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CHL), 22.50 (0-CHL), 128.6 (m-Mes), 129.1 (p-C4H,), 134.0 (m-C(Hs), 136.5
(0-C4Hy), 1370 (0-Mes), 1374 (0-Mes), 140.2 (i-Mes), 149.6 (p-Mes), 201.5
(i-C¢Hs;); korrekte C,H-Analyse.

2: Eine Suspension von LiAlH, (1.5 g, 39.5 mmol) in Et,O (30 mL) wurde
bei 0°C zu einer kriftig gerithrten Losung von 1 (3.41 g, 3.75 mmol) in
Toluol (40 mL) gegeben. Die Losung wurde sofort nach Zugabe des
LiAlH, schwarz. Die Losung wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur
geriihrt und anschlieBend das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Der Riickstand wurde in Benzol (60 mL) aufgenommen, die
resultierende, rote Losung wurde abdekantiert und bis auf ca. 5SmL
eingeengt, wobei ein farbloser Feststoff ausfiel. Dieser wurde in Hexan
(50 mL) aufgenommen und das Gemisch soweit erwéirmt, bis sich der
Feststoff fast vollstindig gelost hatte. Die warme Losung (60°C) wurde
abdekantiert und langsam auf Raumtemperatur abgekiihlt, wobei fiir die
Kristallstrukturuntersuchung geeignete, farblose Einkristalle von 2 erhal-
ten wurden. Ausbeute 0.96 g, 29.3 %; Schmp.: beim Erhitzen werden die
Kristalle zunédchst rot (130°C) und dann violett (139°C, Zersetzung); IR:
7=1759 cm™! (s, Bi-H); 'H-NMR (400 MHz, C,Dy): 6 =1.85 (s, 12H; o-
CH,), 1.88 (s, 12H; 0-CH3), 2.24 (s, 12H; p-CHs;), 6.81, 6.82 (8H; m-Mes),
6.84 (d, 3Jyu =72 Hz, 4H; m-CH,), 701 (t, 3Jyu =76 Hz, 2H; p-C(H,);
BC{'H}-NMR (100 MHz, C¢Hy): 0 =21.29 (p-CHj3), 21.87 (0-CH;), 126.396
(m-C4H3), 128.306 (p-C4Hs), 129.09 (m-Mes), 135.79 (o-Mes), 136.62 (o-
C¢H;), 144.3 (i-Mes), 150.9 (p-Mes), 153.2 (i-C¢H,); korrekte C,H-Analyse.

3: LiAID, (0.25 g, 5.95 mmol) wurde als Feststoff zu einer Losung von 1
(5.27 g, 5.8 mmol) in Toluol (40 mL) bei —78°C gegeben. Die Ldsung
wurde tiber Nacht langsam auf Raumtemperatur erwarmt und weitere 30 h
geriihrt, wobei die Losung rot wurde. Die Losung wurde anschlieBend
filtriert und im Vakuum bis zur Trockne eingeengt. Der verbleibende
Riickstand wurde mit Hexan/Toluol (3/1) extrahiert (3 x 80 mL). Aus
dieser Losung wurden bei —20°C farblose, fiir die Kristallstrukturanalyse
geeignete Kristalle von 3 erhalten. Ausbeute 0.52 g, 10 %; Schmp.: beim
Erhitzen werden die Kristalle zundchst rot (132°C) und dann violett
(139°C, Zersetzung); IR: 7=1260 cm™! (s, Bi-D); 'H-NMR (400 MHz,
C¢Dg): 0 =1.85 (s, 12H; 0-CH3), 1.88 (s, 12H; 0-CHj;), 2.24 (s, 12 H; p-CHj),
6.81, 6.82 (8H; m-Mes), 6.84 (d, *Jy; iy =72 Hz, 4H; m-C¢H,), 701 (t, /=
7.6 Hz, 2H; p-CH;); *C{H}-NMR (100 MHz, C,Dy): 6 =21.29 (p-CHs),
21.87 (0-CH3), 126.396 (m-C¢Hs;), 128.306 (p-C4Hs), 129.09 (m-Mes), 135.79
(0-Mes), 136.62 (0-C¢H3), 144.3 (i-Mes), 150.9 (p-Mes), 153.2 (i-C¢Hs);
korrekte C,H-Analyse.
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Das erste niedermolekulare Antibiotikum aus
lebensmitteltechnologisch eingesetzten
Milchsiaurebakterien: Reutericyclin, eine neue
Tetramsaure

