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"H-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 in 6-Werten (ppm) relativ zum jeweiligen Losungsmittel als
internem Standard; Kopplungskonstanten (J) in Hertz (Hz).

Abkiirzungen: s = Singulett, d = Dublett, dd = Dublett vom Dublett, ddd = Dublett vom
Dublett vom Dublett, ddt = Dublett vom Dublett vom Triplett, dt = Dublett vom Triplett, t =
Triplett, td = Triplett vom Dublett, q = Quartett, qd = Quartett vom Dublett, quint = Quintett,
m = Multiplett, br = breit.

Alle "H-NMR-Spektren wurden niherungsweise als Spektren erster Ordnung interpretiert.

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). Chemische Verschiebungen in J-Werten (ppm) relativ zum jeweiligen
Losungsmittel als internem Standard.

APT (Attached Proton Test): CH und CHj stehen nach oben, C und CH; stehen nach unten.
PC-'"H-Multiplizititen sind aus HSQC-Experimenten in Verbindung mit APT-Experimenten
ableitbar. Abkiirzungen: s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, q = Quartett.

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

2. Chromatographische Methoden

Diinnschichtchromatographie (DC): Merck HPTLC-Fertigplatten Kieselgel 60 Fjsq:
10 x 10 cm, Schichtdicke 0.2 mm; Merck DC-Alufolien Kieselgel 60 Fiss: 20 x 20 cm,
Schichtdicke 0.2 mm; Merck DC-Alufolien RP-18 Fjs4s: 20 x 20 cm, Schichtdicke 0.2 mm.

Angegeben sind R-Werte (Lauthohe relativ zur Laufmittelfront).



Experimenteller Teil 116

Spriihreagenzien: Nach Merck, Anfirbereagenzien fiir die Diinnschichtchromatographie.**

Die DC-Platten wurden nach dem Anspriihen auf ca. 120 °C erwirmt.

Anisaldehyd (Anis, Nr. 21): 1.0 mL Anisaldehyd wird in eine Losung aus 85 mL Methanol,

10 mL Eisessig und 5 mL konz. Schwefelsdure gegeben.

Ehrlichs Reagenz (Ehrlich, Nr. 91): 1g 4-Dimethylaminobenzaldehyd wird in einer

Mischung von 25 mL Salzsdure (36 %) und 75 mL Methanol gelost.
Orcin-Sprithreagenz (Orcin, Nr. 120 — 122): 1 g Eisen(III)-chlorid wird in 100 mL Schwefel-

sdure gelost und zu gleichen Anteilen mit einer Orcinldsung (6 % in Ethanol) gemischt.

Vanillin-Schwefelséure (Vanillin, Nr. 322): 1 g Vanillin wird in 100 mL konz. Schwefelsdure

gegeben.

Siiulen- und Gelchromatographie: /CN Kieselgel 60 (KG), 32 — 63 um, Fluka Sephadex®
LH-20.

Adsorberharze: Serva Amberlite® XAD-2.

High Performance Liquid Chromatography (HPLC):
LC-MS: Pumpe: Flux Instruments Rheos 4000; Autosampler: Jasco AS-851 (0 — 100 pL
variable Aufgabeschleife); UV-Detektor: Linear UVIS-205; Massendetektor: Finnigan LC-Q;

Entgaser: Flux Instruments ERC-3415a; Steuersoftware HPLC: Flux Instruments Janeiro;
Datensystem: Finnigan Xcalibur; Vorsdule: Grom Supersphere 100 RP-18 endcapped, 4 pm,
10 x 2 mm; Saule: Grom Supersphere 100 RP-18 endcapped, 4 pm, 100 x 2 mm.

Programm: von 20 % Methanol auf 100 % Methanol in 20 min, 5 min 100 % Methanol,
Flussrate: 300 uL/min; UV-Detektion: 254 nm, Massendetektion: positive und negative
Ionen.

Semipréparative HPLC: Pumpe: Jasco PU-1587; UV-Detektor: Jasco UV 1575; manuelles

Probenaufgabeventil: Rheodyne mit 2.0 mL Aufgabeschleife; Chromatographiesoftware:
Jasco Borwin; Steuersoftware: Jasco Borwin HSS-1500; Sédule: Jasco Nucleosil 100 C18,
Sum, 250 x 8 mm.

Programm 1: isokratisch 60 % AcCN mit 0.1 % TFA und 40 % H,O mit 0.1 TFA; Flussrate:
2.6 mL/min; UV-Detektion: 254 nm.

Programm 2: isokratisch 70 % AcCN mit 0.1 % TFA und 30 % H,O mit 0.1 % TFA;
Flussrate: 2.7 mL/min; UV-Detektion: 254 nm.
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Gas Chromatography (GC):

GC-MS: Gaschromatograph: ThermoFinnigan Trace GC; Massendetektor: ThermoFinnigan
Trace MS (El-lonisierung); Autosampler: ThermoFinnigan AS2000; Datensystem:
ThermoFinnigan Xcalibur; Saule: J & W DB-5MS, 25 m x 0.25 mm, Filmdicke 0.25 pm.
Programm: 2 min bei 40 °C, von 40 °C auf 280 °C in 24 min, 4 min bei 280 °C; Flussrate
Tragergas: 1 mL/min Helium; Split Flow: 25 mL/min.

Losungsmittel: Die Losungsmittel fiir die Sdulenchromatographie wurden zuvor destilliert.

Fiir die HPLC wurden nur analysenreine Losungsmittel und bidestilliertes Wasser verwendet.
Losungsmittel fiir die semiprdparative HPLC wurden im Ultraschallbad (10 min) und

anschlieBend durch Durchleiten von Helium (10 min) entgast.
3. Mikrobiologische Methoden

Nihrmedienbestandteile: Malzextrakt, D-Glucose, Stirke, Caseinpepton und CaCO; wurden

von der Fa. Merck bezogen. Hefeextrakt stammt von der Fa. Oxoid, Cornsteep Powder von
der Fa. Marcor, D(-)-Mannit von der Fa. Riedel-deHaén, Haferkleie mit Keim von der Fa.
Quickvital, Sojamehl fettarm von der Fa. Henselwerk GmbH und BiTek Agar von der Fa.
Difco.

Néhrmedien: Fiir alle Nédhrmedien wurde demineralisiertes Wasser verwendet und der
pH-Wert vor dem Autoklavieren mit 0.5 N NaOH bzw. 0.5 N HCI eingestellt. Die
Nihrmedien wurden durch Autoklavieren (feuchte Hitze, 121 °C, 1 bar Uberdruck, 30 min)
sterilisiert.
M2: Malzextrakt 10 g/L, Hefeextrakt 4 g/L, Glucose 4 g/L, pH = 7.0;

fiir die Stammbhaltung Zusatz von Agar 20 g/L.
Soja/Mannit (SM): entfettetes Sojamehl 20 g/L, Mannit 20 g/L, pH = 7.0.
Hafer (Ha): Haferkleie 20 g/L, pH = 7.0.
SGG: Glucose 10 g/L, Glycerin 10 g/L, Stiarke 10 g/L, Cornsteep Powder 2.5 g/L., Casein-

pepton 5 g/L, Hefeextrakt 2 g/L, NaCl 1 g/L, CaCO; 3 g/L, pH = 7.0.

Schiittler und Fermenter: Braun Inkubationsschiittelschrank BS4, Braun Certomat RM,

Braun Biostat B (5 L), 10 L-Airlift-Fermenter, gebaut: Uni Dortmund, Fischer & Porter
Gasflowmeter (45711M), The Analytical Development Co Ltd. CO,-Analysator, Ingold
0,-Elektrode.
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Plattendiffusionstest: Auf die mit den verschiedenen Testkeimen angeimpfte Agarplatte

wurden Filterplattchen (Durchmesser: 6 mm, Dicke: 0.5 mm) gelegt, die mit 15 pL Substanz-
16sung (in Methanol oder Chloroform gelost, ¢ = 1 mg/mL) getrdnkt und vor dem Auflegen
unter sterilen Bedingungen getrocknet worden waren. Als Testkeime dienten Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, und Candida albicans. Die Agarplatten wurden 24 h
bei 25 °C (C. albicans) bzw. 37 °C (B. subtilis, E. coli und S. aureus) inkubiert.

Zusammensetzung der Nahrboden fir die Plattendiffusionstests:

B. subtilis und E. coli: 5 g/L Glucose, 0.5 g/L Trinatriumcitrat x 2 H,O, 3 g/L KH,PO,, 7 g/L
K,;HPO4, 0.1 g/ MgSO4 x 7 H,0, 1 g/ (NH4),SO4 und 15 g/L Agar, keine pH-Einstellung.

S. aureus: 8 g/L. Bacto Nutrient Broth, 5 g/LL NaCl und 15 g/L Agar, keine pH-Einstellung.
C. albicans: 4 g/L Hefeextrakt, 10 g/L Malzextrakt, 4 g/L Glucose und 15 g/L Agar, pH =5.5.

Zum Ansetzen der Testplatten-Medien wurde demineralisiertes Wasser verwendet. Die

Glucose wurde erst nach der 30 miniitigen Sterilisation hinzugegeben.

4. Allgemeine Arbeitsvorschriften (AAYV)

AAYV 1: Methanolische Salzsiure:

7.1 mL (0.1 mol) Acetylchlorid (Fa. Merck) wurde bei 0 °C langsam in 25 mL Methanol
gelost. Die so hergestellte Losung war 4 M.

AAYV 2: Methanolyse und Silylierung

Ca. 0.3 mg der jeweiligen Substanzen wurden in Schmelzpunktsrdhrchen (I = 80 mm,
@ = 2 mm) gegeben, mit methanolischer Salzsdure (siche AAV 1) versetzt (Fiillhohe: 30 mm)
und 15 min im Ultraschallbad behandelt. AnschlieBend wurden die Proben im Vakuum bis
zur Trockne eingeengt und mit 25 %iger TSIM-Losung (Fa. Aldrich, N-(Trimethylsilyl)-
imidazol in Dimethylformamid) versetzt (Fiillhdhe: 30 mm). Die Schmelzpunktsréhrchen

wurden zugeschmolzen und fiir eine Stunde auf 65 °C erhitzt.
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I1. Arbeiten an Actinomyceten aus der Kilimanjaro-Region

1. Stammhaltung

1.1. Agarplatten

Die Haltung der K-Stimme erfolgte auf Petrischalen mit M2 (2 % Agar). Sie wurden bei
28 °C 7 — 10 Tage inkubiert und bei 4 °C maximal drei Monate gelagert.

1.2. Langzeitkonservierung

Aus einer gut bewachsenen Agarplatte wurden mit einseitig zugeschweif3ten und mit einem
Bleistiick beschwerten sterilen Halmen aus Polypropylen Agarstiickchen ausgestanzt, bis der
Halm gefiillt war. Dieser wurde in einen zweiten dufleren Halm gesteckt, der mit einer
ausgeglithten Tiegelzange an beiden Seiten zugeschmolzen wurde. Die Halme wurden in

einem Dewar iiber fliissigem Stickstoff bei -196 °C gelagert.
2. Durchfiihrung des chemischen Screenings

Die Kultivierung der zu untersuchenden Stimme erfolgte in vier verschiedenen Medien (M2,
SM, Ha und SGG) in 300 mL Erlenmeyerkolben mit drei Schikanen, die jeweils mit 50 mL
Nihrlosung gefiillt waren. Die Kolben wurden jeweils mit einem 1 cm” groBem Stiick einer
gut bewachsenen Agarplatte beimpft und 72 h bei 28 °C und 180 U/min inkubiert. In die
vereinigten Kulturbrithen (100 mL) wurde Celite gegeben und filtriert. Das Myzel wurde
15 min im Ultraschallbad mit 100 mL Aceton extrahiert, das Myzel durch Filtration
abgetrennt und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Kulturfiltrat wurde an Amberlite®™
XAD-2 (30 mL) adsorbiert, das Adsorberharz mit 100 mL Wasser gewaschen und mit
100 mL Methanol eluiert. Das Losungsmittel wurde anschliefend im Vakuum entfernt. Die so
erhaltenen Extrakte (Kulturfiltrat und Myzel) wurden in 2 mL MeOH/H,O 1:1 geldst und
5uL dieser Losung auf eine HPTLC-Kieselgelplatte aufgetragen. Die Diinnschicht-
chromatogramme wurden in CHCI;/MeOH 9:1 und n-BuOH/Eisessig/H,O 5:1:4 entwickelt.
Die Analyse des Metabolitenmusters erfolgte durch UV-Licht (254 und 366 nm), Eigenfarbe

und mit Hilfe von Spriihreagenzien (Anis, Orcin und Ehrlich).
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3. Actinomyces sp. Stamm K 8/1

3.1. Kultivierung und Aufarbeitung

Der Stamm K 8/1 wurde wie unter B.II.2. beschrieben in Schiittelkolben (1 L, 20 x 50 mL) in
Ha-Medium kultiviert und aufgearbeitet, wobei jeweils gleiche Volumina an Losungsmitteln,
im Vergleich zu den Volumina der Kulturbriihen, und fiir das Kulturfiltrat ca. 250 mL XAD-2

je Liter Kulturbriihe verwendet wurden.
3.2. Isolierung und Charakterisierung der Metaboliten

Der Myzelextrakt wurde an Kieselgel (CH,Cl,/MeOH 19:1—3:1) und Sephadex” LH-20
(CH2Clo/MeOH 1:1) chromatographiert. Es wurden 1.5 mg/L 15 erhalten.

Ferroverdin A (15) t@\ o c|>® o @
o AN /OZQ_ﬁ h

CaH30N;01:Fe (860.59) k@o._f;e;f ...... N °

griiner Feststoff \‘o ©

UV-16schend (254 nm) O 5

Anféarbeverhalten: violett (Anis).
R¢= 0.18 (KG, CHCI3/MeOH 9:1). 0770
R¢= 19.0 min (LC-MS).

ESI-MS: m/z = 860 [M]".

UV (MeOH): Amax (Ig €) =276 (4.79), 300 (sh), 435 (3.91) nm.
IR (KBr): v =3446, 1720, 1706, 1652, 1634, 1624, 1596, 1543, 1504, 1428, 1402, 1384,

1282, 1198, 1166, 1103 cm™.

"H-NMR (600 MHz, CD;0D): § = 5.23 (dd, J = 11.0, 1.0 Hz, 3H, 15-Hy), 5.76 (dd, J = 18.0,
1.0 Hz, 3H, 15-Hg), 6.74 (dd, J = 18.0, 11.0 Hz, 3H, 14-H), 7.16 (d, J = 8.5 Hz, 6H, 9-H,
13-H), 7.19 (d, J = 9.0 Hz, 3H, 5-H), 7.48 (d, J = 8.5 Hz, 6H, 10-H, 12-H), 7.90 (d, J =
2.0 Hz, 3H, 2-H), 8.18 (dd, J =9.0, 2.0 Hz, 3H, 6-H) ppm.
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4. Actinomyces sp. Stamm K 8/5

4.1. Kultivierung und Aufarbeitung

Der Stamm K 8/5 wurde wie unter B.II.2. beschrieben in Schiittelkolben (1 L, 20 x 50 mL) in

Ha-Medium kultiviert und analog B.I1.3.1. aufgearbeitet.
4.2. Isolierung und Charakterisierung der Metaboliten

Der Kulturfiltratextrakt wurde an Kieselgel (CHCl3/MeOH 11:1—3:1) und Sephadex® LH-20
(CH,Cl1/MeOH 1:1) chromatographiert. Es wurden insgesamt 40 mg/L eines nicht weiter
trennbaren Gemisches von 16, 17 und 18 (2:1:1) erhalten.

4-0-Acetylgabosin E (16)

CoH 1,06 (216.19)
farbloser Feststoff
schwach UV-16schend (254 nm)

Anfirbeverhalten: braun (Anis).

R;= 0.19 (KG, CHCI3/MeOH 9:1).

R= 1.0 min (LC-MS).

ESI-MS: m/z = 239 [M+Na]’, 455 [2M+Na]".
DCI-MS: m/z = 234 [M+NH,]", 450 [2M+NH,]".
[a]2) =+173° (Gemisch, ¢ = 0.1, MeOH).
"H-NMR (300 MHz, CD;0D): § = 2.10 (s, 3H, 2’-H3), 3.97 (dd, J = 10.0, 4.0 Hz, 1H, 5-H),
4.23 (m, 2H, 7-Hy), 4.33 (d, J = 10.0 Hz, 1H, 6-H), 5.66 (ddt, J = 5.0, 4.0, 1.0 Hz, 1H, 4-H),
6.87 (dt, J=5.0, 2.0 Hz, 1H, 3-H) ppm.

BC-NMR (75.5 MHz, CD;0D): § = 20.8 (q, C-2), 59.3 (t, C-7), 69.6 (d, C-4), 72.2 (d, C-5),
75.4 (d, C-6), 137.0 (d, C-3), 142.2 (s, C-2), 172.2 (s, C-1"), 198.8 (s, C-1) ppm.
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5-0-Acetylgabosin E (17)

CoH 206 (216.19)
farbloser Feststoff
schwach UV-16schend (254 nm)

Anfirbeverhalten: braun (Anis). 2 -
R¢= 0.19 (KG, CHCI3/MeOH 9:1).

R¢= 1.0 min (LC-MS).

ESI-MS: m/z = 239 [M+Na]", 455 [2M+Na]".

DCI-MS: m/z = 234 [M+NH,]", 450 [2M+NH,]".

[0!]]2)0 =+173° (Gemisch, ¢ = 0.1, MeOH).

"H-NMR (300 MHz, CD;0D): & = 2.13/2.16 (s, 3H, 2°-H3), 4.23 (m, 2H, 7-H,), 4.50 (d, J =
10.0 Hz, 1H, 6-H), 4.64 (br t, /= 5.0 Hz, 1H, 4-H), 5.00 (dd, J = 10.5, 4.0 Hz, 1H, 5-H), 6.92
(dt, J = 6.0, 2.0 Hz, 1H, 3-H) ppm; : Signale konnten aufgrund des Mischspektrums nicht
eindeutig zugeordnet werden.

BC-NMR (75.5 MHz, CD;0D): & = 20.7/20.9" (q, C-2"), 59.3 (t, C-7), 64.8 (d, C-4), 72.3
(d, C-6), 75.5 (d, C-5), 140.2/140.3" (s, C-2), 141.1 (d, C-3), 172.2 (s, C-17), 198.2 (s, C-1)

ppm; * Signale konnten aufgrund des Mischspektrums nicht eindeutig zugeordnet werden.

6-0-Acetylgabosin E (18)

CoH 1,06 (216.19)
farbloser Feststoff
schwach UV-16schend (254 nm)

Anféarbeverhalten: braun (Anis).

R¢= 0.19 (KG, CHCI3/MeOH 9:1).

R¢= 1.0 min (LC-MS).

ESI-MS: m/z = 239 [M+Na]", 455 [2M+Na]".
DCI-MS: m/z = 234 [M+NH,4]", 450 [2M +NH,4]".
[()z]lz)0 =+173° (Gemisch, ¢ = 0.1, MeOH).
"H-NMR (300 MHz, CD;OD): & = 2.13/2.16 (s, 3H, 2’-H3), 4.21 (m, 2H, 7-H>), 3.99 (dd,
J=11.0,4.0 Hz, 1H, 5-H), 4.48 (dd, J = 6.0, 4.0 Hz, 1H, 4-H), 5.57 (d, /= 11.0 Hz, 1H, 6-H),
7.00 (dt, J = 6.0, 2.0 Hz, 1H, 3-H) ppm; : Signale konnten aufgrund des Mischspektrums

nicht eindeutig zugeordnet werden.
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BC-NMR (75.5 MHz, CD;0D): § = 20.7/20.9" (q, C-2°), 59.3 (t, C-7), 66.9 (d, C-4), 70.9
(d, C-5), 76.6 (d, C-6), 140.2/140.3" (s, C-2), 141.9 (d, C-3), 172.2 (s, C-1°), 194.3 (s, C-1)

ppm; ~ Signale konnten aufgrund des Mischspektrums nicht eindeutig zugeordnet werden.
5. Actinomyces sp. Stamm K 10/11

5.1. Kultivierung und Aufarbeitung

Der Stamm K 10/11 wurde wie unter B.I1.2. beschrieben in Schiittelkolben (1 L, 20 x 50 mL)
in SM-Medium kultiviert und analog B.I1.3.1. aufgearbeitet.

5.2. Isolierung und Charakterisierung der Metaboliten

Der Myzelextrakt wurde in Methanol suspendiert und filtriert. Aus dem Riickstand wurden
durch Umkristallisation aus 40 °C heilem CH,Cl, 100 mg/L 35 erhalten. Der Kulturfiltrat-
extrakt wurde an Kieselgel (CHCl3/MeOH 9:1—3:1) chromatographiert, wodurch 35 mg/L 33
und nach einer weiteren Sephadex® LH-20-S4ule (MeOH) 5 mg/L 34 erhalten wurden.

Streptazolin (33)

C11H13NO3 (207.23)

hellbrauner Feststoff

UV-16schend (254 nm)
Anféarbeverhalten: braun (Anis).
R¢= 0.64 (KG, CHCI3/MeOH 9:1).
R¢= 5.8 min (LC-MS).

EI-MS: m/z (%) =207 (100) [M]".

[a]> =+43° (c = 1.38, CHCl;).

UV (MeOH): Ama (Ig €) =252 (3.67) nm.

IR (KBr): v = 3410, 2963, 1732, 1449, 1397, 1353, 1221, 1096, 1038 cm’™.

'H-NMR (300 MHz, CDCLy): & = 1.86 (d, J = 7.5 Hz, 3H, 13-H3), 2.16 (m, 1H, 9-H,), 2.47
(m, 1H, 9-Hg), 2.76 (br s, 1H, 5-OH), 3.38 (m, 2H, 10-H,), 4.25 (br d, J = 7.0 Hz, 1H, 11-H),
470 (d, J = 7.0 Hz, 1H, 4-H), 4.82 (br s, 1H, 5-H), 5.99 (dt, J = 7.0, 3.5 Hz, 1H, 8-H), 6.12
(q,J = 7.5 Hz, 1H, 12-H) ppm.
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Obscurolid A3 (34)

Ci5H19NO4 (277.32)
hellgelber Feststoff

UV-16schend (254 nm) 7 <::
Anfirbeverhalten: braun (Anis). HO v
Rr= 0.36 (KG, CHCI3/MeOH 9:1).

R¢= 5.3 min (LC-MS).

EI-MS: m/z (%) =277 (28) [M]", 176 (68) [M-CsHo0,]", 149 (100) [M-CsHsO0s]".
HREI-MS: 277.1314 gefunden wie berechnet fiir C;sH;oNOj.

[a]) =+45° (c = 0.20, MeOH).

UV (MeOH): Amax (Ig €) =295 (3.34), 253 (4.28) nm.

IR (KBr): v = 3384, 3032, 2972, 2928, 2877, 1767, 1615, 1524, 1413, 1369, 1318, 1265,
1207, 1181, 1144, 1063 cm™.

"H-NMR (300 MHz, CD;OD): & = 1.22° (d, J = 6.5 Hz, 3H, 8-H3), 2.43" (dd, J = 17.5,

4.5 Hz, 1H, 2-Ha), 3.05 (dd, /= 17.5, 7.5 Hz, 1H, 2-Hp), 4.08 (dt, J = 7.5, 4.5 Hz, 1H, 3-H),

4.28 (m, 1H, 7-H), 4.44 (s, 2H, 7°-H»), 4.81 (m, 1H, 4-H), 5.86 (m, 1H, 6-H), 5.88 (m, 1H,

5-H), 6.61 (dd, J = 8.5, 1.0 Hz, 2H, 2’-H, 6’-H), 7.14 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 3’-H, 5’-H) ppm;

" aufgespaltener Peak, 8-Wert fiir den Hauptpeak.

