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Abyssomicin C - ein polycyclisches Antibiotikum
aus einem marinen Verrucosispora-Stamm als
Inhibitor fiir die p-Aminobenzoesiure/
Tetrahydrofolat-Biosynthese**

Bojan Bister, Daniel Bischoff, Markus Strébele,
Julia Riedlinger, Andreas Reicke, Falko Wolter,
Alan T. Bull, Hans Zihner, Hans-Peter Fiedler und
Roderich D. Siissmuth*

Giinther Jung und Louis Moroder gewidmet

Viele Infektionen durch multiresistente Gram-positive Bak-
terien, z.B. methicillinresistente Staphylococcus-aureus-
Stamme (MRSA), lassen sich nur mit Glycopeptidantibiotika
des Vancomycin- oder Teicoplanin-Typs behandeln. Daher
bemiihen sich Wissenschaftler unterschiedlicher Disziplinen
um die Entdeckung und Entwicklung neuer Antibiotika.
Hierbei ist die Natur nach wie vor eine wichtige Quelle.
Besonders von der Kultivierung von Mikroorganismen aus
seltenen und bislang unerforschten Habitaten sind mogli-
cherweise neue Leitstrukturen mit antibiotischer Aktivitit zu
erwarten. Auch das Screening auf die Hemmung essentieller
und bisher kaum beachteter Biosynthesewege kann zur
Entdeckung neuer Antibiotika fiihren. Beispielsweise ver-
wenden Mikroorganismen p-Aminobenzoesiure in der Bio-
synthese von Tetrahydrofolat (THF).'! Aus diesen Griinden
konzentrierten wir uns bei der Suche nach Inhibitoren fiir die
Biosynthese von p-Aminobenzoesdure (pABA) auf seltene
Actinomyceten aus Tiefseesedimenten.

Bekannte Inhibitoren der THF-Biosynthese sind etwa die
Sulfonamide und das Trimethoprim. Die p ABA-Biosynthese,
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die in die THF-Biosynthese einmiindet, ist ein vielverspre-
chendes Target, da sie bei Mikroorganismen, nicht aber beim
Menschen ablduft. Wir beschreiben hier die Strukturaufkla-
rung von Abyssomicinen, polycyclischen Antibiotika vom
Polyketid-Typ, die die oben genannten Kriterien erfiillen: Sie
werden von einem Vertreter der seltenen Actinomycetengat-
tung Verrucosispora produziert und sind Inhibitoren der
pABA-Biosynthese. Nach unseren Erkenntnissen sind die
Abyssomicine die ersten Verbindungen natiirlichen
Ursprungs, die die pABA-Biosynthese hemmen.

Der Actinomycetenstamm Verrucosispora AB 18-032
wurde aus einer Sedimentprobe der Japanischen See aus
einer Tiefe von 289 m isoliert. Die inhibitorischen Effekte der
Abyssomicine, die durch Zugabe von pABA kompetitiv
aufgehoben werden, wurden durch einen modifizierten
Agardiffusionstest im Biosyntheseweg von Chorismat zu
pABA lokalisiert.”! In der anschlieBenden HPLC-Dioden-
array-Analytik wurden drei Verbindungen detektiert, die
keinem bekannten Metaboliten unserer HPLC-UV/Vis-
Datenbank" zugeordnet werden konnten. Die Verbindun-
gen 1-3 (Schema 1) wurden durch Extraktion, Adsorptions-
chromatographie, Ausschlusschromatographie sowie prépa-
rative Umkehrphasen-HPLC isoliert und durch Massenspek-
trometrie, NMR-Spektroskopie und Rontgenstrukturanalyse
untersucht.

Schema 1. Strukturformeln der Abyssomicine B (1), C (2) und D (3)
mit R-Konfiguration am C(11)-Atom.

Die hochauflésende ESI-FTICR-massenspektrometri-
sche Analyse der Na-Addukte von 1, 2 und 3 ergab
Molekiilmassen von 400.13654, 369.13079 und 371.14663 Da,
die den Summenformeln C;iH;NO; (1) [(M4+Na)t o =
400.13667; Am=0.34 ppm], C;,H,,0¢ (2) [(M4+Na)tyeor =
369.13085; Am =0.20 ppm] und C,oH,,04 3
[(M+Na)" o =371.14650; Am=0.32 ppm| entsprechen.
Aus den 1D- und 2D-NMR-Daten wurde das in Abbildung 1
gezeigte Motiv einer Partialstruktur bestimmt, das bei allen
Verbindungen 1-3 vorkommt und bestétigt, dass sie der
gleichen Verbindungsklasse angehoren. Eine zweite Teil-
struktur von 2 wurde als Michael-System identifiziert und

