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Myxobakterien sind bereits als gute Quelle fiir zahlreiche
Sekundirmetabolite bekannt,[!! wobei die Gattung Soran-
gium die groBte Anzahl neuer Substanzen lieferte.” Im Zuge
unseres laufenden bioaktivitidtsgeleiteten Screeningpro-
gramms wurde ein bislang unbekanntes antimykotisches
Spektrum von Aktivititen im Extrakt von S. cellulosum
So ce701 nachgewiesen. Dies fiihrte schlielich zur Isolierung
der einzigartigen Isochromanon- und Oxazol-enthaltenden
Icumazole (1a-¢).’! Nachtriiglich konnten charakteristische
Strukturelemente auch in den Noricumazolen (2a-b) wie-
derentdeckt werden.

Hier beschreiben wir umfassend die Icumazole (1a—c)
und Noricumazole (2a-c), ihre Isolierung und Strukturauf-
kldarung und auch Studien zu den jeweiligen Bioaktivititen.
Dabei wihlten wir ein breites Spektrum verschiedener Me-
thoden und Strategien, welche auf unterschiedlichen spek-
troskopischen Verfahren und der chemischen Ermittlung der
jeweiligen relativen und absoluten Konfigurationen durch
Derivatisierung, Abbau und Fragmentsynthese beruhen.
SchlieBlich beweisen wir die Strukturzuweisung eindeutig
durch die Totalsynthese von Noricumazol A (2a). Zusitzlich
belegen wir unter Anwendung eines neuartigen Screening-
konzepts fiir oligomere Ionenkanile einen ionenkanal-
blockierenden Effekt von Noricumazol A (2a).
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Zur Produktion der Icumazole (1a-¢) wurde S. cellulo-
sum, Stamm So ce960 bei 30°C fiir 14 Tage in einem 100-L-
Fermenter kultiviert, und die Icumazole wurden wie in den
Hintergrundinformationen beschrieben isoliert. Die Icuma-
zole (la—c) konnten leicht anhand von UPLC-DAD-UV-
Analysen tber ihre UV-Spektren erkannt werden. Die
Spektren zeigten eine intensive Hauptabsorption bei 302 nm
mit Nebenbanden bei 290 und 316 nm, was charakteristisch
fir solche konjugierten kurzen Polyene ist. Das per HR-
ESIMS bestimmte Molekiil-Ion M" des Signals bei R =
15.37 min wies auf die molekulare Formel von Cy;H,;sNO; fiir
Icumazol A (1a) hin, welche mit den NMR-Daten tiberein-
stimmte (Hintergrundinformationen, Tabelle S1). Die 33 im
BC-NMR-Spektrum detektierten C-Atome wurden entspre-
chend ihres DEPT-Spektrums klassifiert, einschlie3lich der
drei Heteroatom-gebundenen austauschbaren Protonen,
welche in den 'H-NMR-Spektren in [D,Methanol nicht
sichtbar waren. Alle Protonen in den 'H-NMR-Spektren
konnten eindeutig iiber "H,"*C-HMQC-Spektren zu den zu-
gehorigen Kohlenstoffatomen zugeordnet werden. Die Kor-
relationen im 'H,'H-COSY-Spektrum lieferten vier Haupt-
doméinen (A-D; Abbildung 1). Das verbleibende ungesit-
tigte Methin-Singulett (H19, Oyc=7.80/138.0 ppm) wurde
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lcumazol A (1a) R' RZ=H
lcumazol B1 (1b) R’ = H; R? = a-D-arabino-Furanosyl
lcumazol B2 (1¢) R' = O-u-D-arabino-Furanosyl; R2 = H
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lcumazol A 3 (C22-C24)
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Abbildung 1. |cumazole A-B2 (1a-c), Noricumazole A-C (2a—c) und
Acetonide 3 und 4 mit relevanten *C-NMR-Daten und Aufklarung der
relativen Konfigurationen. Die Nummerierung wurde aus Versténdnis-
griinden so gewihlt und ist nicht IUPAC-konform; A-D bezeichnen
NMR-Doménen.
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aufgrund seiner groBen 'Jy;c-Kopplungskonstante von 209 Hz
als Teil eines heteroaromatischen Rings zugeordnet. Ein-
schlieBlich der quartiren Kohlenstoffatome C18 und C20
neben einem Stickstoff- bzw. einem Sauerstoffatom bildet
dieses Methin-Kohlenstoffatom an C19 einen Oxazolring, der
die Doménen C und D, wie durch ihre 'H,"*C-HMBC-Kor-
relationen angedeutet, verkniipft (Tabelle S1 mit Abbildung).
Die Ethergruppe an Position Cl1 in Doméne C liel sich
durch die HMBC-Korrelationen zwischen dem Oxymethin
C11 und der Methoxygruppe C33 begriinden. Das Isochro-
manonsystem konnte basierend auf den HMBC-Korrelatio-
nen der Strukturelemente A, B und C sowie den verblei-
benden quartdren Kohlenstoffatomen festgelegt werden.
Obwohl ein direkter Beweis fiir einen Ringschluss zwischen
C1 und C9 aus dem HMBC-Spektrum nicht zu erbringen ist,
lasst einzig ein Lacton-Ring die Tieffeldverschiebung von H9
(0 =4.83) und die chemische Verschiebung von C1 (6 =172.1)
begriinden. Die (Z,Z,E)-Konfiguration der Trien-Einheit in
1a wurde durch die vicinalen Kopplungskonstanten J;,; und
Jig;s=11-12Hz und Jis;=152Hz hergeleitet. Eine
ROESY-Korrelation zwischen H17 und H19 zeigte die cisoi-
dale stereochemische Beziehung der Oxazol-Methin- und
Trien-Methin-Kohlenstoffatome an C19 bzw. C17.

