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104.45 (s; CsMeg), 10.26 (5; CsMes); 2*Rh-NMR (12.6 MHz, CD,Cl,, 23°C, Rh
(Metall): 5 = +1345.
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Der Trehalaseinhibitor Salbostatin, ein
neuartiger Metabolit aus Streptomyces albus,
ATCC 21838

Laszlo Vertesy *, Hans-Wolfram Fehlhaber und
Arno Schulz

Obwohl Mikroorganismen-Kulturen eine Giberaus reiche Quelle
fiir die verschiedenartigsten Sekunddrmetaboliten sind, gibt es
bislang nur wenige systematische Untersuchungen iiber die
Stoffwechselprodukte eines bestimmten Organismus. Ublicher-
weise werden nur solche Verbindungen isoliert und charakteri-
siert, die auf gezielt eingesetzte biologische oder biochemische
Leittests ansprechen. Dariiber hinaus wurde in jiingerer Zeit das
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sogenannte chemische Screening durchgefihrt!!, bei dem aber
auch eine willkiirliche Metabolitenauswahl stattfindet.

Hochleistungsmutanten von Streptomyces albus, ATCC
21838, werden zur Produktion des Polyetherantibioticums Sali-
nomyecin?, eines Kokzidiostaticums, verwendet. Aufgrund der
guten spezifischen Ausbeuten werden Futtermittelantibiotica
technisch héufig nicht in reiner Form, sondern als getrocknetes
Fermentationsmaterial — nach Priifung der Vertréglichkeit — di-
rekt eingesetzt. Um Angaben iiber die Inhaltsstoffe zu gewinnen
und um einen tieferen Einblick in den Sekundirstoffwechsel
dieses Stamms zu erhalten, untersuchten wir die Kulturfliissig-
keit einer Langzeitfermentation (zwdlf Tage) eines Salinomycin-
iiberproduzenten, die im Subermersverfahren auf néhrstoffrei-
chem, komplexem Medium durchgefiihrt worden war. Im
Butanolextrakt wurden neben Salinomycin und seinen Neben-
komponenten!® geringe Mengen an A22?*>-Hopen und einigen
anderen Hopanoiden identifiziert. Auch das Antibioticum
Elaiophylin'*! wurde in einer Konzentration von weniger als
0.01 % des Trockenprodukts nachgewiesen, das vom Wild-
stamm ATCC 21838 in Mengen bis iiber 3% gebildet wird.

Die nicht extrahierbaren Anteile wurden mit einem Ionenaus-
tauscher getrennt: die Neutralfraktion enthielt hauptsichlich
o,o’-Trehalose; aus der Basenfraktion konnten neben Nuclein-
basen, vorwiegend Cytidin, zwei neue Naturstoffe isoliert wer-
den. Der eine davon wurde aufgrund der NMR-Daten und der
massenspektrometrischen Fragmentierung seines Peracetylderi-
vats als 2',3’-Dihydroxypropyl-(2-amino-2-desoxy)-f#-D-gluco-
pyranosid 1 identifiziert. Die physiologische Bedeutung von 1
ist unklar. Kiirzlich wurde ein Kapselbiopolymer von Actinoba-
cillus pleuropneumoniae beschrieben, das als Untereinheit das
phosphorylierte N-Acetylderivat von 1 enthilt™); synthetisch
hergestellte Fettsdureacylierungsprodukte von 1 zeigten immu-
nologische Wirkungen “*1,

Fiir die Hauptkomponente der Basenfraktion, die in einer
Konzentration von 1 mgL ™! Kulturldsung vorkommt, wurde
die Struktur 2 ermittelt. Dazu wurden die NMR-Spektren von

HOCH, " 3 HOCH, OH
8}— O O-CH,-CH(OH)-CH,OH z CH,OH
OH 3, HO
HO o]
NH,

2 und seines Peracetylderivats 2’ (Schema 1) mit H,H-Korrela-
tions-NMR-Spektroskopie komplett analysiert (Tabelle 1) so-
wie selektive NOE-Messungen (siehe Schema 1) und hochaufl-
sende Massenspektrometrie herangezogen. Wir haben diesem
ungewohnlichen Pseudodisaccharid, bestehend aus Valienamin

Schema 1. Struktur des Peracetylderivats 2’. Die Bogen kennzeichnen die Protonen,
die zu positiven NOEs flihren.
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Tabelle 1. '"H-NMR-Daten von Salbostatin 2 und dem Peracetylderivat 2’.