BC-NMR (75.5 MHz, CD;0D): § = 23.3" (q, C-8), 35.8 (t, C-2), 56.4 (d, C-3), 65.2 (t, C-7"),

68.1° (d, C-7), 86.6" (d, C-4), 114.4 (d, C-2’, C-6"), 126.1* (d, C-5), 129.8 (d, C-3’, C-5"),

131.8 (s, C-4°), 139.9* (d, C-6), 147.7 (s, C-17), 178.0 (s, C-1) ppm; ) aufgespaltener Peak,

o-Wert fiir den Hauptpeak.

Chartreusin (35)

C32H3,014 (640.60)

gelber Feststoff

UV-16schend (254 nm)

blau fluoreszierend (366 nm)
Anféarbeverhalten: gelb (Anis).

R¢= 0.37 (KG, CHCl3/MeOH 9:1).

R¢= 15.5 min (LC-MS).

ESI-MS: m/z = 663 [M+Na]', 1303 [2M+Na]".

[a]2) =-27° (c = 0.33, MeOH).
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UV  (MeOH): Amax (Ig €) =235 (4.59), 264 (4.57), 333 (3.80), 400 (4.15), 422 (4.19) nm.

IR (KBr): vV = 3437, 1732, 1634, 1501, 1449, 1374, 1250, 1148, 1070 cm™".

"H-NMR (300 MHz, Pyridin-ds): & = 1.56 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 6’-H3), 1.57 (d, J= 6.5 Hz, 3H,
6°’-Hs), 2.75 (s, 3H, 13-H3), 3.35 (s, 3H, 7°°-H3), 3.85 (dd, J = 10.0, 3.0 Hz, 1H, 3’’-H), 4.12
(m, 2H, 5’-H, 4°°’-H), 4.21 (d, J=3.5 Hz, 1H, 4’-H), 4.32 (dd, /= 9.5, 3.5 Hz, 1H, 3’-H), 4.54
(dd, J=10.0, 4.0 Hz, 1H, 2’’-H), 5.00 (q, J = 6.5 Hz, 1H, 5*’-H), 5.06 (dd, J = 9.5, 8.0 Hz,
1H, 2’-H), 5.82 (d, /= 8.0 Hz, 1H, 1’-H), 6.52 (d, /= 4.0 Hz, 1H, 1"’-H), 7.31 (d, /= 8.0 Hz,
1H, 2-H), 7.44 (d, J= 8.0 Hz, 1H, 3-H), 7.64 (t, J = 8.0 Hz, 1H, 8-H), 7.76 (d, J= 8.0 Hz, 1H,
7-H), 8.36 (d, /= 8.0 Hz, 1H, 9-H) ppm.

6. Actinomyces sp. Stamm K 17/2

6.1. Kultivierung und Aufarbeitung

Der Stamm K 17/2 wurde wie unter B.II.2. beschrieben in Schiittelkolben (1 L, 20 x 50 mL)
in M2-Medium kultiviert und analog B.I1.3.1. aufgearbeitet.

6.2. Isolierung und Charakterisierung der Metaboliten

Der Kulturfiltratextrakt wurde zweimal an Kieselgel chromatographiert (1. CH,Cl,/MeOH
9:1—1:1, 2. CH,CI,/MeOH 19:1). 36 konnte in einer Ausbeute von 3.5 mg/L erhalten

werden.

2-Aminobenzoyl-a-L-rhamnopyranosid (36)

C13H17NOg (283.28)

farbloser Feststoff

UV-16schend (254 nm) H.C 2 o
hellblau fluoreszierend (366 nm) HO—5

Anfirbeverhalten: gelb-braun (Anis).

R;= 0.28 (KG, CHCI3/MeOH 9:1).

R(= 5.7 min (LC-MS).

DCI-MS: m/z =284 [M+H]", 301 [M+NH,]".
[a])) =-76° (c = 0.1, MeOH).
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UV (MeOH): Amax (Ig €) =219 (4.25), 249 (3.72), 341 (3.55) nm;

(MeOH, HCI): Amax (Ig €) =221 (4.06), 246 (sh), 274 (sh), 343 (3.19) nm;

(MeOH, NaOH): Amax (Ig €) =219 (4.24), 248 (3.69), 342 (3.49) nm.
IR (KBr): v = 3368, 2931, 1696, 1684, 1667, 1652, 1620, 1592, 1560, 1488, 1455, 1290,

1242, 1158, 1143, 1096, 1052 cm™.

"H-NMR (500 MHz, CD;0D): & = 1.28 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 6’-H3), 3.49 (t, J= 9.5 Hz, 1H,
4’-H), 3.74 (dd, J=9.5, 6.5 Hz, 1H, 5’-H), 3.82 (dd, /= 9.5, 3.5 Hz, 1H, 3’-H), 3.92 (dd, J =
3.5, 2.0 Hz, 1H, 2’-H), 6.15 (d, J = 2.0 Hz, 1H, 1°-H), 6.57 (ddd, J = 8.0, 7.5, 1.0 Hz, 1H,
5-H), 6.75 (dd, J = 8.5, 1.0 Hz, 1H, 3-H), 7.26 (ddd, J = 8.5, 7.5, 1.5 Hz, 1H, 4-H), 7.77
(dd, /=18.0, 1.5 Hz, 1H, 6-H) ppm.
BC-NMR (125.7 MHz, CD;0OD): & = 18.1 (q, C-6), 71.4 (d, C-2°), 72.4 (d, C-3"), 72.5
(d, C-5°), 73.6 (d, C-4’), 95.0 (d, C-1"), 110.1 (s, C-1), 116.6 (d, C-5), 117.9 (d, C-3), 131.9
(d, C-6), 135.7 (d, C-4), 153.5 (s, C-2), 167.4 (s, C-7) ppm.
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7. Actinomyces sp. Stamm K 17/7

7.1. Vorkulturen

Die Kultivierung von Vorkulturen erfolgte analog zu dem in B.II1.2. beschriebenen Verfahren

in Ha-Ndhrmedium. Sie wurden 48 h bei 28 °C und 180 U/min inkubiert.
7.2. Variation der Hauptkultur

Variation A: Kultivierung in Schiittelkolben
Die Kultivierung in Schiittelkolben (1 L, 20 x 50 mL) erfolgte mit Ha-Ndhrmedium analog zu

dem in B.II.2. beschriebenen Verfahren.

Variation B: Kultivierung im Airlift-Fermenter bei Normaldruck
Die Fermentation im 10 L-Airlift-Fermenter, befiillt mit 9.2 L. Ha-Ndhrmedium und 800 mL

Vorkultur, wurde unter Normaldruck bei 28 °C und einer Beliiftung von 4 vvm durchgefiihrt.

Variation C: Kultivierung im Airlift-Fermenter bei 5 bar Uberdruck
Die Fermentation im 10 L-Airlift-Fermenter, befiillt mit 9.2 L. Ha-Ndhrmedium und 800 mL

Vorkultur, erfolgte bei 28 °C, 5 bar Uberdruck und einer Beliiftung von 4 vvm.

Variation D: Kultivierung in P-Kolben
Die Ruhekultivierung in P-Kolben (10 L, 10 x 1 L) erfolgte bei 28 °C. Die P-Kolben wurden
jeweils mit 900 mL Ha-Nahrmedium gefiillt und mit 100 mL Vorkultur angeimpft.

7.3. Standardaufarbeitung von Fermentationsansitzen

Die in B.II.7.2. genannten Variationen A — C wurden jeweils nach 72 h und die Variation D
nach 28 d nach dem in B.I1.3.1. beschriebenen Verfahren aufgearbeitet, die Kulturfiltrate
wurden nicht weiter bearbeitet. Fiir die Extraktion des Myzels bei den Variationen B —D
wurde anstelle des Ultraschallbades der Ultraturax verwendet. Die erste Aufreinigung der
Myzelextrakte erfolgte durch Saulenchromatographie an Kieselgel (CH,Cl,/MeOH
19:1-3:1).
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7.4. Isolierung und Charakterisierung der Metaboliten

Teleocidin A-2 (37)

37 konnte aus den Myzelextrakten der Variationen A —D (siche B.Il.7.2.) durch weitere
Saulenchromatographie an Kieselgel (CH,Cl,—~CH,Cl,/MeOH 49:1—19:1) und semipri-
parativer HPLC (Programm 1) in Ausbeuten von 3.0 — 6.0 mg/L erhalten werden.

C17H39N30; (437.62)

hellgelber Feststoff

UV-16schend (254 nm)

Anférbeverhalten: blau-violett (Anis).

R¢= 0.55 (KG, CHCI3/MeOH 9:1);
0.47 (RP-18, Aceton/H,0 4:1).

R¢= 20.5 min (LC-MS).

DCI-MS: m/z = 438 [M+H]".

[a])) =-135° (c = 0.1, MeOH).

UV (MeOH): Amax (Ig €) =231 (4.36), 289 (3.81), 301 (sh) nm.

CD (MeOH): Amax ([0]7°) = 308 (+5686), 238 (-43409), 227 (-57649) nm.

IR (KBr): v = 3449, 3372, 2959, 2928, 2869, 1720, 1704, 1651, 1638 (sh), 1596, 1544,
1508, 1446, 1412, 1367, 1348, 1259, 1069, 1045 cm’.

"H-NMR (500 MHz, CDCl;): & (Hauptkonformer) = 0.60 (d, J = 6.0 Hz, 3H, 16-H3), 0.91

(d, J = 6.0 Hz, 3H, 17-H3), 1.39 (br s, 3H, 27-H3), 1.45 (br s, 3H, 20-H3), 1.63 (br s, 3H,

28-H3), 1.80 (td, J = 12.0, 4.5 Hz, 1H, 23-Ha), 1.90 (m, 2H, 24-H,), 1.94 (dd, J = 12.0,

4.5 Hz, 1H, 23-Hp), 2.55 (m, 1H, 15-H), 2.90 (s, 3H, 18-H3), 3.06 (br dd, J = 17.5, 3.5 Hz,

1H, 8-Hy), 3.14 (br d, J=17.5 Hz, 1H, 8-Hp), 3.57 (br dd, /= 11.0, 8.5 Hz, 1H, 14-Ha), 3.74

(br dd, J=11.0, 2.5 Hz, 1H, 14-Hp), 4.35 (d, /= 10.0 Hz, 1H, 12-H), 4.35 (m, 1H, 9-H), 5.07

(br t, J = 7.0 Hz, 1H, 25-H), 5.26 (dd, J= 11.0, 1.0 Hz, 1H, 22-H,), 5.30 (dd, J = 17.5,

1.0 Hz, 1H, 22-Hp), 6.21 (dd, J = 17.5, 11.0 Hz, 1H, 21-H), 6.47 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 5-H),

6.82 (br s, 1H, 2-H), 6.96 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 6-H), 7.70 (br s, 1H, 10-NH), 8.53 (br s, 1H,

1-NH) ppm; 14-OH nicht eindeutig zuzuordnen.
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BC-NMR (125.7 MHz, CDCl;): & (Hauptkonformer) = 17.3 (q, C-27), 19.4 (q, C-16), 21.6
(q, C-17), 23.1 (t, C-24), 24.8 (q, C-20), 25.6 (q, C-28), 28.5 (d, C-15), 33.0 (q, C-18), 34.0
(t, C-8), 38.0 (t, C-23), 43.3 (s, C-19), 55.8 (d, C-9), 65.1 (t, C-14), 71.0 (d, C-12), 106.0
(d, C-5), 112.1 (t, C-22), 114.1 (s, C-3), 118.5 (s, C-3a), 120.3 (d, C-6), 121.0 (d, C-2), 121.0
(s, C-7), 124.6 (d, C-25), 131.4 (s, C-26), 137.5 (s, C-7a), 146.5 (s, C-4), 149.0 (d, C-21),
174.7 (s, C-11) ppm.

14-0-Acetylteleocidin A-2 (38)

Bei den Variationen B — D (siehe B.I1.7.2.) konnte aus den Myzelextrakten durch weitere
Saulenchromatographie an  Kieselgel (CH,Cl/MeOH  98:2), Sephadex® LH-20
(CH,C1/MeOH 1:1) und semipriparativer HPLC (Programm 2) 38 in Ausbeuten von
2.5 — 3.0 mg/L erhalten werden.

C390H44N303 (479.66)

hellgelbes Ol

UV-l6schend (254 nm)

Anfirbeverhalten: blau-violett (Anis).

R¢= 0.69 (KG, CHCIl3/MeOH 19:1);
0.39 (RP-18, Aceton/H,0 4:1).

R¢=21.1 min (LC-MYS).

DCI-MS: m/z = 480 [M+H]".

HRESI-MS: 502.30361 gefunden wie berechnet fiir C;oH4;N3O3Na.

[a]2 =-81° (c = 0.1, MeOH).

UV (MeOH): Amax (Ig €) = 229 (4.41), 288 (sh), 297 (3.93) nm.

CD  (MeOH): Amax ([0]%°) =307 (+8167), 256 (-29197), 224 (-36603) nm.

IR (KBr): Vv = 3446, 2961, 2927, 2869, 1742, 1665, 1595, 1544, 1508, 1450, 1415, 1365,
1237, 1042 cm™.
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"H-NMR (300 MHz, CDCls): & (Hauptkonformer) = 0.62 (d, J = 7.0 Hz, 3H, 16-Hs), 0.92
(d, J = 6.5 Hz, 3H, 17-Hs), 1.39 (s, 3H, 27-Hs), 1.45 (s, 3H, 20-Hs), 1.63 (s, 3H, 28-H;), 1.80
(m, 1H, 23-Hy), 1.93 (m, 3 H, 23-Hg, 24-H,), 2.09 (s, 3H, 2°-Hs), 2.55 (m, 1H, 15-H), 2.92
(s, 3H, 18-H;), 3.10 (dd, J = 17.5, 4.0 Hz, 1H, 8-H,), 3.22 (br d, J= 17.5 Hz, 1H, 8-Hjg), 3.98
(dd, J = 11.0, 8.5 Hz, 1H, 14-H,), 4.18 (dd, J = 11.0, 4.0 Hz, 1H, 14-Hg), 4.33 (d, J =
10.0 Hz, 1H, 12-H), 4.55 (m, 1H, 9-H), 5.08 (br t, J = 6.0 Hz, 1H, 25-H), 5.27 (dd, J = 11.0,
1.0 Hz, 1H, 22-H,), 5.31 (dd, J = 17.5, 1.0 Hz, 1H, 22-Hg), 6.20 (dd, J = 17.5, 11.0 Hz, 1H,
21-H), 6.44 (br s, 1H, 10-NH), 6.50 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 5-H), 6.83 (br d, J = 1.0 Hz, 1H,
2-H), 6.98 (d, J= 8.0 Hz, 1H, 6-H), 8.56 (br s, 1H, 1-NH) ppm.

BC-NMR (75.5 MHz, CDCls): 8 (Hauptkonformer) = 17.3 (g, C-27), 19.4 (q, C-16), 20.8
(q, C-2°), 21.6 (q, C-17), 23.1 (t, C-24), 24.7 (q, C-20), 25.6 (q, C-28), 28.5 (d, C-15), 33.0
(q, C-18), 34.4 (t, C-8) 37.9 (t, C-23), 43.3 (s, C-19), 53.0 (d, C-9), 65.9 (t, C-14), 71.1
(d, C-12), 106.1 (d, C-5), 112.2 (t, C-22), 113.1 (s, C-3), 118.4 (s, C-3a), 120.3 (d, C-6), 121.2
(d, C-2), 121.2 (s, C-7), 124.5 (d, C-25), 131.4 (s, C-26), 137.4 (s, C-7a), 146.2 (s, C-4), 148.8
(d, C-21), 171.1 (s, C-1°), 173.4 (s, C-11) ppm.

Teleocidin B-3 (39)

Durch weitere Sdulenchromatographie an Kieselgel (CH,Cl,—~CH,Cl,/MeOH 49:1—19:1)
und semipraparativer HPLC (Programm 1) konnte 39 aus den Myzelextrakten der Variationen

B — D (siehe B.I1.7.2.) in Ausbeuten von 2.0 — 4.0 mg/L erhalten werden.

CisH4sN30; (451.65)

hellgelber Feststoff

UV-l6schend (254 nm)

Anfirbeverhalten: rot-violett (Anis).

R¢= 0.56 (KG, CHCIl3/MeOH 9:1);
0.43 (RP-18, Aceton/H,0 4:1).

Ri= 21.0 min (LC-MS).

DCI-MS: m/z = 452 [M+H]".

HRESI-MS: 474.30951 gefunden wie berechnet fiir C3sH4N3O;,Na.

[a]> =-163° (c = 0.1, MeOH).
UV (MeOH): Amax (Ig €) = 232 (4.45), 286 (3.92), 297 (sh) nm.
CD (MeOH): hmax ([0T7°) = 310 (+10449), 241 (-30360), 227 (-34286) nm.
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IR (KBr): v = 3451, 2958, 2933, 2870, 1653, 1600, 1547, 1506, 1453, 1408, 1374, 1267,
1199, 1056 cm™.

"H-NMR (600 MHz, CDCls): & (Hauptkonformer) = 0.65 (d, J = 7.0 Hz, 3H, 27-H3), 0.67
(d, J= 7.0 Hz, 3H, 16-H3), 0.94 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 17-H3), 1.04 (d, J = 7.0 Hz, 3H, 28-H3),
1.33 (s, 3H, 29-H3), 1.44 (m, 1H, 24-H,), 1.46 (m, 1H, 23-Hy,), 1.49 (s, 3H, 20-H3), 1.93
(m, 2H, 23-Hg, 24-Hg), 2.29 (m, 1H, 26-H), 2.62 (m, 1H, 15-H), 2.92 (s, 3H, 18-Hs), 3.03
(br dd, J = 17.5, 3.5 Hz, 1H, 8-H,), 3.14 (br d, J = 17.5 Hz, 1H, 8-Hg), 3.62 (dd, J = 11.5,
8.5 Hz, 1H, 14-Hy), 3.79 (dd, J = 11.5, 3.5 Hz, 1H, 14-Hg), 4.33 (d, J=10.5 Hz, 1H, 12-H),
438 (m, 1H, 9-H), 5.27 (dd, J = 11.0, 1.0 Hz, 1H, 22-H,), 5.40 (dd, J = 17.5, 1.0 Hz, 1H,
22-Hp), 6.24 (dd, J=17.5, 11.5 Hz, 1H, 21-H), 6.49 (br s, 1H, 6-H), 6.79 (br s, 1H, 2-H), 7.72
(brs, 1H, 10-NH), 8.49 (br s, 1H, 1-NH) ppm; 14-OH nicht eindeutig zuzuordnen.

BC-NMR (150.8 MHz, CDCls): & (Hauptkonformer) = 17.0 (q, C-27), 18.3 (q, C-28), 19.3
(q, C-16), 21.5 (q, C-17), 21.7 (q, C-20), 24.9 (t, C-24), 28.5 (d, C-15), 29.8 (g, C-29), 33.2
(q, C-18), 33.6 (t, C-8), 34.7 (t, C-23), 37.0 (d, C-26), 39.4 (s, C-25), 39.6 (s, C-19), 55.9
(d, C-9), 65.1 (t, C-14), 70.7 (d, C-12), 106.4 (d, C-5), 111.1 (t, C-22), 113.5 (s, C-3), 116.5
(s, C-3a), 118.1 (s, C-7), 120.0 (d, C-2), 137.2 (s, C-6), 138.3 (s, C-7a), 145.8 (s, C-4), 151.6
(d, C-21), 174.9 (s, C-11) ppm.

14-0-Acetylteleocidin B-3 (40)

Aus den Myzelextrakten der Variationen B — D (siehe B.I1.7.2.) konnte 40 durch weitere
Siulenchromatographie an  Kieselgel (CH,Cl,/MeOH  98:2), Sephadex® LH-20
(CH2Cl/MeOH 1:1) und semipriparativer HPLC (Programm 2) in Ausbeuten von
8.0 — 12.0 mg/L erhalten werden.

C30H43N303 (493.69)

hellgelbes Ol

UV-16schend (254 nm)

Anfirbeverhalten: rot-violett (Anis).

R¢= 0.69 (KG, CHCI3/MeOH 19:1);
0.34 (RP-18, Aceton/H,0 4:1).

R¢=21.4 min (LC-MS).

DCI-MS: m/z = 494 [M+H]".

HRESI-MS: 516.31978 gefunden wie berechnet fiir C3oH43N303Na.

[a]) =-76° (c = 0.1, MeOH).



Experimenteller Teil 132

UV (MeOH): Amax (Ig €) =230 (4.53), 286 (3.97), 297 (sh) nm.
CD (MeOH): hmax ([0T7°) = 303 (+13172), 256 (-30007), 224 (-19251) nm.
IR (KBr): v = 3449, 2959, 1742, 1669, 1637 (sh), 1600, 1559, 1543, 1507, 1457, 1407,
1373, 1236, 1044 cm™".
"H-NMR (300 MHz, CDCls): & (Hauptkonformer) = 0.64 (d, J = 7.0 Hz, 3H, 16-H3), 0.66
(d, J= 6.0 Hz, 3H, 27-H3), 0.93 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 17-H3), 1.02 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 28-H3),
1.30 (s, 3H, 29-H3), 1.40 (m, 1H, 24-Hx), 1.46 (m, 1H, 23-H,), 1.50 (s, 3H, 20-H3), 1.92
(m, 2H, 23-Hg, 24-Hg), 2.10 (s, 3H, 2°-H3), 2.26 (m, 1H, 26-H), 2.59 (m, 1H, 15-H), 2.91
(s, 3H, 18-Hs), 3.05 (br dd, J = 14.5, 5.0 Hz, 1H, 8-Hya), 3.18 (br d, J = 17.5 Hz, 8-Hp), 4.02
(dd, J = 11.5, 8.0 Hz, 1H, 14-Ha), 4.19 (dd, J = 11.5, 3.5 Hz, 1H, 14-Hg), 429 (d, J =
10.0 Hz, 1H, 12-H), 4.58 (m, 1H, 9-H), 5.25 (br d, J = 11.0 Hz, 1H, 22-H,), 5.38 (dd, J =
17.5, 1.0 Hz, 1H, 22-Hg), 6.22 (dd, J = 17.5, 11.0 Hz, 1H, 21-H), 6.50 (br s, 1H, 5-H), 6.79
(brs, 1H, 2-H), 8.50 (br s, 1H, 1-NH) ppm.
BC-NMR (75.5 MHz, CDCl3): & (Hauptkonformer) = 17.0 (q, C-27), 18.3 (g, C-28), 19.3
(q, C-16), 20.8 (q, C-2°), 21.5 (q, C-17), 21.6 (q, C-20), 24.8 (t, C-24), 28.5 (d, C-15), 29.8
(q, C-29), 33.2 (q, C-18), 34.0 (t, C-8), 34.6 (t, C-23), 36.9 (d, C-26), 39.5 (s, C-19, C-25),
53.1 (d, C-9), 65.9 (t, C-14), 70.9 (d, C-12), 106.6 (d, C-5), 111.2 (t, C-22), 112.6 (s, C-3),
116.5 (s, C-3a), 118.3 (s, C-7), 120.2 (d, C-2), 137.2 (s, C-6), 138.4 (s, C-7a), 145.5 (s, C-4),
151.4 (d, C-21), 171.1 (s, C-17), 172.4 (s, C-11) ppm.
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8. Actinomyces sp. Stamm K 17/9

8.1. Vorkulturen

Die Kultivierung von Vorkulturen erfolgte analog zu dem in B.II1.2. beschriebenen Verfahren

in Ha-Ndhrmedium. Sie wurden 48 h bei 28 °C und 180 U/min inkubiert.
8.2. Variation der Hauptkultur

Variation A (VA): Kultivierung in Schiittelkolben
Die Kultivierung in Schiittelkolben (1 L, 20 x 50 mL) erfolgte mit Ha-Ndhrmedium analog zu

dem in B.II.2. beschriebenen Verfahren.

