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Zusammenfassung

Die vorgelegte Arbeit befasste sich mit zwei verschiedenen Aufgabenstellungen.

Der erste Teil dieser Arbeit beschreibt die Fermentation, Isolierung und Strukturauf-
klarung des ribosomal synthetisierten Peptids Plantazolicin aus Bacillus amylolique-
faciens FZB42. Plantazolicin besitzt ein Thiazol/Oxazol-modifiziertes Microcin
(TOMM)-Biosynthesecluster. Dementsprechend durchlauft das Vorlauferpeptid eine
Reihe von posttranslationalen Modifikationen, bevor das aktive Biosyntheseprodukt
Plantazolicin entsteht. Plantazolicin wurde isoliert und aufgereinigt. Die Strukturauf-
klarung des Peptids wurde durch die hohe Anzahl an quartaren Kohlenstoffatomen
erschwert, so dass neben der Tandem-Massenspektrometrie und 2D *H-'3C-
korrelierten NMR-Spektroskopie auch N-Fiitterungsexperimente durchgefiihrt
werden mussten. Anhand des so gewonnenen **N-markierten Plantazolicins konnte
mit Hilfe der Aufnahme von *H-">N-HMQC- und *H-*N-HMBC-NMR-Spektren die

Struktur erfolgreich aufgeklart werden.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wird die Strukturaufklarung der Langkocyc-
line Al, A2, A3, B1 und B2, einer neuen Naturstofffamilie aus dem Streptomyces-
Stamm Acta 3034 beschrieben. Die Strukturaufklarung der im Zuge eines chemi-
schen Screening-Programms isolierten Sekundarmetabolite erfolgte mit Hilfe der
hochauflosenden Massenspektrometrie und der Kernresonanzspektroskopie. Es
wurde herausgefunden, dass die Langkocycline zu der Gruppe der Angucyclin-
Antibiotika, der gro3ten Gruppe polyzyklischer aromatischer Polyketide, gehéren und
eine strukturelle Verwandtschaft zu Urdamycin A und Urdamycin D besitzen. Da die
Vertreter der Angucycline tber diverse biologische Aktivitaten verfligen, tiberwiegend
zytotoxische und antibakterielle Wirkung, wurden Bioaktivatsassays mit den Lang-
kocyclinen durchgefuhrt. Getestet wurden die Aktivitdten gegen Bacillus subtilis,
Candida albicans und humane Krebszelllinien. Es wurde eine bakterizide Aktivitat
gegen den grampositiven Stamm Bacillus subtilis und zytotoxische Aktivitat gegen
das menschliche hepatozellulare Leberkarzinom HepG2 und gegen die Krebszelllinie
NIH 3T3 beobachtet.
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Naturstoffe - die Quelle fir neue biologisch aktive Molekdle

Die Nutzung von Naturstoffen als Quelle fir neue biologisch aktive Molekiile basiert
auf einer Jahrhunderte alten Tradition. Im Jahr 1805 gelang dem Apotheker Friedrich
Wilhelm Sertirner die Isolierung des ersten Alkaloids Morphin (Abbildung 1-1) aus
dem Mohngewdachs Papaver somniferum, welches heute noch als Analgetikum ein-
gesetzt wird.™? Auf der Suche nach neuen Wirkstoffen wurden im 19. Jahrhundert
daher die Blicke auf die Sekundarmetabolite von Samenpflanzen gerichtet. Mit der
Entdeckung der antibiotischen Wirkung von Penicillin (Abbildung 1-1) aus dem
Schimmelpilz Penicillium notatum durch Alexander Fleming im Jahr 1928 gewannen
dann die Mikroorganismen als Quelle neuer Antibiotika zunehmend an Bedeutung.™
Im Laufe des 20. Jahrhunderts wurden im Zuge der Wirkstoffsuche nahezu alle
Sekundarmetabolit-produzierenden Organismen in die Untersuchungen mit einge-
bunden.” So gelang es Bergmann und Feeney im Jahr 1951 die beiden Nucleosid-
Antibiotika Spongouridin und Spongothymidin (Abbildung 1-1) aus dem karibischen
Meeresschwamm Cryptotethya crypta zu isolieren.®) Durch diese Entdeckung trat
Ende des 20. Jahrhunderts die Analyse der Sekundarmetabolite von marinen Orga-
nismen, wie beispielsweise Schwammen, Nesseltieren, Weichtieren und Stachelhau-
tern, in den Vordergrund.™ Trotz intensivster Forschungsarbeiten ist zum heutigen
Zeitpunkt nur ein Bruchteil der globalen Artenvielfalt in Hinblick auf biologisch aktive

Naturstoffe untersucht.?

HO 0
R
CHj;
G e :I;I\’T\)<CH3 HO O7N
H S P
‘ N~CHj /—OH
HO O OH
Morphin Penicillin G R=H  Spongouridin

R=CH; Spongothymidin

Abbildung 1-1: Strukturen von Morphin, Penicillin G, Spongouridin und Spongothymidin.
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1.2 Die Bedeutung der Naturstoffe in der pharmazeutischen
Forschung

Aufgrund der durch Bakterien, Viren, Parasiten und Krebszellen hervorgerufenen
zahlreichen, nicht behandelbaren menschlichen Erkrankungen ist es von hohem Inte-
resse, neue biologisch aktive Verbindungen zu finden bzw. zu entwickeln.”® Da viele
Naturstoffe Uber verschiedene Wirkprofile verfigen, haben sie das Potential als Anti-
biotika, Zytostatika, Immunsuppressiva oder aber auch Hemmstoffe der Cholesterin-
biosynthese Einsatz zu finden.’®! Auch die Resistenzentwicklung der Krankheitserre-
ger gegenuber bereits wirksamen Antibiotika, gréf3tenteils hervorgerufen durch
unsachgemalen Einsatz, ist einer der Grinde fur die intensive Suche nach neuen
Wirkstoffen.!® Um neuen aussichtsreichen und vielversprechenden Therapeutika auf
die Spur zu kommen, kénnen verschiedenste Methoden angewendet werden. Hierzu
gehoren beispielsweise das biologische und chemische Screening. Beim biologi-
schen Screening wird anhand von Plattendiffusionstests nach biologisch aktiven
Substanzen in Kulturfiltratextrakten gesucht. Die chemische Variante beruht auf der
Suche nach strukturell neuen Verbindungen, die nach der Isolierung auf biologische
Aktivitat getestet werden. Auch ist es moglich mittels Genomsequenzierungen neue
Biosynthesegencluster in Organismen zu finden, die fur die Produktion von bisher
unbekannten Naturstoffen verantwortlich sind.!”) Eine weitere Moglichkeit zur Erzeu-
gung neuer klinisch einsetzbarer Substanzen ist die kombinatorische Biosynthese,
bei der Gene, Genclusterabschnitte oder sogar ganze Gencluster aus einem Orga-
nismus isoliert und in einem anderen Organismus heterolog exprimiert werden.
Ebenso kdnnen Naturstoffe mittels chemischer Synthese modifiziert werden. Man
spricht dann von semisynthetisch modifizierten Naturstoffen.

Die in Abbildung 1-2 dargestellte Grafik, zeigt die in dem Zeitraum von 1981 bis 2010

01 \wobei in

neu zugelassenen Arzneimittel eingeteilt nach Quelle und Jabhr,
Abbildung 1-3 der prozentuale Anteil von Naturstoffen (N/NB/ND) gezeigt ist.
Bildet man den Mittelwert des prozentualen Naturstoffanteils des analysierten Zeit-
raums (1981-2010), so stellt man fest, dass durchschnittlich 34 % der neu zugelas-
senen Therapeutika von Naturstoffen abstammen. Bemerkenswert hoch ist der
Naturstoffanteil von 50 % im Jahr 2010. Nicht aul3er Acht zu lassen sind die in Abbil-
dung 1-3 nicht mit eingebundenen, aber den Naturprodukten nachempfundenen und
synthetisch hergestellten Wirkstoffe. All diese Fakten spiegeln die unverzichtbare

Rolle der Naturstoffe in der pharmazeutischen Forschung wider.
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Abbildung 1-2:

Alle

neu zugelassenen Medikamente eingeteilt nach Quelle und Jahr;*%

B: Biopharmazeutika (grol3e Peptide bzw. Proteine, Biologics), N: Naturstoffe, NB: botani-
sche Naturstoffe, ND: Naturstoffderivate (semisynthetisch), S: synthetisch, S*: synthetisch,
wobei das Pharmakophor von einem Naturstoff stammt, V: Impfstoffe (Vaccines), Untergrup-
pe ,NM“®! Natural product mimic.
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Abbildung 1-3: Prozentualer Anteil von Naturstoffen (N: Naturstoffe, NB: botanische Natur-

stoffe, ND: Naturstoffderivate) in neu zugelassenen Medikamenten eingeteilt nach Jahr fur
den Zeitraum 1981-2010.M""!

Ob eine Wirksubstanz tatsachlich eine medizinische Anwendung findet, wird anhand

von mehreren aufeinanderfolgenden Testreihen entschieden. Bevor der Wirkstoff in

die klinische Studie zur Erprobung am Menschen gelangt, muss er mehrere praklini-
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sche Testreihen durchlaufen. Erst wenn er die in ihn gesetzten Erwartungen erfullt
und keine geféahrlichen Nebenwirkungen beobachtbar sind, kommt ein medizinischer
Einsatz in Frage.™

Nur 38 % der neu entdeckten bzw. entwickelten Wirkstoffe gelangen in die Phase |
der klinischen Studien.™ Die restlichen Substanzen scheiden aufgrund ihrer Toxizi-
tat aus. 63 % der Wirkstoffe, die die erste Phase durchlaufen, schaffen es wegen
mangelnder Wirksamkeit und schlechter Bioverfiugbarkeit nicht in die Phase II. Hier-
nach ist es nur fir etwa die Halfte der Substanzen aus der zweiten Phase moéglich
die klinische Phase lll zu erreichen. Hiervon werden in den USA allein 23 % von der
Arzneimittelzulassungsbehorde ausgeschlossen.*? Somit kommt nur ein kleiner pro-
zentualer Anteil von weniger als 10 % der untersuchten Entwicklungskandidaten fur
den Einsatz als Medikament in Frage.*?

Die Forschung des 20 Jahrhunderts ermdglichte die Einteilung der Naturstoffe in die
vier Hauptgruppen der Terpenoide, Alkaloide, Polyketide und nichtribosomalen Pep-
tide."*® Eine funfte Gruppe sind die ribosomal synthetisierten und posttranslational
modifizierten Peptide (RiPP, engl. ribosomally-synthesized and post-translationally-
modified peptides).™ Durch die Molekiimassengrenze von 10 kDa wurden post-
translational modifizierte Proteine aus dieser Gruppe ausgeschlossen.™® In den
nachsten Abschnitten wird aufgrund ihrer Bedeutung fur die vorliegende Arbeit néher

auf die ribosomal synthetisierten Peptide und die Polyketide eingegangen.

1.3 Peptide

Bis vor kurzer Zeit wurden biologisch aktive Peptide als ungeeignete Arzneimittel-
kandidaten angesehen. Hierbei spielen mehrere Faktoren eine groRe Rolle.
Beispielsweise verfigen Peptide Uber eine schlechte orale Bioverflgbarkeit verbun-
den mit einer geringen proteolytischen Stabilitét, so dass der Grof3teil von therapeu-
tisch eingesetzten Peptiden intravends verabreicht werden muss.™? AuRerdem sind
Peptide sehr hydrophil, was eine schlechte Membranpermeation zur Folge hat.”
Des Weiteren zeichnen sich Peptide durch eine hohe konformative Flexibilitat aus,
was einen Selektivitatsverlust gegeniiber Targets mit sich bringt.*? Auch sind die
Produktionskosten von einem Peptid mit einer Molekilmasse von 5000 Da mehr als

zehnmal so hoch wie die eines Kleinmolekil-Therapeutikums mit einer Molekul-
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masse von etwa 500 Da.*? Da die Resistenzen vieler Mikroorganismen gegenuber
klinisch eingesetzten Antibiotika immer weiter steigen, ist es dringend notwendig
neue Substanzen zu finden, die in Zukunft als Antibiotika Einsatz finden konnen. In
Anlehnung an die Notwendigkeit der Entwicklung neuer Antibiotika wurden syntheti-
sche Strategien entwickelt, um die oben aufgefiihrten Defizite der Peptide zu verbes-
sern. Die Optimierung der strukturellen Stabilitat der Wirksubstanz kann zum Beispiel
durch den Einbau von D-Aminoséuren und die metabolische Stabilitdt durch das Ein-
fuhren von nichtproteinogenen Aminosauren erfolgen.[15]

Die nattrlich vorkommenden Peptide lassen sich in die zwei Gruppen der ribosomal
synthetisierten Oligopeptide bzw. Proteine und der nichtribosomal synthetisierten
Peptidantibiotika einteilen.*® Wahrend ribosomale Peptide von jeder Art von Orga-
nismus produziert werden, beschrankt sich die Herkunft der nichtribosomalen
Peptide auf Bakterien und Pilze.*® Die ribosomal synthetisierten Peptide werden im
nachsten Abschnitt ndher erldutert, da sie die fir diese Arbeit relevante Peptidart

darstellen.

1.3.1 Ribosomal synthetisierte und posttranslational modifizierte Peptide
(RiPP)

Im Gegensatz zu nichtribosomal synthetisierten Peptiden (NRP), die neben den
proteinogenen auch aus nicht-proteinogenen Aminosauren bestehen, ist bei der ribo-
somalen Synthese nur die Verwendung der 20 nattirlichen Aminosauren als Baustein
moglich.*” Erst durch die posttranslationale Modifikation dieser ribosomal syntheti-
sierten Peptide wird die zunachst limitierte strukturelle Vielfalt erhoht. Die erzeugten
Peptide besitzen dabei ahnliche Eigenschaften wie die nichtribosomal synthetisierten
Peptide. Der Vorteil von ribosomal synthetisierten Peptiden besteht allerdings darin,
dass die Manipulation des Genclusters, d. h. insbesondere der Aminosaurense-
quenz, zur Erzeugung von alternativen Produkten einfacher durchzufiihren ist.™*®!

Die ribosomal synthetisierten Peptide konnen in eine Vielzahl von unterschiedlichen
Klassen mit verschiedensten biologischen Aktivitaten eingeteilt werden. Zu den
wichtigen Untergruppen gehoéren unter anderem die Lantibiotika. Diese Art von
Peptid ist dafur bekannt, dass sie die Aminoséuren Lanthionin und Methyllanthionin
in ihrer Struktur beinhaltet. Nisin, eines der am langsten bekannten Lantibiotika,

besitzt antibiotische Wirkung gegen grampositive Bakterien.'*?% Die Eigenschaften,
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dass das Nisin ungiftig ist, schnell abgebaut wird und nicht therapeutisch verwendet
wird, ermdglichen den Einsatz als Konservierungsstoff in der Lebensmittelindust-
rie.?l Ein weiteres Beispiel fir die Lantibiotika stellt die Familie der Labyrintho-
peptine aus dem Stamm Actinomadura namibiensis DSM 6313 dar,?? die interes-
santerweise eine hohe Wirksamkeit gegen neuropathischen Schmerz besitzen.??
Eine weitere nennenswerte Untergruppe der ribosomal synthetisierten Peptide repra-
sentieren die Lassopeptide. Sie werden hauptsachlich von Streptomyzeten und
Rhodokokken produziert und bestehen aus 16-21 Aminosauren deren N-terminale
Aminofunktion ein Makrolaktam mit der Carboxygruppe von Glutamat oder Aspartat
an Position 8 oder 9 bildet.® Ein Beispiel hierfur ist das RP 71955, welches die
HIV-1 Aspartatprotease und die Produktion der Reversen Transkriptase des Huma-
nen Immundefizienz-Virus hemmt.”*!

In dieser Arbeit sind die linear azol(in)e-containing peptides (LAP)™® von groRer

Bedeutung und werden deshalb im nachsten Abschnitt naher erlautert.

1.3.1.1 LAP’s- linear azol(in)e-containing peptides

LAP’s (linear azol(in)e-containing peptides)*®! werden auch als lineare Thia-
zol/Oxazol-modifizierte Peptide (TOMMs) bezeichnet. |hre Biosynthese erfolgt
anhand von TOMM-Biosyntheseclustern, die aus einem trimeren ,BCD"-Synthetase-
Komplex bestehen, zusammengesetzt aus einer Dehydrogenase (B), einer Cyclode-
hydratase (C) und einem ,docking“-Protein (D) (Abbildung 1-4).”¥ Das Vorlaufer-
peptid wird zunachst tUber Erkennungssequenzen am N-terminalen Ende an den
,BCD“-Synthetase-Komplex gebunden.??® Die Aufgabe des ,docking“-Proteins (D) ist
es dabei, die Bindung zu vermitteln. Hiernach findet die Cyclodehydratisierung von
Threonin und Serin zu (Methyl-)Oxazolin und von Cystein zu Thiazolin statt, kataly-
siert durch die Cyclodehydratase (C) und verbunden mit einem Massenverlust von
-18 Da pro Ringbildung. Durch die Dehydrogenase (B) erfolgt anschlieRend die
Oxidation zu (Methyl-)Oxazolen und Thiazolen mit einem zusatzlichen Massenverlust
von -2 Da pro Ring.

Wichtige Vertreter der LAP’s sind das Microcin B17 und das Goadsporin, deren
Strukturen in Abbildung 1-5 dargestellt sind. Das von Enterobakterien produzierte
Microcin B17'%® besitzt vier Oxazole und vier Thiazole und wirkt als Gyrase-

hemmer.*” Goadsporin wird von Streptomyces sp. TP-A0584 produziert und bein-
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haltet zwei Thiazole, vier (Methyl-)Oxazole, zwei Dehydroalanine und einen acetylier-
ten N-Terminus."® Das genaue Target von Goadsporin konnte noch nicht identifiziert
werden, jedoch ist bekannt, dass es eine antibiotische Wirkung gegen Streptomyces-

Spezies besitzt.**!

9 o} o)
Ay R ey e
HX” X— X

-18 Da -2 Da

Abbildung 1-4: Thiazol/Oxazol-modifizierte Microcin (TOMM)-Biosynthese. Der trimere
,BCD"-Synthetase-Komplex, bestehend aus einer Cyclodehydratase (C, griin), Dehydro-
genase (B, gelb) und einem ,docking®-Protein (D, blau), katalysiert die Thiazol- und (Methyl-)
Oxazolbildung am Peptidgerust (schwarz). Die Heterozyklen entstehen aus den Aminosau-
ren Serin/Threonin (X = O; R = H/CH;) und Cystein (X = S; R = H) des inaktiven Prakursors.
Auch gezeigt sind die chemische Umsetzung und der Massenverlust in Dalton pro modifizier-
ter Aminoséure ausgehend vom Prakursor.Modifiziert nach Scholz et al. 2011.%4

Microcin B17
(o} o o o (o} o)
VGIGg~ N N G,QG~ N G~ N SN~ N N G.NG™ N ~ N
N 4 4 252 4 4 N 4 4 N d G
H/\gj_(sfj\ H/\(S / N/\(S / H/\(Sj—g / o H/\(O / H/\g / GSHI
Goadsporin

o o oo w9 o OHH o o TR NI o
)LNJYN N NW/Q\N N /b)LN/g(N\)LN/\(’N N NW/(\D\WN\_/[LN/\(NJ)LN OH
Ho bl H § S H 5/ H 3 H b H 3 O i H / H 3

Abbildung 1-5: Strukturen von Microcin B17 und Goadsporin.

1.4 Polyketide

Die Polyketide stellen eine der groRten und wichtigsten Gruppen der Naturstoffe

dar.””® Sie sind von groRer Bedeutung, da sie einen hohen Anteil an biologisch



8 Einleitung

aktiven Substanzen beherbergen, die zum Teil zu Klinisch einsetzbaren Medikamen-
ten entwickelt wurden. Zu den biologischen Aktivitaten gehéren die Wirkungen als
Antibiotika, Antimykotika, Zytostatika, Immunsuppressiva, cholesterinsenkende
Mittel, Schmerzmittel, Antiparasitika und Neurotoxine.”® Die breite Wirkungsvielfalt
ist auf die hohe strukturelle Diversitat der Polyketide zurtickzufihren, die sich von
Polyethern, Polyenen, Polyphenolen, Makroliden bis hin zu Endiinen erstreckt.”®
Erstaunlicherweise erfolgt die Herstellung dieser unterschiedlichen Substanzklassen
hauptséchlich aus dem einfachen Baustein Essigsaure. Die hohe strukturelle Diversi-
tat haben die Polyketide den post-PKS-Modifikationen zu verdanken, wie beispiels-
weise Glykosylierungen, Hydroxylierungen und Halogenierungen mittels spezifischer
Enzyme.B? Je nach strukturellem Aufbau und Wirkmechanismus lassen sich die
Polyketide in die in Tabelle 1-1 aufgefuhrten funf Untergruppen einteilen. Die fir
diese Arbeit relevante Gruppe stellen die Typ Il Polyketide dar. Auf die Typ I
Polyketide, auch aromatische Polyketide genannt, wird im folgenden Abschnitt ndher

eingegangen.

Tabelle 1-1: Uberblick tber die verschiedenen PKS-Typen, ihre Bausteine und ihr
Vorkommen.?®

PKS-Typen Bausteine Vorkommen

Modulare Typ | PKS  ACP, verschiedene Verlangerungs- Bakterien
einheiten maoglich

Iterative Typ | PKS ACP, nur Malonyl-CoA als Verlange- hauptséachlich Pilze, einige
rungseinheit Bakterien

Iterative Typ Il PKS ACP, nur Malonyl-CoA als Verlange- Bakterien
rungseinheit

Iterative Typ Il PKS  Acyl-CoA, nur Malonyl-CoA als Ver- hauptsachlich Pflanzen,
langerungseinheit einige Bakterien und Pilze

PKS/NRPS-Hybride  ACP, Malonyl-CoA und Aminosauren  Bakterien (modular),
als Verlangerungseinheit Pilze (iterativ)
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1.4.1 Aromatische Polyketide (Typ Il PKS)

Aromatische Polyketide, die zum grofdten Teil bakterieller Herkunft sind, werden
anhand von Typ Il Polyketidsynthasen hergestellt, die aus mehreren distinkten
Enzymen bestehen. Drei dieser Enzyme, die beiden Ketosynthasen KS, und KSg
und ein Acyl-Carrier-Protein (ACP), bilden die ,minimale PKS", einen Multienzym-
komplex, der iterativ arbeitet und fiir die Synthese der Polyketidkette verantwortlich
ist.® Die schematische Darstellung der Biosynthese ist in Abbildung 1-6 dargestellt.
Den ersten Schritt stellt das sogenannte ,PKS priming® dar, bei dem die Starterein-
heit an die ,minimale PKS“ gebunden wird. In den meisten Fallen dient Acetat als
Startereinheit.®™ Hierfur wird der Malonylrest von Malonyl-CoA an das ACP gebun-
den und anschlieRend unter Decarboxylierung an die Ketosynthase KS, Ubertra-
gen.*? Alternativ kénnen auch Propionate, Butyrate und Benzoate als Startereinheit
fungieren.®® Nach dem ,PKS priming* folgt die Kettenverlangerung. Bei aromati-
schen Polyketiden kommt nur Malonyl-CoA als Verlangerungseinheit in Frage. Dazu
wird zunachst erneut ein Malonylrest von Malonyl-CoA an das ACP gebunden. Das
a-Kohlenstoffatom der ACP-Thioestergruppe greift dann das partiell positiv geladene
Carbonylkohlenstoffatom der Acetyl-Startereinheit an der Ketosynthase KS, an.
Somit erfolgt Uber eine Claisen-Kondensation unter CO,-Verlust der Transfer der
Acetylgruppe der Startereinheit zum Acetylrest, der am ACP héngt. Bevor ein weite-
rer Verlangerungsschritt vonstattengeht, wird die Polyketidkette auf KS,, zurtick tGber-
tragen.[31] Dieser Prozess wird so oft wiederholt, bis die fir die Entstehung des

Polyketids erforderliche Kettenlange zustande kommit.

pnmmg ; ; : ; Claisen ; n SNEnZ
SH S

condensation HS

M self-
HO

SCoA  malonylation T I R

iteration

Abbildung 1-6: Schematische Darstellung der Biosynthese der Polyketidkette."

Die anschliel3ende Zyklisierung der Polyketidkette wird von Ketoreduktasen, Zykla-
sen und Aromatasen katalysiert. Bei der Synthese aromatischer Polyketide gibt es

wenige Cyclisierungsmuster. Bis auf einige wenige Ausnahmen konnen die Poly-
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ketide des Typs Il in zwei Gruppen eingeteilt werden. Entweder sind sie wie die
Anthracycline, Aureolséuren, Tetracenomycine und Tetracycline linear aufgebaut
oder angular, wie es bei den Angucyclinen und den Pradimicin-Typ-Polyketiden der
Fall ist.®Y Die biologischen Aktivitaten haben die Polyketide vielfach den post PKS-
Modifikationen mittels beispielsweise Oxygenasen bzw. Glycosyl- und Methyltrans-
ferasen zu verdanken.

Zu den wichtigsten Vertretern der aromatischen Polyketide gehoren die hoch
zytotoxisch wirksamen Anthracycline. Beispiele hierfur sind die in den 60er Jahren
isolierten Polyketide Doxorubicin®* und Daunorubicin®® (Abbildung 1-7). Sie z&hlen
zu den effektivsten Zytostatika, die bis zur heutigen Zeit entwickelt wurden und
werden zur Behandlung von verschiedenen Krebserkrankungen eingesetzt.*® Die
zytostatische Aktivitat dieser Substanzen beruht auf verschiedenen Wirkmechanis-
men. Neben der Fahigkeit die Topoisomerase Il zu hemmen, die eine wichtige Rolle
bei der DNA-Replikation spielt,®”! kénnen sie in die DNA interkalieren®®® oder aber
auch reaktive Sauerstoffradikale produzieren.?® Diese freien Radikale scheinen auch
der Grund fur die schweren Nebenwirkungen der Chemotherapie wie zum Beispiel

die Doxorubicin-induzierte Herzmuskelschadigung zu sein.*"!

; :OH
Doxorubicin R=CH,OH

Daunorubicin R=CHj;

Abbildung 1-7: Strukturen von Doxorubicin und Daunorubicin.

Die fur diese Arbeit relevanten aromatischen Polyketide stellen die Angucycline dar.

Auf diese wird im nachsten Kapitel ndher eingegangen.

1.4.1.1 Angucycline

Angucycline gelten als die grof3te Gruppe der polyzyklischen aromatischen Poly-
ketide."Y! Der Begriff Angucyclin- bzw. Angucyclinon-Antibiotika, der im Jahr 1986
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von Drautz et al. eingefihrt wurde,*! stammt aus dem lateinischen ,<angus“ (engl.
angle) und ist auf die winkelige, tetrazyklische Benz[a]lanthracen-Struktur des
Aglycons zurickzufuhren. Besitzt das Polyketid hydrolysierbare Saccharidreste
spricht man von Angucyclinen und bei Substanzen ohne Zuckerreste von Angucyc-
linonen.? Die erste in der Literatur beschriebene Struktur dieser Substanzklasse
stellt das Angucyclinon Tetrangomycin dar.[*! Die Biosynthese des Polyketidriick-
grats der Angucycline erfolgt aus einer Decaketid-Kette, bestehend aus einer
Startereinheit, meist Acetyl-CoA, und neun Malonyl-CoA-Verlangerungseinheiten.
Anhand von Fitterungsexperimenten konnte gezeigt werden, dass die Bildung des
Benz[a]anthracen-Ruckgrats auf zwei verschiedene Weisen vonstattengeht
(Abbildung 1-8). Bei den meisten Verbindungen, wie beispielsweise Urdamycin A,**
Vineomycin A1,*® Gilvocarcin V,*® Ravidomycin V,* Chrysomycin A,*® Landomy-
cin A" und Kinamycin D% kommt es zu einer enzymkatalysierten Ringschlussre-
aktion der Decaketid-Kette, was direkt zum Benz[a]anthracen-Ruckgrat fuhrt (erste
Route des Biosyntheseschemas, Abbildung 1-8). In einigen wenigen Fallen jedoch,
wie zum Beispiel bei PD116198"Y und BE7585A,°4 wird aus der Decaketid-Kette
zunachst eine Anthracyclinon-Zwischenstufe gebildet. Erst nach anschie3endem
Bindungsbruch zwischen den Kohlenstoffatomen Cl10a und C11 und erneuter
Verkntpfung zwischen C3 und C11 entsteht das Benz[a]antrahcen-Riickgrat./*"

(zweite Route des Biosyntheseschemas, Abbildung 1-8).

Oyt S—Enz
N 4
o 0 20
0sg N
O) O) r—— Urdamycin A, Gilvocarcin V
Kinamycin D, Vineomycin A4
Type Il PKS
o // O O O
)\S-COA Route | b aketide intermediate (1) Benz[a]anthracene backbone (2) PD116198 and BE-7585A
wte 1
Oyl S-Enz
Type Il PKS Y
(O] N 1

LR = 00—

0 0 © ©
Decaketide intermediate (1) Anthracycline type backbone (3) Benz[a]anthracene backbone (2)

Abbildung 1-8: Zwei verschiedene Biosynthesewege zur Herstellung des Polyketidriickgrats

der Angucycline.[4°]
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Damit aus dem biologisch inaktiven Benz[a]Janthracen-Riickgrat ein biologisch akti-
ves Sekundarmetabolit entsteht, missen post-PKS-Modifikationen stattfinden. Hier-
bei kommen Oxidoreduktasen, wie Oxygenasen und Ketoreduktasen, Transferasen
wie Glykosyl- und Alkyltransferasen, Halogenasen und Zyklasen zum Einsatz.[*”
Diese verschiedenen Modifikationsarten bieten eine hohe strukturelle Vielfalt der
entstehenden Produkte und eine breite Spanne an biologischen Aktivitaten. Als
biologische Aktivitaten der Angucycline werden die antibakterielle, antivirale und
zytotoxische Wirkung sowie die Wirkung als Enzyminhibitor und Thrombozyten-
aggregationshemmer beschrieben.?

Die Urdamycine und die Landomycine stellen die bekanntesten und grof3ten
Subfamilien der Angucyclin-Antibiotika dar (Abbildung 1-9). Dabei gehoéren die
Landomycine zu den aktivsten und vielversprechendsten Angucyclin-
Antitumormitteln.*” Das in Abbildung 1-9 gezeigte Landomycin A besitzt eine hohe
antitumorale Aktivitat gegen Prostatakrebs-Zelllinien,®™™ was auf den O-glykosidisch
verknupften Hexasaccharidrest (D-Olivose-D-Olivose-L-Rhodinose-D-Olivose-D-
Olivose-L-Rhodinose) zuruckzufuhren ist. Das Landomycin E mit nur einem
Trisaccharidrest besitzt eine schwéchere Antitumoraktivitat."