Zusitzlich konnten, neben substantiellen Mengen von
Carolacton,¥! zwei stiarker polare Icumazole entdeckt
werden, die durch die charakteristischen UV-Spektren wih-
rend der HPLC-UV-MS-Analyse der Extrakte auffielen. Die
Elementzusammensetzung Ci;Hs3NO;; der Icumazole Bl
(1b) (R,=14.0 min) steht fiir eine zusétzliche CsHzO,-Ein-
heit, welche die Anwesenheit eines Pentosyl-Restes nahelegt.
Auf Grundlage eines Vergleichs von 'H- und *C-NMR-Daten
von 1b (Tabelle S2) mit den Literaturwerten, schlagen wir
einen a-arabino-Furanosylrest vor.”! Details zur Struktur-
aufkldarung von 1b und 1c¢ sind in den Hintergrundinforma-
tionen zusammengefasst.

Im Unterschied zu den Icumazolen (1a-c), deren Oxazol-
Trien-Chromophor im UV-Spektrum eine charakteristische
Bande bei 290, 302 und 316 nm aufweisen, zeichnet sich No-
ricumazol A (2a) durch die Abwesenheit dieser Banden aus.
Die Elementzusammensetzung C,sH3;)NO, wurde mittels
HR-ESIMS anhand des [M-+H]"-lonenclusters bei m/z
502.2797 (berechnet: 502.2799) aufgekliart. Die NMR-Daten
des Isochromanons und der Oxazol-Einheiten in 2a stimmten
mit den fiir Icumazol A (1a) gemessenen iiberein (Tabel-
le S4). Dennoch offenbarte die kleinere Masse von 66 Da
(entsprechend CsHy) in Metabolit 2a verglichen zu 1a den
Ersatz der Methoxy- durch eine Hydroxygruppe und den
Verlust beider Z-Doppelbindungen. Die ROESY-Korrelation
H13/H15 der cisoidalen Konformation zwischen dem Proton
H13 der letzten E-Doppelbindung und des Oxazol-Protons
H15 &hnelt der von 1a—¢. Analog zu den Icumazolen wurden
neben Noricumazol A (2a) (R,=12.6 min) zwei stirker
polare Derivate isoliert. Noricumazol B (2b) (R,=11.4 min)
wurde als das zu Icumazol 1b gehorige 180-a-arabino-Fu-
ranosid identifiziert (Tabelle S5). Bei Noricumazol C (2¢)
(R,=10.9 min) handelt es sich jedoch um ein 110-f-gluco-
Pyranosid (fiir Details sieche die Hintergrundinformationen
und Tabelle S6).1
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Weder Icumazol A (1a) noch Noricumazol A (2a) lie-
ferten geeignete Kristalle zur rontgenkristallographischen
Analyse. Aus diesem Grund waren wir gezwungen, die Ste-
reochemie aller stereogenen Zentren durch einen chemischen
Ansatz zu bestimmen. Da es sich bei Noricumazol A (2a) im
Vergleich zum Trien 1a um den chemisch stabileren Natur-
stoff handelt, wurde die chemische Synthese von 2a in Angriff
genommen.

