
ZUSCHRIFTEN

3400 � WILEY-VCH Verlag GmbH, D-69451 Weinheim, 2000 0044-8249/00/11218-3400 $ 17.50+.50/0 Angew. Chem. 2000, 112, Nr. 18

Hexacyclinsäure, ein Polyketid mit neuartigem
Grundgerüst aus Streptomyces**
Regina Höfs, Martina Walker und Axel Zeeck*

Wie aus früheren Untersuchungen bekannt, bildet Strepto-
myces cellulosae subsp. griseorubiginosus (Stamm S 1013) in
Schüttelkulturen mit einem Haferflockenmedium lediglich
die Carbazucker Gabosin D, 1, und E, 2.[1] Mit Hilfe
des OSMAC-Ansatzes (OSMAC� one strain/many com-
pounds)[2] und des chemischen Screen-
ings[3] sollte untersucht werden, ob sich
bei diesem Stamm die Produktion neuer
Metabolite induzieren lässt.

Der OSMAC-Ansatz geht von der Be-
obachtung aus, dass einzelne Sekundär-
stoffproduzenten mehr Metabolite bilden
können, als sich bei der Untersuchung von
Standard-Rohextrakten erkennen lässt.[2]

So ist es bei den für die Sekundärstoffbildung besonders
begabten Actinomyceten und Pilzen leicht, auch bei gut
untersuchten Stämmen neue Naturstoffe zu entdecken, deren
Biosynthese letztlich durch eine Variation der Kultivierungs-
parameter induziert oder gefördert wird. Dabei gibt es einen
flieûenden Übergang zwischen der Ausbeutesteigerung ein-
zelner im Prinzip vorhandener und dem erstmaligen Auf-
treten vorher nicht nachweisbarer Metabolite. Wirkungsvoll
variieren lassen sich beim OSMAC-Ansatz neben Nährme-
dium und Kultivierungsgefäû unter anderem Temperatur,
Belüftung, pH-Wert und/oder Belichtung. Im Nährmedium
spielen die Auswahl der C- und der N-Quelle sowie die
Zugabe von anorganischen Salzen, Enzyminhibitoren oder

Assemblierung von ApophyA65 mit 4 und Belichtung: Rekombinantes
HaferApophyA65[11] (Rohlysat aus Hansenula-polymorpha-Hefezellen;[11a]

4.5 nmol in 600 mL Phosphatpuffer, pH 7.6) wurde mit 4 (5 nmol in 1 mL
DMSO) bei Raumtemperatur inkubiert. Die Apoprotein-Konzentration
wurde separat vor der Inkubation durch Assemblierung eines Protein-
Aliquots mit einem Überschuss an 2 bestimmt.

Die Lösung des ApophyA65/4-Komplexes wurde mit dem Licht eines
Diaprojektors bestrahlt (250 W; Abstand der Probe vom Projektor ca.
20 cm; die Anregungswellenlängen von l� 614� 7 und 714� 7 nm für
Pr!Pfr bzw. Pfr!Pr wurden mit Hilfe von Interferenzfiltern erzeugt). Für
vollständige Umsätze (maximale Absorptionswerte) der jeweiligen Form
waren Belichtungszeiten von �10 min erforderlich. Die Absorptions-
spektren wurden mit einem Shimadzu-UV2102PC-Spektrometer aufge-
nommen.