Obwohl die Angucycline fur ihre antibakterielle und zytotoxische Wirkung bekannt
sind,'*? hat es keines dieser Substanzen aufgrund ihrer Toxizitat bzw. aus Loslich-

keitsproblemen geschafft, ein klinisch anwendbares Arzneimittel zu werden. "

Landomycin A

HO
o) OH H3C )\ Rhodinose

HiC. _O. O
HsC. O qﬂgﬁﬁ/ o
HO?A/ o CH,

Rhodinose . 1OH
Olivose Hg,C?Q7| / -
Olivose HsC ‘OH

HiC. _O. O

3
HsC /O

Rhodinose ¢ Olivose Urd A
Hﬁ?&% HiC._O_ O rdamycin

" HO S

Abbildung 1-9: Strukturen von Landomycin A und Urdamycin A.
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1.4.2 Desoxyzucker

Desoxyzucker stellen eine wichtige Untergruppe der Kohlenhydrate dar. Sie treten in
Bakterien, Pilzen und Pflanzen auf und entstehen dadurch, dass eine oder mehrere
Hydroxygruppen eines Monosaccharids durch Wasserstoff substituiert sind.
Desoxyzucker besitzen die Fahigkeiten als Epitop an Bakterienoberflachen oder als
Liganden bei Zell-Zell-Interaktionen zu fungieren.[54] Des Weiteren sind sie in der
Lage als Target fur Toxine und Antikdrper zu dienen sowie die Serumhalbwertszeit
von Proteinen zu kontrollieren.* Bei vielen Sekundarmetaboliten ist die biologische
Aktivitat auf die Existenz von Desoxyzuckern zurlckzufiihren. Daher erhoffen sich
viele Forscher anhand von kombinatorischer Biosynthese neue Naturstoffe mit
ungewdhnlichen Desoxyzuckern zu produzieren, die moéglicherweise eine hohe
biologische Aktivitat aufweisen.®

Die fur diese Arbeit relevanten Desoxyzucker sind die 2,6-Didesoxyhexosen und die
2,3,6-Tridesoxyhexosen. Einige Beispiele hierfir sind in Tabelle 1-2 aufgefuhrt.

Abbildung 1-10 zeigt die zugehdrigen Strukturformeln.

Tabelle 1-2: Liste einiger 2,6-Di- und 2,3,6—Tridesoxyhexosen.[53]

Desoxyzucker Name Nummerierung
2,6-Didesoxy-D-arabino-hexose D-Canarose, D-Chromose |

C, D-Olivose
2,6-Didesoxy-D-lyxo-hexose D-Oliose Il
2,6-Didesoxy-D-ribo-hexose D-Digitoxose Il
2,6-Didesoxy-D-xylo-hexose D-Boivinose v
2,3,6-Tridesoxy-D-erythro-hexose D-Amicetose \Y

2,3,6-Tridesoxy-D-threo-hexose L-Rhodinose Vi
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HsC HsC HaC HsC
o) o) o) o)
HO ! OH HO OH HO- OH HO OH
HO | HO | HO |, HO |y
HaC HaC
o) —0
HO!- OH HO"'QMOH
v Vi

Abbildung 1-10: Strukturen der 2,6-Didesoxyhexosen und der 2,3,6-Tridesoxyhexosen
(53]
I-VI.
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2 Grundlagen

2.1 Chromatographie

Bei der Chromatographie handelt es sich um eine physikalisch-chemische Trennme-
thode, die es erméglicht, aus komplexen Substanzgemischen, wie zum Beispiel
Rohextrakten aus Bakterienkulturen, Reinsubstanzen zu erhalten.®® Die Trennung
beruht auf der Verteilung des Analyten zwischen einer stationaren (feststehenden)
und einer mobilen (beweglichen) Phase. Hierzu wird die Probe in der mobilen
Phase gel6st und tber die stationdre Phase transportiert. Aufgrund von unterschied-
lich starken Wechselwirkungen zwischen den gelosten Komponenten der zu
trennenden Probe und der stationdren Phase kommt es zu unterschiedlichen
Retentionen der einzelnen Analyten und somit zur Trennung des Substanzgemi-
sches (Abbildung 2-1).°°!

Dosierpeak der Probe

. getrennte Peaks

‘ mobile Phase ! der einzelnen
‘ - - ! Probenkomponenten
: A e A® 4 . :
, % ‘. T .* Yo . .
.

5 7 o a0 "o ad ge ! ” .

3, 7 St RO === g¥pnisam - -0 - - - >
L]
v 4Ama LT Ao A . '
A RS TR & =, :
’ oA . A -

L

stationdre Phase Retentionszeit

Abbildung 2-1: Chromatographische Trennung eines Substanzgemisches.

Abhangig vom Aggregatzustand der Phasen kann die Einteilung in verschiedene
Chromatographiearten erfolgen.®® Somit spricht man bei einer gasférmigen mobilen
Phase von Gaschromatographie (GC) und bei einer flissigen mobilen Phase von
Flussigchromatographie (LC, engl. liquid chromatography).”® Stationdre Phasen
hingegen kénnen in fester und in flissiger Form vorliegen.® Eine Kombination der
maoglichen mobilen und stationaren Phasen fiihrt zu unterschiedlichen Trennmecha-
nismen.®® Die fur diese Arbeit wichtigste Kombination besteht aus einer festen
stationdren Phase und einer flissigen mobilen Phase, worauf in den folgenden

Abschnitten naher eingegangen wird.
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2.1.1 Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC)

Um eine gute chromatographische Trennung zu erzielen, missen die Einzelkompo-
nenten des Extraktes so oft wie moglich zwischen der mobilen und der stationaren
Phase austauschen kénnen.””! Daher muss der Stoffaustausch zwischen beiden
Phasen sehr schnell vonstattengehen.[57] Auch der Weg, den die Molekule zwischen
beiden Phasen zuriicklegen, muss mdglichst kurz sein, was durch kleine Korngrél3en
des Saulenfillmaterials erzielt werden kann.*” Damit das Laufmittel die stationére
Phase gut durchstrémen konnte, war friiher ein hoher Druck erforderlich, worauf die
erste Bezeichnung high pressure liquid chromatography zurtickzufiihren ist.P*M*® Mit
der Zeit kam es zur Verbesserung der Saulenmaterialien und Geréte, so dass sich
die Bezeichnung high performance liquid chromatography durchsetzte.®®

Abbildung 2-2 zeigt den schematischen Aufbau einer HPLC-Anlage.® Das sich in
einem Vorratsgefall befindende Losungsmittel durchflie3t zun&chst einen Entgaser,
bevor es durch die Pumpe beférdert wird. In den meisten Fallen hat man zwei
Losungsmittel vorliegen, die durch zwei Pumpen beférdert und anschlieend in einer
Mischkammer zu einem Losungsmittelgemisch umgewandelt werden.”® Der Einsatz
von mehreren Vorratsbehaltern hat den Vorteil, dass man das Mischverhéltnis der
beiden Losungsmittel und somit die Zusammensetzung des Fliel3mittels wahrend des
Experimentes gradientenférmig variieren kann.® Hiernach erfolgt die Injektion der
Probenlésung tiber ein Sechswegeventil.*® Die zu analysierende Probe wird vorher
in einem, sich mit der mobilen Phase mischenden, Losungsmittel geldst. Die Probe
wird dann entweder manuell Gber eine Injektionsnadel in die Probenschleife gegeben
oder automatisch mit Hilfe eines Autosamplers in die Schleife injiziert.[56] Bevor die
Trennung in der chromatographischen Saule stattfindet, durchstromt die Probe im
Idealfall eine Vorsaule, die zum Schutz der Trennsaule vor Verunreinigungen dient.
Die Vorsaule besteht hierbei aus dem gleichen Saulenmaterial wie die Hauptsaule.®
Die Reinsubstanzen, die aus dem Substanzgemisch isoliert werden, kénnen dann
mit Hilfe eines Detektors nachgewiesen werden. Man erhalt ein Chromatogramm, bei
dem die Anzahl der in dem Substanzgemisch vorliegenden Komponenten, unter der
Voraussetzung, dass alle Substanzen unterschiedliche Retentionszeiten besitzen,
der Anzahl der im Chromatogramm vorhandenen Peaks gleicht. Die Peakflache ist
dabei proportional zur Substanzmenge.[56] Auf die verschiedenen Saulenmaterialien

und Detektoren wird in den folgenden Abschnitten naher eingegangen.
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Abbildung 2-2: Schematischer Aufbau einer HPLC-Anlage.®®

Dank der vielen Vorteile wie Schnelligkeit, hohe Auflosung, Automatisierbarkeit,
hervorragende Reproduzierbarkeit der Analysen in Hinblick auf die Retentionszeit
und die Entwicklung von immer besseren Trennséaulen und Detektoren ist die Hoch-
leistungsflissigkeitschromatographie die heutzutage am haufigsten eingesetzte

chromatographische Trennmethode in der Bioanalytik.®+®!

2.1.2 Normal- und Umkehrphasenchromatographie

Die in der Flussigchromatographie verwendeten stationaren Phasen kénnen in zwei
Gruppen eingeteilt werden, die Normalphasen (NP, engl. normal phase) und die Um-
kehrphasen (RP, engl. reversed phase).® Bei der Normalphasenchromatographie
werden Kieselgel (SiO,) oder Aluminiumoxid (Al,O3) als Saulenmaterial eingesetzt,
wobei ersteres aufgrund hoéherer Beladbarkeit und niedrigeren Preisen bevorzugt
wird.®® Beide Materialien besitzen polare Hydroxygruppen an ihrer Oberflache.®
Als Laufmittel werden unpolare L&sungsmittel, wie Pentan, Hexan, Heptan und
Octan eingesetzt.®™ Werden nun polare Substanzen, die sich in einem unpolaren
Laufmittel befinden Uber eine polare stationare Phase geleitet, so kommt es zu

Wechselwirkungen zwischen Saulenmaterial und Analyt und zur Bildung von
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Wasserstoffbriickenbindungen.®® Die polaren Substanzen werden zuriickgehalten,
so dass sich deren Retentionszeit verlangert.™ Die Retentionszeit verhélt sich dabei
proportional zur Polaritdt der Substanz. Durch die Wahl einer polareren mobilen
Phase kann die Retentionszeit allerdings verkirzt werden.® Somit besitzt das glei-
che Molekil in Hexan eine hohere Retentionszeit als beispielsweise in Dichlorme-
than. Die Normalphasenchromatographie wird bevorzugt fir die Aufreinigung von
Substanzen eingesetzt, die sich gut in unpolaren Lésungsmitteln 16sen.®® Hierzu
gehoren organische Molekiile, wie zum Beispiel Kohlenwasserstoffe jeglicher Art.®!

Zur Trennung von kleinen Peptiden und Aminosauren oder allgemein von mittelpola-
ren und polaren Komponenten kommt die Umkehrphasenchromatographie zum Ein-
satz.’”) Es werden unpolare stationare Phasen verwendet, die in den meisten Féllen
auf Kieselgelbasis aufgebaut sind.®® Um den unpolaren Charakter zu erhalten,
werden chemische Modifikationen auf der Phasenoberflache durchgefiihrt.*® Hierzu
werden lange Alkylketten kovalent an die Hydroxygruppen der Siliziumoxidoberflache
gebunden.® Die Lange und Art der Alkylkette kann dabei beliebig variiert werden,
so dass die Zahl der Umkehrphasen, die neu entwickelt werden, immer weiter
steigt.®® Aufgrund der groRen Vielfalt ist es mdglich, fir jedes Trennproblem eine
geeignete stationare Phase zu finden.®® Als Laufmittel werden polare Losungsmittel
wie Wasser, Acetonitril, Methanol oder Gemische aus diesen eingesetzt.*® Dies hat
zur Folge, dass unpolare Substanzen starkere Wechselwirkungen mit der stationaren
Phase eingehen und somit eine hohere Retentionszeit im Vergleich zu polaren

Stoffen besitzen.

2.2 Massenspektrometrie

2.2.1 Aufbau eines Massenspektrometers

Mit Hilfe eines Massenspektrometers kann das Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis (m/z)
von lonen im Hochvakuum bestimmt werden.®® wenn die Ladung z bekannt ist,
kann aus dem Verhdaltnis die Masse m des Molekilions berechnet werden. Der
Aufbau eines Massenspektrometers ist in Abbildung 2-3 gezeigt. Es besteht im ein-
fachsten Fall aus einer lonenquelle, einem Massenanalysator und einem Detektor."®

Die lonenquelle hat die Aufgabe aus einer Substanz oder einem Substanzgemisch
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lonen zu erzeugen, die dann im Massenanalysator im Hinblick auf ihr Masse-zu-
Ladungs-Verhaltnis aufgetrennt werden.®® Im Detektor erfolgt dann die Messung des
lonenstroms.®® Durch das Auftragen der relativen Haufigkeiten der lonen gegen m/z
wird ein Massenspektrum erhalten.®® In den folgenden Kapiteln wird naher auf die in
Abbildung 2-3 aufgelisteten Arten von lonenquellen, Massenanalysatoren und Detek-

toren eingegangen.

lonenquelle Massenanalysator Detektor

lonenerzeugung —- lonentrennung —-  |ONennachweis
* ElektonenstoRR-lonisation (EI) * Quadrupol (Q) » Faraday-Becher
(Faraday cup, FC)
» chemische lonisation (CI) * Flugzeitanalysator
(time-of-flight, TOF) » Konversionsdynode
« fast atom bombardment (FAB) mit Sekundarelektronen-
. o « elektrische lonenfalle vervielfacher (SEV)
» Sekundarionen-lonisation (SI) (ion trap)

* Vielkanalplatte
. ElektOSpray-Ionisation (ES') . e|ektromagnetische (multichannel p|ate)
lonenfalle (lonenzyklotron-

* Matrix-unterstitzte Laser- resonanz, ICR)

Desorption/lonisation (MALDI)
* Orbital-lonenfalle (orbitrap)
» Atmospheric Pressure
Chemical lonisation (APCI)

Abbildung 2-3: Schematischer Aufbau eines Massenspektrometers und Auflistung der Arten
von lonenquellen, Massenanalysatoren und Detektoren, modifiziert nach Lottspeich, 2012.58

2.2.2 lonenquelle

Die lonisationsmethoden, die in der Massenspektrometrie eingesetzt werden, kénnen
im Allgemeinen in die drei Kategorien Verdampfungs-, Desorptions- und Zerstau-

bungsmethoden eingeteilt werden (Tabelle 2-1).5°
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Tabelle 2-1: Einteilung der lonisationsmethoden.

Verdampfungsmethoden El, CI
Desorptionsmethoden MALDI, SI, FAB
Zerstadubungsmethoden ESI, APCI

Zu den als erstes entwickelten Verdampfungsmethoden gehdren die Elektonenstol3-
lonisation (El) und die chemische lonisation (CI).*® Das Prinzip beruht darauf, dass
die Probe im Vakuum Uber einen Temperaturgradienten verdampft und anschlie3end
zur lonenquelle Gberfuhrt wird, wo die lonisation stattfindet.®® Da die Probe flichtig
und thermisch stabil sein muss, ist nur die Analytik von relativ kleinen organischen
Molekiilen méglich.®® Substanzen mit groBer Molmasse und hoher Polaritat hinge-
gen sind nicht geeignet.®

Um groRere, hoher substituierte und nicht flichtige Naturstoffe zersetzungsfrei
ionisieren zu kénnen, wurden Ende der 70er Jahre zunachst Desorptionsmethoden
entwickelt.® Die Probe wird hierbei in fester Form auf die Oberflache eines Targets
aufgebracht und durch Bestrahlung mit Licht oder Partikeln direkt, ohne vorherige
Verfliichtigung, in die Gasphase tberfiihrt.”® Wichtige Vertreter der Desorptionsme-
thoden sind die Sekundarionen-lonisation (Sl), die FAB-lonisierungsmethode
(fast atom bombardment) und die Matrix-unterstiitzte Laser-Desorption/lonisation
(MALDI).B%

Es folgte die Entwicklung der Zerstdubungsmethoden, bei denen die lonen direkt aus
der Probel6sung erzeugt werden.® Dabei wird die Analytldsung im temperierten
Stickstoffstrom zerstaubt, ionisiert und anschlieRend das Losungsmittel verdampft.®
Um eine effiziente lonenbildung zu gewahrleisten, wird eine Kombination aus polaren
Losungsmitteln (wie z. B. Wasser, Methanol oder Acetonitril) mit flichtigen Puffern
(wie z. B. Ameisensaure oder Trifluoressigsaure) als mobile Phase eingesetzt.[sg] Als
Vertreter der Zerstaubungsmethoden sind die Atmospheric Pressure Chemical
lonisation (APCI) und die Elektrospray-lonisation (ESI) zu nennen.®® Letztere stellt
die in dieser Arbeit Uberwiegend verwendete lonisationsmethode dar und wird des-

halb im Folgenden detailliert besprochen.
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2.2.2.1  Elektrospray-lonisation

Bei der Elektrospray-lonisation (ESI, engl. electrospray ionization) wird die Probel6-
sung durch eine diinne Kapillare in ein elektrisches Feld verspriht, das zwischen der
Kapillarspitze und dem Massenspektrometer angelegt ist (Abbildung 2-4).8]
Bedingt durch das elektrische Feld kommt es zu einer lonentrennung in der Analytlo-
sung, wobei im Positiv-lonenmodus die Kationen an die Flussigkeitsoberflache
wandern.® Die negativen lonen dagegen wandern in die entgegengesetzte Rich-
tung.® Dadurch, dass die positiven lonen immer weiter in Richtung Kathode gezo-
gen werden, kommt es zu einer Deformation der Flussigkeitsoberflache und es
entsteht ein Taonr-Konus.[58] Wenn nun die elektrostatische Abstof3ung der sich an
der Flussigkeitsoberflache befindenden Kationen die Oberflachenspannung uber-
steigt, werden von der Konusspitze aus hochgeladene Tropfchen emittiert.® Wah-
rend die Tropfchen zur Kathode wandern, verdampft das LOsungsmittel und die
Ladungsdichte an den Tropfchenoberflachen nimmt zu.B% Damit erhoht sich die
elektrostatische Abstol3ung und die Tropfchen zerfallen explosionsartig in kleinere
Tropfchen, die dann immer weiter zerfallen.®™ Man spricht von Coulomb-
Explosion.*™ Die Entstehung der freien Gasphasenionen kann anhand von zwei
Modellvorstellungen erklart werden, das charge-residue model (CRM) und das ion
evaporation model (IEM).® Ersteres stammt von Dole®®™ und wurde dann von
Friedrich Rollgen Gberarbeitet und zur single ion in droplet theory (SIDT)®Y umbe-
nannt. Bei diesem Prinzip geht man davon aus, dass nach den Coulomb-
Explosionen Tropfchen mit einem Durchmesser von 2 nm entstehen, die nur ein Ana-
lytmolekdl beinhalten.®® An der Schnittstelle zum Massenspektrometer werden die
einem Stickstoff-Gasstrom ausgesetzten Tropfchen schlieRlich desolvatisiert.®®
Nach dem ion evaporation model (IEM), das von J. Iribane und B. Thomson
entwickelt wurde,® erfolgt eine lonenemission aus Tropfchen, die einen Durchmes-
ser von 16 nm besitzen und noch ca. 70 Analytmolekiile beinhalten.”®

Die Elektrospray-lonisation ist eine sehr schonende Methode, die es ermdglicht
Molekile mit mehreren zehntausend Da zu analysieren, ohne dass eine Quellen-
fragmentierung stattfindet.® Ein weiterer Vorteil besteht darin, dass es sich um eine
kontinuierliche Methode handelt, bei der der lonenquelle ein konstanter Strom an
gelosten Analyten zugefuhrt wird. Somit ist diese lonisationsmethode gut zur

Kopplung mit der Flissigchromatographie (LC-MS) geeignet.®”
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Abbildung 2-4: Schematische Darstellung des ESI-Prozesses.

2.2.3 Massenanalysator

[58]

Im Massenanalysator werden die in der lonenquelle erzeugten lonen nach ihren

Masse-zu-Ladungs-Verhaltnissen aufgetrennt.®® Es wurden verschiedene Analysa-

tortypen entwickelt, die sich in die drei Untergruppen der lonenstrahl-Analysatoren,

lonenfallen-Analysatoren und Flugzeitanalysatoren einteilen lassen (Tabelle 2-2).[59]

Bei einer Kombination von Analysatortypen innerhalb eines Gerates spricht man von

Hybridinstrumenten.®

Tabelle 2-2: Einteilung der Massenanalysatoren.

lonenstrahl-Analysatoren

lonenfallen-Analysatoren

Flugzeitanalysator

 Sektorfeld-Analysator

* Quadrupol-Analysator

* Quadrupol-lonenfalle
* Orbitrap

* Fouriertransformations-lonenzyklotron-
resonanz-Analysator (FT-ICR)

* Flugzeitanalysator (TOF)
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Die Auswahl eines Analysatortyps héngt von dem Massenbereich, der Scange-
schwindigkeit, der Genauigkeit und dem Auflésungsvermogen des Gerates ab. Mit
dem Auflésungsvermégen R wird die Fahigkeit des Gerates beschrieben lonen, die
einen geringen Massenunterschied besitzen, noch gut voneinander trennen zu
konnen.®® R ist definiert als:®®

R=—
Am

Dabei wird zwischen zwei Definitionen unterschieden, der 10%-Tal-Definition und der
Halbwertsbreite (FWHM, engl. full width at half maximum) eines Signals (Abbildung
2-5).% Bei der 10%-Tal-Definition spricht man von zwei aufgelsten Signalen, wenn
beide Peaks nicht mehr als zu 10% Uberlappen.[59] Wie in Abbildung 2-5a) darge-
stellt, beschreibt Am hierbei die Massendifferenz zwischen den zwei gleichintensiven
Signalen und m entspricht der Massenzahl des ersten Signals.’® Das gleiche
Verhaltnis ist gegeben, wenn man die Massenzahl m eines der beiden Signale durch
die Peakbreite Am desselben Sigals bei 5% seiner Gesamtintensitat teilt.”® Aller-
dings ist es schwierig, in einem Massenspektrum zwei intensitatsgleiche und sich zu
10% uberlappende Signale zu finden bzw. die Breite eines Signals bei 5% seiner
Gesamtintensitat identifizieren zu kdnnen ohne, dass es im Grundrauschen unter-
geht.[59] Daher erfolgt die Auflosungsbestimmung eines Gerates in der Regel tber die
Halbwertsbreite eines Signals (Abbildung 2-5b)).” Bei dieser Definition steht Am fir
den FWHM-Wert und m ist die Massenzahl des Peaks."*"!

T m  meam | m m+am
Abbildung 2-5: Beschreibung des Aufldsungsvermdgens R eines Massenanalysators
anhand a) der 10%-Tal-Definition und b) der Halbwertsbreite FWHM.°
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Im Folgenden werden die in dieser Arbeit verwendeten Massenanalysatoren naher

erlautert.

2.2.3.1 Quadrupol-Analysator

Ein Quadrupol-Analysator besteht aus vier hyperbolisch geformten Metallstdben, die
einen Kreis um die in Abbildung 2-6 gezeigte z-Achse bilden.P¥% Die jeweils
gegenuberliegenden Metallelektroden sind paarweise an entgegengesetzt gepolte
Gleichspannungsquellen angeschlossen.®® An allen vier Staben wird der Gleich-
spannung U eine Wechselspannung V, cos wt tberlagert.”®® Somit baut sich in
der Nahe der z-Achse ein elektrisches Feld auf, in dem nur lonen mit bestimmten
m/z-Verhaltnissen dazu berechtigt sind, das Stabsystem entlang einer oszillierenden
Bahn zu durchfliegen und den nachgeschalteten Detektor zu erreichen.® lonen mit
anderen m/z-Verhéltnissen dagegen prallen auf die Stabe und werden entladen

(gestrichelte Bahnen).!®

—

- (U + V, cos wt)

+ (U + V, cos ot)

Abbildung 2-6: Funktionsweise eines linearen Quadrupols.’®

Um lonen mit unterschiedlichen m/z-Verhéltnissen erfassen zu kénnen, werden im
Normalfall bei einem konstanten @-Wert U und V, variiert, ohne dass das U/V,-
Verhéltnis dabei verandert wird.® Ein Quadrupol-Analysator ist also nicht in der
Lage, lonen mit unterschiedlichen Massen gleichzeitig zu detektieren.®® Es ist aller-
dings moglich, die Spannungen an den Elektroden in pus-Abstanden zu veréandern, so
dass ein rasches Scannen (5000 m/z s™) und somit eine kontinuierliche Detektion

erfolgt.>
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Der Quadrupol-Analysator ist aus Kostengriinden und aufgrund der einfachen Hand-
habung, der am weitesten verbreitete Massenspektrometer-Typ.P? zZwar besitzt er
einen relativ kleinen Massenbereich (bis ca. 4000 m/z) und ein geringes Auflésungs-
vermdogen (bis ca. 3000), jedoch ist er aufgrund der hohen Scangeschwindigkeit gut
mit chromatographischen Methoden und den meisten lonenquellen kombinierbar.®

Eine Kombination aus drei in Reihe geschalteten Quadrupol-Analysatoren fihrt zum
Triple-Quadrupol-Massenspektrometer (Q1Q2Q3),°¥ das in Abbildung 2-7 darge-
stellt ist. Mit diesem Geréat ist es moglich, verschiedene Tandem-MS-Experimente
durchzuftihren, die besonders bei der Quantifizierung und Strukturaufklarung von

unbekannten Substanzen eine groRe Rolle spielen.®

Quadrupol 0 Quadrupol 1 Quadrupol 2 Quadrupol 3 Detektor

N

1 i g | | L

Interface LHilfs“-Quadrupol 1. Messquadrupol Kollisionszelle 2. Messquadrupol Faraday-Platte
gasdurchlassiger Quadrupol und Elektronen-
zur Fuhrung der lonen vervielfacher

Abbildung 2-7: Schematischer Aufbau eines Triple-Quadrupolmassenspektrometers.®

Genau genommen besteht ein Triple-Quadrupol-Massenspektrometer aus vier
Quadrupolen.[SB] Dem ganzen System ist namlich ein Hilfsquadrupol QO vorgeschal-
tet, dessen Aufgabe es ist, die in der lonenquelle erzeugten lonen lediglich zu fokus-
sieren.®® Die lonen werden dann in den ersten Messquadrupol Q1 geleitet, wo die
Selektion der Vorlauferionen stattfindet, deren Masse frei wahlbar ist
(Abbildung 2-8).°¥ Hiernach werden die selektierten lonen in die StoRzelle Q2
beschleunigt.®® Die StoRRzelle, auch Kollisionskammer genannt, ist mit einem inerten
Gas, wie beispielsweise Stickstoff (hoher Reinheitsgrad), Helium oder Argon,
gefiillt.”® 5% Da es in dieser Zelle zur Kollision der Vorlauferionen mit den Gasmole-
kiilen kommt, werden die lonen angeregt und fragmentiert.®® Damit méglichst viele
verschiedene Fragmentionen entstehen koénnen, ist es bei diesem Experiment

wichtig, die Kollisionsenergie zu optimieren.®® Die Massenbestimmung und Auftren-
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nung der entstandenen Fragmentionen erfolgt schlie3lich in dem Messquadrupol
Q3-[58]'[59]

Analysator 1 StolRzelle Analysator 2
Isolierung des Vorlaufer-lons Kollision mit Inertgas Trennung der Fragment-lonen

—.g{o\ém.g.aﬁ‘. irinr Dol < %
i A ——
%\ : o

lonenquelle Detektor

Abbildung 2-8: Prinzip der Tandem-Massenspektrometrie %!

2.2.3.2  Orbitrap

Die Orbitrap, auch Orbital-lonenfalle genannt,®® stellt die jiingste Entwicklung der
lonenfallen-Analysatoren dar.® Sie besitzt eine zentral angeordnete, spindelférmige
Elektrode, die von einer dufReren Elektrode umhdllt wird, wobei Letztere in der Mitte
durch einen Keramikisolator unterbrochen ist.”®% zwischen beiden Elektroden ist
ein elektrisches Feld angelegt.® Nach tangentialer Injektion der lonen in dieses
Feld,®™ gleichen sich die Zentrifugalkraft und die Anziehung zur zentralen Elektrode
aus. wie in Abbildung 2-9 gezeigt, fangen die lonen dann an die innere Elektrode
zu umkreisen und seitliche Oszillationsbewegungen durchzufiihren,®™® deren

Schwingungsfrequenz o vom m/z-Verhaltnis abhangt:®*

1
vm/z

Durch diese Schwingungen werden an den &uf3eren Elektroden Signale erzeugt, die

@ oC

dann dber Fourier-Transformation in m/z-Werte umgewandelt werden.®®! Existieren
mehrere verschiedene lonen, so erhalt man aus der Uberlagerung der verschiede-
nen Sinusschwingungen einen Transient, dessen Fourier Transformation das

Massenspektrum liefert.®!
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Mit Hilfe von Orbitrap-Analysatoren kénnen Massenspektren mit einem Massenbe-
reich bis zu 6000 m/z,* einer Genauigkeit von 0.5-2 ppm und einer Aufldsung bis zu
100 000 FWHM aufgenommen werden.*®

Keramik-
isolator

— auBere Elektrode

___spindelférmige
innere Elektrode
Transient Massenspektrum

Tl

58]

Intensitat

3
N

Abbildung 2-9: Schematischer Aufbau einer Orbital-lonenfalle.!

2.2.4 Detektion

Die Detektoren haben die Aufgabe den lonenstrom nach der Massenauftrennung in
einen elektrisch messbaren Strom umzuwandeln.®® Hierfur stehen der Faraday-
Becher, die Konversionsdynode mit Sekundarelektronenvervielfacher (SEV) und die

Vielkanalplatte zur Verfugung.™®

2.3 Kernresonanzspektroskopie

Die Kernresonanzspektroskopie (NMR, engl. nuclear magnetic resonance) ist
neben der Massenspektrometrie die wichtigste chemisch-analytische Methode zur
Strukturaufklarung von Molekilen. Die NMR-Spektroskopie beruht auf der Aufspal-
tung der Energieniveaus des Kernspins in mehrere Zustande bei Anwesenheit eines
auBeren Magnetfeldes.® Durch die Einstrahlung von hochfrequenten Radiowellen,
deren Frequenz mit dem Energieunterschied der Zustande tbereinstimmt,®”! kommt

es zu Ubergangen von den Atomkernen bei denen sich ihre magnetischen Momente
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unterschiedlich orientieren.® Gemessen wird die Strahlungsabsorption in Abhangig-
keit von der Frequenz der eingestrahlten elektromagnetischen Strahlung.®”! Die
Resonanzfrequenz der Atomkerne ist hierbei abhéngig von der Elektronendichtever-
teilung in Kernnahe.'®3®* Somit konnen gleiche Atomkerne aufgrund ihrer Umge-
bung unterschiedliche Resonanzfrequenzen besitzen, was sich in differierenden
chemischen Verschiebungen der Signale bemerkbar macht.”!

Da fiir die Anregung langwellige, energiearme Radiowellen eingesetzt werden, ist
die Kernresonanzspektroskopie eine schonende Methode, bei der die Probe nicht
zerstort wird. Im Gegensatz zu der Massenspektrometrie besitzt die NMR-
Spektroskopie jedoch eine weitaus niedrigere Empfindlichkeit, die allerdings durch
Verstarkung der Magnetfelder erhoht werden kann.®**8 Neben der Strukturaufkla-
rung ist es auch moglich, zeitabhéngige Phanomene wie zum Beispiel Reaktionski-
netiken, allosterisch induzierte Konformationsédnderungen und Faltungen von

Polypeptiden mittels der Kernresonanzspektroskopie zu analysieren.®"*!