Variation B (VB): Kultivierung im Biostat B-Fermenter
Die Fermentation im Biostat B-Fermenter, befiillt mit 3.6 L Ha-Ndhrmedium und 400 mL

Vorkultur, erfolgte bei 28 °C, 300 U/min und einer Beliiftung von 1 vvm.

Variation C (VC): Kultivierung im Airlift-Fermenter bei Normaldruck
Die Fermentation im 10 L-Airlift-Fermenter, befiillt mit 9.2 L. Ha-Ndhrmedium und 800 mL

Vorkultur, wurde unter Normaldruck bei 28 °C und einer Beliiftung von 4 vvm durchgefiihrt.

Variation D (VD): Kultivierung im Airlift-Fermenter bei 5 bar Uberdruck
Die Fermentation im 10 L-Airlift-Fermenter (befiillt mit 9.2 L Ha-Ndhrmedium und 800 mL

Vorkultur) erfolgte bei 28 °C, 5 bar Uberdruck und einer Beliiftung von 4 vvm.

Variation E (VE): Kultivierung in P-Kolben
Die Ruhekultivierung in P-Kolben (10 L, 10 x 1 L) erfolgte bei 28 °C. Die P-Kolben wurden
jeweils mit 900 mL Ha-Néhrmedium gefiillt und mit 100 mL Vorkultur angeimpft.
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8.3. Standardaufarbeitung von Fermentationsansiitzen

Die in B.I1.8.2. genannten Variationen A —D wurden jeweils nach 72 h und die Variation E
nach 28 d nach dem in B.I1.3.1. beschriebenen Verfahren aufgearbeitet. Fiir die Extraktion des
Myzels bei den Variationen B —E wurde anstelle des Ultraschallbades der Ultraturax
verwendet. Die erste Aufreinigung der Rohextrakte erfolgte durch Sdulenchromatographie an
Kieselgel (Kulturfiltratextrakt: CH,Cl,/MeOH 9:1—3:1, Myzelextrakt: CH,Cl,/MeOH
50:1-3:1).

8.4. Isolierung und Charakterisierung der Metaboliten

Reticulol (52)

52 wurde aus den Kulturfiltratextrakten der Variationen A — E (siehe B.I1.8.2.) durch weitere
Sdulenchromatographie an Kieselgel (CH,Cl,/MeOH 19:1) isoliert. Ausbeuten: VA =
7.0 mg/L, VB =23.0 mg/L, VC =21.0 mg/L, VD = 17.5 mg/L, VE = 14.0 mg/L.

C11H1005 (222.20)
weiller Feststoff

UV-16schend (254 nm)

Anfirbeverhalten: violett (Anis).
R;= 0.66 (KG, CHCl3/MeOH 50:1);
0.55 (RP-18, MeOH/H,0 4:1).
R¢= 10.4 min (LC-MS).
EI-MS: m/z (%) = 222 (100) [M]", 207 (84) [M-CH3]", 179 (72) [M-CH3-CO]".
HREI-MS: 222.0528 gefunden wie berechnet fiir C;1H;¢Os.
UV (MeOH): hmax (Ig €) = 239 (sh), 245 (4.61), 278 (sh), 289 (sh), 329 (3.71) nm;
(MeOH, HCI): Amax (Ig €) = 240 (sh), 245 (4.62), 278 (sh), 286 (sh), 332 (3.66) nm;
(MeOH, NaOH): Amax (Ig €) = 247 (sh), 256 (4.61), 313 (4.19) nm.
IR (KBr): vV = 3425, 1693, 1650, 1624 (sh), 1574, 1516, 1444, 1395, 1355, 1333, 1297,
1281, 1232, 1192, 1151, 1080 cm™.
"H-NMR (300 MHz, CDCls): & = 2.25 (d, J = 1.0 Hz, 3H, 9-H3), 3.85 (s, 3H, 7-OCH3), 6.18
(d, J=1.0 Hz, 1H, 4-H), 6.40 (s, 1H, 5-H), 6.51 (s, 1H, 6-OH), 11.30 (s, 1H, 8-OH) ppm.
BC-NMR (75.5 MHz, CDCl3): & = 19.3 (q, C-9), 60.9 (g, 7-OCHj3), 100.3 (s, C-8a), 101.2
(d, C-5), 104.3 (d, C-4), 132.7 (s, C-7), 134.5 (s, C-4a), 153.3 (s, C-3), 153.8 (s, C-8), 156.3
(s, C-6), 166.4 (s, C-1) ppm.
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6-0-Methylreticulol (53)

Bei den Variationen C —E (sieche B.I1.8.2.) konnte aus den Kulturfiltratextrakten 53 durch
weitere Sdulenchromatographie an Kieselgel (CH>Cl,/MeOH 19:1) isoliert werden.
Ausbeuten: VC = 1.0 mg/L, VD = 1.5 mg/L, VE = 3.5 mg/L.

C12H1,05 (236.22)
weiller Feststoff

UV-16schend (254 nm)

Anfirbeverhalten: violett (Anis).
R;= 0.83 (KG, CHCI3/MeOH 50:1);
0.44 (RP-18, MeOH/H,0 4:1).
R¢= 11.3 min (LC-MS).
EI-MS: m/z (%) = 236 (100) [M]", 221 (96) [M-CH3]", 193 (65) [M-CH3-CO]".
HREI-MS: 236.0685 gefunden wie berechnet fiir C;,H;,0:s.
UV (MeOH): Amax (Ig €) = 241 (4.59), 255 (sh), 278 (sh), 290 (sh), 334 (3.74) nm;
(MeOH, HCI): Amax (Ig €) = 242 (4.59), 255 (sh), 278 (sh), 291 (sh), 333 (3.71) nm;
(MeOH, NaOH): Amax (Ig €) = 234 (4.54), 246 (sh), 289 (sh), 360 (3.77) nm.
IR (KBr): vV = 3425, 1681, 1639, 1561, 1522, 1459, 1443, 1423, 1378, 1356, 1290, 1265,
1212, 1168, 1105, 1025, 1004 cm™.
"H-NMR (300 MHz, CDCl;): & = 2.24 (s, 3H, 9-H3), 3.89 (s, 3H, 6-OCHs), 3.92 (s, 3H,
7-OCHs), 6.16 (d, J= 0.8 Hz, 1H, 4-H), 6.31 (s, 1H, 5-H), 11.04 (br s, 1H, 8-OH) ppm.
BC-NMR (75.5 MHz, CDCls): & = 19.3 (g, C-9), 56.1 (q, 6-OCHj3), 60.7 (q, 7-OCHj3), 98.0
(d, C-5) 100.7 (s, C-8a), 104.3 (d, C-4), 134.4 (s, C-4a), 135.0 (s, C-7), 153.5 (s, C-3), 154.6
(s, C-8), 159.9 (s, C-6), 166.3 (s, C-1) ppm.
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8-0O-Methylreticulol (54)

54 konnte aus den Kulturfiltratextrakten der Variationen D und E (siehe B.I1.8.2.) durch
weitere Siulenchromatographie an Sephadex® LH-20 (CH,Cl,) und Kieselgel (CH,Cl,/MeOH
50:1) erhalten werden. Ausbeuten: VD = 0.1 mg/L, VE = 0.3 mg/L.

C12H 205 (236.22)
weiller Feststoff
UV-16schend (254 nm)
Anféarbeverhalten: violett (Anis).
R¢= 0.47 (KG, CHCI3/MeOH 50:1)
0.64 (RP-18, MeOH/H,0 4:1).
R¢= 8.8 min (LC-MS).
EI-MS: m/z (%) = 236 (62) [M]", 221 (100) [M-CH3]", 193 (43) [M-CH;-CO]".
DCI-MS: m/z =237 [M +H]", 254 [M + NH,4]".
UV  (MeOH): Amax (Ig €) =239 (sh), 245 (4.36), 272 (sh), 321 (3.42) nm;
(MeOH, HCI): Amax (1g €) =239 (sh), 245 (4.36), 275 (sh), 326 (3.30) nm;
(MeOH, NaOH): Amax (1g €) = 237 (sh), 245 (4.24), 254 (4.32), 313 (3.88) nm.
IR (KBr): v = 3426, 1773, 1710, 1666, 1654 (sh), 1636, 1610, 1559, 1489, 1456, 1424,
1370, 1260, 1194, 1099, 1068, 1015 cm’.
"H-NMR (600 MHz, CDCl;): & = 2.19 (s, 3H, 9-Hz), 3.95 (s, 3H, 8-OCHjs), 4.00 (s, 3H,
7-OCH3), 6.05 (d, J= 1.0 Hz, 1H, 4-H), 6.39 (s, 1H, 8-OH), 6.59 (s, 1H, 5-H) ppm.
BC-NMR (150.8 MHz, CDCl;): & = 19.3 (q, C-9), 61.6 (q, 8-OCH;), 61.8" (g, 7-OCHj3),
103.1 (d, C-4) 105.5 (d, C-5), 107.1 (s, C-8a), 136.7 (s, C-4a), 139.8 (s, C-7), 154.2 (s, C-3),
154.5 (s, C-8), 155.4 (s, C-6), 159.4 (s, C-1) ppm; ) Signale sind untereinander austauschbar.
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9-Hvydroxyreticulol (55)

55 konnte aus den Kulturfiltratextrakten der Variationen B und C (siehe B.I1.8.2.) erhalten
werden. Die Aufreinigung erfolgte durch weitere Siulenchromatographie an Sephadex™
LH-20 (MeOH) und Kieselgel (CH,Cl,/MeOH 19:1). Ausbeuten: VB = 0.5 mg/L, VC =
0.2 mg/L.

C11H1006 (238.20)
weiller Feststoff

UV-16schend (254 nm)

Anféarbeverhalten: braun (Anis).
R¢= 0.53 (KG, CHCI3/MeOH 9:1).
R¢= 6.8 min (LC-MS).
EI-MS: m/z (%) = 238 (100) [M]", 223 (30) [M-CH;]", 164 (44) [M-CH;-CH,OH-CO]",
148 (58) [M-CH;3-CH,OH-CO,]".
DCI-MS: m/z =239 [M+H]", 256 [M+NH,]".
UV  (MeOH): Amax (Ig €) = 240 (sh), 245 (4.47), 278 (sh), 328 (3.62) nm;
(MeOH, HCI): Amax (1g €) = 241 (sh), 245 (4.48), 279 (sh), 330 (3.58) nm;
(MeOH, NaOH): Amax (Ig €) = 217 (sh), 249 (sh), 258 (4.45), 315 (4.02) nm.
IR (KBr): v = 3425, 1682, 1650, 1636, 1622, 1515, 1457, 1402, 1361, 1287, 1270, 1188,
1154, 1084 cm’.
"H-NMR (500 MHz, CD;0D): & = 3.87 (s, 3H, 7-OCHj), 4.34 (d, J= 0.5 Hz, 2H, 9-H,), 6.46
(s, 1H, 5-H), 6.52 (s, 1H, 4-H) ppm.
BC-NMR (150.8 MHz, CD;0D): = 60.9 (q, 7-OCH3), 61.4 (t, C-9), 100.7 (s, C-8a), 104.6°
(d, C-4), 104.7" (d, C-5), 135.4 (s, C-4a), 135.7 (s, C-7), 156.3 (s, C-8), 156.6 (s, C-3), 160.2
(s, C-6), 167.6 (s, C-1); ) Signale sind untereinander austauschbar.
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Diketopiperazin XR330 (56)

Aus den Myzelextrakten der Variationen A —E (siche B.I1.8.2.) konnte 56 durch weitere
Saulenchromatographie an Kieselgel (CH,Cl/MeOH 100:1) und Sephadex® LH-20 (CH,Cl,)
erhalten werden. Ausbeuten: VA = 2.0 mg/L, VB = 4.0mg/L, VC = 2.0 mg/L, VD =
2.5 mg/L, VE = 1.5 mg/L.

C»0H1sN203 (334.37)
gelber Feststoff
UV-16schend (254 nm)

gelb fluoreszierend (366 nm)
Anfirbeverhalten: gelb (Anis).
R;= 0.84 (KG, CHCI3/MeOH 50:1);
0.30 (RP-18, MeOH/H,0 4:1).
R;= 16.3 min (LC-MS).
EI-MS: m/z (%) = 334 (100) [M]", 147 (5) [M-C;;HoNO,]", 132 (25) [M-C;H;oN,Os]",
116 (18) [M-C;p;HipNO:],, 91 (10) [M-Ci3HiN,Os]', 77 (5)
[M-C14H3N-0;5]"
HREI-MS: 334.1317 gefunden wie berechnet fiir C,0H sN,Os.
UV (MeOH): Amax (Ig €) = 228 (sh), 261 (sh), 342 (4.44) nm;
(MeOH, HCI): Amax (g €) = 226 (sh), 261 (sh), 340 (4.44) nm;
(MeOH, NaOH): Anax (Ig €) = 216 (sh), 248 (sh), 322 (sh), 368 (4.35) nm.
IR (KBr): v = 1682, 1635 (sh), 1619, 1606, 1512, 1465, 1442, 1400, 1381, 1357, 1301,
1250, 1176, 1110, 1033 cm™.
"H-NMR (500 MHz, CDCls): & = 2.98 (s, 3H, 7-H3), 3.83 (s, 3H, 5’-OCH3), 6.95 (d, J =
8.5 Hz, 2H, 4’-H, 6>-H), 7.01 (s, 1H, 1”’-H), 7.27 (m, 2H, 3’-H, 7°-H), 7.28 (s, 1H, 1°-H),
7.32 (m, 1H, 5°’-H), 7.36 (m, 4H, 3°’-H, 4”>-H, 6’’-H, 7>>-H), 8.05 (br s, 1H, 4-NH) ppm.
BC-NMR (125.7 MHz, CDCl;): & = 36.7 (q, C-7), 55.4 (q, 5°-OCH3), 114.9 (d, C-4’, C-6"),
117.4 (d, C-1""), 120.7 (d, C-1"), 124.5 (s, C-27), 125.3 (s, C-3), 128.3 (d, C-3”, C-7"), 128.5
(d, C-5""), 129.5 (d, C-4’, C-6""), 130.1 (d, C-3’, C-7"), 130.5 (s, C-6), 134.0 (s, C-2""), 159.4
(s, C-2), 159.7 (s, C-5), 160.0 (s, C-5) ppm.



Experimenteller Teil 139

Diketopiperazin XR334 (57)

Durch weitere Siulenchromatographie an Kieselgel (CH,Cl/MeOH 100:1) und Sephadex®
LH-20 (CH,Cl,) konnte 57 aus den Myzelextrakten der Variationen B — E (sieche B.I1.8.2.)
erhalten werden. Ausbeuten: VB = 5.5mg/L, VC = 0.5mg/L, VD = 1.0 mg/L, VE =
1.5 mg/L.

C19H16N203 (320.35)
hellgelber Feststoff
UV-16schend (254 nm)

gelb fluoreszierend (366 nm)
Anfirbeverhalten: gelb (Anis).
R¢= 0.84 (KG, CHCI3/MeOH 50:1);
0.39 (RP-18, MeOH/H,0 4:1).
R¢= 15.2 min (LC-MYS).
EI-MS: m/z (%) = 320 (100) [M]", 148 (8) [M-C;0H¢NO,]", 132 (8) [M-CjoHsN,O,]",
118 (15) [M-C;HgNOs]".
HREI-MS: 320.1161 gefunden wie berechnet fiir C;9H;cN,Os.
UV (MeOH): Amax (Ig €) =233 (sh), 263 (sh), 348 (4.10) nm;
(MeOH, HCI): Amax (Ig €) =236 (sh), 261 (sh), 348 (4.05) nm;
(MeOH, NaOH): Amax (Ig €) = 247 (sh), 385 (4.23) nm.
IR (KBr): v = 3199, 1698 (sh), 1681, 1629, 1604, 1511, 1406, 1356, 1302, 1250, 1179,
1155, 1030 cm™.
"H-NMR (500 MHz, CDCls): & = 3.84 (s, 3H, 5’-OCH3), 6.97 (s, 1H, 1’-H), 6.97 (d, J =
8.5 Hz, 2H, 4’-H, 6’-H), 7.00 (s, 1H, 1°°-H), 7.36 (m, 5H, 3*’-H, 4°’-H, 5°’-H, 6’-H, 7°’-H),
7.45 (m, 2H, 3’-H, 7°-H), 8.12 (br s, 2H, 1-NH, 4-NH) ppm.
BC-NMR (150.8 MHz, CDCLy): & = 55.5 (q, 5-OCHs), 115.1 (d, C-4’, C-6"), 116.3
(d, C-17), 116.9 (d, C-1°), 124.2 (s, C-2°), 125.0 (s, C-3), 125.7 (s, C-6), 128.4 (d, C-3”’,
C-7"), 129.0 (d, C-5°%), 129.6 (d, C-4>*, C-6°"), 130.0 (d, C-3’, C-7°), 132.7 (s, C-2""), 157.0"
(s, C-2), 157.2" (s, C-5’), 160.1 (s, C-5) ppm; ) Signale sind untereinander austauschbar.
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Antibiotikum UK-1 (58)

58 wurde aus den Myzelextrakten der Variationen A —E (siche B.I1.8.2.) isoliert. Die
Aufreinigung erfolgte durch weitere Sdulenchromatographie an Kieselgel (CH>Cl,/MeOH
100:1) und Sephadex® LH-20 (CH,CL). Ausbeuten: VA = 10.0 mg/L, VB =21.5 mg/L, VC =
5.5mg/L, VD =5.5 mg/L, VE = 4.5 mg/L.

C22H14N205 (38636) 4 22
21,07 CH,

hellgelber Feststoff 6
UV-I6schend (254 nm) 2 ©

o__N
gelb fluoreszierend (366 nm) o7 HO -

9

Anfirbeverhalten: gelb (Anis). 13 N\ 15

R¢= 0.80 (KG, CHCI3/MeOH 50:1);

0.04 (RP-18, MeOH/H,0 4:1).
R¢= 21.1 min (LC-MYS).
DCI-MS: m/z = 387 [M+H]", 404 [M+NH,]".
UV (CHCl3): Amax (Ig€) = 250 (4.27), 265 (sh), 275 (sh), 317 (4.42), 328 (4.48), 351

(4.39), 367 (sh) nm.
IR (KBr): v = 3426, 1656 (sh), 1631 (sh), 1621, 1586, 1543, 1478, 1424, 1282, 1259,
1241, 1191, 1157, 1142, 1109, 1058, 1029 cm".

"H-NMR (300 MHz, CDCls): & = 4.17 (s, 3H, 22-H3), 7.02 (td, J = 8.0, 1.0 Hz, 1H, 19-H),
7.18 (dd, J = 8.0, 1.0 Hz, 1H, 17-H), 7.46 (t, J = 7.5 Hz, 1H, 5-H), 7.48 (td, J = 8.0, 1.5 Hz,
1H, 18-H), 7.5 (t, J = 8.0 Hz, 1H, 12-H), 7.76 (dd, J = 8.0, 1.0 Hz, 1H, 11-H), 7.84 (dd, J =
7.5, 1.0 Hz, 1H, 6-H), 8.04 (dd, J = 8.0, 1.5 Hz, 1H, 20-H), 8.09 (dd, J = 7.5, 1.0 Hz, 1H,
4-H), 8.34 (dd, J= 8.0, 1.0 Hz, 1H, 13-H), 11.96 (br s, 1H, 16-OH) ppm.
BC-NMR (75.5 MHz, CDCl3): § = 52.6 (q, C-22), 110.0 (s, C-15), 113.8 (d, C-11), 115.1
(d, C-6), 117.6 (s, C-8), 117.8 (d, C-17), 119.6 (d, C-19), 122.4 (s, C-3), 124.9 (d, C-5),
125.2° (d, C-12), 125.3" (d, C-13), 127.2 (d, C-20), 127.4 (d, C-4), 134.3 (d, C-18), 138.7
(s, C-9), 141.5 (s, C-2), 149.9 (s, C-10), 151.3 (s, C-1), 159.6 (s, C-16), 161.9 (s, C-7), 164.6
(s, C-14), 166.1 (s, C-21) ppm; " Signale sind untereinander austauschbar.
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Demethyl-UK-1 (59)

59 wurde in einer Ausbeute von 14.0 mg/L aus dem Myzelextrakt der Variation A (siehe
B.IL.8.2.) isoliert, jedoch aus einer Kultivierung im Ndhrmedium SM. Die Aufreinigung

erfolgte durch eine weitere Saulenchromatographie an Sephadex® LH-20 (MeOH).

C2:H12N205 (372.34) {0

gelber Feststoff 6Q_4201H
UV-l6schend (254 nm) o__N

gelb fluoreszierend (366 nm) s’ HO 17
Anfirbeverhalten: keine Anfirbung (Anis). " T N\>ﬂ©
R¢= 0.19 (KG, CHCIl3/MeOH 9:1). e 0" 19

R¢= 19.7 min (LC-MS).
ESI-MS: m/z = 789 [2M-H+2Na]", 811 [2M-2H+3Na]".
UV (MeOH): Amax (Ig€) = 233 (4.09), 264 (sh), 270 (4.00), 308 (sh), 324 (4.15), 340
(4.19), 415 (3.92) nm;
(MeOH, HCI): Amax (Ig €) = 249 (3.98), 261 (sh), 271 (sh), 316 (sh), 326 (4.17), 347
(4.09), 362 (sh) nm;
(MeOH, NaOH): Amax (Ig €) = 233 (4.24), 263 (sh), 270 (4.13), 309 (sh), 323 (4.27),
340 (4.27), 414 (3.99) nm.
IR (KBr): Vv = 3424, 1650 (sh), 1633, 1615, 1587, 1558, 1529, 1472, 1430, 1403, 1388,
1358, 1253, 1158, 1046 cm.

"H-NMR (500 MHz, CD;0D): & = 6.59 (t, J = 7.0 Hz, 1H, 19-H), 6.89 (d, J = 7.0 Hz, 1H,
17-H), 7.31 (t, J= 7.0 Hz, 1H, 18-H), 7.60 (t, J = 8.0 Hz, 1H, 5-H), 7.63 (t, J = 8.0 Hz, 1H,
12-H), 7.95 (d, J= 8.0 Hz, 1H, 6-H), 7.97 (d, J= 8.0 Hz, 1H, 11-H), 8.00 (d, /= 7.0 Hz, 1H,
20-H), 8.16 (d, J= 7.0 Hz, 1H, 4-H), 8.24 (d, J= 8.0 Hz, 1H, 13-H) ppm.
BC-NMR (125.7 MHz, CD;0OD): = 111.1 (s, C-15), 114.7" (d, C-6), 114.8 (d, C-19), 114.9"
(s, C-8), 115.9 (d, C-11), 124.2 (d, C-13), 124.5 (d, C-17), 126.3 (d, C-12), 127.3 (d, C-5),
128.4 (s, C-3), 129.1 (d, C-4), 129.9 (d, C-20), 136.5 (d, C-18), 140.0 (s, C-9), 140.7 (s, C-2),
150.9 (s, C-10), 151.8 (s, C-1), 162.7 (s, C-7, C-14), 169.5 (s, C-21), 172.0 (s, C-16) ppm;

Signale sind untereinander austauschbar.
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Piericidin A (63)

63 konnte aus dem Myzelextrakt der Variation C (siehe B.I1.8.2.) durch weitere
Saulenchromatographie an Kieselgel (CH,Cl/MeOH 50:1), Sephadex® LH-20 (CH,Cl) und
wiederum an Kieselgel (CH,Cl,/MeOH 50:1) in einer Ausbeute von 0.8 mg/L erhalten

werden.

