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Aufklirung der Struktur von Hormaomycin **
Von Ellen Réssner, Axel Zeeck* und Wilfried A. Kénig
Professor Hans Zdihner zum 60. Geburtstag gewidmet

Das von Streptomyces griseoflavus produzierte Hormao-
mycin ist ein neuartiges Peptidlacton, das eine selektive
Wirkung gegen einige Gram-positive Bakterien zeigt und die
Luftmycelbildung sowie die Sekundirstoffproduktion bei
Streptomyceten beeinfluBt!!l. Es gehdrt damit zu den inter-
zelluldren Signalsubstanzen, von denen der A-Faktor
(Khokhlov-Faktor) die bisher bekannteste ist™?). Hormao-
mycin unterscheidet sich in seiner Struktur von diesem ver-
gleichsweise einfachen y-Lacton jedoch grundlegend. Fiir
das Verstindnis des mikrobiellen Sekundirstoffwechsels
gewinnen solche Signalsubstanzen zunehmend an Inter-
esse 3. Wir berichten nun itber die Aufklirung der Struktur
von Hormaomycin.

Hormaomycin, C4;H¢,CIN,,0,,, enthilt die bekann-
ten Aminosiduren allo-Threonin (a-Thr), Isoleucin (Ile) und
(3-Methyl)phenylalanin (Phe(3-Me)) sowie die neuen Ami-
nosduren 4-[(Z)-Propenyl]prolin (Pro(4-Pe)) und 3-(2-Nitro-
cyclopropyl)alanin (Ala(3-Ncp)). Phe(3-Me) und Ala(3-Ncp)
kommen jeweils zweimal im Molekiil vor. NMR- und Mas-
senspektren weisen auf eine Acylierung des N-Terminus der
Peptidkette durch eine Cl-haltige N-Hydroxypyrrol-2-car-
bonsiure (Chpca) hin!),

Zur Bestimmung der Stereochemie der bekannten Amino-
sduren (a-Thr, Ile, Phe(3-Me)) wurde das saure Totalhydro-
lysat von Hormaomycin (6§ HCl/Eisessig 1/1, 110°C, 48 h)
nach Veresterung mit Methanol/HCl und Acetylierung mit
Trifluoressigsdureanhydrid (Tfa),0 gaschromatographisch
an Chirasil-Val™! oder XE-60-Val-a-pea ®! analysiert und so
D-allo-Threonin, L-Isoleucin und zweimal L-threo-(3-Me-
thyl)phenylalanin identifiziert!'™. Die Aufklirung der Ste-
reochemie der neuen Aminosiuren (2 x Ala(3-Ncp), Pro(4-
Pe)) nach dieser Methode ist ohne die Synthese geeigneter
Vergleichssubstanzen nicht méglich.

[*] Prof. Dr. A. Zeeck, Dr. E. Rossner

Institut fiir Organische Chemie der Universitit
TammannstraBe 2, D-3400 Gottingen
Prof. Dr. W. A. Konig
Institut fiir Organische Chemie der Universitit
Martin-Luther-King-Platz 6, D-2000 Hamburg 13

[**] Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft (Ze 120/
14-1) gefordert. Wir danken Priv.-Doz. Dr. H. Wolf, Stuttgart, und Dr. N.
Andres, Tiibingen, fiir die Uberlassung der Hormaomycin-Rohprodukte
sowie Herrn Dipl.-Chem. R. Machinek fiir die ROESY-Spektren.
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Die OH-Gruppe von D-allo-Threonin ist verestert, erkenn-
bar an der Tieffeldlage des B-CH-Signals des a-Thr-Bau-
steins (6 = 5.35) im 'H-NMR-Spektrum (200 MHz, CDCl,)
von Hormaomycin. Die mit dem C-Terminus an der Lacton-
bindung beteiligte Aminosidure wurde durch Reduktion der
Estergruppe mit LiAlH, (vier Moldquiv. LiAlH,, THF,
0°C, 3 h) bestimmt. In der GC/MS-Analyse des hydrolysier-
ten Reduktionsproduktes konnte nach Derivatisierung N,O-
Bis(trifluoracetyl)-4-[(Z)-propenyl]prolinol  nachgewiesen
werden (m/z 333 ([M]®), 206 (M —CH,0OCOCF,]®). Die
bisherigen Ergebnisse der Strukturaufkldrung lassen sich zur
Partialformel 1 zusammenfassen, in der ® und @) fiir Pep-
tidketten aus insgesamt fiinf Aminosduren (L-Ile, 2 x L-threo-
Phe(3-Me), 2 x Ala(3-Ncp)) stehen.