2.3.1 Eindimensionale Kernresonanzspektroskopie

Die Vorraussetzung fur die Analyse von Atomkernen mittels NMR-Spektroskopie ist
das Vorhandensein eines Kernspins, dessen Wert von der Kernsorte abhangt.® Das
Prinzip der Signalerzeugung soll im Folgenden am Beispiel von Spin-Y2-Kernen, wie
'H und *C, naher erlautert werden. Bevor ein duReres Magnetfeld angelegt wird, ist
die Anzahl von Kernen mit a- und -Spin identisch (Abbildung 2-1Oa).[63] Die magne-
tischen Momente der Kerne orientieren sich dabei willktrlich auf den Kegelmanteln
um die z-Achse.’®® Nach Anlegen des aul3eren Magnetfeldes spalten die beiden
Spinzustande, deren Energieunterschied proportional zur Magnetfeldstarke ist
(Abbildung 2-10c), auf und die Spins rotieren um die Feldrichtung.’**®* Man spricht
von einer sogenannten Prazessionsbewegung.®™ Der a-Spin ist hierbei energetisch
gunstiger und daher auch starker besetzt.**"® Hieraus ergibt sich eine Magnetisie-
rung M der Probe, die in Abbildung 2-10b) in Form eines Vektors in z-Richtung

eingezeichnet ist.!®®
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Magnetisierung,

a) c)
1
® T D B-Spin
\\\ ’ /'7, \’
\\ " / a P
\L_& T Ubergang zwischen
v ) Spinzustdnden ver-
Y ‘B0 ursacht NMR-Signal
\ [
B 0 A .
D a-Spin
4 : " Einstrahlung

Magnetfeldstirke —

Abbildung 2-10: a) Schematische Darstellung der a- und B-Spins vor dem Anlegen eines
auReren Magnetfeldes.®® b) Darstellung der beiden aufgespalteten Spinzustande nach dem
Anlegen eines dulReren Magnetfeldes.’® c) Schematische Darstellung der Energiedifferenz
zwischen den beiden Spinzustanden in Abhangigkeit von der Magnetfeldstarke.®*

Legt man nun einen elektromagnetischen Strahlungsimpuls B; an, idealerweise
einen 90°Puls, so klappt die Magnetisierung M der Probe in die xy-Ebene (Abbildung
2-11a)).[63] Es kommt, wie in Abbildung 2-11b) gezeigt, zu einer Rotation des Magne-
tisierungsvektors mit der Larmor-Frequenz der Probe in der xy-Ebene.®® Hierbei wird
bei der Empfangerspule eine Spannung erzeugt, die mit der Zeit exponentiell
abnimmt,’®! verursacht durch das Zuriickkehren der Magnetisierung zu ihrem
Gleichgewichtswert.”® Das gemessene Signal wird als FID (engl. free induction
decay, frei abklingende Induktion) bezeichnet.®® Um das Signal-Rausch-Verhéltnis
zu verbessern konnen beliebig viele FID-Daten aufgenommen und anschlielend

aufaddiert werden.8

a) M b)
BA Empféanger-
spule
" ¢
~
B VL

Abbildung 2-11: a) Schematische Darstellung der Anlegung des elektromagnetischen
Strahlungsimpulses B1,'*¥ b) Wirkung eines 90°-Pulses auf z-Magnetisierung.*
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2.3.2 Zweidimensionale Kernresonanzspektroskopie

Die Auswertung von eindimensionalen NMR-Spektren wird mit zunehmender Mole-
kulgréRe immer schwerer, da es aufgrund der hohen Anzahl gleicher Kernsorten zu
Signaliiberlagerungen kommt.”® Daher ist es notwendig, eine weitere spektrale
Dimension einzufiihren.®™ Wahrend die eindimensionalen NMR-Experimente ledig-
lich aus zwei Phasen, namlich der Praparation und Detektion bestehen, kommen bei
den zweidimensionalen NMR-Experimenten noch die Evolutionszeit t; und die
Mischsequenz hinzu (Abbildung 2-12).58!

Praparation Evolution Mischzeit Detektion

Abbildung 2-12: Pulssequenz von zweidimensionalen NMR-Experimenten.

Nach der Praparationsphase kommt es in der Zeit t; zur freien Prazession der
Spins.[58] In dieser Evolutionszeit wird fir den ersten Kern, abhangig von der Magne-
tisierung, die chemische Verschiebung bestimmt.®® In der Mischsequenz wird hier-
nach der Magnetisierungszustand am Ende der Evolutionszeit t; abgefragt und vom
ersten Kern Magnetisierung auf einen anderen Kern transferiert.”®! Der Magnetisie-
rungstransfer lauft Gber zwei verschiedene Mechanismen ab, der skalaren Kopplung

und der dipolaren Wechselwirkung.®®

In der abschlieRenden Detektionsphase
werden die Daten akquiriert.®® Hierbei wird die Magnetisierung mit der chemischen
Verschiebung des zweiten Kerns markiert.”® Nach der Fourier-Transformation in der
to-Richtung erhalt man die Momentaufnahme bei einer bestimmten Zeit t; in Form
eines eindimensionalen Spektrums.[58] Fuhrt man nun weitere Einzelexperimente
durch, bei denen die Evolutionszeit t; variiert wird, kann eine Aneinanderreihung der
eindimensionalen Experimente durchgefiihrt werden.®® Eine Fourier-Transformation
entlang der t;-Richtung fihrt dann zum gewtlnschten zweidimensionalen NMR-

Spektrum.?®®
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Im Folgenden werden die in dieser Arbeit verwendeten zweidimensionalen NMR-

Experimente ausfuhrlicher besprochen.

2.3.2.1 Das 'H,'H-COSY-Experiment

Das 'H,"H-COSY-Experiment (correlated spectroscopy) wird verwendet, um die
Kopplungen von Protonen, die Uber zwei bzw. drei Bindungen miteinander verbun-
den sind, zu identifizieren.®® Es handelt sich also um ein homonuklear
(H,H)-korreliertes NMR-Experiment, bei dem auf beiden Achsen die *H-chemischen
Verschiebungen aufgetragen sind.'*® Somit erhalt man ein zur Diagonalen symmetri-
sches Spektrum, bei dem die Diagonalpeaks die Signale des eindimensionalen
'H-Spektrums Wiedergeben.[58] Bezeichnet man die beiden miteinander koppelnden
Protonen mit A und X, so erscheinen die Signale der Diagonalen bei den Koordina-
ten 84, 0a UNd 8y, 0x und die symmetrisch zur Diagonalen liegenden Korrelationssig-
nale, auch Kreuzsignale genannt, bei den Koordinaten 8, 8x und 8x, 5,.°% Da
anhand der Kreuzsignale die Nachbarschaftsbeziehungen aller koppelnden Protonen
ermittelt werden konnen,® stellt das *H,*H-COSY-Experiment eine der wichtigsten

Messtechniken in der NMR-Spektroskopie dar.

2.3.2.2 Das HMQC- und das HSQC-Experiment

Das HMQC-Experiment (heteronuclear multiple quantum coherence) gehért zur
inversen, zweidimensionalen, heteronuklearen H,X-korrelierten NMR-Spektroskopie
(mit X = C, ®N u.a.).® Bei inversen Aufnahmetechniken werden im Kanal der
unempfindlichen Kerne X Koharenzen erzeugt, die auf die empfindlichen ‘H-Kerne
bertragen werden, deren Resonanzen dann auch gemessen werden.® Dieses
Experiment liefert die Signale der *J3(*H,*3C)- bzw. 'J(*H,**N)-Kopplungen.”® Man
erhalt somit die Information, welches Proton mit welchem Kohlenstoff- bzw. Stick-
stoffatom direkt verbunden ist.®® Aufgrund der Tatsache, dass wahrend der Zeiten
t; und t; zwei unterschiedliche Kerne gemessen werden, besitzen die Spektren von
heteronuklearen NMR-Experimenten, im Vergleich zu homonuklearen NMR-
Experimenten, keine Diagonale.”® Ahnliche Eigenschaften besitzt auch das HSQC-
Experiment (heteronuclear single quantum coherence). Der wesentliche Unterschied

zum HMQC-Experiment besteht darin, dass sich wahrend der Evolutionszeit nur die
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Magnetisierung des Heterokerns andert. Bei dem HMQC-Experiment hingegen

andert sich die Magnetisierung von beiden betrachteten Kernen.®*

2.3.2.3 Das HMBC-Experiment

Das HMBC-Experiment (heteronuclear multiple bond correlation) wird eingesetzt, um
Kopplungen von Protonen mit den Kernen X (X = *C, N u.a.) uber mehrere
Bindungen hinweg zu erfassen.'® Es stellt eines der empfindlichsten Verfahren fir
Weitbereichskorrelationen dar. Im Gegensatz zum HSQC-Experiment, das lediglich
auf grofRe X,H-Kopplungskonstanten abgestimmt ist und somit nur die Detektion von
13(X,H)-Kopplungen ermdglicht, kénnen anhand von HMBC-Experimenten auch die
Kopplungen von Protonen zu quartdren Kohlenstoffatomen detektiert werden.®®
Daher ist es moglich, einzelne, bereits Uber das COSY-Experiment aufgeklarte,
Strukturfragmente miteinander zu verknipfen. Der Unterschied zwischen dem
HSQC- und HMBC-Experiment besteht darin, dass Letzteres eine grol3ere Wartezeit
zwischen dem ersten Protonenpuls und dem ersten X-Kern-Puls fir die Entwicklung
der heteronuklearen Kopplung besitzt. Durch die verlangerte Wartezeit kbnnen sich

somit Fernkopplungen tber zwei bzw. drei Bindungen entwickeln.®®!

2.3.2.4  Das NOESY-Experiment

Bei den bisher vorgestellten Methoden fand der Magnetisierungstransfer zwischen
den Kernen uber skalare Kopplungen statt.® Beim NOESY-Experiment (nuclear
overhauser enhancement (effect) spectroscopy) hingegen, erfolgt die Ubertragung
der Magnetisierung Uber dipolare Wechselwirkungen der Kernspins durch den
Raum.®®! Die Starke der Wechselwirkung ist dabei proportional zu 1/r°, wobei r den
Abstand zwischen den beiden beteiligten Kernen darstellt.”® Daher ist es in der
Regel bei Kernabstanden groRer als 5 A nicht moglich Kopplungen zu beobach-
ten.®® Wenn Protonen in der Priméarstruktur eines Peptids weit voneinander entfernt
sind, aber trotzdem eine Korrelation im NOESY-Spektrum zeigen, so kann man
davon ausgehen, dass sie in der Tertiérstruktur einen Abstand kleiner als 5 A
besitzen.*® Das NOESY-Experiment ist somit eine wichtige Methode um Informatio-

nen Uber die raumliche Struktur von Molekllen zu erhalten.
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3 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit richtet sich im Wesentlichen auf zwei Zielsetzungen aus.

Das erste Ziel war die Strukturaufklarung des ribosomal synthetisierten Peptids
Plantazolicin aus Bacillus amyloliquefaciens FZB42. Das Plantazolicin besitzt ein
Thiazol/Oxazol-modifiziertes Microcin (TOMM)-Biosynthesecluster. Anhand der
Informationen aus dem TOMM-Cluster, konnte davon ausgegangen werden, dass
das Plantazolicin als Prékursor synthetisiert und dann, wie alle anderen Microcine,
modifiziert wird. Das Cluster beinhaltet eine S-Adenosylmethionin-abhangige Methyl-
transferase PznL, die, wie anhand von Knockout-Experimenten herausgefunden
wurde, fur die Einfihrung von zwei Methylgruppen verantwortlich ist.** Mit Hilfe von
1D- und 2D-NMR-Experimenten und Tandem-Massenspektrometrie sollte die Struk-
tur des Molekils und die Position der beiden Methylgruppen ermittelt werden.
Aufgrund der geringen Anzahl an Protonen im Plantazolicin sollte zuséatzlich eine
>N-Futterung durchgefiihrt werden, um dann mit Hilfe von 2D *H-N-NMR-

Experimenten die komplette Struktur aufklaren zu kénnen.

Das zweite Ziel dieser Arbeit war es, die Strukturen einer neuen Naturstofffamilie,
den Langkocyclinen, aufzuklaren. Die Langkocycline wurden im Zuge eines chemi-
schen Screening-Programms von Actinomyceten-Stammen in der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Hans-Peter Fiedler an der Eberhard-Karls-Universitat Tubingen entdeckt.
Die Sekundarmetabolitenproduktion dieser Stamme wurde mit Hilfe eines HPLC-
Diodenarray-Detektors analysiert und die Ergebnisse mit den Daten aus der UV/Vis-
Stoffdatenbank verglichen. Drei Substanzen aus dem Streptomyces-Stamm Acta
3034 konnten aufgrund der nahezu Ubereinstimmenden UV/Vis-Spektren den
Urdamycin A-Typ Antibiotika zugeordnet werden und zwei dem Urdamycin D-Typ.
Die Tatsache, dass alle Substanzen eine abweichende Retentionszeit besal3en, lield
vermuten, dass es sich um bisher unbekannte Verbindungen handelt. Das Ziel war
somit die Strukturaufklarung und die anschlieRende Untersuchung auf biologische

Aktivitat dieser neuen Naturstoffe.
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4 Plantazolicin

4.1 Sekundarmetabolit-Produktion in Bacillus amyloliquefaciens
FZB42

Bacillus amyloliguefaciens FZB42 ist ein grampositives, pflanzenwachstums-
forderndes Rhizobakterium (PGPR, engl. plant growth-promoting rhizobacteria)[66],

das aus Bdden mit phytopathogener Belastung isoliert wurde.©7!

Q"Da
= FZB42
3,916,653
nrs «
Rbce ¥

Abbildung 4-1. Das Genom von Bacillus amyloliquefaciens FZB42. 1. aul3erer Kreis: bein-
haltet alle Gene und Gencluster, die fir die Synthese und den Export von Sekundarmetaboli-
ten zustandig sind. Alle Gene sind entsprechend ihrer Funktion farbig dargestellt: Zellhtlle
und molekulare Prozesse (grun), Informationsprozesse (rot), Intermediarstoffwechsel (lila),
unbekannt (schwarz); 2. Kreis: Gene, die nicht in B. subtilis vorkommen. Darunter vier riesige
Gencluster, die in der Synthese von Sekundarmetaboliten involviert sind (rot); 3. Kreis: DNA-
Inseln 1-17 (schwarz); 4. Kreis: GC-Gehalt-Profil; 5. Kreis: rRNAs (griin); 6. Kreis: tRNAs
(blau); 7. Kreis: Prophagen (schwarz), Transposons und IS-Elemente (rot); 8. Kreis: Mal3stab
(bp).*
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Zusatzlich zur Fahigkeit das Pflanzenwachstum durch die Produktion von pflanzen-
hormon&hnlichen Substanzen zu fordern,™ ist das Bakterium in der Lage die
Vermehrung von pflanzenpathogenen Organismen zu unterdriicken.”Yl Da der
verwandte Modellorganismus Bacillus subtilis 168 nicht diese beiden wichtigen
Eigenschaften besitzt, wurde das komplette Genom von Bacillus amyloliquefaciens
FZB42 sequenziert und mit dem bereits bekannten Genom von Bacillus subtilis 168
verglichen."? Das in Abbildung 4-1 dargestellte Genom ist mit einer GroRe von ca.
3920 kb Kkleiner als das Genom von Bacillus subtilis 168 (ca. 4220 kb), jedoch ist der
Anteil fir die nichtribosomale Sekundérmetabolitproduktion mit 8,5 % doppelt so
hoch.™” Das Genom besitzt drei PKS-Biosynthesegencluster, die den Biosynthese-
produkten Bacillaen,”@" Difficidin">""® und Macrolactint’1"® zugeordnet werden
konnten.!”°M8Y Des Weiteren sind sechs NRPS-Biosynthesegencluster enthalten, von
denen drei fur die Produktion der Lipocyclodepsipeptide Fengycin,®? Surfactin,®+&4
und Bacillomycin D®®® zustandig sind, eines fir die Produktion des Siderophors
Bacillibactin® und eines fiir die Herstellung des Dipeptids Bacilysin.""! Das Produkt
des sechsten NRPS-Biosynthesegenclusters nrs ist noch unbekannt. Es wird aller-
dings vermutet, dass es sich dabei wie beim Bacillibactin um ein Siderophor han-
delt.["™
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Abbildung 4-2: Strukturen der PKS- und NRPS-Produkte von Bacillus amyloliquefaciens
FZB42.
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Die Biosynthese all dieser nichtribosomalen Sekundarmetabolite, deren Strukturen in
Abbildung  4-2  dargestellt sind, hangt von der Expression der
4’-Phosphopantetheinyltransferase (Sfp) ab,l'? da Letztere die PKS- und NRPS-
Enzyme aktiviert. Anhand der Untersuchungen von Butcher et al. konnte gezeigt
werden, dass eine sfp-Mutante, bei der das sfp-Gen inaktiviert war und diese somit
nicht mehr zur nichtribosomalen Sekundarmetabolitproduktion fahig war, trotzdem
antibakterielle Aktivitat gegen B. subtilis 168 aufwies.®”! Es konnte also davon aus-
gegangen werden, dass mindestens eine ribosomal hergestellte antibakterielle Sub-
stanz in B. amyloliquefaciens FZB42 existiert.

Auf der Suche nach kleinen Sekundérmetaboliten mit Hilfe eines ESI- und eines
MALDI-TOF-MS-Screenings, gelang es Scholz et al. eine Substanz mit der Masse
[M+H]*=1336 Da zu entdecken.”” AuRerdem wurde eine gegen grampositive
Bacillus-Stamme aktive Substanz zwischen 1 und 3 kb mit Hilfe von SDS-Page iden-
tifiziert. Nach Ausschneiden der Gelbande und anschlieRender MALDI-TOF-
Analysen, wurde die Substanz mit einer Molekiilmasse von [M+H]'=1354 Da als die
hydratisierte Form der bereits mit Hilfe des ESI- und MALDI-TOF-MS-Screenings
gefundenen Masse identifiziert.*” AnschlieRend wurden die physikochemischen
Eigenschaften der Substanz zusammengefasst und anhand von Literaturrecherchen
mit bereits bekannten Verbindungen verglichen. Es wurde nach kleinen, stark modifi-
zierten, antibakteriellen Peptiden aus grampositiven Bakterien gesucht, die in Chloro-
form loslich sind.’*!! Hierbei wurde herausgefunden, dass zwischen Thiopeptiden und
der Substanz mit der Masse [M+H]'=1336 Da eine starke Ahnlichkeit besteht.
Zusatzlich wurde zwischen einigen Thiopeptidbiosynthesegenen und Genen im
B. amyloliquefaciens-Genom eine Orthologie festgestellt. Durch das Einfligen einer
Spectinomycin-Resistenzkassette in eines dieser orthologen Gene blieb die Produk-
tion der Substanz mit der Masse [M+H]'=1336 Da aus.? Durch Proteinsequenzver-
gleiche mittels Protein-Blast®®® und ClustalW® konnte eine gewisse Ahnlichkeit
zwischen den Biosyntheseproteinen der Substanz mit der Masse [M+H]'=1336 Da
und den Streptolysin S-Biosyntheseproteinen aus Streptococcus pyogenes festge-
stellt werden.?” Bei dem Streptolysin S handelt es sich um ein Zytolysin,®® einem
zellschadigenden Toxin, das ein Thiazol/Oxazol-modifiziertes Microcin (TOMM)-
Biosynthesecluster besitzt.?Y Wie bereits in Kapitel 1.3.1.1 naher erklart wurde,
bestehen TOMM-Biosynthesecluster aus einem trimeren ,BCD“-Synthetase-

Komplex, zusammengesetzt aus einer Dehydrogenase (B), einer Cyclodehydratase
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(C) und einem ,docking“-Protein (D).*” Weitere TOMM-Cluster sind beispielsweise
bei der Biosynthese von Microcin B17,°% den Patellamiden'®® und den Thiopepti-
den®¥P4 7y finden. Da das Biosynthesecluster der Substanz mit der Masse
[M+H]'=1336 Da aus den pflanzenassoziierten Bacillus amyloliquefaciens-Stammen
stammt, das Produkt von Cystein, Serin und Threonin ausgehende “Azol’-Ringe
enthalt und es sich um ein Bacteriocin handelt, wurde der Substanz der Name
Plantazolicin (Pzn) gegeben.!*

Das in Abbildung 4-3 gezeigte PZN-Gencluster setzt sich aus zwolf Genen zusam-
men. PznA kodiert fur das Vorlauferpeptid, das insgesamt aus 41 Aminosauren
besteht. Die drei Gene pznB, pznC und pznD kodieren fur den trimeren ,BCD*-
Synthetase-Komplex. Die Protease, die das Leaderpeptid abspaltet, vermutlich eine
Zinkprotease, wird von pznE kodiert. PznL stellt die S-Adenosylmethionin-abhéangige
Methyltransferase dar, die zur Einfihrung von zwei Methylgruppen verantwortlich ist.
PznG und PznH sind ABC-Transporter und somit dafir zustéandig, das Produkt aus
der Zelle heraus in das umgebende Medium zu exportieren. Es wird vermutet, dass
PznK die Expression der anderen pzn-Gene reguliert und es sich bei PznF um ein
putatives Membranprotein handelt. Die Funktionen von Pznl und PznJ sind noch un-

bekannt.?*
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Abbildung 4-3. Das pzn-Gencluster mit einer Grél3e von 9862 bp setzt sich aus zwolf
Genen zusammen. Das Vorlauferpeptid, welches von pznA kodiert wird, besteht aus 41
Aminosauren, wobei die Serine, Threonine und Cysteine, aus denen die (Methyl-) Oxazole
und Thiazole entstehen kénnen, blau gekennzeichnet sind. Angegeben ist die Langeneinheit
fur 1 kb = 1 Kilobase.

Um die Struktur des Plantazolicins identifizieren zu kdnnen, wurden in der Arbeits-

gruppe von Prof. Dr. Rainer Borriss (Humboldt Universitat Berlin) die beiden Mutan-
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ten RSpMarA2 und RS33 hergestellt. Bei RSpMarA2 handelt es sich um einen
Plantazolicin-Hochproduzenten und bei RS33 um eine Methyltransferase-
Geninaktivierungsmutante, bei der das Gen, welches die Methyltransferase kodiert,
inaktiviert ist. Beide Stamme wurden im Rahmen dieser Arbeit fermentiert, deren
Produkte isoliert und mit Hilfe von 1D- und 2D-NMR-Experimenten und Tandem-
Massenspektrometrie analysiert. Aufgrund der hohen Anzahl an quartaren Kohlen-
stoffatomen, bedingt durch die zahlreichen posttranslationalen Modifikationen, die
Substanzen mit Thiazol/Oxazol-modifizierten Microcin (TOMM)-Biosyntheseclustern
durchlaufen, war es fir die erfolgreiche Strukturaufklarung des Molekulls zuséatzlich
notwendig, eine °N-Isotopenmarkierung durchzufiihren. Mit dem *°N-markierten
Plantazolicin wurden dann *H-*N-HMQC- und *H-*N-HMBC-Experimente durchge-
fuhrt.

4.2 Fermentation und Isolierung

Die Anzucht der Mutantenstamme erfolgte auf Glucose-Minimal-Agar-Medium
(Ammoniumsulfat, 0.2%; Dikaliumphosphat, 1.4%; Monokaliumphosphat, 6%;
Natriumcitrat (2H,0), 0.1%; Magnesiumsulfat (7H,0), 0.02%; Agar und Glucose,
0.5%).°®! Anhand von Vergleichsexperimenten konnte herausgefunden werden, dass
sich dieses Medium besser fur die Produktion von Plantazolicin und Desmethyl-
Plantazolicin eignete als das von Scholz et al. beschriebene Produktionsmedium.?¥
Das Glucose-Minimalmedium war, was die °N-Fiitterungsexperimente betraf, eben-
falls von Vorteil, da das im Medium enthaltene Ammoniumsulfat als einzige Stick-
stoffquelle diente und somit **N-markiertes Ammoniumsulfat zur Isotopenmarkierung
von Plantazolicin eingesetzt werden konnte. Zusatzlich wurde die PZN-Produktion in
Glucose-Minimal-Flussigkultur und auf Glucose-Minimal-Agar-Medium miteinander
verglichen. Letzteres fuhrte zu einer héheren Produktion, so dass die Fermentation
auf Glucose-Minimal-Agarplatten erfolgte. Hierzu wurden 200 Agarplatten (5 Liter
Medium) mit jeweils 400 pl Vorkultur (TSB-Medium) angeimpft und 24 h bei 37 °C
inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen von der Oberflache des Agarmediums ab-
gekratzt, Uber Nacht mit dem Losungsmittelgemisch Acetonitril / 0,1 %-ige Ameisen-
saure (70:30) extrahiert und pelletiert (4000 rpm, 15 min). Das Acetonitril wurde
durch Destillation im Vakuum und das Wasser durch Gefriertrocknung entfernt. Hier-
nach wurde der Rohextrakt mit MeOH extrahiert und der Extrakt im Vakuum einge-
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engt. Reines Plantazolicin wurde abschlieBend mittels Festphasenextraktion in
Acetonitril / Wasser (70:30, v;v; C8-Chromabond-Saule, 10 000 mg, 70 ml) in Form
eines weil3en, watteartigen Feststoffs mit einer Ausbeute von 2 mg erhalten.
Tabelle 4-1 zeigt die physikochemischen Eigenschaften von Plantazolicin A,

1>N-Plantazolicin A und Plantazolicin B, dem Produkt der Methyltransferase-Mutante.

Tabelle 4-1: Physikochemische Eigenschaften von Plantazolicin A, *N-Plantazolicin und
Plantazolicin B; n.b. = nicht bestimmt.

Plantazolicin A ®N-Plantazolicin A  Plantazolicin B

la 1b 2

Aussehen weiller Feststoff weil3er Feststoff weiller Feststoff
Molekulmasse (g/mol) 1335.47 1352.42 1307.44
Summenformel C63H69013N1782 C63H6901315N1782 C61H65013N1782
hochauflo- gemessen 1336.47612 1353.42566 1308.44953
sende [M+H]* [M+H]* [M+H]"
Orbitrap-ESI- berechnet  1336.47804, 1353.42709, 1308.44674
MS [Da] Am -1.027 p.p.m Am-0.891p.p.m  Am 2.551 p.p.m

IH,
UV A2NH0 - [nm] 267 260 n.b.
[]Z® (c 0.1, ACN/H,0) 1.2 n.b. n.b

4.3 Strukturaufklarung

4.3.1 Massenspektrometrische Untersuchungen

Abbildung 4-4a) zeigt das Totalionenchromatogramm (TIC) im Positiv-lonenmodus
von Plantazolicin A gemessen mit einem QTRAP 2000-Massenspektrometer (MDS
Sciex/Applied Biosystems, Darmstadt). Plantazolicin A besitzt eine Retentionszeit
von R=6.91 min. Im entsprechenden Massenspektrum (Abbildung 4-4b)) sind die
Molekiilionen [M+H]* bei m/z 1336.1 und [M+2H]** bei m/z 668.9 deutlich zu erken-
nen. In Abbildung 4-4c) ist das DAD-Chromatogramm mit dem UV-Spektrum bei der
Retentionszeit R=6.79 min dargestellt.
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Abbildung 4-4: a) Totalionenchromatogramm von Plantazolicin A im Positiv-lonenmodus;
b) Massenspektrum bei der Retentionszeit R=6.91 min; c¢) DAD-Chromatogramm von
Plantazolicin A mit dem UV-Spektrum bei der Retentionszeit R,=6.79 min.

In Abbildung 4-5 sind die massenspektrometrischen Analysen des °N-markierten
Plantazolicins abgebildet. In Abbildung 4-5a) ist das Totalionenchromatogramm (TIC)
im Positiv-lonenmodus von *°N-Plantazolicin gezeigt, gemessen mit einem QTRAP
2000-Massenspektrometer (MDS ciex/Applied Biosystems, Darmstadt). Die Retenti-
onszeit von °N-Plantazolicin betragt 6.96 min. Die Molekilionen [M+H]* bei m/z
1351.1 und [M+2H]** bei m/z 676.5 sind im entsprechenden Massenspektrum (Abbil-
dung 4-5b)) deutlich zu erkennen. In Abbildung 4-5c) ist das DAD-Chromatogramm
mit dem UV-Spektrum bei der Retentionszeit R=6.80 min dargestellt.
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Abbildung 4-5: a) Totalionenchromatogramm von **N-Plantazolicin im Positiv-lonenmodus;
b) Massenspektrum bei der Retentionszeit R=6.96 min; c¢) DAD-Chromatogramm von
*N-Plantazolicin mit dem UV-Spektrum bei der Retentionszeit R=6.80 min.

Die exakte Molekillmasse von Plantazolicin A ((M+H]"'=1336.47612 Da) wurde mittels

hochauflosender ermittelt

ESI-FT-Orbitrap-Massenspektrometrie (berechnet
1336.47804 [M+H]*, Am -1.027 ppm) (Tabelle 4-1). Die Berechnung der Summen-
formel unter Berucksichtigung der Elemente C, H, N, O und S lieferte die Summen-
formel Cg3HgoO13N17S,. Mit Hilfe der Information aus der Aminosauresequenz des
Vorlauferpeptids PznA (H:N-RCTCTTIISSSSTF-OH) konnte von folgenden post-

translationalen Modifikationen ausgegangen werden: zehn Dehydratisierungen
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(-180 Da = 10 x H,0), neun Dehydrierungen (-18 Da = 9 x H;) und zwei Methylierun-
gen (+28 Da = 2 x CHy).

4.3.2 NMR-spektroskopische Untersuchungen

Die Strukturaufklarung von Plantazolicin mit Hilfe von NMR-Spektroskopie wird in
den folgenden Abschnitten am Beispiel von Plantazolicin A detailliert beschrieben.
Fur alle Messungen wurde DMSO-dg als Lésungsmittel eingesetzt und die chemi-
schen Verschiebungen der Signale auf die Losungsmittelpeaks (6H 2.50 ppm,

dC 39.51 ppm) referenziert.

43.2.1 Das eindimensionale 'H-Spektrum von Plantazolicin

In den Abbildungen 4-6 und 4-7 sind die vergréRerten Ausschnitte aus dem *H-NMR-
Spektrum von Plantazolicin A (Menge 2 mg) dargestellt. Im aliphatischen Bereich des
Spektrums (0.8-2.1 ppm) sind die Signale nicht eindeutig aufgespalten. Auch die
Integration der Signale fiihrte zu keiner eindeutigen Aussage. Gut erkennbar sind die
zwei Methylgruppen bei 2.26 ppm und die drei unmittelbar nebeneinander auftreten-
den drei Methylgruppen bei 2.64 ppm, 2.75 ppm und 2.83 ppm. Alle vier Signale sind
als Singuletts detektierbar. Ebenfalls zu sehen sind ein Pseudoquartett bei 4.06 ppm
(dt, J = 5.3, 6.9 Hz) und drei Tripletts bei 3.93 ppm (J = 7.1 Hz), 4.48 ppm
(pt, J = 8.4, 8.7 Hz) und 4.93 ppm (J = 7.8 Hz). Obwohl die Integration dieser Signale
weitaus hoher liegt als ein Proton, konnte anhand von 2D-NMR-Experimenten her-
ausgefunden werden, dass es sich bei diesen Signalen um die a-Protonen der
unmodifizierten Aminosauren Arg', lle’, lle? und Phe'* handelt. Zuséatzlich wurden
zwei aliphatische Methingruppen in Form eines Dubletts bei 4.23 ppm (J = 7.6 Hz)
und als Multiplett bei 4.61 ppm detektiert. Des Weiteren sind finf aromatische Proto-
nen auffindbar, von denen zwei als Dublett bei 6.96 ppm (J = n.d.) auftreten, eins als
Triplett bei 6.99 ppm (J = n.d.) und zwei weitere als Dublett bei 7.02 ppm
(J = 7.1 Hz). Diese fiinf Protonen sind auf den Phenylrest des Phenylalanins Phe'*
zuriickzufuhren. Bei 7.67 ppm und 7.72 ppm sind zwei Multipletts zu beobachten, die

von den Protonen H, 1,2 des Arginins stammen. Bei den restlichen Signalen handelt
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es sich um aromatische Protonen bei 8.41 ppm, 8.46 ppm, 8.81 ppm, 8.96 ppm, 9.08
ppm und 9.11 ppm, die alle ein Singulett aufweisen.