CisH37NOy4 (415.57)

braunes Ol

UV-l6schend (254 nm)
Anféarbeverhalten: violett (Anis).
R¢= 0.70 (KG, CHCI3/MeOH 9:1).
R¢= 20.5 min (LC-MS).

DCI-MS: m/z = 416 [M+H]", 831 [2M+H]".

[a]2 =-2°(c=0.1, MeOH).

UV (MeOH): Amax (g €) =222 (sh), 269 (3.59), 293 (sh) nm.
IR (KBr): v = 3424, 2927, 2855, 1773 (sh), 1738, 1721, 1707 (sh), 1691, 1677 (sh), 1633
(sh), 1607, 1589, 1472, 1412, 1382, 1258, 1192, 1127, 1048 cm™".

"H-NMR (300 MHz, CDCls): 8 =0.78 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 16-H3), 1.60 (br s, 3H, 13-H3), 1.62
(br s, 3H, 17-H3), 1.73 (d, J = 1.0 Hz, 3H, 14-H3), 1.78 (d, J = 1.0 Hz, 3H, 15-H3), 2.07
(s, 3H, 6’-H3), 2.66 (m, 1H, 9-H), 2.77 (d, J = 7.0 Hz, 2H, 4-H,), 3.37 (d, J = 7.0 Hz, 2H,
1-Hy), 3.60 (d, J = 9.0 Hz, 1H, 10-H), 3.84 (s, 3H, 4’-OCH3), 3.93 (s, 3H, 5’-OCHs), 5.19
(d, J=9.5Hz, 1H, 8-H), 5.39 (td, /= 7.0, 1.5 Hz, 1H, 2-H), 5.46 (m, 1H, 12-H), 5.59 (dt, J =
14.5, 7.0 Hz, 1H, 5-H), 6.07 (dd, J = 14.5, 1.0 Hz, 1H, 6-H), 6.16 (br s, 1H, 3’~-OH) ppm;
10-OH nicht eindeutig zuzuordnen.

BC-NMR (150.8 MHz, CDCl3): & = 10.5 (q, C-17, C-6"), 13.1" (g, C-13), 13.2" (q, C-14),
16.6 (q, C-15), 17.4 (g, C-16), 34.4 (t, C-1), 36.8 (d, C-9), 43.1 (t, C-4), 53.0 (q, 5’-OCH3),
60.6 (q, 4’-OCH,), 82.8 (d, C-10), 112.0 (s, C-2°), 122.2 (d, C-2), 123.6 (d, C-12), 126.8
(d, C-5), 127.8 (s, C-4’), 133.1 (d, C-8), 134.8 (s, C-3), 135.5 (s, C-7), 135.7 (d, C-6), 136.0
(s, C-11), 150.8 (s, C-1°), 153.5 (s, C-5"), 154.0 (s, C-3’) ppm; = Signale sind untereinander

austauschbar.
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IT-143-B (64)

64 wurde aus den Myzelextrakten der Variationen C und D (siehe B.I1.8.2.) erhalten. Die
Aufreinigung erfolgte durch weitere Saulenchromatographie an Sephadex® LH-20 (CH)Cl,)
und Kieselgel (CH,Cl,/MeOH 50:1). Ausbeuten: VC = 0.3 mg/L, VD = 0.1 mg/L.

CsH44NOy (45564) 16 CH 1(§3H cH 2C()JH
1 3 5 3 3 3 3 45

braunes Ol

UV-16schend (254 nm)
Anfirbeverhalten: violett (Anis).
R¢= 0.73 (KG, CHCIl3/MeOH 9:1).
R¢= 21.6 min (LC-MS).

ESI-MS: m/z =454 [M-H]J, 931 [2M-2H+Na]".

[a]2) =+1° (c = 0.1, MeOH).

UV (MeOH): Amax (Ig €) =220 (sh), 269 (3.57), 293 (sh) nm.
IR (KBr): v = 3447, 2927, 1795, 1774, 1751, 1737, 1719, 1702, 1682 (sh), 1651, 1635,
1619, 1605, 1589, 1558, 1543, 1526, 1512, 1474, 1459, 1440, 1412, 1382,
1260, 1192, 1127, 1045 cm™.
"H-NMR (500 MHz, CDCl;): 3 = 0.82 (d, J = 7.0 Hz, 3H, 18-H3), 1.66 (d, J = 7.0 Hz, 3H,
15-Hs), 1.72 (s, 3H, 16-H3), 1.73 (s, 3H, 20-H3), 1.76 (d, J = 1.0 Hz, 3H, 19-H3), 1.78 (d, J =
1.0 Hz, 3H, 17-H3), 2.07 (s, 3H, 6’-H3), 2.69 (m, 1H, 9-H), 2.77 (d, J = 7.0 Hz, 2H, 4-H,),
3.37 (brd, J=7.0 Hz, 2H, 1-H,), 3.61 (d, /= 9.0 Hz, 1H, 10-H), 3.84 (s, 3H, 4’-OCH3), 3.95
(s, 3H, 5’-OCHs), 5.20 (d, J =9.0 Hz, 1H, 8-H), 5.39 (m, 2H, 2-H, 14-H), 5.59 (dt, J = 15.5,
7.0 Hz, 1H, 5-H), 5.82 (br s, 1H, 12-H), 6.08 (d, J=15.5 Hz, 1H, 6-H), 6.16 (br s, 1H, 3’-OH)
ppm; 10-OH nicht eindeutig zuzuordnen.
BC-NMR (150.8 MHz, CDCl3): & = 10.4 (q, C-6"), 12.5 (q, C-19), 13.2 (q, C-17), 13.7
(g, C-15), 16.6 (q, C-16, C-20), 17.5 (q, C-18), 34.3 (t, C-1), 37.1 (d, C-9), 43.1 (t, C-4), 53.3
(g, 5’-OCH3), 60.6 (q, 4’-OCHj3), 83.3 (d, C-10), 112.1 (s, C-2°), 122.1 (d, C-2), 124.7
(d, C-14), 126.8 (d, C-5), 127.8 (s, C-4’), 132.7 (d, C-12), 133.0 (d, C-8), 133.0 (s, C-13),
134.0 (s, C-11), 134.9 (s, C-3), 135.7 (d, C-6), 136.0 (s, C-7), 150.8 (s, C-17), 153.5 (s, C-3°,
C-5’) ppm.
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4’-Demethoxy-1T-143-B (65)

65 wurde aus den Myzelextrakten der Variationen A —E (siche B.II.8.2.) durch weitere
Saulenchromatographie an Kieselgel (CH,Cl,/MeOH 9:1) und Sephadex® LH-20
(CH,Cl,/MeOH 1:1) isoliert. Ausbeuten: VA = 1.5 mg/L, VB = 7.0 mg/L, VC = 5.5 mg/L,
VD =2.0mg/L, VE = 1.0 mg/L.

C27H39NO3 (42561) 16 18 20
CH, CH, CH, CH

3 15

braunes Ol . 1 5
UV-l6schend (254 nm)
Anféarbeverhalten: blau-violett (Anis).
R¢= 0.49 (KG, CHCI3/MeOH 9:1).
R¢= 22.2 min (LC-MS).

ESI-MS: m/z = 426 [M+H]", 448 [M+Na]".

[a]2) =-17° (¢ =0.1, MeOH).

UV (MeOH): Amax (Ig €) = 223 (4.40), 240 (4.45), 265 (sh), 294 (sh) nm.

CD (MeOH): Amax ([01°%) = 244 (-16294), 220 (+6680), 214 (+5833), 207 (+4338) nm.

IR (KBr): vV = 3424,2925, 2864, 1634, 1619, 1604, 1493, 1453, 1400, 1386, 1233, 1192,
1150, 1058, 1008 cm™.

"H-NMR (300 MHz, CD;OD): & = 0.84 (d, J = 7.0 Hz, 3H, 18-H3), 1.66 (d, J = 8.0 Hz, 3H,

15-Hs), 1.70 (s, 3H, 19-H3), 1.72 (s, 9H, 16-Hs, 17-Hs, 20-Hs), 1.95 (s, 3H, 6°-H3), 2.69 (m,

1H, 9-H), 2.77 (d, J = 7.0 Hz, 2H, 4-H,), 3.34 (d, J = 6.5 Hz, 2H, 1-H,), 3.70 (d, J =

8.0 Hz, 1H, 10-H), 3.83 (s, 3H, 5°-OCH;), 5.18 (br t, J = 6.5 Hz, 1H, 2-H), 5.29 (d, J =

9.5 Hz, 1H, 8-H), 5.35 (m, 1H, 14-H), 5.49 (dt, J = 15.5, 7.0 Hz, 1H, 5-H), 5.79 (br s, 1H,

12-H), 5.86 (s, 1H, 4’-H), 6.07 (d, J = 15.5 Hz, 1H, 6-H) ppm.

BC-NMR (75.5 MHz, CD;OD): & = 10.4 (q, C-6"), 13.2"" (q, C-17), 13.4"" (q, C-19), 13.7

(q, C-15), 16.7% (g, C-16), 16.8™ (q, C-20), 18.3 (q, C-18), 32.4 (t, C-1), 37.7 (d, C-9), 43.9

(t, C-4), 56.0 (q, 5’-OCHs), 83.9 (d, C-10), 92.8 (d, C-4"), 117.5 (s, C-2°), 121.0 (d, C-2),

124.9 (d, C-14), 125.7 (d, C-5), 132.3 (d, C-12), 134.3 (s, C-13), 134.8 (s, C-11), 135.6

(d, C-8), 136.6 (s, C-7), 138.0 (d, C-6), 138.2 (s, C-3), 149.8 (s, C-1°), 161.8 (s, C-5°), 178.7

(s, C-3") ppm; +"* Signale sind jeweils untereinander austauschbar.
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Echinosporin (75)

Bei den Variationen A — D (siche B.I1.8.2.) konnte aus den Kulturfiltratextrakten 75 durch
weitere Siulenchromatographie an Sephadex” LH-20 (MeOH) erhalten werden. Ausbeuten:
VA =1.5mg/L, VB =15.0 mg/L, VC =10.0 mg/L, VD = 13.0 mg/L.

C1oHsNOs (223.20)

0]
weiBer Feststoff HO, 18 o
AT 8 \6 10
UV-I6schend AN < ONH,
Anfirbeverhalten: rot-violett (Anis). 7 2 0

R;= 0.33 (KG, CHCI3/MeOH 9:1).

R(= 1.4 min (LC-MS).

ESI-MS: m/z = 246 [M+Na]’, 469 [2M+Na]".
[a]2) =-325° (c = 0.1, MeOH).

UV (MeOH): Apax (Ig €) =215 (3.89) nm.

IR (KBr): v = 3437, 3313, 3182, 1741, 1688, 1651, 1603, 1406, 1365, 1325, 1291, 1272,
1181, 1135, 1115, 1096, 1072, 1022, 1003 cm™.

"H-NMR (500 MHz, CD;0D): & = 3.04 (ddd, J= 5.5, 3.5, 1.5 Hz, 1H, 1-H), 3.17 (td, J= 5.5,

1.5 Hz, 1H, 6-H), 6.02 (t, J = 1.5 Hz, 1H, 2-H), 6.25 (d, J = 6.0 Hz, 1H, 8-H), 6.29 (d, J =

5.5 Hz, 1H, 5-H), 6.47 (dd, /= 6.0, 3.5 Hz, 1H, 9-H) ppm.

BC-NMR (125.7 MHz, CD;0D): § =42.1 (d, C-1), 49.5 (d, C-6), 85.3 (s, C-7), 98.3 (d, C-2),

107.6 (d, C-5), 134.4 (d, C-9), 143.3 (d, C-8), 144.2 (s, C-4), 165.1 (s, C-10), 173.6

(s, C-11) ppm.

7-Desoxyechinosporin (76)

76 wurde in einer Ausbeute von 0.2 mg/L aus dem Kulturfiltratextrakt der Variation D (siche
B.I1.8.2.) isoliert. Die Aufreinigung erfolgte durch weitere Sdulenchromatographie an

Kieselgel (CH,Cl/MeOH 19:1—9:1) und Sephadex®™ LH-20 (CH,CL).

C1oHoNO4 (207.19) 0

weiler Feststoff 1 (1) 0
UV-I6schend (254 nm) % %4/”1\0,“,42
Anfirbeverhalten: rot-violett (Anis). 1 20

R¢= 0.53 (KG, CHCI3/MeOH 9:1).
R¢= 1.9 min (LC-MS).
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DCI-MS: m/z = 225 [M+NH,]".
[a]) =-343° (c = 0.1, MeOH).

UV (MeOH): Amax (Ig €) =211 (3.90) nm.

IR (KBr): vV = 3443, 1752, 1694, 1651, 1600, 1404, 1320, 1200, 1123, 1097, 1067 cm’".
"H-NMR (600 MHz, CDCls): & = 2.77 (m, 1H, 6-H), 3.14 (br q, J = 5.0 Hz, 1H, 1-H), 3.41
(dd, J=5.0, 3.0 Hz, 1H, 7-H), 5.17 (br s, 2H, NH,), 5.86 (s, 1H, 2-H), 6.35 (d, J = 6.0 Hz,
1H, 5-H), 6.40 (m, 2H, 8-H, 9-H) ppm.

BC-NMR (150.8 MHz, CDCl;): & = 38.7 (d, C-6), 41.9 (d, C-1), 51.7 (d, C-7), 95.7 (d, C-2),
107.8 (d, C-5), 134.2 (d, C-9), 137.1 (d, C-8), 142.6 (s, C-4), 162.2 (s, C-10), 167.8
(s, C-11) ppm.

Benzisoxamid (78)

78 konnte aus dem Kulturfiltratextrakt der Variation D (siehe B.I1.8.2.) durch weitere
Saulenchromatographie an Sephadex® LH-20 (MeOH) und Kieselgel (CH,Cl/MeOH 9:1) in

einer Ausbeute von 1.0 mg/L erhalten werden.

C30H26N406 (418.45)

weiler Feststoff

UV-l6schend (254 nm)

hellblau fluoreszierend (366 nm)
Anfirbeverhalten: schwach violett (Anis).
R¢=0.16 (KG, CHCI3/MeOH 9:1).

R = 10.1 min (LC-MYS).

ESI-MS: m/z = 441 [M+Na]’, 859 [2M+Na]".
HRESI-MS: 419.19249 gefunden wie berechnet fiir CyoH,7N40¢.

[a]2'=-14° (¢ = 0.1, MeOH).
UV (MeOH): Amax (Ig €) = 250 (sh), 255 (4.05), 264 (sh), 316 (3.44) nm;
(MeOH, HCI): Amax (Ig €) =220 (sh), 270 (4.20), 345 (3.48) nm;
(MeOH, NaOH): Aumax (Ig €) = 236 (4.27), 260 (sh), 273 (sh), 342 (3.49) nm.
CD  (McOH): Amax ([01°%) = 318 (br, -5841), 253 (+19843), 220 (-19463), 208 (+8790) nm.
IR (KBr): vV = 3290, 2935, 1680, 1666, 1650, 1636, 1542, 1492, 1474, 1380, 1260, 1148,
1038 cm’™.
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"H-NMR (600 MHz, CD;0D): & = 1.11 (d, J = 7.0 Hz, 3H, 16-H3), 1.52 (d, J = 6.5 Hz, 3H,
8-Hs), 1.77 (m, 1H, 23-Hu), 1.84 (m, 1H, 22-H,), 1.90 (m, 1H, 22-Hg), 2.05 (m, 1H, 23-Hp),
2.60 (m, 1H, 14-H), 3.28 (m, 3H, 13-Ha, 21-H»), 3.49 (dd, J = 13.5, 5.0 Hz, 1H, 13-Hp), 4.34
(dd, J=10.5, 6.5 Hz, 1H, 18-H), 4.47 (d, J= 7.5 Hz, 1H, 10-H), 4.90" (1H, 9-H), 6.73 (t, J =
8.0 Hz, 1H, 3-H), 6.94 (dd, J = 8.0, 1.0 Hz, 1H, 2-H), 7.16 (dd, J = 8.0, 1.0 Hz, 1H,
4-H) ppm; ~ 8-Wert wurde aus einem HSQC-Spektrum ermittelt.

BC-NMR (75.5 MHz, CD;0OD): & = 15.4 (q, C-16), 21.3 (q, C-8), 22.4 (t, C-22), 28.4
(t, C-23), 41.8 (d, C-14), 42.7 (t, C-21), 43.9 (t, C-13), 50.8 (d, C-18), 75.8 (d, C-10), 80.5
(d, C-9), 111.9 (s, C-3a), 119.8"" (d, C-4), 119.9™" (d, C-5), 120.2"" (d, C-6), 146.8 (s, C-7),
149.5 (s, C-7a), 168.2 (s, C-3), 172.97 (s, C-11), 173.07 (s, C-19), 177.4 (s, C-15) ppm;
"1"2 Signale sind jeweils untereinander austauschbar.

"H-NMR (600 MHz, DMSO-d): 8 =0.97 (d, J= 7.0 Hz, 3H, 16-H3), 1.43 (d, J= 6.5 Hz, 3H,
8-H3), 1.61 (qd, J=11.5, 4.0 Hz, 1H, 23-H4), 1.72 (m, 1H, 22-Hx), 1.77 (m, 1H, 22-Hp), 1.93
(m, 1H, 23-Hg), 2.52 (m, 1H, 14-H), 3.09 (m, 1H, 13-Ha), 3.13 (m, 2H, 21-H;), 3.27 (m, 1H,
13-Hg), 4.19 (m, 1H, 18-H), 4.45 (d, J= 7.0 Hz, 1H, 10-H), 4.89 (quint, J = 6.5 Hz, 1H, 9-H),
6.72 (t, J = 8.0 Hz, 1H, 5-H), 6.95 (br d, J= 7.5 Hz, 1H, 6-H), 7.05 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 4-H),
7.57 (br s, 1H, 20-NH), 8.00 (d, J = 8.5 Hz, 1H, 17-NH), 8.27 (br t, J = 5.0 Hz, 1H,
12-NH), 9.35 (br s, 1H, 9-OH), 11.72 (br s, 1H, 7-OH) ppm.

BC-NMR (150.8 MHz, DMSO-ds): 8 = 15.0 (q, C-16), 20.4 (g, C-8), 21.0 (t, C-22), 27.2
(t, C-23), 39.3 (d, C-14), 40.9 (t, C-21), 42.2 (t, C-13), 48.8 (d, C-18), 73.5 (d, C-10), 78.6
(d, C-9), 110.2 (s, C-3a), 117.8 (d, C-4), 118.5 (d, C-5), 119.2 (d, C-6), 145.7 (s, C-7), 148.3
(s, C-7a), 165.6 (s, C-3), 169.5 (s, C-11), 170.2 (s, C-19), 173.4 (s, C-15) ppm; ~ 8-Wert

wurde aus einem HSQC-Spektrum ermittelt.
8.5. Zugabe von Glyphosat

Das Glyphosat wurde in Konzentrationen von 0.01 mM, 0.06 mM, 0.6 mM und 3 mM zur 30.
Stunde in die Kultur gegeben. Fiir jede Glyphosat-Konzentration wurde der Stamm K 17/9

wie unter B.I1.2. beschrieben in Haferkleie kultiviert und aufgearbeitet.
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III. Charakterisierung der Metaboliten aus Micromonospora sp.

Tu 6368

1-Methyllumichrom (87)

Ci13H12N40; (256.26) (0]

5 5 11
gelber Feststoff HN)%[N\ Ch,
UV-l6schend (254 nm) O)z\N N CcH

3
hellblau fluoreszierend (366 nm) &y 10 %2

Anféarbeverhalten: gelb (Anis).

Rr= 0.77 (KG, CHCl3/MeOH 9:1).

R¢= 12.7 min (LC-MS).

EI-MS: m/z (%) = 256 (100) [M]", 185 (22) [M-C,H3N,0]", 158 (60) [M-C3H:N,0,]".

HREI-MS: 256.0952 gefunden wie berechnet fiir C;3H;,N4O;.

UV (MeOH): Amax (Ig €) = 219 (4.43), 250 (4.44), 259 (sh), 338 (3.78), 386 (3.76) nm.

IR (KBr): vV = 3422, 3197, 3078, 1719, 1700, 1655 (sh), 1636 (sh), 1623 (sh), 1558, 1484,
1359, 1295, 1217, 1154, 1073 cm™.

"H-NMR (600 MHz, Pyridin-ds): & = 2.28 (s, 3H, 11-Hs), 2.35 (s, 3H, 12-H3), 3.79 (d, J =

1.0 Hz, 3H, 13-H3), 7.81 (s, 1H, 9-H), 8.04 (s, 1H, 6-H), 14.05 (br s, 1H, 3-NH) ppm.

BC-NMR (150.8 MHz, Pyridin-ds): & = 19.5 (q, C-11), 20.1 (g, C-12), 28.2 (q, C-13), 126.9

(d, C-9), 129.2 (d, C-6), 130.9 (s, C-4a), 138.5 (s, C-5a), 139.2 (s, C-7), 141.8 (s, C-9a), 144.7

(s, C-8), 146.8 (s, C-10a), 150.9 (s, C-2), 160.5 (s, C-4) ppm.

Lumichrom (88)
C12H10N4O; (242.24) 0 )
6
gelber Feststoff HN J‘jiN\ CH,
UV-16schend (254 nm
( : O)z\N N7 Z" TCH,
hellblau fluoreszierend (366 nm) H 10 12

Anfirbeverhalten: gelb (Anis).

R;=0.35 (KG, CHCI3/MeOH 9:1).

R( = 9.4 min (LC-MS).

EI-MS: m/z (%) = 242 (100) [M]", 199 (7) [M-CHNO]", 171 (57) [M-C,HNO,]", 156 (36)
[M-C,H,N,0,]".

UV (MeOH): Amax (Ig €) = 219 (4.29), 248 (4.20), 257 (4.19), 338 (3.59), 384 (3.55) nm.
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IR (KBr): v = 3446, 2925, 1734, 1700, 1654 (sh), 1636, 1577, 1560, 1543, 1488, 1458,
1384, 1362, 1287, 1216, 1105, 1022 cm’™".

"H-NMR (600 MHz, Pyridin-ds): & = 2.28 (s, 3H, 11-Hs), 2.34 (s, 3H, 12-Hs), 7.87 (s, 1H,

9-H), 8.05 (s, 1H, 6-H), 13.95 (br s, 2H, 1-NH, 3-NH) ppm.

BC-NMR (150.8 MHz, Pyridin-ds): & = 19.8 (q, C-11), 20.4 (q, C-12), 127.2 (d, C-9), 129.7

(d, C-6), 131.0 (s, C-4a), 139.1 (s, C-5a), 139.9 (s, C-7), 143.1 (s, C-9a), 144.8 (s, C-8), 147.7

(s, C-10a), 151.8 (s, C-2), 162.0 (s, C-4) ppm.

1-(a-Ribofuranosvyl)-lumichrom (89)

C17H18N4O6 (374.35)

gelber Feststoff

UV-l6schend (254 nm)

blau fluoreszierend (366 nm)
Anfirbeverhalten: gelb-griin (Anis).

R¢= 0.22 (KG, CHCIl3/MeOH 9:1).

R = 8.3 min (LC-MS).

ESI-MS: m/z = 375 [M+H]", 397 [M+Na]".
HRESI-MS: 375.12972 gefunden wie berechnet fiir C;7H;9N4Og.

