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Chlorotonil A, ein Macrolid mit einzigartiger gem-Dichlor-1,3-dion-
funktion aus Sorangium cellulosum, So cel525%*
Klaus Gerth, Heinrich Steinmetz, Gerhard Hofle und Rolf Jansen*

Im Verlauf unserer Suche nach biologisch aktiven Sekun-
ddrmetaboliten aus Myxobakterien fanden wir Stamme des
Genus Sorangium cellulosum als Produzenten von Natur-
stoffen mit faszinierenden Strukturen, die vielféltige biologi-
sche Aktivitdten zeigen und sich daher als Wirkstoffe oder
Leitstrukturen eignen.!"! Unter ihnen finden sich hochwirk-
same Antibiotika wie die antimykotischen Soraphene! oder
die antibakteriellen Sorangicine”® und Thuggacine! sowie die
Epothilone als Tumortherapeutika.!

Gewisse Sorangium-cellulosum-Stamme, z.B. Stamm
So cel525, sind sogar fahig, mehrere Naturstofffamilien mit
komplexen Strukturen aus unterschiedlichen Substanzklassen
gleichzeitig zu erzeugen. HPLC/MS-Analysen zufolge pro-
duziert dieser Stamm nicht nur Sorangicine, sondern auch
Sorangiolide!® (Macrolidcarbonsiuren), Disorazole!” (Oxa-
zolbislactone) sowie zuvor unbekannte Homologe der Chiv-
osazole!® (Macrolidglycoside, die einen Oxazolring enthal-
ten). Des Weiteren belegten HPLC/MS-Analysen des Stam-
mes So cel525 das Vorhandensein eines neuartigen, chlor-
haltigen Metaboliten (Chlorotonil A). Hier beschreiben wir
die Isolierung sowie spektroskopische und rontgenographi-
sche Strukturaufkldrung von Chlorotonil A (1, Abbildung 1).

Abbildung 1. Absolute Konfiguration von Chlorotonil A (1).
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Durch Zentrifugieren wurden 2.65kg Adsorberharz
Amberlite XAD 16 und Zellmasse aus 70 L Fermentations-
brithe!” von S. cellulosum, Stamm So ce1525, abgetrennt und
schrittweise mit Methanol und Aceton extrahiert. Zur Ent-
fernung polarer Verunreinigungen wurden alle Chargen im
Vakuum eingeengt und die verbliebenen wissrig-6ligen Mi-
schungen zwischen Wasser und CH,Cl, verteilt. Zur Abtren-
nung lipophiler Nebenprodukte wurde jeder CH,Cl,-Extrakt
zwischen Methanol und Heptan verteilt. Dabei entwickelte
sich in den Methanolphasen ein weiBlicher Niederschlag, der
durch Filtration abgetrennt wurde; so wurden insgesamt 5.4 g
1 erhalten, entsprechend einer Ausbeute an isoliertem Pro-
dukt von ca. 77 mgL~' Fermentationsbriihe. Fiir die Analyse
wurde das Material durch Kieselgel-Flash-Chromatographie
mit einem Gradienten von CH,Cl, in Petrolether (PE) ge-
reinigt. Abschlieend wurde 1 aus CH,Cl,/MeOH, CH,Cl,/
PE oder reinem CH,Cl, kristallisiert.

Chlorotonil A (1) wurde in Form weiBer Kristalle isoliert,
die bei 197-198°C schmelzen. Seine Summenformel wurde
durch hochauflésende (HR-)ESI-MS des Molekiilions
[M+H]" (m/z: gef. 479.1762; ber. 479.1756) und sein Isoto-
penmuster im (4)-DCI-MS-Spektrum!"”! in Ubereinstim-
mung mit den “C-NMR- und "“C-DEPT-Spektren zu
CH3ClLO, bestimmt. Dementsprechend wurden zehn
Doppelbindungsidquivalente fiir 1 berechnet. Wéhrend das
UV-Spektrum in MeOH nur eine breite Absorptionsbande
um 232 nm zeigt, lasst das IR-Spektrum in KBr anhand dreier
intensiver, scharfer Banden bei 1755, 1742 und 1714 cm ™" klar
auf das Vorhandensein von Ester- oder Ketofunktionen
schlieen.