HDO DMSO
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B H~,.2-”e
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| H,-lle”
WL J UU _

B e R AR ARy

Abbildung 4-6: Ausschnitt aus dem *H-NMR-Spektrum (0.5 — 4.3 ppm) von Plantazolicin A
mit Oxz = Oxazol und Ox| = Oxazolin.
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Abbildung 4-7: Ausschnitt aus dem *H-NMR-Spektrum (4.3 — 9.5 ppm) von Plantazolicin A
mit Thz = Thiazol.

7
2.85

6

2.11

0



44 Plantazolicin

Die Aufnahme eines **C-NMR-Spektrums von Plantazolicin A war aufgrund der
geringen Probenmenge (2 mg) nicht moglich.

4.3.2.2 Das HSQC-Spektrum von Plantazolicin

Die J(*H,"*C)-Konnektivitaten wurden mit Hilfe des zweidimensionalen heteronuklea-
ren HSQC-NMR-Experiments ermittelt. Das HSQC-Spektrum wurde in vier Bereiche
eingeteilt, die im Folgenden vergréRert dargestellt sind und ausfuhrlich diskutiert

werden. In Abbildung 4-8 sind die HSQC-Ubersichtsspektren gezeigt.

100
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Abbildung 4-8: HSQC-Spektrum von Plantazolicin.

In Abbildung 4-9 ist der Bereich | (F1: 0.6 — 1.7 ppm; F2: 0 — 40 ppm) dargestellt, der
zehn fur das Plantazolicin relevante Kopplungssignale enthélt. Die hochfeldverscho-
benen Kopplungssignale (im Folgenden als *H [ppm] / *C [ppm] dargestellt) bei
0.83 ppm / 10.6 ppm, 0.85 ppm / 13.7 ppm, 0.86 ppm / 15.1 ppm und 0.88 ppm /
10.5 ppm konnten den vier Methylgruppen der beiden Isoleucine lle’ und lle® zuge-
ordnet werden. Die Signale bei 0.84 & 1.24 ppm / 22.2 ppm, 1.06 & 1.42 ppm /
24.1 ppm und 1.23 ppm / 28.5 ppm beschreiben die Methylengruppen y-CH.-Arg?,
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y1-CHa-lle” und y1-CH.-lle®. Bei 1.44 ppm / 20.9 ppm ist das Kopplungssignal der Me-

thylgruppe des Oxazolins Ox

13
|

vorzufinden.
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Abbildung 4-9: Ausschnitt aus dem HSQC-Spektrum von Plantazolicin A mit Zuordnung der

identifizierten Signale; Bereich | (F1: 0.6 — 1.7 ppm; F2: 0 — 40 ppm).

Der Bereich Il (F1: 1.75 — 3.35 ppm; F2: 6 — 49 ppm) wurde in Abbildung 4-10 ver-
groRert abgebildet. In diesem Bereich sind die *3(*H,**C)-Konnektivitaten der beiden
Methylengruppen an p-Position der beiden Aminosauren Arginin (Arg") und Phe-
nylalanin (Phe'®) bei 1.84 & 1.99 ppm / 28.5 ppm und 2.92 & 3.03 ppm / 37.1 ppm zu
beobachten. Ebenfalls zu erkennen sind die Kopplungssignale der -Methingruppen
der beiden Aminosauren lle’ und lle® bei 1.93 ppm / 36.7 ppm und 2.04 ppm /

36.6 ppm. Das Kopplungssignal bei 2.26 ppm / 41.1 ppm konnte den beiden gemina-
len Methylgruppen der Aminosaure N,N-diMeArg" und das Signal bei 3.09 ppm /

40.0 ppm der Methylengruppe an 5-Position der gleichen Aminosdure zugeordnet
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werden. Die dicht nebeneinander auftretenden 'J-Kopplungen bei 2.83 ppm /

11.4 ppm, 2.75 ppm / 11.3 ppm und 2.64 ppm / 11.0 ppm sind den Methylgruppen

CHs-Oxz®, CH5-Oxz° und CHs-Oxz® zuzuschreiben.
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Abbildung 4-10: Ausschnitt aus dem HSQC-Spektrum von Plantazolicin A mit Zuordnung
der identifizierten Signale; Bereich Il (F1: 1.75 — 3.35 ppm; F2: 6 — 49 ppm).

Abbildung 4-11 zeigt den vergréRerten Bereich Il (F1. 3.6 — 5.2 ppm;
F2: 39 — 93 ppm). Hier sind die a-Protonen der vier unmodifizierten Aminosauren
Arg*, lle’, 1le® und Phe'* wiederzufinden. Die Kopplungssignale liegen bei 3.93 ppm /
65.2 ppm fiir a-CH-Arg", bei 4.06 ppm / 54.4 ppm firr a-CH-Phe'*, bei 4.48 ppm /

56.4 ppm fiir a-CH-lle” und bei 4.93 ppm / 51.2 ppm fiir a-CH-Ile®. Genauso sind in
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diesem Bereich die *J(*H,**C)-Konnektivitaten der beiden Methingruppen 4-CH-OxI*3

und 5-CH-OxI*® bei 4.23 ppm / 74.3 ppm und 4.61 ppm / 79.4 ppm zu beobachten.
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Abbildung 4-11: Ausschnitt aus dem HSQC-Spektrum von Plantazolicin A mit Zuordnung
der identifizierten Signale; Bereich Il (F1: 3.6 — 5.2 ppm; F2: 39 — 93 ppm).

In Abbildung 4-12 ist der Bereich IV (F1: 6.8 — 9.4 ppm; F2: 115 — 148 ppm) zu
sehen. Die Signalgruppe mit den Signalen bei 6.96 ppm / 129.2 ppm, 6.99 ppm /

125.3 ppm und 7.02 ppm / 127.1 ppm gehort zu den aromatischen Methingruppen
8—CH-Phe'*, £&~CH-Phe'* und e~CH-Phe'* des Phenylalanins. AbschlieRend sind die

sechs Kopplungssignale der aromatischen Methingruppen CH-Thz?, CH-Thz*,
CH-Oxz'?, CH-Oxz°, CH-Oxz'® und CH-Oxz" vorzufinden. Die Signale liegen bei
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8.41 ppm / 122.2 ppm, 8.47 ppm / 121.5 ppm, 8.81 ppm / 142.5 ppm, 8.96 ppm /

140.6 ppm, 9.08 ppm / 140.6 ppm und 9.11 ppm / 140.8 ppm.
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Abbildung 4-12: Ausschnitt aus dem HSQC-Spektrum von Plantazolicin A mit Zuordnung
der identifizierten Signale; Bereich IV (F1: 6.8 — 9.4 ppm; F2: 115 — 148 ppm).

Wenn man die bisher gewonnenen Informationen aus den *H- und HSQC-Spektren
zusammenfasst, weist das Plantazolicin zehn Methylgruppen, sechs Methylengrup-
pen und 19 Methingruppen auf. Bildet man die Differenz zu der mit Hilfe der hochauf-
I6senden Massenspektrometrie ermittelten Summenformel (CssHegO13N17S2), kann

man auf 28 quartare Kohlenstoffatome schlief3en.
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4.3.2.3 Das COSY-Spektrum von Plantazolicin

Die Zuordnung der 3J(*H,'H)-Konnektivitaten geschah mit Hilfe des ‘H,*H-COSY-
Experiments. In Abbildung 4-13 ist das COSY-Spektrum von Plantazolicin A darge-
stellt. Das Spektrum wurde in drei Bereiche unterteilt, die in den Abbildungen 4-14
bis 4-16 vergroRert abgebildet sind. Das in Abbildung 4-13 lila gekennzeichnete
Kreuzsignal aulRerhalb der drei Bereiche bei 3.09 ppm / 9.23 ppm beschreibt die
Kopplung des Protons der §-standigen Methylengruppe Hs-Arg" mit dem benachbar-
ten NH-Proton H,-Arg* der Guanidinogruppe.

-

A .AMLJ

Abbildung 4-13: COSY-Spektrum von Plantazolicin.

Abbildung 4-14 zeigt den vergro3erten Bereich | (F1, F2: 0.6 — 2.2 ppm). Zu sehen
ist das Kreuzsignal des Protons der -Methingruppe HB-IIe7 mit den Protonen der
Methylgruppe Hyz-lle7 bei 1.93 ppm / 0.88 ppm und das Kreuzsignal der
B-Methingruppe HB-IIe8 mit den Protonen der Methylgruppe Hyz-lle8 bei 2.04 ppm /
0.86 ppm. Aul3erdem zeigen die Protonen der Methylengruppe Hyl—lle7 eine Kopplung
mit den Protonen der Methylgruppe Hs-lle” bei 1.42 ppm / 0.83 ppm und die Protonen
der Methylengruppe Hyl-lle8 eine Kopplung mit den Protonen der Methylgruppe
Hs-1le® bei 1.23 ppm / 0.85 ppm.
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Abbildung 4-14: Ausschnitt aus dem COSY-Spektrum von Plantazolicin A mit Zuordnung
der identifizierten Signale; Bereich | (F1, F2: 0.6 — 2.2 ppm). Aus Ubersichtsgriinden wurde
der Zoomfaktor des Ausschnittes bei der Darstellung halbiert.

In Abbildung 4-15 ist der Bereich Il (F1, F2: 1.0 — 5.5 ppm) abgebildet. Dieser
Bereich beinhaltet die 2J(*H,*H)-Kopplungen der a-Protonen Hy-Arg?, Ho-lle’, Ho-lle®
und He-Phe®* mit den benachbarten B-Protonen bei 4.94 ppm / 2.04 ppm, 4.49 ppm /
1.92 ppm, 4.06 ppm / 2.92 & 3.01 ppm und 3.93 ppm / 1.84 ppm. Bei den beiden
Kopplungspartnern Hg-Arg" und Hg-Phe'* handelt es sich um Methylengruppen und
bei HB-IIe7 und HB-IIe8 um Methingruppen. Des Weiteren ist das Kreuzsignal fir die

13
I

Kopplung der Methingruppe Hs-OxI™> mit der direkt benachbarten Methylgruppe

He-OxI*® aufzufinden. Das Signal liegt bei 4.61 ppm / 1.44 ppm.
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Abbildung 4-15: Ausschnitt aus dem COSY-Spektrum von Plantazolicin A mit Zuordnung
der identifizierten Signale; Bereich Il (F1, F2: 1.0 — 5.5 ppm).

In dem Bereich Il (F1, F2: 3.5 — 10.0 ppm) wurden die Kreuzsignale der a-Protonen
Ho-lle’, He-1le® und H,-Phe'® mit den benachbarten NH-Protonen bei 4.93 ppm /
8.78 ppm, 4.48 ppm / 7.89 ppm und 4.06 ppm / 7.23 ppm detektiert (Abbildung 4-16).
Als Letztes ist das Kreuzsignal bei 4.23 ppm / 4.61 ppm, hervorgerufen durch die

Protonen der beiden Methingruppen H,-OxI*® und Hs-OxI**, zu beobachten. In Abbil-
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dung 4-17 sind die beobachteten COSY-Kopplungen, entsprechend der in den Abbil-
dungen 4-13 bis 4-16 gekennzeichneten Farben, in der Strukturformel eingezeichnet.

_ JLL_.L“_.._—-J\.____M A 4L~A_—J
/Hs-y

H,-Phe*/Hnu-Phe™ s
‘ﬁ. L 45

Ho-lle /Hyw-lle”
/ - 50

T T e

T T
© ~
o L3

i
= - 85
T A / L 9.0
[ i : -
| 8 8
,I Ha—lle /Hnh-lle - 95
, —d e
] T T T T T T T T T T T T 10-0
I 10.0 95 9.0 8.5 K . 45 4.0 ppm
|
: 1 2 /,
U ! ,/
" ! ,
Il - 3 e
= 1 e
1 4
1 s
3 1 ° ,F 4
1 . .
4 ! - .
I ’ -5
1 e
1 ,/
/ o ' ®
I R4
l’ L
/ . ‘ E
d
: . .
1 d
" ,/,
°
' ~ E o
] (g
T T T T T T T T T T 10
4 3 2 1 0 ppm

Abbildung 4-16: Ausschnitt aus dem COSY-Spektrum von Plantazolicin A mit Zuordnung
der identifizierten Signale; Bereich Il (F1, F2: 3.5 — 10.0 ppm).
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Abbildung 4-17: Farbig eingezeichnete *J(*H,"H)-COSY-Kopplungen von Plantazolicin A.
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4.3.2.4  Das HMBC-Spektrum von Plantazolicin

In diesem Abschnitt werden die long range-‘H-**C-Kopplungen aus dem HMBC-

Experiment besprochen. Das HMBC-Spektrum wurde in finf Bereiche eingeteilt

(Abbildung 4-18), die im Weiteren naher betrachtet werden.
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Abbildung 4-18: Das HMBC-Spektrum von Plantazolicin.

ppm

In Abbildung 4-19 sind die Bereiche la (F1: 0.7 — 1.0 ppm; F2: 0 — 70 ppm) und Ib
(F1: 1.0 — 3.3 ppm; F2: 0 — 200 ppm) dargestellt. Im Bereich la befinden sich die

3J(*H,"3C)-Kopplungen der Protonen der Methylgruppe H,-lle’ zu den Kohlenstoff-

atomen C,-lle” und C,;-lle” und der Protonen der Methylgruppe H,,-lle® zu C,-lle® und

C,.-lle®. Auch ist die 2J(*H,**C)-Kopplung von H.-lle’ zu dem Kohlenstoffatom der

Methingruppe CB-IIe7 vorzufinden.



54

Plantazolicin

A—’/\Mk - N
1 F10
i —
Ho-lleIC,-lle” 20
.o [
ébi;?ﬁ'*ge%ﬂ-”d
3 8
£ Holeic, et e -
pu
Ho-lle’/Cy-lle” -
: = =—> Hi-lle’/Cp-lle
—_— 40
= H-6%/C-le? S0
H-lle’/C - lle” <=
60
T T T T T o
100 095 090 085 080 075 ppm | .- b F180
2 =i T T T T T \
e 10 9 8 7 6 5 s 3 2 W ppm
-7 o \ :
\/\J\Mw\\l ppm
E
- 20
E DMSO =
= - . gem-CHj-Arg'/gem-CHg-Arg - 40
rHg-Phe/C,-Phe™ I
gem-CHs-Arg/C,-Arg* ™
He-OXI"3/C4-OXI22
He-OXI™/Ca-OxI* = - 80
-100
Hy-PheY/Cs-Phe'*
He-Oxz°/ C‘;-Onxz5 120
E e He-Ox2°/C4-Ox2°
HG—Oxz3/C4—Oxzal [~140
E He-Oxz°/Cs-Ox2°
3 | He-OxzICs-0x2° s s 160
=3 Hg-Oxz”/Cs-Oxz
" Hy-lle'IC(O)-lle™ - | jan
g
32 31 3.0 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 1.8 1.7 1.6 1.5 1.4 13 12 1.1 ppm
0
OH
o) HN
NH <
\H o) H O/\>\<N N 5
o) N N_& |
A Y ] N N e}
o) N >
N\ 7 N e} H (o]
NSy I
2 ] S
N S

Abbildung 4-19: Ausschnitte aus dem HMBC-Spektrum von Plantazolicin A mit Zuordnung
der identifizierten Signale; Bereich la (F1: 0.7 — 1.0 ppm; F2: 0 — 70 ppm), Bereich Ib

(F1: 1.0 — 3.3 ppm; F2: 0 — 200 ppm).
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Die Protonen der Methylgruppe Hs-lle” koppeln zu Cg-lle” und C,;-lle’. Die chemische
Verschiebung des quartaren Kohlenstoffatoms der Carbonylgruppe C(O)-lle’
(176.9 ppm) konnte, wie im Bereich Ib gezeigt wird, anhand der “J(*H,**C)-Kopplung
der Methylenprotonen Hyl-lle7 bei 1.06 ppm zu 176.9 ppm ermittelt werden. Dartber
hinaus sind die 2J(*H,"*C)-Kopplungen und 3J(*H,*3C)-Kopplungen der Methylgrup-
pen der 5-Methyloxazole Oxz®, Oxz°, Oxz° und des 5-Methyloxazolins OxI** zu
beobachten. Demnach zeigen die Protonen der Methylgruppe Hg-Oxz® Kopplungen
ZU C4-OxZ° und Cs-Oxz°%, Hg-Oxz° zu C4-Ox2z° und Cs-Oxz°, Hg-Oxz® zu C4-Oxz° und
Cs-Oxz° bzw. HgOxI® zu C,-OxI*®* und Cs-Oxz'®. Die Protonen der

B-Methylengruppe Hp-Phe* koppeln mit den tertiaren Kohlenstoffatomen C,-Phe*

und Cs-Phe'®. AbschlieRend wurden die 3J(*H,*C)-Kopplungen der geminalen
Methylgruppe untereinander und zum tertidren C,-Arg" detektiert.

In Abbildung 4-20 sind die Ausschnitte lla (F1: 3.5 - 5.3 ppm; F2: 10 — 190 ppm) und
lIb (F1: 6.75 — 7.25 ppm; F2: 25 — 165 ppm) des HMBC-Spektrums von Plantazolicin
A gezeigt. In Bereich lla sind die Kopplungen der a-Protonen der Aminosauren Arg’,
lle’, lle® und Phe* vorzufinden. H,-Arg" weist Kopplungen zu Cp-Arg", gem-CHs-Arg*
und C,-Thz® auf, He-lle” zu C(0)-Oxz®, H,-lle? zu Cp-lle® und C,-Oxz® und H,-Phe'
zu C,-Phe™ und C(0)-Phe™. Auch wurden die Kopplungen von dem Proton der
Methingruppe H4-OxI™® zu C,-OxI'3, Cs-OxI**, Ce-OxI*® und C(0)-OxI** und von
Hs-OxI*® zu C(0)-OxI*® beobachtet. In Bereich Ilb sind die Kopplungen der aromati-
schen Protonen innerhalb des Phenylrests des Phenylalanins zu sehen. Die beiden
chemisch &quivalenten Protonen an den ortho-Positionen des Aromaten Hsys-Phe™
zeigen *J(*H,"C)-Kopplungen untereinander und zu den Kohlenstoffatomen Cg-Phe™*
und C-Phe' und die beiden chemisch &quivalenten Protonen an den meta-
Positionen H,y,,-Phe® ebenfalls untereinander und zu dem Kohlenstoffatom
C,-Phe in ipso-Stellung des Aromaten.

Der Bereich Il (F1: 8.1 — 9.4 ppm; F2: 110 — 190 ppm) ist in Abbildung 4-21 vergro-
Rert dargestellt. Hier sind die Kopplungen der Protonen der Thiazole Thz* und Thz*
und der Oxazole Oxz°, Oxz'%, Oxz'! und Oxz** zu den quartdren Kohlenstoffatomen
der Heterozyklen wiederzufinden. Das Proton Hs-Thz? koppelt zu C,-Thz® und
C4-Thz?, Proton Hs-Thz* zu C,-Oxz® und C,-Thz*, Proton Hs-Oxz® zu C,-Oxz° und
C4-0xZ°, Proton Hs-Oxz° zu C,-Oxz'°, Proton Hs-Oxz'! zu C,-Oxz*! und C,-Oxz'!

bzw. Proton Hs-Oxz*? zu C,-Oxz*? und C,-Oxz*2.
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Abbildung 4-20: Ausschnitte aus dem HMBC-Spektrum von Plantazolicin A mit Zuordnung
der identifizierten Signale; Bereich lla (F1: 3.5 — 5.3 ppm; F2: 10 — 190 ppm), Bereich IIb
(F1: 6.75 - 7.25 ppm; F2: 25 — 165 ppm).
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Abbildung 4-21: Ausschnitt aus dem HMBC-Spektrum von Plantazolicin A mit Zuordnung
der identifizierten Signale; Bereich Il (F1: 8.1 — 9.4 ppm; F2: 110 — 190 ppm).
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Das 'H-">N-HMQC-NMR-Spektrum von Plantazolicin

4.3.2.5
Aufgrund der geringen Anzahl an Protonen im Plantazolicin war es nicht méglich, die

bereits anhand der Aminosauresequenz vorhergesagte Struktur allein mit Hilfe der

'H,'H-COSY und *H-*C-HMBC-Experimente zu bestatigen. Fir die vollstandige
Strukturaufklarung des Molekiils war es erforderlich, *H-">N-HMQC- und *H-"N-

HMBC-Experimente durchzufiihren. Abbildung 4-22 zeigt das ‘H-’N-HMQC-

Spektrum von Plantazolicin A, in dem sechs Signale detektiert wurden.
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Abbildung 4-22: Ausschnitt aus dem *H-">N-HMQC-NMR-Spektrum von Plantazolicin A und

Zuordnung der identifizierten Signale (F1: 6.6 — 9.9 ppm; F2: 70 — 140 ppm).
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Deutlich erkennbar sind die Signale der NH-Gruppen NH-Phe'* bei 7.23 ppm /
122.0 ppm, NH-Ile’ bei 7.89 ppm / 113.9 ppm, NH-lle® bei 8.78 ppm / 118.6 ppm und
NH(e)-Arg® bei 9.23 ppm / 84.9 ppm. Die schwachen Signale bei 7.68 ppm /
123.6 ppm und 7.71 ppm / 109.2 ppm sind auf die NH- bzw. NH,-Gruppe der Guani-
dinogruppe NH(n'/m?)-Arg* zuriickzufiihren.

43.2.6 Das 'H-"N-HMBC-NMR-Spektrum von Plantazolicin

Das 'H-""N-HMBC-Experiment lieferte die entscheidenden Informationen fiir die voll-
standige Strukturaufklarung des Plantazolicins. Ausschliel3lich dieses Experiment
trug dazu bei, die Verknupfung der Heterozyklen in dem Peptid bestimmen zu kén-
nen. In Abbildung 4-23 und 4-24 sind die am 600-MHz-NMR-Spektrometer aufge-
nommenen ‘H-°N-HMBC-Spektren und in Abbildung 4-25 das am 900-MHz-NMR-
Spektrometer aufgenommene *H-">N-HMBC-Spektrum dargestellt.
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Abbildung 4-23: *H-""N-HMBC-Spektrum von Plantazolicin A (600-MHz-NMR-Spektrometer,
die Mitte des Messbereichs fiir *°N liegt bei 100 ppm).
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Abbildung 4-24: *H-**N-HMBC-Spektrum von Plantazolicin A (600-MHz-NMR-Spektrometer,
die Mitte des Messbereichs fiir N liegt bei 300 ppm).

Die geminalen Methylgruppen von N,N-diMeArg" zeigen *H-N-HMBC-Kopplungen
zu N-o (3N 84.9 ppm) von Arg’ und zu N-3 (8N 312.1 ppm) von Thz?
(Abbildung 4-26). Auch zeigen die Protonen der 3-Methylengruppe des Arginins eine
Kopplung zu N,-Arg* und die a-Methingruppe eine Kopplung zu N3-Thz?. Die Kopp-
lung von Hs-Thz? zu N-3 des Methyloxazols MeOxz® bei 8.41 ppm / 250.0 ppm besta-
tigte die Verkniipfung von Thz® mit MeOxz>. Dass die Heteroaromaten MeOxz> und
Thz* miteinander verkniipft sind, konnte anhand der Kopplung der Methylgruppe an
Position 6 von MeOxz> mit N-3 von Thz* bei 2.83 ppm / 303.7 ppm belegt werden.
Die Methylgruppe von MeOxz® (8H 2.75 ppm) zeigt eine HMBC-Korrelation mit N-3
von MeOxz’ (8N 249.5 ppm) und N-3 von MeOxz° (8N 246.9 ppm). Die Methylgruppe
an Position 6 von MeOxz® (8H 2.64 ppm) koppelt mit dem Stickstoffatom N-3
(6N 246.9 ppm) in demselben Ring. Die Aminosaurensequenz des Vorlauferpeptids
von Plantazolicin (H,N-RCTCTTISSSSTF-OH) sagt zwei Isoleucine C-terminal von
MeOxz® aus gesehen und N-terminal von Oxz® aus gesehen vorher. Zusétzlich konn-
ten HMBC-Korrelationen von H-lle” (8H 4.48 ppm) zum Amidstickstoff von lle’ bei
8N 113.9 ppm und zum Amidstickstoff von lle® bei 5N 118.6 ppm beobachtet werden.
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Abbildung 4-25: *H-"*N-HMBC-Spektrum von Plantazolicin A (900-MHz-NMR-Spektrometer,
die Mitte des Messbereichs fiir N liegt bei 200 ppm).
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OH

Abbildung 4-26: *H-">N-HMBC-Kopplungen von Plantazolicin A. Die Farben der Pfeile ent-
sprechen den Farben der in den Abbildungen 4-23 bis 4-25 gekennzeichneten Signale.

Es sind zwar keine Kopplungen zwischen Thz* und MeOxz® bzw. zwischen MeOxz®
und lle” zu beobachten, allerdings wurde anhand von MSMS-Experimenten, die in
Kapitel 4.3.3 naher beschrieben werden, die Reihenfolge der Aminosauren fur die
erste Halfte des Molekills bestatigt. Diese setzt sich, wie bereits aus dem
pzn-Gencluster hervorgeht, aus den Bausteinen N,N-diMeArg-Thz?-MeOxz>-Thz*-
MeOxz>-MeOxz°-lle” zusammen.

Die Kopplungen von H,-lle? (8H 4.93 ppm) zu den beiden Stickstoffatomen Nyy-lle®
bei 118.6 ppm und N3-Oxz® bei 248.5 ppm erbrachten den Beweis fiir die Verknuip-
fung von lle® mit Oxz°. Ebenfalls detektiert wurden die Kopplungen des Protons H-5
von Oxz® (8H 8.96 ppm) zum tertiaren Stickstoff N-3 von Oxz'® (SN 246.8 ppm), so
wie die Kopplungen von Hs-Oxz™® (8H 9.08 ppm) zu den tertiaren Stickstoffatomen
N3-Oxz™ und N3-Oxz*' (SN 247.2 ppm). Ferner konnte mit Hilfe der *H-*>N-HMBC-
Kopplungen von Hs-Oxz** zu N3-Oxz'* bei 9.11 ppm / 247.2 ppm und zu N3-Oxz*? bei
9.11 ppm / 250.1 ppm die Existenz von vier aufeinander folgenden Oxazolen Oxz°-
Oxz'°-0xz'*-0xz'? gezeigt werden. Fir das Proton H-5 von Oxazol Oxz*? (8H 8.81)
konnten die HMBC-Korrelationen zu den tertidaren Stickstoffatomen N3-Oxz'? und
N3-MeOxI*® (8N 222.1 ppm) gefunden werden. AbschlieBend wurde die Anordnung
der restlichen Plantazolicin-Bausteine anhand der Kopplungen von dem Methinpro-
ton H-4 (8H 4.23 ppm) von MeOxI'* zu dem Amidstickstoff von Phe'*
(8N 122.0 ppm) und von dem Methinproton an a-Position des Phe'* zu dem tertidren
Stickstoffatom N-3 (8N 222.1 ppm) von MeOxI*® bestatigt. Somit besteht die zweite
Halfte des Plantazolicin-Molekiils aus den Bausteinen lle®-Oxz®-Oxz*°-Oxz*!-Oxz*?-
MeOxI*-Phe'*,
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4.3.2.7 Zusammenfassung der NMR-Ergebnisse

Abbildung 4-27 zeigt eine Zusammenfassung der ‘H-'H-COSY-,'H-*C-HMBC- und
'H->"N-HMBC Korrelationen.

5-MeOxl'3

N,N-diMeArg’

'H-'Hcosy ~——
'H-CHMBC —»
'H->*NHMBC — >

Abbildung 4-27: 'H-'H-COSY-,'H-®C-HMBC- und 'H-*N-HMBC Korrelationen von
Plantazolicin A.

4.3.3 Tandem-Massenspektrometrie

Die MS/MS-Experimente bestétigten die Richtigkeit der mittels NMR-Spektroskopie
aufgeklarten Struktur von Plantazolicin A. Abbildung 4-28 zeigt den Vergleich der
MS/MS-Spektren von **N-markiertem Plantazolicin A (a), Plantazolicin A (b) und
Desmethyl-Plantazolicin (Plantazolicin B (c)). Der Massenunterschied zwischen den
beiden Molekulionen von markiertem und unmarkiertem Plantazolicin A betragt 17
Da, was auf den Einbau von 17 **N-Atomen zuriickzufiihren ist. Um herauszufinden
wie viele Stickstoffatome die mittels Tandem-Massenspektrometrie erzeugten Frag-
mentionen besalRen, wurde die Massendifferenz der markierten und unmarkierten
Fragmentionen gebildet. Die Summenformelbestimmung der Tochterionen liel3
Ruckschlisse auf die Struktur der Fragmente schliefl3en.

Die Molekulionen von Plantazolicin A und Plantazolicin B weisen einen Unterschied
von 28 Da auf, bedingt durch das Fehlen der zwei Methylgruppen am N-Terminus in
Plantazolicin B. Auch alle Fragmentionen, die das Arginin Arg* beinhalten, unter-
scheiden sich um 28 Da von dem analogen Fragmention des Plantazolicin A. Die
Fragmente ohne Arginin hingegen besitzen sowohl bei Plantazolicin A als auch bei

Plantazolicin B dieselbe Molekilmasse.
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Abbildung 4-28: Orbitrap-ESI-MS-MS-Spektren von a) *>N-markiertem Plantazolicin A (1b)
mit Am = +17 amu im Vergleich zu b) Plantazolicin A (1a) und c) Plantazolicin B (Desmethyl-
Plantazolicin, 2). Die gestrichelten Linien symbolisieren den Unterschied von Am = 28 amu
zwischen la und 2 und ist zuriickzufihren auf das Fehlen der beiden Methylgruppen am
N-Terminus.®”
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Die Strukturen der Fragmente sind in den Abbildungen 4-29 und 4-30 dargestellt.
Abbildung 4-29 zeigt das Fragmentierungsschema mit den Fragmentierungen am
N- und gleichzeitig C-terminalen Ende von Plantazolicin A. Das Fragmention bei m/z
1277.43 mit der Summenformel CgoHgsN14013S," ist auf den Verlust der Guanidin-
gruppe des Arginins Arg' zuriickzufiihren. Der C-C-Bindungsbruch zwischen den
beiden Kohlenstoffatomen COL-Argl und C,-Oxz? fuhrt zum Fragment m/z 1015.26,
C47H43N12011S,". Aus diesem Fragment kénnen aufgrund von weiteren Fragmentie-
rungen die Tochterionen m/z 523.12 (CosH23Ng04S,"), m/z 455.06 (C19H15Ng04S,")
und m/z 438.03 (C19H12N504S,") entstehen. Durch die Spaltung der Amidgruppe zwi-
schen den beiden Isoleucinen lle” und Ile® entsteht das C-terminale Fragmention m/z
630.23 mit der Summenformel C3;Hs,N;Og". Die Decarboxylierung dieses Fragments
am C-terminalen Ende fiihrt zum Fragment m/z 584.23 (C3oHzoN7O¢").