Zunichst wurde die relative Konfiguration der 1,3-Diol-
Einheit durch Synthese der Acetonide 3 (1a, 2,2-Dimeth-
oxypropan, pTsOH, RT, 60 min, 73 %) bzw. 4 (2a, 2,2-Di-
methoxypropan, pTsOH, RT, 15 min, 67 %) mithilfe der Ry-
chnovsky-Methode aufgeklirt (Abbildung 1).["" Die Bestim-
mung der relativen Konfiguration erfolgte durch Analyse der
BC-NMR-Daten und der relevanten 'H,'H-Kopplungskon-
stanten (J/y,; =10.3 Hz und J,;,,=10.1 Hz fiir 3 und Jig,9=
10.4 Hz und J,4,, = 10.0 Hz fiir 4*') zu anti,anti (C22-C24 in 3
und C18-C20 in 4). Infolgedessen schussfolgerten wir, dass
die relative Konfiguration in der Stereotriade von Icumazol A
(1a) und Noricumazol A (2a) identisch ist. Im néchsten
Schritt wurde Noricumazol A (2) iiber eine Serie von Stan-
dardtransformationen in das Triacetonid 5 und in die Frag-
mente 6 und 7 iiberfiihrt (Schema 1). Das Derivat 5 bestitigte

& Q
ab 8 20
o. 0O 24.8 ppm
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ggf Sm AN 5  |1004ppm| |30.2ppm
98.6 ppm 98.2 ppm
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Schema 1. Synthese des Acetonids 5, relevante *C-NMR-Daten und
Synthese der Fragmente 6 und 7 von Noricumazol A (2a). Reagentien
und Bedingungen: a) 2a, LiBH,, THF, 0°C, 10 min; b) 2,2-Dimethoxy-
propan, pTsOH, RT, 10 h, 18% (iiber zwei Stufen); c) 2a, NMO,
K,050,-2 H,0, tBUuOH, H,0, 0°C bis RT, 4 h, 45%; d) 1. NalO,, THF,
1.5 h; 2. NaBH,, CH,Cl,/MeOH (3:1), RT, 1 h, 32% ausgehend von 6,
98 % ausgehend 7. NMO = N-Methylmorpholin-N-oxid, Ts = Tosyl.

die relative Konfiguration von Noricumazol A (2a) an C18-
C20 (2a) und begriindet die anti-Orientierung des Diols an C9
und C11. AnschlieBend wurden die Fragmente 6 und 7 un-
abhingig voneinander synthetisiert und mit authentischen
Proben, erhalten aus der oxidativen Fragmentierung, vergli-
chen. Dies ermoglichte den Nachweis der absoluten Konfi-
guration aller stereogenen Zentren, einschlieSlich dem an
C25. Da die stereogenen Zentren zwischen C25 und C9 weit
auseinander liegen, war eine Synthese beider diastereomeren
Westfragmente 6 und epi-6 notwendig.

Der phenolische Vorldufer 9 wurde zunéchst iiber drei
aufeinanderfolgende metallorganische Transformationen
modifiziert, um die drei C-Substituenten einzufiihren
(Schema 2). Die sp*-sp*Kreuzkupplung mit dem (S)-Todid 8!
erforderte die Lithiierung des Bromids und gelang idealer-
weise per MOM-Schiitzung der phenolischen Gruppe. Nach
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Schema 2. Synthese der Westfragmente 6 und epi-6. Reagentien und
Bedingungen: a) 1. (5)-8, Mg, THF, A, 1 h, 2. 9, HMTA, TMEDA,
[Fe(acac)s], 0°C, 1.5 h, 98 %; b) 1. nBuLi, TMEDA, Et,0, —30°C, 2 h,
dann 3 h bei —5°C, 2. tBuNCO (10 Aquiv.), RT, 14 h, 94%; c) nBuLi