Verdrängungsexperiment mit ApophyA65/4-Komplex und Phycocyanobi-
lin 2 : Zu einer Probe (600 mL) der Pr-ähnlichen Form des ApophyA65/4-
Komplexes wurde eine Lösung von 2 (1.7 nmol in 1 mL DMSO) hinzuge-
geben. Die Mischung wurde für einige Minuten im Dunkeln stehen
gelassen, bevor erst mit Licht der Wellenlänge 653� 7 nm (Interferenz-
filter; Pr!Pfr) und darauf mit >720 nm (Kantenfilter; Pfr!Pr) bestrahlt
wurde. Vor der ersten und darauf nach jeder Belichtung wurden UV/Vis-
Spektren aufgenommen.
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Adsorbermaterialien eine groûe Rolle. Ziel des OSMAC-
Ansatzes ist die Erzeugung von Variabilität bei der Stoff-
bildung und von chemischer Diversität in der Gerüstbildung.
Einige unserer begabten Stämme bildeten unter variierten
Bedingungen insgesamt bis zu 50 Sekundärmetabolite, wobei
der Anteil neuer Metabolite vergleichsweise hoch war.[2] Der
OSMAC-Ansatz erweist sich bei der Metabolitensuche als
sehr effizient.[4] Er basiert auf der Erfahrung und wird aus der
Tatsache verständlich, dass Actinomycetengenome mit ca.
8 Mb (1 Mb� 106 Basen) und Pilzgenome mit ca. 30 Mb sehr
viel gröûer sind als es den Grundbedürfnissen der Orga-
nismen entspricht,[5] d. h., es sind die aktivierbaren stillen
Sekundärstoff-Biosynthesegene, die das Potential dieses An-
satzes ausmachen.

Unser Stamm S 1013 wurde dem OSMAC-Ansatzes fol-
gend in unterschiedlichen Kultivierungsgefäûen in dem übli-
chen Haferflockenmedium angezogen. Bei der Kultivierung
im 10-L-Fermenter konnte im Dünnschichtchromatogram des
Kulturfiltrat-Extraktes erstmals ein zusätzlicher Metabolit
entdeckt werden, der mit Anisaldehyd blau anfärbt (Rf� 0.30,
Kieselgel, Chloroform/Methanol 9/1), dessen Menge für eine
Strukturaufklärung jedoch nicht ausreichte. Fermentations-
versuche unter Zugabe verschiedener Alkalihalogenide erga-
ben, dass dieser Metabolit in Gegenwart von 1 g Lÿ1 Natrium-
bromid um den Faktor 10 ± 20 stärker produziert wurde.
Dieser Effekt trat bei niederen/höheren Konzentrationen des
Salzes oder bei Zugabe anderer Salze nicht auf. In verschie-
denen Kulturgefäûen betrug die Ausbeute bis zu 13 mg Lÿ1,
bei zusätzlicher Variation der C-Quelle bis zu 56 mg Lÿ1. Der
neue Metabolit lieû sich durch Chromatographie der Rohex-
trakte an Kieselgel (Chloroform/Methanol 7/3 und 9/1) in
ausreichender Menge isolieren und wurde seiner Struktur 3
folgend als Hexacyclinsäure bezeichnet.[6]

3 kristallisiert aus Methanol/Wasser und ist in organischen
Lösungsmitteln gut löslich. Im DCI-MS liegt der Peak
höchster Masse bei m/z 508 [M�NH4]� . Durch Hochauf-
lösungs(HR)-EI-MS des Molekülions bei m/z 490 wurde die
Summenformel zu C26H34O9 bestimmt. Das 1H-NMR-Spek-
trum von 3 ist durch einen komplexen Signalbereich alipha-
tischer Protonen gekennzeichnet, der sich mit [D5]Pyridin
weitgehend differenzieren lässt. Von den 26 Signalen im 13C-
NMR-Spektrum stehen drei für Carbonylgruppen und zwei
für eine Doppelbindung. Aus der Summenformel und den
13C-NMR-Daten lässt sich mit Hilfe der errechneten Doppel-
bindungsäquivalente ein hexacyclisches Grundgerüst für 3
ableiten. Aus den 2D-NMR-Spektren (COSY, HSQC,
HMBC) ergeben sich für 3 zwei Partialstrukturen; der linke

Fünfring mit der Acetoxygruppe und das rechte tricyclische
System. An der Nahtstelle dieser Molekülteile kommt es
jedoch zur Überlappung von Protonensignalen und zu
HMBC-Korrelationen, deren nJCH-Charakter nicht eindeutig
war. Auch der Einsatz von Rechenprogrammen wie COCON
führte zu mehr als einem plausiblen Strukturvorschlag.[7] Die
Klärung brachte schlieûlich die Röntgenstrukturanalyse eines
Einkristalls von 3 (Abbildung 1), aus der sich Konstitution
und relative Konfiguration des Grundgerüstes ergeben.[8]

NOESY-NMR-Spektren in Verbindung mit den anderen
2D-NMR-Daten ermöglichen die zweifelsfreie Zuordnung
aller 1H- und 13C-NMR-Signale von 3.