66 Plantazolicin

el eey

Jr
NH

& &f@f&“fwf

— Ce3H7oN17013S,"
Exact Mass: 1336.48

(@]
l x%°©”
(0] HN
(@] N N
N
N

Co2HesN14013S,"
\ Exact Mass: 1277.43

l

xﬁﬁg@
¢ J/LK{/ j/L CarHaaN12011S5"

Exact Mass: 1015.26

%
o1 SSig jm%i@

Co4H23Ng04S," N
Exact Mass: 523.12  {,N / /
C31H3N70g"
Exact Mass: 630.23

<// &S %ﬁﬁ e i Oﬂﬁmi@

C1gH15Ns04S," o /HNJ/LN o)
N S
l Exact Mass: 455.06 /\>\</ ])\N o]

H2N N
@
N

oy e

C3oH30N70g"
Exact Mass: 584.23

N
72

< | C19H12N50432

S Exact Mass: 438.03

Abbildung 4-29: MS/MS-Fragmentierungsschema und Peak-Zuordnung von Plantazolicin A
(1a). Fragmentierungen am N- und gleichzeitig C-terminalen Ende von Plantazolicin A.
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Das Fragmentierungsschema mit den Fragmentierungen ausschliellich am
C-terminalen Ende von Plantazolicin A ist in Abbildung 4-30 dargestellt. Die Decar-
boxylierung der Carboxyfunktion liefert das Fragmention m/z 1292.49
(Ce2H70N17011S,"). Durch den C-C-Bindungsbruch zwischen dem C-Atom C4-Oxl13

und dem C-Atom der benachbarten Carbonylgruppe Cco-OxI*

ergibt sich das Frag-
mention m/z 1145.42 mit der Summenformel CssHgiN16010S,". Das Tochterion mit
dem Masse-zu-Ladungsverhéaltnis m/z 679.26 (C31H3gN1004S,") ist auf die Spaltung

zwischen den beiden Kohlenstoffatomen C,-lle’ und Cco-lle’ zurtickzufiihren.
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Abbildung 4-30: MS/MS-Fragmentierungsschema und Peak-Zuordnung von Plantazolicin A
(1a). Fragmentierungen nur am C-terminalen Ende von Plantazolicin A.
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4.4 Zusammenfassung und Diskussion

Bacillus amyloliquefaciens FZB42 ist ein aus Boden mit phytopathogener Belastung
stammendes grampositives, pflanzenwachstumsférderndes Rhizobakterium, das in
der Lage ist, die Vermehrung von pflanzenpathogenen Organismen zu unterdri-
cken.®®""™ Das Genom besitzt drei PKS-Biosynthesegencluster, die fiir die Biosyn-
these von Bacillaen,™ Difficidin™""® und Macrolactin”™"® verantwortlich
sind"®"8Y und sechs NRPS-Biosynthesegencluster, von denen drei die Lipocyclo-
depsipeptide Fengycin,'® Surfactin,®® und Bacillomycin D, eins das Siderophor
Bacillibactin®®! und eins das Dipeptid Bacilysin kodieren."! Das Produkt des sechs-
ten NRPS-Biosynthesegenclusters nrs ist noch unbekannt, jedoch wird vermutet,
dass es sich wie das Bacillibactin um ein Siderophor handelt.[”! Bei der Biosynthese
der PKS- und NRPS-Produkte spielt die 4’-Phosphopantetheinyltransferase (Sfp)
eine groRe Rolle, da sie die Enzyme, die an der Biosynthese beteiligt sind, aktiviert.
Butcher et al. konnten mittels einer Geninaktivierungsmutante dieses Enzyms, die
nicht mehr zur PKS- und NRPS-Produktion fahig war, zeigen, dass trotzdem antibak-
terielle Aktivitat gegen B. subtilis 168 vorhanden war.®”! Somit konnte von mindes-
tens einer ribosomal synthetisierten und antibakteriell wirkenden Verbindung in dem
Stamm B. amyloliquefaciens FZB42 ausgegangen werden. Auf der Suche nach
kleinen Sekundarmetaboliten mit Hilfe eines ESI- und eines MALDI-TOF-MS-
Screenings, gelang es Scholz et al. eine Substanz mit der Molekilmasse
[M+H]"=1336 Da zu identifizieren. Wie anhand von weiteren Experimenten herausge-
funden wurde, ahnelten dessen Biosyntheseproteine den Biosyntheseproteinen von
Streptolysin S, das ein Thiazol/Oxazol-modifiziertes Microcin  (TOMM)-
Biosynthesecluster® besitzt. Da das Biosynthesecluster der Substanz mit der Mole-
kiilmasse [M+H]'=1336 Da aus den pflanzenassoziierten Bacillus amyloliquefaciens-
Stamm stammte, das Produkt von Cystein, Serin und Threonin ausgehende “Azol’-
Ringe enthielt und es sich um ein Bacteriocin handelte, wurde der Substanz der
Name Plantazolicin (Pzn) gegeben.

Die Vielzahl an posttranslationalen Modifikation, die das Peptid durchlauft und die
damit verbundene hohe Anzahl an quartaren Kohlenstoffatomen erschwerten die
Strukturaufklarung des Molekils erheblich. Die Tandem-Massenspektrometrie und
2D *H-*C-korrelierte NMR-Spektroskopie allein reichten nicht aus, um die vollstandi-
ge Struktur von Plantazolicin aufzuklaren. Da es sich bei dem Plantazolicin um ein

stark modifiziertes Peptid handelt, das Uber relativ viele Stickstoffatome verflgt,
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wurde anhand von Fiitterungsexperimenten eine *°N-Isotopenmarkierung durchge-
fuhrt. Hierzu wurde der Produktionsstamm auf einem Glucose-Minimal-Nahrboden
fermentiert, der mit >N-markiertem Ammoniumsulfat versetzt worden war. Das
Ergebnis war der erfolgreiche Einbau von 17 !N-Isotopen im Plantazolicin
(Ce3He9013"°N17S5).

Anhand der **N-Markierung des Molekiils konnten *H-*N-HMQC und *H-*>N-HMBC
NMR-Experimente durchgefihrt werden, mit deren Hilfe die zur vollstandigen Struk-
turaufklarung fehlenden NMR-Kopplungen detektiert werden konnten. Das
Plantazolicin besitzt einen N-terminalen Argininrest, der am N-Terminus zweifach
methyliert vorliegt. Hiernach kommen abwechselnd zwei Thiazole und Methyloxazole
vor, gefolgt von einem weiteren Methyloxazol. Im mittleren Bereich des Molekiils sind
zwei unmodifizierte Isoleucinreste vorhanden, an die vier hintereinander liegende
Oxazole angeknupft sind. Hiernach schlief3t sich ein Methyloxazolin an, gefolgt von
einem unmodifizierten Phenylalanin, das den C-Terminus des Molekuls darstellt. Die
Sequenz des Plantazolicins lautet somit N,N-diMeArg'-Thz?-MeOxz>-Thz*-MeOxz>-
MeOxz°-lle’-1le®-Oxz®-Oxz'°%-0Oxz*-Oxz**-MeOxI**-Phe'*.

Mit Hilfe der aufgeklarten Struktur konnten bereits erste Schlussfolgerungen auf die
Zusammenarbeit der fur die posttranslationalen Modifikationen zustandigen Enzyme
gezogen werden. Abbildung 4-31 zeigt das hypothetische Biosynthesemodell von
Plantazolicin. Das Leaderpeptid des Prakursors PznA dient wahrscheinlich als eine
Art Erkennungsmotiv fur den ,BCD"-Synthetase-Komplex, der fir die Cyclodehydrati-
sierung und die anschlielRende Dehydrierung der Threonine und Serine zu (Methyl-)
Oxazolen und der Cysteine zu Thiazolen verantwortlich ist.* Dabei ist bemerkens-

13 in der

wert, dass der zum C-Terminus am nachsten liegende Heterozyklus Me-Ox
Oxazolin-Form bestehen bleibt und nicht weiter zum Oxazol oxidiert wird. Es wird
vermutet, dass nach der Heterzyklenbildung zun&chst das Leaderpeptid mit Hilfe der
Protease PznE abgespalten wird und erst danach die Dimethylierung des
N-Terminus durch die Methyltransferase PznL stattfindet. Die Funktionen der in der
Biosynthese involvierten Enzyme mussen allerdings noch anhand von Experimenten
auf genetischer Ebene bestatigt bzw. fur die Enzyme mit unbekannter Funktion

(Pznl und PznJ) noch herausgefunden werden.
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Abbildung 4-31: Das Biosynthesemodell der Plantazolicin-Biosynthese. Oxz = Oxazol,
Thz = Thiazol, MeOxz = 5-Methyloxazol, MeOx| = 5-Methyloxazolin.”’

Das Plantazolicin gehoért zu der Gruppe der linearen Thiazol/Oxazol-modifizierten
Peptide, auch LAP (linear azol(in)e-containing peptides) genannt.*® Beispiele fur
Peptide dieser Substanzklasse sind das Streptolysin S, das Microcin B17 und das
Goadsporin. Streptolysin S ist ein Virulenzfaktor, der von fast allen Stdmmen der
Typ-Spezies Streptococcus pyogenes produziert wird und fur die p-Hamolyse, mit
anderen Worten fir die Erythrozytenzerstorung,®® verantwortlich ist.’*® Die zellscha-
digende Wirkung des 2.7 kDal*" groRen Molekiils, dessen Struktur noch nicht aufge-
klart werden konnte,*¥ ist auch gegentiber Lymphozyten*®® und Thrombozyten!®
beobachtet worden. Zwar ist der genaue Mechanismus der Hamolyse noch nicht
vollstandig aufgeklart, jedoch weil3 man, dass das Streptolysin S lonenkanéle bildet,
was mit einer irreversiblen osmotischen Lyse der Zelle verbunden ist.*?102

Microcin B17 ist ein Peptidantibiotikum mit einer Molektlmasse von 3093 Da, beste-
hend aus vier Oxazol- und vier Thiazolringen.'®™% Der von verschiedenen E. coli-
Stammen produzierte,’°? erster bekannte DNA-Gyrase-Inhibitor peptidischer
Natur™™® wirkt, indem es die DNA-Replikation bei verschiedenen gramnegativen Bak-
terien der Gattungen Escherichia, Citrobacter, Klebsiella, Salmonella, Shigella und

Pseudomonas hemmt, 103104
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Das von Streptomyces sp. TP-A0584 produzierte, 1612 Da schwere Goadsporin
besitzt zwei Thiazole, vier (Methyl-)Oxazole, zwei Dehydroalanine und einen acety-
lierten N-Terminus.™% Das genaue Target konnte noch nicht identifiziert werden,
jedoch ist bekannt dass es im Gegensatz zu Microcin B17 eine antibiotische Wirkung
gegen grampositive Streptomyces-Spezies besitzt.!**!

Auch beim Plantazolicin wurde eine wachstumshemmende Wirkung gegen grampo-
sitive, verwandte Bacillus-Spezien beobachtet,’*! insbesondere gegen Bacillus anth-
racis mit einer minimalen Hemmkonzentration von 2-4 pg/ml.*°"! Gegen gramnegati-
ve Bakterien wie beispielsweise Erwinia carotovora, Escherichia coli K-12, Klebsiella
terrigena, und Pseudomonas sp. war keine antibakterielle Wirkung zu detektieren.?”
In Anlehnung an die lonenkanal-bildende Eigenschaft des Streptolysin S wurden von
Dr. Philipp Reil3 aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Ulrich Koert im Fachbereich
Chemie der Philipps-Universitdat Marburg die lonenkanaleigenschaften von
Plantazolicin gemessen. Es stellte sich heraus, dass das Plantazolicin mem-
branmodifizierende Eigenschaften aufweist und die lonenleitfahigkeit erhoht, aber
keine definierten lonenkanale bildet. Um Hinweise auf das mogliche Target des
Plantazolicins zu erhalten, ist es von grof3er Bedeutung zunéchst die raumliche
Struktur des Molekuls herauszufinden. Es ist zu klaren, ob die zwei pentaheterozykli-
schen Einheiten dem Peptid eine planare Struktur verleihnen oder ob das Molekl in
einer anderen dreidimensionalen Anordnung vorliegt. Um die rdumliche Orientierung
der einzelnen Peptidbausteine zu entratseln werden in Zusammenarbeit mit Koope-
rationspartnern bereits verschiedene Experimente durchgefiihrt.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass das Plantazolicin einen Meilenstein in der
Zuordnung und Strukturaufklarung unbekannter Sekundarmetabolite von B. amyloli-
guefaciens FZB42 darstellt und gleichzeitig die Sammlung von bekannten Sekundar-

metaboliten aus Bakterien der Gattung Bacillus erweitert.
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5 Langkocycline

5.1 Screening

Im Zuge eines chemischen Screening-Programms mit dem Ziel neue, strukturell
unbekannte Sekundérmetabolite zu entdecken, wurden auf der Insel Langkawi in
Malaysia Actinomyceten-Stamme isoliert. Die frisch isolierten Stamme wurden von
Prof. Dr. Hans-Peter Fiedler an der Eberhard-Karls-Universitat Tubingen in verschie-
denen Medien angezogen. Zu unterschiedlichen Fermentationszeiten wurden Kultur-
filtratextrakte vorbereitet. Diese wurden mit Hilfe eines HPLC-Diodenarray-Detektors
analysiert und mit der UV/Vis-Naturstoffdatenbank verglichen.®® Der Streptomyces-
Stamm Acta 3034 (Abbildung 5-1) weckte aufgrund der Anwesenheit vieler verschie-
dener bekannter und unbekannter Peaks im Kulturfiltratextrakt (Abbildung 5-2)
grof3es Interesse. Einer dieser Peaks konnte der Pyrrol-2-carbonsdure zugeordnet
werden, ein von Streptomyzeten oft produzierter Sekundarmetabolit. Die drei Peaks
mit den Retentionszeiten R= 6.6 min (1), 7.3 min (2) und 7.9 min (3) konnten
aufgrund der nahezu Ubereinstimmenden UV/Vis-Spektren den Urdamycin A-Typ
Antibiotika zugeordnet werden. Der Peak bei der Retentionszeit R= 8.3 min (6)
konnte nach der Aufreinigung und NMR-spektroskopischen Analyse als das

Angucyclinon-Antibiotikum Tetrangomycin mit der Masse 322 Da identifiziert werden.

Tetrangomycin wurde als erstes von Dann et al. als Sekundarmetabolit eines Mutan-
[43]

tenstammes von Streptomyces rimosus beschrieben.

Abbildung 5-1: Lichtmikroskopische Aufnahme von dem Stamm Streptomyces sp. Acta
3034 (Kolonie auf der Agarplatte).**”
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Abbildung 5-2: HPLC-Analyse des Kulturfiltratextraktes von Streptomyces sp. Acta 3034 bei
einer Fermentationszeit von 70 h, gemessen bei A = 230 nm. Einfligungen: UV/Vis-Spektren
der Hauptkomponente Langkocyclin A3 (3, 1 und 2 sind fast deckungsgleich) und von
Tetrangomycin (6)."°

5.2 Fermentation und Isolierung

Der Stamm Acta 3034 wurde in einem 10 Liter-Bioreaktor fermentiert. Die maximale
Konzentration an Langkocyclin A1-A3 im Kulturfiltrat wurde nach 70 h erreicht (3 mg/I
Al (1), 17 mg/l A2 (2) und 30 mg/l A3 (3); HPLC-Kontrolle). Die Konzentrationen der
Nebenkomponenten B1 (4) und B2 (5) konnten aufgrund der geringen Substanz-
mengen nicht bestimmt werden. Die Isolierung der Substanzen 1-5 erfolgte, wie auch
die Fermentation, ebenfalls durch Prof. Dr. Hans-Peter Fiedler an der Eberhard-
Karls-Universitat Tubingen. Den ersten Reinigungsschritt stellte die Isolierung aus

dem Kulturfiltrat mit Hilfe einer Amberlite XAD-16-Saule dar, gefolgt von einer
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Kieselgel-60-Saule. Der nachste lIsolierungsschritt war die GroéRenausschlusschro-
matographie an einer Sephadex LH-20-Saule in Methanol. Anschliel3end folgte die
Aufreinigung an einer Toyopearl HW-40F-S&aule. Die Langkocycline A1-A3 (1-3)
konnten nach der Gefriertrocknung in Form von gelben Feststoffen mit Ausbeuten
von 8 mg (1), 58 mg (2) und 21 mg (3) erhalten werden (Tabelle 5-1). Die blau-lila
gefarbten Nebenkomponenten B1 (4) und B2 (5) wurden mit einer Ausbeute von

1.4 mg und 2.1 mg isoliert.

Tabelle 5-1: Physikochemische Eigenschaften der Langkocycline A1, A2, A3, B1 und B2.

1 (A1) 2 (A2) 3 (A3) 4 (B1) 5 (B2)
Aussehen gelber gelber gelber blauer blauer

Feststoff  Feststoff Feststoff Feststoff Feststoff
isolierte Menge 8 mg 58 mg 21 mg 1.4 mg 2.1 mg

UV (MEOH): Amax [nM] | 422,313 422,313 422,313 562,318 562, 318

[ (MeOH): +95.9 +38.0 +1.8 +251.3 +353.5
(c, [mg/ml)) (c,0.8) (c, 1.0) (c,0.7) (c, 2.5) (c, 2.8)

Nach der Isolierung der Substanzen B1 und B2 wurden auch deren UV/Vis-Spektren
mit bereits bekannten Sekundarmetaboliten aus der Datenbank®® verglichen. Die

Spektren zeigten groRe Ahnlichkeit zu dem UV/Vis-Spektrum von Urdamycin D.

5.3 Strukturaufklarung

5.3.1 Massenspektrometrische Untersuchungen

Die nominalen Moleklilmassen der Langkocycline Al, A2, A3, B1 und B2 konnten
mittels HPLC-ESI-Orbitrap-MS-Messungen im  Negativ-lonenmodus ermittelt
werden. Die Abbildungen 5-3 bis 5-7 zeigen die Totalionenchromatogramme der
Langkocycline mit den zugehoérigen Massenspektren, aus denen folgende Molekdlio-
nen bestimmt wurden: [M-H]=599.2 Da (1), [M-H]'=843.3 Da (2), [M-H]'=957.4 Da
(3), [M-H]'=998.4 Da (4) und [M-H]'=1112.5 Da (5).
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Abbildung 5-3: a) Totalionenchromatogramm des Langkocyclins Al im Negativ-
lonenmodus; b) Massenspektrum bei der Retentionszeit R=6.74 min.
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Abbildung 5-4: a) Totalionenchromatogramm des Langkocyclins A2 im Negativ-

lonenmodus; b) Massenspektrum bei der Retentionszeit R=7.71 min.
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Abbildung 5-5: a) Totalionenchromatogramm des Langkocyclins A3 im Negativ-
lonenmodus; b) Massenspektrum bei der Retentionszeit R=8.47 min.

a) 100~ 10.02
80-
-
= 60
5
£ 40-
20-
0 T Lo T T T T IJ‘j\J[ T T T
0 2 4 3 8 10 12 14
Zeit (min)
[M-H]
x1064 998.38
b)  16-
=§12—
A
o 8-
£
4_
0. 450.29 599 21 878.62 |1066.37 1369.86
400 600 800 1000 1200 1400
m/z

Abbildung 5-6: a) Totalionenchromatogramm des Langkocyclins Bl im Negativ-
lonenmodus; b) Massenspektrum bei der Retentionszeit R=10.02 min.
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Abbildung 5-7: a) Totalionenchromatogramm des Langkocyclins B2 im Negativ-
lonenmodus; b) Massenspektrum bei der Retentionszeit R=10.19 min.

Die exakten Molekiulmassen der Langkocycline, die an der Orbitrap XL (Thermo
Scientific, Bremen) ermittelt wurden, betragen [M-H]=599.21201 Da (1),
[M-H]'=843.34222 Da (2), [M-H]'=957.41075 Da (3), [M-H]'=998.38175 Da (4) und
[M-H]'=1112.44816 Da (5). Bei der Summenformelberechnung, dessen Ergebnisse in
Tabelle 5-2 zusammengefasst sind, wurden die Elemente C, H, N und O bertcksich-

tigt.

Tabelle 5-2: Ergebnisse der hochauflésenden ESI-Orbitrap-Massenspektrometrie.

1 (A1) 2 (A2) 3 (A3) 4 (B1) 5 (B2)
Molekilmasse 600.2 844.3 958.4 999.4 1113.5
Summenformel C31H3601,  Cu3Hs6017  CuoHesO19 CssHp1O18N CsgH71O00N
HR-Orbitrap-ESI-MS [m/z]:
gemessen [M-H] 599.21201 843.34222 957.41075 998.38175 1112.44816
theoretisch [M-H] 599.21340 843.34447 957.41255 998.38159 1112.44967
Appm -0.489 -1.371 -0.737 1.262 -0.368
DBE 14 16 17 24 25
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5.3.2 NMR-spektroskopische Untersuchungen

Die Strukturaufklarung der Langkocycline mit Hilfe von NMR-Spektroskopie wird im
folgenden Abschnitt am Beispiel von Langkocyclin A3 (3) detailliert beschrieben. Fur
alle Messungen wurde CD,Cl,-d2 als Losungsmittel eingesetzt und die chemischen
Verschiebungen der Signale auf die Lésungsmittelpeaks (64 5.32 ppm, d¢c 54.0 ppm)

referenziert.

5.3.2.1 Die eindimensionalen *H- und **C-Spektren von Langkocyclin A3

Anhand der Anzahl von Signalen in den eindimensionalen *H- und **C-Spektren von
Langkocyclin A3 (3) konnte die mittels hochauflosender HPLC-ESI-
Massenspektrometrie vorgeschlagene Summenformel bestatigt werden. Abbil-
dung 5-8 zeigt das *H-NMR-Spektrum von Langkocyclin A3 und die Abbildungen 5-9
und 5-10 die vergréRerten Ausschnitte.

Das *H-Spektrum von 3 zeigt 16 Signale im aliphatischen Bereich, 17 Signale im
oxygenierten aliphatischen Bereich und funf Signale im olefinischen Bereich. Funf
Signale bei 1.76 ppm, 3.18 ppm, 4.11 ppm, 4.21 ppm und 11.89 ppm sind aufgrund
der fehlenden HSQC-Signale (siehe Kapitel 5.3.2.2) charakteristisch fur
Hydroxygruppen. Die Integration der *H-Signale fiihrte zu einer Anzahl von 65 Proto-
nen, einem Proton weniger als in der Summenformel angegeben. Wie sich spéater
herausstellte, liegt das daran, dass die Hydroxygruppe am endstandigen Zucker E
(siehe Abbildung 5-27) mittels NMR-Spektroskopie nicht detektierbar ist.

OH-8

Abbildung 5-8: *H-NMR-Spektrum von Langkocyclin A3. OH-8 stellt die Hydroxygruppe an
Position 8 des Aglycons dar.
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Die sechs Signale bei 0.49 ppm, 1.11 ppm, 1.16 ppm, 1.25 ppm, 1.28 ppm und
1.39 ppm im 'H-NMR-Spektrum konnten anhand der charakteristischen Hochfeld-
verschiebung und anhand der Integrale von drei Protonen pro Signal eindeutig sechs
Methylgruppen zugeordnet werden. Bei den ersten finf Signalen liegen Dubletts mit
3J-Kopplungskonstanten zwischen 6.1 und 6.6 Hz vor. Es handelt sich hierbei um die
Methylgruppen an Position 6 der spéater genauer bestimmten funf Desoxyzucker.
Letzteres Signal ist ein Singulett und stellt die Methylgruppe an Position 3 des Agly-
cons dar. Im Bereich von 1.46-2.66 ppm sind die weiteren zehn aliphatischen Signale
vorzufinden. Nur bei 5 Signalen ist eine eindeutige Aufspaltung zu erkennen. Die
beiden Signale bei 2.04 ppm (J = 12.8 Hz, J = 5.2 Hz, J = 1.8 Hz) und 2.21 ppm
(J =12.6 Hz, J = 5.2 Hz, J = 1.8 Hz) zeigen beide Dublett von Dublett von Dubletts
(ddd). Die Aufspaltungen und Kopplungskonstanten sind fir die an Position 2 aqua-
torial positionierten Protonen der spater charakterisierten Olivosen charakteristisch.
Die beiden Signale bei 2.13 ppm (J = 14.6 Hz, J = 2.3 Hz) und 2.66 ppm
(J = 11.9 Hz, J = 2.3 Hz) weisen zwei Dublett von Dubletts auf und gehéren zu den
aquatorial stehenden Protonen an Position 2 und 4 des Aglycons. Das an Position 2
axial stehende Proton zeigt ein Dublett mit der Kopplungskonstante J = 11.9 Hz bei
2.62 ppm. Bei allen anderen Signalen kommt es aufgrund der hohen Anzahl an Pro-
tonen in diesem Bereich zu einer Uberlagerung, so dass eine Auswertung der Kopp-
lungsmuster mittels 1D-NMR-Spektroskopie nicht mehr mdglich ist. Die 17 Signale im
oxygenierten aliphatischen Bereich liegen zwischen 2.96 und 5.27 ppm. Bei den bei-
den Signalen bei 2.96 ppm (J = 8.7 Hz, J = 8.7 Hz) und 3.03 ppm (J = 8.6 Hz,
J = 8.8 Hz) handelt es sich um Pseudotripletts, die durch die Protonen an Position 4
der beiden Olivosen zustande kommen. Die vier Multipletts bei 3.14 ppm, 3.21 ppm,
3.36 ppm und 3.46 ppm konnten den Protonen an Position 5 und 3 der beiden Olivo-
sen zugeordnet werden. Die Signale bei 3.32 ppm, 3.49 ppm und 3.58 ppm stellen
die fur die drei Rhodinosen an Position 4 charakteristischen breiten Singuletts dar.
Die drei Quartetts bei 3.56 ppm (J = 6.6 Hz), 4.02 ppm (J = 6.6 Hz) und 4.10 ppm
(J = 6.6 Hz) werden durch die Protonen an Position 5 der Rhodinosen hervorgerufen.
Bei den beiden Signalen bei 4.32 ppm (J = 9.9 Hz, J = 1.8 Hz) und 4.45 ppm
(J = 9.8 Hz, J = 1.8 Hz) handelt es sich um Dublett von Dubletts bedingt durch die
anomeren Protonen der beiden Olivosen. Die anomeren Protonen der drei Rhodino-
sen hingegen zeigen charakteristische breite Singuletts bei 4.84 ppm, 4.91 ppm und
5.27 ppm. Die funf Signale im olefinischen Bereich sind dem Aglycon zuzuordnen
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und setzen sich aus zwei Dubletts bei 6.40 ppm (J = 9.8 Hz) und 6.86 ppm
(J = 9.8 Hz), zwei Dublett von Dubletts bei 7.29 ppm (J = 8.2 Hz, J = 1.3) und
7.63 ppm (J = 7.6 Hz, J = 1.3) und einem Pseudotriplett bei 7.68 ppm (J = 7.6 Hz,
J = 8.2) zusammen. Die beiden Dubletts stammen von den Protonen an Position 5
und 6 des Aglycons. Bei den beiden Dublett von Dubletts und bei dem Pseudotriplett
handelt es sich um die Signale, die durch die Protonen an Position 9, 10 und 11 des

Chromophors hervorgerufen werden.
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Abbildung 5-9: Ausschnitt aus dem *H-NMR-Spektrum (0.2 — 3.8 ppm) von Langkocyclin
A3. Die Buchstaben A-E bezeichnen Signale der Desoxyzucker. Die Signale des Aglycons
besitzen eine Zahlenbezeichnung ohne Buchstaben.
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Abbildung 5-10: Ausschnitt aus dem *H-NMR-Spektrum (3.8 — 8.0 ppm) von Langkocyclin
A3. Die Buchstaben A-E bezeichnen Signale der Desoxyzucker. Die Signale des Aglycons
besitzen eine Zahlenbezeichnung ohne Buchstaben.
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Abbildung 5-11 zeigt das **C-APT-NMR-Spektrum von Langkocyclin A3. Auch hier
konnte die mit Hilfe der HR-Orbitrap-ESI-MS-Analysen vorhergesagte Anzahl an
Kohlenstoffatomen verifiziert werden. Es sind insgesamt 49 Signale vorzufinden, von
denen sechs eindeutig den bereits wahrend der Analyse des ‘H-Spektrums
beschriebenen sechs Methylgruppen zugeordnet wurden. Des Weiteren sind zehn
Methylengruppen im Bereich von 24.3 ppm bis 54.9 ppm und 22 Methingruppen im
Bereich von 67.3 ppm bis 147.0 ppm vorhanden.

Die chemischen Verschiebungen von flunf dieser 22 Methingruppen bei 94.8 ppm,
97.7 ppm, 98.0 ppm, 101.7 ppm und 101.9 ppm sind charakteristisch fur die anome-
ren Kohlenstoffatome der finf Desoxyzucker. Weitere finf Methinsignale konnten
aufgrund ihrer Tieffeldverschiebung den olefinischen bzw. aromatischen Kohlenstoff-
atomen im Aglycon zugeordnet werden. AulRerdem konnte festgestellt werden, dass
elf quartare Kohlenstoffatome vorhanden sind.
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Abbildung 5-11: *C-APT-NMR-Spektrum von Langkocyclin A3. Die Buchstaben A-E
bezeichnen Signale der Desoxyzucker. Die Signale des Aglycons besitzen eine Zahlenbe-
zeichnung ohne Buchstaben.
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5.3.2.2 Das HSQC-Spektrum von Langkocyclin A3

Die J(*H,*C)-Konnektivitaten wurden anhand des zweidimensionalen heteronuklea-
ren HSQC-NMR-Experiments aufgeklart. Das in Abbildung 5-12 dargestellte HSQC-
Spektrum zeigt 45 Signale, die der Ubersicht halber in drei Bereiche eingeteilt und

vergrolRert wurden. Diese drei Bereiche sollen im Weiteren ausfuhrlich diskutiert

werden.
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Abbildung 5-12: HSQC-Spektrum von Langkocyclin A3.