[a])) =+319° (c =0.1, MeOH).
UV (MeOH): Amax (Ig €) =214 (4.45), 254 (4.55), 340 (3.85) nm;

(MeOH, HCI): Amax (Ig €) =214 (4.44), 254 (4.55), 340 (3.86) nm;

(MeOH, NaOH): Amax (Ig €) =219 (4.52), 253 (4.54), 331 (3.95), 383 (3.92) nm.
CD (MeOH): hmax ([017) = 259 (+43864), 240 (-5393), 226 (+7147) nm.
IR (KBr): v = 3425, 2923, 1767, 1755, 1693, 1682, 1637, 1623, 1558, 1488, 1461, 1430,

1401, 1355, 1275, 1228, 1192, 1150, 1129, 1039 cm".

"H-NMR (300 MHz, CD;0D): & = 2.54 (s, 6H, 11-H;, 12-H3), 3.69 (dd, J = 12.5, 4.0 Hz, 1H,
5’-Ha), 3.91 (dd, J = 12.5, 2.0 Hz, 1H, 5’-Hg), 4.18 (dd, J = 9.0, 5.5 Hz, 1H, 3’-H), 4.22
(ddd, J=9.0, 4.0, 2.0 Hz, 1H, 4’-H), 5.13 (t, /= 5.5 Hz, 1H, 2’-H), 6.61 (d, J = 5.5 Hz, 1H,
1’-H), 7.81 (s, 1H, 9-H), 7.93 (s, 1H, 6-H) ppm.
BC-NMR (75.5 MHz, CD;0D): & = 20.4"" (q, C-11), 20.6™" (q, C-12), 60.9 (t, C-5"), 71.6
(d, C-3°), 79.4 (d, C-2’), 80.9 (d, C-4’), 89.8 (d, C-1’), 128.1 (d, C-9), 129.2 (d, C-6), 139.7
(s, C-5a), 141.6 (s, C-9a), 142.7"% (s, C-4a), 142.8"% (s, C-10a), 143.2 (s, C-7), 145.1 (s, C-8),
157.0 (s, C-2), 169.2 (s, C-4) ppm; " *"* Signale sind jeweils untereinander austauschbar.
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"H-NMR (600 MHz, DMSO-dg): & = 2.48 (s, 6H, 11-Hs, 12-Hs), 3.47 (dd, J = 12.5, 4.0 Hz,
1H, 5°-H,), 3.67 (dd, J = 12.5, 2.0 Hz, 1H, 5°-Hg), 4.01 (m, 2H, 3°-H, 4’-H), 4.68 (br s, 1H,
5°-OH), 5.04 (t, J = 5.5 Hz, 1H, 2°-H), 5.54 (br s, 1H, 3’-OH), 6.41 (d, J = 5.5 Hz, 1H, 1°-H),
7.56 (brs, 1H, 2°-OH), 7.82 (s, 1H, 9-H), 7.90 (s, 1H, 6-H), 8.09 (br s, 1H, 3-NH) ppm.

BC-NMR (150.8 MHz, DMSO-dq): § = 19.8™' (q, C-11), 19.9" (g, C-12), 59.3 (t, C-5), 69.6
(d, C-3%), 77.5 (d, C-2"), 79.6 (d, C-4"), 87.8 (d, C-1°), 126.7 (d, C-9), 127.6 (d, C-6), 137.6
(s, C-5a), 139.3 (s, C-9a), 141.2°% (s, C-4a), 141.5"% (s, C-10a), 142.7 (s, C-7), 143.0 (s, C-8),
154.5 (s, C-2), 166.1 (s, C-4) ppm; -2 Signale sind jeweils untereinander austauschbar.

Dehvdrorabelomycin (90)

C19H1205 (320.30)
grau-griiner Feststoff
UV-16schend (254 nm)
Anféarbeverhalten: braun (Anis).
R¢= 0.75 (KG, CHCI3/MeOH 50:1).
R¢= 21.1 min (LC-MS).
EI-MS: m/z (%) = 320 (100) [M]".
HREI-MS: 320.0685 gefunden wie berechnet fiir C;9H;,0:s.
UV (MeOH): Amax (Ig €) =233 (4.54), 267 (sh), 323 (4.12), 453 (3.83) nm;
(MeOH, HCI): Amax (Ig €) =233 (4.50), 268 (sh), 324 (4.06), 452 (3.78) nm;
(MeOH, NaOH): Amax (Ig €) =235 (4.49), 309 (4.08), 554 (3.83) nm.
IR (KBr): v = 3430, 2921, 1650 (sh), 1636, 1608, 1542, 1481, 1457, 1413, 1380, 1359,
1308, 1269, 1215, 1166, 1099, 1079 cm’.
"H-NMR (600 MHz, CDCl3): & = 2.40 (s, 3H, 13-H3), 6.88 (d, J = 1.0 Hz, 1H, 2-H), 7.02
(br s, 1H, 4-H), 7.30 (dd, J = 8.5, 1.0 Hz, 1H, 9-H), 7.58 (s, 1H, 5-H), 7.68 (t, /= 8.0 Hz, 1H,
10-H), 7.80 (dd, J = 7.5, 1.0 Hz, 1H, 11-H), 10.28 (s, 1H, OH, 1-OH), 11.72" (s, 1H, 6-OH),

12.06" (s, 1H, 8-OH) ppm; " Signale sind untereinander austauschbar.
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Rabelomycin (91)

C19H1405 (338.32)

gelber Feststoff

UV-16schend (254 nm)

Anfirbeverhalten: braun (Anis).

R;= 0.75 (KG, CHCI3/MeOH 9:1).

R¢= 13.5 min (LC-MS).

EI-MS: m/z (%) = 338 (12) [M], 320 (20) [M-H,O]', 310 (58) [M-CO]’, 295 (18)
[M-C,H;0]", 292 (12) [M-CO-H,0]", 280 (100) [M-C3H¢O]".

HREI-MS: 338.0786 gefunden wie berechnet fiir C19H;4O.

[a]2) =-71° (c = 0.1, CHCL).
UV (MeOH): Amax (Ig €) = 228 (4.41), 266 (4.43), 429 (3.88) nm;

(MeOH, HCI): Amax (Ig €) = 228 (4.39), 266 (4.41), 429 (3.87) nm;

(MeOH, NaOH): Amax (1g €) = 217 (4.24), 257 (4.39), 323 (3.91), 498 (3.77) nm.
CD (MeOH): Amax ([6]*°) = 380 (br, -2308), 294 (-10367), 262 (-9457), 240 (-7434),

216 (+8903) nm.
IR (KBr): vV = 3428, 2924, 1696, 1685 (sh), 1674, 1631, 1600, 1560, 1458, 1374, 1287,
1257, 1207, 1166, 1127, 1097, 1074, 1054 cm™.

"H-NMR (600 MHz, CDCl3): & = 1.46 (s, 3H, 13-H3), 2.05 (s, 1H, 3-OH), 2.93 (d, J =
15.0 Hz, 1H, 4-Hy,), 3.00 (d, J = 15.0 Hz, 1H, 4-Hg), 3.05 (s, 2H, 2-H,), 6.96 (s, 1H, 5-H),
7.22 (dd, J = 8.0, 1.0 Hz, 1H, 9-H), 7.62 (dd, J = 7.5, 1.0 Hz, 1H, 11-H), 7.65 (dd, J = 8.0,
7.5 Hz, 1H, 10-H), 11.62" (s, 1H, 6-OH), 12.26" (s, 1H, 8-OH) ppm; " Signale sind unter-

einander austauschbar.

3-Desoxyrabelomycin (92)

C19H1405 (322.32)

gelber Feststoff

UV-16schend (254 nm)

Anfirbeverhalten: violett (Anis).

R;= 0.70 (KG, CHCI3/MeOH 50:1).

R(= 17.1 min (LC-MS).

EI-MS: m/z (%) = 322 (44) [M]’, 307 (6) [M-CHs]", 294 (56) [M-CO]J", 280 (100)
[M-C3Hs]".
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HREI-MS: 322.0849 gefunden wie berechnet fiir C19H;40s.
[aly =+101° (c = 0.1, CHCLy).

UV (MeOH): Amax (g €) = 227 (4.18), 265 (4.20), 429 (3.65) nm;
(MeOH, HCI): Amax (1g €) = 227 (4.24), 266 (4.28), 430 (3.74) nm;
(MeOH, NaOH): hmax (Ig €) = 257 (4.21), 321 (3.76), 496 (3.62) nm.
CD (MeOH): Amax ([01°%) = 439 (br, -3003), 366 (br, +5907), 298 (+12158), 266 (-7613),
244 (+5698), 215 (-11529) nm.
IR (KBr): v = 3442, 2920, 1733, 1716 (sh), 1701, 1684, 1670, 1653, 1635, 1599, 1576,
1559, 1542, 1523, 1506, 1458, 1419, 1373, 1350, 1291, 1270, 1209 cm’™.
"H-NMR (600 MHz, CDCl;): 5 = 1.16 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 13-Hj), 2.39 (m, 1H, 3-H), 2.47
(dd, J=16.0, 11.0 Hz, 1H, 2-H,), 2.59 (ddd, J = 16.5, 11.0, 1.0 Hz, 1H, 4-H,), 2.89 (ddd, J =
16.5, 4.0, 1.5 Hz, 1H, 4-Hp), 2.95 (ddd, J = 16.0, 5.0, 2.0 Hz, 1H, 2-Hg), 6.97 (s, 1H, 5-H),
7.24 (dd, J = 6.0, 3.5 Hz, 1H, 9-H), 7.65 (m, 2H, 10-H, 11-H), 11.68" (s, 1H, 6-OH), 12.28"

(s, 1H, 8-OH) ppm; ~ Signale sind untereinander austauschbar.

Galtamycinon (93)

C,5H2,05 (450.44)
roter Feststoff
UV-l6schend (254 nm)

Anfirbeverhalten: rot-violett (Anis).
R¢= 0.37 (KG, CHCIl3/MeOH 9:1).
R¢ = 20.9 min (LC-MS).
ESI-MS: m/z = 449 [M-H].
UV (MeOH): Amax (Ig €) = 251 (sh), 265 (4.69), 290 (sh), 303 (sh), 494 (4.14) nm;
(MeOH, HCI): Amax (Ig €) =252 (sh), 264 (4.67), 293 (4.09), 302 (sh), 492 (4.14) nm;
(MeOH, NaOH): Amax (Ig €) =274 (4.71), 384 (3.79), 588 (4.11) nm.
IR (KBr): v = 3422, 2922, 2856, 1651, 1635, 1617, 1577, 1561, 1541, 1526, 1471, 1456,
1434, 1388, 1320, 1285, 1257, 1180, 1145, 1084, 1059, 1028, 1004 cm™".
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"H-NMR (300 MHz, Pyridin-ds): & = 1.74 (d, J = 6.0 Hz, 3H, 6’-H;), 1.96 (q, J = 12.0 Hz,
1H, 2°-Hy), 2.36 (s, 3H, 13-H3), 2.97 (ddd, J = 12.0, 5.0, 1.5 Hz, 1H, 2’-Hg), 3.71 (t, J =
8.5 Hz, 1H, 4’-H), 3.88 (m, 1H, 5°-H), 4.32 (m, 1H, 3°-H), 5.24 (br d, J= 11.0 Hz, 1H, 1°-H),
7.18 (br d, J = 1.0 Hz, 1H, 2-H), 7.93 (br s, 1H, 4-H), 8.05 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 7-H), 8.12
(d, J= 8.0 Hz, 1H, 8-H), 9.20 (s, 1H, 12-H) ppm.

BC-NMR (75.5 MHz, Pyridin-ds): & = 19.0 (q, C-6), 22.2 (q, C-13), 41.1 (t, C-27), 72.2
(d, C-1%), 73.5 (d, C-37), 77.5 (d, C-5"), 78.7 (d, C-4"), 109.9 (s, C-5a), 115.5 (d, C-4), 116.9
(s, C-10a), 117.1 (d, C-2), 118.0 (d, C-12), 118.9 (d, C-7), 125.9 (s, C-12a), 126.4 (s, C-11a),
129.9 (s, C-4a), 133.3 (s, C-6a), 133.4 (d, C-8), 138.6 (s, C-9), 142.1 (s, C-3), 157.7 (s, C-1),
159.6 (s, C-10), 164.0 (s, C-5), 187.0 (s, C-6), 188.4 (s, C-11) ppm.

Metabolit 6368J (97)

C44H5,016 (836.57) ) i AN 5,
roter Feststoff HOE&/O "o O‘OO 3
UV-16schend (254 nm) HS%BR; 3A "% o
Anfirbeverhalten: violett (Anis). 5

R = 0.68 (KG, CHCIy/MeOH 9:1). chcﬁ#m

R, = 22.6 min (LC-MS). N

3

ESI-MS: m/z = 835 [M-H].
HRESI-MS: 835.31881 gefunden wie berechnet fiir C44Hs,016.
UV (MeOH): Amax (Ig €) =251 (sh), 264 (4.31), 296 (sh), 303 (sh), 490 (3.70) nm;
(MeOH, HCI): Amax (Ig €) = 250 (sh), 264 (4.22), 290 (sh), 303 (sh), 484 (3.61) nm;
(MeOH, NaOH): Amax (g €) =274 (4.42), 384 (3.43), 584 (3.81) nm.
IR (KBr): v = 3428, 2926, 1724, 1708, 1687, 1662 (sh), 1655, 1637, 1616, 1610, 1561
(sh), 1458, 1384, 1283, 1261, 1207, 1114, 1086, 1040, 1015 cm™.
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BC-NMR (150.8 MHz, CDCls): 8 = 14.9 (C-6C), 16.1 (C-6B), 17.2 (C-6A), 18.6 (C-6"), 22.2
(C-13), 24.5™' (C-3B), 24.6"' (C-2B), 32.2 (C-3C), 38.4 (C-2A), 39.8 (C-2°), 57.1 (C-7C),
64.5% (C-2C), 66.8" (C-5C), 67.2 (C-5B), 71.27 (C-1°), 71.47 (C-3"), 72.0" (C-5A), 74.3
(C-5°), 75.6 (C-4B), 78.9 (C-3A), 79.17* (C-4A), 89.5 (C-4"), 99.6° (C-1B), 100.0"° (C-1C),
100.6™ (C-1A), 109.3 (C-5a), 116.6 (C-4, C-10a), 116.8 (C-2), 118.8 (C-12), 124.6 (C-7),
126.2 (C-12a), 127.4 (C-11a), 129.1 (C-4a), 132.9 (C-6a), 137.0 (C-8), 141.3 (C-9), 142.9
(C-3), 154.1 (C-1), 159.4 (C-10), 163.2 (C-5), 186.9 (C-6), 187.9 (C-11), 207.6 (C-4C) ppm;
"7 Gionale sind jeweils untereinander austauschbar; Zuordnung der Zuckersignale
tiber Vergleich mit Literaturdaten (siche Kapitel A.II1.3.4., Tabellen 8 und 9); Zuordnung der
Signale des Grundgeriistes iiber Vergleich mit 93.

Metabolit 6368C2 (100)

C74H106030 (1475.63)
gelber Feststoff
UV-l6schend (254 nm)

(0] 3 o

6C (e}
Anfirbeverhalten: violett (Anis). ~ HC/J071° R HOM

1) H,G 3 O
R;=0.59 (KG, CHCl3/MeOH 9:1). OG5 o

6H

R; = 18.1 min (LC-MS), “30?\0? °
ESI-MS: m/z = 1497 [M+Na]". o

BC-NMR (150.8 MHz, CDCls): Aglykon: & = 25.5 (C-13), 44.7 (C-4), 50.1 (C-2), 77.4
(C-12b), 79.9 (C-4a), 82.3 (C-3), 113.9 (C-7a), 117.4 (C-6), 119.6 (C-11), 130.4 (C-11a),
133.3 (C-10), 138.1 (C-9), 138.7" (C-6a), 138.8" (C-12a), 145.5 (C-5), 157.9 (C-8), 182.1
(C-12), 188.1 (C-7), 204.8 (C-1) ppm; " Signale sind untereinander austauschbar; Zuordnung
der Signale durch Vergleich mit Saquayamycin B (101);

Tetrasaccharidkette: 5 = 16.0 (C-6B), 16.9 (C-6C), 17.5 (C-6A), 18.4 (C-6), 24.5"' (C-3B),
24.6"' (C-2B), 32.1 (C-3C), 38.6 (C-2A), 39.7 (C-2°), 57.0 (C-7C), 64.5* (C-2C), 66.7">
(C-5C), 67.1 (C-5B), 70.9™ (C-1°), 71.17 (C-3°), 71.9 (C-5A), 74.2 (C-5), 75.5 (C-4B),
78.8"* (C-3A), 79.0" (C-4A), 89.5 (C-4’), 99.57° (C-1B), 100.0” (C-1C), 100.5™ (C-1A),
207.5 (C-4C) ppm; """ Signale sind jeweils untereinander austauschbar; Zuordnung

der Signale in Anlehnung an 97,
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Pentasaccharidkette: 5 = 16.9 (C-6D, C-6F), 17.1 (C-6H), 18.0 (C-6E, C-6QG), 24.0 (C-3H),
24.4 (C-2H), 24.6 (C-3D), 25.0 (C-2D), 25.2 (C-3F), 25.5 (C-2F), 36.9 (C-2E), 37.1 (C-2Q),
67.0 (C-5H), 67.1 (C-4H), 67.4 (C-5D, C-5F), 71.7 (C-5E, C-5@G), 75.5 (C-4D), 75.6 (C-3E,
C-4F), 75.8 (C-3G), 80.5 (C-4E), 80.8 (C-4G), 92.6 (C-1H), 97.2 (C-1D), 97.5 (C-1F), 101.2
(C-1E), 101.4 (C-1G) ppm; Zuordnung der Zuckersignale liber Vergleich mit Literaturdaten
(siehe Kapitel A.II1.3.4., Tabellen 8 und 9); Signale mit dhnlicher Verschiebung sind jeweils

untereinander austauschbar.

Metabolit 6368A2 (103)

Ci1sH1606 (328.32)

gelber Feststoff

UV-16schend (254 nm)

Anfirbeverhalten: orange-gelb (Anis).

R¢= 0.54 (KG, CHCl3/MeOH 9:1).

R¢= 10.0 min (LC-MS).

ESI-MS: m/z = 329 [M+H]", 351 [M+Na]".

HRESI-MS: 329.10259 gefunden wie berechnet fiir C;sH;70s.

[a]2 =+54° (¢ = 0.1, MeOH).
UV (MeOH): Amax (Ig €) = 215 (4.18), 268 (4.29), 303 (sh), 328 (sh) nm;

(MeOH, HCI): Amax (Ig €) = 215 (4.13), 267 (4.28), 307 (sh), 337 (sh) nm;

(MeOH, NaOH): Amax (Ig €) = 224 (4.20), 242 (sh), 283 (4.26), 377 (3.20) nm.
CD (MeOH): hmax ([017) = 348 (+7656), 309 (-11146), 268 (-35325), 219 (+59865) nm.
IR (KBr): Vv = 3408, 2959, 1717, 1640, 1616, 1593, 1561, 1494, 1430, 1360, 1294, 1273,

1223, 1180, 1122, 1056, 1044 cm™.

"H-NMR (300 MHz, CD;0D): & = 0.97 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 13-H3), 1.57 (dd, J = 14.0,
11.5 Hz, 1H, 4-Hy), 1.97 (dt, J = 14.0, 3.0 Hz, 1H, 4-Hg), 2.20 (m, 1H, 3-H), 2.29 (dd, J =
12.5, 11.0 Hz, 1H, 2-Hy), 2.54 (dt, J = 11.0, 2.5 Hz, 1H, 2-Hg), 6.47 (d, J = 10.0 Hz, 1H,
6-H), 6.52 (d, J = 10.0 Hz, 1H, 5-H), 7.20 (dd, J = 8.0, 2.0 Hz, 1H, 9-H), 7.24 (t, J = 8.0 Hz,
1H, 10-H), 7.47 (dd, J= 8.0, 2.0 Hz, 1H, 11-H) ppm.
BC-NMR (75.5 MHz, CD;0D): § = 21.8 (q, C-13), 31.4 (d, C-3), 43.6 (t, C-4), 47.4 (t, C-2),
78.4 (s, C-12b), 80.4 (s, C-4a), 116.0 (d, C-11), 117.8 (s, C-12a), 120.4 (d, C-6), 120.7
(d, C-9), 126.0 (s, C-11a), 126.9 (d, C-10), 146.3 (s, C-7a), 148.2 (s, C-8), 150.7 (d, C-5),
162.1 (s, C-6a), 176.8 (s, C-12), 209.3 (s, C-1) ppm.
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"H-NMR (600 MHz, Pyridin-ds): & = 0.95 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 13-Hz), 1.77 (dd, J = 14.0,
12.0 Hz, 1H, 4-Hy), 2.15 (dt, J = 14.0, 3.0 Hz, 1H, 4-Hg), 2.61 (m, 1H, 3-H), 2.69 (dd, J =
13.0, 12.0 Hz, 1H, 2-H,), 2.92 (dt, J = 12.0, 3.0 Hz, 1H, 2-Hg), 6.29 (d, J = 10.0 Hz, 1H,
6-H), 6.69 (d, J=10.0 Hz, 1H, 5-H), 7.29 (t, J = 8.0 Hz, 1H, 10-H), 7.45 (dd, J = 8.0, 1.5 Hz,
1H, 9-H), 7.90 (dd, J = 8.0, 1.5 Hz, 1H, 11-H) ppm.

BC-NMR (150.8 MHz, Pyridin-ds): & = 21.5 (q, C-13), 30.5 (d, C-3), 43.2 (t, C-4), 47.0
(t, C-2), 78.1 (s, C-12b), 79.6 (s, C-4a), 115.2 (d, C-11), 118.0 (s, C-12a), 119.3 (d, C-6),
120.1 (d, C-9), 125.8 (d, C-10), 125.9 (s, C-11a), 145.8 (s, C-7a), 148.4 (s, C-8), 150.4
(d, C-5), 160.2 (s, C-6a), 175.2 (s, C-12), 208.0 (s, C-1) ppm.

Metabolit 6368A2Br (105)

Zu einer Losung von 103 (32.0 mg, 0.097 mmol, 1.0 Aq.) in 4.0 mL Dichlormethan (p.A.)
und 0.5mL THF (p.A.) wurden N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimid-
hydrochlorid (20.0 mg, 0.1067 mmol, 1.1 Aq.), 4-(Dimethylamino)pyridin (1.8 mg,
0.015 mmol, 0.15 Aq.) und 2-Brombenzoesiure (21.4 mg, 1.067 mmol, 1.1 Aq.) gegeben.
Das Reaktionsgemisch wurde drei Stunden geriihrt und die Reaktion durch Zugabe von
0.5 mL Wasser beendet. AnschlieBend wurden die Losungsmittel im Vakuum entfernt und es
konnte 105 nach Chromatographic an Sephadex® LH-20 (CH.ClL) und Kieselgel
(CH,Cl/MeOH 9:1) in einer Ausbeute von 38.5 mg (0.075 mmol, 78 %) erhalten werden.

Ci5sH19O0;Br (511.32)

weiller Feststoff

UV-16schend (254 nm)
Anfirbeverhalten: rot-violett (Anis).
R¢=0.65 (KG, CHCI3/MeOH 9:1).
DCI-MS: m/z = 528 [CasH;007 ' Br+NH,]", 530 [CasH190-*'Br+NH,]".