Abbildung 1. Molekülstruktur von Hexacyclinsäure 3 im Kristall mit
kristallographische Nummerierung. Die relative Konfiguration folgt aus
der Röntgenstrukturanalyse, die angegebene absolute wurde aus den
NMR-Daten der entsprechenden Mosher-Ester abgeleitet.

Zur Aufklärung der absoluten Konfiguration wurde Hexa-
cyclinsäuremethylester 4, der durch Methylierung von 3 mit
Diazomethan in THF entsteht, in die diastereomeren Mosher-
Ester 5 und 6 umgewandelt (HO-MTPA�a-Methoxy-a-
trifluormethylphenylessigsäure).[9] Tabelle 1 zeigt ausgewähl-

te 1H-NMR-Daten von 4 ± 6. Daraus folgen die Position der
Mosher-Estergruppen an C-16 von 4 und die (S)-Konfigura-
tion dieses Chiralitätszentrums. Hexacyclinsäure 3 hat somit
die Konfiguration 3S,4R,5R,7S,8R,10S,13R,14R,15R,16S,17R,
18S,19S,20R.

3 weist ein neuartiges Grundgerüst auf, in dem ein 5/6/5-
Ringsystem an einen überbrückten Tricyclus anelliert ist, den
ein d-Lacton und ein cyclisches Halbketal charakterisieren.

Tabelle 1. Ausgewählte 1H-NMR-Daten (125.7 MHz, [D5]Pyridin) von 4
und den Mosher-Estern 5 und 6.

H-Atom 4 5 6 d(5)ÿd(6)

26-H3 1.18 1.51 1.47 � 0.04
15-H 2.36 2.55 2.39 � 0.16
16-H 4.15 6.03 6.04 S[a]

17-H 2.49 2.61 2.73 ÿ 0.12
18-H 2.49 2.54 2.59 ÿ 0.05
19-H 3.21 3.12 3.20 ÿ 0.08

[a] Resultierender Chiralitätssinn.
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Während der linke Teil ähn-
lich in den Spinosynen 7,[10]

insektizid wirksamen Strep-
tomyceten-Metaboliten,
und in Ikaruguamycin vor-
kommt,[11] ähnelt das hexa-
cyclische Grundgerüst mit
seinen 14 Chiralitätszentren

und den unterschiedlichen funktionellen Gruppen keinem
bekannten Naturstoff.

3 ist gegenüber drei getesteten Zellinien (HM02, HEP G2
und MCF 7) mit GI50-Werten bis 14.0 mmol Lÿ1 schwach
cytotoxisch. Die Ergebnisse weiterer biologischer Tests ste-
hen noch aus.

Polycyclische nichtaromatische Strukturen sind für terpen-
oide Verbindungen typisch, kommen bei Actinomyceten
jedoch nur selten vor. Um Vorstellungen über die Biosynthese
zu gewinnen, wurden erste Fütterungsexperimente durch-
geführt. Wurde [1-13C]Acetat in die wachsenden Kulturen
unseres Stammes gegeben, führte dies zur 13C-Anreicherung
in den Positionen C-1, C-3, C-8, C-16, C-18 und C-27
(Tabelle 2, Schema 1). Die Werte für den spezifischen Einbau
in den Positionen C-5 und C-12 sind zwar erhöht, aber nicht
eindeutig. Der geringe Wert für die Anreicherung in der
Position C-12 kann mit der Schwierigkeit der Detektion des
zugehörigen vergleichsweise breiten 13C-NMR-Signals zu-
sammenhängen. Ein ergänzender Einbauversuch mit [1-13C]-
Propionat führte zu starken 13C-Anreicherungen in den
Positionen C-5, C-10, C-14 und C-22 (Tabelle 2, Schema 1).