Der Bereich | besitzt 23 Signale und ist in Abbildung 5-13 vergréRert abgebildet. Die
Kopplungssignale (*H / *3C) bei 0.49 ppm / 16.6 ppm, 1.11 ppm/ 17.1 ppm, 1.16 ppm
[ 17.2 ppm, 1.25 ppm / 18.2 ppm, 1.28 ppm / 18.2 ppm und 1.39 ppm / 28.8 ppm
konnten den bereits aus den eindimensionalen *H- und **C-Spektren identifizierten
Methylgruppen CH3-A6, CH3-C6, CH3-E6, CH3-B6, CH3-D6 und CH3-13 zugeordnet
werden. Bei den Signalen 1.46 & 1.98 ppm / 25.4 ppm, 1.47 & 2.04 ppm / 37.4 ppm,
1.54 & 2.00 ppm / 24.5 ppm, 1.56 & 2.21 ppm / 37.4 ppm und 1.72 & 1.89 ppm /
24.3 ppm handelt es sich um die Methylengruppen CH,-C2, CH,-B2, CH,-E2,
CH,-D2 und CH»-A2 jeweils an Position 2 der Desoxyzucker. Die Kopplungssignale
bei 1.71 ppm / 26.1 ppm, 1.81 & 1.97 ppm / 24.8 ppm und 1.90 ppm / 24.9 ppm
gehoren zu den Methylengruppen CH,-E3, CH»-A3 und CH,-C3 an Position 3 der
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Tridesoxyzucker. Die Signale bei 1.89 & 2.13 ppm / 46.3 ppm und 2.62 & 2.66 ppm /

54.9 ppm stellen die beiden Methylengruppen an Position 4 und 2 des Angucyclin-
Grundgeristes dar. Dass die Protonen innerhalb einer Methylengruppe unterschied-
liche chemische Verschiebungen aufweisen, hat damit zutun, dass die Methylen-
gruppe in einem fixierten Ringsystem einer Hexose liegt. Die Protonen dieser
Methylengruppen besitzen also keine chemische Aquivalenz und sind daher

diastereotop.
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Abbildung 5-13: Ausschnitt aus dem HSQC-Spektrum von Langkocyclin A3 mit Zuordnung
der identifizierten Signale; Bereich | (F1: 0.3 — 2.8 ppm; F2: 12 — 58 ppm). Die Buchstaben

A-E bezeichnen die Signale der Desoxyzucker. Die Signale des Aglycons besitzen eine

Zahlenbezeichnung ohne Buchstaben
Im Bereich Il, dessen vergroRerte Darstellung in Abbildung 5-14 zu sehen ist, sind
17 Signale vorhanden. Die Kopplungssignale (*H / 13C) bei 2.96 ppm / 76.1 ppm,
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3.03 ppm / 76.1 ppm, 3.32 ppm / 76.4 ppm, 3.49 ppm / 76.4 ppm und 3.58 ppm /
67.7 ppm konnten den oxygenierten Methingruppen CH-B4, CH-D4, CH-A4, CH-C4
und CH-E4 an Position 4 der funf Desoxyzucker zugeordnet werden. Die Signale bei
3.14 ppm / 72.0 ppm, 3.21 ppm / 71.9 ppm, 3.56 ppm / 67.3 ppm, 4.02 ppm /
67.9 ppm und 4.10 ppm / 68.1 ppm beschreiben die Methingruppen CH-B5, CH-D5,
CH-A5, CH-C5 und CH-E5 an Position 5 der flinf Desoxyzucker. Die dicht nebenei-
nander auftretenden Kopplungssignale bei 3.36 ppm / 81.2 ppm und 3.46 ppm / 81.1
ppm wurden den *J-Kopplungen CH-B3 und CH-D3 zugeordnet. Die Signalgruppe
mit den Signalen bei 4.32 ppm / 101.9 ppm, 4.45 ppm / 101.7 ppm, 4.84 ppm / 98.0
ppm, 4.91 ppm / 97.7 ppm und 5.27 ppm / 94.8 ppm gehdrt zu den funf anomeren
Methingruppen CH-B1, CH-D1, CH-C1, CH-E1 und CH-AL.
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Abbildung 5-14: Ausschnitt aus dem HSQC-Spektrum von Langkocyclin A3 mit Zuordnung
der identifizierten Signale; Bereich 1l (F1: 2.8 — 5.5 ppm; F2: 63 — 106 ppm). Die Buchstaben
A-E bezeichnen die Signale der Desoxyzucker.
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Abbildung 5-15 zeigt den vergréRerten Bereich 1ll, in dem die tieffeldverschobenen

olefinischen und aromatischen Methingruppen wiederzufinden sind. Die beiden Sig-
nale bei 6.40 ppm / 147.0 ppm und 6.86 ppm / 116.8 ppm sind den *J(*H,*3C)-

Konnektivitdten der olefinischen Methingruppen an Position 5 und 6 zuzuschreiben.
Die restlichen Signale befinden sich bei 7.29 ppm / 125.0 ppm, 7.63 ppm / 120.4 ppm

und 7.68 ppm / 137.8 ppm und wurden als die aromatischen CH-Gruppen CH-9,

CH-11 und CH-10 identifiziert.
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Abbildung 5-15: Ausschnitt aus dem HSQC-Spektrum von Langkocyclin A3 mit Zuordnung
der identifizierten Signale; Bereich Il (F1: 6.2 — 7.9 ppm; F2: 112 — 150 ppm). Die Zahlenbe-

zeichnung beschreibt die Signale des Aglycons.

Fasst man die bisher gewonnenen Informationen aus den *H-NMR-, **C-NMR- und
HSQC-Spektren zusammen, besitzt das Langkocyclin A3 sechs Methylgruppen,
zehn Methylengruppen, 22 Methingruppen und elf quartare Kohlenstoffatome.
AuBerdem hat man die Information, dass es sich bei den 22 Methingruppen um

17 oxygenierte und funf olefinische bzw. aromatische Methingruppen handelt. Des
quartaren Kohlenstoffatomen (6¢.1=201.7 ppm,

Weiteren kann man bei drei
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dc.7=188.6 ppm und 06¢.12=183.3 ppm) aufgrund der hohen Tieffeldverschiebung
davon ausgehen, dass es sich um Carbonylkohlenstoffe handeln muss. Wie bereits
in Kapitel 5.3.2.1. angesprochen wurde, sind funf Hydroxygruppen in den
'H-Spektren vorzufinden. Aus all diesen Ergebnissen kommt man fiir Langkocyclin

A3 auf eine Teilsummenformel von CsgHgs0y.

5.3.2.3 Das COSY-Spektrum von Langkocyclin A3

Die Ermittlung der 3J(*H,'H)-Konnektivitaten erfolgte mit Hilfe des *H,*H-COSY-
Experiments. Abbildung 5-16 zeigt das COSY-Spektrum von Langkocyclin A3. Die in
den Abbildungen 5-16 bis 5-19 farbig eingezeichneten Kreuzkopplungen sind der
Ubersicht halber in Abbildung 5-20 mit der gleichen Farbe in der Langkocyclin A3-
Strukturformel gekennzeichnet. In Abbildung 5-16 sind zwei Kreuzsignale einge-
zeichnet. Das Proton H-5 zeigt ein Kreuzsignal bei 6.40 ppm / 6.86 ppm, das auf eine
3J-Kopplung mit H-6 zuriickzufiihren ist. Das Kreuzsignal bei 7.29 ppm / 7.68 ppm
kommt aufgrund der Kopplung von H-9 mit H-11 zustande. Die Kopplung zwischen
H-10 und H-11 ist ebenfalls detektierbar, allerdings ist es aufgrund der sehr nah bei-
einander liegenden Signale (7.63 ppm und 7.68 ppm) nicht méglich diese Kopplung
einzuzeichnen. Um die Zuordnung der weiteren Signale besser darzustellen, wurden

diese Bereiche in den Abbildungen 5-17 bis 5-19 vergroRert abgebildet.
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Abbildung 5-16: COSY-Spektrum von Langkocyclin A3 mit Zuordnung zwei identifizierter
Signale, die zu den Protonen des Aglycons gehéren.
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In Abbildung 5-17 ist der vergroRerte Bereich (F1, F2: 0.0 — 5.6 ppm) des 'H,'H-
COSY-Spektrums gezeigt. Hier sind die Kreuzsignale der anomeren Protonen mit
den axial und aquatorial stehenden Protonen an den Positionen 2 der Desoxyzucker
eingezeichnet. Die Signale liegen bei 1.72 & 1.89 ppm / 5.27 ppm fur H-Al, bei
1.54 & 2.00 ppm / 4.91 ppm fir H-E1, bei 1.46 & 1.98 ppm / 4.84 ppm fur H-C1, bei
1.56 & 2.21 ppm / 4.45 ppm fir H-D1 und bei 1.47 & 2.04 ppm / 4.32 ppm fir H-B1.
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Abbildung 5-17: Ausschnitt aus dem COSY-Spektrum von Langkocyclin A3 mit Zuordnung

der identifizierten Signale (F1, F2: 0.0 — 5.6 ppm). Die Buchstaben A-E bezeichnen die
Signale der Desoxyzucker.
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In Abbildung 5-18 wurde der gleiche Bereich wie in Abbildung 5-17 vergroRert.
Markiert wurden diesmal die Kreuzsignale der Protonen an Position 5 der Desoxy-
zucker mit den sich an Position 6 befindenden Methylgruppen. Die Signale sind bei
4.10 ppm / 1.16 ppm fur H-E5, bei 4.02 ppm / 1.11 ppm fur H-C5, bei 3.56 ppm /
0.49 ppm fur H-A5, bei 3.21 ppm / 1.28 ppm fur H-D5 und bei 3.14 ppm / 1.25 ppm

fur H-B5 vorzufinden.
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Abbildung 5-18: Ausschnitt aus dem COSY-Spektrum von Langkocyclin A3 mit Zuordnung
der identifizierten Signale (F1, F2: 0.0 — 5.6 ppm). Die Buchstaben A-E bezeichnen die
Signale der Desoxyzucker.
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Abbildung 5-19: Ausschnitte aus dem COSY-Spektrum von Langkocyclin A3 mit Zuordnung

der identifizierten Signale; Bereich a: (F1, F2: 1.3 — 2.3 ppm), Bereich b: (F1, F2: 1.3 —
4.5 ppm). Die Buchstaben A-E bezeichnen die Signale der Desoxyzucker.
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Abbildung 5-19 stellt die beiden vergréRerten Bereiche a (F1, F2: 1.3 — 2.3 ppm) und
b (F1, F2: 1.3 — 4.5 ppm) dar. Im Bereich a sind die Kreuzsignale der Protonen an
Position 2 der Tridesoxyzucker mit den Protonen der Methylengruppen an Position 3
gezeigt. Die Signale befinden sich bei 1.54 & 2.00 ppm / 1.71 ppm fur H-E2ayeq, bei
1.72 ppm / 1.97 ppm fir H-A2,4 und bei 1.46 ppm / 1.90 ppm fur H-C2,4. Der Bereich
b hingegen zeigt die Kreuzsignale der Protonen an Position 2 der Didesoxyzucker
mit den Protonen der Methingruppen an Position 3. Diese liegen bei 1.47 & 2.04 ppm
/' 3.36 ppm fir H-B2ayeq und bei 1.56 & 2.21 ppm / 3.46 ppm fir H-B2ayeq. AulRerdem
kann man in diesem Bereich erkennen, dass die Protonen an Position 3 der flnf
Desoxyzucker mit den Protonen der Methingruppen an Position 4 koppeln. Diese
Kopplungen sind bei 1.71 ppm / 3.58 ppm fir H-E3, bei 1.90 ppm / 3.49 ppm fur
H-C3, bei 1.81 ppm / 3.32 ppm fir H-A34x, bei 3.36 ppm / 2.96 ppm fir H-B3 und bei
3.46 ppm / 3.03 ppm fur H-D3 vorzufinden. Die letzte Kreuzsignalgruppe entsteht aus
der Kopplung der Protonen der Methingruppen an Position 4 der Desoxyzucker mit
den Protonen der Methingruppen an Position 5. Die Signale befinden sich bei
2.96 ppm / 3.14 ppm fir H-B4, bei 3.03 ppm / 3.21 ppm fur H-D4, bei 3.32 ppm /
3.56 ppm fiur H-A4, bei 3.49 ppm / 4.02 ppm fir H-C4 und bei 3.58 ppm / 4.10 ppm
fur H-E4. Die Zusammenfassung der in diesem Experiment gewonnen Ergebnisse
fuhrt zu der Erkenntnis, dass im Langkocyclin A3 sieben Spinsysteme vorhanden
sind. Es handelt sich hierbei um die Spinsysteme H-5-H-6, H-9-H-10-H-11, H-A1-H-
A2-H-A3-H-A4-H-A5-H-A6, H-B1-H-B2-H-B3-H-B4-H-B5-H-B6, H-C1-H-C2-H-C3-H-
C4-H-C5-H-C6, H-D1-H-D2-H-D3-H-D4-H-D5-H-D6 und H-E1-H-E2-H-E3-H-E4-H-
E5-H-E6.

OH O

Abbildung 5-20: COSY-Kopplungen von Langkocyclin A3.
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5.3.2.4 Das HMBC-Spektrum von Langkocyclin A3

Die ausschlaggebenden Informationen zur Strukturaufklarung von Langkocyclin A3
wurden mit Hilfe des HMBC-Experiments gewonnen. In Abbildung 5-21 ist das
HMBC-Spektrum von Langkocyclin A3 veranschaulicht. Eingezeichnet in pink sind
die 2J(*H,*3C)-Kopplung von dem Proton der Hydroxyfunktion an Position 8 zum
quartaren Kohlenstoffatom C-8 und die beiden 3J(*H,**C)-Kopplungen zu dem quar-
taren C-Atom C-7a und dem tertiaren C-Atom der aromatischen Methingruppe an
Position 9. AuBerdem sind die *J(*H,**C)-Kopplung vom &quatorial stehenden Proton
der Methylengruppe an Position 4 mit dem tertiaren C-5 und die 2J(*H,**C)-Kopplung
von den Protonen der Methylengruppe an Position 2 mit dem Carbonylkohlenstoff-
atom C-1 gekennzeichnet. Das Spektrum wurde der Ubersicht halber in finf

Bereiche (I-V) unterteilt, die im Folgenden naher beschrieben werden.
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Abbildung 5-21: HMBC-Spektrum von Langkocyclin A3.

In Abbildung 5-22 ist der vergroRerte Bereich | (F1: 0.30 — 1.69 ppm; F2: 5 —
115 ppm) abgebildet. In diesem Bereich sind die 2J(*H,**C)-Kopplungen aller Methyl-
gruppen der Desoxyzucker zu den tertidren Kohlenstoffatomen an den Positionen 5

zu finden. AuBerdem wurden fir die Zucker A-D die 2J(*H,"*C)-Kopplungen zu den
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Kohlenstoffatomen der oxygenierten Methingruppen an Position 4 der Desoxyzucker
detektiert. Die Protonen der Methylgruppe an Position 3 des Aglycons zeigen eben-
falls eine 2J(*H,*3C)-Kopplung zum quartdren C-3 und 3J(*H,**C)-Kopplungen zu den
Kohlenstoffatomen C-2 und C-4 der beiden Methylengruppen des Chromophors.
Ferner sind die 2J(*H,*3C)-Kopplungen der axial stehenden Protonen an Position 2

der Didesoxyzucker B und D zu den anomeren Kohlenstoffatomen C-B1 und C-D1,
so wie zu den tertiaren C-B3- und C-D3-Atomen vorhanden. Schlieflich sind die long

range-Kopplungen vom axialen Proton H-E2,4 zu C-E1 und C-E5 ersichtlich.
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Abbildung 5-22: Ausschnitt aus dem HMBC-Spektrum von Langkocyclin A3 mit Zuordnung
der identifizierten Signale; Bereich | (F1: 0.30 — 1.69 ppm; F2: 5 — 115 ppm).
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Abbildung 5-23: Ausschnitte aus dem HMBC-Spektrum von Langkocyclin A3 mit Zuordnung

der identifizierten Signale; Bereich lla (F1: 1.63 — 2.80 ppm; F2: 10 — 115 ppm), Bereich llb
(F1: 1.80 — 2.00 ppm; F2: 10 — 115 ppm).
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Abbildung 5-23 zeigt den vergréRerten Bereich Il. Aus Ubersichtsgriinden wurde der
Zoomfaktor des Ausschnittes lla (F1: 1.63 — 2.80 ppm; F2: 10 — 115 ppm) bei der
Darstellung halbiert. Die aus diesem Grund im Ausschnitt Ila fehlenden HMBC-
Signale von H-A2.q und H-C3 wurden separat mit dem Zoomfaktor des Originalspekt-
rums in Ausschnitt 1lb (F1: 1.80 — 2.00 ppm; F2: 10 — 115 ppm) dargestellt. Im
Bereich 1l wurden sowohl die 2J(*H,**C)-Kopplung des axial stehenden Protons
H-A2. zu C-A3 und die *J(*H,**C)-Kopplung zu C-A5 als auch die 2J(*H,*3C)-
Kopplungen des &quatorialen Protons H-A2q zu C-A1 und C-A3 und die *J(*H,"*C)-
Kopplung zu C-A4 detektiert. Dartiber hinaus zeigt das Proton H-B2.4 Kopplungssig-
nale zu C-Bl1, C-B3 und C-B4 und Proton H-D2¢q zu C-D1, C-D3 und
C-D4. Aulzerdem sind Kopplungen von H-C3 zu C-C1, C-C2 und C-C4 und von H-E3
zu C-E1 und C-E5 zu beobachten. Gezeigt sind zuséatzlich die Kopplungen von den
Protonen der Methylengruppe an Position 2 des Aglycons zu C-3, C-4, C-12b und
C-13 und die Kopplungen des aquatorial stehenden Protons der Methylengruppe an
Position 4 zu C-2, C-3, C-4a, C-12b und C-13. Als Letztes sind die Kopplungen von
dem Proton der Hydroxygruppe OH-3 zu C-2, C-3, C-4 und C-13 zu sehen. Nicht im
Molekul eingezeichnet, aber trotzdem im HMBC-Spektrum gekennzeichnet sind die
Kopplungen von H-4,, zu C-3 und C-13.

In Abbildung 5-24 ist der Bereich Il (F1: 2.80 — 3.75 ppm; F2: 5 — 115 ppm) gezeigt.
In diesem Bereich ist eine der fur dieses Molekul wichtigsten Informationen wiederzu-
finden, namlich wie die einzelnen Saccharide miteinander verknlpft sind. Die Ver-
kniipfungen konnten anhand der 3J(*H,*3C)-Kopplungen von H-A4 zu C-B1, von H-B3
zu C-C1, von H-C4 zu C-D1 und von C-D3 zu C-E1 identifiziert werden. Somit han-
delt es sich um eine Saccharidkette, die abwechselnd aus 2,3,6-Tridesoxyzuckern
und 2,6-Didesoxyzuckern besteht, beginnend und endend mit dem Tridesoxyzucker.
Bei den Tridesoxyzuckern A, C und E liegt eine 1,4-VerknUpfung vor und bei den
Didesoxyzuckern B und D eine 1,3-Verkniipfung. Des Weiteren sind die J(*H,**C)-
Kopplungen der Methin-Protonen an Position 4 aller Tridesoxyzucker (A, B und C) zu
dem Kohlenstoffatom an Position 2 des entsprechenden Zuckers wiederzufinden.
Vom Proton H-A5 der Methingruppe an Position 5 des Zuckers A sind Kopplungen zu
C-Al, C-A4 und C-A6 vorhanden. Auch sind Kopplungen von H-B4 zu C-B3, C-B5
und C-B6 bzw. von H-D4 zu C-D3, C-D5 und C-D6 zu beobachten. Ebenso wurden
die Kopplungen von H-B5 zu C-B1, C-B3, C-B4 und C-B6 und von H-D5 zu C-D1,

C-D3 und C-D6 detektiert. Zuletzt sind in diesem Bereich die Kopplungssignale von
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dem Proton der Hydroxyfunktion OH-4a an Position 4a des Chromophors zu den
beiden quartdren Kohlenstoffatomen C-4a und C-12b und zu dem sekundéren
C-4-Atom zu sehen.
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Abbildung 5-24: Ausschnitt aus dem HMBC-Spektrum von Langkocyclin A3 mit Zuordnung
der identifizierten Signale; Bereich Il (F1: 2.80 — 3.75 ppm; F2: 5 — 115 ppm).
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Abbildung 5-25: Ausschnitt aus dem HMBC-Spektrum von Langkocyclin A3 mit Zuordnung
der identifizierten Signale (F1: 3.8 — 5.7 ppm; F2: 10 — 110 ppm).

Abbildung 5-25 stellt den vergroRerten Bereich IV dar. In diesem Bereich wurden all

die von den anomeren Protonen der Tridesoxyzucker A, C und E aus moglichen
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33(*H,"C)-Kopplungen gefunden. Somit wurde herausgefunden, dass die Zucker-

kette mit dem quartdren Kohlenstoffatom C-12b verknipft ist. Das anomere Proton

H-B1 des Didesoxyzuckers B weist eine 2J(*H,**C)-Kopplung zu C-B2 und eine

3J(lH,13C)-KoppIung zu C-A4 auf. Das anomere Proton H-D1 hingegen koppelt zu
C-C4, C-D2 und C-D5. Das Proton der Methingruppe H-C5 an Position 5 des
Zuckers C zeigt Kopplungen zu C-C1, C-C4 und C-C6 und das Proton H-E5 des
Zuckers E zu C-E1, C-E4 und C-E6. Ebenfalls zu sehen sind die Kopplungen der

Protonen der Hydroxyfunktion OH-B4 und OH-D4 an Position 4 der Didesoxyzucker
zu jeweils C-B3, C-B4 und C-B5 bzw. C-D3, C-D4 und C-D5.
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Abbildung 5-26: Ausschnitt aus dem HMBC-Spektrum von Langkocyclin A3 mit Zuordnung
der identifizierten Signale (F1: 6.0 — 8.2 ppm; F2: 70 — 198 ppm).



98 Langkocycline

In Abbildung 5-26 sind ausschlieRlich die Kopplungen der olefinischen und aromati-
schen Protonen des Polyketidgeristes zu finden. Das Proton der olefinischen
Methingruppe an Position 5 zeigt Kopplungen zu C-6, C-6a, C-12a und C-12b und
das Proton an Position 6 zu C-4a, C7 und C-12a. Die *J(*H,**C)-Kopplung des Pro-
tons H-5 ist aus Ubersichtsgriinden nicht im Molekiil eingezeichnet. Proton H-9 kop-
pelt tber eine 2J(*H,*3C)-Kopplung zu C-8, zwei 3J(*H,**C)-Kopplungen zu C-7a und
C-11 und eine schwache “J(*H,*3C)-Kopplung zu C-7. Von Proton H-10 sind Kopp-
lungen zu C-8 und C-11a zu sehen und von Proton H-11 zu C-7a, C-9 und C-12.

5.3.3 Strukturen der Langkocycline

Anhand der in dem Kapitel 5.3.2 am Beispiel von Langkocyclin A3 detailliert aufge-
fuhrten Auswertung der NMR-Spektren war es moglich, die Struktur der Langkocyc-
line aufzuklaren. Es stellte sich heraus, dass die Langkocycline Al (1), A2 (2) und A3
(3) eine strukturelle Verwandtschaft zu Urdamycin A besitzen. Sie verfligen Uber das
gleiche Aglycon wie Urdamycin A, jedoch ist die Saccharidkette der Langkocycline
an einer anderen Position mit dem Aglycon verknlpft. Bei den Langkocyclinen liegt
an Position 9 ein Proton anstelle eines C-glykosidisch gebundenen Trisaccharids vor.
Wie bei Urdamycin K'Y (Abbildung 5-37), das ein O-Glykosid an Position C-12b
tragt, sind die Desoxyzucker der Langkocycline in Form einer einzigen Saccharidket-
te ebenfalls an das Kohlenstoffatom C-12b gebunden. Bei den Urdamycinen ist an
Position 12b ein Tridesoxyzucker gebunden, wie auch bei den Langkocyclinen. Aller-
dings ist die Zuckerkette an Position 12b auf einen Zucker reduziert. Die Langkocyc-
line A1-A3 unterscheiden sich in der Lange der Saccharidkette. Im Gegensatz zur
O-glykosidisch gebundenen Pentasaccharidkette des Langkocyclins A3 ist beim
Langkocyclin Al eine Disaccharidkette vorzufinden und beim Langkocyclin A2 eine
Tetrasaccharidkette. Im Vergleich zu den Langkocyclinen A1-A3 besitzen die Lang-
kocycline B1 und B2 einen aus Tryptophan hergestellten indolbasierten Rest im
Aglycon vergleichbar mit dem Aglycon von Urdamycin D (Abbildung 5-37).2 Auch
die Langkocycline B1 und B2 variieren in der LaAnge der Saccharidkette. So besitzt
das Langkocyclin B1 eine O-glykosidisch gebundene Tetrasaccharidkette und das
Langkocyclin B2 eine Pentasaccharidkette. Abbildung 5-27 zeigt die Strukturen,
'H-'H-COSY- und 'H-**C-HMBC-Korrelationen der Langkocycline A3 und B2, den

Vertretern mit den langsten Saccharidketten.
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Abbildung 5-27: 1) Strukturen der Langkocycline A3 (3) und B2 (5). Il) *H-'H-COSY- und
'H-BC-HMBC-Korrelationen der Langkocycline A3 (3) und B2 (5).
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5.3.4 Konfigurationsbestimmung der Zucker

Da die Protonen an Position 1 und 4 der 2,3,6-Tridesoxyhexosen jeweils ein breites
Signal im *H-NMR-Spektrum aufwiesen, war es nicht méglich die exakten Kopp-
lungskonstanten dieser Protonen zu bestimmen. Allerdings konnten in Anlehnung an
die Halbwertsbreiten der Signale die ungefahren Gréfl3en der Kopplungskonstanten
abgeschatzt werden. In nicht-aromatischen Sechsring-Systemen betragt die
3J-Kopplungskonstante von zwei vicinalen Protonen, die beide jeweils axial angeord-
net sind, 9-12 Hz. Die Kopplungskonstante bei einer &quatorial-axialen- bzw. &quato-
rial-aquatorialen-Anordung der beiden vicinalen Protonen hingegen liegt bei 2-5 Hz.
Die Signale der anomeren Protonen der 2,3,6-Tridesoxyhexosen mussen aufgrund
der benachbarten CH,-Gruppe mit den diastereotopen Protonen zwei Kopplungs-
konstanten beinhalten. Da die anomeren Protonen in den Zuckern A, C und E
'H-NMR-Signale mit einer Halbwertsbreite von ca. 6-7 Hz besitzen, konnte eine
axial-axial-Anordnung ausgeschlossen werden. Da bereits ein Proton der Methylen-
gruppe axial steht, muss das anomere Proton der 2,3,6-Tridesoxyhexosen, wie in

Abbildung 5-28 gezeigt, aquatorial stehen.

H O}LL
2-5Hz <: H\)??\/O?

2-5 Hz

Abbildung 5-28: Bestimmung der Stellung des anomeren Protons der 2,3,6-
Tridesoxyhexosen in den Langkocyclinen.

Auch das Proton an Position 4 der 2,3,6-Tridesoxyhexosen zeigte ein Signal mit
einer Halbwertsbreite von ca. 7 Hz. Da dieses Proton drei vicinale Protonen in seiner
Umgebung hat, mit denen es koppelt, kam auch hier eine axial-axial-Anordnung der
Protonen nicht in Frage. Da bereits ein Proton der Methylengruppe an Position 3
axial angeordnet ist, muss das Proton an Position 4 aquatorial stehen
(Abbildung 5-29).
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Abbildung 5-29: Bestimmung der Stellung des Protons an Position 4 der 2,3,6-

Tridesoxyhexosen.

Wie bereits vorher erwahnt wurde, ist die Kopplungskonstante fir aquatorial-axiale-
bzw. &quatorial-aquatoriale-Anordungen etwa gleich gro3, so dass fir die
2,3,6-Tridesoxyhexosen zunédchst keine Aussage darlber getroffen werden konnte,
ob das Proton an Position 5 &quatorial oder axial steht. Erst durch die Aufnahme von
NOESY-Spektren war es mdoglich, die rdumliche Orientierung des Protons an
Position 5 zu bestimmen. Es konnte eine NOESY-Kopplung zwischen dem Proton an
Position 5 und dem axial-stehenden Proton der Methylengruppe an Position 3 beo-
bachtet werden (Abbildung 5-32), das eine axial-Stellung von ersteren voraussetzt.
Bei den 2,3,6-Tridesoxyhexosen handelt es sich somit um a-Rhodinosen. Dies konn-
te anhand von Literaturvergleichen der *H- und **C-NMR-Daten der Zucker bestatigt
werden.*

Bei den 2,6-Didesoxyhexosen zeigten die anomeren Protonen jeweils ein Dublett von
Dublett mit Kopplungskonstanten von Jgig2eq=1.8 Hz (Jp1p2eq=1.8 Hz) und
Jg1,82ax=9.9 HZ (Jp1,p20x=9.8 Hz). Die Kopplungen im Bereich von etwa 10 Hz sind auf
eine axial-Stellung des anomeren Protons zuriickzufihren, das mit dem axialen

Proton der Methylengruppe an Position 2 koppelt (Abbildung 5-30).

/‘zS_ 2-5Hz
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Abbildung 5-30: Bestimmung der Stellung des anomeren Protons der 2,6-
Didesoxyhexosen.
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Das Proton an Position 4 der 2,6-Didesoxyhexosen zeigt ein Pseudotriplett mit den
Kopplungskonstanten Jg3 g4=8.7 Hz (Jp3,p4~8.7 Hz) und Jg455=8.7 HZ (Jpsap5s~8.7 Hz),
die durch die axiale Stellung der Protonen an Position 3, 4 und 5 hervorgerufen wird
(Abbildung 5-31).

O
H_9-12 Hz
0 HO
HsC o o) T b

OH

Abbildung 5-31: Bestimmung der Stellung des Protons an Position 4 der
2,6-Didesoxyhexosen.

Anhand dieser Informationen konnten die beiden 2,6-Didesoxyhexosen als
B-Olivosen bestimmt werden. Durch Literaturvergleiche der *H- und **C-NMR-Daten
konnte dieses Ergebnis bestatigt werden.*!

Uber die Klyne-Regel kann man indirekt die Konfiguration von Zuckern bestimmen,
die in Sterylglykosiden naturlich vorkommen. Nach der Regel besitzen a-verknupfte
Zucker die L-Konfiguration und pB-verknupfte Zucker die D-Konfiguration.t*#*1]
Durch die Ubertragung der Regel auf die in den Langkocyclinen vorkommenden
Desoxyzucker hat man in dieser Naturstofffamilie a-L-Rhodinosen und -D-Olivosen
vorliegen. Abbildung 5-32 zeigt die beiden Zucker unter Angabe der Kopplungs-

konstanten und fur die Zuckerbestimmung wichtigen NOESY-Korrelationen.

o-L-Rhodinose B-D-Olivose

OR?

-_}-H
OR'

|

H\~ . .
‘\»HZ'_'__,/~2 Hz
""" 3Jun-Kopplungen <—> wichtige NOESY-Korrelationen

Abbildung 5-32: Kopplungskonstanten und wichtige NOESY-Korrelationen der Rhodinosen
und Olivosen.
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5.3.5 CD-spektroskopische Untersuchungen

Um die absolute Konfiguration der drei Stereozentren im Polyketidriickgrat der Lang-
kocycline bestimmen zu kdénnen, wurden CD-Spektren aufgenommen und mit den in
der Literatur beschriebenen Daten fiir Urdamycin A bzw. Urdamycin D verglichen."!
Abbildung 5-33 zeigt die mit Hilfe von Ziffern gekennzeichneten Stereozentren an
Position 3, 4a und 12b.

R
o\
@)
OH O
A1-A3 B1, B2

Abbildung 5-33: Polyketidriickgrat der Langkocycline mit den beschrifteten Stereozentren.

Die Langkocycline A1-A3 konnten, abgesehen von den Literaturvergleichen, auch
direkt mit Urdamycin A als Referenzsubstanz, welches von Prof. Dr. Hans-Peter
Fiedler (Eberhard-Karls-Universitat Tibingen) zur Verfugung gestellt wurde, vergli-
chen werden. Hierzu wurde von Urdamycin A unter den gleichen Bedingungen wie
fur die Langkocycline A1-A3 ein Vergleichs-CD-Spektrum aufgenommen. Abbildung
5-34 stellt den Vergleich der gemessenen CD-Spektren dar. Die Maxima der Kurven
fur Langkocyclin A2, das die gleiche Molmasse und die gleichen Zuckerreste wie
Urdamycin A besitzt, liegen bei Anax = 459 (+0,9), 400 (-2,0), 326 (+7,6), 278 (+0,3)
und 244 (+7,0) nm (Tabelle 5-3). Es ist deutlich zu erkennen, dass die CD-Spektren
der Langkocycline A1-A3 gut mit dem Spektrum von Urdamycin A lbereinstimmen.
Die Maxima der Kurven besitzen das gleiche Vorzeichen, was auf die identische
absolute Konfiguration der Stereozentren zuriickzufuhren ist. Auch die Literaturver-

gleiche lieferten die gleiche Erkenntnis.!*!
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Abbildung 5-34: CD-Spektren von Langkocyclin A1-A3 verglichen mit Urdamycin A.

Da fur die Langkocycline B1 und B2 kein Urdamycin D als Referenzsubstanz vor-
handen war, wurden die CD-Spektren (Abbildung 5-35) nur mit dem in der Literatur
beschriebenen CD-Spektrum von Urdamycin D verglichen. Auch die Spektren von
B1 und B2 zeigten die gleiche Tendenz wie das Spektrum von Urdamycin D
(Amax(MeOH) = 440 (+1,0), 395 (-3,0), 350 (+1,0), 320 (sh, -4,0), 278 (-15,0), 245
(+20,0) und 226 (+59,0) nm)."*" Somit konnte davon ausgegangen werden, dass
auch die Langkocycline B1 und B2 die gleiche absolute Konfiguration der Stereozen-
tren im Polyketidriickgrat aufweisen wie das Urdamycin D.