®

O T,
N N—H

M @
P "N— p-a-Thr Pro(4-Pe)

Cl N o] I |

| il

OH O 0 c=0

Die Sequenzen im Peptidlactonring und in der Seitenkette
konnten durch die Kombination der Ergebnisse mehrerer
massenspektrometrischer und NMR-spektroskopischer Un-
tersuchungen geklirt werden. Partialhydrolysate von Hor-
maomycin (z.B. 12 N HCl/Eisessig 1/1, Raumtemperatur,
48 h) enthielten zwei Dipeptide und ein Tripeptid, die als
trifluoracetylierte Methylester durch GC/MS- Kopplung
identifiziert wurden (Tabelle 1).

Tabelle 1. In Partialhydrolysaten von Hormaomycin enthaltene Peptide (zu
trifluoracetylierten Methylestern derivatisiert).

Peptid charakteristische Ionen im
EI-Massenspektrum (m/z)

N-Tfa-Phe(3-Me) - Ile-OCH, 402[M]®, 230[M — (OC-le-OCH,)]®
N,O-Bis(Tfa)-a-Thr - Phe(3-Me)}-OCH, 427 [M—COOCH,)®,
266 [M—(OC-Phe(3-Me)-OCH,)]®,
192 [Phe(3-Me)-OCH,®
N-Tfa-Phe(3-Me) - Ile - Pro(4-Pe)-OCH, 539 [M]®,
371 [M —(Pro(4-Pe)-OCH,)]®, 230
[M —(OC-1le- Pro(4-Pe)}-OCH,)}°,
168 [Pro(4-Pe)-OCH,J®

Der offenkettige Hormaomycinmethylester 2 (siehe Sche-
ma 1), der keine mit Hormaomycin vergleichbare biolo-
gische Aktivitdt mehr aufweist!*<l, erwies sich als wichtiges
Derivat fiir die massenspektrometrische Untersuchung. 2 ist
leicht aus Hormaomycin erhiltlich (Methanol, katalytische
Mengen K,CO,, Raumtemperatur, 12 h)[**l. Sein FAB-
Massenspektrum weist Sequenz-Ionen auf, die liickenlos
interpretiert werden kénnen (Schema 1). Die aufeinanderfol-
gende Abspaltung von Pro(4-Pe)-OCHj;, Ile und Phe(3-Me)
ausgehend vom veresterten C-Terminus der Peptidkette
bestitigt die Sequenz des im Partialhydrolysat nachge-
wiesenen Tripeptids Phe(3-Me) - Ile - Pro(4-Pe). Alle angege-
benen Fragment-Ionen weisen bis auf das Bruchstiick m/z
418 die fiir ein Cl-Atom typische Isotopenverteilung auf. Das
Fragment m/z 418 entsteht, wie aus Schema 1 zu entnehmen
ist, durch Spaltung der Amidbindungen, die von den beiden
Ala(3-Ncp)-Bausteinen ausgehen. Im FAB-Massenspek-
trum taucht auBerdem ein Fragment-Ion hoher Intensitit
bei m/z 144/146 auf. Es stammt vom Cl-haltigen Chpca-Bau-
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‘___m/z 300/302__. mjz 418
—___mk v
miz 562/564
mjz 718/720
mfz 879/88¢
miz  992/994

mjz 1161/1163

Strukturtyps sind als mikrobielle Sekundirstoffe bisher
nicht beschrieben worden.

Eingegangen am 18. August 1989 {Z 3512}

CAS-Registry-Nummern:

2, 124177-47-5; N-Tfa-Phe(3-Me) - Ile-OCH,, 124177-48-6; N,O-Bis(Tfa)-a-
Thr - Phe(3-Me)-OCH,, 124177-49-7;  N-Tfa-Phe(3-Me) - lle - Pro(4-Pe)-
OCH,, 124177-50-0; Hormaomycin, 121548-21-8.

Chpea - Ala(3-Ncp) 'E-Thr - Phe(3-Me) - Ala(3-Ncp) - Phe(3-Mc) - lle - F'ro(4—l>e)-OCHJ 2

144 156 101 161 156 161 113 168

Schema 1. Sequenz-lonen von Hormaomycinmethylester 2 im FAB-Massen-
spektrum (m-Nitrobenzylalkohol als Matrix, positive Ionen). lonenpaare mit
A(m/z) = 2 belegen die Anwesenheit eines Cl-Atoms (m/z 1161, [M +H]® fiir
33Cl). Unten sind die Molmassen der einzelnen Bausteine angegeben.