Schema 1. Markierungsmuster von Hexacyclinsäure 3. Gezeigt sind die
Ergebnisse der Einbauversuche mit [1-13C]Acetat und [1-13C]Propionat
sowie deren vermutete Einbaurichtung.

Diese Versuche machen deutlich, dass Hexacyclinsäure ein
Polyketid ist und vermutlich aus sieben Acetat- und vier
Propionateinheiten aufgebaut wird (Schema 1). Dies muss
durch weitere Experimente abgesichert werden, ebenso wie
die Frage nach der Startereinheit. Geht man davon aus, dass
dem Molekül nur eine Polyketidkette zugrunde liegt, die mit
Hilfe einer modularen Typ-I-Polyketidsynthase entsteht, sind
mehrere, für Polyketide dieser Art ungewöhnliche Cyclisie-
rungen erforderlich. Wir vermuten eine intramolekulare
Diels-Alder-Reaktion, Aldolreaktionen, Lactonisierung und
Ketalisierung, wobei immer die jeweils benötigten Funktio-
nalitäten in den Intermediaten bereitgestellt werden. Hexa-
cyclinsäure 3 lässt als Typ-I-Polyketid somit eine neuartige
Biosynthese erwarten, an deren Aufklärung wir arbeiten.

Experimentelles

Kultivierung: Der Stamm S1013 wurde auf Agarplatten (10 gLÿ1 lösliche
Stärke, 2 gLÿ1 (NH4)2SO4, 2 g Lÿ1 CaCO3, 1 g Lÿ1 K2HPO4, 1 gLÿ1 NaCl,
1 gLÿ1 MgSO4, 20 g Lÿ1 Agar-Agar, pH 7.0 vor dem Autoklavieren) bei
28 8C bis zur Sporulation kultiviert und dann bei 4 8C aufbewahrt. Für die
Vorkulturen verwendete man 300-mL-Erlenmeyerkolben mit 100 mL einer
Soja/Mannit-Nährlösung (20 gLÿ1d-Mannit, 20 gLÿ1 entfettetes Sojamehl,
pH 7.2 vor dem Autoklavieren). Diese wurden mit einem Achtel der
Agarplatten beimpft und bei 30 8C und bei einer Rührgeschwindigkeit von
180 Umdrehungen pro Minute 72 h inkubiert. Die Hauptkultivierung
erfolgte im 10-L-Fermenter (Braun, Biostat E, Medium: 20 gLÿ1 Hafer-
flocken (20 min gekocht und abgesiebt), 1 g Lÿ1 NaBr, 2.5 mL Spurenele-
mentlösung (3 g Lÿ1 CaCl2 ´ 2 H2O, 1 g Lÿ1 FeIII-Citrat, 0.2 g Lÿ1 MnSO4,
0.1 gLÿ1 ZnCl2, 0.025 gLÿ1 CuSO4 ´ 5 H2O, 0.03 g Lÿ1 Na2B4O7 ´ 10H2O,
0.004 gLÿ1 CoCl2 0.01 gLÿ1 Na2MoO4 ´ 2 H2O), pH 7.0 vor dem Auto-
klavieren). Angeimpft wurde mit 900 mL der 72 h alten Vorkultur, es
wurde 120 h bei 30 8C, einer Rührgeschwindigkeit von 200 Umdrehungen
pro Minute und 10 L minÿ1 Belüftung inkubiert.

Isolierung von 3 : Die Kultur wurde zentrifugiert, gefriergetrocknet und das
Lyophilisat mit Methanol extrahiert. Der Verdampfungsrückstand wurde
durch zweimalige Chromatographie an Kieselgel (1. Säule: 4� 27 cm,
Chloroform/Methanol 7/3; 2. Säule: 2.5� 32 cm, Chloroform/Methanol
9/1) gereinigt. Man erhielt 130 mg 3 als Feststoff.