"H-NMR (300 MHz, CDCl3): & = 1.03 (d, J = 6.0 Hz, 3H, 13-H3), 1.56 (m, 1H, 4-Hy), 2.08
(m, 1H, 4-Hp), 2.30 (m, 2H, 2-Ha, 3-H), 2.76 (dd, J = 8.5, 2.0 Hz, 2-Hg), 3.15 (d, J = 2.5 Hz,
1H, 4a-OH), 5.07 (s, 1H, 12b-OH), 6.28 (d, J = 10.0 Hz, 1H, 6-H), 6.45 (d, /= 10.0 Hz, 1H,
5-H), 7.47 (t, J = 8.0 Hz, 1H, 10-H), 7.51 (m, 2H, 5’-H, 6’-H), 7.61 (dd, J = 8.0, 1.5 Hz, 1H,
9-H), 7.81" (m, 1H, 4>-H), 8.07 (dd, J = 8.0, 1.5 Hz, 1H, 11-H), 8.13" (m, 1H, 7’-H) ppm;

) Signale sind untereinander austauschbar; Spektrum wurde in Analogie zu 103 ausgewertet.
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IV. Charakterisierung der Pflanzenmetaboliten

1. Centranthus longiflorus ssp. longiflorus (Valerianaceae)

Coniferin (117)

C16H220s5 (342.35)

weiler Feststoff

UV-16schend (254 nm)

Anfirbeverhalten: violett (Vanillin).
R¢=0.30 (KG, CHCl3/MeOH/H,0 80:20:2).
ESI-MS: m/z = 365 [M+Na]’, 707 [2M+Na]".

[a])) =-55° (¢ =0.1, MeOH).

UV (MeOH): Amax (Ig €) = 257 (4.13), 292 (sh) nm.

IR (KBr): v = 3422, 2924, 1735, 1719, 1650, 1635, 1622 (sh), 1561, 1543, 1513, 1458,
1420, 1404, 1383, 1263, 1228, 1077 cm™.

"H-NMR (300 MHz, CD;0D): & = 3.40 (m, 2H, 3’-H, 4°-H), 3.48 (m, 2H, 2’-H, 5’-H), 3.67

(m, 1H, 6°-Hy), 3.86 (m, 1H, 6’-Hg), 3.87 (s, 3H, 3-OCH3), 4.20 (dd, J = 6.0, 1.0 Hz, 2H,

9-H,), 4.88" (1H, 1°-H), 6.27 (dt, J = 16.0, 6.0 Hz, 1H, 8-H), 6.54 (d, J = 16.0 Hz, 1H, 7-H),

6.94 (dd, J = 8.0, 2.0 Hz, 1H, 6-H), 7.07 (d, J = 2.0 Hz, 1H, 2-H), 7.10 (d, J = 8.0 Hz, 1H,

5-H) ppm; ~ & -Wert wurde aus einem HSQC-Spektrum ermittelt.

BC-NMR (125.7 MHz, CD;0D): 8 = 56.7 (q, 3-OCH3), 62.5 (t, C-6"), 63.7 (t, C-9), 71.3

(d, C-4), 749 (d, C-2°), 77.8 (d, C-5"), 78.2 (d, C-3°), 102.7 (d, C-1"), 111.3 (d, C-2), 117.9

(d, C-5), 120.7 (d, C-6), 128.9 (d, C-8), 131.3 (d, C-7), 133.7 (s, C-1), 147.6 (s, C-4), 150.9

(C-3) ppm.

Isoconiferinosid (118)

C22H3,043 (504.49)

weiller Feststoff

UV-16schend (254 nm) Ho—o" o
Anfirbeverhalten: blau (Vanillin). HO%O
R¢=0.08 (KG, CHCl3/MeOH/H,0 80:20:2).

ESI-MS: m/z = 527 [M+Na]", 1031 [2M+Na]".

[al; =-61° (c = 0.1, MeOH).
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UV (MeOH): Amay (Ig €) = 258 (4.19), 291 (sh) nm.

IR (KBr): v = 3417, 2923, 1650, 1636, 1512, 1455, 1420, 1382, 1265, 1226, 1076,
1027 cm™,

'"H-NMR (300 MHz, DMSO-de): 6 = 3.07 (m, 5H, 4’-H, 5°-H, 2’’-H, 4>’-H, 5°°-H), 3.27

(m, 3H, 2°-H, 3°-H, 3°’-H), 3.44 (m, 2H, 6’-H,), 3.66 (m, 2H, 6"’-H,), 3.77 (s, 3H, 3-OCHj3),

4.17 (dd, J = 13.0, 6.5 Hz, 1H, 9-Hy), 4.19 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 17>-H), 4.40 (dd, J = 13.0,

5.5 Hz, 1H, 9-Hp), 4.88 (d, J= 7.5 Hz, 1H, 1>-H), 6.26 (dt, J = 16.0, 6.0 Hz, 1H, 8-H), 6.57

(d, J=16.0 Hz, 1H, 7-H), 6.90 (dd, J = 8.5, 2.0 Hz, 1H, 6-H), 7.02 (d, J = 8.5 Hz, 1H, 5-H),

7.06 (d, J=2.0 Hz, 1H, 2-H) ppm.

BC-NMR (75.5 MHz, DMSO-dg): & = 55.7 (q, 3-OCHs), 60.7 (t, C-6), 61.2 (t, C-6""), 68.8

(t, C-9), 69.7 (d, C-4°), 70.2 (d, C-4"), 73.2 (d, C-2°), 73.6 (d, C-2"*), 77.0 (d, C-3°, C-5°,

C-3"’, C-5°"), 100.0 (d, C-1°), 102.2 (d, C-1>"), 109.9 (d, C-2), 115.2 (d, C-5), 119.4 (d, C-6)

124.6 (d, C-8), 130.7 (s, C-1), 131.4 (d, C-7), 146.3 (s, C-4), 149.1 (s, C-3) ppm.

Kanokosid A (120)

C11H3,012 (476.48) OH
weiller Feststoff \Z@OHH
Anfirbeverhalten: braun (Vanillin).

R¢=0.25 (KG, CHCIl3/MeOH/H,0 80:20:2).

ESI-MS: m/z = 499 [M+Na]’, 975 [2M+Na]". CH,

[a]2 =-137° (¢ = 0.1, MeOH). CH,

5
IR (KBr): v = 3408, 2958, 2873, 1738, 1673, 1635, 1462, 1370, 1256, 1199, 1152, 1078,

1041 cm™.

"H-NMR (300 MHz, CD;OD): & = 0.94 (d, J = 7.0 Hz, 6H, 4”’-Hs, 5°-H3), 2.01 (d, J =
7.5 Hz, 1H, 9-H), 2.03 (m, 1H, 3*’-H), 2.17 (m, 2H, 2°’-H,), 3.07 (dd, J = 8.5, 1.5 Hz, 1H,
5-H), 3.20 (dd, J = 9.0, 8.0 Hz, 1H, 27’-H), 3.27 (m, 2H, 4°-H, 5°*-H), 3.35 (d, J = 2.5 Hz,
1H, 7-H), 3.36 (m, 1H, 3”>-H), 3.65 (m, 1H, 6”>-H,), 3.68 (d, J = 4.0 Hz, 2H, 10-H,), 3.88
(dd, J=11.5, 1.5 Hz, 1H, 6>>-Hg), 4.03 (d, J = 2.5 Hz, 1H, 6-H), 4.24 (d, J = 11.5 Hz, 1H,
11-Hy), 4.34 (d, J=11.5 Hz, 1H, 11-Hg), 4.39 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 17’-H), 6.39 (s, 1H, 1-H),
6.41 (d, J=2.0 Hz, 1H, 3-H) ppm.

BC-NMR (75.5 MHz, CD;0D): & = 22.6 (g, C-4"*, C-5""), 26.8 (d, C-3""), 35.4 (d, C-5), 43.4
(d, C-9), 44.1 (t, C-27), 59.7 (d, C-6), 60.2 (d, C-7), 62.9 (t, C-6"), 67.0 (t, C-10), 69.5
(t, C-11), 71.8 (d, C-4"), 75.1 (d, C-2°), 78.0 (d, C-5), 78.2 (d, C-3"), 80.1 (s, C-8), 90.6
(d, C-1), 102.1 (d, C-1°), 109.2 (s, C-4), 142.6 (d, C-3), 173.0 (s, C-1") ppm.
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Kanokosid C (121)

C17H4,047 (638.62)

weiler Feststoff

Anféarbeverhalten: braun (Vanillin).

R¢=0.07 (KG, CHCl3/MeOH/H,0 80:20:2).
ESI-MS: m/z = 661 [M+Na]', 1299 [2M+Na]".

[a]2) =-123° (c = 0.1, MeOH). 5

IR (KBr): v = 3421,2929, 1738, 1675, 1635, 1461, 1415, 1372, 1258, 1075, 1040 cm™".
"H-NMR (500 MHz, CD;0D): & = 0.94 (d, J = 6.5 Hz, 6H, 4”-Hs, 5”>-H3), 2.01 (d, J =
7.5 Hz, 1H, 9-H), 2.03 (m, 1H, 3>>-H), 2.17 (m, 2H, 2”’-H,), 3.07 (dd, J = 8.5, 1.5 Hz, 1H,
5-H), 3.21 (dd, J = 9.0, 8.0 Hz, 2H, 2°-H, 2A-H), 3.28 (m, 3H, 4’-H, 4A-H, 5A-H), 3.35
(d, J=2.5 Hz, 1H, 7-H), 3.35 (m, 2H, 3°-H, 3A-H), 3.47 (ddd, J= 9.5, 6.0, 2.5 Hz, 1H, 5°-H),
3.66 (m, 1H, 6A-Hy), 3.68 (d, J = 4.0 Hz, 2H, 10-H,), 3.77 (dd, J = 12.0, 6.0 Hz, 1H, 6°-Hy),
3.86 (dd, J = 12.0, 2.0 Hz, 1H, 6A-Hg), 4.05 (d, J = 2.5 Hz, 1H, 6-H), 4.15 (dd, J = 12.0,
2.0 Hz, 1H, 6’-Hg), 4.24 (dd, J=11.5, 6.0 Hz, 1H, 11-H,), 4.33 (d, J= 11.5 Hz, 1H, 11-Hp),
439 (d,J=6.0 Hz, 1H, 1A-H), 4.40 (d, J= 6.0 Hz, 1H, 1°-H), 6.39 (s, 1H, 1-H), 6.44 (d, J =
2.0 Hz, 1H, 3-H) ppm.

BC-NMR (125.7 MHz, CD;0D): & = 22.6 (q, C-4’*, C-5°"), 26.8 (d, C-3""), 35.4 (d, C-5),
433 (d, C-9), 44.1 (t, C-2>"), 59.7 (d, C-6), 60.2 (d, C-7), 62.7 (t, C-6A), 67.0 (t, C-10), 69.6
(t, C-11), 70.1 (t, C-6"), 71.6"" (d, C-4"), 71.7°" (d, C-4A), 75.0" (d, C-2°), 75.17* (d, C-2A),
77.0 (d, C-57), 78.0 (d, C-3°, C-3A, C-5A), 80.1 (s, C-8), 90.5 (d, C-1), 102.0 (d, C-17), 105.0
(d, C-1A), 109.1 (s, C-4), 142.8 (d, C-3), 173.0 (s, C-1"") ppm; """ Signale sind jeweils

untereinander austauschbar.

Valerosidatum (122)

C11H34011 (462.49)

weiller Feststoff

Anféarbeverhalten: braun (Vanillin).
R¢=0.23 (KG, CHCl3/MeOH/H,0 80:20:2).
ESI-MS: m/z = 485 [M+Na]’, 947 [2M+Na]".

[a]2 =-60° (c = 0.1, MeOH).
IR (KBr): vV = 3402, 2929, 1737, 1667, 1635, 1606 (sh), 1559, 1458, 1382, 1292, 1259,
1196, 1148, 1077, 1043 cm™.
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"H-NMR (300 MHz, CD;0D): § = 0.96 (d, J = 7.0 Hz, 6H, 4°-Hs, 5°°-H3), 1.36 (s, 3H,
10-Hs), 1.98 (m, 2H, 6-H»), 2.08 (m, 1H, 3°’-H), 2.21 (d, J = 6.0 Hz, 2H, 2’’-H,), 2.24
(dd, J=10.5, 4.0 Hz, 1H, 9-H), 3.01 (m, 1H, 5-H), 3.18 (dd, J = 9.0, 8.0 Hz, 1H, 2’-H), 3.26
(m, 2H, 4’-H, 5’-H), 3.34 (m, 1H, 3°-H), 3.65 (m, 1H, 6’-Ha), 3.75 (t, J = 3.5 Hz, 1H, 7-H),
3.86 (dd, J=11.0, 1.5 Hz, 1H, 6’-Hp), 4.08 (d, /= 11.5 Hz, 1H, 11-H,), 4.25 (d, J=11.5 Hz,
1H, 11-Hg), 4.28 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 1°-H), 6.16 (d, J = 4.0 Hz, 1H, 1-H), 6.32 (br s, 1H,
3-H) ppm.

BC-NMR (75.5 MHz, CD;0D): & = 22.7 (q, C-4”, C-5"), 22.9 (q, C-10), 26.8 (d, C-3"),
32.1 (d, C-5), 38.1 (t, C-6), 44.3 (t, C-27’), 48.3 (d, C-9), 62.8 (t, C-6"), 70.0 (t, C-11), 71.7
(d, C-4°), 75.2 (d, C-2°), 77.9 (d, C-5°), 78.1 (d, C-3’), 81.0 (d, C-7), 82.3 (s, C-8), 91.9
(d, C-1),103.6 (d, C-1°), 117.0 (s, C-4), 139.6 (d, C-3), 173.3 (s, C-1"") ppm.

4’-Desoxykanokosid A (123)

C11H3,01; (460.48) OH
weiller Feststoff

Anfirbeverhalten: braun (Vanillin).
R¢=0.36 (KG, CHCl3/MeOH/H,0 80:20:2).
ESI-MS: m/z = 483 [M+Na]", 943 [2M+Na]".

[a]) =-122° (c = 0.1, MeOH). O cHy
IR (KBr): Vv = 3409, 2958, 2929, 1734, 1675, 1631, 1461, 1374, 1259, 1065 cm’".
"H-NMR (500 MHz, CD;0D): & = 0.93 (d, J = 7.0 Hz, 6H, 4°’-H3, 5”>-H3), 1.35 (dt, J = 12.5,
11.0 Hz, 1H, 4’-H,), 1.91 (ddd, J = 12.5, 5.5, 2.0 Hz, 1H, 4’-Hg), 2.01 (d, J = 8.5 Hz, 1H,
9-H), 2.03 (m, 1H, 3°’-H), 2.17 (m, 2H, 2°’-H,), 3.07 (dd, J = 8.5, 1.5 Hz, 1H, 5-H), 3.10
(dd, J = 9.0, 8.0 Hz, 1H, 2>-H), 3.35 (d, J = 2.5 Hz, 1H, 7-H), 3.53 (m, 1H, 5°-H), 3.56
(brs, 2H, 6’-H,), 3.60 (m, 1H, 3°-H), 3.68 (d, J = 4.0 Hz, 2H, 10-H,), 4.03 (d, J=2.5 Hz, 1H,
6-H), 4.22 (d, J = 11.5 Hz, 1H, 11-H,), 4.32 (d, J= 8.0 Hz, 1H, 1°-H), 4.33 (d, J = 11.5 Hz,
1H, 11-Hg), 6.39 (br s, 1H, 1-H), 6.40 (br s, 1H, 3-H) ppm.

BC-NMR (125.7 MHz, CD;OD): § = 22.6 (q, C-4’*, C-5), 26.8 (d, C-3""), 35.4 (d, C-5),
36.5 (t, C-4%), 43.4 (d, C-9), 44.1 (t, C-2""), 59.7 (d, C-6), 60.1 (d, C-7), 65.6 (t, C-6"), 67.0
(t, C-10), 69.5 (t, C-11), 72.3 (d, C-3"), 73.9 (d, C-5°), 76.9 (d, C-2"), 80.1 (s, C-8), 90.5
(d, C-1), 102.5 (d, C-17), 109.3 (s, C-4), 142.5 (d, C-3), 173.0 (s, C-1"") ppm.
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4’-Desoxykanokosid C (124)

C17H420146 (622.62)

weiler Feststoff

Anféarbeverhalten: braun (Vanillin).

R¢=0.06 (KG, CHCl3/MeOH/H,0 80:20:2).
ESI-MS: m/z = 645 [M+Na]', 1267 [2M+Na]".

[a]2) =-107° (c = 0.1, MeOH).
IR (KBr): vV = 3405, 2927, 1735, 1671, 1650, 1635, 1459, 1382, 1260, 1072 cm"".
"H-NMR (500 MHz, CD;0D): & = 0.94 (d, J = 7.5 Hz, 6H, 4”’-H3, 5”>-H3), 1.38 (dt, J = 12.5,
11.5 Hz, 1H, 4’-H,), 1.94 (ddd, J = 12.5, 5.5, 1.5 Hz, 1H, 4’-Hg), 2.01 (d, J = 7.5 Hz, 1H,
9-H), 2.03 (m, 1H, 3°’-H), 2.17 (m, 2H, 2°’-H,), 3.07 (dd, J = 8.5, 1.5 Hz, 1H, 5-H), 3.11
(dd, J = 9.0, 7.5 Hz, 1H, 2°-H), 3.19 (dd, J = 9.0, 7.5 Hz, 1H, 2A-H), 3.27 (m, 2H, 4A-H,
5A-H), 3.34 (m, 1H, 3A-H), 3.35 (d, J = 2.5 Hz, 1H, 7-H), 3.59 (m, 1H, 3’-H), 3.66 (dd, J =
12.0, 5.5 Hz, 1H, 6A-Hy,), 3.68 (d, J = 4.0 Hz, 2H, 10-H,), 3.68 (m, 1H, 6’-H,), 3.75 (m, 1H,
5°-H), 3.82 (m, 1H, 6’-Hg), 3.86 (dd, J = 12.0, 1.5 Hz, 1H, 6A-Hg), 4.05 (d, J = 2.5 Hz, 1H,
6-H), 4.22 (d, J=11.5 Hz, 1H, 11-H,), 4.33 (d, J=11.5 Hz, 1H, 11-Hg), 4.34 (d, /= 8.0 Hz,
1H, 1’-H), 4.37 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 1A-H), 6.39 (s, 1H, 1-H), 6.43 (d, J = 2.0 Hz, 1H,
3-H) ppm.

BC-NMR (125.7 MHz, CD;0D): § = 22.6 (q, C-4’*, C-5), 26.8 (d, C-3""), 35.5 (d, C-5),
36.7 (t, C-4%), 43.4 (d, C-9), 44.1 (t, C-2"), 59.7 (d, C-6), 60.2 (d, C-7), 62.8 (t, C-6A), 67.0
(t, C-10), 69.6 (t, C-11), 71.6 (d, C-4A), 72.2 (d, C-3°), 72.6 (t, C-6), 72.8 (d, C-5"), 75.1
(d, C-2A), 76.9 (d, C-2°), 78.0" (d, C-5A), 78.1" (d, C-3A), 80.1 (s, C-8), 90.6 (d, C-1), 102.5
(d, C-1°), 104.9 (d, C-1A), 109.2 (s, C-4), 142.7 (d, C-3), 173.0 (s, C-1°") ppm; ~ Signale sind

untereinander austauschbar.
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2. Vitex agnus-castus L. (Verbenaceae)

Isoorientin (125)

C11H2001; (448.38)

gelber Feststoff

UV-16schend (254 nm)

Anféarbeverhalten: gelb (Vanillin).

R¢=0.51 (KG, EtOAc/MeOH/H,0 100:17:13).
ESI-MS: m/z = 449 [M+H]", 471 [M+Na]".

[aly =+26° (c = 0.1, MeOH).
UV (MeOH): Amax (Ig €) = 213 (4.47), 257 (sh), 270 (4.15), 348 (4.30) nm;

(MeOH, HCI): Amax (Ig €) = 211 (4.52), 257 (4.20), 270 (4.21), 348 (4.31) nm;

(MeOH, NaOH): Amax (Ig €) = 218 (4.42), 235 (sh), 267 (4.29), 275 (sh), 406 (4.43) nm.
IR (KBr): vV = 3424, 1651, 1620, 1572, 1490, 1457, 1360, 1302, 1265, 1226, 1193, 1117,

1080, 1022 cm™.

"H-NMR (300 MHz, CD;0D): & = 3.46 (m, 3H, 3°’-H, 4”’-H, 5°’-H), 3.74 (dd, J = 12.0,
5.0 Hz, 1H, 67°-Hy,), 3.88 (dd, J = 12.0, 8.0 Hz, 1H, 6’’-Hp), 4.17 (t, J= 9.0 Hz, 1H, 2°’-H),
490" (1H, 17°-H), 6.45 (s, 1H, 8-H), 6.50 (s, 1H, 3-H), 6.92 (d, J = 9.0 Hz, 1H, 5’-H), 7.32
(s, 1H, 2°-H), 7.35 (d, J=9.0 Hz, 1H, 6’-H) ppm; " 8-Wert wurde aus einem HSQC-Spektrum
ermittelt.
BC-NMR (75.5 MHz, CD;0OD): & = 62.9 (t, C-6”"), 71.8 (d, C-4>"), 72.6 (d, C-27"), 75.3
(d, C-1""), 80.1 (d, C-3""), 82.6 (d, C-5""), 95.2 (d, C-8), 103.9 (d, C-3), 105.1 (s, C-4a), 109.1
(s, C-6), 114.1 (d, C-2"), 116.8 (d, C-5"), 120.3 (d, C-6"), 123.5 (s, C-1°), 147.0 (s, C-3"),
151.0 (s, C-4’), 158.7 (s, C-8a), 162.0 (s, C-5), 164.9 (s, C-7), 166.2 (s, C-2), 184.0
(s, C-4) ppm.
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2°°-0-(E)-Caffeovlisoorientin (126)

C30H26014 (610.53)

gelber Feststoff

UV-l6schend (254 nm)
Anfirbeverhalten: gelb (Vanillin).
R¢=0.67 (KG, EtOAc/MeOH/H,0 100:17:13). |3A
ESI-MS: m/z= 611 [M+H]", 633 [M+Na]".

HO
[ = -227° (c = 0.1, MeOH). o

UV (MeOH): Ay (Ig €) = 212 (4.62), 248 (4.35), 271 (4.32), 300 (sh), 337 (4.47) nm;
(MeOH, HCI): Amax (Ig €) = 208 (4.67), 250 (4.35), 271 (4.31), 300 (sh), 334 (4.48) nm;
(MeOH, NaOH): Amax (Ig €) = 205 (4.77), 220 (sh), 235 (sh), 265 (4.44), 279 (sh),

309 (sh), 385 (4.55) nm.
IR (KBr): v = 3426, 1682 (sh), 1651, 1636, 1620, 1601, 1572, 1560, 1543, 1526, 1513,
1490, 1443, 1404, 1264, 1179, 1159, 1114, 1075, 1024 cm™,

"H-NMR (300 MHz, CD;0D): & = 3.50 (m, 1H, 5-H), 3.60 (t, J = 9.0 Hz, 1H, 4°>-H), 3.72

(t, J=9.0 Hz, 3”-H), 3.79 (dd, J = 12.5, 5.5 Hz, 1H, 6”>-Hy), 3.92 (dd, J = 12.5, 2.0 Hz, 1H,

6”-Hg), 5.10 (d, J = 9.0 Hz, 1H, 1”-H), 5.66 (br s, 1H, 2”-H), 6.05 (d, J = 16.0 Hz, 1H,

2A-H), 6.39 (br s, 1H, 8-H), 6.44 (s, 1H, 3-H), 6.69 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 8A-H), 6.80 (dd, J =

8.0, 2.0 Hz, 1H, 9A-H), 6.84 (d, J = 9.0 Hz, 1H, 5°-H), 6.90 (d, J = 2.0 Hz, 1H, 5A-H), 7.28

(d, J=9.0 Hz, 1H, 6’-H), 7.29 (s, 1H, 2’-H), 7.36 (d, J = 16.0 Hz, 1H, 3A-H) ppm.