(3 Aquiv.), TMEDA (3 Aquiv.), Et,0, —78°C——40°C, 2 h, dann
Zugabe von (5)-12 (2 Aquiv.), —78°C——40°C, 14 h, 10a: 73% (99%
basierend auf zuriickgewonnenem Ausgangsmaterial); die gleiche Um-
setzung tiber 12b liefert 10b: 81%; d) HCl,,,, EtOH, 50°C, 2.5 h, 11a:
89%, 11b: 94 %,; e) pTsOH, Toluol, A, 30 min, 6: 89%, epi-6: 95 %.
acac=Acetylacetonat; HMTA = Hexamethylentetramin; MOM = Meth-
oxymethyl; TMEDA = Tetramethylethylendiamin.

erheblichen Optimierungen fiir die Eisen-katalysierte Vari-
ante!'™!!! der Kumada-Reaktion!"” konnte das Kreuzkupp-
lungsprodukt in ausgezeichneter Ausbeute erhalten werden.
Die zweite ortho-Position wurde anschliefend wiederum
durch Lithiierung gefolgt von einer Behandlung mit tert-Bu-
tylisocyanat funktionalisiert. Das resultierende Amid diente
zur Dirigierung der nichsten ortho-Lithiierung gefolgt von
Alkylierung. Hierbei wurden beide antipodalen Oxirane
12a,b™1¥ eingesetzt, wodurch unabhingig voneinander die
Addukte 10a und 10b erhalten wurden. Die Synthese der
d-Lactone 6 und epi-6 erfolgte nach Entfernung aller O-
Schutzgruppen.

Die resultierenden Phenole 11a und 11b wurden an-
schlieBend unter sauren Bedingungen cyclisiert. Interessan-
terweise ist zu diesem Zeitpunkt der Synthese eine Unter-
scheidung der C24-Protonensignale beider Epimere 6 und
epi-6 im 'H-NMR-Spektrum moglich. Dieses ist ein dia-
gnostisches Kriterium fiir die Aufkldrung der relativen Kon-
figuration zwischen C25 und C9.* Ein Vergleich (NMR- und
CD-Spektroskopie; siehe Abbildung S1) mit Fragment 6,
welches durch oxidative Fragmentierung von Noricumazol A
(2a) erhalten wurde, bewies die Identitét des vom natiirlichen
und synthetischen Noricumazol A abgeleiteten Fragments 6
und belegt die absolute Konfiguration der stereogenen Zen-
tren an C25 und C9 als (S). Folglich konnten wir bezugneh-
mend auf Acetonid 5 die Konfiguration an C11 als (R) fest-
legen. Setzt man die stereochemische Identitdt von Icuma-
zol A (1a) und Noricumazol A (2a) voraus, ldsst sich aus den
gesammelten analytischen Daten das zusétzliche stereogene
Zentrum an C8 in 1c¢ als (R) zuordnen.

Die Stereotriade im Ostfragment 7 wurde mithilfe der
Masamune-Antialdolreaktion™ und der Nagao-Acetat-
Aldolreaktion!"” hergestellt (Schema 3). Das Propionat 13
und Propanal lieferten den Aldehyd 14 nach einer Reihe von
Standardreaktionen. In der Nagao-Aldolreaktion wird das
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Schema 3. Synthese des Ostfragments 7. Reagentien und Bedingun-
gen: a) ¢-HexBOTf, NEt;, Propionaldehyd, CH,Cl,, —78°C, 2 h, 91 %,
d.r.>20:1; b) TBSOTY, 2,6-Lutidin, CH,Cl,, —78°C—RT, 50 min,
quant.; c) DIBAL-H, CH,Cl,, —78°C, 30 min, 91%,; d) Dess-Martin-
Periodinan, CH,Cl,, RT, 1 h; e) 17, TiCl,, iPr,EtN, —40°C——78°C,
1.5 h; f) TBSOTH, 2,6-Lutidin, CH,Cl,, —78°C, 30 min, 91 % uber drei
Stufen; g) 1m LiOH, 30% H,0,, THF/H,O 4:1, 0°C—RT, 12 h, 99%;
h) 18, HOBt, TBTU, iPr,EtN, CH,Cl,, RT, 12 h, 97%; i) DAST, CH,Cl,,
—78°C, 3 h, 78% (88 % basierend auf zuriickgewonnenem Ausgangs-
material); j) DBU, BrCCl;, CH,Cl,, 0°C—RT, 6 h, 85%; k) DIBAL-H