Isotopenmarkierte Verbindungen und Einbauexperimente: Natrium[1-13C]-
acetat und Natrium[1-13C]propionat (je 99% 13C) wurden von der Firma
ISOTEC Inc. bezogen. Für die Fütterungsexperimente erfolgte die Haupt-
kultivierung in zehn 300-mL-Erlenmeyerkolben mit 100 mL Medium in
120 h bei 30 8C und einer Rührgeschwindigkeit von 180 Umdrehungen pro
Minute. Beimpft wurde mit 1 mL der oben beschriebenen, 72 h alten
Vorkultur. Die Vorstufen (je 1 g) wurden in sterilem Wasser gelöst und
neutralisiert. Diese Lösungen pipettierte man in fünf gleichen Portionen
80, 86, 94, 100 bzw. 106 h nach dem Animpfen in die wachsenden Kulturen.
Die Aufarbeitung und Isolierung von 3 erfolgten wie beschrieben (Aus-
beuten: [1-13C]Acetat-Fütterung: 1.5 mg; [1-13C]Propionat-Fütterung:
56 mg).

Tabelle 2. 13C-NMR-Daten (125.7 MHz, [D5]Pyridin) von Hexacyclinsäu-
re 3 und spezifische 13C-Anreicherungen (relativ zur natürlichen Häufig-
keit von C-28) nach Biosyntheseexperimenten mit [1-13C]Acetat (A) und
[1-13C]Propionat (B).

d A B

C-1 177.0 2.1 0.3
C-3 78.9 3.3 0.3
C-4 45.0 ÿ 0.2 0.1
C-5 95.3 0.6 75.9
C-7 72.9 0.2 ÿ 0.1
C-8 46.1 3.1 0.2
C-9 31.9 ÿ 0.2 0.1
C-10 42.3 ÿ 0.4 54.5
C-11 136.4 ÿ 0.6 0.0
C-12 139.0 0.6 1.5
C-13 45.7 ÿ 0.2 ÿ 0.1
C-14 80.0 ÿ 0.2 37.6
C-15 47.8 ÿ 0.1 0.0
C-16 80.4 3.2 0.0
C-17 50.2 ÿ 0.3 0.0
C-18 53.2 1.7 ÿ 0.1
C-19 42.8 ÿ 0.2 0.4
C-20 48.3 ÿ 0.1 ÿ 0.3
C-21 23.6 ÿ 0.2 0.1
C-22 35.5 0.2 68.0
C-23 8.8 ÿ 0.1 0.2
C-24 27.2 ÿ 0.1 0.3
C-25 169.0 n.b.[a] 1.2
C-26 14.7 ÿ 0.1 0.2
C-27 170.8 5.9 0.0
C-28 20.9 0.0 0.0

[a] n.b�nicht bestimmt.
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Allosterische Regulation der Aktivität einer
künstlichen Phosphodiesterase durch
Metallionen**
Igor O. Fritsky, Reina Ott und Roland Krämer*

In der enzymatischen Katalyse versteht man unter alloste-
rischer Regulation die Kontrolle der Enzymaktivität durch
nichtkovalent gebundene Effektoren (Moleküle oder Ionen),
die die Konformation des aktiven Zentrums ändern, indem sie
an das Enzym ± nicht aber an das aktive Zentrum selbst ±
binden. Im aktiven Zentrum der Alkalischen Phosphatase aus
E. coli wird das Phosphatmonoester-Substrat an einer Di-
zink(ii)-Einheit hydrolysiert, während ein die aktive Kon-
formation stabilisierendes (¹strukturellesª) Mg2�-Ion, das
etwa 6 � von den Zink-Ionen entfernt ist, als starker
allosterischer Aktivator wirkt.[1] Der Ersatz des Mg2�-Ions
durch andere zweiwertige Metallionen führt zur ¾nderung
oder gar Inhibierung der katalytischen Aktivität natürlicher
Alkalischer Phosphatasen[2] oder ihrer Mutanten.[3]

