Naturstoffe

Gutingimycin: ein komplexer Metabolit aus einem
marinen Streptomyceten**

Rajendra P. Maskey, Madhumati Sevvana, Isabel Usén,
Elisabeth Helmke und Hartmut Laatsch*

Bei unserer Suche nach neuen biologisch aktiven Sekun-
ddrmetaboliten aus marinen Streptomyceten fiel der Ethyl-
acetat-Extrakt des Isolats B8652 durch eine hohe antibio-
tische Wirkung gegen Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Bacillus subtilis und Streptomyces viridochromogenes (T 57)
auf. Die Aktivitit lieB sich vor allem auf das 2,3-Dihydro-1,4-
anthrachinon Parimycin" und die gelben, in Losung intensiv
griin fluoreszierenden Trioxacarcine A-F zuriickfiihren.”

Das Kaulturfiltrat enthielt ein weiteres, sehr polares
Trioxacarcin-Derivat, das nach Eindampfen bis zur Trockene
durch Extraktion des Riickstandes mit Ethylacetat isoliert
wurde. Aus einer 50-L-Fermentation lieBen sich auf diese
Weise 120 mg einer Substanz mit dem Trioxacarcin-Grund-
gertist, jedoch deutlich hoherer Komplexitdt gewinnen, die
wir nach Gutingi, dem alten Namen fiir Gottingen, Gut-
ingimycin (1¢) benannt haben.

Gutingimycin (1¢) ist wie die anderen Trioxacarcine gelb,
in Losung griin fluoreszierend und zeigt ein fiir diese
Verbindungen typisches '"H-NMR-Spektrum. Die (+)- und
(—)-ESI-Massenspektren zeigen Signale bei m/z=1050
([M+Na]*) und 1028 ([M+H]*) bzw. 1063 ([M+Cl]") und
1026 ([M—H]™), was fiir die Masse 1027 spricht. Hochauf-
losende Massenspektrometrie lie3 die Summenformeln
C,Hs;NO,; und C,HyN;O, zu. Die C-NMR-, HH-
COSY-, HMQC- und HMBC-Spektren sowie die Kopplungs-
konstanten aus dem 'H-NMR-Spektrum bestiitigen, dass die
Zuckerreste I und II mit den Zuckern in Trioxacarcin B (1b)
ibereinstimmen (Abbildung 1) und auch das Aglycon (Ab-
bildung 2) bis auf den Rest an C17 identisch mit dem von 1b
ist. Die HMBC-Kopplungen der anomeren Protonen bei 6 =
574 (1""H), 5.52 (1"H) und 536 ppm (4H) jeweils mit
Kohlenstoffsignalen bei 6=103.3 (C13), 722 (C4) und
100.8 ppm (C1”) zeigen, dass der Zucker mit dem Aglycon
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Abbildung 1. HMBC-Kopplungen (H—C) der Zucker in Gutingimycin
(T1c).

Abbildung 2. HMBC-Kopplungen (H—C) im Aglycon von Gutingimy-
cin (T1c).

zur Teilstruktur 1¢ mit der Masse 877 (C4,Hs30,) und einem
noch unbekannten Rest R® verkniipft ist. Diese Annahme
wurde durch Vergleich der *C-NMR-Daten mit den Werten
fiir Trioxacarcin B (1b) gesichert.In den 1D- und 2D-NMR-
Spektren von Gutingimycin sind insgesamt neun acide Pro-
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tonen nachweisbar. Drei davon lassen sich eindeutig dem
Aglycon, zwei den Zuckerresten zuordnen. Das Proton der
dritten OH-Gruppe des Zuckers I koppelt nicht, daher
miissen von den verbliebenen Signalen bei 6 =8.86, 7.55,
6.64 und 6.10ppm drei zu dem Rest R® (in 1¢) gehoren.

Im 'H-NMR-Spektrum sieht man ein CH-Singulett bei
0 =8.23 ppm, das bei 1b fehlt. Nach dem *C-NMR-Spektrum
miissen weiterhin die mit Heteroatomen verbundenen C-
Atome bei d =157.7, 153.4 und 151.7, ein C-Atom bei 6 =
140.4 sowie ein C-Atom mit Signal bei 6=108.3 der
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Zuschriften

Teilstruktur R* zugeordnet werden. Im HMBC-Spektrum
koppelt das Aren-Proton bei 0 =823 mit C-Atomen des
Restes R? bei d =157.7, 153.4 und 108.3.

In Anbetracht der Daten vermuteten wir, dass 1¢ formal
aus Trioxacarcin A (1a) durch Angriff eines Nucleophils
entsteht, fiir das aus der Massendifferenz eine Masse von 151
errechnet wird. Unter den aus Mikroorganismen isolierten
Verbindungen kommen mit dieser Masse sowie mit der Zahl
der C-Atome und aciden Protonen nur Guanin, Isoguanin
oder Akalon® in Frage. Da HMBC-Korrelationen aber
fehlen, die den Rest R® mit dem Trioxacarcin-Geriist
verbinden oder Aussagen iiber die Anordnung seiner C-
Atome ermoglichen, war eine weitere Eingrenzung der
Struktur mittels NMR-Spektroskopie nicht moglich.