BC.NMR (75.5 MHz, CD;OD): § = 62.8 (t, C-6""), 71.7 (d, C-4*"), 73.2 (d, C-17), 73.8

(d, C-2°"), 77.9 (d, C-3°"), 82.8 (d, C-5°"), 95.2 (d, C-8), 103.8 (d, C-3), 104.9 (s, C-4a), 107.9

(s, C-6), 114.1 (d, C-2°), 114.8 (d, C-2A), 115.0 (d, C-5A), 116.4 (d, C-8A), 116.7 (d, C-5),

120.3 (d, C-6"), 122.9 (d, C-9A), 123.4 (s, C-17), 127.6 (s, C-4A), 146.6 (s, C-6A), 146.9

(s, C-3°), 146.9 (d, C-3A), 149.4 (s, C-7A), 150.9 (s, C-4"), 158.7 (s, C-8a), 161.7 (s, C-5),

164.8 (s, C-7), 166.1 (s, C-2), 168.3 (s, C-1A), 183.8 (s, C-4) ppm.
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6°°-0-(E)-Caffeovlisoorientin (127)

C;30H,26014 (61053) HO
6A

gelber Feststoff HO

UV-l6schend (254 nm) 8A

Anfirbeverhalten: gelb (Vanillin).
Rt = 0.69 (KG, EtOAc/MeOH/H,0 100:17:13).
ESI-MS: m/z= 611 [M+Na]", 633 [M+Na]".

[a]2) =-48° (c = 0.1, MeOH).

UV (MeOH): hmax (Ig €) = 214 (4.58), 244 (4.25), 272 (4.23), 300 (sh), 338 (4.47) nm;
(MeOH, HCI): Amax (Ig €) = 210 (4.63), 247 (4.32), 272 (4.27), 295 (sh), 334 (4.48) nm;
(MeOH, NaOH): Amax (Ig €) = 221 (4.48), 235 (sh), 266 (4.38), 310 (sh), 388 (4.56) nm.

IR (KBr): v = 3424, 1683, 1651, 1631 (sh), 1620, 1605, 1574, 1559, 1526, 1513, 1490,

1457, 1443, 1357, 1265, 1181, 1115, 1081, 1021 cm".

"H-NMR (300 MHz, CD;OD): & = 3.51 (m, 2H, 3”’-H, 4’-H), 3.65 (m, 1H, 5°’-H), 4.23

(t, J=9.0 Hz, 1H, 2°°-H), 4.34 (dd, J = 12.0, 5.5 Hz, 1H, 6”°-Hy), 4.52 (dd, J = 12.0, 2.0 Hz,

1H, 6>-Hg), 4.90" (1H, 17-H), 6.28 (d, J = 16.0 Hz, 1H, 2A-H), 6.48 (s, 1H, 8-H), 6.53

(s, 1H, 3-H), 6.75 (d, J= 8.0 Hz, 1H, 8A-H), 6.88 (d, J = 8.5 Hz, 1H, 5°-H), 6.92 (dd, J = 8.0,

2.0 Hz, 1H, 9A-H), 7.02 (d, J = 2.0 Hz, 1H, 5A-H), 7.34 (s, 1H, 2’-H), 7.36 (d, J = 8.5 Hz,

1H, 6°-H), 7.55 (d, J = 16.0 Hz, 1H, 3A-H) ppm,; " 3-Wert wurde aus einem HSQC-Spektrum

ermittelt.

BC-NMR (75.5 MHz, CD;0OD): & = 65.0 (t, C-6’"), 71.8 (d, C-4>"), 72.4 (d, C-2""), 75.4

(d, C-1""), 79.9 (d, C-3"*, C-5""), 95.2 (d, C-8), 103.8 (d, C-3), 105.0 (s, C-4a), 108.8 (s, C-6),

114.1 (d, C-2°), 114.9 (d, C-2A), 115.1 (d, C-5A), 116.4 (d, C-8A), 116.8 (d, C-5"), 120.3

(d, C-6%), 123.1 (d, C-9A), 123.4 (s, C-1°), 127.7 (s, C-4A), 146.7 (s, C-6A), 147.0 (s, C-3"),

147.1 (d, C-3A), 149.6 (s, C-7A), 151.1 (s, C-4"), 158.7 (s, C-8a), 162.1 (s, C-5), 165.2

(s, C-7), 166.1 (s, C-2), 169.2 (s, C-1A), 183.9 (s, C-4) ppm.
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Luteolin-7-0-B-D-glucosid (128)

C11H30011 (448.38)

gelber Feststoff

UV-16schend (254 nm)

Anfirbeverhalten: gelb (Vanillin).

R¢=0.47 (KG, EtOAc/MeOH/H,0 100:17:13).
DCI-MS: m/z = 449 [M+H]".

IR (KBr): vV = 3424, 1652, 1602, 1495, 1444, 1374, 1262, 1178, 1073, 1035 cm’".
"H-NMR (300 MHz, DMSO-ds): & = 3.19 (m, 1H, 4”°-H), 3.28 (t, J = 7.5 Hz, 1H, 2°’-H),
3.30 (m, 1H, 3°’-H), 3.46 (m, 1H, 5’’-H), 3.48 (br d, J=10.0 Hz, 1H, 6’’-Ha), 3.71 (br d, J =
10.0 Hz, 1H, 6’’-Hp), 5.06 (d, J = 7.0 Hz, 1H, 1°’-H), 6.43 (d, J = 2.0 Hz, 1H, 6-H), 6.71
(s, 1H, 3-H), 6.77 (d, J = 2.0 Hz, 1H, 8-H), 6.88 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 5’-H), 7.40 (br s, 1H,
2’-H), 7.43 (dd, J = 8.0, 2.0 Hz, 1H, 6’-H) ppm.

BC-NMR (75.5 MHz, DMSO-de): & = 60.6 (t, C-6""), 69.6 (d, C-4""), 73.1 (d, C-2""), 76.4
(d, C-3), 77.1 (d, C-5"’), 94.7 (d, C-8), 99.5 (d, C-6), 99.9 (d, C-1""), 103.0 (d, C-3), 105.3
(s, C-4a), 113.4 (d, C-2°), 115.9 (d, C-5°), 119.1 (d, C-6"), 121.1 (s, C-17), 145.8 (s, C-3°),
150.2 (s, C-4’), 156.9 (s, C-8a), 161.1 (s, C-5), 162.9 (s, C-7), 164.5 (s, C-2), 181.9
(s, C-4) ppm.

Mvzodendron (129)

Ci16H2205 (342.35)

weiller Feststoff

UV-16schend (254 nm)

Anfirbeverhalten: blau-violett (Vanillin).
R¢=0.41 (KG, EtOAc/MeOH/H,0 100:17:13).
ESI-MS: m/z = 365 [M+Na]", 707 [2M+Na]".

[a])) =-57° (¢ = 0.1, MeOH).
UV (MeOH): Amax (Ig €) =219 (sh), 276 (3.40) nm;
(MeOH, HCI): Amax (Ig €) = 216 (sh), 276 (3.18) nm;
(MeOH, NaOH): Amax (Ig €) = 238 (sh, 3.66), 293 (3.45) nm.
IR (KBr): vV = 3421, 2924, 1701, 1666 (sh), 1651, 1634, 1622, 1599, 1510, 1457, 1437,
1421, 1402, 1366, 1277, 1236, 1075, 1044 cm’.
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"H-NMR (300 MHz, CD;0D): & =2.11 (s, 3H, 1-H3), 2.74 (s, 4H, 3-H,, 4-H,), 3.40 (m, 2H,
3’-H, 4°°-H), 3.46 (m, 2H, 2’’-H, 5’’-H), 3.70 (m, 1H, 6°°-H4), 3.80 (br d, /= 11.0 Hz, 1H,
6’’-Hg), 4.68 (d, J = 7.5 Hz, 1H, 1"’-H), 6.60 (dd, J = 8.5, 2.0 Hz, 1H, 6’-H), 6.69 (d, J =
2.0 Hz, 1H, 5°-H), 7.09 (d, J = 8.5 Hz, 1H, 2’-H) ppm.

BC-NMR (75.5 MHz, CD;0D): § = 30.0 (q, C-1), 30.2 (t, C-4), 45.9 (t, C-3), 62.4 (t, C-6""),
71.3 (d, C-4), 749 (d, C-2), 77.6 (d, C-5""), 78.3 (d, C-3”’), 104.7 (d, C-1"’), 117.1
(d, C-5°), 119.1 (d, C-2’), 120.6 (d, C-6’), 138.3 (s, C-1’), 145.1 (s, C-4’), 1484 (s, C-3°),
211.1 (s, C-2) ppm.

Aucubin (130)
C15H2209 (346.33)
weiller Feststoff
Anférbeverhalten: braun (Vanillin). OH
OH
Rs=0.21 (KG, EtOAc/MeOH/H,0 100:17:13). OH

ESI-MS: m/z =369 [M+Na]’, 715 [2M+Na]".

[a]) =-98° (c = 0.092, MeOH).

IR (KBr): vV = 3418,2923, 1654, 1460, 1402, 1230, 1078, 1045, 1006 cm™".

"H-NMR (300 MHz, CD;OD): § = 2.64 (m, 1H, 5-H), 2.88 (br t, J= 7.5 Hz, 1H, 9-H), 3.21
(dd, J = 8.0, 9.0 Hz, 1H, 2°-H), 3.27 (m, 2H, 4’-H, 5°-H), 3.35 (m, 1H, 3’-H), 3.63 (dd, J =
12.0, 5.5 Hz, 1H, 6>-Hy), 3.85 (dd, J = 12.0, 2.0 Hz, 1H, 6’-Hg), 4.15 (br d, J = 15.0 Hz, 1H,
10-Hy), 4.34 (br d, J = 15.0 Hz, 1H, 10-Hg), 4.43 (m, 1H, 6-H), 4.67 (d, J = 8.0 Hz, 1H,
1’-H), 4.94 (d, J= 7.5 Hz, 1H, 1-H), 5.08 (dd, J = 6.0, 4.0 Hz, 1H, 4-H), 5.75 (br s, 1H, 7-H),
6.30 (dd, /= 6.0, 2.0 Hz, 1H, 3-H) ppm.

Agnusid (131)

C1uH36011 (466.44)

weiller Feststoff

UV-16schend (254 nm)

Anfirbeverhalten: braun (Vanillin).

R¢= 0.49 (KG, EtOAc/MeOH/H,0 100:17:13).  HO
ESI-MS: m/z = 489 [M+Na]", 955 [2M+Na]".
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"H-NMR (300 MHz, CD;0D): § = 2.69 (m, 1H, 5-H), 2.98 (br t, J = 7.5 Hz, 1H, 9-H), 3.23
(dd, J =9.0, 8.0 Hz, 1H, 2’-H), 3.28 (m, 2H, 4’-H, 5’-H), 3.36 (m, 1H, 3’-H), 3.64 (dd, J =
12.0, 5.5 Hz, 1H, 6°-Ha), 3.85 (dd, J = 12.0, 2.0 Hz, 1H, 6’-Hg), 4.46 (dt, J = 5.5, 2.0 Hz, 1H,
6-H), 4.69 (d, J= 8.0 Hz, 1H, 1’-H), 4.86 (br d, J = 15.0 Hz, 1H, 10-Hx), 4.99 (d, J= 7.5 Hz,
1H, 1-H), 5.08 (br d, J = 15.0 Hz, 1H, 10-Hp), 5.11 (dd, J = 6.0, 4.0 Hz, 1H, 4-H), 5.80
(br s, 1H, 7-H), 6.33 (dd, J = 6.0, 2.0 Hz, 1H, 3-H), 6.83 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 4°’-H, 6’’-H),
7.92 (d,J=28.5Hz, 2H, 3’’-H, 7”’-H) ppm.

BC-NMR (75.5 MHz, CD;0D): & = 46.3 (d, C-5), 48.5 (d, C-9), 62.7 (t, C-6"), 63.6 (t, C-10),
71.4 (d, C-4’),74.9 (d, C-2"), 77.9 (d, C-3°), 78.2 (d, C-5’), 82.8 (d, C-6), 97.9 (d, C-1), 100.2
(d, C-1°), 105.5 (d, C-4), 116.2 (d, C-4>’, C-6""), 122.0 (s, C-2"), 132.4 (d, C-7), 132.9
(d, C-3,C-7"), 141.7 (d, C-3), 142.9 (s, C-8), 163.7 (s, C-5""), 167.8 (s, C-1"") ppm.

Mussaenosinsiaure (132)

C16H24010 (376.36)

weiler Feststoff

UV-16schend (254 nm)

Anfirbeverhalten: rosa (Vanillin).

R¢=0.19 (KG, EtOAc/MeOH/H,0 100:17:13).
ESI-MS: m/z =399 [M+Na]’, 775 [2M+Na]".

[a]) =-73° (c = 0.084, MeOH).

UV (MeOH): Amax (Ig €) =229 (3.82) nm.
IR (KBr): v = 3416, 2927, 1736 (sh), 1718 (sh), 1701 (sh), 1683, 1651, 1637 (sh), 1560,
1542, 1458, 1403, 1303, 1271, 1185, 1075 cm’™.

IH-NMR (300 MHz, CD;OD): & = 1.31 (s, 3H, 10-H), 1.47 (m, 1H, 6-H,), 1.69 (t, J =
7.0 Hz, 2H, 7-H,), 2.21 (dd, J = 9.0, 4.0 Hz, 1H, 9-H), 2.28 (m, 1H, 6-Hg), 3.17 (m, 1H, 5-H),
3.18 (dd, J = 9.0, 8.0 Hz, 1H, 2°-H), 3.26 (m, 1H, 4’-H), 3.28 (m, 1H, 5’-H), 3.35 (m, 1H,
3°-H), 3.63 (dd, J = 12.0, 6.0 Hz, 1H, 6>-Hy), 3.89 (dd, J = 12.0, 2.0 Hz, 1H, 6’-Hg), 4.65
(d,J=8.0 Hz, 1H, 1’-H), 5.43 (d, J = 4.0 Hz, 1H, 1-H), 7.26 (s, 1H, 3-H) ppm.

BC.NMR (75.5 MHz, CD;0D): 8 = 24.7 (q, C-10), 30.7 (t, C-6), 32.4 (d, C-5), 41.0 (t, C-7),
52.5 (d, C-9), 62.9 (t, C-6"), 71.7 (d, C-4"), 74.7 (d, C-2°), 77.9 (d, C-3"), 78.3 (d, C-5"), 80.5
(s, C-8), 95.0 (d, C-1), 99.7 (d, C-1°), 116.2" (s, C-4), 149.8 (d, C-3), 173.0" (s, C-11) ppm:

" 3-Wert wurde aus einem HMBC-Experiment ermittelt.
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6’-0-p-Hvdroxvbenzoylmussaenosinsiure (133)

C13H25012 (496.47)

weiler Feststoff

UV-16schend (254 nm)

Anfirbeverhalten: rosa (Vanillin).

Rt = 0.50 (KG, EtOAc/MeOH/H,0 100:17:13).
ESI-MS: m/z =519 [M+Na]', 1015 [2M+Na]".

[aly =-37° (c = 0.086, MeOH).

UV (MeOH): Amax (Ig €) = 255 (4.27) nm;

(MeOH, HCI): Amax (Ig €) = 252 (4.22) nmy;

(MeOH, NaOH): Amay (Ig €) = 222 (4.20), 298 (4.38), 362 (sh) nm.
IR (KBr): vV = 3426, 1702, 1652, 1609, 1593 (sh), 1543, 1513, 1457, 1445, 1403, 1280,

1167, 1069, 1014 cm™.

"H-NMR (300 MHz, CD;OD): & = 1.25 (s, 3H, 10-Hs), 1.31 (m, 1H, 6-Hy), 1.58 (t, J =
8.0 Hz, 2H, 7-H,), 2.08 (dd, J = 8.5, 5.5 Hz, 1H, 9-H), 2.23 (m, 1H, 6-Hg), 3.18 (m, 1H, 5-H),
3.24 (dd, J = 9.5, 8.0 Hz, 1H, 2°-H), 3.41 (m, 2H, 3’-H, 4’-H), 3.60 (m, 1H, 5°-H), 4.41
(dd, J=12.0, 6.0 Hz, 1H, 6’-H,), 4.62 (dd, J=12.0, 2.5 Hz, 1H, 6’-Hg), 4.72 (d, J = 8.0 Hz,
1H, 1’-H), 5.17 (d, J = 5.5 Hz, 1H, 1-H), 6.80 (d, J = 8.5 Hz, 2H, 4°-H, 6”>-H), 7.22 (s, 1H,
3-H), 7.87 (d, J= 8.5 Hz, 2H, 3°’-H, 7°’-H) ppm.
BC-NMR (75.5 MHz, CD;0D): & = 25.1 (g, C-10), 30.9 (t, C-6), 33.9 (d, C-5), 40.1 (t, C-7),
52.3 (d, C-9), 64.4 (t, C-6"), 71.8 (d, C-4"), 74.8 (d, C-2°), 75.6 (d, C-5°), 77.8 (d, C-3"), 81.1
(s, C-8), 95.2 (d, C-1), 99.7 (d, C-1°), 116.2 (d, C-4"*, C-6), 116.6 (s, C-4), 122.1 (s, C-27"),
132.9 (d, C-3"", C-7""), 149.3 (d, C-3), 163.6 (s, C-5), 167.9 (s, C-1"), 173.9 (s, C-11) ppm.

Agnucastosid A (134)
C26H38012 (54258)
weiller Feststoff
UV-l6schend (254 nm) OH 0
\. . iy OH J[¢+ 3" 5 7 OH
Anfirbeverhalten: violett (Vanillin). , e = =
Rf= 0.47 (KG, EtOAc/MeOH/H,0 100:17:13); gf"s 1((3)':'3

0.57 (RP-18, MeOH/H,0 65:35).
ESI-MS: m/z = 565 [M+Na]’, 1107 [2M+Na]".
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[a]) =-52° (c = 0.1, MeOH).

UV (MeOH): Amax (Ig €) = 221 (4.25) nm;

IR (KBr): vV = 3425, 2927, 1718 (sh), 1703, 1650, 1637 (sh), 1561, 1542, 1404, 1275,
1072, 1017 cm™.

"H-NMR (500 MHz, CD;OD): & = 1.30 (s, 3H, 10-Hs), 1.40 (m, 1H, 6-H,), 1.67 (m, 2H,

7-Hy), 1.68 (s, 3H, 10”>-H3), 1.83 (s, 3H, 9°’-H3), 2.10 (m, 1H, 9-H), 2.15 (m, 2H, 5°’-H,),

2.30 (m, 1H, 6-Hg), 2.34 (m, 2H, 4”’-H,), 3.20 (br t, J = 8.0 Hz, 1H, 2’-H), 3.20 (m, 1H,

5-H), 3.35 (m, 1H, 4’-H), 3.39 (m, 1H, 3>-H), 3.50 (m, 1H, 5’-H), 4.09 (d, J = 6.5 Hz, 2H,

8°’-H,), 4.27 (dd, J = 12.0, 5.5 Hz, 1H, 6’-H,), 4.49 (dd, J = 12.0, 2.0 Hz, 1H, 6’-Hg), 4.69

(d, J=8.0 Hz, 1H, 1’-H), 5.19 (d, J = 6.0 Hz, 1H, 1-H), 5.38 (br t, J = 6.5 Hz, 1H, 7°’-H),

6.78 (td, J=8.5, 1.5 Hz, 1H, 3”’-H), 7.30 (s, 1H, 3-H) ppm.

BC-NMR (125.7 MHz, CD;0D): § = 12.6 (g, C-9”"), 16.2 (g, C-10""), 25.2 (q, C-10), 28.0

(t, C-4”), 31.1 (t, C-6), 33.7 (d, C-5), 39.2 (t, C-5""), 40.1 (t, C-7), 52.3 (d, C-9), 59.4

(t, C-87"), 64.3 (t, C-6"), 71.7 (d, C-4"), 74.8 (d, C-2"), 75.7 (C-5"), 77.8 (C-3"), 81.1 (s, C-8),

95.4 (d, C-1),99.7 (d, C-17), 116.4 (s, C-4), 125.8 (d, C-7""), 128.8 (s, C-2°"), 138.3 (s, C-6""),

143.6 (d, C-3"), 150.0 (d, C-3), 169.3 (s, C-1°), 171.3 (s, C-11) ppm.

Agnucastosid B (135)

Ca6H40012 (544.59)

weiler Feststoff

UV-16schend (254 nm) HO™: OH 0

He " g_Ho ) OH Jlr 3 & 7 o4
Anfirbeverhalten: rosa (Vanillin). 10 " s O =
Rs= 0.48 (KG, EtOAc/MeOH/H,0 100:17:13); g,,Ha CHy

0.51 (RP-18, MeOH/H,0 65:35).
ESI-MS: m/z = 567 [M+Na]", 1111 [2M+Na]".
[a])) =-64° (c = 0.1, MeOH).
UV (MeOH): Amax (Ig €) = 220 (4.27) nm;
IR (KBr): Vv = 3425, 2929, 1700, 1649, 1637 (sh), 1559, 1541, 1527, 1459, 1403, 1277,
1154, 1070, 1022 cm™.
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"H-NMR (500 MHz, CD;0D): & = 0.93 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 10°-Hs), 1.28 (m, 1H, 5°°-H,),
1.31 (s, 3H, 10-H3), 1.36 (m, 1H, 7”°-Hy), 1.38 (m, 1H, 6-Hy), 1.46 (m, 1H, 5”-Hg), 1.60
(m, 1H, 7°-Hg), 1.62 (m, 1H, 6”-H), 1.67 (br t, J= 7.5 Hz, 2H, 7-H,), 1.83 (d, J = 1.0 Hz,
3H, 9°°-Hj), 2.10 (dd, J = 8.5, 6.0 Hz, 1H, 9-H), 2.22 (m, 2H, 4-H,), 2.30 (m, 1H, 6-Hp),
3.20 (m, 1H, 5-H), 3.21 (m, 1H, 2°-H), 3.34 (dd, J = 10.0, 8.5 Hz, 1H, 4°-H), 3.39 (t, J =
9.0 Hz, 1H, 3’-H), 3.55 (m, 1H, 5°-H), 3.60 (m, 2H, 8”’-H,), 4.28 (dd, J = 12.0, 6.0 Hz, 1H,
6>-Hya), 4.49 (dd, J = 12.0, 2.0 Hz, 1H, 6>-Hg), 4.70 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 1’-H), 5.18 (d, J =
6.0 Hz, 1H, 1-H), 6.78 (td, J= 7.5, 1.5 Hz, 1H, 3>’-H), 7.38 (s, 1H, 3-H) ppm.

BC-NMR (125.7 MHz, CD;0D): § = 12.5 (g, C-9”), 19.8 (q, C-10>"), 25.2 (q, C-10), 27.2
(t, C-47), 30.6 (d, C-6"), 31.1 (t, C-6), 33.6 (d, C-5), 37.0 (t, C-5""), 40.0 (d, C-7), 40.6
(t, C-77), 52.2 (d, C-9), 61.0 (t, C-8°"), 64.4 (t, C-6"), 71.7 (d, C-4’), 74.8 (d, C-2), 75.7
(d, C-5°), 77.9 (d, C-3*), 81.1 (s, C-8), 95.5 (d, C-1), 99.7 (d, C-1°), 114.5 (s, C-4), 128.5
(s, C-2""), 144.4 (d, C-3""), 151.1 (d, C-3), 169.4 (s, C-1°"), 171.3 (s, C-11) ppm.

Agnucastosid C (136)

C34H36015 (68465) HO 3B o
weiler Feststoff 8:8 8 \‘—413

UV-16schend (254 nm) 3 o)
: o A OH

Anfirbeverhalten: rosa (Vanillin). = e OW

Rs=0.53 (KG, EtOAc/MeOH/H,0 100:17:13). OH

ESI-MS: m/z =707 [M+Na]", 1391 [2M+Na]".