stein, der in den Total- und Partialhydrolysaten von Hor-
maomycin bisher nicht nachgewiesen werden konnte. Die so
fiir den offenkettigen Methylester 2 abgeleitete Sequenz
kann fiir den Naturstoff iibernommen werden. Partialformel
1 ist also wie folgt zu ergdnzen: ® = Ala(3-Ncp),
® = Phe(3-Me)- Ala(3-Ncp) - Phe(3-Me) - Ile).
ROESY/(Rotating-Frame Overhauser Enhancement Spec-
troscopy)-NMR-Experimente!®! am intakten Naturstoff
konnten Teile der Sequenz unabhingig bestitigen. Die mei-
sten der zahlreichen NOE-Effekte!!®! sind fiir die Sequenz-
analyse ohne Bedeutung, konnen aber fiir die noch an-
stehende Konformationsanalyse des Lactonringes hilf-
reich sein. Die sequenzbeweisenden NOE-Effekte aus dem
ROESY-Spektrum von Hormaomycin sind in Tabelle 2

Tabelle 2. NOE-Effekte zwischen benachbarten Aminosauren im 'H-ROESY-
NMR-Spektrum (200 MHz, CDCl;) von Hormaomycin.

Aminosdure Ou Aminosdure Oy
Ala(3-Ncp) 1 349 (H) Phe(3-Me) [ 6.80 NH)
Phe(3-Me) 11 437 (H,) Ala(3-Ncp) 1 6.58 (NH)
Ala(3-Ncp) 11 5.15(HY a-Thr 9.08 (NH)
Iie 4.62 (H) Pro(4-Pe) 3.98 (5-H,)

zusammengefaBt, die Sequenz lieB sich auf diesem Weg
jedoch nicht vollstindig ableiten.

Aus der Kombination der angegebenen Daten ergibt sich
die Konstitution 3 fiir Hormaomycin. Peptidlactone dieses

L-threo-Phe(3-Me) 1

HC—CH,
0 [
L-Tle [ o
CHy N—-C—C—N-—C
| / H \ NO,
CH,—CH,—CH—('IH HC—CH,C Ala(3-Nep) 1
[
0=C N—H
! !
N c=0

Pro(4-Pe) 1

1
-a-T
‘ CH 0-a-Thr HC-’(')H@ L-threo-Phe(3-Me) 11

!
sottoen b
o
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[HAs;,Mo0,,0,,1%°, ein Heteropolyanion aus
zwei verkniipften Kugelfragmenten, und reduzierte
Keggin-Anionen als Abbauprodukte **

Von Achim Miiller*, Erich Krickemeyer, Michael Penk,
Volker Wittneben und Joachim Ddring

Professor Gerhard Fritz zum 70. Geburtstag gewidmet

Unser Interesse gilt VIV/VY- As"/VIV/VV. As"/MoY/-
Mo""- und Bi"/Mo"/Mo"-Sauerstoff-Clustern und -Poly-
anionen wegen ihrer interessanten Strukturchemie und ihrer
Bedeutung fiir die Katalyse!!). Beispiele sind ein Bismut-
Molybdat-Katalysator!' < fiir selektive Oxidationen in der
Petrochemie und der V'V-Zentren enthaltende ,,V,0,“-
Katalysator!*®!, die durch As desaktiviert werden. Von
besonderem Interesse sind z. B. in der analytischen Chemie
reduzierte Heteropolyanionen des Keggin-Typs (vgl. *}).
Uber entsprechende kristalline gemischtvalente Spezies
sowie deren Strukturen und Elektronenstrukturen, die zum
Verstindnis der Elektronenspeicherfunktion von Metall-
Clustern von allgemeiner Bedeutung sind, ist sehr wenig
bekannt!?. '

Wir konnten jetzt die blaue Titelverbindung 1, deren
Anion sich formal als [H AsYtMoYMo}L0,,]8© formulieren
148t, synthetisieren, Durch Oxidation von 1 an Luft erhilt
man die ebenfalls blauen Salze 2 und 3 mit gemischtva-
lenten Heteropolyanionen vom Keggin-Typ!?) (ein be-
kanntes Keggin-Anion: [PMo,,0,,]®), die formal als
[H,AsYMoYMoY'0,,]>® bzw. [H,As"MoYMo}L0,,]*® auf-
gefaBt werden kdnnen.

CHy le O H (HNMe,)g[HeAs; \Mo0,,0,,1-9H,0 1
0N (E:o (HNMe,),[H,AsMo,,0,,] 2
>cti-cr Aaaren 1 (HNMe,);[H,AsMo,,0,,] 3
)
m,‘ 3 -
0=C [*] Prof. Dr. A. Miiller, E. Krickemeyer, M. Penk, V. Wittneben, J. Doring
~ Fakultit fiir Chemie der Universitit
HO—N Chpéa Postfach 8640, D-4800 Bielefeld 1
= [**] Wirdanken Herrn Prof. Dr. M. T. Pope, Washington, DC, fur schr wesent-
Ct liche Hinweise.
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