Die offenen Fragen konnten durch eine Kristallstruktur-
analyse beantwortet werden: Gutingimycin (1¢) kristallisiert
in der monoklinen Raumgruppe P2, mit einem Molekiil des
Naturstoffs und vier Molekiilen Wasser in der asymmetri-
schen Einheit!” (Abbildung 3). Es enthilt das Grundgeriist
von Trioxocarcin A (1a), dessen Epoxidring durch den

Abbildung 3. Stereo-Plot von Gutingimycin.
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nucleophilen Angriff des N7-Atoms einer Guanineinheit
geoffnet wurde. Der Guaninrest orientiert sich anndhernd
parallel zum planaren kondensierten Ringsystem von 1¢, mit
einem Abstand von ca. 3.2 A zwischen den Ebenen. Diese
Konformation wird von einer intramolekularen Wasserstoff-
briicke zwischen 2”-OH und einem an N6 gebundenen
Wasserstoffatom stabilisiert. Aus der schon frither bestimm-
ten absoluten Konfiguration der Zucker L-Trioxacarcinose A
und B folgt nun auch die absolute Konfiguration der
Trioxacarcine und damit auch von 1c.

Mit Gutingimycin (1¢) strukturell verwandte Verbindun-
gen haben Saito et al.l’! durch Reaktionen von DNA sowie
synthetischen Oligonucleotiden mit Kapurimycin A3 (2)
erhalten (sieche Schema 1): Bei 0°C entsteht zunéchst das
ionische Zwischenprodukt 3, das beim Erwiarmen auf 90°C
unter Bildung von 4 zerféllt. Letzteres ist bisher als Naturstoff
unbekannt. Auch Trioxacarcin A (1a) bildet mit DNA einen
hochpolaren stabilen Komplex, aus dem bei 100°C rasch 1c¢
freigesetzt wird. Daher liegt nahe, dass Gutingimycin (1¢)
nicht aus niedermolekularen Vorstufen entsteht, sondern dass
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Schema 1. Durch Reaktionen von DNA sowie synthetischen Oligonu-
cleotiden mit Kapurimycin A3 (2) entsteht zunichst das Zwischenpro-
dukt 3, das beim Erwdrmen auf 90°C unter Bildung von 4, einem dem
Gutingimycin verwandten Stoff, zerfillt.

das autotoxische 1a die DNA der Zelle dhnlich wie 2 an den
Guaninresten angreift. Dabei erfolgt eine Alkylierung an N7,
wobei die N9-Aminalbindung des Nucleotids
gelost wird und unter Strangbruch das gut
wasserlosliche 1¢ entsteht.

Nach seiner Struktur sollte Gutingimycin
(1¢) keine alkylierenden Eigenschaften haben.
Damit stimmt iiberein, dass es weit weniger
cytotoxisch gegen diverse humane Tumorzell-
linien (IC;=34pgmL™) als la (IC,=
0.3 ugmL™") ist. Die MHK-Werte von la
gegen Bacillus subtilis, Streptomyces virido-
chromogenes (Tu 57), Staphylococcus aureus
und Escherichia coli lagen bei 0.15-
2.5 ugmL~", der von 1¢ >20 ugmL "

Das stark cytotoxische Actinomycin D
intercaliert zwischen benachbarten Guanin-
Cytosin-Basenpaaren der DNA,"! fiihrt aller-
dings nicht zum Strangbruch. Viele in der
Krebstherapie eingesetzten Alkylierungsmit-
tel, etwa die N- oder S-Lost-Derivate, alkylie-
ren bevorzugt Guaninreste, ohne jedoch zu intercalieren. Es
bleibt zu klidren, welche Zwischenstufen bei der Bildung von
1c¢ durchlaufen werden und ob strukturell verwandte Anti-
biotika, etwa die Indomycinone, auf gleiche Weise wirken.
Details der Wechselwirkungen von 1a und 1¢ mit DNA oder
RNA werden gegenwiértig untersucht.

Experimentelles

Materialien, Methoden und Testverfahren wurden bereits friiher
beschrieben.®! Der marine Streptomycet Isolat B8652 wurde im 50-L-
Fermenter unter iiblichen Bedingungen!!! auf Malz/Hefeextrakt/
Glucose 3 Tage bei 28°C inkubiert und mit Ethylacetat extrahiert
(Extrakt A). Die Wasserphase wurde im Vakuum (40°C Badtempe-
ratur) auf etwa 3 L eingeengt und lyophilisiert. Extraktion des
Riickstands mit Methanol ergab Extrakt B. Vortrennung von Extrakt
A an Kieselgel ergab eine polare, gelbe, im UV-Licht griin fluores-
zierende Gutingimycin-Fraktion. Nachtrennung durch PDC (4 Plat-
ten 20x20 cm, CHCL/15% MeOH/0.1 % AcOH) lieferte aus der
langsamsten, bei 366 nm intensiv griin fluoreszierenden Zone mit
R;=0.21 (CHCly/10% MeOH) ein Rohprodukt, das durch zwei-
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malige Chromatographie an Sephadex (4x100cm, CHCILy/40%
MeOH) 60 mg gelbes Gutingimycin (1¢) ergab. Reinigung von
Extrakt B lieferte in dhnlicher Weise zusétzliche 60 mg 1c.