Die Loslichkeit von 1 ist in den meisten organischen Lo-
sungsmitteln gering. Da es in Chloroform jedoch ausreichend
16slich ist, wurden die NMR-Spektren in CDCl; aufgenom-
men. Alle 26 Kohlenstoffsignale treten getrennt im *C-NMR-
Spektrum auf. Geméafl ihren chemischen Verschiebungen
wurden drei Signale — bei d.=196.8, 192.0 und 167.9 ppm -
zwei Ketofunktionen und einer Ester- oder Lactonfunktion
zugeordnet. Auf der Basis des C-DEPT-Spektrums wurden
sieben von acht Signalen zwischen 6 =139.3 und 123.5 ppm
olefinischen Methingruppen, das Signal bei d-=70.2 ppm
einer Oxymethingruppe und ein Signal bei 6.=38.3 ppm
einer Methylengruppe zugeordnet. Ein im “C-NMR-Spek-
trum bei 6= 81.5 ppm mit geringer Intensitit auftretendes
Signal, das jedoch im “*C-DEPT-Spektrum fehlte, wurde
einem quartdren Kohlenstoffatom zugeordnet. Dreifig Pro-
tonen konnten eindeutig mit ihren zugehorigen Kohlenstoff-
atomen durch HMQC (heteronuclear multiple quantum co-
herence spectroscopy) korreliert werden. Die Signale der
beiden restlichen Protonen waren wegen ihrer Uberlappung
im "H-NMR-Spektrum zwischen 0y = 2.15 und 2.17 ppm nicht
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unterscheidbar; sie wurden den Methinkohlenstoffsignalen
bei dc=36.8 und 33.3 ppm zugeordnet. Die ansonsten giins-
tige Auftrennung der 'H-NMR-Signale erméglichte die
Identifizierung von drei Hauptstrukturelementen A-C aus
starken Vicinal- und schwicheren weitreichenden Korrela-
tionen im COSY-Spektrum (Abbildung 2).

Abbildung 2. Strukturelemente aus 'H-"H-COSY-NMR-Spektren und
ausgewshlte 'H-">C-HMBC-Korrelationen von 1.

Alle aus dem COSY abgeleiteten Bindungen innerhalb
der Strukturelemente A-C wurden durch HMBC (hetero-
nuclear multiple bond correlation spectroscopy) bestitigt
(Tabelle 1). Dariiber hinaus ergaben sich aus dem HMBC-
Spektrum die Verkniipfungen dieser Strukturelemente (Ab-
bildung 2). Die Fragmente A und B sind iiber Methin-7 und
-12 verbunden. Diese miissen selbst miteinander verkniipft
sein, da beide Kohlenstoffatome C7 und C12 jeweils eine

Tabelle 1: NMR-spektroskopische Daten von Chlorotonil A (1) in CDCl,.®!

Angewandte

HMBC-Korrelation mit den H-7/H-12-Signalen mitten zwi-
schen den symmetrischen Dubletts ihrer jeweils direkten
'Jcn-Kopplungen aufweisen. Die relative Orientierung von A
und B kann aus den HMBC-Korrelationen von C7 mit
Methyl-24, H-8 und H-9 einerseits und mit H-6 andererseits
hergeleitet werden. Kombiniert belegen die HMBC-Korre-
lationen das Vorhandensein eines ungeséttigten Decalinsys-
tems, wie in Abbildung 2 gezeigt. Die HMBC-Korrelation
von C5 (6 =196.7 ppm) mit H-6 ermoglicht die Verkniipfung
der Ketonfunktion mit Methin-6 und bietet somit eine Er-
klarung fiir die chemische Verschiebung des aliphatischen H-
6 bei 0y =3.77 ppm. Ebenso weist das Carbonyl-C3-Atom
(0c=192.0 ppm) HMBC-Korrelationen mit H-2 und H;-23
auf; dies ldsst auf eine Verkniipfung der zweiten Carbonyl-
gruppe mit dem Strukturelement C schlieBen. Weiterhin ist
die Cl-Position der Ester- oder Lactonfunktion (dc=
167.9 ppm) mit H-2 und H;-23 korreliert und zeigt ein kleines
HMBC-Signal zusammen mit H-21, wodurch die Ester/
Lacton-Bindung zwischen den Fragmenten A und C angezeigt
wird. Das wird durch die deutliche Acylverschiebung der
Allylposition H-21 bei 0y;=5.70 ppm gestiitzt. Die letzte,
noch nicht zugeordnete C4-Position muss also beide Chlora-
tome tragen und kann in die einzig verbliebene Position
zwischen die Ketofunktionen platziert werden, wodurch
sowohl ihre chemische Verschiebung von 6.=81.6 ppm als
auch das Fehlen jeglicher HMBC-Korrelationen eindeutig
erklirt werden.