(2 Aquiv), CH,Cl,, —78°C, 1 h, quant; I) BF;OEt,, CH,CN, 0°C, 7 h,
72%. DAST = Diethylaminoschwefeltrifluorid; DBU =1,8-Diazabicyclo-
[5.4.0]undec-7-en; Hex =n-Hexyl; HOBt = Hydroxybenzotriazolhydrat;
TBSOTf =tert-Butyldimethylsilyltriflat; TBTU = O-Benzotriazolyl-
N,N,N’,N'-tetramethyluronium-tetrafluoroborat.

Thioxothiazolidin 17 eingesetzt; sie ergab nach O-Silylierung
und hydrolytischer Abspaltung des chiralen Auxiliars die
Carbonsédure 15. Diese wurde mit Serinmethylester 18 ge-
kuppelt und durch eine DAST-vermittelte Cyclisierung und
Aromatisierung in guter Gesamtausbeute in den Methylester
16 uberfiihrt. SchlieBlich wurde der Ester 16 in das ge-
wiinschte Triol 7 tiberfiithrt und die relative Konfiguration und
Identitdt durch Vergleich der NMR-Daten mit dem natiirli-
chen Abbauprodukt 7 bewiesen (Abbildung S2a). Weiterhin
wurden die absoluten Konfigurationen (18S,19R,20R) iiber
die optischen Drehungen (natiirliches Fragment: [a]3=-22.5,
c=0.2, MeOH; synthetisches Fragment: [a]¥=-20.8, c=0.2,
MeOH) und per CD-Spektroskopie belegt (siche Abbil-
dung S2).

Die Struktur von Noricumazol A (2a) konnte abschlie-
Bend eindeutig durch Totalsynthese bestétigt werden
(Schema 4). Dazu wurde Vinyliodid 20 mit dem Aldehyd 19
(erhalten aus dem Westfragment 6 unter strikt sdure- und
wasserfreien Bedingungen) iiber das entsprechende Vinyl-
zink-Intermediat vereinigt. Die Bildung des Intermediats er-
folgte durch Transmetallierung des lithiierten Vinyliodids
durch Zugabe von Me,Zn. Das erwiinschte Produkt 21 und
dessen Epimer 11-epi-21 erhielten wir in einem Diastereo-
merenverhiltnis von d.r. = 1:1."%! Methylester 16 konnte aus
dem Vinyliodid 20 zugénglich gemacht werden. Dazu wurde
dieses zundchst einer Reduktion unterzogen und der gebil-
dete Aldehyd per Seyferth-Gilbert-Homologisierung!"! unter
Verwendung des Bestmann-Ohira-Reagens in das Alkin
tiberfiihrt.”” Dieses wurde einer syn-Hydrozirkonierung®!
mit darauffolgender lIodierung unterzogen.

Nach chromatographischer Trennung beider Diastereo-
mere konnte das unerwiinschte 11-epi-21 durch eine Mitsu-
nobu-Inversion® gefolgt von einer Esterhydrolyse direkt in
21 iiberfiithrt werden. Diese Sequenz erhohte die Ausbeute
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Schema 4. Abschluss der Totalsynthese von Noricumazol A (2a). Rea-
gentien und Bedingungen: a) Dess-Martin-Periodinan, NaHCO;,
CH,Cl,, 0°C, 45 min, 85%; b) DIBAL-H, CH,Cl,, —78°C, 1 h, quant.;

c) K,CO;, Bestmann-Ohira-Reagens, MeOH, 0°C—RT, 86 %;

d) Schwartz-Reagens, THF, 0°C, 1 h, dann NIS, —78°C, 25 min, 94 %;
e) tBuli, 20, Et,0, —78°C, 1 h, dann Me,Zn, —78°C, 15 min, dann 19,
Et,0, —78°C, 2.5 h, 74%, d.r.=1:1 (21:11-epi-21); f) 11-epi-21, PPh;, p-
Nitrobenzoesdure, DEAD, THF, 0°C—RT, 3 h, 90%; g) NaOH, H,0,
THF/MeOH (2:1), 0°C, 12 h, 92%; h) 21, BF;-Et,0, CH,CN, 0°C, 12 h,
90%. DEAD = Diethoxycarbonyldiazen; NIS = N-lodsuccinimid.

