
terraums (unterschiedliche Vorzeichenkornbinationen von 
J ,  und J z ,  Startwerte usw.) zeigte, da13 drei Parametersatze 
vernunftige Ergebnisse liefern. In der Anordnung J , ,  Jz, g 
sind dies: -367 c m - ' ,  -94.7 cm- ' ,  2.14; 7.4 cm- ' ,  -3.6 
cm- ' ,  1.86; -26.8 cm- ' ,  12.1 cm-I, 1.86. Die Standardab- 
weichungen bei diesen Parametern wurden zu 5% ge- 
schatzt. Diese drei Losungen weichen nicht nur von der 
des alten Modells betrachtlich ab (gro13es negatives J , ,  
S =3/2-Grundzustand rnit nahem angeregtern S =  112-Zu- 
stand), sie unterscheiden sich auch untereinander stark. 
Die erste ergibt einen S=7/2-Grundzustand mit einern nur 
9 cm - ' energiereicheren angeregten S = 912-Zustand. Die 
zweite Losung weist einen S = 912-Grundzustand und ei- 
nen angeregten S =  712-Zustand auf, getrennt durch nur 
0.5 cm -', sowie sieben weitere Spinzustande innerhalb 
von 50 cm- '  vom Grundzustand. Dagegen hat die dritte 
Losung einen S = 9/2-Grundzustand mit dem nachsten an- 
geregten Zustand (S = 712) 226 cm- ' iiber dem Grundzu- 
stand. Die dritte Losung wurde fur die Berechnung der 
durchgezogenen Kurve in Abbildung 2a verwendet. 

Zu unserer Uberraschung folgte aus den Daten der Ma- 
gnetisierung von 2, erhalten uber einen Temperaturbereich 
von 1.8 bis 40 K bei Feldstarken von 2.5 bis 4.5 T, eindeu- 
tig ein isolierter S=9/2-Grundzustand (Abb. 2b). Dies ist 
in Einklang rnit dern dritten Satz von Parametern, der aus 
den Suszeptibilitatsdaten gewonnen wurde. Die Annahme 
eines isolierten S = 912-Niveaus als Grundzustand wird 
dadurch gestutzt, da13 trotz einiger Veranderungen und ei- 
nem Verlust an Auflosung bei hoherer Temperatur das 
EPR-Spektrum von 2 (Pulver oder Glas) sowohl bei der 
Temperatur von fliissigern Helium als auch bei der von 
fliissigem Stickstoff leicht erhalten wird. Dieses Verhalten 
ware fur die Vielfalt von Spinzustanden des zweiten Para- 
metersatzes nicht zu erwarten. 

Es ist wahrscheinlich, da13 alle Merkmale des EPR- 
Spektrums von 2 (Glas) bei g = 2 ,  6 und 9 (ahnlich denen 
von Ubergangen zwischen den Komponenten des 
S = 9/2-Grundzustands zuzuschreiben sind, der, wie eine 
genaue Analyse der Auftragung von M gegen H/T (Abb. 
2b) zeigt, eine axiale Nullfeld-Aufspaltung (0s:) rnit 
D=O.25-0.35 crn-' erfahrt. Ob der S2-Zustand von PS I1 
einen Cluster analog dern von 2 enthalt, ist noch unklar, 
aber die vorliegende Arbeit zeigt, daB ein Grundzustand 
rnit groI3er Spinquantenzahl als Erklarung fur die EPR- 
spektroskopischen Eigenschaften des S2-Zustands ernst- 
lich in Betracht gezogen werden sollte. Vor kurzern erst 
konnten wir einen dinuclearen Mn"-Mn"'-Komplex cha- 
rakterisieren[Io1, der ebenfalls ferromagnetisch gekoppelt 
ist und einen S = 9/2-Grundzustand hat (verifiziert durch 
Auftragung von M gegen H / Q .  Das EPR-Spektrum dieses 
Mn"-Mn"'-Komplexes ahnelt denen von 1 und 2. 
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Chlorotetain aus Bacillus subtilis, 
ein antifungisches Dipeptid mit einer 
ungewohnlichen chlorhaltigen Aminosiiure** 
Von Claudius Rapp, Giinther Jung*. Werner Katzer und 
Wolfgang LoefJler 
Professor Theodor Wieland zum 75. Geburtsiag gewidmet 

Kurzlich isolierten wir aus Kulturen des Bakterien- 
starnms Bacillus subtilis ATCC 6633 neue Di- und Tripep- 
tide (Rhizocticine A-D)l']. Diese phosphonohaltigen Wirk- 
stoffe zeigten unter anderern fungizide Eigenschaften. Dies 
war AnlaR fur eine systematische Suche nach neuen hydro- 
philen antifungischen Antibiotica aus der Gattung Bacillus. 