H On m J[Hz] COSYPF! ROESYP C Oc m  HMBCY

- 1 23,2>21

2 454 g 7.0 23 - 2 470 d 23

- 3 23,2

— 4 -

- 5 6>14

6 3.77 dd 11.8, 6.7 (br) 12/79>15>11 (15) 12(/7),1 24 6  49.6 d 14,12/7>15, 16

7 - 6,11>8>14,13 26,24,14,8 7 367 d 24>6,110>13, 9 not 12!
8 - 24,9>12/7>25 >12/7 8 30 d 24>9

9 538 d 5.3 (br) 25,8, 118>110>24  8,25>24 9 1280 d 25,24>11>8

- 10 25, 11ap >8

1Mo 203 dd 16.9, 4.1 12/7>6,9>13 25,13 1 383 t 25>13,9>6 (14)

Mg 175 dd 16.9, 9.5 (br.) 12/7,6>9,8 >13 -

12 - 6,11>8>14,13 26,24,14,8 12 303 d 6,13,7,11>8, 14

13 574 d 10.2 (br) 14>15>12/7 11a, 12(/7) 13 1331 d 15,14, 6,12/7, 11

14 550  ddd 10.2, 4.6, 1.9 13,15>12/7 17>26 14 1235 d 13,16, 15 ((12/7))

15 - 6,14>13,16>12/7 19 (16, 6) 15 427 d 26>13,14,6>18,16, 17
16 - 26,17>15,18 19 (17) 16 333 d 26>6,18,17>15,13, 14
17 530  ddq 10.4, 8.4, 0.8 18,16>19 14, 26 17 1393 d 26,19, 16> 21, 20, 15

18 587  dd 10.4,11.2 (br) 19,17>20 20 18 1254 d 20,19>21, 16, 26

19 6.05 dddd  153,11.2,18,1  18,20>21,17 16,17 >21 19 1239 d 18,17, 21>22,20

20 550  dd 15.3, 2.4 (br) 19,21>18,17 18, 23 20 1302 d 22,18>19

21 560  ddq 22,2.4,6.7 (br)  22>20,19 >19 21 703 d 22,19, 20

22 132 d 6.5 21 20 22 209 q 21,20>19

23 1.65 d 7.0 2 - 23 170 q 2

24 083 d 7.0 8>9 6,12(/7), 9 24 148 q 25,12/7>11,6>8>9,17
25 1.66  ddd 1,1, 9, 1a, 8 9, N 25 232 q 9, 1Na

26 095 d 6.5 16 17, (12))7 26 156 q 17>15,16

[a] "H-NMR (600 MHz), C-NMR (75 MHz); *C-Multiplizititen wurden aus dem DEPT-Spektrum entnommen. [b] Die Nummern der Protonen, die
mit '"H-NMR-Signalen korrelieren, sind nach absteigender Intensitit sortiert. [c] Einige vicinale NOE-Korrelationen sind in Klammern angegeben.
[d] Die Nummern der Protonen, die mit >C-NMR-Signalen korrelieren, sind in *C-Reihen nach absteigender Intensitit sortiert. [e] Die Signale von H-7

und H-12 tiberlappen.
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Langsames Umkristallisieren von 1 aus CH,Cl,/MeOH
ergab fiir die Rontgenstrukturanalyse geeignete Einkristalle
(Abbildung 3). Die Analyse wurde auf R, =0.0497 (wR,=
0.0939) verfeinert. Die absolute Konfiguration der acht Ste-
reozentren in 1 lautet demnach 2S5, 6R, 7R, 8R, 12R, 158, 16R,
218.00.12

Abbildung 3. Molekiilstruktur von Chlorotonil A (1) aus der Réntgen-
strukturanalyse; rot O, griin Cl, grau C, weifd H.