“—* H-H COSY
————— > "H-"H HMBC

Abbildung 1. Charakteristisches Strukturmotiv der Abyssomicine 1-3,
das anhand von NMR-Daten bestimmt wurde.
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hatte eine trans-Doppelbindung (/= 13.5 Hz) in Konjugation
mit einem Keton. Die Suche nach den durch FTICR-MS
identifizierten Summenformeln von 1-3 in Verbindung mit
der aus NMR-Experimenten bestimmten gemeinsamen Par-
tialstruktur (Abbildung 1) in der DNP-F! und der CAS-
Online-Datenbank!® ergab keine Ubereinstimmung mit
bekannten Verbindungen.

Weiterhin wurde die Struktur durch Auswertung der
NMR-Spektren  sowie durch  Kristallisationsversuche
bestimmt. Von allen drei Verbindungen 1-3 wurden Ein-
kristalle erhalten, deren Rontgenstrukturanalyse zu den in
Abbildung 2 dargestellten relativen Konfigurationen fiihrte.

etie)
¥ Ring A c(19)f ‘!

Abbildung 2. Strukturen der Abyssomicine B (1), C (2) und D (3) im
Kristall in der relativen Konfiguration. Die Ringsysteme wurden alpha-
betisch zugeordnet.

Die erhaltenen Strukturdaten wurden durch die Auswertung
der NMR-Spektren von 2 (Tabelle 1) bestitigt. Stellvertre-
tend fiir alle drei Verbindungen wurde die absolute Kon-
figuration von 3 mit der Mosher-! und der Helmchen-
Methode!® bestimmt. Beide Experimente wiesen iiberein-

Tabelle 1: "H- und C-NMR-Verschiebungen von Abyssomicin C.F!

Nr. 8('H) Multiplizitat und Kopplungskonstan- 0("C) [ppm]
[ppm] ten [Hz]
1 - - 173.8
2 - - 106.7
3 - - 202.8
4 45.3
5 201 (@) M Yssp=141;s54=11.2;%5,,=101 423
144 (b) M, Yspsa=14T; Y54 =2.7; }Jsps=1.6
6 50.3
7 - - 208.4
8  6.55 d, Y5e=13.5 137.1
9 598 dd, *Jo5=13.5; *510=9.5 137.3
10 2.99 dd, *15=9.5; *J1011 =6.1 51.5
11 5.06 dd, }1110=6.1; ¥11:,=3.3 76.0
4.59 (OH) - -
12 457 d, ¥1211=3.3; Y103 =n.b. 88.9
13 273 n.b.® 28.1
14 1.26 (a)  dd, Yisaras=12.4; Y1413 =48 39.6
2.69 (b) dd, 2.]14b,l4a:12-4; 3.]14b.13:n-b-[b]
15 - - 81.1
16 - - 189.8
17 1.7 d, ¥17:3=7.0 21.5
18 1.09 d, ¥154=6.7 19.3
19 1.1 d, Yres=7.2 23.0

[a] ¢=20.5 mgmL™', [D,]Methanol, 298 K. [b] n.b. = nicht bestimmt.
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stimmend auf eine R-Konfiguration am sekundiren C(11) des
D-Rings hin. Wegen der Strukturanalogie wurde dieselbe
Konfiguration fiir die Verbindungen 1 und 2 angenommen.

Die Naturstoffe 1-3 sind bisher unbekannt und wurden in
Anlehnung an das natiirliche Habitat Abyssomicin B, C (1, 2)
und D (3) genannt (abyssos, griechisch=der Abgrund, die
Tiefe). In Agardiffusionstests zeigte allerdings nur Abysso-
micin C (2) antibiotische Aktivitdt gegen Gram-positive
Bakterien, u.a. gegen pathogene Staphylococcus-aureus-
Staimme.) Die minimalen Hemmkonzentrationen gegen
einen methicillinresistenten Stamm von S. aureus (MRSA)
und gegen einen multiresistenten, u. a. vancomycinresistenten
S. aureus-Stamm wurden zu 4 pgmL™' bzw. 13 pgmL™
bestimmt.?! In Anbetracht der geringen Molekiilmasse
weisen die Abyssomicine ungewohnlich viele Ringe (vier im
Fall von 2 und fiinf bei 1 und 3), quartdre Kohlenstoffatome
und Stereozentren auf. Das Tetronsduremotiv der B-Ringe
lasst auf eine Verwandtschaft zu Antibiotika des Tetrocarcin-
Typs schlieBen.”) Weitere strukturelle Charakteristika aller
drei Verbindungen sind die zwei Methylgruppen (C(18),
C(19)) der jeweiligen A-Ringe und das Oxabicyclooctan-
system (Ringe C und D).