Proton 4 2 in [D,JDMSO J 2’ in CDCl,
Muster (J/Hz) Muster (J/Hz)

1-H,, 2.92 dd (11, 11) 313 dd (11, 11)

1-Hy, 3.87 dd (4.6, 11) 4.07 dd (35, 11)

2-H 2.59 ddd (4.6, 10, 11) 2.88 ddd (5, 9.5, 11)

3-H 4.86 dd (9.5, 9.5)

4-H 3.01-3.06 m 493 dd (9.5, 9.5)

5.H 3.53 ddd (2, 5,9.5)

6-H, 3.39 dd (5.8, 11.5) 4.09 dd (2, 12)

6-H, 3.64 dd (5.6, 11.5) 4.18 dd (5, 12)

1"-H 317 dd (3, 5) 3.64 dd (5, 5)

2H 5.86 d(3.2) 5.86 d¢s)

4-H 3.69 d (5) 5.51 d (6.5)

5-H 3.42 dd (5, 9 5.46 dd (6.5, 10)

6-H 3.30 dd (5, 9) 4.96 dd (4, 10)

7-H, 3.94 d (14) 4.36 d (13)

7-H, 4.00 d (14) 4.62 d (13)

und dem als Naturstoff bisher nicht bekannten 2-Amino-1,5-an-
hydro-2-desoxyglucitol, den Namen Salbostatin gegeben!®!. Es
zeigt die spezifische Drehung [a], = + 115 und sollte daher, un-
ter Beriicksichtigung der Drehwerte von Valienamin (4 48.6)!53!

und des mit dem zweiten Molekiilteil isosteren

HOCH, 1,5-Anhydroglucitols 3 (+42.3)!"], diein 2 an-
0 gegebene D-Konfiguration haben.

OH Das 1,5-Anhydrogtucitol 3 ist zwar in meh-

HO reren Organismen aufgefunden worden'”.

OH Hinweise auf die Funktion dieser Verbindung

3 fehlen jedoch. Valienamin ist bekannt als Be-

standteil der Aminoglycosidantibiotica vom
Validamycin-Typ'®®! sowie von a-Glucosidaseinhibitoren. Letz-
tere sind aufgrund ihrer Hemmwirkung auf intestinale Enzyme
von pharmazeutischem Interesse!®".

Salbostatin 2 ist antibiotisch nicht aktiv; die Enzyme Saccha-
rase und Maltase (EC 3.2.1.26, EC 3.2.1.20, aus Schweinediinn-
darm-Mucosa) werden nicht, die Aldosereduktase (EC 1.1.1.21,
aus Rattenleber) schwach gehemmt (1C,,, = 0.68 mML~1)[°1 Es
ist jedoch ein effektiver Hemmer der Trehalase (EC 3.2.1.28, aus
Schweinenieren), mit einer Inhibitorkonstante von K; =1.8 x
1077 m. Die Hemmung ist kompetitiv beziiglich Trehalase. Da
Trehalose die wichtigste Speicher- und Transportform von Glu-
cose in vielen Insekten, Pilzen und einigen pflanzlichen Pollen-
korpern ist, sind Trehalaseinhibitoren im Pflanzenschutz ge-
sucht. Bekannt geworden sind bisher auBer den Validamycinen
die Trehalaseinhibitoren Trehalostatin™®, Trehazolin!'®! und
Suidatrestin!). Salbostatin 2 konnte als weitere Leitstruktur
zur Herstellung neuer Wirkstoffe dienen.

Die Rolle von Salbostatin fiir den Organismus Strepromyces
albus, ATCC 21838, wird in Zusammenhang mit der reichlichen
Trehalosebildung gesehen. Uber die Bedeutung des Trehalose-
metabolismus fir die Sporulation bei Strepromyces griseus und
fiir die Hydrobiose und Anhydrobiose in Hefen ist berichtet
worden!'2,

Die Séurefraktion aus Strepromyces albus haben wir noch
nicht weiter untersucht. Als amphotere Substanzen wurden je-
doch Fructos-1-yl-dipeptide mit starker Hemmwirkung auf die
Endopeptidase EC 3.4.24.11 isoliert, die allerdings nur in ex-
trem geringer Konzentration auftreten!*3l. Salbostatin 2 ist so-
mit nach dem Salinomycin der mengenméig bedeutsamste Me-
tabolit von Streptomyces albus, ATCC 21838.