Eine im Kulturfiltrat von E .  subtilis BGSC 1E2 gefun- 
dene antifungische Aktivitat lie13 sich durch Di- und Tri- 
peptide kompetitiv antagonisieren. Zur Isolierung des 
Wirkstoffs aus der Kulturbriihe (nach 84 h Fermentation 
bei 27 "C, komplexes Medium) wurden Methoden, die fur 
hydrophile rnikrobielle Metabolite geeignet sind, angewen- 
det. So wurde nach alkoholischer Proteinfallung und An- 
reicherung durch Adsorption an Aktivkohle eine gelchro- 
rnatographische Reinigung (CM-Sephadex C-25, Sepha- 
dex G-10) durchgefuhrt. Die Feinreinigung des Antibioti- 
c u m  erfolgte an Cellulose (Ausbeute 5 mg pro L Kultur- 
filtrat). Diese amphotere Verbindung konnte als Chloro- 
tetain 1 [(S)-Alanyl-(S)-3-[(R)-3'-chlor-4'-oxo-2'-cyclohexe- 
nyllalanin (Ala-CCAla)] rnit der neuartigen chlorhaltigen 
Arninosaure CCAla identifiziert werden. 

1 

(2s) ( 2 s )  

Die AminosSiurebestimmung ergab als Bestandteile 
L-Alanin und L-Tyrosin. Sie wurde folgendermaBen durch- 
gefiihrt: Das saure Totalhydrolysat (6 N HCI, 18 h, 1 10°C) 
wurde nach Veresterung rnit n-Propanol und Acetylierung 
rnit Trifluoressigsaureanhydrid (Tfa)20 gaschromatogra- 
phisch an Chirasil-Val[21 analysiert. Das FD-Massenspek- 
trum von 1 zeigt einen [M+ HIe-Peak bei m/z 289, beglei- 
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Institut fiir Organische Chemie der Universitat 
Auf der Morgenstelle 18. D-7400 Tirbingen 
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323) und dem Fonds der Chemischen Industrie gefdrdert. 
I**] Diese Arbeit wurde von der Deutschen Fonchungsgemeinschaft (SFB 

Angew. Chem. 100 (1988) Nr. 12 0 VCH Verlogsgesellschafr mbH. D-6940 Weinheim. 1988 0044-8249/88/1212-1801$ 02.50/0 1801 



tet von einem lsotopenpeak bei m/z 291 (Tabelle I ) .  Aus 
dieser Massendifferenz von 2 und dem Fragment-Ion bei 
m/z 253 ([M-C1I0) ergab sich die Anwesenheit von Chlor 
in 1. UV- und NMR-Spektren zeigten, daR L-Tyrosin 

Tabelle 1. Analysendaten von Chlorotetain 1 .  

‘ H - N M R  [a]: 

l J ~ - ~ ~ ~  [a]: 

UV (in HIO. pH 5.7, 
r =  lo-‘ mol L-I): 

R I  [bl: 

FD-MS: 
GC-MS des N-Tfa- 
dipeptidmethylesters: 
C D  (in H 2 0 ,  pH 5.7. 
c = S x  lo-’ mol L-‘] [cj: 

Alanin: 4.1 I (H-2), 1.58 (H-3) 
CCAla: 4.29 (H-2), 1.99 (H-3). 7.29 (H-27, 2.60 

Alanin: 172.8 (C-I). 51.6 (C-2). 19.0 (C-3) 
CCAla: 180.6 (C-I). 55.7 (C-2). 38.1 (C-3). 37.3 
(C-1’). 156.3 (C-2’). 132.9 (C-3’). 198.8 (C-43, 
38.8 (C-5’). 29.4 (C-6’) 
A,.. = 249 nm (&= 7050) 

(H,-5‘), 2.74 (H.-S9, 1.85 (H.49. 2.22 (H.-63 

0.47 [n-PropanoVWasrer (70/30)], 0.75 [n-Pro- 
panol/Pyridin/Eisessig/Wasser (15/10/3/ 12)] 

2891291 ( [M + HI’), 253 ( [M - HCIJ’) 
363 ([M-CI]’), 256. 2301232, 224,214/216, 
140/141 
Maxima bei 245 nm (I@,., = 23 200), 3 I2 nm 
([OjM- - 1475) 

[a] H-1’-Signal verdeckt von H.-S’-Signal; Baker-WM-400 (in D20, pH 5.5, 
I8 mglO.5 mL). [b] Kieselgel 60 F I J I .  [c] [Oju in an’ drnol-’. 

kein naturlicher Baustein von 1, sondern nur das Abbau- 
produkt der sgurelabilen C-terminalen Aminosaure ist. Die 
GC-MS-Analyse (Kapillarquarzsaule SE 52) des N-Tfa-di- 
peptidmethylesters ergab als Peak hochster Masse (m/z 
363) nur den fur [M-CI]’. Die Fragment-Ionen bei 
m/z 140 und 141 sind typisch fur N-terminales Alanin”’, 
dessen Anwesenheit durch Dinitrophenylierung bestatigt 
wurde. Zur Erklarung der Tyrosinbildung war ein sechs- 
gliedriges Ringsystem mit definierter 1,4-Stellung von Pep- 
tidylrest und Ketofunktion erforderlich. Die 2-Stellung des 
Chlorsubstituenten im 2-Cyclohexenonsystem ergab sich 
aus den NMR-chemischen Verschiebungen des olefini- 
schen Protons (6=7.3) und des zugehorigen C-Atoms 
(6 = 1 56.3)I4l. 