Alexandra Holtzel, Michael G. Ginzle,
Graeme J. Nicholson, Walter P. Hammes und
Giinther Jung*

Im Rahmen eines Screenings von Milchsdurebakterien aus
Getreidefermentationen wurde fiir Lactobacillus reuteri
LTH2584 eine inhibitorische Wirkung gegen Gram-positive
Bakterien nachgewiesen.['l Dieser Stamm wurde als einer der
dominierenden Fermentationskeime aus einem Sauerteig
isoliert, der zur Produktion eines kommerziell erhiltlichen
Backmittels hergestellt wird.’! Wir beschreiben hier erstmals
ein niedermolekulares Antibiotikum aus einem Milchsiure-
bakterium, Reutericyclin 1.

1 wurde als gelbbraunes Ol aus Zellextrakt und aus
Kulturiiberstand von L. reuteri LTH2584 in einer Ausbeute
von ca. 1 mgL~! isoliert.3 Die Summenformel von 1 wurde
durch hochauflésende ESI-FT-ICR-Massenspektrometrie
(ICR =Ionencyclotronresonanz) anhand des Quasi-Molekiil-
ions [M+H'] bei m/z 35023210 zu C,H;NO, (ber.:
350.23257) bestimmt. Das UV/Vis-Spektrum (Acetonitril)
wies Absorptionsmaxima bei 238 und 286 nm auf. Eine
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intensive Absorption bei 1726 cm™! sowie weitere starke
Banden zwischen 1657 und 1617 cm~! im IR-Spektrum (Film)
belegten das Vorliegen mehrerer Carbonylgruppen im Mole-
kiil. Die Strukturaufkldrung von 1 erfolgte auf der Basis von
NMR-spektroskopischen Experimenten sowie der GC-MS-
Analyse von Methanolyseprodukten.

Im HSQC-NMR-Spektrum wurden Signale fiir vier Me-
thyl-, sieben Methylen- sowie zwei aliphatische und zwei
olefinische Methingruppen identifiziert. Im C-NMR-Spek-
trum traten zusétzlich Signale fiir fiinf quartdre Kohlenstoff-
atome auf, von denen zwei als zu Ketogruppen und zwei als zu
Sdure-, Ester- oder Amidfunktionen gehorig klassifiziert
wurden (Tabelle 1). Uber TOCSY-Experimente (unter Ver-

Tabelle 1. 'H- und C-NMR-Verschiebungen sowie HMBC-Korrelatio-
nen von 1 ([Ds]Acetonitril, 298 K). Fiir einige Kerne wurden aufgrund der
auftretenden Keto-Enol-Tautomerie (1a zu 60%, 1b/1c zu 40%) zwei
Signalsitze detektiert.

o(1C) O('H) HMBC-
la 1b/1c la 1b/1c Korrelationen
2 167.3 174.8 - -
3 106.1 103.6 - 11-H
4 199.2 194.5 - 5-H, 6-H
5 60.2 64.1 4.68 441 6-H
6 39.8 1.81 1.76 5-H, 7-H, 8-H, 9-H
7 252 1.82 5-H, 6-H, 8-H, 9-H
8 23.8 0.88 9-H
9 22.6 0.93 8-H
10 195.6 189.3 - 11-H
11 22.8 20.2 2.51 -
12 165.9 165.5 - 13-H, 14-H
13 124.2 7.29 7.22 15-H
14 150.7 151.8 7.06 7.10 15-H, 16-H
15 333 332 2.28 2.29 13-H, 14-H, 16-H
16 28.8 1.50 14-H, 15-H
17 29.8 1.34 15-H, 16-H, 18-H
18 29.8 1.34 16-H, 17-H
19 32.5 1.30 20-H, 21-H
20 233 1.32 19-H, 21-H
21 14.3 0.90 20-H