Experimentelles

Verwendete Gerite: HR-EI-Massenspektrometer Kratos MS-9025 (70 ¢V, R.P.
10000); Cl-Massenspektrometer Kratos MS-80RFA (Isobutan); *H-NMR-Spek-
trometer Bruker AX-270 und AM-400WB,
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Isolierung von 1 und 2: 1800 L Kulturfiltrat einer 12-Tage-Fermentationslgsung
von einer Salinomycin tiberproduzierenden Mutante des Streptomyces albus, ATCC
21838, wurden mit 600 L n-Butanol extrahiert, und aus diesem Extrakt durch Chro-
matographie an Kieselgel die unpolaren Stoffe isoliert. Die wiBrige Phase wurde im
Vakuunt auf 150 L eingeengt und mit 600 T CH,OH verdiinnt. Nach Abtrennen des
hochmolekularen Niederschlags wurden die basischen Inhaltsstoffe am Kationen-
austauscher Dowex 50 WX2 (Siureform) adsorbiert und anschlieBend mit 0.5 M
wifrigem NH, desorbiert. Das erhaltende Produktgemisch wurde durch Chroma-
tographie an S-Sepharose und an Fractogel TSK HW-40 aufgetennt (Kontrolle
durch Iod-, Rydon-Smith-, 2-Naphthol/Schwefelsdure-Anfirbung und durch UV-
Detektion bei 210 nm). Man erhielt insgesamt 0.9 g 1 und 1.5 g 2.

Hexaacetylderivat von 1: 10 mg 1 wurden in 3 mL wasserlreiern Pyridin und 1 mL
Acetanhydrid gelBst und 15 h bei Raumtemperatur belassen. AnschlieBend wurde
mit Eis versetzt und mit CHCI, extrahiert. Nach chromatographischer Reinigung
an Kieselgel mit CHCI,/CH,0OH (99:1) wurden 5 mg Hexaacetyl-1 isoliert. HR-EI-
MS: m/z: 506.1865 (0.2%) [M + H™, ber 506.1874 fir C, ,H,,NO,;], 446.1437
(3%) [M — AcNH,, ber. 446.1425], 330.1193 (4%) [M — OCH,CH(OAc)CH,-
OAc, ber. 330.1188), 159.0662 (100%) [* CH,CH(OAC)CH,OAc, ber. 159.0657],
143.0584 (40%) [AcOCH=CHNHAc"; ber. 143.0582]; 'H-NMR (CDC(l,,
270 MHz): & = 5.15, 5.10 (2t, 9 Hz, 3a-H, 48-H), 5.0 (d, 3.5 Hz, 1«-H), 4.1-4.4
(tm, TH), 3.65 {m, OCH,), 2.0-2.1 (6 OAc).

Salbostatin 2: [a]3° = +115 (c =1, H;0); C;3H,;;NOy (321); CI-MS: m/z: 322
(100%) [M +H'], 304 (11%) [MH* — H,0], 286 (9%) [MH' — 2 H,0], 164
(33%) [ H,NCH,,0,]; 'TH-NMR ({D,JDMSO/D,0, 400 MHz; siche Tabelle 1);
13C-NMR ([D/,JDMSO, 68 MHz): 6 = 52.8 (d, C-1'), 57.6 (d, C-2), 614 (t, C-6,
C-7), 69.1 (t, C-1), 70.2, 70.5, 70.9, 72.9, 76.6, 81.7 (je d, C-3, C-4, C-5, C-4, C-5,
C-6), 120.4 (d, C-2"), 140.5 (s, C-3).

Heptaacetylderivat von 2: 50 mg Salbostatin 2 wurden in 6 mL wasserfreiem Pyri-
din und 2 mL Acetanhydrid gelost, 15 h bei Raumtemperatur belassen, anschlie-
Bend mit Eis versetzt und mit CHCI, cxtrahicrt. Chromatographische Reinigung an,
Kieselgel (CHCI,/CH,OH 99:1) ergab 16.6 mg Heptaacetylsalbostatin 2’. HR-EI-
MS: mfz: 615.2108 (4%) [M *; ber. 615.2164 fur C,,H,,NO,,], 555.1911 (25%)
[M — AcOH, ber. 555.1952}, 495.1698 (17%) [M — 2AcOH, ber. 495.1741],
4711743 (22%) [M — AcOCH=CHOAc, ber. 471.1740], 231.0865 (100%)
[AcOCH,CH,CH(OAC)CH{OAC)*, ber. 231.0868]; *H-NMR (CDCl,, 400 MHz)
siche Tabelle 1, NOE-Differenzspektroskopie und Abbildung 1.
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