[a]2 =-28° (c = 0.2, MeOH).
UV (MeOH): Amax (Ig €) = 301 (sh), 313 (4.24) nm;
(MeOH, HCI): Amax (Ig €) = 222 (sh, 4.16), 302 (sh), 315 (4.22) nm;
(MeOH, NaOH): Amax (Ig €) = 224 (sh), 311 (sh), 363 (4.35) nm.
IR (KBr): Vv = 3423, 1694, 1686 (sh), 1634, 1605, 1515, 1443, 1382, 1273, 1170, 1115,
1075, 1019 cm™.



Experimenteller Teil 171

"H-NMR (300 MHz, CD;0D): & = 1.08 (d, J = 7.0 Hz, 3H, 10-Hs), 1.92 (m, 1H, 6-H,), 2.17
(m, 1H, 6-Hg), 2.42 (m, 1H, 8-H), 2.48 (m, 1H, 9-H), 3.06 (q, J = 8.0 Hz, 1H, 5-H), 3.30
(m, 1H, 2°-H), 3.39 (t, J = 6.5 Hz, 1H, 4°-H), 3.40 (t, J = 6.5 Hz, 1H, 3’-H), 3.55 (m, 1H,
5°-H), 4.40 (dd, J = 12.0, 6.0 Hz, 1H, 6’-Hy), 4.53 (dd, J = 12.0, 2.0 Hz, 1H, 6’-Hg), 4.73
(d, J=8.0 Hz, 1H, 1°-H), 4.90" (1H, 7-H), 5.33 (d, J= 5.5 Hz, 1H, 1-H), 6.29 (d, J= 16.0 Hz,
2H, 2A-H, 2B-H), 6.72 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 8A-H), 6.78 (d, J= 8.5 Hz, 2H, 6B-H, 8B-H), 6.91
(dd, J = 8.0, 2.0 Hz, 1H, 9A-H), 7.04 (d, J = 2.0 Hz, 1H, 5A-H), 7.41 (s, 1H, 3-H), 7.43
(d, J= 8.5 Hz, 2H, 5B-H, 9B-H), 7.56 (d, J = 16.0 Hz, 1H, 3B-H), 7.57 (d, J = 16.0 Hz, 1H,
3A-H) ppm; ~ 8-Wert wurde aus einem HSQC-Spektrum ermittelt.

BC-NMR (75.5 MHz, CD;0D): & = 14.4 (q, C-10), 32.6 (d, C-5), 39.5 (t, C-6), 43.1"!
(d, C-8), 43.4°" (d, C-9), 64.0 (t, C-6"), 71.7 (d, C-4"), 74.8 (d, C-2°), 75.7 (d, C-5°), 77.8
(d, C-3°), 82.3 (d, C-7), 96.0 (d, C-1), 99.9 (d, C-17), 114.8 (d, C-5A), 115.1"% (d, C-2B),
115.4™ (d, C-2A), 115.9 (s, C-4), 116.4 (d, C-8A), 116.8 (d, C-6B, C-8B), 123.2 (d, C-9A),
127.27 (s, C-4B), 127.77 (s, C-4A), 131.2 (d, C-5B, C-9B), 146.4™ (d, C-3B), 146.7"*
(d, C-3A), 147.3 (s, C-7A), 149.6 (s, C-6A), 152.4 (d, C-3), 161.2 (s, C-7B), 169.0 (s, C-1A,

C-1B), 170.6 (s, C-11) ppm; "1, Signale sind jeweils untereinander austauschbar.
3. Galium verum ssp. verum (Rubiaceae)

Astragalin (137)

C21H20011 (448.38)

gelber Feststoff

UV-16schend (254 nm)

Anfirbeverhalten: gelb (Vanillin).

R¢= 0.37 (KG, CHCIl3/MeOH/H,0 80:20:2);
0.60 (KG, CHCIl3/MeOH/H,0 61:32:7).

ESI-MS: m/z = 471 [M+Na]", 919 [2M+Na]".

[a]) =-15° (c = 0.1, MeOH).

UV (MeOH): Amax (Ig €) = 220 (sh), 257 (sh), 267 (3.92), 345 (3.84) nm;
(MeOH, HCI): Amax (Ig €) = 220 (sh), 257 (sh), 267 (3.91), 346 (2.63) nm;
(MeOH, NaOH): Amax (Ig €) = 218 (sh), 273 (3.92), 330 (3.63), 401 (3.96) nm.

IR (KBr): v = 3425, 2958, 2928, 1733, 1724 (sh), 1705, 1689, 1654, 1619, 1604, 1579,
1560, 1542, 1460, 1381, 1287, 1124, 1073 cm’".
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"H-NMR (300 MHz, CD;0D): § = 3.19 (m, 1H, 2”>-H), 3.42 (m, 3H, 3°-H, 4”-H, 5”>-H),
3.52 (dd, J= 12.0, 4.5 Hz, 1H, 6”-Hy), 3.68 (dd, J = 12.0, 2.0 Hz, 1H, 6>°-Hg), 5.22 (d, J =
7.5 Hz, 1H, 1”°-H), 6.18 (br d, J = 1.0 Hz, 1H, 6-H), 6.37 (br s, 1H, 8-H), 6.87 (d, J= 9.0 Hz,
2H, 3>-H, 5°-H), 8.04 (d, J= 9.0 Hz, 2H, 2’-H, 6’-H) ppm.

BC-NMR (125.7 MHz, CD;0OD): & = 62.6 (t, C-6°"), 71.3 (d, C-4>), 75.7 (d, C-2°*), 78.1""
(d, C-37), 78.4™" (d, C-5°"), 95.1 (d, C-8), 100.3 (d, C-6), 104.2 (d, C-1>"), 105.4 (s, C-4a),
116.1 (d, C-3’, C-5°), 122.8 (s, C-1), 132.3 (d, C-2°, C-6"), 135.4 (s, C-3), 158.6 (s, C-2),
158.9" (s, C-8a), 161.6 (s, C-4°), 163.0 (s, C-5), 167.3 (s, C-7), 179.4 (s, C-4) ppm;

*] KD . . . . .
* Signale sind jeweils untereinander austauschbar.

Rutin (138)

C17H300146 (610.52)

gelber Feststoff

UV-16schend (254 nm) HO

Anfirbeverhalten: gelb (Vanillin).

R¢= 0.04 (KG, CHCI3/MeOH/H,0 80:20:2);
0.30 (KG, CHCIl3/MeOH/H,0 61:32:7). o) OH

OH CH,
ESI-MS: m/z = 609 [M-H], 1219 [2M-H]". 6A

3A

[a])) =+3° (c = 0.1, MeOH).
UV (MeOH): Amax (Ig €) = 256 (4.09), 265 (sh), 358 (3.99) nm;

(MeOH, HCI): Amax (Ig &) = 256 (4.03), 265 (sh), 356 (3.97) nm;

(MeOH, NaOH): Ayax (Ig €) = 271 (4.06), 407 (4.08) nm.
IR (KBr): vV = 3384, 1652, 1604, 1560, 1494, 1444, 1361, 1304, 1271, 1202, 1171, 1066,

1050, 1026 cm™.

"H-NMR (300 MHz, CD;OD): & = 1.12 (d, J = 6.5 Hz, 3H, 6A-H;), 3.27 (m, 2H, 4°’-H,
4A-H), 3.32 (m, 1H, 3”>-H), 3.38 (m, 1H, 6’’-H,), 3.42 (m, 1H, 5”’-H), 3.44 (m, 1H, 5A-H),
3.47 (m, 1H, 2°°-H), 3.53 (dd, J = 9.5, 3.5 Hz, 1H, 3A-H), 3.63 (dd, J = 3.5, 1.5 Hz, 1H,
2A-H), 3.80 (d, J=10.5 Hz, 1H, 6"’-Hg), 4.51 (d, J = 1.5 Hz, 1H, 1A-H), 5.07 (d, J = 8.5 Hz,
1H, 17°-H), 6.16 (d, J = 2.0 Hz, 1H, 6-H), 6.34 (d, J = 2.0 Hz, 1H, 8-H), 6.86 (d, J = 8.5 Hz,
1H, 5°-H), 7.62 (dd, J= 8.5, 2.0 Hz, 1H, 6’-H), 7.68 (d, J= 2.0 Hz, 1H, 2°-H) ppm.
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BC-NMR (150.8 MHz, CD;0D): § = 17.9 (q, C-6A), 68.6 (t, C-6""), 69.7 (d, C-5A), 71.3
(d, C-4"), 72.1" (d, C-2A), 72.2" (d, C-3A), 73.9 (d, C-4A), 75.7 (d, C-2), 77.2 (d, C-3"),
78.2 (d, C-5°"), 95.2 (d, C-8), 100.4 (d, C-6), 102.4 (d, C-1A), 104.9 (d, C-1""), 105.2
(s, C-4a), 116.0 (d, C-5"), 117.6 (d, C-2), 123.0 (s, C-1°), 123.6 (d, C-6"), 135.6 (s, C-3),
145.8 (s, C-3"), 149.9 (s, C-4%), 158.5 (s, C-2), 159.1 (s, C-8a), 162.8 (s, C-5), 167.4 (s, C-7),

179.2 (s, C-4) ppm; ~ Signale sind untereinander austauschbar.

Asperulosinsaure (139)

CisH24012 (432.38)

weiller Feststoff

UV-l6schend (254 nm)

Anfirbeverhalten: blau (Vanillin).

R¢= 0.13 (KG, CHCl3/MeOH/H,0 80:20:2);
0.39 (KG, CHCIl3/MeOH/H,0 61:32:7).

ESI-MS: m/z = 455 [M+Na]’, 887 [2M+Na]".

"H-NMR (300 MHz, CD;0D): & = 2.09 (s, 3H, 2”’-H3), 2.62 (t, J = 8.0 Hz, 1H, 9-H), 3.02

(brt,J=7.0 Hz, 1H, 5-H), 3.25 (m, 3H, 2°-H, 4’-H, 5°-H), 3.35 (m, 1H, 3’-H), 3.61 (dd, J =

12.0, 6.0 Hz, 1H, 6’-Ha), 3.85 (dd, J = 12.0, 2.0 Hz, 1H, 6’-Hg), 4.72 (d, J = 8.0 Hz, 1H,

1’-H), 4.85 (br d, J = 15.0 Hz, 1H, 10-Hy,), 4.90" (1H, 6-H), 4.94 (br d, J = 15.0 Hz, 1H,

10-Hg), 5.05 (d, /=9.0 Hz, 1H, 1-H), 6.01 (br d, /= 1.0 Hz, 1H, 7-H), 7.62 (br d, /= 1.0 Hz,

1H, 3-H) ppm; ~ & -Wert wurde aus einem HSQC-Spektrum ermittelt.

BC-NMR (75.5 MHz, CD;0OD): & = 20.8 (q, C-2""), 42.6 (d, C-5), 46.3 (d, C-9), 63.0

(t, C-6%), 63.8 (t, C-10), 71.5 (d, C-4’), 74.9 (d, C-2°), 75.4 (d, C-6), 77.8 (d, C-5°), 78.5

(d, C-3%), 100.5 (d, C-17), 101.1 (d, C-1), 109.0 (s, C-4), 131.8 (d, C-7), 145.9 (s, C-8), 154.9

(d, C-3),172.5 (s, C-11, C-1"’) ppm.

6-0-epi-Acetylscandosid (140)

Ci1sH24012 (432.38)

weiller Feststoff

UV-16schend (254 nm)

Anférbeverhalten: blau (Vanillin).

R¢= 0.13 (KG, CHCI3/MeOH/H,0 80:20:2);
0.28 (KG, CHCI3/MeOH/H,0 61:32:7).

ESI-MS: m/z = 455 [M+Na]", 887 [2M+Na]".
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[a]) =-73° (c = 0.1, MeOH).

UV (MeOH): Amax (Ig €) = 228 (3.82), 282 (3.10) nm.
IR (KBr): v = 3426, 1720, 1700, 1687, 1653, 1636, 1559, 1543, 1528, 1457, 1402, 1380,
1266, 1159, 1075 cm™.

"H-NMR (500 MHz, CD;0D): § = 2.01 (s, 3H, 27’-H3), 3.05 (br t, J = 6.5 Hz, 1H, 9-H), 3.20
(dd, J=9.0, 8.0 Hz, 1H, 2°-H), 3.27 (m, 3H, 5-H, 4’-H, 5°-H), 3.36 (t, J= 9.0 Hz, 1H, 3’-H),
3.64 (dd, J = 12.0, 6.0 Hz, 1H, 6’-H,), 3.87 (dd, J = 12.0, 2.0 Hz, 1H, 6’-Hg), 4.19 (d, J =
15.5 Hz, 1H, 10-Hy), 4.35 (d, J = 15.5 Hz, 1H, 10-Hg), 4.66 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 1’-H), 5.29
(d, J= 6.0 Hz, 1H, 1-H), 5.58 (m, 1H, 6-H), 5.78 (m, 1H, 7-H), 7.42 (s, 1H, 3-H) ppm.
BC-NMR (75.5 MHz, CD;0OD): & = 21.2 (q, C-2""), 42.1 (d, C-5), 46.9 (d, C-9), 60.9
(t, C-10), 62.7 (t, C-6"), 71.5 (d, C-4"), 74.8 (d, C-2°), 77.9 (d, C-3°), 78.4 (d, C-5"), 83.7
(d, C-6), 97.4 (d, C-1), 100.1 (d, C-1°), 110.9 (s, C-4), 126.9 (d, C-7), 150.5 (s, C-8), 153.3
(d, C-3), 172.7 (s, C-11, C-1°") ppm.

Asperulosid (141)

Ci1sH2,0q1 (414.37)
weiller Feststoff

UV-l6schend (254 nm)

Anfirbeverhalten: blau (Vanillin). OH oH
Re= 0.44 (KG, CHCly/MecOH/H0 80:20:2); 2--/\8 SO~on
H,C
0.64 (KG, CHCIs/MeOH/H,0 61:32:7). : o

ESI-MS: m/z = 437 [M+Na]’, 851 [2M+Na]".
[aly =-115° (c = 0.1, MeOH).
UV (MeOH): Amax (Ig €) = 232 (3.84), 312 (3.21) nm;
(MeOH, HCI): Amax (Ig €) = 232 (3.73), 314 (2.97) nm;
(MeOH, NaOH): Amax (Ig €) = 235 (3.82), 363 (3.06) nm.
IR (KBr): v = 3426, 1750 (sh), 1737, 1722, 1706, 1687 (sh), 1653, 1638, 1622 (sh), 1256,
1229, 1180, 1075, 1021 cm™.
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"H-NMR (500 MHz, CD;OD): § = 2.07 (s, 3H, 2’-H3), 3.17 (dd, J = 9.0, 8.0 Hz, 1H, 2’-H),
3.24 (m, 1H, 4’-H), 3.26 (m, 1H, 3’-H), 3.29 (m, 1H, 9-H), 3.36 (m, 1H, 5’-H), 3.64 (m, 1H,
5-H), 3.66 (dd, J = 12.0, 6.5 Hz, 1H, 6’-H,), 3.91 (dd, J = 12.0, 2.0 Hz, 1H, 6’-Hg), 4.66
(dd, J = 14.0, 1.0 Hz, 1H, 10-Hy), 4.67 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 1’-H), 4.77 (dd, J = 14.0, 1.5 Hz,
1H, 10-Hg), 5.56 (dt, J= 6.5, 1.5 Hz, 1H, 6-H), 5.72 (m, 1H, 7-H), 5.95 (dd, J = 1.5, 0.5 Hz,
1H, 1-H), 7.29 (d, /= 2.0 Hz, 1H, 3-H) ppm.

BC-NMR (125.7 MHz, CD;0D): & = 20.6 (q, C-2"’), 37.5 (d, C-5), 45.3 (d, C-9), 61.9
(t, C-10), 62.8 (t, C-6"), 71.6 (d, C-4"), 74.7 (d, C-2°), 77.9 (d, C-5°), 78.4 (d, C-3"), 86.3
(d, C-6), 93.3 (d, C-1), 100.0 (d, C-1°), 106.2 (s, C-4), 128.9 (d, C-7), 144.3 (s, C-8), 150.3
(d, C-3), 172.2 (s, C-11), 172.6 (s, C-1°") ppm.

Daphyllosid (142)

C19H26012 (446.41)

weiler Feststoff

UV-l6schend (254 nm)

Anfirbeverhalten: blau (Vanillin).

R¢= 0.49 (KG, CHCl3/MeOH/H,0 80:20:2);
0.68 (KG, CHCIl3/MeOH/H,0 61:32:7).

ESI-MS: m/z = 469 [M+Na]’, 915 [2M+Na]".

[a]2) =+19° (c = 0.1, MeOH).

UV (MeOH): Amax (Ig €) =236 (3.96) nm.

IR (KBr): ¥V = 3425, 1733 (sh), 1704, 1689 (sh), 1635, 1440, 1382, 1269, 1194, 1158,
1100, 1078, 1049 cm™.

"H-NMR (300 MHz, CD;0D): & = 2.08 (s, 3H, 27’-H3), 2.63 (t, J = 8.5 Hz, 1H, 9-H), 3.03

(br t, J = 6.5 Hz, 1H, 5-H), 3.23 (dd, J = 8.5, 8.0 Hz, 1H, 2°-H), 3.26 (m, 2H, 4’-H, 5°-H),

3.37 (t, J = 8.5 Hz, 1H, 3’-H), 3.61 (dd, J = 12.0, 6.0 Hz, 1H, 6°-H,), 3.74 (s, 3H, 12-H3),

3.85 (dd, J = 12.0, 2.0 Hz, 1H, 6’-Hg), 4.71 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 1°-H), 4.80 (m, 2H, 6-H,

10-Hy), 4.94 (br d, J = 15.0 Hz, 1H, 10-Hg), 5.06 (d, J = 8.5 Hz, 1H, 1-H), 6.00 (br d, J =

2.0 Hz, 1H, 7-H), 7.65 (d, J = 1.0 Hz, 1H, 3-H) ppm.

BC-NMR (75.5 MHz, CD;0OD): & = 20.8 (q, C-2""), 42.4 (d, C-5), 46.2 (d, C-9), 51.8

(q, C-12), 63.0 (t, C-6"), 63.8 (t, C-10), 71.6 (d, C-4"), 74.9 (d, C-2°), 75.4 (d, C-6), 77.9

(d, C-5), 78.6 (d, C-3"), 100.6 (d, C-1"), 101.2 (d, C-1), 108.1 (s, C-4), 131.8 (d, C-7), 146.0

(s, C-8), 155.4 (d, C-3), 169.3 (s, C-11), 172.5 (s, C-1"") ppm.
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Desacetyldaphyllosid (143)

C17H24011 (404.37)

weiler Feststoff

UV-16schend (254 nm)

Anfirbeverhalten: blau (Vanillin).

R¢= 0.24 (KG, CHCI3/MeOH/H,0 80:20:2);
0.50 (KG, CHCI3/MeOH/H,0 61:32:7).

ESI-MS: m/z = 427 [M+Na]", 831 [2M+Na]".

"H-NMR (600 MHz, CD;0D): § = 2.65 (t, J= 8.0 Hz, 1H, 9-H), 3.03 (td, /= 6.5, 1.5 Hz, 1H,

5-H), 3.24 (dd, J = 9.0, 8.0 Hz, 1H, 2°’-H), 3.27 (m, 2H, 4’-H, 5’-H), 3.38 (t, /= 9.0 Hz, 1H,

3’-H), 3.61 (dd, J = 12.0, 6.0 Hz, 1H, 6’-Ha), 3.74 (s, 3H, 12-H3), 3.85 (dd, J = 12.0, 2.0 Hz,

1H, 6’-Hp), 4.20 (br d, J = 15.5 Hz, 1H, 10-Ha), 4.45 (dd, J = 15.5, 1.5 Hz, 1H, 10-Hp), 4.71

(d, J = 8.0 Hz, 1H, 1’-H), 4.80 (m, 1H, 6-H), 5.05 (d, /= 9.0 Hz, 1H, 1-H), 6.01 (br d, J =

1.5 Hz, 1H, 7-H), 7.62 (d, J= 1.5 Hz, 1H, 3-H) ppm.

Desacetylasperulosinsiaure (144)

C16H22011 (390.34)

weiler Feststoff

UV-l6schend (254 nm)
Anfirbeverhalten: blau (Vanillin).
R;=0.39 (KG, CHCI3/MeOH 1:1). + g5 OH
"H-NMR (300 MHz, CD;OD): & = 2.54 (t, J = 8.0 Hz, 1H, 9-H), 3.01 (br t, J = 6.5 Hz, 1H,
5-H), 3.21 (m, 1H, 2’-H), 3.26 (m, 2H, 3’-H, 4’-H), 3.37 (m, 1H, 5’-H), 3.61 (dd, J = 12.0,
5.5 Hz, 1H, 6’-Hp), 3.84 (dd, J = 12.0, 1.5 Hz, 1H, 6’-Hg), 4.21 (br d, J = 15.5 Hz, 1H,
10-H,), 4.45 (dd, J = 15.5, 1.0 Hz, 1H, 10-Hg), 4.71 (d, J = 8.0 Hz, 1H, 1’-H), 4.82" (1H,
6-H), 5.03 (d, /= 9.0 Hz, 1H, 1-H), 6.00 (d, J = 1.5 Hz, 1H, 7-H), 7.58 (s, 1H, 3-H) ppm;
" §-Wert wurde aus einem HSQC-Spektrum ermittelt.

BC-NMR (125.7 MHz, CD;0D): & = 43.2 (d, C-5), 46.1 (d, C-9), 61.8 (t, C-10), 62.8 (t, C-6),
71.7 (d, C-4’), 75.0 (d, C-2°), 75.6 (d, C-6), 77.8 (d, C-5°), 78.5 (d, C-3’), 100.4 (d, C-1°),
101.3 (d, C-1), 1103 (s, C-4), 129.8 (d, C-7), 151.5 (s, C-8), 154.2 (d, C-3), 172.5

(s, C-11) ppm.
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Monotropein (145)

Ci16H22011 (390.34)

weiler Feststoff

UV-16schend (254 nm)
Anfirbeverhalten: blau (Vanillin).
R¢=0.39 (KG, CHCI3/MeOH 1:1).
"H-NMR (300 MHz, CD;0D): = 2.67 (dd, J = 8.5, 3.0 Hz, 1H, 9-H), 3.21 (m, 1H, 2°-H),
3.26 (m, 2H, 3°’-H, 4’-H), 3.37 (m, 1H, 5’-H), 3.56 (d, J = 2.5 Hz, 1H, 5-H), 3.56 (m, 2H,
10-Hy), 3.61 (dd, J = 12.0, 5.5 Hz, 1H, 6’-Ha), 3.84 (dd, J = 12.0, 1.5 Hz, 1H, 6’-Hp), 4.67
(d, J=8.0 Hz, 1H, 1’-H), 5.54 (d, J = 3.0 Hz, 1H, 1-H), 5.60 (dd, J = 5.5, 2.0 Hz, 1H, 7-H),
6.21 (dd,J=5.5,2.5 Hz, 1H, 6-H), 7.31 (d, /= 1.0 Hz, 1H, 3-H) ppm.

BC-NMR (125.7 MHz, CD;0OD): & = 40.0 (d, C-5), 45.8 (d, C-9), 62.6 (t, C-6"), 68.5
(t, C-10), 71.4 (d, C-4°), 74.7 (d, C-2°), 77.9 (d, C-5’), 78.5 (d, C-3°), 86.4 (s, C-8), 95.2
(d, C-1), 100.1 (d, C-17), 113.4 (s, C-4), 133.2 (d, C-7), 138.5 (d, C-6), 150.7 (d, C-3), 172.5
(s, C-11) ppm.

OH
' OH
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