In der supramolekularen Wirt-Gast-Chemie wurde die
allosterische Modulation von Rezeptoreigenschaften durch
Metallionen oder organische Moleküle eingehend unter-
sucht,[4] Hinweise auf die allosterische Regulation syntheti-
scher molekularer Katalysatoren sind jedoch äuûerst selten.
Auf der Basis kinetischer Daten wurde Allosterie für die
Cyclodextrin-katalysierte Ester- und Alkylnitrit-Hydrolyse,
die durch Zusatz bestimmter organischer Moleküle beschleu-
nigt wird, vorgeschlagen.[5]

Hier beschreiben wir die allosterische Regulation eines
synthetischen Metallkatalysators für die Phosphodiester-
Spaltung. In diesem System
treten zwei funktionelle Me-
tallionen (als Mf bezeichnet)
direkt mit dem Substrat in
Wechselwirkung, während
die Reaktivität durch ein
drittes, strukturelles Metall
(Ms) moduliert wird.

Der neue Polypyridyl-Li-
gand L mit einer vierzähni-
gen und zwei zweizähnigen
Chelateinheiten wurde ausgehend von 4-(2-Pyridyl)-pyrimi-
din in zwei Stufen hergestellt (Schema 1).[6] Die C-C-Kupp-
lung mit 2-Brom-6-lithiopyridin lieferte 4-(6-Brom-2-pyri-
dyl)-6-(2-pyridyl)pyrimidin. Nach einer Methode zur Her-
stellung von Makrocyclen aus Brompyridinen und Cyanacet-
amid[7] wurde L im nächsten Schritt als dunkelroter, kristal-

3 : C26H34O9 (Mr� 490.55); Schmp. 162 8C; [a]20
D ��698 (c� 0.11 in

MeOH); DCI-MS (200 eV): m/z : 508 ([M�NH4]� , 100 %); HR-EI-MS
(70 eV): 490.2202, gef. wie ber. für C26H34O9; IR (KBr): nÄmax� 3428, 2926,
1734, 1719, 1702, 1658, 1637, 1381, 1250, 1090, 1033 cmÿ1; UV (MeOH): lmax

(e)� 202 nm (11 514); 1H-NMR (500 MHz, [D5]Pyridin): d� 1.07 (s, 3H,
24-H3), 1.14 (d, J� 6.9 Hz, 3 H, 23-H3), 1.19 (d, J� 6.5 Hz, 3H, 26-H3), 1.55
(dmc, J� 15.5 Hz, 1 H, 22-Ha), 1.65 (m, 1 H, 22-Hb), 1.72 (m, 1 H, 21-Ha),
1.79 (ddd, J� 12.0, 12.0, 12.0 Hz, 1 H, 9-Ha), 1.92 (mc, 1H, 21-Hb), 2.05 (s,
3H, 28-H3), 2.11 (ddd, J� 11.5, 11.5, 6.6 Hz, 1 H, 8-H), 2.21 (m, 1H, 10-H),
2.26 (dq, J� 6.9, 3.5 Hz, 1 H, 4-H), 2.36 (ddq, J� 10.0, 10.0, 6.5 Hz, 1 H, 15-
H), 2.55 (m, 2H, 18-H, 17-H), 2.79 (ddd, J� 11.5, 6.5, 6.5 Hz, 1 H, 9-Hb),
3.11 (dddd, J� 10, 10, 2, 2 Hz, 1 H, 13-H), 3.22 (dd, J� 11.5, 10.5 Hz, 1H,
19-H), 3.95 (s br., 1H, 20-H), 4.17 (dd, J� 10.0, 5.9 Hz, 1 H, 16-H), 4.42
(ddd, J� 3.5, 3.5, 3.5 Hz, 1H, 3-H), 5.00 (dd, J� 10.0, 10.0 Hz, 1H, 14-H),
7.26 (dd, J� 2.5, 2.5 Hz, 1 H, 12-H); 13C-NMR: siehe Tabelle 2.

Daten von 4 ± 6 : siehe Hintergrundinformationen.
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