'H-NMR (CDCl,, 500 MHz): 6 = 13.88 (s, H/D-austauschbar, 1 H,
90H), 8.86 (br.s, H/D-austauschbar, 1H, NH), 8.23 (s, 1H, 8H), 7.55
(br.s, H/D-austauschbar, 1H, NH), 7.51 (s,1 H, 5H), 6.64 (br.s, H/D-
austauschbar, 1H, NH), 6.52 (br.s, H/D-austauschbar, 1H, 20H),
6.10 (br.s, H/D-austauschbar, 1H, OH), 5.74 (d, °J=3.2Hz, 1H,
1"H), 5.52 (d, *J=4.2 Hz, 1H, 1"H), 5.42 (s, H/D-austauschbar, 1H,
160H), 5.36 (t, °J=2.4 Hz, 1H, 4H), 5.28 (d, °J=4.0 Hz, 1H, 12H),
5.13 (m, 1 H, 4"H), 5.12 (m, 1 H, 11H), 5.11 (s, 1L H, 16H), 5.05 (d, ] =
15.1 Hz, 1H, 17H,), 5.02 (q, °J=6.3Hz, 1H, 5'H), 4.93 (q, *J=
6.6 Hz, 1H, 5'H), 4.77 (t, ’J=3.2 Hz, 1H, 2H), 4.73 (d, °J=4.1 Hz,
H/D-austauschbar, 1 H, 3"OH), 4.37 (d, %/ =15.9 Hz, 1 H, 17Hy,), 4.01
(s, H/D-austauschbar, 1H, 4"OH), 3.97 (s, 3H, 100CHj3), 3.75 (m, 1H,
3""H), 3.67 (s, 3H, 160CHj;), 3.55 (s, 3H, 160CHj;), 2.99 (td, °J =
3.9Hz, 2J=133Hz, 1H, 3H,), 2.64 (s, 3H, 6CH;), 2.51 (s, 3H,
4"COCH;),2.30 (td,’J =3.4 Hz,’J = 14.2 Hz, 1 H,2""H,),2.24 (s, 3H,
4'"0COCH,;), 2.23 (m, 1H, 2"H,), 2.00 (td, 2J=13.2Hz, /=132,
2.7Hz, 1H, 3Hy), 1.85 (d, /=14.8 Hz, 1H, 2"Hy), 1.78 (d, /=
13.6 Hz, 1H, 2""Hy), 1.25 (d, J=6.7 Hz, 3H, 5'CH;), 1.18 (s, 3H,
3"CH;), 1.08 ppm (d, *J=6.6 Hz, 3H, 5"CH;);*C-NMR (CDCl,,
125.7 MHz): 6 =210.9 (4”"COCHy,), 207.6 (C1), 173.2 (4"OCOCHS,),
162.9 (C9), 157.7 (C6'), 153.0 (C4'), 152.7 (C8), 151.7 (C2'), 144.6
(C10), 142.4 (C6), 140.4 (C8'), 135.7 (C10a), 128.4 (C4a), 116.8 (C5),
114.5 (C8a), 113.1 (C7), 108.8 (C9a), 108.3 (C5), 108.2 (C15), 103.3
(C13), 100.8 (C1”), 99.5 (C16), 92.9 (C1"), 84.4 (C14), 78.5 (C4™"),
75.8 (C4"), 72.2 (C4), 71.6 (C12), 69.5 (C3"), 69.0 (C11), 68.2 (C2),
67.2 (C3"), 63.7 (C5"), 62.7 (100CH;), 62.2 (C5"), 55.4 (160CH,),
56.2 (160CH,), 46.2 (C17), 37.8 (C2"), 37.0 (C3), 32.9 (C2"), 27.8
(4"COCH;), 27.2 (3'CHj), 21.2 (4"OCOCH;), 20.2 (6CH;), 16.8
(5"CHj;), 14.6 ppm (5""CH,); (4+)-ESI-MS: m/z = 1050 [M+Na], 1028
(M+H); (—)-ESI-MS: m/z = 1063 [M+Cl], 1027 [M—H]; HR-MS fiir
C47H5;N5O,;: ber. 1027.354604, gef. 1027.3257; UV/Vis (MeOH): 4,
(Ige) =269 (5.53), 399 (4.96) nm; IR (KBr): #=3438, 2938, 2362,
1695, 1626, 1445, 1385, 1225, 1089, 1000, 871, 822, 755, 672, 554 cm ™ !;
[a]d=—56.5 (c =584 pgmL ™", CHCL,).
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