Fiir einen Vergleich der Konfiguration in Losung mit
derjenigen im festen Zustand wurden die stereochemischen
Informationen der NMR-Daten analysiert. Obwohl H-7 und
H-12 im 1D-'H-NMR-Spektrum iiberlappen, konnte die re-
lative Konfiguration des zweifach ungesittigten Decalinsys-
tems aus den 1D-'H- und 2D-'H-'H-ROESY-NMR-Daten
abgeleitet werden (Tabelle 1). Der stéirkste Kern-Overhauser-
Effekt (NOE) von Methyl-24 ist der mit H-6, was belegt, dass
beide auf einer Seite des Systems (,,Oberseite) angeordnet
sind. Demnach befindet sich H-7 entsprechend der trans-
Axialkopplung Js;=11.8 Hz auf der gegeniiberliegenden
Seite (,,Unterseite”). Die andere starke ROESY-Korrelation
beider Gruppen — H-6 und Methyl-24 — mit dem Multiplett H-
7/12 wird dann allein durch H-12 verursacht und zeigt die
7,12-trans-Konfiguration an, durch die H-6, H-12 und Methyl-
24 axial in einem Dreieck auf der Oberseite fixiert werden.
Die Vicinalkopplung J;5=6.7 Hz erfordert eine axial-dqua-
toriale Beziehung von H-6 mit H-15. Folglich besetzt die
Seitenkette an der Position 15 der Decalineinheit eine axiale
Position in Richtung der Unterseite des Molekiils. Eine
ROESY-Korrelation der a-Methylgruppe an Position 26 mit
H-7 ist nur durch deren Drehung in Richtung auf die Deca-
lineinheit moglich, so wie sie in der Molekiilstruktur von 1
gefunden wurde (Abbildung 3). Infolge dieser Drehung und
der dquatorialen Ausrichtung der C5-C6-Bindung liegt der
Hauptteil des Lactonringes fast in einer Ebene mit dem trans-
Decalinsystem. Im '"H-NMR-Spektrum kann aus den vicina-
len Kopplungskonstanten 10.4 und 153 Hz eine A'""®-cis-
bzw. eine A'”?-trans-Konfiguration der Doppelbindungen
hergeleitet werden. Eine ungestort planare s-trans-Anord-
nung des Diens wird durch die Kopplungkonstante Jig,9=
11.2 Hz angezeigt und dariiber hinaus durch einen NOE
zwischen H-16 und H-19 untermauert, der die cisoidale An-
ordnung dieser beiden Positionen belegt. Aufgrund der
rdumlichen Lage von H-2 und Methyl-23 konnte aus den
NMR-Daten keine Aussage iiber ihre relative Orientierung
abgeleitet werden. Der Rontgenkristallstruktur zufolge liegt
Methyl-23 in der Molekiilebene. Die Chloratome zeigen
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hingegen zur Oberseite und beide Ketofunktionen zur Un-
terseite des Molekiils.

Die gem-Dichlor-1,3-dionfunktion in Chlorotonil A (1)
wurde zum ersten Mal als Strukturmerkmal in einem Natur-
stoff gefunden. Die biosynthetische Herkunft des Polyketids 1
aus S. cellulosum macht ein weiteres Mal deutlich, welches
Potenzial Myxobakterien als Quelle fiir vielfiltige Sekun-
ddrmetabolite aufweisen. Die Position der
AB-Doppelbindung in 1 ldsst darauf
schlieen, dass das ungesittigte trans-De- X

. . . gl |
calinsystem wiahrend der Biosynthese ste- N
reospezifisch iiber eine einstufige intra- 6
molekulare Diels-Alder-Reaktion eines o-
Oxo-6-en-Dienophils mit einem 12,14-
Dien-Zwischenprodukt aufgebaut wird
(Abbildung 4)."%1 Derzeit finden weitere
Untersuchungen zu den biologischen Ei-
genschaften, den Vorstufen der Biosyn-
these und der Isolierung von Chlorotonil-
Varianten statt.

14 12

Abbildung 4.
Wahrscheinliches
Zwischenprodukt
vor einer intra-
molekularen
Diels-Alder-Reak-
tion zu 1.
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