1

12 - — Langkocyclin B1
— Langkocyclin B2
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Abbildung 5-35: CD-Spektren von Langkocyclin B1 und B2.
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Tabelle 5-3: Maxima der CD-Spektren der Langkocycline.

1 (A1) 2 (A2) 3 (A3) 4 (B1) 5 (B2)
CD (MeOH): 459 (+0,9); 459 (+0,9); 457 (+1,3); 440 (+0,1); 441 (+0,2);
Amax [NM] (0) 400 (-2,1); 400 (-2,0); 400 (-3,0); 400 (-0,1); 400 (-0,3);
(c =0.2 mg/ml) 325 (+7,7); 326 (+7,6); 324 (+11,5); 355 (+1,5); 355 (+1,2);
278 (+0,2); 278 (+0,3); 277 (+0,4); 321 (-2,6); 320 (-1,7);
244 (+7,0) 244 (+7,0) 243 (+10,6) 296 (-1,2); 296 (-0,7);
284 (-3,0); 284 (-1,6),
230 (+12,2) 257 (+3,9);
246 (+2,6);
230 (+9,4)

In Abbildung 5-36 sind die absoluten Konfigurationen der Stereozentren im Poly-

ketidriickgrat der Langkocycline gezeigt.

A1-A3

B1, B2

Abbildung 5-36: Aufgrund der CD-Spektren abgeleitete absolute Konfigurationen der Stere-
ozentren im Polyketidriickgrat.

5.4 Biologische Aktivitat

Die Untersuchungen zur biologischen Aktivitat der Langkocycline wurden von

Dr. Jutta Wiese in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Johannes F. Imhoff im Kieler Wirk-

stoff-Zentrum KiWiZ am GEOMAR Helmholtz-Zentrum fiur Ozeanforschung durchge-

fuhrt. Getestet wurden die Aktivitdten gegen Bacillus subtilis, Candida albicans und

die humanen Krebszelllinien HepG2 und NIH 3T3. In Tabelle 5-4 sind die Ergebnisse

der Bioaktivitdtsassays zusammengefasst. Die Langkocycline Al (1), A2 (2), A3 (3)
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und Tetrangomycin (6) inhibierten das Wachstum des grampositiven Stammes
Bacillus subtilis mit ICso-Werten von 40.7 (x4.2) uM, 4.07 (£0.47) uM, 2.17 uM und
4.1 (£0.31) pM. Das Wachstum von Candida albicans wurde nicht durch die Sub-
stanzen 1, 2, 3, und 6 inhibiert. Es konnte allerdings eine zytotoxische Aktivitat der
Substanzen 1, 2, 3, und 6 gegen menschliche hepatozellulare Leberkarzinom-Zellen
(HepG2) beobachtet werden. Die ICso-Werte lagen bei 26.5 (x3.4) uM,
13.6 (x3.4) uM, im Bereich von 2.5-5.0 uM und im Bereich von 5.0-10.0 pM. Das
Wachstum der Zelllinie NIH 3T3 wurde in einem vergleichbaren Bereich wie die
HepG2-Zelllinien inhibiert mit 1Cso-Werten von 9.9 (£3.3) uM fur Langkocyclin Al,
11.75 (x2.85) uM fur Langkocyclin A2, 2.5-5.0 uM fur Langkocyclin A3 und 29.2
(x6.7) uM fur Langkocyclin B2. Die Bioaktivitatsassays waren fir das Langkocyclin
B1 aufgrund der geringen Substanzmenge nicht durchfiihrbar. Das Langkocyclin B2
konnte aus dem gleichen Grund nur auf die Aktivitat gegen die Zelllinie NIH 3T3
getestet werden. Diese verbleibenden Tests mussen in Zukunft noch ausgefuhrt

werden.

Tabelle 5-4: Biologische Aktivitdt der Substanzen 1-6, ICs;-Werte angegeben in pM,
n.b.= nicht bestimmt aufgrund geringer Substanzmenge; = Der Bereich ist angegeben, da
die Messungen aufgrund nicht ausreichender Substanzmengen nicht wiederholt werden
konnten. ™

1 (A1) 2 (A2) 3 (A3) 4(B1) 5(B2) 6
B. subtilis | 40.7 (¥4.2) 4.07 (+0.47) 2.17 n.b. n.b. 4.1 (+0.31)
C. albicans | nicht aktiv  nicht aktiv nicht aktiv  n.b. n.b. nicht aktiv
HepG2 26.5(+3.4) 13.6 (+3.4)  25-5.0° n.b. n.b. 5.0-10.0°
NIH3T3 |99 (+3.3) 11.75(+2.85) 2.5-50° n.b. 29.2 (+6.7) n.b.

5.5 Zusammenfassung und Diskussion

Die Langkocycline Al (1), A2 (2), A3 (3), B1 (4) und B2 (5) wurden im Zuge eines
chemischen Screening-Programms aus dem Streptomyces-Stamm Acta 3034 iso-

liert. Der Name Langkocyclin ist auf die Herkunft des Produktionsstammes, der Insel
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Langkawi im Nordwesten von Malaysia, zurtckzufihren. Die mittels DAD-HPLC
detektierten Metabolite wurden mit der UV/Vis-Naturstoffdatenbank verglichen.%®!
Hierbei stellte sich heraus, dass drei der produzierten Sekundarmetabolite nahezu
Ubereinstimmende UV/Vis-Spektren mit Urdamycin A besal3en. Urdamycin A wurde
aus dem Stamm Streptomyces fradiae Tu 2717 isoliert*" und gehort zu der Gruppe
der Angucyclin-Antibiotika, der grof3ten Gruppe polyzyklischer aromatischer Poly-
ketide.Y! Der Begriff Angucyclin- bzw. Angucyclinon-Antibiotika, der im Jahr 1986
von Drautz et al. eingefiihrt wurde,**! stammt aus dem lateinischen ,angus* (engl.
angle) und ist zurickzufihren auf die winkelige, tetrazyklische Benzanthracen-
Struktur des Aglycons. Die erste in der Literatur beschriebene Struktur dieser Sub-
stanzklasse stellt das Angucyclinon Tetrangomycin dar.”*® Auch in dem analysierten
Streptomyces-Stamm Acta 3034 wurde das Tetrangomycin (6) gefunden, zusammen
mit den funf neuen Verbindungen Langkocyclin Al (1), A2 (2), A3 (3), B1 (4) und B2
(5). Die Strukturen der Langkocycline konnten mit Hilfe der NMR-Spektroskopie und
der Massenspektrometrie aufgeklart werden. Langkocyclin Al (1), A2 (2) und A3 (3)
besitzen eine strukturelle Verwandtschaft zu Urdamycin A (Abbildung 5-37). Sie wei-
sen das gleiche Aglycon wie Urdamycin A auf, allerdings sind die Glykoside der
Langkocycline an anderen Positionen mit dem Aglycon verknlUpft. Bei den Lang-
kocyclinen liegt an Position 9 ein H-Atom anstelle eines C-glykosidisch gebundenen
Trisaccharids vor. Wie bei Urdamycin KM und Sakyomicin C™**® (Abbildung 5-37),
die jeweils ein O-Glykosid an Position C-12b tragen, sind die Desoxyzucker der
Langkocycline zu einer einzigen Saccharidkette aneinandergereiht und ebenfalls an
das Kohlenstoffatom C-12b gebunden. Die gleiche Analogie ist zwischen den beiden
Langkocyclinen B1 (4), B2 (5) und Urdamycin D (Abbildung 5-37) gegeben.
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Abbildung 5-37: Strukturen von Tetrangomycin, Tetrangulol, Urdamycin A, Urdamycin D,
Urdamycin K und Sakyomicin C.

Die Saccharidketten der Langkocycline setzen sich aus 2,3,6-Tridesoxyhexosen und
2,6-Didesoxyhexosen zusammen. Die Analyse der 3J-Kopplungskonstanten,
NOESY-Experimente und Literaturvergleiche der chemischen Verschiebungen!***3!
lieferten die Erkenntniss, dass es sich bei den 2,3,6-Tridesoxyhexosen um
o-Rhodinosen handelt und bei den 2,6-Didesoxyhexosen um B-Olivosen. Durch
Anwendung der Klyne-Regel,*# die g-verkniipften Zuckern eine L-Konfiguration
und pB-verknipften Zuckern eine D-Konfiguration zuweist, konnte somit von
a-L-Rhodinosen und B-D-Olivosen ausgegangen werden. Das Langkocyclin Al tragt
an Position C-12b ein O-glykosidisch gebundenes Disaccharid (a-L-Rhodinose-f-D-
Olivose), die Langkocycline A2 und B1 jeweils ein Tetrasaccharid (a-L-Rhodinose-f3-
D-Olivose- a-L-Rhodinose-p-D-Olivose) und die Langkocycline A3 und B2 jeweils ein
Pentasaccharid (a-L-Rhodinose-B-D-Olivose-a-L-Rhodinose-B-D-Olivose-a-L-Rhodi-

nose) (Abbildung 5-38).
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Abbildung 5-38: Strukturen der Langkocycline Al (1), A2 (2), A3 (3), B1 (4) und B2 (5).

Mittels CD-Spektroskopie konnten die Konfigurationen der Stereozentren an Position
3, 4a und 12b im Polyketidrickgrat bestimmt werden. Hierzu wurden die gemesse-
nen CD-Spektren der Langkocycline Al, A2 und A3 mit dem CD-Spektrum der Refe-
renzsubstanz Urdamycin A, welches unter den gleichen Bedingungen gemessen
wurde, verglichen. Die Absorptionsbanden der CD-Spektren besal3en die gleichen
Vorzeichen, was auf die gleiche Stereochemie des Chromophors der Langkocycline
Al, A2, A3 und Urdamycin A schliel3en lie3. Dieses Ergebnis wurde auch durch den
Vergleich der gemessenen CD-Spektren mit dem in der Literatur beschriebenem
CD-Spektrum fiir Urdamycin A bestatigt.*!! Die CD-Spektren der Langkocycline B1
und B2 wurden mit dem in der Literatur beschriebenem CD-Spektrum fur Urdamycin
D verglichen.*) Auch diese zeigten die gleiche Tendenz wie das Spektrum von
Urdamycin D, so dass von identischen Stereozentren im Polyketidriickgrat ausge-
gangen wurde. Die absoluten Konfigurationen der Stereozentren sind in
Abbildung 5-38 gezeigt.

Angucycline stellen die gréfldte Untergruppe der von Typ-ll-Polyketidsynthasen
hergestellten Polyketide dar./*” Tetrangomycin und Tetrangulol (Abbildung 5-37), die
im Jahr 1965 entdeckt wurden,*¥™" sind die ersten Vertreter dieser Substanzklas-
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se. Unmittelbar danach folgten die Isolierung von Ochromycinon,*'® Aquaya-

[L1902200 g Rabelomycint*?,

mycin In den darauffolgenden Jahren blieben die
Angucycline noch sehr diskret bis sie sich Anfang der 1980 er Jahre anhand von
Screenings auf antibakteriell und antitumoral wirkende Substanzen zu einer immer
groRer werdenden Gruppe biologisch aktiver Naturstoffe entwickelten.*? Aufgrund
der diversen post-PKS-Modifikationen, die wahrend der Biosynthese mittels bei-
spielsweise Oxygenasen, Glykosyltransferasen, Halogenasen und Zyklasen stattfin-
den,’* besitzen die Angucycline eine hohe strukturelle Vielfalt mit einer breiten
Spanne an biologischen Aktivitaten. Zu den bis zum heutigen Zeitpunkt bekannten
biologischen Aktivitdten gehéren die zytotoxische, antibakterielle und antivirale Wir-
kung sowie die Wirkung als Enzyminhibitor und Thrombozytenaggregationhem-
mer."*? Die Antitumoraktivitat der Angucycline ist vermutlich neben anderen Faktoren
auch auf das Hydroxyanthrachinon-Chromophor im Aglycon zuriickzufiihren./*? Bei-
spiele fir zytotoxisch hochwirksame Substanzen sind das Grincamycin mit einem
ICso-Wert von 0.013 pg/ml gegen murine P388-Leukamiezellen,*?? die Saquaya-
mycine A und B mit ICsp-Werten von 0.003-0.004, 0.2 und 0.06 pg/ml gegen L1210-,
HT29- und A549-Leukamiezellen,™! Marmycin A mit einem ICso-Wert von 60.5 nM
gegen die humane Kolonkarzinom-Zelllinie HCT116%** und Landomycinon und Lan-
domycin A mit ICso-Werten von jeweils 1.4 pM gegen Ostrogen-refraktare MDA-231-
Brustkrebszellen und 2.1-2.5 pM gegen Ostrogen-empfindliche MCF-7- Brustkrebs-
zellen.*®! Die Landomycine mit kiirzeren Saccharidketten hingegen zeigen nur
geringe bzw. keine zytotoxische Wirkung gegen die MCF-7-Krebszelllinien. Die
Tatsache, dass die Landomycine mit Penta- bzw. Heptasaccharidketten und das
Landomycinon ohne Zuckerreste eine hohe zytotoxische Aktivitat aufweisen, liefld
darauf schlie3en, dass beide Substanzarten unterschiedliche Targets besitzen und
somit zwei verschiedene Wirkmechanismen existieren. Es ist mdglich, dass Angucyc-
linone in die DNA interkalieren und so die Nucleinsduresynthese verhindern,
wéahrend die Landomycine mit den langen Saccharidketten mdglicherweise die
Thymidylat-Synthase hemmen. 113!

Um neue bioaktive Angucycline zu gewinnen, wurden zusatzlich zu den Screening-
methoden auch die traditionelle Synthesechemie und die kombinatorische Biosyn-
these herangezogen.'*” So gelang es Valderrama et al. Angucyclinon-Aza-Analoga
zu synthetisieren, die hohe zytotoxische Aktivititen aufweisen.? Das in
Abbildung 5-39 dargestellte Aza-Analogon (A), bei dem Stickstoffsubstitutionen an
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Position 5 und 8 durchgefiihrt wurden, stellt mit einem ICso-Wert von 0.7-2.4 ug/ml

gegen verschiedene Tumorzelllinien die aussichtsreichste Komponente dar.°

HsC

1= 2- H O

Abbildung 5-39: Strukturen des Aza-Analogons A und der glykomodifizierten Angucycline B
und C.

Die meisten Angucycline besitzen eine antibakterielle Wirkung gegen grampositive
Bakterien, wie beispielsweise Bacillus-Stamme und Staphylokokken.*? Vineomycin
A1 mit einer minimalen Hemmkonzentration (MHK) von 0.78 pg/ml gegen Staphy-
lococcus aureus FDA 209P und Micrococcus luteus (friher: Sarcina lutea)
PCI 1001,*%® Benzanthrin B mit MHK-Werten von jeweils 0.20 ug/ml gegen Strep-
tococcus bovis A5169 und Streptococcus pyogenes 930%%” und SS 228Y mit
MHK-Werten von jeweils 1.56 pg/ml gegen Bacillus anthracis, Bacillus subtilis
PCI 219 und Staphylococcus aureus Smith*?® zahlen zu den wirksamsten antibakte-
riell wirkenden Angucyclinen.'*? Bei einigen Angucyclinen, wie zum Beispiel den
Urdamycinen, Yoronomycin und Rabelomycin wurde eine geringe Aktivitat gegen
gramnegative Bakterien beobachtet.*? Interessanterweise wurde fiir einige Angucyc-
line auch eine schwache antifungale Aktivitdt nachgewiesen, darunter die Sakyomi-
cine A, B und C mit MHK-Werten von >200 pug/ml gegen Candida albicans IFO
1060.1* Auch die Saccharothrixmicine A und B zeigten fungizide Wirkung gegen
Candida albicans.**!

Bei dem Angucyclinon SM 196 B wurde eine antivirale Eigenschaft gegen die Herpes
simplex Virus-Typen 1 und 2 festgestellt, wobei die MHK-Werte bei 0.55 und

4.54 ug/ml lagen.*”!
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Bei einigen Angucyclinen, die nur geringe zytotoxische und antibakterielle Aktivitat
aufwiesen, wurde eine hohe Wirkung als Enzyminhibitor beobachtet.'*! Hierzu geho-
ren die von Kirschning et al. synthetisierten glykomodifizierten Angucycline B und C
(Abbildung 5-39). Sie zahlen mit einem ICsp-Wert von 0.42 uM zu den starksten Inhi-
bitoren der Xanthinoxidase.™® Die Xanthinoxidase ist ein Enzym, das die Entste-
hung von Harnsdure aus Hypoxanthin katalysiert. Kommt es zu einer erhdhten Harn-
saureproduktion, die sich als Gicht bemerkbar macht, kénnen Xanthinoxidase-
Inhibitoren zur Behandlung eingesetzt werden.

Ein Beispiel fir ein Thrombozytenaggregationshemmer ist das Aggreticin (friher
OM-4842). Es besitzt die Fahigkeit aggregationsférdernde Substanzen wie ADP und
Arachidonsaure zu hemmen. Die minimalen Hemmkonzentrationen liegen bei 12.5
und 5.0 pg/ml.1*3?

Obwohl die Angucycline ein breites Spektrum an biologischen Aktivitdten abdecken,
hat es keines dieser Substanzen aufgrund ihrer Zytotoxizitat gegentber gesundem
Gewebe bzw. aus Ldslichkeitsproblemen bisher geschafft, ein klinisch anwendbares
Arzneimittel zu werden.”

Die Langkocycline stellen die erste Naturstofffamilie dar, bei der eine Saccharidkette
an Position C-12b verknipft ist. Dieser Eigenschaft zufolge ergab sich die Fragestel-
lung, ob dies eine groRe Auswirkung auf die biologische Aktivitat haben kdnnte.

Die von Dr. Jutta Wiese aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Johannes F. Imhoff des
Kieler Wirkstoff-Zentrums durchgefihrten Bioaktivitatsassays zeigten eine Inhibition
von Bacillus subtilis durch die Langkocycline Al (1), A2 (2), A3 (3) und Tetrangomy-
cin (6) mit ICso-Werten von 40.7 (x4.2) uM, 4.07 (£0.47) pM, 2.17 pM und
4.1 (£0.31) uM. Eine antifungale Wirkung gegen Candida albicans wurde nicht beo-
bachtet. Es konnte allerdings eine zytotoxische Aktivitat der Substanzen 1, 2, 3 und 6
gegen menschliche hepatozellulare Leberkarzinom-Zellen (HepG2) nachgewiesen
werden, wobei die ICso-Werte bei 26.5 (£3.4) uM, 13.6 (£3.4) uM, im Bereich von
2.5-5.0 uM und im Bereich von 5.0-10.0 uM lagen. Das Wachstum der Zelllinie
NIH 3T3 wurde in einem vergleichbaren Bereich wie die HepG2-Zelllinien inhibiert
mit 1ICso-Werten von 9.9 (£3.3) uM fur Langkocyclin A1, 11.75 (x2.85) uM fur Langko-
cyclin A2, 2.5-5.0 uM fur Langkocyclin A3 und 29.2 (£6.7) uM fur Langkocyclin B2.
Wenn man sich die ICsp-Werte naher anschaut, stellt man die gleiche Tendenz wie
bei den Landomycinen fest. Die Verlangerung der Saccharidkette hat eine Verstar-

kung der zytotoxischen Wirkung zur Folge. Auch das Angucyclinon Tetrangomycin
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(6) zeigte eine starkere Aktivitat als das Langkocyclin A1 mit der Disaccaridkette und
das Langkocyclin A2 mit der Tetrasaccharidkette. Daraus folgt, dass bei den
Langkocyclinen, wie es bei den Landomycinen auch der Fall ist, von zwei verschie-
den Targets ausgegangen werden kann, namlich dass das Tetrangomycin maoglich-
erweise in die DNA interkaliert und das Langkocyclin A3 mit der Pentasaccharidkette
eventuell die Thymidylat-Synthase hemmit.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass das Aktivitatsprofil der Langkocycline
Al1-A3 (1-3) dem Aktivitatsprofil der in der Literatur beschriebenen Angucycline
entspricht. Um herauszufinden, ob die vorher noch nicht beschriebene Lage der
Saccharidkette einen Einfluss auf die zytotoxische Wirkung hat, ist es notwendig die
Testung der Bioaktivitat in Zukunft auf verschiedene andere Zelllinien auszudehnen.
Es ist namlich denkbar, dass die Verknupfung der Saccharidkette an Position C-12b
die Aktivitat gegeniber einer bestimmten Art von Krebszelllinien erhoht. Auch ist zu
testen, ob die Lage der Saccharidkette die Fahigkeit zur Enzyminhibition bzw. zur
Hemmung der Thrombozytenaggregation beeinflusst. Des Weiteren ist anhand von
weiteren Bioaktivitdtsassays zu klaren, ob die Indolyl-Einheit im Aglycon der Lang-
kocycline B1 und B2 eine Auswirkung auf die biologische Aktivitat hat. Somit missen
die Langkocycline in Zukunft einer Reihe von Bioaktivitatsassays unterzogen werden,

um eine genaue Aussage Uber das tatsachliche Aktivitatsprofil treffen zu kénnen.
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6 Experimenteller Teil

6.1 Chemisches Screening mittels HPLC-DAD

Das chemische Screening mittels HPLC-DAD wurde nach der von Fiedler et al.
etablierten Methode durchgefiihrt.**® Hierfir wurden eine Agilent HP 1090M Anlage
mit thermostatisiertem Autosampler und Diodenarray Detektor (Agilent Technologies,
Waldbronn) verwendet. Die gemessenen Wellenlangen betrugen A = 210, 230, 260,
280, 310, 360, 435, 500 nm und als Pilotenwellenlange diente A = 210 nm. Es
wurden 10 pl Analytlésung injiziert und die Flussrate lag bei 2 ml/min. Tabelle 6-1

zeigt eine Zusammenfassung der eingesetzten Parameter.

Tabelle 6-1: HPLC-Parameter flr das chemische Screening.

Parameter Eigenschaft

Saulenmaterial Nucleosil 100 C-18 (Maisch, Ammerbuch)
KorngroRRe 5 um

Male der Hauptsaule 125 mm x 4,6 mm |. D.

Malfie der Vorsaule 20 mm x 4,6 mm I. D.

mobile Phase 0,1% H3PO4 (A), CHsCN (B)

Gradient 0% - 100% B in 15 min

Die Charakterisierung der Langkocycline erfolgte mit Hilfe ihrer UV/Vis-Spektren und
Retentionszeiten. Um die Isolierung von bereits bekannten Substanzen zu verhin-
dern, wurden die UV/Vis-Spektren mit den Spektren der HPLC-UV/Vis-Datenbank™

der Arbeitsgruppe Fiedler verglichen.

6.2 HPLC-DAD-ESI-Massenspektroskopie

Die massenspektrometrischen Experimente von Plantazolicin wurden mit Hilfe eines
QTRAP 2000-Massenspektrometers (MDS Sciex/Applied Biosystems, Darmstadt),
das mit einer ESI-lonenquelle ausgestattet ist, durchgefuhrt. Das Massenspektrome-
ter wurde mit einer Kapillar 1100-HPLC-Anlage mit DAD-Detektor (Agilent Technolo-
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gies, Waldbronn) gekoppelt. Eine Zusammenfassung der chromatographischen
Parameter ist in Tabelle 6-2 wiedergegeben. Die Massenspektren wurden anhand

der Analyst-Software (Version 1.4.2) des Gerateherstellers ausgewertet.

Tabelle 6-2: Chromatographische Parameter der HPLC-DAD-ESI-Massenspektrometrie.

Parameter Eigenschaft

Saulenmaterial Luna 3u C18(2) 100A (Phenomenex, Aschaffenburg)
KorngréRRe 3 um

Maf3e der Saule | 50 mm x 1 mm I. D.

Mobile Phase H,O + 0,1% HCO,H (A), CH3;CN + 0,1% HCO,H (B)
Flussrate 60 pl/min

Gradient 0-10 min: 10% - 100% B

10-13 min: 100% B

13.1-15 min: 10% B

6.3 HPLC-ESI-FT-Orbitrap-Massenspektrometrie

Fur die hochauflosende Massenspektrometrie wurde eine LTQ Orbitrap XL (Thermo
Scientific, Bremen) mit einer ESI-lonenquelle verwendet. Fir die chromato-
graphische Trennung der Proben wurde das Massenspektrometer mit einer HPLC-
Anlage (Agilent Technologies 1200 Serie, Waldbronn) gekoppelt. In Tabelle 6-3 sind
die chromatographischen Parameter zusammengefasst. Die Auswertung der Mas-
senspektren erfolgte mit Hilfe der Software Xcalibur (Version 2.1) des Gerateherstel-

lers.
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Tabelle 6-3: Chromatographische Parameter der HPLC-ESI-FT-Orbitrap-Massenspektro-

metrie.

Parameter

Eigenschaft

Saulenmaterial
KorngroiRe
MalRe der Saule
mobile Phase
Flussrate

Gradient

Hypersil-100 C18 (Thermo Scientific)

5 um

50 mm x 3 mm I. D.

H,O + 0,025% HCO,H (A), MeOH + 0,025% HCO,H (B)
1.3 ml/min

0-12 min: 5% - 100% B

12-14 min: 100% B

14-16.5 min: 5% B

6.4 NMR-Spektroskopie

Die NMR-Experimente der in dieser Arbeit aufgeklarten Strukturen wurden an

verschiedenen Geraten durchgefuhrt. Welches Geréat fir welche Verbindung genutzt

wurde, ist in Tabelle 6-4 erlautert.

Tabelle 6-4: Auflistung der verwendeten NMR-Gerate.

Gerat Substanz
500 MHz Plantazolicin (*H, **C, COSY, TOCSY, HSQC, HMBC, NOESY)
500 MHz Langkocyclin A1, A2, A3 (*H, *°C, COSY, TOCSY, HSQC, HMBC, NOESY)

Langkocyclin B1 (*H, *C, HSQC)
Langkocyclin B2 (*H, *C, COSY, TOCSY, HSQC, NOESY)

700 MHz Langkocyclin B1 (COSY, TOCSY, HMBC, NOESY)

Langkocyclin B2 (HMBC)

600 MHz FMP | **N-Plantazolicin (*H-**N-HMQC, *H-*N-HMBC)

900 MHz FMP | *N-Plantazolicin (*H-**N-HMQC, *H-"*N-HMBC)

Die Messung des Plantazolicins erfolgte an einem DRX 500 NMR-Spektrometer

(Bruker, Karlsruhe) mit einem Breitband-Invers Probenkopf mit z-Gradient.
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Der Grof3teil der Langkocyclin-NMR-Spektren wurde an einem weiteren DRX 500

NMR-Spektrometer (Bruker, Karlsruhe) gemessen.

Einige NMR-Experimente des Langkocyclin-Projektes wurden an einem DRX 700

NMR-Spektrometer (Bruker, Karlsruhe) durchgefihrt.

Die >N-NMR-Experimente des '°N-markierten Plantazolicins wurden an einem
AV 600 NMR-Spektrometer (Bruker, Karlsruhe), ausgestattet mit einem TXI Kryo-
Probenkopf mit z-Gradient und an einem AV 900 NMR-Spektrometer mit TCI Kryo-

Probenkopf mit z-Gradient gemessen.

Die NMR-Spektren wurden anhand der Software Topspin (Version 3.1) ausgewertet.

6.5 CD-Spektroskopie

Die CD-Spektren wurden an einem JASCO J-815-150S CD-Spektrometer (Jasco,
GroRR-Umstadt) gemessen. Hierzu wurden Proben mit einer Konzentration von
0.2 mmol/l in MeOH vorbereitet. Reines Methanol diente als Nullprobe, dessen
Spektrum von den CD-Spektren der Proben abgezogen wurde. Tabelle 6-5 zeigt die
eingesetzten Parameter. Zur Verbesserung des Signal-Rausch-Verhaltnisses wurden

vier Spektren gemessen und anschlie3end der Mittelwert gebildet.

Tabelle 6-5: Eingesetzte Parameter bei der CD-Spektroskopie.

Parameter Eigenschaft

Klvettenlange lcm
Wellenlangenbereich | 200-700 nm
Bandbreite 1nm
Scangeschwindigkeit | 50 nm/min
Auflésung 0.1 nm

Akkumulation 4 Spektren
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14.1 Plantazolicin

Tabelle 14-1: : *H-, **C- und **N- Signale von Plantazolicin A in DMSO-d.

Position  § (*H) (p.p.m.)Jin Hz & (**C) (p.p.m.) & (**N) (p.p.m.)

N,N-diMeArg* o 3.93 (t, 7.1) 65.2 30.7

B 1.84, 1.99 (m) 28.5 —

v 0.84, 1.24 (m) 22.2 —

5 3.09 (m) 40.0 —

€ 9.23 — 84.9

d — n.d. —

nlm2 7.67,7.72 (m) — 109.17, 123.62

gem-CH;  2.26 (s) 41.1 —
ThZz? 2 — 173.4 —

3 — — 312.1

4 — 141.0 —

5 8.41 (s) 122.2 —
5-MeOxz® 2 — n.d. —

3 — — 250.0

4 — 129.7 —

5 — 147.4 —

6 2.83 (s) 11.4 —
Thz* 2 — 161.5 —

3 — — 303.7

4 — 142.5 —

5 8.47 (s) 121.5 —
5-MeOxz® 2 — n.d. —

3 — — 249.5

4 — 124.8 —

5 — 150.5 —

6 2.75 (s) 11.3 —
5-MeOxz° 2 — n.d. —

3 — — 246.9

4 — 129.0 —

5 — 152.2 —

6 2.64 (s) 11.00 —

C(0) — 171.0 —
lle’ NH 7.89 (d, 9.2) — 113.9

a 4.48 (pt, 8.4, 8.7) 56.4 —

B 1.93 (m) 36.7 —

vl 1.42,1.06 (d, 6.6) 24.1 —

V2 0.88 (m) 10.5 —

8 0.83 (m) 10.6 —
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C(0) — 176.9 —
lle® NH 8.78 (d, 7.1) — 118.6
a 4.93 (t, 7.8) 51.2 —
B 2.04 (m) 36.6 —
vl 1.23, 1.06 (d, 6.6) 28.5 —
V2 0.86 15.1 —
5 0.85 (m) 13.7 —
oxz° 2 — 164.2 —
3 — — 248.5
4 — n.d. —
5 8.96 (s) 140.6 —
oxz™® 2 — 155.2 —
3 _ — 246.8
4 — n.d. —
5 9.08 (s) 140.6 —
oxz™ 2 — n.d. —
3 — — 247.2
4 — n.d. —
5 9.11 (s) 140.8 —
Oxz" 2 — 154.7 —
3 — — 250.1
4 — n.d. —
5 8.81 (s) 142.5 —
5-MeOx!*® 2 — 156.9 —
3 — — 222.1
4 4.23 (d, 7.6) 74.3 —
5 4.61 (m) 79.4 —
6 1.44 (d, 6.2) 20.9 —
C(0) — 168.53 —
Phe' NH 7.23 (d, 6.3) — 122.0
a 4.06 (pg(dt), 5.3,6.9) 54.4 —
B 2.92 (d, 12.3),3.03 (d, 37.1 —
5.8)
v — 138.4 —
51/82 6.96 (Signaluberlage- 129.2 —
rung mit 6.99)
el/e2 7.02 (t,7.1) 127.1 —
¢ 6.99 (Signaliiberlage- 125.3 —
rung mit 6.96)
C(0) — 172.4 —

pq = pseudoquartett (dt)

N,N-diMeArg = N,N-Dimethylarginin, Thz = Thiazol, 5-MeOxz = 5-Methyloxazol, lle = Isoleu-

cin, Oxz = Oxazol, 5-MeOxI = 5-Methyloxazolin and Phe'* = Phenylalanin.
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Abbildung 14-3: *H-'H-TOCSY-NMR-Spektrum von Plantazolicin A in DMSO-d.
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Abbildung 14-4: *H-"*C-HSQC-NMR-Spektrum von Plantazolicin A in DMSO-ds.
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Abbildung 14-5: *H-"*C-HMBC-NMR-Spektrum von Plantazolicin A in DMSO-ds.
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Abbildung 14-6: *H-">N-HSQC-NMR-Spektrum von Plantazolicin A in DMSO-ds.
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Abbildung 14-7: *H-*N-HMBC-NMR-Spektrum von Plantazolicin A in DMSO-dg (600-MHz-
NMR-Spektrometer, die Mitte des Messbereichs fiir *°N liegt bei 100 ppm).
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Abbildung 14-8: *H-">N-HMBC-NMR-Spektrum von Plantazolicin A in DMSO-ds (600-MHz-
NMR-Spektrometer, die Mitte des Messbereichs fiir **N liegt bei 300 ppm).