Die C-terminale Aminosaure enthalt in ihrer Seitenkette 
den Cyclohexenon-Chromophor mit einem asymmetri- 
schen C-Atom in 1’-Stellung. Da aus sterischen Griinden 
nur die lquatoriale Stellung des Peptidylrests in Betracht 
kommt, ist fur die beiden moglichen Diastereomere nur 
je eine Halbsesselkonformation denkbar; dabei ist die 6’- 
CH,-Gruppe nach unten [(R)-Konfiguration an C- 1’1 bzw. 
nach oben [(S)-Konfiguration] aus der Ebene herausge- 
dreht. Die Konfiguration am C-1’-Atom erhielten wir 
durch Messung des Circulardichroismus (Tabelle 1). Fur 
das annahernd planare Cyclohexenonsystem gilt wie bei 
a$-Epoxy- und a$-Cyclopropylketonen die inverse Ok- 
tantenrege115*61. Danach setzt die Beobachtung eines negati- 
ven n,x*-Cotton-Effekts, der hier auf den negativen Bei- 
trag der 6’-CH,-Gruppe zuriickzufuhren ist, eine (R)-Kon- 
figuration voraus. 

Chlorotetain 1 ist in wlDriger Losung bei pH 5 und 
Raumtemperatur stabil. Sowohl im starker sauren als auch 
im alkalischen Milieu nimmt insbesondere beim Erwlr- 
men die biologische Aktivitlt rasch ab. Von Amino- und 
Amidoenonen ist bekannt, daR sie leicht eine 1,CAddition 
zu 6-0x0-octahydroindolen eit~gehen‘’.~]. Eine Bhnliche 
Reaktivitat durfte fur die Instabilitat von 1 mitverantwort- 
lich sein. 

1 hemmt verschiedene Pilze, in hoher Konzentration 
auch Gram-positive und Gram-negative Bakterien. Beson- 
ders empfindliche Pilze (MIC < 1 pg) sind Aspergillus fumi- 
gatus. Candida afbicans und Paecilomyces variotii. 1 ist das 

erste chlorhaltige Peptid, das als Metabolit von B. subtilis 
isoliert wurde. Andere chlorhaltige Aminosauren und Pep- 
tide sind als Metabolite von Bakterien, Pilzen, Pflanzen 
und Schwammen bekanntl’l. 

Der Bakterienstamm produzierte eine weitere antibioti- 
sche Substanz, die als das zu 1 strukturell verwandte Te- 
tain ( Bacilysin)l’ol (S)-Alanyl-(S)-3-[(R)-2’,3’-epoxy-4’-0~0- 
cyclohexyl]alanin 2 identifiziert wurde. Der C-Termi- 

0 

nus, der auch als Anticapsin isoliert wurde“’’, hemmt nach 
intrazellularer Hydrolyse des Dipeptids irreversibel die 
Glucosamin-6-phosphat-Synthetase von Bakterien und 
Hefen112. ”I. 

Da 1 und 2 strukturell %hnlich sind, ist es prinzipiell 
denkbar, da13 1 wihrend der Isolierung aus 2 entsteht. Die 
bereits vor der Isolierung mogliche Korrelation von biolo- 
gischer Wirkung und HPLC-Nachweis durch UV-Detek- 
tion widerlegt diesen Verdacht. Wir konnten zeigen, da13 
Bacilysin 2 bei Bacillus subtilis und verwandten Arten rela- 
tiv haufig auftritt. Dagegen wurde Chlorotetain 1 nur in 
Kulturen des ebenfalls Bacilysin bildenden Stammes B .  
subfilis BGSC 1E2 gefunden. Dies sind der durch eine 
Plasmidubertragung aus E. subtilis 168 hergestellte, zur 
Produktion von 1 benutzte Stamm und der zugehorige 
Plasmidspender. Somit liegt mit 1 ein neuer chlorhaltiger 
Sekundarmetabolit vor, der wie 2 und andere Oligopep- 
tide uber das Dipeptidtransportsystem in die Bakterien- 
zelle eindringen kann1l4l. Die nach saurer Totalhydrolyse 
bei CCAla gefundene Aromatisierung zeigen auch andere 
Peptidantibiotika mit labilem Sechsringalicyclus. So ent- 
steht durch Aromatisierung aus dem 4-Aminocyclohexa- 
dienylsystem der Amiclen~mycinpeptide~’~~ unter Ammo- 
niakabspaltung L-Homophenylalanin und aus dem ep- 
oxidhaltigen Sechsring von 2 ebenfalls L-Tyrosin. Auf- 
grund dieser Stabilisierungstendenz sind die Ringsysteme 
von 1 und 2 durch chemische Synthese nur schwer zu- 
ganglich. 
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