wendung kurzer und langer Mischzeiten) wurden die Signale
zweier Spinsysteme, die jeweils 5-H bis 9-H und 13-H bis 21-H
umfassen, zugeordnet. Die E-Konfiguration der Doppelbin-
dung zwischen C-13 und C-14 wurde durch die vicinale
Kopplungskonstante 3/(13-H,14-H) = 15.4 Hz angezeigt. Die
im HMBC-Spektrum beobachteten Konnektivitidten (Tabel-
le 1) ermoglichten die Erweiterung der beiden Strukturfrag-
mente um die quartdren Kohlenstoffatome C-4 und C-12. Ein
drittes Fragment ergab sich aus den HMBC-Korrelationen
der Methylprotonen 11-H zu den quartidren Kohlenstoffato-
men C-3 und C-10, wobei die 'H-NMR-Verschiebung der
Methylprotonen d(11-H) =2.51 fiir die direkte Nachbarschaft
von Methylgruppe und Ketofunktion sprach. HMBC-Korre-
lationen zwischen den etablierten Fragmenten oder zu einem
weiteren Carbonylkohlenstoffatom (C-2) waren nicht vor-
handen.

Das saure Methanolysat (CH;OH/1.5n HCI, 110°C,
15 min) von 1 wurde nach Zusatz von Wasser mehrfach mit
Pentan extrahiert (Schema1). Die MeOH/H,O-Fraktion
wurde mit Trifluoracetanhydrid derivatisiert. Das GC-Mas-
senspektrum der Pentanfraktion wies zwei Hauptpeaks auf.
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Methanolyse von 1

MeOH/H,O-Fraktion/Triflucracetic anhydrid

Pentan-Fraktion

\/\/\/\/\H/OMG F3C\n/N >

Schema 1. Durch GC-MS-Analyse identifizierte Methanolyseprodukte
von Reutericyclin, detektiert bei m/z 184 (2), 297 (3), 265 (4) und 241 (5).

Der Peak bei m/z 184 wurde als 2-Decensduremethylester 2
identifiziert, wiahrend der zweite Peak bei m/z 297 aufgrund
charakteristischer Fragmentierungen N-(2-Decenoyl)leucin-
methylester 3 zugeordnet wurde. Mit der Identifizierung von 3
im Methanolysat von 1 war die Verkniipfung von C-5 und
C-12 tiber N-1 im nativen Molekiil aufgeklart. Aufgrund der
BC-NMR-Verschiebungen ergab sich nur eine Moglichkeit
fiir die Anordnung des verbliebenen Fragmentes sowie der
Carbonylgruppe C-2. Die Formulierung von 1 als 3-Acetylte-
tramsdure wurde bestitigt durch die Identifizierung von
Verbindung 4 als Hauptkomponente der MeOH/H,O-Frak-
tion des Methanolysates. Die Deacylierung von 3-Acylte-
tramsduren unter sauren Bedingungen ist seit langem be-
kannt, ebenso ist die O-Alkylierung von Tetramsduren
belegt.’l Die absolute Konfiguration von ebenfalls in der
MeOH/H,O-Fraktion detektiertem N-Trifluoracetylleucin-
methylester 5 (bestimmt durch GC-MS-Analyse an Chirasil-
Valll) lasst auf die (5R)-Konfiguration von 1 schlieBen. Die
Methanolyseprodukte 3 und 5, deren Identifizierung ent-
scheidend zur Strukturaufkldrung von 1 beitrug, sind insofern
auBlergewohnlich, als dass ihre Bildung die Spaltung einer
C-C-Bindung erfordert. Bislang ist nur die Freisetzung einer
Aminosdure aus 3-Acyltetramsiduren durch den Einsatz von
Oxidationsmitteln beschrieben. Sowohl die Struktur als
auch die Ergebnisse der Methanolyse von 1 wurden durch
Synthese des Racemats von 1 validiert."]