Anhang 143

£ = =) o o o = o o o £
o N < © © S « =3 © @ S
Q. - - - - - o
I I | | | I I | I
= -
H
— o

.y

i

i
L]

L
H

Abbildung 14-9: *H-**N-HMBC-NMR-Spektrum von Plantazolicin A in DMSO-ds (900-MHz-
NMR-Spektrometer, die Mitte des Messbereichs fiir *°N liegt bei 100 ppm).
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Abbildung 14-10: *H-">"N-HMBC-NMR-Spektrum von Plantazolicin A in DMSO-dg (900-MHz-
NMR-Spektrometer, die Mitte des Messbereichs fiir **N liegt bei 200 ppm).
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Abbildung 14-11: 'H-®N-HMBC-NMR-Spektrum von Plantazolicin A in DMSO-ds (900-
MHz-NMR-Spektrometer, die Mitte des Messbereichs fiir *°N liegt bei 300 ppm).
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14.2 Langkocyclin Al

Tabelle 14-2: 'H-, **C-, HMBC- und COSY Signale von Langkocyclin A1 (1) in CD,Cl,-d,.

Position §(*H) (p.p.m.)JinHz &(**C)(p.p.m.) HMBC cosy
1 — 201.5 — —
2¢q 2.66 (1H, dd, 12.0,2.5) 55.2 1,3,4,12b,13 4
2ax 2.62 (1H, d, 12.0) 55.2 1,3,4,12b,13 13
3 — 73.9 — —
3-OH 1.79 (1H, s) — 2,3,4,13 —
4eq 2.14 (1H, dd, 14.6,2.4) 46.6 2,3,4a,5,12b, 2, 4a
13
45 1.89 (1H, 46.6 3,12b, 13 4eq
Signaliberlagerung)
4a — 78.0 — —
4a-OH 3.19 (1H, s) — 4, 4a,12b —
5 6.40 (1H, d, 9.8) 147.1 1,4,4a,6,12, 6
12a, 12b
6 6.86 (1H, d, 9.8) 116.9 4,4a,6a,7,12, 5
12a, 12b
6a — 137.7 — —
7 — 188.6 — —
7a — 115.2 — —
8 — 162.3 — —
8-OH 11.89 (1H, s) — 7a, 8,9, 10 —
9 7.29 (1H, dd, 8.2, 1.4) 125.1 7,7a, 8,11, 10
1lla
10 7.68 (1H, pt, 7.6, 8.2) 137.8 7,7a,8,9,11, 9,11
11a, 12
11 7.63 (1H, dd, 7.6, 1.4) 120.5 7,7a,9,12 10
1lla — 132.5 — —
12 — 183.3 — —
12a — 139.4 — —
12b — 80.8 — —
13 1.40 (3H, s) 29.0 2,3,4 2ax

Zuckersignale
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Al 5.28 (1H, br, s) 95.1 12b, A3, A5 A2eq, A2y

A2 1.90 (1H, m) 24.6 Al, A4, A5 Al, A2,

A2 1.73 (1H, m) 24.6 Al, A3, A4 Al, A2

A3 n.d — — —

A3 1.86 (1H, m) 25.0 A5 A4

A4 3.32 (1H, br, s) 76.5 A3 A3, AS

A5 3.58 (1H, q, 6,5) 67.4 Al, A4, A6 A4, A6

A6 0.50 (3H, d, 6.5) 16.8 A4, A5 A5

Bl 4.35 (1H, dd, 9.7, 1.9) 101.9 A4,B2,B3,B5 B2¢, B2k

B2¢q 2.05 (1H, ddd, 12.6, 39.6 B1, B3, B4 B1, B2,,

5.1, 1.9) B3

B2« 1.47 (1H, m) 39.6 B1, B3, B4 B1, B2,
B3

B3 3.45 (1H, m) 72.3 B2, B4, B5 B2eq, B2ax,
B4

B4 2.98 (1H, pt, 8.8, 8.8) 78.3 B2,B3,B5,B6 B3,B5

B4-OH n.d. — — —

B5 3.15 (1H, m) 72.1 B1,B3,B4,B6 B4,B6

B6 1.24 (3H, d, 6.1) 18.2 B4, BS BS
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Abbildung 14-12: *H-NMR-Spektrum von Langkocyclin Al (1) in CD,Cl,-d,.
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Abbildung 14-13: *H-NMR-Spektrum (0.0 — 3.8 ppm) von Langkocyclin A1 (1) in CD,Cl,-d,.
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Abbildung 14-14: *"H-NMR-Spektrum (3.8 — 8.0 ppm) von Langkocyclin Al (1) in CD,Cl,-d.
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Abbildung 14-15: *C-APT-NMR-Spektrum von Langkocyclin A1 (1) in CD,Cl,-d,.
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Abbildung 14-16: *H-'H-COSY-NMR-Spektrum von Langkocyclin A1 (1) in CD,Cl,-d,.
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Abbildung 14-17: *H-'H-TOCSY-NMR-Spektrum von Langkocyclin Al (1) in CD,Cl,-d..
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Abbildung 14-18: *H-C-HSQC-NMR-Spektrum von Langkocyclin Al (1) in CD,Cl,-d,.
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Abbildung 14-19: *H-"*C-HMBC-NMR-Spektrum von Langkocyclin A1 (1) in CD,Cl,-d,.
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Abbildung 14-20: *H-'H-NOESY-NMR-Spektrum von Langkocyclin Al (1) in CD,Cl,-d,.
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14.3 Langkocyclin A2

Tabelle 14-3: *H-, **C-, HMBC- und COSY Signale von Langkocyclin A2 (2) in CD,Cl,-d,.

Position 8 (*H) (p.p.m)JinHz  §(*C)(p.p.m.) HMBC CosYy
1 — 201.7 — —
2eq 2.66 (1H, dd, 11.9,2.3) 54.9 1,3,4,12b, 13 deq
2ax 2.62 (1H, d, 11.9) 54.9 1,3,4,12b, 13 13
3 — 73.8 — —
3-OH 1.85 (1H, s) — 2,3,13 —
4eq 2.12 (1H, dd, 14.6,2.3) 46.3 2,3, 4a,5,12b, 2eq, Aax
13
4oy 1.89 (1H, 46.3 3,13 4eq
Signaltiberlagerung)
4a — 77.9 — —
4a-OH 3.19 (1H, s) — 4, 4a,12b —
5 6.40 (1H, d, 9.8) 147.0 1, 4, 4a, 6, 12, 6
12a, 12b
6 6.86 (1H, d, 9.8) 116.8 4,4a,6a,7,12, 5
12a, 12b
6a — 137.9 — —
7 — 188.6 — —
7a — 114.9 — —
8 — 162.2 _ _
8-OH 11.90 (1H, s) — 7a, 8,9, 10 —
9 7.29 (1H, dd, 8.2, 1.3) 125.0 7,7a,8,11,11a 10
10 7.68 (1H, pt, 7.6, 8.1) 137.8 7a,8,9,11,11a, 9,11
12
11 7.63 (1H, dd, 7.6, 1.3) 120.4 7,7a,9,12 10
1la — 132.4 — —
12 — 183.3 — —
12a — 139.3 — —
12b — 80.6 — —
13 1.39 (3H, s) 28.8 2,3,4 2ax
Zuckersignale
Al 5.27 (1H, br, s) 94.8 12h, A3, A5 A2eq, A2y,
Ad
A2, 1.89 (1H, m) 24.3 Al, A4 Al, A2,
A2, 1.72 (1H, m) 24.3 Al, A3, Ad Al, A2,
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A3 1.97 (1H, m) 24.8 A4 A2

A3y 1.82 (1H, m) 24.8 A2 A4

A4 3.32 (1H, br, s) 76.4 A3 A5

A5 3.56 (1H, q, 6.6) 67.3 Al, Ad, A6 A4, A6

A6 0.49 (3H, d, 6.5) 16.6 A4, A5 A5

B1 432 (1H,dd, 9.9,1.8)  101.9 A4,B2,B3,B5 B2, B2

B2 2.04 (1H, ddd, 12.8,5.2, 37.4 B1, B3, B4 B1, B2, B3

1.8)

B2 1.47 (1H, m) 37.4 B1, B3, B4 B1, B2, B3

B3 3.36 (1H, m) 81.2 B2, B4, C1 B2eq, B2ay,
B4

B4 2.96 (1H, pt, 8.7,8.7)  76.1 B2,B3,B5 B6 B3, B4-OH,
B5

B4-OH 4.24 (1H, s) — B3, B4, B5 B4

B5 3.14 (1H, m) 72.0 B1,B3,B4,B6 B4, B6

B6 1.24 (3H, d, 6.0) 18.3 B4, B5 B5

c1 4.84 (1H, br, s) 98.0 B3, C3,C5 C2%eq, C2ux

C2%q 1.98 (1H, m) 25.4 C1,C3,C4,C5 Cl1,C2,,C3

C24ax 1.46 (1H, m) 25.4 B3, C3, C4 C1,C3

c3 1.90 (2H, m) 24.9 C1,C2,C4,C5 C2,,C4

c4 3.49 (1H, br, s) 76.4 C2, D1 C3,C5

C5 4.02 (1H, g, 6.6) 67.9 C1, C4, C6 C4, C6

C6 1.11 (3H, d, 6.6) 17.1 C1,C4,C5 C5

D1 4.47 (1H, dd, 9.7,1.9)  101.7 C4, D2, D3 D2eq, D24y

D2 2.20 (1H, ddd, 12.5,5.0, 39.5 D1, D3, D4 D1, D2, D3

1.9)

D24y 1.56 (1H, m) 39.5 D1, D3, D4 D1, D2, D3

D3 3.52 (1H, m) 72.1 D2, D4, D5 D2eq, D24y, D4

D4 3.02 (1H, pt, 8.9,8.9)  78.1 D2, D3, D6 D3, D5

D4-OH n.d — — —

D5 3.21 (1H, m) 71.9 D1, D3, D6 D4, D6

D6 1.25 (3H, d, 6.0) 17.9 D1, D3, D4 D5
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Abbildung 14-21: *H-NMR-Spektrum von Langkocyclin A2 (2) in CD,Cl,-d,.
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Abbildung 14-22: *H-NMR-Spektrum (0.2 — 3.8 ppm) von Langkocyclin A2 (2) in CD,Cl,-d,.
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Abbildung 14-23: *H-NMR-Spektrum (3.8 — 8.0 ppm) von Langkocyclin A2 (2) in CD,Cl,-d,.
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Abbildung 14-24: *C-APT-NMR-Spektrum von Langkocyclin A2 (2) in CD,Cl,-d,.
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Abbildung 14-25: *H-'H-COSY-NMR-Spektrum von Langkocyclin A2 (2) in CD,Cl,-d,.
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Abbildung 14-26: *H-'H-TOCSY-NMR-Spektrum von Langkocyclin A2 (2) in CD,Cl,-d,.
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Abbildung 14-27: *H-*C-HSQC-NMR-Spektrum von Langkocyclin A2 (2) in CD,Cl,-d,.
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Abbildung 14-28: *H-"*C-HMBC-NMR-Spektrum von Langkocyclin A2 (2) in CD,Cl,-d,.
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Abbildung 14-29: 'H-'H-NOESY-NMR-Spektrum von Langkocyclin A2 (2) in CD,Cl,-d,.
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14.4 Langkocyclin A3

Tabelle 14-4: *H-, **C-, HMBC- und COSY Signale von Langkocyclin A3 (3) in CD,Cl,-d,.

Position 8§ (*H) (p.p.m)JinHz & (*C) (p.p.m.) HMBC cosy

1 — 201.7 — —

2eq 2.66 (1H, dd, 11.9,2.3) 54.9 1,3,4,12b, 13 deq

2ax 2.62 (1H, d, 11.9) 54.9 1,3,4,12b, 13 13

3 — 73.8 — —

3-OH 1.76 (1H, s) — 2,3,4,13 —

4eq 2.13 (1H, dd, 14.6,2.3) 46.3 2, 3, 4a, 5,12b, 2eq, Aax

13

4. 1.89 (1H, 46.3 3,13 4eq
Signaltberlagerung)

4a — 77.9 — —

4a-OH 3.18 (1H, s) — 4, 4a, 12b —

5 6.40 (1H, d, 9.8) 147.0 6, 6a, 12a, 12b 6

6 6.86 (1H, d, 9.8) 116.8 4a, 7, 12a 5

6a — 137.9 — —

7 — 188.6 — —

7a — 114.9 — —

8 — 162.2 — —

8-OH 11.90 (1H, s) — 7a,8,9 —

9 7.29 (1H,dd, 8.2,1.3) 125.0 7,7a,8,11 10

10 7.68 (1H, pt, 7.6, 8.2) 137.8 8, 11a 911

11 7.63 (1H,dd, 7.6,1.3) 120.4 7a,9, 12 10

lla — 132.4 — —

12 — 183.3 — —

12a — 139.3 — —

12b — 80.6 — —

13 1.39 (3H, s) 28.8 2,3,4 2ax

Zuckersignale

Al 5.27 (1H, br. s) 94.8 12b, A3, A5 A2, A2,

A2 1.89 (1H, m) 24.3 Al, A3, A4, A5 Al, A2,

A2, 1.72 (1H, m) 24.3 A3, A5 Al, A2,

A3, 1.97 (1H, m) 24.8 — A3,

A3 1.81 (1H, m) 24.8 — A2, A2, Ad

Ad 3.32 (1H, br. s) 76.4 A2, B1 A5
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A5 3.56 (1H, q, 6.6) 67.3 Al, A4, A6 A4, A6

A6 0.49 (3H, d, 6.5) 16.6 A4, A5 A5

Bl 432 (1H,dd, 9.9,1.8) 101.9 A4, B2 B2¢q, B2«

B2¢q 2.04 (1H, ddd, 12.8, 37.4 B1, B3, B4 B1, B2,, B3
5.2,1.8)

B2« 1.47 (AH, m) 37.4 B1, B3 B1, B2, B3

B3 3.36 (1H, m) 81.2 B4, C1 B2y, B2, B4

B4 2.96 (1H, pt, 8.7, 8.7) 76.1 B3, B5, B6 B3, B4-OH, B5

B4-OH 4.21 (1H, s) — B3, B4, B5 B4

B5 3.14 (1H, m) 72.0 B1, B3, B4, B6 B4, B6

B6 1.25 (3H, d, 6.1) 18.2 B4, B5 B5

C1 4.84 (1H, br. s) 98.0 B3, C3,C5 C2¢q, C24

C2¢ 1.98 (1H, m) 254 — C1,C2,, C3

C24 1.46 (1H, m) 254 B3 C1, C2,, C3

C3 1.90 (2H, m) 24.9 C1,C2,C4 C24, C4

C4 3.49 (1H, br. s) 76.4 C2,D1 C3,C5

C5 4.02 (1H, g, 6.6) 67.9 C1,C4,C6 C4, C6

C6 1.11 (3H, d, 6.6) 17.1 C4, C5 C5

D1 4.45 (1H,dd, 9.8,1.8) 101.7 C4, D2, D5 D2¢q, D2

D2 2.21 (1H, ddd, 12.6, 37.4 D1, D3, D4 D1, D2,, D3
5.2,1.8)

D2, 1.56 (1H, m) 37.4 D1, D3 D1, D2, D3

D3 3.46 (1H, m) 81.1 D4, E1 D2¢q, D24, D4

D4 3.03 (1H, pt, 8.6, 8.8) 76.1 D3, D5, D6 D3, D5

D4-OH 4.11 (1H, d, 1.6) — D3, D4, D5 —

D5 3.21 (1H, m) 71.9 D1, D3, D6 D4, D6

D6 1.28 (3H, d, 6.1) 18.2 D4, D5 D5

El 4.91 (1H, br. s) 97.7 D3, E3, E5 E2¢, E2x

E2, 2.00 (1H, m) 245 — El, E2,, E3

E2.« 1.54 (1H, m) 245 El, E5 El, E2, E3

E3 1.71 (2H, m) 26.1 E1l, ES E2qq, E24«

E4 3.58 (1H, br. s) 67.7 E2 E3, E5

ES 4.10 (1H, q, 6.6) 68.1 El, E4, E6 E4, E6

E6 1.16 (3H, d, 6.6) 17.2 E5 E5
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Abbildung 14-30: *H-NMR-Spektrum von Langkocyclin A3 (3) in CD,Cl,-d,.
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Abbildung 14-31: *H-NMR-Spektrum (0.4 — 3.8 ppm) von Langkocyclin A3 (3) in CD,Cl,-d,.
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Abbildung 14-32: "H-NMR-Spektrum (3.8 — 8.0 ppm) von Langkocyclin A3 (3) in CD,Cl,-d,.
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Abbildung 14-33: *C-APT-NMR-Spektrum von Langkocyclin A3 (3) in CD,Cl,-d,.
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Abbildung 14-34: *H-'H-COSY-NMR-Spektrum von Langkocyclin A3 (3) in CD,Cl,-d,.
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Abbildung 14-35: *H-'H-TOCSY-NMR-Spektrum von Langkocyclin A3 (3) in CD,Cl,-d,.
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Abbildung 14-36: *H-"*C-HSQC-NMR-Spektrum von Langkocyclin A3 (3) in CD,Cl,-d,.
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Abbildung 14-37: *H-*C-HMBC-NMR-Spektrum von Langkocyclin A3 (3) in CD,Cl,-d,.
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Abbildung 14-38: *H-'H-NOESY-NMR-Spektrum von Langkocyclin A3 (3) in CD,Cl,-d,.
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14.5 Langkocyclin B1

Tabelle 14-5: *H-, **C-, HMBC- und COSY Signale von Langkocyclin B1 (4) in CD,Cl,-d,.

Position 8 (*H) (p.p.m.) J in Hz 5 (°C) (p.p.m.) HMBC CcCosy
1 — 203.2 — _
2eq 2.97 (1H, d, 12.0) 54.8 1,3,13 220 13
2ax 2.77 (1H, dd, 12.0,2.8) 54.8 1,3,4,12b 2eq
3 — 73.0 — —
3-OH n.d. — — —
4y 2.17 (1H, dd, 14.1,2.8)  46.4 2,3,4a,12b ax
4 ax 2.02 (1H, 46.4 3,13 eq
Signaliberlagerung)
4a — 77.9 — —
4a-OH 3.19 (1H, — 4 —
Signalliberlagerung)
6.09 (1H, d, 9.9) 138.9 6a, 12b
7.03 (1H, d, 9.9) 118.6 4a, 6a, 7,12a
6a — 124.2 — —
7 — 156.2 — —
7-OH 13.14 (1H, s) — 6a, 7, 7a —
7a — 112.9 — —
— 188.9 — —
6.74 (1H, d, 10.1) 132.1 7a, 11 10
10 7.89 (1H, d, 10.1) 140.2 8,11, 11a, 3’ 9
11 — 132.2 — —
1l1a — 116.6 — —
12 — 142.7 — —
12a — 127.1 — —
12b — 82.5 — —
13 1.46 (3H, s) 29.5 2,3,4 4o
2 — 159.2 — —
3 — 127.1 — —
4 — 108.9 — —
’ 7.82 (1H, d, 2.8) 131.2 4’,6’a,10’a 6’
’ 9.02 (1H, s) — 4, 10’a 5
6’a — 136.6 — —
’ 7.53 (1H, d, 7.8, Uberla- 112.4 9,10'a 8’
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gerung mit 7.55)

8’ 7.30 (1H, pt, 7.5, 7.8) 124.0 6’a, 10’ 7,9

9 7.22 (1H, pt, 7.5, 7.6) 122.2 7,10a 8,10’

10° 7.55 (1H, d, 7.6, Uberla-  120.6 4, 6'a,8 o
gerung mit 7.53)

10’a — 127.5 — —

Zuckersignale

Al 5.42 (1H, br, s) 95.9 12b, A3, A5 A2,

A2, 1.89 (1H, m) 24.8 — Al, A3

A2, 1.71 (1H, m) 24.8 — —

A3 1.97 (1H, m) 25.2 A2 A2,

A3, 1.82 (1H, m) 25.2 Al, A2, A4 A4

A4 3.32 (1H, br, s) 76.5 A3, Bl A3eq, A3ax, AS

A5 3.62 (1H, q, 6.5) 67.1 A4, A6 A4, A6

A6 0.45 (3H, d, 6.5) 16.8 A4, A5 A5

Bl 4.32 (1H, dd, 9.9, 1.8) 101.9 A4, B2 B2¢q, B2«

B2 2.00 37.6 B3, B4 B2, B3
(Signaluberlagerung)

B2« 1.44 (1H, 37.6 B1, B3 B1, B2, B3
Signallberlagerung)

B3 3.37 (1H, m) 81.3 — B2¢q, B2, B4

B4 2.96 (1H, Signal- 76.3 B3, B5 B3, B4-OH,
Uberlagerung mit 2¢,) B5

B4-OH 4.17 (1H, s) — B5 B4

B5 3.13 (1H, m) 72.3 Bl B4, B6

B6 1.25 (3H, d, 6.1) 18.0 B4, B5 B5

C1 4.83 (1H, br, s) 98.0 B3, C3,C5 C2¢q, C24

C2¢ 1.97 (1H, 25.7 C3 C1, C24
Signaliberlagerung)

C24 1.45 (1H, 25.7 C3 —
Signaliberlagerung)

C3 1.89 (2H, m) 25.0 — C2¢q, C24,

C4

C4 3.48 (1H, br, s) 76.5 C2,D1 C3,C5

C5 4.01 (1H, q, 6.6) 68.1 C4, C6 C4, C6

C6 1.11 (3H, d, 6.6) 17.3 C4,C5 C5
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D1 4.47 (1H, dd, 9.7, 2.0) 101.9 C4, D2 D2¢q, D24

D2 2.20 (1H, ddd, 12.6,5.1, 39.4 — D1, D2,, D3
1.8)

D24 1.56 (1H, Signaluberla-  39.4 D1, D3 D1, D2, D3
gerung)

D3 3.53 (1H, m) 72.0 — D2¢y, D24, D4

D4 3.02 (1H, pt, 8.9, 8.9) 78.0 D3, D5, D6 D3, D5

D4-OH n.d. — — —

D5 3.21 (1H, Signaliiberla- ~ 72.4 — D4, D6
gerung)

D6 1.26 (3H, d, 6.2) 18.0 D4, D5 D5
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Abbildung 14-39: *H-NMR-Spektrum von Langkocyclin B1 (4) in CD,Cl,-d,.
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Abbildung 14-40: *H-NMR-Spektrum (0.0 — 4.5 ppm) von Langkocyclin B1 (4) in CD,Cl,-d,.
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Abbildung 14-41: *H-NMR-Spektrum (4.5 — 9.5 ppm) von Langkocyclin B1 (4) in CD,Cl,-d,.
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Abbildung 14-42: *C-NMR-Spektrum von Langkocyclin B1 (4) in CD,Cl,-d,.
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Abbildung 14-43: *H-'H-COSY-NMR-Spektrum von Langkocyclin B1 (4) in CD,Cl,-d,.
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Abbildung 14-44: *H-'H-TOCSY-NMR-Spektrum von Langkocyclin B1 (4) in CD,Cl,-d,.



184

Anhang

£ = o o o o o o
Q N =3 @ © =] N <
Q. - - -
| | I I I I |
.
lo.
o
° ~
e e O
]
S
0o 0
L]
0
0 0
¢
0 [}
0.
(]
0
(]
[ ]
°
3
— 0
—
= .
j .
]
°
— 0

ppm

70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 0.5

7.5

8.0

8.5

Abbildung 14-45: *H-"*C-HSQC-NMR-Spektrum von Langkocyclin B1 (4) in CD,Cl,-d,.
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Abbildung 14-46: *H-"*C-HMBC-NMR-Spektrum von Langkocyclin B1 (4) in CD,Cl,-d,.
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Abbildung 14-47: *H-'H-NOESY-NMR-Spektrum von Langkocyclin B1 (4) in CD,Cl,-d,.
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14.6 Langkocyclin B2

Tabelle 14-6: *H-, **C-, HMBC- und COSY Signale von Langkocyclin B2 (5) in CD,Cl,-d,.

Position 8 (*H) (p.p.-m)JinHz  §(*C) (p.p.m.) HMBC cosy
1 — 203.2 — _
2eq 2.97 (1H, d, 12.0) 54.8 1,3,13 2ax
2ax 2.77 (1H, dd, 12.0,2.7) 54.8 1,3,4,12b,13 2
3 — 73.0 — —
3-OH 1.67 (1H, s) — 2,3,4,13
beq 2.17 (1H, dd, 14.1,2.7) 46.4 2,3,4a,12b ax
4o 2.02 (1H, 46.4 3,13 eq

Signaluberlagerung)
4a — 77.9 — —
4a-OH 3.19 (1H, — 4,4a,12b —

Signalliberlagerung)

6.09 (1H, d, 9.9) 138.9 6a, 12b

7.04 (1H, d, 9.9) 118.6 4a, 6a, 7,12a
6a — 124.2 — —
7 — 156.2 — —
7-OH 13.14 (1H, s) — 6a, 7, 7a —
7a — 112.9 — —

— 188.9 — —

6.74 (1H, d, 10.1) 132.1 7a, 11 10
10 7.89 (1H, d, 10.1) 140.2 8,11, 11a,3 9
11 — 132.2 — —
11a — 116.6 — —
12 — 142.7 — —
12a — 127.1 — —
12b — 82.5 — —
13 1.46 (3H, s) 29.5 2,3,4 —
2 — 159.2 — —
3 — 127.1 — —
4 — 108.9 — —
5 7.82 (1H, d, 2.8) 131.2 4’,6’a, 10’a 6’
6’ 8.99 (1H, s) — 4,5 6a,100a 5
6’a — 136.6 — —
7 7.53 (1H, d, 7.8, Uber- 112.4 9,10a 8’
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lagerung mit 7.55)

8’ 7.30 (1H, pt, 7.5, 7.8) 124.0 6’a, 10’ 7,9

9 7.22 (1H, pt, 7.5, 7.7) 122.2 7,10a 8,10’

10° 7.55 (1H,d, 7.7 120.6 4, 6a,8 9
Uberlagerung mit7.53)

10’'a — 127.5 — —

Zuckersignale

Al 5.43 (1H, br, s) 95.9 12b, A3, A5 A2,

A2, 1.89 (1H, m) 24.8 Ad A3

A2, 1.72 (1H, m) 24.8 — A3y, A3y

A3 1.97 (1H, m) 25.2 A2 A3

A3, 1.82 (1H, m) 25.2 Al, A4 —

A4 3.32 (1H, br, s) 76.5 A3, Bl A3, A5

A5 3.62 (1H, q, 6.5) 67.1 A4, A6 A4, A6

A6 0.45 (3H, d, 6.5) 16.8 A4, A5 A5

Bl 4.32 (1H, dd, 9.9, 1.8) 101.9 A4, B2 B2¢q, B2«

B2 2.00 (1H, 37.6 B3, B4 B2,, B3
SignalUberlagerung)

B2« 1.44 (1H, 37.6 B1, B3 B1, B2, B3
Signaluberlagerung)

B3 3.37 (1H, m) 81.3 B4, C1 B2¢y, B2, B4

B4 2.96 (1H, pt, 8.5, 8.8) 76.3 B3, B5 B3, B4-OH,

B5

B4-OH 4.16 (1H, d, 1.5) — B4, B5 B4

B5 3.13 (1H, m) 72.3 B1 B4, B6

B6 1.25 (3H, d, 6.1) 18.5 B4, B5 B5

C1 4.83 (1H, br, s) 98.0 B3, C3,C5 C2qq, C24

C2¢ 1.97 (1H, 25.7 C3 C1, C24
Signaluberlagerung)

C24 1.45 (1H, 25.7 Cc4 —
Signaluberlagerung)

C3 1.89 (2H, m) 25.0 Cc4 C2¢q, C24, C4

Cc4 3.49 (1H, br, s) 76.5 C2,D1 C3,C5

C5 4.01 (1H, q, 6.6) 68.1 C1,C4,C6 C4,C6

C6 1.11 (3H, d, 6.6) 17.3 C4,C5 C5

D1 4.45 (1H, dd, 9.8, 2.0) 101.9 C4,D2 D2, D24
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D2 2.19 (1H, ddd, 12.7,5.2, 37.6 D1, D3, D4 D1, D2, D3
1.8)

D2« 1.56 (1H, Uberlagerung  37.6 D1, D3 D1, D2, D3
mit H,O-Signal)

D3 3.46 (1H, m) 81.1 D4, E1 D2¢q, D24y, D4

D4 3.03 (1H, pt, 8.7, 8.8) 76.3 D3, D5, D6 D3, D5

D4-OH 4.07 (1H, d, 1.6) — D4, D5 4D

D5 3.20 (1H, Signaluberla-  72.4 D1 D4, D6
gerung)

D6 1.27 (3H, d, 6.2) 18.5 D4, D5 D5

El 491 (1H, d, 2.2) 97.9 D3, E3, E5 E2eq, E2x

E2¢q 1.99 (1H, 24.6 — El, E2,, E3
Signallberlagerung)

E2., 1.55 (1H, dd, 12.6,2.2) 24.6 E1l, E3, E4 E2eq, E3

E3 1.70 (2H, m) 26.2 El, E4 E2¢q, E2., E4

E4 3.58 (1H, br, s) 67.7 — ES3, E5

E5 4.10 (1H, g, 6.6) 68.2 E4, E6 E6

E6 1.16 (3H, d, 6.6) 17.4 E4 E5
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Abbildung 14-48: *H-NMR-Spektrum von Langkocyclin B2 (5) in CD,Cl,-d,.
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Abbildung 9-49: *H-NMR-Spektrum (0.0 — 4.5 ppm) von Langkocyclin B2 (5) in CD,Cl,-d,.
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Abbildung 14-50: *H-NMR-Spektrum (4.5 — 9.5 ppm) von Langkocyclin B2 (5) in CD,Cl,-d,.
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Abbildung 14-51: *C-NMR-Spektrum von Langkocyclin B2 (5) in CD,Cl,-d,.
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Abbildung 14-52: *H-'H-COSY-NMR-Spektrum von Langkocyclin B2 (5) in CD,Cl,-d,.
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Abbildung 14-53: *H-'H-TOCSY-NMR-Spektrum von Langkocyclin B2 (5) in CD,Cl,-d,.
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Abbildung 14-54: *H-"*C-HSQC-NMR-Spektrum von Langkocyclin B2 (5) in CD,Cl,-d,.
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Abbildung 14-55: *H-*C-HMBC-NMR-Spektrum von Langkocyclin B2 (5) in CD,Cl,-d,.
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Abbildung 14-56: 'H-"H-NOESY-NMR-Spektrum von Langkocyclin B2 (5) in CD,Cl,-d,.