des erwiinschten Kupplungsprodukts 21 auf 68 %. Der Ab-
schluss der Synthese wurde durch eine Lewis-Sdure-vermit-
telte TBS-Entschiitzung®! erreicht. Noricumazol A (2a)
wurde iiber 15 Stufen (langste lineare Sequenz) in einer Ge-
samtausbeute von 15% (einschlieBlich der Mitsunobu-
Inversion: 17 Stufen und 26 % Gesamtausbeute) erhalten.
Die durch Totalsynthese erhaltenen physikalischen und ana-
lytischen Daten des Produkts stimmen mit denen fiir das
authentische Noricumazol A (2a) iiberein.?!! Auf diese Weise
wurde die absolute Konfiguration aller in Abbildung 1 ge-
zeigten stereogenen Zentren von Noricumazol A (2a) er-
mittelt. Die chemischen und biochemischen Betrachtungen
lassen erwarten, dass diese Zuordnung auf die Stereochemie
der Icumazole (1a-c) tibertragbar ist.

Untersuchungen der biologischen Eigenschaften von
Icumazol A (1a) ergab Aktivititen (minimale Hemmkon-
zentrationen (MIC) in ugmL™') gegeniiber zahlreichen
Pilzen, z.B. Mucor hiemalis (1.25), Botrytis cinerea (0.04),
Pythium debaryanum (0.3) und Sclerotina sclerotiorum (1.25)
(ausgewihlt aus Tabelle S7) sowie gegeniiber dem hefedhn-
lichen Organismus Rhodotorula glutinis (0.3). Experimente
mit vereinzelt wachsenden R. glutinis zeigten bei Einsatz von
1a Inhibition des Wachstums. Allerdings wurde auch beim
Einsatz einer zehnfachen Konzentration der MIC keine fun-
gizide Wirkung beobachtet (Abbildung $3).*! DNA-, RNA-
und Proteinsynthesen wurden allerdings unmittelbar nach
Zugabe von Icumazol A (1a) blockiert. Voraussichtlich tritt
dabei die Blockierung des Grundstoffwechsels auf. Infolge-
dessen wurde der Einfluss von 1a auf die Oxidation von
NADH in zellfreien Praparationen von Mitochondrien von R.
glutinis studiert. Diese Untersuchungen zeigten eine maxi-
male Inhibierung der NADH-Oxidation von 60-70% bei
einer Konzentration von etwa 5 ngmL™' (Abbildung S4). Ein
dhnliches Verhalten konnte bei Myxothiazol beobachtet
werden, welches an den Membranen von Paracoccus denitri-
ficans wirkt.”®! Grundsitzlich trat keine vollstindige Inhi-
bierung auf, da mehrere redundante Wege fiir die Oxidation
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von NADH in Pilzen existieren, wie dies beispielsweise fiir
Histoplasma capsulatum und andere Pilze beschrieben ist.*!

Demgegeniiber zeigt Noricumazol A (2a) keine deutliche
antibiotische Aktivitdt. Interessanterweise entdeckten wir
aber, dass Noricumazol A (2a) die bemerkenswerte Fihigkeit
hat, temperaturabhingig die tetramere Form des Kalium-
kanals (KcsA) zu stabilisieren. Etwa die Hilfte aller tetra-
merer KcsA-Ionenkanile dissoziieren in Monomere bei einer
Temperatur von 82°C.*"! Hingegen wurden in Anwesenheit
von Noricumazol A (2a) KcsA-Tetramere und sogar Oligo-
mere bei niedrigeren Temperaturen gebildet (50-80°C).
Diese waren bis zu einer Temperatur von 90°C stabil, was
eine SDS-PAGE-Analyse belegt (siche Abbildung S5). Nach
unserem Kenntnisstand handelt es sich hier um das erste
Beispiel, in dem ein Naturstoff eine solche Stabilisierung der
KcsA-Architektur hervorruft. Es ist bereits bekannt, dass
NaCl auf die Ionenkanalarchitektur in dhnlicher Weise wirkt,
withrend KCI den KcsA-Kanal stabilisiert.* )