In den Strukturen sehen wir noch weitere interessante
Details, die auf einen moglichen Wirkmechanismus hindeu-
ten und den Abyssomicinen eine besondere Bedeutung
zukommen lassen. Eine genauere Betrachtung der Kon-
formation des Oxabicyclooctansystems (C/D-Ringe) von 1-3,
die aus den Rontgenstrukturen abgeleitet wurde, dhnelt einer
Losungskonformation von Chorismat!'™'l sowie syntheti-
schen Analoga von Chorismatmutaseinhibitoren
(Schema 2).">"%! Dariiber hinaus kann man in dem Michael-

a) b)
COOH
@ _ OO oocis
H
o' = 2 CooH %COO
R R
HOOC._O T o

T

Schema 2. a) Diaxiale Konformation von Chorismat in wéassriger
Losung.' b) Synthetisches Ubergangszustandsanalogon zur Inhibie-
rung der Chorismatmutase.!

System (C(7)-C(9)) von Abyssomicin C (2), das dem Oxabi-
cyclosystem benachbart ist und bei den unwirksamen Abys-
somicinen B (1) und D (3) nicht vorkommt, eine wichtige
Grundbedingung fiir die Aktivitdt erkennen. Wir nehmen an,
dass bei der Biosynthese der Abyssomicine die D-Variante
durch Michael-Addition eines Hydriddquivalents (vermutlich
NADH als Donor) an Abyssomicin C als Nebenprodukt
entsteht. Ahnlich kénnte Abyssomicin B durch eine Michael-
Addition von Hydroxylamin (unbekannten Ursprungs)
gefolgt von einer Oxidation entstehen. Daher schlagen wir
vor, dass das Michael-System direkt am Wirkmechanismus
von Abyssomicin C beteiligt ist. Es geht vermutlich mit
nucleophilen Aminosédureseitenketten des inhibierten
Enzyms irreversibel eine kovalente Bindung ein und hemmt
so weitere Biosyntheseschritte von Chorismat zu pABA.
Demnach wire Abyssomicin C ein Substratmimetikum, das
mit einem Michael-System das Enzym einfédngt.
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Wegen der Ahnlichkeit zu Antibiotika des Tetrocarcin-
Typsl'” nehmen wir an, dass die Biosynthese iiber den
Polyketidweg verlduft. Weitere Untersuchungen zu der Bio-
synthese von Abyssomicin, der Bestimmung der inhibierten
Enzyme und des genauen Wirkmechanismus werden derzeit
durchgefiihrt.

Experimentelles

Die LC-MS-Experimente wurden mit einem Esquire-3000plus-Mas-
senspektrometer (Bruker-Daltonics, Bremen) durchgefiihrt, das mit
einer AHP-1100-HPLC-Anlage (Agilent, Waldbronn) gekoppelt
wurde. Die FTICR-ESI-Massenspektren wurden mit einem APEX-
II-ESI-FTICR-Massenspektrometer 4.7T, Bruker-Daltonics,
Bremen) gemessen. Die NMR-Experimente wurden auf einem
AMX-600-NMR-Spektrometer (Bruker, Karlsruhe) mit einem 5-
mm-Z-GRAD-Tripelresonanz-Probenkopf durchgefiihrt. Die Ein-
kristalldaten der Rontgenstrukturanalyse wurden auf einem STOE-
IPDS-1-System mit monochromatischer Moy,-Strahlung gesammelt.
CCDC 226556-226558 (1-3) enthalten die ausfiihrlichen kristallogra-
phischen Daten zu dieser Veroffentlichung. Die Daten sind kostenlos
iber www.ccdc.cam.ac.uk/conts/retrieving.html erhiltlich (oder
konnen bei folgender Adresse in Grofbritannien angefordert
werden: Cambridge Crystallographic Data Centre, 12 Union Road,
Cambridge CB21EZ; Fax: (4 44)1223-336-033; oder deposit@ccdc.
cam.ac.uk). Zur Bestimmung der absoluten Konfiguration wurden je
Mosher-P° und Helmchen-Methode™® 10 mg Abyssomicin D ver-
wendet. Weitere Daten sind den Hintergrundinformationen zu
entnehmen.
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