Die Formulierung von 1 als (5R)-3-Acetyl-1-(2-decenoyl)-
2-hydroxy-5-isobutyl-A%-pyrrolin-4-on entspricht dem nach
Analyse der PC-NMR-Verschiebungen (Tabelle 1) in Aceto-
nitril iberwiegend (60 %) vorliegenden Tautomer 1a (Sche-
ma 2). Die C-NMR-Daten des zweiten Signalsatzes spre-
chen fiir ein ausgeglichenes Verhéltnis der internen Tauto-
mere 1b und 1c¢ (jeweils 20 %). Damit unterscheidet sich 1
beziiglich seiner Tautomerieverhiltnisse von allen anderen
natiirlich auftretenden 3-Acyltetramséduren, welche in Losung
nahezu ausschlieBlich die Pyrrolidin-2,4-dion-Form bevorzu-
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1b 1c

Schema 2. Reutericyclin unterliegt in Losung der Keto-Enol-Tautomerie.
In [D;]Acetonitril bei 298 K liegt 1a zu 60 % und 1b sowie 1¢ zu jeweils
20% vor.

gen®% Die exzeptionelle Priiferenz der A2-Pyrrolin-4-on-
Form in 1 ist auf den 2-Decenoylsubstituenten an N-1
zurilickzufiihren, welcher nicht nur die H-Briickenacceptorei-
genschaften der Carbonylgruppe C-2 verringert, sondern auch
die endocyclische Doppelbindung durch Konjugation stabili-
siert.

Im Hinblick auf die in der Natur auftretenden Tetramsdu-
ren,® % die sich durch ein breites Spektrum biologischer
Aktivitidt auszeichnen, ist die Struktur von 1 in chemischer
Hinsicht interessant wegen der einzigartigen Acylierung des
Ringstickstoffatoms mit einer «,f-ungesittigten Fettsdure.
Fiir eine mogliche Anwendung von 1 als Antibiotikum muss
der Tatsache Bedeutung beigemessen werden, dass L. reuteri
in Lebensmittelfermentationen eingesetzt wird?! und als
stabiler Organismus der Intestinalflora von Mensch und Tier
beschrieben wurde.''l Untersuchungen zum Wirkungsspek-
trum von 1 und dessen Bildung durch L. reuteri LTH2584
erlauben die Schlussfolgerung, dass die amphiphile Verbin-
dung in Sauerteigfermentationen mit L. reuteri in wirksamer
Konzentration vorliegt.! 12l Milchsiurebakterien bilden eine
Vielzahl von niedermolekularen Verbindungen (iiberwiegend
Nebenprodukte des Kohlenhydratstoffwechsels), welche die
Hemmwirkung der Milchsédure unterstiitzen.'¥! Bei den bis-
lang bekannten Antibiotika aus Milchsdurebakterien handelt
es sich jedoch ausschliefSlich um Bakteriozine, deren inhibi-
torische Wirkung sich auf nahe verwandte Organismen
beschrankt und deren Potential fiir eine Anwendung in
Lebensmitteln daher beschrinkt ist.'l In jiingerer Zeit stand
zunehmend auch ein positiver Effekt von Milchsdurebakte-
rien auf die menschliche Gesundheit im Mittelpunkt der
Forschung (Probiotika). Im Tierversuch konnte eine schiit-
zende Wirkung von antimikrobiellen Substanzen aus Lakto-
bazillen gegen Helicobacter- und Salmonella-Infektionen
nachgewiesen werden,['! jedoch ist bislang keiner dieser
Wirkstoffe chemisch charakterisiert. Da sich 1 in seinen
chemischen und biologischen Eigenschaften von jedem an-
deren antimikrobiellen Wirkstoff, der von Milchsdurebakte-
rien gebildet wird, unterscheidet, eroffnet diese Naturstoff-
strukturaufkldrung eine neue Dimension in der Diskussion
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zur Anwendung von Milchsdurebakterien und deren anti-
mikrobiellen Metaboliten zur Lebensmittelkonservierung
oder zur gezielten Beeinflussung der menschlichen Intesti-
nalflora.
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