Um diese aufergewohnliche Aktivitit von Noricuma-
zol A (2a) mit einer biologischen Funktion verkniipfen zu
konnen, wurde ein Fluoreszenz-Assay auf der Basis eines
Kalium-erkennenden Fluoreszenzfarbstoffs (PBFI) entwi-
ckelt. Dieser Farbstoff wurde genutzt, um den Kaliumtrans-
port in rekonstituierten biologischen Systemen zu detektie-
ren.’” Zunichst wurden dazu Liposomen mit PBFI beladen
und die gereinigten Ionenkanile aus KcsA in die kiinstliche
Membran zum ,,Channelosom® integriert. In Anwesenheit
von KCI (1M dem Assay zugefiigt, um eine Endkonzentration
von 0.5M zu erhalten) wurden Kaliumionen in diese ,,Chan-
nelosome* hinein transportiert und das Fluoreszenzsignal
verfolgt (siche Abbildung S6A). In Abwesenheit von KcsA
zeigten Kontroll-Liposomen eine nur schwache Reaktion auf
die Anwesenheit der Kaliumionen (siche Abbildung S6A).
Addition von Noricumazol A (2a) zu den ,,Channelosomen*
fiihrte zu einer Verkleinerung des Fluoreszenzsignals. Dieser
Effekt ist dosisabhingig (siehe Abbildung S6A)."! Der kon-
zentrationsabhéngige inhibitorische Effekt (ICs,) von Nori-
cumazol A (2a) auf den Ionenkanal KcsA betrug 4 pm,
wiahrend die 1Cy-Werte fiir NaCl 85 mm und NiCl, 190 mm
sind (siehe Abbildung S6C).

Diese Ergebnisse zeigen, dass Noricumazol A (2a) den
Aufbau von KcsA stabilisiert und den Transport von Kali-
umionen durch den Ionenkanal hemmt. Letzteres Ergebnis
wurde zusétzlich durch elektrophysiologische Messungen
verifiziert, bei denen Noricumazol A (2a) die einzelne Ka-
nalaktivitdt bei einer Konzentration von 1 um vollstindig
hemmte (Abbildung S7).F Dieser Wert ist vergleichbar mit
anderen spezifischen Ionenkanal-Inhibitoren. Einer dieser
Tonenkanal-Inhibitoren ist das von Skorpionen produzierte
und isolierte Charybdotoxin, welches eine 10- bis 100fach
hohere Affinitéat fiir humane Kaliumkanile besitzt. Weitere
etablierte Kanalblocker wie TBA (Tetrabutylammonium),
TEA (Tetraethylammonium) oder Ba®" erfordern hoéhere
Konzentrationen zur Inhibierung des KcsA-Kanals als Nori-
cumazol A (2a).

Wir konnten zeigen, dass es sich bei Icumazol A (1a),
Noricumazol A (2a) sowie den beiden glycosylierten Analo-
ga um neuartige Oxazol- und Isochromanon-haltige Meta-
bolite aus verschiedenen S.-cellulosum-Stammen handelt. Die
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Zuschriften

Aglykone in 1la und 2a unterscheiden sich ausschlieBlich
durch die Anwesenheit einer Methoxy- oder Hydroxygruppe
an C11 und in der Léange ihrer zentralen Trien- oder Monoen-
Einheit bei wahrscheinlich gleicher absoluter Konfiguration.
Die absolute Konfiguration von Noricumazol A (2a) konnte
eindeutig durch die Totalsynthese des Molekiils bewiesen
werden. Erste Experimente deuten darauf hin, dass Icuma-
zol A (1a) auf die Atmungskette wirkt, wihrend Noricuma-
zol A (2a) einen starken Einfluss auf die Aktivitdt von Ka-
liumkanilen besitzt. Diese Eigenschaft hidngt bemerkens-
werterweise mit den die KcsA-Architektur stabilisierenden
Eigenschaften zusammen.
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